
牛乳ラクトフ工リン分解産物由来新規ガン細胞

アポトーシス誘導ペプチドの同定とその生理機能解明
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要 約

牛乳成分のラクトフヱリンをペプシンで消化して生ずるペプチドのなかに、骨髄巨核芽球性白血病

細胞Meg-Ol細胞に対して強力なアポトーシス誘導ペプチドを見出し、このペプチド (C1)を精製し

た。 C1がMeg-Olに作用すると各種細胞内シグナル伝達系が活性化された。特にホスホリバーゼDの

活性化とMAPキナーゼ、のリン酸化が引き起こされ、これらのシグナル伝達経路がアポトーシス誘導と

関連していることを示唆した。

また、ラクトフェリン・ペプシン分解ベフ。チド (LF2)は種々の口腔扇平上皮ガン細胞に対してア

ポトーシスを誘導した。 LF2のがん細胞に対する作用機構を詳しく検索した。 LF2は細胞外カルシウ

ム依存性にホスホリバーゼDを活性化し、その活性化経路lこMAPキナーぜの活性化が関与しているこ

とが分かった。また、がん細胞に対するLF2の作用は、リポポリサ、ノカライド (LPS)の作用と拾抗

することが判明した o

キーワード;ラクトフェリン由来ペプチド、白血病細胞、アポト シス、がん細胞死、ホスホリパ

ーゼD、MAPキナーゼ、抗LPS作用

概説

牛乳の有効成分に関する研究は古くより行われており、多くの研究の蓄積がある。牛乳の主蛋白質

であるカゼインの分解産物が抗体産生の増強や抗菌作用に関与することが知られているにミルク由

来の細胞増殖因子 (MGF)の存在が知られおり、人乳からEGF様MGF-Slが単離さわし、他にもいくつ

かの生理活性因子の存在が示さわした 2 にまた最近、牛乳蛋白質の αーラクトグロプリンやラクトブ

エリB由来分解ペプチド(ラクトブエリシン)が、がん細胞に対する細胞死アポトーシスを誘導する

ことが報告されている"。一方、乳幼児のなかには牛乳アレルギ を引き起こすことが以前から知ら

れていたが、この原因図 Fとして戸 ラクトグロプリンが同定され、これによるリンパ球細胞の異常

増殖が報告されている 5)。さらに、牛乳の主蛋白質カゼインや乳清蛋白などの胃や勝目高中の蛋白分解

酵素による分解産物などに有効な多くの生理活性物質を合み、細菌感染防止、免疫賦活、細胞噌殖に

有効であることが明らかにされているにしかし、それらの物質の化学的実体や作用機構については

卜分明らかにされていない。牛乳成分の有効性の検索には細胞レベルでの検討が需要であり、申請者ー

らは、積々の細胞系を用いて牛乳由来蛋白 ペプチドによる細胞増嫡、分化、アポトーシス誘導を検
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討した。その結果、乳清蛋白質ラクトフェリン分解産物中に骨髄性巨核芽球性白血病細胞Meg-01の強

力なアボトーシス誘導作用を示す物質が存在することを見いだした。ラクトフェリンのベプシン分解

産物であるラクトフェリシンが殺菌効果をもつことは知らわしているが 8 、我々は、ラクトフヱリン

分解ペプチド面分中に幾つかの別の細胞増殖シグナル活性化ペプチドやガン細胞死誘導ペプチドが存

在することを見いだし、その細胞内情報伝達機構を検討した。これらの新規物質を単離精製し、その

本体を明らかにすることを試みた。また、ペプシン分解ペプチドの消化管系(口腔、胃)のガン細胞

に対する細胞死誘導およびその情報伝達機構を検討した。

方 法

ラクトフェリンのペプシン加水分解物中のアポトーシス誘導因子の精製と固定

精製牛乳ラクトブエリン(和光社) 5g/100mlを蒸留水に溶解し、 1NHC1でpH3に調整後、ペプ

シン150mgを添加して3TCで4時間インキュベーションした。反応後80"Cで15分間加熱処理を行い、

1NNaOHで中和し、 10，000rpmで 1時間遠心して上清画分を得た。得られた上清画分をセントリコン

3，000の膜を用いて濃縮し、セファデックスG-50によるカラムクロマトグラブイーを行い、低分子量ペ

プチドを分画した。各画分のMeg-01に対するアポトーシス誘導能の判定は、細胞外への遊離乳酸脱水

素酵素 (LDH)の活J性を測定することにより行った。誘導活性を示す 2つのペプチド画分 (LF1、LF

2 )を分離した。 LF2はさらに、逆相カラム (C18) を用いて、水とアセトニトリルの 0-30%の濃度

勾配によりペプチドを溶出し、幾つかのペプチドが分離さわした。活性画分を集めて凍結乾燥により濃

縮したものをサンプル (C1)として用いた。

培養細胞に対するラクトフェリン加水分解物の作用

ヒト骨髄巨核芽球性白血病細胞Meg-01は武田製薬細胞工学研究所より購入した。 20%FBSを含む

RPM11640で培養し、ト 2x105個/m1を1%FBSを含む同培地に蒔き、ラクトフェリン分解産物Cl

を添加して、経時的にアポトーシス誘導を観察した。アポトーシスの程度は、核を特異的に染色する

ヘキスト 33258を用いて締胞を染色し、蛍光顕微鏡で観察した O また、培地に遊離したLDHの活性を

測定することにより判定した。

図形腫場細胞(ヒト口腔由来扇平上皮ガン細胞、 SAS、HSC-4)はHSRRBより、また、ラット骨肉

腫細胞(UMR-10ら01)はATCCより入手した。 HSC-4およびUMR-I06-01iま10%FBSを含むMEM培地

で、 SAS細胞はF-12/DMEM培地で 2-3日培養後、 0.3%BSAの無血清培地で24時間培養後、ラクト

プェリン分解物を処理した。

ヘキスト33258蛍光染色による核染の観察

24時間処理細胞を1500rpm、5分間の遠心にて同収後、生細胞を蛍光色素ヘキスト 33258にて核染色

を行い、蛍光顕微鏡(u領域)にて観察したc
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乳酸脱水素酵素 (LDH)活性測定による細胞死の測定

細胞破壊に伴う乳酸脱水素酵素 (LDH)の培地への漏I引を、極東LDHテスト試薬(極東製薬工業)

を用いて検出し、以下の式に従って細胞障存性を検討した。

1%トリトンX-100にて全ての細胞を溶解したもの=陽性対照、O.3%BSA培地のみ=陰性対照とする。

検体、陽性対照、陰性対照の吸光度 (560nm)から次式に従って算定した。

細胞障害率=(検体の吸光度 陰性対照の吸光度)/ (陽性対照の吸光度ー陰性対照の吸光度)

ウエスタンブロッティングによるMAPキナーゼファミリーのリン酸化の検討

各種細胞をラクトブェリン分解産物で処理し、無処理細胞とともに可溶化緩衝液(トリス緩衝液、

PH7.4、 1%トリトンX-100、 1% SDS、 1%コール駿、 20jlg/ml ロイベプチン、 1mMPMSF、

ホスファターゼ阻害剤)に怒濁し、超音波で細胞を破壊する。蛋白質の一定量 (50-100μg) をSDS

サンプル緩衝液で処理した後、 SDSポリアクリルアミドゲル電気永動 (SDS-PAGE) を行い蛋白質を

分離した。分離した蛋白質はPVDF膜に転移後、各種抗体と反応させた後、アルカリホスファターセ、

結合の抗ウサギ二次抗体と反応させECI検出誌薬を用いてX一線フィルム上に感光させた。

蛋白質の定量はBio-Rad試薬を用いて、 Bradfordの方法に従って行った。

ホスホリバーゼ (PLD)活性測定

PLD活性測定は、 [3Hlパルミチン酸で12時間細胞を標識し、 0.3%ブタノール存在下でラクトブエ

リン分解産物を処理した後、産生される了HlホスブアチジルブタノールPButを含む脂質をBligh

Dyerの方法で抽出し、シリカゲJ!--H-601LCプレ トで脂質を分離後、標準PButに相当するバンドを掻

き取り、シンチレーションカクテルを加えて、放射活性を測定する。

結果/考察

骨髄巨核芽球性白凪病細胞Meg-01のアポトーシス誘導能を有するラクトフェリン分解物の分離・精製

Meg-01細胞をラクトフェリン加水分解物で処理すると、急速な形態変化を引き起こした。濃度依存

的(1-5 mg/mI)な形態変化を生じ、細胞数の減少を引き起こした。ラクトフェリン分解物(5 

mg/mllで2時間処理した細胞をヘキスト 33258による核染色を行ったところ、顕著な核クロマチン

分解が観察され、アポト←シスが誘導されていることが示めされた(図1)。また、ラクトフェリン分

解物の濃度依存的に細胞外LDH活性の上昇が認められた。この結果より、ラクトブヱリン分解物は

Meg-01のアポトーシスを誘導し、核DNAの分解による細胞死をもたらすことが示めされた。

ラクトフェリン分解物の分離・精製を行った。まず最初に、分子量3000の膜を用いて分画したもの

を、セファデックスG50カラムクロマトグラブイーによりさらに数十画分に分画した。各画分につい

て、 Meg-01に対するLDH遊離活性を測定したところ、二つの活性両分 (LF1、LF2)が分離された。

さらに、 LF2il両分を逆相カラムを用いてペプチドの分離を行い、幾つかのペプチドが分離された(図

2Lそれぞれの画分について、 Meg心1/二対するLDH遊離活性を測定したところ、 Fr.48-52(C 1 )に
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Fig幽 1Nuclear fragmentation of Meg-01 cells treated with pepsin-digested lactoferrin peptide 

Meg-01 cells were仕eat:edwi血 orwithout pepsin-digested lactoferrin peptide (1 mg/nu) for 2 hr and 

stained with Hoechst 33258 and examined through fluorescent microscope. (A) control; (B) pepsin 

digested lactoferrin peptide 

0.8 

i O2 

n
u
 

n

u

E

O

E

O

凋

骨

内

。

n

u

n

u

n

u

a

U

 

2
盟
苗
旬
、

ω=ε
コ
}
〉
ト

S
F
u
d『

Z
B」

10 203040 5060 
C1 

「一一寸

10 20 30 40 

FRACTION 

50 

Fig.2 Separation of lactoferrin pepsine-
hydrolysed LF2 fraction by C18 reverse phase 

HPLC column chrolnatography 

Lactoferrin-pepsine hydrolysed LF2 fractions from 

Sephadex G50 column chromatography were then 

subjected to reverse phase C18 column 
chromatography and eluted with acetonitoril 

gradient by using HPLC. The Meg-01 cells were 
60 

incubated with each fraction (50μ1) for 2 hr and 
the released LDH activities were measured as 

descrived in Materials and Methods 

0.2 
0 

に
iu

ワム



強いLDH遊離活性の一つのピークが認められた。 Clはさらに3000の分子量を分離するゲル漉過カラ

こ0)ムで分離したところ、素通り画分に溶出され、分子量は3000以上のものであることが分かった。

アポト←シス誘活性画分を集めて濃縮したサンプルについて各種細胞に作用させ、細胞増殖、分化、

導、および細胞内シグナル伝達系の影響について検討した。

骨髄巨核芽球性白血病細告Meg-01に対するラクトフェリン分解物によるシグナル伝達

ラクトフェリン分解物 (C1)をMeg-Ollこ作用させると、濃度依存的にLDHを遊離し、 O.lmg/ml

2時間でピークに達した(図 3)。

(PLD)活性化

また、時間依存的に遊離し、

ラクトブェリン分解物のMeg-Olにおける細胞内シグナル伝達系のホスホリバーゼD

で最大の遊離活性を示した。
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Fig.3 Time-dependent LDH release in CI-

stimulated Meg-01 cells 

Meg同 01cells were incubated with lacioferrin-

derived peptide CJ (0.5 mg/mJ) and at indieated 

intervaJs tbe cuJtured medium were removed and 

the LDH activity were measured as described in 
MateriaJs and Metbods. 
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Fig. 4 PLD activation by various agonists and CI， and effect of tyrosine kinase inhibitors on CI-
stitnulated PLD activation in Meg-01 cells. 

A) Meg-OI cells were stimulated wi白 thrombin(百1r，10μg/ml)， sphingosine l.phosphate (S IP， 1μM)， 

phorbolmyristate acetate (PMA. 100nM) and Jactofferin.derived peptide (CJ， lmg/ml) and PLD配 tivity

was assayed as descrived in MateriaJs and Methods 
B) Meg-OI cel1s were pretreated with genistein (100μg/mJ) and ST638 (50 l' M) and then stimuJated 

Wl出 CJ(1 mg/ml) for 30 min. PLD activity was assayed as described in MateriaJs and Methods. 
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とMAPキナーゼ、の活性化について検討した。 LF2 (O.2mg/ml) をMeg-Olに作用させるとPLDの活性

化が引き起こされた。 PLDの活性化は、他の各種アゴニスト (トロンピン、 スフインコシンー 1ーリ

ン酸SIP、PMA)に比べ、 LF2により最も強く活性化された (図 4A) 0 また、 このPLDの活性化はチ

ロシンキナ←ゼの阻害剤であるgenistein、ST638により濃度依存的に抑制され、 チロシンキナーゼが

関与していることが示唆された(図 4B)。さらに、 LF2により細胞増殖に関連するMAPキナーゼフ

ァミリーのERKI/2の活性化が時間依存的に起こった (図 5)。処理後15分からE阻む/2の活性化

が顕著に見られ、 60分をピークに減少し、 120分まで活性化が認められた。 ERKの活性化が減少するこ

とにより、 LDHの遊離がみられ細胞死が誘導されるものと恩われる。また、 ストレスシグナルに関係

するp38MAPキナ←ゼの活性化は弱く、 15分で一過性の吉弘通活性化が認められたが、 この場合は細胞

死にあまり関与しないものと思われる。一方、 アポトーシスに関連することが知られている]NKの活

性化はほとんど認められなかった。以上の結果により、 ラクトフェリン分解物は、時間依存的に

MEG心Iの細胞死を引き起こし、初期にPLDやERKの活性化がみられるが、 これは細胞の抵抗性のた

めであり、 E即E活性化の減少がアポトーシスを引き起こすものと思われる。あるいは、 ERK活性化に

よりアポトーシス関連タンパクの誘導が起こり、細胞死が引き起こされることが示唆された。

ラクトフェリン分解産物による腫蕩培養細胞のアポトーシス誘導のシグナル伝達機構

ラクトフェリンのペプシン分解産物が固形ガン、特に口腔外科領域で多い扇平上皮ガン、 および骨

肉目重由来の培養細胞 (SAS、HSC-4:ヒト舌扇平上皮ガン、 UMR-I06:ラット骨肉腫)に及ぼす作

用を検討したところ、 これらの細胞間でラクトブヱリン分解産物LF2に対する作用が異なっていた。

す糊E(min) 。 2 5 15 30 60 

一 本FFi:み糊

義/lAP

件p38

1'3窓 国噌酔ト

Fig. 5 Time-dependent phosphorylation of MAP kinases sthnulated with CI in Meg-01 cells. 

Meg-Ol cells were stimulated wi出 lactoferrin-derivedpeptide CI (1 mg/ml). At indicated times the cells 

were Iysed with lysis bu百"erand the Iysates were subjected to SDS-PAGE and bloted with phospho 

specific ERK， ERK， phospho-specific p38 MAP kinase and p38 MAP kinase an甘bodies
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Fig. 6 Dose-dependent inhibition of thymidine incorporation and increase of released LDH activity 

by LF2 treatlnent in tumor cells 

百lreedi宜'erenttype of tumor cells (SAS， UM-I06-Ol and HSC-4) were treated wi出variousconcen仕ations

of LF2 for 24 hr and [3Hl廿1Ymidineincorporation and LDH ac世vityin the cuItured medium were 
detennined as described in Materials and Methods 

たとえば、 ['H]チミジンの取り込みに対する影響を検討したところ、 LF2は濃度依存的にHSC-4細

胞への [3HJチミジンの取り込みを完全に抑制したが、 SASやUM-1Q6-01細胞に対する ['HJチミジン

の取り込みへの影響は弱かった(図 6)。また、 LF2による細胞からのLDHの遊出を検討したところ、

LF2はSASに対して濃度依存的な強い遊離LDH活性の増加を示したが、 UM-I06-01やHSC細胞に対す

る作用は弱かった(図 6)。これらの細胞にLF2 (2 mg/rru) を24時間処理し、ヘキスト 33342蛍光

染色で核クロマチンの変化を観察した。いずれのガン細胞も顕著な核の断片化が見られた。また、ア

ガロース電気泳動により DNAの断片化の程度を測定したところ、 LF2 (2 mg/rru)の処理時間に依

存してDNA断片化の増加が観察され、アポトーシスが誘導さわしていると考えられた。しかし、 LF2に

よるアポトーシス誘導の強さは細胞により異なり、 SASが最も強くアポトーシスが誘導された。 LF2

処理による、 MAPキナ ゼの影響を検討した。 HSC-4細胞にLF2 (2 mg/mJ)を処理すると、 ERK

およびJNKの血清刺激によるチロシンリン醗化を延長させ、また、単独でおERKのリン酸化を冗進させ

た。一方、 SASではこのような変化はみられなかった。また、 HSC-4細胞にLF2を処理すると、比較

的短時間にホスホリバーゼD (PLD)の強い活性化が引き起こされた。 一五、 SASではこのようなPLD

の活性化はみられなかった。 以上の結果から、ラクトブェリン分解物は|酉形ガン細胞のアポトーシス

を誘導するが、細胞により誘導の機構が異なることが示唆された。この機構の違いのー囚としてp53
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の発現の差が考えられ、 SASではp53が正常て、あるが、 HSC-4細胞ではp53の異常が報告されており、

p53の発現がLFによるアポトーシス誘導と関連しているものと忠われる。また、 PLDの活性化はアボ

ト シス抑制に働くと思われ、 LF2によるHSC-4細胞のアポトーシス誘導とPLDの活性化の逆の関係

が認められた。そこで、 LF2によ 'c，PLDの活性化機構について検討したc

ラクトフェリン分解ペプチドによるPLDの活性化機構

( 2 (図7)0 LF 2 LF2はHSC細胞に作用させると時間依存的、用量依存的にPLDを活性化した

mg/mll を作用させると60-120分をピークにPLDの活性化が起こり、 PLDの活性化の減少に伴いア

ポトーシスが誘導された。 LF2によるPLDの活性化機構について各種阻害剤を用いて検討した。 MAP

キナーゼの阻害剤 (MEKlの陸害剤、 PD98059、50μM;P38乱仏Pキナーゼの阻害剤、 SB202190、20

1 プロテインキナ ゼC阻害剤 (G06976、チロシンキナーゼ阻害剤 (genistein、100μM)、μM)、

(図的。μM)、PI3キナーゼ阻害剤(wortmannin、100nM)により部分的に (40-50%)阻害された

3mM)によりほぼ完全にPLDの活性化が抑制され、 LF2にカJt，.シウムキレート斉tl(EGTA、また、

そこで、細胞内カルシウムよるPLDの活性化は、細胞外カルシウムが必須であることが示唆された。

5μM)により PLDの活性化が抑の影響を検討した。細胞内カルシウムキレート剤 (BAPTA/AM、

また、細胞外カルシウム除去下で細胞内遊離カルシウム増加を引き起こすtapsigarginを前処制され、

これらの結果から、 LF2によるPLD活性化には細胞内外(図 9)。理してもPLD活性化が抑制さわした

のカルシウムが必須であることが示唆された。 LF2によるPLDの活性化はPKC阻害剤で部分的に抑制
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Fig. 7 Dose-and time-dependent PLD activation stimulated with LF2 in HSC-4 cells. 

HSC-4 cells were labeled wi出 ['Hlpalmiticaicd for 24 hr and the labeled cells were stimulated wi出 LF2at 

indicated dose (A)担 dfor various times (B)， PLD activity was assayed as described in Materia1s and 

Methods 
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Fig. 8 Effect of various inhibitors on LF2-stimulated PLD activation in HSC-4 cells. 

HSC4 cells w町 elabeled with ['H]pa1mitic aicd for 24 hr.τbe labe1ed cells were pre甘eatedwit out or wi血

various inhibitors (PD98059. PD 50μM; SB202190， SB 20μM; genistein， GEN 100μM; G06976， GOlμ 
M;wo出 n阻 nin，WRT 100 nM; EGTA 3 mM)叩 ds出1Ulatedwi出 LF2(1 mg/ml) for 30 min . PLD activity 

was assayed as described in Materials and Methods 
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Fig. 9 Effect of calcium on LF2-stimulated PLD activation in HSC-4 cells 

HSC4 cel1s were labeled with [3fH]pa1mitic aicd for 24 hrτbe labeled cells were pretreated wit out or 

wiUl various inhibitors (EGTA， 3 mM; BAPTA/ AM 5μM; Tapsigargin TAPS 1 ，11 M and EGTA 3 mM) for 
10 min and stimulated with LF2 (1 mg/ml) for 30 min . PLD activity was assayed as described in 

Materials担 dMet'tods 
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さわした。 PKCの活性化剤であるPMA刺激による PLDの活性化とは棺加的に作用するが、 f弱者とも

さらに、 MAP(閃10)。EGTAにより完全に抑制されることから、共通の経路を介するものと思われる

キナーゼの阻害剤を用いて、 LF2によるPLDの活性化の影響を検討した。 MEK1の特異的阻害剤であ

また、 p38MAPキナーゼの阻害(図11)。るPD98059により濃度依存的なPLD活性化の抑制jが見られた

剤SB202190やチロシンキナーゼの阻害剤genisteinとの組み合わせにより PLD活性化がほぼ完全に抑制

LF2によりE賠Eのリン酸化が引き起こされるが、 PD98059により濃度依存的また、(図12)。された

また、 ]NK(図13A)0 また、 SBやgenisteinを加えることにより、ほぼ完全に抑制されたに抑制され、

LF2東日これらの結果から、(図14)。のリン酸化やAktの活性化はPD98059によって影響されなかった

激によりチロシンキナーゼ、、 p38MAPキナーゼ、 ERKなどが相互に関連してPLDの活性化を引き起こ

すものと思われる。

さらに、 LF2によるアポトーシス誘導に細胞内酸化物質が関与することが知られておりを、抗酸化

の影響を検討した。 LF2によるPLDの活性化はNAC剤として知られているN-acetyl-cystein (NAC) 

しかし、細胞内でお生ずる酸化物のH202刺激でーはPLDの活性化はほとにより濃度依存的に阻害された。
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Fig.11 Effect of MAP kinase inhibitor on LF2-

stinnulated PLD activation in HSC-4 cells 

HSC-4 cells were !abe!ed with ['H]pa1mi甘caicd for 

24 hr.The !abe!ed cells were pretrealed wit out or 

with various concen廿ationof PD98059 for 10 min 

and stimu!ated with LF2 (1 mg/ml) for 30 min 

PLD activi匂Twas assayed as des臼ibedin Materia1s 

and Methods 
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Fig.10 Effect of EGTA on PLD activation 

slimulaled with LF2 and PMA in HSC-4 cells 

HSC-4 cells were !abe!ed with ['H]pa1mitic aicd for 
24 hr.τ11e !abeled cells were pretreated wit out or 

明白 3mM EGTA for 10 min and stimulated with 

LF2 (1 mg/ml) or PMA. (100 nM) or combi回目on

of LF2 and PMA for 30 min . PLD activity was 

assayed as described in Materia1s and Methods. 
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Fig.12 Effect of MAP kinase inhibitors on LF2-stimulated PLD activation in HSC-4 cells. 

HSC-4 cells were labeled wi出 [3Hlpalmiticaicd for 24 hr.The labeled cell{ were pre甘eated羽tout orwi吐1

various inhibitors (PD98059， PD 50μM; SB20219， SB 20ρM; genistein， GEN 100μM; combinations of 

SB and PD; SB and GEN; PD and GEN; SB皿 dPD and GEN) for 10 min and stimulated wi血 LF2(1 

mg/m1) for 30 min . PLD activity was assayed as described in Materials and Methods 
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Fig.13 Effect of various inhibitors on LF2-stimulated ERK phosphorylation in HSC-4 cells 

HSC-4 cells were pretreated wi白(A)various concen仕ationof PD98059 (PD) or combinations of PD and 

SB202190 (SB 20μM) or PD担 dgenistein (G EN 100μM)， or (B) N-acetyl-cystein (NAC) for 10 min担 d

stimulated wi吐1or without LF2 (1 mg/m1) for 30 min. The cells were solubilysed with Iysis bu百'erand the 

Iysate were subjected to SDS-PAGE却 dbloted wi出 phospho-specificERK and ERK antibodies. 
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without LF2 (1 mg/ml) for 30 min τne cells were solubilysed with lysis buffer and the lysate were 

subjected to SDS-PAGE岨 dbloted wi吐1phospho叩 ecific]NK and Akt antibodies 
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Fig.15 Effect of N-acetyトcysteinand H 202 on LF2-stimulated PLD activation in HSC-4 cells 

HSC-4 cells were labeJed with [3H]paJmitic aicd for 24 hr.The labeled cells were p1'e仕eatedwit out 01' with 

various concentrations of N-acetyl-cystein (NSC) or H02 fo1' 10 min and stimulaled with LF2 (1 mg/rnl) 

for 30 min . PLD activity was assayed as described in Malerials and Methods 

NAC(mM) 

んど引き起こされなかった(図15)o-}j、NACはERKのリン酸化を問'存することがわかった(1支113Blo

これらの結果から、 NACによるPLDの同['存は、抗酸化刊川としてよりもむしろPLDの活性化に関与す
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Fig.16 Inhibition of LF2-stimulated PLD activation by lipopolysacchatide. 

HSC-4 cel1s were labeled wi血 ['Hlpalmiticaicd for 24 hr.百四labeledcel1 were stimulated wi也 orwi出out

LF2 (1 mg/ml) in the presence or absence of indicated concen仕ationof lipopolysaccharide (LPS) for 30 

min. PLD activity was assayed as described in Materials and Methods 

るE悶王のリン酸化を抑制するためであると思われる。

さらに、ラクトブェリンは細菌の産生するエンドトキシンとして知られているlipo-polysaccharide

(LPS) と結合することや、細胞膜受容体結合においてLPSと競合することが示唆さわしている 9 へそ
こで、 LF2によるPLDの活性化に対するLPSの影響を検討した。 LF2によるPLDの活性化はLPSによ

り濃度依存的に担害された(関16)。この結果から、 LF2はLPSと結合して細胞に結合する部位が阻害

されるか、あるいは、 LF2の細胞における受容体結合にLPSが競合するためと思われる。以上の結突

から、 LF2はHSC-4細胞に特異的に結合し、各種細胞内シグナル伝達経路を活性化して、最終的にア

ポ r シスをもたらすものと忠われる。さらに、 LF2の細胞への作用には細胞外カルシウムが必須で

あることが示唆された。

以上の結果より、ラクトフェリンのペプシン分解物は白血病細胞や口腔腫湯細胞に対して顕著なア

ポトーシスを誘導することができることが判明した。アポト シスシグナルの初期では、 MAPキナー

ゼが活性化されるが、 PLDの顕著な活性化も起こることが示された。したがってPLDの活性化はLF2

の細胞内シグナル伝達を検索するのによい指標となることが判明した。また、細菌により産生される

LPSiこより LF2作用が競合的に抑制されることが明らかにされた。このことは、逆にLPSの作mをLF

2が抑制することも可能である。 LPSはサイトカインなどを産生し、免疫細胞に抑制約に1tJiJするこ

とが知られているが、 LF2のLPS}印制作用としての主要性が考えられ、このJfiは今後さらに明らかに

したいc また、最近ラクトブェリンがヒト計がん細胞におけるC型肝炎ウイルスの感染を肝r~fするこ

とも報告さわしており u、町細胞に対するLF2の作用機構についても検討したい。
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