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序論

　シアル酸は複合糖質の非還元末端をしめる酸性の9炭糖であり、Nアセチルノイラミ

ン酸（NeuAc）を生合成の前駆体とするノイラミン酸誘導体群の総称である（1）。このシ

アル酸は古くより動物細胞の表層に多く存在して、細胞の酸性電荷に寄与することが考

えられてきた。しかし、シアル酸自体に機能があり、シアル酸を含む分子の分子間認識

を通して生体内で様々なシグナルが伝達されていることが、シアル酸を含む血清糖タン

パク質の血流中での肝実質細胞細胞による取り込みからの安定性（2）、細胞接着等の細胞

間シグナル伝達（3）、リンパ球のホーミング④、腫瘍細胞の転移（5）、インフルエンザウイ

ルスの感染（6）等様々な生物学的現象を解析することにより明らかとなってきている。

　このシアル酸は自然界には40種類にも及ぶ多様な分子種が知られており、この多様

性の代表的な一例としては、シアル酸の5位のアミノ基に注目するとこれがアセチル化

しており最も普遍的に存在すると考えられるNeuAcとこれのアセチル基がさらに水酸化

されたNグリコリルノイラミン酸（NeuGc）に大別でき（Fig．04）、また、そのほかの

代表的な修飾としてはシアル酸の水酸基がアセチル基に変換された0一アセチル型のシ

アル酸の存在も明らかにされているの。

　　　　　　　　　CH20H　　　　　　　　　　CH・OH

　　　　　　　　　　　　　　　H壷　　　　　H20
　　　　　　　　CMP・NeuAc　　o2　　　　　　　　　　CMP・NeuGc

Fig．0・1．　Biosynthesis　of　N－glycolylneuraminic　acid．　The

hydroxylation　of　NeuAc　to　NeuGc　occurs　at　the　level　of　sugar

nucleotide　form　in　the　cytosoL

　これらシアル酸の生合成は哺乳動物ではNアセチルマンノサミンがリン酸化されN・

アセチルマンノサミン6リン酸そしてNアシルノイラミン酸9リン酸をへてNeuAcが

合成され、その後これが多様な修飾を受けることが知られている（8）。しかし、これらの

多様性の生理的意義はこれまでほとんど明らかにされていなかった。

　著者らはこの多様性の一端を担うシアル酸の代表的な修飾である5位のアセチル基に

注目し、糖供与体として存在するCMP－NeuAcを水酸化することによりCMP－NeuGcに

変換し、シアル酸に多様性をもたらすCMP－NeuAc水酸化反応について研究を進めてき

た。この反応以外にもNeuGcの産生、付加経路の存在は提唱されているものの（55）、
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CMP _N euAc水酸化反応が細胞内のNeuGc産生の最も主要な経路であり､この反応産物で

あるCMP-NeuGcが各種のシアル酸転移酵素の働きにより複合糖質の糖鎖末端に転移され

ると考えられている (9･10).

このNeuGcを含む複合糖質は古くより動物組織に含まれるH-D抗原として知られてお

り､NeuGcを含む複合糖質はヒトでは癌胎性抗原であることが知られている (ll,12)｡シア

ル酸の最も主要な分子種であるNeuAcに対する修飾がこのような発現調節を受けている

事実は非常に興味深い｡また､動物組織におけるNeuGcの発現は種､臓器､発生段階な

どにおいて非常に特異的な調節がされている(13,14).この特異的な発現調節を解く鍵とし

て最近新 しい知見も得られている｡すなわち､マウスの免疫系細胞に発現するシアル酸

結合性細胞接着因子であるシアロアドへジンはNeuAcのみとしか結合できないが､CD22

は､NeuAcとともにNeuGcも認識して結合することができ､このようなシアル酸分子種

の違いと認識分子の組合わせによりシグナル伝達の調節が行われている可能性が示唆さ

れている (15)0

CMP-NeuAc水酸化反応は当教室のこれまでの研究によりNADHよりシトクロムち 還

元因子､シトクロムb, と受け渡された電子が最終的にこの反応の末端酵素であるCMP-

NeuAc水酸化酵素に渡されるという以下に示すような電子伝達系を構成する可能性が提

唱されている(16･17)0 (Fig.0-2)

NADH > x

NADPH > Y

Cytochrome CA4P･NetIAcHydroxylase

Fig･0-2ElectrontransportsystemunderlyingCMp-NeuAc

hydroxylationconcludesatleastthreesolubleprotein

components･XandYareunidendfiedproteinfactorswhichare

supposedlyinvolved･

そこで著者は､この電子伝達系の主要な構成因子であるシトクロムb,を中心に､第 1

章ではこのタンパク性因子のうち､b, 還元因子 (18'とb5(19'のCMP-NeuAc水酸化反応

に対する関与とその反応機構を解析した｡第2章ではb,の生合成機構をcDNA(20'及び

ゲノム遺伝子 (21)のクローニングをもとに解析 した｡第3章ではこれらの結果をもとに

CMP-NeuAc水酸化反応に関与するb,の分子種(19'について解析したo以下これらを詳述

する｡
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第 1章 cMP,〟-アセチルノイラミン酸水酸化反応の制御因子の解析

N-グリコリルノイラミン酸(NeuGc)の発現は､最も普遍的に発現しているシアル酸で

あるN-アセチルノイラミン酸 (NeuAc)の広汎にわたる発現とは異なり､種､臓器､発

生段階など様々な段階で特異的に調節されていることが知られているC7)｡この発現調節

は主にCMP-NeuAc水酸化反応により糖供与体であるCMP-NeuAcがCMP-NeuGcへと変

換されることにより行われていることが明らかにされている(9,10)｡そこで､著者はNeuGc

の発現が強いマウス肝臓でのCMP-NeuAc水酸化反応に関わる因子を分画し､ここで得ら

れた画分を利用してシトクロムb,還元因子 (b,還元因子)とシトクロムb, (b, ) の水

酸化反応に対する影響及びその反応機構機構を調べた｡

第 1節 cMP-N-アセチルノイラミン酸水酸化反応に対する

シトクロム 還元因子の解析

cMP-NeuAc水酸化反応は少なくとも3つのタンパク性の因子を介する電子伝達系を構

成していると考えられる(16･17)｡すなわち､まず､NADHまたはNADPHより電子を受け

取ったb5 還元因子 がb5 に電子を受け渡す.還元型b, が末端酵素のCMP-NeuAc水酸化

酵素に電子を受け渡す｡活性化された酵素が基質であるCMP-NeuAcに対 して分子上の酸

素を利用してモノオキシゲナーゼ反応を行う｡ また､このマウス肝臓サイトゾ-ル画分

全てを酵素源として活性を測定すると､活性が検出され､これにさらに抗b, 抗体を加え

ることにより､この活性は消失することが知られている｡

このようなcMP-NeuAc水酸化反応に必要な3つの可溶性の因子を以下の方法で分画し
たOマウス肝臓サイトゾ-ル画分をDEAE-SepharoseCL-6Bカラムにアプライし､これを

直線的にNaCl濃度を上げることにより溶出した｡この時タンパクの挙動は280mmでの吸

光度で追跡した｡その結果､NaClの濃度が0.1M付近で溶出するDE-1画分と､0.25M付

近で溶出してくるDE-2画分を得た｡これらは単独ではCMP-NeuAcを水酸化する活性が

みられないが､互いに混合することで活性がみられ､これを指標に分画を行った｡DE-1

画分はそれ自体ではcMP-NeuAc水酸化活性を持たか ､が､これにb5 を加えることによ

りcMP-NeuAcからcMP-NeuGcへの転換がみられた｡これより､DE-2画分にはb5が含

まれていることが予想された｡(Fig.ト1)しかしこの画分に含まれるシトクロムb5は非

常に少量であり､以降の実験には大量に調製でき､この活性を補うことのできたウマ赤

血球由来の可溶型を利用している｡
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Fig.1-1 DEAE-Sepharose CL-6B chromatography of CMP-NeuAc

hydroxylase from mouse liver cytosol. The CMP-NeuAc

hydroxylase fraction obtained on ammonium sulfate preparation

was chromatographed as described under "EXPERIMENTAL

PRocEDURES." filled circle, absorbance at 280nm; open circle,

CMP-NeuAc hyroxylase activity in the presence of 20pl of the

fraction containing the highest DE-2 activity; open box, CMP-

NeuAc hydroxylase activity in the presence of 20pl of the fraction

containing the highest DE-1 activity.
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Fig.1-2. Cellulose phosphate Pll column chromatography of the

cytosolic proteins of mouse livert open box, protein (absorbance

at 280nm ); Mled circle, activity of the terminal enzyme, as assayed

with abundant of cytochrome bs and its reducing factor. 1 he arrow

indicates the position where the buffer was changed to that

containing O.5M NaCl.
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　次に、DE－1画分について、これをリン酸セルロースPllカラムクロマトグラフィーに

より、素通り画分と結合画分に分離した。結合画分の溶出には0．5MのNaClを使用し、

タンパクの挙動は280nmでの吸光度で追跡した。このP11非結合画分にはb5とP11結合

画分とを加えたアッセイ系でCMP－NeuAc水酸化活性を示した。（Fig．1－2）以上3つのど

の成分を欠いても再構成系による水酸化活性は検出できなかった。

　このPll結合画分と非結合画分をNADHまたはNADPHを電子供与体としてb5を還元

することができるかどうかを424nmの吸光度の上昇を指標として測定した。その結果、靱

を還元することのできる画分はP11結合画分で、この画分はNADHの存在下で強くわ5を

還元し、NADPH存在下でもでも弱いながらも同じ活性がみられた。一方、　P　l　1非結合画

分にはNADHを高濃度で加えてもわ，の還元はみられなかった。以上のことよりP11結合

画分にb，還元因子が含まれていることが予想された。（Table　1－1）この因子は一定量の靱

とP11非結合画分、つまり、CMP－NeuAc水酸化酵素の存在下で再構成系によるCMP－

NeuAc水酸化反応に対する濃度依存性を示した。（Fig．1－3）また、この因子の大まかな分

子量を求めるためにマウス肝臓のサイトゾール画分のSuperdex　75によるゲル濾過クロマ

トグラフィーを行ったが、この溶出物の活性を調べたところ、このb5還元因子の分子量

は約30kDaであることが明らかとなった。また、　CMP－NeuAc水酸化酵素は約58kDaに溶

出された。（Fig．1－4）

Table　1－1．　Reduction　of　cytochrome　b5　with　the　Pll　bound　and

unbound　fractions．　aThe　50μl　incubation　mixtures　contained　2．6

μ9Protein　of　the　Pll　bound　fraction　and　2・9μ9　Protein　of　the　Pll

unbound　frac廿on．

Frctiona elect：ron　dono：r　　　（μ：M）　　　△A424（min－1）

PIl　bound

P］．1　unbound

NADH

NA：DPH

NADPH

NADH

NADPH

44

44

220

220

220

O．91

0．02

0．08

＜0．01

＜0．01
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第2節　シトクロムb5とCMP－N・アセチルノイラミン酸水酸化酵素

との親和性と相互作用の解析

　b5は直接末端酵素に電子を受け渡すことが予想されており、したがって、わ5とCMP－

NeuAc水酸化酵素は直接相互作用することが考えられる。そこで、まず、このCMP－

NeuAc水酸化反応の重要なステップとしてこれら両者の相互作用を想定し、これについ

て明らかにするためにCMP－NeuAc水酸化反応に対するわ5の影響を再構成系の実験を指

標として測定した。一定量のb，還元因子とCMP－NeuAc水酸化酵素を含む反応液に段階

的に樗の濃度を変えてCMP－NeuAc水酸化活性を測定したところ、この反応は、　b5の濃

度依存性を示した。これをLineweaver－Burkプロットしたところ水酸化酵素のb5に対する

㎞値は。．15μMであり、両者には比較的強い親和性があることが明らかになった。（Fig．

1－5）
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fraction（99・0μ9），　containing　the　hydroxylase，　cytochromeわ5（わ5）

andわ5　reducing　factor（s），　was　incubated　with　various　amounts　of
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このことを利用し､水酸化酵素とb,の直接の相互作用を検出するために､ウマ赤血球

より単離したb,をsepharose-4Bに固定し､b5アフィニティーカラムを作製した.クロマ

トグラフィーを行った｡水酸化酵素源としては部分精製したものを利用し､b5アフィニ

ティークロマ トグラフイーの溶出画分はCMP-NeuAc水酸化活性で追った｡その結果､

CMP-NeuAc水酸化活性は緩衝液のみではカラムと相互作用はしなかったが､基質である

CMP-NeuAcの存在下でカラムから遅れて溶出してきた.また､このカラムとの相互作用

は反応産物であるCMP-NeuGcの存在下ではみられず､このCMP-NeuAc水酸化反応の阻

害剤である塩の存在下で相互作用が阻害された｡さらに､別のこの反応の阻害剤である

アジドを同時に流すとこの相互作用を全く阻害されなかったことより､アジドはこの反

応の酵素とb,の相互作用とは違うと点で阻害していることが予想されたoこれらの結果

は､CMP-NeuAc水酸化酵素は､まず､基質であるcMP-NeuAcと結合して何らかの高次

構造の変化を起こし､はじめてb,と結合できることを示している｡また､このアフィニ

ティークロマ トグラフイーを利用して､共同研究者らによりcMP-NeuAc水酸化酵素の精

製が行われた (42)｡

0

AU

0

0

0

O

0

0

8

7

/O

th

4

3

'一

1

台
!̂p
3t!Tq
q

aqこ

0
%

10 20

FractionNumbers

Fig･1-6･Cytochromeb5-SepharosechromatographyoftheCMp-

NeuAchydroxylase･TheCMP-NeuAchydroxylasewasapplied

toacytochromeb5-Sepharosecolumn(1ml)inthepresenceof

lOOuMCMPINeuAc(opencircle)′100pMCMP-NeuGc(filled

triangle)′andloopMCMP-NeuAcand100mMNaCl(Openbox

filledwithdot)･FractionsofO･2mlwerecollectedandaliquots

thereofwereusedformonitoringtheenzymeactivity･Thearrow

indicatesthepositionoftheflow-throughfractiononelutionofthe
colum .
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第3節　実験方法

実験材料

　CMP－NeuAc、　NeuAcおよびNeuGcは関東化学（東京）より購i歯した。　CMP。NeuGcは

MECT（東京〉の伊藤博士と富田博士より恵与された。　DEAE－Sepharose　CL－6B、　Seharose－

4Bおよび・Superdex　75はPharlnacia（UpPsala　Sweden）より購i歯した。　TSK－gel　ODS－80TM

カラム（4．6㎜i．d．×250㎜）は東ソーよ騰入した。そのほかの試薬は和光純薬（大

阪）またはナカライテスク（京都）より購入した。BCAタンパク定量キットはPierce

Chemicalより、分子量マーカーとして使用したウシ血清アルブミン、オブアルブミン、

α一キモトリプシンそしてミオグロビンはSigma（St　Louis，　MO，　USA）より購i乱した。ま

た精製されたウマ可溶型シトクロムb，は文献（17）にて精製されたものを使用した。

動物

　DBA！2およびddYマウスは静岡実験動物センター（静岡）より購入した。

マウス肝臓サイトゾール面分の分画

　マウスの肝臓を門脈から0・25Mショ糖、　l　mM　EDTA、2μ9／副ペプスタチンA、2μ

91inl皿，CKを含むTris－HCI　pH　7．5の緩衝液で灌流した。その後、肝臓を単離し、同じ緩

衝液中でホモジナイズした。このホモジネートを10，㎜×gで20分間遠心した後、さら

に0．5Mのショ糖に重層し140，000×gで3時間超遠心して、サイトゾール画分を得た。こ

のサイトゾール三分を、まず、40％硫酸アンモニウムで飽和させ、12，㎜×gで30分間

遠心した上清をさらに、60％の硫酸アンモニウムで飽和させ、12，000×9で30分間遠心

し・この沈殿を0．1mM　DTrを含む10mM　Tds－HCI　pH　7．5緩衝液（緩衝液A）に溶解し

た。その後、硫酸アンモニウムを除くために同じ緩衝液Aで透析を行い、以下のカラム

クロマトグラフィーに用いた。まず、この硫酸アンモニウム40～60％画論を緩衝液Aで

平衡化したDE超一Seph肛ose　CL－6B（26㎜i．己×41（㎞）カラムにアプライした。この

結合画分は緩衝液Aで洗浄した後、直線的にNaClの濃度をOMから0．5Mにあげることに

より溶出した。このカラムより0．1M～0．2MのNaC1で溶出された画分をDE－1画分、0．25

～0．3MのNaClで溶出された画分をDE－2画分とした。このフラクションは280nmの吸光

度と以下に示すCMP－NeuAc水酸化活性の測定を行った。
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DE-2画分はさらに､12.5%グリセロールと0.1mMDTrを含むリン酸ナトリウムpH7.0

緩衝液 (緩衝液B)で透析し､その後､緩衝液Bで平衡化したリン酸セルロースカラム

pll(50mmi.d.×130rrm)にアプライした｡その後､緩衝液を0.5MNaClを含む緩衝液

Bに変えて結合物の溶出を行った｡これらのフラクションは280mmの吸光度と以下に示

すcMP-NeuAc水酸化活性の測定を行った｡

CMP-NeuAc水酸化活性の測定

cMP-NeuAc水酸化活性は文献 (16)に準じて行った｡マウス肝臓サイトゾ-ル画分を

使用する場合には､これをまず0.15MNaClとImMEDTAと0.1mMDTTを含む10mMTriS-

HCIpH7.5緩衝液で透析し､その後､0.1rnMDTrを含む10mMTris-HCIpH7.5緩衝液も

う一度透析し内在性のCMP-シアル酸を除き､酵素源として使用した｡酵素反応液には

10IllMTriS-HCl緩衝液に34nモルのNAD(P)H､2nモルのCMP-NeuAc､lmMDTTとcMP-

NeuAc水酸化酵素源またはシトクロムb,源またはb,還元因子源を適宜含む溶液を最終用

量を50/Jlに調製し､37℃で反応させた｡なお､ポジティブコントロールとしてはそれ

ぞれ､CMP-NeuAc水酸化酵素を14･5FLunits､可溶型b,を40pモル､b,還元因子をタン

パク5.5FLg使用している｡この反応は0.3mlの氷冷エタノールと混合することで停止さ

せ､15分間氷冷した後に10,00Ogで5分間遠心分離した｡移動相を15mMのリン酸アンモ
ニウム､固定相をTSK-gelODS-80TM､流速0.5ml/血nの条件でこの上清を逆相HPLCで

分離し､その271mmでのCMPの吸光を指標に定量を行った｡この条件で､反応基質の

CMP-NeuAcと反応産物のCMP-NeuGcとが分離され定量できる｡

シトクロムb,還元アッセイ

b,に対する還元力を測定するために､反応液は2･9FLMの可溶性b,と44FLMNAD(P)

Hまたは220/JMNAD(P)Hとpllカラムの溶出画分を含むTris-HClpH7.5緩衝液に

最終用量50FLlに調製し､これを25℃で反応させ､424mmの吸光度の増加をDU-64吸光

度計 (Beckmanlns.Inc.Fullenton,CA,USA)で測定した｡

ゲル櫨過クロマトグラフィー

先ほど得られたDE-1画分を緩衝液Aで平衡化したsuperdex75カラム (16mmi.d.×

600mm)にアプライして分画した｡これらのフラクションはそれぞれBCAタンパク定量
キットでのタンパク定量とcMP-NeuAc水酸化活性の測定及び420nmでの吸光度の減少を

みるフェリシアン化カリウムの還元活性の測定を行った｡使用した分子量マーカーはそ

れぞれウシ血清アルブミン (68kDa)､オブアルブミン (44kDa)､α-キモトリプシン

(24.5kDa)そしてミオグロビン (17kDa)である｡
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シトクロムb5アフィニティークロマトグラフィー

　b5－Sepharose　4Bカラムは、精製されたウマ可溶型わ5（5．25mg）と4．4mlのBrCN活性

化Sepharose　4Bを最終用量12ml中で一晩4℃で反応させて得られた。この反応により90

％以上のb，がカラムに固定された。ここで得られたわ，一Sepharose　4Bの1mlを、緩衝液

Aで平衡化し、部分的に精製されたCMP－NeuAc水酸化酵素（0．6muni》100μ1）を流速

0．lml！分で流した。このとき、本文のように反応基質など様々な因子を同時に流してい

る。ここで得られたフラクションはそれぞれCMP－NeuAc水酸化活性の測定を行った。

タンパク定量

　タンパク定量はSmithらにより報告されたBCA法に従い（22）、ウシ血清アルブミンを基

準にして求めた。

　CMP－NeuAc水酸化反応は少なくとも3つのタンパク性の因子を含む電子伝達系を介し

ていると予想されていたが、これらをDEAE－Sepharoseおよびリン酸セルロースカラムを

用いて、お互いに他の2つの因子を含まないようにそれぞれの二分として分離すること

に成功した。これは、これらの因子の性質を明らかにしてゆくとともに、複数の因子に

より触媒されているこの反応の反応機構を知る上で非常に重要な知見であると考えられ

る。つまり、この反応は実際に変換を行うCMP・NeuAc水酸化酵素の他にも様々な因子が

関与しており、これらの分離によりこの酵素反応と電子伝達系の構成因子の関連が明ら

かとなった。

　マウス肝臓サイトゾール画分に、その他のタンパク性の因子を加えずにCMP－NeuAc水

酸化活性を測定すると、活性はみられるものの、この活性は少なく、ここに外部から可

溶型のb5を加えることにより活性が大きく上昇する。このことは一見、この反応の律速

段階がb5の発現であること示唆しているようにも考えられる。ところで、実際にb，が関

与する脂質代謝などその他の反応においては、転により電子を供給される反応の末端酵素

が律速段階酵素であり．、b，は多くの酵素に電子を受け渡すことができる因子であると考え

られてきた。また、膜結合型の分子種の様々な組織での発現からもb，は律速段階酵素で

はないことが予想される。また、これまでCMP－NeuAc水酸化酵素の発現の有無がNeuGc

合成の調節点であると以前から考えられてきた。はたして、この水酸化反応において、主

な調節点となっているのが可溶型の靱の発現であるのか、また、マウス肝臓に大量に存

在する膜結合型のb，が何らかの方法により可溶型のCMP－NeuAc水酸化酵素に利用されて

いるのかは興味の持たれる点である。
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ここで得られた3つのタンパク質性の画分のうちb,は非常に少量であったため､その

後の実験においてはマウス肝臓サイトゾ-ル画分にみられるb5活性を補える画分として

精製されたウマ赤血球由来のの可溶型毎 を使用している為､この反応が利用しているb,

分子種に関する問題に対する解決はなされていない｡

ここではまず､得られた画分を用いてそれぞれの因子の性質を調べた｡これらの因子

のうちpll結合画分はNADPHよりNADHを電子の供給源とした方が効果的にb5を還元

でき､塩の存在下でb5への電子伝達が阻害されるという性質を示し 2̀3･24㌧この因子は可

溶性のNADH依存性b5還元酵素であることが予想されるoまた､ゲル櫨過クロマトグラ

フィーの結果求められた30kDaの分子量はミクロソーム膜より酸で切り出された可溶性

のNADH依存性 b,還元酵素の分子量とも一致する(24).しかしその同定はタンパク質を

精製してその構造解析を行う必要がある｡

今回､CMP-NeuAc水酸化酵素とb,の親和性はKm値で0･15FLM と強いことがわかっ

たが､b5固定化カラムと水酸化酵素の相互作用はあまり強くなく､活性が遅れて溶出し

てきたにすぎなかった｡このことは､カラムに固定したb5は酸化型であるが､実際に得

られたKm値は還元型b,に対する値で､還元型b,の方が水酸化酵素とより強固に結合す

るのかもしれない｡つまり､今回の実験で基質存在下で水酸化活性がアフィニティーカ

ラムから遅れて溶出してきたことからcMP-NeuAc水酸化酵素は基質であるCMP-NeuAc

と結合することではじめてb,と相互作用でき､この反応においては基質､酵素とb5の三

者の複合体形成が必要であることが明らかとなった｡しかし､この複合体に参加するb5

は酸化型で､その後b5還元因子により還元されるのかそれとも還元型のb,が元々複合

体形成に関与しているのかは明らかではか -｡今回作製されたb,アフィニティークロマ

トグラフイーは､特異的にb,と結合するタンパクの精製に利用できると考えられ､また､

結合の特異性がCMP-NeuAc存在下でのみ結合するという性質を利用して共同研究者らに

よりcMPINeuAc水酸化酵素の精製が行われた(42)｡

今回観察されたb,とcMP-NeuAc水酸化酵素との相互作用の結果､この水酸化反応

機構に関する以下のような仮説が導かれた｡すなわち､CMP-NeuAc水酸化反応の始まり

はマウス肝臓のサイトゾ-ル画分に存在するCMP-NeuAcとcMP-NeuAc水酸化酵素との

相互作用である.両者が結合した複合体はb,と三重コンプレックスを形成するoつぎに､

水酸化酵素がCMP-NeuAcからCMP-NeuGc-の変換を触媒し､産物のCMPINeuGcが遊

離するとともに水酸化酵素､b5の解離が起こり､これらの因子は次のサイクルに進むoこ

の反応の阻害剤である塩はb,と水酸化酵素の相互作用を阻害する.(Fig･1-7)一方､この
反応の阻害剤であるアジドはこの相互作用は全く阻害せず､CMP-NeuAc水酸化酵素の触

媒を阻害していることが予想される｡
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Fig．1－7．　The　proposed　reaction　mechanism　for　CMP－NeuAc

hyd…y1・ti・n・Hyd…yl・・e’CMP－N・uA・hyd…yl・・e；わ，，

cytochromeわ5．　Open　arrows　denote　the　possible　sites　where　CMP－

NeuAc　hydroxylation　were　bloc1（ed　by　each　ir血ibitors．

　ここであげられた反応機構は元々全て可溶型の因子として予想されていたものである

が第3章で示すようにマウス肝臓において利用されているb，は膜結合型であるととが考

えられ（19）、すなわち、CMP－NeuAc水酸化反応は靱とともにb，還元酵素も膜結合型を利

用している可能性がある。しかし、これまで、可溶型の因子が膜結合型の駕を利用して

いるという報告はなく、赤血球において可溶性のメトヘモグロビンの還元に可溶型樗の

関与が知られているのみで（％）、可溶型の酵素がER膜状の樗と相互作用する機構に関し

ては明らかとなっておらず、非常に興味がもたれるところである。

　以前、CMP－NeuAc水酸化反応は塩もしくはアジドの存在下で阻害されることが示され

ている。これらの阻害点はそれぞれNADHから勉への電子の伝達と末端酵素のモノオキ

シゲナーゼ反応であると考えられていた（17）。しかし、駕の還元に対する阻害は部分的で

あり、実際に水酸化反応が阻害されるほどではなくそのほかにも塩で阻害される反応段

階の存在が予想されていた。今回、CMP－NeuAc，CMP－NeuAc水酸化酵素そして紘の三重

コンプレックス形成が塩の存在下で完全に阻害されることが明らかとなり、塩はこの反

応の異なる二つの作用点で阻害的に働くことが明らかとなった。
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第2章　シトクロムbの生合成機構の解明
　　　　　　　　　　　5

　シトクロムb，（わ，）はNADHからの電子をNADH－b，還元酵素の補酵素FADを経て受

け取り、各種のシアン感受性末端酵素に供給することで脂質代謝を代表とする多くの生

体内の反応に関与している重要なヘムタンパク質であることが知られている（2◎27・28）。b5

より電子を受け取った各種末端酵素は、この電子と分子上酸素を用いて脂肪酸の不飽和

化などの脂質代謝系でモノオキシゲナーゼ型の反応を触媒する。また、当教室のこれま

での研究により、b，はCMP・N・アセチルノイラミン酸水酸化酵素反応（CMP－NeuAc水酸

化反応）にも関与していることが明らかとされている（16・17）。

　動物においては、このb，は2種類の分子種を持つことが知られている。すなわち、134

アミノ酸よりなり、肝臓を始めとする種々の組織のER膜に局在し、主に脂質代謝に関与

する膜結合型のものと、98アミノ酸で構成され、赤血球のサイトゾールにほぼ発現が限

られており、メトヘモグロビン還元に関与する可溶型のものである。これら2種類のb5

はN末端側に存在する触媒部位では高度に保存された一次構造を持つが、可溶型b5は、

膜結合型b，のER膜移行シグナルを含む膜結合部位を欠き短くなったもので、さらに、そ

の98・番目のC末端残基のみで膜結合型の第98残基からのアミノ酸置換が起こっている。

このアミノ酸置換には3通りの型が知られている。ヒト、ウサギなどではスレオニンが

プロリンに、また、ウマ、マウスなどではスレオニンがセリンに置換されており、その

ほかに、ウシでは置換が起こらず膜結合型が短くなっただけの構造をしている（29β0）。

（Fig．2－1）

　この章では、これらの特殊な構造多様性を持つb，の隼合成を明らかにし、また、これ

らの発現を区別して検出する目的で、cDNAの単離が行われているウサギ膜結合型b5の

情報を利用してPCR法を用い、まず、可溶型わ5　cDNAの単離を行い、次に遺伝子の単離

を行った。これらの結果から、b，の生合成機構を明らかにした。
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Fig．2－1．　A：Schematic　structure　of　two　forms　of　cytochrome　b5

protein．　The　open　box　shows　the　catalytic　domain　and　the　box　filled

with　stripe　shows　membrane　bound　domain　of　cytochromeわ5．

妥shows　the　98th　residue　of　the　proteirL　B：The　comparison　of　98th

residue　of　each　forms　of　cytochromeわ5s．　There　are　three　types　of

change　in　C－terminus　of　soluble　form　cytochromeわ5。

第1節RT－PCR法を用いたウサギ可溶型シトクロムわ，のcDNAの検出

　マウス肝臓のサイトゾール等分を用いた再構成実験によりCMP－NeuAc水酸化反応に

は、b，の関与が示唆されていた（16・17）。しかし、わ，にみられる二つの分子種のうちどちら

がこの反応に関与しているかは明らかにはされていない。そこで、これを明らかにする

ために、まず、これらを区別して検出することが必要である。このため、著者はこれら

のうちクローニングの行われていなかった可溶型b，のクローニングを行った。

　このわ5のcDNAクローニングはStegglesらにより精力的になされておりヒト及びウサ

ギの膜結合型わ，のcDNAが単離されていた（31・32）。そこで著者はこの情報に基ずき、膜結

合型と、可溶型の二種類のmRNAが共通の塩基配列を利用している可能性を考え、ウサ

ギ膜結合型b5に対するプライマーを作製し、　RT－PCR法を用い、可溶型b5の存在の知ら

れる赤血球の前駆細胞の網状赤血球での検出を試みた（31）。図に示したのはプライマー

RB　54とRB　5－2のRT－PCRの結果で、網状赤血球では膜結合型で予想される360bpより少

し長いPCR産物の増幅がみられた。（Fig．2－2）この産物をさらに解析すると、少し長い

増幅産物は、基本的には膜結合型と同一の塩基配列を持っているものの、膜結合型の

mRNAの触媒ドメインと膜結合ドメインの境界部分に24塩基の挿入配列がみられ、この

挿入配列が可溶型に特異的なカルボキシル末端の2つのアミノ酸残基と終止コドンをコー

ドしていることが明らかとなった。（Fig．2－3）このことより、可溶型わ，は膜結合ドメイ

ンの前に挿入された終止コドンを含む24残基により膜結合ドメインを欠く構造をしてい

ることが予想された。
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1 2 b：P

＜ト5◎0

ぐ一4◎◎

＜ト300

Fig．2・2．　Agarose　gel　dectrophoresis　of　the　cDNA　segments　of

rabbit　cytochrome　bs　amplified　by　the　polymerase　chain　reactio乱

しane　1，　the　amplified　product　from　reticulocyte　mRNA；lane　2，　the

amphfied　product　from　hver　mRNA；M，　the　molecular　weight

markers．　PCR　was　carried　out　as　described　under”Experimental

Procedures”using　RB5－1　and　RB5－2　as　primers．

第2節　RACE法を用いたウサギ可溶型シトクロムb5　cDNAの単離

　ここで得られたPCR産物は翻訳領域内の一部分であったため、これが偽遺伝子ではな

く本当に全長のcDNAに相当するかを調べるために、　RACE法（迅速cDNA増幅法、　Rapid

Ampmca直on　of　cDNA　Ends）を用いて、51、3’側の非翻訳領域を含むcDNAの一次構造を

確かめた。これより、24塩基の挿入配列を除いて、非翻訳領域を含む全ての領域で膜結

合型と可溶型のmRNAは同一であることが確認された。
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mb5
mb5
cD)alt

cDNA
taggcttctgggttcagcctgttagagcactagccattgtgaccatttggggaatgtccc
gggcggacgtggttgagacgcttgccccgctccacccggtacgctgtgagtgcagggcct

sb5
sb5
mb5

sb5
sb5
rub5

A.A.
cDNA
cDNA

A.A.
cDNA
cDNA

                  MAAQSDKDVKYYTL
  tccgcctcgtgcagagATGGeTGCGCAGT℃AGACAAAGACGTGAAG[EACTACACCCTA
ggtccgggS2ggSggagagA[ GACAIVtGACG[VC AAGTACTACAcccTA
         RB5-1
 E E I K K H N H S K S T W L r L H H K V
GAAGAGATTAAGAAGCACAACCACAGCAAAAGCACC[I<]GC[DC)ATCCTCCACCACAAGGTtc3
GAAGAGA VTAAGAAGCAeAACCACAGCAAAAGCACCTGGC[DGATCC[E<)CACCACAAGGrc

14
58

 34
118

sb5
sb5
rub5

A.A.
cDNA
cDNA
[IZACGATC[VGACCAAATTTIrCTGGAGGAGCACCC[[<]GAG()GGAGGAAG[DCC[DGAGGGAACAA
[[tACGATCTGACCAAATT"rCT-GCAGGAGCACCCT< GAG( GGAGGAAGTCCT(]A(]GGAACAA

 54
178

sb5
sb5
mb5

A.A.
cDNA
cDNA
GCT< GGGGCGATGCCACTGAA.AACrmAGGACGTCIGGGCACTCGACAGA[[CCCAGAGAG
GC[I<:GG(]GCGATGCCACTGAAA.ACT"]rrcAG(]ACGTCG(]GCACTCGACAGA[E< CCAGAGAG

 74
238

sb5
sb5
mb5

A.A.
cDNA
cDNA
CTGTCCAAGACC[E"17CAT!CATCGGGGAGCTGCACCCGGArcACAGATmmT[[<)AGCAAG

C[DGTCCAAGACCTTCAT℃ATCGGGGAGCT< CACCCGGATIC]ACAGATCAAAATTiGAGCAAG

 94
298

sb5
sb5
mb5

sb5
mb5

A.A.
cDNA
cDNA

cDNA
cDNA

 P M E P t
CCTzaTX]GAACCTTAAaggctgtgtttcaaggaaactcttatcaccaccgtcgattccaat
CC[EA[[uaAA-- ------------･-----------ACTCT[Z]ATCACCACCGww
                                                  RB5-2
tccagctggtggaccaactgggtgatccccgccatctccgccctgatcgtg
wwTGATCCCCGCCATCTCCGCCC[DGATCGTGGCAercATG

 98
358

418

mb5
mb5
mb5
mb5
mb5
mb5
mb5
mb5
mb5

cDNA
cDNA
cDblA

cDNA
cDNA
cDNIN

cDNA
cDNA
cDNA

[EATCGCCTCTACATt!X]CCGACGAC[DGAgcccctcccagcagccgtgcaagaaaagacggc
ctgggacaaggggcagaagcagcctctgctaatcactcagctgacagaaaccttcacctg
agaaataattgtaatatgtctgtttccctttcttcctatgttagaagcaaacaagaactc
ttctgttctttctactcttgaactttgctatgtgcctttttatccatcgactttgatgtt
tcttcacgatgtaatttacgtattgtaaacatgatcttttaaaaaaatatatctggcttt
taaaatattccgccgatactgacgggctccaggagtcgtcgccaccaatccccatatgga
aaccgtcgatattcagccatgtgccttcttccgcgtgcagcagatggcgatggctggttt
ccatcagttgctgttgactgtagcggctgatgttgaactggaagtcgccgcgccactggt
gtccccca

Fig. 2-3. Nucleotide sequence of one of the rabbit soluble

cytochrome b, cDNAs (sb, cDNA) and the deduced amino acid

sequence. [lte sequences are shown together with the nucleotide

sequence of rabbit liver microsomal cytochrome h, cDNA (') (mb5

                            'cDNA). ln the other polymorphism-derived sb, cDNA not shown

here, C is at base positions 303 and 425, respectively. The sequence

of the open reading frame is shown by uppercase letters and that of

                          'the noncoding region by lowercase letters. The primers used for

PCR on Fig. 2-2 are underlined. ･
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第3節ウサギ肝臓遺伝子ライブラリーからのシトクロムb5遺伝子の単離

　そこで、この両者のmRNAがどのような機構により合成されるのかを明らかにするた

めにウサギb，遺伝子を単離することを試みた。まず、ウサギ肝臓ゲノムDNAをもとに

ラムダFD（IIをベクターとし、ゲノム遺伝子ライブラリーを作製した。ここで・b5は

mRNAに転写されるもの、されないものを含めて多数の偽遺伝子を持つことが明らかに

されている（33）。このためスクリーニング用のプローブにはこれら偽遺伝子とのハイブリ

ダイゼーションを避けるため、ウサギゲノムDNAをエキソン部分のPCRプライマーR：B5－

3とRB5－4で増幅したゲノム遺伝子のイントロンの断片を使用した。（Fig．2－4）ウサギ肝

臓由来ゲノム遺伝子ライブラリーの5×105個のクローンをスクリーニングした結果、3

個の陽性クローンが得られた。これらの制限酵素地図やエキソン部位の解析により、こ

れらのクローンはお互いに部分的にオーバーラップしており合計約20kbに及び、それぞ

れ図のように第1エキソンを除き、第2エキソンから3冒末端のポリA付加シグナルまで

のわの遺伝子を含んでいることが明らかとなった。（Fig．2－4）また、これらのエキソンー
　さ
イントロン構造は全てGT－AG則に従っていた。（Table　2－1）また、可溶型b5に特異的な

24塩基の挿入配列は一つのエキソンとして存在しており、膜結合型と可溶型b5は一つの

遺伝子から選択的スプライシングにより合成されていることが示唆された。（Fig．2－4）

exon　　exon　length　　splice　donor　　inヒron　　　inヒron　lengt；h　　splice　acceptor

1

2

3

4

5

6

　＞200bp

　129bp
　　30bp

　　24bp

　　35bp

460bp＋polyA

noヒ　idenしified

CACCCG≦匹acag

CCTATG≦匹aagヒ

TTCAAGq」三t；ggt

TTCCAG≦匹aヒgt

1

2

3

4

5

＞2ユkb

lkb

2．5kb

lkb

L2kb

aaac盈⊆CACCCT

tヒgc皇⊆GATGAC

tgし。聾【GAACCT

ヒしct且⊆GAAACT

しヒgc皇⊆CTGGTG

Table　2・1．　Exon　and　intmn　organization　of　the　cytochrome　b5　gene．

The　nucleotides　surrounding　the　splice　donor　and　acceptor　sites

for　each　of　the　six㎞柱ons　are㎞dicated．　The　sequences　co㎡orn血tg

to　the　GT－AG　rule　are　underhned．　Exons　are　shown　in　uppercase

letters　and　introns　are　shown　in　lowercase　letters．　The　length　of

exons　are　co㎡armed　by　sequencing　and　introns　are　deduced　by

Southern　blo廿ing　and　PCR　analysis・
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一1kbわ5gene

E　E　　EX S E BE
5」賄一一一一一・］一一一一一H一一一→→一一■一・

IV　V　　V夏

3’

1 II　III

　　P

100bp

m・f④m1δ5　mRNA

5’
＊

1 II　　III

＊＊
31

V VI

m－fom診5　pro㎏in

s・鉛rmδ5　mRNA

曲rmδ5　pro麓in

　　ホ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ホホ

　　　　　　　　　　　　IV

、　　、　　、　　、　　、　　、　　、　　、　　、　　、　　、　　、　　、　　、　　、

Fig．284．　Biosynthesis　of　two　fonns　of　rabbit　b5s・The　stru（血1re

of　isolated　rabbitわ5　gene　is　iHus廿ated　at　the　top　of　the丘gure・

in　w1廿ch　exons　are　indicated　with　closed　boxes　arLd　the

restridion　enzyme　sites　are　indicated　by　the　letters　B，　E　S，　and

Xfor　Bam　HI，　Eco　RI，　Sa11，　and　Xba　I、　respectively．　P血dicates

the　probe　used　for　screening・妥and糾denote　the　loca丘on　of

start　codon　and　stop　codon，　respectively．　Deta且s　are　deschbed

in　the　text．

第4節実験方法

実験材料

核酸の職に用いた【α一32P］d㎝⊃（＞3㎜Ci／㎜01）と【γ一32P］A皿（メ㎜Ci／㎜ol）

はICN　Radiobiochemical社より購入した。また、　PCRに使用したTaq　DNA　polymeraseは

Promega社のものを利用した。　Mu血e　Molony　Leukemia　Virus由来の逆転写酵素はBRLよ

り購i入した。アガロースゲル電気泳動のマーカーにはPharmaciaの100bp　ladderを使用し

た。また、ゲルよりDNAを抽出する際にはGeneclean　I亜（bio　101）を使用した。そのほ

か遺伝子工学的な実験に必要な試薬はタカラ、東洋紡、日本ジーンから購入した。
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動物

　ウサギはNew　Zealand　white（清水実験材料）の雄を使用した。

網状赤血球の単離

　網状赤血球は健康な状態でも血液中にある程度存在することが知られているが、ヒド

ラジンで貧血を誘発することでさらに血中濃度が上昇することが知られている（劉）。そこ

で、一週間ウサギにフェニルヒドラジンを皮下投与し、3日後に心臓より採血を行った。

ここには白血球が含まれているので、これをSigmacell樹脂に吸着させリンパ球血小板を

含まない網状赤血球画分を得た。

PCRプライマー

　PCRプライマーはウサギ膜結合型b，のcDNAの情報より（31）これに対して作製した。作

製したプライマーとそのcDNA上の位置を以下に示す。また、これらのプライマーにつ

いては産物をサブクローニングするために端に制限酵素部位を付加してある。

RB54
RB　5－2

R：B5－3

RB　5－4

オリゴdT

5曾一GCCTCCTGCAGAGATGGσ『GCGCAGTCA－3璽

51－CCAGTGGATCCACCAG（TGGAATrGGAATCGA－3曾

5’一CACGAATrCGGGGAGGAAGTCCTGAGGGA－3冒

5LCCAGAATrCTGCTCAATTrrGATCTGTCAT－3u

51－TITGCATGCAAGCTTTrrrTITrrrlTrrlT－3曾

これらのプライマーは全てApPlied　Biosystem　Inc．のDNA合成機391Aを使用した。

RNAの単離
　各臓器からのRNAの単離はAGPC（Acid　Guanidium　phenol　chlorofom1）法に従い行っ

た（35）。各組織から単離したtotal　RNAは260nmでの吸光度により定量した。

PCR条件
PCRはATrOのZymoreactorもしくは岩城のThe㎜al　Sequencerを使用した。また、反

応はRT－PCRの場合、　to副RNAをランダムヘキサマーとMMLV由来の逆転写酵素を用い

cDNAに逆転写したものを用い、この一部を最終用量50μ1の反応液に加え、これをま

ず、94℃で1分間加熱した後、94℃で45秒間変性させ、これを50℃で1分間アニーリン

グさせ、その後72度で1．5分間伸長反応を行うという変性、アニーリング、伸長を30回

繰り返し、最後に72℃で伸長を完成させるためにさらに2分間伸長反応を行う。ここで、

プライマーは2（加モル加えている。このPCR産物はアガロース電気泳動で分離し、紫外

線下エチジウムブロマイドの蛍光を用いて検出している。
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　また、RACE法では逆転写反応を行う際に使用するプライマーを、5味端を増幅する際

にはわ5特異的なアンチセンスプライマーを使用し、この逆転写物をTerminalnucle　oddyl

TransferaseとdATPを使用しcDNAの3味端にポリAの付加を行う。3血相を増幅する際

には逆転写反応を行う際にはオリゴdTプライマーを使用する。このポリA配列と既知の

内部のプライマーとでPCRすることにより各末端が増幅できる。この時、1度のPCRで

特異的な増幅産物が有意にみられないときは、内部のプライマーのより末端側に新しい

プライマーを作製しこれを用いて先の産物を増幅した（36）。

プラスミドベクターへのサブクローニングと塩基配列決定

　PCR産物は解析の際に、まず、プライマーの末端につけた制限酵素で切断し、これを

M13、またはpBluescript　I【（Stratagene）に組込みこれを解析に使用した。

　塩基配列決定にはdideoxy法を用い、　T7　DNA　polymeraseと［α一32P］dCTPを用いた

Sequenase　Ver．2キット　（U．S．B．）もしくはdideoxyNTPに入れた蛍光色素とTaq　DNA

polymeraseの組み合わせを利用したCycle　Sequence　Kit（ApPlied　Biosystem　Inc．）を利用

した。

ゲノムDNAの単離

　比較的長鎖のDNAが単離できるという常法に従い（37）ウサギ肝臓から単離した。この

方法では液体窒素下で凍結した組織をまず、乳鉢ですりつぶし、個々の細胞に分離し、こ

れをプロテイナーゼKで消化し細胞を溶解する。その後、混在するRNAをRNaseで分解

した後、フェノールなどの有機溶媒で抽出し、最終的にエタノール沈殿を行う。単離し

たDNAは0．4％アガロース電気泳動することによりその長さを確かめており、平均して

約200kbのものを以下の実験に使用している。

ゲノム遺伝子ライブラリーの作製

　単離されたウサギ肝臓ゲノムDNAを制限酵素5aロ3A　Iで部分消化しショ糖密度勾配遠

心により20－50kbの画分を分離した。これをIqenow　Fragmentで部分的に突出末端を埋

め、ラムダDNAのラムダFD（Hベクターも制限酵素Xho　Iで消化したものを埋め、とも

にセルフライゲーションしないようにして、4℃一晩でベクターとインサートのライゲー

ションを行った。（Par廿al　fill－in法）こうして得られたライゲーションの終わったラムダ

DNAはベクターを含めて50kb以上ないとパッケージングできないために、長い挿入断片

が得られることの知られるGigapack　n：XL（Stratagene）でfηvf面パッケージングし、ウ

サギゲノム遺伝子ライブラリーを得た。このライブラリーの挿入断片の平均長は約20kb

であった。スクリーニングには、増幅していないライブラリーを用いた。
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スクリーニング

　上で得られたライブラリーを合計5×105個培地にまき、これをニトロセルロース膜

（S＆S）に転写し、常法に従い㈹、プラークハイブリダイゼーション法を用いたスクリー

ニングを行った。ライブラリーの宿主の大腸菌にはXL－I　BIue　MRA株（S柱atagene）を用

いた。スクリーニングの際のプローブにはcDNA部分の塩基配列をもとに作ったPCRプ

ライマーでイントロンを増幅したもので、この中に約2kbのイントロンを含むゲノム断片

を用いた。これは先に示したプライマーRB5－3とRB5－4の組み合わせでゲノムDNAより

得られたPCR産物であり、これをプラスミドベクターに組み込み、このインサートをゲ

ルより抽出してランダムラベリングキット（タカラ）と［α一32P］dCTPを使用して標識し

た。

サザンプロッティングを用いたラムダクローンの解析

　スクリーニングの結果得られた陽性クローンは常法に従いDNAを単離し、これらを制

限酵素Bam　HI、Eご。　RI、5al　I、Xba　Iで消化し、アガロース電気泳動し、ゲルよりVacume

Blotdng　Unit（LKB）を使用し、　Hybond　N＋（Amasham）ナイロン膜に転写した。プロー

ブにはcDNAの情報をもとに作製したプライマーの3’末端をT4　polynucleo廿de　kinaseと

【γ一32P］ATPで標識したものを使用した。このサザンプロッティングの結果をもとにラム

ダクローンの制限酵素地図とエキソンの分布を明らかにした。また、個々で得られた制

限酵素及びエキソンの地図は部分的に消化しプラスミドベクターに組み込み、これを、

PCRまたは塩基配列決定することで確かめた。

遺伝子バンク

　ここで単離し、塩基配列を決定したものは以下の登録番号でDDBJ、　EMBL、　GenBank

の各核酸塩基配列バンクに登録されている。

　ここで、ウサギシトクロムb，の遺伝子断片に関しては全ての領域を塩基配列決定する

ことはせず、エキソン部分だけを決定したため5つに分かれている。

　ウサギ可溶型シトクロムb5のcDNA　D　10900

　ウサギシトクロムb，の遣伝子断片　D38567　D38568　D38569　D38570　D38571
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第5節　考察と総括

　b5はタンパク質化学的によく調べられてきた酵素であるが、これらは、膜結合型の分

子種を人為的にトリプシンなどのプロテアーゼでER膜より切り出し、可溶型として性質

が調べられてきた。このため膜結合型、可溶型の二種類分子種の発現に関しては、膜結

合型がプロテアーゼで切断されて可溶型ができる、異なる遺伝子に由来する、そして同

じ遺伝子の産物でここから二種類のmRNAができるあるなどの諸説があったが、直接的

な証明はなされてはいなかった。しかし、この研究により哺乳動物においては同じ遺伝

子より転写され組織特異的な選択的スプライシングによりこれら二つの分子種は異なる

発現調節を受けているをことが明らかとなった。

　　著者の研究と時を同じくしてStegglesらの研究室でもヒトの網状赤血球細胞のcDNA

ライブラリーより可溶型b5のcDNAを単離しており、ヒトでも可溶型に特異的な24塩基

からなる挿入に含まれる終止コドンにより膜結合部位を欠いたアイソフォームの発現が

起こることが示された（39）。このことは哺乳動物では共通の発現調節機構が存在すること

をを示唆している。

　また、膜結合型の第98残基と可溶型でカルボキシル末端が同じプロリンであるウシに

おいては、Stegglesらの単離したゲノム遺伝子も著者の単離したウサギの遺伝子とエキソ

ンーイントロン結合部などは完全に一致しており、可溶型特異的なエキソンに相同性を持

つ24塩基からなる配列はみられた。しかし、ウシの場合では可溶型特異的なPCRプライ

マーを使用しRT－PCRを行っても可溶型の増幅産物は得られなかった。このため、この可

溶型特異的エキソンをさらに解析したところ、このエキソンの持つステムーループ構造の

不安定さが原因で、この可溶型特異的エキソン類似配列を持つにもかかわらず、実際に

は可溶型特異的なスプライシングは起こっていないことが予想された。従って、ウシ赤

血球においては膜結合型b5がプロテアーゼにより切断されて可溶型となっている可能性

が示唆された。他の動物種では可溶型のカルボキシル末端のみは膜結合型と異なるアミ

ノ酸残基を持っているがウシでは両者が同一であることはこの可能性を示唆している㈹。

また、b5は動物種間で非常に保存されていて、ホモロジーの高いタンパク質であること

が知られており、このようなタンパク質がウシだけで異なった発現機構を持つようになっ

たことは非常に興味深い。

　また、第3章で示すように、マウスのcDNAをウサギとのホモロジーを利用してPCR

法で増幅した断片を解析すると、ウサギやヒトとは異なり可溶型特異的エキソンは19塩

基からなり、カルボキシル末端残基はプロリンではなくセリンに変化していた。このこ

とより第98残基がスレオニンからプロリンに変化しているウサギ、ヒトは可溶型特異的
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な24塩基のエキソンの挿入がおこり、セリンに変化しているマウス、ウマでは19塩基の

挿入が起こっていることが推定される。

　これまで可溶型b5は赤血球系の細胞だけに発現していると考えられてきたがGiordano

らはこの組織以外にも肺、胆嚢、副腎にこのrnRNAの発現を見いだしている（41）。しかし

これまで可溶型のb5と相互作用できる可溶性の因子は赤血球のメトヘモグロビンとCMP－

NeuAc水酸化反応以外には報告されておらず、これらの組織でどの様な働きをしている

にのか興味が持たれる。

　ここで行ったRACE法による59非翻訳領域の解析により、可溶型と膜結合型の転写開

始点は同一であることが予想され、少なくとも、ウサギの肝臓と網状赤血球においては、

転写時には特に異なった調節は受けていないことが予想される。

　可溶型b5の発現は限られた細胞だけにみられるがこの発現調節は赤血球特異的な選択

的スプライシング因子の存在により制御されていると考えられ、この因子がハウスキー

ピング遺伝子であるb5遺伝子より転写されたhnRNAを膜系を持たない赤血球にふさわし

い可溶型にするために赤血球特異的に膜結合ドメインを欠く構造に変えているものと思

われる。現在、まだ、選択的スプライシングの分子機構は十分明らかとなっていないが、

ここで見られたように赤血球系に特異的な選択的スプライシング因子が存在し、転写レ

ベルとは異なった機構で、赤血球系の分化の様な細胞の変化に対応して、様々な遺伝子

の選択的スプライシングに関与しているごとが予想され、このほかにも赤血球系で特異

的に選択的スプライシングを受ける遺伝子があるかどうか、また、あるならばこれらが

bの可溶型特異的エキソンの直前のイントロンに対して相同性を示すかどうかは非常に
5

興味がもたれるところである。

　これら両者はシグナル配列を持たないために、遊離のリボゾームで合成され、膜結合

型の分子種については、合成後にこれの膜結合ドメインに含まれるER膜移行シグナルで

サイトゾールからER膜に移行されることが予想される（52）。また、可溶型の分子種はそ

のままサイトゾールにとどまっていることが考えられる。

　また、ヒトでは可溶型わ5の欠損症であると考えられる疾患がある。これは、メトヘモ

グロビン血症が知られているが（50）、これは、選択的なスプライシングまたは、可溶型特

異的エキソンの不全によることが予想される（51）。
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第3章 cMP,〟-アセチルノイラミン酸水酸化反応に関与する

シトクロムb,分子種の同定

先に示したように膜結合型のb,のmRNAに組織特異的な選択的スプライシングで挿入

された配列の影響で､膜結合部位を欠く可溶型b,が生合成される.つまり､これらはこ

の挿入配列に注目するとお互いを区別して検出できることが明らかとなった｡cMP-

NeuAc酸水酸化反応は､そのb,源として､マウスサイトゾ-ル画分に微量存在しており
(16･17)､実際に再構成系の実験に使用してきた可溶型の分子種か､ER膜に豊富に存在し､

多数のシトクロムP450系のモノオキシゲナーゼ反応に関与していることが示されている

膜結合型の分子種かのどちらを利用しているかを明らかにする目的で､まず､これまで

解析のなされていなかったマウスの両分子種のcDNAのクローニングを行い､ここで得

られた情報をもとにb,の両分子種のマウス肝臓での分布を明らかにした.また､この結

果､膜結合型のb5が関与していることが予想されたので､この膜結合型転が実際に今ま

で示してきた可溶性の再構成系においてCMP-NeuAc水酸化反応に関与できるかを明らか

にした｡

第岬 のC叩Aの単離

b56ま種間で非常に高いホモロジーを持つタンパクとして知られている 2̀9)｡そこで､先

にウサギに対して作製したpcRプライマーを使用して､ホモロジーを利用してマウスの

cDNAを単離することを試みた｡先の章で明らかとなったように､ウサギの赤血球系細胞

は､組織特異的なスプライシングの結果､膜系を持たない赤血球にふさわしい可溶型の

b5分子種を作っている.マウスでも同様の調節機構が働いているものと考え､血球系の

細胞も多く含まれているマウス腸腺よりRNAを単離し､これを用いて良T-PCRを行った｡

この結果､予想通り､マウス牌臓には大量の膜結合型と少量ではあるが可溶型の発現が

みられた｡これらのバンドをそれぞれ切り出し､プラスミドベクターに組み込み､塩基

配列を明らかにした｡

この配列とウサギの配列を比較すると今まで提唱されてきた種間の高いホモロジーは

翻訳領域のみであり､非翻訳領域にまで有意なホモロジーは見られなかった｡このため､

これらの翻訳領域の全長の塩基配列を決定するために､ここでも､RACE法による解析を

さらに行った｡(Fig.3-1)
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　　マウスにおいても、可溶型らのcDNAには、膜結合型靱のcDNAにはない可溶型特異

的な挿入配列が存在することが明らかとなった。この挿入配列は、全体的にウサギ、ヒ

トと非常に高いホモロジーを有していた（20・39）。ウサギと同じように第97と98残基と終

止コドンをコードしていたが、長さが少し短く、19塩基からなり、アミノ酸レベルでも

調べられていることであるが可溶型のカルボキシル末端はセリンであった。（Fig．3－2）ま

た、これまで可溶型の靱はカルボキシル末端残基のみに異なるアミノ酸残基が置き換わっ

ていると報告されていたが、cDNAクローニングによる一次構造解析により可溶型特異的

な配列にコードされているアミノ酸はふたつとも膜結合型とは異なっていることが明ら

かとなった。

　　　　　　　10　　　　　　　20　　　　　　　30　　　　　　　40　　　　　　　50　　　　　　　60

AGACTCACTGT■TCCGAGATGGCCGGGCAGTCAGACAAGGA田GTGAAGIrACTACACCCTGG

　　　　　　　　　　　　　　MAGΩSDKDVKYYTLE
　　　　　　　70　　　　　　　　80　　　　　　　　90　　　　　　　100　　　　　　　110　　　　　　　120

AAGAGATTCAGAAGCACAAAGACAGCAAGAGCACCTGGGTGATCCTGCATICATAAGGTGT

　　E工9KHKDSKSTWVII」HHKVY　　　　　　130　　　　　　　140　　　　　　　150　　　　　　　160　　　　　　　170　　　　　　　180

ACGATCTGACCAAGTTTCTCGAAGAGCみ「rCCTGGTGGAGAAGAAGTCCTAAGAGAGCAAG

　　DLTKFLEEHPGGEEVI」REΩA　　　　　　190　　　　　　200　　　　　　210　　　　　　220　　　　　　230　　　　　　240

CTGGGGGTGATGCTACCGAGAATTTTGAGGACGTCGGGCACTCTACGGATGCACGAGAAC

　　GGDAτENFEDVGHSTDAREL　　　　　　250　　　　　　260　　　　　　270　　　　　　280　　　　　　290　　　　　　300

TGTCCAAAACATACATCAT（IGGGGAACTCCATCCAGATGACAGATCAAAGATAGCCAAGC

　　SKTY工工GELHPDDRSKIAI（P　　　　　　310　　　　　　320　　　　　　330　　　　　　340　　　　　　350　　　　　　360

CTTCG⊆一⊇GATACTCT？A「rCACTACTGTGGAGTCTAATTCCAGT
　　SES★　　　 DTL工TTVESNSS　　　　　　370　　　　　　380　　　　　　390　　　　　　400　　　　　　410　　　　　　420

TGGTGGACCAACTGGG「BGATCCCAGCCATCIrCAGCCCTGGCTGTAGGTCTGATGTTTCGC．

WWTNWV工PAISALAVGL聖【FR　　　　　　430　　　　　　440　　　　　　450　　　　　　460　　　　　　470　　　　　　480

CTCTACATGGCAGAAGATTGAC「rTGTCTCTCCGAAGCCGAAGAACTAAAAGACTGCCCCA
L　Y　M　A　　E　D　　★
　　　　　　490　　　　　　　500　　　　　　　510　　　　　　　520　　　　　　　530　　　　　　　540

GAGCGGGGAGAAAAGAAGCCAGTGTTAATCACTrCCACTGACAGAAACCTCCCCCTGAGA
　　　　　　550　　　　　　　560　　　．　　　570　　　　　　　580　　　　　　　590　　　　　　　600

ACGTAATTGTAATATATCTGTTT℃CCTTTCCTCαDGTGC「rAGTAGAACAAACAAGGGACT
　　　　　　610　　　　　　　620　　　　　　　630　　　　　　　640　　　　　　　650　　　　　　　660

CTTTGTACTCTTCAAC冊TTCAAATGTGCCTTTTTACTCAACTTC△TGGTGATGTTTCTT
　　　　　　670　　　　　　680　　　　　　690　　　　　　700　　　　　　710　　　　　　720

CACTACATAATTTACTTATTGTAAACACGATCTTTTTTAAへA田A田ATCτ㍉GGCTTGGTAAA

GTAAAA

Fig．3・1．　Nucleotide　sequences　and　its　deduced　amino　acid　of

mouse　cytochrome　b5s　cDNA．　Soluble　form　specific　exon　are

underlined．　Microsomal　cytochromeわ5　has　the　deletion　of　the

tmderhned　19bp．　Termination　codon　of　each　forms　are　indicated

as欝．
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mOuse　s－fOrm

rabbit二　s－form

GluSer　☆
GAATCTTAAAGG一一一一一TGTCCAG
●　●　■　　　●　●　●　●　●　●　●　●　　　　　　　　　　　●　　　●　●　　　●　●

GAACCTTAAAGGCTGTGTTTCAAG
GluPrO　★

Fig．3－2．　Comparison　btween　the　soluble　form（s－form）cytochrome

b5　specific　intron　sequences　between　mouse　and　rabbit．　The

derived　amino　acid　residues　are　indicated　in　the　top　or　bottom　of

nucleotide　sequences　in　the　three　letter　codes。キshows　the

terrnination　codon　and　homologous　nucleotide　residues　between

the　two　species　are　depicted　by．．

第2節　マウス肝臓における二種類のシトクロムb，の発現調節

　第2章の結果、また可溶型b一特異的エキソンの情報からもわかるように、わは種間で
　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　さ

非常に高いホモロジーを持つ。ここで得られたマウスb，の情報をもとにマウスわの可溶
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　さ

型及び膜結合型の両分子種を区別して増幅することができるPCRプライマーを作製し、

肝臓及び赤血球由来のRNAを用いRT－PCR法にて両者の分布を調べた。

　プライマーMB5－1とMB5－2の組み合わせでは両者の増幅がみられるはずであるが、マ

ウス肝臓においては膜結合型すなわち可溶型の372bpより19bp短い352bpの膜結合型の

分子種のみの発現が認められた。また、可溶型のみを特異的に増幅するプライマーMB5－

1とMB5－3の組み合わせでも全く可溶型の322bpの産物の増幅はみられなかった。一方、

赤血球においては両者の発現がみられた。（Fig．3－3）

　このことは、CMP－NeuAc水酸化酵素は赤血球では可溶型のb，を利用している可能性は

あるが、肝臓では何らかの方法でER膜に豊富に存在する膜結合型の分子種を利用してい

ることを示している。また、肝臓のサイトゾール刈分でわずかにみられた可溶性のわ活
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　さ
性は、可溶型のmRNAによらない機構で生じたものであると考えられる。つまり、膜結

合型の分子種がそのままサイトゾール画分に存在する、もしくは、ウシで予想されたよ

うにプロテアーゼによる切断を翻訳後調節の形で受けるなどの可能性である。

　マウス肝臓には膜結合型のみの存在しかないことが示唆されたため、この膜結合型の

分子種が再構成系のCMP－NeuAc水酸化反応に関与できるかを調べることにした。
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Fig．3－3．（A）Th・・d・nt・ti・n・f・1ig・nud・・盛d・p・im・路u・ed　f・・

the　amplification　of　mouse　cytochrome　b5　cDNA．　m一わ5，the

microsomal　form　of　cytochromeわ5（わ5）；s一わ5，the　soluble　form　ofわ5∫

white　bars，　the　coding　region　for　the　catalytic　domain；black　bar，

the　region　spedfic　for　s一わ5　cDNA；striped　bars，　the　coding　region

for　the　membrane－binding　domain；solid　lines，　the　5㌧and　3㌧

noncoding　regions　of　b5　cDNA詳，　termination　codorL

（B）Agarose　gel　electrophoresis　of　DNA　segments　of　mouse

cytochrome　b5　amplified　by　means　of　the　polymerase　chain

reacti　on．　The　cDNA　from　Hver（lanes　l　and　2），　and　erythrocytes

（lanes　3　and　4）was　amplified　with　primers　l　and　2（lanes　l　and　3），

and　primers　l　and　3（lanes　2　and　4），　and　the　products　were　analyzed

by　agarose　gel　electrophoresis．　M，　the　molecular　weight　markers．

第3節　再　成CMP－N」アセチルノイラミン酸水酸化反応に対する

膜結合型シトクロムb，、各種リン脂質の影響

　これまで、CMP－NeuAc水酸化反応は全て可溶性の因子により行われていると考えられ

てきたが（軌16）、マヴス肝臓では可溶型b5は存在せず、膜結合型の分子種がCMP－NeuAc水

酸化反応に関与していることが予想された。そこで、はたして膜結合型駕が豊富に含ま

れた肝臓のミクロソーム画分が再構成系のCMP－NeuAc水酸化反応に対して靱源として働

くかどうかを調べた。
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　酵素源としてはマウス肝臓のサイトゾール画分を用いた。この画分にはCMP－NeuAc水

酸化酵素とb5還元因子が含まれており、また、少量であるが可溶型のb5も含んでいる。

この酵素源にCMP－NeuAc水酸化反応に必要な因子をそれぞれ加えてゆくと、　b，還元因

子、水酸化酵素を加えても活性には変化はなかった。ここに肝臓のミクロソーム画分を

加えてもわずかな活性の上昇しかみられなかったが、これにさらに界面活性剤である

TntonX－100を加えミクロソーム画分の凝集を解くと、可溶性b，を加えた時と同様の有意

な活性の上昇がみられた。このことは、適当な界面活性剤のもとでCMP－NeuAc水酸化反

応が膜結合型b，を利用することができることを示唆している。（Table　3－1）

　最後に、この界面活性剤の代わりとなる内在性の因子としてこの反応系に各種のリン

脂質を加えて反応を行った。すると、ホスファチジルセリンのみがわずかにこのミクロ

ソーム画一のb，を利用するために働くことが明らかとなった。（Table　3－2）しかしその他

のリン脂質では、ほぼコントロールレベルの活性しか見られなかった。

Table　34．　Effects　of　cofactors　and　the　miαosomal　fraction　of

mouse　livemn　the　CMP－NeuAc　hydroxyla髄on　using　the　cytosolic

fraction　as　the　hydroxylase　source・The　hydroxyla廿on　ac廿vity　of

the　cytosolic　fraction（56．3　F　g　protein）was　measured　under　the

various　conditions　hsted．　Cytosol，　the　cytosolic　fraction；Hyd，　the

partially　purified　CMP－NeuAc　hydroxylase（14．5即nits）；X，　a

frac廿on　contair直ng　b5　reducing　factor（s）（5・5μ9　Prote㎞）；s一わ5’the

soluble　form　of　cytochromeわ5（20　pmol　protein）ジMicrosome，　the

microsomal　fraction　contair血g　20　pmol　b5　prote㎞ジTriton，　Triton

X－100（0．5％）．The　data　are　presented　as　relative　values，　the

endogenous　activity　of　the　cytosohc　frac廿on　be血g　taken　as　1・00・

Conditions Fold

Cyしoso1
＋　X

＋Hyd
＋s－b5
　　コ十　M■crosome
　　　　　　　　　　　　ロ十　Microsome　十　Trユton

1．00
0．94
1．10
22．8
1．26
22．1
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Table　3－2．　Effects　of　phospholipids　on　reconstitution　of　the　CMP－

NeuAc　hydroxylation　activity　with　the　partially　purified

hydroxylase　and　the　microsomal　fraction．　The　hydroxylation

activiりz　was　measured　using　the　partiaHy　purified　hydroxylase（14．5

μunits）under　the　various　conditions　hsted．　s一わ5，the　solubIe　form

of　cytochromeわ5（40　pmol　protein）；X，　a　fraction　containingわ5

reducing　factor（s）（5．5μg　protein）；Microsome，　the　microsomal

丘action　conta㎞g　40　pmoD5　protein∫Triton，　Triton　X－100（0．5％》

PS，　phosphatidylserine；PE，　phosphatidylethanolamine；PI，

phosphatidylinosito1；PC，　phosphatidylcholine．　Activity　is

expressed　as　a　percentage　of　that　with　the　hydroxylase，　s一わ5　and　X

（100％）．

Conditions 三き　of　conしrol

＋s－b5＋X
十Microsome　十
十　M：Lcrosome
十　Microsome　十

十M：Lcrosome　十
　　　ロ十　Mユcrosome　十
十　Microsome　十

　　コTr■t：on

PS
PE
P工

PC

100
139
　　4．5

　　7．4

　　4．9

　　3．9

　　3．6

第4節　実験方法

実験材料

　水酸化酵素反応に用いた試薬、因子類は第1章の通りである。また、遺伝子工学に使

う酵素類は第2章の通りである。水酸化活性測定に用いたりン脂質ホスファチジルセリ

ン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジル

コリンはSigmaより購入した。そのほかの試薬は、和光純薬、ナカライテスクから購入し

た。遺伝子工学用の試薬は、タカラ、東洋紡、日本ジーンから購入した。
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動物

　マウスはBalb／cCrSlcマウス（清水実験材料）5週令の雄を使用した。

PCRプライマー

　マウスのcDNAをホモロジーを利用してPCRする際には先の章にあるRB5－1及びRB5－

2を使用した。また、クローニングの結果得られた塩基配列をもとに作製したプライマー

は以下の通りである。

　　MB　5－1　　5冒一ACTCAGAATrCCGAGATGGCCGGGCAGT－3’

　　M：B5－2　　5’一CAGGAATrCCACCAACTGGAATrAGACTCC－31

　　MB　5－3　　5㌧CTGGACACCTrrAAGATrC－3’

これらのプライマーの作製にはApplied　Biosystem　Inc，のDNA合成機391Aを使用した。

PCR

　第2章の方法に準じて行った。

サブクローニングとシークエンス

　第2章の方法に準じて行った。

CMP－NeuAc水酸化活性測定

　第1章の方法に準じて行った。

マウス肝臓ミクロソーム画分の調製

　マウスの肝臓を門脈から0．25Mショ糖、1mM　EDTA、2μ9！血ペプスタチンA、2μ

91ml　TLCKを含むTris－HCI　pH　7．5の緩衝液で灌流した。その後、肝臓を単離し、同じ緩

衝液中でホモジナイズした。このホモジネートを10，000×gで20分間遠心した後、さら

に0．5Mのショ糖に重層し140，㎜×gで3時間超遠心してこの沈殿物を0．15M　NaCl、1mM

EDTA含むTds－HCI　pH　7．5の緩衝液に対して透析した。この画分をミクロソーム画分と

予備、ここには膜結合型のb5と膜結合型の4還元因子が入っていると考えられる。また、

CMP－NeuAc水酸化活性測定に用いたb5は、可溶型もミクロソーム画分も吸光度により当

量の靱が入っている。

タンパク定量

第1章に準じて行った。
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第5節考察と総括

　この章ではマウス肝臓におけるb，のmRNAは膜結合型のみで、この膜結合型わ，が

CMP．NeuAc水酸化酵素反応に利用されることを明らかにした。しかし、　mRNAレベルで

は検出できなかったが、肝臓サイトゾール二分では少ないながらもタンパクレベルでの

可溶性の活性が存在していた。このサイトゾールでの可溶性のb5活性の存在が第1章を

始めとするCMP－NeuAc水酸化酵素の初期の研究には非常に重要であったことが考えられ

る。つまり、この反応は多くのタンパク性の因子を必要とし、比較的複雑な経路を介し

て触媒を行っている。この反応の構成因子が全てサイトゾール画分に含まれていたこと

で、当初は明らかではなかったこれらの多くの構成因子が必要であるにも関わらず、こ

の活性を比較的容易に追うことができたことが考えられる。また、第3章の結果、この

反応が利用しているb5が膜結合型であることが考えられ、第1章で明らかにしたb5還元

因子も、膜結合型のb5還元酵素を利用しているものと考えられる。

　また、今回使用したマウス肝臓ミクロソーム画品はb，源としては界面活性剤の存在下

でしか働けなかった。しかし、これまでに明らかとなっている同じくミクロソーム三分

に存在する膜結合型のb，還元酵素が膜結合型のb，に電子を受け渡す活性を再構成系に

おいて追跡する際にも界面活性剤を必要としたという事実岡からも、このことはb5が

可溶型である必要があるのではなく、膜結合型のb，の活性を再構成系において測定する

際に界面活性剤が必要である事を示唆していると考えられる。

　ところで、膜結合型b，は両親媒性のタンパク質であり、遊離リボゾームで合成され、カ

ルボキシル末端に存在するER膜移行シグナルによりER膜に輸送されることが知られて

いる。また、一時的に遺伝子導入により大量に動物細胞に発現されると膜結合型のb5が

細胞分画上、ごく少量ながらサイトゾール二分に存在することが示されている（52）。した

がってここでみられた可溶型のb，はER膜に輸送される途中の膜結合型b，である可能性

がある。また、ウシの赤血球で示されたのと同じように㈹膜結合型b5をプロテアーゼで

切断し可溶型にする機構がマウスの肝臓においても少しはあるかもしれない。もしくは、

単純に、ホモジナイズなどの実験上の操作により人工的に作られたものであることも否

定できない。

　マウスとウサギのb，のホモロジーは翻訳領域で非常に高いが、非翻訳領域ではほとん

ど見られないと言う事実は、このb，のとる高次構造と関係があるかもしれない、という

のも、b，は、非常に高温にも安定であることが知られており、しっかりとフォールディ

ングしていることが予想される。このため、少しでも翻訳領域に変異が入ると、この高

次構造に乱れが生じ、作用に支障を来すかもしれない、このため、各種の動物内で、進

化の過程による多様性の形成をする猶予が与えられておらず、このように高いホモロジー

を持っていることが考えられる。
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　最近、共同研究者の川野らがマウス肝臓からCMP－NeuAc水酸化酵素を精製し（42）、

cDNAクローニングを行った（43）。このmRNAは肝臓の他、胸腺やリンパ球といったこれ

までに酵素活性があることが知られているところに分布しており、また、活性の見られ

ない脳では全く見られないなど、この酵素が細胞内のNeuGcの発現に大きく関わってい

ることが改めて明らかとなった。

　ここで得られたクローンのさらに詳しい解析によりCMP－NeuAc水酸化酵素のmRNAに

は二種類の分子種があることが明らかとなった。これらを、膜結合型b，しか持たないこ

とが知られているCOS　1細胞にトランスフェクトしたところ、活性型のアイソフォームを

トランスフェクトしたCOS　I細胞ではでは全シアル酸分子中のNeuGcの割合が有意に上

昇したことから、膜結合型わ，は可溶性のCMP－NeuAc水酸化酵素に十分利用されること

が明らかとなった（45）。また、水酸化活性を持たない短いアイソフォームは134アミノ酸

の欠落が認められるが、この部位がCMP－NeuAcとの結合に関与していると考えられてい

る㈹。この短いアイソフォームは細胞内分布が膜結合型b5と類似しており、これは、ア

ミノ酸の欠落により何らかの高次構造に変化が生じCMP－NeuAcと結合しなくても4と結

合できて、このためにb，を介してER膜に結合している可能性もある（45）。

　このように、CMP－NeuAc水酸化酵素の発現があるかないかで細胞内のNeuGcの発現量

が決まると考えられてきた。また、一般に培養細胞ではNeuGcの発現は比較的低いもの

が多い㈹。最近、Muchmoreらはゲノムにランダムに挿入して、挿入部位の遺伝子の機能

を損なう変異株のレトロウイルスを使用してこれをCHO細胞に使用した。この細胞を

NeuAcに特異的に結合するレクチンであるWGAにより選択し、これに耐性を持ち、

NeuGcを高発現しているCHO細胞株をいくつか単離することに成功した（47・48）。この挿入

部位をさらに解析することにより、これらの挿入部位はゲノムの一定の部位に挿入され

ていることが明らかとなり、この遺伝子は非常に短いペプチドをコードしており、この

ペプチドがCMP－NeuAc水酸化酵素の作用を阻害する可能性を示した（49）。このことは、

CMP－NeuAc水酸化酵素をさらに阻害することによりNeuGcの発現が調節される可能性を

示しており、非常に興味深い。また、我々の反応系においては酵素源はあらかじめ透析

したものを用いており、この操作により、ペプチド性の阻害剤はこれまで検出できなかっ

たのかもしれない。

34



おわりに

分子生物学的手法を用いる糖鎖機能の解析はあまり進んでいない。これは糖鎖は多岐に

わたる糖転移酵素群の遺伝子産物より作り出される二次産物であり分子生物的アプロー

チが困難なためであることによる。著者らの系では、各種シアル酸転移酵素の供与体と

なる細胞質のCMP一シアル酸に強い親和性を持ち、これを変換するCMP－NeuAc水酸化酵

素を用いているため、この酵素を細胞に導入すれば、細胞の複合糖質糖鎖中に存在する

シアル酸のうち坪グリコリル体の比率が坪アセチル体に比べて圧倒的優勢となることが

予想される。すなわち、この系はこれまで進んでいなかった分子生物的アプローチによ

り直接的な糖鎖機能の解明の進展に寄与するものと期待されている。

　また、近年、ヒト起源の生理活性物質が遺伝子工学的手法に基ずき産生され医薬品と

して使用されてきている。これらのリコンビナント製品はチャイニーズハムスター由来

のCHO細胞などの細胞で作られることが多く、このため、これらの製品には天然型以外

の淫乱が付加していると思われる（53）。CHO細胞により作製された糖タンパク質の糖鎖に

は、NeuGcを含むものが存在する。　NeuGcは、通常ヒトでは発現していないためヒト免

疫系により非自己と認識され、繰り返し投与されることでショック症状が起こる可能性

がある。したがってNeuGcの発現調節機構を明らかにすることはCHO細胞でNeuGcを含

まない糖タンパク質製剤を作製する為の基礎研究としても非常に重要であると考えられ

る。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　結論

　シトクロムb5の役割を中心としたCMP－NeuAc水酸化反応機構に関する研究を行い、以

下のような知見を得た。

1．マウス肝臓においてCMP－NeuAc水酸化反応に関与する因子を分画することに成功した。

2．このうち、シトクロム靱還元因子のCMP－NeuAc水酸化反応に対する影響及び性質を明

らかにした。

3．シトクロムb5とCMP－NeuAc水酸化酵素の直接の相互作用機構を明らかにし、この反応

機構に対する仮説を提唱した。

4．可溶型シトクロムb5のcDNAを単離し、これが膜結合型のcDNAに24塩基の挿入を持

つものであることを明らかにした。

5．シトクロムb5ゲノム遺伝子を単離し、可溶型と膜結合型の両者が選択的スプライシン

グにより生合成されていることを明らかにした。

6．マウス肝臓において発現しているシトクロムb5分子種はmRNAレベルでは膜結合型の

みであることを明らかにした。

7．肝臓の膜結合型シトクロムb5がCMP－NeuAc水酸化反応に∫n西加で関与できることを

明らかにした。
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