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論文内容の要旨

低分子量 GTP 結合蛋白質の一種である Rab family 蛋白質は、細胞内小胞輸送の制御に重要な役割を担っている。

中でも、 Rab5 は最もよく研究されている Rab 蛋白質の一つであり、エンドソームに局在して endocytosis を制御す

ることが知られている。 Rab5 はシナプス小胞上にも局在しており、シナプス小胞の endocytosis を制御しているので

はなし、かと考えられてきた。しかし、最近、シナプス小胞の再形成にエンドソームは必要ないことが示され、シナプ

ス小胞で果たす Rab5 の役割が、改めて問題となっできた。

この問題を解明するため、私は、ショウジョウパエ視細胞の神経終末を用いた Rab5 の機能限害実験を行った。ま

ず、ショウジョウバエ視細胞において Rab5 の局在を調べるために、 EGFP-Rab5 の発現やショウジョウバエ頭部の

細胞分画を行い、 Rab5 がエンドソームやシナプス小胞に局在していることを確認した。次に、 GTP、 GDP に対して

共に親和性が低い Rab5N142I を視細胞に発現させた結果、シナプス小胞サイズの増加が観察され、シナプス小胞同

士が融合している可能性が考えられた。そこで実際にショウジョウパエ頭部からシナプス小胞を分離し、融合過程の

in vitro 再構成実験を行った結果、確かに小胞サイズが増加し、 Rab5N142I が小胞同士の融合を引き起こすことが示

された。また、このシナプス小胞同士の融合の分子機構には n-Synaptobrevin は関与せず、 cAMP シグナル系が関与

している可能性が高いことが分かつた。 Rab5N142I はシナプス小胞の exocytosis や再形成は阻害しなかった。しか

し、電気生理学的な解析等から、 Rab5N142I の発現により、シナプスにおける正常な信号伝達が抑制されることが

分かつた。以上の結果から、シナプス小胞上において、 Rab5 はシナプス小胞同士の融合に関与しており、その制御

が効率的な神経伝達に必須であると考えられた。

上の結果は、視細胞神経終末において、シナプス小胞は Rab5 の制御を受けた compound exocytosis により放出さ

れることを示唆している。そこで私は、 compound exocytosis における Rab5 の関与を明らかにするため、ショウジ

ョウパエで Rab5 を発現する神経内分泌細胞様の分泌器官を見出し、 ureter gland と名づけた。この細胞を用いて FM

1・43 蛍光色素と Ca2 + ionophore による分泌頼粒の可視化方法を確立するとともに、 Rab5 が分泌頼粒上に局在して

いることを明らかにした。次に、それぞれ GDP 結合型および GTP 結合型の変異体である Rab5S43N と Rab5Q88L

を発現させ、分泌頼粒の exocytosis に対する効果を調べた。その結果、 Rab5 は分泌頼粒と細胞膜の融合には関与せ

ず、分泌頼粒同士の融合を制御していることが明らかとなった。さらに詳細な微細構造学的解析などにより、
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Rab5Q88L の発現が顕著な compound exocytosis を引き起こしていることを示した。最後に、 3 齢幼虫の神経筋接合

部の神経終末についても、 FMl・43 を用いてシナプス小胞の exocytosis と endocytosis における Rab5 の機能を検討

した。その結果、やはり Rab5 が endocytosis ではなく exocytosis を制御していることが示された。

以上の結果から、 Rab5 は、 compound exocytosis における分泌頼粒同士の融合を制御する重要な役割を担ってい

ることが分かつた。この融合の制御は Rab5 のグアニンヌクレオチド結合状態によって行われている。一方、シナプ

ス小胞のほocytosis においても分泌頼粒の場合と同様に、 Rab5 がシナプス小胞同士の融合を制御していることが明

らかとなり、 compound exocytosis による神経伝達物質の放出が実際に行われていることが強く示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は、開口分泌における Rab5 の役割について行われた研究である。

ショウジョウパエ視細胞において Rab5 の局在を調べ、 Rab5 が視細胞終末のエンドソームやシナプス小胞に局在

していることを確認した。次に、 GTP、 GDP に対して共に親和性が低い Rab5N1421 を視細胞に発現させた結果、シ

ナプス小胞サイズの増加が観察され、シナプス小胞同士が融合している可能性が考えられた。そこで実際にショウジ

ヨウパエ頭部からシナプス小胞を分離し、融合過程の in vitro 再構成実験を行った結果、確かに小胞サイズが増加し、

Rab5N1421 が小胞同士の融合を引き起こすことを示した。また、このシナプス小胞同士の融合の分子機構には

n .Synaptobrevin は関与せず、 cAMP シグナル系が関与している可能性が高いことを明らかにした。 Rab5N1421 は

シナプス小胞の exocytosis や再形成は阻害しなかった。しかし、電気生理学的な解析等から、 Rab5N1421 の発現に

より、シナプスにおける正常な信号伝達が抑制されることが分かつた。以上の結果から、シナプス小胞上において、

Rab5 はシナプス小胞同士の融合に関与しており、その制御が効率的な神経伝達に必須であることを示した。

上の結果により、視細胞神経終末において、シナプス小胞は Rab5 の制御を受けた compound exocytosis により放

出されることを想定し、 compound exocytosis における Rab5 の関与を明らかにするため、ショウジョウパエで、 Rab5

を発現する神経内分泌細胞様の分泌器官を見出し、 ureter gland と名づけた。この細胞を用いて FMl・43 蛍光色素と

Ca2+ ionophore による分泌頼粒の可視化方法を確立するとともに、 Rab5 が分泌頼粒上に局在していることを明らか

にした。次に、それぞれ GDP結合型および GTP 結合型の変異体である Rab5S43N と Rab5Q88L を発現させ、分泌

頼粒の exocytosis に対する効果を調べた。その結果、 Rab5 は分泌頼粒と細胞膜の融合には関与せず、分泌頼粒同士

の融合を制御していることを明らかにした。さらに、 Rab5Q88L の発現により、顕著な compound exocytosis が引き

起こされていることを示した。最後に、 3齢幼虫の神経筋接合部の神経終末についても、 FMl・43 を用いてシナプス

小胞の exocytosis と endocytosis における Rab5 の機能を検討した。その結果、やはり Rab5 が endocytosis ではな

く exocytosis を制御していることを明らかにした。

以上の結果から、 Rab5 は、 compound exocytosis における分泌頼粒同士の融合を制御する重要な役割を担ってい

ることが明らかになった。この融合の制御は Rab5 のグアニンヌクレオチド結合状態によって行われている。一方、

シナプス小胞の exocytosis においても分泌頼粒の場合と同様に、 Rab5 がシナプス小胞同士の融合を制御しているこ

とが明らかとなり、 compound exocytosis による神経伝達物質の放出が実際に行われていることが強く示唆された。

以上のように本研究は神経筋接合部や分泌器官における Rab5 の役割を明らかにし、開口分泌のメカニズム研究に

大きく寄与するものである。よって本論文は博士論文に値すると認める。
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