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論文内容の要旨

一酸化窒素 (NO) は血管拡張や神経伝達、細胞毒性などの生理的作用をもっ内在性の物質です。日甫乳類の神経細

胞では一酸化窒素は神経型の一酸化窒素合成酵素 (nNOS) によって主に合成され、神経伝達物質の放出やホルモン

分泌などに関与すると考えられています。また、脳における nNOS の分布は主に視床下部、嘆球、小脳に多く発現し

ていることが知られており、特に視床下部では概日リズムの発信や自律神経を介した血庄調節に関与していると考え

られています。神経細胞で nNOS によって合成された NO は可溶性グアニル酸、ンクラーゼ (sGC) の活性化を介して

細胞内 cGMP 濃度を上昇させ、 cGMP の主要な細胞内給合蛋白質である cGMP 依存性プρロテインキナーゼ (PKG)

を活性化します。視床下部における NO の作用はこれら cGMP と PKG を介していることが現在までに報告されてい

ます。以上のことから、脳における NO の詳細な作用機構を明らかにするためには NO/sGC/cGMP/PKG 情報伝達機

構の構成因子について調べる必要があると考えられます。しかし、 PKG の標的となるタンパク質の詳細については

ほとんど明らかにされていません。そこで、私は PKG の基質となる蛋白質を検索し、その機能を明らかにすること

を目的として以下の研究を行いました。

CGMP-dependent protein kinase の基質検索

ラット脳のホモジネートを[γ ・32p]ATP 存在下にリン酸化を起こさせ、 SDS-PAGE 及び 2 次元電気泳動によって分

離し、リン酸化蛋白質を Autoradiogram によって検出する方法を用いて、 cGMP 存在下と非存在下でのリン酸化程

度の変化を調べた。その結果、ラット脳のサイトゾル画分より分子量 80 kDa、 pI3・4 付近に cGMP 依存的なリン酸

化と考えられるスポットが検出された。このスポットは分子量と pI 値および、スポットの形状から Myristoylated 

Alanine Rich C-Kinase Substrate (MARCKS)であることが推測された。そこで、分子量 80 kDa , pI3・4 のスポット

が MARCKS であることを確かめるために、抗 MARCKS 抗体を用いた Immunoblot 法による解析を行った結果、分

子量 80 kDa, pI3・4 付近に MARCKS 蛋白質のスポットが検出され、さらに、 cGMP 存在下では pI 値が酸性側に移動

することが確認された。以上のことから、分子量 80 kDa , pH3・4 のリン酸化蛋白質は MARCKS であることが示唆さ

れた。
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NIH3T3 細胞における MARCKS の cGMP 依存的リン酸化と分解

PKG による MARCKS のリン酸化について InVitro Kinase Assay 法によって検討した結果、 PKGIß 、 PKGII 両

アイソフォーム共に MARCKS を強くリン酸化した。細胞内で cGMP 依存的なリン酸化が起こるかどうか検討するた

め、 NIH3T3 細胞を用いて内在的に発現する MARCKS のリン酸化レベルの変化を調べた。その結果、 cGMP のアナ

ログである 8pCPT-cGMP や培養液中で NO を発生する試薬である SNP で刺激したとき、 MARCKS のリン酸化レベ

ルの尤進が起こった。また、過剰量の 8pCPT-cGMP で細胞を刺激すると分解物様のリン酸化バンドが検出された。

さらに、 NIH3T3 細胞に PKG をトランスフェクションし、 MARCKS のリン酸化レベルの変化を調べると、

8pCPT-cGMP を添加した活性化状態で分解物様のリン酸化ノ〈ンドが検出された。以上の結果から、 NIH3T3 細胞に

おいて MARCKS は PKG によってリン酸化されることが示唆され、それによって分解されるのではなし、かと考えら

れた。次に、 PKG の活性化による MARCKS の分解を検討するため、 NIH3T3 細胞内の MARCKS の蛋白質量の変

化を Western blotting 法によって調べると、 8pCPT-cGMP や培地中で一酸化窒素を発生する試薬 (SNP， SNAP) で

刺激することにより経時的、濃度依存的に減少した。また、これら減少はプロテアーゼインヒピターを培地に添加す

ることによって抑制されることが分かつた。以上の結果から、 MARCKS の分解は PKG の活性化によって誘導され

ることが示唆された。

MARCKS の細胞内動態の解析

MARCKS の GFP 融合蛋白質を NIH3T3 細胞に発現させると、特に細胞膜に強く局在化して、フィロポデ、イア様

の微細な突起が多数形成した。また、 SNP や 8pCPT-cGMP で刺激すると細胞膜が退縮することによりフィロホ。ディ

ア様の突起がより顕著に発達することが分かつた。この結果から、 PKG は MARCKS を介して NIH3T3 細胞の細胞

骨格、あるいは細胞接着制御に関与していると考えられた。さらに、 PC12 細胞に MARCKS を過剰発現させると軸

策の進展や成長円錐の形成が充進され、 PKG の活性化によってそれら軸策様突起の進展が抑制された。

まとめ

MARCKS は細胞骨格関連蛋白質として神経細胞の軸策進展やシナプス形成に関与する蛋白質であると考えられて

いるが、本研究より NO/cGMP/PKG signaling pathway の活性化は MARCKS のリン酸化、および分解を介して、

細胞内の蛋白質量を調節することにより、神経細胞の軸索進展やシナプス形成などの調節に負に関与していることが

考えられた。

論文審査の結果の要旨

本論文は、 NO・cGMP-PKG 情報伝達系がラット脳で発現している MARCKS 蛋白質をリン酸化して、本蛋白質の

分解を誘導し、 PC12 細胞の神経様突起の伸展を負に制御することを明らかにした。この研究成果は哨乳類の神経細

胞における NO の役割の解明に新たな手がかりを与えるものであり、博士(理学)の学位論文として十分価値あるも

のと認める。
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