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肝および脳のβ一galactosidaseとGM、一gangliosidosisについて
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　　　GN、一gangliosidosis．　is　diHerentiated　into　type　l　and　type　2　according　to　differences　in　clinicopathological

features．　In　type　l　an　early　onset　of　the　disease　is　s．een　and　in　type　2　a　Iate　onset　disease　is　noted．

Howeve．r　the　biochemical　basis　of　the　difFerence．s　in　clini．cal皿anifestations　remains　obscure．　The　present

study　was　conducted　to　isolateβ一galactosidase　isozyrnes　in　the　liver　and　brain　specimens　using　Sephadex

G－150gel　filtration　and　electrofocusing，　and　to　classify　the　different　clinical　phenotypes　of　these　diseases

from　an　enzymatic　point　of　view．

　　　4－methylumbellifery1一β一galactosidase　activity　in　control　human　liver　specimens　was　separated　into

three　components（Fractions　I，　II　and　III）by　Sephadex　G－150．gel．filtration・These　three　compo旦ents　had

their　respective　optimal　activities　at　pH　4・0（FractiQns　I　and　II）and　pH　6・5（Fraction　II．1）．　Fractions　I

and　II　were　stimulated　by　NaCL　The　liver　specimens　from　three　patients　with　GM、一gangliosidosis　were

subjected　to　Sephadex　G－150　gel丘1tration　examination．　A　minute　Fraction　I　was　detected　in　Case　I．

However，　a　minute　Fraction　I　and　Fraction　III　were　found　in　Case　2　and　only　Fraction　III　was　observed

in　Case　3．　Furthermore，　it　was　clearly　observed　that　Fraction　III　obtained　after　gel　filtration　in　both

control　and　patients　specimens　has　a　similar　isoelectric　point　of　pH　45－4・6・

　　　4－methylu皿belliferyl一β一galactQsidase　activity　in　cQntrQI　human　brain　speci皿ens　was．　separated　intQ　twQ

components（Fractions　l　and　2）by　Sephadex　G－150　gel丘ltration．　The　brain　specimens　from　thfee　patients

with　G鞠一gangliosidosis　were　subjected　to　Sephadex　G－150　gel丘ltration　examination・Only　Fraction　I　was

observed　in　the　three　cases．　However，　it　was　noted　that　Fra¢tion　I　observed　in　the　above　3　cases　was

dif〔erent　frGm　Fractio11工Qbtained　in　control　brain　specimens　in　that　the　opti皿al　pH　and　therrnQstability

were　different．

　　　工thas　been　suggested　that　paients　with　type　1ユack　bQth昂cid　and　ne．utral　I・3－galactosidase　activity，

while　patients　with　type　21ack　only　the　acidβ一galactosidase　activity．　However，　this　study　showed　that

the　low　level　of　the　acidβ一galactosidase　activity　actually　occurs　ill　type　1（Case　1），　and　type　2（Case　2）．

1．緒 言

　　GMrgangliosidosisは！959年，　Normanらが内臓変化

を伴ったTay－Sachs病という黒内障性白痴の特殊型とし

て報告した1）．

　　その後Hurler－variant，　pseudo－Hur1．er病などの名称で

呼ばれていたが，1964年Landingらが臨床および病理学

的立場から，Tay－Sachs病などとは異る一つの独立疾患と

してfamilial　neurovis．ceral　Iipidosisなる名称を与えた2）．

　　1965年に0’Brienらはgeneralized　gangliosidQsisの

題名で発表し，脳および臓器にGM、一9angliosideが蓄積す

ることを報告し3），1967年SuzukiおよびC．henにより

GM、一gangliosidosisと名づけられ4），その後この名称が．広

く用いられるようになった．

　　そして1968年，Okadaおよび0’BrienによりGM、一

ganglioside一β一galactosidaseの欠損が報告され5），以来本

酵素の欠損が，この疾患の一次的病因と考えられるに至

った．

　　本疾患はIo－nitrophenolおよび4－methylumbelliferone

誘導体の合成基質を用いて♂3－galactosidase活性を測定し

ても，脳6酬8），肝7，9御12），白血球13），線維芽細胞14・15）．などに

おいて異常を呈することが報告されており，またシャム

猫16），1子牛17）などの動物モデル実験においてもその酵素異

常が観察されている・
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　また全身各臓器にはGM、一gangliosideのみにとどまらず

glycosphingolipid18），　glycopeptide19）もしくはケラト硫

酸様物質20・21）が蓄積するとの報告がなされ，本疾患におけ

る蓄積物質とβ一galactQsidaseの欠損isozymeの相互関

係の解明が待たれている．

　GM、一gangliosidosisセま現在臨床所見より，早発型の1型

と遅発型の2型とに分類されているが，これまでの報告で

は，酵素を主としての生化学分析結果と臨床所見との関係

が各研究室において一様ではない．本研究は生化学的な分

析による本疾患の分類をより明確にしょうという目的か

ら，GM、一gangliosidosisとして経験した3症例について，

肝および脳のβ一galactosidaseを4－methylumbelliferyl．

，ヨーD－galactosideを基質としてゲル炉過および等電点分画

法を用いて検索した．

2．実験材料と実験方法

（1）肝および脳剖検材料

　肝および脳剖検材料は実験に用いるまで一80。Cの超低

温槽に保存した．

　症例1crype　1大阪市大量）：男児．7カ月時特異な顔

貌と肝脾腫を指摘された．末梢リンパ球に空胞，骨髄に泡

沫細胞を有し，cherry　red　spotsを認め，胸腰椎に特有の

骨変化を観察した．11カ月吐けいれんが発来し，次第に退

行し1歳2カ月で死亡した．脳のGM、一gangliosideは総ガ

ンダリオシドの63％と著明な増量を認めた．

　症例2（Type　2A札医大例）：男児（昭和45年5月20

日生，昭和48年3月13日死亡）．生後5カ月脊柱後轡の有

無を求めて来院．両親に血族結婚はなく，同胞は2名で兄

は6～7カ月頃脊柱後轡に気付かれ，pseudo－Hurlerを疑

われたが，精査出来ないまま2歳9カ月で嚥下性肺炎で死

亡している．患児（症例2）は不活発ながら聴覚の過敏性が

みられた．上眼瞼はやや浮腫状で前額部は膨隆している

が，gargoyle様の顔貌ではない・肝は入院時右乳腺上では

触知せず前腋窩腺上で辺縁を触知，脾は辺縁を触知した．

6カ月時肝は1横指触知された．1歳5カ月では麻疹罹患

後ではあるが肝3横指，脾は2横指触知，2歳0カ月肝2

横指，脾2横指触知，2歳7カ月肝2横指．脾1．5横指と

夫々触知した．眼科的には両角膜に小点状の混濁を認めた

が，cherry　red　spotsは観察されず，末梢リンパ球の原形

質に多数の空胞がみられ，また骨髄標本で泡沫細胞が観察

された．骨所見では胸腰椎移行部の後押，第1，2腰椎前上

縁形成不全および髄臼の拡大を認めた．さらにρ一nitro－

phenyl一β一D－galactopyranosideを基質とした尿および直

腸粘膜中のβ一galactQsidase活性1よ対照に比し非常に低値

でβ，galactosidase　deficiencyを認めたこと，尿中に

polysaccaride－protein　complexの増：量が確認されたこ

と，および腎糸球体上皮細胞の電顕所見からGM、一ganglio－

sidosisと診断した．患児は2歳9カ月で死亡したが，脳

の脂質分析の結果，GM、一gangliosideは総ガンダリオシド

の73．2％（対照19．0％）と著増を認めた．

　症例3（Type　2B阪大例）；女児．1歳4カ月頃から運

動および精神運動機能の退行が出現し，2歳4カ月頃から

点頭けいれんを起こすようになってきた，臨床所見として

は肝脾腫，骨変化，眼底のcherry　red　spQtsなどは認め

なかった．3歳9カ月で死亡したが，脳に著明なGM、一gan－

g11osideの増量を認めている．

②酵素材料

　肝および脳の剖検材料はテフロンーガラス製のPotter－

Eluehjem型ホモジナイザーを用い，氷冷水にて5～20％

（w／v）ホモジネートとした．次に1分間超音波処理後〔久保

田製作所INSONATOR，　MQde1200　M），100，000×g　60

分間超遠心分離し，その上清を酵素試料として用いた8）．

（3）酵素活性測定法

　各酵素試料0．1m4と，50　mM　NaClを含む0．1　Mクェ

ン酸一リン酸ナトリウム緩衝液に溶解した0．8mM　4－me－

thylumbellifery1一β一D－galactopyranoside（以後4MUGと

する）0．5m4を370Cで60分間反応させ，後0．25Mグリ

シン緩衝液（pH　10．7）で反応を停止する．遊離した4－me－

thylumbelliferoneは，日立螢光分光光度計MPF－4を用

い，励起波長365mμ，螢光波長450　mμで測定した1D．基

質の4MUGはKoch　Light　Laboratories製．蛋白量測

定にはLowry法22）を使用した．

（4）Sephadex　G－150によるゲル濾過

　肝および脳から得た酵素試料はSephadex　G－150カラ

ム（1．8×93cm）に添加し，0．05　Mリン酸緩衝液（pH　7，0）

で溶出した．流出速度；10m4／hr．，3皿6／fr．として分画

した．

（5）等電点分画法

　等電点分画はLKB　810　column（110　m6）を用い，肝の

酵素試料並びにSephadex　G－150によるゲル炉過で得ら

れ一たFraction　HI分画を泳動させた．キャリアアンホラ

イト（pH　3，5～5）濃度：1％，　sucrose濃度勾配＝0－50％，

電圧は300Vより徐々に上げて600Vとし，24時間泳動

　した．

3．実験結果

（1）pH曲線

　肝における4MU一β一galactosidaseのpH曲線はFig．

1（a）のごとく，対照ではpH　4．5に最高活性を示したのに

対し，症例1ではpH　3．5，症例2および3ではpH　5．5～
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6．0に最高活性を示した．

　脳におけるpH曲線は，各々対照でpH　4，25，症例1，2，

3でpH　35に最高活性を認め，脳においては症例間の差

異は観られなかった（Fig．1（b））．

（2）Sephadex　G－150によるゲル濾過

　①　肝の4MU’β’galactosidase

　対照肝の4MU一β一galactos三dase活性は，　Sephadex　G－

150カラムで3成分に分画された（Fig．2（a））．各々をFrac－

tion工，　II，　IIIとするとFr．1とFr．　IIは至適pHがpH

4．0のacid一β一galactosidase，　Fr．　IIIはpH　6．5に至適pH

を持つneutral一β一galactosidaseであった（Fig．3）．また

Fr．1とFr．　IIは反応液にNaC1を添加しないで酵素活性

を測定すると活性が低下することから，塩素イオンによる

影響を受けることが示された．

　GM、一gangliosidQsisの肝では，症例1はきわめて低値の

Fr．1のみ，症例2は低値のFr．1とFr．　III，症例3はFr．

IIIのみの活性を認めた．すなわち症例1ではneutra1－13－

galactosidaseの完全欠損，症例2，症例3ではacid「ヨー

galactosidaseの低下および欠損が示された（Fig．2（b））．

　次に対照，症例2，症例3で得られたFr．　III（Reutraレβ一

galactosidase）についての性状を知るべく等電点分画を行

ったところ，共にpH　4．5～4．6にplを持つ1本の活性ピ

ークのみであった（Fig．4）．

　②脳の4MU・β・galactosidase

　脳における4MU一β一galactosidaseのゲル炉過分画も肝
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と同様の方法にて行ない，Fig．5（a）のような結果を得た．

すなわち，対照においては2成分に分画され，FL！，　Fr．2

各々の成分の至適pHは共にpH　4・25であった（Fig．6）．

　GM、一gangliosidosisの患児では，症例1，2，3共にFr．1

に活性を示したが（Fig．5（b）（c）（d）〉，対照のFr．1とは異

る至適pHを有した．さらに後述するように熱安定性にお

いても，対照と症例問では異っていた．

（3）等電点分画

　肝の4MU一β一galactosidase活性の等電点分画はLKB－

810cQlumnを用いて行ない，　pH　5．0での活性測定で3成

分に分離された（Fig．7（a））．各々のピークをPl，　P2，　P3と

すると等電点は各々pH　4．2，　pH　4．3，　pH　4．55～4．65であ

った．活性測定時のpHをpH　4．0にするとP3ピークが

欠如し，pH　6．5ではP1とP2ピークが欠如した．つまり

P1とP2｝まacid一β一galactosidase，　P3はneutral一β一コ口lac－

tosidaseと考えられる．

　GM1－gangliosidQsisの症例2と症例3の等電点分画で

は，pH　5．0およびpH　6．5での活性測定でpH　4．55～4．65

に等電点を持つ1ピークのみであった（Fig．7（b）（c））．　Se－

phadex　G－150ゲル四過で確認、された症例2の有するacid一

β一galactosidaseは低活性の為，泳動中に失活し検出され

なかったものと考える．

（4）熱安定性

　脳のSephadex　G－150カラムにより得られた各成分を

42。Cで0－60分間熱処理し，活性をpH　3，5およびpH　4．25

で測定した結果は（Fig．8）の通りである・対照では45分

間の熱処理でFr．1は約80％の活性を失なうが，　GM、一

gangliosidosisにおいては30～50％の失活にとどまって

いる．

4．考　　察

　ヒト肝i3－gaユactosidaseは4MUGを基質としてデンプ

ン電気泳動，Sephadex　G－150，　G－200によるゲル炉過，

等電点分画法により2～3種のisozymeに分離され，かつ

GM、一gangliosidosis患児の欠損isozymeは1型，2型によ

り異ると報告されている23，24，11，12〕．

　Hoおよび0’Brien23），0’Brien24）は，　Sephadex　G－150

で3ピーク（peak　I，11，　III）に，デンプン電気泳動で3バ

ンド（陽極へ泳動するものからA，B，　C）に4MU一β一galac－

tosidaseを分離し，両者の関係については，　peak　IはB，

peak　llはAとC，　peak　lllはAと一致し，さらにpeak

IとIIは熱に不安定でpH　4～43の条件下で塩素イオン

により，安定性を保つ成分であるとしている。またGM、一

gangliQsidosisの1型は，　A，　BおよびC成分がすべて欠

損しており，2型ではacid一β一galactosidaseであるBとC

成分が欠損していると報告している．

　一方SuzukiおよびSuzuki11・12）は，肝ホモジネートの

10，000×g，10分間超遠心分離の上清を酵素試料として，等

電点分画でα（pl　4。1～4，2），β（pl　4．5～4．6），γ（p工4．8～4．9）

の3成分に分離し，それとSephadex　G－200で分画された

3ピークとの関係については，peak　IIはβと，　peak　III

は7’と同等電点を持つが，peak　IIIがgalactosylcera．

mide，1actosylceramide，　asialo－GMユーgacgliosideを基質

とした場合に活性を示さないにもかかわらず，γではこれ

らの天然基質での活性を認めることから，ゲル炉過成分と

等電点分画成分との明確な関係は示されないと報告してい

る・さらにGM、一gangliosidosis存こついては，肝の等電点

分画で2型では3ピークとも欠損するが，1型でpH　46～

4．7に等電点を持つ（abnor皿al　isoelectric　point）peakを
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認めたと報告している．

　本実験では，ヒト肝4MU一β一galactosidaseはSephadex

G－150ゲル炉過で3成分に分画され，Fr．1とFr．　IIは，

pH　4・0に至適pHを持ち，塩素イオンによりactivateさ

れるacid一β一galactosidaseであり，　Fr．　IIIは至適pHが

pH　6・5，等電点がpH　4．5～4．6であるneutra1一β一galacto－

sidaseという結果を得た・またGM、一gangliosidosisでは，

臨床的に1型である症例1は，Sephadex　G－150ゲル炉過

できわめて低値のFr．工に活性を示し，1型と2型の中間

の症状を示す症例2では低値のFr．1と恥．工II，臨床的に

2型に属する症例3ではFr．　III成分のみであった．脳の

Sephadex　G－150ゲル源過では，対照でFr．工とFr．　IIの

2成分に分画されたが，GM、一gangliosidosisでは3症例共

にFr．1の1成分のみであり，症例間の差異は観られなか

った．さらに患児のFr．1と対照のそれとを比較すると，

至適pH，熱に対する安定性で異る性状を示した．　Chou

ら8）はGM、一gangliosidosisの脳のβ一galactosidaseについ

てpH曲線，熱安定性，デンプン電気泳動にて対照とは異

る性状のisozymeを認め，これはmutant　enzymeであ

ろうと述べているが，筆者らの結果はこれを支持すると考

える．

　以上の結果より，GM、一gangliosidosisの臨床所見と欠損

酵素の関係について次のような考察を加えた．すなわち，
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1型は肝のβ一galactosidaseにおいてneutra1一β一galacto－

sidaseは欠損しているが，きわめて低値ではあるがacid一

β一galactosidase活性は残存している．2型では，臨床所見

並びに欠損酵素が一定の様式を示さず，ある広がりをもっ

ているが，neutral一β一galactosidase活性は保持され，　acid一

β一galactosidaseに部分欠損を含めた欠損がみられるもの

と考える．したがって筆者らが経験した症例1は1型，臨

床的に1型と2型の中間所見をみる症例2は，neutra1一β一

galactosidaseを有するので便宜上2A型，症例3を2B型

と分類した．

　GM、一gangliosidosisの臓器にはG盛1、一ganglioside以外

に末端にgalactoseを持つ1actosylceramide，　asialo－

GM、一gangliosideも蓄積するが，それらの基質に作用する

β一galactosidaseについて，いくつかの報告がなされてい

る．Tanakaら25）は，肝のacid一β一galactosidaseを250倍

に精製し，それがlactosylceramide，　asialo－GM、一gan－

glioside，　GM、一gangliosideに作用すること，又G玉1、一gan－

gliosidosisではこれらの天然基質の酵素活性が欠損して

いることから，確証はできないとしながらも，これらに作

用する酵素は1つの酵素であり，それゆえにGM、一ganglio－

sidosisは，β一galactosidaseの調節機構よりもむしろ構造

遺伝子に障害があるだろうと述べている．一方Bradyら26）

は，GM、一gangliosidosisの1actosylceramide一β一galacto－

sidase活性は増加していると報告し，　Nordenら27）は，肝

のGM、一ganglioside一β一galactosidaseを17，000簡こ精製し，

ポリアクリルアミド電気泳動で1つのバンドを得，その酵

素にはlactosylceramide一β一galactosidase活性はないと

報告している．

　又GH、一gangliosidosisの臓器には末端にgalactoseを

もつ91ycopeptideも蓄積するが，　Wolfeら28）はGM、一

gangliosidosis　1型の肝に蓄積するオリゴ糖の構造解析を

試み，erythrocyte　glycopeptide由来のものであろうと報

告し，Tsayら21，はケラト硫酸様の物質であり，骨酪由来

のものであろうと報告している，

　このようにGM、一gangliosidosisの成因の追求は，β一ga－

lactosidaseの基質特異性，又は生体内のオリゴ糖の代謝

経路の解明にも展開されてゆくことであろう．

5．結　　語

　GMユーgangliosidosisはβ一galactosidaseの異常を認める

疾患で，現在臨床的に2型に分類されているが，その臨床

所見と酵素欠損との関係が各研究室で一様ではない．本研
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究はこの点についてより明確iにしようという目的から，肝

および脳のβ一galactosidase活性をSephadex　G－150ゲル

炉過と等電点分画にて検討し，次の結果を得た．

　1）ヒト肝の4MU一β一galactosidaseはSephadex　G－

150ゲル源過で3成分に分画され（Fr．1，　Fr．工1，　Fr．　III），

各々の至適pHはpH　4．0（Fr．1，　II＞pH　6．5（Fr．　III）で

あった．GMrgangliosidosisの患児については，臨床的に

1型である症例1はきわめて低値のFr．1（acid一β．galacto－

sidase＞，1型と2型の中間の臨床所見を持つ症例2は低値

のFr．1とFL　III（neutra1－13－galactosidase），2型である

症例3はFr．　IIIのみであった．また対照，症例2，症例3

のFr・工IIの等電点は共にpH　4．5～4．6であった．

　2）ヒト肝の4MU一β一galactosidaseは，等電点分画に

て3成分に分離され（peak　1，2，3）各々の等電点はpH　4．2，

pH　4．3，　pH　4．55～4．65であった．引田肝の等電点分画は，

症例2，症例3について行なったところ，pH　4．5～4．6に等

電点をもつ1ピークのみが認められた．

　3）ヒト脳の4MU一β一galactosidaseは，　Sephadex　G－

150ゲル炉過で2成分に分画され（Fr．1，　Fr，2），至適pH

は共にpH　4．25であった．患児脳では，症例1，症例2，症

例3共にFr・1のみであったが，対照のFr．1とは至適pH，

熱安定性において異った性状を示した．

　以上の結果よりGム1、一gangliosidosisの1型は，きわめ

て低値ではあるがacid一β一galactosidase活性が残存し，

neutral一β一galactosidaseは欠損しているもの，2型は

neutra1一β一galactosidaseは欠損せず保有し，　acid一β一galac－

tosidaseに異常を認めるものと考える．

　終りに，本研究にあたり貴重な材料を御提供下さいまし

た，大阪大学医学部小児科学教室藪内百治教授，岡田伸太

郎講師，大阪市立大学医学部小児科学教室多田啓出教授に

感謝いたします．

　又御校閲を賜わりました中尾亨教授，実際に御指導下さ

いました折居忠夫助教援に感謝いたします．

　なお，研究の一部は昭和49年度文部省科学研究費補助

金（特定研究）による．

　又本研究の要旨は第17回小児代謝研究会（昭和49年11

月29～30日・大阪），第18回小児代謝研究会（昭和50年9

月11～12日・札幌）において発表した．

　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和51，1．7受理）
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