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は じ め に

胃粘膜糖蛋白質は,胃 被蓋上皮より分泌され

胃粘膜面に非撹拌層を形成し,物 理的,化 学的

刺激より胃粘膜 を保護 しており1),そ の合成過

程の最終段階で,胃 被蓋上皮細胞のゴルジ装置

に存在する一連の糖転移酵素群により糖を付加

され完成する.こ の糖鎖は,胃 粘膜防護御因子

の一つとして重要な機能を有 していると考えら

れる2).胃 粘膜糖蛋白質の合成の制御機構は充

分に解明されてはいないが,胃 粘膜糖蛋白質は

活発に生合成されると同時に常に酸,ペ プシン

等の攻撃因子による消化,分 解を受けているも

のと考えられる.

従来,防 御因子に影響する糖鎖構造として,

ムチン型糖鎖のみが議論されて来たが,胃 粘膜

表面でムチン型以外の分泌糖蛋白質,お よび被

蓋上皮表面の糖蛋白質のアスパラギン結合糖質

も胃粘膜の防御,保 持にかかわっている可能性

がある.事 実Strous等3)は ラット胃粘膜内に

少なくとも2種 類のガラクトース転移酵素(以

下, UDP-Gal-Tと 略 す)の 存在する事 を報告

している.す なわち0-グ リコシ ド結合糖鎖(ム

チ ン型糖鎖)の みを持つアシアロ羊顎下腺ムチ

ンを基質 とするUDP-Gal-Tと, N-グ リコシ

ド糖鎖(ア スパ ラギ ン結合糖鎖)の みを持 つオ

ボムコイ ドを基質 とするUDP-Gal-Tで あ る.

今 回著者 は, Strous3)ら の 方法 を参考 に しヒ

ト胃粘膜UDP-Gal-T活 性 測 定法 の基礎 的検

討 を行 った.活 性測定基 質 としてN-グ リコシ

ド結合糖 鎖のみを持 ちムチ ン型糖鎖 を欠 く,オ

ボムコイ ドを用いた.

対象及び方法

1)材 料

以下の ものを用いた.

UDP-[3H]-galactose (New England Nuclear), 

UDP-galactose, Type III-O ovomucoid (Sig

ma corp), ƒ¿-galactosidase, ƒÀ-galactosidase 

(SEIKAGAKU KOGYO)

2)対 象と方法

(1)酵 素溶液の作製
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手術時得 られた十二指腸潰瘍症例及び胃癌症

例の健丈部 を用いた.胃 粘膜の処理方法は粘膜

を摘出後直ちに氷冷した生理食塩水で洗浄し血

液成分を除去 した後,メ スで剥離し湿重量の40

倍0.25Mの スクロースでホモジナイズし500×

g, 10分遠心した後上清 を酵素溶液とした.

(2)酵 素活性測定法

ガラク トース転移酵素活性 の基質 として未処

理のType IIIオボ ムコイ ドを用 いた5).測 定 条

件の検討 はStrousら の条 件3)を 参 考 に し、岡

本の方法 に準 じ4)DISK法 で 行 った.蛋 白量は,

 Lowry法6)で 測 定 した.

結 果

1)UDP-Gal-T活 性 測定の至適条件

(1)オ ボ ムコイ ド量 とUDP-Gal-T活 性.

UDP-Gal-T活 性 は,反 応溶液 中オボムコイ

ド6.6mg protein/mlま で は基 質 量 に依 存 した

が,そ れ以上で は一定 となった. (Fig. 1)従 っ

て以 下 の標 準 測 定法 で はオ ボ ム コ イ ド濃 度

9.9mg protein/mlを 用 いた.

(2)非 標 識UDP-ガ ラ ク トー ス 濃 度 と

UDP-Gal-T活 性.

酵 素 活性 は反応 溶液 中のUDP-ガ ラ ク トー

Fig. 2 Dependency of the UDP-galactosyltrans

ferase activity on the galactose concen

tration.

ス濃度 に依存 した. 0.3mMで 最 も高い測定値

とな り,そ れ以上では軽い抑 制が認 められた.

以 下,標 準 測定 で は0.3mMのUDP-ガ ラ ク

トースを用 いた.(Fig. 2).

Fig. 1 Dependency of the UDP-galactosyltransferase activity on the ovomucoid

 concentration. UDP-galactosyltransferase was determined in the standard

 assay proccedure. Ovomucoid was changed from 0 to 6.6mg protein/ml.
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Fig. 3 pH dependency of the UDP-galactosyl

- transferase activity. •œ; MES buffer, •£

; Tris-HCl buffer.

(3) pHのUDP-Gal-T活 性 に与 える影響.

 pH 5.0-7.0ま で を50mM MES緩 衝 液 で,

また, pH 7.0-8.2ま で を50mM Tris-HCl緩 衝

液で,検 討 した. 50mM MES緩 衝 液pH 6.8

で 最 も高 い活性 が 得 られた(Fig. 3).更 に

Tris-HCl緩 衝 液pH 8.0に も もうひとつ のピー

ク を認 め た.以 下,標 準 測 定 法 で は50mM

 MES緩 衝 液pH 6.8を 用 い た.

(4) MnCl2, Triton X-100, 2-Mercaptoethanol

のUDP-Gal-T活 性 に 及 ぼ す 影 響.

Mn2+濃 度 は, 15mMか ら20mMで

UDP-Gal-T活 性 は,プ ラ トー を形成 した(Fig .

 4(a)).本 酵 素活性 の発現 にはMn2+が 必 須 で

あった.標 準測定 法で は, 15mMを 用 いた.

反 応溶 液中に表面活性剤Triton X-100を 加 え

るこ とに よ りUDP-Gal-T活 性 の上昇が認 め

られた(Fig. 4(b)). Triton X-100濃 度1.5mg

/mlで は無添加時 に比べ,酵 素活性 は約160%上

昇 した.ま た2-Mercaptoethanol非 添 加 時酵

素活性 は, 85%に 低 下 した.

(5)反 応 時間,酵 素溶液蛋 白量.

酵素活性 は反応時間90分 まで,ま た酵素溶液

蛋白量 は20μgか ら100μgま で直線状 に上昇 し

た(Fig. 5).胃 粘 膜 湿重 量5mg以 上 で酵素活

性測定が可能であ った.

以 上 の 結 果 よ り オ ボ ム コ イ ド を 基 質 と し た

UDP-Gal-T活 性 の 標 準 測 定 活 と し て 以 下 の

条 件 が 適 当 と 考 え ら れ た.

30μlの50mM MES buffer pH 6.8中 に, 5

mM, 2-mercaptoethanol, 15mM MnCl2, 9.9mg

Fig. 4 Dependency of the UDP-galactosyltransferase activity on the Mn2+ con

centration (a) and Triton X-100 concentration (b).
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Fig. 5 Dependency of the UDP-galactosyltransferase activity on the amount of

 the enzyme protein (a) and the incubation time (b).

Fig. 6 Standard assay procedure of the UDP

- galactosyltransferase.

/ml ovomucoid, 0.3mM UDP-galactose, 1.7μ

Ci/ml UDP-[3H]-galactose, 1.5mg/ml Triton

 X-100を 含 む基質溶液に20μlの 酵素溶液 を加

え総量50μlと し37℃20分 よ く振盪 しなが ら反

応 させ た。 その後,直 ちに氷冷 した0.5規 定 塩

酸中1%リ ンタングステ ン酸1mlを 加 え反応 を

停止 させると同時 に基質のオボムコ トドを不溶

化 した.そ れ を, Whatmann GF/B(直 径2.4cm)

で 濾紙上 にアプライし、オボムコイ ドを5%ト

リクロル酢酸で吸引下に洗浄 した後,濾 紙 を赤

外線で乾繰 させ,濾 紙上 の放射活性 を乳化 シン

チ レー ターACS II 6ml中 で 測定 した(Fig.

 6).

2)反 応 産物の検 討

(1)オ ボ ムコイ ドとガラク トースの結合の証明

オボム コイ ド, UDP-[3H]ガ ラ ク トース を基

質 とし,ヒ ト胃粘膜ホモジネー トを酵素溶液 と

して酵素反応 を行 わせ た後,反 応 を停止 し反応

溶液 を透析 した.透 析後SDS-ポ リアク リラミ

ド電気 泳動 を行 い更 に フル オ ログラ フィー を

行 った ものを レー ンc)に 示す.レ ー ンa), b)

にお のおの, a)オ ボ ム コイ ド, b)UDP-[3H]

ガ ラ ク トースを欠 く反応溶液の クマ シーブルー

染色 を示す.反 応 産物 中の放射活性はすべ て分

子量28,000ダ ル トンのオボムコイ ドに一致 して

いた(Fig . 7).

(2)オ ボ ムコイ ドとガラク トースの結合様式.

上 記 と同 様 の 酵 素 反 応 産 物 をSephadex

 G-50 column chromatographyで 分 離す るとオ

ボムコイ ド結合分画がボイ ド分画 に流出 された

(Fig. 8-a).こ の 分画 を無処 理あるい は, α-

ガ ラク トシ ダーゼ処 理7),あ る い は, β-ガ ラ

ク トシ ダーゼ処理8)後 再 び同一の カラム に負荷

した ところ,無 処理,ま たは α-ガ ラク トシター
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Fig. 7 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of the reaction products. [3H]

-labelled reaction products were dialyzed and subjected to the electro

phoresis.
STD); molecular weight standard

lane a); same amount of ovomucoid

lane b); reaction mixture without [3H]-labelled galactose

lane c); fluorography of the reaction mixture

Fig. 8 Sephadex G-50 column chromatography of the reaction mixture. a); orig

inal reaction mixture. b); The void fraction of a) was reapplied on the

 same column after the ƒÀ-galactosidase digestion (•œ), the ƒ¿-galactosidase

 digestion (•£), or without treatment (•¡).
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Fig. 9 The effect of GlcNAC on the UDP-galac

tosyltransferase activities. Ovomucoid

(•œ) or asialo-agalacto-fetuin (•›) was

 used as substrate.

N-acetylglucosamine in the range of 0

 to 100mM was added to the standard

 assay mixture. Enzyme activity in the

 absence of GlcNAC was supposed to 100

 activity for each substrate.

ゼ処理の場合放射活性 はボイ ド分画 に排 出され

たが, β-ガ ラク トシ ターゼ処理 を行 う と放 射

活性 はすべて遊離 の[3H]-ガ ラ ク トース として

回収 し得 た(Fig. 8-b).

3)N-ア セ チ ル グ リ コ サ ミ ン に よ る

UDP-Gal-T活 性 阻害(Fig. 9).

標 準UDP-Gal-T活 性 測 定 によ る酵 素活性

を100%と した.反 応溶 液中に遊離 のGlcNAC

を加 えるとアシアロアガラク トフェツインを基

質 と した系 で はGlcNAC 100mMで 約70%酵

素 活性 が抑制 されたが,オ ボムコイ ドを基質 と

した系 では100%抑 制 された.

4)酵 素活性の安定性.

無処理胃粘膜ホモジェネー ト上清を-70℃ 2

週間保存 し酵素活性の変化を検討した.無 処理

のまま保存 した場合酵素活性の低下は見られな

かった.上 清で保存すると5%の 活性低下がみ

られた,上 清 を凍結と解凍を繰 り返すたび一回

毎に約10%の 活性が失われた.

考 案

胃内腔 にお いてmucous harrierを 形 成 す る

胃粘膜糖蛋 白質 は,常 に強烈な酸,ペ プシンに

さ ら され て お り,消 化,分 解,運 動 に よる

wash outを 繰 り返 している.こ れ らの攻撃 因

子 に対抗 するため粘膜糖 蛋白質は活発 に合成 さ

れている.こ の胃粘膜糖 蛋白質は,そ の生合成

の最終段 階に近 い過程で一連 の糖転移酵素 によ

り糖が付加 され完成する.こ れ ら一連 の糖転移

酵素の発現 は,被 蓋上皮細胞 の指標酵素 と考え

られ ている9). UDP-Gal-Tは,ヒ ト胃にお

いては,幽 門腺領域では被蓋上皮細胞 に,ま た

胃底腺領域 では被蓋上皮細胞 と主細胞 に存在す

る10).ま たUDP-Gal-Tの 胃粘 膜被蓋 上皮細

胞 にお ける局在 は,ゴ ル ジ装置 に ある ことが

ラ ットで証 明されている11).

今 回,著 者 は,オ ボム コイ ドを基質 としてヒ

ト胃粘 膜UDP-Cal-T活 性 の測 定 を試み,そ

の測定条件 の標準化 を行 った.オ ボムコイ ドは,

分 子量28,000の アスパ ラギ ン結合糖蛋 白質で,

 UDP-Gal-Tの 基 質 となるN-ア セチル グルコ

サ ミンを末端 に有 して お り12),基 質 として前

処置無 しで十分活性 を持 ち,ア シアロアガ ラク

トフェツイ ンやアシアロ顎下腺 ムチ ンと異な り

一定 の基 質 を得 られ る利 点 もあ ると考 えられ

た.

酵 素活性 はマ ンガン存在下 で活性化 され,更

に 表 面 活 性 剤Triton X-100, 2-

mercaptoethanolに よ り活性 の上昇 が認 め られ

た.主 な結合 産物 は,オ ボムコ イ ド末端 のN-

アセ チル グルコサ ミンに β結合 した[3H]-ガ ラ

ク トース とオボムコイ ドであ り,内 因性 アクセ

プターの影響 はほとんど認め なか った.

従 来 ヒ ト胃粘 膜UDP-Gal-T活 性 測定 は測

定基 質 と してO-グ リコシ ド結合糖 鎖 とN-グ

リコシ ド結合糖鎖 を合 わせ持つ アシアロアガラ

ク トフェツイ ン(以 下ASFと 略 す)を 用 いて

行 われて来た4).し か し,基 質特 異性 において

ヒ ト 血 清13),肺 癌14),大 腸 癌15)の

UDP-Gal-Tは 単 一 の酵素 ではないことが解 っ

て きた.ま た, Strous3)ら に よ りラ ット胃粘膜

において もN-グ リコシ ド結合型糖 鎖(オ ボム
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コイ ド)に 特異 的 なUDP-Gal-TとO-グ リ コ

シ ド結合型糖鎖(ア シアロ羊顎下腺ムチ ン)に

特異 的 なUDP-Gal-Tの 二 種類 の酵素 が存 在

する事が明 らかになった.そ してヒ ト胃粘膜 に

も同様 に二種 類 のUDP-Gal-Tが 存 在 する事

が考 えられ,従 来 のASFを 用 いて得 られ たヒ

ト胃粘膜UDP-Gal-T測 定 の結果4)は,二 種類

のUDP-Gal-Tの 総 和 を測定 した もので あっ

たと考 えられる.

従って,胃 粘膜中の防御因子としての糖鎖の

役割もムチン型糖鎖とアスパラギン結合N-グ

リコシ ド結合型糖鎖及びそれらの酵素活性 を

別々に測定する必要が生じる.

今回の研究 では,基 質 と してN-グ リコシ ド

結合型糖鎖のみを持つ オボムコイ ドを用 いてヒ

ト胃粘 膜UDP-Gal-T活 性 の測定 を試 み高い

活性 を得 た。測定 した酵素がO-グ リコシ ド結

合型糖鎖 を基質とするものか どうか明 らかで は

ない.し か し, N-ア セ チル グルコサ ミンに よ

るUDP-Gal-T活 性 阻害 が,オ ボム コイ ドを

基質 とした場合 とASFを 基 質と した場合で は

異 なる事(Fig. 9)が 判 明 した.こ の事実 は,

お そ らく今回測定 した酵素 は, N-グ リコシ ド

結合型糖 鎖のN-ア セチルグル コサ ミン残基 に

ガラク トースが結合する作用 を有する もので,

いわゆるムチ ン型 のN-ア セチルガラク トサ ミ

ン残基 にガラク トースが結合す るもの と異 なる

事実 を示 していると考 えられる.

胃 粘膜糖 蛋 白の主成分 であ るムチ ンの糖 鎖

は,ガ ラク トース, N-ア セ チルガラク トサ ミン,

 Nア セ チ ルグル コサ ミン,フ コー ス,シ アル

酸から成 りマ ンノース を含 まず ムチ ン型糖鎖の

みよ りなっている3).そ して,ヒ ト胃粘膜 ムチ

ンはムチ ン型糖鎖 のみを有 している.17).従 っ

て今 回測定 した酵素 は,胃 粘膜 ムチ ンの糖鎖合

成自体 に係 わっている とは考 え難い.お そらく

ムチン以外の分泌糖蛋白あるいは細胞膜糖蛋白

の糖鎖の合成に係わっているものと考 えられ

る.

本測定系でのUDP-Gal-T活 性測定 は,内

視鏡下胃粘膜生検組織で十分測定可能であり臨

床的に十分利用し得る有用な測定法と考えられ

た.こ の酵素が胃粘膜防御機構の上でどのよう

な役割を果たしているのか,ま た胃潰瘍を初め

とする胃粘膜病変発生及び治癒過程にどのよう

にかかわっているのか,ま た薬剤投与によりど

の様に変動するか興味ある問題であり,今 後さ

らに十分な検討を加える必要が考えられる.

ま と め

1)ヒ ト胃粘膜糖蛋白合成の指標として胃粘膜

ガラク トース転移酵素活性測定の基礎的検討

をおこなった.

2)測 定基質 としてオボムコイ ドを用いた.オ

ボ ムコイ ドは,前 処置な しで十分活性 を持ち,

 SDS-ポ リ ア ク リラ ミ ド電気 泳動 で ガラ ク

トースの受容体 である事が証明 された.

3)反 応 溶 液 中 の オ ボ ム コ イ ド濃 度 は, 6.6mg

 protein/mlで プ ラ トー に 達 し9.9mg protein/

mlを 用 い た.至 適pHは, 6.8で あ り,強 い

マ ン ガ ン イ オ ン の 必 要 性 を認 め た.

4)ガ ラ ク トースは,オ ボムコイ ド末端 のN-

アセチルグルコサ ミンにβ結合 していた.
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A study on the galactosyltransferase activity of human gastric mucosa

Part 1. Assay conditions with ovomucoid as a substrate.

Shunsuke KAGAWA

The First Department of Internal Medicine,

 Okayama University Medical School,

 (Director: Prof. H. Nagashima)

The conditions assaying for UDP-galactosyltransferase in human gastric mucosa was stu

died. Ovomucoid without any pretreatment was employed as a substrate. The optimal pH was 

6.8. Manganese, 2-mercaptoethanol and Triton X-100 were required for maximum enzyme 

activity. In the standard assay; 20ƒÊl of enzyme solution was added to 30ƒÊl of 50mM MES 

buffer containing 5mM 2-mercaptoethanol, 15mM MnCl2, 9.9mg protein/ml ovomucoid, 0.3

mM UDP-galactose, 1.7ƒÊCi/ml UDP-[3H]-galactose and 1.5mg/ml Triton X-100, and incuba

tion was carried out at 37•Ž for 20min. [3H]-labelled ovomucoid was the only radioreactive 

reaction product detected. All galactose residue incorporated was liberated by ƒÀ-galactosidase 

but not by ƒ¿-galactosidase.


