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　　　　　　　　　　　菊　地　浩　一

札幌医科大学小児科学講．座　（主任　中尾　亨教授）

Studies　on　Heterogeneity　in　GM、一Gangliosidosis

　　　　　　　　　　　　　Koichi　KIKUCHI

1）砂α2伽6η診可用4癬rかご5，5α勿・プoM64加1C・ZZ49β

　　　　　　　　　　　（C腕げ：　P7ηズT．　Nαゑ40）

　　　The　activity　of　G瓢1一β一galactosidase　in　leukocytes　and　in　lymphoblastoid　cell　lines　transform．ed　by

Epstein－Barr　virus，　from　five　patients　with　reduced　β一galactosidase　activity　and　their　parents，　was．

assayed　with　GMrgangliQside　tritiated　i．n　the　terminal　galactose．　Moreover，　an　analys．is　of　braiロganglio－

side　was　performed　in　two　autopsy　cases　and　an　aflected　fetus．

　　　The　activi．ty　of　GM1一β一galactosidase　in　leukocytes　and　lymphoblastoid　cells　from　four　cases　was　pro－

foundly　de丘cient，　and　their　parents　were　found　to　be　carr三ers　of　obligate　heterozygotes．　Accordingly，

these　patients　were　diagnosed　as　GMrgangliosidosis，

　　　The　activity　in　leukocytes　from　a　case　showed　about　6％of　the　control　level　and　the　activity　in

lymphoblastoid　cells　was　enhanced　to　a　level　of　about　70％of　the　control．

　　　Although　his　mother　showe．d　the　levels　of　carriers　in　both　sam．ples，　the　levels　Qf　his　father　were

nor．maL　This　patient　was　similar　to　sialidosis　type　I工with　a　secondaryβ一galactosidase　defect　on　the

clinical　and．bioche．mical　findings．　However，　there　are　several　questionable　points　at　present　with　regard

to　the　procedures　of　sialidase　assay　and　further　studies　illtQ　these　problems　are　necessary．

　　　On　the　analysis　of　the　two　cases　of　gangliosides　in　the　brain　af［ected　by　GM1－gangliosidosis　and　the

brain　of　the　affected　fetus，　it　was　suggested　that　the　degree　of　GM1－ganglioside　accumulated　was　not

proportionally　related　to　the　level　of　G瓢1一β一galac．tosidase　ac．tivity　and　the　content　of　GM1－ganglioside　in

the　afFected　fetal　braln　was　similar　to　the　control　Ievel．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May！6，1980　and　accepted　August　25，1980）

1　緒 言
Table　1 M＠1閣読η加zプ磁溜5げ

G珀「9侃gJゴ。∫ガ405ガ∫

　　Mucolipidosisの代表的な疾患で．あるGM1－ganglio－

sidosisは，常．染色体劣性の晶晶形式をとる致死的な疾患

で，本症の診断は諸臓器でGMrgangliosideの蓄積，

GM1一β一galactosidase活性の欠損を証明することによっ

てなされる．

　現在G皿1－gangliosidosisは臨床症状より2つの型に

分類されている．つまり新生児期に発症して2歳前後に死

亡するin．fantile　type（type　I）と，乳児期後半に発症し

て3～10歳前後に．死亡するjuvenile　type（type　II）であ

る1）（Table　1）．

　　しかしながら．，両者の臨床症状はかなりoverlapして

おり，両者の中間型や，これらの表現型に合致せずGM1一

β一galactosidase欠損の程度が異なる症例も報告され，

GMrgangliosidosisとの異同が問題となっている1），

　著者は，5家系のβ一galactosidaseおよびGMI一β一9．alac一
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tosidase活性の低下を伴う患者およびそれらの両親由来

の末梢白血球と，末梢リンパ球にEpstein－Barr　virus

（EBV）を感染させて得られたリンパ芽球様細胞を酵素源と

し，本症患者剖検脳より精製したG皿1－gangliosideを基

質として，GM1一β一galactosidase活性を，および4－meth－

ylunbelliferyl（4　MU）一β一D－galactopyranosideを基質と

して，4MU一β一galactosidase活性を測定した．

　またGh11－gangliosidosisの2症例および1胎児例の剖

検材料を用いて生化学的検索を行う機会を得たので，肝の

酵素活性，脳のG班rganglioside蓄積の程度，表現型の

関係について考察を加え合わせて報告する．

2　研究対象および方法

2・1研究対象
　5家系のβ一galactosidaseおよびGM1一β一galactosidase

活性低下を伴う5症例と1胎児例，およびそれらの両親で

ある．患児5例の臨床症状はTable　2に示すごとくであ

る，症例VはかってOrii磁αZ2）によりanew　type　of

mucolipidosisとして報告された症例である．

2・2研究材料
　末梢白血球は，ディスポ注射器を用いてヘパリン加静脈

血を101nZ採血し，針先を上にして室温で約1時間放置後，

分離した上層を遠心管に移し700×gで10分間遠心した．

上澄みは捨て，沈渣（白血球）に混入している赤血球を除く

ため，蒸留水3．OmZ加えて40秒間よく二二してから3．6傷

塩化ナトリウム液を1・OmZ加えて700×gにて遠心し，沈

渣を生理的食塩水で2回洗浄して得られた白血球を分析ま

で一70℃にて保存した．

　リンパ芽球様細胞はMinami認α♂．の方法3）に従って

採取した．すなわち，末梢ヘパリン加静脈血を2～3mZ採

血し，Ficoll－Conrayにてリン・ミ球を分離する．

　このリンパ球を培養液（streptomycin　100μg／mZと

penicillin　lOO単位ノmZおよび20傷胎児ウシ血清を含んだ

RPMI　1640）で2回洗浄し，この培養液に細胞数1．2×106／

mZとなるように浮遊させる．培養液0．8　mZにB95－8株

のEBVの培養液0．2　mZを加えて培養すると，数週以内

にリンパ球はトランスホームし，リンパ芽球様細胞が樹立

される．このリンパ芽球様細胞を4～5日毎にsubculture

してゆけば，無制限の増殖が生じる．

　このようにして得られたリンパ芽球様細胞を遠沈し，沈

渣を生理的食塩水で2回洗浄し，測定まで一70℃で保存

した。

　脳および肝は死後4時間以内に採取し，分析まで一700C

で保存した．対照脳および肝は，神経疾患を有していない

剖検材料より，また対照胎児の脳および肝は，社会経済的

理由により人工中絶した胎児より得た．

2・3　研究方法

　2・3・1脳菖angliosideの抽出

　脳は剖検濡すみやかに一700Cにて凍結保存されたもの

で使用直前に融解させ，血管・結合織などを注意深く取り

除いたものを用いた，

　脂質の抽出の大要はFolch法4）に従った．

　すなわち，脳をホモジナイズし，19倍容量のクロロホル

ム：メタノール（2：1，v／v）を加えて一晩室温に放置後濾過

した．Suzukiの方法5）にて残渣に5傷の水を加え，さら

に10倍容量のクロロホルム：メタノール（1；2，v／v）で2

回目の抽出を行った．それぞれの濾液を合わせ，クロロホ

ルム：メタノール（2：1，v／v）となるようにクロロホルムを

適当量加えた．

　これに0．1MKCI溶液を0．2倍容量加え振盗後2相に

Table　2 α編6αZ”zαη吻5翅ゴ。η5げか肥6α58∫噺漉漉θr84鷹64
β一　απ4G鴻一β一9αZαc’05ガ4α∫θ∫

Case 1 工工 皿 w V
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分配した．分配後，上層を除いてから下層を0．05MKCl

を含むpure　solvent　upPer　phase，　KCI塩を含まない

pure　solvent　upPer　phaseで2回洗い，先の上層と合わ

せてクロロホルムを除き，4℃で充分透析し凍結乾燥して，

粗ganglioside色分とした．

　2・3・29anglioside分画の定量

　得られたganglioside面分は，一定量のクロロホルム＝

メタノール（2＝1，v／v）に溶解し，　Suzukiのレゾルシノー

ル法変法6）で総N－acetylneuraminic　acid（以下NANA

と略）を定量した・

　NANA量で20μ9のganglioside画分を，厚さ0．25

mmのsilica　gel　G（Merk社）プレートにスポットし，

クロロホルム＝メタノール；2．5Nアンモニア（60：40：9，

v／v）で2回クローマトグラフィーを行った後，短時間ヨード

蒸気に曝して各分画を識別した．各分画の識別後ヨード蒸

気を完全に除ぎ，それぞれの分画をプレートよりかき出し，

小遠心管に取り，silica　gelを含んだままNANAを定量

した．

　2・3・3G皿rga虹glioside分画の抽出

　上記方法にてgangli・side分画を識別したのち，ヨード

を完全に除き，GM1－ganglioside分画をプレートよりか

き出し，硅酸カラムクロマトグラフィーで，クロロホルム＝

メタノール：蒸留水：ピリジン（40＝56；12；2，v／v）にて溶

出した．得られた濾液よりクロロホルムを除き，4。C下で

充分透析し凍結乾燥して，G皿1－ganglioside分画とした．

　2・3・43H－GM1・gangliosideの合成

　大要はRadinθ’α♂の方法7）に従った．

　得られたGM1－ganglioside　501ngセこ，再蒸留したテトラ

ハイドロフラン4．O　m40．1　M　sodium　phosphate　bu晩r

（pH　7．0）4．O　mZを加えて充分混和後，　galactose　oxidase

（Sigma社）450単位を加えて室温で3時間放置，再び同酵

素を同量加えて一晩撹拝した．

　さらに5倍容量のクロロホルム1メタノール（2＝1，v／v）

を加えて振碧し，2相に分配した．分配後上清を除き，下

層を塩を含むおよび塩を含まないpure　solvent　upper

phaseで洗い，先の上層と合わせて濃縮し，クロロホルム

を除いて4℃下で充分透析し凍結乾燥した，

　得られたG晦一gangliosideは，テトラハイドロフラン

4．O　m♂に溶解し，蒸留水1．O　m♂を加えた後3H－sodium

borohydride（New　England　Nucleur　Corp．　Boston，

Mass．）50　mCiを含む0．1　N苛性ソーダ0．33　m♂を加えて

室温にて一晩撹拝した．さらに10mgのsodium　borohy－

drideを加えて2時間撹産後，10　N酢酸にて余分なsodi－

um　borohydrideを除去した．

　テトラハイドロフラソを除いた後，5倍容量のクロロ

ホルム：メタノール（2：1，v／v）を加え，先のpure　solvent

upper　phaseを用いた操作で上層を採取し，濃縮して透析・

凍結乾燥を行った．

　得られた3H－GM1－gangliosideは，再びsilica　gel　G

プレートによる薄層クロマトグラフィーにて分画され，溶

出後透析・凍結乾燥された．

　最終的には，3H－GM1－gangliosideの比活性は4500

cpm／n皿oleであった，

　2・3・53Hのガラクトースへの取り込み

　3Hのガラクトースへの取り込みを調べるために以下の

操作を行った8）・

　3H－GM1－gangliosideの一定量を1N塩酸とともに密封

試験管で100℃16時間加熱した．蒸発乾固後，クロロホル

ム＝メタノール；蒸留水（10110＝3，v／v）に溶解し，　What－

man　3　MMを用いペーパークロマ1・グラフィ〔エチル

アセテート：ピリジン＝酢酸＝蒸留水（5＝5：1：3，v／v）〕を

行った，

　対照として，グルコース，ガラクトース，グルコサミン，

ガラクトサミンを用いsilver　nitrate－NaOH法にて発色

後，1cm幅に細断して液体シンチレーションカウンター

（LK－250，　USA）にて測定した，その結果，全カウントの

85駕がガラクトースへ，5％がグルコースへ取り込まれて

いた，

　2・3・6　酵素試料の作製

　末梢白血球およびリンパ芽球様細胞を4℃の蒸留水に浮

遊させ，30秒間超音波処理（cell　disrupter　200，　Branson

社）し酵素源とした．

　肝は16倍容量の4。C蒸留水を加えてホモジナイズし，1

分間超音波処理したあと，1QO，ODOXg1時間超遠心（日立

分離用超遠心機65P，日立工機社）後の上清を使用した．

　2・3・7GM1一β一galactosidase活性の測定

　肝のGMrβ一galactosidase雫舌性はKudohの方法9）に

従った．

　すなわち，酵素液0．05mZ（蛋白量25～30μg）と3H－

GM1－ganglioside　g　nmole，　sodium　taurQcholate（和光純

薬）0．5nmole，0．1　M　NaClを含む0．1　M　citrate　phos－

phate　bu任er（pH　4，5）10　nmoleを混合し，最終容量を

0．15mZとして37℃30分インキュベート後，100。C　2分間

放置し，10mMガラクトース1．O　mZを加えて反応を止

めた．

　3H－GM1－gangliosideより遊離した3H一ガラクトース

はDowex　50　W×8（H＋form）100　mg，　Amberlite

CG4　B（OH一’for皿）100　mgを加えて1500×g20分間

遠心して他の反応生成物より分離した．そして遠心上清

0．5m♂にscintillation　count　solution（トルエン1，000m♂，
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PPO　4．O　g，　POPOP　O．1　g，　Triton　X－100500　m♂）5．O　mZ

加え，Beckman　LS－250液体シンチレーションカウンター

にてカウントした．なおquentingの補正は，　automatic

external　standard　techniqueによった，

　白血球，リンパ芽球様細胞のGM1一β一galactosidase活

性の測定は，少しかえて行った．すなわち，3H－GM1－gan－

glioside，　sodium　taurocholateを各々3倍量用い，また

酵素液は蛋白量として100μgを用いた・他の操作は肝の

場合と同様である．

　2・3・8　β一galactosidase活性の測定

　18－galactosidaseは，4－methyユunbellifery1（4　MU）sub－

strate（Koch－Light社）を使用して測定した，

　すなわち，0．1mZの酵素液に0．1　M　citrate　phosphate

bu仔er（pH　4．0）に溶かした0．5　mJの0．8　mM　4　MUrヨー

D－galactopyranosideを加え37。C60分インキュベートし，

3．OmZの0．25Mglycine　bufferを加えて反応を！しめ，遊離

した4－methylunbelliferoneを日立蛍光分光度計（皿odel

MPE－4）で，励起波長365　mμ，蛍光波長450　m／‘で測定

した．

　2・3・9Sephadex　G－150による肝酵素液のゲル濾過

　肝酵素液をSephadex　G－150，カラム（1．8×93　cm）に添

加し，0．05Msodium　phosphate　bu晩r（pH　7．0）で溶出

した．4℃下で流速15m／／h，2．Om♂毎に分取し，おのお

ののフラクションについて，上記方法でβ一galactQsidase

活性を測定した．

　なお蛋白量の測定はLowry法10）に従った，

3　結 果

3・1脳ga皿glioside分析

　Table　3は，症例1，　IIおよび家系IIIの胎児の脳gan－

glioside分析を，正常小児脳との比較で示したものである，

　症例1は，シアル酸含量としてL62箔／dry　weightで

正常小児脳の約4倍の蓄積を認めるが，症例IIは0．65傷／

dry　weightで約1．5倍程度であった・

　しかし症例工，IIともgangli・side分画パターンは類似

しており，G阿1－ganglioside分画が正常小児脳に比して約

3倍以上の割合を占めていた．胎児脳では，GM1－ganglio・

sidosis胎児脳，対照脳とも総ganglloside量に大きな差

はなく，また分画にも違いは認められなかった．正常小児

脳と対照胎児脳では，後者で総ganglioside量が約30傷

少く，またG皿1－ganglioside分画の割合は，正常小児脳

が20．9傷と対照胎児脳の12．7傷より多く，逆にGM2・

ganglioside分画の割合が3．6弩と対照胎児脳の6．5屠に

比して少かった，

3・2　β一galactosidaseおよびGM1一β一galactosidase

　　活性について

　酵素源として白血球を用いると，蛋白量150μgまで

GM1一β一galactQsidase活性は直線的であった．（Fig．1）

　正常者の白血球・リンパ芽球様細胞を用いてGM1一β一

galactosidaseのKmを測定したところ，それぞれ1．0×

10　4，LIx一4Mでほぼ一致していた．なお症例Vのリン

パ芽球様細胞のKmは，2．0×10－4Mで，正常者のそれと

大ぎな違いはなかった．（Fig．2a－c）
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Total　NANA
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Distribution　of　NANA（％）

GT GDlb GDla GM1 G皿2 GM3

　　　Case工

　　　Case　II

Contro1　（n＝2）
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Fetal　contro1（n＝5）

1．62

0．65

0．41

0．37

0．28

6．3

4．9

18．1

29．5

20．3

5．3

6．1

11．9

14．5

119

9．8

15．6

42．6

35つ

42．3

73．2

65．2

20．9

12，5

12．7

1，7

4．7

3．6

6．5

6．5

3．7

3．5

29

2．0

63
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Fig．2　Lineweaver－Bufk　plot　f（）r　G瓢1－ganglio－

　　　　　　　side　hydrolysis　in　leukocytes　and　lym－

　　　　　　　phobla．stQid　cells．

a：1eukQcytes　（contro1），　b：1ylnphoblastQid　cells

（control），　c＝lymphQblastoid　cells（case　V）．

The　assay　was　carried　out　as　described　in　the　text，

except　that　the　concentration　of　GM1－ganglioside

was　varied　as　indicated．

Km　vaIues　showed　only　small　standard　deviation．

　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　自O

　　　　　　　l
　　　　　　　　　（m凹ブ1
　　　　　　　S

　　　　　　　　　　　　　　Table　4　　G簡．β一8・α♂αc，05磁z58αcあ。吻朋♂4Mσ一βrgαZα6，0－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5∫4α58α6漉め’加♂8罐。碗85

a）GM1一β一galactosidase　activity

Family 工 皿 皿 F V
Patient

Father

Mother

N．S． N．S．

17．0　　　　　　　　　　26．0

（50．7）　　　　　　　　　　（77．6）

16．7　　　　　　　　　　20．9

（499）　　　　　　　　　　（62．4）

　　　control（n＝10）

　　　0．5

　　　（1．5）

　　16．4
　　（50．0）

　　17．9

　　（53．4）

mean　33．5

　0　　　　　　　　2．0
（0）　　　　（6．0）

26．4　　　　　　　　　35ユ

（78．8）　　　　　　　　（104β）

14．8　　　　　　　　　　23．3

（49．2）　　　　　　　　　　（69．6）

　　range　24．6－53．9

b）4MU一β一galactQsidase　activity

Family 工 五 皿 耳 V
Patieロt

Father

Mothe．r

．N．S．　　　　　　　　7．7

　　　　　　　　　　　　　　（4．9）

　64．6　　　　　　　　　　94．6

（41．4）　　　　　　　　　（60．6）

　79．4　　　　　　　　　　87．5

（50．8）　　　　　　　　　　（56．0）

　　　　contro1　（n＝10）

　　　6．3

　　（4．0＞．

　　73．4
　　（47．0）

　　70，9

　　（45．4）

1ne艮n　156、2

　3．3　　　　　　　　9β
　（2．1）　　　　　　　　　　　（6．0）

83．0　　　　　　　　　105．2

（53，1）　　　　　　　　　　（67．3）

46．7　　　　　　　　　　　82．8

（29，9）　　　　　　　　　（53．0）

　　　range　120－265

Activities　are　expressed　as　nan（）moles　per　mg　PrGtein　per　hour．

The丘gures　in　parenthesis　indicat．e　percent　of　the　mean　activity　in　the　c．ontroL

N．S．，110t　studied．
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　　　　　　Table　5　G功一β君α♂α6孟05蔽z58α6’工めノαη44Mσ一β一gαZαc∫05勲z58

　　　　　　　　　　　　αcあび吻加ζy2妙肋配α5’oゴ468Z♂5

a）　GM1一β一galactosidase　activity

Family 工 ，皿 皿 皿 v

Patient

Father

Mother

N．S．

N．S．

N．S．

control　（n＝7）

　0．48
（3．o＞

　5．0
（30．5）

　6．4
（39．0）

　0．74
　（4．6）

　7．7
　（47．0）

　8．2
　（50．0）

mean　16．1

0
（0＞

5．8

（35．4）

10．9

（66．5）

11．2

（68．3）

10．9

（66．5）

12．9

（77．4）

range　12．9－19．4

b）4MU一β一galactosidase　activity

Family 1

Patient

Father

MQther

H

1．1

：皿 F V

N．S．

N．S，

N．S，

cOIltro1　（n＝20）

（1．4）

43
（54．4）

29
（36，7）

　1．0
　（1．3）

　32
　（40．1）

　47
　（59．7）

mean　79

N．S．

N．S．

N．S．

30
（38．0）

93
（117．6）

68
（86，1）

range　46－109

Activities　are　expressed　asロanomoles　per　mg　protein　per　hour，

The丘gures　in　parenthesis　indicate　percent　of　the　mean　activity　in　the　control．

N．S．，　not　studied，

Table　6　G簡一β習α♂α‘’05ガ4α56αoオ’び吻fπ♂加6プ

Case　I

Case　II

0．2　（0．1）

α48　（0．2）

Fetus（Family　III）

Control（n＝5）

　「ange
1．37　（1．1）

　CQntro1（n＝5）

「ange

220

150－310

126

60－176

Activities　are　expressed　as　IlanQmoles　per　mg

protein　per　hour．

The五gures　in　paretlthesis　indicate　percent　of　the

mean　activity　in　the　control．

　未梢白血球の，β一galactosidaseおよびGM1一β一galacto－

sidase活性は（Table　4　a，　b），家系．1～IVで患児は正常者

平均値の5傷以下であり，両親は，患児と正常者平均値の

中間の値を示し保因者と考えられた．症例Vは，それぞれ

の値は正常老平均値の6傷であり，また母親は副因者の値

を示した，しかしながら父親はβ一galactosidaseは保尊者

の値を示したが，GM1「θ一galact・sidaseは正常の値を示

した．

　リンパ芽球様細胞のGM－1β二galactosidaseセま（Table

5a），家系II，　III，　IVで，患児は5傷以下，両親は保因者

値を示している，

　症例Vは，68弩と上昇しているが，両親は保因二値を示

していた．

　β一galactosidaseは（Table　5　b），家系II，　IIIで，患児

は2％以下，両親は保因者値を示しているが，家系Vでは

患児は38弩と上昇し，両親は正常値を示していた．

　肝のGM1一β一galactosidase活性は（Table　6），患児と

GM1－gangliosidosis胎児例とも正常平均値の約1％以下

であった．

3・3　肝のβ・galactos週aseのゲル濾過

　　パターンについて（Fig．3a－c）

　正常例ではβ一galactosidaseは3つのPeak（1，　II，　III）

に分かれ，Peak　I，　IIに比してIIIは約1／2の高さであ

った．

　症例1では，正常パターンに比して小さなPeak　Iおよ

びIIIが認められるが，症例IIではPerk　IIIのみで

Peak　I，　IIは認められなかった，
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4・1G延1・gangliosideの蓄積とGM1・β・galactos避ase活

　　性の関係

　GangliQsideの代謝異常症であるG皿1－gangliosidosis

が始めて報告されたのは，1959年であり11），GM2－ganglio－

sidosis（Tay－Sachs病）が1881年に最初に報告された1）の

に比して，つい最近のことである．

　その後の研究により，蓄積しているG皿rgangliQside

の同定12），GM1一β一galactosidaseとβ一galactosidaseの欠

損が発見され13），現在は羊水穿刺による出生前診断14）も行

なわれている．

　現在G皿1－gangliosidosisは臨床的に2つの型に分類さ

れており，この両者は，発症年齢・cherry－red　spotsの有

無・Hurler症候群を思わせる顔貌の有無・肝脾腫の有無

および骨変化の程度により区別されているが，しばしぼ両

typeの特徴を有し分類困難で，両者の中間型とされてい

る症例もある．

　　　　60　　　　　　　　　　　　　　　　　　12D　　　　　　　　　　　　　　　！8〔〕

　　　　　　　　　　　　　　Elutio「1　＞ohr田e〔　HII

　　Hg．3　Gel　filtration　patterlls　of　liver

　　　　　　4MU一β一galactosidase．

a：cOntrOI，　b＝CaSe　l，　c：CaSe　ll，

The　enzyme　sourse　was　applied　to　a　Sephadex

G－150column（1．8×93　cm）and　eluted　with　50　mM

sodium　phosphate　buffer（pH　7．0）．

Fractions　of　2，0　mZ　were　collected　at　a　flow　rate

of　15　mZ／hr．　Activity　was　assaアed　according　to

the　rnethod　described　in　the　text．

　一方，type　IとIIの酵素学的な差を見いだそうとして，

β一galactosidaseの等電点分画，ゲル電気泳動およびSe－

phadexのゲル濾過によるisoenzyme分析15）が試みられ

ているが，現在のところ両type間の酵素学的相違につい

て，一致した見解は得られていない．

　また，脳におけるgangliosideの蓄積については，両

typeとも脳灰白質中のgangliosideの70傷以上がGM1

である16）ことがわかったが，両type間の蓄積の程度につ

いては今だはっきりしていない，

　さらにβ一galactosidase欠損のため，脳や肝にkeratan

like　substanceに類似したガラクトースを含む糖蛋白や，

ガラクトースを含むオリゴ糖の蓄積が報告されているが，

その量：は症例により異なるようである17）．

　著者の症例において，症例1とIVは臨床的に，　cherry－

red　spotsを除けばtype　IとIIの中間型に属すると思

われ，また症例IIとIIIは骨変化に違いはあるが類似して

おり，臨床的にはtype　IIに属すと思われる．

　酵素学的に症例1～IVは，末梢白血球・リンパ芽球様

細胞ともGMrβ一galactosidaseおよび4MU一β一galacto－

sidaseは正常者平均値の5％以下であり，また両親の総

活性はいずれも保因者の値を示し，家系間では全く区別し

えなかった．

　Sephadex　G－150ゲル濾過による肝のβ一galactosidase

活性パターンは，正常ではPeak（1，　II，　III）に分かれ，　Peak
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1，IIは至適pHを酸性側に持ち，　GM1－gangliosideを分

解する．一方Peak　IIIは中性側に至適pHを持ち，ガラ

クトースを含んだ糖蛋白を分解するが，G査frganglioside

は分解しない9）．

　症例IIでは，症例1に存在する小さなPeak　Iが認、めら

れなかった．

　かつて教室のOrii　8‘α♂．18）は，臨床経過およびβ一gal－

actosidaseのSephadex　G－150のゲル濾過パターンより，

従来のtype　IIを2Aと2Bに分けて報告した．それに

したがうと，症例1はtype　2　A，症例IIはゲル濾過パタ

ーンよりtype　2　Bに属する．ただし症例IIは11歳まで

生存し，偶然的な異物誤飲がなけれぽまだまだ生存可能な

症例であった．

　またこの症例の脳ganglioside含量は，　Orii　8渉α♂．が

type　2　Bとして報告した例18）の45傷とかなり軽度であり，

蓄積の進行はかなり緩慢であったと推定される．

　しかしながら，GM1一β一galactosidaseおよびβ一galacto－

sidase活性は，他の症例同様欠損しており，酵素欠損の

程度とGM1－ganglioside蓄積の程度度には，相関関係が

ない症例のあることが示唆された．

　胎児脳の検索では，対照脳では正常小児に比して総gan－

91ioside量が少く，またG蜘とGM2の占める割合が逆転

しており興味深い．

　GM1－gangliosidosis胎児脳では，総ganglioside量：，

G岨分画が対照脳とかわりないことより，Tay－Sachs病

とは異なり19）胎児期は殆んど蓄積せず，生後徐々に蓄積

することが推定された．

4・2GM1－gangliosidosisのvariantsについて

　GM1－gangliosidosisと診断されたなかには，　type　lお

よびtype　IIの表現型に合致せず，かつβ一galactosidase

欠損の程度が異なるいくつかの症例が報告されている．

　さらにまた，β一galactosidase欠損を伴うが，経過の緩慢

な成人例も報告され，type　III20），　type工V21），　adultβ一ga1－

actosidase　de五ciency22）などと分類されている．

　これらの例は主に，β一galactosidase活性の測定により

診断されているが，遺伝性蓄積疾患においては，蓄積物質

の証明が最終的に必要である．しかしほとんどの例が生存

しており，Suzuki　8’α乙23）の例のみ剖検されているが，脳

におけるG適11－gangliosideの特異的な蓄積は認められず，

肝でamylopectin　like　polysacchrideの存在が認められ

た，だがこれらの症例の中に，GM1－gangliosideが蓄積し

ている症例もある可能性を否定できない．

　一方著者の症例Vは，発症時期が遅いこと，知能障害が

比較的軽度なこと，および現在すでに成人に達しているこ

となどより，症例1～工Vとは明らかに臨床所見が異なる．

本町の末梢白血球の，GMrβ一galactosidaseと13－galacto－

sidase活性は低下しているが他の症例より高く，また両親

では父親のG亜1rβ一galactosidase活性以外は，保因老手

を示していた．

　Watanabe　and　Minami24＞は，リンパ芽球様細胞で

Sephadex　G－150のゲル濾過を試みたが，正常ではPeak

Iと工1に分れ，GM1－gangliosidosisではPeak　Iが欠落し

ていた．この症例ではPeak　Iを認めかつGM1－ganglio

sid・sisと同様に，小さなPeak　IIが存在していた．一方

母親のパターンは，他の保因者同様にPeak　IIが低下して

いたが，父親は正常に類似したパターンを示した結果を得

ている．またOrii　6彦磁18）は，この症例の生検肝のβ一

galactosidase活性が正常の21．8～29．6傷と低下し，さら

にSephadex　G－150のゲル濾過で，　Peak　IIに小さな，

Peak　IIIに大きなβ一galactosidase活性を認め，従来の

type　I，　IIとは違うパターンよりadult　variants　of　GM1－

gangliosidosisとして報告している．

　一方本例は，galactose　containing　glycopeptideに比

してG査11－gangliosideに強い残余活性を示し，活性値が

6勿もあるために脳神経系に比較的軽度の病変を示してい

るとも考えられ，0’Brien1）によりunusualβ一galacto－

sidase　variantsと分類された．

　Suzuki　8孟α」．22）は，従来のtypeに分類し難い6例の

自動例を3つに分類し，同様に症例Vも含めて今まで報告

された非定型例を彼らの分類にあてはめる試みを報告して

いる。

　それによるとgroup　Iはadultβ一galactosidase　de五一

ciencyと称し，β一galactosidase欠損は二次的な変化であ

り，両親では同酵素の異常は認められず，彼らが経験した

剖検例の脳では，GM1－gangliosideの蓄積は認められなか

った．著者の症例Vは，このgroup　Iに分類されている．

　group　IIは，酵素学的にはgroup　Iと同様であるが，

group　Iに認められるガーゴイル様顔貌およびcherry－

red　spotsのないものとし，　group　IIIをGMrganglio－

sidosisのadult　typeとした．その後，　group　IIIの自准

例の線維芽細胞を用いた14C一ガラクトースのganglioside

分画への取り込み実験で，GM1分画への増加を認めて
いる25）．

　最近，染色体地図の研究より，β一galactosidaseの遺伝子

座が，染色体3と22番にある26）ことが明らかになった．

一方GM1－gangliosidosis　type　I，　IIおよび他のβ一gal－

actosidase低下症の線維芽細胞を利用したcomple皿enta－

tion　studyより，2つの遺伝子座はおのおのβ一galacto－

sidaseの構造遺伝子と，　modi丘cation　factorであること

を示竣する報告がなされている．そして，構造遺伝子に異



470 菊　地　浩 札幌医誌

常がある場合一group　A（type　I，1工および一部のvari－

ants），　modi丘cation　factorに異常がある場合一group　B

（type　III，　Wおよび一部のvariants）と分類する試みも

報告されている27）．

4・3　Sia1丑dosisと症例Vの関係

　1976年，Thomasθ彦磁28＞は，　mucolipidosis　II（1－ce11

病）患者の線維芽細胞中にシアル酸の増量を認め，基質と

してfetuinを用いると，　sialidase活性が著るしく低いこ

とを報告した．

　その後，mucolipidosis　I29），　III30），　IV31）について，　si－

alidase欠損に基づくシアル酸代謝異常を示唆する報告が

なされ，さらに症例Vと臨床的に類似している，cherry－

red　spotsとmyoclonusを伴いβ一galactosidase低下を

示す疾患でもsialidase欠損を認めることが報告されて

いる32）．

　1978年，Strecker　and　Michalski30）1よこれらをまとめ

てsialidosisとして整理した．

　しかし1－cell病に関しては報告老によって違いがあり，

当教室の東海林33）によると，1－ce11病の肝ではシアル酸量

は正常者に比してたかだか2倍程度であり，また当教室の

Minami　8’砿34）およびSuzukB’砿35）の報告によると，

1－ce11病の脳と肝では，　sialidaseは軽度の低下しか認めら

れず，さらに1－cell病線維芽細胞にin且uenza　virusを感

染させた実験でも36），一次的なsialidase欠損は否定的で

ある．

　1979年，Lowden　and　O’Brien37）は，　mucolipidosis　II

（1－cell病），　III以外のsialidase欠損を証明された例と，か

つて0’Brien1）によりunusualβ一galactosidase　variants

として分類された疾患をsialidosisとして整理し，骨変化

の有無でtype　IとIIに分け，さらに骨変化を認める

type　IIをinfantile　typeとluvenile　typeに分類した．

　症例Vを含め，わが国で多く報告されたcherry－red

spotsと皿yQclonusを伴いβ一galactosidase低下を示す

疾患は，tyPe　IIのjuvenile　typeに分類されている．し

かし症例Vと臨床所見およびβ一galactosidase活性が非常

に類似しているYamamoto　6孟α♂．の症例38）は，両親の白

血球β一galactosidaseが保因呼値を示していることより，

variantβ一galactosidase　de丘ciencyとして除外されてい

る．著者は，症例Vのリンパ芽和様細胞および白血球を用

いて，α一D－N－Acetylneuraminosyl（2一》3）1actose，α一L－

N－Acetylneuraminosyl（2→6）lactoseを基質として，

sialidaseを測定したところ，20～50傷程低下していた（未

発表データ）・また同症例の培養線維芽細胞の検索をColo－

rado大学に依頼した結果，シアル酸含量は正常であり，

5種類の基質を用いてsialidase活性を測定したところ，

継代培養するにつれて活性が低下するデータが得られた．

（Dr．　Wenger，　personal　communication）．

　また，s玉alidase欠損症として報告されたMlyakeε傭♂．

の例39）では，生検神経組織において，nonlipid分画のシア

ル酸塩は正常者と違いがないと報告されている，

　一方，Suzuki　and　Fukuoka35）｝よ，　Lowden　and　O’Bri－

enによりsialidosis　type　IIに分類された症例の脳と肝で

は，sialidaseは正常であったと報告しsialidosisのある

ものは一次的なsialidase欠損ではないと報告している，

　このような報告者による違いの原因として，sialidase測

定法および分析材料の違いが考えられる．

　sialidaseは，一般に酵素活性自体が低く，ライソゾーム

性sialidaseは非常に不安定であること，膜結合型シアリ

ダーゼは内因性膜酵素であり可溶化操作が困難であること

など，現在にいたるもその性質が充分に明らかにされてい

ない40）．

　さらに今までの報告では，ほとんどが培養線維芽細胞を

酵素源として用いており，線維芽細胞の継代培養，トリプ

シン処理，棟結融解および超音波処理などの操作が，siali－

dase活性になんら影響をあたえないという保証はないと

思われる．

　著者のデータにおいて，症例VのGM1一β一galactosidase

活性が末梢白血球に比して，リンパ芽球様細胞では非常に

上昇しており，他の症例には認められない現象であった．

原因ははっきりしないが，Hurler－Hunter症候群で，蓄

積するデルマタン硫酸やヘパリチン硫酸が，β一galacto－

sidase活性を抑制するごとく41），何かの蓄積物質がβ一gal－

actosidaseとG皿1一β一galactosidase活性を抑制し，培養

することによって抑制がとれて活性が上昇したと推定さ

れる。

　その点からも，症例Vは一次的なβ一galactosidase欠

損ではないかもしれない．

　しかしながら，sialidosisの概念には前述したごとく，

知能障害の有無および骨変化などの臨床症状の差異，β一

galactosidase低下の有無，欠損しているsialidaseの測

定条件および分析材料の問題もふくめて，まだまだ大きな

課題が残っている．

　β一galactosidase欠損症には，完全欠損であるGMr

gangliosidosisと，部分欠損であるKrabbe病42）および

lactosylceramidosis43）があるように，　gangliosideのシ

アル酸を遊離するsialidaseと，オリゴ糖および糖蛋白の

シアル酸を遊離するsialidaseが存在するわけであり，

sialidaseの完全欠損と部分欠損もsialidosisにはあると

推定され，この点からも将来検索する必要があると思わ

れる．
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5　結 語

　5家系のβ一galactosidase活性低下を伴う患者およびそ

れらの両親の末梢白血球と，Epstein－Barr　virusによりト

ランスフォームされたリンパ芽球様細胞について，GM1－

gangliosideを基質としてGMrβ一galactosidaseを測定

した．

　　さらに剖検したGM1－ganglios．idosisの2症例と1胎児

例の脳gangliosideを分析し，以下の結果を得た．

5・1　4症例では，末梢白血球およびリンパ芽球様細胞の

G町一β一galactosidaseは欠損し，それ．らの両親は保怯者値

を示したことにより，GMI－gangliosidosisと診断された．

5・21症例は，末梢白血球のG瓢rβ一galactosidase値は

正常．値の6％で．あったが，リンパ芽球様細胞は約70％と

上昇していた．母親は末梢白血球およびリンパ芽球様細胞

のGMI一β一galactosidase活性は保因丁丁を示したが，父

親は末梢白血球で正常値を示した．

　本症例は二次的にβ一galactosida．seが低下するsiali－

dosis　type　IIに類似しているが，現在sialidosisの診断

の根拠となるsialidaseの測定法には種々の問題点があり，

今．後の研究が期待される．

5・3剖検したGMrgangliosidosisの2症例および1胎

児例の生化学的検索より．，GHrβ一galactosidase活性．と脳

のGM1－gangliosideの蓄積には相関関係のない症例があ

ること，またG皿1－gangliQsidosisの胎児例の脳gangh－

oside蓄積は，正常とほとんど変わりなく，生後蓄積する

ことが皿山された．

　本論文の要旨は，1978年11月，第21回小児代謝研究会

（於京都）において発表した、

　稿を終えるにあたり，リンパ芽球様細胞の樹立に御協力

いただいた渡辺葉子医学士，実験および論文作成に際し，

御指導いただきました，工藤亨．博士，南良二講師に深謝い

たします．
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