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論文内容 の 要 旨

胎生期の神経幹細胞1;1;，神経管を構成する神経上皮に存在し、来分化性を維持しながら自己複裂を縁り返し、胎生時期に

応じて神経細胞やグリア細胞に分化する。このため、神経幹細胞は中枢神経・大脳組織を形成するための起源として考え込

れているが、その詳細な維持機構は明らかにされていない。 Notchは細胞膜貰遜型分子であり、そのワガンドである Delta

などとの結合により活性化され、勝、的遺伝子の発現を活性化する。との Not泡hシグナルは、神経幹細胞だけでなく広汎な幹

細胞の米分化性維持機構に貢献していることが、種を超えて保存されている普遍的機構であるが、細胞外において Notchと

Del祖の相互作用を調節するメカニズムの詳細は明らかにされていない。また、 No肱hとDeltaは細胞外領壌をメタロプロ

テアーぜの一種である adisinte群盟and盟国allop開胞'lnase仏DAM)17およびADAMI0によりそれぞれ切断されること

が知られているが、その詳細な病性号制j番目機織は不明である。

当研究室震において同定された reversio丑 inducin富 cysteine-ri!!hp曲 toinwith Kazal皿0困お (RECK)は細胞膜上lこ

gly，田syJphospha幅dyli忍08i加，J7'ンカーされる糖タンパク質であ b、いくつかのメタロプ口テアーゼ[臨atrix

臨etallopro出 nase1)品在p)2、MMP宮、血e盟 b四 醜旬pe1 MMP， CD13/a開 nopepti品aseN]を制御する働者をもつことが

示されている。 RECK遺伝子欠損マウスは、飴主主 10.5日で致死性をボし、これ以前に、細胞外基質形成異常、血管新生や

神経管形成の奥常を呈する。給生期の野生型マウス中枢神経系における RECKの発現部位は、神経幹・前駆細胞とされる

Nestin陽性細胞と一致する。そ ζで、宜ECK欠損マウスの中枢神経系の発伎を詳縮に解析したと ζろ、神経斡・前総紹胞

の早熟分化が起こっており、 ζれに符合して、神経幹細胞数の著しい減少が観察された。これらの表現邸主 Notchシグナ

ルを構成する遺伝子群が欠損した場合の表現型と酷似しており、実際iこRECK欠損マウスでは活性化 Notchの減少が観察

吉れた。 RECK欠損7ウスから採取し、培養した神経幹細胞に恒常的活性化製Notchをレトロウイルスで導入した場合、ま

た培養液中にメタロプロテアーぜ ADAMlOの阻害剤を加えた場合l己、その幹細胞能が阿復した。また、野生型7 ウス由来

の神経幹細胞を培養し、RECKの発事請を shRNAIこより抑制すると、神経分化の促進ならびに Notchリガンドである Del協

のADAMI0依存的な切断の充進が認められた。このような表現裂は、恒常的活性化君主No血hなちびに ADAMI0shRNAの

導入によって回復した。問機に、胎仔脳室内に RECK.hRNAを子宮内電気穿孔法を用いて導入すると、導入された神経幹

細胞の多くが神経に分化してお担、同時に AD.品在lO.hRNAを導入した擦にはとのような神経分化促進はみられなかった。

さらに、精製した RECK、ADAMIO、Deltaを用いた生化学的実験により、 RECKが直接ADAMI0のD.l出切断活性を抑

えることが判明した。これらの知見によ哲、 RECKがADAMlOの生理的阻害国了ゐであること、 No敏晶シグナノレのよ流に存

在する制御因子であるとと、そして大脳・中枢神経発生の主重要な制御因子である己とが示された。

論文審査の結果の襲皆

RECK欠損7 ウスは、胎生 10.5日前後で死亡するが、 RECKの発生おける役割については不明の点が多い。申請者創立、
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胎生期中枢神経系発生における RECKの役割を解析し、以下の知見告得た

llRECK欠損マウ A lO臼膝の中根神緩系において、神経前駆細胞の単熟分化、幹細胞マーカーnes出の滅私活性化Notch

の減少がJiI.られた。

2)培養系およびマウス偶体において、 RECK.hRNAI立、野生型神経前駆細胞の早熟分化を誘導し、この表現型は、活性化

運~Notch や ADAMIO.hRNAの導入によ担抑制された。

3) RECK .hRNA I立、 Notchリガンド Del四の切断冗進を誘導した。また、この切断は内在性ADAMlOlこ依存していたG

4)組換体 RECK、ADAMl母、 Del出タンパク質を用いた試験管内実験において、 RECKは、 ADAMI0による Delta切断

を直接組警した。

5) RECK I立、 Notchリガンドと共iこ発現させると、細胞隠 Not沼hi/グナル伝達を促進した。

これらの結巣は、 RECKがADAMlOによる Delta切断を抑制IJL、Notchの活性化を可能にすること、また、この機構が

中枢神経系発生に必須であることを示唆する。

以 hの研究は、 Notchシグナル伝達系の新たな制御機構を明らかにしたものであり、分子医学の進歩に寄与するところが

多い。

したがって、本論文は博士(医学〕の学位論文として価値あるものと認める。

なお、本学位授与申請者は、平成四年 7月4日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と認められたもので

ある。




