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助成研究報告

表皮細 胞 にお けるエ ピプラキ ンの機 能

大分大学医学部皮膚科 藤 原 作 平(50年 卒)

1,緒 言

エ ピプラキンは,自 己免疫性表皮下水庖症の自己抗

原 として同定 された分子量552kDaの 分子であるが,

表皮細胞内 に局在する、構造上の特徴 と して,他 のプ

ラキ ン分子 のカルポキシ末端に見 られるBド メイ ン

構造が,ポ リペプチ ド全体 にわた り見い出され,特 に

カルポキシ末端 にほぼ完全 に保存された5回 の繰 り返

し構造が存在 している1).プ ラキ ン分子は細胞骨格結

合蛋 白と呼 ばれ,そ の中のデスモプラキンやプ レクチ

ンは中間径 フィラメントと相互作用することは,す で

に明らかになっていたが,新 たな分子であるエ ピプラ

キ ンと中間径 フィラメン トとの相互作用は不明であっ

た.今 回 この相 互作用 を検討 す るため に,Slot-blot

AssaysとCell-OvErlayAssaysに よる実験 を行った.

2.実 験

ま ずBド メ イ ン,Linkerド メ イ ン とB+Linkerド メ

イ ン のGST融 合 蛋 白 質 を得 た.Bド メ イ ン 自体 は4.6

回 の リ ピ ー トで 構 成 さ れ て お り,Bド メ イ ン 内 の リ

ピ ー ト数 と ケ ラチ ン との 相 互 作 用 を 調 べ る た め に,1

リ ピー ト,2リ ピ ー ト,3リ ピー トを含 む コ ンス トラ

ク トを作 成 し,GST融 合 蛋 白 質 と して 発 現 させ た.次

にLinkerド メ イ ン内 に も リ ピー ト構 造 が あ る た め,

1リ ピ ー ト,2リ ピ ー ト,3リ ピ ー トを 含 む コ ンス ト

ラ ク トを作 成 し,GST融 合 蛋 白 質 と して 発 現 させ た.

こ れ ら のGST融 合 蛋 白 質 を用 い て,Slot-blotAssays

を行 っ た,

さ ら に,こ れ ら のGST融 合 蛋 白 質 と細 胞 全 体 と の

反 応 性 を検 討 す る た め に,培 養HeLa細 胞 を メ タ ノ ー

ル 固 定 後,GST融 合 蛋 白 質 を加 え イ ン キ ュ ベ ー ト後 に

洗 浄 し,抗GST抗 体 を加 え、 さ らに 二 次 抗 体 を加 え て

Cell-OverlayAssaysを 行 っ た.

3,結 果

Slot-blotAssaysの 結 果,Bド メ イ ン,Linkerド メ イ

ン とB+Linkerド メ イ ン のGST融 合 蛋 白 質 の ヰ1,

B+Linkerド メ イ ン と ケ ラ チ ン との 相 互 作 用 がix強

く,次 い でGST-B,GST-Linkerの 順 で あ っ た.中 間

径 ブ イ ラ メ ン トに つ い て は,ケ ラ チ ン,ビ メ ンチ ン,

デ ス ミ ン順 で 弱 くな っ た.Bド メ イ ン 内 の リ ピ ー ト数

を変 化 さ せ た 場 合 に は,少 な く と も,2な い し3リ ピー

トでGST-Bド メ イ ン とケ ラチ ン と の 相 互 作 用 に ほ ぼ

匹敵 した た め,GST-Bド メ イ ン とケ ラ チ ン と の相 互 作

用 に は 少 な く と も2な い し3つ の リ ピー トが 必 要 で あ

る こ とが 明 ら か に な っ た.次 にLinkerド メ イ ン 内 の

リ ピー ト数 を変 化 させ た 場 合 に も,リ ピ ー トの 数 が 増

す と と も に相 互 作 用 が 強 くな っ た.

HeLa細 胞 を 用 い たCell-OverlayAssaysの 結 果,

GST-Bド メ イ ン は,核 周 囲 に穎 粒 状 に 分 布 し,一 部 に

ケ ラチ ン と の 局 在 が 認 め ら れ た(図B).GST-Linker

ドメ イ ン は,細 胞 内 に 点 状 に 分 布 し(図E),GST-

B÷Linkerド メ イ ン は,GST-BとGST-Linkerド メ イ

ン の 中 間 的分 布 す な わ ち一 部 穎 粒 状,一 部 点 状 の 分 布

が み られ た(図H),こ の こ とか ら,GST-Linkerド メ

イ ン は,ケ ラ チ ン以 外 の 他 の 分 子 と も相 互 作 用 す る こ

と が 示 唆 さ れ た.

4.考 察

Slot-blotAssaysお よ びCell-OverlayAssaysの 糸吉

果,エ ピ プ ラ キ ンのBド メ イ ン は,ケ ラ チ ン と結 合 し,

Linkerド メ イ ン は ケ ラ チ ン と は 弱 く結 合 す る こ と に

加 え て,そ れ 以 外 の 細 胞 質 蛋 白 質 と も結 合 す る こ とが

示 唆 され た.Linkerド メ イ ンが,繰 り返 し配 列 を と る

こ と は,エ ピ プ ラ キ ンの 特 徴 で あ り,今 後 そ の 機 能 を

探 りた い.B+Linkerド メ イ ン あ る い はBド メ イ ンが

ケ ラチ ン と結 合 す る こ と に よ っ て,エ ピプ ラ キ ン が,

数 本 の ケ ラ チ ン を束 ね る と我 々 は 想 定 して お り,今 後

こ の 仮 説 も検 証 して い き た い.
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