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論 文 内 容 要 旨

序 論

補体 は,免 疫複合体 による古典 的経路(classicalpathway)あ る いは種 々の菌体成分等 に よる

第2経 路(altemativepathway)を 介 して活性化を受 けると,そ の過程で各種 の生理活性 を もっ

たフ ラグメ ン トが産生 され ることが知 られ ている。 これ らのフ ラグメ ン トの中でアナ フィラ トキ

シン(anaphylatoxin)と 一 括 して呼ばれ るC3a,C4a,C5aは,肥 満細胞 に働 いて脱穎粒 を引き

起 こし,血 管透過性を充進す る ことが知 られ ている。 また,C5a,C5adesArgは,白 血球 に対

す る遊走活性(chemotacticactivity)を もつ とされて いる。 これ らの フ ラグ メ ン トは,そ の生

理活性 よ り炎症反応 に関与す る可能性 が示唆 されて い る。

本研 究で は,補 体 系第2経 路を活性化す る作 用を もつ,酵 母細 胞壁 多糖質zymosanに よ って

誘発 される空気嚢炎症 モデルであるzymosan空 気 嚢炎症 モデルを確 立 し,そ の急 性期 炎症 反応

を,補 体の役割 を中心 に検 討 した。

実 験 方 法

(1)zymosan空 気 嚢 炎症 の誘発

前 日,ラ ッ ト背部皮下 に空気 を8認 注入 して空気嚢 を作製 し,翌 日,zymosanをL6%の 濃度

になるよ うに懸濁 させ た0.8%CMC液 を4認 空 気嚢内 に注入 して,zymosan空 気 嚢炎 症を惹起

した。炎症 を惹起 してか ら一定時間後 に,ラ ッ トを脱血死 させて,嚢 内の滲出液を全量採取す る。

採 取 した滲 出液 をphosphatebufferedsalinepH7.4(PBS)に て2倍 希釈 した後,遠 心

(2,000×g,20分 間)を 行 って上清 と沈渣 に分 けた 。沈渣 は,PBSに 再 懸 濁 させ,含 まれ る

浸潤 白血球数 を血球計算盤 にて測 定 した。一方,上 清 は ヒスタ ミンや タ ンパ クの定量 そ してCH50

値 測 定の試料 と した。zylnosan空 気 嚢炎症では嚢 内壁 に多数 の白血球 が凝集付 着 して層を形 成 し

て いたため,trypsin処 理 を行 って この凝 集 白血球 を完全 に分散 させて回収 し,そ の数 を測定 し

た。但 し,ヒ スタ ミンの定量 は抽 出後,蛍 光法 にて 行な い,タ ンパ ク量の測定 は,Lowry法 に

従 った。また,CH50値 の 測定 は,Mayer法 の 原法を1/5に 縮 小 した方法 にて行 った。

(2)casein空 気 嚢炎症の誘発

白血球遊 走活性 を もつalkali-solubilizedcaseinを2%の 濃 度 にな るよ うに加 え た0.8%

CMC液 を,前 日作製 した空気嚢(8認)内 に4㎡ 注 入 してcasein空 気 嚢炎症 を惹 起 した。

casein空 気 嚢炎症では,嚢 内壁に凝集付着 した白血球 は存在 しなか ったが,zymosan空 気 嚢炎症

との比較のためtrypsin処 理 を行 った。
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(3)compound48/80空 気 嚢炎症の誘発

肥満細胞か らヒスタ ミンを遊 離させ る作用を もつcompound48/80を 各 種濃度 に溶解 させ た

0・8%CMC液 を,前 日作製 した空気 嚢(8窺 の 内 に4紹 注 入 してcompound48/80空 気 嚢炎症

を惹起 した。

(4>血 管 透 過性の測定

血管透 過性 の測 定は,ト レーサ ーと して,fluorescein一 玉abeledbovinealbumin(F-BSA)

を 用 いて行 った。F-BSA(20mg/0.2η の を静注 してか ら30分 後 に ラッ トを脱 血致死 させ,嚢

内の滲 出液を全量採取す る。 この採取 した滲出液中 の全蛍光 強度(Ex490um,EM521nm)を

測 定 し,注 射量の何%が 滲 出液中 に漏 出 したかを算 出 し,血 管透過性 の指標 とした。

⑤ ヒスタ ミン,セ ロ トニ ンの澗渇

co血pound48/80の0.1%(w/v)溶 液 を,夕 方 か ら開始 し,毎 朝夕,計8回,ラ ッ ト腹腔 内に

投与 して ヒスタ ミン,セ ロ トニ ンの澗渇 した ラッ トを作製 した。compound48/80の 投 与量 は,

先 の6回 を0,6mg/kgと し,後 の2回 は1.2mg/kgと した。炎症の惹起 は,最 終投 与か ら5時 間

後 に行 った。

㈲ 補体の個渇

lecithinase(phospholipaseA2)を 含 ま ないNajaNaja由 来 の 精 製 コブ ラ毒 因子 を,空

気嚢を作製す る0,14,20,24時 間前 に,各 ・々 62.5mg/kgの 用 量 にて4回,ラ ッ ト腹腔内に投

与 して補体 の澗渇 したラ ッ トを作製 した。

(7)ラ ッ トアナフィラ トキシ ンの精製

carboxypeptidaseN(anaphylatoxininactivator)の 阻害剤 の存在 下 にて,ラ ッ ト血清 中の

補体 をzymosanに て 活性化 して産 生 され た ラッ トアナ フ ィラ トキ シンを,CM-cellulose,

SephadexG-100,SP-SephadexC-25,SP-SephadexC-25の そ れ ぞ れ の カ ラ ム ク

ロマ トグラフ ィーを順次行 って精製 した。最終精製 品は,ポ リアク リルア ミドゲル電気 泳動 にて

1本 のバ ン ドとな り,純 品で あ った。分子量 は7,000で あ り,モ ルモ ッ ト回腸の収 縮を 引き起 こ

す最小有効濃度 は1.1×10-7Mで あ った。

⑧ 薬物投与

dexamethasoneは,エ タノール溶液を調製 し,惹 起直後 に0.1磁 空 気 嚢内に注 入 した。

pyrilarnine,methysergideは 再 留水 に溶解 させ た後zymosan-CMC液 あ るいはcompound

48/80-CMC液 に必 要量加えて局所投与 した。

K-76COONaは,再 留水 に懸 濁 させ,1NNaOHでpHを7.4と して 溶 解 させ,NaCl

を加 えて等張 とした後,ロ 過滅菌 してzymosan-CM(腋,compound48/80-CMC液 に加えた。
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実 験 結 果 と 考 察

1.zymosan空 気 嚢炎症 の確 立 と抗補体薬,抗 炎症 薬の効果

zymosan空 気 嚢炎症 は,対 照 と して0.8%CMC液 を 注入 した群 と比較 して,多 数 の多形核 白

血球 の浸潤,嚢 内壁への凝集,肉 芽組織 の形成,滲 出液 の貯留 を特徴 とす る激 しい炎症反 応が空

気i嚢内で起 こって いることが確認 された。また,casein空 気 嚢炎症 と異 な ってzymosan空 気

嚢炎症 における白血球浸潤 は,局 所 に投与 され たステ ロイ ド性抗炎症薬dexamethasoneに よ っ

て有意 な影響 を受 けず,本 炎症 が特 異な炎症 であ ることが示 された。一 方,補 体系 のC5と 結 合

して抗補体作 用を示すK-76COONaが,本 炎症 にお ける 白血球浸 潤を用量 依存 性を もって有

意 に抑制 した ことより,補 体 由来 の白血球遊走因子が本炎症 における白血球 浸潤 に関与す る可能

性が示 された。

2.zymosan空 気嚢 炎症 にお ける発症 メカニズムの解析

zymosan空 気嚢炎症では,少 な くとも炎症惹起後3時 間 まで,対 照群 と比 較 して滲出液中の

CH50値 が そのタ ンパ ク量 に比 して低下 してい ることよ り,滲 出液 中の補体 が活性 化を受 けて消

費 されている可能性 が示 された。また,炎 症部位 の組織 標本 を作製 して調べた結果,皮 下結合組

織 中の肥満細胞 が穎 粒を細胞周 囲に放出 してい るのが確 認 された。更に,滲 出液中 に肥満細胞 よ

り遊離 された ヒスタ ミンが検 出された。以上 の結果 よ り,zylnosanに よ る補体の活性化の過程で

産生 されたアナフ ィラ トキ シンが肥満細胞 の脱穎粒 を引き起 こしてい る可 能性 が考 え られた。ま

た,肥 満細胞 よ り放 出 された ヒス タ ミン,セ ロ トニ ンの レベルが滲 出液中で上昇す るの に伴 って,

血 管透過性 も著 しく充進す ることが示 された。 しか し,こ の血管透過性の充進 は,(1)compound

48/80-CMC液 の注 入によ りzymosan空 気嚢 炎症 と同程度の ヒスタ ミン遊離を起 こさせて も,

そ の血管透過 性 はzymosan-CMC液 注 入群 の約1/2で あ った こと,(2)ヒ ス タ ミン,セ ロ トニ

ンを澗渇 させ たラ ッ トに本炎症 を起 こさせて も,0.8%CMC液 注 入群の約3倍 の血管 透過性値

を示 した こと,(3)抗 ヒス タ ミン剤pyrilamine,抗 セ ロ トニ ン剤methysergideを 併 用 して も,

そ の血管透過性 の抑制 は部分 的で あ った こと,以 上 の結果 よ り,ヒ スタ ミン,セ ロ トニ ンのみで

は十分 に説 明で きず,他 の化学仲介因子 の関与が考 え られた。

3.2γmosan,compound48/80誘 発 ヒス タ ミン遊 離に対す る,新 抗補体薬K-76COONaの 抑

制作用

zymosan空 気 嚢炎症における肥満細胞の脱頼粒が アナフ ィラ トキ シンによって 引き起 こされて

いる可能性が示 されたので,抗 補体薬K-76COONaの 効果 にっいて検討 した。、K-76COONa

は,本 炎症 における ヒスタ ミン遊離及び血管透過性 の充進を用量依存性を もって有意 に抑制 した。

しか し,K-76COONaは,補 体非依存性の ヒスタ ミン遊離誘発剤で あるcompound48/80に て

誘発 した空気嚢炎症 にお ける ヒスタ ミン遊離及 び血管透過性 の充進,な らびに,腹 腔細胞か らの
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ヒスタ ミン遊離 を用量依存性 を もって有意 に抑剃 した。 この結果よ り,K-76COONaは,抗 補

体作用の他 に,肥 満細胞か らの ヒスタ ミン遊離 を抑制す る作 用を ももっ ことが明 らかになった。

4.ラ ッ トアナフィラ トキ シンの ラッ ト肥満細胞 に対す る作用

(1)精製 コブラ毒因子を前処 置 して補体を澗渇 させ た ラッ トにzymosan空 気 嚢炎 症を惹起 した

ところ,そ の ヒスタ ミン遊離及 び血管透過性の元進 は何 ら影響 を受 けなか った こと。② アナフ ィ

ラ トキ シン活性を もつzymosan処 理 ラッ ト血清 を20%の 濃度 になるよ うに加 えた0.8%CMC

液 を 空気嚢内に注入 して も有意な ヒスタ ミン遊離が起 こらなか った こと。③精製 ラッ トアナフ ィ

ラ トキシ ンを50μg/㎡ の 濃度 になるよ うに加 えた0.8%CMC液 を 空気嚢 内に注入 して も,ヒ ス

タ ミン遊離が起 こらな い こと。(4)精 製 ラッ トアナ フィラ トキシ ンをTyrode液(pH7.4)に 溶

解 させて皮内に注射 して も血管透過性が充進 されない こと。以上の結果 より,zymosan空 気 嚢 炎

症 にお いて観察 され る肥満細胞の脱 穎粒 は,ア ナフ ィラ トキ シンによって 引 き起 こされた もので

はない ことが明 らか にされ た。また,ラ ッ トアナフ ィラ トキ シンには,ラ ッ トの結合組織中の肥

満細胞 に脱 穎粒を起 こさせ る作用 のないことが明 らかにされた。
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文は炎症反応の研究における新 しい実験法として,ザ イモサ ンを起炎物質とするラットの

空気嚢型炎症モデルを開発 し,こ の炎症モデルの特性を検討 したものである。ザイモサンはバク

テ リアのモデルとして炎症反応や生体防衛反応の研究,特 に白血球の細菌貧食過程の研究などに

広 く利用されている物質であり,そ の本体は酵母細胞壁の多糖体である。また空気嚢型炎症モデ

ルは本研究室で多種類のものが既に開発されてお り,そ の線の研究の一環として本研究 も行なわ

れたものである。

本論文の第1章 はザイモサ ン空気嚢型炎症モデルの作成についての基礎的な条件を求めて,そ

の作成法を確立したうえで,こ のモデルに対する抗補体薬,抗 炎症薬の作用について検討を加え

たものである。抗補体薬としてはK-76COONaに ついて,ま た抗炎症薬としてはステロイ ド抗

炎症薬であるデキサメサゾンについて検討 した。本炎症モデルは白血球が炎症局所すなわちラッ

ト背部に作成 した空気嚢の内壁に多数凝集するほか,空 気嚢内の滲出液中にも多数浸潤 して くる

点に特徴をもつものであるが,炎 症の誘発と同時に薬物を局所投与 して検討すると,抗 補体薬K-

76COONaは 白血球遊出を用量依存的に抑制するが抗炎症ステロイ ドであるデキサメサゾンは白

血1球遊出を全 く抑制 しないという珍 しい特徴を持つことが明 らかになった。

第2章 においてはザイモサン空気嚢炎症の発症メカニズムについて解析 している。その結果,

滲出液中の補体レベルは著 しく低下 していること,マ トス細胞の脱穎粒があることに加えて,炎

症誘発30分 後の滲出液中の ヒスタミンの レベルが著 しく上昇 していることなどか ら本炎症の血管

透過性が著 しく充進 している起炎直後にはマス ト細胞の脱頼粒が大きな意味を持つことが明確に

された。

第3章 の研究では,上 記のようにマス ト細胞の脱顎粒が大きい意味を もっ と考えられるところ

か ら補体活性化の結果生 じたアナフィラトキシンが脱頼粒を惹起させているのではないかとの想

定の下に抗補体作用を持つK-76COONaの 影響について検討 し,こ の薬物は抗補体作用 とは関

係のない形でも脱穎粒を抑制 し得ることを発見 した。

さらに第4章 ではラットのアナフィラ トキシンを精製 して,そ の生物活性を検討 しマス ト細胞

脱穎粒作用がないことを認め,ザ イモサ ン誘発の炎症初期には補体 と関係のないメカニズムが関

与 していることを示唆 している。
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