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生体膜に存在し，情報認識・伝達にかかわる生体超分子構
造をミクロドメインと呼ぶことができる。ミクロドメイン
はスフィンゴ脂質，コレステロール，膜タンパク質によって
構成される。スフィンゴ脂質の一種であるスフィンゴ糖脂
質もミクロドメインを形成する膜物質である。当研究チー
ムでは，スフィンゴ脂質，スフィンゴ糖脂質の発現制御の
機序を解析するとともに，スフィンゴ糖脂質のミクロドメ
イン形成，機能への関与を解析し，発現制御の機序とこれ
ら機能発現との関係を明らかにする。

1. 水酸化によるスフィンゴ脂質，スフィンゴ糖脂質修
飾の生物学的意味の解析（榎本，尾前）

シアル酸は N-アセチルノイラミン酸（NeuAc）の誘導体
に対して与えられたファミリー名であるが，シアル酸の一
種N-グリコリルノイラミン酸（NeuGc）はヒトでは発現し
ないことが知られている。シアル酸はスフィンゴ糖脂質，
糖タンパク質糖鎖の重要な構成単糖であり，この単糖の発
現欠損はヒトの進化の過程で，重要な意味を持つ可能性が
ある。ヒトでの欠損の原因は NeuGc 生合成の律速を形成
する CMP-NeuAc水酸化酵素遺伝子に発見された 92塩基
の欠損にある。シアル酸は神経系で多量に発現しており，
スフィンゴ糖脂質，糖タンパク質ともに NeuGcではなく
NeuAcが使われている。興味深いことに，NeuGcを発現
できる哺乳動物のマウスでも，神経組織では CMP-NeuAc

水酸化酵素 mRNAは検出できない。このことから，神経
系で特異的な発現抑制の起きている可能性が考えられる。
しかもこの抑制は遺伝子産物が既に不活性化されているヒ
トでも保存されている。神経系での抑制機構を解析する目
的で，CMP-NeuAc水酸化酵素遺伝子の転写制御を解析し
ている。マウス CMP-NeuAc水酸化酵素遺伝子をクローニ
ングし，全長 13 kb，水酸化酵素遺伝子 5’上流域 6.5 kbを
含むクローンを得，塩基配列を決定した。イントロン 1は
3 kbの長さがある。ルシフェラーゼを使ったレポーターアッ
セイのための DNAを準備している。遺伝子導入細胞の候
補として L929，Neuro2a細胞を選択し，それぞれの細胞の
持つ NeuAcと NeuGcを定量した。
膜ドメインを形成するスフィンゴ脂質の中で，親水性部

分と疎水性部分の中間に，水酸基を 1個多く持つスフィン
ゴ脂質分子が存在し，この分子は膜輸送の活発な微絨毛膜
に特徴的に存在する。この水酸化を行う酵素スフィンゴシ
ン 4-水酸化酵素の生化学，分子生物学的解析を行っている。

2. 組織特異的スフィンゴ脂質の発現制御とその生物学
的重要性の解析（吉岡，尾前）

Gsl5 遺伝子はマウス腎臓のスフィンゴ糖脂質の発現を制
御する遺伝子として同定された。本遺伝子は N-アセチルグ

ルコサミン（GlcNAc）を β1-6結合で転移する糖転移酵素
活性を腎臓特異的に制御しているが，その実体と制御のメ
カニズムは不明である。本酵素の腎臓特異的発現は，近位
尿細管上皮細胞に限局している。さらに，スフィンゴ糖脂質
のみならず，糖タンパク質糖鎖の発現も制御していること
が明らかになっている。本酵素によって骨格が作られる糖鎖
（Galβ1-4(Fucα1-3)GlcNAcβ1-6(Galβ1-3)GalNAc）に対す
る抗体を用いてウェスタン解析を行うと，分子量 600KDa

の糖タンパク質がミクロソーム画分に検出され，免疫組織
化学で腎臓近位尿細管上皮細胞の微絨毛膜直下に存在する
小胞が染色された。本糖タンパク質の本体について，分子
量，局在性から推定するとメガリンと呼ばれる LDLレセ
プター関連タンパク質ファミリーに属する分子である可能
性が考えられた。そこで，マウス・メガリンのアミノ酸配
列中にある 17アミノ酸からなるペプチドを抗原とし，抗体
を作成した。ウェスタン解析を行って，600 kDa糖タンパ
ク質はメガリンであることを確認した。今後メガリンの機
能をメガリン上の糖鎖が修飾可能か，メガリンの局在する
小胞の膜を構成しているスフィンゴ脂質がメガリンの機能
を修飾しうるかどうか，超分子形成の観点から解析する。

Ggm1 遺伝子はスフィンゴ糖脂質である GM1（Galβ1-

3GalNAcβ1-4(NeuAcα2-3)Galβ1-4Glcβ1-Ceramide）の発
現をマウス肝臓特異的に制御している。Ggm1 遺伝子座は
第 17染色体上の H-2K から 1 cMの距離にあることが判明
している。Ggm1 遺伝子は GM1生合成の最終段階に関わる
糖転移酵素の β1-3ガラクトース転移酵素（β3GalT）の活
性発現を制御している可能性が考えられる。β3GalT遺伝子
はゲノムプロジェクトで既に配列が解析され，H2-K 遺伝子
の 5’側 50 kbの位置にあることが報告されている。1 cMと
いう生物学的染色体上の距離は少なくとも 10000 kb程度の
距離であることが考えられ，この違いは β3GalT遺伝子と
その肝臓特異的発現制御遺伝子とが大きな距離を隔てて存
在している可能性を示唆している。Ggm1 遺伝子に欠損の
あるマウスは肝臓機能に障害があるとは考えられず，肝臓
に必須の機能分子は正常に作られていることが予測される
ことから，肝臓特異的な転写制御因子が欠損する可能性は
低く，転写制御因子の結合配列である可能性が考えられた。
そこで，β1-3Gal転移酵素遺伝子 5’上流側の配列を解析し
たが，得られた配列には，Ggm1 (−/−)個体とGgm1 (+/+)

個体間で，表現型を説明できる差が存在しなかった。

3. 質量分析による構造解析法の検討（鈴木（實））
スフィンゴ脂質，スフィンゴ糖脂質，糖タンパク質の脂

質あるいは糖鎖の構造解析，微量検出はそれら分子の機能
を解析する上で不可欠である。HPLCおよび質量分析法を
使った上記物質の微量構造解析法の開発，生体超分子複合体
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を検出する質量分析法の開発を目指している。糖脂質，糖タ
ンパク質由来のオリゴ糖のピリジルアミノ誘導体を HPLC

で分離後，MALDI-TOF質量分析法で解析した。HPLC-蛍
光検出および MALDI-TOFによる分子イオン検出の感度
は 20 fmol，PSD（post source decay）による糖配列情報取
得の感度は 2 pmolであった。スフィンゴ脂質と膜タンパク
質からなる超分子複合体の質量分析による検出を検討して
いる。

4. その他の研究課題
表皮のスフィンゴ脂質の構造解析を行った。血清中糖タ

ンパク質糖鎖の多型の解析をウェスタン法を用いて検討し
た。日韓ウィンターコースに来日した Kim研修生と共同実
験として抗ガン剤によるアポトーシス誘導時におけるセラ
ミドの変化を解析した。
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duced by Apoptosis
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