
博 士 （ 生 命 科 学 ） 齋 藤 有 紀

学 位 論 文 題 名

Xll proteinsの生理機能解析

～ Xll/XllLdoubly deficient miceの作成と解析～

学位論文内容の要旨

  Xll proteins (Mint: munc18 interacting proteins); Xll，XllL，X11L2はPTB ~hosphoWrosine

Binding)ドメインと2つのPDZドメインを有し，この構造は線虫から哺乳類まで進化上よく保存された

蛋白質ファミリー分子である。機能ドメインに結合する蛋白質として，家族性Alzheimer病の原因遺伝

子のーつであるアミ口イド前駆体蛋白質(APP)等があり，これまでにXllL遺伝子欠損によりAPPの代

謝が亢進しAp産生が増加することを報告してきた。Xll遺伝子欠損マウスは線条体でのドパミンの放出，

海馬でのGABAの放出異常が報告されたが，興奮性の神経細胞活動に関しては異常が報告されていない。
これらXll proteins欠損マウスの解析から，Xll proteinsは神経細胞が正常に機能する上で重要な機能

を持つことが示唆されているが，異常を起こす分子機構や原因，Xll proteinsの生理機能は明らかにな
っていない。本研究では中枢神経系におけるXllおよびXllLの生理機能解明を目的とし，Xll/XllL

doubly deficient miceを作成し解析を行った。

［ 第 一 部： X11 proteinsの基 礎 解析 と X11/XllL doubly deficient miceの 作 成］

  Xll-KO: [X11-/-，XllL+/+] miceとX11L-KO:区n十／十，X11L-/-] miceの交配によりDouble-KO:
[Xll-/-，XllL-/-] miceを作製した。Double-KO miceのpostnatal dayl (Pl)における生存率は約50％と

低く，生存したDouble-KO miceの体重は他のGenotypeのmice (wild-type，Xll-KO，XllL-KO mice)

と比較し，測定した全てのステージ(P7，P14，P21，P28，P35，P42，P49，P90)において有意に体重が軽か

った。Wild-typeとDouble-KO miceの脳構造を比較したところ大脳皮質の層構造，海馬，小脳の形態等

の巨視的な脳構造は同様であった。また，他のXll proteinsの発現上昇による機能補償，dendritic

atrophygliosls，SynaptiC10ssは起こっていないことが明らかとなった。

［第二部：APP代謝(Alzheimer’s disease)とX11 proteins]

  X11 proteinsはAPPの細胞質ドヌインに結合し，Ap産生を含むAPP代謝を抑制するアダプター蛋白

質として単離同定され，あガ VOにおいてもAPP代謝を安定化する機能を持つことが示されてきたが，

APP代謝安定化の分子機構は明らかになっていない。本研究ではXll proteinsによるAPP代謝抑制の

分子機構の解明を目的に実験を行った。APPの一段階目の切断産物であるAPP calboxyl-terminal

fragment (CTF)の定量をWestern blot法で，Apの産生量をsELISA法で海馬および大脳皮質をサンプ

ルとしwild-type miceと比較した。結果，p-secretase (BACE)により生成されるCTFp (C99および

C89)がX11-KO， XllL-KO，double-KO miceで増加し ，Ap40およびAp42はXllL-KOおよび

DoubleーKO miceで有意に増加していた。Ap産生が亢進する原因を解明するために，初代培養神経細胞

をWild-typeおよびXllL-KO mice脳より調整し，APPおよびBACEの細胞内局在を免疫染色により比

較した。定量の結果，wild-typeと比較しXllL-KO neuronでAPP signalとBACE signalの共局在の
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割合が増加していた。BACEおよびy-secretaseはDetergent-resistant membraneのR．M）fraCtion

（Lipidraft）で高い活性を示すことが報告されている。そこで，wild・type，Xn，KO，X11LーKO，double・KO

micecortexよりDRMを調整し，APP’APPCTF，APP切断酵素量をWbsternB10t法により検出・定量

した。定量の結果，X11L．KOおよびdouble．KOmiceのDRMfractionに回収されるAPPおよびAPPCTF

量がwild・typemiceと比較し有意に増加していた。しかし，non’DIu江に回収されるAPP’APPCTFお

よびAPP切断酵素量は各遺伝子型のマウスで同等であった。また，大部分のX11proteinsはnon．DRM

fractionに回収されることから，Xnproteinsの欠損によりAp産生が亢進する分子機構として以下の分

子機構を提唱した。Xnproteins存在下では大部分のAPPはXnproteinsと結合することでnon・DRM

に存在し，D・およ斫・secretase活性の高いDRMへ移行する割合は少ないが，Xnproteins非存在下で

は，DRMに移行するAPPの割合が増加し，結果としてB・secretaseと共局在するAPPの割合が増加し

Ap産生が亢進する。

［第三部：EpilepsyとXll proteins]

  一連の解析の中で，double-KO miceは脳波異常を伴う自発的な痙攣発作を起こすことを見出した。

Double-KO miceで異常を起こしている脳内領域を同定するために，神経細胞の活動マーカーであるc-fos

の免疫染色を痙攣発作90分後のdouble-KO miceの脳切片を用い行った結果，Dentate gyrusにおいて

c-fosの高発現が観察された。Dentate gyrusは主にEntorhinalcortexlayerHから興奮性の入カを受け

ている。XnおよびX11Lの発現量はdentategyrusでは低く，Entorhinalcortexlayeruで高いことか

ら，Dentategyrusでみられるc・f08の高発現はdentategyrusの異常によるものではなく，Entorhinal

cortexlayerHの異常である可能性が考えられた。これらの可能性を検証するために，currentclamp

recordingにより外部刺激（電流注入）に対する神経細胞の応答バターン（電位）をdentategyrusおよ

びEntorhinalcoretexlayerHの神経細胞で検証した。Dentategyrusではwild・typeおよびdouble．KO

mlceで同様の応答バターンを示したが，X11およびX11L共に高発現しているEntorhinalcorteslayer

Hにおいては，神経細胞の膜抵抗および血ing（spike）number（活動電位数）が有意に増加してしゝた。

神経細胞の膜抵抗の変化はIhcurrentの変化で引き起こされることが報告されている。そこで次に，

EntorhinalcortexlayerHにおけるIhcurrentを測定した結果，double．KOmiceでwild‐typemiceと比

較し有意にIhcurrentが減少していた。Ihcurrentを作り出す分子はhyperp01ariぬtion‐activatedcycHc

nucleotide・gated（H（コN）channelであり，HCNchanne1にはHCN1，4の4分子が存在する。Entorhinal

corteXに おける発現が高いHCN1およびHCN2の発現量をEntorhinalcortexをサンプルとしWestem

B10t法 で検出・ 定量した。定量の結果，EntorhinalcortexにおけるHCNlおよびHCN2の発現量は

wild・ typeおよびdouble・K0miceで同様であったので，次に免疫染色によりHCN1の脳内局在を

wild．typeおよびdouble・K0miceで比較した。HCNlはwild．typeおよびdouble．KOmiceのEntorhinal

cortexlayerHで高い発現が確認されたが，double．KOmiceのHNC1染色像はwild．typeと比較しLayer

I方向により広範囲に局在が観察され，Layeruの細胞膜上の染色像は減少していた。これらの結果から，

XnおよびXnLの欠損により異常を示す脳内領域として，EntorhinalcortexlayerHを同定した。また，

HCN1の細胞内局在の変化によりIhcurrentの減少および膜抵抗の増加が引き起こされ，異常なfiring

が起こることで，結果として痙攣発作が引き起こされる可能性を示した。

［第四部：Glutamate receptorとxii proteins]

  Xll proteinsはNMDA型グルタミン酸受容体のサブタイプのーつであるNR2Bの輸送に関与してい

ることが報告されている。また，AMPA型グルタミン酸受容体の構成分子であるGluRlおよび2と結合

することが報告されている。これらグルタミン酸受容体はpost synaptic density (PSD)で機能してい

ると考えられている。そこで，NR2B，GluRlおよびGluR2の発現量およびPSDへの回収量をwild-type

とXll proteins mutant miceで比較した。定量の結果，NR2B，GluRlおよびGluR2の発現量はwild-type
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とX11 proteins mutant miceで同等であったが，PSDへの回収量は，GluR1および2は減少しており，

NR2Bは増加していた。これらの結果から，X11 proteinsがグルタミン酸受容体の細胞内局在を制御し

ている可能性が示された。

    以上の結果から，X11 proteinsは結合分子の細胞内局在を制御することで，結合分子の機能及び代

謝を制御するアダプター蛋白質であることを示した。また，Xll proteinsの機能異常が，Alzheimer病

やEpilepsy等の発症頻度の高い神経疾患の発症に関与していることを示した。さらに近年，Alzheimer

病モデルマウスが脳波異常を含む痙攣発作を起こすことや，神経活動の亢進によりAp産生が亢進するこ

とが多数報告されている。さらにApの産生亢進によりPSDに存在するGluR量が減少することが報告

されている。よって，Xll proteinsはAlzheimer病とEpilepsy両疾病の関係およびApとグルタミン酸

受容体の関係性を解明する上で，重要な分子群である。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

Xll proteinsの生理機能解析

～ Xll/XllL  doubly deficient miceの作成と解析～

  Xllファミリータンパク質XllおよびXllL (Xllsは、神経で強く発現するアダプター分子である。

家族陸アルツハイマー病（AD冫の原因遺伝子産物であるAPPの細胞質ドメインに結合し、APPから代謝

生成されるAD発症原因因子アミロイドロ・夕ンバク質（Aロ）の生成を抑制することが知られていたが、脳

内血研voにおける機能と作用機序は未解明であった。本論文の前半では、XnおよびXnLの両遺伝子

を欠失した変異マウスを作成し、脳内APPの代謝を生化学的、組織学的、細胞生物学的に詳細に解析し

た。その結：栗丶X11sはAPPに結合することでAPPカき膜のDRM（界面聒‘陸剤耐陸領域＝脂質ラフト′マイ

クロドメイン）に入ることを制御していることを明らかにした。膜DRMにはAロ生成酵素であるB．サイ

トセクレターゼが存在し、Xns欠失マウスではAPPのロサイト切断代謝産物が増加してレゝた。本研究は、

これまで未解明であった血uvoにおけるX11sのAPP代謝制御機購を明らかにした最めの報告である。

本論文の後半では、Xn腿nL二重欠失マウスでは中枢の脳波異常を伴う自発的な痙攣発作が誘発される

ことを見いだし、その発症機構におけるX11sの役割を分子レベルで解明した。痙攣直後マウスの解析か

ら初発部位を嗅内野皮質第二層と同定し、電気生理学的な解析から変異マウスでは嗅内野皮質第二層の神

経が一定の入カに対して大きな応答を起こすことを突き止めた。この分子機構として、Xnsが工hカレン

トを形成しているHCNチャネルの分布を規定している可能陸を見いだし、Xn8欠失によるHCNチャ

ネルの分布異常がてんかん発作の原因であることを見いだした。AD患者は一定の割合でてんかん発作を

起こすことが知られており、本研究はその分子機構に新しい知見を与えた。本論文の成果は、孤発陸AD

の発症原因としてXnLの機能低下が考えられること、ADに伴うてんかん発作の分子機構の解明を進め

たこと等、AD疾患の原因解明と新たな治療法の開発に貢献するもので、薬学領域の博士号に相当するき

わめて先進的な研究である。

  これは、ようするに、著者はアルツハイマー病（AD）におけるAPPのアミロイド産生的切断における

Xnsの制御機構の分子メカニズムを解明し、加えてADに付随して起こる痙攣発作の発症機構に新たな

知見を見いだしたもので、AD特に原因不明の孤発陸ADの発症機構の解明に貢献し、新たな創薬夕ーゲ

ットの創出に貢献するところ大なるものがある。

  よって著者は、北海道大学博士（生命科学傑学）の学位を授与される資格があるものと認める。
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