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第 1章序論

第 1節 糖タンパク質糖鎖の構造と機能

糖タンパク質は、タンパク質部分と糖部分とから成る複合高分子である。糖

タンハケ質はあらゆる生物組織に存在し、酵素やホルモンとして、また生体を

構築する必須の成分として、さまざまな生理機能にあずかっている o 近年注目

を集めているインターフ工ロン、フィブロネクチンやガン胎児性抗原なども糖

タンパク質である。これら糖タンパク質分子が果たしている生物学的機能に、

糖鎖が何らかの重要な寄与をしているのではないかと考えられてきたく1・4)0

糖タンパク質の糖鎖には、その非還元性水酸基が、ポリペプチド鎖のセリン

またはトレオニンの水酸基と結合した0・グリコシド型と、アスパラギンの酸ア

ミド基と結合したN-グリコシド型がある o 2種類の糖鎖は、結合様式の他、そ

の構成糖と構造に違いがみられる o 多くの場合、 0・グリコシド型糖鎖にはN-ア

セチルガラクトサミン、 N-グリコシド型糖鎖lこはマンノースが存在する。図 1

に、 0・ゲリコシド型糖鎖の実例を示したが、糖鎖は短く〈普通1・3個の糖)単純

な構造のものが多い o 一方、 N-グリコシド型糖鎖は、高マンノース型、複合型、

混成型に大別される(図2)。復合型糖鎖の多くは、 2-4分岐〈図 3)であるが、

それ以上に分岐した 5、6分岐のものも存在している。

NANA Glc 

け‘、。 lμ1→ 2 

GulNAc Gal 

Ammo Amino -~ Amrno“ー Amino一 -Ser- 一一一Hyl- 一
acid acid Bcid aCld 

SubmaxtllDry 
円、ucoprotcm

Collagen 

図 1 0・グリコシド型糖鎖構造の実例(5)

左は、顎下腺ムコタンパク質、

右はコラーゲンの代表的糖鎖。

NANA:N-アセチルノイラミン酸
Glc:グルコース、 Ga1 :ガラクトース

GalNAc:N-アセチルガラクトサミン
Hy 1 :ヒドロキシリシン、 Ser:セリン
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図3 複合型糖鎖の種類(7)。
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破線外に示したような構造の糖鎖がコア構造の2つの α-Man残基に結合して
2-4本分岐糖鎖となる o

一一一一一一一一一一一一一一一一一
N-グリコシド型糖鎖は、主に以下の 2つの理由により、 0-ゲリコ シ ド型糖鎖

に比べより重要な機能に関与していると考えられる o 第一に、 N-グリコシド刑

糖鎖の構造〈図2、3)は、 0・グリコシド型糖鎖〈図1)に比べ多様であるという点で

ある。この多様性により N-グリコシド型糖鎖は、後述する種々の認議作用に対

応できると考えられる。単純な構造のかグリコシド型糖鎖に関しては、血液型
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物質としての機能以外には、認識作用に関する重要な報告はない o 第二lこ、ー

グリコシド型糖鎖は、合成途上のボリベプチト鎖ヘ結合するという点である。

このN-グリコシド型糖鎖の結合は、タンパク質の正常な立体棒造の形成に必要

であり (8)、また熱安定性(9)やプロテアーゼ抵抗性(10、11)を高めるなど、タ

ンパク質の物理化学的性質への関与が知られている。タンパク質部分の合成完

了後に結合する0・グリコシド型糖鎖は、タンパク質立体構造の形成には関与し

得ない。また、 0・グリコシド型糖鎖は、顎下腺糖タンパク質の粘度(12)や、抗

凍結性糖タンパク質の凝固点(13)に影響を持っと考えられてきたが、糖鎖がど

れほどこれらの性質に寄与しているかは明らかではない。このように、 0-グリ

コシド型糖鎖は、概して重要な機能は果たしていないと考えられる。そこで

本研究では、 N-グリコシド型糖鎖に注目した o 以下、糖鎖とは、特にことわら

ない限り、トグリコシド型糖鎖をさす。

ーグリコシド型糖鎖の認識作用への機能として、最もよく調べられているの

は、糖タンパク質の細胞内局在性に関した細胞内輸送のマーカー的役割である。

例えば、リソゾーム酵素は、その糖鎖に存在するマンノース6・リン酸残基をレ

セプターに認識され、ゴルジ体などからリソゾームに運ばれる (14)。また、血

祭糖タンパク質は、糖鎖末端のシアル酸が除去されてガラクトースが露出する

と、肝臓のアシアロ糖タンパク質レセプターに認識されて、細胞内にとりこま

れ代謝される(15)。その他の糖鎖の機能として、糖タンパク質の持つ生理活性

への関与が報告されている o 例えば、インシユリン(16)、上皮成長因子(17)や

プロスタグランジン(18)などのレセプターは糖タンパク質であるが、突然変異

細胞や、糖鎖合成阻害剤の添加によって、その糖鎖構造が変化または消失する

と、リガンドとの結合能が変化し、その結果レセプターとしての機能に変化が

見られた。また、黄体形成ホルモン、甲状腺刺激ホルモン、卵胞刺激ホルモン

や繊毛性性腺刺激ホルモンなどの糖タンパク質ホルモンは、酵素学的、または

化学的にその糖鎖を取り除くと、レセプターとの結合能は不変または、むしろ

増加していたが、その機能〈例えば、アデニル酸シクラーゼ活性化やステロイ

ドホルモンの分泌促進能〉は低下していたく19、20)。免疫ゲロプリンGの補体活

性化やマクロファージ結合能(21)、細胞のラミニン、コラーゲンとの接着(22)

にも糖鎖は必要であるようだ。

このように糖鎖は、成長、発生などに重要な、細胞、タンパク質問の相互作

用や、糖タンパク質の細胞内外での局在化に関与していると考えられる。また、

N-グリコシド型糖鎖の変化と、細胞の分化、増殖やガン化との関連性も多数報

告されている(23・25)。糖鎖は、細胞の増殖や分化の過程においてどのような

調節を受けて変化するのか、非常に興味深い問題である。
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第2節 N-ゲリコシド型糖鎖の生合成経路

ボリペプチド鎖の鋳型依存の生合成とは対照的lこ、 N-グリコ シ ド型糖鎖は

厳密な基質特異性を示す一連の糖転移酵素の作用によって組み立てられる o 糖

鎖の生合成経路の概要は、すでにいくつかの総説にまとめられている (6、7)が

第 1節で述べた糖鎖の重要性と対応する二段階に分けられる o まず、すへての

糖鎖は、オリ ゴ糖リ ピドという前駆体から、合成途上のポリベプチド鎖へ、オ

リゴ糖が転移される過程を経て合成される o この前駆体であるオリコ糖リピド

の合成から、オリゴ糖転移までの過程をN-グリコシル化経路と呼ぶo オリゴ糖

転移lこ続いて、各糖鎖によって異なる糖鎖修飾過程〈これを糖鎖フロセシング

経路と呼ぶ〉を経て、多種多様な糖鎖構造が完成するのである。

最初に、 N-グリコシル化経路の概略を述べる。まず図4aに示した構造をも

っオリゴ糖(26)が、担体リピド〈ドリコールリン酸(Ool-P)(図4b))上に伸

する o このオリゴ糖リビドの生合成過程を図5に示した。オリゴ糖リピト生合

成は、図中左端に下向きの矢印で示した糖鎖伸長と、その基質供給〈糖鎖伸長

の最初の反応である00卜PP-N-アセチルグルコサミン合成、図中右下に示した

00トトマンノース合成と00トトグルコース合成〉反応に分けられる。図 6には、

オリゴ糖鎖伸長反応の中でもマンノ ース転移の順序と構造との関係を示した o
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図4 N-グリコシド型糖鎖の前駆体である

オリゴ糖リビド(a)と、オリゴ糖担体であ

るドリコールリン酸(Ool-P)(α ー飽和ボリ

プレノールのモノリン酸ヱスチル)(b)の構

造(6)。

a、N-アセチルグルコサ ミン(GlcNAc)2分

マンノース(Man)9分子とグルコース(Glc)

3分子が、構造式に示す結合綴式で、ドリ

コールピロリン酸(Ool-PP)上に伸長する。

破線内は、図2で示した共通のコア構造部

分にあたる。

b、ドリコール部分は強い疎水性を示し、脂

質二重膜を貫通するのに十分な長ざがあるo
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図 5 N-グリコシド型糖鎖の前駆体である

オリゴ糖リピドの生合成過程(5)。

小胞体(ER)の細胞質例で、 00トPとUOP-N・

7セチルグルコサミンからOol-PP-N-アセ

チルグルコサミンが合成され、これにN-ア
セチルグルコサミン 1分子とマンノース 5

分子が糖ヌクレオチドから直接転移される。

にとーとコぐ::-GIC

合成されたりピド中間体であるOol-PP-

GlcNAc2H5は、 ER内腔に運ばれ、残りのマ

ンノ ース4分子とグルコ}ス 3分子が糖ヌ

クレオチドからそれぞれ、 00トトマンノー

ス、 00トトグルコース合成を経て転移され

るo Dol-Pは、糖鎖をER上に固定し、また

内腔ヘ運搬する役割を果していると推定さ

れる。
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図6 オリゴ糖リビドへ

のマンノース強基の付加

(6)。

各構造式に下線で示し

たマンノース残基が、上

段の1-5はGOP-マンノー

スから直接(27)、下段の

か9はGOP-マンノースか

ら合成されたDo卜P-マン

ノースから、 JI慣に、特異

的なマンノース転移酵素

の作用によって転移され

ると考えられる。



オリゴ糖リピド合成の各糖付加反応を触媒する転移酵素に関する研究は、少

ない o その理由は、糖供与体であるリピド中間体や、糖アクセプターである基

質の調製が困難であるためと考えられる。 00トPと糖ヌクレオチドを基質にす

る、糖鎖伸長反応の基質供給に関与する 3種の合成酵素(00I -PP -N-アセチルグ

ルコサミン、 00トトマンノース、 Do1-P-グルコース合成酵素〉に関しての研究

は、割合すすんでいる(28・30)。この他の糖転移酵素では、マンノース転移酵

素群〈図6参照)に関する研究が比較的なされている(31・37)。これら酵素とオ

リゴ糖リビドの細胞内局在性から、オリゴ糖リピド合成は、小胞体(ER)で行な

われていると考えられる (38)。

図7に、オリゴ糖リビド合成後のポリベプチド鎖へのオリゴ糖転移を示した。

オリゴ糖転移酵素のオリゴ糖リビドに対する基質特異性は、それほど厳密では

ないが、オリゴ糖リビドの糖鎖非還元末端にグルコース 3残基の存在したもの

に対して、最も低いKmを示すことが報告されている(39・41)。一方、ポリペプ

チド鎖に対しては、 -Thr(Ser)-X-Asn配列(Xはプロリン以外のアミノ酸(42))の

アスパラギン残基のみ基質として認識する(43)。レかしながら、この構造を持

つタンパク質のすべての部位に糖鎖の結合が見られるわけではない o 以上ここ

までの段階が、 N-グリコシル化経路である。

Dolichol 

図7 オリゴ糖リピドからポ

リペプチド鎖へのオリゴ糖転

手多

オリゴ糖鎖は、小胞体(ER)

の内腔(44)で、オリゴ糖リピ

ドから合成途上のボリペプチ

ド鎖のアスパラギン(Asn)残

基(45)へ転移される o
N 

N-グリコシル化経路に続く糖鎖プロセシング経路を図8に示し、以下その概

略を述べる。ポリペプチド鎖に転移直後の糖鎖Glc3MangGlcNAc2(46)の非還元

末端に、 ERで(47)}1闘に、 α・グルコシダーゼ I、Hが作用〈図8、段階2、3)し、

グルコース残基が除去される。その後、 ERからシスゴルジ体へと運ばれ、マン
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ノース残基の一部が、各α-マンノシダーゼの作用〈図8、段階4)で除去される。

ここまでの段階で、何らかの理由で経路からはずれたものが、高マンノース型

となるく47)。糖鎖がさらに修飾されるには、続いて、メディアルゴルジ体へ運

ばれ、 N-アセチルグルコサミン転移酵素 Iの作用〈図8、段階5)を受けること

が必須である(44)。転移したN-アセチルグルコサミン残基を認識してゴルジ α-

マンノシダーゼ Hが作用〈図8、段階的し、さらに 2残基のマンノースが除去

される(45)(このマンノシダーゼの作用を受けずに、その他の糖が転移してで

きたものが混成型となるが、この型の糖タンパク質は自然界には、広範には存

在しない〉。生じたGlcNAcMan3GlcNAc2は、 N-アセチルグルコサミン転移酵素、

フコース転移酵素の作用〈図8、段階7、8)を受け、さらにメディアルゴルジ体

からトランスゴルジ体に運ばれ、そこに存在するガラクトース転移酵素、シア

ル酸転移酵素の作用〈図8、段階9)を受け、複合型糖鎖となる(51)。これらの

酵素のうち十アセチルグルコサミン転移酵素群によって糖鎖の分岐が調節され

(52)、2-4分岐、さらには、 5、6分岐糖鎖〈図3参照〉が合成される o

Rough ER CIS Golgi Medlal Golgi Trans Golgi 

-一一一一一「

f
L
U
 

@
川
川
山
伽

図8 オリゴ糖のタンパク質への転移と糖鎖プロセシング経路(70)。
・、N-アセチルグルコサミン(GIcNAc); 0 、マンノース;.、グルコース;ム、フコ
ース;・、ガラクトース;・、シアル酸。

各段階で以下の酵素が作用する o 1、オリゴ糖転移酵素.2、α・グルコシダーゼ

1 ; 3、αーグルコシダーゼ II;4、ERαl、2-マンノシダーゼ、ゴルジαーマンノシ

ダーゼ 1A、B;5、GlcNAc転移酵素 1; 6、ゴルジ α・マンノシダーゼ II;7、GlcNAc

転移酵素 H、フコース転移酵素;8、GlcNAc転移酵素W;9、ガラクトース転移酵

素、シアル酸転移酵素
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第3節 糖タンパク質糖鎖生合成の調節

第2節で述べたように、すべての型のN-グリコシド型糖鎖は、 N-グリコシル

化経路を経て合成されるので、この経路の活性は、全糖鎖の生合成活性に影響

を及ぼす o このN-グリコシル化経路の活性は、主としてそれに関わる酪:素群の

活性によって調節されていると考えられている。特に、最後の反応を触媒する

オリゴ糖転移酵素は、 N-グリコシル化経路の律速因子のーっと考えられる o エ
ストロゲンによるニワトリ輸卵管の分化誘導で、オリゴ糖転移酵素の活性の上

昇が、糖タンパク質合成活性の増加の一因であることが報告されている(53)。

また、ブタ甲状腺細胞で、チロトロビン処理によるオリゴ糠転移酵素の活性増

加が、糖タンパク質合成の地加の要因である可能性が示唆されているく:)4)。オ
リゴ糖転移酵素の他には、オリゴ糖鎖伸長の基質供給に関与する 3種の合成酵

素(Oo¥-PP-N-アセチルグルコサミン、 00¥ -p-マンノース、 00¥ -P-グルコース合

成酵素)の活性変化が、出生後のラット脳(55)やウサギ筋(56)、ウニ妊(57)で

報告されている。これら 3酵素のなかでも、 00トPP-N-アセチルグルコサミン

合成酵素は、活性が最も低く、またN-グリコシル化経路の最初の反応を触媒す

るので、この経路の律速因子の一つであることが示唆されている(55、5s)。酵

素以外の活性調節因子として、糖担体リピドであり、生体内含量がきわめて低

い、 00卜Pの量があげられる o これまでに00トP量の変動に伴う糖タンパク質ム

成の変化が、ウニ阪(58)やテレビン油で誘導された炎症ラット肝(59)で報告さ

れている。

糖鎖プロセシング経路では、糖鎖の型が調節される。複合型糖鎖の合成には、

N-アセチルグルコサミン転移酵素 Iの作用が必須なので、この酵素は、複合型

糖鎖合成の律速因子になり得ると考えられる o 再生日干で、 N-アセチルグルコサ

ミン転移酵素 Iの活性増加(60)に対応した、肝糖タンパク質の複合型機鎖の害IJ

合の増加(61・63)が認められた。また、複合型の糖鎖分岐はN-アセチルグルコ

サミン転移酵素群(52)、その複雑な構造は各糖転移酵素の活性バランスによっ

て調節されていると考えられる。幼若ラットの小腸では、基質を競合するシア

ル酸転移酵素とフコース転移酵素の、それぞれ活性低下と活性増加が、 3週令

前後で開始され、同時期に膜糖タンパク質のシアル酸含量の低下とフコース含

量の増加がみられることが報告されている(64)。また、シアル酸転移酵素の活

性に対応して膜糖タンパク質のシアル酸含量が、メラノーマ細胞(65)、ラット

小腸(66)の分化時において増加すること、一方、出生後のウサギ筋では、低下

すること(67)が報告されている。

以上、これまでに糖タンパク質生合成の調節に関してなされた報告の主なも
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のをあげた。これらの研究は、 N-グリコシル化経路についてなされたものがほ
とんどであり、糖鎖プロセシング経路の調節に関した報告は、糖鎖シアリル化

に関したものを除くと、ほとんとされていない o また、 N-グリコシル化経路に
ついても、経路に関与する酵素群やDol-P量すべての変化が報告されている場

合が多く、律速因子の特定は難しい。もちろんここにあげた以外に、糖アクセ

プターとなるタンパク質や酵素の基質の、量や細胞内局在性なども、糖タンパ

ク質生合成の調節に関わると考えられる o このように糖タンパク質生合成の調

節に関しては、まだ不明な点が多い。

第4節 本研究の目的と概要

第 1節て述べたように、トグリコシド型糖鎖の構造変化は、細胞の増殖、分

化などと関連をもつことが報告されているので、この構造変化の要因となる糖

鎖生合成の調節機構を明らかにすることには、大きな意義があると考えられる。

そこで、本研究では、肝細胞増殖時に注目レ、成熟ラットの再生肝と幼若ラッ

ト肝を用いて、 N-グリコシド型糖鎖生合成の調節機構について、明らかにする

ことを目的とした。

第3章では、再生肝のN-グリコシル化経路活性の調節について調べた。その

結果、再生肝では、オリゴ糖転移酵素が強力な調節因子として働いて、 N-グリ

コシル化経路の活性を低下させていることが示唆された。

第4章では、幼若ラット肝のN-グリコシル化経路活性の調節について調べた。

その結果、出生後2週令までは、 N-グリコシル化経路に関与する酵素群ほほ全

体の活性増加により、経路活性が増加しており、特定の酵素による調節はされ

ていないことが不された。 2週令以降の経路活性の低下においては、オリゴ糖

リピド生合成過程に関与する酵素群が、調節因子であることが示唆された。

一方、肝糖タンパク質の糖鎖について調べると、新生仔や5週令ラットに比

べて、 2週令ラットではシアル酸を欠いた複合型の割合の増加が認められた。

そこで、第5章では、幼若ラット肝の糖鎖プロセシング経路の調節について調

べた o 糖鎖プロセシングに関与する酵素群のほとんどの活性は、出生後増加し、

2週令で最大に達した後減少し、複合型糖鎖の変化と対応していることが示さ

れた。また、シアル酸転移酵素は、他のプロセシング酵素より遅れて、 2週令

以降に活性が増加していた。このシアル酸転移酵素の活性増加時期の遅延が、

2週令におけるシアル酸を欠いた夜合型糖鎖の増加の要因であることが示唆さ

れた。
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第2章 実験材料及び基本となる実験方法

第 1節実験材料

i)実験動物

ラットは、一定温度(23.5
0C)で、 12時間(6::30・18:~10)点灯し、 12時間消灯し

た部屋で、図形飼料を与えて飼育した。第3章には、ウィスター系雄ラット〈体

重約120g、5週令lこ相当〉を日本クレアから購入した。第4、5章lこは、妊娠

中期のウィスター系ラットを日本ラットから購入し、出産させて、性別に関係

なく、出生後15時間以内のラットを新生仔、 7日後を 1週令、 14目前後を 2週

令とした。 3-5週令ラットは、ウィスター系雄ラットを同社から購入した o

i i)肝部分切除法

ラットをエーテル麻酔下で、 HigginsとAndersonの方法(68)により、肝部分

切除手術を行なった。対照には、シャム手術を行なった。

i i i)ラット肝および血援の調製

第3章の実験には、肝部分切除手術後24時間飼育したラットを用いた。ラッ

トは、頭部を打ち頚椎をはずして殺し、肝を直ちに摘出し、氷冷0.9%塩化ナト

リウムで洗った。第4、5章の実験の新生仔、 1、2週令のラットは、断頭し

て殺した。肝を直ちに摘出し、氷冷0.9%塩化ナトリウムで洗い、一腹のもの(1

か15匹)を合わせた。 3-5週令のラットは、脱血死させた。肝を直ちに摘出

し、氷冷0.9%塩化ナトリウムで洗い、 3匹分を合わせた o また、新生仔、 1-

5週令のラットの血液1-2mlを、 15mgのクエン酸ナトリウムの入ったスピッツ

管に直接集め、混和した。これをしOOOxgで10分間遠心後の上清を血奨とした。

iv)主な実験材料

ブタ DoトP、ウシαーラクトアルブミン、ウシ血清アルブミン、オプアルプ、

二ノ(gradeV)、オボムコイド (trypsininhibitor、Type皿-0)、ヒトトランス

フヱリン、スワインソニン、 UDP-N-アセチルグルコサミン、 GDP-マンノース、

UDP-グルコース、 UDP-ガラクトース、 C門P-N-アセチルノイラミン酸、 p-ニトロ

フェニルαーマンノピラノシド、 rニトロブヱニルαーグルコビラノシドは、
Sigma Chemical Co.(U.S.A.)のものを用いた。 UDP-[U・14CJグルコース(233mCi

Immol)、GDP-[U・14CJマンノース(203mCi/mmol)、UDP-[U・14C]-N-アセチルグル

コサミン(229mCi/mmol)、UDP-[U・14CJガラクトース(297mCi/mmol)、C卜1P-N-ア
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セチル[U_14CJノイラミン酸(351mCi/mmol)は、 TheRadiochemical Centre、

Amersham(U.K.)のものを用いた。各標識糖ヌクレオチドは、場合によっては、

放射活性非標識の同物質で、各実験に示した比活性に希釈して用いた o 夕、ウエ

ックス 50¥，!-X8(200・400)、夕、ウエックス lX8(200・400)とダウエックス 50¥'!-X2

(200-400)はDowChemical(U.S.A.)、セファデックスG-25(medium)とコンカナ
バリンA-セブアロースはPharmacia(Sweden)、DEAE-セルロースは Serva(West

Germany)、メチルαeグルコビラノシドは生化学工業、アクチナーゼEは科研

製薬のものを用いた。その他の試薬は、すべて市販の特級を用いた。

第2節 ラット肝ミクロソーム、ゴルジ膜の調製

i)試薬

a.T卜1K緩衝液一印刷トリスー塩酸緩衝液 pH7.4、5m門塩化マグネシウム、

25m門塩化カリウム

b.懸濁溶液-5m門トリスーマレイン酸緩衝液 pH6.7、0.25門ショ糖、

5m門塩化マグネシウム

i i)肝ミクロソームの調製

操作は、すべて40Cで行なった。ラット肝に4倍容の0.25門ショ糖を含むT門K

緩衝液を加え、はさみで細切りにした後、テフロン製ボッター型ホモジナイザ

ーで3ストローク、ホモジナイズした。ホモジネートを 15，000xgで10分間〈佐久

間6B)遠心して得られた上清を、さらに 105.000xgで60分間〈目立RP60)遠心した。

沈殿として回収されたミクロソームを、懸濁溶液中に懸濁し、タンパク質濃度

を約30mg/mlとした o 使用するまで、 -20
0

Cに保存した o

i i i)ゴルジ膜の調製

ゴルジ膜は、 40CでFleischerとKervinaの方法(69)を基礎に、肝ミクロソー

ムより分画した。 ii)で述べた 105，OOOxgの沈殿に、 0.25門シヨ糖を含むT門K緩

衝液を、タンパク質濃度が約30mg/mlになるように加えてホモジナイズし、 2.0

門ショ糖を加えてショ糖の終濃度を1.25門とした。この溶液3.5mlを1.0側、1.0

門、 0.25門ショ糖を含むT門K緩衝液各々2.8mlを遠心管〈目立40T)の底から重層し

た上に静かに加えた。 150，OOOxgで90分間〈目立40T)遠心した後、 0.25門と1.0門

ショ糖の問のゴルジ膜を集め、1. 6倍容のT門 K緩衝液を加え懸濁し、 180~OOOxg

で45分間〈日立RP65)遠心した o 得られた沈殿を懸濁溶液中に懸濁し、タンパク

質濃度を約3mg/mlとした。使用するまで、 -20
0Cに保存した o
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第3節 ペーパークロマトグラフィー

東洋No.50ろ紙を用いて、以下の溶媒中で下降法によるベーパークロマトグ

ラフィーを行なった o

溶媒 1 1債プタノール-エタノールー水(13:8:4、v/v)

溶媒2:酢酸エチル-ビリジン・酢酸-]]< ( 5 : 5: 1 : 3、v/v)

溶媒3: 1・プタノール-ピリジンー水(6:4:3、v/v)。

第4節 リビド中間体の加水分解

脂溶性試料を窒素気流下で乾燥させ、 0.4mlの10m門塩酸を含む50%(v/v)1-プ

ロパノづレに溶解し、 100
0Cで20分間加水分解を行なった(70)02.6mlのクロロ

ホルムーメタノールー水(8:3:2、v/v)を加えて二相分配によって得られる水相を

集めてi門水酸化ナトリウムで中和した o

第5節 タンパク質及びN-グリコシド型糖タンパク質結合ヘキソサミ、ン、ガラ

クトースとシアル酸の定量

i)タンパク質の定量

タンパク質量はLO¥.lryらの方法(71)でウシ血清アルブミン(BSA)を標準として

測定した。

i i )N-グリコシド型糖タンパク質の調製

日干ミクロソームまたは血濃く 15-20mg タンパク質〉に、等容の氷冷2%(\~/v) リン

タングステン酸を含む20%(¥.l/v)トリクロロ酢酸を加え、タンパク質を沈殿させ

たo 1，000xgで10分間遠心後、得られた沈殿をそれぞれ等容の氷冷l%(¥，.，/v)リン
タングステン酸を含む10%(¥.l/v)トリクロロ酢酸、エタノール、エタノール-エ
ーテル(1 : 1、v/v)、エーテルで洗浄し、最終的に得られた沈殿を窒素気涜下で

乾燥した o O. 1門水酸化ナトリウムを4ml加え溶解し、 37
0Cで48時間保温し、…

グリコシド型糖鎖をアルカリ分解した(72)04.0門塩酸で中和した後、氷冷ト

リクロロ酢酸を終濃度10%(¥.l1けになるように加え、氷中30分放置した o この時、

ヘキソサミン定量の場合のみ、 100
0Cで5分間煮沸してオリゴ糖リピドを分解す

る操作を行なった。 4 0Cで 1 ， 000xgで 10分間違心し得られた沈殿を、氷冷 10%(~1

v)トリクロロ酢酸、エタノール、ヱタノール・エーテル(1 : 1、v/v)、エーテルで

洗浄し、窒素気流下で乾燥させた。これに、 0.2門水酸化ナトリウム恋5mgタン
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パク質Im1になるよう加え、加温溶解し、 N-グリコシド型糖タンパク質として

分析に用いた o

i i i )N-グリコシド型糖タンパク質結合ヘキソサミンの定量

N-クリコシド型糖タンパク質(1.8m 1 )をキャップ付試験管に移し、 2.56mlの6

門塩酸を加え水で5mlとした〈終濃度3門塩酸)。この試験管の気相を窒素置換し

た後、 1000Cで5時間加水分解を行なった。冷却後1，000xgで10分間遠心し、得

られた上清を蒸発乾固させ、 1m 1の水に溶かした o これを夕、ウエックス 50¥J-X8

(H+形〉カラム(lcmx7cm)にのせて、 20mlの水で洗った後、 30mlの2門塩酸でヘキ

ソサミンを溶出レた(73)。溶出液中のヘキソサミン量をLevvy，G.A.と卜1acA11 an， 

A.の方法(74)で測定した o

iv)N-グリコシド型糖タンパク質結合シアル酸、ガラクトースの定量

トグリコシド型糖タンパク質(1.8m 1 )をキャップ付試験管に移し、塩酸で中

和した後、 0.25mlの2N硫酸を加え、水で5mlとした〈終濃度o.1N硫酸)。これ
を、 80C>Cで1時間緩和な加水分解を行なった(73)01，000xgで10分間違心後の上

清をシアル酸の定量に、沈殿をガラクトースの定量に用いた。

上清に0.5門アンモニア水を加えてpHを8とし、ダウエックス lX8(HCOO-形)

カラム(0.6cmx13cm)にのせ、 50m1の0.01門ギ酸、 25mlの1門ギ酸で)順次溶出し

た(73)01門ギ酸溶出液を40-50OCでエバボレートし、少量の水に溶解した。こ

の溶液中のシアル酸をチオバルビツ}ル酸法(75)で定量した。

沈殿を少量の0.2門水酸化ナトリウムで溶解し、塩酸で中和した後、1.25m 1 

の2N硫酸を加え水で5mlとした〈終濃度0.5N硫酸〉。これを 100
0Cで6時間加水

分解した。 1，000xgで10分間遠心後、得られた上清を水酸化ナトリウムで中和
し、溶液中のガラクトースをガラクトースデヒドロゲナーゼ法(76)で定量した。

第6節 N-グリコシル化経路へのグルコースの転移

i)試楽

a.反応液-50m門トリスーマレイン酸緩衝液 pH6.7、5m門塩化マンガン、

1.0μ門UDP-[U・14CJグルコース(233mCi/mmol)

b.C門ークロロホルムーメタノール(2:1、v/v)

c.Cト1'w'ークロロホルム・メタノールー水(10:10:3、v/v)

i i)反応条件
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肝ミクロソーム〈約3.0mgタンパク質〉を含む反応液200μ|を370Cでインキユ
ベートした。 Do卜P添加実験の場合は、 30μg(C門;容液〉をTritonX-100(終濃度O.

1%)とともに加え、窒素気沈下で溶媒を除去した試験管を用いた o 一定時間後、

仰を4ml加えて反応を停止させた。 Waechterらの方法(77)で、以下のように順

次"C門画分"、 "CM'W画分"、"予知査"を得た o

i j j)"C門画分"の調製と標誠化合物の同定

試験管内容物を室温で十分にガラス棒で撹押し、 1，000xgで10分間違心後の

上清のC門抽出液と、残った沈殿を同様に4mlのC門で2回抽出した液をあわせた

く約12ml)。この抽出液から3mlの0.9%峰化ナトリウムで 1回、続いて4.5mlのO.

9%塩化ナトリウム・メタノール(2:1、v!v)で2回、 2相分配法によって水溶性

物質を除去し、得られた有機層を"C門画分"とした。この画分の放射活性は、以

下の理由から Dol-P_[14CJグルコースであると考えられた o

a."C門画分"をDEAE-セルロースカラムで分析したところ、放射活性生成物は、

カラムに保持され、クロロホルム，メタノール-20m門酢酸アンモニウム(10:10:3、

v!ν〉で溶出された o

b."C門画分"を加水分解したところ、すべての放射活性がグルコースとして回収
された。

C ・外因性Do卜Pを反応系に添加すると、 "C門画分"の放射活性は増加した。

iv)"CM¥J画分"の調製と標識化合物の同定

C門不溶性画分を、 4mlの0.9%塩化ナトリウム中で超音波処理によって懸濁さ

せ、 1，000xgで10分間遠心した o 得られた沈殿を8mlの0.9%塩化ナトリウムで 1
回、 10m!の水で 3回洗浄し、水溶性物質を除去した o 残澄lこCMWを1m!加えて懸

濁し、室温で30分放置後1，000xgで10分間違心し上清を回収した。この抽出操

作を全部で3回繰り返し、 CMW抽出物を集めこれを"CMW画分"とした。この画分

の放射活性は、以下の理由から[14CJグルコースーオリゴ糖リピドであると考え

られた o

a ・"CMW画分"をDEAE-セルロースカラムにで分析したところ、放射活性生成物は、

カラムに保持され、クロロホルムーメタノール-20m門酢酸アンモニウム(10:10:3、

v!りでは溶出されなかったが、クロロホルム-メタノール-200m門酢酸アンモニ

ウム(10:10:3、v!v)で溶出された o

b."CMW画分"を加水分解したところ、すべての放射活性が可溶性となり、セブ

アデックスG-25カラムクロマトグラフィーや、ペーパークロマトグラフィー

u容媒 1と2)でオリゴ糖であることが示された o
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v)"残澄"の調製
C附不溶性画分をアクチナーゼEで徹底消化し、セファデックスG-25カラム

で分析した。糖ベプチドは、ボイドボリューム付近に溶出したが、低分子領域

にも、放射活性が溶出し、爽雑物の存在が示された o CMW不溶性画分をアクチ

ナーゼ消化前に、 4回、 4mlの氷冷10%(w!v)トリクロロ酢酸で洗うと、爽雑物

の放射活性は、糖ペプチドに比べ無視できる程度になった。そこで、このトリ

クロロ酢酸で洗った後の最終"残澄"の放射活性を、糖タンパク質へのグルコー

ス転移とした。

第7節 肝ミクロソーム内のドリコールリン酸の定量

i)ドリコールリン酸化合物の抽出

肝ミクロソーム〈約15mgタンパク質〉を、各々20倍容のC門、 CM'Wで第6節に述

べた方法でJI慣に抽出し、 "C門画分"、 "CM¥J画分"を得た。 "C門画分"をKatesの方法

(78)でケン化した。窒素気涜下で溶媒を除去した後、残;査を1m!のO.1門水酸化

ナトリウムを含むクロロホルムーメタノール(1: 4、v!v)に溶解し、室温に15分

間放置した。 1.9m Iのクロロホルムーメタノールー水(8:2:9、v!v)を加え、捜狩

後放置した o 二相に分離後、水層を除き、有機層を0.5m!のメタノール-水(10:

9、v!v)で洗い、窒素気流下で溶媒を除去した。残j査を少量のCMWに溶解し、 C門

Mで平衡化した DEAE-セルロース(CH3COO-形〉カラム(0.7x7.8cm)にのせた o 15m I 

のC門Wでカラムを洗った後15m!のクロロホルム-メタノール-200州酢酸アンモ

ニウム(10:10:3、v!v)で、 DoトPとその誘導体を溶出させた。この画分の溶媒

を窒素気流下で除去した後、クロロホルムーメタノールー水(3:2:1、v!v)の二相

分配によって酢酸アンモニウム塩を除去した。この抽出物を"C門抽出ケン化物"

とする。 "C門抽出ケン化物"と"C川画分"の各々半分について、第4節に述べた

方法で、 15分間の加水分解を行なった o

i j)ドリコールリン酸定量法

a.反応液-50m門トリスーマレイン酸緩衝液 pH7.1、10m門塩化マグネシウム、

3m門A門P、3m門フッ化ナトリウム、 0.2%Triton X-100、

2.3μ門GDP-[U・14CJマンノース(108mCi/mmoJ)

b.方法

00トP量は、 Da1! nerらの方法(79)の変法で、ブタOol-Pをスタンダードに酵

素学的に定量した o "C門抽出ケン化物"、 "CMW画分'ヘ"両画分の加水分解後の脂

溶性画分"の4画分の各適量、あるいは既知量のOol-P(C門溶液〉を試験管に加え、
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窒素気流下で溶媒を除去した o これらの試験管に正常ラットの肝ミクロソーム

〈約0.2mgタンパク質〉を含む反応液100μ!を加えて、 370Cで 1分間インキユベ

ートした o 反応は4mlの氷冷5%(w/v)トリクロロ酢酸を加えて停止させた o 40C 
1，000xgで20分間違心後の沈殿をさらに、 3mlの氷冷5%(w/v)トリクロロ酢酸で

2回洗った o 沈殿の放射活性は、この条件下ではほとんど全部が、 DoI -P -[1 4CJ 

マンノースなので、沈殿の放射活性を測定した o

第8節 ドリコールリン酸を基質にする合成酵素活性

j)試薬

a.Do卜PP-N-アセチルグルコサミン合成酵素用反応液(80)。

印刷トリスーマレイン酸緩衝液 pH7.7、10州塩化マグネシウム、

0.3m門ATP、5m門2、3-ジメルカフトー1-フロパノール、 5m門A門P

22μ門UDP_[U_14CJ-N-アセチルグルコサミン(68mCi/mmol)

b.Do卜p-マンノース合成酵素用反応液

10州トリスーマレイン酸緩衝液 pH7.1、10州場化マグネシウム、

3m門A門P、3m門フッ化ナトリウム、

7μ門GDP-[U・14CJマンノース(150mCi/mmol)

c.Dol-P-グルコース合成酵素用反応液

印刷トリス-マレイン酸緩衝液 pH6.7， 5m門塩化マンガン

Ll8μ門UDP-[U・14CJグルコース(31mCilmmol)

i i)方法

Dol-P(1μgを含むC門溶液)をTritonX-I00(終濃度0.1%)とともに試験管に入

れ、窒素気流下で溶媒を除去した。これらの試験管に、肝ミクロソーム(約0.1

mgタンパク質〉を含む各反応液50μ!を加え、 370Cで 1分間インキュベートした。

反応は、 1mlのC門を加えて停止させ、第6節の1/4倍容で調製した"C門画分"の放

射活性を測定した o いずれの合成酵素活性の測定の場合も、オリゴ糖リピド、

糖タンパク質の放射活性は、ほとんど無視できた。 DoJ-PP-N-アセチルグルコ

サミン合成酵素の活性測定に際しでは、 "C門画分"を加水分解した後、ペーパー

クロマトグラブィー〈溶媒3、21時間〉で分析した。 N、N'-ジアセチルキトビオー

ス(GlcNAcs4GlcNAc)の放射活性は、 N-アセチルグルコサミンに比べ、ほとん

ど無視できる程度であった o

第9節 酵素反応の基質の調製

- 16 -

i)[14CJグルコースーオリゴ糖リピトの調製

5週令ラットの肝ミクロソーム〈約24mgタンパク質〉を含む、第6節の反応液

1 . 6m Iを370Cで5分間インキユベートした。 32mlのC門を加えて反応を停止させ、
C門不溶性画分から、 第6節の8倍容で"C川画分"を抽出した o これを 1本分と

し、 8本分をあわせてエバボレーターで濃縮し、少量のCM¥Jに溶解した o -20
0

C 

で保存し、 1回の実験に用いた。

i i)オリゴ糖リビドの調製

2週令ラットの肝ミクロソーム(約15mgタンパク質〉から第7節に従って"CM¥J

画分"を抽出した。これを 1本分とし、 20本分をあわせてエバボレーターで濃

縮し、少量の仰いこ溶解した o -20
0Cで保存し、 1回の実験に用いた。

iii)[14CJグルコースーオリゴ糖の調製

1)に従って調製したオリゴ糖リピドを加水分解した o 遊離したオリゴ糖をエバ

ポレーターで濃縮後、少量の水に溶解し、使用するまで-20
0Cで保存した o

iV)[14CJマンノース-オリゴ糖の調製

a.反応液一0.1門トリスーマレイン酸緩衝液 pH7.7， 5m門塩化マグネシウム、

3m門ATP、2m門EDTA、0.5%Triton X-I00、

1.37μ門GDP-[U・14CJマンノース(146mCi/mmol)

b.方法
2週令ラットの肝ミクロソーム(約30mgタンパク質〉を含む反応液2mlを、 48

μgのDoトP(C門溶液〉を入れ窒素気沈下で溶媒を除去した試験管に加え、 37
0

Cで
LlO分間インキユベートした。 40m!の仰を加えて反応を停止した後、 C門不溶性画
分から、第6節の10倍容で"CM¥J画分"を抽出した。これを加水分解して、 [1

4
CJ

マンノース-オリゴ糖を遊離させ、溶媒 1で2日間、溶媒2で5日間ペーパー

クロマトグラフィーを行なった。アクチゲラフで放射活牲を検出すると、[
14
CJ

マンノース・オリゴ糖は、二つのピークに分かれていた。そのRf値の小さい高

分子の[14CJマンノース・オリゴ糖部分を切り取り、 5%酢酸で溶出した o これを

エバボレーターで濃縮後、少量の水に溶解し、使用するまで-20
0Cで保存した o

v)Dol-P_[14CJマンノース、 Doトト[14CJグルコースの調製(81)

DoトP(30μgを含むC門溶液〉をTritonX-I00C終濃度0.1%)とともに、試験管に

加え窒素気沈下で溶媒を除去した。これらの試験管に5週令ラットの肝ミクロ

ソーム〈約24mgタンパク質〉を含む、 Do1 -P-マンノースの調製には iv)の、 Doトト
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グルコースには第6節の反応液各1.6mlを加え、 370Cで5分間インキユベート

した。 32mlの仰を加えて反応を停止させ、第6節の 8倍容で"(門画分"を得た。

これを 1本分とし、それぞれ 8本分を合わせ、窒素気流下で溶媒を除去した。

残澄を 10mlの0.1門水酸化ナトリウムを含むクロロホルム-メタノール(1: 4、v/

v)に溶解し、 37
0Cで10分間インキユベートした o これを塩酸で中和後、混和し

たo 二相に分離後、水溶性物質を除去し、窒素気流下で溶媒を除去した o 殆j査

を少量のC門以こ溶解し、 C門Vで平衡化したOEAE-セルロース(CH3COO一形〉カラム(1

cmxl8cm)にのせた。 70mlのクロロホルムーメタノール-10m門酢酸アンモニウム

(10:10:3、v/v)で、溶出を行ない7mlづっ分取した。放射活性のある画分を

め、クロロホルムと 10州塩化マグネシウムをクロロホルム-メタノー)1レ-4m門

塩化マグネシウム(3:2:1、v/けになるよう加えて混和した o コ相lこ分れた上層

を捨てて、下層を1/2容量のクロロホルム-メタノール-3.6m門塩化マグネ シウ

ム(3:48:47、v/v)、クロロホルム-メタノール-水(3:48:47、ν/v)でJI闘に洗し

溶媒を窒素気流下で除去した。こうして得た00トト[14CJマンノ}ス、 00トp-

[14CJグルコースを少量のC門に溶解し、使用するまで-200Cで保存した。

vi)変性α-ラクトアルブミンの調製

ウシ α-ラクトアルブミンをBrewらの方法(82)でS-カルボキシメチル化した。

vi i)オプアルプミンの画分Vの糖ベプチドの調製

a.反応液一O.1門トリスー埠酸緩街液pH8.0、印刷塩化カルシウム
b.方法

オプアルブミン(2g)と40mgのアクチナーゼEを含む反応液15mlにトルエンを

数滴添加した後、 37
0Cでインキユベートした。 24、48時間後に10mgのアクチナ

ーゼEとトルエン数滴を添加した o 72時間後煮沸して反応を停止した。 1，000x 
gで10分間遠心後の上清をセファデックスG-25カラム(0.8crnx68cm)にかけて
Huangらの方法(83)で糖ペプチド画分を得た。糖ベプチドを、ダウエックス 50

¥J-X2(CH3COO-)カラム(1.25cmxI14cm)にかけ、フェノール，硫酸法(84)で糖の溶

出を測定し、 Iから Vに分画した(85)。画分Vの糖ペプチド(GP-V)は

ト1anα6(門anα3)門anα6(門anα3)ト1ans 4G! cNAc {3 4G 1 cNAc -Asnと考えられ(85)、
その収量は、 11μmolであった o

νi i i)アシアロトランスブヱリンの調製

ヒトトランスフェリンからSpiroの方法(73)でシアル酸を除去し、調製した。
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第10節 オリゴ糖リピドからタンパク質へのオリゴ糖転移

i)反応液-50m門トリス-マレイン酸緩街液 pH6.7、5m門塩化マンガン

1% Triton X-I00 

i i )[ 14CJグルコース-オリゴ糖リピドから内因性タンパク質へのオリゴ糖転移

[14(Jグルコースーオリゴ糖リビド(5，000dpm)を加え、窒素気流下で溶媒を除

去した試験管に、肝ミクロソーム〈約3.0mgタンパク質〉を含む反応液200μiを

加え、 370Cでインキユベートした。反応は、 4mlの氷冷10%(w/v)トリクロロ酢
酸を加えて停止させた。残存する[14CJグルコースーオリゴ糖リピドを 10分間の

煮沸によって加水分解した後冷却し、 1，000xgで10分間違心した。さらに、沈
殿を4mlの10%トリクロロ酢酸で3回洗浄し、[14CJグルコース、[14CJグルコー

スーオリゴ糖を除去した(61)。この最終沈殿の放射活性を測定した。

iii)[14CJグルコースーオリゴ糖リピドから外因性タンパク質へのオリゴ糖転移

[14CJグルコースーオリゴ糖リビド(5，000dpm)を加え、窒素気、流下で溶媒を除
去した試験管に、肝ミクロソーム〈約3.0mgタンパク質〉と変性α・ラクトアルブ

、ン(0-3mg)を含む反応液200μ!を加え、 37
0Cでインキユベートした。反応は、

lmlの氷冷5m門EOTA(ナトリウム塩、 pH7.0)を加えて停止させた o 試料を氷冷後、

40C、15，000xgで20分間遠心し、内因性タンパク質の大部分を沈殿させた(86)。
上清を、試験管にとり 1mgのBSAをタンパク質キャリアーとして加えた o 沈殿は

4ml の水に懸濁した。 1/4容量の50%(~/v) トリクロロ酢酸を上清と沈殿の懸濁液
の各々に加えた。試料を 10分間煮沸し、冷却後1，000xgで10分間遠心した。沈

殿をさらに4mlの10%トリクロロ酢酸で3回洗浄し、最終沈殿の放射活性を測定

した。

iv)日干ミクロソームにおける[14CJグルコース-オリゴ糖リピドの分解

変性α-ラクトアルブミンを加えない場合は、 ii)と同様にインキユベートし、

反応を停止させた。 40C、1，000xgで10分間遠心し、分解物が含まれる上清を集
めた o 沈殿を2mlの氷冷10%トリクロロ酢酸で2回洗浄し、得られた上清を集め、

先の上清と合わせた o この酸可溶性画分を、等容のエーテルで 3回洗いトリク

ロロ酢酸を除いた後、 1門水酸化ナトリウムで中和した。この水溶液中の放射

活性を[14CJグルコースーオリゴ糖リビドの分解量とした。

トリクロロ酢酸不溶性画分を4m!の10%トリクロロ酢酸に懸濁し、 5分間煮沸

してオリゴ糖リピドを加水分解した o 冷却後、 1，000xgで10分間遠心し、遊離
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したオリゴ糖を含む上清と、沈殿を2mlの10%トリクロロ酢酸で 2回洗浄し、得

られた上清と合わせた。これを上述の酸可溶性画分と同桜に、エーテル処理

中和した。この水溶液中の放射活性を残っていた[14CJゲルコースーオリゴ糖リ

ビド量とした。

変性αーラクトアルブミンを加えた場合は、 ii i)と同様にインキユベートし

反応を停止させた。 4
0

C、15.000xgで20分間違心後の上清に 1/4容量の氷冷50%

トリクロロ酢酸を加え、変性α-ラクトアルブミンを加えない場合と同様い

[14CJグルコースーオリゴ糖リビドの分解量と残っていた量を測定した。

第11節 変性α-ラクトアルブミンへのグルコース転移

Do卜P(30μgのC門溶液〉をTrltonX-IOO(終濃度0.1%)とともに試験管に加え、

窒素気流下で溶媒を除去した。これらの試験管に、肝ミクロソーム〈約30mgタ

ンパク質〉と、 1.8mgの変性αーラクトアルブミンを含む第6節の反応液200μl

を加え、 37
0Cで5分間インキュベートした。第10節 iI 1)と同織に、 EDTAを加え

て反応を停止させ、 15，000xgで20分間違心後の上清の放射活性を測定した。

第12節 ドリコールリン酸結合糖からオリゴ糖リピドへの糖転移

i)Dol-P_[14CJマンノースからの転移

a.反応液-25m門トリス-マレイン酸緩衝液 pH7.1、10m門塩化マグネシウム、

印刷塩化マンガン

b.方法

肝ミクロソーム〈約20mgタンパク質〉から得たオリゴ糖リピドと、 10，000dpm

のDoトト[14CJマンノースをTritonX-I00(終濃度0.1%)とともに試験管に加え、

窒素気涜下で溶媒を除去した。これらの試験管に、肝ミクロソーム〈約lmgタン

パク質〉を含む反応液50μlを入れ、 37
0

Cで10分間インキユベートした。 1mlのC

門を加えて反応を停止し、 C門不溶性画分から、第6節の1/4倍容で"C川画分"を

抽出し、放射活性を測定した o "残~t"の放射活性は、ほとんど無視できる程度

であった。

i i)Dol-P-[14CJグルコースからの転移

a.反応液-50m門トリス・マレイン酸緩衝液 pH6.7、10m門塩化マグネシウム

b.方法

肝ミクロソーム〈約20mgタンパク質〉から得たオリゴ糖リビドと、 10，，000dpm
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のDol-P_[14CJグルコースをTritonX-I00C終濃度0.1%)とともに試験管に加え、

窒素気流下で溶媒を除去した。これらの試験管に、肝ミクロソーム〈約lmgタン

パク質〉を含む反応液50μlを入れ、 37<>Cで5分間インキユベートした。 lmlの仰

を加えて反応を停止し、 C門不溶性画分から、第6節の1/4容量で"CM¥J画分"を抽

出し、放射活性を測定した o "予知査"の放射活性は、ほとんど無視できる程度で

あった Q

第13節 グリコシダーゼ活性

i)[14CJグルコースーオリゴ糖を基質に用いた場合の αーグルコシダーゼ活性

a.反応液一印刷リン酸ナトリウム緩衝液 pH7.0、0.2%Triton X-100 

b.方法
肝ミクロソーム〈約1mgタンパク質〉と、 2，000dpmの[14CJグルコース-オリゴ

糖を含む反応液o.lm 1を37<>Cで1時間インキユベートした。反応は、 o.lm 1のビ
リジンを加えて停止させた。ペーパークロマトグラフィー(溶媒3、21時間〉を

行ない、遊離した[14CJ・グルコースを[14CJグルコース二オリゴ糖から分離し、

放射活性を測定レた o

ii)PNP-α ・グルコースを基質に用いた場合の αーグルコシダーゼ活性

a.反応液-50m門リン酸ナトリウム緩衝液 pH7.0、
4m門p-ニトロフェニルα-グルコピラノシド

b.方法
肝ミクロソーム〈約0.3mgタンパク質〉を含む反応液o.lm Iを370Cで1時間イン
キユベートした o 反応は、 lmlの0.2門炭酸ナトリウムを加えて停止させた後、

400nmの吸光度を測定した。ブランクとして、反応液と肝ミクロソームを分け

てインキユベートし、炭酸ナトリウムと混和したものを用いた。

i i i ) [14CJマンノース-オリゴ穂セ基債に用いた場合の α-マンノシダーゼ活性

a.反応液-50m門リン酸ナトリウム緩衝液 pH6.1、0.2%Triton X-I00 

b.方法
肝ミクロソーム〈約0.5mgタンパク質〉と、 3，000dpmの[14CJマンノース-オリ
ゴ糖を含む反応液O.1 m 1を370Cで1時間インキヱベートレた o 反応は、 o.1m 1の
ビリジンを加えて、停止させた。ペーパークロマトゲラフィー(溶媒3、21時

間〉を行ない、遊離した[14CJマンノースを[14CJマンノース-オリゴ糖から分離

し、放射活性を測定した o
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iv)PNP-α-マンノ}スを基質に用し、た場合の αーマンノ シダーゼ活性(87)
a.試薬

1 )反応液-0.1門酢酸ナトリウム緩衝液 pH5.5、

4mM p-ニトロフヱニルαーマンノビラノシド

2)アルカリ緩衝液一0.144門グリシン、 0.067門塩化ナトリウム、

0.083門炭酸ナトリウム州 10.7
b.方法

肝ミクロソーム(約o.1mgタンパク質〉を合む反応液0.5mlを37でで30分間イン
キユベートした o 1. Om Iのアルカリ緩衝液を加えて反応を停止させた後、 400nm

の吸光度を測定した。プランクとして、反応液と肝ミクロソームを分けてイン

キユベートし、アルカリ緩衝液と混和したものを用いた。

第14節 糖転移酵素活性

i)N-アセチルグルコサミン転移酵素 I活性(88)

a.試薬

1 )反応液一O.1門ト1es-水酸化ナトリウム緩衝液 pH6.5、0.2%Tri ton X-IOO 
10m門塩化マグネシウム、 2m門ATP、O.2m門 GP -V 

20μ門スワインソニン〈αーマンノシダーゼ Hの活性抑制剤(89))

2m門UDP-[U_14CJN-アセチルグルコサミン(125mCi/mmol)、

2)PBS-137m門塩化ナトリウム、 2.68m門塩化カリウム、

8.09m門リン酸二ナトリウム、 1.47m門リン酸ーカリウム pll7.2 
b.方法

肝ミクロソーム〈約O.lmgタンパク質〉を含む反応液50μlを370Cで30分間イン
キユベート後、 5分間煮沸して反応を停止した o 1 m IのPBSを加えて、 j昆平日後10.

OOOxgで2分間遠心した o その上清を、コンカナバリンA-セフアロースカラム

(0.48cmx2.8cm)にのせ、 7mlのPBSで洗った o 続いて、 2.5mlの0.1門メチル αー

グルコピラノシドを合む印刷トリス-塩酸 pH8.0で溶出するものを集めて、
放射活性を測定した o G P -Vを加えない場合には、ほとんど活性はみられな
かった。

i i)ガラクトース転移酵素活性(54)

a.試薬

1 )反応液-0.1門門es-水酸化ナトリウム緩衝液 pH6.3、20m門塩化マンガン、

0.5% Triton X-I00、1m門UDP-[U_14CJガラクトースCl.0rnCi/mmol)
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2)PTA -1%リンタングステン酸、 0.5門塩酸

b.方法
ゴルジ膜(10μ8タンパク質〉と、 2mgのオボムコイドを含む反応液50μlを37

℃で30分間インキユベートした o 1 m Iの氷冷PTAを加えて反応を停止させ、 BSA

(2mg)をタンパク質キャリアーとして加えた。 30分間氷冷後、 4
0C、1，000xgで、

10分間違心した o 得られた沈殿を、 1mlの氷冷PTAで2回洗浄した後、放射活性

を測定した o オボムコイド非添加の場合も同様に測定し、プランクとした o

i i i)シアル酸転移酵素活性の測定(90)

a.反応液-0.1門ト1es緩衝液 pH6.3、0.5%Triton X-I00、
0.2mg BSA(65

0Cで15分間前処理したもの〉、
4m門C門P-N-アセチル[U_14CJノイラミン酸(1.5mCi/mmol)

b.方法

ゴルジ膜(10μgタンパク質〉と2mgのアシアロトランスフェリンを含む反応液

50μiを370Cで30分間インキュベートした。 1mlの氷冷PTAを加えて反応を停止
させ、 30分間氷冷後、 40C、1，000xgで10分間遠心した。得られた沈殿を lmlの

Jj({令PTAで2回洗浄した後、放射活性を測定した o アシ7ロトランスフヱリン

非添加の場合も同様に測定し、プランクとした。

第15節 放射活性の測定

i)試薬

a.DPO-0.6%(w/v)2，5-ジフェニルオキサゾール〈トルエン溶液〉
b.シンチレーター -DPO-TritonX-100(2:1、v/v)

i i)方法

C門、 C門M画分は、バイアルに入れ、窒素気流下で溶媒を除去した後、 4mlのシ

シチレーターと0.5mlの水を加えた o トリクロロ酢酸、及びPTA沈殿は、 l門水

酸化ナトリウムで中和し、 O.5mlの0.2門水酸化ナトリウムを加えて溶解した後、

バイアルに移し、 4mlのシンチレーターと25μ!の4門塩酸を加えた o ペーパー

クロマトグラブィーの試料については、展開後ろ紙を1cmrhに切り、 10mlのDPO

を加えたバイアルに入れた。放射活性は、ベックマンまたはアロカの液体シン

チレーションカウンターで測定した o
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ているので、リビド担体であるDol-P量全体が再生肝で低下している可能性が

第 一に考えられた o

再生肝におけるN-グリコシル化経路活性の調節第3章

図9 UDP-[1 4CJグルコースから、
リピド中間体、糖タンパク質への

グルコース転移の経時変化

シャム手術ラット肝ミクロソー

ムを、方法に述べたように、 UDP-
[14CJグルコースと370Cでインキ
ユベートし、 1、3、5、15、30、60分後

のDo1 -P-グルコース(0)、グルコ
ースーオリゴ糖リビド〈ム〉、糖タ

ンパク質〈・〉の放射活性を測定し

た。縦軸は、ミクロソームタンパ

ク質あたりの測定値を示す。
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表 1 UDP_[14CJグルコースから、リビド中間体、糖タンパク質へのグルコー

ス転移

日干ミクロソームを方法に述べたように、 UDP_[14CJグルコースと 5分間イン
キユベート後、各生成物の放射活性を測定した。各値は、 4匹のラットからそ

れぞれ調製した肝ミクロソームについての測定値〈ミクロソ}ムタンパク質あ

たりの値〉の平均値:tS. E.を示す。

外科的手術により、肝を2/3切除すると、強りの肝細胞が噌殖を開始し、そ

の結果肝はもとの大きさまで肥大することが知られている o ラット肝部分切除

後24時間でDNAの生合成は、最も盛んになるが、 このとき肝の糖タンパク質合

成能は、対照に比べ低下していることが肝スライスを用いた実験で示され(91)

その低下はオリゴ糖リピドからタンパク質へのオリ ゴ糖転移の段階に起因する

ことが、ミクロソームとGDP-マンノ ースを用いた実験結果か ら示唆された(81)。
しかし、オリゴ糖転移の低下が、オリゴ糖転移酵素の活性低下によるのか、ア

クセプターとなる内因性タンパク質量の低下によるのか、詳しい要因は不明で

あった。また、オリゴ糖リビドか らタンパク質へのオリ コ糖転移には、オリ ゴ

糖鎖非還元末端のグリコース 3残基が重要であることが、ラット肝ミクロソー

ム(92)を始めとする多くの組織、細胞で報告されている(39・41、93、94)。そこ

で本研究では、 UDP-グルコースからDo1 -P-グルコース、オリゴ糖リピドと糖タ
ンパク質へのグルコース転移活性と、オリゴ糖リビドからタンパク質へのオリ

ゴ糖転移活性の変化について再生肝で調べた。特にオリゴ糖転移については

詳細な検討を加え、再生肝におけるN-グリコシル化経路活性の調節機構の解明
を試みた o

緒言第 1節

再生肝と対照のN-グリコシル化経路活性の比較第 2節

放射活性

再生肝対照生成物

cpm/mgミクロソームタンパク質

2646:t 126 1769:t 106a 

656:t 62 249:t 138 

247:t12 127:t11a 

Do 1 -P-グルコース
グルコース-オリゴ糖リピド

糖タンパク質

UDP-グルコースからDo1 -P-グルコース、オリゴ糖リビド、糖タンパク質への
グルコース転移活性の経時変化を、シャム手術ラット肝〈以下対照〉ミクロソー

ムを用いて測定した o 結果を図9に示したが、 UDP-グルコースか ら、すみやか
にDol-P-グルコースが合成され、続いて、グルコースーオリゴ糖リピド、糖タ
ンパク質へと順次グルコースが転移されることが確認された o 糖タンパク質へ

のグルコース転移は、反応時間5分で巌大になり、それ以降は低下していた o

この低下は、おもに肝ミクロソームに含まれる α-グルコシダーゼの作用(95)

によると考えられた o そこで、再生肝と対照の比較は、糖タンパク質へのグル

コース転移が最大になった反応時間5分で行なうことにした。

表 1に結果を示したが、 Do1 -P-グルコース、グルコースーオリゴ糖リビド〈以
下両者をあわせてリビド中間体〉、糖タンパク質へのグルコース転移が、再生

肝では対照の各々67、38、51%とすべて有意に低下していた。すべてが低下し a対照との差は、 Pく0.01であった o
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第3節 ドリコールリン酸のN-グリコシル化経路活性への影響

再生肝でのN-グリコシル化経路活性の低下に、 001-Pがなんらかの役割を果

たしている可能性を検討するために、肝ミクロソーム内の00卜P合量とリピド

中間体、糖タンパク質へのグルコース転移に対する外因性Ool-P添加の彫響を

調べた o

肝ミクロソーム内の00卜Pは、遊離型00卜Pと、結合型001-P(糖またはリン酸

を結合した001-P)として存在している o 表2に肝ミクロソーム内00トP量の定

量の結果を示した。再生肝では、遊離型001-P量が有意に減少していた。しか

し、遊離型001-Pの量は、全00トP量の10%程度とわずかであった。しかも全001-

P量は、対照と再生肝でほぼ同じであった o

表2 肝ミクロソーム肉00トP量

方法に述べたように、肝ミクロソームから"C門画分"、 "CH¥J画分"を抽出し、

ケン化、あるいは加水分解を行なった o 遊離型001-P量は、 "C門抽出ケン化物"
を用いて測定した o C門可溶性の結合型00卜P量は、 "C門抽出ケン化物"を加水分

解した後に測定した001・p量から、遊離型00卜P量を差し引いて求めた。 C川可

溶性の結合型Ool-P量は、 "CM¥J画分"を加水分解後遊離した00トP量を、加水分
解前をブランクに測定した。全00トP量は遊離型00トP量と結合型001-P量の和

である。各値は、 6・8匹のラットからそれぞれ調製した肝ミクロソ}ムについ

ての測定値〈ミクロソームタンパク質あたりの値)の平均値::tS.E.を示す。

画分

遊離型00トP

結合型001-P C門可溶
CH¥J可溶

全00トP

a対照との差は、 Pく0.05であった。

001 -p 

対照 再生肝

ng/mgミクロソームタンパク質

2.3:t0.5 

4.3::t 1.0 

10.8::t3.1 

17.4::t4.3 
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0.8::tO.3a 

4.6:t0.9 

10.6::t2.1 

16.0:t 3.0 

次に0.1%Triton X-100の存在下で、 30μgの00卜Pを添加したときのUOP-グ

ルコースからリビド中間体、糖タンパク質へのグルコース転移を測定した〈表

3)0 Triton X-100の添加により、生成物の放射活性はすべて、非添加時の値

(表 1)に比べ低下したが、 00卜Pを添加するとリピド中間体の放射活性は、再

生肝、対照ともに増加し、両者の差はみられなくなった。それに対し、糖タン

パク質の放射活性は、 00卜Pを添加しでも顕著な変化はみられず、依然として

再生肝の方が対照より低い値を示した o

表3 UOP_[14CJグルコースからリピド中間体、糖タンパク質へのグルコース

転移に対する001-P添加の影響

日干ミクロソームをTritonX-100の存在下でUOP_[14CJグルコースと、方法に

述べたように、 00トトグルコースへの転移の測定には 1分間、その他の場合に

は5分間インキユベート後、生成物の放射活性を測定した o 各値は、 4-10匹の

ラットからそれぞれ調製した肝ミクロソームについての測定値〈ミクロソーム

タンパク質あたりの値)の平均値:tS. E.を示す。

放射活性

Ool-P 

生成物 添加重 対照 再生肝

μg cpm/mgミクロソームタンパク質

001 -P-グルコース O 1127::t87 848::t 778 

30 3583::t 444 3500::t 344 

グルコースーオリゴ糖リビド O 249::t41 140::t 26a 

30 363:t 74 350:t 74 

糖タンパク質 O 153:t 6 106:t 98 

30 150:t 7 116:t 7a 

a対照との差は、 Pく0.05であった o

これらの実験結果から、再生日干におけるUDP-グルコースからリピド中間体へ

のグルコース転移の低下は、おもに内因性遊離型00トP量の低下に基づくこと

- 27 -



図10 [14CJグルコースーオリ

ゴ糖のベーパークロマトグラ

フィー

肝ミクロソーム〈約24mgタ

ンパク質〉を、第6節lこ述べ

た反応液1.6mlで5分間イン

キユベートした。方法に述べ
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が示された o 一方、糖タンパク質へのグルコース転移の低下は、遊離型Do卜P

量の低下ではなく、オリゴ糖リビドからタンパク質へのオリゴ糖転移の低下が

主要因であることが示唆された。この結果は、 GDP-マンノースを用いた実験結

果から示唆された、再生肝ではオリゴ糖転移が低下しているという推測(81)と

矛盾しない。

l い\~-一一~→
B 

たように抽出したオリゴ糖リ

ピド画分を加水分解し、 [14CJ-

グルコース-オリゴ糖を得た。

対照(A)、再生日干(B)由来の

[14CJーグルコース・オリゴ糖

について、それぞれ溶媒 1で

2日間、次いで溶媒2で20

日問、下降法によって展開し

た。

図11 [14CJグルコースーオリゴ糖

リビドから、内因性タンパク質へ

のオリゴ糖転移

日干ミクロソームを[14CJグルコ

ースーオリゴ糖リピドと、方法Lこ

述べたようにインキユベートした。

横輸に示した時間の後、タンパク

質に取り込まれた放射活性を測定

した。対照(0)、再生肝〈・〉とも
に、 3・6匹のラットからそれぞれ

調製した肝ミクロソームについて

の測定値〈ミクロソームタンパク

質あたりの値〉の平均値:tS.E.で

示した o
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再生肝におけるオリゴ糖転移の低下の要因

再生肝では、オリゴ糖リビドからタンパク質へのオリゴ糖転移の活性が低下

し、 N-グリコシル化経路の活性低下を引き起こしていることが、確認された。
オリゴ糖転移の低下には、主として次の 3つの要因が考えられる。 1)オリゴ

糖リピドのオリゴ糖部分の構造変化。 2)オリゴ糖転移酵素の活性低下。 3)オ

リゴ糖アクセプターとなる内因性タンパク質量の低下。これらのうち、どれが

主要因となっているのか調べた o

最初に、 1)の可能性について検討するために、再生肝由来のオリゴ糖リピ

ドのオリゴ糖部分を対照と比較した。肝ミクロソームをUDP_[14CJグルコース

とインキュベートした後、[14CJグルコースーオリゴ糖リピドを抽出し、これを

加水分解して得られたオリゴ糖について、ペーパークロマトグラフィーによる

分析を行なった。図10に示したように、再生日干、対照どちらの場合もほぼ単

の放射活性のピークを与え、その他の放射活性はほとんど無視できる程少なか

った o このピークは、 [3HJマンノースと肝スライスをインキユベートして得ら

れたオリゴ糖リビド由来のオリゴ糖(61)と同じ移動度を示し、非還元末端にグ

ルコース 3残基を有するものと考えられた(94)。この結果から、再生日干由来の

[14CJグルコース-オリゴ糖リビドのオリゴ糖部分は、対照と同じであり、オリ

ゴ糖転移に影響を及ぼすような構造変化は起きていないことが示された o

次に、 2)、3)の可能性について調べるために、まず[14CJグルコースーオリ

ゴ糖リピドから内因性タンパク質へのオリゴ糖転移の活性を再生肝と対照で比

較した。この反応にはTritonX-100が必要で、その至適濃度は再生肝、対照と

もに、 1.0%(v/v)であった。図11に内因性タンパク質へのオリゴ糖転移の経時

変化を示した o 再生肝、対照とも反応時間5分以降、オリゴ糖転移反応、は平衡

に達した o しかし、どの時点においても、再生肝のオリゴ糖転移活性は、対照

より低い値を示した。この結果から、オリゴ糖転移酵素の活性、あるいは、オ

リゴ糖アクセプターになる内因性タンパク質の量が、再生肝において低下して

いることが示された。

- 28ー
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ラクトアルブミン添加時の結果と、非添加時の結果〈図11)を比較すると、再生

肝と対照のオリゴ糖転移の差は、むしろ広がっていた。反応時間5分の時点の

再生肝のオリゴ糖転移は、 αーラクトアルブミン添加時には対照の59%、非添加

時には対照の77%であった。これらの結果から、再生肝におけるオリゴ糖転移

の低下は、オリゴ糖アクセプターとなる内因性タンパク質の量的差異ではなく、

オリゴ糖転移酵素の活性低下によることが強く示唆された。レかし、オリゴ糖

転移の活性は、 5分で平衡に達していたく図11と13)ので、オリゴ糖転移につい

ては、さらに詳しい検討が必要と考えられた。

図13 [14CJグルコースーオリゴ糖リピ
ドから変性α-ラクトアルプミンへの

オリゴ糖転移

肝ミクロソームを1.8mgの変性α-ラ

クトアルブミンを加えたオリゴ糖転移

の反応系で、方法に述べたように、横

軸に示した時間インキュベートし、 15，

OOOxgで20分間違心後の上清の放射活

性を測定した。対照(0)、再生肝〈・〉
ともに、 3・7匹のラットからそれぞれ

調製した肝ミクロソームについての測

定値〈ミクロソームタンパク質あたり

の値〉の平均値:tS. E.で示した。

/9. ~ 

第5節 [14CJグルコース-オリゴ糖リビドの分解活性とオリゴ糖転移酵素の安
定性のオリゴ糖転移活性に対する影響
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図12 [14CJグルコース-オリゴ糖リピドか
らタンパク質へのオリゴ糖転移に対する変

性α-ラクトアルブミンの影

対照ミクロソームを横軸に示した量の変

性αーラクトアルブミンを加えたオリゴ糖

転移の反応系で、方法に述べたように5分

間インキユベートし、 15，000xgで2:0分間遠

心後の上清〈・〉と沈殿(0)の放射活性を測
定した o 縦軸は、ミクロソームタンパク質

あたりの値を示す。

O 

o 2 3 

Denatu-aled ~ac181bぽ刊in (mg) 

そこで、外因性オリゴ糖アクセプターを、[14CJグルコース-オリゴ糖リピド
からのオリゴ糖転移活性の反応系に添加した。図12に対照ミクロソームを用い

た結果を示した o 変性α-ラクトアルブミンの添加により、 15，000xgで20分間

遠心後の上清タンパク質へのオリゴ糖転移は増加した o 変性α-ラクト 7ルプ

ミンを加えない時でも上清に放射活性が検出されたが、これは反応液に含まれ

るTritonX-IOOにより、肝ミクロソームのタンパク質が可溶化した結果と考え

られた o 1. 8mgの変性α-ラクトアルブミンを添加した場合に、上清の放射活性

は最高値を示し、沈般には放射活性はほとんど見られなかった。このことか υ、

肝ミクロソームの内因性タンパク質へのオリゴ糖転移は、 1.8mgの変性αーラク
トアルブミニノ;を添加すると抑制され、上清の放射活性のほとんどが、変性αー

ラクトアルブミンに、[14CJグルコースーオリゴ糖の転移したものであると考え
られた。再生肝ミクロソームを用いた場合にも、問機の結果が得られた。
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オリゴ糖転移酵素の活性が、平衡に達していることから、[14CJグルコース-
オリゴ糖リピドの分解による基質の不足、あるいは、酵素の失活が起きている

と推測される。再生肝におけるオリゴ糖転移の低下に、オリゴ糖リビドの分解

活性の上昇、あるいは、オリゴ糖転移酵素の失活が、影響を及ぼしている可能

性について検討した o まず、オリゴ糖転移活性測定条件下での[14CJグルコー
ス-オリゴ糖リピドの分解活性を再生肝と対照で測定した。変性α-ラクトアル

つまり、 1.8mg変性αーラクトアルブミンをオリゴ糖転移の反応系に添加すれ

ば、一定量のオリゴ糖アクセプターへのオリゴ糖転移酵素活性を、再生日干と対

照で比較することができる。もし、再生肝におけるオリゴ糖転移の低下が、そ

の一部でも、オリゴ糖アクセプターとなる内因性タンパク質量の低下によるも

のであったなら、十分量の変性αーラクトアルブミンを加えることによって、

オリゴ糖転移の低下の程度は、小さくなるはずである。図13に示した変性α-
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反応時間5分の時点、で、 50%以上のオリゴ糖リビドが残存している〈図14)の

にもかかわらず、オリゴ糖転移は5分以降は、新たには起こっていない〈図11

と13)。これらの結果から、オリゴ糖転移酵素の失活が起きているものと予想

された o そこで次に、オリゴ糖転移酵素の活性測定条件下での安定性を調べた。

図15に示したように、再生日干、対照どちらのオリゴ糖転移酵素も、反応時間と
ともに同様に失活レていた。 1分のプレインキユベーシヨンで50%以上の活性

が失われ、 5分後には、約80%が失活していた o このオリゴ糖転移酵素の失活

が主な原因とな って、オリゴ糖転移活性は、 5分で平衡に達したもの〈図11と1

3)と考えられる。

図15 370Cでのオリゴ糖転移酵素
の失活

肝ミクロソーム〈約18mgタンパ

ク質〉を、方法に述べたオリゴ糖

転移の反応液1. 2m Iと、 37
0

Cでプ

レインキユベートした。横輸に示

した時間に、そのO.2mlずつを、

[14CJグルコース-オリゴ糖リピド

(5，000cpm)を入れて窒素気沈下で
溶媒を除去した試験管に移し、 5

分間インキユベートした後、方法

に述べたようにオリゴ糖転移活性

を測定した o

縦軸に、 O分の転移活性(241.9、338.8cpm/mgミクロソームタンパク質、それ

ぞれ、再生肝、対照〉を100%とし、プレインキユベート後に残っていた活性を

%で、対照(0)、再生肝〈・〉として示した o

∞
 

(ポ
)@ω
∞」
ω』の
C

∞』ト

ω℃
亡
匂
ご

υω
∞的
0
0

一一O

』
o
主
と
ち
〈

P
』豆∞
Eω
広
』

0
8
2
C
8』
@
仏

80 

60 

¥込。¥
¥ミ8、、ミ司

40 

20 

10 5 

Pre-Incubation Time (min) 

O 

オリゴ糖転移酵素の失活は、再生肝、対照とも同程度であったので、オリゴ

糖転移の平衡に達した後の飽和量の再生肝と対照の差〈図11と13)は、オリゴ糖

転移酵素の初速度を反映していると考えられた o このことは、再生肝の変性α-

ラクトアルブミンへのオリゴ糖転移が、初速度は対照の75%で、飽和量は対照

の72%であることからも確認された〈表4)。これらの結果から、再生肝ミクロソ
}ムでのタンパク質へのオリゴ糖転移の低下は、オリゴ糖転移酵素の活性低下

によるものであることが強く示唆された。
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O 
図14

分解

変性α-ラクトアルプミン非添加時のオ

リゴ糖転移の反応系で、反応時間、 1、3、5

分後に、 [14CJグルコースーオリゴ糖リビド

の分解量〈対照、ム;再生肝、 A)、反応後

残っていた[14CJグルコースーオリゴ糖リビ

ド量〈対照、 0;再生肝、 ・〉、内因性タン

パク質へのオリゴ糖転移〈対照、口;再生

日干、 ・〉を方法に述べたように測定した o

縦軸は、全放射活性を100%とした場合の

各測定値〈ミクロソームタンパク質あたりの

値〉の%である。

リビドの[14CJグルコース-オリゴ

L¥ 
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ブミンを加えない場合の結果を図14に示したが、[14CJグルコースーオリゴ糖リ

ビド量は反応時間とともに徐々に減少した。 3分以内では、再生月下、対照とも

にオリゴ糖リビドの減少量は、タンパク質へのオリゴ糖転移量とほぼ一致して

いた。実際、オリゴ糖リピドは、 3分以内にはほとんど分解されず、 5分後で

もわずかに7・8%が分解されたにすぎなかった。変性αーラクトアルブミンを加

えた場合にも、 10分の後わずかに10%のオリゴ糖リピドが分解されただけであ

った〈結果省略〉。これらの結果、オリゴ糖リビドの分解は、ほとんど起きてお

らず、再生肝と対照の差はみられないことが示された o しかし、[14C]グルコ

ースーオリゴ糖リビドが変化し、オリゴ糖転移の有効性に影響を与えている可

能性がある。そこで、変性α-ラクトアルプミン添加のオリゴ糖転移反応を10

分間行なった後、 15，000xgの沈殿に残っていた[14CJグルコース-オリゴ糖リピ
ドを CM~で抽出した。オリゴ糖リビドを加水分解後、得られたオリゴ糖をペー

パークロマトグラブィーで分析した結果、基本的には図10に示 したのと同じク

ロマトグラムが、再生肝、対照ともに得られた〈結果省略〉。これ らの結果から

[14CJグルコースーオリゴ糖リビドは、再生肝、対照ともに10分間インキ ユベー

ト後も有効なオリゴ糖供与体として存在しており、オリゴ糖転移に影響を及ぼ

すような、オリゴ糖部分の変化は起こっていないことが示された。



表4 変性α-ラクトアルブミンへのオリゴ糖転移の初速度と平衡に達した後
の飽和量

肝ミクロソームを1.8mgの変性α-ラクトアルブミンを加えたオリゴ糖転移の

反応系で、方法に述べたように、初速度の測定には2分間、飽和量の測定には

10分間、インキユベートし、 15，000xgで20分間遠心後の上清の放射活性を測定

した。各値は、 5匹のラットから、それぞれ調製した肝ミクロソームについて

の測定値〈ミクロソームタンパク質あたりの値〉の平均値:tS. E.を示す。()内は、
対照の値を100%とした値を示した。

放射活性の取り込み

インキュベーシヨシ

時間 対照 生肝

分

2
m

cpm/mgミクロソームタンパク質

157:t4 (100) 118:t46(75.4) 

403:t 12(100) 292:t 166(72.3) 

a対照との差は、 P<O.OIであった。

第6節総括および考察

肝再生の初期には、糖タンパク質の合成能は、低下していた(90)。本研究に

おいても、再生肝でN-グリコシル化経路の活性が低下していることが示された

〈表 1)。その低下の主要因としては、 t欠の4つが考えられる:1)リピド中間体

合成の低下、 2)オリゴ糖リピドの糖部分の変化、 3)オリゴ糖アクセプターにな

る内因性タンパク質量の低下、 4)オリゴ糖転移酵素活性の低下。本研究の結果、

0・3)の可能性は、以下のように否定された o

1 )全00トP量は、再生肝と対照で大きな差はなかった〈表2)。外因性Do1-Pの添

加は、 UOP-グルコースからリピド中間体へのグルコース転移の再生肝での低τ

を回復させたが、糖タンパク質への転移の低下には影響をうえなかった〈表3)。

2)UOP_[14CJグルコ}スと肝ミクロソームをインキユベートして合成されたオ

リゴ糖リピドのオリゴ糖〈図10)と、オリゴ糖転移測定後苑っていたオリゴ糖リ

ピドのオリゴ糖は、ペーパークロマトグラフィーで分析した結果、それぞれ再
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生肝と対照の違いはみられなかった。肝ミクロソームのオリゴ糖リピド分解の

活性は、再生肝、対照とも低く、差はみられなかった(図14)。

3)[14CJグルコースーオリゴ糖リビドからタンパク質へのオリゴ糖転移は、変性

α-ラクトアルブミン添加〈図13)、非添加〈図11)、どちらの場合も再生肝で低

下していた。その上、その低下の程度は、外因性アクセプターである変性α-

ラクトアルブミンの添加により、さらに広がっていた。

以上の結果から、 4)オリゴ糖転移酵素活性の低下が、再生肝糖タンパク質合

成の低下の主要因であることが示唆された o しかし、オリゴ糖転移の活性は、

十分量のオリゴ糖リピドが存在しているにもかかわらず、反応時間5分で平衡

に達した〈図11と13)。同様な結果が、ニワトリ輸卵管(40)、プタ甲状腺(96)ミ

クロソームから可溶化されたオリゴ糖転移酵素で報告されているが、その理由

は、明らかではない。ラット再生肝では、オリゴ糖転移酵素の失活が要因であ

ることが示された〈図15)。これらの結果、並びに表4の結果から再生肝での糖

タンパク質合成の低下は、ミクロソームのオリゴ糖転移酵素活性の低下による

ものであることが強く示唆された。オリゴ糖転移酵素が、糖タンパク質生合成

の調節因子の一つであることは、ニワトリ輸卵管(53)、ブタ甲状腺細胞(54)で

も、報告されている。

00 1-Pの量変化が、糖タンパク質合成を調節している、という報告がある(58、

59)。再生肝でもOol-P量は、リピド中間体合成の調節を行なっている可能性が

以下の結果から考えられた o 外因性Ool-Pの添加は、 uoP-グルコースからリピ

ド中間体へのグルコース転移を増加させ、再生肝と対照の差をなくした〈表3)。

さらに、再生肝では、ミクロソームに含まれる遊離型Ool-Pの量が、対照に比

べて低下していた(表2)。しかし、遊離型001-Pの量は、全Ool-P量のわずか10%

程度であり、また再生日干と対照の全00卜P量は、ほぼ同じであったく表2)000ト

Pは、オリゴ糖転移のもう一つの産物であるドリコールピロリン酸CDol-PP)よ

り再合成され(97)、N-グリコシル化経路で再利用されていると考えられる(98)。

再生肝では、タンパク質へのオリゴ糖転移活性の低下により 001-PP合成が低下

し、その結果Ool-Pの再合成が抑制され、遊離型00卜P量が減少していると推測

された。再生肝のミクロソーム内遊灘型001-P量の低下は、リピド中間体合成

の低下となり、さらにN-グリコシル化経路活性を低下させていると考えられる。
この仮説は、タンパク質合成の阻害の結果、タンパク質へのオリゴ糖転移が抑

制され、それに伴い遊離型00トPへの再利用が低下し、リピド中間休合成が抑

えられるという報告(99・101)とよく対応していた o

以上の結果より、再生肝では、オリゴ糖転移酵素が、強力なN-グリコシル化

経路活性の調節因子として働いていることが強く示唆された o オリゴ糖転移酵
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素の活性低下が、何によって引き起こされるのか、今のところ不明である。再

生肝で、膜の脂質組成の変化や、膜流動性の変化が認められており、これらの

変化が、膜酵素の活性に大きな影響を及ぼすことが報告されている(102、103)。

また、脂質そのものが、酵素の活性を調節している可能性も考えられる。ホス

ファチジルコリンが、甲状腺から可溶化されたオリゴ糖転移酵素を活性化する

ことが報告されている(104、105)。あるいは、オリゴ糖転移酵素タンパク質の

量そのものの減少や、オリゴ糖転移酵素のサブユニットと考えられるグリコシ

ル化部位結合タンパク質(106)と活性ユニットとの結合などの変化が起きてい

るのかもしれない。

再生肝で糖タンパク質合成能の低下していることは、肝部分切除後ガラクト

ース転移酵素(107)、シアル酸転移酵素(108、109)の活性が増加する、という報

告と一見矛盾している。しかし、これらの酵素は、糖鎖プロセシング経路のな

かでも末端の糖転移に関与している。再生肝糖タンパク質は、対照に比べ、複

合型糖鎖をもつものの割合が増加しているく61-63)。従って、再生肝では、 N-

グリコシル化経路の活性は低下しているが、糖鎖プロセシング経路の活性は、

活発化していると推察される。
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第4章 幼若ラット日干におけるN-グリコシル化経路活性の調節

第 1節緒言

再生肝でみられたN-グリコシル化経路活性の低下は、主として、オリゴ糖転

移酵素活性の低下に起因することを第3章で示した o オリゴ糖転移酵素による

ーグリコシル化経路の活性調節は、増殖期の肝細胞の特徴なのかもしれない。

出生後、ラヅト月干のDNA量は、最初の 5日間で 2倍になり、その後25日以内

に、成熟ラットのレベルへと減少することが、報告されている(110)。幼若ラ

ット肝は、再生肝と同様な増殖期の肝として、糖タンパク質生合成の調節を調

べるのに適していると考えられた。これまでに、幼若ラット肝の糖タンパク質

合成に関しては、新生仔と成熟ラットでの比較のみがなされてきた o 単離肝細

胞と[14CJグルコサミンを用いた実験で、細胞全体に取り込まれた放射活性の

量に対する、糖タンパク質に取り込まれた量の割合が、新生仔では、成熟ラッ

トの約半分であることが報告されている(111)。また、肝は、血張糖タンパク

質の主要産生器官であるが、血契糖タンパク質に含まれるヘキソサミンのタン

パク質あたりの量が、新生仔では成熟ラットの半分以下であることが報告され

ているく112)。そこで、本章では、新生仔から 5週令までの幼若ラットを用い

て、肝ミクロソームのN-グリコシル化経路活性の出生後の変化を調べるととも

に、その調節機構の解明を試みた o

第2節 N-グリコシル化経路活性の出生後の変化

最初に、 N-グリコシル化経路活性を調べるため、肝ミクロソームを用いて、

UDP_[14CJグルコースから、 N-グリコシル化経路へのグルコース転移活性を測

定した。リビド中間体、糖タンパク質へのグルコース転移活性は、いずれも出

生後増加し、 2週令で最大lこ達した〈図16)0 2週令以降、 DoI -P-グルコースへ

のグルコース転移は、一定レベルを保っていたく図16a)が、オリゴ糖りビド〈図

16b)、糖タンパク質〈図16c)への転移は減少し、 4週令で一定となった o ここ

に示した実験は、 TritonX-100の存在下で行なったが、 TritonX-I00非添加の

場合も、ほとんど図16に示したのと同様な出生後の変化を示したく結果省略〉。

外因性001-Pを、 UDP-グルコースからN-グリコシル化経路へのグルコース転移

の反応系に添加すると、リピド中間体、糖タンパク質への転移は、非添加時に

比べると確かに増加したが、出生後の変化パターンには、ほとんど影響を受け

なかった〈図16)。
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表5 肝ミクロソーム内001-p量の出生後の変化

詳細は、方法および表 2の説明文に述べた o 全Do1 -P量は、遊離型DoトP量と

結合型Ool-P量の和である o 各値は、別々に行なった 3回の実験の測定値〈肝ミ

クロソームタンパク質あたりの値〉の平均値::t:S.E.を示す。(c) 3 

T 

18ト (b)

Do 1 -P 

5週令

遊離型00トP

結合型00トP

寸T 

2 

3週令

ng/mgミクロソームタンパク質

2. 1 :t 0 .3 0 .03 ::t: 0.01 a 1. 9士0.3 2.7:t0.3 

8.2::t:1.0 

6.4::t1.5 
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8.2::t: 2.0 
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j欠に、月下ミクロソームと血禁中に存在するN-グリコシド型糖タンパク質に含
まれるヘキソサミンを定量した o どちらも、出生後2週令まで増加し、 2週令

以降ほぽ一定レベルへと減少していたく図17)。これらの結果、および[14CJグ

ルコースー糖タンパク質合成の結果〈図16けから、ラット肝のN-グリコシル化経

路の活性は、出生後増加し 2週令で最大に達した後、 4週令でほぼ一定レベル

になるまで減少していることが強く示唆された o
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全DoトP

apく0.05

図16 UOP_[14CJグルコースから、 Doトトグルコース(a)、オリゴ糖リビド (b)

糖タンパク質(c)への[14CJグルコース転移

肝ミクロソームを方法に述べたように、 00ト町長加〈・〉、非添加(0)のUOP-
[
14
CJグルコースからのグルコース転移の反応系で、 5分間イ ンキユベート後

各生成物の放射活性を測定した。縦軸は、 ミクロソームタンパク質あたりの値

で、各値は、別々に行なった 3回の実験の平均値を示す。 S.E.は、5:%以下であ
った。

一方、肝ミクロソーム内の00トPを定量したところ、 2週令で、遊i雛型DoトP

量は非常に低い値を示し、結合型00卜P量は増加していた o 全Ool-P量は新生{子

でやや低い値であったが有意とはいえず、その他の週令では、出生後大きな変

化はなかった o これらの結果から、肝ミクロソームのDo卜P量は、幼若ラット

H干のN-グリコシル化経路活性の調節には、関与しないことがポされた o また

[
14
CJグルコースーオリゴ糖リピドのオリゴ糖部分のペーパークロマトグラフィ

ーを行なったところ、どの週令においても成熟ラットのオリゴ糖〈図1l0)と同様

なクロマトグラムが得られた〈結果省略〉。従って、オリゴ糖リピドのオリゴ糖

は、糖タンパク質合成に影響を及ぼすような出生後の変化はしていないと考え

られた。
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ルコースーオリゴ糖リビドから変性α，ラクトアルブミンへの糖転移活性〈オリ

ゴ糖転移酵素の活性に相当する〉は、出生後2週令まで増加し一定レベルに達

した〈図18b)。このとき、[14CJグルコースーオリゴ糖リピドの分解は、どの週

令のラットの場合も無視できる程度であった o 十分量のオリゴ糖リピドを基質

として用いると、もはや 2週令以降の糖タンパク質合成の低下は、みられなか

った。これらの結果から、 2週令以降の[14CJグルコースー糖タンパク質合成の

減少は、[14CJグルコースーオリゴ糖リピド合成の低下に基づくものであること

が示唆された。幼若ラット肝では、オリゴ糖リピドの生合成量が、特に2週令

以降のN-グリコシル化経路活性の重要な調節因子であると考えられた。
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図17 肝ミクロソーム(a)

ヘキソサミン量

肝ミクロソームと血授から得た糠タンパク質をアルカリ分解し、 0・グリコシ

ド型糖鎖を遊離させた後、タンパク質結合ヘキソサミン量を測定した。詳細は、

方法に述べた o 縦軸は、それぞれ肝ミクロソームと血演のmgタンパク質当りの

へキソサミン量(nmol)である o 各値は、別々に行なった 3回の実験の平均値±

S.E.を示す o

血禁(b)のN-グリコシド型糖タンパク質に含まれる

図18 UDP_[14CJグルコース(a)、あるいは[14CJグルコースーオリゴ糖リビド (b)

から変性 αーラクトアルブミンへの糖転移

a、肝ミクロソームを、方法に述べたように、変性α・ラクトアルブミンを添加

したグルコース転移の反応系で、 5分間インキユベートし、 15，000xgで20分間

遠心後、上清の放射活性を測定した o

b、肝ミクロソームを、方法に述べたように、オリゴ糖転移活性の測定条件で、

10分間インキユベートし、 15，000xgで20分間遠心後、上清の放射活性を測定し

た。

縦軸は、ミクロソームタンパク質あたりの値で、各値は、別々に行なった 3回

の実験の平均値:tS.E.を示す。

POSTNATAL AGE (weeks) 

変性αーラクトアルブミンへの糖転移活性

変性αーラクトアルブミンを外因性オリゴ糖アクセプターとして添加して、

UDP_[14CJグルコースと[14CJグルコース-オリゴ糖リビドからそれへの糖転移

活性を測定した o 図16でみられた、 [14CJグルコースー糖タンパク質の合成の出

生後の変化が、内因性糖アクセプター量の変化に依存していたのであれば、十

分量のアクセプターの添加により、出生後の変化はみられなくなるか、その程

度が小さくなるはずである o 図18aに示したように、変性α-ラクトアルブミン

を添加しでも、 [14CJグルコースー糖タンパク質の合成は、出生後増加し、 2週

令で最大に達した後、 4週令で一定レベルへと低下していた。 一方、[14CJグ

¥ 

第3節
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表6 00 I -PP -N-アセチルグルコサミン合成酵素、 00トトマンノース合成酵素、

00 I -P-グルコース合成酵素の各基質糖ヌクレオチドに対するみかけ上のKm値

新生仔、 2、5週令のラット肝ミクロソームを用いて、方法に述べた各合成酵

素の活性測定法に従い、 Kml直を求めた。各Km1直は、別々に行なった 3回の実験

の平均値:tS. E.を示す o

Ool-P-Glc 

合成酵素

(UDP-Glc 

に対する〉

Km(μ門〉

Ool-P-門an

合成酵素

(GOP-ト1an

に対する〉

Ool-PP-GlcNAc 

合成酵素

(UOP-GlcNAc 

に対する〉

ラットの週令

〈週〉

幼若ラット肝では、 00トPによるN-グリコシル化経路の調節はなされていな

かったので〈第2節〉、オリゴ糖リピドの生合成は、その過程に関与する転移酵

素群の活性により、調節されていると考えられる。まず、基質が簡単に用意で

きる、 00卜PP-N-アセチルゲルコサ ミン合成酵素、 00トトマンノース合成酵剤、

00トトグルコース合成酵素の活性を測定した。図19に示すように、いずれの酵

素活性も出生後 2 週令まで増加した。 2 週令以降、 00 ト pp-~ - アセチルグルコ
サミン合成酵素の活性は、 一定レベルへと減少した〈図19a)が、 00I -P-マンノ

ース合成酵素〈図19b)、00トトグルコース合成酵素〈図19c)の活性は、そのレベ

ルを保っていた o これらの合成酵素の糖ヌクレオチドに対するKm値を新生仔

2、5週令のラット肝ミクロソームを用いて測定したところ、どのKm値も、週令

による違いは、ほとんど認められなかった〈表6)。この結果、各酵素の週令k

よる活性変化は、酵素の性質の変化によるものではないことが示された o

オリゴ糖リビド生合成の調節第4節

6.5:tO.2 

8.3:tO.3 

9.9::tO.3 

続いて、オリゴ糖リピド生合成に関与するその他の転移酵素の中で、基質の

用意のできた00トトマンノースからオリゴ糖リビドへのマンノース転移酵素群、

001 -P-グルコースからオリゴ糖リビドへのグルコース転移酵素群の活性を測定

した。 00トトマンノースから、オリゴ糖リピドへのマンノース転移活性は、

出生後増加し、 2週令で一定値に達した〈図20a)oOol-P-グルコースから、オ

リゴ糖リピドへのグルコース転移の活性は、出生後ほぼ一定レベルに保たれて

いたく図20b)。これらの結果から、 00トトマンノース合成酵素、 001-P-グルコ

ース合成酵素、及びその合成物を基質にする酵素群は、 2週令以降のオリゴ糖

リピド合成の低下には、関与していないことが示唆された。 測定した酵素の中

では、 00卜PP-N-アセチルグルコサミン合成酵素のみが、 2週令以降の活性が

減少し〈図19a)、オリゴ糖リピド合成の変化(図16b)と対応していたo
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図19 (a)Oo!-PP-N-アセチルグルコサミン合成酵素、 (b)Ool-トマンノースム

成酵素、 (c)Ool-P-グルコース合成酵素の活性

肝ミクロソームを、方法に述べたように、 UDP-[14CJN-アセチルグルコサ

ン、 GDP_[14CJマンノース、 UDP-[14CJグルコースとそれぞれインキコベート後

"C門画分"の放射活性を測定した。各合成酵素の活性を相互に比較するために、

縦軸には、 pmol/mgミクロソームタンパク質の値を示した。各値は、別々に行

なった 3回の実験の平均値::tS.E.を示す o
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図20 (a)001-P-[14C]マンノースから、オリゴ糖リピドへのマンノース転移、

(b)001-P-[14C]グルコースから、オリゴ糖リビドへのグルコース転移の活性

肝ミクロソームを、方法に述べたように、 001-P_[14C]マンノース、 00トト

[1
4CJグルコースと、それぞれインキユベート後、オリゴ糖リピドの放射活性
を測定した。縦軸は、ミクロソームあたりの値で、各値は、別々に行なった 3

回の実験の平均値:tS.E.を示す。

第5節 総括および考察

幼若ラット肝の糖タンパク質合成は、出生後増加し、 2週令で最大に達した

後低下し、 4週令で一定レベルになっていることが、 [14C]グルコース-糖タン

パク質合成〈図16c)、および肝ミクロソームの糖タンパク質に含まれるヘキソ

サミンの量〈図17a)の出生後の変化から、示された o また、以下の結果から、

肝ミクロソーム内00トP量あるいは、糖アクセプターである内因性タンパク質

量の変化は、出生後の糖タンパク質合成の変化の主要因ではないと考えられた。

00トP、変性α，ラクトアルブミンの添加は、 UOp-グルコースから糖タンパク質

へのグルコース転移の出生後の変化パターンには、影響を与えなかった〈図16c

と図18a)。むしろ、これらの添加により、 2週令から 4週令までの低下の程度

は、広がっていた。また、肝ミクロソーム内の全00トP量は、出生後、ほとん
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ど変化していなかった。さらに、オリゴ糖リビドのオリゴ糖部分も、 N-グリコ
シル化経路活性に、影響を及ぼすような変化はしていなかった o これらの結果

は、成熟ラット再生肝で得られた結果と似ていた o しかし、成熟ラット再生肝

で、 N-グリコシル化経路の調節因子の役割を果たしていると考えられたオリゴ

糖転移酵素は、幼若ラット肝では、 2週令までのN-グリコシル化経路の活性増

加には貢献しているが、 2週令以降の活性低下には関与していないことが、示

された(図18b)。

幼若ラット肝では、特に 2週令以降は、オリゴ糖リビド合成活性が、 N-グリ

コシル化経路の調節的役割を果たしていると考えられた。測定した酵素のうち、

00卜p-マンノース合成酵素(図19b)、001-p-グルコース合成酵素〈図19c)、およ

びこれらの合成物を基質にする糖転移酵素群〈図20)の活性は、 2週令以降のオ

リゴ糖リピド合成の減少には、関与していないことが示された。一方、オリゴ

糖リビド合成の最初の反応を触媒する酵素である Ool-PP-N-アセチルグルコサ

ミン合成酵素は、。。トP-マンノース合成酵素、 00トトグルコース合成酵素の活

性に比べると低い活性を示し、また、オリゴ糖リピド合成と対応した出生後の

変化を示したので、 N-グリコシル化経路の律速因子の一つである可能性が、強

く示唆された o 他の出生後の組織でも、 00トPP-N-アセチルグルコサミン合成

酵素は、オリゴ糖リビド合成の最初の酵素であり、 Ool-P-マンノース合成酵素、

001 -p-グルコース合成酵素と比較して低い活性を示すことから、十グリコシル

化経路における調節的役割が示唆されている(55、56)。幼若ラット肝では、 2

週令以降は、オリゴ糖リビドの生合成に関与する酵素群、なかでもOol-PP-N-

アセチルグルコサミン合成酵素の活性低下により、糖タンパク質合成は低下し

ていると推測された。一方、 2週令までは、 N-グリコシル化経路に関与する酵

素群全体の活性増加により、糖タンパク質合成が増加しており、特定の調節因

子は、存在していないものと考えられた o
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図21 糖鎖プロセシング酵素活性の出

生後の変化

方法に述べたように、肝ミクロソー

ムを用いて、 [14CJグルコースーオリゴ

糖〈・)、 PNP-α-グルコース(0)を基

質に用いたα-グルコシダーゼ、[14CJ

マンノース-オリゴ糖〈企)、 PNP-α ーマ

ンノース(ム〉を基質に用いた α-マン

ノシダーゼ、 N-アセチルグルコサミン

転移酵素 1(・〉の活性を測定した。縦

軸は、各酵素活性の変化を相互に比較

するため、肝g湿重量当りの活性を新

生仔を100%とした比活性である。各値
は、別々に行なった 3回の実験の平均

値を示す。 S.E.は、 10%以下であった。

(117)と、 αーマンノシダーゼII(86)の活性と考えられた o 図21に示したように、

測定したすべての酵素活性は、出生後増加し、 2週令で最大に達した後、減少

していた o α・グルコシダーゼ IとHの活性は、ほぼ同じパターンで変化して

いた o α，マンノシダーゼ Iの活性は、 1週令ですでに約2倍に上がっていた。

α-マンノシダーゼHは、 Iや、他の酵素に比べて、その活性変化は穏やかで

あった。 N-アセチルグルコサミン転移酵素 Iの活性は、測定した酵素の中では

最も顕著に 2週令で増加し、 3週令ですでに新生仔のレベルまで低下していた。

これらの結果から、肝糖タンパク質の複合型糖鎖の変化lこ対応して、糖鎖プロ

セシングの初期に関与する酵素群の活性は、変化していることが示された。
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幼若ラット肝における糖鎖プロセシング経路の調節

緒言

成熟ラット再生肝では、 N-アセチルグルコサミン転移酵素 Iの活性上昇と対
応して(60)、被合型糖鎖をもっ肝糖タンパク質の害IJ合が増加し ていた(61・63)。

方、他の増殖細胞では、逆に増殖時に高マン ノース型糖鎖の増加が報告され

ており(113・115)、綾合型糖鎖の増加は、肝細胞の増殖に特異的である可能性

が考えられた。そこで、ドHJマン ノースで標識した幼若ラッ ト肝のスライス糖

ペプチドを、コンカナバリンA(ConA)ーセフアロースカラムとエンドグリコシ
ダーゼHを用いて、糖鎖の型によって分類し、その割合の変化を調べた o その

結果、複合型糖ペプチドの比率は、出生後2週令まて増加し、その後3週令で

すでに新生仔のレベルにもどることが示された。 2週令で増加した糖ペプチド

は、複合型のなかでもConA親和性をもっ 2本分岐糖鎖をもつものであった。

そこで、新生仔、 2、5週令ラット肝の復合型糖ベプチドの分子量と、糖鎖シ

アリル化の程度について、 Bio・Gel P-6と、ノイラミニダーゼ消化と組合せた

DEAE-セルロースのカラムグラブィーによって、分析した。新生仔と 5週令の

2本分岐糖鎖については、十分に、シアリル化されているという結果が得られ

たo 2週令の 2本分岐糖鎖は、新生仔、 5週令のものに比べ、シアリル化の低

い、低分子のものが、増加していた。この結果、 2週令ラットの肝糖タンパク

質は、他の週令に比べ、シアル酸を欠いた 2本分岐の復合型機鎖が増加してい

ることが示された(結果省略〉。そこで、本章では、幼若ラット肝糖タンパク質

の糖鎖変化の酵素学的背景を調べ、糖鎖プロセシング経路の調節機構について

検討した。

第5章

第 1節

。
234  

Postnatal age (weeks) 

第3節 糖鎖シアリル化の変化とガラクトース転移酵素とシアル酸転移酵素の

活性変化

O 

2週令ラットの肝糖タンパク質は、新生仔、 5週令ラットのものに比べて、

複合型糖鎖の中でも、特にシアル酸を欠いたものが増加していることが示され

糖鎖プロセシングの初期に関与する酵素の活性を、肝ミクロソーム〈ゴルジ

体を含む〉を用いて測定した。[14CJグルコースーオリゴ糖を基質に用いた場ム

の活性は、基質のほとんどがグルコース 3残基を育するものなので、おもに α-

グルコシダーゼ Iの活性と考えられた。[14CJマンノース-オリゴ糖を基質に用

いた場合の活性は、基質が高分子の[14CJマンノースーオリゴ糖なので、 α-マ

ンノシダーゼ Iの活性と考えられた。 PNP-α ・グルコースとPNP-α ーマンノース

を基質に用いた場合の活性は、これらの基質には、 αーグルコシダーゼ 1(116) 

とα-マンノシダーゼ 1(86)は作用しないので、それぞれαーグルコシダーゼH

糖鎖プロセシングの初期に関与する酵素の活性変化第2節
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た〈第 1節〉。そこで、糖鎖シアリル化の変化について、さらに詳しく調べるた

め、肝ミクロソームと血張中に存在するN-グリコシド型糖タンパク質に合まれ
る、ガラクトースとシアル酸を定量した。表?に示したように、血殺のN-グリ

コシド型糖タンパク質に含まれるガラクトースとシアル酸の量は、どちらも出

生後から 5週令にかけて、徐々に増加し、シアル酸のガラクトースに対する比
は、約 1に保たれていた。この結果から、出生後の幼若ラットでは、血禁中，z.

存在するN-グリコシド型糖タンパク質のガラクトース残基は、常にほぼ完全仏

シアリル化されていると考えられた。肝ミクロソームに存在するN-グリコシド

型糖タンパク質に含まれるガラクトースの量は、出生後増加し、 2週令で最大

に達した後、減少した o 一方、シアル酸量は、出生後から 2週令までは、ほぼ

定で、その後増加し、 4週令で一定レベルになった。シアル酸のガラクトー

スに対する比は、出生時と 4、5週令でほぼ 1になっていたが、その他の週令

では1/2以下で、特に 2週令では、 O.17と最も低い値だった。比が 1以下とい

うことは、シアリル化されていないガラクトース残基、または、ボリラクトサ

ミン構造の存在を意味する o しかし、これまでにラット肝の糖タンパク質では、

ボリラクトサミン構造は見出されていないので、肝ミクロソームのN-グリコシ

ド型糖タンパク質のガラクトース残基のシアリル化が、出生後低下し、 2週令

で最低になった後、回復していることが示唆された。この結果は、糖鎖構造を

調べた結果から推測された糖鎖シアリル化の変化と一致していた o
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表7 肝ミクロソームと血祭のN-グリコシド型糖タンパク質に含まれるシアル

酸とガラクトース量

肝ミクロソームと血授から得た糖タンバク質から0・グリコシド型糖鎖を遊離

させた後、タンパク質に結合していたシアル酸とガラクトースを定量した。詳

細は、方法に述べた。各値は、別々に行なった 3回の実験の平均値〈肝ミクロ

ソーム、血祭の各mgタンパク質当りのnmoI ) ::t S • E.を示す。

-グリコシド型

糖鎖の由来

肝ミクロソーム

新生仔

血懇

1週令

2週令

3週令

4週令

5週令

新生イ子

1週令

2週令

3週令

4週令

5週令

シアル酸量 ガラクトース量

(a) (b) 

nmol/mgタンパク質

0.85:!: 0 . 34 0.68:!:0.22 

o . 80 ::t 0 . 16 1 .59 ::t O. 15 

0.78:!: 0 .13 4.50:!: 0 ."30 

2.05:!:0.19 4 . 18 ::t 0 . 80 

2.36:t 0.24 2.90::t O. 18 

2.27:!: 0.15 2.35:!: 0.50 

13.8::t 1.14 11. 9 :!: 3 . 38 

15. 1 ::t 0 . 4.3 14.9::t 1.42 

14.2:t 1.15 16.3::t 1.1'1 

19.3:t0.74 1 7 . O::t 1. 77 

21.3:t 0.12 20.0:t 2. 10 

21.9:t0.70 25.0:t3.55 

比

(a)/(b) 

1.25 

0.50 

0.17 

0.49 

0.81 

0.97 

1.16 

1. 01 

0.87 

1.13 

1.07 

0.88 

続いて、ガラクトース転移酵素、シアル酸転移酵素の活性を測定した。これ

らの転移醇素は、ゴルジ体に存在することが知られているので、まず肝ゴルシ

膜を調製し純度検定を行なった。コソレジ、膜の指標酵素であるガラクトース転移

酵素の比活性は、どの週令においてもホモジネートの約60倍になっていた o ガ
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ラクトース転移酵素、細胞膜の?旨標酵素である5'ーヌクレオチダーゼ(118)、ER

の指標酵素であるグルコース 6・ホスファターゼ(119)のゴルジ膜への回収率は

どの週令においてもホモジネートのそれぞれ70、1.8、0.6%程度であった o こ

れらの結果、得られた肝ゴルジ膜は、純度が高いものと考えられた o また、肝

g湿重量から得られたゴルジ膜のタンパク質量は、出生後図22に示したようん

変化した o 一方、ホモジネートの肝g湿重量あたりのタンパク質量は、出生後

ほとんど変化しなかった。これらの結果は、ラット肝実質細胞のゴルジの体積

が、 3週令から 5週令にかけて2倍になっているという電子顕微鏡で観察した

報告(120)と矛盾しない o

図23 ガラクトース転移酵素の比活性(a)、肝g湿重量当りの活性(b)

肝ゴルジ膜を、方法に述べたように、 UDP-[14CJガラクトースとインキュベ

ートし、オボムコイドに取り込まれた放射活性を測定した。

a、比活性は、 μgゴルジ膜タンパク質あたりの値を示す。

b、肝g湿重量当りの活性は、比活性(a)とゴルジ膜のタンパク質量〈図22)から

計算した。各値は、別々に行なった 3回の実験の平均値::tS.E.を示す o

5 4 3 2 O 

POSTNATAL AGE (weeks) 

O 
5 4 3 2 

...L.. ...L.. 

O 
O 図22 肝ゴルジ膜のタンパク質量

方法に従って、肝ゴルジ膜を調

製し、肝19湿重量から得られたゴ

ルジ膜のタンパク質を示した。各

値は、男IJ々 に行なった 3回の実験

の平均値:!:S.E.を示す o

「亙/11
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シアル酸転移酵素の μgコソレジ膜タンパク質あたりの活性は、出生後2週令

まではほぼ一定で、その後4週令まで増加レ一定レベルに達した(図24a)。肝g

j墨重量あたりの活性もやはり、出生後2週令まではほぼ一定で、その後増加し

ていた〈図24b)oN-グリコシル化経路と糖鎖プロセシングの初期に関与する酵

素群、およびガラクトース転移酵素の活性が、最大値を示した 2週令では、シ

アル酸転移酵素の活性は、依然として低く、 2週令以降に増加をはじめた o こ

のシアル酸転移酵素の活性増加時期の遅延が、 2週令ラットの肝糖タンパク質

糖鎖のシアリル化の低下の要因になっていると考えられた。
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ゴルジ膜の肝g湿重量あたりのタンパク質量に変化がみられたので、 i酵素活

性は、 μgゴルジ膜タンパク質あたりの比活性と、 g肝湿重量あたりの活性の両

方で示した。ガラクトース転移酵素の活性を図23に示したが、 μXゴルジ膜タ

ンパク質あたりの比活性、肝g湿重量あたりの活性どちらも出生後2週:令まで

は、増加していた。 2週令以降、比活性は減少したく図23a)が、 ijfg~.皐重量あた
りの活性は、ほほ一定レベルになった〈図23b)。
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ゴルジの肝あたりのタンパク質量の変化(図22)は、ゴルジ体に存在する酵素

の肝全体の活性変化を考えた場合に重要な意味をもっ。テレビン油により誘導

された炎症ラット肝で、ガラクトース転移酵素、シアル酸転移酵素などの活性

が2倍になっていることが報告されているが、この時酵素の比活性は、ほとん

ど増加せず、ゴルジ体の量の増加によって、肝あたりの活性は上がっていると

いう結果が示されている(121)。幼若ラット肝では、 2週令以降、ガラクトー

ス転移酵素の比活性は低下していたが、ゴルジ膜のg肝あたりのタンパク質量

が増加したので、肝あたりの活性に換算するとほぼ一定レベルになることが示

された〈図23)。しかしながら、シアル酸転移酵素は、 2週令以降に比活性が増

加したので、 g肝あたりの活性も、増加の程度は著しくはなったが、やはり 2

週令以降に増加しているという結果が得られたく図24)。

出生後のシアル酸転移酵素の活性変化パターン〈図24)は、ガラクトース転移

酵素〈図23)のそれとは、全く違っているので、同じトランスゴルジ体に存在す

る、シアル酸転移酵素とガラクトース転移酵素であるが、互いに異なった活性

調節を受けているものと推測される o コルヒチンによって、ラット肝ゴルジ膜

のシアル酸転移酵素は、ガラクトース転移酵素より、著しく阻害されることが

報告されているく122)。ゴルジ体内での微細な局在性や膜脂質環境に違いがあ

るのかもしれない。

本研究では、シアル酸転移酵素と他の糖タンパク質合成に関与する酵素群の

活性とを比較し、糖鎖シアリル化の調節について調べたが、このような報告は、

ほとんど見あたらない。オロト酸を含有する食餌を与えられたラットは、脂肪

肝が誘発されるが、この時肝ミクロソームのシアル酸転移酵素の活性は1.5倍

になるのに対し、フコース転移酵素、ガラクトース転移酵素、 N-アセチルグル

コサミン転移酵素、の活性は不変であることが報告されている(123)。しかし

ながら、糖タンパク質糖鎖シアリル化の変化は調べられていない。また、糖タ

ンパク質のシアル酸含量と、シアル酸転移酵素活性の変化を調べた報告はある

(65・67)が、他の酵素の活性や、ガラクトース含量の変化は、調べられておら

ず、シアリル化が低下しているのか、糖鎖の本数〈分岐も含めて〉が、減少して

いるのかは、明らかではない。
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図24 シアル酸転移酵素の比活性(a)、肝g~墨重量当りの活性(b)
肝ゴルジ膜を、方法lこ述べたように、 C門p_[14CJシアル酸とインキヱベート

し、アシアロトランスフエリンに取り込まれた放射活性を測定した。

a、比活性は、 μgゴルジ膜タンパク質あたりの値を示す o

b、肝g湿重量当りの活性は、比活性(a)とゴルジ膜のタンパク質量〈図22)から

計算した o 各値は、別々に行なった 3回の実験の平均値で、 S.E.は1o~t以下で

あった。

糖鎖プロセシングの初期に関与する酵素群の活性変化は、肝糖タンパク質の

複合型糖鎖の比率の変化と対応していた。なかでも、複合型への分岐点にあた

るN-アセチルグルコサミン転移酵素 Iは、顕著な増加を示しく図21)、また、複

合型糖鎖の比率の変化と最もよく似ていた。すなわち、 1、2週令で新生仔よ

り高い活性を示し、 3週令では、ほぽ新生仔と同じレベルにもどっていた。こ

れらの結果から、成熟ラット再生肝と問機に、幼若ラット肝でも、 N-アセチ空

グルコサミン転移酵素 Iは、複合型糖鎖合成の調節因子の一つであることが示

唆された o

総括および考察第4節
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第六章 結論および考察

ラットにおける肝細胞増殖期の糖タンパク質生合成の調節について、以下の

知見を得た。

1 成熟ラット再生肝および幼若ラット肝において、ミクロソーム内[)oトP量、

オリゴ糖リピドのオリゴ糖構造、糖アクセプターとなる内因性タンパク質阜、

いずれも糖タンパク質生合成の主たる調節因子ではなかった。結タンパク質生

合成の低下の主要因は、成熟ラット再生肝では、オリゴ糖転移酵素、 :2週令以

降の幼若ラット肝では、オリゴ糖リビド合成に関与する酵素群、なかでも001-

PP-N-アセチルグルコサミン合成酵素の活性低下であった。また、 2週令まで

の幼若ラット肝の糖タンパク質生合成の増加においては、特定の調節因子は存

在しなかった。

2 幼若ラット肝の糖タンパク質糖鎖の複合型の割合が、出生後増加し、 2週

令で最大に達した後、 3週令で新生仔のレベルにまで低下するという変化と、

プロセシング酵素活性、なかでもN-アセチルグルコサミン転移酵素 Iの活性は、

非常によく対応した変化を示した。また、 2週令で増加した、肝糖タンパク質

複合型糖鎖は、シアリル化が低下していた。このシアリル化の低下は、シアル

酸転移酵素の活性増加時期が、プロセシング酵素、ガラクトース転移隣素と比

較して、遅延していることが主要因であると推察された。

成熟ラット再生肝、幼若ラット肝ともに、ミクロソーム内00トP量全体の大

きな変化は、認められなかった。しかし、再生肝では、オリゴ糠転移酵素の活

性低下は、遊離型00トP量の減少となり、オリゴ糖リビド合成の低下を引き起

こし、さらに強力な調節をおこなっていることが示された o 一方、幼若ラット

肝では、 2週令で遊離00トP量の減少がみられ、この時期のオリゴ糖リピド合

成の増加は、限られた00卜P量により制限されていると推測された o

成熟ラット再生肝と同様な、オリゴ糖転移酵素の糖タンパク質合成の調節因

子としての作用が、エストロゲンによるニワトリ輸卵管(53)、チロトロビンに

よるブタ甲状腺(54)の分化誘導時に報告されている。 一方、幼若ラット肝と同

様な、 00卜PP-N-アセチルグルコサミン合成酵素を含むオリゴ糖リピド合成仏

関与する酵素群の、糖タンパク質合成の調節因子としての作用が、出生後のラ

ット脳(55)、ウサギ筋(56)でも報告されている o ただし、オリゴ糖リピド合成

による調節は、あくまでもオリゴ糖リビドの小胞体内でのブールサイズが、オ
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リゴ糖転移酵素のKm値以下である場合に有効である o この意味では、幼若ラッ

ト肝のN-グリコシル化経路においても、オリゴ糖転移酵素は、重要な酵素であ

るといえる。

幼若ラット肝糖タンパク質生合成に関与する酵素群の、多くの活性が2週令

を境とする 2相性の変化を示したのは、興味深い。この酵素群の活性変化が、

2週令でのシアル酸を欠いた復合型糖鎖の増加の主要因であることが示された。

しかし、 2週令で増加した複合型は、 2本分岐糖鎖であった。糖鎖の分岐は、

・アセチルグルコサミン転移酵素群の活性によって、調節されると考えられて

いるく52)。また、ガラクトース転移酵素、シアル酸転移酵素には、各糖の結合

の様式や、基質の構造に対応するだけの種類が存在すると考えられている。糖

鎖情造の詳細な変化についての調節を論じるには、これら酵素群の活性を別々

に測定すること、〈しかしながら現段階では容易ではない〉が、必要かと思われ

る。
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