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Abbrevlations:

LPS, lipopolysaccharide;

NMR,nuclear magnetic resonance;

ELISA.enzyme-linked immuosorbentassay;

GLC/MS.gas-liquidchromatography/rnassspectrometry,･

CFU.colonyformlng unitJ

GalNA,galactosaminuronic acid,I

GalNAcA,N-acetylgalactosaminuronic acid;

GalNFoA,N-formylgalactosaminuronic acid;

GalNAcA(amido).空-acetylgalactosamlnurOnamide.･

GalNFoA(amido).空-formylgalactosamlnurOnamide;

QuiNAc,9-aCetylqulnOVOSamine;

QuiNAcH2,空-acetylquinovosaminitol,I

Rha.rhamnose;

RhaH2.rh∂mnitol;

BacN.baclllosamlne;

Bac(NAc)2, 2,4-di一里-acetylbacillosamine;

Bac2BtOJi4NAc, 21N-(3-hydroxybutanoyl)-4-9-acetylbaclllosarnine.･

Hep, heptose;

KDO. 2-keto-3-deoxyoctonlC aCld.
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第 1章 序

緑膿菌は､環境に常在するグラム陰性菌であり､通常は病原性を示すことはない｡ しか

しながら､癌 ･火傷 ･免疫抑制剤投与 ･外科手術後等の免疫能の低下 した患者[卜3】や､崇

脂性繊維症(CysticfibrosIS)･びまん性汎細気管支炎 (DPB)等の基礎疾患をもつ患者

[4.5]に対 して日和見感染を引き起こす｡更に､緑膿菌は抗生物質に対する耐性頻度 も高い

ことから､その感染症は慢性化 し易 くしばしは致死的である【6.7]｡以上の観点から､緑膿

菌感染症の治療には抗生物質を用いた化学療法に代わるもの､または併用されるものとし

て免疫療法に関心が向けられている｡免疫療法にはワクチンによる能動免疫､免疫グロブ

リン製剤による受動免疫がある｡従来の免疫グロブリン製剤のうち､ウシ､ウマ等の動物

を免疫 して調製 した抗血清は高力価のものが得られるが､異種蛋白であることからアナフ

ィラキシーショノクやアレルギーなどの重篤な副作用を起こす可能性があるため､細菌感

染症治療剤としては限界がある｡また現在用いられている献血者の血液から分画 ･精製さ

れたヒト免疫グロブリン製剤は､力価が低い､ロット差が大きい､供給源に限界があり安

定 した大麦生産が困允である､AIDS,肝焚ウイルス等の混入によるバイオ-ザー ドの

危険性があることなどが問題となっている｡

以上の観点から､ヒトモノクローナル抗体の感染症治療剤としての応用が盛んに研究さ

れている｡緑膿菌に対 してもヒトモノクローナル抗体が作製され､その感染症治療効果が

検討 されている〔8-12〕｡ しかしながら､強い感染治療能を有する抗体は緑膿菌の十致種存

在する血清型に特異的なものに限られ､全ての緑膿菌に対応するには多種の抗体が必要と

なる｡この欠点を克服するために､多くの研究者は緑膿菌のうちで臨床分離頻度の高い血

清型を5から7種頬程度選択 し､これらの血清型特異抗休を混合 したカクテル剤として緑

膿菌感染症に対応 しようとしている[9-11]｡

本研究において筆者は､緑膿菌の血清型を越えて存在する感染防御抗原の検索と感染症

治療への応用を目的として､緑膿菌表層のリポ多糖抗原もしくはそれに類似 した多糖抗原

について化学構造の決定とモノクローナル抗体 (治療剤への応用の観点から主としてヒト

モノクローナル抗体)による解析をおこなった｡

リポ多糖 (lipopolysaccharide;LPS)は､グラム陰性菌の細胞表層 (外膜)の主要

な構成成分の一つであり､細菌内毒素活性と〇一抗原 (熱安定性抗原)活性の2つのDIrJ面

をもつ糖脂質である｡腸内細菌では､LPS分子は0-抗原多軌 コアオリゴ糖, リピド



Aの3部位から成 り立つ〔13】｡緑膿菌のLPSも頬似の分子構造をもつことが知 られてい

る (図1)〔14]O(i)〇一抗原多糖は､その菌株の主たる熱安定性抗原の本休であり､〇一

血清型を担 う部位である｡0-抗原多糖は､一般に1-7軽蔑基から成る繰り返 し単位が

つながった多糖鎖であり､0-血清型毎に特徴的な轄組成､糖配列を有 しており､抗原決

定基を形成 しているO緑膿菌の〇一血清型分類は古くから多 くの研究者によって行われて

おり､現在ではそれらの問の血清学的対応関係 も明確にされ､欧米においては､Liuらによ

るInternationalantlgenictyplngscheme(lATS)[15]､もしくはHabsの分頬[16】が､

日本においては本間のアルファベ ト表記を用いた分頬(1976年)[17.181､東欧においては

Lanyi等の分類【19,21〕が､広 く受け入れられている.表1に､各血清型分頬の対応関係を示

す[20,21】0-万､緑膿菌〇一抗原多糖の化学構造の研究は､ここ10年間に飛躍的に進歩

し､大半の血清型の標準株について化学構造が明らかにされつつある[22]｡緑膿菌の0-

多糖の特徴としては､ア ミノ糖に富む組成であり､種々の珍 しいア ミノ糖が同定 されてお

り､天然において緑膿菌でしか兄いだされていないものも少なくない｡(ii)コアオリゴ糖

は､〇一抗原多糖とリピドAの中間に位置する10轄妓基程度の領域であるOコアは更に

lnnerとouterに分けられる｡ innercoreは2-ケ トー3-デオキシオクトン酸(KDO)とヘプ

トースからなる領域で､詳細な化学構造にはheterogeneityが認められるが､化学構造､抗

原性の両面でグラム陰性菌LPSにおいて比較的共通性の高いと考えられている部位であ

る[23.24】｡一方､outercoreは､大腸菌やサルモネラ菌で致種のタイプが知 られている

〔25]のみで構造研究や､共通性に関する系統的な研究は殆どないのが現状である｡緑膿菌

のLPSのoutercore部位については､いくつかの菌株において組成分析がなされ､共通

成分としてD-グルコース,L-ラム/-ス,D-グルコサ ミン,L-アラニンが認めら

れており【14】､菌株による変化が少ないと考えられているO しかしながらそれらの組成比

は菌株毎で異なることから､構造の多様性が示唆されているにとどまり､詳細な化学構造

の検討 も数例【26.27]しかない｡ (iii)リピドAはグルコサ ミンの2糖, りん酸及び脂肪

酸を主成分とする糖脂質で､細菌内毒素としての種々の活性を担っている部位であり､多

くのグラム陰性菌LPSで共通の構造を有することが知られている[13.25].

著者は､この複雑で多様性のある緑膿菌のリポ多糖抗原について〇一血清型を越えた共

通抗原の検索を化学構造とモノクローナル抗体を用いた免疫学的性質の両面から検討 した｡

更に､モノクローナル抗体については､緑膿菌感染症治療剤への応用を鑑みて､主として

ヒトモノクローナル抗体を作製 し､性状を解析 したO
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図1.グラム陰性菌の表層構造(A)及びリポ多糖(LPS)(B)の一般構造の模式図



表 1.緑膿菌の各種血清型分類の血清学的な対応関係 (文献19.20)
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本論文の第 2葺では､緑膿菌共通抗原として期待されるLPSコア部位のヒトモノクロ

ーナル抗体による解析.第 3葦では､いくつかの血清型の0-抗原多糖に共通 して存在す

るガラク トサ ミヌロン酸に着目し､ガラクトサ ミヌロン酸含有O-抗原多糖の構造決定と

該残基を特異的に認識するヒトモノクローナル抗体の作製について｡第 4寺では､緑膿菌

の共通多糖抗原と考えられるLPS標品中の微量成分D-ラムナンの単離と化学構造の決

定について述べる｡



第2章 緑膿菌 リポ多糖のoutercore部位を認識するヒトモノクローナル抗体

2-1.序

第 1茸でも述へたが､緑膿菌LPSの0-抗原多糖のつけ根に存在するオリゴ糖部位､

outercoreには構成成分として共通に､D-グルコース,L-ラムノース, D-ガラク ト

サ ミン,L-アラニンを含有 していることが報告されている｡一方､それらの組成比は株

ごとに異なっており､outercore部位の構造の多様性が示唆されている[14】Oしかしなが

ら､本部位の詳細な化学構造の解析は数例[26.271しか報告がなく､構造の共通性 ･多様性

に関する体系的な研究は全 く無いのが現状である｡本章では､菌株や血清型毎による変化

が比較的少ない部位であると考えられ､緑膿菌共通抗原として期待されるLPSのouter

core部位を認識するヒトモ/クローナル抗体を作製 し､エピトープの同定 と共に該部位の

抗原性における共通性について検討 した｡ 2種のヒト抗outercoreモノクローナル抗体の

緑膿菌臨床分離株への結合性を検討 した結果､outercore部位は､血清型を越えた抗原性

を有する部位であるが､緑膿菌全般に共通ではなく多様性のあること｡その多様性は〇一

血清型とある程度の相関があること｡また抗outercoTe抗体のうち､あるものについては

緑膿菌感染症に対 して高い治療効果を持つことを明かにした[28]｡

2-2.材料と方法

塾昼

緑濃蘭本間血清型別標準株[17.18]は､東京大学医科学研究所より入手 したO緑膿菌PAC

l株及びpAcIR株 (Habs血清型03)とそれら由来のLPSに欠損をもつ変異株[27]はDr.

P.M.Meadow(UniversityCollegeofLondon)より分与を受けた.緑膿菌臨床分離株は､

住友製薬研究所所蔵の株を用いた.血清型はマウスモノクローナル抗体,メイ ･アッセイ

緑膿菌[29](明治製菓)を用い､スライ ド凝集法によって決定 した｡緑膿菌はハー ト･イ

ンフュージョン寒天培地 もしくは-ー ト･イン7-ジョン液体培地 (日水製薬)で37℃

で培養 した｡

LPSの調製

対数増殖後期まで培養 した緑膿菌の菌体をアセ トンで脱脂､乾燥させた.歯体からのL

PS抽出は､Smooth型の菌株からはYestphalとJannの方法【30]に従 った.即ち､菌体を

45%フェノールで70℃,15分間処理 して水屑に抽出した｡ これをCetavlonで脱核醸 した後､



エタノール沈毅をLPS標品とした｡rough型の菌株,M型菌株からのLPSの抽出は､

UchidaとMizushlmaの方法【31】に従った｡ 即ち､(1)MgCl,/TritonX-100の熱処理による

蛋白の変性,(2)EDTA/TrltOnI-100によるLPSの可溶化,(3)NgCl,によるLPSの沈

蘇,(4)エタノール沈藤の4段階による抽出を行った｡緑膿菌以外のグラム陰性菌由来の

LPSは､ListBiochenicalLaboratoriesInc.もしくはRibilmunochenResearchlnc.

より購入 した｡

ヒトモノクローナル抗体産生細胞株の樹立

ヒト末梢血 リンパ球は､緑膿菌抗原に高い抗休価をもつ健常人から得たヘパリン処理血

液(100nl)をフイコ-ル密度勾配(Mono-polyresolvingmediuTn:FlowLaboratorieslnc.)

を用いて調製 したO得 られた リンパ球を02%pokeyeedTnitogen(Gibco),非働化(56℃,

30分)した20%(vol/vol)ウシ胎児血清 (TlyC)one),0.05Tng/mlピルビン酸ナ トリウム.

0.15mg/mlオキザロ酢軌 02U/mlウシインソユリン,30JLg/mlヒトトランスフェリ

ン.5x10-BM2-メルカプ トエタノール.0.0002%(yt/vol)緑膿菌ホルマリン死顔 IID

1001(血清型A)及びIIDIOZO(G).100U/nlペニシリンG (明治製菓).50〟g/ml

硫酸ス トレプ トマイシン (明治製菓)を含む RPMl-1640培地 (日水製薬)で 37℃,湿度

loo又,5%C02の条件下､2.OxlO■cells/mlの細胞濃度で6日間培養 した｡invltrO感作 し

たPBLを ヒトーマウスへテロミエローマ SHN-D33と3:1の比になるように混合 し､融

合操作を行 った.SHN-D33抹 (ATCCCRL1668)【32]はDr.N.～.H.Teng(StanrordUni-

verslty)より分与を受けた｡細胞融合は､OiとHertzenbergのポリエチレングリコール

(PEG)法〔33】に従った.PEG溶液は､45%(yt/γol)のPEG4000(Nerck).lo駕(γol/

vol)のジメチルスルフオキシドをpBSに加温､溶解 したものである｡融合細胞は､15%

牛胎児血清添加Iscove改変Eagle培地 (日水製薬)を基本培地とし､添加物として 5xlO-I
N 2-メルカプ トエタノール.100U/nlペニシリンG.50FLg/コ1ス トレプ トマイシンを

添加 した培地で96穴プレー トで培養 した｡-イプリド- マの選択は 先の培地に100〟M

ヒポキサンチンと1JLg/n17ザセリン〔34】を添加 した培地で行った.96穴プレー トでの

培養には､BALB/Cマウスの肺細胞 と腹腔浸出細胞をフィーダー細胞として用いた｡緑膿歯

に対する特異抗体価は､ハイブリドーマの培養上清をELISAに供 して検出した｡最初､

血清型標準株A (HD1001),B(llD1002),M (IID5018)の菌体サスペンジョンの混合

したもの,ど (IIDIO30),G (JIDIO20), I (IID1010)の混合物,またはハー ト･イン

フュージョン･プロース (非特異的に結合する抗体を除 くため)の3種の抗原吸着プレー



トを用いて特異抗体のスクリーニングを行ったO前 2着のプレー トで随性であったウェル

の細胞を拡大し､AからMまでの本間血清型別標準株 18株それぞれを用いて リアッセイ

を行った｡クローニングは､限界希釈法によった｡

ELISA

抗体の結合特異性とtiterの測定は､ELISA法によった｡菌体吸着プレー トは以下の

方法で作製 した[35]｡緑膿菌薗休のP8S懸濁液(A… O≡0.2)を96穴ポリウ̀ィニルマイ

クロプレー ト(Falcon)に50JLlずつ分注 し､700xgで15分間遠心する｡2‡グルタルアルデ

ヒドを分注し､室温で 15分間インキユペー トして菌体を固相表面に固定する｡PBSで

洗浄後､3%牛血清アルブ ミン (BSA)のPBS溶液を分注､4℃,一夜放置 し､抗原の

吸着 していない固相表面をブロッキングする｡プレー トを洗浄後､減圧下で乾燥させ､ 7

ノセイに用いたoLPS吸着プレー トは以下の方法で作製 した[36]oLPSを25LLg/mlの

漉度で炭酸緩衝液(15mNNa,C0..30mNNaHC0,.3nMNa川.;pf196)に溶解 したものを

96穴マイクロプレー トに分注 し､4℃で一夜インキュベ- トする｡LPS溶液を捨てた

後､3%BSAのPBS溶液にて､4℃で一夜,もしくは37℃で 2時間インキエペ- ト

でブロッキングした｡溶液を捨てた後､減圧乾燥させた｡抗原吸着プレー トは､-20℃

で保存 した｡

抗原吸着プレー トを0.05‡Tyeen20含有 PBS (PBST)で洗浄 した後､試料 (抗体

溶液)を分注､37℃で2時間インキュベー トした｡プレー トをpBSTで洗浄 した後､

2次抗体としてアルカリフ*スフ7･ターゼ標識 したアフィニティー精製ヤギ抗 ヒトIgG

もしくは IgM抗体 (Xirkegaard良PerryLaboratories)のPBST溶液を分注 し､37℃

で2時間インキュベーションしたo プレー トをPBSTで洗浄後､基質として sodlum

p-nitrophenylphosphateを3mg/Tnlの漉皮で10%エタノールアミン綬衝液 (pH9.1; 0.1

mg/mlMgC12･6H20,0.2Tng/TDINaN3を含有)に溶解 したものを分注 し､室温で 15分間イ

ンキュベーションした｡405nmの吸光度をTitertekNultlSkan(FlowLaboratories)で測

定 した｡

ELJSAによる競合反応は､モノクローナル抗体溶液 (1FL富/nl)と同容丑の出合物質

溶液とを混和 し､37℃で 1時間インキエペー トしたO反応混液を上記の方法に従 ってEL

1SAに供 した｡

sDS-ポリアクリルア ミドゲル電気泳動とYesternblotting

試料を 30mM トリスー埴酸緩衝液 (pH6.8). 1.5%SDS,5%グリセロール. 25%



2-メルカプ トエタノール.0.005‡ブロモフェノールブルー中で100℃.5分間加熱する｡

SDS一ポ リアクリルア ミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)はLaemmllの方法[37】に従

って､10-20%グラジエントゲルプレー ト (罪-化学薬E.E'.,)を用いた｡電気泳動の後､

LPSをゲルからPVDF膜(NilliporeCorp.)に電気的に トランスファ-した【381.フィ

ルターを2%カゼイン (PBS溶液)でブロッキングした後､モノクローナル抗体溶液

(1Jig/Tnt)に浸 し､37℃で2時間インキュベー トする｡PBSTで洗浄 した後､アルカ

リフォスファクーゼ標識ヤギ抗 ヒトIgM抗体溶液に浸 し､37℃で2時間インキュベー

トす るo発色基質は､0.5mg/nlの感度でsodium5-broTnO-4-chlor0-3-1ndoylphosphteを前

出のジェクノールア ミン緩衝液(pH91)に溶解 したものを用いた｡ゲル上のLPSはBIO-

RadsHverstainkit(Bio-Pad)を用い､銀染色法によって検出した｡

匡l本田田

緑膿菌の懸濁液(A…0-0.1)を96穴マイクロプレー トに50JLlずつ分注 し､そこに2

倍希釈系列をとった抗体溶液を50JLl添加する.4℃で一夜放置 した後､凝集を観察 したD

感染治療効果

5%ムチ ン(Dlfco)に懸濁 した種々の菌丑の緑膿菌(0.2nl)を4i固齢の ICRマウス (♂,

一群 10匹)の腹腔内に感染させた｡ 1時間後に､モノクローナル抗体(0.2Tnl)を腹腔内

に投与 した｡ コン トロール群については10′上g/headのBSAもしくはへテロミエローマ

SflMID33の培養上清を投与 した｡ 1週間後の生浅率から､菌の50%致死丑(LD..)を算出 し

た【39]｡

その他

イム/グロブ リンクラスとL鎖の決定は､アルカリフ*スファターゼ標識ヤギ抗 ヒト

IgGもしくは IgM抗体,アルカリフ*スフ7ターゼ標識ヤギ抗 ヒト入鎖 もしくはJC鎖

抗体 (Tagolnc.)を2次抗体として用いてELISA法により決定 した｡ Dulbecco'S

phosphate-bufferedsallne (PaS:pH72)の組成は､Ilあたり NaC18g.XCI0.2

g.Na2HPO.･12Hz02.9g.m2P0-0.2gである.メチル-L-ラムノシドは､L-ラムノ

ースを1%HCl含有 メタノール中で100℃.4時間反応させて得た[40】｡



2-3.結果

昼緑膿菌 ヒトモノクローナル抗体産生-イプリドーマの樹立

特異抗体産生-イプリドー マの出現頻度を上げるために､緑膿菌菌体表層抗原に対する

抗体価の高い ドナーをELISA法によって選択 し､その ドナーから得たヒト末梢血 リン

パ球をinvitroでpokeyeedmitogenと緑膿菌のホルマリン死菌にて感作 した｡得 られた感

作 リンパ球をヒトーマウスへテロミエローマ SHN-D33とPEG法で細胞融合を行 った｡ 4

週間後に-イプリド- マの生育が観察されたウェルについて､その培養上清中の特異抗体

価を緑膿菌菌体を固相抗原としたELISA法でスクリ-ニングした｡

その結果､特異抗体の中で血清型別を越えて結合する2クローンが得られた｡Nu-4H7は､

IgM (LL,A)､FK-2E7は IgM (LL,K)であったO各細胞株を108cells/mlの濃度

で植え込み､3E]問培養 したときの抗体産生量は､両クローンとも10から20LLg/mlであっ

た｡

これらの ヒトモノクローナル抗体の本間血清型別標準株に対する結合性を表2に示す｡

NH-川7は､A,F,G,H,K型株に､FK-2E7は､A,D,E,F,G, I,L型株に対

して特異的な結合を示 した｡

Westernblottingによる解析

抗体の認識部位を検討するために､精製LPS標品を用いてYesternbloHingを行ったQ

図2-Aは､LPSをsDS-PAGELたものを叙染色 したものであるoLPS分子の0-

抗原多糖部分の分子量の不均一性に起因する1adder状 もしくはsnear状の広い範囲のバンド

が認められた｡一方､MH-4H7によるプロッティングの結果(図2-B)､EL】SAで結合の認

められたA型,C型株由来のLPSでは低分子量の領域に特異的に結合が認められたo L

かLELISAと同様にB型株では特異的な結合を全 く認めなかった｡同様に､FK-2E7の

結果(図2-C)もELISAで結合性の認められた菌株 (A型,G型)でのみ特異的に低分子

丑のLPSに対する結合が認められた.この結果は､この2種の抗体のエピトープが少な

くとも〇一抗原多糖上にではなくコアもしくはリピドAにあることを示唆 しているO

エピトープの同定

MH14H7.FX-2E7のエピトープとして重要に関与 している梧残基を同定するため､緑膿菌

PACIR由来のLPSに欠損部位をもつ一連の変異株に対する結合性を検討 した｡これらの標

準株については詳細な化学構造が決定されており[27]､それらを表3に示 したoPACIR株は

flabs血碕型03 (本間血清型A型に対応する[21])に属すると報告されている｡NH-川7及
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表2.線膿歯LPSコアヒトモノクローナル抗体 W卜川7･FK-2ETの緑膿歯本間血酒型別

標準株に対する結合性

結合活性は緑膿菌菌体を固相抗原としたELISAによって､405nnの吸光度で表 したo

Bindingact iv ity (A405)
MH-4H7 FK-2E7

0
2
8
6
0

6

2

6
6
2
7
7

8

7

1
0
0
0
0
0
1
0
1
0
1
0
1
0
0
1
0
0

no

7
8
8
3

0

7

7
〔0
9
3

CO

1
0
0
nU
0
0
0
nU
1
1
l
1
0
0
1
0
0
nU

A
B
B
B
ち
C
D
E
F
G
G
H
I
∫
K
▼⊥
M
M
H

1
2
7
3
4
1
4
0
6
nO
O
9
0
1
2
1
〔0
5

o
nu
o
1
0
2
0
3
0
0
2
nU
1
l
1
4
1
1

0
0
0
0
0
nU
nU
1
nU
0
0
0
0
0
0
1
nU
0

1
1
l
1
5
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
5
5
1

D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

i
I
T⊥
l
I
I
T⊥
l
I
I
T⊥
l
I
I
T⊥
l
I
I

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
l
I
I
I
T⊥
l
i
I

ll
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ぴFK-2E7の結合性をこれらの歯休を固相抗原としたELISA法で検討 した｡また､ A型

特異的なマウスモノクローナル抗体Nei-assayAを比較対照とした｡その結果 (表3)､血

清型特異的なモノクローナル抗体Mei-assayAは､smooth型株であるPACIR及びpAC609に対

して強 く､SeTnirough型株のPAC608には相対的に弱 く結合 した｡一方､rough型のPAC557.

pAC556.PAC611に対 しては全 く結合性を示さず､菌体表層の0-抗原の塁との相関を認め

た｡ ヒトモノクローナル抗体NH-4HTは､PAC608.PAC557に強 く結合するが､PAC556.PAC

611には全 く結合性を示さなかった｡以上の結果は､PAC557からPAC556への変異､即ちLP

Sのoutercore中のL-ラムノース残基の欠損によってNH-4HTの結合性が失われたことを

示 し､この浅基がェピトープとして重要に関与 していることを示唆 している0-万､FX-

2E7についてはPAC557からPAC556への変異によって抗体の結合性が著 しく減少 しており､

MH-4TI7と同様の現象が認められたO しか しながら､PAC556.PAC611に対 してはMH-4H7とは異

なり､弱いながら結合性が認められるoいずれの抗コア抗体についてもsTnOOth型株である

PACIR.PAC609への結合活性はrough型株に比べると相対的に弱い｡以上の結果とウェスタ

ンブロッティングの結果とを合わせ､ NH-4H7.FK-2E7共にエピトープは緑膿菌LPSの

outercore部位にあると推定 した｡

単軌 こよる抗原結合阻害実験

エピトープに関与 している糖妓基を推定するために単糖及びその誘導体による結合阻害

活性を検討 したO緑膿菌HDIO20抹由来LPSを固相抗原としたELISAの系に種々の

単糖を添加 したときの抗体の結合活性を見た (表4)Oこの結果､FX12E7は検討 した単糖の

うちで有意に抗体の菌体への結合を阻害するものは認められなかった｡一方､MH-4HTにつ

いてはL-ラムノース及びメチルIL-ラムノシド(a7ノマ-を90%含有する標品)

で特異的な阻害活性を認めた｡50%の結合阻害の認められる濃度(lD‖)は､それぞれ

100mM.15mNであったo以上の結果とPACIR株由来の変異株-の結合性からMH-4H7のエピ

トープとしてLPS outercore中のL-ラムノース残基 もしくはその近傍が重要に関与 し

ていると推定 した｡

緑浪曲以外のグラム陰性菌由来のLPSに対する交差反応

Hn-4日7及びFK-2E7の種々の菌由来のLPSに対する結合性を緑膿菌IID1020菌体を固相

抗原としたELISA系にLPSを添加 して結合阻害活性でみた｡その結果 (図3)､検討

したLPSのうちでFK-2E7と交差反応するものは全く認めらなかった0-万､MH-4日7は､

大腸菌026B6由来LPSに対 して比較的強く､大腸菌055:85由来LPSには弱いながら交
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表3･ ヒトモノクローナル抗体 NE14RT.FK-2E7の緑膿菌 PiCIR株由来のLPSに欠損部位をもつ一連の変異株に対する結合性
コアの構造は文献[27]によった｡(0-Ag)はO-抗原多糖の繰 り返 し単位を表す｡

strain C憲 一 LPScorestructure Bindlngactivity 'A405'

MH-4HT FK-2E7 Me卜assayA

PACIR S

PAC609 S

PAC608 SR

PAC557 R

PAC556 R

PAC611 R

GIcRha GIc
l l 】

(0-Ag)n-GIc- Ga lN-Hep-KDO-KDOI
Ala

GIcRha
1

(0-Ag)n-GIc-Gと lN-Hep-KDO-KDOJ

Ala

GIc Rha G I G

1 l I

(OIAg)1-GIc-GalN-Hep-KDO-KDOJ

Ala

GIcRha GIG
I I
GユC-GilN-Hep-KDO-KDO
I
Ala

GIc G I c

I J

GIc-GalN-Hep-KDO-KDO
I
Ala

GIc-GalNIHep-KDO-KDO
J
A1a

0.25 0.15 1.24

0.28 0.18 1.12

1.11 1,48 0.40

1.13 1.62 0.02

0.02 0.38 0.03

0.04 0.20 0.06



表 4･単軌 こよるNE14H7の接収由ⅠID1020株由来LPSに対する結合の阻昏

緑膿菌lIDIO20株より調製 したLPSを固相抗原としたELISAの系に､単糖を添加 し

てNH H7の結合に対する阻害活性を検討 した｡Nethyl-L-rhannosideはa体を90%含有する

接品｡

Concentration Residual
(mM) activity(%)

L-Rhamnose

Methy1-L-rhamnoside

L-Fucose

D-Fucose

DIQuinovose

D-Manmose

D-Galactose

D-Glucose

N-Acetyl-D-galactosamine

N-Acetyl-D-glucosatnine

D-Glucuronicacid

nu

o

o

nu
nu
0

O

(U

0

0

0

0

0

5

0

5

nU

0

0

0

0

0

0

0

0

0

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

2

5

4

0

3

0

5

9

6

3

6

0

4

6

1

2

0

∩〕
0

9

9

0

9

0

9

1

1

1

1

1
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差反応を認めた【41】｡

感染治療効果と生菌凝集活性

NHl4H7及びFK-2E7のマウス実験的感染症における治療効果と生菌凝集能を検討 した (義

5). マウス腹腔内感染系において､HH-4H7はELISAで結合の認められた緑膿菌菌株

(血清型A,G,H型株に対 して0.OlからlLLg/headの投与量で有意な感染治療効果､更

には強い生菌#集活性を認めた｡一方､rough型であると考えられているM型株については

有意な感染防御活性は認めなかった[39]o

FK-2E7については､invitroで結合性の認められたE.G, Ⅰ型株いずれに対 しても感

染治療効果､生菌凝集活性共に認めなかったo

緑膿菌臨床分離株への結合性

臨床分離頻度の比較的高い血清型を選択 し､それらに属する緑膿菌臨床分離株への結合

性を歯体を固相抗原としたELISA法で検討 した.結果を表6に示す.MH-4H7はA, ド,

G,H,K型株に高頻度(57から86%)で､また約半数のM型株に結合した｡一方､ B,C,

E, l型株には全 く結合性を示さなかったoFK-2E7は､E型, I型株には約90%の高頻度で､

M型株には約50%､A,G型株には約30%の株が結合するが､他の血清型株とはほとんど結

合を認めなかった｡以上の結果は､両クローンとも血清型による結合頻度の片寄りが存在

することを示唆 している｡

2-4. 考察

ヒトモノクローナル抗体NH-4日7,FX-2E7を産生する-イプリドーマをヒト末梢血 リンパ

球とヒトーマウスへテロミエローマ SHN-D33との細胞融合によって得た｡ これらのヒトモ

ノクローナル抗休の認識抗原は緑膿菌LPSのコア部位にあることを示 した0

0-抗原多糖鏡の付け根に位置するコア部位に対する抗休の緑膿菌への結合活性を決定

づける､あるいは影響を与える要因として以下の2つが考えられる｡ (i)LPS分子のコ

ア部位に抗体のエピトープが存在するか否か､(ii)エピトープ自身は存在 しているがそれ

が細胞表面上にどの程度露出しているか､の2点であるoMH-4日7.FK-2E7同様に､菌体を

固相抗原としたELISAで全 く結合性の見 られなかった菌株については､前者のカテゴ

リーに屈すると考えられる｡その例であるIID1802株 (B型)では､ウェスタンブロッテ

ィングの結果でいずれの分子丑のLPS分子とも結合が認められないことからもエピトー

プ自体が存在 しないことを示唆 している.一方､後者のカテゴリーに属する例は､表3に
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表5･ ヒトモノクローナル抗体 Mト4F7,FK-2ETのマウス実験的感穀症に対する治療効果及び､菌体凝集活性

#集活性は緑膿菌菌体(cal5xlO-CFU/ml)を叔発させる最少抗体洩度で表 した (nd.･〉25 /Lg/ml)o
Protectionratio=LD"(monoclonalantlbodytreated)/LD"(control).

MAb

ch霊……nge c崇崇 ge A讐三豊 言;ing LD50 (CFU) ｡r｡…霊宝protection
(Pg/head) (serotype) (Pg/ml) Control MAbtreated

MH-4H7 0.1 SP6788 (G) 0.94
0.1 SP9792 (G) 0.94
1.0 SP6783 (A) 0.47
1.0 SP7514 (H) 0.94
1.0 SP6764 (M) 15

FK-2E7 1.0 SP9757 (E) n.a.
1.0 SP10046(Ⅰ) n.d.
1.0 SP6788 (G) n.d.

3
5
4
1
2

0Ⅹ1
0Ⅹ1
OxlO
5xlO
摘 807g8xl

……≡…;… … 三三……‡三

0
4
0

2
9
8

1
2
8
4
1

1
0
0

1
3



表6. ヒト抗緑膿菌LPSコアモノクローナル抗体Hm m.FX-2E7の各種血的型緑膿菌藍

床分#株に対する結合性と血清型との相関

各菌株の菌体を固相抗原としたELISAにおいて405nmの吸光度が02以上のものを結合

陽性とした｡

Sero- Nutnber Numberof Existence
type tested binding-positive ofL-Rhamnose

MH-4H7 FK-2ET
in0-antigen

1
nO
nO
4
7
3
6
3
4
2
6

2
2

2

2
1
2

2
a

A
8

C
E
ど
G
H
I

K
M
TN

5

nU0
nU6nU
0

03
0
1

1

2
1

1

7

00
2
1
CO

nU1
nU02

2

2

1
b
C

十

一
一
一
+
+
+

一
十
?･?

甑 琵 …圭:fe:S;yE…sMn…‡eb……:gE;:wa三u;:2‥
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に示 したMH-4H7の結合性が非常に弱いPACIR.PAC609株である.即ち､NH-4H7のエピトープ

の存在するコア部位の構造は同一であり､長い0-多糖鎖が欠損 している点のみが異なる

ことが示されている【27】変異株PAC608(sem卜roughtype),PAC557(roughtype)に対 して

は強い結合活性が認められる.この結果は､MH-4H7の菌体への結合が高分子丑の〇一多糖

鎖による立体障害によって妨害されているものと考えられる｡同様の結果が､FK-2E7にも

あてはまるOまた､ウェスタンプロIyティングの実験においてNH14日7,FK-2E7共に､より

分子塁の小 さいLPS分子に対 して強 く結合する実験事実も､先の仮説を支持するもので

ある｡

緑膿菌LPSのコアの多様性については､LPSコア部位に特異的なマウスモノクロー

ナル抗体[42],ウサギ抗血清【43】が異なる血清型の緑膿菌菌株と反応する､しか しながら

全ての緑膿菌の菌株に反応するわけではないという実験事実から推測されているに過ぎな

く､この部位の多様性に関する体系的な研究は行われていない｡本論文においては､ 約

180株の緑膿菌棲準株及び臨床分離株に対する抗休の結合性を検討 した (表6)｡その結

果､LPSコ7を特異的に認識するヒトモノクローナル抗体NH-4H7及びFX-2E7は血清型を

越えて多くの緑膿菌菌株と結合するが､全ての緑膿菌には結合せず血清型によるかたより

が認められた.この結合性はLPSコア部位の多様性を反映 しており､緑膿菌LPSのコ

ア部位は､構成成分的には非常に類似 しているもののその化学構造には多様性があると考

えられる｡更には､ LPSコアの構造の多様性と血清型との間の相関性を示唆するもので

あると考える0-万､同 13血清型に屈する株でも抗コア抗休が結合する珠としない株とが

あり､同一血清型株間でコア構造に多様性があると考えられるoNH-4HTで認識されるエピ

トープ､即ちある特定の化学構造はA.ド,G,H,K,M型菌株のLPSのoutercore

に高頻度で発現 しており､FK-2E7が認識するエピトープはE, I型株に高頻度に､A,G,

M型株の一部にも発現 していることを示唆 している｡A,G,M型株で､MH-4n7とFX12E7

の両方の抗体が結合する株が認められていることから､両抗体のエピトープは相補的では

ないと考えられる｡

更に､NH-4H7については PACIR株由来の変異株との結合性 (表3)と単糖による結合性阻

書の実験からLPSのoutercore中のL-ラムノース残基がェピトープとして重要に関与

していると推定 した｡ L-ラムノースはLPS outercoreの共通成分として しられており､

MH-川7の結合性はコアのL-ラムノース残基もしくはその周辺部位の化学構造の多様性を

反映 していると考えられるo MH-4mは血清型A,F,G,H.K,M型の株に高頻度で結
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合するが､それ以外の血清型株には検討 した限り結合する株は1珠も認められなかった｡

興味深いことには､0-抗原多糖の構成成分としてL-ラムノースを含有 している血清型

はA,F,G,H,K,Nであり､l川14H7の結合する血清型と非常によい相関があるC但

し､N型株については入手できず検討 していない｡また､M型株は〇一抗原をもたないラ

フ型であると考えられている[18】｡以上の現象は､〇一抗原多糖におけるL-ラムノース

の存在とO-多糖とは独立 しているoutercore部位のL-ラムノ-ス浅基の近傍の化学構

造とに相関性のあることを示唆している｡この様な相関性に関する解釈として､ひとつに

は生合成桟橋上の問題があるo例えば､L-ラムノースの生合成中間体の合成酵素もしく

は0-抗原やoutercore部位へのL-ラムノーストランスフェラーゼ等の共有や相互関係

によって､outercoreのL-ラムノースの構造自体に影響を与えている可能性がある｡ し

かしながら､緑膿菌LPSの生合成機構に関する研究は殆どなく､以上の推定を支持する

情報は全 くないのが現状である｡

また､緑膿菌以外のグラム陰性菌由来のLPSとの交差反応では､唯一､NH-4H7が大腸

菌026B6由来LPSと反応 した.この結果は､NH-川7.FX-2E7共にエピトープが､共通性

の高いinnercoreやlipidAには存在 しないことの傍証であると考えられる.NH-4H7で認め

られた大腸菌026･B6由来LPSとの交差反応に関 して､詳細については文献41に譲るが､

類似の例として緑膿菌Lanyl04 (本間血清型Gに対応)と大腸菌026との交差反応を

1973年にLanyiらが､加熱死菌を免疫原にしたウサギ抗血清を用いた研究で確認 している

〔4り｡

本研究で､モノクローナル抗体による緑膿菌 LPSのコ7部位を解析 した結果､0-血

清型を越えた共通性の高い抗原性を有すること､しかしながら全ての緑膿菌菌株が同様の

コア構造を有 しているのではなく多様性のあることが ヒトモノクローナル抗体の結合性か

ら示唆された.更に､抗 LPSコ7抗体のうちでも菌体凝集活性のあるMHl4u7はマウス実

験的緑膿菌感染症においてM型以外の菌株で高い治療効果を認めた【39]｡一方､凝集能の

ないFK-2E7には全 く治療効果を認めなかった｡NH一川7についてはマウス腹腔マクロファ-

ジと補体 (緑膿菌吸収マウス血清)共存下におけるopsoTtOphagocytosis活性と感染治療効

果によい相関を認めており〔39】､緑膿歯感染症治療効果の作用機序としてオプソニン効果

が重要であると考えられる｡ しか しながらM型株のように州-4H7のオプソニン効果の認め

られない菌や､FX-2E7の様に抗体自身が活性を持たない場合など､原因を解明すべき課題

も残されている｡
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第3章 ガラク トサ ミヌロン酸含有0-抗原多糖の括蓮とガラク トサ ミヌロン酸妓基を認

識するヒトモノクローナル抗体

3-1.序

緑膿菌の〇一抗原多糖の構成成分にはア ミノウロン軌 ジ7 ミノウロン酸, 21ア ミノ

-2, 6-ジデオキシヘキソース, シアル酸様のア ミ/糖等の種々の珍 しいア ミノ糖が兄

いだされている【22]｡これらア ミノ糖の うち天然においては緑膿菌にしか報告のないもの

も多 く､抗原決定基として重要であると考えられる｡著者 らは､先に緑膿菌の本間血清型

別標準株について､それぞれの〇一抗原多糖の構成成分を検討 した｡その結果､ガラク ト

サ ミヌロン酸を4種の血清型別 (A,G,H,K)に認めていた[45148】｡更に､G,Tl,

K型では他にヰノポサ ミンとラムノースを構成成分として検出し､これら同 じ構成成分か

らなるO-多糖の詳細な化学構造の違いと抗原決定基に興味がもたれた.著者は､ G型標

準株(llt)1008)[45],A型標準株(HD1001)[46]について〇一抗原多糖を分離 ･精製 し､

詳細な化学構造を検討 した｡更に､A型 ･H型に交差反応するヒトモノクローナル抗体を

樹立 し､この抗体が､L体のガラク トサ ミヌロン酸残基をェピトーブとすること､及びA

型 IH型両方の血清型別棟に対 して感染治療効果を示すことを明らかにした【49]｡
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3-2. 緑膿菌 HDIOO8株 (G型)の〇一抗原多糖の構造

3-2-1.材料 と方法

LPSと〇一抗原多糖の調製

対数増対後期まで培養 した緑膿菌の菌体をアセ トンで脱脂､乾燥 させた.LPSの抽出

はYestphalとJannの方法[30】に従い､45‡フェノールを用い70℃.15分処理によって水屑

に抽出したo LPS標品を1%酢軌 100℃.90分間加水分解 した.加水分解物から遠心分

離とクロロホルムとの分軌 こよって リピドAを除去 した｡得 られた水溶性画分を 50TnN

(NH一)2CO'で平衡化 した SephadexG-50カラムに供 した[50】. 得られた多糖画分を更に

DEAF-Sephacel陰イオン交換クロマ トグラフィーによって精製 した0DEAF-Sephacelカラム

は､5mM酢酸アンモニウム緩衝液(pH7.4)で平衡化 し､oNからlNのNaCl直線洩度勾配に

よって溶出 した｡多糖は､中性糖とアミノ糖の比色定量で検出した｡ 多糖は､01Nの

NaCl浪皮で溶出され､水に対 して透析 した後､これをO-多糖標品とした｡

脱N-ホル ミル化とスミス分解

0-多糖標品(30Tog)を5mlの0.1NnClで100℃.80分間処理するoINNaOHで中和後､

透析 したo この処理によって脱N-ホル ミル化 した多糖が得 られる｡脱N-ホル ミル化多

糖を､o1NNaIO一,0.1M酢酸ナ トリウム緩衝液(p打5.0)で4℃,3日間暗所で反応させる｡

反応後､過剰のNa10.をェチレングリコールによって壊 し､ⅣaBH.で還元後､透析する｡得

られた多糖を､0.5～rrClで 25℃.5日間加水分解する｡ スミス分解生成物は､CellulO-

fineGCL125mカラムクロマ トグラフィーを繰り返 し行うことにより､分画精製 したo

CellulorineGCL25-7R(生化学工業)カラムクロマ トグラフィー(41cmx147cTq)は､50

TDM ピリジン/酢酸緩衝按 (pH50)を用いた.

_0-多糖のアルカリ分解

0-多糖接品(30mg)を5Tnlの0,1NNaOH/0.5NNaBH.で37℃,24時間インキュペー トす

るo反応後､酢酸によって中和 し､生成物はCellulofineGCL-25mカラムクロマ トグラフィ

ーを繰り返 し､分画,精製 したo

カルボキシル基の還元

多糖中の遊離のカルボキシル基の還元は､TaylerとConradの方法【51]によったo試料

10mgに10mgの1-ethy1-31(3-di¶ethylaTnlnOPrOPyl)carbodilTnlde(半井化学)を添加 し､

10mMHClにてpH4.8に保ちながら､室温で90分間反応させる｡その後､INNaBH.で 37℃.
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12時間インキュベー トして､還元するO透析による脱塩の後､完全に還元するため同様の

操作を2回､ もしくはそれ以上繰 り返す｡オリゴ糖の還元の場合は､先と同様のcarbodi-

ilide/NaBH.処理を2回繰 り返す.脱塩は､過剰のNaBH.を酢酸で壊 し､I)oyez50(H◆型)陽

イオン交換カラムに通 した後､はう酸はメタノールとともに減圧下で蒸発 させる｡更に生

成物を､CellulofineGCL251T)カラムクロマ トグラフィーで精製 した｡

分析方法

IH-NMRおよびIIc-NMRはJeoIFX-500とFX-100スペク トロメーター (日本電子)

をそれぞれ用いた｡ スペク トルの削定は､重水中で､多糖は80℃､オリゴ糖は25℃で測定

した.lH-NMRでは､内部標準としてsodium3-trimethylsilylpropanesulfate(6=

0ppm)を､llc-NMRでは､外部接準 としてメタノール (6=5015ppTn)を使用 したO

旋光度は､JASCODIP-360旋光計 (日本分光)を用い､水溶液中､室温で削定 したO中性軽

は､ ラムノースを標準物質としたフェノール/硫酸法[52]､および トリメチルシリル誘導

体として､ガスクロマ トグラフィーによって定立 したoガスクロマ トグラフィーは､5%

SE-52/ChromosorbYAYカラムを用いてShlTnadzuGasChromatographGC-TAG(島津製作所)

でおこなった[53]07 ミノ糖とア ミノ酸は､試料を4M打Clで100℃,4時間加水分解後､柴

田ア ミノ酸自動分析積によって定立 した [54,55】｡ 全ア ミ/糖の丑は､試料を2MHClで

loo℃.2時間の加水分解により脱N-アシル化 した後､グルコサ ミンを標準としてTsujiら

の方法[56]によって定亙 した.遊離のア ミノ基をもつア ミノ糖残基の定座は酸加水分解を

せずに直接Tsujiらの定量法を用いた｡ ウロン酸残基の7 ミド置換の丑は､試料を2MHCl

で100℃,2時間加水分解によって遡離 したアンモニアをAkaTnatSuらの方法【57】によって定

長 したo この加水分解条件では､ヘキソサ ミン,N-7セチルヘキソサ ミンからは遊離の

アンモニアは検出されなっかた｡7 ミノ糖のN-7セナル化は､試料を2%無水酢酸/8%

トリエチルア ミンで25℃.90分反応させた｡完全にN-アセチル化するためこの操作を2

回繰 り返すo生成物はCellolofineGCL25-mカラムクロマ トグラフィーによって精製 した｡

下降式波紋クロマ トグラフィーは､東洋No.50連紙上で､ 1-ブタノール/ ピリジン

/水(6:4:3.byγol.)(溶媒^) もしくは 1-ブタノ-ル/酢酸/水(2･l･1,byvol.)

(溶媒 B)を用いた.高圧漣紙電気泳動は､東洋No.50連紙で､ ピリジン/酢酸/水(355

:960,byγol.,pH58)(緩衝液A))もしくは､ギ酸/酢酸/水(25:78:897,byγol,

pHl.9)(緩衝液B)でおこなった｡
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3-2-2.結果

旦二 多糖の化学組成

得 られたIlDIOO8株の0-多糖横品を酸加水分解後､ガスクロマ トグラフィー及びア ミ

ノ酸分析桟 による分析の結果､ ラムノース. グルコース, ガラク トサ ミヌロン#,ガラク

トサ ミン,キノポサ ミン,7ラニ ンがそれぞれ1180.110.170.45.30,40nnol/mg乾燥

東屋検出された｡更に､ア ミノ酸分析横のクロマ トグラムでアンモニアが溶出される近辺

に大塁のニンヒドリン陽性物質が検出されたoTsuji等の比色定立による全ア ミノ糖圭は､

2800nTnOl/mgであると算出された｡酸加水分解において遊離のア ミノ糖が低収支であるこ

とは､ ウロン酸残基 (この場合はガラク トサ ミヌロン酸)の酸抵抗性[55]によるもの､即

ちア ミノ酸分析機で検出された未知物質は､ガラク トサ ミヌロン酸を含有するオ リゴ糖で

あると考え られるoそこで､〇一多糖棲品のカルボキ シル基の還元を行 った｡還元操作後

の分析結果､遊離のガラク トサ ミヌロン酸及び未知のニンヒ ドリン騒性物質の丑に殆 ど変

化はな く､ガラク トサ ミンが僅かなが ら増えた(110nmol/Tog)だけであ ったo遊離のカルボ

キシル基の滴定およびア ミド体となっているアンモニアの比色定立の結果､多糖標品中に

遊離カルボキ シル基は660nmol/ng､7 ミド体は､1600nTnOl/mg含まれていると推定 した.

この結果は､多糖中にウロン酸戎基が ラムノース残基の 2倍圭存在す ることを示唆 してい

る｡更に､0-多糖中のガラク トサ ミヌロン酸残基はア ミド化 されていることによって､

carbodlimide/NaBH.法による遍元に抵抗性を示 していると考えられる｡

〇一多糖のNMRスペク トル分析

nativeの0-多糖の'H-NMRスペク トル (図5-A)は､複雑なバター ンを示 し､アノ

マー領域等の解析は不可能であった｡ この現象 は､カルボキ シル基が不均一にア ミド化 さ

れていることで､多糖全休の立体構造が不均一 になっていることに起因 していると考え ら

れるO このlH-NMRスペク トルか らは6-デオキシ糖の6位のメチル基 2残基 (6-

1124pp7n),アセ トア ミド基のメチル基 2残基(6=1.98-208ppTn)に由来するプロ トンの

ど-クが観察 されたo更 に特徴的な ど-クとして､6=8.16ppTnに 1残基分のホル ミル基

のシグナルが見かけ上ダブレッ トとして観蒸 されたO ピークの割れる原因 は､おそらくア

ミド置換の不均一性によるものと考えられる.210か ら2.25ppTnの領域に シグナルが認め

られないことは､ この0-多掛 こは0-アセチル基が存在 しないことを示 しているo

以上の帰属は､=cINMRスペク トル (図51B)の結果か らも支持 されるO このスペク

トル において､ 4本の anomer ic carbon l120.0 ppm,99.41 ppm (2C),95.73 p pm〕､ 2本
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の6-デオキシ糖のメチル基【1785ppTq.17.47ppm】､3本の窒素原子に結合 した炭素原

子[53.34ppn.50･75ppn.49.46ppm】､13本の酸素原子に結合 した炭素原子[67から80

ppmの領域]､4本のカルボキシル基【173.7から1760ppTAの領域]､一本のホル ミル基[1

65.8ppTB]に対応するピークが観案された｡ しかし､ ヒドロキシメチル基や0-アセチル基

に対応するピークは認められなかった｡

O-多糖標品を弱酸処理(0.1MHC1,loo℃.80分)すると､NMRスペク トル中のホル

ミル基のど-クが消失する(lHINNRの6:8.16PPTL )lcINMRの6=165.8ppzD)のみで､そ

の他のピークはnatlVeの0-多糖のスペクトルとの違いは認められなかった (datanot

shown)o脱ホルミル化後の比色定立の結果では､nativeのO-多糖揺品中の全7 ミノ糖含

虎の約 1/3の遊離アミノ基の琵出が認められた｡以上の結果は､ホル ミル基がnativeの

0-多糖中で､0-エステル結合ではなく､ア ミノ糖のアミノ基にアミド結合 しているこ

とを示 している｡

以上のNMRスペクトルの結果は､IIDIOO8株の〇一多糖が､4糖繰り返 し構造をらち､

2残基の 6-デオキシ糖 (おそらくラムノースとキノポサ ミン)及び3残基のア ミノ糖

(おそらくヰノポサ ミンとガラク トサ ミヌロン酸)を含有 し､アミノ糖妓基のうち2残基

がN-アセチル体､ 1葦毛基がホル ミル体として存在することを示唆 している｡

ニンヒドリン陽性の未知物質の同定

0-多糖標品の強酸加水分解後の7ミノ酸分析機による分析では､大半の17･ミノ掛 ま未

知のニンヒドリン陽性物質として回収された｡そこでこの未知物質の単離､同定を試みた0

0-多糖標品(30mg)を4NHClで100℃.4時間加水分解 した後､蒸発乾固させた.これを

水に溶解 し､Doyex50(H十聖)カラムに供し､水で溶離する中性画分と2NHClで溶離する

陽イオン性画分に分けた｡陽イオン性画分をcellulofineGCL-25mカラムクロマ トグラフィ

ーに供すると (図6)､画分 Ⅰ-Ⅳに対応 して3糖 (osl,13mg),2糖 (OS2,

25mg)及びガラク トサ ミヌロン酸 (os3)とキノボサ ミン (OS4)の単糖が得 られた｡

中性糖画分の主成分はラムノースであった｡オリゴ糖oslとOS2をN-アセチル化 し

た後､カルボキシル基の還元を行 ったCカルボキシル還元OSlは､酸加水分解後の分析

から､ガラクトサ ミン (ガラクトサ ミヌロン酸由来)とキノポサ ミニ トール (還元端のヰ

ノポサ ミン由来)をモル比約2:1で含んでいた｡一方os2は同 じ成分を等モル含んで

いた○カルボキシル基還元OSlをスミス分解すると､ガラクトサ ミン,スレオサ ミニ ト

~ル (おそらくC3置換のN-アセチルキ/ポサ ミニ トール由来),グリセロール (非遍
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図6.0-多糖標品の強酸加水分解由来オリゴ糖の分鮮

0-多糖標品(20mg)の酸加水分解物をDoyex50(u十型)カラムクロマ トグラフィーに供 し

て陽イオン性画分を得たo この画分をCellulofineGCL-25mカラム(1x147cm)に供 したO各

フラクション(1ml)についてア ミノ糖を比色定量 し､横棒で示 した部分をプールしたO矢

印1.2.3.4は各々N-アセチルグルコサ ミンの単糖,二晩 三糖,四糖の溶出位置を示

す｡



元端 ガラク トサ ミン由来)が等モル得 られる. 7ルカ ー)加水分解 (3NNaOH.loo℃.2時

間)によって脱 N-アセチル化 した後のス ミス分解の結果､ グリセ ロール (非還元端ガラ

ク トサ ミン及 びC3置換のキノポサ ミニ トール由来) とスレイ トール (C4置換のガラク

トサ ミン由来)がモル比 2‥1で得 られた｡以上の結果か ら､カルボキシル還元oslは､

GalNAc(1-4)GalⅣAc(1-3)QuiNAc打1であると推定 した｡

N-アセチル化 したOSlのlIc-NMRスペク トルの結果を表7に示す｡他のスペク ト

ルのデータとの比較か ら､内側のN-7セテルガラク トサ ミヌロン酸技基の C4とN-7

セチルキノボサ ミン残基のC3に掃属 されるシグナルは0-グリコシル化 された影響で各

々約8ppm低磁場側に シフ トしている｡92か ら100ppmのアノマー領域にはN-7セチルガ

ラク トサ ミヌロン酸残基のaアノマー炭素(9966ppm,ZC)と還元端のN-アセチルキノポ

サ ミン残基のαとβのアノマー炭素 (92llppmと95.87ppm,2本の シグナルあわせてlC)

に帰屈 され る3本のシグナルが観察 されたO カルボキ シル基還元OSlのIH-NMRスペ

ク トルデータでは､2つのN-アセチルガラク トサ ミン残基のアノマー水素のシグナルの

結合定数が3-4打Zであることから両残基がa配向であると決定 したO

以上の結果か ら､oslの構造 はGa川A(aH )Ga川A(αト3)QuiN､O S2はGalNA(α卜

3)QulNであると推定 した (図9)0OSlが好収丑で得 られることは､ この3糖が〇一多糖

の主鎖骨格の一部であることを示唆 している｡

構成糖の絶対配置

0-多糖の酸加水分解 によって申離 されたガラク トサ ミヌロン酸 (OS3)とラムノー

スの絶対配置を旋光度測定によって決定 した｡ ガラク トサ ミヌロン軌 まN-アセチル体に､

ラムノ-スはメチルラムノシ ドに変換 して測定 した｡N-7セテルガラク トサ ミヌロン酸

(OS3,多糖中にN-アセチル体で存在 している例),[a]D+25.8◆.cr.【O,].+29.0.

[58】; メチルラムノン ド,〔a].-60.0',cf.la],-67,2●【59]であった｡更に､多糖中

でN-ホル ミル体 として存在するガラク トサ ミヌロン酸 とキノポサ ミンはN-アセチル化

したOS2を酸加水分解 してそれぞれの単糖を得､N-アセチル体に変換 した後､旋光度

を測定 した.N-アセチルガラク トサ ミヌロン酸 (多糖中にN-ホル ミル体 として存在 し

ている側),〔a]D+2日 ■.cf･[α】D+29,0■〔58]; N-アセチルヰノポサ ミン,

[α]D十11･1●･cr･【α]D十15･8●[60]o以上の結果､N一アセチル体,N-ホル ミル体いず

れのガラク トサ ミヌロン酸残基共 D体､阜ノボサ ミンはD体､ ラムノースはL体であると

決定 した｡
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表7.OSl誘導体のlIc-NMR及びIrI-NMRスペク トルのシグナル帰属結果

Hc-NMRスペク トルにおいては更にアセ トア ミド基のメチル炭素 (23128ppTLと23･42

ppmに各 lC)及びカルボキシル基,アセ トア ミド基のカルポニル炭素 (1741176ppmに5

C)が較案 されている｡

13C一肌tRofN-acetylatedOSl

SugarTeSidue CI C2 C3 C4 CS C6

NonreducingterminalGalNAcA 99.66 50.52 67.78 70.59 71.36

InnerGalNAcA 99.66 50.78 68.17 78.64 72.94

Reducing teminalq uiNAc(cL-form) 92.11 50.82 80.28 77.38 71.94 17.83
(良-form) 95.87 54.07 81.87 77.52 72.29 18.83

1日-NMRofcarboxyl-reducedOSl

Signal Multiplicity Jvalue Integral Asslgnment

(ppm) (Hz)
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脱N-ホル ミル化〇一多糖のスミス分解

先に述べたように､〇一多糖を弱敢処理(0.1NHCl,loo℃,80分)することにより多少

の分子車の低下は認められるものの､ほぼ選択的に脱 N-ホル ミル化ができるOnatlVeの

0-多糖が過 ヨウ素酸で酸化されないのに対 して､脱N-ホルミル化多糖は､過 ヨウ素酸

感受性となるo脱N-ホル ミル化〇一多糖のスミス分解物はCellulofineGCL-25mカラムク

ロマ トグラフィーによって4種の断片 (I-Ⅳ)が得 られる (図7)o画分 T, 口の生成物

をリクロマ トグラフィーで精製 し得られた主要なスミス分解生成物をSl,S2とした｡

slとS2を酸加水分解 した後､分析 した結果､sl,S2共ラムノース,キノポサ ミン,

ガラクトサ ミヌロン酸,2,3.41trihydoxybutanoicacid及び未知物質xが検出された (義

8)0 2.3.4-trihydroxybutanoicacid浅基は､脱N-ホル ミル化されたガラク トサ ミヌロ

ン酸残基のC2とC3間の酸化的解裂によって生 L:たものと考えられるO未知物質xはア

ミノ酸分析桟のクロマ トグラム上でガラクトサ ミヌロン酸の少 し前に溶出きたQ Slの酸

加水分解物から､緩衝液Aでの高圧連紙電気泳動とcellulorineGCL125mでのゲル漣過によ

って未知物質Xを単離 した｡N-アセチル化 カルボキシル基遍元 した後の分析の結果よ

り､XをGa川A(1-3)-2.3.4-trlhydroxybutanoicacidと推定 した｡未知物質Xはガラク ト

サ ミヌロン酸のグリコシド結合が酸加水分解抵抗性を示すために生 じたもので､表8の各成

分の定立値はXの生成によって低 く見積 もられていると考えられるO未知物質xの丑をを

考慮に入れると､sl.S2ともに等モルのラムノース,キノポサ ミン,ガラク トサ ミヌ

ロン酸,2.3.4-trihydroxybutanoicacldからなると推定 した｡

SlとS2をスミス分解するとキノボサ ミン残基だけが消失する｡この結果は､Sl,

S2の非還元端はキノポサ ミン残基､還元端は3置換の2.3.4-trihydroxybutanoicacid残

基であることを示唆 している｡Sl.S2のカルボキシル基還元後の分析では､いずれも

ガラクトサ ミンの出現は認められず､カルボキシル基への置換基の存在が示唆された｡一

方､slの2.3.4-trihydoxybutanoicacid妓基はスレイ トールに変換されたが､S2の方

は変化が認められなかった｡更に､SlとS2のアミド体の窒素を定立 した結果､ラムノ

ース1モルに対 してSlでは1モル､S2では2モル含有 していた｡SlとS2のIH-N

MRスペク トルの結果は､すべての糖残基がcr結合であることを示 していた くラムノース,

6:5.25ppTn.Jl.2=1.41Hz.lH:N-アセチルヰノポサ ミン. 6:5.llppTn.∫,.2=

376Hz,lH:N-アセチルガラク トサ ミヌロン酸,6:499ppTn,∫...=3.42Hz.lH)O

以上の結果､SlとS2の構造はそれぞれ､QuiNAc(α1-3)Rha(al-3/4)GalNAcA(aTMdo)
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図7.脱N-ホル ミル化 した0-多糖棲品のスミス分解物のCellulofineGCLl251ゲルクロ

マ トグラフィーによる分社

脱N-ホル ミル化O-多糖標品(22mg)をNa10.で酸化 し､更にNaBH.で還元 したo透析内液

を0.5MHClで25oC.5日間処理 し､生成物を図と同じ方法でゲル嬉過を行った｡各フラク

ションの中性糖 (●)及びアミノ糖 (○)丑を分析 し､横棒で示 したフラクションをプー

ルした｡
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表8.スミス分解の主要生成物の分析

図7で得 られた画分 Ⅰ, Ⅱから精製 したスミス分解由来主要オリゴ糖(Sl, S2)､更にはSl, S2のスミス分解軌 カルボキシル基

道元生成物の分析を行 ったo各オ リゴ糖を削 □水分解の後､ニンヒドリン陽性物質はア ミノ酸分析機にて､ア ミド体の窒素はアンモニ

アとしてAkamatsuの方法【57]にて､その他は､ガスクロマ トグラフィーによって定立 したoデータはラムノースを100としてモル比で
表 してある｡

Component Native AfterSmith Aftercarboxyl- Native AfterSmith Aftercarboxy-

degradation reduction degradation reductlOn

RhaJTmOSe 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

QulnOVOSamlne 0.89 trace 0.95 0.94 trace 0.97

GalactosaTnln= 0.66 0.83 0.92 0.84 0.74 0.84

uronicacid

Galactosamine 0 0 0.01 0 0 0

CompoundX 0.33 0.26 0 0.24 0.22 0.20

2,5,4-TrihydTOXyE 0.65 0.72 0 0.80 0.75 0.78

butanoicacld

ThreltO1 0 0 1.07 0 O 0

★

Amide-formnitrogen 1.00 m.a. n.d. 2.13 n.d. れ.d.

n.a.,notdetermined



(al-3)-2,3.41trlhydroxybutanoicacidとQuiNAc(a1-3)Rha(a1-3/4)GalNAcA(amido)(α

1-3)-2.3,4-trihydroxybutanaTnideであると決定 した｡これらの断片は0-多糖の繰 り返 し

単位から､図9に示すように生 じたものであると考えられる｡画分ⅢとⅣ中の主成分は､そ

れぞれGalNAcA-2.3.4-trlhydroxybutanoicacid,QuiNAc-Rhaであり､SlとS2を弱酸加

水分解 (0･5NuCl,25℃.2日)すると画分Ⅲ,Ⅳと同様の断片を与えることから､sl,

S2が更に分解されて生 じたものと推定 した｡

91多糖のアルカリ分解

C4位に置換を受け､カルポ+シル基がェステル化されているウロン酸残基を含有する

多糖は､アルカリ処理によってβ脱離を起こして断片化する【61]Oその際､4,5-不飽和の

ウロン酸残基を非違元端にもつ特徴的な断片を生ずる.同様のβ脱離がC4置換のウロン

酸のアミド体でも起こると予想 し､〇一多糖のアルカリ処理を試みた｡〇一多糖標品をア

ルカリ処理(0.1MNaOH/05NNaBH一,37℃.24時間)すると､4種ないしそれ以上のア ミ

ノ糖含有オリゴ糖断片が生成する (図8)O生成物をcellulofineGCL-25mゲルクロマ トグ

ラフィーで分画,精製 し､主要な画分をFlからF4としたO主要な断片 Fl及びF3で

は､UV吸収 (入D.､=230nTn, e:4loo)が枚寮されることから､4.5-不飽和のウロン

酸較基の存在が示唆された｡

FlのIH-NMRスペク トルのシグナルの帰属結果を表9に示す｡5.98p叩 (doubleL

J一.8=27Hz)の特徴的なシグナルは､4.5-不飽和ウロン酸残基の4位の水素と考えられる.

8･16ppmのシグナルが消失 していることは､アルカリ処理の際にN-ホル ミル基が脱離 し

たことを示 している｡遊離のアミノ基をもつヘキソサ ミンの定量結果 (表10)も､アルカ

リ処理によるN-ホル ミル基の脱離を示唆 しているo NMRスペク トルの結果と組成分析

の結果 (衰10)､Flは等モルのラミニ トール,N-アセチルキノポサ ミン.ガラクトサ

ミヌロン酸及び4,5-不飽和ウロン酸妓基からなっていると推定 した｡ しか しながら､酸加

水分解後の組成分析ではFlとF3はこれらの構成成分を整数比では与えない｡アミノ糖

の値が低いのは､ガラク トサ ミヌロン酸とキノボサ ミンの間のグリコシド結合が､酸抵抗

性であるために殆 どがGalNA(α卜3)Qu川なる2糖 (os2)として回収されるためである.

更には､Fl, F3の加水分解物において比色定量及びアミノ酸分析機上で､4.5-不地細

ウロン酸が検出されないのは､おそらく不飽和ウロン酸残基が酸に対 して非常に不安定で

あることによるものと考えられる｡

UVスペク トルのデータを含む分析結果及びゲル嬉過上の溶出位置から見積もった分子
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図8.0-多糖のアルカリ分解生成物の分隊

0-多糖標品(30mg)を5mlの0.1NNaOH/05NNaBH一で37℃,1日処理するO酢酸で中和

後､反応液を図2と同様の条件でCellulofineGCL-25mカラムクロマ トグラフィーに供 した.

●は中性栂,○はア ミノ糖の定圭値を示すO横棒で示 したフラクションをプールし､同一

のカラムの リクロマ トグラフィーによって精製 した｡



衷9.0-多糖のアルカ リ分解断片 (Fl)のlHINMRの帰属

Signal Muユti- Jvalue Integral Asslgnment
(ppm) pliclty (Hz)
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表 10.アルカリ分解断片の分析

アルカリ分解断片 FlからF4を図8の画分 ⅠからⅣよりそれぞれ精製 した｡各々のオリゴ

糖断片について､全7ミノ槍玉及び遊離のアミノ基をもつア ミノ糖は比色定丑によって､

ニンヒドリン陽性物質はアミノ酸分析機で､ラムノース及びラミニ トールはガスクロマ ト

グラフィーによって定表 した｡データはラミニ トールを1.00としたモル比で表 してあるo

同定できなかったニンヒドリン陽性物質coTnPOundY及びos2の丑についてはア ミノ酸分

析機上の発色率をグルコサ ミンの 2倍として算出したO高圧嬉紙電気泳動は緩衝液Aもし

〈はB (材料と方法の項参照)を用いた｡電気泳動の移動度はグルコサ ミンを100とした｡

4F3F2F1F
Compollent

Totalhexosamine

HexsosaminewithfreeaTTlinogroups

RhaminitoI

Quinovosamine

Galactosaminuronicacid

OS2(GalNA-QuiN)

CompoundY
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7

2

2
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1

0

0

nU
0

Mobilityinpapereユectrophoresis

mGIcN pH6･0 -0145
pHl.9 0.25
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丑からこれらのアルカリ分解断片の構造を以下の様に推定 した. Fl,4.5-unsaturated

uronosy1-GalNA-QuiNAc-RhaH,: F2, GalNA -QuiNAc-Rhafl, . F3.4,5-unsaluratedupon-

osy1-0uiNAcIRhaH2; F4,QuiNAc-RhaH2OF2とF4は､それぞれFlとF3から更に分

解を受けて生 じたものであると考えられる｡更にこれらの断片を高圧漣紙電気泳動によっ

て分析 した｡カルボキシル基とア ミノ基が両方荷電 した状態の中性条件,カルボキシル基

がプロトネーションしている酸性条件における泳動度 (衰10)からFlはカルボキシル基

2残基とア ミノ基 1妓基をもつと考えられる. F2及びF3はカルボキシル基 1残基,7

ミノ基 1残基､ F4は電荷のある官能基をもたないと推定 した｡先の推定構造と考え合わ

せるとアルカリ処理によって､N-ホル ミル基更にはア ミド基の脱離が生 していると推定

した｡ア ミド基の脱離については､遊離のカルボキシル基ではこの弱いアルカリ処理条件

ではβ脱離が起こるとは考え難 く､多糖の断片化の後で脱離すると考えられる｡

また､両ガラク トサ ミヌロン酸残基がβ脱離を受け易いことから､両残基の置換位置は

C3位ではなくC4位であると推定 した｡

void画分に溶出された画分については､更にSephadexG-50でゲル漉過 したところ2つの

画分に分かれた､分子量約 2000の位置に溶出された比較的低分子丑の画分を分析すると

コアの構成成分であるガラクトサ ミン,アラニン,グルコース,ラムノースが検出され､

〇一多糖鎖部分の分解によって残 ったコア部分であると推定 した｡ もうひとつのvlOd付近

に溶出された高分子丑の画分を分析すると､90%以上がラムノースであり､0-抗原多

糖とは別種の多糖であると考えられる (詳細は第4章にて述べる)0

3-2-3. 考案

本節において､本間血清型別G型の標準株HDIO08由来O-抗原多糖の化学構造決定に

ついて述べた｡図9に示すように､〇一多糖棲品を強酸加水分解,アルカリ分解,及び脱

N-ホル ミル化 した多糖のスミス分解によって得られオリゴ糖断片の分析結果及びIH-N

MR, lJc-NMRスペクトルからその全構造を以下のように推定 した｡

-4)GalN AcA (anido)(α1-4)GalNFoA (anido)(a1-3)QuINAc(α1-3)R na(a1-;
本多糖の特徴としては以下の点が挙げられる｡

(1)ア ミノウロン酸のグリコシド結合が非常に酸抵抗性であることから通常の組成分析で

は､兵の組成比は得られず､ラムノース以外はほとんどがGalNA(a1-4)GalNA(all3)Quin

(0Sl)として回収される｡



4MHCLIOOoC,4h
HOaNH2(OSHCO之H篭め .H,H

NH2
CO2H

"0% Hb

COX
o鞄菰盟○NAc
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図9,緑膿菌lIDIOO8株 (C型)由来の0-抗原多糖の敢分解,ス ミス分解,アルカ リ分解

'x"representsoHorNH才grOuP.



(2)N-ホル ミル基の存在 (lH-NMRでは6=8.15.8.17ppmの2本のピークがはば

同程度の強さで､llc-NMRでは6:165.8ppTBに観察された｡)｡ このN-ホル ミル基

は弱酸(0.IMHCl,loo℃.80分)でもアルカリ条件 (0.iMNaOn.37oC,24時間)でも脱離

することが兄いだされた く図9)0 N-ホル ミル基は天然での存在は非常に少なく緑膿菌で

は本報告にあるG型菌株〔45.62.63〕,C型に対応する菌株〔64]で､更にはエルシニア菌の

4-formaTnid0-4,6-dideoxy-L-TlannOSel65]が報告されているのみである｡N-ホル ミル基

の結合位置は脱N-ホル ミル化 した多糖のスミス分解物がN-アセチルキノポサ ミンを非

還元端に､遊離のアミノ基を有するガラクトサ ミヌロン較残基の2位,3位で酸化的開裂

を受けたことに由来すると考えられるZ,3.4-tTihydroxybutanoICaCidもしくはそのア ミ

ド誘導体を還元端側にもつオリゴ糖が得 られたことからヰノポサ ミン妓基の非還元端側に

N-ホル ミルガラクトサ ミヌロン酸残基が存在すると推定 した.

(3)ウロン酸残基へのアミド置換.本歯株の〇一多糖中のガラクトサ ミヌロン酸残基に対

する置換基の存在は､多糖中のガラクトサ ミヌロン酸のカルボキシル基がcarbodiimide/

NaBH.による還元に対 して抵抗性を示すこと､多糖が温和なアルカリ処理で容易に断片化す

ることから示唆された｡ しかしながら､NMRスペク トルの結果からは置換基に相当する

様なピークは認められなっかた｡多糖の酸加水分解後の遊離アンモニ7丑は繰り返 し単位

当たり1.5モルで､多糖の教壇基滴定では0.5モルの酸性基 (おそらくカルボキシル基)が

認められた｡遊離 したアンモニアはカルボキシル基へのア ミド置換に由来すると推定 した｡

またスミス分解断片ではN-アセチルガラクトサ ミヌロン酸浅基は全てア ミド化されてい

るのに対 し､N-ホル ミルガラク トサ ミヌロン酸残基に由来する 2.3.4-trlhydroxybu-

tanoicacld残基ではア ミド化されているオl)j.糖と遊離のカルボキシル基のものがはば

1:1で得 られていること｡多糖のアルカリ分解ではほぼ全てのラムノースがラミニ トー

ルに変換 していることから､多糖中でラムノース妓基の還元端側に位置 しているウロン残

基のほぼ全てがア ミド化されていることを示唆 している｡以上の結果から､N-アセチル

ガラク トサ ミヌロン酸残基のほぼ全て､N-ホル ミルガラク トサ ミヌロン酸残基の約半分

のカルボキシル基がアミド化されていると推定 した｡この結果は､NMRスペク トルの シ

グナルがnon-stoIChlOmetricであり､複雑なバターンは不均一な置換基に起因するもので

あり､特にJH-NMRにおけるN-ホル ミル基の ど-クが2本観蒸されることはN-ホル

ミルガラク トサ ミヌロン酸妓基の約 50%がア ミド化されていることを反映 していると考

えられる｡N-ホル ミルガラク トサ ミヌロナミドの同定､及びアミド化されたウロン酸残
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基のアルカリ感受性は本報告が始めてである｡

(4)本菌株の0-多糖中には0-アセチル基は存在 しない｡'H-NMRにおいては210

から225ppm領域に､‥C-NMRでは20.0から22.0ppLの領域に0-アセチル基の特徴

的なメチル基の シグナルは認められなかった｡

本報告と前後 して､本間血清型Gと血清学的に対応関係にある各種血清型接準株の〇一

抗原多糖の構造がXnirel等によって報告 された【62,63】｡それらの比較を表11に示すO報告

のある6菌株ともに構成成分及び糖配列に関 しては一致 している｡ しかしながら詳細な化

学構造には違いが認められる｡即ち､(1)N-アセチルガラクトサ ミヌロン酸残基の0-ア

セチル基の有軌 (2)N-ホル ミルガラク トサ ミヌロン酸残基の0-アセチル基の有無,

(3)N-ホル ミルガラク トサ ミヌロン酸残基のアミド置換の割合 (Oから100%),(4)キノボ

サミン残基のコンフィギュレーション (a,β), (5)ラムノースの置換位置 (2位. 3位)

である.本論文で述べた本間G型はLanyiO4a.4Cの0一多糖とN一ホル ミルガラクトサ ミ

ヌロン酸残基のア ミド置換の有無以外の化学構造は全 く同一である｡これらの多糖間の免

疫学的異同には興味がもたれる｡また､G型の〇一抗原多糖には同一血清型の中で化学構

造に非常に多様性のあることが示された｡
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表 1I_緑腹囲ITDIOO8抹 (本間血糖型 G型)由来〇一抗原多糖の構造及び､それと血滑学的に対応関係にある血清型標準株由来

0-抗原多糖の構造[62.63]との比較

Serotype possible structure

冒?TBa13.8) '4)D-GalNAcA(amido)(al'4)D~Gal"FoÅ(amido)015(al-3)D-Qui"Ac(al-3)L-Rha(al'

Lanyi O4a . C 十4 )D- G a lNAcA(amido)(α1→4)D-G a lNFoA (α1 →3)D-Qu lN Ac(α1→3)L-Rha(αl一

LanyiO4a･b →4)D-GalNAcA(amido)(al14)D-GalNFoA(amido)0.1(al.3)D-QuiNAc(al.2)L-Rha(al.
†3
0Ac

LanyiO4a･d →4)D-GalNAcA(amido)(al.4)D-GalNFoA(amido)0.2(al.3)D-QuiNAc(β1→3)i-氏ha(al-†3
0Ac

nabs O6 →4)DIGalN AcA(amido)(α1→4)D-GalNF oA(α1→3)a-QuiNAc(α 1 →3 )L-氏ha(α1→
†3
0Ac

FISher 1 l'4)DIGalNAcA(amido)(αll･4)D-GalNFoA(amido)(α1→3)D-QuiNAc(al→2)LIRha(crl→
†3
0Ac



3-3. 緑膿菌 HDIOOl (A型)の〇一抗原多糖の構造

3-3-1.材料 と方法

iPSと〇一多糖の調製

3-211節に従って､脱脂菌体(log)よりLPSを抽出した.LPS標品(900mg)香

酢酸加水分解後､得られた水溶性画分のSephadexG-50及びDEAE-Sephacelカラムクロマ ト

グラフィーによって精製 した｡200TBgの〇一多糖標品を得た.

醍0-アセチル化

0-多糖ほ品(180Tng)を10mlの5% トリエチルアミンで50℃.3時間処理 したO反応後､

Doyex50(K+型)カラムに通 し､水に対 して透析 した｡これを､脱0-アセチル化多糖標品

(164mg)とした｡

フ ッ化水素分解

脱O-アセチル化O-多糖標品(30Tng)を3mlの55% フ ッ化水素で25℃.24時間処理 したO

エアーフラ yシュによって未発乾固した後､生成物をcelluloflneGCL-25Tnカラムクロマ ト

グラフィーによって分画 した｡オl)ゴ糖画分は､ lJクロマ トグラフィーによって精製 した｡

スミス分解

脱0-アセチル化O-多糖標品(60mg)を0.1NHalo./01N酢酸ナ トリウム綾衝液(pH

5.0)で4℃で4E]間正光 して反応させた｡過剰のNaTO.をェチレングリコールで壊 し､1M

NaBH一で還元 した｡生成物を透析､凍結乾燥 した(40mg)0Nato.酸化多糖の一部を55%フッ

化水素で25℃.24時間もしくは､05NuClで20℃.2日間処理する｡得 られたスミス分解

物は､CellulorineGCL-25Tlカラムクロマ トグラフィーで分画､精製 した｡

∠チル化分析

メチル化分析は､Ciucanuとxerekの方法〔66]に従ったO試料をcH一I(0.IIll)と粉末状に

したNaOH(long)を含む0.57nlのジメチルスルフォヰシド溶液中､激 しく横枠 しながら25

℃で10分間反応させる｡ メチル化物は､多糖については透析により､オリゴ糖については

クロロホルムで抽出することにより､脱塩 した｡完全にメチル化するため､同じ操作をも

う一度繰り返 したOメチル化物を､2NflClで100℃.18時間加水分解 し､N-アセチル化

の後､NaBD.で還元をおこなった｡得 られた､メチル化アルジトールは､過アセチル化後､

GLC/MSによって分析 したQ



質量分析

マススペク トロメ トリーは､JeolJNS-DX300(日本電子)を用い､イオン化電圧70eVで

測定 したoGLC/MSでは､lXOV-17/GasChromQカラムを用いたQ

その他

D~3-hydroxybutanoicacidは3-hydroxybutyrate dehydrog enase (Boeringer- Mannhelm)

を用いてD,L-3-hydroxybutanoicacid(東京化成)を標準物質 として､酵素的に比色走塁

した【67]o還元糖は､ParkとJohnsonの方法[68】に従いグルコサ ミンを接準物質として定塁

した｡

3-3-2.結果

0-多糖のNMRスペク トル分析

natlVeの0-多糖標品のIH-NMR及び■書cINMRスペク トルには､強度比にst｡ll

chionetryのない多数のシグナルが観葉 された｡ (図101A.ll-A).)HINMRにおける

215から2･20ppmの領域､Il°-NMRにおける20.1から20.5ppmの領域にO-アセチル

基のメチル基と考えられるシグナルが認められる. これらのシグナルがn｡n-st.ichi｡net-

ricであることは､多糖鎖のOlアセチル置換が部分的であることを反映 していると考えら

れる｡

それに対 して､脱0-7セテル化O-多糖の lH-NMR,"C-NMRスペク トル

(図10-B.ll-B)は､stoichiometricなパターンを示 し､多糖が規則的な繰 り返 し嘩位を

もっていることを示唆 している.脱O-アセチル化〇一多糖のlH-NMRスペク トルには､

3残基のメチル基 (1･21,1.22.1.26ppm.doublet.J=6Hz),3残基のアセ トア ミド基

(197･1･99.2･04pp巾.Singlet),1残基のメチレン基(237ppm,multiplet), 4つの

ア ノ マープ ロ トン(4･54ppm. doublet. ∫.,,= 8.8Hz;4.90 p pm. pseuodoI S lng let;525

ppm･ doublet. ll.2=3･6Hz;5･29 p p ¶, dou b let. Jl.,=34Hz)が観察 された｡ 化学 シ

フ トと結合定数の値から､多糖鎖は2枚基のo･結合抵残基(5.25,5.29ppm).1妓基のβ

結合糖残基(4･54ppm),更に同定不能な 1残基(4190ppm)の4糖繰 り返 し構造であると推

定 したo同一棲品の13C-NMRスペク トル (表12)では､ 2残基の6-デオキシ糖のメ

チル基(17･7.18lZppm),1残基のカルボキシル基(174.6ppm),3残基のアセ トア ミド基

(23･1-23･5ppm,メチル基 ; 175･2-175･4ppm,カルボキシル基),4残基のアノマー残

塞(983･2C:1005･103･3p叩),4個の窒素に結合 した炭素原子 (50.3.55.2.565.
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図 10･IlD1001株由来O-多糖標品 (A)及び脱0-アセチル化 した0-多糖標品 (B)
の111-NMRスペク トル





表 12.0-多糖及 び､その誘導体のIIc-NMRスペク トルの シグナル帰属

表以外 にアセ トア ミド基 のメチル炭素 (22.4-234ppm)及 び､ カルボキ シル基, アセ トア

ミド基,3- ヒ ドロキ シブタノイル基のカルポニル炭素 (1725-176ppm)が観察 されてい

る｡

Sample C･l C-2 C-3 C-4 C･5 C･6

Rhamnoseunit(ppm)

0･PolysaCCharide(PS)
De-0-acetylatedPS
cr.-2)Rha(α1-a
-3)Rha(α1-8

2
2
0
8

8
8
8
7

1
1
1
1

6
6
7
2

9
9
0
n
V

6
6
7
7

5
7
2
3

3
3
3
1

7
7
7
7

8
只U
8
7

1
1
0
6

7
7
7
7

5
4
6
1

6
6
7
8

7
7
7
6

5
5
1
0

0
0
0
2

0
0
0
0

1
1
1
1

Ⅳ･Acetylglucosamineunit

0･Polysaccharide
De-0-acetylatedPS
OS-1

cT.Me･α･GIcNAcb

9
3
6
4

6
7
1
1

6
6
6
6

3
8
9
5

2
1
2
2

7
7
7
7

3
2
2
8

1
1
9
0

7
7
6
7

8
8
2
0

1
1
1
2

7
7
7
7

7
2
6
4

4
5
5
4

5
5
5
5

2
2
7
9

8
8
8
8

9
9
9
9

〟-AcetylgalaCtOSaminuronicacidunit
(ppm)

0-PolysaCCharide
De･0-acetylatedPS
OS-1
0S-2

cr.-4)GalNAcA
(α1- b
GalNAcA(α1-b

4
3
1
5

9
0
1
0

4
5
5
5

2
3
4
6

8
8
9
9

9
9
9
9

99.7 50.8

1
6
6
8

2

1
9
8
7

8

7
6
6
6

6

8
3
8
4

1
1
1
1

7
7
7
7

3
4
8
6

6
6
6
0

7
7
7
7

76.6 72.9

99.7 50.5 67.8 70.6 71.4

BacilloSamineunit(ppm)

0-Polysaccharide
De-0-aCetylatedPS
OS.1
0S-2

C/-3)QuiNAc(β1-8
-3)Qui4NAc(β1-C

103.3 56.4
103.4 56.5
86.3 63.7
86.3 63.7
103.2 55.5
103.0 74.3

79.5 57.5
79.7 57.5
79.1 57.3
79.5 57.4
81.1 77.0
79.2 57.4

7
7
8
0
4
8

7
7
0
1
7
7

1
1
2
2
1
1

4
7
5
2
5
5

3
2
3
3
2
2

7
7
7
7
7
7

3-Hydroxybutanoicacidunit

0-Polysaccharide
De-0･acetylatedPS
OSー1
0S_2

3･Hydroxybutanoic
acid

n.d.d
n.d.
172.7
172.5

l
1
0
0

3
3
2
2

2
2
2
2

8
9
4
0

5
5
3
4

6
6
7
7

0
1
2
8

6
6
9
9

4
4
3
3

180.0 44.8 66.2 23.5

8DatafromRef.62.bDatafromRef.45.cDatafrom Ref.69.°not
detem ined.
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575ppm)そして 12個の酸素に結合 した炭素原子(66-82ppmの領域)が観察 されたo

これらのNMRの結果は､血清学的に対応するHabs03の〇一多糖で報告されている構

成成分[70.71]､L-ラムノース,N-アセチルーD-グルコサ ミン,N-アセチルーL-

ガラク トサ ミヌロン酸,2.4-ジアシル (アセチル及び3一ヒドロキシブタノイル)-2,4.6

-トリデオキシID-グルコース (N, N'-ジアシルハシロサ ミン)と一致する｡類似

の糖成分で得 られているスペク トルデータをもとに､1'C-NMRのシグナルの帰属を試

みたのが表12であるO さらには､)HINMR,=C-NMRにおける3-ヒドロキシブタ

ン酸残基の特徴的なシグナルは､脱0-アセチル化のアルカ リ処理においても変化のない

ことは､この残基がア ミド体で結合 していることを示唆 している｡表に示 した多糖の分析

値 も､これらの仮説を支持 しているOまた､proton-coupledlac-NMRスペク トル〔72]

では､3個のa結合糖残基(97.34ppm.2C,J｡."I-172.175tfz: 9954ppm.lC.Jc,lt=

172Hz)と1個のβ結合糖残基(10236pprn,1C,J｡,"≡162Hz)が観奏 された｡

糖組成分析

nativeの0-多糖を4NHCl.100℃で1か ら24時間と時間を変えて加水分解 した後､成分

をア ミノ酸分析機､ガスクロマ トグラフィー､高圧溝紙電気泳動､ペーパークロマ トグラ

フィーによって分析 した｡その結果 (表12)､ラムノース､グルコサ ミン､3- ヒドロキ

シブタン酸がほぼ等モルと少塵のコア成分であるグルコース､ガラク トサ ミン及びリン酸

が検出された｡NMRスペク トルデータから予測されたガラク トサ ミヌロン酸 とパシロサ

ミンは､他の成分に比較すると少重 しか検出されなかった｡一方､未知のニンヒドリン陽

性物質(compoundZ)が､ア ミノ酸分析械上でアンモニアとリジンの間の位置に溶出された｡

発色率をグルコサ ミン換算とするとco叩OundZの塁は､そのグルコサ ミンとほぼ等塁であ

った ｡

compoundZを単離するために､約10mgのnatlVeのO-多糖を4NHClで100℃.4時間加

水分解 して､生成物をcellulofineGCL-25mゲル漉過で分画 したocompoundZは､ Kd=

0.43の位置に溶出された｡冶紙電気泳動上では､負極側に泳動 した (緩衝液A(pH5.8)では

m G.cN三0.68.緩衝液B(pHl.9)ではm G‥N-113).N-アセチル化後､compoundZを酸

加水分解 しても､少量のガラク トサ ミヌロン酸 とバシロサ ミンが認められただけで､ほと

んどがcoTnPOundZとして回収され､酸加水分解抵抗性を示す抵残基の存在が示唆された｡

一方､ N-アセチル化,カルボキシル基還元 したCompoundZはガラク トサ ミン (ガラク ト

サ ミヌロン酸由来)とパシロサ ミニ トールと思われるニンヒドリン陽性物質を与えた｡以



表 13.llDIOOl由来0-多糖標品及び､その誘導体の化学組成

数字はnmol/mg乾燥壷屋で表 してある｡バシロサ ミンの値はア ミノ酸分析機上でグルコサ ミ

ンと同 じ発色率 として計算 している｡

Compound Contentln

native0-PS 0-deacetylated carboxyl periodate

(ps1) 旦-PS (PSⅡ) reducedPSⅡ oxidiZedps皿

Rhamnose 692 675 648 40

Glucose 158 152 127 101

Alanine 51 50 44 48

Galactosamin-
uronicacid

Glucosamine

Galactosamine

CompoundX

Bacillosamlne

3-llydTOXy-
butanoicacid 642

Glycerol 0

7

9

9

5

5

7

0

8

2

3

9

2

5

′o

tJ

1

l

亡U

a;presentbutnotdetermined



上の結果､compoundZはGalNA-BacNの2轄であると推定 したO

脱〇一アセチル化O-多糖をcarbodllnide/NaBll一処理すると､ガラク トサ ミンが約300

nmol/mg､パンロサ ミンが約125nmol/mg増加 した (表13)O-方､ガラク トサ ミヌロン酸､

coTnPOundZの減少が認められたO しか しながら5回の還元操作を繰 り返 しても､ガラク ト

サ ミヌロン酸か らガラク トサ ミンへの変換は約50%と完全にはできない.還元が完全にいか

ない原因としては､立体障害,カルボキシル基へのア ミド置換等が考えられる｡ガラク ト

サ ミヌロン酸残基の酸抵抗性による不完全な加水分解[45.551とバンロサ ミンの分解によっ

て､本菌株の〇一多糖の定量的な分析が不可能 となっていると考えられる｡

構成成分の単離 と性状解析

0 -多糖標品(20mg)を4M打Clで100℃.1時間加水分解 した後､生成物を Doyex50

(H+壁)カラムによるイオン交換クロマ トグラフィーに供 した.水,0.33MHCl.2MHClの

stepyISeの溶出によって 3つの画分 (Fr. 1からFr.3)に分画 した｡ ラムノース

(6.2JLmOl)は､溶媒 Aでの活紙クロマ トグラフィーでFr. 1より単離 した. グルコサ ミ

ン(60〟mol)とガラク トサ ミヌロン酸(2.6〟mol)は､Fr.2 (モノア ミノ糖画分)か

らCelluloflneGCL-25Tnゲル漣過によって分離､調製 したoFr.3はCompoundZとジア ミ

ノ糖を含有 しており､緩衝液Aでの漣紙電気泳動によってジア ミノ糖を単離 した くm G.cN

-166)｡収量は非常に低 く､還元糖として約1LLmOlであったO

単離 した各単糖の絶対配置を旋光度測定によって決定 した. ラムノースはメチルラムノ

シド (aアノマーを90%含有)に変換 したものについて旋光度を削定 した.メチルラムノシ

ド,【a]D-4701.cf メチルーL-ラムノシ ド,[α]D1471-[40】; グルコサ ミン塩

酸塩,[α].+57.9-; ガラク トサ ミヌロン酸壇酸執 [α],-1105●.cf.L-ガラク トサ

ミヌロン酸塩酸塩,【α]｡-113●[48.70]｡以上の結果､ガラク トサ ミヌロン酸はD一体､

グルコサ ミンはD一体､ ラムノースはL一体であると決定 した. ジア ミノ軌 こついては定

量的な値をだすだけの重が得 られなかったが､非常に強い右旋性を示 したことか らD一体

であると推定 した｡

ジア ミノ糖を溝紙電気泳勘によって精製 し､N-アセチル化後メチル化 してGLC/M

Sで分析 した｡ フラグメンテーションパターンは､methy1-310-methy1-2,4-(～.～-dimeth-

yl)diacetoanid0-2,4.6-trideoxyhexapyranosldeのものと考えられた｡更に､〇一多糖の

スミス分解によって得 られたオリゴ糖os3のlHINMRスペク トルの結果 (表14)､ ジ

ア ミノ糖残基の結合定数Ji.I,∫...,J‥ が約11Hzと非常に大 きな値を示 した｡ この結果
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は､ ジア ミノ糖がglucoコンフィギュレーションであることを示 しているo従 って､ この糖

は2,41ジア ミノ-2.4.6-トリデオキシーD-グルコビラノ-ス (バ シロサ ミン)であると推

定 した｡

メチル化分析

脱0-アセチル化後､カルボキ シル基を還元 した〇一多糖 のメチル化分析をCiucanuと

xerekの方法に したが っておこなった｡酸加水分解､アル ジ トールアセテ- トに変換 した後､

試料をGCL/MSで分析 したD I.2,51tri-0-acety1-3,4-di-0-methylrhaminitol.

1.5.6- tr卜 0-acety1-3.41di-0-methyllZ-N-nethylacetamid0-2-deoxyglucltOl 及び､

1.4,5-tr卜0-acety1-3,6-di-0-Tnethy卜2-N-methylacetamldo12-deoxygalactltOl(ガラク

トサ ミヌロン酸由来)が主要な ど-クとして観察 されたo しか しなが ら､パ シロサ ミン由

来 と思われる誘導体は全 く認められなか ったo また､多糖の還元が完全でないため､定塁

的な結果は得 られなか った｡

以上の結果か ら､0-多糖鎖は､2置換のラムノー ス, 6置換のグルコサ ミン,4置換

のガラク トサ ミヌロン酸及び3置換のパ ソロサ ミンか らなる直鎖の多糖である考えられるO

推定 した結合位置は､脱0-アセチル化O-多糖の1'C-NMRスペク トル (表12)で見

られるそれぞれの残基のグリコシレー ションによるα効果の結果とも一致 している｡

0-多糖のフッ化水素分解

脱 0-7セチル化0-多糖(30mg)を 55% フ ッ化水素で25℃,24時間処理後､CeIIulo-

fineGCL-25mカラムクロマ トグラフィーで分画すると､ 3つの画分 (Fr. I-Ⅲ)が得

られる0分折の結果､ドr. Ⅰは､〇一多糖断片 とコアオ リゴ糖の混合物であった.Fr.

Ⅲは､ ラムノースの単糖 と少量のグルコースを含んでいた｡主生成物であるFr.[は リ

クロマ トグラフィーによって精製 し､非還元性のア ミノ糖含有断片OSl (約18mg)を得

た｡

多糖ではカルボキシル基の還元が完全 にはいかなか ったのに対 し､0Slは､carbod1-

imide/NaBH.処軌 こよって完全に還元 された｡カルボキシル基還元OSlを酸加水分解す る

とグルコサ ミン､ガラク トサ ミン (ガラク トサ ミヌロン酸由来)及び3- ヒドロキシブタ

ン酸が等モル検出された｡それに加えて､バ シロサ ミニ トールではなく､バ シロサ ミンが

少塁検出された. このオ リゴ糖をメチル化分析すると､非還元梢のグルコサ ミンと4置換

のガラク トサ ミンが認め られた｡0SlのIH-NMRスペク トルには､3本のア ノ マープ

ロ トンのシグナルが観察 された(525ppTn,∫..2=391Hz; 532pprn. Jl.2=57Hz:
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図12.脱0-アセチル化 した0-多糖のHF分解生成物のクロマ トグラフィー

脱0-アセチル化 〇一多糖標品(307ng)を3mlの55%HFで25℃,24時間処理する｡生成物

をce11UlofineGCL-25Tnカラム(1x147cTn)でゲル連過 したo1mlずつフラクションを集め､

ア ミノ糖量 (○)及び中性糖量 (●)を定量 した.横棒で示 したフラクションをプール し､

リクロマ トグラフィーによって精製 した｡矢印1.2.3.4は各々N-アセチルグルコサ ミ

ンの単糖,二糖,三糖,四糖の溶出位置を示す｡
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536ppTn･JL,2=3･42Hz)Oこのスペク トルデータは2つの抵残基､おそらくはガラク ト

サ ミヌロン酸技基とグルコサ ミン残基､がa結合であることを示唆 している0532ppmの

シグナルは､おそらくバシロサ ミン残基に由来するものと考えられるが､多糖と同様にス

ミス分解断片O S3 (表14)のlH-NMRではパシロサ ミンのアノマーのシグナルは､約

454ppm(結合定数8Hz以上)に検出されている｡フッ化水素分解断片o slの化学 シフ

トと結合定数の大きな差は､OSlにおける還元端のパシロサ ミン浅基とそれにN-アシ

ル結合 している3-ヒドロキシブタン酸残基との問のblCyClic構造の形成によるものと予

想 した｡即ち､ o slは､GIc〃Ac(α1-4)GalNAcA(α1-のunitにN-アシルバシロサ ミン残

基の､おそらくは遍元端が3一ヒドロキシブタン酸の水酸基によって分子内アセタール結

合で ブロックされていると推定 した｡

0-多糖のスミス分解

脱olアセチル化O-多糖標品(20mg)をNaIO.で酸化 し､生 したアルデ ヒドをNaBH.で遼

元 したO酸化 した多糖の分析の結果 (衰13)､ C2置換のラムノース妓基 とC6置換のグ

ルコサ ミン残基の大半が消失 したo多糖繰り返 し単位 1単位分のグリセロールは6-置換

のグルコサ ミン残基の酸化的分解の結果生 L;たものであると考えられるo更に､NaIO.酸化

多糖を酸加水分解後ただちにNaBH.で還元して分析するとグリセロールの重はほぼ借景とな

ったoこれは､ C2置換 ラムノース残基に由来するグリセルアルデヒドが還元されて生 じ

たものと推定 したo

NalOl酸化多糖を2種の異なる方法で酸加水分解を行った055% フッ化水素で25℃.24時

間処理後､cellulofineGCL-25mでゲル漣過すると､アミノ糖を含有する非還元性のオリゴ

糖 (os2(9mg))のシングルピークが認められた0-万､05NHClで20℃.3日間処理

し､NaBH一還元後､CellulofineGCL125mでゲル連過を行った場合には､還元端にグリセロ

ールが結合 したオリゴ糖OS3(5mg)が得 られた｡

0S2とo s3の同定

カルボキシル基を還元 したOS2を分析するとグルコサ ミン,ガラク トサ ミン, 3- ヒ

ドロキシブタン酸が等モル､及び少量の/<シロサ ミンが認められたO-方､o s3では､

OS2で検出された成分の他にダリセロ-ルがガラク トサ ミンとほぼ等モル認められたo

グリセロール残基は図14に示すようにC2置換のラムノース残基のC lからC3に由来 し

ているものと考えられるOカルボキシル基を還元 したO S2, OS3のスミス分解､メチ

ル化分析の結果､いずれもガラク トサ ミン残基を非還元端にもつと決定 した｡
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カルボキシル基を還元 し､過 メチル化 したOS2とOS3の質屋 スペク トルを図13に示

す｡最 も高分子塁のマスイオンピークは､OS2でm/Z559､OS3でm/Z692であり､図

13に示 した推定構造の計算値 と一致するom/zZ50以上の領域においては､Tn/≡260の ど-

クのみが共通である｡ この ピークは過 メチル化 N一アセチルヘキソサ ミン､おそらくはガ

ラク トサ ミヌロン酸に由来するN-アセチルガラク トサ ミンに相当 し､該残基が これらの

オ リゴ糖の非還元端に位置することを示唆 しているO この結果は､カルボキシル基還元前

のOS2,OS3の】H-NMR (表14),=C-NMR (衰12)のデータとも一致す るO

カルボキ シル基還元OS2のマススペク トルにおけるm/Z283のマスイオンはバ シロサ ミ

ンと3-ヒ ドロキシブタン酸か らなるビシクロ体のフラグメン トに､更にm/zl70はこの ビ

シクロ体のフラグメン トか ら脱離 したパ シロサ ミン残基の C4か らC6の部分 に由来す る

と推定 した｡ このm/Z170のマスイオ ンが出現 したことは､バシロサ ミン残基のC4のア ミ

ノ基がアセチル基で置換 されていて､3-ヒドロキシプチ リル基ではfJ:いことを示唆 して

いる○ カルボキシル基還元OS3のマススペク トルに認め られるm/Z580とm/Z574は分子

量693のオ リゴ糖からジ10-メチルグリセロール部分が酸素原子あるな しの状態でそれぞ

れ脱離 した ものと考えられ､還元端にグ リセロール残基のあることを示唆 している｡

また､os3を55% フ ッ化水素 (25℃.24時間)で処理す ると､ グリセロールの脱離を

ともなってOS2に変換 した｡

OS2のllc-NMRスペク トルデータ (表12)では､非還元端のa-N-アセチルガ

ラク トサ ミヌロン酸残基 に相当す るシグナルが得 られている｡一方､os2のバ シロサ ミ

ン残基 と3-ヒドロキシブタン酸残基に帰属 されるシグナルのうちのいくつかはOSlと

同様に異常な化学 シフ ト値を示 した｡0S2,OS3について､デカップ リングを含めた

lH-NMRスペク トル分析か ら､全ての ピークについて帰属を行 った (表14)0 0 S2と

OS3で大 きく異なるのは､バ シロサ ミン残基及び3-ヒ ドロキシブタン酸残基 に由来す

るど-クである0-万､N-アセチルガラク トサ ミヌロン酸残基にはほとんど違いは認め

られず､a結合のgalactoコンフィギュレー ションであることを確認 した｡0S3のスペク

トルにおいてバ ンロサ ミン残基は､アノマープロ トンの化学 シフ トと結合定数の値か らβ

グリコシ ド結合であり､ J2.,.J‥, J‥ の値が大 きいことか らglucoコンフィギュレー シ

ョンであると考えられるO以上の結果より､0S3の構造を図2示すようにGalNAcA(α1-

3)BacNBtOH4NAc(β112)glycerolであると推定 した｡

フ ッ化水素断片のOSl,OS2については､=C-NMRスペク トルでは､バ シロサ
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ミン残基のシグナルが脱0-アセチル化0-多糖のシグナルに比較 して､Clは17ppTn高

破損側に､ C2は77ppm低磁場側にシフ トしていた (表12)｡また､ 3-ヒドロキシブタ

ン酸残基についてはC3が低磁場側に8.1ppm､C2が高磁場側に6.3pphとそれぞれ3位

の水酸基に対する置換によるa効果､β効果による影響と考えられるシグナルのシフトが

認められた｡OSl及びos2が非還元性のオリゴ糖であることからJ<シロサ ミン残基と

2位のアミノ基に置換 している3-ヒドロキシブタン酸残基 との間で図14に示すようなア

セタール結合を含む環状構造を形成 していると推定 したo0S2の'H-NMRにおけるJ<

シロサ ミン残基に由来するプロトンシグナルの化学シフト及び結合定数の大きな変化は､

J<シロサ ミン妓基が通常のグルコピラノースの立体構造にはないことを示唆している.メ

ンロサ ミン妓基における3-ヒドロキシブタン酸の結合位置については立体構造的により

安定な6月環と7月環からなるblCyClic構造をとりうる2位のアミノ基に置換 していると

考えられるoこの推定は､先の質立スペクトルの結果からも支持される｡一万､ 4位のア

ミノ基に31ヒドロキシブタン酸が結合 している場合､予想されるbicycllC構造は､6月

環と9月頂であるo

Knirel[7日らは､本間A型と血清学的に対応関係にあるHabsO3及びLanyiOlの0-多糖

で､,<シロサ ミンの4位に3-ヒドロキシブタン酸が結合していると報告 している (衷15)0

この場合､〇一多糖のフッ化水素分解によって､N,N'-ジアシルバシロサ ミンを還元

糖としてもつオリゴ糖が生成 している【71】.

0-アセチル基の結合位置

IH-NMR (図10),‥C-NMRのデータ (図11,表12)よりnativeの0-多糖には､

繰 り返 し単位あたり約 1モルの0-7セテル基が認められた.nativeの0-多糖と脱0-

アセチル化 したものの1事C-NMRを比較すると､脱O-アセチル化することによって､

ガラク トサ ミヌロン酸浅基のC3のシグナルが1.5ppm高磁場側へ､C2が09ppm低能場

側へそれぞれシフ トしていることから､この多糖の0-アセチル基はメインにはガラク ト

サ ミヌロン酸残基の3位に結合していると推定 した｡更に､nativeの〇一多糖では､ラム

ノース残基が完全に酸化されないこと (125nmol/mgのラムノースが検出される､一方､脱

0-アセチル化後は40nmol/mg)から､ラムノース残基も部分的 (約20%)に0-アセチル

化されていると考えられる｡
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3-3-3.考察

本間血清型A型の接準株であるHDIOOl由来のLPSの0-抗原多糖の化学構造は､血

清学的に対応関係にあるⅠIabs03等の血清型標準株由来の0-抗原多糖【71]との比較では､

化学構造上 も非常に酷似 しており､挺組成や糖配列については一致 している (表15). し

かしながら､詳細な化学構造には違いが認められる｡それは､(1)0-アセチル基の存在と

その位置,(2)L-ラムノース残基の結合位置の違い,(3)バ シロサ ミン残基のN-ア シル

置換基の違いである｡本研究によって明 らかに した本間血清型A由来の〇一多糖の構造は

Knirel等の報告[711にあるHabs血清型03とほぼ同様の構造であり､唯一の遅いはN-7

シル基の置換にある｡即ち､本報告のIIDIOOl由来O-多糖中では､2位のア ミノ基が3

-ヒドリキシプチ リル基で4位がアセチル化されていると認められる｡一方､‖absO3由来

0-多糖ではその逆で4位のア ミノ基が 3-ヒドロキシブタノイル化されていると報告 し

ている｡更に表に挙げてある他の0-多糖についても比較すると､YokatschO13の〇一多

糖のバンロサ ミン残基は､2位,4位のア ミノ基がともにアセチル化されている｡また､

LanyiOlは､Habs03の0-多糖とはL-ガラク トサ ミヌロン酸残基のO-アセチル基が欠

損 している点だけが異なり､バシロサ ミン残基の4位のア ミノ基が 3-ヒドロキシブチ リ

ル化 されていると報告されているoまた､‖abs03.LanyiOlの〇一多糖をフ ノ化水素分解

によって還元糖 としてバ ンロサ ミンを遵元端にもつオ リゴ糖を得ている｡それに対 して本

報告では､A型の〇一抗原多糖を55%フッ化水素で分解 して非還元性のオ リプ柾osl

(図12.14)が高収率で与えられることを示 したoNato.酸化 した0-多糖をフ ッ化水素分

解 しても非還元性の2糖OS2が得 られた.オ リゴ糖OSl及びos2の'H-NMR,

.lc-NMRスペク トル分析,質量スペク トル分析の結果か ら､パシロサ ミン残基と3一

ヒドロキシブタン酸残基の間で環状構造を形成 し､図14に示すようなbicyclic構造を推定

構造 として結論 したO-方､スミス分解で得 られた断片OS3では､.H-NMR,質量ス

ペク トルの結異なとから′ヾシロサ ミン残基は多糖中にあるようにmonocyclic構造をしてい

ると推定 したO更に､0S3を55%フッ化水素処理すると高収率でbicycllC構造と考え

られるOS2に変換 した｡従 って､0S2及びoslは､バ シロサ ミン残基のC1のアグ

リコンと窒素原子に結合 している3-ヒドロキシプチ リル基の水酸基が置き代わ ったこと

により生 じたものであると推定 したOまた､3-ヒドロキシプチ リル基がパンロサ ミン残

基の2位のア ミノ基に結合 していることによって､この分子内の環形成反応がおこり易い

ものと考えられる｡ これらの推定は､0S2,0S3の質量 スペク トルの結果 (図13)か
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表 15.緑膿菌IIDIOOl株 (本間血清型A型)由来O-抗原多糖の構造とそれと血清学的に対応関係にある血清型標準株のO-抗原
多糖の構造[71]の比較
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らも支持 される｡

本多糖標品において､脱O-アセチル化後にcarbodiimide/NaBH.法によってガラク トサ

ミヌロン酸残基のガラク トサ ミン-の還元は部分的にしかできなかった (5回の還元操作

の繰 り返 しで約50%しか還元されない)｡ ところが一方､0Sl,0S2,0S3などのオ

リゴ糖では2回の還元操作で完全にカルボキシル基は還元されるo また､llcINMRス

ペク トルではカルボキシル基への置換基に由来するようなシグナルが認められない00-

多糖標品中にはア ミド体で存在 しているアンモニアは検出されない(datanotshown)O更

に､カルボキシル基にエステルやア ミドの置換基の存在する場合に認められるアルカリ処

哩 (01MNaOH,37℃,24時間)でのβ脱離による断片化【45,61〕は全 く認められない｡以

上の結果､多糖中のガラク トサ ミヌロン酸残基のカルボキシル基の還元に対する抵抗性は

カルボキシル基への置換によるものではないと考えられる｡ この還元に対する抵抗性は､

おそ らく多糖鎖における何 らかの立体障害によるものと考えられる｡



3~4. N-アセチルーL-ガラクトサ ミヌロン酸残基を認識するヒトモノクローナル抗

体

3-4-1.材料と方法

ヒトモノクローナル抗体の作製,ELISAの方法は第2章に従った0

0-多糖 .コアオリゴ糖画分の調製

第 2章の方法に従って調製 したLPS標品からYllkinsonとGalbralthの方法[50]でO-

多糖及びコアオリゴ糖画分を調製 した. LPSを 1%酢殻で100℃,90分処理 し､inner

core中のケ トシド結合を選択的に加水分解する｡遠心とクロロホルムによる分軌 こよって

リピドAを除 く､得られた水溶性画分を50mN (NH一)ZCO且で平衡化 したSephadexG-50カラ

ムでゲル娃過 した｡糖画分の溶出は､フェノール/硫酸法によって知った｡0-多糖画分

(voidvolume付近に溶出)とコアオリゴ糖画分をプールし､凍結乾燥 した｡〇一多糖画分

は更にDEAE-Sephacelクロマ トグラフィーによって精製 した｡

0-多糖の化学修飾

(I)脱0-アセチル化[48]0 0-多糖操品を0.IMNaOHで37℃,16時間処理するoHClで

中和後､生成物を脱イオン水に対 して透析,凍結乾燥 し､脱0-アセチル化0-多糖標品

とした｡

(2)過 ヨウ素酸酸化[46]｡ 脱0-アセチル化O-多糖を0.1NNato./01M酢酸アンモ

ニウム緩衝液(pH5.0)中で4℃.4日間遮光 して反応させる.過剰のNalO一をェチレングリコ

ールで壊 した後､反応混液にNaBH一を添加 し､還元するO透析,凍結乾燥の後､得られた生

成物をNalO一酸化O-多糖標品とした｡

(3)カルボキシル基還元[48】O 脱0-アセチル化0一多糖標品をTaylorとConradの car-

bodilTnlde/NaBtl.法[511によって還元 した｡

ガラクトサ ミヌロン酸含有オリゴ糖

ガラクトサ ミヌロン酸含有オリゴ糖は､義屋俊二博士 (北海道大学)より分与を受けた｡

L-GalNAcA(al-3)DIQuiNAcおよびDIGalNAcA(al-3)D-QulNAcは､それぞれlIDIOO9株 (H

型),HDIOlZ(K型)由来の〇一多糖からフッ化水素限定分解により調製 したものであ

る｡0-多糖標品を55% フッ化水素で､So℃.24時間処理 し､生成物をcelluloflneGCL-

25mゲル嬉過によって分画､精製 した【47.48]O



その他

イムノグロブリンのサブクラスの決定には､HumanlgG1-4EIACONBIKIT(TheBュnd-

1ngSiteLtd.)を用いた｡

3-4-2.結果

ヒトモノクローナル抗体TS-3G2

健常人より得た血液(100Tnt)より､Ficol密度勾配法で末梢血 リンパ球 (11xlO8細胞)

を調製 した. リンパ球を0.02%pokeyeedTnltOgen(GIBCO),緑膿菌ホル マ リン死菌 (lID

1001(A型),TIT)1002(B型)各00002%)を含む15%牛胎児血清添加RPM卜1640培地で6

日間培養,感作 したo invitro感作 した リンパ球をヒト-マウスへテロミエローマ SHM-

D33とPEG法により細胞融合 したO融合細胞はヒポキサンチン,アザセリンの存在下で選

択をおこなったo特異抗体の産生は緑膿菌菌体を吸着させたプレー トを用いたELISA

法によって検出した｡この実験で､4個の異なる特異性をもつ-イプリドーマが得られたO

そのうちのひとつTS-3C2H gG(71, a)]は､表16に示すように本間血清型標準株の

A型,H型の両方の菌体に特異的に結合 し､他の株には全 く結合 しなかった.一方､血清

型特異的なマウスモノクローナル抗体Mei-assayA(A型特異的),Me主-assayH(fi型特

異的)はそれぞれ対応する血清型株との特異的な反応 しか認められなかった｡TS-3G2の結

合特異性を更に約180株の臨床分離株を用いてELISA法で検討 した｡TS-3GZは､検討 し

たA型株20株,H株15株の全てに結合した｡ しかしながら､B, C,E, F,G, Ⅰ, K,

M型株 (それぞれ約20株ずつ)には全 く結合は認められなかった｡以上の結果は､ ヒトモ

ノクローナル抗体TS-3G2が､A型,H型に特異的に交差反応することを示 している｡

TS-3G2の認識部位

モノクローナル抗体TS-3C2の認識部位を決定するために､IIDIOOl株及びHD1009株由

来LPS按品より〇一多糖画分とコアオリゴ糖画分を調製 したoLPS標品を弱酸加水分

解後､水溶性画分をsephadexG-50でゲル漣過するとvoidvolume付近にsmooth型 LPSに

由来するO-多糖画分が溶出し､低分子圭画分にはrough型及びSeTnlrOugh型 LPS由来の

コアオリゴ糖画分が得られたoO一多糖画分については､更にDEAE-Sephacelカラムクロマ

トグラフィーで精製 したものを用いたO図15に示すようにTS13C2のA,H型株に菌体に対

する結合は､各々の〇一多糖画分によって強 く阻害された｡一方､コアオリゴ糖画分にお

いては殆ど阻害活性を認めなかった｡図15-Aで若干認められる弱い結合活性はコア画分に
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表 16. ヒトモノクローナル抗体TS-3G2及び､血酒型特異的マウスモノクローナル抗体

Nei-assayA.Nei-assayllの緑膿由本間血清型標準株への結合特異性

結合活性は菌体を固相抗原とした ELISA法における405nmの吸光度で表 した｡

Nel-assayA.Hは､緑膿菌群別用試薬Mei-assay中の抗体を用いた｡

Set-OtyPe BindHlgaCtivlly(A4｡5)

TS-3C2 Mel-

assayA

日Dloot
HD1002
llD1007
IID1013
llD5004
日D1021
IID1004
llD1130
IIDlooる
日D1008
日D1020
IID1009
lID1010
lIDl011
11DIO12
11D5141
JID5018
Il°1015
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B
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図 15.0-多糖画分 (●)及びコアオリゴ糖画分 ((⊃)によるヒトモノクローナル抗体

TS-3G2の緑膿菌菌体に対する結合の阻宰

(A)HDIOOl株(A型)由来の各々の画分を日DIOOl株の菌体を固相抗原としたELIS

Aの系に添加 し､阻害活性を見たもの｡縦軸はTS-3G2の残存活性 (%)｡ (B)HD1009

樵(rl型)由来の各画分をLlDIOO9株菌体を固相抗原としたELISAの系に添加 したもの｡
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semlrOUgh型のコア､即ち〇一多糖鎖を l単位もしくは数単位持つものが混入 しているため

であると考えられる｡以上の結果は､TS-3G2がA型,Il型〇一多糖の共通部分を認書誌して

いることを示唆 している｡

TS-3G2のエピトープ

TS-3G2のエピトープを決定するために､A型株及びH型株由来の〇一多糖更にはそれら

を化学修飾 した標品に対するTS-3G2の結合性をELISAにおける競合反応で検討 した｡

使用 した0-多糖標品は､IIDIOOl株,NCTC8505株 (いずれもA型).IloIOO9株 (lI型)

及びIIDIO12株 (K型)由来のものであり､すべての化学構造は既知であり､表18に示 し

た[LI6-48.71]｡モノクローナル抗体TS-3G2はN-アセチルーL-ガラクトサ ミヌロン酸残

基を有する多糖と特異的に結合 した (表18).一方､カルボキシル基を還元し､L-ガラ

ク トサ ミンに変換 した日DIOOgの〇一多糖や､N-7セチル-D-ガラク トサ ミヌロン酸

残基を含有するlIDIO12の〇一多糖には全く結合 しなかった (表17)｡A型株の〇一多糖

については､カルボキシル基の還元が完全にはいかず (本章第 2節参照)､この実験には

供さなかったo一方､IIDIOOl由来のO-多糖をNa10一敢化 した標品､即ち (本章第 2節表

参照)6置換のN-アセチル-D-グルコサ ミン残基及び2置換のラムノース残基が酸化

され消失 した多糖標品では､TS-3G2との結合がnatlVeのIIDIOOl株0一多糖と同程度の強

度で認められた｡

更に､L-GalNAc(α1-3)D-QuINAcの2糖は､TS-3G2のHDIOO9株菌体への結合を有意に阻

害 した｡一方､D-GalNAc(al-3)D-QuiNAcでは5JLmOl/mlの濃度でも阻害は全 く認められな

かった｡ (図16)｡以上の結果､N-アセチルーL-ガラク トサ ミヌロン酸残基がTS-3G2

のエピトープとして重要に関与 していると推定 した.血清型によって､また同L;血柄型で

も化学構造の遅いによって､TS-3G2の結合活性が異なった (表17)｡特に､D-バシロサ

ミン残基がジーN-アセチル体であるNCTC8505株由来の〇一多糖 (A型)に対する結合強

度が最も高かった｡

HDIOOl株の0-7セチル基 (0-多糖のN-アセチルーL-ガラクトサ ミヌロン酸残

基の3位の約80%及び､ラムノース残基の水酸基の約20%に置換)を脱離させた標品では､

nativeの標品と比較 して約10倍TS-3G2-の結合活性が上昇 したO-方､HDIOO9株のO-

多糖の場合､ラムノース残基の2位に結合している0-アセチル基を脱離させるとと結合

活性は1/10となった｡
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図16.ガラクトサ ミヌロン穀含有オリゴ糖によるTS-3G2の緑膿菌IIDIOO9株に対する結

合の阻害

L-GalNAcA(al13)D-QuiNAc(●).D-GalNAcA(α卜3)D-QulNAc(○)はそれぞれIIDIOOg

樵 (H型),IID1012(K型)のO-多糖標品のHF分解物から精製 した｡オリコ糖の具

は､全アミノ糖の比色定量によって求めたO各オリゴ糖標品をHDIOO9株菌体を固相抗原

としたELISAの系に添加 して阻害活性を求めた｡



表 17.緑膿菌血晴型A,rl,K型株由来のO-多糖及び､その誘導体に対するTS-3G2の

結合性

TS-3C2の〇一多糖標品及びその誘導体に対する結合性をEL ISAによる競合反応によっ

て検討 した.各多糖槙品の2倍希釈系列をとり､抗体(1jig/ml)と混和後､インキ.1ベ-

トする｡緑膿菌IIDIOOl(A型)菌体を固相抗原としたEL ISAに供 したO結合活性は､

50%の結合阻害を認めた阻害物質の塁 (ID.0)で表 した｡

Strain lD5｡

NCTC8505
llD1001

(de-0-acelylとlted)
(NalO40Xidized)
Il°1009

(de-0-acetylated)
(carboxylreduced)
llD1012

ng/m1

2.6×10~1
7.2×102
6.8×101
9.0×102
I.1×103
68×103
>1.Ox105
>1.0×105



表 18.緑膿菌由来のガラクトサ ミヌロン酸含有O-抗原多糖の構造

デー タは【71](NCTC8505).【46](HD1001).[48](IID1009),[47】(HD1012)によった｡

Strain(Serotype) ProposedStructure

NCTC8505 (A) -4)L-GalNAcA(α1-3)D-Bac(NAc)2(β1-3)L-Rha(α1-6)D-GlcNAc(α1-

l旧 1001 (A) -4)し-GalNAcA(α1-3)D-Bac2NBtOH4NAc(β1-2)し-Rha(α1-6)D-GIcNAc(α1-
l I

(OAc)0.8 (OAc)02

日D1OO9 (H) -4)L-Ga暮NACA(α1-3)D-QuiNAc(α1-3)L-Rha(α1ー
l

(OAc)07

JlD1012 (K) -4)D-GaINAcA(α1-3)D-QuiNAc(β1-2)L-Rha(α1-3)L-Rha(α1ー
I l

(OAc)0.7(NH2)0.2



表 19. ヒトモノクローナル抗体TS-3G2のマウス実験的緑恩威感染症に対する治療効柴

マウス腹腔に緑膿菌を感染させた 1時間後に､TS-3G2を0.5〟g投与 した｡ 1群 10匹で､

コントロール群に対 してはへテロミエローマ SHM-D33の培養上滴を投与 した｡6日後の生

残率を観葉 したo

Serotype Strain Challengeddose Survivalralearler
orbacteria admillistrationwilll

none TS-3C2

CFU/IllOuSe %

A sp6818 2.1xlO4
1.1×105

sp6783 9･5×105
H sp6896 3･5×105

1.8×106

sp7532 1･1x106

0
0
0
0
0
0
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0
0
0
0
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緑膿菌感簸治療効果

TS-3C2の感染治療効果を実験的マウス緑膿菌感染症 (腹腔内感染系)を用いて検討 したO

マウスにA型 もしくはH型臨床分離株を感染させ､1時間後にTS-3G2を腹腔内投与 した｡

TS-3G2を05LLg/head投与することにより有意にマウスの生残率を上昇させたO感染治療

活性はA型に対する方が､H型に対するよりも強いと考えられる (表1g)0

3-4-3. 考察

緑膿菌本間血清型AとH型に特異的に結合するヒトモノクローナル抗体TS-3GZをヒト末

梢血 リンパ球とヒト- マウスヘテロミエローマとの細胞融合によって得た0本抗体が､両

血清型の〇一抗原多糖の共通部分を認識 していることを示 した｡ A型に分類されるO-抗

原多糖の化学構造は3-3節でIIDIOOl株由来の多糖について述べたO-方､異なる部分

構造をもつNCTC8505株の0一多糖の構造はKnirelらにより報告されている[71]oH型標準

株のHDIO09株由来のO-多糖の化学構造も明らかにされており､血清学的に対応関係に

ある他の血清型分類の標準株の〇一多糖と同一の糖配列を有 していることが報告 されてい

る【48]｡表18に主なA型,H型及びD体のガラクトサ ミヌロン殻を含有するK型抹 (llD

1012)の0-抗原多糖[47]の構造を示す｡A型,H型に共通な糖成分として､天然には他に

その存在が報告されていないN-アセチル-L-ガラクトサ ミヌロン酸を含有 している｡

まず､TS-3C2のエピトープとしてN-アセチルーL-ガラク トサ ミヌロン酸残基が関与 し

ていると予想 した｡

本実験では､TS-3GZのエピトープを決定するために､ガラク トサ ミヌロン酸を含有する

〇一多糖標品､更にこれらO-多糖棲品を化学修飾 した誘導体に対するモノクローナル抗

体の結合性を検討 した.まず､TS-3G2が､L-GalNAc(al-3)D-QuiNAcの2糖に特異的に結合

すること､HDIOO9株の0-多糖のL-ガラク トサ ミヌロン酸残基のカルボキシル基を還

元することにより全 く結合しなくなること､から､TS-3G2のエピトープとしてL-ガラク

トサ ミヌロン酸残基が必須であると推定 したO更に､IloIOOl株由来の〇一多糖をNaIO.酸

化によって､ L-ラムノース残基とN-アセチルーD一グルコサ ミン残基を壊 した多糖に

対 してTS-3G2は十分な結合活性をもつことから､これらの残基はエピトープにあまり関与

していないと推定 したoNCTC8505とTIDIOOlの2種のA型〇一多糖とH型〇一多糖に対す

るTS-3G2の結合活性はかなり異なる (表17)｡ この違いはL-ガラクトサ ミヌロン酸残基

の還元端側に位置する6-デオキシヘキソサ ミン残基の違いによるものと考えられる｡
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6-デオキシヘキソサ ミン残基は､NCTC8505.日D1001,HDIOO9株のO-多糖において､

それぞれ､卜3Bac(NAc)2(β卜】.ト3)Bac2NBtOH4NAc(β卜].[13)QuINAc(al-1であり､こ

の順番でTS-3G2のアフィニティーが高くなっている00-血清型のサブグループの決定基

として知られている0-7セテル基の有無も､TS-3G2のアフィニティーに彩響 しているO

即ち､HDIOOl株のO-多糖では､L-ガラク トサ ミヌロン酸妓基のC3位の80%とL-ラ

ムノース残基の20%に結合 している0-アセチル基をはずすことによりTS-3C2の結合強度が

約10倍上昇 した｡一方､IID1009株のO-多糖では､L-ラムノース残基のC2位の70%に

結合 している0-アセチル基をはずすと結合強度は約L/7に減少 した｡0-多糖鎖における

部分的なO-アセチル基置換は､多糖の立体構造の不均一性の原因となっていることが､

NM Rスペク トルの結果から示唆されている [本章 3-3節,46]Oこの部分的O-アセ

チル基の置換による0一多糖の繰 り返 し構造における立体構造の不均一性が､おそらく抗

原決定基の構造に影響を与えているものと考えられる｡

ヒトモノクローナル抗体TS-3GZは実験的マウス緑膿菌感染症において､A,H型菌の両

方に対 して高い治療効果を認めた｡A型菌に対する治療効果の方が､H型菌に対するより

も強い傾向が認めらた｡この結果は､InVltrOでのTS-3C2の結合強度の違い､即ちO-多

糖鎖へのアフィニティーの差を反映 しているもの考えられる.

本章において筆者は､緑膿菌LPSの0-抗原多糖に存在するさまざまな珍 しいアミノ

糖成分のうち､4つ血清型 (A,G,H.K型)に共通 して存在するガラク トサ ミヌロン

酸に着目し､その詳細な化学構造を検討 した｡その結果､血清型によってD体とL体,

N-アセチル基とN-ホル ミル基,カルボキシル基へのア ミド置換の存在,0-アセチル

基の存在等､ひとつの糖成分をとってもさまざまなvariationのあることが示された｡従 っ

て､共通糖成分の存在だけから､異なる血清型に交差反応するモノクローナル抗体の可能

性を論議することは難 しいと考えられる｡その中で､ 1例ではあるが本章で述べたヒトモ

ノクローナル抗体TS-3G2は､A,H型緑膿菌に交差反応し､そのエピトープとして両血清

型の〇一抗原多糖の共通成分であるN-アセチルL-ガラク トサ ミヌロン酸残基が重要の

関与 していると推定 した｡更に､本抗体はA,H型株両方で高い感染治療効果を示 した｡

以上の結果から､異なる血清型に属する〇一抗原多糖の化学構造上の共通部位が感染防御

抗原となりうる可能性が示された｡
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第4章 緑膿菌の微量 リポ多糖成分D-ラムナンの構造

4-1.序

近年､〇一血清型別とは無関係に多くの緑膿菌菌株と交差反応性を示す多糖抗原が幾つ

か報告されており､その広い分布から､緑膿菌感染症に対する有望なワクチンとして期待

される[40.73-75】｡1985年に沢田らは､約80%の緑膿菌臨床分離株と反応するマウスモ

ノクローナル抗体E87を樹立したことを報告 しており､免疫原として用いたIFO3080株 (血

清型M)の リポ多糖標品より単離されたラムノースを主成分 とする多糖が抗原であると推

定 している[73]｡一方､著者は緑膿菌HDIOO8株 (本間血清型G標準株)の0-多糖鎖を

選択的に断片化することにより､徴圭のラムノースが多糖画分に回収されることを兄いだ

している [本論文第2章,45]｡本章では､HDIOO8株及びIFO3080株由来のラムノース

含有多糖の化学構造を検討 し､その結果､多糖がD-ラムナンを主鎖に持つことを明らか

にした｡更にこのD-ラムナンがE87抗休の認識抗原であることを示 した｡またE87抗原の

分布について､酵素学的な側面からも若干の検討を試みた【76]0

4- 2.材料と方法

ラムナンの調製

緑膿菌lIDIOO8株のLPS及び〇一多糖の調製は第 3章に示 したo得られた〇一多糖標

品(400Tng)を40Tnlの01MNaOH/02NNaBH.溶液で37℃.24時間処理 したo酢酸で中和 し

た後､50mM(NH.),COBで平衡化 したSephadexG-50ゲル嬉過に供 した.vold付近に溶出さ

れたラムノースに富む多糖画分をDEAE-Sephacelカラムクロマ トグラフィーに供 したO平衡

化は5mM酢酸アンモニウム緩衝液(pH7.4)で､溶出は0から0.3NNaClのグラディエントで

行ったO得 られた多糖を､更に50mN(NH.)2CO,で平衡化 したSephacrylS-200クロマ トグ

ラフィ-で精製 した｡ラムナン接品の収丑は12mgであった｡

緑膿菌IFO3080株のラムノース含有多糖模品[72】は､河村隆博士 (帝人 ･生医研)より

分与を受けた｡

リピドAに結合 したラムナンの調製

Il°IOO8株由来 リポ多糖標品(780mg)を75000xg.4℃,3時間遠心する[7710得 られた

沈澱(1757ng)を50nMNaHC0.,1mNEDTA,0.3%デオキシコール酸ナ トリウム. 002%

Nan,からなるバ ノファーに溶解 し､同じ/<ッファーで平衡化 したSephacrylS-300カラム
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(15xloocm)に供した[78〕｡低分子竜の画分をプールし､最終浪皮が05Mとなるように

NaClを添加 して､ 10倍塁のエタノールで沈毅させるO沈毅を水に溶解後､水に対 して

透析､凍結乾燥 してラフ型 リポ多糖画分とした(110Tng)Dこのラフ型 リポ多糖画分を､10

mlの0.1MNaOH/0.2MNaBH.溶液で37℃.24時間処理するO酢酸で中細後､水に対 して透

析する｡透析内液を50mM(NH.)2COaで平衡化 したSephacrylS-200カラムクロマ トグラフ

ィーに供 して､脱01アセチル化 リピドAに結合したラムナン標品を得た(33mg)o

スミス分解

ラムナン標品(47ng)を0.5mlの01N酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH50)に溶解 した0.1M

Na10､で､4℃,暗所で3日間処理する｡反応後､過剰のNaIO.をェチレングリコールで壊 し

た後､生成物を1MNaBH一で還元 し､透析するC得 られたNaIO.酸化多糖を05〟HCl,20℃.

3日間加水分解する[79]o反応混液を蒸発乾固させた後､酸加水分解によって生 L:たグリコ

シルグリセルアルデヒドをNaBtI.で還元する｡スミス分解生成物をcellulofineGCL-25mゲ

ルクロマ トグラフィーで分画,精製 した｡

メチル化分析

メチル化は､CluCanUとKerekの方法[66]に従 った. ラムナン標品(27ng)をo1mlCH,I

20mgの粉末状にしたNaOH.0.5mlのジメチルスルフ*キンド中で激 しく櫓拝 しながら25℃.

10分間反応させる｡過メチル化 したラムナンを90%ギ酸で100℃.16時間加水分解 し､得ら

れた部分メチル化糖をアルジトールアセテー トとしてGLC/MSで分析 した｡GLCは､

1%OV-17カラムを用いて160℃で行った｡

GDP-マンノースを基質としたGDP-ラムノース合成酵素活性の測定

緑膿菌菌休をooC,10kHzで音波破砕機によって壊 したo 得 られたホモジェネー トを

20000xg,40分間遠心 し､その上楢を更に100000xg.90分間遠心 したO得られた上清

を粗酵素標品とした｡GDP一マンノースからGDP-ラムノースへの変換は､以下のよ

うにアッセイしたO 反応混液 (30JLl)は､粗酵素棲品(20-100LLg蛋白).0_1mMGDp-

[Hc]-D-mann o se(5000 cpm/nTnOl. Amersh am Corp ,Sigma Chen lCalCo),3 nMNADPH,

50TnM トリスー塩酸緩衝液(p7178)からなるO37℃.30分インキュべ- ト後､0.02MHClを

添加､loo℃.15分加熟 して反応を停止 した｡NaOHで中和後､Doyex50(H'型)及びDoyex1

(acetate型)を詰めた小カラムに通 して脱填 したO得られた中性糖画分を l-ブタノール/

ピリジン/水 (6.4:3.γol/vol/γol)の溶媒系を用いた連続クロマ トグラフィーに供 したO

標準物質としてのせたラムノースの位置に相当する部分を切り出し､液休 シンチレーショ



ンカウンターにて放射活性を測定 した｡棲準条件における1分間あたり1nmolのGDP-

ラムノースの生成を1酔素単位とした【76]o

その他

ELISAの方法は第 2章に､lH-NMR, 1'C-NMR,旋光度の測定,中性糖およ

びア ミノ糖の定立,その他のクロマ トグラフィーの方法は第 3章に示 した. りん酸の定立

は､Loyryらの方法〔80]､KDOの定量は､YelSSbachと11uryltZの方法[81]に従ったoメチ

ルラムノンドは､1%fICl含有メタノール中で100℃.4時間処理 して調製 した (この標品は

90%のαアノマーを含んでいる)[40】｡Octyl-SepharoseCL-4B(Pharmacia)カラムクロマ

トグラフィーは､Fischerらの方法[82】に従 った｡

4-3.結果

ラムナンの単離と化学組成

HD1008株由来のO-多糖をアルカリ分解後､SephadexG-50カラムクロマ トグラフィー

に供すると､図17に示すようにコアオリゴ糖(fractionⅡ)と4,51不飽和ウロン酸戎基を非

遍元端に有する〇一多糖断片(fractionⅡⅠ)に加えてラムノースに富む多糖(fraction I)

が得 られる｡この画分をDEAE-Sephacel及びSephacrylS-200カラムクロマ トグラフィーに

より精製 し､ラムナン標品としたOラムナンは､DEAヒ-Sephacelで約90mNNaClの漉度で溶

出し (図18-A)､SephacrylS-200カラムでは分子丑約12000の単一の ど-クを示 した (図

18-B)0

ラムナン標品は､ラムノース.未知の中性糖(comoundX).キシロース,グルコース,〟

ラク トサ ミン.アラニン,りん穀をそれぞれ2654.275.85.172.40.42.165nmol/mg

乾燥重責含有 していた｡compoundXは､ガスクロマ トグラフィーによって､ トリメチルシ

リル誘導体では､trimethylsilyl-α-rhamnoseに対する相対保持時間が0.84.0.88及び0

95(Tninorpeak)として､アルジトールアセテー トではper0-acetylrhamlnitolに対する相

対保持時間が078として検出された｡更に､ラムナン標品中にはLPSのコアの特徴的な

成分であるガラク トサ ミン,グルコース,アラニン及びりん酸[14]を含有 しているOこの

結果は､ラムナン標品はラムナン鎖とLPSに由来するコア部位とから成ることを示唆 し

ている｡ラムナン標品のイオン交換クロマ トグラフィー上での陰イオン的な性質 (図18-a)

はりん酸基によるものと考えられる｡
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図 17.0-多糖標品のアルカリ分解生成物のSephadexG-50カラムクロマ トグラフィーに

よる単離

0-多糖標品を0.1NNaOH/0.2MNaBH.で37℃.24時間処甥け る｡中和後､生成物を50mN

(NH.),CO,で平衡化 したSephadexG-50カラム(26xlOOcm)クロマ トグラフィーに供 した｡

各フラクション(5ml)の中性糖 (○)及びアミノ糖 (●)含量を定丑 した｡横棒で示 した

フラクションをプールした｡
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図 18.ラムナン標品のDEAE-Sephacel及びSephacrylS-200カラムクロマ トグラフィー

(A)0-多糖標品のアルカリ分解によって得 られたラムノースに富む多糖 (図17.Fr.

I)を 5mM酢酸アンモニウム緩衝液(prf72)で平衡化 したDEAE-Sephacelカラム(1x2.5

cm)に供 した｡ まず先の緩衝液､更にNaClのlineargradientで溶出 した.各2mlのフラク

ションを集め､中性糖含量を定果 したOプールしたフラクションを横棒で示 したo

(B)DEAE-Sephacelクロマ トグラフィーによって得 られた画分を更にSephacrylS-200カ

ラム(15x100cTn)ゲル漬過に供 したOカラムは､50mM(NH.)2CO,で平衡化 した｡各フラ

クション (25ml)を集め､中性糖含量を定量 した｡矢印1,2.3.4は､各々グルコース及

びデキス トランT-10,T-20.T-40の溶出位置を示すO横棒で示 したフラクションをプール

し､ ラムナン標品 とした｡



ラムナンは品のメチル化分析

過 メチル化 したラムナン撲品から得 られたアルジトールアセテー トのGLC M S分析

では､1.2.5-tri-0-acety1-3,41di-0-nethylrhaninitolと1.3.5-tri-0-acety1-2.4ldi-0-

methylrhaminitolがモル比1:2.2で得 られた｡ それに加えて､1.3.5-tr卜0-acety卜2.ト

di-0-nethylxylositolと1.4,5-tri-0-acety1-2.3.6-tri-0-methylglucitolが少現検出され

た｡ しか しながら､CoTnOundXの誘導体に対応するど-クは認められなっかた｡

以上の結果は､ラムナンほ品が C2置換とC3置換のラムノビラノシドがモル比1:Zから

なる直鎖の多糖をもつことを示 しているo

comoundXの同定

CompoundXのアルジトールアセテー ト誘導体CCL/MSによって分析 した.その結果

を図19に示す｡その結果､comoundXは3-0-メチル-6-デオキシヘキソースであるこ

とが示されたO ラムナン揺品のメチル化分析では､部分メチル化された6一デオキ ンヘキ

ソースはラムノース誘導体 しか検出できなかったo このことからcomoundXは3 0 メチ

ルラムノースであると考えられるが､この化合物の絶品が十分塁得 られないことから､ こ

れ以上の特定はできなかった｡

ラムナン標品の)H-NMRスペク トル

ラムナン標品の'H-NMRスペク トル (図20)では､ アノマー水素として3本のsin-

gleL様のシグナル (各1Hの強度)とl本の弱いシグナル (約03H)が観察されたO これ ら

アノマー水素の非常に小 さい結合定数はこれらの糖残基がmannnoコンフィギュレーション

であることを示唆 している. これらのシグナルは全て4.9ppmより低磁場に存在することか

ら､ C̀.コンフォメーションのa一結合であると考えられる[83.84]｡ 4.96ppm と 5.04

ppmのシグナルは-3)Rha(α1-の､5.20ppTnは-2)Rゎa(a卜の7ノマー水素 と掃屈 した【79.

83-85]｡1.27.1.30及び1.31pptL(各3tl.doublet.J6..:635Hz)のシグナルはラムノ

-ス残基の 3個のメチル基に帰属 した｡5.13(0.3H)及び3.45ppm (約1H)のマイナーな

シグナルは3-0-メチルー6-デオキシヘキソース残基のアノマーとメチルエーテル基

にそれぞれ帰属 した｡

ラムノースの絶対配置

ラムナン標品の酸加水分解物から単離､精製 したラムノースは､メチルラムノシドの変

換【40]後の旋光度のデータからD-体であると決定 した｡ ラムナン標品由来のメチルラム

ノシ ド, [a]D +47.80 ,cf メチル-L-ラムノシ ド (a-7/マーを90%含有),

79
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[α】D -4710 0

ラムナン標品の旋光度,+75.00.はα-D-ラムナンの計算値,+81.90〔石S.86】,とよ

い一致をみた｡

ラムナン標品のス ミス分解

ラムナン鎖の繰 り返 し配列を決定するためにラムナン標品のスミス分解を行 った｡材料

と方法の項に示 した通 り分解生成物をCellulofineGCL-257nカラムによるゲル嬉過で分画す

ると､ 2つの中性糖のピークが得 られる (図21)｡表20に示すように､主要断片(peak2)

はラムノースとグリセロールがモル比2:1か らなる非還元性のオ リゴ糖である｡ グリセロー

ルは､ C2置換 ラムノース残基の ClからC3に由来するものであると考えられる.従 っ

て､ この断片の構造は､Rha(1-3)Rゎa(1-2)glycerolであると決定 したo この結果とメチル

化分析, lH-NM Rスペク トルの結果とを合わせ､ラムナン鎖の繰 り返 し単位の構造を.

-3)Rha(α1-3)Rha(α1-2)Rha(α1-.であると推定 した｡

マイナーな断片(peak1)は､3-0-メチル16-デオキシ-キソース,キシロース,

ラムノース及びェ リスリトールをモル比約7.2･11で含有 していた (表20)｡ エリスリトー

ルはおそらくC4置換のグルコース残基に由来するものと考えられる｡ この断片について

は､十分玉が得 られなかったのでこれ以上の検討は行わなか ったが､この結果よりラムナ

ン標品中の微量成分である3-0-メチルー6-デオキシ-ヰソース,キシロース,グル

コースは､ ラムナン主鎖の繰 り返 し単位とは独立にオリゴ糖鎖を形成 しているものと考え

られる｡

脱0-アセチル化 された リピドAに結合 したラムナン鎖の単離と分析

LPS標品からラムナン鎖を単離するため､LPS接品の分画を試みた｡まず､75000

Ig.3時間 もしくは100000xg.6時間遠心分離 した｡沈毅画分には､出発のLPSか ら

乾燥重史で各々24%(75000xg),48%(100000xg)が回収された｡ それぞれの沈澱画

分を03%のデオキシコール酸ナ トリウムとlmNの EDTAを含有する緩衝液で平衡化 した

SephacrylS-300カラムクロマ トグラフィーに供すると､smooth型の リポ多糖画分(ドr.

I)とrough型の リポ多糖画分(Fr.Ⅱ)が得られた (図22).75000xgの沈毅画分をゲ

ル嬉過 して得 られたrough型 リポ多糖画分 (図22-B,Fr.n)には､ リピドAの基本成分

であるグルコサ ミンが 460nnol/ng乾燥盃丑含まれているのに対 して､出発物質のLPS

標品には 175nmol/ngであった.以上の結果は､rough型 LPSが75000xgの遠心によっ

て優先的に沈毅として回収されることを示 しているo更には､ ラムナン標品の特徴的な成
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図21.ラムナン標品のスミス分解生成物のゲル連過による分社

ラムナン標品(4mg)のスミス分解生成物を50mN(NH.)2CO)で平衡化 したCeHul｡flneGCL

-25mカラム(1xlOOcm)に供 した｡各1mlのフラクションを集め､中性糖含量を測定 した｡

矢印1.2.3はそれぞれ α1-4結合グルコースの二晩 四糖,六糖の溶出位置である｡
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衷 20.ラムナン標品のスミス分解生成物の分析

ス ミス分解生成物は､図21に示すようにCellulofineGCレ25mゲル溝過によってpeakl及び､

peak2を得た｡これらを酸加水分解後､ガスクロマ トグラフィーによって分析 した｡デー

タはpeaklはエリスリトールを､peak2はグリセロールを1.00とした｡

ConlPOnCnt Mo一arrallOI一l

G】yceroI
ErylhritoI
RIlalⅢ10Se

3-0-MethyIl6-deoxyhexose
Xylose

0
7
4
4

0
0
ノ
■1
2

0
1
0
7
2



(
｣}
＼
I
OUJH
)
a
U
!1U
D
S
O
益
LI
P

U
D

a
S

O
X
a
工

0

つL

50 60 70 80 90 日⊃O

Froclionnumber

図22.LPS標品の75000xg(A),100000xg(a)超遠心､及びSephacrllS1300ク

ロマ トグラフィーによる分画

リポ多糖標品を4℃で､75000xg,3時間もしくは100000xg,6時間遠心するC得 られた沈

AJLを50mNNaHC0,.0.3%デオキシコール較ナ トリウム,1mMEDTA及び0021Nan)を含有

する緩衝液で平衡化 したSephacrylS-300カラム(1xlOOcTn)に供 した｡2mlずつフラクショ

ンを集め､中性糖 (○)及び (●)アミノ糖含丑を定量 した｡横棒で示 したフラクション

をプールした｡



分である3-0-メチルー6-デオキシヘキソースが出発LPS捺品中の丑の72‡がこの

rough型 リポ多糖画分に回収された.即ち､ラムナンの結合した リポ多糖がこのrough型 リ

ポ多糖画分に浪縮 されたと考えられる｡しかしながらこの画分にはまだ､短いO-多糖鎖

をもつ LPS由来と考えられる相当玉の〇一抗原多糖の成分が含まれており､更にクロマ

トグラフィーを繰 り返 してもラムナン結合LPSを精製することはできなかったo

そこで､rough型 LPS画分を〇一多糖標品からラムナンを単離 したときと同様の条件で

アルカリ処理することを試みた｡アルカリ処理を施 したrough型 LPS画分を透析後､透析

内液をSephacrylS1200カラムクロマ トグラフィーに供 したOその結果､分子丑約18000と

4500のFr.AとBが得られた (図23)｡Fr.Bは典型的なリピドAとコアオリゴ糖の

構成成分であるグルコサ ミン,ガラク トサ ミン,KDO,アラニン及びグルコースを含有

しており (表21)､この画分はrough型LPSもしくは短い〇一多糖鎖をもったsTnOOth型

LPSに由来したコアオ リゴ糖が結合 した脱O-アセチル化 された リピドAであると推定

した｡Fr.AはリピドAの成分に加えてラムナン標品と同 じ成分 即ち､ラムノース,

3-0-メチルー6-デオキシヘキソース,グルコース,キシロース及びコアの成分を含

有 していた｡この画分をラムナン結合脱0-アセチル化 リピドAと推定 し以下の実験を行

った｡

この画分をoctyl-SepharoseCL-4Bの疎水性クロマ トグラフィーに供 したところラムナン

は40%プロパノール滅度で 1本の ど-クとして溶出され (図24)､脂肪酸が共有結合 して

いることが示された｡また､ド∫.Aの分析値 (表21)からラムノースとグルコサ ミンの

モル比は約14011であり､ リピドAがグルコサ ミン2分子からなることを考慮すると､ リピ

ドAに結合 しているラムナン鎖におけるラムノースの平均重合度は70であると考えられ､

ラムナン標品のゲル連過上での分子丑12000(図18lB)とよい一致をみた｡更に､Fr.

Aを1%酢酸.loo℃.90分間加水分解 し､生成物をSephacrylS-200カラムに供したところ､

ラムナン棲品と同様の分子量 (約12000)と化学組成をもつ多糖鎖として回収された｡以

上の結果は､ラムナン鎖が通常のLPSと同様 コアオリゴ糖を介 して リピドAと共有結合

していることを示唆している｡更にその結合様式は､穀に不安定なグリコシド結合､おそ

らくはKDO残基を介 しているものと考えられる｡

IFO3080株由来のラムノース含有多糖との構造比較

sayadaらの報告【72]では､約80%の緑膿菌に存在する共通抗原を認識するマウスモノクロ

ーナル抗体E87を緑膿菌 IFO3080株を免疫原として作製 している｡更に彼らは､IFO3080
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図23.rough型LPS画分のアルカリ処理生成物のSephacrllS-200カラムクロマ トグラ

フィー

rough型 LPS画分をoINNaOH/02NNaBH.で37℃,24時間処理後､透析 した｡得 られた

透析内液を50mM (NH一),COlで平衡化 したSephacrylS-200カラム(1.5x100cm)に供 した｡

2･5mlずつフラクションを集め､中性糖 (○)及びアミノ糖 (●)を定Etした.横棒で示

したフラクションをプールした｡ Fr.Aをリクロマ トグラフィーで柄劃 し､ (脱0-7

セチル化 した) リピドA結合ラムナン標品としたo矢印記号は､図 18 (B)に準ずるO



表 21.rough型 LPS画分のアルカ リ処理により得 られた脱0-アシル化 LPSの分析

図23で得 られたFr.A,Fr.Bを ')クロマ トグラフィーによって精製 し､酸加水分解

後組成分析を行 った｡データはガラク トサ ミンを1.00としたモル比で表 してある｡ グルコ

サ ミンの値は､ア ミノ酸分析積上のグルコサ ミンとグルコサ ミンりん酸の和である｡
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図24. (脱0-アセチル化) リピドA結合ラムナンのOctyl-SepharoseCL-4Bカラムクロ

マ トグラフィー

(脱0-7セチル化 した) リピドA結合 ラムナン標品 (図Fr.A)を0.5NNaCl含有

o1M酢酸ナ トリウム緩衝液(pH7.4)で平衡化 したOcty1-SepharoseCL-4B(0.8x2cm)に供

したoカラムを先の緩衝液で洗浄(10ml)後､01M酢敢ナ トリウム緩衝液(pl174)(107nl)

更に､0から60%(V/V)のn-プロパノールの11neargradlentで溶出 したD フラクション

(1Tnt)を集め､中性梅を分析 した.
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株からラムノースを主成分とする多糖を待ており､該多糖がE87抗体の認識抗原であると推

定 している｡

そこで､IFO3080株由来のラムノースを主成分とする多糖とHDIOO8株由来のD-ラム

ナンの構造の比較を行った｡IFO3080株のラムノース含有多糖をガスクロマ トグラフィー

で分析するとIlt)1008株のラムナンと同様に主成分はラムノースで､更に敢垂成分として
3-0-メチルー6-デオキシヘキソース,グルコース及びキシロースが検出された｡

)H-NMRスペク トルの比較 (図25)でも､両者は非常に頬似 しており､3本の見かけ上

singletのア ノマー水素 (496ppTn,5.02ppm及び520ppm: 各IHの強度)が認められるo

従って､IFO3080株のラムノース含有多糖もllDIOO8株のラムナンと同様に､ 主鎖は.

-3)Rna(α1-3)Rha(α1-2)Rha(al一,なる繰 り返 し単位をもつと推定 した｡ しかしながら､

513ppm(おそらくは､3-0-メチルー6-デオキシヘキソース残基のアノマー水素)

及び3.45ppm(同残基のメチルエ-テル基のメチル水素)のシグナルの強度が､HD1008

株由来のD-ラムナンのスペクトルに比較 してTFO3080株由来のラムノース含有多糖の方

が弱 く観察されているo即ち､両棲品で3-0-メチルー6一デオキシヘキソースの含丑

に違いが認められる｡

ラムノース含有多糖()FO3080)の旋光度の測定値は【a]D=+841であり､HDIO08抹由来

のD-ラムナン,[a]｡=+751,およびa-D-ラムナンの計算値.【α]p-+82'[83.86]に

非常によく一致 している｡以上の化学組成,LH-NMRスペク トル及び旋光度の測定の結

果から､tFO3080のラムノース含有多糖とHDIOO8株由来のD-ラムナンはほぼ同じもの

であると孝吉諭 した.

ラムナン鎖のマウスモノクローナル抗体E87に対する結合性

IFO3080株由来のD一ラムノース含有多糖とHDIOO8株のD-ラムナンの免疫学的な柏

同性を確かめるために､ELISAによる出合反応を用いてE87抗体に対する結合性を検討

したC,I:87抗体の結合する緑膿菌PAOl株を固相抗原としたELISAの系に､】FO3080株.

HDIOO8株由来のラムナン及びL-ラムノースの単糖を競合物質として添加 した｡その結

盟 (図26)､IIDIOO8抹由来のD-ラムナンは､IFO3080株のラムノース含有多糖とはぼ

同程度にE87抗体のPAOl菌体への結合を阻害 した｡また､L-ラムノースの単糖では全 く阻

害を認めなかった.以上の結果､どちらの多糖ともにE87抗体に特異的に結合 し､免疫学的

な違いは認められなかったQ
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図26.ラムノース含有多糖 (lFO3080由来)とD-ラムナン (IIDIOO8由来)のモノク

ローナル抗体E87との結合性

緑膿歯pAo1菌体を固相抗原としたELTSAの系に競合物質としてラムノース含有多糖

(●) (ラムノース重として0.1mN).D-ラムナン (○) (0.imN)及びL-ラムノー

ス (10mN)それぞれを2倍希釈系列にて添加 して､阻害活性をみた｡
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GDP-ラムノース合成群乗活性の分布とE87抗原の存在

HDIOO8株のホモジェネー トの100000xg上清画分にGDP-D-マンノースからGD

P-ラムノース (おそらくは､ D一体)を生成する群素活性を兄いだした｡このラムノー

ス合成酵素活性は､D-ラムナン (もしくは他の未知のD-ラムノース含有多糖)の生合

成に関与 しているものと考えられる｡そこで､GDP-ラムノース合成酵兵活性とD ラ

ムナンを抗原とすると考えられるモノクローナル抗体E87の結合性の相関性を検討 した｡本

間血清型AからMまでの 13株 (表23)について､菌体のホモジェネー トの100000xg上

清画分を粗酵素標品として材料と方法の項に示 した条件でGDP-マンノースとインキュ

ベー トした｡生成物を弱酸加水分解 し､遊離した擬を建紙クロマ トグラフィーで分画 した｡

基質のマンノースとラムノースが得られ､生成 したラムノースの放射活性をnrJ定 したOこ

の系ではラムノースのみが生成 し､タロメチロース (ラムノースの4-エピマー)や他の

6-デオキシヘキソースは検出されなかった｡

表22に示すように､検討 した13株中 9株にGDP-ラムノース合成活性が認められた｡

D,G.),K,L及びM型の6株で強い酵素活性が､A,F及びH型の3株では弱い群

素活性が検出された｡一方､他の株では活性は認められなかった｡各々の反応で得られた

生成 した糖について絶対配置は検討しなかった｡

モノクローナル抗体E87の結合スペクトルを各々の菌体を固相抗原としたELISAで模

討 した. C, E, J型の3株を除 く9株でE87抗体の結合が認められた｡酵素活性と

E87抗体の結合の強さとの間には相関が認められなかったものの､GDP-ラムノース合成

群素の分布とE87抗体の結合スペクトルは非常によい一致を認めた0

4-4.考察

緑膿菌llD1008(本間血清型G)のO-抗原多糖を選択的に分解することによって得 ら

れたD-ラムナン標品は以下の3個のユニットから成ると考えられる｡約70残基のD-ラ

ムノースから成るラムナン鎖､通常のLPSと同様のコアオリゴ糖､更に7残基の3-0

-メチル-6-デオキシヘキソース, 2残基のキシロース, 1妓基のラムノース. l浅主

のグルコースから成るオリゴ糖であるo しかしながら､D-ラムナン鎖は､通常の0-抗

原多糖と同様にコアオリゴ糖に共有結合 していると考えられるが､3-0-メチルー6-

デオキシヘキソースを含有するオリゴ糖部位を含めてそれら相互の結合様式は明らかでは

ない｡ LPS棲品中のラムナン鎖の結合 したLPSは､主要成分である長い〇一多糖鎖を



表22.緑膿菌各種血清型株におけるGDP-rbatnOSe合成酵素活性の分布とマウスモノクロ

ーナル抗体E87に対する結合活性の比較

酵素活性は1分間あたりのGDP-rhannose1nTnOlの生成をlunitとしたO表中の数値はmg蛋

白あたりのml11iunitで表 してある｡抗体の結合活性は緑膿菌菌体を固相抗原としたELI

SA法における405nTnの吸光度で表 したo nd:notdetected
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もつsTnOOth型LPSから75000xgの超遠心 とデオキシコール酸含有緩衝液を用いたゲル嬉

過によって分離す ることができた (図22)｡この結果は､主要成分である0 多糖鎖とD

-ラムナン鎖が同一のLPS分子に結合 しているものではないことを示唆 している｡

1985年､Sayadaらは緑膿菌 IFO3080の菌体を免疫原として､多 くの緑膿菌臨床分離抹

(約80%)と交差反応するマウスモノクローナル抗体E87を得ている〔72】｡この報文でE87

抗体の認識抗原はラムノースを主成分として含有する多糖であると報告 している｡今回､

緑膿菌共通抗原と予想されるlFO3080株から得 られたラムノース含有多糖についても化学

構造の検討を行 った結果､IlDIO08と同 L:D-ラムナン鎖:-3)D-Rha(al-3)D-Rha(al-2)

D-Rha(a1-を主鎖 とする多糖であることが明かとなった｡ 310-メチルー6-デオキシ

ヘキソース等の微量成分の含塁はIFO3080由来の標品の方が少ないという違いは認められ

たが､いずれの株由来のD-ラムナンも同程度の強さでE87抗体に結合性を示 し､D-ラム

ナン鎖が緑膿菌共通抗原 と考えられるE87抗原の本体であると推定 した｡

L-ラムノースは緑膿菌に広 く認められる糖成分として､本間血清型別人,ド,G,Il.

K型の〇一抗原多糖[22]､LPSコア部位の共通 した構成成分[14]､歯体外に兄いだされ

た緑膿歯共通抗原と考えられる多糖【74.75]､低分子車の糖脂質 (ラムノリビド等)[87]に

兄いだされているo一方､D-ラムノースは､現在までにいくつかの植物病原細曲,xan-

thoTnOna S CamP eStrisl88】, P seudoTnOnaSCePaCialTg]. Pseudonoassyringae pv
morsprunoruml83]. PseudoTlOnaSCeraSil891,土壌細菌GS株[90】でしか兄いだされて

いない珍 しい糖である0本研究は緑膿菌の多糖成分としてD-ラムノースが兄いだされた

はじめての例である｡そこで､D-ラムノースの緑膿菌での分布を群素学的に検討 した｡

D-ラムノースの生合成研究は､土壌細菌GS株(ATCC19241)で報告されているのみであ

る[90.91】.この菌株においてはGDP-D-ラムノースとGDPID-タロメチロース

(ラムノースの4エピマー)がGDP-D-マンノースからGDP-4-ケ トID-ラム

ノースを経由して立体化学非選択的なketoreductaseによって生成することが示されている｡

今回､緑膿菌の可溶性画分にGDP-D-マンノースからGDP-ラムノース (おそらく

はD一体)を誘導する群素活性を兄いだ した｡ このGDP一ラムノース合成系では､GD

p一夕ロメチロースは生成せず､立体選択的な変換が起こっているものと推定される｡生

成 したGDP-ラムノースの絶対配置を含めこれ以上の合成酵素に関する検討は行わなか

った｡ しか しなが ら､GDP一ラムノース合成酵素活性の分布とE87抗休の結合性には非常

によい相関が認められ､ D-ラムナンが緑膿菌共通多糖抗原 として広 く分布 していること
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が示唆された｡

近年､緑膿菌に広 く分布する多糖抗原がいくつか報告されているoSayada等の報告 して

いるE87抗体の認識抗原であるラムノースに富む多糖[72】,Xocharovaらの報告 しているL

-ラムノース, D-リボース,D-グルコースがモル比2:1.1から成る多糖〔75]及びD-マ

ンノース, D-グルコース, L-ラムノースがモル比3:1.1から成る多糖[74】､更にはムコ

イ ドの本体であるアルギン酸〔92.931等が挙げられる.

本論文においては､Sayadaらの報告 しているE87抗原の実体がD-ラムナンであると推定

したoD-ラムナンはO-抗原多糖の結合して入るLPS分子と同様にコア部位を介 して

リピドAに共有結合しているとことが示唆された｡ しかしながらD-ラムナンの含丑は非

常に低い (lIDIO08株では〇一抗原多糖の約3%)ために､LPSもしくは0-多糖接品の

どちらの状態でも単離精製することは困難である00-多糖をもたないと考えられるIFO

3080株や､0-多糖を選択的に分解できる一部の血酒型株[40.72,94〕で卑離されてきてい

るのみである｡本論文では､E87抗体の結合性ととらに､D-ラムノース合成群素活性の分

布からD-ラムナンがE87抗原の本体であり緑膿菌共通多糖抗原であることを示 したC

最近､McGroartyとその共同研究者【77.95,96]は緑膿菌LPS中の0-抗原とは免疫学的

に異なるポピュレーション(A-bandLPS)を申離 し､このA-bandLPSとE87抗体が反応 し､

170株の緑膿菌菌株に広 く存在することを報告 したoA-bandLPSの多糖部分の化学構造に関

する知見はないが､化学分解することなしに〇一抗原多糖の結合したLPS(a-bandLPS)

と分離 した点で注目される｡この知見は､E87抗体の認識抗原に関する研究に大きな助けを

与えると考える｡

96



第 5章 結語

緑膿菌LPSの研究は､大腸乱 サルモネラ菌についで多 くの研究がなされていると言

えるだろうoO一抗原多糖については未知の糖残基の存在や多くの糖成分が不安定､更に

グリコシド結合が酸抵抗性であることなど､他の糖質に比較 して構造研究は困難であった

が､本論文を含め多数の研究者によって研究され､機器分析の技術発展とあいまってここ

10数年の間に飛躍的に進歩 し､ほぼ決着のついた感がある｡ しか しながら､一方でLP

Sの他の部位､即ちLPSのコア部位等に関 してはコア抗原の精製の煩雑さや純粋な抗コ

ア抗血楢を得ることが難 しいことから､多くの菌株を用いた体系的な研究は全 くなされて

いなかったOまた､本研究によって明らかにされた緑膿菌共通抗原E87の本体であるD-ラ

ムナンなどの微塵成分は､主要O-抗原多糖からの申離精製は困難であり､これまで研究

の対象となったことが殆 どなかった0

本論文において筆者は､化学的な手法と機器分析を駆使 した糖鎖の化学構造決定､モノ

クローナル抗体による解析を行った.その結果､第3章では異なる血楢型に屈する0 抗

原多栂の化学構造上の共通部位を兄いだし､その共通部位に対するモノクローナル抗体が

複数の血清型株に対 して治療効果を有する可能性を示 した｡第2手においては緑膿菌LP

Sのoutercore部位に多様性のあること､またそれが0一血清型と相関のあることを示 し

た｡即ち緑膿菌LPSコ7の免疫型 (血清型)分類のプロトタイプとでも言うべきものを

示 した｡今後､多 くの菌株でのコアの化学構造が明らかにされ､いわゆる化学型,血酒型

の対応関係を検討することが妓された課題と言えよう｡一方で､コア構造と〇一血清型と

の相関に関 して､例えば生合成中間体や合成酵素の共有等､生合成経路の面からの解明に

も興味がもたれる｡

第 4孝では､緑膿菌共通抗原多糖であると考えられるD-ラムナンについてその性状を

明らかにしたo筆者がD-ラムナンを同定 した後も､幾種かの緑膿菌共通多糖が発見され

ており[74.75.95.96〕､それらの存在様式 (LPS様か､爽膜様か)､生物活性､感染防御

抗原としての有効性など興味深い課題を残 しているoこれらの多糖が感染防御抗原として

働くとすれば､その広い共通性から､0-抗原多糖に変わるワクチンとしてあるいは抗休

療法の標的抗原としての応用が期待される｡
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