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論文の内容の要旨

（目的）

　発生期の脊髄腹側正中部に位置するフロアープレートは，神経軸索ガイダンスや細胞分化を担う重要な細胞群

である。例えばフロアープレートから分泌される軸索ガイダンス蛋白netrinユは交連神経軸索を腹側正中部へと導

き，モルフォゲンであるSonichedgehogは運動ニューロンの分化を誘導する。本研究は，フロアープレートの多

彩な機能を担う新規の遺伝子を単離し，解析する事を目的とした。

（対象と方法）

　胎生13日ラットの脊髄フロアープレート細胞と脊髄背側片からRNAを抽出し，suppressionsubtractivehyb雌

iZati㎝法により，フロアープレートに特異的に発現する遺伝子のスクリーニングを行った。得られた遺伝子の申

からスルファターゼ族に相同性を持つ遺伝子に注目して完全長cDNAを単離し，塩基配列を決定した。次に，肋

∫伽hybr1dizationとNoれhemb1ot法によりmRNAの発現部位を調べた。更に，この遺伝子を培養細胞に発現させて，

蛋白質の局在について調べた。

（結果）

　既知のスルファターゼと相同性をもつ虹kbpの新規スルファターゼcDNAが得られ，Rsu服P1と命名した。予

想されるアミノ酸は870残基から成り，N末端にシグナル配列を持っていた。Rsu胆P1はスルファターゼ族に共通

して保存されたアミノ酸配列を持ち，非アリルスルファターゼ型のスルファターゼと考えられた。またその相同

遺伝子が線虫，ショウジョウバェ，ウズラ，ヒトで存在する事が明らかとなった。肋8伽hybridizati㎝の結果，

地〃炉Pl　mRNAは胎生期ラットの脊髄フロアープレートの他，脳室脈絡叢，軟骨形成部位に強く発現し，生後に

は視床下部や大脳皮質にも発現していることが分かった。Northemb1ot法では，地〃胆Pl　mRNAの成体ラットで

の発現は，脳室脈絡叢で最も強く，脳，眼，脊髄，肺，膀胱，精巣，卵巣，子宮にも発現が認められた。C末端

に駆een趾orescentprotein（GFP）を付加したRsu旺P1を培養細胞に発現させて細胞内局在について調べたところ，
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Rsω担P蛋白は細胞内では主にゴルジ体と小胞体に局在し，リソソームには存在しなかった。またRusu旺P1蛋自

は培養細胞の細胞外にも存在するが，Westemb1ot解析の結果，細胞外のRsu旺P互蛋白は培養液中には放出されず，

細胞膜表面に結合して存在していることが明らかになった。

（考察）

　既知のスルファターゼの多くがリソソームでグリコサミノグリカン等に作用するのに対し，Rsu服Pヱはゴルジ

体と小胞体に局在することから，蛋白の合成過程において機能している可能性が示唆された。またRsu旺P1は細

胞外にも存在することから，細胞膜表面においてグリコサミノグリカン等の脱硫酸化を行う可能性も考えられた。

グリコサミノグリカンは硫酸基に富む細胞外基質の成分であり，発生におけるシグナル伝達に重要な役割を担っ

ていることから，Rsu版P1が胎生期のラット脊髄フロアープレートや能室脈絡叢，軟骨形成部位においてグリコ

サミノグリカン等の硫酸化の微細構造を変化させ，形態形成シグナル分子の情報伝達に重要な役割を担っている

可能性が考えられる。

審査の結果の要旨

　硫酸化（スルフェーション）は多糖類などの構造や機能を修飾するものとして注目されている。本研究で胎生

期の神経組織分化に重要な役割をもつフロアプレートに選択的に発現しているスルファターゼを新たに同定した

ことは高く評価できる。見いだされたこの酵素の局在も特異で，その機能としてはグリコサミノグリカン等の脱

硫酸化を介して，形態形成におけるシグナル伝達を行う因子である可能性が考えられる。これらの想定される機

能についての研究や病態との関連などは，今後の興味ある課題であり，その解明が期待される。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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