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Ⅰ序論

1.はじめに

動物は多くの細胞によってそのかたちが作られている｡人でその数を見積れば

3×1013個にもなる｡その膨大な数の細胞を獲得する作業は､一個の細胞一

受精卵が細胞分裂を繰り返すことに始まり､胚が形成されてからは細胞増殖で数

を揃えていく｡分裂･増殖した細胞は受精卵が持っていた万能性を失い､細胞に

よっては多段何の分化を経て機能や形態の異なる細胞になっていく｡そうした細

胞が集まって､組織､器官そして一体の動物を形作っている｡動物の世代交代が

一個の細胞によって行なわれることで､細胞増殖は多細胞生物にとっては必ず行

なわれなければならない作業である｡勿論のこと単細胞生物にとっても増殖なく

して個体の増加はない｡また､がん細胞についても無秩序に増殖しなければ人鞍

を脅かす病気にはなっていない｡このことから細胞のもっとも基本的な能力であ

る細胞増殖を理解することは重要である｡現在までに多くの研究者によって増殖

のメカニズムは顕微銃の観察から始まり､生物学､生化学そして分子生物学の手

法で､制御の細かい部分まではわかっていないにしても､骨格的な現象の流れは

わかってきている｡ただしこの知見は主に細胞内の現象についてである｡

先に組織は細胞の集まりからなると記述したが､細胞だけで作られているので

はなく細胞の間を隅なく細胞外マトリックスが満たしている｡それは細胞によっ

て細胞外に作られた横道物であり､さまざまな巨大分子の集合体である｡それは

組織の形を規定し､保持するだけでなく､細胞の生存環境を提供し､細胞分化や

細胞増殖に影響を与えると考えられている｡また､各組織で細胞外マトリックス

の量と質がことなっており､外部環境で細胞は厳重な規制を受けていると考えら

れる｡ところがその作用が具体的にどういうものであるかについてはほとんどわ

かっていない｡細胞の培養では培養条件を変えることで､塵生される細胞外マト

リックスが変わり､細胞の形も変化がみられる｡このことは､細胞が細胞外マト

リックスの情報を認識し､形質を変化させることを示している｡細胞外マトリッ

クスと細胞の相互作用を細胞の動態で解釈できれば､分化や細胞の形質発現そし

てがん細胞の挙動の理解を深める手助けになると思われる｡個体や組織の中で細

胞増殖を観察することは比較的簡単にできることである｡しかし細胞増殖の機構
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や制御を研究することには困難である｡なぜならば細胞が増殖に連れてどんどん

分化して不均一になること､組織の塊の場合には個々の細胞に与えられる外部環

境を均一にすることが難しいためである｡

その点で､外部環境に細エできる細胞の培養系を用いるのはよいと考えられる｡

それに細胞接着(正常細胞は基質に接着しないと増殖しない)､細胞増殖そして

増殖停止の現象という基本的な細胞の動態が観察できる｡さらに細胞は細胞外マ

トリックスを合成し､構成分の変化が観察できる｡その意味で細胞外マトリック

スによる細胞増殖制御機構を研究するには､最適の系である｡細胞増殖の実験に

頻繋に用いられるのが線推芽細胞である｡この細胞は増殖時に細胞外マトリック

ス成分であるヒアルロン酸の合成活性が上昇し､増殖停止とともに合成活性が低

下することが報告されている(Morris,1960;Danielet al.1961;Davidson et

al.1963;Davidson,1963;Naneroff&Holtzer,1967;Koya皿a&Ono,1970;

Bishoff,1971;Toole etal.1972;Moscatelli&Rubin,1975;Lenbach,

1976;Angello&Hosick,1982;Matuoka etal.1985)｡細胞増殖とともに顕著

に増減し､また数多くの報告がありながら､どうしていままでそのメカニズムが

解明されなかったのか｡本章では､ヒアルロン酸の横道の説明から始めて､その

性質および機能についてわかってることをまとめてみた｡それによっていままで

よく解明できていない理由とヒアルロン酸の問題点を整理してみた｡本論におい

ては問題点を解決することでヒアルロン酸と細胞増殖の関係を機構の面で一部明

らかにした｡またその手段としてヒアルロン酸合成機構についても新たな知見を

得たので示したい｡

2._ヒアルロン幣の横道

1930年代のはじめ､水棲のゲルを作る物質が牛のガラス体から見いだされた｡

ヒアルロン酸の発見である｡その構造は､D-ダルクロン酸とN一アセチルD-グルコ

サミンをそれぞれβ(1→3)とβ(1→4)のグルコシド結合で交互に繰り返す多数の

二糖単位からなる直鎖である｡枝分かれのないことは電子顕微鏡でも確かめられ

ている(Fessler&Fessler,1966)｡生理的なpHではカルポキシル基は完全に解離

してそのためヒアルロン酸と命名されている｡同様の粘質性の性質と横道を持つ

ものが軟骨､骨､靭帯という結合組織からヒアルロン酸に前後してあいついで発
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見され､その総称としてEarl州eyerにより粘質性分泌物に対する生理学的な言葉

の接頭詩であるムコが名に引用された｡そうしてムコ多糖の歴史が始まった｡後

にムコ多糖がタンパク貿との結合あることが分かりプロテオグリカンという名称

が与えられ､糖鎖はアミノ糖を含むことから化学的にグリコサミノダリカン(以

後GAGと略す)という名を与える方が妥当と思われるようになった｡プロテオグリ

カンについては総説(木全､1988)に説明を譲るとして､現在までのデータの蓄

積からもGAG含量の多い組織はガラス体や軟骨といった細胞外マトリックスに富む

組織である(Cassaro&Dietrich,1977)｡表lにGAGを6グループに分楳して示し

たが､ヒアルロン酸以外のGAGは糖残基の種類や硫酸基の数と位置によりかなり

の種斌がある｡その中でヒアルロン酸は､唯一､硫酸化されていないため､他の

GAGとは明らかに区別される｡またヒアルロン酸は分子量すなわち糖鎖長が他の

GAGの10倍から100倍という巨大な分子である特徴をもつ｡そのために､次の項で

記述するがヒアルロン酸の物性は他のGAGとはおもむきを異にする｡通常､GAGは

タンパク質と共有結合したプロテオグリカンの型で合成され細胞外マトリックス

に分布する｡ヒアルロン酸については､いまだにこの点についての決着がついて

いない｡コアタンパク貿を使わない生合成機構が提唱され､この点でも他のGAGと

は明確な違いがある｡生合成については別の項目で辞しく説明する｡

3.ギアルロン酸の性質

GAGは､その構造的な特徴から長い鎖の中に多数のカルポン酸基を持ち高負荷多

重陰イオンの状態にある｡その電気的反発力のため､GAGはポリペプチド鎖のよう

に細かく折り畳まれて密な球状横道をとることができず､延びたランダムコイル

横道をとる傾向がある(Scott&Tigwell,1978)｡その構造が粘性や弾性を生じる

し､加えてどうしても容積が大きくなる｡しかも親水性の化学横道は多量の水を

吸収して水和ゲルを形成する｡ヒアルロン酸のような高分子では､この性質が

一層顕著になる｡ヒアルロン酸の水を取り込んだ横道は研究されていて図1Bに

NMRから解析された二次横道を示す｡囲1B(a)には細胞膜通過時の水無し

を想定してジメチルスルフォキサイド申での横道を示してある｡そこに水を添加

するとダルクロン酸のカルポキシル基とN-アセチルグルコサミンのアセトアミド

基のNH部分の間に水分子が入る(Heatley,1988)｡条件的にはそのまま生体中で
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の反応に結び付けるのは難しいが､ひとつの可能性としてあり得ると思われる｡

一般的に分子量が小さい他のGAGはプロテオグリカンになって飽水性をある程度持

つが､高分子ヒアルロン酸の1/10から1/100ぐらいの能力にすぎない｡その性質を

最大限に持つヒアルロン酸の場合には､低濃度でさえ個々の鎖はからまり､溶液

中で切れ目のない網目横道を形成するためさらに大容量を占め､驚くことに1gで

103cm3の容積を占める(図1A)(Conper&Laurent,1978)｡それでは細胞外マ

トリックスの申でヒアルロン酸が水を保持することが細胞増殖の現象と関わりが

あるのか､また細胞にどのようにしてこの情報を送り伝えると考えるのか次の項

でまとめてみた｡

4.ヒアルロン較の役割

従来､ヒアルロン酸を含めた細胞外マトリックスのGAGは､その単純な構造から

単なる横道物､ややすると不活性な細胞の足場と考えられがちであった｡確かに､

ヒアルロン酸に到っては金太郎飴のように部分的にどこを見ても同じ横道をして

いる｡ところが､横道において単純でも前述した物性においては分子量と濃度が

大きな意味を持つ｡そしてヒアルロン酸は最も大きな分子量を持つため､まさし

く他のGAGと比較にならないほど､分子量(糖鎖長)による物性の変化が大きいこ

とになる｡そんなヒアルロン酸に色々な機能があっても不思議でない｡機能をイ

メージするのに生体内での分布を知ることは重要であるが､最近まで組織のヒア

ルロン酸羞についての知見は少なかった｡それは組織をアルシアンブルーで染色

して試べていたためであっ､た｡この方法はヒアルロン酸に特異的でなくGAGはすべ

て染まるため､ヒアルロニダーゼ処理したものとの差引の比載であった｡その場

合､辞素が完全に働くことが必要であり問題点は多かった｡最近になって､ヒア

ルロン酸検出に新しく､ヒアルロン酸にアフィニチイーを持つタンパク質を用い

た方法が報告された｡感度が高く､組織や体液の小サンプルを分析できるように

なった｡その方法とはフルオロセインイソチオシアネート(FITC)を結合させた軟

骨型プロテオグリカン(PG-H)のコアタンパク質のヒアルロン酸結合ドメインやヒ

アルロン酸結合タンパク質のヒアルロネクチンを用いて調べられている(Eundson

&Toole,1985;Girard etal.1984)｡それによってまだ一部ではあるが組織の

ヒアルロン酸量を示すことができるようになった(表2)｡組織による濃度の多
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● 様な変化はヒアルロン酸の組織特異的な機能を示唆しているのかもしれない｡

また､ヒアルロン酸は数多くのタンパク質､それに細胞と親和力を持つことが

知られている｡機能を考えるときには､このヒアルロン酸結合性タンパク質の存

在を忘れてはならないであろう｡

以下では､ヒアルロン酸の関与する現象とヒアルロン酸結合性タンパク質(細

胞表面も含めて)の示す活性について､とくに細胞に与える影響についてまとめ､

私の研究の発端になった問題点を指摘しながらヒアルロン酸の機能を考えていき

たい｡

1)ヒアルロン酸の関与する現象

結合組織において､ヒアルロン酸は､繊維性タンパク貿(コラーゲン､フィプ

ロネクチン等)の1割に満たないにもかかわらず､細胞の外部を効果的にうめて

いるのは前述した大容積の水和ゲルを作る性質による｡そして表面への負荷すな

わち外圧に耐えうる性質を組織に持たせている｡関節液に多く含まれるヒアルロ

ン酸はまさしくショクアブソバーの働きを行なっている｡また骨のつなぎ日の

潤滑剤として作用している｡血管壁にもヒアルロン酸は多く含まれるが､弾性の

性質が血圧の上下に対して血管が耐えるように機能していると思われる｡一方､

多数のカルポキシル基を持つためイオン交換樹脂のようにCa2◆のような陽イオン

の保持には適している｡このことは体内で生命維持にとっては重要な水と塩の平

衡保持に寄与していることを示唆する｡また水和ゲルは多孔性の構造を持つため

に､その間を水溶性分子が迅速に拡散し､細胞成分は容易に移動できる状態にあ

る(図2)｡

ところで､こういった構造体として細胞や組織の機能維持という大変重要では

あるが受容的な機能しかヒアルロン酸にはないのか｡ここで水和ゲルを細胞をも

包み込むほど大きなレベルで考えれば､中を細胞が移動することも可能と思われ

る｡このことをまさしく示す現象が､生体内で見られる｡例えば①ニワトリ胚発

生の5.5日から8日にかけて角膜上皮の下部に未分化間充織細胞が移動して来て角

膜へと分化するが､その時移動先の組織中に多量のヒアルロン酸の分泌､蓄積が

観察される(Toole&Trelstad,1971)｡②皮膚の傷害の際､周囲の未分化間充織

細胞が移動して組織を修復するが､この時ヒアルロン酸合成活性が上昇して細胞
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移動を助ける(Bertolami&Donoff,1978)｡このように細胞移動の道筋にヒアル

ロン酸が分泌･蓄積され､細胞の移動を促していると考えられる｡培養系におい

ても､ヒアルロン酸は線維芽細胞の移動を助けることが分かっている(Turley et

al.1985)｡ただし血管内皮細胞の移動は阻害する｡白血球においては､低濃度の

ヒアルロン酸は細胞移動を促進するが､高濃度では阻害する(Forrester,1981)と

いった逆の現象も見られる｡すなわち細胞が細胞外マトリックスのヒアルロン酸

濃度を読み取っていることになる｡ここでもう少し細胞移動を考えてみる｡

細胞は浮遊して動くような能率の患いことはしていない｡動くためには足場が

必要である｡また足場があって始めて､目的先ヘスムーズに移動できるであろう｡

細胞が足場を持つことは､現象としては細胞の基質等への接着として観察できる｡

細胞が基質に接着している部分にはヒアルロン酸が多いという報告があり(Lark

&Culp,1982)､細胞がヒアルロン酸を忍諌していることを示す｡細胞接着に対す

るヒアルロン酸の影響については多くの報告がある｡ところがその効呆は阻害

(Underhill&Dorfman,1978;Forrester&Lackie,1981)であったり､促進

(Pessac&Defendi,1972)であったり､または効果がない(Knox&Vells,1979)

ともいわれ明確でない｡また同じ濃度のヒアルロン酸でも細胞によって認識が違

うと思われるふしがある｡

次に前述してきたヒアルロン酸と細胞増殖の関係はどうなっているのか｡発生

段階や再生の形態形成の時に見られる細胞増殖は通常ヒアルロン酸の豊富な場所

で起こる｡その後その部位の分化や形態形成が進むにしたがい､ヒアルロン酸合

成活性の低下またはヒアルロニダーゼの活性上昇によりヒアルロン酸羞が減少し､

それに代わってコンドロイチン硫酸やへパラン硫酸の合成活性が高くなる現象が

見られる｡(》ニワトリ胚肢芽未分化間充繊細飽の軟骨細胞への分化は､胚発生の

4.5日に起こるが､その部分のヒアルロン酸塁は3日から4日で最大になり4.5日で

は上昇してくるヒアルロニダーゼ活性により急激に減少する｡そしてヒアルロン

酸童の減少に代わって軟骨型のコンドロイチン硫酸とⅡ型コラーゲンの合成がお

こる(Toole,1973)｡同様の現象がイモリの上肢の再生でも見られる｡上肢の切断

後10日日をピークとしてヒアルロン酸が蓄積し10日目から30日目にかけてヒアル

ロニダーゼ活性の上昇がみられ､その後コンドロイチン硫酸が増大してその間に

上肢が完成する(S皿itb et al.1975)｡②ニワトリ胚の腎発生において13日に後
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●
腎の小管形成が完了するが､9日から12日にかけてヒアルロン酸含量が増大し(4

倍)､13日になってヒアルロニダーゼの活性上鼻とともに減少する(1/10倍)｡

この現象は申腎の小管形成においても起こる(Belsky&Toole,1983)｡③筋癌細

胞の培養にヒアルロン酸を添加すると筋肉への分化を阻害する(Kujiwa et al.

1986)｡これはヒアルロン酸減少後に起こる分化が添加された過剰のヒアルロン

酸によって阻止されていると考えられる｡以上の多くの例に共通することは､細

胞分化前にヒアルロン酸合成活性の上昇が必要であり､さらにその合成活性のピ

ークが持続するのではなくヒアルロニダーゼや合成活性の低下により減少しては

じめて分化へと進行することである｡すなわち分化のため細胞数が必要な間､ヒ

アルロン酸合成活性が高くなり､細胞増殖を助け､増殖が不用になった時点でヒ

アルロン酸の減少が起こることが増殖の停止そして分化へのスイッチとして必要

であると考えられる｡先に記述したように正常な繊維芽細胞の培養系においても

同様のことが観察される｡増殖期や細胞密度の低いときにヒアルロン酸合成活性

が高くなり､安定期や細胞密度の高い状態になると合成活性が低下し､それに代

わってコンドロイチン硫酸やヘパラン硫酸の合成活性が高くなることが報告され

ている(Horonovski&Anastassiades,1980;Moscatelli&Rubin,1975)｡とこ

ろが､3T3細胞､SV-3T3細胞そして滑膜細胞の場合､培養液に低濃度･低分子のヒ

アルロン酸を添加すると､細胞増殖の促進が見られるが､高濃度･高分子では逆

に阻害されるという報告がある(Goldberg&Toole,1987)｡そのためヒアルロン

酸に細胞の増殖を促す作用があるという統一ができていないでいる｡

それではどう考えればよいのか｡正常細胞が増殖するためには足場が必要であ

る｡このことは前述した細胞移動と細胞接着も結局のところ細胞増殖と同一線上

の閉館であることを意味する｡そして､細胞の足場に影響を与えるヒアルロン酸

に注目しなければならない｡今まで多くの研究者はヒアルロン酸と細胞増殖の関

係について､ヒアルロン酸合成活性だけに注意をはらってきた｡そのため彼らが

見落としてきた

い｡また､濃

ない｡そして

たは分子量によ

らかの

いるヒアルロン

の挙動が

構でその

ことに しなければなら

み取っているのでヒアルロン酸

真の増減による細胞外マトリックスの変化について調べなければならない(問題

点1)｡そこで私は､マウス真皮線推芽細胞を用い､細胞層に含まれるヒアルロ
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ン酸含量に注意をはらい､外から分子量の明確なヒアルロン酸で細胞増殖はもち

ろんのこと細胞外マトリックスにどんな影響を与えるか調べた｡それによって今

までの壁を突破することができると考えた｡

2)ヒアルロン酸結合タンパク質

ヒアルロン酸からの情報を細胞に伝えるためにはヒアルロン酸に結合する分子

を解析することが必要である｡表3に示すように現在までに数多くのヒアルロン

酸結合タンパク質の存在が報告されている｡ヒアルロン酸以外のGAGはプロテオグ

リカンとしてコアタンパク質に結合して固定されている｡その意味でコアタンパ

ク質を持たないヒアルロン酸にはその役目を持つものが必要な.のかもしれない｡

または､単純な横道のヒアルロン酸にさまざまな機能を発現させるために必要な

のかも知れない｡ヒアルロン酸結合タンパク質は分子量も様々であるし､結合に

必要なヒアルロン酸の長さもレセプターの6楯よりプロテオグリカンの10糖さらに

はフィプリノーゲンの200塘までバラエティに富んでいる｡ヒアルロン酸レセプタ

ーとヒアルロン酸の結合力はヒアルロン酸の高分子の方が低分子に比べ約2倍の

強さがある｡すなわちヒアルロン酸の長さによって結合の様子が変化しうること

を示す｡他の分子に関しては､高分子だけのデーターであり分子量の違いによる

変化は残念ながらわからない｡

脳から見つかったヒアルロネクチンはストークス半径(a=6.3nm)および沈降係

数(S28.}=4.8S)においてヒアルロン酸レセプターと同じ億を持つ｡ところがヒア

ルロン酸との結合はレセプターでは6糖ヒアルロン酸オリゴで有意に阻害されるが､

ヒアルロネクチンは阻害されない(Underhillet al.1987)｡このことからこの2

つのタンパク質はまったく別のタンパク質と考えられる｡

機能についてかなりわかっている分子もある｡例えば､ヒアルロン酸はフィプ

リノーゲンと結合して､フィプリンポリマーの形成を早めることに関与する｡リ

ンクタンパク質と軟骨型プロテオグリカン(PG一打)は相同性の高いヒアルロン酸結

合ドメインを持ち､さらにリンクタンパク質はPG-Hのヒアルロン酸との結合を強

固にする傲きがある｡形成された分子集合体は軟骨の間充織を効果的に埋めてい

る｡未分化間充繊細胞型プロテオグリカン(PG-M)はヒアルロン酸以外にフィプロ

ネクチンやⅠ型コラーゲンに結合し､細胞接着性を制御している可能性がある
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(Yamagata et al.1987)｡ニワトリ線維芽細胞のヒアルロン酸結合タンパク質

(HABP)はヒアルロン酸以外にフィプロネクテン､コラーゲン(Ⅰ､Ⅲ､Ⅴ型)､

ラミニンと結合することはわかっている(Turley&Moore,1984)｡そして機能に

ついては細胞移動と接着阻害に関わっている現象が見いだされている(Turley et

al.1985)｡しかしメカニズムについてはまったくわからない｡その他いくつか結

合タンパク質は見つかっているが､詳しい性質はわかっていない｡ニワトリ受精

卵に低分子量(0.5～1×104)ヒアルロン酸を投与すると血管造成が強く促進され

ることがわかっている(West et al.1985)｡ヒアルロン酸特有の物性は低分子の

場合には見られないので､この場合むしろ上記に述べた様な結合タンパク質等と

ヒアルロン酸との結合に影響を与えた結果と考えられるが､今のところ､何に影

響を与えたのかはわからない｡

ヒアルロン酸レセプターが本当ならば､ヒアルロン酸の情報が直接細胞に伝わ

ることになる｡まさしくヒアルロン酸の機能を知るには重要な分子である｡そし

て楷を認識するレセプターということになる｡いままで見出されているものがタ

ンパク質ドナーとタンパク質レセプターということを考えれば珍しい｡このタン

パク貿の発見は､細胞の混濁液に少量のヒアルロン酸を加えて､細胞凝集が起こ

ったことがきっかけである(リンパ細胞やマクロファージにもあることが示され

ている)｡ただし､細胞凝集は低濃度ヒアルロン酸は促進するが､高濃度ヒアル

ロン酸は阻害する｡この相反する現象は､以下の様に説明される｡ヒアルロン酸

レセプターが細胞膜上にあり､低濃度では1分子のヒアルロン酸が2つの細胞を

集まるように橋渡しをするが高濃度になると細胞膜上のレセプターが全てヒアル

ロン酸で埋まってしまい細胞一細胞の結合にはヒアルロン酸は利用できないため

である｡最近､そのヒアルロン酸レセプターと思われるタンパク質がアクチン

フィラメントと結合している可能性が示された(Tarone et al.1984;Lacy&

Underhill,1987)｡これらのことはヒアルロン酸が直接細胞､組織の形態を制御

している可能性を示す｡また､ヒアルロン酸があたかも細胞の一部となっている

かのように細胞膜上の疎水性タンパク質と共有結合している可能性も示されてい

る(Green&Underhill,1988)｡しかしまだ確かなものではない｡

現在までに見つかっているヒアルロン酸結合タンパク質について説明してきた

が､ヒアルロン酸が細胞に情報を与えるということに問題をしぼるためデーター
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l

を整理し直した｡細胞表面でのヒアルロン酸の存在の仕方ということでまとめて

みた(表4)｡機能としては､ヒアルロン酸がマクロファージを活性化すること､

またグラニエロサイトも活性化するが､これはレセプターを介しているのか､そ

れともエンドサイトーシスの結果引き起こされるのか結論は出ていない｡また､

リンパ細胞がヒアルロネクテンを介してヒアルロン酸を細胞表面に持つことに関

してはまだ確かなことではない｡レセプターについては､生理的な意味は別にし

て前述した細胞凝集反応がある｡また､肝臓での血液中ヒアルロン酸の取り込み

は7℃でも起こることから､エンドサイトーシスではない(Smedsrod etal.1984

)､レセプターが機能している可能性がある｡ただし実体はまだ精製されていない

のでわからない｡現在わかっていることでは､期待したヒアルロン酸レセプター

に細胞外マトリックスの情報伝達という機能はないと思われる｡

それでは培養細胞において､細胞表面に被覆として観察されるヒアルロン酸に

ついてはどうか｡被覆とは次に説明するような現象である｡低密度の培養細胞に

ホルマリンで固定化した赤血球を添加してしばらく放置すると､細胞周辺に赤血

球の近づけない部分がガる｡この細胞周辺の部分を被憂と呼ぷ｡そしてヒアルロ

ニダーゼ処理によりこの被覆は完全に消失することからヒアルロン故によってそ

の形が保たれているのに間違いはない｡細胞周囲のヒアルロン酸の重要性は前述

したとうりであり､合成されて細胞外に出たヒアルロン酸とは機能的に別のもの

と考える必要がある｡

ヒアルロン酸被覆の形成に関しては次のような実験がひとつの可能性を示唆す

ると思われる｡分化して束相血中に出されたリンパ球に植物凝集素フィトへマグ

ルチン(PHA)を加えるとDNA合成を誘発することが知られている｡この時､先ず5分

以内に起こる現象が麒透過性上昇に伴うCa2◆流入とK◆溶出､膜リン脂質イノシト

ールリン酸の代謝回転の増大が起こる｡次に15分以内にヒアルロン酸が細胞表面

に出てくる現象がある(Sato et al.1979)｡PHA処理までは細胞表面にはシァル酸

が多く､ヒアルロン酸は細胞膜の深層に隠れている｡それがヒアルロン酸が表面

に浮き上がりシァル酸を覆い隠してしまうと報告している｡この浮き上がりは脂

質の流動性と関係していると考えられている｡さらに膜流動性とヒアルロン酸合

成が関係することが次のことから考えられる｡.細胞をがん化させるフォルポール

エステル(TPA)もヒアルロン酸合成に関与することは表5に示した｡TPAはCキナ
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ーゼを活性化するが､それ以外の効果として膜の流動性を上昇させることが分か

っている｡以上のことから､浮き上がりによりヒアルロン酸被覆が形成される可

能性がある｡ただ被覆中のヒアルロン酸量は測定されていなし､またムコ多糖の

細胞膜における構築状態がまったくわかっていないのが現状であり､被覆が具体

的にいかなる分子からできているのかわかっていない｡それに被覆に含まれるヒ

アルロン酸がヒアルロン酸レセプターに結合しているかどうかも分かっていない｡

また走査型電子顕微鏡の観察では､ヒアルロニダーゼ処理により､滑らかであつ

た細胞表面が毛羽だった状態になることが見られ､大きな変化が起こっているが

(Bard etal.1983)､分子レベルの変化ついてはわからない｡

それでは細胞の周囲に被窪として存在するヒアルロン酸の飽きは何か｡筋庶

細胞が融合するときヒアルロン酸被覆を失うという報告はある(Orkin et al.

19貼)｡しかしヒアルロン酸が未分化な状態で細胞増殖を促して細胞融合を阻止し

ているのか､ヒアルロン酸被覆の消失が分化へのスイッチになっているのか現象

だけでありまったく機能に対する知見はない｡それでは細胞増殖と関わりあるの

か｡基質からの細胞の分裂時の解離にヒアルロン酸被覆が関与するなら､増殖制

御に関与することになる｡しかし､Sinian virus40やPolyo皿aでトランスフォー

ムした細胞のヒアルロン酸被覆は減少するという結束だけである(Underhill&

Toole,1982)｡これだけではヒアルロン酸被謹が細胞増殖能を決定しているとは

言えない｡ヒアルロン較被覆を謝べるには細胞密度が低くそれぞれの細胞が分離

していることが必要である｡そのため安定期の被覆を親べることはできない｡そ

のため増殖に対する作用に関しては､これ以上の辞しい知見はいまのところない｡

ヒアルロン酸被覆の機能を知るのにヒアルロニダーゼによる分解しかできないの

が現状である｡しかし組織を完全に辞素消化できないし､培養細胞を用いてもヒ

アルロン酸被覆は数時間で回復してくる(Goldberg&Toole,1984)のであまり役

に立ちそうにない｡そのためのもっとも有効な手段はヒアルロン酸合成を止める

ことである｡それにはヒアルロン酸合成の機構を知る必要がある｡

5.ヒアルロン酸の生合

現在どこまで生合成機構が明かになっているかをまとめてみた｡ヒアルロン酸

は､間充織組織において高濃度に存在する｡ただし､培養細胞の場合ほとんど
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の細胞が合成している｡ヒアルロン酸はUDP-Sugarから合成されることには間違

いはない(Roden,1980)｡それでゴルジ体が合成場所だと思われてきたし､分子

量12000のコアタンパク覚らしきものも単離されている(Takagaki,19飢)｡とこ

ろが､最近になって細胞膜である可能性を示す報告がでてきた(Prehm,1984;

Philipson&Schwartz,1984)｡合成酵素は細胞膜の内側にあり合成されたもの

が直ちに痕の穴を通って細胞外に分泌されると説明されている｡さらに糖鎖の延

長は還元東端への糖の付加で起こる可能性も示唆された(Prehm,1983)(図3を参

府)｡ところがその制御機構についてはほとんど知られていない｡ヒアルロン酸

合成に影響を与える試薬が多く知られているが(表5に一覧を示す)､一般にア

デニルシクラーデ活性と相関がある｡上皮細胞成長因子(EGF)もリストに載ってい

るが､細胞増殖とヒアルロン酸合成には相関があるというぐらいしかわかってい

ない｡

合成酵素については､PrehJn&Mausolf(1986)が連鎖状球菌の細胞膜から単離

した｡その分子量は53000(53kタンパク質)の一個のタンパク質である｡連鎖状

球菌のヒアルロン酸合成能の異なる変異株を取り､そのヒアルロン酸合成活性と

53Kタンパク実の主に比例関係があること､そして抗53kタンパク質抗体でヒアル

ロン酸合成が阻害されることを報告している｡ただヒアルロン酸は二種類の糖か

らなり一種類のタンパク貿で合成されるとは考えにくい｡もっと違った機構で合

成に関与しているのかもしれない｡原核細胞でヒアルロン酸を合成しているのは､

連鎖状球菌だけであり､其核生物のヒアルロン酸合成と同一であるかどうかは疑

問のあるところである｡州ian(1986)は分子量200000(200k)の一個のサブユニット

と分子量121000(121k)の二億のサブユニットからなる線分子宝442000の合成辞素

群を培養ヒト線推芽細胞の細胞膜より単離した｡121kサブユニットは分子量

66000と55000のポリペプチドから､200kサブユニットの方は分子量116000(116k)

と糾000(糾k)のポリペプチドから構成される｡116kと銅k成分は､チロシン残基を

りん酸化されてヒアルロン酸合成活性をもつと報告されていてテロシンキナーゼ

の関与を示唆するが､まだ確実にはなっていない｡

ここでPreh皿の提唱するヒアルロン酸合成が正とするなら､生合成途中のヒアル

ロン酸は細胞外に向かって伸びており､Tooleらが見いだしたヒアルロン酸被覆は

それを観察していることになる(表4)｡そうなれば被覆自体にはそれ程の意味
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● はないのか､それともレセプターを兼ねた合理的なものなのか知りたいところで

ある｡すなわちヒアルロン酸合成とヒアルロン酸被覆形成の問題は､同一線上に

乗ったことになる｡もしそうならばヒアルロン酸合成を知ることは､ヒアルロン

酸被覆形成の過程を知ることになる｡

以上のようにヒアルロン酸合成については､合成される場所もゴルジ体である

のか細胞膜であるのか､また合成酵素も何種類あるのか､さらにコアタンパク質

が存在してそれをプライマーにして合成されるのか､それとも別の合成機構が報

告されているようにあるのか､確実なものは何一つないのが現状である｡ヒアル

ロン酸合成機構の解明に一番早く接近するには､ヒアルロン酸に結合しているタ

ンバク質でヒアルロン酸合成に関与するタンパク巽､すなわちコアタ

否に結 出すことと思われ､それを すことから

ンバク貿の

(問題点2)｡

6.高転移性がん細胞の作るヒアルロン鬱

培養系について考えてきたが､やはり心配になるのが､生体内でも同様のこと

を考えてよいのかということである｡その疑問を解決するために､細胞の動態を

すべて含んだ現象であるがん細胞の転移についてヒアルロン酸の関与を次に考え

てみた｡

がん細胞の多くは､原発巣で増殖するだけで納まっていない｡一部の細胞が組

織申を移動し血管壁を破り血液に乗って動き出す｡その中の多くは生体の免疫機

構によりやられてしまうが､ほんの一部は生き残り(例えば､それが一個の細胞

であっても)臓器の血管壁に接着し､血管内皮細胞層および基底膜を破壊し組織

申に浸耕し転移巣をつくる｡というのが､現在考えられている血行性転移のプロ

セスであろう｡それではヒアルロン酸はどのような場面で関与していると考えら

れるのか推測した｡腫瘍細胞は原発臭から血管まで先ず動く必要があるが､腫瘍

の移動にヒアルロン酸が関与するという報告がある(Toole etal.1979)｡図2に

示したようにヒアルロン酸リッチなマトリックスは細胞移動には適していると思

われる｡ヒアルロン酸被覆が､免疫機構からがん細胞を防御するという報告があ

る(眈Bride&Bard,1979)｡それに血液中にヒアルロン酸は含まれるし､また種

を越えて同.じであるため免疫反応は起きない｡そのため血管中を移動するときに

生体防御機構をクリアーするのに役立ち､がん細胞の生存率が高くなる｡転移果
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近くの血管においてヒアルロン酸は､血管内皮細胞の移動を抑制することから血

管内皮細胞を収縮させたり傷の修復を阻止してその間に､血管内皮細胞の隙間か

ら基底膜を突き抜けていく可能性がある｡癌転移しやすい細胞はコラゲナーゼ活

性やへパリチナーゼ活性が高いことから､より飽きやすくしていることになる｡

培養糸の実験でヒアルロン酸の異常な合成により細胞外マトリックスの構築が破

壊されるという報告がある(Stack&Brandt,1980)｡このことは転移巣に着いた

がん細胞が､多量に合成したヒアルロン酸で従来の細胞外マトリックスを破壊し､

再び増殖するために必要な環境を自分で作ることも考えられる｡

本論では､ヒアルロン酸合成活性の高いマウス乳がん細胞で肺への高転移性を

示す細胞株を用いた｡そしてヒアルロン

倣いているのか謝べる

転移の防止を試みた｡

移のどのステップに有

(問題点3)とともに､ヒアルロン酸合成の阻害によって

7.本研究が扱う三つの間麿点

以上までの記述で､ヒテルロン酸の生理機能の未知の部分を明確にするととも

に､その不明になっている原因を明らかにしてきたつもりである｡その過程でま

とめた三つの問題に結論を出すことで､ヒアルロン酸の研究は壁を突き破り前進

すると考えた｡本給に入る前にもう一度､問題を簡単にまとめてみた｡

(1)ヒアルロン酸の細胞増殖に及ぼす影響について､従来のようにヒアルロン

酸合成活性ではなく､細胞周囲の蓄積量とヒアルロン酸の分子量と濃度に注意し

ながら謝べる｡また細胞の動態に影響を与えるとされている細胞外マトリックス

の構造をヒアルロン酸の増減で変化させられるかかどうか謝べる｡

(2)ヒアルロン酸生合成機構のメカニズムについては未知なる部分が多い｡そ

のため生理機能の研究も道具不足で停滞気味になる｡それを解決する一番早い方

法は生合成プライマーとしてコアタンパク質の存否に結論を出すことであり､そ

れを捜すことから始めた｡

(3)生体内におけるヒアルロン酸の働きを少しでも明かにするため､高いヒア

ルロン酸合成活性を持つ高転移性マウス乳がん細胞の転移に注目した｡転移の過

程は細胞動態の全てを含んでいる｡そこでヒアルロン酸の機能を斌推するため､

ヒアルロン酸が有用に利いている転移の段階を見つけることから始めた｡
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Ⅲ 本論 -一美験結果と考察

1.+ヒア/レロン酸と細胞増腰

1)線終芽細胞の増殖と細胞層ヒアルロン酸含量の変化

先ず培養細胞において細胞層ヒアルロン酸が培養期間中にどのように変化する

か謝べた｡細胞はマウス真皮線推芽細胞を用いた｡増殖期ではGAGの三分の二がヒ

アルロン酸でありヒアルロン酸の機能を調べるには適当なものである｡図4に細

胞の増殖曲線と培養皿当りの細胞層のヒアルロン酸含量を示してある｡細胞増殖

期に細胞層ヒアルロン酸豊は増加し増殖期後期の5日目に最大になる｡その後細胞

が安定期に入るとヒアルロン酸圭は減少する｡それでは減少をなくしてやればど

うなるか｡最も単純に考えてヒアルロン酸を培養に加えてみることにした｡ヒア

ルロン酸濃度については表2から高濃度を先ず用いることにした｡ただし3mg/山

になるとその粘性から扱いにくく､0.6mg/山の濃度を採用した｡細胞増殖を調べ

る前に加えたヒアルロン酸が本当に細胞外マトリックスに取り込まれるにかどう

か確かめた｡そのために､FITCラベルのヒアルロン酸を用いた｡培養5日目の培養

細胞に添加して､時間の経過によるその変化を調べた(図5)｡添加後3時間でヒ

アルロン酸の蛍光はいくつかの細胞表面で認められた(固5B)｡蛍光は時間の経

過にしたがって多くなり約48時間後に最大に達した(図5C､E)｡その段階でも

蛍光は疎らでいくつかの細胞表面では観察されなかった｡さらにFITCラベルヒア

ルロン酸を添加し､蛍光の広がりを期待したが､もはやそれ以上の強度は観察さ

れなかった｡観察される蛍光パターンは核の部分が排除されエンドサイトーシス

の可能性を示す｡そこで48時間処理の細胞について短時間の畢丸ヒアルロニダー

ゼ消化を行なったところ蛍光は完全に消失した(図5G)｡酵素消化後も細胞は培

養皿に接着したままであり､また辞素は生きている細胞には取り込まれないこと

から､FITCラベルヒアルロン酸は主に細胞外マトリックスに取り込まれたと結論

される｡そこでその時の細胞数の変化を調べた｡

2)外来ヒアルロン酸の細胞増殖への髭響

この培養の5日目に0.6皿g/mlのヒアルロン酸を添加すると､培養7日目に安定期

になっているにもかかわらず､4日後の9日目に約20%の細胞数の増加が観察され

一17-



た(図6)｡同じ効果は11日目に添加した場合にも起こった｡ところが一方で､

ヒアルロン酸は細胞増殖の促進の効果がないとか､リンパ球(Darzynkievicz&

Balazs,1971;Anastassiades&Robetson,1984)や3T3､滑膜細胞(Goldberg&

Toole,19椚)の細胞増殖を抑制するという報告がある｡従来のヒアルロン酸添加

量は100ug/mlレベルであった｡そこで濃度による効果を辞しく調べてみた｡この

効果はヒアルロン酸濃度に依存し､約1mg/ml濃度で最大になった(図7)｡固7

の結果からすれば従来用いられている濃度で細胞増殖の促進が起こらないのは

当然である｡また2ng/mlを越えると細胞の基質からの脱難が起こる｡3T3細胞にお

いても1皿g/ml濃度のヒアルロン酸が基質からの解離を促す(Abatangeloet al･

1982)｡細胞分裂のためには細胞接着の解除が必要であり､ヒアルロン酸合成活

性の上昇が線維芽細胞の基質からの解離を助け細胞分裂が起こるという報告も

ある(Brecht et al.1986)｡Goldberg&Toole(1987)もヒアルロン酸濃度に

よって逆の影響がでると報告している｡培養初期では条件によっては抑制され

る(Yoneda etal.1988a)｡また増殖が観察されているのがラット線維芽細胞

(Tonida etal.1975;Hronovski&Anastassiades,1980)､ニワトリ胚線維芽

細胞(Moscatelli&Rubin,1975)､それに人の線推芽細胞(Lenbach,1976)であり､

細胞または培養条件により基質からの解削こ必要なヒアルロン教皇が異なってい

るのかもしれない｡促進と阻害は紙一重の状態にあると思われる｡

ヒアルロン酸による細胞増殖の効果が確かなものかどうか､DNA合成活性と含有

量を訴べた｡コントロールの培養から見ていくと､細胞歎は7日まで増加するので､

5日目でもDNA合成は盛んであった｡DNAへの[3H]チミジンの取り込みはほぼ48時間

周期で上下するが､これは培養液中に含まれる牛胎児血清による影響が現われて

いる(図8A)｡11日目の培養では細胞は安定期に達しているため､D舶への[3幻

チミジンの取り込みは一定に保たれている(図8B)｡5日目の培養にヒアルロン

酸を加えた場合[3B]チミジンの取り込みの低下が小さくなる｡これはヒアルロン

酸が細胞のDNA合成の停止に歯止めをかけているためであろう,(図8A)｡11日目

の場合には[3H]チミジンの取り込みはヒアルロン酸処理24時間後に約2倍になった

(図88)｡またDNA含量をBurton法(1956)で定量したところ､両培養条件におい

てヒアルロン酸処理によって約2膵のDNA増加が測定された(データは示さない)｡

この効果がヒアルロン酸に特異的かどうかが問題になってくる｡
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3)ヒアルロン酸細胞増殖促進活性の特異性

ヒアルロン酸とよく似た横道を持つ他のGAGについても同様の効果があるかどう

か､1皿g/山濃度で調べてみた(図9)｡細胞は11日目の培養を用いた｡コンドロ

イチン､へパラン硫酸は何ら影響なく､コンドロイチン硫酸､ヘパリンは細胞数

の減少が見られた｡これは細胞が培養皿から離れたためによる｡デルマタン硫酸

では効果は少ないが増殖の促進が見られた｡しかしこの効果は最初の2日間だけで

増加した細胞はすぐに培養皿から遊離した｡はっきりした増殖促進の効果はヒア

ルロン酸だけであった｡またこの効果は高分子ヒアルロン酸ほど大きい｡ヒアル

ロン酸オリゴマーの添加も細胞増殖に何ら影響を与えなかった｡また分子量を変

えて調べたところ5×104以下の分子量では､促進の効果が､1皿g/山濃度でも10茅以

下で有意なものとして判定できなかった｡このことはヒアルロン酸の長さが要因

になっていることを示唆する｡

培養細胞への物質の添加で問題になることは､含まれる混入物が倣いていない

かどうかである｡私は純度の高いヒアルロン酸を用いているが､さらにヒアルロ

ン酸に混じりものがないことは次のような実験で示した｡実験に用いているヒア

ルロン酸はニワトリとさかから精製された分子量9.5×105の標品であるが､人の

さい布から常襲された分子量1.0×106のヒアルロン酸でも同じ結果が得られた

(義6)｡さらにブタの皮膚およぴバクテリアより調製したヒアルロン酸でも同

じ結果が得られた(データは示さない)｡また低分子ヒアルロン酸に促進効果が

ないことを用いて､分子量9.5×105のヒアルロン酸を畢丸ヒアルロニダーゼで消

化して得られたものを添加したが､細胞促進の効果は見られなかった｡もちろん

その時用いた酵素を添加してもなんら影響はなかった｡ヒアルロン酸標品の中に

タンパク質分解酵素活性の存在しないことは､ミルクカゼイン分解(Schumacher

&Schill,1972)の有無によって諦べた(データは示さない)｡これらの結果はヒ

アルロン酸標品に含まれるタンパク質の活性によって増殖促進を示したのではな

く､まさしくヒアルロン赦それ自体による活性であること示している｡注目すべ

きことは高分子ヒアルロン酸のこの活性が10mg/mlの10糖ヒアルロン酸オリゴの添

加によって50富まで阻害されたことである(表6)｡すなわちヒアルロン酸の10群

が認識され､この効果が生じていると考えられる｡次にこの効果をより確かなも
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のにするために､細胞自体のヒアルロン酸合成活性の促進によって､同じ効果が

起こることを期待した｡

4)旦アルロン酸合成活性促進の細胞増殖への影響

Koyama et al.(1975)は1mH ジブチリルアデノシン3,,5,一サイクリックモノフ

ォスフエイト(以後dbcAMPと略す)がラット線維芽細胞のヒアルロン酸合成活性

を促進することを報告した｡この試薬は細胞のヒアルロン酸合成活性の上昇と

細胞増殖の関係を調べるには最適であった｡5日目と11日目の培養に1nM dbcAMP

が添加した時､両細胞層とも1日以内にヒアルロン酸含量の増加が見られた(図

10A)｡この時まだ培養液中のヒアルロン酸含量は増加していないが､このあと

急激に上昇した(固10B)｡一方細胞数は2日目には増加しはじめ､さらに2日間

その現象は続いた(図10C)｡この結果はdbcAHPによって引き起こされたヒアル

ロン酸合成活性の上昇と分泌は､外来ヒアルロン酸で観察されたように､細胞増

殖を誘導した｡いったん上昇して低下したヒアルロン酸合成は再度のdbcAMPの添

加では､何の効果も起こらなかった｡従って細胞増殖も観察されなかった(デー

タは示さない)｡この現象はdbcAHPの代わりに､プチル基を持たない同種のアナ

ログである8-ブロモアデノシンでも観察された｡また1州酪酸には細胞増殖の効果

はなかった(データは示さない)｡

以上の結果から細胞層ヒアルロン酸の増加が細胞増殖をもたらしていることは

明かである｡次にそのメカニズムに迫るためヒアルロン酸が結合する分子を細胞

外マトリックスから捜すことにした｡

5)マウス線瑚結合分子

ヒアルロン酸の細胞外マトリックスへの取り込みが浸透でないことは次の実験

で確かめた｡FITCラベルヒアルロン酸と同時に10糖のヒアルロン酸オリゴ(3mg/

ml)を添加すると蛍光の取り込みが阻害された(図11B)｡ただし8糖のヒアルロ

ン酸オリゴでは阻害効果は観察されなかった(図11C)｡この結果は､ヒアルロ

ン酸の取り込みはヒアルロン酸の少なくとも10糖を認識して行なわれていること

を示している｡また細胞外マトリックス中にヒアルロン酸結合活性を持つ分子が

存在することを示す｡前述したようにヒアルロン酸による増殖促進の効果が10糖

-20-



●

で阻害されたこととも一致する｡その実体を明かにするために､培養7日目の細胞

を2H尿素で抽出した｡この時細胞死をもたらしそうな影響はなく､細胞内成分は

抽出されていない｡結合活性は[3H]ヒアルロン酸を用い､実験方法で示したよう

にニトロセルロース膜に残った放射活性で調べた｡[3H]ヒアルロン酸だけでは膜

に結合しないが､尿素抽出物と反応させた場合には加えた[3H]ヒアルロン酸の約

30翫汎膜に残った｡この結合はコンドロイチンや8糖のヒアルロン酸オリゴによっ

ては阻害されず､10槽のヒアルロン酸オリゴで阻害された(表7)｡この特異性

は外来ヒアルロン酸の細胞増殖促進とFITCラベルヒアルロン酸の細胞外マトリッ

クスへの取り込みで得られた結果と同じものであった｡すなわちこれら三つの現

象には同一物質が関わっていると考えられる｡またこの抽出物に､その分子が含

まれていることを示している｡ニワトリ胚線推芽細胞はヒアルロン酸と結合活性

を持つコンドロイチン硫酸プロテオグリカン(PG-M)を作っているという報告があ

り､その結合はコンドロイテンや8糖のヒアルロン酸オリゴではほとんど阻害され

ず､10糖のヒアルロン酸オリゴで阻害が起こると報告されている(Yanagata et

al.1986;Ei皿ata et al.1986)｡そのため､ヒアルロン酸がマウス真皮線雑芽細

胞の細胞外マトリックスヘの取り込まれるさいにも同種のプロテオグリカンが機

能していることが考えられる｡

このことを確かめるために､培養7日目の細胞を[35s]メチオニンで代謝ラベリ

ングを行い､2H尿素抽出物を訴べた｡抽出物と放射ラベルしていない軟骨型プロ

テオグリカン会合体を混合し､会合条件でグリセロール濃度勾百己をもちい帯領域

沈降速度法を行なった｡これはヒアルロン放と結合する分子を大きな会合体とし

て選択的に沈降させるよい方法である(Ⅹi皿ata et al.1986)｡用いた軟骨型プロ

テオグリカン会合体はまだプロテオグリカンモノマーで飽和しておらず､細胞外

マトリックスに存在した遊離のPG-M梯の分子が会合体に存在するヒアルロン酸

糖鎖の空いた部分に結合するという原理を用いたものである｡遠心管の低部に

21.8茅の放射活性が回収されたが､この実体を2-メルカプトエタノールで還元し

SDSアクリルアミドゲル電気泳動で謝べた｡ゲルのフルオログラフイーで分子量

600000以上のぽけたバンドが観察された(図12､1ane a)｡コンドロイチナー

ゼAC-ⅠⅠで電気泳動前に処理したところ､分子量600000のバンドは消えて新たに

分子量550000､500000､350000のバンドが現われた(1ane b)｡高分子真の2つのバ
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■ ンドはPG-M由来のコアタンパク質と同定された｡PG-Hの将製のときタンパク質

解酵素阻害剤を入れないときやPG-Hをトリプシンで限定分解したときにコンドロ

イテナーゼ消化後分子量350000の分解したコアタンパク質を生じることがわかっ

ている｡コントロールとしては､尿素抽出物だけを遠心した時の沈降物を用いた｡

この時の放射活性の回収率は11.4$であった｡これを調べたのが1ane Cで分子量

550000､500000のコアタンパク質が少量検出された｡

細胞増殖の効束は頭打ちになるのは､この分子がヒアルロン酸で飽和してしま

うためだと考えた｡それは前述した実験でヒアルロン酸の外からの添加やdbcAHP

によるヒアルロン酸合成活性の促進の処理で､細胞外マトリックスがヒアルロン

酸豊富になっているかどうかで調べた｡培養5日目の細胞に1mg/mlのヒアルロン酸

または1nMdbcAMPを添加し48時間培養した｡そこにFITCラベルヒアルロン酸を加え

24時間引き続いて培養を行なった(図13B､C)｡コントロールには培養7日目の

細胞にFITCラベルヒアルロン酸を加え24時間処理したものを用いた(固13A)｡

外来ヒアルロン酸またはdbcAMP処理されたものは､ほとんどFITCラベルヒアルロ

ン酸を細胞外マトリックスに取り込まなかった｡このことは細胞外マトリックス

に存在するヒアルロン酸のレセプターが前処理によって飽和状態になっているこ

とを示す｡

しかしそれと矛盾するのが次の結果である｡培養11日目から1mg/山濃度のヒア

ルロン酸で4日間培養したものをヒアルロン酸を含まない新しい培養液で2日間培

養する｡そしてこの培養細胞を再度1皿g/mlのヒアルロン酸で処理しても細胞数の

増加は観察されなかった｡またdbcAMPの効果もまた一度起こってしまえば､さら

に添加を続けても細胞の浮き上がりだけであり､また2～3日の間dbcA肝を除去し

てもう一皮添加しても同じことは起こらない｡これは､PG一打様の分子の寿命が長

いことが考えられるが､破り込まれたヒアルロン酸が細胞外マトリックスの横道

に不可逆な変化を起こしているとも考えられる｡それで細胞外マトリックスの変

化に注目した｡

6)外来ヒアルロン酸やヒアルロ瀬こよって引き起こされたマト

リックスの変化

ヒアルロン酸添加やdbcAMPのヒアルロン酸合成活性促進による細胞外マトリッ

-22-



∫

クスの変化を､その成分であるへパラン硫酸プロテオグリカン､Ⅰ型コラーゲン

そしてフィプロネクテンの抗体を用いて蛍光抗体法で訴べてみた｡へパラン硫酸

プロテオグリカンの抗体はEngelbreth-Holm-Swarm肉腫に対するものであるが､マ

ウス真皮線推芽細胞が作るへパラン硫酸プロテオグリカンのへパリチナーゼ消化

で得られる分子量450000のコアタンパク質と反応することはウエスタンプロツテ

ィングで確かめてある(Kato et al.1987;Hassellet al.1985)｡へパラン硫酸

プロテオグリカンの蛍光はヒアルロン酸添加12時間後には細胞周辺で減少しはじ

めている(図14C)｡この時まだDNA合成は始まっていない(囲8)｡培養を

続けるとさらに蛍光は減少した(図14D)｡DNA合成はヒアルロン酸添加後18時

間から24時間のうちに始まる｡へパラン硫酸プロテオグリカンの蛍光の減少は

dbcA肝処理によっても見られる(図14E､F)｡ただしこの場合ヒアルロン酸添

加に比べると減少はゆっくりしている｡ほぼ1日の遅れがある｡この減少は畢丸ヒ

アルロニダーゼ処理やホルムアルデヒドの固定によっても変化なく観察され､ヒ

アルロン酸増加による抗原のマスキングではなかった｡

Ⅰ型コラーゲンやフィブロネクチンの蛍光は繊維状の網目になるが､ヒアルロ

ン酸添加またはdbcAMP処理後DNA合成が始まるまでほとんど変化しない｡しかし3

日目にはフィプロネクチンの蛍光は繊維が細かくなり､Ⅰ型コラーゲンは繊維が

太くなるのが観察された｡フィプロネクチンやⅠ型コラーゲンの変化は細胞増殖

の間に起こるマトリックス分子の再構成の結果と考えている｡ただコラーゲンと

フィプロネクチンの結合はヘパリンやヘパラン硫酸がフィプロネクチンに結合す

ることで強いものになるが､ヒアルロン酸はこの結合を阻害することが報告され

ている(Jilek&Hormann,1979;Rosso etal.1982)｡しかし細胞外マトリック

スの構築等にどう反映されるかはわからない｡

ヘパラン硫酸プロテオグリカンの合成は安定期になるほど多い(Cohn et al.

1976)ことを考えれば､細胞外マトリックスの成分は若返りしていることになる｡

したがってマトリックスの構築も増殖期のものに変化していると考えられる｡細

胞の足場と考えられるフィブロネクチンやコラーゲンにそれほどの変化がないこ

とから､この場合ヒアルロン酸やへパラン硫酸プロテオグリカンが細胞に増殖期

や安定期を教えているのかもしれない｡

抗体による方法は添加または処理から4日間の変化をマトリックス成分の挙動で
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遷 見ているが､電子顕微鏡で形態的な変化を謝べてみた｡コントロールの培養では

株制像を走査型電子顕微鏡で見ると細胞皿に平たく延びた一層または二層の細胞

層が見られる｡細胞膚の厚みは測定の結果5.0±3.Oumになった(図15A)｡それ

に対してヒアルロン酸処理した場合には細胞層は三層または四層の細胞の重なり

を作りその厚みは9.5±3.Ou皿であった(図15B)｡dbcAMP処理では細胞層の厚み

は8から40u皿の噸を持ったものになった｡またヒアルロン酸やdbcAMP処理したもの

では細胞外マトリックスに空間がよく見られた｡30雫増加した細胞がどこに納まっ

ているかが疑問であったが､このことで解決した｡

通過型電子顕微鏡を用いてさらに調べた｡コントロールにおいては細胞が基質

によく広がった形態を示し､細胞の重なりはせいぜい二層であった｡また細胞外

マトリックスは薄く繊維状の物質もコンパクトに集まっているのが観察された

(図16A)｡それに対してヒアルロン酸やdbcAHP処理したものは細胞外マトリッ

クスの容積が増加し､細胞が何重にも重なっているのが観察された(図16B､

C)｡しかしコントロールに比べて容積の増加した分マトリックス成分の増加は見

られず､走査型電子顕微鏡で観察された空間と思われる何も見えない部分が多く

なっている｡おそらくここには多量のヒアルロン酸が蓄積していると思われる｡

ただし､細胞外マトリックスが増殖期のものになっているのに細胞増殖がある

毛皮でストップしてしまうことについては今のところわからない｡増殖期のマト

リックス横道になりながらも､やはり偽物で不十分であったのか｡その答えを明

確にするには､ヒアルロン酸を抑制してみることが必要である｡というのはヒア

ルロニダーゼ処理で細胞増殖が阻止された(Horriss et al.1986)という報告があ

る｡培養細胞の安定期にはヒアルロン酸合成活性の低下とともに細胞層に含まれ

るヒアルロン酸豊も少なくなる｡そのことから､ヒアルロニダーゼ活性の上鼻も

細胞増殖の停止に関与すると考えてもよいのかもしれない｡ただし組織での活性

は測定されていても酵素としては単離されておらず､その実体はまだ謎である

(Orkin&Toole,1980)｡それに生体内で本当にヒアルロニダーゼによるヒアルロ

ン酸の分解が起こっていると考えてよいのか｡その疑問は解決されていない｡ヒ

アルロン酸合成活性を低下させることができれば､増殖停止のメカニズムの答え

がでてくるかもしれない｡それにはヒアルロン酸合成の機構を知ることである｡
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･2.ヒアルロン酸生合成

1)ヒアルロン較合成におけるタンパク質の関与

生合成機構について､いろいろな仮鋭が出されているがもう一歩確実なもので

はない｡マウス皮膚の線推芽細胞は増殖期に多量のヒアルロン酸を合成するが､

dbcAMP添加によりさらにその合成活性が細胞当たり約4倍に促進された｡ところ

がその増加はシクロへキシミドの添加で完全に抑制された(図17)｡この結果

は､dbcAMPによって促進されたヒアルロン酸合成は新たなタンパク質合成が関与

していることを示している｡そこで､ヒアルロン酸合成の開始因子としてのタン

パク質が存在し､このタンパク質をコアとしてヒアルロン酸は側鎖の形で伸長す

るという作業仮説をたてた｡先ず､dbcAMPの添加で新たなタンパク貿合成そして

新たなヒアルロン酸合成を促し､そのヒアルロン酸にタンパク貿が結合している

と考えその分子の単離を試みた｡

2)マウス其皮線維芽細胞からのヒアルロン酸結合タンパク質の単離

培養1日目の100m皿培養皿10故に1皿H dbcA肝を添加し4日間培養された｡[=c]グ

ルコサミンと[3H]ロイシンを含む新しい培養液に交換し24時間培養した｡放射ラ

ベルされた細胞層は集められ血清を除去するためHanks,BSSで洗浄後､グアニジ

ン塩酸抽出液で4℃､24時間で抽出を行なった｡ヒアルロン酸の回収率は95$以上

であり､ヒアルロン酸として2.Omg取れた｡抽出物は非共有結合のヒアルロン酸一

夕ンバク質複合体は解離するグアジニン塩酸溶液中でセシウム密度勾配遠心(初

期密度､1.40g/山)を行なった｡Idc放射活性の約6錦が密度1.40g/山以上の

ヒアルロン酸画分に回収された(図18)｡3H放射活性の0.6紬;そこに含まれて

いた｡ヒアルロン酸画分はそのまま二回目のセシウム密度勾百己遠心(初期密度､

1.45g/山)にかけられた｡密度1.40g/ml以上の14c放射活性のピークを回収し

た(図18)｡ヒアルロン酸の回収率は出発の45茅であった｡この画分は僅かでは

あるが少量のタンパク質を含んでいた｡また吸光度の測定からかなりの真の核酸

を含んでいることがわかった｡

核酸を除去するために回収した試料をリボヌクレアーゼA､リボヌクレアーゼ

T2､デオキシリボヌクレアーゼⅠの混合液で処理した｡消化物はグアニジン塩酸

溶液中でセファロースCL-2Bの分子ふるいカラムクロマトグラフィーを行なった
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蓼 (図19)｡ゲルに排除された一番最初のピークを集めた｡他のピークはほとん

どが糖タンパク質であった｡この試料は25ugのヒアルロン酸当り8ugのタンパク質

を含んでいた｡

試料はウロン酸1ug当り50dp皿の3H放射活性を持っていたので､SDS電気泳動で

含まれるタンパク質を訴べた(図20)｡試料は電気泳動前にストレプトミセス

のヒアルロニダーゼで処理された｡その結果､分子量85000と83000の位置にクマ

シープリリアントブルーで染まる2本のバンドが現われた(総称として85kDaタン

パク質と名付ける､それぞれはⅩ,yとして区別する)(1ane a)｡ヒアルロン酸

は高分子のためそのままではゲルの中には入れない､従ってそのヒアルロン酸に

結合しているタンパク貿もまたゲルには入れないことになる｡ここでヒアルロニ

ダーゼ消化しない場合にはバンドは検出されなっかた(1ane b)｡この結果は､

SDSでは85kDaタンパク貿とヒアルロン酸の結合は解離しないことを示している｡

またグアニジン塩酸や界面活性剤の存在下でもこの会合体は分離しないことから､

両者の間の結合は共有結合と考えてもおかしくない｡しかしこの推測は以後のい

くつかの実験によってその可能性は否定される｡

ゲルの3H-タンパク貿の分布を謝べたが､ヒアルロニダーゼ処理の有無に関わ

らず放射活性はゲルの原点近くを動かなかった｡85kDaタシバク実のバンドには

38の放射能は検出されなかった｡また同様の実験を[35s]メチオニン(60uCi/山)

や[14C]アミノ酸混合液で行なったが85kDaタンパク質はラベルされなかった｡こ

の結果からこのクマシー染色で検出できるほど存在するタンパク実は培養に用い

ている牛胎児血清に由来すると推潤された｡ヒアルロニダーゼ消化後もゲルの原

点に残っていた3月の放射能は細胞が合成した大型プロテオグリカンであった｡こ

のことiままた後で辞しく述べる｡

微量タンパク貿がヒアルロン酸に結合している可能性もあり､それを確かめる

ために､試料のヒアルロン酸塁にして50ugをクロラミンT法でヨードラベルした｡

ラベルした試料は(1×107dpm)､陰イオンクロマトグラフィー(DEAE Sephacel)に

通した(固21)｡二つのピークが現れ､最初のピークがヒアルロン酸に相当し､

二番目のピークはコンドロイチン(デルマタン)硫酸プロテオグリカンの溶出位

置に当たることはスタンダードからわかった｡SDSアクリルアミドゲル電気泳動後

のオートラジオグラフイーで分析した(図22)｡最初のピークの放射活性はヒ
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一 アルロニダーゼ消化前はすべて原点に有り､消化後はそのすべてが85kDaタンパク

質Ⅹ,yの2本のバンドの上に載った｡それに対して二番目のピークの放射活性は

ヒアルロニダーゼ消化の有無に関わらず痛点近くに留まったままであった(デー

タは示さ･ない)｡しかしこのピークをコンドロイテナーゼABCで消化すると､原

点にあった放射活性は分子量500000と45000の二つのバンドに分かれた(1ane d)｡

分子量500000が主であった｡コアの大きさからみて少なくとも二つのコンドロイ

テン(デルマタン)硫酸プロテオグリカンであった｡最初のピークはヒアルロン

酸50ug当り85kDaタンパク質を2.Oug含んでいた｡ヒアルロン酸の平均分子量を

2000000と粘性から算出されることから､モル数で考えて85kDaタンパク貿とヒア

ルロン酸は一対一で結合していることになる｡また他のタンパク質はヒアルロン

酸と結合していない｡

3)牛胎児血清からの85kDaタンパク実の単離

85kDaタンパク質が牛胎児血清由来であるかどうかは､細胞なしで培地にヒアル

ロン酸を添加し､ヒアルロン酸画分を精製することで調べた｡同定するための道

具として細胞層から常襲した85kDaタンパク貿に対する抗体をラビットで得た｡調

製した抗体が85kDaタンパク貿を認識することはウエスタンプロテイングで訴べた

(固23､1ane a,b)｡ヒアルロン酸の精製は細胞層のヒアルロン酸の精製と同

じように行なった｡2回のCsCl密度勾配遠心の結果､加えたヒアルロン酸の67茅

が回収された､その中には約5茅(w/w)のタンパク質を含んでいることがLo肝y et

al.(1951)の方法でわかった｡得られた試料はウエスタンプロツティングで調べ

た(図23)｡電気泳動前にヒアルロニダーゼ消化したものは分子量マーカーか

ら算定して85kと83kの位置に2本のバンドが得られた(1ane d)｡さらに75Kの位置

に新しい薄いバンドが得られた｡このバンドをzとした｡これらのバンドは還元

と非還元で分子量の移動はなかった｡以上のことから85kDaタンパク貿Ⅹ､yは血

清由来であることが確かめられた｡

他の動物の血清にも含まれるかどうか､動物種をかえて分布を調べてみた｡方

法は前述したように行なった｡検出はウエスタンプロテイングで行なった(図2

4)｡ウマ､ヤギは抗体が交差しほぼ同じ分子量のものが検出された｡人にも存

在するが反応は弱かった｡ニワトリ､ウサギには同じ分子量の成分が存在するが
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まったく反応しなかった｡マウス､ラット血清中にはこの分子量に相当する成分

は見いだせなかった｡ところが血清とヒアルロン酸の反応温度を37℃から4℃に変

更したところ､分子量85000のタンパク質が結合した(データは示さない)｡抗体

との反応は弱かった｡これらの結果から､その免疫学的性質およぴヒアルロン酸

結合活性は異なっているが､訴べた限りの動物の血清中には85kDaタンパク質様の

ものが存在した｡ある限られた動物特有の反応に関与するものではないことがわ

かった｡

ところで別の研究者の報告で血清イムノダロブリンのIgMと結合すると序論の表

2で示したが､IgHのH鎖の分子孟が75000から80000に相当するため同一である可

能性があったが､抗牛IgM抗体と反応しないことから否定できた｡

4)培養液のヒアルロン酸結合タンパク質の分析

細胞層については謝べたが､マウス真皮線推芽細胞は培養液にも多量のヒアル

ロン酸を分泌している｡このヒアルロン酸にも85kDaタンパク質が結合している

のか同様の方法で謝べた｡その結果､85kDaタンパク貿Ⅹ,yの2本バンドの他に

分子量7000～75000の位置にバンドがみられた｡さらに辞しく分析するために二次

元の電気泳動をおこなった(図25)｡細胞層の方は､Ⅹ,yに分かれ､等電点

はそれぞれ6.2と6.0であった｡培養液の方は､Ⅹ,yの他に2本のバンドが見られ

た｡薄いバンドは前の項で血清に見られたzに相当すると思われる｡さらに分子

量70000の位置に濃いバンド(w)が見られた｡細胞によって分解を受けた結果で

あるのか､それともヒアルロン酸の分泌機構と関係があるのかわからない｡

5)堕即aタンパク貿の結合特異性

85kDaタンパク貿がヒアルロン酸とのみ結合するかどうかは､その機能を考える

上で重要なことである｡そこで､他のGAGが85kDaタンパク質と結合するかどうか

試べた｡ヒアルロン酸の精製手順は同一であるが､溶液はタンパク質変性剤のグ

アニジン塩酸と界面活性剤は使わず､会合条件下で行なった｡これはヒアルロン

酸との特異性をより強訴するためである｡10茅(v/v)牛胎児血清に1$(Ⅴ/v)のコンド

ロイテン､コンドロイチン硫酸､へパラン硫酸､デキストラン硫酸そしてDNAを加

えて反応後の培養液に直接CsClを加え遠心した｡いずれも結合はみられなかった｡
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■■ FITCラベルヒアルロン酸(ダルクロン酸の7如こカルポジアミド結合でフルオロセ

インを付けてある)や還元ヒアルロン酸(ダルクロン酸の約60紬ミグルコースにな

っている)ではそれぞれ60芳と30茅まで結合活性が減少した｡このことはヒアルロ

ン酸の横道だけを認識していることを示し､さらにカルポキシル残基が最大の結

合活性を示すのに必要であることを示している｡またヒアルロン酸の非違元来端

をNaBHlで還元した場合には結合活性は10$しか減少しなかった｡(データは示さ

ない)｡すなわち末端は結合には関与していないことを示唆する｡

85kDaタンパク質が何個の糖を認識して結合しているか決めるため､ヒアルロン

酸を畢丸ヒアルロニダーゼで消化して作った､6糖､8糖そして10糖のヒアルロン

酸オリゴで高分子ヒアルロン酸と85kDaタンパク実の結合を阻害する実験をした

(図26)｡実験条件は上記と同じように設定した｡重量にして高分子ヒアルロ

ン酸の10倍量の10糖ヒアルロン酸オリゴで完全に阻害した｡それに対して6糖､8

糖ヒアルロン酸オリゴではほとんど阻害しなかった｡85kDaタンパク質はヒアルロ

ン較と結合するのに少なくとも10糖の認識が必要であることがわかる｡ヒアルロ

ニダーゼによるヒアルロン酸の分解が6糖または8糖であることから､このことは

図20の1ane bで観察されるようにヒアルロニダーゼ消化で貼kDaタンパク質が検

出されることの正当性を示す｡

ヒアルロン酸･85kDaタンパク質複合体はタンパク質分解酵素やヒアルロニダー

ゼ消化しない限り互いを分けることが無理と思われるほど強い結合で結び付いて

いる｡85kDaタンパク貿がヒアルロン酸と修飾を受けて共有結合しているのかどう

か訴べた｡その方法は､ヒアルロン酸･85kDaタンパク質複合体をヒアルロニダー

ゼで分解して得られた85kDaタンパク質がもう一度ヒアルロン酸に結合するかどう

かである｡修飾を受けているなら結合はしないであろう｡固27の結果はヒアル

ロニダーゼ消化で85kDaタンパク質が増加し､85kDaタンパク質がヒアルロン酸に

再結合することを示した｡すなわち結合のために修飾はされていないことを示す｡

P耶こよる解離の条件を謝べるうちに､弱いアルカリ処理で解離することがわかっ

た(図28)｡0.02打水酸化ナトリウム溶液で童温､1時間処理するだけで85kDaタ

ンパク質はヒアルロン酸から離れた｡その結合認識機構については次の事象が一

つの示唆を与える｡ヒアルロン教務液を中性からpH12.5のアルカリ性にすると分

子量に変化はないが､粘性が低下し､光散乱のデータから回転半径が減少すると

-29-



● いう報告がある(Hathews&Decker,1977)｡これはコンドロイチンや他のGAGには

見られない性質である｡ヒアルロン酸はグルコサミンのC-4の水酸基とダルク

ロン酸の骨格の酸素で水素結合を遣って(図1Bを参庶)､ラセン横道を安定化

させている｡この横道がコンドロイチン等にはないことから､pHの上鼻がこの

結合に影響を与えラセン横道に変化を与えていると考えられる｡このことから､

貼kDaタンパク質はヒアルロン酸のラセン横道を認識している可能性が示唆される｡

アルカリによる物性の変化は6H尿素の存在下でも影響を受けない｡すなわちラセ

ン横道に変化を与えない｡85kDaタンパク質が尿素で解離しないのはラセン横道が

保持されているためと考えられ､グアニジン塩酸や界面活性剤についてもラセン

横道に変化を与えていないために解離させることができないのであろう｡

6)線卿5kDaタンパク実の分布と結合様式

85kDaタンパク貿の細胞での存在様式を訴べるために､培養4日目の細胞を抗

85kDaタンパク貿抗体で染色した(図29)｡蛍光は細胞間および細胞周辺に見ら

れた｡この蛍光はヒアルロニダーゼ消化によっても消えなかった｡このことは､

85kDaタンパク貿はヒアルロン酸に結合して細胞に存在するのではなく､細胞に結

合していることを示した｡すなわちヒアルロン酸は85kDaタンパク質を介して細胞

表面に存在することになる｡さらに培養液中のヒアルロン酸･85kDaタンパク質複

合体は､85kDaタンパク貿だけよりも細胞表面への結合が弱い｡これは､ヨードラ

ベルした85kDaタンパク質などを細胞と反応させた実験で示された(データーは示

さない)｡以上のことは､85kDaタンパク寛が細胞に結合してからヒアルロン酸と

結合するという順番を示唆している｡

85kDaタンパク質は疎水的な性質を持つため､Octyl-Sepharose4Bに低塩濃度で

よく結合する(データは示さない)｡血清をOctyl-Scpharose4Bに通した後､

PBSで十分に洗浄する｡この段愕では85kDaタンパク質はゲルに結合している｡溶

出は0･5$(v/v)Nonidet P-40を含むPBSで行なった｡抗体で訴べた結果この溶出物

に85kDaタンパク質が含まれていた｡コントロールとしてはSepharose4Bに血清を

流したが､85kDaタンパク質は結合しなかった｡この性質は85kDaタンパク質が細

胞膜に結合するには理想的である｡

ところで先に見つけ出したPG-M様のコンドロイチン硫酸プロテオグリカン(便
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さ 宜上PG-Hとする)との役割分担はあるのか｡FITCラベルヒアルロン酸の実験では､

[35s]メチオニンラベルで試べているので､血清成分の85kDaタンパク貿の存在は

見逃している可能性がある｡FITCラベルヒアルロン酸の取り込みで､蛍光が一部

の細胞だけにみられたことから考えてみる｡PG-ほたは85kDaタンパク貿が一部の

細胞だと=こ存在するのかどうかである｡PG一対が細胞表面にあるかどうかはいまの

ところわかっていない｡またPG-〃を一部の細胞だけが作っているかどうかは現在

のところ証拠がなくわからない｡85kDaタンパク貿の分布が均一でないと考える｡

事実､マウス真皮線推芽細胞を抗85kDaタンパク貿抗体で染めた図29の結果から､

細胞層は均一には染まっていない｡85kDaタンパク質は血清由来であり､偶発的に

細胞に取り込まれるならある程度均一に染まってもよいと思われる｡おそらく細

胞側に取り込む機構があり､細胞によってその違いがあるのかもしれない｡念の

ため85kDaタンパク質とPG-Mとの異同をニワトリの系ではあるが謝べた｡ニワトリ

線推芽細胞のPG一肌こ対する抗体をニワトリ血清にある85kDaタンパク質と反応させ

たが交差しなっかた｡そのことから少なくともニワトリについては85kDaタンパク

質はPG一打とは異種である｡確実な証拠はないがヒアルロン酸の細胞外マトリック

スに対するレセプターはPG一打であり､細胞への結合は85kDaタンパク質を介してい

ると考えられる｡

7)些皇Daタンパク貿はヒアルロン酸合成に必要である

85kDaタンパク実の結合の性質および分布を訴べてきたが､85kDaタンパク質が

ヒアルロン酸合成に関与しているかどうかを謝べた｡先ず培養に用いている血清

から85kDaタンパク質を除去した時､すなわち85kDaタンパク質が細胞に供給され

ないとき､マウス真皮線維芽細胞のヒアルロン酸合成がどう変化するか調べた｡

血清成分から85kDaタンパク貿を除去するのに､抗85kDaタンパク質抗体を結合さ

せたアフィニティーカラムを用いた｡85kDaタンパク貿が血清から取れているかど

うかは､アフィニティーカラムに結合したものを溶出しウエスタンプロテイング

により確かめた｡確かに85kDaタンパク質がカラムに結合しており､一回のアフィ

ニティーカラムで血清から85kDaタンパク質が完全に除去されていることは､一度

カラムに通した血清をもう一度アフィニティーカラムにかけ､カラムに結合した

両分に85kDaタンパク質が残らないことからわかった｡コントロールとして用いた
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■

nonimmuni2:edIgGのアフィニティーカラムには85kDaタンパク質はまったく結合し

なかった(図30)｡ところが､85kDaタンパク質を除去した血清ではマウス真皮

線推芽細胞は接着しなかった(図31b)｡この時ビトロネクチンをコートした

培養皿を用いても初期接着だけで伸展しなかった｡したがってDNA合成もヒアルロ

ン酸合成も検出できなかった｡このように正常細胞ではヒアルロン酸合成に対す

る効果が見れなかった｡ところが､接着しなくても増殖できるマウス乳がん細胞

F鵬Aの株でヒアルロン酸合成活性の高いP15A細胞株を用いることで問題は解決し

た(この株は肺への高転移性を示すが､その説明は次の項に行う)｡P15Aは浮遊

しても増殖できるし､浮遊しててもヒアルロン酸合成活性があまり低下しないの

で､この場合の実験材料としては最高であった｡ただしP15Aの場合も基質への接

着は紡錘形になり接着の低下が見られた(図31d)｡85kDaタンパク質欠損下で

はヒアルロン酸合成は約1/5にまで低下した｡免疫していない抗体のアフィニティ

ーカラムに通した血清を用いた場合には何等変化はなかった｡他のグルコサミノ

ダリカンの合成にも大きな変化は見いだせず､ヒアルロン酸合成活性の変化だけ

であった｡またアフィニティーカラムに結合したものを溶出させ､それを85kDaタ

ンパク貿欠損の血清に添加した所､ヒアルロン酸合成が完全ではないが回復した

(図32)｡細胞増殖に関しては､低密度で細胞を始めた時以外では影響はなく､

ただ培養皿への細胞の接着が悉く細胞が浮きやすくなった(低密度の場合､初期

の接着の患さで結果細胞増殖が抑制されたと考えられる)｡このように85kDaタン

パク実はGAGの中ではヒアルロン酸合成だけに影響を与え､合成を制御する重要な

国子であることを示唆した｡貼kDaタンパク質とヒアルロン酸被覆形成の関係につ

いては､次の章で記述する｡

ここで85kDaタンパク実のヒアルロン酸合成への関わりについて考えてみたい｡

ヒアルロン酸合成の調節については合成過程の申で､①プライマーの増掛こよる

制御､⑧UDP一糖プールの増掛こよる制御､③ヒアルロン酸合成辞真の活性化によ

る制御､⑥細胞表面での滞留による阻害的な制御､以上4つの時点での制御が

考えられる｡それでは①～④のどれに関与するのか｡85kDaタンパク質がヒアル

ロン酸と結合することを考えれば､②の機構はないと思われる｡ヒアルロン酸は

細胞外に分泌される前に数時間細胞膜に滞留するという現象がある(Takagaki&

Toole,1979)｡またヒアルロニダーゼ処理でヒアルロン酸合成活性が上昇するこ
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とも報告されている(Philipson et al.1985)｡それで過剰のヒアルロン酸が分泌

されるまで抑制する機構があると考えられた｡しかし､このことは最近の報告の

細胞膜でのヒアルロン酸合成を考えれば､合成速度による制御と③と同じと考え

るべきであろう｡③の可能性については85kDaタンパク質欠損下でもヒアルロン酸

合成は零にならないことから活性促進の機能はあっても合成活性発現の能力はな

いと考えられる｡さらに､85kDaタンパク質はヒアルロン酸の非違元来端を還元し

ても変わりなく結合することからプロテオグロカンのコアタンパク質のように働

いていることもまた否定された｡85kDaタンパク質の機能はおそらく合成途中のヒ

アルロン酸を安定に保持するホールディングタンパク質かアンカリングタンパク

質のような役目であると推測している｡

3･転移性がん細胞の性質からみたヒアルロン較の役割と生合成

1)F岬

埼玉がんセンターの本間博士らは､マウス乳がん細胞FH3Aのほとんど転移能の

ない親株P-0より皮下移植から肺への転移を10回繰り返してP-10抹を､さらに尾静

脈注射して肺への転移を5回繰り返した後培養下で培養皿に接着する性質を持つ

P-15A株を選んだ(Hon皿a et al.1981)｡尾静脈注射で各棟の転移能を訴べると

P-0はほとんど転移せず､P-15Aは肺への極めて高い転移能を示し､それに比べる

とP-10は劣る｡調べた限り､転移に相関したのはヒアルロン酸合成能であった｡

転移性のあるP-15AとP-10は親株P-0に比して50～60倍の上昇を示し､合成される

ムコ多糖の大半(約70鋸がヒアルロン酸であった(Ki皿ata etal.1983)｡他のが

ん細胞についても高転移性株ほどヒアルロン酸合成活性が高いといういくつかの

報告がある(Turley&Tretick,1985;Kupchella&Hashe皿i,1982)｡ただし､ヒ

アルロン酸合成活性ではP-10,P-15A両細胞とも高く､合成活性だけではその転移

能の差を説明できない｡

1gのヒアルロン酸は水を含んで1000mlの容積をもつという他に見られない物理

的性質を持つことは前述した｡このような分子が細胞表層を作る細胞外マトリッ

クス(ヒアルロン酸被覆)として存在するのか､または分泌して細胞外マトリッ

クスとして合成されるかは､細胞の能力および機能に大きな差をもたらすと序論

で予想した｡そこでP-10,P-15Aの転移の違いもヒアルロン酸の局在が異なるので
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はないかと考えて調べてみた｡生化学的分析の結果から(図33)､高転移性で

あり培養皿に接着して増殖するP-15Aは細胞周囲にヒアルロン酸を非常に多く持っ

ている｡一方､ヒアルロン酸合成能がP-15Aと同じほど高いのに転移性がP-15Aよ

り低く､また培養では親株P-0と同じく浮遊して増殖するP-10は､細胞周囲のヒ

アルロン酸は少なく､合成するヒアルロン酸のほとんどが培地中に遊離されるヒ

アルロン酸であった｡P-10,P-15Aを移植したがん組織およぴその転移巣におい

て､アルシャンプルーでの染色ではあるが､P-10は細胞間隙だけが染まるのに対

して､P-15Aは細胞表層が染まり培養系での結果を裏付けるものであった(Kimata

et al.1987a)｡

2)ヒアルロン酸被覆と血管内皮接着性との関係

ヒアルロン酸被覆をP-15Aからなくした時､P-15Aの転移能はどうなるか｡先ず､

一つの方法としてP-15Aをヒアルロニダーゼ処理することにより一時的に細胞表面

からヒアルロン酸を消すことができる｡そして転移のステップの一つである血管

内皮細胞への接着を調べた(図34)｡有意に初期接着の低下が観察された｡ま

た転移能も低下した(表8)｡対照として､ヒアルロン酸合成活性の低い(特に

ヒアルロン酸被覆の少ない)マウスB16FlOメラノーマ(肺への高転移株)を同

じようにヒアルロニダーゼで処理して尾静脈注射を行なった｡この細胞では､処

理の有無に関わらずまったく影響がなかった｡P15Aではヒアルロン酸被覆が転移

に有利に働いていることがわかった｡転移の他のステップでのヒアルロン酸の有

用性については調べていない｡

がん細胞の高転移性の獲得とヒアルロン酸合成の上昇については､B16メラノ

ーマ(Turley&Tretiak,1985)やへパトーマ(Kupchella&Hasheni,1982)でも

報告されている｡その一方でヒアルロン酸合成が変わらないという報告もある

(Streck et al.1987;Redinietal.1986)｡ヒアルロン酸被覆という観点で調

べ直す必要があるだろう｡

図34の結果からヒアルロン級被覆が血管内皮細胞への接着に有利に倣いてい

るので､血管内皮細胞表面からヒアルロン酸と結合する分子の検索を行なった｡

その結束､ニワトリ胚未分化肢芽間充繊細胞から見いだしていた大型のプロテオ

グリカン(PG-M)(Kimata et al.1986)と難似の分子を見いだし､確かにP-15Aの内
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皮細胞への接着にPG-Mが関与していることも示した(木全 他､1987a;木全 他､

1987b)｡85kDaタンパク貿の分析はまだ行なっていないが､この分子も同様に働

いている可能性は残されている｡

3)重荷成分輝こ必要である

ヒアルロニダーゼによる処理は他の分解酵素の混入や細胞に対するダメージが

考えられ､ヒアルロン酸の合成またはヒアルロン酸被覆の形成反応を抑制してし

まうような根本的な処置がぜひとも必要になる｡そこで前の項で得た85kDaタンパ

ク質欠損の血清で培養を行い､ヒアルロン酸合成を低下させ､ヒアルロン酸被頚

の形成を抑制する方法を取ることにした｡その前にFH3Aにおいてヒアルロン酸被

覆と85kDaタンパク質の真に相関があるかどうか訴べた｡85kDaタンパク質は､ヒ

アルロン酸被覆の厚みに比例して､P-10､P-15Aとその圭が多くなった｡しかし合

成活性の低い､そしてヒアルロン酸被覆の少ないP-0にはほとんど検出されなかっ

た(囲35)｡さらに抗85kDaタンパク貿抗にいよる蛍光抗体染色で各細胞株の8

5kDaタンパク貿の状態を調べた(図36)｡る5kDaタンパク要は細胞表面に局在し､

ヒアルロン酸被覆の皇に比例してP15Aで一番蛍光が強かった｡そこでアフィニチ

イーカラムに通した血清を用いP-0,P-10,P-15A細胞を培養したところ､ヒアル

ロン酸合成はP-15A,P-10において約1/5にまで低下した｡P-0については元来ほ

とんど合成していないために判定できなかったが増加はしなかった(固37)｡

85kDaタンパク質欠扱で培養した場合には､P15Aのヒアルロン酸被覆が減少してい

た｡このことはヒアルロン酸被凄が合成途中のヒアルロン酸で形成､推持されて

いることを示すのかもしれない｡

次にこの85kDaタンパク貿欠損の血清で培養したP-15Aについてマウス尾静脈の

注射を行なった｡転移しないケースこそなかったが､転移巣の歎は有意に減少し

ていた(表9)｡抑制が不十分なのはヒアルロン酸合成を完全に抑制できなかっ

たことによるのか､マウス血清中にも85kDaタンパク貿が存在するためにヒアルロ

ン酸合成が回復したことによるのか､またただ処理したマウスの数が少ないこと

から娯差の可能性もあり､さらに謝べる必要があると思われる｡
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Ⅲ 今後の展望
-85kDaタンパク質の役割を巡って

85kDaタンパク貿は2つの機能をもつこが示されたと思う｡一つはヒアルロン酸

を細胞表面に結合させる役目であり｡もう一つは生合成への関与である｡

ヒアルロン酸を細胞表面に結合させるものとしては､分子量85000をもつヒアル

ロン酸レセプターが､SV-3T3から見いだされている｡このヒアルロン酸レセプタ

ーがヒアルロン酸に結合するのに6糖を認識しているのに対して､一方85kDaタン

パク実は10糖を認識して結合している｡またヒアルロン酸レセプターが一つのヒ

アルロン故にいくつも結合するのに対して85kDaタンパク質は1:1で結合してい

ると考えられる｡ヒアルロン酸レセプターとヒアルロン酸の解散定数はnMオーダ

であるが､85kDaタンパク質はSDS中でもヒアルロン酸から解離しないこと､さら

に85kDaタンパク貿は細胞から界面活性剤(TX-100)処理で抽出されるが､ヒアルロ

ン酸レセプターはその大部分が細胞骨格に結合したままで抽出できないという違

いがある｡85kDaタンパク質と同一のものかどうか､断定できないが結合力を見る

限り同一とは思えない｡85kDaタンパク質の作用は､推測ではあるが､分泌された

ヒアルロン酸を細胞表面に結合させることではなく､次に記述するようにヒアル

ロン教生合成の過程の中にあると思われる｡そして細胞のヒアルロン酸被覆は生

合成途中のヒアルロン酸によって作られていると考えている｡

推測されるヒアルロン酸合成への関与を､図38にモデル化して示した｡ヒア

ルロン酸合成はcAMP依存性キナーゼのカスケードにより左右され､またEGFのテロ

シンキナーゼにもかかわっていると本論で記述したが､そのことも考慮にいれた｡

ただし説明の前に､このモデルは今後の実験を行うために組んだ仮説であること

を知っておいてもらいたい｡

まず血清に含まれる85kDaタンパク質(牛肝臓から作製したcDNAライブラリーを

in vitroトランスラーションさせたところ抗85kDa抗体と反応する分子量75000の

タンパク質が見いだせた｡このことから肝臓で85kDaタンパク貿は作られている可

能性がある｡他の組織･器官については調べていない｡)の､レセプターとして

衝く膜タンパク貿(R)を仮定した｡このRタンパク質の存在する可能性は次の

ことから考えられる｡定性的ではあるが､85kDaタンパク質は細胞が存在した場合､

より効率的にヒアルロン酸に結合できる｡またdbcAMP処理により85kDaタンパク質
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のヒアルロン酸への結合量は約3倍増加している｡dbcAHP処理によってヒアルロン

酸糖鎖長に変化がみられないこと､それにヒアルロン酸合成に関係するタンパク

質が合成されている(図17)ことから､dbcAMPで処理された細胞に､85kDaタン

パク質とヒアルロン酸の両方の結合に関与し､さらにヒアルロン酸合成にかかわ

る第三の国子が存在するのは確かである｡このRタンパク質が85kDaタンパク実の

細胞への取り込みを促進し､それによって85kDaタンパク質のヒアルロン酸への結

合を助け､さらにこの時85kDaタンパク質とRタンパク貿はヒアルロン酸合成辞素

群と会合体をつくる｡そしてヒアルロン酸合成の制御に関わると考えた｡しかし

Rタンパク質の出現については､CA肝に依存して合成されるかまたは活性化され

て機能を持つ二通りのことが考えられる｡CAMPはアデニルシクラーゼにより作ら

れるが､その酵素はプロスタグランジンEl(PGEl)により活性化される｡PGElはヒ

アルロン酸合成を促進することが報告されている(Tonida et al.1977a)｡まだ予

備的な実験で85kDaタンパク貿がリン酸化されているという結束を得ている｡Rタ

ンパク貿がcAHP依存性キナーゼとしてリン酸化に関与している可能性も否定でき

ない｡またEGFによりヒアルロン酸合成が促進されることは前に記述した｡リン酸

化反応のカスケードが核に情報を与え､いろいろな作用が考えられるが､Rタン

パク質が合成されることも可能性としてある｡しかし､私はもう一つの可能性を

追求してみたい｡EGFレセプターは細胞膜内側にチロシンキナーゼ活性部位を持ち､

EGFが結合すると活性化されることはわかっている(恥nter,1984)｡ただし基質に

ついてはいまのところわかっていない｡チロシンキナーゼの部位はラウス肉腫ウ

イルスのsrc遺伝子産物のpp603-■Cと檻似している｡このタンパク質はアミノ東端

に庸肪酸が一分子結合子ており､それを介して細胞膜に結合している｡さらに細

胞膜内側でアクチンの近傍にあり､周りのタンパク質のチロシン残基をリン酸化

している(Hamaguchi&Hanafusa,1987)｡今例のように85kDaタンパク質がアクチ

ンの近傍に存在するならば､チロシンキナーゼがアクチン結合タンパク質をリン

酸化しそれによて生じたアクチンの変化がRタンパク質を活性化すると考えられ

る｡ヒアルロン酸･85kDaタンパク質複合体の培養液への分泌の機構については､

Rタンパク質の分解または不活性化によると考えている｡

以上長々と推量を書いたが制御機構の全容はRタンパク質を見いだすことで､

明かにできると思っている｡
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応用面については､ヒアルロン酸合成の制御因子が血清成分であることから､

人為的に外からヒアルロン教会成の制御が可能になり､細胞増殖の研究やがん転

移(ヒアルロン酸被覆を利用している場合)を防止する処方として有効なものに

なると考えられる｡また85kDaタンパク質のヒアルロン酸との結合のドメインを捜

した結果､貼kDaタンパク実のトリプシン消化断片の分子量的45,000のペプチドで

もヒアルロン酸との結合能力を持ち続けることがわかった｡ただしその断片にヒ

アルロン酸合成に関与する活性があるかどうかわからない｡さらにその解析を行

い､ヒアルロン酸合成に関与する活性最小ペプチドを見つけられればヒアルロン

酸合成制御のより有効な方法になると思われる｡
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Ⅳ材料および方法

1.細胞の調製

マウス真皮の線維芽細胞の調製は､Yuspa&Harris(1974)の方法を少し変えて

行なった｡DDYマウスの新生児(3～5日)を水道水､0.1$(v/v)塩化ベンザルコ

ニウム(武田薬品工業株式会社)､70劣(v/v)エチルアルコールの順番で洗い､最

後にHanks,balanced salt solution(Ca2◆-,Mg2◆-free)(以後Hanks'cMFと記

す)で洗う｡新しいHanks CMFにマウスを移し､はさみで頭､四肢､尾を切取り

皮膚を背の中央で切る｡ピンセットで背の切込みから皮膚を剥ぐ｡それを0･25$

(w/v)トリプシン(GrandIsland BiologicalCo.,GlandIsland,NY)を溶かした

Hanks CMFに其皮を下にして浮かべる｡一晩､4℃で放置した後ピンセットで其皮

を上皮から引き刺す｡得られた其皮をはさみで細かくし､スピンナーボトルに

移す｡0.35$(v/v)コラゲナーゼ(GrandIsland BiologicalCo･,GrandIsland,

NY)を含むHanks,balanced salt solution(Hanks,BSS)(日水製薬株式会社)を

加えて､37℃で45分間加温する｡ばらばらになった細胞は遠心(300gX5血n)で集

められた｡細胞は10$(v/v)牛胎児血清(GrandIsland BiologicalCo･,Gland

Island,NY)､0.01M N-2-hydroxyethylpiperazine-N'一2-ethanesulfonicacid

(HEPES)､50ug/mlアスコルビン酸(以上はNacalaitesque,Kyoto,Japan)､ペ

ニシリン(50ug/皿1)､ストレプトマイシン(50ug/nl)(以上は､GrandIsland
Bio-

logicalCo.,GlandIsland,NY)を含むダルベッコ変法イーグル培地(日水製薬

株式会社)(以後DMEMと記す)で溶かされ､細胞の集合体を除くためにナイテック

スフィルター(60mesh/cm)を通した後培養に用いた｡

2.細胞培養

細胞は1×105個/mlの濃度で培養は始めた｡60mmの培養皿(Becton Dickinson&

Co.,Los Angeles,CA)の場合､培養液DME椚ま3nlで培養開始の細胞数は3×105偶

になる｡同様に100皿mの培養皿の場合には10山の培養液に106偶の細胞を混濁さし

て培養を始めた｡培養液は1日目にあたらしものと交換し､以後2日毎に交換した｡

-39一



3.細胞培養への試薬および物質の添加条件

外来のヒアルロン酸(分子量9.5×105;タンパク安食量､0.0埴(w/w);生化学工

業､東京)やジブチリルアデノシン環状一りん酸(以後dbcAMPと略する)(Sigma

CheJnicalCo.,St Louis,MO)の細胞に与える影響は次の二つのステージで調べた｡

それは増殖期後期(培養5日目､day5)と安定期(培養11日目､dayll)である｡

括弧に示した日に培養液を試薬を含む新しい培養液に交換する｡培養は個々の実

験に示した期間だけ行なわれ､その間二日毎に試料を含んだ新しい培養液に交換

した｡コンドロイテン､コンドロイチン硫酸､へパラン硫酸､デルマタン硫酸､

ヘパリン(以上は生化学工業から入手した)､プチレート(Nacalaitesque,

Kyoto,Japan)そしてヒアルロニダーゼ消化物ヒアルロン酸についても同様に行な

った｡ヒアルロニダーゼ消化は､ヒアルロン酸(分子量9.5×105)の20皿gを畢丸ヒ

アルロニダーゼ(430units/mg,tyPe V,Sigma ChemicalCo.,St Louis,MO)の

1mgで37℃で20時間で行なった｡反応液は0.15H塩化ナトリウムを含む0･1Hりん酸

緩衝液､PH5.3の1mlである｡消化は10時間で平衡に達していることが､還元糖の

測定でわかっている｡

4.細胞数の計測

培養皿の細胞は温めたHanks,cMFで二度洗い､次に0.12$(v/v)トリプシン

(GrandIsland BiologicalCo.,GlandIsland,NY)を含む同じ培養液で37℃で

30分間撮とうする｡培養が長期間に及んだ場合や外からヒアルロン酸を加えた時

には､さらに0.1$(v/v)コラゲナーゼ(Sig皿a ChenicalCo.,St Louis,織0)を含む

Hanks,BSSで処理することが必要になる｡またヒアルロン酸を添加する実験では

ヒアルロン故による細胞凝集の影響を排除するために､コントロールの無添加の

培養にも酵素消化の際ヒアルロン酸が添加された｡細胞はピッペッティングでば

らばらにした後コールターカウンター(ModelZp,Coulter Electro-nics,Inc･)

とへモサイトメーターによってその数が計数された｡結束は同処理された三つの

平均として求めた｡

5.ヒアルロン酸の定量

細胞層はポリスマンでかきとり､培養液はそのまま試料として用いた｡測定試
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料に1.3$(w/v)の酢酸カリウム(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)を含む冷えたエタ

ノールを3倍客加えて､0℃で30分間放置後遠心(10,000rp皿×30min)して沈澱を得

､る｡沈殿物に0.2M水酸化ナトリウム(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)溶液を加え

て溶かし､室温で24時間放置した｡その後､当量の氷酢酸(Nacalaitesque,

Eyoto,Japan)で中和した｡これに40mg/ml濃度のプロナーゼ(科研化学)を含む

1Mトリス塩酸(Sigma ChenicalCo.,St Louis,MO)緩衝液(pH8･0)を10分の1容

量加え､50℃で一晩加温した｡処理後､前述のエタノール沈澱操作を3回線り返し､

減圧にしてエタノールを除いた｡これに5TRU(turbidity reducing unit)のストレ

プトミセスのヒアルロニダーゼ(生化学工業株式会社)を含む0.1H酢酸緩衝液

(p打5.0)を50ul加えて､よく撲絆した｡50℃で5時間インキエペートした｡ヒアル

ロニダーゼ処理後､60ulの0.0射通ヨウ素酸ナトリウム(Nacalaitesque,Kyoto,

Japan)を含む0.04H硫酸を加えて､37℃で1時間インキエペートした｡反応後120

ulの3‡(v/v)亜ヒ酸ナトリウム(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)を含む0.5M塩酸を

加えてよく撲絆し､室温で30分間放置した｡そして1mlの0.3$(甘/v)チオパルビチ

ール酸(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)を含む0.012M塩酸を加えてよく撮拝後､

100℃で15分間煮た｡反応後1nlの5g(Ⅴ/v)塩酸を含む特級n-プチルアルコール

(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)を加えて､よく携#して､色素をアルコール膚

に移した｡遠心(10,000rpmX5nin)後､上層のアルコール層を分光光度計により

549n皿で吸光度を測定した｡

6.[3田チミジンの取り込みの測定

細胞は2.5uCi/nlの[3H]チミジン(23.8Ci/nnol,A皿erSha皿Japan Co.,Tokyo,

Japan)を含むDMEMで6時間加温された｡取り込みは最終濃度0.5mMのチミジン

(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)を添加することで停止させた｡測定段階でのヒ

アルロン酸の影響を排除するために､コントロールの培養(すなわちヒアルロン

酸やdbcAMPを添加していない培養)に1ng/nlのヒアルロン酸を添加し37℃で30分

間加温して細胞層に結合させた｡培養液は吸引で除去した｡細胞層はHanks'BSS

で二度洗浄する｡洗浄した細胞層はポリスマンで刺して0.2$(w/v)ラウリル硫酸ナ

トリウム(以後SDSと略する)(Sig皿a ChenicalCo.,St Louis,MO),2mHエチレ

ンジアミン四酢酸ナトリウム(以後EDTAと略する)､20mH塩化カリウム(以上
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はNacalaitesque,Kyoto,Japanから購入)を含む20nMトリス塩酸緩衝液(pH

9.0)の0.1mlに溶かした｡同緩衝液に溶かした2.5mg/ml濃度のプロナーゼを十分の

一容量加えて37℃で24時間反応させる｡冷やした1.3芳(w/v)酢酸カリウムを含む

95$(v/v)エタノールを三倍容量試料に加えて､0℃で30分間放置したのち低温遠心

機(10,000rpmX30皿in)で沈没物を得た｡沈設物は0.5織水酸化ナトリウムで溶かし

たのち液体シンチレーションカウンターで放射活性を測定した｡

7.FITCラベルヒアルロン酸の取り込み

マウス線維芽細胞はカバーガラスを置いた60皿mの培養皿に3×105の密度で蒔か

れた｡細胞増殖は培養皿で培養するよりも少し早くday5に安定期に達した｡

ヒアルロン酸のウロン酸残基のカルポン酸基にフルオロセインイソチオシアネ

ート(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)(FITC)を結合させたものを用いた(Ogano

etal.1982)｡FITCラベルヒアルロン酸(分子量6.3×105)はday5の培養に600

ug/mlの濃度で添加され3日間培養された｡FITCラベルヒアルロン酸を含む培養液

はday7に一度新しい同じ培養液と交換された｡取り込まれたFITCラベルヒアルロ

ン酸のヒアルロニダーゼ処理は次の様に行なわれた｡day6にFITCラベルヒアルロ

ン酸を含む培養液は畢丸ヒアルロニダーゼ(1600units/皿g)の1mg/mlを含むDHEHに

交換され､37℃で30分間培養された｡外からのヒアルロン酸処理またはdbcAHP処

理された細胞のFITCラベルヒアルロン酸の取り込みを調べる実験は､day5の培養

に1皿g/皿1のヒアルロン酸(分子量6.3×105)または1mH dbcA肝を加えて2日間培養

後､600ug/mlのFITCラベルヒアルロン酸を含むDMEMで24時間培養した｡そのコン

トロールはday7の培養にFITCラベルヒアルロン酸処理した物を用いた｡FITCラベ

ルヒアルロン酸取り込みに対するヒアルロン酸オリゴマーの彪響は､day5の培養

に600ug/山のFITCラベルヒアルロン酸を添加するとき3mg/mlの8糖または10楯の

ヒアルロン酸を同時に添加し､24時間培養した｡カバーガラス上の細胞層は洗浄

なしに直接1$(Ⅴ/v)サッカロース､2$(w/v)フォルムアルデヒド､0.15H塩化ナトリ

ウムを含む0.1Hりん酸緩衝液(pH7.2)(以後PBSと略す)で1時間処理を行い組織

を固定する｡カバーガラスはエタノールで洗浄と脱水を3回行なう｡ヒアルロニダ

ーゼ処理した細胞層については､1皿g/mlのヒアルロン酸(分子量2×104)を含む

1mlのPBSで5分間処理する｡脱水した試料はスライドガラスにイマージョンオイル
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で張り付けた｡脱水はFITCラベルヒアルロン酸の蛍光が拡散するのを防止するた

めである｡

8.細胞層からの尿素抽出物の調薬

100m皿培養皿で安定期に達した細胞(約107)を5mlのHanks'BSSで4回洗浄する｡

2nMphenyl,nethylsulfonyl-fluoride(以後PMSFと略す)(SignaChemicalCo･,

St Louis,MO)を含む無血清のDMEMの3mlに交換し､37℃で1時間ゆっくり振とうし

ながら加温する｡培養液を吸引した後､細胞をさらに2mlの同じ培養液で洗浄する｡

次に2M尿素(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)､2mM PMSFを含むDMEMの2mlと交換し､

ゆっくり撮とうしながら37℃で1時間処理する｡抽出物の不溶物は25,000gX15

minの遠心で除去した｡上浦は0.15【塩化ナトリウム､1mH塩化カルシウムを含む

10mMの3一シクロへキシルアミノプロバンスルフォニツク酸(CHAPS)(Wako Chemi-

calCo.,Osaka,Japan)緩衝液､PHll.0に対して4℃で45時間透析した｡

9.[3｣]ヒアルロン酸の精製

安定期まで2日の細胞を1mH dbcAHPで1日処理する｡そして20uCi/nlの[3H]グル

コサミン(比活性､30Ci/nnol,AnershamJapan Co.,Tokyo,Japan)を含む

DHEMで24時間加温する｡培養液を集め1皿g/mlのプロナーゼを用い50℃,24時間で

タンパク貿を分解する｡10,000rpmXlOminの遠心で上清を集める｡1.3$(w/v)の

酢酸カリウムを含むエタノールを3倍客用いてヒアルロン酸を含む画分を沈澱させ

る｡沈没物は肌グアニジン塩酸､0.01M EDTA,0.1‡(v/v)トライトンX-100(以上

はNacalaitesque,Xyoto,Japanから購入)を含む50mMトリス塩酸緩衝液､PH

8.0に溶かす｡試料はセファロースCL-4B(PharmaciaJapan Co.,Tokyo,Japan)カ

ラムクロマトグラフィーにかけられ同じ緩衝液で溶出された｡ゲルの排除体積画

分を集めて20mMトリス塩酸緩衝液､pⅢ7.4に対して透析された｡透析物はDEAEセ

ファセル(Phar皿aCiaJapan Co.,Tokyo,Japan)カラムクロマトグラフィー(0･75

cmxlOcm)に通した｡溶出は塩化ナトリウムの同じ緩衝液の0から0.5持の直線勾配

で行なった｡塩化ナトリウム濃度0.25Hで溶出された放射活性のある画分を[3幻ヒ

アルロン酸とした｡[3椚ヒアルロン酸の比活性は1nmolウロン酸当り8000dp皿であ

った｡さらに純度はラベルの99餌ミストレプトミセスのヒアルロニダーゼ(生化学
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エ業株式会社)で低分子化した｡

10.尿素抽出物を用いてのヒアルロン酸結合活性の測定

2H尿素抽出物に2血相PHSFを含んだりん酸緩衝液､PH7.4を等容量加える｡次に

750dp皿の[3H]ヒアルロン酸(0.094nmol)を添加して､37℃で1時間反応させる｡反

応後試料はポアーサイズ0.45um､半径2.5c皿のニトロセルロース膜(Hillipore

Type HA)を通して吸引濾過する｡フィルターはすばやく室温で4mlの燐酸緩衝液で

4回洗浄する｡フィルターの放射活性は液体シンチレーションカウンターで測定す

る｡

11.尿素抽出物申のヒアルロン酸結合活性の実体

増殖期後期の細胞培養(100mn)を50uCiの[35s]メチオニン(比活性､1002Ci/n

nol,Nev England Nuclear)を含むDHEMの10皿1で24時間培養する｡ラベルされた

細胞層はHanks,BSSで3回洗い､前述したように2M尿素で抽出する｡抽出物に2nH

川SFを含んだりん酸緩衝液(p月7.4)を等容量加える｡35sラベルの20000cpmと0･2

nmol(bexuronateとして)のヒアルロン俊一プロテオグリカン会合体(Alフラクシ

ョン､ニワトリ胚軟骨から会合条件で密度勾配超遠心を行い低部に沈降した画分

の事でヒアルロン酸と軟骨型プロテオグリカンが会合した状態で存在する)を童

温で6時間反応させた｡そのコントロールとして反応物からAlフラクションだけを

除いた物を用意した｡反応物はグリセロール(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)

の帯領域沈降速度法(2皿HPHSFを含んだりん酸緩衝液に溶かした5$(w/v)から3雅

(w/v)グリセロールと最低部ののクッションとして0.15mlの同じ緩衝液に溶かした

50$(w/v)グリセロールを用いた)を179000gX5b､17℃で行なった｡遠心物は上部

から15フラクションに分けて低部から3フラクションを集めた｡試料に3倍容量の

1.3茅(w/v)酢酸カリウムを含むエタノールを加えて､遠心後沈没物を得た｡沈設物

は100ulの0.3M酢酸ナトリウム､0.1M EDTA､0.1M N,N'-エチルマレイミド

(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)(以後NEMと略す)､0.02M PMSF､0.036Mペプ

スタテン(Oike et al.1980)を含む0.5Mトリス塩酸緩衝液､PH8.0に溶かした｡

0.02unitのコンドロイチナーゼを含むものと含まないものを用意して両方を37℃

で60分間加温した｡反応は2$(w/v)SDS､20$(w/v)グリセロール､5$(v/v)メルカ
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プトエタノール(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)含む50mMトリス塩酸緩衝液､PH

7.4を等容量加えて100℃で5分間処理した｡混合物はSDSポリアクリルアミド電気

泳動(3.75$(w/v)濃縮ゲル､5-20芳(w/v)分離ダラジエントゲル)を行なった｡ゲル

の放射ラベルされたタンパク質はENLIGHTNING(New England Nuclear)でゲルが処

理された後､乾燥したゲルをⅩ線フイルム(FujiFilm Co.,Tokyo,Japan)に密着

させフルオログラフイで検出した｡

12.抗体の作製および蛍光抗体法

抗体の活性と特異性はenzy皿e-1inkedimmunoadsorbent assay(ELISA)とウエス

タンプロテイング各々によって謝べた｡マウスEngelbreth-Holm-Swarm肉腫

(EHSS)のへパラン硫酸プロテオグリカンはHassellによってラビットで免疫された｡

Ⅰ型コラーゲンはラットの尾の健から精製され､フィプロネクチンはニワトリ胚

線維芽細胞の培養細胞から精製された｡それぞれラビットに免疫された｡抗Ⅰ型

コラーゲン抗体はⅡ型コラーゲンと反応したため､ラット軟骨肉腫から精製した

Ⅱ型コラーゲンで作製したアフィニテイカラムに通した｡それによって従来少し

活性のあった牛血清アルブミンやEHSSのⅣ型コラーゲンの活性が除去できた｡た

だし牛皮膚のⅢ型コラーゲンとの活性は少し残ったままで除去できなかった｡他

のマトリックス成分との反応は謝べた限り見られなかった｡

カバーガラス上の細胞層は室温でPBSで2回洗浄された｡抗体を室温で30分間反

応させた｡この実験では抗体は30分の1希釈で用いた｡コントロールとして免疫し

ていない正常ラビットの血清または免疫グロブリン画分を同じ希釈で用いた｡細

胞層はPBSで5回洗った後､FITCを結合させた抗ラビット免疫グロブリンヤギ血清

(CappelCo.,Maivern,PA)を1000分の1に希釈して室温で30分間反応させた｡

PBSで3回洗浄後､グリセロール:PBS=9:1の一滴を垂らしたスライドガラスに上

下を逆さまにして張り付ける｡それを蛍光蹟微鏡で観察した｡畢丸ヒアルロニダ

ーゼ消化はPBSに1mg/mlの濃度で酵素を溶かし37℃､30分間処理した｡処理後3$

(w/v)パラフォルムアルデヒド､1$(w/v)サッカロースを含むPBS申で､4℃､1時間

で固定した｡抗体の反応は上記に従った｡
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13.走査型電子顕微鏡

カバーガラス上で培養された細胞はPBSで2回洗浄され､2.5$(w/v)パラホルムア

ルデヒド､2$(v/v)グルタールアルデヒド(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)を含む

0.0甜りん酸緩衝液(pH7.2)で0℃､1時間処理され固定された｡緩衝液中で一晩放

置した後､1$(w/v)オスミウムテトラキシドを含む緩衝液申に2時間置く｡エタノ

ールでの脱水の後､イソアミル酢酸で処理する｡細胞皿を割って細胞の縦副俵が

でるようにする｡試料は凍結乾燥後金を上着させ日立S-405の25kVで観察した｡

14.透過型電子顕微鏡

60mmの組織培養皿である期間培養された細胞は上記の様に固定されそして脱水

された｡脱水された細胞層はプロピレンオキシド(Nacalaitesque,Kyoto,

Japan)を使って培養皿から浮きあがらす､浮き上がった細胞層を集めプロピレン

オキシドで洗う｡細胞層の塊は樹脂Epon飢2に埋め込まれた｡樹脂の切片はウラ

ニル酢酸とクエン酸鉛で染色された｡観察は日立HU-12で行なわれた｡

15.細胞からのヒアルロン酸の精製

細胞の培養は(1xlO6個)､10皿1のDHEMの入った100mmの組織培養皿(Becton

Dickinson&Co.,Los Angeles,CA)で始めた｡二日目に1nM dbcAMP(Sigma

Che皿icalCo.,St.Louis,MO)を含む新しいD肌用と交換した｡二日後に1m対

dbcAMPと5uCi/mlの14C-グルコサミン(50Ci/n皿01,AnershanJapan Co.,Tokyo,

Japan)と50uCi/nlの3H-ロイシン(150Ci/皿mOl,Amersha皿Japan Co.,Tokyo,

Japan)を添加した新しいDHE椚こ換えた｡24時間培養を続けた後､培養液は捨て細

胞層はHanks,BSSで二回洗った｡6Mグアニジン塩酸塩､10nM EDTA､10mH NEM､2

nM PMSF､0.1Mアミノカブロン酸､0.2$(v/v)Nonidet P-40(以上は､Nacalai

tesque,Kyoto,Japan)または8$(v/v)ZvitergentTM(3-12)(Aldrich Chemical

Co.,Milvaukee,Wisconsin)を含む0.2Mトリス塩酸緩衝液(Signa ChemicalCo.,

St.Louis,MO)(pH8.0)(以後グアニジン塩酸抽出液と記述する)申でポリスマ

ンを使って細胞層を掻き取る｡撹絆しながら4℃で24時間抽出を行なう｡培養液に

ついては､1.3方(w/v)酢酸カリウムを含むエタノールを3倍容量加え､30分間放置

後遠心(10000rpmX30min)して沈毅物を得た｡沈設物をグアニジン塩酸抽出液で溶
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かして､4℃で24時間抽出を行なった｡以後の操作は細胞膚からのヒアルロン酸の

精製に従った｡CsCl密度勾百己超遠心を二回行なった｡一回目は初期密度を1.40

g/mlに合わせて日立超遠心機70P-72でRP70T(40,000rpm)を用い10℃､48時間遠心

した｡フラクションはファルマシアのペリスタポンプを用いてダラジエントの底

から行なわれ､10本に分注した｡放射活性はフラクションから10ulを採取して液

体シンチレーションカウンターで測定した｡底の画分について､初期密度1.45

g/mlでRP65T(40,000rpm)を用い10℃､48時間遠心した｡ヒアルロン酸画分を集め

10州塩化カリウム､3皿H塩化マグネシウム､2mM PMSFを含むトリス塩酸緩衝液

(pH7.2)に対して透析された｡透析後､2瓜gのデオキシリボヌクレアーゼⅠ

(Signa ChemicalCo.,St.Louis,MO)､0.4mgのリボヌクレアーゼA(Sigma

ChenicalCo.,St.Louis,MO)､およぴ100unitsのリボヌクレアーゼT2(生化学

工業株式会社)が加えられ､37℃で1.75時間保温された｡消化後サンプルは

Sepharose CL-2B(PharmaciaJapan Co.,Tokyo,Japan)カラム(1.5×90cm)に重

層された｡溶出液はグアニジン塩酸抽出液(Z雨tterge此は噂(甘/v)にした)が用

いられた｡フラクションから20ulを採取してカウントした｡V｡フラクションを

PBSに対して透析して､それをヒアルロン酸画分とした｡

16.ヒアルロン酸結合タンパク貿の検出

ヒアルロン酸両分の一部に3倍量の1.3芳酢酸カリウムを含む95$エタノールが冷

やした状態で加えられ､0℃で30分間放置後遠心された｡この沈没物は0.1H酢酸緩

衝液(pH5.0)に溶かされた｡ヒアルロン酸豊として20ugのサンプルを2つ用意し

て､1つは3TRUのストレプトミセス ヒアルロニダーゼ(Seikagaku Kogyo Co.,

Tokyo,Japan)を加え､37℃で2時間加温した｡もう1つはそのまま酵素を加えず

加温した｡各サンプルは凍結乾燥後､サンプル緩衝液(0.15Mトリス塩酸-0.15M

SDS-3州グリセロールー0.4mHプロモフェノールブルーー10劣(w/w)■2-メルカプト

ニタノール)に溶かし100℃で3分間煮た｡各サンプルはLaenmli系のSDS-ポリアク

リルアミド電気泳動(SDS-PAGE)にかけられた｡上部の濃縮ゲルは3.75$(w/v)のア

クリルアミド濃度を用い下部の分離ゲルは11$(w/v)の濃度を用いた｡ゲルはクマ

シープリリアントブルーで染色した｡ゲル申のラジオアクティビイティを測定す

るために上端から1mmずつの噸で切り出して､アンモニア:過酸化水素(4:96)の入
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ったバイヤル瓶にいれ､60℃で3時間加温しゲルを分解する｡この溶液にアクアゾ

ルを加え液体シンチレーションカウンターで測定した｡

17.ヨードラベルとヒアルロン酸の再将賽

ヒアルロン酸画分の100ugをクロラミンーT法でラベルした｡100uCi(100nCi/

nl,Anersha皿Japan Co.,Tokyo,Japan)のNa125Ⅰ溶液をポリスチレン製チューブ

(70皿mX12皿皿,4ml)に入れる｡0.25M りん酸緩衝液(pH7.2)を10ul加える｡次に携

拝しながら50ulヒアルロン酸画分(ヒアルロン酸､100ug)の溶けた0.05H りん酸

緩衝液(pH7.2)の50ulに5mg/mlの濃度で溶かしたクロラミンーTを10ul加えて5分

間反応させる｡反応は0.05M りん酸緩衝液(pH7.2)に1.2皿g/山の濃度で溶かした

sodiun netabisulphite(NacalaiTesque Co.,Kyoto,Japan)を100ulと1$(v/v)牛

血清アルブミン(Signa ChenicalCo.,St.Louis,MO)(以後BSAと略す)を含む

0.05H りん酸緩衝液(pH7.2)に2.Omg/mlの濃度で溶かしたヨウ化ナトリウムを

800ul加えて停止する｡標蔵物はPBSで平衡化したセファデックスG-50(Phar皿aCia

Japan Co.,Tokyo,Japan)のカラムクロマトグラフィー(10nnX120皿n)でNaIを除

去し常襲された｡カラムのゲルは予め100皿g/nlBSA(Sig皿a Che皿icalCo.,St.

Louis,HO)を通して積載物がゲルに吸着しないように飽和させておく｡溶質物の

測定はガンマーカウンターで計潤した｡

得られた標裁物は7机家素､10nM EDTA､2mM PMSF､10nM NEM､0.5$(v/v)Triton

X-100を含む50nMトリス塩酸緩衝液(pH7.2)に透析する｡試料はDEAE Sephacelカ

ラムクロマトグラフィー(Phar皿aCiaJapan Co.,Tokyo,Japan)に重層され塩化ナ

トリウムのOIは､ら1Hの濃度勾配で溶出された｡各フラクションはガンマーカウン

ターで計測された｡フラクションの一部について､冷えた1.3茅(w/v)酢酸カリウム

を含む95劣(v/v)エタノールを加え､0℃で30分間放置後遺心して沈毅物を集めた｡

沈没物についてそれぞれストレプトミセスのヒアルロニダーゼとコンドロイチナ

ーゼABC(Seikagaku
Kogyo Co.,Tokyo,Japan)処理が行なわれ､処理後凍結乾燥

された｡乾燥物はサンプル緩衝液に溶かされSDS-PAGEに流した後､オートラジオ

グラフイーを行なった｡
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18.85kDaタンパク質のヒアルロン酸への再結合

ヨードラベルした1000cpmの85kDaタンパク質-ヒアルロン酸複合体をストレプ

トミセスのヒアルロニダーゼ(1TRU)を含む0.1M酢酸緩衝液(pH6.0)に溶かして37

℃で1時間処理した｡ヒアルロン酸から離れた85kDaタンパク質は疎水性のため､

遠心(10000r叩×30皿in)することで沈毅として回収できる｡沈没物を7机東夷､1mH

EDTA､2蘭=聞SFを含む50n州トリス塩酸緩衝液(pH7.2)に溶かした後､分子量

170000のヒアルロン酸を20ug添加する｡これを37℃で1時間加温する｡1m州EDTA､

2皿H PMSF､10m州N甜を含む10m州トリス塩酸緩衝液(pH7.2)に対して4℃で透析した

後､これに2TRUのヒアルロニダーゼを加えたもの加えないものを用意した｡37℃

で1時間処理した｡これをSDS-PAGEに流してオートラジオグラフイーで分析した｡

19.抗体の調製

抗原としては細胞厚から抽出したヒアルロン酸タンパク質複合体をDEAE

Sephacel(PharnaciaJapan Co.,Tokyo,Japan)カラムクロマトグラフィーまで

将黙した物を用いた｡ラビットにヒアルロン酸として200ugを含む500ulのPBS溶

液を500ulのComlete Frende Adjivant(Difco Laboratories Co.,Detroit,

打ichigan)と混ぜホモゲナイズし下肢リンパ節に皮膚を切開して注入した｡初期免

疫後二道問おきに100ugのヒアルロン酸をImco叩1ete Frende Adjivantと混ぜ下肢

に皮膚外からリンパ節めがけて二回ブースターした｡採血は最終ブースター後二

週間目から耳より行なった｡採血は一ケ月間続けた｡抗体価の検査はELISAおよぴ

ウエスタンプロツティングで確かめた｡

20.血清中よりの85kDaタンパク貿の単能

10$(v/v)の牛胎児血清(GrandIsland BiologicalCo.,GlandIsland,NY)を含

むダルベッコ変法イーグル培地にヒアルロン酸(分子量9.5×105,生化学工業株

式会社)を最終濃度200ug/山になるように加えた｡24時間37℃で加温した｡グアニ

ジン塩酸抽出液に対して透析した後､初期密度1.40g/mlでCsCl密度勾配超遠心を

行なった｡遠心の条件は前に述べた通りである｡また二度目の超遠心についても

前述のように行なった｡フラクションの一部に1.3茅(w/v)酢酸カリウムを含む95茅

(v/v)エタノールを加え､0℃で30分間放置後遺心して沈没物を集め､0.1M酢酸緩
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砺波(pH5.0)に溶かした(この緩衝液にはタンパク質分解辞索阻害剤として､10

m州EDTA-10皿H NEM-2mM PMSF-0.1Mアミノカプロン酸を含む)｡溶液は二等分

した後､一方にはストレプトミセス ヒアルロニダーゼを1TRU加えて37℃で2時間

保温した｡各サンプルは凍結乾燥後､サンプル緩衝液に溶かして3分間煮てSDS-

PAGEのサンプルとした｡

他の動物血清についても同様の方法で行なった｡牛血清は阪大微生物研究所か

ら､そしてウマ､ヤギ血清はGrandIsland BiologicalCo.,GlandIsland,NYか

ら購入した｡人､ニワトリ､ウサギ､マウス､ラット血清は動物から採血して調

製した｡

21.85kDaタンパク質のヒアルロン酸結合特異性

10$(v/v)牛胎児血清を含むD朽EHに1$(Ⅴ/v)のコンドロイチン(イカの皮)､コン

ドロイチン硫酸(ブタ皮膚)､へパラン硫酸(牛腎戚)､デキストラン硫酸(以

上は生化学工業株式会社)またはDNA(Nacalaitesque Co.,Kyoto,Japan)を加え､

24時間､37℃で加温した｡ヒアルロン酸の精製手順は前項に従ったが､用いた溶

液はタンパク貿変性剤のグアニジン塩酸と界面活性剤を含まず会合条件下で行な

った｡得られたヒアルロン酸画分についてウロン酸にして40ug(DNAも40ug)を

SDS-PAGEに流した｡ゲルをテンシトメーターで分子量85000付近をスキャンして分

子量20000のヒアルロン酸を用いた場合に対する比で求めた｡また還元ヒアルロン

酸とFITCラベルヒアルロン酸そして非違元来端を還元したヒアルロン酸について

も同様に行なった｡

ヒアルロン酸オリゴによるヒアルロン酸.･85kDaタンパク質複合体形成の阻害は､

会合条件下で0.2mg/山濃度のヒアルロン酸(分子量950000)を添加する時に､2

皿g/山濃度の6楯､8糖､10糖のヒアルロン酸オリゴをいっしょに添加した｡精製お

よび分析は前項に従った｡

22.ウエスタンプロツティング

10ugのヒアルロン酸画分を3TRUのストレプトミセス ヒアルロニダーゼで37℃

2時間処理したのち､SDS-PAGEを行なった｡電気泳動後､タンパク質をTowbin

(1979)らの方法でニトロセルロース膜に電気的に転写した｡膜は1$(w/v)BSAを含
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● むPBS-Tween(0.05$(w/v)Tween20in PBS(pH7.2))に浸して1時間37℃で加温し

た後､10$(v/v)ヤギ血清を含むPBS-Tweenで1時間37℃加温する｡1000倍希釈した

抗体と室温で2時間放置した｡次にPBS-Tweenで3回洗浄した後､PBS-Tveenで500倍

に希釈したペルオキシダーゼ結合抗ラビットイムノダロブリン(CappelCo.,

Maivern,PA)と1時間反応させた｡再びPBS-Tweenで3回洗浄した後､膜に結合した

ペルオキシダーゼを0.05$(w/v)4-クロロー1一ナフトール､0.03劣(v/v)過酸化水素

(以上はNacalaiTesque Co.,Kyoto,Japan)溶液で検出した｡

23.抗体による線維芽細胞の染色

培養皿にカバーガラスを置き､この状態でフィプロブラストを培養した｡4日間

の培養後､一つはストレプトミセス ヒアルロニダーゼを50TRU添加して1時間培

養を続けた｡その後､カバーガラスを取り出し､温めたHanks,BSSで3回洗った｡

3$(w/v)ホルムアルデヒド､1$(tl/v)サッカロース(以上はNacalaiTesque Co.,

Kyoto,Japan)を含むPBSに4℃で1時間浸し固定した｡固定後､PBSで3回洗った｡

30倍に希釈した抗体をカバーガラスに重層し､室温で30分間放置した｡次にPBS

で3回洗った後､今度はFITC結合抗ウサギイムノダロブリンヤギ血清(Cappel

Co.,Maivern,PA)をカバーガラスに重層し､室温で30分間放置した｡再びPBSで

3回洗った後､グリセロール:水(9:1)でスライドガラスに張り付ける｡それを蛍

光顕微鏡で観察する｡

24.マウス乳ガン細胞FH3AとマウスメラノーマB16細胞の培養

マウス乳がん細胞FM3Aから選択されたPO､PlO､P15Aは埼玉がんセンターの本間､

穂積両博士から頂いた｡選択の仕方は結果の項で説明を行なう｡FM3Aの各種細胞

はEagle minimalessential皿edium(Eagle HEM)(日水製薬株式会社)のアミノ酸

とビタミンを二倍濃度にしたものに10$(v/v)年血清を加えた物を培養液として用

いた｡B16FlとB16FlOはEagle HEMに10$(v/v)の牛胎児血清を加えた培養液を用い

た｡

25.FH3A各細胞株のヒアルロン酸合成活性の測定

PO､PlO､P15Aを3×106個/10ml(100m皿培養皿)の密度で培養を始め､2日後に培

-51一



毒液を新しいものと交換した｡その時､20uCi/皿1の[3H]グルコサミン(比活性､

32Ci/mmol､AnershamJapan Co.,Tokyo,Japan)を加え､24時間培養した｡細胞

をHanks,BSSで2回洗い､その洗浄液は培養液と合わせて1.3$(w/v)酢酸カリウム

を含むエタノールを3倍容量加え､0℃で30分間放置後遠心(10000rpmX30min)して

沈毅物を得た｡細胞層はグアニジン塩酸抽出液を加え､ポリスマンでかき集め､

同様にしてエタノールで沈設物を得た｡次に沈澱物にNo.5で記述したアルカリ処

理とプロナーゼ消化を行なった｡処理後､エタノールで沈没させられた試料を

0.1M酢酸緩衝液(pH5.0)に溶かし､二つに分けた片方にストレプトミセスのヒア

ルロニダーゼを加え､50℃で16時間加温した｡消化物はブタノール:酢酸:アン

モニア:水=6:9:2:1の展開液でペーパークロマトグラフィーを室温で2日

間行なった｡原点の放射活性の差をヒアルロン酸として算出した｡P15A細胞での

コンドロイチン硫酸とヘパラン硫酸の分析は同様にしてコンドロイテナーゼABCと

へパリチナーゼを用い､ペーパークロマトグラフィーにより原点での無処理との

放射活性の差で測定した｡

26.聞3A各細胞株の85kDaタンパク質の分布

前項の条件で培養を始め､3日後に細胞層を同様の操作で集めエタノールで沈設

物を得る｡沈設物をSDS-PAGEのサンプル緩衝液に溶かして100℃で5分間煮た後､

十分の一容量を電気泳動に流した｡抗85kDaタンパク貿抗体を用いウエスタンプロ

テイングで検出した｡

27.抗体の精製

50JAlの血清に飽和硫酸アンモニウム(Nacalaitesque,Kyoto,Japan)(pH7.8)

を25mlを徐々に加えて混ぜる｡4℃で3時間撲拝したのち､室温で3000rpmX30山n

で沈澱物を得る｡50mlの生理食塩水(0.14州塩化ナトリウム)で沈没物を溶かし上

記の同様の操作を繰り返す｡2回目に得られた沈殿物は20mlのホウ酸(Nacalai

tesque,Kyoto,Japan)緩衝液(0.14M塩化ナトリウムを含む)に溶かす｡4℃で

ホウ酸緩衝液に対して透析した後､さらに4℃でPBSに対して透析する｡透析申に

生じた不溶物を除去するため､室温で3000rpmX15min遠心する｡得られた上沼は

20gの陰イオン交換クロマトグラフィー(DE52,Watman Ltd.,Maidstone Kent,
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● England)に重層して､PBSで溶出する｡最初のピークの前半を採集する｡

28.アフィニティーカラムの作製

3gのCNBr一括性化Scpharose CL-4B(PharnaciaJapan Co.,Tokyo,Japan)凍結乾

燥品を1皿州塩酸中で30分間膨潤させる｡グラスフィルター上で同じ1mH塩酸で洗浄

する｡乾燥ゲル1gあたり約200山の洗浄液を数回に分けて加え､そのたびに上清を

吸引して取り除く｡カップリング緩衝液(0.5H塩化ナトリウムを含む0.1H､PE8.3

の炭酸水素ナトリウム水溶液)にカップリングするタンパク質を溶解する(5mg/

ml)｡この後砺波15mlで膨潤したゲルを洗い､直ちにタンパク質溶液に懸濁させる｡

4℃で一晩かき混ぜる｡マグネチックスターラーは使用しないこと｡反応終了後ゲ

ルをブロッキング試薬(0.2Hグリシン､pH8.0)に移し､室温で2時間反応させる｡

未反応のタンパク貿を洗い流すためカップリング緩衝液と0.5H塩化ナトリウムを

含む0.1H,p84.0の酢酸緩衝液で交互に洗浄を繰り返す｡最後にPBSで洗浄して使

用する｡

29.血清からの85kDaタンパク質の除去

抗85kDaタンパク質抗体のアブイニティーカラムにゲルと等容量の牛胎児血清ま

たは牛血清を4℃で一晩管流させる｡PBSで溶出させゲル容量だけ回収する｡これ

を85kDaタンパク貿欠扱血清として実験に用いた｡コントロールとしては正常ラビ

ットイムノダロブリンを結合させたアフィニティーカラムに同じ牛胎児血清また

は牛血清を流した物を用いた｡カラムに結合した85kDaタンパク質は3Hチオシアン

酸カリウムで溶出し､すぐにPBSに対して透析した｡これを85kDaタンパク巽南分

として､P15Aのヒアルロン酸合成の実験に用いた｡

30.血管内皮細胞へのF柑3A P15Aの接着実験

牛大動脈の血管内皮細胞を60皿m培養皿でEagle NENを用い培養する｡増殖期後期

になったら､Hanks,BSSで2回洗浄する｡これに培養液に混濁させたP15A細胞を入

れ放置した｡時間経過後培養液を取り､含まれる細胞数を計数した｡ヒアルロニ

ダーゼの処理は､107個あたり25TRUを用い37℃で30分間行なった｡
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31.マウス尾静脈への注射

バクテリアル培養皿(Becton Dickinson&Co.,Los Angeles,CA)でFM3A､B16

細胞を培養し､細胞増殖期後期にピペッティングで細胞を集め､血清成分を除去

するためPBSで2度洗う｡ヒアルロニダーゼ処理についてはピペッティング前に25

TRUの辞素を加え1時間培養したものを用いた｡遠心して得られた細胞塊をPBSで浮

遊させて5×106個/mlの濃度にする｡これを皮下針(三流堂商店)を用いマウス尾

静脈に200ul注入する｡三週間後に胸を切開して肺を取り出しがん細胞の転移巣を

計数する｡

32.その他の実験方法

DNA定量はBurton(1956)の方法にしたがい､ウロン酸定量はBitter&Huir

(1962)のカルバゾール硫酸法にしたがった｡また二次元電気泳動は0'Farrel

(1975)の方法にしたがった｡
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●

Ⅵ 要 旨

ヒアルロン酸はD-ダルクロニルーβ(1-3)-N-アセチルーD-グルコサ

ミニルーβ(1-4)二糖単位の繰り返しより成る多糖である｡その分子量は数千

から数百万に及ぶ多分散性を示す｡ヒアルロン酸が発見されて50年になりながら

その生合成のメカニズムは未知の点が多い｡ヒアルロン酸は細胞と細胞の間を埋

めている細胞外マトリックスの主成分の一つであり､多量の水と結合して多孔性

の水和ゲルをつくる｡この性質にもとづいてヒアルロン酸の機能は強く外圧のか

かる組織の構造物成分として圧縮や張力に対する緩衝体として飽くとか､電解質

をはじめいろいろな栄養物との弱い結合､離脱によって細胞の生理環境を整える

ものと考えられてきた｡一方､細胞増殖や細胞移動といった重要な生命現象に関

わっているという多くの報告があるが､その作用機構は想像の域を出ていない｡

本研究は､マウス真皮線維芽細胞の培養系を用いてヒアルロン酸が細胞増殖の

制御に直接かかわることを確かめるとともに､その作用機構の一部を次のように

明らかにした｡すなわぢ､培地に添加したヒアルロン酸は細胞が遣る細胞外マト

リックスのコンドロイテン硫酸プロテオグリカンと結合して､細胞外マトリック

スに取り込まれる｡これが引金にとなって細胞外マトリックスの構築に変化が起

こる｡最初に観察されるのはへパラン硫酸プロテオグリカンの減少であり､これ

につづいてDNAの合成が開始される｡さらにこの後に続いて起こる様々な細胞外マ

トリックスの変化により､ヒアルロン酸による細胞増殖の刺激は停止する｡

一方､ヒアルロン酸生合成に関しては､他のグリコサミノダリカンのようにコ

アタンパク質をプライマーにして合成されるのか､それとも別のメカニズムによ

って合成されるのか定説はない｡新しいメカニズムが提唱され､合成酵素も単離

したという報告があるがどちらも生合成機構の全容を明らかにするものとはなっ

ていない｡本研究は生合成プライマーとしてのコアタンパク質の有無をはっきり

させることが生合成機構解明にとって重要であるという観点から始められた｡し

かし､マウス真皮線推芽細胞が生産するヒアルロン酸の横道解析はプロテオグリ

カンのコアタンパク質のような横道は存在しないことを示した｡それに代わって

ヒアルロン酸と非共有結合で会合し､強いタンパク質変性剤や界面活性剤でも解

離しない分子量85000のタンパク質(85kDaタンパク質と名付ける)が発見される
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こととなった｡[3H]ロイシン､[35S]メチオニンあるいは14C-アミノ酸混

合物を用いる代謝標識実験はこのタンパク質は細胞自らが合成するものではなく､

培地に含まれる牛胎児血清由来であるという意外な結果を導いた｡このタンパク

質は謝べた限りヒアルロン酸以外のポリアニオン(例えばコンドロイテン､コン

ドロイチン硫酸､へパラン硫酸､ヂキストラン硫酸､DNAなど)とは結合せずリガ

ンドに対する高い横道特異性を示した｡85kDaタンパク質とヒアルロン酸との結合

はヒアルロン酸由来の10糖によって阻害されるが8糖以下のものでは阻害されない

ことから､両者の結合反応には少なくとも10糖(繰り返し単位5つ)の横道単位が

必要であることが明かとなった｡85kDaタンパク貿はオクテルセファロースと結合

し､それを遊離するには界面活性剤を必要とする点から､このような疎水性によ

り培地申の85kDaタンパク質は細胞膜に結合するものと推定される｡事実85kDaタ

ンパク質に対する抗血清を用いた免疫組織学的観察により､培養マウス真皮線推

芽細胞などの表面周辺にこのタンパク質が集中分布していることが示された｡し

たがってヒアルロン酸の細胞表面への結合をこのタンパク質が仲介している可能

性が強い｡興味深いことiこ､85kDaタンパク質を血清から除去すると細胞によるヒ

アルロン酸合成速度が低下する｡85kDaタンパク寛がヒアルロン酸合成をどのよう

にして調節するのかは今後の興味ある研究課題である｡また以上のことは細胞の

ヒアルロン酸生合成が体中をめぐる血液によって制御されている可能性を示唆し

ている｡85kDaタンパク貿を用いヒアルロン教会成を増減させ細胞活性の変化を調

べるという新しいヒアルロン酸生理機能の研究への道が開かれるかもしれない｡
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表1 グリコサミノダリカンの分斑

GAG
二階撮遁単位

他の抵成分●l

ヒ7ルロン紹

コン′ドロイナン硫酸

デルマタソ硫酸

へバラソ硫酸

へ′くリ ソ

ケラタン硫酸

D-タルクロン酸

D一ダルクロン譜

L-イズロン酸

D･ダルクロン頗と

L-イズロン厳

しイズ○ソ蔚

D-ガラタトース

D一グルコサミソ

D-ガラクトサミ:/

D-ガラクトサミソ

D一グルコサミソ

D-グルコサミン

D-グルコサミソ

O

D一ガラクト一入

D-ヤシロース

D一ガラクトース

D-ヤシロース

D一ガラクトース

D一千シロース

D-ガラクトース

mヤシロース

D一方ラタトサミ:/
D-rr:/ノース

L_フコ_ス

シァル酸

2-0 2-N

6-0

3-0 6-0

00.4

5

～

～

5

5〇.

1.5･-5

1.5一-7

0.5･}2

5･-10

●1タン㌧バタ質との架橋部分の糖も含む.

●2硫酸基の位荘は･構成糟A･Bのそれぞれの炭素の位置で主なるものだけを示す｡



表2 人体の中のヒアルロン酸濃度

組織または体液 濃度(mg/1) 文 献

へそのお

滑 液

ガラス体

真 皮

胸リンパ液

眼房水

羊 水 16過

38遺

尿

血 清

4000

1400-3600

140-350

200

9-18

1

20

1

0.1-0.5

0.01-0.1

州eyer et al.1977

Sundblad et al.1965

Balazs1965

Pearcer1972

Tengblad
etal.1986

Laurent1983

Dahl1983

Laurent
etal.1981

Delpech etal.1985

Engstrom-L et al.1985b



表3 ヒアルロン酸結合性タンパク質

組織および
細胞

分子名 分子量
(×10~3)

ヒアルロン酸結合性

最小結合
要求性(腐)

文献

SV-3T3

SV-3T3

およぴ 3T3

幾､線推芽細胞

血 清

血 清

人､脳

鶏､とさか

軟 骨

軟 骨

鶏､線維芽細胞

軟 骨

レセプター 85

56-70

HABP 60-63

フプZ茅ン竜三･55･
IgM､ 900
IgG 150

ヒアルロ 68

ネクチン

15-17

リンク

タンパク貿

200

43-50 10

60-75

PG-M 550

PG-H 400

高分子 2 (1)
低分子 5

10 (2)

(3)

45 (4)

(1)Underhilletal.1985.(2)Turley et al.1987.(3)Turley1982.

(4)LoBoeut etal.1986.(5)Underhill1982.(6)Delpech ct al.1985.

(7)Tsiganos et al.1986(8)Oege皿a et al.1977.(9)Roughley etal.

1985.(10)Eima亡a e仁al.1987.(11)Hascalle仁al.1974.



表4 細胞とヒアルロン酸の相互作用

細 胞 相互作用の相手 文 献

テラトカルシノーマ

滑膜細胞

軟骨細胞､筋原初偲

マクロファージ

顆粒球

リンパ細胞

線維芽細胞

肝戚血管内皮細胞

合成酵素

被窪

被覆

摂取

摂取

ヒアルロネクチン?

レセプター

レセプター

Preh皿1984

Clarris&Fraser1968

Goldberg&Toole1984

Ahlgren&Jarstrand1984

Hakansson etal.1980

Chcvrier et al.1980

Underhillet al.1985

Smedsrod et al.1984



表5 ヒアルロン酸合成活性に関与する因子

因 子 細 胞 効果 文 献

oAMP 線推芽細胞

増殖国子(PDGF,EGF) 皮膚線推芽細胞 †

フォルポールエステル 線維芽細胞 ↑

癌細胞との接触

インシュリン

パラチノイド

コルシトニン

エストロゲン

テストステロン

グルココルチコイド

線推芽細胞 †

弟､緑藻芽細胞 ↑

骨､組織培養

年胚､骨細胞

軟骨細胞

幾､とさか

線推芽細胞

インターロイキン1 滑膜細胞

インターフェロン 線維芽細胞

リボポリサッカライド 緑藻芽細胞

アデノシン

ビタミンA

モネンシン

血清タンパク貿

線推芽細胞

豚､上皮

ラット､肉腫

線推芽細胞

†

†

↓

†

J

Koyama et al.1975

Le皿bach1983

Ullrich& Hawkes1983

Kundson et al.1984

Moscatelli&Rubin1976

Severson et al.1973

Hartin et al.1969

Hason eヒ al.1984

Szir皿ai1966

Castor1972

Hamer皿an & Wood1984

Yaron et al.1976

Buckingha皿&Castor

1972

Fraser et al.1979

King1984

Goldberg&Toole1983

Tomida et al.1977b

▲



■ 表6 細胞増殖に影響を与えるヒアルロン酸の特異性｡

添 加
_物l

細胞数(×10~5個/皿)2

無添加

高分子ヒアルロン酸(鶏とさか)

高分子ヒアルロン酸(へそのお)

ヒアルロニダーゼ分解物3

10糖ヒアルロン酸オーリゴ

10楷ヒアルロン酸オリゴ+高分子ヒアルロン酸

8糖ヒアルロン酸オリゴ

8糖ヒアルロン酸オリゴ+高分子ヒアルロン酸

14.1±0.4

17.9±1.2

16.6±0.7

14.4±0.3

14.4±0.4

15.0±0.4

14.2±0.4

17.1±0.9

1.ヒアルロン酸(1mg/皿1)とヒアルロン酸オリゴ(1餌g/ml)は11日目の培養に添加さ

れた｡

2.細胞数は各種物質添加2日後に計数した｡侶は3つの培養皿の平均と標準誤差で

ある｡

3.高分子ヒアルロン酸がヒアルロニダーゼで消化された後､煮沸して反応を止め

た｡コントロールとして辞索を煮沸して添加したが､何の影響もなかった｡ま

たヒアルロン酸を煮沸して添加したがこの場合にも影響はなかった｡



表7 2M尿素中のヒアルロン酸結合活性とその特異性

添 加 物 結合活性(dpm) 阻害率(%)

無添加 232±15

コンドロイチン 219±14

10糖ヒアルロン酸オリゴ 29±6

8糖ヒアルロン酸オリゴ 220±14

2恨素抽出物と3日-ヒアルロン酸(800dpm)を37℃で1時間反応させ形成される複

合体の結合特異性を各試薬の添加で調べた｡



l

表8 Ⅲ3A高転移性細胞株P-15AおよぴマウスB16メラノーマの実験肺転移のヒア

ルロニダーゼ前処理の効果

F机3A P-15A

=ncidence Median Range

ControI

Hyalnronidase

1′･′20

1

B16 melanoma

=ncidence Hedian Range

ControI

HYaluronidase

3一一20

1一-20

1



表9 FH3A高転移性細胞株P-15Aの実験肺転移への85Kタンパク質欠扱の血清条

件下での培養の影響

=ncidさnce Median Range

Contro1 4/4

-85R proヒein 4/4

2"50

6.-15
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図1 ヒアルロン酸による水の保持｡

A:ヒアルロン酸によって占められる容積を図式で示した｡比較として他の高分

子を合わせて載せた｡

B:ヒアルロン酸への水の取り込み方の一つの例を示した｡(a)はジメチルス

ルフォキサイド中でのヒアルロン酸の二次構造示した｡(b)は水-ジメチルス

ルフォキサイド混合液申でのヒアルロン酸の二次横道を示す｡
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細胞または組織

細胞またほ組織

･惚遷塾･;
圧力†††

固形物質
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図2 ヒアルロン酸の物性に起因する機能を模式的に示した｡

Aは細胞または組織の間にヒアルロン酸が含まれているとき､そしてBはタンパ

ク質だけで満たされている時を筋時化して示した｡ヒアルロン酸の場合には低分

子物質や細胞が自由に動ける状況にあるが､Bではそれが無理と思われる｡また､

組織圧が加わってもAの場合は対応できることを示し､圧迫されても低分子物質

や細胞が動ける状態にある｡
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2GDP庫功 2uDPヤ.
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図3 Prehmによって提唱されたヒアルロン酸合成機構｡

A:ヒアルロン酸鎖の合成はUDP-ヒアルロン酸にUDP-グルコサミンとUDP-ダルク

ロン酸がUDP-ヒアルロン酸のUDPを遊乾して結合して延びる｡

B:ヒアルロン酸は細胞膜の内側で合成され､そのまま細胞外に穴を通って出て

いく｡合成酵素は分子量53000のタンパク質と報告されている｡?のタンパク質が

合成酵素である可能性もあるが､実体はわからない｡
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図4 マウス真皮線推芽細胞の増殖と細胞層のヒアルロン酸含量の変化｡

○---○は細胞数を示し､●---●は細胞層ヒアルロン酸塁を示した｡



固5 培養マウス真皮線維芽細胞の細胞外マトリックスヘのFITCラベルヒアルロ

ン酸の取り込み｡

5日日の培養に600ug/山のFITCラベルヒアルロン酸を加えた｡a､b､G､eそし

てfは5miD､3b､24b､4馳そして72b経過した時の像である｡gは0を1叫;/山のヒ

アルロニダーゼで処理したものである｡d､bはc､dそれぞれの位相差像を示

す｡bの右下のバーは100umの長さを示す｡
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図6 培養に添加したヒアルロン酸の増殖に対する影響｡

5日目または11日目に0.6mg/皿1濃度のヒアルロン酸を添加した(●---●)｡

○---○は無添加を示す｡
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HyaluronicAcid Concentration(mg/ml)

図7 安定期にある細胞に対するヒアルロン酸濃度での増殖に与える違い｡

図5で示した11日の状態を用いた｡細胞致はヒアルロン酸添加4日後の15日目に測

定した｡縦軸の表示は無添加に対する添加したものの割合で示した8
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図8 ヒアルロン較によるDNA合成活性の上昇｡

DNA合成活性は[3H]チミジンの取り込みで調べた｡Aは増殖期後期の5日目に

1mg/mlのヒアルロン較を添加した時(●---●)を示し､Bは安定期の11日目

に同濃度のヒアルロン酸を添加した(●---●)場合を示す｡ラベルは横軸に

示したヒアルロン較添加からの経過時間時に､6時間で行なった｡縦軸は6時間で

培養皿あたりに取り込まれた3H放射活性で示してある｡A､Bの○-一-○は無

添加のコントロールを示した｡
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図9 各種グリコサミノダリカンの細胞増殖に与える影響｡

安定期の11日目の培養に各種GAGを1Ⅲg′mlの濃度で添加して､増殖に対する影響を

試べた｡GAGは2日後の培地交換の時新しい培養液とともに添加された｡

A:○-一一○無添加､●一一-●ヒアルロン臥▲---▲､コンドロイテン､

△---△､コンドロイチン硫酸｡

B:○-一一○無添加､●-一一●デルマタン硫軋▲---▲へパラン硫鼠

△---△､ヘパリン｡



図10 増殖後期と安定期でのdbc川Pの細胞増殖およびヒアルロン酸合成に与え

る影響｡

5日目､11日目の培養に1n傾度のdbcAHPが添加されたo dbcAMPは培地の交換毎に

添加された｡Aは細胞層のヒアルロン較量を､Bは培養液中のヒアルロン酸量を

示す｡そしてCには細胞数を示した0●---○が処理した場合で○---○が

無添加のコントロールを示す｡A､Bに示した(●)は処理1日目のヒアルロン酸

量をあらわしている｡



国11 細胞外マトリックスヘのヒアルロン酸の取り込みに必要な糖の数｡

FITCラベルヒアルロン酸の取り込みの時にヒアルロン酸オリゴを加えて阻害する

かそうかで調べた｡5日目の培養を用い､aはFITCラベルヒアルロン酸を24時間加

えた場合､bは10糖のヒアルロン酸オリゴを3mg/mlの濃度でFITCラベルヒアルロ

ン酸といっしよに加えた亀合､0は8樹のヒアルロン酸オリゴを10糖の代わりに加

えた場合である｡Cの右下のバーは100uⅢの長さをあらわす｡
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図12 細胞層のヒアルロン酸結合分子の実帆

ヒアルロン酸一プロテオグリカン複合体(Al)と同じ画分に含まれる35sメチオ

ニンラベル分子のフルオログラフイーを示した｡1anea:2れ尿素抽出物とAlを

反応させ､遠心後低附こ沈むもの､1aneb:aをコンドロイチナーゼAC-ⅠⅠで消化

した場合､1anecは2恨素抽出物だけを同条件で遠心してコンドロイテナーゼ処

理したものである｡スタンダードの分子量マーカーはラミニン(400000､200000)

と牛血清アルブミン(68000)を用いた｡



図13 ヒアルロン酷添加やdbcA肝処理した培養細胞のヒアルロン酸取り込みの

能力｡

5日目の細胞にヒアルロン酸(1mg′ml)とdbcAMP(1nH)が添加され2日間培養された,

そしてFITCラベルヒアルロン酸を加え､さらに2日間培養した｡bはヒアルロン酸

処理したもの､aはコントロールとして7日目の無添加の細胞にFITCラベルヒアル

ロン酸を加えたものであるd Cの右下に示したバー削00umの長さをあらわす｡
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固14 ヒアルロン酸添加およびdbcA肝処理後のヘパラン硫酸プロテオグリカン

の変化｡

抗へパラン硫敢プロテオグリカン抗体を用いて調べた｡5日日の細胞を用い､a､

bは無添加｣c･dは1mg/nlヒアルロン酸処軋
e､fは1州dbcAMP処理したもの

であるQ a､C､eは12時間後を､b､d､fは48時間後の像である｡gは免疫

していない血清を用いたコントロールで､Ⅰ=珪fの位相差像である｡hの右下の

パ→は50unの点きをあらわす｡



Height ofCeuLayer(JJm)

園15 ヒアルロン酸添加およびdbc蛸Pによる細胞層の変化｡

5日目の培養に1皿g/mlのヒアルロン酸を(b)､1皿HdbcAMP(0)を添加し4日後の

細胞層を用いた｡(a)は無添加のコントロールである｡挿入した写真は擬制の

走査型電子顕微鏡像であり､測定に用いたものの一部である｡細胞屠の厚別ま20

枚の写真の500所で測定した精巣をまとめた｡0の写真に示したバーは5umの長さ

をあらわす｡
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図16 細胞個の擬制の透過型電子組織鏡像｡

5日目の培割こ1ng/mlのヒアルロン徴を(b)､1mHdbcAMP(0)を添加し柑後の

細胞層を用いた｡(a)軋無添加のコントロールである｡写真の下が細胞層の下

になるように配列してある｡Cに示したバーは1umの長さをあらわす｡
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図17 ヒアルロン酸合成活性に対するdbcAHPとシクロヘキシミドの効果｡

5日目の培養に1mMdbcAMP､0･5mMシクロへキシミドまたは両方を添加した｡それと

同時に3H-グルコサミンでヒアルロン酸合成活性を調べた｡データは細胞層と培養

液を訴べたがほぼ同じデータでありここでは細胞屠のものを示した｡
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図18 マウス線推芽細胞の細胞層からの抽出物のCsCl密度勾百己遠心｡

(A)は1回目(β匂=1･40g′皿1)､(B)は2回目(p8=1･45g/ml)の結果であ

る｡○-一一○は14C-グルコサミン放射活性を､●-一一●がH一口イシンの放射

活性を示す｡×-一一×は密度をあらわす0(A)のバーの部分を2回目の遠心

(B)に用いた｡(B)のバーは次の精製のためにプールした0
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図19 CsClで集めたヒアルロン酸画分のSepharoseCL-2Bカラムクロマトグラフ

図18(B)の画分に含まれる核酸を分解酵素で処理し､分子ふるいクロマトグラ

フィーを行なった｡溶出液はグアニジン塩酸抽出液を用いた｡○-○は1dc-

グルコサミン放射活性を､●-●は3日一口イシンの放射活性を示した｡バーの

部分をヒアルロン酸画分として回収した｡
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図20 マウス真皮線維芽細胞のヒアルロン酸に結合しているタンパク質のSDSポ

リアクリルアミドゲル電気泳動による解析｡

A:精製ヒアルロン酸画分をヒアルロニダーゼ消化(1ane a)し､消化前(1aneb)

とならべて電気泳動した｡クマシー染色によりタンパク質バンドを検出した｡

1ane cは分子量マーカーである｡

B:Aの1ane
aの部分をスライスして3日一口イシンの放射活性を測定した｡
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図2l-25Ⅰラベルしたヒアルロン較画分のDEAE-Sephaselクロマトグラフィー0

図19で得られたヒアルロン酸画分をクロラミンT法でヨードラベルして用いた｡

各ピークを回収した｡
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固22 陰イオン交換クロマトグラフィーの各ピークの分析｡

図21の各ピークの一部をSDS-PAGEに流してオートラジオグラフイ一にしたもので

ある｡1ane a:ピークⅠ､1ane B:ピークⅠのヒアルロニダーゼ洞化物､1anec

:ピークⅡ､1ane d:ピークⅡのヒアルロニダーゼ消化物
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図23 血滑成分からの85kDaタンパク質の検出｡

抗85kDaタン/くク質抗体によるウエスタンプロテイングで調べた｡1anea:国19で

得られたヒアルロン政商分をそのまま流した､1aneb:それをヒアルロニダーゼ

消化したもの｡1anec:血措から得られたヒアルロン政商分をそのまま流した､

1ane d:それをヒアルロニダーゼ処理した.
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図24 各種動物血清に含まれる85kDaタンパク質様分子の免疫交差｡

図に示したような動物の血清を用いCsCl密度勾配遠心まで精製した画分で調べた｡

sDS-PAGE前にヒアルロニダーゼ処理したもの(十)としないもの(-)に分けた｡

検出には抗85kDaタン′〈ク質抗体を用いた｡
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図25 細胞層および培妾披から将賀したヒアルロン酸に結合している85kDaタン

パク質の組成の遠い｡

一時元日に等電点電気泳動を行い､二次元目にSDS,PAGEを行なった｡試料はヒア

ルロン酸にして20ugを用いた｡タンパク質の検出にはウエスタンプロテイングを

用いた｡試料はヒアルロニダーゼ消化しヒアルロン酸を分解したものを用いた｡
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図26 85kDaタンパク質のヒアルロン酸結合におけるヒアルロン酸オリゴの阻害｡

ヒアルロン鮫(分子量950000)とPBSで希釈した血清を反応させ､CsCl密度勾配遠

心でヒアルロン放として簡単に精製したものをサンプルとした.反応時に6糖

(B)､8噂(C)そして10糖(D)ヒアルロン政オリゴを添加した｡Aは無添加

のコントロールである｡SDS-PAGE前にヒアルロニダーゼ処理(+)と無処理(-)

に分けた｡タンパク質の検出にはウエスタンプロテイングを用いた｡
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園27 ヒアルロン鮫･85kDaタンパク質複合体から調製した85kDaタンパク質の

ヒアルロン酸への再結合｡

ヒアルロン駿･85kDaタンパク質複合体をヒアルロニダーゼ処理して85kDaタンパ

ク質を将領した｡その特質物にヒアルロン酸を加えて反応後､ヒアルロニダーゼ

処理した場合(+)としない場合(一)に分けSDS-PAGEに流した｡結束はオート

ラジオグラフイーで示した｡
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図28 アルカリ処理によるヒアルロン鮫･85kDaタンパク質複合体の解臥

ヨードラベルされたヒアルロン酸･85kDaタンパク質複合体溶液を0･02H水酸化ナ

トリウムにして室温で各時間処理した｡反応停止肌5雌酸緩衝削pu5･0)を10

倍量加えて行なった｡さらにヒアルロニダーゼを処理したもの(+)としないも

のト)に分けてS肝PAGEに流した｡結果はオートラジオグラフイーで示した8



図29 マウス真皮線維芽細胞の抗85Kタン/〈ク質抗体による間接蛍光抗体染

色｡

細胞周のヒアルロニダーゼ消化前(A)と消化後(B)を示した｡Cは免疫して

いない血清で処理した場合でDはBの位相差顧微鏡像を示した｡
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国30 血清からの85kDaタンパク質の除去｡

血清を85kDaタンパク動こ流して､結合したものを溶出したもの(1st)､そし

て一皮アフィニティーカラムに通した血清をもう一度流して結合させたもの(2

nd)を抗85kDaタンパク質抗体で訴べた｡nOnは免疫していない抗体で作った

ァフィニチイーカラムに血清を流して･結合したものである｡
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固3185kDaタン′†ク質の基質撰者への関与｡

固34で醐した血清を用いて､マウス其皮線維芽価個とP15A細胞の培養を行なつ

た.培養を始めて､1日目の状態である｡



H

s
=
む
じ
も
ト
､
2
d
p
㌔
望
･
工
c

A

6

4

2

0

COntrO( non -85K
±85K

rehtO

S
ニ
む
じ
も
L
､
∈
d
p
X
c
望

2

1
､
=
c

COntrOI nOn ー85K
±85K

図32 P-15A細胞のヒアルロン酸合成に対する85Ⅹタンパク質の関与｡

-85X:培養に用いたウシ血清から抗85Kタンパク質抗体アフィニティーカラム

により85Kタンパク巽を除去した場合､±85K:前者の条件にアフィニチイーカ

ラムに結合した画分を添加した場合､nOn:抗85Kタンパク質抗体の代わりに免

疫していないイムノダロブリンを用いた場合を示す｡

HAはヒアルロン酸を､CSとHSはそれぞれコンドロイテン硫酸とへパラン硫

酸をあらわす｡
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図33 FH3A各細胞抹のヒアルロン酸の分布｡
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図34 血管内皮細胞への接着におけるヒアルロン酸被覆の関与｡

FH3A P15Aをヒアルロニダーゼ処理(○一--○)し､血管内皮細胞の培養に入れ

て接着の時間経過を調べた｡○---●､無処理のコントロール｡
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国35 ヒアルロン酸合成能の異なる細胞株における85Kタン′ヾク質の分布｡

正常マウス真皮繊推芽細胞の試料には培養液のヒアルロン鮫■85kDaタンパク質複

合体を用いた｡
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図36 マウス乳がん細胞FH3Aの抗85kDaタンパク質抗体のよる間接蛍光抗体染色■
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図37 85kDaタンパク質のヒアルロン酸合成に対する影響｡
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図38 ヒアルロン酸合成の制御機構と85kDaタンパク質の関与のモデル｡




