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A研究目的
IJガラクトシy-t'hFJ.:欠机ふlIう九人Mlt胡It納J･'ミ多い.それら札 β･JJラク ト/y: .hTj3本体J)那打にしろものと2M ･).-1T.什帆卜i ･人した('J)1二的ふ細胞U)fl畑作テス トでか:,I,柏lLtれるはり.mH ガンダリrシト ンぺと干JL,キオ1日山ILI.,1じJ/′ト ･/:~dL･fL;lJラクし/I/-L'泌hr心外J'yCE･;;ニLTJとぢえ･-,LLてきf:lしかし.臥如拙(土人いL-粍71.7J■三GM1-ガングリ̂ シドーシスrt沖抑丘状i･tJJ状とするL/)rilLで､モルキrH端･'ii7郎㌢叫¥形JJk引1い神経止秋,.I,1.Lt/l･い 日tLJIj"l)チ/トシスけlF:･､その允6,の叫畑こ'JalJl'印､幼児や､成人で..一分Ijiさilろ くこの詣文でIrlr,㌔ll1Jン,/りAシド/ス孔リ上IT!をIIiにjLリIfr望.GMlガ/グtJI/ドー/スfJJLJ上型を幼JJ上代･1､(;MlJJ/グ)ナシト/ス軸椎q･l/f･k人'辞を.Ii:-I.k人へ･lと比Jiする-)これらは.濯仰 )的糊u)みf,.･T,
･I･でJっ,)/Ltが･-'なぜ多様な払如 拙 を･,.するのであ/,うZJ･●7rmd･o)BP_品(lt2ガングリオ/ド./スたJhのモデル参IL'i)ITt､仙状の多くを;帥ける理冶的触地をIJ-えるが.(;M l-ガングリオ/トーシスとモルキオI糊 のTl的ifbいを｣抑できないTrklLl<13L巧･Iの多肘,tv)州 11を恥''かrT7Jf-N)Lこ.〟-ガラクトシダーゼ心kr々･J/rL-=ングし.柿,/の臨LL竹のiHk､('flJLJ.･JJL'し.臨丸型とのfHr別を明r)かにした-=UJFI-I■41｢L朴JLLl),A:柁心血､Fがh･,昧WF,I)/yLAt･Lす7J二と/{小していた.そして.それ(,の.なy(心LJfと榔Ir物の''yl･ti淵 のikLい4-LH=Jかi-LITAIUiLl)途中で以卜の1.,klを7'3T-_日(･̂)トガング.)オンドーンスとそルキオJ輔はβ)/フクト/y-ゼiukra:災がも

HDII棚')Jく仙 経 で.･まあ ,,那.川.LiJl-刺る人:)/,･払LjJ.棚 ぺJH 7Jf叫が与,7J(lllJ.(.
.い

2日L,iL'食沢故にrirJ･JIL･11で.Bd,7J
P11iJiHty,りケq)払出とろえろLり､扱 F/).
Y,え'JことがI雌 U,Pl仰 の 7-叫-ピ･Rで.8-.7J
T'~で･一】ガ7クトシト ンスと)▲欣出 ,,pl
ぶ ~と々YtrA･IE上従切.LLした は F,1仏日
FL-1J~ノケトンJy-1′jZikl変災;- LりJは山
~きLtr一絞出浅い 二C･itJi-〟:)クト/ト ー
と̂総称する.=の&丈は.Jjl〟;/クト/
ト ンr̂･'TLj:1る岨仁･的n･l;Lと.月払ノ桝jAiLメ
な光逝Lllの細椴如拙を検IH る=とで多tk/i
B 研究の背景
B･1β-ガラクトシドーシスの臨床型
･卜JJノク｢シトー/ス一二お.17J払L七一･l･･;IbJ
の).LIJト/>TJもJ,[こ. 神帖fJ,(状ノHe仙 川1,.m
(孔JJJ/幼'JJ/fk人)､〆過 (li･JIJr他州 ).
陥'.l･城詰,HJnlL/JL･lrJJなどである EhJL川
ゾ)それぞれL/).i'順 を小-1イ)<1･) 土F-,J<=･
lilt約/I.･臥人JJ状を小T-
孔リi'('li川iJ.がt'-,とし多い 禎/(FL JJ′
クトー/I/一tJl.川 がほとんど/,.･く､い,とそ,.h
粁｡､多(のELは でF.:tJ:i-1けること/Ju･,.一J
j/ブタトシトーンスV)),t本h(JなWYJであると
&,A('れる他の臨仏竹 汎 fTH JJ-/クト/
グ-tJT,川がある拙 史iLられることか1.,､二 J'
的･=叫と(,考えL-,れろ 人附､幼リl竹(川FM.小
那il/,LLない/JLLどL')追いはあるが､乳児'r!と仲
的rrl人は似ており､Jti終仙 二 丘的一LBm卜1J.i-,
仁紬ud!(((にいF-る打■釦tr'･1Lであり糾剛‡仙J,ど
llrki'J･･化である 孔リIJ.,.J幼リlりIと‡,.-itid.ri
急Mであるが.幼'Jl'iPlLl〉)JがややJf子Tが相や.･..C'ある-とが迎っている.

JZL β･ガラタ トシ/̂-tJ欠HIi･.Eめる状iL･

嫉lii1. Ek人′r.'J
孔lJlW.
幼リiJfP
lJk人付!

2次的僻炎火的

ll2 蝕LLヤl分知の参巧とする).川

払拭甲 ー;hH ガングリオン ト シス l .T ルヰ… 柄

拝過 孔リユnrIl .'i什 幼リ上旬救急作 JJk人や佃M

ド.I:片岩 1王 特'iJ収器

中か>I骨軟骨+# lLIBその他 中肘沖拝 人前AEK性 2--1%

J<3 /71ガラクトンrL シスの 1即 ､甥の臨LAJ丘状

乳LflltH 幼リL!ltl T戊人iTl

6 20カJJ :lJ-城人 一一Rj

:‡ 2Oj. 20才以 卜 20Jー以 l-

柿仲井if祉締 十十 + Iけいれん
+

錘体粍符',I: I 辛

I

++I 辛 一Ni
辛 十 ト

仲什q>変lfSムコ多恥Jt +Jlp + + 1+

打肝臓 +

+

デ′レを馴 ILてい7J. このモデル比 ,i.Jt細胞
の稚/畑 作と臥 tlrJのITlr判から､純粋i一軒J､hL

LここikJ里謡をい ,いて恕)Eされf-PI.jicある.こ
のモデルを川いて･臨Lk榊 ル)多肘 とヰ･も7-ら
i機構 ′々掩占flる
821限界FZl値
以 [:の桁で甘柿すると仮;i:する

り )･tfl(ここではガングリオシドG､H H i.

JL'のTkがいつも')ソソ-ムi=Dtれ込んで
くる

2)節1-I.tこれを分解するが通常 101洲 ,li･の
令ノ)か残 している.

3)仰Jl.枇1n-上り机nlJ;耽 トー71,i;､即川
†Jが zoo'C以 LあれEfJ順 のR.=flm uこら
ない

Jl)これ以上qiけ ると北部の有朋が的よる.

lJ生人巧'Jの神梓川IIL 孔幼VlJt,Jと粍なる.ほ
と/Lどの仲JT･･柄mlT,IlとJJLtJm rで桝 T･ろ｡
ーLtL-,の帆 IT札 人朋.).鵬 伽 増 収的 略･.Ljと し
っ iI"LH t7J 孔 リl'i･L iJJrJJJW.城人It･_Jと別I.
叫 抑 /1ノ/;7JにつLtl l/iLFm nl･TEl､多少
2:い 州 榊 押系､人耶肌btf与と ･̂J(I化 している
ーLtと化 必 二･桝 川 桁を･LLると=のAfLEこ､

0 -61日J･61JJf 20カJJ∴け -110+
fTとll･域化 -ていTJ 7=ルキオl輔 は他の姓

1岬 と逆r､仲打1.'F-tI､キ小L=t/J:い 汀牧伽 川 形

J･H ･｡入日 ガングT)オント シス孔yJydlTリ
噂*.lmLf-帆 fJな心 ､があるのでJtH.t環しい

fJL i′LキナJW'Ilf的 日 ,L<LT絹 の地形llkや
flJ瞭叔濁未,kTJ/fどr;入日 ガング,)jrシト /
スと光なっていると.rLIJ)れる.

この肌が限外榊航となる.

R･ミ..I:.,,:･l'.I.･＼言 ノ.76.J･t.lr;JL.. 一一;I':.:i:/ .I.LT:tL":.･t:;-II-･･･●■,:l･T
政･L'+行うーとで､リソソーム柄 -AILq)伽 モ



B22#iiO)*M

rギ1日こBだ論的L-考えられた馴 'Lf-齢と妓//T.弛

Lnr-1懐 を,Tlト 枝/lW fがl恥州別 Iに近いほど
ル グリサンド｡入日 のH''鰍か帖風 こなり糾 I
t+･止ZtるJこ0)グラフで一川 胤 ま8%を剛 たl一
也叱 している 8%に近すくにつれ､Ju了のH.'

tl'LLlゆっく｡となりL帥 棚 ;は急迫に仙齢化
する`8%を越えるとも代や御 礼 ない .it片
側 如 く純JIの杖/I-糾 せをもつことが.刺かト齢
d)LiJ刺ヒをもたらすことになる

川 1 妓打痛化と莞抑 卜齢のJ封係

Jh文E2児病の叶期及びEIJZl肌理冶とJA一児過伝 fさ的

女4 ),-1足'i'方細胞の妓/HlWlと建材IIW

け巾rhT土IJ-卜Eneu)yLud)L'lllreryL∩-gilh‖toslde+A
軒こし珊h'したrr.ml/DgPrOt…/h).3珊平均を】恥
とした.文献5上り抜粋した.

鴨

哨

鵠

残

存活性

套 棄 空

け!J2 GM uJノグリオント シスにお.･1るタk

rT析叶と仰 '.畑 L純

各組 織U)･LHdIされる一柳 卿 柁 Nlv柵 J/ラフ で.T L /-
乳児 乳 軌L'川 .Tdi人刊〝)班/絹 代Ll､OI L%._I
3-1/"～ l17% C･ある 5'る紬か )･榊 剛 †TJ:ShlIIfM
よりJL･-;｣､場合柘JT/J･4dきる.成人-l･JでrL人脈鵜止liJ)).
1='/p.幼少川 では入札日･軋 れリヱVJで:州bAu成上でFiL
講fii'受けるこ とに/i.る｡

JilkJr手並リンパ球のiRlfβ-1J7クト/y-i,

前件をJ<)に小した･柏/TWI仲とQI.tJEr一鰍 1il･
鮒父JLている -のモデルか三･}止岐な発糾 節
分lTiがあるnJ合･0か･･,7%}での姓rim Iを

持つ多数の変旅心仏 ｢･免税p-物がある-とが&,
えられる

823局所的杜書

E胡折が･批器糾織に上-,て光/J:っているとa(

右する 肝蚊のtAJ仏をT%､人脈Jji･乍乍を iu,山.
人脳拡此伽 )8%とナ7J 残//1.r,rl0%では.
JJf臥 人脈皮2'il人Al').肌 他やてがF.T...を1,汁
る】2%では､人肌と'Li､人IIjノ.仏 は 7%で
は 人脈ノ山女抜のみの帆 l,となる､fu.h u)･i,A
JJ/′く球を川いたTF.化洲iJでは､札リJTTJ.幼lJl
粕､伯仲 tlJ-(]7i人lt･J)で.それぞれ l%入札
2%･ノ1-7%の卿lLTEWlをイJLていた (&
1)｡すなわち､城//T.川 が.t.iいほど陥リ.杏,1
けるBllu絹JZ織の毅が独り､榔'/)的なtht.1リ,{がHl=･
つことになる 1tM Jt1)での人脈J.独 仏の選択的
帆 紬 .射 畑 地が'iI.し､ことにIIrAすると考え
られる (LZ!)2)A

a3軟性 β-ガラク トシダーゼの基質特異
性 とプロセシング

'Ltr豹朋臼の確付け汁lとr･'W''のPIr冶代､C,M 1
ガングEJオンドーンスの臥Rl.-rT状をよく,WyJす
る｡しかし.モルキオ日柄と(-,MIjJングリオ

ソトーシスの1:･=1人V)速いを花Iylできない 今回

の詣 IEL 二の･CL､̂_･細胞抑 Pに凍めた Il
lJラクトンドーンス0)端唖を棚 け るためには､

･t'rl'1'･β 〝I,クトンJ/-ゼの形式としての作れ
ネ･PP解するg増 がある その機従は､J.順 鞘児

flと-/r'セ /ングに;)けてyIえることができろ
831基男特異性

附 川 J/ラクト/グーゼEi.I′=仙 で多く

のlLL符のJ)llk'J糊 を取捌 ~る そのなかで.〟
/グrJカントGMlとケラタンuL倍が 卜旦なも

のである 性欲の).Lrlが/i(i_することが､β
)/ラク トンド- シスの臨LL蝕の多様t,)をもたら

十 -つの),'Jr,朋 と考えL-,11る｡

すなわち､ ｢それぞれの軌 W iJ',リにおいて､

捕JtU').t7引Iilする触帖Jtが粥′LLって即 沖 ･nx

ける そJLぞ九の).叩 け.納材 ･よりJ,.III=が火

なっているために､ユ■丘なった机純が帖･.1線 受け､
粍/11った鯨疎放を1.け る ガ/グリオシ

古土7tに対する
h#tの欠壬■

ガングリオシドGMl二~ー
β-ガラクトシダItt

二:｢
l
ケラタン柑

1は､そU)附 )′)､ナ Lうに神経細胞に多Y､物門
で･この1V.:柵 まFに帥耗1.f状を引き起こす ケ
ラタン航胤 よ､ムコ多故のIJW であり､このHT
恥 が.L#fl'の災JrYh父をIjは 起こす (棚 ) ｣
とするモデルである.

必 こ考えると.このモデルにしたがえば､Ml

i即紙 を起こさないモルキオJ3わ細 胞は､ガン

グリオシドr･Mlを分解できるはすであ7J -

のtJぇJJI土､′卜きた細胞レ-ルでの代洲 こおい
て11しいとLLu)hる

XW't､出jHlを足細胞へのC,M lガングリオ/
トのflI･･-fJi軟において､モルキオrHh･Ll才細胞
は･L三'揃とr･･Jじ村政u)GM I〟ングリオシドの分
解をfJう6( しかし.EnVJtrnl-おいて､GhH

jfングリオ-/ドに対する標轡的な僻,qW l･1-柵7LJ

仏では､CM lガングリオシト シス細胞とモ

ルキオI棚 細胞の関でIj:､梯/稲 作にl卯かなX一
光をこZIJまでの研究では認めていない モルキ

オE棚 山井細胞の川 VLLrOでのガングリオンド

(1M l分解粁M佃 ､幼リ川 指岐しかない その

ため､他のタンパクとの旧係やをためた細胞内

-1■･l欣 肌掛 こその代洲 rL.7'加 )肘 lを求めhFj:-なら
ない

ドGM

I,主■の事甘

GMlの井蛙
JLJLへの■+

ケラタン硫Tの
*tt*へのf事

P

L

R

H
U
R
一
J
HI一

1bltの■書

ゝ事l他匡扶

一骨tt書の
異形成

リソソーム

伽 β-11ラク トシダーゼ)踊 H.･blと臨L末1.A,淋qlv)VuqLl･)JIJV,光のぷ批 n･7J- 穐健の欠- ,7てす 仙 - .棚 獅とそJtによ川 き起こされる拙鰍杵窯の槻坪を,ll.i



832プロセシング

rlガラクト/ダ-ゼttリソソームの彬糸で

あI)･代謝扱従を発ELLするためにlTttリノソ_

A.こ蛤逆さ九･帆 昏タンパ,/とl･:･･欣 柵道をとる

JZ雌がある (凶 l)7d lすjJラクトシy-
ゼは.Cl)N∧のアミノ低山州 こ.Lれげ､シグナルhl列を誇め//)llは72k∫)のタンパクとして帖ノ'}さfLるq紬ElH,J､他作でシグナルの切rVTと
批仙軌のIJ-̂rlを受け､分 rt't8.日 J)のr."I,bJJ体
となる ゴルジ装甘･IfL巡LFれた臥 土仁に榊山■胤

の修飾を受け･分 化 88川 のFnE淋 となる,このFl'J射木は､コルジ装IF.yTr勺で.トランスゴ ,レ/'州こあると考えられているフォスフ1トラン
スフェラーゼによりリン億化され.マ/ノース

6リン椴触81EI軌を那 け る (l小 ゴル>･米粒巾
tH kJ)TMHn61】) このマンノース6リ

ン欣如拙名指 マンノース6リン倍レセプター札小作の粂I'TでRd笹し気.･-介しするこれを77んだノJtWl柁エンドソームはゴルノ裟ErLLを附し､レセ
-/クーとβ-ガラクトシダーゼ結合物を.)ソ

ソ-ムに輸送するソ 輸送の途中でエンドソ_ム

rj:偲什化する この射 II=Fでr棚 称 とレセプ
ターはは摘生し･日脚 休はリソソームにパッケイジされる マンノース6リン倍レセプターはゴ
ルシ装比にt,どり､次のリソソーム僻姫の輔述

rrルカl)化剤を添加すると､こU)レ-L,クーJ鵬

送肘 It仰 :L･!:され J)ン恨化目付 けがク)泌3iL

て(る (Eズ= 細胞外分76) こ〝)41幾を利川し

て糾抑 丘.掩上｡､‖拙什ケ/′､クJ州.rfiがHJ
iJtiと/J:る＼ リソソームに始jiされた,,)(-).iHH

k｡のrWlBJJ附 1､二二でr人刺 ud)り棚 を空け分rI.tr,/IkI)a)lJR.'tA僻端に,&換されるそvl後.帆嘩タン′くク-Lノ′リy-L,とで,i･.1.,JI佃
糾帖 Jr3J,け る β 〟ラクトシy--L,I,k棚 ケ
必 Li､そU>よJ:でIiリソソームIJrc･イ二女虹であ

り､プr7'r-/-ゼU)分解を,1け払い 抹戚タ/バクは､〟-〝ラクトンy-tJを如i:It:すろLNr-として･〝ラクトンー/lJトシスの研LA:から
雅兄された･そのg･11.〟 〝フJ/トシy-i/

を朋 官から†糊 することにlJJAする J98的 I-

二の仰ポのくJ)N′ヽの私刑がLAiL,ilさLll=J,㌔ i
のN州 珊 E･上のか レポキンペ ′1y-ijyと倣

いmr,州をレ,ていrTLUこれを'j胤こturタンパクU)機('tについてGjr兜がiLiみ.プIJL,アー
rL"分解かr,の帆 LfとL汁 くJと/J:る他(.tiであ7J

ペプチJ/-LJ作川1.7の多機tJtタ//､クとしてTL
rは 受ける⊥うになった 滋5に化戊タンパク
の鋭/L=までのFylらかになった機従を,(.すL(

bu β-ガラクトンダー-L'の細胞内プr7セシンク

l:= dl帥 JW㌧k･r･6P マンノース6リン- 側臥 - -/ンノ-ス6リン搬レセ- -､ ∧r細削 ぐ偽#さ
れる7ロセス附ム ー3ガラクトンアリト シスでの- - 搬戎タンパク 多鵬 タンハクとしてIn･'LLる似 1-
i;EnさLl.たい )

JZ5伏;Qタンパクの機能

1)〟 JJラクトシy-ゼの･jj･.L'化
2) シアリダー-LIのT.T.tJL化

:i)僻目カルボキシベ7チ}/-ゼ

(十適州 5 f))

日 中什エステラー-LJ(1･適l州70)

5)′LJIM 作ペプチドCノミL%lデアミダーゼ
(iT適州70)

B42次的β-ガラク トシダーゼ欠損症

プロセシングでのべたようにβ-ガラクトシ

//-ゼがリソソームに運ばれて･&･,jI化するため
I-rL 多くの併載がrxrJJJ-する そのうらフォス

フォ トラ/スフェラーゼ欠桝 il細胞柄を､保

施タ/′(ク欠仙 tガラク Flシアリド-シスを･11

き起こす それぞれの出石J.'子稚細胞JJlのβJJ
ラクト/I/-ピU)勅使を次にの-{る これらの

勅使(1,(7 jJラクトント /スにおけるβ-〟

ラクトシy-ゼの動態を考えるトでイI7日である
B471頼臆病
T細胞も'il二おいては､フォスフォトランス

フェラーゼの火ii=こよりβ-1Jラクト/ダーゼ
｢マンノース6リン偲掛軸軌をIT加することが
できず､β ガラクトンダーゼは分泌タンパク
とr･71し締約i･,畑り 細胞外E-分泌されてしまう
欄 I ∧)' リノソ-ム巾のβ jJラク トン

I/-ゼけ火刑するが.細胞外のβ ガラクトシ
y-ゼfWtlまFlt-する｡.itN山l･Iのβ-ガラク
トノy-ゼTTrf'LI川 絹'(.lfllArを小し.丁引frrの肋けと

/L7J マンノース6リ/億レセプター輸送系が

い2m 1州 をt亡ナ絶対fiJ細胞でEL 他の多くの

lJソノーム僻オ;tJ･･Fl点E-火脚 -る｡ しかし､そ
LLらの リソソーム斤早必 j:､ ]細胞柄.･ilrNの多(
のiFl純で(⊥欠州していない この輸送系以外の

系が多くの糾税で-1捜促して､リソソーム肺Ar-
/r.l-しく積送しているとJ:えられる 叩 -の例
外が･β-1Jラクトシy-ゼである 朗べられ

f-封l織今柵で.〟-ガラタ トシy-ゼのtTi-卜が
比1,れている-他のリソソーム僻#と速い. ll
1Jラク トシ'/-tJはマンノース6I)ン便レセ

/クー縮退系に舟くItt･/{していると考えられる｡
B42ガラク トシアリド-シス

ガラクトンー/リト ンス'iI-K細胞でLL 保讃夕

/バクの欠如 )ためにβ-〝ラクトンy-i,が､

J長次柄芯をとることができない (周 11り ｡

このため､β ガラクトンダーゼはプE'チアー

相対細胞内で仏 β-〝ラクトシ/̂-ゼの､tと減

鰍 i)OIl以 J-あるが､jJラ//トシアリト シ

ス似f細胞内では.川 柁JEである Jli炎細胞
で欠Inを同社するノJ-池は.2つkFJられている
Jつu､J刑也l-帆.資タンパクの前yL紳 加える
),法であるrとりこよれた仇 垂夕/バクlL 〟

jJラクトンダーゼとrI,r,分 (一松介休をつくり･&
疋化する もう つのJj法は､Jli地に-/ロチ
アー~即LLrif剤をJnIえるノ)たきである 数11で.I-.73.I.･
U)I0%FLiIEの研化回復を見る

C研究方法

C･1正常β-ガラク トシ ドーシス遺伝子の
クローニング方法

C1IcDNlライブラリのスクリーニング

ヒト胎盤 入EtLlライ-/ラリは､JI.､,;,n
Saddlcr梓 川 Ioyt'IdFlud陀SltcdlCnl
lnFHLUtC･1･.sh.nLonLn'叩1引LySchool

orMedlC川C.SLLouL.i.t◆S∧)より仇/Jされ

た｡ライブラリをJJlL(1.VJ)(･触介休ウサギ血

7･-1でスクリーニングした.,(.u)T松介†机 ､
βj/ラクトシターゼ､帆 唾タンパク及びシ

アリダーゼでI伽生される.P.Er,れた弘汁lク
ローンを史にlJILβ-ガラクトシダーゼモ/

マー抗体で2次スクリーニングした tク
ローンがこれL-)2機の抗体で陥作になり､
Gl'8とした,

CI2溝基配列の決定方法
クロ~ンGl'8を′くクテリオ771ジ1113にサ

ブクローンし､デレイショ/ライプライを作
如またはプリマーを作烈 し､

r)ldcoxynucleoLldcch… LcrnHn<'tl0nu=に
てJTl止At配列をtjuL,した

C2正常 β-ガラク トシダーゼ遺伝子 GPB
の発現産物の解析

C21β-ガラク トシダーゼ活性SM定
β 7FJラクトシドーシスfF;他の測定榊ノLは､
人 r-'iJ(光).叩 1-mCthrlunbcm rLlryβ一
g.'hctomdcを川いた.30pJ式茄(クエン俵

緑的披 02V p‖･I5 + o川 ＼｡CJ +
2州 lmcthylL.rnbc=Fr'-ry〟-宜a】ilCtOSld.I)

に30plの検L柚 JJlえ∴ 17℃1岬T打ででき
る h wth)11∫nbcllI｢L.rOnの爪を'dl･九月化 し
た

C22COS細胞での発現
Cl22l 一過作の党別 ､

クローンG1-8をl)SVl｣(フ′-マンア)にサブク

ローンし,DFミNl-lJcmran仏につづく

ch)oroqu川C処zll!(て､COSL細胞に トランス

フェクシコ/をfJつた●3｡ トランスフ工ク

I/ヨン後は.65℃で2円川日加だ恭しlトガラ
クトシダーゼF.f'Eを久析させた榔 也で倣Ffj,～
推した(



C2.2,2安正 した我BL

クr7-ンGJ'Bをph'Tl-5:i9(AnuJA)ankoflyI

OrlnnCcnL･LJCJ･n即nCCr川gL･Jhorntnrl･,

lr" ulsiLyOrllttJM k,)にサ-/クIL-ンし.

｣-レクト｡,Ttレーシバ/にて､COS細胞に,[1

人した Hygrnny亡.nH択抗仲のタロ-ンを分
推 した r=:iL､β-ガラクトシy-ゼ杭Mを催

税するクローンを分臥 cosIPKTH539(Cl,8))
とした･

C23免疫沈降法l=よるタンパクの検出

細胞内タンパクの軒y'H L 金光肌 ､〃)ト
ランスー/ェクショ/臥 細胞をLJイシンフ

リー… 十日 一･51l]ロイシン削 IL.･tJbで2I
fltf.'･'lL;;-jk-した細胞を川いた 細胞は､O6m】

棚 脚 (o川 T.■slIC)pl175.llTm on
Y-LOO･0-1uKCL,06m＼llf)T八.0025rnu

)cupcp=∩)に棚 fLた.分泌タン′くクのAWr
には､ 卜tfLW)LliR舷を60臓 安でJLi-折乾布,し.
20mWリン僚還Wl液pH60で透析 したものを川

いたD検糾こSP】のfJIL体をJllえ 16l棚 LkLL:
後､5DLl)のprotcH一八 (I,udc｡cH

suspc■lSJOnと 川朋 LxJ止､した.この後.免疫
沈降物を遠心にて蝕め､3回沈舶 Ho川

Trls-lkTpH75.0I5… arH 05%

丁目LOnX-zOO･OE%51)S.Jm･日.DlA)で乱作

L た`沈降物札 Sl)Sポリアクリルケル屯
lL抹舘で矧朋解析 した｡

C24it伝子発現産物溝加によるGM1-ガン
グ')オシドーシス細胞の活性回aE効果
COS-pKTH5119(Gf'8)細胞か.''分泌されるfi-〟
ラクトシy-ゼl.Iは旦仏のGM I-ガングリオ

シド-シス細胞への放り込みを鼠目した

COS-pkTl1539(Cr'8)細胞と般維芽細胞より､抑
那体とlJR払彬糸をOl̂･'･m r,め),一法.一で柵分f/i
恥した それぞれの筋炎 IOユニットをGM
トガングリオシド-シス細胞の L.,iJ也に添加

し･2川柳 後の肺凝析作の回fiLを洲h,した.
C3変異遺伝子の解析

C3IRT-PCR法によるクローニング

肘 ヒしたLL'tf･リン′て球ないし線維月細胞から.
t;山川id川ttlSL)th10LIyall机C/ccHIUm

州 ondeノブ淡でmfhAをf.llnしたLランyム
エキサマー圭たiiLオリゴdlをプライマ-

にemA Synthcs)ssysLemF'lus氏.L(7
7~ソヤム)によりcl)＼八を作烈し､I-CR法
†て ､･Tlなり合う2慨JJll-わけて榊 h,.L L盗

)i,兜列の決近ノJ法に述べた)ノYL-で拙).純 列を
決Jとした.

C32PCR法によるゲノムのせ幅と制限酔素解
析による変異の同定

HTPrFHhにて州＼∧上に発見された迎Iiir-a)

多(札 g･lBfTにFILーじて///ム肌∧で必LL､f変

8

yeの(軒諸をfTつf-2:加 ,iLr及び.=仔 コ･
トロ ールl)＼八をTン′レ ートにi&伝 /金光也
辺のコ~キソン仙列をl･(IuLJて 榊 ･..u一 心
伝 (･焚火E-LL｡新たに1･,JI柵 ん恥 桝 恨 1

た1-tT'[状 とい-】た射 ヒが肌 Lt/JvI,1与介Ti.
伽 'J ライ-/-に也).Ll.Y･!襖をいLIYJことで

新たなkltF収仰捌 ilt･Iの州別紺 -,f-榊 .･.
))lAi'適'LiなnJJI榔 羊水で洲 ヒ臥 ′ガL,I-A
ゲルでAi'折Lf-

C4変異遺伝子発現産物の解析

C411SVGLlト4細胞での発現方法

GM Jガングリオシト シス孔リ川峨 拙朗細
胞 (iu仏 川JrJuJ,=0･Vdup‖O.uA･-r7･･/Ifl

vJ10糾換えウイルスを川いて形Trも推 し.
ホストにしたl｡ pĉccs(･-,*純 119I.A).1
人}i''lm '･恥 をベクターにしてt馴 WJ/l･カ
ルンユウムリン億払で トフンス-/ェ7/ .ン

することでjbVJ-の竹入を子)つた

C42活性発現に対するプロセ7-ゼ阻害剤
と保護タンパクの効果

'l-'rl;･'rI3-1Jラタト/y-LFihLIL･((CI,H)と/rR:托
止IL-1T-の トランスツ 〔ク/-∴/後 5rr圭で
杭十七を追跡 した こU)帆 -/ut,-/-セPll∴
hJの効火は､I.'F,他にL161(lOllg/nL)をJJrljLる
ことで､また休題劫火は トランスフェク/ .

ン時に帆 簸タンハタとコトラ/スフェク/.

ンすることで嵐tfした

C43リン削 ヒタン′キクの検出

トランスー/ェクション後.叫 で細胞タン′､
クを摂識LJ ODM＼JhCJをJ,'棚 にHALlして分
泌されてくるIl榔 什タン/くクを免按沈降止に

よるタンパクの剛 は 川随の)'比で剛 ｢した

C-5患者細胞 における変異 タンパ クの解
析

C51プロテア-ゼ阻害剤の活性上昇効果

机 生タン/1'クとrl･･]分 /一触合仙 捗J.史がiTわZLす､
火常分解が起きていrLril.〝フJ/トンアリ

ド~シスとF1.1肘 こ､l･:6′1叫 子地付JJIで培地

へ荊伽 )l･･J'tkが止られるLJ:ずである ･i･K細
胞をIJ-/コンプルエントJ)よでJl,,良し､I.,也

交換後プロテIr-tJpJL,I.貞忙61(10pgm日を加

えた 火に5州臼JJ;1-為し.JmえなかったLii合
に対してのTf.M_の Liほ 陳糾した

C52I(-コ-ル密度勾配法による細胞内小
器官の局在

バ-コ-ルを川いた腐JA/LJ内地 により､リソ
ソ-ムとエンドソ-ムを分両し,所作ダ/ハ
クが リソソームに■J:しく輪逆さLLたかを嵐一F

した.細胞をトリプンン処flJ!でL,て遵プレー ト

よりはがし･A-1丘を0∠5Ⅵ-/i.批ftk-に 10OLIJ
に懸濁し､1'50pゝ】で 10J,)FHJJJlりE:f'&.JL,述.こ

柑 け ることで細胞を破Lrrし た,y(i.vHま､
lr･山 F" eSS(lrnぐa LnmnrllStrL'rnCntat川n.

TcII､,l､.lsILICl)を川いた その後､5ml

の10㌔ノー コール+02別 ショ肘掛こTrL･朋し､
nmk･Tu･nlTl約 1'-ダーで､1,20OOrpm25/})
J立心托 分rbrL1-

C53jk祐密度勾たまによる高分子複合体形
成の確認

/｣打席IA-ク･Jh!法 (20%から 】0%)によ
り./,)HIで'Ptt児タンパクを分phJL.β ガラ
クトシy-LJが帆 尊タンパクと.tも分 /傭 介作

を形JJiしているか即 1Lた｡細胞を LOOpLの
弼肘J招 (20nlV')ン横ナ トリウム F,Fl60 十

川OmW4-化ナ トリウム ◆02% トライ トン

Ill)0日 -桁かし､5m=7)20≠1肌のシ二淵 勾
Alをつけた蹄形抑 二･TLML.ricckn.Hn.SV-50

r71クーで lnnOOr叩 ISEl!rr,'lJ遠心後､分ldll
Ll-I

C54半井期のB#定

rHト gnlacl叩yranosy)mL.thyZp
nltrnl加 nyrlrl･lTenC処JlfH二上り細胞内の

せることができろ この処即 発､7.1附 i■状
抑 )所作にもどる上でのIr､tl,I;Jを池泣するこ
とでTrlT'Nナるーとで′ll'帥 J.:の･l瑚 糊を推
''LfしたJ6

D結果

D-Iβ-ガラク トシダーゼ cDNAの柵造
ライブラリを抗 dl･;分 相 合休ウサギ血I,号でス

クリ~二ン'/した紙A-I1伽の似化クローンが

門られf- 山一tJ'Lβ-〟ラクト/I/-サヤノ
マ-仇休で2次スクリ一二/グし(- )タロ_

ンが恥汁Eとしての伐りGl'8とした｡

クL'-ンC相 は､2379LkAからなり.タン

パクコー ド離軌 I201'lIll)L677-/ミノ倍
をコー ドしていlI J惟 1}納域(1､.5'に:日

也)･t‥ i'Iー:I)JlJh).鳩 めた｡3･切断シグ

ナル (∧∧T^^^)は､,ポリ∧hi列がこの徒
紘('｢ 終端から16塩Ji｣二流に見られた_タ
ン/;クコー ド飢域には シグナルAl列とみられ

る23アミノ横様Jk牲アミ/偲h!3rlJと7仰のも†
m'lgJfl'･介糾 'Tの恢榔 (アミノ億配列 (NX 什
mrs))を認めた 1175-6にβ-ガラクト/

y-セの捕進とJfIJh-瓜hl列と推定されるアミ/

健脚 Jk′け (参F:文献2【7発起分) lxLGlこ札
尿a'らが傑作したマウスβ ]Jラクトシy-ゼ

のAl列18とゲノム柄inA解析のt.t'Jtを以後の参与

のために虎した マウス迫伝 T-とのmrpli･tの検

帥 こおいて.Jr･Jじアミノ鵬がL呆たれているもの

は ド純をrlい た｡シグナルh!列 (】-2.V と

h父熟柿如 JJPrr和紙の付近 (520-5I0)以
外.Tt乍舷にFHr･･JIJlが たく保たれいる マウスで

IrL ヒトのCjly%133アミ/偲分のhl列がない
Vo-rcnuの触;'tした 16のエキソンの境淋取 ま､
rで印をつけたJy β-ガラクトシy-i,rL.k
退lLJ{(･AWrからPJl粥したtiIGにおける L山北取
扱を7蛸 配列の =こ､アミノ酸把操を下のhnLし

たB括弧hEま潜められた･'Ji-Hの砧味噌をしめす｡

このflW についての肝細は､変災池Lil･%参考
にされたい

I3

シグナル配列 潜在的糖IR･L負結合部位

AATAAA

IT L l｢Jl t L･

切斬部也

5'非転写領域 タンパクコ- 順 域 3･非転写領域

桝5 β-ガラクトシダーゼC-〕NAGIJ8の帆を `

= 断髄1-/イノプリ川 分相LT-･柵 をβ-メ/" トノグーLJ削 り のI.hLrt･･1-･→･ 23,ミノ柵のングナルW IJと7つゾ)剛 的相順 鮪柵 棚 めた･川 のq･l- 即- 朋- に-/- スされるときに柵 されると触 られら.



GGCCGACTGCAGAGCCGGGIGGCTGGTGGTC

40 60 T 80

A･'GCpC6G267ccLTGGvm ≡CATLC:L::諾IcoEG,:GsCnL:GG;TCLTGCL'GCLTTCLTGGGGCC2丁 …3

fOO II2 120 140

ACGCGCGGCTTGCGCFAATGCCACCCAGAGGATGT-TG仙 TTGACTATIGCCGGGACTCC l54
T R g L¶匝:亘コ.U ～ a E ID Y S R D S 40

160 T C 200

TTCCTCAJGGATGGCCAGCCATTTCGCTACATCTCAGGAAGCATTCACTACTCCCGTGTG

~ 1 一 ･ 一 一･一 : ,I...･. ･ h ∴ ､ ･

(lnfantIJe)

220 240 260

CCCCGCTTCTACTGGAAGGACCGGCTGCTGAAGATGAAGATGGCTGGGCTGAACGCCATC

pRFY W K 旦叫 _L 虹 ⊥ ⊥

2丁目:3 300 320

CAGACrGTATSTGCCCTGGAACm CATGAGCCCTGGCCAGGACAGTACCAGTTTTCTGAG

lD ; ≡(≡.U与t,～(.o",quF.OHO,E P W L且 u 0 L 蔓 E

340 360 380

GACCATGATGTGGAATATTTTCTTCGGCTGGCTCATGAGCTGGGACTGm GTTATCCTG

D H DVE Y F L R L上｣1-E L G_し上止 .⊥__上_

A 420 314 440

AGGCCCGGGCCCTACATCTGTGCAGAGTGGGAAATGJGGAGGATTACCTGCTTGGCTGCTA

R P G P Y J C A E M E N G G L p - L L
R(lnfantlle)

460 480 415 5叩

GAGAAAGAGTCTATTCTTCTCCGCTCCTCCGACCCAGIATTACm GCAGCTGTGGACAAG

_上｣!E と｣ L L R S S D P D Y L A A VDK

34

214

60 R49C

15け

274

80

334

100 T8211
Y83H

394

】20

454

140 G123R

514

160

520 540 560

TGGTTGGGAGTCCTTCTGCCC人AGATGAAGCCTCTCCTCTATCAGAATGGAGGGCCAGTT 574

--u 6 L L上 P M ド P L L Y 0 NiW V 180

580 516 600 620

ATAACAGTGCAGIGTTG仙 人TGAITATGGCAGCTACTTTGCCTGTGATTTTGACTACCTG 634

｣ I V 0 V E 〟 E Y G S Y ド A C D ド D Y L 200

T1840 660 680

CGCTTCCTGCAGAAGCGCTTTCGCCACCATCTGGGGGATGATGTGGTTm TTTACCACT
R F L 0 K RF R H H L G D D V V L F T T
CH(Juven-le) ~一.~1 日n右前 ) -

694 R201C

220 R201H

R208C

710 720 740

6ATGGAGCACAT仙AACATTCCTGAAATGTGGGGCCCTGCAGGGCCTCTACACCACGGTG 754

D G A H K T F LKC G A Lj a LJ T Lエ 240

760 617 780 800

GACTTTGGAACAGrGCAGCAACATCACIGATGCTTTCCTAAGCCiGAGGAAGTGTGAGCCC 814

DFGT G S虹工ヨ Dむ上⊥ S む止J C L ⊥ 260

820T 7I8 840 (CT)+ 860

AAAGGACCCTTGIATCMTTCTGAATTCTATICTGGCTGGCTAGATCACTGGGGCCAACCT 874
K G P L

⊥ 一旦-‡忘 怠 り -上 し-ユーーユ｣L鵠 意 黒 ｣ o L 280 P263S
L (NorquIOB) 1273し

880 900 920

CACTCCACAATCAiGACCGAAGCAGTGGCTTCCTCCCTCTATGATATACTTGCCCGTGGG 934

HS T IKT E A V A S S L Y D I L A A G 300

940 819 960 G 91TO

GCGAGTGTGAACTTIGTACATGTTTATAGGTGGGACCAATTTTGCCTATTGGAJTGrGGGCC 994

A S -V ～ L YI F - 6 -G T ～ F A Y - G A- 320 Y316c
cりnfantlle)

1000 1020 1040

AACTCACCCTATGCAGCACAGCCCACCAGCTACGACTATGATGCCCCACTGAGTGAGGCT I054

～ S P Y A A u .-LJLエ｣｣L且｣｣P L S Ei 340

7060 1080 10I=

GGGGACCTCACTGAGAAGTATTTTGCTm CGAAACATCATCCAGAAGITTTGAAAAAGTl 1Il4

GDLT E KY F A L R ～ J I 0 K F E K V 360

1120 日40 1160

ccAGAAGGTCCTATCCCTCCATCTACACC仙 GTTTGCATITGG仙 GGTCACTTTGGAA

上 ユー虹上｣一旦ユ ユ ー.T P K F A Y Gin T と E

ITl12 1200 1220

AAGITT仙 GACAGTGGGAGCAGCTCTGGACATTCTGTGTCCCTCTGGGCCCATCAAAAGC
A L KTV G A A L D ILCP S GP JKS

日74

380

1234

400

1240 1260 12113 1280

CTTTATCCCTTGACATTTATCCAGGTGAAACAGJCATTATaGGTTTGTGCTGTACCGGACA 1294

L YPLTF I0YA0 H Y G F VLYRT 420

7300 -320 1340

ACACTTCCTCAAGATTGCAGCAACCCAGCACCTCTCTCTTCACCCCTCAATGGAGTCCAC

⊥⊥ ｣ ｣し且山 J A と L L且J L a_iJ ∩

1360 T3r14 7400TA

GATCGAGCATATGTTGCTGTGGATGGGAITCCCCCAGGGAGTCCTTGAGCGAAACAJTGTG
D R A Y V A V D G I P Q G V LE R ～ ～ V- ~ー '- .･.･.･._･.. _-=__1-

1354

44t)

14川 R457Ter

460R4570

UO(lnfantlre)(Adult)



1420 1440 1460

ATCACTCTGAACATAACAGGGAAAGm GAGCCACTCTGGACCTTCTGGTAGAGAACATG I474

' TU虹⊂司G K A G A T L D L L V E M 48｡

TA 1500 141TT5

GGACGTGTGAACTATGGTGCATATATCAACGATTTTAAGIGGTTTGGTTTCTAICCTGACT 1534R482C

G R V N Y G A Y I N D F K 伝 L V 旦_厘::⊂ヨ 500 R482H

cH(hrqulbBaInfant=e)(NorquIOa) C(lnfantrJe) G494C

1540 T l580

cTCAGTTCCAATATCCTCIC6GACTGGACGATCTTTCCACTGGACACTGAGGATGCAGTG 1594

L S S N JLT D ～T rFP LD T E D A V 520帖09c
c(NorquH】8〉

I600 -620 1640

CGCAGCCACCTGGGGGGCTGGGGACACCGTGACAGTGGCCACCATGATG〟GCCTGGGCC I654
R SHL G G W G H R D SG H H D E A ～ A 540

1660 1680 1700

cAC仙CTCATCC仙CTiCACGCTCCCGGCCTTTTATATGGGGAACTTCTCCATTCCCAGT 17I4

日虹互ヨ 匡≡∃ Lj ALJ N9_m ⊥｣L且 56｡

1720 1740 f760 15G∫16

GGGITCCCAGACTTGCCCCiGGACACCTTTATCCAGTTTCCTGGITGGACCA人GJGGCCAG
G
- J P D L P 0 D T F J 0 F P G ～ T K G 0

1774

580K577R

R(JnfantrJe)

1780 1800人 1820

GTCTGGITT仙TGGCTTTAACCTTGGCCGCTATTGGCCAGCCCGGGGCCCTCAGTT61cc
上lW I N a F ～ L G A Y M P A R G P 0 L T

H(Juvenlle)

JB34

600R590日

1840 1860 1880

TTGTTTGTGCCCCAGCACITCCTGATGACCTCGGCCCCAAACACCATCACCGTGCTGGAA 1894

L FV P 0 H IL ～ TSA P ～ T I T V L E 620- ~ ~■■ー'l■ '' l I I T L L

I900 1920 G 1940

CTGGAGTGGGCACCCTGCAGCAGTGATGATCCAGMCTATGTGCTGTGICGTTCGTGGAC I954

LE 〟 A P C S S D D P〔LC A V I FV D 640E632G
G(JuVenrJe)

1960 1980 2000

AGGCCAGTTATTGGCTCATCTGTGACCTACGATCATCCCTCC仙 CCTGTTGAM AAGA 20T4

R P V I G S S V T Y D H P S K P V E K R 660

2020 2040 2060

CTCATGCCCCCACCCCCGC仙 仙 ACAMGATTCATGGCTGGACCATGTATGATGATGA 2074

し N P P P P 0 K N K D S ～ L D H VTer 677

AAGCCTGTGTCTTTGAGGGATTCTACCm AACTAACCTCACAGATCCTCCCTGTCATGC

CACATTTCACTGAm GAATGTGGAAATGGAAAAGGAATTTAGGATGTGCATTTTCACCT

GAGGTTTCCCTGCATCCCTGCAGTGCCÂAGCCCCACCTTĈGGGACCACCTGG仙TGTG

TGAGGGGCTGICAGCACAGT仙CGTGCATACATATCTGCAGGGCTGGAlTGGAAGCTTTA
仙GGTGGTAGTGATTTTTATTTTGG人AGAATCATGTTACCTTTTTGTTAAAT仙山TTTG
TACTC

引

22

23
24
24
2

F刃6 ヒトβ-ガラク トンダ-i,C-)N∧の心Al-Pi!列とア ミノ億脚 J

r･… 雌 堪h判 り仙 1るアミノ桝 枇 Ld,4 トiyy･;rい′丁附･yLiマウスでf'T.･lじ7ミノ矧 こ[･,.I-れていJ-J一
一F,Ly〉1 附 伽 棚 m F,(･･FutポyクスでL恥 た･ I- /ラクトンL･-/スIhnで掛 川 た舶 研&/{泡銭
W :nけ //ミ′仰 挽もーに小)･- LJiLiM の剛 ､1･･FM,.JLI-111&広川 伽 97を批 た.州別よ､鮎
/i.児のCpt･谷耶されたい･I引き続く24-兆が架只したもの

D2ク Ej- ン GP8の発現 タ ン′(クの解析
川S細胞キホス トに した J幽什の允税J=軟で

tL.コ/ 卜Ll-ルと比較 して細胞内L7)TTけいぐは

HrTfLr'l空の併j'rW lの IiIを"JJ.d)た 仰 む-の
'J)姑でLt､7(,押'lJi,こ/L'畑,fL tf-､免1,と沈降11
では､81とftRkL･C1JLI榔 仏と.lLIJ'れる′くン ドと

('Okhの成執呼滋と･ril･われる/(ン ドを認めた.こ

Jtr,の分 川 u･ヒト'T･,qiで比(,れる分 川 と

ほほr･11じであ-,f- (みろ文献 2発如 〉)

COS細胞のI卜〟ラクトシ/̂-ゼより70I柵 IT
Jpxh-安hJに肺炎榊 Lを発現するクローンを

pKIL15:19(Gr'R)の出LJ.(･･付人にてrIた この細胞
･Lり分泌される前 脚 細 孔火付卿 胞への取 り込
みをヒト糾 耽A'細胞山水の前那休と成相 手ガと
比倣 した(J川) ヒト正fi.:･β-ガラク トシダーゼ

=赫 休とFF･)様の出端加地へのFITI那件U)Jrlq込入
が GF一月児4L,?7;物に題められた.この収り込札

mannosc 6-r,hr,shaLcによりPlt',I.'された また.

とりこまれた榊 柵 よ,88kl'から61kbq)は糾
僻射 こ細胞内でプロセスされた (参考文献3
発滋分)

ーl号刊材料

◆チエイス 24時rTlJ+WPIn-那

pmH539(mR)形門 換細胞 JIllyt休 l8.2 】2∴i 0_6

ヒト線維 y-細I★ 23,1 ー4,.5 0_5

ヒ u J'､. lO 07 0.60.7なし 06 08

8発税庶物の棉JW Jxr岬の(;M 卜ガングリオシ卜 シ- 他のtlt-作川 劾R.

L抑 Inぐ･lttJけ 沌榊 - 1,lOユニットん〔;Mトガンダリ- ト ンス鵬 の析- 1に紺 L.鮒 のβ
ガラクトー′′-LIn伽 - 棚 4,Lた･21耶 一2- 仰- の- 川 をみた 2棚 けh fス 増
的▲紳 LLti~2-WJrfT(礼 fTtさ- 作を- 2ノl棚 +ルl一一6P 仲人添加と印紙 5山h nnn｡SP6
rlhnTPhal小を加えて2川引棚 拝したときU)捕作を.1=う｡

D3変異遺伝子

Ytn JLl･過払川平折を2J.･rにわたって.tfII.JL

f- tJJll･Ili.ノlbLLJT･!それぞれについて数人づ

つのJILLK細胞を虻めAWrをfIつた｡この1.1.火.
rl本人を-lr心としたlyガラク トント シスの

)出lLJl/)]f淡が明らかに′Ltつた 二g)もl.-火から､
さr,I~払J4J,'rAlJこを決lL'-I-るtM -を剛 け るf-d)

に叩け1-Jl')とモ′レキオFiJi'･'iltf糾 心 二心朋鵬
を火め･2rEIJHの剛 -r削 rった r)しり1288.
YlJl6(.V273LIM82IJ･及び≠509Ci批 こ[･変光が､

附 JLた参P:J文献d及び5により鰍 trした焚粥
であ7'JpJ<7に伽(Lfでに下せ らがい促 した髄
鞘を.け hr'･r日とYtN 'のlV)[･LJの研究の別 梢 ､
r･･J様のり悦 ノi払馴 い て(･M lガ /グリオシ

ト ンスの肌 ､川 桁のqf兜が党Rされている
J<Et以後U)i,Y･W)参Y,(こするために他の研究グ

ルー-/の僧衣 した変災を77んでいる(那 鰍 ..

H及び文献参IFl) それらの炎BiJ,,.)と過ll;(-qJ
のとのtTl相性 J'Rとぷ gfこまとめて.I-.した



ぷ7 β-〟-Jクトシト シス･'ilBでkL･,れた迫L-J 金光

mliN の̂肘;･. T17･紬ハr
迫L､(･応独

Dup288 也A拙 列288-3JOjiAv)屯&-mleNAの奴少

DupIJO3 ェキソン ll､ a2g)Ul独 分 (-.I.iu)岬JJl

イントロン内の史貯

Spll イントL,ン 1ドナ-81JLl&合
附 tlの 日山 t-F'ri人

Spl2 イントロン2アクセプター

8IIJは介糾 Ll-C)-LilAt-糾負
Sp16 イントロン6アクセプター

._一一 ･･.･.･.･.･.･.･..._ 州く'†こ71小'･の riAJ人Hy.lk

T キソン cJ)＼∧上の

スプライス変NI-i
る20也).もの11rj人

スプライス,変災によ

ら:】21i).I,の挿入

スー/ライス変相 こ⊥

る9Ji).I,のLrr'人

奴/F L77-拙'iJ;
内の'変舛 変5引9:ど,yi i.叶と
lモ49C け9 - 西木､津波､CL

lSlT l86 + .1批 人砧､eL

T82･u L77分 ← chakraborLys,

舶r]N̂,cLNr
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JJJ井､人LlJ､eL

占帆 )CU,､cL

.1叩1､人砧,cL

イりF､犬上,L ct
lbustarlymJClan
LIEal

こく献

4

ハソ】
5

2

リー

LhU

a

a

(I)I-､大槌､cLiIJ
入札 i:山､cL7.1

人出､,吉札 cLaI

西木.津波､eLal

'lM､人血 cLaI

イ;)r-､人心､eLal
人ILh､,lHTL cLaJ
石)r-.人払､ctaJ

人心､Arr7､etaJ

I.IJr

Bcu_<LFLnynl.Qla■lIH
etaL

ElouゝLiIIIyruJ.Qlnrlm
cLill

8

22

5

5

22

26

日

27

20

21

5
22

日
22
27

26

26

2

禎/絹 代 姿共通と.Iを乳 yl即GMl-〝ングリオ･/ ド ./ス.a.K細胞
に常人 し秋/1描性を検対 した J鎖/+T占性を謎 められ るものをト,Jさめ ら
れ/fい ものを-とした｡

人比､I,一日 コO
cl_aL

LI….入札 5
illnl

LIE)IH･r･LA. 1,J

Ll()trL･duFl t=l
寸?

イ')J､ 人 占.lJ. 2L'
t･L.ll

h1.I.LLL.. LL仏 . JI
cLzll

ll8 11小人a)軌人'tlJと'&仁 rqJの書目M

蝕IiJt'] 逝kI-1trJ
乳児へ-J

l)upHOR/I)upll03
r)rlllIO3/?

Y3I6C/G491c

c1231〃l)ul)2fⅠ8
tIl(JC/?

幼1JlfPJ.

r'tt人q_I

モルキオEl粥

山井欺

&9 F'l人の払妹1rJと迫仁王(･qJq)佃n

放火巧-1 退仏 ｢･'t'! .･Ll.石散
乱リIft-1

川 7Tcr/n97Tcr 2 幼yd'i!

Z120JC/r120IC

Le20lC/?

呈出_隻/5LLL9

1旦iI/?
J51T/R157Q

J5JT/E51T

Y8311/lHR2(

2

1

-

_

1

8

't'鴨池lL･/究TW 掛こLtr締 付がある盤外Il太,FとF親
で･7･した.

0-4変異遺伝子発現産物の残存活性

Ji7の碓/′1Lm のLiltに､CJ= ŜVGV卜佃 抱
での発現ノJTl･で述べたJJTl=で変粍迫k l･を発現
し1-ときの行事舶 m /a･/Jけ IF‥r.I;E.と比べ脆いが

6号/lr什Lを虐められるtJのを+.盟められない
i)のを とLf-

D5残存活性 を認める変異遺伝子発現産

物の プロセ シング障害

'pL'yt迫仁J･l51T､R201ぐ･V27:iいこr別するも..X-
rL をPJJ文献6'-に鷲ノ～してIT,り､小論文は､

史に1831日 82叫､軸I2にrXlする気TiR-を迎JJI稚
;J.+ら

051活性発卦 こ対するプロテアーゼ阻害剤
と保ZIタンパクの効果

1)5Il肺炎所作

図7に変yf鳩 に (･のTf.†佃 糾い対すろプロセ

''--ピLIlL'.ITmJと保･膚yンバクのT.Ur川 ,JJJ火の

検納 牧 をJr;す｡ ■E/･.;E･i&lL､rU)みの朋 Lにふ

いてLL トラ/スフェタンョン後､.･ー 4Flま

でTrWtq)r･ilがあろが.5日日では低 け る
胤 QタンパクQ)｣lJeJjLやプロセ7-ゼ肌･..1剤
I.61のl･''f-地へのIl)JrFでTJ.flの断 での 川 と5Tl

lほ でのWL化 けIが見られた(r如 IE-:r;I:).

H小人モルキオ日柄IL'桝こ.池められたY8311iH
伝 /焚児とH人モルキオJH･rl,i.J1-で指数のILlk

に虐め[,れたY273t･変代地伝 /･の兜BLでは､11三

JS

成人J即

モルキオIi桝

R4821VRJ18211

rEJL821V?

R208C/Iモ208C

r(208C/K577R

l(208C/?

Lt59011/FI208C

E632G/R208C

rl20川/P263S

1-82u/T82M

T82H/SpJ1

塾1蔓/塾il
Y273I,/Y2731

Y273J./11182ll

Y273I./V509C

百万[/ワ

6

1
2

2

2

'rqE;とr欄 に帆Qタンバクの｣は 現とl-61の仰 せ

への締加でで､前作Li/-効北を盛めた(即
12731.と1'8:川)

rl人幼リIIFJlitFで･･'21められたR20tl峻 光とrl
本人幼児ぺl!･'LLHに典idLLこ認められたR201C変粍
jaLJJ･では･I-･61の1.71世-の付加で荊作の =了

が認められたが･(米p@タン′<クの井発現でI上､
附 との UI比諾められなかった(図7H20JCと
rE20川).

L'1人で誰められたT82Ⅵ変光遡伝7-とn本人1成

人JCU･IL1廿に)E;-適に謎められた151T変災退伝 T-rt､

[て6′日.rĴ1も代諸J/ンバクの)l,一発現でt,荊作L
iTを題めなかった｡ しかし､捕tllf.t5Iほ で l
､il-した｡(JP()7T82yと151T)
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トランスフェクション故の地暮日払

図7変IW 伝 Ifの発射 こ放けるLi61と伽戚
タンパクの効北

川 並び変RJLL-維 IJ:A(1･SペJ/ターL=仲人し ′デ/sl川
qFl･"･山林jLr'イ′LスIr‥上り 桁Yに托した乳化や頚ヰ 紬 榔 ･
ト'/くフIJ//ヨ/した･そJ,往L,,LJ-ガIJ,J,I/y-J1,.i
ni脚l的にaI定した･DM 及び失火ieに{のみの史4L.
J Jt'ほ培地に11加した41合.● ru タ/-クと炎別L
l ■L-～JI
O.512タンパク

rnl様に変災タンパクをSl】Sアクリルアミド///L,

でAr折した(L1 8)oJII･.qi.淑伝7-のみの准税では

トフンスフェタンョ/後2Uから20時F.ruほ威
したIB合､88kI)と84kr)のIIJiL-g郷 と少mの成熟

聯如 ;できる これにf三61を槽地にjJltえたJB介

は､前駆体と成熟肺炎ともに椛的なTM Jをみた｡
保bgタン′くクとコ トランスフェクションしたJiiL

介は･成熟仲裁が前gL体と比べて多くなった｡

白人モルキオll病変bW 273LJg米式(-).ま､

E61をJmえた態合でも休題タンパクのコトラン
スフェクションでもでも正常とおなじ′くターン

を示 した(図8-FとN)｡
Fl本人幼児型変兇R20川 は､ J湖 を加えたJLL
介にF榊 椎 の増Jmがみられたが.促成タンパク

とのコ トランスフェクションでは影軌 よ見られ
なかった(煉J8-J3)｡

IIJb:人I,R人JilJ_変児 JSlTは､ともに膨世が比
:,れなかった｡88kl)の前那体Blれず81kE)にバ
ン ドが題められた(図8-A)｡

仙 d t- + R:蕊 -ye +E6.
kOa i 仙 H FNNTBr6-7

顎●--lHtt●●L.."
32

Lkf8 変災迫k r一姫別における E64と伽 題 タ
ンパ クの劫火

へodLILL'O･,CIJ%A-たLi変災i鮎-ITv)JFL/)食収
り-roEuCtJVCJ'ro=-.保･fタン-クih:′とのコト7
ンスフ7 ク/9ン

iE61 )芹地に-/['-t'7-i/PLL榊 H･61(lops/仙[)瓜柵
A,HI,Npのレーンは･それぞれ以トV)iEiに/uJ允収で与.
ら(uElモyクV)コントロー′レ)､帆T.… JC.1∠7.1J,
正常cpA.

D52 リン鼓化障害

逝伝 /･の雅卿 左細胞をリ/でf忘.-1し.j出化 ′/

モニクムで描他に分泌さLLてきたLliJEi作をsl).)

アグリ′レアミドゲルで解析し/- Ir常GI･8迎L
f-と日本人孔リヱJtg変iu 20Jt焚火とF'l人モルキ
オll柄変災V27′lTは 前月仰 の リ/倍化:が縫iJ
されたが･日本人成人'i!変災151TでIt､摺め
られなかった(E叫 9A)

A a F N M
kDa

88- 144
521■ j8j'i

Lg19-変雅iu伝 /濁 91タン布 )リン億化

A.ll･L.＼Pのレ~ン札 それぞll以卜の出Li-a)頻91で.k.
ら(Hは1ッ'/d)コ/トり1L,)J5JT N20lr.12731
LF･常cF'8｡細胞をリ/では崩し.Jhlヒ′ンモニウムCJJl
泌されて(か1他称 を抗満/,1FI媒介HLで･免吐沈旅した
Lトガラ'/ト-/I-i/と促.Sタ/ハクの分HtI⊥幽klJと
52mである｡

D6患者線維 芽細胞 の解析

06 1細胞活性と前野体活性

J<lr)に (11/7クトシ ドーンスIil.r細胞とそ

の'7)泌タンパクのII-Nラク トンy-ゼ前作を

小す IF:'･.;I.細胞で｢L 細胞内と)鉱化アンモニry

ムキ桁])rlLf一域介の)汗地に..･:.I,LID-ガラク ト
シドーシスrlWFを絡める(I与32プtlt,ンング

番付り モルキオl糊 細胞で帆 JLに低いがイl

･So)t,川 を認めfr J'モ人Jl-!では糾 &FJlllJtf帥･)
rlT･し､m lを訟めたが.ErJ,地にLi､榊 IH L61認
めなかった これとLk一丸=二幼児IT!では.細粒巾

のT.川_It伏いが,).･711也l-.I..iい朽作を謹めf -
tt･は､JIラク トンアリド-シス細胞でも.諾.めら

れる しかし､幼リdlr)細胞では]/ラクト/γリ

ド-シス細胞と児なり､シア リグーJLJの爪HJよ

IF一軒であった｡

R )0/トJJラク トン ト シス出･斤細胞 と分泌タン/くクのβ-ガラク トシダーゼ附 t

JiJk巧リ

ダーゼ シアリy-ゼ

[＼llJICI.] [ヽHICト]
150.0 60.5 ート6 63,7

モ′レキナ 1軒1 7∴i 66.9 2.6 I.3

成人′J l8_1 f):3.9 J.lf I.6

幼リ1 I 1_6 91.:I 2.l l2_2

D62知胎内局在と複合体形成
JLt石持維34細帖u)[1-jJフクトシグーゼfT,Yと
の ')ソソ-A-U)/.･lrトと保戚タンパクとの(.-,･.分
(一挺介体形l'父をパーコール耗腔勾村法 (IiTl0/.二
･)とシ-1批軌A.勾hl法 (lx=0ィ,･b)で検芹lした.
rLlRL'IrtF=R2tとl'2L一･iS変弼辿Lilの碓4LX,穀で

lt717汁tを令く溜めなかっナーため 糊排外細胞で

のTF什rLIJyFで 1線を･jIL､た変yC退k rfL山漉
す/Dとp-Jえられるc

IF浦 でrTと,90%tlFJJRの抗十kが リソソームに

あり lOn'QF,lJEがエン ドソーム ･ゴルジ装打,I
にある こLLらLL,パーコール酸JE'J拙 tl:分所

U)リソソ-ム分pl･日 1机 oa日J)FF'il一得)とエン

ドソ-ム .∫,L･./;1l･hl(分所10-1符)の前作と

して,Tい れる こ11にXllLこして､ショ批･#度勾
AltL;で90%F''J如 ;'1.7i分 ｢複介休分pbJ(Fx=O
hJI/)師5-10)とI0%がyイマーク〉l'r'日 分pbi
捕-25)ド.溜められる

Y83日変光速伝 T･をもつモルキオ13柄.ILIP細胞
でl加273t-愛児止に /を持つ細胞とt,,Jじく､1J二

筋分IF･をホした (JxH02と3) SpT2′Sp12の退
伝 rJI')のモルキオI輔 'LIr細胞では､析Mは リ

ソソ-ム'J)師に多かった.シコ拙蘇JR勾A!tLで

(ま･･.,･'(I)(･松介休とダイマー/I)両T･r.WrリE題め
た (lxrLOl)

f†2OJ日食粥退伝-Fをt,つi))illJTJ'Lは 細胞で比
F720EC変災iuk r･をもつ細肌L折目p,椛l-､捕作
はエン ドソ-ム分所とダイマー分所にあった

(l実=06と7)｡これITt.ガラク トシー/リト
ンス細胞とr･TJじ分JJfだっf･(lズ=08)

D63患者線推芽細胞におl+るE64プEjテ
7-ゼ阻害剤の活性回BE効果

'i川 根碓井細胞のLIf他にlこ6′lをJnIえた叫介

､とJylえなかった11圭介との77.仲仕をJi日に,1-;した

20T解のアミノ便｢変兆のおきた退伝 Tをも
つ幼リl'S'J.'iL･斤細胞のみにガラク トシアリトーシ

スとr.･J似こ耐 ′LのJl1,L亨から5肺の Ul-を認めた.

J{Jl-. NIJ iulT線J旺刀:細胞における一三61ノ yJリl倒 剤の爪† ド-シス

iHtL､｢.t. ー273lノlM82lt Y83H/I,263S Sl)ー2/Spー2 T1201(ソR20川′It,182C ー511ソl5lT SHix7
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D64変異タンパクの半hE抑

β-TJgE･r･1ぐL叩I･rLm O叩】rneLhyIIp-
nHlnF)henyZLrl;1′C11亡にてβ-Nラクトンドー
/スlrィ､1.ut:絶5日Flで FH1'Sとr′1人モルキオ

11柄とH小人I't人IVlh鵬 札 ィ､井目ヒIrTJO):joy.I

性IILかmtJLがもどらなかった ノ1㌧ ガラク

トンアリドーシス細胞と11̂-人幼ylr(-)細胞は､

2日以州 一小机化(rllのレベル圭でF.Mがr･r旭 L
f--こU)こと.i 17-ガラクトシドーシス酵#
の1'椎糊はJl-.･;;とF'T人モルキオ11杉IとIl̂ 人
l･q人や細胞でLtlOIl以 l二､n本人幼リIFt･!とガ

7クトシアリドーシス細胞でItHI以内である
Iとみ,示す

E考察

ET正常 β-ガラク トシ ドー シス遺伝子
EIIiA伝子aji
T･L六の軸て-.J後､2つのI7-ガラクトシド-シス
迫ttミr肺芯のW.1.があった それらにおいて 10

爺のアミ/僻はプL,リンでは/よくロイン/で

あった 以後の変yI.逝ill.-TFW折において.両R
･J)nl列が見r,れることからポリモル7イズムで

あるとF,女られる, nノト人で札 プLLリンの配

列托認められていない ゲ/ム 】のけF.tもGF,8
･l)＼八をプU-ブにして 3p2I23に決)iIされた''

llnrrp･1.･らは.エキソン.'i､′1.60)スキップ

Lf-cl)N^を軸ir;しているn_これにより謝

■Jlされるタンパク0)職権は1､Ly)だが ェキソ/

スキッヒングにより兜なるタ/バクができる現

触 土､Iulじリソソームの彬糸であるβ-グ/レク
u二y-LJで肘 J,されてい7J 3

EI2発現実検と発現タンパク

(HS細胞にjEfk-li#人LT,1製した確ALL.1榔 仲
J･.孔リl耶 卵白)..I,左肺に加えろことで.細胞のT.r,
f'Ir..Eldlが-,r価であった この回tLFIt､ヒト線維

11細胞か('r約2したl榊 恥 とはLfr..16有であ-,f:
LLir収ク榊 4人 のLT.l･;'7ロセシンクと3=ンドサ

イト-I/スがm･.nnn叩 61nhosph,.Lc縮退;Y,.を介

していることを..T.めた これたは､GF･RがJl三

I.W )〟-〝ラクトンドーンス退伝 ｢･をコー ドし
ていろこと,Arしめすととt,[ここの碓Dlタン/,'ク

やJllいf-作手加 持允JIx払 U)･LT縫代を′Jけ n
川S細胞-の -∫幽rlの稚E3LでLt.多I.tのFl榔

lM ;みられた'PH11.lJ立脚 羊崩の1,tが,少なく細
胞IliU･rFのFf7-が細胞外への分泌に比べて少な
いことが認めrJれる(参考文liU.2発炎分),これ
EL I卜jJラクトシダーtJタン/(クがあよりに

多朴に少数の細胞.こ発現したため1-.安従化川

1'･である†果,蜂タ/′(クが印対的にや妃する,A-d)
に､llljJラクトンy-ゼがyu･.rr分JHJしてい71)

と巧.えられた.これとJ-･Jじことは､保適タ/メ
クが欠州するガラクトンアリドーンス細他山で
山きている｡そU)ために.1)5日 .チ;耀 krの
焚秋i1-一児のように､札リJIl臓 維井細胞での I良
化の児収ではプUセアーゼIW.IT剤をEfI一地に加え
ることで雅P,-JJ)JVを押さえ､雅卿 .tMをHは

せることができた よた､促u昏タン′くク退hr･
0)コトランスフェクシコ/により'左IL'化l人け 本

納尤することでi'､Ir･J様の効X-があらわれた｡

この鋭敏を,TI)5捜((析化を題める変弼iZikJ.
(･催呪/柄物のプロセシング陀 省｣の･Tのように､

細胞嫡PL!に解析に山川した｡

変光迫伝 l'-発現庶物の解析では,COS細胞か
ら残11-m性のないEilポ細胞(ASVGV(14)に発現実

験のホス トを切り伴えているが､このことによ

り微Jilの発別解*;爪仕を検川できるようになり
変災退位/発軌IF物の徴帖な妹作17州.が洲･Ii:で
きる.Lうになった｡

E_2変異遺伝子
変1℃淑伝 √は.その変災の起こりノJ･から.:lプ
ル11に'J)#Lf=

E2Ii一伝子壬禄
この変化は2つ同IiJされた J)upt103はエキ

ソン11と12に柵､J'lする部分がmEモN^｣で

増加.亨していることから､ゲノム上でエキソンT

lの TFi細,らェキソン 12の後までの▼)N^が

Wl)JrI･‖二羽後したとEJえられる たまた たlrI稚

拙)･E敬 (I65)が3の(.I-f数だったためと､柵
I.rlがフレームを城さない起こりガだったため.

アミノ偲hl列 ('i57-1 日 )がiri7kした変

邦タンバクができることになった.このため､

他o)ナンセンス変災を也こす変 災
(I)up288Sp日.spl2.Sl-J3.fi157Tcr)と血 ,.

rTHt～∧LJt'女;LJでJll.常と1-･111_岐認められた_金
沢タンパクも'/)(-(汁のやや大きい舶 眺(本が碓維

L4細胞で認められた しかし.二のタンパクは

I]-ガラクトンy-ゼff.竹をイrせず､リン穂IL:

さ)げ に細胞外に/I)泌されてしまう舛粁タンパ

クであった(入党Jiデータ)｡

n叩2矧 ま､i&伝 /･のr盲は ゐ忙列にn日日】なた列

がありィ､-F'･耳な屯り迎え呪'i!(uneqLMI
cT耶RnVe･)が也きたとy3-えらjLる(川 日).



咽 遠田AK汀四璽 ま堅 城叫,ト

ロ品 汀四表 ∝両 壷 聖 ｡｡.GG.LW.._

LAll変災追払rL)up28引こおける2.日血ALの
･A挫九三列

Iのu州i･-Llソン3仙7-榊 判を,I;-I PWJでII肘,
たW,)uhlr･･]hlクリを小J.ト鼎の虻州1'､リンド.ト ム
L-なっている FのEu列LmuF'2880州税WJ)I/)仙叶(･人
rlJで小Lである.
E22イントロン変兵に伴う異常
イントロンエキソンは介附;(a)児･.I;E;は‥ l佃
(SpJlrSp12,Sp16)〟.これ1で 止め(,れf-
(け‖2) それぞれ､一磨介.I-.1m.加)JiJiiだ換また
Lil･T,人L-上り､スプライスが山･･;;I;と光なる鮒 IL
に起こる そのために､レ‖2で 卜林を,lh､たJh
瓜hl列が.nlE(N^に1.T･人され タン′くクの 火
11･'を火すものとR,えr,れる.Spl2史料こお け る
約 -rでは･小数ながらlE_.i..mItN^ilI0% t､t_
促放題されることから､ -.%LE三1.;チタンパクがで
きていることが(,恕さlLる.X'臥 この変粍㍊
kl'(･ホモは介体Liiポ (モルキカl】納)山火線紙
n'細胞で2-5%F'.11史U)クi'(lm は uW )ている】

/ント1コンLドナ-;糾.7

(llmX;CC/i:lHagtでIR̀ dM JCu=鵬 gt,rg<
ヽT､Ili'yt 1

(X･rCTGTAAGTCTGLGGG･lCCrGG′gIll.gH
(ン FIE7/2′クセ′J/一･TTll;I

が tltrm EgJJgt:gg亡Lsli;Igt甚LHtじぜei'&/CTATGTGrr
Sp(2安姓 1

∫/ト諾ク喜Tき,(:;Cf誓 誓 言tT,m TCTm 仙 m
t(:ttニぐ亡tllL.lCJZltIHrzlg/GĈrrAJrA

Sp lI)安代 1
cLL叩/∧ATTTTrAC nLIA√.rÂ r̂

例12 イントT7ン州 こ起き[=追払 /変5tS

E23エキソン内に起きた遺伝子変異
池伝 (･A先払 エキソン)､2､3､6､7､
8､9､ 日 , 15, 16とmRN∧全般に.各
め:,九る 変災の起-7J満(.I/をy,えるIii介､iu

仁(一配列からくる如軌‡附 と､タンパク帆込か
らくる17稚 低 ドを廃す射立を号Lkする必要があ
る 20僻の-rliEiYま換小 (Cr.)のAi列の変
兄が起きている変災が8個あり､β一ガラクト

シト シス変災においてもこの附立がbl発糾故
になっているu Lかし､L''kJの附a:に,変災の瓜
中は見られていない.

fF'Mを発射するのに一rL:raeな配列は､ヒトとマ

ウスでTtlJじIrl米たれているはずである そこで､
これらの変災が､マウスとヒトでr日日二にJhlたれ

20

ているコドンに祉きているか4胤 ,1した uと
んどやてtL いい■に促たLLているアミノ僚 1.I
起きていf- -のこしLL､4:ル川路仏 日り糾ヒ
ケ引きJiIしている-とん小JとELuJれる L
かし,仰 の例外Jt.迫lL.I'史粥川JuC･､マウ
スではこU)Irミノ他Jすでにメ･Tオ二/C･ある
こU)変XL･t.ヒトではrnli:2 [0%(-かよ少
させるが･Yr)メll〟ラクトンy-1ゼ1州 け
トトと川 一一リ如 )る IL･l伽 ,ことLi､迎仁二/変y4
1511で も認めlI'れ､=〝竣 ItをYr/スcJ)N^
に･カ人してもrW ltrtHt､ 川 %T･.I;-しかな(.
ない こhらのことft.ヒトで吐き/一変火を-/
クスの祁人Lてt,･ヒトとどずLi,rHlL:仲人,～
Hをよさない.雌 Mを′'.-r J･ミノ恨EL!列16り
201と1157と川 2の-r/LIJ:/112つの
追うアミノ椴1たFはMIL;コドンt-変災していて.
姉妹掛 ､ 157と ltuE一也さf一変lM .チ
くU･Mを火),せる史yU='が､2O)の全州 L
E†20EC､1120川JLに畑山t.i.什4-推していろ ニLL
r'LtyJリIJi')で帖 とされた(
E24発現産物耗存活性からみf=変異iL伝子
J<70機 い｢.iJLの｣1LE-′JtLr佃 ,(a),変代地lL.
(朗 Lk/験九㌧火と変ytv,細軌 (ナンセンス食代
か Lr,'ミノ恨l･yL榛かなど)と.その蝕rTL/-掛
碓井細胞の妓/〟.WLから､舶ヤu)変 y(iuhI1亡
IXIZf'物は2帆 一;)けてろえろことができ7J

一群11稚(ll.WIJ>認め/i.Lいグ′レーーー/であ7,

変災の地klH v)I.王̀花や4i!ニりかr-け多はであ
るが､).t筋U)代劫がナくできIJ･りLLげ.払修鬼
卿 こ対す引出′J-はFF-1じとIil.わtLる
もう -NFはタA:ll〃汁Lを止めるグルー-I/C･ある
'RyC･'tlJまi瓜丁だ換に上りlアミノ剛 ',順 したtJ
のが多いが.スプライスitL.iL,によりIf常mIiN
∧の奴少した'A:itやγミノ俄のtlr'人 された,A:5r(.
iZLlLJJ-もある 次,I.1で述べるJ:うにこれらは､
放火仙Nt.)をtLLk/-)る変災出h:(-であるとYJえら
れる｡

滋 12にそれぞれの変災を,斥す

妓//析Mの/J=い,変兆iykIJ-
l)up28g.J)upl103,Spll

FM9.GJ23I†.R208C,Y316ぐ,

rn57Ter,RJI57Q,R482C.1日82H.
GJlgJIC.V509(,K557Il

班/(-析M.を認める変災迫k r
SJ)12.Spl6

r5l'r●,T82tl YH'nl.R20川 Ii20lC,
≠2731.1i590日,u)32G

E3表現型と遺伝子型の相関

fi7'1･Jり<税IF.I,をとるILlr細胞lt.牧†f爪MをイI

していることかF'､了eER'L1枚で1.Wtを先軸する
良沢JylLこ(が､Ifl,-I-11りの臥り､If.リo)択it'1-1TL蟹で

t･)TJFiずである.火に.衣.呪Juと必tL二川UのfH
I-)),kろmナることで､咋ンi:の密粍池LF､/が､臨
JtJyiu)決ノL'Hi!JることりJらかとなっf-
E31日本人のi土伝的背景

も',11主で ,[=レたi<上り考えられるlり､人β-ガラ

クトシドー/スJLlrの追払的1日;UL 以 卜の通
りである

1JLtH,,TH:Z-/Lt乳リllflPの粋.LLlとなるifZbJ変取

ft阜t_Gであり､血鉄柵の既往が/sけtllf遭
IE三甲Jfi↑く根付1.r.tJLのない変沢の抱合-チ

ロ控作付である (;M liJングリオシトー

ンスの/こかで､礼リllll)がt,つとも多いこと

かr)y3えて､rl̂二人にはここに′1ミされた変
災以外ri)多数の伐rT荊f'Lのない金光が才.I
fL7さZしていて､それLL)がた吏たま川会うこ

とで乳l)lJt1)としてよく鋭されると考えL)れる

十/fhら､多くの)改tEミ｢-密肘.'J'鰍 t､孔リl
甲Jとして収itんii現される(側13)

コ■伝子空Jt l合化 弗I帯

●●●●●●●一●●
●

●

仰

◎

′芳書活性な
し

鼓
#
活
性
あ
り

ニ
=
=

8u?やt
l｢､● ･成人型

～●†● モルキオB肩

1 0

β-ガラ// トンダーゼ 幼児型変異JIL.(

0

成人型安井 モルキオ8■究Jt?

r月13 日̂ 人変災退転TI.?紺の拡牧と収れん

2)僻JJ'F.の幼リIlr,lJ､hk入代lJの必IL.FrJは､そ才1号
ZHこ柿 イlの変災付201C.r51Tのホモ柁nl1.か､

これ('と残/(77T,f'Lのない変災と0)抱lF-テ17接

合仲である,~れらの13'Iitは､乳リl刊と比べ柿

である これF,J)ILL.熊山kT-がrhL放縦帆で′トモ

は合什となったlF.L または､他のやくrn'トの/L･

い孔リLlll'Jの'A:光と対になったとき碓碗するとR,
えられる すなわち､変災迫IL-iTイI'欄 rl270IC.
【5日Li.触昧JlrJ.を幼リ川J,J成人J世それぞれ矧糊

J{呪._tttる(rxlI3) ホモと-テロ招分休の払

汰1■F状の追いは今椎の1;F.例の8.㍍を綿たねばな

らない 18.日変即のJ{呪J5'iとの対応は今後の症

例の.Y,-'F17がg膚であるが.伐rIT7;作をイ!-するPL
光であることから､モルキオl与柄の免中日-はけ

すると考えられる

E32白人を中心とした表現型決定iL伝子
日本人のβ-〟ラクトシドーソスの心伝(一解
析C･明らかになったLLうに､変粍i&伝[-がどの

とうなものであれ､変外遊IL､[の紋付F.竹がほ
とんどなけ(LLi'.それは､乳リLL)l'!に収れんされ

る しかし.班/lT.川 のある変相 も そのf生さ

れた77;作が臨L4fJ丘状を軽くし,幼リJ町 成人刊

に炎税岬をかえるとfL_rl.われるQ

しかし､幼リLl岬とモルキオBJhli.線維ぷ細

胞の捕り_測定でJ'llIl.リ生の2-5%Y.tJB='の残/∫
朽性しか,T{きないにもかかわらず､蝕床的には､

tるで光なっている この追いを明らかにする

ために.以 Fの実数をpIF所した｡
I)他の人 純のJ'X人fFJやモルキオ13柄の変5%_追

tEiI-をlL.11'する｡日本人とは.yGなってい

ることが T･刺される

2)それぞれの臨媒Jt'!を決k'すると.FiFJ7れる変
災迎伝T･発現柘物の解析を子】い火遁する光

子;:;をrglらかにする｡例えば､モ/レキオLl桐

にJを地でGM 】ガングリオ./ドーシスにな

い変児タン′iクの特性があれは.これが臨

抹J型の決必 こ両壁な役側をなすと与えられ
る

そこで､成人型やモJL,キオB柄を中心に解析

を'riった`これらの紙火に外同の報'ii-を含めた

l'l人の臨L4:JPJ_とit(伝rJ甲のrAl係を衣 9に′['す
JLl.)糾こ)'''よfった解析と人梓を特kJしていないの

で､ここでは､臨肘で1.とi&伝型のfHl胴を述べる
のu難しい

しかし.変災池伝 TM821lI主.刷 -rがfTわれた
イJ/リヤでIi孔リIJl削こ多く題められるL安な退

仏 /であるL9㌧ このような.1慨 切J3Eの心い乳児

)VJ_'A外は.日本では畠められなかった.人用や

地域により迫伝(l')'J†北は人いに児なるらしい,

この変災過に(･fi.残((-TF,ft_を全く,T.きないの

で､ホモ接合体になったときと他のiy1-17;化の

ない過伝 /と松介したときほ乳yiJPJl二女税きれ



ら (Ml4)15) Fr.JLiに変災逝IL､川008(lt､解

tTTJ)fTわれた南｣ヒp/メJJカで f紫/i:孔リIIケ)_食代

迫kl'で､この乳l,'L!呼!細胞にけ姓llf,r.flがILと
んど止られず､幼リLl将にも.認められる(JetJ

T叫15)lヾ これF'の幼少INrJlJ鵬 1-は柚/lf.川 が
あるため､もう -JJの-/レルに城/〟.川 がある

A:代がf･ij_J,される

1273U'1人モルキオl】沖川 辿変災i&kJJll.
RL'OEr日本人幼児Jrl'りtktrA:災迫IL-J とr■■順 .妹
llt占性t/)ない乳児轡の変災迎kr･と改介 したJB
汁と血族も■.姉の機介,モ′レキオl榊 とJl,収され

るとPJ.えられる 逝仁こfJll報のblEれをIxl14に.Jtす

it伝子安Jt 74舌化 発病

･273L Oif lTD モルキ棚

Cu

E33臨床型に影書を及ぼす変異iA伝子

Jkl:lU)変lt泊LJ11､･tu)タtllTl.fJのF-めr批

仏′igを.幼少lJP･成人へ1t･モ′LキィI日加 一触Li,
JPJTをかえるとIL]わZlる食代iHLLJ l,ArJ-AドL/I

ものである 11590HF63_'CSL'Il･以外d)A:柁必仁.
(-は､城山柿fLU)ない孔リlJUヒト鰍細ii細胞へ
の追払 /一斗人で拙い.川 を佃&した
SpILT泣k f一食肘 t､I)ヽ ∧軒桁でIl･h･:mlL～
^もできていることと､Tのホモは.?仏JiIH傑
維11-細胞にナセル所作がb'ろことか｢,､タk(lt.川

のある変災迎 /-としてこV)}<l-加えた 打5tJOH

とl･632Gは､小 'l地山 (-が城山1.川 ulない丸ill
4')の変災iylEJJ あろこと1"-)､こtJ)変経過k/
の梗fl一統Mが払昧qJ.を幼リiJPl｢か克ていると&.
えられる｡

滋L3払妹巧)を決kfする池に /一変yC

● モ′レキ棚
正書β-ガラクトシターtt Ft482日弗辻変異
● J
他の7L児型変兼】■伝子 †273L

朗 lLIR482日とY2731変災の臨妹柄J朋に
対するIm係

】■伝子tJt 7F合化 先帝

●
正書β-ガラクトシ9LttR208C共iL空Jt

●

他の乳児型安井iL伝手 幼児型空AiA伝子

蜘 L5 R208変児と払採納確のrXlrft

史yCibk ∫-

1i201C

lは0日I

l(59011
1ミ6こ!2G

J:-tlT

T821t

Sp12
1■8311

12731

E4閉値理論 と変異遺伝子
1'k人qJ_Ii!才細胞Ll)夕空//〟-ガラ3,トソトー/ス
抗は(3-7%)とLL-範な刺1-_11齢/))/TILl.収入
型の迫仏的作品が多伎であることを (･'iJ.させr-
しかし､ほとんどのiLIJi-ft.JSlTiyk r金光の
ホモは合体であった(凶 16)33.
この戊朋として以 卜のように考えr)れる

l)β-jJラクト./ダーゼ析MIL 他の過伝的
坐LdA.引こよりl%fJiJ曳船博をうけると似,ど

するDrHH二心k /を締ったJr=/,Fir.'人U)β 〟ラ
'/トンダーtJmM_でも2から:lIlf挫JAのば
らつきがあることから.細胞内外のLB矧 こ

よって I%柑JAo)7.(,yl教化はイIr)/ilきるであ
ろう｡

2)乳児判 (】%人描)の捕他では.l%の爪
作 III-(川 Jrリ..大仰)があってt,脚nLt-
齢では数JJjiの井としかならないのに､収
入JやJ(6%L-1Z機 )では.この 】% (LsEJl卜

LJ-)は.礎納年齢を2OfI一近く雌へする/A
火があることがこU)グラフかrl'))か/a)_

～.

柵

･･････と
-
･･
㌃

チ伝汀

40才

●

Ii jr/I/卜/I/-ゼ 乳児型実A
瓜kl-

｢∩
幼児型究■ 151T成人型弗iA変Jt変A

例 16 iZZ伝 T焚熊と発航叶齢のly日系

･'i)聖に､偶人に.LってGM lガングリオシド
の介Jlulが光なれlf.u'I然閲帥そのものt,
変化するLtずである I%のrAl他は少 Hl

かi-'̂ 曲鰍 I)t'r･11様に取柄隼齢を20咋
iEtr'せるJb)'仁が1QMltlJにおいて/1(A.するt

M刑凋lFI'に近いF,t'LをIlする変相1､これら

'h二とiり L;､範/i:党J;I.Il節分Ih-をとることに

Jくる このことは.史にI51T安らW)ホモ棲介体

であって寸,､†El引~十t.,ない7.7湖 の(f作を [･恕
あるが､ピザLもlOO%即捌-_i,Jちないりr維
ナ1がある 1J虫にT"をWrでは､孔幼リ上伸の億抑 1-
齢Itr･珊できるが､伸H LlJ文人)FTIu)卿 榊 :-節

は月f蒜h')にもT珊できないこととなる,

多くのIi JJラクトンドーシスを･jIき起こす変

)lJ&liil一柊収J)TT物EL ほとんど尤十に河竹を7門
人している 15ITの LうIL.F.fE･.を残 しなおかつ

I;ll-yfT封折 ヒり少 し低いrT,IIIを舛す,変災EL まれ
にしか起きないとそえL-)れる しかし‥UJLi
孔IJ止TUと比べ良く′frfするために､椛例軸ilJさ

ZLるーとが多くなる,これらのた桝 こ､乳児)rIJ

変相i多様だが.成人JFIでは151TがJllhB変災と
してt冶識されると&,えられる

E5細胞病理か らみた β-ガラク トシ ドー
シスの多様性発現機構

↑回の解析の打.rR･は.(1,M lガングリオ/

ドーシス食代iBIr;J･懲恥lF物に､リソソ-ムへ
の脇道かfil.Eタン/(クとの絹分 (一拍介付形成抑
'.I:lr示しf- これとI.k対に､モルキナ1i々IPx.釈

退tE-.7-矩BL177･一物EL や例で保.毎夕 /バクご荷分
(-和行†トを形成 していた｡陀731とIt131倭 粍ia

k/一発LR碓掛 ま今回の'3;教結果からリソソーム
に戒叔仲崩が允'/).11あTJと考えtL)れる この紡

北は､JilJ'緑維ti細胞の抗βjlラクトシダー
L}tJ'L休をJ伽 ､たfn'折でも経過さている は 発火
デー /̂) そのたれ 分7-､Ilたりの77;昨晩 fJが

火刑の原LJJと考えられる｡冶IL-Il･斬折紙米比
SpI2愛児過伝 r-においては 10%AlのIl三常mEI

N八ができることを′示した｡それゆえ､IT三',,;T,'タ
ンパクが少秩しか J罷′iこされないことがT.WI_低 F

のLJitLHと考えられる｡ しかし.ショ糖据度//.)舵

弘でのt.I,淡は,変y(タンパク倍化 まリソソーム

にはあるが､IEニ1ilTとは児なり.ダイマー分所71こ
50%はどU)mM_を′】Jtしたく保誠タンパクとの

l',.7次肌造Jf3)斜こβ-ガラクトシ/̂-ゼ姉弟との

IIt比が問雌となるのかもしれない 今後の検31F
を斐する

15LTとT82W変災泊伝 (-の発現文教では､Ⅰ二6

4のll'Lf他付Jmと伽謹タン/くクの兆発現での析t'L_

LJl-効父が見られなかった｡d三朝とl-11じ様にリ
ソソームに噛送されれば､E6.1の培地付加で

fPT.作卜.汁が比r)れるrtずであるから.リソソー
ム輸送にHll也があると考えられる 港税'it敦で

5111は で手.†汁1-のf-_ll-があることは､リソソー
ムで'如iIであることを小す 15lT変災並LEIJ･I呼
物q)タン′(クの角Wrでは､ILl順!_体の分 (-)ltが粍

常であLつリン他化がおきか ､ことから､リソ

ソームへの縮送陥'.鞍はゴルジ裟Fllでの7'rlセン

ング邦常がlJit.内であった｡ しかし/Eがら､15IT

'変災退伝 /せ もつILIJ;御 地のショ糖掛を勾hltL
に Lる検.Hでは.(.Y/)(-復行終分相こ少冊/tlが
ら爪作を止めた 5) その絵送機掛 まイくIy7であ

るが.少柿の変火夕 //(クはリソソームにilLtで

れ安k'に///lする(lr-減畑は10日以上).この･拝

が､】51T'*火此lLこ｢.にJ:りFlは 起こされるI.泣入
JmこL'Lいて､軌.山 一-H七を怖くし人脈航続核に絹

針>Ir,川 させているのかもしれない T81,uri･代
地Lム(&1すった細胞が呪/lソJ=できていないた

d)､この央y(迫LL､/脚光IJj;物の穀維AL-細胞レヘ

ルでの検.T･Tは:別/E=できていない.

R20ECとE(20川(幼少川■))変災逝伝7発別タンパ
クLtr16.lにより汁M_ji7効A1-があることかI二ノ

リソソームに輸送されるとk,･えられる｡'AT厭､

fI20LC変粥iB伝 (-U)前部附 ま.リン億化される｡

しか し､仮題タン′てクによる倍化上界効果を,7'



り′いことrt.胤 Qタンパクとの紹介作IFZI･kPI:I

･柁 JJく唆する そのたV,リソソームでの1M･''} 払仏′lli
脈がおき､杭性抵 卜が起きるとyl-えられる｡こ

U)ことは.線維牙細胞での以 卜の父娘で確認し

たvI)線維月一細胞内の杭化は分A紳)起きてい

ないエンドソームにあり､(.Ei分 (一枚糾 トを形成

していない 2)JJラクトシアリドー /スとJ.,I
もkに､ゾr7テア-ゼ恥'A榊 で分解がmIえられU.

性がL･･雌'した｡3)Jは01C変災タン′くクでは.肺
炎朽ilの1':奴糊は 111以 卜であった.ガラク ト
ンγリドー シス細胞では従適タンパクの光常が

あり､JA･';分 (-bf合体:形成ができず､所作低 卜が

起きるが､幼児4')細胞ではβ一ガラク ト/ダー

ゼに火新があり､同様な偽肋でn;作の既 卜が起
きる しかし､ガラクトンアリド-シスで托､

IT~ガラクトシy-ゼ以外にも滋5で′1こされた扱

fJt:の火lllがあり､幼ylJi竺とはy4-/よるj<BL･i･iとな
ると考*られる.

変災過払/健脚 仁物のプr･t,./ングの帖･.I.{17N.i
のよとめをJiE･1にノlミす｡
TFr作低 卜のBnhは児なるが.多くの紺地IJlβ-
1/ラクトンy-ゼT.川 がリソソームF仙 h分 /一松
介肘 二あることは､･TT.てのモルキオ1i柄決kJ過
し/-で)L辿している.I/)lJI'1判■においてGM)
J/ン//･J方./ドーンスとモルキメl糊 L+.､肘rrJ
一二兆なる 奴‖7に変災出払(･fil紬がG入日 ガン
グリオンドーノスとモルキオJ柵 に収れんする

榛鳩 を′rl-した｡

All'A:火タンハクの細胞如月!

rJ;M食火肝LIL/)/Ut,スP.:I.I.
幼少上JW
Lt20IC
te20川

IJR人仰
r引T

T8211

モルキオIi机

1｢83日
12731

Spl2

蝕nL体形J並 幅11.I

な介HL'J形成仁王▲Jf

リソソーム拍退l碍J,(
(ゴルジ態どよでの-/ ･Jtf/ ン,/F.;∴)
リノノ-ム脇送1時-rJ.

Ll.'i-riプr7ltfシング
Il粁プロセシング

llJ新プL7セシ/I/?

ガン//リオシドGhH のR.･f如く少/LL､とE,一丈
られるモルキオr榊 'TL桝で.食1℃ケ/′､ク/J1.･..I.

汁(一触命外形収を･してい/J二とtl.帆 肇ケンハ
クとのL'..'1分 /一枚.?体が､肺ホヤZu)(;hl】カンプ
リオンド- /スの代別にHLA.AEであることを小し
ているとILJ,われる

幼ylJJfliでL⊥肺炎0)y亡r.il,-/))鮒が 7Lal/J･t.r.f･ntr
の脚人)であった.このことLL 変災に⊥り納札
のFLWLが災なか･11Jt化を小唆-4る 例えLf.I
舶Mr祥系では幼1Jl叩A:yGiH仁./処jkll<物什 ′ロ
チアーゼの'J)解をJT'J.けや1く､1.川 脹 卜をミ′レ
キオけ納変災jit伝 /.免BLJiT_物上り多くJiこすHl
徒性はあると!il.われる

正号8-ガラクトシダーゼ

LlJ3'' ､守..
残存活性のない安異姓伝子 発存悪性のある安夫iL伝千

Lノ くモー
桝 のプロセシング■書 正常プE]セシンク

ヽ

高分子書合体形成l中書リソソ-ムへの格送■善
-- 一 成 -__

凶17 変災地山-(一億LLLP7=物の柄PRと触LJ()世のFfJ係

モルキオB后

F:Li肘qlE打の即品 ′々lL､川してhJえることもでき
る F':･11分 (和合ltL'''1pl,lU)I7-1/ラクトシダーt,
fF･M-HJ,文人Jrlでも] 2%としかなく.て′レ
キオ日柄細胞では､-ト ′l%以 lある.GM

1-ガングリオンr:-シス糾 Iのモデルで札

卿 drLr･8%lI仇LJしたが､この,,)州こ3%もあ
れは､rrMJjJングリオンドーシスの代洲 二比
I'')なのかt,知LILない.

王た.モルキオ11柄でLl(;V トガングリオ

/ト シスと児/.L･J).鞍介†ドJf3J,父をしない,分所

の椛Mが少小 ,とも埠が '九ることから､この
'J)pblがケラタン舵機での代洲 こ正味があること

4,FJヌr,れる ↑絶､.I.･.分 (･複介休,/)両とダイ
マJJ)河叫 伐 し､天然人岬 を川いた検.日を,((
-)/tどに Lり､モルキオl柵 でのケラ,JンHL憶
代祁 ･7'.1子のlr州 をIylr,かに-1る必･少がある し
かし､これr'U)仮説を酔述するためには､研究
川竹の年で述べf一助リ川 'とモルキオI日加).HI
qlL!rLrJlるJ:I-f判/Lどの剛 ■や,･:.I,,,)(-松介休樺従
の仰Vlがと､■EJであるとともに､糾和船推レヘル
での研'j"Lが必蟹である LM F､〟-Nラクトシ
y-t'iyk､[･をげ的破蛾Ll-〟-Nラクト/
ト ー/スモ デルマウスを什h丈し,〟-ガラクト
シド~シスモデルとしてイl川か検.TH･である

(､Ilht7咋2JJBlrE') このT-デルマウスを用い
/-解析が･紳輔のレベルでのだ柄機帆の紗州二
役;(つと.lLr.われる,

E6診断 と治療に対 して

R201((幼LllLl'))とR20川(成人FT_I)饗粍タンバク

(i,リソソームlーおける併載の粍節分Ai･が捕†l:
帆 トのI･iJ･lNである そのためJ .一姫細胞レベル

でuI.;61号のプロt･アーゼm'lll刑で打汁Lの阿
iifを見f-(J～‖) ガラクトシアリtL シスでは､
β ガラクトシダーゼ附 kはrH価 してもソアリ
I/--LJとカルポキンべプチy-1L'附 ･lW Ilfk-せ
ず-柄'7.tのJb=TF的だ･棚 とuならない (.Mlガ
ングリオン ト シスで札 β jJラクトンJ/-

ゼm tq)l=l'tk.ま､臥 Ll.i-寸加)政沖を糊㍗戸できる
今托.∫.効なブt.テア1-L'RL･.t.,刑がrAJ焦されれ
ば･ = の変光逝kTをt.つ.'ilJTの酢蛸のHTI,trL
がR,7J しかし 今r･･Id)I-ルキプ=i柄の研兜も七
山 L r'-u)(独行什分pl11のT.r,十fがC,M 卜jJン
//リ71ンドーシスのIヒ洲 これガであることを′.-.

Lf プr7テrr tflJIけ珊J投′J-では ダイマ-

分P'zU)洲 は 川 するが.i.･JI)(･松介休分画の
TIW=LFf7-し/Llい 柵胞レベルでのガング,JA

ノドCM lの代訓(,I:Eこ対すろプUプア-ゼ‖1,.J宇

和 )効火を検州 -る必柴があると.rirわれる｡
Iはけ】は たはJ1201日変舛iuLrを持つことの診断
は Ljflhr解析以外に､nL7〟のm lをItかるこ
とで･･Tl.t･である 山一ITの1.WZ･は細胞外に,分泌さ

tLf'-だけ[-をJx.映するのでk20lCJ/C先発Bll柄物の
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HJ/岬 ヰ･'Jyr-として柿Mのある鬼門 を 1･,つLi'
才で札 血r+lTβ-})ラ クトソグーゼ拓t,tは Il.常
近く必められがl･ihこ′診概やdlL7LI･,の 筋#r,I
的捌 rrで､変沢タン′くクが､二のYは 分恥こ,i
ることを診伽しておくことは･11叫があるとP,え
られる.

Fまとめ

･Iミ'･#な入朝のβ ガラクトンy-ゼ迎hこ/
にIt/(;r:に変災がH.lfLTされている.変災の起き
)Ju､少なくとも避仏/irt:授 ･スプライス先
箱 ･}･'.･･突然変舛があり､迫仏汀 I,l,欄 は少なくと

もBEJに多様化しているp しかし､柄,火として
i<tLlされる安代は､2柵 こ'分けられた(
l即は､Llとんどやく打十ほ 失う変5号迫仁､r
Irfで･あらゆる押抑 )変災で起こり､qiJA･(l･)ド
も多い 多くの変災迫lLJ-はこの岬に旭し.礼
リM-Jに瓜約される 乳シューEiJJi多臓器でPq..Tが起
き､/i'.Mの杯過をとる｡

もう1肘 土､PEt刑 -Nllll'以 卜の銀山Rf･Lを発現
する'liL光迫伝 (-肝であるDこの変光糾 t一般に

qJ-瓜が帆いとyjえら九､i:(馴 10)ない肺とた

またま袖介-テt,1度介附 こなったときと､血族

AI･姉でホモ姥介附 こなったときに酌 定例として

J縄 されると7㌢えられるEこれらの残/絹 代の
ある変舛タン′(クの多くu､プロセソングに柘

'･lFがあり､C･M l〟/I/リオント シスの代講L
不一充分HITえない この帆 こ属する変児迫L･J･
は･その代湘 JTtpL'のためにC.M Iガングリオシ

ト シスとしてLtljlされる｡迎k i,変肘ま災
なってt,･帆 垂タン/(クとの.e;,,)T裡介体形hk

I.7'.',をきたす変児は幼リIJt･!に､リソソームへの
倫逆即 :をきたすJAA光はI,R人叩Iに処約された
細胞nプt7セシンダが-1irr･.-に'trわれる変災迫
に仲 持つ･ILlko)A･休 Jtijは､H,料 .t状をd.･_きな
いモルキメlH･･.であった｡退仏 /･変鵜は熊なっ

､ても､(;MIガングリオシドーシスとモルキオ
ri柄でIlそれぞれに)Il･過した分 /輔即を,Jtすこ

とか(,･この/I)川iPlrの追いがEi･.舶 ㌔状の,釦 ､
にt井順 することが′11-唆された｡
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r\ ~-galactosidasegene mutation
identified in both Morquio J3 disease
and infantile G~II gangliosidosis

Y. Suzuki, A. Oshima

Dep:lr1ment of Clinical Gcnelics.
The Tokyo l\fclropotil:lrl InstJlUle of Medicll Science.
3-18-22 IlonkOlnJgome. Bunkyo-kll, Tokyo. I rJ hpan

Recei ved: ...J February 1993

In <l recent paper. a mutation of the ly!'o",omal B-galacto­
.. rdase gene. 4X21\rg--)His (CGT---?CAT; R4821J). was re­

poneu in Ilali;:m patients with infantile G,\11*g<JngJiosidosis
(~losnn et al. 1992). II WilS concluded that this mutation,
lhe lirSl (0 be reponed in Cauc~lsians. was likely to be the
cause or the severe !3-galactosithJsc deficiency. The au­
Ihor~ did not express this mula", gene (0 evaluate the IllU­
f;lnl enzyme protein

They may have overlooked our previolls paper on
vlorquio B t1ise:lse mUlalions. induding the R482H mula­
lion In CaucLlsians. confirming dcfccllve c<Italylic actlvity
In the c'<pressed mutLlnl cnzyme (OshIma Cl al. 1991; mu­
'''''on G or R~8211). R48211 is nol .. neutral polymor­
phism. JS suggestcd by losna et 1.11. (1992). An Ifllercst­
109 point IS that. in our sllIdy. this mutation was found in
Iwo sibling~ \\'Ilh f\.lorquio 13 t1isCJsc. \Ve anticipatcd that
IlllS flllltJlion causes a se\ere functional defecI of the cn­
Iyme and that a second fl1lH:!lion In another allele is re­
sponSible for Ihe palhogencsis oflhc MorqulO phenOlypc

These IwO rcporl.S indic~J1e that the R48211 mUI<ltion
causes a dramatic changc in enzyme prOlein expression.

Corref[101l(/eIlCe to- Y SU7ukl

human .
genetics

© Spnnger-VerlJg 1993

resulting cllllically 111 a phenotyp~ depending on the:: "'~L­

and mUlant Jllele in palienls wllh P-gJI<lClOSldJ~e tl~li
clency. It may also OCCur III patlCnlS \I.lIh cllnlG.tIly de::
tined diseases, such as juvenile or chronic G\II-gangliO~I'
dosis. or neurologIcal diseases with a more protr::tcred
clinicJI course. when Ihe second Jllele has a mutallon ~I\_

ing a Illlltanl enzyme wilh high residual Gllaly(Jc acu:lty.
as in One of the mut~llions reported by YoshllJ ... t:t 'II
(199 I). FlH·,her cell biological analysis of the gene prod­
lICI is necessary to solve the questions raisctJ by (h~s~
observations. It now seems meaningless to argue for or
against the diagnosis of conventionally dctined G'\ll­
gangliosidosis or Morquio B disease. simply on (he btl'lh

of clinical manifestations. Indeed. c"'sc: are I\nown \'.-lIh Ill­

termediate phenotypic expressions. We thael'ort:: propo...~
a more comprehenSive lerm ··p·gJIJC{O:Sldo~ls·· lor tht:
group uf discJses with mUI;{lions of fhe p-gabclUSIUJ:Sc
gene.
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Summary: We cloned and sequenced the full-length cDNA for human placental B-­
galactosidase, The 237g-nucleotide sequence contains 2031 nucleotides which en­
code a protein of 677 amino acids. The amino acid sequence includes a putative
signal sequence of 23 amino acids and 7 potential asparagine-linked glycosylation
sites. The cD A in the expression vector pSVL was used to transfect COS
cells. Expression of the cD A in transfected COS cells produced immuno-
precipitable proteins and led to an increase in B-galactosidase activity. c 1988 Aeadellllc

B--Galactosidase (EC 3,2.1.23) catalyzes the hydrolysis of terminal B--galacto­

side linkage in ganglioside GM I and other carbohydrate-containing compounds. In

human fibroblasts, an 84 kDa precursor is processed to an 88 kDa intermediate

form, and then to a 64 kDa mature enzyme (1-3). This enzyme protein aggre­

gates with a 32 kDa "protective protein" to form a high molecular weight com­

plex in Iysosomes, also involving lysosomal sialidase (4,5). A complete or partial

deficiency of B--galactosidase has been observed in diseases of various molecular

pathology; GM I-gangliosidosis and Morquio B disease caused by gene defects for

the enzyme (6-8), mucolipidosis II and III caused by defect in transport of the

precursor enzyme (9, 10), and galactosialidosis caused by abnormal degradation of

the enzyme molecule due to a defect of the protective protein (11,12). In this

communication, we report the nucleotide sequence of a full-length cD A clone

for human placental B--galactosidase and its expression in transfected COS cells.

,
Materials and Methods

Materials
~Iactosidase was highly purified from human placenta, and two types of
specific antisera were raised as described previously (13), Restriction enzymes,
T4 DNA ligase, exonuclease III, and mung bean nuclease were purchased from

0006-291 XJ88 $1.50
Copyright Q /988 by Academic Press. I"c.
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Nippon Gene (Toyama, japan), D A polymerase I (Klenow fragment) from Boeh­
ringer 1annheim Biochemicals (Mannheim, West Germany), the eukaryotic expres­
sion vector pSVL, MI3 universal primer (17-mer), dextran sulfate, deoxy- and di­
deoxy-nucleotide triphosphates, and DEAE-dextran from Pharmacia (Uppsala, Swe-

1~~~hmh~~~~raS.~.hA.)e~~xddl~eJ:f;I~::~e:fSr~~n~n~~~~~~~ t~~~ki~~~~~~~ir;~b~~~~~~~)~
/\11 other reagents used in this study were purchased from Wako Pure Chemicals
(Osaka, japan), unless indicated otherWise.
cDNA Iibrary screening

A A-gt I I cDNA library prepared from human placenta (14) was generously
provided by Dr. j. Evan Saddler (Howard Hughes Medical Institute, Washington
University School of Medicine, St. Louis, U.S.A.). The cD A library was
screened, using two di fferent rabbit ant isera (13); one preparation against the 13­
galactosidase/protective protein complex, and the other against the I3-galactosidase
monomer. A positive clone GP8 recognized by both antisera was subcJoned into
pGEM2 (Prom ega Biotec; Madison, U.S.A.).
cD A sequencing

cD A was subcloned into Sail site of the bacteriophage M 13mp 19 (15) in
both directions, and deletions were generated. Each clone was digested first
with SacJ and Xbal, and then with exonuclease III (16). Aliquots were taken
every:JO seconas:- and treated with mung bean nuclease. Subsequently, each
DNA sample was treated with T4 DNA ligase, and used to transform jMI03 to
generate a library of human a-galactosidase cDN/\ deletions. These deletion
clones were sequenced by the dideoxynucleotide chain term ination method (17).
When necessary, 7-deazo-dGTP was used for sequencing through GC-rich regions
(18). The entire sequence was determined from the overlapping clones on both
strands.
Culture and transfection of COS cells

COS-I cells (kindly supplied by Dr. Y. Nabeshima, National Institute of eu-
rosclence, .c. .P., Tokyo, japan) were cultured in Ham's F-IO medium (F-IO)
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and antibiotics, and trypsinized
frequently. The cDNA was isolated after Sail digestion, and was ligated into the
~-compatible Xhol site of pSVL. TheDEAE-dextran procedure followed by
treatment of cells with chloroquine (19) was used to transfect COS cells (20).
Subconfluent COS cells, which had been plated 12 h prior to transfection, were
washed twice with F-IO, and then incubated with transfection buffer (200 "g/ml
DEAE-dextran, and 50 mM Tris, pH 7.4, in F-IO) containing the plasmid at the
concentration of 10 "g/ml for 8 h. At the end of transfection, the cells were
washed with F-IO containing 10% FCS, incubated for 2 h with 100 "M chloro­
quine in this medium, and then incubated in the medium without chloroquine
which had been heated at 650C for 2 h to inactivate serum I3-galactosidase. 13­
Galactosidase activity was assayed with a fluorogenic substrate (4-methylumbelli­
feryl I3-galactoside; Nakarai Chemicals, Kyoto, japan) as described previously (21)
60 and 80 h after transfection. Protein concentration was determined by the
method of Lowry et al (22).
Labeling and immunoprecipitation of human I3-galactosidase from transfected COS
~

COS cells were washed 48 h after transfection, incubated for I h in leu-

1~~;j~I~le~~f~:'s(O~in;:~imp;:S~~~~~1 7~e~~/:~~I~M~m~~~h~~~el~nd1~:ci~~_~re:it~E~
containing 5% dialyzed FCS (23,24). The cells were harvested, pelleted, and
solubilized in 0.4 ml of detergent solution (0.1 M Tris-HCI, pH 7.5, 1% Triton
X-IOO, 0.4 M K I, 0.6 mM EDTA, and 0.025 mg/ml leupeptin). The samples
were precleared by addition of anti-human fibronectin ,goat serum (5 "I; Cooper,
Malvern, U.S.A.), and protein A crude cell suspension (50 "I; Sigma Chemical Co,
St. Louis, U.S.A.) was added. The mixture was then incubated at 40C for I h,
and centrifugated. Rabbit anti-human I3-galactosidase antiserum (5 "I) (I3) was
added to each supernatant, and the samples were incubated overnight at 40C.
The immunoprecipitates were collected after addition of 50 "I of the crude pro­
tein A suspenSion. The pellets were washed three times with 0.1 M Tris-HCI,
pH 7.5, containing 0.15 M NaCl, 0.5% Triton X-IOO, 0.1% sodium dodecyl sulfate
(SDS) and I mM EDTA, and then washed once with 10 mM Tris-HCI, pH 7.5.
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Finally, the proteinS were separated by SOS-polyacrylamide gel electrophoresis
(25), and visualized by f1uorography,

Table I Expression of human B-galacLOsidase in transfected COS cells

AIGfTACCTITTICII.I.MlMAATlrGTACTC

COS cells were transfected with pSVL or pSVL(GP8) as described in the text. B­
Galactosidase activity in the cells and the culture medium was assayed 60 hand
80 h after transfeclion. One unit of the enzyme activity was defined as the
activity releasing I nmol of 4-methylumbelliferone per h.

Discussion

We reported here the results of isolation and sequencing of the full-length

cDNA for human placental 8-galactosidase. This cONA was expressed in COS

cells with an increase of the enzyme activity and synthesis of immunoprecipi­

table proteins. The deduced amino acid sequence revealed some characteristic

features of a lysosomal enzyme, 8-galactosidase. There are a signal sequence.

The amino acid sequence contains a 23-amino acid putative signal sequence at

the NH 2 terminus. This signal sequence includes a long hydrophobic stretch of

amino acids, helix-breaking residues (glycine and proline) at positions -5 and -4

from a probable cleavage site marked by an arrow in Fig. I, a small neutral re­

sidue (threonine) at position -3, a large polar residue (arginine) at position -2,

and glycine at position -I. This sequence agrees with the consensus sequence

for a signal sequence cleavage site (26,27). Seven potemial N-linked glycosyla­

tion sites are located at positions 26, 247, 464, 498, 542, 545, and 555. The

sequence of this protein was compared with the sequences in the protein data­

base of the National Biochemical Research Foundation (release IS, 1988).

signi ficant protein homology was detected.

Expression and immunoprecipilation

The insert of GP8 was subcloned into the SV40 expression vector pSVL and

designated pSVL(GP8). The results of experiments after transfection of COS

cells with PSVL(GP8) or pSVL are summarized in Table I. Transfection with

pSVL(GP8) led to a 3-fold increase in 8-galactosidase activity in the cells and

the medium 60 h after transfection as compared with the enzyme activity in the

cells transfected with the vector alone. 8-Galactosidase activity was increased 7­

fold in the medium after 80 h. Also a large increase of the immunoprecipi­

table protein was found in the cells transfected with pSVL(GP8) (Fig 2). Protein

bands of 88, 84 and 60 kDa were detected by immunoprecipitation from the ex­

tract of the cells transfected with pSVL(GP8).

total unit/dish

Medium

0.5 0.7

1.7 4.9

60 h 80 h

Cell extract

unit/mg protein

92 100

234 298

60 h 80 h
Plasmid

pSVL

p5VL(GP8)

f..!.&........! Nucleotide and deduced amino acid sequences of human 8-galacLOsi-
dase. The methionine encoded by the first ATG is designated amino aCid J.
The putative signal sequence cleavage site is indicated by an 8.rrow. The poten­
tial asparagine-linked glycosylation sites are boxed. The amino acid sequen~e

that is homologous to monkey testis 6-galacrosidase and the AATAAA sequence In

the 3 1-untranslated region are underlined.

Results

Isolation of cONA encoding human 8-galactosidase

The anti-human 8-galactosidase/protective protein complex amiserum was used

to screen a Agtll library prepared from human placental mRNA (14). Several

positive clones were found. One of them, the clone GP8, expressed a fusIon

protein in Escherichia coli which cross-reacted with the ami-human 8-galactosidase

monomer antiserum.

Characterization of cD A

The clone GP8 consisted of a 2379 nucleotide sequence, including a 34­

nucleotide 5'-umranslated region, a 2031-nucleotide coding region, and a 314­

nucleotide 3'-untranslated region (Fig. I). The first ATG begins at nucleotide 35.

The 3'-untranslated region comains a 3'-cleavage signal, AATAAA, which is fol­

lowed 16 nucleotide later by a 21-nucleotide stretch of poly(A) sequence. The

predicted molecular weight of a protein of 677-amino acid residues is 75 kOa.

GGCoCGC:CG.ACTGCAGAGCCGGGAGGOGCICGTCATCCCGGGGTT(CTGGtTCGCAlCC1CCC1CTGTTGCTGGTJCTGCTGCT1CTGGGC(CTAtcCGCGGC'"ccr.c.IMIGCCA(CII18
I'In Pro Gly PI>~ l~" V.l Arg 11 .. l .." Pro l~ .. l~" l .... '0'.1 t .... t .... l .... t .... Gly Pro TIIr Arg Gl~ lit .. Ar~ ....n "'1. Th.. 18

u.£i AGG ... IG III WAil G"'C TAl ACe CGG G"'C TeC lIC ClC MG G.lI GGC. (AG CCA lIT CGC lAC AI( IC'" GGA .lGC AIT CAC TAC ICC ClOt GIG CCC CGC TIC T4C IGG MG liAC CGG 1le
Gin Arg "el "... Gl .. 11......P Iyr Su "'r9 A,p S..r Phit l~" ly.....0 Gly GIn 1'''0 Ptlit Arljl Iyr lit Sltr Gl~ 5.r II. H" Iy.. 5.r Ar; .... 1 1'''0 A..; I'll. Tlr Trp t1' .... , A..;

Ch.. 010 oUG "'110 MG A1G Ii(l GGG CTG A.Io( GCC A1C CAG ACC TAl CTC etC IGG ......C TTl C"'I GAG CCC tGC CC'" GGA CAC TAC CAG "' TeT GAG liAC (.AI (,At GIG W 1"'1 tTl CTl hcl
l~ .. t .... l).!'IItl ly. /WI ... 1. Clyllt .. A.n AI. 11.. 'In II" Iy.. hI Pro Ir, A.n Ptlit 1'1" Gl .. 1'''0 Irp Pro Cll Cln t 7r Gin h,1t 5.r 101" ....p 11" ....P .... 1 Gl .. I,r 1'.,. t ...

~~~~~~~~~~;;~~~~~~~~~~~~~=~~~~~~~~~~~~;~~~~~

e~~~=:~~~~~:~:~~~~~~~=:~~~~~~~~~~;~~~~~~~~~~~

:~~~~~~~=~=:~~~~~~::~~~~~~~~~~~~~~~=~~~~e~~m

~ ~:~ ~ ;~~ f~~ ~~ ~~ f~~ ::~ ~~ i~~ e:~ ~~ ~~~ ~ i~~ ~~ ~~I::~ ;:~ i~~I~~ ~~: ~~~ ~~~ ~~ g~ ~ ~ ~;~ ~~ ~~~ ~ ~ ~~; :~~ ::~ ~: ~~~~ 168

~~~~~~~:~~~~~~~~~~~~~~~~~~:~~~::~~~~~~~~~~:~~~ =
;::~~~~~~~~:~~~~:~~:~~~~~~:~~~~=~~~~~~~:~~~~~~~l=

~~~:;~;~~~~~~~~~~~;~~~~~~~~~~~~~~~~:~~~~~~~l=

;~:; :;~ ~~~~; ~; ;;; ~~; ;;~g~~; :;,:~ ~~; ;~; ~; ;;; ~~ ~ ~ :;; ~~ ~ ~ ~~; ~;;,~; ~ ;~; ::~ ;;; :~~~~; ;;I~'~ ::;,
;~ ~~; :~;~ ~ ~ ;;; ~ ~ ~~~; ~ ~:~~;;, ~;~ ~ ~; ~;;~;;,~; ;;;;~ ;I~;:~ ~~I~I~; ; ~;I~; :~ ;I~; :~
~~ ~~ ~~ ::~ ~; rf,1:~~ ~~ ~~~h~~ ~~; ~~ ~ ;:~ ~~ ~ :~: ~~; ~~ ~ ~~ ~~~ ~~~ ~ ~~ ~~~ ~ :~ ~~ ~ ~ g~ e~~ :~ ~~~ ~~ ~ ~~ ~~ ~~~ I~

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~=~~~~~~~~~~~~~=:Im

==~~~~~~~~~=:~~:;~~:~~~~=~~:~~~:~~~~~~~~~~~~
UC AM G.ll 1(,1, IGG (lG GAC CAl lO1o\ tCA tCAlC>AAAGCCTGTCtCTllGAGGGAIt""'C((TGMCATACCTCACAGATC(fCCCTCTCATG(C"'CAlnC"'CT(;ATTGGMIGTGC.u.ATGGAAMGGMItIACoCAIG1GC... 1I 2~~~
"'~n ty1 Asp Sltr Irp l .... AiP Hu V.l •

liCACCTCAC(;11ICCCIGCAtCtctGCAGTCCCAMG(CCCACCtTCAGGCACC"'CCH,GMtClGIGACGGGCTG.lCAGCACA(;IAACGTGCAT",... , ... rcTGCA(;{,GClGGA,I,lGGAAGClITAAAGGICGIAGICATTTTIAITIIGGAAGMI( 1346

1H'J
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-97.5

-66

-45

kDa

I3-galactosidase) may therefore have been degraded excessively in COS cells, due

to oversaturation of the stabilizing system involVing the protective protein, as

the enzyme protein is expected to increase at least 100-fold in the transfected

cells according to the calculation based on the theoretical efficiency of transfec­

tion. Galactosialidosis is a disease with defect in protective protein resulting in

accelerated degradation of I3-galactosidase molecule (30). Further experiments are

necessary to elucidate this problem, including those on expression of the cloned

cDNA in human cell lines.

The full-length cDNA reported here will be useful for the study of trans­

port, processing, and stabilization of I3-galactosidase, and will make it possible to

clarify the pathogenesis of the disorders with I3-galactosidase deficiency.
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A B
f:.!.&.....-1 Immunoprecipitalion of human B-galactm~jdase from lransfecled COS

~),I\ndC~~,aC~~:~ca~~rela~:I~~fe~:~~ ~~"~,t3~~-I~I~;,~eA~sorde;~~~be':JSVi~(G~~ ~~Xn[~
The proteins precipitated from the cell extracts with rabbit antl-d-galaclosldase
antiserum were separated by 50S-polyacrylamide gel electrophoresis and visualized
by f1uorography.

and seven potential N-linked glycosylation sites. The carbohydrate content of 13­

galaCtOsidase precursor was estimated at 21-28% on the basis of the molecular

maSS of this molecule (28). This estimation agrees with the number of potential

-linked glycosylation sites, and accounts for an apparent discrepancy between

the molecular weight of the immunoprecipitable protein (88 kDa) and that of the

protein calculated from the amino acid sequence after cleavage of the SIgnal

sequence (73.5 kDa). The deduced amino acid sequence at positions 235-254 is

75% homoiogous with an amino acid sequence of monkey testis I3-galactosidase

(Try-G lu-Pro-Arg-GIy-Pro-Leu-Ile-Asn-Ser-G lu-Phe-Tyr-Tyr-G ly-Trp-Leu -Asp-Phe-Ty r)

determined by Edman degradation (29).

Expression of the cloned cD A for human I3-galacLOsidase, GP8, led to bio­

synthesIs of a large amount of 88 kDa and 84 kDa and a relatively small a­

mount of 60 kDa immunoprecipitable proteins. The former twO were Visualized

as sharp and narrow bands, but the latter always appeared as a broad band.

Mature human S-galacLOsidase may not have been processed properly, or may be

unstable and partially degraded in COS cells which are derived from monkey kid­

ney.

Studies on patients with a human inherited metabolic disease, galactosiali­

dosis, demonstrated the presence of a speci fic protein ("protective protein") for

stabilization of I3-galacLOsidase (12,13). The expression product (newly synthesized

242
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Suml11ar)', COS-I cell' were transfected by eleetropora­
lion \\ ith a cD A for human acid II-galactosida,e cloned
in our laboratory and stable transformants expressing
the en7) me activity were ~clected. The precursor form of
the enz) me wa'5 "eereled in large quantities into the cul­
lure medium. The fihroblasts from patients with G~w

ganglioo:;;ido<;i'5 or Morquio B disea"e showed a remarka­
hie increao:;;e of enzyme activity. up to the normal level.
after culture in this medium for 2 days: the amount of
uptake wa<; es<;entially the c;;ame a"i that for the precursor
form in human fibroblaq" After endocytosis, the pre­
cur<;nr molecules were processed normally to the mature
form and remained as stable a"i those produced by human
fihrobla't', On the other hand, cells from ealacto'ialidosis
patients did not "ihow any increase of en;ymc activity in
a similar experiment. It wa" concluded that the transfor­
mants arc uc;;eful as the source of precursor proteins for
the <;Iudy of intracellular turnover of enzyme molecules
in mutant cells

Introduction

A com pie Ie or partial deficiency of p-galactosidase has
hecn on<;cn'ed in dio:;;ea~e~ of various molecular patholo­
gy: G\II-ganglio<;idosic;; and Morqllio B disease caused by
gene defect' for thi' enzyme (O'Brien 1989; Okada and
O'Brien 19nRJ, mucolipidosis II and III caused by a de­
fect in tran"port of the precursor enzyme (Nolan and Sly
19~9), and galactosialido,i, cau,ed by abnormal degra­
dation of the enzyme molecules due to a defect of a spe­
cific protein protecting the enzyme molecule against pro­
leol) tic degradation (protecti,e prOiein) (D'Azzo el al.
19R2: anna et al. 19R7), In normal fihroblast', a R4 kDA
II-galacto'ida'e precuf'or is processed to an RR kDa in­
termediate prcclIr",or form. and then to a 64 kDa mature
enz~mc (Nanba CI al. 198Ra). Active fl·galaclosidase is
mainl) pre"'ent a"i a 04 kDa form aggregated with a 30 kDa
protective protein to form a high molclcular complex in

n((prill1leqfle';r<, ro: A. O<;hima

Iysosomes (Hoogeveen et al. 1983, 19841986: anba et
al. 1988b),

We have reported the nucleotide sequence of a full­
length cDNA clone for human II-galactosidase and it'
expression in transfecled COS cells to study disorders in­
volving II-galactosidase deficiency (Oshima et al. 1988)
Morreau ct al. (1989) also independently cloned the
human II-galactosidase and a p-galactosidase-relaled
protein cDNA, The transient expression of the II-galac­
tosidase cDNA isolated in both laboratories resulted in
the production mainly of an 88 kD precursor. The pre­
cur~or enzyme was found to be taken up by G\fl~ganglio.

sidosis fibroblasts ( lorreau et al. 1989), The nucleotide
sequence and expression of the human protective pro~

tein have also been described (Galjart et al. 1988). In
this communication, we report the endocytosis. proces·
sing, and stability of the exogenous 88 kDa precursor in
fibroblasts from patients with hereditary p-galaclosidase
deficiency, The precursor form enzyme was secreted
into the culture medium in large quantities by stably
transformed COS cells,

Materials and methods

J\1arerials

The human precllr'ior and mature p-galaclOSida'ies wcre purified
from human fihrobht<;t <;ccretions and cell extracts (D'Azzo et ill
19R2: van Diggelen et a1. 1981). Restriction enzyme') and Tot DNA
ligtllic were purcha<;ed from Nippon Gene (Toyama. Japan). and
the dye reagent concentrate for protein assay from I3io-Rad
(Richmond, USA). All other reagents u<;ed in thle;; r,tudy \\ere
purchac;;ed from Wako Pllre Chemicals (Osaka. Japan). unless in­
dicated otherwise.

Cell mlll/re

Skin fibroblast <;train<; were obtained from patiellt\ \\ilh G,w
ganglio\idosis and galactosialidoslS. -rhe diagno<;i<; of Ihee:e die:­
eae:e~ wali establilihcd bv c1incal manife'ltJtionli and cnz\ me as<;a\"<;
(t\lolegi ct al. 19R7; Na;lba et a1. 19R7. 19R8h). t\lorquiZl B di<;ea~e
fibroblasts (GMJ251 and GM2455) were obtained from Human
Genetic Mlliant Cell Repository (Camden. USA). COS-l celie:
were 'iupplied by Dr. Y. Nabeshima (Nationall""tllute of euros.



Clence, N.C.l\.P., Toh.!o. lapan) The cells were cuhurcd 10

Ham':i, F-lO medium ~llprlcmented \\llh I{I% fewl calf 'lCnlm
(F~C) and arHlbiotlcs.

En::.yme assay and prolein delermillruioll

The fl-galaclOsidase activity was assaycd \\llh a Ouorogcnic sub­
strate (4-methylumbelllferyl fl-galaclOside; akarai Chemicals,
Kyoto, Japan) as descrihed prc\iously (Sakuraba el al. 1982). Pro­
lein concenlratlon \\as delcrrmned by Ihe mcthod of Britdlord
( 1~761

COIlSln/CltOIl of expression i'eCWr

The [p'llelll-l3<1fr \ lru ... ·based mammalian ccll c'\pression \ ector
pKTII539 \"-IS ohwlncd frolll Dr. Arlll Jalan~o (Orion Gent.:llc Fn­
glllt:ering laboralOry, Univt.:r))ity of I kbinkl. Iidsinki. hnlulld)
(Jalan~n et al. 1988), rhe eDNA for hUl1Wll acid j1-galacloslda~e

(O~bima et al. 1985) \\as ))ubcloncd 11110 the Sail site of pK'11153lJ
and dC..,lgnaled pKTH539(GP8). ~

TrallsJrCllolI oj COS crt"
Cenlrifu'ier ~lodel 1950·S (\\'a~en·ya~u Co., Kyoto, Japan) \\as
used for cleclroporatloll (Harlandcr 1981), Subconfluent COS-I
cells, \\hich had been plaled in lOO-mm Petn dIshes prior 10 trans­
feetion. \\ere harvesled by lrypsinization. wa!o,hed once wilh phos·
phalc-buffered saline (PBS), and suspended in O.3ml of PBS con­
taining IUpg of pKTH539 or pKTH539(GP8) in the electropora­
tion chamher. The chamber was chilled on icc for 5 min, celltri­
fuged for 3 nlln at 3500 rpm. subJeclcd to five 50-ps pubes of ~O() V.
centrifuged again at 5000rpm for IO~, and ,t1lowed to Sit on ll'e
for 5min. The cells \\~re platcd in a IOClmm Pelri dish, and cul­
tured lor 2~ h. The culture wa ... lhen continued in a mcdlllln COll­
tailllllg 1()IIlg/ml of h~gromYCIllB (Boehringer Mannheim, ~lanll­

hcim, FRG) for 21 da)~. FlIlally, hygromycin B-resislalll colomes
\\ere Isolaled. and anal)led for human j1.galal:tosida~c expre ...­
slon

Labeling {lilt! immWlOprecipitafioll of [J.ga!aclOsidase

The stahle Iransformalll COS-I cells \\ere incubatcd for I h III

leucine-free Eaglc's Minimum Essential t>.kdiulll (t\lEM), and
labclkd for 24h with L-j-t,S.JHI·leuclllc (O.2rnCi per diSh, 70Cil
mmol; Amersham, Buckinghamshire, UK, III leucine-free hlEM
contallling 5% dialyzed FCS (Ilasilik and Neufeld 1980: PrOIa Ct
al. 19 ~), The medium \\as concenlratcd by ammonium ,>ulfalc
prCclplliltion ,1l6U% )),lIuration, and dlal~zed against 211m\l ...odlum
rhosphate. pH 6.0 Human flhrohlasb \\ere Illcubaled for 2 day~

in a cuhure medium conlallling Ihe labelled enz) me, The Immuno­
precipllatlon \\as performed a~ dcscribed prt:\ lomly (O~him'll.:t<II.
I~ob).

Enzyme IlpUlke alld proce!isillg ill hW1/(l1l cells
The COS-I cells stably tran5formed by pKTJ-l539(GP8) (vector +
~-galactosidasc cDNA) or pKTII539 (vcctor alone) were cultured
for 2 days in F-IO \\ith 10% FCS. which had been heated at 65"C
for .2 h 10 lIlacli\,ate ~erllm p-galaclosldase, hbroblasts from pa­
tlCnt~ \\l1h p.galaclOsidasc deficiency wcre incubated for 2 days 111

t111~ mcdlum, and p.gal<lcII..l"'lda ...e aCll\lI}' \\<1\ aS~Jyed III thc celb
d~ described abo\ e.

In a ~ub~equenl experiment. fibroblast!'> from a patienl \\lth
G\wgangllosido~i~\\as cultured fo~ 3 d'l)'s 111 regularF·lO, and the
culture mc(.hum \\as replaced \\lth Ihe medium 111 \\Inch Ihe
pKTH539 transformant had been cultured for .2 days. Tl.:n Ulliis of
human p-galal:!O!'>iddsc (une unit: nmol of ..,uhstrale c1ea\cdlh) ub­
t<llned from one of lhe follo\\ ing ~ourCLS \\c,;re adtkd to the cullun:
medium; (I) Ihe precur~or secreted from [he pKlI1539(GPl:l)
Iransformant. (2) the fl-galaclosidasc prccursor purified from
human fibroblasts, or (3) Ihc mature enl) me punfied from human

fihrohlast">. Alter:!~ h 111l:uhatloll In thl.' prt:,:>clll:e 01 thl; exogt:nuu...
cillyme, the cell... \\l.'re l:Ullllred III regul.if r·ltlillf 2 d'I\'> rOUI lu
illlal!'ll~ (D'Aao l'l.t! 191'12). ~lallJlll"'l: h-phu'>pll .. ll' \\.1'> dJJed dt
a fimd COIlCel1lralll)JJ uf 5 mM III ...nllle l'XPlo.:rlll1l'llls.

Results

ExpreSSlO1I oj {3-ga/acrosid'lIr III Iramirete" COS-I <rill

~·G()laClOsidase aCli\il) was a~sa)~d in inul\lI..lual h)g­
rom)"cin I3-rcsi~tallt celllll1c~ aflcr Ih~ initial trilll'lll:Clilill
\\ilh pKTH53'J(GP8). Thr"" cell lin'" \\ilh IIl~h Il-~"Iac­

IOsidn~c aCLi\it) ~ecrcted all iml11unoprccipit~")kKH I...Da
protein (Fig. I, lanc~ 8-D). In t:Olltra~I, no or \l:I') IJtlJe
imlllunoprecipitabk protein \\a~ d\.'tCt:Lcd in thL' (.:t:Jb ~Ld­

bly Iran>formed by Ih" \eClor pK I 1153') alone (hg. I,
lane A). The cell line' pre,ellled in Fig. I. lane> C and
A. \\ere dc>ignaled COS-I-pKTI 153'J(GPH) (ICLlor T fl­
galaclO,idase cDNA) and COS-I-pKTH53'J (\eelOl
alone), respecthely. and u~ed tor thl: fullm.\ing c\p~ri·

ments.

EJl:'Yl1le supp!el1lenflllion in ~gll!aclO~idllse-deJide"t

hlfl1lall fibroblllilJ

The fibroblast> derived from palienl> ",ilh n-galaclo­
~idH~c deficiency \"ere cultured for 2 dijY~ in Lht: meuiulll
of COS-I-pKTI 153'J(GP8) cdb cn-galaclO>ld,I>c aCli\­
it): 144 ullit~ml). The enL) me Ltcli\ it) bCL:i1111C 11 Ufl11<:.1 1111

G\lrgangliosido:)is ()nd t\tor4uio B Ji:)ca:)\:" lihrobld'lh
(normal range: 209-38~) Crable I). Ho\\e\"r. on I) il Iii­
tIe increa:)e of aCli\it) \\a:) ob~t=T\l:d in lht= g..dd,LtU:)ldh­
do,i, celb. Incubalion \\ilh the cuhure medium of Ih"
COS-I-pKTH539 cell, did not change Ihe enL)me acti\­
ill' in the cells.lested.

Then, the uptake of p.galacto~ida~e from variuu~

~ource~ was compared in a G~lJ-ganglio:)ido:)i~ ct=1I ~train

66-

ABeD EFG

Fig. I. Proces!'>ing of llle COS· I cell exprc'lslun prudu:t In fJhro
hlasts from pallenb \'>llh fl-galacto~\(.Ii1~c ddIClcncy (()~ I .:dl ...
wac translccled \\Ith pKTJl53lJ \CC!Of alune (Idtle \J or \\1111
pKIItS39(GPS, (lillie" IJ-f)), and ~decled lor rC:sISlan~l: 10 h~g

romyclll B. Indl\ldual cololll(:~ \\cre mc:tabollcall) labdkd The
secreted products \\t.:rc lmmunuprcclpudlc:d \\lIh rdhbu dllll-li
galacto"'lda~e serum, sc:paralc:d by sOlhum dodc:c) I ~ullatG'pol)

acrylamldc gel ekctrophorcsi)), •.Illd \ ISllallled b~ tluvrugrdph~. II
broblasts derived from pallenls \\llh g<il<lclosialJdo,)I'l (/Ollt' t.i
G"wgallgliosidosis (lw/I! n, or t>.tnrqulo B dl'>ease (lUIII! (;) \"'ere
culltlrcd for 2 days in the 1nt::dIUIll l'Onldlnlllg thl: lahdll:J ...eerdt:d
product from CO~-l cells ~Iilbly [fill1..,lonneu by pK 1115.W«(JPl'iJ
(ltme C). The cell extracls wcr~ tredted a~ uc':>cnbed ab\I\C lur IhL'
!.ccrclcd producb
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sulfate. and clinical manife tations of cenlral nervous
,ystem abnormalilies are ab,enl (O'Brien 1989). Recent
genetic and biochemical studies, including cell h) bridiln­
tion and il11l11unoprecipitation analy5b, have indicated
that (hese two diseases, G~ll-ganglio~ido~is and Morquio
B disea,e, are caused by allelic mUlations of Ihe n-galac­
IOsidase gene (van der Horsl et al. 1983). On the other
hand. galaclo,ialido,is ha, been reported 10 be caused
b) abnormal degradalion of the enLyme molecule due to
a defect of the proteclive protein (D'AzZQ et al. 1982).
The data in our presentsludy support Ihese previous re­
portS: ,upplementalion of Ihe n-galaclOsidase precursor
rt~ulLed in rt~toration of the enzyme activity in G~II­

gallglio~idosband Morquio B disease cells, but did not
do so in galaclosialido~i~ cells.

In olle of the experiments using the fi·galacto~idase

precur:)or from the transformant COS CL:II~, supplemeQ­
tation wilh 100 ullit~ of the enLyme was foulld LO be ~uffi­

dent to rc~tore the enzyme <Jctivity in G\fl-gangliosidosi')
fibroblaslS to nearly the normal level. In our previou,
,lUdy, 5000 units of the human liver malUre enzyme
were necessary to increase the activity in G!'.ll-ganglio­
sidosis cells, allhough Ihe malUre enzyme wa, 'table
after being laken up by the cells (Ko and Suzuki 1985).
The finding Ihat Ihe addition of manno,e 6-phosphale
compleLely inhibited the uptake of the precursor enzyme
indicates lhat the difference ill the rate of uptake i", I't>

lated LO the amoulll of mnnnose 6-pho~phate residues on
Ihe enzyme (Creek and Sly 198~: Kornfeld 1986). Ii i,
expected Ihal Ihe COS-I cell, \\ ith human acid n-galac­
lo~ida~e gene transfer will provide and excellent source
of the enzyme for further ,upplementation cell studies
and pOSSIble replacemenl therapy of the patienls \\ilh
G,wgangliosidosis and Morguio B disea,e.

Acf...nOh/etlgefllclI/.'J. TIllS work was supported by grants from the
t>.lll1i~try of Edu(.'.uion, Science. and Cuhure. and the t>.linislry of
J-1\?alth and Welfare of lapan.
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Tahle 1. Surrlcmentallon of el\l"lgenOU'i p-galacto'i.ida'ie to mutant fihrobla'it'i. The COS·I cell ... "tably tran'iformed by pKTI-I5JQ (\'eCIOr
al(lnd <)r rJ-.III,"3U(CiPR) \\ert.' l'ultured for 2 da~" III F.l~) \\Ith I()% FCS healed. at 65"C ~(Jr 2 h. Then. the mulant flbroblast'i \\Hh ~.g~l~c­

IP<;ida<;c ddlcH:ncy \\ert: lIlcuhaled for 2 day'i in thi'i medIUm. and the p-galacto<.,ldase act I' It) of the cells "ns a"sayctl, The enzyme activIt)
j<, c\prc<;<;cd a.. uOlt/mg rnltclIl (one lImt: nmol of 4-methylumhclliferonc relc<l\cd per h)

Fihrobla<.,t'itrain Enzymcsollrcc Cell source

pKTII539 pKTH539(GP8)

G\wGanglio<;idO'ii'i I 4
2 0

~1orqUlo nd,<;ea<;e 1 ."

2 8
GalaCIO'ilahdo'ii'i 1 12

2 32

214
220
183
243
30
35

N<1nbactal. 1988a(case2)

Ncwcase(L-91)

Human Genetic Mutant Cell Reposilory. Camden, USA (GM3251)

Human Genelic 1\.1utant Cell Repository. Camden, USA (GM2-l55)

Nanba et al. 1988b (case 2)
Nanba et al. 1988b (case II)

In this report. we have established stable transformant
COS-l cells, expressing human p-galaclOsidase. by trans­
feelion of an expression veclor pKTHS39(GP8). This
vector consists of the human cytomegalovirus immediate
carly gene enhancer. the SV40 virus early promoter. the
entire coding region for human p·galactosidasc, the in­
Iron and polyaclenl'lalion signals from SV40 virus DNA.
Ihe Epslein-Barr virus EIlNA-1 nuclear anligen gene.
the ori·P sequence, and the hygromycin B resistance
gene, hph. from E. coli (Jalanko et al. 1988). p-Galac­
IOsidase was successfully expressed in Ihese cells. and
the intracellular turnover of Ihe enzyme molecule was
studied in normal and mutanl human fibroblasts.

The results of this sludy can be summarized as fol­
lows: (I) a large amount of p-galactosidase precursor
was ccreted from the transformed COS-I cells into the
medium withoul addition of any alkalizing agent (Creek
and Sly 1984; Kornfeld 1986): (2) the secreled precursor
was endocytosed into the human fibroblasls via the man­
nose 6-phosphate receplor transport pathway, and was
processed to the stable mature enzyme; (3) supplemen­
tation of the precursor increased the p-galaclosidase ac­
tivity in fibroblasls dervied from Gswgangliosidosis and
Morquio B disease, but not from galaclOsialidosis: and
(4) the efficienc)' of endocl'losis and the inlracellular sta­
bility \\ere almost the same as Ihose of Ihe precursor
from human fibroblasts.

The reason \\ hl' Ihe high uplake form of Ihis enzymc
was secreted from the transformed COSo! cells is un­
known. Under regular culture conditions. parenl COS-I
cells, cells transfected with the vector alone, or human
fibrpblasts, did nol secrete p-galactosidase in significant
quantities. Overproduction of the human enzyme may
have salurated the p-galaclOsidase transport pathway to
Ihe Iysosomes. In the case of Iransient expression of
human p-glucuronidase in COS-7 cells. a half of the
newly synthesized enzyme was also secreted into the
medium (Oshima el al. 1987).

GM,-gangliosidosis is a disease'in which ganglioside
G\lI accumulates in many organs (especially in brain).
and central nervous system abnormalities are manifest
clinically (O'Brien 1989). Morquio B disease is one of
the mucopolysaccharidoses involving storage of keratan

Discussion

Enz)me form _In_cu_ha_tio_n _Enzyme <;nurce

24h 24h+ 24h+
chac;c M6P

COS-pKTJJ539(GP8) Precursor 18.0 12.3 0.6
'Iuman fihrohlaq Precursor 23.4 14.5 0.5
Iluman fihrohlnq Mature 1.0 0.7 0.6
No addition 0.6 0.8 0.7

Tahle 2. Llptake (If el\ogenou"i ~-galacto"iida<.,e into G\wg;:lllglio­
<;jdl)<;I" fihrohla'it<;. Fibrohla<;I'i dcri\cd from a patient \\ilh G\W
I!anl?ho<;ido<'l<; (!'anba ct 31. 19&~a. ca<;e 2) were cuhured in a
medium wntaiOlng lfl unit .. of human p-galacto<;ida ..c from \'ariml"
<'(lUrce<; under Ihree differenl condillon.. : (1) 2~ h Incubation on1\
f~-lhl C21 ~~h InCUbal10n follo\\cd b~ -l8h cha"ie wilholilihe en'­
7\me III Ihe medIUm (2~ h ~ cha<;e). and (3) 2~ h incubalion in Ihe
rn..'<,cncc of :'i m\1 mallll(l<;C (i'pho"phate (2~ h + M6P). Precur'ior
and mature ~-g.illac((Jc;idil<;e<; \\ere purificd according 10 the meth­
od dco;cnhed i'ly D'{\770 el nl. (198:!) tlnd van Diggelen et al.
(\C1RII. rc<;pccti\'el~. TI1C intracellular ~-galaCIO"iidnse nctivity \\'Cl<;
a<;<;aycd after each experiment. The enzyme aCli\ ity is cxprcs'icd a'i
ul1lt/mg protein (one unie nmol of 4-mcthyl11mbelliferone relca'icd

~

(Table 2). The p-galactosidase precursors. prepared
from human fibrohlasts and COS-I-pKTH539(GP8)
c('I1,,_ w('re taken lip efficiently during the 24 h incuba­
linn and retained <;ignificantly high activities after the
<,ub<;;equent 4R h incubation without the enzyme. The cn­
7\ me acti\ it\ \\3<;; nut changed after incubation with the
n;ature cnz)'mc purified f;ol11 human fibroblasts. En·
lioc~to(,i... v.a<;; completely inhibited by the addition of
:; mM man nose 6-pho'Sphate to the culture medium dur­
ing incubation.

Proce.Hing of 'he {J-galacfosidase precursor

The mnlecular \\eight of the p-galaclosidase precursor
secretcd from COS-I -pKTI!539(GP8) was 88 kDa (Fig. I.
lane (J). The endoC} to'Sed precur<;or \Va'S processed to a
,mmunoprecipitablc 6~ kDA prOlein in the Gswganglio­
"dosis cells (Fig. I. lane F) and the Morquio B disease
cells (Fig. I, lane G). On Ihe olher hanc!' only a small
amount (If immunuprecipitable 64 kDa protein was de·
tected in a galaclOsialidosis strain (Fig. I, lane E).
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/\ 1.1-nucleotide tandem duplication (GG/\CCTTG/\/\/\GT/\CTC­
GGGACC) was found within cxon 3 of the p~galactosidase gene in a
patient \\ith Infantile-form G\ll-gangliosidosis. which generated a
rremature "top codon aftef translation of 36 amino acids. Homologolls
o.::cqucllccs ,11 the area of dur1ic31ion suggested that the mutation resulted
frol11 an unequal croSSO\"cr. 1\ single base substilution 1If'Trp_Cys was
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G,wgangliosidosis and Morquio B disease are
the Iy<osomal storage diseases caused by allelic
mutations of Jl-galactosidase gene (O'Brien 1989).
Thirteen gene mUlalions have been found in them
(Oshima et al. 1991). Mutations of infantile-form
G"l-gallgliosidosis are heterogeneous and their
cxprcssion products are almost complctcly de­
ficicnt in cn7yme activity (Yoshida et al. 1991).
On thc other hand. common gene mutations have
hccn found in thc othcr typcs of p-galactosidase
dcficiency: late infantile/juvcnile and adult/
chronic G'wgangliosidosis ( ishimoto et al
1991. Yoshida et al. 1991). and Morquio B dis­
ca<c (Oshima ct al. 1991). Their expression prod­
ucl< ha\ c dClcclable residual en'yme aClivities.

In (lur prcvious sludy on G,,,-gangJiosidosis
(Yoshida el al. 1991). only single mulations wcre
found in 1\\ (I infantilc cases by sequcncc analysis
nf rc\crsc-transcribcd eDNA. bUI subscqucnt
genomic restriction site analysis suggested the
presence or second IlllH<ttions. and we concluded
lhat direct genomic analysis would be necessary
for thc final determination of thc genolype. We
rcport hcre a 2J-nuclcOlidc (nt) duplication
within Ihe p-galactosidase gene exon 3 in onc of
them.

Case report

The palient, a 5-year-old boy (Yoshida et al. 1991:
case I), was born to non-consanguineous parents.
His 7-year-old brother was affccted with Down
syndrome. Olherwise. the family history was non­
contributory. The course of pregnancy and delivery
was uncvcntful. No dysmorphism has been ob­
served sincc early infancy. Hepatomegaly and liver
dysfunction were detected at 6 months of age. He
was hospitalized at I year for evaluation of pro­
gressive psychomotor deterioration. He was hypo­
tonic, but decp tendon renexes were hyperactive.
Cherry-red spots were found bilaterally. p-Galacto­
sidase activity in mixed leukocytes was almost com­
pletely deficient, with 4-melbylumbelliferyl-p-gal­
actoside as substrate.

Generali7cd convulsive seizures occurred subse­
quently and progressive rigospasticity developed.
He was kept hospitalizcd bccause of recurrent
bronchopneumonia. Respiration has bcen assisted
with a mechanical ventilator since II years of age.
At present. he is in a state of decercbrate rigidity. A
single base substitution 9R1A->G("6Tyr->Cys) was
found in one of bis alleles in a previous study
(mutation J; Yoshida et al. 1991).
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C",-gangliosidosis

II 2 3 C bp

eous in infantile G'lI'gangliosidosis. The following
mutations have been found in this clinical form
(Nishimoto el al. 1991, Oshima et al. 1991, Yoshida
et al. 1991): four single-base substitutions with nor­
mal mRNA in size- and amount. one single-base
substitution witb a reduction of mRNA, tandem
duplication of exon 11-12 with large mRNA. and
tandem duplication within exon 3 with a rcduction
of mR A (this case).

Only single mutations were identified in some
patients by sequcncc analysis of reverse-transcribed
cDNA in our previous study, but, in fact, the pres­
ence of other mutations was suggested by genomic
DNA analysis in two of thcm (Yosbida et al. 1991;
cases I and 5). For gene mutation analysis using
cDNA from the proband, the possibility should
always bc considered of a second mutation, which

Fig, 4 Family slud} on lwo different mutations of the p.HtCnt
r· the pedIgree. II· peR amplification M p-gaJactosidasc gene
cxon 3. III: peR amplification of~-galactosidascgene ('1;on 9
A 47'111 rragmcnt comprt~ing the exon. With mllta~ion J (upper
gel) or WIthout the mutation (Io\\CT gel). \\as amplified hy P R
and electrophoresed 1Il 8"/" agarose gel. Lane I: falher. lane 2
mother, lane 3: patient. lane C: normal control.

quence ovcrriding thc 3' end of the duplication was
observed.

Only a trace amount of this abnorm~lIy I~rge

fragmcnt was observed by amplification of rcverse­
transcribcd cDNA in the patient (Fig. I, lane 4).

Discussion

Family study

The genomic DNA amplification of exon 3 showed
thc urrer band in the father of the patient, but
not in the mother (Fig. 4 II). A 47-nt fragment
t'0mprising the e,on 9 sequencc wilh mutation J
was amplified only in the paticnt and his mother.
but not in his fathcr. and thc fra~ment without
mutation J was amplified in all subjects examined
(Fig. 4 Illl. These data indicated that the patient
\\as a compound heterozygote of the duplication
\\ ithin e,on 3 and the "'A -G substitution in exon
9. The former was transmilled from the father and
the laller from the mother.

A tandem duplication is a rare type of gcnc mu­
tation in human genetic disease. A case of spondyl­
ocrirhyseal dysplasia was reported with a 30-nt
tandcm durlic~tion \\ ithin a type II collagen gene
c'on (Tillcr et al. 1990). and an unequal crossovcr
\\as sugge<ted bet\\een the relatcd homologous se­
qucnccs. In our prcsent study. two homologous
,cqucncc" in normal exon 3 were found to be as­
,pciatcd \\ ith a palindrome sequcnce in thc region
of durlication. Thc duplication started from thc
middle of the urstream homologous scquencc 10

the end of the downstrcam sequcncc. It is highly
probable that an uncqual crossovcr had occurred
at this location \\ hich was transmitted frol11 the
father of the raticnt.

Rcccntl) srecific and common mutations ha\e
becn identified \\ithin the n-galactosidase gene in
late infantile juYcnile and adult chronic G\wgan ­
gliosidosis ( ishimoto ct al. 1991. Yoshida ct al.
1991) and Morquio B discase (Oshima et al. 1991)
On the other hand. the mutations were hctcrogen-

IG~M~nc"~~~".

nO'. 'G,.2",~M~n~=~M'TH'F,,,,=,J .""'..
lit! .? Comparic;on of the e~on J sequence" bel ween normal

:: ;It: h~ll~~<~7(~lf-~~IJ:;~~~~~~~\:~n ~el~~s;l1~; t~lr~;I~~ t~C~~c~ ~~ ~~~Il~~~~~~
tluplll.:alHlll The h~rnologoU"sequences arc bo'(cd and the pal­
1I1dromc "('quellcc IS un~crllncd. The duplication c;cqucncc III

the mutant is pOinted \\lIh arrows

An additional upper banu \\as found in thi~ ca~e,

togcthcr \\ ith ~ normal band, b) gcnnm,c DNA
amplification Wig. I, lanc ~). Sub>cquent >cqucncc
analysis rcvealeu that rhe Upper bdnu contdll1l:U an
intcrnal tandcm duplication of ~3 nt \\lthm cxon
3 (Fig. ~) and thc lo\\er band containcd mutat'on
J, as de,cribcd prC\ iously (Yn,hlda d "I. I~~ I)
Thc mutation nc\\ Iy found in thi, ,tud) rroduccd
a premature stop codon aft~r the tran:-tlation of 36
amino acius. The normal gene had tWl) homo­
logous II-nt sequences in this region, the first ~~­

qucnce overriding the 5' cnd of thc duplicati<)n
and the seconu being located at the 3' enJ of the
duplication (Fig. 3). In addition, a palindromc >c-

Results

Mutation

Fig. 2, Nucleotide sequence of a pari of exon 3 in the muli.lnt p­
galactosidase gene, showing Ihe pn:~em::c of d n'll( JUplic<lllun
Arrows mark duplication junctions

bp

194

-118

4321

--------

Material and methods

Preparation and amplification of genomic DNA and cDNA

Genomic DNA was prcpared from Iymphoblasts
or mixed leukocytes as described by Sakuraba et
al. (1990). and cDNA as de'cribcd by Yo,hida
ct al. (1991). Exon 3 (Nanba & Suzuki, pcrsonal
communication) or a eDNA fragment correspond­
ing to nuclcotide "~ 0-430 (Oshima et al. 1988)
\\as amplilied b) pol)mcrasc chain reaction (PCR)
with an upstream primCf 5'-GTATGTGCCC­
TGGAACTTTCATGAGCC-3' and a downstrcam
primer 5'-CATTTCCCACTCTGCTGCACAG­
ATGTAGGG-3' under the following condilions:
denaturation al 94 C for I min, annealing at 65 C
for 2 min and extcnsion at 72 C for I min., Exon
9 with normal sequence (Nanba & Suzuki, pcrsonal
communication) was amplified with an upstream
primer 5'-GTACATGTTTATAGGTGG-3' and a
downstream primer 5'-ACTTACCATTCCAAT-3',
and exon 9 with mutation J (Yoshida ct al. 1(91)
with the same upstream primer and another down­
stream primer 5'-ACTTACCATTCCAAC-3' under
the following conditions: denaturation al94 C for
I min, annealing at 40 C for 2 min, and eXlension
at 72 C for I min.

Clomng and sequencing of PCR products

The amplified fragmcnts werc subcloned into bac­
teriophage tv! I3mp 19 and scqucnccd \\ ith the 7­
DEAZA scqucncing kit (Takara Biochcmicals, To­
kyo, Japan)

Fig I. peR amplification of genomic DNA and eDNA of p.
galactosidase. Exon 3 in genomic D A or a eDNA fragment
corresponding to eXOIl 3 was amplified by peR and electropho­
resed in 4% agarose gel. Lane I: normal genomic exon J, lane
2: mutant genomic exon 3 from the patient, lane 3: norm'll
eDNA fragment. lane 4: mutant eDNA fragment from Ihe
patient
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might be olerlooked because of a reduction of thc
am:'unt of mR A. Gcnomic analysis of family
members is useful 10 determine the genotype of the
proband, as shown in this study.

PCR amplificallon of genomic DNA is rapid
and easy to carry out, for the analysis of mutant
sequences in any laboratory. The method de­
scribed herc can be used for diagnostic screening
of carriers of infantile GM,-gangliosidosis by mul­
tiple PCR amplifioation with mixed primers for
the various mutations which have been idcntified
so far.
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Human p-Galactosidase Gene Mutations in
Morquio B Disease
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and Yoshiyuki Suzuki
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Summary

Three different l3-galactosidase gene mutations-a 27JTrp-Leu (mutation F) in both families, 482Arg-His
(mutation G) in one family, and S09Trp-Cys (mutation H) in the other family-were identified in three
patients with Morquio B disease who were from two unrelated famiJies. Restriction-site analysis using Srul,
Nsp(7524)1 or Rsal confirmed chese mutations. In human fibroblasts, mutation F expressed as much as 8%
of the normal allele's enzyme activity, but the other mutations expressed no detectable enzyme activity. \Ve
conclude that the unique clinical manifestations are specifically associated with mutation F, a common
two-base substitution, in this disease.

Introduction

Genetic deficiency of human acid Jl-galactosidase
(E.C.3.2. t .23) causes G," gangliosidosis and Mor­
quio B disease. The latter has been classified as one
type of genetic mucopolysaccharidosis, with progres­
'iive and generalized skeletal dysplasia and without
neurological involvement-in contrast to Gf-ll-gan­
gliosidosis, which is a severe ncurosornatic disease
(O'Brien J 989). We cloned recently a full-length
cDNA for human Jl-galacrosidase (Oshima et aJ.
J 988) and reporred gene mutations in G,wgangliosi­
dosis (Yoshida et aJ. 199 I). Furrher molecular analysis
revealed three different mutations in three Morquio B
patients.

Material and Methods

The fibroblast strains from three Morquio B disease
patients-case 1 (family J proband; GM01602), case
2 (family 1 affecred sister; GM02455), and case 3
(family 2 proband; GM03251)-were purchased'

Received April 15,1991; revision received June 27.1991.
Address for correspondence and repriOls: Aklhiro Oshima,

M.D.. Department ofCllmcal Generics. Tokyo 1erropoliran In5[1.
rUle of Medical Science, 3-18-22 Honkomagome, Bunkyo.ku,
Tok}"o IIJ,Japan.
01991 hy Tht Amtrican Soc.tty of Human Gtnwcs. All righls rtS('n.,td.
0002·9297/91/4905·0020502.00

from IGMS Human Genetic Mutant Cell Repository
(Camden, J).

Details of the procedures of the mutation analysis
and of the transient-expression experiment have been
described in previous reporrs (Sakuraba et aJ. 1990;
Yoshida et al. 1991). Three DNA constructs for gene
expression-pCAGGS(GPF), pCAGGS(GPG), and
pCAGGS(GPH)-were prepared from mutantcDNAs
F, G, and H, respectively.

Results and Discussion

Northern blotting showed a single band of appar­
ently normal size (3.0 kb) and of either normal or
high intensity in all patients (data not shown). Direct
sequence analysis of amplified cD A from the patients
revealed three different mutations-8SI-851TG_CT
(173Trp-Leu; mutation F) in all three cases, 14"79G_A
(481Arg-His; mutation G) in cases 1 and 2, and
156 1G_T (509Trp-Cys; mutation H) in case 3. It is
noteworthy that mutation F contained a two-base sub.
stitution. It may have been produced either by a coinci­
dental combination of two single-base substitutions or
by a single·base substitution associated with a preex.
isting neutral polymorphism.

The three mutation alleles of Morquio B disease
were detected also by restriq-ion-site analysis using
specific restriction enzymes (fig. 1). Mutation F did not
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Table I

I3-Galactosidase Gene Mutation in G/'1I-Gangliosidosis and Morquio B Disease

• NomencJ3IUre of NishimQ[o et al. (1991) is gl\'en In parentheses.
ltSource: Oshimaci al. (1988).
C The common mutalion for each phenorype is underlined.
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measurable enzyme activity (8% of control value),
whereas the other two mutations expressed no detect­
:1hlr rn7)'me acti\'ity. \Y/e tent'ati\'cly conclude that the
three mutant p-galactoc;idac;e gcne~ exprC~l",jIl1A detect­
able en7yme act!\ It)' may be c1oc;ely related (0 the

pathogenesis of late-onset G\ll-gangliosidosic; muta­
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lurther characterization of mutant gene products­
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gCllot) pc rcla(ion~hip in human p-galactol",jiclase defi­
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Figure I Re'itrictlon·sile analym of PCR-amplified ll-galac­
too;ida\C cDNA, Three amplified cDNA fragmenls-nucleotides
R24-960, 1421-1521. and 1505-1607-were ampltfied and sub­
Jectcd 10 restriction-site analysis using Stul (lOp gel), Nsp(7524)1
(mIddle gel) and Rsal (bottom gel). respectively. The firsr fragmenr
contained an additional ba~c substilUtlon, AHT_A, which created
an Str41 SIte In the presence of mUlation F (nucleotldes 851-852)
(o;ee tcxt), The fragments wllh mutation G (nucleotide 1479) or
mutatIOn H (nucleollde 1561 )Y.'eredige'ited by Nsp(7524)1 or Rsal,
reo;pecll\ely: normal cD A fragments withoUi these mutalions were
nnt d'geo;led by any of Ihe three en1}'meo;. Electrophoresio; was per­
formed In 3% agarose gel. Lane C, Control fibroblasts. Lanes 1-
3. Cases 1-3. .

In retrospect it was seen that this substitution was in
fact ob,erved also in the Agt 11 cDNA library from
human placenta of non-Japanese origin (Oshima ct al.
1988) aod is considered to be a neutral polymorphism.

The parhogene,is of different phenotypic expres­
sions is not clear in human p-galactosidase deficiency.

lociudiog those in the present report (table I), 14
different p-galaetosidase gene mutations have been ob­

served, and some correlations with clinical phenotypes
are suggested_ Our previous gene-expression swdy de­
tected no enzyme activity toward a £Iuorogenic sub­

strate (4-methylumbelliferyl p-galactoside) in mutant
p-galacrosidase genes in G~ll-gangliosidosis, except
for two mutant alleles-mutations A ("lle~Thr) and
B ('O'Arg-Cys), for adult and juvenile forms, respec­
tively (Yoshida et al. 1991).

In the present study, the common mutant F allele in
Morquio B disease was found to express a low but

Source(s)

MUlation

Yoshida et 31. 1991 (case 4)
Yoshida Ct al. 1991 (case 2)
Yoshida et al. 1991 (case 3)
Yoshida et a!. 1991 (case I)

ishimolo et 31. 1991 (case 1)
Nishimotoet al. 1991 (case 2)

Jllle-Thr
!tHArg--Cys

mArg-Gln
Duplication (nucleouJes JJ03-1267b)

LOLtu--Pro
17JTrp--Leu
48lA rg.... I lis
509Trp_Cys
lHGly-Arg
J16Tyr-Cys
494Gly_Cys

Duplication (nucicOlides 288-31Ob)

dArg--Cys
4S1Arg-Ter

NishimOloct 31. 1991 (case 5)
Nishimowet al. 1991 (cases 3, 4, and 6);

and Yoshida Ct al. 1991 (case 5)
Nishimoto et aJ. 1991 (cases 7-12); and

Yoshida et at 1991 (cases 8-11)
Yoshida el al. 1991 (case 7)

Oshimael al.(ca~s 1 and 2)
Oshlmaelal.(ca~3)

analyses and for case 3 in Stul· and Rsal-site analyses.
The PCR products from the cDNA without these mu­
tations were not digested by any of the enzymes used

in the present study. We concluded thal all cases were

compound heterozygOles-either genotype ~/G (cases
I and 2) or genorype F/H (case 3).

We have nOt found any polymorphism in the p-ga­
lactosidase cDNA in the Japanese population, but rhe
base sequence designated as polymorphism E [6JT~C

(IOLeu~Pro)J was found in two cases from family I.

B. GENOTYPES

A. MUTANT ALLELES

I ...
I ..
I
1 ..
I
I ..

No. of eases

II
I

GM1-gangliosidosis:
Infantile:

DID?
Of?
11K
IlL
PI?
Q/Q

L:llc mfannle/juvenile:

!1I11

A ..

H ...
I ..

D ...
E ..

Nomenclarure

PhenOlype
and Genorypet

BI?
Ad~h/chronic:

AlA
Ale

Morquio B di!oease:
FIG
F/H

create any new restriction site, but the introduction
of an additional substitution 11 47T --+ A induced by an

appropriate upstream primer created an Stu I sitej the

147-bp PCR product was digested to produce a 121­
bp fragment. Mutation G created an Nsp(7524)1 site,
and rhe 101-bp PCR product was digested to 61-bp
and 40-bp fragments. Mutation H created an Rsal
site, and the 103-bp PCR product was digested to
57-bp and 46-bp fragments. A partial digestion was
observed for cases 1 and 2 in Stu 1- and Nsp(7524)I-site
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Ah~tracL Helerogcneous pauerns of biosynthesis. post­
tran ... lational proce~~ing. and degradation were dcmon­
qraled for mulant en7ymes in three clinical forms of 13-
galac{(} ida/;,e deficiency (l3-galactosidosis): juvcnilc G\II-

ganglio idosis. adult G\1t-gangliosidosis. and Morquio B
di ....ca ...c. The precuro;.;or of the mutant cn/ymc in adult G\ll­
ganglio ... idosis was nOI phoo;.;phorylalcd. and only a small
portion of the gene product reached Ihc Iysosomcs. The
en/~ me in lorquin B disease was normally processed
and tri.II1/;,J1<lrtcd 10 Iysosomes. but ils caralylic activity W<I,\

10\\, A coml11on gene I11Ulation in jU\en!,e G\ll-gangliosi­
dO"i" IR10IC) produced an en/yrnc protein thai did nol
<Iggregatc \\ ith protcctive prolein in the lysosome. and
\\3 .... rapidl) dcgraded hy thiol proteases. This abnormal
lurno\cr "'a" "ill1ilar 10 that for the normal but dissociated
r~galactosida"e in galaeto\ialidosis. Protease inhibilors
reqorcd the en7) me aeili\-il) in fibrobla\h of Ihis clinical
lorm. 1\ poc;;sihle Ihcrapeulic approach io;.; di<;cusscd for
Ihi .......pedfic Iype of en7yme deficiency.

Introduction

Allelic mutation, of Ihc human lysosomal ~-galactosida,e

gcne rc\uil in helerogeneous phenolypic expression. They
are cla"sified mainl) into four major clinical groups.
ha"ed on Ihe age of on,et and di~lribulion of palhological
le,ion ... : Ihree clinical formo;.; of G\II-ganglio~ido~is(infan­
tile. laIc infanlile/juvenile and adulUchronic) wilh central
nervou" sy"tcll1 le"ions. and Morquio B disca~c with no
central ncl'\'OU'" "y .... lel11 le ... ion" (O'Brien 1989). We re­
ccntl) rroposed a term ··I3-galactosidoo;.;i ..... for Ihis clinical
1:!fOUp (Su/u"j and O.... hima 1993). There io;.; anolhcr clini­
call) relaled discn ....c (galaewsialidosis) characleri/cd hy
aecelerah.:d hrcakdO\\ n of Ihe p-galacloo;.;id<lsc molecule
cau...cd h) mutation ... ill a gene coding for another multi­
fune! iOllal prolein (prolecti\e protein/carboxypcptidase)
(ShimmolO ct a!. 1993: SU/.uki et al. 1985: Takano et

Co,.resl'o"del/cl! 10: A. O"hima

al. 19911. Thi' protein has bccn found 10 protect the ~_

galactosida<;c molecule against proteolytic degradalion
(D'A7Io ct "I. 1981),

Genc mUlations arc heterogeneou<; in infantile G\lI­
ganglio'\idosis, Jnd result in an <.1lmo'-lt complete defi­
ciency of ~-gal"closidase (Y,,,hida CI al. 1991), all the
olher hand. common mutations have becn found in the
olher Iype, of ~-galactosidase dcficienc) (Nishimoto el
al. 1991: Oshima cl al. 1991: Yoshida CI al. 1991: 1991):
ISIT for adult G",-g"ngliosidosi" R20lC for jll\enilc
G\ll-gangliosidosis. and \V273L for ~101'quio B di'\eao;.;~.

The rcsidual enzyme acti\ity in each of these clinically
mild or atypical forms is significantly higher Ihan that in
early on<;ct G~ll-gangliosiclosis. In Ihis study. we have an­
alyzed intracellular lurnover of mutanl proleins tran­
c;;icnlly expressed in human fibroblasts. Among them. a
gene product of a common mutation for Japanese paliento;.;
with juvenile G,\wgangliosidosis (R201C) ha' been fOLind
to be abnormally degraded because of a defeci of the mol­
ecular interaction wilh protective protein/carboxypepti­
dase,

Materials and methods

Materials

Fibrobln<;f\ wilh mutalions cnusing thc follO\\ ing di<;eal.Oc<; "ere
u<;cd: infalllile G~ll-gangli(}sidosi<;,(tran,formcd cclllme ASVG\W

,4) (Yo"hi<.la ct al. 1991); normal (Gl'vI053RI) anti Morquio B tIl"­
ca<;,c Morquio IJ di"ca"c (GM03251) (O<;hima et al. (991). pur­
cha<;cd form NIG~lS Iltlman Genetic Mulant Cell Repo"ilor~
(Camden. NJ. USA): juvcnile G\wgangliosidosis (Yoshida el al
1991). adult G\ll-ganglio<;idosi<; (SUlll~i CI al. 1977). and gal,::I(.:­
lo,ialido... i<;, (Tabno CI al. 1991). Clinical and genctic <.lata of lhe
patlclll<;, arc \ullllnari7cd in Tahle I JlI\cnile G\wganglio..i<.lo<;i,
and ~lorqlJlo B dl"oc:l,e patient .. in lhi, \ludy \\cre genot~plc;'lll~
COlllpOUlll! hcten>7ygolL"'; :1 <;ccon<.l rnlllation (nol IlklllificcJ lfl 111l'

fonner) \\J\ prc ...ent in ('~{;h cell sirain. together \\ rth thc common
mlllJtion dc,nibcd above. The re<;idual en/yme <lcti\ it)' \\a, c\­
pressed allllo\! cxcJusi\cly by the COllllllon mUlJlion in (hem. The
!'ccond mUlation (allelc "-" or R482H in Table I) did not c'pre"...
any detecl~blc mRNA or enzyme activity (Oshima el al. 199t)
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Table I. Cllllical and g~lleljc data for the nbmhla"h from Pi.llil'IlIS v. jIll [3 g~lh.lClo:-'ldJ. ..e deflcienq

-------
CbC (phl'llol)'pel hhlllc origlll Sex Age ill MUI<llll cn/ymc (;l'1I01)re~ Kclcll'ncc le;!'>t: 1\0,

diagllo"li ...

:'\'onnal l3lacl... \1 5 ycar~ N/N 5 (G\lOYlKI J

Ju\enile G\lI JilIXIJle...e ~1 2 year... p·Galal.:to~itla ...c R2UIC/- 1 (nil. 5; 18 19-11

Adull G"I J'lp;Ule~e f\1 29 'y ca" p-G;Jlacto~illa\c ISIT/15IT 7 (II\) ~J
~forqlllo B Cauca... ian F -I )ear... p-Galacto... illa...c \\'27.1IJR-IH21l 5 (Gr.-Un2)1)

Gala<.:t{)~idil~i... Japanese M 18 ycar~ Protccti\c prolc1Illcarbo,\)peplilla ...e SpD!.:"7/Sp!)I:\7 X {no. I f I

;:~:~::,~::,0~(~~~~t~~:jf~;,~~~:i!i~~~i~~[~~1~:,~~~!~/5;:~;i;:~l~:: :;!::P~f~,;~~~i:~i~~~l,~;;::~~::\~;;~:t,:IJ:.~~~,~j'£:1:!,~~,~~;:;:11:;~;;:1

I on-Ill III tli"h \\crc l1ar\{..... tcd and IYlied hy <"u<"pcn"ion in 100 pi 20
111M ...,,<hullI rh(l'phatc pll 6.0, cOllt:lllling 1(Xl rnM Nnel "nl! O,Zt'fr
1.-.1(111 X II)(l. JIll' ly,alc \\;l'.ltlaucd on) IllI III a lInear gradient 01
.:!O'} -lor; "ucro"C' in the <,,<\mc buner. and (."t.:nlrifugcd at 40000
rpm for 1" h al -t c: \\ ith a Bcd·,man 5\\'-)0 rotor.

Results

Tramielll e.\pres.\';ol/ (~f norlllal alit! JIll/Will genes

Tranl"icnl cxprc",,;ol1 of the normal ~-galactosidasc gene
rc<.;,ultc:d in an incrcar,;,c of the ell/yme activity for 3 day~

after tran"fcction. and then the activit) ",wrted decrea"ling

(Fig. I-I); audition of E-64 or co-tran~fcction \\ ilh protcc­
ti\'~ protein eDNA enhanced the incrcal"c 2- to 3-fold. and
there \\ l.\1.i 110 dccrca ...c for:" days. The almO\L iticlltlt'al
pattern was ohser\"cd for the ju\"cnilc G\lI-ganglim,ido\ir,;,
or Morquio B gene mutation (Fig. I-IV. I-II). but the en­
Iymc acti,lty was not affectcd by co-transfcction \\ ith
protcctivc protein cD A in juvenile G~II-gangliosidosis.

In the case of adulL G\lJ-gangliosidosis, the gene expres­
sion incrc<.lsed gradually for 5 days: neither the addition of
E-64 nor co-transfCclion wilh protective prolein eDNA
changed the aelivily (Fig. I-III). The Illutati"n R-l8211 did
not c'<prev., any detectable enzyme acti,-ity (data not
sho\\n).

G\II' G\II-gangliosidosl\

Fig. 2. 11l11IlUIHlprl'ciplt:llioll or gene rrnduct cxprcs ...cll III

'SVCi,w'-ll·CU, afler tran<;feclion \\ ilh 20 j.lg cDNA in pCAGGS.
I\\clda\ ... altertran,leclio!l.lhe cells were lahelll \\itll /'IIJleucine
fl'r 10 h". fl·gillacln,ill" ..e \\a, II1l111unoprecipllaled \\ilh rabbil ,-lIlti­
...erum again'>! p·gal.Klmilla<;c/pnlh:l:li\e pmlcin complex. and
"iD"i P ,(iF \\3' performell The cello; wcre- Iran ..fCClcd wilh p_
~;II;lnn ... id3"'C cD'\' \. with or \\ ilhou! cO-lran ... fcclion wilh prolcc­
tnc protelll d)i\'A. or addl1iC1n of 1::-6-1 (10 ~lg/llll) in Ihc culture
llwdiulll !,m/(' J. \lulalion /51T 111 the adult G\wganglimiun<:is
ralieTll.I,IlIIl' II. Il1tllatllln R201C llllheju\cnilc G\lI-ganglio... illo­
" ... patlCIll. !,III/C III. Illulatillll W27JL in Ihe Morquio U patient:
1_(11/1 \'. nnnllal. !.,lll/(' 1\1. mocl... lran ... feclion fexpre"o;ioll vcctor
on I: I fl GJlacto,illa ...c prCl:llr"nr, appearcll a... SR- and S4-I...Da
"and, and Ihe malurc cn.l~ me [I" [I (H·j.;Da "and Proteclivc protCIll
wa... de Icc ted at .n I...Da \\hen II, l·O. A \\;1" Iramfccled \\llh p_
galacto"lda"ecD A

Culture mediulll

p-GalaclOsidJo;c

14.6 63.7

,2.6 4.3
IA 1.6
2.1 12.2

9.1 84.2

1- 'H,CIJ 1+ NH,CIj

p-Gl1ll1CIOSidl1.'ie lind neurami"ido'le ncti\'ilies
ill jihrohla.Hs

p·Gabcto'idasc [Icti, it)' \\a, low in all fibroblast r,;,lr:lIn ..
Llsed in this study Crable 2). NCllraminida\e acti\ it) \\as
almust complctely deficient only in galaclosialidosis
cells. Scc..:relion of r3-galactosidasc activity increased in
the presence of I IIJCI for juvenile G\ll-gangliosidoq\
and galaclosialidosis cells and for normal cells. but not for
Morquio B or adull G\I,-gangliosidosis cells.

ImmU110precipiwtiOll of/1lulllll! proteins

Normal j3-galaelOsidase eDNA expressed 84-kDa and 88­
kDa precursors with a trace of 64-kDa mature en/yme
(J7ig.2). The amount of the mature eil/yme incrca"'cd b)
c(HI'<In",feclinn \\ ith plOll.~cli\'e protein cl);\,\. or h~ addi
IIIHl of ,. 6... ill the culturc I11c(lilllll. Till' '<IIllC p;lIle.'11l \\,''''
,,1"'0 oh"'L'l\cd for thl' \lorqui(l 13 ~CIll' 1 hi'" IIlt.TC,t ...C elll

H:latcd \\ illl ;'1 dCCfe<.\ ...cd In the amount of "Icelll ..."r in the.'
normal :llld \!orqIlHl B n·lI ... \\itll IhL' I'lIltl't.:ti\l' plotein
Cll ('\ple ...... ;oll. The :ulult Ci\lt~g.allgli("Hhl ... t ... ge.'tle.' e\
pre .......cd both prccur"'lll"'. hut till' lI1atllle el1/~ll1l' \\iI'"

harch ,i"'lI,di/L'll: (hi", \\iI' al",o 'L'CII in the pn.· ...elln: 01 L'\

prL' ......~d proll'cti\ l' plnlL'in nl I (i-t. The jll\ L'nl1k' (i",
gangllO,il!n ... j, gene c\prc cd onl~ ... mall amoun.... Pl" rrL'
L"llr...or... , \dditional c\prt.', 11111 of pmlt.'ui\ c prntL'lJ1 lllll
nOl Illodif) the pattt.'1I1. hut Fc-Cl-l incrc~bed the PIl'CIll"'llP,
ll'lll;.ul...ahh and the matUrL' en/\ 111e...'''' lo 'Ollie t.'\te.'nl. ~­

Galactosida<..e prccur')ors \\cre' phosphoryhHed and '('_
crcted into thc culture mediulll in the presence of NHJCI
ill all gene products, except for the product in adult G\ll­
gangliosidosis (data 110t sho\\ n).

I:ibrobla\t<;

p-GalaCIO\illa\c Ncur;Jlllinilla<;c

150.0 60.5

73 66.9
18.1 63.9

4.6 91.3
21.2 2.2

II III N M

+ E-64

PhCllOlyrc

onnal

Morquio B

Adult G\l1

Ju\cnile G Ml
Galaclo"ialidosi"

•

No addlion + Protective
protein

I II III N M I II 111 N

.~
po
PI

Tahle 2. EI1.1)lllc :IClivitico; in cultured
lihrohlaqo; and cul!urc mediulll. The
el1.1~ me :lcll\ it) in thc eullurc Illcdium wa<;
a....a\ed after 20-h IncuhalHlIl \\ilh or wlth­
OUI ~dd"ion of 20 rn\1 '\'IIJCI. -nlC e1l7)IllC

unll i, !!I\cn ao; nmol/m~ prolcin pcr h
tfihrohla"h) or nmolnOO j.1J pcr::!O h
(eullurCmedlUnl)

;~~~~~I;;~I~J~~ltl~\~~ ;1'... ~ ~:i~~' ;;\;~: ~~2~;:1; I;~;l~~~ ~l~ L~:~ ~\ 1:1':1 ~~~t'\IJ)I\I~ :.~ ~
-ICY,; P~rc()lJ III 0.25 til :-'UCI"I)"'l:. [1 Ci.d.lLlo...,.d.J"l: ..Illl\ II) \\" ... ..I'"

...aycd lor t:i1Lh lr.u.:tlo!l .•dlc .. l'clllnlul.!'-IIIOn al 22000 rplll hll .:!;
/lUll (Bcdm;Jn V-II-XU rolor) ,lIld Ir.KlhllliJlion

Sucrose tinnily gratliem cellfrijugatioll
of{3-galacto.\idase

Sw.:ro.'>c lIcn ... ity gradlcllI o:llIrifugilllon \\:J:. pcrlormeJ cl ... dl.:
scrihclI by i\lanin and AllIc.., (/>161). Cont1ucill Ilhrohl<l:'>h Ull .1

••~~.201:g 10 1
E
<5

I
c
:~

j fJ:[J
12345 12345

Culture time (days)

Fig. I. ElfCL'I ... 01 protcclI\e pnHclll or b6-1 on lllUI.t1ll f3g ... L.H.11l ... J
d'l\c. ASVG\w" cell ... on a 60-mm pL.lIe \\ere Iralhlcl.:h:J \\JlIl f.S

~:JlaclO"'ld;he ... Di'\A 111 pCAGGS. I (\onn.. L II InUI .. thlll \\ 2J.'1
in Ihe i\torqulo 13 p..tlCnI, III IllUlillion 151 I JIllhe .IlJUIt G\Il-g<l1l
glioSldo"'IS palienl: IV mut~Hlon R20lC In Ih..: Ju\cllilc G\wg.1Il
gll ... illosi.., palien(. p-Galaclo..,llIa ...e \\u ... u...~<.Iy..:J ill 2. 3.5 'InJ 'i
pO.\llransfcclion da) s. 0 Iri.lJhfe<.:lion \~ lIil p-gal,JCllhlll,hC \:DN'\
ollly; • E-64 (10 j.ll) wJlIcd 10 IhL: culturc rneJJUrn aller lr;.ln ... !..: ...
IIOIl; • CO-lran ... le<.:lion \\ IIh 20 j.lg prUlecll\l: prU!l.·llI l DNA III
pC'AGGS. Olc Ihallhc ortl/lWl/! for p;Jnd II'> <.lllkrel1l lrollllilu..,e
IIllhcolhcr...

~OI~::ll:~~:::il~~~~~~::,~:;~'~~:I:~~r~~~:::~III::;I:.'~(;~:~~;::"I;;;E;:~I'~I~~~::~r
OIllIY<I. );ljXIIl) .. A "lIlCI(!c ~ub:-'lr;Hc r3-D -gabCIoPYfdllO:-)llllcl!lyl_
p-nltrophr.:Il)linJlene Cr3-Gal-i\lNT) w..... MlppllclI by Dr. K.lmll
(Dep<lrlmelH of Pr.:dl;llrk~. O"'Jl...a Uni\ cr~J1y. 0..., ... 1...<.1. Jap<lIl)

Transiem expression of{3-gallicrosidaJe

Cell cullUre and en::.yme (Issar

Labeling and immulloprecipilarirJll
of{3-galaelOJidase expressed from /flU/alit genes

For Ihe dClcl:lion of the intracellular cnlyme, Ihe cdls wcre incu­
bJlcd for 48 h after Iran~feclioll,and Ihen l<lbclcd for 20 h \\ Ith L­
H.5- 3

1-1I1eucine (0.1 mCi perdl....h. 70Ci/mmol; Amcr::.ham, Buck­
ingham~hln~. UK) in IcuclIle-lree Eagle'~ i\tEM wllh 5~ dlalY.lcll
FCS. For Ihe detection of phosphorylaled preCUf\or, Ihe cell ... were
labelell for 20 h \\ Ith I \~Plphosphalc (0.1 IllCi per di"'h. 85(X)
Ci/mlllo!: New Englanll Nuclear Re~cardl Prlx/uel. Boston. ~fA.
USA) in phosphat~-rrec r..tEM. cOllwilling 10 lllM NH-tCl, 10 pg
E-6-I. and 5q dialYled FCS. The cell C,\lruCI Wi.!'" concentrated by
601k ammoniulll sulfatc precipitation (lioogevel.'n t.:I al. 11)8-1). rhe
en.l)me protein wa~ illununoprecipilalcd \\ ilh rahbit anti ...eflllll
<.Igainst rl-galaclo.!>ida"'dprolectivc prOlell1 complc\: (O~hllnJ. CI ul
198 I, Ihe prccipitiJ!e \\a ... ~ubJc<':lcll 10 s(xhum lhxicql sulfate
tSDS)-pol)acrylanllllc gel ele<':lrophore::'l~ (PAGE), and protein ...
were \i\ualilCd b) fiuorogrJph)

The cell~ \\ere cuhurcd in F-IO medium wilh IOlfl felal <.:~df ...crum
(peS). unrc-•.., olher\\ i\e indlcatell. p-Galaclmilla~e and llCll­
raminilla ...c wcre aS~il}'c<.l as descrihed prc\'iOlJ~ly (Saj.;uraha ..:1 al.
I 982}. ImraccUular enzyme activity \'/~... assayed up 105 day... after
macII\'alion \\ IIh p-Gal~MNT as lIescnocd by Van Diggekn ct "I
(1981). Prolein eonccntralion \\ a~ lIclcnnincd by the method of
Bmdford (1976)

Th~ ASVG"w'-l cells were Iransfeclcd by rne<lll<; of lhe calciulll
p~lOsphalc mct.hod follo\lcd by glycerol IrcalrnC:lll, as lIe!'icnbcll pre­
\'lou!'ily (Yo!'ihilla el a!. 1991). Nonn:.!l ~-galaclo~idasc cD A. IllU­

lant p"gal:lclo~lda,>ecONi\'" for Ihree milll or al)pical c1ini<.:al phc~
nOI)pe~ (I51T, R20lC and W::!73L). anll normal protccti"c protein
e.·DNA were c'I(pres,ed, u">lIlg an cxpre...... ioll \cctor pCAGGS (0:'>­
hmla et al. 1991; ShimrnOlo el 011. 1990; Yoshilla CI al 1991).

Pereoll dell\'ily gradient ee1l1rijifgrJ1ioll of {J-galaclOsidase

Conl1ucllI celb on a IOO-mm lIi ...h were harvest ell by IrYlhlni.l:Hi(lIl
dnll su..,pcnlled III -100 jJl 0.25 M sucrose. They \\crc I...cpt al 250 p...,i
for 10 mill lfl a cell cylinder of a yeda pre~s (Linea Li.IIllOI1 Inslru-
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Table 3, Effect of prOtea~e inilibilors on
PhenOtype None Leupeptin E-6-l ChYlTIo- Anllpalll P~P"'I..t11ll

JJ-galacto\ida~e.activity in fibrobla:-'I~.
~I..tllfl

Fibroblac;ts were cuhured for J days III Ihe

n.7 0.6medium with Ihe prOiease inlubltor: 10 Normal 1.0 1.3 1.2 1.0
~mlleupeplin. 10llglrni E-6-l. 10 llglml

Morquio B 1.0 1.7 1.6 1.3 1.6 0.7chymostatin, 5~ ~glml antipmn. or 10 pglml
Adull G MI 1.0 1.3 1.2 1.0 1.1 1.2pepslatin RelatIve p-galaclo')idJse ~CIlVilics

I.(J 3.8 3.3 3.3 3.8 0.9over Ihose in the ccll!. without inhibHors arc JuvcllllcGl\1l
shown

Gal.aclosialidosis 1.0 3.9 3.7 3.4 42 1.1

G'll' G\,l-ganglim.idosis

Fig. 3. Percoll d~ll... it)-gradlclll ccntriJug,llltlil (t/: It)r !Jtlm:l) and
..,UI.:nhC dClhll) gr.JJienl CClllIllllgallon (/I. ngll1 pelf/c/) III IlUfilMI
and IllUli.llllllbmbl'hh. The 1I1111.lIl0 IractitHh (JiSO J.11 ei.lch) \\cre

~;:I~~I~~U\\I~); ~~~~l~~~~~'i~...a~c ~.~~) i~ (~~~)~11,'1~2,~I;J:,~C~\_~.1 ~~~...~;~;;:
ly:..o:..omJI fraclion III rube /llImher.\ 15-/8 III the Percoll densIt)
gru<.!lellL The high molecular wt.:ighl complex was re.covered as a
pea" in tube lIulllher,\ 5-10, and the low molccul<lr .....e.. ght complex
in mbe nWllbN.\· 18 25. I. Normal: II, Morquio B dl\Ca<;e (geno­
t) pe: W273UR48::!1-1); III. Jdult G'I~-gangliosido..,i~ (genotype:
15ITII::;IT): 1\. jll\cnilc G\,,-gallgllosldthl .. (R::!OICI'); \I. g.alac­
Ithl.Jliuo~IS (gcnot) pc: 5pDE\.7/SpDE), 7)

Suhn'llulllr di,\trihwioll llud inrracdlular aggregatiou
of!3-glllllClo.\idase

In normal ribrohla ... t~, the en/ymc activity was di\tributcd
mainly in the heav) lysosomal fraction and partly in the
1t2hl I»o'omal fraclion (Fig.3;"I). They corre,ponded to
ll~ pe3ks. of the high molecular \\ eight multimer and lhe
low molecular weight monomer, re\peclively (bl). On the
other hand, Ihe enLyme activity was present mainly III the
light ly~osol1lal fraction a~ a 10\\ molecular weight
monomer in gal"closialido,is librohl"slS (aV, bV)
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CI al. 19RO: "111 GClllllnd ct al. 1983 l.

In Ihi ... "'lUdy. \\c hm·e amll)'lcd mutant genc producls
only in fihrohla,l .... that arc ca ... ily a\'ailahlc from paticl1t".
IfO\\c\ cr. futurc analy ... i, ... hould he e\lendcd to ncural,
... kelelal, and other \ i\ccral ti ....... llC .... for lhc basic llllder­
... tanding or the p~lIh()logical e'Xpression ... in cach clinical
phenot)pe. wilh or \\ilhout cenlral ncnous systcm in­
\o"emcnl. Alteration\ in ... uhstratc specificity "holild 0.11\0
hc con\idcrcd in order to c'Xplain the differcnt pallcrns of
\Iora.1!C matLTial ... 111 human p-galaCIO\ida\c dericicncy.
runhcr rc ...earch in thi ... dircctl(Hl. together with a full COI1­
"idcratlon of ol1logcn). \Iwuld rcn:al thc pathogcne~i\ of
\ arious hereditary f3-galacto'-)idasc di\ordcr"i.

\rJlJ(llllr>d~nll(""~, 1 hi" \~or" \\a'" "upportcd h) gram" from the
MlI1i<.rr~ nf hlucatinn. Science and Cullun: (Japanl. the M1I1rqry of
lteallh and \\'clf:lrc (Jdpan). Ihe YJlllanouchi loundation for Re­
"carch nn "-'cwholi<.' DI ...order<;. Jnd Ille Uehara ,\temorial Found.tlion.

N!orquio B fibrobln~ts cxpn.:~~ing tilL' COllllllon Illuta­
tion \V27JL ~hO\\'L'd the '1JIllC pallcrn a" normal lihm
bla~h (all, bll). and ju\elllk G\II-gallglithido......... CL'II ....
...llll\\ed thc PLlttL'r1l for gJlacto'-)ialiJo'-)i .... cell, (al\'. bl\')
AIllllht all en/)-Illt: 4u.:tl\il) \\<1'-) In lht: hea\) 1) ....lholllal
fraclion ill adull G\II-gangIHhiu(hl,-) (aliI), hut X()lC olthc.:
m::ti\'ity wa .... prt:'1cnl a~ tht: low lllolc<..:ular \\L'ight lllono
Iller (bill)

Restoration of {3-glllllctosida~eacth'ir)
by prOlease inltibilors

inrraccllular B-galacto... ida"e activit) wa'l re:-.lorcd hy Jour
thiol prolca~c inhibilor::. (ic.:upeplin, E-M, <"'h)o,tdtll1 .Ind
aIllipain), but nOI b) a carbo\) pepllllJ,c.: inhihltor (pl.'p
"Ialin) in ju\"t:nilc.: G\lI-gang"o.... ldo~i\ <lnu galdclthl.llld~)

~is. No restoralion \\'a~ ob"encu in adult G\ll-gi.ln,gIHl:-.I­
do,is or Morguio B cells (Table 3).

The pathogcnc'-)i" of hetef()gL'neou~ dinical l11i.Jnifc; .. ti.l­
lion:-. in heredilar) p-galaclo..,iJo~b i'-) nol knO\\ n at prc­
sent. The sen:rit), clinical c.:our'-)c, and 1I .... '1UC di..,lributio!1
of pathological IC~lon~ arc oClcrrnincu by a common I1lU·

union for each clinical phenotype in tht~ '1tudy-. \Ve ha\c
therefore examined the molecular ba\i~ of \'ariabh..: rh~no­
typic exrre~!>ion~ in palienb with the:-.c ~-galacto"ida..,t;

dericiency ~ub(ypc~

Among the mulal1l gene product~ in thi.., '11.lIdY, th~ t:n­
Lyme c\prc..,~ed by one 01 lhe COI11I11Qn J1lutatl0'1......hu\\cJ
an abnormal molecular turnCl\cr III fibrobIJ~h. A.., .... hllv.. n
by lran.,ient cxpn.~ ....... ioll "lUd), lIlollomai..: f.i~gaIJC((hl­

da~e. \\hich was mainly iocali/cd in tht: light Iy",o"ul1l~1

fraction, was rapidly degraded in juvenile Gr.II-gangllO~l-

RestormlOlI of{3-galllCfo.\it/O\l! acril'irr ajrl!r illllCfll'caiOIi
Il'ilh (3-Gal-MNT

The reco\'t;I") of IIltraccliular f3-galauhiua ...e JL'II\ 11) oc­
currt:d up tu 5 Ud)'" folJO\\ing inactl\JlJon \\ith J~·(j ...d~
~INT tor llormal and mut ..IIH Ilhrohl<l ....".1 ht: ell/) flit: ~lI..:­

ti\ity \Va~ re~tored gr:.ldulli.l) to JOCI( of it.... origln,1! .lcti\­
ity in normal, adult G\II-ganglio:-.ido:..i .... , ami ~101q1l10 n
celb heron.: treaIJlll:nt: turno\cr time \-hl .... c'Ilillli.lteu a,
more than 10 days. En/)Jl1t: acti\it) \\'a~ rJpldl) n.::-.hlrc.:u
\vithin 2 day~ in galacto::.ialido:-.i~ and ju\enile G\l g.ll1­
1!lio::.ido.... i... ceil'l, \\ ith an e'llimated turl1(}\ er tlllle 01 k\'~

than I day (dala nOl ,ho\\ n).
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