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概要　 ヒ ト胎盤 卵巣 ，
お よ び卵巣癌組織か ら ア リル ス ル フ ァ タ ー一ビ A （ASA ）を精製 した ．精製 した

ASA は
，
　SDS 存在下 で ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動（SDS −PAGE ）で，分子量 お よ そ 58kDa ，50kDa，

10kDa を示 す異 な る ペ プ チ ドか ら成 つ て い た ．プ Ptテ イ ン シ
ー

ク エ ソ サ
ー

に よ る解析で ，58kDa と

50kDa の ペ プ チ ドの N 末端側配列 は
一
致 した．58kDa と50kDa の ペ プ チ ドマ ッ プ の パ タ

ーン は い くっ

か の ピ ー
ク を除い て 極 め て 近似 し た．そ れ ら の 異な る ピ ー

ク の ペ プ チ ドを解析する と，50kDa の ペ プ チ

ドは，cDNA か ら推定 され る ア ミ ノ 酸配列上 の 445番 目の Val か ら C 末端ま で の 部分を欠 い て い た ．10
kDa の ・ミ ン ドは 異 な る 4個 の ペ プ チ ドか らな り， それ らは cDNA か ら推定さ れ る C 末端側近傍 の 配列

を有 し て い た ，こ れ ら の 結果 よ り ， 50kDa と 10kDa の ペ プ チ ド は ， 58kDa と 同
一

の ペ プ チ ドか ら

proteolytic　processing 　eこ よつ て 生 じ た と考え られ る．ヒ ト卵巣か ら精製し た ASA は ，
　SDS −PAGE 上 で

ヒ ト胎盤 ASA と 同様の 泳動パ タ ーン を 示 し た．卵巣癌由来の ASA は ，主 に 58kDa の パ ン ドか らな り，
50kDa の バ ソ ドが減少 し て い た，さ ら に卵巣癌由来 の ASA で は 正常卵巣の ASA に 比 して ，　endo ・

β
一N −

acetylglucosaminidase 　H 抵抗性 の 糖鎖が増加 して い た ．こ れ らの 結果よ り，卵巣癌 に お い て ASA の 蛋

白部分お よ び糖鎖 の 両方に processing の 変化を生 じ る こ とが示 唆され た，

Syllopsis　Arylsulfatase　A（ASA ）was 　purlfied　from　human 　placenta，　ovary ，　and 　ovarian 　cancer 　tissue．　 The
puri 丘ed 　ASA 　was 　composed 　of 　three　non ・identical　peptides 　of 　58kDa ，50kDa ，　and 　10kDa 　on 　polyacrylamide

gel　elect τ ophoresis 　in　the　presence　of 　SDS （SDS ・PAGE ）．

　The 　N ・terminal 　 sequence 　 of 　the　58kDa 　peptide　 was 　found　 to　be　identical　 with 　that 　 of 　the　50kDa 　 on

analysis 　with 　a　protein　sequencer ，　 The　peptide　map 　of 　the　58kDa　peptide　was 　quite　simmilar 　to　that　of 　the

50kl）a 　except 　for　some 　peaks ．　 The　 50kDa　peptide 　lacked　the　peptide 　 from　 the　 residue 　Val“ s　 to　 the

Gterminus　Qf 　the　amino 　acid 　sequence 　deduced　froln　the　ASA 　cDNA ，　 Four　di晩 rent 　peptides 　yielded　by
the　10kDa 　peptide　on 　HPLC 　had　sequences 　near 　the　C・terminal　side．　 These 　results 　suggest 　that　the 　50kDa

peptide　 and 　 the　 10kDa 　peptide　 are 　yielded　 by　 the 　same 　peptide　 as 　 the　 58kDa 　 peptide　on 　 proteolytic

processing ．　 Ovarian　ASA 　showed 　the　same 　pattern　on 　SDS −PAGE 　as 　placental 　ASA ．　 Ovarian　 cancer

ASA 　was 　mainly 　composed 　of　the　58kDa　band，　and 　in　addition 　the　50kDa　band　decreased，

　The 　carbohydrate 　chain 　of 　ovarian 　cancer 　ASA 　was 　more 　res 三stent 　to　endo 一
β
・N ・acetylglucosaminidase 　H

than 　that 　of 　normal 　ovary ．

　These 且nding 　suggest 　that　the　 processing　of　both　the　oligosaccharide 　chains 　and 　 the　 protein 　 unit 　is
modified 　in　ovarian 　 cancer ．
Key 　words ： Arylsufatase　A ・Processing・Peptide　map

・Subunit

　　　　　　　　　　緒　 　言

　ア リル ス ル フ ァ タ
ーゼ A （以 下 ASA と略す）

は
，

リ ソ ゾ ーム に 局在する水解酵素 の 一
つ で

， 糖

鎖 の galactose ・3・sulfate （糖 脂 質 の
一

つ
，

cerebroside ・3・sulfate の 糖鎖な ど と して 生体組織

に存在）の 脱硫酸を触媒す る，先天 代謝異常症 の

一 つ 異染性 白質変性症 は 本酵 素 の 欠損 に よ つ て

cerebroside ・3・sulfate を 蓄積す る
7 ）こ とが知 られ

て い る．他方，人癌に お い て も本酵素の 活性が白

血 病細胞
15〕22）

， 膀胱癌
13）で 亢進す る こ とが 知 られ

て い る．し か しなが ら婦人科領域 の 癌 に つ い て 本

酵素 の 性状は 調 べ られて い な い ．

　本酵素は 哺乳類に お い て 種 々 の 組織に つ い て 検

討 さ れ て ぎた が
， 分子構成 に つ い て

， 分子 量約
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55〜63kDa の 均
一一

な subunit か ら な る 2 量

体
14）19）

，ある い は55〜63kDa と49〜57kDa の 不均

一
な subunit か らな る

3）6｝1°）

， ある い は ， よ り小 さな

subunit3 ＞6）を も構成す る と もい わ れ ， 統
一的見解 に

乏 しか つ た．

　 リ ソ ゾーム 酵素は それ 自体が糖蛋 白質で あ り，

翻訳後，糖鎖が結含 し ， さ らに 蛋 白部分 と糖鎖部

分が全 く異な る機序 の processing（成熟過程）を

受 け る こ とが知 られ て い る
1）B ）．実際 ， 癌細胞 の

ASA 酵素 は 荷電性 に変化 の ある こ とが 知 られ て

い る，こ れ は 翻訳後 processing の 変化 と見な され

て お り，変化 の 機序を探る に は本酵素の cDNA の

解析
17 ）

の み で は 不 可能 で あ り， 酵素蛋 白 自体 に つ

い て の 追求が 必要で ある．

　 本研究は ， 卵巣癌 か ら精製 し た ASA 酵素 に つ

い て 対照 との 比 較に お い て 癌性 変化を調べ ，さ ら

に 量的精製が可 能な胎盤酵素を用 い て酵素蛋 白自

体 の subunit 構成を検討 し た もの で あ る．

　　　　　　　　 材料と 方 法

　試 薬 ：endo 一β・N −acetylglucosaminidase 　 H

（Endo　H ），
　 peptide ：N ・glycosidase　F （PNGase

F）は Genzyme　Corporationよ り，
　 lysyl　endope −

ptidase は 和光純薬よ り求め た ．　TPCK −trypsin は

熊 崎隆博士 （北海道大学薬学部）よ り供与 され た ．

　ASA の 精製 ：正 常分娩例 の ヒ ト胎盤組織，手術

摘出に よ つ て 得 られ た ヒ ト正 常卵巣組織お よ び卵

巣癌 （漿液性嚢胞腺癌）組織を用 い て ，中村ら の

方法
14）に 準じて 精製した，

　ASA の 活性染色 ：電気 泳動 ゲ ル 上で の 活性染

色 は
， 泳動後 の ゲ ル を

，
20mMp 一ニ ト ロ カ テ コ

ー

ル 硫酸を 含む 0．25M 酢酸緩衝液中で 37℃，10分間

反応 させ ， 1N 水酸化ナ ト リウ ム に ゲ ル を浸す こ

と に よ り発色 させ る．

　電気泳動法 ：Laemmlie の 方法
9）に よ り，蛋白質

を ドデ シ ル 硫酸ナ ト リウ ム （SDS ）存在下に ポ リ

ァ ク リ ル ァ ミ ドゲ ル 電気泳動 （SDS −PAGE ）を行

い
， 硝酸銀 に よ る蛋 白染色 を行 つ た ．

　ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で の 等電 点電 気 泳動

は ， Stevens　et　 al，の 方法
1s ）

に よつ て 行 い ，酵素

活性染色で ASA を検 出し た ．

　ASA の Endo　 H お よ び PNGase 　 F 処 理 ：

ASA を 0．5％SDS ， 02M β一mercaptoethanol 存

在下 で ， 3分間煮沸し て 前処理 を行つ た ．つ い で

57mM ク エ ン 酸一 リ ン 酸緩衝液 （pH 　5．4），　 L 　3％

NP −40中で 1mU の Endo　H を加 え ， 37℃ ，
15時間

加温 した ．PNGase 　F 処理 は ，200mM リ ン 酸緩衝

液 （pH 　8．6），1．3％NP ・40中で ASA に 0．25U の

PNGase 　F を加 え ， 37℃ ， 15時間加温 した．処 理

し た ASA を，　 SDS −PAGE で 検討 し た ．

　高速液体ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）：蛋 白お

よび ペ プ チ ドの 分離精製は ， HPLC に よつ て 行 つ

た ．装置は Waters　600型，カ ラ ム は TOSO 　TSK

（C1），　 Microbondaspher 〔C8又 lik　C18）， 溶媒 は

0．05％ ト リ フ ル オ ル 酢酸を用 い ア セ ト ニ ト リル の 0
→ 80％ の 直線濃度勾配で 溶出 し ， 210nm の 吸光度

で 検 出し た ． ト リ プ シ ソ 消化後 の ペ プ チ ドマ
ッ プ

か ら得 られ た ペ プ チ ドは ， さ らに 1  mM ギ酸一
ア

ソ モ ニア （pH 　6．0）を溶媒 として 用 い ， ア セ ト ニ

ト リル に よ る 0 → 80％直線濃度勾配で精製 した．

　 ペ プ チ ドの 分離 と シ ーク エ ン シ ソ グ ： ヒ ト 胎盤

よ り精製 した ASA を Cys 残基 も同定可能 とす る

た め に ピ リ ジ ル エ チ ル 化 した ，そ の 後，SDS ・

PAGE ，蛋 白染色 し ， 各バ ン ドご とに ゲ ル を切 りだ

し，荷電抽 出す る こ とで ，酵素 subunit を分離 し

た．分離 した subunit は
，
　 C8の 逆 相 カ ラ ム に よ る

HPLC で 精製 し
， 自動 プ 卩 テ イ ソ シ

ー
ク エ ソ サ

ー

（Applied　Biosystems
，
447A ） で ア ミ ノ 酸配列を

解析した．

　ペ プ チ ドマ
ッ プ ：前述の 方法 で 分離 した ペ プ チ

ド を ，
TPCK −trypsin又 は lysyl　endo −peptidase

を 用 い て 消化断 片化 し，逆 相 カ ラ ム を 用 い た

HPLC に よ っ て peptide 　mapping を行 つ た．す な

わ ち ， ASA に 対 し て 1／50（w ／w ）の TPCK ・trypsin
』

を用 い ，ASA の 8．4倍 （w ／w ）の Lubrol・PX を加

えた 50mM トリス
ー塩酸緩衝液 （pH 　7．5）溶液中

で ， 37℃ ，
15時間消化 し た ．lysyl　endo ・peptidase

は ASA に 対 し て 1／50 （mol ／mo1 ）用 い ，　 ASA の

8．4倍 （w ／w ）の Lubrol−PX を加 えた 50mM ト リ

ス
ー塩酸緩衝液 （pH 　8，0）溶 液中 で

， 37℃ ， 10時間

消化 し た ．HPLC で 分離 された 各ピ ーク の ペ プ チ

ドは ， 自動プ P テ イ ン シ
ー

ク エ ン サ
ー

で ア ミ ノ 酸

配列を解析 した ．
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灘
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一 a
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　　　　い

　　　　 蟻茎
〜 c

　 　 　 　 　 k

（kDa）

59丶

57一

1 2 3　 （kDa）

廴 66．、

51一
轄

一

IB

IA

　　　 図 1 　ア リル ス ル フ ァ タ
ー

ゼ A の ポ リア タ リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動

1A ：バ ン ド a ：58kDa，バ ン ド b ：50kDa，パ ン ドc ：10kDa （15％T ）．1B ：Lane 　1 ：

胎盤，Lane 　2 ：正 常卵巣 Lane　31 卵巣癌 （10％T ）

　　　　　　　　　　結　　果

　 1． ヒ ト正 常組織 と癌組織 の ASA の 性状

　正常胎 盤 よ り均 一
に ま で 精製 した ASA は

，

SDS −PAGE （15％T ）で ，　 a （約58kDa），
　 b （約50

kDa ），
　c（約 10kDa）の ・ミ ン ドに 分離 し，さらに 10％

T ゲ ル を用 い た SDS・PAGE で は バ ン ド a は 59

kDa と57kDa に ，バ ン ド b は 51kDa と49kDa に

分離 して い る こ とが認め られた （図 IA ， 1B）．

　図 1B に 示す よ うに ，
　SDS ・PAGE で は 正常卵巣

の ASA は a ，
　 b　2本 の バ ン ドが検出 され，それぞ

れ 59kDa ，57kDa お よび51kDa，49kDa に分離し

て い た ． こ れ に 対 して 卵 巣癌組織 由来の ASA で

は ， 59kDa と51kDa を認め た が，57kDa と49kDa

を 認め なか つ た．バ ン ド a とバ ン ド b を比較す る

と， 正常組織に比 して バ ン ド a の 増加 とバ ン ド b

の 減少がみ られ，バ ソ ド a （Subunit 　a） とバ ソ ド

b（subunit 　b）の 構成に も変化を生 じた と考え られ

る．

　等電点電気泳動で は 図 2 に 示す よ うに ， ASA は

6 ・ ミン ドに 分離 し ， 正 常胎盤 の ASA は 塩基性側

の 成 分 と くに バ ン ド 1 と 2 が 主成分で あつ た．正

常卵巣お よび卵巣癌の ASA で は，パ ン ド 2 〜 5

（一 ）

1 − ＿

2一

3一

4 − ＿

5 一

1

6 −一＿

（十 ）

2 3

図 2 　ア リル ス ル フ ァ タ ーゼ A の 等電点電気泳動 （活

　性 染色 ）

　Lane　1 ：胎 盤，　 Lane　2 ：正常卵巣，　 Lane 　 3 ：卵巣

　癌

が ほ ぼ均等に 分布 し
， 組織に よ る差異を認 め た が，

癌化 に よる荷電性 の 明 らか な違 い は み られ な か つ

た．組織間 の 差は
， Stevens　et　aL の 報告 した翻訳

N 工工
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後の 修飾（リ ン 酸化 ， 硫酸化 ，
シ ア ル 酸化，Glnや

Asn の 脱 ア ミ ド化）
18 ）に よる と考え られ ， 癌化に よ

る こ の 修飾 へ の 影響は な い と思われ る．

　2．ASA の 糖鎖 の 解析

　Endo　 H お よ び PNGaSe 　 F は と もに ア ス パ ラ

ギ ソ 結合型糖鎖に作用す るが
， 前者は 高 マ ン ノ

ー

ス 型糖鎖 お よび混 成型糖 鎖 を基質 とす る の に 対

し，後者は，さ らに 複合型糖鎖を も基質 とす る広

範 な基質特異性を もつ こ とが知られ て い る． こ の

基質特異性 の 違 い を利用し て ，正常お よ び癌組織

の ASA 糖鎖を比較 した．

日産婦誌44巻 7号

　Endo　 H 処理 に よ つ て 胎盤 ASA の 59kDa ，57

kDa の ・ ミン ドの 大部分が 55kDa に 転換 し，残 りの

一部 は 57kDa に と どま っ た ．51kDa と49kDa の

バ ソ ドは 大部分が 47kDa に 変わ り，一部が 49kDa

に とどまつ た （図 3A）．

　PNGase 　F 処理 に よ り59kDa，57kDa お よび51

kDa，49kDa 成 分 は ほ と ん ど55kDa と47kDa に

収束 した （図 3A）．正常卵巣 （図 3B）の ASA に

お い て もほ ぼ同様 の 結果を得た ．よ つ て 正常組織

で は subunit 　a ，　b ともに 大部分が高 マ ソ ノ
ース 型

糖鎖を有す るが
， 少量 の 複合 型糖鎖も存在す る と

3A

End ◎ H

PNGase 　 F
十

十

　　　　　　　　 糶飜 蕪轢龝 灘 謡鑑
　 59〜

　57 − 1　　　 靉　　　　　　　．　　 、

i；≡鑼 鑼
（kDa ）

3B

Endo 　 H

PNGase 　 F

59 ＼

57−＿＿
55一

十

51−
49 −

47一

驫懿繚

糶韈

十

（kDa）

3C

Endo 　 H

PNGase 　 F

llミ
囂≡纈鑼
ll。。）

十

　 　 を　，

鞘 ，騨 灘

　 　　 　 図 3 　ア リル ス ル フ ァ タ
ーゼ A の Endo　H お よび PNGase 　F 消 化

3A ：胎盤，3B ：正 常卵巣，3C ：卵巣 癌

Endo　H ：endo ・
β
・N −acetylglucosaminidase 　H

，
　PNGase 　F ： peptide ： N ・g！ycosidase　F
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思われ る．

　 こ れ に対 して ， 卵巣癌 （図 3C）由来の ASA で

は Endo　 H 処理 で 57kDa バ ン ド に と ど ま る も の

が正常組織 よ りも多 くみ られ ，
PNGase 　F 処理 で

は 正常組織 と同様 に 55kDa に収束 し た ．した が っ

て癌組織由来 の ASA は複合型糖鎖 が増加 して い

る と考 え られた ．以上 の 結果 よ り，癌組織の ASA

は，蛋 白部分 と糖鎖部分 の 両方 の processing に 変

化を来 して い る 可能性が高 い ．

　ASA 蛋 白の processing を検討す るた め
， 以下

の 実験を 行つ た ，
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図 4 　Subunit　a と b の TPCK −trypsin消化物

　 ペ プ チ ド マ ッ プ

o 10 20 30 40 50 （繭

図 5 　Subunit　a と b の 1ysyl　 endopeptidase 消 化 物

　 ペ プ チ ド マ ッ プ

Subunit 　b

　　　　　　　　　　　　　　　　、331 斎
一一一一L − 3　　　 「 颪

Leu　Thr　A「a　Hls　GPu　Pro　Pro　Leu　Leu　Thy　Asp　Leu　Ser　Lys　AsρPro　Gly　Glu　Asn　Tyr　Asn　LeコLeu　Gly　Gly

　　　　　　　　　　　　　　　　 − L ＿2

　 　 　 Subun 比 c

　 　 　 　 →
　 　 　 　 C − 1
4、5　 　 “ 8fiE5L

→

Va」Aea　Gly　A［a　Th厂

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 C − 2

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 C − 3
　　　　　　　　 、57 ・me 　 　 　 ・53 ・64 　 　 　 4ア。 、71　 47、／姦「

冖一 →

Pro　Glu　Val　Leu　Gln　Ala　Leu　Lys　Gln　Leu　Gln　Leu　Leu　Lys　Ala　Gln　Leu　Asp　Ala　A」a　Va「Thr　Phe　Gly　Pro　Ser　Gln　VaF　AIa　A啄

　　　 L ＿2一 LL ＿1一 一 T ＿1＿＿ ＿ ＿＿＿＿一／

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 C − 4
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 493　494 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 504　 505

Gly　Glu　Asp　Pro　Ala　Leu　Gln　1［e　Cys　Cys　His　ProGiy　Cys　Thr　Pre　Arg　Pro　Ala　Cゾs　Cys　HlsCys 　Pro 　Asp 　Pro　His　AFa

　　図 6　 ア リ ル ス ル フ ァ タ
ー

ゼ A の C 末端側部分 ア ミ ノ 酸配列上 の subunit 　b，　c，お よ び

　 　　ペ プ チ ド T ・1．L−1〜3，　 C・1− 4の 位置
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　3．subunit 　a と b の 類似性の 解析

　 PNGase 　F 処理で パ ソ ド a は パ ン ド b に 収 束

しな か つ た の で subunit 　a と b の 分子量の差は 糖

鎖 に よ る もの で は な く蛋 白部分 に よ る とみ られ

た．

　胎n9　ASA の subunit 　a と b の N 末端側 の ア ミ

ノ 酸配列は，ともに Ser　Pro　Pro　Asn　Ile　Val　Leu

Ile　Phe　Ala　Asp　Leu　Gly　Tyr と同
一

の 配列で あ

つ た ．

　subunit 　a と subunit 　b の ト リ プ シ ン 消化後 の

ペ プチ ドマ
ッ プ （図 4）を比較す る と subunit 　a の

み に 存在す る ピ ーク T −1を 得た ． ピ ーク T −1の ア

ミ ノ 酸配列は，ASA の cDNA か ら推定 され た ア

ミ ノ酸 1次配列 の C 末端側 の ペ プ チ ド （464番 目

の Ala か ら479番 目の Arg）に 一致し た （図 6 ）．

　他 方，subunit 　 a と subunit 　 b の lysyl　 endo −

peptidase 消化後の ペ プ チ ドマ
ッ プ （図 5 ）を比較

す る と，subunit 　a に の み に存在する ピ ーク L −1，

ピ ーク L −2，
お よ び subunit 　b の み に 存在す る ピ ー

ク L−3を 得 た ，ピ ーク L−1は 458番 目の Glnか ら

463番 目の Lysの ペ プ チ ドに
一
致 し ，

ピ ー
ク L −2は

434番目 の Asp か ら457番 目の Lys の ペ プ チ ド に

一
致 した（図 6）．こ れ に 対 して ，ピ ーク L・3は ピ ー

ク L−2の ペ プ チ ドの N 末端側 （ア ミ ノ 酸434番 目

の Asp か ら444番 目の Gly）に一致 し た ．

　以上 の 結果 よ り，sub 皿 it　a と b は きわ めて高 い

類似性 を示 し， subunit 　b は subunit 　a の N 末端

か ら444番 目の Gly ま で の 配列を有す る ポ リ ペ プ

チ ドと考 え られ る．445番 目 の Val か らC 末端 の

Ala ま で の 分子量は 約6．5kDa と算定 され ，
　 SDS −

PAGE 上 で の subunit 　a ，
　b 間の 分子量 の 差 を説明

し うる．

　4．subunit 　 c の N 末端側ア ミ ノ 酸配列 の解析

subunit 　 c の ペ プ チ ドを シ ー
ク エ γ シ ン グ し

，

ASA の cDNA か ら推定され る ア ミ ノ酸配列 と比

較す る と，C−1，　C・2，　C−3の ペ プ チ ドを N1 ｛tt側 と

す る 3種類 の ペ プ チ ド≧，C・4の ペ プチ ドの 存在が

推定 され，い ずれ も ASA の C 末端側付近 の 配列

に一致 し（図 6 ），それ よ りも N 末端側に類似の 配

列を認 め な か つ た．

　　　　　　　　　考　　案

　細胞の癌化に よ り複合糖質（糖蛋白質 ， 糖脂質）

の 糖鎖が変化す る こ と が 知 られ て お り，
こ の 癌性

変化 の うち に は
， 腫瘍 マ

ーカ ー
として 臨床応用さ

れて い る もの もある．本酵素に つ い て も肺癌組織

の 酵素は
， よ り酸性 の 成分が増加 し て お り

，
そ の

原因 と し て は
， 酵素に 結合す る糖鎖の リン 酸化お

よ び シ ア ル 酸化の 亢進 に よ る こ とが報告 され て い

る
14 ）
．そ の 他の リ ソ ゾーム 酵素に つ い て も， 肝癌 の

カ テ プ シ ン Dl1｝，肺癌 の β一グル ク 卩 ニ ダーゼ
4 ，お

よび ア リル ス ル フ ァ タ
ーゼ B吻こ お け る糖鎖の リ

ソ 酸化に よ る酸性化が知 られ て い る．本 研究 で ぽ
，

正 常卵巣 と卵巣癌 の ASA に は 荷電に よ る明 らか

な違 い は 認め られ な か つ た ．しか しなが ら，卵巣

癌で は 復合型糖鎖を持 つ と考 え られ る ASA の 増

加 が あ り，
こ の よ うな癌性 変化は他の 酵素

23｝
で も

知 られ て い る．

　ASA の subunit 構成に つ い て は
， ゲ ル 濾過上で

の 分子量が約 120kDa で あ る こ と を考え合わ せ る

と，図 7 の よ うな subunit 構成が推定 され る．　 C−1

の ペ プ チ ド を 生 じ る 場 合 を 例 に す る と ， ま ず

subunit 　a が 2 量体 と な り， そ の 後 ，

一方の C 末端

付近 の 2 ヵ 所 （444番 目の Gly と445番 目の Val の

間お よび 448番 目の Ala と449番 目の Thr の間）に

切断を生 じ，445番 目か ら448番 目の Val−Ala・Gly−

Ala の 4 ア ミ ノ酸が切 り出され る と考 え られ る．

　C −2，C−3，　C−4の ペ プ チ ドを生 じ る場合 も同様 な

機序が考 え られ る． リ ソ ゾーム 酵素の カ テ プ シ ン

D は ，そ の processing に お い て ，　N 末端側 の 軽鎖

と C 末端側の 重鎖の 間の ア ミ ノ 酸が切 り出 され

Ntermlna1 Cte「mlnal

図 7 　ア リル ス ル フ ァ タ
ーゼ A の subunit の 推定構

　造

G −4
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る とい う機構
19｝h9知 られて い る．ASA に つ い て ，

processing に よ る subunit の 構成機序は報告され

て い な い が
， 本研究 の 結果は こ の 機序を示 す もの

で ある ．

　C−1〜4の ペ プ チ ドの 解析か ら，切断点 の N 末端

側の ア ミ ノ 酸に は
一

定 の 傾向は認め られ な か つ

た ．ペ プ チ ドの C 末端側 の ア ミ ノ 酸は Thr 又 は

Serで あるが， これ らの ア ミ ノ 酸配列を識別す る

プ ロ テ ア ーゼ は 知 られて い ない 。また G1 〜4の 長

さの 異 なる ペ プ チ ドを生 じ る こ と か ら，
こ れ らが

酵素活性に直接関与 して い る とは 考 えがた く， む

しろ酵素の 立体搆造 の 形成 ， 維持 に寄与 して い る

可 能性 が高 い ．

　癌 の ASA に お ける subunit 　b の減少 は，　C 末端

側で 切断され た ペ プ チ ドの 減少を意味 し ， subunit

b と c が不分離 の もの （subunit 　a ）が増加 し て い

た ．こ れ は 蛋白部分の processing が癌で 変化す る

こ とを示唆 し て い る．同様の 変化 と し て ，リ ソ ゾ ー

ム 酵素 の β一グ ル ク ロ ニ ダーゼ （慢性 骨髄 性 白血

病）
21）

や カ テ プ シ ン D （肝癌）2）
で切断 されて い ない

前駆体の増加が報告 され て い る．こ の 原因 と して

は
，
ASA 糖鎖 の 変化 に 伴 う立体構造の 変化に よ る

プ ロ テ ア ーゼ へ の 抵抗性増加， プ ロ テ ア
ーゼ の 癌

化に よる修飾 ， 発現量の 変化な どの 可能性が考 え

られ る。し か し ASA の processing に 関わ る プ ロ

テ ア
ーゼ は，既に 他酵素で 報告 され て い る よ うな

塩 基 性 ア ミ ノ 酸rt基 i6）
や Asn −X 結合 に 作用 す

る
12＞20）24）プ ロ テ ア

ーゼ で ある可能 性は な く，
プ ロ

テ ア
ーゼ の 早急な解明が待た れ る．ま た 血 清中

ASA 濃度 を測定す る と，健常人 お よび良性卵巣腫

瘍患者に 比 し て 卵巣癌患 者で 有意に血清中 ASA

が 増加 して お り （未発表），
カ テ プ シ ン D （肝癌）

2｝

で も同様の 報告が されて い る．よ つ て 血 清中 ASA

の 増加 に も processing の 変化 が関与 し て い る可

能性 も考 え られ る．

　稿を 終 え る に あた り，懇切 な る御指導，御校 閲 を賜つ た

清水 哲也教授に 深 く感謝 い た し ます．ま た，直 接御 指 導 を

い た だ い た 北 海 道 大 学 医 学部癌研究施設 生 化学部 門牧 田

章 教 授，賀 佐 伸 省助 教授，本 家孝
一

助手 な ら び に 同大 学 薬

学 部熊崎　隆助手 に 感謝 い た し ます．
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