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審 査 の 結 果 の 要 旨

氏 名 劉 輝

S r c 型 チ ロ シ ン キ ナ
-

ゼ フ ァ ミ リ
ー の う ち

､
F y n は 神 経 系 で 高 く 発 現 し て

お り
､ 多 様 な シ グ ナ ル 伝 達 系 に 関 与 し ､ 脳 発 達 お よ び 脳 機 能 の 両 方 に 重 要 な

役 割 を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ て い る ｡ 本 研 究 は F y n が 神 経 系 の シ グ ナ ル 伝 達

に 関 与 す る メ カ ニ ズ ム を さ ら に 解 明 す る た め ､
F y n の 結 合 分 了- T C G A P を 同

定 し ､ そ の 機 能 解 析 を 行 っ た も の で あ り
､ 下 記 の 結 果 を 得 て い る

｡

1 ･ F y n の 神 経 系 の 結 合 分 子 を 探 索 す る た め ､
ヒ ト F y n の 全 長 を ベ イ ト と し ､

ヒ ト 胎 児 脳 の c D N A ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て
､ y e a s t t w o

-

h y b ri d 法 を 行 っ

た
｡
8 ･ 6 × 1 0 6 個 独 立 ク ロ

ー

ン の ス ク リ
ー

ニ ン グ を 行 っ た 結 果 ､ 8 0 個 の 候

補 ク ロ ー ン が 得 ら れ た ｡ 本 研 究 で は 得 ら れ た 候 補 分 子 の 中 で ､
R h ｡ G A P

ド メ イ ン を持 つ 蛋 白 質 T C G A P に 着 目 し て 解析 を 行 っ た ｡

2 ･ Ⅲ E K 2 9 3 T 細 胞 再 構 成 系 に お い て
､
T C G A P と F y n を

一

過 性 に 発 現 さ せ
､

免 疫 共 沈 実 験 を 行 っ た 結 果 ､
T C G A P は F y n と 結 合 し た ｡

そ の 結 合 に 必

要 な 領 域 は F y n の S H 3 ド メ イ ン 領 域 で あ る こ と が 強 く 示 唆 さ れ た ｡ ま た ､

再 構 成 系 に よ り T C G A P は F y n に よ っ て チ ロ シ ン リ ン 酸 化 さ れ た
｡
4 適

齢 の 野 生 型 マ ウ ス と F y n 欠 損 マ ウ ス か ら 脳 可 溶 化 液 を 調 製 し ､ 抗 T C G A P

抗 体 で 免 疫 沈 降 を 行 っ た 結 果
､
マ ウ ス 脳 の 内在 性 T C G A P は F y n に よ っ

て チ ロ シ ン リ ン 酸 化 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た
｡

3 ･ T C G A P が 細 胞 内 で R b o フ ァ ミ リ ー

の G T P a s e に 対 L･ て G A P 活 性 を 持 っ

て い る か を 検 討 す る た め
､
R b o エ フ ェ ク タ

ー

プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ を 行 っ

た
c そ の 結 果

､
T C G A P は C d c 4 2 に 対 し て 選 択 的 な R h o G A P 活 性 を 示

2
-

1



し た o さ ら に 活 性 化 型 F y n と T C G A P を 共 発 現 さ せ た と こ ろ ､
T C G A P

の R b o G A P 活 性 は F y n に よ る リ ン 酸 化 で 抑 制 さ れ る こ と が 示 さ れ た
｡)

4
. 各 器 官 に お け る T C G A P の 発 現 パ タ ー ン を 検 討 す る た め ､

1
'

n

s l

'

t u h y b r i d i z a t i o n 法 を 行 っ た
｡ 胎 生 期 と 生 後 の マ ウ ス で の 発 現 を 調 べ た

結 果 ､
T C G A P m R N A は 神 経 系 に 特 異 的 な 強 い 発 現 を 示 し た

｡

5 ･ 培 養 神 経 細 胞 を 用 い て
､
T C G A P の 神 経 細 胞 内 の 局 在 を観 察 し た 結 果 ､ 未

成 熟 神 経 細 胞 で は T C G A P は 細 胞 質 に も 神 経 突 起 に も 存 在 し て い た ∴一

方 ､ 成 熟 神 経 細 胞 で は T C G A P は 細 胞 質 ､ 軸 索 お よ び 樹 状 突 起 に 存 在 し

た が
､ 特 に ス パ イ ン - の 局 在 が 鮮 明 に 観 察 さ れ た

o
こ れ に 対 応 し て マ ウ

ス 脳 か ら 調 製 し た P S D 画 分 を 用 い て 行 っ た ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト よ り
､

T C G A P が P S D に 濃 縮 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た
｡

6 ･
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ

ー

を 用 い て ､
P C 1 2 細 胞 に 野 生 型 T C G A P を 過 剰 発

現 さ せ た 結 果 ､ N G F に よ る 神 経 突 起 伸 長 が 抑 え ら れ た ｡

一 方 ､ T C G A P

の G A P 活 性 欠 失 変 異 体 R 3 5 0 I の 過 剰 発 現 は N G F に よ る 神 経 突 起 伸 長 を

促 進 し た ｡ ま た
､
N G F 刺 激 に よ り

､
P C 1 2 細 胞 の 内 在 性 T C G A P の チ ロ

シ ン リ ン 酸 化 レ ベ ル が 上 昇 し た o こ の T C G A P の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 は S r c

フ ァ ミ リ ー

の 阻 害 剤 P P 2 に よ っ て 抑 制 さ れ た ｡
こ れ ら の 結 果 か ら ､

N G F

刺 激 に 伴 い ､
S r c フ ァ ミ リ

ー

に よ り T C G A P が チ ロ シ ン リ ン 酸 化 さ れ ､ そ

の G A P 活 性 が 抑 制 さ れ る こ と が
､
C d c 4 2 の 活 性 上 昇 お よ び 神 経 突 起 の 伸

長 に 寄 与 す る と 考 え ら れ た
｡

以 上 ､ 本 論 文 は T C G A P が F y n の 新 規 基 質 で あ り ､ 神 経 系 に お け る S r ｡ -

R h ｡

フ ァ ミ リ
ー

シ グ ナ ル 伝 達 系 の 新 た な 構 成 分 子 で あ る こ と を 示 し た
rJ 本 研 究 は

神 経 系 で の ア ク チ ン 骨 格 制 御 に 重 要 な S r c 型 キ ナ - ゼ か ら R h o フ ァ ミ リ
ー

G T P a s e s に 至 る メ カ ニ ズ ム の 解 明 に 重 要 な 貢 献 を な す と 考 え ら れ
､ 学 位 の 授

与 に 値 す る も の と 考 え ら れ る o
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