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論 文 内 容 の 要 旨

糖鎖は細胞表面上でタンパク質や脂質に結合しており,細胞間接着や細胞の移動に重要であることが近年次第に解明され

つつある｡ その中でもHNK-1糖鎖抗原は神経系に特徴的に発現しており,神経細胞の移動,接着,神経突起の伸長への

関与が示唆されている｡ 本糖鎖抗原の構造は細胞表面上に豊富に存在するN-アセチルラクトサミン構造の末端に,3位が

硫酸化されたグルクロン酸が結合した特異的な構造をしている｡ 申請者の所属する研究室ではすでに,このN-アセチルラ

クトサミン構造にグルクロン酸を転移する酵素として,二種類のグルクロン酸転移酵素 (GIcAT-PおよびGIcAT-S)が

存在することを明らかにしている｡ 本研究は,HNK-1糖鎖生合成におけるこれら二種類のグルクロン酸転移酵素の役割を

解明することを目的としたものである｡第一章では糖タンパク質に特異的なグルクロン酸転移酵素 (GIcAT-P)の基質特

異性について,第二章では第二のマウスグルクロン酸転移酵素 (GIcAT-S)のcDNAクローニングと遺伝子構造解析を行

った｡

第一章 ラットグルクロン酸転移酵素のタンパク質性基質に対する基質特異性

ラットグルクロン酸転移酵素 (GIcAT-P)の酵素学的性質を明らかにするため,糖タンパク質に対する基質特異性を検

討した｡まず,N-アセチルラクトサミン構造を多く含むアシアロオロソムコイドをモデル基質とし,生後14日齢のラット

脳から精製したグルクロン酸転移酵素を酵素源として酵素反応を行った｡反応生成物から糖鎖を遊離させ,ピリジルアミノ

化した後,高速液体クロマトグラフィーによる2次元マッピングや質量分析法を用いて,グルクロン酸の転移された糖鎖の

構造解析を行った｡その結果,GIcAT-Pはアシアロオロソムコイドに存在する主要な複合糖鎖である2本鎖,3本鎖,4

本鎖に対し,ほぼ同じ効率でグルクロン酸を転移することが明らかとなった｡

次にピリジルアミノ化した種々の複合型糖鎖を基質として,グルクロン酸転移反応を行い,グルクロン酸の転移された分

枝の同定を行った｡その結果,本酵素は糖鎖末端に存在するN-アセチルラクトサミン (G哩 l-4GIcNAc)構造を厳密に

認識すること｡ さらに,N-アセチルラクトサミン構造のなかでも特にGaP1-4GIcNAcP1-4Manα1-3の構造に対して最も

よくグルクロン酸を転移する,いわゆる分枝特異性を持つことが明らかとなった｡

第二章 HNK-1糖鎖生合成に関わる第二のマウスグルクロン酸転移酵素のcDNAクローニングおよび遺伝子構造解析

HNK-1糖鎖抗原の生合成に関与する二種類のグルクロン酸転移酵素 (GIcAT-P,GIcAT-S)の遺伝学的な相違点を調

べるため,マウスGIcAT-SのcDNAクローニング,遺伝子構造解析および遺伝子マッピングを行った｡

生後9日齢マウス大脳のRNAを鋳型とし,すでに明らかにされているラットGIcAT-Sのアミノ酸配列の情報をもとに

縮重プライマーを作成し,PCR法によってクローニングを行った｡得られたcDNA断片の塩基配列の情報をもとに5'領域,

3'領域はRACE法により塩基配列を決定した｡これらの塩基配列の情報よりマウスGIcAT-Sは324アミノ酸残基からなり,

ラットGIcAT-Sと98.1%,マウスGIcAT-Pとは58.2%の相同性を示した｡続いてノーザン･プロット法により各組織で

のマウスGIcAT-Sの発現を解析した結果,マウスGIcAT-Sは神経系に特異的に発現していることが確認された｡
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次に,マウスGIcAT-ScDNAをプローブとしてSvj129マウスゲノムライブラリーをスクリーニングし,GIcAT-S遺

伝子断片を複数単離した｡構造解析の結果,GIcAT-S遺伝子は翻訳領域が4つのエクソンからなり,全体で25kbp以上に

及ぶ遺伝子であることが明らかとなった｡さらにサザン･プロット法やFISH法により解析した結果,マウスGIcAT-S遺

伝子は単一コピーの遺伝子であり,第1番染色体のA4-B領域に位置していることが示された｡GIcAT-S遺伝子のエクソ

ン,イントロンの構造はGIcAT-P遺伝子のそれと大きく異なり,染色体上の位置も異なることが明らかとなった｡

以上,本研究はHNK-1糖鎖抗原の生合成に中心的な役割を担う二種類のグルクロン酸転移酵素に関して,その基質特

異性や遺伝子の構造について明らかにしたものであり,生体内における二種類のグルクロン酸転移酵素の存在意義を考える

うえにおいて重要な知見を与えるものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

近年,神経回路網の形成過程における細胞間相互作用に糖鎖が直接的に関与することが明らかにされつつある｡ このよう

な糖鎖の一つに,免疫グロブリンスーパーファミリーに属する神経系細胞接着分子に特徴的に発現するHNK-1糖鎖抗原

が知られている｡ 本抗原は硫酸化されたグルクロン酸がN-アセチルラクトサミン構造の末端に結合した極めて特徴的な構

造をもつ ｡ その生合成は,まず,二種類の特徴的なダルクロン酸転移酵素 (GIcAT-PおよびGIcAT-S)により,糖タン

パク質糖鎖の周辺部に含まれるN-アセチルラクトサミン構造の非還元末端にグルクロン酸が転移され,ついで,硫酸基転

移酵素の働きにより,このグルクロン酸の3位が硫酸化されて完成する｡

申請者はまず,アシアロオロソムコイド(ASOR)と複合型N-グリコシド型糖鎖を用いて主要なHNK-1糖鎖抗原生合

成酵素であるグルクロン酸転移酵素 (GIcAT-P)の基質特異性について解析した｡その結果,GIcAT-Pは2本鎖,3本

鎖,4本鎖の複合型N-グリコシド型糖鎖いずれも良い基質とすること,GIcAT-Pは複合型糖鎖内の結合様式に対する分

枝特異性 (ブランチ特異性)を有し,Ga岬1-4GIcNAcβ1-4Manaト3部位に対してグルクロン酸を転移しやすいこと,

しかし,この糖鎖の末端の結合がGa岬1-3結合になると全く転移せず,末端のN-アセチルラクトサミンを厳密に認識す

ることを明らかにした｡

次に申請者は第二のマウスダルクロン酸転移酵素 (GIcAT-S)のcDNAクローニングとその遺伝子構造解析を行った｡

マウスGIcAT-SのcDNAクローニングはラットGIcAT-Sとの相同性を利用して,PCR法によって行った｡得られたマ

ウスGIcAT-Sは975塩基の翻訳領域アミノ酸配列は,ラットGIcAT､-Sに対して98.1%の高い相同性を示し,ラット

GIcAT-Pに対しては49.5%の相同性を示した｡また,マウスはラットのGIcAT-Sと比較して6個のアミノ酸残基が異な

ってい美｡マウスGIcAT-Sは分子量が約37kDaでハイドロパシープロット解析からⅠ型膜貴通タンパク質と予想された｡

また,ノーザンブロット解析の結果,神経系に強く発現していて肝臓に発現していないことが示された｡GIcAT-Sマウス

GIcAT-S遺伝子構造は翻訳領域が4つのエクソンからなり,全体で25キロ塩基対以上の構造をもつことを明らかにした｡

マウスGIcAT-S遺伝子はFISH解析の結果,1番染色体のA4-B領域に位置していることが判明した｡マウスGIcAT-S

遺伝子の転写開始点を決定した結果,複数の部位から転写されることが示された｡プロモーター領域は基本転写因子に必要

なTATAボックスやCCAATボックスが存在せずGC含量が高いこと,転写因子結合部位としてC-Ets-1,p300,C/

EBP,AP-1等が含まれることが分かった｡

以上の研究は,神経系の回路形成に関与する糖鎖抗原の生合成の機作の解明をすすめる上で重要な知見を明らかにしたも

のであり,よって本論分は博士 (薬学)の論文として価値あるものと認める｡

更に,平成14年2月28日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた｡
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