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研究成果の概要（和文）：膜結合型の糖鎖代謝酵素NEU3シアリダーゼに関して、EGF受容体刺激後にこの酵素が細胞質
から細胞膜近傍に移行するという、糖鎖修飾酵素としてはユニークな性質をわれわれは見い出した。本研究ではこのよ
うなNEU3の細胞内輸送機構を明らかにするため、NEU３と相互作用するタンパク質同定を目指した。結果、evectin、CA
MK1G、MAP1A、ITM2Cを同定し、また相互作用に必要なドメインを一部明らかにした。以前より、NEU3がシグナル伝達系
を調節し、その結果がんや糖尿病の発症に関与することが明らかとなっており、本研究で得られた結果は、その分子機
構の詳細を明らかにするための基盤となる事が期待される。

研究成果の概要（英文）：We previously found that activation of EGF receptor signaling triggers 
translocation of the membrane-bound NEU3 sialidase from cytoplasm to cell membrane, which had not been 
reported for other glycoenzymes. To gain an insight into the molecular mechanism underlying NEU3 
intracellular trafficking, we attempted to identify proteins which can interact with NEU3 in cells. We 
identified evectin, CAMK1G, MAP1A, and ITM2C as potent candidates for NEU3-binding proteins and got 
structural information about the interaction. These results could provide an important clue for 
understanding how NEU3 modulates signal transductions and subsequently affects on pathological conditions 
such as cancer or diabetes.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
われわれが cDNA を単離した NEU3 シア

リダーゼは、糖脂質ガングリオシドに特異的
な脱シアリル化酵素で、本研究開始以前の解
析から、神経細胞分化、がん細胞のアポトー
シス回避と転移能亢進、糖尿病の発症等に関
与することが明らかになっていた。糖鎖代謝
酵素の多くはリソソームに局在し、糖鎖の恒
常性を担っているが、本酵素はラフトやカベ
オラ等のマイクロドメインに集積し(Wang, 
J. Biol. Chem. 2002)、シグナル伝達系の制御
に関与するというユニークな性質を持って
いることも示されていた。 
われわれは、がんにおける NEU3 のシグナ

ル調節機能に関する研究を進めている中で、
血清飢餓条件下で細胞質内に分布していた
NEU3 が EGF 刺激後に細胞膜近傍にリクル
ートされることを見出した（Yamaguchi, 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 2006）。
このような細胞内での局在変化が NEU3 の
機能を調節し、最終的に細胞増殖、分化、あ
るいは、がんをはじめとする病態発現に影響
を及ぼす可能性が考えられた。 

NEU3 の細胞内局在の分子機構に関して、
われわれは酵母 two hybrid スクリーニング
により NEU3 結合タンパク質として evectin
を同定していた。その後このタンパクが
recycling endosome に局在し、その輸送を調
節していることが他グループから報告され
た。従って NEU3 の細胞内局在が recycling 
endosome を構成要素とする輸送系によって
制御されている可能性が高いものと推定さ
れた。 
 
２．研究の目的 
NEU3 シアリダーゼの細胞内局在制御機構
を明らかにするため、以下の解析を進めた。 
 
① NEU3 シアリダーゼと evectin の結合

様式を解析する。このために相互作用に
寄与するそれぞれのタンパクのドメイ
ンを同定する。 

 
② evectin 以外で NEU3 と相互作用する

タンパクを同定する。 
 
３．研究の方法 
① Evectin との結合領域を同定するため、

NEU3 の部分配列を GFP（オワンクラ
ゲ由来 green fluorescein protein）の C
末端側に融合させた発現ベクターを作
製し、これを evectin 発現ベクターと共
に 293T 細胞で発現させ、免疫沈降の際
に融合タンパクとevectinが共沈するか
確認した。 

 
② Evectin 以外の NEU3 と相互作用する

分子をスクリーニングするため、
evectin との結合に関与しない NEU3
の C 末端側の部分配列を bait に用いた

酵母 two-hybrid 法により、ヒト脳（NEU3
の発現が高い）由来 cDNA ライブラリー
のスクリーニングを行った。 

 
４．研究成果 
① NEU3 のアミノ酸配列 2-212 の領域が

evectin と共沈した。さらにこの領域を
1-130と131-224の２つの領域に分割し
それぞれの結合能を検討したところ、両
ドメイン共に結合活性を示し、これら独
立した２つのドメインがそれぞれ
evectin との結合に寄与している事が
示唆された。一方 evectin に関しては同
様の解析から 147-C 末の領域が NEU3 と
の結合に関与している事が示された。
evectin は N末端側に、細胞膜リン脂質
と相互作用すると予想される PH ドメイ
ンを持っている。従って evectin の C
末端側と結合したNEU3が evectinの PH
ドメインを介して細胞膜と相互作用す
る可能性が考えられた。 

 
② NEU3 と相互作用する分子として CAMK1G, 

MAP1A, ITM2C が新たに同定された。
CAMK1G/CLICK-III 
(Calcium/Calmodulin- Dependent 
Protein Kinase IG)に関しては上記と同
様に NEU3 の部分配列との相互作用を
GFP 融合タンパクとの共沈により確認
したところ NEU3 の C末端（341-427）の
領域が CAMKIG との相互作用に関与する
事 が 示 さ れ た 。 CAMK1G は
Ca2+/calmodulin- dependent protein 
kinase の一種で、細胞膜のラフトに局
在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
MAP1A(Microtubule-Associated 
Protein 1A)は微小管に会合する分子で、
微小管に沿った 物質輸送への関与を示
唆する報告がある。ITM2C(Integral 
Membrane Protein 2C)は機能未知の膜タ
ンパクで脳での発現が高い事が知られ
ている。これらの分子との相互作用が
NEU3 の細胞内輸送調節に関与するか、
今後、解析を進める予定でいる。 
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