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研究成果の概要（和文）：PKRは直接的抗ウイルス作用の他、gelsolinとの結合を介して細胞膜の安定性を高
め、ウイルス等の侵入を防御する。本申請はPKRの正常な細胞膜構造維持への関与を明らかにする目的で、発達
した微絨毛を持つ小腸吸収上皮細胞に着目し、分子形態学的解析を行った。その結果、PKRとgelsolinが細胞質
で結合していること、両者は広範囲の小腸上皮に発現し、絨毛と陰窩で発現量に差があることを明らかとした。
また、PKRノックアウトマウスで絨毛の形態およびvillinの発現に差が見られ、PKRが絨毛形成に重要であること
が示された。さらに、変異PKR導入用ウイルス作製と小腸器官培養系の樹立を行った。

研究成果の概要（英文）：We showed that PKR inhibited the key actin-modifying protein gelsolin which 
regulate actin dynamics and control its functions. Through this mechanism, PKR counteracted viral 
entry into the cell. The epithelial cells of small intestine extend microvilli which are closely 
related to function. Actin filaments play important role in the microvilli, however, the regulation 
by PKR is not revealed. In this study, we examined an association of PKR and actin-related proteins,
 and effects of PKR mutation on intestinal epithelium. We morphologically found that PKR and 
gelsolin bind in cytosol using BiFC method. Both PKR and gelsolin were widely expressed in the 
intestinal epithelial cells. The expression level differed between the cells from villi and crypt. 
In the PKR-knockout mice, the shape of villi and expression of villin protein differed from normal 
mice. These data showed a possibility of important role of PKR on villi and microvilli maintenance.

研究分野： 組織学
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１．研究開始当初の背景 
免疫関連因子 PKR（double-stranded RNA 

dependent protein kinases）は actin を分
解する gelsolin との結合を介し、細胞膜の
安定性を高め、ウイルス等の侵入に対する防
御に関与することが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
本申請は、PKR と actin 結合タンパク質に

よる細胞膜の機能調節解明を目的とし、特に、
機能的な細胞膜構造である微絨毛を持つ小
腸吸収上皮細胞に着目し、分子形態学的およ
び超微形態学的解析を行う。 
具体的には、1. 小腸吸収上皮細胞におけ

る PKRと actin 結合タンパク質との相互作用、
2. PKR変異に伴う小腸吸収上皮細胞の機能へ
の影響、3. 器官培養小腸を用いた PKR の変
異による微絨毛への影響、の 3点について解
析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)小腸吸収上皮細胞における PKR および

gelsolin, actin, villin の相互作用の検
討 

①BiFC 法を用いたタンパク質相互作用の検
討 

②PKR および gelsolin, villin, actin 細
胞内局在の超微形態学的解析 

(2)PKR 変異細胞を用いた小腸吸収上皮細胞
の機能変化 

①PKR 変異細胞を用いた小腸吸収上皮細胞
の機能変化 

(3)PKR 遺伝子変異が小腸吸収上皮細胞の形
態に及ぼす影響 

①PKR 変異細胞、PKR 変異培養小腸の形態的
変化の検討 

②PKR ノックアウトマウス小腸の形態学的
解析 

 
４．研究成果 
(1)小腸吸収上皮細胞における PKR および

gelsolin, actin, villin の相互作用の検
討 

①BiFC 法を用いたタンパク質相互作用の検
討 
マウス小腸組織における PKR および
gelsolin、villin の相互作用を検討する
目的で、BiFC 法を用いたタンパク質相互
作用の検出系を樹立した。 

②PKR および gelsolin, villin, actin 細
胞内局在の超微形態学的解析 
免 疫 疫 組 織 化 学 お よ び in-situ 
hybridization を行い、各タンパク質と
mRNA の組織上の局在について検討した。 

 
(2)PKR 変異細胞を用いた小腸吸収上皮細胞

の機能変化 
①PKR 変異細胞を用いた小腸吸収上皮細胞
の機能変化 
PKR の変異による小腸吸収上皮細胞の変

化を解析するための小腸器官培養系の樹
立を行った。得られた培養小腸は形態の
みならず、機能的にも生体における小腸
と同様の特徴を現しており、in vitro に
おいて小腸上皮を再現できる系であるこ
とが分かった。 
培養小腸において、PKR および gelsolin, 
villin の局在について、免疫組織化学的
に検討した。 
 

(3)PKR 遺伝子変異が小腸吸収上皮細胞の形
態に及ぼす影響 

①PKR 変異細胞、PKR 変異培養小腸の形態的
変化の検討 
細胞及び培養小腸に変異 PKR を導入する
ためのウイルス作製を行った。 

②PKR ノックアウトマウス小腸の形態学的
解析 
変異 PKR 遺伝子導入マウスの腸管組織を
入手し、PKR と gelsolin, villin の局在
および微絨毛の形成について、免疫組織
化学的に検討した。 

 
これらの結果の一部は日本解剖学会、日本

臨床分子形態学会、日本解剖学会九州支部学
術集会、日本顕微鏡学会九州支部学術講演会
において報告を行った。PKR とその結合タン
パク質が小腸上皮において果たす役割の検
討を重ねており、微絨毛形成と PKR が関連す
る可能性を示す結果を得ている。 
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