
論文内容の要旨 申請者氏名探田優子

申請者はすでにMBS結合蛋自質として細胞膜裏打ち蛋白質であるadducinを見出し､

adducinｶ浪hoｲﾅ-ｾﾞの基質であること､ Rho-ｷﾅ-ｾﾞによってﾘﾝ酸化されたadducin

はそのｱｸﾁﾝﾌｲﾗﾒﾝﾄ結合活性が上昇することを見出している｡また､ adducinの

ﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙｶ浪hoｲﾅ-ｾﾞとMBSを介したこつの経路により制御されていることを
明らかにしている｡

本論文ではRhoｲﾅ-ｾﾞによるadducinのﾘﾝ酸化の細胞内における生理機能を明らか

にする目的で､ 1) adducinのRho-ｷﾅ-ｾﾞによるﾘﾝ酸化部位の同走､ 2)ﾘﾝ酸化状

態を特異的に認識する抗ﾘﾝ酸化抗体の作成､ 3)抗ﾘﾝ酸化抗体を用いたﾘﾝ酸化

adducinの細胞内局在の検討､ 4 )ﾘﾝ酸化部位を変異させたadducin変異体の細胞内導入
による解析をおこない､以下のような結果を得た｡

( 1 ) invitroでRho-ｷﾅ-ｾﾞがadducinのThr-445とThr-480をﾘﾝ酸化することを明らか
にした｡

( 2 ) adducinのThr-445のﾘﾝ酸化状態を特異的に認識する抗ﾘﾝ酸ｲ払dducir航体を作

成した｡この抗体はnvitroでRhoｲﾅ-ｾﾞによってﾘﾝ酸化されたadducinのみを認識し､
非ﾘﾝ酸化型のadducinやproteinkinaseCによってﾘﾝ酸化されたadducinを認識しなかっ

た｡抗ﾘﾝ酸ｲ払dducin抗体を用いて､ COS細胞に発硯させたadducinのTTlr-445のﾘﾝ酸
化ﾚﾍﾞﾙｶ浪hoとRhoｲﾅ-ｾﾞ依存性に上昇することを明らかにした｡

( 3 ) MDCK細胞のような上皮細胞においてhepatocyte growth factor(HGF)やﾎﾙﾎﾞ-
ﾙｴｽﾃﾙ(TPA)はRhoの活性化を介して細胞膜の波打ち硯象である細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞ

を誘導し､その結呆､細胞運動を引き起こすことが知られている｡ Thﾄ445がﾘﾝ酸化さ
れたadducinの細胞内局在を抗ﾘﾝ酸ｲ払dducin抗体を用いて検討したところ, adducinが

HGFやTPAによって誘導された細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞ領域や運動(遊走)細胞の1eading領
域で特異的にﾘﾝ酸化されていることを見出した｡

(4)細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞの形成にRhoの下流でRho-ｷﾅ-ｾﾞが関与しているかを検
討した｡ MDCK細抱にﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型のRhoｲﾅ-ｾﾞをﾏｲｸﾛｲﾝｼﾞｪｸｼｮ

ﾝするとRhoの機能を阻害するC3と同様に､ HGFやTPAによる細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞが阻

害された｡さらに､ Rhoｲﾅ-ｾﾞによるﾘﾝ酸化部位をAlaおよびAspに置換したadducin
の変異体を作成し､ﾏｲｸﾛｲﾝｼﾞｪｸｼｮﾝした｡ Ala変異体はRhoｲﾅ-ｾﾞによっ

てﾘﾝ酸化を受けずﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型adducinになりうると考えられる｡また､

Asp変異体は細胞内でRhoｲﾅ-ｾﾞによるadducinのﾘﾝ酸化状態を模倣すると考えられ

る｡ Ala変異体はHGFやTPAによる細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞを阻害した○ -方､ Asp変異体は
ﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型のRhoｲﾅ-ｾﾞによる細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞの阻害効呆を抑制し

た｡したがって､ adducinのRhoｲﾅ-ｾﾞによるﾘﾝ酸化は細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞの形成に

必要であることが明らかになった｡さらに細胞運動をﾓﾆﾀ-するｱｯｾｲ系として

Woundhealingassayを用いて､ﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型のRho-ｷﾅ-ｾﾞだけでなく

adducinのAla変異体が細胞運動を阻害することを見出した｡

以上の結呆から､ adducinはRhoｲﾅ-ｾﾞの生理的な基質であり､ Rhoの下流におけ

るRho-ｷﾅ-ｾﾞによるadducinのﾘﾝ酸化が細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞや細胞運動に必要である
ことが明らかになった｡



論文審査結果の要旨

申請者氏名深田優子

本論文は低分子量G蛋自質Rhoの標的蛋自質であるRhoｲﾅ-ｾﾞとMBSの生理機能を

解析することにより､ Rhoによる細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞや細胞運動の作用機構を分子ﾚﾍﾞﾙ

で明らかにしたものである｡本論文の主要な成果は以下に要約される｡

(1)申請者はすでに､ MBSのｱﾌｲﾆﾃｲ-ｶﾗﾑを用いてｳｼの大脳膜画分から

MBS結合蛋白質の同定を試み､細胞膜裏打ち構造であるｱｸﾁﾝｰｽﾍﾟｸﾄﾘﾝ複合体

に結合しｽﾍﾟｸﾄﾘﾝのｱｸﾁﾝへの結合を促進する蛋自質であるadducinを見出してい

た｡申請者はさらに､ adducinがRho-ｷﾅ-ｾﾞの基質であることを見出し､ Rhoｲﾅ-ｾﾞ

によってﾘﾝ酸化されたadducinはそのｱｸﾁﾝﾌｲﾗﾒﾝﾄ結合活性が上昇することを

見出していた｡また､ﾐｵｼﾝﾗｲﾄﾁｪｲﾝと同様にadducinもそのﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙが

Rhoｲﾅ-ｾﾞとMBSを介したこつの経路により制御されていることを明らかにしていた｡

(2)本論文では､ Rhoｲﾅ-ｾﾞによるadducinのﾘﾝ酸化の生理機能を詳しく調べる

ために､ Rhoｲﾅ-ｾﾞによるadducinのﾘﾝ酸化部位を同走し､ adducinのRhoｲﾅ-ｾﾞに

よるﾘﾝ酸化状態を特異的に認識する抗ﾘﾝ酸化抗体を作成した｡抗ﾘﾝ酸化抗体を用

いた解析により､細胞内において､ adducinがRhoの下流でRho-ｷﾅ-ｾﾞを介してﾘﾝ酸

化されることを見出した｡

(3)さらに､抗ﾘﾝ酸化抗体を用いた細胞内局在の検討により､ﾘﾝ酸ｲ払dducinが

細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞ部位や運動細胞のﾘ-ﾃﾞｲﾝｸﾞｴﾂｼﾞに特異的に濃縮していること

を明らかにした｡

(4)ﾘﾝ酸化部位の変異体を用いた解析によりRhoの下流におけるadducinのﾘﾝ酸

化が細胞膜ﾗｯﾌﾘﾝｸﾞや細胞運動に必要であることを明らかにした｡

以上のように､本論文はRhoが細胞道動を制御するﾒｶﾆｽﾞﾑの-端を明らかにした

ものである｡また､ RhoはRhoｲﾅ-ｾﾞやMBSを介してﾐｵｼﾝﾗｲﾄﾁｪｲﾝだけで

なく複数の基質のﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙを調節することにより､さまざまな生理機能を制御し

うるという可能性を示唆するものである｡

よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あ

るものと認めた｡


