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論文内容要旨

  グルコース刺激による膵ランゲルハ ンス島 (ラ 島) からのイ ンスリ ン分泌は, 細胞内 Ca2+ 濃

 度の上昇を介して起こる。 この Ca2+ 濃度の上昇には, 細胞外からの Ca2+ 流入とともに, グル

 コース刺激によって生じたサイクリック ADP リボース (cADPR) による小胞体リアノジン受

 容体 (RyR) からの Ca2+ 放出も大きく寄与 していると考えられている。 RyR はこれまでに骨

 格筋型, 心筋型, 脳型の3っのタイ プが報告されているが, 膵ラ島で発現している RyR につい

 ては不明であった。 本研究では, ラット膵ラ島で発現 している RyR の構造を決定した。 その結

 果, この RyR はこれま で知られていた3つのタイ プと は異なる新 しいタイ プの RyR であった。

 このRyR は膵ラ島だけでなく大脳, 小脳, 下垂体, 副腎, 肺胞マクロファージなどの種々の組

 織・細胞でも発現 していた。

 1) ラットでは骨格筋型, 心筋型, 脳型のいずれの RyR の構造も報告されていない。 そこで3

 種類の RyR の全構造が明らかになっているヒ ト, ウサギと部分構造が知られているマウスの

 RyR の構造をもとにプライマーを設計し, ラット膵ラ島 RNA を鋳型に3種類の RyR の増幅を

 試みたところ, 心筋型が増幅された。 そこで増幅された心筋型をプローブにラット膵ラ島 cDNA

 ライ ブラリーをスクリーニングしたところ, 陽性クローンが得られた。 得られた cDNA クロー

 ンをもとにラット膵ラ島で発現 している RyR cDNA の全長を単離 し, その構造を決定した。

 cDNA の全長は約 16.5kbp で 4,947 アミノ酸の蛋白質をコー ドしていた。

 2) この蛋白質のアミノ酸配列をヒ ト, ウサギの3種類の RyR と比較すると, 骨格筋型 RyR

 および脳型 RyR との相同性はそれぞれ 60%台であったが, 心筋型 RyR とは 97%と高い相同性

 が認められ, この RyR はラットの心筋型RyR と推定された。 ところが, このラット膵ラ島の

 RyR には, ヒト心筋型 RyR の 92 番目から98 番目 (ウサギ心筋型 RyR では 92 番目から 98 番

 目) の7アミノ酸残基, ヒト心筋型 RyR の 3564 番目から 3575 番目 (ウサギ心筋型 RyR では

 3565 番目から 3576 番目) の 12 アミノ酸残基に対応する2ヵ所の配列が存在 していなかっ た。

 そこで, この2ヵ所の配列の欠落が膵ラ島という組織に特徴的な現象であるのかどうかを明らか

 にするため, ラット心臓の RNA を鋳型に RT-PCR によってこの配列の有無を検討した。 ラッ

 ト心臓で発現 している心筋型 RyR にはヒ ト, ウサギと同様にこれら2ヵ所の配列が存在 したこ

 とか ら, この2ヵ所の配列の有無は組織特異的なスプライシングによる可能性が考えられた。

 3) そこで PCR 法によって当該部分の遺伝子の解析を行ったところ, 膵ラ島の RyR で欠落し

 ていた7アミノ酸, 12 アミノ酸をコー ドする 21 塩基, 36 塩基のエキソンがいわゆる “心筋型

 RyR遺伝子" に存在することが明らかになった。 従って膵ラ島の RyR は心筋型 RyR と同じ
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 “心筋型 RyR 遺伝子" から転写され, 成熟型 mRNA の生成過程で2っのエキソン部分を選択

 的スプライシングによって除くことにより生ずる新しいタイ プの R揖 (ラ 島型 RyR) であるこ

 とが明らかとなった。

 4) 次に RT-PCR により各組織におけるラ島型 RyR, 心筋型 RyR の発現を検討したところ,

 心筋, 大動脈では心筋型 RyR が主に発現しているのに対 し, 膵ラ島だけでなく大脳, 小脳, 下

 垂体, 副腎, 肺胞マクロファージでもラ島型 RyR が主に発現していた。 その他の組織・細胞の

 多く は両型が種々の比率で発現 していた。

  ラ島型 RyR で選択的ス プライシングにより欠落 していた2ヵ所のエキソンに対応する配列は

 ヒト, ウサギの骨格筋型, 脳型 RyR にも存在しなかった。 また, ゲノム中に RyR 遺伝子が1

 種類 しか存在 しないショウジョウバエの RyR においてもこれら2ヵ所の配列 は存在 しないこと

 から, この2ヵ所の配列は進化の過程で “心筋型 RyR 遺伝子" がエキソンと して獲得した心筋

 型に特徴的な配列であると考えられた。 このように考えると “心筋型 RyR 遺伝子" は組織特異

 的な選択的スプライシングによって心筋型を特徴づける2ヵ所の配列を欠失させ, 新しいタイ プ

 の RyR であるラ島型 RyR を生 じ, 心筋と大動脈以外の多くの組織・細胞での RyR に多様性を

 もたらしていると考えられた。 実際, cADPR による細胞内プールからの Ca2+ 放出は RyR によ

 ると考えられているが, cADPR に対する感受性や Ca2+ 放出の性質は用いる組織・細胞等によ

 り様々な報告があり必ずしも一定ではなかった。 こう した意味で cADPR による Ca2+ 放出の生

 理的意義が最もよく理解されている膵ラ島で発現している RyR が “心筋型 RyR 遺伝子" 由来

 のラ島型 RyR であることはこのタイ プの RyR の cADPR による Ca2+ 放出における重要性を示

 唆するものと考え られた。
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 審査結果の要旨

  グルコース刺激による膵ランゲルハンス島 (ラ 島) からのイ ンスリン分泌は, 細胞内 Ca2+ 濃

 度の上昇を介 して起こる。 この Ca2+ 濃度の上昇には, グルコース刺激によってラ島内で増加し

 たサイクリック ADP リボース (cADPR) による小胞体リアノジン受容体 (RyR) からの Ca2+

 放出が大きく寄与していると考えられている。 RyR はこれまでに骨格筋型, 心筋型, 脳型の3

 つのタイ プが報告されているが, 膵ラ島で発現 している RyR について は不明であった。

  本研究で著者は, ラッ ト膵ラ島で発現 している RyR の構造を決定した。 ラッ ト膵ラ島で発現

 している RyR cDNA の全長は約 16.5 kbp で4,947 アミノ酸の蛋白質をコー ドしていた。 この

 RyR は心筋型 RyR と同じ “心筋型 RyR 遺伝子" から転写され, 成熟型 mRNA の生成過程で

 7アミノ酸, 12 アミノ酸をコー ドする 21 塩基, 36 塩基の2つのエキソンを選択的スプライシン

 グによって除くことにより生ずる新 しいタイプの RyR (ラ島型 RyR) であることが示された。

 次に著者は各組織におけるラ島型 RyR, 心筋型 RyR の発現を検討した。 その結果, 心筋, 大動

 脈では心筋型 RyR が主に発現 しているのに対し, ラ島型 RyR は膵ラ島だけでなく大脳, 小脳,

 下垂体, 副腎, 肺胞マクロファージにおいてもmajor に発現 しており, またその他の組織・細

 胞の多くは両型が種々の比率で発現 していることが明 らかになった。

  ラ島型 RyR で選択的スプライシングにより欠落 していた2カ所の配列はヒ ト, ウサギの骨格

 筋型, 脳型 RyR にも存在しておらず, またゲノム中に RyR 遺伝子が1種類しか存在 しないショ

 ウジョウバエの RyR においてもこれら2カ所の配列は存在 していないことから, これら2カ所

 の配列は進化の過程で “心筋型 RyR 遺伝子" がエキソンと して獲得した心筋型に特徴的な配列

 であると考えられた。 従って “心筋型 RyR遺伝子" は組織特異的な選択的スプライシングによっ

 て心筋型を特徴づける2カ所の配列を欠失させ, 新しいタイプの RyR であるラ島型 RyR を生

 じ, 多くの組織・細胞での RyR に多様性をもたらしていると考えられた。

  本研究は著者が従来から取り組んできたラ島での cADPR の作用機構の研究に基づき, 膵ラ島

 で発現 している新しいタイ プの RyR を分離 し, その構造・発現を明らかに した点で独創的な研

 究である。 また, 本研究で見出された新しいラ島型 RyR は膵ラ島以外の他の組織・細胞におい

 ても発現 していた。 cADPR による小胞体 RyR からの Ca2+ 放出は, 膵β細胞のインスリン分

 泌のみならず他の組織・細胞の様々な生理現象で重要な役割を担っていることか ら, 本研究での

 う島型 RyR の発見は cADPR を介する生理現象の理解に4つの RyR サブタイプを考慮すべき

 ことを提示 した点で, その学術的意義が極めて大きい。 以上の結果本論文は学位に値する。
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