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緒論 研究の背景

キニ ノーゲ ン、その構造 と機能

キニノーゲンは血圧調節や炎症反応に関与するペプチ ド、ブラジキニン(Alg-Pm-Pro-

Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg)の 前駆体タンパク質 として同定 された。 しか しその後の研究に

よって、キニノーゲンは構造・機能のいずれにおいても多様な側面を持つ多機能 タンパ

ク質であるという事実が明 らかになりつつある田 。

哺乳動物のキニノーゲ ンはす くなくとも血漿中に2種類存在 し、その分子量か ら高分

子(HMW)お よび低分子(LMW)キ ニノーゲンとよばれる。これらキニノーゲ ンの構造上の

特徴 と しては、アミノ末端から高分子および低分子キニノーゲンに共通のH鎖 とよばれ

るシスタチ ン類似構造を持つ領域、ブラジキニン配列 を持つ領域、高分子 キニノーゲン

にのみ存在す るフラグメント1・2、そしてカルポキシ末端側 に高分子 低 分子両キニ ノー

ゲンでまった く配列が異なるL鎖 とよばれる領域が存在する田(こ の分類 と、名称 はカリ

クレインによる限定分解によって生 じて くるフラグメントに もとついている)ことが知 ら

れてい る。それぞれの領域は特徴的な機能を有 している。H鎖 にはシステインプ ロテア

ーゼインヒビターであるシスタチンに類似 した構造が存在 し、キニノーゲ ンはシステイ

ンプロテアーゼインヒビターとしての活性 を示す(後述)。 ブラジキニン配列 を持つ領域

はキニノーゲンがキニン前駆体 タンパ ク質として機能 するために必要であ り、カリクレ

インなどのキニン遊離酵素によってこの領域からキニ ンが遊離 される。高分子キニノー

ゲンにのみ存在 するフラグメント1・2は、ヒスチジンを多 く含 み、コラーゲンやガラス

表面 と親和性を持 ちその隣に位置す るL鎖 と共 に血液凝固 に関連 した機能 に関わる領域

である。L鎖 は高分子キニノーゲンにおいてはプレカリクレインや血 液凝固第XII因 子 と

の結合 能を持ち、これ ら3者の複合体が凝固の開始 反応 に重要である。なお、低 分子キ

ニノーゲンは高分子キニノーゲンと構造的に異な るL鎖 を持 っており、その機能につい

ては現在 まったく知 られていない。
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T一キ ニ ンとT一 キ ニ ノー ゲ ン

岡本 とGreenbaumは ラ ッ ト血漿 を十 分量 の トリプシ ンで処理 す るこ とに より、ブ ラジ

キニ ン以外 に多量 のキニ ンが遊離 され るこ とを認 めた[21。 このキニ ンはT一キニ ンと命 名

され、その配 列 はlle-Ser一ブ ラジキニ ン と決定 され た。T一キニンの前駆 タ ンパ ク質は、T一

キニ ンのN末 端部 の配列 か ら考 えて従 来の キニ ノーゲ ン とは異 なる分子 であ ると推定 さ

れた。彼 らは このT一キニ ン前 駆体が 高分子 ・低 分子 キ ニノーゲ ン とは異 な る新 規 のキ ニ

ノーゲ ンで あ ることを示 し、T一キニ ノーゲ ン と命 名す る と共 にこの分 子 を精 製 した[3]。

T一キ ニノ ーゲ ンは既 知の2種 のキ ニ ノーゲ ン と比べ た場合低 分子 キニ ノーゲ ン との相 同

性が高 く[4】、システ インプロテ アーゼインヒ ビター活性 は示すが血液凝 固 には関係 しな

い。 また、 従 来知 られてい る カ リク レインはT一キニノーゲ ンか らキニ ンを遊 離す るこ と

が で きない ので、T一キニ ノーゲ ン特異的 なキニン遊離酵素 の検索 に も興 味が もたれ る。

このT一キニ ノーゲ ンの血 中濃度 は、急性炎症 を惹起す る ことに よって数倍 か ら十数倍 に

まで増加す るこ とが 示 され た[5】。 それまで、炎症 時 に総 キニノーゲ ンと して測定 された

血 中キニ ノー ゲン濃度が顕著 に増加す るこ とが報告 されていた[6]が 、そ の原 因はT一キニ

ノーゲ ンの 増加 に もとつ くことが 明 らかに された。そ の後 、影 山 らによっ て、炎症 時 に

おけ るラッ ト肝臓T・キニノーゲ ンmRNAレ ベルの上昇 も確認 されてい る[7]。 さらに、T・

キニ ンが従来 のキ ニ ンと同様 に血中や炎症 巣 浸出液 中で同定 され て お り[3]、T一キニ ン ・

T一キニ ノーゲ ンの炎症 にお ける役 割 に興 味が持た れ る。 ただ し、こ のT一キニ ノーゲ ンの

血中濃度上 昇 が どの ような機構 で起 きるのか、 この現象 には どの ような意義 があ るのか

につい ては不 明であ る。

一 方
、 ヒ トに おい て は卵 巣腫瘍 患 者 の腹水 中に多 量 のT一 キ ニ ンが存 在 す る こ とが

Wundererら に よって確認 され た[8]。 この ヒ トでのT一キニ ン発見 は ヒ トT一キニ ノーゲ ンの

存在 を予想 させ るが、 まだ発 見の報告 はされ てい ない。 ヒ トT一キニノーゲ ンが存在す る

な らば、こ の症例 において は炎症 時 のラ ッ トの場合 と同様 にその体 内濃 度 が上昇 してい

るこ とが予想 され る。

シ ス テイ ン プ ロテ アー ゼ イ ン ヒ ビタ ー と して のキ ニ ノ ー ゲ ン

システイ ンプ ロテアーゼイ ンヒビター としてのキニ ノーゲ ンに関す る研 究 は、 プロテ
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アーゼ イ ンヒビタ ーの研 究 グループか らは じまっ た。大久 保 らは、 ヒ トαガチオー ル プ

ロテイナー ゼ インヒビターの構造 が ヒ ト低分子 キニノ ーゲ ンと同一 であ り、免疫化学 的

に も両者は区別で き ない と報告 した[9]。 シス テイ ンプ ロテ アーゼイ ンヒ ビター と しての

活性 は、他 の キニ ノーゲ ンで も確 認 され てい る[10]。 キニノーゲ ンH鎖 にはシステ インプ

ロテ アーゼ インヒビターであるシス タチ ンに類似 した構造が存在 し、他 の シス タチ ン類

で よ く保存 されてい るGln-Val-Val-Ala.Gly配 列 が存在 す る[11]。 そ して、 このGln-Val-

Val-Ala-Gly配 列が インヒビ ター活性の活性 中心 と予想 され る。著者 らは この配列 を有す

るペ プチ ドの誘導 体 に よって シス テインプ ロテアーゼ であるパパ イ ンやカテ プシ ンBの

活性 が抑制 され るこ と、またキニ ノーゲンのこれ らプ ロテアーゼに対 す る阻害作 用が こ

のペ プチ ドの共存 に よって修飾 され るこ とを報告 してい る口2]。

プ ロ テア ー ゼ と炎 症 、癌

プロテアーゼ は、生体反応 の様 々な過 程 に関わ っている。ペ プチ ドホルモ ンや機 能 タ

ンパ ク質分 子 の不活性前駆体 か らの生成、分泌 タンパ ク質 シグナルペプチ ドの プロセ ッ
菷

シング、活 性 型 タンパ ク質分子 の不活性化 や、不 要 になった タンパ ク質の消 去な ど、多

種多様 であ る。炎症 反応 において は、凝 固系 、線溶 系 、補体系 な どのプ ロテ アーゼが複

雑 に関 わってお り、好 中球 ・マ クロ フ ァージ等 による異物処理 の過程 において もプ ロテ

アーゼが 中心 的役割 を演 じてい る。 癌 の増殖 ・浸潤 ・転移 に関 して も、宿 主の組 織や細 胞

外マ トリッ クスの破壊 は癌細胞 由来 の プロテ アーゼが その原 因であ ると考 えられ てい る

[13,14,15]。 癌 に関連 した プロテ アーゼは、その存在 その ものが宿主 にとって不都合 な

場合が ほ と んどであ り、炎症 反応 においては、過剰 な プロテ アーゼが組織破壊 をひ きお

こ し、治癒 を遅 らせ るこ とは容 易 に予 想で きるところであ る。癌 に関連 した プロテアー

ゼ としては、セ リン プロテ アーゼであ るプラ ス ミノーゲ ンアクチベ ー ター【16]やメタ ロ

プロテ アー ゼであ る コラゲナ ーゼ[17】が、そ して最近 はシステ インプ ロテアーゼであ る

カテプシ ンB[18]やL様 の酵素[19,20,21]が 注 目され てい る。炎症 時 に遊 離 され る リソソ

ームプ ロテ アーゼ【22]として は、 システ イ ンプロテア ーゼであ るカテ プシンB、H、L、

セ リン プロテア ーゼで あ るカテプ シンG、 カル ポキシプ ロテアーゼ である カテプシ ンD

な どがあ る。
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癌 や炎症 に関わるこれらのプロテアーゼの活性調節 という視 点から見 ると、内因性の

インヒビターが存在することは非常に重要である。従来、セリンプロテアーゼインヒビ

ターやメタロプロテアーゼインヒビターが注 目されて きたが、システインプロテアーゼ

インヒビター も同一観点か ら癌や炎症関連のプロテアーゼの制御 に重要 と考えられる。

本研 究の出発点

本研究の出発点 は、 「癌細胞の増殖 ・転移や炎症の進行に対 して プロテアーゼは促進

的に機 能 してお り、それに対抗 ・調節す るための生体防御反応 としてプロテ アーゼイン

ヒビターが 産生 される」 という仮説 にもとついている。本論文は、上述 した ような観点

か らシステ インプロテアーゼに対す る内因性インヒビターに注 目し、マウスシステイン

プロテアーゼインヒビター/低 分子キニノーゲン(mCPI/LMWK)の 精製 と部分構造の決

定、内因性 のシステインプロテアーゼインヒビターとしてのキニノーゲンの担癌、炎症

時における生体内レベルの変動 とそg機 構、さらにシステインプロテアーゼインヒビタ

ーとしてのキニノーゲン濃度上昇の意義 について研究 したものである。
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本 論

第1章 マ ウ ス 癌 性 腹 水 か ら の シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ

ー の 精 製 と そ の 生 化 学 的 性 質

癌 に関連 した システインプロテアーゼ としては、以下のような例が知 られている。 ヒ

ト乳癌細胞からカテプシンB様 のプロテアーゼが高 レベルに分泌されてお り、転移部位

においてその活性が高いこと[18,23]、Bl6メ ラノーマ細胞由来の高転移性株B16-F10と そ

の亜株の転移能 とカテプシンB活 性が相関すること[24]、さらに形質転換 した細胞からの

主要分泌 タンパク質が、カテプシンL様 のシステインプロテアーゼであること[19,20,251、

等の報告があ る。このような例から も、システインプロテアーゼが癌細胞の浸潤 ・転移・

増殖の過程において、重要な役割を演 じていると考えられる。 一

そこで 「癌に関連したシステインプロテアーゼ活性の上昇に対する、宿主の対抗措置

としてのイ ンヒビターレベルの増加」 という仮説にもとついて、内因性の システインプ

ロテアーゼ インヒビターをマウスで検索した。その結果、癌性腹水 にシステインプロテ

アーゼであ るパパインを阻害する活性が高濃度に含まれることを見いだ し、この本体の

分子を精製すると共にプロテアーゼインヒビターとしての性質を調べた。

1.1マ ウス血漿お よび癌性腹水 のパパイン阻害作用

上記の仮説に もとついて、正常マウス血漿、担癌マ ウス血漿、および担癌マウス腹水

を用いて、システインプロテアーゼであるパパインを阻害する活性 を比較 した。

1.1.1実 験材料 と方法

動物 および細胞

ICR系 雄性マウス(日本クレア)を6～8週 令で用いた。Sarcoma180細 胞(大 日本製薬)は実

験 までICR系 マウス腹腔内で継代維持 した。
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癌細胞の移植 と血漿お よび腹水 の採取

Sarcoma180細 胞(1x107cells/mouse)をICR系 雄性マウス腹腔内に移植 した。癌細胞移

植1週 間後 に、眼窩静脈叢よ り採血 し血漿を得 た。同時に腹腔か ら癌細胞 を含んだ腹水

を得、遠心 により細胞成分を除去 した。なお、正常マ ウス血漿 も比較のために同様 に採

取 した。

パ パ イン 阻 害 活性

基質 としてa-N-benzoyl-DL-arginine-2-naphthylamide・HCI(Sigma)を 用い たBarrettの 方法

[26]に よるパ パ イン活性 測定系 に検 体 を共存 させ 、一定量 のパパ イ ンのみ が示 す活性 と

比較 した。 酵素反応 は500μ 】/tubeの系 で行い 、検 体 はシステイ ンに よるパパ イ ン(TypeIII,

Sigma)活 性化 のため のプ レイ ンキュ ベーシ ョンの段 階 か ら共存 させ た。 なお、 シス テイ

ンプロテ アーゼイ ンヒビターの1unitは 、標準測定系 において1分 当 りInmolの 基質 を処

理す るパパ イ ンを阻害す る活性 と定義 した。

有 意差検 定

有 意差検 定 は、Student'sttestに よ り行 った。

1.1.2 実験結果および考察

100

so
v

960

匿

0

⊆40

£

碧2。
C

0
00.20.40.60.81.O

PIasmaorascitesfluid(ｵ1/tube)

Fig.1.Papaininhibitoryactivityof

mouseplasmaorascitesfluid.Papain

activitywasassayedusinga-N-

benzoyl-DL-arginine-2-naph血ylamide

asthesubstrate.Plasma(　 )and

ascitesfluid(0)fromtumor-bearing

mouseorplasmafromnormal(・)

werecollectedandassayedforits

inhibitoryactivityofpapain.Dataare

expressedasmeans±SDofsor6

mice.Significantlydifferentfrom

normalplasma{*,p<0.01).
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正常マ ウス血 漿、担 癌マ ウス血漿 、お よび担癌マ ウス腹水 の、パパ イン活性 に対す る

用量阻害 曲線 をFig.1に 示 した。いずれ の検 体 も用量依存 的にパパ イン活性 を阻害 した。

ただ し、その阻害能力 には強弱が認め られ、正 常マ ウス血漿2.49±0.32Ulml、 担癌マ ウ

ス血漿3.90±0.38Ulml、 お よび担癌 マ ウス腹 水3.65±0.58Ulmlで あった。 この ように

担癌状 態の プロテ アーゼ インヒビ ター レベ ルが高値 を示 したこ とは、癌 に 関連 したプロ

テ アーゼ に対 す る対抗 措置 と して の プロテ アーゼ イン ヒビターとい う仮説 に矛盾 しない

結果 であ った。

1.2腹 水 か らの シ ス テ イ ンプ ロテ ア ーゼ イ ン ヒ ビ ター の精 製

前節 において 、マ ウス血漿 中 にシステ インプロテ アーゼであ るパパ インに対 す る阻害

活性 を認 め た。 この阻害活性 は、担癌 マ ウス血漿 では正常マ ウス に対 して 高値 を示 し、

癌性腹水 に も担癌 マ ウス血漿 に匹敵 す る阻害活性 が認 め られた。 この段 階 で は、 この 阻

害 活性 の本 体が どの ような分 子で あ るのか、血中 に存在 す る活性 と腹水 中 の活性が同一

の分子 に由 来す るのか、 など多 くの疑 問が 生 じた。そ こで まず、収 集が容 易であ り阻害

活性が 高濃 度に含 まれ る癌性腹水 を原料 に、マ ウス システ インプ ロテ アーゼイ ンヒビタ

ーの精 製を試 みた
。

1.2.1実 験 材料 と方 法

S-carboxymethylatedpapainagaroseの 作 成

パパ イ ンをS-carboxymethyl化 し活性 中心 をブ ロック して も、シ ステイ ンプロテ アーゼ

イ ンヒ ビ ターであ るシス タチ ン との結合 能は保 持 されて お り【27]、ア フ ィニテ ィーク ロ

マ トグラ フ ィーのための リガ ン ドとして、マ ウス腹 水か らのシステイ ンプ ロテ アーゼ イ

ン ヒビ ターの精 製 に有 用で ある ことが 期待 され た。そ こでBarrettの 方法 【27]にもとづ き

S-carboxymethylatedpapainを 作成 し、 これ をAffi-Gel10(Bio-Rad)と カ ップ リング(100mg

papain/5mlAft-Gel10)し た[28]。 なお、Affi-GellO側 の未反応官能基 はグ リシンでブ ロッ

ク した。
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精 製操 作

癌 性腹 水 は1.1.1に 従 って採 取 しこれ を原料 と した。以 下の操作 は4℃ で行 った。腹水

(ll4ml)を 硫 酸 アンモニ ウムで分画 し、20～60%飽 和 の分画 を回収 して0.15MKCIを 含 む

10mMK一 リン酸緩衝 液pH6.9に 対 して透析 した。 この透析 内液 をSephacrylS-200

(Pharmacia)で ゲル ろ過(0.15MKC1,lOmMK一 リン酸緩衝液pH6.9を 使用)し た。パパ イン

阻害 活性 は、単一 ピーク として 回収 され た。活性分画 は10mMK一 リン酸 緩衝 液pH6.9

に対 して透析 した後、 同緩衝液 で平衡化 したDE-52(Whatman)カ ラムに添加 した。洗 浄の

後0～0.3MKCIに よる直線濃度勾 配で溶 出 した。 イ ンヒビター活性 はKCI濃 度0.13Mの

位 置 に単一 ピーク として回収 された。活性分画 を0.5MKC1を 含 むIOmMK一 リン酸緩衝

液pH6.9で 平衡化 したpapainア フィニテ ィーカラムに添加 した。0.5MKCIを 含 む20mM

K一リン酸緩衝 液pH6.0で 洗 浄の後 、50mMNa3PO4pHl2で 溶 出 した。溶 出液 は直ち に

0.2MK一 リ ン酸緩衝液pH6.0と 混合 し中性域 に戻 した。イ ンヒビター活性 を含 む分 画 を

回収 し、水 に対 して透析 の後凍結 乾燥 した。

そ の他

ドデ シル硫 酸 ナ トリウムーポ リ アクリル アミ ドゲル 電気泳 動(SDS-PAGE)は ゲ ル濃度

7.5%でLaemmfiの 方法 【29]によって行 った。泳動終了後、ゲ ルをクマーシープ 屮 丿アン ト

ブル ーG-250で 染色 した。

タンパ ク質濃度の 測定 はウシYグ ロブ リンを標準 として用 い、Bla(ifordの 方法[30】で行

った。

シス テイ ンプ ロテ アーゼ イ ンヒビ ター活性 はパパ イン阻害活 性 として検 出 し、その測

定 は1.1.1に 従 った。

1.2.2実 験 結果 お よび考 察

精製 の結 果 をTable.1に まとめ る。マ ウスシステ インプロテ アーゼ イ ンヒビターを、

癌性腹 水 か ら4段 階の操作 で約90倍 に精 製 した。精 製 した シス テイン プロテ アーゼ イン

ヒビターの均 一性 は、SDS-PAGEで 確 認 した。Fig.2に 示す ように、精製 イ ンヒビターは

還元条件 下分子 量67,000の 単一バ ン ドを示 した 。 なお、 この分子量 は非還元 条 件下 で変

8



化 しなかった。精製の最終段階で使用 したパパイン固定化アフィニティーカラムにおい

て、マウス システインプロテアーゼインヒビターとパパインの結合は、その解離にpH

l2という過酷な条件を必要 とするほ どに強固な結合であったため、両分子間の結合親和

性 は非常に高い と考えられた。また、精製過程でパパ イン阻害活性を示す分画が複数に

分離 しなか ったことより、今回精製 した分子が癌性腹水中に存在するシステインプロテ

アーゼインヒビターの主要な分子であると考えられた。

Table1.Purificationofcysteineproteinaseinhibitorfromasciticfluidof

sazcoma180tumor-bearingmice

Step

TotalTotal

proteinactivity

(mg)(units)

SpecificyieldPurification

activity

(unit/mg)(%)(fold)

Asciticfluid(114m1)8663445

Ammoniumsulfateprecipitation2550403

SephacrylS-200

DE-52

408244

71113

o.osiioo.oi.0

0.15890.63.1

0.59854.811.7

1.59025.431.2

一 〇sign

鞘 一66K

゜_

一麟K

Fig.2.Sodiumdodecylsulfate-polyacrylamidegel

electrophoresisofpurifiedascitescysteine

proteinaseinhibitor.Purifiedascitescysteine

proteinaseinhibitor(4ｵg/lane)wasanalyzedby

sodiumdodecylsulfate‐polyacrylamidegel

electrophoresis.GelwasstainedwithCoomassie

brilliantblue.Bovinealbumin(66K),ovalbumin

(45K),andtrypsinogen(25K)wereusedasmolecular

weightstanderds.

～ 欝r◎蹴
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1.3マ ウスシ ス テ イ ン プロ テ ア ーゼ イ ン ヒ ビ タ ー のプ ロテ ア ー ゼに対 す る

阻害 スペ ク トル

癌性腹水 か ら精製 したマ ウスシステイ ンプロテアーゼイン ヒ ビターの、種 々 プロテア

ーゼ に対す る阻害 について比較 した。 プロテアーゼ と して、システイ ンプ ロテ アーゼで

あるカ テ プシ ンB、L、H、 カル ポキシプロテ アーゼである カテプシ ンD、 セ リ ンプロテ

アーゼであ る トリプシンを用 いた。

1.3.1実 験 材料 と方 法

プ ロテ ア ー ゼ

カテ プシ ンB、L、Hは 、BarrettとKirschkeの 方法[31]に よりラ ッ ト肝 か ら精製 した。 カ

テ プシ ンDは ラ ッ ト肝 ライソソーム分画 を用いた。パパ イ ン、 カテプシ ンB、L活 性 の測

定 は、基 質 と してZ-Phe-Alg-NM㏄(ペ プチ ド研究 所)を 用 いてBarrettとKirschkeの 方 法[31]

によ り行 った。 カテプシンH活 性 の測定 は、 基 質 としてL-Leucine-2-naphthylamideを 用 い

てBarrettとKirschkeの 方法[31]に より行 っ た。 カテプシ ンD活 性 の測定 は、基 質 として酸

変性hemoglobinを 用 いてTakahashiとTangの 方法[32】に より行 った。

各 プ ロ テ ア ー ゼ に対 す る マ ウス シ ス テ イ ン プ ロテ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー のKi値

の 算 出

各 プロ テ アー ゼ に対 す るマ ウス シス テ イ ン プロテ アーゼ イ ンヒ ビタ ー のKi値 は、

Hendersonプ ロ ッ ト[33]によ り求めた。

1.3.2実 験 績果 お よび考 察

種 々 の プロ テア ーゼに対す る マ ウスシス テイ ンプロ テア ーゼイ ン ヒビ ターのKi値 を

Table2に 示 した。 マ ウス システインフ゜uテ アーゼイン ヒビターは、パパ イン、 カテプシ

ンB、Lと い ったシステイ ンプロテアーゼの活 性 に対 して阻害作 用 を示 した。 シス テイ ン

プロテ アーゼの中で も、カテプ シンHに 対 す る阻害 は認 め られ なか った。他 のク ラスの
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プロテ アー ゼに対 しては、 まった く阻害 を示 さなか っ た。 阻害す るプロテ アーゼに対 す

る特異性 か ら、 このインヒビターが システ イ ンプロテ アーゼイン ヒビター である ことを

確 認 した。 前節 におい て、精製の最 終段階 で使用 したパパ イン固定化 アフ ィニテ ィーカ

ラムか らマ ウス シス テインプロテ アーゼ インヒビターを溶出 させ るために、p且12と い う

過酷な条件 を必要 とした。本 実験 の結果 によるIfs値 も低値 で あ り、 シス テイン プロテア

ーゼ に対 す る親和性 は非常 に強い と考 える。

Table2.Inhibitoryeffectsofascitescysteine

proteinaseinhibitoronvariousproteinases

Proteinase」Ki(hM)

PapainO.47

CathepsinL(ratliver)2:8

CathepsinB(ratliver)390

CathepsinH(ratliver)〉?AOO

CathepsinD(ratliver)>2000

Trypsin>2000
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1.4小 括

「癌 に関連 したシステインプロテアーゼ活性の上昇に対す る、宿主の対抗措置 として

のシテインプロテアーゼインヒビターレベルの増加」 という仮説にもとついて、正常マ

ウス血漿、担癌マウス血漿および担癌マウス腹水 を用 いて、システインプロテアーゼで

あるパパイ ンを阻害す る活性 を検索、比較 した。その結果、マウス血漿中にパパイン阻

害活性 を認 めた。この阻害活性は担癌マウス血漿では正常マウスに対 して高値を示 し、

癌性腹水 に も担癌マ ウス血漿 に匹敵する阻害活性が認められた。当初の仮説に矛盾 しな

い非常 に興 味ある結果が得 られた。そこで、この阻害 活性 の本体の分子について詳細 に

検討するために、収集が容易であ り阻害活性が高濃度 に含まれる癌性腹水 を原料 にマウ

スシステイ ンプロテアーゼインヒビターの精製を試みた。その結果、マ ウスシステイン

プロテ アーゼイ ンヒビターを癌性腹 水から4段階の操作で完 全精製 した。その分子量は

SDS-PAGEに おいて67,000で あった。精製 したインヒビター分子の プロテアーゼインヒ

ビターとしての性質について調べ たところ、このインヒビターはパパイン、カテプシン

B、Lと いったシステインプロテアーゼの活性に対 して阻害作用を示 し、そのKi値 は低値

であった。他のクラスのプロテアーゼに対 しては阻害 を示 さなかったことから、本イン

ヒビターがシステインプロテアーゼインヒビターであることを確認 した。
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第2章 マ ウ ス シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー は キ ニ ノ ー ゲ

ン で あ っ た

緒論で も述べ た ように、キニ ノーゲ ン には システ インプロテ アーゼ インヒビター とし

ての性 質が あ り、体液 中か ら見 い だ された システ イン プロテ アーゼインヒ ビターの場合

には、それ がキ ニノーゲ ンであ る可 能性が十分想定 で きる。マ ウス におい ては従来 どの

タイプのキ ニノーゲ ン も単離 され てお らず、 もしも著 者の精製 したマ ウス システ インプ

ロテ アーゼ インヒビターがあ る種 のキ ニノーゲ ンであ るな らば、キニ ノーゲ ンと して の

性 質 を調べ るこ とに も価値 があ る と考 えた。本章 で は、マ ウス システイ ン プロテ アーゼ

イ ンヒビターが キニ ノーゲ ンであ るこ とを示 し、その性質 について述べ る。

2.1ト リ プシ ン、カ リ クレイ ン に よ るマ ウス シス テイ ン プ ロテ アーゼ イ ン

ヒ ビ ターか らの キ ニ ン遊 離1黛:

マ ウス システ インプロテ アーゼイ ンヒ ビターがキニ ノーゲ ンであ るか否か を明 らか に

す るため に、 トリプシン、カ リク レイン等のキニ ン遊 離酵 素処理 を行 い、遊離 荊と ンの

測定 を試み る と共 に、 どの ようなキニ ン分子であ るか をクuマ トグラフィ ー的 に同定 し

た。

2.1.1実 験材料 と方 法

キ ニ ン遊 離 酵 素

トリプ シン(TPCKtreated,Sigma)、 マ ウス顎下腺 カリク レイン(Angelettiら の方法[34]に

準 じて精 製)、 ラ ッ ト顎下腺 カリ クレイ ン(国 立循 環器病 セ ンター研 究所 、加藤博 士 よ り

供与)、 ブタ膵臓 カリクレイン(Sigma)を 用い た。

キ ニ ンの 定 量

1251_[Tyrl]一カ リジン と抗 ブラジキ ニ ン抗 血清の 組み合せ によるキニ ンの ラジ オイム ノ

アッセ イ[5】に よって定量 した。
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キ ニ ン遊 離 反 応

精製 マウス システ インプロテ アーゼ インヒビ ター1mgを100mMト リス塩酸pH8.0中 で

種 々のキニ ン遊離酵素 と37℃ で1時 間反応 した 。反応後、沸騰 水浴 中 で3分 間加 熱す る こ

とに よって酵 素 を失活 させ た。

キ ニ ンの 同 定

マ ウスシステ インプロテ アーゼ インヒ ビターを、キ ニン遊離酵素 と反応後(37℃ 、30分 、

酵素基 質比1:50)、 遊 離 した キニンを逆相HPLCで 分画 した。HPLCはTSKLS410(東 洋 ソー

ダ)を用い 、0.1%ト リフル オロ酢酸存 在下、21%ア セ トニ トリル を移動相 として用 い た。

2.1.2実 験 結果 お よ び考 察

トリプシ ンお よび種 々の カ リク レイン処理 に よる、マ ウス シ ステイ ンプロテ アーゼ イ

ンヒビ ターか らのキ ニン遊離 の結果 をTable3に 示 した。マ ウス システイ ンプ ロテ アーゼ

イ ンヒ ビタ ー は、 トリプシンお よび マウス顎下腺 カ リク レイ ンに よってキ ニ ンを遊離 し

た。 しか し ラ ッ トお よびブタのカ リク レイ ンンイに よってはまった くキニ ン遊 離 を認 め

なか った。 同種 カ リク レインでのみ キニ ンを遊離す る とい う厳密 な種 特異 的カ リク レイ

ン感受性が 認 め られ た。遊離 したキ ニン量 は、基 質 と して用い たマ ウス システ インプロ

テアーゼ イ ンヒ ビターに対 してmol比 で比較 す る時 、 トリプ シ ン処理 の場 合 で0.9、 マ ウ

ス顎下腺 カ リク レイン処理 の場合で0.86で あった。従 って、精 製 したマ ウス シス テイ ン

プロテアーゼ インヒビ ター1分 子が 、その分子 内に1分 子 のキニ ン を含 有 してい るこ と、

すなわちキニ ノーゲ ンであるこ とが明 らか とな った。
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Table3.Kininliberationfrompurl血edascitescysteine

proteinaseinhibitorbytreatmentwithtrypsinandkallikrein

K辻血ogenase(μ9加1)
Kininliberationa

(ｵgBKequiv./mg)

Trypsin(100)
Mousesubmandibulargland
kallikrein(25}
Ratsubmandibulargland
kallikrein(25)
Porcinepanerearic
kallikrein(25)

14.2

13.5

NDb

D

aAmo皿tofkininliberatedwasexpressedasｵgbradykinin

bequivalentpermg°fpurifiedinhibit°r.Notdetected
.

遊離す るキニンを同定す るために行 ったHPLCに よる分析結果 を、Fig.3に 示 した。 マ

ウス シス テ インプロテアーゼイ ンヒビ ターか らマ ウス カ リク レイ ン処理 に よって遊離 さ

れ るキ ニ ンはブラジキニ ンと同定 され た。T一キ ニンは まった く検 出され なか った。CM-

23に よるクロマ トグラ フィーに よって も、同様 の結果 を得 ている。

0.04

鬘

0.03N

..ro

O.02

L
u°,0.01

a

o

0 15

Time(min)

30

貰:
Fig.3.Identificationofthekinin

liberatedfromascitescysteine

proteinaseinhibitor.Mouseascites

cysteineproteinaseinhibitorwas

incubatedwithmousesubmandibular

glandka皿nくrein(enzymesubstrateweight

ratio=1/50)at37°Cfor30min,andthe

samplewasanalyzedbyreversed-phase

HPLCcolumn(TSKLS410).The

elutionwasperformedisocraticallyusing

23%acetonitrile,0.1%trifluoroacetic

acid.BK,bradykinin.
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2.2マ ウスシ ス テ イ ン プロ テ ア ーゼ イ ン ヒ ビ タVrの 部 分 ア ミノ酸配 列 の 決

定

前 節 にお いて マ ウス システ インプロテ アーゼ インヒビターが キニノーゲンであ るこ と

が明 らか とな った。 またカ リクレイ ン感受 性 に強い種 特異性が認め られ た。 そ こで、キ

ニノーゲ ン としての構造 上の特徴 を明 らか にす るため に、部分 ア ミノ酸配 列 を決定 し既

知の他 のキニ ノーゲ ンと比較 した。

2.2.1実 験 材料 と方 法

限定 分解 とペ プチ ド断 片 の分 離

マ ウスシス テインプロテ アーゼインヒビター5.4mgを 変性還元S一ピリジルエチ ル化 し、

室温70%ギ 酸 中で12時 間臭化 シアン分解 を行 った。 生 じた臭化 シ アン断片は、VydacC-4

カラム(バ イ オラ ック)を 用い て0.1%ト リフルオロ酢 酸存在下 、0～50%の アセ トニ トリル

の直線 濃度 勾 配 で分離 した。 キニ ン含有断片 は、各 ピークの トリプシ ン処理 に よるキニ

ン遊 離 の有無 で判別 した。 キニ ン含有 断片 は、 さらにサ ーモ リシ ン(ナ カラ イテスク)を

用いて切 断 した。生 じた断片 は、Cosmosil3C18カ ラム(ナ カ ライテス ク)を用い て0.1%ト

リフル オロ酢酸存在 下、0～50%の アセ トニ トリルの直線 濃度勾 配で分離 した。

ア ミノ酸 配 列 の決 定

マ ウス システ イ ンプロテ アーゼイ ンヒ ビターそ の もの、臭化 シアン切 断後 のキニ ン含

有断片 、キニ ン含有 断片 のサ ーモ リシン分解 物 につい て、それ ぞれ気相 シ ークエ ンサ ー

(470A,ア プ ライ ド バイ オシステ ムス)を 用いて配列 を決定 した。

2.2.2実 験 結果 お よび考 察

切 断前 のマ ウス シス テインプロテアーゼ インヒ ビターその もの については、 ア ミノ末

端 の40残 基分(第38位 を除 く)の部分配列(Fig.4A)が 、臭化 シア ン切 断後 のキニ ン含有 断片
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につい ては54残 基分 の全配列(Fig.4B)が 決定 で きた。
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Fig.4.SequencecomparisonoftheNH2(A)andCOOH‐terminal(B)portionsof

mousecyste血eproteinaseinhibitorwiththoseofotherkininogens.A,山esequenceof

山eNH2‐terminalpc)rtionofmousecysteineproteinaseinhibitoriscomparedwiththoseof

bovine[7],human[35],andratkininogens[4].B,血esequenceof血eCOOH-terminal

portionofmousecysteineproteinaseinhibitoriscomparedwiththelightchainportionof

bovine[7],human[35],andratkininogens[4].Theresiduessharedbyallsequencesare

shaded.
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結果 は、既知 の他 のキニ ノーゲ ンの対 応 する配列 と比較 して 示 した。各キニ ノーゲ ン

の間で保 存 されてい るアミノ酸 を網掛 けで示 してい る。 ア ミノ末端 ドメイ ンは、他 のキ

ニ ノーゲ ン ではシステイ ンプロテ アーゼ インヒビター であ るシス タチ ン との類似性 か ら

シス タチ ン様 ドメイン と呼 ばれてい る。 この領域 の一部 に相 当す るア ミノ末端 の40残 基

分 につ い て、 ラ ットK一キニ ノ ーゲ ン(T一キニ ノ ーゲ ンに比較 して従来 の キニノーゲ ン は

この ように よばれ る)、TI一キ ニノーゲ ン(T一キニノーゲ ンには数個 のア ミノ酸残 基が異 な

るだけの2つ のタイプが 知 られてい る)、 ウシお よび ヒ トK一キニノーゲ ン と比較 す る と、

これ らキニ ノーゲ ン間で保存 され ている配列 はマ ウス システイ ンプロテ アーゼ インヒ ビ

ターにおいて もよく保存 されてお り、 例 えば、ラ ッ トTI一 キニ ノーゲ ンの配列 との問に

67%の 一致が認 め られ た。

臭化 シ アン切 断後 のキニ ン含有 断片 に ついて も他 のキニ ノーゲ ンと類似 して お り、 ラ

ッ ト低 分 子 キニノーゲ ンの配列 との問に 、69%の 一致が 認め られた。 この臭化 シア ン切

断後 の キニ ン含有 断片 は、そ の カルポキ シ末端 アミ ノ酸がMetで ない こ と、お よび既 知

の他 の キニノ ーゲ ンの配列 との比較か ら、 カルポ キ シ末端 までのL鎖 の全 構造 を含 む と

考 え られ た。 ブ ラジキ ニ ン配 列の ア ミノ末端側 の構 造 に注 目す る と、そ の配 列 はMet-

Ala-Alg一 ブ ラジキ ニ ンとなってお り、 ラ ッ ト低分子 キニノーゲンがVal-11e-Arg一 ブラジキ

ニンで あ るこ とか ら、 カリ ク レイン切 断点 のア ミノ末端側 残基 は どち らもArgで あ る。

従 って、前 節 におい て見い だ した マ ウス キニノーゲン とマ ウスカ リク レイ ンの 間の厳密

な種特異 的関係 は、Arg-X配 列 の認識 だけでな く、Argの 上流 の配列が マ ウス カ リク レイ

ンに よる限 定分解時 に認識 されて い るこ とに もとつ くと考 えられた。 キニ ンの カルポキ

シ末 端側 に続 くL鎖 に相 当す る配列 は、既知 の低分 子キニ ノーゲ ンと高い類似性 を示 し、

高分 子キニ ノーゲ ンに特徴 的 な配 列 を認 めなか った。 マ ウス システイ ンプ ーーテ アーゼ イ

ンヒビター は、構造 上か ら低分 子キニ ノーゲ ン としての特徴 を持つ と結論 され た。
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2.3小 揺

マ ウス癌性腹 水か ら精製 した システ イ ンプロテアーゼインヒ ビ ターが 、キニノーゲ ン

として分類 され るタンパ ク質であ る可能性 につい て検 討 した。マ ウスシス テイ ンプロテ

アーゼ イン ヒビターは、 トリプシ ンやマ ウスカリク レイン処理 に よってブ ラジキニンを

遊 離 した。化 学量論 的にその割合 は、 イン ヒビター1分 子か らキ ニ ン1分 子 と計算 され た。

従 ってキニ ノ ーゲ ンであるこ とが明 らか となった。部分 ア ミノ酸配列 を解析 した ところ、

ア ミノ末端 の40残 基、 キニ ン部 分 を含み カ ルポキシ末端 まで の54残 基 の1次 構 造 が判 明

した。 マ ウス シス テイン プロテ ア ーゼ イ ン ヒビターは1次 構 造 上で もキ ニノーゲ ンの 特

徴 を示 し、 既知 の他 の動物種 の低 分子 キニ ノーゲ ンお よびラ ッ トT一キニノーゲ ンに類似

してい た。高分子 キニ ノーゲ ンに特徴 的な構造 は認 め られ なか っ た。分子量が ・111で

あ るこ と、 さ らに高分子キ ニノーゲ ン様 凝 固因子活性(高 分子キニ ノーゲ ン欠損血漿の凝

固時間遅延 を回復す る活性)を 持た ない こ とな ど、分子量、構造 、活性、か ら判断 して 、

マ ウス低 分 子 キニノーゲンであ る と結 論 した。以後、 この分子 をマ ウス システ イ ンプ ロ

テ アーゼ イン ヒビター/低 分子キニ ノー ゲ ン(mCPI/LMWK)と 称 す る。

で はmCPI/LMWKは 、癌 の進行 にと もなって それ 自身の生体内濃度 が変化す るの で

あ ろうか。 プロテアーゼインヒビ ター レベ ルが上昇す るこ とにどの ような意義が あるの

であろ うか。第 一 の疑 問 について は次 章 で検討 し、第 二の疑問 につい て は第9章 で考 察

す る。
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第3章 担 癌 状 態 お よ び 炎 症 に お け る マ ウ ス 血 漿mCPI/LMWK量

の 変 動

第一章で示 したように、Sarcoma180癌 細胞 を移植 したマウスの血漿中および腹水中の

システインプロテアーゼインヒビター活性は、正常マ ウス血漿中のそれに比較 して有意

に上昇 していた。血中のインヒビター活性 と腹水中のインヒビター活性 は、同一 の分子

(mCPI/LMWK)で 説明できるのであろうか。mCPI/LMWKは 、癌の進行にともなって

それ自身の タンパ ク質濃度が変化するのであろうか。また、ラットT一キニノーゲ ンと同

じように(後述)、炎症 時にもその生体内濃度が変化するのであろうか。 これ らの疑問点

を明らかにす るため、mCPI/LMWKに 対す る抗体 を作成 し、イムノブロ ット分析 によ

って腹 水中分子 と血漿中分子 を比較 した。さらにラジ オイムノアッセイ系 を作成 し、こ

の系 を用いて癌細胞移植マウス、あるいは起炎刺激 を与 えたマ ウスの、血漿中mCPI/

LMWK濃 度を測定 した。

3.1抗mCPI/LMWK抗 体 を用いたマ ウス血漿お よび癌性腹水 のイムノブ

ロツ ト分析

mCPI/LMWKに 対す る抗体をウサギで作成 し、イムノブロットによって正常マ ウス

血漿、担癌マ ウス血漿、担癌マウス腹 水につて分析 した。

3.1.1実 験材料 と方法

抗mCPI/LMWK抗 体の作成

免疫動物 としてはウサギ(日 本白色種;清 水実験材料)を 用いた。mCPI/LMWKを

Freundの 完全 アジュバン ト(ナカライテスク)と初回免疫の後、2週 間後に完全 アジュバ ン

トと共に追加免疫 した。さらに2～3週 間間隔でFreundの 不完全アジュバ ン ト(ナカライテ

スク)と共に2回 の追加免疫を行 った。最終免疫1週 間後、十分な抗体価の上昇を確認の後、

耳静脈 および頚動脈 より全採血を行い抗血清を得た。
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イ ム ノブ ロ ツ ト

正常ICR系 マ ウスか ら得 た血 漿、sarcomaigo癌 細胞 を1(:R系 マ ウス に移植 して10日 後

の腹水 と血漿、お よび精製mCPI/LMWKに ついて分析 した。血漿お よび腹 水は200n】!レ

ー ン、精製マ ウスシステイ ンプロテ アー ゼインヒビターは40ng/L‐ ンを、第1章 に述べ

た よう にSDS-PAGEを 行 った。電気 泳動後のゲ ル はエ レ ク トロブロ ッ ト法[36]に よ りニ

トロセ ル ロース フィル ター(ザ ル トリウス)に 転写 した。 この フ ィル ター上 の抗原 を、 ウ

サギ抗mCPI/LMWK抗 体、パ ーオキシ ダ ーゼ標 識ヤ ギ抗 ウサギイ ム ノグロブ リン(Bio-

Rad)、4一 クロロー2一ナ フ トール を用 いて、酵素免 疫化学 的 に検 出[37]し た。

3.1.2実 験 結果 お よび考 察

イムノ ブロ ッ ト分析 の結果 、正常 マ ウス血漿、担癌 マ ウス血漿 、担癌 マ ウス腹 水のい

ずれにおいて も、精 製mCPI/LMWKと 区別で きない分子量67,000の バ ン ドが明 瞭 に認 め

られた(Fig.5)。 従 って、mCPI/LMWKは 同一の分子 が血 漿 と腹 水中に存在 し、バ ン ド

の濃淡 によ る量 的な関係 もイ ンヒ ビター活性 の強弱 に一致 していた。担癌 マ ウスの血 漿

と腹水 につ いて は、67,000の バ ン ド以外 に2な い し3本 の非常 にマイナーなバ ン ドが認 め

られた。 こ の担癌状態で新 た に出現 す るマ イナーなバ ン ドが本 来の抗原 の分子修飾 によ

って生 ず る のか、 あるい は類似 の抗原 性 を持つ別 の分 子の出現 に由来する のか は不 明で

あ る。
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Fig.5.ImmunoblotanalysisofmCPI/

LMWKinplasmaandascitesfluid.Plasma

andasciticfluidwerecollectedandsubjectedto

sodiumdodecylsulfate‐polyacrylamidegel

electrophoresis,blottedontonitrocellulose

filter.Immunochemicaldetectionwascarried

outusingrabbit-anti-mCPI/LMWKasdescribed

intext.Lane1,ascitesfluidofSarcoma180

tumor‐bearingmouse(200nl);Lane2,plasma

ofSarcoma180tumor-bearingmouse(200nl);

Lane3,plasmaofnormalmouse(200nl);Lane

4,purifiedasci[esmCPI/LMWK(40ng).

3.2 癌細胞移植 によるマウス血漿mCPI/LMWKの 変 動

前 節 にお いて 、腹 水システ インプロテ アーゼイ ンヒビター と 同一の分子が血 中 にも存

在す る こ とを明 らかに した ので、mCPI/LMWKを 直接測定可 能 なラジオイ ム ノア ッセ

イ系 を作成 し、sarcoma180あ るいはLewislungcarcinomacell(3LL)を 移植 したマ ウス につ

いて、血漿 中mCPI/LMWK濃 度 を経 時的 に測定 した。

3.2.1 実験材料 と方法

mCPI/LMWKの ラ ジオ イム ノ ア ッセ イ

mCPI/LMWKの ラジ オイムノ ア ッセイ系 は、著者 らが作成 したT一キニ ノーゲ ンの ラ

ジオイムノア ッセ イ系[28]に 準 じて行 った。 た だ し、抗原 はmCPI/LMWK、 抗体 として

ウサ ギ抗mCPI/LMWK抗 血清 を用 いた。作成 したイム ノア ッセイ系の検 量線範 囲 は5～
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500ng/mlで あり、マウス血清、血漿お よび腹 水の希釈曲線が検量線 と平行 になることを

確認 した。 また使用した抗体の特異性 については、前 節に示 したイムノブロットの結果

から問題ない と判断された。

癌細胞の移植

腹水癌形成のためのsarcoma180癌 細胞の腹腔内への移植は、第1章 と同様 に行った。

固形癌形成のためのsarcoma180癌 細胞の移植は、ICR系 雄性マウス(日本クレア)5週令の

皮下に5x106cell/mouseを 移植 した。一方、3LL癌細胞 は、6x106cell/mouseを5週令C57BL/6

系雄性 マウス(日本ク レア)の皮下 に移植 した。移植後経時 的に眼窩静脈叢より採血 し血

漿 を得 た。各群5匹 のマ ウスを用いて実験 を行い、検体の採取は群内に最初の死 亡例が

出るまで行 った。

有 意差検 定

有意差検定はStudent'sttestによった。

3.2.2実 験結果お よび考察

Sarcomal80癌 細胞の移植 により腹水癌を形成 させた場合も固形癌の場合 も、 さらに

3LL癌 細胞による固形癌形成の場合 も、腫瘍の増殖にともなって血mCPI/LMWK濃 度

は上昇 した(Fig.6)。 その濃度増加 は癌細胞移植3日 目より認められ、いずれの癌細胞を

移植 した場合において も移植前の レベルの約2倍 にまで増加 した。癌細胞 を移植 してい

ない対照群 では、実験期間申そのレベルは変動しなか った。なお、パパイ ン活性 阻害で

測定 したシステインプロテアーゼインヒビター活性について も、mCPI/LMWKの タン

パク質濃度 の変動 と同様のパターンで変化することを確認 した。これらの結果は、担癌

状態における血 中システインプロテアーゼインヒビター活性の増加が、mCPI/LMWK

量の増加 に もとつ くことを示 している。またこの現象 は、癌細胞の種類、増殖形態、増

殖部位 にかかわらず認め られる現象であると考えられた。
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Fig.6.PlasmalevelsofmCPI/LMWKinsarcoma180and3LLtumor‐bearingmice.

S肛 、。m。180t。m。,cell、w,・ei・ovulatedi.p.(107cell・'/m…e,●)・ ・&・.(5・106・ell・1m…e,

0)into51CRmice.3LLtumorcells(6x106cells/mouse,　 )wereinoculateds.c.into5

C57BL/6Nmice.PlasmalevelsofmCPI/LMWKintumorbearersorsnormalICRmice(▲)

weredeterminedbyRIA.MeanmCPI/LMWKlevelsinplasmabeforinoculationswereO.532

±0.025mg/mlforICRandO.478±0.032mg/mlforC57BL/6Nmice.Dataareexpressedas

means±SE.SignificantlydifferentfromthevaluesatdayO(*,p〈0.05;**,p<0.01;***,pく

0.001).

mCPI/LMWKの 由来については、a).宿 主由来である可能性(キ ニノーゲ ンであるので

この可能性は高いと考えられた)b).癌 細胞由来の可能性、が考 えられた。ヒ ト転移性 メ

ラノーマか らシステインプロテアーゼインヒビターが分泌 され る例が報告 されている

[38】ので、培養sarcoma180癌 細胞 の細胞溶解物および培養上清について、mCPI/LMWK

が検 出され るか否かを検討 した。その結果、いずれの検体中にもパパイン阻害活性お よ

び抗mCPI/LMWK抗 体反応性物質 は検 出され なかった。さらにこの分子が正常マ ウス

血 中に存在 すること、キ ニノーゲンであるこ と、マ ウス初代培養肝細胞が、mCPI/

LMWK抗 体反応性分子を分泌す ること(データは示 していない)な どから、この分子は宿

主由来のタンパク質であり、循環血中か ら腹腔内に浸出したものと考 えられた。
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3.3起 炎刺 激 に よ るマ ウス 血 漿mCPI/LMWKの 変 動

前 節で は癌細胞 移植 によって血漿mCPI/LMWKの 量が 経時 的に上 昇す るこ とを示 し

た。 ラ ッ トでは炎症 時 にシス テ インプロテ アーゼ イン ヒビターであ るT一キニノーゲ ンの

濃度が上昇す る(後 述)。 そこで、起炎刺 激 をあた えるこ とに よるmCP【/LMWK濃 度 の変

動 について調べ た。

3.3.1実 験材料 と方 法

起 炎刺 激

起炎剤 として リポポ リサ ッカライ ド(LPS,S.り 卿05α;Difco)、 お よびFreundの 完全 アジ

ュバ ン トを用い た。LPSは50ｵg/100ｵlsalinelmoueを 腹 腔内 に、 アジュバ ン トは0.5mu

mouseを 背部 皮下 に、そ れ ぞれ7週 令 の 雄性BALB!cマ ウス に投与 した 。起炎剤 投 与後 、

経 時的 に採血 を行 った。

そ の他

有意差検 定 はStudent'sttestに よった。 塾

血漿の採 取お よびmCPI/LMWKの イム ノアッセ イは、前節 と同様 に行 った。

3.3.2実 験 結果 お よび考 察

LPSで 起炎刺激 をあた えた場合 のmCPI/LMWKの 血漿濃度 の経時変化 をFig.7に 示 し

た。起 炎刺 激後mCPI/LMWKの 血漿 濃度 は上昇 し、5日 目に は刺 激前 の2倍 に増 加 した。

アジュバ ン トで刺激 した場合 も、4日 目で2倍 以上 に増加 し高い レベルが長時 間持続 した。

これ ら結果 より、mCPI/LMWKは 炎症 時 にもそ の血 中濃度 の上昇す る炎症急性 期 タ ン

パ ク質 としての性格 を有す る こ とが明 らか となっ た。 ラ ッ トT一キニ ノーゲ ンが炎症急性

期 タンパ ク 質であるこ と、お よび、 ヒ ト癌性腹 水 中で高濃度 のT一キニ ンが検 出 された、

とい う報告[8]と も合 わせ て、 シス テイ ンプロテ アーゼイン ヒビター、キニ ノーゲ ン、癌 、

炎症 の相 互 の関連性 を考 え る上 で非常 に興味深い。
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Fig. 7. Plasma levels of  mCPI/LMWK following induction of inflammation. A, LPS was 

injected i.p. (50  µg/mouse) into 6 BALB/c mice. B, Freund's complete adjuvant was injected 

s.c. (0.5  ml/mouse) into 6 BALB/c mice. Plasma levels of mCPI/LMWK in inflammation-

induced  ( A,  ^ ) or 6 normal BALB/c mice  ( • ) were  determined  by RIA. Mean mCPI/ 

LMWK levels in plasma before induction of inflammation were 0.568 ± 0.030 mg/ml for panel 

A and 0.445 ± 0.028 mg/ml for panel B. Data are expressed as means ± SE. Significantly 

different from the values at day 0  (  *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001).
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3.4小 括

mCPI/LMWKに 対す る抗体を作成 した。 この抗体を用いたイムノブロッ ト分析によ

って、血漿 と腹水について抗原存在の有無お よびその分子量を比較 した。正常マウス血

漿、担癌マ ウス血漿、担癌マウス腹水 いずれにおい ても分子量67,000の 精製mCPI/

LMWKに 相 当するバン ドが染色 された。血漿中分子 と腹水中分子は分子量的にも免疫化

学的にも区別できなかった。

担癌状 態におけるmCPI/LMWKの 量 的変動につい て調べるために、特異的イムノア

ッセイ系を作成 した。この系を用いて癌細胞移植後の血漿濃度の変化を調べたところ、

腫瘍の増殖にともなうmCPI/LMWK濃 度の増加を認 めた。シス テインプロテアーゼイ

ンヒビター活性 も同様のパターンを示 したことより、担癌状態における血 中お よび腹水

中で認め られたシステインプロテアーゼインヒ ビター活性の増加 は、mCPI/LMWKの

量の増加 にもとつ くと考 えられた。mCPI/LMWKが キニノーゲンであり、 ラットT一キ

ニノーゲンが炎症急性期 タンパク質であることか ら、mCPI/LMWKの 炎症 における変

動を調べた ところ、その血漿濃度は起炎刺激を与えることによって上昇 した。従って、

mCPI/LMWKも 炎症急性期タンパク質 としての性格を有することが判明 した。癌の増

殖部位で起 きている現象は炎症反応 としての特徴を含 み、担癌状態での濃度上昇と炎症

急性期反応 としての濃度上昇は同じ様な意味を持つのかもしれない。

mCPI/L,MWKの 由来は、培養sarcoma180癌 細胞がmCPI/LMWKを 産生 しないこと、

正常マウス血中に存在すること、キニノーゲンである こと、マウス初代培養肝細胞が、

mCPI/LMWK抗 体反応性分子 を分泌す ること、な どの証拠 より、この分子は宿主由来

のタンパク質であ り、担癌時や炎症時にはその肝細胞 での合成分泌が盛んになり、担癌

状態において循環血中から腹腔内に浸出 したものであると考えられた。
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第4章 ラ ッ トキ ニ ノ ー ゲ ン の 炎 症 急 性 期 反 応 に対 す る免 疫 担 当 細

胞 の 関 与

前章 まで、担癌マ ウス腹水 から見いだ されたmCPI/LMWKが 、担 癌状態や炎症状態

でその生体 内濃度が上昇す ることを示してきた。緒論 でも述べたように、炎症における

血中キニノーゲン濃度の上昇はラットで既に知られている[6】。これはラットに存在する

3種 のキニノーゲンの内のT一キニノーゲン濃度の増加 にも とつ くもので ある[5]。血中キ

ニノーゲ ンの産生臓器は肝臓であ り、起 炎刺激によって肝臓のT一キニノーゲ ンmRNA量

が増加すること[7】から、T一キニノーゲンの炎症急性期反応 は、炎症時に肝臓 での産生速

度が高まる ことが原因であると理解できる。 しか し、一般 には炎症部位 は肝臓から離れ

て存在するため、肝細胞がなんらかの方法で炎症が起 きていることを感知 しなければな

らない。炎症部位から肝臓へ のr一キニノーゲ ン産生を刺激するための情報伝達系の存在

が必要であ る。炎症部位 には種々の免疫担当細胞が集積 し、種々のサイ トカインやオー

タコイ ドを産生分泌することによって、炎症反応の進行に強 く関わっている[39,40,41]。

そこで本章 では、T一キニノーゲ ンの炎症急性期反応を司令する炎症部位 から肝臓への情

報伝達系に、免疫担当細胞が介在する可能性について検討 した。

4.1ア ジュバ ン トお よびLPS投 与 ラ ッ トにおけるキニノーゲ ンの炎症急性

期 反応

T一キニノーゲンの炎症急性期反応に対 する免疫担当細胞の関与を調べ る前 に、起炎刺

激によるラ ット血漿キニノーゲン量の増加 と、その経時変化を確認す るために、アジュ

バン トやLPSに よる起炎刺激をあ たえることに よる血漿キニノーゲン量 増加の経時変化

を調べた。
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4.1.1実 験 材料 と方 法

起 炎 刺激

8週 令 のFisher-344系 雄性 ラ ット(日本SLC)に 対 して、Freundの 完全 アジュバ ン ト(10ml

に0.1mg結 核死菌が含 まれ る ように調製)を 投与(10ml!rat,i.p.)、 あるいは7週 令 のSD系 雄

性 ラ ッ ト(日本SLC)に 対 して、LPSの 生理食塩水溶液 を投与(1mg!kg,i.p.)す るこ とに よっ

て起炎刺激 をあたえた。

血 漿 の採 取

起炎刺激後 、尾 の先端 をカ ミソリで わず かに切断 し、ヘパ リン処理ヘマ トク リッ ト管

に血液 を25ｵ1採 取 し、血漿 を得 た。

キ ニ ノー ゲ ンの測 定

キニノーゲ ンは、十分量の トリプシ ンに よって遊離す るキニ ンをラジオイム ノア ッセ

イす るこ とに よ り、キニン相 当量 として定量 した[5]。 隼

4.1.2実 験 結果 お よび考 察 ㌦

アジュバ ン ト投 与 に より血 漿 キニノー ゲ ン濃度 は投与後16時 間か ら上昇 し、7凅 目で

は正常 レベ ルの10倍 以 上 の値 を示 した。LPS投 与 ラ ッ トにお ける血漿 キニノーゲ ン濃度

の上昇 は、 投与後8時 間か ら認 め られ、48時間では正 常 レベ ルの約io倍 の値 を示 した(Fig.

8)。 この よ うにラッ トにお けるキニノーゲ ンの炎症急性期 反応 と、 その経 時変化 を確 認

した。 キニ ノーゲ ンの血漿濃度が 十分 に上昇 してい る時期 、 あるい はその直前 には、肝

臓 に対 して十分 強い産生刺激がかか ってい るもの と考 え られ た。
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Fig.8.Plasmakininogenlevelsfollowinginductionofinflammationinrat.

Freund'scompleteadjuvant(0.1mgM.tuberculosis/10ml/rat,A)wasinjectedi.p.

intosFisher-344rats.LPS(1mg/kg,B}wasinjectedi.p.intosSDrats.Plasma

levelsofkininogenareexpressedasｵgbradykininequivalentperml.Dataare

expressedasmeans±SD.SignificantlydifferentfromthevaluesatdayO(*,p<

0.01;**,p<0.001).

4.2 炎症巣浸出細胞 は正常 ラットにキニノーゲンの炎症急性期反応 を再

現する

前節において起炎刺激をあたえることによるラット血漿キニ ノーゲン.レベルの上昇が

確認できた。 この現象 はT一キニノーゲ ン合成臓器である肝臓における合成速度 の上昇 と、

その結果による血中への分泌量の増加 にもとつ く血漿キニ ノーゲンレベルの上昇 である、

と考 えられ た。しかし、肝臓 における合成速度は何 を引金にして上昇するのか。肝細胞

がこのような応答 をするため には、炎症部位から肝臓へT一キニノーゲ ン合成を刺激する
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なんらかの情報を伝達する機構が存在 しなけらばならない。炎症部位 には血球系細胞、

免疫担当細 胞が集合し、これら細胞が炎症反応の進行 に種々の役割をはた していること

が知 られている[39,40,41]。 そこで、肝臓のT一キニノーゲン合成 を刺激する情報伝達系

に、この炎症巣に集合する血球系細胞、免疫担当細胞 が関わっているか否 かを知 るため

に、以下の検討を行 った。

4.2.1実 験材料 と方法

活性化免疫 担当細胞採取用 ラ ッ トの起炎刺激

近交系であるFisher-344雄性ラット(日本クレア)8週令 にFreund完全 アジュバン ト、ある

いはLPSを 用いて4.1と同様 に起炎刺激をあたえた。

炎症巣浸 出細胞 ・免疫担当細胞 の採取 と同系正常 ラッ トへ の移入

アジュバ ントで起炎刺激6日 後に炎症巣浸出細胞儂 腔浸出細胞)を 回収 した。腹腔浸出

細胞の回収 はYoshinagaら の方法に従った[42]。回収 した細胞は恥nks氏 液でよく洗浄し

移入実験に用いた。LPS刺 激の場合、投与24時 間後 にMishel1ら の方法[43]に従っ・て脾臓

細胞懸濁液を調製した。移入は同系正常ラット(6週令雄性F344)に 対 して行い、ラットあ

たり2x107細 胞 として腹腔内に移入 した。

壁付着性細胞 の選択 も

上述の方 法で得 られた腹腔浸出細胞は、塗抹標本のギムザ染色の結果その70～80%が

マクロファージであった。さらにマクロファージの割合を高めるために、壁付着法で選

択 し[44]、壁付着性細胞はリドカイン法[45】で回収 した。この操作により、マクロファー

ジの割合 は94%に まで精 製された。 この壁付着性細胞 も腹腔浸出細胞 と同様に移入実験

に用いた。

なお、その他の実験操作については、前節 までに記載の操作法に従った。

4.2.2実 験 結果 お よび考察

アジュバ ント投与に よって誘導 した腹腔浸出細胞(炎症巣浸出細胞)の正常 ラットへの
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移入は、起炎刺激をあたえた場合 と類似の血漿キニノーゲン濃度の上昇を引 き起 こし、

移入48時 間後 に移入前の3.2倍まで上昇した(Fig.9A)。 また、腹腔浸出細胞か ら壁付着法

で精製 したマクロファージを同様 に移入 した場合には、移入48時 間後 で移入前 の3倍 に

上昇 した。精製 したマクロファージでも分画前 の細胞 と同等な刺激能力を有 していたこ

とか ら、アジュバン ト刺激によるキニノーゲンの炎症急性期反応においては、その刺激

伝達の過程 でマクロファージが重 要な役割を演 じてい ると考えられた。移入に用いた細

胞(腹腔浸 出細胞)は 、この実験の起炎方法では炎症巣浸出細胞そのものであ り、炎症巣

に浸出して活性化された免疫担当細胞である。
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Fig.9.Increasesinplasmakininogenlevelsbytransferofperitonealexudatecells(PECs)

orspleencells.PECsorspleencellswerepreparedfrominflammation-inducedand/ornormal

Fisher・344ratasdescribedintext.A,PECs(▲),a(血erentcellsofPECs(△)ormediumalone

(○)wereinjectedi.p.into5normalrecipients,respectively.B,SpleencellsfromLPS-treated

rat(・)ornormalrat(0)weretransferedi.p.intosnormalrecipients,respectively.Plasma

levelsofkininogenazeexpressedasｵgbradykininequivalentperml.Dataareexpressedas

means±SD.Significantlydifferentfromcontrol(*,p<0.05;**,p<0.01).
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LPS投 与 した ラットから得 た脾臓細胞の移入によって も血漿キニノーゲン濃度の上昇

が認め られ、移入24時 間後で移入前の3倍 に増加 した(Fig.9B)。 このように全身の免疫系

が活性化 されるような刺激をあたえた場合、脾細胞 に もキニノーゲンの炎症急性期反応

を再現す る能力が付与 されたもの と考 えられた。正常 ラット脾細胞 を移入 した対照群で

は、有意な変動は認められなかった。
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4.3小 括

ラット血中T一キニノーゲン濃度は起炎刺激により上昇することが知 られている[5]。血

中キニノーゲンの産生臓器 は肝臓であ り、肝臓での産生速度の上昇が炎症急性期反応の

原因である と考えられた。この現象が起 きるためには、肝細胞がなん らかの方法で炎症

が起 きてい ることを感知 しなければならず、炎症部位か ら肝臓へのT一キニノーゲ ン産生

を刺激するための情報伝達系の存在が必要である。そこで、T一キニノーゲ ンの炎症急性

期反応を司令する情報伝達系 に、免疫担 当細胞が介在する可能性について検討 した。T一

キニノーゲ ンの炎症急性期反応が起 きるまでの過程に炎症で活性化された免疫担当細胞

が主役を演 じる段階があるならば、まさに炎症急性期 反応が起 きてい るラ ットか ら調製

した免疫担 当細胞を、無刺激 の正常なラットに移入することによりT一キニノーゲ ンの炎

症急性期反応が再現 されるはずである。

上記の仮説 を確かめる前に、起炎刺激 によるラット血漿キニ ノーゲ ン量の増加 とその

経時変化 を確認するために、アジュバ ントやLPSに よる起炎刺激をあたえた時の血漿キ

ニノーゲン量増加の経時変化を調べた。その結果、アジュバ ント投与 により血漿キニノ

ーゲン濃度 は1～2週 間目をピークとする増加 を示 した。LPSを 投与した場合は、2日 目を

ピークとす る反応であった。この結果をもとに活性化 された免疫担当細胞の採取時期 を

決定 した。アジュバ ント投 与後6日 目、LPS投 与後24時 間目に、それぞれ炎症巣浸出細胞、

脾臓細胞を回収 し、別の同系正常 ラットに移入 した。その結果、 どち らの細胞を移入 し

た場合 もキ ニノーゲンの急性期反応が再現された。以上の事実は、キニノーゲンの炎症

急性期応答 発現の過程で、炎症刺 激によって活性化された免疫細胞が関わるステ ップが

存在することを示 している。

マウスのキニノーゲンであ るmCPI/LMWKの 、炎症、担癌状態におけ る血漿濃度上

昇の機序についても、ラットの場合 と類似の機構を想定 して免疫担当細胞 の移入実験を

行った。 しか しラットの場合 とは異なり、免疫系の関与を裏付ける結果 は得 られていな

い0
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第5章 活 性 化 免 疫 担 当 細 胞 に よ る初 代 培 養 肝 細 胞 のT・キ ニ ノ ー ゲ

ン 産 生 の 促 進

前章において炎症巣浸出細胞や免疫担当細胞がr一キニノーゲンの炎症急性期反応が起

きるまでの過程 に関わっていることを示 した。この機構 についてはい くつかの仮説が立

てられるが、著者は以下のような仮説 にもとついてその妥当性 を検証 した。それ は、「炎

症巣 に集積 した、あるいはその周辺に存在す る活性化 免疫担当細胞がなん らかの液性因

子を分泌 し、この因子が血流 を介 して肝臓に到達 し肝細胞のT一キニノーゲ ン合成速度を

高める」 というものである。この仮説 を確かめるため には、活性化 を受けた免疫担当細

胞がなんらかの液性因子を分泌 し、この因子が肝細胞を直接刺激 してT一キニノーゲ ン産

生を高めることを証明 しなければならない。そこで、結果の解析が容易な細胞培養系を

用いて以下のような検討を行った。

5.1炎 症巣浸 出細胞 よる初代 培養肝細胞 のT・キニノーゲ ン産生 の促進

アジュバ ントを投与 したラットの腹腔(炎症巣)浸 出細胞及びマクロファージ、あるい

はLPSを 投与 したラットの脾臓細胞が、培養肝細胞 のT一キニノーゲン産生を促進するか

否かについて検討 した。

5・1・1実 験方法

起炎刺激 と免 疫担 当細胞

アジュバ ン トとLPSに よる起炎刺激は、第4章 と同様 に行 った。

免疫担当細胞 として、腹腔浸出細胞、腹腔浸出細胞マクロファージ、および脾臓細胞

を使用 し、その調製方法は第4章 と同様 に行 った。

単離 肝細胞 の分離 と初代培養

ラット肝実質細胞は、Seglenの方法[461に もとつ く市原 らの改良法[47,48]で あるコラ

ゲナーゼ(和 光純薬)に よるinsitu肝潅流 と、低速遠心による肝実質細胞の純化により単離
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した。この方法 によって純度が96～98%の 実質細胞が得 られた。 なお、実験には生存率

90%以 上の細胞を使用 した。培養液はWilliam'smediumE(Flow)に10_gMデ キサメサゾン、

10-9Mイ ンス リン、5%牛 胎児血清(B㏄㎞ek)、40ｵg/mlゲ ンタマイシンを加えて用いた。

培地に懸濁 した肝細胞は、あらか じめコラーゲンコー トした組織培養用6穴 マルチプレ

ー ト(Coming)に1x105cell/cm2の 密度で播種 した
。培養は5%炭 酸 ガス気相下37℃ で行な

い、培 養2時 間後 に培地を交換 し接着 しなかった細胞を除去し、 さらに22時 間前培養 し

た細胞 につい て種々の条件で処理 した。処理後48時 間後の培養 上清を検体 として採取 し

た。

なお、この培養過程 において培養上清中のT一キニノーゲンが分解されないこと、肝細

胞に再取 り込みがないこと、分泌前の分子が細胞内に蓄積 していないこと、さらに、前

培養 も含め ての3日 間の培養期間内における単位 時間に分泌 されるT一キニノーゲ ン量は1

割程度の減 少であることを確認 した。従って、この培養期間にわたって肝細胞は機能低

下 もな く培 養 され、培養上清 中で検出されるT一キニノーゲ ンは培養期間内に肝細胞が新

たに合成 したものと判断 した。

肝細胞の処 理

初代培養肝細胞 と免疫担当細胞を、0.45ｵmボ ア径 よりなるメンブランフィルターが装

着された培養 チャンバーであるミリセルHA(Millipore)を 介しcocultureした。すなわち、

培養プレー トのwell内に肝細胞 を播 き、前培養終了後にミリセルHAを 各wellに装着 した。

このミリセルHAの チャンバー内に免疫担当細胞を添加 し、フィルターを隔てて肝細胞 と

同一培地内で培養 した。 ミリセルHA用 いることにより、肝細胞 と免疫担当細胞 の直接

の接触 なしに、 かつ免疫担当細胞 より分泌 された液性因子は ミリセルHAを 介 した肝細

胞に対 して 自由に作用 しうる系が作成できた。この系 はフィルターチャンバーの中が炎

症巣 であり、培養液が血液、そして肝細胞が肝臓 と考えられるinvivoに 近いモデルであ

る。なお、この節以後 も肝細胞 と他の細胞の培養はこの手法を用いた。

T・キニノーゲ ンの定量

肝細胞初代培養系で産生分泌 されたキニノーゲ ンを測定する場合、培養液に添加す る

ウシ血清由来の ウシキニノーゲンの存在を考慮 しなければならない。著者 らは既に、T一

キニノーゲンをキニ ンに変換せずに直接定量可能なラジオイムノアッセイ系を[28]開発
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している。そこでこの系を用いてT一キニノーゲ ンを直接測定した。なお、このラジオ イ

ムノアッセイ系は、ラット高分子 キニノーゲンと交差 反応 しないこと、培地中に含まれ

るウシのキニノーゲンともまった く反応 しないこと、および肝細胞培養上清の希釈曲線

が標準精製T一キニノーゲンの希釈曲線 と平行 になることを確認 した。

なお、その他の実験操作 については、前節までに記載の操作法 に従 った。

5.1.2 実験結果および考察

肝細胞 によるT一キニノーゲンの産生量は、同一培地内で培養した炎症巣浸 出細胞 とし

ての腹腔浸 出細胞数に依存して増加 した。このT一キニノーゲ ン産生促進作用 は、わずか

200個 の細胞を肝細胞 と培養することによっても認められた(Fig.lo)。 同様 に、炎症巣浸

出マクロフ ァージ、脾細胞 も肝細胞丁一キニノーゲ ン産生を促進 した。なお、これ ら実験

に使用 した免疫担当細胞 自身が、T一キニノーゲ ンを産生 しないこ とは、あらか じめ確 認

した。
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△)werecoculturedwithprimaryculturedrathepatocytesfor48hrusingMillicellHA.T-

kininogenlevelsinculturesupern跏twerede跏in〔 対byRIA.Dataareexpressedasmeans±

SDof4cultures.
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この実験 で用いたcoculture系に含 まれる細胞 は肝細胞 と免疫担当細胞 のみであり、 こ

れら細胞 は直接の接触 をすることができない培養環境 である。従って上記の結果か ら、

起炎刺激によってinvivoで活性化 された免疫担当細胞 は、肝細胞のT一キニノーゲン産生を

剃激する液性因子を遊離することが確かめ られた。

5.2invitroで 活性化 したマ クロフ ァージお よびT細 胞 によるT・キニノーゲ

ン産生の促進

前節ではinvivoで 活性化 した免疫担当細胞を用い検討を行った。この結果、炎症巣浸

出細胞が肝細胞 を直接刺激するなんらかの液性因子を分泌することが判明 した。ではこ

こで肝細胞 に対するT一キニノーゲ ン産生刺激液性因子を分泌する細胞 として、どの細胞

を想定 したらよいのであろうか。第4章 の細胞移入実験において、炎症巣浸出細胞か ら

マクロファージを精製 し、他 のラットに移入 した場合にもT一キニノーゲ ンの急性期反応

が再現できることか ら、マクロファージはその候補 となり得ると考えられた。 また、in

vivoで活性化 した脾臓細胞に存在 した肝細胞刺激能力を、脾臓細胞中に存在するマクロ

ファージ(脾細胞 中数%の 存在比)のみで説明するのには無理があり、その候補 としてリ

ンパ球 をも考慮すべ きである と考えられた。 リンパ球の中で も特 にT細胞 は様々なリン

フォカインを産生 し、免疫応答 の調節に関わ っているこ とが知られている[49]。そこで、

本章においては細胞特異的活性化剤を用いてマクロファージ とT細胞 を刺激するこ とに

よりinvitroで活性化 し、T一キニノーゲン産生調節因子を遊離するか否かを検討 した。

5.2.1実 験方法

免疫担当細 胞

腹腔浸出細胞は、十分な細胞数 を得 るために10mlの3%チ オグリコール酸培地を腹腔

内に投与 し、72時 間後 に採取 した[50】。この方法で得 られたチオグリ コール酸培地 誘導

腹腔浸出細胞 の約80%が マクロ ファージであった。マクロファージとしてはチオグリコ

ール酸誘導腹腔浸 出細胞から得た壁付 着性細胞を用いた。また、T細 胞 として胸腺細胞
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を用い た。

免 疫 担 当細 胞 のinvitro活 性 化

細胞 を4x106cell/mlと なる よう細胞数 を調整 し、細胞懸濁液 の5mlを シ ャー レに加 え、

T細 胞 の場 合はConcanavalinA(2.5ｵg/ml)、 マクロフ ァージの場合 はLPS(5ｵg/ml)に よっ

て24時 間刺激 した。

なお、その他 の実験操作 については、前節 までに記載 の操作法 に従 った。

5.2.2実 験 結果 お よび考 察

LPSに よってinvitroで 活性化 したラ ッ ト腹腔 マク ロファージは、添加 した細胞数 に依

存 して培養肝細胞 のT一キニ ノーゲ ン産生 を促進 した(F量g.lIA)。ConcanavalinAに よってin

VIIYOで活性化 したTリ ンパ球 も培養肝細胞 のT一キニ ノーゲ ン産生 を促進 した(Fig.11B)。

ラ ッ ト腹腔 マ クロファージが示 した活性 は、マウスのマクロフ ァージ細胞株P388D1に よ

って も同様 に認め られた(デ ー タには示 さなか った)。 これ らの結果 か ら、マクロ フ ァー

ジお よびTリ ンパ 球が、肝 細胞 のT一キニ ノーゲ ン産 生 を刺激す る液性 因子 を分泌す る こ

とが明 らか となった。前節 におい て、炎症刺激 に よってinvivoで 活性化 した免疫担 当細胞

に備 わって いた肝細胞 に対 す る刺 激能力 の少 な くとも一部 は、マク ロフ ァージあるいは

Tリ ンパ球 に由来す るもの と考 え られた。マ クロフ ァージお よびTリ ンパ球 か ら分泌 され

る因子が 、同一の分子 であ るか否 かは まだ不 明である。
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Fig. 11. T-kininogen production of rat hepatocytes cocultured with macrophages or T cells 

stimulated in vitro. Macrophages or T cells were prepared from normal Fisher-344 rat and 

stimulated in vitro as described in text. A, Stimulated (  ̂  ) or unstimulated  (  El ) macrophages 

were cocultured with primary cultured rat hepatocytes for 48 hr using Millicell HA. B, 

Stimulated  ( • ) or unstimulated ( 0 ) T cells were cocultured with primary cultured rat 

hepatocytes for 48 hr using Millicell HA.  T-kininogen levels in culture  supernatant were 

determined by RIA. Data are expressed as means ± SD of 4 cultures.
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5.3小 括

前章で得 られ た結果である 「T一キニノーゲンの炎症急性期反応は、いままさに炎症急

性期反応を しているラットか ら調製 した免疫担当細胞 の、正常ラットへの移入によって

再現で きる」にもとづ き、炎症刺激によって活性化 された免疫担当細胞 とT一キニノーゲ

ン産生臓器 である肝臓 との関係を明 らかにするために、免疫担当細胞 と肝細胞 だけか ら

構成されるinvitroの 細胞培養系を用いて解析 した。炎症巣浸出細胞 と肝細胞をメンブラ

ンフィルターを隔ててcocultureするこ とによりT一キニノーゲンの産生 は促進された。こ

の結果は、炎症巣浸出細胞よ り肝細胞のT一キニノーゲ ン産生を促進させ る何 らかの液性

因子が分泌 されていることを意味する。この炎症巣 に浸出した細胞のほとんどはマクロ

ファージであったが、あらかじめマクロファージを調製 しinvitroで 刺激 した後に肝細胞

と培養 して も同様の結果が得 られた。従って、炎症巣浸出細胞の中で、本液性因子を分

泌 している細胞の主体はマクロファージであると思われた。また、invitro活性化T細 胞に

よって もT一キニノーゲ ン産生の促進が認 められた。炎症反応 はその原因 となる刺激の種

類お よび時期 によって、活性化 されている、あるいは炎症部位に集積 している細胞の種

類は様 々である。Tリ ンパ球が主役を演 じるタイプの炎症 、あるいはリンパ球の浸潤が

観察される時期 には、T細 胞による調節系が機能 していると予想 される。 ・

マウス初代培養肝細胞が、キニノーゲ ンであるmCPI/LMWKを 産生分泌することは、

第3章 において既 に述べた。マウス初代培養肝細胞のmCPI/LMWK産 生について も、ラ

ットの場合 と同様の系 を用いて検討 した。 しかしラッ トの場合 とは異なり、活性化免疫

担当細胞はマウス肝細胞のmCPI/LMWK産 生を促進 しなかった。
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第6章 サ イ トカ イ ン に よ る 肝 細 胞 丁・キ ニ ノ ー ゲ ン 産 生 の 調 節

前 章 におい て、活 性化 マク ロ ファージ お よび活性 化T細 胞 が肝細胞T一キニ ノ ーゲ ン産

生を促進す る液性 因子 を分泌 する こ とを明 らか に した。 ではこの因子 の実体 はどの よう

な分子 であ ろうか。活性化 マ クロフ ァージや活 性化T細 胞(特 にヘ ルパ ーT細 胞)は 、様 々

な因子 を遊 離す るこ とに よって免 疫応答や細胞機 能を調節 するこ とが 知 られてい る。 こ

れ らの調節 因子 はサ イ トカイ ンと総称 され 、モ ノカイ ン、 リン フォカイ ン、 インターロ

イキ ン、イ ンターフェロ ンな どが含 まれ る。

炎症反応 に関 わるサ イ トカインは多数 ある と考 え られ 、わず かな関与 も含 め る と、 あ

らゆるサ イ トカインが なん らかの関与 を してい る とい って も過言 ではない。Koj[51]は 炎

症部位 で活 性 化 され た何 らかの細 胞か らホルモ ン様 の物 質が分泌 され、 これが血流 に よ

って肝臓 に移 行 し、急性期 タ ンパ ク質の産生 を調節 してい る、 とい う考 え方 を提 唱 した。

炎症急 性期反 応 とサ イ トカ インの関連 につい て は、1982年 にイ ンター ロイキ ンー1(IL-1)

に、急 性期 タンパ ク質 である血 清 ア ミロイ ドAタ ンパ ク質の産生刺 激作 用があ るこ とを

Sipeら が報告 し[52]、 さ らにTNFに も炎症急性期 タンパ ク質の産生刺激作 用が認め られ た

ことか ら、 炎 症急性 期反応 の研究者 の注 目はサ イ トカインに集 ま った。 その後Ritchieと

Fu皿er[53]は 、活性化 マ クロフ ァージか らIL-1、D以 外 に急性期 タンパ ク質の1つ であ る

フィブ リノー ゲ ンの産生 を促 進す る物質が分泌 され るこ とを示 し、肝細胞刺激 因 子くHSF)

と名付 けた。 しか しHSFは 当時 まだ精製 され てい なか っ たため 、HSFに 関す る結果 は推

定 の域 に留 まってい た。 このHSFの 実体 は、著者 のこのキニ ノーゲ ンの急 性期 反応機構

に関す る研究 の進 行 と同時期 に、次 の よう に解 明 され た。IFNβ にはβ1とβ2(現在 は、 そ

の構 造 と活 性 か らIFN類 に は分類 されて い ない)の 二 種類 の存在が1986年 に報告 され た

[54]。さ らに1987年 になって、IFNβ2は 岸本 らがB-cellStimulatingFactor-2(BSF-2)と して

研究 して きた分子 と構造 的 に同一物質であ るこ とが明 らか とな った【55】。 このBSF-2が 肝

癌細 胞 の フィブリ ノーゲ ン産 生促進 活性 を有 したこ と、お よびBSF-2に 対 す る抗体が部

分精製段 階のHSFの 肝細胞 刺激活性 を中和 した こ と等か ら、両者 は同一物 質であ るこ と

が明 らか とされ、 この分 子 は統一 してIL-6と 呼 ばれ るこ ととなった[56]。
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この ように、1L-1、TNF以 外 にも急 性期 反応 を調節す る新 たな分子が存 在す る可能性

があ る。そ こで 、肝細 胞T一キニ ノーゲ ン産 生の促 進 因子 を検 索す る にあた り、IL-1、

TNFを 含めて他 のサ イ トカイン等 について も検 討す るこ とと した。

6.11L・1、IL-6、TNFの 、肝細 胞T・キ ニ ノー ゲ ン産 生 に対 す る影 響

1レ1は マ クロファージをは じめ とする多様 な細 胞か ら産生 され、2種 の分子(αとβ)が知

られてい る[57bL-1は 免疫担当細胞 活性 化以外 に も多様 な作 用 【58]を有 してお り、下垂

体細胞 か らのACTH分 泌刺 激作 用、滑膜 細胞 か らの コラゲ ナーゼや プロス タグ ランジン

産生の促進 作用等が知 られ てい る。肝 臓 に対 して は、 マ ウスの炎症 急性期 タンパ ク質 で

あ るア ミロイ ドAタ ンパ ク質や、 ヒ トC反 応性 タンパ ク質等 の合成促進作 用が知 られてい

る。TNFaは マ クロフ ァージか ら産 生 され るサ イ トカインであ り[59】、腫 瘍細胞障害作用

以外 に もIL-1と 類似 の多様 な活性 【60]を有 してい る。 肝臓 に対 しては、炎 症急性期 タ ン

パ ク質 であ る補体C3等 の合 成促 進作 用【61]等が知 られ てい る。IL-6は 、T一細胞、 マ クロ

フ ァー ジ、線維芽細 胞等 の細 胞か ら産生 され、B細 胞 の抗体産生細 胞 への最終 分化の誘

導 ・造 血幹細胞 の増殖分化 誘導・HSFと して 肝細 胞 の フィブ リノ ーゲ ン産生 誘導[56】等

の生物 活性が知 られ ている。

そ こで 、IL-1、TNF、IL-6を 用い てT一キニ ノ ーゲ ン産 生調節活性 の有無 につ い て検討

した。

6.1.1実 験 方法

サ イ トカ イ ン

ヒ トリ コンビナ ン ト】L-la(2x107U/mg,大 日本製薬 より分与)、 ヒ トリコンビナン ト

TNFα(3x106Ulmg,大 日本 製薬 より分与)、 ヒ トリコンビナ ン ト1・(5.2x106U/mg,大 阪

大学細 胞工学 セ ンター、岸本教授 より分与)を 使用 した。

肝細 胞の 処 理

初代培養肝 細胞 は24穴 マルチプ レー トで培養 した。前培養終 了後 、培養液 を種 々濃度
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のサイ トカイ ン類を含む培地 と交換 してさらに48時間培養 し、 その培養上清を検体 と し

て採取 した。

なお、その他の実験操作については、前節までに記載の操作法に従った。

6.1.2 実験結果お よび考察

Fig.12に 示 した ように、IL-1、TNFと もに今 回行 った実験 の濃度範 囲 において、T一キ

ニノーゲ ン産生 に対 し何 ら影響 を与 えなか った。IL-6は 添加濃 度 に依存 してT一キニ ノー

ゲ ン産生を促 進 した。 その最大作用 は500Ulm1の 添加 で認 め られ、 コン トロール と比較

して約10倍 にT一キニノーゲ ン産 生 を促進 した。
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Fig.12.EffectsofIL-1,IL-bandTNFonT-kininogenproductionofrathepatocytes.Rat

hepatocyteswereculturedwithIL-1(▼),IL。6(▲)orTNF(■)for48hr.T-kininogenlevels

inculturesupernatantweredeterminedbyRIA.Dataareexpressedasmeans±SDof4cultures.

Significantlydifferentfromcontrol(*,p<0.001).

マ クロ フ ァージお よびT細 胞 は 、IL-6の 産 生細胞 であ る[62]の で、 第5章 にお いて活 性

化 マ ク ロフ ァー ジお よび丁細胞 に認め られ たT一キニ ノーゲ ン産 生刺 激活性 のす くな く と

も一部 は、1レ6に 由来 す る可 能性 が考 えられた。
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6.2イ ン タ・フ ェロ ンαF恥 のT・キ ニ ノー ゲ ン産 生 に対 す る影響

IFNは ウ イルス の干渉 現象 を引 き起 こす物 質 として、IssacsとLindenmann[63]に よ り

1957年 に発 見 された。IFNは 、α、β、Yの3種 類 に分類 される。IFNα はT細 胞 以外 の多 くの

細胞、主 にマクロ ファージや ナチュラルキ ラ細 胞 よ り産生 され、βは線維芽細胞 よ り、

またγはT細 胞 より産生 される。

前節 にお いてi.にT一 キニノーゲ ン産生刺激 活性 のある こ とを見 いだ した が、既 に述

べ たよ うに、i.はIFN研 究者 の 問ではIFNβ2と してIFNの 範疇 に分類 されてい た分子 で

ある。 しか し、抗 ウイルス活性 を持 た ない こ とが示 され[64]た ため、現在 ではIFNと して

は取 り扱 われてい ない。ただ しその産 生 は、IFNと 類似 した条件 で も誘導 され る。そ こ

で、抗 ウイルス活 性以外 にも多様 な生物 活性 を有 す るIFNa、IFN1(IFNβ1はIFNaと 共 通

の レセプター を使用 す ることが知 られてお り、両者は タイプIIFNと して同一のグ ルー プ

に分類 され るので省 略 した)に も、肝細胞T一キニ ノーゲ ン産 生刺激 活性 があ るか否 か を検

討 した。

6.2・1実 験 方法

サ イ トカ イ ン

イ ンター フェロン としては ラッ トIFN(1.9x106U!mg,LeeBiomolecularResearch

Laboratories)、 ヒ トIFNα(2x10gU/mg,林 原 生物 科学研 究所)、 ヒ トリコンビナ ン トIFNγ(4

xlO6Ulmg,HollandBiotechnology)を 用 いた。 ラ ッ トにおいて はい まだ3つ の タイプのIFN

が単離 されてお らず、用 いた ラ ッ トIFNと 称 され る分子が 唯一入手可 能であ った 。 なお 、

このラ ッ トIFNは 、 マウスaタ イプ と類 似 した電気泳動パ タ ーンをとることが メーカーに

よって確認 され て いる。 また 、 ラ ットIFNが 酸処 理 や熱処理 に対 して安 定であ り、 タイ

フセ型IFNと しての性 質を示す こ とを確 認 した。

肝細 胞 の 処 理

上記のサ イ トカイ ンを種 々の濃度 で前培 養 終了後 の肝細胞 に加 え て、48時 間の培養 を

行 い培 養上清 を回収 した。
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なお、その他の実験 操作 については、前節までに記載の操作法に従った。

6.2.2 実験結果および考察

ラ ッ トIFNは 濃度依存 的 に初 代 培養肝細 胞のT一キニ ノ ーゲ ン産生 を促進 した。 その作

用 は1,000U/mlで 最 大 に達 し、無添加 の場合 と比較 して約10倍 までT一キニ ノーゲ ン産生 は

促進 され た(Fig.13)。 ヒ トIFNα もラ ッ トIFNと 同様 にT一キニ ノーゲ ン産生 を促 進 し、用 量

反応 曲線 もラ ッ トIFNと ほぼ 同一であ っ た。一方 ヒ トIFNγにはT一キニ ノ ーゲ ン産生 促進

作用 は全 く認 め られ なか った。 ラ ッ トIFNは マ ウスαタイ プ と類 似 した電気泳動パ ター ン

をとる こ とが確 認 されてい るので、αタイプであ ると考 えられ た。 この想定 は 、 ラッ ト

IFNが タイプ1型IFNと しての性 質 を示 したこと、お よび ヒ ト】FNαにはT一キニ ノーゲ ン

産生促 進活 性 が認め られ るが、 ヒ トIFN7に はT一キニ ノーゲ ン産生促 進活性が認 め られ な

い とい う上記 の結果 と も矛 盾 しない。以後、 ラッ トIFNを ラ ッ トIFNα と称す る ことにす

る。マ ク ロ フ ァージはIFNα の産生細 胞 であるので 、第5章 におい て活性化マ ク ロファー

ジが示 したT一キニ ノーゲ ン産生刺激活性 の一部 はIFNα に由来す る可能性が ある。
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Fig.13.EffectsofinterferonsonT-kininogenproductionofrathepatocytes.Rat

hepatocyteswereculturedwithratIFNa(●),humanIFNα(○)orhumanIFNγ(⊂])fc}r48hr.

T・ki血ogenlevelsinculturesuperna伽tweredeterminedbyRIA.Dataareexpressedasmeans

±SDof4cult皿es.Significantlydifferentfromcontrol(*,p〈0.01;**,p<0.001).
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これ まで示 し た因子以外 に、グル コ コルチ コイ ド、 ミネラル コルチ コイ ド、 イ ンス リ

ン、PGE1、PGE2、PAF、EGF、TGFα 、TGFβ 等 につ き、T一キニノーゲ ン産生 に対す る影

響 の有無 につい て検 討 したが、 これ らはいずれ も影響 を示 さなか った。

6.3肝 細 胞T・キ ニ ノーゲ ン産 生 に対 す るサ イ トカ イ ン 間相 互作 用

生体内 におい ては、複数のサ イ トカイ ンが 同一 の標 的細胞 に作用 し、様 々な生理作用

を発 現 してい る もの と思 われ る。特 にIFNとTNFが 同一 の標的細 胞 に作用 した とき、 そ

れぞれの作用 を増強 しあう例[65,66】 は よく知 られてい る。 そこで、T一キ ニノーゲ ン産生

を促進 したサ イ トカイ ンであ るIL-6、IFNα の作用 に対 して、IL-1、TNFが 影響す るか否

か につい て検討 した。

6.3.1実 験 方法

肝細 胞の 処 理

肝細 胞T一キニノーゲ ン産生 を、それぞ れ数倍 に促進す る濃度 のIL-6(100Ulml)、 あるい

はラ ッ トi(200U/ml)を 前培養終了後 の肝細胞 に添加 し、そこに種々濃度のTNF、H.・1

を共存 させ 、1・ 、IFNα のT一キニ ノーゲ ン産生刺激作用が変化す るか否か を検 討 した。

なお、 その他 の実験操作 につい ては、前節 までに記載 の操作法 に従 った。

6.3.2実 験 結果 お よび考 察

IL-6、 ラ ッ トIFNα のT一キニノーゲ ン産生促進作用 は、いずれ もTNFの 用量 に依 存 して

抑制 され た(Fig.14A)。IL-6、 ラ ッ トIFNα にIL-1を 併用 した場合 には、1.のT一 キニノー

ゲ ン産生刺激 作 用がII.,-1の用量 に依存 して抑制 された。 しか し、 ラ ッ トIFNα の刺激作用

は修飾 されなか った(Fig.,・)。 この ように、あ るサ イ トカイ ンの作用発現が別 のサ イ ト

カインに よって増強ではな く抑制 さ れ る例 は少ない。i.、IFNα のT一キニノーゲ ン産 生

翹激作 用が 、TNF、IL,-1に 対 して異 な った感 受性 を示 した ことは、こ れ らサ イ トカイ ン

47



の肝細胞内での情報伝達 ・作用機序が異なることを示 している。IL-6は肝細胞のアルブミ

ン産生 を抑制することが認め られてい る[62】が、このアルブ ミン産生抑制作用はTNF、

II.,-1によって何 ら影響されないことを確 認 した。従って、T一キニノーゲン産生応答 にお

けるサイ トカイン間の抑制性相互作用は、サイ トカイ ンによる受容体拮抗や、受容体の

ダウンレギ ュレーシ ョンではなく、細胞内情報伝達系 が修飾されているためであると考

えられた。
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Fig.14.Modificationofcytokine-inducedstimulationofT-kininogenproductionbyIL-10r

TNF.Rathepatocyteswerestimulatedby皿.-6(▲,△)orratIFNα(●,○)inthepresenceof

TNF(A)orIL-1(B)for48hr.T-kininogenlevelsinculturesupernatantweredeterminedby

RIA.Dataareexpressedasmeans±SDof4cultures.

6.4 正常 ラッ トへ のサ イ トカイン投与に よるT・キニノーゲ ンの炎 症急性期

反応 の再現

肝細胞T一キニノーゲン産生を促進 した因子が炎症時においても機能 しているならば、

その生体内濃度を人為的に高めることによって血漿r一キニノーゲ ン濃度が上昇するはず

である。そ こで正常ラットにサイ トカインを投与 し、血漿T一キニノーゲ ン濃度を経時的

に測定 した。
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6.4.1実 験 方法

サ イ トカ イ ン の投 与

サ イ トカイン類 を10%正 常 ラッ ト血清 を含 む無菌生理食塩水 で、IL-1(40,000Ulml)、

1・(10,000U/ml)、TNF(100,㎜Ulml)、 ラ ッ ト1}Nα(2,000U/ml)、IFNy(12,800U/ml)と

なるよ うに調製 した。 この溶液0.5m1を ラ ッ ト腹 腔内へ投 与 し、経 時的 に尾 か ら採 血 して

血漿 を得 た。

なお、 その他 の実験操作 につい ては、前節 まで に記載の操作 法 に従 った。

6.4.2実 験 結果 お よび考 察

IL,-6、ラ ッ トIFNα投与群 におい ては、それぞれ5,000U潅at、1,(?00U/ratと い う低 用量 を

投与 したに もかかわ らず、血漿T一キニノーゲ ン濃度は投 与前 の5倍 弱 にまで上昇 した(Fig,

15)。 第6章 に示 した ように、IL-6、IFNaの 培養肝細胞T一キニ ノーゲ ン産生 に対 す る刺激

作 用 は数10Ulm1か ら認 め られている。従 って、 これ らサイ トカイ ンの投与量 と肝細 胞 の

これ らサ イ トカ インに対 する感受性か ら考 えると、IL-6、IFNα は生体内 にお いて も肝細

胞 を直接刺 激 してT一キニ ノーゲ ン産生 を促進 し、 結果 として血漿 中濃 度が上昇 した と理

解 で きる。 一方、培 養肝細胞 のT一キニノーゲン産生 に対 して、invitroで 直接 の刺 激作用

が認め られなか ったサ イ トカイ ンであるTNF、IFNyを 投与 した場合 に も血漿T一キニ ノー

ゲ ン濃度 はi.4～2倍 に増加 した(Fig.15)が 、これは高用量 を投与 したため免 疫担当細 胞が

活性化 され、2次 的にi.、IFNα が誘導 された結果 と考 え られ た。 また、IL-1を 投与 した

場合 には血漿T一キニ ノーゲ ン濃度 に有意 な変動 は認め なか った。
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Fig. 15. Plasma levels of T-kininogen following administration of cytokine.  IL-1 (20,000 
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6.5小 括

前章 に おいて、活性化 マ クロ ファージ お よび活性 化T細 胞 が 、肝細胞T一キニ ノーゲ ン

産生 を促進 す る液性 因子 を分泌 す る ことを明 らか とした。 この因子 をサ イ トカイ ンと想

定 し、他 の急性期 タ ンパ ク質の 産生調節 に関 わる ことが知 られてい るIL-1、TNFを 含め

て種 々のサ イ トカイ ンについ て、その肝細胞T一キニ ノーゲ ン産 生促進能 の有 無 について

検 討 した。 そ の結果 、IL-6とIFNα にT一キニノーゲ ン産 生促進活性が存在す るこ とを見 い

だ した。 しか し、サ イ トカイ ンのunitの 定義 は各 々のサ イ トカイ ンに より異 なってい る。

そこで、 ヒ トIL-6のT一 キニノーゲ ン産生促進作 用 とヒ トIFNα のその作用 を 、最大活性 の

1/2の 活性 を発現 するモル濃度 で比較す る と、IFNα は25pM、 一方 、L6は220pMと 計

算 されIFNα の方 が約10倍 強 い。

生体 内におい ては複数 のサ イ トカイ ンが 同一 の標 的細胞 に作 用 し、様 々な生理作用 を

発現 してい る もの と思 われる。 そこで、T一キニ ノーゲ ン産生 を促進 したサ イ トカイ ンで

あるIL-6、IFNα の作用 に対 して、IL-1、TNFが 影響す るか否 かについ て検 討 した。 その

結 果、IL-6、 ラ ッ トIFNα のT一キニノーゲ ン産生促 進作用 はTNFに よって抑 制 され たが、

IL-6の アルブ ミン産生抑制作用 は何 ら影響 され なか った。IL-1はIL-6のT一 キニノーゲ ン産

生刺激作用 を抑制 したが 、ラ ッ トIFNαの刺激作 用 は修飾 されなかった。 このサ イ トカイ

ン間相互作 用 は更に複雑 な急性期 タンパ ク質産生調節 系が生体 内に存在す るこ とを予想

させ る。 また、 この修 飾作用がIL-6の アルブ ミン産生抑制 現象 におい て は認め られなか

ったため、 サ イ トカイ ンに よる受容 体拮抗や受容 体 のダ ウ ンレギュ レーシ ョンで はな く、

細胞 内情報伝達系が修飾 され ているため であ る と考 え られた。

血漿T一キ ニノーゲ ン濃度 は生体内へIL-6、 ラ ッ トIFNα を投与す るこ とによって も上昇

した。従 って 、IL-6、IFNα が炎症時 に産 生 された な らば、生体 内におい て もT一キニノー

ゲ ン産生 を調節 で きる と予想 され た。一方、TNF、IFNγ は、直接作 用 に よる培養肝細 胞

T一キニ ノーゲ ン産生刺激作用が 認め られ ない にもか かわ らず 、 これ らを投与す る ことに

よって血漿T一キニノーゲン濃度が上昇 した。 これ は高用量 を投与 したため に2次 的にi.

やIFNα の産 生が 生 じた結果 であろ うと推測 された。
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第7章 免 疫 担 当 細 胞 由 来 のT・ キ ニ ノ ー ゲ ン 産 生 促 進 因 子 の 決 定

第5章 におい て、マ クロ ファージお よびT細 胞 か ら何 らかの液 性 因子 が分泌 され、 それ

に よ り肝細 胞T一キニノーゲ ン産生が刺激 され るこ とを明 らかに したが 、では各 々の細胞

か ら分泌 され て いる因子 は何 であ ろ うか。 第6章 にお いて、種 々のサ イ トカイン の内で

i.と1・ に肝細胞T一キニ ノーゲ ン産 生促進活性 を認 めた。 また 、マ クロフ ァージ やT細

胞 は これ らサ イ トカイ ンの産 生細胞 であ ることか ら、 これ ら細胞 よ り分泌 され るT一キニ

ノーゲ ン産生 促進 因子 は、IFNaあ るいはIL-6の 可 能性が 高 い と考 えられ た。そ こで この

因子 を明 らか に しようと試 みた。 ラッ トIFNα については、 このIFN活 性 を中和 で きる抗

体 が入 手可能 であ る。 一方IL-bに つい ては、現在 ヒ トIL-6は 得 られてい るが 、ラ ッ トに

おい てはIL-6抗 体 もIL-6も 得 られていない。 しか し、前 章で明 らか となったT一キニ ノー

ゲ ン産生 に対す るサイ トカ イン問相 互作用 の性 質 を利 用 し、 この細胞 由来 因子 の決定 が

可能 になる と期待 した。す なわ ち細 胞由来因子 が ラ ッ トIFNα とす るな らば、その作用 は

抗 ラ ッ トIFNα抗体(ラ ットIFNα のT一キニ ノーゲ ン産生促進作 用が、抗 ラ ッ トIFNα抗 体 に

よ り中和 され ることは確 認 した)、及びTNFで 抑 え られ る。一方 、1・ とす るな らば 、 そ

の作 用 はIL-1で もTNFで も抑 え られ る。 この性 質 を利用 して検 討 を行 った。

7.1活 性化 マ ク ロ フ ァージ由 来 のT・キ ニ ノーゲ ン産 生 促進 因子 の 決 定

第6章 で明 らか に したサ イ トカイン間相互 作用 の性 質 と、抗 ラ ッ トIFNα抗体 を利 用 し、

活性化 マク ロフ ァージか ら分泌 されるT一キニノーゲ ン産生促進 因子 の決定 を試み た。

7.1.1実 験 方法

活性 化 マ ク ロ フ ァージ培 養 上清 の調 製

第5章 に従 いマクロ ファージを調 製 し(4x106cell/ml)、 その5mlを デ ィ ッシュ(60mm

φに添加 しLPS5ｵg/mlで24時 間刺激 し、LPSを 含 まない培養液 に交換 した後 さらに24時
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間培養 した。 この培養上清 を活性化マ クロフ ァージ培養上清 として用 いた。

肝 細 胞 の処 理

LPS活 性化マ クロフ ァージ培養上清が20%含 まれ るように培養液 を調製 し、IL-1(5,000

U/ml)、 抗 ラ ッ トIFNα抗体(3,㎜Ulmlの ラ ッ トIFNα の作用が抑 え られ る量)あ るいは

TNF(5,000U/ml)を それ ぞれ添加 した。 このよ うに して調 製 した液 を、前培養終了後 の肝

細 胞 に加 えた。 なお、LPSそ の ものが肝細胞 のT一キニノ ーゲン産生 に影響 しない ことは、

あ らか じめ確認 した。

その他 の実験操作 につい ては、前 節 までに記載 の操作法 に従 った。

7.1.2実 験 結果 お よ び考 察

結果 をFig.16に 示 し、活性化マ クロフ ァージ培養上清が示すT・キニノーゲ ン産生促進

活性 を100%と して表示 した。活性化マ クロフ ァー ジ培養上清 中のr一キニ ノーゲ ン産 生促

進 活性 は、抗 ラ ッ トIFNα抗体 に よって もIL-1に よって も約 半分 に抑 え られ た。 ま衣 、培

養上清 中の こ の活性 は抗 ラ ッ トIFNα抗 体 とIL-1両 者 の共存 に よって ほぼ完全 にプロLック.

され、TNFに よって もほぼ完全 に抑 え られ た。従 って、活性化マ クuフ ァージ培瀁 上清

中のT一キニ ノーゲン産生促進 因子 は、IFNα 、1・ 両者 であろ うと考 え られ た。
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Fig.16.Inhibitionofmacrophageconditionedmedium-inducedT-kininogenproductionby

anti-IFNantibody,IL-10rTNF.RathepatocyteswerestimulatedbyratIFNa(200U/ml),IL-6

(100U/ml)ormacrophageconditionedmedium(20%)inthepresenceorabsenceofanti-ratIFN

antibody,IL-1(5,000U/ml)orTNF(5,000U/ml).T-kininogenlevelsinculturesupernatantwere

determinedbyRIA.Dataareexpressedasmean%ofstimulantalone±SD.CM,conditioned

medium.

7.2 活性化丁細胞 由来 のT・キニノーゲ ン産生促進 因子 の決定

第6章 で明 らかにしたサイ トカイン間相互作用の性質と、抗ラットIFNα抗体を利 用 し、

活性化T細 胞か ら分泌 されるT一キニノーゲン産生促進 因子の決定を試みた。

7.2.1 実験方法

活 性 化T細 胞 培養 上 清 の調 製

第5章 に従 い胸腺細胞 を調 製 し(4x106cell/ml)、 その5mlを デ ィ ッシュ(60mmφ)に 添

加 しConcanavalinA2.5ｵg/mlで24時 間刺激 し、ConcanavalinAを 含 まない培養液 に交換 し

た後 さ らに24時 間培養 した。 この培養上清 を活性化T細 胞培養 上清 と して用い た。
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肝 細 胞の 処 理

ConcanavalinA活 性化T細 胞培養上清が20%含 まれ るように培養 液を調 製 し、IL-1(5,000

U/ml)、 抗 ラ ッ トIFNα抗体(3,㎜Ulm1の ラ ッ トIFNα の作用が抑 えられ る量)あ るいはTNF

(5,000Ulml)を それ ぞれ添加 した。 この ように調製 した液 を前培養 終了後 の肝細胞 に添加

した。 なお、ConcanavalinAそ のものが肝細胞 のT一キニ ノーゲ ン産生 に影響 しない ことは、

あ らか じめ確認 した。

その他 の実験操作 については、前節 までに記載 の操作法 に従 った。

7.2.2実 験 結果 お よび考 察

結果 をFig.17に 示 し、活性化T細 胞培 養上清が示すT一キニノーゲ ン産生促進活性 を100

%と して 表示 した。活 性化T細 胞 培養 上清中 のこ の刺激活性 は、十分量の 抗 ラ ッ トIFNα

抗 体の共存 によって も何 ら影響 を受け なか った。IL-1は1・ のT一キニノ ーゲ ン産牛保 進

活性を抑制することを第6章 において明らか としたが、培養上清 中のこの活性 も、IL-1に

よってほほ完全に抑制された。さらに、TNFはi.、IFNα 両者のT一キニノーゲン産生促

進活性 を抑制するが、同様に培養上清 中の活性をほぼ完全に抑えた。従 って、活性化T

細胞培養上清中の因子は1・ であろうと考えられた。
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Fig. 17. Inhibition of thymocytes conditioned medium-induced T-kininogen production by 
 IL-1 or TNF. Rat hepatocytes were stimulated by rat IFNa (200  U/ml), IL-6 (100  U/ml) or 

thymocytes conditioned medium (20%) in the presence or absence of anti-rat IFN antibody,  IL-1 

(5,000  U/m1) or TNF (5,000  U/ml). T-kininogen  levels in  culture supernatant were determined by 
RIA. Data are expressed as mean % of  stimulant  alone ± SD. CM, conditioned medium.
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7.3小 括

第6章 にお いて明 らか に したサ イ トカ イ ン間の抑制 性相 互作 用 の性 質 を利用 して、活

性化 マ ク ロファ ージや活性 化T細 胞 が分泌 す る肝細胞T一キニ ノ ーゲ ン産 生刺激因子 が、

何 であ るかを検 討 した。マ クロ ファー ジ由来因子 について は、 その活性が抗 ラ ッ トIFNα

抗体 に よってほ ぼ2分 の1に 、IL-1に よって もほぼ2分 の1に 減少 した。TNFは 、 このr。キ

ニノーゲ ン産生刺 激活性 をほぼ消 失 させた。 この よう なマ クロフ ァージ由 来因子の性 質

は、刺激 活性 のほ ぼ50%がIFNα に、残 りの50%がIL-6に 由来す る場合 に予想 され る結 果

である。T細 胞 由来因子 については、その刺 激活性 がIL-1あ るいはTNFに よってほ ぼ消失

し、抗 ラ ッ トIFNα抗 体 によって まった く影響 を受 け なかった。 この ような性 質は、刺 激

活性 のほぼ100%がIL-6に 由来する場合 に予想 され る結 果である。

以上 の結果 を ま とめ ると、丁細胞 よ りはIL-6が 分泌 され、一 方、マ ク ロファー ジか ら

は ・、IFNa両 者が分泌 され、 これ らサイ トカイ ンが肝細胞 のT一キニ ノーゲ ン産生を 調

節す る細胞 間 情報伝 達の最終段 階のエ フェクター分子 として機 能 してい る と考 え られた。

しか し生体 内のT・キニ ノーゲ ンの炎症 急性期 反応 において、 これ ら因子 が どの よつな 割

合 で寄与 してい るのか についての詳細 は、更に検 討が必 要であ ると考 えられた。
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第8章 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー と し て の キ ニ ノ ー ゲ

ン の 細 胞 増 殖 に 対 す る 影 響

マ ウス にお いて は、mCPI/LMWKの 生体 内濃度が、 担癌状 態 、お よび炎 症状態 で上

昇 す る。 ラ ッ トにおいては、 システ インプロテ ア ーゼインヒビター であるT一キニ ノーゲ

ンの生体内 濃度 が炎症状態で上昇 し、 この現象 は免疫 担当細胞 とそれ らが産生 す るサ イ

トカインに よって引 き起 こされ る こ とを明 らか に した。前章 までに述べ て きた この現象

(担癌状態、 お よび炎症状態 で、 システイ ンプロテアーゼイン ヒビターであ るキニ ノーゲ

ンの生体内濃 度が増加す る)の意義 につ いて考察す るにあた り、本研 究の出発 点 となった

仮説 「癌細胞 の 増殖 ・転移や 炎症 の進 行 に対 して、プロ テアーゼ は促進 的 に機 能 して お

り、それ に対 抗 ・調節す るため の 生体 防御 反応 として、プ ロテアーゼ イ ンヒビタ ーが産

生 され る」 に立 ち戻 り、細胞 の増 殖 に対 す るシステイ ンプ ロテ アーゼ イン ヒビター とし

てのキニノーゲ ンの影響 について、検討 した。

8.1Sarcoma180細 胞 、マ ウス胎 児 細 胞 、BALB/c3T3細 胞、SV40・3T3細 胞 の増

殖 に対 す る、mCPI/LMWK、T・ キ ニ ノー ゲ ン、卵 白 シス タ チ ン の影 響

細胞 増殖 に関 連 した プロテ アーゼの作 用 について は、従来セ リンプロテアーゼ を中心

に研 究 され て お り[67,68]、 システ イ ンプロテ アーゼやそ の内 因性 イ ンヒビターの、細 胞

増殖 に対 す る直接作 用 に関す る知 見 はまだ明 らか にされ てい ない。 システ イ ンプロテア

ーゼ インヒビ ター としてのキニ ノーゲ ンの細胞増殖 に対 す る影響 の有 無 を調べ るため に、

mCPI/LMWKに 関す る研 究で使 用 したsarcoma180細 胞 、正常細胞 としてマ ウス胎児細胞 、

さ らに、株化 されて はいるが造腫瘍能 は持 たないBALB/c3T3細 胞 と、これ をウイルス で形

質転換 させ たsv4asr3細 胞 を検 定細胞 として用 い、mCPI/LMWK、T一 キニ ノーゲ ン、

お よびキニ ノ ーゲ ンではない タンパ ク性 システイ ンプ ロテアーゼ インヒビ ターであ る卵

白シス タチ ンの、細胞増殖 に対す る影響 について検討 した。
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8・1.1実 験 方法

細 胞 と培 養 液

Sarcomal80癌 細胞 、正常細 胞 としてマ ウス胎児細胞(Meekら の方法[69】に従 って妊娠13

日 目のICR系 マ ウスか ら調製)、BALB!c3T3細 胞[70](大 日本製薬)、SV40-3T3細 胞[71】(大

日本製 薬)を 使用 した。維持培 養で は3～4日 お きに培地 を交換 し、confluentに到達 した ら

トリプシ ン処理 により継代 した。 ただ しBALB/c3T3細 胞 は、3～4日 ごとに1～3x105cell/

60mmφdishの 割合 で継代 した。Sarcomal80癌 細胞、 マウス胎児細胞 の場合 は、invitro

に取 り出 してか ら3な い し4代 継代 した ものを実験 に使 用 した。培 養液 として 、Sarcoma

180癌 細 胞 、マ ウ ス胎 児細 胞 の 場 合 は、5%牛 胎 児 血清(MAバ イ オ プロ ダ ク ツ)添 加

RPMI1640培 地(日 水製薬)、BALB/c3T3細 胞、SV40-3T3細 胞の場合 は5%牛 胎児血清添加

Dulbecco変 法Eagle培 地(日 水製薬)を 用い た。

プ ロテ ア ー ゼ イ ン ヒビ タ ー の処理 、

プロテ アーゼイ ンヒビター として、mCPI/LMWK、T一 キニ ノ ーゲ ン、 卵 白シス タチ

ン(Barnettの 方法[27]に より鶏卵白 よ り精製)を使 用 した。24穴 マルチ プレー ト(Corning)に

2x104㏄ 皿!wellの密度で細胞 を播 種 し、48時 間の前 培養 を した。前 培養 終了後の培地 を

プロテ アーゼイ ンヒビターを含む培養液 に交換(0.5ml/well)の 後、 さ らに48時 間の培養 を

行 った。

細 胞 増殖 の 測 定

細胞増殖 は、[3珊 一血ymidine([3H}TdR,NewEnglandNuclear)の 酸不 溶性分 画へ の取 り込

みを測定 す る こ とによ り、その指標 と した。 プロテ アーゼ インヒビター による48時 間の

処理 の うち、最後の18時 間 を[3H]-TdR(18.75KBq!wel1)共 存 下で培養 した。培養 終了後 、

5%ト リク ロロ酢酸不溶性分 画の放 射 能 を、液体 シ ンチ レー シ ョンカ ウ ンター(パ ッカ ー

ド46㏄D)に て測定 した。結果 は、 プ ロテ アーゼイ ンヒビター無添加 の コン トロールに対

す るパ ーセ ン トで表示 した。

そ の他

有意差検 定 は、Student'sttestに よ り行 った。

その他 の実験操作 については、前節 まで に記載 の操作法 に従 った。
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8.1.2実 験 結果 お よび 考 察

4種 類 の細胞 の増 殖 に対 す る、mCPI/LMWKの 用量反応 曲線 をFig.18Aに 示 した。

mCPI/LMWKは 、Sarcoma180細 胞、BALB!c3T3細 胞 、SV40-3T3細 胞 の[3H]-TdR取 り

込 み を 、濃 度依 存 的 に抑 制 した。 一方 マ ウス胎 児細 胞 の[3H]-TdR取 込み は、mCPI/

LMWKに よって促進 され た。DNA量 を測定す るこ とに よって も、同様 の作用 が認め られ

るこ とを確 認 した。生体内濃度で ある数100ｵg/mlに おいて、mCPI/LMWKに 細胞増殖

抑制作用が 認 め られ た ことより、 生体内 において も細 胞増殖調節 因子 と して機 能 し得 る

と考 え られた。 卵 白シス タチンお よびT一キニ ノーゲ ンに もmCPI/LMWKと 同様 の細胞

増殖抑制活性 が認め られた(Fig.18B)。 従 って、mCPI/LMWKの 細胞 増殖抑制活性 は、

キニ ン前駆 体 としての機 能ではな くシステ インプロテ アーゼイ ンヒビター としての性 質

に由来す る と考 えられた。 この性 質はシステイ ンプロテ アーゼ インヒビ ター活性 を有す

る他 のキニ ノーゲ ンにも備 わ ってい ると考 えられ る。

増 殖抑制 活性 発現 におけ る標 的分 子 と しては、細胞側 のシス テ イ ンプ ロテアーゼ、例

えば分泌 型 の、あ るい は膜極在性 の システ インプロテ アーゼが想定 され るが 、 これ に関

す る詳細 な検 討 は行 ってい ない。 システ インプロテア ーゼ と細胞増殖 との 関係 に不明 な

こ とが多い ことか ら、今後 この観 点か らのアプローチに も興味が もたれ る。
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Fig.18.EffectsofmCPI/LMWK,T-kininogenandeggcystatinoncellgrowth.A,Sarcoma

180cells(○),BALB/c3T3cell(△),SV40-3T3ceHs(▲)andmouseembryocells(■ 『)were

plated(2x104cells/well).Afterpreculturedfor48hr,cellsweretreatedwithmCPI/L,MWKfor

48hr.B,SV40-3T3cell・w・ ・epb胎d(2・104cel童 ・1w・皿).航 ・・p・㏄ ・lt・・edfo・48㎞,cellsw。 ・e

trea重:edwithmCPI/LMWK(■),T-kininogen(●)andeggcys重atin(▲)for48hr.Censwere

P・1・磁wi血 【3H]thymidinefo・ 舳18㎞ ・f血ecult鵬Hare・ ・tedcell・w・ ・e・呵ect・dt・

determinationfortherelativeamountsofincorporatedlabelperwell.Dataareexpressedas

means±SDof4cultures.

8.2 SV40-3T3細 胞 のDNA、RNA、 タ ンパ ク 質 合成 に対 す るmCPI/LMWK

の影 響

前節において、mCPI/LMWKの 、細胞増殖抑制作用 に対 して感受性 の高かった細胞

であるSV40-3T3細 胞を用いて、その増殖抑制作用がDNA合 成の抑制にもとつ くものであ

るかを調べ るため に、DNA、RNA、 タンパク質合成 に対 す る影響 を比較 した。
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8.2.1実 験 方 法

SV40・3T3細 胞 のmCPI/LMWKに よ る処 理

24穴 プv--rにlx104cell/wellの 密度 で細胞 を播種 し、48時 間の前 培養 を し、前 培養

終了後の培地 をmCPI/LMWKを 含 む培養 液 に交換(0.5ml/well)の 後、 さ らに48時 間の培

養 を行 った。

DNA、RNA、 タ ンパ ク質 合成 の測 定

DNA、RNA、 タンパク質合成測定のための放射性標識体 として、 それ ぞれ、ρ田 一TdR、

[14C}Uridine(NewEnglandNuclear)、[3H]-Methionine(NewEnglandNuclear)を 用 いた。培

養最後 の24時 間を、3Hの 場合 は6x106Bq!well、14Cの 場合 は1.2x106Bq/well、 の濃度 で

共存 させ た。14Cと3Hは 、同時計測 が可能 なため 、【14C}Uddineと(3H]-Methionineは 同一

wellに 添加 した。培養終 了後、酸不溶 性分画の放射 能 を前節 と同様 に液体 シ ンチ レーシ

ョンカ ウン ターによ り測 定 した。

なお、その他の実験操 作 につ いては、前節 までに記載 の操作法 に従 った。

8.2.2実 験 結 果 お よび考 察

SV40-3T3細 胞 のRNA、 タンパ ク質合成 は、mCPI/LMWKの 存在 に よ って わずか に影

響 され る程 度 であ り、mCPI/LMWK1,000ｵg!mlに おいて も約10%し か抑制 は認 め られ な

か った(Fig.19)。DNA合 成 に対 す る抑制 のみが きわだ って現れてい るこ とか ら、mCPI/

LMWKは 何 らかの機序 によってDNA合 成 を抑制す ることで細胞 増殖 を抑制 した と考 え ら

れた。
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Fig.19.EffectsofmCPI/LMWKonDNA,RNAandproteinsynthesisofSV40-3T3cells.

SV40-3T3cellswereplatedatadensityof2x104cells/well.Afterpreculturedfor48hr,cells

weretreatedwithmCPI/LMWKfor48hrandpulse(Iwith【3H}thymidine(●),[14C]-uridine(

▲)・ ・[3H]-m・ 血i・ni・・(■)fo・ 五・x124hr・f血 ・c・1鵬D・ ・tedcell・w・ ・e・呵 ㏄t・dt・

determinationfortherelativeamountsofincorporatedlabelperwell.Dataareexpressedas

means±SDof4cultures

8.3 mCPI/LMWKのSV40-3T3細 胞 の細胞周期 上の作用 点

細胞周期 は、Gp/Gl、S、G2、M、 の各期 に分類 され るが 、 これ までに知 られて い る細

胞増殖 調節 因子 は、細 胞周 期上 に特定 の作用 点 を有 して い る。そ こで、mCPI/LMWK

の細胞増殖 抑制作用の作用機 序 ・作 用点 を明 らか にす るため に、SV40-3T3細 胞 を用い て 、

フローサ イ トメ トリーを用い ての細胞 周期 の解析 と、 ラベ リングイ ンデ ックスの測定 に

よる、S期 細胞 の存在 割合の測定 を行 った。
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8・3.1実 験 方 法

分 析 のた め の 細胞 調製

フローサ イ トメ トリーに よる細胞周期解析 は、対数増殖期 のSV40-3T3細 胞 を3x105ceU

/60mm(ashと なる ように播種 し48時 間前培養 した。 この細胞 をmCPI/LMWKlmglm1

で48時 間処理 した後 トリプシ ンにより単 離細胞 とし、エ タノー ル固定 を行 った。 固定 し

た細胞 をlmglmlのRNase(TypeIA,Sigma)でPBS中37℃30分 間処理す ることによってRNA

を分解 した。 この ように調製 した細胞 をフローサ イ トメ トリー による細胞 周期解 析 に使

用 した。なお、mCPI/LMWK無 添加 で同様 に操作 した細胞 を対照 とした。

ラベ リング インデ ックスの測定[72]の ため には、対数増殖期 のSV40-3T3細 胞 を2x103

cell/wellと なる ようにあ らか じめガラスカバ ース リップ を敷いた24穴 プレー トに播種 し、

72時 間前培養 の後mCPI/LMWKlmg/mlを 含 む培養 液に交換 した。24時 間あ るいは48時

間の処 理 を行 な い、それ ぞれ最 後 の1時 間を チ ミジ ンの アナ ログであ る プロモ デ オキシ

ウリジン(BrdU,Amersham)10ｵMで ラベル した。培養後 の細胞 は、エ タノールー酢酸(95:5)

で固定 した 。 この ように調 製 した細胞 を、 ラベ リング インデ ックス測 定 のた めに使用 し

た。 なお、mCPI/LMWK無 添加 で同様 に操作 した細胞 を対 照 とした。

フ ロ ーサ イ トメ トリー

RNase処 理 した細胞 は、PBS中0.1ｵg/mlの プロピジュ ウムイオダイ ドにてDNAを 染色 し

た。細 胞あ た りのDNA量 に対 応す る蛍光強度 をフローサ イ トメーター(Epics750,Coulter)

をで測定 した。結果 は、BruceBagwel1の アル ゴ リズ ムに もとつい たMultiparameterData

Acquisi直onandDisplaySystem(Coulter)の 細胞周期解 析 プログラムを使用 して解析 した。

ラベ リング イ ンデ ックス

内因性 バ ー オキ シ ダーゼ を2%過 酸化 水 素水 処 理 に より失 活 させ た後 、DNAに 取 り込

まれ たBrdUを 、モ ノクロー ナルマ ウス抗BrdUIgG(Amersham)、 パ ーオキシ ダーゼ標 識抗

マ ウスlgGを 用いて検 出 した[72]。 発色 反応 後 の細胞 に ついて各300個 の細胞 を検 鏡 し、

核 が染 まってい る(BrdU存 在時 にDNA合 成 を行 った)細胞 を計数 した。観察細胞 数 に対す

る核が染 まってい る細 胞 のパ ーセ ン トをラベ リングイ ンデ ックス とした。

なお 、その他 の実験操作 につ いては、前節 までに記載 の操作法 に従 った。
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83.2実 験 結果 お よび 考 察

フローサ イ トメ トリーによる細胞周期 の解析 結果 をFig.20に 示 した。 ヒス トグラムに

示 した ように、mCPI/LMWK共 存 下で培養 す るこ とによって、Gp/Gi期 の細胞 に よって

構成 され るピーク(2C)が 高 くな り、G2+M期 の細 胞 によって構成 され るピーク(4C)が 低下

した。 この結 果 をBruceBagwellの 細胞周期解析 プログラム によって解析 す ると、下段 に

示 した ようにmCPI/LMWK処 理 に よって、G♂G1期 の細 胞 の割 合 は22%増 加 し、S期 お

よびGメM期 の細 胞の割 合がいずれ も11%減 少 した。 この結果 よ り、mCPI/LMWK処 理

によってSV40-3T3細 胞 の細胞周期 は、Gp/Gl期 か らS期 への移行が 阻害 された と考 え られ

た。mCPI/LMWK処 理 による、SV4(〉-3T3細 胞 の ラベ リング インデ ックスの変化 をTable

4に 示 した。 ラベ リングインデ ックスは、 この実験 系ではBrdUに よる1時 間のパ ルス ラベ

ル中にS期 に位 置 してい た細胞 の割合 を示す数値 で あ るが、mCPI/LMWK処 理 によって

この値 が約20%低 下 した。

これ らの結果 よ り、mCPI/LMWKの 細胞 増殖抑制作 用の発現 におけ る細 胞周期 上 の

主 要な作用 点 は、G1期 か らS期へ の移行段 階であ るこ とが判 明 した。

或
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Fig. 20. DNA distributions obtained by flow cytometric analysis of  SV40-3T3 cells. 
 SV40-3T3 cells were plated at a density of 3 x  105 cells/60 mm  0 dish. After precultured for 

48 hr, cells were treated with mCPI/LMWK (1  mg/ml) for 48 hr. Flow cytometric analysis 
was  caryied out as described in text.

Table 4. Labling index of  SV40-3T3 cells cultured with or without  mCPI/LMWK

Treatment with 
mCPI/LMWK 

 (hr)

 mCPI/LMWK
Labeled nuclei

(nuclei/300 cells)

Labeling index 

 (To)

24

48

 120  ±  6 

 95  ±  8a 

 121  ±  5 

 97  +  12b

40.0 ± 1.8 

31.7 ± 2.7 

 40.2  ± 1.7 

32.2 ± 4.1

Data are expressed as means ± SD of 4 cultures. 

Significantly different from control:  a, p <  0.001; b, p  <  0.01.
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8.4小 括

炎症状態あるいは担癌状態において、システインプロテアーゼインヒビターであるキ

ニノーゲンの生体内濃度が増加す ることの意義につい て考察するために、本研究の出発

点 とな った仮説 「癌細胞 の増殖 ・転移や炎症の進行に対 してプロテアーゼは促進的に機

能 してお り、それに対抗 ・調節す るための生体防御反応 として、プロテアーゼイ ンヒビ

ターが産生 されるのではないか」 に立ち戻 り、細胞の増殖に対するシステインプロテア

ーゼインヒビターとしてのキニノーゲンの影響について検討 した
。

mCPI/LMWKは その生体内濃度において、sarcomal80細 胞、BALBlc3T3細 胞、およ

びSV40-3T3細 胞の増殖を濃度依存的に抑制 し、マウス胎児細胞の増殖を促進 した。癌細

胞移植 によるmCPI/LMWKレ ベルの上昇の意義につい て考える とき、上記 の仮説に矛

盾 しない非常に興味ある結果が得られた。同様な活性はT一キニノーゲンや卵白シスタチ

ンにも認め られ た。従ってmCPI/LMWKが 示 した細胞増殖調節活性 は、シス テインプ

ロテ アーゼインヒビターとしての性質に もとつ くと考え られた。この増殖抑制作用が

DNA合 成の揶制にもとつ くものであるかを調べ るために、DNA、RNA、 タンパク質合

成 に対する影響を比較 した。その結果、DNA合 成に対する抑制のみが きわだって現れた。

mCPI/LMWKの 細胞増殖抑制作用の、細胞周期上 の作用点についてフローサイ"トメ ト

リーとラベ リングイ ンデックス測定によって検 討 したところ、G1期 か らS期への移行が

抑制されていることが明らか となった
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総 括

1.マ ウ ス シ ス テ イ ン プ ロテ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー/低 分 子 キ ニ ノ ー ゲ ンの 精 製

と諸 性 質

癌 に関連 した システ インプロテ アーゼ 活性の上昇 に対 す る、 宿主 の対抗措置 と して の

インヒビター レベルの増加 、 とい う仮 説 に もとついて、正常マ ウス血漿、sarcomal80担

癌マ ウス血 漿 お よび腹水 を用いて 、 シス テインプロテ アーゼであるパパ イ ンを阻害す る

活性 を検索 、比較 した。そ の結果 、 マウス血漿 中にパ パ イ ン阻害 活性 を認 めた。 この 阻

害活性 は担 癌 マ ウス血漿で は正常 マ ウス に対 して高値 を示 し、癌性腹水 に も担癌マ ウス

血漿 に匹敵 す る阻害活性が認め られ 、担癌宿主 の生体 内 でシステイ ンプ ロテ アーゼイ ン

ヒビター レベ ルが増加 して いるこ とが確 かめ られた。 そこで、この阻害活性 の本体 の分

子 の精製 を試 み た。 その結果 、マ ウスシステイ ンプロ テアーゼイ ンヒビター を癌性腹水

か ら4段 階の操作 で完全精製 した。 その分子量 は、SDS一 ポ リア クリル ア ミ ドゲ ル電気 泳

動 におい て67,000で あった。精製 したイ ンヒビター分 子 の阻害 スペ ク トルを調べ た とこ

ろ、パパ イ ン、カテプシンB、Lと いったシステイ ンプロテ アーゼの活性 に対 して阻害作

用 を示 した が 、他 のクラスのプロ テ アーゼ た対 しては 阻害 を示 さず、 システ インプ ロテ

アーゼに対 す る特異 的な阻害作用 が認 め られた。

マ ウス癌 性腹 水 か ら精製 したシステイ ンプロテ アーゼ インヒ ビターが 、キニ ノーゲ ン

である可 能性 について検討 した。 マ ウスシステイ ンプ ロテ アーゼ インヒ ビターは、 トリ

プシ ンやマ ウスカ リク レイ ン処理 に よって ブラジ キニ ンを遊離 し、T一キニ ンの遊 離 は認

め られ なか った。化 学量論 的 にそ の割合 は 、インヒビ ター1分 子 か らキニ ン1分 子 と計

算 された。部 分 アミノ酸配列 を解析 した ところ、 ア ミノ末 端の40残 基 、キニ ン部分 を含

みカル ポキ シ 末端 までの54残 基の1次 構 造 が判明 した。マ ウス システイ ンプ ロテ アー ゼ

インヒビタ ーは、1次 構造 上で もキ ニノーゲンの特徴 を示 し、他 の動物 種 由来の既知 の

低分子 キニ ノーゲ ンに類似 す るが 、高分子 キニ ノーゲ ンに特徴 的な構造 は認 め られ なか

った。高分 子 キニ ノーゲ ン様活性 を持 たないこ と、な らびに、分子量 、構 造 、活性 、か

ら判断 して 、 この分子 はマ ウス低 分子 キニノーゲンで ある と結論 した。以 後、 この分子
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をマウスシステインプロテアーゼインヒビター/低 分子キニノーゲン(mCPI/LMWK)と

称する。

mCPI/LMWKに 対す る抗体を作成 し、この抗体 を用 いたイムノブロッ ト分析によっ

て、血漿 と腹水 について抗原存在の有無およびその分子量 を比較 した。正常マウス血漿、

担癌マ ウス血漿、担癌マウス腹水いずれにおいて もmCPI/LMWKに 相当するバン ドが

染 色され、血漿中分子と腹水中分子は分子量的にも免 疫化学的にも区別で きなかった。

そこで、次に担癌状態 におけるmCPI/LMWKの 量的変動について調べ るために、特異

的イムノア ッセイ系を作成 した。 この系を用いて癌細胞移植後の血漿濃度 の変化 を調べ

たところ、腫瘍の増殖にともなってmCPI/LMWK濃 度の増加を認めた。システインプ

ロテアーゼ インヒビター活性 も同様 の増加パ ター ンを示 した こと、お よび、mCPI/

LMWKが 腹水中に存在する主要なシステインプロテアーゼインヒビターであったこと等

より、担癌 状態 における血中および腹水中で認められたシステインプロテ アーゼインヒ

ビター活性の増加は、mCPI/LMWK量 の増加にもとつ くことを明らかにした。

一方
、LMWKと 構造上の類似性が高いラットT一キニノーゲンが炎症急性期 タンパク質

である ことから、mCPI/LMWKの 炎症 における変動を調べ たところ、その血漿 濃度は、

起炎刺激 を与えることによって上昇 した。従って、mCPI/LMWKも 炎症急性期 タンパ

ク質として の性格 を有することが判明 した。癌の増殖部位で起 きている現象は、ある面

では炎症反応 としての性格 も合わせ持 ってお り、担癌状態での濃度上昇 と炎症急性期反

応 としての濃度上昇は、同 じ様な意味を持つのかもしれない。 また、mCPI/LMWKの

由来は、培sarcoma180細 胞がmCPI/LMWKを 産生しないこと、正常マウス血中にも存

在すること、キニノーゲンであること、マウス初代培養肝細胞が 、mCPI/LMWK抗 体

反応性分子 を分泌すること、などから、この分子は宿主由来のタンパク質 であり、担癌

時や炎症時 にはその肝細胞での合成分泌が盛んにな り、担癌状態において循環血中から

腹腔内に浸出 したものと考えられた。

2.ラ ッ トT・キニ ノーゲ ンの炎症急性 期 反応機序

ところで、ラ ットT一キニノーゲンに関しては、炎症急性期 タンパク質であることは明

らかにされているが、炎症急性期反応の詳細な機序は不明であった。血中キニノーゲン
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の産生臓器が 肝臓であるため、肝臓での産生速度の上昇が その原因であると考 えられた。

この現象が起 きるためには、肝細胞がなんらかの方法 で炎症が起 きていることを感知 し

なければな らない。すなわち炎症部位か ら肝臓へ のT一キニノーゲ ン産生を刺激するため

の情報伝達系の存在が必要である。そこで、T一キニノーゲ ンの炎症急性期反応 を司令す

る炎症部位 か ら肝臓への情報伝達系に、免疫担当細胞が介在する可能性 について検討 し

た。T一キニノーゲ ンの炎症急性期反応が起 きるまでの過程に、起炎刺激 によって活性化

された免疫担当細胞が主役を演 じる段階があるならば、まさに炎症急性期 反応が起 きて

いるラットか ら調製 した免疫担当細胞を、無刺激 の正常なラットに移入することで、T一

キニノーゲ ンの炎症急性期反応が再現されるはずである。起炎刺激後、血漿キニノーゲ

ン濃度がピークとなる直前に活性化免疫担当細胞を回収 し、別の同系正常 ラットに移入

した。その結果、免疫担当細胞の移入によってキニノーゲンの急性期反応が再現 された。

次 に、免疫担当細胞 と肝細胞 とだけか ら構成 されるinvitroの 細胞培養系を用いて解析

した。炎症巣浸出細胞、あるいは炎症ラット脾細胞 と肝細胞をメンブランフィルターを

隔ててcocultureするこ とによってT一キニノーゲンの産生は促進 された。この結果は、111

vivoで活性化 されたこれら細胞 より、肝細胞のT一キニノーゲン産生 を促進させ る何 らか

の液性因子 が分泌されていることを示す ものである。 この炎症巣 に浸 出した細胞のほと

んどはマクロファージと同定 されたが、あらかじめマクロファージを調製 しinvitroで 刺

激した後に肝細胞 と培養 しても同様の結果が得 られた。また、invitro活 性化T細 胞 にも

T一キニノーゲン産生促進作用 を認めた。

活性化免疫担 当細胞から分泌されるT一キニノーゲン産生促進因子がサイ トカインであ

ると想定 し、他の急性期 タンパク質の産生調節 に関わ ることが知 られているインターロ

イキンー1(II..-1)、腫瘍壊死 因子(rNF)を 含めて、種々のサイトカインについて、その肝細

胞T・キニノー ゲン産生促進 能の有無について検討 した。その結果、IL-6と インターフェ

ロンσFN)αにT一キニノーゲ ン産生促進活性が存在することを認めた。IL-6とIFNα は、生

体内へ投与 した場合 ににおいても、血漿T一キニノーゲ ン濃度の上昇作用 を示 した。従っ

て、IL・6、IFNαが炎症時に産生されるならば、これらサ イ トカインは生体内において も

T。キニノーゲ ン産生を調節できるものと予想 された。

生体内においては、複数のサイ トカイ ンが同一の標的細胞 に作用 し、お互いの作用発
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現 を修 飾 ・調節 してい るもの と思 われ る。 そ こで 、T一キニ ノーゲ ン産生 を促進 した サイ

トカイ ンであ るi.、IFNα の作用 に対 して、IL-1、TNFが 影響 す るか否 か につ いて検討

した。 その結果 、IL-6、IFNaのT一 キニ ノーゲ ン産生促進作用 は、TNFに よって抑 制 され

た。1.のT一 キニノー ゲ ン産生刺激作 用 は、II..-1によって抑制 され たが、IFNaの 刺激作

用 は修飾 されなか った。 これ らサ イ トカイン間の相互 作用 は、細胞 内情報 伝達系 が修飾

されてい るためである と考 え られ た。

次 に、 活性化 マ ク ロフ ァージ や活性化T細 胞が 分泌す る肝 細胞T一キニ ノ ーゲ ン産生 刺

激 因子 が、それぞれ何 であるかを調べ た。 ラ ッ トのIL-6、IFNα に関 しては、IFNα とそれ

に対す る抗体 のみが入手可能 で あった。そこで、抗 ラ ッ トIFNα と、上記 のサ イ トカイ ン

間相互作用 を利用 して検討 した。 マ ク ロフ ァージ由来 因子 につい ては、 そ の活性 が抗 ラ

ッ トIFNα抗 体 によってほぼ2分 の1に 、IL-1に よって もほぼ2分 の1に 減少 した。TNF

は、 このT一キニ ノーゲ ン産生刺激活性 をほぼ消失 させ た。 この ような性質 は、 刺激活性

のほぼ50%がIFNに 、残 りの50%がL-6に 由来 す る場合 に予 想 され る結果 であ る。.T細胞

由来 因子 については 、その刺激 活性がIL-1あ るい はTNFに よっ てほぼ消失 し、抗 ラ ッ ト ー

IFNα に よっ て まった く影響 を受 け なか った。 この ような性 質は、刺 激活性 のほ ぼ100%

がIL-6に 由来す る場合 に予 想 され る結果 である。T細 胞 か らはIL-6が 分泌 され、一方、 マ

クロ ファージ か らは1・ 、IFNα 両者が分泌 さ れ、肝細胞 のT一キニノーゲ ン産生 を調節 す

る細胞 間情 報伝達 の最 終段 階のエ フェ クター分子 として機 能 している と考 え られ乾。 な

お 、mCPI/LMWKの 担癌 あ るいは炎症 時にお ける生体 内濃度 の上昇 につ いて は、T一キ

ニノーゲ ンの場合 と類似 の免疫系 の関与 を予想 させ る結果 は得 られ てい ない。

3.シ ス テ イ ンプ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る キ ニ ノ ー ゲ ン の細 胞 増 殖 に対

す る影 響

炎症状態 あ るいは担癌状態 におい て、 シス テインプ ロテアーゼ インヒビターであるキ

ニノーゲ ンの生体内濃度 が増加 す るこ との意義 につ い て考察す るにあた り、本研究の 出

発点 となった仮 説 「癌細 胞 の増殖 ・転移 や炎症 の進 行 に対 して 、プロテ アーゼ は促進 的

に機能 してお り、それに対抗 ・調節す るための 生体 防御 反応 として、 プロ テアーゼイ ン

ヒ ビターが 産生 されるのではないか」 に立 ち戻 り、細 胞 の増殖 に対 す るシステ イ ンプロ

71



テ アーゼイ ンヒビター としてのキニ ノーゲ ンの影響 について検討 した。

mCPI/LMWKは その生 体内濃度 において、sarcomal80細 胞 、BALBlc3T3細 胞 、お よ

びSV40-3T3細 胞 の増殖 を濃 度依存 的 に抑制 し、マ ウス胎 児細胞 の増殖 を促 進 した。癌細

胞移 植 に よるmCPI/LMWKレ ベル の上昇 の 意義 につい て考 える とき、非常 に興味 あ る

結果 が得 られ た。 同様 な活性 は、T一キニ ノーゲ ンや卵 白シス タチ ンにも認め られた。 従

って、mCPI/LMWKが 示 した細胞増 殖調節 活性 は、 シス テ インプロ テアーゼ イ ンヒビ

ター と しての性 質に もとつ くと考 え られた。mCPI/LMWKの 細胞 増殖抑制 作用 の、細

胞周 期上の 作用 点について フロー サ イ トメ トリー とラベ リング インデ ックス測定 によっ

て検 討 した ところ、G1期 か らS期 へ の移行 が抑 制 されてい るこ とが明 らか とな った。細

胞 の増殖 と細胞 自身が産生 す るシ ステイ ンプロテ アー ゼ の関係 、 さらには細 胞周期 の進

行 とシス テイ ンプロ テ アーゼの関係 は現在 明 らかで な く、細胞周期 のG1期 か らS期 への

移行 に必要 なシ ステイ ンプ ロテ アー ゼが、mCPI/LMWKの 標 的分 子 とな ってい る可 能

性 が十分 に考 えられた。

以 上、本研 究 で見 いだ したい くつかの事 実は、キニ ノーゲ ンの癌 ・免疫 ・細胞増殖 と

の関 わ りを示 す ものであ り、従来 知 られていなか った キニ ノーゲ ンの新 た な側面 を明 ら

か にで きた もの と考 えられ た。
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結 論

担癌 ・炎症状 態 におけ るシステ イ ンプロテ アーゼイン ヒ ビター な らびに キニ ノーゲ ン

に関す る研 究 の結果、以下の結論 を得 た。

1.マ ウ ス血漿 中 な らび に癌 性腹 水 中 には、 シス テイ ンプ ロテ ア ーゼ イン ヒビ ターが

存在 し、 この分子 はマ ウスの低分 子 キニ ノーゲ ン(mCPI/LMWK)で あ る。

2.癌 や炎症 の進行 に ともなって、mCPI/LMWKの 血漿中濃度は増加す る。

3.ラ ッ トT一キニ ノーゲ ンの血漿中濃 度 も、起炎刺 激 によって上昇す るが、 この現象 に

は免 疫担 当細胞が関わ ってお り、IL-6、IFNα をエ フェクター分 子 とす る肝細 胞 のT一

キニ ノーゲン合成速度 の上昇 として説明で きる。
i

4.mCPI/LMWKな らび にT一キニ ノーゲ ン は、sarcoma180癌 細胞 、SV40-3T3細 胞 な ど

の増 殖 を抑制 し、 その作 用は シス テイ ンプロテ アーゼ イ ンヒ ビターと して の作 用

であ る。

5.mCPI/LMWKの 紳胞増殖抑制機 序は、細胞周期のG1期 か らS期への移行を抑制す

る こ とに もとつ く。

この ように、システ インプ ロテ アーゼ インヒビターで あ るキニノーゲ ンは、癌 ・免疫 ・

細胞増殖 と密接 な関わ りを持 ち、生体 防御機構 の一部 を構成 してい る分子 として位置付

け ることがで きた。
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