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Asiahdasedeficiencyhasbeendescribedinseveraldiseasesincluding mucolipidosis

I.cherry-redspot-myoclonussyndrome,galactosialidosisandト celldisease. Mechanisms

ofthesialidasedeficiency,however,isstillunclearduetotheextreme difficulty of

purificationorhumansialidase. lnordertobetterundersuandmolecularmechallislllS

ofthesialidase deficiency,ahumansialidasehasbeenpurifiedfrom placenta. On

SDS-PAGE analysis,thepurifiedsialidasefractioncontainsfiveproteinbandswith

apparentmolecularweightof78kDa,64kDa,46kDa,30kDa and 20kDa.The64

kDaprotein isβ-galact{)sidaseitself,andt･he20kDaand30kDaprot.einsareknown

as"protectiveprot･ein"anditsprecursorprotein. Toelucidat･ethefunctionofthe46

kDa prot･ein,InOlecularcloning orCDNA for the 46kDa protein wasconducted.

Partialaminoacidsequenceswereobt･ainedfrom trypticpeptidesofthe46kDaprotein

andtwooligonucleotide probeslveresynthesizd. OnscreeningofCDNAlibrarieswit･h

theoligonucleotideprobes,afulトIengthCDNAhasbeenisolated. Theidentrityoft･he

cDNAswerec()nfirmedbycompletecolinearitybetweenthededucedaminoacidsequence

alldchemicallydeternlinedaITlinoacidsequenceorthe46kDaprot･ein. Furthermore,

tileidelltity wasalsocon丘rllled bywestern blott.ing analysisofthefusionprotein

InadebyE.colt.

ThefulLlengt､IICDNA.pcD21IIS1225codesfor411aminoacidswiththefirst17

residuesrepresentingaputativesignalpeptide. Thepredictedaminoacidsequence

showsstrikinghomologywithhuman(ゴーgalactosidaseA and yeast d一 galactosidase,
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suggesting that the 46kDa protein is a protein related to ct-galactosidase A . A n
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galactosidaseandα一･･･-N-acetylgalact′osaminidase activit-iesoft-hepuriiied 46kL)a protein

as wellasin COScellstransfectedwit･h cl)NAs forthe 46kl)aprot-ein w as therefore

i杷rformed. The purified46kDaprot･eindid show (t一･N-∩-トaCetylgalactosam inidase activity

t･owardp-nitrophenyl-ty-N-acetylgalactosamini(ie its Well ns (I-galaetosidase act･ivity

. ･ ･ ､ l一 ･ m '

- - - ● -

I-IS1237sh()wed Illflrke(二i increaseofα-N･-acetylg(r･llactosanlinidase act.ivity as w cll as

expressed (卜 gI･llllCt{)SidIISe 呈Iet′ivity bellとIVeSaStf-galact･osid壬ISe 王3, w hich is in good
･ 一 一

一､ - l 一
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mucinand asialo-porcine gastric lnuCin, C()llfirlllingt･heprevious findings t･hatl the rト

. ･､ : ､ - ･ ･･

46kl)a protein associat､ed w ith the sialidase fraction,is(I-N-acetylgalllCt()S主iTninid壬iSP,

･ : ･ ･ ･ ･ ･

amountof am ino acid glyeosides. To elucidat.e the mcchanismsofurinaryexcret.ion

ofamino acid glycosides.(7-N ITICetylgfllactosam inidase activitytrowardurinaryamino

acid ど,lycosides was investigated. The strtlCture Of the tmljoramin()llCidglycosideshas
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might t･ake place afterthe (iegradat､ion of G alNAc(Zト SerLThrlis blockeddue to the

a-N-acetylgalactosaminidase deficiency.

lnOleCularLlloning.expression.1.vsosot11{TllenzylllederlCieney

ヒ ト Lt-ド-'T七+JLjjL?ト十十i∴γ∴-i;.ヒトd--fl:-7ツトシ.ダーゼ B.

遺伝子 ウロ-ニンデ.発現.I)･卜Jゾ-ム酵来欠損症



序 論

ヒトのライソゾ-ムシアリダーゼ活性の低下する疾患

s),ndr川lle.jj-ぅ')卜こ-,'りT/-二一八, トL,Pll病左上

のいくつかの疾患が知られている1)盟)3)増)5), しかしなが

ら,シアリダ-ゼタソバタはその締魁が非常に困難なた

めシアリダ-ゼその屯のについての検討は十分なされて

いない.そこでと卜をこおけるシアリダーゼの解析をする

L相加こてますヒトニ~′'rJJ1-Ill-t･:を精製 ttiT＼ そ(ハ精製

画分に含まれるケン･＼′lLI)i,hこIl･こICtLl･izこ.llion を行し､,

さらにそのタンパクをコ- ドしている遺伝子構造を明ら

かをこすることが必賓であると考えた.

精製シアリダ-ゼ腐骨を SDS--ポリアクリルアミドゲ

･L電気泳動により分析をf~ト､たとこ/'分子量 78kr)a.

(i;Ikl)こ1,▲･1(うkl)こ-1∴i(1kl)こ1.2()kl);1L'1)主なる5本LT)やン

ぺ′′′工 卜をEj･,tた.こLT);lip-,.6L,ikr)aLT):?ンべりは

声 ガラットシナ--王で卦･pl= ＼ こうOkr)こiお1こヾ 20kl)こl

のタソバタは 針ガラタトシダ-ゼおよびシアリダ-ゼ

の活性発現 およびその安定化 をこ不可欠 ないわゆ る

"protct1i＼reprotL,in''であるlmH2､.したが-;てTHkl)Ll.

亜 kDaのタソバタがシアリダ-ゼの構成成分を成すの

ではないかと考えられたが,シアリダ…ゼ活性を有 した

ままおのおののタソバタを精製することはできなかった.

そこで樽能(7)不明た未知の 46kl)Llの タンべツiこつい

て cDNA :7El--1=-ンゾ告洋純な解析を'(ト)たとこ/i.

lr-gこIlactosidとはe八 と(7欄帥fJ性を手かかりに. こLJlll(i

kDこ1々ンべrJは fr.-N-こ1(I(.tl,lgillこ1CtOSとlmilliddSt､((Y-

gLlllとICtOSi(loseB‥ こあるこ､L.を明IL,かにした13〉1日5-16､
17､

が 広 範 囲 な基質特異性を有 することが示唆されてきてい

た が1㌢19､20㌧ こ〔′r)-,16kI)Ll々ンべJ.Jの LIDNA を用い

た発現糸を用いてそし7つ基質特異性を詳細に検討 した.

が報告されL21､11'2㌧ これ吊り症例において尿中に大鼓に

耕酢さJtる こuTlin(-)(lCidglycosidesの構造が決定 され

た-2こ3t.そこでこの発現系を用いることによりこれと､.}尿

中 amil一(=_lCidglyeosidesがどのようなft謝障害によ-I

ているかについての解析も行一二,た.

研究材料お よび方法

1. 部分アミノ酸配列の解析

精製 したシ丁】Jダー一一ゼ画/FJ6'1rTlかiL-その二lンポ…ネン
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離 しそ0~)N末端および トリブシン分解物かL:-Applied

i-ii(1SyStPnlSln(∴ LTうAutomatedscqueIICermOdLllI/170

2.16kDaタンパクの eI)NAクローニング

榔▲-,I,Lた部分ー′'ミ/榔 己別をもしとにL･.卜の r(donusこlh,(､

olig(1 1･l u e le()tideprotljLoliL.OmlClL_ylti〔i(I1;iI;(.i.C,̂C-

′1'CGG C GAAGGT(∵1ーG(_iC.(_1.(_;'r(､C′1､(;(:A(:Ĉ C1上

もう一 つのア ミ}酸配列からは,全ての可能性を考慮 し

た c o n lPltさt(,mixlulで i!)()1igo11Ll(･lPOtidL､r)rOtXl(Oliと;0-

lrLOSl,St(川1SIn°.し'~)八LltOmこlt(､(1I)N八 SyTlthesiZer
IIltdP1こ弼1̂ を明し､て作成tた.(､IonteehLL･ltX)mtOrips

かIL,隣人し､たヒト帥線維芽細胞の cDNA う十･fニラlトー

をすりゴーくAJL十手ド1をF甘いて比較的 1…,str･illgPnt

左条件 (50T,6XSSCtl)こSSC:15OmM NこiCl.15

し､,得ト･畑ヒ12個の pulこItiヽ･でCI)NA elontTsに対 して

更をこオリゴヌクレオチ ド2で-イブfjダイズするタロ--

ンを同定するという方法にてそし瑚甘苦のイt~-トー一.71､に′＼†

プ】】I/I-(ズするウtコーン し,{--HSI013)を単離 Lた.ど

吊ここL/,I)JJL二一一ンの 5-側をゾt-ーゾ上して用い米国

NatiollalinstituteofMentalHeこIlth(I)F靴 Il博 人博十

かi､1供与されたヒト碇膚線維芽細胞か吊乍触 した peL)1'

C1)NA う仁/-:/ilトーを-くケり一一二ンブしたI36).

3.cDNAの塩基配列の解析

'7ロー-こンγで得J､'ItたクI'---ンLJ)[ン+トートを pUC

19にサイ ウし-1ン化した.制限解素断片,あるいは.

Bal31nucleast､,tlXOnuCl(?こlS亡ITⅡによ.)'J穐々LT)長さcT)

deletion を持つ SutHlone をf駄 dideoxynucleotidtナ

chaintenTlinこItOr法 (S11Ilger法澤 Lゝ'削'29を用いてそ
の全塩基配列を決定 した.

･1.相同性の検討

IうankLt･plt-こLSC57.01及び EMBL Lrelease16.0)LT)

5. Hydroxy]apatitti.ct)lumnrhromatography

♪--Aminophenylthjo-β-I}-galactose一一CH-Sepharose

drinityc()lumnchromatographyで得t､.'わた画分1(;~､

を lmM の NaClを含む 0.OIM のリン酸緩衝液 tpH

6.5)に対して透析し,同緩衝液で平衡化さかた fiydroxyト
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apatiteHPLCeolumll に applyLOかtT_,)6()mM の
リン酸緩衝液 (pH6.5)の IincargrとIdientで溶出 し

た 3(1､.

6. COS柵月割こおける一過性発現

地をJ甘いて tI-anSfettion2⊥1時間前に COS細胞を 25cmコ
のNJ:ラll.二日こ各々7×105個となるようにまき, りン霞蛮

力JLシ･LJj､法18L､26で3t)に進一'-jtき1~7::7ス=l当り 2OlEga)

i)lasmidI)N^ の共沈澱をn成 し培地に加えた .6O時間

後に hこIrVeSlL,rtlllpelletを 1mlLT)蒸滑水で鮮濁

し;い)卜t.コンー~/イ'/rlホモ ,̀!ナ(｣トーを用いてホモIT-1Lナ

1'ズし.酵素活性 LT)測定を行一一)た.

7. 辞素活性の測定

(a) 八二日も質

np-gal;11CtOSidt･.:lSe活性は ･̀1OmM i/りil-･methylumlで11i-

feryllr-galactopyr(lulOSidt,LL1--MLト√一,-{laH を含む0.1'
M LT),'7I-ン穀緩衝液 (pf.ト1.8120()IElに 35.ugL71軒
素ウン′くりを含む水溶液 1()OlLlを酵素源上して加,Ll:".
37℃で20分間 インキ:lべ一一.I二7ンし遊離 した-/卜Illethl,1-
umk11iferoneを蛍光光度計を1甘いて測定 した.

'†-N--aeetylgalaetosaminidase活性は 8nlh;1LT)♪･･-

nitrol)1柑11yトN-acetyll.r-galaetosam illideipNP･･{17;.ll-

NAc)を含む 0.2M (')'7-l-･ン酸緩衝液 LpI････14.811()()

ILlに 35/Lgの酵素々ンべクを含む水溶液 2(≠)/̀1を酵

素源L/1こして加え.37℃で60分間 †ンキ:Zベ一一二lンt_遊

離した Pllitrol)henolを ･･壬00 nm の吸光度を吸光度計

を用いて測定したLM2､

(b) ド(1rSSn~1(I.lnhこlPt(ナIl

非還元末端L7lN･･一･こlCL,tylgalaetosam.ineを 3日 でニトヾ

･しした†1腸管由来tJ')Forssmanhapten20/Lg(23状)0

dpm ) を 30OT哨 t,r)st.XiiumtLlur(Yh()late(Carbiocllem

Lot No. 81(ト 17こき)を含む().33M LT)∫/Ilン再変りン酸

緩 衝 液 し【)tl /1.5)3OlLliこ溶解し.L19()/噌 L')酵素タン

･ミクを 含 む 水 溶液 170IElを加え,37℃で 1,3,5及

び 15時 間 の †ンキ,lベ-一･シニーンを行い.ドoleh分配後,

遊 離 した N-acetylgal乙lCtOSとullillL-1)放射活性を測定 L

た 33＼.

(C1 尿中 Euninoacidglyeosid(,S

α-N--こICetylgal(,letOSこullinidase欠損症患者尿中 :1mi110

こlL,idgllでOSidesから精製 した GこdNALIEt,1･-･･Ser('nll･1

を d乙lnSyl化した GalNAc̀r1-SL,r(ThrトⅠ二)NSを基質

こl二して rt-N-acetylgalaetosalllinidase活性を以卜し71jj

法にて測定 した.

/哨 t･'l酵素 'Lンバクを含む 0.05M L7)'7_T-ン恒緩衝液

(pH 5.011OOlElを37℃で12時間ないし2朋那珂1'ンニトL

ベtIiニーンし遊離 した Ser･LThrトr)NS を逆相 Hr'lノC

にて分離測定 した23'.

(d) I-,'シー了r巧'･顎下腺ムチン及び丁シIT口豚胃粘膜

j(トン

アシアロ化 した寧顎下腺ムチンおよびアシアロ化 した

豚胃粘膜 ム十 ンに対する (†-N11Cetさ,厄alactosaminid',lSe

活性 を1'_1卜･7~リ迅 i･にて測定 した.

豚胃粘膜 ム+ン 5(X)!哨 虹ilび酵素 '1ン′く･F7(I)NP<,こ1ト

NA(:に対して こi761TlmOl(さSmin.111日り酵素活性をも

つと 卜胎盤糖タソバタ画分 5漬 または COS細胞のホ

5.013OOFtlを (ンキーLベ一･一･llンL,遊離した N.･-

acetylgalLICtOSalllineを Reissing法こ1,卜にて測定 Li∴

Li. SP-St,phadttxC-5(lイオン交換カラムクロマ

トグラフィー

･ミ'′両分 を 3511lh,Ⅰの酢酸緩衝液 (I)ll5.Olで平衡化

0 か こ､Iihr･1Lr)Nil(二lLI)lineargr･;.ldiPntによ;)'7-~て

マ ト グ ラフイ-を行った35).

9. meLqBit･ngLlrItNAの解析

ゲ:j7(-によりp(-)llrA廿 )RNA を単離 した36㌧ 75

mM Kel.1()mM r)′lvrおよび 5mM MgClコを含む

50mMTrist-1el(I)t18∴iいやで 5ILgC')p(111.A (+)

m11を 2/El用い,MuLV (m tlrine leLlkemiavirusl

reverse,transcript(13eLllrthesda tくesearch I..{lbor･atorT,

Gaithersbut･g,h･11).LT.S.A.1 を用いて総容積 45/El

で37℃, 1時間 (ンキ_lベ-･-1シ:'ンLcolllPlenlmllこ1Ⅰ-〉I

ChainrpaCti(1n LPCRl37､13Rl/を行--､た.2-~1LT)(llitIO-

′nyrG,primerl':5'GCTAGCCn､GGACAGAGlは

A ppliedBiosI,stHllSTnc.の ALltOmこIt.edI)N̂

sl,n th()sizermode一391を用いて作成 した.tJCR は

(lLlnこltum rionL93T.30秒上 annealing(55t1.3(榊 ~l.

extぐ･llSionL72℃,3分)を30回繰 り返 した.Prlt産

物を1.800∵ガt- ~くAJJIJL電気泳動をし.etllidiumbromid(/.
染色し き吊こ,Soutt一ern blottillg後,pLll~)2-HS120/1
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LT)Kpnl断ji~-(nucleotides850--16081をブt-ーブと

してハイプリダイゼ-ショソを行った.

結 果

I. 46kDaタンパクの cDNAクロー二ンゲ

CDNA LT)スクり一二ングは.46kDa々ン･,ミ')の 卜り

ブ1ン分解によ･'lf即〕Ilた部分丁ミノ醸配列は (一eg(Mle-

racyの高い:,ドンを含むアミノ酸が多く含まれていた

た裾 こ,ヒトLTl…donusagefrcqucneyを利用して.

各々のアミノ酸をこ一つのコドソを当てがうことにより

いう低い stringenryで行い,12)個(JTlpLllaTiヽ,eClones

を得た.こ,TllrL-,〟:JL-ーンについて∴更に,別の丁ミ/

熊配列から釦正した,e(1rllPletemixtureかi▲-在る第:～

a)oligonucleotidcI)rotxPLoligonuclpotide2)を用い

397

oligonucleotidcprobeiこ-fブりダイズする'Jn一一ン

try~pticpeptidescT)P,.'ミノ酸配列と完壁な eolineat-itv

が認めiL-〕れ 46kDaタンパヤを二1-ドする cr)NA と

しての idetltityが証明された (図 1:下線部).更に,

こ(･T)ct)NA を readingframeを合わせて pUC19L7)

multicloningsiteiこ挿入し,laeZの 什-･･PePtide 上の

fusionproteinとして大腸菌 JM83で発現させ,Westerll

に対する抗体に反応する々ンべ･りが発現していることが

る cDNA 圭しての identityを袈付ける結果が得!'.,ナl

た (図 21.

最初にIX/7り一･･二ン'/を行-,た Clontc(-hLatx汀atOrics

社のヒト線維芽細胞 cl)NA ニラ(7IIL:7-I-には full-1ellglh

CAGAGCCCÂ CAĈ TACAGCTGATACACGCAGACCAGATCTGGTCAGGTCCTCGGAAGCTGAGTCĈ Ĝ GCG ATG CTGCTGAAGACAGTGCTCTTGCTGGGACAT
Net LetJLeuLytThrV■lLetlLtuLet)GlyHLI

GTG Gce GAG GTG ⊂TG ▲TG CTG GA⊂ ▲AT GGG CT⊂ ⊂TG CAG ACA CCA CCC ATG GGC TGG CTG GceTGGG▲▲CGCTTCCGCTGCA▲⊂▲TT
-■ = こ･llVJ-､■J M̀ t†- IAl･ Ah･-こ こJ一･-･･一一- t̂･=･r:･･ ∴ む ･･- ･Nミ∴ ヾ ::;～ ｣ :G一･･A.こ1-:-r-:ijエムJt.L1､､-｢-1､･î!.r~!
▲▲C T仁T GAT GAG GAC C⊂▲ ▲AG ▲▲C TGC ▲T▲ 人GT G▲▲ C▲G ⊂TC TTC 人TG GAG ATG GCT G▲C CGG▲TGGC人C▲GG▲TGG▲TGGCGGG▲C
A暮n Cy一 人暮p Glu Asp Pro Ly■ ▲暮n ⊂yJ lle Str Glu GlTlLetJPhe NetGlu Nel ▲lJl ^叩 ATLNet▲l▲Gln̂ApGlyTrpArtA叩
T̂G GGC TAC ACA TAC CTC AAC ATT GAT GAC TGC TGG ATC GGT GGT CGC CAT Gce AGT GGC CGC CTGATGCCGGATCCCAAGCGCTIC
NetGIT Ty･T Thr TyT･LetLA- H t A叩 ▲叩 Cyl Trp ll● Gly Sly ATE A叩 A)▲ SeJ･ GIy Ar一 LeuNetProA叩ProLy■▲rtPhe
CCT CAT GGC ATT CCT TTC CTG GET GAC TAC GTT CAC TCC CTG GGC CTG AAG TTG GGT ATC TAC GceĜCATGGGCAACTTCACETGC
: - i こ ざ :L; 'rH 一･I …pl= ･F ～̂i､-い れ 一一･t ､ L'- ∴ ､. : :-チ 7'丁 ^.&‥一､､ト･'-ミytip..h～:～-､･''
ATG GGT TAG CC▲ GGG ▲CC AC▲ CTG GAC AAG GTG GTC CAG GAT GCT CAG ACC TTC GCC GAG TGG AAG GT▲GACATG⊂TCAAGCTGGAT
MetGly Tyr PTO Gly Thr Thr LetlAsp LytJ⊥｣上山｣L山 Lユ上し⊥エL YJL)AirMetLenLy■LeuA暮P
GGC TGC TTC TCC ACC CCC GAG GAG CGG Gce CAG GGG T∧C CCC ▲̂G ATG GCT GこT G⊂⊂ ⊂TG AAT Gce ACAGG⊂CGCCCC▲TCGC⊂TTC
Gly CyH he Ser Thr Pro Glu Glu Ar' '̂̀ Gln Gly Tyr Pro Lyl "et Al= lH l̀ 山 At n AlA Th√GJyAr̀Pro‖eAl̀Pht
TC⊂ TGC AGC TGG CC∧ GCC TAT G▲▲ GGC GGC CTC ⊂CC CCA AGG GTG AAC T▲C AGT CTG ⊂TG GCG GAC ▲TC TG⊂ AA⊂ CTC TGく:⊂GT ▲AC

‥∋一~ : ､ ご'p :･､､~､ ･̀れ IJV こ∴ 一~L､ ､､ lrLH -1r∴ 丁●'い ぶ l" ‥ t̀in.~､- さ--- -チ- le. 1̂- A'･ 1.日 '; u .-ト: I ; I.r三 ･-I..･

TAT GAT GAC T̂C CAG GAC TCC TGG TGG AGC GTG CTC TCC ATC CTG AAT TGG TTC GTG GAG CAC CAG GAG ATA CTG CAG CCA GTG CCC
TyT Asp AfP Jle GlrlAsp Se√ Trp Trp Ser Y▲l LetlSET lie LetlAsh Trp Phe V▲l Glu Hi暮 Gln A■p lle Ltu Glrl Pro Y▲l ▲1■

GGC CCT GGG C▲⊂ TGG AAT GAC CCT G▲C ATG CTG CTC ATT GGG AAC TTT GGT ⊂TC AGこ TT̂ GAG CAA T〔C CGG Gce CAG ATG GCE CTG
Sly Pro GIデ Hit Trp A" ^暮fIPro ASp Net LetlL" 1)t Gly AsrlPhe Gly Len Ser Let)Glu GIrlSfr Arf Al▲ Glrl Net Al▲ LetL

TGG ▲CG GTG CTG GC人 GCC CCC CTC TTG ATG TCC AC▲ GAC CTG CGT ▲CC ▲TC TCC GCC C▲G 人AC ▲TG GAC ATT CTG ⊂▲6 人▲T CC▲ CTC

Trp Thr Y▲lLeu AlJLAl■ Pro Len LetlMet Se√ Th√ Asp Len Arf Thr lle･Ser ▲1■ Gtn Asn Mtt A叩 11e Len Gln A一n Pro Letl

ATG ATC ^̂ ^ T̂C AAC CAG GAT CC⊂ TT▲ GGC ATC CAG GGA CGC AGG ATT CAC ▲AG Ĉ ^ ÂA TCT CTC ATC GÂ GTG T̂ C ATG CGG CCT

Net lle Ly■ Ile A" Gln Asp Pro Leu Gly lle Gュn Gly ▲rt ▲rE lュe Hit Ly暮 GIu Lyt Ser Ltu lIe GltJ Y▲lTyr NetArt Pro

CTG TCC AAC AAG GET AGC GCE TTA GTC TTC TTC AGC TGC ĜG ACC CAT ATG CCT TAT CGC TAC CAC TCC TCC CTT GGC GAG CTG AAC

:"A-̂ ' ~'･ ､●= ･阜 i'丁 目 { ､'1 '‥~ 'LH e- ､'= ` -n:Ill.r '.TH rr' ‥v h A ~'' -'･ ぎ亡こ F'~ ･日 . v I -Al 'il､

TTC ĈC GGG T⊂T GTG AT▲ T▲T GAG GCC Ĉ G CA⊂ GTC T▲C TCA GGT GA⊂ ▲TC ATC ACT GGC CTC CGA GAT GAA ACC AAC TT⊂ ▲CA GTG
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ATC ATC AAC CCT TCA GGG GTA GTG ATG TGG TAC CTG TAT CCC ATC ÂG ÂC CTG GAG ATG TCC CAG GAG TGAGGAGCTGGGACATGTGACAG 1328

'lt lle +̂n Pro Ser Gけ YII Y.I … Trp Tyr Leu Tyr Pro lle Ly= " Leu Glu "et Ser Gln Gln
GCTGTGGTGG⊂ACCACTGAGC⊂TAGAC⊂▲TGG▲GCCTTGG⊂ATGCCC▲GGGCAAGTGGGGAGGTTCTCTCCTCCCCAGGCCTGCTCGGTGA⊂TGACCCCATCATACこCAAAGTGCA 1441

ATCTCACGGCCAGGTTCT▲TGC⊂⊂TGTCCAAGCGTA▲ACC⊂TCTTGGÂ ACTTCTTTTGGGGĈ ATTTTCCTGTGGここTTCCTGGCCTCTACTTCĈ TGTGCG⊂AGCCCC▲CAGAC 1560

GTTGCTGAGĈ ACTCGCCAGCCTCCTGAG⊂TCCATGCCC▲TCAGGA⊂丁⊂TAGCCTCTG▲CCTTGCTGTTGACTCTĜ ÂTCAGGATTTGこiAAGTTTTCGAATT▲GGAGTAGAGAĜ 1676

TCTGACCTCTTGCCACGAATGCCCATGG▲TCATGTGATTGG⊂TTTTCTACCĈ TAGAGGGC⊂TTGC∧GCCTGATACCACCTGGGAGTGAGGGTCACAAAGGAGACCTTGGこTCCCT IT92

CAGGTCAC奄更堅 牢 CTGTT⊂TTT▲▲TC(A)A

図 1 ヒトd-N-acet､ylgalaetosaminidaseeI)NA(per_)2IIS-12251の全塩基配 町 6'

下線部は化学的に決定されたアミ}酸配列,究印は si冨n盈ipepti舶 eiev明哲Siもe,
ゲイ丁モンドは N結合吋欄 鎖付加可能郡泣.剛 fjは polyadenylat′ionsignalを
示す.
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図 2 pUC19を口約p､た fusionprot-Pin
の発現

レーン1ほ pUC19,レ-ン2は けlSIO13を pUC
19に組ム込んだもの.

InstitutcofMentalHealthの岡山博人博十かtT,peI)2

ベ ツIJ･-･･を用いて作L-〕Itたヒト線維芽細胞の et)NA う

イブうIトー26)の供与を受け,このニラ(-/~ラ】ト-の-tl/

した.これ吊7)')ちで厳長の peD2-fiS1204の塩基配

列の解析を行-.､たLl･二こ/'polyA tai一.consensusC')

polyヱIdt?rlyklt.ionsignalを有し,46kI)a タンパ?をニト-

initiati(-)nsilt､と考えLL,れる Alて;の上流に inframe

28S--

18S-

いた Northell解析

peI)2-lIS1204をプローブとし2.2kbの′ヾンドに
f腔･'1する全長の cnNA か得ヱ■､I7たことL,iJ示す.

の終始二Jドンが存在し,HeLa細胞']lpolyA (+)RNA

を用いた Northen hlottingの結果 (図 3)を合わせ

て,全長の cI)NA が得l▲'わたと考えr-わた.なお,図

3で高分子側J)RNA に-:,いては, ■くゾウイtIンゲ前

2. 46kDaタンパクは (r-N-aet!tylgalartt蛸Iminidastl

である

柵同性の検索の結果,この pcD2+.iS12O/1はヒトrr･･-～

1204かr)予想される~''ミノ駿配列とヒト(Y--ガラ'7ト

シダ-ゼAおよび酵母 α-ガラタトシダ-ゼのアミノ酸

配札とL･')r制二は各々5O.6Ob∴ il.80/ふと非常に高い相同

性を認めた.こtT)結果かヱ､.i,.:16kl)a riンべ勺が (1･-ガ

ラ'Jトシダー一･一tfAに関連(′7)深いタン′ミ]/であることが示

唆され 従来かLLHt-1!一二ナット.i/I/'=ゼA〔/T)-''(､ノTT-ン

ザ[人として知LT-'わている lrNr･･こIeetylgalLlel(k;{･iminidase

(α-gahetosidaselilであかiT能性が示唆され 精製 46

表 1 1̀6kr)il'Jンべ')の楠製と α-Np-acety1-gとllaL.tOSaminid'lSe活性111

totalaetiVity 叩eCifiぐaetiVity ratio Purifieationft)ldnmoles/min nmolcs十min/mgprotein Lr｢NAG毎-taい

glyc(叩rくJtein什aCti(ーn 255.射120.5)* 0.105(0.04957* 2.12 ま

PATG 57.2(15.0) 3.14(0,9051 3.47 29.9

HPLC(Diot300) 37.2( 9.3) 8.86(2,221 4.00 8 4 .4

α-NAG,(r-N-acetylgalactosとIminidase.

rr-Gal,α-galactosidase.

PATG,p-El111inophenylthio-針rトgこ11こICtOSe.ぐH･･･-SephとlrOSeChrormltOgraPhy.
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kl_)a.および COS細胞で L16kr)aJJソバ')をこ--ドす

る cI)NA を発現させ.その基質特興性を検討した.

I,16kr)a 々ンぺ'/L')精製cJ')各1十LLJゾに於けるサンプ
･Lに-~→いての fr-JIう '7トシダ-.I-t･1'活性及び tr･････････N･･-

ケンべJJを含む画分において確かに (t･-Nlleetylg'r11こlCtO -

saminidase活性が存在 し.精製に伴し､(r-ガ:i'Jトシ

その比活性の上昇を認め,さらをこα-ガラクトシダ…ゼ

活性と_α-N-acetylgalaetosaminidase活性との間の活

性比をこついてはいずれのステップでもほぼ同じであった.

α-ガラクトシダーゼAと a-ガラタトシダ…ゼBとの

区別U)目的にて精製 した 46kDaタンべウ(I)hydroxyl-

apatitecolumnrhromatographyを行ったところ.従

来の研究から α-ガラクトシダーゼAの溶出される画分･

をこぼ α…ガラクトシダーゼ活性は認められず,甜-ガラク

トシダ-ゼBの認められる画分をこ単峰性のタソバタの溶

出を認め,そのピークをこ一致 して α-ガラクトシダ-ゼ

清性及び lr-N･-acctylgalactosaminidase活性を認めた

(図 4lA).更にそのビーー')の画分は SI_)S-1〕AGl･:ll46

I)el)2-+1S1225,PCTI)2-tlS1237を用いて COS細胞に
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導入LtransientexpressionLT)糸にて発現を検討した.

per)2-トIS1207,pet)21IIS1225,pel~)2-l････iS1237を trans-

f(､etした C()S細胞では:Lント[7-JLに比べて各々8.5,

13.5.1 O .7倍の (r--N-acetylgこ11とICtOSLlminidこISeLT)活

有意の活性発現は認められなかった (泰 弘

ヒト胎解糖 タン′1II画分の SfLSephadexlJラム ウ

i-て トゲ:ラフ (-における挙動は図 5-Aに示すとおi)

活性および α-gL･11aetosidase活性の両者を認め 0.5M

NaClで溶出されてくるもう一つのビーーウでは Et･-galacto-

sidase活性のみを認めた.以上のことは最初のピーク

は rr-N-aeetylgalaetosaminidase(Ey-galactosidaseB)

表 2 COS細胞における α-N-とICetylgalこICtO -
S;lminidzISe活性L･7)発現16､

α-N-acetylgこllとICtOSamini(1asぐaCtivit)r

None

lでⅠ)2-HS11)0/I

fX:D21HS1207

pcD2-HS1225

rxll)2-HS11)37

1.2±0.6nmo一es.:min.･'mgprL)tein

1.I-1±し1.3

10.2±3.4

1(i.2±1.･4

12.8±2.3

V(,llues(,Ireexpress(ナdi,lSmean十S.I:lJ.M.

1020

Fraction
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図 上.I Al46kr)a タンパク画/')の Ⅰ-Iydroxyl(lPatit･ecolumnchrom壬ltOgraPhyH)

1 -------I:α-N-Eleety1g･alactosaminidase活性

B.46kI)a タンパ ク両/Jiの SDS-PAGEおよび抗46kDa タンパ//抗体を用
し､た immunoblotによる解析

レーン1(.まクマシーブルー染色,レ- ン2は抗46kl)a タンパク抗体を用い
た immunodeteetion.
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回 5 A.ヒト略儀糖タンパlJL-姉 )の SP-Sephadex IJラムウロマ トゲラ7i･-.
B.pen2--･tiS1225を trElnSfPetした COS紺服 し')糖 々ン′ヾ ′IL"f姉)(!rlSp-
Sephadexカ=7ムヤt]マ トゲう7Lf一･
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とを示 している35-.図 5lB には pcr)2-HS1225 を

tmnsfectした COS 細胞の糖 タンパ')画分の Sr)-

Sephadexカラムウロマ トゲう7(-を示した.この画

分は (I-NllCetylgalactosaminidase((r-galaetosidase

I31に相当する単一のど-ケを示した.

3. ヒトα-N-actltylgalact00 aminidasecDNAの

塩基配列の解析

塩基配列の解析より,per)2--HS1204の塩基配列は,

PCI)2-HS1207.pet)2-HS1225及び pcl)2-HS1237と

比較すると図 6-A に示すよ･')にC末端近傍に 7Obp

の挿入配列を持ち,そのために pcI)2-HS12O7,pet)2-

HS1225及び peD2-HS1237の (叩erlreadirlgframe

との間におし､て frameshiftを認札 その結果挿入部

A

pcD2-HS1204

pcD2-HS1207

pcD2-HS122S

pcD2-HS1237

B

以降の7ミノ酸配列が異なったものとなることが示され

た.この 70bpの挿入配列はその挿入を認める部位の

直上の配列と非常に高い相同性を持ち,さらにこの挿入

配列の中には 5'cTGGATGCCTAAGGGATGCrG と

いうモチ-フの繰り返しを認めた (図 6-B.tH二).fXD2L-

HS1201,pcD2-HS1204及び pcl)2-HS12()9に於ける5'

たが-これらの問で polyAtailの長さは輿な-'てい

た.ヒト皮膚線維芽細胞.HeLa細胞.脳などの poly

A(+)RNA をもととして逆転写酵素を用いて cDNA

とした後,挿入部をはさむようiこして polymerasechain

I-eaCtiollを行い messellgerRNA (mRNA)の種煩を

解析したところ人部分の mRNA は挿入配列を含まな

いものであることがわか一･,た.

1kb

129Cll

pcD2-HS1204

pcD2-HS1225

C

寸
O
Z
L
S

H
-
Z
凸

O
d

pcD2-HS1204

1300 1369

図 6 A.ヒトd-N-･acetylgalactosaminidaseCDNA LpcD2-HS1204.peD2-
1-IS1207,pcD2-tIS1225,per)21rIS1237)の physicalmapI

B.pcD2--1IS12O4i･こ認め吊 1た 70bpL叫有人配札
C.pcD望-H凱20嶺の挿入郡をこ認められた綴り返し配列のをチ-ブ 16)
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図 1iこ全長のヒトrrN一虻et.ylgalact(芯aminidasecl)NA

(pcD2-HS1225)の全塩基配列を示す.per)2-rlS1225

は1821塩基対からなり,polyA tail及び C()nsensus

の polyadeylationsignal 配列を認めた.46kl)aのタ

ンパ')をこ--ドする唯一一の openreadingframeが存

在し,この openreadingframeは17個のアミノ酸か

ド)なるシ'/十ルベプ+ドおよび成熟型のタンパ'/上して

394個のアミノ酸を二トードしている.下線部は丁ミノ末

端および卜1)ブシン消化により得L-'わたアミノ酸配列と

完全に 一･致してし､るとこ7)である.コーデ[ング部位内

に6ヶ所のN結合型糖鎖付加可能部位が同定さかた.こ

の pcl)HS1225はヒトα-ガ:iウトシJf---ゼAと核酸で

57.9,%,7ミノ酸で52.2%と高い柵同性を認めた.漢

た,その相同性は5'側で非常に高いことに比べ3'側で

は低いことがわかった.更iこC末端の2--)を除いた8つ

46kDa蛋白の間で保存されていた一

4.COS細胞における一過性発現系を用いた LT-N-

acetylgalad(浴aminidaseの基質特異性

rrD2-HS1225をtrallSfeetしたCOS細胞は,pNl1-

nmole･.r■mgprotein/'min.の α-N-acetylgalact.(tiaminidase

活性を示 した.4MU-A-もal に対して 0.12nmole,/mg

proteLin,･!min.のtrgalactosidase活性を示した (図7).

4MU-α-Galに対する Km 値は COS細胞そのもの

tr･ansfectして発現する nIgalaet()sidaseでは 41.7mM

であ･･,た (図8).天然基質として Forssmanhaptel.I,

1/V(nmol/mh)-I

図 8 4 --met h ylumbelliferyトα-.-galaLてtO-
pyranoside

● 上IL'- ∴:.:･∴一･-I I:..i.A.:一 ･一!卜
細抱.

(｢--:mocktransfectedLJICOS細胞,

cr-N-acetylgaEactosaminidase 0-gataCtOSidase Fo｢ssmanantigen

rj

rJ

n-

Lr)

一｢-(｣コOLlJ〓隻(,I(tF)ulJP≡(-)

左

腹

0

5
.

ー

lU

へJr]C,ニ＼l忘
lOJ(b
fj
u
≦
()
LU
u
)

価

∩｣

(U

(∪

(J

rJ

tr)

へJ.1OLlJLJ亘
0JdE)U
JJ
I(J
lL=
こ

s

N
N
L
S
H
I
N
Q

U
d

V
P
O
E

S
N
Z

L
S
H
-
N
凸

O
d

)
一
U
O
∈

S
N
N
L

S
〓
I
N
CP
d

)
一

U
O
E

図 7 pCr)2--tlS1225を tl,anSfeetした COS 細
胞の pNP-N--aCet.yl-廿-galaetosa111inide
に対する d-N-tleetylgalaetosaminidase
活性 (左),4MU-α-galaet.opyranosideiこ
対する a--galaetosidase活性 (中央).お
よび Forssmanhapteniこ対する d-N--
acetylgalactosaminidase活性 (右).
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図 9 pel)2･･p--IIS12251を.tranSfpetした COS細
抱の Forsslnanh11Ptenに対する (I-N-
aeet.yl酢llactosaminidase活性

HurnanpraCent8Fo･N-acBthylgalactOSarninidaS= Cliyilies

Ti打IICDtJrSB

12 18 24 30 36

In【db)fjM IjM :hl,T

図10 prI)2-I-IS1225を transfpetした COS
＼･ ,.-

galactosalllinidase活性

アシアロ化された牛顎下腺ムチン,同じくアシアロ化さ

れたイ叩紺7L膜ムキンに対し,PCI)2･-HS1225を trこulSfL,rt

した COS細胞は rr-N･-こleL.tl,kalL,letOSilmillidIlSPを示

すことが確認された (図9.図101.

5. ft･-N-a(でtylgalado姐 minidastI((7-ビalad(LSidaLqe

B)欠損症の病態解析

本酵素欠損症患者の尿中からf;1榊:された amiIIOacid

403

表 3 pcD2-HS1225を tra11SfectしたC()S細
胞L])G之IINAc(r1-Ser(Thr)iこ対する tT-
N-aeetylgalaetosaminidase活性

I)NA α-GalNAc-Ser hydrolyz.ed
(Th√) (pnlOleー

inCubationtime 12h()urs 24hours

none 4 9

を基質とし､pcl)2-HS1225を trilnSreCtした COS細

脂,あるいは moCktrこlnSfLletLldL7)C(∨)S細胞を酵素

源として辞素活性を検討 した(L_こ)I-pC【)lLI･-1SIL)25を

transfeetした COS細胞は GalNAc(llS亡で(ThrトDNS

smllinidこbe欠損症患者の居中に排推される aminoacid

glyeosid(.S(NeuAcEr2-3GLllβ113GalNAc(r1-Ser(Thr工

p･-竃)G',llNAt:(rトS(,r(Thr上 NeuAclt･2-3Galβ1-3LNeuAe

ry2････････{)1GLtlNAelr卜Tllr-Proに対しては rr-NILICetylgalこiClo-

SこiminidこlSP活性は示さなか-.)た.

考 察

翠-の問題点はどの細胞をとってみてもメッセソジャM

RNA の発現レベルが低く,抗体を用いるスクリ-エソ

ダにせよ,オリゴヌクレオチドプローブをこよるスクリ-

ニソグを行うをこせよ,多くの纏靡 え体をスクリーニング

する必要があ上 そn結果 hlse-p()sitive(･')'′r,-ンを

得る確率が高くなるという点をこある.そこで考慮 した点

は,

Llう う(､Jゾーム群素の発現巌LJり比較的高い細胞で

ある線維芽細胞の cDNA ライブラリ…を周いる.

(2) lllJ'ミ/酸か上吊ころ比較的長い丁ミノ酸部//)醍

列が得られたので各アミJ酸をこ最も健周頻度の高いと思
われる二LドンをLf)てがい 33merという比較的長いオ

リゴヌクレオチドプロ-プを脅成した.この 33merの

lli-,10射軒が cndonusagefrequencyを用いて決定

された,弟クリ-ニソダの過程ではこのうち50-樹%が

正しければ-イブリッド形成するような条件を設定 して

7カ所までが正しいコドンであった.このような StTate威y

では血液凝固国-I-のうちの FactorVmの cljNA I/r二-I
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こンゲをはじめ-12l,多くの cl)NA 'Jr･-一二ングで成

て知LT)かている酵素,α--N1-aCetylgalaetosaminidこISP

(rr--galactosidaset3)について表 2にまとAt)た1̀31'.(tp-

知1､-.It-ている11.'い.Fabry病で残存する10-150/6の (7--〟

ぼ-ガラタトシダ-ゼBはその後の研究で比較的広 範 囲

な基質特熱性を持す_ラ,ry-ガ:iI)トユダ一一ゼ活性も持つ

が.そL'')酵素(I-_してし'')登態は 什-･-NllCCtylgalactos三℃llinト

(1とISCであることがわか-ド,てし､そ:､tか19､IIIO､

(†-Jjl::7r/トシJ1--ゼAは :19ki-)こlLJ)subunitかL､)な

るhom(djner･.α-N･-こIeetyIgala(.t(芯こmlilli(la§(日工48kl)こl

の subunitかL-)なる homodinlerとして報告されてお

約,基質特異性.myoinositolでの illhibition.熱安

定性.I)ヒAEcolumnchroma10grこIPhlr及び hydroxyl-

apatitecolumnchrormllt()graPhy.Sr)-StTphi'ldt､x I

ナン交換力うムクロて 卜Ffう~7(-Cこ於ける挙動などで

区別され･る18119''20129､Jl.日日61

tこ1-一二ンブが報吾されているが.IOlα-N-acetylgalaeto-

saminidこiS()についてはその molecularclonjngは末

だ報 告されておらず,今回の報告が最初のものである.

ly---NllLlぐty1galこIetOSilminidaseをコードする C1)NA と

いてLJ)証 明は､CUS細胞での発現,SP-SephadexColumn
chromIlt(-)i,riil_)hyにより確認された.

2種軒L)jcI~)NA が単離さIlた点について,特iこ挿入

配列を含んだ pel)21r-1S120･1(･こt(r-N-acet.)-1galacto-

saminidase活性を示さ在か一､たことかと､-'.その生理的

意義は不明である.R′Ⅰ'･---I)CR の解析結果か吊まpcD2

cl)NA :if∴'l-:iり･･-ではこL!つ挿入配列を含む ','rトーン

が大阜数であることが示されたが,トlel_こ1細胞,脳にお

いては挿入配叫を含7日こい pcI)2---I-U･lS1225t'〕ヤ1′イが

大部分であることが示された.

(卜N-aeetylgalこICtOSこ1nlillidこISP(7)A,!ノム 1)NA (･T)解

析はまだ行っていないが,針ガラタトシダ-ゼAのゲ

ノム Ⅰ)NA の塩基配列を詳細に解析する上こLfl挿入配

列のある部分はち._こう(L･IlT-ウ､/ン6上一二-･ウ､/ン7L-り境界

してはコ種板L')メ.リセンジャーーRNA が altαllLlli＼で

表 4 ヒトα-galdCtOSidaseA とヒト〔r-N-;lC-etylgal(,.lCtOSIlmirlidase
(α-galactosid(,1Ser射 しTl比較1い19､20､2914日5､.1Lい

㌔,1.W.Lsubuniい

strtlettH-e

substIてIte

Krll

suhstr;lte

KI1･1

叩tim;llptl

?･ooftotLll

n･-galactosidこISe

lllyOinL1Sitol

heatstab‖ity

DEAEcolLIIl.1n

hydroxyl;lpこltite

column

SPISepahdexcolumTl

derici(､11C),

lr-galaLltOSidilSeA

49kI)a

honlOdimeric

0,-galactose

3.4mM

3.8-4,0

8(卜9096'

inhibiting

unstL･lhle

llヱlSSthrough

cLIu(,ltedwithlmM

phosphとlte

eluatedWithO.5九,I

NaCI

Fabr了sdisくさ;lSe

lr一･･･N--一之IC(さtylgali.lCtOSt,lminidase

･18kI)a

h(HllO(iinleri(､

tr-ど;lli,let(lSe

20n~1ヽ′l

lr-N--ae(､tylg.･1lLlCtOSL,lmin(チ

Inl九･1

3.9-･Ll.8

1O-2000

non-inllibiting
stable

PIuatL,dwithO.2M NilCl
eluatedwith15mM

phosphatc

passthrough

Schindlerdisease

Kanzakidisease
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Glycosphingolipids:

Mucopolysacchandes:

0-Linkedgl.vcopeptides:

ド-Link-edglycopepudes:

T【て･.d!.ヾarrlf AE.l■E,m ES

4()5

一 ､ ､ - -●

GJlrt̂ ccE(1→3)＼

FuCQL.】ー:I/GtlB,:1-41GkNAこβ(I-31GJBH一 IGiこらこ1-IN:-･T

GllNAca(1-31G山NAcP(1131GLIcL(ト叫)G▲lB(1- 1GiCら(l一lにeT

R-β{二一31GLlβ(i-JIG'LこトAC8(;-Q l＼

NeuA⊂8〔こ｢)IG峨 l-1)′CAINACLCLl→)0･ScrlThT

GAlβ(ll-31GtLh'ACtql一)0･S亡T･,Thr

hl亡uAdlCIN )G山バAqQ】-10-SCr,TTLT

NcuAcQに一別GL)8(1-3lGAINActQiー10-ScTrnLr

Fuc亡く】一二lGLlβ(1一31GAlNA⊂LCL1-I0-50;ThT

FuccL('･→=1GLl附 I.+i)GkNA亡βに.ヰl＼

FucQ(】一コ)G抑 -31/G止NA亡伯l-I〇･S⊂r･rrhT

C1ユβ(ち-i)＼

F岨C政(- 〆GIct"GA:崇 ,',ニGdN- -'0-5郡-

∴

G▲3h'ACcLtJIL-31＼

R
i

∴ '.;･- ･: ＼ ･･･_丁 一 ､

･ : ･ ･ 一･† ･ 一 一

i

∴

sIう1icingによれて生している可能性が考えtL凍 る.

またこの 70bpの挿入配列はその挿Aを認める部位

の直上の配列と非常をこ高い相同性を持ち,更にこの時Å

配坤.'｢再1く･二は 5'cTGGATGC(二′1'̂ ĜGĜ 'Ⅰ､(:;{vrC,と

い う繰 り返 し配列を認めたが, これと撰魁の現象は

erythroclleankl-ri一l(､l)NA fr_おいても報告されてい

る~18㌧

シダ1--t_fALJliso亡ゝIIZH11e上して発見され 精製された

酵素は比較的広範囲な基質特異性を有すると報告されて

きたImt一､2O＼ ヒトにおし､て Lt,--N-･acet.ylgalactosimline

受験により,寒酵素が合成基質のみならず,糖タンパク,

糖脈'Ei-.こullinoaridglycosidesしっ全てn基質に対し,

Et･--N-一一こICetrlgこ11こICtOSこIminidこISe活性を示すことが明i､-'

かiこな一一､た.さ吊こ本酵素は endo-lt･--N11CetykllLICtO-

salnillidこlSe活性は有しないことがわか-･-､た.

最近になり.この α-N--こlCetさ,lgaltr:i(･toSilr山nid;lSPLl卜

galLrletOSidaseB)欠損の症例が ド十日二本邦において

報菖され 2日22㌧ これらLT)症例i･こおいて尿中に大敵iこ排

AさTyTKIchJun JユS-140

AJT)下 =⊂hL)n 4,8JJO

FoTtSTW LnbgCT1 4ji｣44

KerAEATliulr▲l亡.r)γ 11 437

u _I

SSEJI-IdeL-TTTtmLnt 415

Bl∝d glT･upA rThlコr･ 435

B)くくdgTOuPAnglyCOPCPt)dc J35

推される aminoacidglyeosidesiこついて(り栴造が決

定さかた'lLU (図11l.これi-,'L7)aminoこIei(1glyL.(1SidtlS

は (ト結合型 (ム･f-ンニケ仁/1 の siallrlgluc(1arni110;lCid

で:5'り N-こIL:etlrlgこ1lL.lL.tOSこ･Imineが含まれてはいるが非

還元末端をこぼ存在せずガラタト-ス,シアル酸が相加 し

た形となっている.審酵素衆損症をこおいではシアリダ-

ゼをはじめとす る他 の ライジブ-ム酵素をこぼ異常は認め

Lちかで.これ!LIL11こullino (･lCid glycosidLISハ牛成機序

GP-hll Ncû co2-3G.11βト3GntN ^ ぐ01-Ser!T Ilr

GP-I)1 Nc11人erl?..･LrlGnlβ1-4GIcNAcβl

GP-I)2

GIヽ-D3

G

N cuActt2-3G,rllβト 3Gfll.hTA col-SET,.･'Thr

Neu∧cn2

｢
6

N(･û Cn2･3CTLlβ1-3(;ntTl̂ ecZ1-Scr.:'T llr

Ncu^crI2
E Pro

GI

Ncu八cc72-3Glllβ1-3GlllN∧CαトTllr/Thr
蔓
Ilro

図11 ヒ ト α-N-acetylgalactosaminidErlSe 欠
損症に排潤される al11illOacidglyct)si(lps
の構造23き
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と rr-N-aeetylgalactosanlinidasc活性の欠損 との関連

については不明であった.今回の解 析 で この rr---N-一･

三lCetylgこJactosanlinidaseには endo一作.N-aeet1-1gillactoI

saminidase活性は認めLl'れず.シー:,'ル酸,ガ:)/I/ト一･一

にきた上きは L-めて什結合Lている NL-aCetylgalt･l(10-

SこIminyl基を分解するこ｡L_かわか-I:,た. こ の こ と 江 本

は い--､たん (;i)1NAcfrl･･･S(?rLThr)まで分 解 さ 才lたま)

(I)か本酵素の欠損に L̀りモノhl'人t･_分解さJtずにそ れ を cor･L,

上Lて, 二次的にガ::)ツト ∴,1,二●r′L酸が付 加 す る こ

上iこより生成さJlたt】lf拒性を示し-ている.現出 L71現 象 は

asparal.ylglycos;lnlinurii119､でt､観察されて お ;). 本 症

た.

稿を終えるにあた i),御指噂. 御 校 閲 を 貼 i).:.i-し

た宮武止教授に心かr,感謝の息 を 表 し ILiI寸 . 了卜た 直

接御指導いただきました辻裾 欠助 手 に 深 く 御 礼 申 し

_卜げます,勘こ,神経内科 学 部 門 ′｣＼林 央 先′L 神経

薬理学部門高橋康夫名営教授,町村建r-i~j助激増,l'7

治医科入学神経内科学部門itq-滞正隆助教授,新潟薬

科入学衛生化学教室宇肘硲教授,平告雅男助 手,東

Ji澗;;.i-_入学坪学部生物化苧奥山興生教授.犠辺俊明

助教授, 静岡県立大学薬学部生化学平林義雄助手と､-

〔7)満先生に御指導,御助 言を賜t)まLたこLi二を深謝

いたし ILf寸.

尚.本研究し')概要は,第 5回国際先天ft謝異常症

学会 仁′'メり1).1990う,第15【t耶司際炭水化物学会

(騎浜 . 1～柑()),称lll叶′pメりカ八枚過伝学会 しシン

シナチ (,19鮒卜等においで発表しナL.
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