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論文内容の要旨

シア 1レ酸を含むスフィンゴ糖脂質であるガングリオシドは，広く動物の各組織に存在しているが，神経

組織には特に高い含量で存在している。神経組織におけるガングリオシドの分布は部位， または細胞の種

類の相違によってその濃度や組成が異なっており，発生や分化のマーカーとして捉えられてきた。しかし，

ガングリオシド蓄積症のネコの顕微鏡所見から巨大神経突起や多数の神経突起が生じている乙とが見いだ

されたばかりでなく，神経芽腫蕩細胞においても神経突起形成がガングリオシドによって誘導されること

が観察された乙とから ガングリオシドの神経細胞分化誘導や神経機能調節作用が注目されつつある。そ

乙で私は細胞内情報伝達の一つである蛋白質リン酸化に及ぼすガングリオシドの効果について検討した。

1. ガングリオシドによるクロム親和性細胞腫 P C 1 2h におけるNGF効果の促進と蛋白質リン酸化。

P C 1 2h 細胞はNGFの作用によりクロム親和性細胞様の性質から交感神経細胞様の性質に変わる。

ガングリオシド GMl と NGF存在下H:PC12h 細胞を培養したと乙ろ， 4 日後には約 6 0 ~ぢの細胞

に突起形成がみられた。しかし， NGFのみでは，突起形成は約 40%の細胞にしか見られなかった。

PC 1 2h 細胞をガングリオシドGMl と NGF 存在下に 6 日間培養したところ，チロシン水酸化酵素

の比活性はNGFのみに比べて有意に増加した。また， P C 1 2 h 細胞においてNGF は数種の蛋白質

のリン酸化を特異的に促進するが，ガングリオシドGMl 存在下にNGF依存性のリン酸化を測定する

と，分子量 6 0 -KDa および 3 3 -K Da の蛋白質のリン酸化が強められることが判明した。しかし，

ガングリオシドのみでは，蛋白質のリン酸化は変化しなかった。さらに，抗体を用いた免疫沈降から分

子量 6 0 -KDa の蛋白質はチロシン水酸化酵素であると確認された。また 核分固にもNGF依存性

に 2 2 -K Da と 1 4 -KDa の蛋白質にリン酸の取り込みがみられたが， 1 4 -K Da の蛋白質への
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リン酸の取り込みのみが強められた。乙れらの蛋白質リン酸化のガングリオシドによる変化はガングリ

オシドによる NGF作用の促進と関連していると考えられる。

2. ラット脳膜画分における蛋白質リン酸化のガングリオシドによる調節

ラット脳膜画分を用いて種々の脂質を加え，内在性の蛋白質を基質にしてリン酸化を行った。その結

果，ガングリオシドのみが 6 2 -KDa の蛋白質へのリン酸の取り込みを促進した。精製されたガング

リオシド GT1b ， GD1a やGM1 でも同様の効果が見られたが，アシアロ GM 1，セレブロシドや

シア Jレ酸などでは乙のリン酸化の促進は見られなかった。リン酸化アミノ酸の分析を行うと，乙の蛋白

質は主にセリン残基とスレオニン残基がリン酸化されていた。ガングリオシド依存性の 6 2 -KDa の

蛋白質リン酸化は Ca 2 + ， cAMP ，ホスファチジ Jレセリンやカ Jレモジュリンなどによってほとんど

影響を受けなかった。脳の細胞分画を行い細胞内局在を調べたところ，シナプトソーム画分に特に強い

活性が認められ，他の画分の活性は弱かった。発生過程では，脳のガングリオシド量が急速に増加する

生後 2週間頃に急激な活性の増加が観察された。さらに乙の内在性の基質である 6 2 -KDa の蛋白質

を二次元電気泳動法で分析すると，その等電点は 6.8 一 7. 2 で， Ca 2+ ，カ Jレモジュリン存在下でも

他にスポットが見られないことから，基質となる 6 2 -KDa の蛋白質は多機能性カ Jレモジュリン依存

性プロテインキナーゼの Fサブ、ユニットであると推定された。乙のことから，ガングリオシド依存性プロ

テインキナーゼが脳の膜画分に存在しカルモジ、ュリン依存性フ。ロテインキナーゼを介して機能している

乙とが示唆された。

さらに，ラット脳膜画分よりガングリオシド依存性フ。ロテインキナーゼの分離を試みた。ラット脳膜

画分をNonidet P -4 0 で可溶化し， DE 5 2 カラムにかけ， 2 種のガングリオシド依存性の蛋白質

リン酸化活性を得た。さらに種々のカラムクロマトグラフィーを用いて乙れらをより高度に精製した。

部分精製標品はそれぞれガングリオシドGT 1 b によって約 4倍 (type 1) および約 6倍 (type rr ) 

に活性化された。両酵素とも合成ペフ。チド( Leu-Arg-Arg-Ala-Ser -Leu-Val) をリン酸化

したがヒストンやカゼインはほとんどリン酸化しなかった。しかし， type II 酵素は微小管蛋白質，

特にMAP2 をよくリン酸化した。これらのガングリオシド依存性ブ、ロテインキナーゼは基質特異性や

c AMP , Ca 2 + ，カ Jレモジュリン，ホスファチジ Jレセリンなどでほとんど影響を受けない乙とから，

プロテインキナーゼA，プロテインキナーゼCやカ Jレモジュリン依存性フ。ロテインキナーゼとは異なる

と考えられた。

以上の結果はガングリオシドが種々の蛋白質リン酸化酵素活性を直接および、間接的に調節することに

より，神経細胞の分化や神経機能の調節に関与している可能性を示唆するものである。

論文の審査結果の要旨

ガングリオシドは神経組織における主要な糖脂質である。最近f ガングリオシドが神経の分化，修復お

よび神経機能の調節などに関与する乙とが明かにされつつある。その作用に関しては，外部から加えられ
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たガングリオシドが速かに細胞膜に取込まれて，そこで機能を発揮すると考えられているが，その機構は

ほとんど明らかにされていない。

本研究は，ガングリオシドが神経成長因子による神経突起形成，神経伝達物質合成の促進を介する分化

の誘導を刺激するのみならず，細胞内の特定のタンパク質のリン酸化を強める乙とを示した。また， ラッ

ト脳膜画分中にガングリオシド依存性タンパク質リン酸化酵素が存在すること，その主要な基質が多機能

性カルモデュリン依存性フ。ロテインキナーゼß-サブユニットであることを示した。

神経組織にガングリオシド依存性タンパク質リン酸化酵素が存在する乙と その主要な基質を示した本

研究の成果は，神経組織中におけるガングリオシドの役割および作用機構を考える上で重要な知見である。

したがって，本研究は理学博士の学位論文として十分価値のあるものと認められる。
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