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論文内容の要旨

【目的】

近年、神経細胞におけるシナプスの可塑性発現には、シナプス/樹状突起での局所的な蛋白質合成が必要であること

が明らかとなり、このために局所的に翻訳・合成される蛋白質の解析は、シナプス可塑性のメカニズムを探る上で重

要な手がかりになると考えられる。

局所的蛋白質合成が行われるためには、 mRNA がシナプス/樹状突起に運ばれていることが前提である。神経細胞

において多くの mRNA は細胞体にとどまっているが、ある一部の mRNA はシナプス/樹状突起にも比較的高いレベ

ルで、局在化している。例えば、樹状突起に局在化している代表例として、カルモジュリン依存性蛋白質リン酸化酵素

等があげられ、mRNA 局在化及び翻訳制御のメカニズ、ムが明らかになりつつある。しかし、シナプス可塑性発現には、

シナプス前後膜の相互作用やその後の、ング、ナル伝達等の様々な現象が関わっているため、シナプス/樹状突起に局在化

し翻訳される mRNA も多種類であることが予想される。そこで、私はfmRNA としてシナプス/樹状突起まで輸送され、

かっ局所的な翻訳制御を受ける蛋白質の中に、シナプス可塑性発現の key molecules が含まれているはずである」と

の仮説に基づき、マウス小脳シナプトソームを用いてそれら mRNA の同定を試み、また、それら mRNA が神経細胞

の中でどのような局在をとるかを調べ、はたして局所的蛋白質合成を担いうるかどうかを解析することを目的とした。

【方法ならびに成績】

①まず、マウス (C57BL/6) の‘小脳シナプトソームを調製(シナフ。ス後膜のマーカー蛋白質である PSD95 に対する

抗体で確認)し、この画分に含まれていた約 100 種類の mRNA の解析を行った。それら mRNA の中で、翻訳制御配

列である cytoplasmicpolyadenylation elememt (CPE) に似た配列を有するものを 10 種類見い出した。

②次に、 CPE 様配列を持つ個々の mRNA の局在をマウス脳切片を用いた insi tu bybridiza tion 法により検討した。

その結果、ある mRNA が一部の小脳フ。ルキンエ細胞の proximal dendrites 及び一部の大脳皮質第 5 層の錐体細胞の

apical dendrites に局在することがわかった。この mRNA はヒト mortalityfactor 4・relatedgene15 (以下 MRG15)
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マウスホモログをコードしており、ヒトとマウスとでそのアミノ酸配列は 100%一致し、クロマチン高次構造を制御

すると考えられているクロモドメインを有していることがわかった。興味深いことに錐体細胞におけるこの mRNA

の局在は大脳皮質の中で領域特異性を示した。

③最後に、抗 MRG15 抗体を作製・精製し、特異性を確認後、その抗体を用いて MRG15 蛋白質の局在をマウス脳切

片で検討した。その結果、フ。ルキンエ細胞、錐体細胞両者ともに、細胞核のみならず、細胞体全体及び樹状突起にも

シグ、ナルが検出された。一方、神経細胞以外の細胞、例えば、 HEK293T 細胞で MRG15 を強制発現させた場合、干

の蛋白質は細胞核のみに局在した。

【総括】

マウス小脳シナプトソーム画分より約 100 種類の mRNA を分離し、検討した。その結果、クロモドメインを持つ

MRG15 の mRNA がマウスの小脳フ。ルキンエ細胞の一部や大脳皮質第 5 層錐体細胞の一部の樹状突起に局在化する

ことを見い出した。なお錐体細胞での局在は、大脳皮質の領域により異なることがわかった。

また MRG15 蛋白質は、ブ。ルキンエ細胞や錐体細胞において、細胞核の他に、細胞体全体及び樹状突起にも局在化

した。一方、神経細胞以外の細胞、例えば、 HEK293T 細胞で MRG15 を強制発現させた場合、この蛋白質は細胞核

のみに局在した。

以上の結果は、 MRG15 の mRNA 及び MRG15 蛋白質が、神経活動等の神経細胞の生理的状態に依存して局在を

変化させることを示唆しており、 MRG15 蛋白質は、シナプス/樹状突起と細胞核問の情報伝達に関与している可能性

がある。

論文審査の結果の要旨

本研究は、 rmRNA としてシナプス/樹状突起まで輸送され、かっ局所的な翻訳制御を受ける蛋白質の中に、シナプ

スの可塑性発現の key molecules が含まれているはずJ との仮説をたて、それに基づき、マウス小脳シナプトソーム

画分に含まれる mRNA 群に着目・解析した研究である。

この研究により、マウスシナプトソーム画分から、クロマチン高次構造を制御すると考えられているクロモドメイ

ンを有す蛋白質 MRG15 をコードしているmRNA を同定した。 MRG15 mRNA はこれまで神経細胞に存在すること

は知られておらず、今回の報告でマウスの小脳プルキンエ細胞の proximal dendrites 及び大脳皮質錐体細胞の apical

dendrites に局在することを初めて示した。興味深いことに錐体細胞におけるこの mRNA の局在は大脳皮質の中で領

域特異'1主があった。さらに本研究は、神経細胞以外の細胞、例えば HEK293T 細胞で、 MRG15 蛋白質は細胞核のみ

に局在化することを示す一方、神経細胞においてこの蛋白質は、細胞核の他に、樹状突起にも局在化することを証明

し、樹状突起での局所的蛋白合成が行われる可能性を示唆した。

以上の結果は、 MRG15mRNA 及び MRG15 蛋白質が神経細胞の生理的状態に依存して局在を変化させることを示

唆しており、MRG15蛋白質が、シナプス/樹状突起と細胞核問の情報伝達に関与している可能性が高いと考えられる。

このような局在を示す蛋白質を見い出した本研究は、シナプス可塑性のメカニズムの解明に有用な情報を提供する意

義深いものである。

以上の点から、本研究は学位の授与に値すると考えられる。
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