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〔シンポジウム〕血漿糖蛋 白質の新 しい機能

4.α2-マ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 機 能 に つ い て*

高田 明和 ・高田由美子**

α2-マ ク ロ グ ロブ リン(α2-M)は,分 子 量725,000の 血

漿 糖 蛋 白で あ る.α2-Mは ほ と ん どい か な るendopepti・

daseと も反 応 す る.Table1に α2-Mと 結 合 す る蛋 白

分 解 酵 素 のス ペ ク トラ ムを 示 す.こ こに 示 す よ うに 非 常

に 多 くの異 な った 機 能 を もつ蛋 白分 解酵 素 が α2-Mと 反

応 す る.特 に 血 漿 の凝 固,線 溶,キ ニ ン系 の酵 素 で あ る

serine proteaseは ほ とん どす べ て α2-Mと 反 応す るが,

補 体 系 のCls,Clrは 反 応 しな い.

本 稿 で は ま ず α2-Mの 構 造 を 述 べ,次 に 血 漿 プ ロテ ア

ー ゼ との反 応 につ い て 述 べ る.

1.α2-Mの 構 造

α2-MはpH2～4の 酸 処 理,尿 素 な ど の変 性 剤 に よ

り分 子 量380,000の 低 分 子 フ ラ グメ ン トに解 離 す る.1)さ

らに ジ チ オ ス レイ トー ル で還 元 す る と分 子 量185,000～

190,000の ポ リペ プ チ ド鎖 に解 離 す る.2)こ れ ら の結 果 か

ら α2-Mは 分 子量 が ほ ぼ 同 じ4つ のpolypeptideか らな

り,各2本 がS-S結 合 で 架 橋 され,分 子 量380,000の

subunitを 形 成 し,各 々 のsubunitが 非 共 有 結 合 で つ な

が って い る こ とが 示 唆 され る(Fig.1).最 近 この4本 の

polypeptide鎖 が 同 じら しい こ とが 示 され て い る.3)α2-M

は8～10%の 糖 を 含 み,各 糖 鎖 は アス パ ラギ ン と グ リコ

シル ア ミン型 の結 合 を してい る.ま た,ヘ リッ クス 構 造

Fig.1.α2-Mの 構 造

は ほ とん どな く,約40%の β構 造 の部 分 が あ る.4)

最 近Salvesen and Barrett5)は α2-Mと 種 々のpro-

teaseと の反 応 を しらべ,proteaseはFig.2に 示 す α2-M

のbait regionを 切 断 す る こ と,そ のproteaseはIVa

regionで 共 有 結 合 す る こ とを 示 した.

2.α2-Mとproteaseの 反 応

1962年Haverbackら6)は 人 血 清 に トリプ シ ンを 加 え

る と,そ の エ ス テ ラ ーゼ 活 性 が α2-グ ロブ リンに 結 合 し

Table 1.

* Function of α2-macroglobulin

** Akikazu Takada , Yumiko Takada,浜 松 医 科 大 学 第2生 理 学教 室.
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Fig.2.α2-Mの ポ リペ プ チ ド鎖 とそ の 分 画.

Bait regionでproteaseの 水解 を うけ,2本 鎖 に な

る.proteaseはIVa部 分 で 共有 結合 す る.1本 の

IVaは1つ の結 合 部 位 を もつ.

て い る こ と,さ らに こ こに大 豆 の ト リプシ ンイ ン ヒ ビ タ

ー(soy bean trypsin inhibitor: SBTI)を 加 え て も,

こ の活 性 は 失 わ れ な い こ とを 見 出 した.Barrett and

Starkey7)は α2-Mのproteaseと の 反応 に は次 の よ うな

特 徴 が あ る こ とを示 した.

(a) 活 性 あ るendopeptidaseの み α2-Mと 反 応 す る.

す なわ ち,zymogenや 不 活 化 され たproteaseは 反応 し

な い.

(b) Proteaseは 非 可 逆 的 に α2-Mと 反 応 す る.

(c) 1分 子 の α2-Mに1分 子 のproteaseが 結合 す る.

(d)結 合 したproteaseは カゼ イ ンの よ うな高 分 子 基

質 は よ く抑 制 す るが,低 分 子 基 質 の 抑 制 は 少 な い.

(e)結 合 したproteaseに 高 分 子 のEprotease inhibitor

は 働 か な い.

以上の現象を説明するために彼らは次のような仮説を

提出した.そ れによると酵素(E)は α2-M(M)と2段

階で反応す る.

E+M→←EM→EM' (1段 階)

EM'→EM* (2段 階)

第1段 階 で はEは α2-Mの 一 部 を 水 解 す る.水 解 を う

け た α2-Mは 立 体 構 造 に 変 化 を お こ しM*と な り,こ の

際 にEはM*に と り こ まれ る(trap)よ うに な る.こ れ

が"trap hypothesis"と よば れ る も ので あ る.Salvesen

and Barrett5)に よれ ば α2-Mの4つ のpolypeptideの

IVa regionと 共 有 結 合 す る こ とを示 した.し た が って,

α2-Mはproteaseと 結 合 す る4つ のsiteを 有 し,各site

は1つ のpolypeptide鎖 に1つ ず つ しか な い こ とが 判 か

る(Fig.3).

α2-Mとproteaseの 反 応 の も う1つ の特 徴 は と り込 ま

れ たproteaseが 抗体 と反 応す る こ とが 出来 る とい う点

Fig.3.α2-Mとproteaseの 反 応.

Table 2.血 漿protease inhibitor.

で あ る.Fig.4感 に 示 す よ うにplasminと α2-Mと の混

合 液 を10分,30分 反 応 させ2次 元 の免 疫 電 気 泳 動 を 行 っ

た.抗 体 と して はantiplasminogen(anti-plg)を 用 い て

い る.Freeのplasminと のlineが β-regionに あ り,

α2-Mと のcomplexに 対 す る反 応 が α2-regionに 見 ら

れ る.こ の こ とは α2-Mとcomplexを 作 ったplasmin

はanti-plgと 反応 す るこ と が 出来 る こ とを 示 す.す な わ

ちproteaseの 全 部 が α2-Mのmoleculeの 中に と り込

ま れ るの で は な く,分 子 のか な りの部 分 が 外 に 出 てい る

こ とが示 唆 され る.

3.α2-Mと 他 の 血 漿 プ ロテ アー ゼ イ ン ヒ ビ ター

血 漿 中 に はTable 2に 示 す よ うに7種 のprotease

inhibitofが 確 立 して い る.この 内 α2-Mはtrypsin,

thrombin,plasminな ど と反 応 す るが,こ れ らは いず れ
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上 図 は α2-Mのbait regionがproteaseに よ り水

解 されproteaseが と り込 まれ る と こ ろを 示 す.

下 図 は α2-Mに と り込 まれ たproteaseがTAMeの

よ うな小 分 子 基 質 は 水 解 す るが,caseinの ご とき 高

分 子 基 質 を 水 解 しな い こ とを 示 す.
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Fig.4.α2-Mとplasminのcomplexの2次 元 電

気 泳 動.

血 漿0,9mlにurokinase0.1ml(100unit)を 加

え,10分(左),30分(右)イ ンキ ュベ ー トし,抗

plasminogen抗 体 で2次 元 電 気 泳 動 を した.α2領 域

に α2-M-plasmin complexが 見 られ る.

も α1-antitrypsin(α1-AT),antithrombin-III(AT-III),

α2-antiplasmin(α2-AP)と 特 異 的 に反 応 す る.し た が っ

て,α2-Mの 作 用 は これ らのinhibitorに 対 して2次 的

な もの か ど うか し らべ る必 要 が あ る.

(a)α2-Mとtrypsinの 反 応

Trypsinを 血 漿 に加 え て,そ のTAMe水 解 能 とcase-

in分 解 能 を 見 た もの がFig.5で あ る.8,9)血 漿 に 加 え ら

れ た2μgのtrypsinはTAMeを 水解 す るこ とが 出来

る が,カ ゼ イ ン(こ の場 合 は螢 光 カゼ イ ンを 用 い て い る)

の 水解 は 全 く抑 制 され て い る.血 漿 を次 第 に稀 釈 す る と

カ ビイ ン水 解 能 は 次 第 に増 加 す るが,TAMe水 解 能 は

か え っ て減 少 す る.

さ らに 血 漿 を 稀 釈 す る とTAMe水 解 もcasein分 解

Fig.5.

血 漿0.1mlに10μMのTAMeま た は1%の 螢 光

カゼ イ ン0.5mlを 加 え,こ れ にtrypsinを2μg加

え,TAMe水 解 は30分,casein分 解 の場 合 は60分

イ ンキ ュベ ー トし,水 解 量 を 測 定 した.

も抑 制 され な くな る.α1-ATを 稀 釈 して ゆ くと,Fig.6

に 示 す よ うに α1-ATの 濃 度 の高 い と こ ろ で はtrypsin

は 完 全 に 抑 制 され る.こ の α1-ATに α2-Mを 加 え る と

血 漿 に 見 られ る よ うにtrypsinのTAMe水 解 能 は抑 制

され な くな る(Fig.7).血 漿 中 に は α1-ATは α2-Mの

Fig.6.純 化 α1-ATに よるtrypsinの 阻 害.

α1-ATの1ml(11μM)を 稀 釈 して0.1mlを2μg

のtrypsinと 混 合 した.

Fig.7.純 化 α2-Mと α1-ATに よるtrypsinの

阻 害.

2μgのtrypsinを α2-Mと α1-ATの 混 液 に加 え た.

1mlの α2-M,α1-ATの 混 液 は0.9μMの α2-Mと

11μMの α1-ATを 含 む.
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10倍 以 上 の濃 度 で存 在 す る.α2-Mとtrypsinの 結 合 定

数 は α1-ATとtrypsinと の 結合 定 数 よ り高 い こ とが 示

され て い る.10)し た が っ て,上 記 の現 象 は次 の よ うに 説

明 され る.Trypsinを 血 漿 に 加 え る とま ず α2-Mに と り

込 まれ,trypsin α2-M complexはTAMeを 水 解 す る

こ とは 出来 るがcaseinを 分 解 出 来 な い.血 漿 を100倍

に 稀 釈 す る と α2-Mは 加 えたtrypsin(2μg)に 対 し,

α2-Mは モ ルに して 約1/10量,α1-ATは 大 体 等 モル 存

在 す る.し た が っ て,こ こで はtrypsinは α1-ATと 結

合 す るが,α1-AT-trypsinの 結 合 は不 可 逆 で,active

siteをblockす るの でTAMeもcaseinの 水 解 も阻 害

され る.さ らに血 漿 を 稀 釈 す れ ば α1-ATも α2-Mも 稀

釈 され,trypsinを 阻 害す る こ とが 出来 な い.

α2-Mは 小 分 子 基 質 のproteaseに よ る水 解 は 抑 制 しな

い と言わ れ るが,そ の 分 子 量 と α2M trypsin complex

に よる 水解 能 との 関 係 を 示 した も の がTable 3で あ る.

分 子 量800以 下 の 小 分 子 基 質 の場 合 は だ い た い 分 子 量 の

大 き い もの ほ ど α2-Mと 結 合 したtrypsinに よ る水 解 が

freeのtrypsinよ り少 な い が,S-2444の よ うに 分 子量

が 小 さ くて も抑 制 され る こ とが あ る ので 立 体 構 造 も重 要

で あ る と考 え られ る.ま た,TAMeの 水 解 の よ う に

α2-M-trypsin complexの ほ うが や や 水 解 能 が 高 い こ と

も あ る.以 上 か ら少 な くと もtrypsinの 抑制 に 関 して は

α2-Mがprimary inhibitorで α1-ATはsecondary in-

hibitorで あ る こ と が判 か る.

(b)α2-Mとplasminの 反 応

plasminと α2-M,α2-APと の 反 応 を 述べ る 前 に,

プ ラ ス ミノ ー ゲ ン(plg)の 構 造 と活 性 化 につ い て 述 べ る

必 要 が あ る.Fig.8に 示 す よ うに プ ラス ミノー ゲ ンは生

体 内 で は 一般 にN末 端 に グル タ ミン酸 を もっGlu-plgと

して存 在 す る.Plgは ウ ロキ ナ ー ゼ(UK)な どのacti-

Fig.8.Glu-plgの モ デル とplasminに な った 際 の

H鎖,L鎖.

vatorに よ りArg-Val bondが 切 断 され,plasminに な

る が,こ のlight chain(C末 端 側)にactive siteが あ

る.Heavy chainに は5つ のkringle構 造 が あ り,1

～4ま で のkringleに リジ ン と結 合 す る リジ ン結 合 部 位

(lysine binding site: LBS)が あ る.こ の うち第1の

kringle(N末 端 側)に は リジ ン との結 合 の強 いhigh

affinityのLBSと 結合 の 弱 いlow affinityのLBSが

あ る.Mafkusら11)はhigh affinityのLBSに リジ ン

が結 合 して もGlu-plgの 立 体 構 造 は あ ま り 変 化 しな い

が,low affinityのLBSに リジ ンが 結 合 す る と立 体 構

造 が 大 き く変 化 す る こ とを 示 した.Lerchら12)は 第1の

kringleとlow affinityのLBSはN末 端 のpeptide鎖

と結 合 してい る の でGlu-plgは 構 造 がtightで あ るが,

こ こ に リジ ンや そ の類 似 物 質 が つ い た り,N末 端 のpep-

Table 3.α2-M-trypsin complexに よ る種 々基 質 の 水 解.
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Fig.9.Glu-plgの 立 体 構 造 の変 化 とLys-plg.

Fig.10.フ ィブ リノー ゲ ンま た はfibrin存 在 下 に お

け るGlu-plg,Lys-plgのurokinaseに よ

る活 性 化.

Glu-plgを 少 量 のplasminでLys-formに して,こ

れ にurokinaseを 加 え,活 性 化 の程 度 をS-2251の

水 解 で み た も の.

(0'はGlu-plgとplasminを 混 じてす くurokinase

を 加 え た も の.120'は2時 間後 に活 性 化 した 場 合)

tideが 切 断 されLys-plgに な る と 立 体 構 造 が変 化 す る

と述 べ てい る(Fig.9).Fig.10はGlu-plgをUKで 活

性 化 した 場 合 のplasmin活 性 をS-2251の 水 解 でみ た も

の を 示 して い る.Glu-plgにfibrinが つ くと活 性 化 が よ

くな る.一 方Glu-plgにplasminを 加 え1～2時 間 イ

ンキ ュベ ー トと してLys-plgに 変 え る と活 性 化 は 非 常 に

よ くな り,fibrinの 存 在 の 影響 を あ ま り うけ な くな る.

Fig.11感 はGlu-plgま た はLys-plgに 種 々 の濃 度 のtra-

nexamic acidを 加 えUKで 活 性化 した場 合 を 示 し てあ

Fig.11.種 々のtranexamic acidの 濃 度 下 に お け る

plgの 活 性 化.

る.Glu-plgはtranexamic acid 1mMで 非 常 に活 性 化

され や す くな る が,Lys-plgはtranexamic acidの な い

と こ ろで 充 分 活 性 化 され や す く,tranexamic acidを 加

え て も活 性 化 は増 加 しな い.

さて,こ の よ うに して 活 性 化 され たplasminに 対 す る

α2-Mと α2-APの 阻 害 の関 係 は い か で あ ろ うか.Fig.

12は0.1cuのplgをUKに よ り活 性 化 して生 成 され

たplasminの α2-APと α2-Mに よる阻 害 を示 す.0.1

cuのplasminは ほぼ0.1μMに 相 当 す るの で α2-AP

は モ ル:モ ルで 完 全 に 阻 害 す るが,α2-Mは8倍 の0.8

輝 の濃 度 で も あ ま り阻 害 が か か らな い こ とが わ か る.

一 方,α2-APがplasminを 阻 害 す る と きは まず α2-AP

はplasminのLBSと 結合 す る必 要 が あ る.13)し か し,

plasminのLBSがfibrinやtranexamic acidな どに

結 合 して い る とき は α2-APはplasminを 阻 害 しに く

い.14,15)Fig.13に 示 す よ うに0.2cuのplgよ り生 成 さ

れ たplasminは0.2μMの α2-APに よ り完 全 に 阻 害 さ

れ る が,fibrinの 存 在 下 で は 阻 害 が 少 な い.一 方,こ の
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Fig.12.α2-Mと α2-APに よ るplasminの 阻 害.

plasminは0.1 casein unit.

Fig.13.Fibrinの 存在 の 有 無 に お け る0.1cuの

plasminの α2-M,α2-APと の 反 応.

mixtureに α2-Mを 加 えた 際,も しplasminが α2-M

に と り込 まれ れ ば,α2-APに よ り阻 害 され な い のでS-

2251水 解 は増 加す るは ず で あ る.し か し,実 際 は 水解

の増 加 はわ ず か で あ り(Fig.13中,右),plasminの 阻

害 に対 す る α2-Mの 役 割 の 少 な い こ とを示 す.こ こを 図

解 して 示 した も のがFig.14で あ る.一 方,tranexamic

acidな どでLBSが 結 合 され たplasminは α2-APに は

結 合 しに くい が,α2-Mに 結 合 しや す くな る こ とがFig.

15に 示 され る.plasmaにUKを 加 え,種 々の 濃 度 の

tranexamic acidを 加 え る とcasein分 解 は 低下 す る.こ

れ はtranexamic acidの 結合 したplasminが α2-Mに

と り込 まれ るた め と考 え られ る.実 際純 化 した α2-Mを

用 い て も 同様 の現 象 が 見 られ る(Fig.15右).Mullertz16)

は 凝 固 が お こる とplasminは α2-Mに と り込 まれ や す

くな る と言 っ て い るが,上 述 の ご と くtranexamic acid

やfibrinがLBSに 結 合 したplasminは α2-Mと 反 応

しやす くな る と思わ れ る.

Fig.14.Plasminとfibrin,α2-APと の 反 応.

Fig.15.種 々 のtranexamic acidの 濃 度 に お け る

α2-Mとplasminの 反 応.

(c)α2-Mとthrombinの 反 応

Antithrombin-III(AT-III)はthrombinと モ ル:モ

ル で反 応 し,thrombinの 作 用 を 不 活 化す る.Rosenberg

ら17,18)はheparinがAT-IIIと 結 合 す る とthrombin

の不 活化 の速 度 を 非常 に増 大 させ る こ とを 示 して い る.

一 方 ,Shapiro and Anderson19)は 血 漿 の よ うなcrude

な 系 で はthrombinは まず α2-Mに よ りtrapさ れ る と

述 べ て い る.わ れ われ はthrombinの 阻 害 に 対 す るAT-

IIIと α2-Mの 役 割 を し らべ た.方 法 と して は 次 の よ う

に した.

(1)Plasmaま た は は 脱 線 維 素 血 漿(defg plasma)を

稀 釈 して これ にCa++を 加 え 凝 固 させ,一 定 時 間 イ ンキ

ュベ ート して後,こ れ にheparinの 存 在 下 また はhepa-

rinな しでS-2238(thrombinの 特 異 的 基 質)の 水 解 を

見 た.

(2)Plasmaま た は 脱 線 維 素 血 漿 を 稀 釈 して これ に

thrombinを 加 え,一 定 時 間 イ ンキ ュベ ー トし,こ れ に

heparinを 加 え た 場 合,加 えな い 場 合 のS-2238の 水解

を み た.
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(3) Heparinを 稀 釈 血 漿 に加 え,こ れ にthrombinを

加 え 一 定 時 間 イ ソ キ ュベ ー一トし,こ れ にS・--38を 加 え

て 水 解 を み た.

Fig.16は 実 験 の場 合 で,Ca++を 加 え てclotさ せ た

場 合,た と えば30分 後 にS-2238を 加 え る と実 線 の ご と

きcurveが 得 られ る.一 方,一 定 時 間 後 にheparinを

加 えS-2238の 水 解 を 見 た もの が点 線 で示 し てあ る.た

とえ ば,30分 イ ンキ ュベ ー トした場 合 点 線 と実 線 の差 が

AT-III-heparinで 阻 害 され た 部 分 と考 え られ る.点 線 の

部 分 の 水 解 は α2-Mに と り込 まれ たthrombinに よる も

Fig.16.Ca++再 添 加 血 漿 のheparin存 在 下 に お け

るS-2238水 解量.

たとえば30分 のところでは稀釈血漿にCa++を 加え

30分 後に この溶液にheparinとS-2238ま たはS-

2238の み を加えた.

Fig.17.血 漿 に人thrombinを 加 え た場 合 のheparin

の 存 在 有 無 に お け るS-2238の 水 解

の で あ る と考 え られ る.Ca++を 加 え て2時 間 イ ンキ ュ

ー トした 血 漿 は,も は やheparinを 加 え て も加 え な くて

も同 じ量 のS-2238を 水 解 した.

Fig.17は(2)の 場 合 でthrombinを 脱 線 維 素 血 漿 に 加

え る とheparinの 有 無 と関 係 な い 水 解 量 を 示 した.Fig.

18は(3)の 場 合 でheparin加 の血 漿 に 加 え たthrombinは

heparinの な い 血 漿 よ り少 な いS-2238水 解 量 を 示 した

Fig.18.Heparin加 血 漿 にthrombinを 加 え た場 合.

Fig.19.純 化AT-IIIとthrombinの 反 応.

Thrombinは1unit,AT-IIIは0.92μM.
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これ ら の実 験 はheparinの な い と ころ で血 漿 に 加 え られ

たthrombinは 主 と して α2-Mに と り込 まれ,heparin

の 存 在 下 で 血 漿 に加 え られ たthrombinや 生 成 され た

thrombinはAT-IIIと 反 応 す る可 能 性 を 示 す.一 方,

純 化 したAT-III,α2-Mとthrombinの 反 応 を し らべ

る とFig.19に 示 した よ うにthrombinはheparinの

存 在 しな い と き もか な り早 くAT-IIIと 結 合 し,heparin

の 存 在 下 で は こ の反 応 が促 進 され る こ とが 示 され る.こ

の こ とはShapiro and Anderson19)の 言 うご と くthro-

mbinとAT-III,α2-Mの 反 応 は純 化 の系 とcrudeな 系

で 異 な る可 能 性 を示 して い る.

結 語

α2-Mはtrypsinと はprimaryに 反応し,plasminと

はsecomdaryで あ りthrombinの 場合は血漿中でhe-

parinの ない場合とある場合で異なるように思われる.

しかしplasminの 場合もfibrinの 存在下,リ ジン類似物

質の存在下で α2-Mと α2-APの 阻害に関する関与の程

度が異なることが示 される.ま た,α2-Mとproteaseの

反応自体でもなぜ異なる特異性をもつproteaseがbait

regionを 水解するのか,trapの 機作はどのようになっ

ているのか,な どの不明な点が多い.

さらに α2-Mは 血中濃度が高いので生物学的機能がな

にかあると考えられているが,今 のところはっきりした

機能がとらえられていない.た とえば免疫抑制作用が知

られている.20)

以上のように α2-Mに っ いては構造的にも,機 能的に

も不明の点が多いので今後の解明が望まれる.
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