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学　位論　文　の　内　容　の　要　旨

細胞はその表層にタンパク質や脂質に結合した糖鎖構造を提示し、糖鎖の多くが分子間相互作

用あるいは細胞間相互認識などに深く関与している。特に、微生物の宿主細胞への感染に′おいて、

糖鎖構造をもった分子は感染における受容体として機能している。胃粘膜表層にも糖鎖構造が提

示されているが、その中で糖タンパク質糖鎖に存在するルイスｂ抗原や、糖脂質であるスルフ．ァ

チドは、難治疾患の一つである胃ガン誘発の原因とされている病原細菌月ｂ肋ぬｃね灯油（互

助が付着する分子として報告されている。

本論文では、胃粘膜表層に提示されるルイスｂ抗原やスルファチドを、細胞を傷つけることな

く選択的に分解あるいは修飾することにより、忍脚妨の胃粘膜表層への付着阻害を最終目的と

している。そこで、茸〝加の付着に関与する複合糖質、特に糖タンパク質糖鎖や糖脂質修飾に

働く酵素を検索し、その特性を解明することにより、酵素製剤としての可能性を検討した。

1）糖タンパク質糖鎖切断酵素の検索とその酵素化学的性質

糖タンパク質糖鎖に見出される末端か（1→2）．Ｌ－フコシド結合含有ルイスｂ抗原の切断に関わる

酵素の検索は、まず、糖タンパク質であるブタの胃ムチン（ＰＣＭ）を用いた集積培養によりＰＧＭ資

化性菌を分離することにより行なった。分離菌について、フコース含有糖タンパク質であるＰＧＭ

と末端か（1→2）－しフコシド結合含有オリゴ糖である2′－フコシルラクトースを基質にして、分離菌

由来粗酵素液七の酵素反応により遊離されるしフコースを定量するα－しフコシダーゼ活性測定を

行なったこ両基質に対して強い活性を示したＮｏ．521株を選択し、β〟Ｃ血∫Ｃｅ′も以可β．ｃｅ柁鋸∫）と同定

した。次に、本菌が生産する酵素の生産条件と細胞内局在性を調べた。培地に添加したＰＧＭは
Ｊ

α＿レフコシダーゼ生産を誘導し、酵素は菌体外に分泌された。α＿Ｌ－フコシダーゼを電気泳動的に

均一に精製し、酵素化学的諸性質を調べた結果、オリゴ糖鎖中末端α－（ｌ→2）－しフコシド結合に特

異的に作用し、Ｌ－フコースを遊離することを明らかにした。すなわち、β．ｃｅ柁封∫の生産するα－し

フコシダーゼはルイスｔｂ抗原内末端しフコース残基の遊離に有効であり、他起源の酵素とは基質

特異性が異なることを明らかにした。
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2）糖脂質修飾酵素の検索とその酵素化学的性質

胃粘膜表層での〝〝わｒノ付着の相乗的な阻害効果を目的として、且〝わｒノ付着ターゲットとさ

れる糖脂質、すなわちスルファチドの修飾に関わる酵素＼を検索した。スルファチドは末端ガラク

トース残基の3位が硫酸化されており、細胞表層に提示されている。そこで、硫酸基の遊離を行

なうスルファターゼの検索を行なった。既に、哺乳類由来アリルスルファターゼＡはスルファチ

ドとアリール硫酸エステルを脱硫酸化するとされていることから、アリール硫酸エステルを基質

として用い、分離したＰＧＭ資化性菌の中からアリルスルファターゼＡ活性をもつ微生物を検索

し、た。その結果、土壌中から分離、同定したグラム陰性細菌Ｃ〟用ムαＣ加ゎⅥ泌′からアリール硫酸

エステルに対して脱硫酸イヒ反応を触媒するⅠ型アリルスルファターゼを、グラム陽性細菌

Ａ弟ｃｍ∂αＣねｒｇ〟朋Ｓｐ．から丁型とⅠⅠ型、および非Ⅰ、ⅠⅠ型の特徴を合わせもつ新規なアリルスルファタ

ーゼを単離した。しかし、Ｃ．占用α最′および〟ｋｒｏαＣｅｒね仰Ｓｐ．由来アリルスルファターゼにはスル

ファチドの脱硫酸化反応は認められなかった。

そこで、スルファチド分解酵素の検索を継続した。検索する酵素としては、スルファチドの糖－

セラミド間を切断するエンドグリコシルセラミダーゼおよびセラミド部分のルアシル結合の加水

分解反応を触媒する酵素を対象とした。これら酵素のスクリーニングはブタ脳アセトン粉末（ＢＡＰ）

分解活性や、スルファチドと同じ単糖－セラミド構造を有するガラ系列スフィンゴ糖脂質であるガ

ラクトシルセラミドのガラクトース切断・遊離活性を指標として、研究室保存のｐＧＭ資化性菌、

海洋性細菌、およびＴｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅに対して行ない、ＲｈｏｄｂｃｏｃｃｕｓｅｑＬＬÅｒＣＣ21107を見出した。Ｒ．ｅｑｕｉ

ＡＴＣ（〕21107はガラクトシルセラミドからのガラクトース遊離を示したことから、エンドグリコシ

ルセラミダ」ゼの生産が明らかとなった。これらの結果により、打〝わ′・ｆの付着阻害に働く糖脂

質分解酵素の単離を可能とした。

本論文で糖タンパク質糖鎖分解酵素と、して単離したβ．ｃｅγｅ鋸∫由来ｌ，2－α－Ｌ－フコシダーゼおよび

糖脂質分解酵素として単離可能とした凡叩‘ｊ由来エンドグリコシルセラミダーゼは、ヒト胃粘膜

表層に提示される複合糖質の糖鎖部分を切断することにより、打〝わｒノの付着を阻害する酵素と

して有用であると考えられる。今後は、ヒ・ト胃ガン培養細胞を用いた打〝わｒ′付着阻害活性評価

試験を実施することにより、これらの酵素の打〝わｒＪ感染予防や除菌のための経口投与可能な酵

素製剤としての利用が期待される。

審　査　結　果　の　要　旨

細胞表層にはタンパク質や脂質に結合した糖鎖構造が提示され、その糖鎖の多くが分子間相互

作用あるいは細胞間相互認識などに深く関与している。特に、微生物の宿主細胞への感染におい

て、糖鎖構造をもった分子は感染における受容体として機能している。胃粘膜表層に提示されて

いるルイスｂ糖タンパク質や、糖脂質であるスルファチドは、難治疾患の一つである胃ガン誘発

の原因とされている病原細菌助ノブｃｏムａｃｆｅｒｐｙノ打ノが付着する分子として報告されている。

本研究では、酵素を用いて胃粘膜表層に提示されるルイスｂ糖タンパク質やスルファチドを選

択的に分解あるいは修飾することにより、且．卯′ノ打ノ感染に対する抗付着療法の開発を最終目的
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としている。本論文は、且　ｐｙノｒノの付着ターゲット分子の修飾に働く酵素を検索し、その特性

を解明することにより酵素製剤としての可能性をまとめたものである。1）付着ターゲットとさ

れるルイスｂ糖タンパク質糖鎖を切断する酵素を検索して、ぬｃノノノ〟5Ｃｅｒｅぴぶから新規なα－（1

→2）－Ｌ－フコシダーゼを取得した。2）もう一つの付着ターゲットとされるスルファチドの修飾に

関わる酵素を検索しで、Ｃ行0ぬｃｆｅｒ ｒａａ互ノブおよび肌ｃｒｏムａｅとｅｒノ〃刀Ｓｐ．に新規なアリルスル

ファターゼを、さらに3）朗0血ｃｏｃｃ〟ぶｅ如にスルファチドの糖－セラミド間を切断するエンド

グリコシルセラミダーゼを見出した。

以上のように、且Ａ再五再付着ターゲットを切断あるいは修飾する新規な酵素を精製・単離しセ、

その特性を明らかにした。現在、ヒト胃ガγ培養細胞を用いた且ノｐｙノ打ノ付着阻害活性評価試験を

実施しており、これら酵素は且即血石感染予防や除菌のための酵素製剤としての利用が期待され

る。

よって、本論文を博士（工学）の学位論文として価値あるものと認める。
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