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論 文 内 容 の 要 旨

アルギニンは,非必須の塩基性アミノ酸でアスパラギン酸から尿素回路により合成される｡神経細胞では,アルギニンは

蛋白質の材料であるだけでなく,一酸化窒素やアグマチンなど細胞間の情報伝達物質の前駆体である｡ 神経細胞では,アル

ギニンを取 り込む輸送体は知られていなかった｡本研究は,神経細胞の輸送体をコー ドする遺伝子を単離 し,輸送体の性質

を解明することを目的とした｡各章の要旨は次の通りである｡

第一章では,脳型アルギニン輸送体遺伝子を単離し,その活性,発現特異性を明らかにした.脳のアルギニンの輸送は,

y型 と呼ばれるナ トリウム非依存性の塩基性アミノ酸輸送体が担 う｡y型塩基性ア ミノ酸輸送体は,CATl,CAT2a,

CAT2bという14回膜貫通型の蛋白質として同定されているが,いずれも神経細胞に発現 していない｡そこで,神経細胞に

特異的な輸送体をコー ドするcDNAの単離に着手した｡CATlの膜貴通領域をもとにプライマーを作製 し小脳をソースに

してPCR法を用いてプローブを作製 した｡このプローブでラット脳 ｡DNAライブラリーをスクリーニングしーっのクロ

ーンを単離した｡このクローンの塩基配列を解析 した結果,新 しい遺伝子と分かったのでrCAT3と名付けた｡予測される

アミノ酸配列から,この蛋白質は14回膜貫通型であり,ロイシンジッパー,アスパラギンー糖付加部位,pKC依存性リン

酸化領域を持っていた｡rCAT3の遺伝子産物の活性を測定する目的でCOS7細胞にrCAT3を発現させ 【14C】L-アルギニ

ンの取込を測定した｡rCAT3を発現させたCOS7細胞は【14C】L-アルギニンの取込を時間依存的,濃度依存的に促進し,

そのKm値は103FLM であった｡アミノ酸特異性を調べる目的で過剰のアミノ酸を投与 したところ [14C]L-アルギニンの取

込はアルギニン,リジン,オルニチンを添加した時に抑制された｡この取込抑制が,リジン,オルニチンによるrCAT3の

活性阻害か,それとも括抗抑制かを区別する目的で [3H]L-リジン,[3H]L-オルニチンの取込を測定 した｡それらは時間

依存的,濃度依存的に取 り込まれ,Km値はほぼ同じであった｡このことから,rCAT3は,アルギニン,リジン,オルニ

チンを非選択的に取 り込む高親和性の塩基性アミノ酸輸送体であることが分かった｡立体異性体特異性を調べる目的でD型

のアルギニンを投与したところ,[14C】L-アルギニンの取込は抑制された｡このことより立体異性体に対 して選択性がある

ことを示した｡つぎにアルギニンの誘導体で一酸化窒素合成酵素の抑制剤でもあるL-NAME,L-NMMA,L NIOを添加

したところL-NMMA,L-NIOではアルギニンの取込は抑制されたがL-NAMEでは抑制されなかった｡つぎにイオンに

よる制御を測定する目的でナ トリウムイオン,塩素イオンを置換 したところ【14C]L-アルギニンの取込は変化しなかった.

そこで,ナ トリウム,塩素イオンは [14C]L-アルギニンの取込を制御 しないことが分かった｡アルギニンは正に荷電して

いるので,細胞内の電位変化で [14C】L-アルギニンの取込が調節されている可能性が考えられた｡細胞外にKClを添加し

た時,KClの濃度依存的に【14C]L-アルギニンの取込は抑制された｡このことは,脱分極がアルギニンの取込を抑制する

ことを示唆する｡さらに,様々な臓器からRNAを抽出し,ノーザンブロット法で発現分布を検討 した｡すると,rCAT3

のmRNAは脳特異的に発現 していること,3.4kbの大きさの転写産物であることが分かった｡脳切片のin-situハイブリ

ダイゼーションから,rCAT3は脳全体にわたって発現しており,特に,中脳,視床,視床下部で強く発現していた｡また,
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神経細胞に特異的に発現していることが分かった｡

第二章では,神経細胞株 B103の神経突起伸長が外部のアルギニンに依存すること,アルギニンの流入が CAT3に依存

することを明らかにした｡

rcAT3は神経細胞特異的に発現している塩基性アミノ酸輸送体であることがわかった｡ そこで,神経細胞における生理

的な役割を検討した｡様々な細胞株をノーザンブロット法で検索し,rCAT3の転写産物が多いB103細胞を実験対象に選

んだ｡B103細胞のアルギニンの取 り込みの時間依存性,濃度依存性,Km値,薬理学的性質は,一章でrCAT3を発現さ

せたCOS7細胞の値とほぼ一致した｡そこで,B103細胞のアルギニン輸送はづrCAT3によることが示唆された｡B103細

胞はdbcAMP刺激での突起伸長が知られている｡そこで,外部からのアルギニン流入が突起伸長に影響するかどうかを解

析 した｡外部のアルギニン濃度に依存した突起伸長が生じることが分かった｡この突起の伸長は,rCAT3のアンチセンス

オリゴで消失するので,rCAT3で調節されている可能性がある｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,多様な分子生物学的,細胞生物学的な実験手法を組み合わせて,神経細胞におけるアルギニン輸送体,及びそ

の生理的役割を明らかにしたものである｡ 申請者は,神経細胞特異的な塩基性アミノ酸輸送体の遺伝子を新たにクローニン

グLrCAT3と名づけた｡その遺伝子を発現させて生 じた蛋白質の性質を解明した｡さらにインビトロの系を用いて,

rcAT3を介したアルギニンの流入が神経細胞の突起伸長に必須であることを示した｡神経系においては,アルギニンは単

にタンパク質の材料であるだけでなく,一酸化窒素,あるいはアグマテンなど神経伝達物質の前駆体でもある｡ 特に,一酸

化窒素の産生は,細胞外のアルギニン濃度に依存する可能性があることから,アルギニンを細胞内に取 り込む塩基性アミノ

酸輸送体は注目を集めていた｡申請者は,いち早くこの点に着目して研究し,以下の成果を修めている｡

第一章では,存在が示唆されていたが遺伝子が同定されていなかった神経細胞特異的な塩基性アミノ酸輸送体のクローニ

ングに世界に先駆けて成功し,一次構造を決定した｡そのアミノ酸輸送体は,y型塩基性アミノ酸輸送体ファミリーに属す

ること,他のメンバーと同様に塩基性アミノ酸輸送体に特異的な14回膜貫通型であることを明らかにした｡このことは,タ

ンパク質の構造一機能関連を考える上で重要な知見である｡ また,発現系を用いてrCAT3のタンパク質としての機能を解

析 し,アルギニンを取り込む活性があること,リジン,オルニチンをも取 り込む活性があることを示し,高親和性のy型塩

基性アミノ酸輸送体であることを証明した｡さらに活性の制御機構に着目し,ナトリウムや塩素イオンでは活性は変化しな

いが,カリウムイオンの添加によって濃度依存性に活性が抑制されることを示した｡これは細胞内の電位変化で活性が調節

されることを示唆するもので,神経細胞に発現していることを考慮すると,神経活動によって調節されているのかもしれな

い｡今後,調節機構や,生理的役割を研究する上で基礎となる知見と言えよう｡

rcAT3の発現パターンは,脳特異的であり,3.4kbの転写産物であることが分かった｡さらに,in-situハイブリダイゼ

ーション法で,脳のほぼ全域での発現,特に中脳,視床,視床下部で強い発現があることを明らかにした｡このことは,そ

れらの部位におけるアルギニン流入の生理的意義を考える上で重要である｡､これらrCAT3のクローニングと特性解析は,

新規の遺伝子構造を解明しただけにとどまらず,様々な分野の基礎となる知見を得た点で,高く評価できる｡

第二章では,神経細胞におけるrCAT3の生理的役割を解析している｡これまで,アルギニンの流入に関してはタンパク

質の解析に重点がおかれており,その生理的役割はほとんど判明していなかった｡申請者は,脳組織に由来する様々な細胞

株をノーザンブロット法で検索し,神経細胞由来の細胞株 B103にrCAT3が発現していることを確認している｡その細胞

株を用いてrCAT3の生理機能の解析を行い,アルギニンの流入はrCAT3だけで行われることを示した｡このことは,

rcAT3が,神経細胞でのアルギニン流入を担うことを示唆するものである｡

さらにdbcAMP刺激によるB103の神経突起伸長が外部のアルギニンに依存 していること,そのアルギニンの流入は

rcAT3に依存していることを証明した｡今までに,細胞外アルギニンによって神経突起伸長が調節されるという報告はな

い｡この結果は情報伝達物質としてアルギニンが関与することを示唆しており,独創的な成果と言えよう｡また,流入した

アルギニンがどのように神経突起伸長を調節するのかという点に着目して,実験を行っている｡そこでは,流入したアルギ

ニンが一酸化窒素に変換され,さらにcGMPを介して神経突起伸長が行われることを明らかにした｡これは,外部から流
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入したアルギニンから一酸化窒素が作られることを示しており,一酸化窒素生成の新しい調節系を指摘している重要な知見

である｡

以上のように,本論文は,アルギニン輸送経路とその生理学的役割に関して注目すべき成果を上げており,行動調節機構

論分野にふさわしい研究である｡

よって本論文は博士 (人間 ･環境学)の学位論文として価値あるものと認める｡また,平成10年1月29日,論文内容とそ

れに関連した事項について試問を行った結果,合格と認めた｡
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