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論文内容の要旨

(目的)

MLDはリソゾーム酵素である Sulfatide Sulfataseの欠損により生じる，神経線維の脱髄変性を主とす

る遺伝自犠号、である。しかし最近，臨床的，病理学的，尿中への異常Sulfatide の排池より， MLDと疑われ

るが， in vitro での酵素活性がほぼ正常な症例が異型MLD として報告された。一方近年低分子蛋白が，

GM1 ganglioside. GMz ganglioside. Sulfatide などのSphingolipid のリソゾームでの酵素分解に必須

である乙とが知られ， Sphingolipid Activator Protein (SAP) と呼ばれている。しかしその各々のSAP

の脂質特異性や， GM1 gangioside と SulfatideのSAPが同ーのものかに関して不明である。今回異型M

LDの病因を証明するため，又GM 1 ganglioside SAP と Sulfatide SPA の同一性を証明するため， GM1 

ganglioside SAP (GM1 SPA) を精製し，異型MLD皮フ線維芽細胞 (SF) での，乙の蛋白添加による

Sulfatideの代謝の正常化，並びにこの蛋自に対する抗体により，免疫反応物質 (CRM) を検討した。

(実験方法と成績)

GM1 SPAは， GM1 gangliosidosisの肝より Li らの方法を用いて精製した。この精製蛋白はSephadex

G75ゲル戸過法では分子量約 28， 000 であり. SDS PAGEで約 10.000 と推定され， 3 量体と考えられた。

この蛋白は. GM1 ganglioside , Sulfatideの各々の酵素による分解を促進した。又各々の基質とも結合

することが確められた。

乙の精製蛋自に対する抗体は，ウサギにて作製した。その特異性は二重免疫拡散法と， 2 次元免疫電

気泳動法により検討した。

14C-'-Stearic acid ラベノレの Sulfatide (l4C-CS)はDubois らの方法lとより作製した。
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① 皮フ線維芽細胞 CSF) での 14C-CS代謝の検討

正常. MLD. 異型MLDのSFは 10%胎児ウシ血清. Eagl駸 MEM IC て培養した。 in vitro での 14C­

CS Sulfata問、活性はMLDでは正常の 0%であり，異型MLDでは20-40%1乙低下していた。 m VIVO で

の14C-CS代謝を検討するため，正常. MLD. 異.型MLDのSFを25crrl フラスコにて60nmolの14C-CSを含

む 4mtの培地にて 3 日間培養した。 3 日後SFより脂質をクロロフオルム:メタノール C 2 : 1) にて抽

出した。下層の脂質層を薄層クロマトグラフィーにより展開後，オートラジオグラムにて検討した。正

常細胞では 3 日後取り込まれた14C-CSの約80%はgalactosy1 ceramide. ceramide と分解され，一方M

LDでは取り込まれた14C-CSの985ぢ，又異型MLDでも80%が分解されずに蓄積した。しかし異型MLD

のSFIC精製したGM1 SAP 50μgを 4mtの培地に加え. 3 日間14C-CSとともに培養すると，取り込まれ

た 14C-CSの65%が分解され. 150μg以上添加することにより完全な正常パターンとなった。しかし M

LDではGM1 SAPの効果は認められなかった。それゆえに異型MLDでは. Sulfatide Sulfatase の酵素

欠損により Sulfatideの蓄積を来たしたのではなく. GM1 SAPの欠損により Sulfatideの分解が障害され

たと，考えられる。

② 抗体を利用したSFでのCRMの検討

正常. MLD. 異型MLD のSFをホモゲナイズし. 11 ,000 x 9 15分間の遠心後上清を抽出蛋白とし

た口乙れらの抽出蛋白を用い二重免疫拡散法を行なった。正常. MLDでは沈降線が認められたが，異型

MLDでは沈降線は認められなかった口又Emmettらの方法にてロケット免疫電気泳動を行ないCRM 量

を検討した。正常SFにては 0.76 -::t36 C平均士ISD)μg/mg蛋白のCRMが認められたが，異型MLDで

は沈降線は形成されず，標準曲線より 5%以下であると推定し得た。

(総括)

① GM1 SAPは，各々の酵素 lとより GM1 ganglioside. Sulfatideの分解を促進する。

② GM1 SAPは， GM1 ganglioside. Sulfatideに結合する。

③ 精製GM1 SAPを添加することにより，異型MLDのSFにて14C-CS代謝の正常化が認められたの

で異型MLDの欠損因子と考えられる。

④ GM1 SAPIζ対する抗体で，異型MLDのSFIC はCRMが認められなかった。乙の事実もまたGM 1

SAPが欠損因子である事を示唆している。

⑨ 上記の事実より GM 1 SAP と Sulfa tide SAPは同ーのものである。

論文の審査結果の要旨

本論文は，異型異染性白質ジストロフィー症の病態が，通常考えられるサノレファタイドサノレファター

ゼの酵素欠損ではなく，サルファタイドと結合し酵素を働かせる活性化蛋白の異常であるととを解明し

た。これはスフィレゴリピッドゥ代謝に乙のような賦活化蛋白が関与している乙とを示し，意義ある研

究と認められる。
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