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論 文 内 容 要 旨

序 論

炎症反応は生体防衛 反応であ る点 において生体の恒常性維持 に不可欠であ る。 しか し,過 度の

炎症反応 は,組 織障害や機能障害 など生体 にとって好ま しくない結果を招 く場合 もあ る。従 って,

炎 症反応を適度に抑 制す る手段が必要であ る。

炎症組織では多形核白血球やマ クロファージな どの浸潤が認め られ ることが多 い。炎症局所で

これ らの細胞の リソゾー ムか ら放 出 され るproteinase(蛋 白質 分解酵素)が 組織 障害因子 であ

るとい う考えは広 く受け入れ られてい る。 また,こ れ らの貧食細胞の炎症局所への集積をお こす

補体由来の化学遊走因子(C5a)や 炎 症の化学仲介因子 と言われて いるキニ ンな どの活性化 には

各種 のproteinaseの 関与 が推測 されて い る。従 って,proteinaseは 炎 症反 応 を修 飾 して い る

と考 え られ,proteinaseを 阻 害す る物 質(proteinaseinhibitor)は 炎 症 反応 に対 して も抑 制

的 に作用す るのではないか と期待 され る。

哺乳類の血漿中にはい くつかのproteinaseinhibitorが 存在するが,α 一macroglobu!in(αM)

は その一つである。ラットのαMに は α1-rnacroglobulin(α1M)と α2-acute-phasemacroglobulin

(α2APM)の 二 種類があ るが,α2APMは 正 常時 には ほとんど血 中に存在 せず,炎 症急性 期や

組織障害を受 けた場合に飛躍 的に血 中 レベ ルが増加 す る。proteinaseが 組 織障 害因子 として,

ま た,修 飾因子 として働 く可能性 が ある炎 症時 に,血 漿 中のproteinaseinhibitorで あ る

α2APMが 急 増す るという現象 は多分 に示唆的であ る。

本研究 では α2APMが ラ ッ トにおけ る内因性抗 炎症物質 で はな いか とい う作業仮 説 に基 づ き

各種検:索を行った。また,各 種低 分子proteinaseinhibitorの 抗 炎症作用 につ いて検討 を行 い,

カ ラゲ ニ ン空気嚢炎症の 白血球浸潤お よび 肉芽組織形成 に関与す るproteinaseの 種 類 に関 して

考察 した。

また,本 研究 にお いて は新 たな方法論 と して高感度 白血球走化性試験法の開発 と,炎 症時 に充

進す る血管透過性の測定法 と して,け い光法 による測定方法を確立 した。 また,こ の方法論の検

討中 に偶然認め られ た炎症時 にお ける血管透過性の質的変化 につ いて も若干の考察を加 えた。

結 果 と 考 察

1.炎 症時の ラ ッ トにおける α2acute-phasemacroglobulinの 役 割

カ ラゲニ ン空気嚢炎症を惹起 したラ ッ ト血中で は α2APMが 飛 躍 的 に増加 し,α1Mも 含 めた

血清 のmacroglobulin画 分proteinase阻 害 能を急増 させた 。その変化 は α2APMレ ベ ルの変

化 とパ ラレルで あり,炎 症惹起後24時 間を ピークとす る もので あった。一方,炎 症滲出液中の活
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性macroglobulinレ ベ ルの変化は5日 目まで増加 し,以 後,ほ ぼ一定値 を示す とい う血 中 とは

異 な る変化を示 した。また,血 中で はα2APMが ほ とんど存在 しない炎症惹起10お よび15日 後 に

おいて も,滲 出液中で は α2APMが α1Mに 比 べかな りの割合で存在 してい ること も明 らか とな っ

た。

部分精製 した α2APMと α1Mを カ ラゲニ ンと同時に空気嚢内に投与 した場合,高 いproteinase

阻 害活性を持つ α2APM画 分 のみが4日 後 の肉芽組織形成を抑制 した。

以上 の結果 は,α2APMは 自 らの血 中 レベルを増加 し,そ の結果 と して血中 のproteinase阻

害 活性 を増 加 させ ることに より内因性の抗炎症物 質 と して働 きうることと,そ の抗炎症作用発現

にはproteinaseinhibitorと して の活性 が重要 であ ることを示唆する ものであ る。

2.低 分子proteinaseinhibitorの 抗 炎症作用

proteinase阻 害 スペ ク トルにか な りの特 異性 を持 つ各種 低分 子proteinaseinhibitorを 用

いて,そ の カラゲニ ン空気嚢炎症に対す る作用を解析 した。 その結果,4日 後 の肉芽組織形成を

抑 制 した もの は,TPCK,leupeptin,chymostatin,antipain,cystamineな ど のserine一

お よびthiol-proteinaseのinhibitorで あ り,ラ ッ トの カ ラゲニ ン空気 嚢 炎症 にお ける肉芽

組織形成 過程 にserine一 お よびthioLproteinaseの 関 与 が 示唆 され た。 α2APMの 肉 芽組織

形成の抑制作用 も,こ れ らのserine一 お よびthiol-proteinaseを 阻 害 した結 果で あ ると考え ら

れ る。

また,急 性 期の 白血球 浸 潤 を抑制 したの は,TPCKお よ びleupeptinな ど のserine一 お よ

びthiol-proteinaseのinhibitorで あ ったが,thiol-proteinaseのinhibitorで あ るcystamine

が 白 血球浸潤 に対 し抑制作用を示 さないことか ら,白 血球浸潤 の過 程 にserine-proteinaseの 関

与が示唆 され るに到 った。更 に,新 たに開発 した高 感度 白血球走化性 試験法 を用 いた 初 θ露70

で の 白血 球走化性 運動 に対す るTPCKお よ びleupeptinの 作 用 の解析 よ り,2つ のinhibitor

の 吻 θ勿o白 血球浸潤抑 制作 用機序 は異 な る ことが わか った。す なわ ち,TPCKは 直 接 白血球

に作用 し白血球浸潤を阻害す るが,leupeptinは 直 接 白血球 の走化性を 阻害す る能 力を持 たない

ことが明 らか とな った。従 って,leupeptinは 炎症 局所の白血球走化性 因子 の産生 を阻害す る こ

とにより炎症部位への 白血球浸潤を抑制 して いると考 え られる。

またleupeptinは カ ラゲ ニ ンと同時 に空気嚢 内に投与 した場合,ヒ スタ ミン,セ ロ トニ ンが

仲介す ると考 え られ る一過性の血管透過性の充進を 引きお こすが,そ れ以後 は持続 的な血管透過

性の抑制作用を示す ことも明 らか となった。従 って,leupeptinは カ ラゲ ニ ン炎症 におけ る急性

期血管透過性 と白血球浸潤 および慢性期肉芽組織形成 のすべて に対 し抑制作用 を有す ることが明

らか となった。
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本章では簡便な白血球走化性試験法 も考案した。これは装置の構造め単純化および取 り扱い操

作の簡略化を目的としたものであったが,走 化活性物質の検出感度および測定精度の面での向上

が認められた。この方法は簡便かつ高感度の白血球走化性試験法 としての普及が期待される。

3.空 気 嚢型炎症モ デル における,け い光法 による血管透過性充進 の測定法 の確立

けい光色素 で あるfluoresceinisothiocyanateを 標 識 した牛血 清 アル ブ ミン(F-BSA)を

トレーサ ーに用 いた。F-BSAを ラ ッ トに静注 し,一 定時間後 に炎症滲 出液 を回収 した。滲 出液

はPBSで 希 釈 したの ち遠心 し,上 清 中のけい光強度 を測定 した。 これによ り滲 出液中に漏出 した

F-BSAを 定 量化 し血管透過性 の指標 とす る方法 であ る。F-BSAは ラ ッ ト1血中で安 定で半減 期

は5時 間以上で あり,ト レーサ ー として適す る もので あ った。

この方法 はすで に確立 されて いる放射性 同位元素 を標識 したアルブ ミンを トレーサー とす る方

法 と比べ,精 度的に劣 らない測定が可能で あった。更 に長所 として1)半 減期が ないため トレー

サ ーの長期保存がで き,要 時調整が しやす い。2)'実 験 経費 は1/10以 下 です む。3)特 別 な施設

の必要性が ない。4)取 り扱 い者 の放射線 障害 の危険性 がない。などがある。

4.け い光法による皮内血管透過性充進の測定法の確立

上述のけい光法による血管透過性測定法は滲出液が採取可能な炎症モデルには適用可能である

が,そ の採取が困難な皮内反応での血管透過性測定には適用できなかった。この章で確立 した方

法は,こ の欠点を克服するものであり,け い光法による皮内血管透過性の測定法の確立である。

この方法は血管内より漏出したF-BSAを 含む皮膚組織をNaOH中 で加熱す ることにより加水分

解 し,F-BSAを エタノール添加による沈殿を受けない低分子のけい光物質に変換 した。それに

より短時間での高率(98%)の 蛍光物質の皮膚組織か らの回収に成功 した。

5.カ ラゲニ ン空気嚢炎症 にお ける血管透過性の質的変化

F-BSAの 他 にfluoresceinisothiocyanateを 標 識 したdextran,bovinelgGお よ び

cationizedBSAを トレーサーに用 い,カ ラゲニ ン空気嚢 炎症 にお ける血管 透過性 の経時変 化を

調べた。その結果,F-BSAの 経 時変化 と他の トレーサーの経時変化 とは異 なるパ ター ンを示 し

た。 また,炎 症惹起直後 には電気的 に中性 または正電荷 を持つ物質 の方が負電荷を持つ物質 よ り

透過 しやす い傾 向が あるが,炎 症 の 進 展 と共 に その 傾 向 が 縮小す る方向へ向 う現象が認 め ら

れ た。

以上の結果は,カ ラゲニ ン空気嚢炎症 において血管透過性が量的だ けで な く質的 にも変化す る

ことを示す ものであ る。 また,単 独の トレーサ ーを用いて得 られた測定結果を,他 の血漿成分の

挙動 にまで拡大解釈す ることの危険性を指摘す るもので ある。

一53一



審 査 結 果 の 要 旨

本研究は炎症反応の研究における新 しい実験法として,本 研究室で開発されたカラゲニン空気

嚢炎症モデルを活用 して炎症反応に対するプロテアーゼ抑制物質の作用を検討 し,さ らにこの検

討の過程を通 じて蛍光色素を結合 させた高分子化合物による血管透過性冗進の測定法を開発 した

ものである。

第1章 ではラットにおいて抗プロテアーゼ活性を持っ生体高分子であるα1一マクログロブリン

(αrM)と α2一急性期マクログロブ リン(α2-APM)の2つ について炎症時における役割を検

討 した結果について述べている。炎症の経過につれてこれらがどのように動 くかを検討した結果,

前者は炎症時に全 く動きを示さないが後者は炎症経過 と密接に関連 して変動 し,あ たかも炎症反

応を誘発する方向に働 くプロテアーゼの作用に拮抗 して炎症反応を鎮静化 させる方向に作用する

生体反応調節物質であるかのように振舞 うことを示した。

このような知見に立脚 して第2章 では,今 日既知の幾っかの低分子プロテアーゼ阻害作用物質

について,そ の抗炎症作用を主 としてカラゲニン誘発炎症の白血球浸潤 と肉芽組織形成の問題に

ついて検討 した。その結果,白 血1球浸潤に関してはセリンプロテアーゼおよびチオールプロテアー

ゼの阻害物質であるロイペプチンが抑制的に働 くが,後 者のみを阻害す るシスタミンは無効であ

ることか らセリンプロテアーゼが大きい意味を もつと考察 している。なおロイペプチンは白血球

に対 して直接的な遊走抑制作用を持つのではなく,』炎症局所でケ ミカルメディエーターの産生に

関わるプロテアーゼを抑制するために間接的な作用 として白血球の遊出を押えていると結論 して

いる。

第3章 および第4章 では蛍光法によって空気嚢型炎症での血管透過性元進について測定す る問

題について方法論的な検討を行なっている。高分子のキャリアーに結合させる蛍光色素としては

ローダミンレッ ドとフロレッセンとを検討 し,後 者の方がす ぐれた特性を持つことを認めている。

この方法は従来の方法に比べてあらゆる意味で優れた測定法であって,炎 症研究の上に今後貢献

す るものと期待されるところである。
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