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糖脂質の構造式
本実験に関わる糖脂質(1-})および長鎖場基(4)の情造式を以下に示した。

1.ガングリオシド

G M 3 NeuAca2・3Galsl・4Glcsl-lCer

G 03 NeuAca2・8NeuAcα2・3Galsl・4Glcsl・lCer

GM2GaMCRI-4G3IRMG附 -lCer

NeuAcα2 

GM1a (GM1) Gaol-3GaMcpMG319MG附・lCer

NeuAcα2 

G M 1 b NeuAcα2・3Galsl・3GaINAcsl-4GaIsl-4GIcsl・lCer

Ga INAcー GM 1 a GaINAcsl-4GaIsl・3GaMcpMG3lP1・4G附l-lCer

NeuAcα2 

G a I N A c -G M 1 b GaINAcsl-4Gl!Isl-3GaINAcsl・4Galsl・4Glcsl-lCer
3 

2.硫酸化糖脂質

スルファチド

3.中性糖脂質

NeuAcα2 

HS03・3Galsl-1Cer

CMH (ガラクトシJレセラミド)

C 0 H (ラク卜シルセラミド)

GaIsI-ICer 

Galsl・4GIcsl-lCer

アシアロGM2

アシアロGMl

Ga INAc-GAl 

4.長鎖塩基

GalNAcsl・4Galsl・4GIcsl-lCer

Galsl・3GaINAcsl-4GaIsl・4GIcsl-lCer

GaINAcsl-4GaIsl・3GalNAcsl・4Galsl・4GIcsl-lCer

d 18: 1スフインゴシン CI-I3-(CH2)12・CH=CH・CH(OH)-CH(NH2)-CHz・OH

フィトスフインゴ.シン CH3・(CH2)12・CH2-CH(OH)・CH(OH)ーCH(NH2)-CH2・OH

( t 18: 0スフィンゴシン)

略号:Cer， ceramide; GIc， glucose; Gal， galactose; GaINAc， N-acetylgalactosamine; 
NeuAc， N-acetylneuraminic acid 

ガングリオシド・の記号はSvennnerholmの命名法に基づいて示した[1 ]。
硫酸化糖脂質および中性糖脂質は通称名を示した。
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序論

複合糖質の一つである糖脂質は、疎水性の炭化水素鎖を細胞表層の脂質二

重)換に埋め込み、親水性の糖鎖を外に突き出した形で存在しており、その糖

鎖梢迭の述いから 200極を超える分子種が知られている。これら細胞表層

に出現する糖脆質は、細胞周期、分化、摘化に伴い量的、質的に大きく変化

するだけでなく、癌抗原、分化抗原として、またある程の毒素、ウイルスの

レセプターとして重要な機能を持つことが明らかにされている [2-5J。近年、

分子生物学的手法を用いた解析により、糖鎖を介した細胞問の接着、認識機

構が見いだされた [6J。さらに糠脂質依存性蛋白質リン酸化酵素の存在が報

告される [7，8J など、これら糠脂質が生理活性を併せ持つ生物学的に重要な

分子として*111胞活動に積極的に関与しているとの認識が高まっている。

一般に糠脂質をはじめとする複合糖質糖鎖は、糖供与体から単糖を受容体

である糖、 sff白質、脂質に転移する糖転移酵素と呼ばれる酵素の基質特異性

に依存し、合成された糖鎖が次に単糖を転移する酵素の基質となることを繰

り返して完成される [9，10J。糖転移酵素は主に細胞内の小胞体やゴルジ体

のl換に強く結合して存在していることから、界面活性剤l存在下で初めて可溶

化される。一度可溶化された糖転移酵素は極めて不安定であること、さらに

微量にしか存在しないことなどからこの酵素の完全精製は極めて困難である。

このため通常のクローニングの手法を用いることが出来ず、遺伝子の構造解

析を含めた発現調節機構については現在明らかになっていない。また糖転移

酵素をはじめとする糖鎖発現に関与する遺伝子発現系も確立していない。

lft伝子発現系の一つであるアフリカツメガエル(XenopusJaevis)の卵母細胞

へmRNAをマイクロインジェクションするという ln VIVOの翻訳系は、
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( 1) mRNA翻訳における極特異性がないこと、 (2 )蛋白質合成における

修飾 (グリコシレーション、リン酸化、シグナルペプチドの切断等)が卵

母*mJ!包内で行われること、 (3) mRNAの翻訳が効率良く長時間にわたって

行なわれることなどの優れた特徴を有し、遺伝子の活性を知る最適な材料と

して現在広く j日いられている [11-13]。

*研究では、このように優れた特長を持つアフリカツメガエルの卵母細胞

を糖鎖発現に関与する遺伝子、特に糖転移酵素i立伝子の発現系として取り上

げた。糖脂質糖鎖は遺伝子の一次産物である糖転移酵素によって生合成され

る二次代謝産物である。卵母細胞を発現系として用いるためには、導入され

る外来糖転移醇素遺伝子にとって基質ともなるこの細胞中の糖脂質の構成お

よび椛造解析、さらに糖脂質糖鎖の合成に関わるー併の糖転移酵素の酵素学

的性質を明らかにすることが不可欠である。そこで以下の点について解析、

検討を行ないこの翻訳系の有用性を考察した。さらに発生にともない卵母細

胞に内在している糖脂質糖鎖がどのように発現調節されているのかを併せて

検討した。

( 1 )アフリカツメガエルの卵母細胞の糖脂質、特に酸性糖脂質について

その分離、:fJ'i製を行ないHPTLC、E手素分解、酵素免疫測定法、化学分析およ

び質量分析等により卵母剰IJ胞の主要な酸性糖脂質の構造を詳細に決定した。

( 2 )卵母細胞に内在している糖脂質合成に関わる糖転移酵素(シアル酸

転移酵素、ガラクトース転移酵素、 N-アセチルガラクトサミン転移酵素)の

活性および祐一性質(器質特異性、最適pH、金属要求性、界面活性剤効果、 Km

値等)を詳細|に調べ、この細胞中の糖脂質糖鎖の生合成経路を明らかにした。

(3 )ホルモン投与により成熟した卵母細胞および受精後の細胞の各発生

段階における糠脂質(酸性および中性糖脂質)の変化を調べた。
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第 1章 アフリカツメガエル卵母細胞に存在する酸性糖脂質の単離およ

びその構造決定

1 . 笑験方法

1 -1 .動物

アフ リカ ツメガエル(Xenopuslaevis) (体重30-40g、メス)は日本生物材

料センター株式会社(東京)より購入した。

1 -2試薬

糖脂質の分離にはDEAE-SephadexA-25 (Pharmacia Fine Chemicals 

AB， Uppsala，Sw巴den)，Florisil (100-200メッシュ、和光純薬工業株式会

社、大阪) ， Iatrobeads (6RS8060，株式会社ヤトロン、東京)を用いた。

糖脂質の検出、同定には実験目的に応じて、シリカゲJレ薄層プレート

(HPTLC， silica gel 60， E.Merck Co.， Darmstadt， Germany)およびポリ

グラムシリカグルプレート (MACHEREY-NAGEL，Germany)を使用し

た。糖脂質の醇素分解には、ノイラミニダーゼ[EC3.2.1.18) 

(Arthrobacter ureafaciens由来、ナカライテスク株式会社、京都)お よび

s-N-アセチルヘキソサミニダーゼ (jackb巴an由来、生化学工業株式会社、

東京)を用いた。酵素免疫測定法には、 ウサギ抗アシアロGM1抗血清(生

化学工業)、パーオキシダーゼラベル抗ウサギイムノグロプリン、パーオ

キシダーゼラベル抗マウスイムノグロプリン (OrganonTeknika N. V.ー

Cappel Products， U. S. A.)を使用した。マウス抗GM2モノクローナル抗
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体 (YHD-06) は山崎誠彦氏(コニカ)より分与された[14J。その他の

試薬は市販の特級のものを用いた。

1 -3卵母細胞か らの糖脂質の抽出、精製

ホルモン処理を行なっていないメスのアフリカツメガエルの卵巣から未成

熟な卵母細胞を分離した。得られた卵母細胞160gに1.5 のアセトンを加

えてホモジナイズした0 ・20"Cで一昼夜放置した後、ろ過して残さを風乾

した。残さに1.5 のクロロホルム/メタノール/水 (1: 1 : O. 1、v/v/v)

および1.4 のクロロ ホルム/メタノール (1: 1、v/v) を順次加えて総脂

質を述続抽出した。州出液を合わせた後、溶媒を減圧留去した。 得られた

総脂質画分を200mlのクロロホ Jレム/メタノール/水 (30: 60 : 8、

v /v /v )に浴解した後、DEAE-S巴phadexA-25カラム(ベッド容積200ml、

酢酸型)にかけた。カラムを3 のクロロホルム/メタノール/水 (30: 

60: 8、v/v/v) および1.5のメタノールで連続して洗浄した後、酸性糖

脂質を3 の0.05M酢酸ア ンモニウム/メタノール(モノシアロガングリ

オシド函分)、 3 の0.15M酢酸アンモニウム/メタノール(ジシアロガ

ングリオシド画分)および3 の0.45M酢酸アンモニウム/メタノ ール(ポ

リシアロガングリオシド間分)で述統して溶出した [15J。得られた各

i容出画分を波紛、透析後、乾燥した。モノシアロガングリオシド画分につ

いてはアセチル化を行ない、 Saitoらの方法に基づいてフロリジルカラム

(ベッド容積100ml) を通すことによりリン脂質その他の挟雑物を除いた

[16 J。モノシアロガングリオシド画分およびジシアロガングリオシド

回分をそれぞれクロロホルム/メタノール/水 (50: 47 : 3、v/v/v)、

(55 : 45 : 2、v/v/v) に溶解した後、同じ溶媒で平衡化したイアトロピー

5 



ズカラム (2.0cm x 22 cm) にかけた。モノシアロガングリオシド函分は

クロロホルム/メタノール/水 (50:47:3、v/v /v )から (30: 67 : 3、

v /v /v )への直線波度勾配系(総溶出波長500ml、2ml/試験管に分取)

により各成分を溶出した。ジシアロガングリオシド画分についてはクロロ

ホルム/メタノール/水 (55:45:2、v/v /v )から (10:90 : 2、v/v /v ) 

への直線濃度勾配系(総溶出液f訂 00ml、2ml/試験管に分取)により 各

成分を溶出した。分取した各試験管より 一定量をHPTLCにスポットし、

溶出パターンをモニターした。モノシアロガングリオシド画分から得られ

た各酸性糖脂質はさらに Radial-PAK™ カートリッジカラム (8NVSI ， 4 

μm， 8 mm x 10 cm， Waters，Massachusetts， U.S.A.)を装着したHPLC

(TRI ROTAR-VI HPLC System、日本分光工業株式会社、東京)を使用

して、クロロホルム/メタノール/0.5M酢酸ナトリウム (50:45:5、

v /v /v )の溶媒系で精製を行なった。

1・4.i!!H召クロマトグラフィー (TLC)による糖脂質の分析

TLCの展開溶媒系にはクロロホルム/メタノー Jレ/0.5%CaCI2 (55 : 45 : 

10、v/v/v) を用いた。糖脂質の検出はオルシノールー硫酸試薬で行なっ

た [17J 0 TLC上での結脂質の定fまは、 TLCデンシトメーター (CS-9000、

烏津製作所、京都)を使用してAndoらの方法にしたがって行なった [18J。

1 -5 .糖、脂肪酸および長鎖塩基組成の分析

ト 5-a.糖脂質からの糖、脂肪酸の調製およびその分析

単縦した結脂質の構成糖の分析はSweeleyらの方法 [19Jに基づいて

GLC(Gas-Liquid Chromatography)を、脂肪酸の分析はNoharaらの方法
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[20] に基づいてGLCおよびGC-MS(GasChromatography-Mass 

Spectrometry)を利用して行なった。

50μgの単離した糖脂質を0.5N HCl/メタノール中で80'Cで18時間メタ

ノリシスした。メチル化脂肪酸を n-ヘキサンで抽出した後、メタノール層

を窒素気流下で蒸発乾固させた。乾因物に0.5mlのメタノール/無水酢酸

(3 : 1、v/v) を加えて溶解させ、適当金の炭酸銀を加えた後、 80'Cで1

1時間加治した。炭酸銀をろ過により除き、ろ液を窒素気流下で蒸発乾固さ

せた後、減圧下で無水酢酸を完全に除いた。これに15μlのTMS化試薬

(TRI-SIL Z， PIERCE， IL， U.S.A.)を加え、超音波処理した後、 40'Cで

数分間加温した。TMSイヒ糖の分析は、2% OV-I0l Chromosorb WAWカ

ラム (2.5mm x 1.5 m)を装着したGC-7Aガスクロマトグラフィー(島

津製作所) を用いて150'Cから270'Cまで昇温 (3'C/min)をかけて行な

った。メチル化脂肪酸の分析については、 n-ヘキサン層を窒素気流下で蒸

発乾回 させた後、少量のクロロホルムに溶解してCBP-lキャピラリーカラ

ム (0.53mm x 25 m、烏津製作所)を装着したJMSHX-II0 (日本電子、

東京)を用いて150'Cから250'Cまで昇温 (2'C/min)をかけて行なった。

質量分析計は、イオン加速電圧10kV、イオン化電流100μAおよび電子エ

ネルギー70eVで作動させた。

1 -5 -b.糖肪質からの長銀1塩基の調製およびその分析

長鎖塩基の分析は、GC-MSを利用して行なった。

単離した糖脂質からの長鎖塩基の調製は、 Sweeleyらの方法に従って行な

った [21] 0 TMS化長鎖境基の分析は、 DB-5キャピラリーカラム (0.25
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mm x 30 m， J & W Scientific， CA， U.S.A.) を装着したTSQ70 (Pinnigan 

MAT)を用いて60'Cから250'Cまでの昇温 (30'C/min)、その後300'C

までの列 ir~ (5'C/min)をかけて行なった。質盆分析計はエミッション

電流200μAおよび~11子エネルギー 70eVで作動 させた。長鎖塩基の同定は、

Karlssonらによって報告された結果 [22Jを参考にして行なった。

1 -6メチル化分析による単糖l淘の結合位の解析

単離した結脂質200μgに0.2mlの無水ジメチルスルホキシド (DMSO)を

加えて室温で30分撹排した後、 0.2mlのメチルスルフィニルカルパニオ ン

(6.6 mlのDMSOに0.66gの水素化カリウムを窒素気流中、室温で30分間

反応させて得た。)を加え室温で2時間撹持した。続いて氷冷下、 0.3ml 

の無水ヨウ化メチルをすばやく加えた後、遮光して室温で1時間撹排した。

2 mlのクロロホルムと同長の水を加えてよく撹排した。低速遠心して水層

を除き、クロロホルム J~ を数回水で洗浄した。窒素気流下で蒸発乾聞した

後、生成した完全メチル化糖脂質を調製用TLCにより精製した。完全メチ

ル化糖脂質からの部分メチル化アルジ トールアセテートの調製は、Yang

らの方法にしたがって行なった [23J。中性糖由来の部分メチル化ア ル

ジトールアセテートの分析は、 2% OV-225カラム (2.5mm x 1.5 m)を

用いて 160'Cから240'Cまで昇iffi¥. (4'C/min)をかけて行なった。アミノ

糖由来の部分メチル化アルジトールアセテートの分析は、 2% OV-I0lカ

ラム (2.5mm x 1.0 m)を用いて 170'Cの定温で行なった。分析装置は

GC-MS (QP-IOOO、白津製作所)を使用し、ピークの同定は、ウシ脳由

来GMlaガング リオシ ドから調製した音11分メチル化アルジ トー ルア セテー

8 
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トおよびBj凸rndalら [24J、Taiら [25J により報告された結果を参考に

して行なった。

ト 7.糖脂質の醇素分解

ト 7-aノイラミニダーゼ (Arthrobacterureafaciens由来)による分解

単離した糖脂質3nmolに対して0.1Unitの酵素を加えて、 150μgのタウロ

デオキシコール酸ナトリウムを含んだ0.01Mリン酸バッフ 7ー (pH7.3) 

中で37'(;、161時間反応させた(反応液量120μ1)。反応終了後、逆相カラ

ムで脱シアル化秘脂質を精製してTLCによる分析を行なった(1 -7 -bに

ついても同様にして分析を行なった)。

なお、連続してs-N-アセチルヘキソサミニダーゼによる分解を行なう場

合には、 lji離した糖脂質30nmolに対して0.45Unitの酵素を加えて、タウ

ロデオキシコール酸ナトリウムを入れずに37'(;、 18時間反応させた(反

応液量450μ1)。

1-7-b.s-N-アセチルヘキソサミニダーゼ(jackbean由来)による分解

単離した糖脂質5nmolに対してl.0Unitの酵素を加えて、 225μgのタウロ

デオキシコール酸ナトリウムを含んだ0.05Mクエン酸バッファー (pH

5.0) 中で37'(;、441時間反応させた(反応液量130μ1)。

ト 8.酵素免疫測定法(TLC-イム ノステイニング)による糖脂質の基本構造の推定

TLC-イムノステイニングは、 Magnani[26J ら、 Higashiら [27J の方法

に若干の変更を加えて行なった。
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糖』旨質をプラスチック TLCプレート (POLYGRAMSIL G) にスポットし

た後、クロロホルム/メタノール/0.5%CaC12 (55 : 45 : 10、v/v/v)で

展開した。 TLCプレートを風乾した後、抗体のプレートへの非特異的吸着

を防ぐためにA溶液注1中に室温で1時間浸した。続いてB溶液注2で200倍に

希釈したl次抗体(ウサギ抗アシアロGMl抗血清あるいはマウス抗GM2モ

ノクローナル抗体， YHD-06) の液中で室温にて2時間振とうした。プレ

ートを0.1%Tween 20/PBSで数回洗浄した後、 B溶液で適当に希釈した2

次抗体(抗ウサギイムノグロプリンは200倍、抗マウスイムノグロプリン

は500倍)の液中で室温にて2時間振とうした。最後にPBSで数回洗浄し

た後、発色試薬注3を加えて染色した。

注1:PBS (150 mM塩化ナトリウム含有10mMリン酸パッファー (pH

7.4) )に 1%ウシ瓜l清アルブミンおよび1%ポリピニールピロリド

ンを溶解した液。

注2:PBSに3%ポリビニールピロリドンを溶解した液。

注3:200 mM塩化ナトリウム含有50mMトリスバッファー (pH7.4) に

0.6 mg/ml 4-クロロ lナフトールおよび0.01%過酸化水素を溶解し

た液。

1 -9 .高速原子衝撃質量分析法 (FastAtom Bombardment Mass Spectrom巴try;

FAB-MS) による糖脂質の構造解析

糖脂質のFAB-MSはJMS-DX304質量分析計およびJMA-DA5000データシ

ステム(日本電子)を用いて行なった。糖脂質をターゲット上でマトリッ

クスであるトリエタノールアミンとよく混合した後、イオン加速電圧3.0

kV、キセノンビーム6.0keVで測定した。糖脂質の非還元末端側からの配

10 



列の決定は、 Eggeらによって報告された結果 [28J を参照した。
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2 結果

2 -1酸性糖脂質のHPTLCパターン

アフリカツメガエ jレ卵f詳細胞より分離した各々の糖JJ旨質をHPTLCにより

分析した([;;([1) 0 1 ul_虫類の酸性糖脂質が検出され、 Rf値の大きいものか

ら順にA-1からA-10とした。酸性糖脂質中の最大成分であるA-1 (図1、レ

ーン4) はFAB-MS分析により硫酸化糠脂質であるスルファチドと決定し

た。ガングリオシドの段大成分であるA-6はTLC上でGD3ガングリオシド

とほぼ同じRf他を示した(図l、レーン7)。

GM3 

GMI 

GD3 

GDla 

2 3 
4 5一一6 7 8 9 10 11 

図lアフリカツメガエル卵母*111胞から分離した酸性糖加賀のHPTLCパターン

1 : GM3， GD3、2:ウシJJ説総ガングリオシ ド画分、3:卵母細胞酸性糖脂

質商分、4:A-1、5: A-2、6: A-3， A-4， A-5、7: A-6 (Ga1NAc-GM1b)、

8 : A-7、9: A-8、10:A-9、11:A-10 展開溶媒:クロ ロホルム/メタ

ノール/0.5% CaCl2 (55:45:10， v/v/v) オルシノールー硫酸発色

12 



2 -2 .A-6ガングリオシドの糖組成の分析

A-6ガングリオシドの構成糖の分析結果を表lに示した。これより A-6ガン

グリオシドは、グルコース、ガラクトース、 N-アセチルガラクトサミン

およびN-アセチルノイラミン酸を 1: 2 : 2 : 1の割合で持つということが

193らかになった。

表 1. A-67ゲングリオシドの糖組成

構成糖 モJレ比

グlレコース 1.00 

ガラクトース 2.00 

N-アセチルガラクトサミン 2.06 

N-アセチルノイラミン酸 1.07 

数値はグルコースに対するモJレ比で示した。

2 -3 .A-6ガングリオシドのメチル化分析による単糖間の結合様式の解析

A-6ガングリオシドのメチルイヒ

分析による結果を表2に示した。

A-6"Jiングリオシドから得られた

部分メチル化アルジトール

アセテートは、 1，4，テトリー0-

アセチ Jレー2，3，6-トリーOーメチル

グルシトール、 1，3，5，ートリー0-

アセチルー4，6-ジ O メチルー2-N-

表2.A-6"Jfングリオシドのメチル化分析

アルジトール
アセテート

グルシトール

メチル基の
結合位

2，3，6 

ガラクチトール 2，3，6 

2，6 

Nーアセチル 2.3.4.6 
ガラクトサミニトール

2，4，6 

メチルアセチルガラクトサミニトール、 1，5，ージーO アセチル 3，4，6-トリー
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0-メチルー2・N-メチルアセチルガラクトサミニトール、 1，3，4，5，ーテトラー0-

アセチJレー2，6ージー0・メチルガラクチトールおよび1，4，5，ートリー0-アセチルー

2，3，6-トリー0・メチルガラクチトールであると同定された。 1，5，ージー0-アセ

チルー3，4，6-トリー0-メチルー2-N-メチルアセチルガラクトサミニトールが検

出されたことから、 A-6ガングリオシドの非還元末端の糖はN-アセチルガ

ラクトサミンであることが明らかとなった。さらに1，3，4，5，ーテトラー0-ア

セチルー2，6ージー0-メチルガラクチトールが検出されたことから、 A-6ガン

グリオシドの結部分の構造は直鎖ではなく、その分子中に 2個含まれてい

るうちの一方のガラクトースの所で分校していると推定された。

2-4 .A-6ガングリオシドのセラミド組成の分析

糖脂質のセラミド部

分は脂肪殺とスフィ
表 3. A・6ガングリオシドの脂肪酸組成

脂肪酸 a % 
ンゴシンと呼ばれる

脂肪酸 a % 

長鎖塩基で構成され
14:0 2.0 22:0 4.8 

16:0 11.0 h22:0 14.1 
ている。表3にA-6ガ

16:1 2.4 23・0 2.4 
ングリオシドの』百}lJi

18:0 4.9 h23:0 2.5 

取組成を示した。主
18・l 3.3 24:0 5.6 

な脂肪酸の分子種は 20:0 3.4 h24:0 15.2 

16 : 0、h22: 0、 24:1 9.3 

h24・0およびh24: 1 h24:1 19.2 

であり、全脂肪酸註 a最初の数字と後の数字はそれぞれ炭素数と二重結合の数を
示している。 hは日ーヒドロキシ脂肪酸を示している。

のおよそ50% iJ~α ー

ヒドロキシ脂肪般であるという特徴を有していた。長鎖塩基については、

14 
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GC-MSにより d18: 1スフインゴシンとフイトスフインゴシン (t18: 0ス

フインゴシン)の2種類が同定された。

2 -5 .A-6ガングリオシドの基本骨絡のTLC-イムノステイニングによる決定

A-6ガングリオシドの基本構造を決めるために、その酵素分解産物に対し

て抗アシアロGMl抗体を使ってTLC-イムノステイニングを行なった(図2)。

A-6ガングリオシドのノイラミニダーゼによる分解産物はHPTLC上でアシ

GAI 

GMI 

GD3 

パネル A パネル B

GDla .t・・ 岨・・I

2 3 4 5 2 3 4 

図2.A-6ガングリオシド酵素分解産物のTLC-イムノステイニング

パネルA，オルシノールー硫酸発色、 1:GM1， GD3， GD1a、2:ア

シアロGMl、3:A-6ガングリオシド、 4:ノイラミニダーゼ

(A. ureafaciens)分解産物、 5: s-N-アセチルヘキソサミニダーゼ

(jack bean)分解産物、パネルB，抗アシアロGMl抗体によるイムノ

ステイニング、 1:A-6ガングリオシド、 2:ノイラミニダー ゼ分解
産物、 3:s-N-アセチルヘキソサミニダーゼ分解産物、 4:

アシアロGM1、 * タウロデオキシコール酸ナ トリウム
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アロGMlとGMlガングリオシドの問に展開された(パネルA、レーン4)。

さらにこれを0・N-アセチルヘキソサミニダーゼにより分解した産物は、

アシアロGM1と同じ位位に展開された(パネルA、レーン5) 。これら2つ

の分解産物のTLC-イムノステイニングでは、前者は弱くそして後者は強

く染色された(パネルB、レーン2、3)。以上のことから A-6ガングリオ

シドは基本'目付?として、 Ga1s1-3Ga1N Acs 1-4Ga1s 1-4G lcs l-lceramid巴を

持つことが明らかとなった。

2・6.A-6ガングリオシドの非還元末端の糖鎖構造のTLC-イムノステイニングに

よる決定

A・6ガングリオシドにMして抗GM2モノ

クローナル抗体、 YHD-06を用いてTLC-

イムノステイニングを行なった。YHD-

06抗体はGalNAcsI-4(NeuAcα2-3)Gal 

sI-RおよびGa1NACs 1-4(NeuGcα2-3) 

GalsトRという GM2ガングリオシドの

非還元末端の品.If!mfll~迭にのみ特典的に

反応する抗体である[14J 。図3から

も明らかなようにA-6ガングリオシドは

この抗体によって強く染色された。こ

のことからA-6ガングリオシドはGalNAc
ウ

日 1 -4(NeuAcα2-3)Ga lßl - R という J踏ま肘I~ 図3.抗GM2抗体によるイムノステイ

迭を非~元末端に持つことがわかった。 ニング レーン 1:GM2、2:A-6 
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2 -7.A-6ガングリオシドのFAB-MSによる構造解析

図4にA-6ガングリオシドの(ー)イオンFAB-MSのスペクトルを示した。

フラグメントイオンとして検出された質量数662、824、986および1189は

HexN Ac-Hex-Hex-ceramideの構造に対応していた。さらに質量数673、

876および1036はそれぞれHexNAc-H巴x(NeuAc)ー、 HexNAc-Hex(N euAc)ー

HexNAc-およびH巴xNAc-Hex(NeuAc)-HexNAc-Hex-という非還元末端の

糖鎖構造に対応していることがわかった。以上からA-6ガングリオシドは

HexN Ac-Hex(NeuAc)-HexN Ac-Hex-Hex-ceramideという構造を持つこと

が明らかになった。分子イオンを示す質量数として主として 1845と1863

が検出された。これはそれぞれ脂肪酸と長鎖塩基の組み合わせとして

h24: l/dl8 : 1スフインゴシンおよびh24: 1/フィトスフィンゴシン

からなるセラミドを持つ2つの分子種が主に対応していた。

Rel
--iZ
E
=
2
2
e
 

門〆Z

IEx N A 1EEX FM A c桶l肩同隔-可雨恥1函h
l時57η2Ne印uA虻，cI I I 

671(-2H) 874(・2H)l036(-2H) 

図4.A-6ガングリオシドの(一)イオンFAB-MSスペクトル

主な分子イオン:1l{企数1845および1863
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2 -8 .A-6ガングリオシドの構造

最終的に完全決定されたA-6ガングリオシドの構造式を図5に示した。

GalNAc sI一歩4GalsI一歩3GalNAcßI~4Gal sI一歩4Glcs 1 ーテICer

1 
NeuAcα2 

図5.A-6ガングリオシドの構造式

セラミド;長鎖塩基 :d18:1スフィンゴシン、フィトスフィンゴシン

主な脂肪酸 16:0， h22:0， h24:0， h24: 1 

このガングリオシドは基本骨絡としてアシアロGMIと同じ糖鎖構造を持

ち、末端のガラクトースにN-アセチルガラクトサミンと N-アセチルノイ

ラミン酸がそれぞれl分子づっsI-4およびα2・3結合したGalNAc-GMlb

(Iy4GaIN Ac1y3 N euAcGg
4 
Cer)であった。またセラミド部分の構造は、

長鎖塩基として主にd18: 1スフィンゴシンおよびフィトスフィンゴシン、

脂肪酸についてはおよそ50%がαーヒドロキシ脂肪酸から構成されている

ことが明らかになった。

2-9.卵母細胞中の酸性糖脂質の構造およびその存在比

表4に卵母細胞中に検出された10種類の酸性糠脂質およびその存在比を示

した。最大成分は硫酸化粧脂質のスルファチドであり、全酸性糖脂質の

85.7%を占めていた。ガングリオシドについては、 Iwamoriらの方法 [29J

にしたがって行なったDEAE-Sepharos巴CL-6Bカラムからの溶出結果より、

6種類のモノシアロガング リオシドおよび3種類のジシアロガング リオ シ ド

が検出された(図6)。しかし、シアル酸を分子内に 3個以上持つポ リシ

18 

比 一 ν 一一一一一-，-



アロガングリオシドは検出されなかった。ガングリオシドの最大成分は

GalNAc-GMlbであり、全酸性糖脂質の5.8%を占めていた。最終的にこ

のガングリオシドは、 160gの卵母細胞から0.35mg得ることが出来た。こ

れら2種類の主要な成分のほかに、既知のガングリオシド (GM3，GM2、

GMlaおよびGDla) が検出されたがGD3ガングリオシドは検出きれなかっ

た。

表 4. アフリカツメガエル卵母細胞中の
酸性糖指質組成

シンボル 糖指質 モル比(%)

A-1 スルファチド 85.7 

A-2 GM3 4.1 

A-3 GM2 1 .1 

A-4 未聞定 <0.1 

A-5 GM1 a 0.6 

A-6 GaINAc-GM 1 b 5.8 

A-7 未聞定 2.1 

A-8 G01 a <0.1 

A-9 未同定 0.6 

A-10 未同定 <0.1 
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3.考祭

卵母細j泡中の主要なガングリオシドであることが明らかになったGalNAc

GMlbはTay-Sachs病の脳に微量に存在することが報告されている [30]

が、推定構造であったことから今回が初めての完全な構造式の報告となっ

た [31]。今回単離したGa1NAc-GMlbはjackbean由来の十N-アセチル

ヘキソサミニダーゼにより全く水解されなかった。この現象はTay-Sachs

病のJJ過に存在していたGalNAc-GMlbにも認められている [30]。しかし

Arthrobacter ureafaciens由来のノイラミニダーゼでシアル酸をはずした分

解産物はs-Nーアセチlレヘキソサミニダーゼにより水解された。これは非

i足元末端側のガラクトースに結合しているN-アセチルノイラミン酸が末

端N-アセチルヘキソサミンの酵素による水解を立体的に障害しているも

のと考えられる。この考えは、 N-アセチルノイラミン酸が内側のガラク

トースに結合しているGalNAc-GMl a (Iy4GalN AcII3NeuAcGg
4 
Cer)が直

接s-N-アセチルヘキソサミニダーゼにより水解されるという報告 [32]

からも支持される。

卵母細胞から lii離したGalNAc-GMlbにはセラミド部分の構造に二つの特

徴があった。 一つは、全脂肪酸含量のおよそ50%がαーヒドロキシ脂肪酸

であったことであり、もう 一つは、長鎖塩基の組成がd18: 1スフィンゴ

シンとフィトスフインゴシンによって占められていたことであった。この

ようにセラミド部分が高度に水酸化を受けているという糖脂質はカエルの

肝臓から lii離されたGDlaガングリオシドについても報告されている [20]。

卵母細胞'1'の紡脂質の分析は未だ行なわれたことがなく、今回得られた結

果は、今後発生、分化などにおける複合糖質糖鎖の発現制御および発現さ
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れた糖鎖の生物学的な役割を研究する上で有用であると考えられる。
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第2章 アフリカツメガエル卵母細胞に内在する糖脂質糖鎖の

生合成経路の解析

1 実験方法

1 -1動物

アフリカツメガエル(XenopusJaevis) (体重30-40g、メス)は日本生物材

料センタ一株式会社(束京)より購入した。

1 -2試薬

糖転移酵素活性測定用の基質として、ラクトシルセラミド(株式会社ヤト

ロン、東京)、アシアロGM2(株式会社ホーネンコーポレーション、東

京)、アシアロGMl (和光純薬工業株式会社、大阪)、 GM2(BioCarb 

Chemicals， Sweden)、GMla(株式会社ヤトロン)、 GM3(イヌ赤血球

膜より精製)、 GalNAc-GAl (アフリカツメガエル卵母細胞より精製)、

GMlb (ラット )J干コ・ルジ画分シアル酸転移酵素によりアシアロGMlにシア

ル酸を付加1して合成)を用いた。糖供与体として、 CMP-NeuAc(メク ト

株式会社、東京) ， UDP-Gal， UDP-GallぜAc(いずれも SIGMA

CHEM1CAL CO.， U.S.A.)、CMP_(3H)-NeuAc，UDP_(3H)-Gal， UDP-

[3H)-GalNAc (いずれも BIOTECHNOLOGYSYSTEMS， NEN Research 

Products， U.S.A.)を用いた。酵素反応生成物の同定には、シリカゲル薄

層プレート (HPTLC，silica g巴160，E.Merck Co.， Darmstadt， Germany) 

およびポリグラムシリカゲルプレート (MACHEREY-NAGEL，Germany) 
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をイ史用した。オートラジオグラフイーには、 DiagnosticFilm (X-OMAT™ 

AR) (EASTMAN KODAK COMPANY， U.S.A.) を用いた。その他の試

薬は市販の特級のものを使用した。

1 -3 .卵母細胞からの酵素原液の銅製

ホルモン処理を行なっていないメスのアフリカツメガエルの卵巣から未成

熟な卵母細胞を分隊した。得られた卵母細胞8.0gに72mlのホモジナイズ

ノTッファー (0.25MSucrose， 3mM Tris/HCl pH7.4， O.lmM EDTA) を加

えて、 Potter-Elvehj巴mhomogeniz巴rを用いてホモジナイズした。これを

5，000 x g (目立RPR-20-2ロータ一、 6400rpm) で10分間遠心した。上清

をさらに200，000x g (B巴ckman60Tiロータ一、 45000rpm) で1時間遠心

した。上mを除いた後、ペレットに0.4mlのバッファー A (150mM 

Cacodylat巴/HCIpH6.5， ImM 2-m巴rcapto巴thanol) を加えて十分に懸濁し、

これを酵素原液とした。

1 -4 .シアル酸転移酵素の活性測定およびその諸性質の解析

シアル酸転移醇素の活性測定はPohlenzらの測定条件 [33J に若干の変更

を加えて行なった。

1 -4 -a最適タンパク質波度の検討

1・3で剥製した酵素原液をバッファ-A (pH 6.5) で適当な濃度に

希釈して反応液中の最終濃度が1.4-14mg/mlにな るように調製した。

酵素反応は、 150mM  Cacodylate/HCI (pH6.5)バッファー中、 10mM  

MgCI2， 10 mM  MnCl2、1mM  2-mercaptoethanol、0.4% Triton CF-

54存在下、基質に3.2mM  CMP-eH]-NeuAc (4.2μCi/μmol)および0.3
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mMアシアロGMlを用いて会反応液量50μlとして 37'C， 2時間行な

った(波皮はすべて最終濃度を示した)。

1 -4・b.段通反応H寺山の検討

1 -3で調製した酵素原液をパッファ -A(pH6.5) で5倍に希釈し

て反応液中の最終濃度が5.6mg/mlになるように調製した。反応時間

は30-120分で行なった。その他の条件は、 1-4 -aと同じで行なっ

た。

1 -4 -c最適pHの検討

1 -3で調製した隊素原液をpHの異なる各パッフ 7-A  (pH5.5-7.0) 

で5倍に希釈して反応液中の俵終濃度が5.6mg/mlになるように調製

した。形素反応は、 150mM Cacody1a印刷 Cl(pH5.5-7.0)の各ノTッフ

7 - ~I] で基質に 0.3 mM アシアロGMlあるいは CDHを用いて行なっ

た。その他の条件は、 1 -4 -aと同じで行なった。

1 -4 -d金属イオン要求性の検討

1・3で剥製した酵素原液をバッファ-A (pH 6.5)で5倍に希釈し

て反応液中の最終波J3tが5.6mg/mlになるように調製した。酵素反応

は、 150mM Cacody1ate/HCl (pH6. 5)中で10mMの各種金属塩化物

(Mg2+， Mn2+， Ca2+， Cu2+， F巴2+ Zn2+) あるいは同波度のEDTA存

在下、基1'Iに0.3mMアシアロGMlあるいは CDHを用いて行なった。

その他の条件は、 1-4 -aと同じで行なった。
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1 -4 -e界面活性剤の干草案lおよびその濃度の検討

1 -3で剥製した酵素原液をパッファ-A (pH 6.5)で5倍に希釈し

て反応液中の妓終波度が5.6mg/m1になるように調製した。酵素反応

は、 150mM Cacody1ate/HC1 (pH6.5)中で0-1.2%の各種界面活性剤

(Triton X-1 00， Triton CF-54， Tw巴巴n80， Sodium taurod巴oxycho1ate，

Sodium dodesy1 su1fate)存在下、基質に0.3mMアシアロGM1ある

いは CDHを用いて行なった。その他の条件は、 1・4-aと同じで行

なった。

1 -4 -f反応速度論的解析

ト 3で調製した酵素原液をパッファー A (pH 6.5)で5倍に希釈し

て反応液中の最終濃度が5.6mg/m1になるように調製した。酵素反応

は、 150mM  Cacody1ate/HC1 (pH6.5)中で0.2% Triton CF-54存在下、

基質として0.03-0.3mMの各濃度のアシアロGM1および0.32-3.2mM  

の各濃度のCMP_[3H]-NeuAc(4.2μCi/μmo1)を用いて行なった。その

他の条件は、 1-4 -aと同じで行なった。

1 -4・g.シアル酸転移酔素の活性測定

1 -3で調製した酵素原液をバッファ-A (pH 6.5) で5倍に希釈し

て反応液中の最終波度が5.6mg/m1になるように調製した。酵素反応

は、 150mM Cacody1ate/HC1 (pH6.5)中で0.2% Triton CF-54存在下、

0.3 mMの各磁器質(アシアロGM1，CDH， GM3， Ga1NAc-GAl) を用

いて行なった。その他の条件は、 1-4 -aと阿じで行なった。
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ト 5.N-アセチルガラクトサミン転移酵素の活性測定

N-アセチルガラク トサミン転移酵素の活性測定はS巴nnらの測定条件[34]

に若干の変更を加 えて行なった。

1 -3で剥製した形謀;}瓜液をバッファ-B (64 mM  Cacodylate/HCI pH 7.0， 

5 mM  CDP-Choline)で 4-5倍に希釈して反応液中の最終濃度が5.6

mg/mlになるように訓製した。酵素反応は、64mM  Cacodylate/HCI 

(pH7.0)パッファー中、 10mM  MnCl2、5mM  CDP-Choline、0.5% Triton 

X-IOO存在下、器質に0.1mM  UDP_[3H)-GalN Ac (60μCi!μmol)および0.3

mMの各種基質(アシアロGMI，CDH， GM3， GMla)を用いて全反応液

企50μlとして 37'C，2時間行なった(濃度はすべて最終濃度を示した)。

1 -6 ガラク トース転移酵素の活性測定

ガラクトース転移酵素の活性測定はWilkinsonらの測定条件 [35]に若干

の変更を加えて行な った。

1 -3で調製した酵素原液をバッファー C (150 mM  Cacodylate/HCI pH 

6.0)で4-5倍 に希釈して反応液中の最終濃度が5.6mg/mlになる ように

調製した。 醇素反応は、 150mM  Cacodylate/HCl (pH6.0)バッフ 7一中、

10 mM  MnCl2、0.5% Triton X-IOO存在下、 基1'iに0.5mM  UDP_[3H]ーGal

(5μCilμmol)および0.5mMの各種基質(アシア ロGM2，GM2)を用いて

全反応液量50μlとして 37'C，21時間行なった(波度はすべて最終濃度を示

した)。
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ト 7反応生成物の定量と同定

反応時間終了後、反応液50μlに蒸留水450μlを加えて反応を止めた。こ

の溶液をあらかじめ蒸留水3ml、メタノール3mlで活性化しておいた

C 18カラム (BONDELUT， Size 3 ml， Varian Sample Preparation 

Products， U.S.A.) にアプライした。カラムを蒸留水30mlで沈滞した後、

クロロホルム/メタノール (2:1、v/v)2 mlで生成物を溶出した。酵素

活性の定量は、浴出液を蒸発乾因した後、シンチレーター(シンチゾール

EX-H、株式会社同仁化学研究所、熊本)2 mlを加えて液体シンチレーシ

ョンカウンターを使用して行なった。生成物の同定は、溶出液を蒸発乾園、

HPTLC上にスポットし、展開、風乾後、 X線フィルムに感光させること

およびTLC-イムノステイニングにより行なった。
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.園田・

2. 結果

2 -1.アフリカツメガエJレ卵f悲劇iI胞中のシアル酸転移酵素の諸性質の解析

2 -1 -a 最適タンパク質量の検討

アッセイチュープ中のM紫タンパク質濃度を変化させた時にシアル酸転移

酵素活性がどのように変動するのかを図 lに示した。基1liに0.3mMのア

シアロGMlを用いた場合、タンパク質濃度としておよそ6.0mg/mlまで活

性はほぼ直線的に増加した。この結果より、これより後の実験は5.0-6.0

mg/mlの酵素蛋白質波j支で行なうこととした。

:; 
E旬

800 

600 

。400

200 

。

p-

4.0 8.0 12.0 16.0 

PROTEIN (mg / ml) 

図 1酵素タンパク質濃度のシアル酸転移酵素に及ぼす影響

基質:0.3mMアシア口GMl

2 -1 -b .最適反応l時間の検討

酵素反応l時IlUを変化させたl時にシア lレ酸転移酵素活性がどのように変動す

るのかを図 2に示した。基質に0.3mMのアシアロGMlを用いた場合、

120分まで活性は上昇した。この結果より、これより後の実験は酵素反応

を120玉子IlU行なうこととした。
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図2.反応時間のシアル酸転移酵素に及ぼす影響
基質 :0.3 mMTシア口 GMl

2 -1 -c最適pHの検討

緩衝液のpHを変化させた時にシアル酸転移酸素活性がどのように変動す

るのかを図3に示 した。基質に0.3mMのCDHおよびアシアロGMlのどち

らを用いた場合でも、その酵素活性はpH6.5-6.7で最大を示した。
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図3.シアル酸転移酵素の最適pH

a):基質 0.3mMCDH

b):基質 0.3mMアシア口GMl
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2 -1 -d .金属イオン要求性の検討

種々の金属イオンを緩衝液中に添加した場合にシア Jレ酸転移酵素活性がど

のように変動するのかを表 lに示した。基質に0.3mMのCDHを用いた場

合、金属イオンを添加lしていないコントロールに対して10mMのマグネシ

ウムあるいはマンガンイオンを添加すると活性は 2倍以上に上昇した。ま

た同波j支の銅、亜鉛イオンの存在下では活性は著しく阻害された。一方、

基質に0.3mMのアシアロGM1を用いた場合にはマグネシウムやマンガン

イオンによる活性の上芥は認められなかった。 さらに銅、亜鉛のほかに欽

イオンの存在下で酵素活性が阻害された。

表 1金属イオンによるシアル酸転移酵素の活性化

c) d) 
n) GM3 synthase GM1b synthase 

METAL 
pmol/hr， mg % pmol/hr， mg % 

b) 

Control 10.1 100 116.0 100 

EDTA 9.4 93 124.8 108 

恥fg2+ 21.5 213 109.1 94 

Mn2+ 24.6 243 111.8 96 

Ca 2+ 12.1 120 114.2 98 

Cu 2+ 3.3 32 21.1 18 

FE Z+ 10.3 102 74.2 64 

Zn 2+ N.D. 。 26.9 23 

a) :濃度はすべて10mM
b) :金属イオン濃度OmM

c) :基質濃度0.3mMCDH 

d) :基質濃度 0.3mMアシア口GM1
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2 -1 -e .界面活性剤の種類およびその濃度の検討

種々の界面活性剤によりシアル酸転移醇索活性がどのように変動するのか

を表2に示した。どちらの基質を用いた場合においても、界面活性剤の非

存在下では、活性は認めら れなかっ た。基質に0.3mMのCDHを用いた場

合、 0.4%のTritonCF-54とTritonX-IOOでは活性はほとんど変ら なかっ た。

一方、基質にアシア ロGMlを用いた場合では、 0.4%のTritonCF-54の活

性はTritonX-IOOの活性のお よそ3倍であった。

どちらの基質においても活性の高かったTritonCF-54について反応液中で

のその濃度を変化 させて最適波度を調べた(図 4)。このグラフから0.2-

0.4%の波度で醇索活性が最大になることが明らかになった。

表2種々の界面活性斉IJによるシアル酸転移酵素の活性化

GM3 synthase 
d 

GMlb synthase 
e 

DETERGENT 
pmol/hr， mg % pmoVhr， mg % 

Triton CF・54a 14.3 100 113.6 100 

Triton X・100a 16.4 115 43.1 38 

Tween 80 a 1.8 13 N.D. 。
TDC b，・I N.D. 。 7.5 7 

SDS b，・2 N.D. 。 5.5 5 

control C N.D. 。 N.D. 。
a:界面活性剤濃度 0.4% *1， sodium taurodeoxy cholate 
b:界面活性剤濃度 0.01% キ2，sodium dodesyl sulfate 
c:界面活性剤濃度 0%

d:基質濃度 0.3mM CDH 

e:基質濃度0.3mM 7'シア口GMl
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図4.Triton CF・S4によるシアル酸転移酸素の活性化

a);基質0.3mMCOH 

b);基質 0.3mMアシアロGM1

2 -1 -f .反応速度論的解析

2 -1 -eまでに明らかにした辰適なシアル酸転移酵素の活性発現の条件

下で、 アシアロGM1からGM1bを合成するα2-3シアル酸転移酵素の

反応速度論的解析を行な った。この酵素は糖受容体であるアシアロGMl

と糖供与体であるCMP-N巴uAcの2つを基質とする。そこでこの 2つの基

質について波皮を変えて反応を行ない、その結果を逆数プロットで示した

(図 5)。 本酵素のアシアロGMlに対するKm値は25.0(μM)であり Vmax

は105.2(pmol/hr， mg protein)であった。 一方、 CMP-NeuAcに1すするKm

イ直は157.1(μM)であり Vmaxは140.0(pmol/hr， mg protein)であった。
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2 -2アフリカツメガエル卵母細胞中の糠転移酵素活性の測定

アフリカツメガエル卵母細胞中の 4種類の糠転移酵素活性 (α2-3，α2-8シ

アJレ酸転移酵素、日1-4Nーアセチルガラクトサミン転移膨索、日1-3ガラク

トース転移M-紫)を測定した(表 3)。第 1l;iで明かにしたガングリオシ

ド中の最大成分であるGalNAc-GMlbの合成経路と考えられるアシアロ

GM2からアシアロ GM1 へのステップ (~1-3 ガラクトース転移酵素)、ア

シアロGMlからGMlbへのステップ (α2-3シアル酸転移酵素)、 GM1bか

らGaINAc-GMlbへの

ステップ(日1-4N-

アセチルガラクトサ

ミン転移酵素)およ

び神経系に特徴的な

ヵ・ングリオシドであ

るGMlaの合成経路

であるGM3からGM2

へのステップ(日ト4

N-アセチルガラク

トサミン転移静素)

GM2からGMlaへの

ステ 7プ(日1-3ガラ

クトース転移酔素)

で酵素活性が高いこ

とが明らかになった。

褒3

T[lANSFERASE (subslrale) 

lα2-3 sialyltransferasc 

GM3 synlhase(CDH) 

G M 1 b synlh.se(アシアロGMI)

GaINAc-GM[b synlh.se 

(G.INAc-GA[ ) 

2.α2-8 siaJyltransferase 

GD3 synlh.se(GM3) 

3.日1-4N-acclyl-
galactosaminyltransferase 

アシ7口GM2synthase(CDH) 

GaINAc-GAI synlhase 

(7'シアロGM[)

GM2 synlhase(GM3) 

GaINAc.GM 1. synlhase(GM 1.) 

GaINAc-G M 1 b synlhasc(GM 1 b) 

4. sI・3galactosyltransferase 

アシア口GMlsynlhasc 

(アシアロGM2)

GMIa synlhase(GM2) 

*.数値は 3回の測定の平均値

3S 

ACf[YITY (pmol/hr， mg prolein) 

-averagc .:t 28.D. 

30.2 4.0 

109.7 8.9 

27.5 9.1 

15.6 3.2 

41.8 10.9 

[0.1 1.9 

58.5 11.8 

10.9 2.6 

78.6 4.6 

83.3 2.6 

106.2 2.7 

J 
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2・3.酵素反応生成物の同定

卵母刺11胞1:1]に存在する事が明らかになった 2つの主要糖脂質合成経路に位

置する主な粉転移醇紫による各基質からの生成物をオートラジオグラフイ

ーによって同定した(図 7)。パネル lから 3にそれぞれアシアロGM2

からアシアロGMl、GMlbを経てGalNAc-GMlbを合成する経路に位置す

るs1-3ガラク トース転移E手索、α2-3シアル酸転移酵素、 日1-4N-アセチル

ガラクトサミン転移酵素による生成物を示した。パネル lではアシアロ

GMlが、パネル 2ではGMlbが、パネル 3ではGalNAc-GMlbがそれぞれ

同定された。パネル 4および 5にはそれぞれGM3からGM2を経てGMlaを

合成する経路に位置する sI-4N-アセチルガラクトサ ミン転移酵素、 日1-3 

ガラクトース転移酵素による生成物を示した。パネル 4ではGM2が、パ

ネル 5ではGMlaがそれぞれ同定された。さらにα2-3シアル酸転移酵素に

よってアシアロGMlから合成される生成物については、糖鎖の非還元末

端構造のN巴uAcα2-3Galsl・Rを特異的に認識して反応するM2590モノクロ

ーナル抗体 [36] を用いたTLC-イムノステイニングによってGMlbであ

る事を線認した(区J8)。

36 
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図7オートラジオグラフィーによる酵素反応生成物の同定

パネル 1: sl・3ガラクトース転移酵素 (基質司アシア口GM2)

パネル2 α2・3シアル酸転移酵素 (基質司アシア口GMl)

パネル 3: sl-4N・アセチルガラクトサミン転移酵素 (基質.GMlb) 

パネル4: sl-4N・アセチルガラクトサミン転移酵素(基質司 GM3)

パネル 5:日1・3ガラクトース転移酵素(基質.GM2) 
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GM3 2 

図8.M2590抗体を用いたTLC-イムノステイニングによる

α2-3シアル酸転移酵素反応生成物の同定

レーン 1:基質なし
レーン2:基質，アシア口GMl(O.3mM) 

TLC-イムノステイニングは第 1:章 1-8項の方法に
準じて行なった。
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3.考察

今回、アフリカツメガエル卵母細胞中の糖脂質合成に関わる糖転移酵素の

諸性質および主要糖脂質合成経路を初めて明らかにした。

卵母剥I!J泡中の糖転移酔索活性は、 200，000x g超遠心後のベレットに回収

されることおよび第~iIa I古性剤存在下ではじめて活性が生じることなどから

今までに報告のあった種々の組織由来の糖転移酵素 [9] と同様に膜結合

性であることが明らかになった。

卵母細胞中の糖転移酵素の中でも特にα2-3シアル酸転移酵素についてそ

の諸性質の解析を行なった。この酵素は基質にアシアロGMlを用いたと

き、 5.0・6.0mg/mlのタンパク質濃度、 pH6.5-6. 7のパッファー中、 0.2-0.4

%Triton CF-54存在下で37"c、 2時間反応させたとき最大活性を示した。

またこの西宇奈の基質であるアシアロGMlとCMP-NeuAcに対するKm値は、

それぞれ25.0μM、157.[μMと求められた。CMP-NeuAcに対するアフィ

ニティーは、最もよく研究をされているラット肝臓ゴルジ装置に存在する

α2-3シアル酸転移酵素よりも 10倍以上高かったが、結受容体である糖

脂質に対するアフィニティーはほぼ同程度であった。さらに二価イオンを

要求しない点、 ~I，イオン性界面活性剤でよく活性化される点、弱酸性領域

に至適pHを持つ点など類似点が多く認められた [37]。これらのことは、

発生学的に異なる位世にある動物種においても酵素学的に類似している糖

転移酵素すなわち糖脂質合成経路を持つことを示唆するものと考えられる。

図6に明らかになったアフリカツメガエル卵母細胞中の主要糖脆質合成経

路を示した。卵母車1111泡中の主要ガングリオシドであるGall可Ac-GMlbは

CDHからアシアロGM2、アシアロGMl、GMlbを経て最終的に合成され
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ると考えられる。この合成経路は、自然界では非常に稀なガングリオシド

であるGMlbを中間体とするという点で非常にユニークなものであった。

一方、アシアロGMlからGalNAc-GAlを経て最終的にGall可Ac-GMlbを合

成する経路の防索活性も検山されたが、その活性は主要経路と推定される

活性のそれぞれ4分の l、8分の lであったことから、この経路による

GalNAc-GMl bの合成は非常に僅かなものであると考えられる。

GD3ガングリオシドを合成する酵素 (α2-8シア Jレ酸転移酵素)活性が非

常'に弱いながらも測定された。第 l章での結果から、このガングリオシド

はその存住が検出されなかったが、これは微量に合成されたGD3ガングリ

オシドが速やかに分解あるいはさらに糖鎖がイ111長されるためではないかと

考えられる。

図中に (1 )および (3)で示したα2-3シアル酸転移酵素は金属の要求

性および界面活性剤による活性化の違いなどから異なる種類の酵素である

と考えられる。これら 2磁類のα2-3シアル酸転移酵素は、ラット肝臓ゴ

ルジ装置のシアル酸転移酵素の基質競合試験の結果から推定されているシ

アリルトランスフエラーゼ 1 (SAT-I)およびシアリルトランスフエ

ラーゼ IV (SAT-IV) に相当するものと考えられる [33]。
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第3竿 アフリカツメガエル受精卵の初期発生における糖脂質糖鎖の

変化

1 .実験方法

1 -1動物

アフリカツメガエル(Xenopuslaevis)は日本生物材料センタ一株式会社

(東京)より購入した。

1 -2試薬

品~f脂質の分離にはDEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia Fine Chemicals 

AB， Sweden)、SEP-PAKFLORISIL CARTRIDGE， SEP-PAK SILICA 

CARTRIDGE， SEP-PAK C18 CARTRIDGE (Waters， U.S.A.)を用いた。糖

脂質の検出、同定には、シリカゲル簿層プレート (HPTLC，silica gel 60， 

E. Merck Co.， Germany) を使用した。その他の試薬は市販の特級のもの

を使用した。

1・3成熟卵細胞の保取

メスのアフリカツメガエル(体重30-40g) の脊側尾部の皮下に胎盤性性

腺刺激ホ Jレモン(動物専用ゴナトロピン3000、帝国臓器製薬株式会社、

東京)を300単位 (300単位/300μ10.6%NaCI)注射した。 10-15時間後、

カエルが産み落とした卵を成熟卵として採取した。
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1 -4目人工受精

採取した成熟卵 (約1000-1500個/100mmシャーレ)をドペエル生理食

塩水注1 (x 1/2溶液)中に浸した。

オスのツメガエルから精巣(1対)を摘出し、 ドペエル生理食塩水 (x1 

溶液)でよく洗った後、ハサミで細かく刻んだ。 これに1ml のドペエル生

理食塩水 (x1 浴液)を加えてよく懸濁した。

卵の入 ったシャーレからドペエル生理食塩水 (x1/2溶液)を除き、精子

の懸溺液を 3、 4i商滴下した (この時を受精後 0時間とした) 0 10分間室

温に放置した後、シャーレに適当立のドペエル生理食塩水 (x1/2溶液)

を加えて21'cで30分間培養した。受精が完了した卵は動物極側を上にし

て反転するのでこれを目安にして受精率を求めた。次に受精卵を2.5%チ

オグリコール般ナトリウム溶液 (pH9.0)で数分間処理することに よりゼ

リ一層を除去した。チオグリコール酸ナトリウムをスタインパーグ溶液注

2で洗い流した後、この溶液が入った容器(直径約300mm)に移して21'c 

で培養した。

注1 110mMNaCl 

1.3mM KCl 

0.44mM CaCl2 NaHC03でpH7.2に調整 一一ー (x1溶液)

(x 1/2溶液) は (x1溶液)をH20で2倍に希釈した溶液

11ミ2: 3mM Hepes/NaOH buffer (pH 7.2) 

3.4g NaCl， 0.05g KCl， 0.08g Ca(N03)24H20， 0.205g MgS047H20 
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1 -5各発生段階での受精卵のサンプリング

受精後、1.51時間(ステージ 2; 2細胞期)、 3.5時間 (ステージ 61/2 ; 

桑実j距則)、 6.5時間(ステージ 81/2 ;胞j匹期)にそれぞれ卵を300-400

個サンプリングした。

注 :各発生段階のステージは、文献 [38] を参考にした。

ト 6糖』旨11{の州|山、分離

成熟卵および各発生段階で得られた卵を凍結乾燥した。乾燥重量としてお

よそ0.3-0.4gの卵に対して 10倍盆のアセトンを加えてホモジナイズした

後、 -20"cで211寺n日放置した。低迷遠心した後、上清を除き、残さに 20倍

容量のクロロホ Jレム/メタノール/水 (1: 1 : O. 1， v /v /v )を加えて40"C

で1時間撹作して総脂質を揃出した。低迷遠心した後、上清を l次摘出液

とした。残さにさらに 20 倍容量のクロロホルム/メタノール (1: 1， 

v/v)を加えて40"Cで 11時間撹枠、 抽出した。低迷遠心した後、この上清

を2次抽出液とした。 l次および2次抽出液を合わせて総抽出液とし、こ

れを蒸発乾悶した。 10mlのクロロホルム/メタノール/水 (30: 60 : 8， 

v /v /v )に溶解した後、DEAE-SephadexA-25カラム(ベッ ド容積 1ml)に

よる分離を行なった。試料をカラムにアプライした後、20mlのク ロロホ

ルム/メタノール/水 (30:60 : 8， v/v/v)、10mlのメタノールで連続し

てカラムを洗浄した。洗浄液を合わせてこれを 中性糖脂質画分とした。次

に20mlの0.15N酢酸アンモニウム/メタノールでカラムから酸性糖脂質

を浴出した[15]。それぞれの粧脂質画分を蒸発乾固させた後、中性糖脂

質商分については、アセチル化を行ない、 Saitoらの方法に基づいてフ ロ

リジlレカラム(SEP-PAKFLOR1SIL CARTRlDGE)を通すことに よりリン
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脂質その他の扶雑物を除いた[16]。酸性および中性糖脂質闇分はどちら

もSEP-PAKC18 CARTRIDGEを用いて脱塩した後、さらにSEP-PAK

SILICA CARTRIDGEを通すことにより精製を行なった。最終的に得られ

た各画分を30-40μlのクロロホ Jレム/メタノール (1: 1， v jv )に溶解して

分析用の試料とした。

1 -7 . i!J.)冒クロマトグラフィー (TLC) による糖脂質の分析

TLCの展開溶媒系には (A) クロロホルム/メタノール/0.5%CaCI2 

(55 : 45・10、vjvjv) 、 (B)クロロホルム/メタノール/水(60: 35 : 

8、vjv jv )を用いた。酸性糖脂質国分の展開は (A) で、中性糖脂質商分

の展開は (B) で行なった。糖脂質の検出はオルシノールー硫酸試薬を用

いた [17] 0 TLC上での糖脂質の定量は、 TLCデンシトメーター (CS-

9000、島津製作所、京都)を使用してAndoらの方法にしたがって行なっ

た [18]。
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2.品目.J!:

2 -1 .受精卵の初期発生における酸性秘脂質の変化

受精卵の初期発生における主な酸性糖脂質の変化を図 lおよび表 lに示し

た。初期j発生のすべてのステージにおいて最大成分はスルファチドであり、

総酸性秘Jm質量に対する割合は、ほほ一定であった。総酸性糖脂質量に対

する割合の変化はもっぱらガングリオシドに認められた。 GM3および

GalNAc-GMlb は受精後にそれぞれ 2-4倍に上昇し、それは胞)JfJ切まで

認められた。また、未同定のガングリオシドであるG-lは受精前では検出

レベル以下であったが受精後新たに出現した。一方、 GMlaは受精前およ

び受精直後にはほぼ同レベルで検出されたが、桑実』壬期以降は検出レベル

以下に減少した。

2 -2受精卵の初期発生における中性糖脂質の変化

受精卵の初期発生における主な中性糖脂質の変化を図 2および表2に示し

た。初期発生のすべてのステージにおいて最大成分はCMHであり、総中

性.t~J脂質量に対する割合は、桑実l任期j まで緩やかに上昇した。これに対し

てアシアロGMl、N-lおよびN-2(いずれも未同定)は同時期まで緩やか

に減少した。
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レーン 3:ステージ 2 (2細胞期)
レーン 4:ステージ61/2 (桑実任期)
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図2中性糖脂質のHPTLCパターン

レーン 1:スタンダード糖脂質
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3.考察

アフリカツメガエルの卵は、発生を始めると約20時間でや11経目玉、約30時

間で尾芽l応そして約1001時間でオタマジャクシとなる。 一方、ヒトでは、

受精卵は卵割を始めて5-6日後に着床し、さらに約17日経つと神経管が形

成される。したがって、ヒ卜の卵における2-3週間分の変化をカエルにお

いては0.5-1日で見ることが可能であり、初期発生を研究するのに非常に

適している [39]

アフリカツメガエル卵は受精後、ただちに卵割が始まり細胞数が急激に増

加し、桑実j民(細胞数、数百)、 j抱膝(妊の内部上方に腔所が生ずる、細

胞数、数千)を経てのう j怪(細胞数、数万)となる。この時期には陥入が

起こり、初めて 3つの版業が形成され、こののち神経l症となる(細胞数、

数十万、受精後約201時間) [39]。

受精直後の卵には新規のRNA合成はほとんどなく、卵寄jの進行には必要

ではない。 しかし、卵母細胞が成熟する時点で始まったタンパク質の合成

は非常に活発になる。これは母性由来のリボゾーム、 mRNAおよび‘tRNA

が動員されて起こることによる。このタンパク質合成の活性化の度合は、

全タンパク質として数倍、ヒストン合成に限つては約 50倍にも上る事が

知られている。新規のRNA合成は、 j泡座期までにすべてのRNAについて

開始される。これに呼応して佐内部の母性RNAのiEは急速に低下する

[39]。

今回、初期発生における糖脂質の分析には、 RNA合成が発生過程で最も

低下する一方でタンパク11合成が活性化されている受精直後の 2細胞期、

新規mRNAの合成が開始される桑実l任期およびすべてのRNAの新規合成が

開始されているj泡j距J切についてそれぞれ行なった。
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図 1に主な般性および中性糖脂質の割合の発生過程における変化をグラフ

に示した。受精直後に特徴的な変化として、椛造未知のガングリオシド

(G-l)が徴金に出現することおよび2種類のガングリオシド (GM3およ

びGalNAc-GMlb) の存在五ーが 2-4倍に上芥することが挙げられる。ま

た、桑実j伍 J~J には、 GMlaヵ・ングリオシドが減少する。糖脂質糖鎖の変化

は、この分子の合成に関与する特異的な糖転移酵素と、分解に関与する特

共的なグリコシダーゼの活性レベルの変化によってもたらされる [8，40]。

今回、 GalNAc-GMlbの存在盆が受精直後に約 4倍に上昇したのは、この

ガングリオシドの主要合成経路の中間に位置する中性糖脂質であるアシア

ロGMlが減少していることから、アシアロGMlからGMlbを合成するα2

3シアル酸転移酵素の活性上昇によるものと考えられる(第 2章、図 6参

アフリカツメガエル受精卵の初期発生における糖脂質糖鎖の変化について

の報告は未だされたことがなく、今回の実験によって初めてその変化が明

らかになった。

今後は、受精直後および桑笑匹期において出現あるいは消失する糖脂質に

ついて、その構造を明かにするとともに変化の認められた樹脂質の合成あ

るいは分解に関与する一連の砂索活性を調べることにより、糖脂質糖鎖が

発生にともないどのように発現制御されているかを解明する糸口になるも

のと考えられる。
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総括

糖鎖発現に|刻与する遺伝子特に糖脂質糖鎖を合成する糖転移酵素遺伝子

の発現系としてアフリカツメガエル卵母細胞を用いるためにはこの細胞中に

内在している秘脂質の構造をゆjらかにすること、さらに糖脂質糖鎖合成に関

わる防素すなわち一群の糖転移酵素の酵素学的な性質を明らかにすることが

不可欠であった。アフリカツメガエル卵母細胞についての糖脂質に関する報

告は全くされておらず、今回の一巡の実験によって初めて卵母細胞中の主な

椴性担~脂質の詳細|な fl'í造、糖転移酵素の諸性質および糖脂質糖鎖の主要合成

経路が明らかになった。

アフリカツメガエル卵母細胞に存在する酸性糖脂質の中で主要ガングリ

オシドであることがわかったGalNAc-GMlbはヒトの脂質代謝異常症である

Tay-S achs病忠、者のJJ自に微量に存在することが推定されていたものであった

[30]。今回の実験によりこのガングリオシドの構造を機器分析を用いたー

述の方法で完全決定することが出来た。このガングリオシドはGM2ガングリ

オシドの非還元末端の三糖構造を特異的に認識するモノクローナル抗体と交

差反応をすること、また、このガングリオシドは脱シア Jレ酸しない限りs-N-

アセチルヘキソサミニダーゼでは全く水解されず、この酵素に対してシアル

駿が立体的な降害となっていることなど抗原抗体反応および酵素反応につい

ての重要な知見も併せて得ることが出来た。

アフリカツメガエル卵母細胞中のガングリオシドの主要合成経路を 4種

類の糖転移酵素活性を測定することによって明らかにできた。アフリカツメ

ガエル卵母細胞は、非常に多くの動物種においてヰ111経系に特徴的に認められ

る一連のガングリオシドの合成経路 [41]および自然界では非常に希である

GM1bを経由してGalNAc-GMlbを合成するというユニークな合成系路の 2つ
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を持つことがわかった。また、シア Jレ酸転移酵素については、酵素活性測定

に段通な諸条件を決定し、その条件下での酵素反応速度論的解析も併せて行

なうことが出来た。

これらのま11見は、アフリカツメガエル卵母細胞を遺伝子発現系として用

いて、秘脂質{~f鎖に関与する泣伝子の発現を笑際に行なう際の重要な知見で

あり、これによりこの細胞が糖転移酵素泣伝子の発現系として有用である可

能性を示したといえる。今後は、現在既にクローニングされている数種類の

粉転移酵素遺伝子を卵母細胞にマイクロインジェクションすることにより、

目的の酵素活性の測定およびその鮮素によって合成される松脂質の向定を行

なうことによりこの細胞を実際に利用可能な発現系にしたいと考えている。

さらに糠脂質糖鎖の発現調節についても重要な知見を得ることが出来た。

アフリカツメガエルの受精卵の発生にともない糠脂質の特徴的な変化が観察

された。その変化は、大きく分けて受精直後(受精1-2時間後)と桑笑脹以降

に認められた。受精直後の変化であるGa1NAc-GMlb盆の増加は、今回明らか

にしたこのガングリオシ ドの主要合成経路の中間体であるアシアロGMlから

GMlbを合成するα2-3シアル敵転移酵素の活性上昇による事が示唆された。

このことから受精に伴って起こる種々の現象と糖転移酵素の活性化がなんら

かのつながりを持つ、すなわち受精によってこの酵素を制御している因子に

変化が起きたのではないかと考えられる。

以上、アフリカツメガエルの卵母細胞は単に糖転移酵素遺伝子の発現系

として有用であるのみならず、糖脂質糖鎖の発現制御を知る上でも大きな価

値のある材料であることが明らかとなった。
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