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概 要 　人 胎盤 よ り人 腎由来 の 腎炎惹起性糖蛋 白 と 同様 の 物質の 抽 出 に 成功 し た こ と を前報に お い て 報告

し た．今回 は，胎盤 よ り抽出 し た試料を腎由来の 腎炎惹起性糖蛋 白の 精 製方法 を用 い て 精製 を行ない ，

そ の 化学組成を 明らか に した ．

　 1）精製に用い た手段は，Zone 電気泳動，　Concanavalin　A （Con　A）athnity 　column 　chromatography ，
Bio　Ge1　P200　column 　chromatography 等の 方法を 用 い た ．精製収量 は 胎盤絨毛組織 250g （湿重量） よ

りG．7mg （乾燥重量）で あつ た ．

　2）精製を行な つ た 入胎盤抽出試料は Con　A と特異的な親和性を もつ こ と よ り， そ の 本体が 糖蛋白で

あ る こ とが判明 し た ，

　3） そ の 糖組成 お よ び ア ミ ノ 酸組 成 に つ い て 分析した 結果 ，糖組成 で は グ ル コ ース を 主体 とす る こ とが

判明した ，ま た ア ミ ノ 酸組成 で は hydroxyproline
，
　hydroxylysine等の collagenous 　component を欠 く

non 　collagenous な物質で ある こ とが 明らか に な つ た 。

　4）人 腎由来の 腎炎 惹起性糖蛋白に 対す る抗血清を用 い て オ ク タ ロ ：：t−一法 に よ る ゲ ル 内 二 重拡 散法を

行な つ た結果 ， 人腎由来 の 腎炎惹起性糖蛋白お よ び入胎盤絨毛基底膜よ り酵素消化に よ り抽 出精製 し た

試料お よ び人胎盤絨 毛基底膜 よ り超音波処理 に よ り可溶化抽出 した 試料お よ び S．L，E．患者の 尿 よ り抽出

され た 腎炎惹起性糖 蛋白 の す べ て の 問 に 共通 の
一

本 の 完全 に 融合する沈降線が形成された ．

Synopsis　Previously，　 we 　 reported 　that　 we 　 succeeded 　in　isolating　from　human 　placenta 　a　substance

comparable 　to　human 　rena 王nephr 圭togenic　glycoprotein　prepared　fro皿 glomerular 　basement　membrane

（GBM ）、　 Th 三s　time　we 　puri員ed　a　sample 　isolated　from 　human 　placental　trophoblast 　basement　membrane

（TrBM ）with 　the　methods 　for　purifying 　renal 　nephritogenic 　glycoprotein　and 　clarified　its　chern 三cal 　composi
−

tion，

　1） To　purify　the　sample 　prepared　from　human　placental 　TrBM ，　we 　fractionated　the 　sample 　by　Zone

Electrophoresis，　Concanavalin　A （Con 　A ） af 丘nity 　 column 　 chromatography 　 and 　 Bio　 Gel　 P200　 column

chromatography ，

　2） As　the　active 　fraction　of　the　sample 　puri丘ed 　from　human 　placental　TrBM 　bound　specifically　with 　Con
A

，
it　proved　to　be　a　glycoprotein．

　3） The 　monosaccharide 　composition 　of　this　glycoprotein　was 　rich　in　glucose （glucose，　galactose　and

mannose 　were 　in　the　ratio 　of 　1．00 ：0．30 ：0．33）and 　the　amino 　aciCl　composition 　of　this　glycoprotein　contained

no 　CollagenOUS 　cOmponentS ．

　4） Ouchterlony　gel　diffusion　demonstrated 　the　existence 　of 　a　common 　precipitin　line　between　antiserum
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to　human 　renal 　nephritogenic 　glycoprotein　prepared　from　GBM 　and 　human 　renal 　nephritogen 三c　glyco−

protein　prepared　from　GBM ，　puri丘ed　human 　placental　glycoprotein ，　the　sample 　prepared　from　human
placental 　TrBM 　by　sonication 　and 　nephritogenic 　glycoprotein　prepared　from　urine 　of 　S．L．E ．　patient．
Key 　words 　： Placenta ・Trophob ｝ast　baselnent　membrane ・Nephritogenic　glycoprotein・Kidney・Toxemia
　 　 1

　　　　　　　　　緒　　言

　 人胎盤 （絨毛基底膜）よ り人 腎 （糸球体基底膜）

由来の 腎炎惹起性糖蛋 白と同様の 物質の 抽 出に 成

功 した こ とを報告 し，本物質 と妊娠 中毒症の 発症

機序 に つ い て 検討し て きて い る ．腎由来の 腎炎惹

起性糖蛋 白は
， 動物実験で 慢性腎炎，萎縮腎に 進

行す る腎炎を惹 き起 こす こ とが判明 して い る物質

で あ る
8）．さ ら に そ の 局在部位は 腎 の み な らず ，

肺 ・大動脈 ・肝 等 の 飽臓 器 に も広 く分 布 し て お

り
9）

， 本物質は 単に 腎炎 の み な らず，広 く全身臓器

の 毛細血 管 の 基底膜障害 を惹 き起こす もの で は な

い か と考 え られ て い る
3）．

　 し た が つ て
， 本物質と同様の 物質が胎盤 に 存在

する こ と よ り，妊娠 時 の 胎盤 由来の 本 物質に よ る

母 体腎， 胎盤等 の毛細血 管 の 基底膜障害と い う新

しい 観点か ら妊娠中毒症の 病態を見直せ る の で は

な い か とい う考 えを前 回 の 報告
1）で は 述 べ た ．さ

らに 腎由来の 腎炎惹起性糖蛋白は
， そ の 化学組成

に つ い て
， 詳 し く調 べ られ た 結果 ， そ の 化学構造

がほ ぼ完全に 解明 され た物質で ある
2）14）15）17）．そ し

て
， そ の 特異 な化学構造 お よ び化学的な性質が腎

炎 惹起能 と い う生物活性 と密接 に 関係す る こ とが

判 明 し て きて い る
3）IS）

。した がつ て ，今回は 前回
1）

の 胎盤 よ り抽出に 成功 した試料 を腎由来の 腎炎惹

起性糖蛋 白 と同様の 手段で ， さ らに精製を進 や，

そ の 化学組成お よ び化学的な性質に つ き検討を加

えた ．また ，腎由来 の 腎炎惹起性糖蛋 白は糸球体

基底膜に 強力 な超音波処理 を施す こ とに よ り可溶

化 され る こ とが判 明 し て い る
5）が，胎盤 由来 の 本

物質に 対 し て も同様 の 性質が認め られ る か に つ い

て もあわ せ て 検討 した ．

　 　　　　　　　 方　　法

　 1）絨毛基底膜 の 分離

　材料 と し て 分娩直後 の 妊娠満 期人胎盤 を用 い

た ．胎盤 か ら の 絨毛基底膜の 分離は
， Gang　et　a1．

の 方法 4）
の 変法に よ つ た．まず ， 胎盤絨毛組織よ リ

メ
ッ シ ュ操作 に よ り終末絨毛を分離 し

， 次 い で超

音波処理 に よ り絨毛基底膜を分離 した．なお
， 詳

細 は前 回 の 報告
1）で 述べ た ．

　 2）絨毛基底膜の 可溶化

　絨毛基底膜は ， ト リ プ シ ン を用い て ， 37℃ 3時

間消化 して 可溶化 し ， 27，000r．p．m ．35分間 の 超遠

心後 ， 上 清を透析 し凍結乾燥 した
1）．こ の よ うに し

て可溶化 され た絨毛基底膜 （TrBM 　TR （3）と略

称す る） を得た．

　3）超音波処理に よ る絨毛基底膜の 可溶化

　 1）で 得た絨毛基底膜 分画を生理 的食塩水 に 懸

濁 し ， Sonic　Oscillator（久保 田 KMS 　250）を用

い て ，最大出力 （150W 　100V）の 条件で 約 10分間，

絨毛基底膜がば らば ら に ち ぎれて 細片状に な る ま

で 超音波処理 後，懸濁状 に なつ た サ ン プ ル 液は 超

遠心管 に 移し ， 27，000r．p．m ．35分間超遠心 し，得 ら

れ た 上 清を採取 し て
，

visking 　cellulose 　tubeに移

し72時間透析を行なつ た 後凍結乾燥 し，超音波処

理 に よ り可 溶化 さ れ た 絨 毛 基 底 膜 （以 下 SS・

TrBM と略称） を得た，

　4）可溶化絨毛基底膜 （TrBM 　TR （3）また は

SS −TrBM ）の 精製

　a ） プ Pt ナ ーゼ 消化

　TrBM 　TR （3）ま た は SS −TrBM を プ ロ ナ ーゼ

を用い て ，37℃ ，72時間徹底消化 し， 27
，
000r．p．m ，

35分間 の 超遠心 を施 した 後 ， 上清を透 析し凍結乾

燥 し た
1）．こ の よ うに し て 徹底消化 され た可溶化

絨毛基底膜 （以下 TrBM 　TR （3）Pr（72） また は

SS・TrBM 　Pr （72） と略称）を得た ．

図 1　 胎 盤絨毛基底膜 の 超音波処 理 に よ る 可 溶化

TrBM
　 ↓
Senication（unti 冂 ヤBM 　are 　completely 　destroyed）
　 ↓
Ultracentrifugatエon （27000　r．p．m ，35rnin．）
　 ↓
Super【latant

　 ↓
Dialysis　3　days （V 圭skmg 　dial｝rsis 　tube）
　 ↓
Lyophllized（SS・TrBM ）
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　b）ELISA 法

　人腎由来の 腎炎惹起性糖蛋 白に 対す る抗血清を

用 い
，
ELISA 法を行な い ， 分画 された 各試料 の 腎

炎惹起性糖蛋 白活性を調 べ た
1）
．

　C ） ゾ ー
ン 電気 泳動

　前報
1）
と同様 の 操作 を行 なつ た ．

　d）Con　A 　a伍 nity 　column 　chromatography

　 O．5M 　NaC1 を含有す る O．02M 　Tris　HCI　buffer

pH 　7、8で 平 衡 化 さ れ た Con　A 　Sepharose　4B

（1．0× 20cm）を用い ， 流速毎時 3r［11 で 試料を カ ラ

ム に か け ，
つ い で 150ml の bufferで 素通 り部を洗

浄 し た 後，次に 2．0％ Methyl α
一D 　 mannopyr −

anoside を含む bufferを用 い ，
　 Con　A に吸着 し た

glycoproteinを置換流出 させ た．試料 は 6ml 毎に

分画 し
， 各分画毎に 蛋白量 ， 糖量を測定 し，また

ELISA 法 を行な つ た ，

　e ）Bio　Gel　P200　column 　chromatography

　前報 1）
と同様 の操作を行な つ た ．

　5）抗血 清

　人腎由来の 腎炎惹起性糖蛋 白に対する抗血 清は

既に 報告され た方法 に よ り作製され た もの を用い

た
II＞。

　 6）　Ouchterlony法

　人腎 由来の 腎炎惹起性糖蛋 白に 対する抗血清を

用い て Ouchterlonyの 方法
6）に 従 い

，
ゲ ル 内 二 重

拡散法 を行 な つ た ．

　7）蛋 白含量 ・糖含量 の 測定

　Zone 電気泳動 ，
カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー等 に

よ つ て 分画 され た 各 分画中 の 蛋 白含量 は 0 ．D．

280を 測定 し推定 した．また 各分画中の 糖含量 に つ

い て は
， glucoseを standard に し て Anthrone

法ηに よ り測定 し た．

　 8）化学組成の 決定

　人胎盤 抽出精製試料 の 糖組成は
，

ガ ス ク P マ ト

グ ラ フ ィ
ー（島津製作所 GC −RIA）を 用 い て 決定 し

た ．ま た ア ミ ノ 酸組成 は，ア ミ ノ 酸 自動分析装置

（日本電子 type　200A）を用 い て 決定 した ．

　　　　　　　　　成　　績

　1）Zone 電気泳動に よ る 分画パ タ
ー

ン

　 プ P ナ ーゼ 消化を 加えた可溶化絨毛基底膜試料

（TrBM 　TR （3） Pr （72）） 220mg を Zone 電気

泳動 に よ り分画 し た 結果 ， 図 2 の ご と く 1つ の 糖

の ピ ー
ク が得 られた が，腎炎惹起性糖蛋 白活性は

糖の 前半部 に 特に 強く見られ た． こ の 活性の 強い

前半部 の 分画 （Fraction α と命名）を集め ， 次 の

Con　A 　a 飯nity ・column 　chromategraphy に よ り

精製を進 め た．

　 2） Con　A 　afinity 　column 　chromatography に

よ る分画 パ タ
ーソ

　 図 3 の ご と く，腎炎惹起性糖蛋 白活性 は ConA

図 2　Zone 　Electrophoresis　Uこ よ る 胎盤 抽 出試料 〔TrBM 　TR （3）Pr （72）〕 の 分画

　 パ タ
ー

ン
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図 3　Con 　A ・SePharose 　4B カ ラ ム に よ る胎 盤抽 出試料 〔Fraqtio蹴 α （Zone ）〕 の 分

　画パ タ
ー

ン
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図 4　Bio−Gel・P200カ ラ ム に よ る胎盤抽 出試料 〔Peak　2 （Con 　A ）〕 の 分 画 パ タ ーン
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吸着分画 （Peak　2）に存 在 し
，
　 Co興A ．非吸着分画

．

（Peak　1）に は
， ほ とん ど認め なかつた ．腎 由来 の

腎炎惹起性糖蛋 白は Con　A と特異的な親和性 を

もつ こ とが判明 し て い る が ， 胎盤 由来 の 物質も同

様 の 性質を もつ こ とが確認 され た．つ い で Con　A

吸着分画 （図 3 の Peak　2）を ざらに Bio　Gel　P200

Fraction　Number

αβ（
・

ー｝
oN

 

dd

鱗

o ．2

o

column 　chromatography を 用 い て ゲ ル 濾過 し精

製 を進め た。

　3） Bio　Gel　P200 　column 　chromatography 　tiこ
よ る分画 パ タ ーン

　図 4 の ごと く， 腎炎惹起性糖蛋 白活性 は void 分

画 （peak．3）に存在 した．活性が void 分画 に存在
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す る性質は 腎由来の 腎炎惹起性糖蛋 白の 性質とよ

く一致 し ， それ は 本物質が凝集 しや す い 性質を も

つ た め と考え られ て い る．

　4）胎盤抽 出試料 の精製収量 に つ い て

　胎盤絨毛組織 250g （湿重量） よ り出発 し ， 絨毛

基底膜20g （湿重量）が得 られ ，
こ れを ト リ プ シ ソ

消化で 可 溶花し プ ロ ナ ーゼ 消化 を加 えた と こ ろ

220mg （乾燥重量）の 試料 （TrBM 　TR （3）Pr （72））

が得られた ．こ の 試料を，つ ぎに Zone 電気泳動 ，

Cen　A 　aMnity 　column 　chromatography ，
　Bio　Gel

P200ゲ ル 濾過 の 手段 を用 い 精製を進 め た と こ ろ ，

最終的な精製収量 は 0．7mg （乾燥重量）で あつ た ．

　5）胎盤 抽出試料 の糖 。ア ミ ノ 酸組成

　今回我 々 が胎盤 よ り抽 出し た 試料 （TrBM 　TR

（3）Pr （72））な らびに ， さらに これを精製 した 分

画 （図 3 の Peak　3）の 糖組成を調 べ た結果は表 1

の ご と くで あつ た 。TrBM 　TR （3）Pr （72）で は

91ucose ，　 galactose ，　mannose の 比 は 1．00 ：

O．74 ：1．00で あつ たが
， 精製を進め た 試料で は そ

の 比 が 1．00 ：0．30 ：0．33とな り，glucose の 占 め

る割合が精製を進 め る に した が い 増加す る こ とが

判明 した。
一

方，胎盤 よ り抽出精製 した 試料 の ア

ミ ノ 酸組成 を調 べ た結果 ， 表 2 の ご と く，hydrox−

ylysine，
　hydroxyproline 等の コ ラ

ーゲ ソ 成分 を

欠 くこ とが 明 らか とな つ た．

　6）　Ouchterlony法

　人腎由来の 腎炎惹起性糖蛋 白に 対す る抗血清を

用 い て ，Ouchterlony法 に よる ゲ ル 内二 重拡散法

を行 な つ た 結 果 ， 人腎由来 の 腎炎惹起性 糖蛋 白

（NG ・GP −human 　GBM ）， 胎盤 よ り抽出精製 し た

試料 （TrBM 　TR （3）Pr （72）（peak 　3））お よ び

胎 盤 よ り超音 波 処 理 施行 に よ り抽 出 し た 試 料

（SS −TrBM 　Pr （72））の 3者 の 間に唯 1 本の 完全

に 融合す る共通 の 沈降線 の 形成が認 め られ ， また

表 1　 胎 盤 抽 出試料 の 糖組 成

GlucoseGalactoseMannose

箭 BM 　 TR （3）Pr（72＞
箭 BM 　TR （3）Pr（72）
　　　　　〔Peak 　3）

1．001

．00

0、740

．30

1．000

．33

半　Estirnated　by 　gas −liqu量d　partition　chromatography

表 2　 胎盤抽出試料 の ア ミ ノ 酸組 成

Amino　acidTr ・M 　TR （・）・・σ2）
野 B
誓認

3
も£

「 

GlycineAlanineValineLeucineIsoleucine

ProlinePhenyla

］anine

TyrosineThreonine

Serine

17．588

．635
．727
．013
．856
．522
，51Trace5

，586
．72

13．8210

．047
，327
．073
，644
，3D3
．64

6．408
，29

Cysteic　acid 2，88 1．84

Cyste正n 　　掌『 一

Methionine 脯… 一

Arginine 2．14 2．61

H 重stidine 2．33 6，45

Lysine 4、63 4．68
Aspartic　acid 11．25 9．83

Glutamic　acid 12．62 9．88

Hydroxyproline 一 閲…圃

Hydr 。xylysine 　 l
一 一

’
not 　detectable

図 5　0uchterlony法 に よ る ゲ ル 内二 重拡散法

　　1。SS・TrBM 　Pr （72）（胎盤 よ り超音波処理 に よ

　 り抽 出され た試料）。2．NG −GP・S．L．E．　Urine（S．L．
　E．尿 よ り抽 出 さ れ た 腎炎惹起 性 糖蛋 白）．3．NG ・

　GP −human 　GBM （人 腎 由来腎炎惹起性糖蛋白）．4．

　TrBM 　TR （3）Pr（72）（Peak　3）（胎盤 よ り抽出精製

　され た試料），5，TrBM 　TR （3）Pr （72）（胎 盤 よ り

抽出 された 試料）．C．W ，　anti 　NG −GP −human 　GBM

　serum （人腎由来腎炎惹起性糖 蛋白に 対 す る 抗 血

　清）
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こ の 沈降線 は SLE 患者の 尿 中 よ り抽 出さ れた 腎

炎惹起性糖蛋 白 （NG −GP−S．L．E．　Urine）の そ れ と

も一致 した ． こ の結果 ， 上記 4者は 免疫学的に 同
一

物質で ある こ とが確認 された ．

　　　　　　　　　 考　　案

　 腎由来の 腎炎惹起性糖蛋白（糖 ペ プ チ ド）は non

collagenous な糖蛋 白で あ り， そ の 構造解析 が ほ

ぼ 完全 に な され た物質で あ り　2｝17）
， 特に その 腎炎惹

起能を担 つ て い る糖部分 の 立体構造は 核磁気共鳴

法（NMR 法）等を用 い て ，その 解析が完全 に行な

わ れ て い る
2）14）・5）．その 結果， 糖部分は 3個 の グ ル

コ
ー

ス が 直鎖型 に結合 し て い る こ と ， また糖部分

と ペ プ チ ド部分 の 結合 は α
一N 一グ リ コ シ ド結合で

ある こ とな どが 明 らか に された．前回 ，

’
我 々 は人

胎盤よ り腎由来の 腎炎 惹起性糖蛋 自 と同様の 物質

の 抽 出に 成功 した こ とを報告 し た nが
， 今回は，胎

盤 よ り抽 出し た 物質に つ い て ， さらに そ の 精製を

進め
， そ の化学的性質 と化学組成に つ い て も腎由

来 の 腎炎惹起性糖蛋 白 と一致す るか に つ い て検 討

して み た．は じめ に
， 腎由来の 腎炎惹起性糖蛋 白

が Con　A と特異的 に結合す る性質 を もつ
1°1こ と

に 注 目し ， Con　A 　a伍 nity 　column 　chromatogra −

phy を用 い て分画 して み た結果 ， 胎盤由来物質 も

腎由来の 腎炎惹起性糖蛋白と同様 に
， Con　A と特

異的に 結合する糖蛋白で あ る こ とが確認 された ．

ま た Con　A と特異的に 結合する こ と に よ り， そ の

立体 構造 の
一部 に Con　A と結合す る糖鎖が存 在

す る こ とが判明 した．さ ら に その 化学組成 に つ い

て 検討した 結果 ， そ の 糖組成は グ ル コ ース を多 く

含む こ と， ま た 精製を進 め た 試 料 で は そ の グ ル

コ
ー

ス 含量の 比率が増加 し て い る こ とを明 らか に

し た ．
一
方 ， その ア ミ ノ 酸組成 は ， collagenous な

成分を欠 い て い る こ と が確認された ．

　以上 の 成績 よ り， 胎盤 由来 の 糖蛋 白は ，腎由来

の 腎炎惹起性糖蛋 白と同様の 化学構造 を もつ 糖蛋

白で あ る こ とが明 らか で ある．つ ぎに 腎由来 の 腎

炎惹起性糖蛋 白は 腎糸球体基底膜 か ら強力 な超音

波処 理 に よ り可 溶 化 さ れ る こ とが 判 明 し て い

る
5）
．今回 の 成績 よ り ， 胎盤 由来 の 糖蛋 白も同様

に ，絨毛基底膜 よ り強力な超音波処理 に よ り可溶

化され る こ とが 判明 した．超音波処理 に よ り可溶
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化 され る とい う事実は本物質 の 基底膜内で の 存在

様式を考 える上で興味深 い 知見で ある．また今後，

本物質を胎盤か ち純化する場合，酵素 消化に よ る

純化 よ りも超音波処理 に よる方 がよ り自然な方法

で あ る と思わ れ ， よ り化学 的構造を保つ た型 で の

純化 の 可能性 が示 され た．

　 さて ， 今回 の 結果よ り， 胎盤 由来糖 蛋白は免疫

学的 に も化学的に も腎由来 の 腎炎惹起 性糖蛋白と

一致する物質で ある こ とが 判明 した．本物質は 疾

患医学の病態解明に ， 化学構造 の 明 らか に された

物質を用 い る とい う斬 しい 手法を示 し た こ とで 注

目されて い る t また本物質 は 腎疾患 （S．L．E．
， 膜性

腎炎等）を有す る患者の 尿 中に多量 に排泄 され る

こ と よ り跏 2尿 中よ りの 本物質 の 検出を ， 臨床診

断へ 応用す る こ とも試 み られ て い る ，今回 の 成績

よ り； 人胎盤由来の 糖蛋 白は
，

こ の 臀疾患患者 の

尿中に 排泄 され る腎炎惹起性糖蛋白と も免疫学的

に 同一
物質で あ る こ とが判明 した 。 し た が つ て ，

今後 ， 妊娠中毒症患者 の 尿 を用い て ，本物質 と妊

娠 中毒症 の 関係に つ き検討を行な い
， 診 断の 予知

が行なえ る可能性が示 された ，
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