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論文内容の要旨

αー L ーフコシダーゼは，非還元末端に L ーフコースをもっオリゴ糖や糖タンパクおよび糖脂質などの

複合糖質の非還元末端のrフコシド結合を加水分解する酵素である。本酵素については，糖タンパク

の構造解析， ABH式や Lewis 血液型物質の免疫化学，さらに複合糖質代謝の遺伝的異常症などの研

究と関連して，微生物，植物，軟体動物のほか，日甫乳動物の肝臓，腎臓，脳，副皐丸，胎盤，血清，

尿中のものに関して詳しい報告がある。特に近年になって ， Aspergillus niger , Clostridium perfｭ

ringens および Bacillus fulminans ( B , cereus の変種)などから抽出されたα- L ーフコシダーゼが，

合成基質である pーニトロフェニルーα- L・一フコシドには作用せず\天然基質の Fucα1→ 2Gal 結合にの

み作用することから，これら真菌あるいは細菌由来の酵素は，その基質特異性が高いことが明らかに

なった。

一方，歯垢には唾液糖タンパクの重要な構成成分であるしーフコースおよびシアル酸がほとんど検

出されない。このことから，唾液の糖タンパクの糖側鎖を加水分解する口腔細菌由来のグリコシダー

ゼの存在，ならびにこの酵素による上記オリゴ糖側鎖の修飾が，歯垢の基質形成にさまざまな影響を

与えている可能性が注目されている。しかし口腔レンサ球菌由来のグリコシダーゼの研究としては，

シアリダーゼ(ノイラミニダーゼ)に関して若干の知見が得られているが，フコシダーゼについては，

S treptococcus mut仰S および S. sαnguis に本酵素活性の存在を報じた Pinter ら (1969) や， S. 

mitis についての Nord と Wadström (1 972) の報告があるのみである。しかも，これらの研究はいず

れも基質としてr ニトロフェニルーα- L -フコシドのみを用いており， したがって前述の A. niger 等

のα- L -フコシダーゼについての所見を勘案すると，これらの酵素が果してヒト唾液糖タンパクに作用
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するかどうかは不明で、為る。

この研究で著者は，まず S. mutans , S. mitis , S. salivαγ ius および S. sanguis の 4 菌種，計24株

の口腔レンサ球菌の Trypticase soy プロース培養上滑について， α- L -フコシダーゼ活性をp- ニトロ

フェニル-a- L -フコシドならびにシアル酸除去ブタ顎下腺ムチンの両者を基質として測定した。その

結果，前者にα- L -フコシダーゼ活性を有するものは認められず，一方後者に対しては S. sanguis AT 

CC 10557 株( Coykendall らによると S. miteor) が強い酵素活性を示すことが見出された。そこで本

菌株の培養上清よりこのα- L -フコシダーゼの分離・精製を試み，その性質の一端を明らかにすると共

に，唾液糖タンパクに対する作用を追求した。

α-L ーフコシダーゼ活性は，天然基質を用いる場合には遊離した L -フコースを Bhattacharyya

らの Conway unit 法により，また p- ニトロフェニルート L -フコシドを基質とする場合には遊離し

たアグリコン ， p- ニトロフェノールを比色定量することにより測定した。

S. s αnguis ATCC 10557 株の培養上清より a- L -フゴシダーゼを，硫安分画， DEAE-Sephadex 

A-50 カラムクロマトグラフイおよび Sephadex G-200 ゲル炉過などによって濃縮・精製し，ディス

ク電気泳動法による分析で単一のバンドを与える精製酵素を得た。この標品をシアル酸除去プタ顎下

腺ムチンに作用させると L 一フコースを遊離することが 分解産物のガスクロマトグラフィによる分

析により確認された。精製酵素の分子量はゲル炉過法により約12万と推定され，また等電点は5.0で，

至適 pH は5.5 であった。

精製酵素の基質特異性を調べると p- ニトロフェニルー α- L -フコシドや4- メチルウンベリフェリル

ィー L -フコシドには作用しないが，非還元末端部に Fucα1→2 Gal 結合をもち， H型血液型物質と

しての特異性を示すプタ顎下腺ムチンとそのペプチド鎖ならびに糖側鎖を修飾した物質，および種々

の H型物質(群馬大・医・古川 研教授より供与されたもの)にα- L ーフコシダーゼ作用を呈した。ま

た分泌型ヒト耳下腺唾液より分離した糖タンパクに作用して， L- フコースを遊離した。精製酵素の

フコシド結合に対する基質特異性についてさらに検討するため， トリチウムでラベルしたラクト -N

-フコペンタイトール 1 ， II ，皿(神戸大・医・木幡 陽教授より恵与されたもの)を基質として精

製酵素を働かせ，得られた分解産物をペーパークロマトグラフイで展開し，放射能を指標として定性

分析を行なった。その結果，供試した精製酵素は Fucα1→2 Gal 結合をもっラクト -N- フコベンタ

タイトール I のみに作用することが明らかになった。また精製酵素の供試基質の血液型活性に及ぼす

作用を血球凝集阻止反応を指標として調べたところ，血液型物質ならびにヒト混合唾液のH型血液型

活性が精製フコシダーゼの作用により減少することが示された。また Leb 型活性の減少と同時にLea

型活性を増加させるが， Lea 型活性には無影響なことが判明した。

以上この研究では，供試した24株の口腔レンサ球菌のうち， α- L -フコシダーゼ活性を示す S. saｭ

nguis ATCC 10557 株の培養上清から，この活性を担う酵素タンパクを濃縮・分離し， かっ酵素学

的特性を調べ，次の諸点を明らかにした。(1)分子量は約12万と推定された。 (2)ラクト -N- フコベン

タイトール 1 (非還元末端部に Fucα1→2 Gal 結合をもっ)を分解するが，ラクト -N- フコペン

タイトール II( Fucα1→4 GlcNAc 結合)および皿( Fucα1→3 GlcNAc 結合)には作用せず， 天然

a-



基質の Fucα1→2 Gal 結合に強い作用特異性を示した。 (3)本酵素により血液型物質の H型活性の破壊，

Leb 型活性の Lea 型活性への転換が認められることからも，この酵素がFucα1→2 Gal 結合に作用す

ることが確認された。 (4)本酵素はさらに分泌型ヒト耳下腺唾液糖タンパクにも作用して， L- フコー

スを遊離し，さらにヒト混合唾液のH型や Leb 型血液型活性を破壊することが示された。

論文の審査結果の要旨

本研究は St.reptococcus sαnguis ATCC 10557 株由来のα- L ーフコシダーゼの分離・精製に初

めて成功し，そ・の酵素タンパクとしての特性を明らかにしたものである。また，作用の面ではこの酵素

はフコース α1→2 ガラクトース結合に作用することが確認され，ヒト唾液の H型や Leb 型血液型活性

を破壊することが示された。

この論文は口腔内の生理および病理過程に重要なかかわりあいをもっ唾液糖タンパクの動態を支配

する要因を解析する上で，貴重な手掛りを与えるものであり，歯学博士の学位に十分値するものと認

める。
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