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論文内容要旨

  神経組織に豊富に含まれるガンダリオシドは, 神経突起形成, シナプス伝達, 細胞接着, 神経

 細胞死等に重要な役割を演じている。 本研究ではガングリオシ ド分解酵素であるシアリダーゼに

 着目 し, マウスガングリオシ ドシアリダー ゼの cDNA クローニング及 びその酵素学的特性の検

 討を行った。 さらに神経細胞分化過程における同酵素の役割を明らかにすべく, マウス神経芽腫

 細胞 Neuro2a の神経突起伸長過程における同遺伝子の発現変化の観察, ならびにシアリ ダーゼ

 安定発現株を用いた神経突起形成への影響を検討 した。

  既にク ローニングさ れているウ シ形質膜性, ラッ ト細胞質性及びヒ トリソソーム性 シアリ ダー

 ゼの一次構造間において高い相同性を示す領域についてデジェネ レートプライマーを作成 し, マ

 ウス脳 cDNA を鋳型と して PCR を実施した。 得られた 396bpPCR 産物の塩基配列を元にプライ

 マーを作成 し, RACE 法により cDNA の完全長を得た。 cDNA のサイ ズは 3339bp で計 418 個の

 アミノ酸をコードしており, シアリダーゼのコ ンセ ンサス配列である Asp-box を3個, YRIP モ

 チーフを1個含んでいた。 アミノ酸レベルでのホモ・ジー検索では, ヒト形質膜性シアリダーゼ

 と 67.8%と最 も高い相同性が確認され, 一次構造から推測される分子量は約 47kDa であった。

 ノザンブロット解析では3.4kb の単一バンドが検出され, 心筋に強い発現がみられた他, 脳, 脾

 臓, 肝臓, 肺, 腎臓, 精巣等にも有意な発現が認められた。 マウス脳を用いた In situ ハイブリ

 ダイ ゼーショ ンでは, 大脳皮質第2層, 小脳顆粒細胞層等に有意な mRNA の分布が確認された。

  次に, 同遺伝子がガンダリオシド水解活性をコードしていることを確認すべく, 翻訳領域の全

 長を真核細胞用発現ベクター pME18S に組み込んで, COS-1 細胞に一過性発現を行った。 陽性

 トランスフェクタントではコントロール細胞に比 し, ガングリオシ ド水解活性は約 2500 倍に上

 昇した。 ガングリオシ ドに対する同酵素の至適 pH は4.4 付近にみられ, ガンダリオシド GD3,

 GM3, GDla が良い基質となり, GM2 やシアリルラクトースに対 しても弱い触媒活性を有する

 ことが確認された。 GDla 及びシアリルラク トースに対する Km 値はそれぞれ 57μM, 584μM

 であり, 本酵素はガングリオシ ドに対 して優先的に働くことが確認された。

  さらに, 神経細胞の神経突起伸展過程における同酵素の機能的役割を検討する目的で,

 5-bromodeoxyuridine (0.25mM) によって分化誘導させたマウス神経芽腫細胞 Neuro2a につ

 いてシアリダーゼの発現を観察した。 ガングリオシ ドシアリダーゼ活性の測定を行 い, 競合的

 PCR 法によってシアリダーゼ遺伝子発現量を定量したところ, 神経突起を有する細胞の割合が

 増加 し, ニュ一口ンヘの分化マーカーであるアセチルコリンエステラーゼ活性が増加するに従っ

 て, 酵素活性 (day4-5 で dayO のll-12 倍) ・転写活性 (day4-5で dayOの 20-21 倍) とも
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 に有意な上昇が認められた。 続いて Neuro2a 細胞のガング IJ オシ ドシアリ ダーゼ遺伝子安定発

 現株を3系統取得 し, 前述と同様の条件下で BrdU による神経突起伸長効果を観察 したところ,

 シアリ ダー ゼ遺伝子導入株では野生型株およびコントロールベクター導入株と比べ, より早い時

 期に神経突起形成が認められ, この傾向は発現 しているシアリダーゼ遺伝子量とほぼ相関してい

 ることがわかった。 以上の実験結果は, ガングリオシ ドシアリダーゼは哺乳動物の中枢神経系に

 広範に発現しており, 神経細胞分化過程において神経突起伸長を促進する重要な因子の一つとし

 て作用 している可能性が高いことを示 している。
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 審査結果の要旨

  神経組織に豊富に含まれるガンダリオシドは, 神経突起形成, シナプス伝達, 細胞接着, 神経

 細胞死に重要な役割を演 じている。 本研究ではガングリオシ ド分解酵素であるマウスガングリオ

 シ ドシアリダ一世の cDNA クローニング及びその酵素学的特性および神経突起伸長やその形成

 への影響を検討した。

  ラッ ト及びヒトシアリダー ぜにおいて高い相同性を示す領域のデジェネ レー トプライマーを作

 成し, マウス脳 cDNA を鋳型として PCR を実施した。 3339hp で計 418 個のアミノ酸をコー ド

 しているcDNAを得た。 心筋, 脳, 脾臓, 肝臓等にも有意な発現が認められた。 マウス脳を用

 いた in situ ハイブリダイゼーションでは, 大脳皮質第2層, 小脳皮質第2層, 小脳顆粒細胞層

 等に mRNA の分布が確認された。 同遺伝子を COS-1 細胞に一過性発現を行ったところコント

 ロール細胞に比 し, ガングリオシ ド水解活性は約 2500 倍に上昇した。 ガングリオシ ドに対する

 同酵素の至適 pH は 4.4 付近にみられ, ガンダリオシドGD3, GM3, GDla が良い基質となり,

 GM2 やシアリルラク トースに対しても弱い触媒活性を有することが確認された。 GDla 及びシ

 アリルラク トースに対する Km 値はそれぞれ 57μM, 584μM であり, 本酵素はガンダリオシ

 ドに対 して優先的に働くことが確認された。

  さらに, 神経細胞の神経突起伸展過程における同酵素の機能的役割を検討する目的で, 5

 bromodeoxyuridine (0.25mM) によって分化誘導させたマウス神経芽腫細胞 Neuro2a について

 シアリダーゼの発現を観察 した。 神経突起を有する細胞の割合が増加 し, ニューロ ンヘの分化マー

 カーであるアセチルコリンエステラーゼ活性が増加するに従って, 酵素活性と転写活性ともに有

 意な上昇が認められた。 続いて Neuro2a 細胞のガングリオシ ドシアリダーゼ遺伝子安定発現株

 を3系統取得 し, 前述と同様の条件下で BrdU による神経突起伸長効果を観察したところ, シア

 リダーゼ遺伝子導入株では野生型株およびコントロールベクター導入株と比べ, より早い時期に

 神経突起形成が認められた。

  以上の実験結果は, ガングリオシ ドシアリダーゼは哺乳動物の中枢神経系に広範に発現してお

 り, 神経細胞分化過程において神経突起伸長を促進する重要な因子の一つとして作用 している可

 能性が高いことを示しており, 本研究は学位に値すると考える。
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