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炎症反応におけるサイトカインの役割に関する研究
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圃圃Lー

緒言

炎症はギリシャ医学より既にその記載が認められ、そ

の 4 大兆候として発赤、腫 1長、熱感、主主痛がある。これ

らの症 状は刺激の加わった局所の微小血 管を中心として

起こる一連の生体反応の経過であり、特に血管透過性冗

iffiと白血球浸潤が重要であると考えられている [ 1 ]。そ

してこの反応の成立にはキニン、アラキドン酸代謝物、

血小板活性化因子 (PA F)、補体など様々なメディエータ

ーの関与が報告されている。一方、炎症時には全身反応

である発熱や急性 期蛋白と呼ばれる一連の血綬蛋白の増

加なども認められる。

これらの反応に対して上記のメデイエーターの他に近

年一連のサ イトカインと呼ばれる蛋白性の因子の関与が

報告されている。サイトカインは当初、免疫応答を司ど

る白血球聞の調節因子として発見されたが、]980年代の

後半にこれらの精製及び遺伝子クロ ーニ ングが成功する

と共に、炎症反応に寄与するいくつかのサイ トカイン が

明らかとなってきた [2， 3， 4]0 tumor necrosis fac-

tor (TNF)， interleukin-] (IL-l)， lL-6， lL-8はその

代表であり、炎症性サイトカインとも呼ばれる。

T N F は]9 7 5年に Meth A肉種の出血性壊死をひきおこす

因子として発見された。一方、 19 7 0年代にリンパ球に対

する活性化因子 (lymphocyte-activating factor; LAF) 

が発見されたが、これはさらに古くから報告のあった蛋



自性の内因性発熱物質 (endogenous pyrogen; EP)と同ー

のものであることが明らかとなり、 IL -1と呼ぶことが提

唱された。 TNFと IL -1はその構造およびそれぞれに対す

る受容体が全く異なるにもかかわらず非常・に類似した生

物活性を示す [ 2 ]。例えば上記の発熱および急性期蛋白

の誘導、プロスタグランジン (P G) 類の産生誘導、

i n v i v 0での局所への白血球遊走、またマクロファージ

や血管内皮細胞をはじめとする種々の細胞に作用して

IL-6，IL-8などの 2次的なサイトカインを含めた炎症性

メディエーターを誘導する。さらに最近では好中球をは

じめとする白血球の血管外への遊走に重要な白血球上お

よび内皮細胞上の種々の接着分子の発現誘導、血管拡張

物質 (endotheliu冊-derived relaxing factor) の本体

であり、また殺騒蕩活性を持つ NOの生合成酵素の誘導、

ホスホリパーゼ A2、シクロオキシゲナーゼー 2の誘導など

枚挙にいとまがない。

IL-6もまた多機能性サイトカインの代表として挙げら

れる [ 3 ]。これは活性化 B細胞に抗体産生を誘導する因

子として 19 8 5年に平野らにより精製された [ 5 ]。その後、

肝細胞に直接作用して急性期蛋白を合成させる、巨核球

の成熟を誘導して血小板の増多をもたらす、ミエローマ

の増殖因子であるなどの作用が明らかとなった [ 3 ]。し

たがって in v i V 0での炎症刺激あるいは TNFや IL-}による

急性期蛋白の誘導は IL -6を介することが推定されるがこ

れを証明した報告はまだない。
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1 L -8は C5a. LTB.. fMLP. PAFなど既知の白血球遊走因

子と異なる新しい好中球遊走因子として 19 8 7年 lこ吉村ら

によって精製された[6 )。その後、多くのポリ ペプ チド

性の遊走因子が同定され、これらは大きなフ ァ ミリーを

形成していることが明らかとなり現在ではこれらを総称

してケモカインと呼んでいる [ 4 )。これらのうち分子内

の 2つのシステイン残基の間にアミノ酸が 1つ挿入され

た C-X-C chemokine は好中球特異的に、 γ ステイン残基

の並んだ C-C chemokineは単球特異的に遊走を起こすこ

とが知られている。炎症時および TNF.IL-lを動物に投与

した時の局所への好中球浸潤に IL-8がどの程度関わって

いるかについてはウサギを用いた実験報告があるが[7)、

他の動物では詳しくはわかっていない。

このようにこれら炎症性サイトカインの研究は

i n v i t r 0が中心であり、 in v i v 0での検討はリウマチを

はじめとする各種炎症性疾患においてこれらサイトカイ

ンの著明な上昇が認められてはいるものの[2. 3. 4)、

その直接の関与ならびにサイトカイン同士の相互誘導の

研究に必須と考えられる実験動物での証明はほとんどな

されていない。

大石らはラ y トのカラゲニン胸膜炎を炎症モデルとし

て用い、この炎症反応にキニンやプロスタグランジンが

関与することを報告した [ 8. 9)。さらにラ y トの血妓

中には高分子及び低分子キニノーゲンと異なる Tーヰニノ

ーゲンが存在し、急性期蛋白としてこの炎症モデルにお



いてその産生が増加することも見いだした [ 1 0 J。この

ようにこのモデルは局所の反応が胸腔壁で隔てられてい

るため、渉出 j伎室、浸潤白血球数やメデイエーターの定

量性に優れており、局所と全身の反応の関係を解析する

のにも適している。そこで本研究ではこのラ y トの胸膜

炎におけるサイトカインの役割について以下のように解

析を行った。

ラ y ト ・カラゲニン胸膜炎における TN F. 1 Lー1

1 L -6産生と急性期蛋白 T キニノーゲンの誘導の動態を調

べ、それぞれのサイトカイン、特に 1L -6の役割を明らか

にする。

2 TNF. IL-l， IL-8. CINC (rat IL-8)によるラ y 卜

胸腔内への好中球遊走の機序を検索し炎症時の 1L -8の役

割を明らかにする。

3 カラゲニン胸膜炎における TNF. IL-l. IL-6. 

C 1 N Cの産生に対する抗炎症薬の影響を調べ、サイトカイ

ン産生に対する PGの役割を明らかにする。



第 l章 ラ y ト・カラゲニン胸膜炎におけるサイトカイ

ン産生と急性期蛋白の誘導

局所で炎症が起こった時に現われる全身反応の l っと

して血築中の急性期蛋白の増加が知られている。 c-

reactive protein， fibrinogen， α，-acid glyco-

protelnなどがその代表として知られているがその生体

内での機能については防御反応に何らかの関与があると

推定されているもののいまだに明らかではない[1 ]。

これらの急性期蛋白を誘導する因子として TNF， lL-l 

の他に hepatocyte-stimulating factor (IlSF)が知られ

ていたが l日87年に Gauldieらはこれが 1L -6と同 ー の因子

であることを確認した [ 11]。その後 in vitroの実験に

より急性期蛋白を主に誘導するのは IL-6であ って TNF

1 L -1の作用は弱いことも判明した。さらに lL-6の

i n v i v 0投与により急性期蛋自の増加がラットにおいて

も確認された [ 3 ]。したがって急性炎症時および TN F ， 

1 L -1による反応は lL-6を介していることが想像されるが

託明はされていない。

一 方 19 8 3年に岡本らはラットの血祭中に第 3 のキニノ

ーゲンである Tーキニノーゲンを発見し、これがラットに

おける急性期蛋白の lつであることを明らかにした[1 2]。

既にラ y トにおいてテレビン油の背部皮下やカラゲニン

胸膜炎においても 1日後に T-キニノーゲンの上昇が報告

されている [ 1 0 ]。
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本章では in v i V 0での TNF， IL-1による IL-6の誘導と誘

導された 1L -6による Tーキニノーゲンの誘導という連鎖反

応を証明するためにこのラット・カラゲニン胸膜炎を炎

症モデルとして用い、胸腔惨出液中のこれらサイトカイ

ンの動態と TNF，IL-1による 1L -6の誘導について検討した。

この目的のためにラット Tーキニノーゲンに対するモノク

ローナル抗体を初めて作製しラジオイムノア y セイと免

疫組織染色法を確立した。

く方法〉

監4!I.J

6 -7週齢の SD系雄性ラ y ト (200-300 g) は日本 SL C (静

岡県浜松市)より購入し、 1週間の予備飼育後 、使用し

た。 5週齢の C3H/HeJ雌性マウスは日本クレア(東京)よ

り、 7週齢の BALB/cマウスは日本 SL Cより購入した。

サイトカインと抗サイトカイン抗体

recombinant human IL-1α( r h 1 L -1αs  p. a c t 

2.26 X 107 u/mg，エンドトキシン含有量 <0.32 ng/mg)， 

rhTNFα (sp. act. 2.55 x 106 u/mg，エンドトキシン

含有量 <0.04 ng/mg)， rhlL-2 および抗 rhlL-1α 抗体

(ウサギ抗血清 1 X 105 neutralizing units/ml) は大

日本製薬(大阪)より供与された。 rh 1 L -6 (5. 1 8 x 1 06 

u/mg) と抗 rhlL-6抗体 (1 x 1 0 5 n e u t r a 1 i z i n g u n i t s/ 

m 1 )は大阪大学医学部の平野俊夫博士より恵与された。



担且韮

マウス繊維芽細胞株 L9 2 9は自治医科大学の松浦基博博

士より、ヒト T 白血病細胞株 HSB.2 [13J とマウス細胞

障害性 T細胞株 CTLL-2は自治医科大学の笠原忠博士より、

1 L -6依存性のマウス ・ハイブリドー?M1l60. BSF2 [14J 

は大阪大学医学部の平野俊夫博士よりそれぞれ恵与され

た。ラ y ト ・へパトー ?H41IEC3 [15J は大日本製薬よ

り購入した。細胞の培養には 10 %の被動化された ( 5 6 

。C， 30 min) 牛胎児血清 (FCS; M. A. Bioproducts) を

含む RPMI 1640 (GIBCO) を用いた。また CTLL-2と

M1l60. BSF2の培養には rhlL-2 (20 u/ml) と rhlL-6 (5 u 

Iml) をそれぞれ添加した。

l L -1 アッセイ

サンプル中の 1L -1活性は Mi z e 1らの報告した方法によ

り測定した [ 1 6 J。すなわち C3H/HeJ?ウスの胸腺細胞を

1μg  I m 1のフィ卜へ 7 グルチニン (PHA; Wellcome)存在

下に希釈したサンプルと 72時間培養し、その増殖増強活

性を 3H-thymidine (Amersh呂m) の取り込みによって評価

した。標準曲線は rh 1 L -1α を用いて描いた。

ヒト T 白血病細胞株 HS B. 2からの 1Lー1依存的な 1L -2産生

上記の IL-1活性を確認するため、希釈したサンプルを

1 L -1依存的に 1L -2を産生する HSB.2 C5B2細胞[1 3 J に添

加し、 24時間後の培養上清中の IL-2活性を iWJ定した。

IL-2活性は CTLL-2細胞の 15時間後の増殖活性を 3H-

lhymidine の取り込みによって評価することにより測定
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した。標準曲線は rhI L-2を用いて描いた。

IL-6 アッセイ

IL-6活性は IL -6依存性細胞株 MH60.BSF2の 48時間後の

地殖活性により測定したい 41。標準曲線は rhlL-6を用

いて描いた。この細胞は IL-l. 2. 3. 4. 5. インターフ

エロン，コロニー刺激因子などの他のサイトカインとは

反応しないことが報告されている。

T N F ア y セイ

T N F活性は L9 2 9細胞に対する細胞障害活性によ って測

定した[1 7 1。すなわち希釈したサンプルを L9 2 9細胞と

2 4時間培養し、生細胞をクリスタルバイオレットにて染

色して 550 n mの吸光度を測定した。標準曲線は rhTNFを

用いて描いた。

実験的炎症 モデル

ラットのカラゲニン足浮腫は既報 [1 8 1にしたがって、

生理食塩液に溶解した 1 %のカラゲニン(S i g m a) O. 1 ml 

をエーテル麻酔下に、ラ y トの後足の皮内に投与するこ

とにより惹起 し た。ラ y トの胸膜炎は 2 %のカラゲニン

O. 1 m Iを右胸腔内に注入することにより惹起し、一定時

間後放血致死させた。血液と胸腔渉出液は、 1/10容量の

3. 8 %クエン酸ナトリウムを含むポリエチレンチュープ

lこ採取した。細胞を遠心分離して得た血授と 、 浸潤した

細胞を含まない胸腔渉出液はリン酸緩衝液 (PB S) に透

析した後 70 0 cに保存した。

また rh I L -1α (1 X 105 u)または rh T N Fα (2 x 1 0 4 u) 

8 -



をラ y トの胸腔内に投与して一定時間後に採血し放血致

死させ、胸腔内を 1 m 1の生理食境液で 2 回洗浄した 。 さ

らに別の実験として rh 1 L -1α (1 x 10' u/20μ1 )と被

動化した正常ウサギ血清または抗 rh 1 Lーlα 抗体 O.1 m 1 を

37 oC， 1時間反応させたものについても胸腔内に投与し、

l時間後の胸腔洗浄液および血液を採取した 。 それ ら の

血疑中の 1L -6活性と T 牛ニノーゲン量を測定した 。

![_____;_と並~

O. 0 2 %のポリエチレングリコール 4000 (Merck) を 含

む PB Sで平衡化した Sephacryl S-200 カラム (2.2 x 95 

cm， Pharmacia) に 3時間後または 5時間後の胸腔惨出

1夜 1 m 1を供して流速 25 ml/h，分画サイズ 2. 5 m 1にてゲ

ノレ泌過を行った。それぞれの分画について 1L -1と 1L -6活

性を測定した。分子量マーカ ー としては牛血清アルブミ

ン (69，000)，卵白アルブミン (45，000)，大豆トリプシ

ンインヒピター ( 20， 1 00 ) ，チトクロム C (12，400)を用

L、た 。

等電点電気泳動

2.5%の Bio-Lyte 3/10 (Bio-Rad)を含むショ糖濃度勾

配 (0-50 %)をカラム ( 25m 1 )内に調製し、 20 0μlの

4時間後の胸腔渉出液をこの中央に供して 4 oC， 400 V 

にて 24時間等電点電気泳動を行った。陰極には O.1 Mの

リン酸、|場極には O.25Mのエチレンジアミンを用いた 。

泳動後 1 m 1ずつ分画し、 pHと 280 n mの吸光度を測定した。

そして各分闘を Bio-Lyteを除去するため PBSに対して透
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析した後 IL -1と IL -6の活性を測定した。

T-キニノーゲンに対するモノクローナル抗体の作製

lfj製ラ y トTー牛ニノーゲン(循環器病センターの加藤

久雄、円減寺慶一両博士および九州大学の岩永貞昭博士

より恵与された) 1 5μEをフロインド完全アジュパント

と Bordetella pertussi s(2xl09 個、北里大学の中瀬

安清同士より恵与された)の死菌と共に BALB/cマウスの

腹腔内に投与して初回免疫とした。その後 2 週間ごとに

3 0μgの Tーキニノーゲンを同様に注射した。 20μgの Tー

キニノーゲンと 2 m gの水酸化アルミニウムゲルを注射し

た最終免疫の 3 日後にマウスの牌臓を摘出し牌臓細抱

3 x 1 08個とミエローマ細胞 P3-X63-Ag8-Ul (国立がんセ

ンターの関根輝彬博士より恵与された) 6 X 107個を 45 

完ポ リエチレングリコールと 5μg/mlのポリ L-アルギニ

ン(S i g m a )を用いて融合させた。融合細胞を 10 0μMの

ヒポキサンチン(同仁化学)と 16μMのチミジン(向仁

化学)を含む HT培地に懸濁し 15μ1ずつ 3 枚の 96穴プレ

ートに分注した。 HAT選択は 1 日後に O.4μMのアミノプ

テリン (F 1 u k a )を含む HAT培地 15 0μlを添加すること

により行ょった。

抗体産生細胞を enzyme-!inked immunosorbent assay 

( Eい SA) によりスクリーニングし、 9個の陽性の細胞を

得た。これらを限界希釈法によりクローニングし、確立

されたクローン (A3H12， D2H8)をマウスの腹腔内に役与

して大量の抗体を腹水と し て得た。
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Tーキニノーゲンのラジオイムノアッセイ

Tーキニノーゲンの標識は Na 1 25 1を用い、クロラミン T

法にて行った [ 1 9 J。ラジオイムノア y セイ ( R 1 A )は

125I_T_牛ニノーゲンに標準 Tーキニノーゲンまたはサン

プノレを加え、さらにモノクローナル抗体を加えて I晩 4

o Cにてインキュベートし、 B/F分離には SliJlhylococcus 

主i工旦~の細胞壁成分である Zysorbin (Zymed， 2 mg/mI) 

を用いて行った。 T キニノーゲン 1- 32 ng/tubeの聞で

良好な標準曲線が描けた。また高分子および低分子キニ

ノーゲンとの交差性は O.0 5 %未満であった。

肝臓の免疫組織染色

ラットの肝臓を門脈より生理食塩液で濯流した後摘出

し 4 %パラホルムアルデヒド (TAAB) にて固定した。ェ

タノールで脱水後ノマラフィンで包埋した組織から 3μm

の切片をスライドガラス上に装着した。キシレンでパラ

フィンを除去し内在性のパーオキシダーゼを O.3 %の過

酸化水素で枯渇させた。免疫染色は avidin-biotin-

peroxidase kit (ABC ki t: Vector Laboratories) と T-

キニノーゲンに対するモノクローナル抗体を用いて行っ

た。発色には 3， 3' -ジアミノベンチジン(和光純薬〉と

O. 0 1 %の過酸化水素を用い、ヘマトキゾリンによる 2 重

染色を行った。

また T キニノーゲンに対するポリクローナル抗体(ウ

サギ抗血清)による染色も Pe r 0 x i d a s e -a n t i -p e r 0 X i d a se 

( p ̂  p) 法により行った。すなわち正常ブタ血清
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(DAKOPATTS)で非特異的な結合を阻害した後、抗 Tーキニ

/ーゲン抗体と抗ウサギ IgG (DAKOPATTS)，パーオキシ

ダーゼ抗ノマーオ牛シダーゼ (DAKOPATTS) を反応させて

上記と同様に発色させた。

ラット ・へパト -?H4IIEC3からの Tーキニノーゲン産生

ラット ・へパトーマ H4IIEC3 (4 x 105 cells/0.4 ml/ 

we I I )を rhlL-lα または rhI L-6と共に 72時間培養した後、

その上清中の Tーキニノーゲン量を R1 Aにより測定した。

〈結果〉

カラゲニン足浮腫における血祭中 Tーキニノーゲン霊

ラット・カラゲニン足浮腫モデルにおける炎症反応の

進展と血媛中の T-キニノーゲン量の経時変化を比較した

ところ Fi g. 1 Aに示すように足の腫れは 3-8時間後に最大

となり 25時間以後には減少していった。一方 Tーキニノー

ゲンは 3時間後では正常レベルとほとんど変わらず、 8

時間後より上昇し始め、 24-4 8時間後に正常の約 6倍の

最大値をとり、以後徐々に減少し、 96時間後 lこは正常の

約 3 倍となった ( F i g. 1 B)。

肝臓での Tーキニノーゲンの生合成を調べる目的で上記

のラ y トの肝臓の免疫組織染色を行った。 ABC法を用い

たところモノクローナル抗体のない染色では肝組織の発

色は見られなかったが、 Fi g. 2に示すように正常ラ y ト

の組織切片においていくつかの実質細胞がモノクローナ
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ル抗体により染まっていることがわかる(①)。この発

色はカラゲニン足浮腫の 3-8時間後に次第に強くなり(②

ー③)、 24時間後には著明な|湯性細胞の増加が認 められ

た(④) 0 9 6時間後の発色も正常よりはまだ強かった

(⑤)。なお、 PA P法による染色の結果、足浮腫惹起 24 

時間後の肝臓においてアルブミンの産生霊は正常ラ y ト

とほぼ同じであるのに対して Tーキニノーゲン量が選択的

に増加していることを確認した(データ省略)。

カラゲニン胸膜炎の胸腔渉出液中の INF， I L -1， I L -6活

監

正常ラ y ト胸腔内の液量は O.0 5 m I未満であり常在細

胞数は約 7 x 1 06 個である。常在細胞はその約 8割を単

球が占め、好中球はほとんど認められない。カラゲニン

胸膜炎を惹起させると 1時間後で既に惨出液量は O.2 ml 

に達しているが、この時はまだほとんど好中球の浸潤

は見られない (Fig. 3A)0 2-3時間後にかけては渉出液

量 、浸潤白血球数共に著明な増加を示し、参出 j夜量はそ

のまま 16時間後まで増加を続け、浸潤白血球数は 8 時間

後で最大となった。この白血球数の増加は主に好中球の

増加によるものであった。 一方、正常ラットの胸腔内

の TNF， IL-1， IL-6活性はそれぞれ 0.088 + 0.009 u 

o . 4 4 士 0.15 U， 0.88 士 0.49u(n=4) であった。胸

膜炎惹起後 1時間 でこれらのサイトカインレベルは既に

20倍以上の高値を示した (Fig. 38)0 TNF はまだ好中球

がほとんど浸潤していない 2時間後に最大となり以後 5
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時間までにその活性は激減した。 ILー1活性は渉出液量と

ほぼ平行して増加し 3時間後に最大値をとり、これもま

た 5 時間後に激減した。 IL -6活性は TN F， I Lー1活性に比

べてややゆっくりと好中球浸潤に伴って地加し始め、 4-

51時間後に最大となった後に徐々に減衰していったが、

1 6時間後においてもまだ高値を示した。

I L -1依存的 IL -2産生による IL -1活性の確認

C3H/HeJマウスの胸腺細胞を用いた IL -1ア y セイには

I L -2のみならず IL -6も反応してしまうことが報告された

ため[2 0 1、別法、すなわち IL -1に依存して IL -2を産生

するヒト T 白血病細胞株 HSB.2 C5B2を用いたア y セイに

より参出液中の IL -1活性の確認をした。 Table 1に示す

ように 3時間後の渉出液を直接 CTLL-2細胞に添加しでも

増殖が起こらないことからまず惨出液中には IL -2活性が

ないことがわかった。しかしこれを HSB.2 C5B2細胞に加

えて培養した上清中には IL -2活性が現れた。 IL -6は 50 00 

u/mlの高濃度でもこのアッセイに活性を示さず、また

rhlL-lα (0.2 u/ml) による IL-2産生を増強することも

なかった。

胸[腔渉出 j夜のゲル漉過

渉出 j夜中の IL -1と IL -6の分子量を推定する目的で、 3

時間後と 5時間後の惨出液を Sephacryl S-200カラムを

用いてゲル泌過を行った。 Fi g. 4にその代表的なパター

ンを示すが、 3時間後の渉出液では胸腺細胞を用いて測

定した IL -1活性は約 20 k Dの位置に溶出された (A)。こ
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の位置は 1Lー1で誘導された 1L -2活性の位置とも一致した

(B)o IL-6活性はこ の 1Lー1活性よりもわずかではあるが

高分子側に溶出された。分子量 7 カーとの比較により

この IL-lおよび 1L -6の分子量はそれぞれ約 18 k D ， 2 2 kD 

と推定され、これらはヒトやマウスで報告されている値

とほぼ一致する [2， 3]0 5時間後の渉出液では IL-l活

性はほとんど認められなかったが (C，D) IL-6は 3時間

後と同じ位置にさらに高い活性が溶出された。この結果

は Fi g. 3の 1L -1と 1L -6の活性の増減とよく一致している。

胸腔渉出液の等電点電気泳動

4 時間後の渉出液を等電点電気泳勤した結果、 1L -1活

性はその大部分が pH 5. 2の位置を中心に熔出された

( F i g. 5)。また pH 7付近にもわずかだが認められた。こ

のことから移出液中の 1Lーl活性はほとんどが α型[2 ] 

であることが示唆された。 1L -6活性は 1Lーlよりもわずか

に塩基性側(p H 5. 6) に溶出された。

胸膜炎ラ y トの血祭中 IL-6

胸膜炎を惹起したラ y トにおいて 1L -6活性は血禁中に

もその一過性の上昇が観察された o Fig. 6Aはカラゲニ

ン胸膜炎での血祭中の IL-6活性の経時変化を示している。

惹起 1時間後では IL-6はまだ正常レベルだが 2時間後ま

でに正常の 2-3倍へと徐々に増加し始め、その後急激に

上昇し 4 時間後に最大となってまたその後急激に減少し

Tこ。

r h 1 L -1α (lxl05 u) を胸 l庄内に投与した場合には
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血築中 IL -6は急増し、 1時間後にカラゲニン胸膜炎の 4

時間後と同程度の最大値をとった ( F i g. 6 B)。その後、

減少し 8時間後には正常値に戻った。

rhTNFα (2xl0
4
u) を投与した場合は rhI L-lα の場

合よりもやや遅れ、 3時間後にカラゲニン、 rhlLーlα 役

与と同程度の血祭中 IL-6の最大値をもたらし、 8時間後

にほぼ正常値にまで減少した ( F i g. 7)。

胸膜炎ラ y トの血媛中 Tーキニノーゲン

カラゲニン胸膜炎の血祭中 Tーキニノーゲン量を特異的

な RI A によって測定した結果、 8 時間後までに徐々に増

加し、 16時間後には正常の約 10倍にまで達した ( F i g. 

6A)o rhlLー1α (1 x 1 0 5 u) を投与した場合 lこは 8時間

後で既に正常の 7-8倍に増加しカラゲニンの場合よりも

有意に高かった (p < 0.01. Fig. 6B)。その後 20時間後

まで増加した。

r h I L -1α による IL -6の誘導に対する抗 rhlL-lα 抗体の効

墨

r h I L -1α による血紫中 IL-6の誘導が rh I L -1α の作用に

よるものであることを証明するために抗 rh I L -1α 抗体に

よる中和試験を行った。その結果、 rh I L -1α に対するウ

サギ抗血清を rh I L -1α (lxl04 u) と共に胸腔内に注

射したラットでは rhlL-lα 単独投与群 iこ比べて明らかに

血禁中の IL -6活性がほぼ正常レベルにまで抑制されてい

た(F i g. 8)。なお胸腔内の IL -1活性はこの抗体 lこより

9 9 %以上抑制されていることを確認している(データ省
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略)。

免疫組織染色による胸膜炎ラットの肝臓での Tーキニノ-

7" /主主

胸膜炎ラットの肝臓の組織切片上の Tーキニノーゲン抗

原を、ポリクローナル抗体を用いて PAP法により免疫染

色した。カラゲニン足浮腫の場合と問機カラゲニン胸膜

炎惹起後 16時間のラ y トの肝臓において多数の陽性細胞

が盛んな Tーキニノーゲン合成を行 っていることが示され

た (Pig， 9C) 0 rhlL-lα (1 x 1 0 5 u) を投与したラ y

トにおいても 3時間後にいくつかの陽性細胞が現れ

(Pig， 9A)、 20 !時間後には T キニノーゲン産生の著明な

促進が認められたが (Pi g， 9 B)、その程度はカラゲニン

胸膜炎よりもやや弱かった。

ラット ・へパトー 7H4IIEC3からの Tー牛ニノーゲン産生

に対する IL -1と IL-6の影響

Fig， 10Aに示すように、 H4II EC3へパトーマ細胞から

の T-牛ニノーゲン産生は rhlL-6の用量依存的に増加した。

またこの rhlL-6の作用は抗 rhlL-6抗体により完全に抑制

された。これに反して rhlL-lα は 1 X 105 u/m!の高濃度

をもって しでも T-キニノーゲンの 産生を誘導することは

できなかった (Pig， 10B)。

〈考察〉

F i g， 1に 示したようにカラゲニン足浮腫では炎症反応
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がほぼ 3時間後に最大となっているにもかかわらず、そ

の時には血媛中の T キニノーゲン量は正常レベルのまま

である。 T-牛ニノーゲンが長大となるのは炎症のおさま

った 24時間以後である。肝臓での Tーキニノーゲン産生と

血祭中のレベルを比べてみると (F i g. 2) 3 時間後に陽

性細胞が増加し始め、 8時間後にはその発色が強まって

いる。血祭中の Tーキニノーゲンの増加はこれより少しず

つ遅れているようである。そして 24時間後には肝臓での

T-キニノーゲン合成が最大となり、血禁中でも増加する0

9 6時間後 lこは血禁中の Tーキニノーゲンは減少しては いる

もののまだ高値を保っているのに対し 、肝臓での 産生は

正常レベルに近い、というように肝臓での生合成が血祭

中での変動に先行している。このことは血祭中の Tーキニ

ノーゲンが肝臓に由来していることを示しているが、そ

れならば炎症局所から肝臓の実質細胞に Tーキニノーゲン

産生を誘導する何らかの因子も炎症反応が盛んな時間帯

に血中を伝わったはずである。このような、急性炎症に

おける急性期蛋白の増加の遅れは以前より知られ、局所

から放出される因子として肝細胞刺激因子(h e p a t 0 C Y te 

stimulating factor) が報告された[1 1 J。これが 1L -6 

であるが in v i V 0の炎症モデルでこのようなサイトカイ

ンの動態を調べようとする時、足浮騒モデルでは組織の

渉出液の定量的な採取は困難であるため、組織化学的な

検討しか行えないであろう。そこで適切なモデルとして

次に胸膜炎モデルに着目した。
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カラゲニン胸膜炎の胸腔渉出液量、浸潤白血球数と

TNF. IL-J. IL-6活性の経時変化を比較すると (F i g. 3A. 

3 B )、液量と白血球数が著明に増加する前にまず TNFが 2

時間後に最大の産生を示すことがわかる。 ILー1は TNFよ

りやや遅れて上昇し、その動態は 4 時間後までは液量 の

それにほぼ平行しているようである。 IL -6は IL -1よりも

さらに遅れて、 5時間後までは白血球数と共に増加した。

しかし 5時間以降はこれらサイトカインレベルが減少し

ていくにもかかわらず液量と白血球数は増加を続けた 。

以上の結果からまず第ーに、これらサイトカインが炎症

刺激によって産生され、この先行したサイトカインが 2

次的なサイトカインやアラキドン酸代謝物をはじめとす

るメディエーターを誘導することによって炎症反応の進

展に寄与していることが示唆される。第二に in v i v 0に

おいても TNFが IL -1を、そしてこの両者が IL-6を誘導す

ることが示唆され 、 in vitroの報告[3 ]を裏ずけてい

る。これらのサイトカインの胸腔内での産生細胞を同定

するためには今後、免疫染色などの検討を加える必要が

あるが、好中球がまだ浸潤してこない 1 時間後において

既にそのレベルが上昇していることと一般に細胞あたり

のサイトカインの産生能力はマクロファージが高いこと

を考えると胸腔内に約 80 %を占める単球がカラゲニンの

刺激に応じてサイトカインを産生し始めることはまちが

いないと思われる。一方好中球も近年になってその能力

は低いもののサイトカ イ ンを産生することが報告されて
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いる [ 2 1 J。胸腔内への著しい好中球浸潤とサイトカイ

ン産生のピーク ( 3 -5 時間)が重なることを考えると好

中球もこのモデルにおいてサイトカイン産生に寄与して

いると推定されるが、この両細胞による詳細な寄与の割

合については今後の検討を必要とする。

Waage らは髄膜炎患者の脊髄液中 lこTNF， IL-l， IL-6 

活性を検出し、 IL-6のみが白血球数と相関することを報

告している [ 2 2 J。彼らはさらにウサギの実験的髄膜炎

モデルを用いて髄 i夜中への白血球浸潤に先行して TNF

IL-l， IL-6が連続的に産生されるのを認めている。これ

とは対照的に後藤らは炎症局所において IL -1を産生する

のは好中球であると長い間主張し続けてきた。彼らのマ

ウスの腹膜炎を用いた実験では好中球浸潤と IL -1産生の

1時間経過がよく一致している [ 2 3 J。そして 4時間後に

単離した好中球は 1L -1を産生するが 24時間後ではしない

ことを確認している。我々の胸膜炎モデルは初期のサイ

トカインの動態については Waage らのそれと似ているが、

好中球浸潤とサイトカインの上昇が一致する点で異なっ

ている。この点では後藤らの報告に近いが、我々のモテ

ルでは好中球数とサイトカインレベルが 8時間以降は 一

致しておらず、両報告の中間のようである。今後、極々

の炎症モデルでのデータの蓄積が待たれる。

3極のサイトカインのうち TNFと ILー1活性は 5時間以

降に特に活性が激減している。この理由としては実際に

サイトカインの産生が低下していることの他にインヒピ
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ターの存在が考えられる。 IL -1については 19 9 0年に IL-] 

レセフターアンタゴニストが精製され[2 4 ]、その後後

藤らはウサギの IL -1レセプターアンタゴニストを炎症局

所より精製 し、ウサギ腹膜炎において後期 の IL -1活性の

低下がこの インヒピターの混在によることを報 告した

[ 2 5 ]。我々のモデルでは 5時間後の胸腔渉出液の IL -1活

性がゲル鴻過 した後も現れなか ったことから ( F i g. 4 C， 

4 D )分離可能な IL -1インヒビターの存在は考えにくいが、

I L -]と ILー1レセプターアンタゴニストの分子量(約 20 

k D) は近いため 、ラ y ト胸膜炎においてもこのインヒピ

ターが現れる可能性はある。

今回惨出 j夜中のラ y ト IL -1活性を舷認するためにヒト

の白血病細胞株 HS B. 2を用いた ( T a b I e ]， F i g . 4 B， 4 D)。

一 般にヒトのサイ トカインはマウスの細胞に対して活性

を示すがその逆はないといわれている。今回の結果はラ

y トの IL -1を検出する上でのこの細胞の有用性を示して

いるが、精製ラ y 卜 IL -]を用いた確認と等電点電気泳動

後 ( F i g. 5) の惨出液の活性を測定する必要がある。告書

出 1夜中の IL -1は α 型であることが推定されたために ILーl

胸腔内投与の実験では rhlL-lα を用いたが、ラット

I L -1α に対するウサギ抗血清によって惨出 I夜中のマウス

胸腺細胞を用いた測定での IL-l活性が 90 %以上抑制され

ることも確認している(第 3 章参照 )oHSB.2細胞を用

いた系での確認も必要と恩われる。

T N Fと IL -]活性は血禁中では検出限界以下であったが
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IL-6活性は正常ラットにおいても測定できた(約 1u / m 1)。

そしてカラゲニン胸膜炎惹起後 4 時間でそのレベルは約

3 0倍に上昇した ( F i g. 6 A )。同じ時間に胸腔内の IL -6濃

度はその 200倍にも達しているため、血中に誘導された

I L -6は胸腔内からの単純な拡散による可能性もある。し

かしながら rhI L-lα を胸腔内に投与した場合にも血紫中

I L -6は 1時間後に誘導された (F i g. 6 B)。この作用は

I L -1自身の作用であることが抗体の中和試験によって明

らかである ( F i g. 8)。この場合胸腔内の IL -6のピーク

は 3U寺間後であり、その値はわずか 200 u/mlであった

(データ省略)。このことは IL -1 が胸腔内から血中に速

やかに移行し、血管内の細胞に作用して IL-6を誘導する

ことを示唆している。したがってカラゲニン胸膜炎の血

築中 IL -6は胸腔内から拡散した IL-6と、 3時間後に胸腔

内で最大となる IL-lによるその 1時間後(4時間後)の

血中で誘導された IL -6の総和であると考えられる。どち

らがどの程度寄与しているかについては今後の検討を要

する。またこの血中での IL-6の産生細胞が血液中の白血

球であるか 、 あるいは内皮細胞であるかも興味のある課

題である。

カラゲニン胸膜炎では血祭中の IL-6は 4時間後にピー

クをとり、 T-キニノーゲンは 16時間後になって上昇して

いる ( F i g. 6 A )。一方 rhlL-lαを投与した場合は IL-6の

ピークは 1 時間後であり Tーキニノーゲンは 8 時間後 iこ既

に上昇 し ている ( F i g. 6 B) というように rh I L -1α の方
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が反応が少しずつ早くなっている。 IL -6のピークから Tー

キニノーゲンの増加までの時聞はほぼ間程度と考えられ

る。また rhTNFα を投与した場合は血疑中の IL -6のピー

クは 3 時間後であり ( F i g. 7)、これはカラゲニン胸膜

炎において胸腔渉出 I夜中に TN Fが最大(F i g. 3 B) となっ

てから 血祭中 IL -6が長大となる ( F i g. 6 A )までの時聞

にほぼ等しい。

これらの事実はカラゲニン胸膜炎では炎症刺激によって

まず局所で TNF， IL-lが産生され、これ らが血中で IL -6 

を誘導し、血妓中 Tーキニノーゲンを増加させるという連

鎖反応 を示唆している 。 さらにラ y ト・ヘパ卜ー?を用

いた実験(F i g. 10) から肝臓の実質細胞に直接作用し

て T キ ニノーゲン産生を促進するのは IL -1ではなくて

IL-6であることが明らかである。したがってカラゲニン

胸膜炎での Tーキニノーゲン増加における TNFと IL -1の役

割は IL -6を誘導する段階までであ って 、直接の T-キニノ

ーゲン産生促進作用は IL -6に依存していると考えられる。

ただし、急性期蛋白の誘導因子はほとんど IL -6であるが、

サイトカインに対する反応性は偲々の蛋白によって若干

異なって おり、 TN Fや IL -1に直接反応するものも存在す

る [ 2 6 ]。今回の我々のモデルはこ のような線数のサイ

トカインによるー述の急性期蛋白の誘導という複雑な経

路のうちの明確に役割分担された部分のみを取り出した

好例と言えるであろう。なおこれらの結果はラットに

I L -1や IL -6を投与して α1ーシステインプロテアーゼイン
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ヒピター(T キニノーゲン)を含む急性期蛋自の増加を

認めた他の報告[3 ， 2 7 1 とよく 一 致している。

rhlL-lα を胸腔内投与したラ y トでは、 RIAによって

示 された血祭中 T キニノーゲンの上昇から予想された通

り肝臓においても 20時間後にその合成が促進されている

ことが免疫組織染色の結果より明らかとなった ( F i g 

9 B)。 しかしながらその程度は 16時間後のカラゲニン胸

膜炎に比べて弱かった ( F i g， 9 C)。この差は急性炎症時

でのこの蛋白の合成促進に TN Fなどの他の因子が関与す

ることを示唆している。今後 rhTNFα 投与ラットの肝臓

の免疫染色を行うと共に TNFと 1L -1の相乗作用について

も検討する必要があると考えられる。
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Fig. 1 A: Time course of rat paw swelling after carrageenin injection. B 

Changes in the levels of T-kininogen in the plasma of paw edema-induced rats 

Rats were intradermally injected with 0.1 ml of 1 % carrageenin in saline 

solution. Plasma T-kininogen level was measured by RIA using antibody A3H12 

at thc indicated times after the carrageenin injection. Numbers in paren 

thesis indicate the number of animals used 
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Fig. 3 Time courses of exudate accumulation and leukocyte migration (A). and 
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carrageenin-induced pleurisy in rats. Rats received the intrapleural iniec 

tion of 0.1 ml of 2 % carrageenin. TNF activity. lLー1activity determined 

by thymocyte co-stimulator assay and lL-6 activity were expressed as units/ml 

of the exudate. Figures at the top of columns indicate the number of animals 

used. and the values are expressed as means with SE as vertical bars 
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B. D: IL-l-induced IL-2 activity and IL-6 activity. The IL-2 level was ex 
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alone (1.5 U/ml). Figures at the top of panal A indicate m. w. of marker 

proteins eluted 

28 



-圃.

0.6 30 

官30.5 

0.4 

、
、

、、
、、
、、
、、
、、
、
¥
 

20 

z
a
1
1
1

1

1

 

0.3 

5 

0.2 ~ 
《

0.1 : 、
、、
、
、一

-

、

s

i

、・
1

、

ー

下0

。。

Fraction number 

ドIg. 5 Isoelectric focusing of a 4 h pleuraI fluid. Two hundred microliters 

of 4 h pleuraI fluid was applied onto the column. One milliliter fractions 

.ere collected. dialyzed. and tested in the thymocyte co-stimulator and IL-6 

2 9 

assay 



A 
30 

20 

相コ

-c
コ
<D 
」20

4 

制コ

4 
4 
0 
012345  8 16 

Time (hours) 

2 

-E
¥
m
g
 

nu 

C
由。

o
c
一C一tpト
l
l
Al
l

今
，‘

nU 

4

出一

Pig. 6 Time courses of plasma levels of lL-6 and T一kininogenin rats after 

lntrapleural injection of carrageenin (A) or rhlL寸 α(8). Plasma lL-6 activ-

lty was expressed as units/ml of plasma. Pigures by the closed circles indi 

cate the number of animals used， and the values are expressed as means with SE 

as vertical bars. A significant (P<O，OI) increase in T一kininogenlevel in-

duced by rhlL-1α(1 X 105 u) above that induced by carrageenin was observed 
a t 8 h 

3 0 ー



(一E
¥コ
)ω
」一

30 

20 

10 

... 

30 20 10 

time (h) 

Fig， 7 Time course of plasma lL-6 level in rats after intrapleural injection 

of rhTNFα(2 x 10' u). Plasma IL-6 activity was expressed as units/ml of 

plasma. The values are expressed as means with SE as vertical bars. n-3-5 

3 1 



圃ー

** 6 

5 

E 
4 

¥ 
(/) 
喝d

c 3 コ

〈。
NS 

ー」

1 

。
A B C 

Fig. 8 Induclion of IL-6 aClivily in lhe plasma by rhlL-1αand counleraclion 

wilh anlibody to rhlL-1αon rhlL-1α-induced IL-6 aClivity. Plasma level 

of IL-6 was measured by MH60.BSF2 cells and expressed as unils/ml. RhlL-lα 

(1 X 10
4 
u/20μI wilh 0.1 ml healed rabbil serum (A). or a mixture of 

rhlL-lα . 1 X 104 u/20μ1 wilh anliserum lo rhlL-1α(0.1 ml) (B) was in 

Jecled inlo lhe ral pleural cavily and 1 h laler the plasma was drawn. C 

control plasma level of IL-6. Figures by lhe columns indicale number of rats 

and the values are expressed as means wilh SE as verlical bars. ・si gn i f i 
canl di fference al P<O.OI. NS; nol significanl 

- 32 -



-

A 

D 

Fig. 9 Immunohistochemical observation of T-kininogen in rat liver. Liver 

specimens were stained by the PAP method (x 190). A. liver specimen from a 

rat injected wi th rhlL-lα(1 X 105 u) and killed at 3 h: B. at 20 h: C. from 

a carrageenin-injected rat killed at 16 h: and D. a control specimen in the 

anti-T-kininogen antiserum was replaced by PBS 
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rhlL-6 (A) or rhlL-1α(8). Hepatoma cells (4 x 105 cells/O. 4 ml) were cul-

tured with indicated concentrations of rhlL-1α( 0 ) or rh 1 L-6 ( 0 ) for 72 

h. and T-kininogen level in the supernatant was measured by RIA. ln A. inhi-

bition of T-kininogen production by anti-rhIL-6 antiserum (at a 1/40 dilution) 

IS also shown (企 ). Control levels of T-kininogen 】nthe supernatants of 

cells cultured with medium alone (口 )and anti-rhIL-6 antibody alone ( ~ ) 
are i llustrated 
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Table 1 lL-2 production by lISB.2 cells cultured with pleural fluid 

Stimulants of lISB.2 cells 

rhlL-lα(U/m 1 ) 0 

O. 2 

3-h pleural fluid (1/100)b 

rhlL-6 5，000 U/ml 

rhlL-1α(0.2 U/ml) + rhlL-6 (5.000 U/ml) 

Stimulants of CTLL-2 cells 

rhlL-2 (U/ml) 

1. 25 

5 

20 

3-h pleural fluid (1/100)' 

rhJLーlα 1.000U/ml 

rhlL-6 3，000 U/ml 

lL-2 activity' 

(cpm + SE) 

2，328 + 290 

10，366 + 248 

34，354 + 476 

18，139 + 360 

2，626 + 352 

9，645 + 136 

382 + 130 

8，557+62 

30，096 + 845 

87，751 + 847 

253 + 118 

479 + 59 

564 + 28 

'JL-2 activity of the supernatant of the incubation mixture of HSB.2 C5B2 

cells with stimulants was measured by [3Hlthymidine uptake by CTLL-2 cells 

J/SB.2 C5B2 cells (1 x 106/ml) were incubated with stimulants and phytohe 

magglutinin (20μg/ml) for 24 h， and the supernatants were diluted 18-fold as 

the final concentration in the JL-2 assay. Each value is the average of trip-

1 icate experiments + SE 

bl/100 dilution as the final concentration for HSB.2 C5B2 stimulation 

'1/100 dilution as the final concentration for CTLL-2 stimulation 
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第 2 章 炎症性サイトカインのラット胸腔内役与による

好中球遊走

局所に炎症刺激が加わると、急性期蛋白の増加などの

全身反応に先だって局所への白血球遊走が起こる 。 この

うち最も早く浸潤してくるのは好中球であるが、これに

関与するメデイエーターとしては C5a. PAF. LTB4などが

知られている [ 1 1。これらの他にいくつかのサイトカイ

ンが動物に注射した時に好中球遊走を起こすがそのうち

TNFと IL -1の作用は直接的ではなく [ 2 8. 2 9 1、蛋白合成

を介した間接的な作用であることが報告されている[3 0] 0 

1 9 8 7年から 19 8 8年にかけて吉村と松島らは TNFや IL -1に

よって誘導される新たなポリペプチド性の好中球遊走因

子 を精製し [ 6 1、遺伝子クローニングを行い[3 1 1、 こ

れをインタ ロイキン 8 と名付けた[4 1。したがって現

在では 1n v 1 V 0での TNFと IL -1による好中球浸潤は IL -8の

誘導を介すると考えられており、ウサギの炎症モデルに

おいてその好中球遊走に IL -8 が本質的に関与しているこ

とが報告されている [ 7 1。

一 方 IL -8の発見以後多数のポリペプチド性の白血球遊

走因子が同定され 、 これらは巨大なファミリーを形成す

ることが明らかとなった [ 4 1。ケモカイン ( c h e m 0 k i n e) 

と総称されるこれらの因子には好中球特異的な C-x-C

chemokineと単球特異的な C一C chemokineが含まれるが、

前者はさらに IL-8に近縁の分子や 、 元来メラノ マの成
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圃.

長因子として発見された Melanoma Growlh Slimulalory 

AClivily (MGSA/gro) に近縁の分子[3 2 ]、というよう

に亜群に分類することができる。渡辺らはラット腎臓の

上皮細胞株を IL -jβ で刺激した培養上清から好中球遊走

因子 cylokine-induced neulrophi 1 chemoallraclanl 

( C I N C) を精製し C-X-C chemokineの中でも IL -8よりも

MGSA/groに近い因子として報告した [ 3 3 ]。ラ y トの炎

症モデルにおける CI N Cの関与も報告され始めている[3 4]。

ラット IL-8と呼べる遊走因子は現在のところまだ発見さ

れていない [ 3 5 ]。

I L -8および CI N Cのラットへの役与による 1n v 1 v 0での

好中球遊走については既にいくつかの報告があるが[36， 

31， 38， 39] 同じ炎症モデルで両者の効力を比較した

実験はない。また炎症局所でのサイトカインの相互作用、

特に TNF， IL-jによる lL-8の誘導を考慮するとこれら 4

種のサイトカインを含めた包括的な評価が望まれる。

本章ではこれらのサイトカインをラットの胸腔内に投

与することによりその好中球遊走活性を評価した。さら

にアクチノマイシン D (A c D) を用いてそれらの作用に蛋

白合成が必要かどうか調べた。また抗炎症薬として重要

なデキサメタゾン (D e x )は、 IL-8の産生を mRNAレベル

で抑制することが知られているので[4 0 ]、この効果に

ついても検討した。
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く方法〉

ラ y ト胸腔内への好中球逃走

6週齢の Sprague-Daw!ey系ラ y ト (日本 SL C) を 1週

間予備飼育後、実験に用いた。

化学合成された C!N C (ペプチド研(大阪)より供与さ

れた)、 rh!L-8， rhTNFαr h ! Lー1α(大日本製薬より

供与された)を滅菌生理食塩液に溶解し、それぞれ O.1 

m ! / r a lとして右胸腔内に投与した。 AcD (S i gma) は lま

たは 10μEを各サイトカインと共に投与した。 Dex

(S i g m a )は O.5 %カルボキシメチルセルロース溶液に懸

濁し 、サイトカイン投与の 3時間前に 0.5 mg/kgを腹腔

内 lこ投与した。

一定時 間後、第 1 主主に述べた方法によってエーテル麻

酔下に頚動脈より採血し、放血致死させた後開胸し、胸

腔内を 1 m Iの滅菌生母食塩液で 2 回洗浄した。血液と胸

腔洗浄液中の白血球数を自動血球計数装置 SysmexF-800

(東亜医用電子、神戸)で測定した。また血液細胞と胸

腔細胞の塗抹標本を作製し 、 ギムザ染色により白血球の

分類を行い 、好中球数を算定した。

カラゲニン胸膜炎モデルは第 I章と問機に作製した。

サイトカインアッセイ

TNF， IL-l， !L-6活性の d!IJ定は第 1章と同様に行った。

C!NCはエンザイムイムノアッセイ(免疫生物nJf (藤岡〉

により供与された)により測定した。この E! A k i lは
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rhlL-8の 5μg/mlに対しでも交差性を示さなかった。検

出限界は約 80 pg/mlであった。

証HM，IlI1

結果は平均値士標準誤差で表示し、各群閉の比較は

sludenlの t検定にて行い、 P<0.05を有意とした 。

〈結果〉

カラゲニン胸膜炎渉出液中の CINC

正常ラットの胸腔内 C1 N C は検出限界以下 (<0.08 ng) 

であった。カラゲニン胸膜炎惹起後 1時間後より CINCは

検出され、その後 JL -1と同様の増加のパターン ( F i g 

11 B) を示し、 4 時間後にピークをとった後激減し、 8

時間以降はほぼ正常レベルに戻った (F i g. 1 1 C)。胸腔

内への好中球浸潤は 1 時間後ではまだほとんど見られな

いが 2時間後より現れ 3 時間以降に急増して 8 時間後に

最大となった (Fig. llA)。血祭中の C1 N Cレベルは TN F . 

1 L -1と同線検出限界以下であった。

C J N Cと rhJL-8による胸腔内への好中球遊走

第 1 章で述べたように正常ラットの胸腔内に好中球は

ほとんど認められないが、 CJ N C (1μg) を胸腔内投与

すると 1 時間後に既に好中球数の増加が見られ、その数

は 3-5時間後に最大となり 、 8時間後には減少した(F ig 

1 2 c )。この作用は 3 時間後において用量依存的であっ

た。胸腔内総白血球数は 8時間後までは好中球数の増減
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に対応して変化したが、 20時間後には好中球数が減少し

たのに対し総白血球数は 8時間後とほぼ同レベルであっ

た (Fig. 12a)。同械に rhlL-8を投与した場合にも 3時

間後 lこ最大となる用量依存的な好中球遊走が認められた

が(F i g. 1 3 c)、 8 時間後でも CI N Cの場合ほど減少はせ

ず、総白血球数は 8 時間後に愚大となった ( F i g. 1 3 a)。

絢腔内への著明な好中球遊走作用に比べて、 CI N Cおよ

び rhlL-8投与後の血中の白血球数は一定の傾向を持った

大きな変化は示さなかった(F i g . 1 2 b， 1 2 d ， 1 3 b ， 1 3 d)。

r hTNFα と rhlL-1α による胸腔内への好中球遊走

rhTNFα (2x10.u) の胸腔内投与により胸腔内の好

中球数は増加し、 8 時間後に巌大となり 24時間後には減

少したが、それでも最大時の約半数は存在していた

( F i g. 1 4 a )。 総白血球数は 8 時間後まではこの好中球数

の上昇に伴って増加したがそれ以後も増加を続けた。

r h I L -1α (1 X 105 u) もまた好中球浸潤をひき起こし

たがその反応は TNFや CINC， IL-8に比べ遅かった ( F i g・

1 4 b)。好中球数の有意な増加(pくO.0 1 )は 3時間後に観

察され、総白血球数の地加 (P<0.01) は 5時間後になっ

て漸く認められた。それらの数は 24時間後までほとんど

変化しなかった。

血中への作用としては、 rhTNFα は投与後ト 5時間に

(Fig. 14c)、 rh I L -1α は役与後 1-3時間後に ( F i g . 1 4 d) 

それぞれ著明な (P<O.OI) 一 過性の白血球数の減少を

もたらした。最大で約 70 %の減少が 3 時間後に認められ
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圃圃.

た。さらにこの一過性の好中球減少はその後地加に転じ、

rhTNFα では 8時間以降に(F i g. 14 c)、 rh I L -1α では 5

時間以降に (Fig. 14d) 有意な (P<0.05) 好中球地加が

観察された。 rh I L -1α 投与では 8 時間以後に有意な ( P< 

O. 0 5 )白血球増加も起こった。さらに rh T N Fα は 3 時間

後に、 rh I Lー1α は 1時間後に血中で正常の 20-3 0倍の 一

過性の IL-6を誘導した(第 1章参照)。

胸 J屋内へ好中球が浸潤し始め、かつ血中の白血球数が

段小となる 3時間後において rhTNFα と rh I L -1α による

用量反応性を調べた。両者による胸腔内への好中球遊走

の用量作用曲線は Fig. 15a. 15bに示すよ うにベル型と

な っ た。また有効量の範囲は CI N Cと rhI L-8のそれ(F i g 

12c. Fig. 13c) よりも広いことがわかった 。 これに対

して rh T N Fα と rhlL-lα による血中の白血球数減少は単

純な用量依存性を示し、 rhTNFα は 2 X 103 U以上で、

rhlL-lα は 1 X 104 U以上で有意な作用を示した (F i g ・

15c. 15d)。

r hTNFα と rhlL-lα による胸腔内での C1 N Cの誘導

rhTNFα と rhlL-lα による好中球遊走が遊走因子の誘

導によるものか調べる目的で、両者の役与後の胸腔内

C I N Cレベルを測定した。 rhTNFα (2 X 104 u) と

r h I L -1α (1 X 105 u) により内在性の CINCは急速に誘

導され、 1時間後に 10-20 ngの最大値をと った後減少し

8時間以後は検出限界以下 (<0.08 ng) とな った (F i g 

1 6 )。これに反して rhlL-8による CI N Cの誘導はほとんど

- 41 ー



認められなかった。 1時間後のわずかな上昇は正常値に

対して有意ではない。

一 方、 rhTNFα と rhlL-lα 役与後の胸腔内のそれぞれ

の残存活性を測定したところ、 Table 2に示すように 1

時間後で既にどちらも 30-40 %にまで減少し、その後も

24時間後まで減衰するのみであった。

サイトカインによる好中球遊走に対する AcDの影響

それぞれのサイトカインによる胸腔内への好中球遊走

が蛋白合成を介するかどうか調べる目的で Ac D 1μgま

たは 10μgを各サイトカインと共に胸腔内に投与し、 3

時間後の胸腔内の白血球数を測定した。 rhTNFα と

r h 1 L -1α の投与量は胸腔内へ有意な好中球遊走をひき起

こしかっ血中の白血球数の有意な減少を起こす(F i g・

15) 2 X 103 Uと 1 x 10. uをそれぞれ選んだ 。 rhTNFα

による 3時間後の胸腔内への好中球浸潤は Ac Dの用量依

存的に抑制さ れ、特に 10μgではほぼ完全に抑制された

(F i g. 17 a )。総白血球数もこの好中球数の減少に平行

して AcDlこより有意に抑制された。 rh 1 L -1α の場合も同

機であった ( F i g. 1 7 b)。この結果は rhTNFα と rh 1 Lー1α

によって増加した 3時間後の総白血球数の Ac Dによる減

少は好中球数の減少によるものであることを端的に示し

ている。これに反 して rhlL-8と C1 N Cによる好中球数なら

びに総白血球数の増加に対しては Ac Dは全く影響を示さ

なかった (Fig. 17c. 17d)。

r hTNFα と rh 1 L -1α により誘導された C1 N C産生に対する
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A c Dの影響

r h T N Fα (2 X 103 U) と rhlL-lα (1 x 10' U) を胸

腔内に投与した場合には、著明な好中球遊走の起こる 3

時間後では既に C1 N Cは低値となったがそれに先行する 1

時間後においてそれぞれ約 10 ng， 8 ngの CINCが 一過性

に誘導された (F i g. 1 8 )。したがって 3 時間後では Ac Dの

C 1 N Cに対する影響は明らかではないが 1時間後の上昇し

た C1 N C産生を AcDは用量依存的に抑制し、 10μgではほ

ぼ完全に抑制した。

胸腔内の 1L -6産生に ついても 測定した結果、 rhTNFα

による 1L -6産生は 1時間後に AcDにより抑制傾向が認め

られ、 3時間後では 10μgで有意に抑制された(データ

省略) 0 rhlL-1α の場合もほぼ同様の結果であった。

サイトカインによる好中球遊走に対する Dexの影響

各サイトカインによる胸腔内への好中球遊走に対する

Dex (0.5 mg/kg) の効果を検討したところ rhTNFα (2 x 

103 U)， rhlL-1α (1 x 10' u)， rhlL-8 (5μg) によ

る 3時間後の好中球遊走はいずれも完全ではないが有意

に抑制された (Fig. 19A， 19B， 19C)。また総白血球数

も有意に抑制され、この減少が好中球数の減少によるこ

とが明らかである。ところが C1 N C (1μg) による好中

球遊走および総白血球数に対しては Dexは全く影響を示

さなかった (F i g. 1 9 D)。

サイトカインによる胸腔内 IL-6の誘導とそれに対する

D exの影響
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rhTNFα (2xl03 u) と rhlL-lα (1 x 1 0 4 u) によ

って 3時間後に胸腔内に著明な IL-6活性 が誘導された

(Fig. 20A. 20B)。また rhlL-8 (5μg) によってもこれ

らに匹敵する量の IL-6が誘導されるこ とが明らかとなっ

た (Fig. 20C)。この誘導された IL-6のうち rhTNFα と

rhlL-8による IL -6産生は Dexによって著明に抑制された

が (Fig. 20A. 20C) rhlL-lα による IL-6産生について

は抑制傾向はあるものの有意ではなかった (Fig. 20B)。

一 方 CI N Cによる IL -6産生はほとんど認められなかった

(Fig. 20D)。

〈考察〉

カラゲニン胸膜炎における胸腔内への好中球浸潤と

C I N C産生の時間経過を比較すると CI N Cの方が約 1時間程

好中球浸潤に先行して増加しており 、またそ の量は 4 時

間後に約 400 n gに達している (Fig. llA. l1C)。 一 方

300 n gの CI N Cを胸腔内に投与後 1時間で 10 7個以上の好

中球が胸腔内に集積している (F i g. 12 c)。 したがって

カラゲニン胸膜炎モデルの好中球遊走には CINCが少くと

も一部は関与していると考えられる。今後抗 CI N C抗体を

用いた直接の証明が必要であると考えられる。

カラゲニン胸膜炎での胸腔内の CINC産生と TNF. IL-l 

活性の時間経過を比較すると CINCは TNFよりやや遅れ、

I Lー1とほぼ同じ挙動を示している ( F i g. 1 1 B. 1 1 C)。し
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たがって第 1章で述べた IL-6と同様にこの場合も TNF.

I L -1により CINCが誘導される可能性がある 。今後抗 TN F. 

抗 IL -1抗体を用いた検討が必要である 。 5 時間以降で

は TNF.IL-1活性よりもさらに強く CI N Cは激減した。 5 時

間後の惨出液中には IL-1のインヒピターのみならず他の

サイトカインに対するインヒピターも現れるのかも知れ

ない。またこの時間以降も好中球浸潤が起きていること

を考えると後期には別の好中球遊走因子が働く可能性が

ある。渡辺ら はラ y トの空気嚢炎症モデルの j参出液 から

いくつかの C-X-C chemokineを精製したが、いずれも

MGSA/groのタイプでありラ y トIL -8ではなかった[3 5 J。

一 方 Mulliganらはラ y トの実験的肺胞炎が抗 CINC抗体で

は抑制されず、抗ヒト IL-8抗体によって著明に抑制lされ

ることを報告した [ 4 1 J。したがってラ y ト IL-8の存在

については今後の研究が待たれると ころであるが、い ず

れにせよ局所の告書出液には複数の遊走因子が含まれるで

あろう。

サイトカインの単独投与による胸腔内への好中球遊走

の実験で は、今回調べた 4 穫のサイトカイン (C I N C. 

rhIL-8. rhTNFαr h I L -1α) はいずれもラットにおい

て in v i V 0で好中球遊走活性を示すことが明らかとなっ

た。各サイトカインによる好中球浸潤は 8時間後までは

いずれの場合も総白血球数の地減とほぼ平行しており、

好中球に対し特異的な作用であることがわかる ( F i g. 

12a. 12c. 13a. 13c. 14a. 14b)。その後 24時間では好
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中球数は減少するのに対し総白血球数は rhTNFα と

rhlL-lα の場合に特に増加している (Fig. 14a， 14b)。

このことは後期になると単球系の細胞が浸潤してくるこ

とを示唆している。 19 8 8年に松島らは IL-8の他に TN F ， 

I L -1によ って誘導される monocyte chemotactic and 

activating factor (MCAF) を単離したが[4]この MC AF 

による in v i v 0での単球遊走に関する研究は IL -8に比べ

て非常に遅れている。したがって今回の rh T N Fα と

r h I L -1α による後半での単球の逃走には MCAFを含む遊走

因子の関与が考えられる。

4極のそれぞれのサイトカインの最大投与量は約 1-6 

X 10-
10 
mol の範囲内にある ( C 1 N C 1μg  = 1.4 x 

10-
10  
mol， rhlL-8 5μg  = 6.3 X 10-10 mol， rhTNFα 

2 X 10
4 
U = 4.6 X 10-10  mol. rhlL-1α1x105 u=  

2.4 X 10-10 mo1)。ほぼ近い値ながら各サイトカイン

による胸腔内への好中球遊走の時間経過はそれぞれ特徴

的なノマターンを示した (Fig. 12c， 13c， 14a， 14b)。と

のサイトカインが最も強い作用を持つかは rhTNFα と

r h I L -1α の用量反応性が複雑 (Fig. 14a， 14b) なので

一 概には決められない。しかしこれらのサイトカインは

その好中球遊走を起こす機序の違いにより CI N C ， r h 1 L -8 

と rhTNFαrhlL-1α との 2群に大きく分類できる。そ

の理由は以下の通りである。 I)C1NCと rhlL-8による好中

球遊走は rhTNFα と rhlL-lα によるそれよりも 早い反応

であった ( F i g・ 12c， 13c， 14a， 14b)o 2) 3時間後の
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rhTNFα と rhlL-lα による好中球遊走の用量作用曲線は

CINCと rhlL-8によるそれと異なり、ベル型を示した

(Pig. 15a. 15b)o 3)rhTNFα と rh I L -1α は 3I時間後に最

小となる一過性の著明な血中の白血球減少をひきおこし

たが(F i g・ 14c. 14d)、 CINCと rhlL-8にはそのような作

用はなかった (Fig. 12b. 13b)o 4)rhTNFα と rh I L -1α 

による好中球遊走は Ac Dにより抑制されたが(F i g. 1 7 a. 

17b) rhlL-8と CI N Cによるそれは抑制されなか っ た

(Fig. 17c. 17d)o 5)rhTNFα と rh I L -1α により胸腔内に

内在性の CI N C産生の冗 i径が見られたが rhlL-8は CI N Cを誘

導しなかった ( F i g. 1 6 )。さらに前者は血中で IL -6を誘

導したが後者はしなか っ た(データ省略) 。 これらの事

実 は TN Fと IL -1が CINCを 含 む蛋白性の好中球遊走因子を

誘 導することによってその作用を発律するのに対し、

CINCと rhlL-8はそれ自身が直接好中球に作用して局所へ

集積させることを示している。 Cybulskyらは[3 0 ]既に

TNFと IL -1によるウサギの皮内への好中球浸潤に蛋白合

成が関与することを報告している。今回の結果はこれら

の報告と一致しているが誘導される具体的な好中球遊走

因子の一つ (C I N C )をさらに示したものといえる。

C I N Cと rhlL-8による胸腔内への好中球遊走能を比べる

と CI N Cの方が rhlL-8よりも 5倍以上強かった(F i g . 1 2c. 

1 3 c )。 渡辺らは CI N Cをラ y 卜の皮内に投与して好中球

浸潤を l確認している [ 3 8 ]。また平沢らは空気嚢モデル

を用いて CI N Cの ln VIVOでの効果を確認しており [ 3 9 ]、
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この時の役与量は今回の絢腔内投与で用いた量とよく 一

致している。 rhlL-8をラ y トの皮内 [36， 37] に投与し

て好中球浸潤を誠ベた実験もあるが同じシステムで比較

したのは本研究が初めてである。 in vi troではラットの

好中球に対してはヒトの IL-8や MGSA/groよりも C1 N Cの方

が約 100倍遊走作用が強いこと、そして IL-8と MGSA/gro

の効力についてはほとんど差がないことが報告されてい

る [ 38]。逆にラ y トの好中球に対するヒ卜の 1L -8の遊

走作用はヒトの好中球に対するそれに対して約 1/10 0で

あることも報告されている [ 3 7 ]。もしそうであれば今

回の CINCの遊走作用の強さは CINCと IL-8という分子の違

いのためではなくてラットの好中球のヒ卜とラットのサ

イトカインに対する反応↑生の差に起因すると考えられる

であろう。

rhTNFα と rh 1 L -1α によって 1時間後に胸腔内に著明

に誘導された CINC (Fig. 18) は 3時間後のこれらサイ

トカインによる好中球逃走 (Fig. 17a， 17b) を説明で

きるであろうか。時間の面から考察すると、外から投与

した CINCが最大に好中球浸潤をひきおこすのに 3-5時間

要するので (Fig. 12c) rhTNFα と rhlLー1α によって 1

時間後に誘導された CINCがさらに 2時間後(3時間後)

に好中球をよびょせることは充分考えられる。さらに蛋

白合成阻害剤である AcDによるこの先行した C1 N Cレベル

の抑制のノマターン ( F i g. 1 8 )と 3時間後の好中球浸潤

の抑制のパターン (Fig.17a， 17b) は非常'によく 一致し
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ている。一方胸腔内の TNFと IL-l活性は単純に減少する

のみであった (Table 2)。これらの事実は CINCが TNFと

I L -1による in v i V 0での好中球遊走におけるメディエー

ターとなりうることを示唆している。しかしながら Fi g 

I 2 cにおいて 100 n gの CI N Cによる好中球遊走がかなり少

ないことを考えると rh T N Fα と rhlL-lα によって誘導さ

れた 10-20 ngの CI N Cでは有意な作用を示すことができる

のか疑問が残る。また Ac Dは非特異的な蛋白合成阻害剤

であるため 、他 のさらに有効な複数の遊走因子を抑制す

る可能性も充分ある。したがって TNFと IL -1による好中

球遊走に CI N Cがどの程度関与しているかについては今後

抗 CI N C抗体を用いた抑制試験により解析する必要がある。

いずれにしても TNFと IL-lはアラキドン酸代謝物の産生

に関与する酵素の誘導作用もあるため、 CI N Cだけでは説

明できず、 IL-8を含めた未知の因子が介在する可能性が

ある 。

r h T N Fα と rh I L -1α の投与後血中の白血球数は一過性

に減少した (Fig. 14c. 14d)。これはエンドトキシンシ

ヨ y ク時によく知られた現象であり 、 TN Fと IL -1がその

主なメデイエ ー ターであることがウサギなどでは既に明

らかとなっている [ 4 2 ]。しかしラットにおいては TNFと

I L -1による白血球減少の報告自体があまり見当たらない。

したが っ て今回の結果は TNFと IL -1のこの作用をラ y ト

においても確認 した 基礎的データとしての価値もあると

いえる。 Fi g. 1 5に示すように血中の白血球数が有意に
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減少する投与量において (rhTNFα 2 X 103 U 以上、

r h I L -1α1  X 104 U 以上)胸腔内の白血球数も減少し

ていくこと、しかもそれは浸潤してくる好中球数の減少

によることがわかる。実際の白血球数があまり変化して

いないと仮定すると、この結果から白血球の 一 部特に好

中球が血管と組織(胸腔内)の問、おそらく血管内皮細

胞上に接着している可能性が推定される。近年接着分子

の研究が進み 、 TNF. IL-1によ って誘導される E-セレク

チンなどが in v i V 0で炎症の進展に寄与することが報告

されている [ 4 3 ]。した がって今回の高周震の rh T N Fα と

r h I L -1α による白血球減少の機序には接着分子が関係し

ているかも知れない。 IL-8は比較的弱い作用ながら血中

の好中球 を増加させることが報告されているが[4]、今

回の結果で は用量に依存した明確な作用は認められなか

っ た (Fig. 13d)。また CI N C役与後の血中の白血球数の

変動を記録 したのは本研究 が初めてであるが、この場合

も有意な影響は観察されなかった (Fig.12c. 12d)。

サイトカインによるラ y ト胸腔内への好中球遊走に対

する Dexの作用は AcDの作用に比べではるかに彼雑である。

まず第 ー に Dexは直接的な好中球遊走因子であるはずの

サイトカインのうち C1NCによる反応には全く影響しなか

ったにもかかわらず rhlL-8による好中球遊走を有 意に抑

制してしまった (Fig. 19C. 19D)。これは 、 rhlL-8と

CINCの分子の違いか、ラットの反応性に関係するのか、

あるいはリコンビナント製品と 化学合成品という途いな
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のか、いくつかの原因は挙げられるがいずれにしてもそ

の機序については現在のところ不明である。 Fig. 20C. 

20 Dに示すように rhlL-8が IL -6を誘導し CINCはしないこ

とから IL-8が何らかの走化因子をさらに誘導する可能性

もある。 IL-6の白血球 lこ対する走化性については報告さ

れていない。平沢らはラ y 卜空気嚢炎症モデルにおいて

CINCによる好中球遊走が Dexによって抑制されることを

報告したが [ 3 9 J、今回の胸膜炎での結果とは合致しな

い。第 二に rh T N Fαr  h I L -1αrh  1 L-8による好中球遊

定に対する Dexの抑制効果は Ac Dのそれのように完全なも

のではなかった。投与量はカラゲニン胸膜炎を充分に抑

制する量なので(第 3章参照)問題はないと思われる。

rhTNFα と rh 1 L -1α により誘導される 1 時間後の胸腔内

C 1 N C量を Dexが抑制するかどうか調べたところわずかに

抑制傾向が認められる程度であった(データ省略〉。

in vitroでは Dexによって IL-8も [40J CINCも [HJ 著

明にその産生が抑制されることが報告されている。した

がって今回の結果からは 1n v 1 v 0では Dexによる好中球遊

走因子の産生の抑制はされにくいこと、 TN Fと IL -1によ

る好中球遊走には CINC以外の Dex感受性の因子を介する

ことが示唆されたことになる。

サイトカインによる 3 (時間後の胸腔内での IL -6誘導の

結果は rhlL-8にその作用があり、 C1 N C にはないことを示

している (Fig. 20C. 20D)。これも IL-8と CINCの差であ

るかも知れない。今後 rhlL-8投与後の急性 j羽蛋白の変動
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についても検討する必要がある。 TNFと 1L -1による 1L -6 

の誘導についてはよく知られており Dexによるその抑制

も in v i l r 0で報告されている [ 4 5 J。 しかし 今回の結果

では rh T N Fα と rhlL-8による IL-6の誘導は Dexによって著

明に抑制Jdれたが rh 1 Lーlα による作用に対する抑制は有

意ではなかった (Fig. 20A， 20B， 20C)。しかし 1時間

後では有意に抑制していたので(データ省略) in vivo 

での rh 1 Lーlα による IL-6誘導作用に対する Dexの抑制l効

果は rh T N Fα や rh1 L-8の場合に比べて長くは続かない と

考えられる。
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Fig. 11 Time course of leukocyte migration (A)， and that of activities of TNF 
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activity determined by thymocyte co-stimulator assay and TNF activity were ex-

pressed as total units in the exudate. Figures at the tops of columns indi 

cate the number of animals used， and the values are expressed as means wilh SE 
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Table 2 Attenuation of TNF and IL-I activities in pleural cavi l)' 

Time TNF aClivity (u) IL-I aClivily (u) 

1 h 8，217 + 2765 27，250 + 2666 

3 h 1. 494 + 427 1. 205 + 401 

5 h 128 + 66 30.2+5.9 

8 h 5. 1 + 2. 9 18. 1 + 7. 4 

24 h 0.54 + 0.09 < O. 16 

TNF and IL-l activities after intrapleural injection of rhTNFα 

(2 x 10' u) or rhlL-lα(1 x 10' u)， respectively， are shown as 

rh TNFαand rhlL-IαeQuivalent units. The values are expressed 

as means士SEand the numbers are the same in corresponding groups 

i n F i g. 16 
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第 3 章 カラゲニン胸膜炎におけるサイトカイン産生に

対する抗炎症薬の影響

第 l意と第 2 :4tにおいてカラゲニン胸膜炎の胸腔 j参出

液中に TNF， IL-l， IL-6， CINCといった炎症性サイトカ

インが連続的に現れ、炎症の進展に寄与しうることを述

べた。サイトカインレベルの上昇する時間帯にはこのよ

うな蛋白性の因子以外にも脂質メディエーターをはじめ

とする多くの因子が血管透過性や白血球浸潤に関与して

いる [ 1 ]。そしてそれらの反応は決して独立した作用の

単純な総和ではなく、一つの因子が他の因子の作用や産

生に絶えず影響を及ぼしながら成立している。

例えば TN Fと IL -1の広範な作用にはホスホリ バー ゼや

シクロオ牛シゲナーセの誘導や副腎皮質刺激ホルモン

(A C T H )の誘導も含まれるが、これらの結果として産生

された PGやグルココルチコイドは今度は逆に TNF，IL-1の

産生を抑制するという平ガティブ ・フィードパック機構

が存在する [ 2 J。しかしなが ら これらの知見は in v i t ro 

の実験によって得られたものがほとんどであり in v i v 0 

でどの程度関与しているかについては不明な点が多い。

カラゲニン胸膜炎の渉出液中には PGE2が検出されている

ため [9 J炎症局所においても PGE2によるサイトカイン

産生の制 御があることが予想される 。

本主主ではこのような in v i V 0での PGE2によるサイトカ

イン産生の調節という仮説に基ずき、カラゲニン胸膜炎
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のち量出 j夜中のサイトカイン産生に対する抗炎症薬インド

メタシンとデキサメタゾンの影響について解析し、炎症

局所でのサイトカイン産生の制御機構について考察した。

〈方法〉

カラゲニン胸膜炎と抗炎症薬の投与

カラゲニン胸膜炎モデルは第 1章と問機に作製した。

インドメタシン ( S i g m a) とデキサメタゾン ( S i g m a) は

o. 5 %カルボキシメチルセルロースに!懸濁し、インドメ

タシンは lまたは 10 mg/kgをカラゲニン投与の 30分前 lこ、

デキサメタゾンは 0.5 mg/kgを 3時間前にラ y トの腹腔

内に投与した。サンプルの採取は第 l章と同様に行った。

サイトカインア y セイ

サンプル中の TN F ， I Lーし IL-6， CINC は第 1章および

第 2主主に述べた方法により測定した。インドメタシンと

デキサメタゾンはこの実験条件ではこれらの測定系に対

し影響を示さなかった。

渉出液中の TNF活性はハムスターの抗マウス TN Fモノク

ローナル抗体 TN3-19.12 (ワシントン医科大学の Robert

D. Schreiber博士より恵与された)と希釈した渉出液を

室混で 1時間反応させた後に TNFアッセイをすることに

より中和試験を行った。この抗体はラ y トの TNFに交差

することが報告されている [ 4 6 ]。渉出液中の IL -1活性

についてはリコンビナント・ラット ILー1α [ 4 1] をウサ
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ギに免疫して得られたポリクローナル抗体((附エーザイ

より供与された)を用いて同様に中和試験を行 っ た 。

P G E 2の酵素免疫測定法(E I A ) 

胸!控渉出液を、過剰な PGE2産生を阻止するために 50 

μg  / m 1のインドメタシン存在下に回収して遠心分離後、

その上清を SEP-PAK C18カラム (Waters) を用いて既報

[ 4 8 Jのように PGE2を抽出した 。 すなわちサンプルを SEP-

PAK C18カラムに供し蒸留水 10m1、 15 %エタノール 10 

m 1、ベンゼン 10m1で洗浄しメタノール 4 m 1にて溶出さ

せた 。 この溶出画分を蒸発乾固させ、 PGE2の EI A k i t 

(Cayman Chemical) の緩衝液に溶解させて PGEdilを測定

した 。 この抽出操作による回収率は約 70 %であった 。

胸腔常 ;在細胞からのサイトカイン産生

ラ y トの胸佐内を滅菌生理食塩液で i洗浄することによ

り常在細胞を回収した。これを 24穴プレートにまきこみ

(1 X 106 cells/ml) PGE2 (10-8 - 10-6 M) 存在下に

1 ipopolysaccharide (LPS， 055:B5， Difco， 10μg / m 1) 

で刺激し 10 % FCS-RPMI1640培地中で 20時間培養後の上

清中のサイトカインを測定した。また内在性の PGE2産生

を阻止するためにインドメタシン (10-5 M) を加え、外

因性の PG E 2の効果のみが評価できるようにした 。 PGE2は

この濃度ではサイトカインのア y セイ系に影響をおよほ

さなかった。

統計処理

結果は平均値士標準誤差で表示し、各 1洋聞の比較は
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studentの t検定にて行った。ただし、 TNFと IL -1活性の

中和試験と常在細胞からのサイトカイン産生のデータに

ついては Dunnett's multiple comparisonにより検定し

た。いずれの場合も P<O，05を有意とした。

〈結果〉

インドメタシンとデキサメタゾンの抗炎症作用

カラゲニン胸膜炎に対する抗炎症薬インドメタシンと

デキサメタゾンの効果を炎症惹起 3時間後において調べ

た。この時間を選んだ理由は第 1 章で見たように渉出液

の渉出速度が非常に速くなる時であり、好中球浸潤もそ

れが総白血球数の約 80 %，こ達するほど顕著になっている

からである。また 4 種のサイトカイン TN F ， I L -1， I L -6， 

CINCも共存して高値を示しているからである。インド

メタシンは胸腔渉出 j夜景を用量依存的に減少させた

(Fig， 21A)。デキサメタゾンの抑制効果はさらに強かっ

た。浸籾白血球数についてはインドメタシンが高用量

(10 mg/kg) で有意な抑制lを示し、デキサメタゾンはさ

らに著明に抑制した ( F i g， 2 1 B)。この減少は主に好中

球数の減少によるものであった。

インドメタシンとデキサメタゾンの胸膜炎でのサイトカ

イン産生に対する影響

デキサメタゾン投与により 3時間後の胸腔渉出液中の

TNF， IL-l， IL-6， CINC産生はすべて有意に抑制された
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(Fig. 22A. 22B. 22C. 27A)。一方インドメタシンは TNF. 

1 L -1産生を用量依存的に増加させたが(F i g . 2 2 A. 2 2 B)、

IL-6.CINC産生を有意に抑制した (Fig. 22C. 27A)。

インドメタシンによって培加した TN Fと 1L -1活性が TNF 

と 1L -1α の分子の作用によるものか確認するために特異

的な抗体を用いた中和試験を行った。既に第 l 誌で等 m

点電気泳動 lこよりこの 1L -1が主 iこ α 型であることを 示し

ている。 Fi g. 2 3 Iこ示すように対照群のラ y トの TN F . 

1 Lーl活性もインドメタシン投与群のそれらもハムスター

の抗マウス TN F抗体および抗ラ y ト 1Lー1ウサギ抗 l血消に

よってそれぞれ同械にかっ 90 %以上活性が抑制されてい

ることがわかる。したがって惨出液中の 1L -1が α 型であ

ることが確認されたとともに、インドメタシンによって

確かに TNFと ILー1の産生が地強されていることが示され

た。

血祭中に増加した 1L -6に対してはインドメタシンは 1

m g / k gではさらに上昇させること、また 10 mg/kgでは抑

制する傾向が認められたがいずれも有意な作用ではなか

った ( F i g. 24)。デキサメタゾンは血祭中の 1L -6活性を

著明に抑制した。

胸腔渉出液中の PGE2量

カラゲニン胸膜炎の胸腔渉出液中の PG E 2量はインドメ

タゾンによってもデキサメタゾンによっても著明に抑制

された ( F i g. 2 5 )。

胸腔;常在細胞からのサイトカイン~生 iこ対 する PGE 2 の影
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聾

胸腔常在細胞を PGE2存在下に LP S (10μg/m 1 )で刺激

すると培養上清中の TN F活性は PG E 2の用量依存的に著明

に抑制された (Fig. 26A)0 IL-l活性も PGE2の 10一7 M以

上で有意に抑制された (Fig. 26B)。対照的に IL-6活性

は PGE2の 10 -8 M以上で有意に増加した (F i g・ 26 C )。

また CINCは PG E 2の存在下でわずかに増加傾向を示した

(Fig. 27B)。

〈考察〉

カラゲニン胸膜炎においてインドメタシンは胸腔惨出

波監を有意に抑制し (Fig. 21A) 10 mg/kgでは浸潤白血

球数も抑制した (Fig. 21B)。この時胸腔内の PGE2はテ

キサメタゾン投与の場合と同様に著明に抑制されていた

(Fig. 25)0 PGE2は白血球逃走よりも血管透過性充進作

用を主に持つため、これらの結果はインドメタ γ ンがシ

クロオキシゲナーゼを阻害して [49J PGE2の産生を抑制

することにより抗炎症作用を発揮することをよく示して

いる。

しかしながらインドメタシンのサイトカイン産生に対

する効果はデ牛サメタゾンのそれと非常に異なっていた

( F i g. 2 2 )。渉出液中の TNFと ILー1は抗体の中和試験に

よっても確認されたように(F i g. 2 3 )インドメタシン

によって著明に産生が増加したのに対し、 IL-Hf生は抑l
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告IJされた ( F i g. 2 2 )。このようなインドメタシンによる

TNF， IL-lの産生増強と IL -6の産生抑制については主に

j n v j t r 0を中心に多くの報告がある [50， 51， 52)。 今

回の結果はそれらとよく 一 致するものであるが炎症の現

場にある渉出液中での発見であることを強調したい 。 ま

た CI N C産生もインドメタシン lこより有意に抑制されるこ

とが示されたが、用量依存的ではなく、その効果も IL-6 

産生に対するものに比べて弱かった (Fig. 27A)0 IL-8 

や CI N Cに対するインドメタシンの効果を調べたのは本研

究が初めてであるが、今後他のモデルでの検討が必要で

あろう 。

胸腔細胞に PG E 2を添加してサイトカイン産生を調べた

1 n v j t r 0の実験では PG E 2により TNFと IL -1の産生は抑制

され、 IL-6の産生は促進された ( F i g. 2 6 )。この結果は

F i g. 2 2の結果とちょうど逆になっている。これらの事

実はこれらのサイトカイン産生が炎症局所で PG E 2によっ

て制御されていることを示唆している。すなわち炎症局

所で産生された PGE2が問じくそこで産生される TNFや

I L -1をある程度抑制し、 IL-6産生を増強している状況が

あるのだが、そこへインドメタシンの作用が加わってこ

の PGE2産生が抑えられることにより TNF， IL-1 は抑制が

解除されて産生が増大し IL-6についてはその逆が起こる

ことになるのであろう ( F i g. 28)。このような機序は

i n v i t r 0でも報告されている [2， 53)0 CINCについては

PGE2によってわずかにその産生が増加の傾向を示すにと
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どまった ( F i g・ 27 B )。この結果は Fig. 27Aのインドメ

タシンによる CINC産生の抑制効果が IL-6産生のそれに比

べて弱いことと関係があるかも知れない。他の研究者逮

も 1n v i l r 0において PG E 2は IL-8の産生に影響しないこと

を辰近報告している [ 5 4 1。今後 PGE2を直接カラゲニン

と共に胸腔内に投与し in v i V 0でもこのようなサイトカ

イン産生の変動がみられるか確認する必要がある 。

ところでこれらのサイトカイン産生を議論する上で忘

れではならない点は TNF. IL-1が 1L -6や IL-8を著明に誘

導するというよく知られた性質である [ 3. 4 1。実際本

研究でも第 l章で既に述べたようにこのラットの胸膜炎

モデルにおいて TNFと 1L -1は 1L -6を胸腔内および血妓中

に誘導している。したがってインドメタシンによって増

強された TNF.IL-1i芝生(F i g. 2 2 )は IL-6の産生を増加

させてもよかったはずである。おそらく PGE2産生を抑制

することによる IL-6産生抑制作用の方が TNF. IL-1によ

る 1L -6産生促進作用よりも強いのであろう。また C1 N C に

ついて、イン ドメタシンの 10 mg/kg投与による胸腔内で

の C1 N C産生抑制作用が 1 mg/kgの場合よりも強くなって

いないのは (Fig. 27A) 10 mg/kg投与時の著明に増加し

た TN F . 1 Lー lが CINCをある程度誘導しているため、その

効果がインドメタシンの作用を打ち消していると考える

こともできる。同様にインドメタシンが血祭中の IL-6活

性には有意な変化をもたらさなかったのは (Fig. 24) 

血中に移行した TNF. IL-1による血中での 1L -6産生誘導
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に対しては局所の PGE2減少による IL-6産生抑制作用はあ

まりおよばなかったからではないかと考えられる。

デキサメ夕、/ンはカラゲニン絢膜炎の胸腔渉出液量お

よび浸潤白血球数を強く抑制した(F i g. 2 1 )。この 抗炎

症作用は他の炎症モデルでも既 lこ実証されている [ 5 5 )。

デキサメタゾンは胸腔渉出液中の TNF. IL-l. IL-6. 

CINCそして PG E 2産生も著明に抑制した (Fig. 22. 25. 

27A)o IL-6の場合は血中での産生も強く抑制した (F i g 

24)。この他にもデキサメ夕、/ンはホスホリパーゼ A2の

阻害によりアラキドン酸代謝物や PAFなとの炎症に関与

するメディエーターの産生を抑制する [ 5 6 )。したがっ

てデキサメタソンの強い抗炎症作用機序は複雑ではある

が上記のようなサ イトカインを 含む広範な炎症性メデイ

エーターの抑制にあると考えられる。

デキサメタゾン fsTNF. IL-l. IL-6. IL-8のような炎

症性サイトカインを遺伝子の転写レベルで抑制すること

は数多くの in vitroの研究により既に明らかとな ってい

る [40. 45. 57. 58)。したが ってカラゲニン胸膜炎に

おいてもこの直接的な抑制作用によりサイトカイン産生

が低下したと考えられる。つまりテキサメタソンにより

PGE2産生はインドメタシン投与の時と同様に抑制されて

はいるが、これによる間接的な制御よりも直接サイトカ

インの遺伝子レベルで抑制する効果の方が強いのであろ

つ。

以上のようにサイトカインの炎症局所における産生の
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面からそれを調節する因子として PGE2を例にと っ て示し

てきたが、観点を変えてサイトカインの、炎症反応自身

に対する意義について考察すると、インドメタ γ ン投与

の場合に得られた結果はいささか矛盾をはらんでいると

いわざるをえない。すなわち TNF. IL-j産生が元i!tして

いる時 lこ炎症が抑lえられているということは、炎症反応

にサイトカインが関与していないことを示唆しているか

らである。 この結果はインドメタシンの抗 炎症効果がデ

キサメタゾンよりも弱いことと関係があるのかも知れな

い。つまり完全に抑lえきれないで残っている惨出波望や

浸潤白血球数の部分がサイトカインやシクロオキシゲナ

ーゼ代謝産物以外のメディエーターの効果であるという

考え方である。また増加した TNF. IL-jの作用がも っ と

遅い時間帯に発現してくる可能性もある。インドメタゾ

ンが数日後の炎症反応をむしろ悪 化させる可能性も あり、

今後比較的後の時間においてサイ トカインレベルに対す

るインドメタシンの影響を検討する必要も残っている。
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Fig. 21 Effect of indomethacin and dexamethasone on the exudate accumulation 

(A) and leukocyte migration (8) in rats with carrageenin-induced pleurisy at 

3 h. Rats received an intrapleural injection of 0.1 ml of 2 % carrageenin 

3 h before ki 11 ing. Indomethacin (IND. 1 or 10 mg/kg) or dexamethasone (DEX. 

0.5 mg/kg) was injected intraperitoneally 30 min or 3 h. respectively. before 

carrageenln Injection. Control animals (C) received a carrageenin injection 

only. Hatched columns express the number of polymorphonuclear leukocytes 

among the total leukocytes in the exudates. Figures on the columns in (A) in-

dicate number of rats used in each group. and the numbers are the same in cor-

responding groups in (B). The values are expressed as means with SE as verti-

cal bars. "Signi ficant difference at P<0.05 and P<O.Ol， respectively. 

when compared with the control value (C) 
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Fig. 22 Effecls of indomethacin and dexamelhasone on TNF (A)， IL.ー1(8) and 

IL-6 (C) levels in lhe exudale of rals wilh carrageenin-induced pleurisy al 

3 h. The same samples as in Fig， 21 were assayed， CYlokine levels were ex-

pressed as lolal unils in lhe exudale， Figures on lhe columns in (A) indi-

cale number of rals used in each group， and lhe numbers are lhe same in corre-

sponding groups in (8) and (C). Marks in lhe figure are lhe same as lhose in 

Fig. 21. 
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総括

本研究で明らかとなったことは以下の通りである。

1.ラット・カラゲニン胸膜炎においては炎症刺激により

まず胸腔内で TNFと 1L -j が産生され、それらが末梢血中

の 1L -6の誘導を介して肝細胞からの急性期蛋白 Tーキニ/

ーゲンの合成 を促進する 。

2 . n旬腔内で TN F. 1 Lーlが産生されると、そこで C1 N C ( 1 L -8) 

の誘導を介して好中球浸潤が起こる。

3 炎症局所での TNF. IL-j. IL-6産生には PG E 2による制

御がある。また抗炎症薬の種類によりサイトカイン産生

への効果が異なる。

第 1 主主と第 2 主主ではサイトカインの機能すなわち肝臓

での急性期蛋白合成促進作用お よび局所への白血球遊走

作用について解析した。これらは以前には TNF. IL-jの

作用として考えられていたが、その後の研究によりそれ

ぞれの直接作用は IL-6. IL-8が担っていることが明らか

となった。つまり TN Fと 1Lー1は IL-6. IL-8を 含めた 2 次

的なメディエーターを誘導することによって in v i V 0で

はその作用を発揮しているのである。本研究のラットの

胸膜炎はこのようなサイトカインの反応を解析する上で

絡好の炎症モデルであり、 TNF. IL-jが 2 次的なサイト

カイン IL-6.IL-8を誘導して生物活性を発現する姿が明

らかに観察 される。

それではサイトカインは自分が誘導したメディエータ
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ーからはどのような影響を受けるのだろうか。第 3章で

は炎症局所でのサイトカイン産生の調節という観点から

PGE2による制御を解析した。 TNF， IL-)が PGを誘導する

ことはよく知られているが、 PGによるサイトカイン産生

の調節を In V I V 0で明らかにしたのは本研究が初めてで

ある。サイトカインが登場する以前には炎症反応のメ

ディエーターとして脚光を浴びていたのはこれらアラキ

ドン酸代謝物であったが、 TNF， IL-)がこれらの産生に

関与する種々の酵素の発現を調節することが明らかとな

った現在、炎症反応におけるサイトカインの役割はます

ます重要と見なされるであろう。今回の結果よりこれら

のメディエーターの産生される時間帯がほぼ重なること

から in V i V 0における炎症の発症にどのようなメディエ

- J ーがサイトカインと相互作用するのかを解明する上

でも本研究は大きく貢献するものと考えられる。

このように炎症反応におけるサイトカインの役割が

i n V i V 0で一部は明らかとなったが、炎症反応全体を通

じてどの段階のどの反応にどのサイトカインがどの程度

関与しているかまだ不明な点も多い。

例えば初めに述べた局所での反応として白血球浸潤と

並んで重要である血管透過性充進にサイトカインはどの

程度関与しているであろうか。本研究では TNF， IL-)， 

IL-8， CINCをラソトの胸腔内に投与したが、いずれの場

合も渉出液の貯溜は全く認められなかった。 Buckleyら

- 83 



はウサギの皮内反応を用いて IL -1単独では血管透過性元

進は起きないが PGE2やブラジキニンと共に投与すると相

乗作用がみられることを報告している [59]0 TNFや IL-8 

についても同様の作用が認められ [6 0， 6 1 ]、またラッ

トの腹膜炎の渉出液量が抗 TNF抗体によって減少するこ

とも報告された [62]0 TNFと IL -1は PGの他にもヒスタミ

ンや補体などの血管透過性元進作用を持つメデイエータ

ーを誘導する可能性もあるので、 TNFや IL -1が間接的 lこ

渉出 f伎の貯溜に関与することは考えられる。したがって

今後ラ y ト胸腔内への TNF， IL-1と PGE2の同時投与によ

る血管透過性の冗進について検討する余地はある。しか

しながら TN Fと IL -1はそれ自身でも PG E 2を誘導するはず

である 。 @'生される PG E 2の量にも問題があるのかも知れ

ないが、同時投与する場合にだけ現れる相乗効果の機序

については不明である。また TNFと IL-1による血管透過

性冗進作用は皮内反応でようやく検出される程度であり、

他のメデイエーターに比べ弱いといえる。最近癌細胞由

来の血管透過性元進作用を持つサイ トカ イ ンVascular

Permeabi 1 i ty Factorが発見されたが [6 3 ]炎症局所で

の実証はない。以上を総合するとサイトカインは血管透

過性にはあまり関与していないと考えられる。

炎症時の全身の他の代表的な反応と し ては発熱が挙げ

られる。 IL -1はもともと内因性発熱物質として検索され

たものであり、種々の動物でその発熱作用が確認されて

いる [2]0 TNFも同様でありまた近年 IL -6についてもそ
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の活性が報告された [ 2 0 ]。これらはみな PGE2の産生を

介してその作用を発却するのに対し、震近 Chemokineの

うちのいくつかに発熱作用がありこれには PGE2が関与し

ないことが報告された [ 4 ]。本研究では示さなかったが

当教室でもウサギを用いてサイトカインによる発熱と脳

脊髄液中の PGE2の増加を確認している。

このように炎症時に誘導されるサイトカインはさらに

他のメデイエーターの誘導や相互作用により in v i v 0で

は複雑なネ y トワークを形成して反応が展開される。最

近では血管内皮細胞と白血球との接着が炎症の成立に重

要であるという実験成績が蓄積されつつあるが、サイト

カインがこれにも関与することはまちがいないであろう。

一方サイトカインの産生も他の多くのメディエーター

の調節を受けている。第 3主主で PGE2の例を示したが、

IL-6. IL-8と PG E 2の関係については今後も他のモデルで

の追試が必要である。またヒスタミン、ブラジキニン、

P AF 、~Hì体などとの相互の産生調節についても今後の課

題である。未知のサイトカインも含めてそれぞれのサイ

トカインが in v i v 0での炎症反応においてどの程度の役

割を担っているか今後このラ y 卜の胸膜炎を用いてさら

に解明されることが期待される。
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