
は じ め に

敗血症（sepsis）は，北米だけを例にとっても，年間３０

から５０万人の多くの死者をもたらす疾患である．主にグ

ラム陰性細菌の細胞壁リポ多糖（LPS，内毒素とも呼ばれ

る）が血液循環系に入り込み，肝臓類洞や肺毛細血管内に

おいて好中球（neutrophils）を活性化し，高炎症性サイト

カインにより重篤な臓器障害や臓器灌流異常をもたらす．

図１は，大腸菌 LPSを尾静脈注射して４時間後の肝臓の

類洞や敗血症症状を誘起したマウスの肝臓の洞様毛細血管

（sinusoids）と後洞様毛細管小静脈（postsinusoidal venules）

を spinning disk confocal microscopeを用いて生きたままで

観察した Kubesらの結果である１）．Aは蛍光ラベルしたヒ

アルロン酸結合タンパク質（HABP）投与してヒアルロン

酸（以下 HAと略記）の量的な分布を見たもの，Bは蛍光

標識した血清由来タンパク質 SHAPの抗体（黄色）と好

中球表面を特異に認識する抗 Gr-１抗体（赤色）を投与し

て SHAPの分布定量し，同時に好中球の分布定量を行っ

たものである．HABPは LPS投与群も非投与群において

も，洞様毛細血管（矢印）に結合が見られ，後洞様毛細管

小静脈（鏃印）には結合が見られなく，また洞様毛細血管

における結合は LPS投与群と非投与群で量的な差がな

かった．つまり，HAは，LPS投与により少なくとも４時

間後までは，分布や量の有意な変化は無い．しかし，驚い

たことに，それぞれの特異抗体でみた SHAPの分布と好

中球の分布は，LPS投与群の洞様毛細血管（矢印）にのみ

特異に観察された．SHAPは HAに共有結合した分子だか

ら，この結果から LPS投与群の洞様毛細血管にのみ SHAP-

HA複合体が形成され，それに好中球が特異に結合したと

推定された．おそらくこの現象は敗血症の分子機構を説明

する重要なものと思われる．

この総説では，このように劇的な差が見られた SHAP-

HA複合体とは一体どのような分子か？ その構造と複合

体形成反応の機構は？ どうして好中球は SHAP-HA複合

体を好んで接着するのか，そしてどのように敗血症に関与

するのか？ 複合体を含む HAマトリックスの機能は？
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複合体の発見，構造，形成機構，機能について
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SHAP-ヒアルロン酸複合体は，ヒアルロン酸に血清成分であるインター α-トリプシン

インヒビターの重鎖サブユニット（HC）が他の分子には見られない特異なエステル共有

結合構造を介して結ばれた複合体分子である．従来，ヒアルロン酸には共有結合するタン

パク質はないと思われていたが，この分子の存在の発見以来，調べてみると炎症などの重

要な生体反応に関係したヒアルロン酸の機能が実は，この複合体分子によることが分かっ

てきた．本総説では，SHAP-HC複合体の発見，特異な構造の解析，どのようにしてまた

どのような時に複合体が生体中で形成されるかについての機構，さらに最近，科学誌を賑

わしているヒアルロン酸単独では発揮できない複合体の生理機能について紹介し，さらに
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…などについて，最近の情報を提供するものである．

１． ヒアルロン酸とは

ヒアルロン酸（HA）はグルクロノシル-N -アセチルグル

コサミンの二糖の繰り返しからなる直鎖状の構造をもつグ

リコサミノグリカンである（図２）．二糖の繰り返しは通

常１，０００個以上に達し，他のコンドロイチン硫酸などのグ

リコサミノグリカンに比してとてつもなく長いのが特徴で

ある．もう一つの特徴は，数種類の細菌を例外として，脊

椎動物のみに普遍的に存在する成分であり，この動物界特

有の機能との関連が予測されることである２）．事実，多く

の研究から，HAは，脊椎動物に特有な組織や器官の分化

と形態形成における予めプログラムされた細胞増殖・細胞

運動・細胞形態変化に，また一方，例えば動脈硬化症や悪

性腫瘍の転移などの疾患における異常な細胞増殖・細胞運

動にも関与する重要な機能分子であることが明らかになっ

た．

２． HAに結合する様々な分子

HAはその特徴的に長い構造上の性質により，表１に示

すような様々な分子（タンパク質，プロテオグリカン，レ

セプターなど）と結合して，多くの場合，HAリッチマト

図１ 大腸菌 LPS尾静脈注射の４時間後の肝臓の類洞や敗血症症状を誘起したマウスの肝臓の洞様毛細血管（sinusoids，
矢印）と後洞様毛細管小静脈（postsinusoidal venules，鏃印）の spinning disk confocal microscopeを用いた観察結果

A．蛍光ラベル HA結合タンパク質（HABP）投与により HA分布定量を行った．LPS非投与に比べて有意な差はなかった．
B．蛍光標識抗 SHAP抗体（緑色）と抗 Gr-１抗体（赤色）の投与により各々，SHAPと好中球の分布定量を行った．C．
蛍光標識抗体非投与のコントロールで自家蛍光により組織構築の様子がわかる．LPS非投与における SHAPと好中球の染
色像は，Cとほとんど同じで，有意な分布は観察されなかった．白太線，５０µm長（文献１の引用図を改変した）

図１０ 免疫染色によるヒト炎症性腸疾患大腸の粘膜筋層（平滑筋細胞よりなる）における HA（左図の緑染色像）と IαI成分（中
央図の赤染色像）の局在

共局在（右図の黄染色像）は SHAP-HA複合体の存在によると思われる．共局在部分に核染色（DAPIによる青染色）で多数の炎
症細胞が確認できる（文献４０より引用）．
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リックスと呼ばれる高次構造体をつくる３）．この時，HA

は，高次構造体の各構成分子の各々がもつ機能に加えて，

高次構造体に特有な機能をもつようになると思われる．こ

れらの構成分子の中で，SHAPは，唯一，共有結合により

HAと結合していることが筆者らにより見出されたタンパ

ク質である．

３． SHAP-HA共有結合複合体の発見と構造

多くの細胞が培養初期にその周囲に HAリッチマトリッ

クスを作る．特に血清添加の培地では著しい．筆者らは，

このような血清添加培地で作られるマトリックス形成を解

析し，高濃度のタンパク質変性剤でも HAから解離しない

血清由来のタンパク質を見つけ，SHAP（serum-derived

図２ ヒアルロン酸（HA）の構造と SHAPとの結合部
位の構造

表１ ヒアルロン酸結合分子

分 子 モジュールタイプ MW（KD） 組織分布

細 胞 外 Aggrecan／PG-H link module, type C, duplicated ４００ cartilage
Versican／PG-M link module, type C ５００
Brevican／BEHAB link module, type C ３９ Brain, glia
Neurocan link module, type C １７０
Link protein link module, type C ４３―５０ cartilage
BRAL１ link module Brain-type like protein
GHAP link module, type C ６０ brain, N-terminal part of Versican？
Hyaluronectin ６８ brain, placenta, similar to GHAP
SPACRCAN retina interphotoreceptor matrix
SPACR １４７―１５０ retina interphotoreceptor matrix
Collagen VI N-terminal globule
Gelatin binding protein ４５０ serum
Fibrinogen／fibrin N-terminal part ４７，５５，６５ serum
SHAP（ITI） covalent; BX７B ８１，８３，８５ serum, cumulus oophorus matrix, Synovial fluid
TSG-６ link module, type A ３９―４８
PHBP ７０（５０＋１７） serum protein, homolog to HGF activator
C１q serum
Hemopexin serum

細胞表面 CD４４（hyaluronan receptor, pgp-１,
HCAM, gp８５, Ly-２４, ECMIII）

link module, type B ５０，８５―２００ ubiquitous

ICAM-１ ８５―１１０ liver endothelial cell
RHAMM BX７B ５６―７２
LYVE-１ link module, type B lymph vessel endothelium
HARE １７５ liver sinusoidal endothelial cells
CD３８ link module leukocyte
layilin C-type lectins ５５ widely distributed

細 胞 内 CDC３７, IVD４antigen vascular endothelial cell, embryonic brain
IHABP４ BX７B
IHABP／RHAMM BX７B
heptocyte receptor hepatocyte
P３２ BX７B ２X３４kD Kidney, fibroblast

そ の 他 HABP１０２ １０２ chondrosarcoma
Fibroblast PG
Chick embryo chondrocyte HABP ６０，９０，９３
Stabilin-１ link module, type A
a２-macroglubulin
albumin like
IgM ９００
IgG（HA Antibody）
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hyaluronan-associated protein）と名付けた４，５）．その後，マ

ススペクトロメトリーによる詳細な構造解析により，

SHAPは血清中に存在するインター α-トリプシンインヒビ

ターの重鎖サブユニット（以降，HCと略す）であること

を示した．HAと HCとは共有結合であり，他に例をみな

い特異なもので，HCの C末端アスパラギン酸の α-カルボ

キシル基を介して HA鎖中の N -アセチルグルコサミンの

６位水酸基にエステル結合していた（図２）．

４． SHAPが由来する血清タンパク質，インター α-トリ

プシンインヒビターの構造とファミリー分子

インター α-トリプシンインヒビター（IαI又は ITIと略

す）は尿中と血清中のトリプシン阻害活性をもつ分子とし

て見つけられ，８０年代から９０年代にかけてファミリーを

構成する分子群が見つかった６～８）．これらは肝臓で合成さ

れて血流に乗り０．１５から０．５mg／mlにもなる濃度で全身

に運ばれる．IαIは，名前の由来である弱いトリプシンイ

ンヒビター活性をもつコンドロイチン硫酸プロテオグリカ

ンであるビクニンと，タンパク質構造は互いに良く類似し

ているが全く異なる遺伝子の産物である３種類の HCの二

つまたは一つがビクニンプロテオグリカンのコンドロイチ

ン硫酸鎖部分の N -アセチルガラクトサミン残基に共有結

合した複雑な構造をもつ（一つの HCのみが結合したもの

をプレ α-インヒビター，PαIと呼んで二つ結合した IαIと

区別している）（図３）１０，１１）．共有結合は，HCの C末端ア

スパラギン酸の α-カルボキシル基とコンドロイチン硫酸

鎖中の N -アセチルガラクトサミン残基の６位水酸基の間

のエステル結合で，HA-SHAP複合体間結合と同じタイプ

の特異なものである１２）．IαIを構成する HCの組み合わせ

は動物種間で異なるようである．例えば，ヒト IαIの構成

HCは HC１と HC２であり，PαIは HC３が構成 HCになる

（図３）が，ウシでは前者は，HC２と HC３が，後者は HC２

が構成 HCになっている１３）．

後述するように，HAとの複合体形成に提供される HC,

SHAPはビクニンとの複合体，つまり IαIである必要があ

る．HCのファミリー分子として HC１，HC２，HC３以外に

さらに５種類の遺伝子ファミリー分子が知られているが，

ビクニンとの複合体を形成できない構造であったり，また

形成している証拠がなく，SHAPの提供候補分子となる可

能性は低い１４）．

５． SHAP-HA複合体の形成機構

SHAP-HA複合体の化学構造と IαIの化学構造を見比べ

推測できるように，SHAP-HA複合体の形成は，IαIや PαI

の HC部分の C末端アスパラギン酸の α-カルボキシル基

の，ビクニン部分のコンドロイチン硫酸鎖中の N -アセチ

ルガラクトサミン（GalNAc）残基の６位水酸基との間の

エステル結合から，HA中の N -アセチルグルコサミン

（GlcNAc）残基の６位水酸基との間のエステル結合へと入

れ代わって起こる（エステル結合転移反応）１５）．

i） 血清酵素因子の関与する反応機構

筆者らは，種々の動物の血清と HAを細胞培養培地で保

温するだけで SHAP-HA複合体が形成されることを観察

し，さらに血清を煮沸すると複合体形成活性が失われるこ

と，また EDTAが反応を阻害すること，また精製 IαIや

PαIと HAだけでは培養培地で保温しても形成されないこ

となどから，血清には基質である IαIや PαIの他に酵素タ

ンパク質因子が存在し，二価金属イオンを必要とする酵素

触媒作用により SHAP-HA複合体が形成されると予測し

た１５）．さらに，筆者らは，ビクニン遺伝子をノックアウト

し，SHAP-HA複合体形成反応の基質である IαIを合成で

きないマウスを作ったところ，雌が不妊症を示した（詳細

は後述する）．通常，卵巣中における卵丘複合体（cumulus

oocyte complex, COC）の HAマトリックスには SHAPが

含まれており，COCは SHAP-HA複合体により構築され

ていると言ってよい．このマウスの症状は，IαI欠損によ

る SHAP-HA複合体形成不全により COCが巧く作られず，

正常に機能できないからと推定された．このマウスから血

清を得て，培養培地中で，精製 IαIと HAを加えて保温す

るだけで SHAP-HA複合体が形成された１１，１６）．筆者らは，

この現象から血清中にエステル結合転移反応を触媒する未

同定の酵素があると考えた．つまり，SHAP-HA複合体形

成には，基質として IαIと HAの２分子が，酵素として血

清酵素タンパク質因子が必要と判断した．

図３ インター α-トリプシンインヒビター（IαI）ファミリー
代表的な IαI（２個の重鎖，HCがビクニンのコンドロイチン硫酸鎖に結合し
たもの）と PαI（一個の HCが結合したもの）の構造を示した．HCの構成は，
動物種により異なる．図は，ヒトとマウスの場合を示す．
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ii） TSG-６の関与する反応機構

TSG-６（TNF-stimulated gene６ product）は，図４に示す

ような構造と様々な機能をもった分子である１７）．米国と英

国の共同研究グループが，TSG-６のノックアウトマウスも

上記したビクニンノックアウトマウスと同様に雌の不妊症

となり，その原因が COCにおける SHAP-HA複合体形成

の欠損によることを示し１８），TSG-６の SHAP-HA複合体形

成における関与を推定した．デンマークのグループは，特

異抗体を用いて卵胞液から TSG-６を除くと，複合体の形

成活性もなくなり１９），その卵胞液に TSG-６を添加すると活

性が回復されることを見出した．しかし，TSG-６単独では

酵素活性を検出できず，酵素活性の実体は TSG-６以外の

分子か，または TSG-６を含む分子複合体であると報告し

た２０）．一方，Mukhopadhyayら２１）は，リコンビナント TSG６

が酵素活性をもつと報告したが，基質は HAと希釈した血

清を用いているため，血清中の酵素因子による可能性は否

定できなかった．しかし，Sanggaardら２２）や Ruggら２３）は，

TSG-６と IαIの HC（HC１や HC２）との共有結合複合体

（TSG-６-HC１，TSG-６-HC２）が中間体として作られること

を見つけ，さらに Ruggらは，中間体から HCが二価金属

イオン（MgイオンまたはMnイオン５mM）の存在下で HA

に移り，この時，遊離した TSG-６は IαIが存在するとリサ

イクル利用されて，また TSG-６・HC複合体を形成し，

TSG-６は触媒として作用すると報告した（図５）．つまり，

TSG-６は転移活性をもつ酵素として作用していることにな

る．しかし，彼らは，これらの解析のいずれにおいても血

清から精製された IαIを基質としており，血清からの酵素

因子の混入の可能性は完全には否定できていない．

筆者らは，ヒト TSG-６の cDNAを発現べクターに組み

込み，肝がん培養細胞株に発現させたところ，その培地中

に著しい SHAP-HA複合体形成活性をもつ酵素因子が分泌

されることを観察した．この活性は TSG-６自体によるも

のではない（特許の関係で詳細は記載できない）．図４に

示すように，TSG-６は IαIや HAなどの基質以外にも様々

な分子への結合活性や細胞への作用が報告されている１７，２５）．

図４ ヒト TSG-６の構造（右）と，性質と予想される機能（左）（文献１７より引用）
CUBドメインの CUBは，Complement protein subcomponent Clr／Cls, Urchin embryonic growth factor, Bone morphogenetic protein Aの
頭文字をとって命名された．

図５ TSG-６介在による IαIからヒアルロン酸（HA）へ
の重鎖（HC）の転移反応

１段階，TSG-６・HC複合体の形成；２段階，HCの複合
体から HAへの転移．（文献２４より引用）

９５２０１０年 ２月〕



従って，筆者らは，この結果は，TSG-６が血清中の SHAP-HA

複合体形成反応を触媒する酵素因子に相互作用して活性化

したからと考えている．従って未知の酵素因子の同定が待

たれるが，上記した Sanggaardら２２）や Ruggら２３）が報告した

ように，リコンビナント TSG６タンパク質と精製 IαIを基

質として SHAP-HA複合体形成反応を行った場合に TSG-６

と HC鎖が共有結合で結合した複合体が中間体として検出

されていることから，TSG-６は中間体を形成する基質に

なっていることは間違いないと思われる．この中間体と未

知血清酵素因子とがどのような関係にあるのか，SHAP-

HA複合体合成に Ruggらや Sanggaardらが主張するよう

に TSG-６だけが形成反応触媒因子として関与したものか，

さらに未知の酵素因子が関与したものか今後の解析が待た

れる（後述するように Sanggaardらは，最近，IαIの HC２

が酵素活性を示すと言い出した）．

iii） TSG-６が関与する SHAP-HA複合体の形成反応機構

についての諸説

最近，SHAP-HA複合体の形成反応機構を巡って，様々

な可能性が示され，混沌とした感がある．以下に現状をま

とめた．

TSG-６の SHAP-HA複合体形成への関与は，マウス血清

（IαIと PαIが含まれる）と HAの混合液を TSG-６の存在

下で３７°C，２４時間保温すると，SDS電気泳動または

ELISAにより HCの HAへの転移が検出されることから初

めて示された２１）．反応条件が検討され，Mgイオンが必要

なこと，また HAオリゴ糖で必要な HAの長さを調べると

八糖以上が必要と思われること，しかし反応中の血清 IαI

と PαIの減少からは既に四糖レベルで反応が進行している

らしいことなどが示された．この時，IαIの消失は PαIよ

り早く起こるので IαIの方が反応性の高い基質と思われる

こと，また転移はコンドロイチンにも起こるが硫酸化グリ

コサミノグリカン（GAG）には起きないことなどが示さ

れた．この報告の直ぐ後に，Sanggaardらは，血清に代

わって，血清から精製された IαIを用いても HAと TSG-６

を加えると同じ反応が起きることを示した２２）．さらに彼ら

は，精製 IαIと精製 TSG-６を１：１に混ぜて Tris-HCl，pH

７．４，１００mM NaCl中で３７°C，６０分の保温後に生成され

る HC１-TSG-６と HC２-TSG-６と思われる分子について，こ

れらのサーモリシン分解物（TSG-６は抵抗性）のアミノ酸

配列解析（HCの末端 Aspを除いた C末端配列と TSG-６

の N末端配列が検出された）から，HC１または HC２の C

末端 Asp残基の α-カルボニルと TSG-６の N末端側親水性

アミノ酸の水酸基がエステル結合したものであると同定し

た．そしてこれらは IαIの HCとビクニンのコンドロイチ

ン硫酸鎖中の GalNAc残基 C-６水酸基とのエステル結合

が，TSG-６中の親水性アミノ酸水酸基とのエステル結合に

置換した産物ではないかと推定した．Ruggら２３）は，興味

深いことに，これらの HC-TSG-６中間体からの HCの HA

への転移反応は Coイオンにより阻害されたので，中間体

形成反応とは性質が異なると言っている．さらに彼らは，

精製 PαIは TSG-６と反応させても HC３-TSG-６はできない

が，マウス血清を使った場合には血清中の PαIは HC-HA

複合体形成の基質になることから，TSG-６の存在下での

IαIと PαIからの HC-HA複合体形成は異なる機構で行わ

れる可能性があると報告した．このことは，PαIからの

HC-HA複合体形成には血清中の他の因子の関与がありそ

うなことを示す．

Milnerらは，TSG-６の Linkドメイン中の Y９４F変異は

HAとの結合活性を低下させたが HC-HA複合体形成活性

には影響しないことを見つけた．また，一方，TSG-６の C

末端側の CUBドメイン（図４を参照）中にはラットの可

溶性エポキシド加水分解酵素の研究から明らかにされたエ

ステル基転移反応（transesterification）の触媒領域に相当

する His-Asp-Serの触媒３対（catalytic triad）２６）が２箇所あ

ることを見つけて，おそらく，HC-TSG-６複合体形成には

CUBドメインが重要であり，Linkドメインは直接には関

与しないと推定した２４）．最近，Sanggaardらにより，この

複合体のトリプシン消化物断片のMALDI-TOF MS分析か

ら共有結合部位の構造は TSG-６の Ser２８の β炭素と HCの

C末端 Aspの α炭素間のエステル結合であることが明ら
かにされた２７）．HCの C末端 Aspが TSG-６の N末端ポリ

ペプチド（２２残基から３３残基）の Ser２８残基にエステル

結合していることは，この残基の Ala残基への変異により

複合体形成ができなくなることから確認された．彼らは，

この構造がセリンプロテアーゼの分解反応中に一時的に形

成されるアシル化酵素中間体（キモトリプシンの例では活

性部位の Ser１９５と基質タンパク質の切断部位アミノ酸の C

末端炭素との間に形成される）２８）とよく似ていることから，

HAとの反応では中間体に HAが求核性攻撃（nucleophilic

attack）を行い，HC-HA複合体ができると推定した（図６）．

しかしながら，前述したように，TSG-６を基質 IαIと

HAから HC-HA複合体形成に働く酵素とすると，一方の

基質との反応物が中間体として安定に単離されることは

（中間体形成方向に平衡反応がずれていることを示すが，

ここに HAがあると容易に HC-HA複合体形成に反応が進

行するのは）奇妙である．この点について，さらに Sang-

gaardら２９）は，以下のように，HC２-ビクニンの触媒作用で

説明した．血清に代わって精製 PαIを用いた場合には

TSG-６と HAを加えても HC３-HA複合体はできなかった

との Ruggらの観察２３）から，血清中に複合体形成活性をも

つ分子があるとの仮説のもとに，ヒト血清中を探索したと

ころ，IαI画分に活性を見出し，さらに検討した結果，そ

の HC２部分が関与するとの結果を得た．さらに PαIと

TSG-６からでは，IαIを加えた時にだけ HC３-TSG-６がで
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き，この時 HAオリゴ糖を加えると HC３-HA複合体がで

きた．精製した HC２-ビクニンは，これに TSG-６と HAオ

リゴ糖を加えるだけで，HC２-HA複合体が形成された．さ

らに HC２-ビクニンからコンドロイチナーゼ消化しほとん

どのコンドロイチン硫酸鎖を消化除去して得た HC２でも

同じ活性が検出され，またこの HC２に PαIと TSG-６を加

えると，IαIを加えた時と同様に，HC３-TSG-６ができた．

面白いことに，同様に IαIをコンドロイチナーゼ消化より

得た HC１には，このような HC３-TSG-６複合体形成活性は

なかった．セファロースに固相化した IαIに PαIと TSG-６

を加え，その後に遠心沈殿でセファロース-IαIを除いて得

た HC３-TSG-６中間体に HAオリゴを加えても HC３-HA複

合体はできなかったが，HC２-ビクニンを加えたらこの複

合体ができた．従って，HC２-ビクニンは基質である IαIま

たは PαIから TSG-６の存在下で HC-TSG-６中間体をつく

り，さらに HAがあるとこの中間体から HCを HAへ転移

して HC-HA複合体を形成する２段階のエステル基転移反

応を触媒する活性をもつと思われた．注目すべきことは，

同時にこの結果は， HC２-ビクニンが含まれない場合には，

TSG-６は中間体合成も HC-HA複合体形成の活性も発揮で

きないことを意味することである．つまり，HC２-ビクニ

ンが HC-TSG-６中間体形成反応とその後の HCの HAへの

転移反応を触媒する活性をもつことを示唆している．

ところで，このような HC２-ビクニンの特異な活性につ

いては，HC２の由来は血清であり，レコンビナント HC２

で同様な活性をもつかどうかの実験がなされていないの

図６ TSG-６介在による IαIからヒアルロン酸（HA）への重鎖（HC）の転移反応に
おける共有結合部位の化学構造（文献２７より引用）
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で，例えば，血清中の HC２に強い親和性をもつ他の因子

が実際の活性分子である可能性は否定できない．いずれに

しても，構造的に，従ってエネルギー的にも３種類の HC-

ビクニンは極めて類似しているにも拘わらず，HC２-ビク

ニンのみが特異な活性をもつとの結論は，分子進化論的に

も理解し難く，他の成分の関与の可能性が残る．

６． SHAP-HA複合体の機能の解析

i） SHAP-HA複合体ノックアウトマウス

筆者らは，IαIを構成するビクニンのコアタンパク質の

遺伝子を破壊して IαIを合成不能にしたマウスの作製を試

み，成功した．このマウスでは，HCの前駆体の合成はで

きるがビクニンがないために IαIの複合体分子が作れな

い，従って IαI基質がないので，SHAP-HA複合体はでき

ない，つまりこのマウスは，SHAP-HA複合体ノックアウ

トマウスと考えてよい１６）（図７を参照）．

ii） 卵子―卵丘複合体形成と受精における役割

ビクニンノックアウトマウスは，見かけの異常はなかっ

たが，雌が不妊症であることが分かった．通常，卵巣中で

は卵子は HAマトリックスの支持により無数の丘細胞に取

り囲まれて卵丘複合体（COC）を形成しているが，排卵

間際になるとこのマトリックスが急激に膨張して卵巣から

押し出されるように排出される（排卵）．この膨張した複

合体の状態で卵子は精子と出会い，受精が成立する．生化

学的や免疫学的解析の結果からこの状態の COCの HAマ

トリックスは，SHAPが共有結合したものであった．ノッ

クアウトマウスでは，一部の COCは排卵が正常に起こら

ず卵巣に残ったままであった．また排卵された COCにお

いても卵子周囲からほとんどの丘細胞は遊離して散在して

いた．このビクニンノックアウトマウス実験系の利点は，

IαIは血清成分であるため，精製 IαIをこのマウスの腹腔

へ単に注入するだけで血流に入ることである．この注入に

より，速やかに SHAP-HA複合体を含む HAマトリックス

の形成が起こり，COCは無数の丘細胞が卵子を取り囲む

正常な形態をもつようになり，正常に排卵された．このこ

とは，ノックアウトマウスで観察された COC異常は明ら

かに IαIの欠損による SHAP-HA複合体形成不全によるこ

とを示唆するとともに，COC形成とその機能発現には

SHAP-HA複合体の存在が不可欠であることを強く示唆す

る．つまり SHAP-HA複合体は，卵子と丘細胞の両細胞に

特異な接着足場を提供し，排卵に必要な COC構造の保持

と，さらに卵と卵丘細胞間の細胞接着シグナルによって媒

介される両細胞の細胞機能にも関与すると思われた（下の

追加結果を参照）．この結果は，COCでは HAの機能実体

は SHAP-HA複合体であることを明確に示している．

ビクニンノックアウトマウスから得た卵子は，正常精子

との混合実験（IVF）により受精効率が約１／３にまで低下

していた．この値は，ヒアルロニダーゼ処理で卵丘組織を

外した正常卵子では受精効率が約２０％低下したのに比べ

てさらに低く，従って SHAP-HA複合体を含む HAマト

リックスは，卵子と卵丘細胞間の相互作用を介して卵子細

胞表面（いわゆる透明帯に相当する）に影響し精子を受け

入れ易く（結合能の促進）する作用もあると思われた３０）．

上述の TSG-６の SHAP-HA複合体形成への関与を示唆

図７ SHAP-HA複合体ノックアウトマウスの作成とその証拠
ノックアウトマウスは，ビクニン遺伝子を不活性化して IαI形成不能にして作成した
（左）．作成の証拠（右）は，St. myces ヒアルロニダーゼ処理標品の SDS電気泳動パター
ンで示した．正常マウス血清を HAと保温するだけで血清中の IαIから SHAPの転移が起
こっているが，ノックアウトマウス血清では IαIは検出されず，HAへの HCの転移が起
こらないため，SHAPも検出されない．ノックアウトマウス血清ではビクニンが合成され
ないので，HCはプロセシングを受ける前の HC前駆体（proHC）の形のままで存在して
いることが確認できる．
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する結果から，COC形成における TSG-６の関与が期待さ

れる．実際，Fulopらは１８），TSG-６ノックアウトマウスが

ビクニンノックアウトマウスと同様に雌の不妊症を示し，

その COCマトリックスには SHAP-HA複合体が欠損して

いることを示した．TSG-６は卵巣中で性腺刺激ホルモン

（FSHなど）によって卵丘細胞自身により合成される３１）．

さらに，彼らは，ホルモン投与したマウスの卵巣を採取し

て in vitro での排卵過程を観察して TSG-６の関与を確認し

た．つまり TSG-６の特異抗体を用いて卵胞液から TSG-６

を除くと，COCマトリックス形成がなくなり，その卵胞

液に TSG-６を添加すると形成が回復することを観察した．

またMukhopadhyayらは２１），ゴナドトロピンで排卵刺激し

たマウス卵巣から膨張（expansion）前の COCを採取し，

dbcAMPを含むマウス血清と反応させて in vitro で膨張を

観察した．この時に八糖以上の長さの HAオリゴ糖の添加

で COCの膨張が阻害された．その理由として，COCの

HAマトリックスの形成には HC-HA複合体か HC-TSG-６

のどちらかが関与した HA鎖間の架橋が必要であると考え

られるが，TSG-６が結合できる HAオリゴは六糖でよいが

HCが結合できる HAオリゴは八糖以上の長さをもつこと

が必要なので，COCの HAマトリックス形成に関与する

TSG-６の役割は，HC-HA共有結合体，つまり SHAP-HA

複合体の形成にあると推測している．しかし，HCまたは

TSG-６が HA以外の新しいマトリックス成分にも結合して

COCの HAマトリックスを安定化している可能性もある．

事実，Salustriらは３２），pentraxin-３のノックアウトマウスで

は，COC形成が阻害されており，ビクニンや TSG-６ノッ

クアウトマウスと同様に不妊症を示すことを報告し，

pentraxin-３も COCマトリックスの形成に関与していると

している．彼らは，pentraxin-３が TSG-６と直接に結合す

ることを明らかにして，これらの分子間相互作用が重要で

あるとした．しかし，最近，pentraxin-３がその N末端側

の部位を介して HCにも結合して COCマトリックス形成

に関与していることを示した３３）．これらの結果を考慮する

と，TSG-６の COCマトリックス形成における役割は，

SHAP-HA複合体形成にありとは単純には言えない．この

ことは前項でまとめた IαIと HAから SHAP-HA複合体が

形成される反応における TSG-６の関与の機構が予想以上

に複雑であることを示す in vitro 系の結果と一致した．

iii） SHAP-HA複合体の炎症における役割

IαIファミリー分子は肝臓で合成，分泌され，血流中を

前記したようにかなりな濃度で循環している．一方，HA

はその細胞外マトリックス成分として合成され，一部は組

織で分解されるが，多くは体液中に流れだし，約９０％が

リンパ管（節）内側の網内系細胞によって分解され，残り

の HAは血流に乗り肝臓に到達し，代謝される．血液中の

HAの半減期は極めて短く，わずか２～３分で３４），従って，

通常，血液中の HAの濃度は非常に低い（１０～１００ng／ml）．

前述したように，血清と HAが出会えば SHAP-HA複合体

の形成が可能になることから，血清と HAの接触の有無と

図８ 血流中 IαIの肝臓における合成経路と滲出 IαIと HAリッチ組織における HAとの出会
いによる SHAP-HA複合体の形成過程と血流への滲入

肝臓で合成され血液中に分泌された IαIは炎症組織では組織に滲出し組織中の HAと出会い，
血液中の酵素因子により HCがエステル転位反応によって IαIコンドロイチン硫酸鎖から HA
へ転移し，SHAP-HA複合体が形成される．複合体は逆に血流中へと流入し，血中 SHAP-HA
複合体濃度は上昇する．
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時間，さらに両者の濃度が SHAP-HA複合体の形成の程度

を制御していることになる．組織の物理的損傷や細菌感染

による組織損傷により血管網に破綻が生じ，血液成分が組

織中へ流出して組織中 HAと出会うようなことが起こる

時，またこの逆に組織中の大量の HAが血液中に流入する

ようなことが起こる時，SHAP-HA複合体形成の機会が大

幅に増えることが容易に予測される（図８を参照）．

７． リウマチ性関節炎症

正常の関節滑液中の HAには血液の混入はなく，従って

HAは SHAP-HA複合体としては存在する余地はないが，

関節炎や関節リウマチの患者では関節腔や滑膜組織中への

血液の直接の流入により，SHAP-HA複合体の蓄積が予想

される．また，この時，蓄積された複合体の血中への流入

が起こり，血中 SHAP-HA複合体の濃度が上昇することも

予想される．これらの患者の関節液に多量の HAが含まれ

ることは古くから知られているが，この HAは正常関節液

には含まれない SHAPとの共有結合複合体であった３５）．ま

た，これらの患者の血中 SHAP-HA複合体の濃度が有意に

上昇していることが観察された３６）．疾患関節腔内に蓄積さ

れた SHAP-HA複合体は，一体何をしているのであろう

か．単に血液の関節内への異常流入の結果のみであろうか．

関節リウマチ患者関節液から種々の精製過程を経て

SHAP-HA複合体の単品と思われる標品を得て，細胞培養

ウエルをコートした．このコート基質には，同じ量の HA

単独をコートした基質に比べて白血球細胞が数百倍も

CD４４依存性に接着することを観察した３７）．この結果から，

組織に蓄積された SHAP-HA複合体には，炎症性の細胞が

多数結合することが想像される．末梢血 T細胞は結合に

より活性化され，IL-２産生レベルを高め，単球細胞では

この結合により IL-１や TNF-αなどの炎症性サイトカイン

を多量に放出する．これらの反応は炎症反応を亢進させる

と思われる（図９を参照）．この作用機作は，II型コラー

ゲン誘導性によるマウスのリウマチ関節炎モデルにおい

て，SHAP-HA複合体形成不能マウスであるビクニン遺伝

子ノックアウトでは野性に比べて炎症程度が有意に低下し

ていたことからも支持された３８）．

ここで，炎症細胞が HAよりも SHAP-HA複合体に数百

倍も高い細胞接着性を示す現象を考えてみる．炎症細胞の

SHAP-HA複合体基質への接着は抗 HC抗体では影響を受

けず，HAとの結合を中和する活性をもつ抗 CD４４抗体に

より抑えられる．従って炎症細胞はその細胞表面の HAレ

セプターである CD４４を介して複合体の HA部分との相互

作用により接着したと思われる．つまり，SHAP-HA複合

体中の HAにはフリーな状態の HAに比べ，比較にならな

い程に CD４４が強く相互作用したのである．HAが SHAP

と複合体を形成する時，SHAPの作用により HAが多量体

（HA束，HA cableと呼ぶ）を形成することがあれば，HA

との結合を介して CD４４も多量体化すると考えられる．こ

の多量体化が CD４４からのシグナルを増強させ，炎症細胞

の接着と活性化に作用すると推定される．事実，上記した

関節リウマチ患者関節から得た SHAP-HA複合体の電子顕

微鏡写真には SHAP同士の結合を介して HAが縺れ合って

いる様子が観察された３５）．

８． 大 腸 炎

炎症性腸疾患（inflammatory bowel disease）は大腸に起

こる炎症性疾患の一つで，粘膜筋層の平滑筋細胞の過形成

と細胞外マトリックスの顕著な蓄積により，筋層の厚さは

正常時の数百倍にも達する．過形成のマトリックスには多

数の単核白血球の浸潤が認められ，これらの細胞からの炎

症性サイトカインは平滑筋細胞の増殖を誘導し過形成に深

図９ SHAP-HA複合体の炎症反応における役割
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く関わっている．特にウイルス感染（気道腫瘍ウイルスや

麻疹ウイルス）が原因となる場合には，感染によって平滑

筋細胞に誘導され形成された HAを主とするマトリックス

に白血球細胞が CD４４を介して多数結合し，この特異結合

が末梢血 T細胞を活性化して IL-２レベルを高め，単球細

胞を活性化して IL-１や TNF-αなどの炎症性サイトカイン
を多量に合成・分泌させる（図９を参照）３９）．これらの反

応は炎症反応を悪化させるものと思われた．培養結腸平滑

筋細胞にウイルス感染の代わりにポリ I：C処理を行った

疑似ウイルス感染モデル実験により HA合成の昂進と白血

球との接着反応の詳細が研究された３９）．無処理の系で見ら

れる単核白血球の VCAM-１発現を介した平滑筋細胞への

接着とは異なり，処理系では多数の白血球が鎖状に連なっ

た接着像が見られ，これはヒアルロニダーゼ処理により消

失する．興味深いことに白血球は HAマトリックスの撚糸

状の繊維（HA束）にのみ結合し，細胞表面の HAの細い

繊維には結合していなかった．この現象について，HA分

子に作用して観察されたような撚糸状の繊維構造物を形成

するようにする何らかの因子が関与し，これにより形成さ

れた撚糸状構造の HAが相互作用を介して白血球上の

CD４４の多量体化を引き起こし，活性化を招いたと想定さ

れた．de la Motteら４０）は，ヒト炎症性腸疾患の大腸の免疫

染色で HAと抗 IαI抗体のエピトープが平滑筋細胞よりな

る粘膜筋層に共局在することを示す（図１０）と伴に，上

記の培養結腸平滑筋細胞のポリ I：C処理を行ったウイル

ス感染モデル実験で観察される HA束構造には IαIの構成

成分（SHAPと思われる）が検出されること，さらに抗 IαI

抗体の添加により HA束構造物の形成が阻害されることを

観察して，SHAP-HA複合体の HA束構造の形成における

役割を示唆している．また最近，Selbiら４１）は，腎臓近位

尿細管上皮細胞培養系で観察される HA束の形成について

も SHAP-HA複合体の関与を示した．

ところで，最近，気道平滑筋細胞の培養系を用いて，炎

症細胞の接着基質としての HA束には SHAP-HC複合体の

関与はないとする報告があらわれた．培養系の作る HA束

に結合している HCを定量すると，対照とした COCから

の HAマトリックスとは異なり検出限界以下であったが，

白血球細胞は同じように結合したので，少なくともこれら

の培養系における HA束の構造の特異な性質を説明するに

は，HC結合以外のモデル，つまり SHAP-HA複合体が関

与しないモデルも必要のようだとしている４２）．前述の結腸

平滑筋細胞の培養系を用いた前者の結果との矛盾は，細胞

種や動物種の違いによって HA束の白血球細胞に対する作

用が異なることも考えられるが，今のところ，納得のいく

説明はされていない．

９． 肝 炎

肝疾患では，肝機能の低下により HAの代謝低下が生

じ，結果として血中 HA濃度が上昇する．実際，血中 HA

濃度は，肝機能の程度を示す診断マーカーとして利用され

ており，肝炎などの肝疾患では血中 HA濃度の高い上昇が

知られている４３）．この時，血中での HAの滞留は，SHAP-

HA複合体の形成を招くと考えられる．実際，肝疾患の程

度を示す ATL濃度と SHAP-HA複合体の濃度変化との相

関は，HA濃度の変化との相関よりも高い．特に興味深い

のは，肝炎ウイルスによる肝炎から，肝線維症へ，さらに

肝がんへの進行に伴って，HA濃度に対する SHAP-HA複

合体の相対濃度がより高くなることで，優れた診断マー

カーになると思われた．この結果は，前記の関節炎におけ

る SHAP-HA複合体形成の結果を合わせて考えると，炎症

などの病態下の組織中 HAはその分子実体のほとんどが

SHAP-HA複合体であることを意味する．上記で明らかに

なったように（図８と９を参照），SHAP-HA複合体の多

量体化により形成される HA束は，炎症細胞の CD４４介在

による細胞接着の最適な基質となり，接着による炎症細胞

の活性化は炎症のさらなる悪化を招くと考えられる．

SHAP-HA複合体の炎症亢進の関与は，本稿の「はじめ

に」で紹介した細菌毒による肝炎症のマウスモデル実験で

強く示唆された１）．LPS（細菌細胞壁リポ多糖）エンドト

キシンの静脈内投与によってマウスに誘導した肝障害モデ

ルで，肝類洞（sinusoid）の細胞外マトリックスに多数の

好中球の接着像が見られる．この接着は CD４４と HA間の

相互作用によることが以下のように示された．ヒアルロニ

ダーゼ処理により半分くらいに減少することから HAが接

着基質になっており，また好中球の CD４４が関与すること

は CD４４抗体の添加により接着が特異的に阻害されるこ

と，CD４４ノックアウトマウスから得た好中球では接着が

大きく減少したことから示された．LPS投与により類洞の

HA量には大きな変化はないが TLR４依存性の経路を経た

SHAPの局在が観察されるようになることが示され，従っ

て，この LPS投与により形成された SHAP-HA複合体へ

の好中球の CD４４依存性の接着の増加とその接着シグナル

による活性化が LPS投与による炎症現象に大きく関与し

ていると推測された．

１０． 血中 SHAP-HA複合体レベルから推測される

早産における子宮炎症

正常の妊娠中の子宮頸部の HA含量は分娩時における組

織状態の変化に対応して増加することが報告されてい

る４４）．この過程における血液中の HAと SHAP-HA複合体

のレベルを測定したところ，分娩近くで SHAP-HA複合体

レベルが HAに対して上昇することを見出した．早産は頸
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部や胎児膜の炎症が主な原因因子と考えられ，早産患者の

血液中の SHAP-HA複合体レベルの異常上昇があると思わ

れるが，Kishidaらは確かに，大きな上昇を観察し，SHAP-

HA複合体レベルの変化は早産の予知マーカーになると報

告した４５）．

１１． 気道の炎症，喘息

喘息は肺の炎症性疾患で，大部分の症例で可逆性の気道

閉塞を特徴とする．喘息やタバコに慢性的暴露した肺気道

の気管支肺胞洗浄液には TSG-６-HC複合体が TSG-６とと

もに高い濃度で検出されるという．気道上皮細胞は，意外

なことに，腎近位尿細管細胞と同様に HC３とビクニンを

常時発現しており，PαIがこの部分では合成されていると

思われる４６）．また炎症時にはほとんどの場合に気道上皮は

HAの合成上昇を示すので，SHAP-HA複合体の形成とそ

の濃度の上昇が考えられる．気管支喘息の主要な病態であ

る肺気道過敏性は動物のオゾン暴露によっても実験的に誘

起できる．Garantziotisらは，CD４４や IαIのノックアウト

マウスではオゾンによる気道過敏性亢進が抑えられること

を見つけ，さらに HAS２トランスジェニックマウスで HA

を過剰発現させたり，マウス気管内に直接に HAを注入し

たり，マウス皮下へ HA結合タンパク質（市販のアグリカ

ンコアタンパク質より調整）を投与したりして，気道過敏

性ヘの影響を調ベ，以下の結論を得た．オゾンにより気道

内の HA（低分子量が多い）が上昇し，そのサイズに依存

して（低分子では亢進的に，高分子では逆に抑制的に作用

する），CD４４や IαIの関与下に気道過敏性に影響を及ぼ

す．つまり，肺上皮細胞 SHAP-HA複合体を含む HAマト

リックスが CD４４と IαI依存性にオゾンによる気管支粘膜

炎症の進展に大きく関わっていることを示した４７）．ブレオ

マシンの気管内注入による肺細胞損傷群のマウスに特異的

に HAの低分子化が見られることから，低分子 HAが肺炎

症の進展に関わっているようであるが，CD４４の KOマウ

スでは野生型に比べて著しい炎症が観察されて高い死亡率

を示す．これは CD４４の HAのクリアランス（分解除去）

への関与の欠損によると結論している４８）．この例から示唆

されるように，炎症における HA，SHAP-HA複合体，そ

れらのレセプターである CD４４などの分子群の役割は，あ

る時は炎症細胞の活性化に，また逆に HAや SHAP-HA複

合体のクリアランスに作用し，亢進と抑制の両面を持つと

言える．最近，筆者らは，卵白アルブミンで誘導したマウ

ス喘息モデル実験系で，IαIのノックアウトマウスは誘導

後期で野生型に比べて亢進した気道過敏性を観察し，

SHAP-HA複合体の形成不全による低分子 HAがこの差を

もたらしたと考えている（Zhu, L.ら，Int. Archives Allergy

Immunol. ２０１０印刷中）．さらに複雑なのは，IαIが HAと

反応した時，また TSG-６と反応した時，ビクニンが遊離

し，炎症気道におけるセリンプロテナーゼの一種である

TK（tissue kallikrein）を阻害することができる（但し，IαI

とビクニンとでこのセリンプロテアーゼ阻害活性に違いが

あるかどうかは報告がない）ので，これらの反応は抗-炎

症活性発現をもたらすとも考えられる．

１２． 羊膜の抗炎症活性

羊膜は炎症や傷の瘢痕化などを抑えて胎児を保護すると

考えられている．羊膜には大量の HAが含まれているが，

Heら４９）は，この HAには IαIの HCが結合している，つま

り SHAP-HA複合体であることを，羊膜から抽出した高分

子 HA（約３００kDa）画分をヒアルロニダーゼ消化やエス

テル結合を解離させるアルカリ処理の前後で遊離するタン

パク質を検討して明らかにした．さらに，彼らは，羊膜抽

出液が角膜線維芽細胞における TGF-β１-プロモーター活性

化反応を抑え，またマクロファージのアポトーシスを誘導

する活性があるとの従来の報告を確認するとともに，この

活性が実は SHAP-HA複合体によるものであると思われる

ことを以下の実験で示した．羊膜からの精製複合体と試験

管中で HA，精製 IαIと TSG-６を混ぜて形成させた複合体

の何れもが培養細胞系にこれらの活性を誘導し，ヒアルロ

ニダーゼ消化や熱処理はこの活性を消失させたのである．

その機構は示されていないが，SHAP-HA複合体が，上述

した幾つかの例で見た炎症促進作用に対して，抗炎症活

性，抗瘢痕化活性をもつとの報告は，SHAP-HA複合体の

２面的な機能を示唆し，その真の機能の理解にはさらに研

究が必要と思われた．

１３． SHAP-HA複合体のがんにおける役割

大部分のがん腫瘍では，腫瘍細胞からの刺激を受けて血

管の新生が起こる．多くのがんで HA合成の上昇が観察さ

れており５０～５２），新生血管を介して血液への HAの流入が，

また逆にがん HAへの血液の流出が起こると考えられ，が

ん部位における SHAP-HA複合体の形成，また血液中の

SHAP-HA複合体レベルの上昇が予想される．事実，がん

患者の血中 SHAP-HA複合体の濃度の上昇４３，５３）とがん腫瘍

組織マトリックスにおける HAと SHAPの分布５３，５４）が検出

されている．

また，腫瘍部位には慢性的な炎症が観察され，それがが

んの進展を高めていると考えて良い．がん細胞の転移現象

と白血球の炎症部位への移動現象には，共通の細胞接着機

構として，CD４４レセプターによる HAリガンドの認識反

応機構があることは間違いない５５）．従って，SHAPによる

HAの修飾は，前述したように CD４４-HA相互作用を促進

することからがん転移においても同様に作用すると思われ

る．また白血球細胞の浸潤は全てのがんに共通する基本的

な特徴であり，これらの細胞からの炎症性サイトカインや
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ケモカインはがん細胞の増殖や血管新生に大きく影響す

る．白血球細胞の活性化が内皮細胞や間質細胞 HAマト

リックスの SHAPによる修飾によって CD４４-HA相互作用

を介して制御されているとすれば，がん細胞の増殖，転移

の機構の理解に，またその制御方法の開発にも極めて重要

である．

終 わ り に

細胞分化や器官の形態形成において，HAリッチマト

リックスは細胞接着や細胞増殖を調節して重要な役割を演

じる．しかし，この機能には，SHAP-HA複合体は関与し

ないと思われる．細胞外マトリックスの急激な変化を必要

とする形態形成などの現象に対して，SHAP-HA複合体は

むしろ細胞外マトリックスの安定化をもたらすと考えられ

るからである．一方，上述したように，成人組織において

は，血清と HAの出会いがあれば複合体は何処でも形成さ

れるので，これらの組織のそれぞれに特異的な HAリッチ

マトリックスの機能の多くには，SHAP-HA複合体の関与

があると考えられる．さらに，上述したように，組織に

よっては，例えば近位尿細管上皮細胞は IαIファミリー分

子を自身で合成できる４１）から，SHAP-HA複合体は血清が

なくても作られる可能性がある．SHAP-HA複合体の形成

は単純な二糖の繰り返しの HA分子に新たな機能を付与し

たと言える．言い換えれば，今まで HAによると思われて

いた機能の一部は，実は SHAP-HA複合体による可能性が

ある．従って，SHAP-HA複合体形成に与る分子や酵素の

合成や活性の制御の研究は，SHAP-HA複合体形成の制御

に直接に関連し，SHAP-HA複合体の特異な機能や，炎症

やがん転移などの重要な生命現象に関連する機能を理解す

る上で極めて重要になってきた．
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