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論文内容の要旨

【背景】

p120-Catenin(p120ctn)はカテニンフアミリーに属し,カドヘリンの細胞内ドメインにアルマジロ

リピートを介して結合するタンパク質で,カドJTリンを膜表面に安定化し,AdherensJunction(AJ)

の細胞接着を調節している｡我々はAJが表皮細胞の細胞間接着に重要な役割を果たすデスモソーム

と構造が類似していることに着目し,デスモソームの構成成分で,カドヘリンと同じ膜貫通型タン

パク質であるDesmoglein(Dsg)にp120ctnが結合し,細胞間結合を調節している可能性があると仮

説をたてた｡

【目的】

我々は,上記仮説を証明し,デスモソームにおけるp120ctnの機能を明らかにするために以下の

研究を行った｡

【方法】

1)Dsg3とp120ctnの結合の検討:内因性のDsg3とp120ctnの結合を証明するため,正常表皮細

胞の細胞抽出液を用いた抗Dsg3抗体による免疫沈降物を抗p120ctn抗体でウエスタンプロットし

た｡次にHEK293細胞に共発現させたp120ctn-HAとwild type Dsg3-Flagの結合性を免疫沈降ウ

エスタンプロット法にて検討した｡さらに結合様式が直接か間接かを検討するために,精製した

Dsg3-Flagとp120ctnTGSTをin vitroで作用させ,免疫沈降ウェスタンプロット法で検討した｡

2)Dsg3とp120ctnの細胞内局在の検討:正常表皮細胞と有辣細胞癌由来細胞株(DJM-1細胞)を

抗p120ctn抗体と抗Dsg3抗体,もしくはデスモソームのマーカーである抗デスモプラキン抗体で

二重染色し,共焦点顕微鏡にて観察した｡DJM-1細胞に発現させたリコンビナントDsg3-Flagと,

内因性p120ctnの局在も同様に検討した｡

3)Dsg3のp120ctn結合部位の同定‥Dsg3のp120ctn結合部位を同定するため以下に示す様に変異

Dsg3-Flagを作成した｡AAl-810Dsg3:1/3のIntracellular cadherin-typicalsequence(ICS)領

域が欠失,AAl-761Dsg3:2/3のICS領域が欠失,AAl-714Dsg3:ICS領域全体が欠失,AAl-641Dsg3:

ほぼ全ての細胞内領域が欠失,△641-714:641番目から714番目のIntracellular Anchor(IA)

領域が欠失｡Tagを認識する抗体を用いた免疫沈降ウエスタンプロット法でmutantDsg3-Flagと

p120ctn-HAの結合性を検討した｡

4)p120ctnの機能解析:Dsg3に対してp120ctnの結合がDsg3の細胞内局在に与える影響を検討す

るために,DJM-1細胞に発現させた変異Dsg3-Flagと内因性p120ctnの局在を二重染色し,共焦
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点顕微鏡で観察した｡

さらに,P120ctn結合部位欠損変異Dsg3-Flagの細胞内動態を検討するために,Dsg3△641-714

をCOS7細胞に発現させ4℃でビオチンラベル後,37℃一定時間培養した｡回収した細胞可溶成分に

含まれるビオチン化タンパク質をストレプトアビジンビーズで沈降し,抗Flag抗体によるウエスタ

ンプロット法にて検討した｡

【結果】

1)Dsg3とp120ctnの結合性および結合様式:内因性のDsg3とp120ctnおよびHEK293細胞に遺伝

子導入により共発現させたDsg3とp120ctnは結合した｡精製したDsg3-Flagと p120ctn-GSTの

invitroでの結合はみられず,Dsg3とp120ctnの結合は他の分子を介した間接的な結合である可

能性が示唆された｡

2)Dsg3とp120ctnの細胞内局在:内因性およびリコンビナントタンパク質ともにp120ctnとDsg3

は,細胞間の接着部位に共局在していた｡しかしながら,p120ctnはデスモソームのマーカーで

あるデスモプラキンとは完全には共局在しなかった｡

3)Dsg3のp120ctn結合部位の同定‥p120ctnは,Dsg3の細胞内領域IAドメインを含む641T714AA

を欠損したmutantDsg3と結合しなかった｡この結果から,p120ctnのDsg3結合部位は641-714AA

領域に含まれることが示唆された｡

4)p120ctn結合部位の機能解析‥641T714AA領域のないDsg3は細胞内でp120ctnと共局在しなく

なり,細胞膜での発現が低下し細胞質に局在した｡△641-714Dsg3はビオチンラベルされwild

typeDsg3に比べ短時間で分解された｡

【結論･考察】

p120ctnは,細胞膜上に発現しているがデスモソームに組み込まれていないDsg3の細胞内ドメイ

ンの641-714AA領域に間接的に結合する｡また,Dsg3のp120ctn結合領域は,Dsg3の細胞膜での

発現に必要であり,その領域に結合するp120ctnがデスモソームに組み込まれる前のDsg3量を調節

している可能性がある｡これまでに我々は自己免疫性水癌症である天癌瘡で,自己抗体がDsg3に結

合後,細胞膜に発現しているDsg3が選択的に分解され,最終的にDsg3のないデスモソームが形成

され,表皮細胞間接着力が低下することを見いだしている｡このことは,細胞膜にプールされてい

るDsg3が選択的に分解し減少することが,二次的にDsg3のないデスモソームを形成することを示

している｡

これらの知見から総合的に判断すると,p120ctnは細胞膜にプールされているDsg3を安定して発

現させることにより,デスモソームに組み込まれるDsg3量を調節し,間接的に表皮細胞の細胞接着

性を制御している可能性が考えられる｡

論文審査の結果の要旨

申請者 菅野 実穂は,P120ctnがデスモソームカドヘリンであるDsg3にも結合し,その分解を

調節する働きがあることを明らかにした｡本研究の成果は,デスモソームの調節機構解明の一助と

なり,細胞接着阻害で生じる皮膚疾患の病態の解明に寄与するものと認める｡

[主論文公表誌]
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