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序論

糖月旨質 ( gly c olipid s) はそ の名の とおり糖鎖部分と月旨質部分から成り, そ の月旨質部

分の構造 の違い か ら 2 つ に分類される . 月旨質部分 ( 脂溶性側鎖) に グリセ ロ - ルを

含むもの をグリセ ロ 糖脂質 ( gly c o gly c e r olipid s) , ス フ ィ ン ゴイ ド( sp hin g oid) とよ
l

ばれる長鎖塩基を含むものをス フ
1
ィ ン ゴ糖月旨質 ( gly c o s p hi n g olipid s) とよんで い る .

糖月旨質 ( gly c olip id s)17
1

†
セ ロ糖月旨質 ( gly c o g ly c e r olip id s)

脂質部分に グリセ ロ - ルを含む

イ ン ゴ糖脂質 ( 如 c o s p b in g o lip id s)

月旨質部分 にス フ ィ ンゴイ ド( s p b in g o id) を含む

前者は主 に植物や微生物界に , 後者は主に動物界に存在する . こ の よう に糖脂質は

親水性糖鎖と月旨溶性側鎖の ハ イブ リ ッ ド分子 であり, い ずれの構造も多様性に富ん

でおり, 細胞の 種類 の みで はなく, 同 じ細胞の 増殖 ･

分化段階や細胞 の おかれた環

境 によ っ て も変化する こ とが知られて い る .

ス フ ィ ン ゴ糖脂質は ス フ ィ ン ゴイドの第
一

級ア ル コ ー ル性水酸基がグリ コ シ ド結

合によ っ て単糖またはオリ ゴ糖と結合し, さ らに脂肪酸 (fatty a cid) が ア ミ ド結合

した構造をも っ て い る . ス フ ィ ン ゴイ ド塩基と月旨肪酸からなる部分はセ ラ ミド

( c e r a m id e , C e r と略言己) とよばれて いる ( Fig . 1) .
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Fig ･ 1 ･ ス フ ィ ン ゴ糖月旨質 の構造

ス フ ィ ン ゴ糖月旨質の構成成分のうち, ス フィ ン ゴイ ド塩基は晴乳動物 で は C 1 8 の

ス フ ィ ン ゴ シ ン (4 - sp hi n g e ni n e , d 1 8 :1 と略記) が 最も広く存在するが, ヒ ト腎な ど

に は 4 番目の 炭素 に水酸基がもう 1 つ 付い た フ ィ トス フ ィ ン ゴ シ ン ( 4 -h y d r o x y
-

s phi n g a n i n e , t1 8 : 0 と略記) も存在するこ とが知 られて い る . 月旨肪酸は炭素数 1 6 -

2 4 ( C 1 6 - C 2 4) のもの が多 い ･ 糖鎖を構成する単糖として は G I c , G al , G al N A c ,

Gl d Aヾ c および シ ァ ル酸な どが あり, シァ ル酸をも つ 糖月旨質はガ ングリオ シ ドとよ

ばれて い る ･ 糖鎖の 鎖長は糖タ ン パ ク質やプ ロ テ オグリカ ン と比 べ ると より短く,

1 0 個以内の糖残基をもつ もの が ほとん どである . 糖鎖部分は糖タ ン パ ク質の それ と

同様に非常に多様な構造を生み出し, さまざまな生理機能や細胞認識 に関与する こ

とが明らか にな っ てきた .

こ の ように糖脂質は糖鎖部分も脂質部分も多様性に富ん で い るが , 分類および命

名は糖鎖を基に行われて い る
1) ,2)

･ 糖月旨質の生合成は, 糖タ ン パ ク質の ように糖鎖が

一 括 して結合した後に修飾される の で はなく, それぞれの糖転移酵素 の厳密な基質

2



特異性のもとに単糖が疎水性側鎖あるい は糖鎖の非還元末端に順次付加されて合成

される . ス フ ィ ン ゴ糖月旨質はこ の代謝経路そ のものを反映して , グロ ボ ( glo b o) ,

イ ソグロ ボ (is o gl o b o) , ラク ト (l a ct o) , ネオラクト ( n e ol a ct o) , ガ ングリオ

(g a n gli o) 系列な どに分類されて い る .
T a bl e l に代表的な基本糖鎖系列の構造と略

号を示す.

T abl e 1 . 糖脂質の 糖鎖系列

系列 略号 糖鎖構造

g a n glio G g

gl ob o G lo b

is o gl o b o i G lo b

la ct o L c

n e ol a ct o n l l

G al N A cβ1 - 4 G alβ1
- 3 G al N A cβ1 - 4 G alβ1 - 4 G I c

G alβ1 - 3 G al N A cβ1 -3 G al α1 -4 G alβ1 -4 G Ic

G al N A cβ1 - 3 G al α1 - 3 G al β1 - 4 G Ic

( G alβ1 - 3 G I c N A cβ1) n - 3 G alβ1 - 4 G Ic

( G alβ1 -4 GI c N A cβ1) n - 3 G alβ1 - 4 G Ic

糖鎖は これ ら各系列を示す接頭語に , 単糖の 個数を意味する接尾語, -t ri
_

a o s e
,

-t etr
_

a o s e および ゃ e n t
_

a O S 早な どを付し, たとえ ばガ ン グリオ系列 の 3 糖か らなる糖鎖

は g a n gl i otri a o s e , イ ソ グロ ボ系列の 4 糖か らなる糖鎖はis o gl o b ot etr a o s e の ように名

付けられる . ･単糖 の個数を示す接尾語は下線で示すように - o s e の前に a を入 れて ,

単糖そ の物の名称 , たとえば -t et r o s e ( 四単糖) な どと区別する .

'

また, それ ぞれ の

糖鎖がセ ラ ミド ( c e r a m id e) に結合した糖月旨質で は, 糖鎖名の語尾を yl に変化させ

て , g an gliot ri a o s b c e r a mi d e , i s o glo b ot et r a o s生ce r am id e な どとよばれる ･ 略号の場合は



糖を意味する ,
O s e に単糖の個数を示す数字を右下に付けて - O s e 3 ,

- O s e 4 の ように示

し, c er a mi d e は C e r と略記するの で , ス フ ィ ンゴ糖B旨質は
一

般に - O s e n C e r ( 例,

g a n gliot ri a o s yl c e r a mi d e
I G g O s e3 C e r) と略記される . 略号をより簡略にするために

O s e を除い た書き方をする こ とも多く, 本研究でもその表記を用 い , たとえば

g a n gli ot ri a o s yl c e r a m id e は G g 3 C e r , i s o gl ob ot et r a o sylc e r a m id e は i G b 4 C e r と略記 した

( T a bl e 2) .

T a bl e 2 . 本研究に関係する 1 - 5 糖の 糖鎖をも つ ス フ ィ ン ゴ糖脂質と略号

構造 名称 略号

G alβ1 - C e r

G a拍l - 4 G I cβi - C a r

G alN A cβ1 - 4 G alβ1 - 4 G Icβ1 - C e r

G alβ1 - 3 G al N A cβ1 - 4 G alβ1 - 4 G Icβ1 - C e r

G al α1 - 3 G alβ1 -4 G Icβ1 - C e T

G alN A cβ1 -3 G al α1 - 3 G alβ1 - 4 G I cβ1 - C e r

G alβ1 3 G alN A cβ1 -3 G al α1 - 3 G alβ1 1 4 GI cβ1 - C e r

G alN A cβ1 - 3 G al α1 -4 G alβ1 - 4 G Icβ1 - C e T

g a
l a ct o s yl c e r a mi d e

la ct o syl c e r a m id e

g a n gli ot ri a o sylc e r a m id e

g a n gli ot e t r a o syl c e r a m id e

i s o gl o b ot ri a o s ylc e r a m id e

i s ogl o b ot et r a o s yl c e r a m id e

i s o gl o b
･

o p e n t a o s yl c e r a m id e

gl o b ot et r a o s yl c e r a m id e

G alC e r

b c C e r

G g 3 C e r

G g
4 C e r

i G b 3 C e r

i G b 4 C e r

i G b 5 C e r

G b 4 C e r



硫酸化糖脂質は糖脂質の糖鎖部分の硫酸 エ ス テ ル化物の総称であり, シァ ル酸を

もつ 糖月旨質 ( ガ ン グリオ シド) とともに酸性糖脂質に属して いる .
1 9 6 2 年に 山川 ら

により初めて の硫酸化ス フィ ンゴ糖脂質であるガラクトシルセ ラミド硫酸 ( G al C e r

I
3

- s ulf at e
,
S M 4s

, ガラク トシ ル ス ル フ ァ チ ド) の最終構造が決定され
3)
,
1 9 6 6 年に

M a rt e n s s o n によりラク トシ ルセ ラ ミ ド硫酸 ( L a c C e r II
3

-s ulf at e , S M 3 , ラ ク トシル ス
l

ル フ ァ チ ド) が報告された
4)

･ ま た, 蘭酸化グリセ ロ 糖月旨質として は1 9 7 2 年に石琴

らによりセ ミ ノ リ ピド( G al A A G I
3

- s u lf at e
,
S M 4 g) が 同定された ( Fig . 2)

5)
. 以来,

晴乳類の硫酸化糖月旨質は こ の 3 種 の みと考えられ, ス ル フ ァ チ ドは狭義的に は

S M 4 s を指す語で あ っ た. 硫酸化糖脂質 の命名法は L a c C e r II
3

-

s ulf at e の ように , 硫酸

基の結合位置はセラ ミド側から数えて 何番目の単糖かをロ ー マ 数字で 示 し, 単糖の

何番目の炭素 に位置するかはア ラ ビア数字で ロ ー

マ数字の右肩に表記する ( Fig .

2) .



ガラクトシル セ ラ ミド硫酸 ( H S O 3 -3 G alβ1 - C e r , G al C e r I
3

- s ulfat e
,
S M 4 s)

O H

C H 2 0 H

H O

s o才
一
0

O H

㌔
c

･

＼
N H

0
､ _ ー ノ
＼ c - C

†＼ c
O H

y

ラク トシ ル セ ラ ミ ド硫酸 ( H S O 3 -3 G alβ1 -4 GI cβ1 - C e r , h c C e r II
3

- s u lf a t e
,
S M 3)

H O

s o才
一
0

C H 2 0 H ○

O H

H O

C H 2 0 H

O H

N H
o
＼ c - c(
トc
O H

ク
′

セ ミノ リ ピ ド ( G alβ1 - 3 alk yl a c ylg ry c e r ol I
3

- s ulf at e
,
G al A A G I

3
- s ulf at e

,
S M 4 g)

H O

s o才
一
0

C H 2 0 H

O H

㌔
(

o
＼ c - c

＼
c = 2
＼
o

Fig . 2 . 代表的な硫酸化糖月旨質 の構造



本研究で は硫酸化糖脂質の略号をより簡略化するためにガ ングリオ系列 に属する

もの は S v e n n e rh ol m の ガ ングリオ シドの略記法
6) を応用 し, g a n gli o sid e を表す G を

s uf o gly c olipid を表す S に変えて表記した
7),8)

.
s v e n n e rh ol m の 略記法は g a n gli o sid e を

表す G に続い て シ ァ ル酸の数を M (1 つ) ,
D ( 2 つ) ,

T ( 3 つ) な どで 示し, 基

本糖鎖に つ いて はガ ン グリオ系列の 4 糖か らなる糖鎖 ( G g 4 C e r) を 1 , 3 糖からな

1

る糖鎖 ( G g 3 C e r) を 2 , L a c C e r を 3 , G al C e r を 4 で表す. ま た C e r か ら数えて 2 番

目の G al に結合する シァ ル酸が 1 つ の場合は a , 2 つ の場合はb を右下 に表記する .

たとえば, G M 4 , G M 3 , G M 2 , G M l a および G D l a は次の 構造を有するガ ングリオ

シドの 略号である .

N e u A c α2 -3 G a岬1 - C a r , Ⅱ
3
N e u A c α - G al C e r , G M 4

N e u A c c 仏 3 G alβ1 - 4 GI cβ1 - C e r , II
3
N e u A c α - h c C e r , G M 3

2 αN e u A c

G去1N A cP 1 - 4 G a
5
1β1 -4 GI c β1

- C e r
,
ⅠⅠ
3
N e u A c α - G g 3 C e r , G M 2

2 α N e u A c
I

G alβ1 - 3 G al N A cβ1 - 4 G a
3
1β1 - 4 G I cβ1 - C e r

,
II
3
N e u A c α - G g 4 C e r , G M l a

2 αN e n A c
I

2 α N e u A c

3 3

G alβ1 - 3 G alN A cβ1 A G al β1 - 4 GI cβ1 - C e r
,
I V
3
N e u A c αII

3
N e u A c c t - G g

4 C e r
,
G D l a

従 っ て , S M 4 s および S M 3 はそれ ぞれ, G M 4 および G M 3 の シァル酸を硫酸基で

置き換えた構造を有する硫酸化糖脂質を示す こ とに なる ( Fig ･ 2) . な お, S M 4 s と

S M 4 g の s と g はそれぞれ sp bin g olipid および gly c e r oipid を示す
7) ,8)

硫酸化糖脂質は強い陰性荷電をもつ 硫酸基を分子内にもつ 特異な性質の ため, 坐

体内での機能解明の夕 - ゲ ッ トにな っ てきた . 近年, 生理機能の明らかないくつ か



の タ ン パ ク質とス ル フ ァ チ ドと の結合が報告され
9)
, そ れらタ ン パ ク質の機能発現の

モ デ ュ レ ー

ク
- として の ス ル フ ァ チ ドの役割が注目されてきた . 細胞接着タ ンパ ク

質であるラミ ニ ン
10)
, ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン

11)
,
v o n w ille b r a n d 因子 ( 血液凝固 V III 因

子 の高分子量部 V III R)
1 2) と の結合は比較的早くから研究されて い たが, さ らに補体

第 3 成分活性化作用をもつ プ ロ ペ ル ジ ン
13)
, ヒ ル の もつ 血液凝固阻審タ ン パ ク質で

あるア ンチス タ シ ン
14)
な ども ス ル フ ァ チ ドと結合する土とが示され, 最近で はリ ン

パ 球ホ ー ミ ングリセ ブタ - であるセ レク チ ン との結合
15). 1 6) も報告されて い る .

硫酸化糖月旨質は脳に次い で腎に高濃度 に存在する こ とか ら, 尿細管に おける輸送

機能との 関連が議論されて き だ7) ･ また バ クテ リ ア な どを含む多くの 生物種 でも硫

酸化糖月旨質の輸送機能との相関が示唆されて い る
18)

. 噛乳類腎の硫酸化糖月旨質は,

ヒ ト腎に S M 4 s と S M 3 が約 3:1 の 比で存在する例
4) をの ぞけば S M 4 s の みであり, ガ

ン グリオ シ ドの ような構造 の多様性は な い もの と考えられて き た .

腎に おける機能を解明するために は存在する硫酸化糖月旨質の構造および組成を正

しく知る必要がある ･ 本研究で はラ ッ ト腎を研究材料 に選 び, そ の糖月旨質組成を詳

細に換討した結果 , S M 3 より長 い糖鎖構造をもつ 新 し い硫酸化糖月旨質5 種類を見出

しt=
1 9)

‾2 5)
･ こ れ らを分離精製し, 構 造解析を行 っ た結果 , ラ ッ ト腎に は S M 4 s と

S M 3 に加えて , より長 い糖鎖構造をもつ モ ノ硫酸化糖月旨質 3 種, さ らに , 分子内に

2 つ の 硫酸 エ ス テ ルをもつ ビス 硫酸化糖脂質 2 種が存在する こ とが 明らか に な っ た.

それ らの 構造 の模式図および略号をFig ･ 3 に示 し, 最終的 な構造決定に至るま で の

ス テ ッ プを Fig ･ 4 に示 した･ 以 下, ス テ ッ プ項 に従 っ て 第
一

章 で はこ れらの硫酸化

糖脂質発見 第二章で は抽出および分離精製法, 第三 章で は構造解析法に つ いて 述

べ る.



硫酸化糖月旨質の種類の増加とともに, どの 硫酸化糖月旨質にも応用 できる簡便な硫

酸基の定量法が必要とな っ た . そ こで 本研究で はア ズ - ルA を用 い た S M 4 s の定量

汰 ( K e a n の 方法
26)) を改良し, 他の硫酸化糖脂質にも応用 できる簡便な定量法を開

発した
8)

. アセ チ ル化ア ズ
- ル A 法 につ い て は第四章で述 べ る.

S M 2 a
*

S M i G b 4
* 串

S M i G b 5
串 *

S B 2
*

S B l a
*

A

3

◇ Jt O - 4 ロ ー C e r

A -3 ◇- 3 ◎ -3 0 - 4 ロ ー C e r

A -3 0 - 3 ◇ -3 ◎- 3 0 - 4 ロ ー C e r

A A

与 主
◇4 0 - 4 ロ ー C e r

＋ ＋
3 3

0 -3 ◇- 4 0 - 4 □ - C e r

Fig . 3 . 新 しい硫酸化糖月旨質の略号と構造模式図

○ ; G al e , ◎ ; G al 杖 , ◇ ; G al N A cL3 , □ ; G I cβ, A ; 硫酸基.

*

略号の 付け方は S v e n n erh ol m のガ ングリオ シ ドの 略記法
6)
に従 っ た ( 本文 7 ペ

ー

ジ

参照) .

* *

イ ソ グロ ボ系列に属する硫酸化糖脂質は s uf o gly c olipid を表す S , モ ノ ス ル ホを表

す M の後にイ ソ グロ ボ系列糖鎖の 略号を付 して表記 した .



硫酸化糖脂質の発見 ( 第 一 章)

抽出 (第二 章)

分離, 精製

イオ ン交換, 吸着ク ロ マ ト

構造解析 ( 第三章)

化学的手法

1
” - N M R

U SI M S

構造決定

Fig ･ 4
･ 新 しい 硫酸化糖脂質の構造解析ス テ ッ プ
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第 一 章 新しい硫酸化糖脂質の発見

未知の硫酸化糖月旨質を発見する発端とな っ たの は, 腎上皮由来培養細胞株を用 い

た
35
s 一硫酸の糖月旨質画分 へ の 取込 み実験であ っ た .

.
使用 した 4 種類の樹立細胞株,

M D C K ( イヌ 腎) ,
M D B K (ニウ シ腎) , J T C

- 1 2 ( サル 腎) および L L C - P K l ( ブタ腎)

1

のうち, M D C K , J T C - 1 2 お よび L L C - P K l はそれ ぞれ, バ ソプ レ ッ シ ン, 副甲状腺 ,

ホル モ ン, カ ル シ トニ ン に 対する反応性を示す (Fig .1 -1) こ とから
27)
, 腎尿細管の

機能を保持 して おり, 硫酸化糖月旨質の合成能力も保持して い る こ とが期待された.
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Fig ･ 1 -1 ･ 腎由来樹立細喝株の c A M P レベ ル に対するホル モ ン添加の効果

各細胞は 10 m M th e o p b ylli n e 存在下で 10 分培養した後, 各ホル モ ンを添加 し,
5 分後の

c A M P 値を Gi lm a n の方法
2B)
に より測定 した. m (p ar at h y r oid h o r m o n e) , 1 u/ m l; C T

(c al cit o ni n) , 5 0 m u/ m l; V P ( v a s o p r e s s in) , 5 m u/ m l .

1 1



そ こ で , 培養液中に
35
s 一硫酸を加えて培養すると, これら 3 種類の培養腎細胞は

s M 4s および S M 3 を生食成して いるこ と
27) ,29)

, さ らに J T C
- 1 2 および L L C - P K l 細胞

はより長い糖鎖をもつ こ とが予想される未知の新しい硫酸化糖脂質をも生合成して

い る こ とが明らかに な っ た ( Fig ･ 1 -2) . しか し, 大量培養に よ っ て も, 培養細胞か

らこ れ ら未知物質を精製し, 全構造を決定する の は困難であ っ た ･ そ こ で, ラ ッ ト

に
35
s -硫酸を投与する こ とに より, 腎の 糖月旨質画分 べ の 取り込みを詳細に検討した ･

そ の結果, T L C - オ - トラ ジオグラ フ イ - で培養細胞に見出された物質と同様の R f

億 を示す物質に加えて , より下 に移動する未知 の複数 の物質 へ 放射 活性が取り込ま

れるこ とを見出した .
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卜1 モノ硫硬化糖脂質の発見

Fig . 1 -3 はラ ッ トに H 2
35
s o 4 ( 1 m Ci) を投与し, 1 6 時間後の腎の酸性糖脂質画分

へ の放射活性の取り込みを, 陰イオ ン交換カ ラ ム ( D E A 玉- S e p h ad e x A
- 25) か らの 酢

酸ア ン モ こ ウ ム の 濃度勾配を用 い た溶出パタ - ンで しら ベ た結果 で ある . 放射活性

(

を示す曲線からわかるように , 大部分の放射活性は主要成分である S M 4 s に取り込

まれるが, そ の直前 に小さな ピ ー

クが認め られ, そ の ピ ー

クは n C で は A で示し

た物質の溶出ピ
ー

ク に
一 致した. こ の 物質はオ ル シノ ー ル染色陽性である こ とか ら

ヘ キ ソ
ー

ス を持 つ こ と, すなわち硫酸化糖月旨質である こ と, また, レ ゾル シ ノ ー ル

および モ リブデン酸染色 で陰性で ある こ とか ら, シァ ル駿およびリ ン酸基をもたな

い こ とがわ っ かた . ま た n C で は S M 3 より下 に移動する ことか ら 2 糖以上 の 糖鎖

をもつ こ と, 陰イオ ン交換カ ラム か ら S M 4 s 付近 に溶出される こ とか ら S M 4 s と同

程度の酸性度をもつ こ と, すなわち硫酸基は 1 つ で ある こ とが予想された . 後に こ

の物質は S M 2 a である こ とがわか っ た
19),2O)
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Fig ･1 - 3 ･ ラ ッ ト腎
35
s -標識酸性糖月旨質の D E A E -S e p h a d e x A

- 2 5 c ol u m n による分画

各フラク シ ョ ンの - 部は放射活性および H P T L C で検出･した .
H P T L C プ レ ー

トは

ch l o r of o r m / m et h a n ol/ a c et o n e/ 酢酸休 (8 :2 : 4 :2 : 1) で展開 し, オ ル シ ノ ー

ル試薬お よび レゾル シ

ノ
ー ル試薬で発色 した .

'
A ; S M 2 a , S

- G al C e r ; S M 4 s , S
- L a c C e r ; S M 3 .

S M 2 a の精製過程で , こ の 画分 に はより微量の未知成分が 2 種類存在する こ と に

気付い た (p ･ 1 9
,
Fig ･ 2 - 2 参照) . こ れらは T L C 上 で S M 2 a と同様の 染色性を示す

こ と, ま た, S M 2 a より下 に移動する こ とか ら, 3 糖以上 の糖鎖と訴酸基を1 つ もつ

硫酸化糖月旨質で は ない か と予想された. これ らは S M 2 a に 比 べ て はるか に微量成分

であるた め, 約 2 0 0 0 匹の ラ ッ ト腎 (3 ･ 9 k g) を集めて , 抽出を開始 した . 構造解析

の結果, これらは S M i G b 4
24) および S M i G b 5

25) で ある こ とがわか っ た .
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卜2 ビス硫酸化糖脂質の発見

Fig ･1 - 3 の 陰イオ ン交換カラ ム ( D E A R - S ep b a d e x A
- 2 5) をさ らに高濃度の酢酸ア ン

モ ニ ウム で溶出を続けると, 2 つ の未知物質が約 3 M の 酢酸ア ン モ ニ ウム で 溶出さ

れた (p ･ 1 9
,
Fig ･ 2 - 2 参照) . これ らはともにオ ル シノ ー ル染色陽性である こ とか ら

l

へ キソ ー

ス を持つ こと , ま た･ 溶出位置が シァ ル酸を 2 つ 持つ 糖脂質 ( ジシアワガ

ングリオ シ ド) よりはる かに後であるこ とか ら, かなり強い酸性基を持 つ こ と, す

なわも, もし硫酸基であれば, 2 つ 以上もつ ことが予想された. ガ ン グリオ シドに

つ いて は分子内に 2 つ 以上 の シァ ル酸をもつ ポリ シア ロ ガ ングリオ シ ドが多数報告

されて いる が, 硫酸化糖月旨質, 特 に噌乳動物の祈酸化糖月旨質はモ ノ祈酸化糖月旨質の

みと考えられ, ビス硫酸化糖月旨質の存在はそれま で予想もされて い なか っ た . こ れ

らは D E A E - S e p h ad e x A
-2 5 カラムか らの溶出位置から判断すると, トリ シ ア ロ ガ ン

グリオ シドである こ とが予想されたが, n C 上で は最も糖鎖の短い トリ シ ア ロ ガ ン

グリオ シド (Ⅱ
3
N e u A c α3 1I A C C e r

, G T 3) より移動度がはるか に大きく, ま た, レゾ

ル シ ノ ー ル および モ リブデ ン酸染色陰性である こ とか ら, ガ ングリオ シドで ある可

能性は完全 に否定され, 硫酸化糖月旨質である こ とが強く示唆された . 構造解析 の結

果, こ れ らは分 子内に硫酸基を2 つ もつ ビス 硫酸化糖月旨質, S B 2
2 1) ･22) および S B l a

23)

であ っ た .
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第二章 抽出, 分離および精製

糖月旨質は糖鎖部分は親水性 (水溶性) であり, 脂質部分は疎水性 ( 脂溶性) であ

るため, 生体内で はア ルキ ル鎖を介する疎水性相互作用と,
1 0 H

,

- N H - C O -

,

- c o o H な どの 極性基による水素結合に よ っ て , 生体膜中の他の成分と強 い相互作用

をも っ て い ると想像されて い る . そ れ らの 相互作用を切 っ て 効率よく抽出するため

には, 親油性溶媒だけでなく, 水とな じむような溶媒も同時に存在させる必要があ

る . 今回は糖月旨質を含む総月旨質の抽出に最も広く周 い られ て い る c hl o r of o r m /

m et h an ol/ 水の混合溶媒索を用 い た. こ の第 一

段 階の抽出操作 で得られた総脂質の大

部分を占めるの は単純脂質やリ ン月旨質で あ る . 第 二 段 階で は, こ れ らを除くため,

ス フ ィ ン ゴ糖月旨質は弱ア ル カリ性に抵抗性である の に対して , グリセ ロ リ ン脂質が

容易に分解される性質に基づ い て , 弔ア ルカリ分解を行 い , 粗糖月旨質画分を得た .

第三段階 で は陰イ オ ン交換カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー に より, 粗糖月旨質画分を中性

および酸性糖月旨質に分画し, 酸性糖月旨質画分はさらに酸性度の違 い に よる分離を行 っ

た. 第四段階で は高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ
ー ( H P L C) を用 い た吸着ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー により個 々 の 糖脂質にまで単離した . 以下, Fig . 2 -1 に示 した分離, 精製の

手偶に従 っ て , 2 -1 で は抽出か ら陰イオ ン交換カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー ま で , 2 - 2

で は個 々 の硫酸化糖月旨質の単離に つ いて 述 べ る .
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ラ ッ ト腎 6 0 ･0 - 7 0 0 g ( 合計 3 .9 k B)

抽出 ( F olclト鈴木法)
3 0)

抽出液 ( 松脂質)

I
F olch 分配

30)

上層 下層

メ タノ
ー ル性弱ア ルカリ処理

F olcl1 分配

上層

透析

下層

粗糖腹質画分

陰イオ ン交換カラム ク ロ マ トグラフ ィ
ー

( 例 : D E A 正一 S e p h ad e x A , 2 5 ( a c et at e f or m ) カラム)

chl or of o r m / m eth a n ol/ 水 ( 5 : 1 0 : 1) c hl o r of o r m / m et h a n ol/0 .0 4 - 3 .5 M 酢酸ア ンモ ニ ウム ( 5:1 0: 1)

中性糖月旨質画分 酸性糖月旨質画分

S M 2 a S M 4 s/S M 3/S M i G b 4/S M i G b 5 S B 2 S B l a

吸着力ラムクロ マ トグラフ ィ ー ( Iat r o b e ad s カ ラム)

S M 2 a S M i G b 4 S M i G b 5 S B 2 S B l a

Fig . 2 - 1 . 各硫酸化糖脂質の分離, 精製手順
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2
-

1 総脂質の抽出と中性, 酸性糖脂質のグル
ー プ分け

ラ ッ ト腎6 0 0 - 7 0 0 g か ら F ol ch
- 鈴木法

30)
に より chl o r of o r m / m e th a n ol/ 水の 混合溶媒

系を用いて総月旨質を抽出し, F olc h 分配法
30)
に より二 相分配を行 っ た . その 下層に つ

いて メ タノ
ー ル性弱ア ル カリ処理し, 上層と合わせて粗糖月旨質画分とした . こ の よ

うに大量 に調製した粗糖月旨質画分から微量成分を取り出す第
一

歩と して , 粗糖月旨質

画分は D E A E - S e ph ad e x A
- 25 ( a c e t at e f o m ) カ ラム にかけ, 中性月旨質を c hl o r of o r 甲/

m eth a n ol/水 (5 :1 0 :1) で溶出して除い た. 酸性糖月旨質は c hl o r of o r m / m eth a n ol/水

( 5 :1 0 :1) 中の 酢酸ア ン モ ニ ウ ム の c o n c a v e 型濃度勾配 ( 0 ･ 04 - 3 ･ 5 M ) に より酸性

度に従 っ て 順次溶出した ( Fig ･ 2 - 2)
1 9)

- 23)
. ある い は, 粗糖月旨質分画は D E A E -

T o y o pe a r1 65 0 M ( a c et at e f o r m ) カラ ム を用 い た F P L C に より chl o r of o r m / m et h a n ol/水

( 5 :1 0 :1) で中性月旨質を溶出した後, c hl o r of o rm / m et h a n ol/ 水 ( 5 :1 0:1) 中の 酢酸 ア ン

モ ニ ウム の 2 段 階の 直線濃度勾配 (0 - 0 ･5 M および 0 .5 - 2 . O M ) に より酸性糖月旨

質を溶出した
2 4) ･2 5)

フ ラク シ ョ ン の
一

部を取 っ て T L C を行い , 溶出パ タ ー

ンを分析

した ･
Fig ･ 2 -2 に示すように , S M 2 a は S M 4s の直前に ( フ ラク シ ョ ン 6 0 - 8 8) ,

S M i G b 4 および S M i G b 5 は S M 4 s とほ ぼ 同時 に ( フ ラ ク シ ョ ン 8 8 - 9 2) ,
S B 2 およ

び S B l a は S M 4 s よりかなり遅れ て ジ シア ロ ガ ングリオ シ ドより更 に後 に ( フ ラク

シ ョ ン 2 0 4 - 2 6 0) 溶出された ･
S M 2 a を含む画分, S M i G b 4 および S M i G b 5 を含む

画分, S B 2 および S B l a を含む画 分をそ れぞれ集めた . 上記 の 操作を繰り返 し, 合計

3 ･9 k g の ラ ッ ト腎より得た各画分を合わせて脱塩し, 次の 精製 ス テ ッ プに進んだ .
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2 - 2 個々 の硫酸化糖脂質の分離精製

2 - 1 で得られた各粗硫酸化糖月旨質画分は シリカゲル カラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に

より, 主 として糖鎖の長さに よ っ て , ガ ン グリオ シドや他の月旨質および不純物と分

離した . 糖月旨質は多くの水酸基をもつ ために シリカゲル に強く吸着される の で , 港

出溶媒 に水を加えて吸着力を弱め, チ - リ ン グを防止した . ま た分解能を高めるた

め, 球状で均
一

な粒径 の充填剤 (I at r o b e ad s 6 R S - 8 0 6 0
, 粒径 6 0 い皿) を用 い , 精製の

最終段階はより粒子の細か い I at r ob e a d s 6 R S - 8 0 1 0 ( 粒径 1 0 トL m ) あるい は 6 R S - 8 0 0 5

I( 粒径 5 叶m) を用 い た高速液体ク ラ マ トグラ フ イ
- ( H P L C) に より chl o r of o r m /

m e th an ol/ 水ある い は chl o r of o rm / m eth a n ol/3 - 4 M N H 4 0 H の 直線濃度勾配 で分離し,

純度の 高い硫酸化糖月旨質を得る こ とが できた . 糖月旨質 の純度と
.
お およそ の 糖鎖の 長

さは薄層ク ロ マ トグラ フ ィ
ー ( T i c) に よ っ て 既知の糖月旨質と R f 値を比較する こ と

により予想する こ とがで きた . 同 じ糖鎖構造をもちなが らセ ラ ミ ドを構成する脂肪

酸ある い は, ス フ ィ ン ゴイ ド塩基が異なる場合は n C 上 で複数 の バ ン ドを与えた .

2
-

2
-

1 S M 2 a の精製

Fig ･
2 - 2 に示すように D E A E - S e p h a d e x カラム より, S M 2 a はガ ン グリオ シ ド

G M 4 に ひき続 い て ガ ン グリオ シドG M 3 と同時に溶出された. こ の 2 つ の ガ ン グリ

オ シドのうち G M 4 は中性の 展開溶媒･( chlo r of o r m / m eth a n ol/0 .2 % C a C1 2 な ど) に よる

n C で は R f 値が S M 2 a とほ とん ど等しく, また, N - a c et yl 型の シァ ル酸 ( N e u A c)

をもつ G M 3 ( N e u A c) も R f 値が近く, 分離するの は困難である こ とが予想された .

この 2 つ の ガ ン グリオ シドは, D E A 玉 - S ep b a d e x カラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー に お い て

2 0



酢酸ア ン モ こ ウム の 濃度勾配をより緩やかにする こ と によ っ て , かなりの 部分を除

くこ とがで きたが, 特に G M 4 を完全に分離するの は困難であ っ た. そこ で, 少量

の G M 4 の混在が予想される フ ラク シ ョ ンを集め , あらか じめ n e u r a 血 nid a s e 処理に

よ っ て シァ ル酸を切断する こ と により, G M 4 を G al C e r に変換させ て か らI at r ob e a d s

6 R S - 8 0 6 0 カ ラム に かけ, c hl o r of o r m 中 m eth a n ol と水の直線濃度勾配を用 い て分離溶

1

出した ･
S M 2 a を含むフ ラク シ ョ ンを集めて さ らに Iat r o b e ad s 6 R S - 8 0 1 0 カラム にか

け, chl o r of o r m / m eth a n ol/水 の 直線濃度勾配に よる H P L C を行 い , Fig . 2 -4 に示すよ

うに完全に精製する こ とが でき た
19) ,20)

2
-

2
-

2 S M iG b 4 および s M iG b 5 の 精製

こ の画分 に は主要酸性糖月旨質成分である S M 4 s の みでなく, メ タノ ー ル性弱ア ル

カ リ処理 で分解されな い リ ン月旨質などが大量に混在して い た.
S M i G b 4 および

S M i G b 5 は Fig . 2
-2 か らもわかる ように微量成分 であるため (S M 4 s の 約 0 .1

%
,
S M 2 a の 約 1 % ) , まず, I at r o b e a d s 6 R S - 8 0 6 0 カ ラ ム を用 い て chl o r of o m /

m e th a n ol ( 9:1) か ら c hl o r of o r m / m eth an ol/水 (5 0 :5 0 :5) の 直線濃度勾配 に より部分精

製を行 っ て S M 4 s や S M 3 , および大量 に存在する他の不純物を除い た. 続い て

I at r ob e a d s 6 R S - 8 0 1 0 カ ラ ムを用 い た H P L C に より, c blo r ofb m / m e th a n ol/3 M N H 4 0 H

の 直線濃度勾配 ( 8 2 :1 5 :1 か ら 6 0 :4 0:5) に より溶出し, さ らにc hl o r of o r m / m eth a n ol/水

の直線濃度勾配 ( 8 0 :1 5 :0 ･5 か ら 7 0 :3 0 :3) に よる再ク ロ マ トに より, Fig . 2 -3 に示す

ように S M i G b 4 および S M i G b 5 を相互 に分離するとともに, 完全に精製するこ とが

できた
23) ･24)
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2 3 4 5 6 7 l
I

)

Fig ･ 2 -3 ･ S M i G b 4
, S M i G b 5 およぴ s ol v oly sis による生成物の T L C

H P T L C プレ -

トは chl o r of o r m / m et h a rl Ol/0 ･2 % C a C1 2 (6 0 :4 0 :9) で展開 し, オル シノ - ル試薬で
発色 した ･

A ‥ 1 ･ ラ ッ ト脳酸性糖原質,
2

･ S M i G b 4
,
3 . S M i G b 4 の s o l v o ly si s によ る生成物

(iG b 4 C e r) , 4 ･ S M i G b 4 の s ol v o ly si s による生成物(i G b 3 C e r) , 5 . i G b 4 C e r
,
6 . G b 4 C e r

,
7 . 中性

糖月旨質(上から L a c C e r , G b 3 C e T, G b 4 C e r) ･ S o l v oly sis に つ い て は(p . 2 5
,
3 - 1 参照) . B : 1 . 中性

糖月旨質(上から L a c C e r , G b 3 C e r , G b 4 C e r) , 2 ･ S M i G b 5
,
3 1 S M i G b 5 の s ol v o ly si s (2 時F 臥 4 . 中

性糖脂質(上か ら L a c C e r , G g 3 C e r , G g 4 C e r) .
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2
-

2
-

3 S B 2 およ び s B l a の精製

D E A E - S ep h a d e x カラム より分画したこの画分 には他の糖月旨質がほとんど含まれて

いないため, 精製は比較的容易であ っ た. D E A E - S e p b ad e x カ ラム ク ロ マ トグラ

フ ィ
- における酢酸ア ン モ こ ウ ムの 濃度勾配をより緩やか にするこ とに よ っ て , こ

の段階で S B 2 およ び S B l a の 大部分を相互 に分離する こ とが できた . 続いそ

Iatr o b e a d s 6 R S - 8 01 0 カ ラム を 剛 ､ た H P L C に注入 し, chlo r of o r m / lT l eth a n ol/3 .5 M の 直

線濃度勾配 に より溶出し, Fig . 2 - 4 に示すように完全 に精製する こ とができた
2 1)-23)
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- S M 4 g

G M 3

L y s o
-

a

1 2 3 4 5 6 7 8 9



第三章 構造解析

第二章で述 べ た分離, 精製の操作を重ねて , 5 種類の物質は T L C 上単 一 物質とな っ

たが (Fig ･ 2 -3 および 2 - 4 参照) , こ れらは手元 にある標準試料とも, ま た文献に記

載された物質とも合致しない未知の物質であ っ た . そ こ で , すで に確立 して いる化
l

学分析の手法を微量成分 に応用するため に改良を加え, また新しく開発された化学

分析や機器分析の手法を駆使する ことにより, 以下に示すように構造解析を進めた.

また, 分離した物質そ の物だけで はなく , そ の物質の限定分解により生じた物質も

同時に解析する こ と に より, 未知物質の構造をより確実に決定した.

3
-

1 S olv oly sis によ る脱硫駿

非還元末端に硫酸基をもち, 1 - 2 櫨か らなる糖鎖構造をもつ 硫酸化糖脂質

(S M 4 s , S M 3 , S M 4 g) はジオキサ ン と1 0 0 ℃ , 1 0 分 間加熱するだけで , 定量的に

硫酸基を切り離すこ とが できる
3 1)

. 硫酸 エ ス テ ル が切れ始めると2 価 の無機硫酸が

生じる の で , 反応は加速度的に進行する . しか し, より糖鎖の長 い硫酸化糖月旨質は

より強 い条件, たとえば 1 時 間加熱しても脱硫酸は起 こ らなか っ た
19)

.
s t offy n らに

より
3 2) o ･o 5 M メ タノ

ー ル性塩酸, 室 温 4 時間での S M 4 s か らの 効率的な脱硫酸が報

告されて 以来, 様 々 な硫酸化糖脂質に応用されて い るが, こ の 条件で はメタノリ シ

ス の 効果により, 月旨肪酸や N - ア セ チ ル へ キ ソサ ミ ン の N -

アセ テルな どが わずか に

切断し, また, 内側の糖に結合して い る硫酸基は非還元末端の硫酸基に 比 べ て著 し

く切れにくか っ た . 本研究で は, 井 上 長沢 らの コ ン ドロ イ チ ン硫酸の脱硫酸法
33)

を応用 し, 5 m M 塩酸 (ある い は硫酸) を含む D M S O/ m eth a n ol ( 95 :5) 中 8 0 ℃ , 3 0

2 5



分処理すると, 糖鎖の 切断と脱 N
- ア セ チルを最小限に 抑える こ とが で き, 非還元末

端の硫酸基を失 っ た糖脂質を得る こ とが できた ･ さ らに長時間加熱すると, 内側の

硫酸基も
- 部開裂したが, 同時に非還元末端の糖鎖も

一

部失われた ･ S M i G b 5 の

s ol v oly sis を Fig . 2 - 3 伸) ( p ･ 2 2) に示 したが, S o ℃ , 2 時間処理すると約 5 0 % が脱

硫酸化物 (i G b 5 C e r) に変化 し, 約 2 0 % Cま硫酸基と非還元末端の
2 糖が外れた物質

(iG b 3 C e r) に変化 した ( Fig ･
3 - 2) . 内側 の 糖に硫酸基をもつ 糖月旨質 ( S M 2 a ,

s B 2
,
S B l a) の 場合は, 糖鎖を切断する こ となく完全な脱硫酸化物を定量的に得る

こ とはで きなか っ た . 各硫酸化糖脂質の s oL v oly sis に よる生成物は陰イオ ン交換カ

ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー および吸着力 ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に より単 丁 成分 にま

で精製し, 以下 の実験に用 い た,
S ol v oly 5is に よる生成物 の構造模式図を Fig ･ 3 - 1 に

示す .
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ビス硫酸化糖脂質

S B 2 .

? ?
◇4 0 - 4 ロ ー C e r

S王∋1 a

＋ ＋
3 3

0
-3 ◇- 4 0

- 4 ロー C e r

モ ノ硫酸化糖月旨質

S M 2 .a 卑
3 r

◇ 4 0 - 4 ロー C e r

*
A
1

3

◇ 4 0 - 4[コ- c a r

(S M 2 a)

A
I

3

0
-3 ◇ -4 0 - 4 ロ ー C e r

βM l a)

S M i G b4

ム ー3 ◇
- 3 ◎

-3 0 - 4 ロ ー C e r

S M i G b 5

A - 3 0 - 3 ◇ - 3 ◎- 3 0 - 4 ロー C e r

Fig .
･3 - 2 . S ol v ol y sis に よる主 な生成物の模式図

○ ; G alβ, ◎ ; G ai n , ◇ ; G alN A cβ, □ ; G I cβ,

*

*

*

中性糖月旨質

◇
-4 0

-4 ロー C e r

(G g 3 C e r)

◇ A O - 4 ロー C e r

( G g3 C qr)

○ -4 ロ
ー C e r

(L a c C er)

O A ロ
ー C e r

( L a c C e r)

脚 巌
>

- 3 ◎
‾3 0 - 4 ロ

ー C e r

(i G b 4 C e r)

◎
-3 0 -4 ロ ー C e r

(i G b3 C e r)

o -3 ◇
‾3 ◎1 3 0
港ge

e

r5
- 雛 ◎ _3 ｡

_ . □
_ C e r

(i G b 3 C er)

A ; 硫酸基 .

S ol v oly sis 前の in t a ct な硫酸化糖脂質は ⊂::コ で示 した .
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3 - 2 構成糖, 脂肪酸およびス フ ィ ンゴイ ド塩基組成の分析
1 8ト2 4)

精製単離した糖月旨質の構成単糖の モ ル比は, 糖月旨質をメタノリ シ ス に より単糖の

メチル グリ コ シ ドに分解し, 次に T M S 化する こ とに よ.り,
生 じた T M S 化 メチ ルグ

リ コ シ ドを G L C および G C/ M S で 分析 して求めた . メ タノ リ シス の 際, 同時に遊離

する月旨肪酸メチル エ ス テ ルを b e x a n e で抽出し, G L C お よび G C/ M S で分析 して月旨肪

酸組成を決定した. ス フ ィ ンゴイ ド塩基 は糖月旨質を酸加水分解後, chl o r of o - 層に

抽出し, T M S 化 して G L C および G C/ M S で分析 した .
T a bl e 3 -1 に月旨肪酸およびス

フ ィ ン ゴイ ド組成を, T a bl e s
-2 に糖組成を示す . ま た, 各硫酸化糖月旨質の収量も同

時に T abl e 3 - 2 に示 した . 硫酸基の定量 に つ い て は第四章を参照 .

T abl e 3 -1 . 5 種類の硫酸化糖脂質の月旨肪酸およびス フ ィ ン ゴイ ド塩基組成

F atty a cid S p hi n g oid b a s e

1 6 :0 1 8
･

.0 . 2 0 :0 2 2 :0 2 3 :0 2 4 :0 t1 8 :0 d 1 8 :1

p e r c e n t a g e of t ot al

S M 2 a 5 . 9 5 .2 1 9 .2 2 8 . 9 15 . 9 3 8 .2

S M i G b 4 1 0 .0 4 .2 5 .7 5 .1 1 2 .5 5 7 . 9

S M i G b 5 1 4 . 9 7 .7 1 2 . .7 2 2 .1 1 2 .9 22 .5

S B 2 4 . 5 2 .8 8 .6 20 .2 1 6 .2 4 2 . 0

S B l a 7 .5 5 .6 1 0 .2 11 8 . 0 1 7 .5 2 9 .7

7 6 .3 1 8 .9

6 9 .2 3 0 . 8

8 9 .2 1 0 . a

81 .7 9 . 9

7 6 . 9 1 6 .2
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T a bl e 3 - 2 ･ 5 種類の 硫酸化糖月旨質の糖鎖部分の組成および収量

G Ic G al G al N A c S ulfat e Y i eld/g w et tis s u e

m ol/ m ol n m ol p g
*

S M 2 a

A
I

◇ -

○
一口 ー C e r

◇
-

○
一

口
ー C e r ( G g 3 C e r)

S M i G b 4

@
◇ -◎- ○ 一 口ー C e r (i G b 4 C e r)

◎ -

○
一口ー C e r (i G b 3 C e r)

S M i G b 5

A - ○ - ◇
-

◎ - ○ 一口 - C e r

○く〉- ◎ - ○ 一 口 ー C e r (i G b 5 C e r)

◎ -

○
一 口ー C e r (i G b 3 C e r)

S B 2

▲ ▲
I I

◇ - ○ 一口 - c a r

▲
l

◇ - ○ - ロー C e r ( S M 2 a)

◇- ○ 一 口 - C e r ( G g 3 C e r)

○ -

⊂トC e r ( L a c C e r)

S B l a

A ▲
l [

○く) -

○
一口- C e r

▲
J

O -◇ -

○
一口 - C e r ( S M l a)

○
-

ロ
ー C e r ( h c C e r)

1 .0 1 .0 1 .0 0 . 9

1 .0 0 .9 0 .9 N D

1 .0 1 .7 1 .1 1
.0

1 .0 1 . 8 0 . 9 N D

1 .0 1 . 9 0 N D

1 .0 2 .7 0 .9 1 . 0

1 .0 2 .8 0 .9 N D

1 . 0 1 . 8 0 N D

1 .0 1 .0 1 .0 1 .8

2 4 3 1

N d

0 .2 7 0 .3 9

N D

N D

0 .1 1 0 .
1 B

N D

N D

1 1 1 5

1 .0 1 .0 1 .1 N D N
-

D

1 .0 1 .0 0 .9

1 .0 1 .0 0

1 . 0 1 .9 1 . 0

1 .0 1 . 9 1 .1

1 .0 0 .9 0

N D N D

N D N D

1 .9 5 .5 8 .4

N D N D

N D N D

○; G alβ, ◎; G aユ比, ◇; G alN A cβ, ロ; GI cβ, A ; 硫酸基
S ol v oly si s 前の in t a ct な硫酸化糖月旨質は ⊂= ] で囲んだ ･

*

主な分子種の 分子量より計算 した .
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T abl e 3 - 2 に示すように各物質の構成単糖は GI c , G al , G al N A c の 3 種で あり,

s M 2 a
,
S B 2 は 3 糖, S B l a , S M i G b 4 は 4 糖, S M i G b 5 は 5 糖か らなるオリ ゴ糖鎖を

もつ 糖脂質である ことが わか っ た. 月旨肪酸は炭素数 2 4 の飽和月旨肪酸 ( C 2 4:0) が主

成分で , 不飽和およびヒドロ キ シ脂肪酸は検出できなか っ た . ス フ ィ ン ゴイ ド塩基

は 4 - h y d r o x y s pbi n g a n i n e (t 1 8 :0) が 7 0 % 以上を占めた ( T abl e 3 - 1) . 以上 の 結果か

ら, 各糖月旨質は糖鎖とセ ラミ ドをも っ て い る ス フ ィ ン ゴ糖月旨質で ある こ と, すなわ

ち, S M 2 a , S B 2 は トリグリ コ シル セ ラ ミ ド, S B l a , S M i G b 4 はテ トラ グリ コ シル セ

ラ ミ ド, S M i G b 5 はペ ンタグリ コ シル セ ラ ミ ドである こ とが明らかとな っ た . 各糖

月旨質の 腎 g 混重量あたりの 収量を T a bl e 3 - 2 に示したが , 主要 成分 で ある S M 4 s に対

する % で 比較すると, S M 2 a は 1 3 % , S B 2 は 6 % , S B l a は 3 % , S M i G b 4 は 0 .1 5

港
,
S M i G b 5 は 0 .O ′d % であ っ た.

S ol v oly sis に よる生成物は糖組成分析 の結果 , モ ノ硫酸化糖月旨質 の場合は硫酸基の

みが外れ た中性糖月旨質, お よび非還元末端の 1 - 3 糖も外れた中性糖月旨質, ビス 硫

酸化糖月旨質の場合は非還元末端の糖に結合した硫酸基 の み外れたモ ノ硫酸化糖月旨質,

および 2 つ の硫酸基と非運元末端の 1 - 2 糖が 同時 に外れた中性糖月旨質 であ っ た .

内側 の 糖に結合した硫酸基は s ol v oly sis に抵抗性 を示 し, S M 2 a , S B 2 および S B l a

で は, 糖鎖が切断せずに硫酸基 の みが完全 に外れた中性糖月旨質はわずか に生 じた の

みであ っ た ( T abl e 3 - 2
,
Fig . 3 - 2) .
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3
- 3 メ チル化法の改良と応用

3
-

3
- 1 糖鎖配列および硫酸基結合位置の決定

硫酸化糖月旨質を完全メチ ル化後, 加水分解で単糖にま で切断すると, もとの 糖鎖

の中で グリ コ シ ド結合に使われ て い たか, また は硫酸基が結合して い た炭素位の

O H 基の み遊離の形で残り, 他の炭素位はメ トキ シ基 ( - O C H 3) とな っ て い る . こ

の部分メ チル化糖 を還 元後, ア セ チル化すると O H 基はア セ チル基 ( - O C O C H 3) に

変わる . こ の部分メ チ ル化 ア ル ジ ト ー ル ア セ テ ー ト ( Fig . 3 - 3) を G L C お よび電子

衝撃イオ ン化 ( el e ct r o n i o n i z a ti o n , E I) G C/ M S により同定すると, もとの 糖鎖の中

でグリ コ シ ド結合に使われていたか , または硫酸基が結合して い た炭素位を決定す

る こ とが できる . 選元の ス テ ッ プで N a B H 4 を用 いる と, たとえば へ キ シ ト ー ル の場

令, 還元基側 の炭素から数えて C l - C 3 および C 4 - C 6 由来 の フ ラグメ ン トはともに

m/z 1 61 で あるが, N a B
2
H 4 を用 いる と還元基側 の C l - C 3 由来 の フラグメ ン トの み 1

質量単位増えて m /z 1 6 2 となり (Fig . 3 - 3) ,
G C/ M S でたとえば - 3 G al と -4 G al を容

易に識別する こ とが できた .
S ol v oly sis に よる生成物も同様に分析する こ と により,

硫酸基 の結合位置を確定するとともに, s ol v oly sis に より外れた糖鎖の結合位置を知

る こ とができ, 糖鎖の 配列順序 に関する情報も得る こ とが でき た.

3 1



- 3 G al
2
H
1

日 - C 1 - 0 - A c

H 上2 _ 0 _ M e
t

H - C 3
- 0 - A c

H - C 4 1 0 - M e 1 6 1
1

H - C 5 - 0 - A c
I

班 - C 6 - 0 - M e

- 4 G al
ユ
H
I

H - C 1 - 0 - A c
I

H - C 2 - 0 - M e
l

H - C 3 - 0 - M e 1 6 2 (1 61 ＋1)

H - C 4 - 0 - A c
I

H - C 5 1 0 - A c
)

H - C 6 - 0 - M e
I I

H H

Fig .
3 -3 . 還元 の ス テ ッ プで N a B

2
H 4･ を用 い た場合の部分メ チ ル化 アル ジ ト ー ルア セ

テ
ー

トの 構造 .

- 3 G al : 2 ,4 , 6
-t ri - 0 - m eth yl g al a ctit o ト1 ,3 ,5

-t ri - C > a c et a t e ･

-4 G al : 2 ,3 , 6
-t ri - 0 - m eth ylg al a ctit ol

- 1 ,4 ,5
-t ri - C > a c et at e ･

A c : C O C H 3 . M e : C H 3 .

糖脂質のメ チル化として はメ チル ス ル フ ィ ニ ル カル バ ニ オ ンを塩基 として 用 い る

箱守法
34)が最近 まで広く使われてきた.

Ci u c a n u - k e r e k が開発 した方法
35) は武薬, 操

作がより簡便なため, 糖月旨質 の 分野でも普及してきて い る . 本研 究で は こ の 2 つ の

方法を特 に微量試料 (1 0 - 2 0 n m ol) に応用 できるように改良した
2 4) ･2 5)

S M i G b 4 の 分析例を Fig . 3 - 4 に示す .
S M i G b 4 か らは - 4 G I c ( Fig . 3 - 4 の ピ ー ク 2) ,

-3 G al ( ピ ー ク 3) ,

- 3 G alN A c ( ピ ー ク 5) が 1 :2 :1 の モ ル 比で検 出された .
S M i G b 4

の 脱硫酸化物 (i G b 4 C er) か らは - 3 G al N A c の かわりに , G al N A c - ( ピ ー

ク 4) が検出

されたこ とか ら, 非還元末端の糖は G alN A c であり, 硫酸基は こ の G alN A c の 3 位

に結合して い る こ と, すなわち H S O 3 -3 G al N A c 構造をもつ こ とがわか っ た . ま た,

硫酸基 および非還元末端の 1 糖が外れた生成物 (i G b 3 C e r) で は G al N A c - と 2 モ ル の

- 3 G al のうち の 1 モ ルが消失して代わりに G al
- ( ピ ー ク 1) が 1 モ ル検出された こ と

か ら, G al N A c は G al の 3 位に結合して いる こ と, すなわち, S M i G b 4 の 非還元末端

の糖鎖は -3 G alN A c - 3 G al で ある ことがあきらかとな っ た . 各硫酸化糖脂質に つ い て

同様に分析した結果を T a bl e 3 -3 に示す.
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4

ヽ
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l
=
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-
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I
l ′ . - - = . ･ . 1 = l

l J
- I . -

”
. I
.
= -
l
= = - - ● - - . - . - - ● 事

1 0 1 2 1 4 1 6

R e te n ti o n ti m e ( m in )

Fig . 3 -4 . 部分メ チ ル化 ア ル ジ ト ー ル ア セ テ ー トの G L C

化学結合型 F u s ed S ili c a キ ャ ピラリ ー

カラ ム ( 0 .2 m m x 2 5 m ) を使用 .

コ ン ( 膜厚 0 .2 5 m m ) . 温度勾配 : 1 6 0 -

1

r

7
_ 4 0

o

C
,
4
o

C /分.
A ; S M i G b 4 ,

1 ∈)

液相 : メチ ル シリ

B ; S M i G b 4 の

2 0

s ol v oly sis 産物(i G b 4 C e r) , C . ; S M i G b 4 の s ol v o ly sis 産物(iG b 3 C er) . ピ
ー

ク 1 ; G aレ(2 ,3 ,4 ,6 -

t et r a 1 0 - m et h y lg al a ctit o l a c et at e) ,I 2 ;
- 4 G I c (2 ,3 ,6

-

t ri - 0 - m e th y lgl u cit ol a c e t a t e) , 3 ;
- 3 G al (2 ,4 ,6

-

血 0 - m et h ylg al a ctit ol a c et at e) , 4 ; G al N ヰc
-

(3 , 4 ,6
-

t ri - 0 - m e th y ト2
- N - m eth y トa c et a mi d o g al a c tit ol

a c et at e) , 5 :
- 3 G al N A c (4 ,6

- d i - 0 - m eth yl
- 2 - N - m e th yl a c et a mi d o g al a cti t ol a c et a t e) .
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T a bl e 3 -3 . 硫酸化糖脂質およびそ れ らの s o lv oly sis に よる生成物 の メ チル化 分析
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S olv oly sis 前の i n t a ct な硫酸化糖月旨質は ⊂= コ で囲んだ.
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3
- 3 - 2 完全メチル化糖脂質の直接導入 E ト M S 2 3) ,3 6)

完全メ チル化硫酸化糖脂質を s ol v oly sis に より脱硫醸すると, 誘導体化 して いな

い硫酸化糖脂質の s olv oly sis の場合の ような糖鎖の切断を引き起こすこ となく, 疏

酸基の みを切断して , 対応する中性部分メチル 化糖脂質を得る こ とがで善た . こ の

l

脱硫酸化メ チル化糖月旨質を C
2
H 3 Ⅰを月恥 ､ て 再メ チ ル化すると, 硫酸基が結合してし

.
､

た O H 基が C
2
H 3 0 基に変わる . こ の 物質を直接導入 EI - M S ( el e ct r o n i o n i z a ti o n m a s s

sp e c t r o m et r y) に より分析すると, 硫酸基が結合して い た糖鎖の フ ラグメ ン トの み 3

質量単位増えるため, 硫酸基が結合して い た糖鎖を容易に特定する こ とが できた .

S B l a の ス ペ ク トルを Fig ･ 3 -5 に示す.
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Fig ･ 3 -5 ･ S B l a の 直接導入 E トM S ス ペ ク トル
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3 - 4 赤外吸収ス ペク トルによる分析

択 分析 に より, 硫酸基の特徴的な吸収 ( 1 2 3 0
- 1 2 4 0 c m

-1

,
s = o 伸縮) をみる こ

とが できる . また, 硫酸基の ピラノ
ー

ス 環に対する配向が e q u at o ri al 結合 (8 1 0 -

81 5 c m
-1

,
C - 0 -S 振動) か a xi al 結合 ( 85 0 c m

-1
) か の 区別をする こ とが できる . 分子

中の 硫酸基の モ ル数は 1 2 4 0 および 8 2 0 c m
-1

の 吸収の 大きさをメテ レ ン な ど他 の 吸収

の大きさと比較する こ と により, 1 個 か 2 個 かの 見当をつ ける こ とがで きる . 本研

究で は F T -I R を用 いる こ とに より, より少な い試料 (1 0 - 2 0 n m ol) で S/ N 比 の よ

い ス ペ ク トルを得るこ とがで きた .
Fig . 3 - 6 に S M i G b 4 の 例を示すが , 分離 した 5 稽

の糖脂質は全て eq u at o ri al 結合の 硫酸 エ ス テ ルをもつ こ とが わかり, 従 っ て , G al ま

たは G al N A c に硫簡基が結合して い る場合, 4 位に結合して い る可能性は否定され

た .
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3
- 5

1
H

-

N M R に よる構造解析

超伝導磁石の導入および コ ン ピュ ー タ ー 技術の発達 により, N M R の 感度, 分解

能は飛躍的に向上 し, 糖脂質糖鎖に つ い て も数百 マ イク ロ グラム 程度の試料で構造

解析が可能とな っ た .
N M R 法は他の 構造解析法に 比較して非破壊分析という大き

l

な利点をも っ て おり, ま た, ニ 次元 N M R な どの新しい方法の発展 により
37)
, 従革

シグナル の重なりの ために解析が困難であ っ た糖月旨質糖鎖に つ い て も N M R の みに

よる完全
一

次構造の解析を可能に した
38)

. 本研 究で は磁化移動法を利用した

ch e mi c al s hift - c o r r el at e d s p e c t r o s c o p y ( C O S Y )
39)･40)

, 多重リ レ ー C O S Y
41) 4 3)

, および

n u cl e a r O v e rb a u s e r e 触 ct s p e c t r o s c o p y ( N O E S Y ) 叫 な どの 二 次元 N M R 故により, 檎

成単糖の 同定, 硫酸基結合位置の 同定, お よび構成単糖相互 の結合位置 の 同定を行 っ

た.
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Fig ･ 3 -7 ･ 糖脂質構成成分として見出される単糖とセラミドの構造式と番号付け
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3
-

5
- 1 ス ピン結合定数による アノ マ ー 解析

Fig . 3 -7 に分離した 5 種類の糖月旨質の構成成分 である単糖とセ ラ ミド部分の構造式

および各プロ トン の 番号付けを示す. 単糖の種類により Fig ･ 3 - 7 に 示すような安定

な椅子型 (
4

c l) の配座をとる. こ の ような安定配座をとるとき, 糖の リ ン グプロ ト

ン に観測されるス ピン結合定数 (J) の 大きさ は互 い に トうン ス の 位置 にあるとき (

βア ノ マ
-

) は 7 - 9 馳
,
ゴ ー シ ュ の位置 に ある とき ( α ア ノ マ - ) は 2 - 4 tt z と

なる . こ の ように ス ピン結合定数 の大きさは隣接するプ ロ ト ン相互 の配置を反映し

て い るため, 糖鎖の プロ トン は単糖の 種類に応じて特徴的な ス ピ ン結合 に よる分裂

パ タ ー ンを示す. 特にアノメ リ ッ ク プロ トン ( 班-1) は他の 糖鎖のプロ トン とは分

離して低磁場側 に観測されるため, H
- 2 との 間に観測される ス ピン結合定数 Ji ,2 の

大きさを
一

次元 ス ペク トル 上で読みとる こ とが で きる . こ の ように Jl , 2 の 大きさは

糖の アノ メ リ ッ ク配置を反映し, G al , G Ic および G al N A c の 場合, α ア ノ マ - で は

2 - 4 比
, βアノ マ - で は 7 - 9 f k となる ため , 分離 した硫酸化糖月旨質の構成単糖

全て の アノ マ -

配向を 一 次元 ス ペ ク トル か ら判定する土とが できた .
Fig . 3 - 8 に

S M i G b 4 の 一

次元 ス ペ ク トルを示す. ア ノメ ,リ ッ ク配置の 決定 は他 の方法 で は比較

的困難であり, N M R 法の 利点の 1 つ である .
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Fig . 3 - 8 . S M i G b 4 の
一

次元
1
H - N M R ス ペク トル

S M i G b 4 ( 8 00 n m ol) は D M S O - d 5/
2
H 20 (9 8 :2) 0 .5 r nl に溶か し, 6 0

o

C で測定 した
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3 - 5 -

2 磁化移動法 による構成単糖の 同定

糖脂質糖鎖の N M R ス ペ ク トル解析の問題点は Fig ･ 3 - 8 で 明らか なよう に, 比較的

分離して観測されるアノ メリ ッ クプロ トンを除い て , 多くの糖鎖の プ ロ トン シグナ

ルが重なり合うため帰属が困難な点である . しか し, 個々 の構成単糖 に つ いて みれ

ばシグナ ルの分離はかなりよく, また , ス ピン結合定数 ( I) は個 々 の 単糖に 固有で

ある ため, 構成単糖の サ ブス ペ ク トル抽出が できれば , 糖 の 種類を決定する こ とが

で きる , そ こで , ス ピン結合を通して の 磁化移動を利用 した二次元 N M R の代表的

な手法として C O S Y および多重リ レ ー C O S Y の測定に より, 構成単糖の プ ロ ト ンの

帰属を行 っ た .
Fig ･ 3 -9 に S M i G b 5 の d o u bl e

,q u a n t u m
-filt e r e d C O S Y ( D Q F - C O S Y ) ス

ペ ク トルを示す.
C O S Y で は H - 1 の 磁化 は 九2 を通して H -2 に伝 わり, こ の 磁化移

動の 過程は二 次元 ス ペク トル上 で H -1 か ら展開した交差 ピ ー

ク と して 観 測される .

アノメ リ ッ クプ ロ トン ( 冗 -1) は他 の 糖鎖の リ ン グプロ トン とは分離して観測され

る の で , H
-1 より傾次磁化移動の 過程を追う こ とに より, 構成各単糖の H -1

,
H -

2
,
H - 3

, および E - 4 の シグナルを抽出する こ とがで きた . こ れ らの シグナル の 化学

シ フ トおよびス ピン分裂の パ タ ー

ン は単糖の 種類 に特徴的であるため, こ れ らの パ

タ
ー

ン に応 じて各構成単糖 の帰属を行 っ た. ス フ ィ ン ゴイ ド塩基 の Ll a , L i b ,

”
,
I 3 プ ロ トン (Fig ･ 3 - 7) も糖鎖プロ トン領域に重 なる た め解析が困難で あるが,

u および u か ら磁化移動の過程を追う こ とにより帰属する こ とが で きた (Fig . 3 -

9) ･
S M i G b 4 および s ol v oly sis に よる生成物の各プ ロ ト.

> の 化学 シ フ トおよびス ピ

ン結合定数を T a bl e 3 - 4 にま とめた . 他 の 硫酸化糖月旨質, S M 2 a , S B 2 , S B l a ,

S M i G b 5 およびそれ らの s ol v oly sis による生成物に つ いて も同様に各プ ロ トンの 帰属

を行 っ た .
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T abl e 3 - 4 . S M i G b 4 ･ とそ の s olv oly sis に よる生成物, i G b 4 C e r および G b 4 C e r の 化 学シ

フ トおよびス ピン結合定数 (∫) .

各糖脂質はD M S O - d d 触20 (98 :2) 0 ･5 mi に溶か し ,
60

Q

C で測定した.
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2) 4

･5 4 6 ( 8 ･2) 4 .8 3 5 (3 .2) 4 .2 7 9 (7 3) 4 .2 2 4 (7 . 8)
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S M i G b 4 およ び S M i G b 5 の 糖鎖の構造解析に おける重要なポイ ン トの 1 つ は, そ れ

らが gl ob o 系列に属するか , あるい はis og lo b o 系列に属するかを決定する ことであ

り, それら 2 つ の系列の糖鎖構造の違い は 3 ペ ー ジの T a ble l に示すように G al ctl -

4 G alβ結合をもつ ( gl o b o 系列) か, . G al c Ll - 3 G alβ結合をもつ (is ogl ob o 系列) かの

差の みである .
D a b r o w ski らに より報告され て い るグリ コ シ レ ー シ ョ ン シ フ トの法

l

則に よる と, グリ コ シ ド結合の部位は, 大きく低磁場 シ フ トして い る 3 つ の リ ング

プロ ト ンの うちの , まん中の プロ ト ンと決定する こ とができる
45)

, たとえば S M i G b 4

で は, G a岬 の H - 1 - H - 5 の 化学シ フ トをL B C C e r の G alβ の H - 1 - H - 5 の 化学シ

フ トと比較すると, それ ぞれ , 0 . 08 8 ( H ･1) ,
0 .1 1 0 ( H

- 2) ,
0 .1 85 ( H -3) ,

0 .2 3 9

( H -4) および 0 . 03 ( H - 5) pp m 低磁場シ フ トして い た . グリ コ シ レ ー シ ョ ン シ フ ト

の法則をあて はめると, G al c t は G alβの H
-3 に結合して い る こ と, すな わち G al c Ll -

3 G a 岬結合をもつ is ogl o b o 系列 の 抗酸化糖月旨質である こ とが確認できた .

硫酸塞が結合する こ と によるリ ングプロ ト ンの 化学シ フ トの変化をしら べ るため,

硫酸化糖脂質およびそれらの s olv oly sis に よる脱硫酸化物の C O S Y ス ペ ク トルを比

較した .
. 硫酸基はヒ ドロ キ シル ( O H ) 基と比 べ て 電気陰性度が大き い ため, 硫酸化

された 3 位 の炭素 ( C -3) に結合 したプ ロ トン ( H - 3) は脱遮蔽を受けて
40) ･4 6)･4 7)

, G al

の場合 0 . 6 - 0 .7 p p 皿 , G alN A c の場合 0 ･4 - 0 .6 p p m と大きく低磁場シ フ トして い た.

また, C
-3 の 両隣の プ ロ トン で は a xi al プロ トンである H - 2 よりも eq u at o ri al プ ロ ト

ンである H - 4 の 方が G al の 場合約q .3 p p m , G al N A c の場合約 0 ･4 p p m と脱硫酸化物

の H -4 と比 べ て 大きく低磁場シ フ トして い た ( T a bl e 3 - 5) . こ の結果から, ともに

酢酸基結合位置 ( C
-3) の 隣のプロ ト ンでありながら, H - 2 あるい は H - 4 と硫酸基と

の空 間的な位置関係は互 い に異なる こ とが示唆された . こ の ように , 硫酸基の結合

位置のリ ングプロ トン の化学 シ フ トを脱硫酸化物のそれ と比較する こ とに より,
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s M 2 a
,
S B l a および S M i G b 5 の硫酸基の結合位置は G al の 3 位, S M i G b 4 で は

G alN A c の 3 位, S B 2 で は G al および G al N A c の 3 位と決定 できた .

T abl e s - 5 . 硫酸化 による化学 シ フ トの 変化 (脱硫酸化物と比 べ た低磁場 シ フ トの値)

H S O 3 -3 G al

G al H - 3 G al 冗 -4

S M 2 a - G g 3 C e r

S B 2 - G g 3 C e r

S B l a - G g 4 C e r

S M i G b 4 -i G b 4 C e r

0 . 61 1 0 .3 0 9

0 .5 6 1 0 . 26 0

0 . 6 0 7 0 . 2 8 6

0 .6 6 6 0 .3 2 7

H S O 3 - 3 G al N A c

G alN A c 班 - 3 G al N A c ” - 4

0 .3 8 7 0 . 4 71

0 . 5 8 5 0 . 45

3
-

5
-

3 N O E S Y による構成単糖相互の結合位置 の決 定

N O E S Y で は, 空 間的に近接したプロ トン 同士 の 間で双極子相互作用を通じて 磁

化移動が行われる . たとえば, ある糖の H -1 は同じ糖内 の プ ロ トン (Fig . 3 - 1 0 の H -

3 および H - 5) とだけで はなく, その 糖が結合する隣の糖の結合部位の プ ロ ト ン

( Fig . 3 -1 0 の H
- 1 と H - 4

7

) とも空間的に近接するため , N O E S Y ス ペ ク トル上 で こ

れ らの プ ロ トン 同士 に磁化移動ピ ー

クが観測される . あらか じめ C O S Y な どに より

確定した各構成単糖のプ ロ トン シグナ ル の 帰属 ( 3 -5 - 2 参照) と組み合わせる こ とに

よ･りN O E S Y ス ペ ク トル の 交差 ピ
ー

ク の 帰属を行い , 結合位置と配列を同時に決定
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する こ とが できた.
S M i G b 5 の 場合 (Fig ･ 3 - ll) を例に とる と, βG al( V) H

1 1 と の 交差

ピ ー

クは分子内
,

の H -2 の 他に βG al N A c(I V) H
- 3 にも N O E S Y 交差 ピ ー

クが観測され

48)
,
G al β1 -3 G al N A cβ の結合が明らかとな っ た . 次に, βG al N A c(I V) H - 1 との交差 ピ ー

クは分子内の H - 2 の 他に αG al(ⅠⅠⅠ) H - 3 にも N O E が観測され, G al N A cβ1
- 3 G al α の 結

合が明 らかとな っ た . 同様に して N O E S Y ス ペ ク トルを順次解析する こ とにより,
-

S M i G b5 は G alβ1
- 3 G al N A cβ1

-3 G alc d -3 G alβ1 - 4 G I cβの糖鎖構造をもつ こ とが明ら

かとな っ た . さ らに C O S Y ス ペ ク トルで観測された G al( V) の H - 3 プ ロ トン の 低磁

場シ フ トの結果と合わせ て , S M i G b 5 の構造 は H S O 3 -3 G al β1
-3 G al N A cβ1

- 3 G al α1 -

3 G alβ1 - 4 G I cβト 1 C er と確定できた .

C H 2 0 H

○

H O
H

H

”
○

H O

0

H O

H H

N O ヒ

i+

3
-

H O

H

5
`

2
'

H

イ
′

c H 2 0 H
○

1
′ ○

Fig . 3 -1 0 . 近接したプロ トン 同士 の間で双極子相互作用を通じた磁化移動
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H S O 3 -3 G a 畔3 G al N A cβ
-3 G al α -3 G alβ･4 G I cβ- 1 C e r

V I V ⅢⅠ ⅠⅠ Ⅰ

P P 脚

5 . 0 4 .8 4 .6 4 .4 4 .2 4
.0 3 .8 3 .6 3 .4 3 . 2 3 .0

I
.

ca 白

E3

曳

噛

r ヽ

pT 3
-

感
I V _1/:I

-

I

l

i
I V

G
o

#邑
-

@ 屡〆 骨
(7 co

L .I.色盲

- て 申

盛 4B

II ‾3/

琶.

≡

@ (

響 軒 噂
>

丘コ

-

I

～

ヽT
■
′
■

8

l
1
)

●
3

｢

草

I

■

'

t

め

Ⅰ･ 4/ⅠⅠ-1

i

g
.

U l

⊂⊃

J ゝ

C O

f i
⊂h

.
J
i

A

J i

t J

, Fi

⊂⊃

(J J

C O

ト
ロ
勺

=

Fig . 3 - l l . S M i G b 5 の N O E S Y ス ペク トル

s M iG b 5 ( 3･0 0 n m ol) は D M S O
- ♂㌔H 20 (98 ‥2) 0 ･5 m l に溶か し, 混合 時間を 5 0 0 m s に設定 し,

3 0
o

C で沸定した . 各交差 ピ
ー クは単糖をロ

ー

マ 数字で , プ ロ ト ン の帰属をアラ ビア数字で

示した.
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3
- 6 質量分析法による構造解析

質量分析は, 何らか の方法で試料分子をイオ ン化 して , 生成したイオ ンを磁場な

どで分離後検出する分析法で , 従来, 電子衝撃イオ ン化 ( EI) と化学イオ ン化

( 血 e m i c al i o ni z a ti o n , C I) が よく用 い られてきた . こ れ らのイ オ ン化法で は試料の
一

気化が不可欠なの で , 試料を誘導体に変え, さ らに加熱すると いう前処理を必要と

した･ 近年の 質量分析法の進歩はめざましく, 試料を気化せずに きわめて ソ フ トに

イ オ ン化する F A B/ M S ( f a st at o m b o m b a r d m e n t m a s s s p e ct r o m et ry) ある い は L S I M S

(liq uid s e c o n d a ry i o n m a s s s p e ct r o m et r y) イオ ン化法 の発見および大型質量分析計の

出現は, 分子量 の大き い 不揮発性物質である糖脂質の構造解析を可能 に した
49)

-55)

F A B/ M S ある い はⅠ5 工M S の 最大の特徴ほ誘導体化せずにそ のまま の 形で分子量の決

定が可能である点である . 正 イオ ン の マ ス ス ペ ク トル で は通常[ M 十 町 が, 負イオ

ン の マ ス ス ペ ク トル で は通常【M - 町 が観測される ため, 容易に分子量が決定でき る .

本研究で は負イオ ン L S I M S ス ペク トルを測定するとともに, 分子関連イオ ンをプリ

カ ー

サ - イオ ン ( 親イオ ン) と した衝突解離 ( CI D ) ス ペク トルの解析 に より糖鎖

を構成する各単糖 の 区別 とそ の 配列 , および祈酸基の結合位置を決定した
5 6)

.

3 - 6 - 1 負イオ ン L SI M S

F A B/ M S あるい は L S I M S で は, 試料分子は圧倒的に大量の マ トリ ッ ク ス 分子に 囲

まれて い る . こ こ に - k e V 程度の エ ネル ギ ー をもつ 一 次粒子を照射すると, 試料分

子と マ トリ ッ ク ス の 間で プ ロ ト ン の授受が起 こり, 試料分子 の【M - 町 やt M ＋H]
'

が

生 じる . 通常, 与え られ た エ ネ ルギ ー の 一 部が内部 エ ネルギ ー

に転化 し, そ の過剰

47



の 部分が分子関連イオ ンの結合 の開裂 ( フ ラグメ ンテ
ー シ ョ ン) を引き起こす

57)
.

本研究で は高質量域の感度を上げるため に, より高い エ ネル ギ ー ( 1 0 - 3 0 k e V) 杏

与える ことができる Ck
＋

を
一

次粒子とする1 5 I M S を行 っ た .

1( X I

5()

1 00

㍗ 4 M

J/
”

6 0

1
62 2

/ 10 7 0

[ M
- H〕

ー

｢ ｢
1 2 7 3

1 2 4 5

＼

1 2

て

( A) S M 2 a

2 00 4 0 0 6 00

5 占ユ

2 0 0

5 0

2 8

も
4

4 0 0 6 0 0

9 7

8 0 0 1 0 00

M a s s

8 0 0

M a ss

1( X 治

S t a n d a r d S c a n

1 2 0 0 1 4 0 0 1 6 0 0

( B) s B 2

【M
-2 H ＋N a】

-

｢ ｢

1 3 7 5

1之7 3

1㌃
1 0 7 0
＼

12 00

1 3 4

1 3 1

1 4 :0 0 1 6 0 0

Fig ･ 3 -1 2 ･ モ ノ および ビス 硫酸化糖月旨質の負イオ ン L S I M S ス ペ ク トル

(A) S M 2 a , マ トリ ッ ク ス : t ri e th a n ol a m i n e . ( B) S B 2 , マ トリ ッ クス : 3 -

n it r o b e n z yl

al c o h ol
.
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糖月旨質は通常セ ラ ミ ド構造の異なる複数の分子種から構成されて い る ため, マ ス

ス ペク トル はセ ラ ミ ド分子種の多様性を反映したもの となる.
Fig . 3 -1 2 に示すよう

に モ ノ硫酸化糖月旨質で は[ M 一 町 , ビス 硫酸化糖脂質では[ M - 2 H ＋N a]
-

に相当する
一

連 のイオ ンが観測された . マ トリ ッ クス に は試料との間の プロ ト ンの授受の ほかに

そ の粘性を利用 して試料の補充 ( r e pl e nish m e n t) や保護 の役割があり, マ トリ ッ ク
1

ス の選択は感度に大きな影響を与えた . モノ 訴酸化糖月旨質で はt ri eth a n ol a mi n e

( T E A ) が最も適切であ っ たが , ビス 硫酸化糖脂質で は 3 ･ n itr o b e n z yl alc o h ol ( 3 -

N B A ) を用 い るとt M -2 H ＋N ar イ オ ンがより強く観測された . ビス 硫酸化糖脂質で

はさらに,
- 方の 硫酸基が外れた 一 連 の[ M - S O 3 H]

‾

イオ ンが観測され S B 2 の 場合,

こ の イオ ン は対応する モ ノ硫酸化糖脂質 で あ る S M 2 a の〔M
- H r と -

致 した ( Fig ･ 3 -

1 3) . こ の - 連の分 子関連イオ ンの強度比か ら確認した, 脂肪酸および ス フ ィ ン ゴ

イド塩基の組成は, 化学分析 の結果と
-

致した . また, いずれ の場合も m /z 9 7 に硫

酸 エ ス テ ル に特徴的な フ ラ グメ ン トイオ ン〔O S O 3 Hl
ー

が観測され ( Fig ･ 3 - 1之) , 硫酸

基 の存在が確認 できた .
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3
-

6
-

2 衝突解離 (c 旧) ス ペ ク トル

生体由来の糖脂質は前述 (3 -6 -1 参照) の よう にセ ラ ミ ド組成の違 い による分子種

分布を示すの が普通 であり, 複雑な マ ス ス ペク トルを示す. 加えて , 微量成分の場

令, 完全な単離精製に は非常に時間がかかり, 高度な技術を必要とする . こ の よう
l

な混合物の構造解析法として , 混合物の ままイ オ ン源に導入 し, 生 じたイオ ンの 中

からある特定のイ オ ンを指定し, そ の イオ ンをプリカ ー

サ - イオ ン ( 親イオ ン) と

して , その イオ ンか ら生 じたプ ロ ダク トイオ ン ( 娘イオ ン) の みを選別する方法が

ある . こ の 方法で は, 通常の F A B/ M S ある い は I .S I M S ス ペ ク トル で必ず出現する

マ トリ ッ ク ス 由来のイ オ ンや混在する他 の物質由来の イオ ンを排除し, 構造解析や

フ ラグメ ン テ ー シ ョ ン の 研究に確実な情報を得る こ とがで きる . プ ロ ダク トイオ ン

を強制的に作り出すた め に 二 重収束 ( セ クタ ー 型) 質量分析計で はプリカ
ー

サ
-

イ

オ ンが電場に入る前 (第
一

自由領域, fi rst fi eld -f r e e r e gi o n , P E R) に衝突室

( c ollisi o n c ell) を設け, 不活性気体 ( ヘ リウ ム ア ル ゴ ンな ど) と衝突させると,

結合の 開裂が促される ( 衝突解離, c o11isi o かi n d u c e d dis s o ci ati o n , C I D )
5 8)

. 三連 四

重極型 (tri pl e st ag e q u ad ru p ol e , T S Q ) の 場合に は, 第 1 段目 ( Q l ) で質量分離を行

い , 第 2 段目 ( Q 2) は低 エ ネルギ ー 衝突室で あり, 第 3 段目 ( Q 3) で CID ス ペク

トルを得る . こ の よう に, C ID はセ クタ ー 型質量分析計を用 いた高 エ ネ ルギ
ー

( 約

1 0
3
e v) c I D と四重極型質量分析計に よる低 エ ネ ルギ ー ( 約 l o

ュ
- 1 0

2
e v ) c ID に区

別 され る . それぞれ衝突 エ ネ ルギ ー

のちが い に より, 異な っ たス ペ ク トルを与える

の で
5 9) それらを比較する こと に より, より多くの情報を得る こ とができた . 本研究

で はプリカ
-

サ
ー

イ オ ンと して分子関連イオ ンを選び, 衝突ガス として空気を衝突

室に導入 した高 エ ネルギ
ー CI D

, および, 衝突ガ ス として ア ル ゴ ンを用 い た低 エ ネ
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ルギ - C ID に より生成したプ ロ ダク トイ オ ンを検出し, 高および低 エ ネルギ
ー C I D

ス ペ ク トルを得た.

高 エ ネルギ ー CI D で は, 非還元末端に硫酸基をもつ 糖脂質の場合, グリ コ シ ド結

合の開裂に よる硫酸化 1 糖か ら5 糖に由来するプ ロ ダク トイ オ ン ( い わゆる シ
- ケ

ンス イオ ン) が順次観測され た
甜)

. たとえばS M i G b 5 で は Fig ･ 3 -1 4 に示すように非

還元末端 の硫酸化 へ キソ
ー

ス に由来するプ ロ ダク トイオ ン (【H S O 3 - 0 - H e x -( 0) mi n u s

2 町 ) が m /z 2 4 1 と m /z 25 7 に, 硫酸化 2 糖の プ ロ ダクトイオ ン (【H S O 3
- 0 - H e x - 0 -

H e x N A c -( 0) m i n u s 2 町 ) が m /z 4 4 4 と m /z 4 6 0 に観測 された . 同様に硫酸化 3 , 4 , 5

糖に由来するプロ ダク トイオ ンが m/ z 6 0 6 , 62 2 , 7 6 8 , 7 8 4 , 9 3 0 および 9 4 6 に観測

された . こ れらの プ ロ ダク トイオ ンの 質量数の 差を計算すると 1 6 2 , 2 0 3 , 1 6 2 , 1 62

および 1 62 となり, S M i G b 5 は非還元末端から H e x , H e x N A c , H e x , H e x , H e x の

糖鎖配列をもつ こ とが確認 できた .

5 2
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内側 の糖に硫酸基が結合した S M 2 a の 場合は, 硫酸塞が結合して いな い非還元未

練の へ キ ソ ー

ス に由来するプロ ダクトイオ ンは検出されず, 硫酸基を含む 2 糖およ

び 3 糖のイ オ ンである[H e x N A c
-(H S O 3 -) H e x - 0 mi n u s 2 H]

-

およびttt e x N A c -

( H S O 3 -) H e x - 0 - H e x -( 0) mi n u s 2 H]
‾

が m /z 4 6 0 , 6 0 6 および 6 2 2 に強く観測された

( Fig . 3 -1 4) . こ の ように , 硫酸化糖月旨質の場合, 硫酸基を含むイオ ン の み が観測

され, 硫酸基を含まな い非還元末端の糖 に由来するプ ロ ダクトイオ ンを得る こ とは

できなか っ た. こ れは硫酸化糖月旨質では電荷が硫酸基 に著しく局在して い るた め,

電荷を担う基を含むイオ ン の みが強く観測されるため である . ま た高質量域で は,

電荷か ら離れた位置に ある セ ラ ミ ド部分のメ テ レ ン単位 で の解裂(c h a r g e - r e m ot e

f r ag m e n t ati o n)
6 1) ,62) による

一

連 の プ ロ ダク トイオ ンが観測された .

S B l a の 高および低 エ ネルギ - CI D ス ペ ク トル を Fig . 3 1 1 5 に示 した. 高 エ ネル ギ ー

CI D で は S M i G b 5 の場合と 同様に , グリ コ シ ド結合の解裂に よる硫顧化 1 - 4 糖に

由来する シ ー ケ ン スイオ ンが n 7/z 2 5 7 , 4 4 4 , 7 2 4 およぴ 8 86 に観測された .

一

方,

低 エ ネルギ ー CID ス ペク トル は極めて単純で , 内側 の G al に結合した硫酸基および

セ ラミ ドを含む【( H S O 3 - 0 - H e x - 0 - H e x - 0 - C e r) 一切
‾

( m /z 1 0 7 0) および非還元末端の硫酸

基を含む【(H S O 3 - 0 - H e x - 0 - H e x N A c) -2 H]
-

( m /z 44 4) の 2 つ の イオ ン の みが強く観測さ

れた.

以上 の よう に, 通常の 負イオ ン I -SI M S ス ペ ク トル と高および低 エ ネルギ ー C ID

ス ペ ク トルを組み合わせて解析する こ と に より, 1 n m ol 以 下 の試料から硫酸化糖脂

質の糖鎖配列, 硫酸基の数および結合位置を確認する こ とができた.

5 4



S 爵1 a

1 0 0

5 0

H S

ⅣA c
i j i

”
- S O S

e X

”; 6 0

a ; 7 2

_r
o

7 三
富

'

q
＋N a

-

, 8 7 Q

S O 3 H ; 7 6 8

A 7 2

4 4 4
4 6 0

/

L h U l .i:i l, " h u . 山 L｡

6 2 2

4

7 8

8 8

2

8 7 0

＼

6

9 9

1 0 7 0

t
-轍

I

I

I l
l I

I

I

l

l
l
t

l I

･2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0 0 0 1 2 0 0 1 4 0 0

r言T r

h 4 a s s

B
A A
1 l

昌一鞄9,
-

i

t I

4 4 4

.L . ” . u
山 山

I
L L . .

～
, ^ ^ . i . J LJL

○ -

○
- ○ -

○
- c e r 1()7 ()

-
L : - ぐI T

･
= t

汁
.
,

.1t

20 0 4 0 0 6 0 0 8 OO I O O O 1 2 0 0
m /z

1 4 0 0

Fi g ･ 3 - 1 5 ･ S B l a の 高 エ ネル ギ ー

( A) および低 エ ネルギ ー ( B) CI D ス ペ ク トル

(A) マ トリ ッ ク ス : 3 - N B A . プリカ ー サ ⊥イオ ン : [ M
-ユH 十N ar ( B d z 1 5 3 7) . ( B) マ トリ ッ ク

ス : T E A . プリカ ー サ - イオ ン .

I

[ M - S O 3 Hr ( 乃々1 4 35) . 0 : H e x , ◇ : H e x N A c , ▲ : 疏

酸基.

5 5



第四章 硫酸基の定量法の開発

従来, 硫酸化糖月旨質の硫酸基の定量は, 酸加水分解に より遊離した無機硫酸を過

剰に加えた B a
2 ＋
と沈殿させ , 残存する B a

2 '

をロ ジゾン酸の キ レ ー トとして 比色定量

する方法が用 い られてきた
63)

. こ の 方法は最小 1 0 n m ol の無機硫酸 の定量が可能で

あるが, 操作が極めて煩雑である .
K e a n は塩基性色素ア ズ - ル A とS M 4 s の 複合体

が , c hlo r of o r m / m eth a n ol/ 水に よる分配 で下層 (有機層) に分配される性質を利用 し

た簡便な比色定量法を報告した
26)

. こ の方法は S M 4 s に つ い て は便利であるが , 2 糖

以上 の 硫酸化糖月旨質の ア ズ
- ル A 複合体は水層に分配 されるため , その 吸光度は著

しく低か っ た . また, ビス 硫酸化糖月旨質の場合は濁りを生じた . 本研究で は硫酸化

糖月旨質をあらか
L
じめ穏やかな条件 で完全ア セ チル化 した後, ア ズ - ル A に より比色

定量すれば, 最小 0 .5 n m ol で定量 が可能 であり, 1 - 5 糖 の糖鎖をもつ 硫酸化糖月旨

質を簡便 に定量 できる こ とを明 らか に した
8)

.

4 - 1 ア セ チル化
-

アズ
- ル A 法 の操作手順

8)

< ア セ チル化 硫酸化糖月旨質の 調製 >

1) 硫酸化糖月旨質 (0 ･5 - 8 n m ol) をね じ蓋付き試験管に取り, P 2 0 5 上で減圧下 で乾

燥する .

2) 0 ･1 m l の p y ri di n e / 無水酢酸 ( 1 :1) に溶か して 窒素を充填し, 室 温で 1 8 時間反応

させる .

3) T ol u e n e O .1 m l を共排の ために加え七, 窒素気流下で溶媒を留去する . さ らに

t olu e n e を加えて 同 じ操作を繰り返し, 溶媒を完全に除く .

5 6



< K e an の 方法に よる定量 >

4) 3) の 試験管に c hl o r of o r m / m et h a n ol ( 1 :1) を1 .5 m l
, 0 . 05 N 硫酸を 1 .5 m l

, および

アズ
- ル A 試薬を 0 ･3 m l 加えて かくはんして か ら, 8 00 × g で 1 0 分間遠心する .

5) 有機層 ( 下層) を取り, 6 3 5 n m における吸光度を測定する.

4 -2 測定法 の検討および結果

S M 4 s を室温, 1 8 時間で ア セ テル化 した場合の 吸光度は0 .5 - 8 .O T m Ol の範囲で

直線性が得られ ア セ テル化して い ない S M 4 s と同じ吸光度を与えた.
l o o ℃, 15

分で ア セ テル化すると, 3 n m ol 以上で 吸光度が低下する こ とか ら,
一 部脱研酸が起

きて いる こ とが予想 され た (Fig . 4 -1) . こ の結果から, ア セチ ル化は室温で行う こ

ととした . アセ テル化 して い な い S M 3 の 吸光度は S M 4 s の 82 % であ っ たが , アセ

チル化 S M 3 はS M 4 s と同 じ吸光度を与えた ( T a bl e 4 - 1) .
3 糖より長 い 糖鎖をもつ

硫酸化糖脂質の吸光度は S M 4 s の 25 % 以下 で あり, 定量 の 直線性もみとめられなか っ

たが, アセ テ ル化する こ とに より S M 4 s と同様 の 吸光度および直線性が得られた.

ま た, ビス 硫酸化糖月旨質は モ ノ硫酸化糖脂質 の約 2 倍 の 吸光度を与えた (Fig .
4 -

1
,
T abl e 4 -1) .

ア セ テル化 - ア ズ - ル 阜 法 により, 単離した 5 種 の糖月旨質は硫酸基を 1 つ ある い

は 2 つ もつ こ とが わかり, そ れぞれ モノ および ビス 硫酸化糖月旨質である こ とが確か

められた (第三章, T abl e s - 1 参照) .
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アセ チ ル化 は室温 18 時間 (
-

) また は 1 けO
Q

C 1 5 分 ( - - -) で行 っ た .

S M 4 g ; □ ,
1y s o

- S M 4 g .
B : ○,

S M 3 ; △ ,
S M 2 a

.
C : ○ ,

S M l a ; △ ,

抜きの 記号はアセ チ ル化前, 黒色の 記号はア セ チル化後を示す .
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硫酸化糖脂質以外の酸性糖月旨質であるガ ングリオ シドおよびリ ン脂質, さ らに中

性糖脂質もアセ チ ル化前後 で同様に測定したが , それらの発色率は S M 4 s の 6 % 以

下であ っ た . また, 塩化 カリウム や酢酸ア ン モ ニ ウム な どの塩が存在しても, 分配

の過程で水層に移行するため, 発色 には全く影響を与えなか っ た. こ の こ とから,

こ の 方法に よ っ て 1 - 5 硫酸化糖脂質を特異的に測定できるこ とが確認できた . ま
l

た, 粗糖月旨質画分中に存在する硫酸化糖脂質の定量 にも応用で きる こ とが予想され

た .

T abl e 4 -1 . 翫酸化糖月旨質, 他の 脂質および塩類の発色率

C ol o r yi eld s( % )

C o m p o u n d N ati v e A ft e r a c etyl ati o n

S M 4? 1 0 0 1 0 0

S M 3 8 2 1 0 9

S M 2 a 25 1 2 9

S B 2 2 5 1 76

S B l a 1 9 2 1 7

S M 4 g 1 22 1 2 0

G al C e r < 1 < 1

G M 3 1 8 6

S p hi n g o m y eli n < 1 < 1

K Cl < 1 < 1

A 皿 皿 O ni u m a c et a t e < 1 < 1
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第五章 結論と考察

第 一 葺か ら第三章で 5 種類の新 しい硫酸化糖月旨質の発見か ら構造決定に至る過程

を述 べ た. 第四章で示した硫酸基の定量結果と合わせて最終的に決定した全構造お

よび コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

上で の 分子 モ デ リ ン グを T abl e 5 - 1
,
Fig . 5 - 1 お よび Fig . 5 - 2 に示

した .

T a bl e s - 1 . 新 しい モ ノ および ビ ス 硫酸 化糖脂質 の構造

G a n gli o
-s C ri e s

H S O 3
1

3

G al N A cβ1 - 4 G alβ1 -4 G Icβト1 C e r ( G g 3 C e r II
3

-

s u lf at e
,
S M 2 a)

1 9) ･2 0)

H S O 3 H S O 3
1 1
3 3

G al N A cβ1 - 4 G a岬1 - 4 G Icβ1 -1 C e r ( G g 3 C e r II
3

,
ⅠⅠⅠ
3

-his - s ulf at e
, S B 2)

2 1) ･2 2)

H S O 3

1
3

H S O 3

主
G alβ1 - 3 G alN A cβ1 - 4 G alβ1 - 4 G I cβ1 - 1 C e r

( G g 4 C e r II
3

,
I V
3

- bi s -s ulf at e
,
S B l a)

2 3)

Is o glo b o
- s e ri e s

H S O
I
3

3

G al N A cβ1 - 3 G al α1 3 G alβ1 1 4 G I cβト1 C e r (i G b 4 C e r Ⅳ
3

- s ulf at e
,
S M i G b 4)

2 4)

H S O 3
I

3

G alβ1 -3 G al N A cβ1 - 3 G al a l - 3 G alβ1 - 4 G I cβ1 - 1 C e r (i G b 5 C e r V
3

-s u lf at e
, S M i G b 5)

25)
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( G g 4 C e r n
3
- s d f at e ,L

S M l a)

与
H S O 3 H S O 3

生 主
G alβ1 - 4 G al N A cβ1 - 4 G alβ1 - 4 Gユc C er

( G g 4 C er II
3

Ⅳ
3
- bis - s ulf at e

, S B l a)

日S O 3 H S O 3

3 与
G al N A cβ1 - 4 G alβ1 - 4 G I c C e r

( G g 3 C er I I
3
- s tllf at e

,
S B 2)

Fig ･ 5 - 3 ･ 各硫酸化糖脂質の推定生合成経路

本研究で構造 を決定した硫酸化糖牌質は[= コで示 した ･
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s M 2 a
,
S B 2 およ び S B l a は, ガ ン グリオ ( g a n glio) 系列 ( p ･ 3

,
T able l 参照) の

糖鎖構造をもつ モ ノ および ビス 硫酸化糖月旨質であ っ た . S M 2 a は G M 2 , S B l a は

G D l a に対応する構造をもつ こ とか ら, これ ら g a n gli o 系列 の ガ ン グリオ シドと同様

に Fig . 5 -3 に示す生合成経路で合成される
一 連の糖脂質である ことが予想された .

s M i G b 4 および s M i G b 5 はイ ソグロ ボ (is ogl o b o) 系列 (p . 3
,
T a bl e l 参照) の 糖鎖

構造をもつ モ ノ硫酸化糖脂質であり, Fig . 5 - 3 に示す生合成経路で前駆体 の中性糖

月旨質 (i G b 4 C e r お よび i G b 5 C e r) - a) 節酸基転移に よ っ て 合成 され る糖月旨質 で ある こ

とが予想され た .

一

方, ヒ ト腎に はグ ロ ボ ( gl o b o) 系列 (p . 3
,
T abl e l 参照) の 糖

鎖構造をもつ モ ノ 硫酸化糖月旨質であるS M G b 4 ( G b 4 C e r Ⅳ
3

- s u lf at e)
6 4) および s M G b 5

( G b 5 C e r Ⅳ
3

-

s u lf at e)
65) が存在する こ とが報告されて おり, こ れ らは G b 4 C e r お よび

G b 5 C e r - の硫酸基転移に よ っ て合成される糖月旨質で ある こ とが予想される .

最近硫酸化糖脂質と ヒ トに おける癌化と の 関連が報告され て い る . たとえ ば, 正

常な肝組織で は通常硫酸化糖月旨質は検出できない が , 肝癌患者 の組織に は S B l a が

蓄積しており, 血中に は正常 で は検出で きない S B l a な どの抗体価が上昇して い る

こ とが報告されて い る
6 6)

. また , ヒ ト子宮癌
67) ある い は腎癌由来細胞

68) で は S M 2 a な

どの 正常で は検出できな い 硫酸化糖月旨質が高度に発現 され る こ と, さ らに, 腎痛で

の硫酸化糖脂質発現は, 硫酸 基転移酵素活性 の上昇 に よるもの で ある こ とも見出さ

れ
69)
, 癌 の診断および細胞増殖抑制と硫酸化糖月旨質発現の 関連が示唆されて い る .

ラ ッ ト腎の 中性糖月旨質画分に は S M i G b 4 の生合成の前駆体と考えられるイ ソグロ

ボ シド (iG b 4 C e r) が存在する . ヒ ト赤血球膜や多くの動物組織に見出されるグロ ボ

シド ( G b 4 C e r) がサイ トリ ピン K とよばれる の に対して , i G b 4 C e r はラ ッ トの 種特

異的な糖月旨質である こ とか ら, サイ トリ ピン R とよばれて おり
7 0)
, ラ ッ トに おける

癌化との 関連も報告されて い る
7 1)･72)

.
G b 4 C e r と i Gら4 C e r の糖鎖構造 の違い は 3 ペ ー

ジの T abl e l に 示すように G al α1 - 4 G al β結合をもつ (gl o b o 系列) か, G al α1 - 3 G alβ
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結合をもつ (is o gl o b o 系列) かの差の みで あり, そ れぞれ, cLl
- 4 -

g al a ct o sylt r
a n sf e T a S e

ある い は α1 -3 -

g al a c t o s ylt r a n sf e r a s e によ っ て 生合成されると考えられる ･
i G b 4 C e r が

ラ ッ トの みに発現され, ct ト3 -

g al a c t o s yltr a n sf e r a s e 活性を有する他の多くの動物で発

現されて い な い の は興味深 い点で ある .
i G b 4 C e r の 硫酸 エ ス テ ルで ある S M i G b 4 は正

常ラ ッ ト腎で は微量成分 であ っ たが, 前述 の と 卜腎癌細胞 に おける S B l a の発現に
l

み られるように , 悪性化 に より増加する こ とも予想される .

腎で は硫酸化糖脂質の重畳あたりの畳 が他の組織より多い こ とや, 尿の濃縮力の

高い腎髄質で は腎炭質よりも含量が多 い こ とな どか ら, イオ ン輸送 との関連が議論

されてきた
17) ,73)

. 腎髄質 で は腎皮質に比 べ て 通常浸透圧が高く, こ の こ とが腎髄質

にお ける水 の 再吸収 の原 動力とな っ て い る . 腎由来細胞株を用 い て, 培養液の 浸透

圧を変化さ せたとき の糖脂質の変化をしら べ て み る と, 糖脂質 の中で は硫酸化糖脂

質のみが特異的に浸透圧 に より変化する こ とが明らかとなり
74) 775)

, 腎に おける硫酸

化糖月旨質代謝と輸送機能と の密接な関連が示唆され て いる . 今後, これ ら硫酸化糖

脂質の 腎輸送機能調節の メ カ ニ ズ ム および細 胞増殖, 悪性化 な どとの 関連 に つ い て

詳細 に検討を進めた い .
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実験の部

材料および試薬

腎 (3 ･ 9 k g) は正常な W ist a r ま たは S p r a g u e D a w l e y ラ ッ トより得た. C hl o r of o r m

および m etb a n ol は市販 の 特級品 (和光純薬) をその まま使用 した .
T M S 化 に使用

した bi s(t ri m e th ylsilyl)t rin u o r o a c et a m id e ( B S T F A) は S ig m a か ら, メ チル化 に使用した

N a B
2
H 4 (9 89To) および C 現3Ⅰ(9 9 %) は M e r ck か ら購入 した .

1
H - N M R 測定用 D M S O - d 6

(9 9 ･95 %) およ び 屯2 0 ( 99 ･ 99 6 %) は A ld ri ch より購入 した . 他 の 全 て の試薬は市販 の特

級品を使用した .
Sili c a G e1 6 0 H P T L C プ レ ー トは M e r ck か ら購入 した . 陰イ オ ン交

換樹月旨, D E A E - S e p h a d e x A
- 2 5 お よび D E A E - T oy o p e a r1 6 5 0 M , は P h ar m a ci a およぴ束

ソ
-

か らそれ ぞれ購入した. 球状シ リカゲル粒子 で あるイ ア トロ ビ - ズ

(I at r o b e a d s) 6 R S - 6 0 8 0 ( 粒径 6 0 p J m ) ,
6 R S - 6 0 1 0 ( 粒径 1 0 ” ) および6 R S - 6 0 0 5

( 粒径 5 p m ) はヤ トロ ン より購入 した . G L C 用膜厚 0 ･ 25 p m メ チ ル シリ コ
ー

ン化学

結合型キ ャ ピラ リ ー カラ ム ( C B P l , 0 ･2 m m x 25 m ) は島津より購入 した . 標準糖

月旨質として使用した, 酸性糖月旨質混合物 (S M 4 s , G M 3 , G M l , G D l a , G D l b な ど

を含 む) はラ ッ ト脳 , S M 4 g はブ タ精巣, S M 4 s および S M 3 は ヒ ト腎, G b 4 C e r およ

び iG b 4 C e r はラ ッ ト腎よりそれぞれ調製した. 他の 標準糖脂質および G L C/ M S 用 の

標準物質として使用した月旨肪酸メチル エ ス テ ル , ス フ ィ ン ゴイ ド塩基, メ チル化 ア

ル ジ ト ー ルア セ テ ー トな どは参考文献 1 9) - 2 5) に従 っ た .

6 6



第二章 抽出, 分離および精製

2 - 1 総脂質の抽出と中性, 酸性糖脂質の グル ー

プ分け
19) - 2 5)

粗糖月旨質分画の 調製

1 ･ ラ ッ ト腎約6 0 0 g は, 1 回目 : 1 9 倍量の chlo r o f o r m / m eth a n ol( 2 :1) , 2 回目 : l o 悟

量 の c hl o r of o r m / rn e th a n ol/ 0 ･8 8 % K Cl( 6 0 :1 2 0 :9) , 3 回目 : 1 0 倍量 の c hl o r of o r m /

m etb a n ol/0 ･4 M 酢酸ナ トリウ ム(3 0 : 6 0:8) を抽出溶媒として , ワ ー

リ ン グブ レ ンダ ー

を用 いて 3 段階で抽出した.

2 ･ 抽出液は ロ ー

タ リ
ー

エ バ ボ レ ー ク ー で濃縮 した後, 溶媒の 組成を chl o r of o r m /

m eth a n ol/水(8 :4 :3) に合わせ て こ 相分配 を行 っ た ( F ol c b 分配 1 回目) .

3 ･ 2 の 下層を分取して ロ ー

タリ
ー

エ バ ボレ - ク ー で乾固 し, 0 .2 M N a O H / m et h a n ol 溶

液 4 0 0 m l を加え, 3 7 ℃ で振とうしながら 2 時間反応させ た ( メ タノ ー ル性弱ア

ルカリ処理) .

4
･ 3 の 反応液は1 M 塩 敵 m e th ap ol を加えて中和し, 組成を chlo r of o r m / m eth a n ol/水

(8 :4:3) に合わせ て F olc b 分配を行 っ た ( F ol cb 分配 2 回目) .

5 ･ F ol c h 分配 ･1 回 目と 2 回目の 上層 を合わせて ロ ー タ リ ー エ バ ボ レ ー

ク
ー

で濃縮 し

た後, 透析チ =
.

- ブに移 し, 蒸留水で約 2 4 時間透析する こ とにより脱塩した･

6 ･ チ ュ
ー ブの内液を凍結乾燥し,

.

F ol ch 分配 2 回目の 下層と合わせて粗糖勝質画分

とした .

D E A E - S e p h a d e x A
- 2 5 カラ ム に よる酸性糖脂質の分離

1 ･ D E A L - S e p h ad e x A
- 2 5 ( 塩酸型) は 0 .1 M N a O H に懸濁 した後, 蒸留水で洗浄し,

カラ ム に つ めて 0 ･ 8 M 酢酸ナ トリウムを十分 (3 - 4 カラム容量) 流して酢酸型
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に換え, 蒸留水で十分洗浄した .

2 . 1 で調製した D E A エーS e p
b ad e x A - 2 5 ( 酢酸型) は カラ ム (2 0 0 m l , 3 × 3 5 c m ) に

充填 し, 約 2 0 0 mi の chl o r of o r m / m e th a n ol/ 水(5 :1 0 :1) を流して平衡化した .

3 ･ ラ ッ ト腎約 6 0 0 g より調製した粗糖脂質画分 ( p ･ 6 7
, ｢ 粗糖月旨質分画 の調製+ 6 .

参照) を約1 R の c hl o r of o r m / m et h a n ol/水(5 :1 0 :1) に溶か して 2 の カラ ム にゆ っ く

り (2 0 - 5 0 m l/ c m
2
A l) 流して 吸着させ , 約 60 0 m l の 同溶媒で非吸着成分 ( 中性

月旨質画分) を溶出した .

4 ･ 酸性糖脂質は chl o r of o rm / m et h a n ol/ 水(5 : 1 0 :1) 中の 酢酸 ア ン モ こ ウ ム の 濃度勾配法

で溶出した . モ ノ か らビス硫酸化糖月旨質ま でを連続 して溶出するために下記 の第

1 - 3 溶媒に よる c o n c a v e 型 濃度勾配法を用 い た .

第 1 溶媒 : chl o r of o rm / m eth a n ol/0 ･0 4 M 酢酸ア ン モ こ ウ ム(5 :1 0 : 1 , 2 R )

第 2 溶媒 : chlo r of o - / m e th a n ol/0 ･ 8 M 酢酸ア ン モ こ ウ ム(5 :1 0 : 1 , 2 B )

第 3 溶媒 : c hl o r of o m / m e th a n ol/3 .
5 M 酢酸ア ン モ こ ウム (5 :1 0 :1 , 2 R )

D E A L - T o y o pe a r1 65 0 M カラム に よる酸性糖脂質の 分離

1 ･ D E A 玉 - T oy o p･e a r1 6 5 0 M は D E A E
-S e p h a d e x A

- 25 と同様 の方法で酢酸型 に調製して

カ ラ ム (2 2 0 m l , 2 . 5 × 4 5 c m ) に充填 し, F P L C シ ス テ ム ( P h ar m a ci a L K B

B io･t e ch n ol o gy) を用 い て 5 m l/ 分で 溶出した .

2 ･ ラ ッ ト腎約 6 00 g より調製した粗糖脂質画分 ( p . 6 7
, ｢ 粗糖脂質分画の 調製+ 6 .

参照) を約5 0 0 m l の cbl o r of o m / m eth a n ol/水(5 :1 0 :1) に溶か して 1 の カラ ム に の せ ,

約 6 0
･

0 mi の 同溶媒で非吸着成分1 ( 中性月旨質画分) を溶出した .

3 ･ 酸性糖月旨質は cblo r of o r m 血 et b a n ol/ 水(5 :1 0 :1) 中の 酢酸ア ン モ ニ ウム の下記 の 2 段

階の直線濃度勾配法で溶出した .
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第1 段階 : cbl o r of o - / m eth a n ol/0 ･04 M 酢酸ア ンモ ニ ウム(5 :1 0 :1 , 5 0 0 m l)

去
chl o r of o m / m eth a n ol/0 ･8 M 酢酸ア ン モ ニ ウ ム(5 :1 0 :1 , 5 0 0 m l)

第 2 段階 : c hl o r o f o r m / m eth a n ol/0 ･8 M 酢酸ア ン モ ニ ウ ム(5 :1 0 :1 , 5 0 0 m l)

与
chl o r of o m / m e th a n ol/ 3 ･5 M 酢酸ア ン モ ニ ウム(5 :1 0 :1 , 5 0 0 m l)

薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー ( T L C) に よる検出

1
･
D E A 玉- S e p h a d e x A

- 25 ま たは D E A E - T oy op e a r1 65 0 M か らの溶出液は フ ラク シ ョ ン

コ レクタ ー で 2 0 m l ず つ 集め, 1 - 2 本おきに 1 0 - 3 00 けl を小試験管 に取り, 減

圧下で
一 晩放置して酢酸ア ン モ ニ ウ ム を昇撃させた .

2
･ 小試験管の内容物は少量の chl o r of o rm / m eth a n ol( 1 :1) に溶かし, 全量を H P T L C プ

レ ー トに 3 - 5 Ⅲ 皿 巾に ス ポ ッ トした後, cbl o r of o m / m eth a n ol/0 .2 % C a C1 2

(6 0 :4 0 :9) また は c bl o r of o m / m eth a n ol/3 .5 M N H 4 0 H (6 0 :4 0 :9) な どの 展 開溶媒で展開

した.

3 ･ 展開後の プ レ ー トは風乾後, オル シノ ー ル 硫酸試薬をス プレ ー し, 約 1 1 0 ℃ の ホ ッ

トプ レ
ー

トで 2 - 3 分加熱すると糖脂質 ( へ キソ
ー

ス を含む物質) は赤紫色 に発

色した. コ レス テ ロ ー ル硫酸は糖月旨質よりも早く檀色 に発色する の区別する こ と

ができた.
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2 - 2 個 々 の硫硬化糖脂質の分離精製
19)

- 25)

2 - 2 - 1 S M 2 a の 精製/ 2 - 2 -

2 S M i G b 4 およびs Mi G b 5 の精製

N e u r a m i n id a s e 処理

1 ･ G M 4 の 混在が予想されるフ ラク シ ョ ン を集め, n e u r a mi n id a s e ( a o st7 7
'

d l
'

u m

p e lf Tl
'

D g e D S) を 0 ･1 U / m l 加え, 5 0 m M トリ ス 酢酸緩衝液 ( p H 6 .5) 中で 3 7 ℃ , 2 時

間 反応させ , 透析 に より脱塩 した .

I at r o b e ad s 6 R S - 6 0 8 0 カラ ム に よる粗分画

1 ･ I at r o b e a d s 6 R S - 6 0 8 0 は cbl o r o f o r Ⅱ1/ m eth a n ol( 9 :1) に懸 濁 して カ ラ ム (2 2 0 m l , 2 . 5 ×

4 5 c m ) に充填 した .

2 ･ ｢ 2 -1 総月旨質 の抽出と中性, 酸性糖脂質 の グル ー プ分 け+ (p . 6 7 - ) で述 べ た, 陰

イオ ン交換カ ラ ム か ら溶出した S M 2 a ある い は, S M i G b 4 お よび S M i G b 5 を含む

画分は, 約 1 0 m l の cbl o r of o Ⅲ n/ m et h a n ol (9 :1) に溶か して1 の カラム にの せ ,

c hl o r of o r m / m e th an ol(9 :1) か ら c hlo r of o r m / m eth a n ol/ 水(5 0 :5 0 :5) ま で の直線濃度勾

配 に より合計3 B で 溶出した .

3 ･ 溶出液はフ ラク シ ョ ン コ レク タ ー で 2 0 m l ず つ 集め, 1 - 2 本おき に 5 - 1 0 u l を

H P T L C プ レ ー

トに 3 - 5 m m 巾 に ス ポ ッ トした , C hl o r of o m / m eth a n ol/0 . 2 % C a C 12

( 60 : 4 0:9) ま たは chl o r of o r m / m eth a n ol/ 3 ･5 M N H 4 0 珪(6 0 : 40 : 9) な どの 展開溶媒で 展開

し, オ ル シノ
ー ル硫酸試薬で発色した (p . 6 9

, ｢ 薄層ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

( n C) + に よる検出+ 参照) .
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Iat r o b e a d s 6 R S - 6 0 1 0 カラ ム に よる S M 2 a の精製

1 ･ I at r ob e a d s 6 R S - 6 0 1 0 を充填した H P L C 用カラ ム ( 2 4 mi , 1 × 3 0 c m ) は

cbl o r of o r m / m eth a n ol( 8 5 :1 5) を約 1 0 0 m l 流して 平衡化した.

2 ･ 前述の Iatr o b e a d s 6 R S - 6 0 8 0 カラ ム を周い た粗分画に より得た S M 2 a を含むフ ラク
(

シ ョ ンは, chl o r of o r m / m eth a n ol( 85 :1 5) に溶か して グラ ス フ ァ イバ
ー

フ ィ ルタ ｢ で

ろ過 し, 1 の カ ラ ム に注入 した.

3 ･ 第 1 溶媒に chl o r of o r m / m e th an ol ( 85 :15) , 第 2 溶媒に c hlo r of o r m / m et h a rl Ol/ 水

(7 5 :2 5 :2 .5) を用い た直線濃度勾配 により1 . 6 mi / 分 で溶出した.
H P L C 装置は L C -

9 A ( 島津) を用 い た .

4 . 溶出液はフ ラク シ ョ ン コ レクタ ー で 1 3 m l ずつ 1 0 0 本の フ ラク シ ョ ン に集めた .

S M 2 a は 4 5 - 6 0 に溶出され た.

Iatr ob e a d s 6 R S - 6 0 1 0 お よび 6 R S - 6 0 0 5 カラム に よる S M i G b 4 および S M i G b 5 の精製

1 . I at r ob e a d s 6 R S - 6 0 1 0 を充填した H P L C 月ヨカ ラ ム ( 2 4 mi , 1 × 3 0 c m ) は

chl o r of o r m / m eth a n ol/3 M N H 4 0 H (85 :15 :1) を約 1 0 0 m l 流して平衡化した .

2 . I a tr o b e ad s 6 R S - 6 0 8 0 カラ ム か ら溶出した ( p . 7 0
, ｢I at r o b e ad s 6 R S

- 6 0 8 0 カ ラ ム に

よる粗分+ 画参照) S M i G b 4 お よび S M i G b 5 を含むフ ラク シ ョ ンを集め,

chlo r of o r m / m e th a n ol/3 M N H 4 0 H ( 85 :1 5 :1) に 溶か し, グラス フ ァ イ バ ー フ ィ ルタ
ー

で ろ過 し, 1 の カラ ム に注入 した.

3 . 第 1 溶媒に chl o r of o r m / m e th a n ol/ 3 M N H 4 0 H (8 5 :15
･

.1) , 第 2 溶媒に chl o r of o r m /

m e th a n ol/3 M N H 4 0 H ( 60 :4 0 :5) を用い た直線濃度勾配 により1 ･ 6 m l/ 分で溶出し,

溶出液はフ ラク シ ョ ン コ レクタ ー で 1 3 m l ず つ 1 00 本の フラク シ ョ ン に集めた .

4 . S M i G b 4 および S M i G b 5 を含むプ ラク シ ョ
ー

ンを集め, cblo r of o m / m et h a n ol/ 水
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(8 5 :1 5 : 0 ･5) で平衡化 したI at r o b e ad s 6 R S - 6 0 0 5 H P L C 用 カラ ム ( 2 4 m l , 1 × 3 0 c m )

に注入 した.

5 ･ 第 1 溶媒に c hl o r of o r m / m et h a rl Ol/水(8 5:15 :0 ･5) , 第 2 溶媒に c hl o r o f o r m / m et h a n ol/水

(7 0 :3 0 :3) を用 い た直線濃度勾配に より1 ･6 m l/ 分で溶出し, 溶出液はフ ラク シ ョ

ン コ レクタ
ー で 1 3 皿1 ずつ 1 0

.

0 本の フラク シ ョ ンに集め た.
S M i G b 4 は フ ラ ク シ ョ

ン 3 0
- 45

,
S M i G b 5 は 6 0 - 7 5 に溶出された .

Iat r o b e a d s 6 R S - 6 01 0 カ ラム に よる S B 2 および S B l a の 精製

1 . I atr o b e a d s 6 R S
- 6 0 1 0 を充填した H P L C 用カ ラ ム ( 2 4 m l , 1 × 3 0 c m ) は

chlo r of o - / m eth a n ol/3 M N H 4 0 H ( 8 0 :2 0 :1) を約1 0 0 m l 流して 平衡化した.

2 ･ I at r o b e a d s 6 R S - 6 0 8 0 カラ ム か ら溶出した S B 2 および S B l a を含む フ ラク シ ョ ン を

集め, chlo r of o r m / m eth a n ol/3 M N H 4 0 H ( 8 0 :2 0 :1) に溶か し, グラ ス フ ァ イ バ ー

フ ィ

ルタ
ー

で ろ過 し, 1 の カラム に注入 した .

3 ･ 第 1 溶媒に chlo r of o r m / m eth a n ol/3 ･5 M N H 4 0 H ( 8 0:2 0 :1) , 第 2 溶媒 に chlo r of o r m /

m eth a n ol/3 ･5 M N H 4 0 H (6 5 : 35 :4) を用 い た直線濃度勾配 に より1 .6 m l/分 で溶出し,

溶出液はフ ラク シ ョ ン コ レク タ ー で 1 3 m l ずつ 9 0 0 本の フ ラク シ ョ ン に集めた .

S B 2 はフ ラク シ ョ ン 2 6 - 4 1
,
S B l a は 5 6 - 7 0 に溶出さ れた .
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第三章 構造解析

3
-

i S olv oty sis による脱硫醸
19)

-2 5)

塩酸n) M S O に よる s ol v oly sis

S ol v oly sis は 5 m M 塩酸 ( ある い は硫酸) を含む D M S O 血 etb a n ol ( 9 5 :5) 沖で行 っ

たが , 後処理がより簡便な塩酸n ) M S O による s ol v oly sis に つ い て 示す .

1 ･ 精製した硫酸化糖脂質 (1 0 0 - 5 0 0 n m ol) に 5 m M 塩酸を含む D M S O 血 etb a n ol

(9 5 :5) 0 ･ 3 - 0 ･ 5 m l を加え , 8 0 ℃ で 0 .5 - 3 時間反応させ た .

2
･ 途中で反応液の - 部を取 っ て減圧下で溶媒を乾固し, H P T L C プ レ ー

トにス ポ ッ

トし, chl o r of o r m / m eth a n ol/0 .
2 % C a C12 (6 0

1

.
4 0

･

.9) また は chlo r of o r m / m eth a n ol/3 .5 M

N H 4 0 H (6 0 : 4 0 :9) な どの展開溶媒で展開し, オ ル シノ ー ル 硫酸試薬で発色 して

sd lv oly sis の 経過をしらべ た .

3 ･ 反応終了後は減圧下で溶媒を乾固し, I at r ob e a d s 6 R S - 6 0･0 5 を充填した H P L q 用カ

ラム (3 3 m l , 0 ･ 4 6 × 2 0 c m )
, を用 い た H P L C に より, ｢ 2 - 2 個 々 の 祈酸化糖脂質

の分離精製+ (p . 7 0 - ) に 従 っ て各反応生成物を分離精製した,

3
- 2 構成糖 , 脂肪酸およびス フ ィ ンゴイ ド塩基組成の分析

19) 1 25)

構成糖および脂肪酸 の G L C に よる定量

1 ･ 精製した糖月旨質 ( 約 2 0 n m ol) をね じ蓋付き試験管に取り, P 2 0 5 上減圧 下で十分

乾燥させた .

2
. 0 .5 mi の 1 M 塩酸 -

m et h aふo1 を加え, 窒素を充填して 8 0
o

C , 24 時間加熱した.

3 ･ H e x a n e O ･ 5 m l を加えて かくはんし, 3 0 0 0 rp m で 5 分遠心分離するこ とを 2 回線り

返し, 上層 (h e x a n e 層) に脂肪酸メ チル エ ス テル を抽出した .
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4 . 3 の 下層に p y ri di n e 15 0 pl を加えて残存する塩酸を中和した .

5 .
2 の メタノリ シス に より H e x N A c の N - ア セ テル基は脱離するため , 無水酢酸0 . 1

mi を加えて室温で 3 0 分反応させる こ とに よ っ て 再 N - ア セ チ ル化 した .

6 ･ 窒素気流化 に溶媒を留去し, 共沸の ため t ol u e n e を加えて さ らに乾固して溶媒を

完全に除い た後, 内部標準として 0 ･2 m M マ ン ニ ト ー ルの m eth a n ol 溶液 5 0 LLl ( 1 0

n m ol 相 当) を加えた.

7 ･
P 2 0 5 上減圧下で十分乾焼させた後, B S T F A /p y ridi n e (2 :1) を 3 0 LLl 加えて 室温 で

3 0 分反応さ せる こ とに よ っ て トリメ チル シリ ル ( m S) 化 し, 1 - 2 ト11 を G L C

に より分析した.

8 . G L C は次の 条件で行 っ た . ガ ス ク ロ マ トグラ フ : G C - 1 4 A ( 島津) . カラ ム :

0 ･ 25 け m メ チル シリ コ
ー ン化学結合型キ ャ ピラ リ ー カ ラ ム ( C B P l , 0 .2 rr m x 2 5

m ) ( 島津) . 温度勾配 : 1 6 0 - 2 4 0 ℃
,
4 ℃/ 分 .

9 ･ 3 の 上層 (h e x an e 層) は 窒素気流化 に溶媒を留去して 3 0 ul 0
.

a c et o n e に溶解し,

1 - 2 ト止を G L C ( 条件は 8 . 参照, 温度は 2 3 0 ℃ 一 定) に より分析した .

1 0 ･ G L C で検出した各ピ ー

ク はさ らに G C/ M S に より分析した . G L C は 8 . に示した

条件で 行 い , 質量分析計 は Q P -1 0･0 0 ( 島津) を用 い て E トM S ( イ オ ン化電圧 7 0

e V ) に より同定した .

ス フ ィ ン ゴイ ド塩基の分析

1 ･ 約 2 0 n m ol の 糖脂質をねじ蓋付き試験管に取り, 0 3 m l の m eth a n ol/塩酸/水

(82 :8 .6 :9 .4) を加えて 7 0 ℃ , 1 8 時間加熱した .

2 ･ H e x a n e O ･ 5 m l を加えてかくはん し, 3 0
▲

0 0 rp m で 5 分遠心分離する こ とを 2 回線り

返し, 上層 (h e x a n e 層) に月旨肪酸を抽出除去した .

3 ･ 下層は窒素気流化 に溶媒を留去し, 0 .2 m l の m etb a n o】. を加え て窒素気流化 に留去
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し, 塩酸を完全に除い た .

4 ･ 0 ･ 8 m l の 0 ･1 M N a O H および 1 m l の c hlo r of o - を加えて 二 相に分配 し, 下層

( c bl o r of o - 層) は 0 . 8 m l の蒸留水を加えて 2 回分配して洗浄した .

5 ･ 下層 ( c hl o r of o r m 層) は窒素気流化に溶媒を留意し, P 2 0 5 上減圧下で十分乾燥

させた後, 無水 m et h a n ol/無水酢酸(4 ‥1) を 5 0 け1 加えて 室温で 1 7 時間反応させる
l

こと によ っ て N - ア セ チ)i ,化 した .

6 ･ 0 ･5 m l の t ol u e n e を共淋の ため加えて窒素気流下で留去する ことを 2 回線り返して

溶媒を完全 に除い た後, P 2 0 5 上減圧下で十分乾燥させた .

7 ･
B S T F A /p y ri di n e (9 :1) を 3 0 pl 加えて 室温で 3 0 分反応させる こ とによ っ て T M S 化

し, 1
- 2 いJ
l を G L C に より, 月旨肪酸メチ ル エ ス テル と同様の条件で分析した .

3 -

3 一 メ チ ル化法の改良と応用
23)

- 2 5)

C i u c a n u - K e r ek の方 法によ るメ チ ル 化35)

1 ･ N a O H l - 2 粒を乾い た乳鉢に取 っ て 手早く粉末に し, そ の約 4 0 m g をね じ蓋付

きポリプ ロ ピレ ン容器 に取り, D M S O l m l を加えて 超音波浴中で 溶解 ( 懸濁) し

た (4 0 m g/ m l N a O H / D M S O 溶液) .

2 ･ 1 0 - 2 0 n 皿 Ol の糖脂質をねじ蓋付き試験管に取り, 4 0 m g/ m l N a O H / D M S O 溶液を

1 0 0 pl , C H 3I を 2 0 ul 加 え, 超音波藤中で 2 5 - 3 0 ℃
,
3 0 分反応さ せ た .

3 ･ 反応液に chl o r of o r m / m e th a n ol(2 :1) 2 m l および 0 .8 8 % K C1 0 .5 m l を加え てかくはん

し, 3 0 0 0 rp m で 5 分遠 心分離して (F ol ch 分配) 上層をすて , 上層が中性に なる

までさ らに 2 - 3 回分配 した .

4 ･ 下層の 一 部を H P T L C プレ ー トに ス ポ ッ トし, chl o r of o r m / m eth a n ol/水(65 : 25 :4) で

展開して オ ル シノ ー ル 硫酸試薬で発色 し,
.

メ チ ル化反応を確認した .
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メチル化糖の ア ル ジ ト
ー ルア セ テ

ー

ト化

1 . C i u c a n u - K e r e k の 方法により調製 したメ チル化糖月旨質1 0 - 2 0 n m ol をねじ蓋付き

試験管に取り, 0 3 m l の 0 .5 M 塩酸 - 8 0 % 酢酸を加えて窒素を充填し, 7 5 ℃ で 1 8

時間加熱した ( アセ トリシ ス) .

2 . 窒素気流下で乾固して塩酸および酢酸を完全に除い た .

3 ･ 5 0 トtl の 1 % N a B
之
H 4 -1 0 m M N a O H を水冷しながら加え , 超音波浴中で数分間 反

応させた後, さ らに 5 0
.
p
l の 1 % N a B

2 H 4 -1 0 m M N a O H を加え , 数時間 - 一

晩放

置した (還元) .

4 ･ 1 M 酢酸を氷冷しながら少しず つ 加えて p ft を 4 - 5 に合わせ (p H 試験紙で確

認) , 凍結乾燥ある い は遠心濃縮 に より乾固した .

5 . 約 0 ･2 m l の 1
- 2 % の 酢酸を含む無水 m etb a n ol を加えて 窒素気流下 で留去する こ

とを 5 - 6 回線り返す こ とに より, H 3B O 3 をメ チル エ ス テ ル と して除き , P 2 0 5

上減圧下で十分乾燥させた .

6 . 1 00
tA
l の p y ri di n e および無水酢酸を加え, 窒素を充壇して 1 0 0 ℃ , 3 0 分加熱し

( ア セ テル化) ,
0 .5 m l の t ol u e n e を共飾の ため加え て 窒素気流下 で留去する こ と

を2 回線り返 して溶媒を完全 に除 い た .

7 ･ 1 m l の c bl o r of o - と 0 ･1 M 塩酸を加え て分配した後上層を除き, さ らに 1 m l の

0 .0 5 % N a H C O 3 で 1 回, 蒸留水で 2 回分配 して 上層を除 い た.

8 ･ 下層を 窒素気流下で乾固し, 3 0 ul の a c et o n e に溶解 して 1 - 2 pl を G L C ま たは

G C/ M S ( 条件はp ･ 73
, ｢ 構成糖および脂肪酸の G L C に よる定量+ 8 . 参照) に

より分析した .
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完全メチ ル化糖脂質の直接導入 E トM S
23) ･3 6)

1 ･ 硫酸化糖脂質を前述 の方法 (p ･ 75
,

. ｢ C i u c z n u - K e r ek の 方法に よるメ チ ル化+ 参

照) あるい は箱守法
3 4) で 完全メ チル化し, 得られたメチ ル化糖脂質は s ol v oly sis

に より脱硫酸して , メ チ ル化脱硫酸化糖脂質を得た .

2 . メ チル化脱硫酸化糖脂質は C H 3Ⅰの代わりに C
2
t b I を用 いて 同様の方法で 再メ チ ル

l

化 し, 反応液は F olc h 分配後, Iat r o b e a d s 6 R S - 8 0 6 0 カラム ( 約 5 0O m g をパ ス ツ ー

ル ピペ ッ トな どに詰める) にの せ, そ れぞれ3 カラム溶量の n J l e X a n e , n - b e x a n e/

di eth yl et h e r (i :1) , c hlo r of o r m / m et h a n ol(9
･

･1) , ( 4
･

･1) , (3 :1) , ( 2:1) で順次溶出した .

メ チル化中性糖脂質は chl o r of o r m / m eth a n ol( 9 :1) で 溶出され た .

3 . 精製 したメ チル化中性糖月旨質 (1 0 n 皿 01) は次に示す条件 で直接導入 EI/ M S に よ

り分析した . 質量分析装置
･

.
M o d e1 6 0 2 0 A u t o G C/ M S ( 島津) . デ

ー

タ処理 :

S C A P l 1 2 3 d at a sy st e m . 加速電圧 : 1 ･ 7 5 k V
. イオ ン化 電圧 : 耳O e V . イオ ン源温

度 : 2 8 0 ℃ , プロ ー ブ温度 : 3 0 - 3 1 0 ℃ を 2 0 - 3 0 ℃/分で昇温 .

3
- 4 赤外吸収ス ペ ク トル による分析

従来 のI R に比 べ て より少な い 試料 (1 0 - 20 n m ol) で S/ N 比 の よい ス ペ ク トル

を得る こ とが で きる F T -I R に より測定 した . 各硫酸化糖脂質 (約 1 5 n m ol) を K B r

で希釈 し, F T I R - 42 00 ( 島津) で拡散反射 により約60 0 回の 積算で測定 した.
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3 - 5
1
H - N M R に よる構造解析

･ 各硫酸化糖脂質 (10 0 - 80 0 n m ol) に 2 H 20 約 0 .5 m l を加え て凍結乾燥する こ とを

2 回線り返して 重水素置換した後, P 2 0 5 上減圧下で十分乾煉し, D M S O - (封
2
H 20

( 9 8 :2) 0 ･5 m l に溶か して試料とした . 装置は G 丈4 0 0 ( 40 0 M H z) ( 日本電子) を用

い
,
1 - D ス ペク トル, 2

- D D Q F - C O S Y
,
r el a y e d C O S Y および d o u bl e r el a y e d C O S Y を

観測周波数領域 8 0 0 M H z , 測定温度 6 0 ℃ で 測定した.
N O E S Y ス ペ ク トルは混合時

間を 3 0 0 - 5 0 0 m s に設定し, 3 0 ℃ で 測定 した. H 20 の シ グナ ル はラ ジオ披照射に

より抑制した .

3 - 6 質 量分析法による糖鎖構造の解析

負イオ ン L SI M S および高 エ ネルギ ー 衝突解離 ( CI D ) ス ペ ク トル

装置はセ シ ウム イオ ン 源を装着 した C o n c e pt I H ( S hi m a d z u 偲 r at o s) を用 い , 負

イオ ン モ ー ドで 測定 した .
Ck

'

( 1 4 k e V ) を 一 次粒子 と して 用 い , 加速電圧娃8 k V

と した ･ モ ノ硫酸化糖月旨質の場合はt ri etb a n ol a m i n e ( T E A ) , ビス 硫酸化糖脂質の場

合は 3 - n it r ob e n z yl alc o h ol ( 3 - N B A ) をマ トリ ッ ク ス と し, 試料は約 0 .5 n m ol の精製

した硫酸化糖月旨質を用 い て , 分解能 10 0･0 - 2 0 0 0 , ス キャ ン 速度5 s/d e c a d e で 測定

した .

高 エ ネル ギ ー CI D ス ペ ク トル は分子 関連 イオ ンをプリカ ー

サ
-

イオ ン と して 選択

し, 衝突ガ ス と して air を衝突室 に導入 して Bj2; 一 定リ ン ク操作 に より測定した .
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低 エ ネルギ ー CI D ス ペ ク トル

装置は T S Q - 70 三連四重極型質量分析計 ( Fi n n ig a n M A T) を用い , 負イ オン モ
ー

ドで 測定した.

一 次粒子は C s
＋

( 2 0 k e V) 杏, マ トリ ッ ク ス は T E A を用 い , 約 1

n m ol の 精製した硫酸化糖月旨質を試料とした . 低 エ ネ ルギ ー C I D M S/ M S は分子関連

イオ ンをプリカ ー サ - イオ ン と して選択し, 1 .5 × 1 0
-3
t o rr の A r を衝突ガス として

l

衝突 エ ネ ルギ ー は 1 0 e V と した . 測定質量範囲を m /z 5 0 - 1 6 00 と し, ス キャ ン速

度2 5 0 D a/s で 測定 した .
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