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図 1:lO-OIIODA (lO-hydroxy-12-octadecenoic acid)の構造
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1 [緒言1

10-hydroxy-12(Z)ーoctadecenoicacid (10-0HODA)は炭素数

18で 10位の炭素に水酸基をもっ不飽和脂肪酸であり (図 1)、

異常死体現象の一つで、ある死蝋の成分の中に見出される特異的脂肪

酸の一種である [1，2J。一方、植物のイネにみられる脂肪酸の一

つである 9，10-epoxy-12-octadecenoic acid (leukotoxin， L Tx)は

ヒトの多核白血球中にも存在していることが知られ [3-12J、こ

の多核白血球は死蝋中に存在している化合物と同じ 10-0HODA を

も産生していることが明らかにされている [4J。

ロイコ トキシン (LTx)はリノール酸から産生され、末梢血管を拡

張させ、血圧を下げることが知られていることから、外傷性ショッ

クの成因のーっとして輿味がもたれている。一方、成人呼吸促迫症

候群の肺胞洗浄液や熱傷皮膚組織からも LTxが検出され、多核白

血球が関連している疾病、例えば心筋梗塞、 炎症性疾患や外傷等の

病態生理的変化 と密接な関わりをもっ可能性が示唆されている

[13-24J。

著者は、10-0HODAに注目し、この生理活性の検討を試みた。

しかし、 この化合物は正常の多核白血球中にはきわめてわずかしか

存在していないため、乳酸菌を用いてリノール酸から生合成を行っ

た。 10-0HODAの微量定量法を確立する目的で、混合無水物?去に

よって 10-0HODAを牛血清アルブ、ミン (BSA)に結合させて作製

した抗原をマウスに免疫し、特異的な抗 10-0HODA 単クローン抗



体の作製に成功した。 さらに、その抗体による 10-0HODAの

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)を確立し、抗体の特

異性と鋭敏性について検討を加えた。一方、 10-0HODAが生体に

存在することを確認するため、ヒト由来のマクロファージを高酸素

暴露下で培養し、 マクロファージが産生する 10-0HODAの存在を、

抗 10-0HODA単クローン抗体を用いた ELISAにより確認した。

また、 10-0HODAの生理活性をみるため、モノレモットの摘出心を

用いてその循環動態に及ぼす影響を検討し、 LTxを始めとする構造

的に類似した脂肪酸と 10-0HODAの生理活性を比較検討した。
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II [10-0HODAの生合成および精製]

1. 実験材料および方法

1) 乳酸菌体調製法 [33J

(1) 供試菌: 実験に用いた Lactobacillusplantarumは通性嫌気

性、グラム陽性、中等度の梓菌で発酵植物、サイレージ、漬け物、

パン種、厩舎、ヒトの口腔 ・腸管などから分離されている。今回

はサイレージから分離した菌株を用いた。

(2) 菌株の保存法: ブリックス寒天高層培地に培養したものを

-90
0

C で保存し、使用に際しては融解後、ブリックス寒天高層培

地で活性化 した。

(3) 菌体調製法: ブリックス液体培地を 1リットルの三角プラス

コに 750mlずつ分注し、 1210Cで 15分間滅菌したものに、ブ

リックス液体培地で 2目前培養した菌液を、 1% になるように

接種し、 32
0

C で 24時間静置培養した。菌体の収集は、培養の

終了した培養液を、冷却遠心分離器で 7000rpm、15分間遠心

し集菌した。

〔ブリックス培地の組成〕

トマトジュース浸出液

Neopeptone (Difco) 

3 

400 ml 

15 g 



Yeast extract (Difco) 6g 

ブドワ糖 20 g 

NaCI 5g 

Tween 80 1 g 

可溶性デンプン 0.5 g 

純水 600 ml pH 6.8 

2) 10-0HODAの生合成

(1) 前培養

凍結していた乳酸菌を溶解し、ブリックス寒天高層培地に 32
0

C

で 48時間刺線培養し、次にブリックス液体培地に白金線で接種し、

32
0Cで 48時間培養し、さらに 1%ブドウ糖添加トウモロコシ抽

出液培地(リノーノレ酸無添力日)で、 32
0
Cで 36時間培養した。培地へ

の接種量は 1%(v/v)とした。

(2) 本培養

前培養を行った Lactobacillusplantarum培養液 4mlを、 0.1%

リノール酸(東京化成)を含む 1%ブドウ糖添加トウモロコシ抽出液

培地 400ml中に入れ、嫌気的な条件で 320C、4日間振とう培養し

た。

3) 10-0HODAの分離精製

(1) 10-0HODAの抽出分離



培養液に NaClを加えて塩析、分液漏斗を用い、 nーベンタンで 3

回抽出、 2N 炭酸ナトリウムで酸性部を振り分けた後 2 N塩酸で

pH 2に調整し、さ らに rベンタンで抽出、無水硫酸ナトリウムで

一夜脱水、癒過、窒素気流下で溶媒留去後、減圧デシケーターで乾

燥し抽出物 (3.06g)を得た。この抽出物の一部を少量のクロロホル

ムに溶解後、シリカゲノレ 60HF(Merck， Darmstadt)をコーテイング

したガラスプレートにのせ、展開溶媒にベンゼン:アセトン (5:1，

v/v)を用いて、室温で薄層クロマトグラフィ ー (thin-layer

chromatography，TLC)を行い、 5%メタノーノレ性ヨード液 (w/v)を

噴霧し確認したところ基質に使用した多量のリノーノレ酸 (Rf0.37) 

と原点のやや上方に薄いスポット (Rf0.09)が認められた。次に、

培養液の nーベンタン抽出物からカラムクロマ卜グラフィーにより

10-0HODA の分離精製を行った 。すなわち、シ リカゲノレ

(Wakogel C-200) 245 mlを内径 3.8crnのカラムにベンゼンで充填

し、少量のベンゼンで洗いながら抽出物 (3.06g)を重畳し、 1%ア

セトン/ベンゼンで溶出し、 200mlずつ 14本分取、 TLCでチェッ

クしたところ、フラクション 3~5 に大量のリノール酸が溶出され

た。次に、 2%アセトン/ベンゼンで溶出し、 200mlずつ 4本分取

した。この分画には微量のリノール酸が検出された。続いて、5%

アセトン/ベンゼンで溶出し、 200mlずつ 17本分取した。溶出し

た脂肪酸を前記の条件で TLC を行ったところフラクション 6~17

に目的とする 10-0HODA が溶出された。このフラクション 6~

17を集め、溶媒を留去後、減圧デシケータ中に一夜放置し、秤量し



た結果 218mgの脂肪酸が得られた。一方、分離した脂肪酸の一部

を、Silicagel HPTLCRP-8F 2545 (Merck， Darmstadt)をコーテイン

グしたガラスプレートにのせ、展開溶媒にメタノー/レ:水 (9: 1， v/v) 

を用い逆相 TLCを行い、 5%メタノール性ヨード (w/v)を噴霧し

確認したところ、 Rf値 0.55の所に一つのスポットのみが認めら

れた。得られた脂肪酸を窒素下で -80
0

Cに保存した。

(2) 10-0HODAの同定

単離した脂肪酸の一部を少量のメタノールに溶解し、ジアゾメタ

ンのジエチルエーテノレ溶液を加えてメチル化後、溶媒を留去し、新

たに少量の nヘキサンを加え、ガスクロマトグラフィー(GC，GC-

6A， SHIMADZU)で分析した。システムおよび分析条件は以下のと

おりである。

分析カラム Silicone-OV17 1.5% (2m x 3凹)

カラム温度 220
0

C 

イオン源温度 250
0

C 

キャリアガス 窒素

流速 40 ml/min 

さらに、このメチノレ化物をガスクロマトグラフィ一一マススベクト

ロメト リー (GC-MS，]MS-Dx 300，日本電子)で質量分析 (MS)を

行った。なお、GC は上記と同一条件で、イオン化電圧 70eV の

EI-MSで分析した。
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2.結果

最終的に 2.0gのリノール酸から 218mgの 10-0HODAが得

られた。培養液の nーベンタン可溶酸性部(抽出物)には多量の未反

応のリノール酸が認められたが、カラムクロマトグラフィーにより

5%アセトン/ベンゼンで溶出した画分に目的とする脂肪酸が得られ

た。また、この分離された脂肪酸を逆相 TLCによって展開したと

ころ、 1つのスポットのみを認めた。この脂肪酸をメチノレ化後 GC

で分析してみると、やはり 1ピークであることが確認された。

さらに、これを GC-MSに供すると、 m/z294、201と 169の

特徴的なピークが認められた (図 2)。これらは M+-HzO ，CH
3
0-

CO-( CHZ)8 -CHOH，それに basepeak (169)は m/z201-32から由

来していた。以上のような GC-MSの開裂ノfターンから、この脂肪

酸は炭素数 18個で 10番目の炭素のところに水酸基が結合してい

る 10-hydoroxy-12-octadecenoicacid (10-0HODA)であること

が明らかになった。
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41，・
3.考察

法医学における異常死体現象の一つに死蝋の形成がある。この形

成機構に細菌が生成するハイドロキシ脂肪酸 (hydroxyfatty acid， 

OHFA)が重要な役割を果たしていることが報告されている [25-

29J。この OHFAの一つでリノール酸由来と考えられる 10

OHODAはヒト脂肪中に含まれるリノール酸の含有比に比較して

死蝋中に認められることが少ない。これは、微生物がリノール酸を

他の化合物に代謝してしまう率が高いためと、リノール酸からハイ

ドロキシ酸に変換する酵素をもっている微生物が少ないことなどが

考えられる [lJ。

著者は、この 10-0HODAをリノール酸を基質として乳酸菌を用

いて生合成した。同じくリノール酸由来でその作用が注目されてい

る LTxとの生理活性の比較検討の実験や、抗10-0HODA抗体の

作製には、かなり大量の 10-0HODAを必要とし、乳酸菌を用いた

本法は大量の 10-0HODAを得るのに有用であると考えられる。
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6・ 皿[抗10-0HODA単クローン抗体の作製]

1.材料および方法

1)免疫抗原ならびに固相化抗原の作製

前項で生合成した 10-0HODAのカルボキシノレ基と坦体タンパク

質である牛血清アルブ、ミン (bovineserum albumin， BSA)および

キーホールリンベットヘモシアニン (keyholelimpet hemocyanin， 

KLH)のアミノ基とを混合酸無水物法により結合させてそれぞれ免

疫抗原および ELISA(後述)用の固相化抗原とした [31、32J。す

なわち、 10-0HODA18 mgを無水ジオキサン 1mlに溶かし、 ト

リ N-フ、、チルアミンを 20μl加え、撹枠しながらさらにイソフcチル

クロロカーボネイトを 11μl加え、溶液を約 100C に冷却しながら

30-40分間反応させた。次に、坦体タンパク質 50mgを蒸留水

3.5 mlに溶かしたものに ジオキサン 1.4mlを加え、これを撹枠し

ながら 4
0

Cに保った溶液中に上記の反応溶液を滴下した。滴下反応

中、 1N NaOHで pH7.5-8.5に保ち、反応後室温でさらに 4時間

撹#した。反応終了後、溶液を流水中で 24時間透析を行った。な

お、ハプテンである 10-0HODAと坦体タンパク質との結合率を測

定するために、予め反応系に[14CJ リノール酸(1.5KBq， specific 

activity 1.0 Ci/mmol)を加えておいた。得られた 10-0HODA結

合性坦体タンパク質の放射活性から計算して、 BSA(M.W. 6，800) 

9 



1モル当たりハプテンの 10-0HODA が約 27モノレ、 KLH

(average M.w. 5，250，000) 1モノレ当たり約 1540モルがそれぞれ結

合していることがわかった。

2)感作

免疫抗原を 1mgタンパク質Imlとなるように生食水に溶解し、

等量のフロイント完全アジュパント (Difco，USA)を加え、ミセル化

した後、 2匹の BALB/cマウス (6週令，雌性)に 250μ1(250μg 

タンパク質)ずつ腹腔内投与した。さらに、免疫抗原を生食水に溶

解したものを 1ヵ月ごとに250μ1(250μgタンパク質)ずつ腹腔内

に投与して、追加免疫を 6ヵ月間行った。最終免疫から 3 日後に

無菌状態で牌臓を摘出し、細胞融合(後述)を行った。

3)細胞融合 [33J 

マウスミエローマ細胞 P3U1細胞浮遊液と牌臓細胞遊液を細胞数

比で 5:1 の割合で混合し， PEG 1500 (Boehringer Mannheim， 

FRG)を用いて細胞融合を行った。その後，1ワエル当たり牌臓細胞

数が 1X 105
個となるように、ペニシリン、ストレプトマイシン、

10% FCS (fetal calf serum)含有 IMDM(Gibco， USA)、に浮遊さ

せ、マイクロプレート (BectonDickinson， USA)にまき 、370C、

95% air 5% CO2下でインキュベー卜 した。

4)ハイブリドーマの選択培養 [33J 

1 0 



24時間後に等量の HAT培地を添加し， 37
0

C， 5% CO2下で 14

日間インキュベー卜した。使1)立顕微鏡 (OlympusCK2)で細胞増殖

をチェックした後、培養上清を採取し、抗体価を ELISA(後述)に

より測定し、吸光度が 1.0以上のものを陽性とした。さらに、抗体

産生ウエノレの上清に 1μgの 10-0HODAを添加してELISAを行

い、 inhibitionが確認されたものを選択し、限界希釈法による

cloningを 2回行い、クローンを確立した。また、得られた抗体の

サブタイプは Ouchterlony法によって判定した (TheBinding Site， 

UK)。

5) ELISA [34-36J 

(1)コーテイング:10-0HODA一KLHを 1μg/100μlとなるよう

10 mM  carbonate buffer (pH 9.6)で希釈した後、 100μlずつ

ELISA用マイクロプレート (Nunc，Denmark)に分注し、 4
0

Cで

一晩放置した。

(2)ブロッキング:抗原液を除去後、 10mM  PBS (pH 7.4)で 3回

洗浄し、クエルをブロッキング液 (1% gelatin PBS， PBSG)で満

たし、 370Cで 1時開放置した。

(3)一次抗体反応 ブロッキング液を除去し、抗 10一OHODA単ク

ローン抗体と 10-0HODAあるいは交差反応用のサンプルの混合

液を 100μlずつ添加し、 370C で 2時間インキュベー卜した。

その後、一次抗体を除去、 O.l%PBSGで 3回洗浄した。

(4)二次抗体反応: ピオチン標識ウサギ抗マウス IgG抗体 (Vector

1 1 



Lab. USA)の希釈液(6μgを 1mlの 0.1%PBSGに溶解)を 100

μ1ずつ添加し、 370Cで1時間インキュベートした。その後、二

次抗体を除去、 10mM トリス塩酸緩衝生食水 (Tris-HCl

buffered-saline， TBS， pH 7.4)で 3回洗浄した。

(5) avidin-biotin複合体 (ABC)溶液:100μlの ABC溶液 [ABC

Kit， (Vector Lab.)から A，B液それぞれ 5μlずつを 1mlの

TBSに溶解] を添加し、 370C で 30分間インキュベートした。

その後、 ABC溶液を除去、 TBSで 3回洗浄した。

(6)発色反応:基質液 [phenylphosphoric acid disodium salt 100 

mg と 4-aminoantipyrine 116 mg を 50mM  carbonate 

buffer(pH 10.0) 105mlに溶解したもの] を 100μlずつ添加し、

370C で 30 分間インキュベート後、1.2% potassium 

ferricyanide溶液 100μlを加え、発色させた。

(7)吸光度測定:microplate reader (Dynatech MR 5000， FRG)で

吸光度(波長 550nm)を測定した。

6)抗 10-0HODA単クローン抗体の力価の検定

上記 ELISA反応系で、抗 10-0HODA単クローン抗体を0.1%

PBSGで段階的に希釈し、その力価を検討したところ、 320倍の希

釈培養上清で吸光度約1.0が得られた。 したがって、以後の ELISA

には 320倍に希釈した培養上清を抗 10-0HODA抗体として使用

した。
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7) 10-0HODAの標準曲線

PBSで希釈した 10一OHODAを 0.5ngから 8ngまで段階的に

調整した溶液をマイ クロプレートの各ワェルに加えて、 ELISAを行

い、測定標準曲線を作製した。

8)抗 10-0HODA単クローン抗体交差反応性

前記の ELISA反応系で抗 10一OHODA単クローン抗体に対す

る 10-0HODA構造類似化合物との交差反応性は，抗 10-

OHODA単クローン抗体と 10-0HODA抗原との結合を 50%抑

制する量から次式により計算した。なお、本交差反応に用いた 10

hydroxy stearic acid， L Tx， 12， 13-epoxy-9(Z)一octadecenoicacid 

(LTx')および 9，10-epoxy-stearic acidは当教室で有機合成したも

のを用い [25， 30， 57J、その他の脂肪酸は市販のものを用いた。

Cross-reactivity(%)=B/ A X 100 

A:抗 10一OHODA単クローン抗体と 10-0HODA一KLH抗原と

の結合を 50%抑制する構造類似化合物の量

B:同結合を 50%抑制する 10-0HODAの量
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夫 1:10 OIIODA およびその煩似化合物に対するJ冗10-OIfODA

Ljj_クローン抗i~為の交差反応性

Crossreac 
Analogs Structure 

tivity(%) 

10-Hydroxy- ーCH=CH- 一?HーCH2

C18:1 
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2.結果

1) 10一OHODAの標準曲線

抗 10一OHODA単クローン抗体として培養上清を用いた ELISA

では、 320倍希釈で使用可能であった。この ELISA系に 10

OHODAを段階的に調整した溶液を加えていくと、図 2に示した

ように 0.7ngから7ngの間で、片対数グラフ上で直線性を示し、

定量可能であった。また、少なくとも 0.5ngの 10-0HODAが測

定可能であり、その 50%inhibitionは1.8ngであった。また、

10-0HODAの濃度を 1 ng/ウエルに調整し、n=10のときの本

ELISA系における日内変動係数 7.4%であり、その日差変動係数は

9.7%で、あった。なお、本抗体のサブタイプは IgG
2aであった。

2)抗 10-0HODA単クローン抗体の交差反応性

1 O-OHODA -BSAを免疫抗原として産生された単クローン抗体

の特異性を調べるため， 10-0HODAと構造が類似する 6種類の脂

肪酸との交差反応性を検討した。表 1に示したように，本抗体は

10-0HODAの結合率を 100% とすると ，10-hydroxy-stearic acid 

とは10.7%とやや高い交差反応性を示したが， LTxとは 0.06%と

低い反応性しか示さなく、その他の脂肪酸とはほとんど交差反応性

を示さなかった。

1 4 



3.考察

免疫化学の分野にハプテンの概念が導入されて以来、免疫原性を

もっ適当な坦体タンパク質とハプテンとを結合させて免疫抗原を調

製し、これを実験動物に免疫することにより、免疫原性をもたない

様々な物質に対する抗体が作製されてきた。例えば、 Erlangerら

[31， 32Jによってステロイド‘ホルモンとタンパク質との結合法が

紹介されてから、様々な薬物をハプテンとしたイムノアッセイが開

発された [34-37J。

坦体タンパク質としては、ハプテン 血清アルブミン結合体の溶

解度が高いという理由から、ウシやヒトの血清アノレブミン(BSA、

HSA)がよく用いられている。

今回用いた免疫抗原は、 10-0HODAのカルボキシノレ基と BSA

のアミノ基とを Erlangerら [31Jの混合無水法により縮合し、

BSA 1モル当たり約 27モノレのハプテンの結合した抗原を作製でき

た。一般に坦体タンパク質中に含まれるハプテンのモル比と作製さ

れた抗原の可溶性が、それによって産生される抗体の力価に影響を

与えると考えられるが、今回の免疫原では約 27モノレ結合しており

充分量と考えられた。

一方、免疫して得られた抗体をイムノアッセイに用いようとする

とき、交差反応性の少ない特異性が要求される。今回作製した抗

10-0HODA単クローン抗体は，表 1に示したように 10-0HODA

1 5 



に対してきわめて特異性が高い抗体であり、本抗体を用いた ELISA

では少なくとも 0.5ngの 10-0HODAまで定量可能であった。本

抗体の交差反応性を検討してみると， 10-0HODAに対するそれを

100% とすると、 10-hydroxy-stearicacidに対しては 10.7%とや

や高い値が得られたが，これは本抗体が 10-hydroxy部位を強く認

識しているばかりでなく、炭素数 12，13位の二重結合部位をもかな

り強く識別していることを示唆している。一方， 9，10-epoxy-12(z)一

octadecenoic acid (L Tx)に対しては， 0.06%という低い反応性しか

なかったことからも，炭素数 10-位の hydroxy基が本抗体のエヒ。

トープとしてきわめて重要な位置を占めているものと考えられる。

なお、放射性同位元素標識 10-0HODAが入手できなかったこと

から、 10一OHODAの坦体タンパク質に対する結合度を知るため、

代わりに、 [14CJ linoleic acidを使用した。坦体タンパク質に結合

した 10-0HODAに対して同様に坦体タンパク質に結合した

[14CJ linoleic acidはきわめて微量であったため、本抗体の特性に

はまったく影響を与えなかった。
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'11 
IV【培養マクロファージ産生 10-0HODAの ELISAによる検出]

1.材料および方法

1)マクロファージの培養 [38J 

急性単球性白血病患者の末梢血から樹立されたヒト急性単球性白

血病細胞株 THP-1 [39J を PMA(Phorbol 12-Myristate 13-

Acetate， Sigma， USA)添加下に 95%air、5%CO2の気相下で 24

時間培養しマクロファージに分化させた。培養培地は RPMI1640 

培地 (RoswellPark Memorial Institute Tissue Culture Medium 

1640)に 10%FCS、カナマイシン(60μg/ml)を添加したものを用

いた。 PMAを DMSOに溶解し 1.6μM溶液を作製し、適宜希釈

して用いた。

2)マクロファージ機能測定法

(1) NBT 法(細胞化学的染色)による活性酸素の測定 [40J 

① 0.1 ml 0.1 % (w/v) NBT (nitroblue tetrazolium， WAKO， 

]apan)含 HEPES-saline-グノレコース緩衝液、 0.08ml細胞浮遊

液そして、 0.02mlPBS混液を 37
0

C、30-60分間反応させた。

②スライドグラス上にあらかじめマークした約1.5cmの円内に 1

滴移し、湿潤箱内で 15-30分間インキュベートした。

③ 1 % (w/v)パラホノレムアノレデ、ヒドと 0.02%(w/v)グノレタノレアノレ
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デヒド含有 PBS(pH 7.4)固定液中で 30分イ ンキュベート した。

④鏡検

(2)マクロファージ貧食能の測定 [41J 

①大腸菌 (Escherichiacoli B， Invitrogen， USA)をトリプチケース

ソイ培地で 370Cで 2 日間振とう培養した後、遠心して集菌し、

0.01 M PBS (pH 7.4)で 4回、さらに蒸留水で 1回洗浄した。

最終的に 20mgの湿重量の菌体が得られた。

② 20 mgの大腸菌をどCで0.9%NaClを含む 0.1M 重炭酸ナ卜

リウム緩衝液 (pH9.0) 5 mlに浮遊させ、 1mgの fluorescein

isothiocyanate (FITC， Dojindo， ]apan)と 4
0

C で 30分間反応さ

せた。標識細胞を冷 PBSで充分に洗浄した後に蒸留水で洗浄し、

凍結乾燥させ、使用するまで遮光して 20
0Cで保存した。

③ THP-1を 24穴培養プレートに 1ウェルあたり 7X 105 cellsと

なるようにまき、各濃度(1.6nM-1.6μM)の PMAを添加して

24時間培養した。

④蛍光標識された大腸菌を 1μg/mlとなるようにKrebs-Ringer

Phosphate buffer (pH 7.4)に浮遊させ、 100μ1(100 ng)を各

ウエノレに加え、 370C で 2時間培養細胞に食食させた。冷 PBS

で 3回洗浄した後、各ウエノレに 0.2% SDS含有 25mM  Tris-

HCl緩衝液 (pH8.5) 1mlを加え、37
0

Cで 30分間インキュベー

トした。付着細胞が完全に溶解したことを倒立顕微鏡下で確認し

た後に分光蛍光度計 (ShimadzuRF -540;励起波長 490nm，蛍光

1 8 



波長 520nm)で蛍光強度を測定した。また、別に作製した標準

曲線より培養細胞が貧食した菌体量を測定した。

3)培養マクロ ファージにおける 10-0HODA産生の確認

THP-1を 2本の 100mlカルチャーボトルを用いて低速で撹枠

しながら THP-1を大量に培養した。最終濃度が 160nMとなるよ

うに PMAを添加して 24時間通常気相 (95%air、5%CO2) で培

養させた後に、 1本は 95%O2、5%CO2
の気相に置換したビニー

ノレバッグ中に入れ、ポリシーラーで密封してさらに 24時間培養し

た。もう 1本は通常気相中でさらに 24時間培養した。細胞数を測

定した後に細胞を集め、それぞれ 5mlの PBSに浮遊させ終濃度 2

mMとなるように CaC1
2 を加え、 PLA2(PhopholipaseA2 ， Sigma， 

USA) 100単位を添加して 370
C で 2時間反応させた。少量の

2.5%リン酸溶液で pHを2-3に調整しジエチノレエーテルで 2回

抽出し、窒素気流下で溶媒を留去して脂肪酸抽出物を得た。各々の

脂肪酸抽出物を試料として、抗 LTx単クローン抗体 [42] と抗

10一OHODA単クローン抗体を用いた ELISAを行い、 LTxおよび

10-0HODA量を測定した。



4.結果

1)マクロファージ機能測定

THP-1 より分化させたマクロ ファージの活性酸素産生能は、

NBT法で測定した。 PMA濃度1.6nM ， 16 nM ， 160 nM ， 1.6μ 

M で 24時間培養した細胞群の各々の値はそれぞれ 61.9::!::8.3%、

70.2::!:: 2.3%、70.2::!::0.4%、68.0::!::1.6 % (mean土SD.)であった。

また PMA未添加で培養した THP-1での値は 13.2::!::2.8%であっ

た。蛍光標識大腸菌を用いた貧食能の測定では、 THP-1に添加し

た PMAの濃度を1.6nM ， 16 nM ， 160 nM ， 1.6μMと変化させ、

2分化させたマクロファージ (7X 105 cells)に貧食された蛍光標識

菌体量を測定することにより行った。これらの各々の蛍光強度は

1.6nMで 28.3::!::5.7、16nMで 28.0::!:: 2.0、160nMで 30.0::!:: 

0.5、1.6μMで 26.3::!:: 1.1であった。この数値を蛍光標識大腸菌

31.25 ngから 500ngまで段階的に加え蛍光強度をそれぞれ測定し

て得られた標準曲線にあてはめ、貧食された菌体量を求めると、1.6

nM， 16 nM ， 160 nM ， 1.6μMでそれぞれ、 146::!:: 60 ng、137

::!:: 20 ng、155::!:: 25 ng、117::!:: 5.8 ngで、あった。以上の結果よ

り、以下の実験は PMAの終濃度は 160nMで、行った。

2)高酸素暴露下における培養マクロファージの脂肪酸産生

抗 LTx単クローン抗体と抗 10-0HODA単クローン抗体を用い
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た ELISAを行ったところ、高酸素暴露を行ったマクロファージか

らは、 LTx 17.4 ng/106cells， 10-0HODA 15.8 pg/106cellsが検出

された。一方、空気中で培養したマクロファージからは、 LTx5.3 

ng/106cells， 10-0HODA 4.7 pg/106cellsが検出された。
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5考察

マクロファージは、異物貧食時や特定の刺激により急速に酸素を

消費し、細胞表層でこれをー電子還元してスーパーオキシドアニオ

ン (0
2
-) に変換し、さらに、細胞膜に存在する多くの不飽和脂肪酸

はこのラジカルと反応し、細胞障害を引き起こす [48J。一方、細

胞膜に存在する PLA2
の活性化により、アラキドン酸カスケードが

作動し、さまざまな代謝産物が遊離することが知らされている [49， 

50J。また、この代謝過程でも活性酸素が産生される。炎症局所で

はこのようにして産生された物質が、結果的に毛細血管の上皮細胞

および組織にダメージを与えることになる [43-47J。マクロ

ファージの起源については、骨髄細胞が分化成熟して血中単球にな

り、さらにそれが各組織に定着成熟を遂げて、種々の組織マクロ

ファージになるという mononuclearphagocyte system (単核食細胞

系) が確立されている。今回，急性単球性白血病患者の末梢血から

確立されたヒト急性単球性白血病細胞株である THP-1を用い、分

化誘導物質である PMA(Phorbol 12-Myristate 13-Acetate)存在

下で培養しマ クロブァージに分化させた。動物から得るプライマ

リーなマクロファージはヘテロな細胞集団からなるのに比べ、培養

細胞はクローン化することにより均一な細胞が得られ、大量の細胞

が得られやすいなど多くの利点を持っている。しかし、その一方で

生体外で自立増殖しており、正常のマクロファージとは機能的に異
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なる面を持っている可能性も否定できない。そこで、 THP-1より

分化させたマクロファージが、マクロファージとしての機能を充分

に有していることを確認するために、代表的なマクロファージの機

能である O2- 産生能と貧食能の検査を行った。その結果、いずれも

十分な機能を有していた。

著者らは以前、ラットを高酸素下で処理することによって、その

肺胞マクロファージに LTxが存在することを免疫組織化学的に明

らかにした [51J。しかしながら、 LTxfこ比べLTxの代謝産物と

考えられる10-0HODAは生体内における存在量が、極めて微量な

ため、その存在を LTxのように免疫組織化学的に実証することは

不可能であった。そこで大量のマクロファージを得るために、培養

細胞を用い、これから脂肪酸を抽出し、 ELISAによ って 10-

OHODAの存在を確認した。すなわち、得られたマクロファージを

高酸素下あるいは、空気中で培養し、その各々の細胞から脂肪酸を

抽出し、各々の脂肪酸抽出物を試料として、抗 LTx単クローン抗

体と抗 10-0HODA単クローン抗体を用いた ELISAにより LTx

および 10-0HODA量を測定したところいずれの値も酸素暴露群で

高値を示した。このことから、マクロファージ内に 10-0HODAが

存在していることが明らかにされた。
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V [10-0HODAの生理活性]

1.材料および方法

1)標本の作製 [52-56J

雌性モルモット(体重 220"-'340g)を一週間予備飼育後、実験に

供した。頭を強打失神させ、直ちに心臓を摘出し、 Krebs-Henseleit

液中で、右心室より乳頭筋を摘出、約 3mmの標本を作製した。得

られた乳頭筋標本を 95%Oz + 5% COzの混合ガスで酸素化し、

300C に温度を維持した液量 20mlの器官槽に懸垂した。用いた栄

養液は Krebs-Henseleit液でその成分は以下のとおりである。

NaCl: 119 mM 、 KCl: 4.8 mM 、 KHzP04: 1.2 mM  

MgS046HzO: 1.2 mM、CaClz2 HzO: 2.5 mM、NaHC03:24.9 

mM、Glucose:10.0 mM。

標本の下端を電気刺激用のための双極電極を兼ねたフックで固定

し、上端を絹糸で張力トランスジューサー(日本光電 SB-1T)に結

合した。標本には収縮張力が最大になるように約 0.5g の静止張力

を負荷し、矩形波を電気刺激装置およびアイソレーター(日本光電

S-7272B)から与えた。電気的に駆動している乳頭筋の収縮は、張

力トランスジューサーおよび増幅器(日本光電 RM-5)を介して熱ベ

ン書きレコーダー(日本電気三栄 BK21)上に記録した。標本を 0.5

Hzの頻度で刺激しながら約 1時間器官槽内に懸垂放置した後、負荷
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を 0.5g に再調整し、静止張力の安定を確認してから実験を開始し

た。また、同ーの心臓から得られた標本は、薬物感受性が変化する

可能性があるので一薬物一濃度のみとし、さらに実験終了後、標本

の張力変化が薬物の直接的作用であることを確かめるため、標本を

十分洗浄し張力が薬物の投与前に回復することを確認した。

2)脂肪酸

実験に供した脂肪酸は以下の 3種類であり、各々についてその生

理活性を検討した。

9，10-epoxy-12-octadecenoic acid (L Tx) 

12，13-epoxy-9一octadecenoicacid (L Tx') 

10-hydroxy-12-octadecenoic acid (10-0HODA) 

なお、 10-0HODAは前述の生合成したものを、 LTx，LTx'はリ

ノール酸 (Sigma，USA)を過酢酸/酢酸溶液によってエポキシ化し、

赤羽の方法 [57J を一部改変して合成し，これらを精製したものを

用いた。

3)脂肪酸溶液の調整

20 mlの栄養液を満たした器官槽内の各脂肪酸の濃度が、 30μM，

100 μMそれに 300μM溶液となるように各脂肪酸溶液を調製した。

また、脂肪酸を可及的に Krebs-Henseleit液に溶解させるため、モ

ルモット血清と十分に混和 (10%溶液)した後、超音波ホモジェナ

イザー(フナコシ A-10F)で 10分間乳化して基質液とした [57J。
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4)統計学的検討

一一一一←一一一一一一一ー ・E・-里圃園田~ー咽 ‘

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・圃・・・・・・・・・・・・・・圃・・圃.

得られた諾値は、平均値±標準誤差で表し、各値の有意差の検定

には二元配置分散分析を用いた。
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2.結果

3種類の脂肪酸を 30μM，100μM，300μMの濃度になるよう

に調整し、それぞれにつき 4から 8検体のモノレモット摘出心を用い

て検討し、投与後 2，5， 10分での張力変化を測定した。また、脂肪

酸を調整する際に用いたモノレモット血清の収縮力に対する直接的な

影響を検討するため、最終濃度で 0.1%となるように投与したとこ

ろ、酸素化するためのガスの影響で泡が発生し、そのため張力変化

に多少のノイズが記録されるが、血清の影響と思われる収縮力の変

化は認められなかった。右心室乳頭筋標本における 3種類の脂肪酸

の作用を、濃度と作用時間の 2つの面から検討した。また、収縮力

変化の典型例を 3種類の脂肪酸各々について示した (図 4)。

1) 10-0HODAの生理活性

30μMでは投与後 2分で収縮力の減弱を示し、逆に 5分以降で

は収縮力の増強を示した。 100μMでは投与後 5分までは減弱を示

し、それ以降は増強を示した。 300μMでは投与後 10分まで収縮

力の減弱を示し、一14.0::1::12.6% の最大値を示した (図 5一①)。

2) LTxの生理活性

すべての濃度、時間で収縮力の減弱を示し、 300μM，5分で最大

値 -12.0::1::9.1%を示した (図 5一②)。
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3) LTどの生理活性

30μMで投与後 5分以降収縮力の増強を示したが、それ以外の

濃度、時間では収縮力の減弱を示し、 100μM，10分で最大値

一12.5:t13.0%を示した (図 5-③)。

4)統計学的検討

各脂肪酸投与後 2分の張力測定値を用いて、二元配置分散分析を

行ったところ、摘出乳頭筋にたいする作用において3種類の脂肪酸

の聞に有意差が認められた (p<0.05)。また、同様に 3種類の濃度

の聞にも有意差が認められた (p<O.Ol)。
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LTxは成人呼吸促迫症候群の肺胞洗浄液や熱傷皮膚組織からも検

出されており、多核白血球が関連している疾患、例えば、心筋梗塞、

炎症性疾患や外傷等の病態生理的変化と密接な関わりをもっている

ことが示唆されている [17，21J 0 L Txの生理活性については、小

津らのグループが経静脈的にイヌに注入し、心不全 [24Jおよび播

種性血管内凝固症候群様 [23Jの病態が惹起されることを確認して

いる。赤羽は LTxをモルモットに注入し、動脈圧と心拍数を測定

したところ、双方とも激しく変動し、全身に窪主撃が発現し、やがて

心臓の拍動は停止したと報告している [57J。また、 Siegfriedら

はネコの摘出心臓乳頭筋と摘出頚動脈血管を潅流して、 LTxと

LTx'を潅流液中に添加して、容量依存性の乳頭筋張力の低下と血管

の収縮増強による血管抵抗の上昇を確認している [58J。

10-0HODAの生理活性について報告された例はなく、著者はこ

れを解明するため、モルモットの摘出心を用いて乳頭筋張力におよ

ぼす作用を検討した。その結果、投与直後(2分)、 30μM、100μ M、

300μMのいずれの濃度においても張力の減弱が認められた

(図6)。しかし、投与してからの時聞が経過するにつれ、すなわ

ち 30μMでは 5分、 100μMでは 10分後には逆に張力の増強が

みられた。 これは、器官槽内を酸素化するための 95%02 + 

5%C02ガス中の酸素の影響で 10-0HODAの構造になんらかの変

2 9 
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化が生じたためと推測される。事実、低濃度のものほどその変化は

早く、逆に 300 μMの濃度では 30分経過しでも張力の減弱が認

められた。したがって、 10-0HODAの真の作用は投与直後の張力

変化で判断すべきと考えられる。

リノール酸から代謝されると考えられている LTx、LTx'との比

較では、 LTxはいずれの濃度と経過時間でも乳頭筋の収縮を減弱さ

せたが (図 4 ①)、 LTどでは 30μM 投与 10分以降は逆に収縮

力を増強させた (図 4②)。しかし、 摘出乳頭筋の収縮カの減弱

の程度は、 10-0HODAのそれに比較して LTx，LTどではいずれ

も弱し、値を示した。また、 10-0HODA 投与後 2分の時点での摘出

乳頭筋収縮力に対する減弱作用は、 LTx ， LTx'のそれに対して明

らかな有意差を認めた。同様に、 10-0HODA の濃度差 (30μM ，

100μM ，300μM)による作用にも有意差を認め、その作用は濃度

依存性で、あった。

従来、多核白血球中にわずかの 10-0HODAが存在 していること

が報告されている [4Jが、今回著者は、THP-1から分化させたマ

クロファージの中にも、きわめてわずかではあるが 10-0HODAが

産生されていることを明らかにした。しかし、その産生代謝経路は

明らかでない。これまで、 LTx，LTx'の摘出心臓乳頭筋に対する張

力低下が示されてきたが、 10-0HODAの効果は、 LTx， LTx'の

それらよりも強いことから考えると、 10-0HODA は LTxと連動

して循環系になんらかの影響を与えている可能性がある。
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