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論文内容の要旨

クラッベ病は脳白質ジストロフィーをきたす常染色体性劣性遺伝病であり，リソソームに局在するガラクトセレブ

ロシダーゼの欠損によることが知られているが，原因遺伝子は単離されておらず，その分子生物学的な病態について

はまだ明らかにされていない。そこで，本疾患の病態を解明するために本酵素の精製及び原因遺伝子の単離が重要と

考えこの研究を行った。

【方法及び結果】

1) ガラクトセレプロシダーゼの精製

ヒトリンパ球，約 5 kgを用い界面活性剤として Taurocholate で可溶化し， Octyl-Sepharose , ConA-Sepharose , 

Pheny l-Sepharose のカラムを用い TSK G3000SW で、ゲソレ漉過し最後に Phenyl カラムで濃縮したところ，精製酵素約

600μg が得られ，回収率4.8%，精製度22 ， 000倍となった。分子量はゲノレ漉過で90 kDa , SDS-PAGE では主バンドが

90 kDa , 50 kDa にあり，イ也 lこ 70 kDa , 40kDa , 30kDa のマイナーなバンドを言忍めた。

2) アミノ酸配列決定

N 末端アミノ酸配列は，精製酵素を SDS-PAGE にて分離後， PVDF 膜に転写した標品を用い，気相シークエンサー

にて決定したところ， 90kDa のバンドより最長19残基まで解読され， 70kDa , 50kDa の N 末端もこれと一致すること

が判明した。 40kDa ， 30kDa のバンドは別の N 末端を持つことが判明した。また，内部アミノ酸配列は PVDF 膜に転

写した90kDa の蛋白をその膜上で還元 S ーカルボキシメチル化を行ない， 2 種類の protease による in situ digestion 

を行ない，断片化ペプチドを逆相 HPLC にて分離精製し決定した。この結果 6 種のペプチドから合計49 アミノ酸の

構造情報が得られた。

3) PCR 法による cDNA クローニング

90kDa の N 末端アミノ酸配列より 41mer の lllOSlll を含む single primer (GC4F:sense) と 23mer の mixed primer 

( GCIF : sense) を合成し， 90kDa の蛋白の内部アミノ酸配列より 47mer の lllOSlll を含む single primer (AP10R 

antisense) と 23 mer の mixed primer (AP16R: antisense) を合成した。正常対照皮膚線維芽細胞から抽出したmR

NA より合成した cDNA を鋳型として，これらの pnmer を組み合わせ PCR を行なった。 GC4F と AP16R の PCR 産

物 (TAl)を TA クローニングし塩基配列の決定を行なったところ， N 末端のアミノ酸配列のうち GC4F に用いてい
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ない配列を含むことが判明し，これがガラクトセレブロシダーゼの部分配列と考えた。またこの塩基配列から合成し

た sense pnmer と AP16R とで行なった PCR 産物 (TA2) は内部アミノ酸 6 種の内 3 種と 30kDa の N 末端の配列を

含むことが判明した。

4) cDNA ライブラリーのスクリーニング

PCR 物産 TA1 ， TA2 をプロープとして，ヒト胎盤由来のえ gtll cDNA ライブラリーを plaque hybridization によ

りスクリーニングした。 3 X10 6 の plaque をスクリーニングしたところ 4 個の陽性クローンが得られた。これらをつ

なぐことにより 669個のアミノ酸をコードする 2007bp の open reading frame を含み， 38bp の 5'UTR と 1735bp の 3'U

TR を含む3780bp の完全長 cDNA をクローニングした。また選択的スプライシングによると思われるクローンが存

在し， PCRでも確認された。

5) クラッベ病患者の遺伝子解析

ガラクトセレブロシダーゼの cDNA の翻訳領域について，正常対照と患者の皮膚線維芽細胞から抽出した mRNA

より合成した cDNA を鋳型として PCR を行ない直接塩基配列決定を行なった。 12名の患者の塩基配列決定によりコ

ドン369が終止コドンとなる症例を l 例， 1 塩基置換と考えられる症例を 4 例見出している。また 2 症例においては

翻訳領域の大きな欠失をきたしており，更に検索中である。

【総括】

1)クラッベ病の欠損酵素ガラクトセレブロシダーゼをヒトリンパ球より精製した。

2) 精製酵素のアミノ酸配列より本酵素の完全長 cDNA のクローニングに成功した。

3) この cDNA がクラッベ病の欠損酵素であることの最終的な証明には発現により酵素活性の確認が重要と考えられ，

今後の課題である O

4) 本疾患にはモデルマウスが存在し，マウスの cDNA が得られればこれを用いた遺伝子治療の研究に有用と考えら

れるため，今後試みる予定である。

論文審査の結果の要旨

本研究は，常染色体性劣性遺伝病であるクラッベ病の欠損酵素ガラクトセレブロシダーゼの遺伝子を単離すること

により，本疾患の分子生物学的病態を明らかにするために行われた。

正常ヒトリンパ球より本酵素の精製を行い，部分的な蛋白一次構造より PCR 法を用いて遺伝子の一部をクローニ

ングし，ヒ卜胎盤由来の cDNA ライブラリーから完全長の cDNA を得ることに成功した。

これによりクラッベ病患者における遺伝子異常の検索が可能になり，分子レベルでの病態を解明する足掛かりとな

ると考えられ，更にモデルマウスの遺伝子治療への研究の道を拓く本研究は，学位に値すると考えられる。
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