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序 論

生体内氏広汎に分布する糖タンパク質は、種々の生物学的性質をもっと考え

られている。特氏、動物細胞の原形質膜 1-5や赤血球膜 6，7 vc.も糖タンパク質

が存在するととが明らか陀在るにつれて、細胞表面で細胞と環境との相互作用

に糖タンパク質が重要在意義をもっていると考えられるように左ってきた。

とうした情勢のもとで、糖タンパク質の糖部分の構造は、ますます興味ある研

究対象となっている。

糖タンパク質は、糖部分とタンパク質との結合部分の構造の違いにより、い

くつかの例外はあるが、 8，90ーグリコシド型と Nーグリコシド型の 2種に大別

される:。前者では、セリン、トレオニンやヒドロキシリシンなどのアミノ酸の

水酸基K糖鎖が結合し、後者ではアスパラギンのアミド基 vc.N アセチノレグノレ

コサミンを介して糖鎖が結合している。後者の糖部分の構造はより複雑で、構

成糖の種類も多く、その結合順序なよび結合様式はそれぞれの糖タンパク質に

特徴的であるといわれているが、同じタンパク質部分をもつものでも糖部分の

構造には徴細左相異があり、構造研究はかなり困難である。 18 このよう左糖タ

ンパク質の糖部分の構造研究Kほ、種々のグリコシダーゼを用いる方法が最も

有効であると考えられる。

著者は主陀種々のグリコシダーゼを用いる乙とKよって、 Nーグリコシド型

に属する糖タンパク質の糖部分に関して二つの新しい基本構造を見い出した。

すなわち、卵アルブミン、タカアミラーゼAなよびラット肝臓ミクロソーム膜

から得られる糖ペプチドを αーマンノシダーゼで消化したととろ、Man-(GlcNAC)2

-Asnの構造をもっと思われる糖ペプチドを得た。乙の糖ペプチドK含まれる

マンノースは、もはや αーマンノシダーゼによっては遊離しなかったため、

βーマンノシド結合の存在が推定された。著者は、カタツムリの臓器に強い2

ーマンノシダーゼ活性を見い出し、とれを精製して、はじめて高純度の 9ーマ

ンノシダーゼ標品を得たc11 乙れを用いて、上記糖ペプチドの構造を研究した
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結果、共通の構造が存在するととを見い出した。 11，12，13

次氏、糖タンパク質の代謝異常症であるアスパルチノレグリコシラミン尿症の

患者の尿中氏排植される、糖タンパク質由来と考えられる、オリゴ糖とアスパ

ラギンの結合物 5種の構造を調べた結果、 βGa工ー(1-4)一β-GlCNAc-Asn と

いう共通の基本構造が存在することを見い出した。 14，15

以下、乙れらの結果を中心陀、得られた知見について述べる。
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第 1章 βーマンノシダーゼなよび((-Nーアセチノレグノレコサ

ミニダーゼの精製ならびにそれらの一般的性質

糟タンパク質の糖部分の構造を解析する手段としては、過ヨウ素酸々化、メ

チル化、酸やアノレカリによる部分加水分解左どの化学的方法16とグリコシダー

ゼを用いる酵素的方法がある。糖タンパク質にないては、一般にタンパク質部

分に比べて、糖部分は比較的小さく、その糖鎖の中で、数種の糖がさまざま左

順序で結合しているため、特に試料の少い時左ど陀は、グリコシダーゼを用い

る酵素的方法が最も有効である。従って、多くのグリコシダーゼが糟タンパク

質の糖部分の構造解析の試薬とする目的で、種々の動植物材料から精製されて

いる。グリコシダーゼを構造研究の試薬とする際Kは、多量の酵素を長時間作

用させるととが多く、その精製にないては、他のグリコシダーゼの混入には充

分注意を払わ左ければ左ら左い。

従来、最もよく用いられてきたグリコシダーゼは、 β-Nーアセチルヘキソ

サミニダーゼ、 αーマンノシダーゼ、 βーガラクトシダーゼ左どであるが、個

々についてみると、それらの標品中氏含まれているかもしれ左い、もう一方の

アノマー構造を分解する酵素の混入陀ついては充分左注意が払われてい左い乙

とが多かった。その第 1の理由は、各種臓器になけるそれらの酵素活性が、合

成基質を用いて調べた結果ではあるが、上記の諸酵素の活性比比べて著しく弱

い乙とであり、 17第 2の理由は、各種糖ペプチトーに含まれる Nーアセチノレグル

コサミニド結合はs-活性をもっ酵素で、 18 '"7ンノシド結合は αー活性をもっ

酵素で、 18 またガラクトシド結合は8ー活性をもっ酵素で、 19それらのほとん

どすべての残基が切断されると判断されたためであった。

著者は、 Nークリコシド型糖タンパク質のうち、グルコサミンとマンノース

のみから成る糟鎖の構造に注目し、先ず、 αーマンノシダーゼによる分解を行

った。その結果、非還元末端にあり在がら、 αーマンノシダーゼによって遊離

しないマンノース残基の存在をみとめた。このマンノース残基がマンノフラノ
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シドあるいはβーマンノシドである可能性を考えて、とれらの結合を分解する

マンノフラノシダーゼなよびβーマンノシダーゼを検索した。また、 Nーアセ

チノレグルコサミンにも、 β ー結合のほかK、 α 結合のものも存在する可能性

が考えられたのでα-N アセチルグルコサミニダーゼを分離精製した。

第 1節 マンノフラノシダーゼの検索

従来、糖タンパク質に存在するマンノース残基はすべてピラノース構造をと

っていると考えられていたが、著者は、 αーマンノシダーゼ作用に抵抗するマ

ンノース残基がフラノース構造をとっている可能性を調べる目的で、種々の材

料Kついてマンノフラノシダーゼ活性の測定を試みた。

基質としては、合成メチル α 辛子よび βーマンノフラノシドを用いた。メチ

ノレ αーマンノフラノシドの合成は、 Hirs七，perc工Va工の方法に従って行った。20

最終段階で脱カルポニル化後の酢酸エチノレ抽出物を、酢酸エチル:フ。ロパノーノレ:水=

6 : 1 : 3の溶媒でペーパークロマトグラフィーを行うと、文献記載のα一型の他氏、それ

よりも移動度の遅いメチル βーマンノフラノシドも単離する乙とができた。分

離した物質の同定は、ガスクロマトグラフィーによって行った(実験の部参照L

メチル βーマンノフラノシドはシロップ状であったが、分析の結果、均ーであ

るととがわかった。

乙れらの合成基質を用いて、グリコシダーゼ調製のために一般によく用いら

れる種々の臓器について、マンノフラノシダーゼの活性を測定した。すなわち、

プタ腎晴、ラット腎臓、ラット肝臓台よびカタツムリ臓器(主として肝醇臓)

を5倍量の水でホモジナイズしたものを試料とし、 O.15M第二リン酸ナトリ

ウムー 0.07 5 Mクエン酸緩衝液、 PH4.6，の中で、基質濃度 16mMなよび

32mMで、防腐剤としてトルエンを 1滴加え、 70時間インキュベー卜した。

反応は、トリクロロ酢酸を加えて停止し、遠心して得た上滑について、 park-

Johnson反応で還元力を測定した O 21 しかし、いずれの材料を用いた場合も、

還元力の増加は全く見られなかった。さらに、同じ組成の、 PH3.8むよび pH

5.5の緩衝液と、 0.075Mリン酸ナトリウム緩衝液、 pH 6.7を用いて、同様
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にインキュベー卜してみたが、やはり還元力の増加は全くみられ左かったo

以上の結果から、マンノフラノシドを分解する酵素は、少くとも上記の臓器

のように一般的左酵素源氏は存在し左いことがわかった O とのように、分解酵

素が存在しないことから推察して、糖タンパク質陀マンノフラノシド構造の存

在する可能性は少いと推論した。

次氏、 αーマンノシダーゼ作用K抵抗性をもっマンノシド結合がβ一型で

ある可能性を調べる目的で β ーマンノシダーゼを検索した結果、カタツムリの

臓器に強い活性の存在する乙とを見い出したので、との酵素の分離精製を行っ

た。

第 2節 βーマンノシダーゼの精製12

一般K、動物の臓器中の β ーマンノシダーゼ活性は非常に低いため、その分

離精製は左されてい左い。著者が研究をはじめる前は、わずか陀サザエの臓器

の3ーマンノシダーゼの部分精製が行われていた陀すぎ左い。 22著者は、たま

たま沖縄産カタツムリ(アフリカマイマイ、 AChatinafuユica) の臓器に強

いβ ーマンノシダーゼ活性が存在することを見い出したので、乙れを材料とし

て精製を行った。精製に際しては αーマンノシダーゼと β-Nーアセチルヘキ

ソサミニダーゼの除去vc特陀注意を払った。基質としては、合成フェニル β
ーマンノシドを用いたが、その合成は、同時に多量のフェニル αーマンノシド

が生成するため、かなり困難であった。従って、基質の純度Kは、充分に検討

を加えた(実験の部参照)。

以下、 βーマンノシダーゼの精製の方法について述べる。精製操作は、特に

示さ左い限り、 4Ocにて行ったC

第1項硫安分画

カタツムリ臓器のアセトン粉末 10 <J (f[ 2 0 0 mfの 0.05Mリン酸緩衝液、:pH

7.24を加え、 waringblender (1 0分間)処理後、遠心(13，000X<J、 20分)

し、上清を得た。沈殿は、さら K5 0 mf tL緩衝液で抽出し、得た上清をはじめ

の上清と合わせ、 ドライアイスアセトンで凍結後、室温で融解させて、生じた

不溶物を遠心して除き、粗抽出液を得た。乙の粗抽出液K硫安を加え 32%飽

pb 



和とし、一夜 4'cに放置後、遠心(1 3，0 0 0 X9、20分) した。得られた上清

氏、さらに硫安を加え 59 %飽和とし、同様陀して 32-59%硫安沈殿画分

を得た。乙の画分には 95%の β マンノシダーゼ活性が回収され、比活性は

2. 5倍氏上昇した(表 1参照)c 

TABLE 1 

SUMMARY OF PURIFICATION 01' s-MANNOSIDASE FROM SNAIL ¥ ISCE 

Fraclion from p仰 tem Iolal Sf>ccijic Yil'ld 日ー凡Iannosid-
gFl-udcCυ4哨旬J/nーinid-(mg) actwlty activily (%) ase actwilv 

(units) (unitsl (!lnils) “sr actl111/l1 
mg proteI1.) (wlits) 

0.05 M phosphatc 
bu任crextract 2000 82 0.041 100 37 j66 

(NH.l.SO. 
fractionation 753 78 0.103 95 32 266 

Acctonc 
fractionation 93 50 0.54 61 1.0 140 
Lyoph】1ization 93 40 0.43 49 0・4 122 
Hydroxylapatite 
chromatography 19 27 I・41 33 0.0095 0..~6X 
DEAE-ccllulose 
chromatography 5.0 26.5 +73 32 0.0023 0.0<)6 

第 2項 アセトン分画

硫安分画陀よって得られた沈股(7 53mgタンパク質)をタンパク質濃度が

0.3-0.4 %に左るように蒸留水陀溶かした。とのタンパク質溶液陀、硫安な

よび酢酸亜鉛をそれぞれ最終濃度 O.0 4 M 、O.0 1 M (!c左るように加えた O さ

らに、 1N NaO日比て pH6.0 VC合わせた後、-1 0 'cに冷却した 50%アセト

ン溶液(O. 0 1 M酢酸E鉛緩衝液、 pH5.9、とアセトンを等容量づっ混合して

調製〉を徐々に加え、アセトン濃度 40%とした。 15 - 2 0分間撹持後、遠

心 (13，000>く9、20分)し、得られた上清氏、さらに-1 0 'cに冷却したア

セトンを加え、アセトン濃度 70 %としたむ得られた 40-70%アセトン沈

殿画分には、 64%の収率でβーマンノシダーゼ活性が回収され、比活性は約

5倍に上昇した。との段階で大部分の αーマンノシダーゼ活性は消失したが、

β-Nーアセチルヘキソサミニダーゼ活性は依然、として強く残存していた(表

1参照)。これを除くために、次氏、 2種のカラムクロマトグラフィーを行っ

た。
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ヒドロキシアノミタイトカラムクロマトグラフィー第 8項

アセトン分画にて得られた 40-70%アセトン沈殿(9 0 m~ タンパク質)

に溶かし、水に対l' H 7. 2 4、いったん 0.01 Mリン酸カリウム緩衝液、は、

との凍結乾燥物を 6mfのして透析後、不溶物を遠心除去し、凍結乾燥した C

あらかじめ同じ緩衝液に溶かし、l' H 6.8、0.005Mリン酸カリウム緩衝液、

で処理した。約(1.6X16cm) で平衡化したヒドロキシアパタイトのカラム

70%の 9ーマンノシダーゼ活性は素通り画分K回収され、残りの活性は 0.2

乙のM緩衝液で β-N アセチルヘキソサミニダーゼ活性と共に溶出された。

β N一アセチルヘキソサミニダーゼ活性は事実上消失し、比処理陀よって、

3. 3倍に上昇した(表 1参照)。活性は、

DEAEーセルロースカラムクロマトグラフィー第4項

(10 mf) さらに充分に精製するために、前段階で得られた試料の 8分の l

l' H 6.8で平衡化したDEAあらかじめ 0.005Mリン酸カリウム緩衝液、を、

にかけ、段階的に緩衝液の濃度を上げ( 1. 6 X 1 6 cm) Eーセルロースカラム

て溶出した。図 1(t[示したよう K、大部分の βーマンノシダーゼ活性は0.02M

02 

E
6
0国
同
『

f

，"~. ...三… " .‘ .， ¥'， -… … 11 
" ~ I ¥: 

. 
' . 
' 町

0.5 

l E
E
E

コ一
一

O 
O 

Fig. 1. Chromato月raphicpuri抗catiooof s-1I1annosidase 00 DEAE-ccllulosc. :¥ ~o-ml 50lutioo of 
thc s司mannosidasepreparation from hydroxylapatitc chromatography in 0.005 i¥1 phosphate 
buffcr. pH 6.8. was applicd to a column of DEAE-cellulose (1.6 cm x 16 cm) equi!ibratcd with 
thc samc buffcr. Elution was c:trricll out ¥¥"ith phosphate buffer of stcpwisc incr('asin耳cooccn咽
trations; (1) 0.005 :¥1. (2) 0.02 :¥1 an，l (3) o. r i¥L Flow ratc was 15 mlfh. and 4・mlfractiol1s wcrc 
collectcd. :¥li'1uots wcrc uscd for enzyme assays. Protcin was dctcrminecJ by the absorbance at 
280 11m. 0--0. s-manno引<laseactivity;・-・.fJ-acetylglucosaminidasc activity; 一回ー，
absorbancc at 2XO nm. 
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緩衝液で溶出した画分に回収された。との画分をメンプランフィルターで濃縮

後、水K対して透析し、精製標品とした O 粗抽出液比比べると、比活性は115

倍K上昇し、収率は 32 %と良好であった。乙の標品はディスク電気泳動上、

少くとも 4種のタンパク質を含んでいたが、事実上 αーマンノシダーゼなよび

β-Nーアセチルヘキソサミニダーゼを含んでい左かった(表 1参照)。表に

は示さ左かったが、乙の標品には α-Nーアセチルグルコサミニダーゼも、ア

スパラギンと N アセチノレグルコサミンの聞の結合を切断する 4-Lーアスパ

ルテルグリコシラミン アミドヒドロラーゼ(以下アミダーゼと略す)も含ま

れてい左かった。精製 βーマンノシダーゼの比活性は、標準活性測定条件下で

は4.73 un工ts/時タンパク質であったがLineWeaver-Burkp工O七から求め

た値は 6.6 7であった。

第 3節 精製 β マンノシダーゼの一般的性質

第 1項至適 pH

2種の緩衝液で至適 pHを調べた。 0.25 Mクエン酸ー O.1 25M第二リン

酸カリウム緩衝液では pHを2.5から5.0まで変化させて調べ、 0.25 Mクエン

酸一 1M水酸化カリウム緩衝液では pHを4.0から 6.5まで変化させて調べた。

その結果、どちらの緩衝液にないても、至適 PHは4.5であったが、 pH 4. 0 

から pH 5.0の間では活性K大きな差はみられ左かった。

第 2項 ミハエリス定数

ブェニノレ βーマンノシドを基質として、至適活性測定条件下で求めたh値は

6.5 mMであった。

第 8項熱安定性

精製 β マンノシダーゼは、その水溶液を-2 0 'cで凍結保存してなく限り

では、極めて安定であり、少くとも 2年間は活性の低下はみられなかった。熱

安性性を調べるために、 0.01 Mクエン酸と 0.01 M第二リン酸カリウムから調

-8-



製した、 pH 3.5から 7.0の種々の pHをもっ、緩衝液を用いた。各緩衝液K

精製βーマンノシダーゼを 0.03 uni芯y/mfの濃度に溶かし、 550CVC5分間

保った後、試料の一部をとり、標準の測定条件下で活性を測定したc その結果、

p H 4.5では約 40%、 4.5以下の pHでは 80%以上の活性の消失がみられ

たが、 pH 5.0から 7.0の間では 10-20%の活性の低下がみられたにすぎ

在かった。

第 4項 P C M B (P -chloro mercuric benZoa te)の効果

0.2 5 m MのPCMBを含む 0.4mfの O.0 1 M酢酸ナトリウム緩衝液、 pH

4. 5、の中で 32 muni tsの酵素(硫安沈殿画分)をあらかじめ 370Cで 15 

分間インキュベー卜してなき、次VC25mMフェニル βーマンノシド水器液0.1

mfを加え、さら VC35分間インキュベートして活性を測定した。その結果、

カタツムリの 9ーマンノシダーゼはPCMBで全く阻害され左かった。同時に

同じ標品中の αーマンノシダーゼKついても Pーニトロフェニノレ αーマンノシ

ドを基質として同様左実験を行ったが、全く阻害はみられ左かった。しかし、

フェニノレα-Nーアセチルグルコサミニドを基質として測定した α-N アセ

チノレグルコサミニダーゼ活性は完全に阻害された。

第 4節 α-Nーアセチルグルコサミニダーゼの精製なよびその性質

乙の酵素氏関しても、 2、 8の報告があるのみであり、研究は不十分である。

196 7年We工ssmannらは、23 プタ肝臓からこの酵素を部分精製し、 β-Nー

アセチルヘキソサミニダーゼ活性と異り、 α Nーアセチルグルコサミニダー

ゼ活性と α-Nーアセチノレガラクトサミニダーゼ活性は別々の酵素タンパク質

に起因するととを報告している。しかし、精製は充分でなく、天然基質K対す

る作用は全く調べられていない。翌年、 Muramatsuは、24 サザエの肝醇臓よ

りα-Nーアセテルグルコサミニダーゼを比活性 13 0 mun工七s/呼タンパク

質まで精製し、 PCMB阻害をうけるという性質左どと共氏、オポムコイドに

対する作用を報告している。それによれば、乙の酵素標品によってオボムコイ

-9 



ドから少量の Nーアセチルグルコサミンが遊離することを観察したが、酵素標

品中にまだ少量の β一活性が存在するため結合様式の決定Kまでは至らなかっ

た。その後、。'Brienは、25α-N-アセチルグルコサミニダーゼがムコ多糖

代謝異常症の一種である sanfilippo 病 Bの矯正因子の 1つであるととを示

した o

著者は、 α-Nーアセチノレクルコサミニダーゼをブタ肝臓なよびカタツムリ

臓器から精製し、その性質を調べた。精製操作は特K示さない限り 4Ocにて行

った。

第 1項 プタ肝臓の α-Nーアセチルグルコサミニダーゼの精製な

よびその一般的性質

ブタ肝臓を水抽出し、硫安分画 (0-40%飽和)、アセトン分画 (40-

6 0 %)なよびDEAEーセファデックス A-50カラムクロマトグラフィー

を行って α-Nーアセチルグルコサミニダーゼを精製した。基質としてはフェ

ニル α-Nーアセチルグルコサミニドを用いた。図 2VC示すように、 DEAE

ーセファデックス A-50で分画すると α-Nーアセチノレグルコサミニダーゼ

活性は素通りし、 β Nーアセテルヘキソサミニダーゼ活性は、すべて O.4 M 

食塩で溶出した画分に含まれるので、両者を容易K分離する乙とができた。素

通り画分を再クロマ卜グラフィーし、最終精製標品を得た(表 2)。精製標品

の比活性は 52 mu n i t s /mg.タンパク質で、粗抽出液の約 230倍氏精製され

た O 回収率は 5.3%と低かったが、との標品は、次に述べるカタツムリ臓器の

酵素に比べると、かなり安定で、 37
0

Cの条件では 5日開放置しでも 10%し

か失活しなかった。また、との標品は事実上 β-Nーアセチルヘキソサミニダ

ーゼ活性を含まず、表には示してないが、 α 、 βーマンノシダーゼむよびア

スパラギンと Nーアセテルグルコサミンの聞の結合を切断するアミダーゼの各

活性もなく、糟タンパク質の糖部分の構造決定の為の試薬としては使用に耐え

るものである c 0.0 25Mクエン酸辛子よび 0.025M第二リン酸カリウムから調製

した緩衝液を用いて調べた結呆、乙の酵素の至適 pHは 4.0であった。
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カタツムリ臓器のα-Nーアセチルグルコサミニダーゼ

の精製なよびその性質

第 2項

カタツムリ臓

器のアセトン粉

末を 20倍量の

0.0 5 Mクエン

駿一 0.05 M第

二リン酸カリウ

pH  

で抽出し、5.2、05 

硫安分画 (32 

--6 5 %飽和)

酸処理(酢酸で

ンモニア水でpH

4.5 vc再調整し、

生じた沈澱を遠

ム緩衝液、

NaCI 

5分開放置後ア

p H 3.5とし、

30 
Tube hJmber 

Ftg・2. DEAE-Sephade買 A・50column chromatography of 
I!/-N ・acetyl~lucDSA~lnldase frcm h円g11ver. 
A 10 ml s01u七lon01' the 0<-11-acety1p;lucosamlnldase 
preparlitlon (完om". p-ro七。ln，ι与のI'l1l司lt~) from acetone 
1'ractlonatlon in 0.006 M Tl'is-HCl uuffer， pH 7.5，con-
tainl.nr.η.01 14円。.，hl!ncitrate wa!l app11ed to a c01= 
01' DEA日-Sephadex (1，6 x 7 cm) equl1~br・ated wlth the 
3ame buf'fer. E1utlon was carried out wl.tll the 8 G1 ~e 
bul'l'er， tI'en wl七hbul'fer contalntng 0.4 M NaCl. Flow 
rate was 3ηml per hr， and 6 ml frnctlons were col-
lect..d. A1iquo七swere used for enzyme~a~saya. Proteln 
W8S deter~lned by the absorbance a色 280nm. 
0-・咽o 0.: ・u・aCE:七ylglucosamlnldaseactlvltYI 
x-x  ~ -N-acetylgluco~amlnlda8e ac七lv1tYI

absorbance a色 280nm. 
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;;Jo、よびCMーセファデックス C-5 0カラムクロマトン分画 (40-50%)

CMーセファデックスカラムクロマトグラフトグラフィーを行って精製した C

ィーの段階でβ-Nーアセチルヘキソサミニダーゼ活性の大部分は 0.05 M食

αー活性はより高濃度の食塩を含む緩衝液で溶出塩を含む緩衝液で溶出され、

この方αー活性画分中の β一活性は依然としてか左り強く、しかし、された。

表 3VC示すとれ以上両者を分離するととはでき左かった(図 3)。法では、

タンパク質で、粗抽出乙こに得られた標品は比活性268muni ts/岬ように、

サザエ肝醇臓の精

s -活性の混入が著しいため構

前項のフタ肝臓の標品の約 5倍、被の約 50倍に精製され、

製標品の約 2倍の比活性をもっ乙とに左るが、
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唱
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0・N-Acelylglucosominidose R・ N-Acelyl~lucosomlnido.. 

Prolein TofolUii; spectfIC Yield Tolol Spec川崎
(mg) cclivily IrnlJ); octivily (mU/mgTl 1%) cclivlty (U) 。clivily(m出河内

Extrocti側 16550 3750 。'.227 100 152 9200 

(NH4)2S0・ froclionali~n 10200 3000 0.294 80 42.9 4200 
(0 ・40%)

INH4)zS04 fraclionotion 2900 1360 0.470 36 29.8 10300 
( 0-40%) 

AcetoM fractior咽lion 46.1 43.' 9.47 12 0.61 13.2 
(40・60".1

(NH4l2S0・fr制問。lion 14.5 336 23.2 9_0 0.334 23.0 
(0-40"" 

DEt.E -Sephodex A・50 7.25 262 36.2 7_0 0.00464 0.64¥  

DE AE -Sephodex A・50 3.83 199 52.0 5.3 0.235 

Table 2. Summary 01 purilication 01 c卜 N-acetylglucosaminidasefrom 

hog liver. 200 9 01 hog liver was used. 

造決定のための試薬とするKは不適当である。

乙の酵素の至適 pHは3.5であった。熱に対する安定性はあまりよく左く、

例えば、 37
0

C、 1時閣の条件では 90%の活性が残存するが、 5OoC、 1時

間の条件では 50 %の失活があった。また、 37
0

Cの条件でも 1日放置すると、

活性は 50%以下氏減少した。との酵素は、酢酸援衝液中、 0.2mMのPCM

Bで完全に阻害された。そとで、 PCMBーセフアロースのカラムでクロマト

グラフィーを行ってみると、 β-Nーアセチルヘキソサミニダーゼ活性は素通

りしたが、 α 活性は完全に消失した(図 4)。しかし、素通り画分陀システ

インを加えると活性は完全陀回復した。 PCMB-セフアロースカラム陀よっ

て、ある種の SH化合物が除去されたため陀 α一活性が消失したものと考えら

れるが、とれ以上の詳しい研究は行ってい左い。上記の実験には、アセトン分

画段階の試料を用いたが、同様の現象は最終標品にないても、またプタ肝臓の

標品にないても観察された。分子量は、セファデックス G- 2 0 0のグルF過

の結果、約 20万のものと約 10万のものの 2種が存在する乙とがわかった(

図 5)。乙のグルF過時、なよび前述の CMーセファデックスカラムクロマト

グラフィーでの α-Nーアセチルグノレコサミニダーゼの挙動は、 o'Brien ら

の報告した sanfi工ippo病Bの矯正因子のそれと類似していた。従って、この
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F1g・3.ι刊-SephadexC・50co1wnn chrollla七ographyof OC-N-acetyl・
glucosnmln1dase from snal1. 
A 6.9 rTl1 sa問p1ecorrespond1ng to 16.8 mg proteln ln 0.1. M 

~o~lum.acetate buffer， pH.1+.2，was appHed to a colum.'l (1.1 X 
6.5 cm) of CM-Sephadex C・50equ1l1br叫 ed凶 ththe SaMe buffer. 
Elut10n was carrled out w1th the 5a問ebuffer， then w1七ha 
11near grad1ent from 0.0$ M to O.l~ M NBCl 1n the buffer. FloW' 
rate was 4 m1 per hr， and 2 1111 frnctlon5 were co11ected. 
A11quots were used for_enzyme assnye. Pro色elnwas de七eI'l司lned
ty the absorbance at 280 nlll. 。-0 : cx-N・acetylg1ucosamlnldaseactl vl tYJ 
Z目白X B ・N-aceもy1g1uco~am1nldase actlvl七Yi
一一'absorbance-at280 nm，一 conductlvlty.

e a.N.Acllylgluc。制minldo.. R・N.Ac・ItlQluc。日mmr由同
円。f・In Totol Sp・cific Yie:d "0101 Sp・cillc
Imgl 。ctivilyI U l 。ctivitylmU/mQP) ("') 。cfivilyI U l ocfivily(mUImgP】

Extraction 4200 23.1 5.5 100 1920 457 

(NH4lzS04 fracfionotion 2270 24.5 10.8 106 2030 897 
L3Z -6'~1 

Acld precipitalion 1890 19.2 10.2 83 1460 772 

Ac・~one fractinalion 208 12.3 59.0 53 1590 7650 
t・0・.to"】

Oial)'sl. 163 8.82 54.1 38 980 6000 

CM-SephロdexC・50 21.8 268 25 262 

Table 3. Summary of purificalion of o<-N・acelylgl氏。saminidase from snail. 

30 9 of acelone powder was used. 

円。



Sanfi工ippo病Bの患者の体内氏蓄積するといわれているへパラン硫酵素が、

ヒト肝臓酸に作用する可能性が考えられたので、以下のような実験を行った。

より Schi工工erらの方法に従って調製したへパラン硫酸(1.25M食塩溶出画

して脱硫酸す1時間)1 0 o~C 、(0.0 4 M HC工、分)、26辛子よびそれを酸処理

るととによって得られた27遊離アミノ基をもっヘパラン硫酸の両者を上記酵素

なよびセファデッ還元力の増加、21アミノ糖の遊離、28とインキュベートした。

分解の有無を調べクス G-5 0のグノレP過のノζターンの変化とを指標として、
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F1g. 4. PCMB-Sepharose co1u.rn.n chromatography of CかN・
acety1g1ucosrunlnldase from snail. A sa.mp1e (10.3 ~unlts) 
fI'om acetone frac七tonatlonwas appl1ed to a colm函(1.1
文 302crn) of PCI'侶・Sepharogeequlllbrated with 0.1 M 
sodium acetate buffer、， pHヲ.0. Eエution1rlaS carrled ou七
wlth the sa.me buffer contalnlng 0.5 M cys七eln. The flow 
rate ¥.[a8 8 ml per hr， and 206 m.1 frac七lonswere co1-
1ected. 
0-0β4・acety1g1ucosruninldase
x-x 以・N・acetylp;luco沼田linldase
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Fig. 5. Sephade文 G・200colur町1chromo.t.ography of purified 
o(-N-ace七yl~lucosaminldase from snai1. 
A sarnple <4.5 ml)， corresponding to 670 rnun1ts， was 

applied to a colQmTI (1.5 X 10ぢcm)of Sephade文 G・200
equil1brated w1七h0.01 M sodium phosphate lJ1.l.ffer， pH 9.0， 
a.nd eluted with the same buffer. 中he-flowrate was 3.8 ml 
per hr， and 2.8 ml frRC七10nswere collected. 
0-0 O{-N-acetylgl ucos amini dase act i vi ty. 

第 5節考察と総括

糟タンパク質の糖部分の構造解析の試薬とする目的で、いくつかのグリコシ

ダーゼの精製を試みた。

まず、メチル α一、なよび βーマンノフラノシドを基質として、ブタ腎臓、

ラット肝臓、ラット腎臓なよびカタツムリ臓器を用いてマンノフラノシダーゼ

活性を測定したが、乙れらの材料陀は、ほとんど活性は認められ左かった。従

って、このような酵素なよび、その基質と在るマンノフラノシドが高等動物に

存在する可能性は少いものと考えられた。左な、ある種のカピの産生する多糟

にαーマンノフラノシドの存在する乙とが報告されている。29

次に、カタツムリ臓器から 9ーマンノシダーゼを精製した。カタツムリは古
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くから種々のグリコシダーゼ調製のためのすぐれた材料として知られているが、

著者の用いた沖縄産カタツムリは通常の日本産カタツムリよりはか左り大きし

また他の動植物由来の材料とは異り βーマンノシダーゼ活性が αーマンノシダ

ーゼ活性よりも強く、 βーマンノシダーゼ精製のための材料としては極めてす

ぐれていた。精製は、カタツムリ臓器のアセトン粉末を材料として、硫安分画

なよびアセトン分画という比較的容易在方法で分画した後、ヒドロキシアパタ

イトカラムクロマトグラフィ-iO"よびDEAEーセノレロースカラムクロマトグ

ラフィーを用いて行った。その結果、粗抽出液の 115倍の活性をもっ、比活

性 6.67 uni tS/i呼タンパク質の標品を得るととができた。この標品は、ディ

スク電気泳動上、少くとも 4種のタンパク質を含み、まだ均ーには在ってい左

いが、 α マンノシダーゼ、 αーなよび β-Nーアセチノレグルコサミニダーゼ、

アスパラギンと N-アセチノレグルコサミンの聞の結合を切断するアミダーゼの

いずれをも含まず、糖タンパク質の糟部分の構造解析のための試薬としては充

分に精製されたと考えられる。また、熱や凍結融解陀対しでも、か左り安定で

あり、凍結保存すれば少くとも 2年聞は安定左ので試薬として用いるのにはす

ぐれた標品である。ブェニル βーマンノシドを基質とした時の本酵素のKmは6.5

mMであった。本酵素はPCMBでは全く阻害され左かった。

βーマンノシダーゼは、現在まで、乙のカタツムリの他にもニワトリ輸卵管30

31 
サザエ肝醇臓、2なよびパイナップ。ル果軸 のものが、いずれも糖タンパク質の

構造解析の試薬とする目的で精製されている。著者の用いたカタツムリ臓器は、

もともと βーマンノシダーゼ活性が強く、しかも 32%という高収率で精製標

品が得られる点ですぐれている。

次陀、マンノースと共に糖タンパク質に最も頻繁Kみられる糖成分である N

ーアセチルグノレコサミンのグリコシドの分解酵素である α-Nーアセチルグル

コサミニダーゼの精製を、 2つの材料を用いて試みた。カタツムリのものは充

分K β-Nーアセテルヘキソサミニダーゼ活性を除去できず、また安定性もあ

まりよく左いので構造解析の試薬としては不適当であると思われた。しかし、

プタ肝臓のものはか左り安定であり、硫安分画、アセトン分画なよびDEAE

向。
句
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セファデックスA-50カラムクロマトグラフィーを行って、 β-N一アセ

チルヘキソサミニダーゼ、 αーなよびs-マンノシダーゼ、アスパラギンと N

ーアセチルグルコサミンの聞の結合を切断するアミダーゼのいずれをも含まぬ、

構造解析の試薬として用いるに充分左純度をもっ標品を得ることができた。な

な、 α-Nーアセチルグノレコサミニダーゼは、いずれの材料の場合も P 0 MB 

で完全K阻害されるととがわかった。

実 験 の 部

A) 実験材料

カタツムリ臓器のアセトン粉末は、凍結した臓器(主として肝拝臓)をドラ

イアイスで冷却したアセトンで繰り返し 8回処理して調製した。ラットなよび

プタの臓器は新鮮左もの、あるいは凍結保存 (-20
0

C) したものを使用した。

ヒドロキシアパタイトは Siege工manらの方法に従って調製した子 DEAE-

セルロースはBroWn00・， (U. S. A.) の製品を使用した。セファデックス

G -5 0為、よびG-2 0 0、 OMセファデックス 0-50、 DEAEーセファ

デックス A-50なよびセフアロース 4Bはpharmacia (sweden)の製品を

使用した。 POMBーセフアロースは、Cua七recasasの方法陀従って戸pーク

ロロ水銀安息香酸をジアミノジブロビルアミンを介してセフアロース 4BVC結

合させることによって調製した。メンプランフィルター装置は、 Diaflo 

Ul七rafiltration，Model 200、AmiconOorp ・， (U. S. A.)の製品を

使用した。ヒト肝臓のへパラン硫酸は東京医科歯科大学の永井裕博士より提供

された。

B) グリコシダーゼの活性測定

フェニル βーマンノシト子4 Pーニトロフェニノレ αーマンノシトゴ5 プェニル

α-N一アセチルグルコサミニド36;Jo、よびPーニトロプエニル s-Nーアセチ

ノレグルコサミニド 37，38は、いずれも文献記載の方法に従って合成した。ただし、

フェニル 9ーマンノシドの純度については0)項で述べるように充分左検討を

加えた。 4-L-アスバルチルグルコシラミンの合成法は第 8章の第1節VC記す。

ヴ

s
t
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βーマンノシダーゼの活性は基質(プエニル βーマンノシトヴを 0.05 Mク

エン酸-0.0 2 5 第二リン酸カリウム緩衝液、 pH 4. 5、VC5mMの濃度比溶

かし、酵素を加えて 37
0

Cでインキュベー卜したのち、遊離したフェノーノレを
今9 _ 40 
ASP: あるいはKerrら の方法で定量するととにより測定した。 α-Nーア

セチルグノレコサミニダーゼ活性は、プタ肝臓の場合には 0.05 Mクエン酸ー

0.025M第二リン酸カリウム緩衝液、 PH 4. 5、カタツムリ臓器の場合には

0.0 5 Mクエン酸ナトリウム緩衝液、 PH 4. 8、を用いて基質濃度 10mMで

インキュベー卜後、遊離したフェノールを上記の方法で定量するととにより測

定した。 αーマンノシダーゼ合よび β-Nーアセチルヘキソサミニダーゼの活

性は Conchie らの方法に従って測定したjlす左わち、いずれも Pーニトロフ

ェニルグリコシドを基質として、それぞれ基質濃度 2mM、 O.2 M第二リン酸

ナトリウムー 0.1Mクエン酸緩衝液、 PH 4. 6、なよび基質濃度 5mM、0.05

Mクエン酸カリウム緩衝液、 PH 4. 3、の条件下で酵素を加えてインキュベー

ト後、遊離したP ニトロフェノールを、アノレカリ性で 43 0 nm になける吸

収を測定する乙とによって、定量した。アミダーゼ活性は、基質(アスパノレチ

ル-Nーアセチルグルコシラミン)を 0.05 M第二リン酸ナトリウムー 0.05 

Mクエン酸緩衝液、 PH 5.5、VC5mMの濃度に溶かし、酵素を加えて 37 'c 

でインキュベート後、遊離した NーアセチルグノレコサミンをRe工ssig らの方

法 28VC従ったMorgan-Els on反応で定量する乙とにより測定した。

酵素活性の単位(uni t)は、上記の各条件下にないて合成基質より 1分聞に

1μmole のフェノール、 PーニトロフェノーノレあるいはNーアセチノレグノレコ

サミンを遊離する酵素量を 1Uni t とした。比活性は、時タンパク質あたりの

uni t (uni七/呼タンパク質)で表示した。

C) 合成フェニル β ーマンノシドの純度の検討

フェニノレ βーマンノシドの合成はかなり困難で、同時に生成する多量の α

一体から注意深く分離しなければならない O 得られた標品について、その純

度をガスクロマトグラブィーなよび酵素消化によって確認した。 ガスクロマ

トグラフは H土七aChi Gas -chroma七ograph Type K -2 3を用い、カ

ラム(O. 3 X 2 0 0 cm )には1.5%のSilicone gum(SE30) を塗布した

-18ー



Chromo s orb Wを充填した。試料は SWeeleyらの方法に従って 42トリメチルシ

リノレ化後、 1 6 OOCで注入し、 2分後 2
0c/minの速度で 23 OOCまで昇温し

た。 N2辛子主びH2ガスの流速は、それぞれ 20 m.e /min とした。との条件下
でフェニル βーマンノシドは単一ピークを与え、保持時間は 24.16分であった。

一方、 He工ferich、Wink工erの方法34vc:従って合成したフェニル αーマンノ

シドの保持時間は22.1 2分であった。また、合成フェニル βーマンノシドは、

ブタ腎臓から Okumura，yamashinaの方法 17で精製した α マンノシダーゼ

民よって全く分解されず、今回精製したカタツムリ臓器の 3ーマンノシダーゼ

標品陀よって完全に分解され、等量のマンノースなよびフェノールを生成した。

D) タンパク質の定量

LoWryらの方法43により、卵アルブミンを標準として定量した。

E) ディスク電気泳動

DaVisの方法44 陀従って調製した PH 9. 4の 7.5%ポリアクリルアミドグ

ルを用いて電気泳動した。

F) メチノレ αーなよび βーマンノフラノシドの同定

合成メチル αーなよびβーマンノフラノシドの同定はガスクロマトグラフィ

-~よって行った。ガスクロマトグラフ、カラムなよび樹脂は C) 項と同様で

ある。試料を 11 5
0

Cで注入し、 2分後より、 2
0c/minの割合で昇温した。

標準品としては、マンノースを O.1 Nメタノール塩酸中で、 1 0 0 Oc、 20時

間加熱するととによって合成した α一、 βーマンノピラノシドむよび α一、 β

ーマンノフラノシドの混合物を使用した。
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第2章 精製βーマンノシダーゼなよびd-Nーアセチノレグノレ

コサミニダーゼの稽ペプチドに対する作用

αーマンノシダーゼは種々の動植物から精製され、糖タンパク質の糟部分K

含まれているマンノースのアノマー構造の解析に用いられてきた:5初期の研究
対象と左ったのは卵アルブミン、タカアミラーゼ Aむよびリポヌクレアーゼ B

左どの糖タンパク質であった。とれらの糖タンパク質の糖部分にお、いては、マ

ンノースが非還元末端氏露出していることが知られている。ナタ豆タプタ腎臓、

あるいはサザエ肝醇臓47から十分に精製された αーマンノシダーゼを用いて調

べた場合、ほとんどのマンノースは αーマンノシダーゼによって遊離するが、

還元末端に近い最内部のマンノシド結合のみは水解されないことがわかってき

た。一方、 Lee
48
は、 NMRスペクトル陀基いて、との最内部のマンノシドが

α一結合であると結論し、さら児、植物から新しく調製した αーマンノシダー

ゼを用いれば、乙の結合を水解するととができると報告した。ただし、その α

ーマンノシダーゼ標品の性質については報告されてい左かった。

このよう左背景のもとで、当時支配的であったのは、 αーマンノシダーゼの

限定された作用はアグリコン特異性によるものであるという考え方であった。

事実、コーヒー豆の αーガラクトシダーゼ行ット脳皮質の αーフコシダイ、

、51，52
黒麹カビの αーマンノシダーセ 左どは厳密なアグリコン特異性をもっとと

53 
が知られていた。 Okumura，yamashina は、プタ腎臓の αーマンノシダーゼ

のアグリコン特異性について詳しく研究した。その結果、アグリコンがマンノ

ースの場合には α一(1→ 2 )、 αー(1→ 3 )、 αー(1→ 4)、αー(1

→ 6 )のすべての結合陀作用し、またアグリコンがNーアセチルグノレコサミン

の場合vc~，少くとも α ー( 1→ 3) とαー(1→ 6) の結合には作用するこ

とがわかり、卵アルブミンなどに存在する最内部のマンノシド結合のα ーマン

ノシダーゼ作用に対する抵抗性を、アグリコン特異性で説明するだけの積極的

左証拠は得られ左かった。また、 Okumura，yamashina 17は、アスパラギン
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の阻害効果を考え、卵アルブミン糖ペプチドからアミダーゼを用いてアスパラ

ギンを遊離させることによって調製したオリゴ糖Kαーマンノシダーゼを作用

させたが、やはり 1個のマンノースは遊離し左かった。

著者は、 αーマンノシダーゼ作用に抵抗するマンノースがフラノース構造を

もっ可能性を検討するために、マンノフラノシダーゼを検索したが、少くとも

用いた材料では酵素活性は検出され左かっ免(第 1章第 1節参照)。従って、

次Kβ ーマンノシド結合の可能性を調べるえめに、精製 βーマンノシダーゼを

用いて検討を加ええ。 βーマンノシダーゼ活性も、一般K、動物の臓器に於い

ては他のグリコシダーゼ陀比べて著しく弱いことが知られているJ7しかし、マ

ンノフラノシダーゼと異り、やや特殊な材料を用いれば、か左りの βーマンノ

シダーゼを見い出す乙とができる。事実、 Murama七su，Egami 47はサザエ肝

醇臓にか左りの 9ーマンノシダーゼ活性を見い出して、これを精製しえ。しか

し、との βーマンノシダーゼも卵アルブミンやタカアミラーゼA糖ペプチドに

は作用し左かっ免と報告していえ。著者は、卵アノレブミン糟ペプチド、タカア

ミラーゼA糖ペプチドなよびラット肝臓ミクロソーム膜より得られ交糖ペプチ

ドに、先ず αーマンノシダーゼを働かせて大部分のマンノースを遊離させえの

ち、 αーマンノシダーゼ抵抗性の lモルのマンノースを含む糖ペプチドを単離

し?と。次氏、乙の糖ペプチド児、カタツムリ臓器から精製し交 3ーマンノシダ

ーゼを作用させることによって、 α ーマンノシダーゼ抵抗性のマンノシド結合

が9ー結合であるととを証明した。

第 1節 ゾウグヤシマンナン由来のトリマンノシドK対する作用 12

合成基質に対する分解能力を指標として精製した βーマンノシダーゼが天然

の基質にも作用するととを確認する意味で、ゾウグヤシマンナン由来の、すで

にβーマンノシド結合をもつことの知られているトリマンノシド、 α-Man-

54 
( 1→ 4 )一 β-Man-( 1→ 4 ) -Ma n を用いて、酵素の活性骨よびア

ノマー構造に対する特異性を検討した。

460 μgのトリマンノシドとプタ腎臓より精製した 0.4uni t のαーマンノ

4
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シダーゼを 2.0m{!の 0.06 Mクエン酸-0.0 3 M 第二リン酸カリウム緩衝液

p H 4.5、の中で 37"Cにないてインキュベートし、還元力の増加を追跡する

と5-8時間で還元力は一定値に達した。乙の値は、 αーなよびβ の 2種の

マンノシド結合が両方とも切断されたとと陀より生成する還元力を 10 0 %と

すると、その 50%に相当する値であった。次氏、との反応液 0.8m{!をとり、

0.2 m{! の βーマンノシダーゼ(4 1 muni七s)を加え、さらKインキュベー

トすると、すみやかに還元力の増加を示した。還元力は 13 - 1 5時間で一定

値に達したが、その値は残っていたすべてのマンノシド結合が切断された乙と

を示すだけの還元力K相当していた(図 6)。立た、 αーマンノシダーゼによ

る還元力の増加が終了したとき(反応開始後 8時間)、なよび βーマンノシダ

ーゼ添加による新た左還元力増加が終了したとき(反応開始後 15時間)に、

それぞれ反応液をガスクロマトグラフィーによって分析した結果、 8時間では

約 33%、 1 5時間では 98%の遊離マンノースが検出され、用いたトリマン

ノシドがαーマンノシダーゼによって 1モルのマンノースを遊離し?と後、生成

したジマンノシドが βーマンノシダーゼ陀よって完全に水解されたととを示した。

とれとは別に、 O.1 2 uni七の βーマンノシダーゼを 1m{! の上記緩衝液中

で、直接トリマンノシド(2 3 0μ <J )とインキュベー卜してみたが、 1 2時

間後でも還元力の増加は全く認められ左かった。従って、との酵素標品中には、

天然基質を用いて測定した場合でも、 α ーマンノシダーゼが混入していないと

とが分った。また、との 2 マンノシダーゼは β 結合医特異的で、エンド型

の活性を有しないととが確認された。

第 2節 卵アルブミン糖ペプチドに対する作用 12

卵アノレプミンは早くから結晶化された糖タンパク質の 1つである。特別左生

物活性は左いが、容易に大量の試料が得られるので、糖タンパク質のすぐれた

研究試料として、よく研究されている?卵アルブミンからプロナーゼ消化によ

って得られる糖ペプチドの推定構造式は日日明らKよれば戸図 7trC示す通り

である。非還元末端部分の構造が少しづっ異る 5種の糖ペプチド (A-E)が

9
-
9
H
 



存在するととを示している。彼らは、ナタ豆の αーマンノシダーゼを用いて、

乙れらの糖ペプチドからすべてのマンノースが遊離したと報告していた。しか

し、プタ腎臓の αーマンノシダーゼを用いたokumura， yamashina の研究

。
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P-4を用いたグルP過によって 2つの糖ペプチド画分に分れる乙とがわかっ
A~ 22 

た。ナタ豆叩やサザエ肝醇臓fj，ら十分に精製された αーマンノシダーゼを用い

48 
ても、やはり同様の結果が得られていた。しかし、 L88 は、ある種の植物の

αーマンノシダーゼを用いれば、すべてのマンノシド結合が水解されると報告

した。

著者は、 αーマンノシダーゼ消化で生成した糖ペプチドに βーマンノシド結

合の存在を推定して、以下の実験を行った。

卵アルブミン糖ペプチド(2 9呼)をブタ腎臓の αーマンノシダーゼ(7uni七s)

と 5mfの 0.05 Mクエン酸ー 0.1M第二リン酸ナトリウム緩衝液、 pH 4.6、

( 0.5 m M酢酸亜鉛を酵素安定化剤として含む)中、 37
0

Cでインキュベート

したの還元力の増加は、反応開始後 30時間で停止した。消化物をBio-G81 

P-4のカラム(O. 9 X 1 3 0 cm )でグル戸過した O 溶出パターンはokumura， 

yamashinaの報告 17と全く同じであった (図 8L 3つのオルシノール反

応陽性のピークのうち、 P-Jnはアミノ酸なよびアミノ糟を含ま在い乙とから、

遊離マンノースのピークと結論された。一方、 P-IとP-llは、アミノ酸分

析の結果、いずれもアスパラギン酸なよびグルコサミンを含む糖ペプチド画分

であった O 両者は、アスパラギン鞭量から計算すると、ほとんど等量づっ回収

されていた。両者にむけるマンノース、グルコサミンなよびアスパラギン酸の

比は、表 4に示したように、 P-Iでは 4--5 4 1であり、 P-llでは、

ほほ 1 2 1であった。 P-IなよびP-llは、もう一度 αーマンノシダー

ゼとインキュベー卜しでも全く分解はうけ左かった。

次に、 P-IとP-llをカタツムリの精製 βーマンノシタ.ーゼとインキュベ

ー卜してみた。

まず、 345μgのマンノースに相当する P-II糖ペプチドを O.12unitの

βーマンノシダーゼと共氏、 3mfの 0.05 Mクエン駿一 0.025M 第二リン酸

カリウム暖衝液、 pH 4. 5、の中でインキュベートした。図 9VC示すように、

すみやかに還元力の増加がみられ、 4時間ですべてのマンノースの遊離に相当

する還元力の増加を示して、反応は終了した。消化物をガスクロマトグラフィ
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10 

ーで調べること Kよって、還元力の増加がすべてのマンノースの遊離によると

遊離の Nーアセチルグルコサミンは全く検出されなかこの時、とを確認した。

消化物を Bio-G e工P-4 ( O. 9 X 9 0 cm )のカラムにかけ、7.kで溶出った。

2つのニンヒ、ドリン反応陽性のピーすると図 10 VC示すノζターンが得られた O

アスパラギン酸とグルコサミンを大きい万のピークは分析の結果、クのうち、

1.00 1.97のモノレ比で含んでいた。遅れて溶出されたニンヒドリン反応陽

いくつかのアミノ酸が少量づっ検出された

-2 5-

分析の結果、性の小さなピークは、



Man G1eNAe Asp 

Ova1bulTl1n GP 5 3 1 

0(-Mannosldase 
dlgest P-I 4.5 3.88 1.00 

0<.-Mannosldase 
dlgest P-II 1.16 1.86 1.00 

p-地 nnosldase
1.97 1.00 dlges色 ofP-II 

Tab1e 4. Composltlons of glyeopeptldes from 
ぼ・， 回 d~-mannosldase dlgest圃 ofova1bumln GP. 

が、アスパラギン酸もグ

ルコサミンも検出されな

かった。乙のピークは酵

素標品に由来すると思わ

れる。オルシノーノレ反応

陽性のピークは、ガスク

ロマトグラフィーの結果、

マンノーースであるととが

わかった。乙れらの結果

は、 P-ll糖ペプチド中

に残っていた 1モルのマ

ンノースが β ーマンノシダーゼ消化によって遊離し、 (GlCNAC )z-Asnが

生成したととを示している。

在台、 βーマンノシダーゼを αーマンノシダーゼ消化してい左い糖ペプチド、

なよびα ーマンノシダーゼ消化で生成した P-I糖ペプチドとインキュベート

しでも、全く還元力の増加は認められ左かった。

以 kの結果より、 P-ll糖ペプチドは、もとの 5種 (A-E)の糖ペプチド

のうち非還元末端医 N-

-mw。gZ
0
2

o 2 3 
Tlm・Ih，l 4 

Fig.S. Release of mannose by the action of {3-mannosidase on 
a glycopeptide isolated from the a-mannosidase digest of 
ovalbumin gJycopcptide. The glycopeptide， Man I (GIcNAch-
Asn， corresponding to 345μ.g mannose， was incubatcd in 3 
ml of the buffer， pH 4.5， containing 0.12 unit of thc enzyme. 
The reaction was fo¥lowed by determining the reducing power. 
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アセチルグルコサミンを

もたない 2種の糖ペプチ

ト¥DとE、に由来する

と考えられ、 αーマンノ

シダーゼ消化で残った最

内部のマンノシド結合は

βー結合である乙とがわ

かった。一方、 P-1糖

ペプチドは、非還元末端

VLNーアセチノレグノレコサ
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Fig.IO. Gel filtration of the {3-mannosidase digest (as shown in 
fig. 1) on Bio-Gel P4. The digest was applied to a column 
(0.9 x 90 cm) and eluted with water at a t10w rate of 15 mll 
hr. Fractions of 2.2 ml were col1ected， then aliquols were 
used for the ninhydrin reaction and for the orcinol-H2S04 
reaction ιー-0， Aspartic acid equiva1ents (μmoles/ml); 
ι-・，mannose equivalents (μmoles/ml). 

ミンをもっ 8種の糖ペプチド

A，B，C，VC由来すると考え

られる。 Huangらによれば18

A ， B;jo"よびOの合計と Dな

なよびEの合計は、モル数K

するとほぼ等しく、著者の実

験にないて、 P-IなよびP

-nがほぼ等モノレづっ回収さ

れた事実とよく一致している。

P-Iは非還元末端VCNーアセ

セチルグルコサミンをもった

めに、 αーマンノシダーゼに

よって消化され左かったと考

えられる。

A、B台よびO糖ペプチドの構造は、主に酵素消化によって決定されたもの

であったが、その際のs-Nーアセチノレヘキソサミニダーゼ消化氏なける Nー

アセチノレグノレコサミンの遊離は非常に遅いととが知られているJ8著者は、 N-
アセチルグノレコサミンがα 一結合をしている可能性を調べるため氏、 A、B、

むよびCVC由来すると考えられる上記P-I糖ペプチドに、ブタ肝臓から精製

した α-Nーアセチルグルコサミニダーゼ(第 l章第 4節参照)を作用させて

みたが、全く Nーアセチルグルコサミンは遊離し左かった。基質として、 α ー

マンノシダーゼ消化前の卵アルブミン糖ペプチドを用いた場合にも、同様の結

果が得られた。従って、とれらの糖ペプチドの少くとも非還元末端には、 α-

Nーアセチノレグルコサミニド結合は存在し左いと判断した。 β-Nーアセチノレ

ヘキソサミニダーゼによる N-アセチノレグルコサミンの遊離が遅いのは、アグ

リコン特異性左どの理由によるものと思われる。

第 8節 タカアミラーゼA糖ペプチドに対する作用 11

タカアミラーゼAは、比較的容易に多量の結晶を得る乙とができるので、多

~27 一



↓ 
Manー胞n-M1n-GMAc-但 cNAc--Asnー (Ser)

Man四回Man

Man 

Fig. 11. S七ructureof Taka圃 gmylaseglycopep七ide
proposed by Yamaguchi主主主1.初旬1epos1tlon of七he
~-mannos1d1c 11nka尽eas revealed by七hepresen七
study 18 1ndicated by the E!_rrow. 

くの酵素化学的なよびタンパク質化学的研究がなされている?との酵素が糟タ

.57 
ンパク質であることはか左り早くから主張されていたか、 1955年、結晶化に

'::::71 .->0 l~ r. 58 
よって得られた均ーな標品陀ついて確認された。糖部分の構造陀ついても詳し

い研究が左され、卵アルブミンとは異り、非常に均ーな糖部分の構造をもっと

されてきたデタカアミラーゼAからプロナーゼ消化で得られる糖ペプチドの

構造は、 yamaguchiらによって 60図11のように示されている。サザエ肝拝

臓から精製した αーな主び9ーマンノシダーゼを用いた彼らの研究陀よれば、

すべてのマンノースは αー結合であるとされていたf1しかし、プタ腎臓より高
度陀精製された αーマンノシダーゼを用いた Okumura，yamaShinaの研究

Kよれば 17約 60%のマンノースしか遊離せず、同様の結果はサザエ肝拝臓の

αーマンノシダーゼを用いたMurama七su，Egamiの報告f2やナタ豆のαーマ
48 ー

ンノシダーゼを用いた Leeの報告でも不されている。しかし、 Leeは、その

報告の中で、 αーマンノシダーゼ抵抗性を示すマンノース残基も、ある植物か

ら精製された αーマンノシダーゼを用いれば、遊離しうると述べていた。

著者は、卵アルブミン糖ペプチドの場合と同様、 α ーマンノシダーゼ消化で

残ったマンノース残基がs-結合をしている可能性を調べる目的で、以下の実

験を行った。

タカアミラーゼ A糖ペプチド(2. 0 mg.のマンノースK相当)を、プタ腎臓の

αーマンノシダーゼ(6 uni七s)と4mfの 0.1Mクエン酸-0.2 M第二リン酸

ナトリウム緩衝液、 pH4.6、 ( 5 m Mの酢酸亜鉛を酵素安定化剤として含む)

の中で、 37
0

Cでインキュベートした。 50時間で還元力の増加は一定値に達

-28-



し、その値は 6モルのマンノースのうち 4モルが遊離したととを示した。さ

らに、このことは、遊離マンノースのガスクロマトグラフィーによる定量から

も確かめられた。しかし、以下陀述べるように、生成した糖ペプチドが不均ー

であるととから、上記のマンノース遊離量は平均的左値であると考え左ければ

ならない。す左わち、消化物をBio-Gelp-4のカラム(0.9 X 9 Ocm) 

陀かけ、水で溶出すると、図 12のAのよう児、 2つのオルシノーノレ反応陽性

のピークがみられた。あとのピークが遊離したマンノースKよるもので、はじ

めのピークが糟ペプチド画分であるが、乙のピークも、その非対称的左形から、

さらに不均ーであるととが示唆される。図のように、この画分をP一!と P-

llVCわけで組成分析を行った。結果は表 5VC示した通りであるが、用いた加水

分解条件下では約 20%のグルコサミンの破壊があるため、そのことを考慮す

ると、 P-Iはアスパラギン酸 1モノレ陀対してグルコサミン 2モル、マンノー

ス 8モノレを含み、 P-llはアスパラギン酸 1モノレ陀対してグルコサミン 2モノレ、

マンノース 1モルを含むと考えら

A 

B 

Peakl 
トーー-i

10 15 
Tube No. 

¥5 れる。 P-IとP-IIは、さらK

αーマンノシダーゼとインキュベ
10 

一卜しでも、共K還元力の増加を

I05! 全く示さなかった o P-llVC混入5例
虫

i しているP-Iを除去するために、
τ
2
0〉
3
u
ω
ω
的

O
E
C
O
Z

0

2

-

同様の条件で再クロマトグラフィ

ーを行い、ピークの後の部分を図

のように回収した(図 12のB)。

l'ig.12.A. I'ractionation of thc a-mannosidase digest of Taka-amylasc glycop"ptidc lJy gel 61-
tration. The digcst prcpared as dcscribcd in the. tcxt was applicd to a column of Bio・("iclP・4
(0・9cm X 90 cm). thcn eluted with water at a Ilow rate of 15 mlfh. Fractions of 2.2 ml wcrc col-
Icctcd. and aliquots were uscd for the orcinol-HzSO. reaction. B. Fractions in thc Pcak 11 of A 
wcre collected and concentrated. and thc samplc corresponding to 280μg mannosc was n:chro-
matographed a耳inA. 

山

39-



oC-Manno s1dase M且nnose G1ucosamine 
d1gost 

AspaI't1c 
acid 

Serlne 

Peak工 2.8 (3) 1. 68~.(2) 

Peak 11 1.1 (1) 1.49後(2) 

1.00 

1.00 

0.80 

0.87 

Tab1e 5. Amino ac1d and carbohydrate compos1tlons of glyco・
pep七idefrom the~-mnnnosidase dlgest of Taka咽 amy1aseglyco-
pept1de. 
Aml.lytica1 methods are deSCI・ibedin the text. Va1ues are 

expressed as mo1ar ratlos to aspartic acld. Nearesも in七egers
are shown ln parentheses. 
袋 Underthe hydro1ysis cond1t1ona used abou七 20気destructlon
of glucosamine occurred， but figures shown aro uncorrected 
for des七ructlon.

精製した P-II糖ペプチド(1 5 2μ9のマンノース陀相当)を 0.32 uni七

の βーマンノシダーゼと 3mRの 0.0 5 Mクエン酸-0.025 M 第二リン酸カリ

ウム緩衝液、 PH 4.5、の中で、 3 7
0

Cでインキュベートした。還元力は1.5

時間で一定値に達し、その値はすべてのマンノースの遊離したととを示した(

図 13)。遊離マンノース量はガスクロマトグラフィーによっても確認した。消化

物は Bio-Gel p-4のカラム(0.9 X 9 0 cm)にかけ、水で溶出した。図

14VL示すように、ニンヒドリン反応陽性のピークは二つ見られたが、早く溶

出されたピークは Elson-Morgan 反応、にも陽性で、加水分解してアミノ酸

分析した結果、nu 
h
V
 
-
2
-
}
 

アスハラギン
山
肌
o 
c 
C 
唱

芝

50 

酸 1モルに対

してセリン O.
℃
申
出
咽
山

-hvg

8 3モルお‘よ

びグノレコサミ

ン1.56モノレ

2 3 
Time(hr) 

の組成をもっ

Fig. 13・Re1easedmannose ~t.::om_Taka-amylase A p;lycopeptlde ていた o 加水
P-II by ~・刊annosldase. P凹~fied peak 1I giycopëptid~ 
correspondi~~ to 1S2 pg ~nnn03e was lncubatod-wl出 0.)2 分解時のグル
unlt of (!I-mannosldase from snall ln 3 ~.1 ()f・0.05M cltric 
acid・0.025M dlpotn.sslUl'1 phosphate buffel'， pH l¥_ぢ， at 37・c
The reactlon was fo11owed '.:>y determlr，ln"， the redt:cl珂 powcr. コサミンの破

A
U
 

Q
U
 



旬。

Fig.14. Fractionation of the s-mannosidase digest by gel filtration. The digest (prepared as de-
scribed in ~he text)， corresponding to 102μg manno田， was applied to a column of Bio-Gel P--l 
(0.9 cm x 90 cm)， then eluted with water at a now rate of 15 mlfh. Fractions of 2.2 ml were col-
lected， and aliquots were uscd for the orcinol-H2SO. r出 ction((r--O)， the ninhydrin reactioll 
(x ---X)， and the Elson-Morgan reaction (・-・)， which was carried out after hydrolysis of a¥i-
quots of the fractions in 2 M HCl at 100 oC for 16 h. Values are cxpres&ed as equivalents of man-
nose， aspartic acid and glucosamine， re弓pectively.

壊を考慮すると、乙の糖ペプチドはアスパラギン酸 1モルに対して 2モルのグ

ルコサミンを含んでいると考えられ、タカアミラーゼA糖ペプチドの最内部の

構造と一致している O ニンヒドリン反応陽性のピークのうち遅く溶出されたピ

ークは Elson-Morgan 反応陰性で、酵素標品に由来する不純物と判断した。

オルシノール反応陽性のピークは遊離したマンノースを示し、 との画分を回収

して定量すると、すべてのマンノースが検出された O

P - 1 (図 12のA )は 9ーマンノシダーゼ消化をうけ左かった。すなわち、

充分Kβーマンノシダーゼを作用さぜても、約 10%のマンノースしか遊離せ

ず、それはP-llの混入K由来するものと考えられる。

以上の結呆から、タカアミラーゼAの糖部分は均ーであるという従来の報告

に反し、卵アルブミンの場合と同様、極めて不均ーであることが明らかになっ

た。これらの糖部分のうち、少くとも直接αーマンノシダーゼ消化を受けるも

のの最内部のマンノースは卵アルブミンの場合と同様、 β一結合していること
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が分った。タカアミラーゼAの糟部分の不均一性については、その後、 LiらK

よっても報告されている?1

第 4節 ラット肝臓ミクロソーム膜より得られる糖ペプチドに対

する作用 13

ラット肝臓ミクロソーム膜陀は、膜の基本構造を在す構造タンパク質として

糖タンパク質が存在するととが知られている?2，63未分画のミクロソーム画分の

プロナーゼ消化陀よって得られる糟ペプチドの糖部分の構造については、 Li

らの報告がある?彼らは、ラット肝臓ミクロソーム画分より得られた 2種の糖

ペプチドの構造を、種々のグリコシダーゼを用いて研究したが、マンノースの

一部はナタ豆の αーマンノシダーゼ作用K抵抗性を示した。しかし、その理自

については不明であった。著者は、不溶性の膜タンパク質にないても、卵アル

ブミンやタカアミラーゼAの場合と同様に、 β マンノシド結合が存在すると

とを確かめる目的で、以下の実験を行った。

ミクロソームの糖タンパク質はすべて Nーグリコシド型で、糖部分としては

シアル酸を含む酸性の糖鎖と、マンノースとグノレコサミンのみから成る中性の

糖鎖とが存在するといわれている。滑面ミクロソームと粗面ミクロソームとで

は乙れらの糖鎖の分布が異り、前者ではその約 90%が酸性糖鎖であるのに対

し、後者では逆に中性糟鎖の方が多く約 60%を占めることがわかっている?

著者は、それらの糖鎖のうち比較的均一で存在量も多い、粗面ミクロソーム由

来の中性糟鎖をもっ糟ペプチドを実験陀用いた O す左わち、 Da工工n8r らの方

法66で分画した粗面ミクロソームの膜タンパク質より、 KaWasaki， y amashi na 

の方法に従って65D E A E セファデックス A-2 5クロマトグラム上で Fr.

!と呼ばれる中性糖ペプチド画分を得た O ことには粗面ミクロソームの糖ペ

プチド画分K含空れる約 40 %のアスパラギン酸が回収され、比較的均ーであ

る。との画分は、表 6[1[示すように数種のアミノ酸とグルコースを含んではい

るが、アスパラギン酸 1モルに対し、グルコサミン 2モルなよびマンノース 6

モノレを含んでいる。乙の糖ペプチド画分(O. 4 4μmoleのアスパラギン酸に相

当)をプタ腎臓の αーマンノシダーゼ( 1.4 units )と1.0 mfの O.0 5 Mク

。臼円。



TABLE 6. Amino acid and carbohydrate compositlons of li:lycopeptid四 fromα-and s-mannosidase dige5ts 
of Fr. 1 li:1ycopeptide from rat !i，"er. Values are expressed as molar ratios to aspartic acid. Nearest inte-
gel"s are shown in parentheses. 

Glycopeptide 
Fr. 1 

α-Mannosidase digest ß.~lannosi...: <l'be 
dit-!f:':.-t 
Pe，，-u.. ，11、Peak 1I Peak III 

Aspartic acid 1.00 1. 00 1.00 1.以J

Serine 0.51 0.66 0.50 り i6

Threonine 0.43 0.40 0.45 0.41 

Glycine 0.23 0.36 0.24 0.24 

Alanine 0.16 0.22 0.16 0.21 

Glucosamine 1. 70t 2.47t (3) 1. 46↑ (2) 1.~笹 t (2) 

Mannose 5.60 2.72 (3) 1. 08 (1) 

Glurose 1. 35 

t lInd目 thehydrolysis conditions used about 205'0 destruction of glucosamine occurred， but品gu!"esare 
llncOI rected ior destruction. 

エン酸ー 0.1M第二リン酸ナトリウム緩衝液、 PH 4. 6、 (酵素安定化剤とし

て 0.5m Mの酢酸亜鉛を含む)の中で、 37
0

Cでインキュベー卜した。還元力

は98時間で一定値比達した。消化物をB工o-Gelp-4のカラム(O. 9 X 

120cm)にかけ、 0.02 M酢酸で溶出した O 図 15 vr.示すように 4つのオル

シノール反応陽性のピークが得られた o P eak Nは遊離したマンノースで、そ

の量はFr. 1の糖ペプチド 1モルあたり 4.5モルの遊離に相当した。 peakII 

とpeak DIが糖ペプチド画分であり、 peakIIはアスパラギン酸 1モルあたり

グルコサミンとマンノースをそれぞれ 8モルづっ含んでなり、 peakDIはアスパ

ラギン酸 1モノレあたりグルコサミン 2モルなよびマンノース 1モルを含んでい

ると考えられる(表 6)0peak IIとpeak DIのモノレ比はアスパラギン酸の量

を基準にすると 1• 4であった。 Peak 1はグルコースのみが検出されたとと

から、糖ペプチド画分では左いと判断した。

p eak DI糖ペプチド(0.2 1 6μmoleのアスパラギン酸に相当)を0.04 uni七

の βーマンノシダーゼと1.0 mfの 0.05 Mクエン酸-0.0 25M第二リン酸カ

リウム緩衝液、 PH 4.5、の中で、 37 OCでインキュベー卜した。還元力の増

加がみられ、その値は2.5時間で一定値に達し、すべてのマンノースの遊離に

相当した。消化物をBio-Ge工 P-4のカフム(o. 9 X 1 2 0 cm )にかけ、

0.0 2 M酢酸で溶出した(図 16 L オルシノーノレ反応陽性の Peak Bは遊離

したマンノースを示し、消化に用いたpeak DI糖ペプチドのすべてのマンノー

円。円。
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Fig. 15. Gel自Itrationof the a-mannosidase digest 

of Fr. 1 glycopeptide from rat ¥iver on Bio-Gel P-4. 
The digest was applied to a column (0.9 X 120 cm). 

. equi1ibrated and eluted with 0.02 M acetic acid at a 
f¥ow rate of 4 mljhr. Fractions of 2.0 ml were col-
lected. and aliquots were used for the orcinol-H~O. 
reaction. Values are expressed as mannose equiva-
lents. 

スが回収された。 Eユson-

Morgan反応にのみ陽性のPeak 

Aをあつめ、加水分解後アミノ

酸分析すると、アスパラギン酸

lモルあたり1.48モルのグル

50 

コサミンが検出され、加水分解

時陀なけるグルコサミンの破壊

を考慮すると、この糖ペプチド

はアスパラギン酸 1モルあたり

2モルのグノレコサミンを含んで

いると考えられる(表 6)。

以上の結果は、 peak ][糖ペ

プチドKないて(GユCN AC ) 2 

-A sntrclモルのマンノースが

β一結合していたととを示している。

peak II糖ペプチドは β マンノシダーゼとインキュベートしでも還元力の

増加は全くみられず、それはN アセチルグルコサミンが非還元末端氏存在す

るためであろう。

第 5節考察と総括

67 .._ ι8.69 自民 ιQ 
β マンノシド結合は植物マンナン、 カフクトマンナン、OO，U::;Iグルコマンナン。O，O!1

海藻由来のマンナン?なよびバクテリアの表面多糖 71などに存在することは以

前から知られていたが、糖タンパク質K沿いてはすべてのマンノースは α一結

合であるとされていた。著者は、カタツムリから精製した β ーマンノシダーゼ

を用いて、マンノースと Nーアセチルグルコサミンのみから左る中性糖鎖をも

っ卵アルブミン、タカアミラーゼA、なよびラット肝臓ミクロソームから得ら

れる糖ペプチドtrcsーマンノシド結合が存在する乙とを証明した。すなわち、

いずれの場合も非還元末端のいくつかのマンノースを αーマンノシダーゼで除

A
吐no 
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Fig. 16. Gel filtration of the s-mannosidase digest 
of Peak III glycopeptide (see Fig. 1) on Bio-Gel P-4. 
The digest was applied to a column (0.9X120cm). 
equilibrated and eluted with 0.02 M acetic acid at a 
flow rate of 4 ml/hr. Fractions of 2.0 ml were col・

lected. and aliquots were used for the orcinol-H~O‘ 
reaction (x). and for the Elson-Morgan reaction (0). 
The latter was carried out after hydrolysis of aliquots 
of the fractions in 2 N HCl at 1000C for 16 hr. Values 
are expressed as mannose and glucosamine equiva-

lents. respctively. 

去するととによって βーマン

ノシドを含む糖ペプチド β一

Man一(G lCN Ac )2 -A snを

単離することができた。上記

3種の糖ペプチドの中には、

いずれの場合も、 αーマンノ

シダーゼによっても βーマン

50 

ノシダーゼによっても全くマ

ンノースを遊離し左い成分が

存在したが、それらは非還元

末端にNーアセチルグルコサ

ミンをもつものと判断した。

著者は、また、 okumuraら

と共に、ヒト血清中氏見い出

される酸性の糖鎖、す左わち

シアル酸、ガラクトース、マンノースむよびNーアセチルグルコサミンから左

る糖鎖、をもっ α1一酸性糟タンパク質より得られる糟ペプチド中陀も β-Man 

(GlCNAc )2-Asnという構造が存在することを示した:2，73

以 kの結果は、 s-Man-(G工CNAc)2-Asnという構造が可溶性の細胞外

糖タンパク質や不溶性の膜タンパク質のいずれにも存在し、さらに、 Nーグリ

コシド型であれば中性糖鎖陀も酸性糖鎖にも共通に存在することを示している。

時を同じくして、 Sukenoらは74輸卵管の 9ーマンノシダーゼを用いて卵ア

ルブミンとリボヌクレアーゼBから調製した糖ペプチドについて同様の結果を

得た。その後、 Liらも 31ノぐイナップルの βーマンノシダーゼを用いて卵アル

ブミンとタカアミラーゼAの糖ペプチドについて同様の結果を得た。 Leeらも75

同じパイナップルの βーマンノシダーゼを用いて、卵アルブミン、タカアミラ

ーゼAのほか、パイナップノレステムプロメラインの糖ペプチドについても同様

の結果を得、あわせて各構成糖の結合位置についても研究し、 β-Man-(1 ~4) 

vhu 
qo 



一β G lcN Acー(1→4 )一β-GlCNAc-Asn が共通の内部構造であるとと

を報告した。また、 Toyoshimaらは戸サザエ肝拝臓の βーマンノシダーゼを

用いて、酸性糖鎖をもっチログロプリン糖ペプチド中にも同じ構造の存在を確

77，78 
認した。最近、 Kornfeユdらは、 工9Aや 19E左どの免疫グロプリンにも

同じ構造を見い出すに至っている O こうして、現在では、著者の提出した β-

Man一(G l C N A C )2 -A s nという内部構造は多くの糖タンパク質の糖部分の共

通の内部構造として広く一般に認められている O また、カタツムリの βーマン

ノシダーゼは、二枚貝より得られる糖脂質に存在する βーマンノシド結合にも

作用する乙とが Sugi七aらによって明らかにされているク

著者の精製した α Nーアセチルグルコサミニダーゼは卵アノレブミン糖ペプ

チドには作用せず、またヒ卜肝臓のへパラン硫酸に対しでも還元力の増加や分

子量の変化をもたらすよう左作用は示さなかったが、その後Baenzigerらは、80

ヒト免疫グロプリン工 9Eの糖ペプチド中氏 α-Nーアセチノレグルコサミニド

結合が存在する乙とを、 UDP-N アセチルグルコサミンを基質として精製

したブタ肝臓の α-Nーアセチルグルコサミニダーゼを用いて、示した。乙の

ように、糖タンパク質にα-Nーアセチルグルコサミニド結合が存在すれば、

その解析に α-Nーアセチルグルコサミニダーゼが有効であるととを示してい

るO

実 l験 の 音B

A ) 実験材料

ソ・ゥグヤシマンナンのトリマンノシドはAsp工naユ工教授(カナダ、 Tren七O

大学)主り供与された。卵アルブミン糖ペプチドは、 8団結品した卵アルブ

ミンから、yamashina，Makinoの方法に従って調製したアタカアミラーゼ

A糖ペプチドは松島祥夫博士(大阪大学)より供与された。 αーマンノシダ

ーゼは、 okumura， yamashinaの方法 17vc従って、ブタ腎臓から精製し

た。 Bio-GelP-4はBi 0 -R ad L a b.， (U . S . A. )の製品を使用し

た。
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B ) アミノ酸分析計による糖ペプチド中のアミノ酸bよびアミノ糖の定量

糖ペプチド約 0.05μmoleをO.4 mfの6N HC工に溶かし、脱気後封管し、

100 Ocで 16時間加水分解した。塩酸を減圧下除去後、 アミノ酸分析計

( H i七achiamino acid ana工yZer，K L A -3 B )を用いて定量した o

C ) グノレコサミンの定量

糖ペプチド中のグルコサミンは、上記のアミノ酸分析計Kよる定量のほ

か、 E工Son-Morgan 反応、比よっても定量した。す左わち、 20--5 0μF 

のNーアセチルグルコサミンを含む試料を 2N HCl、 100
0

C、 1 6時間の

82 
条件で加水分解後、 SVennerholmの変法 あるいはB工工X の変法陀ょっ

て測定した。

D ) 中性糟の定量

中性糖は、マンノースを標準として、 HeWi t tの方法に従ってオルシノ

ール硫酸法で定量した?酵素消化によって遊離したマンノースは、 park-

J ohns On法による還元力の測定で定量した31ガスクロマトグラフィーによ

る遊離マンノースの定量は、次のよう Kして行った。試料はNaBH4還元、

樹脂処理による Na+(J職去、メタノールによるホウ酸の除去後、減圧Kて蒸

42 
発乾固した。 SWe eleyらの方法K従って、 1mfのピリジン、 0.2mfのヘキ

サメチノレジシラザンなよび 0.1mfの卜リメチルクロルシランから左るトリメチ

ノレシリル化剤 0.1mfを残漬K加え、 1 0分間室温K放置後ガスクロマトグラ

ブィーの試料とした。ガスクロマトグラフとしてはHi七achi-P e rkin 

E lmer G as -chroma tograph T ype F 6 Dを用い、カラム(0.3 X 1 0 Ocm) 

には 3%のS工ユic 0 n e gum ( S E 3 0 )をコーテイングしたChromos orb W を

充填した o 七記試料 2.5--5μfを140 Ocにて注入し、 8分後 2.50C/min 

の速度で 19 OOCまで昇温したo N 2なよびH2 ガスの流速はそれぞれ 30、

20 mf/m工nとした。との条件下でマンニ卜ールと、標準物質のアラピニ卜

ールの保持時間は、試料注入後それぞれ 18，11分であった。この方法に

よるマンノースの定量は 10 --7 0μ9の範囲内で::t3%の誤差で行うこと

ができた。
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E ) アミノ酸の定量

アミノ酸は、 yemmand Cocking の方法に従って 85 アスパラギン酸

を標準としてニンヒドリン反応陀よって定量した。

口。向。



第 5章 アスパノレチノレグリコシラミン 症(A G U ) 

K闘する研究

現在まで、多くの先天性代謝異常症が知られてなり、複合糖質の分解酵素の

欠損症もいくつかある乙とがわかっている。複合糖質の分解酵素であるグリコ

シダーゼ群はリソソームにその多くが存在し、代謝をうけるべき物質はその中

にとり込まれ、分解を今けて放出されると考えられている。あるグリコシダー

ゼが欠損している場合陀は、その酵素の基質と在る未分解の化合物がリソソー

ム内氏蓄積するため、一般陀リソソーム蓄積症(LYsos omal s torage 

ciiseases )と呼ばれるととがある O 著者の研究したアスパルチルグリコシラ

ミン尿症(A G U )もその一つである。 1966年、フィンランドにないて、約

2 0 0 0人の精神薄弱の患者の尿中排植物についてペーパークロマトグラフィー

によるスクリーニングが行われた際、 1 1人の尿からある未知のニンヒドリン

86 
反応陽性物質が発見された O この段階では、乙の未知物質はアスパラギン酸を

含むペプチドと考えられたため、との疾病はペプチド尿症(P epticiuria )と

名付けられた?とれらの患者は、種々の臨床所見 kも特に類似していた。 1967

年、 Jennerらは、それらの患者と同様の臨床所見を示すイギリスの 2人の姉

弟を見い出し、尿中排植物をペーパークロマトグラフィーによって検索した結

果、 2ーアセタミド-N一(4'-Lーアスバルチル)-2ーデオキシー β-D

ーグノレコビラノシラミン(GICNAc-Asn)と思われるニンヒドリン陽性物質

87 
が多量に排植されているととを見い出し、アスパルチルグルコサミン尿症と命

名した?pa工0 らは、後に乙の物質を患者尿中から単離して同定した?GlCNAG

-Asnは患者の血景や脳背髄液中には極めて少量しか含まれてい左いタ丁度

その頃、われわれの研究室でGlCNAc-Asn をNーアセチルグルコサミン、

アンモニア辛子よびアスパラギン酸に分解するアスパルチルグリコシラミン ア

ミドヒドロラーゼ(以下アミダーゼと呼ぶ)が動物の組織に広く分布し、細胞

内ではリソソームに局在することが発見された?o，91Jennerらは?2AG Uがア
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ミダーゼの欠損Kよるものと考え、AGU患者の精液なよび血柴について、アミダーゼの

活性を測定した。その結果、正常人の精液が 2.5mun工七s/mfの活性を示した

のに対し、 AGU患者の精液はほとんど活性を示さ左かった。また、血授につ

いても、正常人が O.1 -O. 2 m un i七/mfの活性をもつのに対し、 AGU患者

の活性は O.9 X 1 0 -3 m un i七/mfと著しく低い値を示した。とれらのととか

ら、 AGUがアミダーゼの欠損症である乙とが判明した。

その後、フィンランドでは精神薄弱者Kついて、尿中の GlcN AC -Asn の

検出が広汎に続けられ、その結果、 1 97 2年までに数十名のAGU患者が発見

93 
された O61971年、 palo らは、 23オの女性と 26オの男性AGU患者の

脳なよび肝臓の生検を行い、両組織陀卦いてもアミダーゼ活性が低下してなり、

その値は正常人の場合の約 5分の 1程度である乙とを示し、あわせて電子顕微

鏡下で核よりも大きく肥大したリソソームの存在を確認した。乙れによって、

AGUが他の多くの糖質代謝異常症と同じく、リソソーム蓄積症であるととが

確かめられた。立た、乙の年フィンランドにないて、 29オの女性AGU患者

.J....f-"; f_ -1':- '̂ 94 が死亡したため、剖検が可出と左り、脳、肝臓、牌臓なよび腎臓の各臓器Kつ

いて十分量の試料を用いて、 リソソームやミクロソーム由来の加水分解酵素の

活性が測定された O その結果、脳と肝臓Kないては生検で得られたと同程度の

アミダーゼ活性の低下がみられ、牌臓でも 10-20%程度の低下がみられた O

しかし、腎臓ではほぼ正常人と同程度の活性が検出された。同時に測定された

ほとんどのクリコシダーゼの活性Kは全く変化がみられ左かったが、 s-N-

アセチルグルコサミニダーゼ活性は著しく上昇していた。この乙とや、腎臓で

アミダーゼ活性が正常であることの原園は不明である。 pa工oらは 95，96，97薄

層クロマトグラフィー後ニンヒドリン反応、を行うという簡便在方法で、患者の

尿以外氏、脳や肝臓にも GlcNAC -Asnが蓄積していることを示し、同時に

Gl cNAc -As nの他にも異常な酸性糖質がそれらの組織や尿K存在することを

示した。乙れらの物質が、 G工cNAc -Asnにさらにシアル酸などが結合したも

ー95，96，97
のであることが推定されていたか、 詳しい研究はされてい左かった O

AGU患者は、現在までイギリスで 2名、フィンランドで約 60名の他氏、

40一



98 
さら陀最近アメリカ合衆国でも l名発見されている。著者らは、以下陀述べる

方法を用いて、主として近畿地方陀辛子ける 300例の精神薄弱小児について、

AGUのスクリーニングを行ったが現在までのととろ患者を見い出してい左い。

フィンランドでのAGリ患者の出生率は、新生児 26 000人民 1人の割合とい

86 d::::r--h'，.，-....J::::! 

うか左り高い値を示している。 また、患者のポ系の調査から、遺伝型は常染色

86 
体劣性遺伝であるととが明らかと左った。 従って、ホモ接合体 (HOffioZygote ) 

のみが発症する。ヘテロ接合体(HeteroZygote )は見かけ上、全く正常な

振舞いを示し、精液や!すl景のアミダーゼ活性は正常値K近い値を示す。ヘテロ

接合体は、培養繊維芽細胞 (Fibroblast)のアミダーゼ活性を測定するとと

によって、検出することができるといわれている?

著者は、 AGU患者の簡便左スクリーニングの方法の確立なよび患者の尿中

氏排池されるアスパラギンとオリゴ糖の結合物の構造決定を目的として、以下

の実験を行った。日本では患者がまだ発見されてい左いので、患者尿はフィン

ランドのP.Auユa博士(へルシンキ大学)より提供され、共同研究として行っ

た。

第 1節 N一(L アスパルト -4ーオイル)-2ーアセタミド-2-
100 

デオキシーβ-Dーグノレコピラノシラミン(GlCNAc-Asn)の合成

AGU患者の尿中に排泊される G1CNAc-Asn の分解酵素であるアミダー

ゼを用いてAGUの診断法を検討するため、まず、アミダーゼの基質である

GICNAc-Asnを喝従来の万法を簡便化して合成した:。。

従来、 GlcNAc-Asnの合成は、いくつかの研究室で行われてきたが、いず

れの場合も 1-sーアミノー l、 2 ジデオキシ-2-アセタミド-3 ， 4 ， 

6一トリー 0ーアセチノレー Dーグルコース(N )と 1ーベンジノレ-N-ベンジ

ルオキシカルボニルー Lーアスパラギン酸をジシクロヘキシノレカルポジイミド

( D C C )の存在下に縮合するものであった:01，102，103 この際、アスパラギン

酸誘導体としては、ベンジルオキシカルボニルアスパラギン酸-1ーベンジルエ

ステルが用いられるが、乙のものの合成の際には-4ーエステノレも同時に生ず

るため、両者を分離する必要がある。著者は、アスパラギン酸の誘導体として、

.，L 
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工tohの方法104 で調製した 3ーベンジノレーオキシカルボニル-5ーオキソー

4 オキサプリジン酢酸(V )を用いることKよって、方法を簡便化した。と

の誘導体(V )は、合成の際陀異性体を生じ左い。

合成法は図 17[1[示す通りであるが (I)-(V)は文献記載の方法に従っ

て合成し105，1偽印7，101，104(町)の合成以後の段階に改良を加えた。以下、著

者の改良を加えた段階Kついて記す。

HO--. AcO--， Acひ'--r.
ノー--V" At:Br I/-~\' A臥 J 可!:I'A，.o/Py，.dlne 
H~H.OH-=→.10岨C J. -→C~ 一一→
U 、 If J¥CU'L一一ー.ynr ĉv't..--Y 

一 1日JI，'HCI NH，'HBr NH， 
( 1) (11) 

::::ミヲ;一円::ナ:OR:::Hぴ

U間
川umm Fi~. 17. Synthetic pathway of' an asp&1'tylglycosy1amine. 

第 1項 1ー(3'ーベンジルオキシカルボニルー5'ーオキソーイー

オキサゾリジン) アセタミドー 2ーアセタミド-3 ， 4 ， 

6一トリー Oーアセチルー 1， 2ージデオキシーβ-D-

グルコース(町)の合成

( V )を酢酸エチルに懸濁し、ジシクロヘキシルアミン(D C H A )を加え

ると、 DCHA塩となって析出したoF取してメタノールから再結品して精製

した。乙のものを酢酸エチル陀懸濁し、 1 N硫酸を加えるとただちに塩は溶解

した。有機層をとり飽和食塩水で洗浄し、硫酸ナトリウムで一夜乾燥後、溶媒

を減圧留去して無色のシロップを得た。このものの塩化メチレン溶液(1. 1 4 

~ /50 mf )に 0.84 5 g.の DC Cと(N )の塩化メチレン溶液(1. 4 2 ~ / 5 0 mf ) 
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を順次加え、 22時間後、さらに(v )の塩化メチレン溶液(42 3呼/3mf) 

とDC Cの塩化メチレン溶液(3 37呼/3mf)を追加し、 48時間反応を続け

た。合計 70時間後、析出した DC C尿素をP取し、 P液を 1N塩酸、 5%炭

酸ナトリウム水溶液、飽和食塩水で順次洗浄後、硫酸ナトリウムで乾燥し、溶

媒を減圧留去して無色のシロップを得た。とのものは精製することなく、次の

段階の反応に用いた O

第 2項 1-N-(Lーアスパルト-4ーオイル)-2一アセタミ

ド-3 ， 4 ， 6ートリー Oーアセチルー 2ーデオキシー β
-Dーグルコビラノシラミン(四)

(目)の全量をメタノーノレ 150mf VZ:溶解し、パラジウム黒 155呼を加

え、 5.5時間接触還元後、触媒を減圧留去して白色の固体を得た。乙のものも

精製せずに、次の段階の反応に用いた。

第 8項 N -( Lーアスパルト -4ーオイル)-2ーアセタミドー

2ーデオキシー β-Dーグルコピラノシラミン(咽)

(四)の全量を 2N硫酸 40mfに溶解し、 40時間室温に放置後、 2.5%水

酸化バリウム水溶液を加えアルカリ性とし、生成した白色沈澱を遠心して除去

した。上清を再び 1N硫酸で酸性とし、生じた白色沈澱を遠心して除去した。

上清を DOW8X 1 X 8 (ギ酸形)で処理し、溶媒を減圧留去後、残涯を水K溶

解しエタノーノレを加えて結晶化した。融点は 257-260
0

Cで文献値と一致

した。収量は 55 0呼で、 ( N )よりの収率は 40%であった。

第 2節 AGUの酵素的診断法の確立108

AGU患者の臨床所見の特徴は知能の発育不良、ガノレゴイル顔貌なよび骨格

異常などであるが?同じ糖タンパク質の代謝異常症であるフコシドーシスやマ

ンノシドーシスなよび種々のムコ多糖代謝異常症左どでも、 AGUと極めてよ

く似た臨床所見を示すことが知られている。とのため、臨床所見だけから AG

Uと診断ずることは極めて困難である。しかも、一般に、これらの代謝異常症

にないて上記の症状が現われるのは、少くとも生後 1-2年経過してからであ

り、そのととも発見を遅れさせる原因の 1つとなっている。従って、乙の病気
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の唯一の診断法は尿中氏排油される GICNAc-Asn を確認するととである。

との物質の排池はすべての AGU患者にみられる現象であり、現在知られてい

るところでは生後 7ヶ月の幼児でも検出されている。従来、 AGUの診断には、

患者尿をペーパークロマトグラフィーあるいはペーパー電気泳動後、ニンヒド

リン反応陀よって GlcNAC -Asnを検出する方法がとられていた?多量の尿素

等を含む尿を直接ペーパークロマトグラフィ一等にかけた場合Kは、正常在ク

ロマトグラフィーの行左われ左い乙とが多い。グノレF過等の前処理が効果的で

あるが、煩墳で多数の試料のアクリーニング陀は不適当である。

著者は西村らと共同で、ブタ腎臓より精製したアミダーゼを用いて、より迅

速に、より簡便に、しかも確実VCAGUを診断ずる方法を確立した。その原理

は、患者尿にアミダーゼを加え、尿中氏排植されているGユCNAc-Asn を酵

素的に加水分解し、生成した N アセチノレグルコサミンを Morgan-Elson

反応、によって比色定量するものである。

第 1項 アミダーゼによる、尿中での G工cNAc-Asnの分解

0.2 4 mfの患者尿に、 0.2.umoleの合成 GlcNAc-Asnを溶解し、 0.0 1 

mf ( 2 m uni ts )のアミダーゼを加えて、 370Cでインキュベートした。次K

Re工ssigらの万法陀従って戸適当左時間VC0.2 5ぜの水なよび 0.1mfの

0.8 Mホウ酸緩衝液、 pH 9.1を加えて 8分間煮沸後、 Ehrlich試薬を 3mf

加え 58 5 nmの吸光度を測定することにより、遊離した N アセチルグノレコサ

サミンを定量した o N-アセチルグルコサミンの遊離は 22時間で一定値陀達

し、この時、加えた GlcNAc -Asnはすべて分解されていたことがわかった O

従って、患者尿中にはアミダーゼの阻害物質は排泊されてならず、アミダーゼ

が正常に作用することがわかった O こ乙で用いたGlcNAc-Asn量は、尿 1f 

あたりに換算すると 280岬で、これまで知られている AGU患者の尿中に排

池されている G工cNAC -Asnとほぼ同じ程度の濃度である。しかし、正常人を

含むいくつかの尿を使用して調べた結果、 Reissig の万法では必ずしも正確

陀Nーアセチルグルコサミンを定量し難い ζ とが分った。その理由の 1つは尿
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のpHであり、例えば、 pHが 5.6の尿では標準条件の 27.9%、pH7.0の尿で

は62. 8 %しか発色しなかった。以下、 pHの低い尿中でも Nーアセテルグル

コサミンの定量ができるようtrL.Morgan-E lson反応の条件K検討を加えた。

第 2項 Morgan-E工son反応、Kよる尿中でのGユcNAcの定量

pHの比較的低い尿(p H 5.6 )を使用して、まずM0 r ga n -E ls 0 n反応、に

なけるホウ酸緩衝液の量を O.2 0 mf、0.3Omf、0.35mfと増し"pHをと昇さぜると、

発色率ももとの 27.9%よりもはるかに高く左り、緩衝液量が 0.35 mfのとき

に標準条件の 78%の発色率を示した。

さらに発色率を高めるために、煮沸時聞に検討を加えた。 O.2 4 mf の尿、

O. 0 1 mfのアミダーゼ溶液なよび 0.35 mfの0.8Mホウ酸緩衝液を混合し、

煮沸時間をもとの 8分から 5.7.9.11分と長くすると、尿を使用せずに煮沸時

間を同様陀長くした場合K比べて、それぞれ81. 5. 9 0.4 • 8 9.1 • 9 2.3 • 9 2.3 

%と発色率が上昇した。以上の結果から、煮沸時間 ~9 分と決定した O との条

件下で、数種の尿を用いて、それぞれNーアセチルグルコサミンの発色率を測

定してみると、その値は尿を使用しない場合の 90-110%であった。従っ

て、各尿になける発色率を予め検定し、それによって酵素分解陀よって生ずる

Nーアセチノレグルコサミンの示す吸光度を補正する乙と Kした O 最終的に決定

した GlCNAc-Asnの尿中での定量法を表 7trL.示す。

lmn OM  
Am1dae・0.01ml (2思m1te)
Toluene 1 drop 

Cool1ng 1n 10・-wBter

との方法K従って、フ

ィンランド人の 5人の

AGU患者、むよび8

人のヘテロ接合体につ

いて、尿中の G工cNAc

-Asnを定量した(表

↓Inoubat10n for 22 hr， at 37・0

↓ 

↓ 

Add1tlon of 0.35 ml of 0.8 M l!od1um 
borate burfer， pH 9.1 

Bol1ln~ for 9 mln. 

Addltlon of 3 ml of Ehr11ch・reBgent 8 )。その結果、ヘテロ
Standlng for 20 mln. a七37・c

接合体の判定は、乙の
Meaeurement of absorbance at 585 nm after 00011ng 

Table 7. Dlagnoels of aspartylglyoosylam1nurla (T.叩} 方法では困難であるが、

v
h
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Tabte 8. Exσeti∞of GlcNAc -Asn in the urine of AGU patients 

GlcNAc-Asn Creatinine- GlcNAc-Asn 
( mg Ilitt'r 01 urine-) ( mg I litl.'r 01 u"n!.') Crei.¥tinine 

Patient A 377 1337 0.282 

Patient s 1 26 620 0.203 

Patient C 1 20 620 0.193 

Patient D 1 02 346 0.295 

Patient E 88 453 0.19l. 

Heterozygote A 44 1387 0.032 

Heterozygote B 6 1040 0.001 

ト1むterozygo!eC 6 334 0.012 

Helerozygote D O 

n.d叫so  o o O o l l l l l Heterozygote E O n.d. 
Heterozygote F O n.d. 

HE'terozygote G O 
nn .dd .. 

Heterozygote H O 

- 111 
Crealinine was determined accordir唱 toTauSskey: 
唾伺

n.d. not determined. 

AGU患者の診断は確実にできることが明らかに在った。著者は、との方法で

日本人の精神薄弱者の尿、 209検体Kついて調べたが、現在までのととろ、

AGU患者は未発見である。

第 8節 AGU患者尿中のグリコシルアスパラギンの構造研究

尿中 (1[GICN AC -Asnが排推されるのがAGU患者の特徴であるが、 palo

らは薄層クロマトグラフィ -(1[より、フィンランド人患者の尿中95なよび肝臓96

や脳 96(1[酸性の糖質も同時に排油あるいは蓄積されているととを示した。しか

し、血中にはこの化合物も GユCNAc-Asnと同様、ほとんど検出されなかった。97

彼らは、この化合物を薄層グルから抽出後、駿水解して薄層クロマトグラフィ

-(1[よって、その成分を調べ、アスパラギン酸とグルコサミンの他氏、シアル

酸やウロン酸の位置にスポッ卜が得られることを報告しているF，96その後、彼
らは患者尿をセファデックス G-2 5で処理した後、高圧P紙電気泳動を行い、

ニンヒドリン反応、で発色させると G工cNAc-Asnと同様の特徴的左色を呈する

いくつかの中性なよび酸性の物質が存在することを指摘したが109 詳しい構造
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研究を在すには至ら左かった。

著者は、 AGU患者の尿中氏排植されるアスパラギンと糟の結合した、むそ

らく糖タンパク質由来と考えられる化合物(グリコシルアスパラギン)は糖タ

ンパク質の糖部分の構造研究の試料として極めてすぐれた材料であると考えた。

す左わち、アミダーゼの欠損によって体内の糖タンパク質の代謝が不完全と左

り、そのため糖タンパク質由来のグリコシルアスパラギンがAGU尿中に排池

される乙とが期待されるからである。事実、同じ糖タンパク質の代謝異常症の

1つであるマンノシドーシスの患者の尿から得られるオリゴ糖は、糖タンパク

質の糖鎖の内部構造を保持していることが見い出されている。従って、 AGU

患者の尿中氏排植されているグリコシノレアスパラギンの構造の研究から、従来

知られてい左かった構造をもっ生体内糖タンパク質が見い出される可能性もあ

ると考えられる。著者は以下K述べるよう左研究の結果、いくつかのグリコシ

ルアスパラギンを単離し、その構造を決定する乙とができた。その構造は、糖

タンパク質Kは末だ見い出されてい在かったものである。

第 1項 正常人尿と AGU患者尿のグノレP過ノミターン

正常人尿なよびAGU患者尿 200mfを凍結乾燥後、 20 mfの 0.05 M ピリ

ジンー酢酸稜衝液、 pH5.0、に溶かし、遠心(4 0 0 0 r pm ， 3 0分間)し、

不溶物はさら陀同量の緩衝液で洗浄した。 2回の遠心上清を同じ緩衝液で平衡

化したセファデックス G- 2 5のカラム (4Xl20cm)でクロマトグラフィ

を行った(図 18 ) 0 その結果、総シアル酸量は、正常人尿と患者尿でほと

んど差異が在く、 200 mfの尿あたり約 25時であった。しかし、パターンを

比較すると、患者尿では図陀示すE画分と C画分Kシアル酸の異常在ピークが

みられ、 D画分では中性糖のピークが増大していた。著者は、とれら 8つの画

分より、合計 5種のグリコシルアスノミラギンを単離精製し、その構造を研究した。

第2項 D画分の中性グリコシノレアスパラギン

D画分をエパポレーターで濃縮乾固した後、 4.5mfの水に溶かしDoWex50 
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Fig. 18. Gel filtration on Sephadex G・25'ofぽ inefrom an AGU 
pa七ien七andnorma1 urine. A 1yophi11zate from 200 m1 of each 
ur1ne was d1ss01ved 1n 40 m1 of 0.05 M pyr1dlne-acetic acid 
buffer， pH 5.0，七henapp11ed to a c01umn (4 X 120 cm)， equl1i・
. brated and e1uted wlth the same buffer. 虫1ef10w ra七ewas 60 m1 
per hr， and 15 m1 frac七10nswere co11ected. A11quo七swere ana-
1yzed for neu七ralsup，ars (x)， s1a11c ac1d (0)， and GlcNAc-Asn 
(・).Galactose and N・acetylneuram1n1cacid were used as s色an・
dards for七heneu七ra1 su~ar and sia11c acld determ1na七ions，
respectively. GJ.ycoasparegine frac七10nsother、七hanGlcNAc-Asn 
wh1ch appear、ed七obe charac七er1stlcof AGU ur1ne compared wi七h
七hepat七ernfor normal ur1ne were pooled and designa七edas A， 
B， C and D. 
A AGU urine， B norma1 ur1ne. 

2 0 --5 0 mesh )のカラム(1. 2 X 2 5cm )でクロマトグラフX 8 ( H+形、

その画分ィーを行った。大部分の中性糖は水で溶出した画分に回収されたが、

大部分のアスパラギン酸は 2Nにはアスパラギン酸は 10%しか回収されず、

この画分をセファデツアンモニア水で溶出した画分(D -2 )に回収された。

P-2のカラム(0.9 クス G-25のカラム(1. 9 X 1 0 0 C'm )とBio-Gel

XII0cm)を用いて精製した。生じた 2つのオルシノール反応陽性ピーク

lをペーパークロ主成分である D-2一IとD-2-ll)のうち、(D-2-

0.05%フルオレサミンアセト

微量成分は主成分と微量成分の二つの成分が検出された。

2 2時間)にかけ、
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GICN AC -Asnであった。主成分(Rf*= 0.6 5 )はアスパラギン酸 1モルK

対してグルコサミン O.8 3モノレなよび中性糖 O.9 6モルを含んでいた。ガスク

ロマトグラフィーの結果、中性糖としてはガラクトースのみが検出された。 D

-2ー Iのガラク卜ースは α ーガラクトシダーゼによっては遊離ぜず、すべて

βーガラクトシダーゼ陀よって遊離した。 D-2-1は溶媒 aむよび溶媒bで

のペーパークロマトグラフィーで合成グリコシルアスパラギン β-Gal.ー(1→4 ) 

-GlcN Ac -Asnと一致した。 Rf値は二つの系でともに 0.65であった。以

上の結果から、 D-2-1はアスパラギン VCNーアセチルラクトサミンがNー

グリコシド結合したものであるととがわかった。乙のものの収量は、患者尿 l

rあたり 17. 6μmolesであった。

第 8項 画分Oの二つの酸性グリコシノレアスパラギン

A ) グリコシノレアスパラギンの単離精製

セファデックス G-25VCよるグノレF過の画分c(図 18 )を濃縮乾固後、

2.5 mfの水K溶かし、糖の結合してい左いペプチドを除くために DoWex

5 0 X 8 ( 2 0 --5 0 me sh， H+形)のカラム(1. 6 X 1 8cm )に通し、水

で素通りした画分を回収した。との段階でアミノ酸分析を行った結果、尿 l

rあたり約 15 0μmo工esのアスパラギン酸と、ほほ等量のグルコサミンの

他Kは、セリン、グルタミン酸、グリシン、なよびガラクトサミンが少量含

まれるのみで、他の中酸性アミノ酸はほとんど検出されなかった。

さらに精製するために、との画分を濃縮乾国後、 1 mfの0.02Mピリジン

ー酢酸緩衝液、 pH5.2、に溶かし、そのうちシアノレ酸量として 4.8呼をあ

らかじめ同じ緩衝液で平衡化した DEAEーセファデックス A-25のカラ

ム (1.5X25cm)を用いてイオン交換クロマトグラフィーを行った(図19)0 

ピーク Iはオルシノール反応陀のみ陽性で、分析の結果、中性糖とアミノ糖

を含み、シアノレ酸とアミノ酸が全く検出されなかったととから、中性オリゴ

糖画分である乙とが分った。ピーク Eは、オルシノーノレ反応とレゾノレシノー

*脚注)Rf : GlcN.Ac-Asn vc:対する相対移動度
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Fig. 19 Purification of the glycoasparagines by chro-
matography on DEAE・SephadexA・25.A glycoaspara-

gine fraction from the AGU urine (see Fig. 1)， cor-

responding to 4.8 mg of N-acetylneuraminic acid， 
was applied to a column of DEAE-Sephadex A・25
(1.5 x25 cm) equilibrated with 0.02 M pyridine-acetic 

acid buffer， pH 5.2. Elution was carried out first 
with the same buffer， then with a linear gradient 
from the same buffer to 1.14 M pyridine-acetic acid 
bu仔er，pH 5.47， at a ftow rate of 7 ml per hr. Two 
ml fractions were collected. Aliquots were analyzed 

for neutral sugars (x)， sialic acid (0)， and free amino 
groups (・). Values are expressed as in Fig. 1， but 
the free amino groups determined by the ninhydrin 

reaction are expressed as μmoles of GlcNAc-Asn 

per ml. 

ル反応、K陽性であったが、アミ

ノ酸はほとんど検出され左かっ

たととから、酸性オリゴ糖画分

であると考えられる。ピーク E

は上記すべての反応に陽性であ

った。分析の結果、ただ 1つの

アミノ酸であるアスパラギン酸

と、中性糖、グルコサミン、な

よびシアル酸を等モノレづっ含ん

でいるととがわかった(表 9)。

中性糖としては、ガスクロマト

グラフィーを行った結果、ガラ

クトースのみが検出された。と

の画分の収量は、尿 1.eあたり
約 130μmolesであった。と

の画分をペーパークロマトグラ

フィー(溶媒 a、 40時間)に

かけ、ニンヒドリン反応で検出すると 2つのスポットが得られ、それぞれRf

= 0.4 5なよびRf二 o.3 2であった O 阜く移動する主成分(C -F )には、

中性糖としてピーク日の 65 %が回収され、移動度の低い徴量成分(C -S ) 

には 1 1 %が凪収された。従って、尿 1.eあたり、それぞれグリコシルアスパ
ラギンとして 82μmoles j己、よび 14 

TABLE 9 Amino acid and carbohydrate compo:;;・
tions of the glycoaspara~ines. 

Peak 1l from R=0.45 R=O.32 
DEAE.Sephadex Compo- Compo-
A・25 nent nent 

ASjJartic acid 1.∞a 1.∞。 1.ωb 
Glucusamine 0.79- 0.92" O. !iQ" 
Hexose 1.∞ 1. 05 1. 05 
SiaJic acid 1. 20 1. 13 1.0古

μmo工es含まれていることに左る。分

析の結果、両者の組成は、共に等モルの

シアル酸、グノレコサミン、中性糖、む

よびアスパラギン酸よりなるととがわ

• Analyzed after hydrolysis in 6 N HじIat 100" forl6 hr. かった(表 9)。中性糖としては、ガ
b Analyzed after hydrolysis in 2 N HClat 1似rfor 16 hr. 
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スクロマトグラフィーの結果、ガラク



トースのみが検出された O 以下、両成分の構造研究を行ったo

B ) ノイラミニダーゼ消化

DEAEーセファデックス A - 2 5のクロマトグラフィーで得られたピー

クEのグリコシルアスパラギン(N A N A*として1.7 9μmo工es)をO工ost-

ridium perfringensのノイラミニダーゼ(9 0 muni t s )を 0.5mf の

O. 0 4 M酢酸ナトリウム緩衝液、 PH5.0 、の中で 370Cでインキュベート

した。 2時間でシアル酸の遊離は一定値比達し、すべてのシアノレ酸の遊離を

示した(図 20 )。消化物は、

遊離したシアル酸を除去する

ために、あらかじめ 0.02 M 

ピリジン酢酸緩衝液、 pH5.2、

で平衡化した DEAEーセフ

ァデックスA-25Vl:かけ、

同じ緩衝液でクロマトグラフ

ィーを行った。素通り画分を、

脱塩するために B工0-G el 

P-2のカラムにかけ、 2%

酢酸で溶出した。グリコシル

アスパラギンは定量的に回収

された O ζの、シアノレ酸を除去したグリコシルアスパラギンの組成は、アス

~ 100 
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z
d
z
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Fig. 20 Releasc of sialic acid from the glycoaspara-

gines by the action of neuraminidase. A glycoaspara-

gine fraction corresponding to 1.79μmoles of N-acetyl-

neuraminic acid was incubated with 90 munits of 

n巴uraminidasefrom Clostridillm perfringens in 0.5 ml 

of 0.04 M acetate buffer， pH 5.0， at 370
• Aliquots 

of the reaction mixture were used to determine the 

released sialic acid by the thiobarbituric acid m巴thod.

NANA: N-acetylneuraminic acid. 

3 

パラギン酸 1モル陀対してグルコサミン O.9 1モノレなよび中性糖1.1 7モル

であった。ペーパークロマトグラフィーを行いニンヒドリン反応で検出する

と、溶媒aでも、溶媒 bでも単一スポットを与え、均ーであった。シアル酸

を除いたグリコシルアスパラギンの純度は、さらVl:DNS本化誘導体をべー

ノミークロマトグラフィーするととによっても確認した。すなわち、 もとのグ

リコシルアスパラギンの DNS化誘導体は、溶媒 bでペーパークロマトグラ

*脚注)NANA: N-ac七Ylneuraminic acid 

キ脚注)D N S : Dansy工

S
-
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フィーすると、 Rf率二O.7 6の主成分と Rf = O. 8 2 の徴量成分の 2つのスポ

ットが検出されたが、シアル酸を除いたグリコシルアスパラギンの DN8化

誘導体はRf = 0.9 0であり、単一スポットを与えた。また、もとのグリコ

シルアスパラギンのDN8化誘導体の盛光の色調が黄色を帯びているの陀対し、

シアル酸を除去したもののそれは青味を帯びてなり、両者を互いK識別する

ととができた。

以上の結果から、 O画分より単離された 2つの酸性グリコシルアスパラギン

ンは、共にシアル酸、ガラクトース、グルコサミン、なよびアスパラギン酸

た O

から左り、互い陀シアル酸の結合する位置の異る異性体であるととがわかっ

c ) ガラクトシダーゼ消化

シアル酸を除去したグリコシノレアスパラギン(中性糖として 0.37μmo工e) 

を、 Asperg工工lus oryzaeのβーガラクトシダーゼ(8 0 0 muni ts ) 

間

m

・
帥
白
骨

H
u
e
-
0
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Fig. 21 Release of galactose from the sialic acid-free 
glycoasparagine by the action of s-galactosidase. 
The sialic acid-free glycoasparagine， corresponding 
to 0.37μmole of galactose， was incubated with a 
s-galactosidase preparation from Aspergillus oryzae， 
containing脚 munitsof s-galactosidase activity and 
19 munits of a-galactosidase activity， or with 42 
munits of an a-galactosidase from ficin in 0.25 ml 

of 0.04 M citric acid-0.08 M disodium phosphate buffer， 
pH 4.5， at 37". Reactions were followed by deter-
mining the increase in reducing power. 0， Reac-
tion with s-galactosidase; x， reaction with α-galac-
tosidase. 

と0.25 ml' の 0.04 Mクエ

ン酸-0.0 8 M第二リン酸ナ

トリウム、 pH4.5、の中で、

3 7
0

Cでインキュベー卜する

と、すみやか左還元力の増加

がみられ、数時間で一定値K

達した(図 21 )。還元力は

すべてのガラクトースが遊離

したととを示した。乙のとと

は、ガスクロマトグラフィー

によっても確認した。しかし、

使用した βーガラクトシダー

ゼ標品中には、少量の αーガラ

クトシダーゼ活性 (19muni七s)が

混在していたので、上の実験と

52 

Rf :DNS化誘導体のRfは、 DN S 1ヒGlCNAc-Asnvc対する相対移動度で示す。



は別に、イチジクのαーガラクトシダーゼ(42muni七s)を用いて、全く

同じ条件下でインキュベートしてみたが、還元力の増加は全くみられ左かっ

た。また、シアル酸を除去する以前のグリコシルアスパラギンを βーガラク

トシダーゼとインキュベートしでも、全く還元力の増加はみられず、シアル

酸を除去し左い限り、 βーガラクトシダーゼは作用し左い乙とがわかった。

以上の結果から、シアル酸を除去したグリコシルアスパラギンの非還元末端

陀ガラク卜ースが βー結合しているととがわかった。

D ) アミダーゼの作用

シアル酸を除去したグリコシルアスパラギン(ガラクトースとして 0.37 

μmo工e)をプタ腎臓のアミダーゼ(6 muni ts )と 0.4meの0.1Mクエン酸

0.1 M第二リン酸ナトリウム緩衝液、 pH5.5、 (酵素安定化剤として0.01 

%ウシ血清アルブミンと O.1 M N aClを含む)中、 3 70Cでインキュベート

した。還元力は 5時間で一定値に達した。消化物を分画する乙と左くアミノ

酸分析計にかけるとと Kよって、アスパラギン酸が 10 0 %遊離していると

とを確認した。消化物はMorgan-E工son反応陰性であった。とのことと、

ガラクトースが非還元末端K存在している乙とを考えあわせて、 β( 1→ 4 ) 

結合をもっ Nーアセチノレラクトサミンがアスパラギンに Nーグリコシド型結

合していると結論された。生成したNーアセチルラクトサミンの同定は、さ

らKガスクロマトグラフィ-vcよって、次のようにして行った。先ず、消化

物を、脱塩するためにBio -G e工 P- 2のカラムにかけ、水で溶出し、オ

ルシノール反応陽性画分を回収した。乙の画分を濃縮乾固後、 卜リメチルシ

リル化してガスクロマトグラフィーを行った。図 22VC示したように、試料

は標準品のNーアセチルラクトサミンと一致し、両者を混ぜてクロマトグラ

フィ-vcかけても単ーであるととを示した。 Nーアセチルラクトサミンの回

収率は消化物に対して少くとも 85%以上であった O との、ガスクロマトグ

ラフィ-vcよる N-アセチルラクトサミンの同定K際しては、 β-Ga工ー

( 1→ 3 ) -G工CNAc なよびβ-Ga工ー(1→ 6 ) -G工CNAC 0糠準品は

存在しないが、それらの保持時間はNーアセチルラクトサミンとは異ると仮

-53ー



Fi胃.22 Irlclllification \"，in~ lhc GLC 01 N.acclyl-

lactosaminc from the ^rni(h~e di百円l01 thc吋a1ic

acid~free glycoaspar叫~， r.じ. Thc diKe叶， ('orre~pondin且

to 44 Ilg of galactos!.~ and p(cpared as dcsrribed in 

the text， wa~ desa!t(;{j lJy p<\s~ing it throu~h a culumn 

01 Bio-Gel P-2 wilh Wal円 Thccfi1uents were t:.'市apo・

ra1et.! to dryncss. The UI ied Illatcd.11 was di叱 ulved

in walcr togcther with a fixc:d amount of sucrose as 

an internal standarJ. Thc solution was incubated 

ovelnight at 37
0 for ;:;nomeric equilibrntion of the 

reducing sugar. The solution Wa5 t1.cn dried and 

u".d for GLC analys:s aiter trimelhylsilylalI<'n. A 

al1thentic N-"cetyllac~os川町ne ， B: sample. C: a mix .. 

ture of the sample .:nd authentic N-acetyllactosamine 

in a ratio of about 1: 1. In each chromatogram. 

the first peak at a retention time 01 11.7 min repres-

ents sucrose， alld thc s.cond and third peaks at 

retention limes of 23.0 min and 25.6 min rcpresent 

two anomeric forms of N -acetyllactosamine. 

定した。とのことは、われわれの使用

した条件下では、例えばラク卜ースは110

その異性体であるメリピオースとは異

る保持時聞を持つほか、一般Kグリコ

シド結合の位置の異る二糖は異った保

持時聞をもつことからも支持される。

E ) 過ヨウ素酸々化

中性糖として、それぞれ 33.4nmo工68

なよび 61. 2 nmo工68のC-8とOー

Fを、 1 8.5 m Mのメタ過ヨウ素酸ナ

トリウムを含む O.1 mf の0.05 Mホ

ウ酸水溶液中、遮光して室温で放置し

Eibl， Land8の方法111 で生成した

ヨウ素酸イオンの量を測定するととK

より、過ヨウ素酸々化反応を追跡した。

図 23 ttc示したように、アスパラギン

酸 1モノレあたり、 C-8では 2モル、

また C-Fでは 8モルのヨウ素酸イオ

ンの生成がみられ、シアル酸は C-8

ではガラクトースの 2位または 4位の

水酸基で、また C-Fでは 8位の水酸

基で置換している乙とを示唆した。

F ) 
イン協仏ザウ41264b人ぷVC品立与すヒ
NANAとして、それぞれ 0.097μmo16の C-Fと0.168μmo工e

のO

-8を96 H A U* のインフノレエンザウイルスと1.0 mf の 0.09 M
トリスー

マレイン酸緩衝液、 pH 4.5、 ( 0.0 QJ五Mの CaC 12を含む)中、 3 7
0C 

?蕗/ま

でインキュベー卜した。遊離シアル酸を測定し、反応を追
跡すると、最終的

*脚注) HA  U : Hemagg工ut工naもion Unit 
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Fi~.23. Periodate 0文ida七ionsof七heisola七edp:lycosyla七ed
Rsparagines. C-S(X--X--X) cprrespondinp: to 33.4 nmoles 
~alactose orιF(o--o--a) corresponding七o61.2 nmoles 
galac七osewere incubate~- in 0.1 rnl of 18.5 mM sodium 
me七aperioda七ein 0.05M borlc acid solu七ionin七hedark. 
Perloda七e0文ida七lonswere moni七oredby de七ermlning七he
produced lodate. 

60 20 

インフKは両者共にすべてのシアル酸を遊離したが、図 24 VL示すように、

O 

インフルエンザウイルスのノイラミ

ルエンザウイルスのノイラミニダーゼはC-FVLは非常に作用しやすく、

-8には作用しKくいことがわかった。

ニダーゼは α(2→ 3 )結合に特異的であるととが知られているので 112 C 

( 2→ 3 )結合でガラク卜ースに結合していると考え-Fではシアル酸はα

C-8ではとのととは過ヨウ素酸々化の結果とよく一致している。られる。

過ヨウシアル酸は α(2→ 3 )結合以外の結合をしていると考えられるが、

( 2→ 6 )結合ではないと考少くとも α素酸々化の結果を考えあわせると、

ガ

， 6ートリー

とのものはメチル化後、質量分析することによって、

， 5 -トリー Oーアセチルー 2， 3 

F
h
u
 

E
U
 

4 ラクトースはすべて 1， 

のちに、えられる。



("1"1 C-F (maJo，) 
1001冒

0ーメチルガラクチ

トーノレとして検出さ

れたので、 c-sで

はシアノレ酸はα(2 

→ 4 )結合でガラク

トースに結合してい

ると考えられる:13

重

'" z 
150 
喝

a: 

10 20 30 40 50 
Tlm・(h，) 

Fl哲・ 24・ Release of slallc acld frOM the glycosyla七ed
es?e:ro.p:!.nes by neura司lnldase (lnfluenza vlrus). C-F 
corr、espondlnRto 0.097 ユl~ole NANA or C-S correspondlng 
to 0.168 )l:1'lOlE !'!ANA were lncubated wl七h96 HAU of 
neur且:nlnldasefroγn lnfluenza virU9 in 1.0 ml of 0.09 M 
l'rls-川旦1e且七ebUffer， pH 6.5， contalnlns 0.0045 M CaCl&・
Aliquots of the 1'e且ctionmixture were used七odetermlne 
the l'εleescd 91 且~ic ac1d by the th10barblturlc acld 
method. NANA N・acetylneuramlnicacid. 

第 4項 画分 Bの2つの酸性グリコシノレアスパラギン

A ) グリコシノレアスパラギンの単離精製

B画分(図 18 )はアミノ酸としてはアスパラギン酸を主として含むが、

それ以外にトレオニン、セリン、グルタミン酸、なよびグリシンを含んでい

た。アスパラギン酸は尿 1fあたり約 40 μmoユ88 含まれていた。原尿800

血lf相当のB画分を濃縮乾国後、 5mfの 0.02 M ピリジン酢酸緩衝液、 pH

5. 2、に溶かし、 DEA Eーセファデックス A-2 5のカラム(1.5X25

cm)で分画した(図 25 )。シアノレ酸を含まぬ中性糖のピーク Bー 1には

1 8. 3 %のアスパラギン酸が回収された O との画分には中性のオリゴ糖なよ

び中性の糖ペプチドが含まれるものと考えられる。 B-2とB-41!Cもアス

パラギン酸は回収されたが、それぞれ 7.4%、 3.9%と少なかったので詳じ

くは調べなかった。最も大きいシアル酸のピーク、 B-3、には、 31. 4 % 

のアスパラギン酸が回収された。それ以外のアミノ酸としては、少量のグリ

シンが検出されたが、アミノ糖としてはグルコサミンのみが含まれていた。

とのB-3を溶媒 aでペーパークロマトグラフィーすると 2つのニンヒドリ

po 
w
h
u
 



【

-E
、腕。-。
E
ミ
}

向。
4
E弐
】
、
R

・E
・-
U
3
匂

c
o
u

500 

100 

3∞ 

&α3 

2()() 

，
 
，
 ，
 
，
 
，
 
，
 
，
 

• 
ae 
• 
，d ，
 
，
 

• 
，，， 
d
 -S'
 

;
 

・・『右足、・
1

.

.
 

4川町

，
 
，
 
e
 '
 
，
 
a
 ，a'

・4

• 
，
ー
・，，、。a，
 

• • 
，，
 
，J
 ，
 

• 
，，
 

J

r

 

• 
-

p

'

e

 

，
ノ
・
M
D
品
川

回

申

3
川

一

制

附;
 
;
 

e

M

e

 

引・.，

h
M

目・
u

目

a-nuw
守
'

i
 
j
 

-

脚

;
 
i
 
i
 
;
 
;
 
;
 

i
 
;
 
i
 
i
 
i
 
;
 

-

a

 ;
 

i
 

-

同

町

噛

;
 
;
 

s 

4 

6 

2 

60 

Fl弓・ 25. Pur1f1cat1on of glycoaspar、ag1nes (Peak 
18~ by chromatography on DEAE-Sephade文 A・2ぢ.
官1edrieδmaterial fro:n七hepooled fractions of Peak 

B was d1sso1ved 1n 5 m1 of 0.02 M pyr1dine-acetic acid 
buffer， pH 5.人 andapplied to a column (1.ぢX万 cm)of 
DEAE由 Sephade文 A・25，equi11brBted with the same buffer. 
E1u七10nも:ascarried ou七 with a 1inear r.:radhn七 from0.0::> 
M to 1.14 M pyr1d1ne-ace七ioacid buffer， pH 5.1+7， at a 
f10w rate of 10 m1 per hr. Two m1 frac七ionswere co11eo七ed
and a11quots were ana1yzed for neutra1 s1.lgars (ーっー) and 
81a110 ac1d (・・・文田圃). Va1ues are e支pressedas 1n Fi何・ 18. 

Fig. B of 

ン反応陽性のスポットが検出された O 両者をペーパークロマトグラフィー(

7 0時間)で分離精製した。早く動く成分 (B-3-F)が主で尿溶媒 a、

1 fあたりアスパラギン酸として 6.2μmoles、遅い徴量成分 (B-3-8)

1であった。両者の相対的両者の比はなよそ 4は1.6μmo工es回収され、

まB-3-8はo.6 3であった。在移動度はB-3-Fを1.0 0とすると、

ただ 1つのアミノ酸であるアスパラ

為、よび 1それぞれ 2モノレのグノレコサミンと中性糖、

円

t
k
u
 

た、両者の化学組成はほとんど同じで、

ギン酸 1モノレに対して、



Table 10 

Bffects of g1ycosidases on two glycoasparagines. B-3-F and Bω3・・s

Values indicate the nu皿lbersof residues remaining after treatments and 

are expressed as moles per mole of aspartic acid. No correction was made for 

cle・tructiouof glucosa且~ne and aspartic acid duriug bydrolys1s・
Treatments Sialic ac1d Galactose Glucosa皿ineAspartic ac1d 

B-3-F 百。ne 1.22 2.22 1.83 1.00 

Jleura血1uidase 2.22 1.92 1.00 

制時a

β同Galactosldase 1.05 1.90 1.00 

Th回

8-N-Acetylhexosa皿inldase 1.09 0.99 1.00 

'・3-S None 1.08 2.40 1.87 1.00 

lIeuraminidase 2.40 1.80 1.00 

モルのシアノレ酸を含んでいた(表 10)。中性糖としては、ガスクロマトグ

ラフィーの結果、両者共Kガラクトースのみが検出された。

B ) ノイラミニダーゼ消化

NANAとして1.6 5μmo工es のB-3-FとB-3-SをそれぞれO工os七

-ridium perfringensのノイラミニダーゼ C540munits)とO.5mfの

0.0 4 M酢酸ナトリウム緩衝液、 pH 5.0、の中で、 3 7
0

Cでインキュベー

卜した。シアル酸の遊離は 10時間で一定値に達し、その値は 10 0 %のシ

アル酸の遊離を示した。消化物を Bio-Gel Pー 2のカラム CO. 9 X 1 1 0 

cm)でグノレP過し、シアノレ酸を含まぬグリコシルアスパラギンを定量的に回

収した。分析の結果、両者の組成は共に、アスパラギン酸 1モルに対してそ

れぞれ 2モルのグルコサミンとガラク卜ースを含んでいると考えられた(表

10)。両者を溶媒 aと溶媒 bでペーパークロマトグラフィーしても、共に

それぞれの系で単一のスポットを与えた。さらに、両者のRf値は二つの系

で同ーであり、溶媒 αでは共vc0.3 0 、溶媒 bでは共vcO. 5 0であった。ま

た、シアル酸を除去した B-3-FとB-3-Sを等量混合し、ダンシル化

後、溶媒 α と溶媒 bでそれぞれペーパークロマトグラフィーしたが、いずれ

の場合も単一のスポットを示し、 Rf値はそれぞれ O.6 6とO.7 6であった。

oo 
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以上のよう陀、 B-3-FとB-3-Sからシアノレ酸を除去すると、同ー

のグリコシルアスパラギンを生ずるととから、シアル酸を除去した糖鎖内部

の構造研究は、主成分であるB-3-Fを用いて行った。

c ) ガラクトシダーゼ消化

シアル酸を除去した B-3-F(中性糖として 2.8μmo le s)をAspergiユ工us

oryZaeのβーガラクトシダーゼ(6 un工七s)と 0.25mfの0.04M クエン

酸-0.0 8 M第二リン酸ナトリウム緩衝液、 pH4.5、の中で、 37
0

Cでイ

ンキュベートした。還元力は数時間で一定値陀達し、その値は 50%ガラク

卜ースの遊離を示した(図 26)。とのことは、 2モルのガラク卜ースのう

ちlモノレは非還元末端陀存在するが、 もう 1モルは分子の内部陀くみとまれ

ているととを示唆している。とれとは別K、イチジクの αーガラクトシダー

ゼも作用させてみ

(."l 
100 たが、還元力の増

加は全くみられ在

@
酬
。
p
u
a噌
-
M噌
由

かった。 β ーガラ

クトシダーゼ消化

U
3
-
v
L
W
E
 

2 

Time ( hr l 
3 

物をBio-Gel

P-2のカラム(

0.9 X 1 1 0仰)

にかけ、水で溶出

すると、ほほ同じ

大きさのこつのオ

』

ω主
。

a
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ノレシノーノレ反応陽
Fi~ ・ 26. Re1 吟 s~e of f(slactose frOIηthe s1a11c ac1d-free 
R・3・F(for its iso1atlon from B-3 of F1g.25. see the tex色}
by f'叩alnctosidase. 性のピークが得ら
'fne :::1>;1 tc acid帽 freeB・3-F(2.8戸ηolesas galactosei 

was incubated in 0.2ぢMcitric acld ・0.08M disodi ll.'ll れ、クロマトグラ
phosphate buffer. pH 4.5'. with 6 unlts of l"-ga1actos1dase 
from Asoerr:.，!斗~or;yz主的 37・ c. Aliquots of出 ereactlon 
作:ixture--wereused-to aetermlne reduclng power. Values for フィーのノ〈ターン
the release of galac色oseare expressed as percen色agesof 
色hetotal galactose lnぬesubs色rate. 上での両者の比は、

早く溶出されたピ
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Fi~て. 21. Ge1 fil七ra七ionon Bio-Ge1 P-2 or the β-ga1ac七osidase
digest of the sia1ic acid-free B・3・F.
岱1e di~est from Fig・26was applied七oa co1umn (0.9 x 110 

cm) of Bio-Gel P四之， 七heneluted wi七hwa七erat a f10w rate of 
5 m1 per hr， co11ecting 1.6 m1 per七ube. A1iquots were used 
for七heorc1nol、reac七10n，and va1ues are expressed as μmo1es 
of ga1aotose per m1 of eluate. Peak 1 was glycoaspar、ag"ine
which was then used for fur七herenzyma七10degrada七ions，and 
peak II was the released galac七ose.

ークを1.0 0とすると後のピークは1.0 7であった(図 27)。前者が生成

したグリコシルアスパラギンのピークで、後者が遊離したガラクトースのピ

ークである。グリコシルアスノミラギンは定量的K回収され、その組成はアス

パラギン酸を 1モルとすると、グルコサミン1.9 0モル‘中性糟1.0 5モノレ

であった(表 10 )。とのものはペーパークロマトグラフィー(溶媒 a)し

てニンヒドリン反応でしらべると均ーであり、 Rf値は O.7 1であった。

D) s -Nーアセチルヘキソサミニダーゼ消化

シアノレ酸とガラクトースを除去した B-3-F(アスパラギン酸として
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oryZaeのβ-N-アセチノレヘキソサミニ0.438μmo工e)をAspergi工lus

1.02uni七s)と 0.5m.eの0.04 Mクエン酸-0.0 8 M第二リン酸ゼぷノ

3 7 'cでインキュベートした。還元の中で、pH.4.5、ナトリウム緩衝液、

両者は共K数時間で一定値に達し、力の増加とアミノ糟の遊離を追跡、したが、

その値は 2モルの Nーアセテノレグノレコサミンのうち 1モルが遊離したととを

ナタ豆の s-Nーアセチルヘキソサミニとれとは別に、示した(図 28)。

P-2のカラダーゼを用いても同様の結果が得られた。消化物をBio-Ge工

オノレシノ水で溶出すると、早く溶出される1 Ocm )にかけ、ム(0.9 X 1 

反Morgan-E工sonール反応にのみ陽性のピークと、遅れて溶出される

ほほ定量的に回

反応陽性のピークは遊離した Nーアセチルグ

両者は共氏、応、にのみ陽性のピークが得られた〈図 29 )。

Morgan-E工Son収された。

2 

• • • • • 
-r ，
 
，
 ，
 

a

，d' 

，
 
，
 
，
 ，，
 
，
 
，
 
e
 ，
 
，
 'j ，
 
，
 ，
 
，
 

-

E
d『
百

@

百

E

、E
古
E
}
昌之

uaao'agaa

Fif-. 28. Release of N-acetylB1ucosa~ine from 
27. by ~-N-acety1he文osaminidase.
Peak 1 from.Fig. 27 (0.438 pmole as aspar七icacid) was 

incubated in 0.5 m1 of 0.0斗Mcitric acid ・0.08M disodlum 
phospha七ebuffer， pH 4.5， with 1.02 uni七8 of ~-N-acetyl-
he文osa~inidasc from Aspergil1.us 空主主Z呈旦 a七 37" C. Aliquots 
of七hereaction mi文turewere usea るr-de七ermina七lonsof七he
re1eased N-acety1g1ucosamlne using七hepark圃 Johnson(redLlc:jn~ 
power) (一文一 andMorgan-E1son(ー。ー)reac七lons. Values V 
are expressed as moles of the released N-acetylglucosamlne 
per mole of aspar七1cacid. 
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ルコサミンである。オルシノール反応|場性のピークはグリコシルアスパラギ

ンの画分であり、その組成はアスパラギン酸を 1モルとすると、クルコサミ

ンO.9 9モル台よび中性糖1.0 9モノレであった(表 10)。とのものは、ベ

ーノ〈ークロマトグラフィー(溶媒 α)で合成グリコシルアスパラギン β-Gal

一( 1→ 4 )ー β-G工cNAc-Asnと一致し、 Rf値は O.6 5であった。

円

T
K

、腕。一
o
Eミ

0.15 

0.101 

0.05 

10 20 

Tubl' numbl'r 

30 40 

1.5 mll tube-

Fig. 29. Gel fil七rationon Bio -Ge1 P-2 of七heβ-N・acety1・
hey-osa~inidase digest (Fig. 28.). 
岱1ediges七 ¥-laS app1'ied七oa co1vmn (0.9 x 110 crn) of 

Bio-Ge1 P圃 2，then elu七edwith water a七 af10w rate of 5 ml 
per hr， collectlng 1.5 ml per七ube.Aliquots were used for 
七hedetermina七ionof neu芯ralsugars representing七hep;lyco・
asparaglne produced by七hedigestion (ー0-)and of七he
relee.sed N-ace七ylglucose.mine (--xー).Ve.lues e.re expressed 
as pmoles of ge.lactose (pee.k I) e.nd of トe.oe句19lucosamine
(Peak I工 per-m1. 

E ) ガラクトシダーゼ消化

β-Nーアセチノレヘキソサミニダーゼ消化で得られた上記のグリコシルアス

パラギン(中性糟として 0.074μmoユe)と Aspergil3.us oryZaeのβー

ヮ“ρ0
 



ガラクトシダーゼ(0.3uni七)を 0.1mf!の水の中で、 3 70Cでインキュベ

ー卜した。還元力の増加は数時間で一定値比達し、その値はすべてのガラク

卜ースの遊離を示した(図 30 )。消化物をそのままペーパークロマトグラ

フィー(溶媒 α)したととろ、合成GlcNAc-Asnと一致し、ニンヒドリン

反応陽性のスポットはそれ以外に検出きれなかった。

。
Sol・}
~100 • 。
綱引.

-E o 
11. 501 

E 、，
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E 
g 

2 3 4 

Timtt (hr) 

Fig. 30. Release of galac七osefrom Peak工ofFig・29
by ~圃p;alac七osidase.
Peak I of Fi♂・ 29(0.074ρmole as galactose) was 

lncuba七edin 0.1 m1 of wa七erw1th 0.) unl七ofp-ga1ac帽
tosldase from Aspergillus oryzae. Al1quo七sof the reac-
七lonmlxture were . usea-ror七hede七ermlna七lonof reduclng 
power. Values for the re1ease of ga1actose are e文pressed
as percen七agesof七hegalac七oseln七hesubs七rate.

以 kの結果から、 B-3-Fになける各糟の配列順序なよびアノマー構造

が明らかKなった。 βーガラクトシダーゼが無処理のB-3-FVL作用し左

かったこと、 β-Nーアセチルヘキソサミニダーゼが、シアル酸のみを除去

した B-3-FVL作用し左かったととを考えあわせると、この糟鎖は、枝分

かれ構造をとらず、 α-NANAーβ-Galーβ-G工cNAc-β-Gal一β

-G工cNAC-Asnであると考えられる(表 11)。また、 B-3-Sは同じ

内部構造をもち、シアル酸の結合位置の異る異性体であると考えられる。

F ) アミダーゼ消化

B-3-F(アスパラギン酸として 0.05 1μmole)をブタ腎臓のアミダー
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T・，ble11 
Proposed structures of the glycoasparagines from ACU urine 

Glycoasparagines from会

Peak D 

Peak C** Major 

K1nor 

s-Ga1-(1→4)-s-GlcNAc-Aan 
a-NANA-(2→3)-s-Ga1-(1→4) -s-G1cNAc-Asn 
()(-NANA-(Z~4)ーかGa1-;(1→4)-ß-G1cNAc-Asn

E剖 .kB Kajor 
CS-:NANA-(2う?)-s-Ga1-(1→?)-s-G1cNAc-(1→?)-ß-Galー (1~4)-ß・C1cNAc-Asn

K1nor 

.For Peaks D. C and B. see Fig. 18. 

企*.eeref.14. 

ゼ(6 mlλn工ts )と 0.16 mfの0.1Mクエン酸-0.1 M第二リン酸ナトリウ

ム緩衝液、 pH5.5、 (酵素安定化剤として 0.01 %ウシ血清アルプミンな

よび O目 1M NaC工を含む)中、 3 7
0

Cでインキュベー卜した。還元力の増加

は約 5時間で一定値陀達し、その値は基質である B-3-Fとほぼ等モノレの

Nーアセチルグルコサミンに相当した。消化物はMorgan-E lson 反応陰

性であった。従って、アスパラギン陀結合する Nーアセチルグルコサミンの

4一位が置換されているととに左 P、Nーアセテノレラクトサミンがアスパラ

ギン KNーグリコシド結合している乙とが明らかである。

第 4節考察と総括

予期されたように、 AGU患者の尿は糟ペプチドの構造研究の材料としては

極めてすぐれたものであった。す左わち、均ーなグリコシルアスパラギンを比

較的容易K、構造研究陀可能な量だけ得ることが出来、その結果、 1種の中性

グリコシルアスパラギンと 4種の酸性グリコシノレアスパラギンの構造が明らか

K左った O 表 11 K示すように、乙れら 5種のグリコシルアスパラギンは、い

ずれも共通の基本構造 β-Gal-(l→ 4)-GlCNAc-Asnをもっていた。

現在まで、 Nーグリコシド型糖鎖をもっ糖タンパク質にあ、いて知られていた基

本構造の主なものは、著者が第 2章で明らかにした卵アルブミン、タカアミラ

ーゼA、ラット肝臓ミクロソーム膜をはじめ、 リボヌクレアーゼB、チログロ

プリン、免疫グロプリン AむよびE左どの糖ペプチドなどにみられる β-Man
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一 (GlCNAC)z-Asnや、免疫グロプリン Eから得られる一つの糖ペプチド

Kみられる β-Man-( 1→ 4 )一 α-G工cNACー(1→ 3 )一 β-Man-

( 1→ 4 )-GlcNAc-Asnであるが、ととで明らかK在った基本構造もまた

糖タンパク質に志、ける Nーグリコシド型糖鎖の一つの型を表現していると考え

られる。また、 C-sとC-F、あるいはB-3-FとB-3-Sでみられる

ような異性体の存在は、それらの由来する糖タンパク質の糖部分の不均一性を

表現しているのかもしれ左い。

時を同じくして、 po工工itt，pre七七y は114 イギリス人のAGU患者の尿

より、グルP過後、高圧P紙電気泳動なよびZeo-Karb 2 2 5カラムによる

クロマトグラフィ-VL.よって、 9種の酸性グリコシルアスパラギンなよび4種

の中性グリコシルアスパラギンを単離し、それらの構造を提出した O 彼らが構

造研究K用いた手段も、著者と同様に、酵素消化と過ヨウ素酸々化が主である

が、彼らが提出した構造と著者が提出したものとを比較すると、成分台よび組

成は似ているものの、詳しい構造K関しては、ほとんどのものが異り、わずか

に著者がD画分より単離した中性のものが一致するのみであった。とのととは、

AGUVL.はいくつかの異った型が存在する乙とを示すのかもしれ左い。事実、

例えばプタ腎臓陀は、イオン交換クロマトグラフィーで異った挙動を示す 8種

のアミダーゼが存在する乙とが知られている:15また、 AGU患者の腎臓にない
ては、アミダーゼ活性が正常であるという事実からも、その可能性が支持され

る94
0 

著者の明らかKしたグリコシルアスパラギンの構造は、現在まで知られてい

る糖タンパク質の糖部分とは異り、むしろある種の糖脂質の糖部分の構造に類

似している。す左わち、例えばα-NANA一(2→ 3)-s-Ga工ー(1→4 ) 

G工C-C eramide の構造をもっヘマトシドやα-NANA一(2→ 3 ) -

s -Ga工ー(1→4 )-s-GlCNAcーc1→3)ーβ-Ga工-GIC-Ceramideの構造を

もっガングリオシドが知られている:16，1川 118 乙れらはヒト赤血球膜に存在し

ている。しかし、 AGU患者の尿K排池されるグリコシノレアスパラギンが生体

内のどの組織に由来するのかは、今のととろ不明である。
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AGU患者の尿中には、微量成分立で含めれば、著者の報告したもの以外に

も、まだ多数のグリコシルアスパラギンが排池されていると考えられ、それら

の構造が決定されれば、上記以外のNーグリコシド型糖鎖が見い出されるかも知れ

左い。また、尿以外児、 AGU患者の種々の臓器を調べれば、尿のものとは異

在る糖タンパク質に由来するグリコシルアスパラギンが得られる可能性もある

と考えられる。特児、脳K存在する糟タンパク質の糖部分の構造については、

現在まで全く知られてならず、興味がもたれる。また、患者の血液型と排植さ

れるグリコシルアスパラギンの構造との相関々係も興味深いが、まだ調べられ

ていない。

実 験 の 部

A ) 実験材料

AGU患者の尿は、共同研究者である Dr.p.Aula(UniVers工七Y of 

He工sinki，Finland )より提供された。 AGUのスクリーニングに用い

た精神薄弱者の尿は須藤正克博士(京都大学)、北条博厚博士(京都大学)

より提供された。アミダーゼは、 Kohno らの方法K従って、プタ腎臓より

精製した :15O1ostr工dium perfringens のノイラミニダーゼは微生物

化学研究所の青柳高明博士より供与された。 Aspergi l工us oryzae のβ

ーガラクトシダーゼは、東京田辺製薬の田中勇次博士から供与された標品、

あるいは Akasaki らの方法陀従つて精製した標品を使用したJ九sperg土工工u
oryzae主台?よびナタ豆の 9一N一アセチルへキソサミニタダ.一セゼeは、それぞれ

松島祥夫博士(大阪大学)と木幡陽博士(神戸大学)より供与された。 α-

120 
ガラクトシダーゼは、 L工らの方法に従って、 フィシンから精製した O 合

成グリコシルアスパラギン、 β-G alー(1→4)-G工CNAc-Asn、はDr.

R . w. J ean工oZ(HarVard Medical School， BoS七on，U. S. A.) 

より供与された。

B ) ペーパークロマトグラフィー

ペーパークロマトグラフィーは、下降法で、次の二つの溶媒を用いて行っ
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た。溶媒aは酢酸エチル:ピリジン:酢酸:水 (5:5:13、下分)、溶

媒 bはイソ酪酸:水:アンモニア水(28% ) ( 6 6 : 331、1ベT)であ

るO グリコシルアスパラギンの検出Kは、ニンヒドリンの 2%アセトン溶液、

またはフルオレサミンの 0.05 %アセトン溶液を噴霧した。 F紙 kでの移動

度Rfは、 GICNAc-Asnとの相対比で表わし、ダンシノレ化したグリコシル

アスパラギンの場合には、ダンシル化 GICNAc-Asnとの相対比で表わした。

C ) ダンシノレグリコシルアスパラギンの調製法

グリコシルアスパラギン(O. 2 2μmole )をダンシルクロリド(0.59μmoユe)

むよび炭酸ナトリウム( 1 6μmoles )と 160μEの 50 %アセトン溶液中、

3 7
0

Cで、遮光して一夜インキュベー卜した。生成した DNSーグリコシル

アスパラギンは、セファデックスGー 25あるいはBio-G e工 Pー 2のカ

ラムで 2%酢酸を溶媒として、グノレP過して回収した。

D ) アミノ酸分析計によるグリコシルアスパラギン中のアミノ酸なよびアミ

ノ糖の定量

6 N HC工または 2N HCl， 10 OOC、 16時間の加水分解条件を用い

て、第 2章の実験の部陀示した方法で、同様陀定量した。

E ) 中性糖の定量

84 
中性糖は、 HeWi t tの方法に従い、 オルシノール硫酸法で定量した。グ

リコシルアスパラギン中の中性糖の同定陀は、 Clamp らの方法に従って、

ガスクロマトグラフィーで行った:22ガスクロマトグラフとしてはHitachi
Gas -chroma七ograph 0 7 3を用い、カラムとしては 3.2%S ilicone 

gum ( S E 3 0 )を塗布した Chromosorb Wを充填したガラスカラム(0.3 

X200cm)を使用した。試料(中性糖として 30-5 0 μg)は内部標準の

キシロース(3 0 μg )と共氏、 1.0Nメタノール塩酸 1.5me K溶かし、100
℃、 24時間メチル化した。反応終了後、炭酸銀で中和し、 0.1 meの無水
酢酸を加え、暗所K6時間放置して、時々揖持した。この溶液を遠心し、上

清を回収し、炭酸銀はさらに 2回メタノールで洗浄した。ついで、エパポレ

ーターでメタノールを完全氏溜去し、得られたメチルグリコシド氏、 0.1-

可
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0.0 5 mR の卜リメチノレシリノレ化剤(ピリジン:ヘキサメチルジシラザン:

トリメチルクロルシラン二 10 2: 1 )を加えて 8時間室温で 時々捜持

して反応させたのち、 2.5 --5μE の試料をカラムに注入した。クロマトグ

ラフィーは、 1 1 5
0

Cで 2分間なき、その後毎分 2
0

Cの割合で 24 OOCまで

昇温しつつ、行った。 N2なよびH2ガスの流速は、それぞれ 40，2omR/min 

とした。

F ) シアル酸の定量

グリコシルアスパラギン中に含まれているシアル酸は、 Jourdianらの方

法に従ぃ123 レゾルシノール反応で定量した。遊離のシアル酸は、 warren

の方法に従い124 チオパルピツール酸反応で定量した。いずれの場合も、 N

ーアセチルノイラミン酸を標準とした。

G) GlcNAc-Asn 

セブァデックス G- 2 5カラムクロマトグラフィーになける GlcNAC-Asn

の定量は、次のようにして行った。カラムの溶出液 0.15 mR をとり、乾燥

後、プタ腎臓のアミダーゼ(2 muni ts )を含む 0.25mRの0.1Mクエン酸

-0.1 M第二リン酸ナトリウム緩衝液、 pH5.5、 (酵素安定化剤として

0.0 1 %ウシ血清アルブミンむよび 0.1M N aClを含む)を加え、 2 1時

時間インキュベート後、遊離した NーアセチルグルコサミンをReiss工gら

の方法K従って 28Morgan-E工son反応で定量した。 DEAEーセファデ

ックス A-2 5カラムのクロマトグラフィーになける GユcNAc-Asn の定

85 
量は、 yemm，C 0 ckingの方法に従い、 合成した GlCNAc-Asnを標準と

して、ニンヒドリン反応で行った。

H ) 酵素反応の追跡、

α一、 9ーガラクトシダーゼ、 β-Nーアセチルグルコサミニダーゼ、な

よびアミダーゼによるグリコシルアスハラギンの消化は・、 park， J ohnson 

の方法K従って 21還元力の増加を測定することによって追跡した。ただし、

β-Nーアセチルヘキソサミニダーゼ消化の場合には、 Reissig らの方法

Kよりタ Morgan-Eユson反応で遊離したアミノ糖を測定する ζ とによっ
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ても追跡した。遊離したガラクトースの量は、 TMS化して、 SWee工eyら

の方法K従ってアガスクロマトグラフィ-(1[よって確認した。

工) 酵素の単位

酵素の単位(uni t )は、以下氏示す各基質を 1分間(1[1μmo工e加水分解

する酵素量として表わした。 βーガラクトシダーゼ:オル卜ニトロプェニル

8ーガラクトシド、 αーガラクトシダーゼ:フェニル αーガラクトシト¥β

-Nーアセチルヘキソサミニダーゼ:ハラニトロフェニル s-NーアセチJレ

グルコサミニト¥ノイラミニダーゼ:ヒト血、清 α1 酸性糖タンパク質、アミ

ダーゼ GlcNAC-Asn。

J) Nーアセチルラクトサミンのガスクロマトグラフィーによる同定

グリコシルアスパラギンのアミダーゼ消化によって生成した Nーアセチル

ラクトサミンはガスクロマトグラフィ-(1[より同定した。試料は、消化物を

B io -G e工 P-2のカラムで脱塩し、内部標準のスクロースを加え、アノ

マーの平衡化のため(1[3 7 Ocで一夜放置後、乾燥し、 TMS化して調製した。

分析は定温分析 (235
0

C)で行ったが、ガスクロマトグラフ、カラム、樹

脂、むよびガスの流速は守 E)中性糖の定量がと同様の条件である。標準品

のNーアセチノレラクトサミンは吉沢善作博士(東北大学)より供与された。
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結 論

著者は、カタツムリ臓器より βーマンノシダーゼを精製し、それをはじめと

するグリコシダーゼを用いて、主陀酵素的手段で糟ペプチドの糖部分の構造に

関する研究を行い、次のような知見を得た。

1. カタツムリ臓器のアセトン粉末から、硫安分画、アセトン分画、ヒドロキ

シアパタイトカラムクロマトグラフィ一、 DEAEーセルロースカラムクロ

マトグラフィーにより、粗抽出液の 11 5倍の比活性をもち、構造研究陀支

障のある他のグリコシダーゼ活性を含まぬ β ーマンノシダーゼ標品を得た。

2. 精製βーマンノシダーゼは、 pH 4.5 VC至適pHをもち、熱や凍結融解に

対しでも安定でもあった。フェニル βーマンノシドを基質としたときのミハエ

リス定数Kmは 6.5m Mであった。 POMBでは阻害され左かった。

3. プタ肝臓より、硫安分画、アセトン分画、 DEAEーセファデックスA一

5 0カラムクロマトグラフィーによって、組抽出液の 23 0倍の比活性をも

っ α-N アセチルグルコサミニダーゼ標品を得た。本標品は、構造研究K

支障のある他のグリコシダーゼを含ま左かった。乙の酵素はPOMBで完全

に阻害された。

4. 精製 βーマンノシダーゼは、卵アルブミン、タカアミラーゼA、なよびラ

ット肝臓ミクロソーム膜より得られるMan -( G 1C N A C ) 2 -A s nの構造を

もっ糖ペプチドに作用し、乙の糖ペプチド中のマンノシド結合が βー型であ

るととが明らかと左った。

5. GlCNAc-Asnの合成を、 8ーベンジルオキシカノレポニル-5ーオキソー

4ーオキサゾリジン酢酸を用いるととによって簡便化した。

6. アスパノレテノレグリコシラミン尿症(A G U )を酵素を用いて簡便に診断す

る方法を確立した。

7. アスバルチルグリコシラミン尿症の患者尿より 5種のグリコシノレアスパラ

ギンを単離し、その構造を決定した。
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