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ヒツジ肝臓，腎臓，骨髄，赤血球およびその他血液

成分のスフィンゴ糖脂質に関する生化学的研究

小泉典章
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Biochemical Studies on GlycosphingolipidS of Sheep Liver, Kidney, 

Bone Marrow, Erythrocytes, and Other Blood Cells
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　　　　　Disease，　Shinshu　University　Scltool　Oアルfedicine

　　　　　　　　　（Director’Prof．　Ta〃totSU　TAICETOIT・fJ）

　　　Glycosphingolipids　of　sheep　liver，1｛idney，　erythrocytes，　bone　marrow，1eukocytes，　platelets，

and　plasma　were　systematically　analysed．　It　was　confirmed　that　Forssman　glycolipids　were　not

present　in　these　materials　except　for　erythrocytes．　The　neutral　glycosphingolipids　of　liver　and

kidney．　were　found　to　belong　to　the　globo・series．　The　major　glycolipids　of　liver　and　kidney　were

lactosylceramide　a且d　monohexosylceramide，　respectively，　On　the　other　hand，　the　gangliosides

extracted　from　liver　belonged　to　the　gaロglio－series，　but　those　from　kidney　to　the　lacto・series．

The　gangliosides　mainly　contained　the　N・glycoly1　type　of　sialic　acids。　In　the　erythrocytes，

unknown　glycosphingolipids，　reactive　to　Forssman　antibody，　were　detected　by　the　thin・1ayer

chrolnatography　immunostaining　method　in　addition　to　Forssmal191ycolipids．　GM3－ganglioside

and　disialosyllactoneotetraosylceramide　were　also　found　in　the　erythrocytes。　Shinshu　Med，ノ．，

85：ヱヱ8一ヱ29，　ヱ987
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ヒツジ各種臓器のスフィンゴ糖脂質’

　　　　　　　　　、緒　言　　　　ぎる鮒除いた・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B　糖脂質の調製
　　長鎖塩基のアミノ基に脂肪酸が酸アミド結合したも　　　おのおのの組織当たり20倍量のクμロホルム｝メタ

のはセラミドと呼ばれる・さらにこのセラミドの一級　・一ル混合液（2・1，。／。）でホモジナイズして抽出

　アルコールに単糖あるいはオリゴ糖がグリコシド結合　　し，さらに残溢の20倍量の5％水を含んだクPt　Pt・ri・ル

　したものが，スフィンゴ糖脂質である。これらのスフ　　ムーメタノール混合液（1：2，v／v）で再度抽出し，

・ソゴ縮質は・生体膜の脂質ご層膜儲に謀水性　こ紡の拙液を一緒にして，蒸難固した後総脂

　のセラミド部分が・コレステP一ルやリン脂質ととも　　質とした。

　に埋めこまれ，親水性の糖部分が，細胞表層に露出し　　　総脂質を，0．1Nの水酸化ナトリウt、・メタノール

　ていると考えられている。　　　　　　　　　　　　　溶液で，中性脂肪，リン脂質を除くため，アルカリ加

　　スフィンゴ糖脂質は，生体膜の主成分であるリン脂　　水分解を行った。水に対し透析後，Ledeenらの方法

　質や＝レステP一ルに対し，含量はきわめて少量であ　　2）に従い，DEAE－Sephadex　A　25（Pharmacia　Fl　iie

　るが・高等動物の種差，器官による違いが大きいこと　　Chemical）カラムにかけ，クロロホルム＿メタノ＿ル

が特微的である1）。この分布の多様性Vこよるスフィン　ー水（以下C：M：Wと略す）（30：60：8，v／v／v）

ゴ棚讃の機能の角糊が今日なされてきている．たと　で・1・幽讃を灘1し次いでC．M．O．・8M酢酸ナトリ

えば，細胞間識別，細胞膜抗原，細胞分化の標識，細　　ウム（30：60：8，v／v／v）で酸性脂質を溶繊した。

胞膜受容体，細胞増殖因子，腫瘍特異抗原などにおけ　　　中性脂質画分はアセチル化後，HaraとTaketomi

る生物学的意味が調べられている．またスフ・ンゴ糖　の方法・）縦いシリカ’f・レ（Merck社）カラムにかけ，

脂質は，その糖構造の骨絡からグロボ系，ラクト系，　　ヘキサソートルエン（1二1）で単純脂質を溶出し，

ガングリオ系などの3つに分類され，代謝も考察され　　C－M（8：2）で中性糖脂質画分を溶出した。

ている。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　酸性画分は，流水に対し透析後，蒸発乾固した。

　ヒツジ赤血球は以前から免疫学的に補体結合反応な　　Ledeenらの方法2）にしたがってシリカゲルカラムに

どに用いられているが，この免疫反応の抗原物質であ　　かけ，C－M（8：2）で硫脂質を，　C－M（1：1）でガング

るフォルスマン糖脂質を，その主要構成糖脂質として　　リオシド画分を溶出した。さらに，各糖脂質は調製用

もつことから，多くの研究がなされている。しかしな　　薄層クロマトグラフィーにて単離した。

がら，ヒツジはこのようにフォルスマン陽性の哺乳動　　　C　分析方法

物とされて・’るが・その赤血球スト・一マ以外の騰　　・薄層ク・マげラ・、一（TLC，　thi。1、y，，

などには・フ・ルスマン活性物蜘ま見出されていない。・h・・m・t・9・aphy）

本研究では，これまで明陶・されてVない・〃赦　　TLCはシリカゲ・レ60プ・一ト（Merck社製）およ

球の酸性糖脂質さらに・臓器の糖脂質についても詳細　　び高性能TLC（Merck社）を適宜用いた。

な分析を行ったので報告する。　　　　　　　　　　中性糖脂質はC・M－W（65：25：4，v／v／v）で，ガ

　　　　　　　　砺法　　盗蹴泉総襟謀儲雇謙塗
　A　材料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　バンドの検出には，ヨウ素，BTB試薬，酢酸銅リン

　ヒツジの血液は潟血により，また臓器は肝臓，腎臓，　酸試薬，アソスロン試薬，レゾルシノール塩酸試薬を

骨髄を死後解剖して得た。（標本のヒツジは本学第1　適宜凧・た。

内科高地性肺水腫研究班の御厚意により入手すること　　　ガングリオシドの一部はSvennerholmらの方法

ができた。）EDTA存在下で採血したヒツジ」血液を　　4）でシアル酸を除去した。

3・000「pm・5分間遠心し・血漿を分離，除去した。さ　　　脂質結合シアル酸の定量はレゾルシノール塩酸法5）

らに，この赤血球を生理的食塩水で3～4回洗い，白　　　によつた。

血職分および蝶成分を除いた・得られた赤櫨を　2ガス夘マトグラ・、一（GLC）

1°髄の゜・3％酢酸中で溶血させ・沈殿を鞭水で洗　各欄質は3・％ge．wa・タ・一，レを用いて，95・C，3

い，赤血球膜を得た・一九鰍ま混体より取咄　時間・タ・リシスを行った．ヘキサソで脂肪酸．チ、レ

して直ちに・生理的館水にて灘し，磁成分をで　エステルを除いた後，得られた。チ、げリ。シドを
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小　泉　典　章

N一アセチル化し，さらにトリメチルシリル（TMS）化

し，2％OV－1（3皿m×2m）のガラスカラムを用い，

内部標準にマンニトールを用いて構成糖の定性ならび　　　　　　　　　　　　　　灘

黙贈驚鷲晶；膨にll；：；コ）．c鞘擁盤欝欝難
をGLCで分析した。　　　　　　　Gleb．・X　Pt（　難
　3　酵素分解　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　For＄smぬ轟G．　、　　．．，．一．．／／／／，

　ガングリオシド（5μgシアル酸相当）を0．01Mトリ　　　　　　　　　　　　　、論、譲泌謙。．＿一

スー塩酸緩衝液，pH7．0中で0．1単位のCl．　Perfr－　　　　　　　　　　　　　　1　　2　　3　　4

ingensから得たノイラミニダーゼ（Sigma社・129C’　　　　　　図1　臓器の中性糖脂質のTLC

8085－1）とイソキュベートした9）・　　　　　　　　　　　1：標準　　2：肝臓　　3：腎臓　　4：骨髄

　4　薄層クロマトグラフィー免疫染色法10）（TLC－　　　3の腎臓のCDHのパンドは3つあるが，上の2

　immunostaining）　　　　　　　　　　　　　　　　つをCDHa，下をCDHbとした。（TLC上で
。，レ，製。。C（Merck社）を恥，糖脂質をC－　CMHよ吐晴在する・ミンドはアンス゜ン諜

M・W（…35・8）醐・・TLCを・V D・酸lｪの誰飾なし’）
に溶かした5％ウシ備ア・レブミンで・フ゜ッキ”　　展開溶媒C－M－W（65・25・4，・／・／・）

した。その後，一次抗体として，アフィニティークロ

マトグラフィーを用いて精製した抗フォルスマソーウ

サギIgG抗体を10倍希釈，一夜反応させ，洗浄，次　　　　　表1　臓器の中性糖脂質の定性と定量

纂難巖謬騰犠瓢顯変　1
ムに感光させた。　，　　　　　　　　　　　　　　　　Live「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CMH

　　　　　　　　皿　結　　　果　　　　　　　　　　　　CDH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CTH
A　臓器成分の中性糖脂質　　　　　　　　　　　　　　　Kidney

　図1は，臓器の中性糖脂質画分の薄層クロマトグラ　　　　CMH

フィーである。肝臓の中性糖脂質はラクトシルセラミ　　　　CDHa

ドがもっとも多く，フォルスマン糖脂質は認められな　　　CDHb

い。また，ヒトの肝臓で見出されるようなグロボテト　　　　CTH

ラオシルセラミドも検出されず，単純なパターンを示　　　　Glob．1

した。GLCの定量（表1）では，グルコシルセラミ　　　Bone

ド（16．・7・nm。1／9組織），ラクトシ・レセラミド（63，6　ma「「°w

・m・1／・鵬）お・び・・ボトリアオ・・　・・ド　盟

（3．　3　nmol／g組織）で構成されていた。赤血球膜の主
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CTH
要糖脂質であるフォルスマソ糖脂質は検出されなかっ

た。これらを構成する脂肪酸は，表2の通り，直鎖脂

Glc：Ga1：GalNAc

1　：　0　　：0

1　　：　　1．03：0

1　：　　1．80：0

1　　：　　0．36：0

1　：　　1．02：0

1　：　　1．02：0

1　：　　1．88：0

1　　：　　1．82：0．78

1　：　0：　　0

1　：　　1．06：0

1　　：　　1．79：0

nmo1／g　wet　tissue

16．7

63．6

3．3

95．5

14．4

6．6

13．1

23，3

27．8

151．9

36．0
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ヒツジ各種臓器のスフインゴ糖脂質

　　　　表2　肝臓の糖脂質の脂肪酸組成（％）　　　　　　セラミドが多量に存在し，ラクトシルセラミドは2バ

　　　　　　CMH　　CDH　　CTH　　GM3　　　ンドの下に・さらにもう1つのバンドがあった。そし

　＿・一一一一一ttt　　　　　　　　　　　　　　　　　て，グロボトリアオシルセラミドとさらにグμポテト
　　16　16・°　25・5　18・3　13・2　ラオシルセラミドとRf値を肌くする．・ソドがみら

ll　l：l　l：；1：；1：1　れた・GLC・分哲では・・一…2v・－lt・・ド（約96

　　21　　　LO　　　O．7　　　1．0　　　　　　　　且mo1／9組織）がやはり主成分であり，そのうちグル

　　22　22．1　20．2　20．2　21．．3　　’一スのついたモノヘキソシ・レセラミドが約71・m・1／

　　23　18．3　9．8　13．、7　1．8　　9組織・ガラクトースのついたモノヘキ〃ルセラミ
　　24：1　　6．5　　10．3　　2．8　　16．1　　　　ドが約25nmol／g組織であった。次いで多いのがグロ

　　24　　　25．2　　24．4　　28，7　　30．7　　　　ボテ1・ラオシルセラミド（23．3nmo1／9組織）および

　25：1　　1・5　　　　　　　　L8　　2．7　　　　ラクトシルセラミド（21．　Onmol／9組織）で，最後が

　25　　2・1　1・6　2・7　2・6　　グ・・ボトリアオシルセラミド（13．1nm。1／9組織）の
　26　　　0・2　　　0・6　　　　　　　　　　　　順であった。肝臓の場合と同様に，フォルスマン糖脂

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　質は検禺されなかった。これらの申性糖脂質の脂肪酸

　　　表・隙の糖顯の脂膿繊（％）　　組成（表3）vx・モノヘキソシルセ・・ドで1ま・オキ

＿＿．一．．－t@　　　　　　　　　　．　　　　　　＿　　　シ酸含有率が約73％と高く，C22h（24％），　C23h

　　　CMH　CDHa　CDHb　CTH　GIQb．1CSE　GM3　　（19％），およびC24h（22％）が主要構成脂肪酸であ

16　2．・016．・75．・518．910．53，113．7　つた・ラクトシ・レセラミド（CDH・＋CDHb）を，全

18　　　0，7　5．0　5，3　8．8　4．1　1．717．1　　体として分析するとオキシ酸含有率は27％と低く，主

20　　　0．7　2．0　1．5　2．4　1．7　0．1　1．5　　要構成脂肪酸はC16（14％），　C22（17％），　C24（24

22　　　8・023．1　3．　821。215．2　3，114．0　　％），C22h（10％），およびC24h（9％）であった。

23　　　4．9　10．1　2．0　12．0　8．0　1．1　6．　3　　表3でCDHbにオキシ酸が多いことがわかる。グロ

24：1 @0・42・0　　1・12・71・27・7　ボテトラオシルセラミドはオキシ酸が粉の約41％を
24 @9・131・24・128・618・・2・621・2　占めていた．主要轍脂肪酸彫ま，C16（1、％），C22
25：1　　　0．1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（15％），　C24　（21％），　C22h（17％），　C23h（11％），
25　　　　0．8　　2．6　　2．3　　L8

16h・．・　　　　7．，。．、お蝦2411（11％）であ・た・グ”ボトリアオシル
181・　1．7　　　　　2．81．7　セフミトは・オキシ齢量e＊　6％と低く註要繊∬旨
20h　1．7　　　　2．51．4　　肪酸はC16（19％）・C22（21％）・C23（12％），C
22h　24．02．627．02．016．624．38．8　24（30％）であつた・

23h　　 18．6　 2．1　21．9　 1．5　10．8　21．8

24　h　：1°・9 @　　　　2・2　　　表4骨髄の申性糖顧の脂肪醐成（％）
24h　　　21．2　　2．1　26．6　　2，0　11、0　24．7　　7、6

25　h　：1　0．2　　　　　　　　　　　　　0，5　　　　　　　　　　　　CMH　　　　CDH　　　　CTH
25h
@1・4　　　　　1・4　　・6　28．5　23．9　35．5”T

26h：1 @　　　　　・・4　　18　　7．3　　2．．8　36．6
27h：1 @　．．　　　・・1　　2・　　4．5　　1．2　　。，8
繍＿8＿54。9＿8，711　’1：1　11：1　9・　7
食（％）　　　　　　　　　　　24、1　　3．5　　6．9　　0．6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24　　　　　　　　29．6　　　　　　　　　39．6　　　　　　　　　16．4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25：1　　　　　1．3
肪酸のみから徽されており・主要繊欄方酸は，C　25　　。．8　　1．1
16，C22，　C23およびC24であり，各糖脂質の構成脂　　　26：1　　　　　　　　　　　1，3

肪酸の80％以上を占めるものが大部分であった。　　　　　26　　　　　0．6　　　　　1．7

図1のように腎臓の中性欄旨蜘よ，モノヘキソシル
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小　泉　典　章

　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　肝臓の酸性糖脂質（表5）では，そのほとんどが，

　　　　　　　妄縷臨　　　　GM3一ガソグリオシドか囁成されており・その含量
・毒’“

@難垂・1轟盤鯉H　　は・約・3・m・1／・繍であ・た・その他・薄趾で小
　　　　　一灘韓嚢難雛　　輩［鍵藝幕簸一．。　　　　　さいRf値をとる2本の・ミンドが検出された。その1

鞭　難聾
護簸難縁欝癬響難羅一
　　1　　　　2　　　　3　　　　S

鑓襲課．垂欝薫　’』　　　表5騰の酸性縮質の定性と定量

　図2　腎臓より精製した硫脂質画分のTLC　　　　　．
　　　1：Cholesterol　sulfate　2：CSE　　　　　　　　Kldney

　　　3：Lac－CSE　S：Standard　　　　　　　　　　　　　　　S－1

　　　展開溶媒C－M－W（65：25：4，v／v／v）　　　　S－2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S－3
　骨髄の中性糖脂質は図1のように，ラクトシルセラ　　　G－1

ミドが圧倒的に多く，フォルスマン糖脂質は検出され　　　G－2

ず，同様にGLCの分析でも表1の通り，骨髄ではラ　　　G－3

クトシルセラミドが151．9nmo1／g組織と多量で，フ　　Liver

オルスマン糖脂質を検出できなかった。骨髄の中性糖　　　　1

脂質の脂肪酸組成は表4に示すが，肝臓と同様に直鎖　　　　2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3脂肪酸のみからなり，主要構成脂肪酸はC16，　C22お

Glc　Gal　GlcNAc　Ga1NAc　SA　Cho1
nmol／9
wet
tissue

　1
1　0．98

1　0，99　　　　　　　　　1

1　　1．18　　　　　　　　　　　　　　1．97

1　　2．81　　1．83　　　　　　　　　2。13

1　1。01　　　　　　　　　1

1　　1．68　　　　　　　　　0．87　　　0．87

1 1．0

22．2

3．3

18．8

6．9

3．9

12．9

1．2

　　　　　　　　　　　　　　　1
1　　1．93　　　　　　　　0．84　　　1．74　　　　　　1．6

よびC24であった。　　　　　　　　　　　　　　　Kidney　S－1；Cholesterol　Sulfate　S－2；CSE

　B　臓器成分の酸性糖脂質　　　　　　　　　　　　　　　　　S－3；Lac－CSE　G－1；GM3　G’2；GD3

図・のTLC…お・・て腎臓・酸性酬・・レ・テ・L、ver？；綿sia曽1齢he饗魔「am’de

一ル硫酸とスルファチドとラクトシルスルファチドの　　　なお，腎臓のS－1，S－2，　S－3は図2の硫脂質のバソ

存在を確認し，また図3のTLCでは腎臓と肝臓のガ　　ド1，2，3に対応し，　G－1，　G－2，　G－3は図3の（B）のガ

ングリオシド画分はほとんどが，GM3一ガングリォシ　　ングリオシドのバンド1・2・3に対応する。また・肝

1・（＿，シド）である。とカ・わかる．　　　臓の1・2・3姻3姻のバンド1・2・3に対応する

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　囚　　　　　　　　　　　　　　（B）

・　一嚢難難難灘垂難瀟醗、纏欝難難，翻華

　　　　　　　　　Wh：，“　＿輔　．．懸肖＿＿簾一一w　葬綿「’　　　　麟逼軸・「一鰯騰・翻麟

　　　　　　　　　ST123D　ST123
図3　肝臓と腎臓のガングリオシドのTLC　S：Standard　T：Total　gangliosides

　　　㈹肝臓　1：GM32：GM13：GDla
　　　　　　　D：ヒツジ血球のDisialosyllactoneotetraosylceramide

　　　⑧腎臓　1：GM32：GD33：Disialosylnorhexaosylceramide
　　　展開溶媒　C－M－0．25％KCI（60：35：8，　v／v／v）
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ン酸から構成されていた。肝臓の3種類のガングリオ

シドともN一グリコリルノィラミン酸の含量が高く，

GM3では85％，　GM1で71％，　GDIaで64％を占めて

いた。一方，これらのガングリオシドの脂肪酸組成は

C22，　C23，およびC24が主要構成脂肪酸であり，50

｛競1慧鰯1鱗驚滋　騨
値を得た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　”灘

　腎臓の酸性糖脂質の分析結果を表5に不す。腎臓に

織であ・た・ガングリオシ肱GM3一ガングリオシ @Gの3ド（約19nm°1／9組織）が主要ガングリオシドで・　GMl

拠’で・GD3一ガングリオシド（6・9nm・1／9組織）・　　G趨1

轡GM3

組織）の順で，さらに微量にシアロシルラクトネオテ　　　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　2　　　3　　　4
トラオシ�Z∵（3・2nm°’／9組織）・およびジシ　図、肝臓と陥の一X・一？…（・M・）のア・モ

アロシルフクト不オテトラオシルセラミド（2・5nmol／　　　　　ニアの展開系によるTLC

9組織）が認められた。（ジシアロシルノルヘキサオシ　　　　　1：標準（ヒト脳）　2：肝臓のGM3

ルセラミド，ジシアロシルラクトネオテトラオシルセ　　　　　3：腎臓のGM34：ヒト肝臓のGM3
ラミドの構造に関しては，C赤血球の酸性糖脂質の項　　　　　展開溶媒　C－M－2・　5N　NH・OH　（60：35：

参照）．搬のガ。グ財シドカ・ガ。グけ系である　　8・v／v／v）

のに対し・腎臓は，ラクト系のガングリオシドから構成　　ファチドでは，オキシ酸が約87％を占め，主要構成脂

されており，臓器によるガングリオシドの生合成系の　　肪酸はC22h（24％），　C23h　（22％），およびC24h

違いを示していた。中性の展開系ではGM3一ガソグ　　（25％），であった。ラクトシルスルファチドは，オキ

リオシドのシアル酸種の違いがわからないので，アン　　シ酸含有率が68％とスルファチドより，少し低値を示

モ＝アの系で展開したTLCを図4に示す。コントロ　　したが，構成脂肪酸は，スルファチドと類似したパタ

ールのGM3一ガングリオシドは，脂肪酸の違いで・1の　　一ンを示した。　GM3一ガングリオシドは，オキシ酸含

ヒト脳では下のバンドが濃く・4のヒト肝臓では上の　　有率約19％で，C16（14％），　C18（17％），　C22（14

バンドが濃く示されている。ヒトにはN一アセチル型　　％），C24（21％），　C22h（g％），　C24h（8％）が主

のシアル酸しかないが・ヒツジのGM3一ガングリオシ　　要構成脂肪酸であった。スフィンゴシン塩基のTMS

ドは・シアル酸にN一アセチル型の他にN一グリコリ　　誘導体をGLCで分析し，次の結果を得た。スルファ

ル型があるので・このRf値が異なる。肝臓はN一グリ　　チド，　GM3一およびGD3・ガングリオシドとも70～80

コリル型が主で2つのバンド，腎臓はN一アセチル型　　％が4一スフィンゲニンから構成されており，さらに，

が主で2つのパンドに分かれている。実際，腎臓のガ　　10～30％のC18一フィトスフィンゴシンおよび少量の

ングリオシドに結合しているシアル酸の種類をGLC　　スフィンガニンおよびC20・フィトスフaンゴシンか

で分析すると，GM3一ガングリオシドでは43％がN一　　ら構成されていた。この組成は，他の哺乳動物の腎臓

グリコリル型から構成されており，また，GD3一ガン　　における糖脂質のスフィンゴシン塩基組成と同様のパ

グリォシドでは65％がN一グリコリル型であった。腎　　ターンである。

臓のGM3一ガングリオシドは，肝臓の数値と比べ，　　　C　赤血球の酸i生糖脂質

N一グリコリル型の含有率が約半分となっている。次　　　図5はヒツジ血球膜のガングリオシドを，炭化法で

に，スルファチドおよびガソグリオシドの脂肪酸組成　　検出したものである。TLC上では，図5の3本の主要

をみると，両者とも，オキシ酸を含有していた。スル　　なバンドが検出された。この3本の糖脂質をGLCで
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小　泉典章

｝

は，この比が，1：3：2：2であった。この結果か

ら，バンド①はGM3一ガングリオシド，バンド②は，

｛

灘繍癬講　　　　　　　　　　　　得たので，さらに②の化学構造について構造決定を進
灘講購i購一一　戴驚嚇羅　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

，GT幽嚇　　　騒1翻

　　　　　　　　　　　1　　　　2　　　　　　　　いことを同時に意味している。また，別にこのガング

　図5　ヒツジ赤血球のガングリオシドのTLC　　　　リオシドのシアル酸をCl．　Perfringensのノイラミ

　　　L：端dl留、轟1、羅1’°s’des　・ダーゼを用・・て，嚇的・・除去・た・図・…示・れる

　　　バンド②；Disialosyllactoneotetraosylcer．　　ように・コントロールのヒト血球由来のシアロシルラ

　　　　　　　　amide　　　　　　　　　　　　　　　　クトネオテトラオシルセラミド，ヒツジ血球のジシア

　　　バンド③；Disialosylnorhexaosylceramide　　　ロシルラクトネオテトラオシルセラミドはともに同じ

　　　（TLC上でバンド①より上に存在するバンド　　条件で，ノイラミニダ＿ゼ処理をし，その結果フォル

　　　はレゾルシノール試薬陰性なのでガソグリオ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
　　　シドではない）　　　　　　　　　　　　　　　　スマン糖脂質の上に同一のRf値をもつバンドを得た。

　　　検出法　炭化法　　　　　　　　　　　　　　　ジシアロラクトネオテトラオシルセラミドのシアル酸

　　　展開溶媒C－M－O．25％KCI（60：35：8，　v／　　は2モルともはずれたと考えられ，この2モルのシア

　　　　　　　　v／v）　　　　　　　　　　　　　　ル酸が末端ガラクトースの3位に結合していることは，

　　表6　赤血球のガングリオシドの糖組成比　　　　　Cl・Pe「f「ingensのノイラミニダーゼで完全にシアル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　酸が除かれ，ラクトネオテトラオシルセラミドと薄層

　　　Glc　　　Ga1・　　　GlcNAc　　　SA　　　　上で同一の物質が出現することからも支持された。ジ

　①1　1．16　　　　0．89　シアロシルラクトネオテトラオシルセラミドはフォル
　②1　2．．00　0．gg　1．80　スマン糖脂質に対し定量すると，モル比にして8％あ

　③1　3．20　1．79　1．95　ることがわかった。
　①，②，③は図5のパンド①，バンド②，バンド③　　　GM3一ガングリオシド・ジシアロシルラクトネオテ

　に相当　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　トラオシルセラミド，およびジシアロシルノルヘキ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サオシルセラミドのシアル酸は，N一アセチル型と

定量すると，それらの比は，バソド①38％，バンド②　　N・グリコリル型から構成されていたが，N一グリコ

35％，バンド③27％であった。この他にも微量のバン　　リル型が主体を成し，そのN一グリコリル型の比率

ドが数本存在したが，今回は分析に用いなかった。各　　は，それぞれ，51％，60％および74％であった。脂肪

バソドの糖組成は，表6に示す。バンド①ではグルコ　　酸組成は，直鎖酸のみから構成されており，主要脂肪

一ス対ガラクトース対シアル酸が1：1：1，バソド　　酸は，GM3一ガングリオシドがC18（38％），　C22

②では，グルコース対ガラクトース対N一アセチルグ　　（25％）およびC24（21％）であった。ジシアロシル

ルコサミソ対シアル酸が1：2こ1：2，バンド③で　　ラクトネオテトラオシルセラミドでは，C16（17％），
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　　　　　　O　　　　　　　　　IO　　　　　　　　　20　　　　　　　　　30　　　　　　　　　40　　　　　　　　　50

　　　　　　　　　　　　　　　Retention　Time（min）

図6　ジシアロシルラクトネオテトラオシルセラミドの部分メチル化糖アルジトールアセテート誘

　　　導体のGLC
　　　1：2，4，6一トリーO一メチルガラクチトールアセテート

　　　2：2，3，6一トリー0一メチルグルチトールアセテート

　　　条件　カラム：3％ECNSS－M（3mm×2m）150－220°C（2°C／min）

　　　　　　　　　　　　　　　、．　　　　　　　　　C22（18％），およびC24（48％）が主要脂肪酸，ジシ

　　　　議藩鑑議嚢雛恋、蕪難轟騨雛．　ア・シルノルヘキサオシルセラミドでOik・C・22（27％）

　　　響叢苺聾・me　・1難・．　およびC24（・7％）・・按脂膿であ。た。

鰯雛罐蕪讃醸、難懸　 。マ，グ。。、．であ。．両方とも，分布の．・タ．ン

毒毒蟻灘灘灘綴難　 は醐す・．肌中騰脂餓別の展開溶媒c－M－
1離馨羅灘購・欝　蕪　　W（6。、35、8）で展開後，。。ルスマン抗体により，
　　　　　　　　　　　　12　3　　，adi。im＿。，t。i。i。gで染色した結果が図9であ

図7　ジシアロシルラクトネオテトラオシルセラ　　　る。薄層クロマトグラフィーの中心付近にある濃いバ

温♂ラミニダー嚥分解し得罐物　・ドカ…ルーン糖陥であ・・…レスー縮

　　1：標準　　　　　　　　　　　　　　　　　　質はフォルスマソ抗体とOuchterlony法で・沈降反

　　2：ヒト血球よりのシアロシルラクトネオテ　　　応を示すと同様，薄層クロマトグラフィー上でもフォ

　　　トラオシルセラミドをノイラミニダーゼ酵　　　ルスマソ抗体と反応した。さらに，フォルスマン糖脂

　　　轡し得たラクトネオテトラオシルセラ　質・は別な位置に・ラク・ネオテ・ラオ・ルセ・・ド

　　3：ヒツジ血球よりのジシアロシルラクトネ　　　と同じRf値をもつバソド（4糖の位置）とグロボテト

　　　オテトラオシルセラミドをノイラミニダー　　　ラオシルセラミドよりもRf値が大きいバンド（3糖

　　　ゼ酵素分解し得た産物　　　　　　　　　　　　か4糖の位置）がフォルスマン抗体により認識されて

　　展開溶媒C－M－W（65：25：4・v／v／v）　　　　いることがわかった。ともにアソスロン陽性である糖
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小　泉　典　章

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脂質である。また二次抗体としてペルオキシダーゼを

　　　　　　　　　　i蕪灘げ鱒　　　　　　　ラベルした抗体を用いても同じ結果を得た。このこと

　　　　　C繊鱗鞭　　　　は。。，レスマ蹴体は，末端のα一N一アセチルガラク

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　トサミソを認識しているので，これらのアンスPン陽

　　　　　c◎縫雛饗　　騨難1欝くとも擶末端e’1　（“”Ga’NAc）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E　ヒツジ各血液成分の糖脂質

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　フィコールを用いた細胞分画により得られた白血球
　　　　　　crr’H　　　　　と血小板の中性糖脂質嚇層。。マ，グ。。，．では

鞠欝識灘＿喧喜llゑ懸1鰯1灘鷺
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以上の糖脂質はほとんど検出されず，フォルスマン糖

　　　　　　　　　　　　　ma　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脂質は見出されなかった。酸性糖脂質はGM3一ガン

　　　　　　　　　　　1　2　　　グ財シド猷部分だ。た。
　図8　赤血球の中性糖脂質のTLC
1：ヤギの赤血球の中性糖脂質

2：ヒツジの赤血球の中性糖脂質　　　　　　　　　　　　　　　　IV　考　　　察

展開溶媒C－M－W（65：25：4，v／v／v）　　　　　もともとフォルスマン抗原は，モルモットの腎臓を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　すり潰して家兎に免疫すると，家兎血清にヒツジの赤

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　血球に対する溶血素（hemolysin）ができるという現

　　　　　　　象から知られ，これは，ヒツジとは種の異なったモル

　　　　　　　モットの臓器に，ヒツジの赤血球と共通の抗原構造が

　　　　　　　あることを意味しており，異好性抗原とも呼ばれてい

　　　　　　　る。そのヒツジの赤血球溶血素に対するフォルマン抗

　　　　　　　原とは糖脂質であり，構造もSiddiquiとHakomori

　　　　　　　ll）によって決定されている。ところが，ヒツジ自体の

、　　　　　　フォルスマン糖脂質の臓器特異性については今日まで

　肝臓の中性糖脂質は，グロボ系の糖脂質から構成さ

れていたが，グロボテトラオシルセラミドより糖鎖の

長いものは検出されなかった。一方，腎臓の中性糖脂

質では，やはりグロボ系の糖脂質から成りフォルスマ

ン糖脂質はみられなかった。

　以上の結果より，少なくとも肝や腎にはフォルスマ

ン糖脂質は存在しないことが判明した。最近，Dahiya

　　　　　　　　　　　　　　1　2　　　　　　　　とBrasitus12）によりヒツジの消化管粘膜について，

図9　図8と同一のサンプルをフォルスマン抗体　　　糖脂質が調べられたが・やはりフォルスマン糖脂質は

　　を用いて薄層クロマトグラフィー免疫染色し　　　検出されていない。したがって発生学的に内胚葉由来

　　たTLC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の肝臓および消化管，中胚葉由来の腎臓にフォルスマ

　　1：ヤギの赤血球の中性糖脂質　　　　　　　　　ン糖脂質はみられない。

　　∵禦難鶴讐本のバンド　さらに・血液の成分につい・・検討・・加え・・’・t・・

　　　（枠内）がある　　　　　　　　　　　　　　　今日まで・赤工血球以外の白血球・血小板・血漿につい

　　展開溶媒C・M－W（60：35：8，v／v／v）　　　　ては，フォルスマン抗原は，生化学的には調べられて
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　いない。ただ，Yoshidaら13）はゲル内cytolysisによ　　されており，中性および酸性糖脂質とも，ヒト肝臓と

る免疫学的な手法により，ヒツジの．rfii，J・楓こは，フォ　比べ，単純なパターンを示した。構成脂肪酸は直鎖酸

ルスマン抗原があるというが，今回の分析では見出せ　　のみから構成されており，ヒトと同じであった。腎臓

なかった。また白血球にもフォルスマン糖脂質は検出　　の中性糖脂質ではtt，グルti　v’ルセウミドおよびガラク

でぎなかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　トシルセラミドから成為モノヘキソシルセラミドが圧

　赤血球の中性糖脂質の主成分がフォルスマン糖脂質　　倒的に多く特徴あるパターンといえる。最近，Nagai

であることは，よく知られているが，発生学的に，赤　　　ら17）はジャコウネズミ，ラット，ウシ，ウマ，ヒトな

血球の成熟のどの段階で，この糖脂質が出現してくる　　ど哺乳類のスルフォリピドに関して，スルファチドと

のかは興味深い。ヒツジの骨髄の中性糖脂質を分析し　　ラクトシルスルファチドが腎臓に臓器特異的に存在す

てみたが，ほとをどがラクトシルセラミドで，フォル　　ることを述べているが，今風’ヒツジゐ場合にも確か

スマン糖脂質は検口二1し得なかった。また，今回の研究　　められた。また，腎臓の酸性糖脂質は，GM3．および

では血小板，白血球，および血漿ともフォルスマン糖　　　GD3一ガングリオシドの他は，ラクト系のガングリオ

脂質は存在せず，赤血球に特異的に存在するものと考　　シドから構成されており，ガングリオ系を表現してい

えられる。ヒトの血球の型物質の1つであるルイス型　　る肝臓とは対照的であった。

糖脂質はMarcusとCass14）により血清より移行する　　　さて，もともとGM3．ガングリオシドはウマ，ヒト

ことが唱えられていたが・ヒツジ血球のフォルスマソ　　赤血球より最初に単離された物質である。一方，ヒツ

糖脂質では・血清リボ蛋白申の糖脂質より由来する可　　ジ赤血球の糖脂質はグロボ系の糖脂質から構成されて

能性も今回の研究では否定的であった。赤血球の成熟　　いることが知られていた18）が，MomoiとYamakawa

のどの段階でフォルスマン糖脂質が出現するのか興味　　19）は，ラクト系の糖脂質であるラクトネオテトラオシ

ある問題である。　　　　　　　　　　　　　　　　　　ルセラミド（パラグ戸ボシド）がヒツジ赤血球にある

甑ヒツジ赦球はヒトTリソパ球と特異的に・　こと観肌た・9た脚・・シア畷がついた鞘
ゼ・膨成することから・麻鵬Tリンパ球を同　質の存在蛎唆していたが・詳細は検討されていなか

定するマーカーとして汎用されている。ところが，ヒ　　ったので，今回，ヒツジ赤1血球の微蚤ガングリオシド

ツジ赤血球の成分の何が，ヒトTリンパ球を認識する　　にっいて分析を試みた。ヒツジ赤血球にも，やは』り

の畦関与しているのかは，今日の免疫学研究上もわか　　GM3一ガソグリオシドが認められたが，その他にふな

っていない。1981年Guertler15）は，ヒツジ赤血球よ　　り多くのラクト系のガングリオシドが存在し，その主

り分離された糖脂質が関与するとしたが，それも今後　　要ガングリオシドとしてジシア・Pシルラクトネオテト

検討される問題だと思われる。　　　　　　　　　　　　ラオシルセラミドがヒツジ血球に存在することを初め

　一方，ヒツジ赤血球にはフォルXマン抗原以外に，　　て明らかにした。それはメチル化や酵素処理により，

異好性抗原としてPaul　Bunmel抗原（PB抗原），　　次の構造を持つと考えられる。

Hanganutziu－Deicher抗原（HD抗原）が磁して　N・・G・（・2－8）N・uG・（・2－3）G・1（β1－4）G1・NA・

いる。伝染性単核球症（lnfectious　mononucleosis）　　（β1－3）Ga1（β1－4）Glc（β1－1　t）Cer

に感染したときPB抗体は出現するが，　PB抗原の　　　基本骨格はラクトネオテトラオシルセラミドと同じ

抗原構造は今のところ不明である。HD抗体はserum　　で，末端ガラクトースに2モルのシアル酸がついてい

sicknessのときに出現するが・Higashiら16）はHD　　る構造が予想される。この物質自体は，　Rauvalaら20）

抗体はガングytシドのシア・レ酸のN・グリ・リル型∴により7　・tトの腎臓から得られ，1最初に雛激定さ

を認識するとしているが，今回の分析でもヒツジ赤血　　れた。最近，Kunduら21）は1これと同じ物質を，ヒト

球のガングリオシドのシア・レ隙N・グリ・リ・レ型が　の血球よ蜆出している．と・・うが以上はい肺も，

主を占めることより・それが裏付けられた・　　　　　　ヒト由来のため，シアル酸はN．アセチル型しかない。

さらに今まで知られていな噸脂質の分榔ついて　相の嫡の結果，N一グリ・リ・哩が，6q％認めら

も知見を得た。肝臓の中性糖脂質は，グPボ系の糖脂　　れたので，、2モルのシアル酸がともにN・グリコリル

質から構成されていたが，一方，酸性糖脂質はGM3一　　型であるものが，少なくともみられること寮わかった。

ガソグリオシドおよびガングリオ系の微量ガソグリオ　　　さて，以上の結果より，その骨格構造から，生合成

シド（GM1一およびGDla一ガソグリオシド）かち構成　　における代謝経路が推定される。ジシアロシルラクト
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小　泉　典　章

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Glc－Cer
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（GlcNAc・Ga1－Glc・Cer）　　←　　　Gal－Glc－Cer

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓　　　　　　　　　　　↓
NeuGc・Gal－GlcNAc・Gal・Glc・Cer　←　Gal－GlcNAc－Gal・Glc・Cer　　　Ga1・Gal・G1c・Cer

　　　　　　　　　↓　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓
NeuGc・NeuGe・Gal・GlcNAc・Ga1・Glc・Cer　　　　　　　　　　　　　Ga1NAc・Ga1・Ga1・Glc・Cer

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ga1NAc・Ga1NAc・Ga1・Ga1・Glc・Cer

　　　　　　　　　　　　　　図10　ヒツジ赤1血球の糖脂質の代謝模式図

ネオテトラオシルセラミドは，図10のごとく，ラクト　　モノヘキソシルセラミドであった。肝臓のガソグリオ

ネオテトラオシルセラミドから，シアル酸が付き，合　　シドはガングリオ系，腎臓のガングリオシドはラクト

成されてくると考えられる。Higashiら22）はニワトリ　　系を表現していた。薄層クロマトグラフィー免疫染色

の胚の脳組織を用いてsialyltranferaseによりラク　　法でフォルスマン抗体と反応する糖脂質がフォルスマ

トネオテトラオシルセラミドから同じものが合成され　　ン糖脂質以外に2種類認められた。ヒツジのガングリ

ることを見出している。　　　　　　　　　　　　　　　オシドのシアル酸は主にN・グリコリル型で，それぞ

　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　れ臓器，血球において分布を異にする。
　　　　　　　　　V　結　　　語

　ヒツジでは，従来知られていたように赤血球ではフ　　　稿を終わるにあたり，御指導，御校閲を賜りました

オルス’eン糖脂質が主要糖脂質であり，フォルスマン　　恩師武富保教授に深甚なる謝意を表します。同時に本

糖脂質は肝臓と腎臓に存在せず，白血球，血小板，血　　研究に際し，御教示，御指導下さいました上村敬一助

漿にもみられなかった。ヒツジ赤血球のガングリオシ　　教授，原厚講師ならびに教室諸兄に深く感謝致します。

ドとしてGM3・ガングリオシドとジシアロシルラク　　　なお，本論文の要旨は，第55回日本生化学会総会

トネオテトラオシルセラミドを見出した。肝臓および　　（1982年10月，大阪），第56回日本生化学会総会（1983

腎臓の中性糖脂質はともにグロボ系であり，その主要　　年9月，博多），第57回日本生化学会総会（1984年10

構成糖脂質は肝臓ではラクトシルセラミド，腎臓では　　月，東京）において発表した。
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