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論文内容の要旨

[目的】

Nアセチルラクトサミン (Galﾟ 1 ・4GlcNAc) 単位の繰り返し構造であるポリ -Nアセチルラクトサミン鎖は、直鎖

型(血液型 i 抗原)或いは分岐型(血液型 I 抗原)として細胞表面の糖タンパク質 (Nおよび O型糖鎖)ならびに糖

脂質上に形成される。経発生過程においてヒト赤血球表面の i 抗原は I 抗原へと劇的に変化し、またシアリルルイス

X を有する多分岐型の I 抗原は、より強力に L-セレクチンと結合するなど分化や細胞接着といった複雑な生命現象へ

のポリ -N・アセチルラクトサミン鎖の関与が示唆されている。本構造の生物学的機能をより詳細に解析するには、そ

の生合成担当酵素群の単離が不可欠である。 1 抗原形成を担う ß 1 ，6Nアセチルグルコサミン転移酵素 (GnT) には、

末端部(ディスタル)に働く dIGnT と中心部(セントラル)に働く clGnT の 2 種類が知られている。近年、 O型糖

鎖の分岐構造であるコア 2 およびコア 4構造の生合成 (C2 および C4GnT 活性)を担うムチン型 C2GnT (C2GnT-M) 

がクローン化され、試験管内において dIGnT としても機能することが示された。しかしながら、その dIGnT 活性は

C2GnT 活性 (100%) と比較し 7% と大変低く、実際の組織における dIGnT 活性にどの程度の役割を果たし得るの

か疑問であった。また、新たな dIGnT タンパク質が存在する可能性も否定し得ない。

本研究では、組織中で如何なる dIGnT タンパク質が実際に機能しているのかを明らかにするため、ラット小腸組

織からその活性を指標として dIGnT を精製し、その部分アミノ酸配列をもとに cDNA クローンを単離することを試

みた。

[方法ならびに成績]

GlcNAc ゚  1-3*Gal ゚  1 ・4Glc-PA (*，GlcNAc が ß 1 ， 6 結合で転移される部位 ;PA、ピリジルアミノ基)をアクセプタ

ー基質とするアッセイ法を用いて dIGnT 活性を測定した。ラット小腸 (140 g) をホモジナイズし、分画遠心法によ

りミクロソーム画分を調製した。酵素タンパク質をTriton X -100 存在下で可溶化し、陰イオン交換、二種類の金属

qo 



キレート (Ni2 + および Zn2 +) および二種類のアフィニティー(ドナー基質アナログおよびアクセプター基質)カラ

ムによる各種クロマトグラフィーにより、抽出液と比較し 45，000 倍以上に dIGnT を精製した。精製酵素は非還元条

件下での SDS-PAGE、銀染色で分子量 66， 000 の単一バンドを示した。本酵素の至適 pH は 7.75-8.00 の間であり、

その活性に金属を要求しなかった。

精製規模を約 2 倍に拡大し、これを三回繰り返すことで約1.5μg の精製酵素を調製した。精製酵素を SDS-PAGE

後 CBB 染色し、 Achromobacterプロテアーゼ 1 (Lys-C) により直接ゲ、ル中で、消化した。逆相 HPLC によりペプチ

ド断片を分取し、気相フ。ロテインシークエンサーおよび MALDI-TOF 質量分析計を用いてアミノ酸配列を決定した。

その結果、本酵素には既知の C2GnT-M と極めて相向性の高い配列が存在することが明らかになった。この部分アミ

ノ酸配列をもとに、ラット小腸 cDNA 群から本酵素に対応する cDNA クローンを単離した。 cDNA 塩基配列から推

定されるアミノ酸配列から、本酵素が 437 アミノ酸残基からなる E型の膜貫通タンパク質であり、既知のヒトおよび

ウイルス C2GnT-M とアミノ酸レベルで、各々 77%および 74%の相向性を示すことが明らかになった。これは本酵素

が既知 C2GnT-M のラットオーソログであることを示した。

本酵素の cDNA を発現ベクター pSVK3 に挿入し、 COS-l 細胞にて一過性に発現させたところ、 dl/C2/C4GnT 活

性が強く発現した。これらの活性比は 0.34 (dIGnT) : 1.00 (C2GnT) : 0.90 (C4GnT) だ、った。この活性比はラット小

腸から精製した酵素標品についても全く同様で、あった。このことは単離した cDNA クローンが確かに精製ラット酵素

に対応していることを示した。

[総括]

ラット小腸から均一にまで精製した dIGnT は既知 C2GnT-l\1 のラットオーソログだ、った。このことは実際の小腸

組織における dIGnT 活性が、ほとんど唯一 C2GnT-M に起因していることを強く示唆した。

論文審査の結果の要旨

細胞表面の糖タンパク質ならびに糖脂質上に形成されるポリ -Nアセチルラクトサミン鎖は、分化や細胞接着とい

った複雑な生命現象への関与が示唆される重要な糖鎖構造である。本構造の生物学的機能を詳細に解析するには、そ

の生合成を担う糖転移酵素群の単離が不可欠である。ポリ -Nアセチルラクトサミン鎖の分岐構造(血液型 I 抗原)

形成に関わる ßl，6Nアセチルグルコサミン転移酵素 (GnT) の一つにディスタル IGnT (dIGnT) が知られている。

近年、 0型糖鎖の分岐構造であるコア 2 およびコア 4 構造の生合成 (C2/C4GnT 活性)を担う酵素タンパク質として

ムチン型コア 2GnT (C2GnT-M) がクローン化され、試験管内において僅かながらも dIGnT 活性を示すことが明ら

かにされた。しかしながら、実際の組織における dIGnT 活性が如何なる酵素タンパク質に起因するのかを明確に示

した研究はこれまで、になかった。本研究ではラット小腸からその活性を指標として dIGnT を均一にまで精製し、精

製酵素の部分アミノ酸配列をもとに対応する cDNA クローンを単離した。また、この cDNA を COS-l 細胞にて一過

性に発現させ、本酵素の基質特異性を明らかにした。結果、ラット小腸から精製した dIGnT が、既知 C2G仏n汀T

オ一ソロググ、でで、あることが明らかになつた。これは実際の小腸組織における dIGnT 活性が、ほとんど唯一 C2GnT-M に

起因していることを明確に示した。本研究はこの C2GnT-M を小腸組織における dIGnT 活性の本体として精製かっ

同定した初めての報告である。以上の理由から本研究は学位の授与に値するものと考えられる。
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