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は　　し　が　き

神経伝達物質トランスポーターは神経終末より遊離された神経

伝達物質の再取込みを行い、シナプス伝達を速やかに終結させる

役割を担う細胞膜機能蛋白である。我々はドーパミントランスポー

ターをはじめこれら神経伝達物質トランスポーターcDNA　をクロI

ニングし、これらが一つの遺伝子ファミリーを形成することを明

らかにしてきた。これまでの機能発現実験から、これら神経伝達

物質トランスポーターはリン酸化などの蛋白レベルでの短期機能

修飾とmRNA発現調節など長期修飾機構により複雑に調節され

ており、これにより様々な状態で神経伝達に関与していることが

予想された。

向精神薬など脳神経系に作用する薬物の一部はこれらトランス

ポーターに作用することが知られており、このことからトランス

ポーター機能の変化とうつ病などの中枢神経疾患との関連が予想

されている。モノアミントランスポーターの機能がこれら疾患に

おいてどの様に関わるのかをさらに詳しく検討する目的でラット

ノルエビネフリントランスポーターcDNA　を脳よりクローニング

した結果、選択的RNA　スプライシングにより生じると思われる

3'債域において異なるアイソフォームを同定した。このアイソ

フォームの1つは輸送活性を持たず、今一つのアイソフォ∵ムと

共発現させることによりその輸送活性を抑制するdominant

negative　効果を有する。

選択的RNA　スプライシングにより生じたアイソフォームが

d o minan t ne g ativ e　効果を有する例として、最近

Rothstein　らのグループはグルタミン酸トランスポーターの一

つ　GLT-1のmRNAスプライシングの異常がALS　患者に見られ



ることを報告し、この異常RNAが　dominant negative　効果

を示すことによりグルタミン酸輸送が障害され、その結果グルタ

ミン酸興奮毒性により運動神経が変性するというメカニズムを提

唱している(Neuron, 20, 589-602, 1998)　しかしこれに対

しては正常人においてもこの種の選択的RNAスプライシングが認

められ、 ALS　の病因には直接結びつかないとする反対意見もある。

我々の兄いだした選択的RNA　スプライシングにより生じるノル

エビネフリ　ントランスボーターアイソフォームが　dominant

negative　効果を有することから、このメカニズムにより神経伝

達物質再取込み機構ひいてはシナプス伝達が調節される可能性が

示唆される。

本研究ではRNA　プロセッシングを介したトランスポーター機能

発現調節のメカニズムが生理的にどの様な意味を持つのか、ある

いは神経疾患と結びつく可能性があるのか否かを明らかにするた

めに企てられた。このためノルエビネフリントランスボーターを

発現するラット副腎髄質由来PC12　細胞をモデル系に用い、ノル

エビネフリントランスボーターアイソフォームの発現パターンの

異なる変異株を単離することにより、それら細胞間のRNA　プロ

セッシングに関わる特異的メカニズムを明らかにしようとするも

のである。
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研究成果

(概要)

ラットノルエビネフリントランスポーター(rNET) cDNAをク

ローニングした結果、 mRNA　前駆体の選択的スプライシングに

より生じる3.億域で異なるアイソフォームを同定した。そのうち

の一つ(rNETb)はこれまで報告のないC末アミノ酸配列を有し、

輸送活性を示さないが、今一つの機能を有するアイソフォーム

(rNETa)と共発現することによりその輸送活性を抑制するドミナ

ントネガティブ効果を有することを見出した。

選択的スプライシングがN E TアイソフォームrNETa, rNETb

どちらの方向に傾くかによってノルエビネフリン(NE)取込みは

元進・抑制のいずれかに変化する。したがってこのスプライシン

グの調節を介してNET　発現は変化を受け、機能的に調節されて

いることが考えられた。これまでの研究では転写レベルでNET

発現が調節されることは調べられてきたがそれ以降のRNA　プロ

セッシングに関しては全く調べられていない。実際に各バリアン

トのmRNA　発現パターンは細胞間あるいは個体間で異なってい

るのだろうか。以上の観点から我々はNET　を発現するPC12　細

胞でバリアントmRNA　発現がどの様に調節されているか異なる

クローン株を樹立して解析した。

野性株PC12細胞にDCDNA3ベクターの導入後G418非感受性

株を選択した。異なる24種のクローンでNGF感受性並びにドー

パミン、 NE、コリン、グルタミン酸輸送活性の程度を調べ、性質

の様々に異なる1 2種のクローンを選び、さらに検討を加えた。

rNETa, rNETb mRNA　発現量をRT-PCR法により調べた結

果、ドミナントネガティブ効果を持つrNETb　の発現パターンは

これら12種のクローンで様々に異なり、 NE輸送活性の低いクロー



ンでrNETb mRNA発現の高い例も見られたが、必ずしも両者の

間に逆相関は認められなかった。したがって先に述べたように

rNETbの発現はNE取込み能を抑制的に調節しているものの、以

上の結果はその発現が一次的にNET機能発現を決定している訳で

はないことを示唆している。

一方、 rNETa mRNAの発現量とNE取込み量との間には正の相

関が認められた。またノーザンプロット法による解析からも

5.8kbのメッセージの量とNE取込み能との間に相関が認められ

た。したがってNET遺伝子の転写調節などよるNET mRNAのバ

リアントを含めた全体としての発現量が、 NE機能発現調節に重要

な役割を果たしていることが明らかとなった。

次にNET遺伝子3 '嶺域の選択的スプライシングにおける役割

を調べるため、ラットNET遺伝子のこの嶺域をクローニングし、

塩基配列を決定した。ヒトで認められるようなスプライスバリア

ントがラットで認められなかったことから、両者の塩基配列を比

較した結果、スプライシングに影響を与えると思われる両者で異

なる配列がいくつか見つかった。例えばヒトNET遺伝子で認めら

れるエキソン1 4下流のボリアデニレーションシグナル配列がラ

ットでは一部認められない。このクローニングしたラットNET遺

伝子3'嶺域を噛乳動物発現ベクターに組み込み種々の細胞に一

過性に発現させ、スプライシングの動態を観察した。その結果、

ヒトNET発現SK-N-SH細胞を含むいずれの細胞でもrNETa、

rNETbいずれへのスプライシングが認められた。したがって種特

異的なスプライシングによるNETアイソフォームの発現は主とし

てそれぞれのNET遺伝子塩基配列の違いに基づき調節されている

ことが示唆された。




