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ヒ ト α2 H S 糖蛋白 の 精製, 物理化学的性状な らび に

細胞性免疫 へ の 影響

金沢 大学輝研 究所分 子免疫部

放 鳥 綱 治

( 昭 和5 7 年 1 月2 8 日受付)

本論文の 要旨は 日本免疫学会第10 回 (昭和55 年) 総会 に お い て報告され た .
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ヒ ト α2 日S 糖蛋白の正 常プ ー ル 血清 より の大童精製方法 を報告 した
･
2 1 の正 常血清 より130 m g の

鞄H S 糖蛋白 を得 た･ 収量は 13 ･ 6 % であ っ た ･ a 2 H S 糖蛋白の等電点電気泳動上 の ch ar g e h e t e r o g e n ei ty

は, 主にシ ァ ル 酸に よ る もの と考 え られ る ･ Ci r c u l a r d i c h r oi s m ス ペ ク ト ラム の検索に より,
Lr 2 H S 糖蛋白

の二 次構造は
,

α
-

b eli x l l % , β
一 構造 21

-

33 % と判明 した . 勉 = S 糖蛋白 は, 分子量 49
,
0 0 0 で単鎖の ポ

リペ プチ ドか らな り, 単 一

の N 末端 ア ミ ノ 酸ア ラ ニ ンを有す る
.
N 末端配列 31 残基 中19 残基疎水性の ア

ミノ酸を有す る
｡

ま た, ア ミ ノ酸組成上も, 多くの 疎水性の ア ミ ノ酸 ( プ ロ リ ン, ア ラ ニ ン , ロ イ シ ン)

を含む
･

正常血清中の α2 H S 糖蛋白の 渡度 は
, 臍帯血 中で最も高く

, 加齢 と とも に 減少 し, また癌患者血

清中で特 に減少す る こ とよ り, α 2 H S 糖 蛋白が 宿主妨衛機構にお い て非特異的免疫増強因子(特に 細胞性免

疫の) と考え られ る ･
こ の研究で は

, 喝 H S 糖蛋白は オ ブソ ニ ン 効果の み な ら ず, 活性化 マ ク ロ フ ァ
ー

ジの

腰痛細胞増殖抑制効果増強作用が あ る こ と を明ら か に した . 句 H S 糖 蛋白 は
, 正常非刺激 マ ク ロ フ ァ

ー

ジ を

活性化しなか っ た ･ また
, 直接･ 腰癌細胞 の増殖 に は影響 を与 えな か っ た

. 活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジもしく

は, 腰痛細胞の
一 方 との p r ei n c u b ati o n 実験 に よ り , α2 H S 糖蛋白が 両細胞 に結合性 を有する ことが判 っ た .

鞄H S 糖蛋白は
,

リ ン パ 球幼若化反応
,
リ ン パ 球混合培養 なら び に n a t u r al kill e r 細胞清性 に は影響を与 え

なか っ た .

K ey w o r d s h u m a n α
2
H S -

g ly c o p r o t ein
, p u rific a ti o n

,
S e C O n d a r y st r u ct u r e ,

N -t e r m in al s e q u e n c e
,
C ell ul a r i m m u n o lo g y

a 2 H S 糖蛋白 は 196 0 年 H e r e m a n s に よ り高濃 度の

Z n
廿

イオン に より沈澱 しない 蛋白として単離された( α2

-

Z グロ ブリ ン と命名)
1)

.

一 方S c h m id と B G r gi は
,

1961 年エ タノ ー ル 分画 ( C o h n f r a c ti o n V I) よ りB a
サ

イオ ン存在下で沈澱 する蛋白と して 単離 す る と とも に

(B a
一

喝糖蛋白 と命名) , 種 々 の溶媒 に お け る溶解性,

アミノ酸組成を報告 した
2)

.
1 9 62 年 S h u lt z e は , 両蛋白

が同トである こ とを O u c h t e rl o n y 法 にて 確認 し, 発見

者両名の頭文字をと り 俄 H S 糖蛋白と命名 した
3)

.

喝 H S 糖蛋白の 機能に つ い ては
,
まだ ほ とん ど不明だ

が, 1 97 4 年 V a n O s s ら は
,

α2 H S 糖蛋白が ヒ ト好 中球

のin v it r o に おけ る E s c h e ri c hi a c oli
,
S t a ph yl o c o c c u s

a u r e u s の貧食能 を高め るオ プソ ニ ン 効果を有する こ と

を報告 し た
ヰ)

.
また ,

1 9 8 0 年 に L e w i s らは , ヒ ト α2 H S

糖蛋白が
,

マ ウ ス マ ク ロ フ ァ
ー

ジの1 e t e x b e a d s 取り

込 み をも 増加 させ る こ と を報告 した
6)

.

一 九 1 9 78 年

T riffitt ら は
,

ウサ ギ a 2 H S 糖蛋白が肝臓で生成され ,

骨基質 に 多く集積す る こ と を報告 して い る
6) 7)

.

α2 H S 糖 蛋白の 精製方法に つ い ては幾つ かの 報告が あ

り
,

V a n O s s ら は , イ オ ン 交換樹脂カ ラム ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
ー

,
カ ー テ ン電気泳動法

,
ゲ ル ろ過法と硫安分

画法 に よ る精製方法を発表 してい る
8)

. L e b r e t o n ら は
,

P urifi c ati o n a n d P h y sic o c h e m ic al C h a r a ct e riz a ti o n of H u m a n a 2
H S -

g ly c o p r o t ein a n d
its E ff e c ts o n c ellu l a r I m m u n o l o g y ･ 瓦o uji M at s u s hi m a , D e p a rt m e n t of M ol e c ul a r

lm m u n olo g y , C a n c e r R e s e a r c h I n stit u t e
,

･ K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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免疫吸着カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

9) な らびに金属キ レ

ー

ト (亜 鉛イ オ ン) ア フ ィ ニ チ イ
ー

ク ロ マ トグラ フ ィ

ー 法1 0) に よ る精製方法 につ い て発表 して い る
.
しか し,

こ れ ら の方法は い ずれ も 少量の み を取り扱う場合で し

か も収量が 悪い 欠点 をも つ
.

当教室 の右田 ら は
,

こ れ まで に 3
,
0 0 0 検体 を超え る

ヒ ト血清を
一 元放射状免疫拡散法 にて測定 を行な い

,

α2 H S 糖漂 白の濃度が臍帯血 中で 最も高く, 加齢と とも

に減少 し
1 1)

, しか も悪性腫瘍の とき有意な低下 を釆たす

こ と を見い だ した
.

今回, 著者は, α 2 H S 糖蛋白の大量精製方法 を開発す

る とと もに, 物理化学的性状 と して新 たむ声二 次構準と

N 末端配列を決定 した
.
ま た, 俄 H S 糖 蛋白の年齢な ら

びに疾患時の変動よ り, α 2 H S 糖蛋白が 生体 内にお ける

細胞性免疫髄の非特異的増 強因子 の
一

つ と考え実験 を

行 っ た結果, オ ブソ ニ ン効 果の み な らず,
マ ク ロ フ ァ

ー ジの抗腰痛性を増強さ せ る こ と を見 い だ した ので こ

こ に報 告する.

材 料 と 方 法

材 料

硫安(和光純薬, 特級) ; D E A E
-

S e ph a d e x A
-

5 0
,

S e p h a d e x G
M

2 0 0
,
B l u e S e p h a r o s e 4 B

, p h a r m a l yt e

p E 3
-

1 0 , P H 2 . 5 - 5 (P h a r m a ci a F i n e C h e m i c al s) ;

D E A E -

C e11 u l o s e ( B r o w n C o m p an y) ; H y d r o x y
･

a p a ti t e ( Bi o
-

R a d L a b o r a t o ri e s) ; dit hi o th r eit61
,

c a r b o dii m id e( 半井化学) ; 等電点電気泳動用 アガ ロ
ー

ス ( Lit e x
,
ty p e N o . H S I F ) ; ウサ ギー 抗 - ヒ ト 俄 H S

糖蛋白, Q S 血清 ( L o t . O F - 9 , a 2 H S 糖蛋白54 m g/

d l 含) , n e u r a m i nid a s e ( へ キス ト
,
ジャ パ ン) ; c o m pl et e

F r e u n d
,

s a dj u v a n t ( D I F C O ) ; L y m p h o p r e p ( N y e ･

g a a rd C o . A / S) ; p h yt o h e m a g gl u ti n i n ( P H A )

( G I B C O) ; c o n c a n a v ali n A ( C o n A ) ( M I L E S
-

Y E D A L td .) ; p o k e w e e d m it o g e n (P W N ) ( E .
Y

.

L a b o r a t o ri e s) ; 〔m e th y 卜
3
H〕 T h y mi d i n e ( 8 H -

T d R) 4 8 C i/ m m ol ( R C C A m e r sh a m ) ; 3 H - t y r a
･

m i n e 5
-

10 C i/ m m ol ( N e w E n gl a n d N u c l e a r) ;

R P M I 1 6 4 0 ( 日 水 製 薬) ; ウ シ 胎 児 血 清 ( M I C R O -

C I O L O G I C A L A S S O CI A T E) ; O K 4 32 ( ピシ バ ニ ー

ル
, 中外製薬) ; ヒ トプ ー ル 血清(金沢大学 な ら びに金

沢医科大学輸血部)

硫安塩析 法

ヒ トプ
ー ル 血清 21 に

, 蒸 留水 0 . 8 1 加 え
, p H 7 . n に

調製 した . 硫安粉末5 舶 g (3 7 % 飽和 に 相当) を捜拝 し

な らが ら少量ずつ 加 え
,
全部加 え終 っ た あと 30 分間凍

拝 した
.
以上の操作はす べ て水溶 にて行い , その後 6

,
0 0 0

r p 恥 3 0 分 , 4
0

C に て 遠心 し, 沈澱物 を得た
.

D E A E
-

S e p h a d e x
,

D E A E -

C e11 ul o s e カラムク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ー

ともに カ ラ ム サイ ズは ¢4 ×40 c m
, 流量は150 m l/

h r で , 1 5 ･ 4 m l/ t u b e に採取 した . 出発緩衝液として

0 ･ 0 1 M リ ン酸旗衝液 p H 7 ･ 5
･
0 ･ 0 7 M N a Cl を用い

,

溶 出 は N a C l の 濃度 の み を 変 え
,

0 ･ 3 M ま で上げる1

1i n e a r g r a d i e n t 法に よ っ た .

S e p b a d 比 G
-

2 0 0 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

カ ラ ム サ イ ズ は, ¢4 ×12 0 c m , 平衝化緩衝液は0 皿

M リ ン酸緩衝液 p H 7 ･ 5 , 0 ･ 1 5 M N a C l
, 流量は25 m l/

h r
,

7 .2 m l/ t u b e 採取 した .

淀yd r( ) Ⅹy a p a tit e カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

カ ラム サ イ ズ は ¢2 . 7 ×7 . 5 c m , 出発緩衝液は N a
-

K リ ン酸緩衝液 p E 7 . 3 電気伝導度 5 ×10- 3
m I血 0/ c m

で1i n e a r g r a di e n t 法 に よ り 25 ×1 0~ 3
m m h o/ c m まで

上 げ溶出 した .

B l n e S e p b a r o s e 4 B ア フ ィ ニ チ イ カ ラム ク ロ マ トグ

ラフ ィ
ー

カ ラ ム サイ ズは ¢2 . 8 ×1 2 c m
, 平衡化旗衝液は0 .02

M トリ ス ･ 塩酸緩衝液 p H 7 . 0
,

0 ･ 1 M K Cl , α2 H S 糖

蛋白は
,

こ の条件で はカ ラ ム を通過 し, アル ブミンは
,

マ トリ ッ ク ス に吸着 した .

S o dit L m d o d e c yl s ul f a t e ( S D S ) ポ リアクリルアミ

ドゲ ル 電気泳動

W eb e r ら の方法 によ り行 っ た
1 2)

. ゲ ル濃度は7 .5 % ,

泳 動用緩 衝 液 は 0 . 1 M リ ン 酸緩 衝 液 p H 7 .2
,
0 .1 %

S D S で あっ た . 試料の還元は, 2 % S D S , 2 0 m M dithio ･

t h r e it ol で 2 分間煮 沸す る こと に よ り行っ た
.
ゲルの染

色に は C o o m a s si e B ri 11i a n t Bl u e G - 2 50 を用いた.

等電点電 気泳動

0 . 8 % ア ガ ロ ー ス に P h a r m a l y t e p H 3
- 10 , p H 2 ･5

-

5 を 2 : 1 の割合で 混合 し, 最終的 に P h a r m al yte 2%

と した
1 3)

. 8 V / c m ,
1 h r

, 引続い て 16 V/ c m
,
6 .5 h r

電気泳動 を行 っ た
.

免疫学的手法

ゲル 内拡散法は O u c h t e rl o n y 法
1 4) に よ り , 免疫電気

泳動 は S c h eid e g g e r の 方法
1 5)の改良法1 6)

によっ た
.

一

元

放射状免疫拡散法
1 7

厄 て α2 H S 糖蛋白の定量を行っ た

こ の と き標準試料と して Q S 血清 を用い た
.

抗 血清

ヒ ト α2 H S 糖蛋 白に対す る抗血清 を へ キス ト ･ ジャ

パ ン よ り 購入 した .

一 方
,
著者精製 α2Ii S 糖蛋白に対

す る抗血 清を ウ サ ギに 免疫 す る こ とに よ り作製した･

方法 は, 免疫第 1 日目 に ウサ ギの 足鵬 皮下と背部筋肉

に c o m pl e t e F r e u n d
7

s a dj u v an t にて α2 H S 糖蛋白0 ･5

m g 注射 し, 2 週間後 に第 2 回目,
その 後1 週間間隔で

さ ら に 2 回, 同抗原 , 等量 を ウサ ギの 背部筋肉, 頸部



ヒ ト α｡ H S 糖蛋白に 関す る研究

皮下に注射 した･ 最終免疫の 1 週間後 に耳静脈 よ り採

血した.

n e u r a m i m id a s e 処理

精製Lr 2 H S 糖 蛋 白 3 m g/ dl ( 0 .0 5 M 酢 酸 緩 衝 液

p H
5 ･ 5 に透析) に 等量 の n e u r a m i n id a s e 液 ( V i b ri o

c h ｡ r e r a e ,
1 U / m l) を加 え, 2

,
5

,
30 m i n

, 8 , 2 4 h r 3 7
0

C

にて加温した .

紫外吸収ス ペ ク トラ ム と 吸光係数

精製 α2 H S 糖 蛋白 を 0 ･0 2 M ト リ ス ｡ 塩 酸緩 衝 液

p 耶 .0 , 0 ･1 M K C l に十分透析 し, 紫外吸収 ス ペ ク ト

ラムを分光光度計 (Sh i m a d z u D o u b l e B e a m S p e c tr o ･

ph o to m et e r U V
-

2 1 0 A ) に て波長 220 - 3 5 0 n m の間

測定した. 吸光係数 は
,
2 8 0 n m の吸 光度 を測定後十分

蒸留水に透析 し, その乾燥重畳よ り計算 した .

Ci r c ul a r di c h r oi s m (C D ) ス ペ ク ト ラ ム

0 .02 M トリ ス ｡ 塩酸横衝液 p H 7 ,0
,

0 . 1 5 M N a C l

に溶解された精製 俄 H S 糖質白の C D ス ペ ク トラム をJ

- 20 A u t o m a ti c R e c o rd i n g S p e ct r o p o l a r m e t e r

(J a p a n S p e c t r o s c o pi c C o .
,
L td ,) に て室温で 測定 し

た.
C D m a g ni tu d e を平均 残基楕円率 ( m e a n r e sid u e

ellipti citi e s) と して襲わ し
,

この と き の 平均残基分子

量を110 と した . α
-

h eli x 含量 は
,
2 2 4 n m ( こ の波長

では, β, r an d o m 構造 はi s o d i c h r oi c で ある
. ) の 楕円

率より計算した 岬
. β - 構造含量は

, 2 3 1
,
2 16 n m の 両

波長で計算した
用

.

ア ミノ酸組成分析

ア ミ ノ 酸 分 析 は A T T O a u t o a n a l y z e r

M L C 703 ( A T T O C o .
,
L td .) を用 い て行 っ た . 試料

の加水分解は 6 M 塩酸, 真空封入 下 110
0

C に て
,
24 b r

と72 b r 行 っ た
. 半 シ ス テ イ◆ン の 定量に は

,
過蟻酸酸化

によりシス テイ ン酸と して
1 9)

,
トリプ トフ ァ ン の定量は

,

鮎elh o c b の方法
20) によ り行 っ た

.

Ⅳ末端配列分析

N 末端ア ミノ 酸配列決定 に は, J A S -

4 7 K A u t ｡
_

m a ti c S e q u e n c e A n a l y z e r (J E O L C o .
,
L td .) を用 い

た
･ ph e n ylt hi o h yd a n t o i n (P T H ) ア ミ ノ 酸の 同定に は,

高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー 21)

,
ガ ラ女ク ロ マ トグラ フ

ィ
ー
22)

, ポリア ミド薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー 2 3)

を用 け た
と卜末梢リ ン パ 球 の 幼若化反応 な らび に 混 合培養

健康正 常 ヒ ト 末 梢 血 か ら L y m ph o p r e p ( 比 重 =

川77) を用い て 40 0 G
,

30 m i n 遠心 しリ ン パ 球 を分離
した

･
リ ン パ 球 幼 君 化 反 応 は

,
2 ×1 0

5

細 胞/ 0 . 2 m l

R P M I 1 64 0 , 5 % ウ シ胎児血清/ w e11 の 細胞数で p h y t o
･

h e m a g gl u ti ni n ( P H A ) 7 ･ 5 JL g/ m l また は c o n c a n a v a ･

lin A (C o n A ) 2 ･5 JL g/ m l ま た は p o k e w e e d mi t o g e n

(P W M ) 0 ･ 1 J L g/ m l ( い ずれ も s u b o p ti m al な 濃度)
を添加して

,
37

｡

C , 5 % C O 2 にて 72 b r 培養 した
. 終了

22 1

6 h r 前に
3
H - T d R を 0 ･5 〟C i 添加 した

. リ ン パ 球混合

培養は
,
H L A の異 な る健康成人 2 名よ り得た未輪 リ ン

パ 球 それ ぞ れ の 細胞 数 を1 ×10
5

細 胞几 2 m l R P M I

1 64 0
,
5 % ウ シ胎児血清/ w ell と し, t W O W a y で行っ た .

培養期間は 5 日 と 7 日で, 終了24 b r 前に
う
H

-

T d R を

0 ▲ 5 FL C i 添加 し た
. 培養終 了後 s e mi a u t o m a ti c c ell

h a r v e s t e r を用い グ ラ ス フ ィ ル タ ー 上に細胞を集め,

3
H

-

T d R の 取り込 み を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

( B e c k m a n ) で測定 した ･ 全て の実験 は t ri pli c at e で

行い 結果 は
, 平均値 ±S . E . ( st a n d a rd e r r o r) で示 し

た .

Ⅳ a t ll r al E iI‡e r 細胞活性の 測定

E 鮎 ct o r 細胞 と して健康正 常 ヒ ト末梢 リ ン パ 球を用

い
, 標的細胞 と して はさI

C r
一

標識腰濁細胞 M O L T 4 F

( ヒ ト T 細 胞型 白血 病細 胞株) (1 ×1 0
ヰ

細胞/ 0 . 2 m l

R P M I 1 64 0
,
1 0 % ウ シ 胎児血清/ w ell) を用い た . 3 7

｡

C ,

5 % C O
2 にて 4 h r 増養し, 培茸終了後 100 G , 5 mi n 遠

心 し, その 上清液100 jLl の放射活性を a u t o g a m m a

C O u n t e r ( P a ck a rd ) に より測定した .

51
C r の特異的放

出度は以下の計算式に よ っ た
.

S p e cifi c
51
C r

-

r el e a s e

= 慧慧 畿 慧 Ⅹ100

結果は t ri pli c a t e の 実験 の平均値で 示 した .

P h 喝 O C yt O 由 の 測定

カ ル ポ キ シ ル 化 さた た1 a t e x b e a d s (¢0 . 36 JL m ) と
3
Ⅰト t y r a mi n e を c a rb o d ii mi d e で 結合 させ た

24) (2 2 0

C p m / 10
8

個) 貧食細胞 と して マ ウス マ クロ フ ァ
ー ジ培養

株 C A M U - 3 2 5)
を 用 い

,
2 ×1 0 4細 胞/ 0 .2 m l R P M I

1 6 4 0 ･ 0 ･ 5 % B S A / w ell で, 3 7
0

C
,
5 % C O 2 にて 3 h r 培

賛 し
,

3

H
-

1 a t e x b e a d s の 取 り込み を調べ た
. 培養終

了後細胞 を3 回 洗浄し
,

一

夜 ,
1 M N a O H

,
0 .5 % N P 40

で細胞 を可溶化 し
, その放射活性を測定した . 結果は

t ri pli c a t e の 実験 の 平均値±S ,E . で示 した
.

マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 腰 癌細胞増殖抑制効果の 測 定

C 3 H/ H e N ( H -

2
k)

,
B A L B / c ( H -

2
d) , S p e Cifi c

P a th o g e n f r e e (S P F ) マ ウ ス 6
-

8 適齢 (静岡実験動

物) を用 い た . 活性化 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ は , O K 4 32 2 K E

を 5 日 前に i ･ p 腰 種 し た マ ウ ス 腹腔溶出細胞の うち
,
プ

ラス チ ッ ク 吸着細胞と して得た . この場合非特異的 エ

ス テ ラ ー ゼ染色2 8)
で 95 % 以 上 マ ク ロ フ ァ

ー

ジで あっ た ｡

正 常非刺激 マ クロ フ ァ
ー

ジは
,
S P F マ ウスの R P M I 16 4 0

培養液で の 腹腔洗浄 に よ り得た . 標的細胞と して は
,

マ ウス 乳癌 M M 2 細胞( H
-

2
k

) , 形質細胞腰 Ⅹ556 3( H

-

2
k

) な ら びに M P C l l ( H
-

2
d

) を用い た .
マ ク ロ フ

ァ
ー

ジ 5 ×10
4

, 1 ×1 0
5
な ら びに 2 ×10

5

細胞と樺的細胞

1 ×10
4

細胞/ 0 ･ 2 m l R P M I 1 6 4 0
,
5 % ウシ胎児血清/ w ell
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T a bl e l . P u ri丘c a ti o n of h u m a n α2 H S gl y c o p r o t ei n

F r a cti o n E圭8 品 × V O l u m e α 2 H S ( m g)
a

N o r m al h um a n S e r u m 9 9 .
0 0 0

A m m o ni 皿 S u lf a t e p pt . (0 - 3 7 % ) 3 1
,
0 2 0

I) E A E S e ph a d e x A ･5 0

D E A E ･ C ell u l o s e

S e p h a d e x G - 20 0

H yd r o x y a p a tit e

Bl u e S e p h a r o s e 4 B

㈲i 21Y

3 , 6 5 5

7 6 3

2 8 1

1 1 6

53 .3

a .
D et e r m i n ed b y th e si n gl e r a di al i m m u n o diff u si o n m e th o d

を マ イ クロ プ レ ー トに て 24 b r 培養 し, 終 了6 h r 前に

8 H - T d R を 0 . 5 JL C i 添 加 し た . 培 養 終 了 後 s e m i ･

a u t o m a ti c c ell h a rv e St e r で 細胞 を グラス フ ィ ル タ
ー

上 に集めた . な お こ の 測定 方法 で は,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ

単独の
3
H - T d R の取 り込 み 量(50 0 c p m 以下) は低 く

無視で き た . 実験は t ri p li c a t e で行 な い 結 果 は, 平均

値 ±S . E . で 示 した .

成 績

勉 E S 糖蛋 白の 精製

表 1 に示 すごとく, 正 常 ヒ ト プ
ー ル血清 2 1 を出発材

料 と し
,

D E A E
-

S e ph a d e x , D E A E -

C e11 u l o s e ,

S e p h a d e x G
- 2 00 ,

H yd r o x y a p a tit e
,
B l u e S e p h a r o s e

4 B カラ ム ク ロ マ トグラ フィ
ー

に より 俄 H S 糖蛋白を精

製 した
. 出発材料申の 俄 H S 糖 蛋白 の総 量 は 890 m g

で
, 黄終 的に精製され た量は 130 m g で あ っ た

. 収量 は

14 . 6 % で あり, 精製 され た も の は, 免疫電気泳動で単

一

の 沈降線 を示 した . S D S ポ リ ア ク リ ル アミ ド電気泳

動で は還元, 非違元下 と も に分子量49
,
0 0 0 の 単

一

の バ

ン ド を示 した (図1) .
また 著者 の精製 した α 2 H S 糖蛋

白を ウサ ギに 免疫 して得 た抗血清 は
,

ヒ ト血清 と単 一

の 沈降線を作り, 市販 の抗血清の ヒ ト血清と作 る沈降

線と完全 に融合 した . 以上 の こ と より, 精製 し た 勉 H S

糖蛋白は, 純度が高い と 考え られ る .

等電点

精製 され た Lr 2 H S 糖蛋白 は
,
A n d e r s o n

2 7) 2 8) らが報告

する ように 等電点電気泳動上 p I 4 . 5
-

5 . 0 と ch a r g e

h et e r o g e n eit y を示 した (図2 .) . しか し, n e u r a m i ni ･

d a s e 処理 に て ch a r g e h e t e r o g e n ei t y は著 しく減少 し,

p I 5 .5 に 移動 した .

紫外吸収と C D ス ペ ク ト ラ ム

最大紫外吸収波長は 276 n m で , 2 9 0 n m に肩が み ら

れ た . E 壬‰ , 28 ｡ ｡ m
は 5 ･ 4 で あ っ た .

C D ス ペ ク トラム

ハ
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F i g . 1 . S D S p ol y a c r yl a m id e g el el e c t r o p h o r esis ･

S a m pl e s w e r e a p pli e d t o 7 .5 % p ol y a c r yl a m id e

g el s u n d e r r ed u c i n g a n d n o n - r e d u c in g c o n ditio ns

a n d el e ct r o p h o r e si s w a s c a r ri ed o u t a s d e s c rib ed

b y W e b e r a n d O sb o r n ･ A ft e r el e c t r o p h o r e sis th e

g el s w e r e s t ai n e d w i th C o o m a s si e B rilli a n t Bl ue

G
p

2 5 0 . R e d u c ti o n w a s a c h i e v e d b y dithi o th r ei ･

t o l . B S A (b o vi n e s e r u m alb u m i n
,
M . W . 66

,
120) ,

I g G
-

H (h e a v y c h a i n
,
M . W . 5 0

,
0 0 0) ,

0 V A (o v al ･

b u m i n
,
M . W .

4 3 ,
0 0 0) ,

I g G
-

L (1i gh t ch ai n
,
2 5

,
000) ･

C･
,
C O n t r Ol ; N

,
n O n

-

r ed u c e d ; R
,
r ed u c e d ･

の検 索で
,

α
- b eli x の 含量 は1 1% , β一構造の含量は

2 卜 33 % と計算さ れ た . 残 り の構造は r a n d o m 構造と

考え ら れ る .

ア ミノ 酸組成

糖鎖 を除 い たポ リ ペ プ チ ド部分の 分子量39
,
14 0

29)に

対す る ア ミ ノ酸組成 ( r e si d u e $/ m ol) を表2 に示す･



ヒ ト α 2
H S 糖蛋白に 関す る研究

特徴として
,

プロ リ ン の 含量 が非常に 多く
,

また疎水

性のアミノ酸 ( ア ラ ニ ン
,

バ リ ン
･

ロ イ シ ン) が 多く

含まれてい る
･

一 方, トリ プ ト フ ァ ン の 含量は少 な い
.

( a )

( b)

(C )

(d )

(e )

4 ･0 4 ･5 5 ･0 5 ･5 6 ･0 ( P H )

Fig .
2 . A g ar O S e i s o el e c t r o f o c u si n g . (a) ,

n a ti v e 俄

H S gl y c o p r o t ei n ; (b) t o (e) ,
α 2 H S gl y c o p r o t ei n

tr e a t ed w ith n e u r a mi n i d a s e f o r 2
,
5

,
3 0 mi n a n d 8

h r
,

r e Sp e Cti v el y , a t 3 7
0

C . T w o b a n d s o b s e rv ed

afte r 8 h r di g e s ti o n w e r e u n c h a n g e d e v e n a ft e r 2 4

h r dig e s ti o n . N e u r a m i n id a s e a d d e d i n t h e s e

Sp e Ci m e n s w a s n o t d e t e c t ed a s a st a i n e d b a n d

(d a ta n o t sh o w n) .

T abl e 2 . A m i n o a cid c o m p o si ti o n o f h um a n α 2H S

gl y c o p r o t ei n

R e sid u e s p e r m ol

T hi s p a p e r R ef . 2 R e f . 2 9

A s p 3 1
. 6 3 0 3 2

T h r

S e r
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n
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a ･ E x tr a p ol a t e d t o z o r o ti m e
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2 2 3

以上の結果は
,
S c h mi d

2)
ならび に H ei m b u rg e r

2 9)
の報告

と
一 致 した

.

N 末端ア ミ ノ 酸配列

100 n m ol の 精製 勉 H S 糖 蛋白の E d m 弧 分解を3 1

サ イ ク ル 行っ た . その結果を図3 . に示す
.

ト 20 サ イ

ク ル まで の P T H ア ミノ酸の 同定には, 高速液体ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

, ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

な らびにポ リ

ア ミ ド薄層 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

を用い た
.
2 ト 31 サイ

ク ル の P T H ア ミ ノ酸の 同定に は, 高速液体クロ マ トグ

ラ フ ィ
ー とポ リ ア ミ ド薄層ク ロ マ トグラ フ ィ

ー

を用い

た .

ヒ ト末梢リ ン パ 球幼著 化反 応 混合噂 敷こ対す る 職

級針糖蛋白の 影響

5 】0 1 5
日H

2- Al a
- V a ト V a ト 引 【

- P r o - G l y
-

V a l - I l ト A - a
- A - a

- A l a - G - ∫
一 九 帥 V a ト A s p

･

2 0 ～5 3 0
A s p

･ P r o
- G l u- 〉 a l ･ G l u - X - Ål い A l a ･ G l い V a ト Al a - I l ト A s x 巾 r ･ 拍 】 -

F ig ･
3

･ N
-

t e r m i n a l a mi n o a cid s e q u e n c e o f α2 H S

g l y c o p r o t ei n ･ Ⅹ; n O t C O n Cl u d e d d e f in it el y ,
b u t

th i s 21 s t a mi n o a cid i s eith e r a r gi nl n e o r hi stid in e

O n thi n l a y e r c h r o m a t o g r a p h y .

言
d
O

も
;
)

U

O

焉
L

O

d
l

O

U
u

…
2

ト

主
〔

F i g ･ 4 ･ E H e ct o f q 2 H S gl y c o p r o t ei n o n th e m it o
-

g e ni c r e s p o n s e o f n o r m al h u m a n p e ri p h e r al b l o o d
l y m ph o c yt e s t o P H A (7 ･5 FL g/ m l) ,

C o n A (2 .5 FL g/
m l) a n d P W M (0 ･

1 p g/ mi ) ,
a S m e a S u r e d b y

3
H -

T d R i n c o r p o r a ti o n .



2 2 4

生理 的食塩水で十分透 析し た精製 α2 H S 糖 蛋白 を,

リ ン パ 球幼君化反応 なら び に 混合培嚢の 培養開始時に

最終濃度75 , 1 5 0
,
30 0 〃g/ m l に な る よう に 加 えてⅧト

T d R の取 り込 み を測定 した .
P H A

, C o n A
,
P W M に

よ る リ ン パ 球幼君化反応 ( 図4) な らびに リ ン パ 球混合

培養(著者の行 っ た条件で は
,
5 日日に は有意な 反応が

出現 し
,

7 月 馴こ p e a k を もつ 反応が み られ た) に対し

て
,

α2‡‡S 糖麓白 は有意な 影響 を与 えな か っ た
.

ヒ ト未棉 m 血 粕 川 皿 甜 細胞活 性 に 対す る α2‡‡S 糖

黄白の 影響

ヒ ト末梢 リ ン パ 球の
,

M O L T 4 F 細 胞 に 対 す る

n a tu r al k ill e r 細胞活性測定に お い て, α2 H S 糖蛋白を

最終沸度 に して 600 〟g/ m l( ヒ トの 生理的な量) ,
培贅

開始時に 添加 したが 有意 な影響を与えなか っ た(図 5 ･) .

3

む
S

巾

空

屋
じ

芸
じ

乳
s

占
芯

0 12 .5 2 5 50 ( E J T)

Fi g . 5 . L a c k o f α 2 H S gl y c o p r o t ei n o n n a t u r al

k ill e r c ell a c ti v it y . N o r m al h u m a n p e ri p h e r al

bl o o d l y r n ph o c yt e s a s e ff e c t o r c ell s (E) a n d

M O L T 4 F a s t a r g e t c ell s (T ) w e r e i n c u b a t e d f o r

4 h r . E / T r a ti o w a s 1 2 .5
,
2 5 a n d 5 0 .

P b a g
･

O C y 七o si s へ の 影響

マ ウ ス マ ク ロ フ ァ
ー

ジ培養株 C A M U
-

3 の
3
H - 1 ate x

b e a d s 取 り込み に 対す る α
2
H S 糖蛋 白の 影幣を調べた

結果, α 2 H S 糖蛋白は
, 対照群と し て の 生理 的リ ン取壊

衝液 な らびに ヒ トアル ブ ミ ン添加時よ りも約 1 .25 -

2 倍

増加 さ せ た (表 3 ｣ .

マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 腫瘍細胞増殖抑制効果に対する α2

H S 糖蛋白の 影響

i ) C 3 H / H e N マ ウ ス よ り得た O K 4 32 活性化マク

ロ フ ァ ー ジ と標的細胞 マ ウ ス 乳 癌 M M 2 細胞の比を

5 : 1
,
1 0 : 1

,
20 : 1 に て腰痛細胞増殖抑制効果を調べ

た と こ ろ, 同数の 正常 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ と標的細胞の3
H

- T d R の取 り込 み カ ウ ン ト数 を基準 に す ると
, それぞ

れ 50% ,
5 5 % ,

9 0 % 抑制で あ っ た . そ れゆ えに以後の

実験 は
,

マ ク ロ フ ァ
ー

ジと 標的細胞の 比を5 : 1
, 10 :

1 の 2 点 にて 行 っ た .

ii ) 上 記の 条件 に お い て 著者 の 精製 した a 2 H S 糖蛋

白な ら びに 富士 臓器より得た α2 H S 糖蛋白 を最終濃度

8 0 〟g/ m l に なる よ うに 加 える と,
マ ク ロ フ ァ

ー ジと標

的細胞 の 比が 5 : 1 , 1 0 : 1 のい ずれ に おい ても 勒H S 糖

蛋白 は活性化 マ ク ロ フ ァ
ー ジの 腫瘍細胞増殖抑制効果

を増強 した( 図6 .) .
α 2 H S 糖蛋白 は, 腫瘍細胞単独の

増殖 に は影響を与 え なか っ た .

iii) 同様の 実験 に て, α 2 H S 糖蛋白の 濃度をヒ トの生

理的 な畳 で ある 6 00 〃g/ l Tll ま で変化さ せ
,
正常マ クロ

フ ァ ー ジ な らび に 活性化 マ ク ロ フ ァ
ー

ジの腰癌細胞増

殖抑制効果 に対す る影響 をみ た . 活性化マ ク ロ ファ
ー

ジ に 対 して は, d o s e d e p e n d e n t に(6 00 J L g/ m l で57%

の 増 強) 腰痛細胞増殖抑制効果 を増強した(図7 .) .

一

方, 正 常 マ ク ロ フ ァ
ー

ジに 対 し ては , 有意な影響を与

え なか っ た . 同様の結果 は, C 3 H / H e N マ ウス マクロ

フ ァ
ー ジと 形質細胞腰 Ⅹ556 3

,
B A L B / c マ ウス マ クロ

フ ァ ー ジ と形質細胞脛 M P C l l ( 図8 ,) の組合せにて

も 得られ た . α 2 H S 糖蛋白 は, 腰 痛細胞の増殖には, 全

く抑制的 に は働か な か っ た
.

ま た
,

正 常 ヒト血清を希

釈 して
,
ヒ ト血清の 最終濃度が 600 〟g/ m l(E 壬‰･ 2 捌) =

lO . 0 と して 計算 した) に な る よう に 添加 して同様の実

T a b l e 3 , E ff e c t o f h u m a n α 2H S gl y c o p r o t e in o n th e u pt a k e o f
3 H -1 a t e x b e a d s b y m o u s e m a c r o p h a g e

c e11 1i n e C A M U ･3

P B S ト) P B S ( 十) A lb (6 0 0 u g/ m l) α2 H S (6 6 u g/ m l)

E x p . 1 . 2 4 5 . 5 ±9 .4
a

7 2 0 .7 ±4 1 . 4

±

E x p . 2 . 4 0 5 . 0 ±3 2
.
6 6 3 3 . 3 士 46 .5

E x p . 3 . 5 8 7 . 5 ±0 .6 1 3 0 0 . 0 ±61 .3

7 83 . 5 ±3 2 . 3 1 4 0 4 . 5 ±44 .
6

7 0 0 . 0 ±3 2 . 4 1 2 1 6 .3 ±7 5 ･ 4

1 3 5 0 . 0 ±8 5 . 3 1 6 2 5 . 0 ±2 3 .9

a . C o un tS p e r fi v e m i n .
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Fig . 6 .
I n 8 u e n c e of h u m a n a

2
H S

q

gl y c o p r o t ei n (8 0

u g/ m l
,
b o th o u r a n d F t lj 卜 Z o k i

,

s p r e p a r a ti o n s)

o n th e c yt o s t a ti c e ff e c t o f O K 4 3 2 a c ti vit e d

m a c r o ph a g e s (M 4) . T h e eff e c t w a s e sti m a t e d

u si n g M M 2 m o u s e m a m m a r y c a r ci n o m a c ell s a s

ta rg e t c e11 s ( T ) . M ¢/ T r a ti o w a s 5
,
1 0 a n d 2 0 .

C1
2
H S g l y c o p r o t e i n ( 〃g′m り

Fig ･ 7 ･ I n 触 e n c e o f s e ri all y dil u t e d h u m a n α 2 H S -

gly c o p r o t e in o n th e m a c r o p h a g e c yt o s t a ti c e H e ct .

T h e e ff e c t w a s e sti m a t e d u s l n g M M 2 m o u s e

m a m m a ry c a r ci n o m a c ell s (1 Ⅹ1 0
4

c ell s/0 .2 m l/
W ell) ･ ( a) E # e c t o r c ell s w e r e C 3 H/ H e N n o r m al
r e sid e n t m a c r o ph a g e s (5 Ⅹ1 0

4
c ell s/ 0 .2 m l/ w ell) .

(b) E # e ct o r c e11 s w e r e C 3 H / H e N m a c r o p h a g e s

a cti vi te d b y O K 43 2 (5 Ⅹ1 0
4

c ell s/ 0 .2 m l/ w ell).

2 2 5

験 を行 っ たが, 正 常 マ ク ロ フ ァ ー ジな らび に 活性化 マ

ク ロ フ ァ
ー

ジの腰癌細胞増殖抑制効果 には
, 全く抑制

的 には働 か なか っ た .

i v) α2 H S 糖蛋白 600 J`g / m l の 洩度 に て O E 4 3 2 括

性化 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ
ー ジ (5 ×1 0

4

細胞/ 0 . 2 m l R P M 王

16 4 0 , 5 % ウ シ胎児血清も しく は,
マ ウス 乳癌 M M 2 細

胞 (1 ×10 8細胞/ m l
,

R P M I 1 6 4 0
,
5 % ウシ 胎児血清)

の
一

方と 37
0

C , 5 % C O 2 にて 1 h r p r ei n c u b a ti o n を行い ,

血清の入 らな い R P M I 1 6 4 0 培養液で 2 度洗浄後, f r e e

な α2 日S 糖蛋白が 存在 しな い 状態で腰痛細胞増殖抑制

効果 を調べ た
.

い ずれ の場合 に も対照群 と比べ
, 鴫 H S

糖 蛋白と の p r ei n c u b a ti o n に より腫瘍細胞増殖抑制効

果 の増強を認 めた( 図9 .)
.

α2 H S 糖蛋白が , 活性化 マ

ク ロ フ ァ ー ジな らびに腰痛細胞 と結合性を有する こ と

を示 唆す る .

(

∈
d
U

も
;

)

U

O

焉
｣

O

d
J

O
U

u
-

∝
P

ト
･

エ
M

0 75 15 0 6 0 0 0 75 1 50 6 00

C1 2 H S g l y c o p r ot ei n ( 〃g /m I)

Fi g ･ 8 ･ I n fl u e n c e o f s e ri all y d il u t e d h u m a n α2 H S
-

gl y c o p r o t ei n o n th e m a c r o p h a g e c yt o s t a ti c e ff e c t .

T h e e 鮎 ct w a s e sti m a t e d u si n g M P C l l m o u s e

m y el o m a c ell s (1 Ⅹ1 0
4

c ell s/0 .2 m l/ w 611) . ( a)
E ff e c t o r c ell s w e r e B A L B/ c n o r m al r e sid e n t
m a c r o p h a g e s (1 Ⅹ1 0

5
c e ll s/0 .2 m l/ w ell) . (b)

E ff e ct o r c e ll s w e r e B A L B / c m a c r o p h a g e s

a c ti v it e d b y O K 4 3 2 (1 x l O
5

c ell s/ 0 .2 m l/ w ell) .
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空
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旨
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u
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∝
P

ト

土
c

( a)( b)( c)(d)

Fi g . 9 .
M a c r o p h a g e c yt o st a ti c eff e c t s a ft e r p r e -

i n c u b a ti o n o f M M 2 m o u s e m a m m a ry c a r ci n o m a

c ell s (1 x l O
4

c ell s/ 0 .2 m l/ w ell) o r C 3 H / H e N

m a c r o p h a g es a c ti v it e d b y O K 4 3 2 (5 Ⅹ1 0
i

c ell s/ 0 .2

m l/ w ell) wi th h u m a n a 2 H S -

gl y c op r o t ei n (6 0 0

〟g/ m l) .

( a) M M 2 a n d a c ti vit e d m a c r o p h a g e s (b) M M 2 an d

a c ti v a t e d m a c r o ph a g e s p r ei n c u b a te d wi th a 2 H S
-

gl y c o p r o t ei n (c) M M 2 p r ei n c u b a t e d wi th α2 H S
-

gl y c o p r o t ei n a n d a cti v a t e d m a c r o p h a g e s (d)

M M 2 a n d a c ti v a t e d m a c r o p h a g e s c ul t u r e d w it h

a 2 H S
-

gl y c o p r o t ei n (6 00 FE g / m l) .

考 察

ヒ ト α2 H S 糖蛋白を プ ー ル 血清よ り大量 に精製する

方法を報告 した . 2 1 の ヒ ト正 常血清 より 130 m g の α 2

H S 糖蛋白 を精製 した( 収量, 1 4 . 6 % ) . L e b r e t o n ら
9) 10)

が報告 して い る精製中の α 2 H S 糖蛋白の 分解物 は出現

しな か っ た
. 著者 は, 精製 した α 2 H S 糖蛋白 を後に 培

養細胞 に加えるた め に, 精製 の どの段 階で も
, 抗菌剤

や蛋 白分解酵素阻害剤 は使用 しなか っ た .

最近 G ej y o と S ch m id
30)

は , a 2 H S 糖蛋白は pI 4 . 1
,

分子量 56
,
0 0 0 ならびに pI 4 . 7 , 分子 量 51

,
0 0 0 の 2 群 の

蛋白か ら構成さ れて おり, それ ぞれ の蛋白が 同
一

の 2 つ

の N 末端 ア ミノ酸 (ア ラ ニ ン と ス レ オ ニ ン) と 2 つ の

C 末端ア ミ ノ酸( ス レ オ ニ ン と ロ イ シ ン) を有 し, 2 つ

のポリ ペ プチ ド鎖 か ら構成 され て い る と報告 した
.

し

か し, 著者 の精製 した α2 H S 糖蛋白 はS D S ポリアクリ

ル ア ミ ド電 気泳 動 上 還 元 非還 元 下 と も に分子量
49

･
0 0 0 と変わ らず(図1 ･) ･ また N 末端 アミノ 軸列

の 結果( 図 3 ･) に お い て も単
一

の N 末端 を有すること

よ り , 著者 は α 2 H S 糖 蛋白は単
一

の ポ リペ プチド鎖よ

り構成 さ れ て い ると 考え る ･
こ の結果 は

, L e b r et o n
9)
の

報 告と 一 致 してい る
･
G ej y o と S c h m id の 結果は, 喝HS

糖 蛋白の ア ロ タイ プ の存在 を意味す る のかもしれない

が
, 精 製中 の 分解 に よ る 可能性 が あ る . 等電点上の

h e t e r o g e n eit y (p I 4 ･ 5
-

5 ･0) は
,

n e u r a m i n id a s e 処理

に て著 しく減少 した (図 2 ･) ･ α 2 H S 糖蛋白の cb a rge

h e t e r o g e n eit y は , ポ リ ペ プ チ ド部分の多形によるより

も ,
シ ァ ル 酸 を含む糖鎖 に よ るも の と考 えられる

.

勉 H S 糖 蛋白の 二 次構造上
,

α
-

b eli x 含量は11% と

計 算さ れ た
.

α
- b eli x 含量が 比較的少ない こととアミ

ノ 酸組成上 プ ロ リ ン の含量が 非常に 多い こと はよく→

致 して い る . β
一

橋造 は
,
2 ト 33 % と計算され

,
おそら

く こ れが こ の蛋白の骨組 を構成 して い ると考えられる
.

勉 H S 糖蛋白の 機能に つ い て は
,
まだほとんど不明だ

が, 従来 よ りオ プソ ニ ン効果 を有す る こ とが報告され

て い る
4) 6)

. 著者の精製 した α 2 H S 糖 蛋白もマ ウス マク

ロ フ ァ
ー ジ培養株 C A M U

-

3 の
3
H

-

l a t e x b e ad s 取り

込 み を増加 させ た(表 3 .〉. 著者は 職 H S 糖蛋白のアミ

ノ酸組成上非常 に疎水性 の ア ミノ 酸 ( プ ロ リ ン, アラ

ニ ン
,

バ リ ン
,

ロ イ シ ン な ど) が多 い (表 2 .) ことや,

疎水性 の強 い N 末端(31 残基中 7 つ の バ リ ン
,
2 つの

イ ソ ロ イ シ ン
, 8 つ の ア ラ ニ ン

, 2 つ の プロ リ ン)を有

する こ とか ら 勒 H S 糖 蛋白の オ プ ソ ニ ン 効果は
,

この

蛋白の疎水性 に起因 して い る と考え て い る
.

さ ら に 著者は
,
α2 H S 糖蛋白の 年齢 ならびに疾患時の

変 動に よ り , α2 H S 糖 蛋白が 生体 内における細胞性免疫

能 の非特異 的増強因子 の
一 つ と 考え検索を行っ た結果,

勒 H S 糖蛋 白が活性化 マ クロ フ ァ
ー ジの腰 癌細胞増殖抑

制効果 を増強さ せ る働 き が あ る こ と が判明した(図6 ,

7
,
8) . 正 常非刺激 マ ク ロ フ ァ

ー

ジと腰痛細胞ならびに

腫瘍細胞単独の 増殖 に は
, 影響 を与 えなか っ た

.
なお,

著者 の今 回 の実験は
,

ヒ トの α2 ⅢS 糖蛋白をマ ウスの

マ ク ロ フ ァ
ー

ジと マ ウ ス の腰痛細胞 に 加 えて行ってい

る わ け だが , 今 回 み られ た よ う な α2 H S 糖蛋白の活性

化 マ クロ フ ァ
ー ジの 腰痛細胞増 殖抑制効果増強作用払

異種蛋白共通の 作用で は な い と考 えられ る.
というの

は
,

α2 H S 糖蛋白の 生理 的な量 600 〟g/ m l と同量の希

釈 ヒ ト正 常血清を同 じ実験系 に添加 しても活性化マク

ロ フ ァ
ー ジ の腰痛細胞増殖抑制効果 を全く増強させな

い か ら で ある
.

俄 H S 糖 蛋白と マ クロ フ ァ ー ジ な らびに膿瘍細胞との

p r ei n c u b a ti o n の 実験 に よ り
,
a 2 H S 糖蛋白が両細胞に
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対して結合性を有す る こ とが判っ た . α2 H S 糖蛋白の マ

クロ フ ァ
ー ジの膿瘍細胞増殖抑制効果増 強作用 は, 正

常非刺激マ ク ロ フ ァ
ー

ジ を活性化 マ ク ロ フ ァ
ー ジに転

換する こ とによ る ので は な く,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジと腫瘍

細胞の接合を強め る こ と に よ ると考 え られ る
.

俄H S 糖蛋白は, 他の細胞性免疫能の指標で あるリ ン

パ球幼君化反応, 混合培養な ら び に n a t u r al k ill e r 細

胞活性に対 しては増強作用 を有 しな い
.

従来よ り血清蛋白 (特異抗体 をの ぞ く) に よる 免疫

抑制作用につ い て は多く の報告が ある
. 代表的に は担

病状態なら びに炎症時に増加す る α1

-

a n tit r y p si n
3 1)

,

u l

-

a Cid g l y c o p r o t ei n
82)

a 2
-

m a C r O gl o b u li n
叫

, C
-

r e
･

a c ti v e p r ot ei n
3 4)

,
C 3

3 5)
, S e r u m a m yl o id A

3 8)
や

, 痛

胎児性蛋白である α
- f e t o p r o t e in

37 m 8)な らびに正 常血

清中のi m m u n o r e g ul a t o r y α g l o b uliが糊 な どで ある .

一 方,
血清蛋白によ る免疫増強作用 に関す る報 告は

,

fib r o n e cti n
40)

の オ プ ソ ニ ン効果や , 千原, 前田 ら の報

告し た1 e n ti n a n 投 与 動 物 血 清 中 の 増 加 因 子
4 1)

L A

(h a p to gl o bi n
ヰ2

) , L B (h e m o p e x i n
48)) , L C ( c e r ul ｡

,

pl a s mi n
44)) な ど少な い

. 今回著者 は
, 正 常 ヒ ト血清中

に存在し, 加齢, 担痛時に減少する 喝 H S 糖蛋白に,

オプソニ ン効果な らびに 活性化 マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 腫瘍

細胞増殖抑制効果増強作用が ある こ とを報 告 した
. 担

癌宿主の癌に対する抵抗性 は
,

い ろ い ろ な物質 に より

修飾されてい る . 最近
, 宿主の腫瘍 に対す る応答力を

変動さ せ 治療効 果 を も 期 侍 す る 物 質 が Bi o l o gi c a l

R e s p?
n S e M o d ifi e r s ( B R M ) とよ ばれ るよ う にな っ た

.

th ym i c h o rm O n e
,
in t e r f e r o n

, i n t e rl e u k i n (1 ym Ph o
-

ki n e
,

m O n O k i n e) な どと と も に血 清蛋白の 諸成分も

BR M の 1 つ と考 えられ て い る
.
こ れ らは細胞の活性化

を介して
,

さ ら に解明が す す め ば将来, 腫瘍 の 治療に

役立つもの と期侍され る
.

結 論

ヒ ト 勉 H S 糖蛋白の 精製 と物理化学的性状な ら び に

細胞性免疫へ の 影響に つ い て 報告し た .

1 ･ 正常ヒ ト プ ー

ル 血清よ り α 2 H S 糖蛋 白を大量精
製する方法 を開発 した

.

2 ･ ヒ ト 勉 H S 糖蛋白の 物理 化学的性状 と して
, a)

pI 4 ･5
-

5 ･0 の c h a r g e h e t e r o g e n eit y を有 す る が
,

ne u r a m i nid a s e 処理 に て ch a r g e h e t e r o g e n eit y は 減
少し, pI は5 ･ 5 に 移動す る

.
b) 分子 量 49

,
00 0 の単鎖

で
!
N 末端ア ミノ 酸 は

, ア ラ ニ ン である . c) 疎水性
の強い N 末端 を有 し

,
アミ ノ 酸組成と して も疎水性の

アミノ酸を多く 含む ･ d) ニ 次構造上 α
-

h eli x 含量
は

- 11 % , β
-

構造含量 は
,

2 ト 33 % で ある
.

3 ･ ヒ ト 喝 = S 糖蛋白は,
マ ウ ス マ ク ロ フ ァ

ー

ジの

貧食能な ら び に活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジの腫瘍細胞増殖

抑制効果を冗め る
.

4 ･ 勉 H S 糖蛋 白は
, リ ン パ 球幼君化反応, リ ン パ球

浪合培養 なら び に n a t u r al k i11 e r 細胞静性に は影響 を

与 えない
.
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a c c o r d i n g t o ag e a n d p ar ti c ul a rl y d e c r e a se d i n t h e s e ru m Of c a n c e r p a ti e n t s . T h i s p r o t ei n se e m ed

t o b e o n e o f n o n -

S P e Cifi c i m m u n o p o t e n ci a t o r s i n h o st d e f e n $ e m e C h a mi s m , P a rti c u l a rl y i n c ell ul a r

i m m u n o l o g y . T h e p r e s e n t $t u d y d i s cl o s e d t h at α2 H S -

g l y c o p f o t ei n a u g m e nt e d t h e c y t o st atic

e ff e c t s b y a cti v a t e d m a c r o p h a g e s o n t u m o r c ell s a s w ell a s t h e o p s o ni c a c ti v it y .
α2 H S ･

gl y c o p r o
･

t e i n d id n o t a c ti v at e n o rm al r e sid e n t m a c r o p h a g e s a n d s h o w e d n o d i r e c t i n fl u e n c e o n th e g r o w th

O f t u m o r c ells
.
It w as als o el u ci d a t e d t h a t α2 H S - gl y c o p r o t ei n b o u n d b o t h a c ti v a t e d m a c r o p h ag e s

a n d t u m o r c e n s a ft e r p r e i n c u b ati o n o f t h e s e c ell s w it h t h i s p r o t e in a n d t h at α2 H S rgl y c o p r ot ei n

e x h i b it e d n o i n fl u e n c e o n l y m p h o c y t e b l a s t o g e n e sIS
,

m i x ed l y m p h o c y t e r e a cti o n
,

O r n at u r al

k 皿e r c ell a cti vit y .


