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ブ タカ イ チ ュウ , Ascaris suum (袋 形動 物 , 線 虫 綱)

の 中性 糖 脂 質 の Arthro 系 糖 脂 質 へ の帰属注1
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Neutral glycosphingolipids of the arthro-series were isolated from the porcine roundworm 
, 

Ascaris  suum, Class Nematoda, Phylum Aschelminthes
, Oligosaccharide structures of the 

glycolipids were completely characterized as  Glc  ƒÀ1-Cer (CMS1 and  CMS2), Man  ƒÀ1-4  Glc ƒÀ1 - Cer 

(CDS),  GlcNAc  ƒÀ1-3 Man  ƒÀ1-4  Glc  ƒÀ1-Cer  (CTS),  GalNAc  ƒÀ1-4  GlcNAc  ƒÀ1-3 Man  ƒÀ1-4  Glc  ƒÀ1 - Cer 

(CQS) and Gal a 1 - 3  GalNAc  ƒÀ1-4  GlcNAc  ƒÀ1-3 Man  ƒÀ1-4  Glc  ƒÀ1-Cer (CPS) by compositional 

analysis, methylation analysis, exoglycosidase hydrolysis, acid hydrolysis
, chromium triox -

ide oxidation and TLC-immunostaining . 

The fatty acid and sphingoid compositions of CMS1, CDS, CTS, CQS and CPS were virtu -

ally the same, with those of 2-hydroxy  C24:  0-acid and branched heptadecasphingosine and hep -

tadeca-4-sphingenine predominating. There would thus appear to be a comman metabolic path -

way for CMS1 to CPS. However, CMS2 differed completely from the sphingoid components of 

other glycolipids with trihydroxy bases. Thin-layer chromatography and the results of sugar 

analysis indicated the presence of  at least four minor glycolipids possessing large oligosaccha -

ride chains each with six, seven sugars .

1 緒 言

現 在,全 世界 で約10,000種 の線 虫 が知 られて いる

が,そ れ らは食性 上,寄 生性 と自由生活性 に大別 でき

る。前者 はさ らに動物及び植物寄生性 に分類す ることが

で き,我 が国では動物寄生種約400種,植 物寄 生種約70

種が報告 されてい る1)～3)。動物寄生性 の うち,人 畜 に

寄生 す るものは医学及 び獣 医学 的 に重要 な寄生 虫で あ

り,一 方,植 物寄生性の 中で,農 林作物を加害す る もの

は農林業上重要視 され る有害動物 とな ってお り,こ れら

注 1 : 無脊椎動物 の糖脂質 は,コ ア ーオ リゴ糖鎖種 で,現 在 の ところArthro系 列(節 足動物 由来),Mollu系 列(軟 体動物由

来)及 びNeogala系 列の3系 列 に分類 されている｡

*  1 : Glycolipids are divided into separate series based on the nature of the core oligosaccharide . Their series of 
invertebrates are classified into Arthro (a name derived from Arthropod) series , Mollu (a name derived from 
Mollusc) series and Neogala series. (New Comprehensive Biochemistry , vol. 10, 1985 and Annual Review of 
Biochemistry, vol. 58, 1989)

連絡先:杉 田陸海
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をテーマ として多 くの研究者が取 り組み,近 年 その研究

の一 層の推進 が要求 されてい る。今までに多 くの生物学

的事 実の集積 を見て いるが,生 化学的にはその緊急性 に

もかかわ らず,ほ とん ど未開拓で,こ れか らの分野で あ

る。多 くの寄生性動物 において重要視 されることは, 宿

主 との特異 的識別の問題である。既 に,細 胞生物学及び

細胞社会学 的研究が細菌やウイルスの感染の分子機構二の

解析 で明 らか に してい るように,こ の種 の識別の分子機

構 につ いて は,糖 質分子が重要 な役 割を演 じて いること

が予想 され,現 在,こ の方向に沿 った活発な研究が開始

されつつあ る4)～6)。本研究 はそ うした 中で,動 物寄 生

性線虫の1種 であ るブタカイチュウを用 い,宿 主 との相

互 関係の決定要因のひ とつ として糖脂質分子 に焦点を絞

り,そ の化学構造を決定 し,相 互識別の基本的機構 を分

子 レベルで明 らかにする ことを 目的と してい る。本論文

で は,ブ タカイチ ュウの中性糖脂質 の中で比較的糖鎖の

短 いセ ラ ミドモ ノ～ペ ンタサ ッカ リ ドの化学構造につい

て述べ る｡

2 実 験

2 ・ 1 中 性 糖脂 質画 分 の調 製

ブ タ カ イ チ ュ ウ,Ascaris suum , は 袋 形 動 物 門

(Phylum Aschelminthes) , 線 虫 綱(Class Nemato -

da)に 属 して い る。460 gの ブ タ カ イ チ ュ ウ(と 殺 直 後

の ブ タ よ り採 集 し,ア セ トンで 脱 水,洗 浄 した 後 の乾 燥

重 量)を 細 粉 砕 した 後,1.5 Lの ク ロ ロ ホ ル ム ーメ タ

ノー ル, 2:1 (vol / vol)で2回,1:1 (vol/vol) で 1 回

の 抽 出を 行 った 。 この抽 出物 か らア シル 型及 び ア ル ケ ニ

ル 型 グ リセ ロ脂 質 を分 解 ・除 去 す るた め に 弱 ア ル カ リ,

弱 酸 処 理 を施 し,ア セ トン粉 末 と して20.3gを 得 た｡

この もの を,既 に確 立 化 して い る前 口動 物 の糖 脂 質 の系

統 的 分 画 法 を 用 い てDEAE-及 びQAE-セ フ ァデ ッ ク

ス イ オ ン交 換 ク ロ マ トグ ラ フ ィー を 行 って,中 性,酸 性

及 び 極 性脂 質画 分 に分 画 した7)'8)。 さ らに,こ れ らの 3

画分 中 の 中性 脂 質 画 分 をア セ チ ル 化 し,フ ロ リシ ル カ ラ

ム ク ロマ トグ ラ フ ィー で分 画 後,脱 ア セ チ ル化 して 中性

糖脂 質画 分 を得 た9)。

2 ・ 2 中 性 糖 脂 質 画 分 の ケ イ 酸 力 ラ ム ク ロ マ トグ ラ

フ ィー に よ る分 画

中性 糖 脂 質 画 分 を ケ イ酸(Iatrobeads , 6RS - 8060 ,

ヤ トロ ン社)カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(2×60 cm) に

よ っ て ク ロ ロ ホ ル ム ーメ タ ノ ー ル ー水 系(80 : 20 : 1,

vol/vol/vol,480 mL～50:50:5,500 mL)の 濃 度 勾

配 溶 出 法 で 分 画 し た。 カ ラ ム か らの 溶 出 速 度 は 0.8

mL / minと し,溶 出液 を5 mLず つ 分 取 して 糖 脂 質 の

存 否 を薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(後 述)で 確 認 した後,

セ ラ ミ ドモ ノ(CMS),ジ(CDS),ト リ(CTS), テト

ラ(CQS)及 び ペ ンタ サ ッ カ リ ド(CPS)の5画 分 を 得

た｡

2 ・ 3 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー (TLC )

薄 層 プ レー トはE . Merck社 製 のSilica gel 60を 用

い た。 展 開 溶 媒 は ク ロ ロ ホル ム ーメ タ ノ ー ル ー水 (60:

40 : 10 , vol / vol / vol),2一 プ ロパ ノー ル ーア ンモ ニ ア ー水

(70:5:5,vol/vol/vol)及 び ク ロ ロ ホ ル ム ーメ タ ノ ー

ル - 2.5Mア ンモ ニ ア(60 : 40 : 7 , vol / vol / vol)を 使 用

し,検 出 は オ ル シノ ー ル ー硫 酸 及 び ロー ダ ミン6G試 薬

に よ った｡

2 ・ 4 ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィー (GLC )

糖 組 成 はN-ア セ チ ル ーO-TMS-メ チ ル グ リ コ シド,

脂 肪 酸 組 成 は メ チ ル エ ス テ ル,長 鎖 塩 基 組 成 は TMS -

誘導 体 と して,ま た 糖 鎖 の 結 合 位 置 は部 分 メ チル 化 アル

ジ トー ル ア セ テ ー ト法 に よ りそれ ぞ れGLC分 析 した｡

分 析 はす べ てShimadzu GC - 9 Aで 行 い,カ ラ ム は0.2

mm×25mの0.25μm 5%フ ェニ ル メチ ル シ リコ ン化

学 結 合 型 シ リカキ ャ ピ ラ リー(島 津HiCap - CBP5) を

使 用 した 。 分 析 温 度 は次 の よ う に設 定 した 。 糖, 160 →

200℃,2℃/min;脂 肪 酸,180→240℃,2℃/min ; 長

鎖 塩 基,200→240℃,2℃/min;部 分 メ チ ル 化 ア ル ジ

トー ル ア セテ ー ト, 200℃｡

2 ・ 5 エ ク ソグ リ コ シダ ー ゼ に よ る加 水 分 解

10～15μgの 糖脂 質 を100μgの タ ウ ロデ オ キ シ コー ル

酸 ナ トリウ ムを 含 む50μLの 緩 衝 液(後 述)に 溶 か し,

適 量 の 酵 素 溶 液(後 述)を 加 え た後,緩 衝 液 で 反 応 液 の

最 終 容 量 を100μLと して,25℃ 及 び37℃ で24h反 応

させ た。 反 応 後,500μLの ク ロ ロ ホル ムーメタ ノー ル (2

:1,vol/vo1)を 加 え て 二 層 に 分 配 した 。 下 層 を 濃 縮 し

た後,少 量 の ク ロ ロホ ル ムーメ タ ノ ー ル(2:1)に 溶 解

してTLC分 析 を 行 っ た。 用 い た酵 素,酵 素 源,酵 素 量

お よ び緩 衝 液 は 次 の と お りで あ る 。 α 一マ ン ノ シ ダ ー

ゼ:タ チ ナ タ マ メ 由来(ベ ー リ ンガ ー ・マ ンハ イ ム 山 之

内社),0.01U,ク エ ン酸 緩 衝 液(50 mM , pH4.5) ; β

一マ
ンノシダ ーゼ:ア フ リカマ イマイ由来(生 化学工業

社),0.02U,ク エ ン酸 緩 衝 液(100 mM , pH 4.5) ; β-

N一 アセ チル ヘ キ ソサ ミニ ダ ーゼ:タ チ ナ タ マ メ 由来 (生

化 学 工 業 社),1U,ク エ ン 酸 緩 衝 液(100 mM , pH

5.0);α-ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ:Aspergillus niger 由来

(シ グ マ 社),0.1U,ク エ ン 酸 緩 衝 液(100 mM , pH

4.0);α-ガ ラ ク トシダ ー ゼ:緑 コ ー ヒー 豆 由来(シ グ

マ 社) , 1U , Tris - HCI緩 衝 液 (100 mM , pH 6.5) ; β

一ガ
ラク トシダ ーゼ:タ チナ タマ メ由来(生 化学 工業

社),1U,ク エ ン酸 緩 衝 液(100mM,pH3.5) ; β - ガ

ラ ク トシダ ー ゼ:ウ シ こ う(睾)丸 由来(ベ ー リ ンガー・

マ ンハ イ ム 山 之 内 社),0.07U,ク エ ン酸 緩 衝 液 (100

mM,pH4.5);β-ガ ラ ク トシ ダ ーゼ:大 腸菌 由来(ベ ー

リンガ ー ・マ ンハ イ ム 山之 内社) , 75U , Tris - HCI 緩

衝 液(100mM,pH6.6)。 な お,反 応 温 度 は α-ガ ラ ク
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トシ ダ ーゼ が25℃,他 の酵 素 は37℃ で あ った｡

2 ・ 6 TLC / 免 疫 染色

試 料 を プ ラ ス チ ッ ク製 プ レ ー ト 〔Polygram Sil G.

Macherey-Nagel社,あ ら か じ め,ク ロ ロ ホ ル ム ーメ

タ ノ ール ー水(60:40:10,vol/vo1/vo1)で 展 開 し, 110

℃ で30min加 熱 活 性 化 し た もの 〕 上 に展 開 した 後,

Higashiら10)及 び佐 内11)の 変 法 に 準 じた12)。 す な わ

ち,展 開 した プ レー トを 風 乾 した 後, PBS (10mM リ

ン酸 緩 衝 液 一生 理 食 塩 水,pH7.2)で 湿 潤 し,室 温 で 1

h,blocking solution(10%ウ マ 血 清-PBS, 0.1 %

Na N3)に 浸 した 。PBSで3回 洗 浄 した プ レー トを プ ラ

ス チ ッ ク製 容 器 に 移 し,そ れ に 希 釈(希 釈 液, 3 %

PVP - PBS)し た 一 次 抗 体 を プ レー トが 浸 る程 度 に 入

れ て,2h,反 応 させ た 。 反 応 後,プ レー トを PBS で 3

回 洗 浄 し,次 い で 二 次 抗 体 と し て200倍 に 希 釈 した

peroxidase-標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギIgG抗 体(オ ル ガ ノ ン

テ クニ カ社)を 浸 る程 度 入 れ,1.5h,反 応 さ せ た 。 そ

の 後,プ レ ー トをPBSで5回 以 上 洗 浄 し,基 質 溶 液

(6mgの4 - chloro - 1 - naphto 1を2 mLの メ タ ノ ー ル

に 溶 解 した もの,10 mLの Tris と NaOH の 0.1 M 溶

液 を2MHClでpH7.2に 調 整 した もの,20 μ L の 30

%H202の 混 合 液)を 添 加 し て 発 色 さ せ た 。 発 色 は

シ ャー レで行 い,青 紫 色 のバ ン ドが 現 れ た と ころ で水 洗

い した 後,乾 燥 した｡

3結 果及び考察

3 ・ 1 ブタカイチ ュウの中性糖脂質

DEAE一 及びQAE一 セ ファデ ックスで分画 したブタカ

イチュウの中性糖脂質画分には極 めて多量 のステ ロール

様物質 が混在 してい るので,こ れを除去す る目的で, 中

性糖脂質画分 をさらにアセチル化 してフロ リシルで分画

した。 フロ リシル分画 の ジクロ ロエ タンーアセ トン(1 :

1,vo1/vo1)溶 出画分(Fr.1)及 び ジクロロエ タ ンーメタ

ノールー水(2:8:1,vol/vol/vol)溶 出画 分 (Fr.2) に

オル シノーノレ硫 酸(糖 検 出試薬)で 陽性 反応が認 め ら

れた。 この2画 分を脱 アセチル化 した後 のTLC結 果 を

Fi9.}1(1anes1及 び2)に 示 したが,前 者 (lane1) か

らは1糖 ～5糖 程度 の糖鎖,後 者(lane2)か らはさ ら

に長 い糖鎖を含む と思 われる糖脂質の存在す ることがわ

かった。それぞれの画分 の収量 は,85mg(Fr.1)及 び

38mg(Fr.2)で あ った｡

3 ・ 2 糖鎖 の短 い中性 糖脂質(CMS1 , CMS2 , CDS ,

CTS , CQS及 び CPS) の単離

フロ リシル分画での ジ クロロエタ ンーアセ トンに よる

溶 出物(Fr.1)の 脱 アセチル化糖脂質画分(85mg) を

Iatrobeadsを 用 いて 濃度 勾配 溶 出法 に よ って分画し

た。 クロ ロホルムーメタ ノー ルー水(60 : 40 : 10 , vol /

vol/vol)の 中性系展 開溶媒を用 いたTLC上 でそれ ぞれ

単 一 の バ ン ドを示 す 溶 出画 分 を 分 取 し,移 動 度 の大 き い

順 に CMS (35.6 mg) , CDS (15.0mg) , CTS (4.6

mg) , CQS (0.8 mg) 及 びCPS (2.5mg) 画 分 と し

た 。 この よ うに して得 られ た5画 分 を,さ らに 塩基 性 系

展 開溶 媒(2一 プ ロパ ノ ー ルーア ンモ ニ アー水)を 用 い て調

べ た と ころ,CMS画 分 は2本 の バ ン ドに分 離 した 。 そ

こ でTLCに 用 い た塩 基 性 展 開溶 媒 を 溶 出液 と したIa-

trobeadsカ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィー を 行 っ て,そ れ ぞ

れ を 単 離 し,TLC上 の 移 動 度 の 大 き い 順 に CMS1

(23.4mg)及 びCMS2(5.8mg)と し た(Fig. -1 ,

lanes 3 ～ 8)｡

3 ・ 3 CMS 1 , CMS 2 , CDS , CTS , CQS 及 び CPS

の糖 鎖 構 造

Table-1に 単 離 し た6種 の 中性 糖 脂 質 の構 成 糖 の 分

析 結 果 を示 した が,CMS1及 びCMS2は い ず れ も グ ル

コー ス の み,CDSは グ ル コ ー ス と マ ンノ ー ス, CTS は

Lane 1, neutral glycolipid fraction (Fr. 1) frac-
tionated by Florisil column chromatography us-
ing dichloroethane - acetone as the eluting solvent 
according to the method of Saito and  Hakomori9); 
lane 2, neutral glycolipid fraction fractionated by 
Florisil column chromatography using  dichloro-
ethane-methanol-water ; lane 3, isolated ceram-
ide  monosaccharide-1  (CMS1) ; lane 4, isolated 

ceramide monosaccharide - 2  (CMS2  ) ; lane 5, 
isolated ceramide disaccharide (CDS) ; lane 6 , 
isolated ceramide trisaccharide (CTS ; lane 7, iso-
lated ceramide tetrasaccharide (CQS) ; lane 8, 
isolated ceramide pentasaccharide  (CPS). The 
separation was shown on TLC glass plate of silica 

gel 60  (E. Merck) developed with chloroform  -
methanol-water (60 : 40 : 10,  vol/vol/vol), and the 
spots were visualized with orcinol-H2SO4 reagent. 
Fig . - 1 Thin layer chromatogram of round-

worm, A. suum neutral glycolipids.

39



498
油 化 学

グ ル コ ー ス,マ ン ノ ー ス とN一 ア セ チ ル グル コサ ミ ン,

CQSは グ ル コ ー ス,マ ンノ ー ス ,N一 ア セ チ ル グル コサ

ミ ン とN一 ア セ チ ル ガ ラ ク トサ ミ ン,CPSは グ ル コ ー

ス,マ ン 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 と ガ ラ ク トー ス を 成 分 と して おり,

TLCの 移 動 度 か ら判 断 して そ れ ぞ れ セ ラ ミ ドモ ノ,

ジ,ト リ,テ トラ 及 び ペ ンタサ ッカ リ ドと推 定 した 。 糖

鎖 の 結 合 順序 及 び結 合 位 置 につ いて は,部 分 加 水 分 解 生

成 物 の 構成 糖 分 析 及 び既 報 の 昆 虫 類 糖 脂 質 よ り得 た部 分

メ チ ル 化 ア ル ジ トー ル ア セ テ ー トを標 準 と したGLC の

保 持 時 間 との 比 較 か ら決 定 し た13)。 す な わ ち, CMS1

及 びCMS2か ら は1,5一 ジ(0一 アセ チ ル)-2,3,4,6一 テ トラ

(0一 メ チ ル)グ ル シ トー ル(1Glc)の み を,CDSか ら は

1,4,5一 トリ(0一 ア セ チル)-2,3,6一 トリ(0一 メチ ル)グ ル シ

トー ル(1,4Glc)と1,5一 ジ(0一 ア セ チ ル)-2,3,4,6-テ ト

ラ(0一 メ チ ル)マ ンニ トー ル(1Man)を,CTSか らは

1,4Glc,1,3,5一 トリ(0一 ア セ チ ル)-2,4,6一 トリ(0一 メ チ

ル)マ ンニ トー ル(1,3Man)と1,5一 ジ(0一 ア セ チ ル)-3,

4,6一 ト リ(0一 メ チ ル)-N一 ア セ チ ル グル コ サ ミニ トー ル

(1GlcNAc)を,CQsか らは1,4 Glc , 1,3 Man , 1 , 4,5

-ト リ(0一 ア セ チ ル) -3
,6一ジ(0一 メ チ ル)-N一 ア セ チ ル グ

ル コ サ ミニ トー ル(1,4GlcNAc)と1,5一 ジ(0一 ア セ チ

ル)-3,4,6一 ト リ(0一 メ チ ル)-N一 ア セ チ ル ガ ラ ク トサミ

ニ トー ル(1Ga1NAc)を,CPSか ら は1,4Glc, 1,3

Man,1,4-GlcNAc,1,3,5一 ト リ(0一 ア セ チ ル)-4,6一 ジ

(0一 メ チ ル)-N一 ア セ チ ル ガ ラ ク トサ ミニ トー ル( 1,3

Ga1NAc)と1,5一 ジ(0一 ア セ チ ル)-2,3,4,6一 テ トラ(0-

メ チ ル)ガ ラ ク チ トー ル(1Ga1)を 同 定 し た(Fig. -

2)。 一 方,ア ノ マ ー 配 置 に つ い て は,エ ク ソ グ リコ シ

ダ ーゼ に よ る 酵 素 的分 解 法 及 び ク ロ ム 酸 々化 法14)で,

す べ て の 糖 脂 質 の グ ル コー ス,マ ン ノ ー ス,N一 ア セ チ

ル グ ル コサ ミ ン及 びN一 アセ チ ル ガ ラ ク トサ ミン は β一ア

ノ マ ー で あ る こ と を,ま た,ガ ラ ク トー ス は α一ア ノ

マ ー で あ る こ とを 決 定 した(Fig. - 3 )。

以 上 の 結 果 か ら CMS 1 , CMs 2 , CDs , cTs , CQs ,

A

B

C

D

E

F

CPSの 構 造 を 次 の よ う に 推 定 した 。CMS1 , CMS2 ,

Glc β 1 - Cer ; CDS , Man β 1 - 4Glc β 1 - Cer ; CTS ,

GlcNAc β 1 - 3 Man β 1 - 4 Glc β 1 - Cer ; CQS , GalNAc

β 1-4 GlcNAc β 1-3 Man β 1-4 Glc β 1 - Cer ; CPS , Gal

α 1 - 3 GalNAc β 1 - 4 GlcNAc β 1 - 3 Man β 1 - 4 Glc β1

-Cer
｡

こ れ らの 糖 脂 質 は,既 に節 足 動 物 昆 虫 綱 に 見 い だ さ

れ15),16),化 学 構 造 の上 か らArthro系 列 と して特 色 づ

Table - 1 Carbohydrate compositions of  CMS1 , 
CMS2, CDS, CTS, CQS and CPSa.

Gas chromatograms of partially methylated aldi-
tol acetates of A, CMS1 ; B,  CMS2  ; C , CDS ; D, 
CTS ; E, CQS and F, CPS. a,  1 , 5 - di ( 0 - acety1 ) - 
2,3,4,6 -  tetra( 0  -  methyl)  glucitol ;  b, 1,5 -  di(  0  -
acetyl) - 2,3,4,6 -  tetra(O - methyl)mannitol ; c, 
1,4,5  -tri(  0-  acetyl)  -  2  ,  3,6-  tri  (  0-  methyl  )  glucitol  ; 
d,  1,3,5  -  tri(  0-  acetyl)  -  2,4,6  -  tri(  0-  methyl)  man-
nitol ; e,  1,5  -  di(  0-acetyl)  -  3,4,6  -  tri(  0-  methyl)  - 
2  -N-methylacetamido-2-deoxyglucitol ;  f,  1,4,5 
- tri( 0- acetyl) - 3 ,6 - di(  0-  methyl)  -  2 -N- methyl-
acetamide-2-deoxyglucitol ; g,  1 , 5 - di ( 0 - acetyl ) - 
3,4,6- tri( 0- methyl)  -2-N-  methylacetamido-  2- 
deoxygalactitol ; h,  1, 3, 5 , - tri (0 - acety1 ) - 4 , 6 - di (0 
- methyl)  -  2 -N- methylacetamido  -  2  - deoxygalac -
titol ; i,  1,5-  di(  0-acetyl  )  -  2,3,4,6  -  tetra(  0-  meth-

yl)galactitol. 
Fig . - 2 Glycosidic linkage analysis (substituted 

positions of sugars) of  CMS1,  CMS2  , 
CDS, CTS, CQS and CPS.
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けられてい るものである 17)｡

3・4 CMS 1 , CMS 2 , CDS , CTS , CQS , CPS の脂

肪酸及び長鎖塩基成分

単離 した6種 類の糖脂質 のセラ ミ ド成分の同定は, 脂

肪酸 及び長鎖塩基共 にGLC , GG-MS分 析 によ った｡

それ らの結果をTable - 2に 示 したが,い ず れの糖脂質

も脂 肪酸 はすべ てC24の2一 ヒ ドロキ シ酸 が,長 鎖塩基

はCMS2を 除 いて分枝 型 のC17一 ス フ ィンゲニ ンとス

フィ ンガニ ンが主成分 であ った。CMS2だ けが長 鎖塩

基成 分 はすべ て トリヒ ドロキ シ型 の 分 枝C17:0及 び

C18:0で あ った。 この ことか ら,少 な くと もCMS 1,

CDS,CTs,CQS及 びCPSは 同一経路 によ って生合

成 され ることが推 測できる｡

3 ・ 5 ブタカイチ ュウの中性糖脂質画 分の TLC / 免 疫

染色

Arthro系 マ ンノ脂質 を特徴づ け る2種 類の糖脂 質,

Manβ1-4Glcβ1-Cer(MlOse2Cer,軟 体 動物二 枚貝

類 よ り得た もの)及 びGlcNAc β 1 - 3 Man β 1 - 4 Glc β1
-Cer(ArOse3Cer

,節足動物昆虫類 より得た もの)を 抗

原 として調製 した極 めて特異性の高いポ リクロー ン抗体

(lgGtype)18),19)を 用 いて,ブ タカイ チュウの中性糖

Lane 1, a mixture of CMS, CDS, CTS, CQS and 
CPS ; lanes 2, 4, 6, and 8, intact CDS, CTS, CQS 

and CPS ; lane 3,  CDS+A.  fulica  S - mannosidase 

; lane 5,  CTS+jack bean  S - N -  acetylhexosamini-
dase ; lane 7,  CQS + S - N - acetylhexosaminidase  ; 
lane 9, CPS+green coffee bean a - galactosidase. 
The plate was developed with  chloroform - metha-
nol-water (60 : 40 :10,  vol/vol/vol), and the spots 

were visualized with  orcinol-H2SO4 reagent. * , 
contaminants from the enzyme. 
Fig . - 3 Thin layer chromatogram of the reaction 

products derived from CDS, CTS, CQS 
and CPS on treatments with exoglycosi-
dases.

Table - 2 Chemical compositions of the ceramide 

portions of CMS1, CMS2, CDS, CTS, 
CQS and CPS.

Lane 1 and 4, authentic MlOse2Cer (Man  91-4 Glc 

S1-Cer) obtained from bivalve shellfish, Hyriopsis 
schlegelii : lane 1, 10 nmol ; lane 4, 50 pmol  ; 
lanes 2 and 6, authentic ArOse3Cer  (G1cNAc  S1-3 
Man  3l-4 Glc  $1 -Cer) obtained from insect, Lu-
cilia caesar : lane 2, 10 nmol ; lane 6, 20 pmol  ; 
lanes 3, 5 and 7, neutral glycolipid fraction of 

proudworm : lane 3,  20  lig ; lane 5 and 7, 300 ng. 
The plates (Polygram Sil G,  pre-coated plastic 
sheet, Macherey-Nagel) were developed with chlo-
roform-methanol-water (60 : 40 : 10,  vol/vol/vol). 
The spots were visualized with  orcinol-H2SO4 for 

plate A and immunostaining for plates B and C. 
Fig . - 4 Detection of  MlOse2Cer and  ArOse3Cer 

by TLC/immunostaining.

41



500 油 化 学

脂 質 画 分(フ ロ リ シル 分 画 のFr.1,ジ ク ロ ロエ タ ンー

アセ トン溶 出画 分)のTLC/免 疫 染 色 を 行 った 。 そ の 結

果 をFig.-4に 示 したが,そ れ ぞ れ の 抗 原(MlOse2 Cer

及 びArOse3 Cer)と 同 じ移 動 度 を 与 え る 糖 脂 質, CDS

及 びCTSと 反 応 す る こ とが 確 認 で き た｡

3・ 6 糖鎖 の長 い 中性 糖 脂 質

フ ロ リ シル 分 画 の ジ ク ロ ロ エ タ ンーメ タ ノ ー ル ー水 に

よ る 溶 出 画分,Fr.2(約35mg)を,ク ロ ロホ ル ム ーメ

タ ノ ー ル ー水(60:40: 10,vol/vol/vol)を 溶 出溶 媒 と

したIatrobeadsカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー に よ って 精

製 し,糖 鎖 の長 い 中 性 糖 脂 質 画 分(収 量10.3mg)を 得

た。 この 画 分 は赤 外 吸 収 ス ペ ク トル 分 析 で,1620及 び

1540cm-1に ア ミ ド結 合 に 由 来 す る 吸 収 が認 め られ る

こ とか ら,ス フ ィ ンゴ 型糖 脂 質 で あ る と判 断 し,調 製 用

TLC(展 開 溶 媒=ク ロ ロ ホ ル ム ーメ タ ノ ー ル ー 2.5 M

NH4OH,60:40:7,vol/vol/vol)に よ っ て,4種 類

の 糖 脂 質 を 単 離 した(Fig.-5)。TLC上 で の 移 動 度 の

大 き い順 にNGL1～NGL4と 仮 称 す る が,そ れ ぞ れ の

収 量(NGL1,<0.1mg;NGL2, 1.5mg; NGL3, 0.8

mg;NGL4,<0.5mg)が 極 め て低 か った の で, GLC

に よ る構 成 糖 分 析 の み 行 っ た。NGL1は グル コ ー ス と

マ ン ノ ー ス を,NGL2は グ ル コ ー ス,マ ン ノ ー ス, ガ

ラ ク トー ス,ガ ラ ク トサ ミンを,NGL3及 びNGL4 は

グ ル コー ス,マ ンノ ース,ガ ラ ク トー ス,ガ ラ ク トサ ミ

ン,フ コ ー スを 構 成 糖 成 分 と して い た が,い ず れ か ら も

グ ル コ サ ミン は検 出 しな か った 。 この こ とか ら ブ タ カイ

チ ュ ウ の糖 鎖 の 長 い 中 性 糖脂 質 は,ア ミノ糖 成 分 と して

ガ ラク トサ ミンのみを含有す る新 しいタイ プのマ ンノ脂

質であ ることが示 唆され,構 造決定のたあ研究を続行 中

であ る｡

3・ 7 ブタカイチ ュウの中性 糖脂質 は Arthro 系糖脂

質

現在までのところ,前 口動物の中性糖脂質の中で も比

較 的 糖 鎖 の短 い もの(ジ ～ テ トラ サ ッカ リ ド)は,

Mollu系(…GlcNAc β1-2Man α1-3Man β1-4 Glc ,

軟 体動 物 の斧足 綱20),頭 足綱21)),Arthro系 (Gal-

NAcβ1-4GlcNAcβ1-3Manβ1-4Glc,節 足動物の昆

虫綱22),23),甲 殻綱18),19),倍 脚綱24)及 びNeogala 系

(…Gal β1-6Gal β1-6Gal,軟 体動物 の腹足綱25), 扁

形 動物 の条 虫綱26)～28),環 形動 物の 多毛綱29),貧 毛

綱30))の3種 類 に分類 される.最 近,扁 形動 物の 吸虫

綱 か ら,Ga1NAcβ1-4Glc構 造 を持つ糖脂質 が見 いだ

されSchisto系 糖脂質 として提案 されて いる31),32)。こ

れ らの前 口系の動物 の中で,動 物分類学の上か ら中位に

位置づ けられている袋形動物で は,今 回,初 めて線虫綱

(ブタカイチ ュウ)にArthro系 糖脂質 の存在を見 いだ

した(Fig.-6)｡

4 総 括

袋形動物の線虫綱 に属す るブタカイチ ュウの中性糖脂

質は,Arthro系 糖脂質 であることを明 らかに した。

今までに,前 口動物の 中性糖脂質が化学構造 の上か ら

3種 類の系列(Arthro,Mollu及 びNeogara系 列) に

特 色 づ け られ て い るが,今 回,初 め て 袋 形 動 物 に

Arthro系 糖脂質の存在 を見 いだ した ことは,生 物進化

を考 え る上 で 極 め て興 味 を 引 く知 見 で あ る。 また,

Arthro系 糖脂質が宿主で あるブタには存在 しない こと

Lane 1, neutral glycolipid fraction (Fr . 2) frac -
tionated by Florisil column chromatography us -
ing dichloroethane-methanol-water as the eluting 
solvent according to the method of Saito and 
Hakomori9) (lane 2 in  Fig.  -1)  ; lanes 2 to 5 , gly -
colipids  (NGL1 to NGL4, provisionally designated 
in the text) isolated by preparative thin layer 
chromatography. The plate (Silica gel 60) was de -
veloped with  chloroform-methanol-2.5 M NH4OH 

(60  : 40 : 7,  vol/vol/vol), and spots were visualized 
with  orcinol-H2SO4.
Fig . - 5 Thin layer chromatogram of neutral gly -

colipids having large oligosaccharide 

chains.

Fig . - 6 Taxonomic classification of glycolipid -

series, Arthro-, Mollu- and Neogala -

series, in Protostomia phylum.
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か ら,本 動 物 は宿 主 に依 存 す る こ とな く独 自の糖 脂 質 生

合 成 系 を 有 して い る もの と考 え られ る｡
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