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論文内容の要旨

第 1 部

NMDA 受容体は中枢神経系において学習や神経細胞死に重要な役割を担っている。本研究では，まずわれわれは

NMDA 受容体分子が基本となる NMDAR1 サフ守ユニットとこれを活性化する NMDAR2 A-NMDAR 2 D の 4 種

類のサブユニットから構成されることを見いだした。 4 種類の NMDAR2 サブユニット cDNA は PCR 法を用い

て見いだしラット脳の cDNA ライブラリーから単離した。得られた cDNA は NMDAR1 とは15%のホモロジー

しか有していなかったが，サブユニット聞には50%程度のホモロジーが見いだされた。 4 つのサブユニットはすべて

4 つの膜貫通領域と，その N 末側と C 末側に大きな親水性領域を有している。アフリカツメガエル卵母細胞の系を

用いて NMDAR2A.NMDAR2C を発現させると，単独では活性を持ったチャンネルを形成しないが， NMDAR

l と組み合わせることで，その電流を数十倍増強した。このような NMDAR2 サブユニットによる NMDAR1 の

活性化は， NMDAR1 の薬理学的性質にも多様の修飾を行うことが見いだされた。さらに in situ ハイブリダイゼ

イションを用いて NMDAR2 サフやユニトの発現領域の解析を行うと共発現している領域は観察されるものの基本的

には互いに相補的な領域での発現が観察された。このような，薬理学的及び発現領域の多様性は NMDA 受容体の

広範囲で多様な役割の基盤となっているものと考えられる。

一方， NMDA 受容体は他のグルタミン酸受容体とは異なり， Ca 2 +の高い透過性を有し， Mg2 +, Zn2+ , MK-801 

などの選択的なカチオン性のチャンネルブロッカーにより悶害を受ける。私は，アフリカツメガエル卵母細胞の系で

部位特異的に変異を導入した NMDA 受容体を発現させ， Ca2 +の透過性やチャンネルフ守口ッカーの結合を決定する

領域の解析を行った。 18種類の変異(単アミノ酸置換)は NMDAR1 の第 2 膜貫通領域に導入し， NMDAR2A 

と共発現させてその性質の変化を観察した。これらの異変のうち，第 2 膜貫通領域のアスパラギンをグルタミンやア

ルギニンに置換すると， Ca2 +の透過性と Mg2+ ， MK-801に対する感受性が大きく変化した。これらの，結果に基づ

き，私はチャンネル孔の中心部で形成されるアスパラギンの環が Ca2 +の透過性とチャンネルブロッカーの結合に重

要な役割を果たしていると結論した。
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第 2 部

ノイラミニ夕、、ーゼ、はシアル酸が糖鎖末端に α配位ケトシド結合したシアロ糖複合体のシアル酸残基を加水分解する

エキソ型グリコシダーゼである。私は非病原性微生物である放線菌 Micromonospora viridifαcl，ens のノイラミニ

ダーゼ遺伝子を Streptomyces lividαns の系で発色基質 2' ー (4 -methylumbelliferyl) α 心-N -acety lneu raminic 

acid を用いることで発現クローニングすることに成功した。クロ一ン化した遺伝子の塩基配夢列リから 1941bp からなる

ORF を向定しさらにアミノ酸配列の解析から Ser

して存在することを見いだしたo

クローン化した遺伝子は Streptomyces lividlαns で極めて効率的に分泌生産された。この高発現を利用して， C 末

を欠失させた酵素蛋白質 (52K ， 41K) と完全な酵素蛋白質 (68K) を生産し高純度の精製を行った後， in vitro で

酵素の性質の解析を行った。その結果，全蛋白質の 4/7 にあたる N 末4剖lKd の領域がノイラミニダ一ゼ

現させるのに必要かつ十分であることが見いだされたO この C 末欠失体の結果は， 41Kd の領域には 5 つの Asp Box 

が存在し，また他の微生物由来のノイラミニ夕、、ーゼ、とも相向性を有していることと良く対応している。

Acetylpolyamine amydohydrolase (APH) はアセチルポリアミンを加水分解しポリアミンを生成する酵素で

ある。私は Mycoplαna bullatα から N 末アミノ酸配列の情報に基づきオリゴヌクレオチド、プローブを合成し遺

伝子のクローニングを行った口クローン化した遺伝子は塩基配列を決定した後， trc プロモーターの下流につなぎこ

むことで大腸菌の菌体内に大量に生産することに成功した。得られた酵素を精製して，その性質を解析したところ

APH は蛋白質 1 分子内に l 個の亜鉛を持つことが見いだされた。私はこの亜鉛の役割を明かにするためアポ酵素の

作製を試み，最終的に安定な精製アポ酵素を得ることができた。このアポ酵素を用いてコバルト置換 APH を作製し

その酵素の反応 pH 依存性を亜鉛型の酵素と比較した。その結果亜鉛が触媒反応で中心的な役割を果たしていること

がみいだされた。金属置換による性質の変化はカルボキシペプチダーゼで報告されているものとよく似ている。二つ

の酵素のアミノ酸配列を比較することで APH の活性中心で働いていると考えられるアミノ酸を見いだすこともでき

fこO

rαbll蛋白質は細胞内で、の膜(物質〉輸送に重要な役割を果たしている一群の蛋白質問b family と高い相向性を

有している。私は膜輸送の盛んな組織であるラットの肝臓から rabllA のクローニングを行った。得られた cDNA

を用いてノーザンハイブリダイゼイションによりその発現領域の解析を行ったところ肝臓以外に脳や精巣で高い発現

が観察された。一方，脳では予想されるバンド以外に分子量の大きなもう一つのバンドが検出されたことから， この

mRNA に対応する cDNA のクローン化を試みた。その結果，ラット脳のサイズ分画を行った cDNA ライブラリー

から rabllA と高い相向性を有しているが alternative splicing による産物ではなく別の遺伝子にコードされている

cDNA を単離することができた。これを私は rabllB と命名したo rabllB は rabllA と塩基配列上では74%の相

同性を持ち，アミノ酸配列上は89%の相同性を有している。アミノ酸置換は C 末に限極していることから ， rabllA , 

rαbllB は脳に於て共通の制御蛋白質と作用している可能性を示唆するとともに，細胞内での極在領域が異なってい

る可能性を強く示している。

論文審査の結果の要旨

本論文では，脳の長期増強現象の成立に深く関与する N-metyl-D-aspartate (NMDA) 受容体の実体と多様性

を，遺伝子のクローニングと薬理学的解析法を駆使して初めて明らかにした。また NMDA 受容体のカルシウム透

過性とマグネシウム阻害を決定する部位，ならびに作用機構を部位特異的遺伝子変異導入法によって初めて明らかに

した。以上は博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認める。
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