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研究成果の概要（和文）：　メダカより4つのシアリダーゼ遺伝子をクローニングし、その性状について解析した。そ
の結果、Neu1とNeu4はリソソームに局在しオリゴ糖を良い基質としていた。またNeu3aは形質膜、Neu3bは細胞質に局在
し、ともにガングリオシドを良い基質としていた。これらシアリダーゼの生理機能について解析したところ、Neu3aは
神経細胞、Neu3bは筋芽細胞の分化を促進することが明らかとなった。またNeu1とNeu4はリソソームにて異化分解に関
与していることが見いだされた。
　

研究成果の概要（英文）：　Four medaka sialidase genes (neu1, neu3a, neu3b and neu4)has been cloned and 
characterized. Neu1 and Neu4 were localized at lysosome and their good substrates were oligosaccharides. 
On the other 
hand,　ganglioside　sialidases　Neu3a　and　Neu3b　were　detected　at　plasma　membrane　and　cytosol,　re
spectively.
Physiological functions of medaka sialidases were quite different from each other. Neu3a enhanced the 
differentiation of neurite formation. Neu3b positively regulated myoblast differentiation through the 
down-regulation of egfr mRNA expression. Neu1 and Neu4 are involved in the catabolism of glycoproteins in 
lysosome.

研究分野：水圏糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 シアリダーゼは糖タンパクや糖脂質の非
還元末端からシアル酸を遊離させる糖鎖分
解酵素である。哺乳類では Neu1、Neu2、
Neu3および Neu4の 4つのシアリダーゼ遺
伝子が単離および性状解析されており、酵素
学的性状や細胞内局在はそれぞれ大きく異
なっている。Neu1 はリソソームに局在し、
オリゴ糖や糖タンパクを良い基質とする。
Neu2 は細胞質に局在し、中性 pH にて広い
基質特性を示す一方で、形質膜シアリダーゼ
Neu3 はガングリオシドに特異的に働く。ま
た Neu4はミトコンドリアに局在し、細胞内
ではムチン型の糖タンパクから脱シアリル
化を行っている。糖鎖末端のシアル酸は細胞
-細胞間だけでなく、タンパク質やウイルス、
バクテリアなどの認識分子として働くこと
から、哺乳類ではシアリダーゼによる糖鎖の
脱シアリル化が、細胞増殖や分化、免疫機能
やがんなどの疾病など様々な生理現象に関
与する事が分かってきた。 
一方で、魚類における複合糖質およびシア
リダーゼの生理機能についてはほとんど知
見が得られていない。ゼブラフィッシュで一
部のシアリダーゼのクローニングが報告さ
れているのみである。しかし哺乳類での先行
研究から、魚類においても発生や疾病に関与
していることが予想される。そのため、魚類
における脱シアリル化機構の解明が重要で
あると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 シアル酸は糖鎖の末端に位置し、糖鎖分解
の初発反応であることからも、魚類において
もシアリダーゼが糖鎖構造の制御を通じて
様々な生理機能を発現していると考えられ
る。 
魚類におけるシアリダーゼ研究の意義と
して、1）養殖業を始めとする水産業への応
用、2）ヒト疾病のモデル動物としての魚類
の利用、の 2つの可能性が挙げられる。最近
魚類のモデル動物としてニホンメダカが注
目されている。メダカの特徴としては、i)ゲ
ノム構造が明らかであること、ii)近交系が存
在する事、iii)遺伝子改変が容易であり、成熟
までの期間が短いこと、などである。本課題
ではこのニホンメダカを試料とし、養殖魚も
しくはヒトの糖鎖研究のモデル動物として
応用するための基礎的知見を得ることを目
的とする。すなわち、シアリダーゼの酵素学
的性状解析や細胞、個体実験により、魚類複
合糖質の生理的意義について解明する。 
  
３．研究の方法 
 
(1) ニホンメダカシアリダーゼ遺伝子のク
ローニングおよび性状解析 
 

メダカゲノムの解析によりシアリダーゼ
遺伝子の in silico クローニングを行う。続
いてメダカ組織より total RNA および cDNA
を調製し、遺伝子クローニングを行う。 
 
(2) メダカシアリダーゼの酵素学的性状解
析 
 
遺伝子クローニングされたシアリダーゼ
のリコンビナント蛋白質を培養細胞にて発
現させ、粗酵素液を調製後し至適 pH や基質
特異性などの酵素学的性状の解析を行う。ま
た各シアリダーゼを遺伝子導入した培養細
胞を用いて、免疫蛍光抗体法による免疫染色
および生化学的手法を用いた細胞分画を行
い、シアリダーゼ蛋白質の細胞内局在解析を
行う。 
 
(3) メダカ個体におけるシアリダーゼ発現
変化とその意義 

 
 メダカ胚を受精直後から継時的にサンプ
リングを行い、シアリダーゼ遺伝子の発現か
量について解析を行う。またメダカの各組織
における遺伝子発現量についても解析を行
う 
 
(4) 培養細胞におけるメダカシアリダーゼ
の生理機能解析 

 
 神経細胞や筋芽細胞などにシアリダーゼ
遺伝子を導入し、細胞増殖や細胞分化に与え
る影響について検討する。 
 
(5) 魚類細胞の複合糖質組成変化と
Edwardsiella tarda（E. tarda）感染と
の関係 

 
 E. tardaは魚類やヒトに感染するバクテリ
アであり、養殖業ではヒラメなどに大きな被
害をもたらしている。このバクテリアには
NanA と呼ばれるシアリダーゼが存在してお
り、細胞感染における重要性が推測されてい
るが、その詳細については分かっていない。
そこで NanA シアリダーゼの酵素学的性状を
明らかにし、細胞感染と宿主細胞の複合糖質
の組成変化との関係性について解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) ニホンメダカシアリダーゼ遺伝子のク
ローニングおよび性状解析 
 
メダカゲノムに対してヒトシアリダーゼ
配列を用いたBLAST解析およびシンテニー解
析を行ったところ、メダカゲノムには 4種の
シアリダーゼ遺伝子（neu1、neu3a、neu3b お
よび neu4）の存在が予想された。一方、ヒト
NEU2 シアリダーゼのオーソログはメダカゲ
ノムには存在しなかった。 



 続いてメダカ脳より total RNA および cDNA
を調製し、各シアリダーゼ遺伝子のクローニ
ングを行った。その結果、neu1 遺伝子
（ORF:1182bp）、neu3a（同 1233bp）、neu3b
（同 1170bp）および neu4（同 1404bp）の単
離に成功した。これらの演繹アミノ酸配列に
ついて解析したところ、哺乳類シアリダーゼ
に特徴的である Asp-Box や RIP motif、シア
リダーゼ活性に必要とされる6アミノ酸の保
存が確認された。さらに exon-intron 構造も
哺乳類と同様であった。またメダカ Neu1 の
み N 末端に 29 アミノ酸からなるシグナル配
列が認められ、エピトープタグ法によりこれ
が確認された。 
 
(2) メダカシアリダーゼの酵素学的性状解
析 

 
 各メダカシアリダーゼの cDNA を pcDNA3.1
プラスミドにサブクローニングし、HEK293 細
胞にて発現させて粗酵素液を得た。その酵素
液を用いて酵素学的性状を解析したところ、
Neu3a と Neu3b は至適 pHを 4.0-4.2 とし、ガ
ングリオシドを良い基質としていた。Neu4 シ
アリダーゼは pH4.6 を至適 pH としていたが
中性 pH まで酵素活性が維持されていた。ま
た Neu4 は 3-および 6-シアリルラクトースに
高い酵素活性を示した。 
 一方、Neu1 シアリダーゼの粗酵素液はほと
んどシアリダーゼ活性を示さなかった。哺乳
類ではカテプシン A による Neu1 の活性化が
報告されている。そこでメダカ脳よりカテプ
シン A 遺伝子(ctsa)のクローニングを行い
1416bp の ORF を得た後に、neu1 遺伝子と培
養細胞に共発現させて再び粗酵素液を調製
した。再びシアリダーゼ活性を測定したとこ
ろ、著しいNeu1酵素活性の上昇が認められ、
哺乳類同様カテプシン A が Neu1 の賦活化を
行っていることが明らかとなった。性状解析
の結果、メダカ Neu1 は至適 pH を 4.0-5.0 と
し、3-シアリルラクトースが良い基質であっ
た。 

 続いてこれらシアリダーゼ蛋白質の細胞
内局在解析を行った。Neu3a と Neu3b は似た
酵素学的性状を示していたが、それら細胞内
局在は大きく異なっていた。Neu3a はそのほ
とんどが形質膜に局在している一方で、
Neu3b は細胞質に局在しており、細胞分画に
おいてもそれが確認された。続いて Neu1 お

よび Neu4 シアリダーゼの細胞内局在を解析
したところ、ともにリソソームに局在するこ
とが明らかになった（表 1）。さらに Neu1 の
リソソームへの局在にはカテプシンAが必要
であることもわかった。 
 
(3) メダカ個体におけるシアリダーゼ発現
変化とその意義 

 
 メダカシアリダーゼの生理機能を明らか
にするため、メダカ組織における各シアリダ
ーゼの遺伝子発現について解析した。
real-time にて mRNA 量を定量したところ、各
シアリダーゼとも脳と肝臓において発現が
高い傾向が認められた。4 つのシアリダーゼ
遺伝子の発現量はneu1>neu3a>neu4>neu3bで
あった。さらに neu1 は脾臓で高い発現が認
められ、免疫機能との関連が示唆された。 
 次にメダカ受精卵を用いて、発生過程にお
けるシアリダーゼ遺伝子発現変化について
解析した。neu1 は 0.5-4.5 の発生前期、お
よび 6.5-9.5dpf の後期に発現が上昇してい
るのに対し、neu3a は受精直後の未分化な
0.5dpf で著しい発現上昇を示していた。また
neu3b は孵化後に遺伝子発現が亢進しており、
neu4 は発生後期(5.5-8.5 dpf)で発現してい
た。 
 
(4) 培養細胞におけるメダカシアリダーゼ
の生理機能解析 

 
 メダカシアリダーゼの生理機能を明らか
にするため、培養細胞を用いた解析を行った。 
マウス神経芽腫細胞 Neuro2a に neu3a およ
び neu3b 遺伝子を導入し、レチノイン酸によ
り neurite formation を誘導し観察を行った
ところ、neu3b では野生型と差が見られなか
ったのに対し、neu3a 導入細胞では有意に細
胞分化が促進されていた。このことから
Neu3a が神経細胞の分化に関与していること
が示唆された。 
 続いて筋分化におけるメダカシアリダー
ゼの役割について検討した。neu3b導入 C2C12
筋芽細胞では、野生型に比べ有意に細胞増殖
能の低下が認められた。さらに 2%ウマ血清に
よる分化誘導条件下において、Neu3b は myod
や myog といった筋分化マーカー遺伝子の上
昇を伴って、筋管細胞への分化を促進してい
た。そこで糖脂質の組成解析を行ったところ、



Neu3b 細胞では GM2 ガングリオシドの減少と
ラクトシルセラミドの上昇が認められた。さ
らにシグナル経路の解析を行っていたとこ
ろ、細胞増殖を促進するERKのリン酸がNeu3b
導入細胞で有意に減少しており、Neu3b 細胞
では増殖から分化へのスイッチが入ってい
ることがわかった。この ERK のリン酸化の抑
制は EGFR の遺伝子発現抑制によることが
real-time PCR より明らかとなり、糖脂質の
組成変化により転写が負に制御されたと示
唆された。 
 
(5) 魚類細胞の複合糖質組成変化と
Edwardsiella tarda（E. tarda）感染と
の関係 

 
 NanA シアリダーゼの性状を明らかにする
ため、E. tarda ゲノムより nanA 遺伝子
（ORF:2013bp）のクローニングを行った。こ
のリコンビナント蛋白を大腸菌で発現させ
たところ、C 末端側の切断が認められ、これ
は NanA の酵素活性化にオートトランスポー
タードメインの切断が重要であることを示
している。NanA は Siaα2-3 結合や N 型の糖
タンパクを良い基質としており、魚類細胞感
染時には宿主細胞の脱シアリル化が重要で
あることが明らかとなった。さらに E. tarda
はマンノースおよび N-アセチルグルコサミ
ンに結合するレクチンを有していることが
明らかとなった。以上の結果から、E. tarda
は N型糖タンパクを脱シアリル化した後に露
出するマンノースおよび N-アセチルグルコ
サミンを足場に宿主細胞に接着し、細胞内に
感染していることが示唆された。シアリダー
ゼの阻害剤により E. tarda の感染が抑制さ
れたことから、糖鎖を利用した感染予防法の
開発が期待される。 
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