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L o w e 症候 にお ける へ パ ラ ン硫酸代謝 の 異常

金沢大学医学部小 児 科単数室 ( 主 任 : 谷 口 昂教授)

横 井 透

( 昭 和5 6 年1 2月2 5 日受付)

L o w e 症候 は原因不明の伴性劣性遺伝性疾患であ るが, そ の症 状よ り, 結合織 の グ リ コ ス ア ミノ グリ

カ ン( G A G) な い し は糖蛋白の 異常が想定 され て い る . 本研究で は 3 人の L o w e 症候 患児の , 尿中 G A G と

皮膚線維芽細胞 によ る G A G 生合成につ い て検討 した . 尿中 G A G は壕化 セ ナ ル ピリ ジ ニ ウ ム 法で 分離し,

同年令の小児を対照と して, セ ル ロ
ー ス ア セ テ

ー

ト膜電気泳動, へ キ ソ サ ミ ン 分析 , 酵 素2 糠 マ ッ ピ ン グ

法で 検卸 した. 尿中総 G A G 量は正 常で あ っ たが , ヘ パ ラ ン 硫酸( H S) が対照の 26 ～ 4 6 % に 減少 して い た .

ま た電気泳動上デル マ タ ン硫酸部 に低硫酸化 コ ン ド ロ イ チ ン硫 酸が み られ たが, マ ッ ピ ン グ で は硫酸化に

羞をみ なか っ た . 線維芽細胞内 G A G へ の
85
S

一

硫 軌
1 4
C

q グ}t/ コ サ ミ ン の 取 り込み は, 共に コ ン ド ロ イ チ

ン硫酸, デル マ タ ン 硫酸は羞 が な い が, H S で低下 して お り, 線維芽細胞内の G A G の電気泳動像で も H S

の割合は対照の約 1/ 2 に低下 して い た .

E e y w o r d s L o w e
'

s s y n d r o m e , G ly c o s a m i n o g ly c a n s , H e p a r a n s ulf a t e ,

C h o n d r oiti n s u lf at e i s o m e r s , F ib r o bl a s t

L o w e 症候 は 1952 年 L o w e ら
1) に より記載 さ れ た伴

性劣性 (
一

部優性) 遺伝性疾患で, 臨床 軌 こ眼症状 と

して 白内障及び緑内障, 中枢神経系障害 と して 知能障

害, 筋の低緊張を伴 ない , 腎障害と して初期 に は腎尿

細管障害, 後年に な っ て 糸球体不全を伴 な う と こ ろか

ら
, 眼 ･ 脳 ･ 腎症候 と も い わ れ て い る . 女性保因者は

軽度の白内障 を持つ こ と も ある. その病 因は不明であ

るが , 独特 の眼病変, 筋 の低緊張, 及び骨成熟の遅延

は
,
グリ コ ス ア ミノ グリ カ ン ( Gl y c o s a m i n o gl y c a n ,

以下 G A G と略) や糖蛋白な どの結合織物質の代謝異常

を考え させ る . L o w e 症候 に関す る尿中 G A G 分析の報

告2 ト 引は数編あるが 種々 の 矛盾 した結果が出てお り, 線

鮮芽細胞の G A G に つ い て の報告引はわ ずか に 1 編ある

のみ で ある.

今回 3 人 の L o w e 症候患児 と年令の
一 致 した 正 常対

照児の尿中 G A G を塩化 セ チ ル ピリ ジ ニ ウム ( C e t yl p -

y ri di n i u m c hl o ri d e , 以下 C P C と略) 沈殿法で分離 し,

比較検討 した 結果, L o w e 症候 の 尿中 へ パ ラ ン 硫 酸

( H e p a r a n s ulf a t e , 以下 H S と略) 排泄が , 正 常対照

の 26 ～ 2 4 % と低下 して お り, ま た L o w e 症候 2 例の皮

膚由来線緑芽細胞 に つ い て, G A G 合 成能 を検討した結

果, 正 常細胞 に比 べ H S 合成能 が約 1/ 2 に低下してい

る こ と を見出し た .

対 象お よ び方法

L o w e 症 候患児 : 症例 1 : 3 歳 男児. 症例 2 : 症例1

の従兄 で 14 歳男児. 症例 3 : 症例 1 , 2 と は血縁関係の

な い 14 歳男児. 3 名共典型的 な L o w e 症候で , 先天性

白内障及 び緑内障, 知能発達遅延, 筋 の 低緊張があり,

幼 少時に 腎尿細管性 ア シ ド シ ー ス も み ら れて い たが,

症例 2 , 3 で は現在代謝性 ア シ ド シ
ー ス も なく, 血中ク

レ アチ ニ ン や B U N の 上 昇も認 めて い ない .
この 3 名の

L o w e 症候 患児 よ り採尿した. また症例 2 と症例3 は皮

膚生検 を行 ない , 線維芽細胞培養 を行な っ た .

正 常対照 : 対照尿 は , 3 歳及び 8 歳か ら 16 歳の 健康

小児と, 溶連菌感染後糸球体腎炎患児, ア ナ フィ ラク

トイ ド紫班病性腎炎患胤 両側 の水腎症 に よ り尿毒症

と な り血液透析を受 けてい る 9 歳の 患児 より採尿した.

A b e r r a tio n s in t h e M et a b olis m of H e p a r a n S u lf a t e i n L o w e
,

s S y n d r o m e . T o h r u Y o
･

k oi , D e p a r t m e n t of P e d i a t ri c s , ( D ir e c t o r : P r o f . N . T a n ig u c hi) , S ch o o l of M e dici n e , K a
･

n a z a w a U ni v e r sit y ,



L o w e 症候の へ パ ラ ン硫酸代謝

対照皮膚由来線推芽細胞 は, 代謝惟疾軌 染色体異常

等がない と考え られ る
1 歳 男 胤 3 歳女児

,
8 歳男児,

成人男性の 4 例か ら得 た･

尿中 G A G の 分離

蒸留水で 2 倍希釈 し た尿 に 0 ･ 1 % に C P C を 加 え,

4
O

C l 夜静置 して G A G
M

C P C 複合体 と して遠心沈殿さ

せた
7)

.

これ を 0 ･1 % C P C で 2 固 洗源後 37
0

C で
,
1 0 %

エ タ ノ
ー ル を含む 2 . O M N a C l に 溶解 し遠心後そ の 上

清に4 倍量の エ タ ノ
ー ル を加 え混和 した.

-

2 げC に 数時

間静産後遠心 し, 沈殿 を水 に 溶解 し, 穀終 浪度 1 0 % と

なるよう に トリ ク ロ ル 酢酸 を加え4
0

C 3 時 間静置 して除

蛋白後, 即 ) 遠心上浦を水 に 対し て 2 4 時間透析し, 同

逮の 0 , 5 M N a Cl を加 え て 0 ･ 2 5 M と し た
.
こ こ へ 1 %

C P C を含む O . 25 M N a C l を白濁が 生 じな く な る ま で

加え, 37
0

C に 数時間静脛 し, 再び G A G -

C P C 複合体 を

形成させ た . その 沈殿 を 0 ･1 % C P C で 洗源後, 1 . 5 M

N aC l に溶解し, 2 ,5 倍 鰻の エ タ ノ ー ル を加 え, 0
¢

C 数時

間静置後遠心し, 沈殿 を 水に 溶解し た . 酢酸ナ トリ ウ

ムで飽和した エ タ ノ ー ル を 2 . 5 倍 駿加 える こ と に よ り
,

G A G を N a 塩 と し て 回収し た.
こ れ を エ タ ノ

ー ル
,
次

いでエ チ ル エ ー テル に て洗淋 し, 空気 中で 乾燥 さ せ た .

再び0 .2 5 M N a C l ヰl で の C P C に よ る G A G 沈殿以 下

の操作をくりか え し, 巌終 的に尿ヰ7 G A G を N a 塩 と し

て回収し, 吸引デ シ ナ 一 夕 ー 中で 5 酸化 リ ン 存在下で

乾燥させ秤塗 した.

セル ロ ー ス アセ テ ー

ト膜電気泳動

G A G の電気泳動 は W e s sl e r町の 方法で 行な っ た
.
セ

バラ ックス 膜( 常光度業) を使用し, 0 . 0 5 M の 酢酸 バ

リウム申で, 2 0 V / c Il l の 定電圧 下で
,
3 時間泳動 した

.

これを2 % 酢酸を 含む(1 . 1 % ア ル ー

シ ヤ ン ブ ル ー

で 1 0

分間染色し
,
流水で 洗潤 した. G A G の 硫酸化度は 0 .1

N 塩酸中で の移動度 を指標 とする W e s sl e r 9 } の 方法で 判

定した
.

ヘ キソサ ミ ンの 定蛍

尿中G A G を 4 . O N 塩 酸 中で 1OO
O

C 8 時間 加水分解

し
,
T a n i g u ch i

l O)
の 方法 で ア ミ ノ 酸自動分析装置( 日立

K L A
-

3‡∋) を使用 し
,
グ ル コ サ ミ ン とガ ラ ク トサ ミ ン

を分離定量 した.

畢丸ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ に よ る 分解

G A G l m g につ き10 0 0 I U の 牛畢丸ヒ アル ロ ニ ダ ー

ゼ

( M il e s -

S e r a v a c L td ･
, M aid e n h e a d

,
E n gl a n d) を

使用し
, 0 ･ 2 M 酢酸

-

0 ･ 1 5 M N a C l 頒衝液 p H 5 .0 中

で37
0

C 4 8 時間イ ン キ エ ペ ー

トを行な っ た . イ ン キ エ ペ

ー

ト終了私 最終濃度 が 10 % と なる よ う に トリ ク ロ ル

酉憮を親和し 4
0

C 3 時間静置 した . 遠心後 , 上清 を 4
｡

C

で蒸留水に対 して透析 を行 な っ た . 分解 され な か っ た

GA G は
,
0 ･2 5 M N a C l 中で G A G -

C P C 複合体と し

33

て 回収 し
,
上述の 方法で N a 塩 と し た

.

コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ に よる 消化 と不飽和 2 糖の マ ッ

ピ ン グ

コ ン ドロ イ チナ
ー

ゼ に よ る消化は S ai t o 1 2) らの方法を

用 い て 37
0

C 2 時間イ ン キ エ ペ ー

卜し た
.

コ ン ド ロ イ チ

ナ
ー

ゼ A C
-

ⅠⅠ( 生化学工 業) は , A n th r ob a ct o r a u r e .

S C e n C e か ら抽 出 した コ ン ド ロ イ チナ ー ゼ A C 型の酵 素

で, コ ン ド ロ イ チ ナ
ー

ゼ A B C( 生化学工 楽) は P r o t e u s

V ul g a ri s の増強 上 帝よ り単離精髄 され た もの で ある
.

消化 生成物 は 60 c m 長の 東洋濾紙 N o .5 1 に ス ポ ッ ト

し
, 下降 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

を行 な っ た .
まず ト ブ タ

ノ ー ル
,
エ タ ノ ー ル

, 水 (5 2 : 3 2 : 1 6
,
Ⅴ/ V) に て 24

時間脱櫨 を行 な っ た 後, 1 - ブ タ ノ ー

/レ
, 酢酸, 1 M ア

ン モ ニ ア水 (2 : 3 : 1
,
Ⅴ/ V) を溶媒 と して室温 18 時

間で, コ ン ド ロ イ チ ン硫酸 (C h o n d r o iti n s ulf a t e , 以

下 C h S と略) 構成単位の不飽和 2 糖の分離を行な っ た .

△
4 - ダ ル ク ロ ン 酸 を 含 む ス ポ ッ ト は 短波長紫外線

(23 0 ～ 2 6 0 叫 `) 照射下で 見る こ と に よ り, その 位置を

決定 した . 紫外線吸収ス ポ ッ トを切 り出 し
, 細切 して

0 ･ 01 N 塩酸 中50
0

C l O 分で 溶出 した . A
` -
ダ ル ク ロ ン 酔

残基は 232 m 〟 で 特有の 分子吸光を持 ち, A D i -

6 S ( A 4

- グ ル ク ロ ニ ド㌧ ア セ チ ル ガ ラ ク トサ ミ ン ー

6 硫酸) は

5 , 50 0 . ムD i
-

4 S ( △
4
- ダ ル ク ロ ニ ト ア セ テル ガ ラ ク ト

サ ミ ン ー

4 硫酸) は 5
.
1 0 0 , A D 卜 OS ( △し グル タ ロ ニ ド

ー ア セ チ ル ガ ラ ク トサ ミ ン) は 5
,
7 00 の 分子 吸光係数 に

よ っ て計算 した
1 3)1 1)

皮膚由来線椎茸細胞

皮牌は主 に 前腕屈側 よ り採取 した. 採取部位 を 3 %

ヘ キ サ ク ロ ロ フ ェ ン ( フ ァ イ ゾ ヘ ツ ク ス
⑧
三共) に て

よく こ すり, 0 ･ 5 % キシ ロ カイ ン に て皮内麻酔を した 衡
メ ス に て表皮 を 5 × 5 n l n l 採取 し た . 採取 し た皮膚片は

直t 一 に ト グ ル M E M 培養液( カ ナ マ イ シ ン 60 m g/ L

を含む
, イ

ー グ ル M E M 培地 ｢ ニ ッ ス イ｣ ①, 日水製

薬) に 浮遊さ せ ,
2 時間以内に 植 え込み を行な っ た .

初代培養は皮膚片を培養液に 入れ た 無菌シ ャ ー レ 中

で
,
0 ･5 ～ 1 m m 角に 細切し , 2 5 c m 2 の フ ラ ス コ ( N u n c

1 6 3 3 71 ) に 1 ～ 2 片人 れ ,
1 0 % 牛胎児血清を加 えた イ ー

グル M E M 培養液 を少塵加 え, 3 7
Q

C 5 % C O 2 イ ン キ エ ペ

一

夕 ー 内に て静置増発を行な っ た
. 培襲液交換 ( M e .

di u m c h a n g e , 以 下 M C と 略) は
, 皮膚片の ま わ り に

上皮細胞が出始め て か ら
, 過 2 回 行な い

, 約1 カ月後

に は サ ブカ ル チ ャ
ー (S u b c ult u r e , 以 下 S C と 略) を行

な え るよ う に な っ た .

S C は以 下の手順 に て行な っ た
.
まず培養液を除去し

,

細胞表面を リ ン 酸緩衝液 ( P h o s p h a t e
-

b u ff e r e d s a
.

1i n e , p H 7 ･ 4 , 以 下 P B S と略) に て 1 回洗准後, 0 . 0 2

% E D T A , 0 . 0 2 % トリ プ シ ン を含む P BS を 3 r C 2 0 分



3 4

間作用 さ せ た後, 培養液 を加 えて ピペ ッ テ ィ ン グし,

2 ～ 4 倍の 面積に な る よう に S C した . 週 に 2 回 M C を

行な い , C o nfl u e n c e に な っ て 2 ～ 3 過の 間 に S C を行な

っ た
. 最終的に 75 c m

2 の フ ラ ス コ (C o mi n g 2 5 1 1 0)

に て継代培養を行 な っ た .
以下, 線推芽細胞 を使用 し

て の 実験 はす べ て継代 10 代 目前後 の細胞 を使用 した.

線維芽細胞内 G A G の検討

C o n fl u e n c e に 達 した細胞 を使用 した . 培養液 を除去

し, 細胞衷 面 を P BS で 1 回 洗 練後, 0 ･ 0 2 % E D T A

O . 0 2 % トリ プ シ ン を含 む P B S を3 7
0

C 2 0 分間作用 させ

た後, ピペ ッ ティ ン グ して遠心管に 移 した . P B S に て

細胞 を 2 回流源後, 蒸留水を 加え て 1 m l と し, 超音波

ホモ ジ ェ ナイザ
ー で 15 0 m A

,
9 0 秒 に て細胞試料液と し,

L o w ry 法
1 封で 蛋白定量 した. 残 りの拭料液 には , プ ロ

ナ
ー

ゼ 1 m g/ m l を含む プ ロ ナ
ー ゼ 頒衝液(0 ･ 1 M トリ

ス
,
0 . 0 1 M 塩 化 カ ル シ ウ ム ,

0 . 0 2 % 窒 化 ソ
ー

ダ,

p H 8 . 0) を 1 m l 加 え, 3 7
0

C 2 4 時間イ ン キ エ ペ ー

ト後,

プ ロ ナ ー ゼ液 を1 m l 追加 し, さ ら に 24 時間イ ン キ エ ペ

ー 卜した . そ こ へ 最終洩度10 % と な る ように トリ ク ロ

ル 酢酸 を加 え, 4
0

C 3 時間静置後遠心 し上浦 を水に 対 し

て. 2 4 時間透析を行 な っ た . 酢酸ナ トリ ウ ム 飽和 エ タ ノ

ー ル を2 . 5 倍量加 え, O
D

C 数時間静置後遠心 し, 沈殿 を

エ タノ
ー ル

,
エ チ ル エ

ー テ ル と洗淋 し乾燥 させ た . そ

こ へ 0 . 25 M N ふCl を 0 .5 m l 加え て溶解 し, 等量の 1

% C P C を含む 0 . 2 5 M N a C l 溶液 を加 えた 後, 3 7
0

C に

数時間静置 した. 遠心後, そ の沈殿を 2 . O M N a Cl に

溶解 し, 3 倍量の エ タ ノ
ー ル を加 え て 0

0

C 数時間静置し

た. 得 ら えた 沈殿 を再び蒸留水に溶解 し, 酢酸ナ トリ

ウム 飽和 エ タノ
ー ル で沈殿 させ, 細胞内 G A G 試料 を得

た
.
こ の試料につ い て酢酸 バ リ ウム に て セ ル ロ

ー ス ア

セ テ ー ト膜電気泳動 を行 な っ た .

線堆芽細胞 へ の
35

S 一硫酸の 取 り込 み

C o n fl u e n c e に 達 した 線維芽細胞 を, 硫酸塩 を含ま な

い J o k li k - M o difi e d M E M ( G I B C O 4 1 0 - 1 3 0 0) に

0 . 1 3 m g/ m l の塩化 カル シ ウム を加えた培養液で M C を

行な い 24 時間イ ン キ エ ペ
ー

ト後, 同様の 培養液に , 1 0

% の 1 夜 P B S に 対 して透析 した 牛胎児血清 と 2 FL C i/

m l の
35
S

- 硫酸( A m e r s h a m : 5 9 m Ci/ m m ol) を加 えた

培養液で M C を行な っ た .
37
0

C 7 2 時間 5 % C O 2 下 でイ

ン キ エ ペ
ー ト後, 上述 の方法 で細胞 を集め, ホ モ ジ ェ

ナイ ズ
,
プ ロ ナ

ー

ゼ処 理, トリ ク ロ ル 酢酸沈乳 透析

後の 水終液 に c a r ri e r と して Ch S , デ ル マ タ ン 硫酸

(D e r m a t a n s u lf a t e , 以下 D S と略) , H S を それ ぞ れ

0 . 1 m g づ つ 加 えて , 上述 の方法で G A G 試料 を得た .

これ を.
0 . 0 5 別 離酸 バ リ ウム に てセ ル ロ

ー ス ア セ テ
ー

ト

膜電気泳動 を行な い , 染色後, C h S , D S , H S の各分

画 を切り出 しで ミ ニ バ イ ア ル に入 れ, 6 m l の シ ン テ レ

一

夕
ー ( ト ル エ ン 1 L に 4 ･O g の 2 , 5

-

D i p h e n yl o x a .

z o l e と 0 . 0 5 g の 1 . 4 - B i s [ 2
- (5- Ph e n yl o x a z olyl)]

- B e n z e n e を溶解 した 液) を加 え Al o k a シ ン チレ ー

シ

ョ ン カ ウ ン タ
ー

で測定 した .

線練 芽細胞 へ の
14
C

- グル コ サ ミ ン の取 り込 み

C o n fl u e n c e に 達 した線椎茸細胞を, 0 ･ 3 〟C i/ m l の[1

-
1 4
C] G l u c o s a mi n e h yd r o c hl o rid e ( A m e r s h a m : 5 5 .5

m c i/ m m o l) を加 えた イ
ー グル M E M 培養液で M C を

行 な い , 3 7
0

C 7 2 時 間5 % C O 2｢F でイ ン キ エ ペ ー

ト後
,

3 5
S

一 硫酸の 時と 同様 に し て, 各 分画 を カ ウ ン トした.

成 績

1 . L o w e 症候の 尿中 G A G 排泄遮

症例 2 の尿 中 G A G の1 日排泄鹿は N a 垢として約9

m g , 症例 3 では 約 7 m g で あ っ た . 上 述の方法で得ら

れ た正 常値 は 5 . 4 ～ 9 . 3 n l g で あ る の で尿中総 G A G 畳

は 正常 であ ると 考え られ る .

2 . 尿 中 G A G の 電気泳動パ タ ー ン

酢酸 バ リ ウ ム 横衝液に よ る セ ル ロ ー ス ア セ テ ー

ト膜

電気泳動で図1 に 示す 如く 尿中 G A G は大きく 3 つ に分

C o nt r ol ( 3 y r)

C a s e l ( 3 y r)

C a s e 2 q 4 y ｢)

C a s e 3 (% y r)

C o nt m l(14 y r)

軌｣ nt e rもu ri n e

C o nt r 01く16 y r)

+ t e st盲C ula r

h 沖I u r m i血 盟

C a s e 2 (1 4 y r)

+ t e Stic ul a ｢

トッa lu r o n 鹿

U r e m i a (9 y r)

l

1
-
-
-
-

■

l

拶
▲

良
･

●

S
●

や
･

ぎ

_
■

H

Fi g . 1 . El e c t r o p h o r e ti c p a tt e m o f u ri n a
r y gl y c o

s ･

a m i n o g l y c a n s . El e c t r o p h o r e si s w a s
c a r ri ed o u t

o n c ell ul o s e a c e t a t e m e m b r a n e i n O .05 M b a
ri u m

a c e t a t e f o r 3 h w ith a p o t e n ti al g r a d i e n t of 2
O V /

c m . T h e st rip w a s st a i n ed w i th O ･1 % al ci a n bl u e

i n 2 % a c e ti c a cid . H S
,
h e p a r a n s ul f at e ;

D S ･

d e rm a t a n S ulf a t e ; C S , Ch o n d r o it in s u lf a t e
A / C l
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けられ た.
畢丸ヒ ア ル ロ ニ ダ

ー ゼ消化後の
′

竃気泳動よ

り, L o w e 症候患児で もIE 常児
で も, 尿中 G A G の 主 な

分画はC hS A/ C で ･ 少 齢 ) D S と H S が 含ま れ て い る

ことが示され た . 同年齢 の 正常児と比較 す る と 3 例の

L o w e 症候の 尿中 G A G
の H S 分画の 割合が 明 ら か に

低く, 図に は示 さ な
い が , 粗 G A G を透析後 エ タ ノ ー ′レ

沈殿に て集めた試料
で も 明ら か に 低か っ た ･

L ｡ W e 症 候患児及 び 透析中 の 尿牽症患 児 の 庚申

G A G の電気泳動像 では D S に 相当 する分画が やや増加

してい るか に み え
るが

, 撃 丸ヒ ア ル ロ ニ ク ー ゼ 消化の

結果か ら は少 射 ) み が 畢丸ヒ ア ル
ロ ニ ク ー ゼ耐性で あ

るこ とが示さ れ た .

3 . 尿中 G A G の へ キ ソ サ ミ ン組成

表1 の 如く , 総闇 で はtt二常 と羞は な か っ た が, グル

コ サミン の 総 へ キ ソ サ ミ ン に 対する 比 で は L o w e 症 候

の方が小さ い 値だ 1 た.
こ直 結果 はⅠ一( ) W e 症候 の 掛fl

H S 排泄が 正常に 比 べ て 低い こ と を考えき せ る . 清適菌

感染後糸球体腎･粂で■蛮 = 歳 を詔勅 る愚兄 及 び ア ナ
フ ィ

ラクトイ ド紫班病性腎炎J.
) 2 人 川魚賞も 8 歳から1 6 歳

の対照群に 含ま れて い る がi 披等の 1 Ll 尿中総 G A G 娘

T o tal

h e x o s a m i n e s

R a n g e s

3 5

は正 常で あ り
,
そ の 電 気泳動に よ る分画も他の 正 常児

と変わ り な か っ た . し か し , 血液透析をう けて い る尿

毒症患児の 1 日 尿中総 G A G 塵は減少してい るようであ

っ た が
, 電気泳動像 で は他の 正常児と比 べ て R S が 特

に 少な い と い う こ と は なか っ た . グ ル コ サ ミ ン の総 へ

キソ サ ミ ン に 対す る 割合は, 症例1 は同年齢対照の 46

%
,
症例2 は 28 ～ 3 0 % , 症例 3 は 26 ～ 31 % と そ れ ぞ

れ 減少し て い た .

4 . コ ン ド ロ イ ナナ
ー

ゼ消化に よ る 2 糖 マ ッ ピ ン グ

図 2 及び衷 2 に 示 す 如く, 患児で も不飽和 2 糖 の 排

泄が 特に 減少し て い る と い う こ と は なく ,
△D 卜 OS の

愚 に も L o w e 症 候 と対照間で凌 がなか っ た
.
ま た 租

G A G を透析後 エ タ ノ 叫 ル 沈殿で集め た試料で も
,
A D i

･ ()S の 増加は な か っ た . 酢酸 バ リ ウ ム に よ る セ ル ロ ー

ス 7
'

セ ナ ー

ト膜電気泳動では, L o w e 症候患児の D S の

比率 が商い よ う で あ っ たが , 潟丸 ヒ ア/レロ ニ ク ー ゼや

コ ン ド ロ イナ ナ
ー

ゼ消化の 結果か ら, 後述の よ う に こ

J ) 分 帖 .まj二に 低硫酸化C h S A を示 す と考え られ た
.

5 . 球伸 G A G の 硫酸化の 程度

媒中 G A(.
; ぴ) 0 .1 N 塩酸 に よる電気泳動では, 主な分

T a bl c l . Il e x o s a m i n e c o n t e n t s (.
)f u ri n a r y gl y c o s a l1 1i n o gl y c a II S

C a s e l C o n tr ol-I C a s p 2 C a s e 3 C ( ) n tr OトII

(:与 y r) (:う y r
'

∴ n
ニ 4) (1 4 y r) ( 14 y r) (11-･

叫 1 6 yr , n
= 7)

(FL m Ol e s p e r m 喜 Of u ri n a r y G A G
･ N a s alt s)

l . 1 6 2 l . 1 7 H †｢
()

. 川 8 1 ∴与川 1 . 17 日 l . 1 2 2 ±n . 11 r)

( 1 .
()5 4Ⅶ1 ∴う2())

(モノ!1i, ( )f t o t al h e x りS a m i n e s )

G l u c o s a m ill e _王.() H . 5 5 ナ l . 2 2

R a n g e s ( 7 . 4一一一ミラ. 5 )

(Ⅰ .(J 川卜 1 ∴きこi2)

:う. リ.

･4
. 1 4 ∴う∴i .5 1:う. 5 1 ±Ⅰ .(う2

( 川 . 4 -- 1 5 .
4 )

'

r ;1t)1 亡､ 2
.
n is a c c h a rid e s u b u n its ()f u r

･

i n a r v c h ()11(1 r oitiII S ulf ;lt ビ i ト( 〉m P r S

C a s e 2 (1 4 y r) [ C I
)
C 汁

C a s e 2 【E th a n ()1冊
C o ntr ol (1 4 y r)

C o ntr ol (3 y r . p ( " i e d u ri n e )

C o nt r ol (8- 1 4 y r . p( ) ( )1 e d u ri n e)
…

柚

柵

†
冊

〔ソムバー∴ ′1 し
1

ィ/料 血
*

(
.

'

/んJJ( ノ ノ1 β(
t

ィ/ 血 ,

∫/∫

△Ⅰ)ト6 S △Ⅰ)ト4 S △Ⅰ)i-()S △I)ト6S △l)i･ 4 S A I)i-()S
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* *
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C H a s e illd i c a t e s c h o n d r oiti n a s e . F o r f u rth e r d e t. a
il s , S e e th e t e x t .

R e s ult s a r e e x p r e s s e d a s p m ol e s p e r m g o f u ri n a r y gl y c o s a mi n o gl y c a n s ( N a s a lt s) .

Ci te d f r o m R ef , 1 4 .
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画である C hS A/ C の移動度は患児と対照間で羞
が な

く
,
C b S A / C の硫酸化の 程度 は ほぼ

一 致 し て い ると 考

ぇ られ た (図 3) . ま た尿中 G A G を コ ン ド
ロ イ チ ナ

~

ゼ A B C で 消化後, エ タノ
ー ル で 未消化 の G A G を集め,

0 . 0 5 M 酢 酸バ リ ウ ム に よる電気泳動 を行な う と , 未消

化 G A G の殆ん どが H S で ある こ と が わ
か っ た(図4) ･

こ れ を 0 . 1 N 塩酸 に よ る セ ル ロ
ー ス ア セ テ

ー ト膜電気

泳動 を行 な っ て硫酸化の 程度 を み る と, 図 5 の 如く患

児の H S も対照も, 生化学 工 業製 の 牛腎の H S と善
が

な か っ た .
た だ こ れ ら の H S は , N H ト靡準 H S で あ る

牛肺 の H S よ り少々 硫酸化が少 な か っ た .

6 . 皮膚由来線維芽細胞内 G A G の 電気泳動
パ タ

ー

C o n 抽 l
‰

C

競)
C h 抽 ト) 麒 A B C ト) A C A B C ト) A C ÅB C

吋 一 一 - -
一

一 ･ - - ･ -
-

-

J 研べ S
一 淋 戯

■

芸芸
三慧二 衛 聯 礫

那 轡 野

Fi g . 2 ･ D e s c e n d i n g c h r o m a t o g
r a p h i c p a tt e rn Of

c h o d r oiti n a s e
- di g e sti o n p r o d u ct s ･ C h a s e ･ C

h o n d ･

r oi ti n a s e ; A C , Ch o n d r o
iti n a s e A C -Ⅰ卜 dig e st s ;

A B C , C h o n d r o iti n a s e A B C
M d i g e st s ; △D i

-

6 S ･ A
4

-

gl u c u r o n id e
-

a C e t yl g al a c t o s a m i n e
-

6
-

S u lf a t e ;

A D i
-

4 S
,
△
4 -

gl u c u r o n i d e
-

a C e t yl g al a c t o s a mi n e

→ 巨 s ul f a t e ; △D i
- O S

,
△
4

- gl u c u r o n id e a c et yl
･

g al a c t o s a m i n e ; ( C P C ) , u ri n a r y gl y c o s a m i n o
･

gl y c a n w a s p r e p a r e d b y th e C
P C m e th o d d e s ･

c rib e d i n th e m e th o d ; (E th a n ol) , u ri n a r y gl y c o s
･

a m i n o gl y c a n w a s p u rifi e d
b y e th a n ol p r e ci p it a

･

ti o n i n st e a d o f C P C p r e ci pit a ti o n i n O 12 5 M N a Cl ･

卜)

C a s ¢2

( C P C )

C a s e 2

( Eth a n ol)

C o n tr o1 1

c ｡ 摘も
(1んy )

( 十)
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1 0 f gl y c o s a m i n o

-

gl y c a n e s ti m a t ed b y el e ct r o ph o
r e si s c a r ri e d o u t

o n c ell u l o s e a c et a t e m e m b r a n e i n O .1 N H Cl .

(C P C) a n d (E th a n o l) a r e s a m e t o Fi g ･ 2 ･

皮膚 由来線維芽細胞内 G A G の 0 ･ 0 5 M 酢酸バ リウ

ム に よ る セ ル ロ
ー ス ア セ テ ー ト膜電気泳動は

, 図6 の

如く で あ っ た . デ ン シ ト メ
ー タ

ー に て その 分画をみる

と, 正 常細胞で は, C h S 9 ･8 % , D S 5 7 ･ 5 %
,
H S 32 .7

% に 対 して , L o w e 症候 で は, C h S 1 3 ･ 9 % , D S 6 6 .4 %
,

H S 1 9 . 7 % と明 らか な H S の低下 をみ たが, C h S と DS

の バ ン ドは 特 に 差を み な か っ た .

く - 〉
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三
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3 5
S

q

硫酸の細胞内 G A G へ の 取 り込 み

図7 の 如く
,
C h S 及 び D S に 関 し て は L o w e 症候 と

対照の間に取 り込 み塵 の 差 をみ な い が, H S へ の 取 り込

みは症例2 及び 3 で
, 対照の 53 % 及 び 58 % と低 下し

てい た.

8 ･

1 4
C - グル コ サ ミ ン の細胞内 G A G へ の取 り込 み

図8 の如く1 4C -

グル コ サ ミ ンの 取り込 み も Cb S 及び

DS では L o w e 症候と 対照の間に 差 をみ な い が
,
H S へ

の取り込み は症例 2 及 び 3 で. 対照の 26 % 及 び
.
5 8 %

と低下して い た
.
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S ul f a te ; H S , h e p a r a n s u lf a t e .
… M e a n 土S . D .

考 察

L o w e 症候 の原因は現在なお 明ら か に されて お らず,

その 診断は特有の 眼症状, 中枢神軽症帆 腎障宵の 合

併 に もと づ い て 臨床的に 下され る . L o w e 症候にみ られ

る眼, 腎 , 骨な どの 異常 は, 結合織成分, こ と に マ ト

リ ッ ク ス成 分と して重要な G A G などの異常を推定させ

る . S u s c h k e ら
2)
は L o w e 症候患者の尿中 G A G の 増塵

を報告 して い る が , そ の 走塵方法は間接的な も の であ

り
,
G A G に 特異的な もの で はな い .

H a y a sh i ら
3 川
は
,

成人 の L o w e 症候患者で尿中総 G A G 塵が正 常の 4 ～ 5

偶 に な る と して お り
,
その 報告で は分子量の 大 きな低

硫酸化 Ch S A と H S が , 6 : 4 の 比で排泄さ れ
,
ビタ

ミ ン D 2 と ア ル カリ療法に よ り , 尿中 日S 塵及び低硫酸

化 C hS A 畳が 著明に 減少する と い う .
しか しア ル カ リ

療法~~F に お け る H S の 実質的 な減少が , ダル ク ロ ン 酸

と して 定塗され る尿中総 G A G 塵の 減少をお こさな い と

い う事実に 対 する考察はなされてい な い .･岬一 方 , A k a s a k i

ら
5)
は L o w e 症候で は尿中総 G A G 慶は正常範囲内にあ

る が
,
本症の 尿中 G A G は も っ ば ら低硫酸化 C h S A か

らな り, 通常 の 尿中 に 見出され る Ch S C , H S な どを

認め な い と報告 してい る. 著者の 尿中 G A G 異性体 の 分

析で は電気泳動法, コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ分解後 の 2 糖

マ ッ ピ ン グ で も L o w e 症候と正 常児の間に特に 差は み

られ ず, た だ電気泳動法で低硫酸化 C h S がや や 多い こ
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とが示唆さ れ た . 腎機能障害 に際 して は低硫酸化 C h S

の尿 中排泄が増加す る こ とが 知 られ て お り, これ は血

祭中の主な G A G で あ る 低硫酸化 Ch S A が 漏出する

た めで はな い かと考 えられ てい る
1 8)

. 本研究では糖蛋白,

ヒ ア ル ロ ン 酸な どの 爽雑 を避け るた め 0 .2 5 M N a Cl 中

に お ける G A G 沈殿法を行な っ ており, 低硫酸化 C hS が

上清中に 残る お それ が あるが , エ タ ノ ー ル沈澱法 によ

り集めた粗 G A G の 2 糖マ ッ ピン グで特に △Di
-

O S の

増量を認め 得な か っ た こ と か ら, 本症の C hS の硫酸化

の程度 は, 対照に 比 し有意に 低 い もの と は考 え難か っ

た
.

一 方
,
尿中 E S に つ い て は L o w e 症候と対照の 間に

著 しい 差を認め た. 尿中 H S は , 通常年齢 の 進 む に つ

れ 相対的排泄量が増加する こ とが 知られ ており
1 7)
, 尿中

H S の定量につ い て は, 同年齢 の対照をお く必要がある.

図 1 の セ ル ロ ー ス アセ テ
ー

ト膜電気泳動 で は, 3 人 の

L o w e 症候 患児で同年齢の対照 に比 して, H S の 割合が

少な い こ とが わ か る . 患者尿中の H S 排泄が少 ない た

めヂ ン シ トメ ー

タ
ー

によ る正 確な H S の 分画測定が む

ずか しく, H S の相対的排泄は尿中 G A G の へ キ ソサミ

ン 分析の結果か ら計算した. 尿 中 G A G の単位重畳当た

りの へ キ ソサ ミン 総量は, L o w e 症候患児も対照と差が

な か っ たが, グル コ サ ミ ン 豊 か ら計算 した H S の相対

量ほ, 同年齢の対照の 26 ～ 4 6 % で あっ た . 腎機能障害

時に は低硫酸化 C】lS の尿 中排泄が増加す る こと はよく

知ら れ て い る が, 尿中 H S 排 泄が どの よ う に影響 をう

ける か は充分に は知 られ てい ない
.
1 例の 血液透析患者

に つ い て行 っ た分析で ほ 尿中 H S 排泄 は特に 異常 はな

か っ たが , 血液透析患者 で の尿中 H S 排泄の低下が報

告きれてい る
1 8)
. 対象と した L o w e 症候患児は軽度の蛋

白尿 は認 め るが , 血 中尿素, ク レ ア チ ニ ン 等 は正 常域

に あり, それ ほ ど著明 な腎機能障害がある と は考 えら

れ な い が
, 腎機能障害, こ と に 尿細管機能障害 によ る

H S 排泄の低下の可能性は否定 し得ない . 尿中 H S の 排

泄の低下が腎機能障害に よ る も の か , ある い は H S の

生合成自体の低下 を反映 す るも のか を確か める ため に ,

培養皮膚線維芽細胞に つ い て
一 連の 検索 を行 な っ た .

線維芽細胞内の G A G は , 対照で D S が 57 . 5 %
,
C h S

A / C が 9 . 8 % , H S が 32 . 7 % と殆 ん どを D S と H S が

占めて い た が, L o w e 症候で は D S が 66 . 4 % と殆 ん ど

を D S が占め, H S と C h S A / C で そ れ ぞ れ 19 . 7 % と

13 . 9 % と H S 割合の低下 を み た .
L o w e 症候及び対照

の H S を D S に 対す る比 で み る と, L o w e 症候 0 . 3 0 に

対 して 対照 0 . 57 で あり
,
L o w e 症候線維芽細胞内の

H S は対照の約 1/ 2 で あっ た .

a 5
S

- 硫 酸及 び1 4 C -

グ ル コ サ ミ ン の 線 維芽細胞内

G A G へ の取 り込み に 関 して は , 実験方法 の違い で種々

井

の 値が 報告さ れ て い るが, 今 回の 値は Sl u k e ら1 9) の W i

- 3 8 株 ( 胎児由来線椎茸細胞) を使 用 し た結果とほさま
鵬 致 して い た ･ 今 回の 実験で は ∴細胞自体 の A 如g の

影響 を除 き 状態 を 一 定 に す る た め 継代 10 代 前後の

C o n fl u e n t の 細胞 を使用 し,
38
S 一 硫酸取 り込み の際に

は
,
S O 4

~ ~

を 含ま な い 培養液で前培養 を行 な い
, 取り込

み 中も 同様の 培養液 に , P B S に 対 して透析 しS O √
q

を

き わ め て低洩度 に し た と考 えら れ る牛胎児血清を加え

た も の を使用 し, 培地内硫酸漉度約 0 ･ 0 3 m M の条件で

行な っ た .

3 5
S

一

硫酸の 線維芽細胞内 G A G へ の取り込み

は
,
C h S A / C と D S に つ い ては

,
L o w e 症候も対照と

差が な か っ た が, H S の 取り込 み は L o w e 症候では対照

の 53 % と 5 7 % と明 ら か な減少 を認め , 1 4C -

グル コサ

ミ ン で も 同様 の結果 を得 た.
こ の 偲 ほ 線椎茸細胞内

G A G の ヂ ン シ トメ
ー

タ
ー

に よ る分画ともよく 一 致して

い た . 各分画 へ 取り込 まれ た35 S / 1 4C 比 も Ch S A /C で

L o w e 症候 8 . 3 ～ 1 0 . 4 に対し て 対照 8 . 4 , 同様に D S で

5 . 1 ～ 5 . 8 に 対し て 6 . 2
,
H S で 4 . 5 ～ 5 .9 に 対して5 ,9

と ほ ぼ 同様の 値を示し
,
L o w e 症 候で特 に 硫酸化障害が

あ ると は 考 えられ な か っ た .

F u k ui ら
6)
は
, 前述の A k a s a k i ら の L o w e 症候患児

の尿中に は, 低硫酸化 C hS A の み が排 泄され ていると

み る成横 を確か め る ぺ く , L o w e 症候の 皮膚線維芽細胞

に つ い て G A G の硫酸化 を検討L , C h S と D S の硫酸化

に著 しい 障害が ある こ と を報告 して お り, こ の原因は

活性硫酸 (3
′
-

p h o s p h o a d e n o si n e 5
′
q

p h o s ph o s ulfat e ,

以 下 P A P S と 略) の 低 下 に あ り, P A P S の 低下は

N u cl e o tid e p y r o p h o s p h a t a s e の 酒性冗進に よるもので

は な い か と して い る
.
また

, 細胞 内 H S の 割合は極め

て低く, か つ 対照 よ り む し ろ生合成 に 瓦進の みられる

成績 を報告 して い る . しか し , 患児
,
対照と も1 例に

つ い て の成績 で あ る こ と, さ ら に G A G の 分析法が本研

究 と は著 しく異な っ てお り, 直接 の 比較 は困難で ある.

ヒ トに お い て
,
尿中総 G A G が正 常域 に あり低硫酸化

Cb S C の み が尿 中に 排泄さ れ る疾患と して
,
全身の

pl a t y s p o n d yl y を きた す S p o n d yl o e pi ph y s e al d y spl a
･

Si a が 知 ら れ て お り
,
M o u r孟0 ら

2 O)
は P A P S

-

C h o n d ･

r o iti n s ulf a t e s ul f o tr a n sf e r a s e の 欠陥を推定してい る

が
,
皮膚線推芽細胞の G A G に は異常 はみ られ ない .

ニ

の 疾 患に 近 い 動物 モ デ ル と して遺伝性短肢 マ.ウス が知

ら れ て い る . 短肢 マ ウ ス で は
, 骨変 化と Ch S の 硫酸化

障害 が明 ら か に さ れ 2 1) , P A P S の 低 下 は A d e n o si n e

p h o s p h o s u lf a t e k i n a s e 活性の低下に よ るもの とする報

告がある
22)

.
しか し

,
こ の よ うな異常 は軟骨細胞に のみ

み られ , 皮膚線維芽細胞, 脳 に つ い て は正常で あると

され , 異常は軟骨組織 に のみ 限られ る よう である.
L o w e

症候の P A P S の低下 に よ る低硫酸化は皮膚繰維芽細胞
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に のみ限局し, 軟骨細胞他 に は み られ な い か否か は ,

今後明らか に さ れ
るも の と思わ れ る . しか し L o w e 症

候に特徴的と報告され た低硫酸化 Ch S A のみの尿中排

脚ま, 著者の成績か ら は む し ろ 好走的であり, 再検討

が必要と考 えられ る し, 皮膚線椎茸細胞 に お ける Ch S ,

D S の低硫酸化に つ い て も方法論的な疑問も多く, 成績

の解釈に は慎重を要す る と思わ れ る.

上述の如く, 本研究か ら L o w e 症候患児の皮膚由来

線締芽細胞では, H S の 生合成の低 F が明 らか にされた.

H S は細胞の表面 (C ell C o a t) に多 く見出さ れ, 細胞

機能に 重要な働 き をも つ こ とが推定され て い る
2 さ)
が , 充

分には明ら か に され て い な い . B r o w n
2 4)
らは 腎糸球体

基底膜では, H S が G A G の 65 % を占め, そ の機能 と

密掛こ関係す る こ と を想定 し てい る. 十 凡 骨 に は殆

んど H S は見出さ れ ず, H S の 生合成 に 異常があっ て も

骨変化の 起り難い こ と は, S a n fili p p o 症候の 例 をみ て

も明らか であ り, L o w e 症候 の骨変化が, 腎尿細管機能

障害に もと ずく2 次的な ク ル 病性変化で ある こ とと も

矛盾しない .

こ のよ うな L o w e 症候の 培渡皮膚線維芽細胞 にみ ら

れる H S の生合成の 低 下 は, 本症の痛憤 と深く関わ る

所見と考えられ, 尿中 H S の 排泄低下は こ れ を反映す

るものであろう
.

結 論

結合組織の異常を想定 さ れ て い る L o w e 症候 患児よ

り得た尿及び皮膚由来線維芽細胞 を材料と して , G A G

につし
.
ユて検索し以■F の 結 果を得 た.

f . L o w e 症候の 尿中 G A G 排泄二鮭は正 常で あ っ た

が
, 酢酸バ リ ウ ム に よ る セ ル ロ ー ス ア セ テ ー

ト膜 電気

泳動上, H S 分画 は著明に 減少し てお り , グル コ サ ミ ン

▼へ キソ サ ミ ン比で み る と
,
正常の 26 ～ 4 6 % で あ っ た

.

また DS に 相当す る分画が やや増加し て い るよ うに み え

たが
, 腎障害に よる 低硫酸化 Ch S と考 え られ た . しか

し尿中 G A G の硫酸化の 程度 は対昭 と 善が な か っ た
.

2 ･ 線推芽細胞内 G A G の 電気泳動 では, L ｡ W e 症候

のChS と D S は 正常対照 と 差が な か っ た が
, H S は 著

明に減少して お り
,
D S に 対す る トIS の 割 合は対 剛 )約

1ノ
′
2 に低下して い た

.

3
･ 線椎茸細胞内 G A G へ が SS n 硫酸及 び

1 4
C 一ブ ル

コサミ ン取り込み は, C h S
,
D S で は差が な い が H S の

取り込 み は L o w e 症候 で3 5S ∵ 硫 酸 は 対照め 53 ～ 58

%
,

1 4
C

-

グル コ サ ミ ン は 26 ～ 5 8 % と減少 し て い た . ま

た, これらの
3 5

S / 1 4C カ ウ ン ト比は
,
C h S

,
D S

, H S で ,

L o w e 症候と対照間で善が な か っ た
.

以上よ り L o w e 症候で は H S 生合成 の 低~~F が 考 えら
れるが

,
G A G の 硫酸化 に は特 に障害 は な い と 考 えられ

た .
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T ･ & Y a m a s h i n a

,
Ⅰ･ : G l y c o s a mi n o gl y c a n

S y n t h e si s b y c u lt u r e d s k i n fib r o bl a s ts f r ｡ m a

P a ti e n t w i th L o w e
7

s s y n d r o m e . J , B i ol . C h e m
リ
2 5 6

,

1()3 1: 卜 1 旧1 8 り9別) .

7) D i F e r r a n t e
,
N . M . : T h e m e a s u r e m e n t of

u ri n a r y m u c o p ol y s a c c h a ri d e s ･ A n a l . B i o c h e m .
,
2 1

,

9 8 - 1 り6 (1 9 6 7) .

8) W e s sl e r , E ･ : A n al y ti c a l a n d p r e p a r a ti v e

S e P a r a ti o n o f a cid i c gl y c o s a mi n o gl y c a n s b y el e c t r o
･

p h o r e si s i n b a ri u m a c e t a t e ･ A n a l . B i o c h e m .
,
2 6

,
4 3 9

- 4 4 4 (1 9 6即 .

9) W e s sl e r
,
E . : E l e c t r o p h o r e si s o f a ci d i c gl y c o s

･

a m i n o gl y c a n s i n h y d r o ch l o ri c a cid : A mi c r o

m e th o d f o r s ulf a t e d e t e r m i n a ti o n . A n al . B i o c h e m .
,

4 1
. 6 7

-

6 9 (1 97 1 ) .
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10) T 乱n i g u c h i , N . : S e p a r a ti o n a n d id e n tifi c a n
-

ti o n o f gl y c o s a mi n o gl y c a n s . S e p a r a ti o n a n d P u ri
･

fi c a ti o rl M et h o d s
,
5
,
2 4 7

N

2 9 9 (1 9 7 6) .

1 1) D i F e r r 乳n t e , N . : T u rb id i m e tri c m e a s u r e m e n t

O f a cid f c m u c o p o l y s a c c h a rid e s a n d h y al u r o n id a s e

a c ti v ity . J . B i dl . C h e m .
,
2 20

,
3 0 3

-

3 0 6 (1 9 5 6) .

1 2) S a it 叫 】臥 , Y 礼 m 乱g a h , T . & . S α 肌血i
,
S . :

E n z y m a ti c m e th o d s f o r th e d e t e rm i n a ti o n o f s m a ll

q u a n titi 由 o f i s o m e ri c c h o n d r o iti n s u lf at e s . J . B i ol .

C b e m
り
別乱 15 3 6 - 1 5 42 (1 9 6 8) .

13) Y a m 乱g a t a , T . , S a it o , H り H a b u c h i , 0 . &

S u 2: u k i
,
S . : P u rifi c a ti o n a n d p r o p e rti e s o f b a c t e ri al

Ch o n d r oiti n a s e s a n d c h o n d r o s u lf a t a s e s . J . B i ol .

C b e m .
,
別 3

,
1 52 3

-

1 5 3 5 (1 9 6 8) .

14) T & n i g u c h i , N .
, O k & m O t O , T . & O k u d a , N

S u b u nit s tr u ct u r e o f i s o m e ri c c h o n d r oi ti n s ul f a t e s

.f r o m n o r m al h u m an u ri n e . B i o c h e m . M e d .
,
1 5

,
1 6 9 -

1 77 (19 76) .

15) L o w r y , 0 , Ⅱ .

,
R o 8 e b r o u g h , N . J . , F a r r , A .

L . & R a rLd al l
,
R . J . : P r o t ei n m e a s u r e m e n t wi th

th e f o li n p h e n ol r e a g e n t . J . B i ol . C h e m .
,
1 9 3

,
2 6 5 -

2 7 5 (1 9 51) .

16) O h k 8 W 乱, S .

, H a h , R . , N 礼g a i , Y . & S Ⅵ giⅦ r a ,

M . : U ri n a r y e x c r eti o n o f a c id i c gl y c o s a m i n o
･

gl y c a n s i n th e a g e d . 1 . B i o c h e m .
,
7 2

,
1 4 95 - 1 5 0 1

(1 9 7
･

2) .

1 7) T a n i 卯 C h i , N . : A g e d iff e r e n c e s i n th e p a tt e r n

O f u ri n a r y gl y c o s a m i n o gl y c a n e x c r e ti o n i n n o r m al

in d i v id u a l $ ･ C li n . C h i m . A c t a
,
3 7

,
2 2 5 - 2 3 3 (1 9 7 2) .

1 8) 田 中 あ けみ , 山 剛 ､百合
･

一 色玄
, 揖囁和子 : 腎

障 害 に お け る 尿中 ム コ 多糖 の 変化･ 結 合組織, 13

( s u p pl .) , 5 8 (1 9 81) .

1 9) S l u k e , G ･
,
S c h a c h t s c h a b el

,
D ･ 0 ･ & W e 叫

J ･ : A g e
-

r el a t e d c h a n g e s i n th e d i st rib u ti o n p at ･

t e r n of gl y c o s a mi n o gl y c a n s s y n th e si z e d b y c ult u red

h u m a n d i pl oid fib r o b l a st s ( W ト 38) ･ M e c h ･ A g ein g

D e v
り
16
,
1 9

-

2 7 (1 9 8 1) .

2 0) M o n r 如 , P ･ A ･ S ･
,
E 孔t O

,
S ･ & D o m n ell y, P .

V ･ : S p o n d yl o e pi p h y s e a l d y s pl a si a , C h o n d r oitin

S u lf a t e ty p e : A p o s si bl e d e f e c t o f P A P S -

Ch o nd ･

r o iti n s u lf a t e s u lf o t r a n sf e r a s e i n h u m a n s
･ B i o c h e m .

B i o ph y s . R e s . C o m m u n .
,
9 8

,
3 8 8

-

3 9 6 (1 9 81) .

2 1) O r k i n , R ･ W ･
,
P r a tt

,
R . M

. & M 乱rti m G . R .:

U n d e r s ul f a t e d c h o n d r(}iti n s u lf a t e i n th e c a r til age

m a t ri x o f b r a c h y m o r ph i c mi c e . D e v . B i ol . , 50
,
82-

9 4 (1 9 7 6) .

2 2 ) S ll g a h a r a , K . & S c h w a r t z N . B . : D e f e c t i n 3
′

-

p h o s p h o a d e n o si n e 5
'
-

ph o s p h o s ulf a t e f o rm atio n

i n b r a c h y m o r p h i c m i c e . P r o c . N a tl . A c a d . S ci ,

( U S A ) , 76 , 6 61 5
-

6 6 1 8 (1 9 7 9) .

2 3 ) C h i a ru g i , V . P . & V a n n ll C C h i S . : S u rf a c e

h e p a r a n s u lp h a t e a s a c o n t r ol el e m e n t i n e u k a ri otic

C e 11 s : A w o rk i n g m o d el . J . th e o r
･

. B i o l .
,
61
,
4 59 - 475

(1 9 7 6) .

以) B r o w n , D . M .

,
M i c h a el

,
A . F . & O e g e m a T .

R . : G l y c o s a m i n o gl y c a n s y n th e si s b y gl o m e r uli in

V i v o a n d i n v i t r o . B i o ch i m . B i o p h y . A ct a , 6 74 , 9 6
-

1 0 4 (1 9 8 1) .
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A b err atio n $ i n t h
e M e t ab o 馳 m o f H e p a r an S ul 餌 e i n i ･O W e

,

$ Sy n 血o m e T o h r u Y o k oi
,
D e ･

p
a rt m e nt of P e di at ri c s , ( D ir e c t o r: P r o 上 N ･ T a nig u ch i) , S c h o ol o f M e dicin e ･ K a n a z a w a U n i v e r si･

ty , K a n a
z a W a

,
9 2 0 J ･ J u z e n M e d ■ S o c ･ , 91 , 3 2

- 4 1 ( 1 9 8 2 )

K ey w o rd s : h w e
'

s sy n d r o m e , G ly c o s a m i n o gl y c a n s , H e p ar a n S ulfht e ,
C h o n d r oiti n $ ulfa t e is o m e r s

,
Fib r o blas t

.

A b str a ct

T h i s st u d y w a s u
n d e rt a k e n t o e x a mi n e u ri n a r y e x c r e ti o n o f g ly c o s a m i n o gl y c a n s ( G A G) a n d

bi o sy nt h
e si s o f i n t r a c e11 ul a r G A G i n t h r e e p at i e n ts w it h L o w e

,

s sy n d r o m e ･ U ri n a r y G A G w e r e

isolat e d b y t h e c e t y lp y ri di ni u m c h l o ri d e p re cip it ati o n m et h o d . T h e e x c r eti o n p att e r n s o f i n
-

di vid u al sp e ci e s o
f u ri n a r y G A G i n t h r e e p ati e nt s wi t h L o w e

,

s s y n d r o m e w e r e c o m p a r e d w it h

th o se o f t h e ag e
-

m at C h e d c o n t r oI c h il d r e n b y m e a n s o f t h e el e ct r o p h o r e ti c m et h o d o n c e11 ul o s e

a cet at e m e m b r a n e , q u a n tit ati o n of h e x o s a m i n ¢ C O nt e n t S , a n d o f e n ヱy m a ti c $ u b u nit a 捌 .y W it h

c h o nd r oiti n a s e s . T o t al d ail y a m o u n t s o f u d n ar y G A G i n t h e s e p a ti e n t s r e m ai n e d wi t hi n n o r m al

ra n g e s, b u
t t h e u ri n a r y e x c r e ti o n r ati o s o f h e p a r a n s ulf at e w e r e si g ni fi c a ntl y r e d u c e d a n d a m o u n t

t o 2 6
- 4 6 % o f t h e ag e

q m at c h e d c o nt r ol m e a n s
,
a S C al c u l at e d o n t h e b asi s o f r elati v e c o n t e nt s o f

glu c o sa m
i n e i n u ri n a r y G A G ･ A lt h o u g h ele ct r o p h o r et o g r a m s u g g est ed s o m e e x c es s o f 1 0 W

sulf at e d c h o n d r oiti n s u lf a t e c o r r e sp o n di n g i n m o b 揖ty w it h d e r m at a n sl11 f at e i n u ri n e fr o m

L o w e
,

s p a ti e nt , t h e e n z y m ati c s u b u n i t a s s ay w it h c h o n d r oiti n a s es c o ul d n ot dis cl o se a n y si g n i fi ･

ca nt di ･ff e r e n c e s i n t h e e x c re ti o n p at t e r n a n d i n t h e d eg r e e o f s ul f ati o n o f c h o n d r o iti n s ulf at e

is o m e r s b et w e e n L o w e
'

s s y n d r o m e a n d t h e c o n t r oI c hil d r e n .

B i o $y n t h e si s o f i n t r a c ell ul a r G A G w a s e v al u at e d b y m e a n s o f t h e i n c o rp o ra ti o n o f is ot o p i c

l ab el ed c o m p o u n d s;
35
s - S u lf at e a n d

1 4
c -

gl u c o s a mi n e , i n t o t h e c o n fl u e n t s kin fi b r o b l a st s a r o u n d

th e l O t h g e n e r a ti o n o f c ult u r e ･ T h e i n c o r p o r ati o n o f
35
s - S u l f a t e a s w e11 a s

14
c -

glu c o s a m i n e i n t o

i nt r a c ell ul a r h e p a r a n s u lf at e f r a c ti o n i n L o w e
,

s fib r o b l a st s w a s a b o u t h al f t h at o f c o n t r ol fi b r o _

bl ast s, W h il e t h e i n c o r p o r a ti o n o f t h e s e l a b el e d m at e ri al s i n t o i n t r a c e11 u l a r d e r m a t a n s u l f a t e a n d

C h o n d r o iti n s u l f at e i s o m e r s s h o w e d n o sig n ifi c a n t d i ff e r e n c e s b e t w e e n L o w e
,

s a n d c o n t r ol

fib r o b la st s . I n a d d iti o n
,
a d i r e c t a n aly si s o f i n t r a c ell u l a r G A G o n c e 11 ul o s e a c et at e el e c t r o _

P h o r e t o g r a m d is cl o s e d t h at t h e r el ati v e a m o u n t s o f h e p a r a n s u l f a t e a m o n g i n t r a c ell u l a r s u l f at e d

G A G i n L o w e
,

s fib r o b l a st s w e r e m a r k e d l y l o w a s c o m p a r e d w it h t h e s e i n c o n t r ol fib r o b l a st s .


