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論文内容の要旨

近年、数種類の特異的 mRNA が直接シナプスや樹状突起に輸送され、そこで翻訳されるという仮説が提唱されて

おり、それを裏付けるような報告も増えてきている。しかしその輸送メカニズムや局所での翻訳調節メカニズムは未

だ不明な部分が多く、それらを解明するためにはもっと多くのシナプスや樹状突起に輸送される mRNA を探索し、

その分子情報を解析していく必要がある。我々はシナプス部位に輸送される mRNA を探索すべく、ラット前脳の

mRNA と前脳から得られたシナプ卜ソームから抽出した mRNA をディファレンシャルディスプレイ法で比較した。

その結果シナプトソーム中に ferritin H chain mRNA と未知のタンパク質をコードすると考えられる mRNA の 2 種

類が高濃度に存在することを発見した。 2 種類の mRNA のうち Ferritin H chain mRNA は培養神経細胞、及び海

馬スライスを用いた insitu hybridization による解析で樹状突起に存在することが明らかになった。このことから

f erri tin H chain mRN A がシナプスへ特異的に輸送される可能性が強く示唆された。もう 1 種類の mRNA である

band83に関してはその全長 cDNA 配列を決定し、およそ31kDa のタンパク質をコードするであろうことっきとめた。

また、この band83は、他の機能の明らかになったタンパク質の配列のいずれとも相向性を持たないことが明らかに

なった。今後このタンパク質の脳神経系での機能の解明が期待される D

樹状突起に存在する mRNA は本当にそこで翻訳されるのだろうか、またどのようにその翻訳が制御されているの

だろうか、という疑問に答えるためにタンパク質の翻訳のみを、生きた神経細胞内で観察できる系を確立した。エレ

クトロポレーションによって培養神経細胞に GFP をコードするプラスミドを導入し、翻訳阻害剤と転写阻害剤を時

聞をずらして投与することにより、顕微鏡上で GFP タンパク質の翻訳に伴う緑色の蛍光が観察できた。この観察方

法はタンパク質の翻訳調節機構を解析するための有益な手段となると考えられる o

ニワトリ除神経筋抽出液中に終脳培養神経細胞の神経突起を伸長させる成分が存在することは以前から知られてい

たが、その伸長活性を担うタンパク質の一つを除神経筋抽出液から生化学的に精製することに成功した。そのタンパ

ク質はアミノ酸配列の分析により、ニワトリヒートショックプロテイン90 (hsp90) と判明した。精製した hsp90及

び、市販の bovine hsp90は培養したニワトリ終脳神経細胞に対する神経突起伸長活性を持っていることが確認され

た。
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論文審査の結果の要旨

神経聞のシナプス形成は、記憶や学習の基本的なメカニズムと考えられている o 特定の神経間でシナプスを形成す

るメカニズムとして、近年、特異的 mRNA が直接シナプスや樹状突起に輸送され、そこで翻訳されるという仮説が

提唱され、それを裏付けるような報告も増えてきている o しかしその輸送メカニズムや局所での翻訳調節メカニズム

は未だ不明な部分が多く、それらを解明するためにはもっと多くのシナプスや樹状突起に輸送される mRNA を探索

し、その分子情報を解析していく必要がある o 本研究では、ディファレンシャルディスプレイ法を用いて、ラット前

脳の mRNA と前脳から得られたシナプトソームから抽出した mRNA で比較し、シナプス部位に輸送される mRNA

を探索した結果をまとめたものである。

先ず、シナプトソーム中に ferritin H chain mRNA と未知のタンパク質をコードすると考えられる mRNA の 2 種

類が高濃度に存在することを発見した。 2 種類の mRNA のうち Ferritin H chain mRN A は培養神経細胞、及び海

馬スライスを用いた in situ hybridization による解析で樹状突起に存在することを明らかにした。このことから
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band83!にこ関してはその全長 cDNA 配列を決定し、およそ31kDa のタンパク質をコードするであろうことをつきとめ

た。また、この band83は、他の機能の明らかになったタンパク質の配列のいずれとも相向性を持たないことが明ら

かにし fこ o

次に、樹状突起に存在する mRNA が本当にそこで翻訳されるかを決定するために、タンパク質の翻訳のみを、生

きた神経細胞内で観察できる系を確立した。エレクトロポレーションによって培養神経細胞に GFP をコードするプ

ラスミドを導入し、翻訳阻害剤と転写阻害剤を時間をずらして投与することにより、顕微鏡上で GFP タンパク質の

翻訳に伴う緑色の蛍光を観察した。この観察方法はタンパク質の翻訳調節機構を解析するための有益な手段となると

考えられる。

また、ニワトリ除神経筋抽出液中に終脳培養神経細胞の神経突起を伸長させる成分が存在することは以前から知ら

れていたが、その伸長活性を担うタンパク質の一つを除神経筋抽出液から生化学的に精製することに成功した。その

タンバク質はアミノ酸配列の分析により、ニワトリヒートショックプロテイン90 (hsp90) であった。精製した hsp

90及び、市販の bovine hsp90 も培養したニワトリ終脳神経細胞に対する神経突起伸長活性を持っていることが確認

された。

以上のように、本論文は神経のシナプス形成の分子機構に関して基礎的な研究を行い、神経細胞生物学の分野に新

しい知見を与えたものであり、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める o • 


