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論文内容の要旨

【目的】

真核生物の膜表面蛋白質には、 C末端が糖脂質であるグリコシルホスファチジルイノシトール (GPI)に結合する

ことで、膜表面につなぎ止められるものが多数存在している。 GPI の骨格の基本構造は真核生物において保存されて

いる。 GPI 生合成の第一段階のNーアセチルグルコサミン (GlcNAc) 転移酵素複合体 (GPI-GnT) は、少なくと

も四つの蛋白質、 PIG-A、 PIG-C、 PIG-H 及び GPI1 により形成されている。 PIG-A、 PIG-C および PIG-H

には既に変異株が存在し、それらの細胞では GPI アンカー型蛋白質は細胞表面に発現できないことが知られている。

しかし、 GPI1 ，こは変異株が存在しておらず、酵母 Gpilp のホモログとしてクローニングされたため、 GPI1 の GPI

GnT における役割は明らかにされていなかった。本研究では、マウスF9 細胞のGPI1 ノックアウト変異株を作製し、

GPI-GnT における GPI1 の機能の解明を行った。

【方法ならびに成績】

ヒトの GPll の蛋白配列を基にマウスの cDNA を PCR 法によりクローニングしたD ヒトとマウスの GPI1 蛋白質

は581 アミノ酸からなり、互いに89%のアミノ酸配列同一性を示した。この cDNA を用いてゲノム断片をクローニン

グし分析した結果、マウスの遺伝子は11個のエクソンを持ち、染色体の17B に位置していることが明らかになった。

マウス F9 細胞を用いこの遺伝子の 2 つのアレルを相向性組み替えにより破壊した。ノックアウト変異株では GPI1

の mRNA が発現していないことが Northern blotting によって確認された。ノックアウト変異株での GPI アンカー

型蛋白質の細胞表面への発現を FACS を用いて分析した。 GPI アンカー型蛋白質の細胞表面への発現が認められな

い PIG-A、 PIG-CZ 及び PIG-H 変異株と異なり、 GPll ノックアウト変異株では GPI アンカー型蛋白質の細胞

表面への発現が認められた。しかし、野性型細胞に比べて大きく減少していた。 GPI1 の cDNA をノックアウト細胞

に導入すると、 GPI アンカー型蛋白質の細胞表面への発現が野性型細胞のレベルまで回復した。ノックアウト細胞に

おいてGPI-GnT 活性がどの程度残っているかを調べるために、細胞の lysate と mlcrosome に UDP[3HJ GlcNAc 

を加えて反応させ、産物である [3HJ GlcNAc-PI を thin layer chromatography で分離し、その量を測定した。野

性型細胞と異なって、ノックアウト細胞でのドHJ GlcNAc-PI の量は測定できず in vitro での活性は認められな

かった。これらの結果は、 GPll がないときでも酵素活性は残っているが、極めて微弱であるためin vitro 系では検

出できないことを示している。また、 GPI1 蛋白質は酵素活性に直接には関わっていないことを示唆している。 GPI
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1 蛋白質と GPI-GnT 複合体の他の蛋白サブユニットとの関係を調べるためエピトープで標識した PIG-A および

PIG-C、 PIG-H の聞の結合を GPl1 がある場合とない場合で免疫沈降法と Western blotting 法により分析した。

GPl1 がない場合でも PIG-A と PIG-H は互いに結合したが、 PIG-A と PIG-H の複合体への PIG-C の結合は

検出されなかった。また、 GPl1 が存在しない場合の PIG-C と PIG-H の量は GPl1 が存在する場合の 1/3 であっ

たが、 PIG-A の量は影響を受けなかった。

【総括】

GPl1 ノックアウト細胞では in vitro の GPI-GnT 活性は検出されなかったが、 GPl1 アンカー型蛋白質の細胞表

面への発現は有意であったことから、 GPl1 は GPI-GnT 酵素活性に必須ではないことが明らかになった。一方、 G

Pl1 が存在しない場合でも PIG-A と、 PIG-H の複合体は検出されたが、全体の複合体は検出できないことと、 PI

G-C と PIG-H の蛋白発現が GPl1 に依存していることは、 GPl1 が GPI-Gn'l、複合体を結び‘つけることにより活

性を高めていることを示唆している o

論文審査の結果の要旨

細胞の表面膜蛋白質には、 C末端が糖指質であるグリコシルホスファチジルイノシトール (GPI)に結合すること

で、膜表面につなぎ止められるものが多数存在しているo これらの蛋白質の発現に GPI の結合は必須である。 GPI

生合成の第一段階のNーアセチルグルコサミン (GlcNAc) 転移酵素 (GPI-GnT) は、少なくとも四つの蛋白質、 P

IG-A、 PIG-C、 PIG-H 及び GPl1 により形成されているo このうち、 PIG-A、 PIG-C および PIG-H は酵素

活性に必須である事が知られていた。しかし、 GPl1 の役割は明らかにされていなかった。本研究では、マウス F9

細胞の GPl1 ノックアウト変異株を作製し、 GPI-GnT における GPl1 の役割を解析した。

マウスの GPl1 遺伝子をクローニングして構造を確認した後、マウス F9 細胞を用いてこの遺伝子の 2 つのアレル

を相向性組み換えにより破壊した。 GPl1 ノックアウト細胞では in vitro の GPI-GnT 活性は検出感度以下であった

が、 GPI アンカー型蛋白質の細胞表面への発現は有意に残っていたことから、 GPl1 は GPI-GnT の酵素反応自体に

は必須でないことが明らかになった。 GPl1 が存在しない場合、 PIG-A、 PIG-H、 PIG-C の 3 分子の複合体はほ

とんど検出できなかった。しかし、 PIG-A と PIG-H の複合体は安定に形成された。この結果から、 GPl1 は PIG

A、 PIG-H の複合体に PIG-C を結び付けて全体を安定化する事により酵素活性を高めている事がわかった。

本研究は GPI 生合成を開始する酵素複合体の安定化の分子機構を明らかにしたものであり、学位に値する。
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