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〈要 約〉

　後生動物は，細胞分裂，細胞分化，細胞運動を制御するため，細胞における核の位置を制御している．繊維芽細胞においては，アクチンの求心性の流動が核を細胞の進行とは逆の方向，つまり，後方へと移動させることにより細胞が極性化し細胞運動がはじまる．このアクチンの求心性の流動による核の移動は，TANラインとよばれる複合体の構成タンパク質であるnesprin-2Gがアクチンと核とをつなぐことにより可能になっている．今回の研究において，筆者らは，Diaphanous関連ForminファミリーのメンバーであるFHOD1がnesprin-2Gと相互作用していることを発見した．ノックダウン実験およびドミナントネガティブ阻害実験により，FHOD1，あるいは，FHOD1とnesprin-2Gとの相互作用は，極性化する繊維芽細胞における核の移動において不可欠であることが示された．FHOD1は細胞の背側におけるアクチン繊維束の形成やその流動ではなく，TANラインの形成において必要であった．FHOD1をノックダウンした細胞にさまざまなFHOD1の変異体および領域を発現させるレスキュー実験により，FHOD1が核の移動のために必須であるアクチン繊維束への付加的な結合をnesprin-2Gにもたらす機構が明らかにされた．これらの結果から，オルガネラをアクチン繊維につなぎその移動をサポートするというFHOD1というこのForminファミリータンパク質のもつ独特の役割が明らかにされた．
はじめに

　後生動物においては組織の発達および維持のため，核はそのときどきに応じて細胞の特定の場所に局在している．核の位置の制御がうまくいかないと，細胞の極性化や細胞運動に支障をきたし，大脳皮質の形成，内耳の感覚上皮における有毛細胞の協調的な発達，神経筋接合部の形成などに異常をひき起こすことがわかっている1)．LINC複合体は細胞骨格と核質とをつなぐタンパク質複合体であり，細胞における核の位置の制御に重要である1)（図1a）．LINC複合体は外核膜タンパク質であるnespirinと内核膜タンパク質であるSUNから構成される．nespirinとSUNは特定の細胞骨格の構成タンパク質と核ラミナとのあいだを結合することにより細胞骨格と核質をつないでいる．単層培養し血清飢餓処理を施した繊維芽細胞をひっかいて傷を形成した実験系では，核および中心体は細胞の中心付近に位置している．血清の成分であるリゾホスファチジン酸による極性化の刺激を細胞にあたえると，アクチンの求心性の流動が細胞の創傷部位の側から起こる．アクチンの求心性流動がLINC複合体をつうじて核に伝達し，核を細胞の後方へと移動させる2,3)（図1a）．これが核を中心体の後ろ側に局在させる結果となり，中心体を細胞の進行方向の先導部にむけて細胞の極性を決める．
　Diaphanous関連Forminファミリータンパク質はGTPaseであるRhoにより制御され，Formin相同ドメインであるFH1ドメインとFH2ドメインをもち，アクチンおよび微小管の両方の細胞骨格の制御にかかわっている4)（図1b）．ほとんどのDiaphanous関連ForminファミリーはFH1ドメインとFH2ドメインを介してアクチン重合核の形成および直線状のアクチン繊維の伸長（もしくは，どちらか）を促進し，フィロポディア（糸状仮足），ラメリポディア（葉状仮足），収縮環などに必要なアクチン構造をつくりあげる．FHOD1は，ほかのDiaphanous関連Forminファミリーのメンバーとは異なり，アクチン重合核の形成もアクチン繊維の伸長も行わない代わりに，繊維状アクチンを束化する5)．この束化の活性は，N末端側にあるFHOD1に特有のアクチン結合領域と，FH2ドメインのもつ二量体形成能によるものである．FHOD1の細胞の過程へのかかわりを示唆するいくつかの報告がなされているが，その細胞における機能的な役割はいまだよくわかっていない6-8)．
1．FHOD1はnesprin-2Gと相互作用し細胞が極性化するときの核の移動に必要である

　ほかのDiaphanous関連Forminファミリーのメンバーとは異なり，FHOD1は繊維状アクチンの重合を促進することはできないが，N末端側1～569残基（ヒトのFHOD1）の領域のみで繊維状アクチンを修飾する5)．以前に，FHOD1のN末端側1～339残基の領域の構造はほかのDiaphanous関連Forminファミリーのメンバーとは違っていることが示されていたので9)，このN末端側の領域と相互作用するタンパク質を酵母ツーハイブリッド法で探索することにより，この領域の役割をみつけようとした．そして，FHOD1のN末端側1～339残基はnesprin-2Gと相互作用することを発見した．さらに，FHOD1のN末端側1～339残基に対しnesprin-2Gの全長を断片化してスクリーニングした結果，nesprin-2Gのもつスペクトリンリピート8～13と相互作用することがわかった．FHOD1のN末端側1～339残基をトランスフェクションしたHEK293T細胞の抽出液を用いてGSTプルダウンアッセイを行ったところ，nesprin-2Gのスペクトリンリピート11～12がFHOD1のN末端側1～339残基との相互作用に十分であった．
　繊維芽細胞における核の移動の際のnesprin-2Gの重要性に注目し，NIH3T3細胞においてFHOD1をノックダウンし，FHOD1が核の移動に必要かどうかを調べた．nesprin-2Gノックダウン細胞の表現型と同様に，FHOD1をノックダウンした細胞はリゾホスファチジン酸により刺激をしても核は移動しなかった．重要なことに，FHOD1ノックダウン細胞におけるレスキュー実験により，FHOD1のもつnesprin-2Gとの相互作用領域が核の移動に必要なことが示された．さらには，FHOD1のN末端側1～339残基，あるいは，nesprin-2Gのスペクトリンリピート11～12を含む断片をNIH3T3細胞に発現させると核の移動が阻害された．これらの結果をまとめると，FHOD1のN末端側1～339残基とnesprin-2Gのスペクトリンリピート11～12を介した相互作用は，核の移動のために機能的に不可欠であった．
2．FHOD1はnesprin-2Gにアクチンとの付加的な結合をもたらすことによりTANラインの形成および核の移動をサポートしている

　ほかのDiaphanous関連Forminファミリーのメンバーとは異なり，FHOD1はアクチンの重合を促進しないが繊維状アクチンを束化する5)．繊維芽細胞の極性化の際に，繊維状アクチンは束化し，細胞の背側の核をおおう流動的なアクチン繊維束を形成する．これらのアクチン繊維束がTANライン（TAN：transmembrane actin-associated，膜貫通アクチン関連）を介して核とつながり，その求心性の流動が核を細胞の後方へと移動させる2,3)．これらを考慮にいれ，FHOD1ノックダウン細胞において，核をおおうアクチン繊維束の形成，繊維状アクチンの求心性流動の速度，TANラインの形成について注意深く調べた．野生型のNIH3T3細胞と比較すると，FHOD1ノックダウン細胞はアクチン繊維束の形成およびアクチンの求心性流動の速度に違いはみられなかったが，TANラインの形成がいちじるしく低下していた．
　FHOD1がTANラインの形成をサポートしていたことから，FHOD1がnesprin-2Gのアクチン繊維束への結合を強めていると推測した．以前から，FHOD1がN末端側1～569残基およびFH2ドメインという2つの別々の領域を介して繊維状アクチンと結合しうることがin vitroにおいて示されていた5)．そこで，FHOD1ノックダウン細胞に繊維状アクチンおよびnesprin-2Gと結合することのできるFHOD1のN末端側1～569残基を発現させるレスキュー実験を行い，核の移動について調べた．その結果，FHOD1のN末端側1～569残基はFHOD1ノックダウン細胞における核の移動の異常をレスキューした．さらに，アクチン結合ドメインとしてよく知られたαアクチニンのカルポニン相同ドメインをFHOD1のN末端側1～339残基に付加し，FHOD1ノックダウン細胞において核の移動の異常をレスキューできるかどうか調べた．その結果，カルポニン相同ドメインのみではレスキューできなかったが，FHOD1のN末端側の領域とカルポニン相同ドメインとのキメラタンパク質は核の移動の異常をレスキューした．これらの結果は，FHOD1が 繊維状アクチンとのさらなる結合を付加し，TANラインの形成を強めることによりnesprin-2Gとアクチン繊維束との結合をサポートしていることを示唆した．これにより繊維状アクチンは核としっかり結合し，核がアクチンの求心性の流動とともに移動することができるようになると思われた．
おわりに

　以前より，筆者らは，nesprin-2Gがカルポニン相同ドメインのみを介して核の上部をおおうアクチン繊維束に結合するというTANラインのモデルを提唱してきた3)．今回の発見は，細胞質タンパク質であるFHOD1がnesprin-2Gとアクチン繊維束とのあいだに重要な結合を付加することにより，核とそれをおおうアクチン繊維束との結合を強めていることを明らかにした（図2）．この役割にくわえ，FHOD1とnesprin-2Gとの相互作用にはほかの機能もあるかもしれない．FHOD1はそのN末端側の領域とC末端のもっとも端の部位との分子内相互作用を介して自己抑制していることが知られている10)．nesprin-2GはFHOD1のN末端側の領域と相互作用するので，FHOD1の自己抑制を解放し活性化する可能性がある．その一方で，活性化されたFHOD1がnesprin-2Gのスペクトリンリピート11～12と相互作用することによりスペクトリンリピートの構成を変化させるのかもしれない．こういったさらなる可能性の研究はたいへん興味深く，これらのタンパク質が細胞においてどのようにしてはたらいているかという，より機構的な知見をあたえてくれるであろう．
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〈図説明〉

図1　繊維芽細胞の極性化とTANライン
（a）細胞の極性化はリゾホスファチジン酸の刺激により誘導される．核の上部のアクチン繊維束はTANラインをつうじ核とつながっている．TANラインではnesprin-2GのN末端側の領域が細胞質においてアクチン繊維束と結合し，nesprin-2GのC末端側の膜貫通ドメインが外核膜を貫通し，核の周辺部ではSUN2のC末端側の領域と結合している．SUN2のN末端側の領域は内核膜を貫通し，核質ではラミンA/Cと結合している．TANラインとのつながりをつうじ，繊維状アクチンの求心性の流動が核を細胞の後方へと移動させる．核が移動することにより中心体が配向し細胞の極性が決まる．
（b）nesprin-2GおよびFHOD1のドメイン構成．nesprin-2Gの下部の数字はスペクトリンリピートの番号，FHOD1の下部の数字はアミノ酸残基を示す．
図2　TANラインが複数の結合部位をもつモデル

TANラインにおいて，nesprin-2Gはカルポニン相同ドメインを介してアクチン繊維束と結合している．さらに，nesprin-2Gはスペクトリンリピート11～12を介してFHOD1のN末端にあるGTPase結合ドメインとDiaphanous抑制ドメインに結合し，FHOD1は自らのもつアクチン結合部位を介しアクチン繊維束と結合している．FH2ドメインにより二量体が形成される．nesprin-2Gが繊維状アクチンと複数の結合部位をもつことは，細胞が極性化する際に求心性に流動するアクチン繊維束と核とのあいだの結合を強め，安定した核の移動を可能にする．
