
緒 言

シスチニル・ロイコトリエン（cysteinyl leukotriene,

CysLT）拮抗薬は，喘息気道における好酸球組織浸潤

に対して抑制的に作用することが示されている1）～3）．そ

の機序として，これらの化合物が好酸球浸潤成立上の諸

段階を修飾することが想定される．末梢血中好酸球の血

管内皮細胞上の接着分子群への接着過程は，好酸球が喘

息気道に集積する上での初期段階である．筆者らは好酸

球の接着能がCysLTにより増強されることを見出し

た4）．CysLTはまた，血管内皮細胞の接着分子VCAM-

1 の発現を増強することが報告されている5）．これらの

ことは，CysLT拮抗薬の好酸球集積抑制機序のひとつ

として，好酸球の血管内皮細胞への接着過程が関与する

可能性を示唆すると考えられる．本研究では，好酸球の

接着能，また血管内皮細胞の接着分子発現に対する

CysLT拮抗薬の作用について検討したのでその成績を

報告する．

方 法

1．材料

Hanks’Balanced Salt Solution（以下HBSS）は GIBCO

BRL（Grand Island，NY，USA）から，非働化牛胎児

血清（fetal calf serum，FCS）は ICN Biomedicals Inc.

（Aurora，Ohio，USA）から入手した．Recombinant hu-

man（rh）-IL-5，rh-IL-4，rh-TNF-αはR& D systems. Inc.
（Minneapolis，MN，USA）から，formyl-methionyl-leucyl-

phenylalanine（以下 FMLP）は Sigma（St. Louis，MO，

USA）から，Percoll およびDextranT 500 は Pharmacia

（Uppsala，Sweden）から，CD 16 Microbeads はMiltenyi

Biotec（Bergisch Gladbach，Germany）から入手した．

CysLT拮抗薬プランルカスト水和物は小野薬品工業か

ら提供を受けた．人肺微小血管内皮細胞（Human Pulmo-

nary Microvascular Endothelial Cells，以下HPMEC）は

倉敷紡績株式会社（大阪，日本）から入手した．

2．好酸球分離法

好酸球は健常成人の末梢血から採取した．既報6）の如

く，Dextran T 500 で血漿成分を分離したのち，血球成

分を比重 1.085 の Percoll 液を用い比重遠心分離を行い，

リンパ球と低比重の顆粒球を除去した．次いで抗CD 16

抗体ビーズを使用した negative selection 法で好中球を

除去し，分離された好酸球を 5％ FCS含 有HBSS

（HBSS�FCS）に浮遊して実験に供した．好酸球の純度
は 98％以上であり，実験後の cell viability は trypan

blue 染色上 98％以上であった．

3．好酸球遊走反応の測定

好酸球をHBSS�FCS あるいはプランルカスト水和物
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と 37℃，30 分間前処理したのち，Boyden chamber 法

の変法6）を用いて遊走反応を測定した．すなわち 24 穴組

織培養プレート（Becton Dickinson Labware，Frankline

Lakes，NJ，USA）に 3 µMポアサイズのインサートフ
ィルター（Becton Dickinson）を挿着しその上部に 2.5×

105 cells�ml の好酸球を 200 µl 注入した後，下層に 1 µM
LTD4 を 500 µl 注入し 37℃，5％ CO2 下にて 3時間イン
キュベーションした．その後，下層に遊走した好酸球の

eosinophil peroxidase（EPO）活性をOPD substrate（1

mM H2O2，1 mM O-phenylenediamine，0.1％ Triton X-

100 in Tris buffer，pH 8.0）を用いて発色させ波長 490 nm

で吸光度を測定し，遊走細胞比率として算出した6）．

4．好酸球接着反応の測定

好酸球を遊走実験と同様の条件でプランルカスト水和

物と前処理して実験に用いた．接着反応の測定は我々が

用いてきた，好酸球と血管内皮細胞とのインキュベーシ

ョンと引き続く洗浄後の残存EPO活性をOPD sub-

strate を用いて測定する方法7）を用いて行った．すなわ

ち，HPMECを 96 穴組織培養プレート（Becton Dickin-

son）上にコートして無刺激かあるいは vascular cell ad-

hesion molecule（VCAM）-1 発現誘導目的で IL-4 と

TNF-α（共に 100 pM）刺激下で 24 時間培養7）した後，

HPMEC由来のメディエーターを除外する目的で，1％

パラホルムアルデヒドで固定し実験に供した．1.0×105

cells�ml の好酸球 100 µl 浮遊液をこのプレート上に分注
し，FMLP（1 µM）あるいは IL-5（100 pM）の存在下・
非存在下で好酸球を 37℃，5％ CO2 下にて 30 分間イン

キュベーションしたのちHBSS で 3 回洗浄し，プレー

トに残存したEPO活性をOPD substrate を用い発色し

波長 490 nmで吸光度計にて好酸球接着反応として測定

し，接着細胞比率として算出した4）6）7）．

5．血管内皮細胞接着分子の測定

HPMEC上のVCAM-1 および Intercellular adhesion

molecule（ICAM）-1 の発現量は，既報7）の cell-ELISA

法にて測定した．すなわち，96 ウェル組織培養プレー

ト上にコートしたHPMECをプランルカスト存在下・

非存在下で 30 分間前処理したのち IL-4＋TNF-α（各 100
pM）により 24 時間刺激した．洗浄後，5％ FCSと 3％

ドライミルク（森永乳業，東京，日本）を含む PBS緩

衝液で 37℃30 分間処理し，そののち抗VCAM-1 抗体（ク

ローンBBIG-V 1，R & D Systems），抗 ICAM-1 抗体（ク

ローンBBIG-I 1，R & D Systems），またはアイソタイ

プ・マウス IgG 1 と 37℃2 時間処理した．再洗浄ののち，

ペルオキシダーゼ標識ヒツジ抗マウス IgG 1 を加え，2

時間処理後に洗浄した後で残存したペルオキシダーゼ活

性をOPD substrate にて発色し，490 nmにおける吸光

度を測定し，細胞表面上のVCAM-1 および ICAM-1 濃

度を IgG 1 アイソタイプの吸光度との差として算出し

た7）．

統計処理

統計処理は two-way analysis of variance を用い，

Fisher 法（post hoc 検定）にて危険率が 5％未満の場

合に有意とみなした．

成 績

1．CysLT拮抗薬の至適濃度の決定

はじめに LT拮抗薬が充分に薬理作用を発現する至適

濃度を決定する目的で，好酸球の LTD4 による化学遊走

反応8）ならびに接着反応4）に対するプランルカスト前処理

の中和効果を検討した．プランルカストは臨床最高血中

濃度9）にほぼ相当する 1 µMの 37℃，30 分間の前処理に
より，1 µM LTD4 による好酸球遊走を平均 94％抑制し

た（N＝2）．好酸球のHPMECへの接着は 1 µM LTD4

により自然接着と比して 80％増強したが，1 µMプラン
ルカストはこの増強効果を平均 95％抑制した（N＝2）．

これらのことから，以降は 1あるいは 10 µMの本化合
物を用い，37℃30 分間の前処理をして検討に用いるこ

ととした．

Fig. 1 Effects of pranlukast hydrate on the spontane-

ous adhesion of eosinophils to（A）resting and（B）IL-

4＋ TNF-α-stimulated HPMEC. Data are expressed as
mean±SEM from six experiments. N.S. : not signifi-

cant.
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2．好酸球接着反応におよぼすCysLT拮抗薬の効果

好酸球の resting の HPMECへの自然接着反応は，1～

10 µMのプランルカストにより修飾されなかった（接着
率：対照 vs. 10 µM ; 9.2±1.1％ vs. 9.1±1.4％，p＝N.S.，
N＝6，Fig. 1A）．好酸球の IL-4＋TNF-α刺激HPMEC
への自然接着もプランルカストにより修飾されなかった

（対照 vs. 10 µM ; 18.2±4.1％ vs. 19.1±4.7％，p＞0.05，
N＝6，Fig. 1B）．

次に，FMLP（1 µM）あるいは IL-5（100 pM）によ
り好酸球を刺激した場合の resting HPMECへの接着反

応は，10 µMまでのプランルカストにより修飾されな
かった（FMLP：対照 vs. 10 µM ; 17.3±2.9％ vs. 16.7±4.1
％，p＞0.05，Fig. 2A，IL-5：対照 vs. 10 µM ; 19.5±2.2
％vs. 19.1±3.1％，p＞0.05，Fig. 2B，各々N＝6）．

一部の実験でHPMECを 1～10 µMプランルカストで
37℃30 分間処理後に実験を試みたが，好酸球の無刺激，

FMLPあるいは IL-5 刺激によるHPMECへの接着はい

ずれも修飾されなかった（各々N＝2）．

3．血管内皮細胞接着分子発現におよぼすCysLT拮

抗薬の効果

10 µMのプランルカスト水和物は IL-4＋TNF-α刺激
によるHPMEC上のVCAM-1 あるいは ICAM-1 の発現

を修飾しなかった（O.D.：対照 vs. 10 µM ; ICAM-
1,1.050±0.109 vs. 1.026±0.096，p＞0.05，Fig. 3A，VCAM-

1，0.161±0.016 vs. 0.161±0.009，p＞0.05，Fig. 3B，各々

N＝5）．

考 察

CysLT拮抗薬が喘息気道における好酸球集積を抑制

することは，臨床レベルで再現性を持って観察されてい

る1）～3）．喘息気道における好酸球集積には，末梢血中好

酸球の血管内皮細胞への接着，血管内皮細胞間隙遊走，

また組織での生存延長などの諸段階が関与する．IL-4 と

TNF-αは代表的な血管内皮細胞の活性化因子であり，
喘息における好酸球接着過程の重要な調節因子と推定さ

れている10）．筆者らは本血管内皮細胞を IL-4＋TNF-α
で刺激してもCysLTを遊離しないことを観察している

が，本稿でも検討対象としたように，VCAM-1，ICAM-

1 の発現を誘導することを確認している7）．一方，IL-5

は単独での好酸球CysLT産生の直接的な誘導能は乏し

いもののこれを増強させる能力をもち11），また細菌由来

ペプチドであるFMLPは好酸球のCysLT産生を直接的

に誘導することから12），これらによる好酸球接着には

CysLTの寄与やCysLT拮抗薬による抑制効果が想定し

Fig. 2 Effects of pranlukast hydrate on（A）1 µM
FMLP- and（B）100 pM IL-5-stimulated eosinophil ad-

hesion to resting HPMEC. Data are expressed as

mean±SEM from six experiments. N. S. : not signifi-

cant.

Fig. 3 Effects of pranlukast hydrate on the expression

of（A）ICAM-1 and（B）VCAM-1 on HPMEC stimu-

lated with IL-4＋ TNF-α（both 100 pM, 24 h）. Data are
expressed as mean±SEM from five experiments. N.

S. : not significant.
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える．筆者らの以前の検討では 1 µM FMLPの刺激によ
る好酸球の LTC4 産生量は約 30 pg�106 cells 程度であ
り12），好酸球接着を増強するレベルよりも低いと思われ

たが，好酸球自身が LTを産生すれば autocrine または

paracrine な機序により，高濃度の LTへの曝露が生じ

る可能性はあるものと推定される．

本検討において，CysLT拮抗薬プランルカストは，

臨床的血中濃度に相当する 1 µMで，LTD4 自体による
好酸球の化学遊走と接着をブロックした．この成績は

Spada ら8）の LTD4 が好酸球遊走を誘導するとした報告，

筆者らの LTD4 が好酸球接着を誘導するとした報告4）を

再現するとともに，本検討の実験条件で試験薬がCysLT

拮抗薬として機能したことを示す．一方，プランルカス

トは最大 10 µMまでの濃度を用いても，resting，ある
いは IL-4＋TNF-αで刺激したHPMECへの好酸球の接
着反応，また好酸球側を IL-5 あるいは FMLPで刺激し

た場合の接着反応のいずれについても，全く抑制効果を

示さなかった．さらに，プランルカストはHPMEC側

を処理した場合でも好酸球接着反応を修飾できず，IL-

4＋TNF-α刺激によるHPMEC上の接着分子群の発現に
ついても抑制しなかった．これらのことから，末梢血好

酸球の血管内皮細胞への接着反応の成立過程において

は，CysLT自体の血中濃度が極端に上昇するなどの特

殊な事態が生じない限り，CysLT拮抗薬がこれを修飾

する可能性は低いと推定される．それではCysLT拮抗

薬の好酸球浸潤抑制作用には如何なる機序が考えられる

であろうか？

LTD4 あるいは LTE4 の吸入は，喘息気道において好

酸球組織集積を惹起する13）14）．本検討で臨床濃度のプラ

ンルカストが LTD4 誘導好酸球遊走を抑制したことは，

CysLT拮抗薬の好酸球集積抑制作用の一部が，CysLT

自体による好酸球遊走に対する特異的な抑制作用を介す

ることを示唆する．Lee ら15）は，LTC4・LTD4 が好酸球

生存延長を誘導すること，CysLT拮抗薬あるいは LT

産生抑制薬が好酸球のアポトーシスを誘導し生存延長を

抑制することを示している．また筆者ら4）は，LTD4 が 100

nM以上の濃度において，好酸球の ICAM-1 への接着を

増強することを示した．LTD4 の血中濃度がかかる高濃

度となることは考え難いものの喀痰での検討から喘息気

道内では到達可能と考えられ16）17），好酸球と気道上皮細

胞上の ICAM-1 との相互作用に関与することが考えら

れる．筆者らの成績ならびに以上の報告を考え合わせる

と，CysLT拮抗薬の好酸球集積抑制機序は，末梢血好

酸球が血管内皮細胞に接着する段階以降の好酸球遊走，

気道組織内での生存延長，あるいは気道上皮細胞の

ICAM-1 との接着反応における，CysLT自体の寄与部

分に対する特異的な拮抗作用が主体と推定される．炎症

部位における全ての好酸球遊走・生存延長活性中の

CysLTの寄与レベルによって，CysLT拮抗薬の効果発

現水準が規定されると考えられる．なお健常者に LTD4

を吸入させても好酸球集積は惹起されなかったとの報告

もあり18），CysLTが効果的に好酸球集積を誘導するに

は IL-4 の血管内皮細胞に対する作用や IL-5 の好酸球に

対する作用を含む，炎症性サイトカインの介在が必要で

ある可能性が考えられる．

CysLT拮抗薬は好酸球の接着・遊走や生存以外の径

路を介しても抗炎症作用を発揮する可能性が考えられ

る．Tohda ら19）は，20 µMと高濃度ではあるものの，プ
ランルカストが抗原刺激単核球からの IL-3，IL-4，GM-

CSF 産生を抑制することを示した．IL-4 は VCAM-1 発

現誘導因子であり，IL-3 と GM-CSF は好酸球生存延長

因子であることから，これらの産生減少は好酸球組織集

積を間接的に抑制すると考えられる．一方，CysLTは

血管内皮細胞上の P‐セレクチン発現を誘導することが

知られるが，プランルカストならびにザフィルルカスト

はこれを修飾しなかったとされる20）．この理由として，

CysLTによる P‐セレクチン発現はCysLT 1 受容体に

非依存性であることが考えられる20）が，CysLT拮抗薬

の作用の選択性を示唆する報告として興味深い．いずれ

にしても，LT拮抗薬の抗炎症作用のプロファイルが明

確化されるには，好酸球への作用のみならず，接着分子

やサイトカイン・ケモカインを含むアレルギー性炎症の

調節因子に対する作用や，T細胞，肥満細胞，マクロフ

ァージなどの免疫担当細胞，さらに気道上皮細胞，線維

芽細胞，血管内皮細胞などのレジデント細胞に対する作

用を含む詳細な検討がなされる必要性があると考える．

今後はこれらの研究標的についても検討がなされること

により，CysLT拮抗薬の抗炎症作用ひいては臨床効果

の発現機構が明確化されてゆくことが望まれる．
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Abstract

Study on the Effect of Cysteinyl Leukotriene Antagonist, Pranlukast Hydrate, on Adhesive
Interaction between Eosinophils and Pulmonary Endothelial Cells

Manami Nogimura, Makoto Nagata, Akihisa Sutani,
Keiko Saito and Yoshio Sakamoto

Pulmonary Division, Second Department of Internal Medicine, Saitama Medical School

It has been reported that cysteinyl leukotriene（CysLT）antagonists reduce the accumulation of eosinophils

in the asthmatic airway. However, the exact mechanism of this action remains to be established. In the present

study, we examined whether a CysLT antagonist modifies the adhesive interaction between blood eosinophils and

endothelial cells. Pranlukast hydrate, a CysLT antagonist, blocked the chemotactic response and adhesion of

eosinophils induced by LTD4. On the other hand, pranlukast did not modify the eosinophil spontaneous adhesion

to the resting or IL-4 plus TNF-α-stimulated pulmonary endothelial cells. Similarly, pranlukast did not modulate
IL-5- or FMLP-activated eosinophil adhesion to the resting endothelial cells. Finally, pranlukast did not modify the

expression of adhesion molecules on endothelial cells stimulated with endothelial activating cytokines. These re-

sults suggest that the inhibitory action of CysLT antagonist on eosinophil accumulation in the asthmatic airways

involves mechanisms other than the adhesive interaction between eosinophils and endothelial cells.
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