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論 文 内 容 の 要 旨

我々の精神活動の基盤となる神経回路網は,ダイナミックな細胞形態変化を伴う様々な発生段階を経て形成される｡近年,

この現象にアクチン細胞骨格の制御に中心的な役割を果たすRhoファミリーG蛋白質 (Rho,Rac,Cdc42等)が重要な役

割を担っている事が明らかになりつつある｡

RhoファミリーG蛋白質の活性化は,細胞内でグアニンヌクレオチド交換因子 (GEF)によって,不活性なGDP結合

型から活性のあるGTP結合型に変換されることにより行われていると考えられている｡ 行動異常を示すショウジョウバエ

の突然変異体の原因遺伝子 stilllife(slf)の晴乳類ホモログとして我々の研究室でクローニングされたstef遺伝子は,発

生期の中枢神経系に特に強く発現し,Racl特異的なGEFをコードしていた｡

まずSTEF蛋白質の各 ドメインの機能解析により,STEFの分子としての機能が明らかになった｡つまり,N末端側の

PH (PHn)ドメインとTSSドメインの両方がSTEF蛋白質の膜局在に,DH ドメインがSTEF蛋白質の酵素活性に,C

末端側のPH (PHc)ドメインが酵素活性の増強に不可欠である事が示された｡次に,STEF蛋白質をNIE-115神経芽細

胞腫細胞に強制発現させたところ,神経突起伸長を抑制する血清存在条件下においても,神経突起様構造を形成した｡この

突起はアクチン線維のみならず,βⅢチューブリン,MAP2,GAP43といった神経突起のマーカー蛋白質を発現していた

ことから,STEFには神経突起構造を誘導する能力がある事が示された｡更に,PHnと隣接するTSSドメインを含む

PHnTSS蛋白質フラグメントがSTEFと,STEFと高い相同性を示す別のRacIGEFであるTiamlの機能を特異的に阻

害するドミナントネガティブ体として働く事を明らかにした｡このPHnTSS蛋白質をNIE-115細胞に強制発現させたと

ころ,神経突起伸長の抑制が観察された｡これらの結果は,STEF･Tiamlを介したRaclの活性化がNIE-115細胞の神

経突起伸長に必要である事を示唆する (MatsuoN.etal.;J.Biol.Chem.2002)｡

神経回路網形成過程において,神経突起は先端部の成長円錐に導かれて正しい標的に到達するが,その振る舞いを制御す

る細胞内情報伝達機構に関しては余り理解が進んでいない｡免疫染色法により,海馬の初代培養神経細胞の成長円錐に

STEF,Tiaml,RhoA,Racl,Cdc42蛋白質の局在が認められたことから,これらの蛋白質が成長円錐内情報伝達において何

らかの役割を果たしている可能性が示唆された｡ドミナントネガティブ体を用いた実験により,STEE･Tiamlが海馬神経

細胞の神経突起伸長,更には成長円錐のラメリボデイア形成に必要であることを明らかにした｡また,STEF･Tiamlが細

胞外マトリックス蛋白質のひとつLaminin-1によるRaclの活性化を制御している事,cdc42や RhoAからの細胞内シグ

ナルを統御してRaclの活性調節を行っていることも明らかになった｡本研究により,晴乳類の神経回路網形成過程におい

て,様々な細胞外からの入力がRhoファミリーG蛋白質とその活性化制御因子のひとつSTEF･Tiamlファミリーを介し

て,最終的に成長円錐の形態変化 ･神経突起伸長として出力される機構の存在が示唆された (MatsuoN.etal.;投稿準備

中)0
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

近年,神経回路網形成にRhoファミリー低分子量G蛋白質 (Rho,Rac,Cdc42等)が重要な役割を担っている事が示唆

されつつあるが,その具体的な働きに関しては未解明の部分が多い｡そこで,Raclの活性化因子 GEFのひとつで,発生

期の中枢神経系に強く発現するSTEF蛋白質の解析を行った｡

まずSTEF蛋白質の各 ドメインの欠失ミュータント解析により,STEFの分子としての機能を明らかにした｡次に,

STEFをNIE-115細胞に強制発現させたところ,神経突起様構造の形成を誘導した｡また,STEFと,STEFと高い相同

性を示す別のRacIGEFであるTiamlの機能を特異的に阻害するドミナントネガティブ体をNIE-115細胞や海馬神経細

胞に強制発現させたところ,神経突起伸長が抑制された｡

更に,免疫染色法により,神経細胞の成長円錐にSTEF･Tiaml蛋白質が存在する事を明らかにした｡また,STEF･

Tiamlが成長円錐の形態制御に関与している事,Laminin-1刺激によるRaclの活性化に関与している事,cdc42等からの

細胞内シグナルを統御してRaclの活性調節を行っている事を明らかにした｡

以上の研究から,晴乳類の神経回路網形成過程において,STEP-TiamlによるRacl活性調節が神経突起伸長に重要な

役割を担っている事が示唆され,神経回路網形成の解明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14年1月

22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｡
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