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審 査 の 結 果 の 要 旨

氏 名 深 津 和 美

本研究 は神 経細胞樹状突起 にお けるイノ シ ト ー ル 1
,
4

,
5一三リ ン 酸(I P 3) 受容体 タイ プ

1 (I P 3 受容 体 1) の 動態 とそ の 制御機 構 を明ら か に す る た め ､ 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
､

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 もの で あり
､

下記 の 結果 を得て い る
｡

1 . ラ ッ ト海馬 の 初代培養神経細胞 に
､
I P

3 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
3 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 り観察 した
｡ 比 較対 照 と し て 小 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 した結果 ､
I P

3 受容体 1
､

S E R C A 共に 小

胞 体膜 上 を拡散 し て い る こ と が 分 か っ た
｡

また これ ま で 二 次 平面 で 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

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 とが 示 され

た ｡

2 ･ 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
｡ 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 を考 え
､ 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 R C 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

3 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
3 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 こ とが 示 唆された0

3 ･ ア ク チ ン と I P
｡ 受容体 1 を つ な ぐリ 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 . 1 N が 考えられ た ｡ 4 . 1 N は ア ク チ ン- 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

｡
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
､

I P 3 受容体 1

と の 結合領 域は 持 っ て い る が ､ ア ク チ ンース 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 ｡
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そ の 結果 ､
I P 3 受容体 1 の 拡散定数が増加 した こ と から

､
4 . 1 N が I P

3 受容体 1 の 拡散

に 関与 して い る こ とが 示唆 され た ｡

4 . I P
｡ 受容体 1 の 4 . 1 N 結合配列で ある I P

｡ 受容体 1 の C 末端 1 4 ア ミ ノ酸(c T T 1 4 a a) が

拡散制御に関与 し て い る か どうか検討 したo 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 は
､

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

C T T 1 4 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 受容体の サブタイ プ の
一

つ で ある I P
3 受容体 3 は 4 . 1 N に は結合 しな

い こ とが明らか とな っ て い る こ とから ､
I P

3 受容体 3 に つ い て も解析を行 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
, 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 3 受容体 3-C T T 1 4 a a) を作

成 した
｡

I P
3 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

｡ 受容

体 3 -C T T 1 4 a a の 拡散定数 は有意に増加 した ｡ こ れ よ り C T T 1 4 a a は I P
3 受容体 1 の 拡散

制御 に 関与 して い る こ とが示 され た
｡

5 . I P 3 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 お り
､

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
､ 本論文 は

､ 神経細胞樹 状突起 に お い て 小胞 体膜 上 の 膜 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

｡ 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 ｡ 本研究 は

こ れ ま で 未知 に等 しか っ た ､ 小胞 体膜 上 の 膜 タ ン パ ク の 拡散 制御機構 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

｡

2 - 2




