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　Mineral　water ，　named 　Gatalyser　21，prepared 　by　thc 　fermentation　of 　ancientnatural 　leaf　soil ，　is
oftcn 　used 　as　hcalth−beneficial　drillking　watcr 　to　cnhance 　the 　immune 　system 　of　cancer 　patients．
The 　mineral 　water 　was 　dialyzed　and 　hactionated　by　using 　gel　chromatography ．　 Fraction　4，　con −

taining 　carbohydrates ，　was 　further　purified　by　llsing 　negative 　ion　chromatography ，　obtaining 　a

fraction　 naTned 　Fr4 （1−2），　 Thc 　Fr4 （1−2）was 　analyzed 　using 　thc 　ABME 　marker 　mcthod ，　carbo −

hydrate　analysis ．　 It　was 　composed 　of　nine 　carbohydrates ．　 The　NMR 　spectra 　showed 　somc 　spc −

cific 　complcx 　carbohydrates 　pattcrn　in　the 　
IH −NMR 　and 　2D−NMR 　HMQC 　methods ．　 There　were

mally 　cross 　pcaks　hl　thc 　HMQC 　spectra ，　which 　displaycd　l
℃−1H 　relationships 　of　thc 　anomeric

rcgion 　of 　complex 　carbohydrates 　Macrophages 　secrete 　interleukin−12 （IL12），which 　activate 　the

tumor 　immune 　 system ，　 The　induction　activity 　of 　the 　Fr4 （ユ
ー2）for　IL−120n 　thc 　1｝lurine

macrophage 　ce田 ine，　RAW264 ．7，　was 　tested　using 　the 　RT −PCR 　mcthod ．　 The 　Fr4 （1−2）induced

thc 　gcne　expression 　of　IL−12，　sllggesting 　that 　pol｝・sacchariCles 　in　mineral 　water 　are 　responsible

f（）rthe 　II∫ 12inductioll　activity．

Kaywords ： anti −tumor 　 acti 、
・ity； str 吐1cnlrc 　 analysis ； complex 　 carbohydrate ； NMR ； HMQC ；
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　本 天 然 葉緑土 山来 ミ ネ ラ ル 水 は ，約 3｛｝万 年前 の 海底が

隆 起 した 地 層 よ り採取 され た天 然葉緑土 を，バ イ オ リア ク

ター内で 土 壌微生 物 を使 っ て 発酵 させ た もの で ある．そ の

後，3 種類 の フ ィ ル ターを組 み 合 わせ た 源 過 フ ィ ル タ
ー

ラ

イ ン に か け，水の 中 の 不 溶 物 を除 去 して い る．本 ミ ネ ラ ル

水は カ タ ラ イザ
ー21 と して が ん を は じめ と した様 々 な疾

病 の 治療 を補 佐 す る ミ ネ ラ ル 水 と して 利 用 され て い る．

　近年，オ リ ゴ糖 や 多糖 類 が 免 疫 系 を調整す る こ とが 報告

され て い る．太田 らは，ホ ヤ ア レ ル ギー
の ア レ ル ゲ ン 活性

が 5 糖 の オ リゴ 糖 鎖 に存 在 す る こ と を明 らか に し
u
，更 に

加藤 らは そ の ア レ ル ゲ ン 5 糖鎖 の 立 体構造 を，2D−NMR
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ヒo ； う

法 で 解明 し た
2，．フ コ イ ダ ン や，β一glucan に 抗 腫 瘍 活 性 が

ある とい う報告も多 くあ る
距 5レ

．マ ク ロ フ ァ
ージが 分泌 す

る イ ン タ
ーロ イキ ン 12 （Ilr12） は cvt ｛｝toxic　T 　ce11 （CTL ）

や nat ．u ・
・
al　killer （NK ）細胞 の 活性化を介 して ，腫瘍 免疫

を活性化 す る こ とが 知 られ て い る ．カ タ ラ イザ ー21 は マ

ク ロ フ ァ
ージ か らの IL−12p40 サ ブ ユ ニ ッ トの 転写 を促進

し，移植 ガ ン の 増殖を i・nv ’ivθ で 抑制 した
6 ｝，カ タ ラ イザ ー

21 試 料 （40％ 液） に つ い て 1凵 2p40 実験 を行 っ た結 果 腫

瘍免疫活性化を有す る こ とが 明 らか に な っ た の で ， 本 研 究

で は，カ タ ラ イザー21 試料 （原液 ｝ を透析膜 に よる透 析

操作や ，ゲ ル 源 過 カ ラ ム ，陰 イ オ ン カ ラ ム な ど で 分 画，精

製 を行 い ，そ の 活性成分 を解明す る こ と を試み た．

　本研 究で は ， カ タ ラ イザ ー21 の 中の 糖鎖 に 注 U し，そ

の IL−12p40 の 誘導活性の 可 能 性 を検討 し た．本研究で は，

天 然 葉 緑 土 由 来 ミ ネ ラ ル 水中の 糖鎖 の 分離，精製を行い ，

そ の 糖鎖 の 組 成 を単糖分析法で ，構造を NMR 法 で 測定

し，更 に 抗 腫瘍免疫 に 関す る 主 要なサ イ トカ イ ン で あ る

IL−12 の 誘導能を調べ た．

2　実 験

　 2・1 試料 の分離と精製

　 2・1・1　試 薬　　 1．透 析 用透 析膜 ； 分 r・量 対応領域

（3500 ）（Spectra／por　Mcml ）rane 　MWCO ）．2．ゲ ル 炉過

カ ラム 用 移 動 相 溶 液 ； クエ ン 酸緩衝液 ； 20mM 一ク エ ン 酸
一

水和物，0、15M 一塩化 ナ トリ ウ ム ，塩酸溶液 で pH 　3．5 に 調

製．ゲ ル 泝過 カ ラ ム （HiPrep 　16／60　Sephacryl　S−200　High

Resolution＞ （ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イエ ン ス 株 式 会 杜 ）．3，

陰 イオ ン 交換 カ ラム 用移動相溶液 ；A 液 ： 50mM 一酢酸 ナ ト

リウ ム ，10mM 一エ チ レ ン ジア ミ ン 11q酢酸 （EDTA ）−2Na 塩

酸溶液で pH 　4 ．6 に調 製．　 B 液 ： 50　mM 一酢 酸 ナ トリ ウ ム 1

（0〜1．5M −NaCl ），10mM −EDTA −2Na 塩酸溶液で pH 　4，6

に調 製．陰 イ オ ン交換 カ ラ ム （Econo −Pac 　lIigh　Q カート

リ ッ ジ，Bi（，　Rad 製 ）．

　2・1・2　透 析膜 に よ る透析及び 凍結乾燥　　 原料 は，天

然 葉緑土 由来 ミ ネ ラ ル 水 （野冂 総合研 究所製 カ タ ラ イザー

2D を 使用 し た．こ の ミ ネラ ル 水 の 低 分 子成 分 を 除き精

製す る II的か ら，透析膜を用 い て，溶 液 （101） を 20 回

に わ け て 透 析 と凍結乾燥 を 行 っ た．

　 透 析 は，ス ペ ク トラ ム 社 の 3500 分子量 対応領域 の 透析

膜 で ，51 の 蒸 留 水 で 3 日 間，毎 日 水 を 交換 し なが ら 透析

を行 っ た．透析後の 溶液は凍 結 乾 燥 器 〔TAITE （：800 ）で ，

完全 に 凍結 乾燥 を 行 い ，そ れ を ゲ ル 泝過 な どの カ ラ ム 分画

へ の 試料 と した ．10 ］の 原 料 溶 液 か ら 5．38g の 乾燥試料を

得た，こ の 試料を 22 回 に わ け て ゲ ル 酒 過 カ ラ ム 処理 を行

っ た ．

　2・1・3　カ ラ ム に よ る精 製　　試 料 をゲ ル 1戸過 （HiPrep

l6／6〔｝Sephacryl　S−200　High　Resolution，以 下 S−2（1011R と

略す ） で 精製分 画 し た ．試 料 約 0．9．　〜O．5g を ク エ ン 酸 緩

衝液 4ml に 溶解 し た 後，遠心 分 離 （．9000 　rpm ，　 IO分間，

4℃ ） を行 い ，0，45 μm の フ ィ ル タ
ー

で 言戸過 し，精製用 試

料 と した．ク エ ン 酸緩衝液で 平 衡化 した カ ラ ム に 負荷 し，

流 量 0．6mlfmin で ゲ ル 炉 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ーを行 っ

た．カ ラ ム 溶 出液 は 10ml ずつ を採取 した．

　得 ら れ た 高分 子領域試料を Fr ．4 及 び ，紫 外 線 （UV ）

280・nm の 吸収 を 持つ 画分 を Fr．9 とす る ．得 られ た 画分 は

す べ て ，UV 　280　nm の 測定及 び，フ ェ ノール 硫酸法 に よ

る 糖 含 量 の 測定 を 行 っ た （Fig，1）．そ の 後，　 Fr．4 成 分 を

凍 結 乾 燥 した 試 料 37．5mg を陰 イ オ ン交換 カ ラ ム で 溶離 し

同 様 に 280mm ，糖含量 を測定 した （Fig．2）

　2・2　糖 組成 分 析

　2・2・1 試 薬　　ABME 試 薬 ： f’一ア ミ ノ 安息香酸 メ チ ル

エ ス テ ル ，水素化 シ ア ノ ホ ウ 素ナ ト リ ウ ム ，酢酸，メ タ ノ

ール （すべ て 和光純薬製，特級）

　2・2・2　分析装置及び 分析条件

　HPLC ： 島津 LC6A 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

シ ス テ

　 　 　 　 ム

　溶 出液 ： 溶媒 A ： 5％ ア セ トニ トリル 〆1〔｝OmM 酢酸

　　　　 溶媒 B ： 15％ ア セ トニ ト リル ／IOO　mM 酢酸

　 　 　 　 　グ ラ ジ エ ン ト方式，流 量 0．5ml 　min

−1

　カ ラ ム ： Wakc ，sil　5C　18−200 （0．4　x 　25　cm 和光純薬製）

　検出波長 ： 304 ・nin

　G（：−MS ； 島津 GC −MS 　QP50r）OA

　カ ラ ム ： DB −5 （0．25　mm × 30　m ）

　2・3NMR 測 定

　2・S・1 試薬及 び 装 置　　1），O 　Extra （99．996・a．t  m ％ D ）

ISOTEC 　inc，製．ミ ク ロ セ ル （BMS −00515 φ シ ゲ ミ 製 ）

Varian　lNO 〜低 6〔）O ；プ ロ ト ン周 波 数 599 ，882　MHz 、

　2・3・2NMR 測定　　
iH −NMR 測定条件 ；Presaturation

法 で 水消去 を行 っ た．繰 り返 し測定 回 数 256 回，測 定温
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度 30℃ ， heteronucleai・multi 　 quantumn 　 c （｝herence

（HMQC ） 測 定 条 件 ； シ
ーケ ン ス gHMQC 　gradients，測 定

温 度 30℃，Fr4C1−2）試料 を，重水溶媒 で
IH −NMR ，2D −

NMR で あ る HMQC の 測定は，　 gHMQC シ
ー

ケ ン ス で 行

っ た．NMR の 測定は ，　 DvO （9．　9．　．99．　6％ ） 溶媒，シ ゲ ミ ミ

ク ロ セ ル （5 φ）を用 い ，装置は Varian 製 INOVA 　600 で

行 っ た．

　2・4　陰 イ オ ン ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

　多糖硫酸 エ ス テ ル の 分解産物 で ある 単糖 の 硫酸化 フ コ
ー

ス や 硫 酸 化 グ ル コ
ー

ス か ら，海 洋性 細 菌 が 生 産 す る ス ル フ

ァ ターゼ や，硫酸還元繭な どに よ り，硫酸が 脱離す る こ と

が 知 られ て い る
匸］）．本試料 Fr．4 及び Fr4（1−2） に つ い て ，

［

H−NMR の 測 定結果 か ら δ L9 〜2」 （CH ，，．） に シ グ ナ ル が

み られ た．硫酸還 元 菌で 硫酸エ ス テ ル か ら脱硫酸後，糖鎖

の 環 で CHu 　g と なる こ とが 考 え られ る．そ こ で ，　 Fr4 溶

液 中 に 硫 酸 イ オ ン が ど の くら い 存在す る の か を，陰 イ オ ン

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー法 で測定 した，

　2・4・1 試薬及 び試料　　溶出バ ッ フ ァ
ー

；2．3　mmol フ

タル 酸 ，2．5111mol トリ ス ア ミ ノ メ タ ン．標準溶液 ； 陰 イ

オ ン 混 合 溶 液 IV （関 東化学製）硫酸 イ オ ン と し て ，2．5，

5．0，7．5，IO．Oppm 各濃度 となる よ うに 調製 した．

　試料 ；Fr、4 （50 μD　　（S−20｛〕HR ゲ ル 炉 過 カ ラ ム 分 画 試

料）注入量 はい ずれ も 50 μ1．

　 2・4 ・2 分析装置　　目 立高感度 イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ

L−7000 シ リ
ー

ズ．

　 カ ラ ム ； 日立陰 イオ ン分析用 カ ラ ム （4．6mmXl50mm

＃2740） カ ラ ム 温度 55 ℃．

　 2・4 ・3 分 析方法　　 日 bk 高感度 イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ

L−7000 シ リーズ を用 い て，溶出バ ッ フ ァ
ー2．3mniol フ タ

ル 酸，2，5mmo ［トリス ア ミ ノ メ タ ン で ，流 量 1，5　ml ／miI1 ，

Pressure　44　kgi 〆cm
！

の 条件で 標準溶液の 各濃度 を測 定 しt

検量線 を作成 した．続 い て 試料 Fr．4 （50 μ1）の 測定 を行

っ た．

　2・5　皿 r12p40 誘導活性試験

　2・5・1　試料及び 試薬　　MilliQ 水，　 RAw 　264．7細 胞 ，

LPS （Lipopolysaccharidc 　rrom　Escherlchia　coli　Serotype

O26　i　B6，　 Sigm ・ ），　C；eneEl ・teTM　M ・ mm ・lhan　T ・ t・1・RNA

Miniprep 　KiL （Sigma 製）・

　 カ タ ラ イザ ー
の 精製画分で あ る，Fr．4，　 Fr4 （1−2），　 Fr．9

及 び LPS を 試 料 と す る 場 合 に は ，5 μg／111 且濃度 に な る よ

う に サ ン プ ル を 添 加 し た minimum 　 essential 　 medium

（MEM ） 培地中で ，　 RAW26 斗，7 細胞を培養 した．

　2・5・2 実 験 方法　　カ タ ラ イザーの IL−12p40 誘導活性

は ， ゴη 祕 γo に お い て RT −PGR 法 に よ り評価を行 っ た．

　 マ ク ロ フ ァ
ージ 様細胞 RAW264 ．7 を，カ タ ラ イザ

ー
精

製画分 IFr．4，　 Fr4 （1−2），　 Fr．91 を含む 10％ fetal　bovine

serum （FBS ） 含 有 MEM 培 地 で 各 時 間 培 養 を 行 っ た ．

GeneElut〜
M
　Manlm としlian　Total　RNA 　Miniprep　Kit （Sigma

製） を用 い て RNA を抽出 した，更 に M −MLV 　Reverse

Transcriptase （PROMEA 製 ） を用 い cDNA を合 成，得 ら

れ た cDNA を IL−i2p40 及 び glyceraldehyde　pheg．phate

dchydrgcnase （GAPDH ） プ ラ イマ
ーを 用 い て PCR を行 っ

た （PGR 反 応 条件 94℃，2 分間の プ レ イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ

ン の 後，94℃ ；50秒，62℃ ；50 秒，72℃ ； 60秒 の 条件 で

30サ イ クル 反 応 させ た後，74℃ で 4 分間の フ ァ イナ ル エ

ク ス テ ン シ ョ ン を 行 っ た ），得 られ た，PCR 産物 に つ い て

2，5％ ア ガ ロ ース ゲ ル 電 気泳動 を 行い ，発 現 量 を 測 定 し

た．

3 結果と考察

　試 料 を ゲ ル IP過 S−200　HR で 精 製 ，分 画 し得 られ た 高分

子 領 域 試 料 （Fr．斗） を 更 に，陰 イ オ ン カ ラ ム Econopac を

用 い て ，精製，分画 し た 中の 分画 1〜2 で あ る Fr4（1−2）

を用 い て ，単糖分析 lp一艮 minobenzdc 　mcthyl 　ester （ABME ）

標識法 に よ る 高速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （IIPLC ） 測 定

及 び ST
’
as．　 chromatograph ＞

・（GLC ）測 定 ｝，更 に ，　 NMR 測

定 （
iH −N ］　IR，　 HMQC ）， 陰 イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー測

定，Ilr　12p4C）誘導能実験 を行 っ た．

　 Fr．4 は 最 も糖 の 含量 が 多 く，Fr．9 は 糖及 び UV 　280 　 nm

の 吸収 の あ る画分で あ っ た．こ れ らは 集め て 各 々 の 透析，

凍結乾燥を行 っ た （Fig．1）．更に こ の S−20011R ゲ ル ｝戸過

カ ラ ム に よ り得 られ た 画 分 Fr4 に つ い て ，10kDa ，50

kDa ，200　kDa の 3 種類 の 限 外1戸過 膜を通 して 限外 1戸過を

行 っ た 結 果，お よそ の 分子量範囲が 得 られ た．

　 a．限外枦過膜透過 画分，b．限外炉過膜保持画分 ，
　 c ．

限 外枦 過 膜非透過 残査 につ い て そ れ ぞれ の 限外炉過膜 に お

け る a，b，　 c の 回収率 （％ ）を求 め た 結果，こ の Fr，4 は

200kDa 以 ．．ヒが 約 40 ％ ，
50 　kDa 〜200　kDa 約 30％，10

kDa 〜50　kDa 約 30％ とい う分子量推定が得 られ た．

　次 に，S−20｛〕IIR で 得 られ た Fr．4 （37 ，5mg ） を，陰 イ オ

ン 交換 カ ラ ム Ec   no −Pac 　High　Q カ
ート リ ッ ジ （以

．
ド

Econopac と略す）を用 い て 精製，分画 した．そ の 各 フ ラ

ク シ ョ ン の UV 　280 　nm の 測定 と，糖含量 の 結 果 を Fig．2

に 示す．

　 最終的 に Fig．2 の ク ロ マ トグ ラ ム で 示 した 画 分 を合 わ

せ て ，Fr．1〜2，　 Fr　3〜5，　 Fr　6〜12，　 Fr　I3〜16 の 4 つ の

画分 と し た．各 々 を凍結乾燥 し得 ら れ た 重 量 を Table　 l

に示す．

　 こ の Fr、4 の 中の ，　 Fr （1−2＞ を Fr4 （1−2） と略す．　 Fr4 （1−2）

は 各画分の な か で も最も糖含量 の 多い 成分で ある ．

　 ABME 標識法 に て ，試料 250　ng か ら，糖組成分析 を 行

っ た．結果 は ，Table 　 2 に 示す よ うに ，　 Fr4 （1−2） の 糖鎖

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The  JapanSociety  forAnalytical  Chemistry

394 BUNSEKIKAGAKU

mAU
 160

 140

 120

 1OO

  80

  60

  40

  20

   o

       12345678910111213141516

Fig, 1 S-200 HR  ge] flltratiot] colunin  fractiori;

(A TnAIJ)  tJX' (280) absorption  of' each  fraction (10 in]lf'raD  und  (e pg n]]'

Pg  mri
500450400350300250200

 150
 1OO50o

Fra.NO

1I

vu].54 {2eOi･"

          
･l

-iir- Abs. at

    280nm

+Sugar

    content1
  '-- '-"'j

Fra 4 and  Fr'a 9 arc  gathcred to  lyophi]ization to  each  other

                   ]

                    )sugarcontent

mAU
  8

  7

  6

  5

  4

  3

  2

  1

  o1

pg ml-i
 700

 600

 500

 400

 300

 200

 1OOo

Fra.NO

Fit

l

+Abs.  At
    280nm

+  Sugar

   .conten{j

234567891011  12 13141516

Fig. 2 Econopac  anion  exchange  co]Ltllin  fraction: Fra 4 of'  S-200 HR  was  sepa]'ated  with  the Econopac
exchange  colunin

UV  <280) absorption  (A inALJ)  of  each  fraction (1O tnl>  and  the  siLgar  content  {e LLg ]nl'  
i)

alllOtl

Table  1Amount.  of  cach  Fractions

union  exchunge  co]umii

an)vunt  of  Fr4 was  37,S rng)

froin Ecunopac

(applied tolal

Table 2C:arboh},drateCoinpositionof'Fr.4<1-2)

(/arbc')hydrate

Fraction 1-23-:r,g., 6･--･12]S-16

.hpoun[,ltngt.t6.9 C).5 O.6

(;u]actoseG]Licosc/X{lll']IIOSe,Ki'abinose

Xs'loseFuces{/Rhan]ti{)se

N-.nLcen,1Glucosaniine

,N'-,ALcetylC;a]uctosaniivie

ninollTng

  ]98

  364

  S48

  108

  2]6

  172

  308

  116

  64



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

ノ ート　 加藤，太田，tSJI：，脇田，河 原，11［野，濱崎，照 屋，長 田，幽 川，野 口．1
’
｛畑 ； II．12誘導活性複合糖質の 構造解析 　395

d

ン 寓ヒ

C

　

酬
ノ

　

U

　

　

 

！彫　

〆
V

〆
ノ

b

、虹レ
1

a

ノし
ノ ＼

Lt

“ k
．　一　．一　　　．．一一一1−　1−　．一　　．　．．一．．　．「　　．一．一　1
　 5 ．0 　　　　　5．5 　　　　　5．0
　 　 　 　 　 　 1．94

｝
2「

　
Z「3

［ドT
「

5

τ
3

π下
τ
「π

・4
」

即

覗鳩

　 　
　マ　　　 　　　 　　

　　　ド　コ
．0　　 　　 1．5　　 　　 1 」 　　　 卩1

Fig．3　
1H −NMR 　spectrllm 〔）fFv ．4 （レ2）with 　pr〔〕−samration 　scqucncc （δ467 　HI ）O 　signa1 ，600　MH ∠，313K ）

a ；C旦 s　ot
’
　methyl 　pentose ，　b ；C 旦 z，　c ；C旦 of 　sugar 　ring ，　d ；C 旦 ofanomcric 　rcgi （♪n

Tuble　3　Prot〔＞Il （II−D　and ｛：a盲
．b〔，n 　（（〕−D 　Chemk 〕al

　　　　 shifts 　of 　Fr4（1−2）at　An ぐ，Illeric 　 regic ）11 （the

　　　　 Ilumber 　sh ⊂｝｝v　at　Fig，4A ）

NC），　　
［

H （δ）　　
1．
℃ 〔δ）　　 NO ， IH

（δ）　　　
じic

：（δ）

1234567 5．215
，195
」75

、165
．〔レ15
．075
．〔｝2

99．2999
，2799
，9499
．5097
．6810

〔1．519421

8901234　

　

11111

4，994
．964
．934
．9〔｝

4．864
、704
，45

1〔〕〔レ，671
｛［〔1．621
〔，O．4898
．9498
．6（198
．90102
，77

成 分は 9 種の ．単糖か ら構 成 され る こ とが 分 か っ た．9 種 の

単．糖 は，HPLC 分 析 及 び GLC 分 析か ら，そ れ ぞ れ の 単糖

の 標準 品 との リ テ ン シ ョ ン タ イ ム か ら 同 定 を行 い
， 更 に

gas　chromatography ／mass 　spectmmetry （GC ／MS ） 測定法

で 各単糖 の 分 子 量 の 確認 を行 っ た．（分析方法は Ref．7−8

に 記載），本試 料 Fr4（1−2） の ABME 標 識 に よ る糖 紐 成 分

析結果 を Table　2 に示す．

　単 糖 分析 の 結 果 か ら，こ の Fr4 （1−2） の 構成糖 は ガ ラ ク

ト
ー

ス，グ ル コ
ース

t
マ ン ノ ース ，ア ラ ビ ノ ース ，キ シ ロ

ー
ス ，フ コ ー

ス ，ラ ム ノース
， N一ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン，

N 一ア セ チ ル ガ ラ ク トサ ミ ン の 9 糖 か ら な る こ とが 分か っ

た．ラ ム ノース 以 外 は，糖 タ ン パ ク質を構成す る単糖で あ

り，生 理 的 に重 喫 な単 糖 で あ る．単 糖 を 合 計 した糖 含 量 は

こ の 試料 の 33．正％ を 占め て い る．更 に 本 試 料 で は，キ シ

ロ ース （216nmol ），フ コ ース （172　nmol ） な ど植 物 性 由

来 の 糖 を多 く含 む とい う特徴 が あ る．更 に，ア ラ ビ ノー
ス

と ラ ム ノ ース も （1〔［8　nmol ，308　mnQD と高 い 含有量 を

示 して お り，D一ア ラ ビ ノ ース は ヘ ミセ ル ロ
ー

ス，ペ ク チ ン

質など に 含まれ，L一ラ ム ノ
ー

ス は 多糖成分 と して の 分布が

広 い ．

　
1H −NMR ス ペ ク トル は 糖鎖 に 特徴的 な シ グ ナ ル を 示 して

い る．
1H −NMR か ら，δ1．1〜1．4 （CH …5），は メ チ ル ペ ン ト

ー
ス （フ コ

ー
ス ，ラ ム ノ

ー
ス ） の （：H ・1 領 域 の シ グ ナ ル ，

δ 1．9〜2，1 （CH2 ） 〔こ の シ グ ナ ル に つ い て は 後 述 ），δ 3．2
〜4．4 （糖 の 環 CH ），δ 4．8〜5．2 （ア ノ メ リ ッ ク プ ロ トン ）

領 域 に 多 くの シ グナ ル が 重 な っ て い る が，これ らの シ グナ

ル は，糖鎖 に 特徴的 な シ グ ナ ル と考 え ら れ る （Fig．3）．

更 に ，HMQC ス ペ ク トル か らは，糖の 特徴的 な ア ノ メ リ

ッ ク 炭 素 と 水 素 の 相 関 シ グ ナ ル が 多 数 得 ら れ て い る

｛δ（H ）5，21
一
δ（C ）99，29，δ（H ）5．07

一
δ（C）100，51，δ（H ）4．99

一

δ（C ）100 ．67etc 　l　（Table 　3，　Fig．4）．

　 なお，タ ンパ ク質特有 の 低磁場 の NMR シ グナ ル 〔δ6．5
〜8．5，NH ，フ ェ ノ

ー
ル 性水素） は認め られ なか っ た．陰

イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 測 定結 果 か ら，Fr4 中 の 硫酸

イ オ ン は ， お よそ 1．29 μmol 〆Inl で あ っ た．したが っ て

IH −NMR の δ 1．9 〜2．1 （Fig．3b ） （CII2 ）の シ グ ナ ル は 硫

酸 化 糖 の 硫 酸基 が 脱離 後の （（］H1 ） の 可 能性が あ る と 考え

られ る．

　 IL−12は 活性化 B 細胞や マ ク ロ フ ァ
ージが 産生 す る 分子

量 7 万の サ イ トカ イ ン で，p40及 び p35 の 2 つ の サブユ

ニ
ッ トが ジ ス ル フ ィ ド結 合 で 結 ば れ た ヘ テ ロ 2 量 体 の 糖

タ ン パ ク 質 で あ る．サ ブ ユ ニ ッ ト単独 で は 生 理 ｛舌性 を示 さ

な い ．機能 と して は，T 細胞や NK 細胞 か らの intcrferon一

γ （IFN一γ） や tumor 　necrosis 　factor一α （TNF 一
α ） の 産生 誘

導，NK 細 胞 や CD8 ＋ T 細胞の 細胞障害活性増強，　 ThO 細

N 工工
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Fig．4　Partial　HMQ （］　spectra 　｛）fFr4（1−
L2

）gHMQC 　sequence （600　MHz ，31SK ）numbering 　1　t‘〕 14displa｝，　
IH −1：℃ c〔｝n

’
e−

ladons（the 　llumbel
・
show 　at 　Table　 3）（A ）nnomeric 　resrion ，（B ）sugar 　ring 　region

IL−12p40

GAPD

a b C d e

Fig．5 　EF飴 cts 　of 　the　purified（：atalyser 　21　fractions

on 　tlle　transcription 〔｝f　IL−12p40 　gclle　in　RAW26 斗，7
cellsUpper

　lane： （a ），CoIltrol； （麿，），LPS ；（c ），　Fra・4 ；（d），
Fra．4（1−2＞； （c ），Fra．9，　Lower 　lane　shows 　thc 　expres −

sion 　of 　glyceraldeh｝des　3−Phosphate 　dehydrogeImse

（GAPD ＞gcne　 as　 u　 marker 〔｝f　cDNA 　amoun 【 supplied

to　RT −PCR ．

胞 か ら Thl 細胞へ の 分化促 進，活性化 NK 細胞や T 細胞

の 増殖促進 な どが 知 ら れ て い る．p35 遺 伝子は 恒常 的 に 発

現 して お り，p40 サ ブユ ニ ッ トの 遺 伝子 発 現 が IL−12活性

誘 導 に 関 係 して い る．分 画 精 製 す る 前 の ，40％ カ タ ラ イ

ザー溶液 に は IL−12　p40 誘導活性 が 認 め られ た
b1
．

　そ こ で，カ タ ラ イザ
ー

の 分画，精製画分 で ある 高分子 領

域 試 料 Fr4，及 び糖 含 量 の 多い 試料 Fr4Cl−2），低分 子領 域

試 料 Fr．9 及 び，　 LPS に つ い て tL．1‘2p40 誘導活 性 試 験 を行

っ た．

　IL−12p4 〔，誘導活 性 試 験 を 測 定 し た 結 果 ，試 料 の Fr4 ，

Fr4 （1−2）及 び リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド （LPS ） に は IL−

12p40 誘 導活性 が 認 め られ た が，　 control 及 び Fr9 に は認

め られ なか っ た （Fig．5）．な お，本 IL−12p40 誘導活性試

験 方法 は 定性 的 な 試験 法 で あ tl　，発 現 の 結 果 を定 量 的 に 示

す もの で は な い の で
，

Fr4
，

と Fr4 （1−2） の 活性 の 違 い を比

較 す る もの で は な い と考 え られ る，　 ・
方，細 胞 壁 に LpS

が 含 まれ て い る こ と は よ く知 ら れ て い る
川 II〕，しか しな が

ら，1、PS を 陰 イ オ ン 交換 カ ラ ム （Econopac ） で 溶出 さ せ

た溶出曲線の 結果か ら，UV 〔280　nm ）の 溶出山線 で は，

4（1〜55ml の 位 置 に 主 成 分の 溶 出 が 確認 さ れ た が ，　 Fr4

（［−2） の Econopac 溶出曲線 で は
，

10〜20　ml の 位置に 主

成分が 確認 され て お り （Fig．2），明 らか に LPS の 挙動 と

は 異 な っ て い る．更に ，糖 質含有量 に お い て も，LPS は

Fr4 （1−2） の 溶出曲線 に お け る 糖成分 の 挙動 とは 異 な る こ

とが 明 らか とな っ た，した が っ て ，本試料 Fr4（1−2） は，

LPS とは 異な る もの で ある と考え ら れ る．なお，今後 LPS

に つ い て も更に 検討を 行 っ て い く考 えで あ る．

　 本 研究 で 得 られ た 結 果 か ら，カ タ ラ イザ ー21 の 分 画 ，

精 製 試 料で あ る 高分 了 領域 成分 Fr4，及 びそ の 精 製 画分 で

糖 含量 の 多 い Fr4（1−2）は IL−12p40 誘導活 性 を有 して お り，

抗 腫瘍 活性 成分 と して 機能する こ とが 示 唆 され た．な お こ

れ は 複合糖質で ある こ とが，単糖分析法や NMR 法な どか

ら判 明 した．こ れ らの 結 果 は，複 合糖 質に よる，免 疫 調 節

機 構 を解 明 す る 手 が か りに な る と考え られ る．

　今後，試料の 酵 素処 理 な どで糖鎖 の 分子 量 サ イズ を小 さ

く し．こ の Fr4 （1−2） の 構 造 解 析 を更 に 彳J
．
っ て い く．糖 鎖

配列や ，各種 2D −NMR か ら構造 の 詳細を解明 し Ilr12 誘

導活性成分 の 研究を進 め て い く．
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