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論 文 内 容 の 要 旨

動物細胞の原形質臓に存在する糖タンパク質,プロテオグ1)カソなどの複合糖質は,細胞と細胞あるい

は細胞と外環境因子との相互作用に関与することが示唆され,細胞表面の化学的,生物学的性質を決定す

る重要な成分と考えられている｡

著者の所属する研究室では,ラット腹水肝癌細胞 AH66,AH130およびラット正常肝, 再生肝細胞

の原形質臓に存在する糖タンパク質,プロテオグリカンの化学的性質を明らかにしてきた｡ラット腹水肝

癌細胞には,腹水中で細胞が接着して存在する島型と,遊離して存在する自由型があり,AH66,AH130

はいずれも島型に属する｡著者は AH130の亜系で,自由型である AH130FNを用い,原形質臓の糖

タンパク質,プpテオグリカンの化学的性質を,島型の腹水肝癌細胞および正常肝,再生肝細胞と比較し

た｡

AH130FN細胞より原形質臓を単離し,それをプロナーゼ消化して,糖タンパク質,プpテオダリカ

1/を糖ペプチ ド,ムコ多糖の形にした｡それらをゲル炉過,陰イオン交換クロマ トグラフィー,セルロー

スアセテートブロック電気泳動により分画した結果,糖ペプチ ドとしてはN-グリコシド型と0-グリコシ

ド型が検出された｡ 0-グリコシド塑糖ペプチ ドはラット正常肝, 再生肝細胞では検出されず,これまで

島型の腹水肝癌細胞に特徴的に兄い出されてきた｡ これにより, 0-グリコシド型糖ペプチ ドは島型だけ

でなく,自由型の腹水肝癌細胞にも存在することが明らかになった.しかし,その分子量はゲル炉過の溶

出位置より,島型細胞に比べて小さいことが示され,糖鎖がポリペプチ ド鎖に粗に結合していると推定さ

れた｡また,その化学組成はそれぞれの細胞により,少しずつ異なっていた｡

一方,ムコ多糖はコンドロイチン硫酸Aであることが,セルロースアセテート臓電気泳動,コソドpイ

チナ-ゼAC消化により示された｡島型の腹水肝癌細胞および正常肝,再生肝細胞では-バラン硫酸が存

在しており,細胞が遊離して存在する自由型細胞では,ムコ多糖が著しく異なることが示された｡

このような原形質臓のムコ多糖は,ポリペプトドと共有結合した複合体すなわちプロテオグ1)-カーソーとし
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て存在している｡原形質膜のプロテオグ1)カソほ,ムコ多糖部分からついi:は多くの研究がなされているが,

全体の性質はほとんど明らかにされていないOそこで,著者ほっぎに原形質膜のプロテオグ7)カソを単離

し,その化学的性質および構造を明らかにしたO

実験材料としては,大量の原形質膜の調製法が確立されている腹水肝癌細胞 AH66せ用いた｡･著者は

大量の原形質膜を調製し,そこからプロテオグリカンを ドデシル硫酸ナ トリウムにより可溶化した｡■一､そし

て,ゲル炉過,セチルビ1)ジニウムタロ1)ドを用いた分別沈殿により,プpテオグリカンを90%の収率で

単離した.このプロテオグリカンは糖鎖として-バラン硫酸のみから成るプロテオ-バラン硫酸であるこ

とが,アルカ1)分解物のセルp-スアセテート膜電気泳動および糖組成により示された.プロテオ-バラ

ン硫酸は10.6%のタンパク質を含み,その重要なアミノ酸は結合組織のプロテオグリカン同様,グルタミ

ン酸,アスパラギン酸,プロリン,グリシン,スレオニン,セリンであった｡

プpテオへバラン硫酸にはキシロースとガラクトースが 1:2のモル比で存在することが,マスフラグ

メントグラフィ一による中性糖の定量で明らかにされ,結合組織のプT,テオグリカン同様,ガラクトース

-ガラクトース-キシロースの連結領域が存在することが示されたO

さらに,プロテオ-バラン硫酸は 60,000-90,000の分子量分布をもち,その重量平均分子量は 71,000

であることが沈降平衡により求められた0-万, -バラン硫酸も16,000-26,000の分子量分布を有する

ことがゲル炉過により示され,重量平均分子量は沈降平衡により,21,000と決定された.-バラン硫酸の

分子量は化学組成,ゲル炉過によっても求められ,いずれも沈降平衡で得られた値とほぼ一致したOプロ

テオ-バラン硫酸のポリペプチ ド部分の平均分子量は,化学組成比より7,500と計算された｡

以上の分子量より,プロテオ-バラン硫酸は,平均して3本の-バラン硫酸鎖がポリペプチ ド鎖に結合

して成り立っていると推定された｡この分子サイズは,数種類のムコ多糖がポリペプチ ド鎖に多数結合し,

分子量が百万のオーダーに達する結合組織の細胞間質に存在するプロテオグリカンにくらべ,著しく小さ

く,しかも-パラソ硫酸のみから成る単純な構造であることが明らかになった｡

以上,著者は自由型の腹水肝癌細胞 AH130FNの原形質膜より単離した糖ペプチ ドおよび ムコ多糖

の化学的性質を明らかにした｡ また,AH66細胞の原形質膜よりプロテオグリカンを単離し, その化学

的性質および梼遠を明らかにした｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

動物細胞の原形質膜に存在する複合糖質は細胞間および細胞と外務境因子との相互作用に関与する重要

な国子であり,ムコ多糖およびその慮体であるプロテオグ1)カソもその一つである｡しかし,その存在量

が数量のためプロテオゲl)カ1/の諸性質についての研究は極めて乏しい.

本論文は腹水肝がん細胞を材料とし,その原形質膜からプロテオグリカンを単離して,その化学的性質

と構造をはじめて明らかに.Lたものである.

著者は腹水肝がん細胞 AH 66より原形質膜を相当量調製したのも,界面活性剤を用いてプロテオダリ

カソを抽出し,ゲル野過,カチオン塾界面活性剤による分別沈殿により埼-なプロテオ-バラン硫酸を調

製している｡その化学分析により,糖鎖が典型的な-バラン硫酸であること,また,ペプチ ド含量が約10
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%であることを明らかにしたol次いで,マスフラグメソトグラフィ一により連結領域がキシロース1分子,

ガラク-トース2分予より成ることを明らかにした｡この値は-バラン硫酸鎖の数平均分子量を求めるのに

も用いられているOさらに,ゲル炉過および沈降平衡法によりプpテオ-パラソ硫酸およびそのアルカ1)

分解によって得られる-バラン硫酸の分子量を求めている｡.その結果と上記の数平均分子量の値とから,

-バラン硫酸,プロテオ-バラン硫酸の分子量をそれぞれ約2万,および約7万と決定しているOその結

果,.プロテオ-バラン硫酸が分子量7,500のペプチ ド鎖に3本の-パラソ硫酸鎖が結合していると結論し

ている.この構造は結合組織マト1)ックスのプ72テオグリカンについて知られている巨大分子構造とは著

しく異なるものである｡

以上の知見は,細胞膜のプロテオダ1)カソについて初めて化学的性質,.構造を示したものであり㌢,結合

組織マトリックスとは異なるユニークな性質,構造をもつことを明らかにしたものである｡これらの成果

紘,がんのような深刻な疾病に密接な関係をもつといわれる細胞膜複合糖質の意義を理解する上で極めて

重要なものであるぷ

よって,本論文は薬学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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