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緒 論

　アラキドソ酸カスケードにおけるプva　xタグラソジン（prostaglandin，以下PGと略す）類，

トロソボキサソ（thromboxane，以下T：Xと略す）類，およびロイコトリエン（leukotriene，

以下LTと略す）類は種々の組織や細胞に分布し，様々な生理活性を示している1）。リソ脂質，

特にホスファチジル＝リソからホスホリパーゼAsによりアラキドソ酸が遊離し，リポキシゲナ

ーゼ等の作用によりしT類が生合成される2）。従来からアナフィラキシー発症時に肺で作られ，

気管支平滑筋を強く収縮させる物質をSRS－A（slow　reacting　substance　of　anaphylaxis）3）と

呼んでいるが，実はこれはLTC，，　LTD《およびLTE，であることが最近確認された4””6）。一方

遊離されたアラキドン酸はシクロオキシゲナーゼによりPGG，・およびPGH：2へと代謝され，さ

らに種々のイソメラーゼあるいはシソテターゼ類によりPG類およびTX類が生合成される。

これらのPG類およびTX類の中で特にPGI，7）およびTXA，8）はPGEあるいはPG：亀．

に比べ数10倍高い血小板凝集あるいは平滑筋収縮に対する反応を示すが9－13），非常に不安定でそ

れぞれ安定代謝産物である6－keto－PGFi。14）およびTXB28）へ変換されることが知られている。

　最近，このPGI，およびTXA2の炎症への関与が注目されている15一17）。炎症は細胞の損傷に

始まり，白血球，マクpaファーージ等の浸潤へと続く一連の生体防御反応である。この炎症部位に

浸潤する種々の細胞は様々なメディ　Z…一品t一・・（リンホカイン，キニン等）を産生することが知ら

れている18）。PGI，は慢性炎症巣の血管透過性を著しく充進させる作用を持ち19），またTXB2に

は白血球誘引作用がある20）。Humesら2Dは勿〃伽。でマウス腹腔マクpaファーージに起炎剤で

あるザイモザンを作用させると，PGE2および6－keto－PGFi、，は放出されるが，　TXB2は検出

されなかったと報告している，一方室田ら22）は流動パラフィンで誘導されたモルモット腹腔マク

ロファージにはTXB2合成能があると報告している。このようにマクロファージにおけるTXB2

産生について一定の結論は得られていない21・23・24）。しかしながら上に述べた知見から，PG類が

炎症の推移と何らかの関係があるものと思われる。しかしPG類がどのようなきっかけにより産

生されるのか，またそれが炎症にとってどのような重要な役割を果しているかは，現在解明され

ていない。さらにマクロファ・一一・一ジは抗原性を有する異物を貧食すると，その情報を抗体産生細胞

へ伝達する役割や，異物を消化分解するなど種々の作用を持つ興味深い細胞である。

　そこで本研究ではマクロファージが種々の作用を示すとき，マクPtファーージでのPG類産生が

どのように変化するのか解明するR的でマウス腹腔マクロファージを用いて，6－keto－PGF1、お

よびTXB2の産生を中心に検討を行った。6－keto－PGFiexおよびTXB2の測定はラジオイムノ

アッセイにて行ったが，この測定法のうち，抗体結合標識抗原と遊離標識抗原との分離法に改良
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を加え，さらにマクロファージ試料については抽出操作を必要とせず，直接ラジオイムノア・セ

イにて測定可能であることを確認した。またin　vivoで刺激剤により誘導されたマクロファー・一・

ジ内6－keto－PGFi、およびTXB2量は常在（resideltt）マクPtファージと比較して変化が認め

られ，この変化が腹腔浸出細胞の中でマクPtファージに特有であることを確認した。そこで常在

マクロファージを取り出し，i7Z　vitroで種々の検討を行った結果，腹腔浸出細胞からマクロフ

ァーージを分離調製する際に，マクロファーージから6－keto－PGFi．およびTXB2が放出されるこ

とを知り，この両物質の放出にマクirファ・・一一一ジのガラス表面への付着（adhesiOR）および伸展

くspreading）が直接的に関与することを明らにかした。このマクロファージの付着，伸展とい

う現象についてはシリコン処理したガラス皿あるいはテフロン膜との関係についての検討を行い，

マクPtファージの伸展と6－keto－PGE．およびTX：B2の放出との間に興味ある関係を見出した。

またin　vilroでマクpaファージにザイモザンを作用させたときの6－keto－PGFi．およびTXB2

放出について検討した結果，この両物質の産生の初期，すなわちリソ脂質からのアラキドソ酸の

遊離の調節にボスホリパーゼA2が関与し，さらにこの反応は細胞内サイクリックAMP（cyclic

AMP，以下cAMPと略す）により調節されていることが，ハイドロコーチゾンなどを使用し

た酵素の阻害実験から明らかとなった。
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第 x 章

マウス腹腔マクロファージの調製とマクロファージ内

　　　　6－keto－PG：Fl・およびTX：B2量の測定

　マクロファーージ内6－keto－PGFi。：およびTXB2量の測定にあたり，ラジオイムノアッセイに

用いる抗6－keto－PGFi。および抗TXB2抗血漿を作成した。その抗体の特異性，およびマクロ

ファー・ジ内6－keto－PGFi。およびTXB2を直接ラジオイムノアッセイによって定量できるか否

かについて検討を行った。PG類のラジオイムノアヅセイでの抗体結合標識抗原と遊離標識抗原

との分離法には二抗体法25）あるいはデキストラソ炭末法26）が良く使用されているが，本実験では

細胞培養等の研究に用いられているセルハ・一一ベスター（LM－1◎1，　Labo　Mash，ラボサイエンス

社）の性能上の特徴をラジオイムノアッセイに応用した。その結果，この方法により短時間で多

数の試料の分離操作ができ，PG類の測定が可能であることが示された。

　マウス腹腔浸出細胞から腹腔マクロファーージを分離する方法にはマクロファージがガラス表面

等に付着する性質を利用した付着法26－28），あるいは密度勾配遠心分離法29－31）が広く使用されてい

る。本研究では短時間で処理できるガラス付着法によりマクロファージを分離調製した。そのマ

クロファーージ試料調製の過程で細胞の取り扱い方，たとえぽ付着したマクpaファーージをガラス表

面から剥がす操作がマクロファージにとって物理的な影響となり，PG類の産生を刺激すること

が判った。

〔実験材料および方法〕

　抗6－keto－PGN．および抗TXB2抗血漿の作成および標識抗原

　6－keto－PGE。あるいはTXB2をAxenの方法32）にしたがってウシ血清アルブミン（bovine

serum　albumin，以下BSAと略す，　Sigma社）に結合させて免疫用の抗原を作成した。すな

わちジメチルホルムアミドO．5　m1に溶解した2．8mgの6－keto－PG：F1．にNt，：NLカルボニ

ルジイミダゾr一・一rルを1．5mg加え，これを0．75　m1に10　mgのBSAを含む水溶液に滴加し

た。この反応液を一夜放置した後，透析しさらに凍結乾燥して6－keto－PGF1ゴBSA結合物を作

成した。TXB2についても6－ket◎一PGF1。の場合と同様の操作を行い，　TXB，一BSA結合物を作

成した。6－keto－PGFi。一BSAあるいはTXB，一BSA結合物をウサギ1匹当たり約1mgになる

ように生理食塩水に溶解し，フロイントの完全アジュバントと混合し，エマルジ。ソとしてウサ
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ギの足蹄部に数個所に分けて免疫した。2週聞間隔で数回の免疫を行った後，ウサギの頸動脈よ

リヘパリソを添加した遠心管に全採血し，3000rpmで10分間遠心分離を行い，抗6－keto－PGF1。

あるいは抗TXB2抗血漿を得た36）。

　標識抗原には3H－6－keto－PGFicrあるいは3H－TXB，（125あるいは120　mCi／mmo1，　New

England　Nuclear社）を用いて，◎．9％食塩含：有ホウ酸緩衝液，0．02　M，　pH　8．0により，用時

希釈しラジオイムノアッセイに使用した。

　抗体の力価および特異牲の検討

　6－keto－PGFi、，およびTXB2のうジオイムノアヅセイで用いる試薬の調製あるいは試料の希

釈には，上記の緩衝液を使用した。また抗血漿の希釈液には0．01％ウサギγ一グロブリンを含む

緩衝液を用いた。抗体力価の測定は抗血漿を希釈し，希釈した抗血漿と標識抗原との結合率から

求めた。約5000　cpmの3H：一6－keto－PGE、と50％結合33）を示す抗6－keto－PG鼠．抗血漿の希

釈度は500倍であった。また同様に操作して行った抗TXB2抗血漿についてはioOO倍の希釈が

50％結合を示し，それぞれ希釈した抗血漿をラジオイムノアッセイに使用した。

　抗6－keto－PGFi．抗血漿の特異性の検討は3H－6－keto－PG：Flα一癖6－ket◎一PG：Fia抗血漿

反応系に構造上交叉反応が考えられるPGを主としてTable－1に示すPGをそれぞれ加え，

後述する二抗体法により抗血漿と標識抗原の結含に対する，添加したPGの50％阻止濃度を求

めた。そしてこの反応系での6－keto－PGE、の50％阻止濃度を100として，それぞれのPGあ

るいはアラキドン酸の50％阻止濃：度から交叉反応率を求めた。抗TX恥抗血漿についても抗

6選eto－PGF1．抗血漿の場合と同様に反応を行い，交叉反応率を求めた。

　二抗体法による測定

　この二抗体法に使用する第二抗体はモルモヅトをウサギr一グロブリンで免疫して得られた抗

体を用いた。抗体価測定の結果，このラジオイムノアヅセイ系ではこの抗体を20倍に希釈して

使用することとした。

　小試験管に試料，約5000　cpmの3H：一6－ket◎一PGFI。，および抗6－ke宅◎一PGF，，，抗血漿をそれ

ぞれ0．05ml入れ，37℃でi時聞インキュベート後，第二抗体を0．05　m1加え，4℃で一夜放

置した。標準曲線の作成には試料の代わりに！m1中に◎．◎5～5．0　ngを含む標準6－keto－PGFi．

溶液0．◎5m1を加えて同様に操作した。そして40C，3000　rpmで15分間遠心して生じた沈殿

物を0．2m1の緩衝液で洗塾し，再び同じ条件で遠心分離を行った。この操作をさらに1回くり

返し行い，得られた沈殿物を0。1m1の◎．iN水酸化ナトリウムに溶解し，さらに0．9m1の蒸

留水を加えた。このうちの0．8mlをPPO：4．◎9およびPOPOP：0．　l　gをllのトルエンに

溶かし，さらに0．51のTriton　X－100（New　England　Nuclear社：）を加えたシンチレーーター一
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1◎mlに加えて混合し，液体シソチtr・一シHンカウンタt一…（LSC－703，　Aloka社）にて放射活性

を測定した。TX恥の測定についても6－ket◎一PG琵。の場合と同様に操作を行った。

　セルハーベスターを用いた淵過法による測定

　マイクtプレート（F・　A／SNunc社）の穴（全容量0・3mDに試料あるいは1m1中tle　O．　05

～5．Oagを含む標準6－keto－PGE．溶液，約7000　cpmの3H：一6－keto－PGFユ。，および抗6－

keto－PGFi．抗血漿をそれぞれ0．05　m1入れ，4QCで一夜放置した。そしてセルハーーベスター一

（LM－101，　Labo　Mash，ラボサイエンス社）を用いて，抗体結合標識抗原と遊離標識抗原との

分離を行った。すなわち反応液を吸引炉過してLabo　Mash用フィルター上に抗体結合3H－6－

keto－PGFユ．を炉思し，緩衝液で5秒問洗蘇，さらにひき続き20秒間吸引しながら乾燥した。

PPO：4．09およびPOPOP：0．19をllのトルエンに溶かしたシソチレーター一3m1にこの

フィルター一を入れ，液体シンチレr一一一・シ。ンカウソターにて放射活性を測定した。TXB，の測定に

ついても6癒et研PG鮎、の場含と同様に操作を行った。

　マウス腹腔マクXXフrv・一ジ試料の調製

　6－7週令のICR系雄マウス（日本クレア）を頸動脈の切断により脱血致死させた後，ただ

ちにマウス1匹当たりEagle　Minimui“Essential　Medium　No．3（以下MEM培地と略す，

日水製薬）3m1を腹腔内に注射した。腹部を数回もんだ後，腹部を切開し，ピペットを挿入し

てMEM培地を回収することにより，腹腔浸出細胞を採取した。無処理マウスでは通常1匹当

たり3×106細胞が得られた。約3◎匹のマウスから採取した腹腔浸出細胞を100×gで8分間遠

心して細胞を沈殿させ，上清を捨てた後，lm1あたり3×106細胞にな：るようにMEM培地に

懸濁した。この細胞懸濁液の1mlを径35　mmのガラスペトリ撮王に入れ，37。C，5％CO2含

有空気中で10，20，40，60，90，120及び18C分間インキュベーートし，ガラス表面に付着した細

胞をマクロファージとした。所定の時闘インキュベート後，ガラス非付着細胞はMEM培地を

ガラス面に吹きつけることによって洗物除去し，マクロファーージmonolayerを得た。このペト

リl／｝しに0．5m1のMEM培地を入れ，ラバーポリスマソを用いてマクロファージを剥がし取り，

マクロファーージ懸濁液とした。これをソ＝ケーター（SQnifier　B－12，　Branson　Sonic　Power社）

を用いて，氷野下で30W，1秒間の超音波処理を5回行い，40C，3000　rpmで15分間遠心分

離して，上清をPG測定用試料とした。測定は直接ラジオイムノアァセイによって行った。

　また上記に示したマクpaファージ試料の調製法において，　PG類の産生を抑制する目的で，

Chart　l－1に示す調製法の（1）から（W）までの各段階に，最終濃度0．1mMになるように

インドメタシン34）（Sihma社）を添加した。すなわち（E）腹腔浸出細胞をペトリ皿内でイソ

キュベーートする前，（ll）ガラス表面に付着したマクロファージを剥がし取る前，（璽）剥がし取
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Chart　1－1　Stages　in　preparation　of　macrophage　samples

ICR　male　mice

　　　s

Pen’toneal　exudate　ce｝1　suspeitsion

／　e　（1）　lndomethacin

Iitcubation　for　1　hr

i　pt　（ll）　lndoinethacin

Macrophage　suspension

／　ig一　（m　indomethacin

Sonication

t　一　（W）　lndometlaacin

Centrifugatiolt

　　　t

Supematant　一一一〉　Sample

つたマクロファーージ懸濁液を超音波処理する前，さらに（W）超音波処理したマクpaファージ溶

液を遠心する前，のそれぞれの段階にインドメタシンを加えた。そしてインドメタシンを添加し

ないで調製したマクロファージ試料の6－keto－PGFiaおよびTX：B2量と比較検討した。測定値

は106細胞当たりのngで示した。なおガラス付着細胞中のマクロファージの純度については，

Wright液（和光純薬）を用いて細胞を染色して顕微鏡で観察し，ガラス付着細胞数に対するマ

クロファーージ数の比率で表わした。

　マク灘ファ・・一ジ試料についてラジオイムノアッセイにより求めた直接法による値と部分精製後

　に測定した値の比較

　室田ら35）はPG類を定量する場合に，　PG類を抽出分離し，定量している。ラジオイムノア

ッセイによりマクVファージ試料をこの方法にしたがって部分精製した場合と，直接，測定した

場合とを比較検討した。PG類の部分精製の方法としては，マクpaファージ試料を0．　l　N塩酸

でpH　3．0に調節した後，試料の3倍容の酢酸エチルにより3回抽出し，この酢酸エチル液を減

圧留去した。この残査を少量のエタノーールに溶解し，エタノールの最終濃度が5％になるように

緩衝液を加えて，ラジオイムノアッセイ用の試料とした。なおこの抽出方法による回収率は60～

70％であった。

　また直接ラジオイムノアヅセイで測定し，6－keto一：PGF1、、およびTXB2量がそれぞれ4．6お

よび2．5　ng／mlであるマクロファージ試料に，1　m1当たり0．25～10　ngの6－keto－PGE．あ
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るいはTXB2を添加し，その測定値が添加量を加算した値として得られるか否か検討した。

〔結 果〕

　ラジオイムノアッセイ：その抗体の特異牲と測定値の信頼牲

　ウサギを免疫して得た抗6－keto－PGE．および抗TXB2抗血漿によるラジオイムノアッセイ

で，二抗体法による測定の結果，6－ke重。－PG避．およびTXB2ともに◎。05　m1当たり50　P9，

すなわち2．7×10－9Mから測定可能であった。この両抗血漿の抗体特異性をTable　Hに示す。

なおこの表は当研究室の山上による結果36）であり，その特微的な部分を引用すると，抗TXB2

抗血漿はi5－keto－PGF2．と約3％の交叉反応を示したが，他のPGに対しては抗6－keto－PG

：F、．抗血漿の場合と同様に，1％以下の交叉反応率で，両抗血漿とも特異性の高い抗体であった。

Table　1－1　Specificity　of　anti－6－1〈eto－PGE．　and　antFTXB2　aRtibodies

pq　required　for

50％o　inhibition

relative　cross－
reaction（90（）“

Compounds
　anti一一6－
　　　　　　　anti－TXB2keto－PGFi，，

　antF6－
　　　　　　　anti－TXB2keto－PGF1．

6一一keto－PGFia

TXB，

PGE，

PGD，

PGF，．

PGF2a

15－keto－PGF2．

13，　14－dihydro－15－keto－PGF2．

13，　14－dihydro－PGF2．

arachidonic　acid

　　　190

＞500　×　103

　70　×　103

＞500　×　103

　50　×　103

＞500　×　lo3

＞500　×　lo3

＞500　×　103

100　×　lo3

＞500　×　lo3

＞500　×　103

　　　230

350　×　103

　30　×　103

＞soo　×　le3

＞soo　×　le3

　8×103
＞500　×　103

＞500　×　103

＞soo　×　le3

100

〈O．　05

　0．　27

ぐ0．05

　0．　38

〈O．　05

〈e．　os

〈O．　05

　0．　！9

〈O．　05

〈e．　os

100

　0．　07

　0．　77

〈e．　os

〈O．　05

　2．　89

〈O．　05

〈O．　05

〈O．　05

＊Specificity　of　each　antiplasma　expressed　as　a　relative　cross一一reaction　is　derived　from

the　data　in　columns　one　and　two．

　著者が行ったセルハーーベスターを用いて抗体結合標識抗原と遊離標識抗原とを源過により分離

する方法と，出上の行った二抗体法とを比較するため，両測定法で得られた6－kete－PG：巳．の

標準曲線をFigほ一1に示す。この沸過法で得られた結果は二抗体法と同等の感度を有し，さら

に各濃度での抗原抗体結合率は両測定法ともにほとんど同値を示した。各濃度における両測定法

の抗原抗体結合率の相関係数を求めると0．　997であり，両者の間に非常に高い相関性が認められ

た。TX：B2についても6－keto－PG臥，，の場合と同等の結果および相関性が得られた。マクロフ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　7　一



アージ試料についても，両測定法の測定結果は同値を示した。

鶴⑪

　　鋤
細

二
野㊧⑪

畿
馨㈱
藷
　　2＠

臨騒
pamammummprmmmpmgymrmpammpamympa

璽。⑪　　　甑雛　瓢⑪　　欝　　　灘

　　㊧k魏ゆ騨G鮮観獅騨／麟》

騒⑪

Fig．　1－1　StaRdard　curves　of　6－lceto－PGFi，，　obtained　by　radioimmunoassay．　ew：the

double　antibody　method；　o　：the　flltration　metbod　using　the　Ceil　1｛arvester．

　次にマクロファージ試料を抽出などの操作を行わず，直接測定し，その結果の信頼性を検討し

た。6－keto－PGFi、、およびTXB2をそれぞれ4．6および2．5　R9／pnl含む試料に対して，既知濃

度の6－ket◎一PGF1。あるいはTXB2を添加したとき得られた測定値をもととして計算した回収

率をTable　1－2に示す。6－1〈etr◎一：PGF、．は1m1当たり5～15　ng，　TX鞠は！　nil当たり3～13

ngの問でほぼ1GO％の回収率であった。測定値をy，添加量をxとして一次回帰分析を行うと，

6－keto－PG：Flc，についてはy＝LO5　x十4．4（r＝0．997，　R＝7），　TXB2についてはy＝LO5　x

十2．5（r＝0．997，黛＝7）という結果が得られた。また同一試料について，酢酸エチルにより抽

出した試料の測定値を回収率を用いて換算して得た値と，直接測定した値との閥の相関係数を求

めた結果，0．86＠＝6）というほぼ満足できる相関性が認められた。
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Table　1－2　Recovery　of　6－keto－PGE．　or　T＞〈B2　in　macrophage　samples

6－keto－PGE．

　or　TXB2

　（ng／ml）

6－keto－PGEa TXB，

calculatioft

（ng／ml）

　　　　＊recovery
　（％）

calculation
（ng／m｝）

recovery＊
　（％）

o

O．　25

”O．　5

xo
2．　5

s．　e

10．　0

4．　6

4．　6

4．　8

5．　6

7．　0

9．　4

15．　e

94．　8

94．　1

100

98．　6

97．　9

103

2．　5

2．　6

3．　e

3．　5

5．　1

7．　6

13．　0

94．　5

100

100

！02

101

104

＊Recovery　ef　6－keto－PGFi，，　oy　TXB2　is　expressed　as　the　percentage　that　the　calcu－

lated　values　are　of　full　potential　values　ef　the　samples．

　マク鐵ファージの調製について

　腹腔浸出細胞中のマクPtファ　一一ジ数を計測する融勺で，1m1当たり3×106細胞を含む腹腔浸

出細胞懸濁液を1認ペトリ皿に入れ，一一定時間イソキュベt一一ト後，ガラス非付着細胞を洗糠除

去L，ガラス表面に付着したマ舛ファージ数を血球計算板を用いて階隠した・結果はFig・肉

2に示す。ガラス表面に付着したマクロファージ数はインキ＝ベート6◎分後までは増加したカ㍉

それ以降！80分後まではマクpaファージ数はほとんど変化なくプラトーで，その数は1．5×106

細胞であった。図示していないが，24時間後のマクロフiP　一ジ数は1．4×1◎6細胞で，その間の

変化はほとんど認められなかった。すなわち腹腔浸出細胞中，約50％がマクpaファーージであり，

さらにそれをWeright染色した結果，三時聞で得られたガラス付着細胞のうちマク1＝ファージ

の純度は95％以上であった。以上の結果から，マクファージを調製するためのイソキュベーート

時間は1時間で十分であることが判った。

　一般に細胞培養を長時間行う場合，栄養源として培養液に血清を添加して行っている。今回，

ウシ胎児血清を10％にな：るようにMEM培地に添加した場合と添加しない場合について，腹腔

浸出細胞を1時問インキ。、ベートし，マクpaファージ数，　vクPtファーージ内6－keto－PG：Fi．お

よびTX：恥量を比較検討した結果，1時闘のインキュベートではマクpaファーージ数，6－keto－

PGFi。およびTX：B2量に血清添加の有無による差が認められなかった。したがって以後の実験

では，．煎！清を添加しない条件でイソキュベーートを行った。、
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Fig．　1－2　Total　Rumber　of　adherent　macrophages　during　incubation　of　peyitoneal

exudate　cells．　Peritoneal　exudate　cells　（3　×le6）　were　incubated　in　a　glass　petri　dish

at　370C　in　50／o　CO2　in　air　for　the　time　indicated　in　figure．　Removing　non－adherent

ce｝ls　at　each　time，　macrophages　were　theR　ebtained．　Each　point　represeRts　the

mean　of　3　experiments．

　マクUファージ試料の調製過程におけるインドメタシンの影響

　非ステPtイド系抗炎症薬であるインドメタシンはシクロオキシゲナーゼを阻害し，　PG類の生

合成を抑制することが知られている34）。今回，マウスより採取した腹腔浸出細胞からマクロファ

ージを調製する過程で，Chart　1－1に示す二段階でインドメタシンを添加して試料を調製し，こ

のインドメタシンの添加が試料中の6－keto－PGFi、およびTXB2量にどのように影響している

かについて検討した。その結果はFig．1－3に示すように，マクロファージを取り扱う操作によ

ってはそれが刺激となり，測定結果に大きな相違が見られた。腹腔浸出細胞のインキュベート前

のインドメタシンの添加，すなわち第1段階の添加では，マクロファージの6－ke記。－PG瓦、お

よびTXB2量はそれぞれ3．5および1．　8ngであった。6－keto－PGE、，についてみると，第1お

よび第豆段階の間で，また第璽および第皿段階の問で有意に増加したが，それ以後はインドメタ

シン無添加の場合に比べて，大きな変化は認められなかった。一方TXB2については，第璽段

階は第至段階と比べて量的に有意な差が認められなかったが，第皿段階では有意に増加し，以後

大きな変化はなかった。この結果はマクロファージが超音波処理により破壌される前まで，PG

類の産生が持続し，破壊されると合成能も消失することを示唆している。さらにガラス表面に付
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着したマクロファージを剥がし取った後に，インドメタシンを添加してもその効果がないことを

示している。言い換えるとマクロファージをガラス表面から剥がすという物理的刺激によって

PG類が多量に合成されることを示している。これらの結果から，以後インドメタシンの添加は

第H段階，すなわちマクロファーージを剥がし取る前に行った。この段階でのインドメタシンの添

加は，マクltファーージと刺激剤あるいは抑制剤との関係を検討する上で最適と考え，以後この方

法にしたがって試料を調製した。
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Fig．　1－3　Effects　of　indomethacin　on　the　amounts　of　6－keto－PGE．　axxd　TXB2　in

preparating　samples．　lndomethacin　at　a　final　concentration　of　O．　lmM　was　added

before　（1）　incubation，　（ll）　suspension，　（ew）　sonication，　and　（N）　centrifugation

in　the　p，reparation　of　samples．　“Non”　indicates　no－addition　of　indomethacin．　Each

colgmn　is　expressed　as　ixxean±standard　cleviation　（N＝3）．　t：：6－keto－PGFi．，

tw：TXB2，　M¢：macrophages．　＊：p〈O．　OOI　（when　compared　with　1　by　Student’s

t－tesの　　纒：p〈0．　Ol，　＊＊㌔p〈0．001（when　compared　with獲by　S撫den．t’s℃一test）
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〔考 察〕

　マクpaフー／．一ジ内6－ket◎一PGF，。およびTXB，量を測定する三舎の細胞の調製法およびラジ

オイムノアッセイ法について検討した。PG類の定量はバイオアッセイ法37＞，ガスクv　“？トグラ

フィー／質量分析法38）等で行われているが，微量の生体試料を多数測定する方法としてはうジオイ

ムアッセイ法が最も便利と考えられる。Levineら25＞が二抗体法によるラジオイムアヅセイ法を

PG類の定：量に応用して以来，数多くのPG類のラジオィムアッセィ法が報告されている。　Salmon

39）の報告では抗6－kete－PGFi．抗体と種々のPGとの交叉反応率はPGE類およびPGF類に

対して5～10％であったが，他の主なPGおよびPG代謝物とは1％以下であった。一方

Mitchel140）は抗6－keto一：PGFi、，抗体のそれは1％以下の交叉率であったことを報告している。

またTaiら41）は抗TX璃抗体の特異性について，主なPGおよびPG代謝物と0．01％以下

の交叉率であったことを報告している。著老の使用した抗6－keto－PGF，。およびTXB2抗抗血

漿は，これらの報告とほぼ同等の交叉率であり，感度もほとんど同等であることから，6－keto－

PGF1．およびTX：B2の定量に十分使用できると考える。

　SalmOR39），　Mitchel140），およびTaiら41）は抗体結合標識抗原と遊離標識抗原との分離にデキ

ストラソ炭末法を使用している。この方法は炭末が抗体結合標識抗原を吸着せず，遊離標識抗原

だけを吸着するという性質を応用したものであるが，炭末を入れてから上清を分離するまでの時

間を一定にしなければならないことから，一一一一一度に多数の試料の測定は困難である。またタンパク

質濃度や塩濃度の変化により，遊離標識抗原の山内への吸着が影響されるなど，経験と再現性に

問題がある。一方二抗体法にはその問題はなく再現性はよいが，第二抗体の使用，遠心分離と洗

源のくり返しなどの煩雑な操作はまぬがれない。Dehenyら42）はPGFa，，のうジオィムアッセィ

で，抗体結合標識抗原と遊離標識抗原の分離にゲル炉過法を使用した。この方法で行うと一試料

について約3分で分離できると報告している。今回，セルハーベスター一を用いた炉過法は二抗体

法と同感度で（Fig．　Yl），標識抗原の分離を簡単に行え，煩雑な操作を必要としない。さらに

マイクpaプレートを用いると，約4分で96試料の分離が完了する。セルハーベスターに用いる

：しabo　Mash用フィルターはトルエン系シソチu’・一ターに入れると透明になるので，そのまま測

定可能である。さらにフィルターからシソチレーターへの抗体結合標識抗原の溶出がほとんどな

いことから，測定後フィルター一を取り出し，シソチレーター一のカウントが低山の闘は，何回も使

用できる。またミリポアフィルターを用いた沙過法によるラジオイムノアッセイ法43）も報告され

ているが，ミリポァフィルターに比べ，このLabo　Mash用フでルターははるかに安価である。

以上の利点から，簡単な吸引炉過により標識抗原の分離が行えるセルハーベスターを用いたラジ

ォィムノァッセィ法はPG類に限らず，他の物質のラジオイムノアッセイにも応用できると考
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える。

　一般に臓器中のPG量を測定するには，妨害物質等の存在が考えられるので，抽出分離を必

要としているが，本研究に用いたマウス腹腔マク1・フi・・　・一ジ試料については，抽出操作を必要と

せず，直接測定可能であることが確認された（Table　1－2）。

　マクロファージ試料を調製する過程で，避けられない物理的刺激，たとえぽマクpaファ．一一ジを

ガラス表面から剥がし取る操作で，マクロファーージのPG類産生能が高められることを確認した

が（Fig．1－3），このことはPG類研究を行うにあたって考慮しなけれぽならない重要なことと

思われる。すなわちその定量には十分な配慮のもとに調製されたマクPファージ試料を用いて行

わなければならない。
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　　　　　　　　　　　　　第　　2　章

刺激剤投与により誘導されたマウス腹腔マクロファージ内

　　　　　6・k蕊。一：PG：FlαおよびTX82量の変化

　ラヅト背部にカラゲニソを投与し，5日後からの肉芽腫形成に伴い，浸出液中の6－keto－PG

F、a量は減少し，　TX恥量は増加するという変化を室田らは報告している17）。本章ではマウス腹

腔マクロファージを用い，上述の炎症例で見られた6－keto－PG恥aおよびTX：B2：量の変化が炎

症に特有なものであるか否かを検討した。常在および誘導マクロファージの6－keto－PGFi、お

よびTXB2：量について比較検討した結果，刺激刺の投与により誘導されたマクロファージと対

照群との間に6－keto－PGEaおよびTXB2：量の変化が見られ，この変化は腹腔浸出細胞の中で

はマクロファージだけに認められた。

〔実験材料および方法〕

　マウス腹腔マクロファージの調製

　6一一7週令のICR系雄マウス1群6匹に各種刺激：剤を腹腔内に注身寸し，4日後に採取した腹

腔浸出細胞を個体ごとに1m1のMEM培地に懸濁し，ガラスペトリ｛厩に移して以後，前章（5

頁）に記した方法によりマクロファージを調製した。またガラス非付着細胞については，腹腔浸

出細胞をインキュベート後，非付着細胞を試験管へ移し，100×gで8分間遠心して細胞を集め，

最終濃度G．1mMインドメタシン含有MEM培地α5mlに懸濁した。それ以後の操作はマク

ロファージg）場合と同様に，超音波処理してPG類測定用の非付着細胞試料を調製した。刺激

剤には0ユm1中に20および200μgを含むザイモザン（Sigma社），0．1m1中に50μgを含

むEcoli（01n；B4）由来のリポ多糖（lipopolysaccharide，以下LPSと略す，　Dlfco社），

i　mlの3傷チオグリコレート（Difco社），および0．1　mlの0．5％ラテックス（Difco社）を

使用した。なおザイモザンは1ml当たり2e　mgになるように生理食塩水に懸濁し，これを30

W，1秒間，5回の超音波処理（Sonifier　B－12，　Bransen　Sonic　Power社）し，3000　rpmで

10分間遠心分離を行い，さらに1回洗撫したものを用時希釈して使用した。またザイモザン投与

群については，インドメタシンの効果を検討する目酌で，ザイモザン200μgとインドメタシン

1．5mg／kg体重を同時に腹腔内注射し，4日後に腹腔浸出細胞を取り出し，マクロファージ試

料を調製した。
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6－keto－PGFi．およびTXB2量の測定は前章（4頁）に示した二抗体法によるラジオイムノ

アヅセイにて行った。

〔結 果〕

　各種刺激剤の効果

　各種刺激：刺を投与し，4日後のマウス腹腔マクロファーージ数とマクPtファージ内6－keto－PG

E．およびTXB2量をFig．2－1に示す。：しPSあるいはラテヅクス処理により誘導されたマク

ロファーージ数におよぼすそのLPSあるいはラテヅクス処理による影響については対照群の1．5

×106細胞と比べ変化が認められなかったが，ザイモザンおよびチオグリロレーート群ではそれぞ

れ7．　2×106および！．8×107細胞と著しく増加した。マクロファージ内6－keto－PG：Fエ．および

TXB2量については！06細胞当たり対照群で6－keto－PG鶏．：16．2　ng，　TXB2：1．4　ngであっ

た。ザイモザンおよびチオグリコレート群での6－keto－PGE，，量については，それぞれ1・1お

よび1．8　ngと著しく減少したのに対し，　TXB2量については，それぞれ2．　7および2．　3　R9と

有意に増加した。一方LPS群では6－keto－PGFi．：量は2．　O　ngと著しく減少したが，　TXB，：量

は1．3n＄であり，対照群と有意な差は見られなかった。ラテックス群では6－1〈eto－PGFi。お

よびTXB2量ともに対照群と比べ変化が認められなかった。以上の結果から，ザイモザンは刺

激性があり，その存在が細胞の内部あるいは外部でも染色により確認が可能であることから，以

後これを主に用いて実験を行った。

　ザイモザンによる6－keto一？GM。およびTXB2量の変化

　ザイモザンを20あるいは200μgを腹腔内に投与し，4日後に採取した細胞について検討し

た。Fig．2－2に示すように，腹腔浸出細胞数の変化については，対照群で3．7×106，ザイモザ

ン20μg投与群で6．5×106，200μg投与群で1．0×10？細胞と増加が認められた。この腹腔浸

出細胞をガラスペトリ皿で1時間インキュベーートして，マクロファ　一一ジと非付着細胞とに分離す

ると，非付着細胞数には変化は見られなかったが，マクロファージ数には腹腔浸出細胞数と平行

した増加が認められた。この結果はザイモザン投与により，腹腔浸出細胞の中で特にマクロファ

ージが誘導されたことを示している。腹腔浸出細胞をインキュベートして得られたマクロファ…一・・

ジおよび非付着細胞内の6一一keto－PGIFi、，：およびTXB，量をFig．2－3に示す。まずマクロファ

ージについては，対照群，ザイモザン20および200μg投与群で106細胞当たりの6－keto－

PG：E。量はそれぞれ20．　8，7，7および2．2ngと減少した。　TXB2量はそれぞれ1，2，1．9お

よび3．　0　ngとなり，ザイモザン2◎μg投与群では対照群と比べて有意な差は認められなかっ

たが，200μg投与群では有意に増加した。一方非付着細胞内の6－keto－PGFicrおよびTX恥澱
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zymosan　（Zym），　50ng　ef　LPS，　1　ml　of　3％　thioglyeollate　（Thle），　oer　O．1ml　o’f　e．5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Each　coiumn　represents　mean　±　stsc　ndard　ercror　（N＝6）．，
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Fig．　2－2　Effects　ef　zymosan　on　numbez“　of　mcicrophages．　Six　mice　per　l　group　1．　p．

iy｝jectgd　with　2e　or　200sig　ef　zymosalt　4　days　before．　Maerophages　or　non－adherent

cells　were　obtained　by　incubation　o’f　periteneal　ex“date　cells　for　i　hr．　Each　point

represeRts　meem±＄tandard　error（N＝6）．　o－o：peritoneal　exud，ate　cells；　tw－tw：

macrophages；　o…o　：　nozz－adherent　cells．

はマクロファージ内のそれと比べて少量であり，また対照群とザイモザン群との間に，両物質の

存在量の変化は認められなかった。

　次にザイモザン200μ9を用いて経日的に検討した。Table　2－1に示すように，その変化は投

与1臼後から認められた。すなわちガラス付着細胞数は対照群と比べ，投与1臼および4N後で

5ないし4倍に増加しており，7日後でも約3倍の存在が認められた。6－keto－PGF1、量につい

ては，7H後までは対照群の約1／10～1／20に減少し，　TX：82量は7N後で対照群の約4倍に増

加した。投与30日後では，対照群と比づて細胞数，6－ke重。－PG鶏、およびTXB3含量ともに大

きな変化は認められず，投与7日後までに見られた影響は，ほぼ回復していた。
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Table　2－1 Time　course　of　the　amounts　of　6－keto－PGF　i．　and　TXB2　in

macrophages　stimulated　with　zymosan

Days　aftey　the
　　stimulation

Number　of　cells
　　　　（×106）

6－keto－PGEa
　　　　　　　（ng／106　cells）

TXB，

　0

　1

　4

　7

0a）

30

！．　67±O．　25

9．　2e　±　2．　88

8．　07±O．　71

4．　37±1．　IO

1．　56±O．　32

2．　04±O．　41

20，8±2．1

　’1．　6　±　O．　5a）

　2．　2±O．　6d）

　1．0±0．1の

10，2十：し5

8．9±．1．5

a）This　O　time　represents　controls　3e　days　older　after　zymosan　was

　　injected．

b）p〈O．05，　c）p〈O．Ol，　d）p〈O．　OOI　（when　compared　with　e　day　by　Studeftt’s　t－test）

e）p〈O．05　（when　compared　with　O“’　day　by　Student’s　t－test）

　　1．2±O．2

　　1．5±O．2

　　3．　0±．．．O．　6b）

　　4．　2±O．　9c）

　　1．5±O．1

　　2．　2±o．　2e）

intraperitoReally
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　インドメタシンとザイ5サンの同時投与の効果

　抗炎症薬であるインドメタシンとザイモザンを同時にマウス腹腔内に注射し，4日後のマクロ

ファ　一一ジ内6一一keto－PGF1．およびTXB2量について検討した。　Fig。2－4に示すように，マク

ymファージ数についてみると，インドメタシンとザイモザン同時投与群とザイモザン群との問に

変化は認められなかった。しかし6－keto－PGFi．およびTXB2量については，ザイモザンの投

与により，対照群と比べ6－keto－PGFi．量は約1／6に減少し，　TXB2量は約1．　5倍の増加とい
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mide　per　group　were　i．p．　injectecl　with　1．5mg／kg　weight　of　indem．　ethacin　（lndo）
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う変化を示したのに対し，インドメタシンをザイモザンと同時投与すると，TX：B2量については

有意な差は認められなかったが，6－keto－PGF　i、，量の変化は約60％抑制された。この結果から，

インドメタシンとザイモザンの同時投与により，ザイモザンによるマクニファージ数の増加反応

は抑制できなかったが，インドメタシンが生体内でマクロファージの6－keto－PGFi、，量の変化

に影響を及ぼしていることが示された。

〔考 察〕

　マウス腹腔マクPtファーージ内6－keto－PG：Fl、およびTX：B2：量について検討した結果，6－keto

－PG：Flaについては他の報告者21・23・24）と同じように，　TXB2については室田らの説22）と同じく，

腹腔マクpaファージに存在することが確かめられた。起炎剤であるザイモザンをマウス腹腔内に

投与することにより，vクPtファ．・一ジ内の6－keto－PG臥．量は減少し，　TXB2量は増加すると

いう結果が得られ，室田らのう・トカラゲニソ肉芽腫形成に伴う変化i7）とも一致した。一方LPS

群ではザイモザン及びチオグリコレート群とは異なり，TXB2量は対照群と変化が認められなか

った。この結果はLPSが直接マクロファージに作用する44）ほかに，骨髄由来リンパ球の活性化

物質，すなわちB細胞マイトジェン45）であることに関係があるとも考えられるが，この点につい

てはさらに検討が必要である。

　ザイモザンとは異なり，マクpeファージに貧食されても代謝・分解を受けないラテックスを投

与した場合のマクpaファージ内6－keto－PGFi、，およびTX：82量は対照群と比べて変化が認めら

れなかった。この結果は異物を単に貧食：したマクロファージと，貧食後消化，分解あるいは刺激

性を減弱させる等の必要がある物質を処理する場舎のマクロフr、．一ジとの反応性の差を示す結果

とも考えられる。またザイモザンを投与した場合の非付着細胞内6－keto－PGFi、およびTX：B2

量に変化は認められなかったことから，6－keto－PGF」、とTXB2量の変化はザイモザンなどに

よる誘導マクPtファージに特徴的であると考えられる。したがって刺激剤で誘導されたマクロフ

ァージに認められる6－keto－PGFi、量の減少，　TXB2量の増加という変化は，異物処理上ある

いは炎症の過程に意義あるものと思われる。
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　　　　　　　　　　　第　　3　章

Jn　vitroにおけるマウス腹腔マクロファージからの

6・keeo・PG：Fl．およびTX軸放出についての検討

第1節マクロファージの付着，伸展現象と6－keto－PGFi．および盟秘

　　　　放出の関係

　マウス腹腔浸出細胞の中で，マクymファージには6－keto－PGFi．およびTXB，を生合成する

能力があることを前章で述べたが，一般に細胞内でPG類が産生されると，それは細胞外へ放出

されるといわれている46）。そこで腹腔マクPtファージを蜘vllro系に移し，マクロファーージの

特徴であるガラス表面等に付着し，伸展する状態と6－keto－PGFi．およびTXBaの放出につい

て検討した。その結果，マクロファ・・一一・ジからのこれら放出量と伸展したマクPtファージ数の増加

との問に，高い相関性があることを明らかにした。またマクpaファ　一一ジが付着するが，伸展でき

ない条件，すなわちシリコン処理したガラス表面，あるいはテフロン膜上でマクPtファージをイ

ンキュベートした実験から，マクロファージの付着，伸展と6－keto－PGFi．およびTXB2放出

との関係がさらに明白になった。

〔実験材料および方法〕

　腹腔浸出細胞およびマクraファージのインキュベート

　腹腔浸出細胞懸濁液は第1章（5頁）に示した方法により調製し，この1mlをガラスペトリ

皿に移し，37。C，5％CO2含有空気中でインキ＝ベートした。1時間後ガラス非付着細胞を

MEM培地を用いて洗1條除去し，新たに1m五のMEM培地をぺ1・り田工に加え，付着している

マクロファーージをさらに1時間インキュベートした。腹腔浸出細胞あるいはマクロファージ

raonolayerとしてから，さらにインキュベートした培地を遠心管に移して，40C，1500　rpmで

10分間遠心分離し，その上清中の6－keto－PGE。およびTXB2量をセルハーベスターを用いた

炉過法によるラジオイムノアッセイにより測定した。また物質表面の性質とマクロファ．・一ジの付

着，伸展との関係を検討する贈勺で，シリ＝ン処理47♪したガラスペトリ皿，あるいはペトリ皿を

テフPaン膜（Teflon　FEP　film，100　A，4◎W，　Dupon社）48）でおおい，その上で腹腔浸出細胞

をイソキュベーートした。また2価カチオソとマクPtファージの付着あるいは伸展との関係を検討
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する目的で，最終濃度が10mMになるようにethylene　diamine　tetra　acetic　acid（以下EDT

Aと略す，和光純薬）をMEM培地に添加し，腹腔浸出細胞をインキュベートした。なお｝マク

Ptファーージの生存率は，トリパンブルー一排除試験により求めた。所定の時間マクPtファージをイ

ンキュベートした後，培地を除き，0．16％トリパンブルー一同をペトリ皿に加え，5分以内に顕微

鏡で観察し，物質表面に付着している細胞数に対するトリパソブルー一非染色細胞数の比率で表わ

した。

　マク日ファージの伸展度の判定

　腹腔浸出細胞を所定の時間インキュベートした後，ガラス非付着細胞を洗藤除去し，ペトリ灘。

1枚につき500個以上のガラス付着細胞を顕微鏡で観察した。伸展の判定は細胞の短径に対し，

長径が2倍以上の値を示したマクPtファージを伸展マクロファージとして数え，全vクロファーー

ジ数に対する比率で表わした。

〔結 果〕

　マクロファージの伸展とマクraファージからの6－ketg－PGYi、および愛X臨放出

　3×106の腹腔浸出細胞を37。C，ガラスペトリ皿で10，2◎，40，60，90，120および180分間

インキュベートし，非付着細胞を洗溝除去した後，それぞれの時間で観察された伸展マクpaファ

ーー Wの比率を：Fig．3－1に示す。伸展マクロフ7’　一ジは3時間までは，インキュベート時間に比

例して増加したが，Table　3－1に示すように，24時間後ではほぼ全マクPtファージが伸展して

いた。なおこのインキュベートの間のマクpaファージの生存率は98％以上であった。

　イソキュベーートの中の腹腔浸出細胞からMEM培地への6－ket◎一PGF，．およびTXB2放出

量をFig．3－2に示す。6－keto－PGFi、，およびTXB2ともに実線で示してあるが，たとえば6－

kete－PG：F，．についてみると，インキュベート1時間で20，加g，2時間で42．　3　ng，および3時

問で64．　4　ngとインキュベート時間に比例した放出が認められた。このような反応を示す腹腔浸

出細胞のインキュベートを1時間行った後，マクロファージと非付着細胞とに分離し，それぞれ

をMEM培地にてさらに1時間インキュベートした。　Fig．3－2のカッコ内の数字はこの分離後

の再イソキュベPtトの時間を表わしており，マクロファ…ジをインキュベーートした場合の6戒e

to－PGF1、およびTXB2の測定値は点線で示してある。マクロファージのインキュベ・・一一・・トでは

腹腔浸出細胞のインキュベートの場合とほぼ同等の6－keto－PGF1、，およびTXB2放出量を示し

た。一方非付着細胞のインキュベートについては細胞数を5×106個にして測定したが，6－ket◎

一PGF、．およびTXB2ともに検出されなかった。以上の結果から，6－keto－PGF、。およびTX：82

の放出は腹腔浸出細胞の中では，マクpaファーージに由来するものと考えられる。マクpaファ　一一ジ
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Fig．　3－1　lncrease　of　spreading　macrophages　during　incubation　of　peritoneal　exudate

・cells．　Peritoneal　exudate　cells　were　inc　ubated’　in　glass　petri　dishes　for　the　time

indicated　in　figure　and　rnacrophages　at　each　time　then　obtained．　The　precentage

・of　spreading　macrophages　among　glass　adherent　cells　4t　each　time　was　recorded　by

microscopy．　Each　point　represents　mean　±　standard　deviati6n　（N　：3）．

Table　3－1 Releases　of　6－keto－PGFi，，　and　TXB2　from　macrophages

incubated　for　1　or　24　hr

Spreading
　　（％）

6－keto－PGFia
　　　　　　　（ng／106　M¢）

TXB，

1　hr

24　hra）

34．　6

96．　9

20．8±3．6

1．　8　±　O．　4b）

1．8±O．2

　　n．　d．c）

a）Peritoneal　exudate　cells　were　incubated　for　1　hr，　macrophages　were

　　then　obtained　and　further　incubated　for　24　hr．　One　ml　of　fresh　M

　　EM　medium　was　poured　to　macrephages　and　incubated　for　1　hr．

b）p〈O．OOI　（when　compared　with　1　hr　by　StudeRt’s　t－test）

c）net　detectable，　M¢　：　macrophages．
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Fig．　3－2　Releases　of　g6－keto－PGFi．　and　”1’XB2　into　medlum　during　iBcubation　of

peritoi｝eal　exudate　cells　（soli（1　lines）　and　macrop｝｝ages　（（lotte（1　llnes）　obtained　by

incubation◎f　peeritoneal　e測date　ce1夏s　for　1　hk一．　The　ti・rne　i繭ca宅ed　in　pare鑑heses

represents　the　time　of　macrephage　iRcubatloR．　Eaeh　point　represents　mean　±　standard

deviation（N＝3）．○：6－keto－PGFi，、，麟二TX残．　Mφ：macrophages．

を24時間インキュベートした後，培地を交換して新しくし，さらに1時間インキュベートを行

い，その1時間の間に放出された6－keto－PG：F，、量を求めたところ，始めの1時間インキュベー

トで2◎．8　ngであったのに比べ，1．　8　ngと著しく放出量が減少しており，TXB2については検

出されなかった（Table　3－1）。

　マクpaファージを長時闘インキュベートした場合，伸展したマクロファージ数の増加とPG類

の放出量との平行関係は認められなかったが，インキュベートを始めてIO分後から3時間後ま

では，6－keto－PG：F｛．およびTXB2放出と伸展マクロファ　・一ジ数の増加は，イソキュベーート時
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間と比例して認められた。そこでFig．3－1および2の結果から，両者の間の相関係数を求める

と，、6－keto－PGFi、については0。96，　TX：B2につい℃は0．98という高い相関性が認められた。

　マクXXファージの伸展そして6－ke重。－PG鶏、および愛X島放出とマクロファージ付着面との

　関係

　マクロフ」’　一一ジからの6－keto－PGFi，，およびTX恥放出とマクpaファージの付着，伸展との

関係をさらに検討する目的で，腹腔浸出細胞をシリコン処理したガラスペトリ皿，あるいはテフ

Ptソ膜上でi時間インキュベートした。　Table　3－2に示すように，シリコン処理ペトリ皿，およ

びテ刀膜上で腹腔灘細胞をインキ・べ一トした場合は，無処理ガラスペトリ皿の場合と同

等の付着細胞数を示したが，無処理ペトリ皿で認められたマクpaファージの伸展は34．4％であ

ったのに対し，シリ＝ン処理ペトリ皿及びテフpmン膜上では，それぞれ3．6及び3．2％と著しく

低下した。この条件下での6－keto－PGFi，，およびTXB2放出量は無処理ペトリ皿群でのそれぞ

れ29．9および2．　1　ngに比べ，シリコン処理ペトリ皿群ではそれぞれ8．5および！．4ng，テフ

ロン膜群ではそれぞれ9．2および1．2ngと低値を示した。40Cの無処理ペトリ皿で腹腔浸出細

胞をインキュベーートした場合でも，付着細胞数には変化が認められなかったが，マクPtファージ

の伸展は1．8％であり，6－keto－PG臥aおよびTXB2はともに検出されなかった。この4。Cで

イソキュベーートしたマクロファージを37◎Cに温度を上げて1時間インキュベートしたところ，

伸展は33，5％，6－keto－PGF1、およびTXB2放出量はそれぞれ25．6および！．　9　ngとなり，

370Cの無処理ペトリ皿群で見られた伸展の割合，また6－keto－PGFi。およびTXB2放出量と，

ほぼ同等の結果が得られた。

Tac　ble　3－2　E｛fects　of　the　vai－ious　surface　to　which　macrophages　adhered

　　　　and　of　inQubation　at　40C　on　releases　of　6－keto－PGE．　and　TXB2．

Vesselsa＞ Adherent　cells
　　（　×　le6）

Spreading
　（％）

6－keto－PGFi．　TXB2
　　　　（ng／106　M¢）

G14ss　dishes（GD）　1．45±e．06

Silicon－coated　GD　1．51±O・09

Teflon　sheets　over　GD　1．47’ }O．05

GD　at　40C　i．　42±O．　02

34．　4

3．　6

3．　2

L8

29．9±5．7

8．　5　±　O．　sc＞

9．2±1．se）

　　n．d．d）

2．1±O．3

1．　4±　O．　2b＞

IL　2±o．　1b）

　n．d．　’

a）Peritoneal　ey．　udate　cells　were　incubated　for　1　hr　at　37eC　in　various　vessels　and’

　likewise　at　4”C　in　glass　’dishes．

，b）p〈O．05，　c）p〈O．　O！　（when　compared　with　GD　by　Studexxt’s　t－test）

d）nbt　detectable，　M．di，　：macrgphages，
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　マクRファージの伸展に対する麹興Aの影響

　細胞の運動機能に2価カチオソの必要性が知られている49）。またマクロファーージのガラス表面

での伸展はMg““存在下で観察される50）。このような知見から，　EDTAを培地に加えてマクロ

ファrジの伸展の状態，また6－keto－PGFi。およびTXB2放出について検討した。　Table　3－3

に示すように，EDTA群は付着細胞数について対照群と変化が認められなかったが，伸展マク

Ptファーージは対照群の36．7％oに対し，2．8％とEDTA処理により著しく減少した。またマク

ロファージからの．6－keto－PGFicr放出量は23．4から7．7ngへ，　TXB2量は2．4からし5ngへ

とEDTA処理により有意に減少した。

Table　3－3　Effects　of　EDTA　on　incubation　of　pexitoneal　exudate　cells

Treatmenta） Adherent　cells
　　（　×　106）

Spreading
　（％o）

6－kete－PGFi．　TXB2
　　　　（ng／106　M¢）

Control

EDTA

1．　38±O．　06

1．　35±O．　05

36．　7

2．　8

23．4→一〇．6

7．　7　±　O．　4b）

2．　4一十m一　O．　i

1．　5±O．　lb）

a）Peritoneal　exudate　cells　were　incuba£ed　for　1　hr　with　or　without　EDTA．

b）p〈O．OOI　（when　compared　with　control　by　Student’s　t－test）．　M¢Imacrophages

〔考 察〕

　マクPtファージはin　vilroで化学的あるいは物理的刺激により，活性化され，リンホカイン

等の種々の物質を産生する51”56）。本節の実験において，マクロファージがガラス表面に付着した

後，伸展する現象がマクロファ・一一・・ジ自身にとって形態の変化，これは一種の物理的刺激と呼んで

もよいと考えるが，これが原因となり，6－keto－PGF1．およびTXB2が放出されることを確認

した。Fig．3－2に示したように，腹腔浸出細胞のインキュベート，ゼ揖時間の培地上清中に6－

keto－PG：F，．およびTXB2が検出されなかったこと，シジコソ処理ペトリ皿及びテフロン膜上

でほとんど伸展していないwクロファージからの6－keto－PGFi．およびTXB2放出量は無処理

ペトリ皿の場合に比べ，少量であったこと（Table　3－2），さらにEDTA処理でマクロファージ

の伸展を抑制すると，6－keto－PG：Fl、，およびTXB，放出も抑綱されたこと（Table　3－3）から，

37。Cで無処理ペトリ皿でマクロファージをインキュベーートして6－keto－PGF　t、，およびTXB2

が放出されるのは，マクロファージがまずガラス表面に付着後，伸展する結果，現われてくる現

象と考えられる。すなわちマクロファ　一一ジが物質表面に付着し伸展すると，マクロファージの細

胞膜の流動性が変化し，ホスホリパーゼA，の活性化につながり，アラキドン酸の遊離，さらに

PG類が生合成されると考えられる。他の因子，たとえぽ代表的なリンホカイン57）の関与につい

ても考慮しなければならないが，腹腔浸出細胞中に存在するリンパ球からリンホカインが放出さ
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れたとしても1時間以内にその作用が現われることはないので58），その影響はないと考えられる。

　本実験ではさらにマクロファージのインキュベー・一ト初期にインキュベート時間と6－keto－PG

E、およびTXB2放出量との間に平行関係が認められたことから，マクロファーージと相互作用

する物質との関係をPG類放出という観点から行う実験には，今回のマクロファージのイソキュ

ベーートはよい実験系になると考える。今までのマクロファージでのPG類代謝に関する多くの研

究はプレラベル法，すなわち1℃一アラキドン酸をマクロファージに取り込ませて標識し，目的

の反応を行ったときに1℃一PG類が生合成され放出という過程が一般的に用いられている59）。

さらにマクロファージを16－24時間血清添加培地で培養後，実験に用いるため，測定までに時間

と経費を要し，ときには培養中に汚染等の危険性も考えられる。今まではマクロファージとして

分離した初期の変化については，ほとんど検討されていない。今回のこのマクPtファージのイン

キュベートで行ったPG類の放出に関する実験系では，マクロファーージの長時間の培養を必要と

せず，1時間の反応で実験結果が得られ，さらに操作が簡単なことから，今後利用価値があると

思われる。

第2節ザイモザンによるマクロファージからの6－keto－PGeri。および

　　　　TXB，放出の促進

　kz　vitroでマクロファージにザイモザンを作用させると，　PG類が放出されることはよく知

られている22・23・60・6D。このザイモザンによるマクロファージからのPG類放出はマクpaファージ

によるザイモザン貧食とは直接関係せず，マクロファージの細胞膜とザイモザン粒子との接触と

いう相互作用によるという報告がある62・63）。また種々のPGはアデ＝ルシクラーゼを活性化し，

細胞内cAMP量を上昇させることが知られており6《齢働，　PGE1については細胞内cAMP量の

増加により，マクPtファ　一一ジのザイモザン三食が抑制されるという報告がある69）。一方マウス腹

腔マクPtファーージには3種のホスホリパーゼ，すなわちCa赫依存性pH　8，5で活性を示すホス

ホリパーゼA2，　Ca＋’t一三依存性pH　4．5で活性を示すホスホリパーーゼAa，およびホスホリパ

ーゼCが存在することが報告されている70）。以上の知見から，マクロファージ膜とザイモザン粒

子との相互作用と，マクロファージからの6－keto－PG：Fi。およびTXB2放出との関係について，

CaおよびMgイオン，　EDTA，テオフィリン，ハイ1“’　pa　t’一“一チゾソなどの影響を検討した。

その結果，マクロファ　一一ジがザイモザンを食食する場合，マクロファージ膜とザイモザン粒子と

の接触という相互作用は，まずCa曾依存性のホスホリパーゼA2に影響を及ぼし，アラキド

ソ酸の遊離，ひき続きPG類の生合成及び放出現象をひき起こし，さらにそのPGがアデニルシ

クラーEを介して細胞内cAMP量に変化を及ぼし，最終的にはcAMPによりマクロファ．・一ジ

膜とザイモザン粒子との相互作用が調節されていると考えられる結果が得られた。
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〔実験材料および方法〕

　マクXXファージのインキュベートの条件

　前節（24頁）に記した方法により調製したマクPtファーージに2，20および200μgのザイモザ

ン，5×106個のヒツジ赤血球（H本バイオテスi・研究所），あるいは最終濃度0．05％のラテッ

クスを加えて1時間インキュベーートした。またマクロファージにザイモザン200μgを作用させ

たときの6－keto－PGR．およびTXB2放出とザイモザン貧食におよぼす因子について検討した。

すなわちインドメタシン34），あるいはハイドロコーチゾン71）（Sigma社）を少量のエタノールに

溶解して，最終濃度0．1mMになるように培地中に添加した。なおハイドpa　1一チゾソは作用

発現までの時間を考慮して72），インキュベート時下を1および2時間行った。またCa÷÷および

Mg““の2価カチオンの関与を検討する目的で，0．9％食塩含有リソ酸緩衝液0．15M，　pH　7．2

（phosphate　buffered　saline，以下PBSと略す）にCa＋＋あるいはMg＋÷を最終濃度0．5mM

になるように添加して実験を行った。さらにEDTAあるいはテオフィリソ（Sigma社）を最

終濃度10mMになるように，マクロファージのインキュベートに添加した場合の細胞内cAMP

含量に対する両薬物の影響について検討した。

　マクαファーージのザイモザン貧食およびザイモザン付着の測定

　マクPtファーージによるザイモザン貧食の測定は，まずマクロファージにザイモザン200μgを

加えて1時問インキュベートを行った後，70％エタノールで3分間固定し，O．　5％過ヨウ素酸を

15分問作用させ，Schiffの試薬でザイモザンを染色した62）。そしてペトリlilL　1枚につき500個

以上のマクロブァージを顕微鏡で観察し，深紅色に染色されたザイモザン粒子2個以上を摂取し

たマクロファ一一ジをザイモザン貧食マクPtファージとし，その細胞数の全マクロファージ数に対

する比率で表わした。一方マクPtファ　一一ジへのザイモザン粒子の付着を求める目的で，サイトカ

ラシンB73）を作用させ，マクロファージのザイモザン寅食を抑制した。サイトカラシンBはジメ

チルスルホオキシドに溶解し，2μgを実験に使用した。マクロファージ膜ヘザイモサソが付着

しているという判定は，Schiffの試薬で染色されたザイモザン粒子3個以上がマクロファージ

膜に付着してロゼヅトを形成しているマクVファージをザイモザン付着マクロファージとし，そ

の細胞数の全マク￥tファt・H一・ジ数に対する比率で表わした。

¢AMP測定とマクasファージ試料の調製

　マクPtファージのインキ”ベートに種々の薬物を撫えて1旧聞反応後，　MEM培地にてマクロ

ファーージを洗蘇した。5％トリクpa　pa酢ma74）1　mlをペトリIl取こ入れ，マクロファーージをラー〈　一一
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ポリスマンを用いて剥がし，氷冷下で30W，1秒間，5回の超音波処理を行った。これを4。C

で15分間，3000　xpmで遠心分離して上清をとり，水飽和ジエチルエーテルにより，トリクItロ

酢酸を抽出した。そして試料液を乾燥後，O．　！　miの酢酸緩衝液，0．05　M，　pH　6．2に溶解して，

測定用試料とした。

　cAMP量の測定は6－keto－PGE．およびTXB2のラジオイムノアッセイと同様にセルハー

ベスター一を用いた炉過法によって行った。試薬の希釈液には上記の酢酸緩衝液を用いた。試料あ

るいは1　ml中に0。1～100　pmo1含む標準cAMP溶液，約10，◎00　cpmの3H：一cAMP（50　Ci／

mmol，　New　England　Nuclear社）および100倍希釈の抗cAMP抗血清のそれぞれ0．05　m正

をwイクPtプレートにとり，4。Cで1時間放置した。反応後セルハーーベスター一を用いて抗体結

合3H：℃AMPをフィルター上に炉取し，放射活性を測定した。なおこのcAMP量の測定につ

いても，二抗体法とセルハーベスターを用いた沸過法とで精度および感度を比較検討した結果，

標準曲線については両測定法の間の相関係数が0．997という高い相関性が見られた。

〔結 果〕

　マクxxファージ膜とザイモンサン粒子との相互作用とマクxxファージからの6－keto－PGF1．

　および饗X秘放出

　まずマクロファージに種々の粒状物質を作用させたときの6－keto－PGE、およびTX：B2放出

の検討を行った。ザイモザン，ヒツジ赤血球あるいはラテックスをwクロファージに加えて1時

問インキュベートしたときの6－keto－PG：F1．およびTXB2放出量を：Fig．3－3に示す。ザイモ

ザンの添加量を増加させた場合，6－keto－PGFi，，およびTXB2の放出が著しく促進され，ザイ

モザン200μg添加群では対照群に比べ，約5倍の増加を示した。ヒツジ赤血球およびラテヅク

ス群ではFig．3－3で使用した量の玲倍量を用いても，対照群と有意な差は認められなかった。

これらの結果から，マクロファージはザイモザンのような刺激性を示す生理活性物質の影響によ

り，6－keto－PGFi，，およびTXB2の放出が促進されると考えられる。なおこの実験系を用いて

のザイモザンによる，6－keto－PGE，，およびTXB2放出の傾向は，プレラベル法での報告59）と

一致し，さらにマクpaファージのザイモザン貧食とPG類の放出は直接関係しないという報告62）

とも一致した。すなわちTable　3－4に示すように，マクロファージにザイモザン200μ9を加

えて1時間反応させたときの，ザイモザン三食および付着の状態を示すマクロファージはそれぞ

れ37，0および7．5％であったが，サイトカラシンBを加えて反応させると，ザイモザンを貧食

したマクpaファージは全く検出されず，ザイモザンだけを作用させたときのザイモザンの貧食お

よび付着の状態のマクロファージの合計，44．5％とほぼ同等の46．2％という付着が認められた。

一：方ザイモザンにより促進された6－kete－PGFi．およびTXB2放出は，サイトカラシンBによ
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Fig．　3－3　Effects　ef　different　kiRds　of　par’ticles　oft　release　ef　6－keto－PGFi．　and　TXBL，

frem　macrophages．　Macrophages　obtaiRed　by　incubation　of　peritoneal　exudate　cells

fer　1　hr　were　exposed　te　2．0，　，9，，O　or　200geg　of　zymosaR，　5×le6　of　sheep　red　blood

eell　（SRBC），　or　O．　l　ml　of　O．5％o　latex．　Each　column　represents　iRean　：［FL　standard

deviatien　（N＝3）．　［］：6－kete－PGF，，，，　wa：TXBL，，　M¢：macropha．cres．　S’‘：p〈e．　Ol，

”‘＊

Fp〈O．OOI　（when　compared　with　eontrol　by　StzzdeRt’s　t－test）

リマクロファ　一一ジのザイモザン寅食を抑制しても，放出量はさら　増加した。このサイトカラシ

ンBによる放出量の増加反応については，さらに検討が必要であるが，以上の結果から，マクロ

ファージにザイモザンを作用させたときの6－keto－PGFi、およびTXB2の放出は，マクロファ

ーー Wのザイモザン寅食と直接関係せず，マクロファージ膜とザイモザン粒子との接触という相互

作用によると考えられる。
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Table　3－4　Effects　of　cytochalasin　B　on　macrophages

Treatmentsa＞ Phagocytosis　Adherence
　　　（percentage）

6－keto－PGFia　TXB2
　　　　（ng／le6M　¢）

Cohtrol　・

Cytochalasin　B

Zymosan

Zymosan十Cytochalasin　B

　・一一一一b＞

37．　O

R．d．e）

7．　5

46．　7

22．4±”2．7

24．8十4．1

74．　5十7．　7a）

108　±14．Oe）

1．　8±　O．　2

2．1±O．2

4．0±0ρユel》

5．　1±O．　3f）

a）Cytochalasip　B　and／or　zymosan　were　added　to　macrophages　and　incubated　f6r　1

　hr．

b）no　occurrence．　c）not　detectable．　M¢：macrophages．

d）p〈O．OOI　（when　cempared　with　control　by　Student’s　t－test）

e）p〈0．e5，　b　p〈O．　Ol　（when　compared　with　zymosan　by　Student’s　t－test）

　マクmファージ膜とザイモン粒子との相互作用に及ぼすハイドqコーチゾンの影響

　マクロファ　一一ジ膜とザイモザン粒子との相互作用と6－keto－PGFi・・およびTXB2取出との間

に，どのような因子が関係しているかを解明する目的で，アラキドン酸カスケーードに関係する酵

素の阻害剤をマクpaファージのインキュベートに添加し，6－keto－P（｝F，、およびTXB2放出量

を測定した。Table　3－5に示すように，対照群に比べインドメタシン群では6－keto」PGFlcrお

よびTXB2放出はそれぞれ約1／5および1／2に抑制された。一方口イドニコーチゾソ群では1

塒間反応させた場合は，対照群に比べて大きな変化は認められなかったが，2時間反応させる

と，対照群において見られる1時間反応から2時閥反応の間に放出される6－keto－PGF1、および

TXB2の増加分がほぼ完全に抑制された。このことはハイドロ＝・・一チゾンの処理1時間で，マク

ロファージに対して効果を現わし，これらの放出を抑制する作用が発現したと考えられる。マク

ロファージにザイモザンを作用させて促進された6－keto－PG：F　1、およびTXB2放出も，インド

メタシンあるいはハイ｝k“　paコーチゾンにより著しい抑制が認められた。このときのマクロファー

ジのザイモザン点食については，ザイモザン群では38．5％であったが，これにインドメタシン

を作用させてもその影響は認められなかった。一方ザイモザンを2時間反応させた群では63．O％

』であるのに対し，ハイドPtコーチゾンを同時に作用させると，2時間反応では39。2％を示し，

約20％に相当する貧食が抑制された。またこの実験系にサイトカラシンBを加えてイソキュベ

・一 gを行い，マクロファージのザイモザン付着の割合に対するインドメタシンあるいはハイF’　i＝

コ　一一チゾンの作用を検討した。ザイモザンとハイF’　pa：一チゾソの同時処理群の1時鳥反応と2

時間反応とを比較すると，ザイモザン群で見られた付着の割合の増加は認められず，ザイモザン

貧食の場合と同様な結果が得られた。以上の結果から，マクpaファ　一一ジ膜とザイモザン粒子との

接触という相互作用がひき金となって，マグロファ　一一ジ膜の酵素系に変化を生じ，結果的に

一　3i　一



6－keto－PG：F，、およびTXB2の放出が促進されたと考えられる。

Table　3－5　Effects　of　iRdomethacin　or　hydrocortisone　olt　macrophages

Treatmentsa） Reaction　Phagocytosis　Adherenceb）　6－keto－PGFi．　TXB2

time（hr）　（percentage）　（ng／iO6　M¢）

Control

Indomethacin（IM）

Hydrocortisone（HC）

Zymosan

Zymosan　十IM

ZymosaR　一“　HC

1
2
1
1
2
1
2
1
1
2

　　　c）

38．　5

63．　0

38．　6

40．　0

39．　2

44．　5

68．　8

42．2

45．　6

47．　3

22．5±　3．9

47．3t．．　1．7al＞

4．1±0．4の

22．1±　4．5

19．9±　2．4

112　±　9．5e）

218　±　3．Of）

　4．6十　1．2f）

88．　3±21．　0

115　±16．0

1．7±O．0

2．7±O．3d＞

0．8±0．0の

1．　7　±．一　O．　0

1．5±O．2

6．3±o．3e）

エ0　±0．3ノ）

O．　9　±　O．　lf）

5．　7±O．　7

6．　4ff．　：．　．　O．　4

a）lndomethacih　er　hydrocordsone　and／ox　zymosan　were　added　to　macrophages　and

　　incubated　for　1　or　2　hr．

b）Adherence　was　estimated　in　the　presence　of　cytechalasin　B．

c）no　occurrence．　M¢：macrophages．

d）p〈O．Ol，　e）p〈O．　eOl　（wlien　compayed　with　coRtrol　for　1　hy　by　Student’s　t－test）．

f）p〈O．OOI　（when　compared　with　zymosan　for　1　hr　by　Student’s　t－test）．

　　マクgeファージ膜とザイモザン粒子との相互作用におよぼす2価カチオンの影響

　　マクロファージにザイモザン200μ9を加え，さらに最終濃度10　mMになるようにEDTA

を加えて！時間インキュベーートし，EDTAと反応する2価カチオソとマクロファージとの関係

について検討した。Table　3－6に示すように，6－keto－PGFi，，およびTXB，放出に対しては，

Table　3－6　Effects　of　EDTA　on　incuba£ion　of　macrophages

Treatmentsa） Phagocytesis　Adherenceb）　6－keto－PGFi．　TXB2
　　　　　（perceRtage）　（mg／106　M¢）

　　　　cAMP
（pmel／3　×　106　M¢）

Cohtrol

EDTA
ZymosaR

Zymosan　十　EDTA

　一。）

40．　8

2．　2

47．　9

23．　6

2g．3±　1．2

23．8±　3．7

79．　0±11．　Ocl）

23．5±　3．2f）

1．8±O．1

1．6±O．5

5．8±　e．　le）

2．　1　±　O．　2g）

2．5十〇．3

4．7±o．2e）

4．0一ト0．3の

5．　2　：：．t．　O．　6cl’

a）EDTA　and／or　zymosan　were　added　to　macrephages　and　incubated　fer　1　hr．

b）Adherence　was　estimated　in　the　presence　ef　cytechalasin　B．

c）no　occurrence．　M¢：macrophages．

d）p〈O．Ol，　e）p〈O．　eOl　（when　compared　with　control　by　Student’s　t－test）．

f）p〈O．Ol，　g）p〈O．　eOl　（when　compared　with　zymosarv　by　Student’s　e－test）．
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EDTA処理群は対照群と比べて有意な差は認められなかったが，ザイモザンにより促進された

6－keto－PGFi．およびTXB2放出は，ザイモザンとの同時処理群で対照群レベルにまで抑制さ

れた。ザイモザン貧食についてみると，ザイモザン群の40．8％に対し，EDTA同時処理により，

2．2％と著しく抑制され，サイトカラシンB処理によるザイモザン付着の割合についても，47．9

％から23．6％へと抑制された。

　さらに2価カチオンの影響を直接確かめる目的で，P：BSを用いてマクロファージのインキュ

ベートを行い，Ca＋＋あるいはMg＋÷のザイモザン貫食におよぼす影響を検討した。　Table　3－7

に示すように，Ca“÷およびMg赫両イオンが存在しない場合にザイモザンを作用させると，

MEM培地でインキュベートした場合とは異なり，6－keto－PG：F，aおよびTXB2放出の著しい

促進は認められず，マクロファージのザイモザン三食も1．8％と著しい低値を示した。Ca““添

加群では6－ket◎一PGF1、，およびTXB2放出量はザイモザン群に比べ約4倍の増加を示したが，

ザイモザン貧食は5．3％であった。一方Mg““添加群ではこれら放出量は対照群と比べて変化

が認められなかったが，ザイモザン寅食は30・5％とMEM培地の場合に近い貧食の割合を示し

た。Ca÷＋およびMg““同時添加群ではMEM培地の場合とほぼ同等の6－keto－PGFi．およ

びTXB2放出量であり，そして同等のザイモザン貧食を示した。すなわちマクロファージ膜と

ザイモザン粒子との相互作用については，Mg“＋依存性であり，6－keto－PGFi．およびTX：Bz

放出に関する酵素系の活性化にはCa“’の必要性が考えられる結果が得られた。

Tab1e　3－7　Effects　of　bivalent　cations　on　macrephages　exposed　to　zymosan

Treatmentsa） Phagocytosis
　　（％）

6－keto‘“’PGFia　TXB2
　　　（ng／le6　M¢）

Control

Zymosan
Zymosan　十　Ca“　”

Zymosan十Mg““

Zymosan十Ca““　＆　Mg’“

　wwb）

1．　8

5．　3

30．　5

36．　0

10．　8±O．　2

！5．　2　±　1．　4C＞

48．　6　±　3．　3e）

13．　9十　2．　1

77．　5　十　4．　se＞

1．4±O．1

1．　9　±　O．　ld）

5．　9　±　o．　le＞

1．3±O．1

7．　2±o．　4e）

a）Ca’“　or　Mg““　was　added　to　macrophages　exposed　to　zymosan　and　incubated

　for　1　hr　in　PBS．

b）no　occurrence．　M（P：macrophages．

c）p〈O．05，　d）p〈O．Ol　（wheit　compared　with　control　by　Student’s　t－test）．

e）p〈O．OOI　（when　compared　with　zymosan　by　Stgdent’s　t－test）．

　マクmファージ膜とザイモン粒子との相互作用とcA酸Pとの関係

培地にCa＋＋およびMg““が存在しない場合には，マクロファージによるザイモザン付着お

よび貧食が減少し，6－keto－PGFi，，およびTX：B2の放出量もまた減少が認められた（Table　3一
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16）。このような結果を示したマクロファージの細胞内cAMP量について検討した結果，　Table

3－6に示すように，対照群に比べザイモザン群で約1．5倍にcAMP量が増加し，ザイモザンと

EDTAの同時処理群ではさらに増加した。この傾向はSmithらの結果69）と一致した。一方E

DTA群も対照群に比べ約2倍にcAMP量が増加した。この結果はcAMPを5’一一アデノシソ

モノホスフェィx，　e＝変換するホスポジエステラーゼがCa““依存性であることに起因すると考え

・られるが，この点についてはさらに検討が必要である。しかしこれらの結果から，マクロファー

ジ膜とザイモザン粒子との相互作用の減少は，6－keto一：PGF，aおよびTXB2放出の抑制，さら

に細胞内cAMP量の増加につながる関係が考えられる。

　そこでホスポジエステラーゼを阻害するテオフィリソの影響について検討した。Table　3－8に

示すように，vクロファージのザイモザン貧食については，ザイモザン群の38．2％に対し，ザ

イモザンとテオフィリンの同時処理群では2．1％と著しく減少した。サイトカラシンB処理によ

るザイモザン付着の割含についても，ザイモザン貧的の場合と同様にテオフィリン同時処理によ

り抑制された。このときのマクPtファージから放出された6－keto－PGFi、およびTXB2量はザ

イモザン群のそれぞれ8G．0および5．Ongに対し，テオフィリン同時処理群ではそれぞれ12．4

およびL2ngとなり，テオフィリン単独処理群での放出量と同等のレベルにまで減少した。こ

la）ようにテオブイリンにより，マクロファージのザイモザン貧食および付着，さらに6－keto－

PGF，。およびTXB，放出が抑制されたが，このときの細胞内cAMP量はザイモザン群の4．　6

pmolに対し，テオフィリソ同時処理群で8．8pmo1と約2倍に増加した。以上の結果から，マ

クロファージ膜とザイモザン粒子との相互作用と，マクロファージからの6－keto－PGF1、およ

びTXB2放出との問に，細胞内cAMPというもう一つの別の因子の関与の可能性が考えられ

る結果が得られた。

Table　3－8　E｛fects　of　theophylline　on　incubation　of　macrophages

　　Treatments“’　Phagoc．ytosis　Adherenceb’　6－ketg－PG．g！．．．．．TXB？　．　．　gnAM．？．

　　　　　　　　　　　　　（percentage）　（ng／106　M¢）　’　（pmol／3×106　M¢）

Control　・　一C’　一　20．9±2．9　1．9±e．2　2．7±O．2
Theophylline（TP）　一　一　12．4±O．3d’　L3±O．3　7．5±O．　Of’

Zymosan　38．2　46．5’　80．0±8．2f’　5．0±O．　lf’　4．6±O．3e’

Zymosan十TP　L．1　6．8　12．4±Lgg＞　1．2±O．2g）　8．8±O．2g）

　a）Theophyl11ne　and／or　zymosan　was　added　te　macrophages　and　incubated　for　！　hr．

　b）Adherence　was　estimated　in　the　preseRce　of　cytochalasln　B．

　c）no　occurrence．　Mip：macrophages．

　d）p〈0．05，　e）p〈O．Ol，　f）p〈O．　OOI　（when　compared　with　control　by　Student’s　t－test）．

　g）p〈O．OOI　（when　compared　with　zymosan　by　＄tudent’s　t－test）．
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〔考 察〕

　マクpaファージの貧食作用は貧食される物質のマクロファ　・一ジ表面への接触から始まる。そこ

で起炎剤であるザイモザンをマクPtファt一一yジに作用させたとき，初期に発現するであろうマクロ

ファーージによる生体防御反応の一端を解明する目的で，一マクロファ・・一ジからの6－keto－PGFi、

およびTXB2の放出について検討した。

　マウス腹腔マクロファージに蜘vitroでザイモザンを作用させると，マクPtファージからの

6－keto－PGFi、およびTXB，放出の促進が認められ（Fig．3－3），この両物質の放出はマクロフ

ァージのザイモザン寅食と直接関係せず，マクPtファージ膜とザイモザン粒子との接触という相

互作用によることが確認された（Table　3－4）。この反応の機構を解明する目的で，まずアラキド

ソ酸カスケードに注目し，これに関係する酵素の阻害剤を用いて実験を行った。ハイドロヲーチ

ゾンは細胞の核に作用し，ホスホリパーゼA2阻害タンパク質，　macrocortinを誘導することが

知られているが72），Wウス腹腔マクロファージでもハイドPt課一一チゾン処理後1時間で，この

macrocoz’tinが誘導されたことが，間接的に示された（Table　3－5）。そしてインドメタシンおよ

びハイ1頓コーチゾンはともに6－keto－PGFi．およびTX恥放出を抑制したが，マクpaファーー

ジ膜とザイモザン粒子との接触という相互作用に対しては，インドメタシンは影響をおよぼさず，

ハイF’　vtコーチゾンにより抑制されることが本研究により明らかとなった（Table　3－5）。またこ

の相互作用はEDTA処理により（Table　3－6），さらにテオフィリン処理により（Table　3－8），

阻害され，6－keto－PGFievおよびTXB，放出も抑制された。一方細胞内cAMP量が上昇する

ことでホスホリパー一一　ifA、は阻害されることが知られており？5），以上の実験結果を総合して考え

ると，マクロファージ膜とザイモザン粒子との接触という相互作用がひき金となり，結果的に

6－keto－PG鶏、およびTX残放出が促進されるが，その相互作用の初期の反応は，マクロファ

ージ膜に存在するホスホリパーゼA2の活性化と関係があると考えられる。

　またマクpaファージからの6－keto－PGFi、およびTXB2放出に対するマクロファージ膜とザ

イモザン粒子との相互作用に2価カチオンの関与が示された（Table　3－6）。マクpaファーージのザ

イモザン貧食はMg““存在下で観察されたが（Table　3－7），マクロファージの伸展等の機能の

発現にMg““が必要である49）ということを考えると，マクロファ　一一ジのザイモザン寅食の過程

にMg““が不可欠であるというのも当然の現象と考えられる。しかしMg““が存在し，マクロ

ファージがザイモザンを寅食しても，CaNが存在しなければ，6－keto－PGFi、およびTXB，放

出の促進は認められなかった（Table　3－7）。これらの結果は：PG類放出に関係するホスホリパ

ーゼA2等の酵素の活性化にCa＋＋の必要性を裏付けるものである。

　さらに細胞内cAMP量について検討したところ，細胞内cAMPはマクPtフ，・　一一ジ膜とザイ
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モサソ粒子との相互作用を調節していると考えられる結果が得られた。すなわち細胞内cAMP

：量が上昇した場合，マクpaファージによるザイモザン貫食および付着の割合が減少した（Table

3－6，8）。6－keto－PGF1．およびTX：B2は放出されるときはそれぞれPGLおよびTXA2とし

て放出される。PGI2はアデニルシクラーゼを活性化することが知られており64－68），著者もこの

実験系にPGI2を作用させたときに細胞内cAMP量が上昇することを確認している。マクロフ

ァージにザイモザンを作用させた場合にcAMP量が増加する現象は，ザイモザンによりマクロ

ファージからPGI，が放出され，それがアデニルシクラーゼを活性化するためと考えられる。言

い換えれば，vクロファーージにザイモザンが作用し，その結果合成され，放出されたPGLは

cAMP産生を介して，マクロファージのザイモザン貧食を調節している可能性が考えられる。

一方TXA2はCaイオノフォア作用を有することから76），　TXA2の放出は細胞内cAMP量の

減少をひき起こすと考えられるが，この点についてはさらに検討が必要である。

　最近，膜でのホスファチジルエタノールアミソのメチル化，あるいはホスファチジルイノシト

ール代謝回転77）が注目されている。すなわち何らかの刺激を受けた血小板あるいはリンパ球にお

いて，ホスファチジルイノシトールの代謝回転が早まり，アラキドソ酸の遊離が増加し，PG類

が生合成される。この代謝回転にはホスホリパーゼCが関与するという78）。しかしマウス腹腔マ

クロファ一霞ジの場合，1℃一アラキドソ酸をマクPtファージに取り込ませると，ホスファチジルコ

リソに約50％取り込まれ79），また取り込まれた王℃一アラキドソ酸のリン脂質からの放出の検討

では，そのリソ脂質はホスファチジル＝リソであり，他のリソ脂質からの放出はな：かったとい

う62），以上の知見から考えて，マウス腹腔マクPtファーージでのPG類合成に関するアラキドソ酸

はホスファチジルコリン由来であり，そのリン脂質からのアラキドソ酸の遊離にはCa”依存性

のホスホリパーービA，，70）が関与しているものと考えられる。

　PGI、およびTXA，は同じ前駆体であるアラキドン酸から生合成され，相反する生理活性を

示している。たとえぽ血管壁の損傷等で血小板ではTXA2が生合成され，血小板凝集および血

管平滑筋収縮を促進する1◎『12）。一方血管内皮細胞ではPGI，が生合成され，血小板凝集を阻止し，

血管平滑筋弛緩作用を示す8・9）。このようにこの両物質の生成の均衡がとれて，生体の恒常性が

成立していると考えられている。これをPGIrTXA2陰陽説と呼んでいる80）。本研究で用いた

vウス腹腔マクロファージでは同一細胞種でこの両物質が生合成され，細胞内cAMPを介して

調節されることは，非常に興味深い。マクPUファージ膜とザイモザン粒子との相互作用によるマ

クロファージからのPGI2およびTXA，の放出機構に他の因子，たとえばcGMP，補体系等

の関与も考えられるので，その点についての検討，さらにPGI，およびTX義がマクロファー

ジから放出された場合，他の割勘あるいは組織に対して，生理活性上どのような影響をおよぼし

ているかは，今後さらに検討を重ねたい。
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総 舌芋

　炎症部位で6－ket（）一PG：Fi、およびTXB，が検出されて以来，これらの前駆体で生理活性を有

するPGI，およびTXA，の炎症に関する役割が注目されている。種々の刺激剤により活性化さ

れたマクロファージのPG類産生に関しては多くの報告がある。しかしマクロファージの培養お

よび実験操作上の条件，あるいは異物貧食過程でのPG類の産生機構についての詳細は判ってい

ない。またマクPtファーージにTXB，が存在するか否かについても結論が得られていない。そこ

で著者は6－keto－PG：F，、およびTXB，のラジオイムノアッセイ法を用いて，マウス腹腔マクP

ファ　・一ジの6－keto－PGFi、およびTXB，産生あるいは放出量に関して種々の検討を行った。そ

の結果，いくつかの新しい知見が得られたので，研究の成果を要約し，以下に示す。

　1．6－keto－PGF1、およびTXB2の測定にはラジオイムノアッセイ法を用いた。その抗原抗

体複戴物の分離にセルハーベスターの機能を応用した源過法を用いた結果，非常に短時間に分離

操作ができ，二抗体法によるラジオイムノアヅセイと同等の感度および精度が得られた。

　2．6－keto一：PGF玉．およびTXB，はマウス腹腔浸出細胞の中で，特にマクロファージにより

産生される。実験操作上のことであるが，ガラス付着法により得られたマクロファージをラバー

ポリスマソで剥がし取るという物理的刺激により，マクロファージの6－keto－PGFi、および

TXB2産生能が高められることを明らかにした。

　3．　マクpaファージを37。CでガラスペトリIil．しでインキュベーートすると，3時間までは時間依

存的に伸展するとともに，マクロファージから6－keto－PGFi．およびTXB，が放出された。一

方シリ謙ソ処理ガラスペト男凱およびテフロン膜上では，マクPtファージの伸展はほとんど認め

られず，6－keto－PGFlaおよびTXB，放出量も無処理ガラスペトiJ　Mしの場合に比べ低値を示し

た。すなわちマクロファre一ジの伸展という形態の変化とマクロファーージからの6－keto－PGFi、

およびTXB2放出との間に，高い相関性があることを初めて示した。

　4。Iz　vit’roでマクysファージにザイモザンを作用させたときの6－keto－PGFIaおよびTX

B，）放出に関係する因子について検討した結果，マクロファージ膜とザイモザン粒子との接触は

Mg÷＋依存性であった。また両物質の放出の第一・段階に関係するホスホリパーゼA2はCa“’依

存性であることが示された。ホスホリパーゼA，の阻害物質を誘導するハイドロコーチゾソは

6－keto－PGFi．およびTXB，放出を抑制するとともに，マクロファージによるザイモザン貧三
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をも抑綱することを初めて明らかにした。さらにテオフィリソによリマクロファーージ内cAMP

：量を高めると，マクPtファージによるザイモザン貫食，そして6－ket◎一PGF1。およびTXB2放

出が抑制された。これらの結果から，6－keto－PGFi、およびTXB2：放出につながるマクymファ

ージ膜とザイモザン粒子との反応は，ホスホリパーゼA，の活性化と関係し，マクpaファーージの

ザイモザン貧食はマクpaファージ内cAMP産生により調節される可能性が考えられる。

　以上示したようにマクロファージはガラス表面，あるいはザイモザン等の異物との接触により，

形態上にも機能的にも変化を生じ，その一一つとしてマクymファージからの6－keto－PG：F1、およ

びTXB2放出が認められた。またこの放出にホスホリパーゼA2あるいはcAMPが関係する

ことを示したが，他の因子，たとえばcGMP，補体系等の関与も考えられ，マクpaファージと

異物との接触によって始まる異物処理機構の解明を今後試みたい。
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