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神経細胞が軸索を形成 し伸長 させ る際にはζ細胞体にある小胞体 ・ゴルジ装置で合

成 された膨大な量の膜成分を突起先端の細胞膜へ供給する必要がある。しかしながら、

新たに合成 された膜成分が細胞体か らどのように レて軸索先端に輸送 され、細胞膜へ
｜供給 され るのか

、その分子機構 は よく解 っていない。本研 究で はぐ神 経軸索形成抑制

分子Singar1と 相互作用す るRab33aに 着 目し、神 経細胞 内にお けるRab33aの 機能解

析 を行 っ た。 一

まず 初 め に、ラ ッ ト脳 の発 達 に伴 うRab33aの 発 現 量 の推 移 をイ ム ノ ブ ロ ッ トに よ り

解 析 した 。 そ め 結 果 、Rab33aは 胎 生期 か ら発 現 が認 め られ 、 神 経 突 起 伸 長 が盛 ん な胎

生18日 目で 最 も高 い 発 現 量 を示 した。 同様 に、’培 養 海 馬 神 経 細 胞 の発 現 量 の変 化 を調

べ た 結 果 、軸 索形 成 に 伴 っ てRab33aの 発 現 量 の上 昇 が認 め られ た。次 に培 養 海 馬 神 経

細 胞 内 にお け る内 在 性Rab33aの 局 在 を解 析 す るた め に、 免 疫 染 色 を行 っ た と ころ・、

Rab33aは 小胞 上 の 膜 タ ンパ ク質 で あ る、synapt・physin、 そ してG・1gi装 置 のマ ー カー

タ ンパ ク質 で あ るGiantin、GM130、Adaptinγ 、TGN38と 共 局 在 す る こ とが 解 っ た。 一一

方 ・ エ ン ドソYム 上 ピ局 在 す る タ ンパ ク質 とRab33aと の 共 局在 は認 め られ な か っ た・
一

以 上 の 結果 か ら、Rab33aはsynaptophysin陽 性 の 小 胞 の うち、 エ ン、ドサ イ トー シ ス後

の 小 胞 で は な く、 主 に ゴル ジ装 置 で合 成 され て細 胞 膜 へ 輸 送 され る小 胞 に 局在 す る と

考 え られ た。

次 に、Rab33aが 小 胞 輸 送 に 関 与 す る可 能性 を調 べ る た め に 、Rab33aを 発 現 抑 制 させ

た神 経 細 胞 にR”FPrsynaptophyJsinを 発 現 させ 、synaptophysin陽 性小 胞 の動 き を解 析 し

た。 そ の結 果 、Rab33aを 発 現 抑 制 させ た神 経 細 胞 で は 、 軸 索 先 端 へ 順 行 性 に輸 送 され

る小 胞 の数 とそ の 輸 送 速 度 が 有 意 に減 少 した。 さ らに 、、Rab33aが 軸 索 先 端 にお け る膜

の供 給 に 関 与 す るか を調 べ るた め に、Rab33aを 発 現抑 制 させ た神 経 細 胞 に、 細 胞 膜 に

挿 入 され る と蛍 光 を発 す る よ う改 変 され たsynaptophysin（sypHy） を発 現 させ 、 細 胞 膜

に融 合 した小 胞 の数 を測 定 した。 そ の 結 果 、 コ ン トロー ル の細 胞 と比 較 して 、Rab33a’

を発 現 抑 制 させ た神 経 細 胞 で は 、軸 索 先 端 で の膜 融 合 の イ ベ ン トが減 少 した。 以 上 の

結 果 か ら、Rab33aはsynaptophysin陽 性の小 胞 の順 行 性 輸 送 に 関与 し、 さ らに、 軸 索

先 端 に お け る膜 の供 給 に も関 わ る こ とが 明 らか とな っ た。

最 後 に 、Rab33aが 神 経 細胞 の 軸 索 形 成 に影 響 を及 ぼす 可能 性 を調 べ るた め に 、Rab33a
べ

を発現抑制 も しくは過剰発 現 させ た神経細胞 の形態 を観察 した。 その結 果、Rab33aを

発 現抑 制 させ た細胞 で は、軸 索 をもづ細胞 の割合 が有意 に減少 し、突起 の長 さも短 く

なっk。 一方 、野生型 お よび恒常活 性化型 のRab33aを 過剰発現 させ た神経細胞 では、

過剰 な軸 索を もつ細胞 の割 合が有意 に増加 した。 これ らの結果 よ り、Rab33aは 軸 索，の

形成 に関与す る重 要な分子で あるこ とが 明 らかになった。

以上 の結果 に よ り、Rab33aが 神経 細胞 の細胞 体で合成 された膜成分 の軸索先端へ の

輸送 お よび膜融合 を担い 、軸 索の伸 長お よび形 成 を制御す るこ とが初 めて明 らかにな

った。 ・ ’
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神経細胞 は軸 索 を伸長 し、他 の神 経細胞 とシナプス を介 して結合す るこ とによ り神

経 回路 を形成 する。 この神経 回路網 の形成 に重 要な軸索 は、細胞体 か ら伸長 し場合 に

よっては細胞 体の数万倍以 上もの長 さに達す る。神 経細胞 が この長 い軸 索 を伸長 させ

るには、細胞 体 にある小胞体 ・ゴル ジ装置 で合成 された膨大 な量の膜成 分 を軸索先端

の細胞膜へ供 給す る必要 があ る。 しか し、細胞 体で合成 され た小胞体 ・ゴノレジ装置 由

来 の膜成分 が どの様 に して軸 索先 端 に輸送 され て細胞 膜へ供給 され るのか、そ の分子

、 機構 はこれまで不 明だった。 申請者 は、Rab33aが 神 経細胞 の細胞体 で合成 され た膜成

分 の軸 索先端 への輸送お よび膜融合 を担 うことに よって軸索 の形成お よび伸長 を促進

す るこ とを初 めて 明 らかに した。

申請者 はまず初 めに、Rab33aの 発 現部位 と分布 の解析 を行 った。そ の結果 、Rab33a
ノ 　

が 主 に脳 に多 く発 現 して い る こ と、 そ して神 経 突 起 伸 長 が 盛 ん な 時期 に発 現 量 が 上 昇

す る こ とが 解 ？ た ・ ま た ・ 神 経 細 胞 内 で は ・Rab33aが 小 胞 上 の 膜 タ ン／．〈ク質 で あ る

synaptophysinやGolgi装 置 のマ ー カ ー 分 子 と共 局在 す る こ とが解 っ た。一 方 で 、エン
く

ドソーム上 に局在す るタンパ ク質 とRab33aと の共局在 は認 め られ なか った こ とか ら、

Rab33aはsynaptophySin陽 性の小胞 の うち、エ ン ドサイ トー シス後の小胞で はな く、

主に ゴル ジ装 置で合成 されて細胞膜へ輸送 され る小胞 に局在す ると考 え られた。

次に、共局在 の認 め られたsynaptophysin陽 性小胞 の ライブイ メー ジング 解析 によ

り、Rab33aがsynaptophysin陽 性小胞 の軸 索先端 への順行性 輸送 に関与す るこ と、 ま

た、軸 索先端 にお け’る小胞 膜の供給 に も関わる ことを見出 した。 さ らに、Rab33aが 神

経 細胞 の軸索伸長 と形成 を促 進す る ことが解 った。 また、恒常活性化型 お よび恒常不

活性化型Rab33aを 用 いた解析 よ り、活性化型 のRab33aが 軸索形成 に関わ るこ とも解

，った。以上 の一連 の研 究 によ り、Rab33aが 軸 索形成 時期 に細胞 体で新 た に合成 された

ゴル ジ装置 由来 の膜成分 の軸索先端へ の順行性 輸送お よび軸索先端で の膜融合 を制御

す る ことで、軸 索の形成 お よび伸長 を引き起 こす ことが明 らか となった。 ，

軸 索形成 と膜輸送 の関連 について はこれ までに、エ ン ドソーム上のRab蛋 白質に よ

る選択 的な膜成分 の リサイ ク リングによって軸索 の形成 が制御 され てい る可能性 が報

告 され ていた。今 回 申請者 が得た結果 は、Rab33aが これ まで明 らかに され ていなかっ

た ゴル ジ装置 由来 の膜輸送 経路の制御 に関与 し、突起先端 におけ る膜供 給に よって神

経細胞 の軸索伸長 と形成 に関わ ること を示 した。本論文 の研究成果 は、神経軸 索の形

成 と伸長 メカニズムの重要 な側 面 を解 明 した と考 え られ る。

以上 の よ うに、本論文 は神 経細胞 の軸索伸長機構二につい て新 たな知見 を示す もので、

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）一の学位論 文 として価値 ある もの と認 めたご
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