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網膜色素変性症患者 リンパ球におけるシアリル トランスフェラーゼ

酵素活性およびガラクトシル トランスフェラーゼ酵素活性 (図 4)
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網膜色素変性症患者の末梢血 リンパ球のTritOn X‐ 100抽出分画におけるシアリルトランスフェラーゼ活性

およびガラク トシル トランスフェラーゼ活性を測定 した.網膜色素変性症患者のシアリル トランスフェラーゼ

活性は,健常者 と比較 して有意に低下 していた。ガラク トシル トランスフェラーゼ活性は両者の間で差は認め

られなかった。常染色体劣性遺伝例 と散発例 との間には両酵素活性 ともに差を認めなかった (日 眼 91!

1286-1290, 1987)

キーワー ド:シ アリル トランスフェラーゼ,ガラク トシル トランスフェラーゼ,網膜色素変性症, リンパ球

Abstract
Sialyltransferase and galactosyltransferase activities of the peripheral lymphocytes were mea-

sured in patients with retinitis pigmentosa, and were compared with those in age-matched normal
subjects. Sialyltransferase actiyities were significantly reduced in autosomal recessive cases and
sporadic cases of retinitis pigmentosa, while galactosyltransferase activities revealed no abnormality.
(Acta Soc Ophthalmol Jpn 91:1286-1290, 1987)
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I緒  言

細胞表面複合糖質は,細胞増殖,発生・分化,細胞

接着,細胞間認識などさまざまな事象に関係し,網膜

視細胞および色素上皮においても重要な機能をもつと

考えられている。哺乳類網膜錐体視細胞には Galβ l→

3GalNAcを 認識するピーナツレクチン (peanut ag‐

」utinin,以下 PNA)が選択的に結合し,粁体視細胞
にはシアル酸および N‐アセチルグルコサミンを認識

する小麦胚芽レクチン(wheat germ agglutinin,以 下

WGA)が選択的に結合する1)～ 3)。 視細胞表面および周
囲に存在する複合糖質は,錐体では Galβ l→3GalNAc

が露出しているのに対して,粁体ではシアル酸が結合
して Galβ l→ 3GalNAcの PNAに対する結合性がマ
スクされているものと推定される4)5)。 _方,RCSラ ッ
ト変性網膜を組織学的に検索すると網膜下腔に蓄積し

た視細胞外節の表面にはシアル酸が減少しているこ

と6)-3),視細胞変性マウス(C3H)網膜において網膜複

合糖質糖鎖 非 還 元末端 の シ アル酸 が減少 しβ‐

galactoseが 露出していることを示唆する報告があ
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る。).ま た,WGAを 正常ラット網膜下腔に少量注入す
ると,視細胞層が脱落し変性網膜類似の変化が生 じ
る10).さ らに,複合糖質最終過程において糖鎖非還元末

端へのシアル酸添加機能をもつ糖転移酵素シアリル ト

ランスフェラーゼの網膜内活性は,視細胞変性マウス

(C3H)では正常マウスに比較して低下しているH)。 こ
れらの知見から,網膜複合糖質糖鎖非還元末端に存在
するシアル酸は正常網膜機能の維持に重要な役割を果

たすとともに,網膜変性の病因に関係している可能性
が考えられる。

遺伝性眼底疾患における体液生化学的異常として,

脳回転状脈絡膜網膜萎縮症において, リンパ球のオル
ニチン・アミノトラ/ス フェラーゼ活性に異常がみら

れる12)。 また,錐体ジストロフイー患者白血球において

α‐L‐ フコシダーゼ活性低下が報告されている13).網膜

色素変性症患者 リンパ球においても何らかの酵素活性

異常が検出される可能性がある。一方,急性自血病や
慢性 Bリ ンパ球白血病においては リンパ球のシア リ

ル トランスフェラーゼ活性が上昇していることが報告

されており14),本酵素はリンパ球において活性が高い

ことが知られている。上記に示したシアル酸異常が網

膜色素変性症の発症に関与するとともに,その異常が
リンパ球に発現している可能性があることから,網膜
色素変性症患者 リンパ球におけるシアリル トランス

フェラーゼ活性を測定した.一方,糖鎖内でシアル酸
の内側に位置する糖であるガラク トースの添加機能を

もつガラクトシル トランスフェラーゼ活性についても

測定した。

II 実験対象および方法

1.シ アリルトランスフェラーゼ酵素活性 〔E.C.24

99.1.〕

1)対象

定型的網膜色素変性症患者20例 および健常者20例を

対象とした。定型的網膜色素変性症患者は,男性11例 ,

女性 9例 (年齢は29歳から77歳),遺伝形式は常染色体
劣性12例 ,散発例 8例であった.健常者は,男性 8例 ,

女性12例 (年齢は25歳から63歳)であった。
2)リ ンパ球サンプル調製

末檎血10ml(ヘパ リンlml添加)を肘静脈から採取 ,
モノポリ分離溶液 (Ficoll‐ Hypaque,Flow,Lab.)に

重層して遠沈 (300g,15分 , 4℃ )し , リンパ球分画
を抽出した。PBSにて 3回洗浄後,25mMト リス・塩
酸緩衝 液 (pH 7.2,lmM dithiothreitol,0.1%
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TritonX‐ 100)を加えて2× 107/mlに調整し,細胞浮遊
液をホモジナイズ (WheatOn hOmOgenizer)し 可溶化

させ,遠沈 (12,000g,15分, 4°C)し て得られた上清
を酵素活性測定試料 とした。タンパク濃度は Lowry

法15)に より測定した。

3)酵素活性測定法
シアリル トランスフェラーゼ活性を Miyagiらの方

法16)に より測定した。 リンパ球抽出分画50μ lと 基質

0.lμ Ci CMP‐ 〔14c〕 _シ アル酸 (シアル酸-4,5,6,7,
8,9,〔 14C〕 257.lmCi/mmol,New England Nuclear),

外因性アクセプターとして300μ gア シアロフェッイン

(Sigma,type II)を 含む50mMト リス・塩酸緩衝液(pH
7.2,5mM MgC12)30μ lを加えて,37℃ ,30分間反応
させた (こ れらの実験条件下では予備実験により酵素

活性測定値に直線性が得られることを確認している).

1%燐 タングステン酸・ 0.5M塩酸を加えて反応を停
止しだ遠沈 して得られた沈査を 5%ト リクロール酢

酸 。1%燐タングステン酸液中に拡散させ,25mmグ
ラスフィルター (Whatman GF/A)を通すことにより

その表面に集めて, 3回洗浄し,エ ーテル・エタノー

ル(1:lV/V)10mlで 洗浄したあと, グラスフィル
ターを乾燥させた。乾燥したグラスフィルターに蒸留

水lmlを 加 えて,4℃ に一夜放置 したのち,0.4%
DPO・ トルエン・TritOnX_100(2:lV/V)7mlを
加えて液体シンチレーションカウンターにより放射活

性を測定した。そして,外因性アクセプターを含む反
応液と含まない反応液 (内因性アクセプターのみ)に
おけるアクセプターに取 り込まれた

14c_シ アル酸の放

射活性値の差 (外因性アクセプターにとりこまれた量)

を求めて酵素活性値とした。なお,測定は duplicateで

行った .

2.ガラク トシル トランスフェラーゼ酵素活性 〔E.C.

2.4.1.22〕

1)対象

定型的網膜色素変性症患者14例および健常者15例 を

対象とした。定型的網膜色素変性症患者は,男性 7例 ,

女性 7例 (年齢は32歳から73歳)であり,遺伝形式は
常染色体劣性 9例,散発例 5例であった。健常者は,
男性 9例,女性 6例 (年齢は22歳から62歳 )であった。
2)酵素活性測定法

基質に UDP‐ 〔“
C〕 ガラクトース (ガ ラク トース‐〔14

C〕 333.OmCi/mmol,New England Nuclear), アク

セプターにオバルブミン(Sigma,grade V)を 用いた。
シアリル トランスフェラーゼ酵素活性測定と同様の方
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健常者    綱膜色 素変性症

図1 健常者および網膜色素変性症患者リンパ球のシ
アリルトランスフェラーゼ酵素活性

常染色体劣性   散発例

図2 網膜色素変性症常染色体劣性遺伝例および散発
例のリンパ球のシアリルトランスフェラーゼ酵素活

性
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健常者    網 膜 色 素変性 症

図3 健常者および網膜色素変性症患者リンパ球のガ
ラクトシルトランスフェラーゼ酵素活性

30

常 染 色 体 劣 性   散 発 例

図4 ,1網膜色素変性症常染色体劣性遺伝例および散発

例のリンパ球のガラクトシルトランスフェラーゼ酵

素活性
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法を用いて酵素活性測定を行った。

III 結  果

健常者におけるシアリル トランスフェラーゼ酵素活

性は14.3± 4.2(p mo1/mg protein/37° C30min)で
,

最低10.0か ら最高24.7にわたっていた。一方,網膜色

素変性症患者では10.2± 3.9で ,5.0から18.3にわたっ

ていた。これは,健常者に比べて危険率 1%以下で有
意に低いと判定された(図 1).遺伝形式で比較すると,

常染色体劣性患者は9.8± 4.4,散発例患者は10.7± 3.1

で,両者の間に有意差を認めなかった (図 2).

健常者におけるリンパ球ガラクトシル トランスフェ

ラーゼ酵素活性は17.6± 7.2(p mo1/mg protein/37° C

30min)で ,最低5.6か ら最高28.8に分布していた。一

方,網膜色素変性症患者では15.7± 7.4であり,5.2か
ら29.9で あった(図 3).健常者との間に有意差を認め

なかった。常染色体劣性患者は15.2± 5.5,散発例患者

は16.7± 10.8で ,両者の間に有意差を認めなかった(図

4)。

IV 考  按

網膜色素性症患者のリンパ球におけるシアリル トラ

ンスフェラーゼ酵素活性を測定すると,健常者に比較
して有意に低下していた。酵素活性が常染色体劣性と

散発例の間に差を認めなかったことは,散発例の多く
は常染色体劣性遺伝によると考えられるので道理にか

なっているであろう。一般に,常染色体劣性遺伝病の

病因に直接関与する酵素は,罹患者 (ホ モ接合者)で
は欠損,極度の減少,あ るいは不活性の現象がみられ
る。網膜色素変性症におけるシアリル トランスフェ

ラーゼの減少は統計的にみて低下している所見が認め

られるものであり,欠損症例はなく,さ らに症例によっ

ては正常範囲に入るものもみられた。しかも,網膜色

素変性症の同酵素活性低下群と正常範囲内の群との間

で臨床的な差異は検出しえていない。シアリル トラン

スフェラーゼは多 くの種類のものが存在 し,一般に

α2-3,α 2-6,α 2-8,α 2-9結合するものが知られてお

り,今回は頻度の高いα2-3,α 2-6結合をするアシアロ

フェツインをアクセプターとして用いた。すなわち,

今回活性測定を行ったシアリル トランスフェラーゼは

少なくとも 2種類以上の同酵素活性の総和をみている

ことになる。もし,単一のシアリル トランスフェラー
ゼの酵素活性のみを選択的に測定するならば,その結
果に異常者と正常者の間で,all or noneの 関係が成立

するかもしれない。一方,網膜変性動物の変性網膜を

組織化学および電気泳動を用いて検索するとシアル酸

が減少していると報告 されており
6)-9),シ アル酸の糖

鎖非還元末端への添加機能をもつシア リル トランス

フェラーゼ酵素活性が低値を示すことは道理にかなっ

ているであろう.サ ル眼およびウシ眼各部位におけ
るシアリル トランスフェラーゼ酵素活性を検索する

と,網膜および色素上皮が角膜やブドウ膜などに比べ

高い活性を示すことからも(未発表資料),本酵素が正

常網膜機能の維持に重要な役割をもっていることが考

えられる。

複合糖質糖鎖のシアル酸はガラク トースや N‐ アセ

チルガラクトサ ミンに結合したものがほとんどであ

り17),サルやラットの正常網膜においてシアル酸に結

合するのは D‐ ガラクトースであるとみなされている。

シアル酸の内側に存在するガラクトースが減少し,そ
れに伴いシアル酸が低下している可能性も示唆された

ため,網膜色素変性症患者 リンパ球においてガラク
トースを添加するガラクトブル トランスフェラーゼ酵

素活性を測定したが,健常人に比較して差はみられな
かった。このことから,糖鎖形成の最終段階において

作用するシアリル トランスフェラーゼの異常が網膜変

性の発症に関与している可能性が疑われる。赤血球の

老化に際しそのシアル酸が減少することが知られてい

る18)。 本研究からシアル酸の減少は網膜の老化現象(変

性)に も関与していることが強く示唆され,今後さら
に,広 く老化現象をシアル酸の減少という観点からと
らえていくべきことを示していることは意義深いこと

と考える。また,網膜複合糖質をアクセプターとして
用いることにより,網膜に特異性の高いシアリル トラ
ンスフェラーゼ活性異常の有無について研究を進めて

いく必要もあろう。
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