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ラット肝細胞ミトコンドリアに存在する

糖タンパク質糖鎖の生化学的および免疫

化学的研究
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序 論

　動物細胞の膜系は主としてタンパク質と脂質より成るが、少量ながら複合糖質も普遍的に含むこ

とが明ちかにされている．1喰尉・存在する複合糖質としては糖〃・・煩、糊出歯びプ

ロテオグリカンが確認されて鉛り・特に・糖タンパク質は晶系の複合糖質の主成分であると書：bれ．

ているPこの膜系に存在する複合糖質の心乱の一次構造および膜に駈ける存在状態は細胞の

悪性腫瘍化、分裂周期距よび細胞の分化の度合に従って変化することが観察されている。1）

　著者の属』する研究室ではラット正常肝細胞の膜系の糖4ンパク質についての研究が行わ以原形

簸2），5）謂面および粗面小胞体膜4）・1r）および核膜5）、こ存在する糖・ン・・煩の

糖鎖の化学的および代謝的性質が明らかにされた。それによれば、・各直系に存在する糖タンパク質

の糖鎖の化学的語よび代謝的性質は二二系に特徴的である。膜系に存在する糖タンパク質の糖鎖の

生物学的役割は未だ明らかにされていないが、これらの知見はその生物学的役割．を明らかにする上

で、極めて有用な知見と考えられる。

　従って、著者は肝細胞膜系の一つであるミトロンドllアの存在する糖タンパク質の面心の化学的

艶よび残謝的諸性質を明らかにし、既に明らかにされている肝細胞の他面系に存在為る糖タンパク

質の糖鎖の諸性質と比較検討した。その結果、ミトコンドリアに存在する糖タンパク質の糖鎖の性

質はミトコンドリアに特徴的であることが明らかになった。

　次に・このミトコンド”アに存在する轄タンパク質のミトコンドリア内分布を調べるために、ミ

トコンド・”アを列膜L膜間部、内膜距よび礎質に細分画し、臨画分の糖粗成を調べ允。ミトゴンド

リアに存在する糖タンパク質の内の約60％が膜間部に存在し、残りは桝膜於よび内膜にほぼ等量

ずつ分布し・タンパク質の最も多い礎質には糖タンパク質は雁とんど存在しないことが明らかにな・

つた・翫ミト距丼リアの糖・ンバク質の睡るものはミト・ンドリア酬表面に露出して存在

することが明らかになつ允。

　吏にこれらの糖タンパク質の些合成部位を明らかにし、ミトコンドリアの形成出島の＿部を明

らかにする目的で、これらの糖タンパク質の代謝的性質を調べた。ミトコンドリア此存在する糖タ

ンパク質の大部分はミト・コン柵ア以桝の場所、おそらくはミク・ゾームで合成されてからミトコ

ンドリアに組み込まれていることが明≒かになつ尭。しかし、ミトコンドリアの内膜に存在する糖

タンパク質はミトコンドリア内で合成されている可能性が強く示唆された。

　従来・細胞間質にのみ存在すると考えられていたムコ多穂が原形賓膜57＞・58）においてその

存在が見い出さ払細胞膜成分としてのムコ多糖が注目されていみ。ミトコンドリアに距いてもム

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一．1一



コ多糖の存在を調べたところ、微量ながらB型のコンドロイチン硫酸が検出さ江このムコ多糖は・

ミトコンドリアの列表面を覆っていることが明らかになった。

細胞膜系の糖タンパク質の糖鎖の生物学的役割を明らかにするための一一つの手霞として糖鎖に特

異性をもつ抗体を細胞化学的試薬として用いることが考えられるが、一般π、糖タンパク質は主と

してベブチド部分に抗原性を有し、糖鎖に特異性をもつ抗休は調製し難いことが示されている。6）

一：方、酵母の細胞表層多糖であるマンナンに対する抗休は特定のオリゴマンノシド鎖に特異的セあ

る．とが示されてい認8）娼て諮剤ま抗。ソナソ抗体と糖。。・・須の糖鎖との交叉

反応性を調べた。その結果、抗マンナン抗休はマンノースを非還元末端にもつ種々の中性糖鎖と反

応することが明らかになった。ミトコンドリアに存在する中性糖鎖も抗マンナン抗休と反応した。

抗マンナン抗休はこれらの糖鎖を識別する右用な細胞化学的試薬になり得ることが明らかになった。

以下、これらの諸点を中心として研究結＝果を述べる。

一2一



第1章　ラット肝細胞ミトコンドリアに存在する
　　　　　糖タンパク質糖鎖の生化学的研究

　肝細胞ミトコンドUアは肝細胞膜系の内、代表的な庶系の一つであり、肝細胞の内にあって、呼

吸によるエネルギーの産生磐よびその転換と利用などの肝細胞の重要な生理機能の一端を担ってい

　る。

　薯者は既に明らかにされている他膜系の糖タンパク質の糖鎖の化学的距よび代謝的性質と比較す

るため・ミトコンドリアに存在する糖タンパク質の糖鎖の化学的襲よぴ代謝的性質を調べた。また

　ミトコンドリアに存在する糖タンパク質の役割を明らかにする目的で、これらの糖タンパク質のミ

　トコンドllア内分布を調べた。

　また、ミトコンドリアに存在する複合糖質の微量成分であるB型のコンドロイチン硫酸の存在様

式および生理的意義についても調べた。

　その結果、次の諸点が明らかになった。

　（1）ミ、トコンドリァに存在する複合糖質の主要成分は他膜系と同様、ベブチド鎖にN＿．グロコシ

　ド型結合・した糖鎖をもつ糖タンパク質である。

②ミト・ンド一品在する轡泳ク質の糖鎖はグ加サミ踏よ函ン．一スより脳中

三二とグ・・コサ…マン・一ス…ク・一抽・びシアル酸・賊る灘融醸諺虹さ撮、

各糖鎖ともミトコンドリアに特徴的である。

（3）ミトコン陶ア哺在す硯・ンバク質の多ぐ（約6・％）は膿と内膜に囲れた潮部

に存在し・残りは桝膜と内膜にほ貯等量ずつ分布し、タンパク質を最も多ぐ含む礎質には糖タンパ

ク質はほとんど存在しない。

｛4）ミトコン凹ア賄在する糖・ン・・煩の一部はミト・ンドけの嫉畝露出して磁し

ている。

（5）ミトコンド・アの櫛ンバ墳の糖鎖の代謝的傾・リミト…」アの螂分の糖・堀

煩はミト・ンドリァ脇の場所、綬らくはミ如ゾーへで合成されてからミト，ンドリアに

組み遮れていると考えられる。しかし、内膜に存在する糖〃’・ク質の一部はミ・ト。ンドllア内

で合成されることが示唆された。

（6）ミト・・ド・アのエネルギー備性の・・2＋の恥込みがルテー，。・。ドによ朔害さ

れることにより・この・・2＋の馳込み臨・多糖力・関与しているのではな励と考えられていた

力曙者の研究に・り…ン・・アのエネ・レギー依存性の・轡の恥込みには・コ多糖は貼

’していないことが明らかになった。
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　（ア）ミトコンドリアの表面にはムコ多糖がミトコンド1，アを保護するかのように、ミトコンドU

ア表面に露出して存在していることが明らかになった。しかじ、その生理的意義については不明で

ある。

　　　　　　第　↑　節　　　　肝細胞ミトコンドリアの糖組成の決定憂よび糖ベフ’チドの単離

　　　肝細胞ミトコンドリアの単離と性質

　　　　ミトコンドリアはラット正常肝細胞より基本的にはdeDu▽創らの方法9）に従い、　0、07H

　　スクロースと、0、1窟MEDTAを含む021泌マンニトール1塾HZ4－Z5）を用いて調製した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（実験の部参照）

　　　得られたミトコンドUアの二度を確認するため、ミトコンドUア、ミクロゾーム距よびリソソー

　　ムの標識酵紫であるチトクローム。酸化酵素、グルコースー6一ホスフ7ターゼ距よび酸性ボスフ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　
　　アターゼの活性を測定した。その結果をTab■e　1に示した。

Tab年e↓．　E轟zyma七ic　P，。peri七工e5。f匝t。ch。ndrユaユha。ti。n

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S。A．　　　　　　T．A．（％）　　　　　　　　　　　　Pro七eiロ（％）

Homqgena七e　　　　　　IOO　　　　　　　　O。ユ79　（1・00）　　　ユOO

HitochORdr工a　　　　工3・，l　　　　　　O．61L5　（ラ．ラO）　．　　ラ7

　　　　　Gluco6e－6－Ph。8ph飢a6e　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ac．id　Phoεphata8e

l：き婁勲み：88；王δ1：雛）呈：熱＝蓋a：22酵％）

　　β・A・雪解eci伽aCt1Vity，田．A。＝七。七al　ac亀iVity

　ミクロゾーム蟄よびりソソームの標識酵素の活性よ動、得られたミトコシ．ドリア画才に含まれる

’ミクロゾーム距よびりソソームの混入はタン」｛ク質量を基準にしてそれぞれ約2％程度と考えられ

る。メた・ミトロンドリアの標識酵素であるチトクロームC酸化酵素のミトコンドリア画分の比活

性はホモジネートに比べて5．5倍に上昇し、ま冬ホモジネートの総活性の5ア％が回収された。

　’また・電子顕微鏡による形態的観察により、他膜系の混入はほとんどみられなかっ尭。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Pho七〇．1　参照）
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Photo．：L．E＝Lec七ron　M士crograph　of　Mi七〇chondr工al

Fraction．　Hagnification，XIO，OOO

従って、これらのことより今回用いたミトコンドリアの調製法により十分純度の高いミトコンド

リアが収峯よく調製されることが明らかになった。

　ミトコンドリアの糖組成

　調製されたミトコンドリアを1％DOσ（SOdiu皿deoxy・cho■ate）｛pE　Z8に調整）に

溶解し、蒸留水に対して透析し、凍結乾燥標品を得た回この凍結乾燥標品の糖組成をTab■e2に

示した。

　　　　　　　　　　　　Table　2．carb。hydrate・。mp。・lti・・ρ正mit。ch・轟一

　　　　　　　　　　　　　dria　frOln　radiver，　Vah崖es　are　expressed　aS　Flnoles

　　　　　　　　　　　　　pcr　g　P【’otein。

Fロcose

Galac亡ose

Gluco5e

．MannO5ε

Ribose

Glu¢osami鳳e

Galacto5amine

Sia罰。　acid

’　0．4

　8，0

　21．8

　14．5

　12．5

　　8，5

　　2．2

　4．1
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　糖タンパク賃の一般的な構成糖であるガラクトース、マンノース、グルコサミン、ガラクトサミ

ン許よびシアル酸が主要な糖成分として検出された。グルコースが最も高い値を示したが、これは

のちに述べるように、糖ベブチド画分にはほとんど検出されず、糖タンパク質の成分とは考えられ

ず、ミトコント刃アを調製する際に用いたスクロース中に混入するデキストランに由来丁るものと

考えられる。ミト・ンドリアのタン’・ク質当りの糖含量は原形質膜2）やミ夘ゾーム膜4♪

　　　　　　　　　　　　　5）　　　　　　　　　　　　　　とほぽ同じ糖含鼠を示した。の1／2～1／5程度で、核膜

　糖ベブチドの単離と分画

　ミトコンドリア凍結乾燥凛品より脂質を．除去するため、先ず、クロロホルムー山子ノール（2：

1）で3回抽出を行ない、さらにアセトンで2回処理した。得られた脂質抽出液には全グルコサミ

ン艶よびかラクトサミンのそれぞれ1％…臣よび5％しか回収されず、ミトコンドリアには従来から

詣摘されているように糖脂質はほとんど存在しないと考えられる。58）

　次に、この脱脂ミトコンドリア画分をプロナーゼで57℃、72時間徹底的に消化を行なった。

消化後、遠心して不溶性画分と可溶性画分とに分離した。不溶性画分へのグルコサミン距よぴガラ

クトサミンの回収墨はそれぞれ5．4％肇よび軌7％で大部分の楯は可溶性画分に回収された。次に

このプロナーゼ消化可溶性画分を濃縮後、セファデックヌ旺一25で分画した（Fig．1）。
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褒フラクションについてオルシノールー硫酸法によb中性糖、レゾルシノールー塩酸法によhシ

ァ〃酸の含量を測定した。中性糖のパターンより少なぐとも5つのピーク（OL－50－1、α一50一皿

艶よび（｝一50一皿）に分けられる。その内、e－50－1とα一50一皿のみにシアル酸が検出された。

G－50－1はセファデックスα』50　を素通り写ることからかなりの高分子から成る画分と考えら

れる。このα一50－1にはプロナーゼ可溶性画分のガラクトサミン｝よびグルコサミンのそれぞれ

100％澄よび1乙％が回収される。このe－50－1にはのちに述べるように、B型のコンドロイ

チン硫酸とシアル酸を含むムチン果糖ベブチドが存在することが明らかにされた。O－50一皿はシ

アル酸を含む酸性糖鎖より成り、さ一50一皿はシアル酸を含まない中性糖鎖より成ると考えられる。

これらの2つのタイプ（酸性｝よび中性）の糖鎖はラット肝細胞ミクロゾーム膜に…臣いても旧い出

されているが、セファデックスO－50に距ける溶出位置はミクロゾーム膜の場合とはかなり異なっ

ている。プロナーゼ消化可溶性画分のグルコサミンの87％を含む圭要な糖ベブチド画分である

G－50・一Hとα一50一皿を合わせ、DEAE一セファデックスA－25のクロマトグラフィを行って

より適確に糖ベブチドを分画したd
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　Fig．5に示したように、シアル酸を含まない中性糖ベフ’チドは素通りし、シア、ル酸を含む酸性

ペプチドは緩衡液の濃度を高めることにより溶出されてきた。それぞれのピークをプールし、それ

ぞれを巳：P・一1、αP一皿、α：P一皿、σ：P一W：許よびαP－Vとした。単純ベブチドを除ぐためそれぞれ

の四分を加w駆50×8〔H＋）に通した。単離されたそれぞれの糖ベブチ晒分をろ紙電気泳動

（ビリジン：酢酸：水＝1＝10＝89、：pE　56、40V／c皿、2時間）で純度を調べたところ

いずれの画分も不均一性を示した。しかし、それぞれの糖ベブチド画分の泳動度はDEAE一セファ

デックスA－25の溶出パターンとよぐ対応した。GP一工からは陰極側に3．5㎝および2．0㎝の

泳動度を示す2つのスポットが得られた。これらの泳動度は中性のアミノ酸とほぼ同程度であった。

σP一皿、σP－Wおよび3：P－Vは陽極側に泳動する長いスポットを示し、それぞれの中心の位置は、

14．2c皿、52㎝および6．5cmであった。この条件下ではアスパラギン酸の泳動度は8．7㎝であ

った。また、α歪一皿からは陽極側と陰極側の両方に泳動するスポットが得られた。

　単離された糖ペプチドの糖およびアミノ酸組成

それぞれの糖ペプチドの糖とアミノ酸組成をTabエe3に示した。

Table　3．　Ami…cid・・d…b。hyd・・t・・。認め・iti。・・。f　gly・叩・ptid・・1・。1・t・d　fmm　mlt。・h。・d・i・・f・aし

　1iver．　Valu6s　are　oxpτes5¢d　as皿01es　per　mole　of　a呂partic　acid．　Molar　dist曲ution　values　are¢xpres5εd

　。、m。1・・山。。nt・g・・。f　t。ta191yぐ・脚tid・・，・・s・ming　th・しeach　g1yc・P叩tid・…t・i・5。・・m。！・・f　a・part！。

　acid　peヒmolc．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

GP－1 GP－II GP－111　・ GP－IV GP・V

A5partic　acid

Tll祀onine

Serinじ

G呈uにamic　 acid

Proline

Glvcine

Alan｛肥

1．00

0．30

0．38　・

0．16

0．44

0．23

0．13

1，00

0．40　　・

0．54

0，50

0．34　．

o．33

0．15

1．OO

O．β5

0．61

0．66

1．36　　　・

0．54

0，53

1．00

0．68

0，48

1．14

0，75

0．4Z

O．33

1．00

0．57

0，49

1．46

0，97

0．64’

0、38

GbCO5alnine

AIanno5e

Galacto50

GIロco5e

f’o凹cose

Sia且ic　aeid

Molar　di戴ribuLionσの

1．65

3．16

0，92

G，18

0．03

24，4

ユ．go

3．81．

O．68

0，58

0．23

0．45

7．6

2，28

1．56

0，66

0．12

0，17

1，23

15，6

　　　2，13

　　　1，45

　　　1，06

　　　0，10

．國’@　0，12

　　　1．59

　　15、6

・O，61

　0．50

　0．36

　0，11

　0．05

　0，54

36．8　．
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いずれの糖ペプチドにおいても主要なアミノ酸はアスバラギぞ酸であ・⊃た。このことは糖鎖はア

スパルチルグリコシラミン結合を介してアスパラギン酸に結合していることを示している。従づ．て

それぞれの糖ベブチドの糖およびアミノ酸組成はアスパラギン酸1モルに対する各成分のモル比に．

よって表：わし党。αP－1はシアル酸を含まない中性糖ペプチドで・アスパラギぞ酸1モルに対して

グルコサミy1．65モルおよびマンノース5．16モル含んでいる。αP－1は不均一ではあるが、こ

れらの値より、多くの糖タンパク質に見い出される糖鎖と同じように、2つのグルコサミンを自ア

髄鵬ち、その1つがアス’・ラギン酸に齢していると考えられている．56，そして、マン

ノ＿ス1まコァ構造の郵部に存在していると考えられる。騒）しかし、ミクロゾーム膜より得られ

る中性糖ベブチドがアスパラギン酸1モルに対し、5モルのマンノ・一スを含むのに対し、αP－1は

マンノース含量が低い。このことはαPL－1はミクロゾーム膜より得られる中性槍ペプチドのセファ

　　　　　　　　　　　　4、　　　　　　　　　　　　　．より少し遅れていることとよく一致する。G：P－Hはアスパラギンデックスα一50の溶出位置

酸1モル当り約半モルのシアル酸を含む。このことからGP－Hの約半弓が中性糖ペプチドと考えら

れる。中性塘ベブチドが⊃EAE一掌ファデックスに吸着するのは酸性アミノ酸（グルタミン酸）の

ためと恩われる。研：P一皿～lvは酸性糖べ7’チドで、その組成は多様である。α：P一皿～】Vは1モルの

アスパラギン酸に対して約2モルのグルコサミyをもち、カラムからの溶出順に従い、シアル酸の

含量が増大している。3P－Vにおいてはアスパラギン酸当りの糖含量はほかの糖ペプチドに比べて

かなり低い。このことからσP－Vの糖鎖は他の糖ペプチドの糖鎖に比べてかなり低分子であろうと

考えられる。

　ζれらの酸性糖べ才チドの化学組成をラット肝細胞の粗面および滑面ミクロゾーム膜より得られ

る酸性糖ペプチドの化学組成4）と比較すると、ミトコンドリアの糖ペプチドの糖鎖はミクロゾ

ーム膜のそれに比べて小さいことが分った。たとえば、σ：P一皿と同じ濃度でDEAE一セフアデック

スムー25より溶出される粗面ミクロゾーム膜の酸性糖ベブチドの糖組成はアスパラギン酸1モルに

対し、グ〃コサミ＝！、マンノース、ガラクトース、およびシアル酸はそれぞれ238、『82．64、tla

および1．24モルである。特に、ガラクトースおよびマンノース含量の差異は明らかである。同様

に、滑面ミクロゾーム膜より得られるOP一皿に相当する糖ベブチドの三三もミトコンドリアのαP

一皿の糖鎖に比べて大きいことが示されている。

　ミトコンドリアの糖タンパク口中に含まれる糖鎖のモル分布をそれぞれの糖ペプチド画分に含ま

れるアスパラギン酸の量を基準にして求め、Tab■e　5にその値を示した。中性糖ベブチド〔αP

－1とe：P一皿の約半量）は全糖ペプチドの約30％を占めた。この値は滑面（10％）および粗面

（60％）ミクロゾーム膜のの中間的な値である。

ノ
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　　　第　2　節　　　　肝細胞ミドコンドリアの糖タンパク質糖鎖のミトコンドリア内分布

　ミトコンドリアの細分画とその性質

　ラット肝細胞より調製されたミトコンドリアを基本的にはSchnai七皿anらの方法10〕と、

HOPPθユらの方法11）を組み合せた方法によリジギトニン処理によって外膜、膜間鼠内膜お

よび礎質の各画分に分画した。（実験の部参照）

　得られた各画分の純度を調べるために、列旗、内膜および礎質のそれぞれの標識酵素であるキヌ

レニンー5一モノオキシゲナーゼ、チトクロームG酸化酵素およびリンゴ酸デヒドログナーゼの活

性を測定した。

各画分におけるタンパク質と標識酵素の活性の分布をTab■e4に．示した。

　　　　　　　　　　　　　Tabユe　4，

Prot¢in，　cyまocllromcωddasE，　m日la亡。　d¢hydfo菖ena5c　and　kynurenin¢・3・mono・

　　　　oxy召ems¢of　mhoεhondll旦1　sub丘action5症om　mt　liΨe「

Flaαioη PfO亘¢in

．　（％｝

Cytochfome
oxidase

U寧1mg　　（％）

Plolem

Malate　KyロUronine－3・mono・

d¢hydro．　oxy彦ena30

gemsε

Ulmg　｛％）　孤Ulm8（％｝
prot¢1n　　　　　　protOln

Who1¢m三to一

にhondrja　　　　　　100　　　　　0．96

0ん1　　　　　　　　　　　6．9　　　1冒25

1匹｛S　　　　　　　　　　22．1　　　0．05

1M　　　　　　　　　　　32．6　　　2．45

MAT　　　　　　　38．4　　0．19

100　　　L41
　9．0　　0，77

　1．0　　0．56

82・与　0・62

　7．5　　2．63

100　　　2．7

　3．0　　2LO

12．4　　0．5

14．5　　　L3

70．0　　ユ，后

100

54．7

　4．9

17．4

22．9

掌0！1已岨il・f　a。1ivity　is　tL。・m。unt・f・叫m。　whi・h　wi1！catalyze　t11。・han8c・f。n。

4molo　of　5ロbstmtc　p町mln．

　これらの値は他の研究者らによって示されている値とよく一致した。1D）711，’29）　従って

これらの結果よ塑本研究に使用するには十分純度の高い各画分が得られたものとして以下の実験に

用いた。

　ミトコンドリアおよびミトコンドリア細画分の糖組成

　ミトコンドリアおよびミトコンドリア細画分をt％リンタン：グステン酸を含む5％トリクロロ酢

酸中でタンパク質を沈澱させ、運心して沈澱を得た。さらに、その沈澱を乙回、1％リンタングス

テン酸を含む5％トリクロロ酢酸溶液で洗浄したのち、エタノールで5回、4直ロホルム：メタノ

ール＝2＝1（V／V）で5回、アセトンで2回抽出を行なって脂質を除いた。得られた三品を真空．

デシケーター申でP205とNaOH上で乾燥した。
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各画分の糖組成をTaわユθ5に示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　5，　　　　　　　　　　噸

　　　　　　　　　　　　　　C自rbollydl旦to　composition50『miしobho“dli鼠a皿d鋤b旧iloohondliロI　rrμclions

Fτactio11 GIUCO£aminC G謡acto8amino Sialic　I1cid M“携no50 G越聖aC巴OSC

Who16　milo－

oho謡d【ia

OM
IMS
IM
MAT

ヨ．66零（100　｝哺‘＊

9．22　（　17．o）

10．5　　｛　6592〕

1欄69　　｛　13．0）

0．42　　（　　4．8｝

　　ロ0．68（100　）

2．28（　23．4）

L32（5〔｝．3）

0。5∫（2ヨ．5）

0．04（　2，呂）

L49（皇00　｝．

4．40〔　22．7｝

3．40｛　57．0）

0．80（17．1）

0．08（　3．2｝

4．35｛100　　）

9．16〔15。1｝

12．7　（69．6）

L88｛　ユ2．8）

0．25〔　2，5〕

1．71（100　）

3．80（17．3）

4ユ3（　6＝L1）

0．88（　16．8）

0．10｛　2．8）

，＊@Fmole519　P∫o止einI

宇零％di5tlibution
Fuooso Glucose

α45（100　）　　　　　　L31（100　）

O．BO（13・5）　．　　10．呂　（43．8｝

1．20（　68．8）　　　　　　3・28（44．6）

O．22（．15｝3）　　　　　　0．40（　 677）

0．0孕（　　2．4）　　　　　　　O．19（　　4．8）

未分画ミトコンド’ 潟Aのタンパク質重量当りの糖含量の値はTab■e　2に示した値よりかなり低

ぐなっている。この差は化学分析に用いる前のミトコンドリアの前処理の差に由来するものと考え

られる。すなわち、田abユe2の実験では分析する前にミトコンドリアを⊃OCで可溶化後・蒸留

旅対して徹底的に透析を行な』拝み糖タン’・須醐自粛的低分子の〃・・須力・除かれ

たのに反し、Tab■e　5の実験ではミトコンドリアをリンタングステン酸を含むトリクロロ酢酸で

処理したためすぺてのタンパク質が沈澱に得られたものと思われる。

　いずれの画分にもかな塾の量のグルコースが検出されるが、これは先にも述べたように糖タンパ

ク貿以桝のものに由来するものと考えられる。しかし、Tabユe　5の実験ではトリクロロ酢酸処理．

したためスクロース由来のデキストラ’ンはかなり除か江その結果Taわユθ2に比べてグルコース

含量はかなり低くなっている。注た、後に述べるように、ガラクトサミンの一部はムコ多糖に由来

するものと考えられる。上記の2つの糖以餌のものはすべて糖タンパク質の成分であり・その多く

は随一グリコシド型結合をした糖鎖に由来するものと考えられる。

　Tab■e　5が示すように椙膜、膜間部および内膜の各画分はほとんど同じ割合でマンノース、グ

ルコサミン、フコース、ガラクトース、シアル酸およびガラクトサミンを含む。従って・このこと

よリミトコンドリアの各画分は共に類似した糖組成をもつ糖タンパク質を含むと考えられ、糖組成

の分布からは各画分がそれぞれ特徴的な糖鎖をもつことを示すデータは得られなかった。
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　膜問部はいずれの糖についても最高の含量を示し、全ミトコンドリアの約60％の糖を含んでい

る。桝膜および内膜は同じような糖の分布を示しているが、タンパク賃重量当りの糖含量は列膜の

方が内膜より5倍高い値を示している。タンパク質量の最も多い礎質はほとんど糖を含まず、糖タ

ンパク質は存在しないと考えられる。

　レクチンによるミトコンドリアの凝集

砂．．・須物。ンル峨基に犠的と訪れて晩・・カナ刈・・50）およびガラク

トス前幅異的と言われているR・，i。。。C。…n…　、9ユ・・・…51）を用いて

ミトコンドリアの凝集を調べた。その結果をTaPユe6に示した。

　　田ab：Le　6．A呂9ユutina七ion　of　Mit；ochondria　by　Concaτ1avaliE　A

　　and　Ricinus　co田皿uロi宕　agglu七iniロ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ag呂lu七ina七io瓜　of　mi七〇chondユ：’ia
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　at　ser⊥al　diユ．utions　of　ag9；1utirLゴ・n

　　　　　　　　　　　me。i㎜　　　　　　1’2　．4　8

ConOa口ava＝Lin　ム

Rici且US　CO皿mu一
旦主墨　ag＆1u七ユnin

O．28凹しactose
lα血M　　HEPES（PE7．5）

O・28M　Sロcro5e
lOmH　　HEPES（pH7．5）

O．28｝I　Lacto5e
10m」M【　HEPES（PH7。5）

O．28N　Suc工。呂e
ユ0】コ廻　　1工EIPE匿3（工〕H7・ラ）

餌　　弓　　＋2　＋1

＋へ　　　・卜3　　　＋2　　　＋1

S七・r・i…一trat’…f・・9ユU七’n’n8・ �OV農A：圭：二二
　Co且ce且tratioロ　of皿i七〇chondria＝5．5田g　protein／mエ

　コンカナバリンAおよびRicinu日　co皿皿uロi8　ag呂■u七illinは…共にミトコンドリアを

強ぐ凝集し、それぞれの阻害剤｛スクロースおよびラクトース）の存在下ではほとんど凝集しなか

った。従って、こめ凝集はミトコンドリアの表面に存在する糖残基によるものと考えられる。’

　ミトコンドリアに存在する旺とんどすべての糖鎖が糖タンパク質に由来すうものであることが示さ

1れていることより、マンノース残基およびガラクトース残基を含む糖タンパク質のあるものはミト

コンドリアの射表面に露出していると考えられる。一方Tabユe　6には示さなかったが、ジギトニ

ン処理をして外膜を取り除いたミトコンドリアは未処理のミトコンドリアに比べて、Ricin皿日

℃ommuni昼ag9ユu七i且i且では凝集性が増大したが・コンカナバリンAではほとんど凝集し

なかった。

　列膜および内膜の糖組成がほとんど変らないことから、外膜および内膜には同じような糖鎖が存

在していると考えられたが、こg＝＝つのレクチンによる凝集性の差より、外膜および内膜の列表面

に露出している穗鎖の性質あるいは分布はかなり異なっているものと考えられる。
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　　　第　5　節　　　　肝細胞ミトコンドリアの糖タンパク質糖鎖の代謝

　　ミトコンドリナの糖タンパク質直鎖の代謝

　　5匹のラットを一群とし、一匹当り5μGiのグルコサミン・司一重40、塩酸’塩臼ユ7皿σi／血

　彊。ユe）をラットの腹腔内に一一与した。一一定時間後に、軽ぐエーテル麻酔した状態で頸動脈および

　頸静脈より放罪したのち、肝臓をin　BituでaO7Mスクロ．一スとα1皿ME⊃TAを含む021

　Mマンニトーール溶液（P暮7．4－Z5）でかん流後、肝臓を摘出した。得られた肝臓より常法に

　従いミトコンドリアおよびミクロソームを調製した（実験の部参照）c．得られた各四分を10％ト

　リクロロ酢酸で沈澱させ、沈澱物を更に5回、10％トリクロロ酢酸で洗浄した。沈澱物を更にエ

　タノールで1回、クロロホルム＝メタノール＝2ま1でi回、アセトyで1回抽出を行ない、各画

　分のタンパク質画分を得た。

　　グルコサミンはin　vivoにおいては糖タンパク質の糖鎖のシアル酸およびヘキソサミンに敢

り量れることが知られている。5ハ従って、それぞれのタン’・須醗よリシアル酸およびヘ

　キソサミン画分を分離し、それぞれの比活性を測定した（実験の部参照）。その結果をFig．4に．

　示した。

　　　　SiGlic　Acid　　　　　　　　　　　　　　　　Hexosαmin8

1D，1げ宅、pm、μm。！e　　　1。ハ

O．B

Q6

04

O。2

　ノ’＼覧

’　　＼
　コ　　　　　　　　　　　　ロ

，　　　b・・．．

1　　　　　　－㌧噛・㍉㍉．。

1．！で』一一一
1／

OB

O，6

o、4

o．2

1、　　　・一一
1　　、

1　　、
l　　　l
l　　　、
1　　　㌦
1　　　　亀・へ

1　　　　　㌔匂
　　　　　　　　もム1　　　　　　　　㌔覧
　　　　　　　　　　　サら1　　　　　　　　　　　　、㌦
1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・」o

Microsomes

M靴ochondriロ

　0・5　15　　　3」0　　　　　　　　　70　　　　　　　　　　0L5　1．5　　5．O　　　　．　　　　7；O

　　　　　　　hr　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　hr　・’　　　　　　　　　　　＿．

豊1蔓論i一口鷲。齢呈書潔一9｝u躍畿詰二呈畿。

Nicr。6。maユGl澱。pr。七eins　．．．　　　’　　：
　　　　　　　　　　　　　　　　　（坤Cil　wa・administ・r・dユn七「a一．．D．Gユu，。。amin。．1」l14C

踏懇蟄一直h，二離蟹国司甑’獣
i豆砒cated　time5，aad　mi七・ch。ndr↓a　and瓢icr。r。meB

were　prepared　from　Uvθr・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一15一



ッ7'L･薗およびヘキソサ ミンは共にミクロゾームでは控腔 1時間以内にすみやかに標識盲れるの

把対 し､ ミトコン ド.)7てはかなりゆっくりと標識 享れてtJlることが舟るo前述の実験結果 よb､

Iトコン ｢.)了に存在するシ7 ル酸および-ヰ ソサ ミンのほ とん どすべては糖 タンパク質に由来す

るものであることが明 らかであるか ら､ この取 り込みの速匿は糖 タン-'クJfBiの糖鎖-のg ルコサ ミ

ンの取 り込み速度 を示 していると考え られる.

ミトコン ド])了の取 り込みの速匿は原形質膜の剛 込みの速度 5)と馴 晋類 似 していたo この

ことよD､ ミトコン ド.)了に存在する大部分の糖 ?ン-てク掛 まミトコン ド.)了以列の場所､おそ ら

くはミクロゾームで合成されてか らミトコン rl)了に組み込まれていると考え られ るo

ミトコン ド1)了の紳画分の糖 9ン-てク質糖鎖の代謝

ミトコン ド1)7の列膜､腰間部および内膜のそれぞれに存在する糖 タンパク質のシ7ル較およU･'

-ヰ ソサモン画分へのグルコサ ミン- 1114Cの取 申込みを調べたO実験条件はミトコン ドリ了の

場合 と同様である｡その漬菜をFig.5陀示 したD

SiqlicA亡id
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F19」．エn・。rp・ra七i。n。f　DrGユu・。白amine－1一臨C　in七。

Hexo8am工ne　and　Sia＝Lic　Acid　6f　｛3ubm土七〇chond：ria＝L
GIycoprotein8　　　　　　　　．　　　　　　．　　　　　　．　　　÷・

D－G・u・・sa狙ine一画（5　FCi）幡a血ini島七・r・d

ぎ塗t躍翻鑑毒Σ、虫。懇h「藍モ織e叢i呈呈酷コΣ躍。亨．

工ndica’bed　times，and　歪ヨubmitochond：【・ia：L　frac七10n8

were　prepared　from　liver　mitochond：ria．

　外膜および膜間部の糖タンパク質のシアル酸およびヘキソサミン画分へのグルコサミンの取り込

みの速度はミトコンドリア全体の場合と類似しているが、内膜の糖タンパク質は外膜および膜間部

に比べて取り込み速度は速ぐ、ミクロゾームの場合とほぼ同じ速度であった。また、比活性も内膜

の場合は鼻膜および膜間部に比べてかなり低くなっており、内膜の糖タンパク質の生合成部位は外

膜および膜間部に糖タンパク質の生合成部位とは異なっていることを示している。

従って、．ミトコンドリアの糖タンパク質の：大部分を占める膜間部および列膜の糖タンパク質はミ

トコンドリア以列の場所、おそらくはミクロゾームで合成されてからミトコンドリアに組み込まれ

ていると考えられるが、内膜に存在する糖タンパク質の少なくとも一部は内膜あるいはその近傍で

合成されていると考えられる。

　　　第　4　節　　　　ミトコンドリブのエネルギー依存性のOa2十の取り込みに対する

　　　　　　　　　　　　コンドロィチナーゼABGの：影響

　ラット肝細胞ミトコンドリアの複合糖質の主たる存在形態は前述のごとく、聾一グリコシド型結

合をした櫓鎖をもつ糖タンパク質である。このN一グリコシド型結合した糖鎖はプロナーゼ消化に

よリセブ丁デックスα一50のゲル内に入る糖ペプチド画分に回収されるが、プロナーゼ消化物中の

ガラクトサミンの100％およびグルコサミンの15％はセヲ7デックスσ一50を素通りする画分．

に回収された。このセファデックスσ一．50を素通りする画分に含まれる複合糖質の性質は藤本ら55）

によって明らかにされている。す．なわち、グルコサミン、ガラクトサミン、ガラクトースおよ．びシア

ル酸より成るO一グリコシド型糖鎖とウロン酸、ガラクトサミンおよび硫酸より成るムコ多糖が存

在することが明らかにされてらる。このムコ多糖は化学組成電気泳動法および酵素消化法により

B型のコンドロイチン硫酸のムコ多糖と同定された。

　ミトコンドリアの一つの重要な生理機能であるエネルギー依存性のCa2十の取り込みはルテニウ

・．

E。蹴より完全に鵬さ褐。とが知られている．4bこのルテニウ・レ。ド‘ま・・多

糖などの酸性多糖類に特異的に結合すると言われていることから・ムコ多糖などの酸性多糖類がエ
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ネルギー依存性のOa2＋の取．り込み関辱していると推論されモいる。41♪’従って、著者はミトコ

ンドリアに存在するこのB型のコンドロイチン硫酸の生理的意義を明らかにする目的で、このムコ

多糖のエネルギー依存性のσa2十の取り込みとの関係を検討した。

　ミトコンドリアのB型のコンドロイチン硫酸はコンドロイチナーゼABCよって分解することが

知られ魚る，55 j・て諮者は…別ア・・…イチナーゼAB・下して、エネ

ルギー依存性のσa2十の取り込みの変化を調べた。

　エネルギー依存性のGa2＋の取り込みはミトコンドリアの呼吸の可逆的増大と共役している評）

従って、著者は反応溶液中の酸素消費丑を測定することによりエネルギー依存性のGa2十の取り込

みを調べた。

O．8

0。5

罫m・1・。2CQnεumed

一・脚・・Ca2＋

CO】臨t工・Oユ．　M7　－

↓

↓

　　　　　　　　　2＋
1｝1mole　Ca

CHa8e　ABC　t：rea七e
、　　　　　　｝復丁

　　　　　　　　　↓

↓

　　　　　　　　　　　　　　　2　　　　耳　　　　6　　　　8　　　　10
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．mip

F19．6．　　　　　　Effect　of　C｝匙。ロdroi’しina＄e　ABC　on　the　Mi七〇chond：p＝Laユ
Uptake　o　f　Ca2＋

阻t。bh。血dria（5　m帥r。t・i・）and　C且a・e　ABC（l　unit）w・rg．
エncu「bated　for　：L5．『m：Ln　a七250。C　i箆　0。2　n1：L　of　a　mediuln　composed

of　C・2ユ　｝復囮aロnitol，　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．07　Msuc：rose　and　2　mM・HEPFS，：pH：8．O。

Afeむr　incuba七ユon，　thθ　mitochondrial　resPlration　was　nleasu：red
po：Larograph：tcal二Ly．　　』　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　嘘
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　Fig．6は未処理のミトコンドリアおよびコンドロイ子ナ．一刀ABO処理したミトコンドリアの

エネルギー依存性のOa2十の取り込みを比較したものである。　Fig．6より明らかなように、Ca2十

を加えるとミトコンドリアの呼吸の増大が見られ・エネルギー依存性のOa2十の取り込みが起って

いることが分る。しかし、コンドロィ手ナーゼABO処理したミトコンドリアでもほぼ同様な呼吸

の増大が見られ、この処理はエネルギー依存性のCa2十の取り込みには影響を一与えないことが明ら

かになった。

　エネルギー依存性のGa2十の取珍込みは内膜上で行なわれ、さらに、外膜は高分子物質の透過に

抵抗性を有する紛ことから、・ンド財チナーゼABCが内測、に存在するエネルギ＿依存性

のGa2十の肖り込み部位に倒達できなかった可能性がある。従って、二者はジギトユン処理をして

外膜を除去したミトコンドリアについてもFig．6と同様にコンドロィチナーゼABCの影尋を調

G．8

o．5

即1。1・02・。n・um・d べた。その結果をFig．7に示した。

　　　　　　　　　2＋

1μ。1eCa
　　　　　　　　　　↓

con七rol
ON－free　MI
　　　　　↓

　　　　　　　　　2＋

1即。le　Ca

CHase　ABC　七reate
　OM－free　】1｛T

　　　　　　　　　　　↓

↓

　　　　　㌦　　2　　へ　　6　　8　　10
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　min

臨。Z認：謡．1豊：翻蓋’書襟Bgf嚇h6。u七e「

Outer　membrane剛free　mi七〇chondria（：prepared　：f：roη17
聖εu懸・毒麟譜b鮭13c鑑d差la盆旧盆nd直9ヨ量8曾cA皇藍（

0，2凪。f　a　m。diu瓢。・mp。・ed。f　O・21伽ann1七。1・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，pH　8・0・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Af七e：rO．07　M　suc：rose　and　2　血M　HEPES
i・cubati。n，七h・。ut・r　membrane－free瞬t。・h。凋riaユ
resp⊥rati。n　was皿easured　p。lar。琶raphically・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一17一



列膜を除去 したミトコンド1)了で もCa2+を加えると呼吸_p増大が見 られ ジギ ト-ン処理をし

てもミトコンド.)了のエネルギ-依存性のCa2十の取 り込み能力は保たれていることが舟るo Lか

L̂ 外膜を除去 したミトコント.)了をコソドロイナーゼABC処理 してもほ とんどエネル幸一依存

性のOa2十の取 り込みには影響を及ぼさなかったO

第 5 部 ミトコンド1)了の卯膜酵素の ト1)ブシン感受性に対するコン ド

ロイチナーゼAIBCの影響

ロテノン-非感受性 NADtI-チ トクロ-ムC還元酵素 (以列､チ Tlクロームロ還元酵素と略す｡)

とモノ7ミン酎 ヒ酵素はミトコン rl)了の列膜に局在 してVlることが明らかにされている｡10)

しかし､ この二つの酵素はト1)7-シン忙対 して異なった感受性を示すことにより､列膜における有

毒様式が異なってVlると考えられる044)チ ク Iロ ー ムロ還元辞素はミトコン rl)7忙トけ シ

ンを作用させることによって容易に失活するが､モノ7ミン酸化酵素は ト1)7-シソによってはほ と

んど失活 しなVl｡

ミトコンrt)了に存在するB型のコンドロイチン硫酸が ミトコン ドt)了の列膜の列表面に存在す

るな らば､ ミトコンド1)了にコンドロイチナーゼABCを作用させ､表面に存在するムコ多糖を除

去すれば､列膜酵素の トリプ リン感受性は影響を受けると考え られる｡従って､著者はこれ らの 2

つの外膜酵乗の トリ7-シソ感受性に対するコンドロイチナ-ゼA二Bcの影響を調べることによって

苫塾のコン ドロイチン硫酸の ミトコン ド1)7内の局在性について検討 したD

その結果 をFig.日に示 したD
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Fig.8, Effeet of Chondroitinase ABC or AC on the
Tryptic Se4sitivity of the Outer Membrane Enzymes
Mitochondria(2 mg protein) and CHase ABC or AC
(O.2 unit) were incubated for 20 min. at 25eC in
O･4 ml of a medium composed of O.21 M mannitol, O.'07
M sucrose and 10 rnM HEPES, pH 7.5. After incubation,
varying amoants of trypsin in O.1 ml of the medium
were added. and incubatton was continued for another
IQ min. rhcubation 'w'as stopped by the addition of ]2
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Aliquots o, f the ±ncubation mixture were used for the
enzyme asGaYS. o"-o wtthout(Hase
                    ,t----e wtth CHase ABC
   . x x with CHase AC
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既に報告盲れているように.441 未卵 油 ミ トコt/ [･リ了を トけ シソ処理するとチ トタロIL

ム C遭元樺素は失活 したが､モノ7 ミン酸化辞素は全 (失括 しなかったO ミトコン ドリ了をあらか

じめコン トロイチナtゼA】〕C処理 しておいた後.2つの酵素の ト])ブシン感受性 5:調べたoモノ

7ミン酸化酵素は未処理の ミトコン ド])了と同様､ トT)7-シン把よって失活 しなかった0-万､ 1-

トクロ- ム C還元酵素はコン ドロイチナ-ゼABCによって トリプシンに対する感受性が増大 したo

Lか し､ B塾のコンドロイチン硫酸には作用 しないコン トーロイチナーゼACでは控 とんど夢中を受

けなかったD従って､ この効果 はB型のコン ドロイチン硫酸が分解 したためと考え られるo

コン トロイテナーIttrABCの影轡が コソ ドロイチナーゼA:BCの酵素作用の結果によるものか ど

うかを雷に確かめるため､ コン ドロイチン硫酸 を加えてコン ドロイチナ一七'ABCの作用を阻害 し

て､その彩管 を調べた0番コン ドロイチン硫酸のコン ドロイチナーゼABCに対する感受性の相過

から判断 して､451 この 乗 取 条 件ではコン ドロイチン硫酸 Aおよび Cは大部分が消化を受けるが

コン ドロイチン硫酸 王=ま半分以上時未消化の壬まであると考え られる｡

0 1 ~~2 う

pgtr.yp8iP/ nE血 proteln

-2O -
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　　　　　　　　　　　　of　Reducta8e．

Mlt。ch。ndr土a（2㎞9　Pr・七・in），　CRa・e　ABC（6．2　un⊥七）and

th6　chond：roitln　suユfa七es　A，　B　or　C（2．5　nlg）　were　incur
bated　for　2Q　min　　a七2ラ。C工n．O．4　nll　of　七he　med：Lu珊used
in　Fig。　8，　Afもe：r　incub琴ti6ロ，　『ウarying’a皿oun七自　of　’ヒryp8in

：Ln　O，1　ml　of　the　medit血were　added，　and　incubation
was　con七inued　fo：r　ano七her　IO　min，．　Incuba七ion　was　st－
oPPed．by　七he　adζLit工Qn　of　ラ2昇g　of　tryps＝Ln　inhibito：r
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ．nCU1：）ation　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　thein　O．4　m］．　of　七he』・mediu皿・　A＝L：Lquo七呂

In：Lxture　暫ere　used　for　七he　Reducta8θ　a58ay。

　Fig．9に示したように、コンドロイチン硫酸AおよびCなチトクロームO還元酵素のト．リプシ

ン感受性をコントロールとほぼ同程度までおさえたが、コンドロイチン硫酸Bはコントロール以上

の安定化作用を示した。これらの結果よリコンドロイチン硫酸がコンド・イチナーゼABCがミト

コンドリアの表面に存在するB型のコ：！ドロイチン硫酸に作用するのを阻害し・消化されずに残っ

たコンドロイチン硫酸はミトコンドリアの三面に吸着さ払そのため、テ’トクロ㌘ムC還元酵素のト

リプシンに対する抵抗性は増大したと考えられる。

ノ
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Fig.10はコントロイチナーゼABCで処理 したミトコンド1)了にコ y r.,イチン硫酸を加え

て､チ トクロ-ムC還元酵素の ト1)ブシン感受性の変化を調べたものであるo この実験条件では加

えられたVlずれの塾のコン ドロイチン硫酸 もト])71シン消化の間は大部分は未消化であると考えら

れるoFig.10に示すように､いずれの塾のコンドロイチン硫酸 もほ とんど同程度のチ トクロー

ムC還元酵素の安定化作用を示 し､その程度はFig.9のコンドロイチン硫酸 Bによる場合 とほぼ

同 じであった｡従って､ このことはミトコンド1)了へのコンドロイチン硫酸の吸着性には塾特異性

がなthことを示 している｡

また､図には示盲なかったが､Lnずれの塾のコンドロイチン硫酸のコン ドロ,イチナJt'ABCの

消化物はチ トクロームC.還元酵素の トl)ブシン感受性 には影響を及ぼ盲ず､また､ コソ ドl=イチン

蘭襲自身は トT)ブシソの酵素作用に影笹を及ぼさなかったD

従って､ これ らの結果よりチ トクロ-ムC遣元酵素の 1I)ブシン感受性に対するコソドロイチナ

ーゼA:BCの監督はミトコン ドl)了の表面よりB型のコンドロイチン硫酸が酵素的に除去されたた

めと考え られ､ ミトコンドリ了に存在するB型のコン ドロイチン硫酸はミトコンド1)7表面に露出

して存在 していると考えられるO
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　　　第6節　 考察左らびに総括　　　・

　ラ．ト肝細胞膜系の内、1東形質膜、滑面蜘よび粗面ミクロゾーム膜および核膜にはそれぞれ特

徴的な出歯をもつ糎タンパク質が存在することか示されている。すなわち、核膜はグルコ’ナミン

鉱び。ンノースから一中騰鎖のみを含測原品脚伽吋・・汐〃一・、ガラタ

、一。諒び，アル酸から成・馳融のみ忌み％酔よ二面・如ゾー噸は酸齢よ

び帷麟の酷を含む。と糊ら侃されている6）しかし、・栖六二よ婿卿・る中肋

よび酸性白竜はセフ丁デックスG－50およびDEAE一セフ7デックスA－25解より分画し、そ

の性質を調べた結果、糖鎖は分子量卦よび糖組成に乱して互い咋類似していることが明らかにさ

れている。このように、核膜より得られた中性二二はミクロゾーム膜より得られた中性糖鎖と、

また、原形質膜より得られた酸陸糖鎖はミクロゾーム膜より得られた酸性糠鎖と、それぞれ、互

いに類似している。

肝細胞，、，ン。リπおいては、既、・、。B。m、。dら12）組び…皿…ら15玩・・て

ヘキソサミンおよびシ’アル酸の存在が証明され、糖タンパク質の存在が示唆されていた。また、

単離されたミトコンドリアにコンカナバリンAが結合することより、・7ンノースあるいはグルコ

ー。を含卿。．・煩がミ，・ン・，ア晩・て聯・が示峻・れてい鳶毫た、あ礪

の糖タン．・頒がミト，ソド1，アから単離され、それ働四強畷弄唯を示すことより、ミト

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ，ソドリアの，。賜動込み礪与しているので倣いかと繍されてい謝しかし、・れ哲

の研究においてはミトコンドリアの糖タンパク質の詳しい化学的検討は行攻われてい左かった。

従コて、ミトコ：／ドリアの糖タンパク質の生物学的役割を明らかにするため、著者は先ず、ミト

コンドリアの糖タソバク質の乱淫の化学的性質を調べた。

　唾ず、肝細胞より調製された精製ミトコンドpアの糖組成を調べた幽ころ、グルコサミン、ガ

ラクトサミン、フコース、マンノース、ガラクトース、グルコース於よびシアル酸が検出された。

。の蘇画論の磯都よ．て難されている知見と12116L致する．しかし、…t・・ら16庸

，て報告されているアラビノースは検出さわ左かコた。その代り、二者の分析ではRNAに由来

する．と思われる・リボースが検出された。従って、垣artin．らはガスクロ7トグラフィによコて

糖を分析する際に、リボースをアラビノースと誤認したものと思われる。

　ミトコンドリアの糖成分は脂質抽出によ，てはほとんど抽出されず、大部分の糖成分はプロナ

ーゼ靴によ，て得帥礪ペブチ融解回収紬た．偽て、駆指摘されているように58）．

ミトコンドザアにはほとんど糖脂質は存在せず、糖成分の大部分は糖タンパク質に由来している

と考えられる。しかし、前述のごとく大部分のグルコースは糖タンパク質以外のものに由来して

1ハると考えられる。

　ミトコンドリアをプロナーゼ硝化することに審り中性糖ペプチドお・よび酸性糖ペプチドが得ら

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一24一



･il∴たC中性糖ペプチ ドはグルコサ ミンおよび-ンノ1-11を含み､せた､敵性糖ペプチ ド比それに

加えて､ガラク トースおよびy7ル酸を含んでt̂た｡

ミトコy ドt)了より得られる中性糖ペプチドおよび酸性糖ペプチ ド吐 ミクロゾーム膜を比じめ

とする他膜系の糖ペプチ ドに比べて､七フ 丁テ ックス8 -50の溶出位置から判断していずれも分

子量が小帥 と考えられる02)･4)･5)･i九 得られた糖ペプチドOf蝉 分析磯 ミトコンドリ7の糖

ペプチ ドは他膜系の糖ベプチ･卜の 1分子当りの頼義基数は少毛く､ このE.とからも､ ミトコンド

I)了に存在する糖ペプチドの糖鎖は他膜系のそれに比べて分子量が小さLrlことが轟付けられてVi

るO従 って､このこと吐 ミトコンドl)7VC性ミトコンドl)了に特徴的充填 jZソ,,-ク虞が存在して

いるE,とを示唆している｡

このように ミトコンドリ7PC特徴的在糖クyバク質がどのよう在生物学的役割を担 っているか

は榛めて興味ある問題であるが､それを明らかにする一つの手段として､糖タンノ(ク質の ミトコ

ン ドリ7内の局在性を調べたD

ミトコンドリ7台外膜,膜問部､内膜および硬質の各画分に舟画し､それぞalの瀬組成を調べ

た｡ ミトコン ド1)7PE存在する複合糖質のほとんどは糖 タンパク質の糖鎖に由来するこLが著者

によって既に明らかにされてLr･るので､ここで得らかた糖組成の分布はグルコースを除けば糖メ

ソノ1-ク質の分布をそqTまま反映 してLhると考えられるQ

ミトコンドt)了の樟 メソバク質の約 60感は可溶性画分である腰間部rc存在する｡残 りの約40

東oj樺タン/;ク質はそれぞれ､ほぼ等量ずつ外膜および内膜vC存在するo糖 タンパク質の存在童

に関しては外膜 も内膜 もほとんど変!HEhが､外膜のタンパク質の畳は内膜のタンJlク質の1/5

程度であるため､ タンパク質当りの糖 タン/1ク質の畳は外膜は内膜に比べてラ倍ほど高 く､膜間

都のタンパク質当 りの楯タンノくク質音量とはぼ同程度で奉った｡クソJlク質を最も多 く含む礎質

忙はほとんど轄成分は検出されず､従 って､髄質は事実上糖ク y Jl-ク質を含またいと考えられる｡

外膜､膜間部および内膜の各画分はほとんど同じ割合でマンノース,FJt,コサ ミン､フコ: 末､

ガラク ト-スお よびソ7ル酸を含むことよDtそれぞれの各画分に存在する糖 タンパク質の梅鎖

は類似した塘組成をもつと考えられる｡

膜間部画分から得 られる糖jPyJ{ク質が inl:aCl:在ミトコン ド1)7㌢こか hても脇間部に存在

するかどうかは明らかで性ない｡外膜あるLhは内膜の如表面に緩やか忙結合している糖タンパク

質がLjギ トニン処理 忙より膜表面よりはがれて膜間部画分に回収された可能性も否定でき互い｡

しかし､ ミトコン ド1)了に存在する楕タンパク質の約 60藤は ミトコンドリ了の膜の内在性

(in七riTIBic)成分で性たいことは明らかである｡また､ミトコンドリアの塘 タンJlク質は

ミトコンド1)了のうち細胞質忙近h方により多 く分布し､内部- いく把従 って含量が低 く在って

Lnる0
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d｡Bernar且ら12)はミトコンドtJ了を低張処理 と超音肢処理することによ,て外膜卦よび内膜

を調製 し､その-キソサ ミソおよび./7ル硬の含量 を走塁しているoシ7ル酸のタンJlク質当 り

の含量を比戟すると外膜は内膜の約 4倍の値を･示し若者の研究結果はぽ一致 してInる.-キ二Jサ

ミyの含畳は外膜比内膜の約 2倍程直しか夜く､この結果は著者の研究桔泉とは一致し在い｡こ

の原因は不明であるが-つの可能性として､ de Bernardら比-キソサ ミソを丑lson-

Morgan蛙で比色定畳しているためにタンJlク質量の多t,,内膜に存在する丑160n-_WDrgan

反応 の妨害物貿忙よ,て､ 見かけの-キソサミン直が高 くたったのではTLV,かLL推定される.また､

彼 らはこれらの結果よDII)日 コソドリ了 に存在するへキノサ ミ yお よび･/了ル酸の約 8口汚は

とは外膜および内膜以外の画分忙存在すると粒たし､それが腰間部に由来するE.とを示している.

この緯晃は濃的な差はあるにしても､ ミトコン ドl)了に存在する-キソサ ミンおよびミ7 ル酸の

多 くが膜間部に存在する点で著者の研究結果と基本的に一致する｡

81印 ら14)仕コンカナバリンAが穂タン/{ク質の-ソノース残基に結合することを利用して､コ

ソカナバ t)yAの結合畳よりミトコンド1)7内の糖タンノてク質の分布を推定してLnる｡コソカナ

パ I)ソAの ミトコソ ド1)了の全結合畳の約 40蕗が intactた ミトコyドリ了に昆い出されたC

このことは ミトコンド])了のコソカナJ,'11ンAの全結合部位の約 40盛が外膜の外表面に存在し

てLnるE,とな示 しているDまた､ ミトコンドI)了を-}ギ トエ ソ地建 して､外膜､膜間蔀および内

膜の各画分を調製 し..コyカナJ<リンAの結合畳を調べてLnるD全体の約 70盛の梧合畳が勝間

部に存在し,その残 り忙ほぼ等量ずつ外墳および内膜画分yC存在することが示さTTてLnる｡この

種展性若者の各画分の棺含量の結果L-よく一致する｡コソカナパ リソAの韓合部位の約 dO藤が

ミトコンド1)了の外表面tで存在するとい う莫飯事集から推定すると.膜間部画分に回収される地

タン/lク質n参るものは外膜の外表面に経やかに結合していてジギ トニン処理の際 に外膜より道

雄したことが考えられるO

著者比-ソノース残基に蒋異的と言われているコンカナバリyA5D)ぉよぴガラク L-ス襲基に特

異的 と言われているRicinus colnmuni8 agglutinin51)を使フて. ミトコンドリ7膜

表面の楯鎖の分布を凝集法で調べたo intact丘 ミトコンドリ了では コンカナバ リンAおよび

Ricinu白 CO皿m niB agglutinin51)を便 クて､ ミトコンドt)7膜東面の糖鎖の分布を

凝集法で調べたo intacl:在ミトコンドリ了ではコンカナ′くl)ソAおよびRiCinu日 COmm-

uniEl aggl11tinin は共に強い凝簸性を示し､マンノース残基およびガラクトース残基を

もつ糖タンパク質は ミトコン ドリアの列表面忙露出して存在していると考 えらかる｡この程異姓

m evb14)ぉよび刃ico180nb18)によpて報告 されてhる結果と一致するO同様vC､外膜を鮭

して内膜の外表面を露出させたミトコン ドリ了についても.コyカナバ 1JソAおよびRicinuE)

com皿uni8 aggltltinin でその凝集性を調べたo Ricinl18 COmmulliB agglu一
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I.ininの凝塊性は inLacLな ミトコソri17より増大したが､ コソカナ,<9ソAによる穀集

性は示 さなかった｡

内膜にも-ソノースが存在し､ま一た､コソカナパ.)yAの結合勤位が存在する14)ことが明らかに

されているが､コンカナバリンAが内膜を凝鶴させ覆し,ことは内膜上の機ク/Jlク質の存在状態

あるLrl旺分布が外膜とか売り異在 っていることを示唆してL̂るO

ラ.,ト肝細胞の原形質膜､5)ミクロゾーム虚19)ぉェび核膜5)に存在する糖 タンJ<ク質の代謝

的性質壮著者の属する研究室によって明らかに卓れ､原形質膜に存在する糖?ン.,'ク質吐原形質

膜以外の場所､おそ らく壮ミクロ/-ム､で合成されてから原形質膜に組み込まれ､L一方､ ミク

ロyr-ム膜および核膜の塘タyバク質吐それぞ叶の膜内で合成卓れてtJlると推定されているO

著者吐ラット肝細胞 ミトコソ ド1)了の頼メソノくク質の代謝的性質を調べたrこう､ ミトコンド

リ了の楯メソノlク質へのgルコサ ミンの取り込み性 ミクロゾーム膜に比べて遅く､原形質膜の場

合rほほ一致 した｡従 って､大部分の ミトコンドリ了の糖メソJiクIEは原形質膜と同様. ミトコ

ンドリ了以外の場所､おそらくはミクロゾーム､で合成 されてからミトコンドリアに組み込まれ

てh る,t考えら11るo ミトコンド1)了に存在する糟タンJIク質の代謝的性質を更に詳 しく調べる

ために､ ミトコンrl)了から外膜､勝間部および内膜の各画分を調製Ltそれぞれの轄?ンバク

質の代謝的性質を調べたo ミトコンド1]了の楯タン,,'ク質の大部舟を占める脇間釦お よび外膜の

虎 タンパク質の代謝的性質は ミトコン ドlJ7全体の糖タンJ,'ク質の場合 とほぼ同様で､そ31らの

グルコサ ミyの載 り込み速度から外膜および勝間部の糖タyノ1ク質は ミトコy ドリ7以外の場所

で合成 されてからミトコンドリ了に組み込まれてhると考えられ る.,･/7ル顧および-キソサミ

ソ画分の代謝的性質がほとんど変わりたLnことより､中性糖鎖および酸性糖鎖はほとんど同じ代

謝的吐賃をもつr考えられるO

内膜に存在する聴タン/Iク質の代謝的性質は膜間部および外膜に存在す る糖jZソノ,-ク質とはか

たり畢孜E)､ F ルコサ モンdl取 り込み速定性かt.L少速 く､特に､-キソサミン画分の取 り込み遮

匿は ミクロゾームVC匹敵するo従 ,て､内膜に存在する梅jZソバク質の少た くとも一部比 ミトコ

ンド])7内で合成されてLhるr考えらかるoこのことはミトコンドt)了の内鹿のある薩のタンパ

ク質が ミトコyドl)7匹で合成さかるという事英と一致するD

Bo8mannら20)は単離された ミトコンドリ了をin vitTO･で8I)p-14O-ManあるVl比甘I'p-

14C-aalなどとインキュ.i- トしたところ､タンJ.･ク質画分に 14C-hhn あるh性 14C-Bal

の取 b込みが見 られたことを報告 している｡更に､ キトコンドt)7を外膜 と内膜に舟離 し､それ

ぞれを8I)PJ 4ローManおよびtJI) p -14C-Balと巾 .キュべ-ト したところ､外膜にはほとんど取 り

込み活性は月小出卓九をかったが､内膜には取 b込み活性が兄い出されたD とのことから ミトコyド

リ了の内膜には楯Sy,(ク質の糖鎖の合成能があると結論 しているD彼 らのin vitroの実験
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結果は八面のin　vivoの実験結果とよく一致する。しみし、著者が予備的に行，たm：P」4C

一．f■dA，を用いたiD．・。i智。の実験ではミトコンドリアの14σ一GユcNA・の取り込み活腕

弱く、その大部分は糖タンパク．質以外の来同定物質に戴り込まれていた。また、内膜も外膜もほ

ぼ同程度の取り込み活性を示し、Bos皿annらの結果とは一致し旋かった。

　従来一般に、ムコ多糎は細胞間隙物質と言われ、細胞には存在し左いと考えられてきた。しか

し、最近、ラット肝細胞56）および腹水肝ガ：／細胞57）やGhine日g　hams七er　GHO細胞58）の

の原形質膜にムコ多糖の存在が確認され、．ムコ多糖は動物細胞の原形質膜の一口投的購成成分と見左縄れつつあ

る．血肝細胞ミ如ゾー噸謝や論点碗の核膜40）左どの細胞内膜系にもムコ多糖の存在力報告さ江

細胞成分としてのムコ多糖の存在様式卦よび生理的意義が非常に注目されている。

　ラット肝細胞内澄いては原形質膜吾よぴミクロゾーム膜に主としてヘパラン硫酸が存在するこ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　59〕
とが著者の歯する研究室によって明らかにさわている。前述のごとく、ミトコンド11アにはB型

のコンドロイチン硫酸が存在するととが明らかにされている。このB型のコンドロイチン硫酸は

他詫言にはほとんど検出されず、ミトコンドリーアに特異的である由考えられ、その存在様式およ

び生理的意義は極めて興味ある問題である。

　ミトコンドリアの重要な生理的機能の一つであるエネルギー依存性のσ…2十め取り込み1てミトコ

ンドリアの複合三山が関与している可能性を示す報告が攻されている。15｝・4r）ミトコンド11アのエネル

ギー依舳…2ち勒込赫ルテニ弘・・際よ面面さ樋ことより、糖〃・・須あ

るいはム・多糖がミトコソ四アのエネルギ＿依存曲。2＋の馳込み嘲与しているので倣

いかと推論されている♂1）

　従コて、著者はミトコンドリアκ存在するB型のコンドロイチン硫酸の生物学的存在意義を明』

らかにする目的でこのムコ多糖がミトコンドリアのエネルギー依存幽PGa3十の取り込みに関．与し

ているかどうかを検討した。

　Fig・6お・よ．びFig・7よウ明らか攻よう匿、ミトコンドリアおよび外膜を除去したミトコン

ドリアのエネルギー依存幽C計の馳込みにはコンド・イチナーゼABσは全く影響を及1ま翫

かコた。エネルギー依存曲DGa2十の取り込みの部位は内膜の俳論面上に存在することが明らかに

されている含2）・団ソドリア晴在するム・多糖が．エネルギ＿依逼り。詳の馳血綿鵬し

てい赦らば・このB型のコンド呵チン｛流血はコンド財チナーゼABCの消化を受けるこζよ

り、外膜を除去したミトコンドリアはコンドロイチナーゼABGによちてエネルギー依存陸〔DG…β十

の取り込みに影響を受けるはずである。従，て、Fig．6およびFig．7の結果よりこのムコ多

櫨エネルギー依存脚。・2＋の融込みに国立鮎て腰いと考えられる。

　チトクロームO還元酵素知よびモノアミン酸化酵素はミトコンドリアの外膜に局在しているこ

とが明らかにされている葛0）チトクロームO還元酵素はミトコンドリアにトリプシンを作用させる
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。，に、，て失活す。が、モ．ア，酬ヒ酵素は失活し攻い多），ト，ンド・ア哺在す・．
E型の

コンドロイチン硫酸がミトゴンドリアの表面κ存在する丘らぱ、コソドロイチナーーゼABGの作甲

によ，てミトコンドリアの表面に存在するムコ多糖が除去されることによって、両酵素のトリプー

シソ感受駐が影響を受ける可能駐が考えられる。従って、著者はミトコンドリアのムコ高畠の局

在陸を明らかにする目的で、外膜酵素のトリプシン感受性に対するコンドロイチナーゼABGの影

響を調べた。

　Fig．8より明らか攻よう匿、」ンドロイチナーゼABGはモノアミン酸化酵素のトリプシン感

受性には全く影響を及ぽさ左かったが、チトクローム。還元酵素のトリプシン感受性を著しく高

めた。また、ミトコンドリアに存在するB型．のコンドロイチン硫酸に全く作田し攻いコンドロイ

チナーゼAOはチトクロームG還元酵素のトリプシン感受監に対して全く影響を与え攻かpた。

　コ：／ドロイチナーゼABGrこ’よるチトクロームC還元酵素のトllブシン感受性の増大がミトコン

ドリアの表面に存在するB型のコ：／ドロイチソ硫酸の除去によるものかどうかを確かめるため、

外からコンド・イチン硫酸を加えてコ． 塔hロイチナーゼABGがミトコンドリア℃作用するのを妨

げて、トリプシン感受性匿対する影響を調べた。コンドロイチン硫酸A、B澄よ研Gは共にコン

ドロイチナーゼABCの効果を減少させた。コンドロイチン硫酸Aお・よぴGはチトクローム0還元

酵素のトリフ’シソ感受性を未処理のミトコンドリアとほぼ同程度まで低下させたが、コンドロイ

チ：ノ硫酸Bは更にチトクロームC還元酵素を安定化させ牟。コンドロイチン硫酸Bはコンドロイ

チ耐酸㈱よぴ。砒べて，ンド。仔ナーゼAB・の作用綬嘩く匠・蜘ら紅い・◎

従，て、用いた実験条件ではコンドロイチン硫酸A赴よぴGはほとんど消化されうが・コンドロ

イチン硫酸Bは半分以上が未消化のままと考えらわ、そのためFig・9のよう攻結果を示したと

考えられ、る。従Pて、Fi呂．1Dのように大部分のコンドロイチン硫酸が未消化のままで残ってい

るよう丘条件では、いずれのコンドロイチン硫酸もFig・9のコンド＝イチン硫酸Bと同程度の

安定化効果を示した。

　以上の実験結果とコンドロイチン硫酸のコンド・イチナーゼABGによる消七吻に全くチ．トクロ

ームG還元酵素のトリプシン感受陸に影響を及ぼさず、また、コンドロイチン硫酸はトリプシン

の酵素作用に山繭を与えない攻どの事実より、コソドロイチナーゼABCによるチトクロームO還

元酵素のトリプシン感受陸の増大はB型のコンドロイチン硫酸がミトコンドUアの表面より除去

されたためと考えられる。

　ミト当ンドリアに存在する：B型のコンドロイチン硫酸がすべてミトコンドリアの二面に存在すると仮

定すると、ミトコンドリア1個計ウにそれぞれ約1αロOO残基のガラクトサミンおよびウロン酸が存在

することになり等）この量はミトコンドリアの表面を覆うのに十分な：量と周われる。このミトコンドリア

垢面晴在するム・猫姓理的翻罐奴興味ある聞題鴛あるが・一翼し鰯糊らか徽％
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　　　　　　　　　　　　　実　　　験　　　の　　部

肝細胞ミトコンドリアの調製

ラ。ト（正離、Wi，・。．系、体重11・一15・9）を一夜絶簸・エーテル麻酔下で頸動脈瓢

び頸静脈を切断して放晒したのち、巳07醍スクロースおよびm皿MEDTAを含む巳21M・・ン箭ト

ール溶液（pHz4－Z5）（以下、距M瀦と略す睦用いて門脈を経て充分に肝臓をかん流し摘

出．した。細切した肝臓を4倍容量のSEM溶液の中で、　PO枕er一皿▽θhje皿型ホモジナイザー

でt2。。．p。で2回ホモジナ似した．ホモジネートを6・・×・・15分間遠心して」・瀧除

いた。得られた沈灘同量のS囲溶液に懸濁し瀕に赦・・×み15分間遠心して上清を除

いた。沈殿はさらにもう一度同様の条件で洗浄した。得られた5つの上帝を合わせ、生500×g、

12分遠心した。得られた沈殿は更にSEM溶液で同様の条件で5回洗浄した。得られた沈澱を

精製ミトコンドリアとして以下の実験に用いた。

　ミトコンドリアの電子顕徴鏡写真

　ミトコンドリアを＆堀リン酸ナトリウム緩衝液でpHZ4〕中、・2％グルタルアルデヒドで前

固定した後、1％四酸化オスミ．ウムで固定した。エタノール濃度を順次上げた溶液で脱水し、エ

ポキシ樹脂に包埋し、超薄切片とした後、酢酸ウラン恕よび酸化鉛で電子染色し・Hitachi

llC型電子町鳶鏡により観察した。

　ミトコンドリア画分の酵素活腔の測定

〈チトク・一ムG酸化酵素〉卦如一ム・（t7P・皿、　Sig皿・C畑皿．。q製ユを基質

にし時時離、。。。。、，。、。、・．，e。，。aユ・ら筋法に10）海温掟した．・5・・l」

ソ酸力i，ウム緩衝液‘：pHZ5｝（五6躍‘1、28冊ダ／躍‘チトクロー・ムc150μユ）・1％トりトソ

X10D（10μユ）および酵素液qOOμユ｝．を加え、暫く25℃でインキ昌ベートしてから、

a1鰐〃アスコルビン酸ナト1」ウム（2晦）を加えて反応を25℃で開始させた・1韻され

た酸素量は酸素電極法により測定した。

　〈グルコースー6一ボスファターゼ〉弟レコースー6一リン酸（B。・hringer一品nnh

。i。，。．製〕を鎮にして跡醜翻。。d・・，、・・…記法21）謡い潰1］直した．・1・カ・

コジル酸ナトリウム綾衝液‘P且ム5｝（α6躍61、0．15Mグルコースー6一リン酸‘0・2扉‘〕知

よび酵素液（0．功のを加えて50℃反応させた。10％TCA（1．5肛‘｝を加えて反応を停止させ

遊離してき撫機上ルトリン酸を中村の方法22）碇詳した。　一

〈離ホ。フ。。一目〉β一グリセ。リ．酸を瀬乱て基本的紺d。D。v・ら此上9）に

従い測定した。o．125　M酢酸ナトーJウム緩衝液（蟄H　5．o〕（o，翻‘｝、α138Mβ一グリセロ

リソ酸侮2。‘j、↑5％トリトン・1・・（・．1・‘）および酵素液（・加‘〕を力帆て3・℃で反

応させた。10％TCA（t5曜‘〕を加えて反応を停止させ遊離してきた無機オルトリン酸を中村の
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方法22）に従い定量した。

　タンパク質の定量

　L。碑ryらの方法23）叱従い、牛血清アルブミン（結晶、　Armour　Pharm。oo．製1を標塾品

として測定した。

　ミトコンドリアの糖組成分析

　く中性糖〉　試料をエ層塩酸、100℃、B時間加水分解した。内部漂準として一・定：量のキシ

。一壺加え、D。w，x1・8（1・・一2・・皿，・h、HC。τ一三）で輸した。樹脂はう、過し

た後、10倍容量の水で洗った。iう1液澄よび三三を合わせてDOWe■50×4（200－400

皿，典H＋形）のカラム（・，9×6朗に通し、カラム額q・倍容量の水で洗，た．溶出液

ゑよぴ洗液を合わせてロータリエバボレーターで55～45℃で少量r〔濃縮した後、ガラス管に移

して真空デシケーターの中で：P205とKOH上’で完全に乾固させた。このガラス管に臥5　N塩化

水素一山タノーールを1．5π6加えて封乱し、190℃、24時間メチル化を行攻つた。この溶液rこ炭

酸銀を加えて中和し、遠心して上清を除いた。炭酸銀を更に2回メタノールで洗い、遠心して上

’漕を除いた。上清を合わせでロータリエバボレーターでメタノールを完全に除去した。得られた

メチルグリコシドにU1π‘のトljメチルシリル化剤（無水ピリジン：ヘキサメチルジシラン＝ト

リメチルシリルクロリド三10＝2＝1）を加えて、幻分間、室温で時々か．くはんして反応させ

た後、一定量をカラムに注入した。カラムとしては1・5％SE50脅塗布したchrOlnOεOrb　W

を充記したステンレス製カラムを使遍した。クロマトグラフィはr15℃で2分間置き、その後

毎分2℃割合で215℃まで昇温しつつ行左つた。ガラクロマトグラフは水素炎イオン化検出器

と昇温装置村きのHitachi　ea臼chro皿atOg．raph　Ty・pe　K－25を使用した。

　〈ヘキソサミン〉　試料を2N塩酸、100℃、16時間、真空封管中で加水分解した。加水

分解物はDoweエ1x8（100－2DO　me臼h、　HCdヨ形）で中和した。樹脂はろ過した後、

10倍容量の水で洗った。：ろ：液赴よび洗液を合わせてDoweX　50x8（200一400皿e8h、，

・・ `⊃のカラ・（1・・。㎝）に添加した．カラムを水洗の後、一キ・サ・・は・r・・24）の三

島より2N塩酸で溶出した。溶出液は再びDowe区1×8（100一200血e巳h、　ECO5形）

で中和した。樹脂は；ろ過した後、10倍容量の水で洗った。＝ろ．液および洗液を合わせてロータリ

エバボレーターで乾固し、アミノ酸分析計（且i七achi　K■A－5B）によってグルコサミンと

ガラクト’サミンを士別定：量した。

　〈シアル酸〉　試料を25％トリクロロ酢酸中、80℃、6日分聞加水分解した。遠心して上

清を除き、沈殿を25％トリクロロ酢酸で2回洗，た。上渚および洗液を合わせて中性になるまで

エーテルで団如。酢酸を抽出した後…。d…らの舷25）セ・アル酸を趙した．騨

品としてN一一アセチルノイラミン酸‘生化学工業株式会社製）を用いた。
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　脱脂ミトコンドリア純分のプロナーゼ消化

　76匹のラット肝細胞より調製された脱脂ミトコンドリア【2．9∬タンパク質）を280認の

ao1｝威酢酸カルシウムを含むal　Mホウ酸緩衝液（pHaD｝rこ懸濁し、60㎎プロナーゼ

lS七rep七〇町ce5　griseU日proteina8e、　（｝rade　P、科研化学株式会社製1を

加えて少量のトルエン存在下で、57℃、72時間消化した。反応後、消化物を遠心して王消と沈

雄に分け、上清を糖ペプチド画分として以下の実験に用いた。

　セフ7デ．ッ．クス〇二25およびG－50とDEAE一セファデックスA－25の各画．分の糖お・よび

アミノ酸の定量

　く中陸糖＞　Hew蔦tの方法26玩従い、オルシノール・硫酸法で定量した。但し、微量化の為

κスケールを1／5に縮少し、分光光度計による測定の際にはミクロセルを照いた。

　〈シアル酸＞　」OUrdianらの力法25）に従い、1／ゾルシノール・塩酸法で定量した。但し、

微量化の為にスケールを1／5に縮少し、分光光度計による測定の際に拉ミクロセルを用いた。

〈ア，ノ酸〉薯，叫，嘘i。gの方法27）縦い、ニン・ド1〕ン反応法で趨した。

　糖ペプチドの糖およびアミノ酸組成の決定

　く了ミノ齢よびヘキソサミン〉　試料を6N塩酸、100℃、16時間加水分解後、アミノ酸

分析計で定量した。

　〈中性糖〉　前述’と同じ方法でガスクロマトグラフィーにより定量した。

　＜シアル酸＞　JOurdianらの方法25〕に従い、レ’ゾルシノール・塩酸法で定量した。

　高圧ろ紙電気泳動

　ピリジン：酢酸：水（1110「：B9＝、v／v）、pH五6でToy’oろ紙、翫51を用いて、50

。。、・三三駈で・5瑚繭．させた。’ 寥縺A・ポ。・臨素化法28）で検出し応．

　ミトコンドリアの細分画

ラ。ト肝細胞より調黙れた，ト，ンドリアを基本的聞，。h。。i伽。らの方決10）、鉱び

HOP：Pθユらの方法11）を組み合わせた方法によリジギトニソ処理により外膜、膜間部、内膜澄よび

礎質の各画分を調製した。

　約100㎎タンパク質／顧τなるようにミトコンドリアをSEM溶液に懸濁し、ミトコンドリア

のタンパク質のa125倍重量（w／雨のジギトニン‘Merk　Oo．．製、エタノールで2回再結

晶してから使用した。〕をS遇M溶液に溶かして加えた。このジギ．ト，ニンの濃度はミトコンドリア

の最終タシパク質濃渡；が60㎎／凄‘になるように調製した。ジギトニン溶液を加えてロ℃、5分

問かくはんし毎がら放置した。5倍容量のSEM溶液で希釈して15，0DOX9、15分間遠心して

上清と沈殿とに分けた。三山を更rτ同量のSEM溶液に懸湖して15，000X乎、15分間遠心して

上濡と沈雄とκ分けた。ここで得らわた2つの15』00X乎上清画分を合わせて105』ロOxg
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90分間遠心して上清と沈殿とに分けた。・この105，000Xチの上清画分を膜間部画分、沈灘を

外膜画分とした。15，000X∬沈殿は最初のミトコンドリアのタンパク質量のα246倍重量

（鴨布）のジギトニンをα9％水溶液中に懸濁してPo耽er－Bユvehje皿型ホモジナイザーで激

しく5回ホモジナイズした。同量の水で希釈して105．000×9、90分間遠心した。沈澱を内膜

画分、上清を礎質画分とした。

　ミトコンドリア細画分の酵素活駐の測定

　くチトクローム。酸化酵素〉　前述の方法により測定した。

　〈キヌレニンー一5一一モノオキシゲナー・ゼ〉　一必一キヌレニンを基質にして基本的にはO㌃alnoto

の方法29）に従い測定した。ユ5M　トリス酢酸緩衝液（pHa1）（α6m6）、α5垣KCユ（a1皿の、

α0042M　RA⊃：PH（口，1m」6）、〔LO5M：L一キヌL！ニン（0．01m4）、　Oj13MKG掴（0．1田6）、1％ト

llト：／×100（α5m4）、水（t5m4）および酵素液（a2mのを加えて50℃で反応さ．せた。

反応の進行は自己分光光度計で測定した。

＜一副・酸デ・ド・ゲナー◇オキザ嗜酸鱒即して躰的㈱・h。・の舷5。）・縦

い測定した。0．25Mグリシルグ．llシンカリウム緩衝液（p耳　74）（0．砺の、巳05BMオキザ

ロ酢酸（KORで：pHをZ4にした。）　（ロ．1謂の、α075M　NADH（ロ、1訂6）、巳05．　Mアモバ

ルビター・ル酸ナトリウム（0．1雇｝、水（24冠の血よそ酵素液（20μユ）を加えて珊て）で反応

させた。試料は低張処理をしてから加えた。反応の進行は自己分光光度計で測定’した。

　レクチンによるミトコンドリアの凝集

　〈コンカナバリンA＞　ミトコンドリアを10皿MN－2一、ヒドロキシエチルピベラジy－N－

2一エタンスルホン酸（且E：PE8）ナト1｝ウム緩衝液（：pHl　Z5」を含むユ28Mラクトース溶液

（以下、E工溶液と略す。）で5回洗浄してZO㎎タンパク質／毎‘匿左るようにHL溶液に懸濁

した。このミトコンド11ア懸濁液（α5加のにHL溶液に溶かしたコンカナバリンA（si呂甲a

Chem．　Go。製）　（a5πのを加えて57℃、20分問インキュベートしてか．ら、顕微鏡下でミト

コンドリアの凝集を観察した。

　＜Ricinus　co皿muni臼ag呂■utinin＞　HL溶液の代りに10m腿HEPESナトリ

ウム緩衝液を含むα2．日Mスクロース溶液を使用した以外はコンカナバリン今の場合と同様。

Ricinu日coH皿uni巳ag9■utininはRicinu8　co皿皿uni8　beanBより
Mcoユ80nらの方法51）により調製した。

　ミクロゾームの調製

　ミトコンドリアを沈澱させた4；500×9、12分間の遠心上清を1巳0⑪0×望、10分間遠心

して得られた上清を更に、105』ooX∬、90分間逮心した。得られた沈澱をミクロゾーム画分と

　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　，　　　、．　　　　　　　　　　　　　　　一国一



した。

　放二二1生の測定

試料‘・．5－1加‘｝を・。d・。。の方弾2）、・よる〃チレ＿シ。堀合液rト、．エン：ト1，ト

ンX100＝2＝1の溶液に0．4％‘呪／v　jの2．5一ジフェニルオキサゾール‘DPO】を加えるゆ

（10π‘｝に溶かしてBeckman二品液体シンチレーショ：／カウンター皿ode■LS－100で

測定した。計数効率は外部標準濫で測定してcp皿をdpmに補正した。

　シアル酸の比放射活匪の瀾定

　試料を2．5％トリクロロ酢酸中で80℃、　60分間加水分解した。冷却後、最終濃度が10％

（W／V〕r破るようにトリクロロ酢酸を加えて遠心した。上清を除き、沈澱を10％トリクロ

ロ酢酸で2回洗浄した。上漕詮よぴ洗液を合わせてエーテルで4回、トリクロロ酢酸を抽出した。

残：存する微量のト1，クロロ酢酸をビリ彦ンで中和してDOWex　1×B　‘100－2ロロ皿e臼h、　Cユー

形1のカラム‘1xa5㎝〕に添加した。25磁の永で洗浄した後、10π6の02N塩酸でシアル

酸を溶出した。溶出液をNa且σOさで中和して濃縮した。一部を放射活性の測定に用い、一部は

柵・e・の施55）縦い、チオバ、・ビ。司峨法でシアル酸を定量した。

　ヘキソサミンの比放射二二の測定　　　　　　　　　　　　　　．

　前述の2．5％トリクロロ酢酸加水分解旨旨を2聾塩酸、「ロ0℃、16時間真空封管中で加水分

解した・加紛解灘D。w・・1×8‘1。・一2・・皿・・h・EC・；形」で中湘した。樹脂はち過

した後、　10倍容量の水で．洗浄した。ろ液赴よび洗液を合わせてDOWex　50XBで20，一400

・・畝H＋形ゆカラ・（1・・嘲に添加した．カラ・を・嘱の水で洗浄した徹ヘキソ

サミ・は・。・・莇法24）戯い・・盤で話した．瀦湘再び。。。。。1．，（1。。．、。。

皿e8取且co5形）で中和．した。樹脂はろ過した後、10倍容母の水で洗浄した。ろ液赴よび洗

灘合わせて回した。一部二二瀧の．測定に用い、一部はE・…一M。。g。n反応法54）に功

ヘキソサミンを定量した己

　ミトコンドリアおよび外膜を除去したミトコンドリアのコンドロイチナーゼABC消化（第櫛）

　ミトコンドリア（5㎎タンパク質）あるいは外膜を除去したミトコンドリア（剛タタンパク質

相当のミトコンドリアから調製されたもの。）と4unitのコンドロイチナーゼムBσ　（生化

学工業株式会社製）をa2認の0．07Mスクロースおよび2皿MN－2一ヒドロキシエチルビペラ

ジンー・仁・一工〃・琳瑠（HE・ES）ナトl」ウ・鵬液（pH’8．。）を含加21Mマ

ンニトール溶液中で、50℃、箔分蘭インキュベートした。

　ミトコンドリ．アの酸素消費量の測定　　　　　　’

基納には・。。・・の雅41）に従い、・．・。6の試料を。，。6の、。。。，リン塩イヒ物、、。Mト

リスエタノーノソアミン、．2’皿瓦リン酸、10皿Mグルタミン酸、10m瓦リンゴ酸お・よぴ唖皿M
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KClを含むロー22L4スクロース溶液 (tiaOI壬でpn714に調製)中で､ 50℃で顧東電駐 把より

測定したo

ミトコンドIj了の外膿酵素の酵素活性の測定

<モノ了ミソ酸佃 夢素> ベンジル了 ミソを基質にして基本的には schnaitm n らの瀬藍1日)

rL従い測定したo ロ･1M l)ン酸ナ トリウム緩衝液 (pH7.5) (2.95m'E)､ 0.15LCベンジル7号

I (D･ロ5Hz)お よび2蕗トリトンX IOOで可溶化した酵素蔽 (D.2dE)を加えて5D℃で反応さ

せたO反応の進行は自記分光光度計により測定したO

<ロテノン-非感受性NADH-チ トクロームC還元酵素> チ トクロームCを基質にして基本

的には BOttocaBaらの方法 46)vEl従vl測定した｡5mH FADE (0.1dE)I 5州 チ トクローム

a (o･1hZL)､ 5州 Rotenone および0.5mM KCN を含む0.1加リン酸ナ ト1)ウム援衝液

(p王王7･5) (2･BhZり お よび酵素液 (口.05mE)を加えて5ロ℃て反応 させたo反応の進行は自己

分光光政計により測定した｡

ミトコンドt)了のコソ ドコイチナー-tt'ABCおよびAC消化 (第 5節)

ミトコン ド1)7 (2mlgタンJ,'ク質)と0.21ユnitのコソドロイチナ･-t･ABCあるVt吐AO (坐

化学工講株式会社製)を o･4zwEの 0･07Mスクロースおよび 1DmM E丑PESナ トリウム緩衝液 (

pH7･4)を含む D･21.M- こ ト ル溶液中で､ 5D℃､ 15分間インキエペー トした｡コソドロ

イチy硫酸を加えてコソ ドロイチナーゼABCを阻害するとき比 2.5呼のコyドロイチy硫酸A､

BあるLnは C(Buper 叩 ecial grade､ 生化学工業株式会社型)を加えたo

ミトコンド1)了の トリブ -/ン消化

ミトコン ドリ7 (2mgタンJ,-ク質)をM hltの0_07Mスクロ-スおよび 1Drn加 EBPEBナ ト

1)ウム援価液 (pⅡ 7･4)を含む 0･21Mマンニ トール溶液に懸濁させ. 口.1PIEの上記の溶液に溶

かした トリ71.yy (Ty･pe札 sigma Chem.CO.輿)を加えて､ 25℃, 1D分間インキュ

べ-トしてから､ 52JLgの トリブ./ソ インヒビタ- (soy bean. Bigma CheIn_Co.

輿)を含む上記の溶液 0.4hlは 加えて反応を停止させた｡
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第 2章 ラット肝細胞 ミトコンドリ了把存在する糖タンパク質

糖鎖の免疫化学的研究

細胞表面およU各部膜系の糖タン-1ク質の糖鎖の検索に比従来から各種レクチンが用い られてきたが.

14),lB)レクチンは槻 批 判する特異性が厳密でなく､多くの場合 ,細胞蛮性をもち､せた､-一価の結合

価をもつ標品が調親 し難い75=どの欠点をもっているD これに対 し,棺 タンJl'ク質の糖鎖に特異性をもつ抗

体を用vlることができれば,これ らの欠点は捕われると考えられ､糖 タンJ(ク肇の糖鎖の検索試薬とLて

稽銀に特異性をもつ抗体の調製が望まれている｡

しか し､一般P:､糖タンノ,'ク質の抗原決定基は主 としてペプチ ド部分に存在 し､糖鎖はほとんど抗原性

比克く､現在までのところ血鞍塑物質を除けば､糖 タンパク質の糖鎖に特異性をもつ抗体仕調製 し難いと

されている｡ a)

一方､酵母の細胞表層多糖であるマンナンは強い抗原性を宿 し､その抗体はマンナy の側鎖に存在する

α1-2あるいはα1- 5マンノt=･ラノシ帽 基に特異的であることが知 られている0 7)･8〕(FigJl

参照 ) Fig･ll

SIruclureofYeQSIM叩nPn
(墨.cerevISlCle)

6Mcnl一十 一一チ6MQnl一一→ 6Mqnl-∵ ÷ 6MqnI

M!n; M王j M!n:

T2 T 2Mm1 Mdnl

Mclnl

T.S.SIowclrI.C.E.日011ou.'Bloch8mI8try.7.は55日9687
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ラット肝細胞 ミクロソ~-ム膜､核膜および ミトコyドリ了に存在する楯 タ y JIク質の糖鎖の主成分

の一つである中性糖鎖はグルコサミンおよびマンノースか ら成 り､マンノ-ス壮主として非還元末端

に存在することが推定盲れている0 4)･5)｡47)tD中性確鎖はラット正常肝細胞では庶形質膜把は

存在 し売いが､腹水肝ガy細胞では原形質膜にも存在 し､ 57)正常細胞とガン細胞の表面糖鎖の差異

の一端を担っていると考えられるo

従って､この抗マンナy抗体 と糖タンパク質の中性楯鎖 との交叉反応性を検討 し､抗マンナy抗体

の中性糖鎖に対する細胞化学的換棄試薬 としての可能性を検討 したo

その結果､マンノースを非還元末端にもつ楯タンJlクJiEの糖鎖と抗マ/ナン抗体は交叉反応性を示

し､その糖鎖認敦の特異性は極めて高いことが明らかに走ったO

-方､コソカナ′{リンAもマンノースと反応することが知 られてお り､種々のマンノース含有オ])

ゴ糖または多糖の林道 とコンカナJ<1)ンAとの反応性が調べ られている0 51)･52)それによればC-2

に置換基をもつ マ ンノースはコyカナバ リンAと強 く反応することが反応することが知 られている｡

これ らの事乗をもとに､抗マンナン抗体とコンカナバ 1)ンAを用いて､特に,本研究の主題であるミ

トコンド1)了の楯 タン/;クの中性糖鎖の構造の特徴を調べたO

第 1 節 坑マンナ/抗体の調製とその性質

坑マyナy抗血清は 1車加熱酵母死菌生理食塩水懸濁液をウサギの耳静脈に 1週間に2臥 川週

間授与 し､最糸免疫後､ 1週間後に血液を採取 して調製 したO

得 られた抗血清の力価は 2帝酵母生理食塩水懸濁液に対 してⅩ25占(抗血清の 25占倍希釈Ifで凝

集性を示 したJであり､この括性はすべて 1/2 飽和硫酸7ンモニウム液で沈澱するγ-グロ7■リ

y画分に回収されたCまた､七77テックス 8 -200 で抗血清 を =gG･､Zg A か上び工g M とに

分画 したところ､凝集力価はTg Cl画分のみに回収され､zg Aお よびZg_M画分にはほとんど凝

集力価は見られをかったcDEA玉-セルロ-ス カラムクロマ トグラフィーによってもTg q･■画分に

凝集活性が画板盲れた.従って､抗マyナン抗体は Ig O･抗体であると考え られる｡

(Table57参照 )

精製マンナyと抗血清 との定量的沈降反応な行75:つたところ､典型的夜沈降カープを示し､当量

域は0.2皿Aの抗血清に対 して 10DJLg マンナンであったD (Fig.12参照 )
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          Table 7 ,.
Aggtutination Titer of Antimannan Serum

    and its Subfraction

Titerl)

  Serum
Crude r Gtobulin fraction
(1i2 sat,( NH.);Sa, precipitate)

  Ig M fraction

  Ig A fraction

  lgG fraction

X 256

X 256.

Xl>

Xl>
X 128

1)lterwas determined by u$ing 2'tf iiving yeEst suspension

  in setline. +
1.0

':g

･,pt･"

:'-"

.
g,.

a.,8 O.5
'VN
B di
:c=o

(

;

           o/OXo
     o/

o

20  40 60 80
  ･ FgMannan added

100 120

]!'ig. i2. Quantitative ?recipitin Curve of Antimannan
$'erum against Mannan
.The antimannan serutn(O.2 ml) and varyin.ff a'inounts of

mannan in O.8 ml of PBS(pU'8.0) were mixed, :ncubat±on
was performed £irsL eor Z hr at 370C, then for 24, hr-at
 4ec.r Tke precipltate £ormed was'`coilected by centri£ugation
, wqshed with PBS(pH' 8.0) twice, and then dissolved Sn
-iltM2Zs8fmlk.% Na2q03. AbEerbance ot the 6oiutiQn .was measuiced

                            -5S--



　　　第　2　節　　　抗マンナン抗体と糖タンパク質糖鎖との交叉反応

抗マンナ塩体漉”パ煩の融と鮫叉反応性を棚拓ため・比靹多量鳳棚｛得ら

れ、かつ、糖鎖の構造研究が進んでいるタカアミラーゼA糖ペフ’チド艶よび卵白アルブミン糖ペプ

チドを用いて調べた。

　タカアミラーゼA糖ペプチドお些ぴ卵白アルブミン糖ペプチドの構造式をTabユe　8に示した。

　　　　　　　　　　　　　晦ble　8

　　　5tructure　of　Glycopeptid⇔s

Ovalbumin．　　　　　　　．　　　　　’．　Taka　amyla」se　A
gly・。P・ptid・き　　　　　gly・。P・ptid・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Man
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，匿1

饗呼∫．ゴ，．、1’．酵罵

GにhAc（Man　l）・肝1・∴一．・・．・．G瞥

Glc撃`c一（Man｝・㊥Ma　（GlcNAc）・』h．　Glc騎

　　　　Asn」一Leu』Thピ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ser－Asn

C．C．H日ang．，　ol　aL　　　　　　　　　　　　　　、　　．　　　　　　1→．Yamaguchi　et　a毛・・

Carbohyd．Re5．、　La　127（1970｝　　　　　　　　　　　　」．Bbchern．エΩ567（1971）

タヵアミラーゼ蠣べ方吻髄は山・ら48）によ，て提出されたものである．それによれば、

糖ベブチド1分子当り、2分子のN一アセチルグルコサミン．鉛よぴ6分子のマンノースを含み、非還

元末端にMaDα1→2Man倒→5削anのトリオース構造をもっている。卵白アルブミン糖べ：プチド

の糖鋤髄畑。。n、ら4・）撤。棚らかに’
ｳ奴いる．融の髄樋め移様髄示し、多

くの場合、非畢元末端に國一アセチルグルコサミン残基をもっていることが明．らかにされて“る。

｝39一



ノ ン

0.1 0.2 0.3 ▲0.4 0.5

in0.うmlofPBS(
continuedfir6t2

忙

ココ:i

pmQlesinhibiloradded.0,- 0 ･Takaglycopeptides

Q140vaL.gLyCOPePtideS

Fig.1う.Znhit)itionofAntimannanSerum-Mannan
PTeCIPitationfeeactionbyGlycopeptideB

Theantimanrn禦 Berum(OILml)andvaTyipgamountsof
glycopepti申 inO･5mlofPBS(pH8-･0)weremixed,
andafterlnCuba早on_forahratう7cc,50pgmannanAU⊥L-+.'▲しんL'ノlUIノVr白山■̀人山̀▲-■▲■

8.0)uaBadded.Incubationvtas
aもーう78C,then forallhratLIPcpEr

TheprecipitateformedwaE卜COllectedbycentrlfusation
,washedwithPBS(ptⅠ8.0)twice,an且then･diSSOIvedin

imlofi%NaZC051AbsorbanceoftheBOlutionwas

measuredat28omp･

Tig･15は抗マy ナン抗血清と7ノナyの当量域におけるタカ7 ミラ- ゼ A糖ペプチドおよび卵

白7ルブミy塘ペプチ ドの沈降阻止活性を調べたものである.図エD明らかなように､タカ了ミラ

t'A糖ペプチ ドは強い沈降阻止活性を示したが､卵白了ルナミン塘ベフ̀チ ドは性とんど沈降阻止活

性を示さなかった.
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Table 9壮タカ7ミラーt.A糖ペプチ ドの沈降阻止活性を鈴木ら8) によって報告されてVlる

オリゴマンノシド(抗原であるマンナンを加酢舟解 して調製 したもの )の沈降阻止活性と比較 Lた

ものである｡沈降阻止括性は50JLg のマンナンの沈降を5口承阻止するに必要なJL皿018 数であらわ

したD jZカ7 ミラーゼA糖ペプチ ドの沈降阻止活性壮マンナンの抗原決定基と考えられている

LAana1--51血nCl1ー2WanCE1-一21血nのテ トラオースやL4antl1--2Lhnal-2L6anあるいはL4ana

lー5L旭.nalー2Ma虎 どの tI)オースに匹敵するものであるD

一方､卵白7ル7rミン糖ペプチ ドは抱とんど沈降阻止活性を示盲ず､ 1JL=mOleの糖ペプチドでも

15多ほどの沈降阻止を示すのみIfあった｡

山口らはタカ7ミラーゼA糖ペプチ ドの糖鎖吐均一であり､その構造はTat)18 8に示したもの

であると主張 している. しか しー著者が調製したタカ7 ミテーゼA塘ペプチドをDow8王 のカラム

クロマ トグラフィーによって分画 したところ､糖ベフ'チ トは多 くの画分に分かれ.タカミラ-ゼA

の糖鎖は極めて不均一であることが明らかになった.

Tal〕le9.Inhibitionl⊃yvariousmannOSid色白of
Lheprecipitationofmannanl〕yantimannan

工rLhibitor TltnOlestogive50冨itlhibitエon

TA-GP 0.190

oA_GP (132)a

MatlQl一3ぬncLl12地ncLl一2Han 0.083b

胡ancLlJ2㍍anCLl十2地n

hncll-+3HancLljヱ虻aTI

IlancLl13HaTl

胡且TICIl.J2Man

地ncLl.46Han

0.250も

i.67b

4.lob

12.Ob

aperpeTltOfinhibitioncausedby l･0llmOleofOA-GPI
b Datefioma.SuEuki,虫 垂 ･,Japan･J･Microbiol･,迎 I
19-礼(1968)

141-



es-k 7'f F'Ofimi optsRft Fig. 14 trC fil L7Z.

o,s

O.k

go,i

R
- , O.2
R
o

O.1

r

Ir

ru    rv
v

tube

.vl '

V:I

number
aui 40 6o . 8o 100 120 220 2go

Fig. Ik, Epaatienatien of Taka AmyZase A GIycopeptlde6 ･
on Dowex 50X2 ''' ' '' '
Malta aaylaEe A' glyqopejptLde6'(77.9 mg mannose eq.,)were
･disselved- in- 5 ml of O.OOI.M. ･pyrtdine.ace,ttc aeid butfer,
pH 2.5, and '.apPlied to a co]umn of Dowex 50X2(1.5X 116 cm)

equilibrated sv±th the same butter. EIUtion wats carried ''･
outrinitia,11y with the sarne buffer, from tube number

7Z to tube number 200 with a linear grad±ent from the -
same buffer to O.P4M pyr2dine-aeetic a.c±d buffer,pH 3.1
                       w±th O,･2 M                                 pyridimeecetic ae' ±d butfer,and from tube ･niitaber 201
pH J.l. The flow rate was 25 ml per hr and 15.3 ml fractions
weru colle'cteq i"itiailY ahd from tube numPer 71, IQ..5 ml
frac,tion were eol;,ected. Aliquots vrere: used for the oiccinoJ- ･

E2SOg reaetion. . , , .
'

.l
r-

i
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また、得られた各画分の糖およびアミノ酸組織をTable柵　に示した。

庄】able　：LO．　Am：Ln」o　Acid　and　Carbohyd：ra㌻e　Com：po臼i『ヒion8　0　f　　、

Taka　Amylas6　A　Gly・。peptides　Fract⊥。na七ed・・
Dowe＝｛　50×　2

Asp
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
Cys
Va］．

M’et

工le
Leu
讐yr
Phe

　工

1．QO

。．85

0．07
0，ll
O．16
0．Oラ

0．10

工工

1．QO

工工工

1．OO

　　　Glc騨H2　工・55

　　　Man　　　　　　　　　　9．59

逼an　d工st－
r⊥but：Lon　　　　6．＝L

（．％）

　工V

工．00

．V

1．00

　V工

1．oo

0．89

　v工工

ユ．．OO

0．16

1．7：L

ラ・74

5．6

o．96

1．90
8．29

7．2

O．89

1．乃
．7．ユ1．

5．2

o．9⊥｝

1．65
6．13

9．5

L66
与・97

56．7

0．05
0．29
0．07
0・．50

0．20
0．oラ

0．16
0．28
．O．09

0．0：L

trace
O．32

0。63
2．29

9．7

　　　　　　　　　　expres6ed　as瀧・le日per　mole。f　Asp・Values　are
T・y，Ly8，　Hi8　and　A・g　were　n。七de七・rmined・

　画分皿、閥、V畑よびMはいずれもアスパラギン酸1モル当り・1モルのセリン・2モルの

グルコサミンを含んでいたが、マンノース量は異なり、臥臥V、級の順にそれぞれBモル、

7モル、6モル、5モルを含んでいた。各画分の沈降阻止活性は互いに異左り、皿、配、V、

Wの順に減少していた。
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その結果をFig．15に示した

100

．臼50
骨

員

邑

・月

凍

／

■

9

／．エ1エ

／’IVv

／
■

／’
●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・V工

＿＿一。●

　0．1　　　　0．2　　　　0．』3

．pm。1e8　inhibit。r　adde昼

。．’S 0．5

F⊥g。　＝Lラ．　Inhibitlon　of　Ant⊥mannaロ幽Serum－Ma：r1且an
Preclpitation　R¢ac七io！1「by　Taka　Amyla8e　A　　・
Glycopep七ideε　Fractio逗ate｛1　0塊：．Dowex　ラOX2

The　antま1皿annan　seruエn（O．ユ　mユ）　and　varying　a｝nOun七s　of　‘・．

91ycopeptlde．⊥n　O．5磁10f　PBS（pE　8・O）were岨xed，　and
after　incuba七10n　for　2　hr　at　ラ7σC，　ラO｝19π1annan
工n　O．5　ml　o　f　PBS（pH　8曾O）　wa3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　工ncubat工on　was　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　added．

con七inued　first　2　hr　at　lう7ρC，　then　fo：r　24　h：r　a七　40C，

The　preci：p‡taむa’しe　for瓢ed　was　colユeoted　by　cen七：r：Lfugation’
，　wa8hed　with　PBS（：pH　8．O’）　七wice，and　then　di8εolved　in

孟七m孟88fml．％珂a2C。3’Aわs．舳ce．f七he　B．1曲n　was　me18u「ed

　画分皿は童a11α，→3　Manα1→2Manα1一→2Ma且のテトラオース、画分1VはManα1→5　Manα「→2Manあ

るいはManα1→2　Man倒→2Ma．nのトリオース、’また、画分V血よびMは．Manα1・→5Manあるい

はMaDα1→2Manのジオースの沈降租止活性に相当する活性を有することが明らかに左つた。

　コンカナバリンAは細胞膜の糖タンパク質の糖鎖の細胞化学的式薬としてよく用いられ、マンノー

スあるいはグルコース残基に特異的であることが示されている。50）・51）従って、著者は抗マンナ

．ン抗体とコンカナバ1」ンAの特異性の比較するためコンカナバリンAについても抗rツナソ抗体と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一44一



同様の実験を行左つた。

B
妬、

’．浬コ．

．9Ei

80
豪
く⇔

go
o

o．5

　　　o

／

．o

　　　o／o
。／

o

　　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　40　　　60　　　80　　　100

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　μ9

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mannan　added　　冒．’・　、

F工9。　16．　quant工tative　P：recユP：Lt＝Ln　Cu：rve

aga1ロst翼ahnan
Concanavaユirl　A（500　｝ユ9）　ゴーn　O・5皿］・

Vary⊥ng　amoun七s　of　manロan　in　O．5　ml

were　l眠xed・エncubatエon　wa8　performed　first
at　37。C，　tれen　fo士　1・hr　a七　4。C。　｛rhe　：prec工P工tate

col］．ected　by　centrifugatioロ，

器。ε盛。and　thea　disε。ユved‡d　ml。fユ％Na2CO

of　Concanavaユエn　A

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　TBS（pH　8．O）　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　T：BS（：pヨ8．o）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　for　30　皿irL

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　formeq

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　waεhed　wi七h　TBS（p且8．0）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Absorbance

・・ユuti。n　wa5　m・a・ur・d　at　28・1 @　3？
　Fig．16はコンカナバリンAとマンナンの定量酌沈降反応を示したものである。当量域は500

μgのコンカナバリンAに対して約50μgのマンナンであった。

〆
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こ

．9

＝
皇
エ
．⊆

詳

100

50

o

．／●
　魯

。

●

　　　　0．02　　　　0．04　　　0．C6　　　0．08　　　 0．10

芦疏。隻e5　｛携揃b賛δr　added・　o一一〇　　Taka　　gIyCOP已ptide3　　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　o一●　　OvaL　　glYcopeptideg

F⊥9．17．工曲まbiもio丑of　Co近canavalin　A－Madnan
Preoi：pi’しa七io箆　Heac’もio箆．．by　G：Lycope：ptlde8

0つncaユav∂1．Lf1盛（ラO（〉｝二9）　L窪　じ・ヲ1一一L　of　灘3s（pH　8・O）　aロd

va：ry二Lng　aロ10u捻t8　0f　g■7copetide　i丑　0．5　m＝L　of　TB、S（．pH：8．0）

were　註1ixe｛呈，　a亘（呈　afもe■・ino競めatio且　for　ラO　mln　a七　57。C，

1議a三幅n。ε搬裏le言ff盤P盟9襯誰d3ら・G，七h。n　f。r

ユ　hr　at　ら。（；響　聖捻e　聾葦3¢i｝｝iもate　fo：r槻ed　wa8　colL16｝cted　by
ceτ1tエ・工fuga七io丑，　響a主…蓋e塵　脚i毒盈　響BS（：p：H　8．O）　once，　and　then

dissolved　in　＝L短ユ　｛｝：ε　1％耳a2CO5．　．Absorbance　of　七he
80：Lutlon　～サas　遊ea§ミΣ；野εく毫　鼓参　28◎　！1｝井・

　上・’堀．零7はζの当郵：域に参ける．タカアミラーーゼA糖ベブチドお・よぴ卵白アルブミン糖ベブチドの

沈降壌」｝二活性を調べたものであ．る9抗マンナン抗体の場合とは異な1，、両糖ベフ．チドとも同梶度の

瀞繍員止活量を示した．この姦≒果は既に明らかにされているコンカナバリンAの特異性50）・51）と

覇糖ベプチト㍗乃智都省かち予想、される結r果であうたロ

第　5　節 抗マンナン抗体とミトコンドリ’アの糎タンパク質糖鎖との交叉反応

第．2節の研究結果よウ抗マンナン抗体は非還元末端にα1一→2あるいはατ→5結合から成るオ

1｝ゴッンノシド残基．を毛つ糖ヌンパク質の秘鎖と交叉反応性．をポL、その．糖鎖認識の特異性は．極め

て高いことカξ明ちカ、に＝なった。
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ラット肝細胞膜系に存在する糖タンパク質の馳鎖の主成分は瓦一グりコシド型結合をした血清型

冠雪であることが明らかにされているqこの血清型雨垂はグルコサミンおよびマンノースより成る

中性糖鎖とグルコサミン、マンノース、ガラクト」ス虹よびシアル酸よh成る酸性糖鎖に大別され

る。

　中性糖鎖はα一マンノシタ’一ゼによって大部分のマンノースが遊離することより、非選外末端に

オリゴマンノシド残基をもっていると推定される。47）従って、薯者はミクロゾーム膜およびミト

コンドリアより調製された中性糖鎖と抗マンナン抗体との交叉反応性を検討した。

　Fig．18および19はラット肝細胞ミトコンドリア卦よびミクロゾーム膜より調製された中性卦よ

び酸性糠ベブチドによる抗マンナン抗体一マンナンの沈降反応の阻止を調べたものである。
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田孚a5ured　at　280叩・

酸性糖ベブチドは全く．沈降阻止活性を示さなかったが、中性糖ペプチドはミトコンドリア曲よぴ

ミク・ゾーム膜のいずれの場合も沈降阻止活性を示した。しかし、その沈降阻止活性は低ぐ、タ

カアミラーゼA糖ペプチドの画分VあるいはMと同程度であり、α1→2あるいは猷1一→5マン

ノジオースに相当するものであると考えられる。ミトコンドリアより調製ざれた中性糖ペプチド

はミクロゾーム膜より調製された中性糖ベブチドよりやや強い阻止活性を示した。

コンカナバリンAについても抗マンナン抗体と同様、ミ∴トコンドリア澄よぴミクロゾーム膜よ

り調製された中性鉛よび酸性糖’ベブチドによる沈降阻止活性を調べた。その結果をPig．20．およ

び21に示した。
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中性加よび酸性のいずれの糖ペプチドも沈降阻止活性を示した。ミク・ゾーム膜より得られた中

性糖ベブチドが最も高い沈降阻止活性を示し、ミトコンドリアの中性糖ペプチド、ミトコンドリア

の酸性糖ペプチド、ミク・ゾーム膜の酸性糖ベブチドの順に沈降阻止活性が低く左っていった。

　従って、これらの結果より抗マンナン抗体は細胞膜系に存在する聾一グリコシド型糖鎖のうち、

中性糖鎖に特異的であることが明らかに左つた。
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第　4　節 考察ならびに総括

　一般に糖タンメク質それ自身は強い抗原性を有するが、抗原性は主としてペプチド部分に存在し、

糖鎖はほとんど抗原性をもたないと考えられる。の・52）その為、糖鎖に特異性を有する抗体を産

生させる為に、糖タンパク質を修飾したり、あるいは糖鎖を牛血清アルブミンなどのキャリヤーに

色娩形で共有結合させたもの蛇を免疫原とし謡物に非経酌畷尉る試みがなさ昨て戯5）

しかし、このよう左方法でも糖タンパク質の糖鎖に特異性をも．つ抗体は一般に調製し難いとされて．．．

いる。

　一方、微生物細胞表層に存在する多糖は一般に強い抗原性を有し、その抗体は特定のオリゴ豊海

に特異的であることが知られている。酵母の細胞表層多糖であるマンナンは強い抗原性を右し、そ

の抗体α1→2あるいはα1→5結合から成るオリゴマンノシド糖蜜に特異的であることが知られ

ている。7）β）

　糖タンパク質の楯鎖の主要左ものの一つであるH一グリコシド型結合した中性糖鎖は多ぐの場合

非還元末端にマンノースをもつζとが示されている。との中性糖鎖は細胞膜系の糖タンパク質にも存

在し、その生物学的役割は極めて興味深い。従らて、この中性糖鎖に対する細胞化学的試薬として

この抗マンナン抗体が利用できるかとうかを検討するため、抗マンナン抗体と中性糖鎖との交叉反

応性を検討した。

　抗マンナン抗体は酵母の加熱死菌を免疫原としてウサギの耳静脈に投与することにより、高力価

の抗血清が容易に調製された。得られた抗マンナン抗体はすべてエgG抗体である。その為、安定

性が高く、一価の結合価をもつ標品（Faわ　画面）が調製しやすい左どの利点をもっている。これ

．らのことは抗マンナン抗体を細胞化学的試薬として用いる場合極めて好都合である。

　抗マンナン抗体と糖タンパク質の中性糖鎖との交叉反応性を調べるために、比較的容易に試料が

得られ、かつ、糖鎖め構造研究がよく進められているタカアミラーゼA糖ベフ’チドおよび卵白アル

ブミン糖ベブチドを用いて検討した。

　タカアミラーゼA糖ベブチドは抗マンナン抗体に対して強い交叉反応性を示した。その糖鎖構造

は山口ら48）によって明らかにされ、糖鎖の非還元来端にManα1→2　Manに1→5Manのトリオース

構造をもつことが示され、タカアミラーゼA糖ベブチドが抗マンナン抗体に対して強い交叉反応性

を示すことと一致する。しかし、著者がタカアミラーゼA糖ベフ’チドをDowex50x2のイオン交換

カラムクロマトグラフィーによウ分面したところ、多くの画分に分かれ、タカアミラーゼA糖ベブ

チドの直鎖は極めて不均一左ものであることが明らかに左つた。各糖ペプチド画分の糖お上びアミ

ノ酸分析の結果からその不均一性は糖鎖のマンノース含量の差によることが明らかになった。化学

組成から判断して比較的均一な画分と思われる画分旧～Mについて抗マンナン抗体に：対する交叉反
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応性を調べた。抗マンナン抗体とマンナンとの沈降反応に射す6阻止活性の強さから、画分皿はマン

ナンの抗原決定基と考えられているマンノテトラオース構造、画分Wはマンノトリオース構造、画分

V卦よびWはα1→5あるいはロ1→2マンノジオース構造をもつと考えられる。

　一方．卵白アルブミン糖ベブチドは抗マンナン抗体とほとんど交叉反応性を示盛左かった。Huang

ら49）によれば．卵白アルブミン糖ペプチドの糖鎖の構造は極めて多様で、多くの場合、非還元朱端

にN一アセチルグルコサミン残基をもっている・ことが明らかに港れている。従って、この構造研究の

知見は抗rンナン抗体が卵白アルブミン糖ペプチドとはほとんど交叉反応性を示さ左かった結果と一

致する甘

　従ってしこれらの結果より、抗マンナン抗体は非還元末端に“1→2オリゴマンノシド構造をもつ

糖タンパク質の糖鎖とは交叉反応し、その交叉反応性の強さより、末端のオリゴマンノシド構造があ

る程度推定できることが明らかに左つた。また、．糖タ：／バク質糖鎖に対する細胞化学的試薬として広

く用いられているコンカナバリンAに比べてその糖鎖認識の特異性は極めて高いと考えられる。

．．
宴bト肝細胞膜系のうち、ミクロゾーム膜、核膜壽よびミトコンドリアには中性施鎖が存在し、匹

’マンノシダーゼ消化よ要この中牲糖鎖は非還元末端にマンノー子残基をもつことが明らかに左ってい

る。4ア1従って、著老はミクロゾーム膜およびミトコンドリアから調製された中性糖鎖と抗マンナン抗

体との交叉反応姓を検毒した。このミク・ゾーム摸およびミトコンドリアから調製された中性糖鎖は

化学組成於よび分子量の点で異っていることが既に明ら参にされている。両中性糖鎖の抗マンナン抗

体一マンナン沈降反応の阻止はマンノジナースに粗当する程度であった。ミトコンドリアの中性三二

はミク』ゾーム膜の中性塘鎖よ勢強い阻止活性を示した。その阻止活性の強さから判断してミトコン

ドリアの中性糖鎖はαユ→5マンノジオース、ミクロゾーム膜の中性三三はα1→2マンノジオース

に相当する構造を非還元末端にもっていると考えられる。

　コンカナ・｛リンA一受ンナンの沈降反店では抗マ；／ナど抗体の場合とは逆にミク・ゾーム膜の申性

糖鎖の方がミトコンドりアの中性糖鎖より強い阻止活性を示した。コンカナバリンAはG72に置換

基をもつマンノース残基に強い親和性をもつことが報告されて澄り、50）・51）この結果は前述の抗マ

ンナンーマンナン沈降反応の阻止活性より推定された事実とよく一致する。・

　酸性糖鎖はいずれも抗マンナンーマンナンの沈降反応を阻止せず、抗マンナン抗体とは全く交叉反

応しないことが明らかに左つた。一方、コンカナバリンAはいずれの酸性糖鎖とも反応することが明

らかに左つた・．

　従って、抗マンナン抗体は糖タンパク頚のN一グリコシド型の中性糖鎖に対する特異的な細胞化学

的試薬として用いることが可能であり、その沈降阻止活性よりある程度、末端構造を推定することが

できることが明らかに左つた。
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実 験 の 部

　抗マンナン抗血清の調製

　生理食塩水で5回洗浄した酵母（S．Cerθvi臼iaθ；ナ．リエンタル酵母工業株式会社製）を1％（晒）

になるようにして生理食塩水に懸濁した。10G℃、60分間加熱して免疫原とした。ウサギ（♂、約5㎏）

の耳静脈内に1週間に2三門19回（1～5回＝ユ5m4，6～7回＝1』m4，8回巴1．5m4，9～14回

呂2・m415～19回一ム・m4）免疫原を増した．最終免疫後、1週間後噸蘇よ姪採血した。血液

を凝固させてから血清を分離し、a1％（珊／V）の濃度に左るようにN劔3を加えて、冷蔵庫あるいは冷

凍庫で保存したn

　凝集力価の測定

4％1碗膚母性澱塩水で四丁削生理雌水脳液伽mのと適当嬬釈した抗血漁1mの

を準合し、5ア℃、20分間インキュベートしたのち凝集を判定した。凝集の判定は顕微鏡下（10×10）で行

印つた。

　γグロブリン画分の調製

　抗血清に同容量の10mMリン酸ナトリウム緩衝生理食塩水（以下、　PBSと略す∂（pH在8）で希釈して

から抗血清の2倍容量の飽和硫酸アンモニウム液（pH己8）をかくはんし左がら徐々に加えた。室温で50

分間放置後、遠心して沈澱を得た。沈澱は元の抗血清と同容量の：PBS　（pH　6、8）に溶かして、同容量の

飽和硫酸アンモニウム液（p恥8）を加えて沈澱させた。沈澱は更に同一の洗浄操作を行左つた後、抗血

清のレ！容量の：PBSに溶かし、大過剰の：PBS（PH58）に対して透析した。透析後、液量が元の抗血

清と同容：量に煮るように：PBS（pHも8）を加えた。得られたこの画分を抗マンナンrグロブリン画分と

した。a1％（W／V）の濃度に左るようにHa醜を加えて、冷蔵庫あるいは冷凍庫で保存した。

　セファデックス（←200による抗血清の分画

　PBS（pHム8）で平衡化したセファデックスG－200のカラム（2×10Oc皿）に抗血清（5m4）を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’加えて分画した。

　工gG一分の調製

　0．01Mリン酸カリウム緩衝液（PH＆0）で平衡化した：DEAE一セルロースのカラム（1．5×10c・）に同じ

緩衝液に対して透析して鉛いた抗血清（2mのを加え、同じ緩衝液で溶出した。カラムを素通りする三分

をエgσ画分とした。

　抗マンナン抗血清とマンナンの定量的沈降反応

　抗血清（0，2m4）とPBS（pHao）に溶かしたマンナン（免疫原と同［：酵母から調製したもの。リ

ン、窒素諭非びグルコースを含まず5東北薬科大学の鈴木茂生博士より恵一与されたもの」溶液（a8m4）

を混βし、5ア℃、2時インキュベートした後、4ゆ、24時間放置した。遼心して．上清を除去した。沈澱は
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PBs．（PH8，0）（1．Om4）で2回洗浄した後、1％（W／V）Na2CO5水溶液に溶かして0．D．280mμ

の吸収を測定した。

卵白アルブミンおよび卵白アルナミン糖ベフ’チドの調製

新鮮欄卿舶を分離・・Kec・・…らの方法54）に幽晦ヒを・回行縦舶アルブミ，

ンを調製した。この卵自アルブミンを5回プロナニゼ消化を繰り返し、セファデックスe－50で分画し

て、卵白アルブミン糖ベブチドを調製した。

　タカアミラーゼAとタカアミラーゼA糖ペプチドの調製

。力必ス，田原末（三共株式会社、富津さ継もの刷り、楓…ら筋法55）に伽、

結晶化を行丘ってタカアミラーゼAを調製した。

このタヵアミラ＿ゼ睦3回力ナー硝化を繰り返し、セ・・デ〃スG－25瓢びG－5Dで回

して、タカアミラーゼA糖ベブチドを調製した。得られた糖ベフ’チドを未分画タカアミラーゼA糖ベブチ

ドとした。

　糖ベブチドによる抗マンナン抗血清とマンナンの沈降反応の阻止

　抗血清（α1m4）とPBS（pHao）に溶かした糖ベブチド溶液（且5m4）を混合し、3フ℃、2

時間インキ。ベートした．更に、5・・9のマンナ聴P曲（pll　a・）に溶かした溶液（a5mのを

加え、57℃、2時間インキュベートした後、4℃、24時聞放置した。遠心して上清を除去した。沈澱は

PBS（pH8』）（1．0．卑4）で2回洗浄した後、1％（W／V）Na2COろ水溶液に溶かして0．：D．280mμ

の吸収を測定した。

　コンカナバリンAとマンナンの定量的沈降反応

…1r4…。・、塊び5×1・一4・・…2を含む・・M卜・，・塩酸緩衝生融塩水（pHa　O）

（以下、TBSと略す6）に500μgのコンカナバリンAを溶かした溶液（0．5m4）とTBS（PHB．0）

に溶かしたマンナン溶液（a5m4）を混合し、37℃、30分間インキュベートした後、4℃、1時間放

置した。遠心して上清を除去した。沈強はTBS（pH8．ロ）で1回洗浄した後、1％（Wノ毎）M2CO3

水溶液に溶かしてO，D．叩Omμの吸収を測定した。

　糖ペプチドによるコンカナバリンAとマ：／ナンの沈降反応の阻止

’500μgのコンカナバリンAをTBS〔PHao）に溶かした溶液（a5m4）と糖ペプチドをTBS

（pHao）に溶かした溶液（且5m6）を混合し、5フ℃、3q分間インキュベ覧トした・更に・50μ9の

でンチンをTBS（PHaロ）に溶かした溶液（0、5m彦）を加え、5ア℃、50分間インキュベートした後・

4℃、1時間放置した。遠心して上清を除去した。沈澱ばヤBS（pH8．0）（1．0皿6）で1回洗浄し

た後、1％（Wカ）聾・2C。5水溶液に聖日出て。・D，、280　m・の吸収を沮lj宜した・
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　　　　　　　　　　　　　　　　結　　　　　　　　　論

　著者はラット肝細胞ミトコンドリアに存在する糖タンパク質糖鎖の生化学的および免疫化学的研究を

行左い、次の結論を得た．

ωミトコンドリアに存在す厳合糖質の主要齢は血鯉糖釧・一列・ジ魁糖鎖）をもつ糖

タンパク質である。その糖鎖としてはグルコサミンおよびマンノースより成る中性糖鎖とグルコサミン、

マ〃＿入ガラクトース泌びシア・レ酸より成繊性麟とが存在し・各糖鎖ともその化学繊・分

子量は他膜系のそれと比較して、ミトコンド．リアに特徴的である。

　②　ミトコンド1」アに存在する穂タンパク質の多く（約60％）は外膜と内膜に囲まれた膜闊部に存在

し、残りは外膜と内膜にほ騰量ずつ存在し、タ…煩を最も多く含む顧囮穗タンパ須はほと

んど存在ほい。外膜嬉在す礪〃・・須謝るものはミト・ンドリアの外乱に露出して存在し

ているロ

（，1ミト。．’ hリアの謝ン’・須の硬玉の代謝的性感リミト・ンドリアの大綱の櫛ンパ頒

はミト。．ドリア以外の搦詣そらくは・如ゾーへで舗されてからミ団ンドリア臨み込ま

れていると考えられる。しかし、内膜に存在する糖タンパク質の一部はミトコンドリア内で合成されて

いることが示唆された。

ωミト，ンド’ P，アの複合纈の微量成分として存在す靭・ド国チ・硫酸哩の』・移糖はミト

コンドリアの表面に露出して存在している。

（，｝マ．．一スを非翫末蘇もつ糖・…須の糖鎖と抗・・ナ塩田甑販応性を示し・その

糖鎖認識の特異性は極めて高いことが明らかに左つた。

（、〕ミト，。ドリ。の撫…煩の中性講は抗卯ナ七二と交叉旧離を示した・その反離．

はミク。ゾ一陣の中性那覇の反離よりも大であ・た．これらのことからミト・ンド1，アの中性糖鎖

にはα1→5結合をもつマンノジオース構造が存在すると推定される。
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