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　昆虫は系統樹の一方の頂点にたち・地球上で最も繁栄している動物群である。

その昆虫は今からおよそ三億年前に熱帯にあらわれ、地理的、気候的大変動を

耐えて生き抜き・今でも熱帯から極地まであらゆる気候帯に適応し、その生存

圏を広げている。また昆虫の種類は100万ともそれ以上とも言われ、全動物種

の90％以上を占めている。この繁栄の要因として、第一に、冬に対する高度の

適応、第二に、乾燥に対する強い抵抗性、第三としてその移動力をあげること

ができよう。

　休眠は昆虫が冬を乗り切るためにその生涯の中に積極的に組み込んだプログ

ラムであり・遺伝的な適応能力のあらわれである。休眠相にはいると、昆虫の

生理は一転し、代謝率が極端に低下して寒さに強くなるだけでなく寒さそのも

のが有利の条件となる。たとえば、休眠中の昆虫の呼吸量は非常に低下し、休

眠時に特有なエネルギー代謝を行うことが茅野らや早川らの研究により明らか

にされている（1－4）。

　また、昆虫は、陸生動物の中で抜群の耐乾燥手段を発達させた。かれらは、

キチン質をもった外骨格を発達させ、さらにキチン質の薄い節間部からの水分

の蒸散を防ぐために、体表を炭化水素（パラフィン）を主成分とする厚いワッ

クス層で被った。このことにより、あらゆる気候帯に適応し、砂漠地帯でさえ

も生存を可能にした。

　そして・昆虫の最も大きな特徴の一つは、からだの大きさの割に移動力が大

きいことである。特に昆虫の長距離飛行はその生息域を拡大する上で非常に重

要な役割を果たしてきた。トンボやウンカのある種では飲まず食わずで1000km

以上・ときには2000kmも飛行を続けるという。また、アフリカのバッタが大西．

洋を越えて4000kmぐらいあるカリブ海まで飛んだという報告もある。

　バッタはふだん、血液申のトレハロースなど炭水化物を主として筋収縮への
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エネルギー源としているが・長距離飛行へ移ると炭水化物から脂肪へと燃料の

切り替えが起こる。MayerとCandyは1967年、トノサマバッタが飛行を開始す

ると、血液中のジグリセリドのレベルが数倍に上昇することを観察し、つつい

てこのジグリセリドの増加は側心体（corpora　cardiaca）から分泌されるペプチ

ドホルモンの一種、adipokinetic　hormone（AKH）によってひき起こされること

を示した（5，6）◎

　これより　3年前の1964年、茅野はセクロピア蚕の脂肪体からジグリセリドが

血液中に特異的に放出されることを発見した（7，8）。このジグリセリドの放出

は昆虫の血液に対してだけ特異的に起こり、他のタンパク質たとえば、ほ乳類

の血清や卵アルブミンなどに対しては全くみられない。このことより、昆虫の

血液中にはジグリセリドをその脂肪体から積極的に取り込む特異な機能をもっ

たタンパク質が存在すると彼は考え、1969年、このタンパク質を精製すること

に成功した（9）。　後に、茅野によりこのタンパク質はリポホリンと命名された

（10）o

　しかし、MayerとCandyにより発見されたAKHの研究と茅野が発見したリポ

ホリ7の研究がつながるのには、リポホリンの発見より15年後のことになる。

合成されたAKHが手にはいるようになったのを契機に、1984年より、ようやく、

昆虫の長距離飛行、特にその燃料切り替えのメカニズムの一端が、我々の研究

室で解明された（11，12）。

　前述したように、鱗翅類やバッタなどでは長距離飛行により、数千キロにも

およぶ移動をすることが知られている。このように長時間の飛翔や運動を行う

昆虫ではエネルギー源として中性脂質を使用している。中性脂質は単位重量あ

たりの熱量がアミノ酸や炭水化物と比べて最も高く、飛翔のエネルギー源とし

ては最適である。バッタでは長距離飛行の際、側心体からAKHが放出されるこ

とにより、エネルギー源が炭水化物からジァシルグリ心外＿ルに切りかわる。
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このとき・リポホリンがこのジァシルグリセロールの飛翔筋への迅速な供給に

重要な働きをし・このとき・リポホリンに重要な物理化学的変化がおこること

が最近の研究で明らかにされた。

　・また・リポホリンはジァシルグリセロール以外の脂質も輸送する。前述した

ように・乾燥に対する抵抗手段として・体表を炭化水素（パラフィン）を主成

分とする厚いワックス層で被っているわけだが、その炭化水素の輸送もリポホ

リンが行っていることは片瀬らによって明らかにされた（13，14）。また、その

ほかに・リポホリンが含有する脂質としては、リン脂質、コレステロール、カ

ロチノイドなどが上げられ・これらがりポホリン分子としてどの様な立体構造

をとっているかは・　X線の小角散乱およびNMRを使い、片桐らが立体モデルを

提示している（15－17）。

　このように、我々の研究室では、この脂質輸送タンパク質リポホリンの性質

と生理的機能について研究を行ってきた。申請者は、この数年間、研究対象と

してトノサマバッタを用い、そのリポホリンの物理化学的性質およびその生理

機能について研究を行った。提出論文は主論文として、第一部として、トノサ

マバッタリポホリンの糖鎖に関する研究、及び、第二部として、アディポキネ

ティックホルモンの作用により生成される低密度リポホリンの物理化学的性質

に関する研究を行った。

参考副論文として・トノサマバッタリポホリンの糖鎖に関する研究（副論文1）

・トノサマバッタリポホリンの主要糖鎖の構造解析に関する研究（副論文2）、

低密度リポホリンの物理化学的性質に関する研究（副論文3）、カルモデュリ
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ンのCa2＋結合部位におけるCa2＋結合親和性に関する研究（副論文4）、ラット

胎仔期における創傷治癒に関する研究（副論文5）を提出する。
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　昆虫の血液リポタンパク質・リポホリンは現在知られている限り、すべての

昆虫の血液に・そして幼虫期から成虫期まですべてのステージに存在している

と考えられている。その血液中の濃度は非常に高く、たとえばゴキブリでは全

血液タンパク質の約50％、バッタでも30％近くに達する。

このリポタンパク質は特異な生理機能をもち、脂肪体で合成された後、いった

ん血液中に放出されると、ある特定の脂質を特定の器官で積み込み、それをま

た特定の器官で積み下ろす再利用可能な一種のシャトルとして働く。　（たとえ

ば、脂肪体からのジアシルグリセロールの輸送、消化官からのコレステロール

の輸送、および、エノサイトからの炭化水素の輸送など）（1）。

　リポホリンは分子量約60万、直径約150Aのほぼ球形タンパク質で、タンパク

質部分（アポタンパク質）は分子量約25万の重鎖と約8．5万の軽鎖それぞれ一

本から成り立つ。また、重鎖のみにマンノースとN一アセチルグルコサミンを含

む糖鎖がアポタンパク質に対して約3％の割合で存在することが茅野と北沢によ

り報告されていた（2）。　申請者はリポホリンが特定の脂質を特定の器官で積み

込み・積み下ろす際に、この糖鎖が認識部位として働いているのではないかと

考え・この糖鎖に関する研究を行うことにした。

　タンパク質に結合する糖鎖の分析には、その三二をタンパク質から切り出す

ことが必要である。1977年に高橋により発見されたアーモンドグリコペプチダ

ーゼ（N。oligosaccharide　glycopeptidase，　EC　3．5．1．52）はアスパラギン結合

糖鎖のアスパラギンとN一アセチルグルコサミン間の結合を特異的に切断するも

のとして知られている（3＞。　オリゴ糖鎖構造に対する特異性は幅広く、アスパ

ラギンに結合する高マンノース型、複合型～ハイブリッド型の糖鎖をいずれも

切断できる（4）。　糖タンパク質から三二を遊離させるもっとも＿般的な方法と

一12一
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F

してはヒドラジン分解法がよく用いられているが、この方法に比べると酵素に

よる切断法の方が簡便かっ安全である。

　そこで・まずこの酵素により・リポホリンに存在する糖鎖が全種類切り出さ

れるかどうか調べた。その結果・あとで詳しく述べるように、酵素により切り

出されたものと・ヒドラジン分解法により切り出されたものとが全く同じであ

った。そこで・糖鎖を遊離させる方法としてアーモンドグリコペプチダ＿ゼを

使用し、一一連の糖鎖の分析を行った。
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【動物及び採血】

　トノサマバッタ（Locusta　mi　ratoria＞に　オーチャードグラスとふすまを与

えて我々の研究室で飼育し・成虫になって3－5週間のものを実験に用いた。採

血は茅野と北沢の方法に従い（2）・　以下のように行った。トノサマバッタの第

三脚を根元から切断し・腹部から採血用緩衝液（0．25M　NaC1，5mM　EDTA，50mM

リン酸緩衝液・pH6・0）を注射した（約0．5m1／匹）。傷口から流出す乙血液を集め、

lO，OOOrprnで5分間遠心分離し、血球を除いたものを血液試料とした。

【リポホリンの精製】

　精製は、茅野らの方法に従い行った（2＞。　30匹のトノサマバッタ（オス、メ

ス共）の血液試料（約15ml）を蒸留水に対して1時間透析した。透析後、10，000

rpmで5分間遠心分離し、生じた濁りを取り除き、・上清に8倍量の氷冷した蒸

留水を一度に加え、よく振り混ぜた。30分間静置後、10，000rpmで10分間遠」d、

分離し、生成した黄色い沈澱を集めた。沈澱を少量の緩衝液（200mMリン酸緩

衝液・pH6・0）で溶かし・同量の蒸留水を加えた。この溶液を緩衝液（100mMリ

ン酸緩衝液・pH6・0）で前もって平衡化してあった　DEAE一セルロ＿ス　または

DEAE“一Toyopear1カラム（1．6x15cm）にアプライし、同じ緩衝液でリポホリンを

流出させた。この方法で得られたリポホリン溶液は電気泳動的に純粋なリポホ

リンのみを含み、精製後三日以内に以下の実験に用いた。

【リポホリンの脱脂】

　リポホリンに結合する糖鎖を分析するには、まず脂質を除去する必要がある。

そのため・精製されたリポホリン溶液にまず14倍量のクロロホルム：メタノ＿
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ル（2：1・v／v）を一度に加え・よく振り混ぜ・一晩放置した後、3，000rpmで5分

間遠心分離し・沈澱を集め・クロロホルム：メタノール（1：1，v／v）で2回洗浄

後・10％TCA（Trichloroacetic　acid）で3回洗浄し、混在している無機塩を取

り除く。次に沈澱をアセトンで1回、続いてエーテルで3回洗浄し、注意深く

ドライヤーで乾燥し、白く細かい粉末状のアポタンパク質（重鎖と軽鎖の混合

物）を得ることができる◎

【メタノリシスによる糖鎖の分析】

　リポホリン脱脂粉末2mgをチューブにとり、デシケーター中で一晩乾燥させ

た後・0・5N塩酸一メタノール試薬0．5m1加え、　N2一ガスを吹き込みふたをしめ、

75℃で一晩加熱する・内部標準としてribit・1を500…1e加え・炭酸銀で，中和

後、　0．1ml無水酢酸を加え、室温で6時間放置する。3，000rpmで5分間遠心分

離し、上清をとった後再び、0．5m1メタノールを加え、3，000rpmで5分間遠心

分離し・上清をとり・まえにとったものと合わせてN2エバボレーターで乾固し、

デシケーター中で一晩乾燥する。残査にピリジン、ヘキサメチルジシラザン、

トリメチルクロロシランを加えてTMS化し（5）、　このTMS化されたサンプルを

ガスクロマトグラフィにかけ、アポタンパク質に結合している糖の種類を調べ

た。

ピァーモンドグリコペプチダーゼの精製】

　アーモンドグリコペプチダーゼの精製は高橋らの方法（4，6）を以下のように

変更して行った。市販のアーモンド種子1009をコーーピー・ミルで粉砕してアセト

ン粉末を作る。アセトン粉末759を450mlの緩衝液（10mMクエン酸＿リン酸緩

衝液・O・IM　NaCl，　pH6．・）に懸濁し、一晩撹はん抽出する．ガーゼ（二重）で

こし・濾液を6，50　Orpmで30分遠心分離する操作を二回くりかえす。上清を一20
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℃で凍結させた後・解凍し・再び6，500rpmで30分遠心分離した後、上清をNaOH

でpH5・0に合わせ・透析チューブに入れ・ポリエチレングリコールを用いて濃

縮する。濃縮したサンプルを60℃で10分間加熱した後10，000rpmで10分間遠心

分離して上清をとる。セファデックスG－150のカラム（1．2L）を緩衝液（10mMク

ェン酸一リン酸緩衝液・0・1M　NaC1，　pH6．0）であらかじめ平衡化しておき、同

じ緩衝液でサンプルをゲル濾過し、アーモンドグリコペプチダーゼ活性のある

三分をとり・同様に濃縮する。次に、アミコン社のグループ特異性アフィニテ

ィク・マト用担体Dyematrix（R・d　A）を緩衝液（2・・Mトリス一轍緩衝液，　pH

7・5）で平衡化し・濃縮した画分をこのカラムにかけ、同じ緩衝液で一晩流して

洗い、ついで0．2MKC1含有の同じ緩衝液で溶出する。酵素活性のある画分を

集めてポリエチレングリコールで濃縮し、再び同様の操作で、Dyematrix（Red

A）カラムにかけ、酵素活性のある画分を集め、ポリエチレングリコールによ

り濃縮し・一20℃に凍結保存する。このようにして得た酵素標品は、各種のグ

リコシダーゼ、ペプチダーゼの混在していない精製品である。

【アーモンドグリコペプチダーゼによる糖鎖の切り出し】

　リポホリンの脱脂粉末10mgをはかりとり、0．2mgペプシン／0．01NHCI　lml

に懸濁して37℃で16時間消化する。ペプシン活性を消失させるため、100℃で

30分間煮沸した後、窒素エバボレーターにより乾固し、0．5m1緩衝液（クエン

二一リン酸緩衝液，pH5．0）に溶かす。そこに、アーモンドグリコペプチダ＿ゼ

（37℃で16時間反応させることにより、オボァルブミンの糖ペプチド　0．5μ

moleより糖鎖を完全に遊離させることのできる量）を加え、37℃で16時間反応

させる。続いて・DDWで平衡化したDowex　50x8（Hつカラム（5m1）、　Dowex　lx8

（HCO3’）カラム（5ml）にそれぞれかけ、　DDWで溶出すると、二戸を含む中性画

分が得られる。
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【ヒドラジン分解による全糖鎖の切り出し】

　リポホリン脱脂粉末10mgをデシケーター中で一晩乾燥させた後、0．1ml無水

ヒドラジンを加え100℃で10時間ドライブロックを用いて加熱する。続いて硫

酸デシケーター中で減圧乾固し、飽和重曹10ml、無水酢酸0．5m1加え、　Dowex

50x8（H’）カラム（10ml）にアプライし、　5倍量のDDWで洗い、乾直する。残査を

DDWに溶かしBio－Gel　P－4カラム（1．25　x　120crn）にアプライし、各画分の一部

をとり・オルシノールー硫酸法（7）により、糖の存在を確認し、直鎖の画分を

集める。

【薄層クロマトグラフィによる糖鎖の分析及び精製】

　酵素及びヒドラジン分解により・アポタンパク質から切り出された糖鎖の面

分を減圧乾固したのち、20μ1のDDWにとかし、シリカゲルプレート60（Merck

Art．5553＞にアプライし、　n一プロパノール：酢酸：水（3：3：2，　v／v／v）で16時間

＋16時間、二重展開する。プレートを乾燥させ（8＞、　オルシノールー硫酸試薬

を噴霧し、ホットプレートで加熱して発色させ、クロマトグラッフィックスキ

ャナー（Shimadzu　TLC　Scanner　CS。900）により、スポットをスキャンする。ま

た、おのおのの糖鎖の分離は、シリカゲルプレートの一・部分を発色させ、スポ

ットの位置に相当する部分を発色させていないシリカゲルプレートよりかきと

り、　DDWにより抽出する。こうして分離精製されたおのおのの紙誌は以下の方

法によってさらに分析された。

【ガスクロマトグラフィによる糖組成の分析】

薄層クロマトグラフィにより精製されたそれぞれの糖鎖を4NHC1中で100℃

4時間減圧下で加水分解し、窒素エバボレーターで乾固したのち、内部標準と

一一 P7一
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してリビトールを加え・再び乾固したのち、メタノール：酢酸：ピリジン（5：0

．5：0．1，v／v／v）を加えてアセチル化し、再度乾固する。次に、ピリジン14μ1、

ヘキサメチルジシラザン7μ1、トリメチルクロロシラン4μ1加えて室温で15分

間放置してTMS化し（5）、　ガスクロマトグラフィ．にアプライした。カラムは5

％（W／W）SE－52　Chromosorb　WAW　DMCSを充tNしたガラスカラム（2m　x　3mm）を用い、

130℃から250℃に4℃／minで昇温した。

1

【比色法による糖鎖の分析】

　中性糖とアミノ糖の比は比色法によりiiaべられた。中性糖の定量はオルシノ

ールー硫酸反応で、アミノ糖の定量はMBTH反応（9）により行われた。中性糖の

標準物質としてマンノースをアミノ糖の標準物質としてはN一アセチルグルコサ

ミンが用いられた。

【α一マンノシダーゼによる糖鎖の消化】

　マンノース量150nmoleに相当する量の糖鎖を50mMナトリウムー酢酸緩衝液（p

H5・0＞にとかし・0・3ユニットのナタマメのα一マンノシダーゼを加えて37℃

で0～4時間消化を行った。消化後、100℃で5分間煮沸して反応を止め、Dowex

50x8カラム（0．3m1）および、　Dowex　lx8カラム（0．3ml）に順次アプライして水

で流出し、窒素エバボレーターで乾固したのち、少量のDDWにとかし、上記と

同じ薄層クロマトグラフィにかけた。

【メチル化分析】

　メチル化分析はCicanuとKerekの方法（10）に従って行われた。糖度（30～40

μg）を一晩デシケーター中で乾燥したのち、メチルスルポキサイド100μ1を加

え、細かい粉末状のNaOHIOmgとヨウ化メチル50μ1を加え室温で1時間撹搾す

・一 P8一
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る・次にDDWとクロロホルムを1mlずつ加えて洗い、クロロホルム層をとる。

続いて・クロロホルム層を1ml　DDWで洗う操作を3回繰り返す。そしてクロロ

ホルムを窒素エバボレーターでとばし、メチル化された糖鎖を得ることができ

る。このサンプルをStellnerらの方法（11）に従って加水分解、還元、アセチル

化を行い、アルディトールアセテート誘導体を得ることができる。これをガス

クロマトグラフィ（3％OV－17，Gas・一chromQカラム（2mm　x　lm＞）一マススペクトロ

メトリー（JOEL　JMS－DX300＞にかけ・分析を行った。ガスクロマトグラフィの注

入温度は250℃で・カラム温度は150℃から250℃へ4℃／minで昇温した。マ

ススペクトロメトリーの条件はionizing　energyが30eV、　separetor温度が

250℃、accerating　voltageが1．35KVだった。

【NMR分析】

　糖鎖に99．98％2H20（Merck）0．4m1加え30分間放置し凍結乾燥する操作を3回

繰り返して、デシケーター中で一晩乾燥したのち、・99．995％2H20（Merck）を

0．4mlと内部標準として3一（trimethylsily1＞一propionic　acid－d4　sodiumを加え

て5mm　tube（Wilmad　Glass　Co．）に封入した。これをIH－NMRスペクトロメトリ＿

（JOEL　GX－400）400MHzを用いて分析した。試料のスペクトルと既知の並幅のス

ペクトル（12．13，14）を比較することにより、試料の構造を決定した’
B

【リポホリンのアポタンパク質重鎖と軽鎖の分離】

　2mg／m1リポホリン溶液に6M濃度になるようにグアニジンー塩酸を溶かし、低

温室で一晩放置する（15）。この溶液を、前もって緩衝液（50mMリン酸緩衝液、

6Mグァニジンー塩酸，　pH7・0）で平衡化してあったSepharose　CL－4Bカラム（2．5

．x90cm）にアブライし、同じ緩衝液で20ml／hで流出させた。
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　【試薬】

　使用した試薬はすべて特級試薬を使用した。薄層クロマトグラフィで標準物

質として用いたグルコースオリゴマーはNishigakiらの方法（16）に従いデキス

トランより調製した。デキストラン0・59に0．1NHC1を5m1加え、　100℃で4時

間加熱した後・窒素エバボレーターで乾固し、次に、メタノール1ml加えて溶

かした後・乾固するという操作を3回繰り返す。デセケータ田中で一晩乾燥し

たのち・1ml　DDWに溶かし・　DDWで平衡化したBio－Gel　P－4カラム（1．25　x　120

　cm）にアプライし、55℃、5m1／hの条件で流出し、薄層クロマト’グラフィによ

りグルコースユニット数を確認した・ペプシンはW・・thi，gt。n　Bi。，hemical

Co・より購入した。アーモンドグリコペプチダーゼの基質となる標準物質として

の糖ペプチドはオボアルブミン（Sigma）より以下のように調製した。1gのオボ

ァルブミンを49．5ml　DDWに溶かし、100℃で5分間煮沸し、さましてから0．5m1

1NHC1を加え、ペプシン10mg加える。37℃で一晩消化した後、凍結乾燥し、

2mlの0・02M　NH4　HCO3にとかし・pHをNaOHで7にあわせる。25，000　rpmで30分間

遠心分離し、その上清を0．02M　NH4　HCO3であらかじめ平衡化したSephadex　G－

25カラム（2x53cm）にアプライし、同じ溶媒で流出し、糖の含まれる画分を集

めペーパークロマトグラフィで2日間展開する。展開溶媒の組成はn一ブタノ＿

ル：ピリジン：酢酸：水（5：10：3：12．v／v／v／v）であった。糖ペプチドを含む部

分をニンヒドリン試薬により一部発色させて確認し、DDWで抽出し、標準物質

とした。　α一マンノシダーゼはSigmaより購入した。　無水ヒドラジンは

Aldrichより購入した。
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　　バッタのリポホリンは全体量の約4・％カ∫脂質でこれは糖鎖の精製の際妨げと

な’るので・クPPホルム：メタノール（2・1）で脱脂して得られたアポタンパク

の粉末を実験開始の物質とした・まずこのアポタンパク質からメタノリシス‘こ

より糖鎖を切り出し・ガスク・マトグラフィを用L・て分析した．その結果、リ

ポホリンは主にマンノースとN一アセチルグ・レコサミンを含む糖鎖を持つことカ§

分かり・これはChi・・とKitazawaの報告（2）を確かめるものであった。

　次に・脱脂したリポホリンをペプシyi肖化した後、アーモンドグリコペプチ

ダーゼ処理した結果・アポタンパク質に含まれる全量量の85％の糖が灘され

た・この糖鎖を薄層ク・マトグラフィで展開したところFig．1に示すように、

6種のスポットが確認され・2種の主要なものと、蠣のマイナーなものが存

在することがわかった。

続いて・アーモンドグリコペプチダーゼの基質特異性により、切り出されな

い糖鎖が存在する可能性を調べるため・ヒドラジン分解法により全摘鎖を切り

出し・薄層ク・マトグラフィで調べた結果、酵素を用いて切り出した糖鎖の，Ne

ターンと全く同じ結果が得られた・そこで、以後の全ての実験では、取り扱L、

方法が簡便で危険性のないアーモンドグリコペプチダーゼを用いて糖鎖を切り

出した。

薄層“mマトグラフィにおいて得られたそれぞれの糖鎖のスポット部分に相

当するシリカゲルをかきとり水で抽出することにより、6種類の糖鎖を分鵬・

製した・分鵬製を確認するために再び薄層知マトグラフィで展開した結果

をFig・2に示す・これより・おのおのの糖鋤∫異なる移動度を示し、さらにそ

れぞれが単一のスポットであることが擁された．それぞれの糖鎖を移動度が

大きい順にA・B・C・D・E，Fとすると、　Aは8糖、　Bは9糖、　Cは9．10糖、　D

一21一
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Fig．1　リポホリンのアポタンパク質の三尉の薄層クロマトグラフィ

オルシノ鴨ル｝硫酸試薬を噴霧し・加熱することにより、発色させた．s8，イ

ソマルトオクタオース（8グルコースユニット）；　　S，スタンダ＿ドグルコ

ースオリゴマー・6－15はグルコースユニット数を示している；　Lp，リポホリ

ンの糖鎖（A－F＞；・・オボァルブミンの三三（a－h）、これらの糖組成はすで

に報告されている（18・19・20・21＞：a，Man，GlcNAc2；b，　Man6G1，NAc2；

c，　Man7GlcNAc2；　d，　MansGlcNAc4；　e，　ManaGlcNAcs；　f，　MansGlcNAes；　g，

GaliManAGIcNAcs；　h，　GaliMansGlcNAcs
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Fig．2　リポホリンのアポタンパク質より遊離されたそれぞれの糖鎖の薄層ク

　　　　ロマトグラフイ

それぞれの糖鎖は薄層クロマトグラフィにより分離され（Fig．1に示してある）、

オルシノールー硫酸試薬を噴霧し、加熱することにより、発色させた。S8，イ

ソマルトオクタオース（8グルコースユニット）；　　S，スタンダードグルコ

”スオリゴマー；　A－F，リポホリンの糖鎖
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は10－11糖、　Eは12糖、　Fは12－13糖のグルコースユニットをもつグルコース

オリゴマーの移動度に相当した。次に、それぞれの糖鎖の構成糖をガスクロマ

トグラフィにより調べた。その結果、　6種すべての糖鎖にマンノースとN一アセ

チルグルコサミンが存在することがわかり、また6種すべての糖鎖にごく少量

のグルコースが存在することがわかった。しかし、このグルコースはリポホリ

ンを精製する際に使用したDEAE一セルロースカラムから由来する人為的産物で

ある可能性が強いので、それを調べるためDEAE一セルロースカラムのかわりに

DEAE－Toyopearl（Toyo－Soda　Co．，　Japan）を使用してリポホリンを精製し、同様

の手順にしたがってガスクロマトグラフィを用いて分析した結果、糖鎖A，B，

C，D，　Eからはグルコースのピークが消えたのに対して、糖鎖Fにはマンノー

ス：グルコースが6～8：1の割合でグルコースのピークがあらわれた（Fig．3

＞。　このことより糖鎖Fはいままで発見されている高マンノース型の糖鎖とは

違うユニークな構造を持つことが予想された。

　続いて、　6種の糖鎖に含まれる中性糖とアミノ糖との量比を比色法により調

べた結果をTable　1に示す。ガスクロマトグラフィ、薄層クロマトグラフィ、

比色法によって調べられた糖鎖の構成糖、移動度、中性糖とアミノ糖との量比、

さらにこれらと薄層クロマトグラフィにおける糖鎖の移動度と糖組成との相関

関係に関する報告（17＞を考え合わせた結果、　6種すべての糖鎖は高マンノース

型でさらに、Table　1　（右端）に示すような糖組成を持つことが導かれた。

　これに続いて、主要糖鎖である糖鎖E（MangGlcNAc2）とF（Glc1MangGlcNAc2

）に関してさらに構造解析を行うことにした。まず、これら二種の糖鎖の構造

の詳細な情報を得るため、それぞれの糖鎖についてメチル化分析を行った。こ

の結果をTable　2に示す。糖鎖Eは非還元末端マンノース：2－0一置換マンノー

ス：3．6一一〇一置換マンノースの比が3：4：2であり、糖鎖Fは非還元末端マンノー

スまたはグルコース：2－0一置換マンノースまたはグルコース：3－0一置換マンノ

一24一
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Retention　Time　（min）

　　　　Fig．3　リポホリンの糖鎖Fのガスクロマトグラフィ

　　　　Man，マンノ＿ス；Glc，ケルコース；GlcNAc，　N一アセチルグルコサミン

　　　　；　Rib，　リビトール（スタンダード）
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Table　1）　リポホリンの糖鎖のアミノ糖に対する中性糖の比とそれらの糖組成

Oligosaccharide

Molar　ratio　of

neutral　sugar：

amlno　sugar

　Possible

composlt：on
1　．99　±　O．29　（2，5）

2．65　±　O．35　（3．0）

1．93　±　O．21　（3，5）

3．45　±　O．95　（4．0）

4．42　±　O．26　（4．5）

4．79　±　O．42　（5．0）

　MansGlcNAc2
　Man6GlcNAc2
　Man7GlcNAc2
　MansGlcNAc2
　MangGlcNAc2
GlciMangGlcNAc2

カッコ内の数字は糖組成より計算されたアミノ糖に対する中性糖の比の理

論値。糖鎖Cにおける実験値と理論値との矛盾は、試料の量が非常に少な

かったため実験誤差が生じたためと思われる。’

一26一



Table　2）　糖鎖EとFのメチル化分析

Molar　Ratioa

Methylated　Sugars E F

Glucitol　and／or　mannitol
　2　，　3　，　4，　6－Tetra－O－methyl（　1　，　5－di－O－acetyl）

　3　，　4，　6－Tri－O－methyl（　1　，　2　，　5－tri－O－ace　tyl）

Mannitol
　2　，　4，6－Tri－O－methyl（　1　，　3　，5－tri－O－acetyl）

　2，“一Di－O－methyl（1，3，5，6－tetra－O－acetyl）

2－NrMethylacetamido－2－deoxyglucitol‘
　3　，　6－Di－O－methyl（　1　，4，　5－tri－O－acetyl）

（
U
（
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g
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4
ム
　　　btrace

2．2

1．1
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U
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∂
9
J

0
4
り
一

●
　
　
　
●

1．4

ナ
ー
・
澄
寸
皇
～
－

鯵
L

a　2・3・4・6－tet「a－O－rnethylmannitol　and／or　glucitolの値を

bo．3以下

3．0とした。
“

L
「
鯵
－

cこれらの回収率は中性糖のものと比べると一般的に低い。

求められた糖組成（MangGlcNAc2とG　1　ci　M　a　ng　G　1　c　N　A　c　L＞）より計算される理論値
わ

は2．0となる。
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一ス：3・6－0一置換マンノースとの比がだいたい3：4：2：1であるという結果が得

られた・以上のデーターとこれまで知られているアスパラギン結合糖鎖の生合

成経路（22）とを考え合わせると、以下のような推定構造が示された。

　　　　　　　　　　Mani　一＋2Manl
　　　　　　　　　　　　　　　　N6
　　　　　　　　　　Manl－2臨n1／3㎞㌧6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　Manl’4GlcNAcl　一＞4GlcNAc
　　　　　　　　　　Manl　“2Manl　’．2Manl　一

　　　　　　　　　　Manl－2Manl
　　　　　　　　　　　　　　　N6
　　　　　　　　　　Mani　一一・2Man／3　Mank　6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　Manl．4GlcNAcl．4GlcNAc
　　　　　　　　Glcl　’3Manl　．2Manl　．2Manl　一

　この構造をさらに確かめるため、続いてナタマメのα一マンノシダーゼによ

る消化を行った。ナタマメのα一マンノシダーゼはBermanとAllerhandの報告

（23）によるとα1→2（α）〉〉α1→3（β）〉α1→6（α）〉α1→3（α）＝α1→6（α

）の順に切断するので、適当な条件を選べばα1→2結合だけ選択的に切断できる。

そこですでに構造の分かっているオボアルブミンのハイマンノース型の糖鎖を

使ってその条件を決め、品品E，Fを消化し、その産物を薄層クロマトグラフィ

で展開し、発色後、　TLCスキャナーにより得られた結果をFig．4に示す。これ

より、糖鎖Eはα1→2結合が4個切れた状態で反応が止まり、温血Fではα1→

2結合が2個切れた状態で止まっていることが分かった。つまり、糖鎖Fはα1

→2結合しているマンノースが2個存在する鎖の非還元末端にグルコースが結合

しているため、α1→2結合が2個切れた状態で止まってしまったものと考えら

れる。

　さらに、これらの糖鎖の結合様式を調べるため、1　H　・一NMRにより構造解析を行

　　　　　　　　　　　　　　　　　一28一
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つた。Fig．5にその結果を示す。また、　C1－Hプロトンに由来する化学シフトは

Table　3に示すように帰属される。その結果、糖鎖Eのそれぞれのマンノース

のスペクトルはByrdらが、ウシのチログロブリンの糖鎖で報告したもの（12）、

そ・して、Viegenthartらがウシのラクトトランスフェリンの糖鎖で報告したも

の（14）と完全に一致した。4．752ppmにあらわれたシグナルはβ結合したマンノ

ース残基［3］に特有のもので、5．043，5．064，5．049ppmにあらわれたシグナル

は非還元末端にα1→2結合しているマンノース残基［9］，［10］，［11］にそれぞれ

帰属される。また、4．866，5．308，5．102，5．361，5．272PPmにあらわれたシグ

ナルはそれぞれ、C－3とC－6置換したα1→3結合したマンノース残基［4］、C－

2置換したα1→3結合のマンノース残基［5］、C－2置換したα1→6結合のマン

ノース残基［6］、C－2置換したα1→3結合したマンノース残基［7］、C－2置換

したα1→2結合したマンノース残基［8］のC－1プロトンにそれぞれ帰属される。

5．190ppmにあらわれたシグナルはN一アセチルグルコサミン残基［1］のαアノマ

ーのC－1プロトンに帰属されるが、βアンマーとN一アセチルグルコサミン残基

［2］のC－1プロトンのシグナルはH2H20シグナルに覆い隠されて得られなかっ

た。さらに、Fig．5とTable　3より、シグナル［11］と［12］を除けば、糖鎖Eと

Fのスペクトルは完全に一致する。糖鎖Fのシグナル［11］は糖鎖Eのそれと比

べると、わずかにupfield側にシフトし、また、5．245PPmに新たにシグナルが

出現している。このシグナルはα結合したグルコースに特有な3．6Hzという結

合定数を持ち、Tsaiらにより示された（13＞グルコースを含む糖鎖で見られたα

結合グルコースのC－1プロトンのシグナルと同様の化学シフトを示した。この．

ことより、糖鎖Fは糖鎖Eのマンノー・ス残基［11】にグルコース残基［12］がα1→

3結合した構造を持つことが確認された。以上の結果より、直鎖EとFの構造は

Fig．6のように決定された。

　次に、リポホリンの重鎖と軽鎖にどの様な糖鎖が結合しているのかを調べる

一33一
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」Lr巳吐撫」ド・範宅．｝ 典」馬」虫P鼻：一一一＿．り冨一’F一＿▼’」　・一

ため・グアニジンー塩酸によりリポホリンを変性させ、重鎖と軽鎖の分離を

Sepharose　CL－4Bカラムで行った（Fig・7）。分離した重鎖、軽鎖からそれぞれ、

糖鎖を精製し・薄層クロマトグラフィで展開した結果をFig．8Aに示し、またこ

れをTLCスキャナーにかけた結果をFig．8Bに示す。この結果、重鎖には6種全

ての糖鎖が存在するが・軽鎖には糖数の多い糖鎖D，E，　Fの3種のみしか存在

しないことが分かった。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／5Manal×

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　63ManB1　一．・　4GlcNAcB1　一一一．　4GlcNAc
　　　　　　　Man　a1　一）　2Man　al

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／

Glc　a1　一．一　3Man　a1　一一．一　2Man　a1　一．一　2　Man　a1

Fig．　6 リポホリンの糖鎖EとFの構造
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i’　Heavy　Chxin

l
l，　Light　Chain
i
il
l

／／，　Lipophorin

B　C
D

D

D
B　，9

E　F

Fig．8　（A）リポホリンの重鎖と軽鎖の糖鎖の薄層クロマトグラフィ

S，スタンダードグルコースオリゴマー；　Lp，リポホリンの糖鎖；　H，リ

ポホリンの重鎖の糖鎖；　L，リポホリンの軽鎖の糖鎖；

　　　　（B）リポホリン、重鎖、軽鎖それぞれの糖鎖の薄層クロマトグラフィ

のスキャニング
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　リポホリンには6種の二心が存在し、すべてがアーモンドグリコペプチダ＿

ゼで切り出されることより、糖鎖はリポホリンのアポタンパク質のアスパラギ

ンに結合していることが分かった。また、リポホリンの金鎖におけるもっとも

重要な特色はグルコースを含む高マンノース型の糖鎖が存在することである。

酵母・ハムスター・ニワトリなどで報告されているアスパラギン結合油鼠の生

合成経路では・Glc3MangGlcNAc2がドリコールピロリン酸より、タンパク部分

へ移され・移されるやいなや滑面小胞体上でα一グルコシダーゼによりグルコ

ース残基の切断が起こり、その後、種々の高マンノース型、複合型、ハイブリ

ッド型の糖鎖が合成される（22）。今回、発見された高義Fはこの3番目のグル

コース残基が切れずにそのまま残った珍しい構造を持っている。Tsaiらはグル

コ“…一一ス残基を切断するα一グルコシダーゼが遺伝的に欠損している突然変異種

の　Sacharomycesで　Glc3MangGlcNAc2の糖組成をもつ、α一グルコシダーゼ

によって全く修飾されていない構造をもつ謡言を報告している（13）。　また、

TaniguchiらはTetrahymenaにおいてGlc1．3MansGlcNAc2の糖組成をもつ糖鎖

を報告している（24）。突然変異種以外でグルコースの存在する高マンノース型

の糖鎖が報告されているのは我々が糖鎖Fの構造決定を行った時点ではこの報

告のみであった。ここで構造決定された云云Fはアスパラギン結合直鎖の生合

成過程における中間体の構造をもつ非常に珍しい糖鎖であると思われる。おそ

らく、トノサマバッタにおいては脂肪体細胞内で糖鎖が生合成される際のα一

グルコシダーゼ活性がほ乳類のそれと比べると、非常に低いのであろう。また、

Osirらはタバコスズメガのヴィテロジェニンの糖鎖の構造を報告している（25＞。

しかし、彼らがデーターとして示したNMR像にはっきりとグルコースのシグナ

ルが現れているのにもかかわらず、彼らは糖鎖Eの構造を報告しているのみで
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ある。我々は・彼らのデーターより・タバコスズメガのヴィテロジェニンにも

糖鎖Fのようなグルコースを含む糖鎖が存在すると予測している。いずれにせ

よ・昆虫の糖タンパク質の糖鎖構造の詳細が明らかになったのは、本研究が最

初である。おそらく・昆虫の糖タンパクでは、グルコースが存在する糖鎖はむ

しろ一般的なものなのかもしれない。最近、ヒトデの卵ゼリーコートに存在す

る主要な糖タンパク質の糖鎖の構造が報告された（26）。その構造はここで報告

した糖鎖Fと全く同じ構造・糖鎖Fのグルコース残基にグルコースがα1→3結

合している構造・そして・さらにそれにグルコースがα1→2結合している構造

をとっていた。以上のことを考え合わせ乙と、グルコースが存在する二二は進

化を論じるときに一つの指標となりうるかもしれない。

　茅野と北沢はリポホリンをSDS一電気泳動後、　PAS一染色を行い、重鎖のみが染

色されたことより、重鎖のみにしか糖鎖は存在しないと報告した（2）。　しかし、

今回、我々が行った実験では、あきらかに重鎖と軽鎖両方に糖鎖が存在するこ

とを示している。そして・それはタバコスズメガのリポホリンでShapiroらが

報告したこととも一致している（15）。また、我々はさらに進んで重鎖が6種の

糖鎖をもつのに対し、軽鎖は3種のみしかもたないことを示した。

　本研究の究極の目的は、これらの糖鎖がリポホリンの機能にいかに関与して

いるのかを明らかにすることであった。しかし、現在のところタンパク質部分

の変性なしに、糖鎖のみを部分的、または全面的に切断する手段は開発されて

いないので、この問題の解明は進展していない。また、リポホリンから得られ

た糖鎖そのものがりポホリンによる脂肪体からのジグリセリドの積み込みを阻

害するかどうかを血vitroの系でテストしたが、結果は完全にネガティブであ

った。いずれにせよ、糖鎖がリポホリンの生理的機能に関与しているかどうか

という問題は今後の研究課題である。
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　リポホリンは特定の組織で特定の脂質を積み込み、積み下ろす、再利用可能

なシャトルとして働く・一種のキャリアタンパク質である。また、リポホリン

はタンパク質部分に対して約3％の割合でマンノースとN一アセチルグルコサミン

を含む糖タンパク質であることが報告されている。申請者らは、この糖鎖が脂

質の積み込み・積み下ろしの認識に何らかの役割を果たしているのではないか

と考え、この糖鎖に関する解析を行うことにした。

　バッタのリポホリンの糖鎖は、アーモンドグリコペプチダーゼ（EC　3．5．1．

52）により遊離され・　6種類の三三が確認された。この6種類のうち、　2種は

major（E，　F）で四種はminor（A，　B，　C，　D）であった。　6種類のすべてが高マン

ノース型の糖鎖で、薄層クロマトグラフィ、ガスクロマトグラフィ、比色法の

結果から、それぞれの糖鎖の糖組成は　A：Mans　Gl　cNAc　k・，　B：Man6GlcNAC2，　C：

Man7GlcNAc2，　D：MansGlcNAc2，　E：Manfo　Glc　NAc2，・F：GlciMangGlcNAc・a　であ

ることが分かった。次に、majorな糖鎖EとFの構造解析を行った。糖鎖Eと

Fを薄層クロマトグラフィから抽出することにより、単離し、おのおのの糖鎖

について、メチル化分析、αマンノシダーゼ消化、iH－NMR分析を行い、構造を

決定した。糖鎖Eの構造はManα1→2Manα1→6（Manα1→2Manα1→3）Manα1→

6（Manα1→2Manα1→2Manα1→3）Manβ1→4GlcNAcβ1→4GlcNAcであることが

分かった。また、糖鎖Fの構造は二二Eの（Manα1→2Manα1→2Manα1→3）と

いう構造の非還元末端にグルコースがα1→3結合していることを除いては糖鎖

Eと全く同じ構造であった。さらに、リポホリンのサブユニットであるHeavy

chain（mol　wt．250，000）には6種すべての糖鎖が存在するのに対し、　Light

chain（mol　wt．85，000）には3種の糖鎖のみしか存在しないことが明らかにさ

れた。
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　昆虫血液中で最も主要なタンパク質であるリポホリンは再利用可能なシャト

ル．としていろいろな脂質（ジグリセリド、炭化水素、コレステロール、カロチ

ノイド）を組織間での輸送に与っているきわめてユニークなタンパク質である

（1）。　バッタのリポホリンは通常・高密度リポホリン（HDLp）として血液中に存

在し・分子量25万の重鎖（apoLp－1）と8．5万の二三（apoLp－IDから構成されて

おり・それぞれに糖鎖が結合している。リポホリンの総重量の約40％が脂質で

あり・主要な構成成分はジグリセリド、炭化水素、コレステローノレ、リン脂質

である。また、分子量は約60万で、直径は約150Aのほぼ球形タンパク質である。

　バッタでは、長距離飛行の際、側心体からアディポキネティックホルモン（A

KH）が分泌されることが知られているが（2）、　このホルモンをバッタに注射す

ると、密度が1．12g／mlだったHDLpは、密度が1．065g／m1の低密度リポホリン（L

DLp）にかわる。この密度の変化は脂肪体からのりポホリンによるジグリセリド

のを積み込みがAKHの作用によって促進されることによって起こる（3）。　また、

HDLpからLDLpへの変換に伴って、第三のアポタンパク質である分子量約2万の

アポリポホリンー皿：（apoLp。IIDが新たにリポホリンに結合することが明らか

になっている。さらに、LDLp分子を電顕で観察すると、　HDLp分子に比べて明か

にサイズが大きく、しかも不均一になることを茅野らは前に報告している（3）。

AKHによって引き起こされるこれらのリポホリンの構造変化は完全に可逆的で

ある。最近in　vitroで、精製したHDLpとapoLp－IIIとを、切り出された脂肪体、’

AKHの存在下でインキュベートすることにより、　HDLp→LDLpへの変換を完全に

再現することができるようになった（4）。　しかし、apoLp－IIIがリポホリン1

分子に対して何分子結合しているのか、そしてなぜLDLp分子はサイズが不均一

になるのかなどまだ基本的な問題が残っている。事実、茅野らはりポホリン1

一48一・
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分子に対して9分子のapoLp－IIIが結合すると報告しているが（5）、　他の研究

グループは14分子が結合すると報告している（6）。　この研究は上記のようなLD

Lpに関する基本的問題を解決するために行われた。
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【動物および採血】

第一部に記されたものと同じ

【試薬】

　バッタAKHはPeninsula　Laboratories（San　Carlos，　CA）より購入した。モ

ノステアリンはSigma社より購入した。使用した試薬はすべて特級試薬を使用

した。

【リポホリンの精製、分画】

　flushing－out法によりとった血液を血球を取り除くため、8，0009、　4℃で5

分間遠心した。HDLpはrestingのバッタより採血されたサンプルをKBr密度勾

配遠心法にかけ、分離した（3，7）。その後、とくに遊離apoLp－IIIのような不

純物を取り除くため、再び同じ手法によりHDLpを密度勾配遠心法にかけた。　LD

Lpは一匹あたり20pmoleのAKHを注射したバッタから90分後に採血し、　HDLpの

ときと同様の方法で分離した。密度勾配遠心後、遠心管の上から0．3mlずつ分

画し、それぞれの画分の455nm　（リポホリンに含まれるカロチノイドによる吸

光）における吸光度を測定した。このリポホリンの各画分のタンパク質量、ジ

グリセリド量、apoLp－III量を定量し、さらにそれぞれの画分の電顕像も観察

された。

【apoLp－IIIと脱脂したリポホリンの調製】

　apoLp－IHは基本的に茅野と矢沢によって開発された方法に従って精製され

た（5）。　Ultragel　ACA－44カラムにかける操作を二度行い、17Kタンパク質の

一50d．
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ような不純物を取り除いた（5）。　二度目にゲル濾過されたapoLp－IIIは蒸留水

に対して何度か透析され塩類を完全に除き、その後、凍結乾燥された。リポホ

リンの脱脂の操作は第一部に記されたものと同じである。精製された　apoLp－

IIIと脱脂されたHDLpはタンパク質量を定量する際のスタンダードとして用いら

れた。

【タンパク質量の定量】

　タンパク質量の定量はLowryらの方法（8＞にしたがって行われた。　LDLpに結

合するapoLp－IIIの量を正確に算出するためには、　LDLpの正確な絶対量を求め

る必要がある。そのためにはスタンダードのタンパク質として一般的に用いら

れるウシ血清アルブミンのかわりに、精製されたapoLp－IIIと脱脂されたHDLp

を使用する必要があった。これにより、LDLpに結合しているapoLp－HI量が正

確に計算される。さらに付け加えると、脱脂されたHDLpと精製された　apoLp－

IIIのスタンダードカーブは、特に低濃度のところではほとんど差がなかった。

このことはLDLpに結合している正確なapoLp－111量を計算するにあたってひじ

ょうに有利なことであった。

【ジグリセリドの定量】

　既知の量のモノステアリンをそれぞれのりポホリン画分に内部標準として加

え・その後・イソプロパノール　：　ヘプタン　4：1（v／v）で脂質を抽出し（9）・

Ackm　an（10＞と茅野ら（4）の方法にしたがって、イアトロスキャナー　（モデル

Th－10）　により分析した。イアトロスキャナーはガラス棒に珪酸を焼結させた

ロッドを薄層クロマトグラフィとして用い、Flame　ionization　detector（FID）

で検出を行う機器であり、微量な試料から精度の高い測定を行うことができる。

また、ロッドはchromarod　S－IIIを用い、これにサンプルをアプライしたのち、

一51一
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ペンギン：メタノール　60：1．5（v／v）で30分間展開した。

【電気泳動とapoLp－IIIの結合量の測定】

リポホリンのSodium　dodecyl　sulfate（SDS）一ポリアクリルアミド電気泳動

（PAGE）はLaemmliらの方法（11）に従って行われた。ゲルはクマジーブルーで染

色された。染色されたゲルはクロマトグラフィックろキャナー（Shimadzu　TLC

scanner　CS－900）を使ってスキャンされた。

　LDLpへのapoLp－IIIの結合量は以下の手順にしたがって求められた。　LDLp（

脱脂したHDLpまたは精製したapoLp－IIIをスタンダードとして用いたLowry法

でタンパク質量を測定した）をSDS－PAGEにかけた。また、いろいろな量のapo

Lp－IIIは同じゲルにスタンダードカーブを得るためにアプライされた。　CBBに

よりゲルを染色したのち、ゲルをスキャンしてapoLp－IIIのスタンダードカー

ブよりLDLpに含まれるapoLp－III量を定量した。重鎖（apoLp－1）、軽鎖（apoLp

一一@II）および、　apoLp－IIIの分子量はそれぞれ250K、　85K、　20Kであることより、

LDLpに結合しているapoLp－III分子の数（x）は以下の式に従って算出すること

ができる。

　　　　　　　　　　　B　20x
　　　　　　　　　　A－B　250＋85

AはゲルにアプライされたLDLpのタンパク質量、　Bはスタンダードカーブより

求められたapoLp－IIIのタンパク質量である。これより、　LDLp一分子に対して

何分子のapoLp－IIIが結合しているのかが計算された。

【電顕】

密度勾配遠心法により分離、分画されたリポホリンを昆虫リンガー液（120mM

NaCl，　15mM　KCI，　4mM　CaC12，　2mM　MgC12，　5mM　piperazine－N，N’一bis　（2

一52一
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一ethanesulfonic　acid）（PIPES）．　pH　7．0）に数回透析した。サンプルを50μg

protein／m1に調製し・支持膜上で1％酢酸ウランによりネガティブ染色し、　JOEL

JEM－1200EX電子顕微鏡により観察した。カーボンを蒸着した支持膜は使用す

る直前に親水処理を行った。

証
し
旨
．

一53一

lll・　・　t；1　．，　．，　．1

聾
雲
壌
継
穂
叛
三
三
へ
鷲
這
這

直
ど
ト
ぎ
レ
ト
レ
緊
野
恥
跡
臨
ザ
三
野
レ
藪
一

転些．



　本研究以前に・従来行われてきた実験では、LDLpは密度勾配遠心法にかけた

のち・その黄色いバンドの濃い部分全体をパスツールピペットですいとり、そ

れをサンプルとしてapoLp－IIIの定量、ジグリセリドの定量、そして電顕像を

観察していた。しかし・この方法で調製したLDLpのサンプルは若干異なる密度

をもつLDLpの混合物であるという可能性は否定できない。そこで、今回の実験

ではAKHを注射して90分後に採血したサンプルをKBr密度勾配遠心法にかけ、

その後・上から0．3mlずつ非常にせまいレンジで分画して、それぞれの画分に

ついてapoLp－IH結合量、ジァシルグリセリド量を定量し、さらに電顕像を観

察した。

LDLとHDLのジグリセリド

　Fig．1はLDLp（A）とHDLp（B）の密度勾配遠心のプロフィールと各画分に含ま

れるジグリセリドの量をあらわしている。LDLpのジグリセリド含有量は画分の

密度が低くなるに従い増加する（116μg／100μgprotein～209μg／100μg

protein）。それに対して、　HDLpのジグリセリド含有量は画分の密度にかかわら

ずほぼ一定である（33μg／100μgprotein）。

　Fig．1はまた、　LDLpとHDLpのピークのするどさがほぼ同じであることを示し

ている。このことより、観察されたLDLp減分間におけるこの程度のジグリセリ

ド含有量の違いではピークのするどさはほとんど影響されないことを示してい

る。事実、さらに長時間超遠心を行っても（計18時間）、わずかにLDLpのピー

クがブロードになり、わずかに低密度側ヘシフトするが、ピークのするどさに

はほとんど差はみられない。
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Fig・1低密度リポホリン（LDLp）と高密度リポホリン（HDLp）の密度勾配遠、d、の

プロフィールと各画分に含まれるジグリセリド量

AKH（20pmole）を注射したものとしないものより採血し、　KBr密度勾配遠心を二

度行った・遠心後・上から・・3・1ずつ分画し、リポホリンを加チノイドの黄

色い色によるAbs455でモニターした．各画分でタンパク量とジグリセリ糧を

定量した（3回の実験）・A・LDLp；B・HDLp；●，遠心して分画し、

Abs4　ssでモニターした・一一・・例；　○，ジグリセリド量
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暇
■

LDL．への　aoL－IIIの　　A

　LDLpの各画分で・何分子のapoLp－IIIがリポホリンに結合しているのかを「

材料と方法」のところで述べた手順によって測定、算出した。この結果をFig

．2に示す。ここに示されるように、LDLp画分の密度が低くなるに従い、　LDLp1

分子に結合するapoLp－III分子数は増加する（6．9±0．6mole／mole　LDLp～13．

2±0・4rnole／mole　LDLp）。主たるピーク二分・No．　gAγ　11のLDLpに結合するapo

Lp－III量を平均すると・その値は8・9mole／mole　LDLpとなり、これは以前に茅

野らが報告した（5）LDLp1分子につき9分子のapoLp－111が結合するという結

果にほぼ一致する。しかしながら、最も密度の低い二分（画分No．8）で得られ

た13・2±0・4mole／mole　LDLpという値は他の研究グループが報告している（6＞

14mole／mole　LDLpという値に近い。本研究で、　in　vivoでAKHを注射するこ

とによりできるLDLp分子に結合しているapoLp－III量は、最も高い値で約14

mole／mole　LDLp、最も低い値で約7mole／mole　LDLpで主なLDLp二分における

apoLp－III結合量は約9mole／mole　LDLpという．値をとることが分かった。以上

の結果より・上限があると思われるが、リポホリンに積み込まれているジグリ

セリドと結合しているapoLp－IIIとの間には、ほぼ比例関係があり、リポホリ

ン1分子につき何分子のapoLp－IIIが結合するかという従来の論争はあまり意

味がないように思われる。

　Table　1は上記のLDLp画分におけるapoLp－III結合量とジグリセリド量との

関係をさらに詳しく示している。。LDLp画素の密度低下にともなったジグリセ

リド含有量の増加とapoLp－III結合量の増加はほぼ比例関係にあることが分か

る。　1分子のapoLp－III1がLDLpに結合する毎に約130～150分子のジグリセリ

ドが結合している。　WeUsらはタバコスズメガにおいてAKHを注射して得られ

たLDLpでは1分子のapoLp。IIIに対して約70分子のジグリセリドが結合すると

報告しているが（12＞（彼らのデーターより計算した）、バッタで得られた今回
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Fig．2　低密度リポホリン（LDLp）の密度勾配遠心のプロフィールと一画分にお

けるLDLpに対するapoLp－IIIの結合量

LDLpに対するapoLp－HIの結合量（モル比）は茅野と矢沢が報告した方法（5＞

にしたがって計算された。●，遠心して分画し、Abs4　ssでモニターしたLDLpの

プロフィール；　○，LDLpに対するapoLp－IIIのモル比（7回の実験）
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Table　1）　LDLpの各画分におけるapoLp－IIIとジグリセリド量
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Fig．3　リポホリンparticleの電子顕微鏡写真

3つの異なる画分におけるLDLpとHDLpは酢酸ウランによりネガティブ染色され

た（x150，000）。　A，　LDLp（Fig．1．Aの画分No．8）；　B，　LDLp（Fig。1，Aの画分No．

10）；　c，LDLp（Fig．1，Aの画分No．13）；　D，　HDLp（Fig．1，Bの画素No．11）；　E，

HDLp（Fig．1．Bの画分No．13）；F，　HDLp（Fig．1．Bの画分No．15）
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Fig．4　LDLpとHDLpの直径

値は20万倍の鞠写真のある決められた範囲1こおける24。particlesのサイズ

（平均±スタンダードエラー）をあらわす・A－FはそれぞれFig．3のA－Fにi目

当する
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の値は彼らの値と比べるとかなり大きい。

apoLp　一一　1　I　Iの物理的な役割はまだ完全には明らかにされていないが、　Kawooya

らは（13）、タバコスズメガのapoLp－IIIは1ipid－water　interfaceの増加を安

定させることでより多くのジグリセリドを受け取る能力を増加させる役割を果

たしていると主張している。さらに、同じ研究グループはapoLp－IIIがジグリ

セリドよりもはやくリポホリンに結合することを示すいくつかのデーターを提

示している（12）。そのことは脂肪体からのりポホリンのジグリセリド積み込み

のrate噌limiting　factorとして・　apoLp－IIIが関与していることを意味してい

る。しかしながら、この考え方ではなぜ血液中に常に多量に遊離した状態で存

在．しているapoLp－IIIがrestingの状態では（AKHの不存在下）リポホリンに

自動的に結合していないのかを説明できない。いいかえるならば、何が最初に

リポホリンとapoLp－IIIとの結合をプロモートしているのかという重大な疑問

が依然として残っている。この問題と関連して少なくともAKHはapoLp－IIIと

リポホリンとの結合には直接は関与していないことを茅野らは確認している（4

，　14）o

LDLとHDLの．望

　LDLp分画の中で、密度のより低い画分、中間の画分、より高い画分中に含ま

れるLDLp　particleを酢酸ウランによりネガティブ染色したのち、電顕により

観察した。それと比較対照するため、HDLp画分も同様に観察した。　Fig．3にそ

の結果を示す。これより、HDLp　Particleが全ての画分においてparticleのサ

イズが均一なのに対して（Fig．3，　D，　E，　F）、　LDLp　Particleのサイズはすべて

の画分において不均一であった（Fig．3，　A，　B，　c）。この結果をヒストグラムに

したのがFig．4である。また、　LDLp　Particleの平均直径は密度のより低い画

分、中間、より高い画分においてそれぞれ29．4±6．8nm、27．1±5．5nm、26．3
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±5・7nmであった。このことは密度が低くなるにつれてわずかにLDLpの大きな

particleの割合が増加することを示している。一方向　HDLpの平均直径はそれぞ

れの一分で15・9±1・5nm・15．6±1．5nm、15．6±1．3nmであった。このことは

HDLp　particleのサイズは画角にかかわらず一定であることを示している。今

回の実験では・ひじょうに狭いレンジで分画し、従って、それぞれの画分にお

いては密度が均一であると考えられるにもかかわらず、LDLp　Particleのサイ

ズは不均一であった。このことより・L肌pParticleのサイズの不均一さは、

密度の異なるLDLp　particleが混在した結果であるという可能性は完全に否定

された。すなわち、LDLpの密度の均一性と、そのサイズの不均一性との間には

明かな矛盾が存在することが、確実となった。LDLpの性質を理解する上で、こ

の矛盾を理論的に説明することは・きわめて重要なことと考えられる。以下は、

この矛盾を解決するための一連の試みである。

　まず、次に示す式を用いて、申請者はHDLpに対するLDLpの体積比の理論値を

導きだした。

　　　　　　　VLDLp　（600，000　＋x　＋　y）　／　g

　　　　　　　VHDLp・：’　600，000　／　i．12

VはLDLpまたはHDLpの体積をあらわす。　xは増加したジグリセリドの量（mol

wL／mole　LDLp）を・　yはapoLp－IIIの量（mol　wt．／mole　LDLp）を、　zはLDLpの

密度をそれぞれあらわす。600，　OOOはHDLpの分子量で1．12はHDLpの密度（9／ml》

である。

申請者は実験によって得られたLDL　p画分のそれぞれの値をx，　y，　zに代入し、

HDLpに対するLDLpの体積比を計算した。つついて、　HDLpに対するLDLpの直径比

（直径　vl／3）を計算したところ、密度のより低い置旧、中間、より高い画一

においてそれぞれ・1．36、1．23、1．17という結果が得られた。HDLp　Particle
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の平均直径を15・7nmとすると・3つの画分の直径の理論値はそれぞれ15．7n

m　x　1．　36　＝　21．4　nm．　15．7　nm　x　1．23　＝　19．4　nrn．　15．7　nm　x　L　17　＝　18．4　nrn

となった。ただ単にLDLp　Particleのサイズが積み込まれたジグリセリド量の

増加と結合したapoLp－III量のみを反映しているのであれば、理論値と電顕よ

り得られた実験値は多少の誤差はあっても一致するはずである。しかしながら、

ほとんどのLDLp　particleのサイズはどの画分においても理論値を大きく越え

ている。実際・いくつかのLDLp　Particleはサイズが45　nmを越えるものも観

察された。もしすでに、茅野らが指摘したように、いろいろなサイズをもつLD

Lp　particleがいろいろな数のLDLp分子がfusionした結果の産物であると仮定

するならば・LDLp　Particleの密度の均一さとサイズの不均一さという矛盾を

うまく説明できる。つまり、LDLp分子のfusionによってできたLDLp　particle

はそのサイズにかかわらず、脂質とタンパク質との割合が一定だからである。

つまり、密度は等しく、一定であるはずである。実際、電顕では、このような

fusionの過程と考えられる楕円型の像が観察されている（Fig．3，　A，　B，　C）。さ

らに密度の低い画分においては、すなわち、　apoLp－IIIとジグリセリドを多く

もつLDLp分子では分子間でfuseする傾向がより大きいといえよう。申請者は、

このようなバッタのLDLp分子のサイズの不均一さはLDLpの最大の特徴の一つで

あり、LDLpの物理化学的性質を理解する上で、最も重要なポイントであると考

えられる。しかも・LDLpに含まれるジグリセリドが筋肉などで消費されると、

再び、fusionしたりポホリン分子は互いに解離し、元のサイズに戻ると考えな

ければならず、fusion←→dissociationの可逆反応が、どのようにして起こる

のか・きわめて興味ある問題を提起している。しかしながら、現在のところ、

その生理的意味やfusionメカニズムについては分かっていない。
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　リポホリンは昆虫血液中で通常、高密度リポホリン（HDLp）として存在するが、

アディポキネティックホルモン（AKH）が脂肪体に作用することにより、ジグリ

セリドを数倍多く積み込んだ低密度リポホリン（LDLp）となることが知られてい

る。このとき、リポホリンには第三の血液タンパク質であるアポ一白（apoLp－

III）を結合することが知られている。さらに、　HDLp　Particlesのサイズが均一

なのに対して、LDLp　particlesのサイズは非常に不均一であることが電顕によ

り観察されている。そこで、この研究は、いくつかの残されている基本的な問

題、たとえば、　apoLp・一　1　IIはりポホリン1分子につき何分子結合しているのか、

また・LDLp　Particlesはなぜサイズが不均一なのか、を明らかにするために行

われた。

　リポホリンは密度勾配超遠心後に細かく分画され、そのそれぞれの面分にお

けるジグリセリド量、　apoLp－III量が定量された。その結果、　LDLpのジグリセ

リド量は密度が低い画面になるほど増加していることが分かった（一番密度の

高い画分で116μg／100μgprotein　～　一番密度の低い画分で209μg／100μg

protein）。それに対して、　HDLpではどの約分においてもジグリセリド量に差

はなかった（33μg／100μgprotein）。また、おのおののLDLp画分におけるa

poLp－III量も、密度が低い画分になる●ほど増加していることが分かった　　（6．

9mo1／mol　LDLp～13．2mol／mol　LDLp）。一方、　LDLpとHDLpの、密度の一番低い

画分、中間の画図、一番高い画意の電顕像を観察すると、HDLp　particlesはど

の画分でもサイズが均一なのに対し（15．9±1．5nm．15．6±1．5nm，15．6±1．5n　rn

）、LDLp　Particlesではどの留分においてもサイズが不均一であった（29．4±6．

8nm，27．1±5．5nm，26．3±5．7nm）。これらのデーターを解析することにより、

LDLp　particlesのサイズの不均一さは密度の不均一さを反映しているのではな

一65一
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く・密度の均一なLDLp　Particles同士のintermolecular　fusionの結果である

という仮説が強く支持された。

一66一

剥f

尊　灘r醗　　灘－灘　灘



1．

2．

’　3．

4．

5．

6．

7．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　REFERENCE

CHZNO，　H．　1985．　Lipid　transport：　biochemistry　of

hemolyrnph　lipophorin．　1n　Comprehensive　Znsect

Physiology，　Biochemistry，　and　Pharmacology．　G．　A．

Kerkut，　and　L．　1．　Gilbert，　editors．　Pergamon　Press，

Oxford．　Vol．　10：　115－134．

MAYER，　R．　J．，　and　D．　J．　CANDY．　1969．　Control　of　hemolymph

lipid　concentration　during　locust　flight：　an　adipokinetic

hor　m　one　from　the　corpora　cardiaca．　1：．一　！！t1Egstsect　］2！hwEj，g！L：一1

114：　177－190．

CHINO，　H．，　R．　G．　H．　DOWNER，　and　Iく．’iVAIくAHASH工．1986．

Effect　of　adipokinetic　hormone　on　the　structure　and

properties　of　lipophorin　in　locusts・　L・　1tLIR2s2d　Bgst＝一・　27：

21　一2　9．

CHINO，　H．，　Y．1くIYOMOTO，　and　Iく．　TAKAHASHI．1989．　In　vitro

study　of　the　action　of　adipokine・ヒic　hormone　in　locusts．

⊆」Lエ鯉　9g■．　30：　571－578．

CHINO’　H・’　and　M・　YAZAWA．　1986．　Apolipophorin工II　in

locusts：　purification　and　characterization．　L．　1tLM2isld

Res．　27：　377－385．

VAN　DER　HORST，　D．　J．　R．　O．　RYAN，　M．　C．　VAN　DOORN，　J．　H．

LAWr　and　A．　M．　BEENAKKERS．　1988．　An　insect　lipophorin

hybrid　helps　to　define　the　role　of　apolipophorin　I工1．　　J．

g2．£1．1ol．　CL．　gL．　263：　2027－2033．

SHAPIROt　J．　P．，　P．　S．　KE1M，　and　J．　H．　LAW．　1984．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　67

1
1
鉱
一
宰
一

1：一”inF’7一1　・



’一n．一「覧

　　　　　Structural　studies　on　lipophorin，　an　insect　lipoprotein．

　　　　　込L旦主⊆≧ユ＝eL⊆IU皇里．三＿259：　3680－3685．

8．　LOWRY，　O．　H．　N．　J．　ROSEBROUGH，　A．　L．　FARR，　and　R．　J．

　　　　　RANDALL．　1951．　Protein　measurement　with　Folin　phenol

　　　　reagent．　　月旦主≦≧ユ：』」≦三主］L二丁∴　193：　265－275．

9・CHINO’H・’and　L…　GエLBERT．1965．　Lipid　re、ease　and

　　　　t「anspo「t　in　insects・Bi。亜匹Bi。辿造ムcta．98：94－

　　　　110．

10．　ACKMAN，　R．　G．　1981．　Flame　ionization　detection　applied　to

　　　　thin一一layer　chrornatography　on　coated　quarts　rods．

　　　　竺ethods　百里エ里ol．　72：　205＿．252．

11．　LAEMMLr，　U．　K．1970．　Cleavage　of　structural　proteins

　　　　du「’ng　the　assembユy・f　the　head・f　bacteri・phage　T4．

　　　　NA：tg！u112ure　227：　680－6ss．

12．　WELLS，　rvl．　A．　R．　O．　RYAN，　J．　K．　KAWOOYA，　and　J．　H．　LAW．

　　　　1987．　The　role　of　apolipophorin　1U　in　in　vivo

　　　　lip。P「otein　interc。nversi。ns　in　adu・t竺迦sexta．　J．

　　　　EE．1g1＝ol・　1L．！g．．一　262：　4172－4176．

13・　KAWrOOYAr　J・　K”　S・　C．　MERED1THr　M・　A．　WELLS，　F・　J・　KEZDY，

　　　and　J．　H．　LAW．　1986．　P．hysical　and　surface　properties　of

　　　ユnsect　Ap・lip。ph。rin　l…　匹Bi・1．　Chem．261：13588－

　　　13591．

14．　LUM，　P．　Y”　and　H．　CHrNO．　1990．　The　primary　role　of

　　　adipokinetic　hormone　in　the　formation　of　low　density

　　　lipophorin　in　locusts．　iZ，．．　1tN2！Lcti　d　Bs2Et＝．　in　press・

68

r
駈
．
叢
重
鎮
卜
陰
ぎ
夢
焦

1
吟
「

　
－
．
　
n
I

　
　
　
一
’

ワ

『．γ　’‘

灘灘灘灘．灘・、．



ww

参　副論

1．　Asparagine－linked　oligosaccharides　of　locust　lipophorin．

　　　　　ERIIくO　NAGAO，　NOR工KO　TAIくAHASH工and　HARUO　CHINO

　　Insect　Bioche1旦幽　17，　531－538．　（1987）

2．　Structural　study　of　the　asparagine－linked
　　oligosaccharides　of　lipophorin　in　locusts．

　　　　　ER工1くO　NAGAO　and　HARUO　CHINO

　　Journal　gエェ鯉旦eseach　28，　450－454．　（1987）

3．　Further　characterization　of　locust　low　density　lipophorin

　　induced　by　adipokinetic　horrn　one．

　　　　　ER1KO　NAGAO　and　HARUO　CHINO

　　gLgty！zpASu　r　n　a　l　gLf　sut　d　BgEs　gs：1Hgae　a　c　h　i　n　press・

4．　N－Terminal　region　（domain　1）　of　calmodulin　is　the　low

　　affinity　site　for　ca2＋．　A　13c－NMR　study　of　s－cyano－

　　cal　rn　odulin．

　　　　　MICH工O　YAZAWA，　ERIKO　KAWAMURA，　OSAMU　M工NOWA，　：KOICHI

　　　　　YAG［i　M皿SUH工1くO　IIくURA　and　KUNIO　HIK工CH工

　　Journal≦⊇．9　Bioche皿幽こ95，　443－446．　（1984》

5．　On『ヒoqenetic　transition　of　wound　healing　pattern　in　rat

　　skin　occuring　at　the　fatal　stage．

　　　　　SETSUNOSUKE工HARA，　YM工KO　MOTOBAYASHg　ERIKO　NAGAO　and

　　　　　ANDREAS　Iく正STLER

　　P幽in　pness・

一69一

4

丁
丁
．

i
’
1
r
－
L
　
．

．笠

i

脚
　
」
　
　
　
ザ
」

　
馬
げ
．
．
四

農　
」
冒
　
▼
7

r
ご
、
－

・
r
，
ξ
ジ
蔭
．
・
曇
・
よ
ぐ
気
．
』
耀
蝋
婆
慣
…

」
湊
．

欝
灘

　
漏
惣
饗
…

掴
煮
磁
蓬



　本研究を直接ご指導いただき、また三年間の休学の後に再び研究の機会を与

えてくださった北海道大学低温科学研究所生化学部門　茅野春雄教授に心より

顧謝し・お礼申し上げます。アーモンドグリコペプチダーゼの精製をご指導い

ただき・また適切な助言をくださった名古屋市立大学　高橋禮子教授にお礼申

し上げます。本研究を通じ様々な御助言と暖かい励ましをくださった低温科学

研究所生化学部門　芦田正明助教授はじめ研究室の皆様にも心から感謝致しま

す。

一70d．

騨騨「顯騨騨7『　　一一一』～



艦
「
導
通
τ
－
，
一

」

重
㌧
・

嘲
　
昏
　
・

　
　
　
●

F

｝
、
・
　

　
・
．
1
浄

層

鰍

戚

群

惜
，
齢
駄
昏
、
’
曜

　　

@　

陀

し
適
‘
・
ず

、

閥u7『 @　r》L　　　　“’．一L

轄綾　　　　確曽7幽　
」　1L

5藤一
1鵡’．蔓

選一．韓　
C

蔓綾 羅
．
『

　
　
「
．
，

翼
ゾ
整
．

　
　
、

　ゐ　
づ

．．璽鯉口i艶濠鍾
霞
芝

惹
聾

「1

軌

．
・

F．lt
瀞‘

9
潔噛一）

、「

，

縦
塾
轟

轟f
3

←喧

鰻
．
盤

噺
ψ
二

一
▼

」

9

曹

㍗

董
琴一」解
概

ご
脅

黛
。
ヤ

訴
、
鞘

蔭
－

」
　
　
　
　
、

・菰

，

嚢
・

，

’憲”
　　　　　ず鐙、　：鱒触
　　　恩．一一

職域「’

げ
しb

1

　　り縄、

蟹鰐
艶
Leh－n

蔭｛ii霧
の■「　vt瀕

糞
　
’
，
、
，
幽

ン
『
諜 欝三

　航

ｬ

霧
簿

F一“’

か
＝黛；

署
病が叢

uet　’Ve　一！“一一

　
鴨
」謹鍋．r．t’　L．

レ
”
セ

コ
診
ド
．

層
誘

’「

　
ロ
」
∫
量

　
「
、
，

　
、

レ

、

諜麟綴織・鴨．｝’饗

’｝?ｉ織藪、撃一

座中

額髪1雛レ

．隷妻蓬　．瘡

磯・ ﾟi翼漏鐸・
＿　醸継一　　ロ　　　　　ヨ　　　　ゆり　　　　　　　コ
　　寄舞き“隊

　　　　二凋　　　　5　　　　「　9
睦ξ一θ　　　，

　　　謹・

　～」　・’測γ’も’・
　ゴ　　　　 セし　コし’

　購　　　，層
3レ鞄L E畜塾

繋’i麹i絵雛
覆・靴鋸
　　　眞　　　　ノ
　　　　　き鶏

簗
襲襲義覇

　　　　　鋒

嚢　欝；謹

選・露轄’．叢
　　　　　　ル　　　　　　　
　”　　轟ご　　　　 一く、

　響’馨竈．へ．、
　　顎一難話’　，董
　　　ヘ　　　　　　　　　 ア　　　　　　　　　　 ロ

　　＾i無〆一．＝一・・渉、

　　ヤ　　　　　　　　　　ハ　　　　 　

　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L．

　噛　　聖　　　　　　　　 噌　　　　　のしコ　　め
・Σ恥壇　’　騨・

　犠三．　懸峯ざ
・鵬7．　　一　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　おモ

・．

D
顕
露

灘　型，
’

」

■

弦
蓑

　　し
　
“

，

覧，
．

嵩
　
．
　
　
㍗

　
「

馳
亀

．
ゴ
・
、

｝
、
”
．

「

　
へ　
諺

隔竪

臼

ぐ
‘
・
r
。3

　　

ﾒ
　　轟

唱

鳳
「

一畳

幣・ζ．俸．

甲譲る
ロ　　　　ナ
　r．」1「v【

轟
　
　
｝

コ

蓋　
】

囎
爵

辱

、
、T

ト。げ

当
慧

“
論

’8
9

蒙
暴蜘　轍弍

，

騨
”
E

ts

膜

織講i馨i轟轟

緩ii騒騒i．！E、。，：・

　　　　ノ　　　　　，酔　　∫

　　　　諄　　　矯。，
　　　　　　　　　ム噛
：一11㍉’

C一 ?嚢i
　　　　　一一繹霧

　　　　の　　　
ロ

　　　　　一～，㌦　購
　　　急マつ或拶野詳’“塾

齢一　．ZM－t　’一　“

懸…灘
ttAitss－llrlre　stsIkNr；E？！？

謝一．な至藁裏
賦も瞳汽搬さ

」
盲撃

二

難
謹

℃

難
唱
　
噂

甕i慧＝薯蓬Tlii講

　　　　　　　　　　ノ璽謹聴麺一｛● 驍ｫ　，研一高
砂　　　　　　　　　　　　　農　　 田図L’

　　　　　　　　　　　　　　　r噂
　　　　　　Fx．
　　　　4E－th．t－　　　　　rsL．；ef　otr

難鍛瓢、’一
　　　tt．．．E．一．’k．」

　　　N　　　　　　／r謝’L

　　悼　　　 「

劉繋轟
　　－i聴
　　　サ　　　ほ　覧　　　’・懸＿，

　　曳　マ　　　ダ
想

一．“一　．

●

メ
門
夢
↑

「

」
　
　
一
【

T
　
㌔
－
，
1

rTUの
？凄二
』．｛ウ

認
翼
，

　
」
露

亀
謡

臼
．「

護
藪
．
叢

　
　
　
　
　
　
　
　
　
・
5
↓
一

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
曙

．
湊
、

皿％
　
　
‘

冨
．

↓
’

甲、

臨
、
蹴
藁，．”ｰξ＝　　M穐●畠　　一ヒ」一一r』一躍

欝ii蘂
　・

藝．
鶏

　　

ｿ黙譲

導

‘言㌶鷺鰯　、　　　＝げ　　ナ　 リ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　げ

←覧 ｩ／　．　・灘騒

’自f㌔⊃唄馳己」＝とし　　r　　　　　一圃一一烈

nyrD　“

炉

罵　
「
羅
　
●

，

．s一
．一　一

“
9
’

1

も『
，
〒
（ 薬　　
馬

糞
1一．一一鰹

、
電

■

’．

E
蜜
．

覧
ピ
　
、
　

　
ご

　
　
、

、

讐

り一
曹

肺　，咽
＝毒

へ

．TS．YE一1N：t；　；’

fkZSNs　xdi
ヒ噸w
　T疑薙

●
鱒

懸
”㌧

●

辱幅

一先

亀

8

V黛．
こ

T

凱
2

鳩
鯉

　
　
賊

　
　
　
　
P

．
溺

　
　
↑

一t麹灘i憂
転

　“　　　　　　　　　　　　貞
　　　　r“””．

臥4　妬　　ト
　　の　　　ロ　めコ

縫藝韮
・
・
鷺

鷺．
戴

　
；
。

「

饗
　
　
　
　
胃

＋一一’

，

　
　
国

隅
禦

餐駿謹繊
切潔　　　・’｝臨
　　ヤ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

r鰻、、套”唖』

蝋　　 ψ　こ←も、・　一．＿　　　　．一　　一翼

触ψ硬’瀧’　fWi　N一．

ノ鳶
“

1’N－
J　、　　　層

嗣

，
嚢
竸

難
．
，

　
　
　
　
　
．

　
　
　
　
　
　
　
ワ

　
　
　
　
　
　
篭

ゴ意別
．『思へ

ゴ円

転
’

　
　
一

％

1

り
」
亀

．
潔

．
勲

距
璽
羅
　
，

強震
㌔まし3－」

7
、

　
｝

’

飼

魁

　
　
　
　
　
　
噛

藝
藷
　
馨

穐

螺譲i騒
’P　一　 の誕．｝盛iヨ墨

‘

　　　．’・，麟髄鄭
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　び

ザ8 A’ @・．s：舗　t

謡　甲篇．畷・寮一廠一　　レ：「・

D．一鶴勲禦』一　．

vy．一、一、

螺。

妻聡慧蠣偽．
“

霧鐘誌鑑凝
）　．鞭一　醜』

り　　　　　　もノコ
奪三三畢

　　　コづ　り
長

　
　
　
　
り
し

－
　
殉
　
　
｛

　
　
　
　
ゴ
黎

植
げ一

’周明夢

飾
L
孕
．

、
　
．
嘱

、些

垂
毒
翼
・

叢誌醸『丁藝舞藝
　．　　一　　 7　　　　

●ρ

@　　　　　・」レ　　　　　　　 肉

　　　　　　　　乎　　　　．　　’「げ　　　　　　　　　　　　　　炉』■騨」師

　　　y“Ea“．vsTg

　tfJi－amnyr“
騨　　　　　　　 ．c

　　・　　斡・
　　　　“

瞠

　　N：．！1rl一

　甘控
二謬　　　・
　’

篶i蟹考

古　　　　Q

　　　　　M一
　　　じ　、　　　師
　　　　　　　6一　 サ　　　こs　　　　　へ　　 ・

i　F’L’叢セ甑
▼一　七ご＝　　 ft一　　　一
　　　g

竪義盗談’f墜露
　　　　難懇嚢嚢

「i竃甲　一＊

b’”一E　E

　　　　曙曹　　　 、　　　　　 ‘碗

　　・　、♂甲…壕　「声
　　　ロ　　　　　　　　　　　ロ

・　　畠署：．　・
c

N
へ蛾　 泌。　，
＾一ト　　一｝
　‘懸　・
鰯　　　　　　　 ，

　　　　x
ハ・．鷲
　　　一　 炉

v

苫＝
N

磁
　　，
　　　、　駈卸巳コ
　ポge　．㌧’…岬　　r＿
　Qd　　・‘＿　　　ワ讐
　　　　響磁噺．
　　　　　磯、

　　灘．．灘廟－・
ti．“wwlv－em｛yti
　　　　　幼
s　．曹t一　．　1廻
⇒　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 kL　　　－

　　　　　　　　　LC

磯叡 轟轟．
巨　’

；一一　．

］r．

燭・一
r一噂》　　。ワ

L　里　ノk駒
　’　　　　　蝋

3sg－xl．

　悉
一

v
＿　遍

羅君、阜
曽　 噺

　e－　　e　　，

級＊謬籔譲
；．lt，

　噌いし

　　テ避　 、

ハ，主
一　引●
　　　　．
慧

を倒4
’　オ

　　『．　轟葵
漉一躍燃由茨龍

虻

　　　　・’　　　㌧　　　　　　　　為．一　，　7　回

覇。．霧’鯉髪蒙騒騒・欽蕪蒸翻一一ジ

1
「
ド
ー
　
附
1
1
1
“
山
1
　
1
却

噛

灘嚢
叢
　
唯ノ
．

・
軍

麟
、
曜

糞
。

脚（
tst一’一

襲馨箋
’

号一P“一一

P

境

、い

　
　
　
P

そや　しへ

繋箋一’，簿頚。塚

ご

険、

西］麗！’1

礁
：

彊
ず
輩

↑
　
　
》

　
　
　
橿

。
・
肖
氏
』

｛
　
　
　
ρ
　
【

鐸骨甲高・豫
　　　　　　　三

，・・

ノ謬
‘

一
－
・
』
‘
』
一
，
，
，
一
，
鳴
一
”
ギ
願
丼
』
「
「
華
言
コ

量
渡
，

ー
ウ

朔

」
F
，
　
　
　
　
，
．
　
G

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
」

　
　
　
　
　
L

●

●

い♂》”．騨「趣ぢ協柳一仰○）iFf’
．苧噸、．∴レー

愛鷹。軽i麟F
’L　’f’1

ｪン’
欝擁琴…蓉
　　　　　　，．．　．J　t

　　％，窓。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s

レー　　　　－

§藻霧慧
・讃難馨養畿
　　　　　　　　　げ愚

lrt1．sS
e卿．一rV

1

蝿螺．窪石融
．声

r
稿’一4一．＝

　　　”y
’

州

・・網

　♂　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　一
　　、哨　　　　　　　　　　　 ♪

一国鵡砂’　一　▼
　恵　　　　　　　 ’
　　　Y、　　　　　　 “
　　コ　　　　　　　れ　ぺ　，儲一い　一

←　　　　顎

　トご　 飼

　．s－a．f．

ρ　　艦一　　　顎

ち離婚
　　’
　　　r－tLpl
　　K

丁軸■t
　一一p

準・

）繍　　　　摩一一　t　　L

四　 ’シ

「，蔵rご
　じ　帯　　　　 、

　　一轟、　　で

　”司♪e）ひマ

一　焦，β

卜

v　　　悩

一・；

ツbvi　　’

　　ミ弊
　　7冨ト㍉早r

　　　も

．騒
　　　｛

戸　　も’t

．

骨

甲

■
F

圃

・

’
蕪
．

響

9

1
●

’

」

h

P

Jt　　一
一1　レ9
　■　　　　　　し一‘ 堰@L　t
一一

　噛1　　、じ（LI

臥」■
　’f
七　「・1＋s　i・　’　il
ノ■

ヤ■　ト

　t’t　J　“
　り1
ひ＿。 ｵ．噛 @1

』

幽

も
　
b

F

，

「

・

　
　
　
ツ

討
、知
勇

．
勘
瓢

，

卜

　
h
静

、
t

’

　
　
　
ア
　
　
ヨ

　
．
．
▼
　
↑
に

∴
h
、
肇
・

　
　
、
．
舞

㍉
ド
∵
盤

や懸驚翫羅罵饗鷲灘羅蟹
郷
癌
％．
舗

籔響
vLNVL．L

6
〕

T’；

、

「

．

（跨u亀｝声冊型’．”L・一st糧
E’　’」XbW’「

、

1

・耳詫’こﾘ丁丁撚四丁難刀懸
　　　「　ロ　　　　　　　　　　　　

　ハ∫　h・？
＃

，

一一 o．



　　　一　”　一一
Trv

一
　
一
　
　
・
　
　
　
・
I
　
　
　
L
愉
　
　
　
．
・
4
．
．
　
一
　
　
「
一
　
．
　
1
・
　
聖
5
1
1
　
ー
ー
停
」
に
，
’
．
　
畳
．
ト
ー
、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
T
L
－
ー
ー
．
　
　
　
　
　
　
　
　
　
匹
　
　
r
　
　
　
　
　
－
」
　
．
　
．
　
一
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
ー
ー

「

1

、

ー
ー
，
①
一
郎
顎

肋

鼻

α

が
r

P

o◎

@
　
　
⑩
　
　
　
一
〇

コ

裕
　
　
　
お

一
伽
、

δ
　
　
ぐ

一
G
o
　
　
↓
り

　
　
一
Φ
夏
轍
3
Φ
紳
δ
ω
迎
ζ
ゆ
．
「
、
暫
帥
　
　
　
’
　
　
　
、
・
「
宙
」
、
　
　
「
迎●

レ
　
　
　
　
●
　
　
　
　
　
●
　
　
　
　
　
　
　
　
　
「
　
、
　
　
　
「
Φ
Φ
’

①
　
　
●
　
7
　
　
1

ら

F
　
　
　
，
　
　
L

●

●
　
血

．
＠
ぎ
謬
．
．
一
§
　
　
困
。
母
習
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＝
畠
Z
累
◎
男
O
O
C
q
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
辺
。
。
月
O
警

　
　
匂
す
臭
爵
「
，
・
　
　
　
「
．
．
脚
・
　
　
　
　
　
　
・
w
、
．
唱
」
守
・
．
．

灘
流
「

欝
緩
鵜
．
麹
籍
勇
－
」
　
」
．
・
も
．
　
　
　
　
　
　
イ
奄
壮
　
．
・
磯
窺
皆
い
豪
拳

罵
・

　
　
　
　
　
　
　
　
h
　
　
　
　
　
　
　
　
レ
轟
　
　
0
　
　
　
，
．
’
　
　
．

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
●
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
「
　
㌧
　
9
．
躍
o
q
o
閑
9
9
＜
い
旦
Φ
　
　
　
　
　
　
．
．
　
　
・
．
’
▽
〉
一
　
“
。
　
ω
　
　
　
。
．
ヨ
，
。
。
　
　
　
　
　
　
お
＃
一
q
・ 　

　
　
　
　
1
隙
　
　
　
紹
　
　
　
　
　
　
　
，
、
漱
　
　
　
　
◎
　
　
o
o
ぐ
　
醐
師
　
，
鷺
　
　
　
　
　
　
、

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
炉
1
　
　
　
‘
　
F
－
I
　
　
L
　
　
　
　
r
I
－
1
，
！
　
　
　
7
　
　
　
　
1
　
、
脚

「一@
　
　
1

11 亀
　
　
．
．
　
　
－
　
　
　
　
1
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
㍉
「
ぎ
藻
四
一
「
」
・
鯛
麺
遺
剛

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
緬
駈
　
　
　
　
難
灘
樵
鐡
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
イ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
鰐
．
，
勤
炉
　
　
　
　
　
　
　
虞
．
脚
、
　
　
　
　
　
　
　
罰
　
燧
π
’
㎞
5
殉
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
　
、

「
］
・
“
“
翼
「
翼
監
．
δ

51

?
邑
引
，
き
飲
一

　　　　m一一一一一tt．　tt－　　　tt一　一一．　．一　．　．　一十t　t　7　t　一　一
．　一　u

　　　　　　　　　　　．　　
一

　　　　　　　　　r．r”．　一　　　　　　　　「冊　　　　一　－　　　　　　　t　t．vny　　　　　　＝
　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　汀

　　　　’　　一
　　　 ゴ　旙　　 嘔

　　　　w・　　　響い’／v”Z　　幽　　．　　一
「　一　　　 ■　｝層　．一


