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論文内容の要旨

【目的】

トランスポーターは、特異的な基質を膜の内外に輸送する細胞の膜蛋白質である o 中枢神経系において、トランス

ポーターはシナプス間隙に放出された神経伝達物質を取り込み、情報伝達を終結させる。また、シナプス間隙へ基質

を放出したり、シナプス小包へ伝達物質を取り込むことなどにより神経情報伝達に深く関わっている。 1990年に

GABA トランスポーターがクローニングされて以来、様々なトランスポーターがクローニングされてきた。中でも

GABA トランスポーターを含む Na+/Cl-依存性のトランスポーターファミリーは、セロトニントランスポーターや

ドーパミントランスポータ一等が含まれ、その単離と解析によって情報伝達機構の解明が進んできた。我々は、さら

なる情報伝達機構の解明を目的に、ウシ網膜の cDNA ライブラリーから新規の Na+/Cl-依存性のトランスポーター

の単離と解析を試みた。

【方法ならびに成績】

Na+ /Cl-依存性のトランスポーターの間では細胞膜第一貫通部位から第二貫通部位にかけて共通のアミノ配列が

ある。そこでその配列に相当するオリゴヌクレオチドを作製し、これをプロープとしてウシ網膜の cDNA ライブラ

リーをスクリーニングした。その結果、 729のアミノ酸からなるオーファントランスポーターの全長 bv7-3 を単離し

た。これはラットトランスポーターの v7-3-2 のウシのホモログであり、 v7-3・2 の基質は未だ同定されていな L 、 o

v7-3 は GABA トランスポーターやセロトニントランスポータ一等のトランスポーターと相向性が高く、細胞膜12回

貫通型の Na+/Cl-依存性トランスポーターと考えられる。しかし、 bv7-3 は比較的大きな第 4 細胞外ループを有し、

そこに N-linked glycosylation サイトが 2 つあるなど、その構造が従来知られている。

Na+ /Cl時依存性のトランスポーターとやや異なることから、 NTT4 や rB21などのメンバーとともに新しいファ

ミリーを形成すると考えられる o さらに我々はアミノ酸265個の同一蛋白をコードする bv7・3s を単離した。これは、

N末端の252個のアミノ酸が bv-7-3 と共通するバリアントであった。 bv7-3 と bv7:-3s に共通な領域をプロープとして

サザン解析を行った結果、異なる 4 種類の制限酵素で部分ダイジェストしたウシゲノム DNA でおのおの単一のバン

ドを認めたことから、 bv7・3 と bv7-3s は同じゲノム DNA から転写されたスプライシングバリアントであることが示

された。次にこれらの遺伝子の発現をノザン解析及び RT-PCR にて検討した。その結果、 bv7・3 の mRNA は網膜、

大脳、小脳等の神経系に発現し、肝臓には発現していなかった。 bv7-3s の mRNA は bv7-3 の mRNA の発現パター
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ンに一致して発現し、発現量は bv7-3 に比べて微量であった。さらに、これらの遺伝子にコードされるタンパク細胞

内局在を培養細胞強制発現系の免疫細胞化学にて検討した。その結果、 bv7-3 は細胞膜に局在し、一方 bv7-3s は ER

からゴルジにかけての分布パターンにて発現しており、細胞膜の分布のパターンはとらず、 bv7-3 とは明らかに分布

が異なることがわかった。

【総括】

我々はウシ網膜よりラットオーファントランスポータ- v7-3-2 のホモログと考えられる bv7-3、および、 N末端が

共通の短いスプライシングバリアントである bv7-3s を単離した。 Na+/Cl-依存性トランスポーターは12回膜貫通構

造を有しているが、 bv7-3s のように 4 回膜貫通構造を有するスプライシンク、バリアントの報告は初めてであるo い

ずれのバリアントの mRNA も実際に網膜、大脳、小脳等の神経系で発現し、発現パターンは一致していた。また、

培養細胞強制発現系において bv7-3 が細胞膜に発現しているのに対し bv7-3s は細胞の内膜系に発現しており、細胞

内外への基質輸送活性は持たないことが示唆される。これらのことから短いスプライシング、バリアント bv7-3s の役

割として、 1) bv7-3s がスプライスされることによって bv7-3 の mRNA の発現量を調節している、 2) bv7-3 の細

胞膜への移行を阻害してトランスポーターとしての輸送能力を調節している、 3) 他の蛋白と協力して何らかの機能

を持っていること等が考えられるが、現在のところこのトランスポーターの基質が決まっておらず、詳細は不明であ

る。この bv7-3 の基質を同定すること、およびこの短いスプライシング、バリアントの bv7-3s により bv7-3 の基質輸

送機能がどのように調節されるか検討することが今後の課題として残されている。

論文審査の結果の要旨

中枢神経系におけるトランスポーターは、シナプス間隙に放出された神経伝達物質を取り込み、情報伝達を終結さ

せ情報伝達に深く関わっているo 本研究では、ウシ網膜 cDNA ライブラリーより Na+/Cl-依存性のトランスポーター

ファミリーに属するオーファントランスポータ- bv7-3 を単離し、そのスプライシングバリアントである bv7-3s の

存在を見いだしている。 Na+/Cl-依存性トランスポーターは12回膜貫通構造を有しているが、 bv7鴫3s のように 4 回

膜貫通構造を有するスプライシング、バリアントの報告は初めてで興味深L、。いずれのバリアントの mRNA も実際に

網膜、大脳、小脳等の神経系で発現することを明らかにし、また、培養細胞強制発現系において bv7-3 が細胞膜に局

在するのに対し、短いバリアントの bv7司3s は細胞の内膜系に局在することをつきとめている。これらの研究成果は、

短いタイプのスプライシンクーバリアントによってトランスポーターの基質輸送活性が調節されるという新たな神経情

報伝達調節機構の可能性を示唆するものであり、学位に値するものと考えるo
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