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論文内容の要旨

[目的]

ニワトリ腔毛様体神経節ニューロンの突起伸展を引き起こす因子として神経突起伸展因子 Cneurite outgrowth 

factor , NOF) をすでに単離精製している。 NOF は分子量約 700 kDa の細胞外マトリクスに存在する酸性糖タンパ

ク質であり，神経系の他に砂嚢平滑筋，骨格筋，心筋などにも存在している。 gicerin (SDS-PAGE 上で， 82 kDa 及

び 90kDa のダブレットバンドを示す)は， NOF に結合する細胞膜蛋白質として砂嚢平滑筋から精製しており，発生

初期の神経系や網膜にも発現している o gicerin の神経系における発現時期は，神経細胞のシナプス形成時に最大発

現が見られ，以降加齢と共に減少・消失してし、く。小脳においては外頼粒層の神経細胞が内方に移動する時期に一致

して発現が見られる O また，網膜においては視神経細胞が中枢に神経突起を伸展する時期に一致して発現が見られる。

このことは，神経構築やシナプス形成に glcenn が深く関与していることを示唆している。本研究では gicerin 抗血

清を用いて，ニワトリ砂嚢の À gt 11 発現ライブラリーのスクリーニングを行い， gicerin cDNA を単離し，その塩基

配列を決定し，その構造を明らかにした。さらに，培養細胞に gicerin cDNA を導入しその機能を解析した。

[方法]

すでに精製している gicerin (82 kDa) に対する抗体を用いて，ニワトリ砂嚢平滑筋のえが 11 発現ライブラリー

のスクリーニングを行った。得られたクローンは， phagemid B1 uescri pt II SK (-)にサブクローン化しさらに制限

酵素および Exonuclease m 処理によるフラグメントを作成し， Sanger 法によりその塩基配列を決定した。さらに

gicerin cDNA をマウス線維芽細胞 L929 にリポフェクチンを用いて導入，発現させた。恒常発現細胞株を作成するた

めにネオマイシン耐性遺伝子との co-transfection を行った。この glcenn 恒常発現細胞および parenta1 L929 細胞を

トリプシンで単細胞化した後に， NOF , BSA 及び 1aminin をスポット状にコー卜した培養皿上で培養し，これらのス

ポットへの結合を検討した。

[成績]

ニワトリ砂嚢 glcenn の cDNA をクローニングしたところ， gicerin は 584 個のアミノ酸から構成されており，長い

細胞外領域に続き 1 回の膜貫通部位と短い細胞内領域からなる。アミノ酸の一次構造の解析から， glcenn は，イム

ノグロプリン(Ig) ジーンスーパーファミリーに属するタンパク質である事が明らかとなった。細胞外領域には Ig

様ルーフ。構造を 5 個持ち SC1 ， MAG , L1 , NCAM 等と類似した構造をしており，その N 末の 2 個は V タイプ，他の
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3 個は C-2 タイプであると思われる。細胞内領域にはチロシンキナーゼなどの既知の機能的なドメインは含まれてい

なかった。 glcenn を恒常的に発現させた線維芽細胞は，砂嚢の glcenn のダブレットバンドの 90kDa に一致した

glcenn を細胞表面に発現した。さらにこれらの細胞は NOF にのみ選択的に結合し，その結合は抗 glcenn 抗体で阻

害された。

[総括]

glcenn は NCAM ， SC1 , MAG , VCAM-1 などのイムノグロプリン(Ig) ジーンスーパーファミリーに属する新し

いタンパク質であることが明らかになった。ホモロジーは SC1 と 30%程度， NCAM , MAG , VCAM-1 , CEA などと

は 20%以下である。 Ig ジーンスーパーファミリーに属する分子は一般的に同種親和性結合により神経突起伸展をひ

きおこす。また神経突起伸展能を持つラミニンファミリ一分子に対する受容体はインテグリンが知られている。 Ig

ジーンスーパーファミリーに属する glcenn がラミニンファミリーに属する NOF との異種親和性結合により神経突

起伸展を引き起こすことは新しい知見である O

論文審査の結果の要旨

本研究は神経突起伸展因子 Cneurite outgrowth factor , NOF) に対するレセプターである glcenn の構造と機能

を明らかにする事を目的とし，抗 glcenn 抗体を用いて， gicerin cDNA のニワトリ砂嚢平滑筋からのクローニングを

行い，さらに培養系における発現実験を行った。単離した cDNA は 584 残基のアミノ酸をコードしており， glcenn 

は新しい細胞接着因子である事が明らかになった。その構造は，細胞外に 5 個のイムノグロプリン(Ig) 様ループと，

l ヵ所の膜貫通部位を挟んで短い細胞内ドメインを持つo gicerin cDNA をマウス線維芽細胞 L929 に導入すると，砂

嚢に発現している glcenn の片方に一致するバンドがウエスタンプロットで確認され，細胞は NOF に対する結合能

を示した。 Ig ジーンスーパーファミリーに属する gicerin がラミニンファミリーに属する NOF に選択的に結合する

ことは非常に特徴的である。

本研究は新しい細胞接着因子の同定及び機能を解明することにより，神経系の形成機構の解明に大きく寄与する研

究であり，学位に値する。
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