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3.今後の研究計画

ク守ルコサミンは、グ、ルコサミノグリカン(ムコ多糖)の主成分として結合組織や軟骨

組織に多く分布し、各器官の強度、柔軟性、弾力性に寄与している。そして、グルコサ

ミンは変形性関節症の治療薬あるいは栄養補助食品として近年注目を集めている。一方、

好中球は炎症反応において重要な役割を担っており、炎症反応が惹起されると、組織に

浸潤し、活性酸素やプロテアーゼなどの種々の活性物質を放出して組織障害を引き起こ

すことが知られている。われわれは、グノレコサミンが活性酸素生成能、食食、遊走能、

接着分子の発現、アクチンの重合、粘着能など好中球機能を影響するかどうかを検討す

る。さらに、グ、ルコサミンには血流速度の改善効果があるので、グ、ルコサミンが血小板

凝集などの機能に影響するかどうかを検討する。

4.指導責任者の意見

華見さんは上海第二医科大学を 1987年に卒業した後、上海紡ー病院で血液内科を9

年間専攻してきました。 1997年から一年間私どもの教室の研究生として、さらに、 1998

年からは大学院生として生化学の研究に従事してきました。

昨年、 r2001年度日中医学協力事業・在留中国人研究助成jをいただいて、「好酸球

の分化成熟過程における活性酸素生成酵素の研究Jを行い、その成果を昨年生化学会に

発表しました。その内容は昨年InflammationResearchに掲載されるに至りました。

彼は研究熱心で、毎日研究室で朝早くから夜遅くまで自分の研究に没頭しています。

大変優秀な研究者で、性栴もまじめで、積極性があり、かっ身心ともに健康な人物です。

我々は今後の彼の学問的発展に大いに期待しているところです。

指導責任者氏名

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当つては、 E中底学脇会助成金IごよQ旨を明記して下さい。
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一日中医学協会助成事業一

好酸E容の成熱過程における活性酸素生成酵素の発現の検討ー

研究者氏名 華見
中国所属機関 中国上海普陀区人民医院内科
目本研究機関 順天堂大学医学部生化学第二
指導責任者教授長岡功
共同研究者長谷部武，中村民二，杉本耕一

裏旨
我々はこれまでに活性酸素生成酵素であるNADPHオキシダーゼが好中球成熟過程の骨髄球の段階で発
現し、活性酸素生成能を獲得することを明らかにしている。しかし、好中球と同様、頼粒球の仲間であ
り、活性酸素生成能を持つ好酸球の成熟過程におけるNADPHオキシダーゼ構成成分(即，91p加'X，p22phox， 
p67phox， p47phox，併Ophox，mc-2)の発現時期については全く調べられていない。そこで、今回我々は、ヒ
ト前骨髄性白血病細胞HL・60clone15をモデル系として用いて、好酸球系細胞への成熟過程における
NADPHオキシダ}ゼ構成成分の発現を調べた。[方法と結果]HL-6O clone15細胞をO.5mM加.tyrate存在下
で培養して、好酸球へ成熟させたところ、 majorbasic protein (MBP)が発現されることがわかった。そして、
活性酸素生成能をニトロブルーテトラゾリウムで測定した結果、好酸球の成熟過程において、骨髄球の
段階から活性酸素生成能が獲得されることがわかった。また、 NADPHオキシダーゼ構成成分の発現を
N町蜘nblotおよびWes蜘 bl例法で解析したところ、即191phox，p22phox， p67p胤p47phox，p4触.ox，rac・2
の発現量が成熟に伴って増加することがわかった。さらに、これらのオキシダーゼ構成成分の発現を免
疫組織染色で解析したところ、各構成成分が骨髄球以降の細胞で強く発現することがわかった。[結論1
好酸球成熟過程の骨髄球の段階でNADPHオキシダーゼ構成成分の発現量が増加し、活性酸素生成能が獲
得されることがわかった。

Key words: NADPHオキシダーゼ、活性酸素、好酸球、 HL-ωclone15株

錯雷
頼粒球の活性酸素は、 NADPHオキシダーゼにより産生され、微生物や寄生虫に対する感性防御に重要
な役割を担っている。 NADPHオキシダーゼは膜タンパクシトクロムb558と細胞質因子から構成されてい
る。そして、膜タンパクシトクロムb588はgp91phox，p22phoxから、細胞質因子はp47悼ox， p67phox， 
例句hoxおよびm・112からなっており、頼粒球細胞が活性化されると、これらが会合して複合体が形成さ
れる。われわれはこれまでにNADPHオキシダ}ゼが好中球成熟過程の骨髄球の段階で発現し、活性酸素
生成能を獲得することを明らかにしているσ.Leukω.Biol. 68， 216・224，2ω0)。しかし、好中球と同様、願
粒球の仲間であり、活性酸素生成能を持つ好酸球の成熟過程におけるオキシダーゼ構成成分の発現時期
については全く調べられていない。そこで本研究では、ヒト前骨髄性白血病細胞班..-60clo即日株をモデ
ル系として用い、好酸球の成熟過程におけるNADPHオキシダーゼ構成成分の発現を調べた。

方法と結果
1)臥均rate(0.5 m均存在下で阻.-60clo即時細胞をふ7日間処理して細胞を好酸球へ分化成熟させた後、
胸 ry/l白血IwaldlGiem姐染色を行い、細胞の形態変化を顕微鏡で観察した。その結果、Bu柳時処理によって
前骨髄細胞は減少し、好酸球系細胞の増加が見られた。 7日目の細胞は、前骨髄球(pl¥のが11.5%、好酸球系
骨髄球:(E-MC)が31.7%、好酸球系後骨髄球(E-M切が33.2%、好酸球系梓状細胞(E-Band)カS12%、好酸球系
分葉細胞(E-Seg)カtl.6%となった(A)。さらに、 Discombe染色も合わせて行なった結果、 7日目では約60%
の細胞が好酸球系細胞に分化成熟していることがわかったゆ}。
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2) Butyrate処理したHL・60clone 15細胞における活性酸素生成能の変化をNBT還元法で検討した。その
結果、未誘導の細胞あるいはButyrate処理後 1日の細胞はほとんど活性酸素を生成しなかったが(それぞれ
7.3%、9.5%)、それ以降、活性酸素生成細胞が徐々に増加し、 7日目では57.6%になることがわかった。
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3) HL-60 clone 15細胞の好酸球成熟過程におけるNADPHオキシダーゼのmRNAの発現をNorthernblot法
で解析した。その結果、p40phox，p22phox，rac・2はO日で少し発現し、それ以降、それらの発現量が増加す
ることがわかった。一方、 gp91phox，p67phox， p47phoxがO日で発現しなかったが、 gp91phoxでは1日以降
で、p67phox，p47phoxでは3日以降で発現量が増加することがわかった。なお、好酸球の頼粒タンパク質
であるMajorBasic Protein (MBP)のmRNAの発現量はButyrate処理によって増加することがみられた。
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4) HL・60clone 15細胞の好酸球成熟過程におけるNADPHオキシダーゼのタンパク質の発現をWesternblot 
法で解析した。その結果、p40phoxおよびrac・2は0日でも少量ながら発現がみられたが、分化成熟に伴っ
て発現量が増加することがわかった。一方、即91phox，p22phox， p67phox， p47phoxは0日において発現が見
られなかったが、 3日以降で発現が誘導され、その後さらに発現量が増加することがわかった。なお、
MBPの発現量はButyrate処理によって増加することがみられた。
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5) Butyrate処理したHL・60clone 15細胞を免疫組織染色し、 NADPHオキシダーゼ構成成分の発現を解析
した。その結果、p40phox，rac・2は前骨髄球σおので発現していたが、gp91phox，p22phox，p67phox，p47phoxは
前骨髄球(PM)で発現していないことがわかった。また、すべての構成成分(即91phox，p22phox， p67phox， 
p47phox p40phox， rac・2)が発現するのは、好酸球系骨髄球(E-MC)と後骨髄球(E・MM)および、好酸球系梓状
細胞(E-Band)と分葉細胞(E-Seg)であることがわかった。なお、 MBPの発現は好酸球系骨髄球(E-MC)以降
で見られた。
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6)ヒト骨髄細胞を用いて免疫組織染色でNADPHオキシダ}ゼ構成成分の発現を解析した。 HL・60clone 
15細胞で得られた結果と同様に、p40phox，rac・2は前骨髄球(P加。で発現していたが、gp91phox，p22phox， 
p67phox， p47phoxは前骨髄球(P切で発現していなかった。また、すべての構成成分(gp91phox，p22phox， 
p67phox， p4 7phox p40phox， rac・2)が発現するのは、好酸球系骨髄球(E-MC)と後骨髄球(E-M附および、好
酸球系梓状細胞(E-B阻d)と分葉細胞(E-Seg)であることがわかった。なお、免疫組織染色で染色された細
胞はH組問1染色で好酸球系細胞であることが確認された。

7) Butyrate処理したHL・60clone 15細胞を用いてNBT還元法で染色し、顕微鏡で観察した。活性酸素生成能
は好酸球の成熟過程の骨髄球(E-MC)と後骨髄球(E・Ml¥のおよび、好酸球系梓状細胞但・Band)と分葉細胞(E-Seg)
で現れることがわかった。

Butyrate処理 Butyrate未処理
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考察
れわれはこれまでにNADPHオキシダーゼが好中球成熟過程の骨髄球の段階で発現し、活性酸素生成能
を獲得することを明らかにしている (J.Leukω. Biol. 68， 216・，224，2∞0)。
今回われわれは、好中球と同様、頼粒球の仲間であり、活性酸素生成能を持つ好酸球の成熟過程におけ
るNADPHオキシダーゼ構成成分(卸，91phox，p22phox， p67pho>らp471治ox，p4句hox，rac・2)の発現時期を調べる
ために、ヒト前骨髄性白血病細胞HL・60clone15をモデル系として用いて、好酸球系細胞への成熟過程に
おけるNADPHオキシダーゼ構成成分の発現や活性酸素生成を検討した。
まず、 Nor血emblot，Wes鎗mblotおよび免疫組織染色の結果によって、即，91・，phoxとp22phoxが好酸球成熟
過程の骨髄球の段階で観察され、その後、その発現量は分化成熟に従って増加することがわかった。ま
た、即91・'phoxとp22phox両方ともに細胞膜に局在し、 gp91phoxやp22phoxの欠損患者ではgp91phoxと
p22phoxの両方が発現しないことがわかっている。以上のことから、卸，91・phoxとp22phoxともに好酸球成
熟過程の骨髄球の段階で発現し、その後、その発現量は分化成熟に従って増加することが明らかになっ
た。膜タンパク質gp91がlOXとp22phoxのほかに、細胞質因子であるp67p恥xとp47phoxも活性酸素生成に重
要な役割を果たしている。
細胞系で頼粒球を活性化すると、p47phoxとp67phoxが膜に移行し、膜タンパク質(卸91伸oxとp22phox)
と会合してNADPHオキシダーゼが活性化されることが報告されている。われわれのデータから、
gp91phoxとp22凶oxと同様に、p47phoxとp67phoxも好酸球成熟過程の骨髄球の段階で発現され、その後、
その発現量は分化成熟に従って増加することが明らかになった。また、骨髄球の段階では、好酸球が活
性酸素生成能を獲得することもわかった。
一方、細胞質因子m・1とm・2は低分子GTP，・bind同タンパク質であり、見%の相向性があることがわかっ
ている。さらに、ヒトでは、 m・2のタンパク質はm・1より96%以上多いこともわかっている。われわれの
研究結果iこから、 m・2は未分化細胞から発現し、分化成熟にしたがって増加することが見出されたが、
蹴・1は分化成熟によって減少することがわかった(データは示していない)。したがって、ヒトでは、 mc・2
は好酸球の分化成熟にしたがってその発現量が増加することによって、活性酸素生成に関与していると
考えている。また、閉じ細胞因子である併Ophoxは、 mc・2と同様に未分化細胞で発現し、分化成熟に従っ
て増加しているから、 NADPHオキシダーゼ構成成分に重要な因子になっていると考えられる。
以上のことから、好酸球のNADPHオキシダーゼ構成成分{即，91phox，p22phox， p67phox， p47phox，例。p胤
r邸・2)は、好中球と同様に、分化成熟過程において骨髄球の段階で発現量が増加し、活性酸素生成飴が獲
得されることがわかった
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