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第 一 編 緒 言侖

蛋 白質 は、細胞の構成成分 として、 またその機能 をっかさ どる活性物質 として 、生命現

象 に最 も密接 な結び付 きを もつ高分子含窒素有機化合物である。 しか し、 この蛋 白質を医

薬品 として開発 、利用するには、安定性 や抗原性の面 で問題があった。そ こで 、蛋 自質 を

化学修飾 する ことによ りこれ らの問題 を解決 し、さ らには、新機能 を発現 させ る といった

試 みがなされる ようになった。i)三 村 らは、人血清免疫 グロブ リンG(lgG)を 化学修飾する

ことを試 みその鎖間disulfide結 合 を還元 ・アルキル化後 、heavychain、1ightchainに

分離 して得 られたサブフラグメン トがも とのIgGに は全 く認め られ ない抗潰瘍活性 を発現

す ることを発見 した。2)3)4)胃 潰瘍 は胃の組織障害、つま り一種の過度の炎症状態である

と考 えられる 。そ こで著者 は、 このlgG由 来還元 ・アルキル化heavychain、1ightchain

の抗炎症活性 について検討 した。その結果、 これ らのサブフラグメ ン トは、 もとの人血清

IgGに は認 め られ ない抗炎症活性を も新 たに発現させ ることを見い出 した。そ こで、これ

らの人血清IgG由 来heawchain、1ightchainの うちで、カ ラゲニ ン足蹠浮腫抑 制活性の

よ り強 いアル キル化1ightchain(Fr.1-L)に つ き各種実験炎症 モデルでその有効 性を調べ

る とともに作 用メカニズムの解 明を行 なった。
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第 一 編 本 論

第 一 章 人 血清IgG由 来 還 元 ・アル キル 化heavychain、1ightchainの 分離 、精 製

とカ ラゲ ニ ン足 蹠 浮腫 抑 制 活性

市 販 人 血 清 免 疫 グ ロブ リンG(NativeIgG)を 、DEAE-cellulosecolumnchromato-

graphyに よ り、二 画 分(Fr.1お よびFr.II)に 分 離 した 。 この両画 分 に含 まれ るIgGの 鎖 間

disulfide結 合 を還 元 ・カ ル ポ キサ ミ ドメ チ ル化 後 、 ゲ ル濾 過 に よ りお の お のheavy

chain(Fr.1-H、Fr.II-H)と1ightchain(Fr.1-L、Fr.II-L)に 分 離 した。 これ らの各 ア

ル キル 化 サ ブ フ ラ グ メ ン トの抗 浮 腫 活性 を、代 表 的 な抗 炎症 ス ク リーニ ング モ デ ル であ る

ラ ッ ト ・カ ラゲ ニ ン足 跛 浮 腫法 に よ り検 討 した 。

第 一 節 人 血 清IgGの 鎖 問disulfide結 合 の還 元 ・ア ル キル化 とアル キ ル化

heawchain、1ightchainの 分離 、精 製

原 料 と して 、健 康 正 常 人 血 清 よ りCo㎞ のエ タ ノ ール 分 画法5)に よ り分 離 され た 市販 人 血

清 免 疫 グ ロブ リンG(グ ロブ リンー ミ ド リ、㈱ ミ ド リ十 字 、以 下NativeIgGと 略 す)を 用

い 、Mimuraら の方 法2)に 準 じ、還 元 ・アル キル 化heaWchain、1ightchainを 分 離 、精 製

した 。

IgG由 来 還 元 ・アル キル化 サ ブ フ ラグ メ ン トの分 離 、 精製

市 販 人 血 清lgG(NativeIgG)よ り還 元 ・アル キル化 サ ブ フ ラグ メ ン トの分 離 、精 製 は 、

Chartlの 操 作 に従 い実 施 した。

NativeIgGをDEAE-cellulosecolumnchromatographyのstartingbufferで あ る5mM

Tris-phosphatebuffer(pH8.6)で 透 析後 、常 法 に従 い活 性 化 したDEAE-cellulose

columnに 添 加 し た。素 通 り画 分(Fr.1と 略 す)を 溶 出 後 、0.5MTris-phosphatebuffer
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(pH8.6)を1imitingbufferと し て1ineargradient溶 出 を 行 な いFr.IIを 得 た 。Fr.1、

Fr.IIは 、 さ ら に5mMTris-phosphatebuffer(pH8.6)をbaseと し 、NaC1濃 度 を0か ら

0.5Mま で1inearに 上 昇 さ せ る 条 件 に よ り、rechromatographyを 行 な い 単 一 画 分 と し た 。

Fr.1、Fr.IIは 、 そ の 後 イ オ ン 交 換 処 理 水 に 対 し て 透 析 、 脱 塩 後 凍 結 乾 燥 し た 。

Native IgG 

   IChromatography on DEAE-cellulose column       Rechromatography on DEAE-cellulose column 

 Fr.  I and  Fr.  II 

   IReduction by dithiothreitol      Alkylation by iodoacetamide 

Reaction mixture 

      Gel filtration on Sephadex G-25 column 

     Gel filtration on Sephadex G-200 column 

     Chromatography on Dowex 1-X8 column I 
 Fr.I-H  Fr.II-H 

 Fr.I-L  Fr.II-L

Gel filtration on Sephadex G-25 column 

Gel filtration on Sephadex G-200 column 

Chromatography on Dowex 1-X8 column

Chart  1 Purification Procedure of Active  Subfragments from Human 

      Serum IgG

Scheideggerの 方 法5)に 準 じ、抗人IgG.IgA.IgM抗 体 .(HoechstJapan)を 用 い て免 疫 電

気 泳 動 を行 な っ た結 果 、Fr.1、Fr.IIは 抗 人IgG抗 体 との み沈 降 線 を形 成 す る事 を確 認 し

た 。次 に.Fr.1ま た はFr.IIを0.3MTris-HCIbuffer(pH8.0)-4mMEDTA-0.3MNaC1に

0.2%(w/v)に な る よ うに溶 解 し、N、ガ ス を通 気 して十 分 脱酸 素 処理 を行 な った後 、0.2M

dithiothreitol(DTT、WakoPureChemicals)を 終 濃 度0.02Mに な る よ うに添 加 、密 栓 し

て35℃ の水 浴 中 で2時 間撹 拌 し、IgGの 鎖 間disulfide結 合 を還元 した。 そ の後 、反 応 容

器 を遮 光 し、0.84Miodoacetamide(IAA、WakoPureChemicals)を 終 濃 度0.04Mに な る

よ うに 添加 、35℃ で20分 間撹 拌 し、 カ ル ポ キサ ミ ドメチ ル化 した。反 応 終 了後 、 直ち に 、

5酬phosphatebuffer(pH8.0)で 平 衡化 したSephadexG-25colu㎜ に よ り脱 試 薬 を行 な
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った 。 なお 、 この 間の 操 作 は全 て遮 光下 で進 め た 。 この アル キル化IgG分 子 中 のheavy

chain、1ightchainの 分 離 は 、鎖 間 の疎 水 結 合 を切 断 す る た め40mMラ ウ リル硫 酸 ナ トリウ

ム(SDS、WakoPureChemicals)存 在 下 、50mMphosphatebuffer(pH8.0)で 平 衡化 した

SephadexG-200columnに よ り行 な った 。SDSは 、DoWexl-X8(C1-)columnを 用 い50mM

phosphatebuffer(pH8.0)を 溶 出液 として除 去 し、透 析 、脱 塩 後 凍結 乾 燥 して 以下 の検

体 と した 。 な お 、Fr.1由 来 還 元 ・カ ル ポキサ ミ ドメ チ ル化heavychain、1ightchainを

Fr.1-H、Fr.1-L、Fr.II由 来 の もの をFr.II-H、Fr.II-Lと 命 名 した。SDSポ リア ク リル ア

ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ りFr.1-H、Fr.II-Hは 分 子 量 約50000、Fr.1-L、Fr.II-Lは 分 子量 約

25000で あ っ た こ とよ りIgGの 鎖 間disulfide結 合 が完 全 に還 元 ・アル キル化 さ れ てい る

こ と を確 認 した 。

第 二 節 還 元 ・ア ル キル 化heaWchain、1ightchainの カ ラゲ ニ ン足 蹠 浮 腫 抑 制作 用

畠F
r.1、Fr.II由 来還 元 ・アル キル化heavychain、1ightchainの 抗 浮 腫作 用 を カ ラゲニ

ン足 蹠 浮 腫 法 に よ り検 討 した 。

実 験 方 法

ラ ッ ト ・カ ラゲ ニ ン足 蹶 浮 腫 法

体 重150～180gのSD系 雄 性 ラ ッ トを使 用 した。Winterら の方 法7)に 準 じ滅菌 生 理 食 塩水

で1.5%カ ラゲ ニ ン(Picnin-A,Zusikagaku)懸 濁 液 を調 製 し、 この0.lm1を 右後 足 皮 下 に注

入 して 浮 腫 を誘 発 させ た 。対 照 と して 、左後 足 皮 下 に 同量 の滅 菌生 理 食 塩 水 を 注入 した。

カ ラ ゲ ニ ン注 入7時 間 目 まで1時 問 ご とに、左 右 の足 の体積 を測定 し、そ の差 を各時 間 ご

とに 計 算 してswelling%と して現 わ した 。 なお検 体 は 、滅 菌生 理 食塩 水 に溶 か しカ ラゲニ

ン注 入30分 前 に腹 腔 内 あ る いは 静脈 内 投与 した。
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統 計 処 理

以 後 統 計 処 理 は、Student'st-testを 採 用 した 。

実 験 結 果

Fig.1に 示 す よ うにNativeIgG、Fr.1、Fr.II、 還 元 ・アル キル化 後heavychain、

1ightchainに 分 離 して い な い状 態 のFr.1(alkylatedFr.1)、Fr.II(alkylatedFr.II)は

25mg/kgi.p.の 用量 で 全 くカ ラゲ ニ ン浮 腫 を抑制 しな か った 。 またNativeIgGは100mg/kg

i.p.の 用 量 で も この浮 腫 を抑制 しなか った。 しか し、還 元 ・アル キ ル化 後heavychain、

1ightchainに 分 離 す る と、Fig.2に 示 す よ うにFr.1-H、Fr.1-L、Fr.II-H、Fr.II-Lと

も25mg/kgi.p.の 用 量 で 有意 に浮 腫 を抑 制 した。

アル キ ル化heavychain、1ightchainと もFr.1あ る い はFr.II由 来 で作 用 の 強 さ に相違

が認 め られ な い こ と、 ま たlgG2.IgG3よ りな るFr.IIと 異 な り、IgG、.IgG4よ りな るFr.1

の鎖 間disulfide結 合 数 は、heavychain-heavychain間 で2本 、heavychain-1ight

chain間 で1本 とサ ブ ク ラス に よ らず 一定 で あ る こ とよ り以後 の実 験 で は、Fr.1-H、

Fr.1-Lに つ き検 討 を進 め た。

Fig.3、4は 、Fr.1-H、Fr.1-Lの 腹 腔 内投 与 に よ るdoseresponseに つ いて調 べ た結 果 で

あ る 。 この よ う にFr.1-Hは5mg/kg、Fr.1-Lは1mg/kgの 用量 まで有 意 にカ ラゲニ ンに

よ る浮 腫 を 抑 制 した 。

Fig.5は 、Fr.1-Lの 静 脈 内投 与 に よ るカ ラゲ ニ ン足 躔 浮 腫 抑制 作 用 に っ いて 検討 した結

果 で あ る 。 この よ うに 、Fr.1-Lは 、静 脈 内投 与 に よ って もこの浮 腫 を 有意 に抑 制 した 。 ま

た 、腹 腔 内 投 与25mg/kgと 静 脈 内投 与lmg/kgと が ほ ぼ 同等 の抑 制 活性 を示 す 事 が 明 らか

とな った 。
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Fig. 1 Effect of Native  IgG,  Fr.I and Fr.II on 

       Carrageenin-induced Paw Edema in Rats 

      0; Control  ^ ; Native IgG 25 mg/kg 
 p; Fr.I 25 mg/kg  •;  Fr.11 25 mg/kg

Effect of Alkylated  Fr.I and  Fr.II on 

Carrageenin-induced Paw Edema in Rats 

0; Control  L\ ; Alkylated  Fr.I 25 mg/kg 

 A  ; Alkylated  Fr.II 25 mg/kg

Fig. 2 Effect of  Alkylated Subfragments of  Fri and Fr.II on Carrageenin-induced Paw Edema in Rats 

        Significantly different from the control group ;  *p<0.05,  **  p  <  0  .  0  1  ,  ***p<0.001.
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Fig. 3 Effect of Fr.I-H and Fr.I-L on Carrageenin-

         induced Paw Edema in Rats 

        Significantly different from the control group ; 
 *p<0.05 ,  "p<0.01,  *"p<0.001.

Fig. 4 Effect of  Fr.I-H and Fr.I-L on Carrageenin-induced Paw Edema in Rats 

       Significantly different from the control group ;  *p<0.05,  4Hfp<  0.01  ,  ***p  <0.001  .
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Fig. 5 

 Effect of Intravenously Administered Fr.I-L 

 on Carrageenin-induced Paw Edema in Rats
ntrol

O

c

3

瓢g
mg/kg

01234567

Timeaftercarrageenininjection(h)

Significantlydifferentfromthecontrolgroup;

菅pく0。05
,薈 斎菅pく0.∞i.

第 三節 小 括

抗 潰 瘍 活 性 を 有 す る人 血 清IgG由 来 還 元 ・アル キル 化 サブ フ ラグ メ ン トで あ るFr.1-H、

Fr.1-L、Fr.II-H、Fr.II-Lは 抗 浮腫 活 性 を も有 す る こ とが明 らか とな った 。 また この 活性

は、NativeIgG、Fr.1、Fr.II、 還 元 ・アル キル 化Fr.1、Fr.IIと い ったIgGの 立 体 コン

ボ メ ー シ ョン を保 持 す る分 子 で は認 め られ ず 、 このIgGの 鎖 間disulfide結 合 を還 元後 遊

離 したSH基 を アル キル化 し、heaWchainとlightchainに 分 離 して は じめ て認 め られ る

こ とを 見 い 出 した。 これ らの還 元 ・ア ル キル化 サ ブ フ ラグ メ ン トの腹 腔 内投 与 に よる刺 激

性 は 、全 く認 め られ な い こ と、人 血清IgGの よ うな異 種 蛋 白質 を投 与 して も浮 腫 は抑 制 さ

れ な か っ た こ と、 投 与ル ー トに よ り作 用 の発 現 に差 が 認 め られ なか った こ とよ りこれ らの

サ ブ フ ラ グ メ ン トに よ る抗 浮 腫 活性 発 現 は 、単 に異 種 蛋 白の 刺 激性 に よ るみ か け上 の効 果

で な い こ とも 明 らかで あ っ た。 そ こで これ らの サ ブ フ ラグメ ン トの内 、 鎖 間disulfide結

合 数 が 同 じIgG、 、IgG。 よ りな るFr.1由 来 で、 よ り抗 浮 腫 活 性 が強 か った アル キル 化light

chainで あ るFr.1-Lを 使 用 し、 その抗 炎 症 作 用並 び に作 用 メ カニ ズ ム の解 明 を試 み た。
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第 二 章Fr.1-Lの 抗 炎 症 作 用 に 関 す る 検 討

炎症 とは、生体 に とって有害 な刺激に対する組織 レベルでの防衛反応 をさす。 しか し、

炎症 が過度、 または好 ましくない状態 に進み、苦痛や機能障害 がもた らされ た とき、 この

炎症 を抑制す る必要が生 じる。

現在、一っの実験炎症モデルで、複雑な炎症過程 における薬物の効 果をすべて 同時に観

察す るこ とは不可能である。そこで種 々の炎症過程 を反映す るモデルを使用 して薬物の作

用 を調べ た うえ総合的に判定 する必要 がある。

炎症過程 は、第一期反応 として血管透過性亢進 、第二期反応 として白血球の浸出遊走、

第 三期反応 として肉芽 の形成か ら組織の再生へ と大 きく三期に分 けられている。8)そ こで

この各段階反応 に沿 ってFr.1-Lの 抗炎症作 用の検 討を行 なった。

第一節 第一期反応 の血管透過性 に対する作用

炎症 の初期反応 として、血管透過性 が亢進する。この時、通常は血管壁 を通過 しえない

蛋 白成分 と、それ以外 の小分子 、水の血管外への浸 出が起る。炎症時には、特 に大量 にこ

れ らが血管外 に出、 リンパ に入 る量が少な くなるので浮腫を生 じるようになる。そ こで、

この血管透過性亢進に対 する作用を検討 した。

実 験 方 法

マ ウスxyleneear法

Fujimuraら の方法9〕に準 じ、体重15～20gのddY系 雄性マ ウスに0.5%pontaminesky

blue(PSB)溶 液0.1m1/10gを 静 注 しその直後、xyleneを 十分含 ませたフ ェル トを張 り付 け

た クレンメで一方の耳を5秒 間挟んだ。15分 後 に両耳 を切断 して、直径約7㎜ の穴をあけ

た板 に左右 の耳 を別 々に挟み 、分光光度計のセル ホルダ ーに挿入 し、青染されていない右

耳 をblankと して630㎜ における透過率 を測定 した。なお検体 は、PSB静 注30分 前 に腹腔
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内 投 与 し、 陽 性 コン トロ ール と してdexamethasone(Sigma)を 使 用 した 。

Chemicalmediatorに よる 血管 透 過性 亢 進

Thomas1°)やCrunkhornら11)の 方 法 に準 じ、体 重150～200gのSD系 雄 性 ラ ッ トの背 部

の 毛 を実 験 前 日に剃 って 使 用 した 。検 体 を腹 腔 内投 与 し30分 後 に、chemicalmediatorを

背 部 皮 内 に注 入 し、 直 ちに0.5%PSBlm1/kgを 静 注 した 。45分 後 に ラ ッ トを脱血 死 させ皮

膚 を剥 離 し、青 染 部 分 の面 積(coloredarea)を 長 径x短 径 と して計 算 して 判定 した 。

Chemicalmediatorと して 次 の薬 物 を使 用 した 。Serotonin(Sigma)IOOpg/m1,

Bradykinin(Sigma)50}.ig/ml,ProstaglandinE,(Sigma)1pg/ml.

Arachidonicacid皮 膚 発 赤

体 重250～300gのHartley系 雄 性 モ ル モ ッ トを実 験 前 日に 除毛 して使 用 した。Kotomoら

の 方 法12〕 に準 じ、 ア ラ キ ドン酸 を4qμg/0.05m1/siteの 割合 で モル モ ッ トの側 腹部3か 所

に 皮 内 注 射 して発 赤 を惹 起 させ た 。 ア ラキ ドン酸 注入60分 後 に 肉眼 に よ り判 定 し発赤 斑 の

強 く明 確 に認 め られ る もの を3点 、明 確 に認 め られ る もの を2点 、か す か に認 め られ る も

の を1点 、 認 め られ な い もの を0点 とし、3か 所 の合 計 点 数 を対 照 群 の もの と比 較 した 。

検 体 は、 ア ラ キ ドン酸 注 入30分 前 に腹 腔 内投 与 し、 また陽 性 コ ン トロ ール と してpheny1-

butazone(Sigma)を1時 間 前 に経 口投 与 した。

実 験 結 果

マ ウ スの 耳 をxylene刺 激 す る こ とに よ り、血 管 透 過性 が亢 進 した。Fr.1-Lは 、25mg/kg

i.p.の 用 量 で この透 過 性 亢 進 を51%抑 制 した。 陽 性 コン トロ ール のdexamethasoneも 、 こ

の 透 過 性 を有 意 に抑 制 した。(Tablel)

各chemicalmediatorに よ る透過 性 亢進 に対 す るFr.1-Lの 効果 をTable2、3に 示 した。

Fr.1-Lは 、 各mediatorに よ る透過 性 亢進 を全 く抑制 しなか った 。陽 性 コ ン トロ ール の

dexamethasoneは 、1mg/kgのs.c.に よ りserotonin、bradykininに よる 透過 性 を有 意 に

抑 制 した。 ま た 、PGE、 に よる 透 過性 亢 進 に対 し有 意 で は な いが 、抑 制 傾 向 が認 め られ た。
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Table  1 Effect of  Fr.I-L on Vascular Permeability by Xylene 
       Ear Method in Mice 

        Treatment Dose No. of  PSI3s) Inhibition 

                  (mg/kg) mice  (mg/dl)  (%) 

 A)  Control 7  6.1J:0.2 ---- 

       Fr.I-L 25 7  3.0J:0.2** 51 

 B)Dexamethasone 1 7  3.5±0.4" 43 

         All values represent mean ±  s.e. 

         A) intraperitoneal injection 

         B) subcutaneous injection 

         a) pontamine sky blue 

         Significantly different from the control group ;  **p<0.01. 

Table 2 Effect of  Fr.I-L on Capillary Permeability induced by 

       Serotonin in Rat Skin 

       Treatment Dose No. of  Serotonin  

                        (mg/kg) rats Colored area 

 A)Control 9 338.4 ± 11.9 

 Fr.I-L 25 9  335.9 ±  26.1 

 B)Dexamethasone 1 9  220.3 ±  13.1*** 

         All values represent mean ±  s.e. 

         A) intraperitoneal injection 

         B) subcutaneous injection 
         Significantly different from the control group  ;  *"p<0.001.

モ ル モ ッ ト ・ア ラキ ドン酸 誘発 発 赤 に対 す るFr.1-Lの 効 果 をTable4に 示 した 。 コ ン ト

ロ ール 群 で は、 ア ラキ ドン酸 注 入30分 後 よ り発 赤 が 認 め られ は じめ 、60分 後 には この発 赤

は 強 く明 確 とな っ た。Fr.1-Lは 、 この発 赤 を25mg/kgi.p.の 用 量で44.2%抑 制 した 。 シ ク

ロ オ キ シゲ ナ ーゼ 阻 害剤 のphenylbutazoneも50mg/kgp.o.の 用量 で この 発 赤 を30.3%抑

制 した 。
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Table 3 

  Effect of  Fr.I-L on Capillary Permeability induced by PG E1 and 

  Bradykinin in Rat Skin 

 Treatment Dose No. of  PG  E1 Bradykinin  

              (mg/kg) rats Colored area Colored area 

 A)Control 9 159.5 ± 11.7 214.0 ±  8.0 

 Fr.I-L 25 9 137.4 ±  8.1 196.2 ± 11.9 

 B)Dexamethasone 1 9 128.2 ± 10.6 119.7 ±  3.8*** 

  All values represent mean ±  s.e. 

 A) intraperitoneal injection 

 B) subcutaneous injection 
 Significantly different from the control group  ;  ***p<0.001. 

Table 4 

     Effect of  Fr.I-L on Arachidonic Acid-induced Erythema in 

     Guinea Pigs 

    Treatment Dose No. of Score Inhibition 

 (mg/kg) guinea pigs  (%) 

 A)  Control 5  8.6 ±  0.2 ---- 

     Fr.I-L 25 5 4.8 ±  0.6*** 44.2 

 B)Phenylbutazone 50 5  6.0 ± 0.4*** 30.3 

     All values represent mean ±  s.e. 

     A) intraperitoneal injection 

 B) peroral injection 

     Significantly different from the control group  ;  ***p<0.001.

第二節 第二期反応の 白血球の遊走 に対する作用

組織 での浮腫 は、細胞 間隙へ の水の貯留に よる ものである。この水分 の貯留 は、血管透

過性亢進 によ り血漿蛋 白が血管外 に浸 出 し、それに伴 う組織液の コロイ ド浸透圧 の変化 に

応 じて起 る ものであ る。そ して、 この浸出蛋 白はproteaseな どの作用 で分解されchemo-
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tacticfactorと な り白血 球 の遊 走 を もた らす よ うに な る。 白血 球 が炎 症 局 所 へ 過剰 に遊

走 され 、活 性 化 され る と種 々の物 質 を産 生 、 放 出 し、炎 症 を悪 化 さ せ る よ うに な る。 そ こ

で この 白血 球 遊 走 、 血 漿 蛋 白の透 過 に お ける 作 用 を検 討 した 。

実 験 方 法

IshikaWaら の方 法13)に 準 じ、実験 前 日に体 重130～150gのSD系 雄 性 ラ ッ トの背 部 皮 下

に空 気5mlを 注 入 してpouchを 作 製 した。翌 日 このpouch内 に2%carboxymethylcellu-

10se(CMC)懸 濁 液5m1を 注入 して炎症 を惹起 させ た 。CMC注 入 後2、4、6時 間 目に 浸 出液

0.2m1を 採 取 し、そ の 内O.1m1を 蛋 白定 量 に 、残 りを 白血球 算 定 用 に用 い た。 浸 出液 中 の

蛋 白量 はFolin-Lowry法14)に よ り、 また 白血 球 数 は、0.05%brilliantcresylblueの

生 理 食 塩 水 溶 液 と混和 染 色 後 、 血 球計 数 板(Burker-Turk、 エ ル マ光 学)を 用 い て測 定 し

た 。 検 体 は 、CMC注 入30分 前 に腹腔 内投与 し、dexamethasoneは 、皮 下 投 与 した 。

実 験 結 果

Table5に は 、pouch中 へ の 白血球 の遊走 、Table6に は、 蛋 白浸 出 の結 果 を示 した 。 コ

ン トロ ール 群 で は、CMC注 入2時 問 目以後 、 急激 な 白血 球 のpouch内 へ の遊 走 が認 め られ

た 。Fr.1-Lは 、25mg/kgi.p.で 、 このpouch内 へ の 白血 球 の遊 走 を2時 間 目よ り有 意 に抑

制 した 。

血 漿 蛋 白 の急 激 な浸 出 が コ ン トロ ール群 に おい て 白血 球 遊走 よ りも早 い 時 間 す なは ち2

時 間 目か ら認 め られ た 。Fr.1-Lは 、 この蛋 白浸 出 を も2時 間 目よ り有意 に抑 制 した。

陽性 コ ン トロ ール のdexamethasoneは 、 白血 球遊 走 を2時 間 目よ り、蛋 白浸 出 は4時 間 目

よ り有 意 に 抑 制 した 。
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Table 5 

   Effect of  Fr.I-L on Leukocyte Emigration into the Pouch Fluid by the 
  CMC Pouch Method 

 Treatment Dose No. of No.of  leukocytes(x106)/ml of pouch fluid 

       (mg/kg) rats 2 4 6  (h) 

 A)Control 8  1.95±0.29  10.27J:I.13  17.49±1.11 

    Fr.I-L 25 8  0.61±0.10***  1.48±0.29*** 5.52±0.43*** 

  B)Dexamethasone 1 8  0.82J:0.03*  4.23J:0.43***  4.25J:0.75*** 

  All values represent mean ± s.e. 

 A) intraperitoneal injection 

 B) subcutaneous injection 

  Significantly different from the control group  ; *p<0.05,***p<0.001. 

Table 6 

  Effect of  Fr.I-L on Protein Exudation into the Pouch Fluid by the  CMC 

  Pouch Method 

  Treatment Dose No. of  mg of protein /ml of pouch fluid  

        (mg/kg) rats 2 4 6 (h) 

  A)Control  ---- 8  2.27J:0.30 6.75±0.37  9.20J:0.48 

    Fr.I-L 25 8  1.39J:0.25* 4.34±0.35***  6.57±0.58*** 

  B)Dexamethasone 1 8  2.14J:0.14 4.22±0.29*** 5.75±0.15*** 

 All values represent mean ± s.e. 

 A) intraperitoneal injection 

 B) subcutaneous injection 

 Significantly different from the control group  ;  *p<0.05,***p<0.001.

第三節 第三期反応の肉芽形成に対する作用

細胞浸潤に続く肉芽の形成は、炎症の第三期反応に属する。この肉芽組織は、異物や感

染病巣の隔離のために形成されるものであるが、異常に増殖するとそのもの自身が病巣の

一部を形成するようになるので、これを抑制する必要が生じる。そこで、この肉芽組織形
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成 に対 す る作 用 を検 討 した。

実 験 方 法

Feltpellet-inducedgranuloma

体 重150～180gのSD系 雄 性 ラ ッ トを使 用 した 。Meierら の方 法15〕 に準 じ35±1mgの

feltpelletを120℃30分autoclaveで 滅 菌 した 。 このfeltpelletを ペ ン トバ ル ビタ ー

ル 麻 酔 下 に肩 胛 骨 の 下 に 左右1個 ず つ挿 入 した 。 挿入 後8日 目 にpelletを 摘 出 し60℃ で恒

量 に な る ま で乾 燥 して重 量 を測 定 した 。 同時 に 肝 臓 、脾 臓 、副 腎 、胸 腺 を摘 出 して、湿 重

量 を量 り、体 重100g当 た りの重 量 と して現 わ し た。検 体 は、8日間連 続 腹 腔 内投 与 し、 また

陽 性 コ ン トロ ール と して 、dexamethasoneを 同 様 に皮 下 投与 した。

Crotonoilgranulomapouch

体 重150～180gのSD系 雄性 ラ ッ トを使 用 した 。Selyel6〕 やItogaら17)の 方 法 に準 じ

ペ ン トバ ル ビタ ール 麻酔 下 で 、 ラ ッ ト背 部皮 下 にN2ガ ス20m1を 注 入 してpouchを 作 り、

そ の な か に綿 実 油 に溶解 した1%crotonoi1をlm1注 入 した 。注 入後8日 目 にpouchの 湿 重

量 と浸 出液 量 を測 定 した 。 同時 に肝 臓 、脾臓 、副 腎 、胸 腺 を摘 出 し湿 重 量 をは か り、体 重

100g当 た りの重 量 と して 現 わ した。 な お検体 は 上述 のfeltpellet法 と 同様 に投 与 した 。

実 験 結 果

Feltpellet法 で の 肉 芽形 成 に対 す るFr.1-Lの 効 果 をTable7に 示 した 。Fr.1-Lは 、10

mg/kgの 用 量 で もこの 肉 芽形 成 を有 意 に抑制 した 。 この炎 症 モ デル で の 臓器 重 量 の変 動 を

Table8に 示 した。 そ の結 果Fr.1-Lは25mg/kgの8日 間連 続 投与 に よ り脾 臓 、胸 腺 の重 量

を 減 少 させ る こ とが 明 らか に な った 。

Crotonoilgranulomapouch法 で の 、Fr.1-Lの 効 果 をTable9に 示 した 。 その結 果 、

Fr.1-Lは25、10mg/kgの 用量 で 肉芽 形 成 、浸 出液 貯 留 を有 意 に抑 制 した 。 ま た この炎 症 モ

デ ル で の 臓 器 重 量 の変 動 をTablelOに 示 した 。Fr.1-Lは 、25mg/kgの 連続 投 与 に よ り、 こ
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のモデル動物の胸腺を萎縮させた。

Table 7 Effect of Successive Administration of  Fr.I-L on Granuloma 

       Formation by Felt Pellet in Rats 

        Treatment Daily dose No. of Granuloma 

               (mg/kg) rats (mg) 

 A)Control 16 24.4 ±  1.0 

 Fr.I-L 10 16  16.7 ±  1.0*** 

                 25 16 16.6 ±  0.6*** 

 B)Dexamethasone  0.1 16  13.8 ±  0.8*** 

         All values represent mean ±  s.  e. 
        A) intraperitoneal injection for 8 days 

         B) subcutaneous injection for 8 days 

         Significantly different from the control group  ;  ***p<0.001. 

Table 8 

  Effect of Successive Administration of  Fr.I-L on Various Organ Weights 

Treatment Daily dose  Relative organ weight  

            (mg/kg)  Adrenal')  Thymus')  Spleen')  Liver') 

 A)Control  22.0±1.6  201.3±13.0 377.9±21.9  4.5±2.3 

 Fr.  I-L 10 18.1±2.0 193.9±10.3 397.7±23.0 4.3±2.4 

               25  19.7±1.6 161.6±  3.9*  221.8±17.4***4.4±2.0 

B)Dexamethasone 0.1 13.7±1.2*** 41.4±  5.9"207.3±13.7'4.5±0.1 

All values represent mean ±  s.  e. (n=8) 

A) intraperitoneal injection for 8 days 

B) subcutaneous injection for 8 days 

a)  mg/100g final body weight 

b)  g/100g final body weight 

Significantly different from the control group ;  *p<0.05,  ***p<0.001. 
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Table 9 

   Effect of Successive Administration of  Fr.I-L on Granuloma Formation 

   and Exudate by Granulation Pouch Method in Rats 

   Treatment Daily dose No. of Pouch fluid  Granuloma 

         (mg/kg) rats (ml) (g) 

 A)Control 10 14.1 ± 1.3 3.89 ± 0.21 
 Fr.I-L 10 10  3.7  ±  1.0***  2.77  ±  0.19*** 

                  25 10 2.0 ± 0.7*** 2.01 ± 0.23*** 

   B)Dexamethasone 0.1 10 2.6 ±  1.1*** 1.92 ± 0.22*** 

    All values represent mean ± s.e. 

   A) intraperitoneal injection for 8 days 

   B) subcutaneous injection for 8 days 

    Significantly different from the control group  ;  ***p<0.001. 

Table 10 

  Effect of Successive Administration of  Fr.I-L on Various Organ Weights 

Treatment Daily dose  Relative organ weight  

            (mg/kg)  Adrenal')  Thymus')  Spleen')  Liver') 

 A)  Control  19.0±0.7  166.4±11.6  426.3±22.0  4.0±0.1 

 Fr.  I-L 10  20.2±1.5 136.2± 9.1 436.0±21.6  4.1+0.1 

               25 20.4±0.9 129.8±10.2* 420.6±16.5 4.2±0.1 

B)Dexamethasone  0.1  16.  4±1.1 71.3±  8.3'270.1±14.0***4.5+0.1** 

All values represent mean ±  s.e.  (n=10) 

A) intraperitoneal injection for 8 days 

B) subcutaneous injection for 8 days 

a)  mg/100g final body weight 

b)  g/100g final body weight 

Significantly different from the control group  ;  *p<0.05,  *p<0.01,  ***p<0.001. 
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第 四節 肉 芽 腫 炎症 組 織 の糖 成分 に対 す る作 用

実 験 的増 殖 性 炎 症 にお い て 、 肉芽腫 中の 糖成 分 の増 加 が 肉芽 腫組 織 の 過 増殖 に 関与 す る

と いわ れ て い る。18)ま た 、抗 炎 症 薬 が ム コ多糖 や 糖 蛋 白の著 しい減 少 を もた ら し、過 増殖

を抑 制 す る とい う報告 もあ る。19)2°〕 そ こでFr.1-Lの 肉 芽腫 増 殖抑 制 機 序解 明 の た めに 、

Crotonoilgranulomapouch法 を用 い 、肉 芽腫 組 織 中 の糖 成 分 含有 量 にっ いて検 討 した。

実 験 方 法

前 述 したcrotonoilgranulomapouch法 に よ り炎 症 を惹起 し、8日 目 に、 肉 芽腫 を摘 出

し 、総 ム コ 多糖 の指 標 と してhexosamineを 、糖 蛋 自質 の 指標 と してsialicacidを 、酸性

ム コ多糖 の 指 標 と してuronicacid含 有 量 を定 量 した。

Hexosamine定 量

Bolognaniら の 方法21)に 準 じ、 肉芽 腫 にpapain溶 液(Difco;45units)2.5m1を 加 え

homogenizeし 、37℃20時 間消 化 した 。遠 心後 上 清 のhexosamine量 を 、Gumarの 方法22)に

よ り定 量 し た。 す なわ ち 、上 清500p1に6NHC1250p1を 加 え110℃14時 間加水 分解 し、遠

心 後 、 上 清600,plに2MNa、CO,0.4m1、2%acetylacetoneO.5ml加 え 、89～90℃20分 間

加 熱 した 。 そ の 後ethanollml,エ ール リッ ヒ試 薬(WakoPureChemicals)0.5m1を 加 え

て10分 後 に530nmに お け る吸 光 度 を測 定 した 。標 準 物 質 と して、glucosamine-HC1(Wako

PureChemicals)を 用 いhexosamine-HC1量 に換 算 して 求 め た 。

Sialicacid定 量

肉 芽 腫 を水 でho皿ogenizeし 、 この0.3m1に0.2NH、SO。0.3m1を 加 え 、80℃1時 間加 水 分

解 した。 遠 心 後 、上 清 のsialicacid量 をWarrenのthiobarbituricacid(TBA)法2S⊃ に よ

り定 量 した 。 す な わ ち、 上 清0.2m1に0.2MNalO。50pl加 え20分 間放 置 し、 さ らに1%

NaAsO20.7m1、0.6%thiobarubituricacid(WakoPureChemicals)1.5m1加 え15分 煮 沸 し

た 。冷 後ethyleneglycolmonomethylether(WakoPureChemicals)2..5m1を 加 え3000
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rpm20分 間 遠 心 し て 上 清 の 吸 光 度 を550㎜ で 測 定 し た 。 標 準 物 質 と し て 、N-acetyl-

neuramicacid(FlukaA.G.Chem.)を 用 いsialicacid量 を 、N-acetylneuramicacidに 換

算 し て 求 め た 。

Uronicacid定 量

肉 芽 腫 にpapain(Difco;45units)溶 液2.5m1加 えhomogenizeし 、37℃48時 間 消 化 した 。

3000rpmlO分 間 遠 心 後 、 上 清0.lm1に1%cetylpyridiniumchloride(CPC、Sigma)2.Oml加

え 、 低 温 室 に1夜 放 置 し た 。 こ の 後3000rpm20分 間 遠 心 し 、 沈 殿 物 に0.OINNaOHO.lmlを

加 え て 溶 解 し 、 そ の1mlを 取 り 、Bitterら の 硫 酸 カ ル バ ゾ ー ル 法24)に よ り定 量 し た 。

な お 、 標 準 品 と してglucuronicacid(WakoPureChemicals)を 用 い 、uronicacid含 量 は

glucuronicacidに 換 算 し て 求 め た 。

実 験 結 果

Table 11 

 Effect of  Fr.I-L on Hexosamine, Sialic Acid and Uronic Acid Contents 

 of Inflamed Tissue in Rats 

Treatment Dose  No.  of  Hexosamine Sialic  acid') Uronic  acids' 

             (mg/kg) rats 

A) Control ---- 8  1.24±  0.  09  0.  59±  0.  02  0.28±  0.  02 

 Fr.  I-L 10 8  0.98±0.05*  0.  49±0.  04  0.  29±0.  04 

               25 8  0.82±0.  08**  0.61±0.04  0.  27±0.  01 

 B)  Dexamethasone  0.  1 8  1.61  ±  0.  04  0.  57±  0.03  0.34±  0.  07 

All values represent mean ±  s.  e. 

A) intraperitoneal injection for 8 days 

B) subcutaneous injection for 8 days 
a) pg/mg inflamed tissue 

Significantly different from the control group ;  *p<0.  05,  "p<0 .  01.

Fr.1-Lは 、肉芽腫組織単位重量 当た りのhexosamine含 有量 を有意 に低下させ た。 しか し

　　　　　　　　　　　　　　　　　1　9



uronicacid、sialicacid含 有量 に対 しては全 く影響 しなかった。Dexamethasoneは 、 こ

れ らの糖成分 組成 に対 しては、全 く影響 しなか った。(Table11)

第五節 副腎摘 出ラ ッ トを用いたカラゲニ ン足跋浮腫抑制作用

副 腎皮質 ホルモ ンであ る糖質 コルチ コイ ドの血中濃度 は、感染、その他の原因 による炎

症 を含 むス トレス時に上昇する ことが知 られている。25)この糖質 コルチ コイ ドは、炎症の

初期反応 の浮腫や血管透過性を抑制す るとともに、26〕白血球遊走 をも抑制 する。zv〕また抗

炎症作用 を有す る薬物 の中には、下垂体副腎系 に作 用 し、副腎皮質か ら糖質 コル チコイ ド

の分泌 を亢 進 させ、その抗炎症作用 をもた らす もの もあることが知 られている。

そ こで、Fr.1-Lの 抗炎症作用が、この副腎か らの糖質 コルチ コイ ドの分泌亢進 によ りも

た らされ た ものかを明 らかにするため、副腎摘出 ラッ トによるカラゲニン浮腫抑制作用 に

つ いて検討 した。

実 験 方 法

体重120～150gのSD系 雄性 ラッ トの両側副腎 を摘 出 し、術後5日 目に第二章 、第二節 に

記述 した方 法で、カラゲニ ン足跛浮腫 を誘発 させた。

実 験 結 果

コン トロール群では、カラゲニン投与、1時 間 目よ り急激 な足 の腫れが認 め られ、時間

とともに この浮腫の増加 が認め られ た。Fr.1-Lは 、25mg/kgi.p.で この浮腫 を も有意に抑

制 した。(Fig.6)
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       Time after carrageenin injection (h) 

Fig. 6 Effect of  Fr.l-L on Carrageenin-induced 

        Paw Edema in  Adrenalectomized Rats 

       Significantly different from the control 

         group ;  **p<0.01,  ***p<0.001.

第 六節 小 括

Fr.1-Lは 、第一 期反応の血管透過性亢進 、第二期反応 の白血球浸出遊走 、第三期反応 の

肉芽形成 と一連の炎症過程の各段階すべてを強 く抑制 することを明 らか とした。 この血管

透過性 に対 する効果 は、プ ロスタグ ランジンの生合成阻害 により、遊走 白血球数の減少 は

遊走 因子 とな りうる血漿蛋 白の浸出抑制 によ りもた らされた可能性が示唆 された。また、

Fr.1-Lは 、肉芽腫炎症組織単位重量当た りのhexosamine含 有量 をも有意 に低下させ た。 こ

のhexosamineは 、肉芽腫形成 において重要な糖成分 の一つであるので、この含有量 を低下

させ る こ とによ り肉芽腫 の過増殖抑制が もた らされ たもの と考 えられ た。一方 、Fr.1-Lを

25mg/kgの 用量で8日 間連続投与 することによ り、胸腺 や脾臓の重量が有意 に減少 したが

この ことは、Fr.1-Lが 免疫系へ何 らかの影響 を与え ることを示す ものである。
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第=章 生 体 膜 に 対 す る 作 用

細胞 膜 は、細胞 を外界か ら守 る とともに細胞 どうしの相互 関係を調節 して いる。また最

近 この膜 を介 する情報伝達機構 およびその調節作 用が注 目されている。 この ような機能を

有 する細 胞膜 が変化 を受ける と生体に障害が もた らされる様 になる。

炎症反応 に関係する膜表面 あるいは膜機能 を介 する反応 を考える と、 リソゾ ーム内酵素

の遊離 お よびその作用、28〕活性酸素 の生成 と作用 、29〕3°)chemotaxis反 応28)な ど多彩で

あ る。そ こで、 この生体膜 に対する作用を検討 した。

第一節CMCpouch炎 症での浸出液中のlysosome内 酵素 とesteraseに 対 する作用

白血球や マク ロフ ァージの リソゾーム内酵素は、エン ドサイ トーシスによって取 り込 ま

れ た障害 因子 、障害産物を消化分解 し、生体防御 に一役演 じている。 しか し、この リソゾ

ーム内酵 素が 、細胞外 に放出され ることがあ り、その結果、血管拡張 、血管透過性亢進、

白血球粘着 遊走 、細胞構成成分の分解 など生体 に悪影響を与 える。28)そ こで、Fr.1-Lのin

vivOで の リソゾーム内酵素放 出抑制作用をそのなか に含 まれ る酵素 を一っの指標 として測

定 した。また 同時に、浸 出液中のesterase活 性 をも測定 した。 このesteraseは 、炎症の場

で重要 な機 能を果たすtrypsin、chymotrypsin、plasmin、kallikreinな どのesteraseの 総

合的指標 とした もので、これ らの酵素による生成物 が血管透過性や 白血球 の遊走 に関与 す

る ことも知 られている。26)

実 験 方 法

第二章 第二節の 白血球遊走 に対する作用の項 で用 いたCMCpouch法 によ り炎症を惹起

させ た。CMC注 入6時 間 目に浸出液を採取後 、同量の生理食塩水を加 え2000rpm20分 間遠

心 した。その上清を用い リソゾーム内酵素 の指標 としてacidphosphatase活 性を、また

esterase活 性 を測定 した。
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Acidphosphatase活 性

Besseyら の 方 法31)に 準 じ 、50mMcitratebuffer(pH4.8)に 溶 解 し た5.5mMp-nitro-

phenylphosphate(WakoPureChemicals)0.5mユ を37℃10分 間preincubate後 、 上 記 酵 素

液0.5m1を 加 え 、37℃30分 間incubateし た 。 反 応 終 了 後0.1NNaOH4m1を 加 え 、 生 成 し た

p-nitrophenol量 を400㎜ の 吸 光 度 で 測 定 し、contro1を100と し て 抑 制 率 を 算 出 し た 。

Esterase活 性

Robertの 方 法32)に 準 じ 測 定 し た 。 す な わ ち 浸 出 液 の2倍 希 釈 液0.5m1に 、1劬mol

N-benzyl-L-arginineethylesterhydrochloride(BAEE、Sigma)0.5m1を 加 え 、37℃60分

間incubateし た 。15%TCAに よ り反 応 を停 止 し、3000rpm30分 間 遠 心 し た 。 上 清lm1に ア ル

カ リ性 ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン(WakoPureChemicals)1.5m1を 加 え 、 室 温 で25分 以 上 放 置 し

た 。 次 い で2NHCIlml.10%FeC13-0.1NHC11.Om1を 加 え 、15分 後 に 残 存 す るBAEE量 を

530㎜ の 吸 光 度 を測 定 す る こ とに よ り算 出 し た 。

実 験 結 果

Fr.1-Lは 、25mg/kgの 用 量 で 単 位 浸 出液 当 た りのesterase活 性 を有 意 に 抑 制 し た 。 ま た

acidphosphatase活 性 に 対 し て 、 有 意 で は な い も の の27.2%の 抑 制 を 示 し た 。(Tablel2)

Table12

Effectof-Fr.1-LonEsteraseandAcidPhosphataseActivitiesofthe

PouchFluidbytheCMCPouchMethod

TreatmentDoseNo.ofEsteraseAcidphosphatase

(mg/kg)ratsBASEpmoles/ml/hp-nitrophenolmg/ml/h

A)Control-一 一一87.94±0.773.94±0.33

Fr.1-L2584.56±0.75"2.54±0.36

B)Dexamethasone184.46±0.26塞 竃翠4.05±0.33

Allvaluesrepresentmean±s.e.

A)intraperitonealinjection

B)subcutaneousinjection

Significantlydifferentfromthecontrolgroup;sxp〈0.Ol,零 竃竃P<0.001.
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第 二節 膜 脂質 過 酸 化 に対 す る作 用

炎 症 が生 じる と活 性 酸素 等 が産 生 さ れ 、生体 膜 が 過 酸化 を受 け て過 酸化 脂 質 が生 成 され

る 。 この こ とに よ り膜 が 不 安定 化 され て崩 壊 し、生 体 にさ らに障害 を も た らす とい った悪

徳 環 が起 る 。ss)ま た刺 激 に よ り起 っ た炎症 が 、 そ の強 さ に応 じて全 身反 応 を引 き起 こす.

例 え ば 、 局 所 炎 症 に よ り、肝 臓 や 腎臓 の 膜脂 質 の 過酸 化 レベ ル が上 昇 す る とい った こ とが

知 られ て い る。8)そ こで 、炎 症 時 の脂 質 過酸 化 抑 制 作 用 にっ い て検 討 した 。

実 験 方 法

マ ウス ・カ ラゲ ニ ン足 蹠 浮 腫 誘発 時 の過 酸 化 脂質 生成

Sharmaら の方 法34)に 準 じ、体 重15～20gのddY系 雄性 マ ウス の足 跛 皮 下 に1%カ ラゲニ

ン生 理 食 塩 水 懸 濁 液25p1を 注 入 し足 跋浮 腫 を生 じさせ た.3時 間 目に浮 腫 をDialthick-

nessgage(MitsutoyoMGFCo.)で 測 定 した後 脱 血死 させ 、肝臓 、脾 臓 、 腎臓 を摘 出 し、.,

法 に よ り過 酸 化 脂質 量 を定 量 した 。検 体 は 、 カ ラゲ ニ ン注 入30分 前 に腹 腔 内投 与 した 。

ラ ッ トkaolinpouch炎 症 誘 発 時 の肝 臓 の過 酸 化 脂質 生成

Bragtら の方 法32)に 準 じ、体 重130～150gのSD系 雄 性 ラ ッ トの背 部 皮 下 に 、6m1の 空

気 を注 入 して 、空 気 嚢 を作 製 し、実 験 に用 い た。空 気 嚢 作 成24時 間後 に生 理 食 塩 水 に懸 濁

した10%kaolin(WakoPureChemicals)4m1を 嚢 内 に注 入 して炎 症 を起 こさせ 、4日 後 に

脱 血 死 さ せ て肝 臓 を摘 出 しTBA法 に よ り過 酸 化 脂 質量 を定 量 した.ま た、 同時 に 肉芽腫 の

湿 重 量 も測 定 した。 検体 は 、kaolin投 与30分 前 に腹 腔 内投 与 した 。

Thiobarbituricacid(.,)法34)

10%臓 器homogenateO.2m1に8.1%SDSO。2ml、20%aceticacidbuffer(pH3.5)を1.5

ml、0.8%TBA(WakoPureChemicals)1.5m1、H。00.6m1を 加 え95℃60分 間incubateし た 。

冷 後 、3000rpm15分 間 遠心 し、上 清 の 吸光 度 を532nmで 測定 した。標 準 物 質 として 、tetra-

metoxypropane(WakoPureChemicals)を 同様 に反 応 させ 、 そ の吸光 度 か ら過酸 化 脂質 量 を

算 出 し、単 位 蛋 白質 重 量 当 た りのマ ロ ンジ アル デ ヒ ド量 として表 わ した 。
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実 験 結 果

Table13

EffectofFr.1-LonEdemaInducedbyCarrageenininMiceandLipidPeroxide

LevelsinVariousTissues

TreatmentDoseNo.ofEdema.Lipidperoxidea)

(mg/kg)mice(SWelling%)LiverSpleenKidney

Intact-一 一一8-一 一一8.57±0.373.96±0.884.64±0.66

A)Control-一 一一867.1±3.615.68±0.98###4.42±0.387.29±0.20##

Fr.1-L25823.6±2.8竃 竃竃9.87±0.56塞 竃塞3.49±0.236。94±0.92

B)Dexamethasone1820.2±2.9"`11.27±2.195.87±0.697.45±0.82

Allvaluesrepresentmean±s.e.

A)intraperitonealinjection

B)subcutaneousinjection

a)nmolmalondialdehyde(MDA)/mgprotein

Significantlydifferentfromtheintactgroup;#xp〈0.01,###p〈0.001・

Significantlydifferentfromthecontrolgroup;塞 竃竃Pく0.001

Table14

EffectofFr.1-LonGranulomaFormationandHepaticLevelsofLipid

PeroxidationbyKaolinPouchMethodinRats

TreatmentDoseNo.ofDrygranulomaLipidperoxide

(mg/kg)ratsweight(mg)nmolMDA/mgprotein

Intact-一 一一8-一 一一4.0±0.2

A)Control-一 一一8573.3±36.35.0±0.1###

Fr.1-L258457.4±19.5竃 零4.0±0.1翠 寧*

B)Dexamethasone18477.5±23.2'*4.4±0.3"

Allvaluesrepresentmean±s.e.

A)intraperitonealinjection

B)subcutaneousinjection

Significantlydifferentfromtheintactgroup###p<0.001.

Significantlydifferentfromthecontrolgroup'p<0.05,'*p<0.01,

零零寧p〈0
.001.
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Table13に 示す ように、マ ウスにカラゲニ ン足蹠浮腫を起 こす とintactマ ウスに比べ肝

臓 、脾臓 、腎臓 の過酸化脂質量が上昇 した。特 に、肝臓 での上昇率が最 も高 かった。

Fr.1-Lは 、25mg/kgの 用量で足蹠浮腫 を、また肝臓 の脂質過酸化を有意 に抑制 した。

Kaolinpouch炎 症時の脂質過酸化 に対 するFr.1-L効 果 をTable14に 示 した。炎症 が起る

とintact群 に比べ、肝臓の脂質過酸化量が有意に上昇 した。Fr.1-Lは 、肉芽腫の過増殖

を有意 に抑 制す るとともに、肝臓の脂質過酸化量 をもintactレ ベルまで低下 させ た。

第三節 小 括

炎症 の悪化 には、種 々の因子や酵素系の活性化等 が複雑に関与する。Fr.1-Lは 、白血

球 か らの リソゾ ーム内酵素の放出や、浸 出液 中のesterase活 性 を抑制 した。これ らの酵素

に対 して は、直接 阻害作用 を示 さない ことが明 らか とされている4〕ので、この ものの投与

によ り発現 され る抗炎症作 用メカニズムの一っ と考 え られる。また、局所炎症誘発前 に

Fr.1-Lを 投与 する と、その炎症 に起因する全身反応す なわち、肝臓 の脂質過酸化を有意に

抑制 した。過酸化脂質は、炎症や、その後の後発性疾患の原 因ともな りうる因子であるの

で、 この抑 制 は単に抗炎症作用 に とどまるのではな く、生体 防衛機構 に重大な意義 を持っ

もの と考 え られた。
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第 四 章 白 血 球 の 機 能 に 対 す る 効 果

急性炎症 での主 たる作働細胞 は、白血球、特に多形核 白血球 である。35)この 白血球 は、

刺激 が加 わった部位 に遊走 し、異物を認識 し、 これ を貪食する。その とき活性酸素 を放出

して殺菌 、不活性化 をお こす。27)しか し、過度 の刺激 によ り、これ らの機能が過剰に発現

され る と、正常組織に も障害 を与 えるようになる。 そこでFr.1-Lの 抗炎症作用メカニズム

を解 明す るため、 白血球 の機能 に対 する効果 をinvivo,invitroで 検討 した。

第 一節 遊走能 に対する効果

組織 に刺激 が加わ ると、その刺激の種類 にかかわ らず 、まず多形核 白血球が刺激局所 に

到達す る。炎症反応では、血 中を循回する白血球 の刺激局所 への動員 、組織への浸潤が必

発の現象で 、この白血球 が、炎症の基本的機構 である防御に携わる。 しか し、 こめ白血球

の過 剰 な浸潤 は、逆に炎症 を悪化することに もつ なが る。そこで、白血球の遊走 に対する

効果 を検討 した。

実 験 方 法

ラ ッ ト ・カラゲニ ン胸膜炎

体重160～240gのWistar系 雄性 ラッ トを使用 した。Sedgwickら の方法sayに 準 じ、胸腔

中 に2mg/mlの カラゲニ ン生理食塩水懸濁液0.2m1を 注入 して炎症 を惹起させ 、6時間後 に

脱血死 させ た.開 胸後 、胸腔中の浸出液 を採取 し、浸出液量 を測定 した。さ らに20units/

m1ヘ パ リン生理食塩溶液lm1で 胸腔 中を洗浄後 、この浸 出液 と混合 し、白血球数 を血球計

数板(Burker-Turk,エ ル マ光学)に よ り数えた。 また、浸 出液中の 白血球 の生存率は、

trypanblue色 素排除法 によ り算 出 した。なお検体は、カラゲニン注入30分 前 に尾静脈内投

与 した。
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Trypanblue色 素 排 除 法39⊃

0.2%trypanblue溶 液 と、4.25%NaClを4:1の 割 合 で混合 した溶 液 を 白血 球浮 遊 液 と

等 量 ず っ 混 合 後 、鏡 検 し、青 く染 ま った細 胞 を死細 胞 と判 定 して生存 率 を算 出 した 。

Boydenchamber法

Boydenの 方 法4°)に 準 じ、invitroで の 白血 球 の遊 走 に対 す る効果 を 、Boydenchamber

を用 い て 判定 した 。 直径3.μmのporeを 持 つ ニ トロセ ル ロ ース フ ィル タ ー(Nucleopore)を 用

い 、 このchamberを 上 下 室 に分 離 し、 下室 に遊 走 因子 と して10-8MN-formyl-methiony1-

1eucy1-phenylalanine(FNII.P、Sigma),あ る い はサ イ モザ ン処 理 血 清200}ilを 、上 室 に は

106cells/m1の モ ル モ ッ ト多形 核 白血 球(PMNs)を200p1入 れ た。37℃20分incubate後 、

上室 の細 胞懸濁液 を岐引除去 し、filterを 取 り外 してmethanolで 固定 した。次 に、この

filterをGiemsa液(Merck)で20分 間染色 し、xyleneで 透 明化 した。 そ して400倍 の 拡大 で

任 意 に5視 野 選 び 、filterのporeを 通 過 した 白血球 数 を数 えて平 均 した 。

モル モ ッ ト多形 核 白血 球

Sbarraら の 方法41⊃ に準 じ、 体重400～500gのHartley系 雄 性 モ ル モ ッ トの腹 腔 内 に

0.17%滅 菌glycogen(Sigma)生 理食 塩 水溶 液100m1を 注 入 し16時 間 後 に脱血 死 させ た。 そ

して 、 滅 菌20units/m1ヘ パ リン含 有 生理 食 塩 水50m1を 腹 腔 内 に注 入 し、 よ く揉 ん だ。 開

腹 後 浸 出 細 胞 を集 め 、 さ らに20units/m1ヘ パ リン含 有 生 理食 塩 水50m1で2回 洗 浄 した 。

この浸 出 液 を、4℃650rpm10分 間遠 心 し浸 出細胞 を集 め た。 この 細 胞 中 に混 在 してい る

赤 血 球 は 低 張 圧 処理41⊃ に よ り溶血 させ 、ハ ン クス 液(xBSs:ニ ッス イ ② 、 日水 製 薬株 式

会 社)で 洗 浄 後 、懸 濁 して使 用 した 。 なお 、得 られ た 白血 球 中 、 多形 核 白血 球 は 、90～95

%以 上 、 生 存 率 は、95%以 上 で あ っ た。

サ イ モ ザ ン処 理血 清

モル モ ッ ト血 清1m1に5mgの 割 合 で サ イモ ザ ン(Sigma)を 入 れ 、37℃30分 間incubate

した。 次 い で1000rpm10分 間 遠心 し、 上清 を56℃30分 間incubateし て 補体 を非 働 化 後 、

HBSSで10%に 希釈 して使 用 した。43⊃
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実 験 結 果

Tablel5に 示 す よ う に 、Fr.1-Lは 、0.5mg/kgの 用 量 で 、 浸 出 白 血 球 数 を 、1mg/kgの

用 量 で 、 浸 出 液 量 、 浸 出 白 血 球 数 を 有 意 に 抑 制 し た 。 ま た 、 こ の 時 の 白 血 球 の 生 存 率 は 、

平 均95%以 上 、 ま た 、 浸 出 白 血 球 の 内 、 多 形 核 白 血 球 は 、90%以 上 で あ っ た 。

Teble15

EffectofFr.1-LonCarrageenin-inducedPleurisyinRats

TreatmentDoseNo.ofExudatevol.No.ofleukocytes

(mg/kg)rats(m1)(xlOつ

A)Control-一 一71.38±0.1918.0±1.5

Fr.1-LO.570.98±0.1011.8±0.6"

Control-一 一121.38±0.1114.4±1.5

Fr.1-L1140.70±0.06*"`6.7±1.2z"

B)Control-一 一81.30±0.1018.9±1.6

Dexamethasone170.64±0.05翠 宰塞11.4±1.7零 塞

Allvaluesrepresentmean±s.e.

A)intravenousinjection

B)subcutaneousinjection

Significantlydifferentfromthecontolgroup"`p<0.01,"'p<0.001.

Table16EffectofFr.1-LonFMLP-inducedChemotaxisof

PIIMisofGuineaPigsbyBoydenMethod.

TreatmentConcentrationNo.ofPMNs

(ig/ml)emigrated

Control-一 一95.7±6.9

Fr.1-L50101.7±12.0

10093.0±7.2

Allvaluesrepresentmean±s.e.(n=3).

Invitroで の 白 血 球 の 遊 走 試 験 法 で あ るBoydenchamber法 に お い てFr.1-Lは 、FMLP
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(Table16)、 サ イ モ ザ ン処 理 血 清(Table17)を 遊 走 因 子 と して使 用 した と きの 白血 球 の

遊 走 を全 く抑 制 しな か っ た。

Table17EffectofFr.1-LonZymosan-activatedSerum-induced

ChemotaxisofPIIMtsofGuineaPigsbyBoydenMethod

TreatmentConcentrationNo.ofPMNs

(}ig/ml)emigrated

Control-一 一115.4±10.1

Fr.1-L50110.3±11.1

100109.2±9.O

AIlvaluesrepresentmean±s.e.(n=3).

第 二 節 貪 食能 に対 す る作 用

細 胞 が 、物 質 を取 り込 む現 象 を食 作 用(phagocytosis)と いい 、細 胞 の 最 も本 質 的 な機能

の 一 っ で あ る 。 この食 作 用 を営 む細 胞 、 す なわ ち食 細胞 に は、 多形 核 白血球 、単 球 、 マ ク

ロ フ ァ ージ な どが あ る 。 これ ら食細 胞 に よる食 作 用 は 、生 体 防御 にお け る重 要 な機 能 の一

っ で あ る 。 そ こで 、 この食 細 胞 によ る貪食 能 にお け る効 果 を検討 した。

実 験 方 法

モ ル モ ッ ト多 形 核 白血 球 に よるinvitroで の イ ース ト菌貪 食 能

モ ル モ ッ ト多 形 核 白血 球(1x10'cells/m1)10Qμ1にHBSSO.25m1を 加 え 、37℃ で10分 間

incubateし た 。 次 い で50p1の モル モ ッ ト血清 を加 え た後 、2.5xlO8個 イ ー ス ト菌 懸濁 液

1001加 え 、37℃ で30分 間incubateし た。 そ の後 、4℃500rpm5分 間遠 心 し、細 胞 沈 渣 に

5%チ ール ネ ル ゼ ン液(WakoPureChemicals)を100 ,}il加 え貪 食 され て い な いイ ース ト菌 を

染 色 後 鏡 検 した 。 多形 核 白血 球 によ るイ ース ト菌 取 り込 み能 は、 白血 球100個 当 た りに取
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り込 ま れ た イ ース ト菌数 を もっ て現 わ した。43)

イ ース ト菌 懸 濁 液 の 調製

・Takehiraら の方 法43)に 準 じ、市 販 パ ンイ ース ト(オ リエ ン タル酵 母)500mgを 生 理食

塩 水10m1に 懸 濁 させ た後 、 滅菌 ガ ーゼ で濾 過 した 。 これ を4℃1000rpm10分 間遠 心 し、沈

渣 をHBSSで2回 洗 浄 後 、2.5xlO8個/m1に 調製 した.

マ ウス ・イ ース ト誘 発 腹 膜 炎

Hisadomeら の方 法44)に 準 じ、体 重20～25gのICR系 雄 性 マ ウス の腹 腔 内 に5%イ ース ト

菌 懸 濁 液0.5m1注 入 した。3時 間後 、脱 血死 させ 、10units/m1ヘ パ リンを含 むr5m1を

注 入 した 。開 腹 後 浸 出細 胞 を集 め、総 浸 出細 胞 数 、 浸 出細 胞100個 当た りイ ース ト菌 を貪

食 して い る細 胞 数 を 数 え た 。検 体 はイ ース ト菌 懸 濁 液 注 入30分 前 に尾静 脈 内投 与 した 。

実 験 結 果

Table18

EffectofFr.1-LonPhagocytosisofYeastby(沁ineaPigPeritoneal

PMNsinvitro

TreatmentConcentrationNo.ofphagocytized%ofcontrol

(μg/m1)yeastinlOOPMNs

A)Control-一 一一590.7±31.0100

Fr.1-L50573.6±23.597

100592.0±17.7100

D-Penicillamine15664.9±29.1113

B)Control-一 一一619.8±21.7100

CytochalasinB544.6±5.8="7

Allvaluesrepresentmean±s.e.(n=5).

ControlPMNsweresimilarlytreatedpithA)Hanks'balancedsalt

solutionandB)dimethylsulfoxidewithoutagents,respectively.

Significantlydifferentfromthecontro1・;ニ ニ.p〈0.001.

Tablel8に 示 す よ う に 、Fr.1-Lは 、100、50}ig/mlの 用 量 に お い て 、 モ ル モ ッ ト 白 血 球 に

よ る イ ー ス ト 粒 子 の 取 り 込 み に は 、 全 く 影 響 し な か っ た 。D-penicillamineは 貪 食 促 進 、
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cytochalasinBは 貪 食 抑 制 の 陽 性 コ ン トロ ー ル と し て 使 用 し た 。

Invivoで の マ ウ ス 食 細 胞 に よ る 、 イ ース ト菌 貪 食 能 に 対 す る 効 果 を 、Tablel9に 示 し

た 。Fr.1-Lは 、 有 意 で は な か っ た が 、 用 量 依 存 的 に 腹 腔 内 へ の 白 血 球 の 浸 出 抑 制 、 お よ び

貪 食 を 促 進 す る傾 向 が 認 め られ た 。 ま た 、 陽 性 コ ン トロ ー ル のethylcysteineは 、 有 意 に

食 細 胞 に よ る 貪 食 を 促 進 さ せ た 。

Table19

EffectofFr.1-LonYeast-inducedPeritonitisinMice

TreatmentDoseNo.ofleukocytesPhagocytosisin

(mg/kg)(x106)100cells

A)Control-一 一3.1±0.421.8±3.7

Fr.1-LO.53.4±0.320.9±3.3

12.4±0.225.7±1.9

52.3±0.227.5±3.4

B)Ethylcysteine1003.4±0.331.6±1.8'

Allvaluesrepresentmean±s.e.(n=8).

A)intravenousinjection

B)peroralinjection

SignificantlydifferentfromthecontolgrouRxp<0.05.

第 三 節Serotonin誘 発 足 蹠 浮 腫 法

セ ロ トニ ン足 跛 浮 腫 法 は 、 抗 セ ロ トニ ン 薬 、 ス テ ロ イ ド性 抗 炎 症 薬 の 他 、 ス ー パ ー オ キ

サ イ ドラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー で あ るsuperoxidedismutase(SOD)が 有 効 な モ デ ル と さ れ

こ の 浮 腫 に 、 活 性 酸 素 の 関 与 が 示 唆 さ れ て い る 。45)Fr.1-Lは 、 セ ロ トニ ン に よ る 血 管 透

過 性 を 抑 制 し な い こ と を 、 ま た 副 腎 摘 出 ラ ッ トに 投 与 し て も カ ラ ゲ ニ ン 足 跛 浮 腫 を 有 意 に

抑 制 す る こ と を 既 に 明 ら か に し て い る 。 そ こ でFr.1-Lが 、SOD様 の 作 用 を 有 す る か を 、

こ の モ デ ル で 検 討 した 。
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実 験 方 法

Tsurufujiの 方 法26〕 に 準 じ、 体 重25～35gのICR系 雄 性 マ ウス の 有 足 蹠 皮 下 に0.3pg

serotonin(WakoPureChemicals)を 溶 解 し た 生 理 食 塩 水5p1を 注 入 し 、齒同 時 に 左 足 蹠 皮 下

に 、 同 量 の 生 理 食 塩 水 を 注 入 し た 。15分 後 にDialthicknessgage(Mitsu-toyoMGFCo.)

で 左 右 の 足 の 腫 れ を 測 定 し た 。 な お 検 体 は 、serotonin注 入30分 前 に 尾 静 脈 内 投 与 し た 。

実 験 結 果

Fr.1-Lは 、1mg/kgの 用 量 で 、 このserotonin足 蹠 浮 腫 を 有 意 に抑 制 し た が 、0.5mg/kg

の 用 量 で は 、 こ の 抑 制 作 用 は 認 め られ な か っ た 。(Table20)

Table20EffectofFr.1-LonSerotonin-inducedPawEdemainMice

TreatmentDoseNo.ofSwellingInhibition

(mg/kg)mice(mm)(%)

A)Control-一 一81.1±0.1-一 一一

Fr.1-LO.581.1±0.10

180.6±0.1零 竃40

B)Control-一 一71.1±0.1-一 一一

Dexamethasone170.2±0.1"'79

Allvaluesrepresentmean±s.e.

A)intravenousinjection

B)subcutaneousinjection

Significantlydifferentfromthecontolgroup"p<0.01,

'="p<0
.001.
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第 四 節 活 性 酸 素 に対 す る作 用

白血 球 は 、炎 症 局 所 で 反応 性 の高 い分 子 種 で あ る活 性 酸素(oz.10、,H、02,'OH)を 産

生 し、46)取 り込 ん だ微 生 物 を これ らの活 性 酸素 に よ っ て殺菌 す る。 しか し、 これ らの活 性

酸 素 が 、 細 胞 外 へ 出 る と、 正常 組織 、 組織 液 に も影 響 を及 ぼ す様 にな るの で 、炎症 の悪 化

に つ な が る 。47)そ こで 、 この 細 胞外 に放 出 され る活 性 酸 素 を効 率 よ く除去 で きれ ば 、生 体

障 害 を 防御 で きる と考 え られ る。 白血 球 な どの食細 胞 が細 菌 な どの異物 を取 り込 む 際 に は

活性 酸 素 を 産 生 す る と同時 に光 を発 生 す る こ とが知 られ て いる.48)こ の現 象 はchemilumi-

nescence(CL)と 呼 ば れ 、食 細 胞機 能 の測 定 に使 用 した り、活性 酸 素 の優 れ た指 標 とす る

こ とが で き る。 しか し、 このCLは 非 常 に微 弱 なの で 、1umino1を 用 いて この発 光 を増感 さ

せ て 、1uminolenhancedCLを 発 生 させ る こ とに よ り光電 子 倍増 感 を もっchemilumi‐

photometerで 効 率 よ く検 出 す る事 が で きる様 に な る。49)

実 験 方 法

Luminol-enhancedchemiluminescence(CL)

モ ル モ ッ ト多形 核 白血 球 が産 生 す る活 性 酸 素 を 、1umiphotometerTD-4000(Labo

ScienceCo.1td)に よ り経 時 的 に測 定 した。 キ ュベ ッ ト中 に2x106/mlPMNsを150}il入 れ

37℃ でincubateし た。5分 後 に 、10-4Mluminol(WakoPureChemicals)50}11、10-5MFMLP

あ る い は オ プ ソニ ン化 サ イ モザ ン100yil加 え、1分 毎 に発 光 量 を測 定 した。CL強 度 は、

relatelightunit(rlu)と して表 わ した。lrluは 、105cplDに 相 当す る 。

オ プ ソニ ン化 サ イ モザ ンの 調製 法

サ イ モ ザ ン(Sigma)を20mg/m1に な るよ うに生 理食 塩 水 で懸濁 し、100℃30分 間煮 沸 し

た 。 冷 後400rpm5分 間遠 心 し、 沈渣 を生理 食 塩 水 で3回 洗浄 した。 この沈 渣 に 、新 鮮 モ ル

モ ッ ト血 清2.5m1を 加 え 、37℃30分 間incubateし て 、 オ プ ソニ ン化 した。 この オ プ ソニ ン

化 サ イ モザ ン をxBSsで3回 洗 浄 後 、1x10'particles/m1に な る よ うHBSSで 調 製 した 。
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実 験 結 果

Fig.7にFMLP刺 激 によるCLの 経時的 な変化 と、各検体 の効果を示 した.コ ン トロール群

で はFMLP刺 激後 、急速なCLが 認め られ2分 でその ピークを迎 え、その後次第 に低下 し始 め

た 。

Fig. 7 Effect of  Fr.I-L on FMLP-induced Chemiluminescence 

        from Guinea Pig PMNs 

          All values represent mean ± s.e. (n=4).

Fig. 8 Effect of  Fr.l-L on Zymosan-induced Chemiluminescence 

        from Guinea Pig PMNs 

          All values represent mean ± s.e. (n=4). 
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Fr.1-Lは 、lOOpg/m1の 濃 度 で 、 ピーク時 のCLを70.3%抑 制 した。 この 効 果 は 、SOD御g/

m1の 抑 制 率 と、 ほ ぼ一 致 した 。 ま た、Fr.1は 、 このCLに は全 く影響 しなか った 。

刺 激 剤 と して オ プ ソニ ン化 サ イモザ ン を使 用 した場 合 のCLパ タ ーン をFig.8に 示 した。

コ ン トロ ール 群 で は、 刺激 後 約2分 間 の1agtimeが あ り、 そ の後急 激 なCLの 上 昇 が認 め ら

れ た 。 そ して8分 でそ の ピ ーク を迎 え た。Fr.1は 、全 くこのCLを も抑 制 しな か っ たが 、

Fr.1-L、SODは 、明 らか な抑 制 を示 した。 しか し この抑 制 率 は 、FMLPを 刺 激 剤 として使

用 した と き に比 べ 弱 か っ た 。

第 五 節 小 括

炎 症 の 初期 に関 与 す る 白血 球 の機 能 の 内 、遊 走 、 貪食 、活 性酸 素 の 除去 とい う3っ の主

要 な機 能 に お け るFr.1-Lの 効 果 をinvivo、invitroで 調 べ た。

invivoの 検 定法 で あ る カ ラゲニ ン胸膜 炎 にお いて 、Fr.1-L投 与 に よ り炎 症 部 位 で あ る

胸 腔 中 へ の 白血 球 の遊 走 は有 意 に抑 制 され た 。 しか し、invitroで の 遊走 に お い て は、遊

走 因子 の種 類 にか か わ らずFr.1-Lは 抑 制作 用 を示 さな か っ た。

貪 食 能 に お い て も、invitroで のPMNsに よ るイ ース ト菌 貪 食 に対 し、Fr.1-Lは 全 く影 響

し なか っ た がinvivoの イ ース ト誘 発腹 膜 炎 で は 、 明 らかな 食細 胞 に よ る貪 食 促 進作 用が

認 め られ た。

ま た 、Fr.1-Lは 、P㎜sに よる1uminolenhancedCLの レベ ル を低 下 させ たの で 、活 性 酸

素 の 除 去 作 用 を有 して い る こ とが考 え られ た。 ま た 、 その 作 用 は、serotonin誘 発足 蹟 浮

腫 を抑 制 す る こ とか らinvivoに お け る抗 炎症 作 用 メ カニ ズ ム の1っ と して も機 能 して い

る こ とが 明 らか とな った 。
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第 三 編 考 察

炎症 とは、刺激 に対す る生体 の総合的な防衛反応 をさす・ この生体に とって合 目的な炎

症 は時 と して過度の反応 を引 き起 こし、障害 をもたらす ようになる。そこで、抗炎症薬 を

使用 して この障害 を防 ぐ必要 が生 じる。

三村 らは、市 販人血清IgG(NativeIgG)の 鎖間disulfide結 合 を還元 し、遊離 したSH基

をカルポ キサ ミ ドメチル化す るといった新 しい観点か ら化学修飾蛋 白質 を作 り、 このサブ

フラグメ ン トが 、NativeIgGに は認め られない抗潰瘍活性 を発現する ことを報告 した。胃

潰瘍 は、防御 系 と、攻撃系のバランスの破綻 によ り起る とされてい ること5°)よ り・一種

の炎症状 態 とも考え られる。そ こで、著者 は、新 しい抗炎症薬の開発の基礎 的研究 を行 な

うため にこの化学修飾 蛋 白質である還元 ・アルキル化サ ブフラグメン トの抗炎症作用 にっ

いて検討 する とともに、その作用機作を解明するために種 々の実験 を行 なった。

代表 的な抗炎症 スク リーニ ングモデルである ラッ ト ・カ ラゲニ ン足蹟浮腫法 によ り、

NativeIgG、 高度精製 したIgG(Fr.1、Fr.II)、 還元 ・アル キル化 したFr.1、Fr.II(alky-

1atedFr.1、alkylatedFr.II)は 全 くこの浮腫 を抑制 しなかったが、還元 ・アルキル化後

heavychain、lightchainに 分離 したサブフラグメン トは抗浮腫活性 を発現す るようにな

る ことを明 らか にした。この ことは、抗潰瘍活性発現効果 とほぼ一致 してお り、この二っ

の疾患 に対す る共通作 用メカニズムの存在が示唆 された。

また、IgG、、IgG、で構成 されているFr.1、IgG2、IgG,で 構成 されているFr.II51由 来 ア

ル キル化サ ブフラグメン トで作用の強さに差が認 め られなかったこと、作用が よ り強か っ

た1ightchainに 比 べ、heavychainの 方 が、S一アルキル基の数が多い こと等 を考えあわ

せ る と、 この活性発現に必要 なIgGの 還元 ・アル キル化 とい う操作 は、構成フラグメ ン ト

であ るheavychain、1ightchainに 分離 させるために必須であることが明 らか となった。

次 に最 も強い抗浮腫活性を発現 させたFr.1-Lに つ いて、炎症 の各段 階反応 における効果

を検討 した。その結果 、・Fr.1-L投 与 によ り、モルモ ッ ト ・アラキ ドン酸誘発発赤 は有意 に

抑制 され た。 しか し、各chemicalmediatorに よる透過性 は抑制され なか った ことよ り、

Fr.1-Lに よ り透過性 が抑制され るメカニズ ムとして、血管系への直接作用 による もので は
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な く、非ステロイ ド性抗炎症薬 と同様プロスタグランジンの生合成が阻害52)さ れたため

発現 した と考 えられた。

肉芽組織の過増殖は糖成分の増加が原因であ り、またコラーゲンの繊維形成、不溶化に

際 してムコ多糖 一蛋白複合体が増加するといった報告がある。53)54)ま た、抗炎症薬が、

hexosamine含 有物質の合成を抑えて肉芽腫形成を抑制することも知 られている。55)56)57)

Fr.1-L投 与によ り、肉芽腫の過増殖が抑制された。そして、この肉芽腫の過増殖抑制メカ

ニズム としてhexosamine量 の低下が考えられた。

急性炎症において、まず多形核 白血球が炎症局所 に浸出しサイ トカインにより活性化さ

れて機能 した り、あるいは種 々の活性物質を放出することにより生体防衛反応を司る.34)

そ こで、この白血球の機能 をうまく制御することが炎症を制御することにっながるものと

考え られ る。血中の白血球 は先ず、局所で活性化された遊走因子により血管外へ遊走され

る。Fr.1-Lは 、invitroで の遊走 に全 く効果を示さなかったが、invivoで は、この遊走

を有意に抑制 したことは、生体内で遊走因子の生成を阻害あるいは不活化することが考え

られた。 この機構は十分明 らかではないが、血漿蛋白の浸出を抑制 し、esterase活 性の低

下 をもたらしたことより、1っ に血漿由来走化性因子生成抑制によるものが考 えられた。

また白血球 リソゾーム内には、血管透過性亢進因子、58)白血球遊走因子59)あ るいは血管

基底膜崩壊因子6°)が 存在することが知 られている。浸出液中の リソゾ ーム内酵素活性が

Fr.1-L投 与 によりコン トロ▽ル群よ り低下したことも、遊走抑制メカニズムの1っ の可能

性 を示す ものである。

炎症局所 に遊走 した白血球は、異物を貪食 し、種 々のメカニズムで殺菌、消化を行なう

が、刺激が強すぎる ときには、逆に生体 に悪影響を及ぼすようになる。Fr.1-L投 与 により

この白血球 の貪食能は促進 されることを明 らか とした。 しかし、invitroで は全 くそのよ

うな効果は認められなかった。このことは、Fr.1-Lが 、生体内で何 らかの代謝を受 け、そ

の代謝物質 がこのような活性を発現させるようになったと考 えることができる。また、遊

走を抑制 しながらも一個の細胞の貪食率を上昇させたことは、少ない白血球で効率 よく異

物を貪食消化させ ることを意味し生体障害への寄与も少な くなるものと考えられる。

微生物や、可溶性刺激物質が、白血球の細胞膜 を刺激すると、respiratoryburstと 呼ば
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れる爆発的な酸素消費反応が起 り、反応性に富む酸素代謝物、っま り活性酸素が産生され

る。si)この活性酸素は、貪食、殺菌に用いられるほかに、直接組織に障害を与える。62)最

近、この活性酸素の種 々の疾患への関与が注 目され63)、それ ら疾患の発生原因の1っ とさ

れている。また、この活性酸素の1つ であるスーパーオキサイ ドアニオンラジカルを除去

する薬物であるSODの 臨床応用63〕 や、その他のラジカルスカベンジャーの研究開発 も進

め られている。Fr.1-Lは 、多形核白血球 を液性あるいは粒子性物質で刺激することによ り

産生される活性酸素を除去することが明らか となった。Hoffsteinら64)は 、F皿Pの よう

な液性刺激物質により主 として0;が 、サイモザンのような粒子性刺激物質によ りH20、が

主 として産生されると報告 している。著者 らの行 なったCL法 においても肌Pに よる刺激で

産生 されるCLをSOD仕2ug/m1で はぼ70%抑 制 したにもかかわ らず、サイモザ ン刺激による

ものは、50%抑制にはぼ10倍 のSODを 有 したことは、Hoffsteinら の考えを支持するもので

ある。Fr.1-Lは 、サイモザ ン刺激 よりH㎜P刺激によるCLを 強 く抑制 したことはSODと 同様

0;を 除去する作用が強いと考えた。

Invivoで 活性酸素のみによ り炎症が惹起され、薬物の作用を検定できるよいモデルは

現在ほ とんどない。 しかし、Oyanagui45)は 、Tsurufujiら26)に より確立されたsero‐

tonin誘 発足蹠浮腫がPG生 合成 阻害剤である非ステロイ ド性抗炎症薬で全 く抑制されず、

ステロイ ド性抗炎症薬や、抗セロ トニン薬、SOD様 物質 によ り抑制されことを報告 した。

そ こで このモデルを用いFr.1-Lの 効果を検討した。その結果、抗セロ トニン作用を示 さず

副腎皮質 ホルモン分泌により抗炎症作用を発現するのではないFr.1-Lも この浮腫を有意に

抑制 した。このことは、invivoに おいてもFr.1-Lは 活性酸素を除去することにより抗炎

症作用を発現 したものと考えられた。

この活性酸素は、 リソゾーム内酵素の放出や、プロスタグランジン生合成にも関与する

ことが知 られている。65)Fr.1-Lに よる炎症部位での リソゾーム内酵素活性の低下やプ ロス

タグランジンの生合成阻害が、 このものの活性酸素除去作用のみによって発現 したのかは

明 らかでないが、しか し、その一翼を担 っているものと考えられた。また、膜脂質の過酸

化は、この活性酸素によりもた らされることも明 らかにされている。63)Fr.1-Lが 、局所

炎症 による全身反応である肝臓の脂質過酸化を有意に抑制 したことは、活性酸素を除去し
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たため にもた らされ た事が示唆された。

最近 、胃潰 瘍の発生原因 として、虚血、再環流 時に産生される活性酸素が注 目されてい

る。66〕Fr.1-Lが 、抗炎症 、抗潰瘍の両活性 を発現する共通作用メカニズムの1っ として

この活性酸素 の除去 が考 え られた。
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第 四 編 糸吉 論

1)市 販人血清IgG由 来還元 ・アルキル化サブフラグメン トであるFr.1-H、Fr.1-L、

Fr.II-H、Fr.II-Lは 、 もとのlgGに は全 く認め られないカ ラゲニ ン足蹠浮腫抑制活性

を新 たに発現 した。この抗浮腫活性の発現に は、IgGの 鎖間disulfide結 合 を還元 ・

アル キル化後、heavychain、1ightchainに 分離 することが必須 であった。

2)特 に強 いカ ラゲニ ン足蹠浮腫抑制作用を示 したFr.1-Lは 、種 々の実験炎症モデルに有

効 であ り、血管透過性亢進 、白血球浸出遊走 、肉芽 の形成 とい う炎症 の一連の過程 を

すべて抑制 した。

3)炎 症部位 での リソゾ ーム内酵素活性や、esterase活 性は、Fr.1-Lの 投与 によ り抑制 さ

れ た.ま た局所炎症 に起 因する全 身反応の一っであ る肝臓の膜脂質過酸化を も有意 に

抑制 した。

4)Fr.1-L投 与 によ り、白血球の炎症局所 への遊走は抑制 され、遊走 した少 ない白血球 に

よる異物の貪食能 は促進 した。またFr.1-Lは 、invitroに おいて刺激 され た白血球が

産生 す る活性酸素 を除去するこ とが明 らか とな り、特にス ーパ ーオキサ イ ドアニオン

ラジカルを除去す る可能性 が示唆され た。また、invivoに おいて も、Fr.1-Lは 、活

性酸素 がその炎症の発生に関与するセロ トニ ン誘発足蹠浮腫を有意 に抑制 した。
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