
論文 の 内容 の要旨

論文題 目 R e g ul a t o ry m e c h a ni s m o f l at e r al diff u si o n o f IP , r e c e pt o r ty pe 1

i n n e u r o n al d e n d rit e s

和訳 神経細胞樹状突起 にお ける I P , 受容体 タイ プ l の 拡散制御

指導教員 御 子柴克彦 教授

東京大学大学院医学系研究科

平成 1 4 年 4 月 入学

医学博 士課程

脳神経医学専攻

氏名 深津 和美

[ 緒言 ]

細胞 内カ ル シ ウム (C a
2 +

) は細胞 内メ ッ セ ン ジ ャ ー と して
､ 様 々 な細胞機能

に 重要 な役割を果た して い る ｡ 細胞 内 c a
2 +

は 細胞外 か ら の 流入 に加 え､ 細胞 内

の C a
2 +

貯蔵部位で ある 小胞 体 か ら放 出 され る こ と に よ り供給され る ｡ 小 胞体 か

ら の C a
2 +

放 出を担うチ ャ ネ ル の 一 つ にイ ノ シ ト ー ル 1
,
4
,
5 一三 リ ン 酸(I P ｡) 受容体

(I P
3 受容体) が ある｡ I P 3 受容体 は細胞 外刺激 に よ っ て 産生 され る I P ｡ と 特異的

に結 合 して 活性化 され ､
C a
2 +

を放 出す る｡ こ の I P 3 受容体 を介 した c a
2 +
シ グナ ル

は 受精 ､
細胞増殖 ､

発 生
､
筋収縮 ､ 分泌 ､

シ ナ プ ス 可 塑性 な ど様々 な生命 機能

に 必須で あ る｡

I P
二号受容体は 4 量体を形成 し ､

3 種類 の ア イ ソ フ ォ ー ム I P 3 受 容体タイ プ 1 , 2 ,

3 (I P ｡ 受容体 1 ､ I P 3 受容体 2 ､ I P 3 受容 体 3) が 存在す る ｡ I Pこ… 受容体 2 ､ I P 3 受

容体 3 は様 々 な細胞種 に ユ ビ キタ ス に発現 して い る ｡ I P 3 受容体 1 は 中枢神経

系 ､
特 に 小脳 プ ル キ ン エ 細胞 に 強く発 現 して い る ｡ I P 3 受 容体 1 欠損 ミ ュ

ー タ

ン ト マ ウス で は重篤な運動失調が見られ る ｡ ま た神経細胞 で は ､
I P 3 受容 体 1

か らの 局所的 な c a
2 +

放 出が神経突起伸長 ､ 海馬 の 長期増強 の 維持 ､ 小脳 の 長期

抑圧 の誘導に 必 要不 可欠 で あ る こ とが 明 ら か に な っ て い る ｡ しか し ､ C a
2 +

貯蔵

庫で ある小胞体自身 は神経細胞全体に
一

様に 張 り巡 らされ て お り ､ 特 定 の 部位



で 局所 的 にお こ る C a
2 +

放 出が どの よ うに空 間的 に 制御され て い る の か は ､ 未 だ

に 明 らか に され て い な い ｡

近年 ､
生き た細胞 内 で タ ン パ ク質 の 動態 を リア ル タ イ ム で観察す る こ と に よ

り ､ 神 経伝達物質受容体 の 形質膜上 で の 側方 拡散 が 神経活動依存的 に変化 し ､

受 容体の シ ナ プ ス - の 局在を促す こ と を示唆す る結果 が 報告され て い る ｡ そ し

て
､
こ の 側方拡散制御が シ ナ プ ス 可塑性 の誘導に関わ る可能性 も指摘され て い

る｡

そ こ で ､ 私 は I P ｡ 受容体 1 も小胞体膜 上 で ダイ ナ ミ ッ ク に動態 を変化させ て

お り ､ しか もそ の 動態 を制御す る機 構が存在す る の で は な い か と の 仮説 を立 て ､

I P
｡ 受容体 1 の 小 胞体膜上 で の 側方拡散 とそ り制御機構 の解析を行 っ た ｡

[ 結果 ]

1) 小 胞体膜 に お け る I P 3 受容体 1 の 側方拡 散

ラ ッ ト海馬 の 初 代培養神経細胞 に ､ I P ｡ 受容体 1 の G F P 融合 タ ン パ ク 質を発

現させ ､ 樹状突起 の 小胞 体膜 上 に お ける I P ｡ 受 容体 1 の 側 方拡散 を ､
共焦点顕

微鏡下 で蛍光退色 後回復 法(F R A P 法) に よ り解析 した ｡ 比較対照と して′卜胞体膜

上 の C a
2 +

ポ ン プ で あ る S E R C A の G F P 融合タ ン パ ク質 も同様 に観察 した ｡ そ の 結

果 I P 3 受容体 1 ､ S E R CA 共 に小 胞体膜上 を拡散 して い る こ と が 明 らか と な っ た ｡

さ ら に こ れま で 二 次平面 で の 培養細胞 の 小 胞体膜 上 の タ ン パ ク に対 して 使 われ

て きた 拡散定数 の 計算式を ､ 神 経細胞 の 樹状突起と い う管状 の 構 造 に適用す る

新 しい 解析方法 を確 立 し ､ I P 3 受容体 1 ､ S E R C A の 拡散 定数 を求め た ｡ そ の 結果

I P
｡ 受容体 1 の 拡散定数 は S E R C A に 比 べ て 有意に 小 さ い こ と が明 らか と な っ た ｡

2) I P ｡ 受容体 1 の 拡散制御機構 の 解明

2 - 1) ア ク チ ン骨格 に よ る I P 3 受容体 1 の 拡散制御

細胞膜 上 の タ ン パ ク の 拡散 の 制御 に は細 胞骨格 ､
特 に ア ク チ ン が 関与 して い

る こ とが 明ら か に な っ て い る ｡ I P 3 受容体 1 の 拡散定数は S E R C A に 比 べ て 有意

に小さ い こ と か ら ､ I P 3 受容 体 1 の 拡 散制御 に は 細胞骨格が 関与 して い る可能

性 が考え られた ｡ そ こ で ､ 微小 管を脱 重合させ る薬剤処理を行 っ た 所 ､
I P
3 受

容 体 1 ､ S E RC A 共 に 拡散定数 が減少 した ｡ これ よ り微 小管は 小胞体膜 上 の タ ン

パ ク の 動態 に 関与す る可能性 が 示 唆 され た ｡ ま たア ク チ ン の 関与 に つ い て 解析



した 所 ､
I P
｡ 受容体 1 の 拡 散 定数 は ア ク チ ン を脱重合す ると増加 し､ 安定化す

る と減少す る結果 が 得 られ た ｡ S E R C A に つ い て は 拡散 定数 の 変化 は 見 られ なか

っ た ｡ こ れ より ア ク チ ン を介 した I P ｡ 受容 体 1 特異的な拡散制御機構 が存在 し､

ア ク チ ン は I P 3 受容体 1 の 拡散 を抑制す る方 向 に働 い て い る と 予想 された ｡

~
2 - 2) 4 . 1 N タ ン パ ク に よ る I P 3 受容体 1 の 拡散制御

ア ク チ ン と I P ｡ 受容 体 1 が直接結合す る こ とは 知られ て い な い の で ､ 拡散 の

制御に は ア ク チ ン と I P 3 受容体 1 を つ な ぐリ ン カ
ー タ ン パ ク の 存在が考え られ

た ｡

リ ン カ
ー

タ ン パ ク の 候補 と して ､
I P 3 受容 体 1 結合 タ ン パ ク で あ る 4 .

1N が挙

げ られた ｡ 4 . 1 N は膜骨 格 タ ン パ ク で ある 4 . 1 タ ン パ ク の 神経型 ホ モ ロ グで あり ､

海馬を含む 中枢神経系 の 神経細胞 に発現 して い る こ と が分 か っ て い る0 4 . 1 N は

ア ク チ ンース ペ ク トリ ン結合 配列を持 っ て お り ､
4 . 1 N の C 末端 (C T D) が I P 3 受

容体 1 の C 末端細胞質内領域に結合す る｡ また 4 . 1 N は犬腎臓 上皮 細胞 由来 の M D C K

細胞に お い て I P 3 受容 体 1 の 側底膜領域 - の トラ ン ス ロ ケ
ー

シ ョ ン に関与す る

こ と が 明らか に な っ て い る｡

そ こ で 4 . 1 N が I P 3 受容 体 1 の 拡散 に 関与 して い る か明 らか にす るた め に ､

以下 の 実験 を行 っ た ｡ I P ｡ 受容体 1 と の 結合領域は 持 っ て い るが ､
ア ク チ ン- ス

ペ ク トリ ン 結合配列を欠損させ た ドミ ナ ン トネガテ ィ ブ型(4 . 1 N - C T D) を作成 し､

海馬神経細胞 に I P 3 受容 体 1 と共発 現 させ た｡ そ の 結果 ､
I P ｡ 受容体 1 の 拡散定

数が増加 した ｡ こ れ は 4 . 1 N - C T D が I P
｡ 受 容体 1 と内在性 4 . 1 N と の 結合 を競合

阻害した こ と に よ り ､
I P ｡ 受容体 1 が ア ク チ ン に よ る 拡散制御を受ける こ と が

で きなく な っ た ため で あ る と考 えられ た ｡ こ の 結果 は ､
ア ク チ ン に よ る I P

3
受

容体 1 の 拡 散制御 に は 4 . 1 N が リ ン カ ー タ ン パ ク
_
と して 働 い て い る可能性 を示

唆して い る ｡

次 に I P 3 受容体 1 内 の 4 . 1 N 結合配列 が 拡 散制御に関与 して い る か どう か検討

した ｡ I P 3 受容体 1 の 4 . 1 N 結合配列 と して I P 3 受容体 1 の C 末端 1 4 ア ミ ノ 酸

(C T T 1 4 a a) が 同定され て い る ｡ そ こ で I P 3 受容体 1 の C T T 1 4 a a を欠損 した ミ ュ
ー

タ ン トを発 現 させ ､ 拡散 を解析 した 所 ､
I P
3 受容体 1 より も拡散定数が有意 に

大き い こ と が分 か っ た｡ ま た cT T 14 a a 配列 の ペ プチ ドを過剰発 現 させ る と ､
I P 3

受容体 1 の 拡散定数が有意に増加 した ｡ さらに I P 3 受容 体 1 の C T T 1 4 a a が 拡散

の 制御に 関与 して い る こ と を確認 す る た め に 以下 の 実験 を行 っ た ｡ I P
こミ 受 容体



の サ ブタイ プの
一

つ で ある I P ｡ 受容 体 3 は 分子量 は I P ｡ 受容 体 1 と ほ ぼ同 じで あ

る が
､
4 . 1 N には結合 しな い こ と が 明 らか と な っ て い る｡ そ こ で I P 3 受容 体 3 に

っ い て も海馬神経細胞 で の 拡散 の 解析 を行 っ た と こ ろ ､
I P 3 受容体 3 の 拡散 定

数 は I P ｡ 受容体1 に 比 べ て 有意に 大き い こ と が 明 らか と な っ た ｡ 次 に I P 3 受容体

3 に C T T 1 4 a a を つ な い だ キメ ラ タ ン パ ク (I P ｡ 受容体 3 - CT T 1 4 a a) を作成 した ｡

I P
こ} 受容体 3 - C T T 1 4 a a は ､

4 . 1 N と結合す る性質を持 つ よ うに なり ､ 拡散定数が

I P 3 受 容体1 と 同程度ま で減少 した . また ア ク チ ン の 脱重合実験 に よ り ､
I P , 受

春 体 S - C T T 1 4 a a の 拡散定数は有意に増加 した ｡ こ れ は ､
I P
｡ 受容体 3 - C TT 14 a a

が ア ク チ ン に よ る拡 散制御を受け る よ う に な っ たた め で あ る と考えられ る｡ こ

れ より C T T 14 a a は I P 3 受容体 1 の 拡 散制御 に関与 して い る こ と が 明 ら か と な っ

た ｡

ま た I P
｡ 受容体 1 の 4 . 1 N 結合配列 と して C T T 1 4 a a 以外 に C 末端細 胞質内中間

領域(C T M l) が報告 され て い る の で ､ こ の 配列 が I P 3 受容体 1 の 拡散 制御 に 関与

して い るか どうか を検討 した . C T M l 配列 の ペ プチ ドを過剰発現させ ると C T T 1 4 a a

配列 の 過剰発現 実験 と 同様 に ､
I P
3 受 容体 1 の 拡散 定数が有意に増加 した ｡

以上 の 結果 よ り ､ 神経細胞 の 樹状突起 で は ア ク チ ン 骨格と 4 . 1 N に よる I P 3 受

容 体 1 特異的 な拡散制御機構 が存在す る 可 能性 が 示 され た ｡

[ 結論 ]

本研 究 で は神経細胞樹状突起 に お い て I P ｡ 受容 体 1 の 小胞体 膜上 で の 側方拡

散 とそ の 制御機構 の 分子 メ カ ニ ズ ム を詳 細 に解析 した｡ そ の 結果 ､
小胞 体膜上

の タ ン パ ク で ある I P 3 受容体 1 は ､ そ の 拡 散 が制御され て い る こ と ､
また そ の

制御 には ア ク チ ン 骨格系 が 関与 して お り ､
さ らに I P

3 受容体 1 結合タ ン パ ク と

して 同定され た 4 . 1 N が ア ク チ ン と I P 3 受容体 1 を つ なぐリ ン カ
ー

タ ン パ ク と し

て 働 い て い る こ と を明 らか に した ｡ こ れ は 小胞 体膜 上 で も タ ン パ ク の 拡 散制御

機構 が存在す る こ と を示 した新 し い知 見 で あ る｡

神経細胞 に お い て は I P 3 受容体 1 か ら の 時 間的 ･ 空間的 に制御され た C a
2 十

放

出が ､ 様 々 な神経活動 に 重要な役割を持 っ て い る ｡ こ の C a
2 +

放 出 の 空間的 な制

御に ､ 本研究 に よ り 明らか に され た I P ｡ 受容 体 1 の 拡散制御機構 が 深く 関わ っ

て い る可能性 が考えられ る ｡




