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申請者氏名 秋月 さお り

神 経可塑性 現象ほ、記憶 ・学 習、情動ならび に薬 物耐性依存 に密接 に関係す る重 要な生理現 象である

が、その詳 細な分子機構 は未だ不明な点が多い。記憶形成 には、cAMPResponseElement(CRE)結 合タ

ンパ ク質(CREB)に よる転 写調 節機構 が深く関係 することが知 られている。同様 に、モルtネ 反復 投与によ

る長期 的な薬理 作用の発現 にも、CREBに よる転 写調 節機構が深 く関係していることが知られている。我 々

はこのi類似点 に着 目し、モルヒネ反復投与時 に特異的 に発 現量が増加 するCREB後 期遺伝 子群の同定と

その機 能解析 を行 うことにより、神経 可塑 性現象 の分 子機構 の解 明を試みている。本研 究では、モル ヒネ

耐性 依存マウスの扁桃体を材料 としたサブ トラクションクローニングにより得られた新規神経 可塑性候補 因

子 の同定と、その機能解析 を行った。

まず 、クローニング操作 により、1.4kbの 新規mRNAの 同定 に成功 し、これをaddicsin(ア ディクシン)と

名 付 けた。addicsinは2ヶ 所 のPKCリ ン酸 化モチーフと2ヶ所 の疎水 性領 域を有す る分子 量23kDaの タ

ンパ ク質 をコー ドす ることが予 測された。addicsinは 、脳 をはじめとする心臓 、腎臓 、肝臓i等の器 官にユビ

キタスに発現 しているが、特 に、脳 内においては、海馬 、嗅 球、大脳皮 質をはじめとす る神 経細 胞 に発 現

すること、海馬 では興奮性神 経細胞 において発現 することなどが明らかとなった。さらに、発 生期 において

は、神経新 生期からシナプス形成期 であるE14か らP5に かけて発現量 が増大し、P5で 最高値 を示す。一

方 、その産物Addicsinは 、小胞体付近での強い局在 が認 められた。

次 に、酵母ツーハイブリッド法を用いてAddicsin結 合タンパク質の同定を試みた。その結果 、Addicsin自

身 に加 え、神 経細胞発現型 グルタミン酸 トランスポータ・…一一Excitatoryamino-acidcanier1(EAAC1)、ADP

ribosylationlikefactor6interactingprotein1(Ar16ip1)を 同定した。Arl6ip1は 、203ア ミノ酸 からなる分子

量約25kDaの 機能未 知なタンパク質であり、Addicsinと 同様 に、脳 をはじめとする各組織でのユビキタスな

発 現 が見られた。欠 損変異体を用いた免疫沈 降実験 より、Arl6ip1ぼ 、Addicsinの 疎 水性ドメイン中の
3io3 -117ア ミノ酸 の領 域を介 して直接結合す ることでヘテn二 量体を形 成することが明らかとなった。この領

域 はAddicsinの ホモニ量体を形成す る際にも同様 に必要であることか ら、ホモ、ヘテロそれぞれの二量体

が拮抗して存在することが示 唆された。

さらに、これ らの二量 体形 成 がEAAC1に よるグル タミン酸取 り込 み能 に及 ぼす 効果 を検 討 した。その

結 果 、Addicsinの 発 現 量を増 大させた場合に は減少 し、Ar16ip1を 発現 させ た場合 には増 大すること、

AddicsinとAr16ip1がEAAc1の 機能 に対して拮抗 阻害関係 にあることなどが明らかとなった。さらに、二量

体形 成領 域 に変 異をもっAddicsinYlloA/L112Aで は、EAAc1を 介 したグル タミン酸の取 り込 み量 に

変化 は観 察されなかった。これらのことか ら、A：r16iplは、AddicsinとEAAc1の 会合 に対し拮抗 的に作用

することでEAAC1の 細 胞膜 上でのグルタミン酸 に対 する親 和性 を増 大 させ 、その結果EAAC1を 介 した

グルタミン酸 の取 り込 み量 を増加 させることが判 明した。

本研 究 の結果 、1)Addicsinが 神経 細胞 に発i現す るモル ヒネ耐 性依 存形 成 関連 因子である、2)

Addicsinホ モニ量 体 とaddicsin-Arl6ip1ヘ テn二 量体 が拮 抗 的 に働 くことによってEAAC1を 介 した細

胞 外 グル タミン酸 の取 り込 み能 が調節 される、という二 つの新たな知 見が見いだされ 、神 経可塑性現象

の分子機構を理解する上で、新しい手がかりとなる成果をあげることが出来た。 ’



論文審査結果の要旨

申請者氏名 秋月 さおり

神経可塑性現 象は、記憶 ・学習 、情動ならび に薬物耐性依存 に密接 に関係する重 要な生理現象 である

が、その詳 細な分 子機構 は未だ不 明な点が多い。申請 者 は、記憶形 成 には、cAMP Response Element

(CRE)結 合タンパ ク質(CREB)に よる転写調節機構 が深 く関係す ること、ならびに、モルヒネ反 復投与 による

長期 的な薬理 作用の発 現にもCREBに よる転 写調節機構 が深く関係していることの類似点 に着 目し、モル

ヒネ反復投与 時に特異的 に発 現量が増加す るCREB後 期遺伝子群の同定とその機i能解析 を通して、神経

可塑性現象を分 子レベルで理解す る目的で本研 究を行った。

 まず、モルヒネ耐性依存マウスの扁桃体を材料としたサブトラクションクローニングにより新規遺伝子の

同定 に成 功 し、これをaddicsin(ア ディクシン)と名 付 けた。 addicsinは2ヶ 所 のPKCリ ン酸 化モチーフと2

ヶ所 の疎水 性領 域 を有 する分 子量23kDaの タンパク質をコードし、脳 内 においては、海馬 、嗅球 、大脳

皮質 をはじめとする神経細胞 に発現 すること、海馬で は興奮性神 経細胞 において発現 する。さらに、発 生

期 においては、神経新生期からシナプス形 成期であるE14か らP5に かけて発 現量が増 大し、 P5で 最高値

を示す。一方、その産物Addicsinは 、ホモニ量体 を形成し、小胞体付近での強い局在 が認 められた。

 次 に、Addicsinの 機 能 を 明 らか にす る 目的で 、酵 母 ツー ハイ ブ リッ ド法 を用 い、 Addicsin結 合 タ ン

パク質の同定を試みた。その結果、Addicsin自 身に加え、神経細胞発現型 グルタミン酸 トランスポータ

ー Excitatory amino-acid carrier 1 (EAAC1)、 ADP ribosylation like factor 6 interacting protein

1(Arl6ip1)を 同定することに成功 した。 Addicisnが 、神経伝達制御 において中枢的な役割 を果たし

て いるグルタミン酸の輸送に関わる分子EAAC Iと 会合することが明 らかとなったため、これ ら3種 類の

タンパク質間の相互作用がEAAC Iの 機能 とどのように関わるのかに注 目し、生化学的、細胞生物学的な

解析 を行 った。その結果、Arl6ip1は 、 Addicsinの 疎水性 ドメイ ン中の103-117ア ミノ酸 の領域 を介 し

て直接結合することでヘテ ロニ量体 を形成する こと、 この領域はAddicsinの ホモニ量体 を形成する際

にも同様 に必要である ことな どか ら、ホモ、・ヘテ ロそれぞれの二量体が拮抗 して存在す ることが示唆さ

れた。そ こで、 これ らの二量体形成がEAAC 1に よるグル タミン酸取 り込み能 に及ぼす効果を検討 した結

果、Arl6ip1は 、 AddicsinとEAAc1の 会合に対 して拮抗的に作用す ることでAddicsinの ホモニ量体の

形成を抑制す ることによ り、EAAC 1の 細胞膜上で のグルタ ミン酸 に対する親和性 を増大 させ、 EAAC 1を

介 したグルタミン酸の取 り込 み量を増加 させる ことが判明 した。

 本研 究 の結 果 、1)Addicsinが 神経 細 胞 に発現 するモルヒネ耐性依 存形 成 関連 因子 である、2)

Addicsinホ モ ニ量体 とaddicsin-Arl6ip1ヘ テu二 量 体 が拮抗 的 に働 くことによってEAAC1を 介 した細

胞外 グルタミン酸 の取 り込み能 が調 節 される、という二 つの新 たな知 見が見いだされ た。これ らの研 究成

果 は神 経可塑性現象 の分子機構を理解する上で大きな手がかりを与えるものであり、学術 上、応用上貢

献す るところが少なくない。よって審査委員一 同は、本論文が博 士(バ イオサイエンス)の 学位 論文として価

値 あるものと認 めた。


