
論文 の 内容 の 要旨

論文題目 β･ n e u r e xi n s u p p r e s s e d V A M P 2 ･ E G F P a c c u m u l a ti o n in a x o n

t e r m i n al s o f z e b r a fis h o lf a c t o r y s e n s o r y n e u r o n s

和訳 β- n e u r e xi n は ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 喚神経系にお い て 軸索終末 - の

V A M P 2 - E G F P の 集積を抑制する

指導教官 : 三 晶 昌美 教授

東京大学大学院医学系研 究科

平成 1 3 年 4 月入 学

医学博士 課程

機能 生物 学専攻

氏名 : 増 田 賢嗣

β- N e u r e mi は プ レ シ ナ プ ス の 細胞接着分子 で ､ ポ ス ト シ ナ プ ス の n e u r oligi n

と結合 して シナ プ ス 形成 の 引き金 を引く分子 で ある可能性 がある こ とが i n l ′

-

i t】℃

の 実験 か ら示唆 され て い る o

■
しか し､ そ の i n vi v o で の機能は わか っ て い な い o

そ こ で我 々 は ､ 体外 で 発 生 し歴 が透明 で ､ 発 生が 早く ､ 多産 で ある た め に ､ 生

きた ま ま神 経回路網 の 形成 過程 を可視化 して 観察で き ると い う特長 を も つ ゼ ブ

ラ フ ィ ッ シ ュ をモ デ ル 動物と して 用 い て ､ β- n e u r e xi n の illp Vi v o で の 機能を調

べ た ｡ は じめ に ､ r " e u r e JYi n の ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ に お ける オ ル ソ ロ グをク ロ ー

ニ ン グ し た o
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス サ ー チ に よ り

､
6 個 の

n e u r e mi 候補配列 が 得 られ ､ そ の う ち ､ ラ ッ トの n e u r e xi n IP に相 同性 が最も

高 い もの を ク ロ
ー

ニ ン グ し
､

n e u r e
_
mi I aβ と名 付 けた ｡ ゼ ブラ フ ィ ッ シ ュ

n e u r e .yi n I ar' は ､ 全 長 で ラ ッ ト n e u r e xi n Iβ に対 して 6 9 % の相同性 を有 して い

たc
N e u r e mi I aβ と Ih u m a n lg G F c 領域と の 融合タ ン パ ク は ､

n e u r oli gi n 1 - E Y F P

融合タ ン パ ク を発現 した 細胞 に 特異的 に結合 した ｡ ま た n e u r e xi n l aβ- F c を用 い

た p uli d o w n 法 に よ っ て も ､ n e u r oli gi n l二E Y F P が 沈 降され て きた ｡
い っ ぽうイ



- ス トツ ー ハ イ ブリ ッ ド法 に よ り ､ n e u r e xi n I aβ の 細胞 内領域 が z e b r afi sh

C A S K b と結合す る こ とがわ か っ た｡
これ らか ら

､
ゼ ブラ フ ィ ッ シ ュ の n e u r e xi n

I a?, は ､ ラ ッ トの n e u r e
-
i;i n Ir3 と 同様 に 細胞 外 で n e u r oli gi n l と ､ 細胞 内 で

C A S K と結合す る こ とが示唆され た
o

こ れま で に ゼ ブラ フ ィ ッ シ ュ の 喚神経細

胞 軸索終末が 喚球 で シ ナ プ ス を形成す る 際に ､ V A M Pユー E G F P で 標識 され た シ

ナプ ス 小胞 が軸索終末に 集積 し､

一

方 で G A P 43 - E G F P で 可視化 した軸索終末

は複雑な構造か ら 単純な構造 - と変化す る こ とが 分か っ て い る ｡
N e u r e mi I aβ の

､

シ ナ プ ス 形 成 に お ける i71 Vi v o で の 機能 を試 験す る た め に ､
V A M P ユー E G F P と

n e u r e mi I aβ が 同 一 の 喚神 経細 胞 で発 現す る ダブ ル カ セ ッ トベ ク タ
ー

を構 築 し

た ｡ N e u r e xi n I aβをゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 喚神経細胞 に 発現 させ る と ､ 軸索終 末 -

の 小胞 マ
ー カ ー

タ ン パ ク V A M P ?_

- E G F P の集積が 抑えられ た ｡ しか し n e u r e xi n

i aP を発 現 さ せ て も軸索の マ
ー カ ⊥ タ ン パ ク t a u

- E G F P を指 標と した 軸索の 伸

長お よ び細胞膜 の マ
ー カ ー タ ン パ ク G A P 4 3 - E G F P を指標 と した 軸索終末 の 形

態変化 に は影響が認 め られなか っ た ｡ z e b r afi s h n e u r e xi n l aβ の 細胞外 N 末端 領

域 を欠失 した 変異体を発 現 させ て も V A M P 2- E G F P の 集積 - の 影 響は認 め られ

な か っ た が
､

細胞 内 c 末端 領域 を欠 失 し た 変異 体 を発 現 させ る と ､
v A M P ユー

E G F P の 集積 は抑えられ た c また z e b r afis h n e u r e xi n l ar3 と E Y F P の 融合タ ン パ

ク は 軸索終末 に蛍 光が 認 め られ
､

そ の 軸索は喚神経細胞 と僧帽 細胞 間が 形成す

る 糸球体構造 に相当す る と考え られ る 非細胞体領域に 投射 して い た ｡ 以上 の 結

果 よ り ､ n e u r e xi n I aβ は ､
シ ナ プ ス 小胞 の 集積に 特異 的 に 関わ っ て い る こ と が

わ か っ た ｡ N e u r e xi n l aβ が ､ シ ナプ ス 形成の 引き金 を引く とい う より は む しろ ､

シ ナ プ ス の 成熟の 場 面で ､ 特 定 の 現象に 限定的 に関 与 して い る こ とが 示 唆され

た o




