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論　　文　　の　　要　　旨

＜目的〉

　Ca2斗／カルモデュリン依存性プロテインキナーゼH（CaMキナーゼn）は，αアイソフォーム（50kDa）

とβアイソフォーム（60kDa）とから構成されている。本酵素は神経伝達物質の生合成や放出，細胞骨

格タンパク質のリン酸化による微小管の脱重合，シナプスの可塑性や長期増強に関与する物質として

注目されている。本研究では中枢神経系におけるCaMキナーゼHの機能を調べる目的で以下の2点

について解析を行った。

1．シナプス後膜肥厚部におけるCaMキナーゼnの性質および自己リン酸化

　CaMキナーゼuはシナプス後膜肥厚部（Postsynaptic　density；PSD）の主要タンパク質をなし，非可

溶性である。CaMキナーゼ皿はCa2＋存在下で自己リン酸化され，その結果，Ca2＋非依存性の活性が

得られることから，シナプスにおける長期増強への関与が示唆されている。そこで，PSD分画を用いて，

PSDに結合したCaMキナーゼu（PSDCaMキナーゼU）の生化学的性質，Ca2＋非依存性活性調節を調

べ，可溶性CaMキナーゼ亘（細胞質の可溶性分画に存在する）の性質と比較した。

2．中枢神経系におけるCaMキナーゼ皿αおよびβアイソフォームの局在

　CaMキナーゼnαおよびβアイソフォームがそれぞれホモポリマーを形成し，単独で活性を持つ。

このことは各アイソフォームは中枢神経系において，それぞれ独立した生理機能をもつ可能性を示唆
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している。そこで，各アイソフォームのモノクローン抗体を用いて，ラットの中枢神経系における各

アイソフォームの局在を，免疫組織化学的に調べた。

〈方法と材料〉

1．ラット大脳よりPSD分画を単離し，CaMキナーゼUを精製した。自己リン酸化によるCa2寺非依

存性の酵素活性の出現および変化は，syntide－2を基質として測定した。また，SDSポリアクリルミド

ゲル電気泳動の亙次元および2次元のリン酸化ペプチドマップを作成し，自己リン酸化部位を調べた。

2．ラットを4％パラホルムアルデヒドー7％飽和ピクリン酸を用いて灌流固定後，脳および脊髄の組

織切片を作成した。組織切片は，各アイソフォームに対するモノクローン抗体で免疫染色後，光学並

びに電子顕微鏡下で観察した。

〈結果と考察〉

ユ．シナプス後膜肥厚部におけるCaMキナーゼnの性質および自己リン酸化

　（ユ）PSDCaMキナーゼ皿の比活性は可溶性CaMキナーゼ亙の比活性の約9分のユであって，両酵素

の基質特異性に違いが認められた。（2）PSDCaMキナーゼ皿の自己リン酸化によるCa2＋非依存性活

性は可溶性CaMキナーゼUのそれより長期間持続する。このことは，シナプス部における長期増強

の発現に関連して重要であると考えられた。（3）可溶性CaMキナーゼnのα分子は全て活性型である

のに対し，PSDCaMキナーゼnのα分子は2種類の活性型とユ種類の不活性型からなる。（4）両者は

リン酸化されるペプチドが異なることが見出された。

2．中枢神経系におけるCaMキナ∵ゼuαおよびβアイソフォームの局在

　（1）大脳では両アイソフォームとも広い領域に分布した。淡蒼球，手網核，視床下核，視床網様核

ではβアイソフォームのみが発現した。脊髄ではラ後角と皮質脊髄路にのみαアイソフォームが発現

した。βアイソフォームは灰白質全体に広く発現するが，皮質脊髄路にはほとんど発現しなかった。

　（2）大脳皮質の電子顕微鏡による観察から，両アイソフォームの細胞内における局在に違いが見ら

れた。すなわち，αアイソフォームの免疫陽性反応産物は細胞質に均一に分布し，核にもその強い蓄

積が認められたが，βアイソフォームの免疫陽性反応産物は細胞質内に小斑状に分布し，核には全く

認められなかった。このことから核内で起こる現象にαアイソフォームが関与する可能性が示唆され

た。

　（3）網膜ではαのみならずβアイソフォームも発現し，核アイソフォームの局在に違いが認められ

た。すなわち，両アイソフォームはアマクリン細胞，視神経節細胞および内網状層に発現した。内網

状層では，βアイソフォームが層全体に均一に分布するのに対し，αアイソフォームは2層に限局し

て発現した。このバンド状の分布は，コリンアセチルトランスフェラーゼ（ChAT）の分布様式に酷似

していること，αアイソフォームとChATが同一アマクリン細胞において高率で共存していることか

ら，CaMキナーゼuが網膜において，コリン作動性の神経機構（1ig趾㎝およびlightoff）に関与して

いる可能性が示唆された。
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審　　査　　の　　要　　旨

　本研究はCa2令／カルモデュリン依存性プロテインキナーゼn（CaMキナーゼn）の各αアイソフォー

ムとβアイソフォームの生化学的性質，細胞内局在，中枢神経系における局在について，種々の手法

を用いて多角的に調べ，新しい知見を提供している。

1．シナプス後膜肥厚部におけるCaMキナーゼ皿は，可溶性CaMキナーゼHとはその酵素学的性質

が異なることから，シナプス部に存在するCaMキナーゼ瓦は特殊な機能を持ち，情報伝達に重要な

役割を持つ可能性が示唆された。

2．CaMキナーゼnの各アイソフォームは，細胞内においても，また中枢神経系においても局在部位

が異なることから，各アイソフォームが細胞内や脳内で機能的に分化している可能性が示唆された。

　本研究は綿密な解析と，種々の側面から加えられた実験的検証に基づく秀れた研究である。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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