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炎症 とは、外 界からの様々な刺激によって引 き起 こされる組 織傷害 に対す

る生 体防衛反応 と定義 される 1。炎 症 時 には、まず血管透過性が亢進 し、血

管 が拡 張 するために発 赤 と浮 腫 による腫 脹 が起 こり、それに伴 い発 熱 物 質

や発 痛 物 質 による熱 や痛 みが生 じる。また、さらに関 節 等 に長 く炎 症 が起 こ

る場 合 には慢 性 炎 症 となり、機 能 障 害 が引 き起 こされる。このように臨 床 症

状 として認 められる、発 赤 、腫 張 、発 熱 、発 痛 、機 能 障 害 を炎 症 の五 大 兆

候 と呼 んでいる。  

炎症初期に認められる生体防御反応 を F i g .  1 に模式図 として示 した。炎

症 初期 の血管透過性亢進期には、外界からの刺激等 を受 けた肥満 細胞 か

らのヒスタミン等 の遊 離 を通 じて、血 管 拡 張 や血 管 透 過 性 の亢 進 が起 こり、

それに引 き続 き好 中 球 やマクロファージのような炎 症 細 胞 が炎 症 局 所 へ浸

潤 する。これらの白 血 球 は活 性 化 を受 け、アラキドン酸 代 謝 物 （プロスタグラ

ンジン（ p r o s t a g l a n d i n :  P G ）、ロイコトリエン（ l e u k o t r i e n e :  LT ）等 ）や活 性 酸

素 （O 2
-、O H

•、H 2 O 2 等 ）、あるいはサイトカインのような種 々のケミカルメディエ

ータの産 生 が誘 導 される。このように、炎 症 初 期 には様 々な細 胞 、並 びにそ

れらの産生するケミカルメディエータ等 が複雑 に絡み合 った反応が起 きている。

そこで、炎 症 反 応 の制 御 においては、これらのケミカルメディエータの動 態 を

把握することが重要である。  

典型的な急性滲出性炎症モデルであるラットカラゲニン胸 膜炎においては、

血管透過性亢進期 の滲出液中に P G E 2 や P G I 2 が検出 され 2、同 時 に関与

するブラジキニン等の血漿滲出作用 を増強することにより血 管 透過性 を亢進

する。つまり、P G E 2 は他のメディエータの作用 を増強 し 3、炎 症 の進展に寄与

している。これらの P G 合成は脂肪酸シクロオキシゲナーゼ（ c y c l o o x y g e n a s e :  

C O X）が律 速酵素 となっている 4。この酵 素 には常在型 と誘導型 の２種類 のア

イソザイムが存在することが、 1 9 9 0 年代初頭に明 らかになった 5 ,  6。常 在型の

C O X -1 から産生 される P G は、胃粘膜保護や血圧維持等の生体の恒常性

をつかさどり 7、炎 症局所における P G 産生には主に誘導型の C O X -2
8が関係

する。1 9 7 1 年 Va n e によりアスピリンが、C O X 活性 を特異的に阻害 し、P G 類

の生合成 を阻害することが報 告 された 9。しかし、アスピリンをはじめとする非 ス

テロイド型 抗炎症薬 （N o n  s t e r o i d a l  a n t i - i n f l a m ma t o r y  d r u g s :  N S A I D s ）は、  
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Fig. 1 炎症初期に起こる生体防御反応 （模式図）
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非選択的に C O X - 1 まで阻害 1 0することから、胃 腸障害等の副作用 を起 こす

と考 えられている 1 1。そのため、炎 症抑制 の面 では副作用 の起 こりにくい選 択

的 C O X - 2 阻害剤が抗炎症薬 として有 効であり 1 2 ,  1 3、現 在 も開 発が進めら

れている。C O X 阻害剤のスクリーニング法 としては、ヒツジ精嚢腺から得 られた

酵素 を用 いる方 法等 1 4 ,  1 5が、酵 素 の直接阻 害作用 を調べる網 羅的方法 と

して用いられてきた。しかし、最 近 ではより生 体 系 に近 い方法 として炎 症細胞

を用いた C O X -2 阻害剤 スクリーニング法 として、マクロファージを L P S で刺激

し、産生 される P G E 2 を定量する方法 1 6 ,  1 7が用いられる。  

また、活 性 化 された白 血 球 から炎 症 反 応 初 期 に産 生 される主 要 なサイト

カインである腫瘍壊死因子 （Tu mo r  N e c r o s i s  F a c t o r :  T N F ） -α は、血管内皮

細 胞 に白 血 球 接 着 因 子 の発 現 を誘 導 する等 1 8、炎 症 時 の白 血 球 遊 走 に

重要な役割 を果 たしている。また、T N F -α は炎症刺激により亢 進 されるサイト

カインのうち最 も初 期 に産 生 されることから、以 降 のサイトカイン産 生 に対 して

大 きな影 響 を与 え、炎 症 初 期 のシグナルとして重 要 な役 割 を果 たしている。

また、T N F - α の過 剰 産 生 は破 骨 細 胞 を活 性 化 させ 1 9、関 節 の骨 破 壊 を促

進 し、機 能 不全 を引 き起 こす。そのため、T N F - α 産生の調節は炎症 の抑制

において重要な要素 となる。  

血管透過性亢進後に起 こる好 中球 の浸潤には様々なプロセスが存在 し、

ローリング（ r o l l i n g）、接 着 （ a d h e s i o n、 f i r m  a d h e s i o n ）、血 管 壁 通過 、組 織

への浸 潤 等 が連 続 して起 こり、白 血 球 が炎 症 局 所 へ集 積 する 2 0。この初 期

段 階 で起 こるローリングは浸 潤 過 程 における重 要 な現 象 であり、この現 象 を

抑 制 することにより、白 血 球 の遊 走 が抑 制 されると考 えられる。さらに、このロ

ーリング現 象 は詳 細 な解 析 が行 われており 、その重 要 な接 着 分 子 として

s e l e c t i n の関与が明 らかになっている 2 1 ,  2 2。S e l e c t i n には 3 つの型が同定 さ

れており、血 小板に発現するタイプを P -s e l e c t i n
2 3、白 血球に発現するタイプ

を L -s e l e c t i n
2 4、血 管 内皮細胞に発現するタイプを E -s e l e c t i n

2 5と呼 んでいる。

このうち、L -s e l e c t i n は恒常的に発現 しており、また P -s e l e c t i n は細胞内に不

活 性 型 で存 在 するのに対 し、E -s e l e c t i n は炎 症 性 サイトカインにより発 現 が

誘導 されることから、炎 症 抑制 活性 の検 討 を行 うにあたり、血 管 内 皮細 胞 に

発現する E -s e l e c t i n をターゲットとすることが適 していると考 えられている。  
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以 上 のように、炎 症 には様 々な段 階 があり、それらの各 段 階 で炎 症 抑 制

活 性 を有 する物 質 の探 索 が行 われている。その中 で、中 薬 、和 漢 薬 等 の分

野において、植物由来のフラボノイドの抗炎症作用についての研究が進み 2 6 ,  

2 7 、 様 々な フ ラボ ノ イ ド と その機 能 が明 らかに な ってい る 。 フ ラボ ノ イ ド は

B e n z o - γ - p y r o n e の誘導体で、植物全般に広 く分布 しており、骨 格上の違い

に よ り c h a l c o n e s 、 f l a v a n -3 - o l s 、 f l a v a n o n e s 、 f l a v o n e s 、 f l a v o n o l s 、  

i s o f l a v o n e s および b i f l a v o n o i d s 等に分類 される。構造的には単純であるが、

自 然 界 には多 くの誘導体 が存在することが報 告 2 8されている。このように多 種

にわたるフラボノイドであるが、その炎 症 抑 制 活 性 について構 造 別 に網 羅 的

な検 討 を行 った報 告 は尐 ない。そこで、フラボノイドの構 造 的 差 異 と炎 症 抑

制活性 との関係 を明 らかにするため、先 に述べたケミカルメディエータ産生等

の炎 症 の各 段 階 における効 果 について構造 活 性 相 関 を中 心 に検 討 を行 っ

た。  

本 研 究 では、まず第 １章 において炎 症 初 期 に産 生 されるケミカルメディエ

ータとして P G E 2 および T N F -α の産生に対するフラボノイドの効果 を明 らかに

するため、ラッ ト炎 症 性 腹 腔 マクロファージおよびマウス単 球 由 来 株 細 胞

（ J 7 7 4 A . 1）を用 い、それぞれ L P S 刺激により産生 を誘導 した際の抑制活性

の構造活性相関 を検討 した。さらに、ポリメトキシフラボンについては、免 疫担

当細胞に対する効果 についても検討 を行 った。  

また、第 ２章 においては、血 管 透過 性 の亢進 に引 き続 いて認 められる、炎

症 局所への白血球浸潤 の第 １段 階であるローリングの測定法 を開発 した。さ

らにヒト臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 を用 い、腫 瘍 壊 死 因 子 によって誘 導 される白 血

球接着分子 E - s e l e c t i n 発現に対するフラボノイドの効果 について、構造活

性相関 と合 わせて検討 した。  

最後に第 ３章 において、炎 症 モデルとしてラットおよびマウスの皮膚反応 を

用 い、迅 速 かつ鋭敏 に血管透過性 を測 るための測定 法 の改良 を試みた。さ

らに、その改良 された皮膚反 応法 を用 いて、フラボノイドの即 時 型 アレルギー

反応に対する効果 を検討 した。  

以上のように、炎 症 に関 わるケミカルメディエータ産 生および白血球浸潤 、

また動 物 モデルにおける炎 症 反応 測 定法 を検 討するとともに、フラボノイドの
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炎症抑制効果についてその構造活性相関や作用機序について検討 を行 な

った。フラボノイドの抗 炎 症 活 性 を明 らかにすることにより、医 薬 品 としての可

能 性 を検 討 するとともに、食 品 由 来 成 分 による炎 症 やアレルギー症 状 の抑

制についての知見 を得 ることを目的 として研究 を行 った。  
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炎症初期におけるケミカルメディエータ産生  

に対するフラボノイドの効果  
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１．  序論  

 

炎症に関与するケミカルメディエータには、ヒスタミン、セロトニン、ブラジキニ

ン、補 体 、プロスタグランジン、ロイコトリエンおよびサイトカインがあげられる。こ

れらのケミカルメディエータのうち、特 にプロスタグランジンは、免 疫応答 を含め

多種多様 の機 能 を有 しており、正 常 時 の生体内 の様々な恒常 性調節機構

において重要な役割 を果 たしているばかりではなく、病 態時 、特 に炎症やアレ

ルギー反 応 における脂 質 メディエータとして非 常 に重 要 と考 えられている 2 9 ,  

3 0。  

プロスタグランジン類 は、細胞膜 リン脂質 の 2 位 を切断する酵素であるホス

ホリパーゼ A 2 により遊 離 されるアラキドン酸 から生 成 される。このアラキドン酸

を P G H 2 に変 換 する酵 素 が律 速 酵 素 である脂 肪 酸 シクロオキシゲナーゼ

（C O X :  E C  1 . 1 4 . 9 9 . 1 ）であり 2 ,  3 1、さらに P G H 2 はそれぞれの合成酵素により、

直 ちに P G E 2
3 2や P G F 2 α をはじめとする様々なプロスタグランジンに変換 される。

C O X には、2 種類のアイソザイムが存在 し、常在型の C O X -1 および誘導型の

C O X -2 に分けられる 3 3 ,  3 4。常 在型の C O X -1 から産生 される P G は、血管拡

張 や胃 粘 膜 の保 護 等 の働 きを持 ち、生 体 の恒 常 性 に重 要 な役 割 を果 たし

ている。それに対 し、誘導型の C O X -2 から産生 される P G は炎症局所等にお

いて、生体防御に関与する。C O X -2 の最 も重要 な働 きは P G E 2 合成酵素の

誘導 と協調 して、炎症の増強 に関与することである 3 5。そのため、C O X -2 の選

択的阻害剤は、副 作 用のない抗炎症薬 として有効であると考 えられてきた 1 2 ,  

1 3。  

最 近 の研 究 により、食 品 あるいはその成 分 に抗 炎 症 活 性 が認 められてき

ている 3 6が、その背 景 には、フラボノイドを主 成 分 として含 む植物 の抽 出 液 が、

伝 統 的 な局 所 の抗 炎 症 薬 として古 くから多 く使 用 されてきた 3 7という事 実 が

ある。フラボノイドの抗炎症 メカニズムは Va n e によるアスピリンの P G 産生抑制

効果の報告 3 を基礎 とした類推により、炎 症部位における P G 産生 を抑制す

るためであると考 えられる。幾 つかのフラボノイドにおいては、既 にプロスタグラ

ンジン産生 に対する効果 が明 らかにされているものの 1 7 ,  3 8、それらの化 学構

造 と P G 産生について体系的に行われた研究は多 くない 3 9。そこで、ラット炎
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症 性 腹 腔 マクロファージを用 い、大 腸 菌 リポ多 糖 により誘 導 されたプロスタグ

ランジン産生 に与 える効果について、3 9 種のフラボノイドおよびその類似化合

物 を用 い、その抑制 活性 を構造 との相 関 に重点 を置 いて明 らかにすることを

目的 として研究 を行った。  

また、炎 症反応 の初期 においてマクロファージ等 の炎症細胞から産 生 され

る重要 なサイトカインとして、T N F - α が挙げられる。T N F - α は、細菌由来のリポ

多 糖 により活 性 化 されたマクロファージや単 球 系 の細 胞 等 から産 生 され、細

胞 死 の 誘 導 4 0 、 好 酸 球 に お け る IC A M （ In t r a c e l l u l a r  c e l l  a d h e s i o n  

m o l e c u l e） -1 発現誘導 4 1等様々な機能 を有 している。炎症反応 と T N F -α と

の関 連では、次章 に述べるような血 管内皮細胞 における白 血球接着分子の

発現 1 7 が重要である。しかし、T N F -α はそれ以外にも、炎症時 に産生 される

I F N ( i n t e r f e r o n ) -γ、 I L ( i n t e r l e u k i n ) -6、 I L - 8 等のサイトカインやケモカイン等

の産生に影響することが知 られている。このように T N F -α は炎症初期における

様々な生体防御反応 をつかさどり、重 要 な役割 を担 っている。しかし、T N F -α

が過 剰 に産 生 された場 合 には、慢 性 関 節 リューマチにみられるような組 織 の

傷害 を引 き起 こすことがある。そのため、T N F -α 産生のコントロールが可能 に

なれば、アレルギー性炎 症 や慢 性 関 節 リューマチのような慢 性炎 症 において

は、過剰 な T N F -α 産生 を抑制することにより、症 状 の軽減が期待 される。以

前の報告 4 2においても、いくつかのフラボノイドが強 い T N F - α 産生抑制活性

を持つことを明 らかにしたことから、フラボノイドの炎症抑制活性 として T N F -α

産生抑制についても検討することとした。  

さらに本 研 究 では、近 年 がん予 防 4 3や炎 症 抑 制 効 果 4 4 ,  4 5を有 するとして

様々な研究が進んできているポリメトキシフラボンについて、その T N F -α 産生

抑制活性 を検討 した。また、抗 体産生に関わる脾臓細胞の増殖やサイトカイ

ン、抗 体産生は、T 細胞の分化 を含めアレルギー発症にあたり、重 要 な要因

と考 えられることから、抗 原および抗 C D 3 ε 抗体刺激による脾臓細胞増殖お

よびサイトカイン、抗 体 産生への影 響 を検 討 した。さらに、 I g E の関与 する即

時型のアレルギー反応に対する効果 として、R B L - 2 H 3 細胞の抗原刺激によ

る脱顆粒の抑制活性 についても検討 を行 った。  
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２．  ラット炎 症 性腹腔マクロファージにおけるプロスタグランジン産生 に対する

フラボノイドの効果  

１）  実験方法  

（１）  試薬  

本 実 験 に用 いた試 薬 は以 下 のとおりである。可 溶 性 デンプン（和 光 純 薬

工 業 株 式 会 社 、大 阪 、日 本 ）、B a c t o -p e p t o n e （D i f c o  L a b o r a t o r i e s  C o .、

D e t r o i t 、 M I 、 U S A ） 、 お よ び 大 腸 菌 リ ポ 多 糖 （ L P S ;  E s c h e r i c h i a  c o l i  

0 111 : B 4 、 D i f c o  L a b o r a t o r i e s ） を使 用 した 。 フ ラボ ノ イ ド類 は c a t e c h i n 、

e p i c a t e c h i n 、 c h l o r o g e n i c  a c i d 、 r e s v e r a t r o l （ S i g m a  C h e m i c a l  C o . 、 St .  

L o u i s 、 M O 、 U S A ） 、 5 -h y d r o x y f l a v o n e 、 7 -h y d r o x y f l a v o n e 、 b a i c a l e i n 、

a p i g e n i n 、 l u t e o l i n 、 7 , 3 ' , 4 ' - t r i h y d r o x y f l a v o n e 、 3 -h y d r o x y f l a v o n e 、

7 -h y d r o x y f l a v o n o l 、 c h r y s i n 、 g a l a n g i n 、 f i s e t i n 、 k a e mp f e r o l 、

i s o r h a mn e t i n 、 r o b i n e t i n 、 q u e r c e t a g e t i n 、 m y r i c e t i n 、 e r i o d i c t y o l 、

d a i d z e i n 、 d a i d z i n 、 g e n i s t e i n 、 g e n i s t i n 、 p h l o r e t i n 、 p h l o r i d i n 、 c y a n i d i n e  

c h l o r i d e （ E x t r á s y n t h e s  In c . 、 G e n a y 、 F r a n c e ） 、 e p i g a l l o c a t e c h i n 、

e p i c a t e c h i n -3 - g a l l a t e 、 e p i g a l l o c a t e c h i n - 3 - g a l l a t e （ 栗 田 工 業 、東 京 、日

本 ）、 q u e r c e t i n 、 r u t i n （ナカライテスク、京 都 、日 本 ） 、mo r i n 、 q u e r c i t r i n 、

n a r i n g i n 、 n a r i n g e n i n 、 h e s p e r e t i n 、 h e s p e r i d i n （東 京 化 成 工 業 、東 京 、日

本 ） を そ れ ぞ れ 供 試 し た 。 ま た 、 N S -3 9 8 （ [ N - 2 （ c y c l o h e x y l o x y - 4 -  

n i t r o p h e n y l ） ] - me t h a n e s u l f o n a mi d e、A L E X IS
®

 B i o c h e mi c a l s、C A、U S A）、

および A s p i r i n
®（S i g ma  C h e mi c a l  C o . ）を使 用 した。  

 

（２）  ラット炎 症性腹腔マクロファージの調製  

ラット炎 症 性腹 腔 マクロファージの採 取 には、 5 週令 の S p r a g u e - D a w l e y

（S D）系 雄 性 ラット（体 重 2 0 0 -5 0 0 g、S P F :  S p e c i f i c  p a t h o g e n  f r e e、日 本 チ

ャールズリバー、厚 木 、神 奈 川 、日 本 ）を予 備 飼 育 後 に使 用 した。全 ての動

物 実 験 は独 立 行 政 法 人 食 品 総 合 研 究 所 動 物 実 験 管 理 委 員 会 に定 めた

方法に従 って行 った。  
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マクロファージの回収は渡辺 ら 4 6の方法に基づき行 った。略記すると、可 溶

性デンプンと B a c t o -p e p t o n e をそれぞれ 5 %（w / v）になるよう生 理 食塩水に溶

かし、オートクレーブ滅菌 したものを雄性 S D ラットに体重 1 0 0  g あたり 5  ml を

腹腔内投与 した。投 与 4 日後 、ラットをエーテル麻酔下で頸動脈切断にて

放 血 致 死 させ、H a n k s ( - )にて腹 腔 内 を洗 浄 し、その洗 浄 液 よりマクロファー

ジを回収 した。  

回収 されたマクロファージは R P M I  1 6 4 0 培地 （G i b c o
®、 I n v i t r o g e n  C o r p .、

C a r l s b a d、C A、U S A）に懸 濁 し、2 x 1 0
5
 c e l l s / w e l l になるよう 9 6 - w e l l  c u l t u r e  

p l a t e （F a l c o n :  # 3 0 7 2、B e c t o n  D i c k i n s o n  C o .、N J、U S A）  に播種 、 3 7  ℃  

のインキュベータ（ a i r  9 5 % - C O 2  5 %）で 2 時間静置 した。その後 、プレートを

3 7  ℃に暖めた H a n k s ( - )で 3 回洗浄 し、非接 着の細胞 を除 き、 1 0 %  f e t a l  

c a l f  s e r u m（F C S ;  J R H  B i o s c i e n c e、K S、U S A）を含 む R P M I  1 6 4 0 培地で

2 4 時間培養 した後 、実験に供 した。  

 

（３）  マクロファージの刺激方法およびプロスタグランジン産生量 の測定方法  

2 4 時間培養後 、細 胞 を H a n k s（ -）で 3 回洗浄 し、R P M I  1 6 4 0 培地 を 1 6 0  

μ l 入れた。供試 フラボノイド等 は d i me t h y l  s u l f o x i d e（D M S O）もしくはエタノ

ールに溶 解 し、最 終 の溶 媒 濃 度 が 0 . 1 % （ v / v ）以 下 になるよう D u l b e c c o ’s  

p h o s p h a t e  b u f f e r  s a l i n e  [ P B S （ -）、C a（ -）、M g（ -）、p H  7 . 4 ]（日 水 製薬 、東

京 、日本 ）で希釈 して 2 0  μ l 添加 した。また、コントロールには同量の溶媒の

みを添加 した。さらに L P S（1 0  μ g / ml ）  を 2 0  μ l 添加 （最 終濃度 ：1  μ g / ml ）す

ることにより、マクロファージのプロスタグランジン産 生 を誘導 した。 1 4 時 間 培

養 後 、培 養 上 清 を回 収 し、 P G E 2 の測 定 試 料 とした。試 料 は測 定 時 まで

- 3 0  ℃で凍結保存 した。  

培養上清に遊離 した P G E 2 含量の測定 には P G E 2  E L I S A k i t （C a y ma n  

C h e mi c a l  C o、M N、U S A ）による E L I S A （ e n z y me - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  

a s s a y）法 を用 いた。測定結果は陽性対照に対する百分率で表 した。  
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（４）  ウエスタンブロット法 による脂肪酸 シクロオキシゲナーゼ－２の発現量  

測定  

ラッ ト炎 症 性 腹 腔 マクロファージを前 述 のように回 収 し、 6 - w e l l  c u l t u r e  

p l a t e（FA L C O N :  # 3 0 4 6）に 3 x 1 0
6
 c e l l s / w e l l になるよう R P M I  1 6 4 0 培地 3  

ml に懸濁 して播種 し、3 7  ℃のインキュベータ（ a i r  9 5 % -C O 2  5 %）で 2 時間静

置 した。その後 、プレートを 3 7  ℃に暖めた H a n k s（ -）で 3 回洗浄 し、非接着

の細胞 を除いた。1 0 %  F C S を含む R P M I  1 6 4 0 培地で 2 4 時間培養 した後 、

実験に供 した。この細 胞 を H a n k s（ -）で 3 回洗浄 し、  R P M I  1 6 4 0 培地 を 2 . 4  

ml 入れた。供試 フラボノイド等 は D M S O もしくはエタノールに溶解 し、最終の

溶媒濃度が 0 . 1 %（v / v）になるよう調 製 し、3 0 0  μ l を添加 した。コントロールに

は同量の溶媒のみを添加 した。さらに L P S （1 0  μ g / ml ）を 3 0 0  μ l 添加 （最 終

濃度 ：1  μ g / ml ）することにより、マクロファージの C O X -2 蛋白質 を誘導 した。

1 4 時間培養後 、細胞 を氷冷 した P B S（ -）で３回 洗浄 した後 、1 0 0  µ l の氷冷

した c e l l  l y s i s  b u f f e r  [ H E P E S  2 0  mM、Tr i t o n  X -1 0 0  1 %、G l y c e r o l  1 0 %、

E D TA • 2 N a （ e t h y l e n e  d i a mi n e t e t r a a c e t i c  a c i d  d i s o d i u m s a l t ）  1  mM 、

p -n i t r o p h e n y l e n e  p h o s p h a t e  2 . 5  mM、N a 3 V O 4  （ s o d i u m  o r t h o v a n a d a t e ）  

1  mM、 l e u p e p t i n  5  µ g / ml、 s o d i u m f l u o r i d e  1  M :  p H  7 . 3 ]
4 7を加 えて細胞 を

溶解 した。得 られた細胞溶解液は、4  ℃で 1 5 , 0 0 0  r p m  x  1 5 分間遠心分離

し、上 清 を回 収 、C O X -2 蛋 白 質 測 定 試料 とした。上 清 中 の蛋 白 質 含量 は

D C  p r o t e i n  a s s a y
®（B i o  R a d  L a b o r a t o r i e s、C A、U S A）で測 定 した。  

測定試料に 3 倍量 （v / v）の s a mp l e  l o a d i n g  b u f f e r  ［Tr i s  5 0  mM、S D S  

（ S o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e ）  4 % （ v / v ） 、 g l y c e r o l  1 0 % （ v / v ） 、 2 - me r c a p t o  

e t h a n o l  4 % （v / v）、b r o mo p h e n o l  b l u e  5 0  μ g / ml :  p H  7 . 4］を加 え、5 分間煮

沸 したものを蛋白質 2  µ g  B S A（b o v i n e  s e r u m a l b u mi n）相 当 量 、ポリアクリル

アミドゲル（7 . 5 % ;  PA G E L
®、アトー株式会社 、東京 、日本 ）に添 加 し、2 0  mA

定電流で 8 0 分間電気泳動 した。泳動終了後 、分離 された蛋白 質 をニトロセ

ルロース膜 （H y b o n d - E C L
®、A me r s h a m  B i o s c i e n c e  C o .、U S A）に 2 0  V で 1

時 間 転 写 した。転 写 されたニ トロセルロース膜 を 4  ℃で１晩 ブロッキング

（B l o c k  A c e
®、大 日 本 製 薬 株 式 会 社 、大 阪 、日 本 ）した後 、 1 %  B S A / Tr i s  

b u f f e r e d  s a l i n e  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  Tw e e n  2 0 （T B S -T）で希 釈 した一次抗体
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[ r a b b i t  a n t i b o d y  t o  m u r i n e  C O X -2、 r a t  C O X -1、x 1 0 0 0（C a y m a n  C h e mi c a l  

C o .）および  β - a c t i n、C l o n e  A C - 1 5  mo n o c l o n a l  a n t i b o d y、x 5 0 0 0、（S i g m a  

C h e mi c a l  C o . ） ]で室 温 にて１時 間 インキュベートした。洗 浄 後 、二 次 抗 体

（C O X -1 および C O X -2 については g o a t  a n t i - r a b b i t  I g G - H R P、x 5 0 0、S a n t a  

C r u z  B i o t e c h n o l o g y  In c .、C A、U S A、β - a c t i n については g o a t  a n t i - m o u s e  

I g G - H R P、x 5 0 0、S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y  I n c .）で室 温 にて１時間 、それ

ぞ れ 免 疫 染 色 を 行 っ た 。 最 後 に 、 E C L d e t e c t i o n  k i t （ A me r s h a m  

B i o s c i e n c e  C o r p .、N J、U S A）で室 温 １時間 インキュベーションし、X 線フィル

ム（H y p e r f i l m
®、A m e r s h a m b i o s c i e n c e  C o r p .）を用 いて発光 を検出 した。  

 

（５）  統計処理  

実 験 データは全 て３回 以 上 の測 定 を行 い、平 均 値 ±標 準 誤 差 で表 した。

結果の統計処理には A N O VA 解析後 、St u d e n t ’s - t 検定および多重解析に

は F i s h e r ’s  P L S D による検定 を行 った。  

２）  実験結果  

（１）  フラボノイドの構造 とプロスタグランジン産生抑制活性  

3 9 種のフラボノイドおよび類似化合物の P G 産生抑制効果 を明 らかにする

ため、L P S により活 性 化 させたマクロファージにおける P G E 2 産生について検

討 を行 った。フラボノイドとの比 較 対 照 として、非 ステロイド抗 炎 症 薬 である

A s p i r i n
®および C O X -2 の選択的阻害剤 である N S -3 9 8 についても合 わせて

試験 を行 った。  

L P S 刺激 したラット腹 腔 マクロファージの P G E 2 産生は経時的に増加 し、

1 2 -1 5 時間後にほぼ最大量 となった（F i g .  2）。また、L P S 濃度 を様々に変え

て処理 を行 ったところ、濃 度依存的に P G E 2 産生は増加 し、1 . 0  µ g / ml でプラ

トーに達 した（データ省略 ）ことから、以 後 の実験には 1 . 0  μ g / ml の L P S を用

いた。  

Ta b l e  1 に試験に用いたフラボノイドの慣用名およびその化学構造式 を示

した。この結果 、いくつかのフラボノイドおよびその他の化合物において、用量  
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Activated peritoneal macrophages were collected from soluble starch and bacto

peptone-injected SD rats. After 24 h incubation in 96-well culture plate, the 

macrophages were stimulated by LPS, and supernatant were collected at 3, 6, 12, 15 

hours after the stimulation. PGE2 content in the supernatant were measured by ELISA.

Fig. 2 Time-dependent PGE2 production of LPS  stimulate rat peritoneal 

macrophage.
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Table 1    Chemical structure and 50% inhibitory concentration (IC50) of the various flavonoids

Subclass (Chemical fomula)

Name IC50(M)
*

OH residues OCH3 Others

Flavones

5-Hydroxyflavone 10.6±3.9
b

5

7-Hydroxyflavone 5.2±2.2
b

7

Chrysin 2.8±0.4
b

5,7

Baicalein 2.5±0.9
b

5,6,7

Apigenin 3.3±2.0
b

5,7,4'

7,3',4'-Trihydroxyflavone 36.3±18.8
c

7,3',4'

Luteolin >1000 5,7,3',4'

Flavonols

3-Hydroxyflavone 30.6±26.8
c

3

7-Hydroxyflavonol 10.7±6.6
b

3,7

Galangin 14.3±2.6
bc

3,5,7

Kaempferol 13.1±1.7
b

3,5,7,4'

Fisetin >1000 3,7,3',4'

Morin >1000 3,5,7,2',4'

Quercetin 13.9±2.3
bc

3,5,7,3',4'

Isorhamnetin >1000 3,5,7,4' 3'

Rutin >1000 5,7,3',4' 3-rutinoside

Quercitrin >1000 5,7,3',4' 3-rhamnoside

Robinetin >1000 3,7,3',4',5'

Quercetagetin >1000 3,5,6,7,3',4'

Myricetin >1000 3,5,7,3',4',5'

Flavanones

Naringenin 7.9±1.9
b

5,7,4'

Naringin >1000 5,4' 7-neohesperidoside

Eriodictyol 7.2±1.7
b

5,7,3',4'

Hesperetin 8.4±1.3
b

5,7,3' 4'

Hesperidin >1000 5,3' 4' 7-rutinoside

Isoflavones

Daidzein 37.6±14.3
c

7,4'

Daizin >1000 4' 7-glucoside

Genistein 7.2±2.3
b

5,7,4'

Genistin >1000 5,4' 7-glucoside

Flavan-3-ols

(+)-Catechin >1000 3,5,7,3',4'

(-)-Epicatechin >1000 3,5,7,3',4'

Epigallocatechin >1000 3,5,7,3',4',5'

Epicatechin-3-gallate >1000 5,7,3',4' 3-gallate

Epigallocatechin-3-gallate >1000 5,7,3',4',5' 3-gallate

Other compounds

Chlorogenic acid >1000

Cyanidine chloride (anthocyanin) >1000

Phloretin (dihydrochalcone) >1000

Phloridin >1000

Resveratrol (Stilbene) 7.6±1.9
b

COX-2 selective inhibitor NS-389 <0.1
a

NSAID Aspirin 2.9±2.1
b

*
The values of IC50 were analyzed by Fisher's PLSD test.

Substitutions

                 tested for the inhibition of  PGE2 biosynthesis in rat peritoneal macrophage stimulated by LPS.
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依存的に P G E 2 産生 を抑制することが明 らかになった。抑制活性 を有するフ

ラボノイドの用量依存的な抑制曲線 をサブクラスごとに F i g .  3 に示 した。F i g .  

3 A（F l a v o n e s ）では、試 験に用いた f l a v o n e のうち l u t e o l i n を除 く全 てに抑制

活 性 が 認 め ら れ た 。 そ の う ち 、 c h r y s i n 、 b a i c a l e i n お よ び a p i g e n i n は

5 -h y d r o x y f l a v o n e や 7 , 3 ′ , 4 ′ - t r i h y d r o x y f l a v o n e よりも強 い抑制活性 を示 し

た。B a i c a l e i n と a p i g e n i n は非常によく類似 した抑制曲線 を示 した。しかし、

c h r y s i n は IC 5 0（5 0 %抑制濃度 ）で 4  µ M と b a i c a l e i n や a p i g e n i n とほぼ同

程度のを値 を示 したが、抑制曲線の傾 きは類似 しなかった。  

試験に用いた 1 3 種類の f l a v o n o l s のうちの 5 種類 、3 - h y d r o x y f l a v o n e、

7 -h y d o r o x y f l a v o n o l、g a l a n g i n、 k a e mp f e r o l および q u e r c e t i n のみが F i g .  

3 B のように抑制活性 を示 した。G a l a n g i n、 q u e r c e t i n および  k a e mp f e r o l の

I C 5 0 は、3 - h y d r o x y f l a v o n e よりも低 値 を示 した。配糖体 とアグリコンの比較 、

たとえば q u e r c e t i n と r u t i n（q u e r c e t i n  3 - r u t i n o s i d e ）や q u e r c i t r i n （q u e r c e t i n  

3 - r h a mn o s i d e ）に関 しては、配 糖 体 は P G E 2 産生 に対 し、やや促進 もしくは

非常に弱い抑制 を示 した（データ省略 ）。その他 、 f l a v o n o l である r o b i n e t i n、

q u e r c i t a g e t i n および m y r i c e t i n では、P G E 2 産生の弱い増強傾向が認めら

れた。  

F l a v a n o n e のアグリコンは  （F i g .  3 C）に示 したように抑制活性 を有するが、そ

れ に 対 す る 配 糖 体 、 n a r i n g i n （ n a r i n g e n i n - O - 7 - n e o h e s p e r i d o s i d e ） や

h e s p e r i d i n （ h e s p e r e t i n - O - 7 - r u t i n o s i d e ）では、抑 制 活 性 は認 められなかっ

た。 I s o f l a v o n e では、g e n i s t e i n および d a i d z e i n において L P S 刺激による

P G E 2 産生 を抑制 していたが（F i g .  3 D）、 g e n i s t e i n の方が d a i d z e i n に比べ

I C 5 0 で約 5 倍の強い抑制活性 を示 した。G e n i s t i n および d a i d z i n それぞれ

の 7 -O - g l u c o s i d e 配糖体である g e n i s t e i n および d a i d z e i n では、全 く抑制活

性 が認 められないか、逆 に増 加 の傾 向 が確 認 された。 R e s v e r a t r o l および

C O X 阻害剤である A s p i r i n
®および N S -3 9 8 も P G E 2 産生 を抑制 した（F i g .  

3 E ） 。 し か し 、 実 験 に用 い たそ の他 の フ ラ ボ ノ イ ド 、 例 え ば f l a v a n -3 - o l

（ c a t e c h i n、 e p i c a t e c h i n、 e p i g a l l o g c a t e c h i n 他 ）や a n t h o c y a n i d i n、またその

類似化合物では L P S 誘導による P G E 2 産生抑制活性は認 められなかった。  

L P S 誘導による P G E 2 産生抑制効果 を示 した 1 6 種のフラボノイドについ  
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Fig. 3 Inhibition concentration curves of flavonoids. (A: Flavone, 

B: Flavonol, C: Flavanone, D: Isoflavone, E: Resveratrol

and COX inhibitors)

0.1 1 10 100
0

50

100

150

200

P
er

ce
n
t 

o
f 

co
n
tr

o
l 

(%
)

Concentration of resveratrol and COX inhibitors (M)

 Resveratrol

 NS-398

 Aspirin

Activated peritoneal macrophages were collected from soluble starch and 

bacto peptone-injected SD rats. After 24 h incubation in 96-well culture 

plate, the macrophages were stimulated by LPS, and each flavonoid was 

added simultaneously with LPS. After 14 h incubation, culture media was 

removed and prostaglandin E2 level was measured by ELISA.

PGE2 production was indicated by percent of control. Dose-response 

suppression of PGE2 syntheses was demonstrated as sigmoid regression of 

inhibition concentration curves.  Each value is expressed as mean ±standard 

error (n=3). 
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て 、 Ta b l e  1 に I C 5 0 を示 し た 。 IC 5 0 で比 較 し た場 合 、 f l a v o n e お よび

f l a v a n o n e は L P S 誘導による P G E 2 産生に対 し、最 も強 い抑制効果 を示す

グループであり、その数値は 2 . 5 - 3 6 . 3  µ M の範囲であった。次 に高いグループ

は f l a v o n o l であり 、その数 値 は 1 0 . 7 -3 0 . 6  µ M の範 囲 であった。また、

i s o f l a v o n e では、その値は 7 . 2 -3 7 . 6  µ M と広 範囲に分布 した。S t i l b e n e に属

する r e s v e r a t r o l の IC 5 0 およびその阻害曲線は g e n i s t e i n のそれに非常に良

く類似 していた。典型的 な N S A I D であり、かつ非選択的 C O X 阻害剤である

A s p i r i n
®や C O X - 2 の選択的阻害剤である N S -3 9 8 では、非常に強い抑制 を

示 し、それぞれの I C 5 0 は 2 . 9  µ M および 0 . 1  µ M 以下であった。  

 

（２）  プロスタグランジン産生抑制活性 と脂 肪酸シクロオキシゲナーゼ－２  

発現量  

P G 産生抑制 と C O X 発現 との相関 を調べる目的で、P G E 2 産生抑制効果

を持つフラボノイドのうちのいくつかを選 択 し、脂 肪 酸 シクロオキシゲナーゼ蛋

白質のウエスタンブロットを行 った結果 を F i g .  4 に示 した。  

強 い産 生 抑 制 活 性 を有 するグループに属 する a p i g e n i n 、 7 - h y d r o x y -  

f l a v o n o l および e r i o d i c t y o l は C O X -2 蛋白質の発現が常在型のアイソザイ

ムである C O X - 1 に比べ、抑制 されることが確認 された。例 えば、 a p i g e n i n にお

ける C O X -2 /  C O X - 1 比は 0 . 4  μ M から 4 0  μ M の濃度の範囲で 2 . 8 から 0 . 1

と 用 量 依 存 的 に 低 下 し て い た 。 同 様 に 7 - h y d r o x y f l a v o n o l お よ び

e r i o d i c t y o l においてもそれぞれ 1 . 7 から 0 . 4、1 0 . 0 から 5 . 0 と低 下 していた。

それに対 し、P G E 2 産生抑制の弱いグループに属する d a i d z e i n では、C O X - 2

蛋白質の発現抑制効果は弱 く、C O X -2 /  C O X -1 比は 2 . 8 から 11 . 0 であっ

た。  
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COX-2

COX-1

0.4    4.0   40 M

COX-2/COX-1  (2.8)  (2.3)   (0.1)

Apigenin

b-actin

0.4     4.0   40 M

(10.0) (5.3)   (5.0)

Eriodictyol

0.4     4.0   40 M

(1.7)   (1.0)   (0.4)

7-hydroxyflavonol

0.4     4.0   40 M

COX-2/COX-1  (2.8)  (5.5)   (11.0)

Daidzein

COX-2

COX-1

b-actin

Activated peritoneal macrophages were collected from soluble starch and bacto-

peptone injected SD rats. Macrophages were incubated with several concentrations of 

flavonoids for 14 h in the presence and absence of 1 µg/ml of LPS as stimulator. 

After washing, the cells were lysised. The cell lysates were analyzed by western 

blot as described in Materials and Methods.

Fig. 4 Western blot analysis of COX-1, -2 in rat peritoneal macrophages.

(Upper part: strongly suppressive flavonoids, 

Lower part: lesser effective flavonoid)
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３）  考察  

（１）  フラボノイドの構造 と P G E 2 産生抑制活性の相関  

本項では L P S 刺激によるラット炎 症性腹腔マクロファージにおける P G E 2

産生に対 するフラボノイドの抑 制効 果 について構造活性 相関 を中心 に検 討

を行 った。  

フラボノイドはフラボノイド骨 格 と呼ばれる A、B、C の 3 環からなる構造 を有

し、骨格上の違いによりサブクラスに分類 されている。また、Ta b l e  1 に示 したよ

うに、様 々な位置 に水 酸 基 の配 位 が見 られ、さらにその誘 導体 が存 在 する。

本実験に用いたフラボノイドのうち、 f l a v a n - 3 - o l および a n t h o c y a n i n に属する

ものには L P S 刺激マクロファージにおける P G E 2 産生抑制効果は認められず

（ IC 5 0 で 1 0 0 0  μ M 以上 ）、その他の f l a v o n e や f l a v o n o l、 f l a v a n o l 等にのみ

抑制が認められた。このことから、P G E 2 産生抑制活性 を示すためには 4 位の

ケトン基 （オキソ構造 ）が必須であること、また C 2 - C 3 位における二重結合は

抑制活性 を強めることが明 らかになった。L a n d o l f i らは、フラボノイドの C 2 -C 3

の二重結合が欠けると脂肪酸 シクロオキシゲナーゼ経路による P G E 2 産生抑

制活性が低下することを報 告 している 4 8。しかし、本 試 験 のラット炎 症 性腹腔

マクロファージにおける P G E 2 産生抑制 に関する結 果 においても、有 意 差は

認められないものの、同様の傾向が確認 された。  

P G E 2 産生におけるフラボノイドの抑 制活性は、水 酸基 の位置や数にも影

響 を受 けており、例 えば、A 環の 5 位 と 7 位の水酸基は大 きな影響 を与 える

ことが明 らかになった。今回抑制活性 を示 したフラボノイドにおける IC 5 0 の比

較によれば、5、7 位の両方に水酸基 を有するフラボノイドは、 7 位のみ、もしく

はいずれの水酸基 も持 たないものに比べ、有 意 に高 い抑制活性 を示 した。ま

た、5 位に水酸基 を持 たない i s o f l a v o n e よりも水 酸基 を有する方が高い活性

を示 した。また、 f l a v o n e と f l a v o n o l においては、B 環の水酸基 も活性に強 く

関 わっており、 3 ′、 4 ′位 に水 酸 基 を持 つものよりも、水 酸 基 を持 たないものの

方が高い活性 を示 した。また、 2 ′、4 ′位や 3 個以上の水酸基 を有するフラボノ

イドは、全 く活性 を示 さなかった。M u t o h らは C O X - 2 の転写活性に対するフ

ラボノイドの構造活性相関 を検討 し、 5 位および 7 位の水酸基 における電子
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密度が低 いほど抑制活性 が強 いことを示 しており 4 9、本 試 験 とほぼ同様 の結

果 を得 ていることから、フラボノイドの構造 と P G E 2 産生抑制活性の関係は、こ

れらの電子密度への影響から推測できる可能性がある。  

また、K a l k b r e n n e r らは単離 した C O X 酵素の活性阻害 とフラボノイドの構

造 について、平 面構 造 をとらないフラボノイド（ c a t e c h i n、 e p i c a t e c h i n ）の方 が、

平面構造 をとるフラボノイド（ g a l a n g i n、q u e r c e t i n ）等 よりも抑 制活性が強いと

しており 5 0、この点 では本 試 験 と異 なる結 果 を示 している。しかし、フラボンに

おける B 環 の o -ジフェノール構造やフラボノールにおける A 環 5、7 位の水酸

基 の抑 制 活 性 への影 響 については同 様 の結 果 であることから、細 胞 刺 激 に

よる結果 と単 離 された酵素活性阻害では若干 の差異は認められるものの、フ

ラボノイドの P G E 2 産生抑制活性についてはかなり類似 した結果が得 られた。  

 

（２）  フラボノイドの P G E 2 産生抑制作用機序  

フラボノイドの抑制作用機序については、 r e s o r c i n 構造 を有するフラボノイ

ドである q u e r c e t i n、k a e mp f e r o l、 g e n i s t e i n や r e s v e r a t r o l が大腸がん細胞に

おいて、C O X - 2 プロモーター活性 を抑制する効 果が確認 されており 5 1、本 実

験においても、これらのフラボノイドは高い P G E 2 産生抑制効果 を示 した。この

結果 より、フラボノイドにおける P G E 2 産生抑制活性の作用機序 として、L P S

刺激マクロファージにおける C O X -2 プロモーター活性 を抑制する可能性が示

唆 された。  

また、C O X は酸 素 添 加 酵 素 であることから、フラボノイドの抗 炎 症 活 性 が

抗 酸 化 活 性に由 来する可能 性 があると考 えられた。例 えば、フラボノイドのラ

ジカル消 去 活 性 は良 く知 られているが、 L P S シグナルによって誘 導 される

N F -B の活性化がラジカル消去能により抑 制 されることが報告 されている 5 2。

また、フラボノイドのラジカル消去活性には、B 環 の 3 ′、 4 ′位に配位 した水酸

基 が非常 に重要 な働 きを示 すとされている 5 3。しかし、本 実 験 においては、前

述のように B 環の水酸基 を持 たない方が 3 ′、4 ′位に水酸基 を持つものより活

性が高いことから、フラボノイドの抗酸化活性 の P G E 2 産生に対する影響はあ

まり大 きくはないと考 えられた。  

さ らに 、別 な作 用 機 序 と し て 、 q u e r c e t i n 、 g e n i s t e i n 、 a p i g e n i n および
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r e s v e r a t r o l 等 のフラボノイドがチロシンキナーゼ蛋白発現 を阻害するというメ

カニズムが報 告 されている 5 4 ,  5 5。この酵 素 は、シグナル伝 達 において大 変 重

要な役割 を持つことから、これらのフラボノイドの示す強い P G E 2 産生抑制活

性が、L P S 由来のチロシンキナーゼシグナル伝達系 を介 した C O X -2 蛋白発

現阻害によるものである可能性が存在する。本実験において、 s t i l b e n e に属

する r e s v e r a t r o l の P G E 2 産生抑制活性は g e n i s t e i n に匹敵する I C 5 0 を示 し

ており、 r e s v e r a t r o l の示す P G E 2 産生抑制効果の一部が、チロシンキナーゼ

阻 害 に由 来 すると考 えられた。また、フラボノイドの一 種 である w o g o n i n （ 5 ,  

7 -d i h y d r o x y -8 - m e t h o x y f l a v o n e ） で は 、 亜 急 性 期 の 皮 膚 炎 症 に お け る

C O X -2 の m R N A を低下 させたり、急 性炎症における P G E 2 含量 を減尐 させ

ることが報 告 されている 5 6。これらの結 果 から、特 定 のフラボノイドでは C O X -2

の m R N A レベルを低下 させている可能性が類推 された。  

L P S で刺激 したマクロファージにおいては、P G E 2 産生量の増加 と比例 して

C O X -2 蛋白質発現の増大が認められる。本 実験では、数種のフラボノイドに

おいて、C O X - 2 蛋 白 量 がコントロールに比 べ減尐 しており、P G E 2 産生量 の

減尐が、C O X -2 蛋白質発現のレベルと相関することが明 らかになった。  

また、C O X -2 の誘導 を阻害することによりアレルギー性炎症反応 を抑制で

きることは良 く知 られている 5 7。これらの知 見 はアレルギーにおける抗 原 抗 体

反 応 によって起 こる炎 症 の繰 り返 しにおいて、抗 原 投 与 によって誘 導 された

C O X -2 が重 要 な働 きをすることを示 唆 している。本 試 験 において、 a p i g e n i n

や g e n i s t e i n は C O X -1 の蛋白質発現に影響 を与 えることなく、C O X -2 蛋白

質 の発 現 を抑 制 しており、 P G E 2 産 生 抑 制 を強 く抑 制 するフラボノイドでは、

C O X -2 蛋白質の発現 をも抑制 されることが示唆 された。  

L P S 刺 激 したラッ ト炎 症 性 腹 腔 マクロファージにおいて、フラボノイドは

C O X -2 由来の P G E 2 産生 を抑制するが、C O X -1 由来の P G E 2 産生はほとん

ど抑制 しておらず、C O X -2 の選択的阻害剤である N S - 3 9 8
5 8と同 じ効果 を示

した。N S -3 9 8 処理により P G E 2 産生は強 く抑制 され、その I C 5 0 は 0 . 1  μ M 以

下であった。非 ステロイド抗 炎症薬であるアスピリンは C O X -1 と C O X -2 のいず

れの酵素 も不 可逆的に不活化することにより、 P G E 2 産生 を抑制 する 5 9。いく

つかのフラボノイドではアスピリンとほぼ匹敵する IC 5 0 を示 したが、その作用機
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序は酵素の不可逆的不活化 とは異 なると考 えられた。  

また、用 量反応曲線および We s t e r n  b l o t による C O X -2 蛋白質 の発現に

おける結果では、4 0  µ M の a p i g e n i n（ f l a v o n e ）は P G E 2 産生 を強 く阻害する

だけでなく、 C O X - 2 蛋 白 質 の発 現 をも抑 制 した。それに対 し、 4 0  µ M の

7 -h y d r o x y f l a v o n o l （ f l a v o n o l ）や e r i o d i c t y o l（ f l a v a n o n e ）では、P G E 2 産生

を阻 害 するものの、 C O X -2 蛋 白 質 の発 現 抑 制 は弱 かった。このことから、

f l a v o n e は C O X -2 蛋 白 質 の発 現 を直 接 抑 制 することが明 らかとなった。

C O X -2 蛋白質の発現以外の f l a v o n o l や f l a v a n o n e の P G E 2 産生抑制作

用機序 としては、フラボノイドが P G E 合成酵素やホスホリパーゼ A 2 活性 を阻

害するという報 告 2 6 ,  6 0が存在することから、これらの酵素活性阻害等に由来

する可能性があると考 えられた。  

また、今回の検討に用いたような i n  v i t ro 試験ではフラボノイドの細胞膜透

過 性 も活 性 発 現 に大 きな影 響 を与 えると考 えられる。いくつかのフラボノイド

では、配 糖 体 はそれに対応するアグリコンに比 較 し、効 果 が大 きく減 尐 するこ

とが確認 された。例 えば、 q u e r c e t i n は P G E 2 産生抑制活性 が I C 5 0 で 1 3 . 9  

μ M であるのに対 し、その配糖体である r u t i n や q u e r c i t r i n は 1 0 0 0  μ M 以上

で、ほとんど活性は認められなかった。さらに、g e n i s t e i n や d a i d z e i n に対する

g e n i s t i n および d a i d z i n についても同様の傾向が認められた。配糖体 とアグリ

コンについてのこのような抑 制活性 の違 いには、細 胞膜透 過性 が寄与 してい

るものと考 えられた 6 1。フラボノイドの細 胞 膜 透 過 性 は、フラボノイドの疎 水 性

の強 さに大 きく影 響 されており、疎 水 性 の強 さは水酸基 の数および糖 の配位

等によって左右 される。このことが、B 環に 3 以上の水酸基 を有するフラボノイ

ドにおいて P G E 2 産 生 抑 制 効 果 が認 められなかった理 由 の一 つと考 えられ

た。  

さらに、近 年 では i n  v i v o におけるフラボノイドの代謝についての研究 も進ん

でいる。植物や食品に含有 されるフラボノイドは、 f l a v a n -3 - o l（ c a t e c h i n 等 ）を

除 き、配 糖 体 （ r h a mn o s i d e、 g l u c o s i d e、 h e s p e r i d o s i d e 等 ）の形 で存在する

ことが多 く 6 2、本 実験のような i n  v i t ro 試験では、フラボノイド配 糖体は P G E 2

産 生 抑 制 活 性 を示 さないことから、生 体 内 で作 用 しにくいとも考 えられる。こ

れに対 し、 i n  v i v o で経口投与 されたフラボノイドは、量 的には非常に尐ない
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が、加 水 分 解 されたアグリコンの形 で吸 収 されると考 えられている 6 3。さらに、

E r l u n d らの q u e r c e t i n と r u t i n（q u e r c e t i n - 3 -O  - r u t i n o s i d e ）に関 する薬学的

な知 見 に よれば 、 q u e r c e t i n と r u t i n を経 口 投 与 し た場 合 、血 中 には

q u e r c e t i n のグルクロン酸 抱合 体 もしくは硫 酸 抱合 体 のみが認 められ、 r u t i n

は検出 されていないことから、体 内 におけるフラボノイドの動 態 としてアグリコン

の 抱 合 体 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 6 4 。 し か し 、 炎 症 局 所 で は

β - g l u c u r o n i d a s e 活性の亢進に伴い、フラボノイド抱 合体がアグリコンに脱抱

合 されることが確認 されており 6 5、また、血 清 中の q u e r c e t i n とその抱合体 （B

環 も し く は 3 位 に 抱 合 ） は 、 大 腸 が ん 細 胞 に 対 し 、 無 刺 激 も し く は

i n t e r l e u k i n -1 β により誘 導 された状態で C O X -2  の m R N A 発現量 を低下 さ

せることが報 告 されている 6 6。以 上 のような知 見 から、フラボノイドの経 口 摂 取

による吸 収量は低値 であると推 察 されるが、血 液 中 に確 認 される量 でも十 分

な抗炎症活性 を示すと考 えられる。  
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３．  ポリメトキシフラボンのアレルギー性炎症抑制効果の解明  

１）  J 7 7 4 A . 1 細胞における腫瘍壊死因子 （T N F） -α 産生に対するポリメトキ

シフラボンの効果  

（１）  実験方法  

（１）－１  試薬  

N o b i l e t i n （ 5 , 6 , 7 , 8 , 3 ' , 4 ' - h e x a m e t h o x y f l a v o n e ） 、 t a n g e r e t i n （ 5 , 6 , 7 , 8 ,  

3 ' - p e n t a me t h o x y f l a v o n e ） （ 以 上 、 和 光 純 薬 ） 、 s i n e n s e t i n （ 5 , 6 , 7 , 3 ' , 4 ' -  

p e n t a me t h o x y f l a v o n e ）、 5 , 6 , 3 ' , 4 ' , 5 ' - p e n t a me t h o x y f l a v o n e、 5 , 6 , 7 , 3 ' , 4 ' , 5 ' -  

h e x a me t h o x y f l a v o n e 、 g a r d e n i n （ 5 - h y d r o x y - 6 , 7 , 8 , 3 ' , 4 ' , 5 ' - h e x a me t h o x y  

f l a v o n e ） 、 3 , 5 , 7 , 3 ' , 4 ' - p e n t a me t h o x y f l a v o n e  （ 以 上 、 I n d o f i n e  C h e mi c a l  

C o mp a n y,  I n c .、N J、U S A）を供 試 した。L P S は、前項 と同様のものを用いた。

マウス単 球 由 来 株 細 胞 （ J 7 7 4 A . 1 ）は、ヒューマンサイエンス研 究 資 源 バンク

より分 譲 されたものを用いた。  

 

（１）－２  J 7 7 4 A . 1 細胞の炎症刺激方法および T N F -α 産生量の測定方法  

J 7 7 4 A . 1 細 胞 を 5 x 1 0
4
 c e l l s / w e l l の濃 度 になるよう 1 0 % F C S および

p e n i c i l l i n （1 0 0  u n i t / m l ） - s t r e p t o m y c i n （1 0 0  μ g / ml、S i g ma  c h e mi c a l  C o . ）

を含 む D M E M 培地 （S i g ma  c h e mi c a l  C o . ）で希 釈 し、9 6 - w e l l  c u l t u r e  p l a t e

に播種 した。約 2 0 時間後 、プレートを 3 7  ℃に暖めた H a n k s（ -）で 3 回洗浄

し、F C S を含 まない D M E M 培地 を 1 6 0  μ l ずつ w e l l に入れた。試料は D M S O

に溶解 、滅菌 した P B S（ -）を用 いて D M S O の最終濃度 が 0 . 1 %（v / v）になる

よう希 釈 したものを 2 0  μ l ずつ添加 し、コントロールには同量の溶媒のみを添

加 した。その後 、D M E M 培地で 1 0  μ g / ml になるよう調 製 した L P S を 2 0  μ l

ずつ入れ、6 時間培養 し、T N F -α の産生 を誘導 した。  

培 養 終 了 後 、検 鏡 により細 胞 の状 態 を確 認 した後 、培 養 上 清 をポリプロ

ピレン製 の 9 6 - w e l l プレート（G e n e t i c s  C o .  L t d .、S u n n y v a l e、C A、U S A）  に

回収 し、測定時 まで - 3 0  ℃にて保存 した。  

培 養 上 清 中 に遊 離 する T N F - α 産 生 量 の測 定 には、 m o u s e  R e a d y -  
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S E T-G o  T N F - α  E L I S A k i t  （ e -B i o s c i e n c e、C A、U S A）による E L I S A 法 を用

いて測定 した。測定結果は陽性対照に対する百分率で表 した。  

 

（２）  実験結果  

（２）－１  ポリメトキシフラボンの構造 と T N F - α 産生抑制活性  

Ta b l e  2 に供試 したポリメトキシフラボンの IC 5 0 を示 した。  

供 試 したポリ メ トキシフラボンのうち、 5 , 6 , 7 , 3 ' , 4 ' , 5 ' - h e x a me t h o x y f l a v o n e  

（ IC 5 0 = 3 . 7  μ M）、 s i n e n s e t i n  （4 . 8  μ M）  および n o b i l e t i n  （5 . 7  μ M）におい

て T N F -α 産生に対する高い抑制活性 を示 した。本試験においては、最大で

1 0 μ M （最 終 濃 度 ）のポリメトキシフラボンを添 加 したが、この濃 度 において細

胞障害性は認められなかった。  

ポリメトキシフラボンはいずれも同 じフラボン骨 格 を有 していることから、産 生

抑制活性 の強 さはメトキシ基 の位置 と数 の違いで決定 されると考 えられた。そ

の 結 果 、 n o b i l e t i n と t a n g e r e t i n の 比 較 か ら 4 ' 位 の メ ト キ シ 基 、 ま た

5 , 7 , 3 ' , 4 ' , 5 ' - p e n t a me t h o x y f l a v o n e と 5 , 6 , 7 , 3 ' , 4 ' , 5 ' - h e x a m e t h o x y f l a v o n e の

比較から 6 位のメトキシ基 が活性発現に重要な役割 を果 たしていると考 えら

れた。  
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5,6,7,3',4',5'-hexamethoxyflavone 3.7 ± 0.9

sinensetin 4.8 ± 0.8

nobiletin 5.7 ± 2.2

tangeretin

5,7,3',4',5'-pentamethoxyflavone

gardenin

3,4,7,3',4'-pentamethoxyquercetin

>100

>100

Table 2   IC50 values of polymethoxyflavone

IC50(μM)

>100

>100

                              on TNF-a production
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２）  マウス脾 臓細胞の増殖およびサイトカイン産 生 に対するポリメトキシフラボ

ンの効果  

（１）  実験方法  

（１）－１  試薬  

供 試 したポリメトキシフラボンは、前 項 と同 じものを用 いた。細 胞 増 殖 活 性

の 測 定 に は 、 c e l l  p r o l i f e r a t i o n  E L I S A ,  B r d U  k i t （ R o c h e 、 B a s e l 、

S w i t z e r l a n d ）を用 いた。O VA（o v a l b u mi n :  S i g ma  C h e mi c a l  C o . ）、抗 C D 3 ε

抗体 （ e -B i o s c i e n c e、 c l o n e :  2 C 11 ）を使 用 した。  

 

（１）－２  使用動物および細胞の調製  

8 -1 0 週令の雄性 D O 11 . 1 0 マウス（C . C g -T g（D O 11 . 1 0）1 0 D l o / J、 J a k c s o n  

L a b o r a t o r i e s、M E、US A ）を用 いた。いずれのマウスも、頸 椎 脱 臼 により速 や

かに屠 殺 し、直 ちに脾 臓 を摘 出 した。摘 出 した脾 臓 を R P M I  1 6 4 0 培 地

（S i g ma  C h e m i c a l  C o . ）  2  ml 中 で分散 させ、 1 5  ml チューブ（FA L C O N :  

# 2 1 9 6）に移 し、8  ml にメスアップした。よく攪 拌 した後 、 1 分間静置 し、上清

の 7  ml を細 胞 浮 遊 液 として回 収 した。細 胞 を 2 x 1 0
6  

c e l l s / ml になるよう

1 0 % F C S お よ び p e n i c i l l i n （ 1 0 0  u n i t / m l ） - s t r e p t o m y c i n （ 1 0 0  μ g / ml ）  

（S i g ma  c h e mi c a l  C o . ）を含 む R P M I  1 6 4 0 培地で調製 した。  

 

（１）－３  細胞増殖活性およびサイトカイン産生量の測定  

O VA（抗 原 ）刺 激方法 ：調 製 した D O 11 . 1 0 マウス脾臓細胞 （5 0  μ l / w e l l ）

に O VA を 1 0  μ M（最 終 濃度 ）添 加 し、さらにポリメトキシフラボンを D M S O に

溶解 し、最終の溶媒濃度が 0 . 1 %  （v / v）になるよう調 製 したものを添加 した。

また、コントロールには同量の溶媒のみを添加 した。  

抗 C D 3 ε 抗体刺激方法 ：あらかじめ抗 C D 3 ε 抗体 （0 . 5  μ g / ml ）を 9 6 - w e l l  

c u l t u r e  p l a t e （N a rg e  N u n c、N Y、U S A）に 5 0  μ l / w e l l ずつ入れ、4  ℃で一晩

コーティングしたものに、調製 した脾臓細胞 を 5 0  μ l ずつ播種することにより、

細 胞刺激 を行 った。供試 ポリメトキシフラボン並びにコントロールは上 と同様に

添加 した。  
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脾臓細胞の増殖 等は、いずれの刺激方法においても同様 に測定 した。刺

激 7 0 時間後の細胞 を用い、キットの手順に従 い、B r d U を 2 時間取 り込 ませ

た後 、化学発光による測定 を行 った。  

サイトカイン産生は、 I L -2 および I L - 4 については 4 8 時間後 、 IL - 1 0 および

I N F - γ については 7 2 時間後の培養上清 を回収 し、測定に用いた。回収 した

培養上清は測定 まで - 3 0  ℃で保存 し、サイトカイン量 の測定には IL - 2、 I L - 4、

I L - 1 0、 I F N - γ  E L I S A キット（M o u s e  c y t o k i n e  R e a d y - S E T-G o  E L IS A k i t、

e -B i o s c i e n c e ）を用 いた。  

 

（１）－４  脾臓細胞の抗体産生量の測定  

（１）－２と同 様 に回収 した脾臓細胞 を 2 x 1 0
6
 c e l l s / ml に調製 し、4 8 -w e l l  

c u l t u r e  p l a t e （N a rg e  N u n c ）に 5 0  μ l ずつ入れ、O VA（1 0  μ M 最終濃度 ）およ

び供試ポリメトキシフラボンを加 え、１週 間培養 し、上 清 を回収 した。回 収 した

培養上清は測定 まで - 3 0  ℃で保存 し、 I g G 1、 I g G 2 a、 I g E、 I g A の産生量 をそ

れぞれ測定 した。抗体産生量の測定には M o u s e  I m m u n o g l o b u l i n  E L IS A 

k i t（B e t h y l  In c .、T X、U S A）を用 いた。  

 

（１）－５  統計処理  

実験結果は、D u n n e t の多重比較 を用い、P < 0 . 0 5 の場合に有意であると

した。測 定 値 は平 均 値 ±標 準 誤 差 で表 した。 n は一 群 あたりの匹 数 を示 し

た。  

 

（２）  実験結果  

（２）－１  脾臓細胞増殖に対するポリメトキシフラボンの効果  

O VA 刺激による D O 11 . 1 0 マウス脾臓細胞の増殖 をコントロールに対する

百分率 として F i g .  5  に示 した。なお、ポリメトキシフラボンのみを添加 し、抗原

刺激 を行 わなかった場合 には、脾 臓細 胞 の増 殖は認 められなかった（データ

省略 ）。Ta n g e r e t i n および 5 , 6 , 3 ′ , 4 ′ , 5 ′ - p e n t a me t h o x y  f l a v o n e では供試 した

0 . 4 -3 . 3  μ M の濃 度 範 囲 でコントロールとほぼ同 等 の細 胞 増殖 を示 したが、

n o b i l e t i n と s i n e n s e t i n では濃度依存的に抗原刺激による脾臓細胞の増殖  
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polymethoxyflavones and 10 M of OVA described in methods. 
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stimulation. 

*: signifficantly different from control (p<0.05)

Fig. 5 Effect of polymethoxyflavones on antigen-stimulated

proliferation of DO11.10 mice splenocytes. 
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を抑制する傾向が認められた。  

そこで、抗 C D 3 ε 抗体による刺激 を行い、脾臓細胞の増殖 を検討 した。コ

ントロールと比 較すると、 5 , 6 , 3 ′ , 4 ′ , 5 ′ -p e n t a me t h o x y f l a v o n e ではすべての濃

度 で増 殖 を亢進 する傾 向 が認 められた。それ以 外 のポリメトキシフラボンにお

いては、 0 . 4、 1 . 1  μ M ではコントロールとほぼ同 程 度 の増 殖 を示 したが、 3 . 3  

μ M では増殖が抑制 される傾向 にあった。しかし、いずれも有意差は認められ

なかった（F i g .  6）。  
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Fig. 6 Effect of polymethoxyflavones on anti-CD3 antibody  

stimulated proliferation of DO11.10 mice splenocytes. 

Splenocyte prepared from DO11.10 mice were stimulated by plate-

coated anti-CD3antibody and cultured with polymethoxyflavones

described in methods. 

The cell proliferation were measured at 70-72 hours after stimulation.
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（２）－２  脾臓細胞のサイトカイン産生に対するポリメトキシフラボンの効果  

O VA 刺激による D O 11 . 1 0 マウス脾臓細胞培養上清中の、 I L - 2、 I L - 4、

I L - 1 0、 I F N - γ の 4 種のサイトカイン産生量 を測定 した結果 を F i g .  7 にコント

ロールに対 する百 分 率 で示 した。コントロールにおける、それぞれのサイトカイ

ンの培 地 中 に遊 離 した量 は、 IL -2 （ 1 0 0 4 . 9 ± 2 5 0  p g / ml ） 、 IL - 4 （ 11 . 0 ± 5 . 6  

p g / ml ）、 I L - 1 0（9 0 5 . 1 ± 2 6 2  p g / ml ）、 I F N - γ （1 5 . 6 ± 6 . 3  n g / ml）であった。 IL - 2

産 生 量 では、すべてのポリメトキシフラボンで濃 度 依 存 的 に抑 制 の傾 向 が認

め られ 、 3 . 3  μ M の濃 度 では有 意 に産 生 が減 尐 し ていた 。 I L - 1 0 では

5 , 6 , 3 ′ , 4 ′ , 5 ′ -p e n t a me t h o x y f l a v o n e の 3 . 3  μ M および 5 , 6 , 7 , 3 ′ , 4 ′ , 5 ′ - h e x a  

me t h o x y f l a v o n e の 1 . 1、3 . 3  μ M において有意な減尐が認められた。また、

I F N - γ の産生量はすべてのフラボノイドで 1 . 1、3 . 3  μ M の濃度 において有意

にコントロールより産 生量が減尐 していた。しかし、 IL - 4 においては、いずれの

ポリメトキシフラボンもコントロールの産 生 量 に対 し有 意 な差 は認 められず、

t a n g e r e t i n においては逆に濃度依存的に増加の傾向があった。  
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Fig. 7 Effect of polymethoxyflavones on antigen-specific cytokines

production of DO11.10 splenocytes.

Splenocytes were prepared from DO11.10 mice and cultured with 

polymethoxyflavones and 10 M of OVA described in methods.

The supernatants were collected at 48 hours (for IL-2,  IL-4) and 72 hours

(for IL-10,  IFN-) after stimulation Cytokines in cultured supernatants were 

measured by ELISA.

*: signifficantly different from control (p<0.05)

Nob: nobiletin, Tan: tangeretin, Sin: sinensetin, pentaMeF: 5, 7, 3', 4',5'-

polymethoxyflavone, hexaMeF: 5, 6, 7, 3', 4',5'-polymethoxyflavone
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（２）－３  脾臓細胞の抗体産生に対するポリメトキシフラボンの効果  

O VA 刺激による D O 11 . 1 0 マウス脾臓細胞の抗体産生量 を F i g .  8 に示 し

た。コントロールにおける各 種 抗 体 の培 養 液 中 の量 は、 I g G 1 （ 1 3 3 . 3 ± 3 6 . 4  

n g / ml ）、 I g G 2 a （ 6 . 1± 3 . 1  n g / ml ）、 I g A （ 6 3 . 0±2 8 . 1  n g / ml ）、 I g E （ 1 . 3±0 . 5  

n g / ml ）であった。  

いずれの抗 体 産 生 量 においても動 物 個 体 間 のばらつきが大 きかったが、

n o b i l e t i n および t a n g e l e t i n は濃度依存的に I g G 1 の産生量 を増加 させる傾

向が認められた。それに対 し、 5 , 6 , 3 ′ , 4 ′ , 5 ′ - p e n t a me t h o x y f l a v o n e の 1 . 1 およ

び 3 . 3  μ M における I g G 1 の産生量は、コントロールに比較 して有 意 な減尐が

認 め ら れ た 。 今 回 供 試 し た ポ リ メ ト キ シ フ ラ ボ ン の う ち 、

5 , 6 , 3 ′ , 4 ′ , 5 ′ -p e n t a me t h o x y f l a v o n e お よ び 5 , 6 , 7 , 3 ′ , 4 ′ , 5 ′ - h e x a me t h o x y -  

f l a v o n e においては、 I g E を除 き、 I g G 1、 I g A、 I g G 2 a 抗体の産生量がコントロ

ールに比較 し、濃度依存的に減尐する傾向が認められた。  
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Fig.  8 Effect of polymethoxyflavones on antigen-specific immunogloblin

production of DO11.10 splenocytes.

Splenocytes were prepared from DO11.10 mice and cultured with polymethoxyflavones

and 10 M of OVA described in methods.

Cultured supernatants were collected at 7days after stimulation. Cytokines in the 

supernatants were measured by ELISA. 

*: signifficantly different from control (p<0.05, n=5)

Nob: nobiletin, Tan: tangeretin, Sin: sinensetin, pentaMeF: 5, 7, 3', 4', 5'-polymethoxy-

flavone, hexaMeF: 5, 6, 7, 3', 4', 5'-polymethoxyflavone
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３）  ラット好 塩 基 球 性 白 血 病 細 胞 （R B L - 2 H 3 ）の抗 原 刺 激 による脱 顆 粒 に

対するポリメトキシフラボンの効果  

（１）  実験方法  

（１）－１  細胞および試薬  

ポリメトキシフラボンは前項 と同 じものを供試 した。ラット好 塩基球性白血病

細胞 （R B L - 2 H 3）はヒューマンサイエンス研 究資源バンクより分 譲 されたものを

用 いた 。抗 d i n i t r o p h e n o l  I g E 抗 体 （ a n t i - D N P I g E ） 、 Tr i t o n  X -1 0 0 、

D N P - h u ma n  s e r u m  a l b u mi n （ H A S ） （ 以 上 S i g m a  C h e m i c a l  C o . ） 、

w o r t ma n n i n 、 p - n i t r o p h e n y l - 2 -a c e t o a mi d o -2 - d e o x y -β - D - g l u c o p y r a n o s i d e

（和 光 純薬 ）を用 いた。  

 

（１）－２  脱顆粒抑制活性測定方法  

R B L - 2 H 3 細胞 を 2 . 5 × 1 0
5
 c e l l s / w e l l の濃度になるよう 1 0 % F C S および

p e n i c i l l i n （ 1 0 0  u n i t s / ml ） - s t r e p t o m y c i n  （ 1 0 0  μ g / ml ）  （S i g m a  c h e mi c a l  

C o .）を含 む D M E M 培地 （S i g m a  c h e mi c a l  C o . ）で希 釈 し、2 4 - w e l l  c u l t u r e  

p l a t e（FA L C O N  # 2 0 4 7 ）に播 種 し、3 7  ℃、9 5 %  a i r -5 % C O 2 で培養 した。約

2 0 時間後 、細胞 に 5 0  n g / ml の a n t i -D N P - I g E を 5 0 0  μ l 添加 し、2 時間後

に細胞 を 3 7  ℃に暖めた M T  b u f f e r  [ M o d i f i e d  Ty r o d e ’s  b u f f e r  （1 3 7  mM  

N a C l、2 . 7  M  K C l、1 . 8  mM  C a C l 2、1  mM  M g C l 2、5 . 6  mM  g l u c o s e、2 0  mM  

H E P E S、0 . 1 %  B S A） ]で 2 回洗浄 し、抗体 を除去 した。その後 、D M S O に溶

解 した試 料 を最 終 濃 度 0 . 1 % （ v / v ） になるよ う M T  b u f f e r で希 釈 、 4 9 0  

μ l / w e l l を添加 し、1 0 分間 インキュベートした。陽 性対照 として、w o r t ma n n i n

を D M S O に溶解 、M T  b u f f e r で 5  μ M に希釈 したものを用いた。 1 0  μ l の 2 . 5  

μ g / ml  D N P - H A S を 添 加 し 、 抗 体 を 架 橋 さ せ る こ と に よ り 、 細 胞 内 の

β -h e x o s a mi n i d a s e を放 出 させた。培 養 上 清 および 0 . 1 %  Tr i t o n  X -1 0 0  

（S i g ma  c h e mi c a l  C o . ）を用 いて細胞 を溶解 した c e l l  l y s a t e を用い、それぞ

れ 5 0  μ l に、1 0 0  μ l の 3 . 3  mM  p -n i t r o p h e n y l - 2 -a c e t o a mi d o - 2 -d e o x y - β -  

D - g l u c o p y r a n o s i d e （0 . 1  M  c i t r a t e  b u f f e r、p H 4 . 5）を基 質 として加 え、3 7  ℃

で 2 5 分間酵素反応を行い、2  M  g l y c i n e  b u f f e r （p H 1 0 . 4）1 0 0  μ l で反応 を
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終了 させた後 、4 0 5  n m の吸光度 を測定 した。脱顆粒は計算により細 胞内酵

素量に対する放出割合 （%）として求 めた。  

 

（２）  実験結果  

β -h e x o s a mi n i d a s e を 指 標 と し て 用 い 、 ポ リ メ ト キ シ フ ラ ボ ン に お け る

R B L - 2 H 3 細 胞の脱 顆粒抑制活性 を検 討 した。それぞれ前項 と同 じ試 料 を

用い、1 0  μ M の濃度 で細胞に添加 した。その結果 、F i g .  8 に示 したように、

n o b i l e t i n と s i n e n s e t i n において、β -h e x o s a mi n i d a s e の放出抑制が認められ、

1 0  μ M を添加 した際の抑制率はそれぞれ 2 1 および 3 1 %であった。  
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Fig.  9 Inhibitory effect of polymethoxyflavones on 

degranulation of RBL-2H3 cells .

RBL-2H3 cells (2.5x105 cells/well) were cultured in 24-well plate and 

sensitized by anti-DNP-IgE. After 10min, incubation with polymethoxyflavones, 

cells were stimulated by the antigen for 30 min.  The degranulation activity was 

measured as activity of -hexosaminidase.

The degranuration was calculated from the enzyme concentration in cell 

lysate.
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４）  考察  

（１）  T N F -α 産生抑制効果  

フラボノイドの T N F -α 産生に対する抑制効果に対 しては多 くの報告 6 7があ

り 、 ま た以 前 の報 告 4 2 において も 、 a p i g e n i n 、 k a e mp f e r o l 、 q u e r c e t i n 、

c a t e c h i n、p h l o r e t i n 等 、いくつかのフラボノイドが IC 5 0 で 3  μ M 程度 という高

い抑制活性 を示すことを明 らかにした。これらの結 果 から、 T N F - α 産 生抑制

活性 を示すフラボノイドには、前項の P G E 2 産生抑制 と同様に C 2 -C 3 の二重

結合や 4 位のケトン基 、5 , 7 , 4 ′位の水酸基 を有するものが多いことが確認 され

た。今 回供 試 したポリメトキシフラボンは、カンキツ類 の果皮 に多 く含 有 されて

いるフラボノイドであり、フラボン骨格 として C 2 - C 3 の二重結合および 4 位のケ

トン基 を有 し、さらにフラボンの水酸基がメトキシ基 に置換 された構造 を持つ。

ポリメトキシフラボンは、多 くのメトキシ基 を有 することから疎 水性 が強 く、細 胞

透 過 性 が高 いと考 えられるため、より強 い抑 制 効 果 を示 す可 能 性 が期 待 さ

れ た 。 し か し 、 本 試 験 で 抑 制 活 性 を 示 し た 5 , 6 , 7 , 3 ′ , 4 ′ , 5 ′ - h e x a -  

me t h o x y f l a v o n e や s i n e n s e t i n、n o b i l e t i n でも I C 5 0 は 3 . 7 - 5 . 7  μ M であり、

a p i g e n i n 等 とほぼ同 じ程度であった。ポリメトキシフラボンの中では、メトキシ基

の位置により活 性の有無の差異が認められ、T N F -α 産生の抑制には 6 およ

び 4 ′位のメトキシ基 が活性発現に重要な役割 を果 たすことが示唆 された。  

ポリメトキシフラボンの T N F -α 産生抑制については、M a n t h e y らがヒト末 梢

血白血球 を用いた報告 6 8において mR N A の誘導 を抑制することを明 らかにし

ていることから、同 様の作用機序 と考 えられた。  

 

（２）  脾臓細胞の増殖 、サイトカインおよび抗体産生に対する効 果  

アレルギー性 炎 症 疾 患 においては、抗 原 特 異 的 な免 疫 応 答 を担 当 する

脾臓細胞の増殖およびサイトカインや抗体の産生が、T 細胞の分化 を含めた

アレルギー発症 にあたり、重 要 な要 因 と考 えられる。そこで、抗 原 や抗 C D 3 ε

抗 体 を用 いた刺 激 誘 導 に対 するポリメトキシフラボンの効 果 について検 討 を

行 った。  

供試 した濃度範囲 においては、ポリメトキシフラボンの細胞毒性は認められ
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なかった。しかし、有意差は認められないものの、抗原刺激 、抗 C D 3 ε 抗体刺

激のいずれにおいても増殖は抑制 される傾向であった。抗 C D 3 ε 抗体による

処理では T 細胞のみが刺激 を受 けると考 えられているが、O VA による抗原刺

激 とほぼ同様の傾向が認められることから、ポリメトキシフラボンは T 細胞の活

性抑制 を通 じて、抗原特異的増殖応答 を抑制 していると考 えられた。  

サイトカインについては、いわゆる T h 2 型サイトカインである IL - 1 0、また T h 1

型サイトカインの IL - 2、 IF N -γ のいずれにおいても産生の抑制が認められた。

しかし、 IF N - γ の産生抑制が強いこと、さらに T h 2 への分化 を誘導する IL - 4

の産生は抑制 されないことから、サイトカインの産生 に対する効 果 としては、供

試 したポリメトキシフラボンは T h 2 型細胞優位に分化 を誘導する可能性が推

測 された。  

それに対 し、抗体産生に対する効果 を検討 したところ、T h 2 型 と考 えられる

I g G 1 の産生量はポリメトキシフラボンの種類 によって、抑制 活性 を有するもの

と 増 強 の 傾 向 を 示 す も の が 認 め ら れ た 。 特 に 、 5 , 6 , 3 ′ , 4 ′ , 5 ′ - p e n t a -  

me t h o x y f l a v o n e では I g G 1 の産生が濃度依存的に強 く抑制 されており、その

他 I g A や I g G 2 a の産生量 も減尐の傾向 が認められたことから、抗 体産生細

胞の活性抑制 を通 じ、アレルギー性炎症 を抑制する可能性 も示唆 された。  

サイトカイン産生 と抗体産生では一見矛盾する結果 も得 られていることから、

一 部 のポリメトキシフラボンは B 細胞における抗体産生等に作用する可能性

も推測 された。  

免 疫 担 当 細 胞 に対 するフラボノイドの効 果 では、G u o らがイソフラボンの

g e n i s t e i n 投与が抗原刺激や抗 C D 3 ε 抗体刺激による脾臓細胞増殖には

影響 を与 えないが、無刺激の細胞 を増殖 させること、また I g G や I g M の産生

に影 響 しないことを報 告 している 6 9。また、ポリメトキシフラボンの混 合 抽 出 物

が免 疫 したマウスの脾 臓 細 胞 重 量 を用 量 依 存 的 に増 加 させるという報 告 も

ある 7 0。しかし、フラボノイドには脾臓細胞 の増殖 を抑制する活性 を有するもの

が多い 7 1ことから、ポリメトキシフラボンにおいても脾臓細胞 の増殖や活性の抑

制 を通 じてサイトカインや抗体の産生が抑制 されたものと考 えられた。  
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（３）  R B L - 2 H 3 細胞脱顆粒抑制活性  

R B L - 2 H 3 細胞 を抗 D N P I g E 抗体で感作 した後 、D N P - H A S で抗原処理

し架橋することによって細胞内顆粒 を放出 させる方 法 を用い、脱 顆粒に対す

るポリメトキシフラボンの効果 を検討 したところ、供 試 したポリメトキシフラボンの

うち、 s i n e n s e t i n や n o b i l e t i n には脱顆粒抑制活 性が認 められた。しかし、

M a t s u d a らの報 告 によれば l u t e o l i n 、 d i o s mi n 、 f i s e t i n 、 q u e r c e t i n では

2 . 1 -4 . 2  μ M の I C 5 0 を示すとされているが 7 2、今 回供試 したポリメトキシフラボン

の R B L - 2 H 3 の脱顆粒抑制活性はそれらのフラボノイドよりも低 かった。  

M i d d l e t o n らはヒト好 塩基球におけるヒスタミン遊離について、様 々な刺激

剤に対する抑制活性 を検討 し、 a p i g e n i n は供試 したすべての刺激に対 し抑

制活性 を示すのに対 し、 t a n g e r e t i n は抗原刺激による遊離は抑制 しないが、

C o n  A や T PA 刺激による遊離 を抑制することを報告 しており 7 3、本 試験で検

討 した抗 原 刺 激 による脱 顆 粒 では同 様 の結 果 が得 られている。このことから

ポリメトキシフラボンの脱顆粒 抑制 活性 において、メトキシ基 の有無や位置は

I g E 依存的な脱顆粒刺激に影響すると考 えられた。  

 

４．  小括  

 

炎 症 初 期 のケミカルメディエータとして、ラット炎 症 性 腹 腔 マクロファージの

L P S 刺激による P G E 2 産生に対するフラボノイドの抑制効果について検討 を

行 った。フラボノイドの抑 制 効 果 は、基 本 骨 格 構 造 の違 いによって差 が認 め

られ、 f l a v o n e と f l a v o n o l が最 も効果が高 く、次 いで f l a v a n o n e の効果が高

かった。構造活性相関の検討により、C 環 の C 2 - C 3 が二重結合 であること、4

位 にケトン基 （オキソ構 造 ）を持 つことが活 性発現 に重要 な要 素 であると考 え

られた。その他 、A 環や B 環においては水酸基の位置および数 が抑制活性

に関与 していた。水 酸基はフラボノイドの疎水性に影響 を与 えることから、フラ

ボノイド配 糖 体 に活 性 が認 められなかったことと合 わせ、細 胞 膜 透 過 性 が抑

制 活 性 発 現 に大 きく関 わっていることが示 唆 された。さらに、今 回 特 に強 い

抑制活性 を示 したフラボノイドでは、アラキドン酸 から P G を産生する際に律速

酵 素 となる脂 肪 酸 シクロオキシゲナーゼ蛋 白 質 の発 現 も抑 制 されていたこと
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から、フラボノイドの P G E 2 産生抑制作用は、酵素活性の抑制だけに留 まらず、

酵素蛋白質の発現抑制にも起因することを明 らかにした。  

また、近 年 抗 腫 瘍 作 用 等 が明 らかにされつつあるポリメトキシフラボンを供

試 し、P G E 2 と同 様 に炎症初期に産生 される重 要 なサイトカインの一 つである

T N F -α の産生 に対 する効 果 、脾 臓細胞 の増殖やサイトカイン、抗 体 産生 に

対する効果 、また R B L -2 H 3 細胞 を用いた脱顆粒抑制効果についての検討

を行 った。その結 果 、 n o b i l e t i n をはじめとする一 部 のポリメトキシフラボンに

T N F -α 産 生 抑 制 活 性 および脱 顆 粒 阻 害 活 性 が確 認 された。脾 臓 細 胞 の

増 殖 抑 制 活 性 に対するポリメトキシフラボンの効 果 については明 らかとはなら

なかったが、サイトカインや抗体 の産生 においては、いわゆる T h１型 サイトカイ

ンである IF N - γ 産生の抑制 、 I g G 1 抗体産生の抑制等が認められた。しかし、

本 章 で検討 した炎症 性 ケミカルメディエータ産 生抑制 に関 わる機 能 は、いず

れもポリメトキシフラボンのみに認められる活 性ではないことから、フラボノイド全

般に共通する作用機序に基づくものであると推測 された。  

以上 の結 果 により、フラボノイドは炎 症 初期 に重 要 な役 割 を果 たす P G E 2

やサイトカイン等 のケミカルメディエータの産 生 抑 制 を通 じ、炎 症 抑 制 効果 を

示す可能性があると考 えられた。  
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第  ２  章  

 

炎症部位への好中球の遊走の測定  

および白血球接着分子の発現に対する  

フラボノイドの効果  
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１．  序論  

 

本 章 においては、フラボノイドの抗 炎 症 活性 のうち、白 血 球浸潤 に着 目 し、

その抑 制 についての検 討 を行 った。炎 症 反 応 は、先 に述 べたように血 管 透

過 性 の亢 進 、それに引 き続 く白 血 球 の炎 症 局 所 への浸 潤 、そして治 癒 とい

う３つの過 程 に大 きく分 けることができる。アレルギー性 炎 症 や、慢 性 炎 症 に

おいては、血 管透過性 の亢進 と白 血球 の浸潤 が、白 血球 から遊 離 される走

化 因 子 等 により、繰 り返 し起 こっていると考 えられる。つまり、炎 症 局 所 への

白血球遊走がこの複雑 な反応 の制御 を担 っていると言 っても過言ではない。  

白血球の炎症局所への遊走は、いくつかの過程 を経 て起 こる 2 0。最 初 に、

生 体 が何 らかの刺 激 を受 けると、血 管 内 を血 流 に沿 って流 れている白 血 球

は血 管 壁 付 近 を流れるようになり、次 に血管 内 皮 細 胞 表 面 を転 がる現 象 が

起 こる。この現象 をローリング（ r o l l i n g）と呼 んでいる。次 に、白 血球は内皮細

胞 表 面 に接 着 （ a d h e s i o n ）し、内 皮 細 胞間 を通 過 した後 、血 管 周 囲 の結 合

組 織 を通 り、最 後 に炎 症 局 所 に向 かって移 動 していく。浸 潤 の初 めの段 階

であるローリング反応 には、接着因子である s e l e c t i n と呼 ばれる P -s e l e c t i n

（C D 6 2 P ）、L - s e l e c t i n （C D 6 2 L ）および E - s e l e c t i n （C D 6 2 E ）というレクチンに

類 似 した糖 鎖 構 造 を持 つ C a
2 + 依 存 性 の蛋 白 7 4 が関 与 す る 。 これ らの

s e l e c t i n のうち、L -s e l e c t i n は恒常的に白血球の細胞表面に発現 しているが、

P -s e l e c t i n および誘導型 E -s e l e c t i n は血管内皮細胞に発現する 2 5 ,  7 5。

P -s e l e c t i n は血小板の α -顆粒内および血管内皮細胞の We i b e l - P a l a d e 小

体に不活性型で存在する 2 3。T N F - α や I L - 1 のような炎症性 サイトカインは、

まず P -s e l e c t i n 分子 を活性化 して内皮細胞の表面に発現 させ、それに引 き

続 き E -s e l e c t i n の発現 を誘導する。  

このローリング反 応は、白血球 の血管外浸潤 と炎 症局所への集積に必須

のものであり、このような白 血 球 のローリング、接 着 、浸 潤 について詳 細 な検

討 を行 うためには、白 血 球 ローリングの動 態 を直 接 顕 微 鏡 観察 するという手

法 が非 常 に有 効 である。小 動 物 を用 い、麻 酔 下 で腸 間 膜 静 脈 を体 外 に引

き出 し、顕 微 鏡 で直接 血 管 内 を観 察 する方 法 として、生 体 顕微 鏡 法 がある。

しかし、生 体 顕 微 鏡法 においては、外 科的 手 段 により引 き起 こされる障 害 そ
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のものにより白 血 球 浸 潤 が誘 発 されることから、長 時 間 の試 験 を行 うのが困

難 である。そこで、血 管 内 白 血 球 数 の組 織 学 的 定 量 法 を用 い、ラット腸 間

膜静脈 におけるヒスタミン誘 導 による白 血球 のローリングを解 析する方法 を開

発 した。特 に、組 織 学 的 手 法 は腸 間 膜 静 脈 の生 体 顕 微 鏡 観 察 のような外

科 手 術 等 の障 害 を受 けない方 法 であるため、白 血 球 の血 管 外 浸 潤 の測 定

に関 しても有効である 7 6 ,  7 7。さらに、本 法 を用い、T N F - α や I L -1 α により誘 導

された白血球浸潤について検討 した。  

また、野 菜 や果実等植物由来のいくつかのフラボノイドで、内 皮 細胞表面

の接着分子発現 を抑制することが報告 されており 7 8 ,  7 9、その作用機序 として

チロシンキナーゼ、M A P キナーゼ、M E K キナーゼ等 のシグナル伝達過程 の

酵 素 阻 害 があると考 えられている。フラボノイドによる接 着 分 子 発 現 抑 制 効

果は、白 血球 の浸潤 を減尐 させ、抗 炎症 や抗 アレルギーにつながるものと期

待 される。しかし、フラボノイドの接着分子発現 、特 に E -s e l e c t i n に関する報

告 8 0 ,  8 1は尐 ない。また、フラボノイド等 の機 能性 成 分 が吸 収 され、血 中 に移

行 した場合 、最 初 に影響する細胞 が血管内皮細胞であると考 えられることか

ら、フラボノイドが血 管 内 皮 細 胞 に作 用することにより、 E -s e l e c t i n の発 現 に

影 響 すると想 定 される。以 上 のことから、T N F -α により惹 起 されたヒト臍 帯 静

脈内皮細胞表面に発現する E -s e l e c t i n の発現に対するフラボノイドの効果

を検討 した。  

 

２．  組織標本による好中球 のローリングと遊走 測定法 を用いた炎症反応解

析  

１）  実験方法  

（１）  試薬  

ヒト r e c o mb i n a n t  T N F -α および IL - 1 α は大日本製薬 （大 阪 、日本 ）より供

与 さ れ た も の を 用 い た 。 T C V-3 0 9 （ 3 -b r o mo - 5 - [ N - p h e n y l - N - [ 2 - [ [ 2 -

（ 1 , 2 , 3 , 4 - t e t r a h y d r o - 2 - i s o q u i n o l y l c a r b o n y l o x y ） e t h y l ] c a r b a m o y l ] e t h y l ]  

c a r b a mo y l ] -1 - p r o - p y l p y i d i n i u mn i t r a t e ）は、武 田 薬品 （大 阪 、日 本 ）より分



 

 - 49 - 

与 されたものを用 いた。 F u c o i d i n （S i g ma  C h e mi c a l  C o . ）、G i e m s a 染 色 液

（M e r c k、D a r ms t a d t、G e r ma n y）、カゼインと C a n a d a  b a l s a m（和 光 純 薬 ）を

用 いた。  

 

（２）  使用動物  

雄性 S D ラット（2 0 0 - 2 5 0  g、日 本 S L C、静 岡 、日本 ）を用 いた。動物の飼

育及び取 り扱 いについては、独 立行政法人食品総合研究所 および北里大

学における動物実験委員会勧告に準 じて行 った。  

 

（３）  T N F -α および I L -1 α、カゼインの腹腔内投与による炎症惹起  

T N F -α および I L -1 α、カゼインの S D ラットに対する腹腔内投与は、エーテ

ル麻酔下で行 った。T N F - α および I L -1 α については、3 7  ℃に暖めた滅菌済

み生 理 食 塩 水 5  m l に溶 解 し、カゼインは 3 7  ℃に暖 めた K r e b s - R i n g e r  

b i c a r b o n a t e  s o l u t i o n  5  ml に溶解 したものを用いた。  

ラットに腹腔内投与 した後 、p e n t o b a r b i t a l （N e mb u t a l
®

 s o d i u m  s o l u t i o n、

A b b o t  L a b o r a t o r i e s、N o r t h  C h i c a g o、 I L、U S A、6 0  m g / m l ）  0 . 2  ml を心臓

内 投 与 することにより血 流 を停 止 させた。その後 開腹 し、腸 間 膜 静 脈 を直 ち

に摘 出 した。組 織 のサンプリングを行 う前 に、動 脈 血 試 料 を尾 動 脈 より採 取

し、全 身 における多 形 核 白 血 球 （ P M N ）および単 核 球 （M N ）量 の計 測 に用

い た 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 T ü r k 液 （ 1 : 1 0 、 和 光 純 薬 ） で 染 色 し た 後 、

B u r k e r -T ü r k の血球計算盤 を用いて計測 した。  

 

（４ ）  腸 間膜 静 脈 の組 織 標 本 における細 静 脈 内 および組 織 中 の白 血 球 の

測定  

腸 間 膜 の 試 料 は 既 報 7 5 の よ う に 、 p a r a f o r ma l d e h y d e （ 2 % ） お よ び

g l u t a r a l d e h y d e （ 5 % ）を用 いて固定 し、G i e ms a 染色液 （ 1 : 2 0 ）にて染 色 、乾

燥後 、C a n a d a  b a l s a m でスライドガラス上 にマウントした。また、細 静脈 （内 径

2 0 -5 0  μ m）内 の P M N および M N 白血球の濃度 も既報 と同様に、血管 を円

筒形であると見 なした上 で、幾何学的に計算 した。すなわち、ローリングしてい

る白血球 の数は、微 細血管 における白血球の総数 を全身性のものから減算
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することにより求 めた。血 管 内 の白 血 球 は血 管 の体 積 （ n l ）あたりで換 算 し、

血 管 内白血 球 量 と全 身 の白 血球量 の比率 により表 示 した。血 管 内白血球

濃度の平均値は、動 物 １匹 あたり 2 -6 箇所の血管 を測定 し、それらを平均 し

て表 した。血管外白血球数は、細 静脈 （内 径 2 0 -5 0  μ m）の周 辺部 を調べた。

血管周辺部 2 0 0 x 2 0 0  μ m の浸潤 した P M N 白血球 を 1 0 0 0 倍の顕微鏡下で

計測 した。  

 

（５）  統計処理  

実験結果は、o n e - w a y  A N O VA および 3 ないしそれ以上の群の比較には

D u n n e t の多重比較 、 2 群の比較には St u d e n t の t - t e s t を用い、p < 0 . 0 5 の場

合に有意であるとした。測 定 値は平均値 ±標準誤差で表 した。 n は一群 あた

りの匹数 を示 した。  

２）  実験結果  

（１）  細静脈の直径 と多形核白血球の浸潤 との関係  

多形核白血球の浸潤 と細静脈血管の直径 との関係 を明 らかにするため、

腸間膜のプレパラートの適当 な範囲 を数 えた。直径 2 0 - 5 0  μ m の腸間膜細

静脈 周辺 の様々な場 所 を決 め、多 形 核白 血球 の数 を計 測 し、血 管 の直 径

と浸 潤 の関 係 を明 らかにした。相 関 直 線 は、 y = 1 . 1 3 x + 1 0 4 . 5 9 、 r
2
= 0 . 0 0 7 6  

（ n = 1 5、 x :  血管の直 径 、 y :  浸潤 した多形 核白血球数 ）であった。この結 果

から、細 静 脈血 管 の直径 と浸 潤 した多 形 核白血 球 数 には相 関 がないことが

明 らかになった。そこで、これ以降 、ランダムに選択 した 2 0 -5 0  μ m の直径 を持

つ細静脈周辺の多形核白血球数 を計測 し、浸潤の指標 とした。  

 

（２）  T N F - α、 I L - 1 α およびカゼインにより誘 導 された炎症 における多 形核白

血球の浸潤の時間経過  

本 法 を用 い、T N F - α、 IL - α およびカゼインにより誘 導 された炎 症 における

多形核白血球の浸潤 を測定 した（F i g .  1 0 A）。T N F -α 誘導による炎症では、

浸潤のピークは投与 3 時間後に認められた。 IL - 1 α 誘導においても同様にピ
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ークは 3 時間後であったが、カゼイン誘導では最初の多形核白血球浸潤の

ピークが 2 時間後にあり、その後 5 時間後に再度増加 した。  

 

（３）  カゼイン誘導炎症における多形核白血球 と単球のローリングの時間  

経過  

カゼインによる炎 症 において、ローリングの指 標 としての細 静 脈 血 ／全 身

血の白血球濃度比 を F i g .  1 0 B に表 した。多形核白血球では、投与 1 時間

後に最初 のピークがあり、 4  時間後に 2 番目のピークが観察 された。それに

対 し、単 球では、カゼインの投与後 5 時間目 まで徐々にローリングが増加 し

た。  

 

（４）  カゼイン炎症 1 時間後におけるローリングに対する PA F アンタゴニスト  

および s e l e c t i n 阻害薬の効果  

カゼイン炎症 1 時間後における特異的 PA F アンタゴニスト（T C V-3 0 9 :  0 . 1  

m g / k g ）の白 血 球 ローリングに対 する効 果 を検 討 した（ F i g .  11 A ）。T C V-3 0 9

および s e l e c t i n 阻害薬である f u c o i d i n を尾静脈 よりカゼインと同時に投与 し

たところ、T C V-3 0 9 は 1 時間後の多形核白血球のローリングに対 し全 く影響

を与 えず、単球のローリングに対 しても同様であった。それに対 し、 s e l e c t i n 阻

害薬である f u c o i d i n を投与 した場合には多形核白血球のローリングは阻害

されたが、単球には効果が認められなかった。  
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Fig. 10 Leukocytes rolling and migration induced by TNF, IL-1, 

and 1% casein.

A: PMN migration with TNF-IL-1and 1% casein stimulation.

B: Leukocyte rolling with 1% casein stimulation.

Values were expressed by means ± standard error.



 

 - 53 - 

（５）  T N F -α、 I L - 1 α およびカゼイン誘導炎症における多形核白血球の浸潤

に対する s e l e c t i n 阻害薬および PA F アンタゴニストの効果  

T N F -α、 I L -1 α およびカゼイン誘導炎症 における多形核白血球浸潤に対

する s e l e c t i n 阻害薬および PA F アンタゴニストの効果 を検討 した（F i g .  11 B、

11 C および 11 D）。F u c o i d i n は T N F -α 投与 3 時間後における多形核白血

球 の浸 潤 に対 し濃 度 依 存 的 な抑 制 を示 し、 T C V-3 0 9 においても同 様 の傾

向が認められた。 IL - 1 α による炎症においては、 1 0  m g / k g の f u c o i d i n は多形

核白血球の浸潤 を完全に抑制 し、T C V-3 0 9 も 0 . 1  m g / k g でほぼ完全に抑

制 した（F i g .  11 C）。カゼイン投与 2 時間後では、 f u c o i d i n（1 -1 0  m g / k g）は濃

度依存的に多形核白血球の浸潤 を抑制 し、 0 . 1  m g / k g の T C V 3 0 9 において

も抑制が確認 された（F i g .  11 D）。  
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Fig. 11 Effects of PAF antagonist and selectin inhibitor on rolling in casein induced

inflammation in (A) and PMN migration in peritoneal inflammation

induced by TNF- (B), IL-1 (C), and 1% casein (D) in rats.

Values were expressed by means ±standard error.  N.S. means no significant 

against control group.   

*: p<0.05 vs control group.   **:  p<0.01 vs control group.
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３）  考察  

多 形 核 白 血 球 の浸 潤 に関 しては、多 くの測 定 手 法 が存 在 するが、 i n  

v i t ro では B o y d e n  c h a m b e r を用いて測定する方法 8 2が最 も一般的 である。

また、 i n  v i v o では腹膜炎や胸膜炎において、浸潤 した多形核白血球の数 を

計測する場 合 もある。組 織 学的試料 においては、組 織中 の浸潤 した多形核

白血球 を計測する方法に代 えて、組織中の m y e l o p e r o x i d a s e 活性 を測定

し、浸 潤 した量 とする方 法 8 3が多 く用 いられている。腸 間 膜 静 脈 は、様 々な

P M N 測定に用いられるが、この血管 を用いる観察 は血管の検出や血管内の

細 胞 の流 れの観 察 が容 易 であることから、ローリングの測 定 としては最 も適 し

た方法である。  

これらの方 法 の欠 点 を補 うために、組 織 学 的 な手 法 によりローリングを測

定する方法 を考案 した 7 5 ,  7 6 ,  8 4。この方法 は微小循環系に障害 を与 えず白

血 球 のローリングを観 察 するのに大 変 有 効 であることから、さらに拡 大 して、

多 形 核白血球 の浸 潤 を測定するのにも適 用 した。本 法 は、ローリングと浸 潤

の両方 を同 じ試料で測定することが可能 であることから、これらの現 象の相互

関係等 を測定するためには非常に有効 と考 えられる。  

本法 を用 いることにより、ローリング開 始 からと血 球 浸潤 までの時間的 なず

れがおよそ 1 時間であることを明 確 にとらえることが可 能 となった。組 織 学的

手法 には様々な利点 があるが、例 えば局所 の手術 による損 傷 を受 けないこと

から、外 的 刺 激 無 しにローリング現 象 を観 察 することが可 能 である。そのため、

この方 法 により、 i n  v i v o においても炎 症誘導薬等 の刺激 を純粋 な反応 とし

て観察することが可能になると期待 される。  

F i g .  1 0 B において、多形核白血球のローリングは、炎症の急性期 （0 -5 時

間 ）において投与開始 1 時間後および 4 時間目にピークを示 して増加 したが、

単 球 のローリングは徐々に増加 していた。一般 に、炎 症 局所 においては最初

に多 形 核 白 血 球 の集 積 が見 られ、その後 単 球 （マクロファージ）が補 充 され

て、最 後 にリンパ球 が浸潤することが知 られており、本 試 験 においても単 球 の

ローリングが多形核白血球 より後 に増加することが観 察 された。しかし、カゼイ

ンによる急 性炎症 においては、多 形核白血球 と単 球 のローリングには相関 が
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なく、それぞれの細 胞 の腸 間 膜 細 静 脈 におけるローリングは独 立 に起 こって

いることが明 らかになった。  

F u c o i d i n は s e l e c t i n により誘 導 される血管 の反応 、特 に血管壁へのローリ

ングおよび接 着 の強 力 な阻 害 薬 であり 8 5、ローリングの解 明 にも用 いられる。

F u c o i d i n の投与 により多 形 核白血球 の浸潤 が抑制 されたことから、多 形 核

白血球浸潤 を起 こすためには、白血球 の血管壁 におけるローリングが必須 な

条件であることも証 明 された。  

また、PA F や I L - 8 はローリングや接着の間 、白血球 を活性化 させ、また白

血球 を血 管外 に誘 引すると考 えられており 8 6、同 様 に白血球 の血管外 浸潤

に重要な要素である。PA F の白血球 （特 に好酸球 ）浸 潤に関する報告はいく

つかある 8 7 ,  8 8 ,  8 9が、ほとんどがヒト血 管 内 皮 細 胞 と白 血 球 を用 いた培 養 細

胞 による結 果 である。そこで本 研 究 では、選 択 的 PA F アンタゴニストである

T C V-3 0 9 を用い、カゼイン誘導炎症における多形核白血球の遊走に対する

PA F の影響 を明 らかにした。T C V-3 0 9 は、 i n  v i v o、 i n  v i t ro に関係なく PA F

に関する研 究 に多 く用 いられている。いくつかの報 告 では、 PA F は特 に好酸

球の浸潤に関与することが示唆 されている 8 5 ,  8 6。  

また、白血球の浸潤 に関与すると述べた報告 8 7 等 、PA F は、多形核白血

球 の浸潤や、活 性 酸 素 の産生 、肺 組 織 等 を活性化 し、アラキドン酸 代謝物

を遊離 させることが報告 されている 9 0 ,  9 1。これらの報告は PA F が白血球 を活

性化 させる物質であることを示 しているが、阻害 試験の結果 （F i g .  11 A）から、

T C V-3 0 9 が多形核白血球のローリングには影響 を与 えないことが明 らかにな

った。これは、PA F が多形核白血 球のローリングに関与 しないことを示 してい

る。また、ある報 告 によれば、PA F は白 血 球 の接着 に関 与 し、ずり速 度 依存

的 な白 血 球 接 着 を増 加 させる 9 2。しかし、 PA F により誘 導 されたローリングが

白血球の浸潤に直接関与するという報告はない。  

T N F -α により誘 導 された多形核白血球の浸潤は、T C V-3 0 9（0 . 1  m g / k g ）

の投 与により部 分的 に抑制 された。一方 、 I L - 1 α によって誘導 された P M N の

浸潤は、T C V-3 0 9 によりほぼ完全に抑制 された。この結果から、T N F -α により

誘 導 された P M N の浸潤には、PA F だけでなく他 の因子 も関係 していること、

それに対 し、 IL - 1 α により誘 導 された P M N の浸潤には PA F が大変重要な役
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割 を持つことが示 唆 された。T N F - α は血 管内皮 細胞や好酸 球細胞 の表面

に、白血球浸潤に必要不可欠な I C A M - 1 を急速に誘導する 9 3 ,  9 4ことが知 ら

れている。Yo u n g らは白血球の移動における T N F -α と I L -1 β の作用機序に

違 いがあることを報 告 している 9 5。これらの報 告 により、これらのサイトカインは

作 用 機 序 が異 なるものの、同 じ白 血 球 の浸 潤 という効 果 を有 していることが

推察 された。  

PA F アンタゴニストや選択的阻害薬のような物質は、P M N の浸潤に対する

PA F や s e l e c t i n の働 きを調べるために多用 される。今 回の結果から、PA F お

よび s e l e c t i n は腸間膜静脈における P M N 浸潤において重要な関与 をして

いると考 えられる。T NF -α 誘導による腹膜炎において、PA F は P M N の浸潤に

対 し部分的にのみ関与する。その一方で、ローリング後 に P M N が血管外へ

遊走するためには、PA F 誘導による P M N の浸潤が必要であった。つまり、カ

ゼイン誘 導 の腹膜炎において、T N F -α により誘 導 された炎 症 と同 様 に、PA F

は P M N の浸潤に対 し部分的な関与 をしていた。この結果から、カゼイン誘導

による腹膜炎は、T N F - α 産生 を介 していることが示唆 された。  

カゼイン誘導炎症において、PA F アンタゴニストである T C V-3 0 9 による効果

は P M N の遊走 という一 部分にのみ認められており、カゼイン誘導炎症による

P M N の浸潤は I L - 1 α タイプではなく、T N F - α タイプであることが示 された。この

アンタゴニスト実 験 から、PA F は IL - 8 等の他の因子 と同様に、腸間膜におけ

る P M N 遊走に関与することが明 らかになった。  

微小循環系 を阻害 しない本改良 測定法はローリングだけでなく白 血 球浸

潤 の解 析 においても非 常 に有 効 な方 法 である。カゼイン誘 導 による炎 症 を、

本法 を用いて解析 したところ、白 血球 の浸潤が起 こるためにローリングが必須

であることが確 認 され、炎症 による白血球 の血管外遊走に対する PA F の部

分的関与が示唆 された。  
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３．  白血球接着分子の発現に対するフラボノイドの効果  

１）  実験方法  

（１）  試薬  

フラボノイドおよびその他のフェノール化合物 として、 c a t e c h i n、 e p i c a t e c h i n、

c h l o r o g e n i c  a c i d 、 r e s v e r a t r o l 、 b i o c h a n i n  A 、 f o r mo n o n e t i n （ S i g ma  

C h e mi c a l  C o . ） 、 5 -h y d r o x y f l a v o n 、 7 -h y d r o x y f l a v o n e 、 b a i c a l e i n 、

3 - me t h o x y f l a v o n e 、 3 ' , 4 ' - d i h y d r o x y f l a v o n e 、 a p i g e n i n 、 l u t e o l i n 、 c h r y s i n 、

7 , 3 ' , 4 ' - t r i h y d r o x y f l a v o n e 、 3 - h y d r o x y f l a v o n 、 7 -h y d r o x y f l a v o n o l 、 f i s e t i n 、

g a l a n g i n 、 k a e m p f e r o l 、 i s o r h a mn e t i n 、 r o b i n e t i n 、 q u e r c e t a g e t i n 、

m y r i c e t i n 、 e r i o d i c t y o l 、 d a i d z e i n 、 g e n i s t e i n 、 p h l o r e t i n 、 b u t e i n

（E x t r á s y n t h e s  In c . ）、 q u e r c e t i n、 r u t i n （ナカライテスク）、m o r i n、 q u e r c i t r i n、

n a r i n g i n 、 n a r i n g e n i n 、 h e s p e r e t i n 、 h e s p e r i d i n （東 京 化 成 工 業 ）を供 試 し

た。  

 

（２）  ヒト臍 帯静脈内皮細胞の刺激方法  

ヒト臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 （H U V E C、B i o W h i t t a k e r  In c .、M D、U S A ）は、 2

ないし 4 継代 までのものを試験に用いた。培地および継代用試薬についても、

同 社のものを使用 した。ヒト臍 帯静脈内皮細胞は 1 x 1 0
4
 c e l l s / w e l l になるよ

う 9 6 - w e l l  c u l t u r e  p l a t e（F a l c o n :  # 3 0 7 2）  に播種 し、コンフルエントになるま

で 3 7  ℃（ a i r  9 5 % - C O 2  5 %）で培 養 したものを用いた。  

E - s e l e c t i n の発 現 誘 導 には、H u ma n  r e c o mb i n a n t  T N F -α （G e n z y m e 、

M N、U S A、最 終濃度 1  n g / ml）を添 加 し、4 時間培養 したものを用いた。供

試 フラボノイド等 は D M S O もしくはエタノールに溶解 し、最 終 の溶媒濃 度 が

0 . 1 %（v / v）になるよう P B S（ -）で調 製 し、2 0  μ l 添加 した。コントロールとして同

量の溶媒のみを添加 した。この溶媒には E - s e l e c t i n の発現が誘導 されないこ

とを確認 した。  
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（３）  細胞表面酵素免疫測定 （C e l l  S u r f a c e  E L IS A ）による白 血球接着分

子発現量の測定方法  

細胞表面に発現 した E -s e l e c t i n 量は、細胞の表面で行 う酵素免疫測定

（ c e l l  s u r f a c e  E L IS A ）法 9 6を用いて測定 した。  

培養終了後 、H U V E C を 3 7  ℃に暖めた P B S で２回洗浄 し、1 0 0 %  メタノ

ールで細 胞 表 面 の蛋 白 質 を固 定 した 。固 定 後 、 直 ちに細 胞 を 0 . 0 5 %  

Tw e e n -2 0 を含む P B S（P B S -T）で２回 洗浄 し、2 0 0  μ l の B l o c k  A c e
®を入れ

て 4  ℃で一晩ブロッキングを行 った。  

P B S -T で３回洗浄 した後 、1 %  B S A を含 む P B S で 2 0 0 0 倍希釈 した mo u s e  

抗 h u ma n  E - s e l e c t i n 抗 体 （ c l o n e :  6 8 -5 H 11 、 P h e r mi n g e n 、 B e c t o n  

D i c k i n s o n、N J、U S A ）を 1 0 0  μ l ずつ加え、室温で 2 時間置いた。P B S -T で

3 回洗浄 した後 、1 % B S A を含 む P B S で 1 万倍に希釈 した p e r o x i d a s e -  

c o n j u g a t e d  g o a t  a n t i - m o u s e  I g G 抗体 （ I m m u n o t e c h、F r a n c e）を 1 0 0  μ l ず

つ加え、室温で 1 時間置いた。再度 P B S -T で３回洗浄 した後 、 p e r o x i d a s e

基 質 （T M B、B i o F X  L a b o r a t o r i e s  In c .、M D、U S A ）を 1 0 0  μ l ずつ加 え、

T M B 停 止 液 1 0 0  μ l で反 応 を停 止 させた後 、mi c r o t i t e r  p l a t e  s p e c t r o -  

p h o t o me t e r  （B i o R a d  L a v o r a t o r i e s、C A、U S A）を用 いて、4 5 0  n m の吸光

度 を測定 した。  

 

（４）  細胞毒性の測定  

細胞毒性の測定は L D H  C y t o t o x i c i t y  D e t e c t i o n  K i t （タカラバイオ、大津 、

滋賀 ）を用 いて行 った。  

 

（５）  統計処理  

測 定 値 は、それぞれ 3 ないし 6 ウエルの平 均 値 ±標 準 誤 差 で表 示 し、

D u n n e t の多重比較により、コントロールとの差 を検定 した。  
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２）  実験結果  

（１）  細胞表面に発現 した E -s e l e c t i n の E L IS A 法による測定条件の検討  

H u ma n  r e c o mb i n a n t  T N F - α  （ 1 . 0  n g / ml ）刺 激 により H U V E C 表 面 に

E -s e l e c t i n の発現 を誘導 し、培養時間による発現量 を検討 した。その結果 、

E -s e l e c t i n の発現量は 1 時間後から徐々に増加 し、 4 時間で平衡に達 した  

（F i g .  1 2）。また、h u m a n  r e c o mb i n a n t  T N F - α の量 を 0 . 0 0 1 から 1 0 . 0  n g / ml

まで増加 させ、E -s e l e c t i n の誘導 を調べたところ、F i g．  1 3 に示 したように用

量依存的な増加が認 められた。これらの結果により、E -s e l e c t i n の発現誘導

に最適な培養時間 を 4 時間 、T N F -α 濃度 を 1 . 0  n g / ml として以降の実験 を

行 った。 

 

（２）  白血球接着分子発現に対するフラボノイドの効果  

本実験に用いたフラボノイドの化学構造および慣用名 を Ta b l e  3 に示 した。

T N F -α 刺激による白 血球接着分子  E - s e l e c t i n 発現の阻害曲線 を F i g .  1 4

に示 した。F l a v o n e に属する l u t e o l i n と a p i g e n i n は、もっとも強 い抑制活性 を

示 し、 I C 5 0 はそれぞれの 0 . 7 および 1 . 1  µ M であった。次 に抑制活性の強いグ

ループとしては、 f i s e t i n （ 0 . 8  µ M ）、 q u e r c e t i n （ 4 . 5  µ M ）および k a e mp f e r o l

（4 . 3  µ M）の f l a v o n o l、さらに c h a l c o n e に属する b u t e i n の 1 . 5  µ M であった。

I s o f l a v o n e と f l a v a n o n e は上 の３つのサブクラスよ り もやや活 性 が弱 く 、

g e n i s t e i n が 1 3 . 8  µ M、 e r i o d i c t y o l が 7 0 . 6  µ M という IC 5 0 を示 した。それ以

外の f l a v o n o i d s では全 く発現抑制活性 を示 さないか、非常に弱かった。乳

酸 デヒドロゲナーゼ（L D H）測 定 キットを用 い、細 胞毒性 について検討 したとこ

ろ、今 回の試験に用 いた 0 . 1 -1 0  µ M（ただし、g e n i s t e i n および e r i o d i c t y o l

については 1 0 0  µ M まで）の濃度範囲では、これらのフラボノイドの細胞に対す

る毒性は認められなかった。  
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Fig. 12  Time course E-selectin expression of HUVEC stimulated

by TNF-.

E-selectin was induced on the cell surface of HUVEC by treatment with 

1 ng/ml of TNF-. The levels of E-selectin were measured by cell-ELISA as 

OD450.  Each value is expressed as mean ±standard error  (n=5).
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E-selectin was induced on the cell surface of HUVEC by treatment for 4 h 

with several concentration of TNF-. The levels of E-selectin were measured 

by cell-ELISA as OD450.  Each value is expressed as mean ±standard error 

(n=3).

**: p<0.01 vs control group.
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Fig. 13 Dose response of E-selectin expression on HUVEC stimulated

by TNF-
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Subclass (Chemical fomula)

Name IC50(M) OH residues OCH3 Others

Flavones 5-Hydroxyflavone >1000 5

7-Hydroxyflavone >1000 7

3-Methoxyflavone >1000 3

3',4'-Dihydroxyflavone >1000 3',4'

Chrysin >1000 5,7

Baicalein >1000 5,6,7

Apigenin 1.1±0.3 5,7,4'

7,3',4'-Trihydroxyflavone >500 7,3',4'

Luteolin 0.7±0.04 5,7,3',4'

Flavonols 3-Hydroxyflavone >1000 3

7-Hydroxyflavonol >1000 3,7

Galangin >1000 3,5,7

Kaempferol 4.3±1.1 3,5,7,4'

Fisetin 0.8±0.2 3,7,3',4'

Morin >1000 3,5,7,2',4'

Quercetin 4.5±1.0 3,5,7,3',4'

Isorhamnetin >1000 3,5,7,4' 3'

Rutin >1000 5,7,3',4' 3-rutinoside

Quercitrin >1000 5,7,3',4' 3-rhamnoside

Robinetin >1000 3,7,3',4',5'

Quercetagetin >1000 3,5,6,7,3',4'

Myricetin >1000 3,5,7,3',4',5'

Flavanones Naringenin >500 5,7,4'

Naringin >1000 5,4' 7-neohesperidoside

Eriodictyol 70.6±50.3 5,7,3',4'

Hesperetin >1000 5,7,3' 4'

Hesperidin >1000 5,3' 4' 7-rutinoside

Isoflavones

Daidzein >1000 7,4'

Genistein 13.8±6.5 5,7,4'

Formononetin >1000 7 4'

Biochanin A >1000 5,7 4'

Flavan-3-ols

(+)-Catechin >1000 3,5,7,3',4'

(-)-Epicatechin >1000 3,5,7,3',4'

Chalcones

Phloretin >1000

Butein 1.5±0.2

Other polyphenols Chlorogenic acid >1000

Resveratrol >500

Substitutions

Table 3   Chemical structure and 50% inhibitory concentration (IC50) of the various flavonoids tested for the

                     E-selection in HUVECs stimulated by TNF-
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Fig. 14  Inhibition concentration curves of several flavonoids on

the expression of E-selectin. (A: Flavone and Flavonol,

B: Flavanone, Isoflavone and Chalcone)

E-selectin was induced on the cell surface of HUVEC by treatment for 4 h 

with 1ng/ml TNF- and each flavonoid was added simultaneously with TNF-. 

The levels of E-selectin were measured by cell-ELISA and were indicated by 

percent of control. 

Dose-response suppression of E-selectin expression was demonstrated as 

sigmoid regression of inhibition concentration curves.  Each value is expressed as 

mean ±standard error (n=3).
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３）  考察  

フラボノイドのサブクラスのうち、 f l a v o n e、 f l a v o n o l、 f l a v a n o n e、 i s o f l a v o n e

および c h a l c o n e に属する数種のフラボノイドにおいて、T N F -α 刺激による白

血球接着分子 E - s e l e c t i n の発現 を抑制することが認められた。本結果 をフ

ラボノイドの構造 と比較 して考 えた場合 、フラボノイド A 環に存在する C 2 -C 3

の２重 結 合 を持つグループの方 が単 結合 のグループよりも強 い活性 を示 した。

さらに、4 位のケトン基 は、本抑制活性の発現に必須であると考 えられた。  

また、A および C 環においては、3 位に水酸基 を有する f l a v o n o l は同 じ構

造で水酸基 を持 たない f l a v o n e よりもやや活性が劣 り、 f l a v a n e  3 -o l は活性

を示 さなかった。さらに、6 位の水酸基 を有するものは活性 をを持たないことか

ら、本 活 性 の発 現 に水 酸 基 の数 や位 置が重 要 な役 割 を示 していることが明

らかになった。また、B 環の水酸基では、4 '位単独 、もしくは 3 '、4 '位のジヒドロ

キシ構 造 を取 る場 合 には活 性 を示 すが、全 く水 酸 基 を持 たないか、メトキシ

基 である場 合 には抑制活性 が認 められなかった。前 章 で用いたポリメトキシフ

ラボンについて E -s e l e c t i n の発現に対する影響 を同様に調べたところ、抑 制

活性は認められなかった（データ省略 ）ことから、 P G E 2 や T N F - α の産生抑制

とは異 なる作用機序により発 現抑制活性 を示 している可能性 も示唆 された。  

近年 、C h o i らはフラボノイドと IC A M - 1、V C A M - 1 および E -s e l e c t i n 等の

細胞接着分子発現 との関係について報告 しており 9 7、E -s e l e c t i n に関 しては

今 回 もほぼ同 様 の結 果 が得 られていた。また、抑 制 作 用 機 序 の解 析 では、

l u t e o l i n や a p i g e n i n、q u e r c e t i n では s e l e c t i n 等の細胞接着分子の転写 を

ダウンレギュレートすることにより、単 球 の接着 を阻害すると報告 している。  

フラボノイド配 糖 体 とそれに対 応 するアグリコンを比 較 すると、配 糖 体 では

阻 害 活 性 が認 められなかった。これは、前 章 に述 べたのと同 様 に、配 糖 体 と

アグリコンの細胞膜透過性の違いに起因 しているものと考 えられた。  

ヒトにおいては、経 口 投 与 におけるフラボノイドの吸 収 は非 常 に尐 ないとさ

れる 6 3。しかし、加 水 分解 されたアグリコンの形 で吸収 され、血 中動態 である

硫酸 もしくはグルクロン酸抱合体が炎症部位において脱抱合 6 5 されることか

ら、フラボノイドが白 血 球 接 着 分 子 の発 現 抑 制 を通 じ、炎 症 の抑 制 に寄 与
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する可能性が示唆 された。  

 

４．  小括  

 

本 章 では、フラボノイドの抗 炎 症 活 性 について、白 血 球 の炎 症 局 所 への

浸 潤 、その中 でも白 血 球 浸 潤 の最 初 の段 階 であるローリング過 程 に着 目 し

て検討 を行 った。まず、白血球の浸潤 を測定するために、ラットの腸間膜 にお

いて、操 作 による傷 害 を与 えることなく遊 走 の解 析 ができるよう、これまでの測

定方 法 を改 良 した。本 改 良測 定法は、ローリングの解 析 だけでなく、白 血球

の浸 潤 の検 討 にも使 用 できる有 効 な方 法 であると考 えられた。カゼイン投 与

により誘 導 される炎 症 を本 法 により検 討 したところ、白 血 球 の浸 潤 とローリン

グには約 １時間 のラグタイムがあることが確 認でき、また白 血球 の血管外遊走

の要因 として部分的な PA F の関与が必要であることが示唆 された。  

白血球 浸潤 における最 初 の段 階 として、ローリングの必 要性 が明 らかにな

ったことから、ローリングの開 始 に重 要 な役 割 を果 たす白 血 球 接 着 分 子 のう

ち、誘 導型 E -s e l e c t i n の血管内皮細胞表面への発現に対するフラボノイド

の影響 を検討 した。供試 フラボノイドのうち、 f l a v o n e （ I C 5 0 = 0 . 7 - 1 . 1  μ M）で抑

制活性が強 く、次 いで f l a v o n o l （0 . 8 -4 . 5  μ M）、 c h a l c o n e （1 . 5  μ M）の活 性が

高かったが、 I s o f l a v o n e （1 3 . 8  μ M）や f l a v a n o n e （7 0 . 6  μ M）ではそれらに比

べ活性が弱かった。構造に関 しては C 2 - C 3 の二重結合 を有するものが単結

合のものよりも高 い活性 を示 し、 4 位のケトン基 （o x o 構造 ）が必 須であること

等 、前 章 の P G E 2 産 生 抑 制 に似 た傾 向 を示 した。しかし、 i s o f l a v o n e や

f l a v a n o n e の抑制活性 が低 いこと、ポリメトキシフラボンには活性抑制 が認 め

られなかったことから、異 なる作 用 機序 による阻 害活 性 を示す可能 性 も示 唆

された。  
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第  ３  章  

 

アレルギー性炎症抑制効果の測定法開発および  

フラボノイドの投与によるアレルギー性炎症の抑制  
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１．  序論  

 

アレルギー等 の炎症 関連の研 究 、例 えば抗炎症活性 を持 つ薬 物や食品

成 分 の探 索 や作 用 の解 明 においては、齧 歯 類 を用 いた炎 症 モデルが汎 用

されている。その例 として、足 蹠 や耳 介 等 の浮 腫 形 成 9 8 ,  9 9や背 部 や腹 部 の

皮 膚 炎 症 反 応 1 0 0、背 部 皮 下 に作 成 するラット空 気 嚢 炎 症 モデル 1 0 1、ラット

胸 膜 炎モデル 1 0 2 ,  1 0 3等がある。これらの炎 症モデルにおいては、炎症 の指 標

として血 管 透 過 性 を測 定 する方 法 が一 般 に良 く用 いられている。血 管 透 過

性の測定には、マウス耳浮腫 9 7 や皮膚浮腫 9 9 の測定に簡単な色素法が用

いられている。さらに、 1 2 5
I で標識 したヒトアルブミンを用 いた背部皮膚の血漿

成分 の滲出 を測 定 した報 告 もある 1 0 4。しかし、色 素 法 は分 光光度 計 で測定

することができるが感 度 が低 く、また放 射性 同 位 元 素 を用 いた方 法 は、被 爆

の危険 と廃棄物等の適切な処理が必要になる。  

蛍光標識 した牛血 清 アルブミンを血 管透 過性 の指 標 として用 いる方 法 は、

様 々な炎 症 による浮 腫 モデルにおいて使 用 されている 1 0 5 ,  1 0 6。蛍 光 色 素 は

非常に感度 の高いトレーサーとして用 いることができるため、血 管透過性の測

定 には大変 有効 であるものの、滲 出 した色 素 を皮膚組織 から抽 出するという

煩 雑 な操 作 を必 要 とする。そこで、蛍 光 分 光 光 度 計 に代 わり、蛍 光 色 素 の

強 度 を蛍 光 マイクロプレートリーダーにより多 検 体 を自 動 的 に測 定 する方 法

の開 発 を試 みた。本 方 法 は、炎 症 刺 激 に応 じた血 管 透 過 性 の増 加 を高 い

感度で簡便に測定することを可能 とするものである。  

また、改 良 した血 管透過性測定方法 の有効性の確認 、およびフラボノイド

の抗 炎 症 作 用 を動物 レベルで検 証するために、免 疫 した動 物 を用 い、実 際

に即時 型 アレルギー反応 を起 こした際 の血管透 過性 の亢 進 を本法 により測

定 し、フラボノイド投 与 が皮 膚 反 応 （血 漿 滲 出 量 ）に与 える影 響 について検

討 を行 った。  
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２．  齧歯類の皮膚 を用いた血管透過性測定法の改良  

１）  実験方法  

（１）  試薬  

牛 血 清 ア ル ブ ミ ン B o v i n e  s e r u m a l b u mi n （ B S A :  F r a c t i o n  V ） 、

f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e （S i g ma  c h e mi c a l  C o . ）、h i s t a mi n e、 f o r ma mi d e

（以 上 、和光純薬 ）、活 性炭 （ a l k a l i n e - w a s h e d  N o r i t
®

 A、S c i e n c e L a b .  c o m ,  

I n c .、T X、U S A）、B r i l l i a n t  b l u e  6 B（東 京化成工業 ）を供試 した。  

 

（２）  使用動物  

雄 性 S D ラット （ 2 3 0 - 2 8 0  g、日 本 チャールズリバー）および I C R マウス

（ 3 0 -4 5  g、日 本 チャールズリバー）を用 いた。使 用 した動 物 は、病 原 性 微 生

物等のコントロール環境 （室 温 2 5 ± 3  ℃、湿度 5 0 ± 1 0 %、日 周期 1 2 時間 ）

下 で飼育 し、餌および水は自由摂取 させた。  

 

（３）  牛血清アルブミンの蛍光標識方法  

牛 血 清 アルブミン（BS A ）の f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e （F IT C ）による蛍

光標識は、M c K i n n e y らの方法 1 0 7に準 じて行 った。すなわち、0 . 1 M  S o d i u m  

b i c a r b o n a t e  b u f f e r  （p H  9 . 5）に 0 . 2 %  になるよう F IT C を溶解 したもの約 2 5  

ml に、5 0  ml の 1 0 % B S A（0 . 1  M  S o d i u m  b i c a r b o n a t e  b u f f e r、p H  9 . 5）を加

え、p H を 9 . 5 に調節 し、室温で 3 時間反応 させた。未反応の F IT C を除去

するため、水洗 した活性炭 5  g を加 え、さらに 1 時間攪拌 した 1 0 8。混 合液 を

2 0 , 0 0 0 x  g で 2 0 分間遠心分離 し、上清 を 0 . 4 5  μ m 次いで 0 . 2 2  μ m のフィ

ルター（M i l l i p o r e、B i l l e r i c a、M A、U S A ）でろ過 して活 性 炭 を除 いた。濾 液

を蒸留水 で 4  ℃、一 晩透 析 したのち、凍 結乾 燥 したものを蛍 光標 識 B S A

（F IT C - B S A）として用 いた。  

 

（４）  血管透過性の測定方法  

S D ラットに軽 くエーテル麻酔 をかけ、尾静脈 より 0 . 3  m l の 1 0 %  F IT C - B S A
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（1 0  m g / ml  Ty r o d e ’s  s o l u t i o n）を投 与 し、血 管透過性測定用のトレーサーと

した。 IC R マウスの場合は、同様にエーテル麻酔下で、尾静脈 より 0 . 2  ml の

1 . 5 %  F IT C - B S A（1 5  m g / ml ）を投 与 した。  

F IT C - B S A 投与後 、直 ちに様々な濃度で Ty r o d e ’s  s o l u t i o n に溶解 したヒ

スタミン溶液 を 0 . 1  m l / s i t e（ラット）、0 . 0 5  ml / s i t e（マウス）ずつ、あらかじめ剃

毛 した背部皮内に 1 匹あたり 6 点注射 した。ヒスタミンの用量 は、ラットでは

0 . 6 -4 0  μ g / s i t e、マウスでは 0 . 1 6 -2 . 5 0  g / s i t e とした。さらに、コントロールとし

て溶媒 （Ty r o d e ’s  s o l u t i o n ）のみを注 射 した。注射 部位はそれぞれの動物 ご

とにランダムに配置 し、コントロール部位の測定値 を X 軸の 0 の値 として表示

した。  

注射 3 0 分後 、ラットは頸動脈切断 、マウスは心臓全採血によりすみやか

に屠殺 し、採取 した血液は血清中の F IT C -B S A の蛍光強度 を測定するため

に凝固後 、遠 心分離 して血 清 を採取 した。また、背 部 皮膚 を切 り取 り、注 射

部位 を直径 1 5  m m もしくは 1 0  m m の円形にくり抜 いたものを測定用試料 と

した。皮膚試料は直ちに 2 4 -w e l l  c u l t u r e  p l a t e （F a l c o n  # 3 0 4 7 ）の底 に貼 り

付 け、1  ml のホルムアミドを加 えた。同様に回収 した血清 1 0 0  μ l（マウスの場

合 5 0  μ l）を 2 4 -w e l l  c u l t u r e  p l a t e に入れ、9 0 0  μ l（同 9 5 0  μ l）のホルムアミド

を加 え、皮内の F IT C - B S A の蛍光 が測定 できるよう、 5 0  ℃で 2 - 6 時間加温

した。被 験 物 質 を注 射 した皮 膚 の蛍 光 強 度 は、蛍 光 マイクロプレートリーダ

ーを用いて励起波長 4 8 5  n m、蛍 光波長 5 3 0  n m により測 定 した。1 0 0  μ l（マ

ウス 5 0  μ l）の血 清サンプルにおける蛍光強度から、測定試料中の血清相当

量 （μ l）を計 算 して求めた。  

比較のため、一般に蛋白染色に用いられる B r i l l i a n t  b l u e  6 B をエーテル

麻酔下で尾静脈 より 5 0  m g / k g になるよう投 与 し、蛍 光色素による方法 と同

様に、背部皮内に被験試料 を投与 した。直径 1 5  m m の炎症部位の皮膚 を

切 り取 り、それぞれの皮膚試料に 2  ml のホルムアミドを加 え、 5 0  ℃で 2 -6 時

間加温 し、ろ過 した後 、分光光度計により 6 2 0  n m の吸光度 を測定 した。色

素総量は測定値の平均 を標準曲線から計算 して求めた。  
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（５）  統計処理  

血管透過性の測定結果は、多重比較の場合 A N O VA により統 計処理 し、

有意性の検討 を行 った。  

２）  実験結果  

（１）  検量線の直線性  

投与 した F IT C - B S A の蛍光強度 を F i g . 1 5 に示 した。ラット皮 膚試料にお

いて、トレーサーとして用 いた F IT C - B S A の検量線は 1 -3 0  μ g の間で直線性

を示 し、相関係数は 0 . 9 9 7 を示 した。さらに用量 を 1 0 0  μ g まで増やして検討

を行 ったところ、高 い投 与 量 においては直線 性 が失 われるものの、多 項式 近

似 を行 った際の決定係数は R
2
= 0 . 9 9 9 であった。  

 

（２）  蛍光 トレーサー法による測定のための最適加温時間の検討  

様 々な加 温 時 間 （ 0、 4、 1 0、および  3 0  h ）における、蛍 光 強 度 の直 線 近

似式 を F i g . 1 6 A に示 した。最 小 二乗法 による決 定係数は、 0 時間の場合

0 . 8 0 2 9 であり、加 温時間が不十分であると考 えられた。 3 0 時間加温の場合

には、4 ないし 1 0 時間に比べ、明 らかに回帰直線の傾 きが低値であった。回

帰 直 線 の傾 き （ F i g .  1 6 B ） 、  ｙ切 片 （ F i g .  1 6 C ） 、および相 関 係 数 （ F i g .  

1 6 D）の３つの値の結果から、蛍光強度の測定に最適な加温時間 を 2 -6 時

間 と決定 した。  
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Fig.  15   The linear relationship between measured fluorescence intensity

and FITC-BSA injected.

Male SD rats were injected with fluorescent isothiocyanate-labeled bovine 

serum albumin (FITC-BSA) into the dorsal skin.
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Fig. 16   Regression curves on several heating times and changes of

formula parameters.  

For each  heating time, the fluorescence intensity was measured by a fluorescence microplate

reader.  From the measured data, several regression curves were obtained using the method of 

least squares. From these data, three parameters were obtained and were plotted against heating 

times. (A) Original regression curves, (B) slope, (C) intercept, (D) correlation coefficient against 

heating times. The points were made from five doses in two separate animals.
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（３）  色素法 と蛍光標識法の相関の直線性  

ラット背 部 皮 膚 のヒスタミンによる反 応 において、青 色 色素 を用 いる方 法 と

本蛍光色素 （F IT C - B S A）による方法 との直 線性 を F i g .  1 7 に示 した。ヒスタミ

ンの用量 を変 えて、ラット 4 匹の背部皮膚に皮内投与 し、ヒスタミンによる血

漿滲出 を上の２法 により測 定 し、比較 を行 った。  

その結 果 、本 蛍 光 色 素 法 はこれまでの色 素 抽 出 法 と非 常 に良 い相 関

（相 関係数 、 r = 0 . 9 9 3 ）を示 した。この結果 により、F IT C - B S A をトレーサーとし

て血管透過性の測定に用いる方 法はより感 度が高 く、動 物の皮膚炎症モデ

ルの簡便な方法 として用いることができることが確認 された。  

 

（４）  ラットおよびマウス皮膚における反応性の検討  

本法 を用 い、皮 膚 の血管透過性 を増加するきわめて重要 なケミカルメディ

エータであるヒスタミンに対 するラットおよびマウスの反 応 性 を検 討 した。 F i g .  

1 8 にラットおよびマウスの用 量 依 存 曲 線 を示 した。最 初 にラットおよびマウス

動物の尾静脈から F IT C - B S A を投与 し、その後 、濃度 を変 えたヒスタミン溶

液 を背 部 皮 内 に注 射 した。マウスにおいては、背 部 皮膚 のヒスタミンによる血

漿 の滲 出 は、 0 . 3 1 - 1 . 2 5  μ g / s i t e の範 囲 で用 量 依 存 的 に増 加 し、 1 . 2 5 - 2 . 5  

μ g / s i t e でほぼプラトーに達 した。それに対 し、ラットにおける血 漿 滲 出は、 1 0  

g / s i t e まで直線的に増加 し、 1 0 -4 0  g / s i t e でプラトーに達 した。F i g .  1 9 に

示 したように、ラットとマウスではヒスタミンに対 する感 受性 も異 なっており、マウ

スでは 5 0  n g / s i t e でコントロールに比べ有意 に増加 していたが、ラットでは 2 0 0  

n g / s i t e でコントロールとの差が有意 となった。  
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Fig.  17  Linear relation between the dye method and the improved fluorescence

method for histamine-induced vascular permeability in rat dorsal skin.

First, male SD rats were injected with fluorescent isothiocyanate-labeled bovine 

serum albumin (FITC-BSA) or briliant blue 6B solution from a tail vein. The rats were 

then immediately injected with histamine solution into the dorsal skin. After 30 min, 

the rats were sacrificed by cutting the carotid artery. The histamine-injected sites of the 

dorsal skin were removed as round sections and were either placed into the test tubes 

for blue dye extraction, or in a well of a 24-well culture plate for measuring on 

microplate reader. Extraction methods were performed for the blue dye and fluorescent 

dye, respectively. Absorbance of the blue dye and the fluorescent intensity of FITC-

BSA were each measured by spectrophotometers
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Fig. 18 The reactivity of dorsal skin to histamine injection in mice and rats.

Mice and rats were injected with FITC-BSA into a tail vein under light ether anesthesia. The 

animals were injected with histamine solution into the dorsal skin. After 30 min, the mice and 

rats were sacrificed by cardiac puncture and cutting the carotid artery, respectively. The 

histamine-injected sites of the dorsal skin were removed in round sections, and placed into a 

well of a 24-well culture plate. Extraction of fluorescent dye was undertaken. The fluorescence 

intensity of each well was measured by a fluorescence microplate reader. Values are expressed 

as mean±standard error. Zero on the x-axis refers to skin sites injected with Tyrode’s solution 

only.
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Fig.  19   The reactivity of dorsal skin on histamine injection of

small doses in mice and rats.

Values are expressed as mean±standard error (n= 5). Zero (control) expressed a 

value of skin sites injected with Tyrode’s solution only. 

*: p< 0.05, * *p< 0.01 vs control.
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３）  考察  

炎 症 の指 標 として血 管 透 過 性 を測 定 するにあたり、感 度 および操 作 性 の

向上 を図 るために、蛍 光色素 をトレーサーとして用 い、蛍 光 マイクロプレートリ

ーダーによる多検体自動測定 を試みた。測定部の皮膚 をホルムアミド中 で加

温 することにより皮 膚 の蛍 光 の透 過 性 を高 め、皮 膚 の蛍 光 強 度 を簡 便 かつ

直 接 に蛍 光 プレートリーダーで測 定 することが可 能 になった。加 温 方 法 の特

性 を明 らかにし、至 適温度および時間 を特定 するために、5 0  ℃で 0 -3 0 時間

にわたって皮 膚 を加 温 し、蛍 光 強 度 を測 定 した。加 温 温 度 は、測 定 に用 い

る 2 4 - w e l l  c u l t u r e  p l a t e の材質であるポリスチレンの温度耐性 が 6 5  ℃であ

ることから、 5 0  ℃とした。回 帰 直 線 の傾 き（ F i g . 1 6 B ）が本 法 における感 度 を

示 し、y 切片 （F i g .  1 6 C）が改 良法の検出限界 を表 している。また、相 関係数

（F i g .  1 6 D）は測 定 方法の再現性 を示 している。傾 きの結果から、 2 ないし 4

時間が最 も感度の高 い加温時間であり、検 出限界では 4 時間が、また再現

性では 2 時間が最適加温時間であることから、これらの結果 を検討 した上で、

加温時間 を 4 時間 と設定 した。しかし、 2 時間の加温においても十分蛍光強

度 を測定することは可 能であった。以上 の点から、測 定部 の皮膚から蛍 光色

素 を抽出するための加温時間 を 2 -6 時間 とした。その結果 、本改良法の測

定に必要な時間はおよそ 3 時間 と見積 もることができた。F i g .  1 7 の結果から、

F IT C - B S A を血 管 透過性 測定 のトレーサーとして用 いる本 改 良法は、動 物

の皮 膚 炎 症 モデルにおいて有 効 な手 法 として用 いることが可 能 になった。な

お、本改良法における再現性は、実験内 、実験間誤差 として 4 . 7 -7 . 1 %であ

った（n = 4 -7、データ省 略 ）  

また、F i g .  1 9 に示 したように、マウスはラットに比 べ約 1 / 4 の濃度でヒスタミ

ンに対する反応 を示 した。マウスにおけるヒスタミンの感 受性は 5 0  n g / s i t e に

おいて、1 5  μ l の血漿滲出に相当 した。同 じく、ラットにおいては 2 0 0  n g / s i t e

のヒスタミンが、2 0  μ l の血漿滲出に相当 したことから、本 改良法は色素 を用

いる方 法 と比 較 し、高 い感 度 を有することが示 された。マウスおよびラットにお

ける用 量 依 存性 の検討 においては、ラット皮 膚 の方 がマウス皮 膚 に比 べてよ

り広 い範囲でヒスタミンに対 する反応性 を示 した（ F i g .  1 8 ）。これは、ラットとマ
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ウスの背 部 皮 膚 における毛 細 血 管 網 の違 いによるものと考 えられた。ヒスタミ

ン用量依存性は、マウス、ラットいずれの背部皮膚においても、良 い相関 を示

した。しかし、皮 膚 反 応 試 験 に用 いる動 物 種 としては、ラットよりもマウスの方

が適 していると考 えられた。その理 由 は、この方 法 において、マウスの皮 膚 の

方がラットに比べ 6 倍ほど高い感受性 を示 したことによる。本 皮膚反応改良

測定法は簡便 で容 易 な方法 であり、一 般 の色素法 に比較 し、測 定 にかかる

時 間 も短 縮 できた。ただし、ラット皮 膚 の方 がマウス皮 膚 に比 べて厚 いため、

皮内へ物質の投与 を行 うにはラットの方 が技術的には容易であった。  

最 近 の研 究 において、ラットは動 物 皮 膚 の血 管 透 過 性 測 定 モデルとして

多 く用 いられている。H a y a s h i らは、ラット皮 膚 における血 管透過性 に対する

知 覚 神 経 マスト細 胞 の役 割 について報告 しており 1 0 9、血 管 透 過性 測 定 のト

レーサーとして E v a n s  b l u e 色素 を用い、血清 2 0  μ l 相当量の検出限界 とい

う結 果 を示 した。また、 I r i e らは、マウス皮膚 におけるリポ多 糖 によって誘導 さ

れる血管透過性の変化に対する c A M P 亢進物質の影響について報告 して

おり 1 1 0、その中 で青 色 色 素 を血 管 透 過 性 測 定 のトレーサーとして用 い、 3 0  

μ l 相当量 を検出限界 としている。本 改良法の最低検出限界はマウスで 1 5  

μ l 血清相当量 、ラットで 2 0  μ l 相当量 と見積 もられた。  

また、この方 法 は、蛍光 マイクロプレートリーダーを用いることにより、簡 便 に

かつ多 くの試 料 を短時 間 で自動 測 定 できるという利 点 がある。先 に、常 法 の

青 色 色 素 を用 いる皮 膚 反 応 測 定 法 を用 いて、感 度 の上 昇 が可 能 であるか

を検 討 した。しかし、試 料 の吸光度 を測定する方 法 は、高 い脂質含量 によっ

て引 き起 こされる試 料 の混 濁 により、非 常 に困 難 を極 め、感 度 上 昇 を図 るこ

とは不 可能 であった。それに対 し、蛍 光 色素 を用 いた本改良法は、培 養 プレ

ートを用 い、色 素 を皮膚 から抽 出 する操 作 を必 要 としないことから、皮 膚 から

の脂質 の溶 出 がなく、脂 質 含量 の高低 に左右 されることのない手法 ではある

が、高 い蛍 光 値 における減 衰 という根 本 的 な問 題 がある。実 際 、血 管 透 過

性が高い場合には、蛍光強度が低 くなる結果が認められた。  

最 後 に、この確 立 した血 管 透 過 性 の改良 測 定 法 は、単 純 で簡 単 に皮 膚

反 応 の測定 が可 能 であるだけでなく、マイクロプレートを用 いることにより多 検

体試料 を短時間で測定できる手法 として有効 であることが確認 された。  
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３．  IC R マウスを用 いたフラボノイドのアレルギー性炎症抑制効果の検討  

１）  実験方法  

（１）  試薬  

フラボノイドとして、 a p i g e n i n、 e r i o d i c t y o l （E x t r á s y n t h e s  In c . ）を供 試 した。

大 豆 油 （ 和 光 純 薬 ） 、 F r e u n d ’s  i n c o mp l e t e  a d j u v a n t （ F IA :  D i f c o  

L a b o r a t o r i e s ） 、卵 白 アルブミン （ O VA ） 、注 射 用 生 理 食 塩 水 （大 塚 製 薬

（株 ）、東 京 、日本 ）を用 いた。  

 

（２）  使用動物  

5 週令の雄性 IC R マウス（2 7 -2 9  g、S P F、日 本チャールズリバー）を予備飼

育 （室 温 2 5 ± 3  ℃、湿度 5 0 ± 1 0 %、日 周期 1 2 時間 ）後 に使用 した。餌およ

び水は自由摂取 させた。  

 

（３）  O VA 感作方法およびフラボノイド投 与 方法  

O VA を 2 . 5  m g / ml になるよう注 射用生理食塩水に溶解 したものを同量の

F IA と混 和 してエマルジョンを作成 し、 2 0 0  μ l / mo u s e をエーテル麻酔下でマウ

スの腹腔内 に投与 した。 1 週間後に同量 をマウスに腹腔内投与 し、追 加 免

疫 を行 った。血 清 中 の抗体量測定 のため、免 疫開始時 、追 加 免疫時 （１週

間 後 ）および皮 膚反応 測 定 時にそれぞれ血 液 を採 取 し、血 清 試 料 として測

定時 まで -3 0  ℃で保 存 した。供 試 フラボノイドはあらかじめ大 豆 油 に懸 濁 し、

それぞれ 1 0  m g / k g になるようマウス腹部皮下に免疫開始 0、3、 7、11 日後に

投 与 した。なお、コントロールには同 量 の大 豆 油 のみを投 与 した。試 料 の皮

下 投 与 終 了 後 、速 やかに針 穴 を瞬 間 接 着 剤 で塞 ぎ、試 料 の漏 れを防 い

だ。  

 

（４）  アレルギー性炎症 における血管透過性の測定  

O VA による感作開始 2 週間後 、皮内に抗原 を投与することにより即 時型

アレルギー性 炎 症 を惹 起 し、血 管 透 過 性 の亢 進 による血 漿 成 分 の滲 出 を
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測 定 した。血 管 透 過 性 の測 定 には、前 項 の蛍 光 色 素 を用 いた改 良 法 を用

い、以下のとおり行 った。要約すると、エーテル麻酔下でマウス尾静脈 より 3 0  

m g / ml （Ty r o d e ’s  s o l u t i o n ）に溶 解 した F I T C - B S A をトレーサーとして 0 . 1  

ml / mo u s e 投与 した。F IT C - B S A の投与後 、直 ちにあらかじめ剃毛 したマウス

背部皮膚にヒスタミン 1 0  μ g / ml （p o s i t i v e  c o n t r o l ）、および抗原 として O VA 

0 . 1 ないし 0 . 5  μ M を 0 . 0 5  ml / s i t e 皮内投与することにより、即 時型 アレルギ

ー反応 を惹起 した。コントロールには溶媒 のみを投与 した。  

抗原投与 3 0 分後に、エーテル麻酔下で心臓採血 を行 い、血清 を回収 し

た。皮膚試料 を切 り取 り 2 4 - w e l l  c u l t u r e  p l a t e に入れ、ホルムアミド液 1  ml

を加 えて 5 0  ℃で 2 時間加温 した後 、蛍 光マイクロプレートリーダーにより励

起波長 4 8 5  n m、蛍 光波長 5 3 5  n m で測定 した。血漿滲出量は、5 0  μ l の血

清 を同様に測定 し、その蛍光強度から算 出 した。  

 

（５）  血清中抗体量および O VA 特異的抗体価の測定  

血清中のイムノグロブリン（ I g）量 は I m m u n o g l o b u l i n  E L I S A k i t （B e t h y l、

T X、U S A）を用 い、マニュアルに従 って測定 した。また、O VA 特異的 I g G 1 の

抗体価については、同 E L IS A k i t の一次抗体の代わりに、 5 0  μ g / ml の O VA

を 9 6 -w e l l  E L I S A p l a t e にコーティングすることにより測 定 した。  

 

（６）  統計処理  

実験結果は平均値 ±標準誤差で表 し、F i s h e r ’s  P L S D による検 定 を行 っ

た。  

２）  実験結果  

（１）  フラボノイドの皮膚反応に対する効果  

マウスを O VA で感作 し、同時に大豆油に懸濁 したフラボノイドを皮下に投

与 した。2 週間後 、抗 原である O VA をあらかじめ剃毛 した背部皮内に注射 し、

皮 膚 反 応 に対するフラボノイドの効 果 を検討 した結 果 を血 漿 滲出 量 として、

F i g .  2 0 に示 した。  
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0 . 5  μ M の O VA 注射 を行 った部位において、 a p i g e n i n および e r i o d i c t y o l

単独投与群 と混 合投与群は、コントロール群 に比較 し、有 意 に血漿滲出量

が抑制 されていた。  

 

（２）  血清中の抗体量および卵白 アルブミン特異抗体価  

 免 疫 開 始 時 、追 加 免 疫 時 （ 1 週 間 後 ）および皮 膚 反 応 測 定 時 （ 2 週 間

後 ）における血清中 の I g G 1、 I g E 量 をそれぞれ測定 した（Ta b l e  4 ）。免 疫開

始時 、追加免疫時 の I g G 1 量は 2 0 0 - 4 0 0  μ g / ml の値 を示 し、いずれの処理

群 においても差 は認 められなかった。皮 膚 反 応 測 定 時 では感 作 前 に比 べ

1 0 -2 0 倍に抗体 量 が増加 していたが、コントロール群 とフラボノイド投 与 群 の

間 には有 意差 は認 められなかった。 I g E 抗 体 量 については、追 加 免 疫 時 に

は免疫開始時の 1 0 - 2 0 倍程度に増加 したが、皮膚反応測定時には追加免

疫時の約半分に減尐 していた。  

O VA 特異的 I g G 1 の抗体価については、皮膚反応時に 1 5 を超 える高 い

値 を示 したが、いずれの処理群においても差は認められなかった（Ta b l e  4）。  
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Fig.  20   Plasma leakage by injections of OVA and histamine

in ICR mice.

FITC-BSA were injected to OVA sensitized ICR mice form a tail vein 

under light ether anesthesia. The animals were injected with OVA

(antigen) and histamine solution into the dorsal skin. After 30 min, the 

mice were sacrificed by cardiac puncture.

The plasma leakage of  the injected sites of skin were measured as the 

rate of fluorescence intensity of the skin and 50 l of serum.

Values were expressed as mean±standard error (n= 6). Zero on the x-

axis refers to skin sites injected with Tyrode’s solution only. 

The same letter do not differ significantly from one another (p<0.05).
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0w 1w 2w 0w 1w 2w 1w 2w

Control 334.5 463.6 2912.9 41.1 337.9 228.8 6.8 15.2

     SE 62.6 67.8 592.1 11.6 92.6 65.2 0.8 0.6

Apigenin 381.9 484.6 4109.8 22.1 406.7 102.4 7.6 15.5

     SE 109.9 77.2 499.5 4.1 112.7 24.4 0.8 0.4

Eriodictyol 398.0 598.3 4628.4 28.3 503.5 206.0 8.8 15.6

     SE 67.4 69.0 932.8 6.3 62.9 105.7 0.6 0.3

Mixture 298.5 500.1 3320.1 74.4 588.7 414.9 6.6 15.2

     SE 61.2 85.6 791.3 27.2 162.6 127.4 0.8 0.3

Table 4   Concentration of and IgG1, IgE and titer of IgG1

                                 in flavonoid injected mouse sera.

Total IgG1(μg/ml) Total IgE(ng/ml) IgG1 Titer
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３）  考察  

フラボノイドの炎 症抑制 活 性 に関 する研 究 では、前 述 のように細 胞 レベル

での報告 は多 いが、動 物への投与 による活 性 を検 討 した報 告 1 1 1 ,  1 1 2は尐 な

い。本試験では、O VA を抗原 としてＦＩＡとのエマルジョンを腹腔内投与により

感 作 を行 い、同 時 に皮下へフラボノイドを投 与 した。感 作 成 立 後 、即 時型 ア

レルギー反 応 を惹 起 し、遊 離 したヒスタミンによる血 管 透 過 性 の亢 進 に対 す

るフラボノイド投 与の影響 を明 らかにすることを目的 とした。  

その結 果 、血 漿 成 分 の滲 出 量 を炎 症 強 度 の指 標 として測 定 したところ、

供 試 した a p i g e n i n、 e r i o d i c t y o l のいずれにおいてもコントロールに比べ滲出

量 が抑 制 されており、動 物 レベルでの炎 症 抑 制 効 果 が確 認 された。しかし、

血 清中の I g G 1、 I g E 抗体量および O VA 特異的 I g G 1 抗体価については差

が認められず、炎 症抑制作用機序についてはさらなる検討 が必要であると考

えられた。  

 

４．  小括  

 

第 １，第 ２章 で細 胞 系 におけるフラボノイドの抗 炎 症 活 性 の検 討 を行 い、

いくつかのフラボノイドに炎 症 初 期 のケミカルメディエータ産 生 や、炎 症 局 所

への白 血 球 浸 潤 を抑 制 する効 果 が認 められた。そこで、本 章 では動 物 モデ

ルを用 いたフラボノイドの炎 症 抑 制 効 果 を確 認 するために、血 管 透 過 性 亢

進 を炎 症 の指 標 とした測 定 手 法 の改 良 、および即 時 型 アレルギーモデルに

よる試験 を行 った。  

アレルギー等 の炎 症関 連 の研 究 において汎 用 される炎 症 モデルにおいて

は、血 管 透 過 性 の亢 進 を炎 症 の指 標 として測 定 する方 法 がよく用 いられて

いる。しかし、b r i l i a n t  b u l e  6 B 等の色素や放射性同位元素 をトレーサーとし

て用 いる方法 には、測 定感度 が低いことや実 験者の被爆のおそれ、さらに廃

棄物の処理等いくつかの問題点が存在する。  

そこで、最 初 に炎症モデルにおいて血管透過性 を測定する方法 の改良 を

試 みた。まず、感 度 を向 上 させるためにトレーサーとして蛍 光 色 素 を用 いるこ
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とにより、マウスにおけるヒスタミンの感受性 が 5 0  n g / s i t e において 1 5  μ l の血

漿滲出 、ラットにおいては 2 0 0  n g / s i t e のヒスタミンが、2 0  μ l の血漿滲出に相

当する高い感度 を得 ることができた。さらに操作の簡便性 、迅速性の点から、

皮 膚 組 織 からの抽出操 作 を行 うのではなく、皮 膚 組織 の光 透過性 を高 める

ことにより、蛍 光 マイクロプレートリーダーを用 いての測 定 を可 能 にした。本 法

は、従来 の色素方法 との相関 も高 く、動 物 の皮膚炎症モデルの測定に簡便

法 として用いることが可能であると考 えられた。  

この改 良 法 を用 い、細 胞 レベルで炎 症抑制 活 性 が認 められたフラボノイド

のうち、基 本 骨 格 の異 なる a p i g e n i n （フラボン）、 e r i o d i c t y o l （フラバノン）  を

用 い、モデル動物 を用 いた即時型 アレルギー性炎症の抑制効果 を検討 した。

I C R マウスを O VA で免疫するのと同時にフラボノイドを皮下投与 し、感作成

立後 に即時型 アレルギーによる炎 症 を惹起 し、本 方 法 を用いて血管透過性

を測定 した。その結果 、 a p i g e n i n、 e r i o d i c t y o l いずれにおいても有意に血漿

滲出 を抑制する効果が認められた。  

この結 果 から、フラボノイドの投 与 により即 時 型 アレルギーによる炎 症 を抑

制 できる可 能 性 が期 待 され、炎 症 抑 制 効 果 を示 す物 質 の探 索 に際 し、細

胞 レベルでの P G E 2 産生抑制活性や E -s e l e c t i n 発現抑制活性などを指標 と

して用いることができると考 えられた。しかし、実 際 の即時型 アレルギー反応 に

よる血管透過性亢進 を抑制する作用機序 についてはまだ不明 な点が多 く残

されており、今 後 さらなる研究が必要である。  
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本 研 究 においては、炎 症 反 応 の初 期 に認 められる血 管 透 過 性 の亢 進 お

よび白血球 の炎症局所への遊走 に着目 し、それらの反応 に対するフラボノイ

ドの抑制効果について検討 を行 った。  

 

第 １章 においては、炎 症初期 に産 生 されるケミカルメディエータのうち、アラ

キドン酸 から脂 肪 酸 シクロオキシゲナーゼにより合 成 され、血 管 透 過 性 亢 進

に寄 与 する P G E 2、さらに炎 症 性 サイトカインとして血 管 内 皮 細 胞 に白 血 球

接 着 因 子 の発 現 を誘 導 し、炎 症 時 の白 血 球 遊 走 に重 要 な役 割 を果 たす

T N F -α を選択 し、マクロファージを大腸菌 リポ多糖にて刺激 した際のこれらの

産 生 誘 導 に対 するフラボノイドの効 果 を明 らかにした。また、抗 体 産 生 細 胞

の増殖やサイトカイン、抗 体 産生 、およびマスト細 胞 における脱 顆粒 に対する

ポリメトキシフラボンの効果 を明 らかにした。  

細胞膜に存在するアラキドン酸 の代謝物 として P G が合成 される際 に、そ

の産生 を律速する誘導型の C O X -2 酵素 に着目 し、P G E 2 産生量および本

酵 素 の発 現 に対 するフラボノイドの効 果 について明 らかにした。供 試 した約

4 0 種類のフラボノイドのうち、 1 6 種類に P G E 2 産生抑制活性が認められ、フラ

ボ ノ イ ドの構 造 別 ではフ ラボンが最 も活 性 が高 く 、 b a i c a l e i n （ 2 . 5  μ M ） 、

c h r i s i n（2 . 8  μ M）、 a p i g e n i n（3 . 3  μ M）という IC 5 0 値 を示 し、非 ステロイド性 抗

炎症剤である A s p i r i n
®（2 . 9  μ M）とほぼ同 等の値であった。次 いで、フラバノ

ンの e r i o d i c t y o l （7 . 2  μ M）、n a r i n g e n i n （7 . 9  μ M）、イソフラボンの g e n i s t e i n

（ 7 . 2  μ M ） 、 フ ラボノールの 7 -h y d r o x y r f l a v o n o l （ 1 0 . 7  μ M ） 、 k a e mp f e r o l

（1 3 . 1  μ M）等 において高い抑制活性が認められた。  

構造活性相関の検討により、活 性発現においては 4 位のケトン基 （オキソ

構造 ）が必須であること、また C 2 - C 3 位における二重結合は抑制活性 を強め

ること、フラボノイド B 環の水酸基の数およびその位置により活 性 に差が認め

られること、A 環の 5、 7 位に水酸基 を持つフラボノイドは持 たないものに比べ、

有意に活性が高いことを明 らかにした。  

さらに、P G E 2 産 生 抑 制 効 果 を持 つフラボノイドのうち、サブクラスごとに活

性の高いものと低 いものを選択 し、C O X の発現 をウエスタンブロットにより検 討

したところ、強 い抑 制 活 性 を有 する a p i g e n i n 、 7 -h y d r o x y f l a v o n o l および
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e r i o d i c t y o l では C O X -2 の発現が用量依存的に抑制 されたが、P G E 2 産生

抑制の弱い d a i d z e i n では、C O X -2 の発現抑制効果は弱 く、C O X もしくは細

胞膜 リン脂質からアラキドン酸 を遊離する酵素である p h o s p o l i p a s e  A 2 活性

阻害等他の作用機 序によるものと考 えられた。また、配 糖 体 はそれに対応す

るアグリコンに比 較 し、抑 制 活性 が弱 いことから、フラボノイドの細 胞透過性 も

活性発現に大 きな影響 を与 えることが示唆 された。  

さらに、炎 症性サイトカインである T N F -α 産生に対するポリメトキシフラボン

の 効 果 を 検 討 し た と こ ろ 、 5 , 6 , 7 , 3 ′ , 4 ′ , 5 ′ - h e x a me t h o x y f l a v o n e （ IC 5 0 = 3 . 7  

μ M）、 s i n e n s e t i n（4 . 8  μ M）や n o b i l e t i n（5 . 7  μ M）において、産生抑制活性

が認められ、6 位および 4 ′位のメトキシ基 が抑制活性発現に重要であることが

明 らかになった。  

また、 s i n e n s e t i n および n o b i l e t i n は抗原刺激 した R B L - 2 H 3 細胞におけ

る脱 顆 粒 を抑 制 したが、その抑 制 活 性 は 1 0  μ M の添 加 でそれぞれ、 2 1、

3 1 %であり、 l u t e o l i n （ I C 5 0 = 2 . 1  μ M）等 強 い抑制活性 を有するフラボノイドより

低 く、ポリメトキシフラボンの抗原 刺 激 による脱 顆粒 の抑制 効果 は他 のフラボ

ノイドに比べてやや劣 ると考 えられた。  

また、ポリメトキシフラボンの抗体産生細胞に対する影 響 を細胞増殖 、サイ

トカインや抗体産生の点から検討 したところ、抗 原刺激および抗 C D 3 ε 抗体

刺 激 のいずれにおいても細 胞 増 殖 は抑 制 される傾 向 にあったが、有 意 差 は

認められなかった。サイトカイン産生については、 IL - 1 0、 I L - 2、 I F N -γ において

産生の抑制が認められ、この結果からはいわゆる T h 2 型細胞優位に分化 を

誘導する可能性が推測 された。しかし、抗体産生については I g G 1、 I g E の産

生 を抑制する傾向が認められることから、サイトカインとは逆に T h 2 型の抗体

産生が抑制 される結 果 となった。ポリメトキシフラボンの抗体産生細胞に対す

る効果 としては、B 細胞における抗体産生や抗体のクラススイッチに対する作

用 、抗体産生細胞の活性抑制等の可能性が考えられた。  

 

第 ２章 においては、炎 症 初 期 のもう一 つの重 要 な反 応 である炎 症 局 所 に

おける白 血 球 の血 管 外 遊 走 において、浸 潤 過 程 の最 初 の段 階 に起 きる白

血 球 が血 管 内 皮 細 胞 表 面 を転 がる（ローリング）現 象 に関 与 する白 血 球 接
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着分子に着目 した。ローリング現象 を詳細 に解析するためには、白血球の動

態 を直 接 顕 微 鏡 観 察 する生 体 顕 微 鏡 法 が有 効 であるが、操 作 による傷 害

を受 けることから、長 時 間 の観 察 が困 難 である。そこで、この欠 点 を克 服 した

血管内白血球数の組織学的定量法 を、ラット腸 間 膜静脈 におけるヒスタミン

誘 導 による白 血 球 のローリングの解析 方法 に適 用 し、サイトカイン等 により誘

導 された白血球浸潤 の観察に適用することが可能であることを明 らかにした。  

また、ローリング現象 の開始において、 s e l e c t i n が重要な役割 を果 たすこと

が知 られていることから、そのうち血管内皮細胞表面に誘導 される E -s e l e c t i n

（C D 6 2 E ）の分 子 の発現 に対するフラボノイドの効 果 について検討 を行 った。

ヒト臍 帯静脈内皮細胞 （H U V E C）を T N F - α で刺激 し、E -s e l e c t i n の発現 を

c e l l  s u r f a c e  E L IS A 法により測定 した。供 試 した約 4 0 種のフラボノイドのうち、

フ ラ ボ ン に 属 す る f i s e t i n （ IC 5 0 = 0 . 8  µ M ） 、 q u e r c e t i n （ 4 . 5  µ M ） お よ び

k a e mp f e r o l （4 . 3  µ M ）の f l a v o n o l、さらに c h a l c o n e に属する b u t e i n（1 . 5  µ M）

において強い抑制活性が認められた。 I s o f l a v o n e と f l a v a n o n e は上の 3 つの

サブクラスよりも活 性が弱 く、 g e n i s t e i n では 1 3 . 8  µ M、 e r i o d i c t y o l は 7 0 . 6  µ M

という IC 5 0 値 を示 した。  

構造活性相関では、フラボノイド A 環に存在する C 2 -C 3 の二重結合 を持

つグループの方が強 い活性 を示 し、4 位のケトン基 は、本 抑制活性の発現に

必須であると考 えられた。B 環の水酸基では、4 ’位単独 、もしくは 3 ’、4 ’のジヒ

ドロキシ構造 を有する場 合 には活性 を示すが、全 く水 酸 基 を持 たないか、メト

キシ基 である場 合には抑制活性 が認められなかった。フラボノイド配 糖 体はア

グリコンに比 較 して阻 害 活 性 が低 いことから、細 胞 膜 透 過 性 が活 性 に影 響

するものと考 えられた。  

 

前 ２章 の結果 により、フラボノイドが炎 症 メディエータの産生 や白血球 の炎

症 局 所 への浸 潤 を抑 制 することが細 胞 系 で確 認 されたことから、第 ３章 では

即時型アレルギーにより惹 起 される炎症反応に対するフラボノイドの効果 につ

いてモデル動物 を用いた検討 を行 った。生 体 における炎症反応初期の典型

的 な特 徴 として、血 管 透 過 性 の亢 進 およびそれに伴 う血 漿 成分 の滲 出 によ

る局 所 での浮腫 が認められる。アレルギー性炎症 においては、抗 原 の侵入 に
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より肥 満 細 胞 からヒスタミン等 が放 出 されて炎 症 反 応 が惹 起 される。このとき

の炎 症 局 所 において認 められる浮 腫 反 応 を迅 速 かつ高 感 度 に測 定 するた

めに、血漿成分の指標 として従来の色素に代わり、蛍 光色素 でラベルした牛

血 清 アルブミンを用 いる方 法 を検 討 した。さらに、炎 症 部 位 の皮 膚 を切 り取

った後 、ホルムアミドを加 えて加温することにより、皮 膚 の光透過性 を高め、蛍

光プレートリーダーにより蛍 光強度 を直接測定することが可能 になり、血 清中

の蛍 光 色 素 量 から血 漿 滲 出 量 を算 出 する方 法 を開 発 した。本 法 は従 来 の

色 素 法 と高 い相 関 を示 し、煩 雑 な抽 出 操 作 を必 要 とせずに高 感 度 に多 検

体 を測定することを可能にした。  

そこで、細 胞 系 において効 果 が確 認 されたフラボノイドのうちフラボンの

a p i g e n i n、フラバノンの e r i o d i c t y o l を用い、O VA で免疫 したマウスにおけるア

レルギー性 炎 症 抑 制 効 果 として、本 改 良 法 を用 い血 管 透 過 性 に対 する効

果 を検討 したところ、これらのフラボノイドの皮 下投与 により即 時 型 アレルギー

による血 漿 滲 出 が有 意 に抑 制 されることが確 認 されたことから、本 測 定 法 の

実用性および動物 モデルにおけるフラボノイドのアレルギー性炎症抑制効果

を明 らかにすることができた。  

 

本 研 究 では、炎 症 反応 を制 御 するフラボノイドの探 索 を目 的 として、炎 症

初期に生体防御反応 として認められる血 管透過性亢進や白血球の炎症局

所への浸潤に着目 し、炎症性 ケミカルメディエータの P G E 2 および炎症性サイ

トカイン T N F - α の産 生 、また血 管 内 皮 細 胞 に発 現 する白 血 球 接 着 分 子

E -s e l e c t i n の発現抑制活性 を有するフラボノイドを探索 し、その構造活性相

関 、作 用機序の一部 を明 らかにした。さらに、細胞 レベルで抗炎症活性が認

められたフラボノイドについて、モデル動 物 を用 いた炎 症 抑 制 活 性 の評 価 を

行 うために、炎 症 に伴 う血 管透過性亢進 を血漿滲出量 として測定する方 法

を改良 し、蛍光色素でラベルした B S A をトレーサーとして用 い、高感度で迅

速 な測定 を可能 とする手 法 を開発 した。本 改 良法 を用い、実際 に O VA 感

作 したマウスに即時型 アレルギー性炎症 を惹起 し、フラボノイドの効果 を検討

したところ、血 漿 滲 出 の抑 制 が認 められ、動 物 レベルでの炎 症 抑 制 効 果 が

確認 された。  
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フラボノイドの炎 症 抑 制 活 性 が細 胞 レベルに留 まらず、動 物 レベルでも確

認 されたことから、抗 アレルギーや抗炎症機能 を有する食品成分 としてのフラ

ボノイドの有 用 性 についての知 見 が得 られた。今 回 、抗 アレルギーや抗 炎 症

活性 を示 したフラボノイドは、 a p i g e n i n がセロリやピーマン、 e r i o d i c t y o l がレモ

ンや菊花に含 まれることが知 られており、その他にも q u e r c e t i n がタマネギをは

じめとする果 実 、野 菜 全般 に含有 されていることから、これらの食 品 の摂 取 が

アレルギーや炎 症 の抑 制 に寄 与 する可 能 性 がある。また本 知 見 は、新 規 機

能性食品開発の素材提供への一助 となるものと期待 される。  
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略号表まとめ  

 

 A N O VA  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  

 B S A   b o v i n e  s e r u m a l b u m i n  

 B r d U   5 -b r o mo 2 ’ - d e o x y - u r i d i n e  

 ｃA M P   a d e n o s i n e  3 ´ ,  5 ´ - c y c l i c  mo n o p h o s p h a t e  

 C D   c l u s t e r  d e s i g n a t i o n  

 C o n  A   c o n c a n a v a r i n  A  

 C O X   c y c l o o x y g e n a s e  

 D M E M   D u l b e c c o ’s  mo d i f i e d  E a g l e  m e d i u m  

 D M S O   d i me t h y l s u l f o x i d e  

 D N P   d i n i t r o p h e n o l  

 E C   E n z y m e  C o m m i s s i o n  N u mb e r  

 E C L   e n h a n c e d  c h e mi l u mi n e s c e n c e  

 E D TA   e t h y l e n e  d i a mi n e t e t r a a c e t i c  a c i d  

 E L IS A   e n z y me - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y   

 F C S   f e t a l  c a l f  s e r u m  

 F IA   F r e u n d ’s  i n c o mp l e t e  a d j u v a n t  

 F IT C   f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e  

H E P E S  2 - [ 4 - ( 2 - H y d r o x y e t h y l ) -1 - p i p e r a z i n y l ]  

e t h a n e s u l f o n i c  a c i d  

 H R P   h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  

 H S A   h u ma n  s e r u m a l b u mi n  

 H U V E C  h u ma n  u mb i l i c a l  v e i n  e n d o t h e l i a l  c e l l  

 I C 5 0   5 0 %  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n  

 I C A M   i n t r a c e l l u l a r  c e l l  a d h e s i o n  mo l e c u l e  

 I C R   I n s t i t u t e  C a n c e r  R e s e a r c h  

 I F N   i n t e r f e r o n  

 I g   i m m u n o g l o b u l i n  
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 I L   i n t e r l e u k i n  

 L D H   l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  

 L P S   l i p o p o l y s a c c h a r i d e  

 LT   l e u k o t r i e n e  

 M A P   mi t o g e n  a c t i v a t e d  p r o t e i n  

 M E K   mi t o g e n  a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  

 M N   m o n o n u c l e a r  l e u k o c y t e  

 m R N A   me s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  a c i d  

 M T   m o d i f i e d  Ty r o d e ’s  

 N S A I D   n o n - s t e r o i d a l  a n t i - i n f l a m ma t o r y  d r u g  

 O D   o p t i c a l  d e n s i t y  

 O VA   o v a l b u mi n  

 PA F   p l a t e l e t - a c t i v a t i n g  f a c t o r  

 P B S   p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e   

 P G   p r o s t a g l a n d i n  

 P L S D   p r o t e c t e d  l e a s t - s q u a r e s  d i f f e r e n c e  

 P M N   p o l y mo r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e  

 R B L   r a t  b a s o p h i l  l e u k e mi a  

 R P M I   R o s w e l l  P a r k  M e mo r i a l  I n s t i t u t e  

 S D   S p r a g u e - D a w l e y  

 S D S   s o d i u m d o d e c y l  s u l p h a t e  

 S P F   s p e c i f i c  p a t h o g e n  f r e e  

 T B S   Tr i s  b u f f e r d  s a l i n e  

 T h   h e l p e r  T  c e l l  

 T M B   3 , 3 ' , 5 , 5 ' - t e t r a me t h y l b e n z i d i n e  

 T N F -α   t u mo r  n e c r o s i s  f a c t o r -α  

 T PA   1 2 -o - t e t r a d e c a n o y l p h o r b o l -1 3 -a c e t a t e  

 V C A M   v a s c u l a r  c e l l  a d h e s i o n  mo l e c u l e  
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