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論文内容の要旨

【目的】

DLG 蛋白質は Drosophila の変異体の研究から癌抑制遺伝子産物として同定された分子である。その遺伝子変異

は成虫原基の腫蕩性過形成、細胞極性の消失およびシナプス構造の異常を引き起こすことが明らかとなっているo ヒ

ト、ラット、マウスにおいてもその相同体、ファミリ一分子群 (PSD-95、 Chapsyn -110など)が単離されており

精力的に機能解析が行われている。代表的な知見として、 1 )家族性大腸腺腫症の研究から同定された癌抑制遺伝子

産物 APC と会合して細胞周期制御に関与すること、 2) 子宮頚癌発生に関わるパピローマウイルスの癌遺伝子産物

E 6 により蛋白質分解をうけること、 3) 神経細胞特異的な発現をする PSD-95などは興奮性シナプス伝達の中心

的役割を果たすグルタミン酸受容体の機能を維持するために重要な役割を担っており、記憶・学習に深く関わる神経

伝達長期増強に関与することなどが報告されているo 以上のことから DLG およびそのファミリ一分子群は、細胞癌

化・記憶学習などの極めて複雑でかつ重要な生命現象に深く関与していると考えられているo

構造上 DLG はアミノ末端側から PDZ 領域( 3 回繰り返し)、 SH3 領域、およびグアニレートキナーゼ (GK) 様

領域を有している。これらのコア構造は DLG ファミリーに高度に保存されており、それぞれが重要な機能を担って

いると考えられている。特に、他の蛋白質との会合領域として機能する PDZ 領域には、上述のとおり APC、 E 6 、

NMDA 型グルタミン酸受容体、ポタシウムチャネルなど多くの分子が結合することが報告されており機能の解析が

進展しているo 一方で、 SH3 領域および GK 様領域が担う機能については未だ多くの知見は得られていなし、。 DLG

および PSD~95と複合体を形成する蛋白質を見い出すこと、特に SH3 領域および GK 様領域に着目した研究を通

して、細胞増殖・細胞極性の維持、神経高次機能における DLG および PSD-95の役割をさらに明らかにすることが

本研究の目的である。

【方法ならびに成績】

我々は、 yeast two-hybrid screening 法により DLG と複合体を形成する蛋白質をコードする遺伝子を Hela 細胞

株由来 cDNA ライプラリーから検索した。その結果、 1804アミノ酸残基の蛋白質(推定分子量20.00万)をコードす

る新規遺伝子を同定した。アミノ酸配列上、 ras ファミリーに属する G タンパク質 Rap 1 に対して特異的に GTPase

活性化活性 (GAP 活性)を示す SPA-l と高い相向性を示すことから、我々はこの新規遺伝子産物を SPAL (SPA-

1 like) と命名した。発現ベクター、特異抗体、リコンビナント蛋白質などを調整することにより、以下に示した
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諸々の知見を得た。

1 )相向性検索の結果、 SPAL はアミノ末端側から GAP 領域、 PDZ 領域、 Leucine Zipper 領域などの既存のコ

ア構造を有する。それらはファミリ一分子である SPA-l とはそれぞれ、 62.4%、 62%、 47%の相向性を示す。 2 ) 

各種組織、各種培養細胞株において mRNA および遺伝子産物は ubiquitous に発現分布する o 3) 特異抗体による

蛍光抗体染色実験から、上皮系細胞株およびラット組織(勝臓、大腸など)では細胞-細胞接着面に分布し、これは

細胞間接着部位マーカーとしての β-Catenin と局在が一致する o 4) DLG との分子会合は、 SPAL のカルボキシ

末端領域(約120アミノ酸残基)および DLG の GK 様領域を介しておこることが明らかとなった。 5 )これらの分

子閉会合は、 in vitro および invivo (培養細胞および組織)の両者において示され、さらには DLG 以外のファミリ一

分子 PSD-95および Chapsyn -110とも会合することが示された。 6) GAP 領域を含む約100KDa 領域のリコンビ

ナント蛋白質を用いた生化学解析の結果、 Rap lA および RaplB に対して特異的な GAP 活性を有することが示さ

れた。 7) ラット大脳シナプス後肥厚 (PSD) 画分にも含まれること、ラット海馬初代培養細胞ではシナプスに局

在しており PSD-95、 NMDA 型グルタミン酸受容体などと局在が一致することが示された。 8) ラット大脳シナプ

ス PSD 画分においては PSD-95との会合を介して NMDA 型グルタミン酸受容体複合体に含まれることが示された。

9 )ラット海馬初代培養細胞では高リン酸化状態にあり、グルタミン酸および NMDA、 AMPA 処理により一過性

に脱リン酸化されることが示された。またこのことは、 SPAL の標的分子である Rap lA の一過性の不活化と相関

することも示された。

【総括】

SPAL は DLG およびそのファミリ一分子群の GK 様領域に会合し、標的分子として Rap 1 の不活化制御を担うこ

とが示唆された。 SPAL.は 1 )上皮系細胞、各種の組織においては細胞ー細胞接着面(特にアドへレンスジヤンク

ション)に局在すること、 2 )神経細胞ではシナプス PSD 部位に局在することが明らかとなった。 GK 様領域の欠

失変異は Drosophila において成虫原基の腫蕩性過形成、細胞極性の消失およびシナプス構造の異常を引き起こすと

いう知見と本研究の結果をあわせて考えると、 DLG ファミリ一分子は Rap 1 などの GTP 結合タンパク質の制御を

介して、細胞増殖制御や神経伝達などの細胞聞の情報伝達機構において重要な役割を担うと推測される。

論文審査の結果の要旨

ショウジョウパエの癌抑制遺伝子 DLG のヒトホモログ hDLG および PSD-95は、 NMDA 受容体、シェイカー型

カリウムチャンネルと複合体を形成し、シナプスにおける局在および機能を制御していると考えられている。

本研究において、 hDLG および PSD-95の GK 様ドメインに結合する蛋白質 SPAL が同定された。 SPAL はラッ

ト海馬のシナプスに局在し、 PSD-95を介して NMDA 受容体と複合体を形成していることが確認された。さらに、

海馬初代神経細胞では高度にリン酸化修飾を受けていることや、 NMDA 型受容体アゴニスト刺激により脱リン酸化

されることも明らかとなった。 SPAL 標的蛋白質としての RaplA 活性制御を通して、 MAP キナーゼ経路の制御を

行っていることが示唆された。

本研究は、 DLG ファミリーと複合体を形成する SPAL を同定することにより、 NMDA 受容体の情報伝達機構に

おいて DLG ファミリーは Rapl A 活性制御に関与することを解明したものであり、博士の学位論文に値するものと

認められる。
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