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　　　　　　シアル酸（sialic　acid）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　その上シアル酸は，上皮性粘液，血清中の多くの糖タ

　　　　　　　　エはじめに　　　　　ンパ順，一部のホルモンや酵氣ガソグ財シド，

　シアル酸sialic　acidは自然界に広く分布している　　さらにはケラタソ硫酸や構造糖タンパク質などの構成

アミノ糖の一種で，1936年，Blixによって牛顎下腺の　　成分としても存在している。

粘液（sialo一は唾液を意味する）から始めて分離，結　　　シアル酸を対象とする組織化学的研究は，　rsialic

品化された1）。この系統の親化合物であるノイラミン　　acid」という用語がBlixらによって提唱された3）直

酸neuraminic　acid　2）は不安定な物質で，そのまま　　後の1955年，　Bia1反応9）の組織化学的応用という形で

の形では天然に存在しない。その誘滋体のなかでC・5　　Dieze1により第一歩を印された10）。さらに，1960年

位にN－acy1基を有するものをシアル酸と総称して　　には，シアル酸の代表的な定量法である酢酸一バル

いる3）4）。動物界では，代表的なシアル酸であるN一　　ビツール法を開発したWarren　11）の協力を得て，

acetylneuraminic　acid　（以下NANA，一般名　　Spicerがsialidaseを組織化学的研究に始めて応用

は5－amino・3，5・dideoxy－D・glycero・D－galacto・　　している12）。1960年代前半には，　ScottとDoring

nonulosonic　acidである）をはじめ，　N・glycolyl一　　による臨界電解質濃度現象に基づくAlcian　blue染

neuraminic　acid（以下NGNA），およびそれらの　　色法13），およびSpicerのhigh　iron　diamine染

O－acetylあるいはO・91ycolyl誘導休など17種以上　　色法14）が相次いで発表され，粘液組織化学は1つのピ

が今までに発見されている5）。　　　　　　　　　　　　　一クを迎えた。シアル酸の組織化学的研究はその後し

　哺乳類は普通，複数のタイプのシアル酸を体内で産　　ばらく，特に技術面で足踏みが続いていたが，1970年

生している。しかし，ヒトはNANAだけを有する例　　代末からの発展には注目すべきものがあり，粘液組織

外的な存在と久しく信じられていた6）。しかし，これ　　化学のごく小さな部分を占めるに過ぎなかったこの領

は誤りで，最近次々に反証があげられている7）8）。　　　域の研究にも，ようやくスポットがあてられつつあるe

　生体内では，シアル酸は多方面にわたって様々な役　　今回は，特に技術的な面に焦点を絞って，ほぼ25年に

割を演じており，その重要性は改めて強調するまでも　　及ぶシアル酸の組織化学の歴史を方法別に振り返ると

ない。すべての動物細胞の形質膜爽面に分布する陰性　　ともに，将来への展望についても述べたい。

荷電は，大部分シアル酸のcarboxy1基に由来するし，
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　アル酸のこのような特徴的な構造，あるいは存在様式
　　　　ff　シアル酸の組織化学的証明法
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を染色に利用できれば，より特異的な反応を期待でき

　シアル酸の構造は，carboxyl基を有すること，環　　るわけである。現在，シアル酸の組織化学的証明法と

状構造外に連続した近接水酸基を有すること，環内に　　しては表1に挙げたような方法が用いられている。な

近接水酸基を欠いていること，などの点で糖タンパク　　お，原理的にはいずれも電顕レベルの染色に応用でき

質の糖鎖を構成するシアル酸以外の6種の糖残基と異　　るが，その詳細は別稿にゆずる15）。

なっている（図1）。さらに，シアル酸は常に糖鎖の　　　1　近接水酸基の存在に基づくシアル酸の染色法一

宋端に位蹟し，シアル酸，ガラクトース，ガラク］・サ　　　　シアル酸を証明するためのPAS反応変法

ミンのいずれかと結合している。組織化学的には，シ　　　C・7－C・8－C－9にある近接水酸基を利用する方法

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．である。

　　　　　　　　　H　　　　　　　　　　　　　　（1）NANAを証明するためのmild　periodate　oxi－

　　　¶，H細一゜　勢繍黙＿子鎖L、。あ、近接
゜H3’”C－N@H h°H　　）llC°2H　水酸基・・，きわめて酸イ・綬けやす・・6）－18・，その性
　　　　　　　　　CH20H　　　　　　　　　　　　質を利用するとNANAを選択的に染色することが可

　　　　　H　，　，　°H　能とな・．
Van　LeutenとAshwe11は，低温，低濃度の

OH　　　　H　　　　　　　　　Na工Oi水溶液で，一種のシアPtムチンであるセルロ

図1　N－acetylneuraminic　acid　　　　　　　プラスミソやオロソムコイドを酸化した後，　NaBaH4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で還元し，NANAの環状構造外末端炭素原子のみを

Table　1．　Histochemical　methods　for　co皿mon　mucosubstances　and　sialic　acids

1

1．Demonstratillg　vici皿a191y－

　cols　with　oxidation－chromogen

　sequence

H，Visualizing　acid窪roups　with

　basic　dyes

皿．Dual　staining

IV．　Chemical　modification

V．Enzymatic　removal　of

　reactive　components

V正．Lecti亘staining

V旺．Speci丘c　chemical　reaction

V皿．Radioautography

Common　mucosubstances

PAS，　Bauer，

Case11a，

PA・TCH，SP

colloidal　iron，

Alcian　blue（AB），

high　iron　diamine（HID），

aldehyde　fuchsin

AB・PAS，

HID・AB　pH2．5，

aldehyde　fuchsin－AB　pH2．5

rnethy1εしtioロ・basic　dyes，

sulfation・basic　dyes，

acetylation－PAS，

acid　hydrolysis，

alkaline　hydrolysis

sialidase

hyaluronidase，
chondroitinase

con　A

Dische’s　reaction　for

uronic　acid

labelled　sugar　residues

【　…1i・ac・d・

mild　periodate　oxidatioH葡

Schiff，　PA－NaBHザNaOH－
PAS

none

HID－AB　pH2．5，

aldehyde　fuchsin－AB　pHq．5

mild　methylation・basic　dyes，

active　methylation・alkaline

hydrolysis－basic　dyes

sialidase

LPA，　PNA

modified　Bial’s　reaction

sH・N－acetylmannosamine
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N．AGETYLNEURAMINIC．ACID　　　　反応蛎すシア・レ酸からは除外できる・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　さて，粘液組織化学の過去に立ち返ってみると，

感一一右編献蛍繋欝鐸難禦撫鱒
詰，、。H　　　　　　　S。・N・　トー職基を区別できると結しているan）・彼が・i・

　図2　N・acetylneuraminic　acidの染色原理。　　　型に富む組織としてあげたものは，いずれもmild

　　Mildな条件で過ヨウ素酸酸化を行うと，シア　　　periodate　oxidation－Schiff反応陽性で・おそらく

　　・レ酸のC－8－C・9力牌揃セ・酸イヒされ・搬　 私達と同様，NANA嫌色していたのではなかろ
　　的な近接水酸基は過ヨウ素酸の作用を受けない。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　うか。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（2）8・O－acetyl・N・acetylneuraminic　acid（およ

標識した試料を得るのに成功している17）。彼らの用い　　　　び環状構造外炭素原子鎖に近接水酸基を有しない

澱化条件では，NANAの酸佃ま・・分以内セ・完了す　O－acety1化シアル酸）の翻（PA”NaBH・一

るのに対して，NANA以外の糖残基は酸化されず，　　　NaOH・PAS反応）

アグリコンへの影響もみられない。また，Mcleanら　　　この染色法は，コロイド鉄反応を発展させたHale

によると，Van　LeutenとAshwellと類似の条件　　の報告に端を発する。1953年，彼は，あらかじめ0・2M

でNANAあるいはシアロムチンを酸化すると，ま　　NaOHで組織切片を15分間処理すると，ヒト直腸粘

ずNANAのC・8類似体が生成し，ついでC・7類似　 膜の杯細胞や家兎十二指腸のBrunner腺のPAS反

体に移行するという18）。以来，mild　periodate　oxi・　　応性カミ著しく高まることを知って，その理由をNaOH

dationはシアル酸の選択的酸化やシアル酸のC7ある　　処理によって新たに生ずる近接水酸基に求めた25）26）。

いはC8類似体を得るために用いられている19）20）。　　　のちには，固定に用いたホルマリソと反応した近接水

　このような生化学的な報告を踏まえて，私達は組織　　酸基が，アルカリ水解によって回復するためとも述べ

化学的なレベルで過ヨウ素酸酸化の条件を検討した。　　ている27）。シアル酸の存在さえ十分に知られていなか

結論だけを述べると，あらかじめ十分に冷却した組織　　った当時（ちなみにBlixらが「シァル酸」という用

切片を0。C，　pH5．5，1mMのNalO、溶液で10－20分　　語を提唱したのは1952年である3））のこととて，　Hale

間酸化し，ついで同様に0℃に冷却したエチレングリ　　の研究に限界があったのはやむを得ない。

コール水溶液で洗ってからSchiff反応を行うと，　　　LevとSpicerがこの染色法の発展に果たした役

NANAに選択的な反応がみられる（図2）15）。その　　割も忘れられない。　LevはまずTurner（1963）28）と，

特異性は，染色に先立ってsialidase消化でNANA　　っいでSpicer（1965）29）との研究で，アルカリ水解は

を除いておくと，反応がまったく陰性化することから　　大腸杯細胞のPAS反応性だけでなく，異調染色性に

も明らかである。ただ，この条件で生成するアルデヒ　　も影響すること，同様な現象はアルカリ水解によらず

ドの量は少なく，特異性を保ちながらもっと強い反応　　ともホルマリン固定をカルノア固定に変えただけで出

を得る工夫が必要である。　　　　　　　　　　　　　　現することなどを見出した。彼らはその原因を，シア

　なお，NANAのみならず，7・O・acetyl　NANAお　　ル酸のcarboxy玉基と隣接糖残基の水酸基間の残基間

よび9．0．acetyl　NANAも環外炭素原子鎖に近接水　　ラクトソに求めている。さらに翌年，　SpicerとDu’

酸基を有するシアル酸である。前述したように，NA　　venciは，ラット舌下腺のシアロムチソはアルカリ水

NAのC・8－C－9はきわめて酸化を受けやすいので，　解後始めてsialidase感受性になると述べている3°）。

7．O．acetyl　NANAがmild　periodate　oxidation一　　その後Ravetto（1968）31）は，　Failliard32）や

Schiff反応を示す可能性は否定できない。ただし，　　Gibbonsら33）の舌下腺シアロムチソについての生化

C－7位の置換基が酸化速度を遅延させる可能性も同様　　学的研究に示唆を受けて，Spicerらが観察した現象

に指摘されている21）。一方，C－7－C・8の近接水酸基　　はN・acety1－O－diacetylneuraminic　acidの存在に

はtrans型に近い配位をとっており22），それも一つ　　もとつくものではないかと推測している。アルカリ水

の要因となって，9・O・acetyl　NANAは通常の条件で　　解で誘導されるPAS反応性の問題は・基本的にはこ

は酸化されず7），mild　periodate　oxidation・Schiff　　の段階で解決されていたことになる。
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8－0－AOE丁YL－N・ACETYLNEURAMiNIC　ACID

ORDINARY　VIOINAL　GLYCOLS

刑C。闇。。H』！．CH。。瞼或一CH、。H　H。H、・一吐CH、。H白・H・C鳳つH・QHH・H・C巨含綿面㈱HH・H・C一

図3蕉8・0・acety1・N－acetylneuraminic　acid，およびそれに類するシアル酸の染色原理。

　　　シアル酸以外の糖残基中にある近接水酸基の反応を下段に示した。

　1971年，おそらくRavettoの報告に気づかなかっ　　が生じない点はCullin9らが述べた通りである34）。

たCullingらは，　Hale以来の問題を再び取り上げ　　しかし，10％ホルマリンあるいはカルノア液では，固

た。彼らは，ヒトを含む4種類の哺乳類の大腸でアル　　定が長引くにつれてアルカリ水解の効果は漸減する。

カリ水解がPAS反応性に及ぼす効果を再確認しただ　　いずれの固定液もかなりの酸性溶液なので，シアル酸

けでなく，固定法による差はみられず，クリオスタ　　残基のグリコシド結合と1司等，あるいはそれ以上に酸

ット切片でも同様な現象がみられることをつけ加え　　に不安定な0－acety1基が酸性溶液中で次第に遊離す

た34）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　るためと思われる33）35）。アルカリ水解によって粘液

　翌1972年に発表されたNeubergerとRatcliffの　　の好塩基性が高まる現象については，　LevとSpicer

O・acetyl　NANAを扱った論文35）はCulIingらの研　　の，ラクトンの水解によるという見解29）に賛成したい。

究を強く刺激した。というのは，この論文には長い間　　　本染色法の特異性を論ずる上で考慮しなければなら

組織化学者を悩ませてきた問題を解決する鍵が示され　　ない問題がさしあたり2つ残されている。1つは燐

ていたからである。すなわち，家兎のTamm－Hors・　　脂質との関連である。というのは，燐脂質の主体は

fall糖タンパク質に含まれるシアル酸は，アルカリ水　　diacyl　phosphoglycerideの形をとっており，従っ

解（0．5M　NaOH，4°C，2時間）後，過ヨゥ素酸酸　　てアルカリ水解後PAS反応を示す可能性は十分に考

化，酸水解，sialidase消化などを非常に受けやすく　　えられる。事実，我々の経験でも，酸性のホルマリソ

なる。実験結果はシアル酸のC・8位に0－acetyI基　　溶液に長時間固定した（燐脂質の固定される条件に相

が存在する可能性を示していた。　　　　　　　　　　当する37））材料では，神経の髄革自，胞体内の膜系に富

　この研究を受けてCu11ingらが8・0・acetyl　NA一　　む壁細胞，尿細管上皮，形質細胞などはかなり強い

NAの選択的染色法として過ヨウ素酸酸化一水素化　　PA－NaBH4・NaOH・PAS反応を呈する。しかし・緩

ホウ素ナトリウム還元一アルカリ水解一PAS反応よ　　衝パラホルムアルデヒド溶液に短時間固定した材料で

り成る一連のステヅプ（図3）を発表したのは，　　は反応は著しく減弱し，さらに燐脂質を抽出する溶媒

Haleの報告以来約20年を経た1974年のことである36）。　でもあるクロロホルム・エタノール溶液で固定すると，

　しかし，後にHaverkampらによって指摘された　　反応性は完全に失われる。傍証ではあるが・燐脂質の

ように21），アルカリ水解した後過ヨウ素酸感受性とな　　関与を示唆する所見である15）。次に，本染色法のステ

るシアル酸は，8－o－acetyl　NANAや，あるいは環　　　ップである一段階スミス分解・一一一PAS反応は，　scottに

外炭素原子鎖に近接水酸基のないO・acetyi　NANA　　よりGAGの特異染色法として利用さ2rLている38）。

に限らない。前述したように9・O・acetyl　NANA　　軟骨や血管壁では陽性反応を呈する物質の評価は難し

もそのままでは過ヨウ素酸酸化に抵抗性である。　　　　い・

　ここで研究の進展につれ，いつしか影の薄くなって　　　ここで取り上げたシアル酸，すなわちNANAと，

しまった固定の影響と好塩基性の間題について改めて　　近接水酸基を持たない0－acetyl　NANA以外セこ，

ふれておぎたい。短時間の冷固定では固定法による差　　7－0－acetyl　NANAおよび9・O－acetyl　NANAも・

646　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vol．29



シアル酸の組織化学

7－O・ACETYL－N－ACETYLNEURAMINIC　AGID

　gOH20H

図4　7－O・acetyl－N・acetylneuraminic　acidの示す反応。このシアル酸は通常のPAS反応も，

　　アルカリ水解後に生ずるPAS反応も示すが，　Schiff反応を示すアルデヒドの数はともに1で

　　ある。

　9つ『ACETYL－N－AGETYLNEURAMINiG　ACID　　　　　　　個々の染色法に問題は残っているにせよ，定量的反

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　応であるSchiff反応を利用したシアル酸染色法が開
　　　　　　　　　　　　　　　H　　　　　　H古＿＿＿．・柵旦蕊　錨灘憲繍晃譲灘鰭輩隠
H・？°H　°XIDA丁1°N　　　　　ア、レ醒をM、1定する道酬かれただけでなく，纐。
　gCH，OAo
　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．　．　　　ベルの応用も期待される。
　図5　9・O－acetyl－N－acetylneuramlnlc　acld
　　　の反応．48時間級ぶ酸化でC．7－C・8間が　　2酸性度に基づくシア・レ酸の染色法

　　　開裂する。　　　　　　’　　　　　　　　　　シアル酸はC・1位にcarboxy1基を有するので，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　シアル酸を含む粘液に好塩基性を与える。

その存在する条件によっては選択的に証明できる。　　　　塩基性色素による酸性粘液染色法の主流は，適当な

　7－0・acety1　NANAに対してCullingらは，過ヨ　　pHに調節した色素溶液の酸性粘液に対する選択的な

ウ素酸酸化30分後thionin－Schiff反応を行い，その　　染色性を利用する方法である。この種の方法は，色素

のちNaOHで水解して再びPAS反応を行ってい　　溶液の調整法によって2種類に分類できる。

る38）。このステップで青色に染色され，しかもアルカ　　　第1は，強酸あるいは弱酸溶液，または緩衝液に色素

リ水解で誘導されるPAS反応を示す粘液は7－0・　　を溶解した比較的単純な組成の染色液を用いるもので・

acetyl　NANAを含むシアロムチンである。しかし，　　代表的なAlcian　blue（AB）染色の場合，溶液の水素

酸化30分後にthioain・Schiff反応を行って一般的な　　イオン濃度を上昇させると，　pH3・0前後で核酸41），

近接水酸基はすべてブロックされるのであろうか。こ　　ついでpHl．5～1．7でシアロムチンが好塩基性を失

れに対し，私達は，7－O・acetyl　NANAの場合，アル　　う42）。しかし，含硫ムチソはpHO・5においてもなお被染

カリ水解の有無にかかわらずSchiff反応に利用し得　　色性を保っている42）43）。ほぼ同様な染色性はAlcian

るアルデヒド基は1つである点を重視している（図4）　　yellow44）あるいはruthenium　red染色45），　acri－

15）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dine。rangeによる螢光染色46），　thiazin系色素によ

　一方，9－0－acetyl　NANAの場合，　Cullingらの　　る異調染色47）などにおいても観察される。

示したステップは，C・7－C－8の酸化され難い性質を　　　第2に，溶液中で生成する色素，あるいはコPイド

利用しており，一一旦酸化一還元ののち2時問酸化して　　荷電粒子を染色に利用する方法があり，この場合，溶

Schiff反応を行っている39）。しかし，　glycosamino一　　液の組成が複雑であるだけでなく，色素自体の性状

glycans（GAG）の反応も予想され，特異反応とは　　も十分明らかにされていない。コロイド鉄48），　high

考えられない。むしろ48時間以上の酸化によって，ア　　iron　diamine（HID）14）染色およびaldehyde・

ルカリ水解で誘導されるPAS反応性が失われる性質　　fuchsin49）染色などはその代表的な染色法である。

を利用すべきである（図5）15）。　　　　　　　　　　　　いずれの染色液にしても，水素イオン濃度と染色さ

　なお，C・4位の0－acety1基はシアル酸の酸化速度　　れるムチンの種類との関係は意外に複雑である。たと

に影響を与えない21）ので，この項で述べたいずれのシ　　えばAB染色の場合，シアロムチンの種類，特にシア

アル酸にしても4・O・acetyl基を持つ可能性が残され　　リダーゼ感受性の違いに応じて，染色されうる水素イ

ている。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　オン濃度の上限が異なるといわれている50）。また，お
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よそpH1．6で行われるコロイド鉄反応51）は，シアル　　化法などと併用されている。

酸隔度襯稚を示す・・，強く硫酸化された・チ・　継髄素…：・よる粘液の雑法としては，Sc°ttに

とはほとんど鵬しない・9・．剛誰嫌鮪性はABよ・硯出された臨界電獺（あるい臨）濃度

，H，．，染色，。お・・てもみられ・…．一方，・H・・5か（cr・・…1・1ec…’y・…ncen 煤uat’°n，　CEC，ある

ら，H1．，簾で行われるHID染色…（・ld・h・d・V・は・・・…al・a1…－trat1°n・　CSCとも）現

fuchsin染色もほぼ同様）は硫酸化ムチソに特異的　　象55）を利用する方法も忘れられない。

嫡法である。　　　　　　　C・・ylpy・idi・i・m・hl・・id・のよう聯4級アソモ
いずれの染色法もイオ瀦合薩つく染色法であ　・ウ・船伽，ポリア・オ・であるGAGと水灘

る53）e。もかかわらず，螺イオ・濃度と染色性の間・・灘噛をつく・て撒する・しかし，溶灘MgC1・，

麗。のよう麟綜し燗㈲・生ずるのであろうか．　N・Clのよう融電顯をカ・えていくと，　GAGの酸

シァ職の，Kは，およそ・．6（・…ace・y1　NANA）膿・・応じた臨の蔽（CEC）で再び鱗する・．

～2．75（NGNA）と測定されて・・る54）．しか峨・の　のWt　s・・tt・Vま　D。・li・gとともに，類似の囎力’

対象は齢のシア，レ酸ではなく，シア・レ瞬1つの構　GAGとABのva・・対しても成立することを利肌

成成分とする高分彌顯である．・噸い吻質で　てCEC懸薩つくAB絶激照させた13）・
は，轍中の繍イオ濃度力・変ると解肉段基の概作鱗としては，ABのII・か，　A1・i・n　yell°w　56）や

用や分子の。。。f。，m・ti・・も変化し，その結果，実　acridi・…ange　57・なども鯉されている・本来・

効，KはpHとともV・劉してはう55・．また，組織GAG捌象とし妨法ではあるが，　Sc°tt自鮒旨

化軸嫉例をあげたようv・，AB雛の保t・i｝’Lる水摘しているようt・・13）・灘・チソすべてに応用できる

素イオ。瀕の範囲は，・ア・ムチ・のすべてを通じはずで，その意味では，S・・p1・の試みたAB’MgCl・

て＿様ではなく，シア・ムチ・の分子髄の相欝よ　・．・5－…M・Al・i・n・・11。w－M・C1・°・°‘M蘇色

って実行pKも当然異なっているのであろう。なお，　　法56）は検討に値する。

．。イド鉄反応やAB　pH2．5艶力・一部の硫酸化ム　3化軸処理一塩灘色素染色によるシアル酸の

チンと反応しない理由は明らかではないが，eこでは　　　　検出

これ以上この問題に立ち入らない。いずれにしても，　　　次にあげる方法はいずれも除去反応である。

このような疑問に答えるために，染色の行われる条件　　（1）酸水解一塩基性色素染色による検出

で，おのおのの酸性ムチソのpKをまず測定する必要　　　シァル酸を発見した当初から，　Blixらは温和な条

があろう。　　　　　　　　　　　　　　件の酸水解によって遊離のシアル酸を得ていた54）。組

　さて，酸性ムチンの好塩基性はシアル酸残基のみな　　．織化学的なレベルでの酸水解の応用は，Quinta「elli

らず，ウ。ソ轍基，さら噸〃パ順やGAGの　ら（・96・）58）・L・mbとR・id（1972）59），　J°hnes

硫薩セ・も由来して・・る．したカ・・て塩基i絶素でシ　とR・id（・973）42）・C・11i・gら（1979）39）によ・て

アル酸残基を証明しようとすると，多少の工夫を必要　　報告され，生化学的条件に準じて，0・1Nの塩酸ある

とする．Spicerは・の問題にHID（あるいは・1d・…　醗酸で，6・°C－8・°C・・～2時間磯囲内で行

hyde　fuchsin）．AB　pH2．5（あるいはコロイド鉄）　　われている。一一般に組織化学者は酸水解の有効性を強

重染色法をもって答えたエ4）。いずれの組合わせにおい　　調し過ぎるきらいがあり，JohnesとReidは酸水解

ても，第一段階の染色法は硫酸エステルに特異的なの　　によってすべてのシアル酸残基は遊離すると述べてい

で，ついで行う染色スペクトルのより広い後染色に対　　る42）。しかしGibbonsのin　vitroでの研究からも

しては，carb。xy1基だけ反応することになる。同様　　明らかなように33），酸水解に抵抗するシアロムチソも

な着想に基づく染色法に，HID法より少し前に発表　　決して少なくはない。また・酸水解とsialidaseに

されたAlcian　blue　pH1．O－Alcian　yellow　pH2．　5　　対する粘液の感受性はしばしば平行する傾向にあり

法がある44）。上皮性粘液に含まれるカルボン酸はすべ　　33）35），私達の組織化学的経験もそれを裏付けている。

てシアル酸なので，HID－AB　pH2，5染色でABに　　温和な条件下での酸水解とはいえ，この処理によって

反応する上皮性粘液はシアロムチソとみなしてよい。　　シアル酸残基の脱0・acetyl化や，シアル酸以外の糖

もちろん，重染色法でシアル酸を同定できる場合はむ　　残基の遊離など，非特異的反応も考慮しなけれぽなら

しろ限られており，そのためPAS反応変法，酵素消　　ない。塩基性色素による染色性の低下を評価する難し
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さもあって，酸水解の応用される範囲は限られている。　　試みにラットの唾液腺および消化管でαoε漉漉瑠

（2）メチル化一アルカリ水解（saponification）一塩　　ρθが吻9θ％3由来のsialidaseに対するシアPムチ

　基性色素法によるシアル酸の検出　　　　　　　　　ンの感受性をみてみよう。まず，舌下腺のシアロムチ

　メチル化によりcarboxy1基はメチルエステル化　　　ンは8・O・acetyl　NANA（あるいはそれに類する0・

され60），一方硫酸基はメチル基で置換される61）。メチ　　acety1化されたシアル酸）を含んでおり，アルカリ

ル化はWiggleworth　62）やFisherとLillie　63）に　　水解後にはsialidaseに対して高い感受性を示すよう

よって組織化学に紹介され，のちV＝　Spicerは組織化　　になる。一方，胃の被覆上皮のシアロムチンはそのま

学的な条件を整理した64）。すなわち，塩酸酸性メチル　　までsialidase感受性である。しかし，胃の被覆上

アルコールで37℃，4時間組織切片を処理（mi！d　皮と同様にNANAを含んでいると推定される小腸
methylation）するとcarboxy1基のみエステル花さ　　の杯細胞や，舌下腺と同様なタイプのシアル酸を構成

れて好塩基性を失う。より厳しい条件，60ec，4時　　成分としている大腸起始部の杯細胞のシアロムチンは，

間の処理（active　methylation）　tZこより，　carboxy1　　アルカリ水解を行った後もsialidase抵抗性である。

基のエステル化だけでなく，硫酸基は置換され，酸性　　同様な傾向はヒトの消化管粘液でも認められてい

ムチンの好塩基性が失われる。メチル化にひきつづい　　る66）。

てアルカリ水解を行うと，carboxy1基は回復し，本　　　このような一見矛盾した現象は，　sialidaseの基質

来硫酸基の存在しte部分は水酸基となる。したがって，　としての粘液の多様性に基づいているのであろう。す

active　methylation一アノレカリ水解後に好塩基性を　　なわち，　sialidaseの作用は・シアル酸のN・acetyl

示す上皮性粘液はシアPムチンである。　　　　　　　基67）やC－4位および環外炭素原子鎖上の水酸基68）を

　TernerとLevによると，ピリジンー酢酸処理に　　分子量の大きなもので置換すると低下するだけでなく，

より，糖質のcarboxy1基は分子内ラクトンを形成し，　糖鎖のなかでのシアル酸のあり方，つまりシアル酸と

選択的に好塩基性を失うという28）。再検討されてよい　　隣接糖残基の結合様式69），シアル酸の存在する位置7°），

報告である。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　さらにはシアル酸を含む分子のおかれた状態71）など

　4　Sialidase（neuraminidase）によるシアル酸　　によって影響される。そのほかsialidaseの濃度を高

　　の検出　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　め，作用時間を延長すると基質特異性が変わることも

Sialidase　e＊　SpicerとWarren（1960）により組　　知られている72）。

織化学的レベルで始めて使用された12）。通常，組織切　　　しかし，私達はラットの消化管に分布するシアロム

片をsialidaseで消化後，　AB，コロイド鉄などの塩　　チンについてなんら生化学的なデータを持ち合わせて

基性色素で染色し，被染色性の低下，あるいは消失し　　いない。したがってsialidase感受性の差を基質分子

た組織を観察する。その意味ではHID－AB　pH2．5　　構造の違いに結びつけて理解するのは大変難しく，近

あるいはaldehyde　fuchsin－AB　pH2．5染色が便　　い将来においても現象面での分析にとどまっているに

利である。電子顕徴鏡レベルでのsialidaseの応用　　ちがいない。

例も枚挙にいとまがない65）。しかし，現状では，どち　　　5　シアル酸のためのレクチン染色法

らかというと膜結合性糖タンパク質の研究に偏ってい　　　　シアル酸の同定のために，特異性の異なる2種類の

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　レクチソが用いられている。

　さて，生化学的に十分精製された活性の高い，しか　　　第1は，シアル酸と「特異的」に結合するレクチンで，

も由来によって基質特異性の異なるsialidaseがそれ　　カブトガニLimulus　polyphemusのhemolyrnph

それに利用でぎれば，シアロムチソに関する組織化学　　から精製された凝集素（LPA）に代表される73）。

的問題はすべて解決しそうであるが，実際応用してみ　　LPAが結合するのに必要なシアル酸の構造は十分明

ると，塩基性色素による染色，PAS反応変法，ある　　らかにされていない。組織化学的な応用も緒についた

いは生化学的研究などによりシアμムチンと同定され　　ばかりである74）が，期待したほどの特異的染色性は得

ている粘液が，しばしばsialidaseに抵抗性を示す。　　られていないようである。レクチンのいわゆる「特異

つまり，酵素消化法の例にもれず，本法においても，　　性」は絶対的なものではなく，むしろ相対的な親和性

組織化学的レベルでsialidase抵抗性を示すシアロム　　であり，無数の糖残基を含む組織内で，すべてのレク

チンの存在が，染色結果の評価を難しくしている。　　　チン分子が特異糖残基と結合していると考える根拠は
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乏い、．シア磁猫・よ嚇異鰍・クチソの観　定した材料のパラ…yMJttzc　Bi・販応を行・てい

が待た泌。　　　　　　　　る．・トの靴管で反応を乱たのは，胃粘膜の主細
第2は，シア、レ酸の隣接繊鋼寺異的な・・チソ　胞，小腸吸収上皮の胞体や肝融どで，当然反応す

を利用す莇法でm在G・1・G・1NA…縮する…　べき欄胞や印環細胞型欄胞腔腕ま・たく麟
ピーナッツ凝集素（PNA）が用いられている75）。シ　　せず，シアル酸の分布を反映しているとは思えない。

・・レ謙出法としての応用例を挙げ・・，…小腸　以上の・うに，僻的艶反応を利肌てシア懲

の欄胞給勲るシア・ムチソは，塩基髄素によ　を証肌ようとす獄みは，今までのところ・こと一

る染色で灘する限り，一般的tl・・si・1idaseの作髄　とく勲・肌ている・鵜は，村井，　Hi「°seらの

受けない。しかし，PNA染色ではsialidaseで消　　方法を推す森の見解82）に賛成できない。

化後朋らかに被染色性が融る．儲はあるいは　7ラジオオートグラ・・はるシアル酸の研究

分泌穎粒の限界膜に由来しているのかも知れない。　　　いままで述べてきた方法と原理的に異なり，対象と

PNA染色法はこの例のように，シアロムチンの鋭敏　　する物質をあらかじめ標識して取り込ませる。生体内

な検出法でもあるが，この立場からの報告はいまのと　　における経時的な消長，移動を追求できる点ではラジ

ころ見当たらない。　　　　　　　　　　　　　　　　オォートグラフィに比肩し得る方法はない。

　6　糖の呈色反応によるシアル酸の証明法　　　　　　　シアル酸の研究では・その前駆物質である3H’N’

　シアル酸の化学的な呈色反応，すなわちBial反応　　acetylmannosamineが用いられている83）84）・

の変灘よ。てシアル酸雄肌ようとする試み瀟　B・n・・ttらのラ・陸用・・醐究セ・よると・投与

けられている。　　　　　　　　　　　　　　　　　　10分後trこはGolgi野への集中がみられ，この所見は，

ネ，　翻織中のガガリオシド鰯F究していたDie－G・1gi難は・i・1・lt・…fera・eに馳としたSeh－

ze1（1955）10）は，脳の凍結切片あるいはホルマリソ固　　acterらの報告85）に一致している。投与4時間後，

定材料のパラフィン切片を脱脂して後，Klenkと　　組織内放射能の55～90％は生化学的にシアル酸に由

Langerbeinsの報告76）に基づいてBia1反応を行　　来するとみなしてよい結果が得られた。しかし，ラジ

った。脳組織のみならず，心筋，血管壁平滑筋，骨格　　オォー・トグラフィにょる研究では，シアル酸に対する

筋，前立腺のアミロイド小体，赤血球，好酸球願粒な　　特異性は必ずしも十分ではないし，シアル酸のタイプ

どに反応を認めている。　　　　　　　　　　　　　　もわからない。今後，一般的な方法と組合わせること

　ShearとPearse（1963）77）は，　Svennerholm　78）　　により，新たな知見を加えることができよう。

によるin　vitroでの定量的呈色反応を利用して，ホ

ルマリ嚥気軽く離したクリォスタ。湖片を　　　　皿お籾に
resorcinol・Cus＋・HC1試薬，ついで硝酸ナトリウム　　　シァル酸の組織化学を技術面に焦点を絞って概説し

溶液と反応させた。ブタの顎下腺，ラットの小腸や大　　た。組織化学的方法の応用については，別稿を参照し

腸の杯細胞など，既知のシアPムチソ産生組織に加え・　ていただきたい15）。材料の処理方法については，特に

ラット顎下腺の粘液部（？），気管軟骨，甲状腺コPtイ　　項を設けなかったが，電顕レベルの染色ではしばしば

ドなどが同等以上の反応を示しており，理解に苦しむ。　それが決め手となる。

なお，彼らはホルマリソ水溶液による前固定は反応性　　　振り返ってみると，解決を迫られている問題があま

を喪失させるとも述べている。　　　　　　　　　　　　りにも多い。その一部をあげると，シアル酸の構造と

　一方，Ravetto（1964）79）は，やはりSvennerholm　　いう面では，

の研究78）に基づいて，ホルマリン固定した材料の凍結　　　1　4－O　－acetyl基を組織化学的にどのように同定し

切片にresorcinol－CuB＋－HCI溶液を噴霧し，ついで　　　たらよいか，

HC1蒸気で処理して，それまで問題となっていた切　　2　NANAとNGNAは組織化学的に区別可能であ

片の損傷・を最少限にとどめる工夫を加えた。染色結果　　　ろうか，

は示されていないが，後の報告で，ラット顎下腺の顯　　3　糖鎖内におけるシアル酸の空間的位置，特にGa1

粒管に強い反応を得たと記載している。　　　　　　　　　あるいはGalNAcとの結合様式，シアル酸と硫酸

　村井（1971）80）およびHiroseら（1972）81）は，　　　基の位置関係（同一分子内にあるのかどうか）など

Ravettoの噴霧法79）に準じて，20％ホルマリンに固　　　を明らかにするにはどうしたらよいか，
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などの問題が残されている。一方技術面では，　　　　　拡がってきた。

1　塩基性色素による染色機構を明らかにする，　　　　　数年前，私達が粘液組織化学的方法を主題とした学

2　光顕，電顕レベルともに，定性的反応から定量的　　会発表を始めて行った当時，関連した発表は高々1～

　反応への移行をはかる，　　　　　　　　　　　　　2題であった。しかし，本年度の癌学会では10題近く

3　作用条件の検討により，sialidaseの応用範囲を　　の発表が予定されているという。粘液組織化学的研究

　拡大する，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　が活気を帯びつつあるなによりの顕れであろう。この

4　生化学的分析と組織化学的染色を平行して行う，　　領域の研究にたずさわっている研究者の一人として・

などがさし当たっての課題となる。　　　　　　　　　　現在の状態がピークでなく，揺藍期であるよう願って

　ここに述べたシアル酸の染色法や私達が報告したコ　　やまない。

ンキャナバリンAパラドックス染色法86）などが組合

わせて用いられるようになった結果，消化管の上皮性　　　稿を終わるにあたり，御援助いただいた教室の皆様

粘液はいまや30種以上に分類されている87）。言い換え　　に感謝いたします。また，アルカリ水解後燐脂質も

るならば，組織化学的反応性から，細胞あるいは組織　　PAS反応性を示す可能性があることを御指摘下さっ

の種類を同定することがでぎるわけで，それにともな　　た順応生化学教室武富教授に深謝いたします。

って組織学あるいは病理組織学的領域への応用範囲も
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