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はしがき

文部省総合研究(A) ｢糖鎖生物学の新展開｣の3年間に渡る研究成果の

報告書をお届けいたします.活発に研究を進めて頂きました分担者とその協

力者の方々､また､終始ご援助を賜りました文部省学術国際局研究助成課に

厚く御礼申し上げます.

村松 喬
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次頁以下に､各研究者ごとに記す｡
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初期発生における糖タンパク質糖鎖の機能

村松 喬

(名古屋大学･医学部･教授)

【研究目的]

噛乳類の初期発生過程において､細胞膜の糖タンパク質糖鎖は大幅な構造変化を遂げる｡

本研究では､その生理的意義を分子生物学､細胞生物学､免疫生化学の手法を併用して､

解明しようと考えたo 拳

[研究成果]

(1)細胞接着を阻害する単クロー-ン抗体4C9の‡エピトープ決定お+キび

初期腫の多分化能を持つ細胞に類似するEC細胞のクローンであるF9をラットに免疫

して単クローン抗体を得たところ,その1つ4C9はF9細胞とシャーレの接着を阻害する

抗糖鎖抗体であることを既に報告している.このエピトープは高分子量糖鎖エンブリオグ

リカン上に発現され､しかもアーモンドのα-L-フコシダーゼⅠで失活するので､LeⅩで

ある可能性が強いと考えられた.この点について,より確実な証拠を得るために､以下の

実験を行った｡まずLeⅩ構造を持つラクトN-フコペンタオースIIIの4C9抗体阻害能を調

べると､Lea構造を持つラクトN-フコペンタオースIIよりも強かった.次にα-1,3-フ

コース転移酵素c DNAをCOS細胞に導入して発現させると､ 4C9陰性の細胞が4C9抗

原陽性に変化した｡以上の知見から､ 4C9のエピトープはLeXでぁると結論した.初期

肱性細胞のマーカーであるSSEA-1と4C9の2つの抗原の分布を比較した.すると両者は

類似するものの､ 4C9のほうが分布が狭く､多分化能を持つ幹細胞から始原生殖細胞に到

る細胞系図のマーカーとしては､より優れていることが判明した｡ LeX構造の周辺の構

造の､抗原性に対する影響が4C9とSSEA-1では若干異なるであろう.また､ 4C9抗原と

N-アセチルガラクトサミン識別レクチンDolickosbi恥担萱__凝集素の結合部位(DBA)の

発現パターンをヒト肺がんの原発巣に於て比較すると4C9 (-) DBA (+)の腫癌は他の

糖鎖パターンの腫癌に比べて､血行性転移が少なく､かつ患者の予後も良好であった｡

-1 1フーコス.I-l･ こ童 DNAの浩二 違 による′.7 打と 盾の
_一

の増

_太
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LeⅩエピトープと反応する4C9抗体がF9細胞のシャーレとの接着を阻害することは､

LeⅩ構造が細胞と基質の接着に何らかの影響を持つことを示唆する｡こ.の点について､よ

り直接的に検証するため､ LeX抗原陰性のL細胞にα一1,3-フコース転移酵素cDNAを

導入し､ LeX抗原を強制発現させた｡するとLeX陽性細胞は陰性のコントロールL細胞

に比べてシャーレーの接着が2倍程度増大していた.この増大した接着はカルシュウムイ

オンを必要とし､インテグリンの阻害剤であるRGDペプチドによって阻害された｡そこ

で私達はLeX構造はインテグ1)ンの作用を促進すると考えたo cDNA導入L細胞でLe

x抗原を担うタンパク質を免疫沈降法によって調べるとインテグリンとベイシジンが浮か

び上った｡ベイシジンは免疫グロブリンスーパーファミリーに属する分子でヒト､マウス,

ラットおよびニワトリで私達や他のグループによってcDNAクローニングされている.

F9細胞に於て､ LeX構造の担い手であることが既に判明しているし､免疫沈降によって､

インテグリンと共役することも判明している｡さらにべイシジンとホモロジーの高い分子

であるエンピジンがインテグリン依存性の細胞と基質の接着を促進するこ`とを見い出して

いる｡

従って､ LeX構造は､インテグリン､そしてこれと複合体を作るベイシジンの立体構造､

あるいは､オリゴマ-構造に影響を与え､その結果､細胞と基質の接着が促進きれると考

えている｡

(3)糖鎖変換トランスジェニックマウスの作成

糖鎖の個体レベルでの機能を解析するために､糖転移酵素cDNAを導入したトランスジ

ェニックマウスの作成を試みた｡ αll,3-フコース転移酵素cDNAを導入したマウスは生

まれず､肱発生に重大な障害を生じたことが示唆された｡詳しい機作を解析中である｡

all,3-ガラクトース転移酵素cDNAを導入したマウスは誕生した｡この酵素活性が異所

性に発現していることは､ α-ガラクト-ス特異的なGSトB4レクチンによる染色で確認

できた｡トランスジェニックマウス由来の着床前の膝でもGSl-B4結合性が､新たに見

られ､導入cDNAが発現していることは確実であった｡ α-ガラクト-ス構造の異所性の

発現は､発生を大きく妨げることはないと結論できた｡

GSl-B4染色により成体のトランスジェニックマウスでは､目の網膜､小腸の肱細胞､

精原細胞に新たにα-1,3-ガラクト-ス構造が出現し､また､肺胞上皮と腎尿細管もα-

1,3-ガラクト-ス構造が増加することが判明した｡肝臓ではα-1,3-ガラクト-ス転移

酵素mRNAが強く発現するにもかかわらず､ GSl-B4染色性は通常､出現しなかった｡

このことは､肝臓では､シァル酸転移酵素活性が強くα-1,3 -ガラクト-ス転移酵素の基

質であるⅣ-アセチルラクトサミン構造が十分に提供されないためと考えられる｡なお､
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ランスジェニツタマウスでは､野性型のマウスに比べ､尿タンパクの量が多く､低体重､

突然死､脱毛の頻度も高かった｡ a-ガラクト-ス糖鎖の異所性の発現がいかなる機作で

このような異常を生ずるのかに興味深い｡

[研究報告]

1. Kamada, Y., Muramatsu, H., Arita, Y., Yamada, T.and Muramatsu, T.,

Structural studies on a binding site for Dolichos bi爪mgglutinin inthe small

intesthe of血e mouse, ∫.Biocbem., 109, 178-183 (1991).

2. Suganuma, T., Muramatsu, H., Muramatsu, T., Ihida, K., Kawano, J.and

Murata, F･, Subcellular localization
ofB-acetylglucoヲaminideβ1ー4

galactosyltransferase revealed by irrmunoelectron mlCrOSCOPy,

∫. Histochem. Cytocbem., 39, 299-309 (1991).

3. Yoshinaga, K., Muramatsu, H. and Muramatsu, T., Immunohistochemical

localization of the carbohydrateantlgen 4C9 inthe mouse embryo: a reliable
●

marker of mouse primordial germ cells, Differentiation, 48, 75-82 (1991).

4. Matsusako, T., Muramatsu, H., Shirahama, T., Muramatsu, T. and Ohi, Y.,

Expression of a carbohydrate slgnal, sialyl dimericLeXantlgen is associated with
●

●

metastatic potential of transitional cell carcinoma of the human urinary bladder,

Biochem. Biopbys. Res. Commun., 181, 1218-1222 (1991).

5. Matsumoto, H., Muramatsu, H., Muramatsu, T and Sbimazu, H.,

Carbobydrate profiles revealed by a lectin and a monoclonal antibody

co汀elate wi血metastatic potential and prognosis of human lung

carcinomas, Cancer, 69, 2084-2090 (1992).

6. Hokita, S., Takao, S., Muramatsu, T. and Shimazu, H., Monoclonal antibodies
●

agalnSt a human gastric cancer cell line with lung metastatic potential in nude

mice define antlgenS Whose expression is different betweenthe pnmary and
● ●

metastatic liver lesions, J. Cancer Res. Clin.Oncol., 118, 228-234 (1992).

7. Shirahama, T., Ikoma, M., Muramatsu, H., Muramatsu, T. and Ohi, Y.,
●

Reactivltyto fucose-binding proteins of Lotus tetra onolobus

correlateswithmetastatic phenotpye of transitional cell carcinoma of the

bladder, J. Urol., 147, 1659-1664 (1992).

8･ Shirahama, T･, Ikoma, M･, Muramatsu, T･ and Ohi, Y･, Expression of SSEA-1

carbobydrate antlgen correlates wi血stage, grade and metastatic potential of
●

-8-



transitional cell carcinoma of the bladder, J. Urol., 148, 1319-1322 (1992).

9. Matsusako, T., Muramatsu, H., Shirahama, T., Muramatsu, T.and

Ohi, Y., A metastasis-associated antigen is present on a 60 KDa

glycoprotein in transitional cell carcinoma of血e human urinary

bladder, Histochem. ∫.,24, 805-810 (1992).

10. Masuzawa, Y., Miyauchi, T., Hamanoue, M., Ando, S., Yosbida, ∫.,

Takao, S., Shimazu, H., Adacbi, T. and Muramatsu, T., A novel core

protein as well as polymorphic epi血elial mucin ca汀y peanut agglutinin

binding sites in human gastric carcinoma cells: sequence analysis and

examination of gene expression, J. Biocbem., 1 12, 609-615 (1992).

11･ Uebara, F., Obba, N., Nakashima, Y., Yanaglta, T., Ozawa, M. and Muramatsu,

T., Developmental change of distribution of β-galactosidea-2, sialyltransferas

mRNA in rat retina, Exp. Eye Res., 56, 89-93 (1993).

12. Huang, 良.-P., Ozawa, M., Kadomatsu, K. and Muramatsu, T., Embigin, a

member of the immunoglobulin superfamily expressed in embryonic cells,

enbances cell-substratum adhesion, Dev. Biol., 155, 307-314 (1993).

13. Matsumoto事H., Muramatsu, H., Shimotakahara, T., Nishijima,H.,

Mitani, N., Baba, K., Muramatsu, T. and Shimazu, H., Co汀elation of

expression of ABH blood group carbohydrate antlgenS With metastatic

potential in human lung carcinoma, Cancer, 72, 75-81 (1993).

14･ Uehara, F., Obba, N., Nakashima, Y., Yanaglta, T., Ozawa, M. and Muramatsu,
●

T., A fixative suitable for辿hybridization histochemistry, J. Histochem.

Cytocbem., 41, 947-953 (1993).

15. Shirahama, T., Ikoma, M., Muramatsu, T., KayaJlma, T., Ohi, Y., Tsushima,
● ●

T･, Akebi, N., Ohmori, H., Hirao, Y. and Okajima, E., The binding site fucose-

binding proteins of Lotus tetra onolobus is a prognostic marker for transitional

cell carcinoma of the human urinary bladder, Cancer, 72, 1329-1334 (1993).

16. Ikematsu, S., Kaname, T., Ozawa, M., Yonezawa, S., Sato, E., Uebara,

F., Obama, H., Yamamura, K. and Muramatu, T., Transgenic mouse

lines with ectopIC expression ofa-1
,3-galactosyltransferase:

production

and characteristics, Glycobiology. 3, 575-580 (1993).

17. Muramatsu, T., Carbohydrate slgnals in metastasis and prognosis of
●

buman carcinomas, Glycobiology, 3, 291-296 (1993)

-9-



造血系細胞の分化･増殖を調節する糖脂質の生物情報

斎藤 政樹 (自治医大･血液研･造血発生)

共同研究者 中村 充 (同上)

【研究の目的】

糖脂質糖鎖は､細胞分化や細胞増殖･細胞成熟･細胞接着に関与しているこ

とが知られている｡我々はかねてから,ガングリオシドGM3が血液幹細胞を単

球系-､ネオラクト系ガングリオシドが額粒球系への分化を誘導することを報

告してきた｡しかしながら,これらの糖脂質の糖鎖発現制御ないしは律速段階

については研究が進められていなかった｡

また､ガングリオシドがチロシンリン酸化酵素ドメインを有する細胞増殖因
子レセプターファミリーの機能をモジュレートして細胞増殖の調節に与ってい

るとされている｡しかし､我々が扱っている血液細胞の増殖因子である造血因

子レセプターファミリーに関しては､糖脂質の関与が全く知られていなかった｡

従って勿論､関与している糖脂質の糖鎖発現制御ないしは律連投階についても

全く解明されてこなかった｡

そこで本研究では､血液細胞分化･増殖の鍵の一つを握る糖脂質の発現制御

メカニズムおよび糖脂質全体の構築メカニズムを解明する目的で,主に律速段
階の糖転移酵素がどめようなものであるかを中心に解析し考察した｡

【研究の方法】

細胞分化におけるガングリオシド糖鎖発現制御に関しては､ヒト骨髄性白血

病細胞株HL-60を用いた｡ HL-60細胞の分化は8 nM 1210-テトラデカノイ)I,

ホルポ-ルー13-0-アセテート(TPA)で単球系に, 1 pMレチノイン酸で額粒
球系に誘導した｡血液細胞増殖のモデルとして､インターロイキンー3 (臥-3)

依存性株NFS60-Ⅰ7とIL-3遺伝子を導入して造血因子非依存性となった導入株

NFS60-H7を調製した｡糖脂質はクロロホルムーメタノール抽出とDEAE-
Sephadex A-25などを組み合わせて調製し, HFrLCで分離後嶋津CS-9000に
より解析した｡中性糖脂質と酸性糖脂質の定量･発色はフェノール硫酸法･オ

ルシノール硫酸法･レゾルシノール塩酸法を用いた｡糖転移酵素活性は放射標
識糖ヌクレオチドからアクセプター糖脂質への放射標識糖の転移をもって測定

した｡

【研究の結果と考察】

ヒト骨髄球系細胞では､ LacCerから出発して現在計6種類の糖転移酵素が働

いているものとされている｡それらは大きく次の3つに分けられる｡すなわち,

(A)ガングリオシド系ガングリオシドのGM-3を合成するシァル酸転移酵素､ (B)
ネオラクト系ガングリオシド系列にコミットする最初(最上流)のステップで

あるLc3Cerを合成するN-アセチルグルコサミン転移酵素､および(C)その下

流域にあって実際にネオラクト系中性糖脂質やネオラクト系ガングリオシドの
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生合成に与る

4種の糖転移
酵素群である｡

単球系分化で

はガングリオ

シドGM3が

著増してネオ

ラクト系ガン
グリオシドが

減少し､穎粒

球系分化では

逆にGM3が

減少してネオ

ラクト系ガン

グリオシドが

A.

β.

C.
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d

fl_?i-音二=-f==-:
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in HLJO
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6種類の糖転
移酵素活性の変動もそれを裏付けるものであろうと考えられていた｡つまり､

単球系分化では(A)のGM3合成酵素のみが活性化されて(B)および(C)のネ

オラクト系ガングリオシド合成に関与する酵素群全体が不活化され､額粒球系

分化では(A)のGM3合成酵素活性が減少して(B)および(C)のネオラクト系ガ

ングリオシド合成に与る酵素群全体が活性化されると予想されていた｡しかし

実際は, (A)のGM3合成酵素に関しては予想通りだったものの,ネオラクト系
ガングリオシド合成に関与する酵素群全体については予想に反して大変興味あ

る結果が得られた｡即ち,確かに額粒球系分化では(B)と(C)のどちらもアッ

プレギュレートされていたが,単球系分化では(C)のネオラクト系ガングリオ

シド合成の下流域の酵素群の活性が上昇していた｡驚くべきことに, (ち)のネオ
ラクト系ガングリオシド生合成の最上流の〃-アセチルグルコサミン転移酵素が

ダウンレギュレートされて､下流の酵素群の活性上昇を打ち消していたのであ

る｡このことは､ネオラクト系ガングリオシド発現､つまり生合成の流れ全体

が,最初の〃-アセチルグルコサミン転移酵素のステップだけでコントロールさ

れていることを明かに示している｡以上から,細胞分化の方向性特有のガング

リオシドの発現には､全部の糖転移酵素が均一な役割を果たしているというよ

り,むしろ最上流のGM3合成酵素とLe3Cer合成酵素の2つがキーエンザイムと

なっていることが強く示唆されたわけである｡

造血因子レセプターファミリーに特にアソシエートする糖脂質を解析するた

めに我々のとった方法は次の通りである｡即ち､広く血液幹細胞の増殖を支持

するIL-3を血液系細胞増殖の研究のモデルとして選び, Ⅰし3依存性細胞株を調

製してそれにm-3遺伝子を導入する｡これによりIL-3遺伝子導入株はm-3非依

存性となり,自立性増殖を始めて造腫蕩性まで獲得する｡そして,このm-3依

存性の親株と導入株の糖脂質をまず分析したのである｡ガングリオシドを解析
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した結果,親株では主に2つのコンポーネント､ Ⅹ1およびⅩ2からなり,導入株

では驚くべきことにそれら2つに加えて新たにもう一つのガングリオシド､ Ⅹ3-

が出現することが判明した｡ DEAE-Iatrobeadsカラムを用いたHPLCやシアリ

ダーゼをHPnC上で働かせて行った免疫染色,ならびにFAB-Mass,特異抗体

を用いたTLC-lmmunostainingなどにより構造決定を行った.その結果､親株･

導入株ともに存在するⅩ1及びⅩ2はそれぞれ, GMlbとGDlαであることが明ら

かとなり､導入株で新たに出現するm-3遺伝子にアソシエートしたⅩ3はGDla-

であることが判明した｡このことからIL-3遺伝子導入により､いわゆるアシア

ロ系列のみか
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LbCCei

I-GA2 +GA) +G近地●馳

APer'Acquiring A utonomous Gl10Wth

_

_Jf"3

●G"2 ●G"La + G地

■■■■.I-GA2 ●GA) I G姓払1+退出
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pathway aPcr IL･3 gene Lrans/et'Lionink mousア.
myetogelZOuS teukcmia cetL tine NFS60. ^Per･ acquzT7ng

auLonomous cetZ gT10WLh by LL･3 gene 'LTmSJTccLion,1L-3
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Eo Lhe key up-llegutaLion o/ GM3 synLhase.

らアシアロ系

プラスいわゆ

る‖a-一系列-

と糖脂質生合
成系がシフト

したことがわ

かる｡この合

成系のシフト

は単なるフユ

ノタイプの変

化に留まると

いうよりむし
ろ, 臥-3遺伝

子がコンステイ

テユーシブに

発現して自立

性増殖するよ

うになったそ

のメカニズムに積極的に関わるものであることが強く示唆された｡次に､この

GDlaの発現調節機構を調べる目的でその発現に関与している糖転移酵素群(

GM3合成酵素, GM2合成酵素, GMla合成酵素, GDla合成酵素)の活性を測
定･解析してみた｡予想としては,親株でこれらの酵素群はどれも発現してお

らず,導入株で活性が誘導されるのだろうと考えていた｡しかし大変驚くべき

ことに､ GDlaを合成するための最上淀の糖転移酵素GM3合成酵素以外,すな

わちメタポリックフローの下流域の糖転移酵素群はどれも,親株でも導入株で

も活性が十分に存在して差が観察されなかったのに対し,唯一最上流のGM3合

成酵素だけが親株にほとんど存在せず､導入株でアップレギュレートされてい
た｡以上から,細胞増殖に強く関与する,即ち腫蕩性のステージがワンステッ

プ進展する際に特徴的に発現するガングリオシドは,メタポリックフロー全体

の中で､その生合成に与る全部の糖転移酵素が均一な役割を果たしているとい

うより､むしろ最上流のGM3合成酵素がキーエンザイムとなっていることが強

く示唆されたわけである｡

これらのことから,異なったシステムで同様な結論が導き出されたことにな
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る｡つまり､特定の機能性の糖鎖発現には,その糖鎖構造の末端の糖鎖を転移
する酵素ではなく,最上流の糖転移酵素が律速段階となって機能性糖鎖の発現

を決定している系が複数存在しているということである｡これらが例外的なシ

ステムではなく-一般的なものである可能性は､こういった我々の研究のみな

らず､他のラボからも同様なデータが出ていることからも伺える｡すなわち､

E･Holmesらの大腸癌におけるGIcNAc転移酵素,ならびにFJungalwalaらの

HNK-lエピトープの発現における同じくGIcNAc転移酵素の報告である.我々

のデータは､こういった興味あるシステムがネオラクト系糖脂質のみならず,
ガングリオ系ガングリオシドにも存在していることを示している｡こういった

メタポリックフロー最上流の糖転移酵素が本当に糖脂質生合成全体の律連投階

の酵素であるかどうかについて,ならびにこれらが機能性糖鎖の発現に決定的

な役割を果たしているか否かについては,今後遺伝子レベルでの解析を進めて

いくことが不可欠･急務であろうと考えられる｡
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血球分化における糖蛋白質糖鎖の機能の解析

高崎誠一

東京大学医科学研究所 細胞生物化学研究部

｢研究の目的｣

外部情報を受信し､それを細胞内に伝達する重要な機能を持つ細胞表面レセプタ

ー分子とその機能の発現は､細胞の分化過程で厳密に制御されている｡レセプター

分子を含む細胞表面分子の多くは糖タンパク質であり､その糖鎖の生合成は分化の

方向や成熟の度合いに応じて変化することから､細胞表面糖鎖の構造変化が特定の

レセプターの機能発現に何らかの役割を持つのではと考えられる｡そこで､マクロ

ファージの特異機能の一つであるFcレセプターを介する免疫複合体の会食に着日し､

合食能の誘導における糖鎖の役割を明らかにすることを目的として研究を実施した｡

｢研究の方法｣

マウス~のマクロファージ細胞珠P388DlはFcレセプターを介して免疫複合体を結

合するにもかかわらず､これを取り込むことが出来ない｡この細胞を1.5%DMSOの

有産下で2日間培養してFcレセプター介在性貧食能を誘導する｡誘導前後の細胞を

NP-40で可溶化し､ SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動､ウェスターンプロッ

トの後､ conAを用いてレクチン染色する｡叉､細胞膜画分を調製し､膜糖蛋白質

からヒドラジン分解によってAsn結合型糖鎖を遊離し､ NaB3H.で還元して標識少糖

を調製する｡櫨紙電気泳動､各種レクチンカラムクロマトグラフィー､ Bio-GelP-4

カラムクロマトグラフィー等を用いて遊離少糖を分画し､ユキソグリコシダーゼに

よる逐次消化等により構造を解析する｡

細胞表面糖鎖の構造修飾は､種々濃度のプロセッシング阻害剤(スワインソニン

お-iびカネタノスペルミン)や糖鎖生'%成阻害剤であるツニカマイシンの存在下で

培養したり､細胞をシアリグ-ゼで処理する方法を用いる｡貧食能のアツセイは､

羊の赤血球をウサギの抗羊赤血球抗体(I gG)でコートし､これを細胞に加えて
2時間培養した後､細胞表面に結合した赤血球を低張破壊後に細胞内に取り込まれ

た赤血球の数を顕微鏡下で計測する｡

蛋白質のリン酸化実験は､糖鎖構造修飾前後の細胞を抗体でコートした赤血球の

存在下､あるいは非存在下で32p-標識リン酸とともに保温する｡
､十分に洗浄の

後､ NP-40で可溶化し､ SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動後にオートラジオ

グラフイ一により分析する｡
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｢研究の結果｣

DMSOによるP388Dl細胞のFcレセプター介在性合食能の誘導に伴う糖蛋白質糖

鎖の構造変化を､ SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動後に蛋白質をニトロセル

ロース膜に転写しbnA染色法で調べたところ､図1に示したように数種の糖蛋白

質が誘導後に強く染色されることが分かった｡
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図1. DMSO誘導前(A､ C)

および後(B､ D)の細胞の

蛋白質および糖蚤自質のSDS

-ポリアクリルアミドゲル電

気泳動による分析o

A､ B:蛋白質染色,

C､ D :ConA染色

そこで､ Asn結合糖鎖の構造変化をより詳細に解析した結果､ DM50誘導細胞に
おいて､は高マンノース型糖鎖が増加し､逆にシァル酸を含む高分岐複合型糖鎖が減

少することが判明したo従って､糖鎖のプロセッシングの阻害が構造変化の背景に

あるものと予想された｡そこで､類似の構造変化を起こすことが期待される2種の

プロセッシング阻害剤､スワインソニン(図2)およびカスタノスペルミン(図3)

を培養液に添加して､会食能の誘導の有無を観察した｡その結果､いずれの薬剤と

も用量､時間に依存して会食能を誘導することが判明した｡

∽
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図2.スワインソニンに

よる会食能の誘導

0 0.lug/m1

▲ 0.2pg/m1

■ 0.5pg/ml

● 1.Opg/m1



図3.カスタノスペルミン

による会食能の誘導

0 0.叫吋/ml

▲ 0.2pg/ml

b 0.5pg/m1

● 1.Opg/m1

TIME(hr)

以上の結果は､糖鎖の構造変化が会食能の誘導の要因として積極的に関わっている

ことを示す｡プロセッシング阻害による高マンノース型あるいは混成型糖鎖の発現

の増加､あるいはシァル酸含有複合型糖鎖の発現の抑制のいずれかが会食能誘導に

重要と考えられた｡そこで､この点を明らかにするため､細胞をツニカマイシン存

在下で培養したところ､用量､時間に依存して会食能の誘導が認められた(図4) 0

Dose (ug/nl)

図4.ツニカマイシンAlに

よる会食能の誘導

A : lug/m1の薬剤による

誘導の経時変化

B :種々濃度の薬剤存在下

で6時間培養後の会食能

更に､細胞をシアリグ-ゼで処理した場合にもシァル酸の遊離に伴って貧食能の

誘導が観察できた｡したがって､シァル酸含有複合型糖鎖は会食機能の発現に対し

て抑制的に働いており､このような糖鎖の減少あるいは構造修飾によって会食能が

誘導されるものと考えられた｡

糖鎖構造修飾による会食能の誘導前後で､リガンド(抗体をコートした羊赤血球)

のFcレセプターへの結合には違いが認められないことから､結合段階以後の過程に

着目して蛋白質のリン酸化を調べた｡その結果､会食能を誘導した細胞にのみ､リ

ガンドの結合に依存してリン酸化される数種の蛋白質が検出された｡貧食機能の発
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現における蛋白質リン酸化の重要性を更に明らかにするために､アデニル酸シタラ

ーゼの活性化剤(フォルスコリン)を会食能誘導前の細胞の培養液に添加したとこ

ろ､蛋白質リン酸化の昂進を伴って食食能を誘導することが観察された｡従って､

糖鎖を修飾した細胞では､レセプターへのリガンドの結合がcAMP濃度の上昇を

伴って蛋白質のリン酸化を昂進することによって会食作用の発現に導くのに対し､

糖鎖修飾前の細胞ではリガンドの結合が蛋白質のリン酸化に連動しないために､会

食作用を示さないものと考えられる｡

｢研究の考察｣

細胞表面糖蛋白質の糖鎖の構造修飾あるいは糖鎖の付加を阻害することにより､

マクロファージの特異機能の一つであるFcレセプターを介する会食能を誘導するこ

とができた｡この知見は､分化や成熟に伴う表面糖鎖の構造変化が､細胞機能の発

現の調節に重要な役割を果たしていることを示す.特に､糖鎖がリガンドのFc_レセ

プターへの結合以後のシグナル伝達過程に影響を与えていることが示唆され､その

機構の解明が興味ある問題として浮上してきた｡

｢研究業績｣

1･ Kawano, T･, Takasaki, S･, Tao, Tien-wenand Kobata, A. : Altered glycosylation of Pl
integrms ass∝iated with reduced adhesiveness to fibronectin and laminin. Int. J. ChceI

亀1-6 (1993).

2･ Inoue, N･, Takeuchi, M･,Asano, K･, Shimizu, R., Takasaki, S. and Kobata, A. : Struc-

tures of mucin-type sugarchains on humanerythropoietin purified from urineand血e

cultu托medium of recombinant Chinese hamster ovary cells･

型(2) 375-378 (1993).

Arch. Biocbem. Bio

3･ Hirano, T･･ Takasaki, S･, Hedrick, J･ L･, Wardrip, N･ J･,Amano, J･and Kobata, A. :

0-Linked neuぬ1 sugarchains of porcine zonapellucida glycoproteins･

2i4, 7631769 (1993).

Eur. J. Biochem.

4･ Fukushima, K･and Takasaki, S･ : Pr-ssing inhibition of N-linked sugarchains associ-

atedwithinduction of Fc receptor-mediated phag∝ytosisinthe mouse mon∝y血d cells･

Glycobiology,旦(1),15122 (1993).

5 ･ Fukushima, K
･and

Takasaki, S ･
: Suppressive role of sialylated N-glycansinFc rtup-

tor-mediated phag∝ytosis by macrophages･ Biocbem. Bio s. Res. a)mmun.

,哩,
333-337 (1993).

6･森悦子,高崎誠一:晴乳類の受精と糖鎖､蛋白質核酸酵素､弘94-97(1992).

7･高崎誠一:受精における糖の役割､地学些型､ i22､ 65-73(1992).
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神経系におけるα･系列ガングリオシドの発現と機能解析

平林義雄

理化学研究所国際フロンティア糖細胞情報

(研究の目的)

シァル酸を含む糖脂質であるガングリオシドは,特に神経系組織に特徴的に存在して

おり,神経機能と何らかのかかわりがあると信じられてきた.筆者らは.神経系ガン

グリオシドのなかでも,極微量成分にこそ機能的に重要な分子が隠されているとの仮

定のもとに研究を進めてきている.我々は既にこれらガングリオシドの中でもα･系列

に属する GMlb､ GDlα がラット,ニワトリの脳組織に存在していることを見いだ

している｡本研究では,両抗原に対する単クローン抗体を作成し,特異抗体による神

経系でのガングリオシド抗原の発現様式を解析した.更に,糖転移酵素の中でも糖脂

質合成経路の重要な位置に存在し､かつα･系列ガングリオシドの合成の鍵を握ると考

えられるアシアロGM2合成酵素であるβ1･4 N-アセチルガラクトサミン転移酵素

(GalNAc-T)に注目し､この酵素遺伝子の単離､および本酵素の基質特異性などを明

らかにした｡

(研究の方法)

GMlb, GDlαは牛脳ガングリオシドよりQ･セファロースカラムクロマトグラフィ

ーにより精製した.

NeuAca2･3Galβ1-3GalNAcβ1･4Galβ1･4GIcl･11Cer : GMlb

NeⅥAcα2

6

Net)Aca2･3Galβ1･3GalNAcβ1･4Galβ1･4GIcl･1-Cer : GDla

GMlb, GDla.iこ特異的なマウス単クローン抗体は,既報の方法に従って得た.正常

マウス小脳およぴミュータントマウス(pcd.slaggerer)のガングリオシド分析は2次元

の薄層タロマト/辞素抗体染色法によりおこなった.

アシアロGM2合成辞素(GalNAc･T)を発現しているラット腹水肝癌細胞株AH7974F

細胞よりcDNAライブラリーを作成した. GalNAc･TのcDNAクローニングは,既知

のヒトGM2合成酵素のcDNAの塩基配列をもとに, PCR法により得た.
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(研究の結果)

中枢抽

GMlbおよびGDlaを特異的に密執するマウス単クローン抗体NA･6,KA117をそれぞ

れ得ろことができた.いずれも1gM抗体であった･両者の抗体を用いて.ラット成体

臥 特に小脇での発現を検索したところ, GMlbは額粒細胞の細胞表面に削,染色が

見られた.また.ゴルジ細胞.サテライト細軌 バスケット細胞等の抑制牲介在ニュ

ーロンにも存在していた. -･方,
GDlaはプルキンエ細胞(図1)に局在していた･

従って.両者の抗原はそれぞれ炎なる神姓細胞塊団に分布していることが示された･

図1.ラット小脳におけるGDl(I

ガングリオシドの発現.

プルキンエ細胞の細胞体および樹

状突起がⅩA･17抗体により染色さ

れる.

I/アロGM2合

アシアロ系列への代謝経路のキイとなるGalNAc･T帝京の遺伝子をラット腹水肝癌由

来の株化堵拳細胞から作製したcDNAライブラリーから単離してその構造を明らかに

した. 533佃のアミノ酸をコードしている2166bpの長さを持つCDNAクローンが

得られたo本静素は､これまでに報告のあった他の塘転移静素と同様にタイプⅠⅠ型の

膜タンパク質であることが疎水性プロットから予想された｡

cHO-JetL･Py細胞で一過性に発現させた本酵素を用いて基質特異性を調べた.｡本酵

素は糖脂質のみに特異的にGalNAcを転移し､塘タンパク質及びオリゴ糖は全く基質

とならなかった｡糖脂質については､ラクトシルセラミド､GM3､GD3を基質とし

てそれぞれアシアロGM2, GM2, GD2を合成したo以上の結果から単一の酵素によ

ってこれら3種類の糖脂質が合成されるこことが明ら
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かとなった.

単♯した糖鎖合成酵素並伝子(pGNA56)をカルシウムI)ン酸法i･用いてCHO･Kl細

胞に導入し,安定な遺伝子発現系を確立したo新たな糖鎖の発現は,特異的に反応す

る抗体を用いた直接あるいは間接蛍光抗体法により蛍光顕微鍵及びセルソ一夕ーを利

用して検出したo衷酵素を安定に発現している細胞をクローン化してその糖脂質発現

を調べた結果､アシアロGM2､ GM2の同時発現が認められ, in
vilroで得られた

結果とよく一致していることが確認された(図2)o

asia[○-GM2

一

己 EZ:
-_

-→

･ヽ

L
.
_

zls.毒
〇

､亡
･-

､′
■~

.-,

3:

5I =

､ミ トl

=

/7

1 LllB2l○,1

asia)oIGM2 (FITC)

asialoIC.M2
(F]TC)

図2 GalNAc･T遺伝子導入によるアシアロ系列糖脂質の発現

(研究の考察)

特異抗体による組織染色の結果は,微且成分ガングリオシドがニューロンのネット

ワーク形成に重要な役割を演じている可能性を示唆していた.また.プルキンエ細胞

はアシアロ系列を経てガングリオシドが合成されるa系列が存在していることを示し

ていた.

ァシアロ系列の発現の鍵を握るアシアロGM2合成は, GM2合成帝素と同一の辞素

により触媒されることが示された.アシアロ系列を決定している因子の
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一つとして, GM3を合成するシァル酸転移酵素とGalNAc-T活性の比が重要である

と考えられる.即ち,前者に比べ後者の活性が高いことが必要であ

る.実際, AH7974F細胞ではGM3合成酵素活性がほとんど存在しないために,ラク

トシルセラミドはばとんどすペてアシアロGM2へ変換されていく.

以上の結果から小脳のプルキンエ細胞においてはアシアロ系列が活発に代謝されて

いるものと予想された.実際,プルキンエ細胞の欠いたミュータントマウスではGDl

αが顕著に減少していることを見いだしている.

最近,神経系に存在する微量成分のガングリオシドの機能に関心が移りつつある.

筆者らは,今回の成果とは別に,コリン作動性ニューロンに特異的に存在する新しい

タイプの構造を持った微量成分ポリシアロガングリオシドを見いだしている.

特定の神経細胞に特異的に存在する極微皇ガングリオシドの意義を今後明らかにして

いきたい.
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消化管ムチン糖鎖の解析と病態

堀田恭子､五膿行倍

北里大学医学部 生化学

[研究の目的]

消化管粘液細胞が産生するムチン(高分子粘液糖タンパク質)はゲル層を形成

し､消化管上皮を様々な攻撃因子から防御する機能を担っている｡このムチンの糖

鎖は消化管の部位ごとに異なっており､それぞれの部位におけるムチンの防御機能

に密掛こ関係すると考えられる｡これは､種々の病態においてムチンの糖鎖が変化

することからも支持される｡したがって､消化管ムチン糖鎖の構造､部位による違

い､その原因となる生合成機構､さらに病態による変化を知ることは重要である｡

そこで本研究では消化管ムチン糖鎖(特に硫酸化糖鎖)について､その構造､生合

成機構および存在部位による構造の違いについて解析し考察した｡

[研究の方法]

ラット消化管組織切片(胃休部､胃前庭部､十二指腸､空腸､回腸および結腸)

を放射性無機硫酸の存在下で培養した後､ムチンを2%トライトンⅩ-1 0 0で抽

出した｡塩化セシウム密度勾配遠心法で精製後､ムチン糖鎖を1M水素化ホウ素ナ

トリウムの存在下0. 05M水酸化ナトリウム処理で遊離させた｡薄層クロマトグ

ラフィーで精製した糖鎖をトヨパールHW-50Sカラムクロマトグラフィーとア

ミノプレート薄層クロマトグラフィーによる2次元マッピング法により解析した｡

硫酸化糖鎖をさらにヒドラジン､亜硝酸で処理した後､生じたアンヒドロ糖の

構造をゲルろ過､イオン交換クロマトグラフィー､ユキソグリコシダーゼ処理､過

ヨウ素酸酸化などの方法を用いて決定した｡得られた結果から硫酸基の結合糖残基

および結合位置を決定した｡

一方､硫酸化糖鎖の生合成にあずかる硫酸転移酵素の性質はラット胃体部のミ
クロソ-ム画分を用いて検討した｡酵素画分を放射性硫酸供与体および構造既知の

種々のオリゴ糖とともにインキュベーションし､生じた硫酸化オリゴ糖をイオン交

換および薄層クロマトグラフィーで精製しその量を測定した｡また生成物の構造を､

前述したヒドラジン･亜硝酸分解法で決定した｡

[研究の結果]

消化管ムチンの硫酸化オリゴ糖をクロマトグラフィーによる2次元マッピング

法で分析したところ､予想したようにその構造は消化管部位により異ることがわか

った(図･1) ｡同じ胃でも体部ではサイズの大きな硫酸化糖鎖が存在するのに対し
前庭部ではわずかであった｡小腸および大腸ムチンでも硫酸化糖鎖のサイズは小さ

かった｡小腸では､十二指腸､空腸､回腸で良く似た糖鎖のパターンが得られたが､

個々の糖鎖の量比は部位により異っていた｡胃休部､胃前庭部,小腸､大腸間で比

較すると､糖鎖のパターンはそれぞれ大きく異っていたが､一部の糖鎖は二つある
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いは三つの部位で共通に認められた｡
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図1.ラット消化管ムチン硫酸化糖鎖の2次元マッピング法による解析

胃体部および胃前庭部ムチンの硫酸化オリゴ糖について硫酸化糖残基の同定を

行なった結果､硫酸基はN-アセチルグルコサミンの6位に結合していることが明

らかとなった.しかし､前庭部でさよほとんどの硫酸化N-アセチルグルコサミンが

糖鎖の非還元末端に存在したのに対し胃体部では糖鎖内部にも存在し､両部位の糖

鎖に遠いが認められた｡さらに胃体部ではGa lβ1-4GIcNAc(6-Soヰ)
とFu cα1-2Galβ1-4GIcNAc (6-Soヰ)の2つの配列の存在が

明らかとなった｡

表1.ラット胃体部硫酸転移酵素の基質特異性

A∝eptor

E nzyme

activity

(dpm/0.5h)

Re] ativo

activity

GldJAc a-0-Me

GkNAc 4-0･Me

GIcNAc Bl ･3Ga] I-0･Me

GldJAc pl -6Gal
GkNAc Bl ･6Man a･0-Me

GaJ Bl
13GIcNAc

Gal Bl ･4GkNAc
GaJ Pl 16GIcNAc

GaJ Bl■GIcNAc plo-Et

GaJ pl
-4Gk:NAG

Bl -6GaI

GaJ pl■GIcNAc pl13GaJ Bl-4GIc

15.4∞

260

1 4.700

1 6.200

17,700

130

120

200

5

150

20

100

2

95

105

115

1

1

1

0

1

0
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胃体部における上記硫酸化糖鎖の成因を検討するために硫酸転移酵素について

検討した｡ G 1 cNAcβ-0-Meを基質として反応条件を検討した結果､至適

pHは7. 5であり2価金属イオンは要求せずむしろ阻害的に働くことなどがわか

ったo基質特異性の検討では､この酵素は非還元末端にβ-G I cNAcを持つ糖

鎖に硫酸基を転移することが明らかとなった(表1)
｡しかし､内部にβ-GI

c

NAcを持つ糖鎖-の転移は見られなかった｡ G 1 cNAcβ-0-Meを基質と

して得られた生成物の構造を解析したところ､生成物はSO4-6G 1 cNAcβ-

0-Meであることがわかった｡

[研究の考察]

ムチン硫酸化糖鎖の量が消化管部位により異なることは組織化学的研究により

わかっていたが､本研究により糖鎖の構造も異なることが明らかとなった｡胃にお

いて体部ム.チンに大きな硫酸化糖鎖が存在し､また糖鎖内部にも硫酸化糖残基があ

ることは､この部位が胃酸やペプシンといった攻撃因子に常に曝されていること-

の適応と解釈できる｡さらに小腸ムチンと大腸ムチンの糖鎖が部位特異的構造であ

ることも､それぞれの部位におけるムチンの機能､十二指腸にあっては胆汁や揮液

に対する防御､大腸にあっ-ては共存する腸内細菌からの防御､を反映している可能

性が考えられる｡今後､病態によるムチン糖鎖の変化をも考慮に入れて解析してい

く必要がある｡

多様な硫酸化糖鎖を生み出す原因の一つである硫酸転移酵素について解析した

ところ､糖鎖の非還元末端のN-アセチルグルコサミン残基に硫酸を転移する酵素

が見つかった｡しかし糖鎖内部のN-アセチルグルコサミン残基への硫酸転移は認

められず､硫酸化糖鎖の生合成機構に新たな疑問が生じた｡これからの課題と考え

られる｡

[研究業績]
1

･ Goso, Y, & Hotta, K･: Regionaldifferencesinsulfatedoligosaccharides of rat

gastrointestinalmucinas detected by two-dimensionalchromatogr?phy･

Arch･ Biocbem. Bioph叩.

,A2,
212-217 (1993)

2. Ishihara, K., Kurihara, M., Eto, H., Kasai, K., Shimauchi, S., &Hotta, K.:

A monocloanalantibdy against cattx)hydrate moiety of rat gasbic surface epitherial

ce11-血ved mucin. Hybridoma,.堤, 609-620 (1993)

3･ Ishihara, K･, & Hotta, K･: Comparison of the mucus glycoproteins presentinthe

different layers of rat gasBic mucosa. . Biocbem. Pb

,_i94R
315-319 (1993)

4･ Ishihara, K･, Kameyama, J･, & Hotta, K･: Development ofanHPLC methd to estimate

hexosaminesand its application to determine mucincontentinratand humangasdc
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mucosa. Com . Biocbem. Ph 上些旦7811786 (1993)

5. Ohara, S., Ishihara, K., & Hotta, K.: Comparative study on rat enteromucins･

. Biocbem. Ph !些邑147-152 (1993)

6. Ohara, S., Ishihara, K., & Hotta, K.: Regionaldifferencesin plg gastric mucins･

. Biocbem. Pb
,蝿153-158

(1993)

7. Iwase, H., & Hotta, K.: Release of C>linkedglycoproteinglycansby endo-α-N-

Acetylgalactosamimidase. M血おMol. Biol.., jA 15 1-159 (1993)

8. Ishii-Karakasa, I., Iwase, H., Hotta, K., Tanaka, Y, & Omura, S.: PartialpuriLication

and characterization ofanendo-α-N-acetylgalactosamimidasefromthe culture medium of

Streptomyces sp.OH- I 1242. Biocbem. ∫.,2!&, 475-482 (1992)

9. Iwase, H., Ishii-Karakasa, I., Fujii,E., Hotta, K., Hiki, Y, & Kobayashi, Y:

Analysis of glycofom of 0-glycanfrom humanmyeloma immunoglobulinAl by

gas-phase hydrazinolysis following Pyridylamination of oligosaccharides･

Anal. Biochem.
, 2Q6, 202-205 (1992)

10. Hotta, K.: Mucus and mucin: Fundamentalaspects,

2, 3-15 (1992)

rotectionand C tobiolo

ll. Komuro, Y, Ishihara, K.,Ohara, S.,Saigenji,K., &Hotta, K.: Anew methodof

separationand quantitation of mucus glycoproteininrat gasBic mucus gel 1ayerand its

application to mucus secretioninduced by 16,16-dimethyl PGE2.

2S, 582-587 (1991)

Gastr#nterol. J

12.堀田恭子:胃粘膜防御機構一粘液､最新内科学体系4 1胃炎(井村､尾形､

高久､垂井/編) pp.17-26(1993)中山書店,東京

13.五般行信､堀田恭子:ムチンの癌性変化とムチン型糖鎖の異常､

グリコパソロジー(箱守､永井､木幡/編) pp.65-76(1993)講談社,東京

14.石原和彦､堀田恭子:粘液の生化学､盤胞､ ⊇島195-199(1993)
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ムチン抗原の特異性

山科郁男

京都産業大学工学部

[研究の目的]

ムチンは上皮性細胞をはじめとして多くの細胞の表面物質として細胞表面の挙動

に関与している｡その際糖鎖は周辺のペプチド構造も含めてムチンの機能の支配的

因子である｡われわれはムチンに特異的な単クローン抗体を作成し､これらの抗体

を用いてムチンの微細構造を解明する｡さらに微細構造の生成の機作､生物学的意

義を明らかにすることを目的とする｡

[研究の方法]

ムチン産生能の高いヒト結腸癌細胞を免疫抗原とし､ムチン型糖ペプチドとの反

応性を目安にして作成した単クローン抗体を用いて､ムチンの微細構造を解明する｡

エピトープの解析には､ヒツジ顎下腺ムチン(OSM)､グリコホリンA､ロイコシア

リン､ヒト初乳オリゴ糖およびヒト結腸癌組織より抽出した糖脂質を用いた｡

[研究の結果]

やチン糖鎖識別単クローン抗体のうち､抗Tn一抗体(MLS 128)､抗シアリルTn一抗
体(MLS 102)および抗シアリ

ルLea一抗体(MSW 113)を当面

の研究に用いた｡

MSL 128については､真の

エピトープ構造の解明を

行って一つの結論を得た｡

すでに､ OSMについては

Ser*-Thr*-Thr*(*はGalNAc

の結合を意味する)を含む糖

ペプチドが抗体と強く反応

し, Ser*-Ser*, Thr*-Thr*

のような2連構造および連

続していないSer*, Thr*の

抗体との反応性は3連構造

の1-2%であることを報

iei?-Sニー,ん-,:r-&Lu,-vat - A･4- H･t- H

･sI,i-sL-,こ,-5:r-Ser-S･,-VaトTこr-
Lys- i,-T,,- I-.

GP▲-1

SPA-5 (M)

SPA-6 (N)

GPA-I

GPA-3

SPA-A

SPA-5

GPA-6

1 2 3

1糾Irdioddty pK CJLJさIo101 th(●●QdNAc rdLJ●●. CPn X IO-I

図-1 TnグリコホリンAのTn抗原｡

活性は3連または4連構造当りで表わした｡

告した｡本年度はグリコホリンAとロイコシアリンについて同様な研究を行った｡
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グリコホリ1/Aをグリコペプチダーゼで消化し､消化物をMLS 128のアフィニ

ティーカラムにかけ､結合物を溶出したのち､肝LCで分画した｡得られた糖ペプチ

ドはアツセイ用のプラスチックプレートに固相化したのち､シアリダーゼとβ-ガ

ラクトシダーゼで処理して､ MLS 128との反応をアッセイした｡ GPA-1-GPA-6の6

個の糖ペプチドが均一状態に単離された｡このうちGPA-2のみが抗体と事実上反応

しなかった｡ GPA-2はSer-22-Ala-36の1 5個のアミノ酸から成り､ Ser-22, Thト

25, Thr-33に糖が結合していた｡他の糖ペプチドは図-1に示すように､ 3速ま

たは4連､あるいはその両者を含み､ MLS 128と強く反応した｡ 3連構造と4連構

造は同じ強さの反応性を示した｡図-1は反応性を3連(または4連)構造当りで

表したものである｡アッセイは125Ⅰで標識したプロテインAを用いて行った｡

ロイコシアリンについてはトリプシン消化物をイムノアフィニティーカラムと

肝LCで精製して抗体と強く反応する糖ペプチドを分離した｡これらの糖ペプチドは

いずれもSer*またはThr*の3連または4連構造を含んでいた｡

抗Tn一抗体としてはすでに2種の抗体(NCC-LU-35, CA3239)が報告されている｡

これらの抗体の分与をうけて各種の糖ペプチドとの反応性を調べたところ､それら

の反応性はMLS 128と全く同じであった｡

以上の結果から抗Tn一抗体の真のエピトープはSer*またはThr*の3連または4連

構造であることが明らかとなった｡

MLS IO2については､抗シアリルTn抗体であることをすでに明らかにしている｡

OSMを用いてエピトープ構造を明らかにしつゝあるが､予備的研究の結果は､ Tn抗

原と同様､ 3連のSia-GalNAc-Ser/Thrが真のエピトープである可能性を示唆して

いる｡

なお､ OSMにおいても､癌細胞のムチンにおいても､ Tn抗原とシア●リルTn抗原と

が同一ポリペプチド鎖上に発現していることが明らかになった｡

MSW l13はシアリルLea構造を認識することをすでに報告した｡しかし､同様に

シアリルLea構造を認識するNS19-9と異なり､末端にシアリルLea構造をもちな

がら､様々な内部構造をもつオリゴ糖と強く反応することが明らかになった｡本年

度明らかにした､ MSWl13と強く結合する､ヒト初乳オリゴ糖(義-1)と､ヒト

結腸腺癌のガングリオシドの糖鎖(表-2)の構造は以下に示す通りである｡
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表-1はシアリルLea構造とi

抗原構造,あるいはシアリルLea

とLeX構造が同一糖鎖に発現して

いることを示す｡また､表-2は

糖脂質糖鎖とムチン糖鎖が同じ抗

体で認識される構造を有し､その

中にもまた､シアリルLeaとLeX

構造の共存が認められた｡これら

はシアリール-Lea-‡構造と呼ぶこ

とができる｡

[研究の考察]

ムチンは一般に､ SerまたはThr

に糖鎖の結合した糖タンパク質で

はあるが､これらのアミノ酸の分

布や糖鎖の結合の状況については

特別な生物学的意義が賦与されて

いなかった｡結合力の強い､抗ム

チン抗体を作成することによって

いくつかの新しい事実を明らかに

することができた｡すなわち､

Ser*やThr*は広く分布しているが､

Ser*-Thr*-Thr*のような3連(ま

たは4連)の構造の分布は限られ

ている｡抗Tn一抗体や抗シアリル

Tn-抗体は痛抗原を認識する抗体

で､とくに消化管の上皮性癌組織

と強く反応し､正常組織との反応

は特殊な部位に限られている｡し

Ga181◆4GIcNAc81◆3Galβ1◆4GIcNAcβ1
1

6

NeuAcc(2+3Galβ1-3GIcNAcβ1-3Galβ1◆4GIc
4

十

Fucα1

Fucα1 f-ucα1

1 1

2 3

Ga181-3GIcNAcβ1-3Galβ1◆4GIcNAcβ1
†

6

NeuAcα2◆3Galβ1-3GIcNAcBl→3Galβ
1◆4GIc

4

†

FuccLl

衣-1 ヒト初乳のシアリルLeaオリゴ糖

N例IAc42J G■JP I-8 GIcNAcP 1 →■ GIc

4

†
FtL伽1

GLU1 -■■G)cN^cel
l
O

NeqAcd.2-3G ■坤1-8 GleNAcP 1.JG叫1-4 G]c

4

†
FtI¢α1

Ne..▲伽21.3G
LP

1
-8GIcN▲cP

I-A G d8 I.^GIcN▲cP 1-86AU 1-4 G Ic

■

†
FtL伽1

3

1
FtL伽1

FtIC41

1
3

Gd81- 4GIcNAcQl

1
8

N●tL▲伽2d G■JPl-JGIc NAcP 1-さGd8 1-4G Ic

▲

†

FtLCq1

衣-2 ヒト結腸癌組織のシアリルLea

糖脂質の糖鎖構造

たがって､ Ser*やThr*の3連(または4連)構造は痛組織や一部の正常組織(顎

下腺など)に特有の構造であると考えられる｡これらの構造には,必要なトランス

フエラーゼが存在するにも拘わらずガラクト-スヤシアル酸が付加されることがな
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い｡一方､他の正常組織(造血組織)ではグリコホリンAに見られるようにガラク

ト-スとシァル酸が結合している｡糖鎖発現の機作における糖トランスフエラーゼ

以外の要因について新たな問題を提起したものと考える｡

新しい強力な抗体は､ミルクオリゴ糖や､糖脂質､ムチンの糖鎖にも新しい型の

存在することを示した｡こゝに示したものよりもはるかに高分子で複雑な構造の糖

鎖の存在も見出されており､生物学的意義とともに今後の展開に大きな興味がもた

れる｡

[研究業績]
Nakada, H., Inoue, M., Numata, Y., Tanaka, N., Funakosbi, Ⅰ.,Fukui, S.,

Mellors, A. and Yamashina, I.: EpitopIC Structure Of Tnglycophorin A for an

anti-Tn an antibody (MLS 128). Proc. Natl. Acad. S°i.,U.S.A., 90: 2495-2499,

1993.

Kitagawa, H., Nakada, H., Fukui, S., Funakoshi, Ⅰ., Kawasaki, T･,

Yamashina, Ⅰ.,でate, S. and lnagaki, F.: Novel oligosaccharides with the

sialyl-Lea structure in human milk. I. Biochem., 114: 5041508, 1993.

Kitagawa, H･, Nakada, H･, Fukui, S･, Funakoshi, I･, Kawasaki, T･, Tate, S･,

Inagaki, F. and Yamasbina, Ⅰ.:Novel oilgosaccharides containlng the sialyl-

Lea structure鉦om

26541-26545, 1993.

a human rectal adenocarcinoma. ∫. Biol. Chem., 268:

Inoue, M., Nakada, H., Tanaka, N. and Yamashina, Ⅰ Tn antigen is

expressed on leukosialin from T lymphoid cells. Cancer Res.: 54: in press･
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脆性腫癌細胞における糖転移酵素遺伝子の発現制御

成松 久

創価大学生命科学研究所 細胞生物学部門

｢研究の目的｣

初期発生時の受精卵において､もっとも劇的に変化するのは､その糖鉄棒造で

ある.その中でも､ SSEA-1(stage specific embryonalantigen-1)は､細胞間認識物質

として興味を惹いてきた｡この抗原合成に関わる酵素として､ β1-4ガラクト-

ス転移酵素(以下β1-4GT) ､ β1-3N-アセチルグルコサミン転移酵素(β

ト3GkNAcT) ､

α1-3フコース転移酵素(α1-3FucT)の3つが､最小限必要とさ
れる｡初期発生のモデル細胞系として､マウスF9テラトカルシノーマ細胞､ヒト

NT2テラトカルシノーマ細胞を､レチノイン酸(RA)やジブチリルcAMP(dbtcAMP)

で分化誘導した際の､ SSEA-1発現量とβ 1-4GTおよびα 1-3FucT量の経時的変化

をまず解析した｡さらに､ β1-4GT遺伝子発現量の調節機構を解析することによ

り､初期発生時における糖鎖構造の変化に関わる分子機構を解明することを目的

としたo a 1-3FucT遺伝子については､ multi-genefamilyを形成しているため､現
時点では､そのうちのどのα 1-3FucT遺伝子が初期発生時に機能しているかは定

かではない｡まず､テラトカルシノーマ細胞で発現され機能しているα1-3FucT

遺伝子を同定することを試みた｡

｢研究の方法｣

全RNAは､ AGPC法により精製し､ No血em解析は通常の方法によった｡マウ

スβト4GT遺伝子上流領域をルシフェラーゼcDNAに組み替えて､ F9細胞にリン

酸カルシウム法により一過性トランスフユタションして､転写活性を測定した｡

deL70YOのmRNA合成能を測定するため､ 5xlO7個の細胞より核を抽出して､

NuclearRun-0ffAssayを行なった. β1-4GTとa I-3FucTおよびa 1-4FucT活性を定

量し､ヒトβ1-4GTの酵素タンパク量の検出には､ウエスタン解析も併用した｡

SSEA-1抗原は､抗ssEA-1抗体による蛍光染色を行なった. mRNAの半減期の定
量には､

･細胞をactinomycin Dで処理した後､その全RNAを用いてNorthern解析を

行なった｡

ヒトαト3FucT (α1-4FucT)遺伝子のクローニングを行なった｡既知の塩基配

列をもとに合成したプライマーをプローブとして､ヒトのコスミドライブラリー

をスクリーニングすることにより､ FucTIIIとFucTVI遺伝子をクローニングでき
た. FucTIVとFucTVは､ ORF領域をpcR法にてクローニングした. NT2における
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α 1-3FucT遺伝子の発現を検討する前に､ルイス血液型陰性の個体でのFucT Ⅲ遺

伝子のゲノム解析を行なった｡末梢白血球よりのゲノムDNAから､ pCR法により

FucTⅡⅠ､ V､ VI遺伝子をクローニングして､塩基配列を決定した後､発現ベク

ターに組み替えて,その酵素活性を定量した｡

｢研究の結果｣

β1-4GT遺伝子のマウスF9細胞分化誘導時における発現調節機構町解析;マウ

ス肱芽腫幹細胞円を1pMのRAあるいは､ 0.1pMのRAと1mMのdbtcAMPで内艦葉

様細胞へ分化させて､ノーザン解析によりβ1.4GTmRNAの発現の変化を見た｡

1pMRA処理では､ 6日目まで徐々に2倍の増加が見られた. 0.1pMRAと

1mMdbtcAMp処理でも､ 6日目まで徐々に6倍の増加が見られ､ 8日目まで増加

した｡ β1-4GTの転写活性を解析するために､上流領域約1.6kbをルシフェラーゼ

遺伝子をリポーターにもつ転写活性用プラスミドに組み込み､ F9細胞の分化の各

投階で一過性トランスフユタションを行った.転写活性は誘導1日日に上昇して､

その後低下して4日日以降未分化の転写活性よりも低下した｡また､誘導1日目

の転写活性の上昇は､ RAの濃度に依存していた.核Run-offアツセイによるde

L70YOの合成量は､未分化時と分化時で変化はなく､分化誘導時における

β1-4GTmRNAの増量は転写活性の増強によるものではないことが確認された｡さ

らに､分化時にはβ1-4GTmRNAの半減期が有意に延長しており､このことから

mRNA量の増量は､転写の克進ではなくmRNAが安定化された結果であることが
判明した｡ちなみに､ β1-4GT活性はそのmRNA量と-敦して変化した｡ F9細胞

では､分化誘導とともにSSEA-1抗原が消失してくるのとは逆にβ1-4GT活性は上

昇する､という逆相関関係となった｡ 0

ヒトNT2テラトカルシノーマ細胞におけるβ1-4GTとa 1-3FucT遺伝子の発現制

型⊥ m細胞は､ F9細胞とは､その反映している発生段階が異なることが知

られている.I RAによる分化誘導後､ 3-4日でSSEA11抗原を発現し､その後再び消

失する. β1-4GTとa 1-3FucTの経時的変化をSSEA-1抗原の動きととも●に解析し
た. β1-4GTは､ β1-4GT酵素活性､Northern解析によるmRNA量､ westem解析に

よる酵素タンパク質量ともに､ RA誘導後3-4日目に一過性に発現がみられた｡こ

れは､ SSEA-1抗原の経時的変化と-敦した｡ αト3FucT活性を測定したが､これ

も同様の経時的変化を示した｡

ヒトαト3M遺伝子のクローニングとその解析

a 1-3FucTは､ genefami1yを形成していることがわかっていた.そこで既知の

3種のa 1-3FucT(FucTⅢ,IV,V)に共通する塩基配列をオリゴヌクレオチドとし

て合成した.これをもちいてヒトゲノムコスミドライブラリーをスクリーニング

したところ､新しいα1-3FucTをクローニングすることができた｡これは､後に

FucTVIと名付けられたものと同じであった. FucTⅢとFucTuは､一つのコスミ

ドクローンにのっており､その遺伝子間の距離はわずか13kbであった(文献3) 0
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両者が､かなり近い過去にgeneduplicationにより生じたことを推測させた. NT2

細胞のSSEA-1抗原を合成しているa 1-3FucT遺伝子は､複数あるうちのどれであ

ろうか｡あるいは､まだ未知のα1-3FucT遺伝子が存在しているのであろうか｡

まだ結論は出ていない｡

ルイス式血液型陰性の個体における叫折;ヒトの血液
型抗原の一種であるLewis式血液型抗原(b型抗原)は,赤血球や分泌液､分泌組

織中に存在するが,その発現にはa (1,3/I,4)fucosyltransferase(札cT-ⅠⅡ)遺伝子が

かかわると考えられている.我々は,Le(-)の個体におけるFucT-III遺伝子のゲノ

ム構造を明らかにするため,Le(-)のヒト末梢血から分離した白血球よりDNAを

抽出し,以下の実験を行なった｡

8例のLe(-)の個体からのDNAに対し, FucT-ⅡI遺伝子のcatalyticregionをブロ

ープとしでsouthernblot解析を行なったところ,すべての例において, FucTIIII

遺伝子の大きな欠損は認められなかった｡ 4例のLe(-)の個体,及び､ 2例の

Le(+)の個体からのDNAを鋳型とし, pCR法によりFucT-ⅡI遺伝子のcding region

のDNAを増幅し､シークエンスを行った.また､Le(-)のFucT-ⅠⅡ遺伝子すべてに

おいて､ ATGから5 9番目のTのGへの変異が認められた.約半数のLe(-)の

FucT-III遺伝子においては､ 5 0 8番目のGがAに変異し､新しくL～血Isiteが出

現していた｡この他にも､いくつかのアミノ酸の置換を伴う点突然変異が認めら

れた.このLe(-)の個体由来のFucT-ⅡI遺伝子をCOS細胞において発現させ､活性

を測定したところ､ α 1-3FucT,α 1一肌cT活性共に､完全に不活性化されていた｡

結論として､Le(-)の個体のFucT-III遺伝子は､ 1アミノ酸残基の置換により､そ

の遺伝子が不活性化されることが判明した(文献1) ｡

｢研究の考察｣

F9細胞での分化誘導時におけるβ 1-4GTのmRNAの増量は､転写後の機構によ

りmRNAの安定性が増すことによる蓄積の結果であることが判明した(論文投稿

中)
｡細胞の分化により､ mRNAを消化する因子が減少してくるか､あるいは安

定化する因子が発現してくるか､のどちらかであろう｡ β1-4GTのmRNAの3'

非翻訳領域は､ 2.8kbもありきわめて長いものの一つである｡このことも､転写

後の安定性の影響を受けやすい原因の一つと考えられる｡ 3'非翻訳領域の機能

について､研究の対象にすることを計画中である｡今後､他の糖転移酵素遺伝子

の発現機構についても同様の機構が発見されてくる可能性が強い｡ F9細胞におけ

るSSEA-1抗原とβ1-4GT量の逆相関関係は､一見,矛盾しているように思えるが,

可能性として次のようなことが考えられたo 1) β1-4GTはあくまで基本骨格を

合成する酵素であり,そのポリーN-アセチルラクトサミン骨格の長さを決定して

いるのは, βト4GTではなく, β1-3GnTである可能性がある｡ 2) SSEA-1抗原

エピトープはα1-3Fucが転移されて,はじめて抗体により認識される｡したがっ
て, SSEA-1抗原量と挙動を共にするのはαト3FucTである｡実際にα 1-3FucT括
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性を測定したところ､ SSEA-1抗原の変化ときわめてよく-敦した.I 3)このβ

1-4GTは, F9細胞では短鎖のアスパラギン結合型糖鎖を合成するが, invivoで

は､ポリーN-アセチルラクトサミンは合成していないかも知れない. invitroで合

成することは､我々の研究により証明されたけれども(文献2) ｡この間題はま
だ未解決のまま残された｡

Nn細胞においては､ SSEA-1抗原とβl-4GT量は-敦した相関関係を示したo

F9細胞との比較から､分化段階の異なる細胞においては､ β1-4GT遺伝子の発現

調節機構が異なっているらしい､との示唆が得られた｡ NT2細胞におけるmRNA

の増量は､転写活性の増強によるものかも知れない､との予備データの元に､現

在解析を計画中である｡

初期発生時にSSEA-1抗原を合成するαト3FucT遺伝子はどれか,という疑問に

ついては未だ解決されていない｡各α 1-3FucT遺伝子について､さらに詳細な解

析が必要とされると同時に､未知のα1-3FucT遺伝子のクローニングをも試みて

いる.少なくとも､Le(-)の個体においてはFucTIII遺伝子のゲノムそのものが不

活性化されていることより､これが初期発生時のSSEA-1抗原合成に関与する可

能性は否定された｡
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糖脂質糖鎖発現に関する発現制御因子の解析

鈴木明身

東京都臨床医学総合研究所 生体膜研究部門

[目的]

糖鎖を介する認識が生物現象の一部で重要な役割をはたすことが明らかにされて

きている.生物が糖鎖を認識に使うことの利点は,少ない構成要素で極めて多くの

構造を作り出すことができる糖鎖の構造特性にある.この糖鎖の特性を生物が利用

するためには,どの糖鎖を,どの部位で,どの時期に発現するか,制御する必要が

あるが,これまでに行なわれてきた広範な糖鎖の構造解析から,生物は精微な糖鎖

の発現制御を行なっていることが示されている.即ち,糖鎖の生物活性を発現させ

るための根本は糖鎖の発現制御にあると言うことができる.しかし,制御機構は単

純でない.一つの糖鎖発現にも複数の遺伝子一次産物が関与する.遺伝子による直

接の制御に加えて,翻訳後修飾,複数の酵素による競合も問題になる.糖鎖発現制

御機構は多くの因子の関与によって作り上げられている複合体である.複合体の実

体はほとんど明らかになっていない.そこで,制御機構の解明を目標にして解析を

行なった.機構の骨格を形成するのは遺伝子に直接規定される因子であると考える

ことができる.そこで,まずこの骨格を明らかにするために,糖鎖の多型を基に,

遺伝学解析法を使って解析を行う事とした.これまでに,我々の研究室ではマウス

の糖鎖発現制御遺伝子を7個同定し,現在そのうちの3個について遺伝子自体の解

析が進行している.大変興味深いことに,これらの多型を基に同定された糖鎖遺伝

千(糖鎖発現制御遺伝子を糖鎖遺伝子と呼ぶことにする)のいくつかは,糖転移酵

素の転写のレベルで働く可能性が示めされ始めた.ここでは, Gsl-5糖鎖遺伝子によ

る発現制御,遺伝子の実体の解析について報告する.

Gsl-5糖鎖遺伝子はマウス腎臓の糖脂質(GL-Y, GalPl -4(Fucα1-3)GIcNAcβ1-6

(Galβ1-3)GalNAcβ1-3Galα1-4Galβト4GIcβ1-Cer)の発現を制御する遺伝子として同定さ

れた. GしYの発現を欠くDBA/2マウスは糖脂質(GしX, Galβ1-3GalNAcβ1-3Galα1-4

Galβ1-4GIcβトCer)をGしYとほぼ同じ量発現することから,DBA/2の欠損はGしⅩに

GIcNAcβ1-6を転移する酵素活性にある辛が考えられ,酵素活性の測定でそのことが

確認された.即ちGsl-5糖鎖遺伝子はβ-1,6-GIcNAc転移酵素活性を制御することによ

りGLYの発現を制御していることが証明された.そこで, Gsl-5糖鎖遺伝子の実体を

探るために, β-1,6-GIcNAc転移酵素の精製を行なった.

[方法】

マウス腎臓から常法に従ってミクロソ-ム画分を得た. TritonX-100で可溶化し,
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105,000xgで1時間遠心して上清を可溶化酵素源とした.これを, cM-Sepharoseカラ

ムにかけ,非結合部分を除いた後,酵素活性を300mMの食塩で溶出した.この画分

を, 30mM食塩濃度に調製しuDP-hexanolamineカラムにかけ, 300mM食塩で溶出した.

この画分の食塩濃度を30mMに調製後,再度uDP-hexanolamineカラムにかけ, lmM

UDPで活性を溶出した.この画分をGg40se-Aminocellulo丘neカラムにかけ, o.5mM

Gg40seで活性を溶出した.

酵素活性の測定は, GL-X(9 pg), UDP-[3H]GIcNAc(50 nmol), Zwittergent 3-16(30 pg),

EDTA(1 mM), CDPICholine(250 nmol),
100 mM sodium cacodylate buffer (pH 6.4)で酵素存

在下に37℃で反応させ,糖脂質への放射活性の転移をsep-pakC16を使って測定した.

ミクロソ-ム画分を酵素源とした時, GIcNAcがGしⅩのGalNAcにβ1-6結合で導入され

ていることを1H-NMRとメチル化分析により既に確認している.

[結果]

β-1,6-GIcNAc転移酵素は下の表に示すように,腎臓のミクロソ-ム画分から約1万

倍に精製された.精製標品で得られた比活性26.15pmol/min/mgproteinは,これまでに

精製され,部分アミノ酸配列が報告されている糖転移酵素と比較して,充分高いも

のである.この精製の過程で,重要な段階はuDP-hexanolamineカラムからuDPで酵素

活性が特異的に溶出できたこと, Gg40seを非動化したGg40se-Aminocellulo血eカラム

からオリゴ糖Gg40seで溶出できたことである.酵素は後者のカラムには, uDPの存

在下に初めて結合した点も重要である.

Purification of GNT from mouse kidney

TotaJ Total Specific Yield purification
Activ ity P rotei n Activity

microsomal fr.

So山b=zed

CM-Sepharose

UDP-hexano[amine-

Sepharose(NaCJ)

UDP-Hexanolamine

Sepharose(UDP)

Gg
4?se-

Aminoce‖ulofine

units mg units/mg % fold

4.337 1 820 0.0024 1 00 1

1.853
b

1898 0.0010

2.380 87.5 0.0272

0.602 1.3 a 0.463

a
0.323 0.21 1.54

0.068
a

0.0026 26.15

55 11

14 193

7.5 642

1.6 10896

Resu(ts are based on a preparation of the enzyme from 100 g of mouse kidney･

a) Va[ues are determined by
amino?cid ana[ysis･

b) It could not J'ndicate true activity s∫nce Triton Xll 100 inhibits GNT

actJIvity.
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精製された酵素はsDS-PAGEで約50kDaの単一バンドとして検出された.一次元で

IEFあるいはnative-PAGEで分離し,ゲルをスライスして活性を測定し,同時に作成し

た別のゲルを二次元目の分析であるSDS-PAGEで分離し,蛋白バンドを解析した.こ

の分析でも50kDaのバンドが目的とするβ-1,6-GIcNAc転移酵素である事が確認された.

SDS-PAGE上のバンドを1ysylendopeptidaseで処理し,得られるペプチドのアミノ酸配

列を解析していただいた(理研瀧尾博士との共同研究)
.その結果,得られた4ペプ

チド35残基分の配列には,既にFukudaらが報告しているヒトのcore2GIcNActrans-

ferase (core 2 GnT)の配列と80%のホモロジーが存在した.

精製酵素は基質として,糖脂質ではGしⅩ, Gg4Cerを使ったが, GMl,Gb4Cer,

Lc3Cer,nLc4Cerは使わなかった.即ち, Ⅰ構造を作る酵素ではないと結論できる.オ

リゴ糖ではGalβ1-3GalNAcα1サnitrophenol,Galβ1-3GalNAcβ1-benzyl (基督教大吉野博

士から恵与)の両者が基質となり, GIcNAcβ1-3GalNAcαl-p-nito叩henylは基質となら

なかった.これらの結果はGal-GalNAcのGalNAcがα結合でもβ結合でも良いことを示

しており,本酵素がcore2GnTと良く似た基質特異性を持つことを示している.

【考察]

Gsl-5糖鎖遺伝子はβ-1,6-GIcNAc転移酵素活性発現を制御することによりGL-Xから

GIcNAcβト6を介して伸長する糖鎖の発現制御を行なっている.この酵素は基質特異

悼,蛋白質の一次構造上既にクローニングされているヒトのcore2GnTと極めて類似

することが明らかになってきた.これまでのところ,この二つの酵素が異なる蛋白

質である可能性を積極的に支持する結果は得られていない.マウスの酵素の一次構

造がcDNAのクローニングにより明らかにされ,マウスのcore2GnTの塩基配列と比

較されれば,結論が導かれる.一方,興味深いことに,ヒトのcore2GnTの遺伝子座

は既にFukudaらによってヒト9q21にマップされている.我々も既にGs)-5遺伝子座を

マウスの第19染色体動源体から13cMほどの位置にマップしている.ヒトの9qとマウ

スの19染色体中央から動源体側にはsynteny (linkage conservation)が存在し,この点か

らも,二つの酵素は極めて近い関係にあると考えられる.

もし,二つが同じ酵素だとすると, DBA/2マウスの本酵素活性発現欠損は何を意味

するか,即ち,糖蛋白糖鎖の変異も存在するのか,もし存在するなら,機能の変異

は生じていないのかが問題になる.同時に, DBA/2マウスのGsl-5遺伝子の変異は塩

基配列のどこにあるのか大変興味深い.もし,異なる酵素だとすると,糖転移酵素

の遺伝子進化,増殖の観点から興味深い.

現在,得られたアミノ酸配列を使ってcDNAのクローニングを進めており, DBA/2

におけるGsl15遺伝子の変異の実体が明かにされる事を期待している.これらの解析

から,これまでに予測されていない発現制御の機序が明らかにされる可能性もある

と考えている.
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糖脂質糖鎖発現の分子制御機構の解析

永井克孝(東京都臨床医学総合研究所)

【研究目的】 糖脂質や糖たんばく質などの複合糖質には数種の糖より構成される特

定の配列からなる糖鎖が付加している｡興味あることに､これらの糖鎖は､発生や分

化さらに癌化によって劇的に変化することが知られており､糖鎖とこれら基本的な生

物現象との関連を予想させる｡私達は､このような糖鎖の変化がどのような機構に

よって起こり､その糖鎖変化がどのように細胞の発生や分化とかかわるのかを明らか

にすることを目的とし､ (1)ラット肝細胞の細胞接着および増殖制御における糖鎖の役

割, (2)生理活性を持つガングリオシドの合成に直接関与するシァル酸転移酵素の発現

調節を研究課題としてとりあげた｡

【研究成果】

(1)ラット初代培養肝細胞の増殖抑制の解析:通常､静止期にある肝臓は､高度に

分化しその臓器としての機能を有している｡しかしながら､一度肝臓に障害が引き起

こされると(例えば､外科的肝切除､肝癌､肝炎､胆管結紫など)肝臓細胞は､増殖

期に移行することが知られている｡そこでこのような肝臓細胞の増殖制御や機能分化

に及ぼす細胞間接触の関与について解析した｡その結果､静止期にある肝臓細胞の増

殖期への移行は細胞間接着により抑制され(図1)
､この抑制は培養肝細胞に細胞膜

の添加することによりinvitroで再現でき(図2)
,この細胞間接着には肝細胞膜表面

糖鎖が関与することを明かにした｡つぎに､蛍光標識遊離肝細胞を用いて,糖鎖が介

在する細胞間接着のリガンド糖鎖特異性,肝切除により惹起される増殖期肝細胞にお

DNA 60

Synthesis

40

PH】Thymidine

incorporation

(dpm/mg 20

protein x lO'3 )

10 20

ceH Density( x 104 celts/cm2 )

図1 ラット肝細胞の増殖の細胞密度依存性
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図2 細胞膜添加によるラット肝細胞の増殖抑制
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図3 糖脂質に対するラット肝細胞の接着

ける細胞接着について解析した｡成熟ラットの肝細胞は,成熟ラットの肝細胞に非常

に強く接着した｡ところがβ-galactosidaseおよびglycopeptidaseF処理肝細胞膜に対して

は､ほとんど接着しなかった｡このことから､成熟ラット肝細胞は､ N一結合性糖鎖の

末端β-galactosideを介して同種肝細胞と接着していることが示唆された｡

そこで肝細胞接着の糖鎖特異性を明らかにする目的で､種々の糖たんばく質､糖鎖

構造既知の糖脂質との接着性を調べた｡その結果､末端β一galactoseを有する

asialofetuin､ asialo GMl
､

1actosyl ceramide､parag)oboside､ globo-CTHと成熟ラットの肝
細胞は接着した｡末端β-galactoseがシアリル化されたfetuinやGM3とはほとんど接着し

なかった(図3)
｡以上の結果は,成熟ラットの肝細胞が､結合位およびアノマ一に
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関係なく糖鎖非還元性末端galactoseを認識していることを示唆した｡

肝細胞表面にはアシアロ糖たんばく質受容体が存在し､血液中の複合糖質や赤血球の

寿命に関与していることが知られている｡そこで､肝細胞の接着にアシアロ糖たんば

く質受容体が関与するか否かを調べるために二価イオンの効果を調べた｡その結果､

成熟ラットの肝細胞の接着は成熟ラット肝細胞膜に対して､ Ca2+が存在しなくとも接

着し､ Mg2+の存在が必須であることがわかった｡さらに､肝細胞表面に強'(発現して

いるアシアロ糖たんばく質受容体に村する抗血清を成熟肝細胞に処理しても､肝細胞

の接着には影響を及ぼさなかった｡従って､肝細胞間の接着には､いわゆるC型レクチ

ンが関与していないことが示唆された｡

次に､増殖期における細胞間接着について検討した｡増殖期の肝細胞として､ 70%肝

切除後の遊離肝細胞を使用し､ asialo GMl､1actosylceramideに対する接着性を評価し

た｡その結果､肝切除後24時間経過するとasialoGMl
､1actosylceramideに対する接着性

が減弱した｡肝切除後24時間程度で肝細胞は細胞周期上のS期に移行することが知られ

ていることから､末端b-galactosideに対する接着性が細胞周期と相関することが示唆さ

れた(図4) 0

以上の結果から､肝細胞膜の表層の糖鎖末端b-galactosideが肝細胞間接着に関与し､さ

らにこの反応が細胞周期や増殖､分化により影響を受けることがわかった｡現在､肝

細胞膜より､関連するガラクト-ス結合蛋白質を精製している｡
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図4 肝切除後の肝細胞の糖脂質に対する接着性の変化
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(2)生型舌性を持つガングリオシドの合成噛:
ガングリオシド糖鎖の機能を解析する上でそれらの生合成に関与する糖転移酵素を

理解することは決定的に重要である｡しかしながら､これまで報告されている糖転移

酵素の活性測定法は極めて煩雑であるために､その解析は容易ではなかった｡そこで

今回､逆相薄層クロマトグラフィーとイメージアナライザーを組み合わせた高感度か

つ簡便な活性測定法を開発した｡その結果,これまで困難であった細胞租抽出液中の

酸素活性を容易に測定することが可能となった(Ref.1)｡

つぎに､ラット肝臓ゴルジ装置膜を用いてガングリオシド合成経路を調べたところ､

新規なガングリオシドであるGDlαを合成する経路を見いだした(Ref.2)｡単離ゴルジ装

置を用いて各種糖転移酵素活性を調べた結果､ GDlαがasialo_GMlうGMlbぅGDlα

の経路(α経路)を経て生合成されることを証明した｡ GDlαは脳の微量ガングリオシ

ドとして存在することが報告されており､コリン作動性ニューロンの特異抗原として

注目されている｡さらに､ある種のラット腹水肝がん細胞でこのガングリオシドが特

徴的に出現し､興味深いことに細胞接着分子のリガンドとして機能すると考えられて

いる｡正常肝臓組織におけるGDlαの発現の抑制はアシアロガングリオシド合成経路の

遮断によるとものと推定され､細胞がん化に関連するなんらかの機構によりアシアロ

ガングリオシド合成経路が活性化されてGDlαが出現すると考えられた｡
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異染性脳自覚変性症におけるアリルスルファターゼA遺伝子の変異

牧田 章､ 本家 孝一

北海道大学医学部癌研究施設生化学部門

【目的】

異染性脳自質変性症(metachromatic leukodystrophy; MLD)は､リソゾ-

ム水解酵素のひとつであるアリルスルファタ-ゼA (ASA)の欠損により､

その基質である硫酸化糖脂質が脳ミュリンや腎臓などに蓄積をきたす脂質蓄

債症で,常染色体劣性遺伝形式をとる｡発症年齢､臨床症状の重症度から､

乳幼児型､若年型､成人型の3つの臨床型に分類される｡この臨床的表現型

の多様性は遺伝型の多様性で説明されるが､ MLDにおけるASA遺伝子の変異

および変異酵素の分子解析の報告は少なく､遺伝型と表現型の相関関係は十

分解明されているとは言い難い｡また､同一遺伝病でも人種や地域により遺

伝子変異の型が異なり､本邦での遺伝子変異の型を調べることは遺伝子診断

上価値がある｡本研究では､本邦における成人型MLD患者に新しいASA遺伝

子の変異を見いだし,変異ASA酵素蛋白質の運命を調べた｡

【方法】

患者は女性で､ 3 3歳時に発症し､白血球のASA活性が健常人の6%と低

下していたことから成人型MLDと診断された｡患者組織のASA蛋白量を､抗

ヒト胎盤ASAウサギIgGを用いた酵素免疫測定法で定量した｡患者.ゲノム

DNAを鋳型として,ポリメラーゼチェイン反応(PCR)によりASA遺伝子を

2分割して増幅した｡ pcR産物をM13ファージにサブクローン化し､ジデオ

キシ法によりヌクレオチド配列解析を行った｡患者ASA遺伝子の突然変異部

位を含む領域をpcRで増幅し､産物を耳paIIで消化して制限酵素切断片長多型

性(RFLP)を解析した｡発現ベクターに組み込まれた野生型ASAcDNA

(pcD2-ASA8)に､部位特異的突然変異を誘発し､変異ASA CDNA

(pcD2-ASA8M)を作製し､ cos-1細胞にトランスフェク卜してASA活性の発

現を調べた｡さらに､ ASA蛋白の発現を抗ヒト胎盤ASA抗体を用いたウエス

タンブロツティングで解析した｡転写レベルは逆転写反応-PCR (RT-PCR).
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法で調べた｡

【結果】

患者肝臓ホモジュネ-トにおけるASA蛋白量は正常対照の10%以下で,宿

性低下は蛋白量低下に基づくと考えられた｡ ASA遺伝子は全長約3 kbpと比

較的短く､ 8つのエクソンから成る｡ pcRクローニングの技法を用いて,忠

者ASA遺伝子の全コーディング領域とエクソン､イントロン接合部位のヌク

レオチド配列を調べ､正常ASA遺伝子と比較検討した｡その結果,エクソン

2にグアニンからアデニンへの塩基置換が見い出された｡これにより122

番目のグリシンがセリンにアミノ酸置換が起こることが推定された｡制限酵

素耳pa_ⅠⅠによるRFLP解析により､見い出された変異がPCRクローニングによ

る2次産物ではなく､患者ゲノムDNA上に存在することを確認するとともに､

患者ASA遺伝子がその変異に関してヘテロ接合体であることがわかった｡同

様の結果がダイレクトシーケンシング法によっても得られた｡次に､この変

異をもつcDNAを合成し, cOS細胞で発現させたところ､ mRNA量は対照と差

がないにも拘わらず､酵素活性は発現されず(図1)
､ウエスタンブロツティ

ングで成熟型ASA酵素蛋白質は検出されなかった｡従って､変異酵素蛋白質

は合成後速やかに分解されてしまうとみられる｡
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図1.変異ASAcDNAの発現実験

pcD2-ASA8 :野生型ASAcDNA､ pcD2-ASA8M :変異ASAcDNA
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【考察】

本研究により,成人型MLDの原因となる新しい点突然変異がエクソン2に

見い出された｡軸aIIによるRFLP解析やダイレクトシーケンシングで明らか

となったように､この変異は対立遺伝子の一方にのみ見られ,本疾患が劣性

遺伝形式をとることから,他方のASA遺伝子には未同定の他の変異が存在す

るはずである｡これまで､叫LDの原因となる数種の突然変異が見い出されて

いるが､点突然変異はエクソン2に集積している｡本研究で見い出された変

異もエクソン2の点突然変異であった｡ヒトのASA, ASB,ステロイドスル

ファタ-ゼ(As°) ､ウニのアリルスルファタ-ゼの間には有意な相同性が
あり､特にエクソン2でコードされるアミノ酸配列には高い相同性がある｡

このことから､エクソン2でコードされるドメインがASA酵素蛋白の構造を

安定に保ち､活性を発現するために重要な領域と示唆される｡

我々はこれまで､正常のASAやASBの成熟過程(翻訳後修飾)でのペプチ

ド切断点を解析してきたが､ MLD酵素の変異点とは一致しなかった｡成熟過

程の切断は特定の部位で起こり､酵素蛋白質の保持に働くと考えられるのに

対し､ MLDの変異はもっとランダムな切断である可能性が高い.｡変異酵素の

の分解に働くプロテアーゼは不明であるが､アミノ酸1個の置換による構造

の違いにより､このようなプロテアーゼの標的になりやすくなるという現象

は､他のリソゾ-ム蓄積症における変異酵素でも共通の現象かもしれない｡
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エンド型グリコシダ-ゼの糖転移病性を用いたグリコサミノグリカン

糖鎖の再構築

遠藤 正彦

弘前大学医学部第一生化学教室

[研究の目的]

現在の遺伝子工学のように糖鎖もまた人為的にコントロールできる技術の開発

が求められている｡このため本研究は､特にプロテオグリカンのグリコサミノグ

リカン糖顔中の生理痛性ドメイン構造を､人為的に構築することを目的としてい

る.しかし､遺伝子工学のDNAに対するごとく､グリコサミノグリカン糖鎖を任意

に切り出し､更に任意に再構築させ得るような酵素は見い出されていない｡した

がって､これらの酵素の発掘と同時に､既知の酵素の特性を最大限に生かす工夫

が求められる｡そこで本研究では､エンド型グリコシダーゼのもつ加水分解反応

と,その逆反応としての糖転移反応を糖鎖再構築の手段として使用する方法につ

いて検討した｡

[研究の方法]

酵素:市販のウシ精巣性ヒアルロニダーゼ(以下ヒアルロニダ-ゼと云う)

を､イオン交換クロマトとゲルろ過により更に精製して用いた｡

糖残基の供与体:ヒアルロン醸､コンドロイチン､コンドロイチン4一硫酸,コ

ンドロイチン6-硫酸､デルマタン硫酸､及び､それらのヒアルロニダー

ゼで部分消化産物より精製された二､四､六､八､十､十二糖のオリゴ

糖を糖残基の供与体とした｡

糖残基の受容体:前述のオリゴ糖を2-アミノビリジンによって還元末端側を蛍

光標識(PA化)した｡またウシ気管軟骨プロテオグリカンをプロナ-ゼ

消化とエンドーβ-キシロシダーゼにより消化した後PA化し､更にヒアル

ロニダーゼで消化して､ペプチドと糖鎖の橋渡し構造をもつPA'化オリゴ

糖GIcA-GalNAc-GIcA-Gal-Gal-XyトPAを調製した.

反応条件:酵素,受容体としてのPA化オリゴ糖､供与体としてのグリコサミノ

グリカンを0.1M TrisIHCl緩衝液(pH7.0)､ 37℃, 1時間インキュぺ

-卜した｡

反応生成物の検索法:反応生成物はHPLC(Palpak Type S, 4.6 x 250 mm)で調べ､

その糖領の配列の決定は､イオンスプレー型質量分析計で行った｡

[研究の結果]

糖転移反応の至通条件 -一 加水分解反応と糖転移反応の比較

酵素､受容体､供与体を､ pHを変えた各種の緩衝液で1時間インキュぺ-卜し､

受容体より伸長した糖鎖長の測定から糖転移活性を､また､ヒアルロン酸を基質･
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としてのオリゴ糖の生成から加水分解活性を比較した｡

その結果,ヒアルロニダーゼの加水分解反応は従来の報告通り､0.1 M acetate

buffer (pほ 5.0)で0.15 M NaClを含む反応条件が至適であった.一方､ヒアルロ

ニダーゼによる糖転移反応はNaClを全く含まない0.1 M Tris-HCl buffer (pH

7.0)が至通であったo したがって､ヒアルロニダーゼによる加水分解反応と糖転

移反応の至適条件が大きく異なっているので､糖転移反応をより優先的に進行さ

せ得る条件が見い出された｡

埠転移反応の受容体

糖転移反応としてグリコサミノグリカンは､ヒアルロン酸,コンドロイチン､

コンドロイチン4-硫酸､コンドロイチン6-硫酸のいずれやが受容体としての癌性
をもった｡しかし､デルマタン硫酸は受容体とはなり得なかった｡糖鎖長として

は四糖以上のオリゴ糖がすべて受容体としての癌性を有するが､ PA化されたオリ

ゴ糖としてはPA化六糖が最低糖鎖長であった(図1, C)｡また､プロテオグリカン

のペプチドと糖鎖の橋渡し部分由来の六糖･ GIcA-GalNAcIGIcA-Gal-GaトXyl-PAも

受容体病性を有していた｡
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図1. PA化ヒアルロン醸オ

リゴ糖のヒアルロニダーゼ

消化による時間的経過. a,

PA化二糖(○);b,PA化四糖

(●); c,PA化六糖(□); d,

PA化八糖(I); e,PA化十糖

(△); f,PA化十二糖(▲)杏

それぞれ基質として加え,

経時的に反応液中の反応生

成物を質量分析計で分別測

定した.

糖転移反応の供与体

糖転移反応の供与体としてはヒアルロン酸､コンドロイチン､コンドロイチン

4-硫酸､コンドロイチン6-硫酸いずれもが供与体となり得た｡その供与体となり

得る最低糖鎖長は六糖であった.しかし､デルマタン硫酸はヒアルロニダーゼで

消化され得ても供与体とはなり得なかった｡

糖の転移重度

ビァルロン酸六糖をヒアルロニダーゼの加水分解反応の至通条件下でインキュ

ぺ-卜すると､六糖の減少とともに四糖と二糖が反応液中に増加するが､インキ

ユぺ-トの初期の段階に八糖の生じることが観察された.しかL!､ PA化六糖は加

水分解されなかった(図1, C) 0 PA化八糖は低分子化されPA化六糖を生じるが､

反応開始直後にPA化十糖を生じ､やがてこれが消失した(図1, d)0 PA化ヒアル

ロン酸六糖を受容体､ヒアルロン酸オリゴ糖を供与体としてインキュぺ-卜する
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と, PA化八糖､ PA化十糖､ PA化十二糖と順次伸長していくことが観察された｡ま

た､非運元末端にN-アセチルグルコサミンをもつヒアルロン醸五糖及び七糖を供

与体としてインキュぺ-卜すると,七糖の非還元末端側の三糖が受容体に転移さ

れ､五糖からは転移されなかった(図2)0

以上の結果からヒアルロニダーゼによる糖転移反応は供与体の非運元来端から

二糖(非運元末端がN-アセチルヘキソサミンのときは三糖)単位で受容体の非運

元末端に転移されることが知られた｡
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図2.ヒアルロニダーゼの

糖転移反応によってPA化ヒ

アルロン醸六糖より形成さ

れたPA化九糖の質量分析ス

ペクトル.

積金当の伸長とハイプリ､ソト糖鎖の合成

pA化ヒアルロン酸六糖を受容体､高分子ヒアルロン酸を供与体として糖転移反

応の至通条件下で37oCl時間インキュぺ-卜すると､最高二十二糖までの伸長が

観察された｡また､種類の異なるグリコサミノグリカン糖鎖を受容体､または供

与体とすると天然には存在していないハイプリツト糖鎖が合成された0

非天然型ハイプリ､ソト糖鎖の生物活性

pA化オリゴ糖を受容体とした数種の非天然型ハイプリ､ソト糖鎖を合成した.こ

れを細胞外マトリ､ソクスを構成する各種のタンパク賃(コラーゲン､エラスチン､

ラミニン等)をリガンドとしたアフィニティーカラムを作製し､これに対する結

合性を調べた｡しかし現在まで調べた限りでは､細胞外マトリックス構成成分に

対して強いアフィニティーを示す非天然型ハイプリ､ソト糖鎖は見い出されなかっ

た｡しかしヒアルロン酸とコンドロイチン4一硫酸の非天然型ハイプリ､ソト糖鎖が

フィブリノーゲンと結合することが見い出された｡

[研究の考察]

本研究からエンド型酵素であるヒアルロニダーゼの糖転移反応について糖鎖転

移の至通条件が定まり､その結果､糖鎖の二十教糖までの伸長も可能になったo

硯荏は､デザインされた糖鎖を思いのまま構築する方法の確立に向かって研究が

進められている｡
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ニワトリCa''依存性α-マンノシダーゼの精製と基質特異性

長谷純宏

大阪大学理学部 化学教室

[研究の目的]

糖蛋白質の糖鎖の生理的な役割が注目されているが､その構造や分布は

多様であり生体内でどのように生合成､プロセッシング､異化が調節されて

いるか不明の部分が多い｡アスパラギン結合糖鑓は粗面小胞体やゴルジ体で

生合成され､糖鎖の異化はリソソームで行われていることが知られている｡

し.かし､細胞内にはこれ以外にも､細胞質にマンノシダーゼが報告されてい

る｡これらのマンノシダーゼは基質特異性や酵素の性質の明らかにされてい

ないものも多い｡本研究では中性α-1､ 2-マンノシダーゼをニワトリ輸

卵管より調製し､その一般的な性質や基質特異性を調べた｡

[研究の方法]

酵素活性の測定はMan9GlcNAc2-PAを基質に用いた(図1 ) ∩

";mad:.;-:22;:anna:1.,:362MMananaa11:≡--4GIcNAcP1

4G;,N;c
M-1

-2"Mmmaall,7:m-all::MWl-･cNAcP.4G;N6Acc

図1

反応後､生成物の一部をHPLCに注入し､マンノースが一残基加水分解され

たMan8GIcNAc2-PAを=PLCで定量することにより酵素活性を測定したo

ビリジルアミノ化していない糖鎖を基質として用いた時は､反応混合物の一

部をビリジルアミノ化し､ビリジルアミノ化糖鎖を同様にHPLCで定量した｡

ビリジルアミノ化糖鎖のサイズ分画HPLCは､ TSKqeIAmide-80を用いて､

また逆相HPLCはCosmosi1 5C18-Pを用いて行った｡

[研究の結果]

中性α-マンノシダーゼの精製:

ニワトリ輸卵管のマグナム部分をホモジナイズし5000xqで遠心し､上溝

画分を粗酵素溶液とした｡粗酵素溶液より会包和硫酸アンモニウム25%-55%

の画分をとり､これをsephacrvI S-200で分離した｡酵素活性が積出された

画分を､更にMonoQHR5/5を用いて分離した｡更にBio-GelP-60､ 1-

deoxymannoiirimycin-AHSepharose4Bカラムによるアフィニティークロ
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マトゲラフイ一により精製した｡酵素精製の各段階のまとめを表1に示した｡

表1中性α-マンノシダーゼの精製のまとめ

蒜Tou(lmpgr;kinRel;;invieVamC;,VltyPu慧言tionて1iol,d
(unit)

1.Crudesolution 4.9 1200 4.0 1･0 100

2.Ammonium

sulfate(25
%-

55%)

3.3 400 2.1 67

3.Sephacryl

S-200
0.26 0.20 1300 330 5.4

4.Mono Q 0. 13 0.04 3300 830 2･7

5.Bio-Gel P-60 0.053 0.02 2700 680 1 ･ 1

6.Affinity

chrom ato巳raT) h
0.040 0.0 1 4000 1000 0.8

精製した酵素はSDS-PAGEで調べた所､単一なバンドが得られた｡酵素の

分子量はSDS-PAGEより約42.000であったoこれはBio-Gel P-60クロマト

グラフィーによるゲルろ過よりの値と一致した｡また酵素の至適pHは6･5で

あったo 1 mMのEDTAにより失活したが､カルシウムイオンにより94%.､

マンガンイオンにより26%､コバルトイオンにより28%酵素活性が回復した｡

しかしマグネシウムイオンや亜鉛イオン､カドミウムイオンでは活性は回復

しなかった｡またプロセッシングに関与する酵素の阻害剤である1-デオキシ

マンノジリマイシンの5〟Mで13%まで活性が阻害された｡
しかし､スワ

インソニンは500 〃Mでも影響しなかった｡
基質特異性の解析:

M9A_PAを用いて､反応生成物をHPLCで分析したところ､最終生成物と

してM6C (図1 )が得られた｡次に種々のPA-糖鎖を用いてM9A-PAの初速

度を1とした時の加水分解速度を調べた｡その結果を図2に示す｡その結果

還元末端付近のN-アセテルグルコサミン残基が1モルのものと2モルのも

のでは､またビリジルアミノ化されていなくとも加水分解速度はほとんど変

化しないことが分かった｡

[研究の考察]

今回ニワトリ輸卵管より精製した酵素は､分子量42,000､至適pH6･5で

ありM9A_PAより特異的にマンノース3残基を加水分解しM6C-PAを生成し

た｡今回得られた酵素はその基質特異性や金属イオンの影響､至適pH､阻

害剤の影響などよりSchweden.Bause(1989げウシとブタより精製した
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図2 精製したα-マンノシダーゼの相対加水分解初期速度｡ 構造式の

右に示した数字はM9A-PAに対する加水分解初期速度を1としたときの値｡

Man9-マンノシダーゼと類似のものである事が分かったn Man9-マンノシ

ダーゼはミクロゾーム画分の粗面小胞体に存在するプロセッシング酵素と推

測されている｡本酵素の加水分解中間体は､ニワトリのオボアルブミンに報

告されている糖鎖に含まれてかノ､本酵素によりプロセッシングされたとし

ても矛盾しない｡しかし､本酵素が粗面小胞体に存在すると仮定すると､報

告されているMan8GIcNAc2よりさらにプロセッシングが粗面小胞体で起こ

っていると考えられる｡
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Deoxv Derivatives. Intermediates forTaqqinq with FIuorescein and

Biotin. J. BI'ochem.. 1 1 2, 266-268 11992l.

91 Meqa. T.. Oku. H.. & Hase. S.: Characterization of Carbohvdrate-

Bindinq Specificity of Concanava=n A by Competitive Bindinq of

Pyridy]amino Suqar Chains. J. Bl'ochem.. 1 1 l. 396-400 (1992).

101 Hase. S.: Pyridyfamination for Sensitive Analysis of Suqar Chains of

GJvcoproteins. Methods I'n Prote/'n Sequence Ana/vsI's (EdI'ted.by K.

/mahoriandF. SakI'yama) pp 195 - 198 L1993) Plenum Press. New

York
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グリコサミノグリカン鎖の生物学的情報

鈴木 旺

愛知医科大学分子医科学研究所

[研究の目的]

ヒトをはじめ多くの動物細胞の細胞膜および細胞外マトリックスには､いろいろな種

類のプロテオグリカン(pG)分子が分布している｡近年,遺伝子工学的手法によって各

種pG分子のコア蚤白部分の構造が明らかになってきた｡それらの成果は､それぞれのコ

ア蛋白質に結合しているグリコサミノグリカン(GAG)銀の構造可変性､つまり各pG

分子種はそれをつくる細胞がおかれている時間的､空間的環境に対応してGAG鎖の長さ､

本数､糖鎖骨格､硫酸化パタンが変わるという特性を明らかにする結果となった｡この

ような構造的特徴をもつGAG鎖の生理的意義の解明を目標として､ 1)平滑筋細胞外マ

トリックスに存在するヘバラン硫酸(ES) PGとbFGFの相互作用､および 2)コ

ンドロイチン硫酸(CS) PGの細胞接着抑制活性に果たすcs鎖の役割について解析を

行った｡

[研究の方法]

bF G F-Sepharoseは

CNB r一括性化

SephaFOSe4B (0.5ml)と

bFGF (200〃g)から､

G A G
-Sepharoseは3-ア

ミノー2-ヒドロキシプロピ

ルーSepharose 6B (3g)と

GAG (90mg)からそ

れぞれ調製した｡

bF G F-Sepharoseカラム

によるHSのアフィニテイ

クロマトグラフイ-は､

非特異的イオン性会合を

防ぐため､カラムをコン

ドロイチン硫酸含有pBS

(o.7/ g̀/ml)で平衡化

した条件下でNaC l濃

①萄-一計①宅N帖OCH3

P]

【Ⅳ】
N雌rt'

It ;Ho一拍H

NHCOCHI

ロⅡ】 Nl仙

CM(CH砂●･伽
1

0 ¢IlイHXゝ(Crt2) 1●伽
II I

PE; …くH池

Ee

図1･遺元末端にホスファチジルエタノールアミン(PE)を結合した

コンドロイチン硫酸(CS)ブロープの調製方法｡他のGAG原品のPE

化もこれと類似の方法で調製｡
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度勾配(o-3M)による溶出を行った｡還元末端にホスファチジルエタノールアミン

(pE)を結合したGAGブロープは図1のスキームに示す方法で調製した｡生成物

GAG-PEは､それぞれNMRおよびコンドロイチナ-ゼABC/ホスホリバーゼD消

化を組み合わせたTLCによって同定した｡フィブロネタチンをコートした培養皿への

BHK細胞の接着およびその阻害は､ pGを阻害剤として用いた前報(J･ BLo)･甲em･,

264, 801218018, 1989)の方法に準じて検定した.培養皿に固定化されたGAG-P Eの皇

は､あらかじめ蛍光標識した(a)GAG-PEを用い蛍光強度測定によって作成した標準曲

線にもとづいて推定した｡

[研究の結果]

ウシ動脈平滑筋細胞を

培養し､集密期で細胞層

を除去して得られる培養

皿上のマトリックスには

強いbFGF結合能が観

察された｡この結合能は

マトリックスをヘパリチ

ナ-ゼ処理すると消失す

ることより､マトリック

ス成分としてのⅢS-PGの

HS鎖がbF G F結合部位

であると判断した｡この

ことは､各種GAGを結

合させたSepharo5X!ゲルに

対するbFGF結合量の

比較によっても､また

表1. bFGF高親和性ヘバラン硫酸

16*の2塘組

bFGFアフィニテイクロマトグラフイ-で得た高親和性HSオリゴ糖

画分とSefhadexG-5 0で分画し､最も収量の多い1 6糖画分の2糖組成

をⅢNO2加水分解法および酵素分解法(ヘパリチナ-ゼⅠ, Ⅱ,ヘバリナ-

ゼによって解析した｡ )

Di saccba ride

Content

(moI/mol of B16-H)

IdoA(2SO.)GIcNSO3

IdoA(2SO4)GIcNSO3(6SO.)
GIcAGIcNAc

GIcAGIcNAc(6SO4)
GIcAGIcNSO3

GIcAGIcNSO｡(6SO4)
Unidenti丘ed

3

1

2

0.65

1

0.35

≦ 0.02

bF G F-Sepharoseに対する各種GAG標品の親和力測定によっても支持された｡さらに､

起源の異なるHS標品はそれぞれbF G F高親和性の鎖と低親和性の鎖を異なる割合で含ん

でいることが明らかになった｡ bFGFはトリプシンで容易に分解されて不活性化するが､

高親和性HSの共存によって安定化し､その保護効果は低親和性HSの50倍も高かった.こ

れらの結果は､同一起源のⅢS鎖でもbFGF結合ドメインが不均一に存在していること､

その構造は一般的(共通) HS構造とは異なることを示している.この活性ドメイン構造

を明らかにする目的で､ HSのヘパリチナ-ゼ消化で得られるオリゴ糖断片をbFGFアフィ

ニテイクロマトグラフイ⊥で選別した｡表1には最も収量の多かった高親和性16糖

(B16-H)の組成を2糖単位のモル比で示す｡一般的(つまり低親和性) HS構造には少な

いIdoA(2 Soヰ)-G I
cNSO3(±6SO4)ユニットが50%を占める点は極めて特徴的で

あり､このような高硫酸化クラスターを含むドメインがbFGFの結合部位になっている
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ことを示している｡

HSあるいはⅢs鎖を結合したpGと違って､ CS鎖を結合したpGはFGFをはじめ各種の

HS結合性蛋白質との親和力に乏しいことが知られている｡われわれは,フィプロネタチン

依存性の細胞接着(インテグリン関与)に対して､ CS-PGはむしろ抑制的に作用すること

を報告している(1989).この抑制効果は培養皿に固定したCSTPGによって発現すること､

コア蛋白質を人工的に血清アルブミンに置換しても再現できることから､適当な

坤1ogical条件さえ整えばcs鎖自身に細胞接着抑制活性を発現させることが可能との予想

が生まれた｡その可能性を実現する方法の一つとして各種GAGブロープを作成し(図

1)
,細胞接着反応に対する阻害効果を比較した｡これらのGAGプローブは､いずれ

も糖鎖還元端に疎水性基(pE)が付けてあり培地に添加すれば濃度と時間に比例して培

養皿に沈着固定化するので､異なる構造のGAGについてモル当たりの阻害活性を定量

的に比較することができた｡結果は明らかにCS-P Eにかなり特異性の強い阻害活性の

あることを示した(図2)0

これに比べてアルマタン

硫酸-PE,ヘパラン硫酸

-PE,ヒアルロン酸-

PE,などの比活性は弱

く(1-10%)､この活性

がC S鎖の特異的な構造

因子に由来することを示

している｡あらかじめホ

スホリパーゼ消化により

CS-PEのCSとPE部

分をつなぐ結合の一つを

切断するとCS鎖の固定

化能は失われ､それに伴っ

て細胞辛着活性も失われ

る｡明らかに､固相に固

定されたCS鎖のトポロ

ジーが活性発現に必要な

条件甲一つであることが

確認された｡

[研究の考察]

HS鎖(MTIO4

order)はN-アセチルまた

はⅣ一硫酸化されたグ

-! 8.

0
O

3e
60

⊂

.9B二
¢

竜 40

=4)

く)
20

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

GAG-PE added
tトg/100

pl/well

図2.フィプロネタチンをコートした培養皿へのBHK細胞接(2hr)

に対するGAGIPE前処理の影響｡フィブロネタチンをコートした培養

皿にそれぞれCS-PE (●)
､デル寸タン硬軟-PE

(○)
,ヒアルロ

ン酸-PE (△)
､ヘバラン硫酸-PE

(×)を､図に示した濃度に添加､

静置2時間後にそれぞれの皿をHanks溶液で洗浄､ BH K耕胞1 ×1O4

Cells/1001FL lをseedして接着速度を側底したo
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リコサミンとD_GIcまたはしIdo配置のヘキスロン酸が交互に繰り返す構造を基本骨格と

するが､前者のC3_またはC6-OH､後者のC2-OHには硫酸基結合ポテンシャルがあり､

それによって幅広い硫酸基分布の可変構造を作り出す｡本研究は､ 1 6糖配列に含まれ

る8個のウロン酸塩基のうち4個までもIdoA (2SO4)である"高硫酸化クラス

ター"がbFGFの結合部位として必須であることを明らかにしている｡このような部位

をつくる直接の因子は､イズロン酸2-0-スルホトランスフエラーゼによる硫酸基導入で

ある｡このスルホトランスフエラーゼの単柾､クローニング､遺伝子操作は､細胞表面

に分布するH S-P Gと外来性成長因子との相互作用､ひいては炎症や細胞増殖の調節メ

カニズムを解明する上で重要な情報を提供するに違いない｡

polymionicポリマーとして､ CSはHSと同類の糖鎖構造をもちながらその生理活性が

全く異なる点は興味深い｡その構造的要因の一つはウロン酸C5部位におけるエビ化の有

無､それに由来する糖鎖conformationのflexibilityの差にあるのではないか? Flexibilityに乏

しいCS鎖はbFGFのようなポリペプチドに対するアクセスが困難であり､逆にインテ

グリン-フィブロネタチンのような特異性の高い蛋白質どうしの会合反応に対しては抑

制的に介入する可能性が強くなるものと考えられる｡活性発現条件として培養皿への固

定化が要求される理由は不明であるが､ CS鏡どうしの集合による"多価効果"がその

一つであるように思われる｡これらの阻害メカニズムの不明な点､そしてこの活性の生

理的意義についてさらに研究を進める必要がある｡

[研究の業績]
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&Kimata, K･ : Structure of a heparan sulfate oligosaccharidethat binds to basic

fibroblast growth factor. Biochem. J., 28_5_,_805-813 (1992)

2. Yada, T., Arai, M., Suzuki, S. &Kimata, K. :Occurence of collagen and

proteoglycan forms of TypeIX collagen in chick embryo cartilage･

267, 9391-9397 (1992)

∫.Biol. Cllem.,

3. Fransson, L. A., Havsmark, B., Sakurai,K., 良 Suzuki, S. : Sequenceanalysis
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of L> hydroxyphenyl-a P -D-Xylosaide
initiated and radio-iodinated dermatan

sulfate from skin丘broblasts. Glycoconjugate J. , 9, 45-55 (1992)

4. Arai, M., Yada, T. , Suzuki., S., & K血ata, K. : Isoladon and characterization of

typeIX collagen-proteoglycan丘omthe Swarm rat chondorosarcoma･

Biochim. Biophys. Acta, 1117, 60-70 (1992)

5. Sugiura,N., Sakurai,K., Hori,Y., Karasawa, K･, Suzuki, S･, 皮 K血ata, K :

P陀paration of lipid-derivatized由ycosaminoglycanstoprotx3 a regulatory

function of die Carbohydrate moieties of proteoglycans in cell-matrix

i山eraction. J. Biol. Olem., 268, 15779-15787 (1993)
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マクロファージレクチンの構造と機能に関する研究

川音敏祐

京都大学薬学部 生物化学教室

[研究の目的]

.筆者らは数年前､腹腔マクロファージはガラクト-スおよびN-アセチルガラク
トサミンを末端に持つ糖タンパク質､アシアロ糖タンパク質､を細胞内に取り込

むことを見いだし､この取り込みに関与するエンドサイト-シスの受容体として

アシアロ糖タンパク質結合タンパク質(M-ASGP-BP)を単粧した｡その後､この

M-ASGP-BPのcDNAのクローニングに成功し,さらにこのcDNAをcos-1細胞に

トランスフキクションすることによりM-ASGP-BPを細胞表面に強制発現すること

にも成功している｡ところで､一般にエンドサイト-シスの受容体には細胞内領

域にインターナリゼ-ションシグナルと呼ばれる特定の機能モチーフが含まれて

おり､この働きにより受容体に結合したリガンドを細胞内に取り込む.すなわち,

トランスフェリン受容体などでは細胞内領域のTyr-Xaa-Yaa-Phe配列がtight tum

と呼ばれる特定の高次構造をとりこれが細胞内のアダプタータンパク質と相互作

用することにより細胞内-とインターナライズされることが知られている｡ラッ

トM-ASGP-BP分子の細胞内領域にもTyr5-Glu-6--Asn-7-Phe8という類似の配列が

みられた｡本研究ではこれらが果たしてインターナリゼ-ションシグナルとして

の働きを持つものか否かを解析した｡

[研究の方法]

ラットM-ASGP-BPcDNA,Wt､およびこれより部位特異的突然変異法により､

Tyr5を欠損させたものM(d), Tyr5をAlaに置換したものM(A)およぴpbeに置換し

たものM(F)を作製し,これらを発現ベクターに組み込みCOS-1細胞に発現させ､

細胞表面に現れた受容体量および125I-アシアロオロソムコイドを細胞内に取り込

む活性を測定した｡

[研究の結果]

1.アシアロオ占ソムコイド(ASOR)のエンドサイト-シスにおけるTyr5の役割｡

図1 (a)に示すように､野生型M-ASGP-BPcDNA,Wt,および変異体M(F), M(A),

M(d)をcos-1細胞にトランスフユタしたところ､いずれの細胞もほぼ等しい量の

ASORを結合した｡従って､これらの変異体はいずれもほぼ同様に生合成され､細

胞表面まで輸送されていることを示している｡一方,これらの細胞を37℃でイン

キ=.ベ-トして､ ASORの細胞内への取り込みを調べたところ､図1(b)に示すよう

に､ Tyr5を欠損した変異体M(d)では取り込み量は野生型の約25%にまで減少した｡

Tyr5ををAlaに置換したものM(A)では欠損型とほぼ同程度の活性しか示さないの

に対し, pheに置換したM(F)で野生型の約80%の活性を保持していたo
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また､図2に示すように､まず､細胞を4℃で

60分間ASORとインキュベ-トして､細胞表面

の受容対を飽和させたのち､単乾し､ついで､

37℃で20分間インキュベ-トすると､野生型

では約70%が細胞内-と移行するのに対し､

M(d)やM(A)では70%以上が細胞表面に止まっ

ていた｡以上の結果は､ M-ASGP-BPによるリ

ガンド(ASOR)の急速なインターナリゼ-ショ

ンにはTyr5残基が不可欠であることを示して

いる｡

2.リガンドのインターナリゼ-ションには､

1分子あたり何個のTyr5残基が必要であるか?

M_ASGP_BPは42kDaのサブユニットの6量体

として細胞表面に存在する｡従って､ M-ASGP

-BPには1分子あたり6個のTyr5が含まれている｡
これらのTyr残基はリガンドのインターナリゼ

-ションに際して相加的に作用するのか､そオ1

ともallornone型の作用を示すのであろうか｡

wtとM(d)の2種類のcDNAをコトランスフェ

クションすることによりこの点を検証した｡第

一のモデルは､リガンドのインターナリゼ-ショ

ン速度は1分子あたりに含まれるTyr5の数に比

例して増加するというものであり､この場合の

予想値はM(d)の%と逆比例する関係となる｡

第二のモデルは､ 1分子あたりある特定の数の

Tbr5残基､たとえば､ l個(K=1)､ 3個(K=3)お

よび5個(K=5)が含まれるとその分子は一定の

速度でインターナライズされるか､これよりも

少ないと事実上インターナライズされないとい
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図1 ∴125I-ASORの細胞表面-の結合(a)と
細胞内-の取り込みO))｡

WI M(ど) M(A) M(也)

図2.細胞表面に結合した125Ⅰ-ASORの

インターナリゼ-ション

う考えである｡

図3に示すように､ WtとM(d)を様々な割合で混合したのちにCOS-1細胞に発表さ

せると､細胞表面でのリガンド結合はほほ一定であるのに対して､細胞内への取り

込み量は､ M(d)の増加に従って減少した｡第ニモデルを検証するためには一定の

cDNA比において､何モルの野生型サブユニットがふくまれるかを知る必要がある｡

そこ,でこれらをポアソン分布をもちいて計算した｡その結果は図4に示す様にK-3

すなわち3個のチロシン酸基があれば十分であることを示していた｡しかしながら､

今回の実験条件においては､この第一のモデルと第二のモデルのいずれが正しい

かを検証することは困難であった｡従って､結論としては､本分子の速いインター
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図4.インターナリゼ-ションに必要なTyr5の数

ナリゼ-ションには複数のTyr残基が必要であり､これらがアダプタータンパク質

との相互作用に関与しているものと考えている｡

[研究の考察]

本研究によりラットM-ASGP-BPの細胞内領

域(38残基よりなる)に含まれるTyr5が本レクチ

ンのインターナリゼ-ションシグナルとして重

要な働きをしていることが明らかとなった｡N

末端近虐のTyr残基の存在は図5に示す様にこ

れまでに報告された他の組織あるいは動物由来

のアシアロ糖タンパク質結合タンパク質にも共

通に見られており､これらの残基は同様にシグ

ナルとして働きを持つと考えられる｡

なお､最近の筆者らはM-ASGP-BPのTyr5が

リン酸化されることを明らかにしている｡この

リン酸化がインターナリゼ-ションの制御調節

に関与している可能性も考えられその意義の

解明が期待される｡
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植物レクチンの構造と機能

松本勲武

お茶の水女子大学理学部化学科生物化学

〔研究の目的〕

多くの植物レクチンが糖鎖検出試薬あるいは糖鎖結合リガンドとして広く用い

られている｡しかしながら､それぞれの植物中における本来の機能に関してはほ

とんど明らかになっていない｡我々はエンジュ樹皮から2種類のレクチン,ガラ

クトース/N-アセチルガラクトサミン特異的レクチンSopho(ajapon)'cabark

agglutinin I (B-SJA-II)とマンノース/グルコース特異的レクチンB-SJA-IIを精製

し,それらの構造と機能に関する研究を進めている｡本研究では､糖特異的に自

己凝集する大変珍しい性質をもつことが明らかになったB-SJA-ⅠⅠの構造を調べる

とともに､機能を解明するために必須の情報である,樹皮組織中における

B-SJA-ⅠⅠの局在部位を明らかにすることを目的とする｡

〔研究方法､研究結果と考察〕

1. B-SJA-ⅠⅠの調製

B-SJA-IIはマルタミルーSepharoseをもちいるアフィニチイ-クロマトグラ

フィーにより調製できるが､回収率が低いという問題があった｡これは､

B-SJA-ⅠⅠが植物糖タンパク質のN結合糖鎖に結合するので,エンジュ樹皮粗抽出

液中に含まれる糖タンパク質と結合してしまい､アフィニティーカラム-の吸着

が阻害されるためであることが明らかになった｡そこで次のような改良法を考案

し好結果をえることができた｡エンジュ樹皮粗抽出液にB-SJA-IIの特異糖である

メチルα-D-マンノピラノシドを加えた状態でラクタミルーSephamseによるアフ

ィニティークロマトグラフィーを行ってまづB-SJA-Ⅰを除去したのち､素通り画分

にマルタミルーSepharoseゲルを加え､この懸濁液を透析チューブにいれて透析し

メチルα-D-マンノピラノシドを徐々に除去した｡この透析中にほとんどの

B-SJA-ⅠⅠはマルタミルーSepharoseゲルに吸着され､共存する糖タンパク質による

妨害を防ぐことができた｡このゲルをカラムに詰め洗浄後､吸着している

B-SJA-ⅠⅠをメチルα-D-マンノピラノシド溶液により特異的に溶出回収した｡
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2. B-SJA-ⅠⅠの構造

サブユニットの構造: BISJA-IIはSDSIPAGEにより4種のサブユニットにわか

れた｡標準タンパク質との相対泳動度の比較により各々の分子量は19.4kDa,

18.2kDa, 15.OkDa, 13.2kDaと推定された｡これらのアミノ酸分析の結果前2者の

間,後2者の間で相同性が高かったことを考慮して､それぞれa-1,a-2,b-1,b-2と

した｡糖分析およびHRP-レクチンによる染色試験の結果から､ a-1, a-2,b-1はN

結合型糖鎖の修飾をうけ､糖鎖含量はa-1>a-2> b-1の順で高く､ b-2は糖鎖をも

たないことが明らかになった｡トリフルオロメタンスルフォン酸(rTFMS)処理に

より脱グリコシル化したB-SJA-IIのSDS-PAGE を行ったところb-2に相当する単

一バンドのみ検出された｡

サブユニットのアミノ酸配列: aサブユニットのN末端酷列がConAの1 2

3春めからの寵列と高い相同性を示し､ bサブユニットのN末端配列がConAの

1番めからすなわちN末端配列と高い相同性をもつことはすでに報告している｡

今回単離に成功したa-2のプロテアーゼ消化にうおり得られたペプチドの配列分析

を行ったところ､ ConAの1 2 3番めからの配列と約3 1%の相同性をもつ酷列が

示唆された｡

リガンド結合活性: 4種のサブユニットがすべて糖結合能をもつことはHRP

標識糖タンパク質による染色試験により実証済みである｡今回ルテニウムレッド

による染色およびカルシウムイオンによるその阻害実験を行った所､すべてのサ

ブユニットがカルシウムイオン結合活性をもつことが明らかになった｡また脱グ

リコシル化したB-SJA-ⅠⅠのアフィニティークロマトグラフィーを行ったところN

結合糖鎖を多数もつ西洋ワサビペルオキシダーゼカラムにカルシウムイオン依存

的にに結合すること,すなわち､糖結合能を保持していることが確認された｡

3.自己会合性

メチルα-D-マンノピラノシド溶液によりアフィニティーカラムから溶出させた

B-SJA-IIを透析して､この特異糖を除去すると自己会合して沈殿を生じ､この沈

殿は特異糖により可溶化されることはすでに報告している｡今回種々の濃度の特

異糖の存在下にnative-PAGEおよびゲル漉過を行った｡いずれの場合も特異糖の

濃度を上古ヂると徐々に会合体の大きさが低下することが示された｡また特異糖の

存在下で化学的な架橋反応を行ったところ､ダイマ-以上のオリゴマ-は検出さ

れなかった｡脱グリコシル化したB-SJA-ⅠⅠでは会合は認められなかった｡
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4.凝集活性-のB-SJA-IIの糖鎖の寄与

B_SJA_IIはカルシウムイオン依存的にヒト赤血球を凝集するが､脱グリコシル

化したB-SJA-ⅠⅠは糖結合能をもつにもかかわらずカルシウムイオンの存在下でも

血球凝集活性は認められなかった｡ B-SJA-ⅠⅠの糖鎖によるB-SJA-IIの自己会合が

血球凝集活性獲得に必須の条件であることが示された｡

5.組織化学的研究

B_SJA-IIの抗体調製: B-SJA-ⅠⅠは晴乳類に対する抗原性が高い植物型N結合糖

鎖をもつので, TFMS処理により糖鎖を除去したB-SJA-IIを抗原としてウサギ抗

体を調製し､ B-SJA-Ⅰ-SephamseカラムによりB-SJA-ⅠⅠに交差反応する抗体を除

去したものを使用した｡ 組織分布:エンジュ樹皮の切片を抗B-SJA-II抗体を

用いて染色し､光学顕微鏡でBISJA-ⅠⅠの存在部位を調べた｡ B-SJA-IIは形成層､飾

管,コルク層､樹皮繊維などでは検出されず,柔組織の一部および一部の導管に

局在していることが明らかになった｡

柔組織では軸方向柔組織の液胞の全体に存在した｡また未同定の頼粒の周辺によ

り高濃度で存在する例もあった｡でんぷん染色した結果と比較したが未同定の頼

粒との異同に関しては結論がでなかった｡ B-SJA-Iも液胞に存在するが､液胞の周

辺部に頼粒状に存在するのに対して､ B-SJA-ⅠⅠは液胞全体に分布しているのが対

象的である｡液胞周辺部での頼粒状の存在はB-SJA-Ⅰが貯蔵タンパク質であること

を示唆しており､実際B-SJA-Ⅰが秋から冬にかけて多くなる結果もこの仮説を支持

する｡一方B-SJA-IIの染色のされ方はBISJAIIIが液胞中に沈殿ではなく溶解した状

態で存在することを示唆している｡ B-SJA-ⅠⅠはマルト丁スおよびアミラーゼとも

結合できることが確認されているので､でんぷん額粒の形成あるいはでんぷんの

可溶化に関与する因子であるとの推測も可能である｡また植物糖タンパク質性の

酵素や輸送体に結合して活性の調節を行っている可能性も考えられる｡また自己

凝集性という特異な性質に注目すると,高等動物における血液凝固系に類似した

生体防御系に関与しているという仮説も大変魅力的である｡ゴムの木の乳液中に

はレクチンが存在し､これに対するリガンドとなる糖タンパク質が乳液中に存在

する頼粒内に存在することが我々と共同研究したタイの研究者により発見されて

いる｡樹皮に傷ができると,乳液中のこの額粒が壊れ放出された糖タンパク質と

レクチンが沈降反応を起こして乳液の流出を防ぐと考えられている｡すなわち､

動物では血液凝固系の因子と血小板による複雑な系が存在するのに対して､ゴム

の木ではレクチンと乳液頼粒というはるかに簡単な系で同様な働きが達成されて

いる可能せいが指摘されている｡本研究で明らかになった軸方向柔組織の液胞に

おける分布様式から､ B-SJA-ⅠⅠにも同様な働きがあると考えることもできる｡樹■
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皮が傷つけられた時に､ ･軸方向柔組織の細胞および液胞が破壊されれば､液胞中
に可溶化しているB-SJA-ⅠⅠはただちに内在性の糖タンパク質とであい沈殿を形成

することができるであろう｡

B-SJAIIIは木部においては導管に関連して存在する｡導管は小導管の周囲が破壊

され大きな導管に成長し､ある一定の太さで成長は停止する｡ B-SJA-ⅠⅠは小導管

の内壁部分に特に高濃度に存在した｡またこのような小導管の間の介在部にも､

より低濃度ではあるが存在した｡また成長がほぼ止り,導管の中央部で導管を二

分する一層の細胞群のなかにも線上にはっきりと存在することも確認された｡こ

れらの結果は導管の拡張にB-SJA-IIが関与していることを示している｡今後

BISJA-IIがこのような部位でどのような生体物質と結合しているかを明らかにす

ることが､分子レベルでの具体的な機能解明のために必要であろう｡また,一般

には木部の細胞は生きていないと考えられているが,この部位に存在する

B-SJA-IIがどとから由来したか(生き残っている木部の細胞からか板の組織から
か)を知ることも今後の課題である｡

〔結論〕

B-SJA-IIの4種のサブユニットはすべてカルシウムイオン依存的な糖結合活性

をもち､これの活性は自身のN結合糖鎖によるグリコシレーションとは無関係で

あるが､ B-SJA-ⅠⅠの血球凝集活性の発現には,自身のN結合糖鎖によるには

B-SJA-ⅠⅠの糖特異的自己会合が必須である｡

B-SJA-IIはエンジュ樹皮の軸方向柔組織の液胞中､および拡張していると思われ

る小導管の内壁,および小導管と小導管の間や大導管のなかに残っている薄い隔

壁中など消失しつつあると思われる部分に存在することが明らかになった｡前者

では生体防御系などに､後者では導管の拡張に関連することが想像され､植物に

おける糖鎖やレクチンの機能解明のための新しい研究方向が示されているとも考

えられる｡
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アルコール依存症患者における糖鎖欠損トランスフェリンの出現

山下克子

(財)佐々木研究所 生化学部

<目的>

アルコール依存症は長期飲酒によって肝及び停などの臓器障害のみならず神経障

害や家庭内暴力などを引き起こし､世界的な社会的問題となっている｡アルコール

性臓器障害としてはその主な代謝臓器である肝臓に最も強く現われ､糖･脂質･タ

ンパク質などの代謝に異常が認められる｡ 1979年Stiblerらはアルコール依存症患者

において脳脊髄液や血清中のトランスフェリン(Tf)に等電点の高い異常成分が高い相

関性を持って存在することを見出した｡その後彼らは､この異常成分がシァル酸､

ガラクトース, 〟-アセテルグルコサミンの3糖構造を欠いた糖鎖を持つトランスフ

ェリンであることを報告し､これを川Carbohydrate-deficient transferrin (CDT)--と名

付けて飲酒マーカーとして非常に有用であることを示した｡

最近我々は､ Tfなどの血清糖タンパク質に等電点の高い成分が出現する先天性糖

タンパク質糖鏡不全症候群がN一括合型糖鏡転移不全を原因とする遺伝疾患であるこ

とをレクチンクロマトグラフィー､結合糖負数の定量､エレクトロスプレーイオン

化法を用いたマススぺクトロメトリー(巨st-MS)により証明した｡この研究の過程で

予備的にアルコール依存症患者の血清Tfのレクチンクロマトグラフィーを行なった

ところ､どのレクチンとも全く親和性を示さない成分を認め､ Stib]erらの結論と矛

盾が生じた｡そこで､我々はアルコール依存症におけるN一括合型糖鎖の異常の本質

を明らかにするため､ Tfの解析を行なった｡

<方法>

試料は入院3日以内まで飲酒を続けていたアルコール依存症患者14例から得た｡

いずれも飲酒経歴は毎日3合-1升を11-37年間続けている｡血清トランスフェリ

ンは抗トランスフェリン抗体カラムを用いてワンステップで精製する｡クロマトフ

ォーカシングはファルマシア社のMonoP HR5/20カラムを用いて､ 25pM FeC]3を含

むポリ/1ッファー74, pH5.0で溶出する｡ TJA-1､ ConA､ RCA-]hラム(各1m])

はトリス一塩酸緩衝液(pH 7.4)で洗い,結合した少糖及びトランスフェリンはOtlMラ

クトース(TJA-I)､ 5mMメチルーa-マンノシド(ConA)､ 10mMラクトース(RCA-I)で溶

出する｡

エレクトロスプレーイオン化質量分析計はフィニガンマット製トリプルステージ

四重極型質量分析計TSQ700を用いる｡サンプルは0.1%TFAに溶かし,高電圧

-4.2kV､乾燥ガスN2:280度､
@20 unit､シースガスN2: 35psi､シース液2-メトキシ

エタノール: 2い.]/m=こて分析した｡
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<結果>

入院3日前まで飲酒していたアルコール依存症患者の血清より抗Tf抗体カラムを

用いてTfを精製し, MonoPカラムによりイソフォームを分離した(図1 )
｡健常人

の丁目こ見られるS4の他に入院直後にはシァル酸を全く持たないS｡とシァル酸を2モ

ル結合しているS2イソフォームが認められたが､断酒l週間後にはほぼ消失してい

る｡ただし､肝硬変を合併した患者に出現するTfイソフォームS3とS5は断酒による

時間的変化は認められなかった｡そこで､飲酒に相関して出現すると考えられるS｡､

S2イソフォームを分取しさらに詳細に解析した｡

患者S.､ S2､ S.イソフォーム各100LAgを定法通りヒドラジン分解し､ N-アセテル

化後､ NaB3日.で還元しでH-標識少糖を得た(図2)
｡これを高圧漉紙電気泳動,

系統的レクチンカラムクロマトグラフィー,逐次的酵素消化､ Bio-GelP14カラムク

ロマトグラフィーにより解析した結果､ S｡から少糖はほとんど遊離されなかったが､

S2､ Sヰに結合した糖鏡構造は図2に示す通り健常人のそれと全く同じジシアリル複

合型2本鎖であった｡遊離少糖圭を放射能活性から計算したところ,表1に示すよ

うにS.はlモJLTfに2モルの糖鎖が結合しているが､ S,には1モル､ S.には糖鎖が

結合しないことが推定された｡

次にConA､ TJA-1､ RCA-Iのレクチンカラムクロマトグラフィーにおける各イソ

0 10 20 30 40

EIution yo]ume (mI)

図1 血清トランスフェリンのクロマ

トフォーカシングによる溶出パターン

S4,S2,So lOO〝g

l hydrazjnolysis

I a-acetylation

I 3日-label

I paper electrophoresis
(pH5.4)

I sia)idase digestion

l seriaHectin chromatography

I Bio-Get P-4 chromatography

l exogfycosidase digestion

S4 and S2

:eeuu55AA:::::1.::;:::::;::::I:- - 4G [cNAcPl -4GTcNAc

A:患者断酒直後､ B:断酒後1週間､ 図2 血清トランスフェリンイソフォームの

C:断酒後6週間､ D:健常人 糖鉄橋造解析とその構造
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フォームの挙動を調べたところ､ S2は

糖鎖構造解析結果より予想される通り､

S4と同じ挙動を示したが､ S｡はどのレ

クチンカラムとも結合せず､糖銃を持た

ないイソフォームであることが支持され

た(表1)
｡さらに直接的に糖鎖の欠損

を証明するために各イソフォームの貸主

数をESl/MS法で分析した｡その結果､

表lに示すように､ S.は79,574i4Da､

S2は77,367士3Da､ S｡は75,1 59士4Daと

なり､ S2はS.からジシアリル2本鎖糖

鎖(分子圭2,206Da)が1本少ないもの､

S｡はS4から2モルの糖鎖の少ないペプ

チドそのものであることが明らかになっ

た｡以上の結果を模式的に表したのが図

3である｡

S4 H2NIVa[

S2 H2N-Vat
1

So H之N-Val

リ
As°
413

リ
Ash
▲13

NH2

J

リ
Asn
811

NH2

1

Ash I

●11

リ
Asn
●1l

NH2
1

Asn.

コiJi{

Pro-COOH
679

P ro-Coo H

879

Pro-C∞H
●79

Pro-COOH
679

リ:::55:::;二66;:::::≡::::::;::n:::36--4G･cNk･.-4G･cNAc一
国3 トランスフェリンイソフォームS小S2､

S｡の構造模式図

表1トランスフェリンイソフォームS小S2､ S.の分子立と結合糖鏡数､レクチン親和性

Transferrin Mo[ecuJar Sugar chain

isoforms masses per J'soform

Binding to

ConA TJA- 1 RCA-I

Da

Healthy controJ S4 79,570

Patient l S4 79,574

S2 77,367

So 75,159

+

+

+

+

+

+

<考察>

Stiblerらはアルコール依存症患者に特異的に見られる血清糖タンパク巽の等電点

異常,とりわけTfの異常を報告した｡彼らは糖組成分析からこの異常がシァル酸､

ガラクトース, N-アセテルグルコサミンの3糖側鎖構造の欠損であることを示唆し

たが､詳細な構造解析は行なわれていなかった｡本研究ではこの長期飲酒による糖

鎖異常が小胞体(ER)におけるオリゴ糖-ドリコール中間体からペプチド中の

Asn-X-Ser(Thr)へのN一結合糖鎖転移不全であることを以下の方法により証明した｡

1)ヒドラジン分解-Na3H4還元標識による遊離少糖の定量法によリS4には2モル､ S2

には1モルの糖鎖が結合し､ S｡は糖鎖を持たないことが判明した｡またS2の糖毒削ま
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Stiblerらが示唆したような異常な構造ではなく､ S.と同じジシアリル2本鎖であっ

た｡ 2)S｡はCon A､ TJA-1､ RCA-1アガロ-スカラムのいずれにも結合せず､糖鎖を

持たないことが明らかである｡ 3)ESJIMS法によりS.とS2､ S,とS.の分子圭の差はそ

れぞれジシアリル2本鏡lモルおよぴ2モルの分子圭と一致する｡

ERにおけるN･結合型糖鏡転移不全は最近我々が先天性糖タンパク巽糖鎖不全症候

群の原因としても報告しているが､どちらの場合もその欠損部位はまだ明らかにな

っていない｡エタノールによる障害は非常に多面的である｡肝庵におけるアルコー

ルの代謝は細胞質のアルコールデヒドロゲナ-ゼ､ ERのミクロソームエタノール酸

化系､ペルオキシソームのカタラーゼによリアセトアルデヒドに代謝される｡しか

し長期の飲酒により低血糖や脂肋蓄積､アセトアルデヒドによる微小管形成の阻害

から起こるゴルジ体機能不全や肝細胞の風船化､さらには繊維化など多くの異常が

現われてくる｡特にN･結合糖鏡転移不全がERで起こることから､長期エタノール摂

取により誘導されたミクロソームエタノール酸化系の活性化がドリコール中間体合

成や糖鎖転移反応に間接的に阻害的影響を与えている可能性がある｡ Stiblerらはイ

オン交換カラム法によLJS2-S.成分を分離定量することによLJ轟期飲酒の良いマー
カーになることを報告しているが､この方法は長期飲酒によって引き起こされる肝

障害で出現するフコシル化トランネフェリンとの分離が不十分である｡したがって､

レクチンカラム法によってこれらと完全に分離定量可能なS｡はより飲酒マーカーと

して適していると考えられる｡
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コンドロイチン硫酸の糖鎖とコアタンパク質結合部位に関

する合成研究

小川智也

理化学研究所/東京大学農学部

[研究の目的]

コンドロイチン硫酸､デルマタン硫酸､ヘパリン､ヘパラン硫酸などの硫

酸化グリコサミノグリカンは共通の糖一夕ンバク質結合部位[GIcAβ-(1→

3)-Galβ-(1う3)-Galβ-(1う4)-Xylβ-(1う3)-Ser]を介してコアタンパク質に共

有結合しているとされてきた｡ 1988年､菅原らはラットコンドロザルコーマ

組織より調製したコンドロイチン4一硫酸プロテオグリカンの糖タンパク質結

合部位から3種類のグリコシルセリン(1,2,3)を単離した｡それらのうち3は

GalNAc(5)の4位の他にGal(3)の4位も硫酸化されている従来報告のない構造

であり､この硫酸化が硫酸化グリコサミノダリカンの生合成における仕分け

機構に関与している可能性を指摘した｡

R2^)
--l

A.,s･β･D-GIcA-(1一3)
β

Rl^)i
β･D･G8l･(1一3)-β･D･G81<I ｣叶β･D･Xyl-(l一3)･L･Ser

β･D･G8 1NAc･( 1→叶β-D-らIcA-(1一3)

J
5 4

Scheme 1

_｣
3 2 1

RI R2

H H

H So♂血

SOオ血 SOす血

そこで本研究では､その特異的構造と生化学的機能の解明のため､非還元

末端が飽和グルクロン酸である4,5,6の合成を行った｡

[研究方法]

標的化合物4,5,6は三糖性糖供与体7と三糖性糖受容体8及びセリン誘導体9の三

成分に分割した｡ 7はグルクロン酸供与体10､ガラクトサミン供与体11､及びグル

コース受容体12から､また8はガラクト-ス供与体13,14及びキシロース受容体15

から合成することとした｡なお､硫酸基導入のためにGalNAc(5)及びGal(3)の4位は

レブリノイル基で保護し分子設計した｡
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[研究の結果]

15と14はトルエン一塩化メテレン中AgOTf-MS4A存在下縮合させ望むβ-グリコ

シド結合をもつ二糖16を70%で得た｡この時α一立体異性体は15%生成した｡ 16は3

段階89%で17に変換後､ 13と塩化メチレン中AgOTf-MS4A存在下､グリコシル化し

て三糖1 8を94%で得た｡更に1 8は三段階で三糖性糖受容体8(87%)に導いた｡次に

三糖性糖供与体7は､ 1 1と1 2をトルエン中､ TMSOTf-MS4A存在下縮合させ望むβ

-グリコシド結合をもつ二糖1 9を68%で得た｡この時､ α一立体異性体は28%生成した｡

1 9は脱アセチル化後20とし1 0とトルエン中､ BF,OEt2TMSAW300の存在下､グ

リコシル化して三糖21を60%で得た｡更に21は22を経由して23とした後(13段階

48%) ､ 2段階(93%)でイミデート24に導いた｡ 24はBF拘存在下､ Bu,SnSMeで

処理して､チオグリコシド25(79%)に変換した｡ 24と三糖性糖受容体との縮合は低

収率であったが､ 2 5は8と塩化メチレン中cuBr2-Bu.NBr-AgOTf-MS4A存在下縮合を

行うと､ 75%の高収率で望む六糖26を与えた｡ 26は4段階(73%)で六糖性糖供与体

2 7に変換後､ 9と塩化メチレン中BF,OEt2:MSAW300存在下縮合させ2 8を60%で得た.

28は3段階(69%)で脱保護して4に導いた｡次に28は29を経由してモノ硫酸化され

た5に変換した｡更に26は7段階48%で30に変換後､ 9と塩化メチレン中

BF,OEt2TMSAW300の存在下縮合させ3 1を64%で得た｡ 3 1は2段階(43%)で3 2とし

た後､脱保護してジ硫酸化された6を合成した｡

[研究の考察]

以上､グリコシルセリン4,5,6は三糖性糖受容体8と三糖性糖供与体25との縮合
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により達成され､硫酸基は他のエステル基存在下､アシル基の転位なしにレブリノ

イル基を選択的に除去した後､位置選択的に導入することがきでた｡
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NMR法による糖脂質の構造解析

稲垣 冬彦

(財)東京都臨床医学総合研究所 生理活性物質研究部門

[研究の目的]

NMR法による非経験的な糖脂質糖鎖の構造解析を行うことを目的としてTQF-

COSY､ DIPSI-2を混合パルスとして用いたTOCSYおよびROESYの

検討を行ない､有効性を確かめる｡この方法を新規糖脂質の構造決定に適用するとと

もにセラミドの化学種をNMRスペクトルより同定できることを示す｡ギランバレ-

症候群を惹起するP EN 1 9型払npylobacterjejuniのL P Sの糖鎖構造を明らかにす
る.

[はじめ■に]

我々は二次元NMR法を用いた非経験的な糖脂質糖鎖の構造解析法を確立してきた｡

この方法の特徴は､ (1) TOCSYによる構成単糖のサブスペクトル抽出と(2)

NOESYによる構成単糖相互の結合位置の同定である(1)
｡新規な骨格構造を持

つ糖脂質糖鎖の構造解析についてVliegenthart等による経験的な方法を適用することは

困難であるのに対し､本方法の特徴はむしろこの様な解析に威力を発揮する｡本研究

では新たに三量子遷移フィルターを利用したCOSY､ z軸方向の磁化の混合を行う
TOCSY､および回転座標系でのNOEを測定するROESYの検討を行ない､糖

脂質糖鎖構造解析への有効性を確かめた｡これらの方法を新規糖脂質の構造決定に適

用し､有効性を確かめるとともに､セラミド部分の化学種の同定に有効なシグナルを

明らかにしたoまたギランバレ-症候群を惹起するP EN 1 9型canpylobacterjejuni

のLPSにはGMlと良く似た構造があることを始めて明らかにした.

[研究の結果]

(1)三量子遷移フィルターを利用したCOSY法の検討

TOCSY (HOHAHA)を用いた測定ではアノメリツタプロトンからの磁化は

Gal, GalNAcの場合には4位のプロトン迄しか伝わらないため､ 5位､ 6位

のプロトンを検出する方法が必要となっていた｡ 5位､ 6位(6a, 6b)のプロト

ンは相互にスピン結合で結ばれているため三量子遷移が観測される｡そこで三量子フ

ィルターを用いたCOSY法(TQF-COSY)を適用すると5位､ 6位のプロト

ンのみを選択的に観測することができる｡図1は条虫より精製された糖脂質SEGL

xの1H600MHzTQF-COSYスペクトルを示している｡このスペクトルに

はGalの5位､ 6位(6a, 6b)のスピン系の他にsphingosinel位(1a,1b)､

2位のスピン系が観測されている｡糖脂質のプロトンのスピン系の中で三量子遷移が

観測されるのはこれらのプロトン間のみであるから､ TQF-COSYスペクトルよ

り一義的にこれらのプロトンの帰属を行うことができた｡
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(2) z軸方向の磁化の混合を行うTOCSY法の検討
高磁場になるにつれて､ TOCSY測定時のラジオ波磁場による誘電加熱の影響は

顕著となるため､広い励起周波数領域をもちかつ誘電加熱の少ない混合パルスの検討

が必要となっていた.そこでDIPSI-2を混合パルスとして用い､ z軸方向での

磁化の混合を行った｡観測パルスと混合パルスの磁場強度を変えて測定を行なえるよ

うになった結果､従来用いてきたMLEV-1 7に比較して600MHzの測定で遥

かに良好なTOCSYスペクトルを得ることができた｡図2は一例としてDIPSI

-2を混合パルスに用いたSEGLxのTOCSYスペクトルのうち､アノメリツク
プロトンおよびspbingosinel位､ 2位のプロトンからの展開領域を示している｡磁化

の混合は効率的に行なわれており､ GI cについては6位まで､ Ga lについては4

位のプロトンまでの展開が観測されている｡

(3)回転座標系におけるNOE (ROESY)法の検討

NOE SYの交差ピーク強度は分子の回転相関時間に依存する.糖脂質の場合には､

NOE強度は比較的弱いためNOEの測定が困難な場合もある｡そこでピーク強度が

回転相関時間に依存しないROESYの検討を行なった｡ NOESYに比較して強い

交差ピーク強度を与え,オリゴ糖の場合と同様にROESYは良好な結果を与えるこ

とが判った｡ ROESYスペクトルに観測された残基内､残基間の交差ピークを同定

することによりSEGLxの構造を決定した｡
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囲1･ SEGLxの三量子遷移フィルターを

用いたCOSYスペクトル.糖の5位, 6位お

よぴsphingosinel位, 2位のスピン系が選択的

に観測されている〔鎖線で示す) 0
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(4) NMR法によるセラミドの化学種の同定

sphingosineにはsphingenine, sphinganine, pbytosphingosineの三種の化学種が､脂肪酸
部分は2位が水酸化受けたものと､受けないものの二種が考えられる｡これらの化学

種の差異を反映し糖脂質は異なるNMRスペクトルを与えると期待される｡図3はパ

フンウニの卵より精製された糖脂質(GL-5)の糖鎖領域のNMRスペクトルであ

る｡実際G 1
cβのアノメリツタプロトンおよびspbingosineの2位のプロトンは強度

比7 : 3の二本に分裂している｡化学分析よりGL- 5はpbytospbingosineのみを有す

ること､脂肪酸2位が水酸化受けないものと受けたものの比は7 : 3であることが報

告されている(2)
｡したがってNMRスペクトルと対応させると図3に示す帰属が

確定する(3) 0 NMRスペクトルは脂肪酸2位の水酸化の程度を知る良い指標とな

る｡ SEGLxでも化学種の差異に基づくアノメリツタプロトンシグナルの分裂が観

測された(図4).SEGLxのTOCSYスペクトルの解析よりphytosphingosine(P),

sphinganine (S)および脂肪酸2位の水酸化の有無に伴ないシグナルがシフトするこ

とが判った｡それぞれの2位と3位の交差ピークの積分強度より､P(OH) : P(H) :

S (H) -2 : 4 : 4の比で存在する(括弧内は脂肪酸2位の水酸化の有無を示す｡)0

この様な存在比を反映してGa lβ, GI cβのアノメリツタプロトンも三本のシグ
ナルに分離して観測される.以上, NMR法によりセラミドの化学種を同定できるこ

とが判った｡

図3. GL-5のアノメリッタブロトン

領域の600MHzIHNMRスペクトル｡

R2 (OH)は脂肪酸2位が水酸化された

sphingosine2位のプロトンを示す.
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(5)糖鎖認識の分子機構

ギランバレ-症候群(GB S)はPEN 1 9型の血清型を持つCanpylobacterjejuni

の感染により惹起される｡上気道感染や胃腸炎などの前駆症状を呈した後､ 1週間-

3週間後に運動麻痔が出現する｡結渠交換で症状が改善されることから自己抗体の関

与が考えられており､療にGMlに対する抗体価の上昇や､ GMlを投与された患者

にGB Sを発症した例が報告されている｡血清型の分類は耐熱性抗原に基づいており､

リボ多糖(LPS)の構造の違いによると報告されている.そこでC.jejuni (PEN

1 9型)よりLPSを精製し､ LPSの糖鎖構造をNMR法により解析した結果､

Galbl-3GalNAcbト4(NeuAca2-3)Galbl-2Hepa nの構造を持つこと,この糖鎖はL P Sコ

ァより露出していることが明らかとなった｡このオリゴ糖鎖の非還元末端4糖の鹿造
はGMlの非還元末端4糖の構造と完全に-敦する.以上より､ GBS発症の機序は

c.jejuni (PEN1 9型)の感染によりLPSに対する抗体が産生され､そのエピト

ープ構造が神経系の構成成分であるGM lの糖鎖構造と一致するために抗体が神経系

に作用して発症すると考えられる(4) 0

謝辞 本研究を行なうにあたり種々御討議いただきました(財)東京都臨床医学総合

研究所鈴木明身部長に感謝敦します｡ SEGLxを提供してくださいました北里大学

医学部玉井洋一教授､ GL- 5を提供してくださいました東京工業大学理工学部星元
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結城博士との共同研究です.

文献

(1) F. Ingaki, Mag77eb'c ResonaL7Ce jn aem)'sby, 3 0, S125- 133 (1992)･

(2) H. Kubo etal., I. B)'ochemL'sby, I 1 2, 281-285 (1992).

(3) F. Inagaki et al., I. BL'xhemisqy, 1 1 2, 286-289 (1992)･

(4) N. Yuki et al.,I. Exp. Med, 178, 1771-1775 (1993).

(5)H. Kitagawa et al., I. BJ'xhem., 1 1 4, 504-508 (1993).

-85-



糖鎖を認識する細胞接着分子

入相達郎

東京大学薬学部 生体異物免疫化学教室

[研究の背景]

C型レクチンは,糖またはペプチドに結合する認識分子として大きな

ファミリーを形成している｡相同性を持つ糖結合部位(CRD)を有し､こ

こに配位したカルシウムイオンが糖結合構造の保持に必須である｡動物の

C型レクチンの一次構造はこれまで､ Drickamer らを中心に解析が進めら

れ､プロテオグリカン(アグレカン)型､肝レクチン型､コレクチン(コ

ラゲンとの融合蛋白)型､セレクチン型､肺胞マクロファージのマンノー

ス受容体型､等が見出された｡肝レクチン型のC型レクチンには,私共が

研究しているマクロファージのガラクト-ス/N-アセチルガラクトサミン

結合型レクチン､ ⅠⅠ型Fceレセプター､ナチュラルキラー細胞マーカー

NKG2､等があり､何れも2型の膜貫通蛋白である｡私共の研究室ではマ

ウスの腫癌細胞傷害性マクロファージからガラクト-ス/N-アセチルガラ

クトサミン結合型c型レクチン(MMGL)のcDNAクローニングに成功し､

動物細胞における強制発現を行なった｡これまで､このタイプのC型レク

チンが細胞接着分子として機能しているという考えはあまり一般的ではな

かった｡そこで私共はマクロファージのガラクト-ス/N-アセチルガラク

トサミン結合型c型レクチン分子の構造とその認識する糖鎖分子の構造､

さらには分子免疫学的､細胞生物学的な機能を検証していこうと考えてい

る｡

[研究の目的]

(1) MMGLが特異的な細胞接着分子であることを証明する｡ (2)

MMGLの糖鎖結合特異性を腫癌細胞の認識という細胞生物学的な機能に着

目しつつ解析する｡ (3) MMGLに対するモノクロナル抗体を作製し､こ

の分子の機能や組織化学的な解析に用いる｡ (4) MMGLの組織内分布と

その病理的な変化の解析｡ (5)ヒトマクロファージのガラクト-ス/N

-アセチルガラクトサ手ン結合型c型レクチン(HML)のcDNAクローニン

グを行なう｡ (6) HMLのゲノムDNAクローニングとその構造解析を行

なう｡
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[研究の方法と結果]

マウスマクロファージの種々の機能がMMGLの可溶性リコンビナント体

を過剰量共存させることによって阻害されるかどうか検証した｡炎症性マ

クロファージはガラクト-スを末端に持つ糖蛋白の細胞内への取り込みを

行ない､これは可溶性リコンビナント体で阻害された｡,しかし､同じマク

ロファージ集団のマストサイト-マ細胞との接着は可溶性リコンビナント

体で阻害されなかった｡一方,がん細胞傷害性マクロファージとマストサ

イト-マ細胞との接着､及び細胞傷害は可溶性リコンビナント体で阻害さ

れた｡これらの結果は､炎症性マクロファージとがん細胞傷害性マクロフ

ァージという二つの異なるマクロファージ集団においてMMGLが全く異な

る機能を有していることを強く示唆している｡これらの点を更に明確にす

る目的で､ MMGLのcDNAを発現ベクターに組み込み､ CTLL-2細胞をレ

シピエントにして安定な発現細胞の作製に成功した｡

MMGLの可溶性リコンビナント体をビーズ上に不溶化し種々の糖蛋白や

糖ペプチドとの相互作用を比較検討することによってどの様な糖構造と親

和性が高いか検討した｡ MMGLはN一結合型糖鎖としては､ 4本アンテナ型

のシァル酸のないものに高い親和性を有した｡表面プラスモンレゾナンス

法によってMMGLとガラクト-スを末端に持つN-結合型糖鎖との結合定数

と解離定数を求めた｡植物レクチンに比べると､結合が遅いが解離が起こ

りにくいことが判明した｡ o一結合型の糖鎖単独では調べたかぎりは親和性

がなかったが, 0_結合型の糖鎖を含む糖ペプチドに強い親和性のあるもの

を見いだした｡_ヒトグリコフォリンのN一末端のオクタペプチドで3本の0

_結合型四糖糖鎖を含むものを用いて糖鎖の改変後のアフィニテフィーの変
化を検討したところ, Thomsen-Freidenreich抗原及びTn抗原という良く

知られた腫蕩抗原に親和性が高いことが判明した｡

Tn抗原を発現しているがん細胞に対してMMGLの可溶性リコンビナン

ト体が結合性が高く､またMMGL発現マクロファージの接着性が高いこと

を,細胞表面の0_結合型の糖鎖を改変することによって証明した｡具体的

には,アリルー･N-アセチルガラクトサミニドの存在下でマストサイト-マ

細胞を培養し､ Tn抗原糖鎖の発現を確認した後に結合実験及び接着実験を

行なった｡

マウスマクロファージレクチンに対するブロッキング抗体をスクリーン

することを目的として､ ELISA法によるMMGLのアツセイ法を確立した｡

この方法では､固層化したMMGLへの蛍光標識ガラクト-スポリーしリジ

ンの結合を測定した｡このアツセイ系を用い､ラットで作製したハイプリ
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ドーマのスクリーニングを行ない､ブロッキング抗体及びノンブロッキン

グ抗体を得た｡

MMGLのマウス臓器における発現状態を界面活性剤による抽出物を用

いて､アフィニティークロマトグラフィーとイムノブロット法の組み合わ

せで比較した｡ MMGLはリンパ節､皮膚,肺,骨格筋,心臓における発現

が認められた｡モノクロナル抗体を用いた免疫組織化学染色により､マク

ロファージの特定の集団のみがMMGLを発現していることを明かにした｡

またそれらの分布パターンが腫蕩の存在によって影響をうけること'が確か

められた｡

ヒト末梢血由来の単球から分化させたマクロファージのcDNA ライブラ

リーから､ヒト肝臓レクチンとの相同性に基づいてcDNAを得た｡三種の

cDNAが得られたが,全ての全長の配列を決定したところ配列は同一で､

挿入部分または欠矢部分を含み､一つの遺伝子由来のスプライシングバリ

アントである可能性が強いことが解かった｡これらのひとつを発現ベクタ

ーに組み込んでCOS-1細胞にトランスフェク 卜したところ､ cDNA配列に

基づく合成ペプチドに対するポリクロナル抗体で検出される分子量約4万

の蛋白の発現を見いだした｡この蛋白はガラクト-スアガロ-スに対する

特異的な結合性を有していたことから､ヒトマクロファージのガラクト-

ス/N-アセチルガラクトサミン結合型レクチン(HML)に相当するもので

ある可能性が強い｡

コスミドを用いて作製したヒトゲノムDNA ライブラリーから､上記し

たHMLのcDNA を用いてHMLゲノムDNAのクローニングに成功した｡そ

の構造から､三種のHML cDNAが一つの遺伝子由来のスプライシングバ

リアントと結論された｡

[研究の考察]

私共も研究を行なっているP-セレクチン及びE-セレクチンに加えて､蛋

白のカルポキシル末端を細胞表面側に持つC型レクチンにも細胞接着とそ

れに伴う細胞間のシグナル伝達が見られることが､マクロファージレクチ

ンの研究から確かめられつつある｡特に､ MMGLの特異性がいわゆる癌抗

原を認識する化のように見える点は注目され､ cDNAクローニングによっ

て大量調製が可能になったHMLの結合特異性がいかなるものであるのかが

注目される｡一方､ MMGLに対するブロッキング抗体の作製に成功したこ

とで､この分子のin vivo における機能の解析が可能になった｡これらの

進歩は､糖鎖結合性接着分子の腫蕩生物学的な役割を解明するうえで極め
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て重要なものであると考える｡
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