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学位論文題目 角膜多糖類の分離と同定

(主査〉 (副査〉

論文審査委員 教授水 )11 孝 教授山村雄一教授山野俊雄

• 
論文内容の要 旨

〔目的〕

角膜に多糖類物質の存在することは早くから知られていたが， 1953 年 Meyer， K らはワ ν角膜か

らコンドロイチン硫酸，ゴンドロイチン，ケラト硫酸の 3 種を分離している。彼らはその後気管，鼻

軟骨，軟骨などの多糖類を研究し，施光度，アノレゴーノレに対する溶解度などの相違からいわゆるコ γ

ドロイチン硫酸 A， B, C，を分離し，角膜のゴンドロイチン硫酸はAであるとしている。一方Math-

, ews， M.B. らによる多糖類の赤外線吸収スペクトノレの検討によりコンドロイチン硫酸 A， C, の差は

硫酸基がヘキソサミンの 4 位および 6 位につくことによるとされ，角膜コンドロイチン硫酸もしたが

って4-硫酸であると考えられている。また近年多糖類の生物学的作用が注目されているが，角膜にお

いても膨化，透明性の保持などに多糖類が重要な役割りを果すことが知られている o Anseth, A，ら

は種々の条件下における角膜多糖類の変動を調べるため ECTEOLA セルロースカラムによる分離を

行なったがその結果は， Meyer, K. らの成績とはかなり異っている。すなわち角膜には分子量，硫酸

含量を異にするそれぞれ数種類のゴンドロイチン硫酸およびケラト硫酸が存在し，いわゆるゴンドロ

イチンは認められず，創傷治癒，透明性などに関しては高分子ケラト硫酸に意義があるとしている。

しかし彼らの方法は材料を蛋白分解酵素で消化したのち直ちにカラムによる分離を行なっており，彼

，らの定量結果でも低分子ケラト硫酸分画などはヘキソサミンに比して数倍の窒素量を示しているか

ら蛋白一多糖類結合物，いわゆる glycoprotein と考えられる。 これらの疑問を解決するため角膜多糖

類の分離と同定を行ない，あわせて角膜におけるゴンドロイチン硫酸とケラト硫酸の赤外吸収スペク

トノレを測定して構造推定の手掛りとした口

〔方法ならびに成績〕

ワ ν角膜をアセトンにより脱脂し，ペプν ンートリプν ンまたはパパインにより消化し， Sevag 法
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によって除蛋白を行ない，えられた白色粉末について，セルロースを担体とするアノレゴーノレ濃度勾配に

よるカラム， ECTEOLAセルロースカラム， Sephadex カラムを行なった。おのおのの分画物につきへ

キソース (anthrone 法)，ワロン酸 (carbazole法)，へキソナミン (Elson-Morgan 法)，硫酸(Wagner

法)，蛋白質 (Lowry 法と紫外部吸収入コラーグン (Mitoma らのオキ V プロリン定量)，結合水(塩

化コパノレト法)を定量し，またカリワム塩に置換した試料についての赤外線吸収スペクトノレを測定し

た口以上の結果えられた角膜多糖類は蛋白質およびコラーゲンを含まず， これをセノレロース・アノレゴ

ーノレカラムにかけるとゴンドロイチン硫酸，ケラト硫酸の 2 分画に分離されることが分った口ゴンド

ロイチン硫酸はヘキソサミン，ワロン酸各 1 モノレに対し硫酸 0.56 モノレ含まれ，ケラト硫酸はヘキソ

サミン， へキーソース， 硫酸を等モノレに含み，これらの和に結合水量と塩類の計算値を加算すると

全重量を満足するので両者は純粋な多糖類試料であると判断された口 この両者をさらに ECTEOLA

セルロースカラムで分画するとコンドロイチン硫酸は主として 1 分画に溶出されるが，少量ながら第

2 ，第 3 のピークも認められた。しかし ECTEOLA セノレロースではゴンドロイチン硫酸とゴンドロ

イチン，あるいは Anseth， A. らのいう分子量差の分画は不十分であると思われる。ケラト硫酸分画

は ECTEOLA セノレロースカラムにより微量の狭雑物が除かれるほかは全部が 1 分画に溶出された。

したがって純粋な角膜ケラト硫酸はほぼ 1 種類の物質で分子量，硫酸含量などのばらつきは少ないと

判断された口また Anseth らの方法を追試して蛋白分解酵素による消化物をそのまま ECTEOLA

セノレーロースカラムにかけると酵素の作用時間，温度などの条件によりその後の分画に変動が生じる

ことが分った。 したがって蛋白分解酵素を作用させて後に glycoprotein を含む分画の変動で生物学

的作用を論ずることは注意を要すると考えられる。これらを赤外線吸収スペクトノレにより検討すると

コンドロイチン硫酸は 4-硫酸，ケラト硫酸は 6-硫酸としての吸収が認められ，化学的方法によるこ

れまでの同定と一致する結果を示した。

〔総括〕

ワ ν角膜から蛋白およびゴラーゲンを含まない純粋の多糖題を抽出し，これをセノレロース，アノレゴー

ノレカラムと ECTEOLA セルロースカラムにより分画し，化学的定量と赤外線吸収スペクトノレによっ

て chondroitin 4 -sulphate と keratan sulphate の 2 種類であることを確かめた。上記のカラムに

よる分画では角膜ケラト硫酸は 1 種類の物質であった。コンドロイチン硫酸も大部分は 1 種で不飽和

の 4-硫酸物であると考えられたが少量ながら第 2 ，第 3 のピークとして分画するものも認められた。

論文の審査結果の要旨

〔研究目的〕

角膜は無血管性の透明な結合織として特異な組織であるが，その構成々分の一つである酸性多糖類

は角膜の膨潤性，透明性に重要な関連を有するといわれている。本研究は角膜に実際に存在する多糖

類を純粋な形で抽出し，その化学的特性を研究して酸性多糖類の意義を検討する基礎にしようとした

ものであるる D
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〔研究方法〕

1) 多糖類の抽出はワ ν角膜を材料として，蛋白分解酵素で分解したのち， Sevag法，カオリンの使

用により十分除蛋白することを目標に行ない，最後に 2%溶液でビューレット反応陰性の試料をえた。

これを Gardel1のセノレロースカラムによりケラタン硫酸とコンドロイチン硫酸に分離し，おのおのを

さらに ECTEOLA セルロースカラムにより純化し，最後にセブァデックスで、脱塩した試料に必要量

の電解質を加えてアノレコーノレから沈澱させ白色粉末をえた。

2) 上記白色粉末について蛋白質(コラーグンを含む)，ヘキソース，ヘキソナミ γ，ヘキスクロン酸，

N, S，および塩化コパノレト法による結合水量の定量を行なった。また KBr 錠剤法による赤外線吸収

スペクトノレを測定し，超遠心法による解析も行なった口

〔研究結果〕

1) 化学的定量によりえられた試料が蛋白質を含まないケラタン硫酸とゴンドロイチン硫酸であるこ

とを確めた。

2) 両者の結合水量を測定し，また他の数種の多糖類のそれと比較して結合水量は分子量および硫酸

基，カノレボキ Vノレ基の数に比例することを認めた。

3) 赤外線吸収スペクトノレにより角膜に存在する多糖類の構造推定の根拠を求め，ことに硫酸基の位

置についてケラタン硫酸はヘキソナミンの 6-硫酸物，ゴンドロイチン硫酸は 4 ー硫酸物であることを

認めたD

4) カラムによる分画と超遠心解析により，以上の方法でえられた角膜多糖類はそれぞれほぼ一定の

分子量数で揃っていることを確めたD

むすび

以上により角膜に存在する酸性多糖類がケラタン糖酸 (6-硫酸物)とコンドロイチン 4-硫酸であ

ることを確認し，その化学的特性の幾っかを明らかにしたことは，角膜多糖類の意義を研究する上に

基礎的知識を与えたものと考える。
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