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〔シンポ ジウム〕血漿糖蛋白質の新 しい機能

2.α2HS糖 蛋 白 に よ る マ ク ロ フ ァー ジの 活 性 増強*

松島綱治**・ 程 明**・ 右 田俊介**

  大 圓 修身***・ 野 竹邦弘***

α2HS糖 蛋 白は,1960年Heremansに よ り高 濃 度 の

Zn++イ オ ンに て も可 溶 性 の蛋 白 と して 単 離 され た(α2-

Zグ ロブ リン と命 名).1)一 方,SchmidとBnrgiは,

1961年 エ タ ノー ル 分 画 よ りBa++イ オ ン存在 下 で沈 殿 す

る蛋 白 と して 単 離 す る と と もに(Ba-α2-糖 蛋 白 と命 名),

物 理 化 学 的 性 状 を 決 定 した.2)1962年Shultzeは,両 蛋

白 が 同 一 の蛋 白で あ る こ とをOuchterlony法 に て 確 認

し,発 見 者 両 名 の 頭 文 字 を と り α2HS糖 蛋 白 と命 名 し

た.3)

 α2HSの 機 能 に つ い て は,ま だ ほ とん ど不 明 だ が,

1974年 にVan Ossら は,α2HSが ヒ ト好 中球 のin

vitroに お け るEscherichia coli, Staphylococcus au-

reus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.4)ま た,1980年 にLewisら は,ヒ ト α2 HS

が,マ ウス マ ク ロ フ ァ ー ジ のLatex Beads取 り込 み を

も増 加 させ る こ とを 報 告 して い る.5)一 方,1978年Tri-

ffittら は,ウ サ ギ α2HS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)

 著者 らは,こ れまでに3,000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い,α2HSの 濃度

が臍帯血中で最も高 く,加 齢とともに減少することを見

出した.8)ま た,悪 性腫瘍のとき有意な低下を来たし,

OK432(ピ シバニール)治 療にて回復する点から,こ の

蛋 白が癌に対する宿主抵抗性,特 に細胞性免疫能に関連

を持つのではないかと考え以下の実験を行った.そ の結

果,ヒ トα2HSは,活 性化マクロファージの抗腫瘍活

性を増強させることが判明した.

       材 料 と 方 法

1.ヒ トプール血清21よ り α2HSを 精製した.

2.硫 安塩析法:血 清2lに 蒸留水0.8l加 え,pH

を7.0に 調 製 した.硫 安 粉 末588g(37%飽 和 に相 当)

を攪拌 しなが ら少 量 ず つ 加 え,全 部 加 え 終 った あ と30分

間攪拌 した.以 上 の操 作 はす べ て氷 浴 に て行 い,そ の後

6,000rpm,30分,4℃ に て遠 心 し沈 殿 物 を 得 た.

 3.DEAE Sephadex,DEAE celluloseカ ラム ク ロ

マ トグ ラ フ ィー:と もに カ ラム サ イ ズ は φ4×40cm,流

量 は150ml/hrで,15.4ml/tubeに 採 取 した.出 発 緩

衝 液 と して0.01Mリ ン酸 緩 衝 液pH7.5,0.07M NaCl

を 用 い,溶 出 はNaClの 濃 度 のみ を変 え,0.3Mま で 上

げ るlinear gradient法 に よ った.

 4.Sephadex G-200カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー:カ

ラ ムサ イ ズ は φ4×120cm,平 衡 化 緩 衝 液 は0.01M

リン酸 緩 衝 液pH7.5,0.15M NaCl,流 量 は25ml/hr

で7.2ml/tube採 取 した.

 5.Hydroxylapatiteカ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ ー:カ

ラ ムサ イ ズは φ2.7×7.5cm,出 発 緩 衝 液 はK-リ ン酸 緩

衝 液pH7.3,伝 導 度5×10-3 mmho/cmでliner gradient

に よ り25×10-3mmho/cmま で上 げ溶 出 した.

 6.Blue Sepharose 4Bア フ ィニ テ ィー ・カ ラ ム ク ロ

マ トグ ラ フ ィ ー:カ ラ ムサ イ ズ は φ2.8×12cm,平 衡

化 緩 衝 液 は0.05M Tris-HCl pH7.0で あ り,α2HS

は この 条 件 で は 吸 着 せ ず通 過 した.Albは 吸 着 す る の で

両 者 を 分 離 で き た.

 7.SDS-ポ リア ク リル ア ミ ド 電 気 泳 動:Weberと

Osbornら の方 法9)に よ り行 った.ゲ ル 濃 度 は7.5%,泳

動 用 緩 衝 液 は,0.1Mリ ン酸 緩 衝 液pH7.2,0.1%SDS

で あ り,還 元 はdithiothreitalに よ り行 っ た.

 8.寒 天 等 電 点 電 気泳 動10):0.8%ア ガ ロー ス(Litex

type HSIF).フ ァ ル マ ラ イ トpH3～10,pH2.5～5

を2:1の 割 合 で 混 ぜ,最 終 的 に フ ァル マ ライ トど して

2%に な る よ うに した.8V/cm1時 間,16V/cm6.5
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時 間 電 気 泳 動 を 行 った.

 9.Neuraminidase処 理:サ ン プル は0.2M酢 酸 緩

衝 液pH5.5に て一 夜 透析 を 行 い,3:5の 割 合 でneu-

raminidase(Vibrio cholerae由 来1U/ml)を 加 え,24

時 間 ま で,37℃ に てincubationを 行 っ た.

 10.Circular Dichroism(C.D.)Spectrumの 測定:

サ ン プル は0.02M Tris-HCl pH7.0,0.15M NaClで

溶 解 希 釈 を 行 っ た.%α-helix含 量は 〔θ〕208-4,000/33,000-4,000,

%β-structureは〔θ〕216/-9,200×100より計算した.

 11.Phagocytosisの 測 定:カ ル ボ キ ル 化 され たlatex

beads,φ0.36μmを3H-tyramineとcarhodiimideで

結 合 させ た(220cpm/106particles).貪 食 細胞 と して マ

ウス マ ク ロ フ ァー ジ培 養 株CAMU-3を 用 い,2×104

cells/well/0.2ml RPMI 1640, 0.5%BSAに ヒ ト α2

HSを 最 終 濃 度600μg/ml(ヒ トの生 理 的 な 量)に な る

よ うに加 え,3時 間 までincubationし,3H-Iatex beads

の取 り込 み を調 ベ た.Control群 と して,ヒ トAlb 600

μg/mlな らび にPBSを 用 い た.

 12.ヒ ト末 梢 血 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Lymphoprepを 用 い,

400×G30分 に て リ ンパ球 を 分 離 した.リ ンパ 球 幼 若 化

反 応 は,2×105cells/0.2ml RPMI1640,5%FCS/

wellの 細 胞 数 で, PHA7.5μg/mlま た はCon A 2.5

μg/mlま た はPWM0.1μg/ml(suboptimalな 濃 度),

37℃,5%CO2の 条 件 にて72時 間 培 養 を 行 った.終 了

6時 間 前 に3H-TdRを0.5μCiパ ル ス した.混 合 培 養

は そ れ ぞ れ の細 胞 数1×105cells/0.2mlRPMI1640,

5%FCS/wellのtwo wayで5日 と7日 培 養 を 行 い終

了24時 間 前 に3H-TdRを0.5μCiパ ル ス した.

 13.マ ウス腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジの 腫 瘍 細胞 増 殖 抑制 反

応:C3H/He,BALB/cマ ウス8週 齢 を 用 い,標 的 細

胞 と し て は,マ ウス乳 癌MM2細 胞,形 質 細 胞 腫X

5563な らび にMPC11を 用い た.活 性 化 マ ク ロフ ァ ー

ジ は,OK432,2KEを5日 前 にi.P.接 種 して 得 た.正

常 非 刺 激 マ ク ロ フ ァー ジは,C3H/Heま た はBALB/c

のSPFマ ウ ス よ りヘ パ リン加培 養 液 の 腹 腔 洗 浄 に よ り

得 た.マ ク ロフ ァ ー ジ5×104cells,1×105cellsな らび

に2×105cellsと 標的 細胞1×104cellsを マイ ク ロ プ レ

ー ト法 に て24時 間培 養 し,終 了6時 間 前 に3H-TdR0.5

μCiパ ル ス し細胞 増 殖 抑 制 効 果 を 測 定 した.

        結 果

 1.ヒ ト α2HSの 精 製 と性 状:精 製 に 用 い た ヒ トプ

ー ル 血 清 中 の α2HSの 総 量 は890mgで あ っ た .最 終

的 に 精 製 され た 量 は130mgで あ り,yieldは14.6%,

purificationは222倍 で あ った(Table 1).SDS-ポ リア

ク リル ア ミ ド電 気 泳 動(Fig.1),免 疫 電 気 泳 動 に て 単 一

で あ る こ とを 確 認 した.寒 天 等 電 点 電 気泳 動 に お い て,

精 製 α2HSはpI44～5.0の 少 な くと も8本 の パ ン ト

Fig. 1. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

       of human α2 HS glycoprotein.

Table 1. Purification of human α2 HS glycoprotein.
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に分 離 す るが,neuraminidaseの 処 理 に てpI5.5の2

本 の バ ン ドに な っ た(Fig.2).C.D.spectrumの 検 索 に

て α-helix含 量4.9%,β-structure含 量43%で あ る こ

とが 判 った.ま た,56℃,30分 も し くは60℃,15分 の 処

理 に て もほ とん ど変 化 は み られ な か っ た(Table 2).

 2.α2HSに よる マ ク ロフ ァ ー ジの貪 食 能 増 化:マ

ウス マ ク ロ フ ァ ー ジ培 養 株CAMU-3の3H-latex beads

取 り込 み の 測 定 に 際 し,使 用 す る培養 液 をRPMI1640,

5%FCSな らび にRPMI1640,0.5%BSAを 用 い た

と ころ,RPMI1640,0.5%BSAの ほ うがlatex beads

の取 り込 み が 多 くみ られ,ま た,取 り込 み は3時 間 で プ

ラ トー に 達 した.次 にRPMI1640,0.5%BSA培 養 液

に ヒ トAlb(600μg/ml),α2HS(600μg/ml)を 加 え

た とき の 影 響 を培 養 時 間30分,1時 間,2時 間,3時 間

Fig. 2. Agarose isoelectric focusing of human

α2HS glycoprotein.

Table 2. Secondary structure of human

α2HS glycoprotein.

で 測 定 した と ころ,い ず れ の 時 間 で も α2HS添 加 群

は,ヒ トAlb添 加 群,PBS群 よ り高 い取 り込 み を示 し

た.ヒ トAlb添 加 群 は,PBS群 と比 べ 差 が な か っ た.

そ こでRPMI1640,0.5%BSA培 養 液 を用 い,培 養

時 間3時 間 に て,独 立 した 実 験 と して3回PBS,ヒ ト

Alb,α2HS添 加 時 の 測 定 を 行 っ た と ころ,α2HSは

CAMU-3の3H-latex beadsの 取 り込 み を1.25～2倍

増 加 させ た(Table 3).

 3.ヒ ト リンパ球 幼 若 化 反 応,な ら び に 混 合 培 養 に

α2HSを 最 終 濃度75,150,300μg/mlに な る よ うに

加 え て,3H-TdRの 取 り込 み を 測 定 した が 影 響 は な か っ

た.

 4.α2HSに よ る活性 化 マ ク ロフ ァー ジ の 抗 腫 瘍 活

性 増 強:i)C3H/Heマ ウス よ り得 たOK432活 性 化

マ ク ロフ ァ ー ジ と標 的 細胞 マ ウス 乳 癌MM2のE/T比

を5:1,10:1,20:1に て 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3H-TdR

の 取 り込 み カ ウ ン ト数 を 基 準 に す る と,そ れ ぞ れ50%,

55%,90%抑 制 で あ っ た.そ れ ゆ え に,以 後 は,E/T

比 を5:1,10:1の2点 に て 行 っ た.ii)上 記 の 条 件 に

お い て わ れ わ れ の 精 製 した α2HSな らび に 富士 臓 器 よ

り得 た α2HSを 最 終 濃 度80μg/mlに な る よ うに 加 え

る とE/T比5:1,10:1い ず れ に お い て も α2HS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(Fig.3).iii)同 様 の実 験 に て,α2HSの 濃 度 を ヒ

トの 生 理 的 な量 で あ る600μg/mlま で変 化 させ,正 常 マ

ゥス マ ク ロ フ ァー ジ,OK432活 性 化 マ ウス マ ク ロフ ア

ー ジの 腫 瘍 細胞 増 殖 抑 制 効 果 に対 す る影 響 を み-
.OK

432活 性 化 マ ク ロ ファ ー ジに 対 しては ,dose dependent

に 細胞 増 殖抑 制 効 果 を増 強 した.一 方,正 常 非 刺 激 マ ク

ロ フ ァー ジ に対 して は影 響 を 与 え な か った(Fig.4).同

様 の結 果 はC3H/Heマ ウス マ ク ロ フ ァー ジ とX5563,

BALB/cマ ウス マ ク ロ フ ァー ジ とMPC11(Fig.5)の

組 み 合 せ に て も得 られ た.iv)α2HS600μg/mlの 濃

Table 3. Enhancement of phagocytic activity of mouse macrophage

cell line CAMU-3 by human α2HS glycoprotein .
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Fig. 3. Cytostatic effect of OK432 activated

         macrophages on MM2 mouse mammary
         carcinoma cells.r

 Both α2HS glycoprotein preparations ours and

 Fuji-Zoki's were equally effective.

Fig. 4. Enhancement of cytostatic effects on

       MM2 mouse mammary carcinoma cells

        by OK432 activated macrophages cocul-

       tuned with human α2HS glycoprotein.

       に

Fig. 5. Enhancement of cytostatic effects on

        MPC11 mouse myeloma cells by OK432

        activated macrophages cocultured with

        human α2HS glycoprotein.

          ●

Fig. 6. Preincubation experiment of MM2 mouse

        mammary carcinoma cells or OK432 ac-

        tivated macrophages with α2HS glyco-
p

rotein(600μg/ml).

 度 にてOK432活 性化C3H/Heマ ウスマクロブナージ

も しくはMM2の 一方と37℃,1時 間preincubation

 を行い,洗 浄後 α2HSな しの状態で細胞増殖抑制効果

 を調ベた.い ずれの場合にも対照群と比べ,α2HSと

 のpreincubationに よ り抑制効果の増強を認めた.(Fig.

6).α2HSが 両細胞に結合性を有することを示唆する.
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        結 論 な らび に 考 察

 ヒ ト α2HSを プ ー ル血 清 よ り大 量 に 精 製 す る方 法 を

開発 した.Lebretonら が報 告 して い る精 製 中 の α2HS

の分 解 産物 は 出現 しな か っ た.α2HSの 分 子 量 は49,000

で あ り,単 鎖 で あ る.寒 天 電 気 泳 動 で はInter-α glob

で,等 電 天 上 のheterogeneityは,neuraminidaseの 処

理 に て ほ とん ど消 失 し,pIが4.4～5.0が5.5に 変 化 す

る こ と よ り,シ アル 酸 を 含 む 糖 鎖 に よ る もの と考 え られ

る.C.D.spectrumに て,α-helix含 量 が4.9%とhelix

含 量 の 少 な い 蛋 白で あ る こ とが 判 明 した.こ の 結果 は,

α2HSの ア ミノ酸 組 成 に お い てProが7.9%と 多 く含

まれ る とい う結 果2)と 一 致 す る.

 α2HSの 機 能 につ い て は まだ ほ とん ど不 明だ が,オ

プ ソ ニ ン効 果 を 有 す る こ とを わ れ わ れ もマ ウス マ ク ロ フ

アージ培養株CAMU-3の3H-latex beads取 り込みを

用いて追試し得た.さ らにわれわれは,α2HSの 年 齢

ならびに疾患時の変動 より,α2HSが 生体内における

細胞性免疫能の非特異的増強因子の1つ と考調え検索を行

った結果,α2HSが 活性化マクロファージの腫瘍細胞

増殖抑制効果を増強する働きがあることが判明した.正

常非刺激マクｐファージには影響を与えない.preincu-

bationの 実験 より,α2HSが マ クロファージならびに

腫瘍細胞に対 して結合性を有することから α2HSが,

マ クロファージと腫瘍細胞の接合を強めることによりマ

クロファージの腫瘍細胞増殖抑制効果を増強すると考え

られる.α2HSの 細胞への結合が どのような種類の結

合かは不明である.

 α2HSが マ ウスにも存在するのかどうか,ま た,今

回みられたようなマウス細胞へのヒトα2HSの 効果が

ヒトの細胞でもみられるのかどうか現在検索中である.
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