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歯周組織の酸性ムコ多糖体に関する研究

本 拠

A Study on Acid Mucopolysaccharides in Periodontal Tissues 

Kenichi MUNEMOTO 

(u肝fl43fjニ3n30EI~jり

序 -=き・
日

には，必殺，細胞，法'l1の 3成分!こよ

され， {fどとする脱獄により特児約な構成線約を:止し

ている 絞tJ:.ムコ~納付.: (AMPS) はその r~:1の1Jif'îの l nX;

うよもよ七絞的研究の進んでいる成分である.その構造，分

{riなどにi対する勾fI見は Mcyer …門の業績{こよるところ

が大さく，耳~:(仁 8 部矧の AMPS が'1-11 られているし2) ま fこ，

その~l:合!丸代議Jなどにi対する研究は Dorfman らにより

し，内分泌，主lf尿病との関係，年令変化，炎絞，創{Zi

j会長S，線鋭化などにおける病態生理学的忠義がJs求されて

ャト 31
，~ 

一般に， fdifT組織{主体制約と1([[流との閣にあって，単lこ

としてのみならず，栄養補給，~J3t物応策などの

して働くため，その物lT透過性{こより体細

胞の代謝を誠j)iiしていると二与えられている 41 この関係は，

げる上r!Zとあil合組織の関係においても同級である

と考えられる.桃誠によればヘ 治J;'3組織が正常な機能任

務持するためには上皮tbl1f郎の長~在がÆ~ーであり， しかも，

おi船主食物摂取，締lおi'lIJIli[などによる外的刺激にさらされ

ていて，その上皮は破壊されやすい状態にあるといわれて

いる.話ßï~~の結合組織がこの上皮付手当の語首位を大きく友お

し，また，一度上皮が1政壊され炎淀が発生したときには，

その進行程度を決める lli裂なt?~子のーっとなるであろうこ

とは容易に予測されることである.さらに， l\l~悶組織の結

合組織成分は，それ自身，白う干の限定という|幾能を:f:l.mし

ているために，その失調はより直接的!こ機能の脱淡を怒起

せしめる可能性が大きい.このように，治問MI織の結合制

裁は前河組綴疾jぶの発':L jffií'1に対して支~な銭tをjなって

いると向/l寺!と，その炎症性変化が疾忠の主体となっている

といえる61

誌i周総織の給会主:[1織成分のうち，コラーゲン{こ1*1しでは

生化学的研究も多く 7-11)，教室のお111121も，モルモットl正I

i与のコラーゲン合成能が総めて向いという興味ある結果そ

している.しかし，AMPSについては組織化学的研究

大阪大学的学部口勝治療学諸政(主任 lNilb'i一良11数段)

本論文の姿l':'l~土資~22阪!日本fお料保存学会(1967主i三 2 月 261:1 大

阪)において発淡した，

が大昔li分であり，しかも， (il};r;Jキ11織がJ忠との閃述について

は一定の見解が1~ られていない131 他方， AMPS，ζ闘す

る生化学的研先では， Schultz-Haudtら141が人脳内から多

総体をお1I11jし，その組織化学的染色性を検討した報告，お

よび Aas111 がヂランチン土問iii必内から AMPSを抽出し，

ヒアノレロン椴/コンドロイチン硫敗比を測定した成績以外

はほとんでみるべきものがない.すなわち，邸内においで

すら AMPSの定泣成絞はほとんど報告されておらず，ま

ずこ AMPS組成における組織の特徴 近i持組織との比絞

などに関する知見は全く知られていない.このような実約

は， AMPSの分隊，定f誌にはかなり大誌の材料を変ーし，

少泣の材料しか符られない I\I~J司総織での研究が図嫌である

ことに起l主iするものと考えられる.とくにJ'lH民Il~~では，分

析!こ必~な材料の探u之が一路1Æ1:Y:Jí~であり，ために，泊f.良肢

の AMPSの生化学的研究はこれまで会く行なわれてない.

しかし，結合組織の病態と凶よさして他の領域で得られた

知見からして， 1\I~J7~組織病変の研究において AMPS の役

割を追求することは，その病態解明の一助としてきわめて

m~である.従って持者はまず， I滋!付，市駁11失などのI¥lJ府

組織の AMPSの構成を明らかにし，さらに，他のロ胞もli

11史 (1対燃料illわのそれと比絞検討し，もって，阪府総織疾

忠における AMPSのjlfi移および代議などの研究の磁とし

たいと考え，本実験を行なった.

実験材料と方法

1 実験材料

実験材料としては， Jil:殺助にて入手し， 卜‘ライアイス冷

凍下!こ辺録した，それぞれ10jjJj分， 10jjJj分 6頭分の4二の
下顎好からなるみl;t，4I， II， lI!，から.fi耳えし，内般的{と#1
'/f~' な Wri'Pi的政， i'i~l 内， WrA'JJlIl史を使用した- ilr i'Piもlill~iおよび

i\l'1肉は，日前打~iから手術照宮5只を用いて切り取り，鉄でTíJ

Z主的小さく細切してアセトンで脱Jl長，統!Jくした後， Iffii乾し

た.山根IJ交は，軟組織を除いた顎什をfl!j+Tl波li'l"してN，r:;jーを
とり 11'1し， N:i泌を除いてかられ牙に付着したままの状態で

アセトンで乾燥させ， i~'í恨Jl~1以外の部分!こシリコン(信j泣

化学， KC-88)死去徐行J，乾燥したものを材料とした.

コンド口イチン硫般 (ChS匂)一A および ChS-心{は土f生tミ化学
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工業より供与されたものをmい.またへパワンば和光総菜

裂のものを使用した.

2.抽出方法

歯槽粘膜および儲肉は， ~らぬ材料 3g を 0.005M 塩自主シ

ステインおよび 0.005MEDTA・2Naを含む O.lM~I!i自主

緩衝液 pH5.5151， 60ml に浮遊させ，パパイン (E.Merck 

AG) 60mgを加えて 600C，24時間振滋消化した.ついで，

4N NaOHで pHを 7.8tこし， トリプシン (E. Merck 

AG) 90mgとチモーノレ少量を加えて， さらに 370C，481時

間消化した.歯絞)[突は乾燥衡牙 200g分を上記錯寄金緩衝液

200ml，ノfパイン 60mgで消化した後，歯牙をとり除き，

トリプシン 60mgを加えておIと同様に消化した.そして，

以後は三者を問様に取扱った.すなわち，消化液の弘容を

ヒドロキシプロワンおよびヘキソサミン定量用に用い，残

りの%容にトリクロノレfiUi"酸を終末濃度が1096になるように

加え， OOC， 30分放置後， 7000xg， 15分遠抗して洗澄を除

いた.上清は 8NNaOHで中和してから 11ぬ流7JdC::対し

て透析し，さらにJlli，塩水に対して12時間透析した.この内

波を約 10mlに減圧濃縮し，ウロン酸をおよそ 0.5mgfml

の濃度に含むようにした.

3.分扇方法

1) セチノレピワジニウムクロライドによる AMPSのう子

Ulli 

Schillerらの方法山lこより，前記長b出波に 0.035Mにな

るように 1MNaClをか1え，さらに1096セチノレピワジニウ

ムクロライド (CPC)を加えてその終末濃度が0.596になる

ようにした.十分撹持した後， 370C， 11時間インキュベ』

トして AMPS-CPCcomplexを形成させた.これに Cc悔

lite 535約 200mgを加え，ガラス棒でよく撹f'1'した後，

700x g， 15分遠洗してよ清を分離した.洗液lとは，ほほ上

清と同量の0.196CPCを含む 0.03MNaClを加え，同殺

にして再び上清を分離した.そして，これら二つのよ清を

合わせて 0.035MNaCl IDii分とした.ついで洗j査は O.4M

NaCl， 1.2M NaCl (いずれも0.196CPCを含む〕で各々

3間，さらに 2.1MNaClで2回同様の操作によって抽出

した.各 T、-l'aCl濃度における抽出液はプールし，そのウロ

ン酸の定f設を行なった.以上のf111出，分間操作は各試料に

ついて各々 3回ずつ実施した.操作の概略は表 1(こ示した.

2) 1.2M NaCl f1lJi包郵分 (Fr.II)のエタノーノレ分磁

上記抽出実験3田分の，すなわち，歯槽粘膜および歯肉

は 9g，歯根肢は歯牙重量 600gから得られた Fr.IIを合

わせて， ζれに 3倍lltの999ぢエタノーノレを加えて 40C (ζ 

1日放設した後，逮洗して沈澱物を集め， ζ れを再び少;畿

の 196~昔君主ソーダー溶液lζ溶解した.不溶解性残t告を逮訟

によって除去した後，上清l乙エタノールを 3倍f草加えて

AMPSを沈澱させ， 乙れを9996エタノーノレおよびエーテ

ノレで洗漉した後，乾燥粉末とした.その重量を秤量した後，

ζれを 5F6鈴酸カJレ、ンウムー0.5N錯酸溶液lζ0.59ぢ溶液と

して溶解し， Mcyerの方法161{ζ従って20必 3096，5596 

エタノーjレ部分lζ分けた.2096函分および5596商分は'dら

!と 196ftl昔酸ソーダ溶液lζ溶解後，再沈澱を行なった.

3) DEAE欄 SephadexA酬 25カラムクロマトグラフィー

表 1 酸性ムコ多総体の1111出および分}薗H呆作

乾燥試料

ノfノfイ 消化

除ト%リ容プ ン消化白

ヒドロ

透 祈 びヘキソ

iJ;~ 告白

組 AMPSωCPC複合物

0.035M )
 

Y
A
 

I
 

F
 

(
 

T
ゐhr 

Fr. 0.4M 

クロロホノレムーア
ミノレアノレコーノレ

CPC処3'Hl

DEAE Sephadcx 

0.5M NaCl Fr. 

Fr. (Fl'. II) 2.1M Fr. 

エタノーJレ分断

川 FrmF r 内 Fr

DEAE Sephadex DEAE Scphadex 

1.25M↓cl-i Li--icl Fr 1捌 Lac-15MLaC前

Fr. 1 Fl'. II 20 Fr. II 30A Fl'二 II30B Fr. II 55A 
羽
目
μ側、J戸、J

Y
E
A
 

す
-
A

-
VB
‘
 

F
 



O.4M l'、JaCl抽出磁分 (Fr.1)の精製のため，また Fr.II

の3096関i分 (Fr.II30)ならびに5596随分 (Fr.II55)を

さらに分節するために， Schmidtの方法171(ζ従って笑施し

かただし，カラムは Cl- 型 DEAE・.SephadexA綱 25

(pharmacia， Sweden) 1.5 x 25cmとし，また Fr.II30お

よび Fr.II 55の分間のためには，樹脂を 0.01NHClを

0.5M NaClで平衡させ，いずれも 0.01NHC!を合

1.0M， 1.25M， 1.5M および 2.0MNaCl各 30mlで

し， 5m!ずつ分取した.

4.分析方法

1) ヒドロキシプロザン:6N HCl， 120oC， 3 1時間，封

ートクレーブにより力11水分frJI(，し181， P205 および

NaOH を入れた災空デシケーター中で乾悶させ， JJls塩水
して Neumanand Loganの方法1川とより定量した.

2) ヘキスロン般:Discheの方法201Iと従い， カノレパソョ

日ル以j必!こより定益した.

3) ヘキソサミン:4N HC!， 100oC， 15時間11管中で加

水分解し， BoasのブUi去211 iζ従って Dowex-50x 12カラム

を過して妨守物立を除いた後 Svennerholmの方法叫iこ

より定:包:した.ただい分離した AMPSのヘキソサミン

の定泣に際しでは Dowexカラムそ透す操作は省略した.

4) 硫絞:4N HC!， 100oC， 15時間加水分解後 Do-

dgcsonらのベンチヂン法231iとよって定量した.

5) ヘキソサミンのペーパークロ?トグラフィー:各

AMPS 由i分を 4NHC!，100oC， 15時間加水分解した後，

Boasの方法21)によりヘキソサミン間分を得た. これを乾

附させた後少誼;の71<.1こ波品7(，し， Stoffin and Jean!ozの方

法刊に従ってヘキソサミンをぺントース[ζ転換し，よ5手法
;こより皮肉し， 1的思長銀で発色させた.

6) セノレロースアセテート股電気泳動:セパラックス

フィノレムK.K)を使用し，ベロナーノレ緩衝液pH

8ムμ同 0.07251，または 0.1Mギ盟主緩衝液 p日 3.0により，

泳動条件は定電流 0.3mA/cm，45-60分とした.染色は，

トlレイジンブノレーを用いる Schultz輔 Haudtらの方法141に

従った.

7) ヒアルロニダーゼ消化試験:牛事丸ヒアJレロニグー
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ゼ (360USP units/mg， Sigma Chemical Co.)の静索作

用により AMPSの受ける変化を i)Silbertの方法261!こ

より分子震の低下を指採として検討した.ただし， Sepha-

dex G-75の 0.9x20cmのカラムを用い， 0.05M NaC! 

で流出させて 1mlずつ分取した. ii)木村らの方法271(乙準

拠し， メタクロマジー能の変化から検討した.ただし，

Beckman分光光度計 DK-2援により迷続吸収スベクトノレ

を記録し，極大吸収の移動を検討した.

8) 赤外吸収スペクトノレ分析ー KBr ミクロ錠芥u訟によ

り， 1=1立 EPI-S2型赤外分光光度計および NaC!プワズム

を用いてスペクトノレを記録したへ

成 綴

1.ヒドロキシプロリン，ヘキソサミンおよびウロン

酸の定懇成綴

AMPSを抽出した材料について， コラーゲンー昆として

のヒドロキシプロリンと，iき質籾j蜜白壁iおよび AMPS成

分の指標しとでのヘキソサミン，ならびに粗 AMPSのウ

ロン盟主を定量した(表 2). その結果， 1必松l粘膜および歯

肉では，ヒドロキシプロリンの組織霊童当りの合蚤は4-

596，ヘキソサミンのそれは，約 0.596，また， AMPS 髭

としてのウロン富究会室はヘキソサミンの約%であった.ヘ

キソサミンおよびウロン罰金の対ヒドロキシプロリン比をみ

ると，いずれも1llil根燃が最大で，邸内，極秘粘膜のl肢に低

くなった.すなわち，単位ヒドロキシプロりン重量当りの

ヘキソサミン合丞およびウロン酸合設は， 1歯根肢が最高で

あった.

2.セチルピリジニウムク口ライド (CPC)による

AMPSの分留定震

粗 AMPSを CPCにより分闘して得た 4つの額分につ

いてウロン般の定設を行なった.表3I乙示すごとく，乾燥

総級 19当りの A抗 PSとしてのウロン酸蚤は 0.4M

NaCl四分 (Fr.りでは歯槽粘膜と歯肉との隠lζ箸差はな

いが， 1.2M NaC!国分 (Fr.II)では，歯肉においては歯

村1*11;))央の 2倍以上であった.Schillerら151によれば Fr.1 

はヒアJレロン酸 (HA)iIDi分であり， Fr. II はコンドロイ

表 2 Jllij別組織中のヒドロキシプロリン，ヘキソサミン，および

Hydroxyproline 

(mg) 

話111'¥'粘膜* 50.7こと1.5

的i 内本 41.4土0.4

治 根 j掛 l 46.1土3.5

キ:松燥組織 19当りの琵

十:1捻E主的;r100g当りの並

大阪大学医学館中央研究室に依頼した.

Hexosamine 

(mg) 

4.65土0.38

5.25土0.12

6.59土0.92

Hexosamine 
Hydroxypro!ine 

9.2 

12.7 

14.3 

1.48土0.07

1. 71土0.15

2.23土0.13

2.9 

4.1 

4.9 
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CPCーによる歯周組織の酸性ムコ多糖体の分画成絞

NaCI Concentration (M) 

0.035 0.4 (Fr.1) 1.2 (Fr.II) 2.1 Fr.1/Fr.II 

歯相l 粘膜キ 0.49土0.03 0.90::1:0.03 0.35::1:0.05 0.01 2 57 

樹 内本 0.47土0.02 0.67土0.08 0.83::1:0.07 0.02 0.81 

歯 』艮 l民十 0.80::1:0.06 0.55::1:0.03 1.24土0.15 0.05 0.44 

表 3

. .乾燥組織 19当りのウロン酸量 (mg)

↑:乾燥歯牙 100g当りのウロン酸:W:(mg) 

画

CPC分商法による Fr.IIは，ChS画分であるが，ζ

の中lとは ChS-A，ChS-B， ChS-Cなどの混在が予想され

るので， さらにエタノ ーノレ分画を行ーなった結果を表 41ζ示

表 4 コンドロ イチン硫酸画分のエタノ ーノレ分画

Ethano1 Concentration (労)

20 30 55 

チン硫酸 (ChS)国分であるから， HA合置は両組織にほ

ぼ等しく，また ChSは歯地粘膜より歯肉lζ多いζ とが解

った.

また，乙の両国分の比 (Fr.1/Fr. II)に注目すると，歯

槽粘膜では 2以上であるのに反し，歯根膜では逆iζ%以下

となり，またl弱肉は両者の中間の値を示した.すなわち，

3組織は全く異った HA/ChS比を示すととが明らかにな

った.

つぎに， Fr 1および FrIIの対ヒドロキシプロリン比

(96)をヒストグラムとして図 1に示した.
3.4::1:0.3 3.7::1:0.5 5.6::1:0.7 歯槽粘膜$

11.8::1:1.3 4.2土0.410.9土0.7肉*歯

15.2土1.4

ホ:乾燥組織 9g中に含まれる量 (mg)

十:乾燥歯牙 600g分の歯根膜に含まれる量 (mg)

50 

歯稽粘膜 II

4.8::1:0.5 5.2::1:0.3 股十原歯i

I
 

I
 

I
 

肉 II歯Fr. 1および Fr. IIの対ヒ ドロキシプロ

リン比(必)

1， II， IIIは試料番号を示す.

g 3 
一%× 

会2ti11 
ロ
ト l
.>. 
什
ロ

.D 、、
毒自 I~ 
入 II 
[l %IFr. I 
1、2

図 1

誠一一 -
3:~~~;~m~m~mmm~mm~mmmm~m~j 

i';~mm~~mm~m~~mmmmm~:議

I
 

I
 

I
 

歯根膜 II

I
 

I
 

I
 

_20%沈澱画分

仁コ30%

区;:J55%

H 

H 

Fr. II (ChS画分)のエタ/-)レ分画によ

り得られた各画分の重量によ る比率

1， II， II1は試料番号を表す.

図 2

それによると， Fr. 1の対ヒドロキシプロリン比は 3組

織間で差異が少ないのに反して，Fr. IIのそれは差異が大

である.すなわち，単位ヒドロキシプロリン重量当りの含

量としてみれば 3組織聞の Fr.1/Fr. II比の差異は，主

として ChS画分の差による乙とになる .幽周組織の Fr.

IIの対ヒドロキシプロ リン比は，i沼地粘膜のそれに比して

著しく高く，幽肉では 2.5-3.3倍，11;狼l肢では 3.4-4 

倍であった.

なお， O.035M NaCI 画分は AMPSを含まないとされ

ているため，また， 2.1M NaCI画分は微量成分であるた

め，今回は検討を加えなかった.

3.コンド口イチン硫酸菌分 (Fr.11)のエタノール分



した.

また，各画分の全体の重量lζ対する割合を図 21ζ示した.

単位組織重量当りの各国分の合量は，歯肉では，2096画

分 (Fr.II20)および5596函分 (Fr.II55)ともに歯槽粘膜

1[1名して著しく高 く，Fr.II 20は約 2倍，Fr.II 55は約

3倍であっ た.また各画分の重量による比率を比絞すると，

悩機粘膜では 3画分がほぼ同じ割合に存在するが，歯肉で

(;J:， Fr.II 20 : Fr.II 55が 1: 1， Fr.II 30はそれぞれ

の%以下とい う組成であった .i!生|根JI英では Fr.II55が主

成分で， Fr.II 20および Fr.II30は，いずれもその弘以

下でおよそ 1: tの割合であった.

後の同定結果によると， Fr.II 20は ChS-B，Fr.IJ 30 

はChS-B と少量のへパリチン硫酸， Fr.II 55は ChS-A

とChS-Cであることが解ったので，その結果をもとにす

ると， ChS画分の中ではilsr槽粘膜でtは ChS-B が，歯根

膜では ChS-A と ChS-Cの混在成分が主成分であり，歯

肉は両者の中間の組成を示しているといえる .

4. Fr. 11 30および Fr.1I55の DEAE・Sephadex

A・25カラムク ロマ卜グラフィー

セルロ ースアセテート膜電気泳lIl:lJ1rよると，粗 AMPS

および CPC分画法による Fr.II においては僅かに認めら

れていたのであるが，エタ ノーノレ分画法により得た Fr.II 

30では HAIζ相当するバン ドと ChSに相当するバン

ドの中閣の移動度を示すノミンドが顕著に認められるように

なり， また， Fr.II 55においては ChSIζ相当するノfン

+ 
原線
↓ 

Fr. II 20 

歯

30 

肉

55 

Fr. II 20 

mi 膜

55 

Fr. II 20 

歯

30 t艮
1英

55 
京

一 同胃 帽 l押帽'曹 回..~..府崎 両v掛島神岡田

図 3 エタノーノレ分画後の Fr. IIのセノレロース

アセテー 卜電気泳動像

緩街被 :ベロナーノレ緩街液 pH8.6 

電流 :0.3mAfcm，泳勤時間 :45分
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トーがかな りの広がりをもっていたので(図 3)，乙の両画分

に対し DEAE-SephadexA-25 によるカ ラムクロ 7 トグ

ラフィーを行なった.その結果， Fr.II 30の場合は 1.25

M NaClで溶出される画分 (Fr.II30A)と 1.5MNaCl 

で溶出される画分 (Fr.II30B)の2画分に分れた. その

1例を図 4に示した.

↓ ↓ ↓ ↓ 
1.25 1.5 2.0 C四1C. NaCI (M) 

。
門
的
一

戸川

口 0.5

O 

Tube Number 

図 4 Fr.II， 30の DEAE-SephadexA-25 

カラムクロマトグラフィ

試料 t6mgを 1.5x25cmカラムlζ添加し，

段階的溶I~" を行ない Sml づっ分取した .

AMPS量はカノレノミゾノレ 反応により定量し

た.

これらの画分は， 電気泳動法によると， Fr.II 30B は

ChS Iζ相当する単一のバンドを示したが， Fr.II 30Aは

単一ではなく，へノマリチン硫酸と考えられる成分の他lζ，

なお ChSIζ相当する成分を含むことが解った.そ乙で，

Fr.II 30Aの再クロマトグラフィーを行なった結果，そ

の 1.25MNaCl画分からは ChSに相当する成分はほと

んど除外された.また， Fr.II 55の場合も 1.25MNaCl 

溶出画分 (Fr.II55A) と 1.5MNaCl溶出画分 (Fr.II

55B) の2画分l乙分れた.そして電気泳動の結果，前者の

移動度は後者のそれより僅かに小であった

5. Fr. 1の精製

Fr. 1 にはなお蛋白質などの混在が考えられたので， 0.5 

M ilii!，m夜緩衝液 (pH4.5) Iζ溶解し，乙れと等量のクロロホ

ノレムーアミーノレアノレコーノレ (1: 1)を加えて振還した後，

遠沈してケ‘jレ状変性物を除く操作2引を変性物がなくなるま

で繰返した.ついで，乙の溶液を脱樋7J<1ζ対して十分透析

した後， NaCl ìJ~~度を 0.04M にして CPCと 3rC，21時

間反応させた.生じた沈澱物を集め，これを 0.04MNaCl 

で2回洗滅して後， 0.5M NaCllr溶解した.不漆j拝性残I辛

は遠沈によって除き，上清l乙31音量のエタノーノレを加えて

AMPSを沈澱させ， 白色粉末を得た.収量は出発重量の

約%であった.引き続いて，さらに精製のため DEAE-

Sephadex A-25 カラムクロマトグラフィーを行なった.
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ト11131守 Fr. II 30A 

r.'C :!ot・Fr. II 30B 

:yll H ~ ; Fr. II 55A 

‘ 盛

~ r! t‘F Fr. II 55A 

れは，Fr. 1が大部分 HAからなることを示すものであ

る 以後の分析には 0.5Mr、JaClで溶出された国分を使用

した.

6.各国分の同定結果

以上のζとく， CPC分画， エタノ ーノレ分間，ならびに

DEAE.Sephadex A-25カラムクロマ トグラ フィーによっ

て得られた6画分 (Fr.1， Fr.II 20， Fr.II 30A， Fr.II 30B， 

Fr.II 55A， Fr.II 55B)から AMPSをエタノーノレで沈澱

させ，乾燥粉末として後，分析に供し，次のごとき成績を

得た.

1) セノレロースアセテー卜膜電気泳動

被験試料を 0.596水溶液として， ベロナ ール緩衝液およ

びギ酸絞衝l仰とより電気泳ifiiJした結果を図 5および図 6，ζ

示 した.いずれの画分もトノレイジ ンブルーによ りメタ クロ

ChS-A "7ジーを示し，赤紫に染色された.

いずれの緩衝1仰とおいても Fr.II20， Fr.II 30B， Fr.II 

ChS-C 55Bはほぼ同じ移動度を示し，最も陽極側lζ泳l])}Jされた.

Heparin 

図 5 AMPS画分の セノレロースアセ テー卜電気

泳劾(象

緩衝液 :ベロナーノレ絞衝液 pH8.6 

電流 :0.3mA/cm，泳!fj}J時間 ・60分

原tJH
+ ↓  

Fr. 1 

Fr. II 20 

Fr. II 30A 

Fr. II 30B 

Fr. II 55A 

← ー一

Fr. II 55B 

ChS-A 

ChS-C 

Heparin 

図 6 AMPS 画分のセノレロースアセテー卜電気

泳動像

緩衝液 :ギ酸緩衝液 pH3.0 

電流 :0.3mAfcm，泳勤時間 :60分

その結果， 1.25M NaClで溶出される部分も少量認められ

たが，大部分の AMPSは 0.5MNaClで治!'Jjされた.乙

しかし，乙れらの移動度は標準試料として用いた ChS-A

および ChS-Cのそれよりやや小さく ，また， Fr. II 55A 

の移動度はさらに小さかった .Fr. II 30Aの主要部分お

よび Fr.1の移動度は，それぞれへパ リチン硫目立および

HAのそれに一致するものと恩われる.

2) ヒアノレロニダーゼ消化試験の成績

各画分l乙対するヒ アノレロニダ ゼのM素作用の影響を，

分子量の変化についてはゲ‘jレ炉過法により，またメタクロ

7 ジ一能の変化については可視部連続吸収スペクトノレによ

って検討 した. Fr. 1のパター ンを図 7および図 8IC掲げ

た.ケツレP過法によると，自干素添加を行なわなかった対照

では，ウロン酸は流出量 4mlから 9mlの間で検出された

が，ヒアノレロニダーゼを作用させた場合は 10mlから 18ml

の聞で検出された.これは，酵素作用により分子量の低下

をきたした乙とを意味する .また， トノレイジンブノレーによ

る吸収スペク 卜ノレでは，面干:素添加を行なわない場合は，

570mμ 付近にあっ た極大吸収が，酵素を添加した場合，1:

は 640mμ付近lζ認められた.乙れは，AMPSが静索作用

を受け， メタク ロ7 ジ一能を失った乙とを意味する .

乙れら二つの成績により検討した結果，Fr. 1 および

Fr.II 55Bは完全に防素分解を受けたが Fr.II20， Fr. 

II 30Aおよび Fr.II30Bはほとんど解案分解を受けな

かった . Fr.II 55Aは大部分消化性であるが，非消化性の

AMp，Sも混在していた

3) ヘキソサミンのぺーノマークロ7 トグラ フィー

図 9([示すごとく， Fr. 1および Fr.II30Aのへキゾ

サミンはグノレコサミンであ った.ただし，後者ーにはガラク

トサミンも一部含まれていた.その他の画分のへキソサ ミ

ンは，すべてガラクトサミンであった.

4) 化 学 組 成

各国分の化学組成とヒアノレロ ニ夕、ーゼ消化性などをまと

めて表 51C示した.Fr. 1は硫酸を含まず，ウロン酸 :八
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および Fr.II55B は， ChS…A または ChS-C，ないし

はそれらの滋合物と:考えられるが，前者の硫rl主伎はかなり

低い. Fr.II 30A はウロン絞のfU立がi河いこと，ヘキソサ

ミンの大部分がグノレコサミンであること，硫自主そ手まする}~~

などからみて，ヘパりチン硫殺の分析{院に類似し、ている.

5) 赤外吸収スペクトノレ

各問分の赤外吸収スペクト Jレを@10にf!iJげた.いずれの

U
μ
J
 m

 Waveしength
Fr二 Iのメタクロ?ージ能に対するとアノレ
ロニダーゼの影
一一活字京消化，一一昨ぷなし
Fr. 1のヒアノレロニダーゼ、消化1(x.1こトノレイ
ジンブルーを力11え吸収スベクトノレを記録し
た.

700 600 500 

図 8

キソサミンはほぼ 1:1で HAの分析fil1(こ一致した.Fr. 

II 20および Fr.II30B は，ヘキソサミンに比してウロ

ン絞の依が相当に小さいこと， ヒアノレロニダ…ゼ非消化性

である点などから主成分は ChS-B である. Fr.II 55A 
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険性ムコ多総体 i関分の化学組成表 5

レ
U，Rサa

成
同
M

、v
t

Glucosamine 

Galactosamine 

Glucosamine 

Galactosamine 

Galactosamine 

Galactosamine 

SOγ 

O 

1.89 

0.98 

1.69 

0.52 

1.47 

Hexosamine 

2.13 

1.82 

1.49 

1.48 

1.53 

1.47 

Hexuronate 

1. 91 

0.84 

2.07 

1.00 

1.60 

1.59 

あることがわかった. また， Fr.II 55B は ChS-A と

ChS-Cの滋在物， Fr.II 55A は硫酸値の低い同じ混在物

と考えるのが妥当であると恩わhる.

没後に以上の同定成績をもとにして，各組織の AMPS

組成をまとめると表 6のようになる.ただし， HA 設はウ

ロン絞:Pillと2.27x材料のf設を乗じて算出した依31)1こょった.

ì~~ìJ司組織の酸性ムコ多総体組成表s

改九
朴
伯

ふ

muH
巾判

内

11英根

一
川

qv

吋
リ
4

尚一

両分lとも 1615cm→のカルボキ、ンル慈，また， 1555 cm叶

および 1375cm-1のアセチルアミノ援による吸収39)が認め

られた.しかし，硫酸による 1240cm-1の吸収は Fr.I1と

ほ認められず， Fr.Iのスペクトノレは HAのそれに一致し

た30.31) Fr. II SSAおよび Fr.II SSB こは 1240cmぺ

の吸収の他に，硫放がガラクトサミンの 4'Iこ結合するこ

とによる 855cm-1の吸収と 6'I乙結合することによる

820cm-1の吸収32)の両方が認められるととは，この両悶分

[ま， ChS-Aと ChSωCの混合物であることを示唆する.

そのlfu， Fr.II 20， Fr.II 30Bば ChS-B27.33)に，また，

Fr.II 30A はへパリチン硫酸30.34)にほぼ一致するパターン

を示した.

以上の化学分析および赤外吸収スペクトルの結果からみ

て， Fr. 1 I立 HA，Fr. II 20と Fr.II 30Bの大部分は

ChS-B， Fr. II 30Aはヘパリチン硫罰金と少量の混在物で

数値は試料 1mgi:tの f!mole数を表す.

ート十十，+→， ートl土成分の大きさの;1民序を示す.

i鴇iWi*iill英では HAが主成分で， ChS-Bが第 2成分とし

て ChSの大部分を)11め，歯肉では， HA， ChS-B，および

ChふA & ChS-Cがほぼ同じ割合に存在し，また，訟根

11，[では， ChS-A & ChS-Cが主成分で， ChS司 Bがこれ

!と次ぎ，狂AIま第 3成分であった.ヘパリチン硫酸はどの

組織にも微長成分として存在することが明らかになった.

察

1. t由出法および定護法について

近年， AMPS の抽出には~\jì和な方法が適用されるよつ

になり，結合組織においては，大部分の AMPSが蛋白賓

と結合した状態で存在することが切らかになった叫. しか

し，結合組織はそのホモジュネート調整が沼郊であるため，

このような方法を AMPSの定掻的実験に応、用する試みは

ほとんど行なわれていないようである.また， AMPSの

同定のためには，これををできるだけ純粋な形で抽出する

ことが室主さであり，このような目的のためには，アルカリ

111111:¥，組織消化によるお11出などが行なわれてきた.)以誌の

uiiからいえば，組織消化によるものが良いと思われる.

tドの歯肉は角化した上皮が浮く，ホモジュネートの1'f:裂

が困難であり，また，歯根!撲の採取には，歯根部から怒さ

とるという繁雑な手間がかかる上lζ収最もよくないため，

考
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図10



AMPS の同定と定量的検討を同時に行なわんとする本実

材料の認整方法1C考慮を払った.すなわち，歯肉

および歯締結肢の場合ば，細切したアセトン乾燥材料から

然出したのであるが， i~騒綬艇の場合には，とれを歯牙lと付

したままの状態で乾燥させ，安自消化百字索!とより液化さ

ぜた・とのi深，歯根膜以外の部分ICジワコンを塗布し，不

必要な成分が抽出されるのを防いだ.歯根膜-'t液化した後

溺牙を徐き，その後は他の 2組織と同様に， Schi1lerらの

方法151を仰の文献35)を参考に改変した方法!とより AMPS 

を熱出した.歯根般はそのもの自体の室長まが不明であるた

め，組織闘の AMPSの組成の比較のためには，コラーゲ

γ設の指標としてのヒドロキシプロリン登を測定して，ヒ

ドロキジプロリンに対する比~ーに注目した.ちなみに，結

合組織成分の研究では，コラーゲンとの関速において検討

された文献が多い3ト 381

組 AMPSの分jJlij方訟には，エタノール分間l，16}， セチ

ノレピリジニウムクロライド15)，または，セチlレトリメチル

アンモニウムブロマイド391による分溜，それぞれのカラム

を用いる方徐40J11，その他，電気泳動法"1や陰イオン交換

体15，17，43)によるカラムクロマトグラフィーなどがある.今

回の実験では，材料の量の制約ならびに組織の皮!詩!と対す

る類似性などから， HAと ChSが主成分をなすことが長t
察されること，予備実験で， ChSを Gardellの方法4引と

よりセルロースカラムクロマトグラフィーを行なった結果，

溶解度の異なる 2-3成分の混在が予想された乙となどか

ら， i千n段階として， Schi11erらの CPC分商法151を3回

試み，それぞれの爾分の定:廷を行なった後に 3四分のChS

を集めて Meyer のエタノール分間ä~'61 ，とより ChS-A，

ChS-B， ChS-C の分脅I~を試みた.そして，セルロースア

セテート際電気泳動の結果少量のヘパリチン硫殺の混在が

考えられたので，とれを DEAE“SephadexA欄 25 カラム

!とよって分離した.

2.間定結果について

以上の分間操作により 6随分が得られたので， ζれらを

精製した後間定した.Fr. 1 !ま硫般を含まず，ヘキソサミ

ンとしてグJレコサミンを含み， ヒアJレロニダーゼ消化性で

あるところからヒアルロン酸であるといえる. Fr. II 20， 

Fr. II 30B， Fr. II 55A， Fr. II 55Bはガラクトサミン

および硫自主を含むので，全てコンドロイチン硫酸であるが，

Fr. II 20はカJレパゾール反応!とよるウロン民主{憶がヘキソ

サミン般の%と低いこと， ヒアjレロニダーゼコド消化性であ

るζ となどから ChS-Bであり441，Fr. II 30Bもi司じよ

うな性質Z告示すと ζろから大部分は ChS-Bであるが，少

設の混在成分があるものと考えられる. Fr. II 55A， Fr. 

II 55B はヒアノレロニダーゼ消化性であり，赤外吸収スペ

クトルで 855cm-l， 820cm-1の両方に吸収を認める点で，

ChS-Aと ChS-Cの混在物であると息、われる.しかし，

荷額分とも電気泳動では標準試料の ChS-A，ChS-Cより

移動皮が小さく，また， Fr. II 55Aは硫酸{肢が相当小さ
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いようである.Mathews44l!とよれば， ChS“A， ChS-Cの

pK' は同値であり， ChS-Bのそれよりノj¥さいので， pH3 

で霞気泳動すると， ChS…A の易勤皮は ChS…B のそれよ

り大であるという.しかるに，箸者の得ため.II55Aは

ChS-B よりもむしろ易政Jm:が小であった.ζ れほ， .:1':と

して硫酸合設の差lζ忍くものと考えられる.最近ζ のよう

な硫酸伎の低い ChS-A，ChS-C，また逆!と硫酸のヘキソ

サミン!と対するモル比が 1以上の ChSが次々と報告され，

ChS が最近まで:いわれてきたような均一な物質ではない

ζ とが指摘されている叫ので， Fr.II 55A， Fr.II 55Bの

2磁分は，一応 ChS…AとChS-Cの混合物であると判定

した.Fr.II 30Aは電気泳動で 2成分からなる ζ とが綴わ

れるが，グノレコサミンを主成分とし， ヒアノレロニダーゼ非

消化伎である ζ と，言霊気泳動B'f，赤外スペクトルの比絞な

どから，主成分はヘパリチン硫自主であると考えられる301

DEAE幽 SephadexA-25による蒋クロマトグラフィーにも

かかわらず，完全に分自住できなかったのは，硫塁走{誌の低い

ChSが混在するためであろうと考えられる.

一般!こ AMPS¥とは硫絞合盆の他!こ，分子;泣の迷いなど

による molecularheterogeneityが知られ A抗 PS相立

の完全な分断;はなかなか得られにくいようである.今回の

実験でも完全な分自Ir.はできなかったが， -，Ls¥ HA， ChS-A， 

ChS-B， ChS-C， へパりチン硫般を同定できたといえよ

っ.
AMPS は， トノレイジンフソレー， アノレシアンブルーなど

の境蒸性色系によるメタクロマジ一法，コロイド欽法など

によって組織化学的に検出される45) 森461は，人歯肉にお

いて， ヒアノレロニダーゼを併用して HAを，mEf!Jiし， Stahl 

ら471，渡辺481， Quintarelli'91 はポリサッカラーゼ消化性

および非消化性のムコ多粉体の存在宅を報告している.Sch-

ultz-Haudtら141は，人歯肉から多機体をJJllt.l:¥してP紙包気

泳llliJ法lとより分離し，その中で AMPSである HA，ChS-

B， ChS-A， ChS-C はPAS染色では染まらず， トノレイジ

ンブルーでメタクロマジーを示すことを報告している.著

者の得た随分は，いずれも電気泳動像，可視部連続吸収ス

ペクトノレからみて，メタクロマジーを示すものであった.

そして， Schultz働 Haudtらにより向定された AMPSの他

に，硫君主iiRの低い ChSや，少:註ではあるが，ヘパリチン

lIiIE般が分質住さ;!1，た.

3.定愛成綴について

ヒドロキシプロリンの定滋は蛋白消化による液化後に行

なったが，予備実験で， ζ の過程で変動がないことそ確認

した.1割合*tiJl英， lhl;i肉では非常に良好な測定成綴が得られ

たが，溺綴践では 3回の反復実験の間でかなり変動がみ

られた.これは，出発材料をi街牙の窓;誌によったため，付

着している歯根膝盆そのものに差があったととに原因があ

ると忍われる .ζ の傾向は，ヘキソサミンや AMPSの定

量成績にもみられるからである.ヒドロキシプロワン合長

そ1396としてコラーゲン量を計算すると，誠一内の{直は，



266 

Schultz幽Haudt ら 7) が人の I~~ì肉で報fきした結采とほぼ一致

する. しかし， "立引が11 の下顎自líJI~ヰf指針[}~で ~~J た frtlより *11

~/J、さいようである.

山内のヘキソサミンのfpl((土約 0.596で， 道の{白8)とほぼ

一致する.ヒドロキシブロリンとの比ば山根肢がー若干大き

し指摘約肢は最小であった.また，同じ傾向が総 AMPS

:泣としてウロン援母定五ました成絞にもみられた.ζ の生物

学的ゑ;畿の-1lji(む的収肢が線五!f;;!f=約胞にEZみ，反応性の

告されておらず，その点， ChS-Aと ChS-Cとが滋夜す

るという今問の成績は異なるものである.ヘパワチン硫殺

は 3組織いずれにも含有されていたが，微小成分である

ため今聞は定設できなかった.

結 論

'1のi1iif，lIli'，liJ淡， l~~r}~ および 1~~;f良 JJ'英について，いくつかの

結合組織成分を測定し， AMPSを1111出分隊して，次の結

21い組織であるという !と法づいて説明でき 論を得た.

ると忠、われる.すなわち， {ま幼若なほどへキソ 1.(fíゃんがiJJ9~および邸内では，単位組織笠泣~りの合有

サミン/ヒドロキシプロリンJtがおく， また AMPS/ヒト、

ロキシプロリン比もi古いという一般的傾向が認められてい

るのである51) しかし，それにも燃して，前例名li肢が被認

知織であり， I潟絞j渓が籾fiJ約機能をmう組織であるという，

機能一機迭の差異母反映するものであろう.

CPC分ii可による 0.4MNaCI TIITi分 (HA)と1.2MNaCI 

TIITi分 (ChS)の構成比が， 組織により奥なることは注臼!こ

似する.すなわち，ウロン絞によって定泣した滋合，市十J1

111i艇では HAが ChSの2倍以上であるのに反し， I羽根i没

でほ HAが ChSの%以下と少い.そして，的内!とおける

HA(ChS 1:七 0.8は Aas")が人ヂランチン豹殖府内でね

たW[とほぼ一致する .ttこ， ヒドロキシブロリン当りのお

として比較すると，とくに ChSj1lij分の楚が一民q犯となり，

JA1"倒淡のそれは1'11W¥I1'8H:?rの 3.4-4{たであった. ChS間分

をさらにヱタノ… jレ分間iすると， ChS司 BjiTij分 (2096およ

び3096間分)， ChS-A & ChS心 問 分 (55労額分)ともにi'fi

榊も\iJ股より I~~ 内!と多く，とくに ChS-A& ChS-C i1lii分は約

3倍であったν そして， ChSの構成比をみると， ilr f¥Ul *， ~i JJ~i 

では ChS-Bが主成分であるのに反し，前線!段では ChS-

A & ChS-Cの浪夜成分が主成分であり， uHI特はそのi…jlfi¥J

の組成で，両者がほぼ 1:1である ζ とが切らかとなった.

HAの逗設をウロン後泣lこ換算係数2.27，および材料の

量を乗じて算出する 31)と，合同!?車内Jl英では 18.5mg，駒内では

13.7mg， J~:H.良J[英では 7.5mg となるので， HAと ChSの志

位比率をみることができる.30%関分ば大部分 ChS-Bと

考えられるので， Iお;子'IfiiJJ9iの HA:ChS-Bはおよそ 2:1と

いうことになる .Lj:， il玄，人などの成熟休の皮肉ーでは， HA 

とChS-Bが AMPSの主要な成分で， JJ合児や幼若動物では

HAが ChS-Bよりち:しく多く，また， ChS-Cも相当合

イ…Jされていることが被告されているし36，52) ので，国主主I!it，¥il肢

は若い皮fl~ と{以た AMPS 構成を示すものと考えられる.

j';kj根肢は， ChS-A & ChS…C および ChS…Bを主要な成

分として合み， HAを第 3成分とするJえでは， Meyerの

分類による groupV の結合組織である!比心絞弁校など

と相似している 1) が，術総Jl交の機1j~構造からみてよく J'll解

できる.また， {~_~i 内{ま被獲高I.l織としての性絡と，籾;i? とし

ての機能を有するが， AMPS 構成もi'j~，IWi'，\i Jl笑と!日村長!肢と

のI:t間構造を示しているものとj終釈されよう. しかし，

Meyerらによると，ここに引mした組織では ChS-Aは総

j11fまヒドロキシプロ 1)ン4-596，ヘキソサミン 0.596，

また AMPSf誌としてのウロン険ばヘキソサミンの約%で

あった.また，単位ヒドロキシプロワン当りのヘキソサミ

ン泣およびウロン駿:IlUまいずれも l羽根肢が最大で，ついで

i'fi戸、J，Wi械も¥iJl交のj駁で=あった.

2. AMPSを CPC とより分部lし， カルパゾーノレ反応

によって定泣すると， N~肉の ChS ;!;"illば1¥1:1干¥:!ffI1iW'iの2倍

以上であった.また， HA(ChS 比ばj'jM:l!í 名~i肢はで 2 以上

であり， -N~i"駁j院では%以下であった.山内ばその riJ 閤の!誌

を示した.単位ヒドロキシプロリン ~II) の致では， HAの

それは祁絞聞で2査が小さく ChS のそれば~奥が大であ

った.すなわち，後者ばm燃料i肢に比して， 1如何では 2.5

-3.3 I(!，'，尚一 tl~ Jl9iでほ 3.4 -4 11'iの苅さを示した.

3. ChS阿分をさらにエタノー/レ分間すると， 街中ll!lf:li
肢の ChSの主成分は ChS-Bであり， j'j;i絞JP児では ChS-A

と ChS-Cの混合物が主成分であった. J\j~内はその中間の

組成を示した.

4. DEAE-Sephadex A-25カラムクロマトグラフィー

により，さらに 2 問分を得て i苛定した紡ヌ~，いずれの組織

!とも HA，ChS-B， ChS-A， ChS-C，へノマリチンliJfL民主などが

存在することが明らかになり，また， ChS-Aと ChS心

の混Z主成分!こはl流絞fT51の低いものが存在することがわか

っfこ.

5.生物学的な給fdtとして，各組織はそれぞれ特異Hlせな

AMPS椛成を脊し，その組足立からみて術品!?給肢は皮肉!こ，

Niì Hミ肢は艇に1~H以し， 1~1Ij~ ばfiLï去の中閣のMl成を千j ずるこ

とが解った.

五討を終るに臨み，終始ご:lltX芯なるこ1旨漆とど校!泌をl協わった言語

illt一良15数筏に深甚なる詩tむを炎するとともに，ご主主示，ど校闘を

いただいた~t化竿を支援竹註1主義朗教授に深く感諮jいたします.まfこp

殺々ごlJIJ言，ご教7Rをいただいた九州大学長Ii!学海青空J'iEE司教授，

救護のねrJ¥学総博士，ならびにど協力下芯っ教室員各伎にく御

礼n1し上げます.
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