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ア クチ ン細胞骨 格 と細胞接着分 子の連結 は、細胞 間接着 や細胞移 動 に重要 であ る。

上皮細胞 め接着結合 で は、E－cadherinが ホモ フィ リックに結合 し、細胞 内のア クチ ン
セ

線維 と連結す る ことで上皮組織全体 にかか るカ の調節 を行 う。一方、移動性 細胞 では、

先導端 で逆行性 に移動す るアクチ ン線維 の駆動力 が細胞接 着分子 を介 して細胞外基 質

へ伝 わる ことで移 動が可能 とな る とい うクラ ッチモデル が提 唱 されてい る。 申請者 ら

の研 究室 は、これ まで に神経 軸索の伸長やガイ ダンス を担 うShootinlaを 伺定 した。ま

た、Shootinlaがk軸 索先端で逆行性移動す るアクチ ン線維 と細胞接着分子L1・CAMを

連 結 し、軸索 ガイダ ンス のた めの力 を生み 出す クラ ッチ分 子 として機 能す る ことが明

らか となった。 一方 、哺乳類 にはShootinlaの スプライ スバ リア ン トShootinlbが 存在

す るが、その機 能 は不 明である。

そ こで 申請者 は、本研 究で、Shootinlbの 局在機 能解析 を行 った。まず 、Shootinlb

め発 現 をウエス タンブ ロ ッ ト法 で解析 した ところ、マ ウスの脳 、肺 、肝月蔵 胃、腸 、脾

臓 、膵臓 、腎』蔵、皮膚 においてShootinlbの 発現 が検 出 され た。そ こで、これ らの組織

を用いて免 疫組 織染色 を行 った ところ、Shootinlbが 特に上皮 細胞 の細胞膜 近傍 に局 在

し、E・cadherinお よびCortactinと 共局在す るこ とがわか った。 さらにShootinlbは 、

脾臓 の樹状綱 包にも発現 していた。 鶏 ㌧

そ こで次に樹 状細胞 にお けるShootinlbの 機能解析 を進 めた。マ ウス骨髄 由来 の樹 状
へ

細胞 を培養 し、樹 状細胞 内のShootinlbの 局在 を免疫 細胞 染色 に よ り解析 した ところ、

Shootinlbが 樹 状細胞 の先 導端 に濃縮 し、ア クチ ン線維 お よびCortactin． ’L1・CAMと

共 局在す ることがわか った。また、EGFP・Shootinlbを 発現 させ て細胞 内にお けるその

挙動 を一分子計測 した ところ、Shootinlbが 樹状細胞 の先導端 で逆行性移動す るア クチ

ン線維 と相互作用す ることが明 らか となった。 さらにアクチ ンの一分 子計測 を行 った

ところ、Shootin1の ノ ックア ウ トに よ り樹 状細胞 のアクチ ン線維 の逆行性移動速度 が

上昇 した。よって、Shootinlbが 樹状細胞 内で クラ ッチ分子 として機能す る可能性 が示

唆 され た。続 いて、三次元環 境下で ケモカイ ンCCL19の 濃度勾配 に従 って移動す る樹

状細胞 を解析 した ところ、Shootin1の ノ ックア ウ トに よ り樹 状細胞 の極性形成 に異 常

が生 じ （複数 の先導端 の形成） 、細胞移動速度 が有 意 に減少 した。 これ らの結果 か ら

Shootinlbが 樹 状細胞 におい て クラ ッチ分子 と して機 能 し細胞移動 を担 うこ とが示 唆

された。

以上 の一連の結果か ら、Shootinlbが 脳 、肺 、肝臓 、 胃、腸 、脾臓 、膵臓 、腎臓 、皮

膚 とい った組織 に幅広 く分布 し、特 に上皮組織 の細胞 間接 着部位 では、細胞 接着分子

E℃adherinお よび ア クチ ン結合 タンパ ク質Cortactinと 共局在 をす るこ とが 明 らか と

なった。また、Shootinlbが 樹 状細胞 でクラ ッチ分子 として機能 し、ケモカイ ンによる

走化性 の調節 を行 う可能性 が示 唆 された。
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申請者 らの研究 室では、脳 に発現 し神経 細胞 の軸索 の伸長 お よびガイ ダ ンス を担 う

Shootinlaを 同定 して い る。 また 、Shootinlaが 、 ク ラ ッチ分子 として、軸 索先 端 で

、COrtactinを 介 して逆行性移動す るア クチ ン線維 と相 互作用 し、細胞接着 分子L1－CAM

と結合 す る ことで、ア クチ ン線維 と細胞 外基質 を連結 して軸索伸長 とガイダ ンス のた

めの力 を生 み 出す こ とが明 らか となってきた。二方、Shootinlaの スプ ライスバ リアン

トと してShootinlbが 同定 され てい たが、その機能 はわかっていなか った。

．そ こで 申請者 は、本研 究で、Shootinlbの 機 能解 析 を 目指 した。Shootinlbの マ ウス

にお け る発 現 を解析 した ところ、Shootinlbの 発現が、脳 、肺 、肝臓 、 胃、腸 、脾臓 、

膵臓 、腎臓 、皮膚 において検 出 された。また、Shootinlbが 特 に上皮細胞 の細胞膜近傍

に局在 し、E・cadherinお よびCortactinと 共 局在 す るこ とがわか った。一方 、Shootinlb

は脾臓 の樹状 細胞 にも発現 していた。

・そ こで次 に樹状細 胞 内のShootinlbの 局在 を免疫細胞 染色 お よび 一分 子計測 に よ り

解析 した ところ、Shootinlbが 樹状細胞 の先導端 のアクチ ン線維 お よびCortactin、L1－

CAMと 共局在 し、逆行性移動す るアクチ ン線維 と相 互作 用す るこ とが明 らか となった。

さ らにア クチ ンの一分子計測 を行 った ところ、Shootin1の ノ ックア ウ トに よ り樹状細

胞 のア クチ ン線維 の逆行 性移 動速度が上昇 した。よって、Shootinlbが 樹状細胞 内でク

ラ ッチ分子 として機 能す るこ とが示 唆 され た。続 い て、三 次元環 境 下で ケモ カイ ン

CCL19の 濃度勾配 に従 って走化性 の移動 をす る樹状細胞 の挙動 を解析 した。そ の結果 、

Shootin1の ノ ックア ウ トに よ り樹 状細胞 の極性形成 に異常が生 じ （複数 の先導端 の形

成）、細胞移動速度 が減少す るこ とがわか った。これ らの結果 か らShootinlbが 樹状細

胞 において クラ ッチ分子 として細胞移 動 を担 う可能性 が示唆 され た。

以上の一連 の結果 か ら、Shootinlbが 脳 のみ な らず 、肺 や肝臓 、胃、腸 、脾臓 、膵臓 、

腎臓 、皮 膚 といった末梢組織 に も幅広 く分布 す る ことが明 らか となった。 また、上皮

組織 の細胞 間接着部位 におい て、E・cadherinお よびCortactinと 共局在す るこ とか ら、

Shootinlbが これ らの分子 との相互 作用 を介 して細胞接 着 を制御 す る可能性 が示唆 さ

れた。さ らに、Shootinlbが 樹状細胞 でケモカイ ンによる走化性 を担 い、そ の分子 メカ

ニ ズム と して クラ ッチ分子 と して機 能す る可能 性 が示唆 された。 これ までに樹 状細胞

の細胞移動 を担 うクラ ッチ分子 は報告 がな く、本研 究成果 に よ り、樹状細胞 の細胞移

動の分子 メカニ ズムの解 明が加速す ることが期 待で きる。

以上の よ うに、本論文 はShootinlbの 組 織 ・上皮細胞 にお け る局在や樹 状細胞 の移

動 の分子 メカニズム に新 たな知 見 を示す もので、学術 上、応 用 上貢 献す る ところが少

な くない。よって審査 委員 一 同は、本論文 が博士 （バイオサイエ ンス）の学位論文 と し

て価値 あ るもの と認 めた。

／


