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論文内容の要旨

[目的]

細胞骨格は，エンドサイト ーシス，エクソサイトーシス，細胞分裂等の細胞運動の基盤であり，近年

その調節系としてカルシウム・カノレモデュリン系の関与が注目されている。神経伝達もシナプス小胞の

エク ソサイトーシスという観点からみれば，細胞運動の典型例と考えられる。この神経伝達が行なわれ

る中心的場となるのがシナプスである。シナプスは特殊かっ高度に分化した細胞構築を示しており，こ

の部位は極めて限定された細胞骨絡蛋白質群が，その主要構成要素となっている。従って1 シナプス部

位における細胞骨格のCa
2
+制御機構解明は 1 神経伝達機構の分子論的追究の有力な方法と考えられる。

今回， シナプトゾーム膜分画より新しいカノレモデュワ ン結合蛋白質を分離精製し，この蛋白質がカノレス

ベクチン，アクチン，チュープリン等のシナプスを構成する細胞骨格蛋白質と結合する事を明らかにし，

サイト シナリ ンと名付けた。次いでサイトシナリンの微小管形成におよぽす役割を詳細に検討した。

[方法]

シナプトゾーム膜l 力ノレモデュリン，カノレスベチタン，チュープリン及び微小管付属蛋白質 (MAPs) 

の主体をなすMAP2，タウ因子は牛脳より，アクチ ンはウ サギ骨格筋よ り精製した。サイトシナリン

のニワト リ胎児初代培養細胞，マウス 3T3細胞における細胞内局在は，抗サイトシナリン抗体を用い

て蛍光顕微鏡観察した。サイトシナリンとカノレモデュリ ンとの結合は77ィニテ ィカラムにより，サイ

トシナリ ン結合蛋白質の検索は出I サイトシナリンを用いたトランスプロッテインタ法により行なっ

た。アクチ ン線維のゲル化は落下球法により， チュープリ ンの重合は濁度測定法により定量した。文そ

の各々についてネガティプ染色による電子顕微鏡観察を行なった。アク チン，チュ ープリンへの各

。，u



蛋白質の結合は，遠心法により測定した。

[成 績]

非イオン界面活性剤 (TritonX -100)で処理したシナプトゾーム膜を 1M KC 1を含むリン酸ノfッ

ファーでt由出後，ハイドロキシルアパタイトカラム，ホスホセルロースカラムを用いてサイトシナリン

を精製した。得られたサイトシナリンは分子量35，000のリジン，アラニンに富む塩基性蛋白質 (P1 = 

9.0)であり，カルモデュリンとは生理的塩濃度において， Ca2+の有無にかかわらず結合した O サイト

シナリンの細胞内局在は核周囲と細胞膜内側に限局しており，カルスベクチンの細胞内局在と一致し

た。次に，トランスブ、ロッティング法により，サイトシナリンは細胞骨格蛋白質であるカルスペクチ

ン，アクチン，チュープリンと結合することを明らかにした。サイトシナリンとアクチンとの結合は，

低濃度のサイトシナリンで粘度上昇を来たし，ネガティブ染色後の電子顕微鏡観察によりアクチン繊維

束形成を示した。サイトシナリンとアクチンとの最大結合は，遠心法によりモル比で1:6-7であった。

低濃度のサイトシナリンで著しいチュープリンの重合がみられ，ネガティブ染色後の電子顕微鏡観察

の結果， MAP sにより形成された微小管(直径24nm)より太い直径34nmの微小管形成が認められた。

サイトシナリンにより形成された微小管は， MAP sによる微小管と異なり GTPの有無あるいは低温

に対して安定であったo'次に，チュープリンに微小管形成に十分量のMAPsを加えた系にサイトシナ

リンを添加し，ネガティブ染色後電子顕微鏡観察を行なうと，サイトシナリン濃度の増加に伴い直径24

nmの微小管から，直径34nmの太い微小管に変化することが明らかとなった。そこで精製したMAP2，

タウ因子のチュープリンへの結合におよぼすサイトシナリンの影響を遠心法にて検討した結果，サイト

シナリンの添加濃度の上昇に伴い， MAP 2，タウ因子共にチュープリンへの結合が減少し代わりに

サイトシナリンのチュープリンへの結合が増加した(最大結合はモル比で 1: 1)。また，チュープリ

ンへの結合に関してはMAP2，タウ因子とサイトシナリンは競合していることが明らかになった。

[総括]

サイトシナリンは，カルスペクチン，アクチン，チュープリン等シナプス部位の主要細胞骨格蛋白質

と結合する事，さらに微小管形成に関しては， MAP2 タウ因子と競合してチュープリンに結合する

事により直径34nmの太い微小管形成を行なう事を明らかにした。従ってサイトシナリンは，神経伝達

を始めとする細胞運動に伴う細胞骨格問の相互作用の重要な因子である可能性が期待される O

論文の審査結果の要旨

シナプスは特殊に分化した構造を呈し，その主要構成要素は，アクチン，チュープリン，カルスペク

チン，ニューロフィラメント等の限定された細胞骨格蛋白質群である。牛脳シナプトゾーム膜より新し

く精製されたカルモデュリン結合蛋白質ーサイトシナリンは，アクチン，チュープリン，カルスペクチ

ンなど多種類の細胞骨格蛋白質と結合し，その機能制御を行なう。今回，特に微小管形成に対する作用を

検討した結果，サイトシナリンが低濃度で著しいチュープリンの重合をおこし低温安定性の太い微小
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管を形成する事，サイトシナリンが微小管付属蛋白質による微小管形成に対して， MAP 2，タウ因子

のチュープリンへの結合を濃度依存性に競合し，抑制的に働く事が明らかとなった。神経伝達もシナプ

トゾームのエクソサイトーシスといった細胞骨格を基盤とした細胞運動という面からみると，シナプス

部位における細胞骨格制御は重要な問題である。サイトシナリンはその中で多種類の細胞骨格蛋白質と

結合し，種々の機能制御を行なう事から重要な地位をしめると考えられるO その点から考えても今回の

研究の意義は大きく，学位に値するものと思われる O
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