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脳 内神 経 回 路 の形 成 過 程 で は神 経 細 胞 が 軸 索 を伸 長 させ る必 要 が あ り、 そ の た め に

は膨 大 な 量 の膜 成 分 が ゴル ジ ・小 胞 体 か ら小胞 輸 送 に よ り軸 索 先 端 へ 供 給 され る こ と

が不 可欠 で あ る。 これ ま で に、 申請 者 らの研 究 室 の先 行 研 究 で 、 ラ ッ ト培 養 海 馬 神 経

細 胞 にお い て 、Rab33aが 細 胞 膜 成 分 を ゴル ジ装 置 か ら軸 索先 端 へ 輸 送 し、軸 索 の形 成

と伸 長 に 関与 す る こ とが報 告 され て い る。 しか し、生 体 内 にお け るRab33aの 役 割 は ま

だ 明 らか に な っ て い な い。ま た 、哺 乳類 で は、Rab33aに 加 えてRab33bが 存 在 し、最 近 、

骨格 形 成 の 異 常 を示 すSmith－McCort異 形 成 症 の患 者 に 、RAB33Bの 変 異 が 報 告 され た。

しか し、Rab33bが 生 体 内 にお い て どの よ うな役 割 を して い るか に つ い て は明 らか にな

って い な い。

本 研 究 で 、 申請者 は、生 体 内 にお け るRab33の 役 割 を 明 らか にす るた め に、モ デル 脊

椎 動 物 で あ るゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ を用 い た。 ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ は、 半 透 明 で脳 内 の軸 索

束 の観 察 を容 易 に行 うこ とが で き る。ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ にお い て は 、3つ の τ訪33遺 伝

子 （rab33a、rab33ba、Tab33hh） が 存在 す る こ とが知 られ て い るが 、脊 椎 動 物 のrab33

の 相 動 性 解 析 と系 統樹 解析 に よ り、 ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュのrab33aが ヒ トのRAB33Aの そ し

て ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ のrab33baが ヒ トのRAB33Bの そ れ ぞ れ オ ー ソ ロ グ遺 伝 子 で あ る こ

とが わ か った 。 ま た 、rab33aとrab33baの ホー ル マ ウン トin5ゴ 九hybridization鳶 行

っ た とこ ろ、rab33aと τab33baが 発 生 時期 のゼ ブ ラフ ィ ッシ ュの前 脳 お よび 後脳 で発 現 、、

す る こ とが わ か った 。 特 にrab33aは 、前 脳 のdorSo！ostralgluster（DRC） お よび 間脳 ∴ ，

のventrorostralcluster（VRC） に高 発 現 して い た。DRCお よびVRCに 存在 す る神 経 細

胞 は 、 そ れ ぞ れ左 右 の前脳 の 半 球 をつ な ぐ交 連 線 維 で あ るanteriorco㎜issure（AOC）

お よびpostopticcommissure（POC） を形 成 す る こ とが知 られ て い る。

次 に、rab33aとrab33baの 機 能 を解 析 す るた めにrab33aと τab33baの ゼ ブ ラ フ ィ ッシ

ュ変 異 体 を作 製 した。 軸 索 を抗ace七ylatedtubulin抗 体 で ラベ ル し観 察 した とこ ろ、

τab33aとrab33baの 二 重 ホモ 変 異 体 胚 で は 、野 生型 に比 べ て 、AOCとPOCの 断 面積 が減 少

す る こ とが わか った 。一 方 、rab33aとrab33baの 一 重 変 異 体 で は 、AOCとPOCの 断 面積 に

有 意 な変 化 は見 られ な か った 。 ま た 、Ga14／UASシ ス テ ム を用 い て 、神 経 細 胞 を標 識 し

て 、AOCに 存 在 す る神 経 細 胞 の 交連 線 縦 こお け る軸 索投 射 を1細 胞 レベ ル で 計 測 した。
オ

そ の結果、二重変 異体の神経 細胞 の軸索の長 さが、野生型 と比 べ有意 に減 少 していた。

これ らの結果か ら、rab33aとrab33baが 前脳 交連線維 におけ る神経 細胞 の軸索 の伸長 に

関与す るこ とが明 らか となった。

以上の一連 の結果か ら、τab33aとrab33baが ゼブ ラフィ ッシュの前脳 お よび後脳 、特

に前脳 の交連線維AOCとPOCを 形成す る神経 細胞が存在す るDRCとPOCで 発現す ることが

わか った。また、rab33aとrab33baが 協調 して前脳交連線維 の伸長 を担 うことが明 らか

とな った。
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脳 が 正 し く形 成 し、機 能 を獲 得 す るた め に は、神 経 細 胞 が適 切 な場 所 に軸 索 を伸 長

して神 経 ネ ッ トワー ク を構 築 す る必 要 が あ る。 ま た 、神 経 軸 索 の伸 長 に は 、膨 大 な量

の膜 成 分 の軸 索細 胞 膜 へ の付加 が伴 う。 申請者 らの グル ー プ は、 これ ま で に ラ ッ ト培

養 海 馬 神 経 細 胞 を用 い て 、Rab33aが 細 胞 膜 を ゴル ジ装 置 か ら軸 索 先 端 へ 輸 送 し、軸 索

先 端 の 成 長 円錐 に お け る膜 成 分 の付 加 と軸 索 の形 成 ・伸 長 に寄 与 す る こ と を報 告 して

い る。 しか し、 これ らの デ ー タ は培 養 細胞 を用 い て得 られ た も ので 、 実 際 の脳 内 にお

け るRab33aの 機 能 は不 明だ った 。また 、哺 乳 類 で は 、Rab33aに 加 えてRab33bが 存 在 す る

こ とが 知 られ て い るが 、Rab33bの 神 経 細胞 にお け る機 能 もわ か っ てい な か っ た 。 そ こ

で 申請 者 は 、 モ デ ル 脊 椎 動 物 ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ を用 い て脳 内 にお け るRab33aとRab33b

の機 能 解 析 を行 った 。

ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュに は3つ のrab33遺 伝 子 、rab33a、rah33ba、rab33bbが 存在 す る が、

まず 、相 動 性 解 析 お よび 系統 樹 解 析 に よ り、ゼ ブ ラフ ィ ッシ ュのr∂b33aが ヒ トのRAB33A

のrab33baが ヒ トのRAB33Bの そ れ ぞ れ オ ー ソロ グ遺 伝 子 で あ る こ とが わ か っ た。そ こで

次 に、τab33aとrab33baの 発 現 と機 能 の解 析 を進 め た。lnsituhybridizationに よ り、

rab33aとrab33baが 発 生 時期 のゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ の前 脳 お よび 後 脳 で 発 現 す る こ とが

わ か っ た 。 特 にrab33aは 、 前 脳 のdorsorostralcluster（DRC） お よ び 間 脳 の

ventrorostralcluster（VRC） に高発 現 して い た。DRCお よびVRCの 神 経 細胞 は、そ れ ぞ

れ 左 右 の 前 脳 の 半 球 を 繋 ぐ交 連 線 維 で あ るanteri・rc・ ㎜issure（AOC） お よ び

postopticco㎜issure（POC） を構 成 す る軸 索 を伸 長 す る。 そ こで 、rab33aとrab33baの

ゼ ブ ラフ ィ ッ シ ュ変 異 体 を作製 し、軸 索 束 を抗acetylatedtubulin抗 体 で ラベ ル し観

察 した とこ ろ、rab33aとrab33baの 二 重 ホ モ 変 異 体 胚 で は 、野 生型 に 比 べ て 、AOCとPOC

の 断 面積 が 有 意 に減 少 す る こ とが わ か った 。一 方 、rab33aと 抱 ゐ33加 の 一 重 変 異 体 で は、

AOCとPOCの 断 面積 に変化 は見 られ な か っ た。 ま た 、神 経 細 胞 を標 識 して 、AOCに 存 在 す

る神 経 細 胞 の 交 連 線 維 に お け る軸 索 投 射 を1細 胞 レベ ル で 計 測 した 結 果 、τ訪33∂ と

rab33baの 二 重 ホモ 変 異 体胚 で は神 経 細 胞 の軸 索 の長 さが 、野 生 型 と比 べ 、減 少 してい

た 。 これ らの結 果 か ら、rab33aとrab33baが 前 脳 交 連 線 維 に お け る神 経 細 胞 の軸 索 の

伸 長 に 関与 す る こ とが 明 らか とな っ た 。

本 論 文 は 、 ゴル ジ ・小 胞 体 か ら膜 成 分 を小 胞 輸 送 に よ り軸 索 先 端 へ 供 給 す る と考 え

られ て い るrab33aが 脳 内 で軸 索 伸 長 に 寄 与 す る こ とを示 した初 め て の 報告 で あ る。ま

た 、rab33aが 神 経 細 胞 で軸 索 伸 長 に 関 与 す る こ とも初 め て 明 らか とな っ た。

以 上 の よ うに 、本 論 文 は神 経 回 路網 形 成 を担 う脳 内 にお け る軸 索 伸 長 の分 子 メ カ ニ

ズ ム の一 端 を 明 らか に した もの で 、 学 術 上 、応 用 上 貢 献 す る と こ ろが 少 な くな い。 よ

っ て 審 査 委 員 一 同 は、 本 論 文 が博 士 （バ イ オサ イ エ ン ス） の学 位 論 文 と して価 値 あ る

もの と認 めた 。


