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細胞の個性は遺伝子の時間的・空間的・量的発現制御によって形成、維持さ

れる。このような複雑かっ巧妙な遺伝子発現制御の背景には、 RNA結合タンパ

ク質による RNAの局在、安定性、翻訳効率などの制御(転写後制御)があるこ

とが示唆されている。 HERMES(HEart And RRM Expressed Sequence)は

RNA recognition motif (RRM)型の RNA結合モチーフを 1つもち、網膜組

織においては網膜神経節細胞(以下 RGC)特異的に発現する機能未知の RNA

結合タンパク質である。 RGCは軸索を脳に投射することによって網膜が受容・

処理した視覚情報を脳に伝達する唯一の細胞であるが、その特異的な形態や機

能が転写後レベルでどのように制御されるかは明らかにされていない。

HERMESの RGC柑異的な発現は脊椎動物聞で'広く保存されていることから、

このRNA結合タンパク質はRGCにおいて何らかの機能的重要性をもっと考え

られる。本研究ではRGCにおける HERMESの機能を分子レベノレで明らかにす

ることを目標に、マウス RGC由来培養細胞 (RGC-5細胞)を用いた解析を行

った。第一章では序論として研究の背景について述べており、第二章では研究

に使用した材料と方法を、第三章では実験結果、第四章では第三章に示す結果

をもとに、 HERMESの機能と RGC特異的に発現することの生理的意義につい

て考察している。以下では第三章の結果と第四章の考察について要約する。

RGC-5細胞は、非選択的 PKC阻害剤スタウロスポリン (STS)の刺激によ

って神経突起を有する神経様の細胞に分化することが知られている。この系に

DsRed融合HERMESを強制発現させて HERMESの細胞内局在を検討したと

ころ、 HERMESはRGC.5細胞の分化状態にかかわらず細胞質で頼粒を形成す

ることが示された。生化学的な解析から、 HERMESはパラスペックノレ構成因子

である NonOや PSF、ストレス頼粒構成因子である G3BPlと分化したRGC-5

細胞の細胞質で特異的に頼粒を形成することが明らかになり、この細胞質性の

頼粒は神経突起にも局在することが示された。ヒストン脱アセチ/レ化酵素阻害

剤トリコスタチンA(TSA)刺激によって分化を誘導した RGC-5細胞において

も細胞質に HERMES.NonO・G3BPl頼粒の形成が観察された。この頼粒には

RNAが含まれることが示唆されたことから、細胞質 HERMES-NonO・G3BPl

頼粒は神経分化に関連して形成される細胞質RNP(ribonucleoprotein)である

と考えられる。亜ヒ酸や過酸化水素によるストレス条件下において NonOは細

胞質で頼粒化しなかったことから、 E四RMES-NonO・G3BPl頼粒はストレス頼

粒ではないことが示唆される。ヒト子宮頚ガンに由来する HeLa細胞を STSで
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刺激しても NonOとG3BPlの細胞質における頼粒化は誘導されず、 HERMES

の過剰発現は NonO，G3BPlの頼粒化や局在に影響しなかった。これらの結果

は、 HERMES-NonO・G3BPl頼粒が神経細胞特異的に形成される細胞質 RNP

であることを示唆している。さらに、G3BPlとモータータンパク質である KIF5

が分化した RGC-5細胞の神経突起で共局在したことから、細胞質

HERMES-NonO・G3BPIRNP頼粒はKIF5との相E作用を介してRNAを神経

突起に輸送する輸送RNPであると考えられる。またこの輸送R悶には、これ

までにストレス頼粒や輸送R悶の構成因子として報告されていたhnRNPKや

PABPも含まれることが示唆された。

siRNAによる Hermes遺伝子発現抑制は STS刺激による RGC.5細胞の分化

に目に見える影響を及ぼさず、また NonOの細胞質における頼粒化にも影響し

なかった。これらの結果は、 HERMESがSTS刺激によって誘導される RGC-5

細胞の神経突起伸長や細胞質における NonOの頼粒化を制御しないことを示唆

している。一方、 siRNAによって Hermes遺伝子の発現を抑制した RGC-5細胞

の集団では、細胞の分化状態に関わらず生細胞数が増加することが明らかにな

った。このことから、 HERMESはRGC・5細胞の増殖を負に、あるいは細胞死を

正に制御すると考えられる。

以上の結果から、 HERMESは分化した RGC・5細胞において輸送RNPの構成

因子として働くだけでなく、分化の前後で常に頼粒を形成して細胞増殖や細胞

死を制御する可能性が示唆される。
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要 旨

遺伝子発現の転写後制御は、神経細胞分化・維持・成熟や神経機能に重要な役割を果たす

ことが示唆される。 RNAレベルでの転写後制御機構としては、核内における RNAプロセシ

ング、mRNA核外輸送や品質管理、細胞質における輸送・局在、mRNAの安定性や翻訳制御

などが知られている。神経細胞においては、とりわけ、軸索や樹状突起における凶NAータ

ンパク質複合体(凶NP)の輸送・局在化、および、輸送過程や局在化したmRNAの翻訳制
旬、

御が神経機能や神経ネットワークの構築に不可欠と考えられることから、その分子基盤の

解明は重要な課題である。

RNAレベルでの転写後制御機構には、間A結合タンパク質の働きが不可欠である。本論

文は、多くの脊椎動物穫で網膜神経節細胞に強く発現することが報告されている悶A結

合タンパク質 HERMES/RBPMSに着目し、その機能の解明を通して、神経細胞における転写

後制御機構の生理的な役割を理解することを目的として行われたものである。

本論文は第一章の序論、第二章の実験手法と材料、第三章の結果、 第四章の考察の全

4章で構成されている。

第一章では、神経細胞における細胞質問P頼粒やRNA結合タンパク質の役割に関するこ

れまでの知見を整理し、本研究の背景と目的をまとめている。

第三章では、主にマウス網膜由来の培養細胞株である RGC-5細胞を用いた解析を行って

いる。この細胞は、特定の薬剤で処理することによって神経様に分化することが知られて

いる。本論文では、まず、非選択性のプロテインキナーゼ PKC阻害剤であるスタウロスポ

リン処理によってアセチノレ化チューブ、リン揚性の神経突起の伸長が促進されることを確

認するとともに、このような分化誘導処理の前後で HERMESの発現量に大きな変化が見ら

れないことを示した。また、 RNAiによって HERMESの発現阻害を行った場合、細胞数が増
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加する傾向が見られるものの、神経突起伸長に影響がないことが示唆された。

次に、免疫沈降実験及び免疫染色実験から、スタウロスポリンによって分化誘導処理し

た RGC-5細胞の細胞質や神経突起において、 HE剛ESタンパク質が、一核内パラスペックル

構成因子として知られる RNA結合タンパク質 NonOや PSF、細胞質のストレス穎粒構成因

子として知られる G3BPlとともに悶Aータンパク質(悶p)穎粒を形成することを示してい

る。 RNA結合タンパク質加問PKやPABPもこの頼粒に共局在していた。また、 RGC-5細胞

をヒストン脱アセチノレ化酵素阻害剤トリコスタチン Aによって神経様に分化誘導した場

合にも、これ色のタンパク質を含む悶P頼粒が観察されたこと、一方、亜ヒ酸や過酸化水

素によるストレス条件下においたRGC-5細胞では細胞質にG3BPlを含むストレス頼粒が形

成されるが、NonOは核外移行せず、ストレス頼粒に含まれなかったことなどから、HERMES、

NonO、PSF、G3BPlなどを含む細胞質性の聞P頼粒は、 RGC-5細胞の神経様分化に伴って形

成される神経細胞特異的な問P頼粒であると結論づけている。さらに、分化郎C-5細胞の

神経突起中で G3BPlとモータータンパク質KIF5が共局在していること示し、この間P頼

粒が輸送剛F頼粒としての役割を持つものと推論している。

第四章において、本研究から得られた結果を総合し、田R肥Sタンパク質を含む悶P穎

粒の形成機構や、網膜神経節細胞における輸送附P頼粒の生理的な役割に関して議論して

いる。

本研究は、網膜由来の神経様細胞を用いて神経突起に存在する附A-タンパク質頼粒に

ついての新しい発見をした研究であり、神経細胞における転写後の遺伝子発現制御機構の

理解に大きなインパクトを与える重要な知見を得たものとして、価値ある集積であると認

める。よって、学位申請者の古川|真理は、博士(理学)の学位を得る資格があると認め

る。




