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鎗 文内容の要旨

phospholipase A， (PLase A，)は細胞肢リン脂質を加水分解 Lて2位の不飽和脂肪酸1 主として

アラキドン酸を遊離させる酵素であり，炎症反応において重要な役割を果たすプロスタ グランジン，ロ

イコトリ エンなどの生合成系であるアラキドン酸カスケードの律速酵素である。近年，PLase A，の生

体内での制御機構に関して多くの研究がなされ，ステロイド性抗炎症薬により誘導され， PLase Az活

性を阻害する内在性タンパクとしてリポコルチンが発見された。一方，急性炎症時に糖質代謝の上昇が

みられる ことl また，炎症部位においてムコ多糖類が増加することも報告されており，これらの糖質も

リポコルチンと同様に炎症の制御に関与している可能性が考えられる。本研究は，炎症の場における

PLase A2
の制御機構を解明する目的で，炎症組織から PLaseA，を調製し，実験的炎症性増殖組織の

モデルとして作成したカラゲニ Y肉芽腫中よりその活性を調節する物質 特に糠質に重点をおいてーの

検索を試みた。

PLase A2活性の測定は，基質として 1ーパノレミトイノレー 2ー[1-"CJオレオイノレ L-3ーホス

ファチジJレコリンを用い，37'Cで反応を行った。氷冷ク ロロ ホルムーメタノ ーノレ混液 (2: 1)を加え

て反応を停止した後， ['・CJーオレイン骸をTLCにより分離し，その放射活性を測定することにより

酵素活性を求めた。炎症部位からのPLaseA2の精製には，家兎に 1%グリコ ーゲン200血lを腹腔内投

与して炎症を惹起し24時間後に採取した腹水を用いた。遠心分離で細胞成分を除いた上清を， CM-

Sephadex C -25によりイオン交換カラムクロ 7 トグラフィ ーを行った。 3M塩化ナトリウム溶液で溶

出した画分を透析，凍結乾燥し， PLase A，標品を得た。 PLaseA，活性に影響を及ぼす因子の抽出は，

体重150gのSD系雄性ラ ット背部皮下に 2%カラゲニン溶液を投与して作成した肉芽腫を用い，凍
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結細切後， 10倍量の 2%フェルールで4
0
Cにて48時間抽出を行った O この抽出液をpH4.5およびpH9.0

にて加熱処理後，活性炭吸着を行って粗抽出物を得た。この粗抽出物をSephadexG -25によりゲルク

ロマトグラフィーを行い，各画分について280nmにおける紫外部吸収測定，糖定量を行うと同時に家兎

腹水より部分精製したPLaseA2に対する作用を検討した。血管透過性に対する作用は，色素漏出法に

より調べた。体重20gのddY系雄性マウス(1群 6匹)にpontamineblue C15mg/ mI) 100μIを尾

静脈内投与し， 5分後に左側足瞭に25μlの標品を皮下投与した。一定時間後に足映を切断し，ホルム

アミド 4mlで60
0

Cにて24時間の色素抽出を行い 630nmの吸収を測定した。

グリコーゲンを投与して炎症を惹起した家兎複水からイオン交換カラムクロマトグラフィ一等によ

り部分精製したPLaseA
2
は，比活性で約70倍の精製酵素標品となった。得られたPLaseA

2
の至適

pH は7.0--8.0であり，反応開始後60分まで直線的に['4CJーオレイン酸の遊離が認められた。本実験で

は50mMトリスーグリシルグリシン緩衝液 (pH8.0)中で，基質と30分間反応させて酵素活性を測定し

fこO

ラット背部皮下に形成したカラゲニン肉芽腫から得た粗抽出物のSephadexG -25後の各画分につい

て， PLase A2活性に対する影響を調べた結果，糖のピークからやや遅れ，分子量約7，000'こ相当する画

分にPLaseA2活性を著しく増強する作用が認められた。正常皮膚からの抽出物にはこの活性化作用

は認められなかった。また，カラゲニン投与直後，1， 5， 10日目の肉芽腫からの抽出物のSephadex

G-25画分を比較すると， 5日目の画分において最も強いPLaseA2活性化作用が認められた O この活

性化作用は，蛇毒あるいはハチ毒のPLaseA 2に対しでも認められたが，炎症部位のPLaseA 2に対す

る作用と比較してはるかに弱いものであり，また，ブタ勝臓のPLaseA
2
に対してはまったくみられな

かった。 PLaseA2活性化因子を含む画分は，マウス足跡、における色素漏出試験において用量依存的に

血管透過性冗進作用を示した。この作用を，カラゲニン投与後 1，5， 10日目の肉芽腫からのSephadex

G-25画分で比較すると， PLase Azの活性化作用と一致して 5日自の画分が最も強かった。

以上の結果より，ラット背部皮下に形成したカラゲニン肉芽腫より抽出，分離した分子量約7，000の画

分には炎症部位より調整したPLaseA2を比較的特異的に活性化する因子が存在することが示された。

この因子は，肉芽形成の盛んな時期とほぼ一致して産生され，また，血管透過性冗進作用をも有する事

より炎症反応に関与している可能性が示唆された。

論文の審査結果の要旨

本研究は，炎症の場におけるホスホリパーゼA2の制御機構を明らかにする目的で，カラゲニン肉芽

腫中より本酵素活性に影響を及ぼす因子の抽出を試み，その諸性質を調べたものである。ラット背部皮

下に形成したカラゲニン肉芽腫中には，炎症組織より調製したホスホリパーゼAzを著明に活性化する

因子が存在することが明らかとなり，また，本因子が血管透過性元進作用を有することも示された。こ

のことは，本因子が炎症反応において重要な役割を果たしていることを示唆するものであり，本研究は
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炎症反応の解明において一つの重要な知見を得たもので歯学博士の学位を得るに十分価値ある業績であ

ると認められるものであるO
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