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論文内容の要旨

【目的】

真核生物の膜蛋白質の中には，ペプチドの C末端に結合したグリコシルホスファチジルイノシトール (GPI)アン

カーと呼ばれる糖脂質によって膜に結合している一群があり，ほ乳類では現在までに 50種類以上の GPI アンカー蛋

白質が知られている o GPI アンカーは小胞体で生合成されるo この生合成経路のうち，最初のステップである N ーア

セチルグルコサミンの転移反応には発作性夜間血色素尿症の原因遺伝子 PIG -Aをはじめ PIG -H , ーどなどの遺

伝子が関わっていることが知られているが， 2 番目のステップである脱アセチル化反応 (Nーアセチルグルコサミン

PI をグルコサミンー PI に変換する過程)に関わる遺伝子はこれまで同定されていなかった。私は CHO 細胞変異株

を用いてこのステップに関わる遺伝子の cDNA をクローニングした。

【方法ならびに成績】

1. GPI アンカー欠損変異細胞株の樹立および相補性解析

CHO 細胞に GPI アンカー型蛋白質である DAF 及び CD59の cDNA を導入してこれらを恒常的に高発現する細胞

をセルソーターにて回収した。この細胞に Ethyl Methane -sulfonate を作用させて突然変異を誘発し， DAF , 

CD59 とも発現が見られなくなった細胞をセルソーターにて集め，クローン化して変異細胞株を46 クローン樹立した。

この変異株が GPI アンカ一生合成系のどのステッフ。の異常を持っかを知るためにクラス A ， B , C , E , F , 日変

異株および脱アセチル化のステッフ。に障害を持つ変異株との細胞融合による相補性解析を行った。その結果，大多数

は同じクラス，すなわち脱アセチル化のステップに障害を持つ細胞株で、あることがわかった。

2. 変異細胞株を用いた相補遺伝子の発現クローニング

この細胞にラット C6 グリオーマ由来の cDNA ライブラリーを導入して DAF， CD59 とも発現回復した細胞をセ

ルソーターで集め，そこからプラスミドを回収した。この操作を繰り返すことによりこの細胞株の変異を相補する

cDNA クローンを得た。これを PIG -L と命名した。 PIG -L cDNA は 1903塩基対よりなり， 252 アミノ酸残基か

らなる蛋白質をコードすることが予想された。また PIG -L cDNA は既存の脱アセチル化のステップに障害を持つ

細胞株の変異も相補することが確かめられた。データベース上に PIG -L類似の蛋白質はなく，脱アセチル化酵素

活性を持っかどうかは今のところ不明である。
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3. 遺伝子産物の細胞内局在

PIG -L cDNA の翻訳領域と予想される N末端， c末端にそれぞれ FLAG -tag を挿入した cDNA を変異細胞株

に導入して融合蛋白質を発現させ， この細胞を用いでしょ糖密度勾配細胞分画法および抗 FLAG 抗体を用いた

Western -blotting 法を行い遺伝子産物の細胞内局在を調べた。その結果，この蛋白質は主に小胞体膜土に存在す

ることがわかったD さらに proteinase K による消化実験を行い PIG -L 蛋白質の小胞体膜上での向きを調べたとこ

ろ， PIG -L 蛋白質はその大部分が細胞質側に存在することがわかった。

【総括】

GPI アンカ一生合成経路の中でまだ遺伝子がわかっていないステップの解明をめざじて， CHO 細胞変異株を樹立

した。既存の変異株との細胞融合による相補性解析の結果， この変異株は GPI アンカ一生合成経路の 2 番目のステッ

プである脱アセチル化に障害を持つことがわかった。この変異株を用いて脱アセチル化反応に関わる遺伝子 PIG -

L の cDNA をクローニングした。 PIG -L cDNA は 1903塩基対よりなり， 252 アミノ酸残基からなる蛋白質をコー

ドすることが予想された。 PIG -L 蛋白質は GPI アンカ一生合成の場である小胞体膜に存在する蛋白質であった。

また，細胞質側にその大部分が存在したので， N ーアセチルグルコサミン- PI とクゃルコサミン- PI が細胞質側を向

いているという Menon らの結果と合わせ，第 2 ステップは小胞体の細胞質側で行われると考えられた。

論文審査の結果の要旨

膜蛋白質の中には，ペプチドの C末端に結合したグリコシルホスファチジルイノシトール (GPI)アンカーと呼ば

れる糖脂質によって膜に結合している一群があり，ほ乳類では現在までに50種類以上が知られている o GPI アンカー

は小胞体で生合成される。この生合成経路のうち， 2 番目のステップである N ーアセチルグルコサミンー PI をグル

コサミン- PI に脱アセチル化する過程に関わる遺伝子はこれまで同定されていなかった。本研究は CHO 細胞変異

株を作成し，それを用いてこのステップに関わる遺伝子の cDNA をクローニングしたものであるo

樹立した CHO 細胞の GPI アンカー欠損変異株は 2 番目のステップに障害を持つことがわかった。この変異株を相

補する cDNA をクローニングし PIG -L cDNA と名付けた。 PIG -L cDNA は252アミノ酸残基からなる新規の蛋

白質をコードすることが予想された。 PIG -L蛋白質は GPI アンカ一生合成の場である小胞体膜に存在する蛋白質

で，細胞質側にその大部分が存在した。 N ーアセチルグルコサミンー PI とグルコサミン- PI が細胞質側を向いてい

るという Menon らの結果と合わせ，第 2 ステッフ。は小胞体の細胞質側で、行われると考えられた。

本研究は， GPI アンカ一生合成に働く新規遺伝子をクローニングし，さらに GPI アンカーの膜トポロジーに新し

い知見をもたらしたもので学位に値するo
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