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緒言

タ ンパ ク質 あ るい は薬 剤 に糖 ペ プ チ ドを結 合 させ る

こ とに よつ て,肝 臓 へ の取 り込 み を上 昇 させ よ う とい

う試 みが 行 わ れ て い る(Kranzetal.,1976;Rogers

andKornfeld,1971).こ れ は,肝 臓 の細 胞 膜 上 に血

清糖 タ ンパ ク質 の レセ プ ター が 存在 す る こ と と関 連 が

深 い(PricerandAshwell,1971).糖 ペ プ チ ド鎖 の

末 端 に シア ル 酸が 結 合 して い る場 合 に は,レ セ プ タ ー

との 反 応 が低 い と 報 告 され て い る(Morelletal.,

1968,1971;VandenHameretal.,i970).本 実 験

で は,シ ア ル酸 含 量 が 比 較 的少 な く,ヘ キ ソー ス含 量

の 多 い卵 白 オ ボ ム コ イ ドか ら糖 ペ プチ ドを 調製 し,そ

れ を リゾ チ ー ム に結 合 させ る ことを 試 み た.得 られた

修 飾 リゾ チ ー ムの 肝 臓 膜画 分 へ の結合 を,nativeリ

ゾ チ ー ム の それ と比 較 した.

本 研 究 に対 し御 援助 い た だい た エ ーザ イ株 式 会 社研

究 開 発本 部 付 理 事 ・小 西 藤 治 博士 に 深謝 の 意 を 表 す

る。

材 料 と 方 法

材 料 と分 析 法 リゾ チ ー ム(LotNo.E5201,6

回再 結)は 生化 学 工 業 株式 会 社,ノ イ ラ ミニ ダ ーゼ

(Ciostridiumperfringens由 来,No.N-2876,U型)

は シ グマ社,BioRex70(3.3meq/mlbed,100～

200メ ッ シュ)は ビオ ラ ド社,コ ロ ジオ ンバ ッグ はザ

ー トリウス メ ンブ ラ ン社 ,グ ラス フ ァイバ ー フ ィル タ

ー(GF/c,2.5cm径)は ワ ッ トマ ン社 よ り それ ぞ

れ入 手 した.糖 ペ プ チ ド中 のヘ キ ソー ス の定 量 に は フ

ェノ ー ル硫 酸 法(Duboisetal.,1956),シ ア ル酸 の

定 量 に は ノ イ ラ ミニ ダ ーゼ 処 理 で 遊離 して くる シア ル

酸 を チ オバ ル ビッ ー ル酸 に よつ て 測定 す る方 法(Cas-

sidyetal.,1965;Warren,1954)を 用 いた.

リゾ チー ムの 活 性測 定 溶 菌 法(Litwack,1955)

に よつ た.す な わ ちMicrOCOCCUSlysodeiktiCUS菌 体

(生 化 学 工 業社 製)を0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)

に懸 濁 し,濁 度(540nm)が0.9～1.0に な る よ う

に調 製 した.30℃ に加 温 した試 料(3ml)を セ ル に

と り,10～100μ1の 酵 素液 を加 え,ダ ブ ル ビ ー ム分 光

光 度 計(日 立 製,124型)に よ り,そ の濁 度 の 減少 を

経 時 的 に記 録 した.こ の条 件 下 で 菌体 懸 濁 液 の 濁度 を

3分 間 に0.1だ け減少 させ る酵 素 量 を,酵 素 の1単 位

と定 義 した.

糖 ペ プチ ドの 調 製 まず,卵 白 か ら酸 処 理 ・硫 安 分

画 な ど に よ り オ ボ ム コ イ ドを 調製(Kanamoriand

Kawabata,1964)し,そ れ よ り 糖 ペ プ チ ドを 分 離

した.そ の た め に は,KanamoriandKawabata

(1969)の 方法 を 若 干 変 更 して 適 用 した.す な わ ち,
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Fig. 1. Gel-filtration of glycopeptide 
on a Sephadex G-50 column  (2.7x96 
cm). Gel was equilibrated and the 
sample was eluted with water.

精 製 オ ボム コイ ド19を0.O1M酢 酸 カ ル シウ ムを 含

む0.05Mト リス塩 酸 緩衝 液(pH8。0)50mlに 溶

解 し,100℃ で1時 間 加熱 した.氷 冷後 プ ロ ナー ゼP

に よ る消 化 を行 つ た(37℃,24時 間).こ の とき0.1N

カセ イ ソー ダ を加 えて 溶 液 のpHを8付 近 に保 つ た.

1N酢 酸 でpHを4.5に 下 げ て反 応 を止 め た の ち,減

圧 下で10m1に 濃 縮 した.こ の 溶 液 に10倍 容 の99

%エ タノ ー ル を加 え,生 じた沈 殿 を遠 心 分離(2000×

9,20分)し て集 めた.沈 殿 を同 緩 衝 液 に溶 解 し,⊥

記 の プ ロナ ー ゼ処 理 を さ らに3回 行 つ た.加 水 分 解 溶

液 を 減 圧 下 で10mlに 濃縮 した の ち,等 容 の10%

TCAを 加 え,沈 殿 を 遠 心分 離(2000×9,20分)し

て除 いた,上 清 につ いて セ フ ァデ ックスG-50に よ る

ゲ ル濾 過 を行 つ た(Fig.1).こ の操 作 に よ り 試 料 は

3つ の 画 分 に わ かれ た.糖 反 応 を 呈 した第2画 分 を 集

め,凍 結 乾燥 した.こ れ を精 製 糖 ペ プ チ ドと して 以 下

の実 験 に用 い た.精 製 オ ボ ム コ イ ドlgか ら糖 ペプ チ

ド約200mgが 得 られ た.こ の標 品 は,ヘ キ ソ ース と

シァル 酸 を そ れ ぞれ17%,1.2%含 有 して い た.

糖 ペ プチ ドに よ る リゾ チ ー ムの 修 飾 反 応 試 薬 と し

て トル エ ンジ イ ソ シア ネ ー トを 用 い る方 法(Rogers

andKornfeld,1971;SchickandSinger,1961)に

よ り,10mgの 糖 ペ プ チ ドを10mgの リゾチ ー ム と

反 応 させ た.

ア フ ィ ニ テ ィ ク ロマ ト グ ラ フ ィーMicrococcus

lysodeikticusの 乾 燥 菌体(生 化 学工 業 社製)か ら既報

の方 法(Ogataetal.,1974)に よ り調 製 した細 胞 壁

の リゾ チ ー ム ラ イセ ー トを リガ ン ドと して フ ァル マ シ

ア社 製 のCNBr-セファロース4Bに 結 合 させ た.

以 上 の 操 作 はYoshimotoandTsuru(1974)に よ る

もの と同様 で あ る が,本 実 験 で は酵 素 を 吸着 す る時

0.5M食 塩 の代 り に0.05M食 塩 を 含 む緩 衝 液 を 用 い

た.

SDSポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動Segrest

etat.(1971)の 方 法 に従 つ た.ゲ ル 中 の タ ンパ ク質

は クマ ジー プ リ リア ン トブ ルー によ つ て,糖 は過 ヨ ウ

素 酸 ・シ ッフ試 薬 によ つ て染 色 した.

リソチ ー ム の1251に よる ラベ ル 修 飾 リゾチ ー ム

とnativeリ ゾ チ ー ム を,ク ロ ラ ミ ンーT法(Green-

woodandHunter,1963)に よ りNai251(董7Ci/mg,

NEN社 製)で 標 識 した.25μgの リゾ チ ー ム に対 し

1mCiの 同 位 元 素 を 用 い た.反 応 液 は 全 景0.2mI

と した.

ラ ッ ト肝臓 な どの 細 胞膜 画 分 の 調 製Pricerand

Ashwell(1971)の 方 法 を若 干 変 更 して適 用 した.雄

ラ ッ ト(ド ン リュ ウ,体 重1709)を 断頭 し,肝 臓 ・

心 臓 ・腎 臓 を摘 出 した.そ れ ぞ れを,0.5mM塩 化 カ

ル シ ウム を含 む1mMト リス塩 酸 緩 衝 液(pH7.5)

中 で 摩砕 し,遠 心 分 離(2000×g,30分)を くり返 し

た の ち,ペ レ ッ トを5～10mlの 同 緩衝 液 に 懸 濁 し

た,各 組 織 か らの懸 濁 液 は,Lowryetal.(1951)の

方 法 によ る タ ンパ ク質 濃度 の測 定 に も とづ き,同 じ濃

度(3mg/m1)に な るよ うに同 緩 衝 液 で希 釈 して 以 下

の実 験 に用 い た,

結 果

修 飾 リゾ チー ム の 分 離

リゾ チ ー ムを,方 法 の項 で 述 べ た よ うに して修 飾 し

た の ち,0.lN塩 酸 でpHを6.5に 調 製 し,BioRex

70に よ るカ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィー を行 つ た.Fig.2

に 示 す よ うに,未 反 応 リゾ チー ムは 遅 れ て 溶 出 され

た,素 通 り画 分 を 集 め,コ ロ ジオ ンバ ッグ に よ り濃 縮

・透 析 した の ち,凍 結 乾 燥 した.こ の標 品 は,修 飾反

応 の 進行 程 度 の 差 異 によつ て生 じた種 々 の修 飾 リゾ チ

ー ムお よ び糖 ペ プ チ ドな どを含 む と考 え られ る.し た

が つ て,さ らにア フ ィニ テ ィク ロマ トグ ラ フィー によ

る修 飾 リゾ チ ー ムの 分 離 を行 つ た.結 果 をFig.3に

示 す 。 吸着 画 分 を 集 め,コ ロ ジオ ンバ ッグで 濃 縮 ・透

析 した の ち,凍 結 乾燥 した.得 られ た 標 品 を 「修 飾 リ

ゾチ ー ム」 と して 以 下 の実 験 に供 した.

修 飾 リゾ チー ム の 性 質

修 飾 リゾ チ ー ムの糖 含量 を測 定 した結 果,糖 ペ プ チ

ド1モ ル に対 して リゾ チ ー ムが1.2モ ル結 合 して い る

こ とが わ かつ た.修 飾 リゾ チ ー ム はnativeリ ゾ チ ー



Fig. 2. Chromatography of modified 
lysozyme on a BioRex 70 column 
(1.  5  x  30  cm). The equilibration and 
elution buffer used was 0. 2 M phos-
phate buffer-0. 25 M NaCI, pH 6. 5.

Fig. 4. Absorption spectra of lyso-

zyme and modified lysozyme. 

• , native lysozyme ; ----, modi-
fied lysozyme.

Fig. 3. Affinity chromatography of 

modified lysozyme. Column size : 

1. 4 x 4. 5 cm. Equilibration of the 

column and application of the sample 

were made with 0. 01 M phosphate 

buffer-0. 05 M NaCI, pH 7. 0. Elution 

was begun at the arrow with 0. 1 M 

glycine NaOH buffer-2 M NaCI, pH 
10. 0.

ム に対 して,約34%の 相対 活 性(溶 菌法 に よ る)を

有 して いた.修 飾 リゾチ ー ム は280nm付 近 に 吸収 極

大,260nmに 吸 収 極小 を示 した(Fig.4).Native

リゾチ ー ム に く らべ る と,吸 収 極 小 を 示 す位 置が 長 波

長 側 に10nm移 動 して い た.ま た,吸 収 極 大 値 と吸

収 極 小 値 の比 が 減 少 して い た.SDSポ リア ク リル ア

ミ ドゲ ル電 気 泳 動 によ る検 定 にお いて,修 飾 リゾチ ー

ム は,タ ンパ ク質 と糖 の 両者 につ い て そ れ ぞれ2本 の

バ ン ドを示 した,そ れ らの位 置 は 互い に一 致 して い た

(Fig.5).

修 飾 リゾ チー ム の肝 臓 細 胞 膜 画 分 へ の結 合

ト リス塩 酸 緩 衝 液(pH7.5)25μmoles,BSAO.5

mg,塩 化 カ ル シウ ム5μmolesと 肝 臓 細胞 膜 画 分

(300μg)の 懸 濁 液 を 混合 し(全 量0.5ml),振 と う し

Fig. 5. SDS-polyacrylamide gel elec-
trophoresis of modified lysozyme. 

 100  ,ug of the sample was applied. 
Protein was stained with Coomassie 

brilliant blue and sugar was stained 
with periodate-Schiff's reagent.

なが らイ ンキ ュベ ー ト(37℃,15分)し た.1251で 標

識 したnativeリ ゾ チ ー ム あ る い は 修 飾 リゾ チ ー ム

(20～40mCi/mg,15～20μg)を 加 えて,更 に イ ンキ

ュベ ー ト(37℃,30分)し た.0.1%BSA,0.01M

塩化 カ ル シ ウ ムを含 む氷 冷 した0.O1Mト リス塩 酸 緩

衝 液(pH7.5)5mlを 加 え反 応 を 止 め,グ ラス フ ァ

イバ ー フ ィル ター に 吸着 させ た.5mlず つ の 同 緩 衝

液 で4回 洗 浄 した の ち,赤 外線 ラ ンプ の ドで乾 燥 させ,

トル ェ ンーPPO存 在 下 で 液体 シ ンチ レー シ ョ ンカ ウ ン

タ ー に よ り放射 線 量 を 測 定 した,肝 臓 だ けで な く,心

臓,腎 臓 の 膜 画分 につ いて も同様 の操 作 を行 つ た.



Fig. 6. Binding of  ,25I-labeled, native 
or derived lysozyme preparation (25 
fig) by membrane fractions (300 fig) 
of rat tissues. [IJ, native lysozyme; \, 
modified lysozyme; ®!, modified lyso-
zyme treated with neuraminidase.

な お,こ の 実験 に お いて,糖 ペ プ チ ドの 末端 に付 い

て い る可 能 性 の あ る シアル 酸 を 除 く目的 で ノ イ ラ ミニ

ダ ー ゼ処 理 を 施 した 修 飾 リゾ チ ー ム を も 同 時 に 用 い

た.こ の もの の 調製 の ため にノ イ ラ ミニダ ー ゼ0.1単

位 を修 飾 リゾチ ー ムlmg(2mlの0.lM酢 酸緩 衝

液,pH5.0に 溶 か した もの)に37℃ で5時 間 作 用

させ た.こ れ を透 析 後 上 記 の 方法 で ア フ ィニ テ ィー ク

ロマ トグ ラ フ ィー にか けて 分 画 した.こ の 標 品 を 「脱

シア ル化 修 飾 リゾ チ ー ム」 と称 す る こ と にす る.

Fig.6にnativeと 上 記2種 の修 飾 リゾ チ ー ム の膜

分画 へ の結 合 能 を示 す.縦 軸 に は次 式 に よつ て求 め た

値 を表 示 して い る.

結合度(%)=フィルター上の残存放射活性-対象値－(修飾)リゾチームの放射活性

な お,対 照 値 とい うの は,イ ンキ ュベ ー シ ョ ン時 間

が0の と きの値 で あ る.図 示 して い るよ うに,肝 臓 の

膜分 画 に はnativeリ ゾチ ー ム6%,修 飾 リゾ チ ー ム

24%,脱 シア ル化 修 飾 リゾ チ ー ム29%が 結 合 し た.

ま た心 臓 の 膜 分画 で はそ れ ぞ れ,3%,6%,4%,

腎臓 の場 合 はそ れ ぞ れ,2%,12%,ll%で あつ た.

考 察

リゾチ ー ム は,酵 素 製 剤 と して肝 硬 変 な ど の治 療 に

広 く用 い られ て い る.そ こで,リ ゾ チー ム に糖 ペ プチ

ドを結 合 させ て,肝 臓 へ の取 り込 みを 増加 させ れ ば,

そ の薬 理 作用 を 強 め る こ とがで き るの で は な いか と期

待 され る,今 回 は,リ ゾ チ ー ム をオ ボム コ イ ドの糖 ペ

プチ ドで修 飾 して,い くつ か の性 質 を 調 べ た上,肝 臓

膜 画 分 との結 合 能 を 調 べ た.そ の 結 果,nativeリ ゾ

チ ー ム に比 べ て,修 飾 リゾ チー ムは約4～5倍 高 い結

合 値 を示 す こ とが わ か つ た.対 照 と して用 いた 心 臓 で

はみ るべ き結 果 が得 られ なか つ た,腎 臓で は,修 飾 に

よつ て リゾ チー ム の結 合 能 が 増 大 した が,結 合 量 そ の

もの が 肝臓 の場 合 と比 較 してか な り小 さ かつ た.こ れ

らの こ とは,本 実験 で観 察 され た修 飾 リゾ チー ムの反

応 が,肝 臓 の レセ プ タ ーへ の 特 異 的 な結 合 に も とつ く

こ とを示 唆す る.

と ころで,肝 臓 の レセ プ ター との反 応 の ため には,

糖 ペ プ チ ドの末 端 が ガ ラク トース で あ る ことが 必 要 で

あ り,こ れが シァ ル 酸 でふ さが れ て い る と阻 害 が お こ

る とい わ れ て い る(VandenHameretat.,1970).

シァ ル 酸 は,そ も そ も,哺 乳 類 の 血 清糖 タ ンパ ク質 の

肝 臓 によ る 除去 を 調 節 す る シグナ ル の役 目を もつ とい

う考 えが あ る(Morelletal.,1968,1971;Vanden

Hameretal.,1970).本 実 験 で 用 い た オ ボ ム コイ ド

由来 の 糖 ペ プ チ ドは,シ ア ル酸 含 量 が比 較 的少 な い の

で,Fig.6に 示 す よ うに,脱 シア ル化 に よ る 取 り込

み増 加 が あ ま り劇 的 で な い こ と は,当 然考 え られ る こ

とで あ る.こ れ に対 し,他 の種 類 の糖 ペ プ チ ド,た と

え ば フ ェ トゥイ ンで修 飾 した リゾ チ ー ム の場 合,ノ イ

ラ ミニ ダ ーゼ 処 理 を しな けれ ば取 り込 み はL昇 しな い

(RogersandKornfeld.,1971).肝 臓 へ の取 り込 み

の増 大 とい う日的 か らす れ ば,シ ア ル 酸 の少 な い オ ボ

ム コ イ ドの糖 ペ プ チ ドに よ る修 飾 は,シ ァ ル酸 を は ず

す ス テ ップ を必 要 と しな い と い う意 味 で便 利 な 方 法 で

あ る とい え よ う.も つ と も,・今回 用 い た糖 ペ プチ ドに

お いて も,は じめ は糖 鎖 の末 端 に シア ル酸 が 付 いて い

て 修 飾 あ る い は標 識 操作 中 に はず れ た,と い う可 能性

を 否定 で き な い.よ く知 られ て い るよ うに,ガ ラク ト

ース と シア ル酸 残 基 間 の α-ケトシド 結 合 は 切断 さ れ

易 い.さ らに異 る条件下 で の 実 験 が必 要 で あ る.今 回

用 い たinvitroの 系 の結 果 が,invivoに どの 程度 適

用 で き るか とい う点 と,実 際 に肝 臓 に入 つ た場合 の修

飾 リゾ チ ー ムの 挙動 につ いて は,と もに今 後 の 問題 と

して 残 さ れ る.い ず れ に しろ,こ こに報 告 した よ うな

試 み は,ド ラ ッグデ ザ イ ンの 方 法 の ひ とつ と して,有

力 な 手 がか り とな り得 るで あ ろ う.

要 約

オ ボ ム コ イ ドか ら とつ た糖 ペ プ チ ドを リゾチ ー ム に

結 合 させ,得 られ た修 飾 リゾチ ー ム を ア フ ィニ テ ィー

ク ロマ トグ ラ フ ィー な ど に よ り分 離 した.修 飾 リゾ チ

ーム は ,nativeの そ れ に比 べ て34%の 相 対 活性 を有

して い た.糖 ペ プ チ ドと リゾ チ ー ム の 結 合 比(モ ル)

は1:1.2で あつ た 。Nativeと 修 飾 リゾ チ ー ム を そ



れ そ れ1251で ラベ ル し,ラ ッ ト肝 臓 の 膜 画 分 とin

vitroで イ ンキ ュベ ー トした結 果,同 画 分 へ の リゾ チ

ー ムの結 合 能 は
,修 飾 した もの が約4倍 高 い こ とが わ

か つ た,ノ イ ラ ミニ ダ ーゼ 処 理 で シア ル酸 を 除 いた修

飾 リゾ チ ー ムで は,結 合 値 は さ らに 大 き くな つ た.ラ

ッ トの心 臓 や腎 臓 の膜 画 分 で は さ ほ ど著 しい結 果 が見

られ なか つ た こ とは,上 記 の結 果 が 肝臓 の特 異 的 な レ

セ プ タ ー に よ る こ とを示 唆す る.
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                                Summary 

   Lysozyme was linked to a glycopeptide of ovomucoid and the modified enzyme 
was purified by affinity chromatography. The modified lysozyme showed a relative 
activity of 34 % compared to the native enzyme. The molecular ratio of the glyco-

peptide to the enzyme was 1.2. When the native and the modified lysozyme prepara-
tions were labeled with 125I and incubated with a rat liver membrane fraction in vitro, 
the modified enzyme showed a 4-fold higher affinity for the liver than the native 
lysozyme. Removal of sialic acid by neuraminidase enhanced further the binding, Ex-
periments with the heart and the kidney gave less significant results, suggesting the 
specificity of the hepatic uptake of the modified lysozyme.


