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序論

ヒトをはじめ多くの動物の細胞表面膜や1[11.清のタンパク質のほとんどすべてが糖タン

パク質であり、抗体、レセプタ一、ホルモン、酵素もその実態はli'r.純タンパク質ではな

く糖タンパク質であるものが多い。それにもかかわらず、 1960年代までは、これらの分

子の生理活性は、それぞれのタンパク質構造だけで説明される例が多く、糖鎖の役割に

ついてはあまり注目されていなかった。ネ窟側鎖を持つタンパク質のなかでも特にプロテ

オグリカンは、長い間ただの構造分子とみなされていたが、この巨大分子は細胞に微小

環境を用意し、細胞もその信号を読み取ることがわかってきた。プロテオグリカンの糖

鎖部分(グリコサミノグリカン)が活性を持つことが示されるようになった。グリコサ

ミノグリカンは、アミノ糖とウロン酸からなる二糖の繰り返しが直鉱!とに長く連なった

多糖で、その構成二糖の種類によって分類されている。コンドロイチン硫酸はガラクト

サミンとグルクロン酸、デルマタン硫酸はガラクトサミンとイズロン般から構成される

グリコサミノグリカンであるD ヘパリンとへパラン硫f駿は、ともにグルコサミンをアミ

ノ糖として含み、ウロン酸としてはイズロン酸とグルクロン酸の阿方を含むグリコサミ

ノグリカンである。ヘパリンの方がイズロン酸含量が多く、ヘパラン硫酸の方はグルク

ロン酸含量が多いが、両者を厳密に区別することが難しい場合もある O 筆者の所属する

研究室では、これらグリコサミノグリカンの持つ様々な生物活性と微細i修飾構造との相

関関係を明らかにするために、その構造研究を行ってきた。筆者はグリコサミノグリカ

ンの中でも、最も多種多様な活性を持つことが知られているヘパリンと、プロテオグリ

カンの中では少し異色の、血築中の分泌タンパク質であるインターサートリプシンイン

ヒピター(以下ITIと略す)の構造研究を行った。

ヘパリンは抗血液凝固活性(1)、細胞増殖調節活性(2、 3)、血管新生促進活性 (4)、

酸性及び塩基性繊維芽細胞増殖因子との相互作用(5ー 7)など様々な生物活性を有してい

る多糖であり、これらの活性はヘパリングリコサミノグリカン鎖中の複雑な微細構造に

よると推定されている O ヘパリンは、生合成の際には、セリンとグリシンに富んだ短い

コアタンパク質上に、何本ものヘパリングリコサミノグリカン鎖が結合したプロテオグ

リカンのかたちで合成される (8) (Fig. 1 )。ヘパリングリコサミノグリカン鎖のタン

パク質への結合領域は、 GlcAs 1-3Gal s 1・3Gals 1-4Xyl s 1-Q-Serという特別な橋渡し構

造を有している (9)。この構造はコンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸、ヘパラン硫酸
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この管I:t.或にガラクトースコンドロイチン硫酸では、でも共通に認められるが(10、11)、

ガラクトース 6-硫酸(1 4、15) といった修飾構造が存在する場合もあ4-硫酸(12-14)、

このことから結合領域ヘパリンではそのような修飾構造はまだ認められず (16)、る口

の微細構造の違いがそれ以降の糖鎖仲長の上で果たす役割に興味がもたれている。

Heparin glycosaminoglycan chain 

J The皿 U血romb回 III-binding陀glon

↓ 

ra 

zz-ρ
』

-==ZE--

¥
Q
d
 

¥

v

u

 

r
-
-
'
a
i
¥
x
 

z
-
p
g
・-
-
a
t
-
-
2
z
-
-

P

3

E

E

 

'

a

 

f

G

 

a
 

.
句

J

J

'

G

/

A

 

，

P
L
 

，

'''G 

Core protein 
containing a (Ser-Gly).-sequen出

n
 

nv 一1

…
R
 

qS 
ーイGlc:ti-1d<;>Aヤ
S 2S 

Fig. 1. A schematic drawing of a heparin proteoglycan. The heparin chains are shown to 
converge onto a (Ser-GlY)n-sequence of the core polypeptide. The antithrombin III-
binding regions (thicker segments) are accumulated in approximately half of the heparin 
chains and are absent in the remaining chains. The linkage of polysaccharide to the serine 
residues is mediated by a galactosyl-galactosyl-xylosyl trisaccharide sequence. The 
principal structure of the heparin， called the regular region (solid line)， is composed of 

the major trisulfated disaccharide unit， -GlcN(N，6-disulfate)α1-4IdoA(2-sulfate)α1-， 
while substantial structural variability is observed in the irregular region (wavy line) 
which is less but variably sulfated. 6S， S， or 2S represents 6-0-， 2-N-， or 2・0・sulfate，
respectively. 

グルコサミンとウロンi唆カ王1-4グヘパリンのタンパク質への結合領域以外の糖部分は、

そこに様々な硫酸化が施リコシド結合で交互に結合した二糖単位の繰り返しからなり、

されている O 硫酸化され得る主な部位はグルコサミンの6位とウロン般の2位の水酸基、

またウロン酸のタイプもグルクロン酸グルコサミンの 2位のアミノ基の三位i所であり、

J¥ 
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IdoAとはしイズロン酸である)という三硫酸化二糖が連続して配置されたクラスター

(以下、レギュラー領域と称す(17) )が大部分を占め、ヘパリン糖鎖の約四分の三に

も及んでいる (Fig.1) 0 レギュラー領域の聞にやや低硫酸化した不規則な構造を持っ

た領域(以下、イレギュラー領域と称す)がところどころに存在し、この部分で硫酸化

の位置やウロン酸の種類に多様性があるO ヘパリンの有する生物活性は繰り返し二糖領

域が担っていると考えられており、繰り返し二糖領域の多様な構造を明らかにすること

は、ヘパリンの機能を探るうえで極めて重要である。ヘパリンの種々の活性の中でも抗

血液凝固活性については、構造との相関関係が既に詳しく調べられているが(18、19)、

他の生物活性とヘパリン糖鎖中の微細な構造との相関関係については未だ明らかにされ

ていない o 糖鎖の微細構造の研究にはNMRによる解析が有用であると考えられており

(20)、NMRのデータベースの作成の必要性が唱えられているが (21)、硫酸化グリコサ

ミノグリカン鎖由来のオリゴ糖のNMR解析例はまだあまりないのが現状である。

， ， 
m13Mlm1888lc=巴己
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a ，0 
・ーGIu-Am-Asp-c/

司:H2
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Enghild， J.J. et al. (1993) 

rf/ 
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J. Biol. Chem. 268，8771-8716 

。ulp舵) 4叫fate I 
(GlcA・GalNAc)n-GlcA・GalNAc-GlcA・Gal・Gal・Xyl・S町

、一一一γ 一一ノ 1 
sulfate(s) ? 

Fig. 2. Cross-linking of inter-α-trypsin inhibitor (lTI) through a chondroitin 4-sulfate 
chain. ITI is composed of three polypeptide chains (L， H 1 and H2 chains; solid lines). A 
chondroitin 4・sulfatechain (dashed line) originates from Ser-lO of L chain through a 
conventional linkage. Structural modifications in the linkage region of ITI have never 
been reported. The two heavy chains are covalently bound to the chondroitin 4・sulfate

chain via ester bonds between the α-carboxylate of the COOH-terminal Asp and C-6 OH 
of an intemal GalNAc of the chondroitin 4-sulfate chain. 
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一方、 ITIは血築中に存在するプロテアーゼインヒピターであり、可溶性のタンパク質

であるにもかかわらず、細胞外マトリックスの成分であるコンドロイチン硫酸を糖側鎖

として持つプロテオグリカンである (22、23)o ITIのコンドロイチン硫酸は、非常に珍

しい性質を持っており、その糖鎖がITIの三本のポリペプチド鎖の問を架橋している (24 

2 6) (Fig. 2) 0 ジスルフイド結合以外の結合様式でポリペプチドが架橋される例は少

なく、コラーゲンにおけるヒドロキシルリジンによる架橋 (27)などが数例報告されて

いる D しかし、それらの報告ではいずれも、結合組織のタンパク質を固定する場合のみ

であり、 ITIのように血築中に分泌されるタンパク質では報告がない。もちろん、コン

ドロイチン硫酸による架橋構造の形成も、 ITIファミリ一分子の持つコンドロイチン硫

酸でしか知られておらず、この架橋構造はITI独自のものであり、その機能と重要な関

連があるのかもしれない o ITI分子のなかのコンドロイチン硫酸が、このような珍しい

架橋構造の形成に何らかの役割を果たしているとすると、そのコンドロイチン硫酸鎖の

構造的な特徴の解明に興味が持たれる D

筆者は、以下の四項目の実験を行い、グリコサミノグリカンの構造研究を行った。

( 1 )ヘパリン分解酵素を用いて、ヘパリンから糖.タンパク質結合領域を単離し、構

造決定した。その結果、糖ータンパク質結合領域にも少なくとも二程類の構造が存在す

ることが判明したので、グリコサミノグリカン鎖の仕分け合成との関与について考察し

た (6)0 (2) グリコサミノグリカンの 1H-NMRを用いた構造解析の基礎を確立する

ために、まずヘパラン硫酸/ヘパリン及びコンドロイチン硫酸由来の合計16種類の不飽

和二糖標準品の 1H-NMRスペクトルを測定した。得られた 1H-NMR解析データを利用し

て、硫酸化の化学シフトに及ぼす影響について検討し、いくつかの規則性を見いだした

(28) 0 ( 3 )その規則性を利用して、ヘパリン繰り返し二糖領域から単離した多数の

オリゴ糖の構造解析を行った (2931)O構造決定できた成分の中には、アンチトロンピ

ン111結合部位に由来するものも三成分あり (30)、また、今までその存在が証明された

ことのなかったグルクロン酸2-硫酸構造を含む成分も 2種類得られた (31)O これらの

オリゴ糖を基質として、構造解析のための重要なツールであるバクテリア由来の分解酵

素の基質特異性についても検討し、以前は知られていなかった性質も見い出すことがで

き、従来の特異性に修正を加えることができた (29-31)0 (4)他のコンドロイチン硫

酸とは一線を画すような、珍しい構造と性質を持つITIのコンドロイチン硫酸について

その構造解析を行い、その糖ータンパク質結合部位にも、他のコンドロイチン硫酸とは
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異なる特徴を持っていることを証明した (32)O 以』下、これらの研究について詳述する D

なお、ここで本研究で頻繁に用いるグリコサミノグリカン分解酔京について説明して

おく O 本研究では、ヘパリングリコサミノグリカンおよびヘパリンオリゴ粧の分解にヘ

パリナーゼ、ヘパリチナーゼといった酵素を、またコンドロイチン硫f唆のう子解にはコン

ドロイチナーゼを用いた。これらの酵素はいずれもバクテリア山米のエリミナーゼ(脱

離酵素)で、ヘパリナーゼ/ヘパリチナーゼはグルコサミニド結合を、またコンドロイ

チナーゼはガラクトサミニド結合を切断する。これらはグリコサミノグリカン鎖の繰り

返し二糖領域に作用し、還元末端側にアミノ糖を持ち非還元末端側にはウロン酸を持つ

二糖を生成する。ウロン酸は酵素消化による脱離分解の結果、 4位と 5位の問が不飽和

結合になった不飽和ウロン酸に変換される(以下本文中では、ムHexA、ム 4，sHexA、ム

GlcAまたはム4.5GlcAと表わす)。各種ヘパリチナーゼやヘパリナーゼの問の基質特異性

の違いは、基本骨格となる糖鎖に施されている硫酸化の部位とウロン酸の粒類による口

硫酸化のパターンやウロン酸のタイプよって、各酵素には消化できる構造とできない構

造があるo各酵素の詳しい基質特異性については第3章で述べるが、厳密には解明され

ていない。コンドロイチナーゼの場合はそれらの基質特異性が詳しく検討されており(

、
34 )、コンドロイチナーゼABCとACIIは三つの追いがある O 一つは、イズロン

酸を含む構造に作用できるか否かという点にあり、もう一つは、結合領域近傍に対ーする

両酵素の作用の違いである。コンドロイチナーゼACIIは、繰り返し二糖領域を分解して

ムHexAα1-3Gals 1-3Gal s 1-4Xyl s 1-0という四糖構造を残すが、コンドロイチナーゼ

ABCは、最も還元末端側の繰り返し二糖部分だけは切断することができず、ムHexAα

1-3GalNAcs 1-4GlcAs 1-3Gals 1-3Ga1s 1-4Xy1s 1-0という六糖構造を残す。

-5 -



第 l章 ヘパリンの糖ータンパク質結合領域の
構造研究(16) 

ヘパリンは、多数のヘパリングリコサミノグリカン鎖を付加したプロテオグリカン

として合成される(8) (Fig. 1) 0 そして興味深いことに、ヘパリングリコサミノグリ

カン鎖の糖ータンパク質結合領域の構造は、他の硫酸化グリコサミノグリカンである、

コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸、ヘパラン硫酸と共通であり、 GlcAs 1-3Gal s 

1-3Gal s 1-4Xyl s l-Q.Serという構造をしている(9ー 11)。糖鎖の仲長は、グリコシルト

ランスフエラーゼの基質特異性に大きく支配されて順々に進んでいくにもかかわらず、

どのようにして異なったグリコサミノグリカン鎖が共通の構造上に合成されるのかは明

らかにされていない。筆者の所属するグループは、この糖，タンパク質結合領域に、ガ

ラクトース 4-硫酸やガラクトース 6-硫酸構造といった珍しい構造が存在することをコ

ンドロイチン硫酸において見いだし、このことから結合領域の微細構造の違いが以下の

糖鎖伸長のシグナルなっている可能性が生じてきた口また、ヘパリングリコサミノグリ

カンには、アンチトロンピンIIIに結合して抗血液凝固活性を発揮する糖鎖とアンチトロ

ンピンIIIに結合しない糖鎖の二種類のサブグループがあることが知られている (35-37)

(Fig. 1 )。ヘパリンの生合成過程で、どのようなメカニズムによって二程類の糖鎖の

合成が区別されるのかは不明であるが、それを糖ータンパク質結合領域が規定している

可能性もあり、その構造を再考し直す必要が生じてきた。本章では、ヘパリンの糖，タ

ンパク質結合領域から報告例のない硫酸化グリコセリンを単離し、構造解析した研究に

ついて詳述する(16)口

第 l節糖ータンパク質結合領域に由来するグリコセリンの単離

プタ小腸粘膜由来のstage14という精製段階のヘパリンを出発材料として用いた。この

段階のヘパリン標品は、タンパク質分解酵素で消化されているために、アミノ酸として

はほとんど唯一セリンのみを含んでいる (lUD これをDEAEセルロースで精製して混入

していた核酸を除去し、日avobacteriumheparinumlj]来のヘノTリナーゼ、ヘノfリチナーゼI、

IIという三種類の酵素を用いて強く消化し、消化物をゲルろ過によって両分IからIVに分

画した (Fig.3)。これらの酵素は加水分解酵素ではなく脱雌昨京なので、ウロン酸は

4位と 5位の聞が不飽和になった不飽和ウロン般に変換される口この不飽和主llj合による
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5.9%、紫外吸収を指標に検出を行った。各画分におけるセリンの回収率はそれぞれ、

9.8%、6.6%、77.7%であった。画分Iはデルマタン硫酸由来のオリゴ糖を、回分IIはデjレ

セルロースアセテート膜電気泳マタン硫酸オリゴ糖とヘパリンオリゴ糖を含むことが、

(結果は示していない) 0 画分IとIIに含まれるセリンは、動による分析によって判明した

その大部分がデルマタン硫酸の糖ータンパク質結合領域に由来するものと考えられたの

これらの画分についての分析はここで中断した O 画分111と1Vからヘパリンの糖ータ

ンパク質結合領域に由来するオリゴ糖の単離を行った。

で、
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Fig. 3. Fractionation of the heparinase/hepa.ritinases 1 & II digest. Purified sta.ge 14 
heparin was exhaustive1y digested by a mixture of heparinase， heparitinases 1 and II and 
subjected to gel filtration on a column of Cellulofine GCL・90・m.Fractions were 
monitored by UV -absorption and the carbazole reaction， and pooled as indica.ted. 

グリコセリンIの構造解析第2節

シリカ担イ本ポリアミンカラムを用いたHPLCによって、主として二糖を含む画分1Vを、

画分1Vにとの比較から、(上段)Fig.4のように分画した。標準二糖のクロマトグラム

この成分に図に矢印で示した別のピークを合んでいることが判明した。は二糖以外に、

セリンを約(Table 1 )、不飽和ウロン酸lモルに対し、ついて組成分析を行ったところ

リン酸基は合まないことが|珂らかになり、糖ータ

グリグリコセリンIと命名した。

グルコサミン、硫酸基、

ンパク質結合部位由来のオリゴ糖と考えられたので、

ー7-
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コンドロイチン硫酸かられ;2られたムHexA-Gal-Gal-Xyl-Serという構造既知コセリンIは、

ピのテトラサッカライドセリン(12) とHPLCでコクロマトグラフィーを行:ったところ、

500-MHz lH-NMR J訟《削'I~ ~こは、クが一致し同様の構造を有していることが示唆された。

NMRデータはイ也のグリコセリンのデータ解析によって構造を以下のように決定した。

Table 2に示した。

グリコセリン1:ムHexAα1-3Gals 1・3Gals 1-4Xyl s l-O-Ser 

(1 2)とともに、
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Table 1. Chemical composition of the isolated linkage glycoserines 

Components 

MolarRatio 

Glycoserine II Glycoserine 1 

/.00 1.00 Ser 

0.89 0.86 dHexA 

1.69 

n.d.** 

ホincludingdHexA. 

0.67 

0.83 

0.68 

0.06 

>0.01 

0.05 

HexA* 

GlcNH2 

Phosphate 

Sulfate 

O 

50 40 20 30 
TIME (min) 

10 O 

ホ*notdete氾ted.

Fig. 4. Isolation of Glycoserine 1 by HPLC on an 
amine-bound silica column. Upper panel: 
authentic unsaturated disaccharides (0.5 nmol 
each) from heparin and heparan sulfate; lower 
panel: the oligosaccharide Fr. IV (29 nmol as 

sHexA) obtained from gel filtration 
Cellulofine GCL-90・m.

on 
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グリコセリンIIの構造解析第3節

画分IIIはシリカ担体ポリアミンカラムを用いたHPLCによって、 Fig.5に示すようにさ

らに細かく分画した。間分IIIの全セリンのうちの約60%は最も早く溶出されたピークに

この成分は回分IIIの全紫外吸この成分をグリコセリンIIと命名した。回収されたので、

収のうちの 2%を占めていた。他の画分にセリンはほとんど検出されず、他の画分は、

さ不飽和ウロン酸に対するウロン酸とグルコサミンのよじから、不飽和四糖と推定した。

らに遊離のアミノ基を持つ成分のみを検出するため、画分III全体を)十無水酢酸で放射

グリコラベルし同様のHPLC分析を行ったところ、放射活性を持つピークは一つだけ、

これは遊離のア(結果は示していない) 0 セリンIIの溶出位置の少し後ろに検出された

ミノ基がアセチル化されることによって溶出位置が変化したグリコセリンIIのピークと

このように1-1-無水酢酸を用いた実験からも、回分IIIrt1の主要なグリコセ考えられる。

リンは一成分であることが示された。

グルコサミンウロン酸、グリコセリンIIの組成分析を行った結果、不飽和ウロン酸、

ヘパリチナーゼヘパリナーゼ、(Table 1) 0 を各 lモルずつ含んでいることがわかった

しかし、いずれの酵素でも消化できなかった。I、IIでグリコセリンIIの消化を試みたが、

ヘパリチナーゼV(38)で消化を行うとグリコセリンIIは分解され、紫外吸収を持つ二つ

それら二つの成(Fig. 6) 0 HPLC上で標準品との比較を行った結果、の成分を生じた

とグリコセリンIであると分はムDiHS・6Sというモノ硫酸化二糖(構造は第2章を参照)

グリコセリンIIはムHexA-GlcNAc(6S)-HexA-Gal-Gal-Xyl-Serという構造を有す推定され、
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Table 2. 1 H-Chemical shifts of structural-reporter-
groups of the constI!uent monosaccharides of linkage 
glycoserines 1 and II together with those for a reference 
compoundR(合actionD・1in ref. 12). Chemical shifts are 
given in ppm downfield from internal sodium 4，4-
dimethyl-4・silapentane-l・sulfonat巴 butwere actually 

m巴asuredindirectly to acetone in 2H20 (02.225) at 15 
・C(reference compound at 22・C).

E
C符
N

」電

II 

Chemica1 shift in 

R 

Repo口er
group 

Residue 

4.14 

3.90 

3.90 

4.263 

n.d. 

n.d 

n.d. 

n.d. 

n.d 

H-α 

HψP 
H・s'

Ser 

GIYC偶 erineII/t旬開同愉188ev 

凶

uzd司
田
区

O
的
国
《
'
〉
コ

4.438 
3.349 
3.605 
3.861 
3.400 
4.108 

4.463 
3.370 
n.d. 
n.d. 
3.408 
4.12 

4.443 
3.356 
3.608 
n.d. 
3.403 
4.12 

H-l 
H-2 
H-3 
H-4 
H-5 ax 
H-5巴q

Xyl-l 

Glycose巾eII
4.533 
3.669 
3.828 
4.193 

4.537 
n.d 
n.d 
4.193 

4.529 
3.670 
3.826 
4.188 

H-I 
H-2 
H-3 
H-4 

Gal-2 

4.658 
3.739 
3.782 
4.162 

4.683 
n.d. 
n.d 
n.d. 

4.664 
3.746 
3.797 
4.155 

H-I 
H-2 
H-3 
H-4 

Gal-l 

60 20 40 
TIME (min) 

o 4.642 
3.418 
3.667 
3.75 
3.75 

4.664 
3.454 
3.616 
n.d. 
n.d. 

H-I 
H-2 
H-3 
H-4 
H-5 

GlcA-1 

Fig. 6. Digestion of Glycoserine II with 
heparitinase V. Glycoserine II was 
digested with heparitinase V and was 
fractionated on an amine-bound silica 
column. Top panel: authentic unsaturated 
disaccharides (0.5 nmol each) from 
heparin and heparan sulfate; second 
panel: Glycoserine 1 (0.5 nmol); third 
~anel: heparitinase V digest of 
Cilycoserine 11 (0.26 nmol); bottom panel: 
Glycoserine 11 with the incubation buffer. 

5.406 
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4.015 
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4.170 
2.044 

GIcNAc-~ H-l 
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H-4 
H-5 
H-6 
H-6・
NAc 

5.158 
3.813 
4.236 
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5.350 
n.d. 
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5.184 
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H-4 

A
U
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グリコセリン11の最終的な構造解析は500・MHz1H-NMR解析によって行い、その一次元

スペクトルをFig.7に、また化学シフトの値をTable2に示した O 硫酸化されていない

GlcNAcのlH-NMRデータ(第2章参照)との比較から、グリコセリン11の6位のシグナ

ルは大きく低磁場側にシフトしており、また 5位のシグナルも若干低磁場シフトしてい

ることがわかった。すなわちGlcNAcの6位が硫酸化 (39) されていることが確認できた。

また、二次元HOHAHA(homonuclear Hartmann-Hahn) スペクトル (40)の解析から(結

果は示していない)、セリンやガラクトースのシグナルも帰属でき、グリコセリン11は

以下のような構造であることが決定できた口

グリコセリンII:ムHexAα1-4GlcNAc(6S)α 1-4GlcAs1-3Gals 1-3Gals 1-4Xyls l-O-Ser 

1+11凶f.'e

d.‘.aQ1oA仰-40胞NAcα$・4 OlcAp1-3 Q・111'40・申'・.X，IjI'.o・Sor
A ~ 

GlcNAc G胞NAc

1; 
且

NAc 

8nor禍 rlcprol。同 H-4 proton・

tt.GlcA 

パ1
4ムんL

-5.・5.・ 5.4 5.2 4.5 ppm 
T .。 - 3.1 -2.1 2.0 

Fig. 7. Structural-reporter-group regions of the resolution-enhanced 500 MHz lH-NMR 
spectra of Glycoserine II recorded in 2H20 at 15

0C. The numbers and letters in the 
spec住arefer to the corresponding residues in the structures. 

考察と総括

今回、プタ小腸粘膜ヘパリンよりグリコセリンIとIIを得たが、このことは、糖ータンパ

ク質結合領域近傍の構造が少なくとも二種類は存在することを表わしている D すなわち、

二つの異なるタイプのヘパリン糖鎖が生じうることを示しており、例えば、抗血液凝固

活性を持つ(アンチトロンピンIII高親和性)糖鎖と持たない(アンチトロンピン111低親

和性)糖鎖が生じることを反映している可能性も考えられるが、グリコセリンIと11の存

在モル比はTable3に示したとおり (96: 4)であるにもかかわらず、 stage14ヘパリンを

アンチトロンピン111-アフィニティーカラムを用いて高親和性ヘパリンと低親和性ヘパ

リンとに分画するとほぼ半分ず、つ (48:52) に分けられるので(結果は示していない)、

両者の直接の相関はないようである。ただし、糖ータンパク質結合領域の 6位の硫酸化

が、ヘパリンの持つ他の生物活性ドメインの生合成に関連しているのかどうかは、今後

の課題である O
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Table 3. Molar ratios of th巴glycoserines，unsaturated disaccharides and unsaturated 

te町asaccharidesproduced by heparinase/heparitinases digestion. The results obtained 

from Fig. 4 and 5 are summarized. The calculation is based on d.HexA at the non-

reducing ends. 

Components Molarratio 

Glycos巴rine1 1.00 

Glycoserine II 0.04 

d.DiHS-OS 0.94 

d.DiHS-6S 1.30 

d.DiHS-NS 0.79 

d.DiHS-diS l 3.40 

d.DiHS-diS? 2.97 

d.DiHS-triS 20.44 

Unsaturated 2.07 
tetrasaccharides 

今回単離したグリコセリンIとIIは、ガラクトース残基が硫酸化されておらず、コンド

ロイチン 4-硫酸や 6-硫酸で見つかったGlcAs1-3Gal(4S) s 1・3Gals 1-4Xyl s 1-0Ser (1 2、

1 3)やGlcAs 1-3Ga1(6S) s 1・3Gal(6S)s 1-4Xyl s 1-0Ser (1 4) といった構造とは対照的であ

るo このように、ヘパリンとコンドロイチン硫酸との聞には、糖-タンパク質結合領域

に違いがあることがわかった。ガラクトースの硫酸化が起こらないことが、グルコサミ

ノグリカン(グルコサミンをアミノ糖として含むグリコサミノグリカン)生合成のシグ

ナルになっているのかもしれない。グリコサミノグリカンが生合成されるとき、最初の

N-アセチルヘキソサミンが結合領域の四糖に転移されることが、グルコサミノグリカン

とガラクトサミノグリカン(ガラクトサミンをアミノ糖として含むグリコサミノグリカ

ン)の仕分け合成を左右するステップになっており、 N-アセチルグルコサミン転移酵素

は硫酸化されていないガラクトースを認識し、 N-アセチルガラクトサミン転移酵素は硫

酸化ガラクトースを特異的なシグナルとして認識している可能性も考えられる O

糖ータンパク質結合領域の他の修飾構造として、キシロース残基のリン酸化も報告され

ている O これまでに、コンドロイチン硫酸(15、41、42)、ヘパラン硫酸 (43) においてリ

ン酸化されたキシロースが示されており、またウシの肺のヘパリン (44)でもその存在

が示唆されている D しかし、今回単離したグリコセリンIと11では、ともにリン酸化され

ておらず、このことは、もともと存在していなかったのか、あるいは、調製の途中の段

階で分解してしまったのか明らかではない口
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また、ヘパリン/ヘパラン硫酸の糖ータンパク質結合領域の構造の一般的な特徴として、

最初のグルコサミンが常にN-アセチル化されているといわれているが (45)、今回単離

したグリコセリン11の場合も、グルコサミンはN-アセチル化されていた。グリコセリン

11の構造において最も特徴的な点は、グルコサミンの 6位が硫酸化されていることであ

る口グルコサミンの 6位の硫酸化は、 N-硫酸化グルコサミンが隣接している場合にのみ

生じると考えられており (8)、今回単離したグリコセリンIIに隣接していたグルコサミ

ンもN-硫酸化されていたことが予想される。実際、ウシ肺ヘパリンの糖ータンパク質結

合領域の場合では、二番目のグルコサミン残基はN-硫酸化されていることが、亜硝酸分

解に対する感受性から示唆されている (44 )。今回の場合、もし二番目のグルコサミン

残基がN-硫酸化されていないならば、ブタ小腸ではこの最初のN-アセチルグルコサミン

に特異的に作用するN-アセチルグルコサミン 6-硫酸転移酵素が存在すると考えられる O

実験の部

1.試薬および試料

ブタ小腸粘膜由来stage14ヘパリン(ナトリウム塩)はAmericanDiagnostic Inc. (N ew 

York)より、 Cellu10fine樹脂、ヘノTリナーゼ (EC4.2.2.7)、ヘパリチナーゼ 1(EC 4.2.2.8)、

ヘパリチナーゼ 11(EC No.なし)は生化学工業(株)より購入した。 DEAE-セルロースとセ

フアデックス樹脂はファルマシア社より購入した。六種類の不飽和二糖標準品はヘパリ

ン/ヘパラン硫酸より調製した(第2章参照) 0 ヘノfリチナーゼ VはFlavohacteriurnsp. 

Hp206より精製したもの (38)を生化学工業(株)の吉田圭一氏より恵与された。

2. DEAE-セルロースカラムクロマトグラフイー

5.29 gのstage14ヘパリン(ナトリウム塩)を 100mlの0.5M LiCl/0.05 M acetate-NaOH緩

衝液pH4.0に溶かし、同じ緩衝液で平衡化した 5x 27 cmのDEAE-セルロースのカラムに

かけた。カラムに31の緩衝液を流した後、 0.65と1.0MのLiClを含んだ同様の緩衝液31で、

それぞれ順々に溶出した。 80%エタノール沈殿によってグリコサミノグリカン(リチウ

ム塩)を回収した。用いた試料のうち、ウロン酸として95%が1.0M LiCl溶出画分に回

収され、得られた1.0M画分の乾燥重量は3.98gであった。精製したヘパリンについて、
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アミノ酸、アミノ糖分析を行ったところ、セリン、グリシン、グルコサミン、ガラクト

サミンのモル比はそれぞれ、1.0:0.2:47.1:2.6で、あった。この精製ヘパリンを糖ータンパク

質結合領域の単離に用いた口

3 .精製ヘパリンの酵素消化による低分子化

精製ヘパリン250mg (リチウム塩)はヘパリナーゼ15IU、ヘパリチナーゼ 13IU、ヘ

パリチナーゼ II6 IUを用いて、 2mM Ca(CH3Cα))2を含む20mM acetate-NaOH緩衝液、

pH7.0、15ml中、 37
0

C で消化を行った。1O~20分ごとに消化液を一部ずっとり、 232

nmの紫外吸収を測定して反応の経過を追った。消化に用いた三種類の酵素は、いずれ

も加水分解酵素ではなく脱離酵素であり、糖鎖の非還元末端に232nmの吸収極大を持つ

不飽和結合を生じるためである。反応開始後2.5時間でプラトーに達したが、反応を完

全にするためさらに2時間37
0

Cに保ち続けた。そして、 100
0

Cで2分間加熱して反応を停

止した。消化物を0.2MNaCl溶液に調整した後、二回に分けて、 CellulofineGCL・90-mの

カラム (3.0x 104.5 cm)でゲルろ過クロマトグラフィーを行った。用いた溶媒は0.2M

NaClで、流速は30ml/hであった。溶出液を7.5mlず、つ集め、 210と230nmの両方の紫外吸

収でモニターした。 Fig.3のように、画分Iから IVの四回分に分回し、濃縮後、

Cel1ulofine GCL-25-mで、脱塩し、凍結乾燥した。

4. グリコセリンIIの各程ヘパリチナーゼ消化

グリコセリンIIのヘパリチナーゼI、II、Vによる消イヒは、日式半:↓0.26nmolに対し1.24mIU 

の酵素を用い、 2mMCa(CH3Cα))2を含む20mM acetate-NaOH緩衝液、 pH7.0、13μl中で、

37
0

C、1.5時間行った。反応は100
0

C、一分間の熱処理で停止した O 消化物は16mM 

NaHzP04で、500μlに調整し、ポリアミンカラムを用いたHPLCで分析した。

5. HPLC分析

酵素消化によって生じてきた不飽和二粧やオリゴ糖はHPLCを用いて、分析や分画を

した。二糖として0.5から20nmol合むように試料を調裂し、 16mM NaH2P04
で、400μ1に希

釈し、 0.45μmのメンプランフィルター (C3HV、ミリポアネJ)で、ろ過後、シリカ担体ポ

リアミンカラム (PA03カラム、 4.6x 250 mm、YMC社)で分析した。 HPLCのシステム

は、島津製作所のLC6Aシステムを!日ぃ、 NaH2P04の直線的な波茂勾配をかけて溶出を行つ
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た。画分IIIの分析には70分間で200mMから800mMに、画分IVの分析には60分間で16

mMから530mMにNaH2P04の濃度を変化させたD グリコセリンIIのヘパリチナーゼ消化

物の分析は後者の条件で行った。流速は1ml/minで、検出は232nmの紫外吸収を用いた。

一方、分画のためのHPLCでは、一回あたり不飽和ウロン酸として1μmol相当のオリゴ

糖を用いた。分取した各オリゴ糖成分は、濃縮し、セファデックスG-25カラムを用いて

脱塩した。

6. 5∞-MHz lH-NMR解析
グリコセリンIとIIは、 D20 (99.96%D、ア Jレドリッチ社)中で凍結乾燥を繰り返して

重水素交換を行い、 lH-NMR測定用試料とした口 500-MHzlH-NMRスペクトルの測定は、

Utrecht大学(オランダ)のVliegenthart博士らとの共同研究で行った。 Bruker社AM-5∞ス

ペクトロメーター(オランダ、 Utrecht大学、 NMR測定室)を用い、 HODシグナルによ

る妨害を避けるために15
0Cで測定した。化学シフトの値は4.4-ジメチル・4・シラペンタン

ー1ースルホン酸ナトリウムを基準にしてもとめた。実際にはD20中のアセトンの化学シフ

ト(d2.225)を用いて、間接的にもとめた(2 0、46)。

7 .その他の分析法

ウロン酸はカルパゾール法によって定量した (47)O 酵素消化で生じた不飽和ウロン酸

を含む成分は、 232nmにおけるミリ分子吸光係数の平均的な伯5.5を用いて、光学的に

定量した (48)O また、菅原らの報告した方法に基づき、アミノ般とアミノ糖はアミノ

酸分析機(ベックマン6300Eアミノ酸分析装置)を用いて (49)、硫酸基とリン酸基は熱

分解後イオンクロマトグラフィーによって (50)定量した。
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第2章 lH-NMR角卒ネ斤によるグリコサミノグリカン委員
の構造研究 (28) 

グリコサミノグリカンは、血液凝固阻害(1)、細胞増殖調節 (2、3)、血管形成誘導 (4)、

acidic及びbasicFGFとの相互作用 (5-7)など、広範な生物活性を有していることが示さ

れてきた。しかし、ヘパリンのアンチトロンピンIIIとの結合部位の五糖構造 (18、51)や、

デルマタン硫酸のヘパリンコフアクターIIとの結合部位の六糖 (52) といったきわめて少

ない例を除けば、機能と微細構造との相関関係については殆ど理解されていない。これ

は、主としてグリコサミノグリカンの精密構造の解析の困難さによるものであり、グリ

コサミノグリカンはウロン酸の 5位の異性化や様々な位置への硫酸化によって、非常に

多様な構造をとりうる o lH-NMRによる解析は、近年、複雑な糖鎖の構造研究において

有効に利用されており(2 0 )、さらには、二次元 HOHAHA、COSY(correlation 

spectroscopy)、NOESY(二次元nuc1earOverhauser effect speetroscopy) といった測定技術

を駆使することによって、アセチル基 (53、54)、メチル基 (55、56)、リン酸基 (57、58¥

硫酸基(12、59)などの置換基の存在や位置を正確に決定できる口最近では、グリコサミ

ノグリカンの分野でも、硫酸基やリン酸基で修飾された構造が、これらNMRの技術を

利用して精密に解析されるようになってきた(12-16、6062)O

本章では、コンドロイチン硫酸とヘパラン硫酸/ヘパリンから得た16種類の不飽和二

糖のlH-NMRスペクトルを測定し、硫酸化オリゴ糖のlH-NMRデータベース (21)を構築

し、硫酸化の化学シフトに及ぼす影響を体系的に研究した (28)O

第 1節 グリコサミノグリカン由来の不飽和二糖のlH-NMRスペクトルの測定

グリコサミノグリカンをバクテリア由来の脱離酵素で分解するとFig.8に示すような

不飽和二糖が生じる O 図の左側はコンドロイチン硫酸由来の二糖を、また右側はヘパラ

ン硫酸/へパリン由来の二糖を表わしている。コンドロイチン硫酸から得られるこ糖は

共通の二糖構造、ムHexAα1-3GaHぜAcを有しており、通常硫酸化されうる部位は、

GalNAcの4位と 6位およびウロン酸の2位の水酸基である。一方ヘパラン硫酸/ヘパ

リン由来の二糖は、ムHexAα1-4GlcNという構造を共有しており、ここでグルコサミン

のアミノ基はアセチル化されているか硫酸化されているかのいずれかである O 通常硫酸

化されうる部位は、グルコサミンの6位とウロン酸の 2位の水酸基、グルコサミンの 2
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位のアミノ基である D またグルコサミンの3位の水酸基が硫酸化される場合もあるが(

1 8、51 )、そのような成分はへパラン硫酸/ヘパリン中では微量なので、ここでは省略

した。どちらの二糖においても三箇所の硫酸化部位があるため、硫酸化されていない二

糖が1種類、モノ硫酸化二糖が3程類、ジ硫酸化二糖が3粒類、 トリ硫酸化二糖が1種

類ずつの各8種類の二糖が存在する O したがって、合計16種類の不飽和二糖について

500品目zIH-NMRスペクトルを測定し、硫酸化の化学シフトに及ぼす影響を検討した。

各構成糖の化学シフトは、二次元HOHA孔1¥.， COSY、NOESYの三種類の二次元NMR法

を用いて帰属した。二次元HOHAHAスペクトルでは構成単糖に属するすべてのプロト

ンシグナルのクロスピークがクロスセクション上に検出される。 COSYスベクトルでは、

隣り合うプロトン間でのクロスピークが検出される o NOESYスペクトルでは、 0.3nm J2)， 

下の距離のプロトン問でのクロスピークのみが検出され、二つの糖残基問での結合位置

が決定できる o 16種類の不飽和二糖の化学シフトを帰属することによって、化学シフト

に及ぼす硫酸化の影響を体系的に検討した O

d.4，SHexAα1・3GalNAc d.4，SHexAα1・4GlcN

りとや む卜。心
OR， NHAc OR， NHRJ 

Rl Rl R3 Rl Rl R3 

d.Di.OS H H H d.DiHS.OS H H Ac 

d.Di.UA1S S03' H H d.DiHS・UA1S S03・ H Ac 

d.Di.4S H S03' H d.DiHS・NS H H S03・

d.Di・6S H H S03・ d.DiHS・6S H S03・ Ac

d.Di・diSB S03' S03' H d.DiHS.diSl H S03・ S03・

d.Di・diSD S03' H S03・ d.DiHS.diSl S03' H S03・

d.Di.diSE S03' S03' H d.DiHS.diS3 S03・ S03・ Ac

d.Di・IriS S03' S03' S03・ d.DiHS.lriS S03' S03' S03' 

Fig. 8. Structures of eight unsaturated disaccharides dcrivcd from chondroitin sulfatc (1巴ft)and h巴paran
sulfate/heparin (right). The three sulfation sites for each serics of disaccharidcs ar巴r巴f巴rr巴dto as R}. R2 and R3・

Abbreviations used for the unsaturated disaccharid巴sare summarizcd as follows. d.4.5HcxA. 4-d巴oxy.αーしthreo.

hex-4-enepyranosyluronic acid; d.Di・OS，d.4，5HexAαj-3GalNAc; d.Di-4S; d.4.SHcxAαj-3GalN Ac(4-sulfat巴);

d.Di-6S， d.4，5HexAα1-3GalNAc(6-sulfate); d. Di-UA2S. d.4.S HcxA(2-sulfate)α1-3GalNAc d.DiべliSB.

d.4.5H巴xA(2-sulfate)α1-3GaINAc(4-sulfate);d.Di-diSD， d.4.5HexA(2-sulfatc)αj-3GalNAc(6-sulfat巴);d.Di-diSE， 

d.4，5HexAα1-3GalN Ac(4.6-disulfatc); d.Di-triS. d.4.5 HexA(2-sulfatc)α1-3GalNAc(4.6-disulfatc); d.DiHS-OS. 

d.4，5HexAα1・4GlcNAc;企DiHS-6S.d.4.5HcxAα1-4GIcNAc(6-sulfat巴);d.DiHS-UA2S. d.4.SH巴xA(2-sulfate)α1

4GlcNAc; d.DiHS-NS. d.4.5HexAα1-4G1cN(N-sulfatc); d.DiHS-diSl. d.4.SHcxAα1-4G 1cN (6-.N -disulfatc); 

d.DiHS-diS2， d.4，5HcxA(2-sulfate)α1-4G1cN(N -sulfatc); d.Di HSべ1iS3.d.4.SHcxA(2-sulCatc)α1司4G1cNAc(6-

sulfat巴);d.DiHS-triS， d.4，5HcxA(2-sulfat巴)α1-4GlcN(6-，N -disulfatc). 
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Fig. 9. 500 rv任fz1H-NMR spectra of d.Di-OS and d.Di-diSB recorded in 2H20 at 260C. 
Upper panel， d.Di-diSB; lower panel， d.Di-OS. U， d.GlcA; G， GalNAc;α， an α-anomer; 

s， a s-anomer. 

第2節各プロトンの化学シフトの帰属

コンドロイチン硫酸由来のムDi-OSとムDi-diS13のlH-NMR-次元スペクトルを例として

Fig.9に示した。これらのこ糖は水i容液中で αヘ s-アノマーの干・衡状態で存在してお

り、各プロトンのシグナルがアノマーの違いによって二つにわかれている。 4.7から6.1

ppmの間と2.1ppmあたりのシグナルは、多くのシグナルの入り混んだ、bulk領域(3.6-4.2
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個々ppm)のシグナルとは離れ、
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れぞれδ4.471、4.454と帰属できた。この経過を続けていくことにより、ムHexAのH-1

の化学シフトも帰属できた。もう一方の構成糖であるGalNAcの場合も、 αーアノマ一体

はO5.208のH-1のシグナルから開始し、 s-アノマーイ本は O4.775のH-1のシグナルから開

始して、同様の手法で各プロトンの化学シフトの帰属を行った。他の二糖のプロトン化

学シフトについても、同じ方法で帰属を行い、それらのNMRデータは結合定数の値と

ともにTable4、5にまとめた。また、ヘパラン硫酸/ヘパリン由来の二糖の例としてA

DiHS-OS、 ~D田S-UA2S、ム DiHS-NSの lH-NMR-次元スペクトルをFig. 11に示した。興

味深いことに、 N-硫酸化グルコサミンを含む二糖(ムDiHS-NS、ムDiHS-diS
1、ム

DiHS-diS2、ムDiHS-triS) においては、 αーアノマーイ本のシグナルはf丸測されたが、 s-ア

ノマ一体のものは見られなかった (Fig.11下段、 Table5 )。この現象は、 13CNMRを用

いた解析においてもすでに報告されている (63、64)。すなわち、アミノ基の研し酸化によっ

て、立体障害的な影響か、あるいはN-硫酸基とアノマー炭素に結合した水酸基との間で

水素結合が形成されるためか、何らかの理由で、これらの糖が α配座に固定されるよう

である口
Table 4. 1 H-Chemical Shifts 01 the Constituent Monosaccharides 
01 Unsaturated Disaccharides Derived 1rom Chondroitin Sul1ate 

t.DI-05 t.DI・UA25 t.DI・45 t.Di・65 t.Di・di5B t.DI・di5D t.DI・di5e t.Di-tri5 
α Pα 日 αPαs a s αFα 日 αp

(;祖INAC H・15.215 4.710 5.111 4.726 5.212 ・.7・・ 5.211・.726 5.20・・ 775 5.1・0・.7・5 5.111・767 5.115 ・.7・2
H・2 4.2・5 3.919 4.1・I 3.992 4.367・.066・.291 4.0・6 4.311 4.065 4.251 3.975・.379 4.01“・J9・・.11l
H・3 4.103 3.927 4.123 3.941 4.313・.153・1Jl 3.951‘316・.165・-・'‘ 3.9H 4.357 4.1・z・.35・...11・
H.4 4.176 4.1・‘ 4.0‘・ 3.974・.6・5 4.617・.237 4.159 4.614 4.563ι・6・・ 147ι“5 4.731ι“・“・z
H.S 4.141 4.141 3.740 4.119 3.・51 ，‘.375 3.964 4.114 3.・51 4.335 ‘533 ・・.515 4.119 
H-6 3.711 ・ 3.771 3.771・.199 4.21‘3.76・3.763 ‘.174 4.157 4.16‘ 
H.6・ 3.697 ・ 3.70・3.760.・.131.4.159 3目694 3.75・- -・.11l 4.137 
N.AC 1.055 2.055 2.016 1.・16 1.0・・ 1.0・・ 2・5・2・5・1.109 1.109 1.・5・2.・5・1.・・・ 2.・8・2.109 1.109 

~(òlcA 11-1 5.145 5.197 5.554 5.512 5.105 5.169 5.233 5.119 5.601 5.5・5 5.523 5.495 5.3・4 5.173 5 ・11 5.59‘ 
H-2 3.810 3.107 4.・77.....，.. 3.'‘。 3.140 3.791 3.790 4.‘71 ...・54・-・4・・-・3・3.111 3...6・...53 .. ...，‘ 
11・3 4.099 4.099 4.10・・.194 3.95・3.94・・.117‘109 4.061・-・61 4.1・1・.161 3.959 3.951 4.・62 4・‘2
H・4 5.904 5.90・6.0・6 6.037 5.973 5.971 5 ・・6 5.112 6.0・・ 6.0・・ 6・・・ 5.995 5.9‘o 5.966 ‘.0・・ ‘・4・

Couplina CO.'I・.11
G.INAC J12 4.0 1.5 3.5 • .5 3.5 '.5 4・'.5 3.5 1.0 4.0 1.5 3.5 '.5 3.5 7.0 
Jz3 11.0 11.0 11.・ 11.0 11.・ 11.0 11・11.0 11.0 11.・ 1・.5 11.・ 1・10.5 11.・ 11.・
J34 3.5 3.5 3.0 3.0 2.5 2.5 3.5 

3.0 1.5 3.0 2.5 3・2.5 1.5 2.5 2.5 
J4S 

JS6 5.0 ‘.5 4・3.5 3.5 4.0 4.0 1.5 3.5 1.5 1.5 1.5 
JS6・1.5 7.5 1.5 7.0 1.5 1.0 1.0 4.5 '.5 9.0 9.0 4.0 

J66・ 11.5 11.5 11.5 11.5 11.5 11.・ 1・.5
企GICA J 12 4.5 4.5 1.5 1.5 3・3.5 4.5 4.5 1.0 1.0 1.・ 1.・ 3.5 3.5 1.1 1.0 

J23 1.5 1.5 1.5 1.5 1・1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1・1.・ 3・3・1.5 1.5 
J34 

4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.0 4.。5.0 5.0 4.5 4.0 -・ 5・5.・5.0 

Chemical shirts and COUpIiO& constaots are e疋pressed in ppm and Hz， respectively. 

not determined. 
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Table 5. 1 H-Chemlcal Shifts of the Constituent Monosaccharides 。fUnsaturated Disaccharides Derived from Heparan Sulfate 
6DIH5・05 6DIH5.UA25 6DIH5・N5 6DIH5・65 6DIH5.d151 6DIH5・dl52 6DIH5・dl53 6DIH5-lr15 

α 日 α 。α P α P α F α 。
GlcNAc H-1 5.110・.70・5.11・4.6・5.・6・.-5.111‘.711 5.“・ 5.457 

H・ 3.194 3.70・3・ヲ13.671 3.166 3.906 3.71・3.111 3.150 

H-3 目903 3.710 3.173 3.707 3.759 3.・71 3‘・・ 3.715 3.711 

H-4 3.799 3.77・3.79‘3.7・o3.1・7 ・a 3.141 3.115 3.・11 3.719 

H-S 3.9‘9 3.594 3.96・3.519 3.951 ‘.1・3 3.796・15・.-3.95・--
H-6 3.・61 3.91‘3.・・・ 3.90・3.・51 ・・ ・.3‘5 ιJ1・・.3・・ --3.・3・..
H.6・ 3.・5・3.・17 3・・3 3.111 3.149 '.15・・.101・.1・7 ・・ 3.・19
N.Ac 1.0・3 1.0・3 1.035 1.・35 Z.・J91.・J9

o(;lcA H.1 5.15・5.15・5.'" 5.491 5.1‘ 5.1・4 5.204 5.1・・ . • 5.511 
H.2 3.109 3.109 '.5・・・.531 3.101 3.・51 3.・51 3.・37 '.551 

日.3 '.146・.137・.314'.J10・.15・ ‘.1・・ 4.1・・ ・.111 '.193 

H.4 5.・19 5.・19 5.973 5.9‘・5.11・ 5.・・7 5.・・7 5・39 5.919 

Couplln& Conl'onll 

GlcNAc J12 1.0 1.0 1.5 1.0 3.5 3.0 1.0 3.5 3.5 

J23 9.0 10.0 10.0 11.0 11.0 10.5 1・.0
J34 ‘

.5 ‘.0 1.0 10.0 . . 1.0 7.0 10.。. . 1・
J4S 10.。1・・ 1・-・ 1・.0 10・ 9.0 1・.0 1・.0
JS6 3.5 1.・J.・1.5 1.5 -・ 3.5 3.・ー・
JS6・ 3.5 '.5 3.・'.5 1.5 . . 1.0 1.5 3.0 

J66・ 13.0 11.0 11.0 11.0 . . 
。GlcA J12 5.5 5.5 3.5 3.5 6.0 5.0 5.。5.5 1.5 

J23 5.5 5.5 1.0 1.0 5.5 4.5 1.5 
J34 3.5 3.5 5.・5.0 3.5 3・3.0 • .0 '.5 

Chemical sbirts and couplin& const8nls 8re expressed in ppm and Hz， respectively. 

001 delerm1ned. 

一 nol occurriog. 

考察と総括

α 日 α P 

5.117‘.71‘5.・55
3.901 3.7・・ 3.17・
3.901 3.733 3.7‘ 
3.・J13.・2‘3.134
'.177 3.1・・ 4・1‘'
'.36・・.3・・・.353
'.11f '.197 '.11' 

1.・・・ 1.・4・. -
5.49' 5.49' 5.513 

'.571 '.5‘3 '.5‘ 
'.353 '.3・5・.3・
5.9‘1 5.951 5.910 

1.5 1.0 3.5 . . 

E・.0 1・.0
7.0 9.0 

1・.0 l・.0
‘-・ 4.・-・
1.・1.・1.5 
11・1・.0 11.・ . . 
3.5 3.5 3.5 

3.5 3.5 1.・
• .0 '.0 '.5 

今まで示してきたデータに基づき、 IH-NMRスペクトルの化学シフトに及ぼす硫酸化

の影響を体系的に検討した。例えば、ムDi-diSsのスペクトルをムDi-OSのものと比較し

(Fig. 9) 、各プロトンの化学シフトの差を調べた。それぞれの αーアノマ一体を比較

した場合、 GalNAcのH・3、H-4、H-5でそれぞれ0.223、0.448、0.142ppm、ムHexAのH-1、

H-2でそれぞれ0.357、0.661ppmの差があった (Table4) 0 また s-アノマーイ本を比較し

た場合でも、 α司アノマ一体の場合と非常によく似た程度のシフトが観測された。つま

り、 Ga1NAcの4位の硫酸化とムHexAの2位の硫酸化によってGall吋AcのH-3、H-4、H-5

の化学シフトとムHexAのH-1、H-2の化学シフトが、それぞれ低磁場側にシフトするこ

とが判明した。さらに、コンドロイチン硫酸由来の8程類の二析の化学シフトを比較す

ると、 Ga1NAcの 6あるいは 4位、ムHexAの2位の硫酸化によって、その硫酸基が結合
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した部位のプロトン及びそれに隣接するプロトンの化学シフトは、 αー、 s-のアノマー

に関係なく、それぞれ0.4-0.74ppm及び0.2-0.35ppmず、つ低磁場側へシフトすることがわ

かった。これらの硫酸化による影響は相加的であり、ジ硫酸化二粧やトリ硫酸化二糖の

化学シフトは、各モノ硫酸化二糖の化学シフトをキ11み合わせたものとよく一致していた

(Table 4 )。

ヘパラン硫酸/ヘパリン由来の二糖における硫酸化の化学シフトに及ぼす影響につい

ても、 8種類の二糖の化学シフトを比較して体系的に検討した (Fig.11、Table5) 0 そ

の結果、ムHexAの2位の硫酸化あるいはGlcNAcの6位の硫酸化によって、その硫酸基

が結合した部位のプロトン及びそれに隣接するプロトンの化学シフトは、それぞれ

0.38-0.76 ppm及び0.07-0.36 ppmず、つ低磁場側へシフトすることがわかった (Table5) 0 

一方、グルコサミンのN-硫酸化では、そのアミノ必が結合している 2位のプロトン及び

それに隣接する 3位のプロトンの化学シフトは、それぞれ約0.63及び、約0.15ppm高磁場

側へシフトし、逆に l位のプロトンの化学シフトは約0.24ppm低磁場側へシフトするこ

とがわかった。一般に、硫酸化によってその結合部伎のプロトンの化学シフトは約0.5

ppm低磁場側へシフトすることが知られているが (39)、[ffJ総にN-アセチル化も大きな低

磁場シフトを生じることがわかっている。よって、今回Nイ流酸化によってプロトン化学

シフトの高磁場シフトが生じたのは、 N-アセチル化による低磁場側へのシフトの程度が

N-硫酸化による低磁場シフトに比べて大きかったために、 N-アセチルからN-硫酸への

置換によって、見かけ上正味量だ、け高磁場1!!1Jへシフトしたものと忠われる口以上述べて

きたこれらの硫酸化による影響は、 α" s-のアノマーに!刻係なく起こる O また、それ

ぞれの影響は相加的であり、ジ硫酸化二加やトリ硫酸化二粧の化学シフトは、明らかに

各モノ硫酸化二糖の化学シフトを組み合わせたものとよく -致していた (Table5) 0 

コンドロイチン硫酸から得られた不飽和二粧のlH-NMRスペクトルは今まで報告され

たことはなく、またヘパラン硫酸/ヘパリン [11;，!~の不飽和 1111 の lH-NMRスペクトルに

ついても、 αと戸の両方のアノマーの化学シフトを二次元の子法を)lJいてJf昨に帰属し

たのは初めてである O 今回われわれが符た;キ11.16杭JJ)の 11iJのlH-NMRのデータは、化

学シフトに及ぼす硫酸化の影響を知るうえで有JIJであった。また、これらのデータはさ

らに大きな研し酸化オリゴ糖の lH-NMRスペクトルを W~析するうえで役.\，とつであろう D

実験の部
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l.試薬

AG1・X2樹脂はバイオラッドより購入した。重水(99.96%D、フランス原子力開発庁)は

ナカライテスク社より購入した口

2.不飽和二糖の調製

コンドロイチン硫酸由来の8種類の不飽和二糖は生化学工業(株)より購入し、その同

定と純度の確認はポリアミンカラムを用いたHPLC分析によって行った (65)O ム

DiHS-UA2Sと6D旧S-diS3の2種類のヘパラン硫酸/ヘパリン由来の不飽和二糖は生化

学工業(株)の吉田圭一氏より恵与された。これらは、生化学工業(株)において、ヘパリ

ンを脱N-硫酸化後N-アセチル化し、バクテリア由来の脱離酵素で分解後、 DowexAG 1 x 

4のイオン交換クロマトグラフィーで分画したものである (66)口他の六種類の不飽和二

糖はブタ小腸粘膜由来のstage14ヘパリンを、ヘパリナーゼ、ヘパリチナーゼI、IIの三

種類の酵素で消化して(第 1章参照)、以下のように調製したものである。酵素消化物

をゲルろ過によって分画し(第 1章、 Fig.3)、そのうち二糖で構成された最も低分子

の画分である画分w(不飽和ウロン酸として234μmol相当)を、 0.1M NaClで平衡化し

ておいた陰イオン交換樹脂AG1-X2 (cr-型)のカラム (2x16cm)にかけた。 0.1MNaCl 

で素通り画分を回収した後、 0.4、 0.6、0.8、1.0、2.0MNaClで')11貢々に段階的に溶出した。

溶出液は紫外吸収でモニターし、 232nmにおけるミリ分子吸光係数5.5を用いて定量し

た。六種類の二糖からなる各画分をセファデックスG・25fineカラムを用いたゲルろ過で

脱塩し、ポリアミンカラムを用いたHPLCで同定した。アンチトロンピンIII結合部位に

由来する3-0硫酸化グルコサミンを含むこ糖は、バクテリア由来のヘパリナーゼやヘパ

リチナーゼを用いた消化では生じていないようであった。第3章で詳述するが、バクテ

リア由来の脱離酵素による消化では3-0硫酸化グルコサミンを含む二糖は生じず、還元

末端に3-0硫酸化グルコサミンを含む四糖が生じるためと考えられる。

3. 5∞-MHz lH-NMR測定
各不飽和二糖 (0.3から0.5μmol相当)はD20 (99.96%D、フランス原子力開発庁)中

で凍結乾燥を繰り返して重水素交換を行い、 lH-NMR測定用試料とした o 500-MHz 

lH-NMRスペクトルの測定及び解析は、ネql戸薬科大学中央分析の杉浦員喜子博士との共

同研究で行った。 Varian社のVXR-500(ネ1/1戸薬科大学中央分析、 NMR測定室)を用い、
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26
0Cで測定した (67)O 化学シフトの値は4，4-ジメチルー4-シラベンタン四トスルホン般ナ

トリウムを基準にしてもとめた。実際にはD
2
0r!1のアセトンの化学シフト(δ2.225)を用

いて、間接的にもとめた(2 0、46)。
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第3章 ヘパリンの繰り返し二糖領域の
構造研究 (29-31)

第 l章では、ヘパリンの糖ータンパク質結合領域の構造研究について述べた。この章で

は、ヘパリンの繰り返し二糖領域に由来する四糖(一成分だけ三糖も含む)を単離し、

構造解析した研究について詳述する (29-3 1)口

ヘパリンは高度に硫酸化された多糖であり、主として→4GlcN(N，6・disulfate)α1→

4IdoA(2・sulfa胞)α1→というトリ硫酸化二糖の繰り返しによって構成されているロこのよ

うな構造部分をレギ、ユラー領域と呼ぶが(17)、ヘパリン糖鎖の中には、硫酸化構造や

ウロン酸のタイプが異なる、イレギ、ユラー領域と呼ばれる多様性のある領域も存在して

いる(序論、 Fig.1) 0 ヘパリンの持つ様々な生物活性は繰り返し二糖領域に存在する

と考えられているが、その構造が非常に多様であるために、抗血液凝固活性以外の活性

と構造の相関関係はあまり明らかにされていない。ヘパリンの抗血液凝固活性は、血築

中のアンチトロンピン111というタンパク質と結合することによってそれを活性化し、血

液凝固系の種々のセリンプロテアーゼを阻害することによって発揮されることが知られ

ている。そのアンチトロンピン111との結合部位の最小の五糖構造は詳しく研究されてお

り、 GlcN(6S)α1-4GlcAs 1-4GlcN(NS，3S)α1-4IdoA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)であることが

分かっている (8)D しかし、それ以外の生物活性を発揮するドメインの構造はほとんど

明らかにされておらず、せいぜい構成二糖組成が解析されている程度である O 糖タンパ

ク質糖鎖などの場合には、標準品となるオリゴ糖が多く単離され、新奇糖鎖の構造解析

においても非常に有効に活用できているが、ヘパリンの場合でも、そのような構造がはっ

きりとわかったオリゴ糖や特異性の明確な酵素があれば、生物活性を持ったドメイン構

造の精密分析に役立つはずである。しかし、これまでに単離されたそのような標準品と

なるオリゴ糖は極めて限られており、また、構造解析に利用できる市販の酵素も、

Flavobacterium heparinumというノfクテリア由来の脱却t酵素であるヘパリナーゼ、ヘノTリ

チナーゼ I、IIの三種類だけである。しかもこれらの酵素の基質特異性は十分には理解

されていない。本章では、こういった問題を解決するために、ヘパリンの繰り返し二糖

領域から多数のオリゴ糖を単離し、構造解析した。また、それらを基質として用いて、

バクテリア由来のヘパラン硫酸/ヘパリン分解M-素の法14431号IJ:も検討し、新しい知見

を得た口
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一般に、ヘノTリンをバクテリアの脱離酵素で消化して得られる四糖は、ムHexAα

1-4GlcNα1-4HexA 1-4GlcNという基本骨格を持っており、粧1&t内部のウロン酸のタイプ

と硫酸化の部位に多様性がある O ここで糖鎖内部のHexA(UAと表記する場合もある)

は、 αIdoAあるいは sGlcAのいずれかである。今回符られた四粧の中には、 3-0-硫酸化

グルコサミンを還元末端に含むアンチトロンピンIII結合部位に由来するものが3程類あ

り、アンチトロンピン111結合部位の構造にも多様性があることが証明できた (30)口ま

た、グルクロン酸 2-硫酸構造を持った珍しい四糖も 2程類得られ、これらは単離の報

告がないものであった (31)。グルクロン酸2・硫酸梢造を持った四糖はヘパリンの高硫

酸化領域に由来しており、本章では、この構造とヘパリンの細胞増殖調節活性との関与

についても考察する。一方、今回一種類だけ得た三粕は、ヘパリングリコサミノグリカ

ン鎖の非還元末端に由来すると考えられる飽和の糖であった、 2~)。この三糖構造は、

ヘパリン糖鎖の生合成の終了部分の構造を、あるいは組織に存在するエンド-s-グルク

ロニダーゼの切断部位の構造を反映している可能性もあると忠われる。

第 l節 ヘパリナーゼ、ヘパリチナーゼI、IIのii守化によって調製した三糖、四糖の

構造解析 (29)

1. ヘパリナーゼ、ヘパリチナーゼI、nでの消化によるオリゴ粧の訓製

四糖調製のための出発材料は、ブタ小腸粘膜11::1米のstage14ヘパリンをJHいた。第 l章

ですでに述べたとおり、これをヘパリナーゼ、ヘパリチナーゼ I、Hの三種類の酵素で

消化し、ゲルろ過によって画分IからIVに分削した、 16) (Fig.3)。凶i分IIIには主に四

糖が含まれていることが組成分析の結果判明したので、このlWj分からオリゴ糖の単離を

試みた。ポリアミンカラムを用いたHPLCによって剛分IIIをさらに細かく分画し、 Fig.

12に示すようにFr.111-1から111-24までを利=た。このうち主裂な14Jimク士について、同じ条

件で再クロマトグラフィーを行ってさらに杓裂し、十itjiifリ|ヲピを進めた。これら 14耐分は、

画分III全体の85%(モル%)に相当する D なお、 100mgのヘパリンから単離できる各成

分の量をTable6に示した。

今回調製した標品は、三程類の酵素を用いてかなり強く消化していたが、ヘパリチナー

ゼ11による消化だけは不十分であることが判明し(木市第 5tiiJ参山n、ヘパリチナーゼ
11感受性のオリゴヰ窟と抵抗性のオリゴ粕に大別できた。ヘパリチナーゼ:II11r;抗性のオリ

ゴ糖はFr.111-1、9、12、19に含まれる 4成分であり、このうちFr.II1-1は93111で述べた
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19の3成分は繰り返し12、またFr.1II-9、この章では省略する OグリコセリンIIなので、

二糖領域中のアンチトロンピンIII結合部位に由来する四糖であることが判明したので、

ヘパリチナーゼII感受性のオリゴ糖であるFr.III-4、
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18、20中の各成分の構造解析について述べる O

次節で述べることにする。本節では、
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Fig. 12. Fractionation of unsaturated tetrasaccharides by HPLC on an amine-bound silica 
column. Oligosaccharide fraction III which contains mainly tetrasaccharides was 
subfractionated into Fr. III-l to 24 on an amine-bound silica column as indicated. 

Fast atom bombardment-mass spectrometry (FAB-MS)分析

ヘパリチナーゼ11感受性の各画分について、負イオンモードのFAB-MS分析を行い、分

子量とN-硫酸基及びG硫酸基の組成を決定した。検出された分子イオンは、硫酸基やカ

2 . 

ルボキシル基の対イオンがH+ではなく塩(例えばNaつになっている程度(結合してい

O 硫酸基(Fig. 13) クラスターを形成していた (68-70)の違いによって、るNa+の数)

の部分が切断されて生じたフラグメントイオンも、 80u小さい値になってはいるものの、

やはり結合しているNa+の数の違いによって同様のクラスターを形成して検出された。

各画分から検出された分子イオンの同定結果はTable7にまとめた。簡略化のために、対

(MはそのオリイオンがNぶで置き換わっていないものの脱プロトン型 [M-Hrで示した

。完全にH+型になっているものを表わしている)ゴ糖が解離しておらず、

Fr.1I1-17の負イオンモードのFABスペクトルを例としてFig.13Aに示した口 [Fr.1II-17 -

H]"と[Fr.111-17 -2H + Narの分子イオンがm/z1035と1057にそれぞれ検出された。硫酸基

3モル失った成分のシグナルはそれぞれm/z955/977、875/897、795に検出さ2、

れ、 Fr.111-17は合計4モルの硫酸基を含むことが判明した。
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Table 6. Quantities of the oligosaccharide fractions obtained from 100 mg heparin Li salt 
The calculation is based on the UV -absorption at 232 nm caused by L'.HexA at the 
nonreducing ends 

Fr. No. Recovery (%) nmol!100mg Heparin 

1.96 131 
2 1.98 132 
3 0.88 59 
4 1.35 90 
5 1.36 92 
6 0.61 42 
7 1.61 106 
8 0.79 52 
9 5.89 389 
¥Oa 5.67 449 
¥Ob 2.49 196 
11 5.33 458 
12 25.82 1727 
13 5.72 383 
14 2.50 167 
15+16 ¥0.55 706 
17 7.16 479 
18 1.70 114 
19 4.47 300 
20 5.67 380 
21 1.37 92 

22 0.97 64 
23 1.06 71 
24 0.78 52 

また、 Fr.111-5の負イオンモードのFABスペクトルをFig.13Bに示した。このスペクト

ルから、 Fr.III-5は二つ主要な成分を含んでいることが判明し、 Fr.III-5a、5bと命名した。

[Fr. 11I-5a -Hrと[Fr.111-5a -2H + Narと[Fr.III-5a -3H + 2Narの分子・イオンがm/z913と935

と957にそれぞれ検出され、これらは不飽和ウロン酸(ムHexA) 1モル、飽和のウロン

酸 (HexA) 1モル、 N-硫酸化ヘキソサミン (HexN) 2モル、 G硫酸基 lモルを含んだ

四糖(d.HexA1HexA1HexN2(OS03H)3) の、対イオンがNぶで置き換わっていないもの、 l

モルだけNa+で置き換わったもの、 2モル置き換わったものに相当する。 1及び2モル

の硫酸基を失ったFr.11I-5aのフラグメントイオンは、 m/z833/855と753にそれぞれ検出さ

れた。この画分中に含まれるもう一方の主要な成分Fr.11I-5bの分子イオンシグナルは、

m/z 835、857、879にクラスターとして検出され(それぞれ[Fr.III-5b -Hr、[Fr.111-5b司

2H+Nar、[Fr.111-5b・ 3H+ 2Na]ーに相当する)、この成分はHexA，HexN2(OS03H)4という
組成の、飽和のテトラ硫酸化三糖と同定された。 1及び2モルの硫酸基を失ったフラグ

メントイオンのクラスターは、 m/z755/777/799と675/697にそれぞれ十余出された口

同様にして、他のすべての画分の糖と硫酸基の組成を決定できた口 FAB-MS分析の結

果、 Fr.111-4は主にジ硫酸化四糖を含んでいることがわかった。また、 トリ硫酸化四糖
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はFr.III-lOa、lOb、11に含まれており、これらの三画分はテトラ硫酸化四糖も含んでい

ることがわかった。 Fr.111-13、15、17、18にはテトラ硫酸化四糖が含まれており、 Fr.

111-20にはペンタ硫酸化四糖が含まれていることが判明した。各四分に含まれている硫

酸基の数は、 HPLCにおける溶出位置とよく一致していた。

.1.HexA
1 
HexA1 HexNAc1 HexN1(OS03

H)4 

-SOJ 

a: .1.HexA，HexA，HexN.(OSO，H) 1""" 1'''A''2'''''''3'''3 
b : HexA1 HexN2(OS03H)4 

1117本

m/z 

-so) 

b 

(A) 

(8) 

Fig. 13. Negative ion fast atom 
bombardment (FAB) spectra of Fr. 
111-17 and -5. The molecular ion 
regions of the negative ion FAB-
spec汀aof samples Fr. 111-17 (A) and 
Fr. 111-5 (B). The mass spectrometric 
sequential loss of 2 and 3. sulfite 
moieties (80 u) from each of the two 
molecular ion signals at m/z 1035 and 
1057 is indicated in (A). A similar 
sequential loss of 2 sulfite moieties 
from two sets of the three molecular 
ion signals has occurred in (B). One 
set of the molecular ion signals at m/z 
913， 935 and 957 was assigned to III-
5a and the other three at m/z 835， 857 
and 879 to 1II-5b. The signals 
belonging to 11I-5b are marked by 
asterisks. 

Table 7. Assignments of the molecular ion signals afforded by the negative FAB-spectra 

of each of the HPLC fractions analyzed 

Fr m/z of [M-H]- Molecular Composition of M 

II1-4 875 .1.HexA 1 HexA 1 HexN Act HexN 1 (OS03H)2 

III-5 (a) 913 .1.HexAl HexA lHexN2(OS03H)3 
(b) 835 HexA 1 HexN2(OS03H)4 

III-lOa (i) 955， major .1.HexA 1 HexA 1 HexN Ac 1 HexN 1 (OS03H)3 

(ii) 993， minor .1.HexA lHexA 1 HexN2(OS03H)4 

III-lOb (i) 955， major .1.HexA 1 HexA 1 HexNAc 1 HexN 1 (OS03H)3 

(ii) 993， minor .1.HexA 1 HexA 1 HexN2(OS03H)4 

I1I-ll (i) 955， minor 品HexA1 HexA 1 HexNAc 1 HexN 1 (OS03H)3 

(ii) 993， m匂or .1.HexA 1 HexA 1 HexN2(OS03H14 

1II-13 993 .1.HexA 1 HexA 1 HexN2(OS03H)4 

I1I-15 993 .1.HexA 1 HexA 1 HexN2(OS03H)4 

1II-17 1035 .!>.HexA 1 HexA 1 HexNAc 1 HexN 1 (OS03H)4 

III-18 1035 .!>.HexA 1 HexA 1 HexNAc 1 HexN 1 (OS03H)4 

III-20 1073 且HexAlHexAl HexN2(OS03H)S 
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3.酵素消化による分析

本節で解析した各画分はヘパリチナーゼ11感受性なので、その構成二糖組成は、ヘパ

リチナーゼIIによる消化物をHPLCで分析することによって決定した口各画分をヘパリ

チナーゼIIで消化すると、大部分の画分において二種類の不飽和二糖がほぼ等モル生じ

た。その代表例としてFr.III-17を分析したクロマトグラムをFig.14に示した。上段は不

飽和二糖の標準品で、中段はヘパリチナーゼIIによる消化物であり、 Fr.111-17は消化に

よって等量のL¥DiHS-UA2SとムDiHS-triSを生じることが判明した。これら二種類の二糖

がもとの四糖においてどのような配列をしていたのかは、 2・スルフアターゼ (71)の基質

特異性を利用して決定した。 2-スルフアターゼは、糖鎖の非還元末端に位置する4，5-不

飽和ウロン酸の2-0硫酸化構造のみに特異的に作用する酵素で、もとの四糖を2-スルフア

ターゼで消化した後、ヘパリチナーゼ11で連続消化すれば、 2・0硫酸化不飽和ウロン酸

残基を持つ二糖単位の位置を決定できる o Fr. 1II-17をそのように消化した場合、ム

DiHS-UA2SとムDiHS-diS1を生じたので (Fig.14下段)、ムDiHS-triSがFr.1II-17において

は非還元末端側に位置していたことがわかる。よって、 Fr.111-17中の成分の構造は、ム

HexA(2S)α1-4GlcN (NS，6S)α1-4HexA(2S) 1・4GlcNAcで、あることが判明した。なお、ネ唐鎖

内部のウロン酸残基はlH-NMR解析によって決定した(後述) 0 同様に、ヘパリチナー

ゼII、2-スルフアターゼを利用して、各回分に含まれる成分の二糖組成とその配列を決

定したo 2-スルフアターゼに抵抗性を示す四糖の場合には、 2-0硫酸化ウロン酸残基を

持つ二糖単位が還元末端側に位置していることがわかる o Fr. III-lOa、lOb、11、18のヘ

パリチナーゼIIによる消化物のHPLC分析では、マイナ一成分となる不飽和二糖もいく

らか観察されたので(結果は示していない)、不純物を含んでいるようである O 酵素消

化の結果と、それによって推定される主要な成分の構造をTable8にまとめた o Fr. 

1II-lOa、lOb、11、18のヘパリチナーゼII消化物において、主成分の不飽和二糖の回収率

が低いが、これらはマイナ一成分が混入していることによる。また、 Fr.II1-lObと11で

一方の二糖の回収率が高いのは、そこにマイナーな混入成分に由来するこ糖が含まれて

いるためで、これらの画分の主成分の割合は、それぞれわずか46%と36%ということに

なる口

Fr.III-5はヘパリチナーゼIIによる消化によって、 HPLC上での紫外吸収が消化前の約

3.3倍になり、ムDiHS-NS、ムDiHS-diS2、ムDiHS-triSの三程類の二糖を生じたo Fig. 15 

にヘパリチナーゼIIによる消化前後のFr.III-5のクロマトグラムを示した。消化によって
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HPLCの生じてきた三種類の不飽和二糖のピーク而砧にHづくモル比は1:1: 1.5であり、

6DiHS-NSとムDiHS-diSzは結果からもFr.1II-5は二成分含んでいることが雌l訟できた。

また、から111来したと考えられ、トリ硫酸化四糖の成分 (Fr.III-5a) 等モル生じており、

に由来したと考えられる。生じてきた不飽和ムDiHS-triSはもう一方の成分 (Fr.I11-5b) 

Fr. III-5aと5bFr. III-5aとFr.III・5bのモル比は2:3と算出した。二糖の紫外吸収に基づき、

後述する500・MHzJH-NMRによって決定した。
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Fig. 15. HPLC analysis of the heparitinase 
11 digest of Fr. 111-5. Panel A， Fr. 111-5 (0.5 
nmol); panel B， the heparitinase II digest of 
Fr. I11-5 (0.5 nmol). The elution positions 
of authentic unsaturated disaccharides are 
indicated in the top panel by arrows. 1， 

sDiHS・OS;2， sDiHS-6S; 3， sDiHS-NS; 

4， sDiHS-diSl; 5， sDiHS-diS2; 6， 

sDiHS-triS. 
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Fig. 14. HPLC analysis of the heparitinase 
11 digest of Fr. 1II-17. Top panel (A)， the 
elution positions of standard 
heparin/heparan sulfate-derived unsaturated 
disaccharides (0.5 nmol each); middle panel 
(B)， the heparitinase II digest of Fr. III-17 
(0.5 nmol); bottom panel (C)， successive 
digestion of Fr. 1II-17 (0.5 nmol) with 2-0-
sulfatase and then heparitinase II. 1， 

sDiHS-OS; 2， sDiHS-6S; 3， sDiHS-NS; 

4， sDiHS-diSl; 5， sDiHS-diS2; 6， 

sDiHS-triS; 7， sDiHS-UA2S; 8， sDiHS-
diS3. 



Tablc 8. Enzymatic analysis of Lhc isolatC<l oligosaccharidcs. Aftcr cach oligo日ccharidcffi.lclion was incubatcd hcparitinasc 11 or 2*().sulfat.asc and Lhcn hcparitinaぉcll.

Lhc rcaction prodUCLS werc charactcnzcd by HPLC. Rc<ニovcricsof thc disaccharidcs calculatcd bascd on UV‘lbsorption arc shown in p訂Ct1山C蛇 S

Fr. No 

I11-4 
I11-5 

111-1ω 
III-IOb 
111-11 

日1-13
1II-15 
日1-17

UI-18 

1II-20 

Hcpariti問問11digcst 

dDiHS-NS(92%) and dDiHS-UA2S(92悦)
dDiHS-NS(95%)， dDiHS-diS2(X6'kJ. 
and dDiHS宇triS(130%)

dDiHS-UA2S(65%) and dDiHS-diS2(的時}

dDiHS-NS(72%) and dDiHS-diS3(46%) 

dDiHS-diS2(74%) and dDiHS-diS 1 (36')1.) 

dbiHS-diS2 (185%) 

dDiHS-NS(94%) and dDiHS-triS(95%) 
dDiHS-UA2S(98%) and dDiHS-triS(99%) 

dDiHS-diS2(67%) and dDiHS-diS3(飴%)

dDiHS-<iiS2(92%) and dDiHS-triS(97%) 

3rcsistant : rcs四tantto 2-0-sulfawsc. 

bND: nol determined 

2-0-sulfawsc/Hcpar1unaメcI1 (Ilgcst 

rcslおし.mti.l
rCSlswnl 

dDiHS-UA2S(5りCk)and dDiHS-NS(5り明)

rCSlslanl 

rcslslilnl 

NDb 

(CSIお旧nt
dDiHS-UA2S(107%) and dDiHS-diS 1(83%) 

dDiHS-NS(81 %) and dDiHS-diS3(539も)
dDiHS-diSI(79%) and dDiHS-diS2(112%) 

c2S，6S or NS問prc田nLS2-0-， 6-0-or 2-N-sulfatc， rcspc山 vcly

4. 5∞-MHz lH-NMR解析

St(m.:lurc 01' thc major componcnl 

dHcxA-GIcN(NSじ)ーUA(2S)ーGlcNAc
dHcxA-GIcN(NS)-UA(2S)-GIcN(NSl 
and GlcN(NS)-UA(2S)ーGIcN(6S，NS)
dHcxA(2S)-GlcN(NS)-UA(2S)ーGlcNAc

dHcxA-GlcN(NS)-UA(2S)ーGlcNAc(6S)

dHcxA-GlcN(NS，6S)-UA(2S)-GIcN(NS) 

dHcxA(2S)-GIcN(NS)ーUA(2S)ーGIcN(NS)
dHcxA-GIcN(NS)ーUA(2S)ーGlcN(NS，凸S)
dHcxA(2S)ーGIcN(NSβS)-UA(2S)ーGlcNAc
dHcxA(2S)・GlcN(NS)ーUA(2S)ーGIcNAじ(6S)
dHcxA(2S)-GIcN(NS，6S)ーUA(2S)ーGlcN(NS)

キ唐鎖内部のウロン酸の同定と硫酸化部位の確認は、 500-MHzlH-NMR解析によって行っ

た。 Fr.III-5の一次元スペクトルを例としてFig.16に、また各両分のNMRデータをTable

9に示した。 Fr.1II-5にはピークの高さが約1.5倍異なるこ粒類のシグナルが重なりあっ

ており、二つの成分が含まれていることがNMRによっても確認できた O 二種類のシグ

ナルは、それぞれピークの高さが違うために、各々単一の成分の場合とまったく同様に

して化学シフトの帰属ができた。二種類のシグナルの帰属の結果をFig.16のスペクトル

の上と下にそれぞれ示した。高いピークの成分の方は飽和のテトラ硫酸化三糖であり、

また低いピークの成分の方は不飽和のトリ硫酸化四糖であるとわかった o 4.6から5.5

ppmのあいだに見られるシグナルはアノメリツクプロトンに特j践的なものであり、また

5.8 ppmと2.0ppmのあたりのシグナルはそれぞれムHexAのH-4フ。ロトン(1 2)とGlcNAcの

アセトアミド基のプロトンに特徴的なものである O これら特徴的なシグナルと関連させ

ることにより、二次元HOHAHAとCOSYのスペクトル(結果は示していない)の解析を

利用して、多くのシグナルの入り混んだbu1k領域 (3.6から4.5ppm) に属するプロトン

の化学シフトも帰属できた(第2章第2節参照) 0 

ヘパリナーゼやヘパリチナーゼによる消化では、元の糖鎖内部のウロン酸残基がグル

クロン酸であってもイズロン酸であっても4，子不飽和ウロン酸に変換されてしまうため、

酵素消化による分析では四糖の配列は決まっても、糖鎖内部のウロン酸までは決定でき

ない。よって糖鎖内部のウロン酸は、 lH-NMRスペクトルの解析を利用して、そのアノ

メリツクプロトンの化学シフトと結合定数λzの値から同定した。 αイズロン酸及びFグ

ルクロン酸のアノメリツクプロトンの化学シフトは、それぞれ約δ5.0と約 o4.6に観測

されるはずである (60、61、72ー 74)。また、ウロン酸は2位が硫酸化されると、そのア
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Fig. 16. 500・MHz1 H NMR spectrum of Fr. 1II-5 recorded in 2H20 at 26 oc. The 
numbers and letters in the spectrum refer to the corresponding residues in the structures. 
The assignment of the compound referred to as III-5a or HI-5b is shown below or above 
the spec汀um，respectively. 

Fr.No. 

Table 9. Struclurc of thc Oligosaccharides Derivcd from Porcine Inteslinal Heparin 

Struclur巴Yiclda 

III4 
III-5a 
III・5b
I11-9 
III-¥Oa 
III-¥Ob 
III-ll 
III-12 
III-¥3 
III-15 
III-17 
111-18 
III-19 
III-20 

90 
92 
140 
389 
449 
196 
458 
1727 
383 
706 
479 

114 
300 
380 

dHcxAα1-4GlcN(NSb)α14IdoA(2S)α14GlcNAじ
dHexAα14GlcN(NS)α14IdoA(2S)α1-4GlcN例S)

GlcN(NS)α14IdoA(2S)α1-4GlcN(NS，6S) 
dHcxAα14GlcNAc(6S)α14GlιA sI-4GlcN(NS，3S) 
dHexA(2S)α14GIcN(NS)α14IdoA(2S)α14GlcNAc 
dHcxAα14GlcN(NS)α1・4IdoA(2S)α1-4GIcNAc(6S)
dHexAα14GlcN(NS，6S)α14IdoA(2S)α1-4GlcN例S)
dHcxAα14GlcNAc(6S)α14GlcA s 14GlcN(NS，3S，6S) 
dHcxA(2S)α14GlcN(NS)α14IdoA(2S)α1-4GlcN(NS) 
dHexAα14GlcN(NS)α14IdoA(2S)α1-4GlcN(NS.6S) 
dHcxA(2S)α14G¥cN(NS，6S)α14IdoA(2S)α14GlcNAc 

dHcxA(2S)α14GlcN(NS)α1-4UAC(2S) 1-4GlcNAc(6S) 
dHcxAα1-4GlcN(NS，6S)α1-4GIじA sI-4GlιN(NS，3S，6S) 
dHcxA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-41doA(2S)α1-4GIcN(NS) 

an molcs/¥OO mg heparin. 

b2S， 3S， 6S， or NS rcprcsents 2-0-， 3-0-， 6-()-， or 2-N-sulfalc， rcspcctivcly. 

cthc isomcr lypc was nol dClcrmined 
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Table 10. I H-Cbemical Shifts of tbe Constituent Monosaccbarides of Tri-and Tetrasaccharides Derived from Heparina 

Fr.III-20 

GIcN-l 
H-1 
H-2 
H-3 
H-4 
H-5 
H-6 
H-6・
N-Ac 

山
内

m山
m
m
m
m
m

F
仰

m
m
m
m
m
m
m

Fr. ill-18 

α 
5.201 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
2.031 

p
州

m
m
m
m
m
m
m

Fr. 111-17 

α
m
m
m
m
m
m
m
m
 

Fr. ill・15

5.447 
3.259 
3.7∞ 
3.762 
4.¥33 
4.352 
4.314 

Fr.皿-¥3

山
一

m
m

一mMm
m

g
J
勾

3
勾

3
司
d

内

3

Fr. 111-11 

5.455 
3.247 
3.707 
3.943 
3.875 
ND 
ND 

ふ
m
m
m
m
m
m
m

Fr.lII-lOb 

α

一一wmm
m
m
m
m

F
M
M
m
m
m
m
m
m
 

Fr.III-1Oa 

α捌
M
M
m
m
m
問

問

Fr.III-5b 

5.450 
3.259 
3.717 
3.754 
4.¥35 
4.355 
4.30b 

Fr. 111-5a 

5.450 
3.237 
3.69b 
ND 
ND 
ND 
ND 
_e 

F 
4.699 
3.694 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
2.034d 

Fr. I11-4 

α 
5.206 
3.865 
3.954 
3.726 
ND 
ND 
ND 
2.036d 

5.21b 

4.31b 

4.22b 

ND 
ND 

m
m
m
m
m
 

5.173 
4.31b 

4.20b 

4.lOb 

ND 

ε
J
司
d
o
e
-
A

m
仙
…

ω
ω
m

5.174 
4.288 
4.207 
4.069 
ND 

部
訪
問

加

m
m
m
m

5.15b 

4.29b 

4.19b 

ND 
ND 

5.207 
4.315 
4.203 
4.118 
ND 

問

知

m鵬
m

g
J
a
aマ

a
匂

8
U守

m
m
m胸
間

UA-2 
H-1 
H-2 
H-3 
H-4 
H-5 

閉

山

m
m
m
m
m

5.45b 

3.26b 

3.59b 

3.73b 

3.88b 

ND 
ND 

5.419 
3.290 
3.635 
3.816 
4.039 
4.34b 

4.24b 

5.439 
3.275 
3.734 
3.836 
3.939 
ND 
ND 

5.397 
3.247 

3.“l6 
3.757 
3.876 
ND 
ND 

5.408 
3.301 
3.694 
3.882 
4.089 
4.470 
4.222 

-a
今
，
.
弓
，
a

。。
zo

ε
J
守

'
n
U
今
，
.
今

3
n
u
門

U

4
2
7
8
9
切

明

ε
J
勾

3
句

3
内

3
1
4
1
1
1
1

5.42b 

3.25b 

3.59b 

3.76b 

3.87b 

3.74b 

3.74b 

5.424 
3.201 
3.647 
3.447 
3.840 
3.78b 

3.78b 

5.394 
3.279 
3.692 
ND 
ND 
ND 
ND 

5.405 
3.276 
3.722 
3.842 
3.925 
3.88b 

3.88b 

GIcN-3 
H-1 
H-2 
H-3 

H-4 
H-5 
H-6 
H-6・
N-Ac 

υJ υy 

5.514 
4.61b 

4.3侃
5.980 

5.519 
4.61b 

4.2Gb 
5.998 

5.509 
4.618 
4.295 
5.982 

脱

却

m
m

ε
J
今

3
a
-マ
ε
J

印

刷

加

朔

5.¥38 
3.774 
4.267 
5.778 

5.062 
3.749 
4.288 
5.762 

5.519 
4.59b 

4.20b 
5.996 

5.062 
3.779 
4.291 
5.764 

5.075 
3.763 
4.288 
5.773 

MlexA-4 
H-1 
H-2 
H-3 
H-4 

aa悶悶1ぬi偽IIrCgiveD血ppmdo明uie1dfrom泊t町凶叫ium4.村 ime血yl-4-silapen凶lC-1・sulfOD8le，but問問配制lym目制rcdind町t1y10蹴 ωne(52.225 ppm) in lH:zu at 26・C.The estimated error in臨時蜘阻偶
assignments is士O.α>2ppm.
bSi伊a1spania1ly over1ap，時duc泊gthe pr民isionof the chemical shifts. 
cND， not determin目1
dη耳障valuesmay be interch叩 g四1
e_， not occurring. 



ノメリツクプロトンの化学シフトが約0.2ppm低磁場i11!IJにシフトすることが観察されて

いるので (28)、2・0硫酸化された αイズロン酸と2-0-硫酸化された戸グルクロン酸のア

ノメリックプロトンは、それぞれ約δ5.2と約4.8に観測されることが予想される。さら

に、 αイズロン酸とpグルクロン酸の結合定数11.2は、それぞれがJ3.0と約8.0Hzで、ある

とわかっている (61、72ー 75)。以上の情報をもとに、例としてFig.16に示したFr.111-5の

糖鎖内部のウロン酸を解析すると、 Fr.III-5aと5bの糖鎖内部のウロン酸はともにイズロ

ン酸と同定できた(化学シフトの値がそれぞれδ5.190と5.207、結合定数の値がそれぞ

れ3.0と3.5Hzで、あった)。また、 Fr.111-5のlH-NMRスベクトル中には、アセトアミド基

のプロトンのシグナルは検出されなかったので、この両分l二1:1のグルコサミンのアミノ基

はすべて硫酸化されていることも確認でき、最終的にFr.III・5a、5bの梢造は、それぞれ

ムHexAα1・4GlcN(NS)α1-4IdoA(2S)α1-4GlcN(NS)、GlcN(NS)α1-4IdoA(2S)α

1-4GlcN (NS，6S)と決定できた。これらの構造はFAB-MS分析や酵素を用いた分析の結果

とよく一致していた。

他の不飽和四糖の化学シフトも、 Fr.III-5aの場合と全く同様に二次元HOHAHAと

COSYの手法を用いて帰属した。 N-硫酸化グルコサミンを還元末端に持つ成分の場合で

は、 α・アノマーのシグナルのみが観測され、 s-アノマーのものは見られなかったが、

還元末端にGlcNAcを持つ成分では、 αと戸の両アノマーのシグナルが観測された。こ

のことは、第2章で見い出した結果と一致しており、二糖のみならず三糖、四糖でも、

還元末端のグルコサミンのN時硫酸化が糖鎖を α配座に同定することが判明した o Fr. 

1II-18は精製できた試料が少量のため糖鎖内部のウロン般が決-定できなかったが、他の

すべての四分について糖鎖内部のウロン酸残基の同定ができた。すべてのオリゴ糖の構

造とそのlH-NMRのデータをTable9と10にまとめた。各成分の化学シフトから推定され

る硫酸化の部位は、酵素消化物のHPLC分析の結果とよく一致していた。

第2節 アンチトロンピン111結合部位由来の四羽IJffW:造の単離と解析 (30) 

前節で述べたように、ヘパリン由来の四糖画分である回分IIIに合まれる成分は、ヘパ

リチナーゼII感受性のものと抵抗性のものに大別できた。本節では、ヘパリチナーゼII

抵抗性の成分のうち、アンチト口ンピンIII結令部位に特徴f内なグルコサミン 3-硫酸構

造を含んだ下r.III-9、12、19の3成分の構造解析について詳述する O

1. Fr. 1II-12の構造解析
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Fr. III-12は画分IIIのなかでも最も豊富に存在する成分であり、その26%(モル%)を

占めている。この成分は、ヘパリチナーゼI、II、IV(38)、Vのいず、れの酵素で、も消化さ

れなかった。アミノ糖分析、カルパゾール反応、硫酸基の定量の結果、この四分は、不

飽和ウロン酸lモルに対しグルコサミンとウロン酸を 2モルずつ、研:し酸基を 4モル含む

テトラ硫酸化四糖であるとわかった。この結果は、 Fig.17Aに示したFAB-MS分析から

決定された組成、ムHexA)HexA)HexNAc)HexN)(S03H)4とも一致していた。 FAB-MS分析

は負イオンモードで行い、構成糖の組成、ひ硫酸基、 N-硫酸基、 N-アセチル基の数を明

らかにすることができた (68 -7 0) (第3章第l節参照)口図中のm/z1035、1057、1079、

1101に見られる分子イオンのシグナルは、 Fr.III-12の対イオンがそれぞれ2、3、4、

5モル分ずつNa+型になったものを表わしている(それぞれ[Fr.III-12 -3H + 2Na]、[Fr.

1II-12・4H+ 3Nar、[Fr.III-12・5H+ 4Na]¥[Fr. 1II-12白 6H+ 5Na]ーである) 0 また、 m/z

955、977、999のシグナルは、前述のm/z1035、1057、1079に相当する分子イオンが硫酸

基を lモル失ったものに相当するフラグメントイオンである(それぞれ[Fr.III-12 -3H 

+ 2Na -SOJ-、[Fr.1II-12 -4H + 3Na -S03r、[Fr.III-12・5H+4Na -S03Tで、ある) 0 さらに、

m/z897のイオンはm/z1057の分子イオンが硫酸基を 2モル失ったものに相当するフラグ

メントイオンである ([Fr.1II-12・4H+ 3Na・2S03n。
-SO， 

S百司 1 (M.4H・JN・1
IM.3H・2NaJ

(A) 
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Fig. 17. Negative ion fast atom 
bombardment (F AB) spectra of Fr. III -9， 
-12， and -19. The molecular ion regions of 
the negative ion FAB-spectra of samples Fr. 
III-9 (A)， Fr. III-12 (B) and Fr. III-20 (C). 
Mass spectrometric loss of a sulfite moiety 
(80 u) from each of the molecular ion 
signals in (B) yielded the cluster of signals 
at m/z 955， 977 and 999. Similar loss of a 
sulfite moiety from the latter signals resulted 
in the signals at m/z 875 and 897 in both (A) 
and (B). Loss of 1， 2 and 3 sulfite groups 
from the molecular ion at m/z 1073 in (C) 
yielded signals at m/z 993， 913 and 833 
respecti vel y. 
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Table 11. 1 H-Chemical shifts of the constituent mOllosaccharides of Fr. !lI-9， -12， and -19 

together with those for the reference compounds RI・R3.R 1， the nonreducing terminal 

trisaccharide of Glycoserine 11， 114.5HexAs 1-4GIcNAc(6-0-sulfate)臼1-4GIcAsI-3GaIsI-

3GaIsl-4XyIsI-O-Ser， in陀f.16; R2， the reducing terminal trisaccharide of hexasaccharide 1， 

L'14，sHexA(2-0-sulfate)戸1-4GIcN(2-N-，6-0-disulfate)a 1-4IdoAa 1-4GIcNAc (6-0-sulfate)日1-

4GIcAsl-4GIcN(2-N-， 3-， 6-0-trisulfate)， in ref. 61; R3， disulfated disaccharide derived from 

heparin， L'14，sHexAsl-4GIcN(2-N-， 6-0-disulfate)， in ref. 28. Chemical shifts are given in ppm 

downfield from internal sodium 4，4-dimethyI-4-silapentane-l-sulfonate， but we陀 actualIy

measured indirectly to acetone (o 2.225 ppm) in 2H20 at 26・C.The spectra of R 1， R2， and R3 

were毘∞rdedat 15， 25， and 26・C，同S戸ctively

Rl R2 R3 Fr. 19 Fr. 9 Fr. 12 

GicN-l 
H-l 
H-2 
H-3 
H-4 
H-5 
H-6 
H-6' 

N-Ac 

5.441 5.452 5.46 
3.422 3.444 3.44 
4.558 4.493 4.44 
4.020 4.015 3.97 
3.829 4.221 4.15 
3.78 4.440 4.37 
3.658 4.292 4.21 

5.448 
3.444 
4.504 
4.010 
4.238 
4.424 
4.321 

HexA・2
H-l 4.642 

H-2 3.418 
H-3 3.667 
H-4 3.75 
Hδ3.75  

GlcN・2
H-l 5.406 
H-2 3.941 

H-3 3.799 
H-4 3.853 
H-5 4.015 
H-6 4.446 
H-6' 4.170 
N-Ac 2.044 
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Chemical shifts are expressed by ppm. 

百leestimated error in the resonance assignments is :tO.OO2 ppm. 

n.d. ， not deterrnined ・， not occurring 

硫酸化の部位と糖鎖内部のウロ

ン酸の決定はIH-NMR解析によっ

て行った。 Fig.18Aにその一次元

スペクトルを、 Table11にその

NMRデータを示した O 各プロト

ンの化学シフトは二次元

HOHAHAとCOSYの手法を用いて

帰属した。還元末端より各糖残基

に番号を付け、以下各糖残基を

GlcN-1、GlcA-2(あるいはIdoA-2)、

GlcN-3、ムHexA-4と表わすこと

にする o Fr. III-12のIH-NMRスベ

クトルにおいて、 GlcN-1のs-ア

ノマ一体のシグナルは観測されな

かったカ人このことはGlcN・1のア

ミノ基が硫酸化されていることを

あらわしている o 還元末端のグル

コサミンのアミノ基が硫酸化され

ると、糖鎖は α配座に固定される

ためである(第2章及び第3章第

l節参照) 0 GlcN-1のH・2の化学

シフトは d3 .444であり、硫酸化されていないGlcNAcのH-2~こ比べて大きく高磁場側にシ

フトしているが、このことからアミノ基の硫酸化が確認できた(第2章参照) 0 HexA-2、

GlcN-3、ムHexA-4のプロトンの化学シフトは、第 1章で構造解析したグリコセリンII

( b.HexAα1-4GlcNAc(6S)α1-4GlcA s 1・3Gals1-3Gals 1-4Xyls 1・OSer(16))の非還元

末端側の三糖部分の値に非常によく似ている (Table11、グリコセリンIIの三糖部分は

Rl) 0 よって、 Fr.1II-12の非還元末端側の三糖の構造は、ムHexAα1-4GlcN Ac( 6S)α 

1-4GlcA s 1-と考えられる O また、 GlcN-lとHexA-2の化学シフトの値を、Liohardtらが報

告しているブタ小腸ヘパリン由来のアンチトロンピンIIr結令部位の六糖、ムHexA(2S)α

1-4GlcN(NS，6S)α1-4IdoAα1-4GlcNAc(6S)α 1-4GlcAs 1-4GlcN(NS，3S，6S) (61)の還元末
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端側の二糖部分の値と比較すると (Table11、Linhardtらが報告している六糖の二糖部分

はR2) 、非常によく似ていることがわかり、 Fr.III-12の還元末端側の二糖は・4GlcAs 

1-4GlcN(NS，3S，6S)というこ糖配列を持つことが確かめられた。

糖鎖内部のウロン酸は、そのアノメリツクプロトンの化学シフトと結合定数J1.2の値か

ら決定したロ化学シフトの値がδ4.630で結合定数J1.2が大きいこと (8.0Hz) より、 Fr.

1II-12の糖鎖内部のウロン酸はイズロン酸ではなくグルクロン酸であると判定した。 α

イズロン酸ならばアノメリツクプロトンの化学シフトは o5.0あたりに観測され (61、74)、

結合定数λ2の値ももっと小さくなる (2.5から3.5Hz (75) )はずである口なお、 N-硫酸

基の数とG硫酸基の数はFAB-MS分析の結果とよく一致していた。以上より、 Fr.1II-12 

に含まれる成分の構造はムHexAα1-4GlcNAc(6S)α1-4GlcA s 1-4GlcN(NS，3S，6S)と決定

できた。

2. Fr. III・9の構造解析

Fr.III・9は画分IIIの約6% (モル%)を占め、 1II-12と同様にヘパリチナーゼI、II、IV、

Vに抵抗性を示した。組成分析の結果から、この画分は不飽和ウロン酸 lモルに対しグ

ルコサミンとウロン酸を 2モルずつ、硫酸基を 3モル含むトリ研し酸化四糖であるとわかっ

た。この結果は、 Fig. 17Bに示した FAB-MS分析から決定された組成、 A

HexA1HexA1HexNAc1HexN 1 (S03H)3とも一致していた。負イオンモードのFAB-MS分析に

おいて、m/z955、977、999に見られる分子イオンのシグナルは、 Fr.III-9の対ーイオンが、

それぞれ2、3、 4モル分ず、つNa+型になったものを表わしている(それぞれ[Fr.1II-9・

3H + 2Nar、[Fr.III-9 -4H + 3Nar、[Fr.111-92・5H+ 4Na]ーである)。また、 m/z875、897

のシグナルは、前述のm/z955、977に相当する分子イオンが、硫酸基を lモル失ったも

のに相当するフラグメントイオンである(それぞれ[Fr.111-9・3H+ 2Na -SOJ'、 [Fr.1I1-9

・4H+ 3Na -SOJ'である) 0 

硫酸化の部位と糖鎖内部のウロン酸の決定はlH-NMR解析によって行った。 Fig.18Bに

その一次元スペクトルを、 Table11にそのNMRデータを示した。各プロトンの化学シフ

トは、 Fr.111-12の場合と同様に二次元HOHAHAとCOSYの手法を用いて帰属した。

GlcN-1のs-アノマ一体のシグナルは観測されなかったが、このことはGlcN-1のアミノ

基が硫酸化されていることをあらわしている o Fr. 1II-12とNMRのデータを比較してみる

と、 GlcN-lのH-5、H司6、H-6'の化学シフトがそれぞれ0.39、0.66、0.63ppmず、つ高磁場

側へシフトしている点のみ異なっていた (Table11) 0 このことからFr.111-9の成分は、
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Fr. 111-12の成分からG1cN-1 の 6 位の硫酸基を欠いたHI~:.Ì~与をしていることがわかった (2 8)。

糖鎖内部のウロン酸は、アノメリックプロトンの化'Fシフトの仙(O 4，660) と結合定

数J1;2 (8.0 Hz) からグルクロン酸と同定した。以[--より、 Fr.III-9に合まれる成分の構

造は6.HexAα1-4G1cNAc(6S)α1-4GlcA s 1-4GlcN(NS，3S)と決ー定できた。

3. Fr. 111-19の構造解析

Fr.1I1-19は画分111中の約5%(モル%)を占め、 1II-9、12とIIY]t.手にヘパリチナーゼI、II、

IV、Vに抵抗性を示した。組成はFAB-MS分析からムHexA1HexA1HexNiS03H)sと推定し

た。負イオンモードのFAB-MSスペクトルにおいて (Fig，17C) 、[Fr.III-19 -H]一、 [Fr.

111-19・ 2H+ NaTに相当する弱い分子イオンが、 m/z1073、1095に観測され、これらはFr.

111-19の対イオンが、それぞれNぶ型になっていないものと IモルだけNぶ型になったも

のを表わしている O また、 m/z993、913、833のシグナルは、!日述のm/z1073に相当する

分子イオンが、硫酸基をそれぞれし 2、 3モル失ったものに十11当するフラグメントイ

オンである(それぞれ[Fr.III-19・H-S031、[Fr.IIl-19 -H -2S03r、lFr.III-19 -H -3S0J 
ーである) 0 

硫酸化の部位と糖鎖内部のウロン酸の決定は1H圃NMR解析によって行った。 Fig.18Cに

その一次元スペクトルを、 Table11にそのNMRデータを示した口各プロトンの化学シフ

トは、 Fr.111-9、12の場合と同様に二次元HOHAHAとCOSYの手法を用いて帰属した。ア

セトアミド基のプロトンのシグナルは観測されなかったので、 GlcN・1もG1cN-3もともに

アミノ基は硫酸化されていることがわかった。 Table11に示すように、 Fr.III-12とNMR

データを比較してみると、 GlcN-3のH-2の化学シフトが0，637ppm高級場側に、同じく

H・1の化学シフトが0.195ppm低磁場側に、それぞれシフトしていることがわかる。この

ことからFr.111-19の成分の構造は、 Fr.1II-12の成分のGlcN-3がN-アセチルからN-硫酸に

置き換わったものであるとわかった (28)口GlcN-3とムHexA-4のプロトンの化学シフト

は、ムHexAα1-4GlcN(NS，6S)という不飽和二糖(ムDiHS-diS1、2132章参照)の値
(28 ) 

とよく一致しており (Table 11、ム DiHS-diS 1 は R3) 、 ~I: 還元末端↑l!IJ の二二糖部分の構造が

確認できた O 糖鎖内部のウロン酸は、アノメリツクプロトンの化学シフトの値(o 

4.647) と結合定数ι(8.0Hz)からグルクロン酸と同定した。以上より、 Fr.III-19に含

まれる成分の構造は6.HexAα1-4GlcN(NS，6S)α1-4G1cA s 1-4G1cN(NS，3S，6S)と決定でき

た。
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ヘパリナーゼのみの消化によって調製した四*m-fillI分の構造解析第 3節

ーグルクロン酸2-硫酸を含む新奇な四糖構造の解析 (31) 

ヘパリナーゼでの消化による四糖の調製
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さらにノてイオゲ、ルP-10を糖画分は、

Fig. 19. Gel fi1tration of the heparinase digest 
on Bio-Gel P-I0. Purified stage 14 heparin 
was digested with heparinase. The digest was 
subjected to gel filtration on a column of 
Sephadex '0-25 fine， and separated into 
oligosaccharides and disaccharides. The 
oligosaccharide fraction was further 
fractionated on a column (1.6 x 95 cm) of Bio-
Gel P-lO using 1.0 M NaCl/lO% ethanol as the 
eluent. Fractions (2 ml) were collected and 
monitored by absorbance at 232 nm. Fractions 
1-8 were pooled. 

用いたゲルろ過によって四分 lから

kfL成O (Fig. 19) 8までに分画した

主要画分の回分7は、分析の結果、

グル不飽和ウロン酸lモルに対-し、

飽和のウロン酸コサミンを 2モル、
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ラムを用いたHPLCによってさらに刺11

{主
}
q
O仏
N
Z偲
Z
L
O
Z
O一
ト
《
広
↑

Z
凶一

υzoυ

Fr. 1から XIIrを符た

このうち画分7全体の

0.8 

0.4 

0.6 

0.2 

t.T-2 _，'スT_'l

-，t/-' r' ~ 

E
C
N的
N
ト
《
凶

υ
Z《
田
区

Oω
∞
《

かく分回し、

O (Fig. 20) 

60 

Fig. 20. Fractionation of unsaturated tetrasaccharides by HPLC on an amine-bound silica 
~olu f!1 n. The tetrasaccharide fraction (Fraction 7 in Fig. 19) obtained by gel filtration on 
Bio-Gel P-lO was chromatographed on an amine-bound silicaじolumnusing a linear salt 
gradient (indicated by the dashed line). The elution positions of the authentic 

tetrasaccharides， dT-l， -2 and -3， are indicated by arrows. 
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95% (モル%)を占める主要な11画分について、同じ条件で再クロマトグラフィーを行っ

てさらに精製し、構造研究を進めた O それら11画分は、 HPLCとキャピラリー電気泳動

による純度の分析を行い、ほぼ均一であることを確認した(結果は示していない)。な

お、 100mgのヘパリンから単離できる各成分の量をTable12に示した。

Table 12. Enzymatic剖 alysisof tI、C1釦 101吋 oligosaccharidcs.AfLCr cach oligosaccharidc fraClion wa5 incUOOlcd wilh hcpariLinru叩 11orwi山2.sulfata-;cand Lhcn hcparilinoJsc 11. 

thc rcaction prodUCl. wcrc characlcrizcd by HPLC. Rιovcrics of thc disaccharidcs臼Iculaledb出口lonab回巾ionat 232 nm arc shown in parcn山C皿S

Fr. No. Yicld" Hcparitinasc 11 di呂田t 2-sulfma比例cpanllna'唱 11digCSl 

11 181 6DiHS-diS 1 (253%) NDb 

IV 407 6DiHSぺliSI(73%) and 6DiHS-diS2 (I(X)%) 2-sulfULaもc，辺市山vcd
V “l6 6DiHS-diSI (92%) and 6DiHS-diS3 (72%) 6DiHS-6S (I()O時.)and 6DiHS-diS 1 (128%) 
v1 486 6DiHS-diS2 (248%) ND 
VII 226 6DiHS-6S (110%) and 6DiHS-lriS (113腎) 6DiHS-f>S (83%) and 6DiHS-diSI (92傍)
V111 3597 6DiHS-diSI (105%) and 6DiHS-lriS (107%) 6DiHS-diS 1 (188叫}
IX 263 6DiHS-diS2 (90%)胡 d6DiHS-lriS (93%) 6DiHS-diSI (109%) and 6DiHS-diS2 (94%) 

X II!均 6DiHS-diS2 (121事)and 6DiHS-lriS (110%) 6DiHS-diSI (110%) and 6DiHS-diS2仰8%)
XI 289 6DiHS-diS2 (61'蒐)and 6Di HS-lriS (73%) 
XII 245 
XIII 1744 

anmolc/I仙 nghcparin 

bND，間.td惜 nnincd

6DiHS-lriS (212%) 
6DiHS-lriS (209%) 

c2S，6Sor NS陪prc団澗lS2-0-， 6-0・or2-N引lIfalC，rロpcctivcly.

6DiHS-NS (56%) and 6DiHS.lriS (50帯)

ND 
ND 

dη10 parcnllC回血ccharidcw酷町田tlVCω2-sulfalllSC.Hcparitinao;c 11 digc..tion w出 n回 condlκlcd.

2.各成分の酵素消化による分析

Prcsurncd s凶 cturcof lhc maJor componcrH 

6HcxA-GlcN(NS，6SC)ーHcxA.GIcN(NS，6S)
6HcxA(2S)ーGIcN(NSトHcxA-GIcN(NS，(，S) 
6HcxA(2S)ーGIcNAc(俗トHcxA.GlcN(NS，6S)
6Hc災A(2S)ーGIcN(NS)-HcxA(2S)・GIcN(NS)
6HcxA(2S)-GIcN(NS，6S)ーHcxA-GlcNAd6S)
6HcxA(2S)ーGIcN(NS，俗)-HcxA.GIcN(NS，6S)
6HcxA(2S)ーGlcN(NS，6SトHcxA(2S)ーGIcN(NS)
6HcxA(2S)ーGIcN(NS，6S)-HcxA(2S)ーGIcN(NS)
6HcxA(2S)ーGlcN(NS)・HcxA(2S)-GIcN(NS，。日)
6HcxA(2S)ーGIcN(NS，6S)-HcxA(2S)ーGIcN(NS，(-市}
6HcxA(2S)ーGIcN(NS，6S)ーHcxA(2S)-GlcN(NS，抗日}

単離した各画分をヘパリチナーゼIIで消化すると、二程類の不飽和二糖が等量、ある

いは消化前の二倍の紫外吸収を持つ一種類の不飽手ー日二糖が生じ、二糖組成が決定できた。

二種類の二糖単位のもとの囚糖における配列は、 2・スルファターゼ (71)の基質特異性を

利用して決定した o 2-スルファターゼは非還元末端に位置する4，子不飽和ウロン酸の

2・0硫酸化構造のみに特異的に作用する酵素で、もとの四糖をエスルブアターゼで消化

後、ヘパリチナーゼIIで連続消化すれば、 2-0-硫酸化不飽和ウロン酸残基を持つ二糖単

位の位置を決定できる O 各画分の酵素消化物のHPLC分析の結果はTable12にまとめた O

また、代表例としてFr.IXの分析のクロマトグラムをFig.21に示した。上段は不飽和二

糖の標準品で、中段はヘパリチナーゼIIによるFr.IXの消化結果であり、ムDiHS-diS2と

ムDiHS-triSが等量生じた。 Fr.IXを2-スルファターゼで消化後、ヘパリチナーゼIIで連続

消化すると (Fig.21下段)、ムDiHS-diS1とムDiHS-diS2を生じたので、ムDiHS-triSがも

との四糖においては非還元末端側に位置していたことがわかる。よって、 Fr.IX中の成

分の構造はムHexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-4HexA(2S)1-4GlcN (NS)であると判明した O

糖鎖内部のウロン酸残基は、亜硝酸分解物のHPLCによる解析と500・MHzlH-NMR解析

によって決定した(後述)。

Fr.IX、X、XIはヘパリチナーゼ11によるm化によって、いずれも等長のムDiHS-diS2と
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いずれも令長のムDiHS-diS2とXIはヘパリチナーゼ11による消化によって、Fr. IX、X、

これらの回う?の主成う〉はそのような二粘から構成され、(Table 12) ムDiHS-triSを生じ

ヘパリチナーゼIIでるペンタ硫酸化四糖であるとわかった。 Fr.XIは2-スルファターゼ、

ムDiHS-diS2がもとの四4唐でムDiHS-NSとムDiHS-diS2を生じたので、連続消化すると、

Fr. XI中の成分の構造はムすなわち、は非還元末端側に位置していたことがわかった。

HexA(2S)α1-4GlcN(NS)α1-4HexA(2S)1-4GlcN(NS，6S)である。糖鎖内部のウロン酸は、

Fr.IXとXも2-スルファターゼと同様に、後述のようにlH岨NMR解析によって決定した。

いずれからも等量のムDiHS-diS1とムヘパリチナーゼIIの連続消化を行ったところ、

DiHS-diS2を生じ、両者の成分はムHexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-4HexA(2S)1-4G lcN (NS) 

出発材料という共通の配列を持った異性体であると判明した。 HPLCでの溶Jlift置と、

Fr. XはムT・2と名付けたムから考えて、(Table 12) のへパリンの中に含まれる割合

HexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1・4IdoA(2S)α1-4GlcN(NS)という梢造既知lの四糖と同じ成

Irli líì~rl唆分解物のHPLCによる解析最終的には、しかし、分であると推定した (29、 72)。

。(後述)と500-MHzlH-NMR解析を行い、 Fr.IXとXの成分の梢造を決定した
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Fig. 21. HPLC analysis of the heparitinase 11 digest 
of Fr. IX. Top panel， the elution positions of 
standard heparin/heparan sulfate-derived unsaturated 
disaccharides (0.3 nmol each， for disaccharide 
abbreviations see Fig. 8); middle panel， the 
heparitinase 11 digest of Fr. IX (0.5 nmol); bottom 
panel， successive digestions of Fr. IX (0.5 nmol) 
with 2-sulfatase and then heparitinase II. 
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また、 Fr.XII と xnIのヘパリチナーゼIIによる ~ìlj化では、しEずれからもム DiHS-triSのみ

を生じ、その232nmにおける吸収は消化前の二倍にiWえた (Table12) 0 この結果から、

両者の成分は、ムHexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-4HexA(2S)1-4GlcN(NS，6S)という共通

のヘキサ硫酸化六糖構造を持った異性体であると'1'1日Ylした。 HPLCでの溶出位置と、出

発材料のヘパリンの中に含まれる割合 (Table12)から考えて、 Fr.XIIIはムT-3と名付け

たムHexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-4IdoA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)という構造既知の四糖と

同じ成分であると推定した (29、 72、74)。しかし最終的には、 Fr.XIIとXIIIも、直硝酸

分解物のHPLCによる解析と500田MHzlH-NMR解析を行い、 {I'I;:造を決定した(後述)口

3 .亜硝酸分解によって生じた二糖のHPLCによる分析

Fr.IX、X、XII、XIIIの中に含まれる成分の粘鎖内部のウロン酸を同定するため、そ

れぞれを亜硝酸分解し、 HPLCで解析した口 Fig.22に校式的に示したように、バクテリ

アの酵素による消化では、元の私IfilijJl内部のウロン般残tJ~がグルクロン酸であってもイズ

ロン酸であっても 4， 5-不飽和ウロン酸に変換されてしまうが、 I]I~硝酸分解では、糖鎖内

部のウロン酸はもとの構造を保持したまま二糖にまで分解される (76、77) ただし、還

元末端に位置するN-硫酸化グルコサミンはNイ硫酸基がはずれ2，5-アンヒドロマンニトー

ルanManRに変換されてしまう)口 。。心b心
〆GI<N (々)GILopH15

GIcA 

~，Qo~ Qo4，~匂o~。
sHexA-GlcN sHexA-GIcN 

GIcA・anMan

Fig. 22. Cleavage of heparin tetrasaccharides with nitrous acid (right) and heparitinases (left). 
Bacteriallyase (heparitinases) treatment converts the original strllcture of the internal uronic acid 
residue， glucuronate or iduronate， of the oligosaccharides into the same 4， 5・lInsaturated

hexuronic acid， 4-deoxy-α-L-threo-hex-4-enepyranosyluronic acid. In contrast， nitrous acid 
treatment retains the original uronic acid structure， despite loss of an N-slllfate grollp and 
production of an artificial structure， 2，5-anhydromannitol， at the reducing end. 
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Fr.IXとXを亜硝酸分解後NaB1-I4で還元し、生じてきた二糖アルデイトールをゲルろ

過クロマトグラフィーで精製し、ポリアミンカラムを用いたHPLCで分析した(実験の

部を参照)。その結果をFig.23に、市販のヘパリンを亜硝酸分解して得た標準品ととも

に示した o Fr.IXとXは、分解によっていずれもモノ研し酸化二糖とジ硫酸化二糖を生じ

たことが溶出位置からわかる (78 )。酵素消化による分析から推定された四糖の構造に

基づいて考察すると、共通して見られるジ硫酸化二糖は、ムHexA(2S)α1-4anManR(6S)

(以下6.USMSと省略する)であると思われる。一方、各々から得られたモノ硫酸化二

糖は別々の位置に溶出されており、このことはこれら二種類の二糖が異なったウロン酸

残基を含んでいることを示唆している o Fr. Xから得られたモノ硫酸化二糖は、 IdoA(2S)

α1-4anManRというこ糖標準品と同じ位置に溶出されていた。したがって、 Fr.X中に含

まれる成分はムT-2という既知の四糖と同じであると予想され、このことは酵素消化物

のHPLC分析から予想した結果(前述)とも一致していた。また、 Fr.IXから得られたモ

ノ硫酸化二糖は、 GlcAs 1-4anMani6S)というこ糖標準品とほぼ同じ位置に溶出されてお

り、すでに報告されているGlcA(2S)戸1-4anManRの溶出位置もその辺りである
(78)O 酵

素消化物のHPLC分析からすでに、 Fr.IXにはム HexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α

1-4HexA(2S) 1-4GlcN (NS)という構造の四糖が含まれていることがわかっているので(前

述)、 Fr.IX中に含まれる成分の構造はムHexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-4GlcA(2S)s 

1-4GlcN(NS)であると推定した。この構造は、 500-MHzlH-NMR解析によって確認した

(後述)。

結果は示していないが、 Fr.XIIとXIIIについても亜硝酸分解を行い、 HPLCで分析した。

いずれの画分からも二種類ず、つのジ硫酸化二糖が得られ、それらのうち一方の成分につ

いてはFr.xnとXIIIで同じ位置に溶出されるものであった O 前述の酵素消化による分析
から推定された四糖の構造に基づいて考察すると、この共通のジ硫酸化二糖はムUSMS

と思われる O 一方、各々から得られたもう ー・方のジ硫酸化二結は、それぞれ異なった位

置に溶出されており、両者は異なるウロン酸残11~ を合むことが予想された。 Fr. XIIIに

由来するそのジ硫酸化二糖の溶出位置は、 IdoA(2S)α1-4anMani6S)という二糖標準品

(以下ISMSと省略する)と同じ位置に溶出されていた。したがって、 Fr.XIII中に含ま

れる成分はムT-3という既知の四糖と予想された。 Fr.XIIIのHPLC上での溶出位置も出

発材料のペパリンから得られる収量(前述)も、ムT-3の場合の似とよく一致していた

(2 9、72、74)O また、 Fr.XIIから得られたもう一つのジ硫f唆化二加は、 JSMSの直前に溶
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この位置はすでに報告されているGlcA(2S)戸1-4anManR(6S)の溶出位置と

Fr. xnr:pに含まれる成分の構造はムHexA(2S)α

出されており、

この構造も、

したカ古って、

1-4GlcN (NS，6S)α1-4GlcA(2S) s 1-4GlcN(NS，6S)であると推定した O

500-MHz lH-NMR解析によって確認した

ほほ同じであった (78) 口

(後述)。
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Fig. 23. HPLC analysis of the disaccharides obtained by HN02/N aB3H4 treatment. 
Fractions IX and X were subjected to nitrous acid depolymerization at pH 1.5 and the 
resultant 3H-labeled disaccharides were isolated. by Bio明GeIP-2 geI filtration 
chromatography and analyzed by HPLC on an amine-bound siIica column. Fractions 
were collected at l-min intervaIs at a flow rate of 1 ml/min and radioactivity was 
determined by liquid scintiI1ation counting. Top panel， profile of heparin disaccharide 

standards. Middle paneI， profile of the disaccharides (presumably ISM and d.USMS) 
derived from Fr. X; bottom panel， profile of the disaccharides (presumably GSM and 

d.USMS) derived from Fr. IX. The NaH2P04 gradient used for the separation is 

indicated by the dashed line in the top paneI. GMS， IMS， ISM， rSMS， d.USMS and 

GSM represent GlcAsl-4anManR(6・sulfate)，IdoAα1-4anManR(6-sulfate)， IdoA(2-

sulfate)α1-4anManR， IdoA(2-sulfate)α1・4anManR(6-sulfate)， d.HexA(2-sulfate)α1-

4anManR(6引Ilfate)and GlcA(2-sulfate)sl-4anManR， respectively. 
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5∞-MHz lH-NMR解析4 . 

糖鎖内部のウロン酸の同定と硫酸化部位の確認は、 500-MHzlH-NMR解析によって行っ

COSYの二次元HOHAHA、前節や前章などで述べたように、たD 化学シフトの帰属は、

Fr. xn及びXlnの一次元のo Fr. IX及びX、(結果は示していない)手法を用いて行った

また各画分のNMRデータはTable13にまとめ

mC21GJCJIJq 
スペクトルをそれぞれFig.24と25に示し、

た。

~~ 
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Fig. 2.4. Structural-reporter-group regions of the 500・MHz1 H NMR spectra of 
Fractions IX and X recorded in 2H20 at 26 oc. Upper panel， Fr. IX; lower panel， Fr. 
X. The numbers and letters in the spectra refer to the corresponding residues in the 
structure. 
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ldô-Z 
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!H 

トの値と結合定数そのアノメリツクプロトンの化学シフ糖鎖内部のウロン酸残基は、

ヘパリンオリゴ糖において、 2・G硫酸化されJ
1
;l.の値に基づいてはっきりと決定できた。

たグルクロン酸の化学シフトは報告されたことがないが、 2-0-硫酸化されたイズロン酸

それぞれと硫酸化されていないグルクロン酸のアノメリックプロトンの化学シフトは、
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また結合定数ら約δ5.2と約 δ4.6に検出されることがわかっている (29、川、 60、72 )。

Fグルクロン般の場合で約8.0Hzであるとわαイズロン酸の場合で約3.0Hz、の値は、

そのアノメリックプかっている (29、30、72、75、79)0 Fr. Xのおjf鎖内部のウロン般は、

結合定数11.2のも11が3.0Hzであることからロトンの化学シフトの値が δ5.205であり、

しかも、そのH-2のイヒ学シフトのイ直は、イズロン酸と同定できた。(Fig.24、Table13)、

ウシ腎臓ヘパラン硫酸由来の四糖の研し酸化されていないイズロン酸の他(79) に比べる

イズロン酸の 2位約0.55pprn低磁場側にシフトしており、、(結果は示していない)と

そのアノが硫酸化されていることが確認できた (29) 0 Fr. IXの糖鎖内部のウロン酸は、

結合定数11.2の他が7.5Hzで、あるメリックプロトンの化学シフトの値が δ4.695であり、

このグルクロン酸のH・2のグルクロン酸と同定できた。
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Table 13. lH-Chonical S，ゆsof 1M ConsfItiUnt Monosaccharides ofTetrasaccharides Derivedfrom Heparin 

Chemi回Ishifts an: given in ppm downfield from in陰口祖Isωium 4，4-i1羽田山yl-4-sil匂lentane-1-su1f<凹ate，but were配tuaIIy回目拙吋indircctlyin周知町間ω眠匂田(li2.225 ppm) in 2Hz<> at 26"C.百世田timat凶町官凹
出e陀sonar院副signmentsisま:0.∞2ppm.

Fr. 1I Fr.IV Fr. V Fr. VI Fr.VlI Fr. V皿 Fr.医 Fr.X Fr.沼 Fr. XlI Fr.xm 

企・口・a企3口・企⑥口・企3・⑩ 企・of) 企・口・ 企・・3&・φ⑩企⑩φ・企・・・企...
GlcN-l α α α α α P α α α α α α 
H-1 5.462 5.461 5.459 5.447 5.202 4.714 5.462 5.452 5.449 5.443 5.453 5.446 

H-2 3.270 3.267 3.265 3.229 3.879 3.70b 3.255 3.231 3.225 3.254 3.252 3.274 

H-3 3.71b 3.7ω 3.716 3.682 3.832 N1)C 3.740 3.758 3.698 3.679 3.722 3.697 

H-4 3.71b 3.68b ND 3.921 3.691 ND 3.70b 3.64b 3.928 3.74b 3.70b 3.732 

H-5 4.147 4.153 ND 3.84b 4.158 ND 4.161 3.936 3.886 4.118 4.095 4.125 

H-6 4.342 4.33b ND ND 4.29b ND 4.34b 3.88b ND 4.35b ND ND 
H-6・ 4.336 4.33b ND ND 4.29b ND 4.34b 3.88b ND 4.29b ND ND 
N-Ac ーd 2.033 

HexA-2 
H-1 4.606 4.593 4.569 5.179 4.992 4.580 4.695 5.205 5.198 4.575 5.220 
H-2 3.381 3.370 3.331 4.287 3.744 3.375 4.126 4.293 4.293 4.128 4.30b 

H・3 3.870 3.831 3.678 4.207 4.118 3.847 3.990 4.238 4.183 ND 4.198 

v1 H-4 3.79b 3.76b 3.76b 4.067 4.07b 3.795 3.83b 4.ω4 4.085 ND 4.13b 
o H-5 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

GlcN-3 
H-1 5.636 5.565 5.374 5.385 5.359 5.567 5.580 5.398 5.436 5.574 5.446 
H-2 3.320 3.276 3.920 3.261 3.269 3.295 3.276 3.292 3.262 3.272 3.302 
H-3 3.668 3.607 3.786 3.613 3.623 3.662 3.640 3.648 3.“)() 3.630 3.635 
H-4 3.862 3.771 ND 3.7ω 3.823 3.841 3.823 3.820 3.7ω 3.810 3.826 

H-5 4.019 3.84b ND 3.87b 3.972 3.990 3.989 4.030 3.871 3.972 4.052 

H-6 4.454 ND ND ND 4.342 ND 4.339 4.24b 3.80b ND ND 
H-6・ 4.175 ND ND ND 4.2∞ ND 4.197 4.24b 3.80b ND ND 
N-Ac 2.036 

aHexA-4 
H-1 5.146 5.522 5.493 5.523 5.487 5.530 5.5∞ 5.510 5.523 5.5∞ 5.507 
H-2 3.771 4.597 4.627 4.601 4.610 4.622 4.615 4.624 4.ω2 4.620 4.622 
H-3 4.256 4.237 4.318 4.205 4.310 4.320 4.315 4.309 4.217 4.298 4.302 
H-4 5.796 5.999 5.981 6.α)() 5.972 5.995 5.976 5.979 6.∞2 5.979 5.979 

asym以北sn:pr百四ltthe followings: an open triang1e， oHexA; a clo釦dtri剖 gle，aHexA(2・sulfate);阻 opensq国民G1cA;ad田edsqu田弘GlcA(2叩 Ifate);回句lendi劃nond，IdoA; a d田伺diamond，IdoA(2-阻 Ifate);
a closed circ1e， G1cN(N， 6-disulfate); a circle half.do田don血e1e仇side，GIcNAc(6-sulfate); a circle half-closed on血eright side， GlcN(N.sulfate). 
bSignals partially ov，目iap，reducing the precision of由echemical shifts. 
CND， not determined. 
ι， not 民 C町nng・



化学シフトの値は、糖鎖内部のウロン酸として硫酸化されいないグルクロン酸を持つ

Fr. VIIIの値と比較すると、 0.751ppm低磁場側にシフトしており、 21立が硫酸化されて

いることが確認できた。 NMR解析、酵素消化物の分析、亜硝酸分解物の分析から、以

下の構造がFr.IX及びXに含まれる成分として決定できた。

Fr.IX:ムHexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-4GlcA(2S)戸1-4GlcN(NS)

Fr. X:ムHexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-4IdoA(2S)α1-4GlcN(NS)

また、 Fr.XIIの糖鎖内部のウロン酸も、そのアノメリックプロトンの化学シフト (δ

4.575) と結合定数ら (10.5Hz)の値より、グルクロン酸と同定した。グルクロン酸の

2位の硫酸化は、 Fr.IXの場合と同様に、硫酸化されていないグルクロン酸を含む成分

との化学シフトの比較から確認した。 NMR解析、酵素消化物の分析、亜硝酸分解物の

分析から、以下の構造が、 Fr.XII及びXIIIに含まれる成分として決定できた。

Fr. XII: d. HexA(2S)α1-4GlcN (NS，6S)α1-4GlcA(2S) s 1-4GlcN(NS，6S) 

Fr. XIII: d. HexA(2S)α1・4GlcN(NS，6S)α1-4IdoA(2S)α1-4GlcN(NS，6S) 

同様にして、他の七つの四分中の成分の構造を決定した (Table14) 0 今回構造決定

した11成分のうち、 6成分は単離の報告がない構造をしていた。興味深いことに、 Fr.

IXとXIIに含まれる成分は、珍しいグルクロン酸ふ硫酸構造を糠鎖内部に含んでいた O

グルクロン酸2-硫酸構造は、亜硝酸分解物の二糖の解析からその存在が示唆されては

いたが (78、80-82)、硫酸化の部位が3位である可能性は排除できておらず、このよう

にNMRで構造が証明されたのは初めてである O また、実際にグルクロン酸2-硫酸を糖

鎖内部に含む四糖としての単離も初めてである D

Table 14. Structures of the isolated tetrasaccharides derived from porcine intestinal heparin. 

Fr. No Structure refa 

11 且HexA α1-4G1cN(NSb，6S)α1-4G1cA s 1-4G1cN(NS，品S)

lV MlexA(2S)α1-4G1cN(NS) α1-4G1cA 。1-4G1cN(NS，6S) 60 

V sHexA(2S)α1-4G1cNAc(6S) α1-4G1cA sI-4G1cN(NS，6S) 

Vl sHexA(2S)α1-4GlcN(NS) α1-41doA(2S)α1-4G1cN(NSl 29， 74 

VII sHexA(2S)α1-4GlcN(NS， 6S)α1-41doA α1-4G1cNAc(6S) 

Vlll sHexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-4G1cA sI-4G1cN(NS，6S) 60， 72 

IX sHexA(2S)α1-4GlcN(NS， 6S)α1-4G1cA(2S)日1-4GlcN(NS)

X sHexA(2S)α1-4G1cN(NS，6S)α1-41doA(2S)α1-4G1cN(NS) 29， 72， 74 

XI sHexA(2S)α1-4GlcN(NS) α1-41doA(2S)αl ・4GIcN(NS，6S) 

Xl1 sHexA(2S)αト4G1cN(NS.6S)α1-4GicA(2S)s 1-4G1cN(NS， 6S) 

Xl11 sHexA(2S)α1-4G1cN(NS，6S)α1-4IdoA(2S)α1-4GIcN(NS，6S) 60，72 

:IReferences for the p陀 vioulyisolated structures 

b2S， 6S， or NS rep陀 sents2-0-， 6-0-， or 2・N-sulfate，respectively 
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分解酵素のヘパリン及びヘパラン硫酸由来の種々のオリゴ糖を用いた、第4節

基質特異性の研究 (29-31)

2節で述べたヘ第 l、IIの三種類の酵素について、ヘパリチナーゼI、ヘパリナーゼ、

第3節で述べた四糖11程 (31)の合計23種類(重パリン由来のオリゴ糖14種 (29、30)、

各酵素の従来知ら基質特異性を検討した。のオリゴキ唐を用い、複している構造もある)

多糖を分解したときに生じてきた主要な二糖やオリゴ糖の末端れている基質特異性は、

明確な構造を持ったオリゴ糖を
(60、63、72) 、の糖残基の構造から推定したものであり

J¥ノf各オリゴ糖をヘパリナーゼ、用いて調べられたことはほとんどなかった (83-85)口

それぞれの反応液をHPLCで分析することにより、IIとインキュベートし、リチナーゼI、

各酵素消化の結果はTable15にまとめた。消化の有無を検討した口

Table 15. Substrate Specificity of Heparinase and Heparitinases 1 & 11 towards 34 0ligosaccharides. 

HSasc I HSasc 11 

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
 

Hcpasdl SlrUClllrc 

日ト4GICN(NSb) 日1-4ldoA(2S) 日1-4GlcNAc
α1-4GIcN(NS)α1-41doA(2S)α1-4GIcN(NS) 
GlcN(NS) 臼1-4ldoA(2S) 日1-4GIcN(NS，6S)

6HcxA(2S)α1-4GIcN(NS) 日1-4ldoA(2S)αI-4GIcNAc
6HexAα1-4GlcN(NS)α1-41doA(2S)α1-4GlcNAc(6S) 
6HexA al-4GlcN(NS，6S)日1-41doA(2S) 日1-4GlcN(NS)
6HexA(2S)臼1-4GIcN(NS)α1-41doA(2S) al-4GIcN(NS) 
6HexAα1-4GIcN(NS)α1-41doA(2S)α1-4GIcN(NS，6S) 
6HexA(2S)α1-4GIcN(NS，6S)α1-4IdoA(2S)α1-4GIcNAc 

6HcxA(2S)臼1-4GIcN(NS) 日1-4UAC(2S) 1-4GIcNAc(6S) 
6HexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)日1-41doA(2S)α1-4GIcN(NS)

6HcxA 
6HcxA 

Fr. No. 

1ll-4 
1ll-5a 
1I1-5b 
1I1-1Oa 
lI1-lOb 
III-ll 
1I1・13
III-15 
III-17 

III・18
Il1-20 

~ 1-4GlcN(NS，3S) 
~1 -4GlcN(NS ，3S ，6S) 
日1-4GlcN(NS，3S，6S)

α1-4GIcNAc(6S)α1-4GlcA 
α1-4GlcNAc(6S) al-4GlcA 
α1-4GlcN(NS，6S)α1-4GIcA 

6HexA 
6HcxA 
6HexA 

I11-9 
Il1-12 
Il1-19 

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
 

+
+
+
・
+
+
・
・
・
・
・

-
・
・
・
・
・
・
・
+
+
+

6HexA al-4GIcN(NS，6S) al-4GIcA ~1 -4GlcN(NS ，6S) 
6HexA(2S)臼1-4GIcN(NS) 日1-4GIcA ~ 1-4GlcN(NS，6S) 
6HexA(2S)α1-4GIcNAc(6S)α1-4GlcA ~1-4GlcN(NS ，6S) 
6HexA(2S)α1-4GlcN(NS)α1-4IdoA(2S)α1-4GlcN(NS) 
6HexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)日1-4IdoA 日1-4GlcNAc(6S)
6HexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)日1-4GIcA ~ 1-4GlcN(NS，6S) 
6HexA(2S)臼1-4GlcN(NS，6S)α1-4GlcA(2S) ~1 -4GlcN(NS) 
6HexA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-41doA(2S)α1-4GlcN(NS) 
6HexA(2S)α1-4GlcN(NS)α1-41doA(2S)α1-4GlcN(NS，6S) 
甜 exA(2S)α1-4GlcN(NS，6S)α1-4GlcA(2S)戸ト4GlcN(NS，6S)
t.HexA(2S)日1-4GlcN(NS，6S)臼1-4IdoA(2S) al-4GIcN(NS，6S) 

11 
IV 
V 

VI 
V1I 
VlII 
IX 
X 
XI 
xn 
XlII 

aHcpase， HSase I or 11回prlωentsbeparinase， beparitinase I or 11， r田μctively.
bzs， 3S， 6S， or NS陀presen凶2-0-，3-0-， 6・0・，or2-N-sulfate， respectively. 
CUle isomer type was not de刷 nined.

ヘパリチナーゼII1 . 

ヘパリチナーゼIIはヘパリン/ヘパラン硫酸由来のオリゴ糖の構造解析に極めてよく

に作用この酵素は大部分の四糖と飽和の三糖 (Fr.1II-5b) 用いられている酵素である O

GlcN(NS，:t6S)/GlcNAc(:t6S)-GlcA/ldoA(:t2S)という配列中のグルコサこの結果、した。

ヘパリチナーゼIIの広い基質特異性 (63、85 ) ミニド結合に作用すると考えられていた、

還元末端にグルコサミン 3-硫酸構造を

切断部位の二糖ではなくその隣のグ

しかし、

19の三構造にだけは作用せず、
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ヘパリチナーゼIIは、を再確認できた。

12、持つFr.III-9、



ルコサミンの修飾構造によって影響を受けることが判明した。また、ヘパリチナーゼII

が飽和の三糖であるPr.1II-5bにも作用したことから、非還元末端側のウロン酸残基は酵

素の作用のためには必ずしも必要ではないことが判明した。よって、切断部位の二糖の

すぐ隣りのグルコサミンの方はヘパリチナーゼIIの作用に影響を与えるが、ウロン酸の

方は影響を与えないことがわかった (Pig.26)。すなわち、そのグルコサミンの部分も

ヘパリチナーゼIIによって認識されているのだろう。あるいは、そのグルコサミンの 3

位が硫酸化されることによって、切断部位の二糖の立体的なコンブオーメーションが変

化し、切断されなくなるのかもしれない口

2.ヘパリチナーゼI

ヘパリチナーゼIは、従来、 GlcN(NS，:t6S)/GlcNAc(:t6S)-GlcAという配列中のグルコ

サミニド結合を切断すると考えられてきた (85)O しかし、 Fr.III-9、12、19はそのよう

な配列を持つにも関わらず、ヘパリチナーゼIは作用しなかった。これは、ヘパリチナー

ゼIIの場合と同様、還元末端にグルコサミン 3-硫酸が存在するために抵抗性を示したと

考えられる。したがって、ヘパリチナーゼIも、切断部位の二粧の隣のグルコサミンの

修飾構造によって影響を受けることが判明した (Pig.26)。また、ヘパリチナーゼIは、

従来考えられていた基質特異性から推定すると切断しないはずのFr.VIIにも作用し

(Table 15)、硫酸化されていないイズロン酸を含む成分でも切断することがわかった。

よって、ヘパリチナーゼIは、 GlcN(NS，:t6S)/GlcNAc(:t6S)-GlcA/ldoA(太宇部分は新た

にわかった部分)という配列中のグルコサミニド結合を切断することになる (Fig.26) 0 

つまり、この酵素はヘパリチナーゼIIやコンドロイチナーゼABCと同様に、切断部位で

antiとsynのいずれの脱離反応も触媒できるようである口この消化結果は、多糖としての

ヘパリンを完全脱硫酸化後、再N-アセチル化して得られた、ー(IdoA-GlcNAc)よという繰

り返し構造を持つ多糖に対して、ヘパリチナーゼIが作用するという報告と一致してい

る (38)口

3 .ヘパリナーゼ

ヘパリナーゼは、従来GlcN(NS，:t6S)-IdoA(2S)という配列中のグルコサミニド結合に

作用すると考えられてきた(72、85)。しかし今回、ヘパリナーゼはFr.xr、XII、XIIrの

みに作用し、他のオリゴ糖には全く作用しなかった。この結果から、従来知られていな

かった知見が二つ得られた。一つは、 Fr.XlIがヘパリナーゼによって消化されたことか

ら、ヘパリナーゼは2位が硫酸化されていれば、グルクロン酸でもイズロン酸でも作用
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し千尋るということである D よって、ヘパリナーゼも、コンドロイチナーゼ、ヘパリチナー

ゼI、nと同様に、切断部位で、antiとsynのいずれの脱却f反応、も触媒できる珍しい酵素の一

つであると判明した。

今回の結果でもう一つ明らかになったことは、従来考えられていた基質特異性は四糖

の場合には必ずしも当てはまらないということである D 今回引:異性の研究に用いたオリ

ゴ糖の中には、従来の基質特異性で考えれば消化されるはずの配列G1cN(NS，:t6S)-

IdoA(2S)を持つものが多く見られた。しかし、それらの大部分には作用せず、四糖の場

合には異なった基質特異性で考える必要があるようである。ヘパリナーゼが囚糖を切断

するためには、従来から必要とされていたN-硫酸化グルコサミン、ふ硫酸化イズロン

酸の他に、還元末端糖のグルコサミンの 6位、アミノ基の硫酸化も必要なようである O

ヘパリナーゼがFr.Xlnには作用するがFr.Xには作川しないことからその 6位の硫酸化

が必要なことが、また、ヘパリナーゼがFr.XI には作用するがFr.IIト18には作用しない

ことからそのアミノ基の硫酸化が必要なことがわかる O また、結果は示していないが、

Fr. Xlnに2-スルファターゼを作用させて不飽和ウロン酸の 2位の硫般基をはずした成分

にも、ヘパリナーゼが作用したことから、不飽和ウロン酸の 2杭の硫酸恭は、ヘパリナー

ゼのイ乍用のためには必須ではないようである。また、 Fr.XIにヘパリナーゼがイ乍川した

ことから、糖鎖内部のグルコサミンの 6位の硫酸法も作用に不)リー欠ではないようである D

しかし、これら両方の研し酸基を持たない成分Fr.I1I-15にヘパリナーゼは作用しないこと

から、非還元末端側の硫酸基はその部位よりも数に依存していることが予恕される D つ

まり、還元末端側は、 -IdoA(2S)-GlcN(NS，6S)あるいは-GlcA(2S)-GlcN(NS，6S)の配列が、

また、非還元末端側は、ムHexA(2S)-GlcN(NS)ーあるいはムHexA-GlcN(NS，6S)ーの配列が

必要なようである。

四4窟にヘノfリナーゼがイ乍!日するためには、 11.米考えられていたよりもずっと厳密な特

異性があることが今回わかったが、この'lqT{は多私ilのtj)j介でも j白川できるとは必ずしも

いえない。多糖としてのへパリンを基質として)IJい、ヘパリナーゼで~n化すると、ぶ端

のグルコサミンに6-0-硫1唆JLを持たない Jljiやオリゴ判iJも/1:.じてくる (60、6:l、72)。こ

れは、多糖の状態ならば6-0-硫酸のなV¥GlcN(NS)-IdoA(2S)1日列でもれ:JI]しうることを

表わしており、多糖におけるGlcN(NS)一 IdoA(2S)配列のな休防法は、 IJLj加の場介のそれ

とは異なっているようである o Linhardtらは辿j支l命的なイiJf~先を行い、ヘパリナーゼがオ

リゴ1唐よりも多糖にゴ11;?によく作川することをKmの比'IiえからIUJらかにしており(品 1:、
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やはり多糖の場合には、基質特異性が少し児なるのかもしれない。今日明らかにした四

糖におけるヘパリナーゼ、の基質特異性が、どれくらいのサイズのオリゴ羽日にまで適用す

ることができるのかは今後の課題である。

以上の解析によって修正を加えることができた三醇素の新しい基質特異性を、 Fig.26

にまとめた。いずれにおいても、切断部位の三和ji部分のさらに還元末端側のグルコサミ

ンの修飾が、酵素に対する感受性に影響を与えているようである。しかし、より大きな

オリゴ糖や多糖では、立体構造に依存して、今回IYjらかにした基質特異性が当てはまら

ない場合も有り得るということを考慮しておくべきであろう O
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Fig. 26. The structure of the disaccharide cleavage site of the heparin lyases and of the 
adjacent glucosamine residue which influences the enzymatic action of the lyases. The 
arrows indicate the glycosidic linkages cleaved by heparinase as well as heparitinases 1 
and 11. The pentasulfated trisaccharide sequence is required for the heparinase action on 
small oligosaccharides. C-6 OH and C-2 NH2 of the glucosamine residue adjacent to the 
disaccharide cleavage site may be sulfated， whereas the C-3 OH marked by an asterisk of 
the same residue has to be free for sensitivity to heparitinases 1 and II. The hexosaminidic 
bonds cleaved by the lyases may be linked to iduronic or glucuronic acid residues， 
indicating their capability of catalyzing both anti and syn elimination. 
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考察と総括

今回プタ小腸粘膜のヘパリンより 23種類のオリゴ糖を単離し、構造決定した。これら

の構造の中には、ヘパリン糖鎖中でも少量しか存在していない珍しい構造を持った成分

がいくつか見い出された。

まずFr.111-9、12、19であるが、これらは還元末端のグルコサミンの3位が研し酸化され

ており、アンチトロンピン111結合部位に由来する四糖と考えられる。これら三成分は、

ムHexAα1-4GlcN(6S)α 1-4GlcAs1-4GlcN(NS，3S)という基本骨格を持っており、還元末

端側の三糖部分が、アンチトロンピン111との結合に必要な最小の五糖構造、 GlcN(6S)α

1-4GlcAβ1-4GlcN(NS，3S)α1-4IdoA(2S)α1-4GlcN(NS，6S) (86) のうちの、非還元末端側

三糖(下線部)に相当している o Fr. 111-9はまさにその三糖を含んだ構造をしており、

Fr. 111-12は還元末端側のグルコサミンの 6位がさらに硫酸化されたテトラ硫酸化成分、

Fr. 111-19はさらに非還元末端側のグルコサミンのアミノ基が硫酸化されたペンタ硫酸化

成分である。これら三種類の四糖は、アンチトロンピン111高親和性ヘパリン画分をバク

テリア由来の酵素で消化した場合には生じてくるが、アンチトロンピン111低親和性ヘパ

リン画分を消化した場合には生じなかったことから、確かにアンテトロンピン111結合部

位に由来することが確認できた(結果は示していない) 0 したがって、これら三種の四

糖が存在することは、ヘパリン中のアンチトロンピンIII結合部位の配列に多様性がある

ことを示している口アンチトロンピン111結合部位に多様性があることは、亜硝酸分解を

利用したヘパリンの構造研究からすでに明らかにされており (86、87)、 k述のアンチト

ロンピン111結合部位の最少の五糖構造のうち、非還元末端のグルコサミンは、 N-アセチ

ル化されている場合とN-硫酸化されている場合があり、また中央のグルコサミンは6位

が硫酸化される場合があることがわかっていた口すなわち、その五糖構造には、二つの

グルコサミン残基の修飾構造の組み合わせによって、理論ヒ四つの構造異性体 (Penta-1

から4、Table16)が生じうることになる O これらの五糖構造のいずれかを含むアンチ

トロンピン111結合部位が実際に均一なオリゴ糖としてを単離されたのは、以下の数例に

限られている o ブタ小腸粘膜のヘパリンより単離された三種のノリ唐(Octa-1、-3、-4) 

と一種の六糖 (Hexa-1)、そしてウシ肺のヘパリンから単離されたTetra-1という四糖で

ある O

今回単離したFr.111-9、12、19はそれぞれ16:72:12の比で存在していた。最も主要な成

分であるFr.1I1-12は先のPenta-2構造に由来し、この借造異性休に由来する成分 (Hexa-1、
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Tablc 16. Slrucluml variaLion of lhc anlilhrombin IIl-bin(ing silC of hcparin. Four lhcorclically po同 ib1cpcnw叫 ccharidcvarianb (PcnLa-l， -2， -3 and -4) which arc conslruclcd 

baぉcon lhc daw in rcf. 86， lhrcc lctrasaccharidcs isolalcd川 lhcprcscnl sludy (Fr.1l1-9， -12 and -1り)and lhc prcviously isolaLcd lClra-(Tclra-I) ， hcx止 (Hcxa-l)and 

似し凶ccharidcs(仇u・1LO Ocw-4) arc shown. 

G¥cNAc(6S)a (11-4GIcAs I-4GIcN(NS， 3S) ul-41doA(2S)日I-4G1cN(NS，oS) 

GIcNAc(6S) 日I-4GIcAsI-4G1cN(NS， 3S， 6S)臼1.41doA(2S)ul-4G1cN(NS，6S) 

GlcN(NS， 6S)al-4G1cAsI-4GIcN(NS， 3S) 日1-4IdoA(2S)日I-4GIcN(NS，6S)

GIcN(NS， 6S)!l1-4G1cAsI-4GIcN(NS， 3S， oS)日1-4ldoA(2S)臼I-4G1cN(NS，6S) 

Pcn凶ーl

PcnUl-2 

PcnUl-3 

PcnUl-4 

sI-4Ql訓 Ad6S)α1-4GIcAB1-4G1cNINS. 35)b 

sI-4QIcNAcI6S) 白1-4GIcABI-4GIcNINS.3S. 6S) 

引ー4GIcNINS.6Slal-4GIcAsI-4GIcNINS. 3S. 6S) 
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A
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Fr.ll卜9

Fr.JII-12 

Fr.1Il-19 

oGIcA(2S)sI-4QIcNINS凸5】也1-4GIcAsI-4GIcNINS. 3S. 6 Srcf. 62 

oGIcA(2S)日1-4GIcN(NS，6S)α1-41do吟 α1-4GIcNAcI6S)日1-4G1cAs1-4GIcNINS. 3S. 6S1 陀f.61 

oG1cA sI-4Q1cNAcl6S)α1-4GIcABI4GlcNINS. 3S. 6S)al-4IdoA(2S】日1-4GIcNINS.6S】al-4ldoA(2S)α1-4GIcN(NS，6S)同f.88 

α1-4IdoAα1-4G1cNAcI6S)日1-4GlcABI4G1cNINS.3S) 臼1-4IdoAI2S)α1-4GIcNINS】 rcf.89 

IdoAα140IcNAc(6S】日1-4GlcAB1・4GlcNINS.3S. 6S)日1-4IdoAI2S)α1-4GlcNrNS.6Slal-4IdoA(2S)日1-4anMan(6S) ref. 87， 90 

IdoA(2S)α1-4GlcN(NS， 6S)aI-4IdoA 日1-4GlcNAcl6S)al-4GlcABI-4GlcNrNS. 3S. 6Sla1・4IdoA(2S)al-4anManI6Srcf.87 
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Fr. 111-9、12、19は、第4節で示したように、ヘパリナーゼにもヘパリチナーゼIでも11

にでも消化されなかった。従来知られていた酵素の基質特異性から考えると、これらア

ンチトロンピン111結合部位由来の三成分に対し、ヘパリチナーゼIとIIは作用するはずで

ある O したがって、還元末端のグルコサミンの 3位が硫酸化されると、これらの酵素で

は消化できなくなることが明らかになった O これまで、ヘパリンやヘパラン硫酸の構成

二糖組成は、ヘパリナーゼ、ヘパリチナーゼI、11の混合物により消化し、消化物を

HPLCで分析することによって簡便に解析されてきた(1 6、目、 91)。しかし、今回の研

究で、ヘパリン/ヘパラン硫酸の二糖組成を決定する際には、これら三酵素に抵抗性を

示す四糖が比較的多く存在すること(今回の場合ウロン酸として多糖全体の約 7%)も

考慮する必要があることが明らかとなった O また今回の研究で、これら三程の酵素で消

化を行うことにより、アンチトロンピンIII結合部位由来の四糖を容易に単離できるとい

うことも明らかになった口

次に、 Fr.IXとXIIについて述べる O これらの成分は、糖鎖内部のウロン酸としてグル

クロン酸2-硫酸構造を含んでいるが、この構造が証明されたのは初めてである。今回

この構造が証明されるまで、ヘパリン/ヘパラン硫酸鎖中の硫酸化ウロン酸残基の研究

は実に複雑な経路を辿ってきた。長い間ヘパリンにおけるウロン酸はIlft-グルクロン酸

であると考えられており、そしてその 2位が硫酸化されていると信じられてきた (92)O

しかし、 1962年にCifonelliとDorfmanはヘパリンにおいて最初にイズロン酸の存在を証明

した (93)O それ以来、ヘパリンにおいてグルクロン酸はマイナ一成分であり、しかも

硫酸化はされていないと考えられるようになった。硫酸化グルクロン酸が再び注目され

たのは、 1985年にBienkowskiとConradが市・販のヘパリンを亜硝酸分解して、その生成二

糖中にG1cA(2S)-anManRとG1cA(2S)-anManl{(2S)というグルクロン酸2-硫酸構造を含む成

分の存在を提唱したときである (78)O 彼らが用いた栴造の同定法は、 s-グルクロニダー

ゼに対する抵抗性、酸加水分解物の分析、 IdoA(2S)-anMan]ミ及びIdoA(2S)-anManR(6S)を化

学的に異性化して作った標準品のGlcA(2S)引 lManlミ及びGlcA(2S)-anManl{(2S)とのHPLC上

での比較に基づいている。しかし、彼等のmいた方法では、標準Jllとなる成分がないた
めグルクロン 3-硫酸構造である可能性が除外できていない。その後、 Conradとその共

同研究者たちは、ラットの培養肝細胞の核に選択的に硫酸化グルクロン酸が存在するこ

とを示し (80、81) 、細胞増F11i剖tmil~-tl:にこの間造が関与する l可能性がぶ11変され、硫酸化

グルクロン酸はさらに注目を集めた。主j、米、 L庁長k:11I胞によって合成されたヘパラン硫酸
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の亜硝酸分解物をHPLCで解析するときに、マイナ一成分として検出されるピークを、

確認できていないながらもGlcA(2S)を含む成分として、溶出位置だけから推定するよう

になった (94-96)。しかし、最近Hiscockらは、改良された手法を用いて核を単離し、

ラットの卵巣頼粒膜細胞の核の中にはヘパラン硫酸が存在していないと報告しており(9 

7)、ヘパラン硫酸の核への局在は再考すべき問題となっている D とはいえ、細胞内に存

在するヘパラン硫酸が珍しい硫酸化グルクロン酸構造をもつことは確実であり、この構

造は何らかの重要な生物活性を担っていると考えられる。

1990年にKuscheとLindahlは、ネズミ肥満細胞腫のミクロゾーム画分を用いてinvitroで

生合成したヘパリンを亜硝酸分解し、得られた二糖画分をHPLCで分析してグルクロン

酸の 2位あるいは 3位に硫酸基が存在することを証明した (82)。彼等は、硫酸化部位

がグルクロン酸の 2位なのか3位なのかを特定できていないが、以前に報告された硫酸

化グルクロン酸も本当に硫酸化の部位が2位なのかを、他の方法で再確認する必要があ

ると述べている o また、グルクロン酸2-硫酸楕.造は、亜硝酸分解などの化学的分解反

応の途中で、イズロン酸2-硫酸から異性化によって生じてくることも知られている (98 

1 00)。さらに、亜硝酸分解においては、当初硫酸化グルクロン酸を含むと信じられて

いた成分が、後に、変則的な環の縮合によって生じた副産物であると判明した例もある

(101)。このように、 HPLC上でグルクロン酸2・あるいは 3-硫酸と思われていたピーク

は厳密に化学的に同定されたことがなかった。近年活発に行われているヘパリンやヘパ

ラン硫酸の、酸性あるいは塩基性FGFに対する活性ドメインの構造研究 (91、102-105)

においても、また培養ヒト皮膚繊維芽細胞やラット肝臓から生成されたヘパラン硫酸の

構造研究(106-108)においても、硫酸化グルクロン酸は見い出されたことがなかった。

しかし、最近KovenskyとCirelIiは、 13CNMRスペクトルの解析とメチル化分析を用いて、

ラット肝臓のヘパラン硫酸中にグルクロン酸2-硫酸構造が存在することを報告してい

る(109)口

今回の研究では、珍しいグルクロン酸2-硫酸梢造を糖鎖内部のウロン酸として合む四

糖の構造を、亜硝酸分解物の解析とlH-NMRスベクトルの解析からはっきりと証明でき

た。また、単離した成分を詳しく解析することによって、硫酸化の部位が3位である可

能性も除去することができた。硫酸化グルクロン酸を合むtiti泣がqi.離されたという報告

は、前述の二種類の二糖に!浪られており、硫酸化グルクロン酸を合むオリゴ糖の報告例

は全くなかった。したがって、これらグルクロン酸2-1硫酸を合む|珂粧の報告は今回が
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初めてである。また、興味深いことに、今回単離した四糖はいずれも高硫酸化されてお

り、グルクロン酸 2-硫酸残基は高度に硫酸化された典型的なヘパリンの配列中に存在

していた。このことから、以前の亜硝酸分解を用いた方法では二糖としてしか研し酸化グ

ルクロン酸を単離できなかったことが納得できるD つまり、硫酸化グルクロン酸は、ヘ

パリン多糖中において、 N-硫酸化グルコサミン残基で両方を挟まれた位置に存在してい

たと考えることができる O また、硫酸化グルクロン酸の含量は、かつての亜硝酸分解に

よる分析に基づくと全二糖単位のうちの約 1%を占めていることになるが (78、100、

1 1 0)、今回第3節で単離できたグルクロン酸2-硫酸を含む四糖は出発材料のヘパリン

のうちの0.31と0.32%を占めていた。ここで、単離された四糖の回収量が以前の報告に

よる硫酸化グルクロン酸の含量に比べて少ないのは、四糖調製の際に強くヘパリナーゼ

消化をしたことによって、後述するように、グルクロン酸2-硫酸構造の一部が分解さ

れ不飽和ウロン酸2-硫酸に変換されたためと考えられる。

グルクロン酸2-硫酸を含む四糖二成分は、今回ヘパリン/ヘパラン硫酸分解酵素であ

るFlavobacterium由来のヘパリナーゼ、ヘパリチナーゼI、Hの基質特異性の研究に利用

でき、特にヘパリナーゼについては新しい知見が得られた。いずれの四糖もヘパリチナー

ゼIに対しては抵抗性を、ヘパリチナーゼ11に対しては感受性を示した。これらの結果は、

以前から予想されていた両酵素の基質特異性と矛盾しないものであった。一方、ヘパリ

ナーゼは、 Fr.IXには作用しなかったが、意外なことにFr.XIIには作用した。従来ヘパ

リナーゼは、 GlcN(NS，::!:6S)ー IdoA(2S)という配列中のグルコサミニド結合を切断すると

考えられており (72、85)、ウロン酸のタイプがイズロン酸ではなくグルクロン酸ならば

認識しないと考えられていたo しかし、今回の実験結果から、ヘパリナーゼは、ヘパリ

チナーゼIや11やコンドロイチナーゼABCと同様に、グルクロン酸もイズロン酸も認識し、

切断部位でantiとs戸のいずれの脱離反応も触媒できる性質を持つことが判明した。また、

この酵素がFr.IXに作用しなかったのは、還元末端のグルコサミン残基の 6位に硫酸基

がないためだと考えられる。第 4節で示したが、糖鎖内部のウロン酸がイズロン酸2

-硫酸であっても、四糖の場合には還元末端のグルコサミンの6位が硫酸化されていな

ければ (Fr.Xなど)ヘパリナーゼで消化されないことがわかっている O しかし、その

ような四糖の配列でもより長いオリゴ糖や多糖のなかに存在している場合には、ヘパリ

ナーゼは作用するのかもしれない。なぜならヘパリナーゼの酵素活性は、幾分基質のサ

イズに依存しており、高分子のほうが非常に作用しやすいことがわかっているからであ
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る (84)。以上述べてきたように、グルクロン酸2-硫酸Wj:Js:が証明され、それを月]いて

分解酵素の基質特異性が修正されたことから、これまでにヘパリナーゼやヘパリチナー

ゼ11を用いて決定していたヘパリン/ヘパラン硫恨の二制組成やオリゴ糖の配列は、再

検討する必要が生じてきた。なぜなら、ヘパリン/ヘパラン硫酸を酵素消化したときに

生じてきた硫酸化不飽和ウロン酸は、もとの多糖中では常にイズロン酸2-硫酸である

とは、 もはや言えなくなったからある O 特に、詰塩i凶右基Lむ剖d↑性|

メイン構造の中に存在すると報告された硫t酸唆化ウロンン→酸 (1 1 1、 11 2) については、同定

をやり直すことが重要であろう口

次に、第 l節で精製したFr.III-5bについて述べる口この成分もqt離の報告がない構造

をしており、非還元末端が飽和の三糖であるためヘパリン判j鎖の非還元末端に由来して

いるようである O この飽和の三糖はヘパリン糖鎖の生合成の終了部分を示しているのか

もしれないし、あるいは、組織に存在するエンド・3・グルクロニダーゼの作用をうけて

切断されたヘパリン糖鎖の、新たに生じてきた非還元末端に山来しているのかもしれな

い。生合成過程において、ヘパリングリコサミノグリカン飢は、自分子のヘパリンプロ

テオグリカンからエンド-s-グルクロニダーゼ消化によって遊離されてくるが (11 3)、

この酵素の性質についは詳しくは知られていない。今回得られた飽和の三糖は、約5.5

μmol (100 mg)のヘパリングリコサミノグリカン(ゲルろ過HPLCの結果より平均分子

量を18Kと推定した)から140nmolしか符られていないので、全非還元末端の量から考

えるとほんの一部でしかない(約3%) 0 他の大部分のJlzj遺元末端糠は、単糖としての

グルコサミンや飽和の二糖として存在し、もっと低分子の凶分(例えばこ粧を主成分と

する画分)に回収されていることが予想される D なぜなら、第4節の l、2で示したよ

うに、飽和の三糖にもヘパリチナーゼIやIIが作用するからである。つまり、ヘパリチナー

ゼIや11による消化によって、ヘパリンの非還元末端部分はl.j1.粧や三糖にまで分解された

と考えられる o Naderらは、ヘパリンやヘパラン硫酸をFlavo卸1cteriumのヘパリナーゼや

ヘパリチナーゼIIで消化したときに、遊離のN，6-ジ硫酸化グルコサミンが単糖として生

じてくることを証明しており (63 )、今回の場合も大部分の非還元末端部分は単糖や二

糖にまで低分子化されたと考えるのが妥当であろう。グリコサミノグリカン鎖の非還元

末端を解析するためには、完全に酵素消化した後に遊離してくるグルコサミンや飽和の

二糖を分析すればよい。

今回構造決定した23成分のうち、上述の 5成分以外の四粉は、特別な構造や配列は全
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く含んでおらず、また生物活性を持つには不十分な大きさであった。しかし、これらの

うち大部分は今まで実際に単離されたことがない構造であり、ヘパリン糖鎖の構造に多

様性があることが証明できた。ただし、各オリゴ糖の回収された量比は、必ずしも元の

ヘパリン糖鎖中での存在頻度を表わしているわけではない口なぜ、なら、今回得られたオ

リゴ糖は、徹底的に消化されて生成した成分ばかりではないからである O

今回構造決定できたオリゴ糖は、第4節で示したようにヘパリン分解酵素の基質特異

性の研究に有用であり、日市乳動物由来のヘパラナーゼやヘパリチナーゼ (11 3、11 4)、

最近Flavobacteri附 sp.均206から精製された新い山パリチナーゼI。、 IV、V(38)などの

基質特異性を明らかにするのにも活用できるだろう O さらにはヘパリンやヘパラン硫酸

に対する抗体のエピトープの決定にも利用できるだろう D 実際に、コンドロイチン硫酸

の場合には、単離された研し酸化不飽和四糖を用いて単クローン抗体のエピトープを決定

したという報告もある (115)O

最後に、今回単離した各オリゴ糖について測定した lH-NMRのデータは、生物活性を

持ったより大きなオリゴ糖の構造解析に有効に利用できるであろう D 現在までに複合糖

質のNMRデータはCarbBankデータベース (21、11 6)に集積されつつあるが、まだグリコ

サミノグリカンのオリゴネ唐についての情幸良は限られている O これは、グリコサミノグリ

カンが極めて不均ーな構造をしているために、十分量の均一なオリゴ糖を得ることが困

難であることに起因している D 今後はもっと大きなオリゴ糖の椛造解析を行い、その

NMRデータを蓄積していく必要がある。

実験の部

1.試薬および試料

ム4，5-グリクロニドー2-Q.スルフアターゼ(本文中では2-スルフアターゼあるいは2-Q.ス

ルファターゼと省略)はF1avo加cteriumheparinumより精製したもの:"7 1 jを、ヘパリチナー

ゼIV、VはFlavobacteriumSp. Hp206より精製したもの (38) を生化学工業(株)の吉旧圭一

氏より恵与された。バイオゲル樹脂はバイオラッドより購入した。 NaB
3
H
4
(15 Ci/mmol) 

は室町化学より購入した。不飽和二羽!川忠司r~ 品は、 cfj2 章で、ヘパリン/ヘパラン硫酸より

調製したものを用いた。ヘパリンを 111~1ii'jr唆分併した松市二州、7Ei;は、Illinois大学(米国)

のH.E. Conrad博士より恵与された。
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2 .ヘパリナーゼ、ヘパリチナーゼI、11の消化によるオリゴ糖の調製

第l章で調製した商分111は、組卵子析の結果主として四糖を含むことが判明したので、

シリカ担体ポリアミンカラムを用いたHPLCによってさらに細かく分画し (Fig.12、

HPLCの条件は第 l章参照)、 Fr.III-1からIII-24までを符zたO 各四分は同じ条件で再び

HPLCを行って精製を進め、セファデックスG-25カラムを用いたゲルろ過で脱塩した。

3 .ヘパリナーゼのみの消化によるオリゴ糖の調製

第 l章で述べたように精製したヘパリン(リチウム塩) 300 mgを、 3mMの

Ca(CH~COO)2を含む 100mM acetate-NaOH緩街;夜、 pH7.0、8ml中で、 2.4IUのヘパリナー

ゼを用い、 37
0

Cで消化を行った。 0.5から 1n寺問ごとに反応液を一部ずっとり、 232nm 

の紫外吸収を測定して反応の経過を追った D 反応開始後20時間でプラトーに達したが、

反応を完全にするためさらに1.251Uのヘパリナーゼを追加し、 20時間インキユベートを

続けた。そして、 100
0Cで2分間加熱して反応を停止した。酵素消化物は、セファデッ

クスG-25カラム(1.5x 46 cm) を用いたゲルろ過クロマトグラフィーで分画した。用い

た溶媒は0.25M NH4HC03/ 7 % 1・プロノTノールで、 232nmの紫外吸収でモニターした。

この結果、オリゴ糖画分と二糖画分に分けることができ、オリゴ糖四分についてはさら

に、バイゲルP-lOカラム(1.6x95 cm) を用いたゲルろ過クロマトグラフイーを行った。

溶媒として1.0M NaCl/lO%エタノールを用い、 Fig.19に示したように、回分lから 8

の八画分に分画し、濃縮後、セブアデックスG・25カラムで脱抑し、凍結乾燥した。最も

主要な画分である画分7は、組成分析の結果四糖を含むと予想されたので、この回分に

ついてシリカ担イ本ポリアミンカラムを用いたHPLCで、さらにキ111かく 7:tlilliした (Fig.19) 口

各画分は同じ条件で再びHPLCを行って粕製を進め、セファデックスG-25カラムを用い

たゲルろ過で脱塩した。

4 .キャピラリー電気泳動

ヘパリンをヘパリナーゼのみで消化して調製したIlli糖の各四分(第3節)については、

シリカキャピラリーを用いたキャピラリー電気泳動によって、その純度を検定した。シ

リカキャピラリー(全長60cm、内径75μm、ミリポア社製)は、 0.1MNaOH、蒸留水、

25 mMphosophate-Na緩衝液 (pH3.0) をJilriに流した後に月]いた。屯気泳動装置は、ウォー

-63 -



ターズ社のCapil加yIon Analyzerを使い、検出は 185nmの吸収で、行った。 0.2nmo1/μlの濃

度で蒸留水に溶かした試料を用意し、重力法で24nl相当を注入し(高さ 10cm、注入時

間20秒)、定電圧15kVで泳動を30分間行った口

5.単離した各成分のヘパリナーゼ、ヘパリチナーゼによる酵素消化分析

単離した各成分0.5nmolに対し2mIUのヘパリナーゼを用い、 3mMのCa(CH3COO)2を含

む100mM  acetate-NaOH緩衝液、 pH7.0、75μl中で37
0

C、一時間反応した。ヘパリチナー

ゼ11、Vによる消化は、単離した各成分2nmolに対し、各酵素2mIU用い、 2mMの

Ca(CH3COO)2を含む20mM acetate-NaOH緩衝j夜、 pH7.0、20μl中で43
0

C、一時間反応し

たロヘパリチナーゼIによる消化は、単離した各成分0.1n010lに対し、 1m即の酵素を用

い、他のヘパリチナーゼと同じ緩衝液を用いて、 25μ11=!]43
0

Cで、一時間反応した。ヘ

パリチナーゼIVによる消化は、各成分0.5n010lに対し、酵素を2mIU用い、他のヘパリチ

ナーゼと同じ緩衝液100μl中で、 43
0

C、二時間反応したo 2-スルファターゼは、 1nmol 

の基質に対し2mIU用い、 50mMイミダゾールーHCl緩衝液、 pH6.5、20μi中で、 37
0

C、

一時間反応した。各酵素反応は、 100
0

Cで一分間加熱することにより停止し、それら酵

素消化物は、第 1章で述べたように、ポリアミンカラムを用いたHPLCで分析した。

各成分の構成二糖の配列を決めるための、 2・スルファターゼ、ヘパリチナーゼ11の連

続消化は以下のように行った。 1n010lの各成分を、まず2mIUの2-スルファターゼで上述

のように消化し、その反応液のうち半分の10μlをHPLCで分析した。残りの半分の10

μlに70μlの蒸留水と、 20μlの緩衝液 (10mMのCa(CH3C∞)2を含む 100mM 
acetate-N aOffi緩衝液、 pH7.0) と2mIUのヘパリチナーゼIIを加え、 43

0

Cで一時間反応し

た。反応は100
0

Cで一分間加熱して停止し、その酵素消化物はHPLCで分析した。

6. FAB-MS分析

第 l節で調製した各成分については、構成糖と研硫し酸の組成を負イオンモ一ドの

FAB 

ら』にこ50mMCH3ρCOONH4のイソクラテイツク条刊件t下でGS320カラム(け7.6x 500mm、旭化

成)を用いたゲルろi過邑HPLCを行つて精製を進め、セフアデックスG-25カラムで脱塩し、

FAB-MS分析のための試料とした o HPLCとゲルろ過における検出は、 232nmの紫外吸

収で行った。 FABスペクトルの測定はImperialCollege (英国)のDelll日l土らとの共同研究
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で行い、 VGAna1ytical ZAB-HFマススベクトロメーター (1mperial College、ロンドン)を

用いてスペクトルを測定した。誘導体にしていない約1nmolの試~斗を 5%の氷酢酸に溶

かし、モノチオグリセロールのマトリックスをコートしておいたFABプローブ上で測定

した。

7.亜硝酸分解

第3節で調製した、 Fr.IX、X、XII、XIIrは、粕鎖内部のウロン酸を決定するために

亜硝酸分解を行った(7 6)口 3nmol相当の各試:f-'l-を40μlの0.5M HN02 (pH 1.5) に溶か

し、室温で30分間反応させた。 25μlの1M Na2C03を加えてpHを約9に調整して反応停

止した後、 5μlのN，N-ジメチルホルムアミドに溶かした3.3mM NaB
3
H4を加え、 4

0

Cで

終夜還元した。還元を完全にするために、さらに1M NaBHjO.05 M NaOHを65μ1加え、

室温で2時間反応させた。その後、 15μlの氷酢般を加えて反応を停止し、 30μlの1M

Na2C03で中和した。未反応の試薬を除くためにメタノールを加えてエバポレーションを

数回行い、 0.2MのNH4HC03~こ溶かして、その溶媒でバイオゲルP-2のカラム(1.0 x 56 

cm) を用いたゲルろ過を行った。二糖画分をプールし、凍結乾燥後、蒸留水に溶かした。

この画分は、シリカ担体ポリアミンカラムを用いたHPLCで分析した。流速は 1ml/min 

であり、 Fig.23に破線で示したようにNaH
2
P04波)立を変えて溶出した。溶出液は 1分間

隔で集め、液体シンチレーションカウンター(アロカLSC-7(0) で放射活性を測定した。

個々のピークの同定は、ヘパリン由来の既知iの標準二糖との比較によって行った (78)O

8. 5∞-MHz lH-NMR解析
各成分は、 Dowex50・X8(Nぶ型)のカラム (7x 18 mm) を用いて、陽イオン交換ク

ロマトグラフィーを行い、完全に対イオンを Na+Jà~にしてNMR解析用の試料とした D

500 

9.他の分析法

ウロン酸、不飽和ウロン酸、アミノ酸、アミノ糖、硫酸基、リン酸基の定量は第 1章

に準じて行った。
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第4章 ヒト血紫Inter-α-trypsininhibitor (ITI)の
糖ータンパク質結合領域の構造研究 (32 ) 

ITIはヒトの血柴中に存在するセリンプロテアーゼインヒピターの一つで、 L鎖、 Hj鎖、

H
2
'鎖の三本のポリペプチド鎖からなる (22、23) 序論、 Fig，2 )。健常人の1([1築中には

平均約450mg/lの濃度で存在しており(117)、その長は病理的な条件によって大きく変

化する(118) 0 ITIのプロテアーゼ阻害活性は、ピクニンとH乎ばれるL鎖に依存しており

(1 1 9)、L鎖上には二つ並んで、Kunitz型のプロテアーゼ11HfjJj1111iiドメインがある。 ITIの

他の二本のH鎖の機能についてはまだ明らかにされていないが、 Jは近、 ITIの部分アミノ

酸配列を含む150kDaのタンパク因子が、 oocyte-cumulusキ111胞のキ111胞外マトリックスを安

定化することが証明され(1 2 0) 、ITIがoocyte-cumul us細胞外マトリックスの栴築に何ら

かの役割を果たしている可能性が示唆されている (12 1、12 2)口

ITIでは、三本のポリペプチド鎖の聞が低硫酸化コンドロイチン 4-1硫酸を介して共有

結合で架橋されている (24) 序論、 Fig.2)。L21とコンドロイチン硫酸との聞の糖ータ

ンパク質結合部位は、 GlcAs 1-3Gal s 1-3Gal s -4Xyl s l-OSerという従来から知られてい

る結合様式をしているが(1 0)、二つのH;tYlとコンドロイチン硫酸との!lUの結合は、それ

とは異なる構造をしている O H31は、そのカルボキシル末端の αーカルボキシル基が

GalNAcの6位の水酸基とエステル結合することによって、コンド口イチン 4・硫酸と架

橋されている (25)0 Hj鎖も同様の様式で、コンドロイチン 4・疏11唆と結令していることが、

最近報告された (26)口このようにITIは特ydな梨情的jiiをJ、?っているが、その附造がど

のように生合成されるのかはまだ|別らかにされていない。

筆者の所属する研究室は、これまでにヘパリン、ヘパランイ比l'唆、コンド口イチン硫酸、

デルマタン硫酸といった様々なグリコサミノグリカンの利トタンパク TMlli介領域の研究

を行ってその微細構造に速いがあることを見い，'1'，し、そういった迎いとこれらの収1げよ1の

生合成や生物活性との関述を考察してきた。以前Ftl~;JJjfらは、ラットコンドロサルコーマ

由来のコンドロイチン<1-硫f唆の柿ータンパク氏系lll介白1)1¥/:からGlcA(3 1-3Gal(4S) s 1-3Gal s 

1-4Xylという珍しい硫酸イtWl迭を;1i1JYjし(1 2:.、サメ ilkdial-コンドロイチン 6-硫11唆からも、

6 -研し酸化ガラクトースや 2_ 1)ン械化キシロースなど他の診しい修飾的治を見つけた L

1 4、15)。一方、ブタ小腸ヘパリンやウシ'i'fJJI，'Xヘパランイ出i唆のJIll-タンパク民主111令部位に

はそのようなガラクトースの硫般化Wi:ili は川っかつて~.、ない、 I(i、 ifj'o よって、この硫
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酸化ガラクトースが何らかの生物学的な意義を持っているのかもしれない。本章では、

ヒト血疑のITIにおいて三本のペプチド鎖聞を珍しい構造で架橋しているコンドロイチ

ンι硫酸の、 L鎖との糖ータンパク質結合部位を詳しく構造解析した (32)。

ペプチド-コンドロイチン硫酸の単離第 l節

D (Fig.27) ゲルろ過HPLCで分画した精製ITIはリシルエンドペプチダーゼで消化し、

コンドロイチン硫酸の有無を確各ピークを回収してコンドロイチナーゼABCで消化し、

最も高分子量のペプチド画分に図中にパーで示した、、(実験の部参照)かめたところ

さらにV8プこの画分をプールし、のみコンドロイチン硫酸が存在することが判明した。

コンド消化物をFig.28に示したようにMonoQFPLCで分画したOロテアーゼで消化し、

図中に示した 4つの画分に検出ロイチン硫酸の有無を各ピークについて調べたところ、

以下最も主要な画分であるFractionIIをセフアデックスG-25カラムで脱塩し、

の糖.タンパク質結合部位の単離に用いた口

された。

Fig. 27. Gel perrneation HPLC of the lysyl 
endopeptidase digest. The lysyl 
endopeptidase digest of m was analyzed by 
gel fi1tration HPLC on a column of 
Asahipak GS-320. Each peak was subjected 
to a chondroitin sulfate analysis using 
chondroitinase ABC as described 泊、1aterialsand methods". Only the peptide 
fraction with the highest molecular weight 
indicated by the bar contained chondroitin 
sulfate. This fraction was pooled and 
subjected to V8 protease digestion. In the 
inset the resu1ts of SDS-PAGE (7.5% gel) 
of the purified ITI and its chondroitinase 
ABC digest are shown.τbe gel was stained 
with Coomassie Brilliant Blue. Lane a， 
molecular weight standards; lane b， the 
purified ITI; lane c， chondroitinase ABC 
digest of the purified m. 

Vt 
a b c、

200-
トー→

ε
C
O
N
N
ト
《
凶

O
Z《
白
血

Oω
∞
《

-67 -

20 10 

TIME (min) 

。



(冨
)
-
Q
O
z
-
-
B

0.5 

E
C
O
N
N
-
F
4
凶

ω
z
d田
区

Oω
田
4

O 

60 40 20 O 

TIME (min) 

Fig. 28. Mono Q FPLC of the V8 protease digest. The V8 protease digest was 
fractionated by FPLC on a Mono Q column. Peptide-chondroitin sulfate was recovered in 
Fractions 1 to IV indicated by the bars as examined by chondroitin sulfate analysis (see 
市1aterialsand methods"). The main fraction， Fraction II， was L1sed for preparation of the 
carbohydrate-protein linkage region. 

結合部位の糖ーペプチドのFAB(MS分析第2節

はペプチド.コンドロイチン硫酸をMonoQFPLCで得た最も主要な画分 (FractionII) 

オリゴ糖.ペプチドを調製した O 消化物コンドロイチナーゼABCで?肖イヒし、含むので、

Fig.29に示すように分画した。はC18カラムを用いた疎水クロマトグラフィーによって、

そのアミノ酸配列をペプチドシークエンサーで決定した。矢印で示したピークを回収し、

Fig. 30に示した。その結果をcDNAから推定されるL鎖のN末端の配列(12 3 )とともに、

これは糖鎖が結二番目のアミノ酸はアミノ酸配列分析の結果では同定できなかったが、

V8プロテアーゼとリシルこのアミノ酸はSerと予想したO合していたためと考えられ、

これらのプロテアー図中に矢印で示した。エンドペプチダーゼの作用部位についても、

ゼの特異性とアミノ酸配列分析の結果に基づいて考えると、精製した糖ーペプチドのア

このペプチドの分子ミノ酸配列はGly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln-Leu-Val-Thr-Gluと推定され、

コンドロイチナーゼABCまた、精製した糖ーペプチドの糖部分は、量は903に相当する。

ムHexAα1-3GalNAcs 1・4GlcAs 1-3Gal s 1-3Gal s 

その推

の基質特異性に基づいて考えると、

1-4Xylという糖の配列に硫酸基が何モルか結合した構造をしていると予想され、

2モル持つものでそれぞれ、1モル持つもの、硫酸基を持たないもの、定分子量は、

この糖ーペプチドの分子量は、非硫酸化物、よって、1171と算出される。1091、
、
唱・a
A

唱
-
E
A
n
U
 

唱

ga--

この糖1976、2056と予想された口次に、1896、ジ硫酸化物でそれぞれ、モノ硫酸化物、

Fig. 31に示すようにm(z2055 

この2モルの硫酸基を持つことがわかった口

ーペプチドを負イオンモードのFAB-MSで分析したところ、
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一致しトールのHPLC分析の結果とよく以下に示す~-ラベルした六糖アルデイ結果は、

ていた。

Fig. 29. Isolation of the oligosaccharide-
peptide derived from the L chain of ITI by 
HPLC on a C18 column. The purified 
peptidoglycan fraction was digested with 
chondroitinase ABC and the digest was 
fractionated by HPLC on a C18 column 
using a linear gradient of acetoni甘ile.The 
main peak indicated by the arrow was 
collected and subjected to amino acid 
sequencing analysis and FAB-MS analysis. 
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Fig. 30. Amino acid sequencing analysis of the oligosaccharide-peptide. The 
oligosaccharide-peptide was sequenced by automated Edman degradation. The revealed 
sequence together with the N-terminal sequence of the L chain (ref. 123) are shown. The 
second amino acid， Ser， was not detectable because of the covalent attachment of 
chondroitin sulfate. The cleavage sites of lysyl endopeptidase and V8 protease are also 
indicated. 

Fig. 31. Partial negative ion FAB mass 
spec住umof the glycopeptide showing a 
major molecular ion， [M-H]-， at m/z 
2055.5. No fragment ions were 
observed. 
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糖"タンパク質結合部位の六糖の単離第3節

I百のL鎖とコンドロイチン 4-硫酸との糖ータンパク質結合部位のどの位置が研し酸化さ

れているのかを明らかにするために、以下のように結合部位の六糖アルディトールを調

をNaB1-I4を用製した。第 l節においてMonoQFPLCで得た最も主要な画分 (Fractionn) 

その糖ペプチドからコンドロイチン硫酸鎖を切り離すと同時に、いてアルカリ還元し、

そのh鎖の還元末端を1-Iでラベルした。糖.タンパク質結合部位の六糖を得るために、

ーラベルしたコンドロイチン硫酸をコンドロイチナーゼABCで消化し (13、33、34)、繰り

返し二糖部分を分解した。 Fig.32に示すように、消化によって生じたこ糖をゲルろ過に

ゲルろ過によって除去し、放射標識された結合部位の六糖を含むオリゴ糖四分を得た。

図のパーで示した画分に回収されカ宮、(1.18 x 106 cpm) 用いた全放射活性のうちの95%

この画分の一部を酸加水まずアルデイトー jレの分析を行った。この画分について、た口

キシリトールの溶出位置にのみ分解し、 Fig.33に示すようにHPLCで分析したところ、

このピークは、他に内部標準品として加えておい放射活性を持つピークが観察された。

とはよトール)ガラクトサミンのアルデイたGa1-01やGalN-ol(それぞれガラクトース、

く分離された位置に溶出されていることが、紫外吸収をモニターした結果からわかる D

したがって、放射活性はすべて糖ータンパク質結合部位のキシリトールに取り込まれて

(
1
1
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の溶出位置は不明

であるが、1-I-ラベルしたムHexAα1-3GalNAc(4S)s 1-4HexA-olの般加水分解物の放射活

トール)HexA-ol (ウロン酸のアルデイなお、いることカfわかった。
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Fig. 32. Gel filtration of the chondroitinase ABC digest of 3H-labeled chondroitin 
sulfate. The chondroitinase ABC digest of the 3H-labeled chondroitin sulfate was 
chromatographed on a column (1.0 x 117 cm) of Sephadex G-15 with 0.25 M 
NH4HC03/7% l-propanol as eluent. Fractions of 2 ml were collected and monitored by 

absorbance瓜232nm (一)and 3H-radioactivity (一).The radiolabeled fraction indicated 
by the bar was pooled and subjected to xylitol analysis and enzymatic analysis as 
described in "Materials and methods". 
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性は 9分あたりに検出され、キシリトールの溶出位置とは離れていた(結果は示してい

ない) 0 よって、 HexA-olにも放射活性は取り込まれていないと忠われる O
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Fig. 33. 3H-Labeled sugar alditol analysis by HPLC. The 3H-labeled oligosaccharide 
fraction (2 700 cpm) was acid-hydrolyzed， mixed with authentic nonlabeled xylitol， 

galactitol and galactosaminitol (40μg each)， and then the mixture was subjected tlωoHPLC 
on an amine児e噂boundsilica column using a加nisoωCαr剖icelu凶lti泊O∞nwith 80% acetωon凶lIt凶rile.The 
eluates were monitored by absorption .1t 195 nm (upper panel) and by 3H-radioactivIty 
(lower panel). The arrows indicate the elution positions of the authentic sugar alditols: 1， 
xylitol; 2， galactitol; 3， galactosaminitol. 

第4節 結合部位の六糖の構造解析

~-ラベルされた糖ータンパク質結合部位の六粧を含むオリゴ糖|困分、およびそのコン

ドロ4・スルファターゼでの消化物は、シリカ担体ポリアミンカラムを用いたHPLCで分

オ斤した。コンドロー4-スルブアターゼで消化するTYriの三え半ヰでは、ムHexAα1-3GaINAc(4S)

s 1-4GlcAs 1・3Gal(4S)s 1-3Gals 1-4Xyl-ol (ここで'Xyl-olはキシリトール)という既知の

六糖アルディトール(クジラ軟骨のコンドロイチン 4-硫酸から単離されたFractionDと

いう成分 (13) )と同じ溶出位置にのみ、放射日γ1:を持つ iji.のピークが検出された

(Fig.34上段) 0 このピークには、分析に!日いた全放射活性のうちの少なくとも70%が

回収された。また、コンドロー4-スルファターゼによる消化後の試料では、消化前に比べ
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ムHexAα1-3GalNAcs 1-4GlcA s 1-3Gal s 1・3Gals 1-4Xyl-olとてピークの移動が見られ、

(クジラ軟骨のコンドロイチン 4-硫酸から単離されたいう既知の六糖アルディトール

以D (Fig. 34下段)と同じ溶出位置にピークが検出されたFraction Aという成分(1 3) ) 

単離されたオリゴ糖画分にはジ、研し酸化六糖アルデイトールが一成分含ま上の結果より、

その硫酸化部位はGaU吋Ac残基の 4位とGlcAの隣りのGal残基の 4位である可れており、
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 Fig. 34. HPLC analysis of the chondroitinase ABC digest of the 3H-labeled chondroitin 

sulfate. The oligosaccharide alditols (15 000 cpm) were obtained from the linkage region 
by chondroitinase ABC digestion， and analyzed by HPLC on an amine-bound silica 
column before (upper panel) and after (lower panel) chondro-4・sulfatasedigestion. The 
eluates were collected at l-min intervals for radioactivity measurement by liquid-
scinti11ation counting. Arrows indicate the elution positions of the authentic 

hexasaccharide alditols: A， dHexAα1-3GalNAcs 1-4GlcAs 1-3Gals 1-3Galsl-4Xyl-ol; 

B， Lill:exAα1-3GalN Ac( 6叩 lfate)sI-4GlcAs1-3GalsI-3Galsl-4Xyl-ol; C，細川α1-

3GalNAc(4-sulfate)s 1-4GlcAs 1-3Gals 1・3GalsI-4Xyl-ol;D， dHexAα1・3GalNAc(4・

sulfate)s 1-4GlcAs 1-3Gal( 4・sulfate)sl・3Galsl-4Xyl-ol.

第3節で単離されたオリゴ糖画分をコンドロイチナーゼACIIで消化した試料について

それをさらにコンドロ4司スルファターゼで消化しまた、同様にHPLCで分析した。も、

コンドロイテナーゼACIIは、おEmタンパク質結合部位た試料についても分析してみた。

の六糖を二糖と結合部位の囚糖に分解する特異性を持っている、 13)。今回単離された

ムHexAα

1-3Gal(4S) s 1-3Gal s 1-4Xyl-olという既知の四糖アルデイトールと同じ溶出位置にのみ、
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放射活'性を持つピークが検出された (Fig. 35上段) O さらにコンドロ-4-スルファターゼ

で消化して分析してみると、放射活性を持つピークは既知のムHexAa 1-3Gal s 1-3Gal s 

1-4Xyl-olという四半唐アルデイトールと同じ溶出位置に移動した (Fig. 35下段) O 以上の

結果を考えあわると、 単離されたオリゴ糖四分に合まれる成分は、 ムHexAα

1-3GalNAc(4S) s 1-4GlcA s 1-3Gal(4S)戸1-3Gal s 1-4Xyl-olという梢:造を持った、 ジ硫酸化

六糖アルデイトールであると結論した。

ぞ1 ↓〉↓ ff~ 

Fig. 35. HPLC analysis of the chondroitinase ACII digest of the 3H-labeled chondroitin 
sulfate. The 3H-hexasaccharide alditol (10 000 ~ cpm) was first digested with 
chondroitinase ACII and analyzed by HPLC on an amine-bound silica column before 
(upper panel) and after (lower panel) chondro・4・sulfatasedigestion. The eluates were 
collected at l-min intervals for radioactivity measurement by liquid-scintillation counting. 
Arrows indicate the elution positions of the authentic tetrasaccharide alditols: 1， 

dHexAα1-3Galsl-3Galsl-4Xyl-01; II， dHexAα1-3Galsl-3Gal(6・sulfate)s1-4Xyl-ol; 

111， dHexAα1-3Gal(4-sulfate)sl-3Galsl-4Xyl-ol; IV， dHexAα1・3Gal(6-sulfate)s 1・

3Gal(6-sulfate)s 1-4Xyl-ol. 

考察と総括

今回の実験では、 ヒト血築中のITIのL鎖とコンドロイチン 4-硫酸鎖との問の糖ータン

パク質結合部位より、 ムHexAα1・3GalNAc(4S)s 1-4GlcA s 1-3Gal(4S) s 1・3Gals 

1-4Xyl-olという珍しい構造の六糖アルデイトールを単離した口このジ硫酸化六糖構造を

持つ成分は、最初にSwarmラットコンドロサルコーマのコンドロイチン 4-硫酸の糖ータ

ンパク質結合部位から単離され(12)、その後クジラ軟骨のコンドロイチン 4・硫酸の結

合部位からも単離されている (13)O 今回の研究では、 ガラクトース 4-硫酸構造が、 軟
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骨のコンドロイチン硫酸のみならず血柴中のコンドロイチン硫酸にも存在することが証

明できた。

また、興味深いことに、 ITIのコンドロイチン硫酸の場合には一粒類の六糖アルディトー

ルしか得られず、他のコンドロイチン硫酸の場合と異なり、糖ータンパク質結合部位の

構造が非常に均ーであることがわかった。今回の実験では、 MonoQによるクロマトグ

ラフィーで分けた画分のうち最も主要な画分であるFractionIIしか分析していないが、

Fraction IIがFraction1やIIIと完全には分離できておらず、かなりの量が混入していること

を考えると、 ITIのコンドロイチン硫酸の結合部位は極めて均ーであるといえる o Mono 

QFPLCで不均一性が見られたのは、コンドロイチン硫酸鎖の繰り返し二糖領域におけ

る硫酸化の程度、あるいは糖鎖の長さの追いに依存すると考-えられる口今回の結果は、

軟骨組織のコンドロイチン硫酸の結合部位から様々な構造の六糖が単離されることと非

常に対照的であった。コンドロイチン硫酸の糖.タンパク質結合部位における構造の多

様性は、各糖残基の修飾構造に依存しており、キシロースの 2位のリン酸化(1 5、41、4

2)、ガラクトースの 4位または 6位の硫酸化 (14、15 )が起こりうる D キシロース残基

の2位のリン酸化はヘパラン硫酸においても証明されており (43)、またヘパリンにお

いてもその存在が示唆されている(4 4)口キシロースのリン酸化とガラクトースの硫酸

化は、同一のコンドロイチン硫酸鎖上で同時には見い出されておらず、このことは、両

方の修飾反応が同時には起らないことを示唆しているかもしれない口もしそうならば、

各々が異なった機能を果たしているかもしれない口修飾構造の異なる糖ータンパク質結

合部位を持つ個々のコンドロイチン硫酸鎖は、異なる機能を持つ羽'hju'!のサブクラスを反

映しているのかもしれない。

ITIは、構造上独特の特徴(タンパク質 m グリコサミノグリカン叩タンパク質の架橋構造

(24-26) )を持つが、その生理的な機能はまったくわかっておらず、生体内での真の役

割の解明が待たれる o ITIは炎症時における急性別タンパク質であること(12 4 )が知られ

ており、また、最近では、 ITIファミリーに属する血中のタンパク質がヒアルロン酸と

結合すること(l2 1、12 2 )や、 oocyte-cumulus細胞のキIII胞外マトリックスの安定化因子で

あること(1 2 0)が明らかにされている。しかし、こうしたITIの機能と 4・硫酸化ガラク

トース構造を含んだコンドロイチン硫酸との関係や、タンパク質ーグリコサミノグリカ

ン.タンパク質の架橋構造の形成と 4-硫酸化ガラクトース+11)-.;むとの関係はまだ明らかに

されていない。
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尿中に存在するウリナリートリプシンインヒピター (UTI)や血築中に存在するプレ

イーインヒピター (Pα1) は、 mファミリーに属するタンパク質である o UTIは血築中

のITIの代謝産物であると考えられているタンパク質で、汀IのL鎖と同じアミノ酸配列を

もっており、 N末端より十番目のセリン残基にコンドロイチン 4-硫酸が結合している

(125) 0 UTIのコンドロイチン硫酸鎖はlH-NMRによる解析が行われており、最も還元末

端側のGalNAc残基の4位は硫酸化されているが糖ータンパク質結合部位のGal残基は硫酸

化されていないと報告されている(126)。またPαIは、 L鎖とH3鎖という二本のポリペ

プチド鎖からなるタンパク質で、 mと同様に二本のポリペプチド鎖聞がコンドロイチ
ン4-硫酸によって架橋されている (127)O そして、 Pa 1においても、コンドロイチン硫

酸鎖の糖ータンパク質結合部位のGal残基は硫酸化されていないことが、 FAB-MS分析に

基づいて報告されている(127)口 I百とU百及びPαIで、のGa践基の4位の硫酸化の違いが、

それぞれの機能の違いを反映している可能性もある O

実験の部

1 .試薬及び試料

リシルエンドペプチダーゼ (Achromobacterprotease1、EC3.4.21.50)、V8プロテアー

ゼ (Staphylococca1serine prote部e、EC3.4.21.19)は和光純薬工業(株)より購入した。コン

ドロイチナーゼABC(EC 4.2.2.4)、コンドロイチナーゼACII(EC 4.2.2.5)、コンドロ

ー4・スルフアターゼ (EC3.1.6.9 )は生化学工業(株)より購入した。ガラクトサミニトー

ルは、ガラクトサミンをNaBH4で還元して調製したロ !!::.HexAα1-3GalNAc(4S)戸

1-4(1I]-HexA-olは、筆者の所属する研究室でウシ大動脈のデルマタン硫酸から調製した

もの(菅原一幸ら、未発表)を用いた。精製されたITIは、北海道大学薬学部衛生化学

研究室の長津滋治博士から恵与された。

2.ペプチドーコンドロイチン硫酸の調製

精製汀1(16.8 mg) をリシルエンドペプチダーゼで、酵素/基質の比が1:50(wJw)の条

件下、lOmMトリスーHCl緩衝液、 pH9.0、35
0

Cで24時間消化した。消化物はGS320カラ

ム (7.6x 5∞mm、旭化成)を用いたゲルろ過HPLCを行って五画分に分画した。流速は
1 mVminで、溶媒は50mMCH3C∞NH4、検出は220nmの紫外吸収を用いた。各画分につ
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いてコンドロイチナーゼABC消化を行い、シリカ担イ木ポリアミンカラムを用いたHPLC

で分析したところ、最も早く溶出された回分にだけコンドロイチン硫酸の存在が認めら

れた。コンドロイチン硫酸を含んでいた最も高分子量の画分は、 V8プロテアーゼを用い

て(酵素/基質の比は1:25)、40mMphosphate-Na， pH 7.8， 25
0

Cで241時間消化した。消

化物は、 MonoQカラムを用いたFPLCシステム(ファルマシア)で分画した。 NaCl濃度

勾配を50分間で0から0.5Mに直線的にかけた後に、さらに20分間で0.5Mから1.0Mまで

直線的にNaCl濃度を上昇させて溶出を行い、検出は220nmの紫外吸収で、行った。検出さ

れた各ピークについて、前述と同様の方法でコンドロイチン硫酸の有無を調べたところ、

四つの画分がコンドロイチン硫酸を含む四分として得られた。その四国分を濃縮し、セ

フアデックス0-25カラムで脱塩した。これらのうち最も主要なFractionnについて今回

分析した。

3 .糖ーペプチドの調製

最も主要なペプチド-コンドロイチン硫酸画分 (Fractionn)をセリンとして3.5nmol相

当用い、 125mIUのコンドロイチナーゼABCで、 60mM CH3COONaを含む50mMトリス

ーHCl緩衝液、 pH8.0、100μl中、 37
0

Cで 1時間消化した。反応は100
0

Cで一分間加熱する

ことにより停止した。消化物は、 Nova-PakC18カラム (3.9x 150mm、ウォーターズ社)

を用いたHPLCで分析した。 0.1%のトリプルオロ酢酸を含む蒸留水で平衡化したカラム

に試料を注入し、アセトニトリル濃度を70分間で20%まで直線的に上げて溶出した。流

速は1mνminで、 232nmの紫外吸収を用いてモニターした。素通り以外には、 45分のあ

たりに単一の主要なピークが観察された O この主要なピークを回収し、 FAB-MS分析と

ペプチドシークエンサー(アプライドバイオシステム社Mode1470A) を用いたアミノ酸

配列分析の試料とした。

4. FAB-MS分析

Nova-Pak C18カラムで回収した主要なピークは、そのままFAB-MS分析の試料とした。

FABスペクトルの測定はImperialCollege (英国)のDel1博士らとの共同研究で、第3章に

準じて行った。

5.ペプチドーコンドロイチン硫酸の送元
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MonoQFPLCで得たペプチドーコンドロイチン硫酸の位も主要な両分であるFractionII 

をセリンとして 1.7nmo1相当用い、 lO%N，N-ジメチルホルムアミドを含んだ18.6mM 

NaB1I4 (0.5 Cijmmo1)jO.05 M NaOHを50μl力11え、 4ocで終夜反応させた口その後、還元
を完全に行うために、さらに1M NaBH./0.05 M NaOHを100μ11Jnえ、室温で 2時間反応

させた。 10μlの氷酢酸で過剰のNaBH
4
を分解して反応、を停止し、 30μlの1M Na

2
1∞3で中

和した。クジラ軟骨由来のコンドロイチン 4・硫酸 (1 3) (4 mg) も200μlの0.5M 

NaBHJO.05 MNaOHを用いて室温2時間で還元し、 20μ1の氷酢酸、 65μlの1M Na2C03を

加えた後にキャリアーとして、上述の1I-ラベルされたITIのコンドロイチン硫酸と混合

した。未反応の試薬を除くために、メタノールを加えてエパポレーションを数回行い、

0.25 M NH4HC03/ 7 % 1-プロノTノールに溶かして、その溶媒でセブアデックスG-50カ

ラム(1.0x 47 cm) を用いたゲルろ過を行った。そして、1I-ラベルされた多粧を含む素

通り画分 (2.09X 106 cpm) を回収した。

6 .コンドロイチナーゼABC、ACll、コンドロ4白スルファターゼによる酵素消化分析

を-1-ラベルされた多糖画分を1.2X 106 cpm相当用いて、コンドロイチナーゼABCで徹底

消化した。 950mIUの酵素を用い、上述と同じ緩衝液2m1中、 37
0

Cで終夜反応させた。

消化物は、セフアデックスG-15カラム(1.0x 114 cm) で、溶媒として0.25M NH4HC03 

/7 % 1-プロパノールを使い、ゲルろ過した。方文射活性を持つピークが素通りに見られ、

オリゴ糖を含むと考えられたので回収した。この両分の半分を、 100mIUのコンドロイ

チナーゼACIIを用いて、 100μlの50mM acetate-NaOH緩街j夜、 pH6.0、37
0

Cで15分間消化

した。さらに、これらコンドロイチナーゼABCとACIIによる各消化物を、以下のように

コンドロー4・スルフアターゼで消化した。 80mM CH3COONaを合む80mMトリスーHC1緩衝

液40μl中、約1，000cpm相当の試料をlOmIUの酵素と37
0

Cで 1H寺問反応させた。なお、

各酵素消化は100
0

Cで一分間加熱することによりイ亭止し、消化物はシリカ担体ポリアミ

ンカラムを用いたHPLCで分析した(6 5、128)D 検出は、溶出液を 1分間隔で集め液体

シンチレーションカウンター(アロカLSC-7(0)で、放射活性を測定することにより行っ

た。

7 .構造既知の六糖アルデイトール、四糖アルディトールとのHPLC上でのコクロマ

トグラフイー
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糖ータンパク質結合部位のオリゴ糖アルデイトールの構造を同定するために、~-ラベ

ルされた多糖のコンドロイチナーゼABC消化物とそれをさらにコンドロ-4-スルファター

ゼ消化した試料について、シリカ担体ポリアミンカラムを用いたHPLC上で、構造既知

の六糖アルデイトールとコクロマトグラフィーを行った。溶出液を 1分間隔で集め、液

体シンチレーションカウンター(アロカLSC-700)で放射活性を測定することにより検

出を行った。構造既知の六糖アルデイトールはクジラ軟骨より単離したもので、以下の

四種類である (13)O

b.HexAα1-3GaINAc s 1-4GlcA s 1-3Gal s 1-3Gal s 1-4Xyl-ol 

b.HexAα1-3GalNAc(6S) s 1-4GlcA s 1-3Gal s 1-3Gal s 1-4Xyl-ol 

ムHexAα1-3GalNAc(4S)s 1-4GlcA s 1-3Gal s 1-3Gal s 1-4Xyl-ol 

ムHexAα1-3GalNAc(4S)s 1-4GlcA s 1-3Gal(4S) s 1・3Gals 1-4Xyl-ol 

また、~-ラベルされた多糖のコンドロイチナーゼACII消化物とそれをさらにコンドロ

・4-スルフアターゼ消化した試料についても、構造既知の囚糖アルディトールとコクロマ

トグラフィーを行った。用いた既知の四糖アルデイトールは、以下の四種類である(l3 

1 5) 
o 

b.HexAα1-3Gal s 1・3Gals 1-4Xyl-ol 

ムHexAα1-3Gals 1-3Gal(6S) s 1-4Xyl-01 

ムHexAα1-3Gal(4S)s 1-3Gal s 1-4Xyl-01 

b.HexAα1-3Gal(6S) s 1-3Gal(6S)戸1-4Xyl-ol

8. アルディトール分析

11-ラベルされた多糖四分を1MHCI、1000C、2II'.~:問の条件で、酸力n水分解:し( 1 2 9)、ラ

ベルされていないキシリトール、ガラクチトール、ガラクトサミニトールとI見合し、シ

リカ担イ本ポリアミンカラムを用いたHPLCで分析した。'(容lljは80<Yc)アセトニトリルのイ

ソクラティック条件下で行い、流速は1ml/minで、 19511mの紫外吸収で、モニターした O

キャリアーとして加えた三つの粕アルコールに相当する紫外吸収でのピークをそれぞれ

分取し、液体シンチレーションカウンターで放射活性を測定したり
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結論

筆者は、硫酸化グリコサミノグリカンより多数のオリゴ糖を調製し、 lH-NMR解析な

どの手法を用いて微細修飾構造の研究を行い、以下のような知見を得た。

1 .ブタ小腸由来ヘパリングリコサミノグリカンより、糖ータンパク質結合領域に由来

するグリコセリンを 2種類単離し、従来報告のなかった硫酸化椛:造を見いだした。

2 .コンドロイチン硫酸とヘパラン硫酸/ヘパリンからバクテリアの脱離酵素を用い

て調製した16種類の不飽和二糖について、 lH-NMRスペクトルをi礼汎測1l則川llJリ定し、硫酸化二糖の

lH-NMRデータベースを構築した。

3.硫酸化グリコサミノグリカンの不飽和二粧のlH-NMRスペクトルを解析し、硫酸

化の化学シフトに及ぼす影響を体系的に研究した。その結果、硫般基が結合した部位の

プロトン及びそれに隣接するプロトンの化学シフトは、 α句、 s-のアノマーに関係なく、

それぞれ0.4・0.75ppm及び0.1・0.35ppmず、つ低磁場側へシフトすることがわかった。また、

個々の硫酸基による影響は相加的であることがわかった。

4 .ブタ小腸ヘパリンの繰り返し二糖領域より、硫酸化オリゴ机を23種類単離し、構

造決定した。これらのうち17成分は単離の'>(1日!?のない構造であった。それらのなかには、

抗血液凝固活性を発揮するアンチトロンピンIn結合部位山来の四川が3成分含まれてお

り、その領域に構造多様性があることが証明できたりまた、 2イ流般化グルクロン般を

含む四糖も 2成分あり、 2-硫酸化グルクロン般的治の存在が初めて証明された。ヘパ

リングリコサミノグリカンの非還元末端に由来する三粉もれJ2ることができた。

5. ブタ小腸ヘパリンの繰り返し二糖領域より訓製した23和知のオリゴ粕を用いて、

Flavobacterium heparinum由来のヘノf リナーゼ、ヘパリチナーゼ I 、 H の 1i~ 1'1特見性を検討

した。その結果、これらの酵素は切断する-i?li分の JJJのみならずさらに辺元末端↑!!IJのグ

ルコサミンをも認j哉しており、その修飾m::Ì立が両手ぷイノr川に Jj}3~!~~を及ぼすことが判明した。

また、いずれの酵素も、イズロン酸とグルクロン恨のIIIJj:hーをiitl治でき、切断部位で、初ti
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とsynのいずれの脱離反応も触媒できることが証明された。

6.ヘパリングリコサミノグリカン由来の硫酸化オリゴ糖のlH-NMRスペクトルを測

定し、 lH-NMRデータベースを構築した O 不飽和二糖で見いだされた硫酸化の化学シフ

トに及ぼす影響は、三糖、四糖においても適用できることが判明した。

7. ヒト血築のInter-α 圃trypsininhibitor (ITI)より、そのコンドロイチン硫酸鎖とL鎖と

のあいだの糖ータンパク質結合領域を単離し構造決定した o ITIの収ii-タンパク質結合領域

は、珍しい硫酸化ガラクトースを含んだ sHexAα1-3GaINAc(4-sulfate) s 1-4GlcA s 

1・3Ga1(4-sulfate)s 1-3Gal s 1-4Xylという構造をしていたD しかも、他のコンドロイチン

硫酸の場合とは異なり、糖ータンパク質結合領域に梢:造多様性がなく、極めて均一な構

造であった。
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