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要旨 

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) の fimbriae は歯周炎における病原因

子と考えられており、種々の細胞に作用して炎症性サイトカイン産生を誘導す

ることが報告されてきた。本研究では P. gingivalis 菌体から精製した fimbriae の

好中球に対する、活性酸素産生増強作用 (priming) 誘導能および interleukin-8 

(IL-8) 産生誘導能を調べた。菌体由来物質の細胞に対する作用を調べる際に問

題となる lipopolysaccharide (LPS) などの夾雑物質の混入に注意を払い、Triton 

X-114 を用いた phase separation 法で分画して、LPS およびその他の疎水性活性物

質を除いた fimbriae を調製して、本研究で用いた。その結果、fimbriae は好中球

に priming を起こさなかったが、試験管にコートした fimbriae は、LPS によっ

て priming を受けた好中球に活性酸素産生を誘導した。また、fimbriae は好中球

に微弱ながら IL-8 産生を誘導したが、fimbriae の IL-8 産生誘導活性は、 

P. gingivalis 由来 LPS より低かった。fimbria で単核球を刺激すると IL-8 産生を誘

導したが、その応答は lipopeptide、peptidoglycan および LPS より弱く、血清依

存性も著明ではなかった。以上の結果から fimbriae タンパク自体には食細胞に作

用して炎症性の細胞応答を誘導する活性はないか、あっても弱いと考えられた。 

次に、好中球による O2- 産生に対する歯周炎治療薬であるマクロライドの

効果を検討した。末梢血由来の好中球は LPS や走化性ペプチドにより priming
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を受けると、走化性ペプチドや付着による刺激に応答して強い O2- 産生が誘導

される。このような priming 後の走化性ペプチドや付着の刺激による O2- 産生の

誘導はマクロライドで好中球を処理することで抑制された。アジスロマイシン

による O2- 産生の抑制には、血清の存在が必要であった。その効果は NaHCO3

により置き換えることができ、pH を上昇させることで効果が発揮されていた。

抑制の強さはアジスロマイシン＝ロキシスロマイシン＞クラリスロマイシン＞

エリスロマイシンの順であった。塩化アンモニウムはアジスロマイシンの効果

を除去した。アジスロマイシン存在下で好中球を培養した後に塩化アンモニウ

ムを加えても効果はなく、培養前に加えたときにのみに効果があったことから、

塩化アンモニウムが好中球によるアジスロマイシンの取り込みを阻害している

可能性が示唆された。アジスロマイシンは、LPS による priming の有無にかかわ

らず、好中球の alkaline phosphatase、CD11b、cytochrome b558 の発現に影響を与

えなかった。これらの結果より、マクロライドは好中球における LPS 刺激伝達

経路に影響を与えることなく、O2-産生を選択的に抑制することが示された。エ

リスロマイシンの誘導体で、抗菌作用を持たないマクロライドとして開発され

た EM703 と EM900 は生理学的な pH (7.4) で好中球の O2- 産生の誘導を有意に

抑制した。このエリスロマイシン誘導体は耐性菌の発生を誘導しないことから、

将来有望な抗炎症剤となることが期待される。  
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第１章 : Porphyromonas gingivalis 由来 fimbriae に対する白血球の

応答 

緒言 

歯周病原細菌の病原因子として、リポ多糖体 (LPS)、fimbriae が知られて

いる (1)。LPS は、単球、マクロファージ、繊維芽細胞などに作用して interleukin-1, 

6, 8 (IL-1, 6, 8)、tumor necrosis factor-α (TNF-α) などのサイトカインの産生を誘導

する (2)｡ Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) の fimbriae は、細胞、唾液成分、

コラ－ゲンに結合し、菌体の付着因子として働くとともに、歯肉上皮細胞、脾

細胞、単球、マクロファージに作用して炎症性サイトカインの産生を誘導する

ことが報告されている (1) ｡ 

好中球は、炎症局所に遊走し、細菌を貪食、消化して生体防御的に働く

とともに、炎症局所では細胞外に superoxide anion (O2
-) を産生し、O2

- より生成

した reactive oxygen intermediate (ROI)と呼ばれる一群の活性物質によるタンパク

分解酵素群の活性化を通じて組織破壊を引き起こすことが明らかにされている 

(3,4)｡好中球は LPS、N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), サイトカイ

ン (TNF-α、IL-8) の作用を受けると priming を受けた状態となり、続いて異なる

刺激を受けると、著明な O2
-産生 (triggering)を起こす (5)｡また、priming を受け
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た好中球は、試験管表面に coating した血清蛋白や細胞外基質に付着することに

よって、高い O2
-産生を示す (6)｡すなわち好中球が防御的、あるいは、破壊的に

活性を発揮するのに２つの異なるステップ、priming と triggering を必要とすると

考えられている (3)。歯周病関連細菌由来LPSが好中球の活性酸素産生のpriming 

を起こすことは報告されているが、fimbriae については分かっていない (7, 8) 。

一方、fimbriae は種々の細胞に作用してサイトカイン産生を誘導することは報告

されている (2)。とりわけ IL-8 産生に関する研究としては fimbriae とその部分

合成ペプチドが歯肉上皮細胞からの IL-8 産生を誘導することが報告されている 

(9)。好中球を fibrinogen 存在下に fimbriae と培養すると IL-8 産生が誘導される

ことが報告されている (10)。また fimbriae は好中球に作用して β2 integrin の発現

増強を誘導することが報告されている (11)。 

fimbriae などの菌体由来成分を用いた研究においてLPSを始めとする菌

体成分の混在が常に問題となる。実際問題、混在すると考えられる LPS の

影響を排除するような配慮がなされていない研究が多い。特に単球、マク

ロファージの fimbriae に対するサイトカイン応答を指標にする場合は混

在する LPS およびその他の菌体成分の関与の可能性を注意深く排除する

ことが求められる。Triton X-114 を用いた phase separation による分画によ

って可溶性タンパクから LPS を始めとする疎水性物質を分離・除去するこ
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とができ、可溶性タンパクや plasmid DNA から endotoxin を除去する方法

として広く用いられている (12)。 

本研究においては Triton X-114 を用いた phase separation により LPS 

を始めとする疎水性活性物質を除いた P. gingivalis の fimbriae を調製し、(1) 

fimbriae が、好中球に作用して活性酸素産生の priming を誘導するか、(2) 

好中球および単核球に IL-8 産生を誘導するかの 2 点について調べた。そ

の結果 fimbriae には好中球の priming を起こす活性は認められなかった。

一方 fimbriae は、好中球の付着とそれに伴う活性酸素産生を誘導すること

が分かった。 好中球および単球に対する IL-8 産生誘導は他の TLR2 およ

び TLR4 のリガンドに比べて重量当たり極めて低い活性を示したという結

果が得られた。これらの結果から P. gingivalis 由来 fimbriae の好中球・単

球の自然免疫活性化能はほとんどないか低いという結論が得られた。 
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材料と方法 

試薬 

P. gingivalis 由来 LPS は、P. gingivalis 381 株から調製したものを高田春比

古博士 (東北大学) より分与された (13)。K235 由来 Escherichia coli (E.coli) LPS

は Floyd McIntire 博士 (University of Colorado, Denver, CO) より分与を受けた  

(14) 。Staphylococcus aureus 由来 peptidoglycan は Fluka Chemie GmbH (Buchs, 

Switzerland) より購入した。Lipopeptide, Pam3Cys-Ser- (Lys)4  (Pam3) は EMD 

Bioscience, Inc. (La Jolla, CA) から購入した。Cytochrome c、Histopaque 1077、ヒ

ト血漿由来 fibrinogen は Sigma Chemical Co (St. Luis, MN, USA) より購入した。

fMLP は Vega Biochemical (Tucson, AZ, USA) より購入した。Type IV collagen は

Koken (Tokyo, Japan) より購入した。デキストラン (分子量：200,000–300,000, 

LPS-free) は United States Biochemical Co. (Cleveland, OH, USA)より購入した。

Triton X-114, p-nitrophenol phosphate, 2-amino-2-methyl-propanol は Wako Pure 

Chemical Industries (Tokyo, Japan) より購入した。抗 IL-1β monoclonal antibody 

(mAb), 抗 IL-8 mAb, rabbit 抗 IL-1β 抗体, rabbit 抗 IL-8 抗体, horseradish 

peroxidase-conjugated ヤギ 抗マウス IgG は R&D systems (Minneapolis, MN) か

ら購入した。抗 CD11a mAb  (P01171M, clone 38) は Biodesign Internationa 

(Kennebunk, ME) から、抗 CD11b mAb  (MAS 439, clone 44) は Harlan Sera-Lab 

Limited (Loughorough, England) から、抗 CD11b mAb (Mo1, clone 94) は Coulter 
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Immunology (Hialeah, FL) から、抗 CD11c mAb (CBL 146, clone 3.9) は Cymbus 

Bioacience Limited (Southampton, England) から、抗 CD11c mAb (FK24) は Nichirei 

(Tokyo, Japan) から、抗 CD18 mAb  (LFA-1, clone MEM 48) は Southern 

Biotechnology Associates Inc. (Birmingham, AL) から、control IgG1 は Ancell 

(Bayport, MN) からそれぞれ購入した。 

 

P. gingivalis 由来 fimbriae の調製 

P. gingivalis は、ATCC33277 株を、hemin、menadion を加えた brain heart 

infusion 液体培地で、嫌気的に培養し集菌した。菌体を超音波処理した後、

20,000 g、10 分の遠心上清を 40％飽和硫安で塩析し、10,000 g で遠心後の沈殿

を Tris-HCl 緩衝液 (5 mM、pH8.0) にて透析して粗 fimbriae 画分を得た。この

後の精製は 2 つの方法によって行った。1 つは非変性下の方法で、他は変性段

階を含む精製法である。まず、粗 fimbriae 画分を DEAE イオン交換クロマトグ

ラフィーにて分画し、NaCl の濃度勾配において～200 mM NaCl にて溶出され

た画分を濃縮して Sepharose CL-6B を用いたゲル濾過を行い、Tris-HCl 緩衝液 

(5 mM、pH8.0) にて透析して精製 fimbriae を得た (15)｡一方、粗線毛画分から

SDS-PAGE にて分離した 43 kDa の band を切り出して electro-elution (BioRad)に

より溶出した。その後、6 Mグアニジン塩酸存在下のSepharose CL-6Bを用いたゲル濾過に
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よって、SDSを除去したfimbriae 画分をTris-HCl 緩衝液 (5 mM、pH8.0) にて透析

し、精製 fimbriae を得た (16)。上記 2 つの方法を用いて精製した fimbriae を 1 レ

ーンあたり 5 µg サンプルを用いて電気泳動し、43 kDa の単一のバンドであるこ

とを確認した。 

 

Triton X-114 を用いた phase separation による分画 

fimbriaeの Triton X-114 を用いた phase separationによる分画は既報の方法

に準じて行った (12)｡ fimbriae (1～2 mg/ml) にTriton X-114を 1% になるように

加え、氷浴中で 5 分間静置した後 37℃に移してさらに 5 分間静置した。その後、

20,000 g で 3 分間遠心して 2 層に分離させ、その上層を回収した。Phase separation

を 3 サイクル行った後、残存した Triton X-114 は Bio-Beads (SM-2) (Bio-Rad, 

Hercules, CA) (100 mg beads/ml protein) に吸着させて除去した｡ Bio-Beads 

(SM-2) には endotoxin が混入しているので、既報にしたがって処理した後、180℃ 

で 3 時間加熱して用いた (12)。 

 

Limulus gelation test による endotoxin の測定 

残存した LPS は、Limulus gelation test により測定した｡ 測定はサンプルと

標準 LPS の 10 倍連続希釈系列を作成し、希釈サンプルと Limulus lysate を 2：1
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の割合で混合させ、37℃で 60 分間または 120 分間インキュベートした後、ゆっ

くり傾けて逆さまにしても液面が動かないものをゲル化陽性と判定した。サン

プルと標準 LPS の最終ゲル化濃度を比較して LPS 濃度を決定した。3 サイクル

の phase separation によって、未分画 fimbriae 中の Limulus gelation 活性 (1 µg 

LPS/mg protein 相当) は約 1,000 分の 1 の 1 ng LPS/mg protein 相当まで除去され

たことが確認できた｡ 

 

好中球および単核球の調製 

好中球は看護師が採血したボランティアーの末梢静脈血から、dextran 

sedimentation によって得た白血球画分を Ficoll-Hypaque (Histopaque) gradient 

centrifugation により単核球画分と顆粒球画分に分離して得た｡上層から単核球を

回収した。下層の好中球を含む画分から低張食塩水 (0.2％ NaCl) 処理により混

在する赤血球を除去して好中球を得た。好中球はさらに 20% Histopaque に重層

し遠心することにより残存する血漿タンパクとヘモグロビンを除去した。両細

胞ともリン酸緩衝化食塩水 (PBS)に浮遊させた。単核球画分には約 28% の単球

が含まれていた。得られた好中球画分の 95% が好中球であり、単球の混在は

0.1% であった (5)。好中球 (1.25×105 cells in 50 µl)の培養にはポリスチレンチ

ューブを用いた。チューブは 1% 血漿で 2 時間 coating し、その後 1 ml の PBS
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にて 2 回洗浄したものを用いた。この coating 操作は好中球による非特異的活性

化を消失させるために行った。 

 

好中球の priming の測定 

好中球の priming は、好中球 (5 x 106 cells/ml)と LPS または fimbriae を、血

清の存在下、または非存在下で、37℃、30 分間培養した後、1 mM Ca2+, 1 mM Mg2+, 

0.2% glucose を含む 20 μM cytochrome c 存在下に 1 μM fMLP と 37℃、7 分間培

養し、遠心の後、上清中の還元された cytochrome c を測定することによって O2
- 

量を算出した｡O2- の算出ではその上清の 542 nm, 550 nm, 及び556 nmにおけ

る吸光度を測定し、３つの値から isosbestic point を求め、真の 550 nm の吸光

度を得た。この値から cytochrome c の吸光係数 0.021 mM-1を用いて O2
- の濃度

を計算した (5)。 

 

付着による O２
- 産生の測定 

付着による O2
- 産生の測定には精製 fimbriae で 2 時間 coating した後、type 

IV collagen (30 µg/ml)にて blocking を施したポリスチレンチューブを用いた。LPS

によって priming した好中球 (1x106 cells/ml) を fimbriae にて coating したチュー

ブ内で 1 mM Ca2+, 1 mM Mg2+, 0.2% glucose を含む 20 µM cytochrome c とともに
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37℃、60 分間培養した後、細胞浮遊液を採取し、その遠心上清の還元 cytochrome 

c を測定した。浮遊細胞を除去した後の試験管を PBS にて洗浄後、試験管に付

着した細胞の総蛋白を定量し、加えた細胞の総蛋白に対する割合を算出し、細

胞の付着とした (6)。 

 

IL-1β および IL-8 産生誘導の測定 

単核球 (0.5 x 106 cells/ml)または好中球 (1 x 106 cells/ml)を10% 非働化牛胎児血

清を含有あるいは非含有RPMI1640培地に浮遊させ、fimbriae とともに37℃で 5% 

CO2存在下に16 時間polystyrene tube 内あるいは 96 穴マイクロプレート内で培養後、

上清中の IL-1b および IL-8 の濃度を ELISA 法 にて測定した (17)。 

 

統計分析 

結果は、平均値±標準誤差として示した。統計上の有意差はマッキント

ッシュコンピューターの StatView program II を用いて Analysis of variance 解析と

Scheffe,s の F-test を組み合わせて評価し、5％の危険率で有意と判定した。 
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結果 

fimbriae による好中球の priming 

まず、Triton X-114 による分画を行っていない SDS-PAGE/electro elution に

よって精製した fimbriae が好中球の priming を起こすかどうか調べたところ、血

清の存在しない条件下では、fMLP 刺激による O2
- 産生はみられなかったが、血

清存在下では、fimbriae の濃度依存性に priming が観察された (Fig. 1a)｡ 非変性

条件と変性条件の 2 通りの方法で得た fimbriae を比べると、非変性 fimbriae の

方が活性は高かったが、大きな差はなかった(data not shown)。そのため、以下の

結果は、変性条件の SDS-PAGE/electro elution によって精製した fimbriae を用い

たものを示している。2 通りの方法によって精製された fimbriae には、Limulus 

lysate gelation test で、ともに 1 µg/mg protein の LPS に相当する Limulus lysate 

gelation 活性が含まれていることが確認された｡そこで、10 mg/ml - polymyxin B

で前処理した fimbriae を用いて調べると、fimbriae による priming は抑制された

(Fig. 1a)｡この結果より、未処理の fimbriae で起こった priming は、混在している

LPS の作用である可能性が生じたので、TritonX-114 を用いた Phase separation に

より、fimbriae を分画した。その結果、精製 fimbriae の gelation 活性を 1/1000

まで、すなわち LPS 1 mg/mg protein 相当から LPS 1 ng/mg protein 相当程度まで

除去できた。 LPS 以外の疎水性物質がどこまで除去できたかについては調べて
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いない。分画した fimbriae を用いて priming 効果を調べると、Fig. 1b に示すよう

に、分画した fimbriae には、血清の存在する条件下においても、fMLP 刺激によ

る好中球の O2
- 産生の増強はみられなかった｡このことより、fimbriae 自体には

priming をおこす活性はないことが示された｡なお P. gingivalis 由来 LPS による

priming は 10 ng/ml 以上の濃度で観察された (7)。 

 
Fig. 1 Neutrophil priming activity of P. gingivalis-derived fimbriae.  
Fimbriae was treated with Triton X-114 to remove endotoxin or other hydrophobic substances 
as described in Materials and Methods. Increasing concentrations of fimbriae were 
pre-incubated with PBS or 10 mg/ml-polymyxin B at 37℃ for 60 min. Neutrophils (2.5 x 106 
cells/ml) were incubated with fimbriae in the presence or absence of 1%-serum at 37℃ for 30 
min and then stimulated with 1 mM-fMLP at 37℃ for 7 min. Left panel: untreated fimbriae, 
right panel: Triton X-114-treated fimbriae.  
○, –serum, –polymyxin B; ●, –serum, +polymyxin B; ∆, +serum, –polymyxin B; 
▲, +serum, +polymyxinB. The results are the means ± SE from six experiments.  
*Significantly different from the results without fimbriae at the 95% confidence level. 
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fimbriae による付着依存性の O2-産生 

次に、LPS により prime された好中球が不動化 fimbriae に付着し、付着依

存性の活性酸素産生応答を示すかどうかを検討した｡ まず、ポリスチレンチュ

ーブへの非特異的付着によって起こる O2
- 産生を除くため、数種類のタンパクの

blocking 効果を試したところ、type IV collagen が効果的であることが確認できた 

(data not shown)。Triton X-114 処理 fimbriae でコートした後 type IV collagen で

blocking したチューブを用いて以下の実験を行った。Triton X-114 処理 fimbriae, 

fibrinogen, plasma で coatingしたチューブ内でLPS でpriming した好中球を培養

し、付着と付着によるO2
- 産生を調べた (Fig. 2a)。その結果、fimbriae は fibrinogen, 

plasma と同様 (6)、付着と付着による O2
- 産生を引き起こした。fimbriae への付

着による O2
- 産生のタイムコースを調べると、60 分にわたって産生が続くこと

が分かった (data not shown) (6)。この O2
- 産生のタイムコースは、LPS によって

priming された好中球を fMLP 刺激した際、3 分から 4 分で O2
- 産生が終息するの

と対照的であり、付着による活性酸素産生に特徴的な長時間にわたる応答を示

した (6)。 

次に図に示した濃度の Triton X-114 処理 fimbriae でコートしたチューブ内

で LPS によって priming された好中球を培養し、O2
- の産生を調べると、コート

する fimbriae の濃度依存性に O2
- 産生量の増加がみられた (Fig. 2b)｡この O2

- 産
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生が付着に依存したものであるかどうかを確認するため、Mg2+を除いた､非付着

条件での O2
- の産生と付着細胞数を測定した｡すると、Mg2+ を除いた条件では、

付着細胞の減少とともに O2
- 産生が減少した (data not shown)｡これらの結果か

ら fimbriae には priming された好中球を付着させ、付着により O2
-  産生を誘導

する活性があることが分かった。 

さらに LPS で priming した好中球を抗 β2 integrin 抗体 (5 mg/ml) とインキ

ュベートした後、抗体存在下に Triton X-114 処理 fimbriae で coating した試験管

内で培養し、この抗体がO2
- 産生と付着にどのような影響を与えるかを調べた。

抗体非存在下で培養した好中球、コントロール IgG1 を用いて培養した好中球と

比較し、β２integrin の a鎖、b鎖いずれに対する抗体で処理しても O2
- の産生と付

着の減少がみられた｡ 特に抗 CD11c 抗体である FK24 による処理で強い抑制が

みられた (Fig. 2c)｡この結果より、fimbriae は LPSで primingした好中球に対し、

β２integrin を介して付着し、付着依存性に O2
- 産生を誘導することが示された｡ 
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Fig. 2 Fimbriae-induced adhesion-stimulated O2
- release by LPS-primed neutrophils.   

a) Adhesion-stimulated O2
- release by LPS-primed neutrophils. Polystyrene tubes were 

coated with 100 mg/ml-fimbriae, 100 mg/ml-fibrinogen or 10%-serum and then blocked with 
type IV collagen. LPS-primed neutrophils (1 x 106 cells/ml) were incubated in protein-coated 
tubes at 37℃ for 60 min, and adhesion-stimulated O2

- release and adhesion of neutrophils to 
protein-coated tubes were determined as described in Materials and Methods.  
Open bar, adhesion-stimulated O2

- release; close bar, adherence. The results are the means ± SE 
from six experiments. *Significantly different from the results without fimbriae at the 95% 
confidence level.  
b) Dose effect of fimbriae on adhesion-stimulated O2

- release. Polystyrene tubes were coated 
with indicated concentrations of fimbriae for 2 h, blocked with 30 mg/ml-type IV collagen and 
then washed twice with PBS. LPS-primed neutrophils (1 x 106 cells/ml) were incubated in 
fimbriae-coated tubes with cytochrome c at 37℃ for 60 min followed by determination of O2

-. 
Results were means from two independent experiments.  
c) Effect of treatment of LPS-primed neutrophils with anti-b2 integrin antibody. 
LPS-primed neutrophils were incubated with antibodies as indicated in figure at 0℃ for 30 min 
and then incubated in fimbriae-coated tubes at 37℃ for 60 min. After the incubation, O2

- 
release and adhesion were determined. Results were means from two independent experiments. 
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fimbriae による好中球の IL-8 産生 

まず、好中球をTriton X-114 処理 fimbriae とともに培養後、上清中の IL-8 を

測定した。その結果、血清非存在下で fimbriae は濃度依存性に IL-8 の産生を誘導

することが観察された (Fig. 3a)。対照として用いた LPS は血清非存在下の条件で

は、P. gingivalis LPS と E.coli LPS のいずれも IL-8 産生は誘導されなかった。  

同じ条件下で、血清を添加しその影響を見たところ、血清を加えるとLPS による IL-8

産生は濃度依存性に観察されるようになったが、血清添加はTriton X-114 処理

fimbriae による IL-8 産生を増加させることはなかった。このことよりTriton X-114

処理 fimbriae による IL-8 産生は、非常に低レベルながら混在していることが考えら

れる LPS および lipoprotein の作用ではないことが示唆された。更に fimbriae または

LPSを polymyxin B ( 10 mg/ml) で処理して調べたところ、polymyxin B 処理により

LPS による IL-8 産生は抑制されたが、fimbriae による IL-8 産生は、影響を受け

なかった (data not shown)。 Triton X-114 処理 fimbriae による IL -8 産生のタイムコ

ースを調べたところ、時間依存性に IL-8 産生の上昇がみられ、16 時間でほぼプラ

トーに達した (data not shown)。 

次に、ポリスチレンチューブ を種々の濃度の Triton X-114 処理 fimbriae で

coating した後、type lV collagen で blocking を施すことによって、固相化 fimbriae 

を調製した。この固相化 Triton X-114 処理 fimbriae 上で好中球を培養して IL-8 産
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生を調べると、coatingする fimbriae の濃度依存性に IL-8 産生の増加がみられた。

固相化 Triton X-114 処理 fimbriaeにおいても溶液状Triton X-114 処理 fimbriaeで好中球

を培養した場合と同程度の IL-8産生誘導が観察された (Fig. 3b)。 対象として用いた固相

化 fibrinogenと固相化血漿タンパクには活性は無かった。 
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Fig. 3 Fimbriae-induced IL-8 production by neutrophils.  

a) IL-8 induction by soluble form of Triton X-114-treated fimbriae. Neutrophils (2.5 x 106 
cells/ml) were cultured with fimbriae or LPS in the presence or absence of 10%-serum at 37℃ 
for 16 h in 5% CO2, and IL-8 in the supernatant was determined. The results are the means ± SE 
from six experiments. *Significantly different from the results without stimulant at the 95% 
confidence level. 
b) Surface-bound fimbriae-induced IL-8 production by neutrophils. Polystyrene tubes were 
coated with increasing concentrations of fimbriae, fibrinogen or plasma and then blocked with 
type IV collagen. Neutrophils (2.5 x 106 cells/ml) were cultured without serum at 37℃ for 16 h 
in 5% CO2, and IL-8 in the supernatant was determined. The results are the means± SE from 
four experiments. *Significantly different from the results without fimbriae, fibrinogen or 
plasma at the 95% confidence level. 
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fimbriae による単核球の IL-1β 産生誘導 

単核球をそれぞれTriton X-114処理P. gingivalis-fimbriae, P. gingivalis-LPS, 

E. coli-LPS と培養し、産生された IL-1β 量を測定した (Fig. 4a)。Triton X-114 処

理 fimbriae はわずかながら IL-1β 産生を誘導した。血清添加によりわずかに産

生は増加したが、P. gingivalis-LPS, E. coli-LPS による IL-1β 産生が血清の添加に

より著明に上昇したのとは対照的であった。 

fimbriae による単核球の IL-8 産生誘導 

通法にしたがって調製された fimbriae には LPS の混入があり、通法にし

たがって調製されたP. gingivalis由来LPS には lipoproteinの混入があることが報

告されている (18) ことから、本研究で用いた phase separation によって分画され

た P. gingivalis 由来 fimbriae にも依然として LPS と lipoprotein の残存が想定され

る。したがって以下の実験において TLR2 のリガンドである lipopeptide, Pam3 と

peptidoglycan, TLR4 のリガンドである LPS を対照として単核球からの IL-8 産生

誘導能を Triton X-114 処理 fimbriae と比較した。 

単球を含む単核球を血清 (5%) の存在あるいは非存在下に種々の濃度の

Triton X-114処理 fimbriae を用いて培養し、産生された IL-8 を測定した (Fig. 4b)。

Triton X-114 処理 fimbriae は濃度依存性に単核球からの IL-8 産生を誘導した。

血清存在下では非存在下よりも応答が強く認められたが、血清存在下では
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fimbriae 非添加群においても IL-8 産生が認められ、両者のグラフは平行移動し

た形を呈したので、Triton X-114 処理 fimbriae による IL-8 産生誘導の血清依存

性は弱いと考えた。一方、対照として用いた Pam3, peptodiglycan, LPS による単

核球の IL-8 産生誘導は明らかな血清依存性を示した。このことは fimbriae の

IL-8 産生誘導は lipoprotein あるいは LPS によるものではないことを示唆する。

これらの結果より、Triton X-114 処理 fimbriae, 10 mg/ml の IL-8 産生誘導活性は

E. coli LPS, 0.01 ng/ml あるいは Pam3, 0.1ng/ml の活性と同等であったことから、

X-114処理 fimbriae は単核球に作用して IL-8 産生を誘導するが、作用はPam3 や

LPS に比べて著しく弱いものであることが分かった。データを示していないが、

TNF-α 産生も IL-8 産生と同様であった。 

以上の結果から、P. gingialis の fimbriae には好中球の priming を誘導する

活性はないが、弱いながら好中球に対して IL-8 産生を、単核球に対して IL-1β

産生と IL-8 産生を誘導する活性がある事が示された。用いた Triton X-114 処理

fimbriae には依然としてわずかながら夾雑物が残存しており、それらを除去した

fimbriae を用いた実験により fimbriae のサイトカイン産生誘導能が真に fimbriae

の持つ活性なのかどうかが明らかになるものと考える。 
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Fig. 4 Fimbriae-induced cytokine production by mononuclear cells.  

a) Fimbriae-induced IL-1b production by mononuclear cells. Mononuclear cells (1 x 106 
cells/ml) were cultured with fimbriae, P gingivalis-LPS or E. coli-LPS at indicated 
concentrations in the absence or presence of serum at 37℃ for 16 h in 5% CO2 and IL-1b in the 
supernatant was determined. The results are the means ± SE from three experiments. 
*Significantly different from the results without fimbriae, fibrinogen or plasma at the 95% 
confidence level.  
b) Fimbriae-induced IL-8 production by mononuclear cells. Mononuclear cells (1 x 106 
cells/ml) were cultured with increasing doses of stimulants shown in figure in the presence or 
absence of 5% serum at 37℃ for 16 h in 5% CO2 and IL-8 in the supernatant was determined. 
○, +serum; ●, -serum. The results are the means ± SE from four experiments. *Significantly 
different from the results without fimbriae, fibrinogen or plasma at the 95% confidence level. 
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考察 

グラム陰性細菌が産生した種々の活性タンパク質を研究に用いる際、混

在する LPS に特に注意を払うべきであるとの指摘がある (19)。かつて混在する

lipoprotein を除去した E. coli LPS を用いた研究が、LPS 認識における TLR2 の

関与を否定した (20)。また、リコンビナント蛋白が示すサイトカイン産生誘導

が混在した LPS によるものであることが判明した例は少なくない (21)。本研究

では混在する菌体成分として LPS にのみ注目していたが、むしろ LPS より

lipoprotein が重要であることを示す結果の報告 (18, 22)、あわせて lipoprotein も

Triton X-114による分画においてLPS同様可溶性タンパクから分離できることを

示す結果 (23, unpublished observation)とを考え合わせて考察した。 

未処理の精製 fimbriae は、好中球の priming をおこしたが、fimbriae を

Triton X-114処理することによって混在しているLPSを始めとする疎水性活性物

質を除去することで、Triton X-114 処理精製 fimbriae は好中球に priming をおこ

す活性はもたないことが明らかになった (Fig. 1)｡ 好中球の priming を誘導しな

いという結果は LP S を始めとする疎水性活性物質の除去は完全ではないにし

ても、好中球が応答する限界以下にまでこれらを除去できていることを示すと

考える。P. gingivalis-LPS は TLR4 の antagonist である LA-14-PP によって抑制

されないことが報告されている (7)。この結果を現在の知見に基づいて考察する
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と、P. gingivalis-LPS には TLR4 以外のリガンド、おそらく TLR2 のリガンドが

含まれていることが考えられる。 

また一方で、P. gingivalis-LPS は E. coli-LPS に対して拮抗作用を示すこと

が報告されている (24, 25) ことから、P. gingivalis-LPS は TLR4 に結合はするが

刺激伝達は惹起しないと考えられる。さらに P. gingivalis-LPS には lipoprotein が

含まれており、lipoprotein の線維芽細胞からの IL-8 産生を誘導する活性は P. 

gingivalis-LPS の 1,000 倍であり、加えて P. gingivalis-LPS から調製した lipid A に

は IL-8 誘導活性はほとんどなかったとの報告 (22)、および P. gingivalis の

lipoprotein 欠損株から調製した LPS には TLR2 および TLR4 を介した線維芽細胞

からの IL-6 産生誘導活性はほとんどなかったとの報告 (18) を考え合わせると、

P. gingivalis-LPS には proinflammatory な活性はなく、P. gingivalis-LPS の示す活

性は混在する lipoprotein によるものであると考えられる。実際に、合成 P. 

gingivalis-lipid A (神奈川歯科大・梅本教授より分与)には好中球の priming を誘導

する活性は認められなかった (unpublished observation)。Fimbriae についても同じ

ように考えることができる。すなわち、fimbriae には contaminant として P. 

gingivalis-LPS と P. gingivalis-lipoprotein が含まれており、fimbriae が示す活性は

やはり混在するP. gingivalis-lipoproteinによるものであるという考えが成り立つ。

P. gingivalis-fimbriae の TNF-α 誘導活性が lipoprotein lipase によって消失すること
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が報告されており、fimbriae 中の lipoprotein が活性の本体である可能性が指摘さ

れている (26) 。細菌由来 lipoprotein は Triton X-114 を用いた分画では Triton 

X-114 相に濃縮されることが報告されている (23) ので、本研究で用いられた

fimbriae 中の lipoprotein は LPS と同様に fimbriae から除去されていると考えられ

る。今回用いた Triton X-114 によって分画された fimbriae には P. gingivalis-LPS

と P. gingivalis-lipoprotein が微量しか残存していなかったために好中球の priming

が観察されなかった。しかし残存 P. gingivalis-lipoprotein がわずかに IL-8 産生を

誘導したと考えられる。 

Lipoprotein による細胞活性化は CD14 および LPS binding protein (LBP) 

依存性であること (27)、また LBP と CD14 を介して TLR2 と複合体を形成する

ことが報告されている (28)。さらに TLR4 欠損マウスは P. gingivalis 菌体に対

して、サイトカイン産生を示したが TLR2 欠損マウスでは認められなかったと

の報告 (29) は P. gingivalis 菌体は TLR2 のリガンドを持っているが、TLR4 の

リガンドを持っていないことを示し、P. gingivalis-fimbriae の自然免疫刺激活性

が P. gingivalis-fimbriae 中の lipoprotein ではないかという仮説を支持するもので

ある。 

また、LPS によって priming を受けた好中球は試験管に固相化された

fimbriae に応答して、付着依存性の O2
- の産生を惹き起こすことが観察された 
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(Fig. 2)｡ Mg２＋の存在しない条件、また、抗 β２integrin 抗体で好中球を前処理し

た条件では、付着細胞量の減少とともに、O2
- の産生量が減少したことから、

fimbriae は、活性化した好中球に β２integrin を介して付着し、結果的に応答を起

こさせることが示された｡この点に関しては fibrinogen を用いた結果と類似して

いた (unpublished observation)｡ P. gingivalis-fimbriaeとP. gingivalis-LPS はともに

TLR2を介した刺激伝達系を使うが、他の accessory signaling または ligand binding 

receptor (TLR1-2/CD14/CD11b/CD18) の関与において異なるパターンを示すこと

が報告されている (30)。  

しかしながら、P. gingivalis-lipoprotein の関与の可能性を想定した考察は

なされていない。Triton X-114 処理 fimbriae には好中球に IL-8 産生を誘導する活

性はごくわずかしか認められなかった。Polystyrene tube に固相化した Triton 

X-114 処理 fimbriae は好中球に対して IL-8 産生を誘導したが、溶液中の fimbriae

と同等の応答であった (Fig. 3b)。また、Triton X-114処理 fimbriaeによる単核球の IL-8

産生誘導には 、血清依存性は認められず、誘導の強さはPam3、peptidoglycan およびLPSに

比べて著しく弱いものであることが分かった (Fig. 4b)。また、P. gingivalis-LPS による単

核球の IL-1β 産生は好中球の priming と同様 LA-14-PP の影響を受けなかったこ

とから、P. gingivalis-LPS 標品中の LPS とは異なる夾雑物が IL-1β 産生を誘導し

ていることが考えられる (17)。 
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P. gingivalis-fimbriae には 6 種類あり、最も広く分布しているのが type 2

であること、また type 2 fimbriae 保有 P. gingivalis の病原性が高いことが報告さ

れている (1)。P. gingivalis 株の中の type 2 fimbriae 保有株、ATCC53977 株から

fimbriae と考えられる単一のタンパクを精製してそのサイトカイン誘導活性を

単核球で調べたところ type 1 fimbriae より高かったという結果 (未発表) を得て

いるが、精製 type 2 fimbriae を用いた報告が 1 つしかなく、用いた fimbriae の精

製度の信頼性に疑問があったので結果を示さなかった。 

以上の結果から、今後はより純度の高い P. gingivalis 由来 type 1 fimbriae, 

type 2 fimbriae, lipoprotein および LPS を調製し、それらを用いて P. gingivalis 菌

体成分の自然免疫活性化物質の本体を検索していく必要があると考えられる。 
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第２章 : マクロライドによる好中球のスーパーオキサイド産生

抑制のメカニズム 

緒言 

マクロライドは、その抗菌活性とは別に好中球の respiratory burst の抑制、

マクロファージによる炎症性メディエーターやサイトカイン産生の抑制を含む

抗炎症活性を持つことが報告されてきた (31, 32)。EM703 と EM900 は北里生命

科学研究所にて作られたエリスロマイシンＡの新しい 12 membered ring 

derivatives であり、抗菌活性はないが抗炎症作用があることが報告されている 

(33, 34)。これらの薬剤による抗炎症作用は主として種々の細胞からのサイトカ

イン産生を抑制することを通じて発揮されることが報告されているが、好中球

機能に及ぼす作用に関する報告はない。マクロライドは好中球、マクロファー

ジ、線維芽細胞といった細胞の中に蓄積され、これらの細胞からゆっくりと放

出されることがわかっている (35-37)。 

好中球は病原体を一掃するだけでなく、組織破壊にも重要な役割を果たす 

(38)。好中球は 3 つの異なる表現形を持つ：resting な状態、priming を受けた状

態、活性化された状態である (39)。LPS や Tumor necrosis factor (TNF)-α の刺激

を受けた好中球は、priming を受けた状態となる。priming を受けた好中球は
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N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) 等の刺激や付着など、第２の刺

激に応答し superoxide anion (O2
-) を産生する。O2

- 産生酵素である活性型

NADPH oxidase は好中球の表現形の変化に伴って、細胞膜上で cytochrome b558 

(p22phox と gp91phox / NOX2 の 2 つの膜貫通タンパク質)、3 つの細胞質側のタ

ンパク質 (p47phox、p67phox、p40phox)およびGTPアーゼ (Rac1のまたはRAC2) 

により形成される (39)。O2
- に由来する種々の酸素由来反応性物質は病原体を

殺傷するとともに組織破壊をも引き起こす鍵となる分子である (38)。好中球に

よる O2
- 産生はマクロライドにより抑制されることが示されている (40-46)が、

抑制されないとの結果も複数報告されており (47-49)、マクロライドが抗炎症

作用を起こすメカニズムについては未だ不明な点が多い。 

この研究において、６種類のマクロライドが好中球の活性酸素産生に及

ぼす効果を調べた。すなわち４つのマクロライド、エリスロマイシン、アジス

ロマイシン、ロキスロマイシン、クラリスロマイシン、そして 2 つのエリスロ

マイシン由来の誘導体 EM703, EM900 の計 6 種の薬剤を用いた。pH 8.0 以上の

条件下でマクロライドを用いて好中球を前処理することにより効果的に O2
- 産

生を抑制することが分かった。マクロライドは resting な好中球にも、priming を

受けた好中球にも有効であった。アジスロマイシンは NH4Cl によりその取り込

みが抑制されることを示唆する結果を得た。アジスロマイシンは LPS により誘
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導される脱顆粒に伴う cytochrome b558 の発現に影響は与えなかったことから、ア

ジスロマイシンが NADPH oxidase の活性化過程を抑制するものではないことが

分かった。EM703 と EM900 は、生理的 pH (7.4) において O2- 産生を抑制した。 

 

材料および方法 

試薬 

アジスロマイシンは Pfizer Pharmaceutical Inc.より分与を受けた。ア

ジスロマイシン、エリスロマイシン、ロキシロマイシン、クラリスロマイシン

は LKT Laboratories Inc. (St. Paul, MN) より購入した。EM703 と EM900 は砂

塚敏明教授 (北里研究所、東京)より分与を受けた。マクロライドはジメチルス

ルホキサイド (DMSO)にて 10 mg/ml に溶解した。LPS は Escherichia coli 

(E.coli)  K235 由来のものを Dr. Floyd McIntire より分与された (14)。

Cytochrome c、 phorbol myristate acetate (PMA)、Histopaque 1077 は Sigma 

Chemical Co (St. Louis, MO)より購入した。fMLP は Vega Biochemical (Tucson, 

AZ)より購入した。Dextran (分子量：200,000–300,000, LPS-free)は ICN 

Biomedicals Inc. (Cleveland, OH)より購入した。Triton X-100, p-nitrophenol 

phosphate, 2-amino-2-methyl-propanol, 

H-2-hydrocyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES), DMSO は
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Wako Pure Chemical Industries (Tokyo, Japan)より購入した。FITC 標識 anti 

-CD11b mAb、Bear-1 は Sanbio (Udan, Netherlands)から購入した。マウス

anti-cytochrome b558 mAb は中村三千夫教授 (長崎大学)から分与された (50)。

FITC 標識ヤギ anti-mouse immunoglobulin G (IgG)は Kirkegaard ＆ Perry 

Laboratories Inc.  (Gaithersburg, MD)より購入した。 

 

好中球の調製 

好中球は看護師が採血したボランティアーの末梢静脈血から、クエン酸

ナトリウムを抗凝固剤として用い、以下の方法で調製した。赤血球をデキスト

ランにより沈殿除去した後、白血球画分を Histopaque に重層し、遠沈により好

中球と単核球を分離した。好中球に残存した赤血球は低張食塩水 (0.2%)にて溶

血除去した。好中球各画分に残存する血清タンパクは好中球を 20％ Histpaque

に重層したのち遠沈することにより完全に除去した。好中球は、5×106 cells/ml

になるよう PBS pH7.2 に浮遊化させた。こうして調製されたものは、96%以上

が好中球であり、単球の混入は 0.1%であった (5, 6)。 
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好中球の培養 

好中球 (1.25×105 cells in 50 µl)の培養にはポリスチレンチューブを用い

た。チューブは 1% 血漿で 2 時間 coating し、その後 1 ml の PBS にて 2 回洗

浄したものを用いた。この coating 操作は好中球による非特異的活性化を消失さ

せるために行った。 

 

LPS もしくは fMLP により priming を受けた好中球の調製 

LPS による好中球の priming は、好中球 (1.25×105 cells in 50 µl)を

LPS (10 ng/ml) および 1% 血漿とともに 37℃で 30 分培養し、行った。その後

PBSにて 2回洗浄した。fMLPによる primingは、好中球を 1 µM fMLPと 1 mM 

CaCl2存在下にて 37℃、5 分間培養し行い、その後洗浄し再度 5×106 cells/ml

になるよう PBS に懸濁した。 

 

好中球による O2- 産生の測定 

fMLP 刺激による O2- 産生：O2-の産生は superoxide dismutase 感受性チ

トクロム c の還元により測定した (5)。LPS と培養したのち好中球 (2.5×106 

cells/ml)を 1 µM fMLP にて、20 µM cytochrome c, 1 mM CaCl2, 0.2% glucose

存在下に 37℃、7 分間刺激した。 
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PMA による O2- 産生 

好中球を 1 mM CaCl2と 20 µM cytochrome c 存在下に 30 分間 PMA (10 

ng/ml) にて刺激して、産生された O2- を測定した。 

付着による O2- の産生： priming を受けた好中球を 1% 血漿で coating

したチューブを用いて 20 mM cytochrome c, 1 mM CaCl2, 1 mM MgSO4, 0.2% 

glucose 存在下で 37℃、60 分間インキュベートした (5)。 

O2- の測定：培養の後、好中球を 3,000 g、5 分間遠沈し、その上清の 542 

nm, 550 nm, および 556 nm における吸光度を測定し、３つの値から isosbestic 

point を求め、真の 550 nm の吸光度を得た。この値から cytochrome c の吸光

係数 0.021 mM-1を用いて O2- の濃度を計算した (5)。 

 

細胞膜上のアルカリフォスファターゼ活性の測定 

好中球のアルカリフォスファターゼ活性は、0.5% Triton X-100 の存在下

で細胞を可溶化し総活性を、Triton X-100 非存在下にて細胞表面に存在する活

性を測定し、2 つを比較することで測定した (5)。アルカリフォスファターゼ活

性は p-nitorophenol phosphate (1 mg/ml)を基質として 0.1 M 

2-amino-2-methyl-propanol (pH10.0), 10 mM MgCl2中に 37℃で 60 分間反応

させ、その後、0.02 M NaOH を添加し、2000 g にて 5 分間遠沈して細胞培養
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上清を得た。上清の 410 nm における吸光度を測定し、細胞表面のアルカリフ

ォスファターゼ活性 (-Triton X-100) の総活性 (+Triton X-100) に対する割合

として、結果を解析した。 

 

CD11b とチトクロム b558の発現 

CD11b を secretory vesicles, specific granules, gelatinase granules の脱

顆粒のマーカーとして用いた (51, 52)。好中球 (1.25×105 cells in 50 µl)を、

FITC-conjugated anti-CD11b mAb (1 µg/ml)存在下、氷浴中で 30 分間インキュ

ベートした。チトクロム b558は mAb 7D5 (1,000 倍希釈したハイブリドーマ播

種マウスの腹水)を用いて既報に従って測定した (50)。好中球は氷中にて 30 分

間インキュベートした後、PBS にて洗浄し、さらに、FITC-conjugated goat 

anti-mouse IgG (5 µg/ml)存在下で 30 分間培養した。抗体の好中球への結合は

フローサイトメーター (Ortho cytoron, Ortho Diagnostic Systems, Westwood, 

MA)にて分析を行った。総数 5,000～100,000 の好中球について蛍光強度を測定

し、結果は蛍光強度の平均値、mean fluorescence intensity (MFI) として表記

した。 
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Sephadex G-25 による血清のゲル濾過 

ゲル濾過にはガラス製カラム (直径 18 mm, 総容積 131 ml)を用い、PBS

で平衡化した Sephadex G-25 を用いた。分画は 3 ml/tube で行った。Void volume

と total column volume はそれぞれアルブミンと２メルカプトエタノールの溶

出位置を A280 nm の吸光度として測定した結果より算定した。自然に凝固した

血液から採取した血清を Sephadex G-25 にて分画し、溶出された各フラクショ

ンのタンパク濃度と pH を測定した。 

 

統計分析 

結果は、平均値±標準誤差として示した。統計上の有意差はマッキント

ッシュコンピューターの StatView II プログラムを用いて Analysis of variance

解析と Scheffe,s の F-test を組み合わせて評価し、5％未満の危険率で有意と判

定した。 
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結果 

好中球の LPS による priming に及ぼすアジスロマイシンの影響 

好中球 (2.5×106 cells/ml)をアジスロマイシン (50 µg/ml)と 10%血清存在

下に 37℃にて培養した。その後洗浄し、続けて 1%血漿存在下で LPS (10 ng/ml)

を加え、37℃、30 分間培養した。培養後、好中球を 1 µM fMLP により 37℃、7

分間刺激し、産生された O2- を測定した。Fig. 5a に示すように、アジスロマイ

シンで 60 分間前処理することにより fMLP 刺激 O2- 産生は抑制された。前処理

における 0%～30%の血清の効果を試したところ、10% 以上の血清がアジスロマ

イシンの抑制効果には必要であることが示された (Fig. 5b)。前処理における

種々の濃度のアジスロマイシンについて調べたところ、10%血清存在下でアジス

ロマイシンは濃度依存性に好中球の fMLP 刺激による O2- 産生を抑制した (Fig. 

5c)。 
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Fig. 5 AZ inhibited LPS-induced priming of neutrophils for enhanced release of 
fMLP-stimulated O2

-. 
Neutrophils (2.5×106 cells/ml) were pre-incubated with AZ at 37 ̊C. After the pre-incubation, 
neutrophils were washed and then further incubated with LPS (10 ng/ml) in the presence of 1% 
plasma at 37 ̊C for 30 min, followed by stimulation by 1 μM fMLP at 37 ̊C for 7 min. After the 
incubation, neutrophils were centrifuged at 3,000 g for 5 min and O2

- released in the supernatant 
was determined as described in the Materials and Methods. The results are the means ± SE from 
six experiments. *Significantly different from the results without macrolide at the 95% 
confidence level. 
a) Requirement of pre-incubation of neutrophils with AZ. Neutrophils were pre-incubated 
with PBS (●) or AZ (50 μg/ml) (○) in the presence of 10% serum for up to 120 min at 37 ̊C. 
After the incubation, cells were washed and determined for LPS-induced priming for enhanced 
release of fMLP-stimulated O2

-. 
b) Dose effect of serum on the inhibition of priming by LPS. Neutrophils were incubated 
with PBS (●) or AZ (50 μg/ml) (○) in the presence of increasing concentrations of serum at 
37 ̊C for 60 min. After the incubation, cells were washed and then incubated with LPS plus 
plasma, followed by determination of fMLP-stimulated O2

- release. 
c) Dose effect of AZ on the LPS-induced priming of neutrophils. Neutrophils were 
incubated with increasing concentrations of AZ in the presence (○) or absence (●) of 10% serum 
at 37 ̊C for 60 min. After the incubation, cells were washed and then incubated with LPS plus 
plasma , followed by determination of fMLP-stimulated O2

- release. 
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そこで好中球へのアジスロマイシンの作用に対する血清の役割について

調べた。血清を Sephadex G-25 にて分画し、蛋白量を A280 nm にてモニターし、

それぞれの画分の pH を測定した (Fig. 6)。ほぼすべての蛋白が void volume に溶

出された。小分子量の画分は高い pH を示した。それぞれの画分が、アジスロマ

イシンの好中球の O2- 産生へ及ぼす影響を調べた。すると、アジスロマイシン

と共に高い pH を示した画分を 10% 加えることにより fMLP による O2- 産生が

抑制されることが分かった (Fig. 6)。この結果を支持するものとして、透析した

血清にはアジスロマイシンによる fMLP の O2- 産生抑制作用を増強する効果が

認められないという結果を得ている。 

  



40 
 

 
 
Fig. 6 Characterization of serum components that mediated AZ-induced inhibition of 
fMLP-stimulated O2

- generation by LPS-primed neutrophil  
Serum (2.6 ml) was fractionated on Sephadex G-25 (total bed volume: 131 ml) and fractions 
(3ml/tube) were determined for protein (A280 nm) and pH. Neutrophils were incubated with 
each fraction at 10% in the presence of AZ (100 μg/ml) at 37 C̊ for 60 min. After the incubation, 
neutrophils were washed and determined for the LPS-induced priming for enhanced release of 
fMLP-stimulated O2

-. Results are representative of three similar experiments.  
▲, A280 nm; ○, pH; ●, fMLP-stimulated O2

- release. 
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好中球の付着による O2- 産生、また未処理好中球の PMA による O2- 産生に及ぼ

すマクロライドの影響 

予備実験において、Sephaex G-25 分画における小分子量画分に塩酸を加え

ると発泡したことから、小分子量画分には NaHCO3 が含まれていることが示唆

されたので、以下の実験を行った。fMLP で priming を受けた好中球の付着によ

る O2- 産生へ及ぼす NaHCO3 の影響をエリスロマイシン、アジスロマイシン、

ロキシスロマイシン、クラリスロマイシンについて調べた。fMLP で priming を

受けた好中球を、2.5 mM NaHCO3 (pH～8.0) 存在下で、マクロライドで前処理し、

その後洗浄した。続いて、付着刺激による O2- 産生を測定した。マクロライド

は濃度依存性に付着刺激による O2- 産生を抑制した (Fig. 7a)。抑制効果はマクロ

ライドの種類によって異なっていた。これらの結果は、マクロライドが resting

な好中球と同様に priming を受けた好中球にも影響を与えることを示している。

加えて、血清は NaHCO3 により代用でき、そのことは O2- 産生の抑制における

血清の役割の少なくとも主要な部分が pH を高くすることであることを示して

いる。実際、10% 血清の pH は 8.1 であった。 

次に PMA 刺激による O2- 産生におけるマクロライドの影響を調べた。 

Resting な好中球を 10% 血清存在下で 37℃、60 分間マクロライドで前処理して

洗浄した後、1 mM CaCl2 と 20 µM cytochrome c 存在下に 30 分間 PMA (10 ng/ml)
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で刺激し産生された O2- を測定した。エリスロマイシンとクラリスロマイシン

は強い抑制効果を示さなかったが、アジスロマイシンとロキシスロマイシンは

PMA 刺激による O2- 産生を強く抑制した (Fig. 7b)。これらの結果から、マクロ

ライドは resting な好中球、priming を受けた好中球の双方に作用し、PMA によ

る刺激、priming を受けた後の付着刺激による O2- 産生も抑制することが分かっ

た。そして、好中球による O2- 産生の抑制効果はアジスロマイシン＝ロキシス

ロマイシン＞クラリスロマイシン＞エリスロマイシンの順であった。 
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Fig. 7 Macrolides on adhesion-stimulated or PMA-stimulated O2
- generation by 

neutrophils 
a) Effects of macrolides on adhesion-stimulated O2

- generation by fMLP-primed 
neutrophils in the presence of NaHCO3. 
fMLP-primed neutrophils were prepared by the incubation of neutrophils with 1 μM fMLP in 
the presence of 1 mM CaCl2 at 37 C̊ for 5 min. fMLP-primed neutrophils (2.5 × 106 cells/ml) 
were incubated with increasing concentrations of macrolides in the presence of 2.5 mM 
NaHCO3 at 37 C̊ for 60 min and then washed, followed by incubation at 37 C̊ for 60 min in 
plasma-coated tubes, as described in Materials and Methods. 
 ●, Erythromycin; ○, Azithromycin; ▲, Roxithromycin; △, Clarithromycin. The results are 
the means ± SE from three experiments. *Significantly different from the results without 
macrolide at the 95% confidence level. 
b) Effects of macrolides on PMA-stimulated O2

- release  
Neutrophils (2.5 × 106 cells/ml) were incubated with increasing doses of macrolides in the 
presence or absence of serum (10%) at 37 ̊C for 60 min and then washed followed by the 
stimulation with PMA (10 ng/ml) at 37 ̊C for 30 min. After the incubation, cells were 
centrifuged and O2

- released in the supernatants was determined. 
 ●, Erythromycin; ○, Azithromycin; ▲, Roxithromycin; △, Clarithromycin. The results are 
the means± SE from three experiments. *Significantly different from the results without 
macrolide at the 95% confidence level.  
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fMLPによりprimingを受けた好中球の付着刺激によるO2- 産生に対するアジス

ロマイシンの抑制作用への塩化アンモニウムの影響 

塩化アンモニウムはアジスロマイシンを取り込んだ好中球からアジスロ

マイシンの放出を促進することが報告されている (36)。無刺激好中球における

アジスロマイシンの作用における塩化アンモニウムの影響を見るため、アジス

ロマイシンで resting な好中球を前処理し、その後 fMLP により priming を行い、

付着刺激による O2- 産生を測定した。無刺激好中球は、アジスロマイシンと 10%

血清、20 mM 塩化アンモニウム存在下で 37℃、60 分間 (1st)培養した後洗浄し、

その後 PBS 中でさらに 30 分間 (2nd)培養した。その後好中球を fMLP により

priming し、1％血漿で coating したチューブにて 37℃、60 分間培養して付着によ

る O2- 産生を調べた。すると、アジスロマイシンによる付着刺激による O2- 産生

の抑制はみられなかった (Fig. 8, column 1)。 

一方で、好中球をアジスロマイシンと血清存在下で 1 次培養し洗浄した

後、塩化アンモニウムを添加して 2 次培養した際には、アジスロマイシンは付

着刺激による O2- 産生の抑制を示した (column 4)。好中球を塩化アンモニウムと

アジスロマイシンあるいは塩化アンモニウムと血清と 1 次培養しその後、血清

あるいはアジスロマイシンと２次培養した場合は、付着刺激による O2- 産生は

影響を受けなかった (column 2, 3)。１次培養を塩化アンモニウム存在下で行い、
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洗浄した後 2 次培養を血清およびアジスロマイシンン存在下で行った場合、O2- 

産生の抑制が起こった (column 5)。このことは塩化アンモニウムの効果は洗浄に

より除去されることを示している。アジスロマイシンあるいは血清存在下で１

次培養し、その後血清存在下で塩化アンモニウムあるいはアジスロマイシン存

在下で塩化アンモニウムと 2 次培養した場合、付着刺激による O2- 産生は抑制

を受けなかった (column 6, 7)。 

これらの結果は、アジスロマイシンは血清と共に加えられたときにのみ

効果を発揮し、血清と共に加えられたアジスロマイシンの抑制効果は細胞を洗

うことでは影響を受けないことを示している。すべての条件において、1 次培養

後の洗浄を省いても結果には影響を与えなかった (data not shown)。 

塩化アンモニウムは Fig. 5と同じ条件で cytochrome b558の発現に影響を与

えなかった (data not shown)。塩化アンモニウム (20 mM)それ自体は付着刺激に

よる O2- 産生に影響は与えなかった。クロロキンはアジスロマイシンの放出を

引き起こすことが報告されている (36)。1 mM のクロロキンが O2- 産生自体を抑

制するためクロロキンはこの実験では用いることができなかった (not shown)。

血清存在下にアジスロマイシンで前処理した好中球に塩化アンモニウムは影響

を与えなかったという結果は、塩化アンモニウムがアジスロマイシンの取り込

みを阻害している可能性を示唆している。 
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Fig. 8 Effect of ammonium chloride on AZ-induced inhibition of adhesion-stimulated O2
- 

generation by fMLP-primed neutrophils 
The effect of NH4Cl on the action of AZ was examined by the pre-incubation of resting cells for 
further 30 min. Washed cells were primed by fMLP followed by incubation in plasma-coated 
tubes at 37̊C for 60 min. Column 2-4: Neutrophils were first incubated with NH4Cl plus AZ, 
NH4Cl plus serum or AZ plus serum followed by washing and second incubation with serum, 
AZ or NH4Cl, respectively. Column 5-7: Neutrophils were first incubated with NH4Cl, AZ or 
serum followed by incubation with AZ plus serum, serum plus NH4Cl or AZ plus NH4Cl, 
respectively. Results were means ± SE from one experiment performed in triplicate. 
*Significantly different from the results without AZ, 6.67 ± 0.06 nmol O2

-/ 1.25×105 cells at the 
95% confidence level. 
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無刺激好中球およびLPSにより priming を受けた好中球における顆粒動態に対

するアジスロマイシンの影響 

LPS や fMLP は好中球に作用して脱顆粒を起こすことが示されている (5)。

無刺激好中球あるいはLPSによりprimingを受けた好中球でのアルカリフォスフ

ァターゼ、CD11b、cytochrome b558 の膜発現にアジスロマイシンがどのような影

響を与えるかを調べた。好中球を 10% 血清存在下に 37℃、60 分間アジスロマ

イシン処理し、洗浄した後 LPS 存在下、あるいは非存在下に 1%血漿で 37℃、

30 分間培養した。培養後、アルカリフォスファターゼ、CD11b、cytochrome b558

の発現を測定した。Fig. 9 に示すように、無刺激好中球においてアルカリフォス

ファターゼ、CD11b、cytochrome b558 の発現はアジスロマイシンの影響を受けな

かった。また、これらの分子の LPS による発現もアジスロマイシンの影響を受

けなかった。並行して行った実験ではアジスロマイシンは LPS による好中球の

priming を血清依存性に抑制した (Fig. 9d)。これらの結果は、アジスロマイシン

が、脱顆粒に至る LPS の刺激伝達系に関与する分子に作用するものではないこ

とを示唆するものであった。 
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Fig. 9 Effect of azithromycin on the granule mobilization in neutrophils 
Neutrophils (2.5 × 106 cells/ml) were incubated with increasing concentrations of AZ in the 
presence or absence of 10% serum at 37 C̊ for 60 min and then washed. The washed neutrophils 
were used to determine the expressions of alkaline phosphatase, CD11b, or cytochrome b558. 
The washed neutrophils were further incubated with 10 ng/ml LPS plus 1% plasma 37 ̊C for 30 
min; the fMLP-stimulated O2

- release and the expressions of alkaline phosphatase, CD11b, or 
cytochrome b558 were then determined.  
a-c) Effect of AZ on the responses of neutrophils to LPS. Neutrophils were incubated with AZ 
in the presence of serum (10%) and then washed, followed by incubation with PBS (○) or LPS 
(10 ng/ml) (●) in the presence 1% plasma. After the incubation, the expressions of alkaline 
phosphatase (a), CD11b (b), and cytochrome b558 (c) were determined as described in 
Materials and Methods. 

d) Effect of AZ on LPS-primed fMLP-stimulated O2
- release. Neutrophils were incubated with 

AZ in the presence (●) or absence (○) of serum (10%) and then washed, followed by 
determination of LPS-primed fMLP-stimulated O2

- release. The results are the means ± SE from 
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three experiments. *Significantly different from the results without macrolide at the 95% 
confidence level.  
 

fMLP により priming を受けた好中球の付着刺激による O2- 産生への EM703 と

EM900 の影響 

fMLP により priming を受けた好中球を EM703、EM900 あるいはアジスロ

マイシンと、pH の異なる HEPES buffer の中で 37℃、120 分間培養した。洗浄

した後好中球を血漿で coating をしたチューブで、37℃、60 分間培養して付着刺

激による O2- 産生を調べた。Fig. 10 に示すように、50 µg/ml の EM703 は生理的

な pH (7.4) で効果的に付着刺激による O2- 産生を抑制し、100 µg/ml の EM703

はより強い抑制を示した。また EM900 (100 µg/ml)も pH7.4 で効果を示した。

EM703 と EM900 は生理的な pH 下でアジスロマイシンより効果的に作用した。

アジスロマイシンは生理的な pH にて有意な抑制を得るためには 100 µg/ml の濃

度を必要とした。 
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Fig. 10 pH-dependency of the effect of EM703 and EM900 on adhesion-stimulated O2
- 

generation by fMLP-primed neutrophils 
fMLP-primed neutrophils (2.5 × 106 cells/ml) were incubated with macrolides under different 
pH values at 37 °C for 120 min and then washed. The washed neutrophils were incubated 
under adherence condition at 37 °C for 60min and then centrifuged. The amount of O2

- in the 
supernatant was determined. Macrolides: ●, 0 μg/ml; ○, 50 μg/ml; △, 100 μg/ml. The results are 
the means ± SE of three experiments.  *Significantly different from the results without 
macrolide at the 95% confidence level. 
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考察 

無刺激好中球は、血漿存在下で LPS とあるいは fMLP と培養することで

priming を受けた状態となる (5, 39)。無刺激好中球は、fMLP や付着による刺激

に対しても少量の O2- しか産生しないが、LPS により priming を受けた好中球は

fMLP、また Mg2+存在下でのチューブへの付着に応答し多量の O2- を産生する 

(5, 6)。 また fMLP により priming を受けた好中球は付着に敏感に反応する。本

研究では、刺激を受けていない好中球および priming を受けた好中球の活性酸素

産生に対するマクロライドの影響を調べた。まず、刺激していない好中球をマ

クロライドで前処理し、LPSによる fMLP刺激O2- 産生のpriming効果を調べた。

さらに、LPSあるいは fMLPでprimingを受けた好中球をマクロライドで処理し、

付着刺激による O2- 産生を評価した。 

アジスロマイシンは、刺激をしていない好中球に血清依存性に作用し、

結果として LPS による priming を抑制した。アジスロマイシンが抑制的な効果を

発揮するために必要な条件は以下の通りであった。 (1) アジスロマイシン存在

下で好中球を 60分間以上培養すること、 (2) 10% 以上の血清を添加すること、 

(3) 50 µg/ml 以上のアジスロマイシンを用いること (Fig. 5)。アジスロマイシン

が示す抑制効果における血清の役割を調べると、その一つは pH をあげることで

あることがわかった (Fig. 6)。4 種のマクロライドを 2.5 mM NaHCO3 存在下で
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fMLP により priming を受けた好中球と培養すると、付着による O2- 産生が抑制

されることが観察された (Fig. 7a)。マクロライドはまた無刺激好中球の PMA 刺

激による O2- 産生の抑制も起こした (Fig. 7b)。このように血清は NaHCO3 で代

用できることが分かった (Fig. 7a, b)。すなわちマクロライドの効果は pH 依存性

であった。O2- 産生抑制効果の強さは、アジスロマイシン＝ロキシスロマイシン

＞クラリスロマイシン＞エリスロマイシンであった。エリスロマイシンは、O2- 

産生抑制効果はわずかであった。 

アジスロマイシンを好中球に作用させると細胞内に取り込まれることが

報告されている (36)。好中球によるアジスロマイシンの取り込みの最適条件は

pH8.7 であり (36)、ロキシスロマイシンの取り込みの最適条件は pH8.0 であると

される (55)。ほかの報告では、アジスロマイシンの取り込みは血清依存性でな

いことが示されている (49)。ただこの報告では、好中球との培養の血清による

pH の変化は、用いた培地、RPMI 1640 や Hanks balanced salt solution に緩衝作用

があるため阻害されていた可能性は否定できない。エリスロマイシンとクラリ

スロマイシンの取り込みはアジスロマイシンより低く、60 分以内にプラトーに

達することが示されている (35)。 

本研究で好中球は血清存在下でアジスロマイシンを加える前に塩化アン

モニウムにさらされると、アジスロマイシンの好中球の O2- 産生の抑制活性が
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消失することを見出した。塩化アンモニウムは、サイトカラシン B あるいは PMA

存在下での fMLP による脱顆粒を抑制すること、その抑制はリソソーム内をアル

カリ化する効果と関連することが報告されている (58)。塩化アンモニウムとク

ロロキンは好中球からアジスロマイシンの放出を著しく促進することが報告さ

れている (36)。クロロキンが fMLP 刺激による O2- 産生を抑制したので本研究

には使用できなかった。しかし塩化アンモニウムは抑制しなかったので以下の

実験を行った。fMLP により priming を受けた好中球を塩化アンモニウム存在下

にアジスロマイシン処理すると、付着刺激による O2- 産生に対するアジスロマ

イシンの抑制効果が消失した。好中球をアジスロマイシン処理した後に塩化ア

ンモニウムを添加しても塩化アンモニウムの効果は認められなかった。このこ

とは塩化アンモニウムが一旦取り込まれたアジスロマイシンの作用には影響し

ないことを示すものである。これらの結果は、塩化アンモニウムがアジスロマ

イシンの取り込みを阻害している可能性を示唆している (Fig. 9)。また、塩化ア

ンモニウムは、LPS により priming を受けた好中球をアジスロマイシン存在下あ

るいは非存在下で培養しても、cytochrome b558 の発現に影響を与えなかった。 

アジスロマイシンは、無刺激好中球および LPS により priming を受けた好

中球の両方において、アルカリフォスファターゼ、CD11b、cytochrome b558 の発

現に影響しなかった (Fig. 8)。これらの結果は、アジスロマイシンが顆粒の動態



54 
 

に影響を与えるものではなく、LPS のシグナル伝達において NADPH oxidase の

コンポーネントである cytochrome b558 の発現亢進を含む、各種顆粒の動員に作用

しないことを示している。 

LPS により priming を受けた好中球において、cytochrome b558 は細胞膜へ

移動することが示されている (54, 59)。LPS と培養した好中球では、p67phoxでな

く、p47phoxの細胞膜への膜移動が、LPS との培養に続いて fMLP で刺激した好中

球においては、O2- 産生に伴って p47phoxと p67phoxの膜移動が促進されることが

報告されている (54)。Cytochrome b558 の発現亢進はアジスロマイシンによる影

響を受けないのでアジスロマイシンの O2- 産生抑制における標的は cytochrome 

b558の細胞膜への移動ではなくNADPH oxidaseの構成過程、特に p47phoxと p67phox

の膜へのトランスロケーションであると考えられる。LPS による priming におい

て活性型 NADPH oxidase が構成されてくる過程の中で、cytochrome b558 の

upregulation はアジスロマイシンによる影響を受けなかった。このことは、アジ

スロマイシンが、cytochrome b558 の upregulation 以外の過程に作用することを示

している。ロキシスロマイシンは NADPH oxidase の活性化を阻害し、p47phoxと

p67phox の膜へのトランスロケーションを減少させることが報告されている (45)。

それとは別にアジスロマイシンが付着刺激による O2- 産生をほぼ完全に抑制す

ることから、マクロライドは活性化した NADPH oxidase 自体の活性を抑制する
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可能性も考えられる。 

EM703 と EM900 はエリスロマイシン由来誘導体であり、そのものに抗菌

活性がない (33, 34)。 EM703 は抗炎症活性を示し、気管支上皮細胞における

NF-kB のシグナル経路を抑制 (33)するとともに、TGF-β シグナル (58)、そして

タイプⅠコラーゲンの転写抑制を行うことが示されている (59)。EM900 は、ヒ

ト気管支由来上皮細胞で炎症性サイトカインの誘導を抑制することが示されて

いる (34)。これら誘導体の好中球に対する作用は分かっていない。EM703 と

EM900は fMLPにより primingを受けた好中球による付着刺激によるO2- 産生を

抑制した。EM703 と EM900 の特徴はアジスロマイシンと比較してより低い pH

でも作用を発揮することである。このことは、これらの薬剤が生理的条件下で

抗炎症活性を発揮するという利点を有していることを示すものである。近年マ

クロライドの抗炎症作用が注目され種々の疾患に用いられつつある。臨床上、

マクロライドは長期服用を要する疾患に用いられることが多く、耐性菌の出現

が問題となっている。耐性菌の出現を防ぐ上で、これら抗菌活性を示すことな

く抗炎症作用をもつ薬剤は有効である。本研究で示した結果はこれらの薬剤が

種々の細胞の炎症性サイトカイン産生を抑制するのみならず、好中球の活性化

に伴う組織破壊をも抑制する可能性を示すものであり、近年報告されつつある

歯周炎におけるアジスロマイシンの著明な効果の機序の１つを示すものと考え
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られる。 
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