〈タイトル〉小胞体タンパク質MeigoはEphrinのタンパク質量およびN-結合型糖鎖修飾を介し樹状突起のターゲティングにおける特異性を制御する
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〈要 約〉
　機能的な神経回路の形成には，軸索および樹状突起が適切な標的へとターゲティングし，遺伝学的に規定されたシナプスのパートナーと出会うことが必要である．筆者らは，樹状突起のターゲティングにおける分子機構の解明をめざし，ショウジョウバエの嗅覚系を用いたスクリーニングにより得られたmeigo変異体を解析した．その結果，小胞体に局在する糖核酸トランスポーターMeigoが，樹状突起のターゲティングにおいて，標的組織における正中線-側方軸情報の認識，および，標的領域への収束に必要であることが明らかになった．さらに，meigo変異による標的領域への収束の異常は，Ephrinの過剰発現により部分的に回復することを見い出した．Meigoの発現の抑制は小胞体ストレス応答をともない，MeigoはEphrinの生合成，細胞膜への輸送，N-結合型糖鎖の修飾にかかわることによりその機能を制御していることが示唆された．この研究は，神経回路形成の特定の局面における小胞体の機能の重要性を示した点で新しい．
はじめに
　全身の統合や記憶および学習をつかさどる脳では，膨大な数のニューロンが情報伝達のためのネットワークを構築している．機能的なネットワークを形成するため，それぞれのニューロンは情報の“受容”を担う樹状突起と“出力”を担う軸索を標的まで正確に投射（ターゲティング）する必要がある．これまで，樹状突起のターゲティングについてはその重要性が指摘されていたにもかかわらず，形態の複雑さゆえ研究はほとんど進んでいない．そこで，この研究では，比較的単純な形態の樹状突起をもつショウジョウバエの嗅覚系の投射ニューロンをモデル系として，その形態を定性的および定量的に解析することにより神経回路の形成における分子機構の解明を試みた．
　樹状突起が標的を認識して伸長し収束するというターゲティングの一連の過程において，機能する多くのタンパク質は膜受容体であるため，それらのタンパク質はまず小胞体において適切にフォールディングされ糖鎖修飾をうける．タンパク質のフォールディングが適切に行われたかどうかはN-結合型糖鎖を介した品質管理機構にてチェックされ，適切なタンパク質のみが以降の分泌経路に進むことができる1)．したがって，正確な樹状突起のターゲティングは，小胞体の正常な機能がささえているものと考えられる．しかしこれまで，樹状突起のターゲティングに関する研究は膜受容体およびその下流のタンパク質に焦点をあてたものが多く，小胞体の機能の重要性は注目されてこなかった．そこで，この研究は，先行研究のスクリーニング2) により得られた樹状突起のターゲティングにおける変異体であるmeigo変異体の解析，そして，小胞体タンパク質であるMeigoの役割を遺伝学的および生化学的な手法を用いて検証することにより，神経回路の形成における小胞体の機能の重要性の理解をめざした．
1．meigo変異をもつニューロンは樹状突起のターゲティングにおいて特定の局面に異常を示す

　ショウジョウバエの嗅覚系は，1次感覚ニューロン（嗅覚受容体ニューロン）の軸索と2次の投射ニューロンの樹状突起とが触角葉を構成する約50個の糸球体のうち1つを選別してターゲティングし，一対一の厳密なシナプスの接続を行っている3)（図1a）．そこで，それぞれのニューロンの形態を1細胞レベルで解析するため，MARCM（mosaic analysis with repressive cell marker，遺伝学的モザイク解析）法を適用した．MARCM法を用いることでヘテロ接合体，すなわち，ほぼ野生型に近い個体のなかで特定の細胞のみをホモ接合体とし，その細胞のみを標識することができる．
　まず，投射ニューロンにMARCM法を適用し，meigo変異ホモ接合体となった投射ニューロンの表現型を観察したところ，野生型では側方へとターゲティングする樹状突起が，meigo変異ホモ接合体ではあやまって正中線側へとターゲティングしていた．さらに，糸球体に収束できず，あふれでていることも観察された（図1b）．
　つぎに，軸索が1つの糸球体を選別する嗅覚受容体ニューロンにおけるmeigo変異体の表現型を観察した．MARCM法を適用して嗅覚受容体ニューロンのみを変異ホモ接合体としたところ，その軸索はあやまって正中線側へとターゲティングし，しかも，糸球体に収束できないという投射ニューロンの樹状突起と非常によく似た異常を示した．したがって，meigo変異はシナプスのパートナーである投射ニューロンの樹状突起と嗅覚受容体ニューロンの軸索の両方において，正中線-側方軸に関するターゲティング，および，糸球体への収束に異常をもたらすことが示された．
　遺伝学的なマッピングにより原因遺伝子を同定したところ新規の遺伝子だったため，樹状突起が本来の目的地を見失ってしまうという表現型にちなみmeigo（medial glomeruli，迷子）遺伝子と名づけた．MARCM法によりmeigo遺伝子のcDNAをmeigo変異ホモ接合体となった投射ニューロンにのみ発現させたところ，樹状突起のターゲティングは正常に回復した．また，同様に変異ホモ接合体となった嗅覚受容体ニューロンのみにmeigo遺伝子のcDNAを発現させたところ，軸索のターゲティングの異常は回復した．したがって，meigo遺伝子はシナプスのパートナーである投射ニューロンと嗅覚受容体ニューロンの両者において，それぞれ細胞自律的に機能していることが明らかになった．
2．Meigoは小胞体の恒常性の維持に必要である

　meigo遺伝子は酵母からヒトまで高度に保存されている8回膜貫通型タンパク質をコードしており，C末端には小胞体保留配列が存在した．抗Meigo抗体を作製して免疫染色を行ったところ，ショウジョウバエ培養細胞であるS2細胞においておもに小胞体のマーカーと共局在した．また，密度勾配遠心法によってもMeigoは小胞体画分に局在していることが確認された．Meigoは糖核酸トランスポーターファミリーに属し，糖鎖修飾に関与していると考えられた．しかし，ほかの糖核酸トランスポーターの変異体は樹状突起のターゲティングに異常を示さず，また，それらの遺伝子を過剰発現してもmeigo変異ホモ接合体となった投射ニューロンにおけるターゲティングの異常は抑制されなかった．この結果は，投射ニューロンにおける樹状突起のターゲティングには，ほかの類似タンパク質にはないMeigoに特有の機能が必要とされていることを示唆した．
　一方で，meigo遺伝子のオルソログであるhut1遺伝子については，出芽酵母における変異株では小胞体ストレスに感受性となり4)，線虫における変異体でも恒常的な小胞体ストレスを示し幼虫期に致死となることが示されている5)．そこで，meigo遺伝子の発現の抑制がショウジョウバエにおいても小胞体ストレス応答を誘導するかどうかを検証するため，S2細胞にmeigo遺伝子の二本鎖RNAを導入したところ，xbp1遺伝子の特異的なスプライシング6,7)，および，小胞体ストレス応答における標的遺伝子の発現の上昇が確認された．同様の小胞体ストレス応答は脳の投射ニューロンにおいても確認され，小胞体シャペロンであるHsc3（ショウジョウバエBiP）がmeigo変異ホモ接合体となった投射ニューロンの樹状突起に集積しているようすが観察された．さらに，meigo変異ホモ接合体となった投射ニューロンに小胞体シャペロンのドミナントネガティブ変異体や変異タンパク質を過剰発現させることにより小胞体ストレスの負荷を上げたところ，樹状突起のターゲティングの異常は悪化した．以上のように，meigo遺伝子の機能欠損が小胞体ストレス応答，および，小胞体ストレスへの脆弱性をひき起こしたことから，新規の小胞体タンパク質Meigoは小胞体の恒常性の維持に必要であることが示された．
3．EphrinはMeigoと遺伝学的に相互作用し投射ニューロンの樹状突起の糸球体への収束に必要である

　小胞体ストレス応答はタンパク質合成の抑制をひき起こすことが知られている．そこで，meigo変異をもつニューロンでは樹状突起のターゲティングを担う膜タンパク質の合成が抑制されているためにターゲティングの異常が起こる，という仮説にもとづき，候補タンパク質に関してサプレッサースクリーニングを行った．ここでは，糖鎖修飾の影響を強くうける膜タンパク質，および，軸索のターゲティングにかかわる膜タンパク質を候補とし，それらの遺伝子の過剰発現によりmeigo変異ホモ接合体となった投射ニューロンにおける樹状突起のターゲティングの異常が抑制されるかどうかを調べた．その結果，樹状突起のターゲティングに必要であることがすでに知られているSemaphorin-1a 8) やNカドヘリン9) の過剰発現では抑制されなかったのに対し，唯一，Ephrinの過剰発現が樹状突起のターゲティングの異常，とくに，糸球体への収束の異常を抑制することが明らかになった．
　Ephrinは投射ニューロンにおける樹状突起のターゲティングにどのように機能しているのだろうか．ephrin遺伝子の発現を抑制した際に起こる表現型を観察するため，ephrin遺伝子のshRNAを発現するトランスジェニックショウジョウバエを作出し，MARCM法により特定の投射ニューロンのみでephrin遺伝子の発現を抑制した．その結果，投射ニューロンの樹状突起は糸球体への収束の異常を示した．したがって，投射ニューロンの樹状突起が糸球体へと収束するにはEphrinが必要であり，meigo変異をもつニューロンの樹状突起が示した糸球体への収束の異常は，Ephrinの機能の減弱により起こっていることが示唆された．
4．MeigoはEphrinのタンパク質量，細胞内局在，糖鎖修飾にかかわる

　遺伝学的な相互作用からMeigoがEphrinの機能を制御していることが示唆されたため，S2細胞を用いてその詳細な分子機構を検証した．meigo遺伝子の発現を抑制したS2細胞にEphrinを発現させたところ，Ephrinのタンパク質量は対照に比べ有意に減少した．さらに，Ephrinの細胞内局在を検証したところ，meigo遺伝子の発現を抑制するとEphrinが細胞内にとどまる割合が増え，逆に，meigo遺伝子を過剰発現すると細胞膜へ局在する割合が増加した．
　Meigoは糖核酸トランスポーターであると推定されることから，MeigoはEphrinの糖鎖修飾にかかわり，その糖鎖修飾がEphrinシグナルを制御しているものと予想された．ショウジョウバエのEphrinには4か所のN-結合型糖鎖付加部位がある．この4か所に付加されるN-結合型糖鎖の程度はMeigoの発現量により影響をうけるのかS2細胞において検証したところ，内在性のmeigo遺伝子の発現を抑制したときにはN-結合型糖鎖の付加数は減少し，逆に，meigo遺伝子を過剰発現するとN-結合型糖鎖の付加数は増加することが見い出された．さらに，このN-結合型糖鎖がEphrinの機能に重要かどうかを調べるため，N-結合型糖鎖付加部位に変異を誘導した非糖鎖付加型Ephrin変異体を作出し，その生体における機能を検証した．その結果，meigo変異ホモ接合体となった投射ニューロンの表現型を抑制する機能は，野生型Ephrinより非糖鎖付加型Ephrinのほうが弱かった．つまり，Meigoが正に制御しているEphrinのN-結合型糖鎖は，投射ニューロンにおけるEphrinの機能に重要であることが示唆された．
　以上の結果より，MeigoはEphrinの生合成，細胞膜への輸送，N-結合型糖鎖の修飾のすべてにかかわり，それらが相乗的にはたらくことによりEphrinの機能に致命的な損傷をひき起こしていると考えられた（図2）．また，N-結合型糖鎖は小胞体におけるタンパク質品質管理機構にて中心的な役割をはたしているため，一般的にN-結合型糖鎖修飾にかかわるタンパク質の機能の減弱は小胞体ストレス応答をひき起こす1)．したがって，Meigoの機能減弱によりひき起こされた小胞体ストレス応答は，N-結合型糖鎖の修飾の異常により誘導されていたのではないかと考察された．
おわりに
　この研究は，新規の小胞体タンパク質Meigoがショウジョウバエの嗅覚系ニューロンにおける樹状突起のターゲティングおよび軸索のターゲティングにおいて，正中線-側方軸に関するターゲティング，および，糸球体への収束という特定の局面に必要であることを明らかにした．MeigoはEphrinの生合成，細胞膜への輸送，N-結合型糖鎖の修飾にかかわることにより，そのシグナルを間接的に制御していると考えられた．ただし，meigo変異ホモ接合体となった投射ニューロンにおいて異常のみられた正中線-側方軸方向に関するターゲティングを担うタンパク質はいまだ同定されておらず，今後の研究が待たれる（図2）．また，この研究は，胚発生やがん細胞の転移など生物のさまざまな局面において機能するEphrinが，樹状突起の収束の過程においても機能していることをはじめて示しただけでなく，Ephrinの生体での機能においてN-結合型糖鎖が重要であることを示唆した．このN-結合型糖鎖付加部位はEphrinファミリーメンバーのあいだで広く保存されており，Ephrinが四量体を形成する際の接触面に位置することが報告されているため10)，N-結合型糖鎖がリガンドとの親和性を制御している可能性も考えられた．
　以上，小胞体タンパク質が神経回路の形成において特定の局面に必要とされる現象は新しく，この研究は，細胞膜タンパク質の小胞体における機能の制御が樹状突起のターゲティングにおいて重要であることを示唆した．さらに，細胞の生死，また，恒常性の維持にかかわる小胞体は，神経変性疾患や糖尿病など多くの疾患との関連が報告されていることから，今回のMeigoの発見は，小胞体の生理機能のさらなる理解や小胞体関連疾患の発症機序の解明にもつながるものと期待される．
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〈図説明〉

図1　ショウジョウバエの嗅覚系とmeigo変異体の表現型

（a）ショウジョウバエの嗅覚系の模式図．この研究では，嗅覚器において感知された匂い情報を受け取るニューロンにおける樹状突起のターゲティングを観察した．
（b）野生型のニューロンの樹状突起は標的領域に正しくターゲティングし領域に収束するが，meigo変異体の樹状突起は正中線側へと異常にターゲティングし特定の領域に収束できない．
図2　小胞体タンパク質Meigoによる樹状突起のターゲティングにおける制御

（a）野生型．Meigoは小胞体に存在し，糖核酸の小胞体への輸送，タンパク質のフォールディングなどをサポートすることにより，膜タンパク質の安定供給を実現しており，正常な樹状突起のターゲティングが起こる．
（b）meigo変異体．Meigoがなくなると小胞体ストレス応答が生じ，Ephrinの量，および，正中線-側方軸方向のターゲティングを担うタンパク質の量が減少し機能が減弱する．このとき，背腹軸方向のターゲティングを担うタンパク質は影響をうけていないと考えられ，その結果，特異的な樹状突起のターゲティングの異常がひき起こされる．
