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論文内容の要旨

背景と目的

Ⅵnexinはアダプタータンパクファミリーの一つであり,N末端側にSoHo(sorbin-homology)ド

メイン,C末端側にSH3(src･homology3)ドメインを有している｡Ⅵnexinには3つのisoformが

存在するがその内のvinexinβは,細胞骨格タンパクと相互作用するvinculinの結合タンパクとして

発見された｡その機能は細胞骨格の再編成や,細胞接着斑の形成に関与している｡また,Vinexinβ

はRas-GEF,mSos,ERKやc,Rafと相互作用しシグナル伝達の一部を担っていることも明らかに

なりつつある｡特に,ERKがvinexinβのN末端より189番目のセリンをリン酸化し活性化するこ

とも知られている｡

しかしこのリン酸化が細胞内においてどのような役割や機能を有しているかは明らかになってい

ない｡今回,分子細胞学的手法を使用しこの機能の一部を明らかにすることを目標とした｡

方法

1.細胞株:Vinexinβやそのリン酸化体の細胞内での局在には,REF52細胞,NIH3T3細胞,T24

細胞を,その機能の解析にはLNCaP細胞を使用した｡

2.遺伝子導入:Vinexinβ遺伝子のcDNAをPCR法にて作成し,PRK5-FlagベクターやpEGFP-Cl

ベクターに組み込んだものをプラスミドとして使用した｡Vinexin遺伝子のmutationに関し

ては189番目のセリンをアラニン(vinexinβ･SA)に変更したものとアスパラギン酸

(vinexinβ-SD)に変更したものをそれぞれ非リン酸化体,リン酸化体と考えられるプラスミド

として使用した｡使用した遺伝子は塩基配列を決定して目的の遺伝子であることを確認した｡

細胞内への導入はLipofectaminePLUSとLipofectamine2000を使用した｡Stableclone作成

時には各遺伝子を導入後G418を添加して遺伝子発現細胞をselectionした｡

3.抗体:抗vinexin抗体と抗vinexinリン酸化抗体はそれぞれvinexinβのタンパクとリン酸化ペ

プチドを抗原としてウサギにて作成した｡2次抗体などは各会社より販売されているものを使

用した｡

4.免疫細胞染色:細胞をカバースリップ上で培養,固定後に細胞染色を行い,蛍光顕微鏡にて観

察した｡

5.Western Blotting:細胞から蛋白を抽出し濃度測定を行い,10〃gから30FLgの可溶化さ

れたサンプルをSDS･PAGEで分離後,blottingし抗原抗体反応にて目的蛋白を同定した｡
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6.Cell-SPreading assay:細胞をトリプシンで処理し懸濁液を作成後にカバースリップ上に播種

し,任意の時間で固定し,rhodaminephalloidinにてactinを染色し細胞数を計測した｡細胞

面積はMediaCybernetics社のImage･ProPLUSを使用した｡

7.Migrationassay:BectonDickinson社の24wellinnerchamber(8FLmPOreSize)を使用した｡

8.Colonyformation assay:0.3%軟寒天ゲル内に細胞を播種し2週間後にcolonyが形成された

ところでcolonyを固定,染色してcolony形成数を測定した｡

結果と考察

ⅥnexinβはNIH3T3細胞,REF52細胞,T24細胞において細胞辺縁,接着班,移動細胞の1eading

edgeに集積していた｡これはactinの再構成が活発な部位であり,接着や細胞の移動に関係してい

ることが示唆された｡また,活性化ERKとvinexinβとが共局在しておりERKとvinexinβの相互

作用が示唆された｡Ⅵnexinβ-SAmutantとvinexinβ･SD mutantは同様の部位に存在していたた

め,ERKによるリン酸化はvinexinβの細胞内の局在にはあまり影響を与えていない可能性が示唆

された｡しかし,リン酸化vinexinβの発現はT24細胞の接着初期に辺縁に高発現し,接着後には発

現が低下するという現象を示した｡これはERKの活性化と同様の発現様式であったため,ERKに

よるvinexinβのリン酸化は細胞の接着に影響を与えている可能性が示唆された｡

次にvinexinβを内在的に発現していない前立腺癌細胞株であるLNCaP細胞にwild typeの

vinexinβとvinexinβ-SAmutantとSDmutantを導入し作成したcloneを使用して細胞の接着能力

と進展能力を検討したところwildtypeとSDmutantの細胞接着能は低下しており,前立腺癌細胞

においてvinexinβのリン酸化は細胞の接着と進展を抑制することが示唆された｡

また,足場非依存的増殖についても検討したところ,WildtypeとSAmutantの増殖能力が同様

に低下していた｡この結果は足場がない状態ではvinexinβはリン酸化を受けにくく,細胞の増殖

能力が低下するということを示唆した｡

以上のことから,Vinexinβのリン酸化は前立腺癌細胞株において細胞接着や足場非依存的増殖に

影響を与えていることが示唆された｡この結果はvinexinβが,将来において前立腺癌の転移の予測

のマーカーや遺伝子治療の標的となりうることを示している｡

論文審査の結果の要 旨

申請者 水谷 晃輔は,比較的新しい遺伝子であるvinexinβのリン酸化が細胞接着や進展,足場

非依存的増殖に関係していることを明らかにした｡この研究成果は,今後の細胞の運動や増殖に関

連する細胞生物学的研究に寄与するものと認められ,さらに実験に供した細胞が前立腺癌細胞であ

ることから,Vinexinβが前立腺癌の転移の予測や治療の新たな標的となるものと期待され,泌尿器

科学および腫瘍学の進歩に寄与するものと認められる｡
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