
は じ め に

酸性糖であるシアル酸は，生体内ではそれ自身が遊離の

形で存在することはほとんどなく，糖タンパク質や糖脂

質，オリゴ糖などの糖鎖の非還元末端に局在し，血液や外

分泌液中に，また細胞表層に多く見いだされる．シアル酸

は炭素原子９個を含むアミノ糖であるノイラミン酸のアシ

ル誘導体の総称であり，生物界に広く分布する．N -アセ

チル，N -グリコリル，N -アシル-O -アセチル（または O -

メチル）体など５０種以上の誘導体が存在するが，N -アセ

チルノイラミン酸が自然界で最も代表的で，ヒトではふつ

うこの形で検出される．細胞表層にあるシアル酸は，形質

膜から外に突き出す糖鎖の末端に位置するので，外界から

のシグナルに最初に接する場であり，環境の変化に鋭敏に

対応する場と考えられる．一般に，糖鎖の分解はシアリ

ダーゼによるシアル酸の除去によって開始し，糖鎖の合成

はシアリルトランスフェラーゼによるシアル酸の付加に

よって終了する．

シアル酸には従来から種々の生理機能が託されてき

た１，２）．その機能はこれまで多くの場合，外来性の微生物シ

アリダーゼを用いた解析によって推察されてきた．シアル

酸がシアリダーゼによって脱離されると，糖鎖分子の異化

分解が促進されるだけでなく，糖鎖分子のコンホメーショ

ンやレセプターによる認識機構，細胞接着や免疫機構など

が大きく影響を受けることが知られている．しかし最近ま

で，生体内でシアル酸がどのように脱離され，その結果ど

のような細胞変化がもたらされるのかについてはほとんど

わかっていなかった．近年の動物シアリダーゼ研究の進展

によって，細胞内シアリダーゼがリソソームでの糖鎖の異

化分解を担っているのみではなく，糖鎖分子の機能を変化

させ，細胞増殖・分化，シグナル伝達等の細胞現象に大き

な影響を与えていることがわかってきた３～５）．一方，シア

リダーゼ欠損症であるシアリドーシスの原因遺伝子はリソ

ソームに存在するシアリダーゼであり，がんや糖尿病など

でも形質膜に局在するシアリダーゼの異常発現が認めら

れ，この異常が細胞機能を破綻させている可能性も示唆さ

れている．本稿では，近年大きな進展を見せているシアリ

ダーゼの細胞機能解析，およびその発現異常による機能破

綻について紹介したい．

１． シアリダーゼの種類

動物シアリダーゼは，１９６０年Warrenと Spearing６）によっ

て，ヒトおよびウシの血漿糖タンパク質画分にその存在が
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証明されて以来，種々の哺乳類組織において見いだされて

きた．細胞の可溶性画分およびリソソーム画分に，あるい

はゴルジ，形質膜画分等にシアリダーゼ活性が検出され

た．しかしながら，分離・精製が困難であったことから，

それらの活性が同じシアリダーゼに由来するのか，異なっ

たシアリダーゼに由来するのか，異同については不明で

あった．その役割についても，シアリドーシスの原因遺伝

子としてのシアリダーゼ研究が中心に進行したこともあっ

て，長い間シアリダーゼは異化分解に関わる単なるリソ

ソーム酵素のひとつと考えられがちであった．このような

状況にあって，筆者らはラット組織を主な酵素源として，

生化学的な分離・精製や性状解析を進め，細胞内局在や基

質特異性等の酵素学的性状を異にする少なくとも４種のシ

アリダーゼが存在することを提唱した．それらは，細胞内

ではそれぞれ細胞質７），リソソーム内腔８），リソソーム膜８），

形質膜９）に主に局在し，肝や脳を含む複数のラット組織は

実際にこれらの４種を含んでいた．リソソーム内酵素は，

狭い基質特異性を有し，オリゴ糖や糖ペプチドを良く水解

した．これとは対照的に，細胞質酵素は中性 pHで，オリ

ゴ糖やペプチドの他に糖タンパク質や糖脂質をも水解した

が，表面活性剤存在下にガングリオシドを良い基質とする

二つの膜酵素とは大きく異なっていた．形質膜酵素は，ガ

ングリオシド以外のオリゴ糖や糖タンパク質には働かない

が，リソソーム膜酵素はこれらの基質のみではなく，内部

シアル酸を持つ GM２をも水解した．以上のようなシアリ

ダーゼ分子の多様性は，局在や基質特異性の違いに応じ

て，それぞれのシアリダーゼに特異な役割があることを推

察させたが，その後のシアリダーゼ遺伝子クローニングの

結果は，当時の生化学的な解析結果とこの仮説を検証する

こととなった．

１９９３年に最初の動物シアリダーゼとして，細胞質に局

在するシアリダーゼ遺伝子（Neu２）の構造が筆者らによっ

て明らかにされた１０）．このラット酵素の一次構造をこれま

で知られていた微生物酵素と比較すると，有意の相同性は

無いが，それらのシアリダーゼ間に見いだされていたいく

つかの共通配列がこの動物由来酵素にも存在することがわ

かった．Roggentinら１１）によって微生物シアリダーゼ間に

同定されていた Asp-box（Ser-X-Asp-X-Gly-X-Thr-Try）配

列や N末端に近い部位の（Phe）-Arg-Ile-Pro配列と二つの

Asp-box間に位置する（Val）-Gly-X-Glyが Neu２にも見い

だされた．同じ頃，Taylorのグループ１２）によって Salmo-

nella typhimurium LT２シアリダーゼが結晶化され，三次構

造が明らかになった．折りたたみ構造や活性部位アミノ酸

残基の立体配置がインフルエンザウイルス酵素と似てお

り，１３個の活性部位アミノ酸残基のうち，１０個が保存さ

れていた．このような微生物シアリダーゼ間でみられた高

次構造上の共通性は，Neu２にも該当し，その後，動物起

源を含めたすべてのシアリダーゼに保存されている特徴で

あることが知られてきた．ついで，リソソーム（Neu１），

および形質膜に主局在を持つシアリダーゼ（Neu３）遺伝

子がクローン化され，さらに，これらの共通配列を利用し

て，ゲノム解析データから，第４番目のシアリダーゼ

（Neu４）遺伝子が同定された．表１にこれまで同定された

動物シアリダーゼ，とくにヒト由来の４種のシアリダーゼ

の性状についてまとめた．相当するマウスやラット酵素の

酵素学的性状もこれらと類似している．図１にはヒト由来

シアリダーゼ（NEU１，NEU２，NEU３，NEU４）の構造的

特徴を模式的に示した．NEU３と他の３種のシアリダーゼ

の推定されるアミノ酸の相同性を比較すると，NEU１，

NEU２，NEU４に対してそれぞれ１９％，３８％，４０％であっ

表１ ４種のヒトシアリダーゼの特徴

略称 NEU１ NEU２ NEU３ NEU４

主 な 局 在 リソソーム 細胞質 形質膜
（ラフト，カベオラ）

リソソーム＊

ミトコンドリア＊＊

細胞内膜＊＊

良 い 基 質 オリゴ糖
糖ペプチド
４MU-NeuAc

オリゴ糖
糖タンパク質
ガングリオシド
４MU-NeuAc

ガングリオシド オリゴ糖
糖タンパク質
ガングリオシド
４MU-NeuAc

至 適 pH ４．６ ６．０ ４．６及び６．０ ４．６

アミノ酸数 ４１５ ３８０ ４２８ ４９６，４８４

染色体部位 ６p２１．３ ２q３７ １１q１３．５ ２q３７．３

機 能 リソソーム異化分解
免疫機能

エラスチン繊維集合

（マウス酵素で
筋細胞の分化
神経細胞の分化）

神経細胞の分化
アポトーシス

アポトーシス
細胞接着

文 献 （１３―１８） （１０，３３―３７） （４７―５０） （７２―７５）
（遺伝子クローニング）
＊文献７４，＊＊文献７５
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て，NEU１のそれは，他３種に対して１９―２４％と相同性が

低い．ヒトとマウス酵素間では６７―８２％の相同性を持つ．

これら４種の酵素は，活性阻害剤２-デオキシ-２，３-デヒド

ロ-N -アセチルノイラミン酸（NeuAc２en）や Cu２＋などの重

金属イオンによって，それぞれ異なった影響を受ける．シ

アリダーゼの細胞内局在については，これまでも生理的条

件下で変化する可能性について考えられていたが，最近，

NEU１や NEU３においてその証拠が示されてきており，こ

れらの局在は必ずしも固定されたものではなく，生理的に

ダイナミックに移動するようである．

２． シアリダーゼ Neu１

細胞内の主要なシアリダーゼで，リソソームで他のグリ

コシダーゼとの協調下に糖鎖の異化分解に与っている．シ

アリダーゼ欠損マウス（SM／J）の遺伝学的解析によって，

MHC遺伝子座の１７番染色体における H-２の Neu部位に

局在することが旧くから推定されており，この略称もそれ

に由来して名付けられた．筆者らは，ラット肝のリソソー

ムシアリダーゼの精製過程を通じて，その主要活性が内腔

に存在し，オリゴ糖や糖ペプチド，合成基質である４-メ

チルウンベリフェリル-シアル酸（４MU-NeuAc）などの低

分子基質には働くが，糖タンパク質やガングリオシドには

働きにくいことを見いだした８）．１９９６―１９９７年にヒト１３～１５）お

よびマウス１６～１８）の遺伝子が３グループによって，主要組織

適合複合体（MHC）に関連したシアリダーゼとして同定

された．ヒト酵素には C末端にリソソーム移行シグナル

があり，リソソームへの移行が保護タンパク質によって促

進されると言われている１９）．この酵素は β-ガラクトシダー

ゼおよび保護タンパク質であるカルボキシペプチダーゼ

A／（カテプシン A）と複合体を形成し，シアリダーゼの活

性発現や安定化に複合体形成が必要であること２０）が明らか

になっていたが，N -acetylgalactosamine-６-sulfate sulfatase

もその複合体に含まれるという．ヒト組織では，膵臓，腎

臓，胎盤等に発現が高いようである．

NEU１発現異常が主な原因とされるヒトの遺伝性疾患に

はシアリドーシスとガラクトシアリドーシスが挙げられ

る．前者は NEU１欠損症で，後者は保護タンパク質の欠

損症である．これらの疾患においては，シアリル化された

オリゴ糖や糖脂質の組織への蓄積や尿への多量排泄が認め

られ，その蓄積量はある程度臨床的重度と相関するとされ

ている．シアリドーシス患者繊維芽細胞に NEU１遺伝子

を導入すると４MU-NeuAcに対する活性が回復し，NEU１

がシアリドーシスの原因遺伝子であることが証明された．

NEU１遺伝子の解析によって，塩基置換や数塩基の挿入が

起こっている例が見いだされた．NEU１分子の表層にみら

れる F２６０Y，L２７０F，A２９８Vの変異は酵素活性の喪失と酵

素分子の異化分解の促進を招くことが実証され，この結

果，β-ガラクトシダーゼや保護タンパク質との複合体形成

に障害をもたらすと考えられている２１）．P８０L，W２４０R，

P３１６S等の変異が日本人患者に見られているが，これらの

変異は酵素の活性部位のコンホメーションを変化させてい

るといわれている２２）．エクソン５の欠失があったり，CTL

図１ ヒトシアリダーゼのアミノ酸配列の特徴
共通配列-R（I）P-，-（V）GPG-，Asp-box（ ）が４種すべてに保存されている．推定される局在配
列として，NEU１にはリソソーム移行シグナル（YGTL），NEU３には膜貫通様ドメイン（TM），
NEU４Lにはミトコンドリア移行シグナル（Mt）が認められる．
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遺伝子（new gene ２２）と融合していたりするなど，多様

な変異例についても報告されている．SM／Jマウスのシア

リダーゼ遺伝子解析では点変異により Leu２０９の Ileへの

置換があり，これがシアリダーゼ活性低下を引き起こして

いることが明らかとなった１６～１８）．これらの病態解析を通じ

て，NEU１が糖鎖の異化分解の鍵酵素であることが一層明

確となった．

この遺伝子がMHC遺伝子座に局在するという発見が契

機となって，免疫機能との関連性を解析した報告が多い．

Landoliらは ConAなどのマイトジェンによって T細胞の

活性化を誘導すると，Neu１活性が上昇することを報告し

ており，Chenらは活性化された T細胞の酸性シアリダー

ゼ活性が IL-４産生の調節を担っている可能性を示した．

また，ビタミン D３結合タンパク質がマクロファージ活性

化因子に変換される過程に，T細胞の膜結合性シアリダー

ゼが B細胞の β-ガラクトシダーゼと協調して働くという

Yamamotoらの報告等がある．最近では，T細胞の活性化

によって酵素の細胞内局在がリソソームから細胞表層へと

移動することが見いだされ２３），また，ヒト単球がマクロ

ファージに分化する過程においても NEU１の発現が著明

に上昇し，MHCクラス IIコンパートメントから形質膜に

移行するという報告２４）がなされた．NEU１とMHCとの機

能的関連性が初めて検証された意義は大きい．一方，β-ガ

ラクトシダーゼのスプライトバリアントとして以前に同定

されていた６７kDaのエラスチン結合タンパク質（EBP）が

保護タンパク質や NEU１と複合体を形成し，繊維芽細胞

や大動脈平滑筋細胞，耳軟骨由来の軟骨細胞の弾性繊維の

集合を促進していることが明らかになった２５）．エラスチン

ペプチドが EBP，保護タンパク質および NEU１からなる

エラスチン受容体複合体と結合することによって，ERK１／

２の活性化とそれに引き続く pro-MMP（matrix metalloprote-

inase）-１の産生が起こるが，このシグナリングに NEU１に

よる触媒作用が必要であることも示された２６）．先述の単球

細胞の分化に関わる NEU１と同様に，この現象において

も NEU１がどの分子のシアル酸を脱離するのかはまだ定

かではないが，リソソーム／エンドソームのコンパートメ

ントを経由して形質膜に移動し，細胞表層からのシグナル

を調節している興味深い証拠が得られた．

シアリダーゼががんの転移や浸潤とも関わっているらし

いことが１９６０年代から推察されていた．それは細菌由来

のシアリダーゼでがん細胞を処理すると，浸潤能等を含む

悪性度が変化する現象がみられていたからである．その

後，Warrenら２７）はがん細胞を緩緩なトリプシン処理して遊

離した糖ペプチドを調べたところ，対照細胞に比べて分子

量のより大きいところに溶出され，これがシアリダーゼ処

理により消失する現象を見いだした．引き続いて，Kobata

のグループ２８）やカナダの Dennisら２９）の精力的な研究の結

果，がん細胞のタンパク質には N -結合型糖鎖の側鎖分岐

が増加すること，これはしばしば，ポリラクトサミン糖鎖

の増加によること，そして，その糖鎖非還元末端にはシア

ル酸が付加していることがこの背景となっていることが明

らかとなった．がん細胞のいずれのシアリダーゼがこの現

象に関わるかは長い間不明であったが，筆者らは浸潤や転

移能が Neu１シアリダーゼ発現に大きく依存することを見

いだした．数種の細胞で Neu１活性が転移能と逆相関する

ことがわかった．例えば，転移能の異なる３種の細胞系，

即ち，悪性転換ラット３Y１繊維芽細胞系，マウス B１６メ

ラノーマ細胞系およびマウス結腸がん colon２６細胞を用い

て各種シアリダーゼ活性レベルを比較したところ，３者に

共通に認められた変化は，高転移性細胞株が低転移細胞に

比べ Neu１活性が低いという結果であった．この実験にお

いて，各種シアリルトランスフェラーゼについても活性レ

ベルを比較したが，細胞株に共通な変化は見られず，シア

リダーゼ活性変化が自然転移能や浸潤能に密接に関わっ

ている可能性が推察された．図２に示すように，マウス

colon２６細胞系においては NL１７が最も転移能が高いが，

図２ Colon２６細胞の転移能とリソソームシアリダーゼ発現の逆相関性
（参考文献３０から改変）

Colon２６細胞の高転移細胞（N１７，N２２）ではシアリダーゼ活性および mRNAレベルが
低下している．
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転移能が低い NL４と比べて，Neu１の mRNAおよび活性

レベルが約１／４と著しく低下していた３０）．また，ラット

３Y１繊維芽細胞にラウス肉腫ウイルスを感染させ，造腫瘍

性を獲得させた SR-３Y１を受容細胞として，v-fos がん遺

伝子を導入すると，この fos-SR-３Y１細胞では肺への自然

転移能が上昇し，浸潤能も増強する．総シアル酸量や表層

シアル酸量共に，転移能に依存した相違は見られなかった

ので，この現象は Neu１活性に主に依存しているものと考

えられた３１）．他のリソソーム酵素活性にはこのような変化

は認められず，シアリダーゼにほぼ特異的であるようで

あった．そこで，高転移細胞において低発現を示す Neu１

遺伝子を B１６メラノーマ BL６細胞に導入してその影響を

調べたところ，予想通り肺転移抑制が認められた３２）．細胞

の増殖速度や腫瘍の増大速度が低下し，とくに悪性度の指

標のひとつである足場非依存性増殖（anchorage independent

growth）が低下した．さらに，ヒト NEU１遺伝子を保護タ

ンパク質とともに高転移性大腸がん細胞に導入したとこ

ろ，NEU１過剰発現によって運動・浸潤能および転移能が

低下した．主な分子変化として，接着分子であるインテグ

リン β４の糖鎖シアル酸減少が運動・浸潤能を変化させて

いること（Uemura T.ら投稿中）が推察された．

３． シアリダーゼ Neu２

Neu２は，ラット肝や骨格筋から均一精製品が得られ７），

そのペプチド情報を手掛かりとして cDNAがクローン化

された１０）．動物シアリダーゼでは初めての例である．ク

ローン化された cDNAは１６７９bpからなり，３７９個のアミ

ノ酸をコードする．Asp-boxが２箇所に見いだされた．そ

の後，CHO細胞３３），マウス脳３４，３５），マウス胸腺３６）からも相

同性の高い cDNAが単離された．中性 pH付近で働き，

Neu４とともに広い基質特異性を持つシアリダーゼである．

ヒト酵素においては，ラット同様，骨格筋に最も高く検出

されると報告されたが，そこでは cDNAは単離されてお

らず，ヒト組織における NEU２発現の有無が不明であっ

た．実際にはヒト骨格筋ゲノムライブラリーから単離され

た DNAを大腸菌に発現することによって，シアリダーゼ

としての同定が行われた３７）．最近，筆者らによって，その

発現レベルが極端に低いものの，検出されることが明らか

になり，脳組織から cDNAが単離された（Kosekiら，投

稿中）．２００５年 Chavasらによって動物シアリダーゼでは

初めて，X線解析によってヒト NEU２の三次構造が明らか

になった３８）．典型的な６個の β-プロペラ構造のほかに，活

性阻害剤として知られている NeuAc２enの N -アセチルお

よびグリセロール部分を認識するアミノ酸残基が存在する

ことがわかった．微生物酵素にはないこの特徴は，インフ

ルエンザウイルス等のシアリダーゼ阻害剤の開発に利用で

きる．

膜貫通配列や膜へのターゲティング配列は認められず，

組織から精製した酵素も細胞質に見いだされたように，

COS細胞に導入した酵素は主に細胞質に検出された．中

性 pH付近で糖タンパク質やガングリオシドにも働くこと

から，糖鎖分子の可逆的な脱シアリル化を通してなんらか

の機能調節に関わっているのではないかと考えられてい

た．ラット遺伝子のゲノム構造解析の結果，転写開始点の

５′上流域にはMyoDやミオゲニンなどの筋特異的転写因子

が結合する２対の E-box配列があること，この領域の転写

活性は筋芽細胞で高いこと等がわかった３９）．ラット L６筋

芽細胞４０）やマウス C２C１２筋芽細胞４１）ではこの領域が転写活

性を示し，筋管形成に伴って活性と mRNAレベルが上昇

することから，Neu２が筋分化において重要な役割を担っ

ていることが明らかになった．PC１２細胞では NGF刺激で

転写活性化され，Neu２が神経分化にも関与していること

が推察された４２）．一方，この酵素は細胞質内だけでなく，

核質にも局在することが骨格筋細胞の免疫電子顕微鏡で示

された４３）．N末端に近い部位に核移行シグナル様配列が存

在するが，核内での機能についてはまだわかっていない．

Neu２はがん化で発現低下傾向を示すようである．筆者

らはシアリダーゼが転移に如何に影響を与えるかについて

調べるため，糖タンパク質と糖脂質の両方に働く広い基質

特異性を持つ Neu２遺伝子を高浸潤・転移能のマウスメラ

ノーマ B１６-BL６細胞に導入した４４）．この安定発現株を同種

マウスの尾静脈から注入すると，著しく肺転移が抑制され

た．浸潤能や運動能は低下したが，細胞の増殖速度やフィ

ブロネクチンやコラーゲン IVあるいはラミニンへの接着

に変化はみられなかった．しかし，細胞表層や細胞内の糖

タンパク質糖鎖には影響を与えず，ガングリオシド GM３

の減少やラクトシルセラミドの上昇をもたらしているとい

う結果が得られた．同じシアリダーゼ遺伝子をマウス結腸

がん colon２６細胞の高転移細胞 NL１７細胞に導入した場合

には，同様なガングリオシド変化と転移抑制が認められ，

さらに，シアリル Lexレベルが変化していた３０）．低転移性

の NL４および NL４４細胞に比較し，高転移性の NL１７およ

び NL２２細胞では，低い Neu１シアリダーゼ発現を示し，

シアリル Lexおよび GM３の増加が認められた．Neu２遺伝

子導入後の NL１７細胞では，肺転移能，浸潤・細胞運動能

の著しい低下とシアリル Lexおよび GM３レベルの上昇が

見られ，低転移能を示す細胞の形質と同じ方向へ変化して

いた．細胞をシアリル Lexや GM３に対する抗体で処理す

ると，細胞接着や細胞の運動性が影響を受けたので，これ

らの分子の脱シアリル化が転移抑制に関わっていることが

検証された．一方，総シアル酸量や細胞表層シアル酸量に

ついては，これらの高転移細胞では低転移細胞に比べて低

く，しかもそれはシアリダーゼ活性レベルとは一致しな

い．以上の結果は，少なくともマウス由来の細胞では，シ
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アル酸量ではなく，シアリダーゼレベルが転移能を決定し

ている因子のひとつであると考えられた．さらに，最近の

報告では，ヒト NEU２遺伝子を K５６２白血病細胞に導入し

たところ，Bcr-Abl／Srcキナーゼの mRNAレベルや活性が

低下し，アポトーシスが誘導されたという４５）．細胞質内の

４４―６５kDaの糖タンパクの脱シアリル化が関わっている可

能性が示唆されている．

４． シアリダーゼ Neu３

最初の Neu３は，ウシ脳シナプトソーム膜画分から高度

精製され４６），そのペプチドアミノ酸情報に基づいて，

cDNAがウシ脳ライブラリーから単離された４７）．４２８個の

アミノ酸から構成され，膜貫通部位と推定される疎水性配

列と１個の糖付加部位を含んでいた．３個の Asp-boxが認

められた．ガングリオシドをほぼ特異的に水解し，糖タン

パク質やオリゴ糖にはほとんど作用しない．形質膜に主に

局在することが Percoll密度勾配遠心や蛍光免疫染色に

よって確認された．プロテアーゼプロテクション法によっ

て，膜におけるトポロジーについては，N末端が細胞外へ

向いているタイプ I膜タンパク質であることが示された．

相当するヒト４８，４９），マウス３５），ラット５０）遺伝子について全翻

訳領域の一次構造を比較すると，それぞれ，８３％，７９％，

７８％であった．ウシ酵素を COS-７細胞に導入すると，免

疫電子顕微鏡においても上述のように，殆ど１００％の分子

が細胞表層に認められたが，ヒト酵素は構造上高い相同性

を有するにも関わらず，高々３０％しか表層に存在しない．

その後，ヒト酵素は血清や EGF等の増殖因子の添加に

よって leading edgeに移動し，Rac-１と局在を共にし，細

胞の運動能を上昇することが A４３１細胞で見いだされた５１）．

生理的条件下で，機能的に細胞内局在を変化させているも

のと考えられる．ヒト組織では骨格筋，精巣において発現

が高く，大腸や小腸では低い．ヒト酵素活性の pH曲線は

酸性と中性の２相性を示す．

ガングリオシドに優先的に働くこのシアリダーゼは，ガ

ングリオシドが主要構成成分となっている脳神経組織にお

いて大切な役割を果たしていることが推定されていた．実

際，ヒト神経芽細胞では，ガングリオシドを基質とするシ

アリダーゼ活性が細胞増殖と共に上昇するが，活性阻害剤

NeuAc２enの培地への添加によって増殖が抑制され，分化

マーカーであるアセチルコリンエステラーゼの活性化も抑

制される５２）．同じ細胞において，シアリダーゼの最終産物

である GM１がガレクチン-１のためのリガンドとして働い

ていることが示唆されていた５３，５４）．しかし，活性レベルで

検討されているので，これらのシアリダーゼが Neu３であ

るという証拠はない．遺伝子がクローニングされた後，マ

ウス Neuro２a細胞３５），やヒト NB-１神経芽細胞５５）について

解析した結果によると，神経突起の形成に伴い Neu３発現

が上昇し，遺伝子導入によって神経突起，とくに軸索様突

起の伸展が亢進する．但し，Neuro２a細胞でマウス Neu３を

siRNAでノックダウンした場合でも神経突起の伸長が起こ

るという報告５６）もある．この矛盾がなぜ生じるのか不明で

ある．また，ラット海馬ニューロンにおいては，Neu３が神

経突起の伸展を制御し５７），突起の再生を促進する５８）ことが

わかった．

ヒト NEU３がシグナル伝達分子のひとつとして働いて

いる種々の証拠が挙ってきている．ヒト神経芽細胞におい

てはガングリオシドを水解するシアリダーゼがシグナル分

子の集合するラフトに局在すること５９），また，HeLa細胞

では NEU３分子がカベオラに局在し，その主要タンパク

質であるカベオリンと会合していること６０）が示された．さ

らに，この遺伝子導入によってガングリオシド分解を亢進

したケラチノサイト様細胞では，インテグリン β１のリン

酸化が促進する結果，プロテインキナーゼ B／Aktのリン

酸化の増強，カスパーゼ-９の活性化抑制が起こり，アポ

トーシスに導かれることが報告された６１）．最近の結果では

カベオリンや Rac-１のほかにも EGFレセプターや Grb-２

と会合する証拠が得られている．ガングリオシドはシグナ

ルモジュレーターとして多様な役割を果たしていることが

明らかになっているので，その発現調節に関わっている

NEU３には今後もシグナル分子としての多くの重要な役割

が見いだされよう．

シアリダーゼ Neu３はがんの悪性度に深く関わってい

る．先述のように，細胞のがん化に際して，糖タンパク質

糖鎖のシアリル化異常が起こるが，糖脂質においてもこの

糖鎖異常が Hakomoriら６２，６３）によって広範に調べられた．

より短い糖鎖を持つガングリオシドが増加し，比較的長い

糖鎖のガングリオシドが減少するという糖鎖不全現象と，

それに伴う前駆体糖脂質の蓄積があり，それに加えて，正

常対照細胞にはみられない新しい糖脂質の出現がある．こ

れらの糖脂質はインテグリンや増殖因子レセプター等の機

能を変化させることによって，がん細胞の増殖，接着，浸

潤・転移等に必要とされるトランスメンブレンシグナリン

グを修飾している．Neu３とがん化の関連については，ガ

ングリオシドを水解するシアリダーゼ活性を指標として，

この活性が BHK細胞の悪性転換によって上昇すること６４），

マウス上皮由来 JB-６細胞のホルボールエステル TPAによ

る悪性転換時にもこの活性が３―４倍に上昇すること６５）等が

観察されていた．遺伝子クローニングの後，筆者らは，ヒ

ト大腸がん組織や複数の大腸がん細胞で NEU３発現の異

常亢進とその意義を解析した（図３）．大腸がん患者の手

術摘出標本において，がん部と非がん粘膜部の NEU３

mRNAレベルを RT-PCRで比較すると，がん部において

は殆ど例外なく，３―１００倍に上昇していた６６）．in situ ハイ

ブリッド形成によってこの発現上昇はがん細胞に起こって
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いることが確認された．NEU３異常発現の意義の解析を目

的として，エクダイソン―誘導系を用いて大腸がん細胞で

NEU３活性を高発現させると，対照細胞に比べて，ブチル

酸で誘導されるアポトーシスが著明に抑制されることがわ

かった．この細胞では Bcl-２などのタンパク質発現上昇が

あり，カスパーゼ-３活性は低下していた．この機構には

反応産物ラクトシルセラミド（Lac-cer）の蓄積が関わっ

ているようであった．NEU３の異常高発現は大腸がんだけ

でなく，腎細胞がん６７），卵巣がん６８），前立腺がん等にも認

められている．この異常亢進ががん細胞の運動性や浸潤性

を亢進させていることがわかってきた．大腸がん細胞で

は，アポトーシスの抑制のほかに，細胞外マトリックスと

の接着についてもがん細胞に都合良い環境に導く．即ち，

ラミニンへの接着時にはインテグリン β４のリン酸化を亢

進させ，FAKや ERKなどを活性化するが，フィブロネク

チンへの接着時には，逆にこのシグナル経路を低下させ

た６９）．また，腎がん細胞 ACHNでは，NEU３が STAT３の

活性化よりは主に PI３K／Akt経路を活性化し，転移能など

の悪性度を促す IL-６シグナリングを活性化させているこ

と，PI３K／Rho活性化を介して運動・浸潤能の亢進をもた

らすこともわかった６７）．ここでもラクトシルセラミドの蓄

積があり，これが一因となっていることが推察された．一

方，NEU３を siRNAでノックダウンすると，運動・浸潤

能の低下が起こるだけでなく，増殖因子レセプター等のチ

ロシンリン酸化が低下し，がん細胞のアポトーシスが誘導

された７０）．興味深いことに，正常細胞ではノックダウンに

よってアポトーシスは誘導されなかった．また，これらの

現象の標的分子を検索すると，図４に示すように，NEU３

ががん細胞の Ras活性を上昇させ，ERK１／２等の活性化を

介してがん細胞をアポトーシス抑制に導き，siRNAを導入

すると Rasの活性化を阻害し，がん細胞が特別の刺激もな

く自ら細胞死に陥ることを見いだした．これらの結果は

NEU３ががん細胞の生死を制御する重要な分子であること

を示している．

NEU３がインスリンシグナリングに関わり，その制御異

常が糖尿病を発症する可能性が示唆された．糖尿病ラット

の腎臓や網膜において，リソソーム様シアリダーゼ活性が

対照と比べて上昇しており，また，糖尿病患者の赤血球

ゴーストでは，ガングリオシドシアリダーゼ活性が上昇し

ているという報告がある．これらのシアリダーゼ分子の由

来ははっきりしないが，後者は NEU３である可能性が高

い．筆者らは先述の大腸がんにおける NEU３の異常亢進

をマウスモデルで検証する目的で，NEU３のトランスジェ

ニックマウス（TG）を作成した．この TGマウスでは１８

週頃まで対照マウスに比べて，とくに際立った異常が認め

られなかったが，作成した６系統のうち，２０―２５週後に４

系統の雄マウスにおいて，耐糖能およびインスリン産生異

常が観察された（図５）７１）．糖負荷試験の血糖値は TGマウ

図３ がんにおける NEU３発現上昇の意義
大腸がん細胞では，高発現した NEU３ががん細胞のアポトーシスや分化
等を抑制し，浸潤や運動を促進する方向に働いているが，ブチル酸や
NEU３siRNAによって NEU３発現が低下すると，分化やアポトーシスが
誘導される．

図４ シアリダーゼ NEU３によるがん細胞のアポトーシス
制御機構
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スにおいて対照群に比べて高値を示し，糖負荷試験時の血

中インスリン値は著しく高かった．また，インスリン負荷

試験における血糖値は血糖の低下を認めず，１２０分後には

再上昇を認めた．膵ラ氏島は著明な肥大を示し，面積の増

加が認められ，インスリン産生が活発に行われていること

がわかった．インスリンレセプター（IR）およびインスリ

ンレセプター基質（IRS）-１のリン酸化の程度を調べると，

TGマウス筋において両者のリン酸化の減少が認められ

た．また，PI３-キナーゼやグリコーゲン合成酵素の活性を

調べると，TGマウスの筋肉においては対照に比較し，活

性低下を示した．各種組織のガングリオシドパターンに

は，GM１あるいは GM２の蓄積がみられ，これらの蓄積が

IRのリン酸化の低下をもたらしているようであった．ま

た，インスリン刺激により，NEU３発現酵素がチロシンリ

ン酸化を受けて活性化されており，その SH-２ドメインを

介して，シグナル分子 Grb-２と会合している可能性が示唆

された．チロシンリン酸化部位に変異を施した NEU３で

は，IRS-１のリン酸化やその下流のシグナリングの障害が

正常化する傾向を示した．NEU３高発現系では，NEU３の

反応産物である糖脂質を介した経路と NEU３タンパク質

の Grb２との相互作用を介した二つの経路がインスリンシ

グナリングを低下させ，耐糖能およびインスリン産生異常

を起こしている可能性がある．

５． シアリダーゼ Neu４

最近，遺伝子データベースの cDNA配列に基づいて

Neu４cDNAが，マウス７２）およびヒト７３～７５）で同定された．マ

ウスの遺伝子は，４個のエクソンから構成され，５０１個の

アミノ酸から成る翻訳領域を有していた．これまで知られ

たマウスシアリダーゼのうちでは，Neu３（４２％）に最も

類似していた．NEU４は他のヒトシアリダーゼとは異な

り，ムチンにも働くなど，広い基質特異性を持っている．

ヒト NEU４は，遺伝子導入細胞の解析により，マンノー

ス６-リン酸レセプターによってリソソーム内腔に運ばれ

ることが示唆された７４）．一方，筆者らは，NEU４遺伝子導

入細胞で，極度に高発現された場合のみ NEU４分子がリ

ソソームにも認められたが，中等度では以下のようにミト

コンドリアや細胞内膜系に検出されることを明らかにし

た７５）．即ち，図１に示したように，ヒト NEU４には二つの

アイソフォームが存在すること，両者はミトコンドリア移

行シグナル配列と考えられる N末端の１２アミノ酸残基の

有無で区別され，ひとつ（NEU４L）がミトコンドリアに

局在し，この配列を持たない他方（NEU４S）は細胞内膜

系に局在することを見いだした．NEU４Lは殆ど脳に特異

的に発現しているが，最近，このアイソフォームが神経細

胞のアポトーシスに関わっているという現象が報告され

た７６）．SH-SY５Y神経芽細胞においてカテコール代謝物に

よってアポトーシスを誘導すると，シトクロム c の細胞

質への遊離とともに GD３の形質膜からミトコンドリアへ

の移動が起こるが，それに先立って NEU４Lの mRNAレ

ベルの低下が観察されたという．GD３を良い基質とする

NEU４Lがミトコンドリア GD３の発現を調節することに

よって，神経芽細胞のアポトーシスを惹起している可能性

を示す興味深い一例である．

図５ NEU３遺伝子導入トランスジェニックマウスにみられる異常（参考文献７１）
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NEU４は，がんにおいては浸潤・転移性に関与するよう

である．大腸がん組織で mRNAレベルを調べると，NEU３

の場合とは逆に，非がん粘膜部と比べて有意に低下してい

た．NEU１レベルも有意差は得られなかったが，予想通り

低下傾向を示した（図６）７７）．大腸がん細胞で NEU４を高

発現すると，浸潤・転移能は抑制され，ノックダウンする

と逆に促進がみられた．大腸粘膜は，高発現が認められる

脳，肝についで Neu４に富み，ほぼ NEU４Sのみが検出さ

れる．NEU４がシアリル-Lexやシアリル-Lea等の糖鎖抗原

の水解によってムチン機能を制御し，消化管や肺の粘膜細

胞の維持に重要な役割を果たしているとすれば，これら分

子が多く検出される大腸がん組織では，NEU４低下による

粘膜機能の破綻ががん細胞の悪性形質発現に密接に関連し

ているのかもしれない．

お わ り に

従来から，動物シアリダーゼについては，シアリドーシ

スの病態解析を通じて，リソソームで糖鎖の異化分解を制

御するという役割を担っていることが知られてきた．しか

し，リソソーム以外に主局在を持つシアリダーゼの役割が

明らかになってくると，細胞分化や増殖，細胞死など，シ

アリダーゼが予想を超えて多くの重要な細胞機能を制御し

ていることがわかってきた．しかし，いまだその分子機構

については多くが推察の域を出ていない．たとえば，Neu２

以外は酵素反応の至適 pHが酸性であるが，どのように，

Neu１は表層糖タンパク質に，Neu３は表層ガングリオシド

に働くのであろうか．Neu３は隣接細胞のガングリオシド

を修飾できるのであろうか．解決すべき課題は多い．ま

た，最近，インフルエンザ治療薬として臨床使用されてい

るタミフルやリレンザはインフルエンザウイルスのシアリ

ダーゼ阻害剤であるが，宿主のヒト各種シアリダーゼへの

影響はどうであろうか．病原微生物由来のシアリダーゼが

宿主への感染経路に関わっていることを考えれば，それら

の問題についての科学的検証も不可欠である．さらに，多

くのがんで発現異常が認められる NEU３を標的としたが

ん診断・治療法の開発が期待されるなど，シアリダーゼ研

究の基礎と応用両面の進展が急務である．
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