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要旨

 βカテニンのチロシンのリン酸化は、細胞内のβカテニンの機能に影響を与える可能性

が報告されている。しかし、それらのほとんどが外的にリン酸化酵素を加えた研究であり、

内在性のリン酸化酵素によるβカテニンのリン酸化の関与はほとんど報告されていない。

 今回、マウス奇形癌腫細胞であるF9細胞、およびF9細胞からαカテニン遺伝子を破壊

したαD細胞、βカテニン1プラコグロビン遺伝子を破壊したBPD細胞、 BPD細胞からさ

らにαカテニン遺伝子を破壊したBPD・αD細胞を用いて実験を行なった。まず、 F9細胞を

脱リン酸化酵素の阻害剤であるバナデイトで処理し、内在性のリン酸化酵素によるβカテ

ニンのチロシンリン酸化について検討を行った。その結果、：F9細胞のβカテニンはリン酸

化されていた。また、BPD細胞にβカテニンを発現させた細胞においても、βカテニンの

リン酸化が確認された。一方、αカテニンが結合できないβカテニンを発現させたBPD細

胞では、野生型βカテニンと比べて強いリン酸化が確認された。このことは、αD細胞や

：BPD・αD細胞にβカテニンを発現させた場合でも確認され、このことから、βカテニンの

リン酸化にαカテニンが関与している可能性が示唆された。続いて、リン酸化されるチロ

シン残基を同定するために、βカテニン変異体を用いて研究を行った。その結果、F9派生

細胞において、64番目および86番目のチロシンがリン酸化されることが示された。そこで

これらチロシン残基のリン酸化が、細胞間接着におけるβカテニンの機能に影響するのか

について検討した。その結果、今回同定されたチロシン残基のリン酸化は、βカテニンの

細胞間接着における基本的機能には影響を与えないことが示された。最後に、Wntシグナ

ルにおけるβカテニンの機能に、リン酸化が関与しているのかについて検討を行ったとこ

ろ、リン酸化型変異体ではあまり変化が見られなかったが、そのチロシンを含む領域を亡

失したβカテニンでは、転写活性が野生型βカテニンと比べて減少することが示された。
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略語一覧

AJ：アドヘレンスジャンクション

αD：αカテニン欠損F9細胞

BPD：βカテニン／プラコグロビン欠損F9細胞

BPD一αD：αカテニン欠損BPD細胞

・アミノ酸の位置を示すために、アミノ酸の一文字表記と数字を用いた。例えば、30番目

のチロシンを示す場合、Y30と表記した。

・点変異体を示す揚合も同様の方法を用いた。例えば、30番目のチロシンをグルタミン酸

に置換した揚合、Y30Eと表記した。
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第1章 研究の背景と目的

 βカテニンは、カドヘリン・カテニン接着複合体を構成する分子の一つで、カドヘリン依

存性細胞間接着において重要な機能を果たす。図1で示すように、βカテニンが分子中央

部に存在するアルマジロリピート領域を介してカドヘリンの細胞内領域と結合し、さらに、

N末端領域でαカテニンとも結合することで、カドヘリン・カテニン接着複合体が形成され

る（Nagafhchi，2001）。カドヘリンがこれらのカテニンを介してアクチン系細胞骨格に結合

することが、カドヘリンに特徴的な強い接着には必要である。

βカテニンはカドヘリン・カテニン複合体に：おいて、カドヘリンとαカテニンを繋ぐリンカ

ーとしての役割が、主要な役割として報告されている。実際に、βカテニンが結合できな

いように細胞内領域を欠失させた変異型カドヘリンは、強い接着能を示すことができない。

一方、この変異型カドヘリンにαカテニンを融合させた融合タンパク質は、βカテニン非

依存的な細胞間接着分子として機能することが知られている。しかし、この融合タンパク

質が示す細胞間接着は、正常に形成されたカドヘリン・カテニン接着複合体による細胞間接

着と違いが見られることも報告されている（NagafUchi et al．，1994）。このことからβカテ

ニンは、リンカーとしての役割以外に、この複合体の機能を調節する機能があることが考

えられる。しかし、その分子機構についてはまだ良く分かっていない。

 これまで内在性のチロシンリン酸化酵素が、接着関連因子のリン酸化に関与しているこ

とが報告されている。例えば、チロシンがリン酸化されたタンパク質は、さまざまな組織

でアドヘレンスジャンクション（AJ、カドヘリン・カテニン複合体が存在する接着装置）に集

積することが報告されている（Takata and SingeU988）。また、原ガン遺伝子でチロシン

リン酸化酵素である。・srcや。・yesはAJに豊富に局在することも知られている（Tsukita et

aL，1991）。さらに、脱リン酸化酵素の阻害剤であるバナデイトで処理した細胞では、接着

関連因子のリン酸化が誘導され、AJの分解が起こることが報告されている（Vblberg et aL，

1992）。

 チロシンリン酸化酵素によるカドヘリン・カテニン接着複合体への影響についてもこれ

までに報告がある。v－srcチロシンリン酸化酵素を導入した細胞やRSVに感染させたニワ

トリのレンズの培養細胞では、外来性のチロシンリン酸化酵素によりカドヘリン依存的な

細胞間接着の減少が見られ、AJの分解や構造変換が起こることが知られている（Kelhe，

1988；Vblberg et al．，1991；Warren and Nelson，1987）。βカテニンのチロシンのリン酸化
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A．βカテニン結合タンパク質が結合するβカテニンの領域、およびリン酸化されると報告されている

 チロシン残基

B．それぞれのチロシン残基をリン酸化するチロシンリン酸化酵素と、リン酸化によるβカテニンの機

 能への影響
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についても多くの研究がなされており、7一餌を導入した細胞では、カドヘリン・カテニン接

着複合体においてβカテニンのチロシンが優先的にリン酸化され、リン酸化βカテニンの

増加はカドヘリンの接着機能を阻害することが報告されている（Behrells et al．，1993；

1｛amaguchi et al．，1993；Matsuyoshi et a1，1992）。さらに、バナデイトによる脱リン酸化

酵素の機能阻害よりβカテニンがリン酸化されることも知られており、βカテニンのチロ

シンのリン酸化はカドヘリン・カテニン接着複合体、さらにAJの形成に影響を与える可能

性があると考えられている（Ozawa and Keml鋤1998）。

 近年、リン酸化されることによってカドヘリン・カテニン接着複合体の形成に影響を与え

ると考えられるβカテニンのチロシン残基が同定されてきた。例えば、βカテニンのαカ

テニン結合領域に存在する142番目のチロシン（Y142）は、 FerやFynといったチロシンリ

ン酸化酵素によりリン酸化され、αカテニンとの結合に影響を与えることが報告されてい

る（Piedra et al．，2003）。489番目のチロシン（Y489）はアルマジロリピートの9番目に存在

し、Ablによってリン酸化される。このチロシン残基のリン酸化はカドヘリンとの結合に影

響を与えると考えられている（Rhee et aL，2007；Rhee et aL，2002）。また、12番目のアル

マジロリピートに存在する654番目のチロシン（Y654）は、 EGFR、 Srcによってリン酸化さ

れ、カドヘリンとβカテニンの結合を弱めることが報告されている（Roura et al．，1999）。

他にもリン酸化による影響は分かっていないが、86番目のチロシンはSrcによってリン酸

化されることが言われている（Roura et aL，1999）。このようにβカテニンは、さまざまな

チロシンリン酸化酵素によりチロシン残基がリン酸化されていると考えられている《図

2A，B参照）。加えて、 Y142やY654をグルタミン酸にアミノ酸置換した、いわゆるリン酸

化型変異βカテニンは、それぞれαカテニン、：E・カドヘリンとの結合が弱くなることが報

告されてい’る。一方、フェニルアラニンに置換した非リン酸化型βカテニンは、βカテニ

ンの機能に影響を与えないことが報告されている（Piedra et al．，2003；Roura et al．，1999）。

これらのことから、さまざまなリン酸化酵素がβカテニンのチロシンのリン酸化を介して、

カドヘリン依存性細胞間接着に影響を与えていることが強く示唆されている。

 βカテニンは細胞間接着因子としての機能以外に、Wntシグナル経路における転写調節

因子としての機能も有する。通常、カドヘリンと結合できずに細胞質に存在するβカテニ

ンは、APC、 A】dn、 GSK3β、 CK［とともに、複合体を形成する。複合体を形成したβカテ

ニンはCK【、 GSK3βによってN末端領域に存在するセリン1スレオニンがリン酸化され、

このリン酸化を引き金としてポリユビキチン化が起こり、最終的にはプロテアソーム分解
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系により分解されてしまう（Aberle e七al．，1997；Behrens et al．，1998；Ikeda et al．，1998；

1（ishida et al．，1998；hu et aL，2002）。しかし細胞が曽ntの刺激を受けると、βカテニン

のリン酸化とそれに引き続く分解が抑制され、細胞内にβカテニンが集積、最終的には核

内においてL：EF／TCFとともに転写調節因子として機能する（Behrens et al．，1996；H：uber

et aL，1996；Molenaar et a1，1996）。

 これまで細胞質内のβカテニンの調節には、上述したセリンノスレ二日ンのリン酸化が重

要であると考えられてきたが、近年チロシンのリン酸化もその機能に関与している可能性

が考えられてきた。例えばY489がリン酸化したβカテニンは、核内への集積が見られ、

L：EFITCF依存的な転写活性が上昇することが報告されている（Rhee et al．，2007）。 Y489

のリン酸化はカドヘリンとβカテニンの結合を弱めることが報告されている。そのため、

このチロシン残基のリン酸化は、接着調節因子としてのβカテニンから転写調節因子とし

てのβカテニンへの機能の変換の可能性が考えられている。

 このようにβカテニンのチロシンのリン酸化は、βカテニンの細胞内における機能にさ

まざまな影響を与えていると考えられている。しかし、これらの研究にはいくつか問題点

もある。最大の問題点は、これまでの研究で行われてきたバナデイトによる細胞の処理や、

外来性リン酸化酵素の発現では、βカテニン以外の多くの分子も同様にリン酸化され、そ

れらが細胞内の機能に影響を与えている可能性があることである。実際に外来性のリン酸

化酵素による接着因子のリン酸化は、βカテニン非依存的なカドヘリン依存性細胞間接着

の機能低下を引きおこすことが報告されている（Takeda e七al．，1995）。また、これまで述べ

てきたチロシン残基をリン酸化する内在性のリン酸化酵素については、Y489をリン酸化す

るAbl以外まだ確かめられていない。さらに、実験で用いる細胞のほとんどは内在性に野

生型βカテニンを発現している。そのためβカテニンのリン酸化変異体のみの機能を調べ

ることは非常に困難であり、リン酸化の影響を完全に把握することができない。

 近年Fuk：unagaらは、遺伝子ターゲッティング技術を用いて、マウス奇形癌腫細胞であ

るF9細胞から、βカテニン1プラコグロビン両遺伝子を欠失させた細胞であるBPD細胞の

単離に成功した（Fukunaga et aL，2005）。：F9細胞はカドヘリン・カテニン接着複合体を構

成する全てのタンパク質を発現し、強い細胞間接着活性を示す。実際に、マウスE・カドヘ

リンのcDNA全長はこの細胞のcDNAライブラリーから単離されている（NagafUchi e七aL，

1987）。一方BPD細胞では、そのカドヘリン依存性細胞間接着に特徴的な強い接着が起こ

らない。さらにFukunagaらは、このBPD細胞に野生型βカテニンを再び導入することで、
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F9細胞と同様の接着活性を回復することを証明した。そのため、 BPD細胞にさまざまなβ

カテニン変異体を導入することにより、変異体が細胞に与える影響を明確に調べることが

できる。実際にY142をグルタミン酸に置換したβカテニン（Y142E）を導入した細胞では、

αカテニンがβカテニンに結合できないことにより、細胞間接着が弱くなる現象が確認さ

れている（福永，学位論文）。すなわちBP：D細胞は、生きた細胞でβカテニンの機能を見る

ために非常に有用な細胞であると考えられる。

 今回、：BPD細胞にさまざまなβカテニンの変異体を導入することによって、内在性のリ

ン酸化酵素によるβカテニンのリン酸化について検討を行った。またαカテニンを発現し

ないF9細胞（αD細胞）、：およびαカテニンを発現しないBPD細胞（BPD・αD細胞）を用いる

ことにより、βカテニンのリン酸化とαカテニンとの関与について検討した。その結果、

F9細胞で発現するβカテニンは、内在性のリン酸化酵素によりリン酸化されていることが

示された。またF9派生細胞でリン酸化されるβカテニンのチロシン残基は、これまで報告

があったY142、 Y654ではなく、Y64およびY86であることが示された。さらに、これら

のチロシンのリン酸化はカドヘリン依存性細胞間接着の基本的機能に影響を与えなかった

が、Wn七シグナルの制御に関与する可能性が示唆された。
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第2章 実験方法

2－1細胞培養と位相差像

マウス一品細胞（E曲，1943）、マウ埼形擁F9細胞（Sherman and㎜e鴨1978）、

及びその派生細胞は、Dulbecco’s変法Eagle’s培地（D－MEM， GIBCO BRL）に二七化ウシ

血清（BS，：BIOSOU：RCE）を10％加えた培養液を用いて培養を行った。 F9細胞、及びその

派生細胞の培養に用いた培養皿とカバーグラスはあらかじめ0．2％ゼラチンで15分間コー

ティングをしたものを用いた。細胞の位相差顕微鏡画像は、デジタルカメラ（Coolpix ggo，

Nikon）つき顕微鏡（EC1LIPSE TS 100， Nikon）を用いて撮影した。

2－2抗体

免疫沈降、及び細胞免疫染色とウエスタンプロットの一次抗体として、ラット抗マウス：E・

カドヘリン抗体（ECC：D・2（Shirayoshi et al．，1986））、ラット抗マウスαカテニン抗体

（α・18（NagafUchi and Tsuldta，1994））、マウス抗βカテニン抗体（BD Bioscience）、マウス

抗リン酸化チロシン抗体（PY20， BD Bioscience）、ウサギ抗eEF2抗体（Ce■Signahng）を

用いた。また細胞免疫染色の二次抗体としてFITC結合ロバ抗うットIgG、 Cy3結合ロバ

抗マウスIgG〈共にJackson Immunoresearch， WbsもGrove， PA）、ウエスタンプロットの二

次抗体として、HRP結合ヤギ抗マウスIgG（R＆D Systems）、 HRP結合ロバ抗ウサギIgG

（GE Healthcare）を用いた。

2・3発現ベクターとトランスフェクション

βカテニン全長を発現する発現ベクターとしてpCAG一βABCD牽用いた（Shimizu et a1．，

2007）。またG：FP発現ベクターとしてpCA（｝NGFP（Matsuda et aL，2004）、βカテニンの

αカテニン結合領域を含むN末端領域をGFPに置換した△Nを発現するベクターとして、

pCAG・β一G－BCD（福永，学位論文）を用いた。さらにβカテニン点変異分子Y30F、 Y64E、

Y64F、 Y86E、 Y86F、 Y64186E、 Y64186Fを発現させるために、 QuickcChange部位特異

的突然変異生成キット（S七ra七agene）を用いて、発現ベクターpCAG－Y30F、 pCAG－Y64E、

pCAG・Y64：F、 pCAG－Y86E、 p CAG・Y86：F、 pCAG・Y64186E、 pCAG・Y64186：Fを設計した。

全ての変異体はpCAG・βABCDを鋳型にし、それぞれの点変異を含んだプライマーを用い

てP血ポリメラーゼによるPCRを行った。Y30Fの生成にはプライマー5’一GCAGCAGCAG
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TCTTTCTTGGATTCTGGAA・3’を、Y64E、Y64：Fの生成にはそれぞれプライマー5’一CTCCC

AAGTCCTTGAGGAATGGGAGCAAG・3’、5’・CTCCCAAGTCCTTTTTGAATGGGAGCAA

G－3’を、Y86E、Y86Fの生成にはそれぞれプライマー5’・TATTGACGGGCAGGAGGCAATG

ACTAGGG－3’、5’・TATTGACGGGCAGTTTGCAATGACTAGGG・3’を用いた。太字は置換

部を示す。増幅後、生成産物をDpnIで処理し、鋳型DNAを除去した。変異部位を含む

：Kpnl・XbaI領域の配列を確認した後、各々のK：pnl－Xb訓断片を元のpCAG・βA：BCDの

：KpnI－XbaI部位に挿入して作成した。 p CAG♂Y64186E、 pCAGボY64186FはpCAG「Y64E、

pCA（｝Y64：Fを鋳型に、 Y86E、 Y86Fの生成で用いたプライマーを用いて、同様に作成し

た。pCAG・CS：KはpCSK・N1（大阪大学微生物病研究所発癌制御 名田茂之博士より供与

（Matsuoka et al．，2004））からCSK遺伝子を含むKpnI・SaU：断片をpCAGベクターに組み

込んで作製した。

発現ベクターはLipo色ctamineTM 2000（Invitrogen）を用いて細胞に導入した。安定に発現

する細胞株を得るために、細胞は400μg1血1のG418存在下で2週間培養した。その後、少

なくとも3つのクローンを単離し、その中から共通の性質を示すクローンを一つ選んで、

接着における影響を解析した。                  ’

2・4ウエスタンプロット

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS・PAGE）とウエスタンプロットは以前記載され

た方法で行った（Imamura et al．，1999）。サンプルはSDSサンプルバッファーで溶解し、

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動にて分離した。ウエスタンプロットを行うために、

分離したタンパク質はゲルからニトロセルロース膜に電気泳動を用いて移し、一次抗体と

反応させた。その後、G：E healthcare biotin・strep七avidinキットをメーカーの説明書通りに

用いて、抗体を検出した。レポーターアッセイで用いたサンプルは同様にして一次抗体と

反応させたあと、HRPが結合した二次抗体を一次抗体と結合させ、 ECL Advanceによって

発行検出器（LumiVision PRO， A【SIN）を装備したLumiViewer 130を用いて検出した。明

るさとコントラストはAdobe Photoshop CSを用いて調整iした。

2・5免疫沈降法

βカテニンのリン酸化チロシンが脱リン酸化されることを防ぐために、初めに9cmの培養

皿で培養した細胞を、脱リン酸化酵素の阻害剤であるバナデイト（pervanadate；1mM
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sodium ortllovanadate，0．Ol％H202）で20分間処理した。その後1mlの抽出液（1％NP・40，

1mM CaC12，1mM NaF，10mM Na4P207，2mM Pe魚bloc SC PIus（Roche），10 Fglml

leupepth110Fglml aprottninをマグネシウム不含HEPES緩衝生理食塩水に溶解）で細胞

を溶解し、15，000rpm、20分間遠心後、上清を細胞抽出液として用いた。得られた細胞抽

出液は、50Flのビーズを3回加え、非特異的にビーズと結合するタンパク質を除き、抗体

を加えて30分間反応させた。その後20戸1のビーズを加え、抗体とビーズを結合させた。

E・カドヘリンの免疫沈降では抗うットIgGビーズ（American Qualex）を、βカテニンの免

疫沈降ではProtein Gセファロースビーズ（GE且ealthcare）を用いた。抗体を吸着させた

ビーズは大量の抽出液で洗浄し、SDSサンプルバッファーに懸濁し、 SDS－PAGEのサンプ

ルを作成した。

2・6細胞の分画

細胞を細胞質分画と膜骨格分画に分画するために、9cmの培養皿で培養した細胞をチュー

ブに回収し、80μ1のタンパク質分解酵素阻害剤（2mM Pe塩bloc SC PIus（Roche），10μg1㎡【

leupeptin 10μglml aprotinin）に懸濁した。チューブごと液体窒素で凍結、融解することで、

細胞膜を破壊した。1500g、10分間遠心し、上清を細胞質分画、沈殿物を膜骨格分画とし

た。それぞれの分画に1mlの抽出液を加え懸濁したあと、膜骨格分画は15000rpm、20分

間遠心し、上清を膜骨格分画抽出液として用いた（図5盛参照）。

2－7細胞のトリプシン処理と細胞解離実験

細胞はT欲eichi（1977）に記載されたように、2種類の異なった方法でトリプシン処理を行っ

た。簡潔に述べると、細胞を1mM CaC12の存在下（TC処理）、またはlmM EDTAの存在下（TE

処理）で0．Ol％のトリプシンで処理した。一般的に、カドヘリンはTC処理を行っても変化が

ないのに対し、TE処理を行うと分解される。細胞解離実験は細胞を密に培養し、 TC処理、

TE処理を行った後、10回忌ペッティングして細胞を解離させた（Naga血chi et al．，1994）。細

胞解離実験は細胞解離i指数NT（ノNEで定量化した（NTCはTC処理後の総粒子の数、 NEはTE

処理後の総粒子数の数を示す）。
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2・8細胞免疫染色

細胞免疫染色に用いた細胞は、15mm径のカバーガラスに培養し、3．7％ホルマリンによっ

て固定した。その後報告されているように一次抗体、二次抗体と反応させ、プレパラート

を作製した。包埋するにあたって、蛍光色素の退色を防ぐためにSlow魚de Gold antif諭de

reagent（lhvitrogen）を用いた。画像はCCDカメラつき顕微鏡（Axioskop 2；Carl Zeiss， h1のを

装備したA｝do Vision 4．4を用いて撮影した。明るさ、コントラスト、カラーバランスはAdobe

Photoshop CSを用いて調整した。

2・9Wnt・3aを含む調整培養液の採取

Wnt・3aを含む調整培養液を得るために、Wnt－3aを発現するL細胞を9cmの培養皿一枚に

つき106個まき、3日間培養した。その後、培養液を新しい培養液に交換し24時間培養、

培養液を調整培養液として用いた。なお、同様にしてWnt・3aを発現しないし細胞からも

調整培養液を得、ネガティブコントロールとして用いた。

2・10レポーターアッセイ

βカテニン変異体の転写因子としての機能検討するために、BPD細胞に、0。5μgのβカテ

ニン変異体発現ベクター、0．加gのpTOP且ash、2ngのpCMVrenf皿aレポーターベクター

をLipo艶c七amineTM 2000を用いて導入した。5時間後培養液を交換し、その後15時間培

養を行った。ルシフェラーゼの活性はDual Luci飴rase Assay System（Promega）をメーカーの説

明書通りに用いて、1㎜iphotometerによって測定した。 GFP発現ベクター及び野生型βカテ

ニン発現ベクターは、それぞれネガティブコントロール、ポジティブコントロールとして

用いた。

βカテニン変異体のWnt－3aに対する反応性を調べるために、変異体を安定に発現するBPD

細胞に0．加gpTOP且ash、211g pCMVren皿a発現ベクターを導入し5時間培養後、培養液

をWnt－3aを含む調整培養液に交換し、15時間培養を行った。その後同様｝こしてルシフェラ

ーゼの活性を測定した。βカテニンを発現しないBPD細胞および野生型βカテニンを発現

するBPD細胞を、それぞれネガティブコントロール、ポジティブコントロールとして用い

た。さらに、シグナル非存在下におけるβカテニンの転写活性を確認するために、全変異

体発現細胞において、Wnt－3aを含まない調整培養液を用いて同様の実験を行ない、シグナ

ル存在下での活性と比較した。
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第3章実験結果

3－1F9細胞におけるβカテニンのリン酸化

 細胞内におけるβカテニンのリン酸化を検討するにあたって、まずF9細胞においてβカ

テニンがリン酸化されているのかについて検討を行った。：F9細胞から得られた細胞抽出液

を用いて、リン酸化チロシンに対する抗体（PY20）でウエスタンプロットを行ったところ、

リン酸化チロシンを持つタンパク質は検出されなかった（図3・B）。そこで、脱リン酸化酵

素の阻害剤であるバナデイトで細胞を処理した。バナデイト処理することによって細胞の

形態に変化が起きるかについて確認したところ、F9細胞は処理する前と同様の形態を示し

た（図3・A）。そこでこのF9細胞から細胞抽出液を採取し、ウエスタンプロットを行ったと

ころ、バナデイト処理した細胞からは多くのリン酸化タンパク質が検出された（図3・B）。

さらにこの細胞抽出液をβカテニンに対する抗体で免疫沈降を行い、リン酸化チロシンに

対する抗体でウエスタンプロットを行ったところ、リン酸化したβカテニンが検出された。

バナデイトで処理されない細胞ではリン酸化βカテニンが検出されなかったことから、β

カテニンは通常、チロシンリン酸化酵素によってリン酸化されているが、脱リン酸化酵素

により速やかに脱リン酸化されている可能性が示唆された。ただβカテニンをリン酸化す

る酵素が、通常脱リン酸化されることにより不活性化している可能性も考えられる。以後、

リン酸化βカテニンを検出する実験は、バナデイト処理後に行った。

3－2βカテニンのリン酸化におけるαカテニンの関与

 これまでの報告として、Y142がリン酸化されたβカテニンは、αカテニンとの結合が阻

害されることが示されている（Piedra et aL，2003）。またY142をリン酸化と同様にマイナ

スの電荷を持つグルタミン酸に置換すると、この変異を持つβカテニンはαカテニンとの

結合が弱まり、細胞間接着活性が弱くなることが、福永により報告されている（福永，学位

論文）。一方、Y654がリン酸化されたβカテニンは、カドヘリンとの結合が阻害されること

が報告されている（Roura et al．，1999）。しかしY654をグルタミン酸に置換したβカテニ

ンを発現するBPD細胞は、正常な細胞間接着活性を回復することが福永により示されてい

る（図4－A）。F9細胞においてリン酸化されているβカテニンのチロシンの候補として、

Y142、 Y654が考えられたので、この2つのチロシンのリン酸化について検討を行った。

野生型βカテニン、Y142F、 Y142E、 Y654Eを発現するBPD細胞をバナデイトで処理し、
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図3F9細胞におけるβカテニンのリン酸化

A．F9細胞、および20分間バナデイトで処理したF9細胞の形態

 20分間バナデイトで処理してもF9細胞の形態に大きな変化は見られなかった。

B．リン酸化βカテニンの確認
 F9細胞をバナデイトで処理することにより、多くのリン酸化タンパク質が検出された。

 βカテニンの抗体で免疫沈降を行うと、リン酸化βカテニンが確認された。

 アスタリスク（＊）はβカテニンの位置を示す。
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βカテニンに対する抗体で免疫沈降を行った（図4・B）。E・カドヘリン、βカテニン、αカ

テニン、リン酸化チロシンに対する抗体でウエスタンプロットを行ったところ、報告通り

Y142Eにおいてβカテニンとαカテニンの結合が減少していることが示された。また、

Y654EにおいてβカテニンとE・カドヘリンとの結合の減少も確認された。このときβカテ

ニンのリン酸化は全てのβカテニン変異体において確認され、このことから、βカテニン

は142，654番目以外に別のチロシンがリン酸化されることが示唆された。さらに、Y142：E

は他のβカテニンと比べて効率よくリン酸化されており、こρことから、βカテニンのリ

ン酸化をαカテニンが阻害している可能性が考えられた。

 βカテニンのチロシンのリン酸化をαカテニンが阻害することについてより詳細に解析

するために、αカテニンを発現しないF9細胞であるαD細胞（Maeno et a1，1999）を用い

て、βカテニンのリン酸化を検討した（図4・C）。F9、αD細胞をそれぞれバナデイトで処理

し、得られた細胞抽出液をβカテニンに対する抗体で免疫沈降を行った。E・カドヘリン、

βカテニン、αカテニン、リン酸化チロシンに対する抗体でウエスタンプロットを行った

ところ、βカテニンと共虚してきたE・カドヘリンの量には違いが見られなかった。またαD
                                   ＼
細胞では、以前の報告どおりαカテニンは検出されなかった。このときβカテニンのチロ

シンのリン酸化を確認したところ、予想通りF9細胞に比べて、αD細胞で発現するβカテ

ニンは効率よくリン酸化されていることが示された。図3・Bに比べて図4・Cでは、：F9細胞

におけるβカテニンのリン酸化を示すバンドが薄く見えるが、これは検出時間を短縮した

結果であり、検出時間を延ばした場合でも同様に、αD細胞の方が効率よくβカテニンがリ

ン酸化されていた。またαカテニン非存在下においては、その生理機能は不明であるが、

E一壷ドヘリンもリン酸化されていた。以上のことから、αカテニンを発現していない細胞、

もしくはαカテニンが結合できないβカテニンを発現する細胞では、βカテニンおよびE・

カドヘリンが効率よくリン酸化されることが示された。またF9細胞においては、βカテニ

ンとE・カドヘリンのリン酸化は、お互いの結合には影響を与えないことが示された。

3・3βカテニンがリン酸化される細胞内画分

 βカテニンが細胞内のどの画分においてリン酸化されるのかを調べるために、αD細胞を

細胞質二分（核画分を含む）と細胞膜画分に分けた（図5・A）。分画した細胞抽出液をβカテニ

ンに対する抗体で免疫沈降を行い、E・カドヘリン、βカテニン、リン酸化チロシンに対す

る抗体でウエスタンプロットを行った。その結果、βカテニン蛋白の量が画分間で差が見
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図4βカテニンのリン酸化におけるαカテニンの関与

A．βカテニン変異体を導入したBPD細胞の形態
 BPD：βカテニン！プラコグロビン欠損F9細胞、 BPD一β（wt）：βカテニンを導入したBPD細胞

 αD：αカテニン欠損F9細胞、 Y142F、 Y142E、 Y654E：βカテニン点変異体を導入したBPD細胞

 数字はチロシン残基が存在するアミノ酸の番号、F、 Eは置換したアミノ酸を示す（F；フェニルアラニン、

 E；グルタミン酸）。

 Fu㎞nagaの報告どおり、Y142Eは細胞間接着が回復できなかった。

B．αカテニンの結合の有無におけるβカテニンのリン酸化

 それぞれの細胞の抽出液をβカテニンに対する抗体で免疫沈降を行った。
 Y142Eはwtと比べて、効率よくリン酸化された。

 アスタリスク（＊）はβカテニンの位置を示す。

C．αカテニンの有無におけるβカテニンのリン酸化

 F9細胞、αD細胞の抽出液をβカテニンに対する抗体で免疫沈降を行った。

 αD細胞ではF9細胞と比べて、βカテニンの強いリン酸化が確認された。

・アスタリスク（＊）はβカテニンの位置を示す。
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図5βカテニンがリン酸化される細胞内阿分

A．細胞抽出液分画方法

B．それぞれの画分におけるβカテニンのリン酸化

 それぞれの画分をβカテニンに対する抗体で免疫沈降を行った。
 細胞膜画分（M）に存在するβカテニンがリン酸化されていた。

 アスタリスク（＊）はβカテニンの位置を示す。
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られたので、蛋白量を揃えてウエスタンプロットを行った（図5・B）。その結果、βカテニ

ン蛋白の量が揃っている状態でも、明らかに細胞膜画分に多くのリン酸化βカテニンが存

在していた。また、細胞膜品分と細胞質面分のリン酸化βカテニン蛋白の量の比は、カド

ヘリン蛋白の量の比と似ていたことから、カドヘリンと結合したβカテニンがリン酸化さ

れている可能性が考えられた。

3－4BPD一αD細胞の単離

 βカテニンのチロシンのリン酸化にαカテニンがどのように影響してくるのかについて

より詳細に調べるために、αカテニン欠損BPD細胞（BPD・αD細胞）を、ジーンターゲティ

ング法を用いて作製した。αカテニンの欠損に用いたターゲティングベクターおよびジー

ンターゲティング法に関しては以前報告がある通りに行なった（Maeno et aL，1999）。まず

1つ目のアリルを破壊するために、エレクトロポレーションによりベクターを導入し、G418

で選別を行った。その結果72クローンのうち1つのクローンで、αカテニン遺伝子のアリ

ル1つが破壊されていた。その後高濃度のG418で選別を行い、2つ目のアリルの破壊を試

みた。その結果、36クローン中4つのクローンで両方のアリルが破壊されていた。またこ

れらの細胞では、正常なαカテニン蛋白質が消失していた。続いてCre・pacの系（Taniguchi

et aL，1998）を用いてG418薬剤耐性カセットを除去し、その中から1っのクローン（クロー

ン5）を単離し、通常用いるBPD・αD細胞として以後の実験に用いた（図6・A）。

 まずBPD細胞にβカテニンを導入したBPD・β、 BPD・αD細胞、およびBPD一αD細胞に

βカテニンを導入したBPD一αD・βにおけるカドヘリンとカテニンの発現を検討した（図

6・B）。それぞれの細胞から得られた細胞抽出液をE・カドヘリン、βカテニン、αカテニン

に対する抗体でウエスタンプロットを行った。その結果、BPI）・αD細胞ではβカテニン、

αカテニンの両方の発現がなく、BPD・αD一βではαカテニンの発現はなくなっていたが、β

カテニンは発現していた。続いて、BPD・αD・βで発現している⑧カテニンが、αD細胞で発

現しているβカテニンと同様に効率よくリン酸化されるのかについて検討を行った。

BPD・β、 BPD一αD一βから得られた細胞抽出液をβカテニンに対する抗体で免疫沈降し、 E・

カドヘリン、βカテニン、αカテニン、リン酸化チロシンに対する抗体でウエスタンプロ

ットを行った（図6・C）。その結果、両細胞ともほぼ同量のE一カドヘリン、βカテニンが検

出された。αカテニンはBPD一βから回収されたサンプルにおいてのみ検出された。リン酸

化βカテニンは、BPD・αD・βのほうがより多く検出された。このことからBPD一αD細胞は、

19



（A）

BPD一αD BPD一αD一β

         ρダ（B）

     ♂♂♂

許・…｝轍；脚碗網E－cad．

F：  り剛β一cat
  酸騨騰ぎ擁α一cat．

（C）

仙）

E－cad． β一cat． α一cat． PY20

詑澄凝鎚な〆

IP：β一catenin

＊

図6：BPD一αD細胞の単離

A．単離したBPD一αD細胞、およびβカテニンを導入したBPD一αD細胞の形態

 BPD一αD細胞は野生型βカテニンを導入しても、接着活性が回復しない。

B．それぞれの細胞で発現するタンパク質

 BPD一αD細胞ではβカテニン、αカテニンの両方のタンパク質が発現しない。

C．BPD一β細胞、 BPD一αD一β細胞におけるβカテニンのリン酸化の比較

 それぞれの細胞抽出液をβカテニンに対する抗体で免疫沈降を行った。
 αカテニンを発現していないBPD一αD一β細胞は、予想通りαカテニンを発現しているBPD一β細胞と比べて

 βカテニンが効率よくリン酸化される。

 アスタリスク（＊）はβカテニンの位置を示す。
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この細胞にさまざまな変異型βカテニンを発現させることによって、この分子のチロシン

リン酸化の機構を明らかにするために利用できることが示された。

3－5βカテニン欠失変異体を用いたチロシンリン酸化の検討

 αカテニンがβカテニンのリン酸化に関係していることから、αカテニン結合領域の近

傍に存在するチロシンがリン酸化されている可能性が考えられた。そこでまず、αカテニ

ン結合領域を含むN末端領域を欠失したβカテニン（△N）を用いて、リン酸化を検討した（図

7・A）。野生型βカテニン、△Nを安定に発現するBPD一αD細胞から得られた細胞抽出液を、

βカテニンに対する抗体で免疫沈降し、E一カドヘリン、βカテニン、リン酸化チロシンに

対する抗体でウエスタンプロットを行った（図7・B）。その結果、E一カドヘリン、βカテニ

ンともにほぼ同量のタンパク質が検出された。ちなみに、△Nは欠失させたN末端領域の代

わりにGFPがβカテニンのN末端領域に組み込まれているため、野生型βカテニンとほぼ

同じ分子量（約92kDa）になる。βカテニンのリン酸化を比較したところ、野生型βカテニン

はこれまで述べてきたようにリン酸化チロシンに対する抗体によって強く認識されたが、

一方で△Nは全く認識されなかった。このことから、リン酸化されるチロシンはβカテニン

のN末端領域に存在する、もしくはN末端領域にリン酸化酵素が相互作用することで、β

カテニンのリン酸化が行われていることが分かった。

3－6リン酸化を受けるチロシン残基の同定

 N末端領域に存在するチロシンを別のアミノ酸に置換し、これらのチロシン残基がリン

酸化されるかについて検討を行った。△Nで欠失した領域には142番目のチロシンを含む4

つのチロシンが存在する（図8－A）。そこで、30番、64番、86番目のチロシンをそれぞれ

リン酸化されないフェニルアラニンに置換したβカテニン（Y30F、 Y64F、 Y86F）を発現さ

せるためのプラスミドを作製した。これらの発現ベクターをBPD・αD細胞に導入して、変

異型βカテニンを安定に発現する細胞を単離した。野生型βカテニンと142番目のチロシ

ンをフェニルアラニンに置換したβカテニン（Y142F）を発現するBPD一αD細胞、および単

離した細胞から得られた細胞抽出液をE・カドヘリンに対する抗体で免疫沈降を行い、E一カ

ドヘリン、βカテニン、リン酸化チロシンに対する抗体でウエスタンプロットを行った（図

8－B）。その結果、βカテニン変異体を発現する細胞から得られたサンプルの全てにおいて、

ほぼ同量のE・カドヘリン、βカテニンが検出された。またリン酸化βカテニンを確認した
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図7βカテニン欠失変異体を用いたチロシンリン酸化の検討

A．欠失変異体の模式図
 △NはβカテニンのN末端領域を欠失している。

B．βカテニン欠失変異体のリン酸化
 wtもしくは、△Nを導入した細胞の抽出液を、βカテニンに対する抗体で免疫沈降を行った。

 △Nは発現しているにもかかわらず、リン酸化されなかった。

 アスタリスク（＊）はβカテニンの位置を示す。
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図8リン酸化を受けるチロシン残基の同定

A．βカテニンN末端領域に相当するプラコグロビン、アルマジロN末端領域のアミノ酸配列
  太字はチロシンを表し、βカテニンN末端領域にはY30，Y64，Y86，Y142の4つのチロシンが存在する。

  アスタリスク（＊）およびドット（．）はそれぞれ3つ、2つのアミノ酸が同じであることを示す。

  アンダー・バーはαカテニン結合領域（a．a118－146）を示す。

B．αカテニン非存在下におけるβカテニンのリン酸化チロシンの同定
  βカテニン点変異体をBPD一αD細胞に導入し、 E一カドヘリンに対する抗体で免疫沈降を行った。

  Y64もしくは、 Y86をフェニルアラニンに置換した変異体は、あまりリン酸化されなかった。

  Y64とY86の両方が置換された変異体はほとんどリン酸化されなかった。

  アスタリスク（＊）はβカテニンの位置を示す。
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ところ、Y30FおよびY142Fは野生型βカテニンと同様のリン酸化βカテニンが検出され

たが、Y64FおよびY86Fでは明らかなリン酸化の減少が見られた。このことから、αカテ

ニンを発現しないF9派生細胞においてY64およびY86がリン酸化されることが示唆され

た。さらにそのことを確かめるため、Y64、 Y86の両チロシンをフェニルアラニンに置換し

たβカテニン（Y64186F）を発現させるためのプラスミドを作製した。これまでと同様に

BP：D一αD細胞に導入し、リン酸化を確認したところ、このβカテニン変異体は全くリン酸

化されなかった。このことから、αカテニン非存在下におけるF9派生細胞において、 Y64

およびY86が主にリン酸化されるチロシン残基であることが示された。

 86番目のチロシンは以前の報告により、Srcによるリン酸化が言われている。そこでY64、

Y86のリン酸化にSrcが関係しているかについて検討を行った。まずSrc・jhmiy㎞aseの

機能を阻害するC・terminal Src kinase（CSK）を発現させるためのプラスミドを作製し、そ

れをαD細胞に導入して安定に発現するクローンを単離した。αD細胞およびCSKを発現す

るαD細胞から細胞抽出液を取り、βカテニンに対する抗体で免疫沈降を行った。その後、

E一カドヘリン、βカテニン、CSK、リン酸化チロシンに対する抗体でウエスタンを行った

ところ、両方の細胞においてほぼ同量の：E一カドヘリン、βカテニンが検出された（図9）。

またCSKは、導入した細胞のほうが明らかに多く発現していたが、βカテニンとの共沈は

見られなかった。このときのチロシンのリン酸化を見たところ、CSKの導入による影響は

見られなかった。このことから、今回同定されたY64、 Y86のリン酸化には、 Src・famiy

㎞aseは関与していない可能性が示唆された。

3－7αカテニン存在下におけるリン酸化チロシン残基の同定

 βカテニンはF9細胞、 BPD・βにおいて、若干ではあるがチロシンがリン酸化される。そ

こで、αカテニン存在下においてリン酸化されるβカテニンのチロシンを同定することに

した。まずこれまでと同様に、BPD細胞にY30F、 Y64F、 Y86F、 Y64186Fを発現させる

ためのプラスミ’ hを導入し、安定に発現する細胞を単離した。それぞれの細胞から得られ

た細胞抽出液をE・カドヘリンに対する抗体で免疫沈降し、E一丸ドヘリン、βカテニン、リ

ン酸化チロシンに対する抗体でウエスタンプロットを行った（図10）。その結果、全てのβ

カテニン変異体において、ほぼ同量のE・カドヘリン、βカテニンが検出された。またリン

酸化βカテニンを確認したところ、Y30F、 Y142FとともにY86Fにおいても野生型βカテ

ニンと同様にリン酸化が行われていた。Y64Fはαカテニン非存在下のときと同様にリン酸
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      図9CSKを用いたりン酸化酵素の同定
αD細胞にCSKを発現させ、βカテニンのリン酸化を検討した。

CSKの発現にかかわらず、αD細胞でβカテニンのリン酸化が確認された。

アスタリスク（＊）はCSKの位置を示す。
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 図10αカテニン存在下におけるリン酸化チロシン残基の同定

BPD細胞にβカテニン点変異体を導入し、βカテニンのリン酸化を検討した。

Y64Fはwtと比べてあまりリン酸化されなかった。一方、 Y86Fはwtと同じくらいリン酸化された。

Y64186Fでは、ほとんどリン酸化されなかった。

アスタリスク（＊）はβカテニンの位置を示す。
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化の減少が見られ、さらにY64186Fでは全くリン酸化されなかった。このことから、αカ

テニン存在下における：F9派生細胞においては、Y86のリン酸化はあまり顕著ではなく、Y64

が主にリン酸化されていることが示された。

3・8カドヘリン依存性細胞間接着におけるβカテニンチロシンリン酸化の影響

 F9細胞およびその派生細胞では、 Y64とY86がリン酸化されることが分かったので、次

にこのリン酸化がカドヘリン依存性紳胞間接着の調節に関与しているのかについて検討を

行った。まず、Y64、 Y86およびその両方のチロシンをグルタミン酸に置換したβカテニン

を発現させるためのプラスミドを作製した。チロシンがグルタミン酸に置換されることに

よって、チロシン残基の位置にマイナスの電荷を持たせることができるので、一般的にこ

の変異体はリン酸化型βカテニン、フェニルアラニンに置換したβカテニン変異体は非リ

ン酸化型βカテニンとして用いられている。

 初めに、BPD細胞にリン酸化型βカテニンを発現させるためのプラスミドを導入し、安

定にβカテニン変異体を発現する細胞を単離した。その結果、変異体を導入した細胞の全

てで、F9細胞に特徴的な強い細胞間接着を表す細胞形態を示した（図11－A）。そこでカド

ヘリン・カテニン複合体形成能を有するかどうかについて、野生型βカテニン、非リン酸化

型βカテニン、リン酸化型βカテニンを発現するBPD細胞からそれぞれ細胞抽出液を取り、

E一カドヘリンに対する抗体で免疫沈降を行った。E・カドヘリン、βカテニン、αカテニン

に対する抗体でウエスタンプロットを行ったところ、βカテニン変異体を発現する全ての

細胞のサンプルにおいて、野生型βカテニンとほぼ同量のE・カドヘリン、βカテニン、α

カテニンが検出された（図11－B）。次に、これらの細胞に対して細胞解離実験を行い、接着

活性に影響があるかどうかを確かめたところ、βカテニン変異体を発現する全ての細胞が、

野生型βカテニンを発現する細胞とほぼ同等の接着活性を示すことがわかった（図11・C）。

さらに、これらの細胞をE・カドヘリン、βカテニンに対する抗体を用いて細胞免疫染色を

行ったところ、全ての細胞で細胞接着面にE・カドヘリン、βカテニンの局在が見られた（図

11・D）。以上のことから、Y64およびY86のリン酸化は、 E・カドヘリンに依存した細胞間接

着の基本活性には影響を与えないことが示された。

27



（A）
  Y64   Y86  Y64／86

圏圏圏野比㎞

（B）

馨購鐸
噸噂醐●噂鯛嚇騒騒の醐6仙鱒 E－cad．

噺輔」鱒鱒激闘拶β一cat
御繭● ●圏99嘲隔 ■闘げの劇⊃”o圏鴨’●劇」 α一cat．

   IP：E－cadherin

（C）

  1．0

 0．8

日

ζo・6

り
三ξ04

 0．2

鰹拶園圃避
（D）  就  Y64F Y64E Y86F Y86E Y64／86FY64／86E

図11カドヘリン依存性細胞間接着における
                βカテニンチロシンリン酸化の影響

A．βカテニン点変異体を導入したBPD細胞の形態

 全ての変異体において、F9細胞に特徴的な強い細胞間接着の形態を示した。

B．カドヘリン・カテニン複合体の形成

 それぞれの変異体導入細胞から得られた細胞抽出液をE一カドヘリンに対する抗体で免疫沈降を行った。

 全てのβカテニン変異体がE一カドヘリン、αカテニンとともにカドヘリン・カテニン複合体を形成する。

C．細胞間接着活性の変化
 細胞間接着活性に変化がないか調べるために、細胞解離実験：を行なった。

 全てのβカテニン変異体導入細胞で、野生型βカテニンを導入した細胞と同様の細胞間接着活性を示した。

D．細胞内局在の変化

 細胞免疫染色法を用いて、βカテニンの局在を確認した。
 全てのβカテニン変異体が、細胞境界面に強い局在を見せ、E一カドヘリンと共局在した。
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3・9αカテニン非存在下におけるβカテニン変異体の細胞内局在

 Y86のリン酸化はαカテニン非存在下で効率よく起こることから、αカテニン非存在下

においてリン酸化の影響が見られるのではないかと考え、αカテニン非存在下におけるβ

カテニンの細胞内局在について検討を行った。まずBPD・αD・β細胞をバナデイトで処理し、

βカテニンの局在を調べた（図12）。その結果、バナデイトで処理しなかった細胞と比べ、

処理した細胞は細胞質内のβカテニンの量が減少し、細胞接着面と細胞内の一部の領域に

鮮明な局在を示すことが確認された。またこれらのβカテニンは、E・カドヘリンと局在を

共にしていた。そこで、Y64186：Fを同様にバナデイトで処理することで局在に変化が起こ

るかについて検討を行った。その結果、βカテニンのリン酸化が起こらないY64186Fにお

いても同様の局在変化が確認された。このことから、バナデイト処理によりβカテニンの

局在は変化するが、この変化はβカテニンのチロシンのリン酸化とは異なった原因による

ものと考えられた。

3・10品目tシグナルにおけるβカテニンのチロシンリン酸化の影響

 今回同定されたチロシンのリン酸化は、細胞間接着の基本活性には影響を与えなかった

ので、次にLEF／TCFに依存した転写活性にβカテニンのリン酸化が影響を与えるのかにつ

いて検討を行った。まず初めに、BPD細胞にβカテニンおよびその変異体を一過性に発現

させ、転写活性への影響を調べた。発現量を確認したところ、変異体間で差は見られなか

った（図13・A）。F9細胞およびその派生細胞では、βカテニンのほとんどはE・カドヘリン

と結合する。そのためシグナルに用いられるβカテニンは、E・カドヘリンと結合できなか

ったβカテニンである。しかし強発現の系では、シグナルにおいて用いられるβカテニン

の量は、細胞全体のβカテニンの量と比例すると考えられる。GFPおよび野生型βカテニ

ンをそれぞれネガティブおよびポシティブコントロールとして用いて、変異体の転写活性

を検討した（図13・A）。その結果、全ての変異体が野生型βカテニンと同様、もしくはそれ

以上の転写活性を示した。特にY64186Fは野生型のβカテニンと比べて約3．5倍の活性の

上昇がみられた。このことから、変異体は転写因子として機能することが示された。

 Wnt刺激に対するβカテニンの反応性は、βカテニンを一過性に細胞内で発現させた場

合と必ずしも一致しないことがShilnizuらの報告により示されている（Sh㎞izu et al．，

2007）。そこで、βカテニンのチロシンがリン酸化されることによって、Wntに対する反応

性に影響が出るかについて確認するために、変異体を安定に発現するBPD細胞を用いて検
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図12αカテニン非存在下におけるβカテニン変異体の細胞内局在

 βカテニンのチロシンがリン酸化することで、BPD一αD細胞で発現させたβカテニンの局在が変化するの

かについて検討した。

BPD一αD一β細胞（wt）をバナデイトで処理することによって、細胞境界面にβカテニンが多く局在してきた。

BPD一αD－Y64／86F細胞（βカテニンはリン酸化されない）をバナデイトで処理したときも同様に、細胞境界面

で多くのβカテニンが局在する像が確認された。
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  図13Wntシグナルにおけるβカテニンのチロシンリン酸化の影響

A．BPD細胞にβカテニンを一過性に発現させたときの転写活性

 TOP－Lucを用いたレポーターアッセイにより、βカテニン点変異体を一過性に発現させたときの転写活性

 について検討した。

 全ての変異体において、野生型と同様、もしくはそれ以上の転写活性を示した。△Nも野生型と同様の転

 写活性を示した。

 発現しているβカテニンは、どの変異体でもほぼ同量であった。

B．βカテニンを安定に発現するBPD細胞の転写活性
 βカテニンを安定に発現するBPD細胞を用いて、 Wnt存在下、非存在下における転写活性を、レポー

 ターアッセイにより検討した。

 Y64に変異を加えたβカテニンを発現する細胞では、野生型βカテニンを発現する細胞と比べて、転写

 活性の減少が見られた。

 △NはWntを添加しても、転写活性の増加が見られなかった。
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討を行った。BPD細胞、および野生型βカテニンを発現する：BPD細胞をそれぞれネガテ

ィブおよびポジティブコントロールとして用いて、変異体の転写活性について検討した（図

13・B）。Wnt非添加状態において、全ての変異体導入細胞で野生型βカテニンと比較して転

写活性の上昇は見られなかった。一方Wnt添加状態においては、 Y86のみに変異を加えた

βカテニンを発現する細胞で、野生型βカテニンと同様の転写活性が見られたものの、Y64

に変異を加えたβカテニンを発現する細胞では、野生型βカテニンと比較して転写活性の

減少が見られた。このことから、Y64がWntシグナル系においてなんらかの影響を与える

可能性が考えられた。ただY64をフェニルアラニン、グルタミン酸に置換したβカテニン

を発現する両方の細胞で活性が下がることから、リン酸化の影響ではない可能性が考えら

れた。しかし今回の研究では、同じ変異体発現細胞であってもクローンによって転写活性

に差が見られ、Y86、 Y142の変異体でも、野生型βカテニンと比較して転写活性の減少が

確認された。このことから、βカテニンのN末端領域がWntシグナルにおける転写活性の

上昇に影響を与える可能性が考えられた。

3・11Wntシグナルにおけるβカテニン，N末端領域の関与

 N末端領域に存在するチロシンに変異を加えたβカテニンが、Wntシグナルにおける転

写活性の上昇に影響を与える可能性が考えられたので、N末端領域欠損βカテニン（△N）を

用いてWntシグナルにおけるβカテニンN末端領域の関与について検討を行った。まず

BPD細胞に△Nを一過性に発現させ、転写活性への影響を調べた。発現量を確認したとこ

ろ、野生型βカテニンと同等の発現量を示した（図13－A）。GFP：および野生型βカテニンを

それぞれネガティブおよびポジティブコントロールとして用い、変異体の転写活性を調べ

た。その結果、△Nを発現させたときの転写活性は、野生型βカテニンと比較してほぼ同等

の活性を示した。このことから、転写因子としての機能にβカテニンのN末端領域は必要

でないということが示された。つづいて、△Nを安定に発現するBPD細胞を用いて、 Wnt

シグナルに対する反応性について検討した。BPD細胞および野生型βカテニンを安定に発

現するBP：D細胞をそれぞれネガティブおよびポジティブコントロールとして用い、変異体

の転写活性について検討した（図13・B）。その結果、△Nを導入した細胞はWnt刺激に反応

せず、刺激を行ってない細胞と比べて転写活性の上昇が見られなかった。クローニングに

よる影響が考えられたので、5つのクローンについて確認したが、全てのクローンで同様の

結果が得られた。このことから、βカテニンのN末端領域がWnt刺激によるβカテニンの
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活性化に必要である可能性が考えられた。
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第4章考察

 この論文において、βカテニン1プラコグロビン両遺伝子欠損F9細胞（BPD細胞）にさま

ざまなβカテニン変異体を発現させることにより、内在性のチロシンリン酸化酵素による

βカテニンのリン酸化を検討した。さらに、αカテニン遺伝子欠損F9細胞、αカテニン遺

伝子欠損BPD細胞を用いることで、βカテニンのリン酸化に対するαカテニンの関与につ

いて調べた。最後に、βカテニンのチロシン残基が内在性リン酸化酵素によりリン酸化さ

れることで、βカテニンの機能がどのような影響を受けるのかについて、細胞間接着およ

びWntシグナルの両方の観点から検討を行った。以下、βカテニンのチロシンリン酸化機

構、およびチロシンリン酸化がβカテニンの機能に与える影響について議論を進める。

4－1βカテニンのチロシンリン酸化機構

 今回、外来性ではなく、内在性の酵素によるβカテニンのチロシンのリン酸化について

検討した。脱リン酸化酵素の阻害剤であるバナデイトを用いることによって、用いない揚

合では確認されなかったβカテニンのチロシンリン酸化が確認された。この機構としては、

大きく分けて2つの可能性が考えられる。1つは、βカテニンが常に内在性のリン酸化酵素

によりリン酸化され、同時に脱リン酸化されている可能性である。この場合、細胞をバナ

デイトで処理することで、βカテニンの脱リン酸化が防がれるので、リン酸化されたβカ

テニンが確認される。もうひとつの可能性は、βカテニンをリン酸化する酵素が脱リン酸

化により不活性化されており、通常の細胞ではβカテニンがリン酸化されていない場合で

ある。このときは、バナデイトによりまずβカテニンのリン酸化酵素の脱リン酸化が防が

れ、その結果活性化した酵素がβカテニンをリン酸化することが可能になる。今回の実験

結果から、どちらの方法でβカテニンのチロシンがリン酸化されるのかについては分から

ない。ただ少なくとも通常の：F9細胞において、βカテニンのリン酸化は、リン酸化酵素だ

けでなく、脱リン酸化酵素によっても調節されていることが示された。これまでにもβカ

テニンの機能にチロシンリン酸化酵素や脱リン酸化酵素が関与していることが報告されて

きた（Behrens et aL，1993；Hamaguchi et a1．，1993；Matsuyoshi et al．，1992；van Buul et

a1，2005；Wadham et aL，2003；『Yan et al．，2006）。しかしほとんどの報告において、リン酸

化酵素や脱リン酸化酵素はβカテニン以外の分子にも働いていることが考えられる。βカ

テニンのチロシンのリン酸化がβカテニンの機能に与える影響を詳細に調べるためには、
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BPD細胞のようなβカテニンが発現しない細胞とβカテニンの変異体を用いることが必要

である。

 βカテニンのチロシンのリン酸化の研究において、これまでに報告があったリン酸化チ

ロシンは、Y86、 Y142、 Y489、 Y654であった（Piedra et al．，2003；Rhee et aL，2007；Roura

et al．，1999）。しかし、今回のF9細胞を用いた研究において同定されたチロシン残基は、

Y64、 Y86であった。これまでY86とY654はSrcによって、 Y142はFerやFy11といっ

たチロシンリン酸化酵素によってリン酸化されることが報告されていた（Piedra et aL，

2003；Roura et al．，1999）。一方、 Y64をリン酸化する酵素に関してはまだ同定されていな

い。また興味深いことに、今回同定されたY64とY86は、ショウジョウバエにおけるβカ

テニンのホモログであるArmad皿oにおいて保存されていない（図8・A参照）。すなわちこ

れらのチロシンのリン酸化は、哺乳類に特異的なリン酸化機構により行われている可能性

が考えられる。一方、外来性のE・カドヘリンを発現させた白血病細胞をバナデイトで処理

すると、βカテニンのチロシンのリン酸化、およびβカテニンとαカテニンの結合が減少

することが報告されている（Ozawa and K：e血le鴨1998）。これまでの報告から考えると、こ

の現象にはY142のリン酸化が関与している可能性が十分に考えられる。このように、バナ

デイト処理によってリン酸化されるβカテニンのチロシン残基は、細胞やリン酸化の刺激

を受ける細胞周辺の環境によって異なるのではないかと予想される。

 今回、αカテニンを発現しない細胞でβカテニンが効率よくリン酸化されることが分か

った。さらに、αカテニンとの結合が阻害されるY142Eを用いた研出により、細胞質にα

カテニンが存在する場合であっても、αカテニンが結合できないβカテニンは強くリン酸

化されることが確認された。このことは、細胞質のαカテニンではなく、βカテニンに結

合しているαカテニンが、βカテニンのチロシンのリン酸化を阻害するということを示唆

している。今回、αカテニン存在下では主にY64が、αカテニン非存在下ではさらにY86

が選択的にリン酸化されることが示された。βカテニンのαカテニン結合領域は118－146

回忌ミノ酸であることが知られており（Aberle et証，1996）、Y64、 Y86とも近接している。

このことから、αカテニンはY86をリン酸化する酵素がβカテニンと相互作用することを

阻害している可能性が考えられる。リン酸化を阻害するメカニズムについては、今回の研

究内容では分からないが、2つの可能性が考えられる。1つは、Y86をリン酸化する酵素が

αカテニン結合領域と相互作用しているため、αカテニンがβカテニンに結合していると、

リン酸化酵素がβカテニンと相互作用できない可能性である。もう1つは、Y86がαカテ
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ニンによって物理的に保護されており、リン酸化酵素がβカテニンに結合できても作用で

きない可能性である。βカテニンとαカテニンの結合が他の分子との相互作用に影響を与

えることは、細胞質内のβカテニンのセリン1スレオニンリン酸化に必要な分子であるCK【

で報告されている（Bustos et al．，2006）。この報告においてC】∬は、βカテニンの131－181

のアミノ酸を欠失した変異体において、βカテニンとの親和性が減少することが示された。

さらにαカテニンが結合できないβカテニンY142E変異体では、 CK【による45番目のセ

リンのリン酸化が促進されることが示されている。また逆に、細胞内のαカテニンの量が

増えることにより、CK［によるβカテニンの45番目のセリンのリン酸化が阻害されること

も同時に報告されている。このことから、CKIはαカテニン結合領域を含む領域を介して

βカテニンと相互作用し、βカテニンのリン酸化を行っていること、またこの相互作用は

αカテニンによって阻害されていることが示唆される。同様にして、チロシンリン酸化酵

素がαカテニン結合領域を介してY86をリン酸化している可能性は十分に考えられる。一

方、Y64のリン酸化はαカテニンにより阻害されなかった。このことからY64のリン酸化

メカニズムについては2つの可能性が考えられる。1つはY64をリン酸化する酵素が、Y86

をリン酸化する酵素と異なる可能性である。もう1つは、リン酸化酵素は同じであるが、

Y86はαカテニンにより保護されており、結果的に保護されなかったY64のみがリン酸化

されている可能性である。Y86はSrcによってリン酸化されることが血が加の研究によっ

て示されている（Roura et aL，1999）。しかし今回CSKを用いた研究により、Y64、 Y86を

リン酸化するリン酸化酵素がSrcファミリーではない可能性が考えられた。今後リン酸化

酵素を同定していくことは、βカテニンのリン酸化機構、およびそのリン酸化がβカテニ

ンの機能に及ぼす影響を詳細に解析する上で重要である。

4－2チロシンリン酸化がβカテニンの機能に与える影響

4・2・1細胞間接着の観点から

 これまでβカテニンのチロシンリン酸化が細胞間接着に影響を与える可能性は多くの論

文で報告されてきた。さらに、βカテニンのY142、 Y489、 Y654のリン酸化が、それぞれ

αカテニンやカドヘリンとの結合に影響を与えることが報告されている（Piedra et al．，

2003；Rhee et aL，2007；Rhee et a1．，2002；Roura et aL，1999）。実際にβカテニンのリン酸

化型変異体をBPD細胞に発現させる研究により、Y142のリン酸化がαカテニンとの結合

に影響を与えると考えられる現象が、福永によって確認されている（福永，学位論文）。しか
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し、Y654をグルタミン酸に置換したβカテニンのリン酸化型変異体（Y654E）を導入した

BPD細胞は、正常な接着活性を示すことも同時に確認されており、これまで報告されてき

たチロシン残基のリン酸化による細胞間接着への影響が、必ずしも細胞内で再現できない

可能性が示されていた。今回、Y654Eを安定に発現するBP：D細胞を用いて、βカテニン

とE一二ドヘリンの結合についてより詳細な検討を行った。その結果Y654Eを発現するBPD

細胞は、βカテニンに結合するE・カドヘリンの蛋白量が減少しているにもかかわらず、細

胞間接着を維持していることが示された。以前の報告でも、Y654：Eはβカテニンのカドヘ

リンに対する親和性を減少させるが、完全にその相互作用を失うわけではなかった（Piedra

et al．，2001；Roura et aL，1999；Xu et aL，2004）。今回の研究により、内在性のβカテニン

およびプラコグロビンが発現しない細胞において、Y654Eは機能的なカドヘリン・カテニン

複合体を形成することが可能であることが示された。とのことは、Y654をリン酸化すると

考えられているSrcが、カドヘリン・カテニン複合体の形成に影響を与えないという報告

とも矛盾しない（Papkof£1997）。しかし、グルタミン酸への置換が必ずしもチロシンのリ

ン酸化を再現できるとは限らない。またβカテニンとE・カドヘリンの親和性が減少するこ

とは事実であり、細胞が存在する環境が変わることによって、Y654のリン酸化が細胞間接

着の細かな調節を行なっている可能性は考えられる。今後Y654のリン酸化の影響を詳細に

調べるためには、実際にY654を細胞内でリン酸化したり、細胞に刺激を与えて環境を変化

させたりする必要があると考えられる。

 βカテニンのチロシンのリン酸化が細胞間接着に関与する可能性は、多くの論文で示唆

されてきたが、一方でTak：edaらは、βカテニン以外の分子のリン酸化でも細胞間接着に影

響を与えることを報告している（Takeda et al．，1995）。そのため、実際の細胞においてβカ

テニンのチロシンのリン酸化が細胞間接着の調節に関与しているのかについてはまだ不明

なままである。この問題を解決するためには、実際に内在性のリン酸化酵素によってリン

酸化されたβカテニンが、細胞内で正常なカドヘリン・カテニン複合体を形成できるのかに

ついて検討を行う必要があると考えられる。今回F9派生細胞において、 Y64とY86が内

在性リン酸化酵素によりリン酸化されることが示された。しかし、これらのチロシンをグ

ルタミン酸（リン酸化型）、フェニルアラニン（非リン酸化型）に置換したβカテニン点変異体

は、野生型βカテニンと同様に、E一二ドヘリン、αカテニンとともに、カドヘリン・カテニ

ン接着複合体を正常に形成できることが示された。このことから、βカテニンの細胞間接

着における基本的な機能に、Y64やY86のリン酸化は重要ではない可能性が考えられた。
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ただグルタミン酸への置換が、必ずしもチロシンリン酸化を完全に再現できるわけではな

い。そのため、実際にY64やY86がリン酸化された場合、接着活性に影響を与える可能性

は否定できない。

 これまでβカテニンのY142やY489、 Y654のリン酸化が、それぞれαカテニン、カド

ヘリンとの結合に影響を与えることが報告されている。しかし今回の研究では、これらの

チロシンのリン酸化は確認できなかった。このことから、少なくともF9およびその派生細

胞において、定常的に行われているβカテニンのチロシンリン酸化は、細胞間接着の基本

的な機能に影響を与えないと考えられる。ただαカテニン欠損細胞においては、バナデイ

ト処理後カドヘリン、βカテニンの局在が大きく変化する。この変化にβカテニンのチロ

シンリン酸化は関与していない。そのため、内在性のリン酸化酵素によるβカテニン以外

の分子のリン酸化が、細胞間接着に関与している可能性が考えられる。また細胞の種類や

細胞周辺の環境によっては、βカテニンのチロシンのリン酸化が細胞間接着の状態を細か

く調節している可能性は否定できない。この問題の解決には、Y654のリン酸化と同様に、

用いる細胞や環境を変えた研究が必要となるのではないかと思われる。

4－2・2Wntシグナルの観点から

 近年、βカテニンのチロシンのリン酸化が、Wntシグナルに対して影響を与える可能性

が報告されてきている（Rhee et aL，2007）。今回の研究において、内在性のリン酸化酵素に

より、Y64とY86がリン酸化されることが示されたので、これらのチロシンリン酸化が

Wntシグナルに対して影響を与えるのかについて検討した。またこれまでにリン酸化が報

告されているY142についても同時に検討した。まず、細胞内でβカテニン変異体を一過性

に発現させた揚合の転写活性について検討を行なった。Y64、 Y86、 Y64186、 Y142のリン

酸化型および非リン酸化型βカテニン点変異体を、BPD細胞内で一過性に発現させた血合、

Y64Eは野生型βカテニンと同等の転写活性を示した。一方その他の変異体では、野生型β

カテニンより高い転写活性を示した。ただ、リン酸化型、非リン酸化型の両方のβカテニ

ン変異体で野生型βカテニンより高い転写活性が確認されていることから、チロシンリン

酸化がこの転写活性の上昇に関与しているのかについては不明である。

 Wnt刺激に対するβカテニンの反応性は、βカテニンを一過性に細胞内で発現させた場

合と必ずしも一致しないことがShimizuらの報告により示されている（Shimizu et aL，

2007）。そこで次に、Y64、 Y86、 Y64186、 Y142のリン酸化型および非リン酸化型βカテ
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ニン変異体を安定に発現するBPD細胞を用いて、βカテニンのチロシンリン酸化がWnt

刺激に対するβカテニンの反応性に与える影響について検討した。まずそれぞれの変異体

に対し3つのクローンを用いて活性を検討したところ、同じ変異体を発現する細胞クロー

ン間で、明らかに活性の違いが確認された。クローン間で著しい反応性の差が見られたこ

とは、これらのチロシン残基がWnt刺激に対するβカテニンの反応性の細かな調節を行な

っている可能性を示している。次に各変異体を発現している細胞の中で最も活性が高かっ

たクローンを用いて、野生型βカテニンの転写活性と比較した。その結果、Y64に変異を

加えたβカテニンで、野生型βカテニンと比較して転写活性の減少が見られた。しかし、

リン酸化型、非リン酸化型の両方で活性の減少が見られたことから、リン酸化による影響

ではない可能性が考えられた。それぞれの変異体のWnt添加時の転写活性をWnt非添加時

と比較すると、全ての変異体で活性の上昇が確認された。このことから、βカテニンのチ

ロシンリン酸化は、少なくともWnt刺激に対する反応性には必須ではないことが示された。

 βカテニン点変異体を用いたこれまでの研究から、今回改変を加えたチロシン残基を含

むβカテニンのN末端領域がWntシグナルに対して影響を与える可能性が考えられた。そ

こで、N末端領域を欠いた欠損変異型βカテニン（△N）を用いて、 N末端領域とWntシグナ

ルの関与について検討を行った。まず△NをBPD細胞内で一過性に発現させた場合では、

△Nは野生型βカテニンと同等の転写活性を示し、転写因子として機能することが示された。

このことから、βカテニンが転写因子として機能するにあたって、N末端領域は必要でな

いことが示された。一方、△Nを安定に発現している細胞では、確認した5つのクローンの

全てがWnt刺激に対して反応性を示さず、 W且t非添加時と比較して転写活性の上昇が確認

されなかった。つまり、N末端領域は一過性に発現させた揚合の転写活性には必要ではな

いが、Wntに反応するために必要であると考えられる。以下、△NがWnt刺激に対して反

応性を示さなかった原因について考察を行う。

 前述の通り、△Nは細胞内で一過性に発現させた場合、転写因子として働くことが示され

ている。そのため、△Nが核内へ輸送されると転写活性の上昇が確認されると考えられる。

このことから、今回△Nにおいて転写活性の上昇が見られなかったのは、△Nが核内へ輸送

されなかったことが原因であると考えられる。ここで、△Nの核内輸送が起きなかった原因

として、大きく2つの可能性が考えられる。1つは細胞質内のβカテニンが少なかったこと

である。しかし、N末端領域を欠損した△NはCK【、 GSI（3βによるβカテニンのセリン1ス

レオニンリン酸化を受けないので、それに続くプロテアソーム分解機構の影響を受けない。
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そのため、通常△Nは安定型βカテニンとして用いられ、Wntの刺激に関係なく一定量の

△N蛋白質が細胞質に存在すると考えられる。△NがC］旺、GSK：3βによるリン酸化を引き金

とした分解機構とは違った分解機構によって分解された可能性も考えられるが、これまで

そのような報告はなく、可能性は非常に低いものと思われる。

 もうひとつの可能性は、βカテニンのN末端領域に核内輸送に必要な領域が存在する可

能性である。βカテニンは核内輸送シグナルを分子内に有しておらず、βカテニン自身の

アルマジロリヒ。一トを介して、または別の蛋白質によって核内へ輸送される可能性が報告

されている（Fagotto et aL，1998）。現在、その候補として考えられているものに、 L、EFITC：F

や：B・cell lymphoma 9（BC1ユ9）が挙げられる（Behrens et al．，1996；Huber et aL，1996；

1（ramps et al．，2002；Tbwnsley et aL，2004）。 BCL9はβカテニンの1番目のアルマジロリ

ピートを介して、βカテニンと結合することが報告されており（Sampietro et aL，2006）、

△Nではこの領域を欠失している。今回の研究において、F9細胞におけるBCmの発現や

βカテニンとBCL9の相互作用は確認されていないが、△NがWnt刺激に対して反応性を

示せなかった原因として、△NがBCL，9と結合できず、核内への輸送が起こらなかった可

能性が考えられる。Sampietroらが行った結晶解析を用いた研究では、βカテニンのアル

マジロリピート領域とBCL、9のHD2領域を用いてその領域の結合のみを確認しており、β

カテニン全長と：BCL9との結合機構の詳細については不明な点が残っている。（Sampie七ro

et aL，2006）。今回同定したリン酸化チロシン残基はN末端領域に存在し、 BCL9との結合

領域である1番目のアルマジロリピート領域とも近い位置に存在する。そのためこれらの

チロシン残基が、βカテニンとBCh9の相互作用に関与している可能性は否定できない。

今後、βカテニンのチロシンのリン酸化が、βカテニンのWnt刺激に対する反応性に及ぼ

す影響について、βカテニンとBCL9との相互作用という観点も含めながら、詳細に調べ

ていく必要があると思われる。

今回、細胞をバナデイトで処理することによって、内在性チロシンリン酸化酵素による

βカテニンの定常状態におけるリン酸化を検討した。しかしリン酸化とは、細胞が何らか

の刺激を受けることによって起こることが多い。βカテニンのチロシンリン酸化において

も、細胞が受ける刺激によってリン酸化されるチロシン残基やリン酸化酵素が変化するも

のと思われる。そのため、細胞に刺激を与えることによって起こるβカテニンのリン酸化

を検討することが、今後の研究の課題となると考えられる。今回の研究で用いたBPD細胞

40



やBPD・αD細胞は、内在性のβカテニンを発現しておらず、導入したβカテニンのリン酸

化を正確に把握することが可能であり、今後の研究においても有用な実験系として用いる

ことができると考えられる。
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第5章 結語

 今回の研究では、マウス奇形癌腫細胞であるF9細胞、およびその派生細胞を用いて、内

在性チロシンリン酸化酵素によるβカテニンのリン酸化について5つのことが証明された。

1）F9細胞内のβカテニンは、内在性チロシンリン酸化酵素によりリン酸化される。

2）αカテニンが結合していないβカテニンは、Y64とY86の2つのチロシンがリン酸化さ

れる。

3）Y64とY86のリン酸化は、カドヘリン依存性細胞間接着におけるβカテニンの基本的機

 能には影響しない。

4）Y64とY86のリン酸化は、βカテニンの転写因子としての機能には影響を与えないが、

Wntシグナルに対する反応性を調節している可能性が考えられる。

5）N末端領域を欠損したβカテニンを発現する細胞では、Wntによる転写活性の上昇が起

 きない。

 今回の研究において、実際に内在性のリン酸化酵素によるβカテニンのチロシンリン酸

化は、細胞間接着や転写因子としての機能に大きな影響は与えなかった。しかし、・細胞間

接着やWntシグナルの細かな調節に関与している可能性は否定できない。そのため、今回

の研究では示すことができなかったリン酸化酵素の同定、リン酸化機構の解明、細胞の種

類や周辺の環境の変化におけるβカテニンのリン酸化について、より詳細に解析する必要

があるものと思われる。今回の研究はその第一歩となったのではないかと考えている。
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