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　　　The　basic　protein－acidic　lipid　complex　was　extracted　with　chloroform－methanol（2：1，v／v）

from　canine　myelih　which　was　pretreated　with　n－propanol－n－hexane（2：3，　v／v），　The　complex　was

composed　of　one皿01e　of　basic　protein，　six　moles　of　sulfatide，　three　moles　of　phosphatidylserine

and　one　mole　of．ganglioside．　The　basic　protein　was　electrostatically　and　hydrophobica11y　asso・

ciated　with　these　acidic　lipids．　It　was　found　that　the　acidic　lipids　combined　with　basic　protein

showed　their　own　typical　fatty　acid　co皿positions．　These　丘ndings　suggest　that　the　basic

protein－acidic　lipid　complex　is　present　in　the　native　myelin　and　somehow　makes　a　contribution

toward　the　maintenanCe　of　myelin　structure．

　　　The　basic　protein－acidic　lipid　complex曽as　also　found　to　have　an　encephalitogenic　activity，

which　was　less　Severe　than　thht　of　basic　protein　itself．　Histological　examination　of　celltral

nervous　system　showed　the　perivascular　granulomatous　inflamrnation　particularly　in　spinal　cords．

The　in丘ltration　with　monocytes　and　lymphocytes　was　also　observed　in　meninges　and　plexus．

　　　Amodel　for　the　molecular　organization　of　myelin　was　discussed　in　view　of　the　findings

about　the　basic　protein－acidic　lipid　complex．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication；May　24，1980）

　　Key　words；ミエリソ（myelin）

　　　　　　　　　　　　塩基性蛋白（basic　protein）

　　　　　　　　　　　　酸｛生ll旨質　（acidic　lipid）

　　　　　　　　　　　　実験的アレルギー性脳脊髄炎（experimental　allergic　encephalomyelitis）

　　　　　　　　　　　　複合体（complex）
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国下　龍英

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　てぎた1）圏10）。このうち塩基性蛋白に関するものは，こ

　　　　　　　　1　はじめに　　　　　　　　　　の蛋白が実験的アレルギー性脳脊髄炎（以下EAEと

　ミエリンは神経刺激を効率良く伝達するための絶縁　　略す）発症因子であり，ラメラ構造の維持に関与して

機能を持った膜成分であり，マルチラメラ構造を有し・　いることから注目され・特に酸性脂質との強い相互作

ている。ミエリン膜は比較的単純な蛋白組成と特有の　　用などは興味を引くものである4）一一lo）。

脂質組成を有しているが，これら蛋白と脂質がいかに　　　最近，著者らは犬のミエリンより塩基性蛋白一酸性

ミエリンラメラ構築や維持に役立っているのか，今日　　脂質複合体を得ることができ，既にその一一部を報告し

においても満足できる解答は得られていない。　　　　　た11）12）が，今回，さらに，複合体に関するいくつかの

　一方，ミエリソの蛋白と種々の脂質によるin　vitrO　　新しい知見が得られたので・本論文では，この複合体

における相互作用は，多くの研究者によって報告され　　の生化学的性質ならびにEAE発症を起こす新しい因

ボスファチジルセリン（PS）

　　　1語：：ll　　　鴨禦甑轟

　　　1？　．’　　一（CH2）gCH・CH（CH2）・C・3
　　　CH2“O”？－OCH29HNH3

　　　　　　0H　　COO

サルファタイド　（CSE）

　　　　　　　　　　　　　スフィンゴシン塩基
　　　　マ　　「
　　　0釜開゜→3Ga旧℃－CH2“gH“E）H”CHmcH－（CH2）12－CH3

　　　　0　　　　　　　　　　NH　OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R・一（CH2）22－CH3（直鎖酸）
　　　　　　　　　　　　CO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　またはOH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－CH－（CH2）21－CH3（オキシ酸）

GMIガ別オシド @’rセ・・ド・・…
Ga’pl→3G岬→4G撃Pβ1→4Glc1→11σCHガ器C剛CH2）］2CH3

　　　　　　　　謡Ac　　　l・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（9H，）16

　　　　　　　　　　　　　　　　　　CH3
GDIaガンクリオシド

Gl1β1→3Gal　NA　Ci31　““　4Ggll31→4Glcl→1’　Ce「

　↑　　　　　　　　　　　↑
α2　　　　　　　　　α2
NeuAc　　　　　　　　　　　　　NeuAc

GDIbガングリオシド　　　　　　　，

　　Ga1β1→3Ga1NAcβ1→4Gl1β1→4Glcl－’1’　Ce「　　　　　　　，

　　　　　　　　　　　。l

　　　　　　NguAaα2－＞8NeuAc

G丁lbガングリオシド

　　Gllf31“”3GalNACf31→4Ggll31→4Glc’”’1’　Ce「

　　α2　　　　αl
　　NeuAc　　　　NeuAcα2－＞8NeuAc

図1犬ミエリンの複合体に関与する主な酸性脂質の化学構造
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ミエリンよりの塩基性蛋白一酸性脂質複合体

犬大脳白質

　　トシ・糖勾配下で聴・

　ミエリン
　　　　　透析　　　に

　　　　　凍結乾燥

乾燥ミエリン

クロロホルム：メタノinル

（2：1，VIV）で抽出

　　　　遠心

n一プロパノール：n一ヘキサン（2：3，V／V）

で抽出

クロロホルム：メタノール抽出液　　　『　残渣

　　（　C－M　extract　）　　　　　　（　C－M　residue　）

総　脂　質

リポフイリン

塩基性蛋白

高分子量蛋白

遠心

　（P－Hextract｝ クロロ

ﾅ抽出

@遠

n。プロパノール：n一ヘキサン抽出液　　　　　残渣i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　クロロホルム1メタノール（2：1，V／V）

　塩i曇性蛋ta　一酸性脂質複合体　　　　　　　　　　複合体抽出残渣

（　Basic　protein－acidic　lipid　complex　）　　　　　　　　（　P－H　and　C－M　residue　）

酸性脂質
塩基性蛋白

リポフィリン

りポフィリン

高分子量蛋白

図2　ミエリソからの脂質と蛋白の抽出手順

子としての活性を明確にするとともに，これら複合体　　と略す。2：3，v／v）で1夜室温掩絆抽出し，4°C，

の分子構造モデルと，これらが組み込まれたミエリン　　30，0009，20分間遠心した後，残渣を得た。さらに抽

膜構築の分子機構を考察することを目的とした。　　　　出時間を1時間とし，同様の操作を1回繰り返した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　得られた残渣を，さらに0，5m1のクロロホルム：メタ
　　　　　　　ll　材料および方法
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノール混合液（以下C－Mと略す。2：1，v／v）で1

　A　ミエリソの調製　　　　　　　　　　　　　　　　夜室温掩絆抽出し，O°C，30，000g，60分間遠心し

犬大脳白質（湿重量9．Og／単操作）を用いSunら　　た後上清を得た。残渣について抽出時間を1時間とし，

の方法13）に従bて，0．32M，0．8Mショ糖液の中間層　　同様の操作をさらVt・1回繰り返した。抽出液を合わせ，

にミエリンを得た。ミエリンは脱イオン水に対し2日　　塩基性蛋白一酸性脂質複合体とした。

間透析（1日に3回外液交換）した後，凍結乾燥して　　　対象として，乾燥ミ＝リンを直接C－M（2：1，

－20℃に使用時まで保存した（平均収量：乾燥重量　　v／v）で抽出し，以下の実験に供した（C－M抽出物）。

148．5mg／単操作）。　　　　　　　　　　　　　　　　　抽出および分離条件は上記と同様である。

　B　塩基性蛋白一酸性脂質複合体の調製　　　　　　　　C　EAE発症実験

図2に示すように，乾燥ミエリン10mgにつき1m1　　　モルモット（300～5009，静岡産ハートレー系，♂）

のn一プロパノール：n一ヘキサン混合液（以下P－H　　を用い，常法により完全フロインドアジ“一バント（牛
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国下　龍英

型結核死菌5mg／皿1を含む）とともに，塩基性蛋白一　　後，　C－M－W（60：35：8，　v／v／v）でガングリオシド

酸性脂質複合体を足底皮内に注入した。なお，対象と　　を溶出回収した。総ガソグリオシド量はレゾルシノー

して等張食塩水，犬脳ミエリンおよびGonzalez－Sa一　　ル法21）により，シアル酸（NeuAc）量から決定し，

streの方法14）により調製した犬大脳ミエリン塩基性　　各ガングリオシド組成は，プレーコートシリカプレー

蛋白を用いた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　トによる一次元薄層クロマトグラフィー（展開溶媒と

　発症は・体重の20％減少および下肢の麻痺によって　　して，C－M－O．25％塩化カリウム：60：35：8・v／v／v

診断した。観察は，発症後死亡まで，または寛解後も　　を用いた。）で総ガソグリオシド画分を展開分離し，

60日目まで続けた。　　　　　　　　　　　　　　　　　レゾルシノール発色22）したものについて，デンシトメ

　EAE発症モルモットの大脳から馬尾に至る中枢神　　一ター（Helena　Laboratories，570n皿）で測定し，

経組織は，Hematoxylin－EosinならびにKlttver一　　定量した。

Barrera染色により病理組織学的に検討した。　　　　　　1　構成脂肪酸組成

　D　分析方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　薄層クロマトグラフィーおよびカラムクロマトグラ

　リソ脂質およびコレステロール量は，Bartlett法15）　　フィーにより調製した酸｛生脂質を，メタノール中3％

Zak法16）でそれぞれ測定した。糖脂質はメタノール中　　塩化水素により3時間・100°Cメタノリシスした。反

3％塩化水素により3時間，100°Cメタノリシスした　　応後，n一ヘキサン可溶部に得られた脂肪酸メチルエ

後，トリメチルシリル誘導体として内部標準（マニト　　ステルをガスクロマトグラフィーにより分析した。測

一ル）に対する糖量からその量を算出した。ガスクロ　　定用カラムには，15％　DEGS　2m，2％OV－121nを

マトグラフゴーのカラムセこVX　2　％OV－1，2mを用い，　　用いた。

測定は160℃で行った。　　　　　　　　　　　　　　　2　蛋白定量

　ガソグリオシド以外の脂質組成は，総脂質をHor一　　　定量はエチルエーテル：エタノール（3：2，　v／v）

rocksの二次元薄層クロマトグラフィー17）にかけて決　　により脱脂した試料についてLowryらの方法23）で行

定した。各脂質の定量は上記の方法によった。　　　　　った。対象としてウシ血清アルブミンを用い，試料は

　ガングリオシドは，抽出液を塩化カリウムにより除　　1％SDS溶液または水溶液に溶かした。』また15N一分

蛋白した後，遠心分離（30，0009，10分，10°C）後の　　析器（JASCO，　model　N工A・－1）を用いた15N一硫酸

上清から，以下の操作により純化して得た。上清は　　アソモニウム（99at。ln％）の希釈法からも蛋白量を

40℃で減圧濃縮を行い，蒸発乾固した。さらV＝・一夜，　算出した。

減圧下デシケーター中で乾燥した後，乾固物にC－M　　　3　スラブーSDS一ポリアクリルアミド電気

（2：3，v／v）を加え，減圧口過により可溶部のみを　　　　　泳動（SDS－PAGE）

得た。可溶部を減圧乾固後，少量のクロロホルム：メ　　　SDS－PAGEはLaemmliの方法24）に従って行った。

タノール：水（以下C－M－Wと略す。30：60：8，v／　　すなわち約5μ9の蛋白を，0．1％SDSを含む13％ポ

v／v）に溶かして，同液であらかじめ調製したDEAE　　リアクルアミドゲル（厚み0．4mm）上の5％濃縮ゲル

ーセファデックスA－25（酢酸型，φ1。O×36cm）カラ　　上端にのせ，トリス緩衝液（0．02Mトリス，　PH．8，3，

ム18）にかけた。C－M－W（30；60；8，　v／v／v）で，ミ　　0．192Mグリシン，0．1％SDS）中25mA定電流でゲ

エリン調製時に混入したショ糖を主成分とする中性脂　　ル下端より1cmの所まで泳動した。固定は水：エタ

質画分を除いた後，C－M－0．8M酢酸ナトリウム（30：　　ノール：酢酸（9：9：2，　v／v／v）で行い，染色には，

60：8，v／v／v）でガングリオシドを含む酸性脂質画分　　水：エタノール：酢酸（83：10：7，　v／v／v）中0．0005

を得た。酸性脂質画分は，減圧乾固後少量の水に溶か　　％クマジー，ブリリアソト，ブルー色素（w／v）を用

し，脱塩のためセファデックスG－50（medium）カ　　いた。泳動に供する蛋白試料はすべて，　Greenfield

ラム19）にかけた。ガングリオシドと他の酸性脂質の分　　らの方法25）に従いエチルエーテル：エタノール（3：2，

離は，河村と武富によるカラムクロマトグラフィー　　v／v）で脱脂した。

法20）の変法によった。すなわち脱塩した酸性脂質画分　　　複合体中の蛋白は，泳動後デソシトメーター（Hel・

をシリカゲル40一シリカグールG（1：1，w／w）のカ　　ena　Laboratories，595nm）にかけられ，含まれる

ラムクロマトグラフィーにかけ，他の酸性脂質をC一　　塩基性蛋白量は，Carnegieらの方法26）により調製

M－25％，アソモニア（32：8：1，v／v／v）で溶出した　　されたブタ塩基性蛋白の検量線から算出決定した。
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ミエリンよりの塩基性蛋白一酸性脂質複合体

　4　複合体の結合様式

　複合体へのイオソ結合の関与の検討は，Gonzalez－

Sastreの方法14）に従って行った。すなわち，塩基性　　　　　　　　　　　　　　myelin

蛋白一酸性脂質複合体のC－M（2：1，v／v）溶液に，

最終濃度7．7％になるように0．1M塩化カリウム水溶液

を添加した。生じたフラッフを溶媒比がC－M－W（8：　　　　　　　　　　　basiG　P「°tein－aGidi°IiPid　c°mPlex

16：1，v／v／v）になるようにメタノールを加えること

により沈殿させ，遠心分離（30，　OOO　g，10分，10°C）　　GM3　　GM2　GMt　　　GDIa　G。1、　GTIb　GQ

はり上融得た・溶液中の酌灘の変イヒは紫外吸　図3犬ミエリソおよび齢体ガングリオシドの

収スペクトルで検討した・対象として，塩の添加なし　　　　　　薄層クロマトグラム

に同様の操作を行った複合体のC－M（2：1，v／v）溶　　　　　　発色はレゾルシノール試薬で行った。

液を用いた。同様の操作は，C－M抽出物についても

行った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　分には，図1に構造を示した酸性脂質が特異的に存在

　一方，遠心分離によって得られた沈殿蛋白は，SDS一　　し・総脂質の91％を占めていた。すなわち，サルファ

PAGEにより検討された。　　　　　　　　　　　　　　タイドが55．6％，次いでホスファチジルセリン，総ガ

　5　紫外吸収スペクトル（UV一スペクトル）　　　　　ングリオシドがそれぞれ22．8％，12．4％存在した。

　日立EPS－3T型自記分光光度計を用い，　C－M－W　　　ガングリオシドの組成は，図3に示したごとく，犬

（8：16：1，v／v／v）を溶媒として吸収曲線を測定し　　ミエリン固有のそれに非常に類似していた。主成分で

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　あるGM，ガングリオシドは全体の59．　0％存在し，そ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の他GD1、，　GDエb，　GTlbガングリオシドがそれぞれ
　　　　　　　　皿　結　　　果
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11・2％，11・8％，8。O％を占めていた。

　A　塩基性蛋白一酸性脂質複合体の単離，同定　　　　　　また，複合体において，脂質に対する蛋白の比率は

　1複合体の単離　　　　　　　　　　　　　　　重墨で2．56であった。

　図2に従った犬ミエリンよりの複合体の収量は，　　　b　複合体の蛋白組成

1mg乾燥ミエリンあたり56・2μ9であった。　　　　　　　写真1のaのカラムに示したごとく，ミエリソは塩

　2　複合体の同定　　　　　　　　　　　　　　　基性蛋白（分子量18，000），リポフィリソ（いわゆる

　a　脂質組成　　　　　　　　　　　　　　　　　　プロテォリピド蛋白の主成分：分子量27，000），DM一

表1に各画分における脂質組成を示した。複合体画　　20（プ・テオリピド蚕白の1成分：分子量20，000）お

。。、1，1．．L、p、d。。rn，。，iti。。。f　ce，eb，al　m，，linよび高分子覇白（ウォルフグラ畷白カミ主成分：分

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　子量50，　OOO～60，000）を含んでいた。一方，　dのカラ

yield（ug／mg　myelin）

ratio　of　protein／lipid

composition（Weight％）
cholesterol

sphingomyelin

phosphatidylcholine

phosphatidylserine

plasmalogen　ethanol－
amine
phosphatidylethano1【
amlne
cerebroside

sulfatide

gangliosides

C－M

750．0

　0．09

21．8

9．8

12．0

6．6

10．8

4，0

24．9

9．1

1，0

P－H

668．2

　0．00

24．6

8．7

11．4

2．8

17．5

4．2

27．3

2．8

0．1

農豊廉il鑑ot’　　ムで示した複合体の主成分は塩基性蛋白であり，その

｝潔dc°mP’　　他微量のリポフィリソおよび高分子量蛋白が存在した。

56．2　　　塩基性蛋白はデンシトグラムによる検量線から，複合

2・56　　体に存在する蛋白の74，8％（重最％）を占めることが

　　　　　示された。したがって，表1から塩基性蛋白に対する
2・6　総酸働腰のモル比は，9．4と計算され，サルファタ
6・3 @イド，ホス。。チジ，レセリソ，ガソグリオシド，盤

　　　　　性蛋白が，それぞれ5．9：2．8：0．7：1（モル比）で
22．8

　　　　　結合して複合体を形成していた。

　　　　　　c　構成脂肪酸組成

　一　　　　表2に塩基性蛋白と結合した脂質の脂肪酸組成を示

　一　　　した。ホスファチジルセリンの主要脂肪酸ex　CI8　：　eと

55’6　　　Ct，、1であり，Cl8脂肪酸が全体の92．8％を占めた。ま

12・4 @たガングリオシドでも同様に，C、s脂撒力・全体の73

No．　5，　1980　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　473



国　下　龍　英

『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2．　Fatty　acid　compositions　of　phosphati－

．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dylserine，　sulfatide　and　gangliosides　co・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mbined　with　myelin　basic　protein（％）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Phosphatidyl－

’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　serlne

・・… o麹t／／t　　　翻㏄’dし4
　　　　　　　　　　　｛1緩　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18：0　　 59．7

　　　　　　　　　　　1蒸　　悲、、　　・　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18：1　　　33．1

甜in‡灘類．照　　18：1諜
BP　－；継讐繋懸・糠蝦纏　　2・・3　°・2

誓響灘∵　　　　22・4°・5
警瀦　　　　　　22：5　4・°

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22：6　　　1．3

　　　　　　　　　　　a．　　b．　　c．　　d．　　e．　　f．

写真1　犬ミエリン蛋白のSDS－PAGE　　　　　　　　　　　　　　l
a：ミエリン・b：C－M抽出物，

c：C－M抽出残渣，d：複合体，

e：複合体抽出残渣，f：塩化カリ

ウム添加により析出した画分

Fatty　acids

　　16：0

　　18：0

　　18：1

　　20：0

　　22：0

　　22：1

　　23：0

　　24：0

　　24：1

　　25：0

　　25：1

　　26：0

　　26：1

Sulfatide

Normal

6．7

16．0

2．5

　1．2

　3．5

　1．4

　8．3

34．5

13．6

　2．8

　2．8

trace

　3．5

Hydroxy

1．3

1．0

3．7

10．3

44．1

22．2

5．1

6．1

2．6

3．3

Ganglio－
side

　8．5

72．1

　0．9

　6．9

　1．3

　1．2

　2．9

　3．6

　0。8

　1．5

trace

trace

OD，

0．．5

0．4

0．3

0．2

0，1

0

C－Mextraot（ll8μ9／ml　as　protein）

O．D．

0．5

0，4

0．3

O．2

KG［

4．Oμmoles／ml　　　　　　　　　　　　　　o・I

Supernatant

0

Basic　protein－acidic　Iipid　cQmplex

（128μ9／ml　as　protein）

KCI

4．0μmoles／mI

Supernatant

250　　　260　　　270　　　280　　　290　　　300　　　310　　　　　　　　　　　　　　250　　　260　　　270　　　280　　　290　　　300　　　310

nm　　　　　　　　　　Wavelength　　　　　　　　　　　　nm　　　　　　　　　一

図4　塩化カリウム添加による複合体蛋白の解離

　　　　　溶媒はC－M－W（8：16：1，v／v／v）を用いた。
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写　真　　2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　写　真　　3
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　　纒雛霧灘罐雛、
写　真　　4

写真2　馬尾：血管周囲を中心とした白質部および髄膜への単球，リンパ球による細胞

　　　浸潤H－E染色×50

写真3　腰髄：白質部に主として見られる細胞浸潤像K－B染色×100

写真4　大脳右前頭部側脳室：白質部血管周囲および脈絡膜へのリソパ球の浸潤

　　　H－E染色×100
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％存在した。一方，サルファタイドにおいては，直鎖　　症後1週して死亡した。複合体（B群）では5／5の

酸，オキシ酸ともに，長鎖脂肪酸（C2rC2a）が多く含　　発症率で，その症状は2～3週目に見られ，発症後1

まれ，それぞれ全体の70．4％，97．4％を占めていた。　　週間以内で3／5が死亡した。しかし，2／5は寛解し，

主要脂肪酸は，直鎖酸，オキシ酸いずれの場合もC24　　観察期間内では，以後，体重の減少は見られなかった。

であった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　複合体によって感作・発症したモルモットは下半身の

　各脂質のこのような脂肪酸組成の特徴は，通常ミエ　　みの衰弱が目立ち，比較的軽度な発症として観察され

リソにおいて見られるものであった。　　　　　　　　た。

　3　複合体の結合様式　　　　　　　　　　　　　　　C　発症モルモヅトの病理組織学的所見

　電解質の添加により，複合体のイオソ結合への依存　　　複含体による感作で発症・死亡したモルモットの中

度を調べたのが図4である。塩化カリウムを最終濃度　　枢神経系内に，細胞浸潤と血管周囲性肉芽性炎症像が

4．0μmol／ml　C－M－W（8：16：1，　v／v／v）添加する　　見られた（写真2－4）。浸潤細胞はリンパ球が主で，

と，C－M抽出物の場合は対象に対して25．6％吸光度　　脊髄では多核好中球の浸潤が見られた。細胞浸潤およ

（280nm）の減少しか示さないのに対し，複合体では　　び炎症像は脊髄（特に馬尾，腰髄）に最も強く，脳幹，

46．4％の吸光度減少を示した。このことは，複合体に　　大脳，小脳にも散在して見られた。病変は髄膜，血管

おけるイオソ結合への依存度がC－M抽出物の場合よ　　周囲，脈絡膜に見られ，灰白質より臼質に好発してい

りも高いことを示しているばかりでなく，複合体形成　　た。しかし，病変の周囲には脱髄の拡がる傾向までは

自体にイオソ結合が強く関与していることを示してい　　見られなかった。

る。また，写真1のカラムfに示したごとく，電解質
の添加によって塩基性蛋白が析出したことは，この蛋　　　　　　　　　　W　考　　　察

白がイオン結合と強く関連していることを示している。　　犬大脳ミエリソのP－H（2：3，v／v）抽出残渣より

　したがって，図4のC－M抽出物，複合体両着の対　　C－M（2：1，v／v）によって塩基性蛋白一酸性脂質複

象（塩を添加しない場合）の吸光度に差異が見られるこ　　合体が抽出されたことは，ミ＝リソ膜構築の分子機構

とも，腿騒白の28・nm・・紺る吸光係数（・誰）　を叛るうえ晒め種要な・とである．従来より，

が他の蛋白のそれに比して約1／2である結果を反映　　ミエリン塩基性蛋白と種々の脂質の相互作用は，in

したものと考えられた。　　　　　　　　　　　　　　vitroにおいて研究されてきている4）－10）。彼らの実験

　B　塩基性蛋白一酸性脂質複合体のEAE活性　　　　系はいずれも，塩基性蛋白を水溶性の単純蛋白として

表3に示したごとく，対象として用いられた犬ミエ　　単離し，この蛋白に脂質を加えるというものであった

リソ塩基性蛋白と犬大脳ミエリソで感作したモルモッ　　が，それらの知見から種々の塩基性蛋白一酸性脂質複

トは13～16日目に総て臨床症状を呈し，発症後1～2　　合体のモデルが今日までに示されてきた7）9）10）。それ

日で死亡した。これらに対して，複合体（A群）では　　らのモデルの1つにおいてJonesとRumsby9）は，

3／11の発症率で，その症状は3～4週目に見られ，発　　塩基性蛋白のC一末端側，117－170番のペプタイドフラ

Table　3．　EAE　test　on　guinea　pig

antigens

basic　protein－acidic
lipid　complex

myelin

basic　protein

COntrOl（Saline）

groups

A

B

C

D

E

protein
（ug）

77．2

102。4

94．6

11．5

0

ratio

of　onset

3／11

5／5

5／5

5／5

0／5

clinical　onset
　　（days）

21－28

15－18

13－15

14・－16

ki11ed　number

3

3

5

5

0
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トー一一一一一一一一一　！5nm　－一一

G・t

　1

4．Snm　　　pS　　CSE　　Gangliosldes

CMH　　lonio　lnteraction

　G24　　ム　　▲　　　畠

Basic　protein－acidic　lipid　compiex．：　　　CSE　：PS　：Ganglioside　ゴBa＄iG　protein

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＝6：3：1：1（molar　ratb）

　　　　　　　　　　　図5　ミエリソ膜の分子構造モデル

　複合体の分子構造は太線で示した。塩基性蛋白とリポフィリソの結合e＊　Rumsbylo）

により示されたように1：』1（モル比）とした。複合体形成部分以外の詳細な脂質構成

および高分子量蛋白は示していない。

．BP：塩基性蛋白，　PS：ホスファチジルセリソ，　CSE：サルファタイド，　CMH：セ

レブPシド，C－t，：C一末端，　N－t．：N一末端

グメソトが酸性脂質と特異的に反応し，しかも酸性脂　　にイオソ結合するものと考えられ，サルファタイドに

質のうちサルファタイドはホスファチジルセリソとは　　比して結合量が少ないことは，両者の結合様式の違い

違った方向からペプタイドフラグメントと結合すると　　によるものと想像される。これらの酸性脂質の間で脂

いう仮説をたてた。今回，塩基性蛋白1モルと酸性脂　　肪酸の長さが違うことも，このような結合様式と決し

質10モルよりなる複合体をC－M可溶として単離した　　て無関係ではないように思われる。

が，その分子構造を考えるうえで，この仮説は重要な　　　この複合体を中心核として，その周辺に脂質二重層

示唆を与えた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　がうまく組み合わさって形成されたものが，ミェリソ

　図5にミ＝リンにおける複合体の分子構造モデルが　　膜構築の分子モデルと考えられる。図5のモデルでは，

太線で示されている。このモデルにおいては，ヘアピ　　サルファタイドとガソグリオシドとの透間に，ミエリ

ソ構造をとる塩基性蛋白のC一末端側ポリペプタイド　　ンの主要糖脂質であるセレブロシドが配置してある。

にサルファタイドとガングリオシドがイオン結合し，　　　　ミエリン膜には，塩基性蛋白の他にリポフィリンや

それらの糖部分はC一末端側とN一末端側ポリペプタイ　　高分子量蛋白などが存在するが，本研究における複合

ドの間に位置している。また脂質のスフィソゴシソと　　体形成や，EAE活性から考えて，ミエリン膜におけ

オキシ酸のイミノ基（－NH），水酸基（－OH）はN一末　　る塩基性蛋白の役割は極めて大きいものと思われる。

端側ポリペプタイドと水素結合を形成し，脂肪酸の炭　　　また，複合体のEAE活性が塩基性蛋白単独の場合

化水素部分はN一末端側ポリペプタイドの一部疎水部　　に比べて軽度であることも興味ある知見であった。今

分と疎水結合している。これら種々の結合により，サ　　日までEAE発症の抑制実験が種々報告されている

ルファタイドとガングリオシドはかなり安定に塩基性　　27）－31）が，それらの現象をうまく説明できる解釈は現

蛋白と結合するものと考えられる。一方，ホスファチ　　在までない。本研究における発症の軽度化が，複合体

ジルセリソは逆の方向からC一末端側ポリペプタイド　　の形成に基づくものなのか，酸性脂質の潜在的な作用
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にょるものなのかは・現在までの知見では不明である。　ル比）で構成されていた。複合体の化学構造における

しかし，さらにうまい感作によりこのような複合体が，　知見から，ミ＝・リン膜における複合体の分子構造モデ

本来極めて難しいとされた多発性硬化症の増悪・寛解　　ルが示された。

を伴う症状ならびに脱髄現象を解明するための実験モ

デル作成に役立てば幸いである。　　　　　　　　　　　この実験を進めるに当たり，終始御指導下さった信

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　州大学医学部順応生化学教授　武富　保博士，また，
　　　　　　　　V　結　　　語
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　病理組織学的検討を行って戴いた信州大学医学部精神

　犬大脳白質ミエリソから塩基性蛋白一酸性脂質複合　　　神経科教授　原田憲一博士，組織標本の写真撮影に協

体が単離された。その化学構造およびEAE活性が検　　力して下さった信州大学医学部第一病理学教授　重松

討され，以下の結果が得られた。　　　　　　　　　　秀一博士，および助手赤川直次博士に深く感謝の意

　1　複合体は乾燥ミ＝リソをP－H（2：3，v／v）で　　を衷します。

処理した後，C－M（2：1，　v／v）で抽出することで得　　　この研究の要旨は，1979年11月，第18回日本神経化

られた。収量は1mg乾燥ミエリソあたり56．2μ9であ　　学会（東京）にて発表した。

り，脂質に対する蛋白の比率は2．56であった。

2uea体に関与する酸性脂質は総脂質の91％を占　　　　　文　献

めていた。酸性脂質はサルファタイド（55．6％），　　　1）Braun，　P．　E．　and　Radin，　N．　S．：Inter一

ホスファチジルセリソ（22．8％），総ガソグリオシド　　　　action　of　lipids　with　a　meエnbrane　structur

（12．4％）から成り立っていた。総ガソグリオシドの　　　　alprotein　from　myelin，　Biochemistry，8：

59．0％はGMエガングリオシドであった。　　　　　　　　　4310－4318，1969

　3　脂質の構成脂肪酸は各脂質においてミエリン特　　　2）Brophy，　P．　J．：Association　of　pr。teolipid

有のものであった。サルファタイ画こは直鎖酸，オキ　　　　apoproteins　from　bovine　myelin　with

シ酸ともに長鎖脂肪酸が多く含まれ，主要脂脂酸はい　　　　phospholipid　in　bilayer　vesicles，　FEBS

ずれの場合もC24であった（それぞれ，48，1％，66．3　　　　Lett，84：92－96，1977

％）。ホスファチジルセリンの主要脂肪酸はCl8（92．8　　3）Cockle，　S．　A．，　Epand，　R．　M．　and　Mosca・

％）であり，ガソグリオシドでも同様にC18脂肪酸が　　　　rello，　M．　A．：Intrinsic　fluorescence　of　a

全体の73％を占めていた。　　　　　　　　　　　　　　　　hydrophobic　myelin　protein　and　some

　4　蛋白成分の74．8％はミエリン塩基性蛋白であり，　　　complexes　with　phospholipids．　Biochemis

その他微量のミエリン蛋白（リポフィリソ，高分子量　　　　try，17：630－637，1978

蛋白）が含まれていた。　　　　　　　　　　　　　　4）Palmer，　F．　B．　and　Dawson，　R．　M，　C．：

　5　複合体の形成は，塩基性蛋白と酸性脂質による　　　　Complex　formation　between　triphospho・

イオソ結合に大きく依存していた。　　　　　　　　　　　inositide　and　experimental　allergic　en．

　6　複合体によるEAEの発症は，塩基性蛋白やミ　　　　cephalitogenic　protein．　Biochem　J，111：

エリソを用いた場合よりも，臨床的に比較的軽度なも　　　　637－646，1969

のであった。複合体で感作した群は，対象より遅い発　　　5）Demel，　R．　A．，　London，　Y．，　Geur亡s　van

症を示し，発症後約1週で死亡した。また一部は寛解　　　　Kesse1，　W．　S．　M．，Vossenberg，　F，　G，　A．

したが，観察期間内（60日聞）では再発は見られなか　　　　and　van　Deenen，　L．↓，　M．：The　specific

った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　interaction　of　myelin　basic　protein　with

　7　複合体による感作で発症，死亡したモルモット　　　　IiPids　at　the　ai「－wate「interface・Biochern

の中枢神経系内における細胞浸潤と血管周囲性肉芽性　　　　Biophys　Acta，311：507－519，1973

炎症像は脊髄に最も強く，脳幹，大・小脳にも散在し　　6）London，　Y，，　Demel，　R．　A．，　Geuts　van

ていた。白質に好発していたが，病変の周囲に脱髄の　　　　Kessel．　W．　S。　M．，Vossenberg，　F．　G．　A．

拡がる傾向までは見られなかった。　　　　　　　　　　　and　van　Deenen，　L，　L．　M。：The　protection

　8　複合体は，サルファタイド：ホスファチジルセ　　　　of　Al　myelin　basic　protein　against　the

リソ：ガソグリオシド：塩基性蛋白が6：3：1：1（モ　　　　action　of　proteolytic　enzymes　after
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