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緒 言

抗 炎 症,抗 浮 腫 の 目的 で使 用 されて い る蛋 白

分 解 酵 素 製 剤の1つ であ るprozime-10(P-10)を

ラ ッ トに静 注 した際,血 中corticosterone level

の著 明 な 上 昇 を きた す こ と,及 び副 腎 摘 出動 物

で そ の抗 炎 症 効果 が 減 弱 す る1)こ とが 報告 され

て い る.ま た,犬 にP-10を 静 脈 注射 した場 合 に

も,血 漿cortisol濃 度 の上 昇 が 認 め られ て い

る2).犬 にP-10を 静 脈 注 射 した 際 に は,血 漿

cortisol濃 度 の 上 昇 に 先 行 す る血 漿ACTH濃

度 の上 昇 が 多数 の実 験例 で観 察 されて い るが,

少数 例 で は血 漿 中 のcortisolとACTHが 殆 ん

ど同時 にpeak levelに 達 す るこ とが観 察 され た.

 P-10は 副 腎に直接 作 用 してcorticosteroid遊 離

を惹 起 しない こ とが 明 らか になったの で, ACTH

と 同 時 に 血 中 に 出現 す るcortisolのpossible

 stimulantに つい て検 討 した とこ ろ, histamine

(Hi)で あ る可 能性 が 強 く示 唆 され るに至 った2).

副 腎皮質 の糖 質 コルチ コイ ドは主にACTHに

よ りその 合 成 及 びそ れ に続 く分 泌 が 調節 され て

い るが,そ のACTHの 生 合 成 と分 泌 は,視 床

下 部か らのACTH放 出 因子(corticotropin re

leasing factor, CRF)や 血 中の 糖 質 コルチ コイ

ドlevelに よ り調 節 され て い る こ とが知 られ て

い る3).ま た, CRFの 合 成 と分 泌 は,種 々 な ス

トレス, circadian rhythmや 更 に上 位 中枢 よ り

の 刺 激 に よ り調 節 され て い る事 も知 られ て い

る3).こ の よ うに,複 雑 な機構 を介 して,糖 質 コ

ルチ コイ ド分 泌 を調 節 して い るACTHと 同様

に,初 期 炎症 の誘 発 因子 で もあるHiが 直接 副 腎

皮質 細 胞 に作 用 して, cortisol遊 離 を惹起す るこ

とは,治 癒 過程 を含 め て 炎症 の 全体 像 を理 解 す

る上 で 非常 に興 味が 深 い.こ れ は,催 炎 的効 果

を もつ とされ て きたHiが 同 時 に 消 炎 的 に作 用

す る可 能性 を もつ こ とを意 味 す る もの と理 解 さ

れ る.こ の よ うなHiのsteroid遊 離 作 用 が生 体

での 血 中Hi濃 度,特 に 生理 的 な 変 動 範 囲 内 で

起 こ り得 るか 否 か とい う点や,副 腎皮 質細 胞 に

Hi receptorが 存 在 す るか 否 か とい う問題,さ ら

に,そ のbaseに あるmechanismを 犬 副 腎皮 質

細 胞 を使用 して検 討 す る ため,本 実験 を行 った.

実験 方 法 及 び材 料

1)遊 離副 腎 皮 質細 胞 の調 製 方 法

遊 離 副 腎皮 質細 胞 の調 製 は, Sayersら4)の 方

法 に 準 じて行 った.ホ ル モ ン分 泌 の 日内 変動 の

影 響 を考 慮 し,成 犬 を午前9時-9時30分 の 間

にpentobarbital-Na(30mg/kg)の 静注 に より

麻 酔 し, 12時-1時 の 間 に 出 血 致死 させ た.そ

の後開腹 して両 側 副 腎 を摘 出 し,予 め95%O2+

5%CO2の 混合 ガスで飽 和 してお いた0.2% glu

cose及 び0.5% BSA含 有Krebs-Ringer bicar

bonate buffer(pH 7.4,以 下KRBGAと 略)

に浸漬 した.副 腎周囲の脂肪 組織 を除去 し, 0.5mm

の厚 さに細 切 し,立 体 顕微 鏡 の 検鏡 下 に髄 質 を
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切 除 した.こ の 副 腎 皮質切 片 を さらに細 切 した

後, 0.125% trypsin含 有KRBGA(37℃)を 含

む 三 角 フ ラ ス コに移 し, 95%O2+5%CO2の

混 合 ガ ス でbubblingし なが ら10分 間incubate

した.遊 離 した細 胞 を含 む液 層 を分離 し,冷 却

した別 の 容 器 に移 した.未 消化 の 副 腎皮 質 細切

片 には,新 たに0.125% trypsin含 有KRBGAを

加 え,同 様 の 操 作 を8-10回 繰 り返 し行 っ た.

プー ル した 細 胞 浮遊 液 を200meshのsieveで 滬

過 した後, 4℃, 20分 間100xgで 遠心 分 離 し,

 pelletを 少量のKRBGAで 洗浄後再 び遠 沈 した.

単 離 細 胞 を30mlの0.05% lima bean trypsin

inhibitor含 有KRBGAに 再 浮遊 させ, 37℃ で15

分 間, 95%O2+5%CO2の 混 合 ガ ス でbubbling

させ な が らincubateし,そ の 後, 400meshの

sieveで 滬 過 後 遠心 分 離 し,得 られ たpelletを 適

当量 のmediumに 浮 遊 させ て 実 験 に 供 した.

 trypan blue dye exclusion methodに よりvia

ble cellsを 計 測 した.

2)遊 離 副 腎皮 質 細 胞のincubation

遊 離 副 腎 皮質 細 胞 の浮 遊 液 を軽 く振盪 しなが

ら試 験 管 に分注 し, 95%O2+5%CO2混 合 ガ ス

を10秒 間 通 じてキ ャ ップ を し, 37℃ で15分 間 振

盪 し てpreincubationを 行 った.そ の 後,薬 物

含有KRBGAを 添 加 し,同 様 に ガス を充 填 し,

さらに2時 間incubateし た.な お, HiやACTH

のsteroidogenesisに 対 す る阻害 剤 は, preincu

bation時 にmediumに 添加 して同様 の 操 作 を行

った. incubation終 了後, 3,000rpmで10分 間遠

心分 離 し,上 清 中 の11-OHCSを 定 量 した.

3) 11-OHCSの 定 量

11-OHCSの 定 量 は, Silberら5)の 方 法 に 準 じ

て行 った. 11-OHS測 定 の標 準液 としてcortisol

を用 い た ため, 11-OHS産 生 を表 わす 指 標 と し

てcortisolの 増加 と して 表現 した.前 報 と同様

にradioimmunoassayに よ り,遊 離 したsteroid

がcortisolで あ る事 を確 認 した.

4) cyclic AMP(cAMP)の 定量

cAMP測 定 用 試 料 の調 整 は, Salaら6)の 方法

に準 じ て行 った. extracellular cAMP定 量 の

場合 には, 0.1mM 3-isobutyl-1-methylxanthine

含 有KRBGAで15分 間incubateし た後, 500xg

で5分 間遠心分 離 した上清 をboiling water bath

中に12分 間 浸漬 した.

intracellular cAMP定 量 の場 合 に は,遠 心 分

離 後のcell pelletを0.1mM 3-isobutyl-1-meth

ylxanthine含 有KRBGAに 懸濁 し,遠 心 分 離 後

得 られ たcell pelletを さらに0.1mM 3-isobutyl-

1-methylxanthine含 有Tris-HCl buffer(pH

 7.4)に 再 懸濁 した.こ れ を15秒 間sonicateし,

更 にboiling water bath中 に12分 間 浸 漬 した.

その 後,各 試料 に30% TCA 0.5mlを 加 えた後

遠 沈 し,上 清 を採取 した.沈 殿 は6% TCA 1ml

で 洗 い,得 られ た上 清 を合 わせ て水 飽 和 エ ー テ

ル3mlを 加 えて振 盪 し,エ ー テル 層 を除去 した.

さ らに2回 エー テル処 理 を行 った.こ の 抽 出 液

をcentrifugal evaporatorで 濃縮,乾 固 した.

cAMPの 定 量 に は, Yamasa cAMP assay

 kitを 使 用 した.濃 縮 乾 固 した試 料 に適 当 量 の

蒸 留 水 を加 えて 溶解 し,そ の100μlに サ クシニル

化 試 薬100μlを 添加 し,よ く混 合 させ た後,室 温

で放 置 し,そ の 後0.3Mイ ミダ ゾー ル緩 衝 液 を

800μl添 加 して混合 した. 125I-サクシニルcAMP

チ ロシンメチルエ ステル100μlに サ クシニ ル化 し

た試料100μlを 加 え,抗cAMP家 兎 血 清100μlを

加 えて混 合 し, 36時 間0℃ で 反応 させ た.そ の 後

活性 炭(500μl)を 加 えて攪 拌 し,遠 心 した後 の

上清500μlを と り,こ の放 射 能 をwell型scintil

lation counterで 測 定 した.

5)実 験材料

下記の化合物を使用 し,括 弧内に購入先また

は提供先を示した.

Albumin bovine(Sigma), Trypsin(Difco

 Laboratories), Lima bean trypsin inhibitor

(Sigma), ACTH(第 一 製 薬), Hi(東 京 化 成),

 hydrocortisone(Merck), dibutyryl cAMP

(Sigma), EGTA(Sigma), aminoglutethimide

(Ciba-Geigy), cycloheximide(Sigma), Pyri

lamine maleate(ICN), cimetidine(SK & F),

 theophylline(半 井 化 学), 3-isobutyl-1-methy

lxanthine(Sigma), verapamil(エ ー ザ イ),

 125I -cortisol(第 一 ラ ジ オ ア イ ソ トー プ 研 究 所)
,

 cortisol抗 血 清(第 一 ラ ジ オ ア イ ソ トー プ 研 究 所) .

実 験 結 果

1) Hiに よ るcorticosteroidogenesis(CSG)の
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図1. Hiに よ る副 腎皮 質 細 胞 か ら の

cortisol outputの 時 間 経 過 .

○-〇:対 照

●-●: Hi 10-4M

図2. Hiのcorticosteroidogenesisに お け る

濃度 作 用 曲 線.

time course

図1は,遊 離 副 腎 皮 質 細 胞 にHi 10-4Mを 作

用 させ た 際 のCSGのtime courseを 示 し た もの

で あ る.な お, CSGはcortisol output(ng/105

cells)で 示 し た.

incubation timeの 増 加 と 共 にcortisol out

putも 直 線 的 に 増 加 し たが, control mediumに

お い て は, incubation timeが120分 でplateau

に達 した.長 時間のincubationで は,細 胞 が 損

傷 され る可 能 性 も考 え られ た の で, HiのCSG

を調べ る際 に は, 120分 間Hiを 作 用 させ た際 の

cortisol outputで 検 討 す る事 に した.

2) Hiに よ るCSGの 濃度 依 存性

Hi 10-8M-10-3Mを 作用 させ た際,明 らか

に濃度 に依 存す るcortisol outputが 認め られ た

(図2).犬 の 血 漿 中Hi濃 度 は, 0-40ng/ml

(0-3.6×10-7M)で あ るこ とが報 告 され て い

る7)の で,何 らかの 原 因 によ り血 中Hi濃 度 が軽

度 に上 昇 した際や,ま た 副 腎皮 質 中のHiが 遊 離

し,皮 質 で作 用す るHi濃 度 が 増加 した 際 には,

 Hiの 皮質 細 胞 に対 す る直 接 作 用 に よ りCSGが

増 強 されて くる可 能性 は充 分 あ る もの と考 え ら

れ る.本 実 験 で は,非 生 理 的 で はあ るが顕 著 な

CSGが 誘 発 され る10-4MのHiを 用いて以下 の

実験 を行 った.

3) ACTHに よるCSG

生 体 内 に お いて 副腎 皮 質 ホル モ ンの 生合 成 に

関与 している主体は, ACTHで あ る. Hi 10-4M

に よるCSGと 等価 な効 果 を もつACTH濃 度 を

検 討 す る 目的 で行 った実 験 結 果が 図3に 示 して

あ る.

Hi 10-4Mのcortisol outputが 約53ng/105

cellsで あ った こ とか ら,このCSGはACTHの

約5×10-5IU/mlに 匹敵 す るこ とがわか った.

4) db-cAMPに よるCSG

ACTHのCSGに, adenylate cyclase-cAMP

 systemの 活性 化 が その 重要 な機 序 に な り得 る事

図3. ACTHのcorticosteroidogenesis

に お け る 濃 度 作 用 曲 線.
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が 報 告 され て い る8,9). cAMPはsteroidogenesis

に お い てsecond messenger9)的 な 役 割 を 果 して

い る も の と 考 え ら れ て い る の で, db-cAMPを

用 いて そ のCSGを 検 討 し, Hi 10-4Mとequiv

alentな 効 果 を もつdb-cAMP濃 度 につ い て 検 討

し た.

図4に 示 す 如 く, db-cAMPは 濃 度 に 依 存 し

たcortisol outputを 示 し, Hi 10-4MのCSG

はdb-cAMP 0.5-1mMの 効 果 に ほ ぼ 匹 敵 す る

こ とが わ か っ た

5) HiのCSGに 及 ぼ すaminoglutethimideの

影 響

ACTHのCSGに お い てcholesterolのside

 chain-cleaning enzyme systemが , 1つ のregu

latory siteに な り う る と 考 え られ て い る10,11) .

図4. db-cAMPのcorticosteroidogenesis

に お け る濃 度 作 用 曲 線.

図5. Hi(10-4M)のcorticosteroidogenesis

に 及 ぼ すaminoglutethimideの 影 響.

cholesterolの 側鎖 開裂 酵 素 を抑制 す ることに よ

り, CSGを 抑制 す るこ とが知 られて いるamino

glutethimide12,13)の 前 処 置 がHiのCSGに いか

な る影響 を 及ぼ す の か につ いて調 べ たの が 図5

に示 して あ る.

ACTHの 場 合 と同様 にHiのCSGも, amino

glutethimideの 濃 度 増大 と共 に抑制 され, amio

glutethimide 3×10-4Mで ほ ゞ完 全 に 抑 制 さ

れ た.

6) HiのCSGに 及ぼすcycloheximideの 影響

cycloheximideやpuromycinの よ うな蛋 白生

合 成 阻害 剤 に よ って も, ACTHのCSG効 果 が

抑 制 され る こ とが 知 られ て い る.こ の所 見 は,

 ACTHの 刺激下 でcorticosteroidの 分泌 が 高 い

levelで 持 続す るた め に は,あ る種 の 蛋 白が 間断

な く生 合 成 され 続 け られ なけ れ ば な ら ない もの

と理 解 され て い る. Garrenら14)は,ラ ッ トに

cycloheximideを 注 射 した際 のcorticosterone

の分 泌 減衰 曲線 か らこの 蛋 白質 の寿 命(半 減 期)

は,約8分 で あ る と計 算 した.ま た, Crivello

 and Jefcoate15)が 測定 したACTHのsteroid生

合 成に関与す る特殊 な蛋 白質 の半 減 期 もGarren

らの 報 告 した成 績 とよ く一致 して いた. cyclo

heximideは, ACTHを 作 用 させ た 副 腎皮 質 細

胞 中のcAMP濃 度 の上 昇 を抑 制 しない . cyclo

heximideに よ って 生 合 成 が 阻害 され, ACTH

の作用 発現 を阻害す る短寿 命な蛋 白質 は, cAMP

と無関 係 なものであ りcholesterol側 鎖 開 裂酵 素

の 酵素 活性 を制 御 す る調 節 因子 で あ る と考 え ら

れ て い る.

図6. Hi(10-4M)のcorticosteroidogenesis

に 及 ぼ すcycloheximideの 影 響.
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図7. Hiのcorticosteroidogenesisに 及 ぼ すpyrilamineとcimetidineの 影 響.

○-○: Hi 10-4M ●-●: Hi 10-3M

図6は, HiのCSGに 対 す るcycloheximide

の 抑 制 効 果 を示 して い る. cycloheximideの 濃

度 増 大 と共 に, Hiに よ るcortisol outputは 減

少 し, cycloheximide 10-5Mで ほ ゞ完全に 抑制

され た.

以 上 の 結 果 か らHiのCSGで の 作 用 点 は,

 cycloheximide感 受性 蛋 白が 関与 して い る以後

の段 階 で, ACTHの 場 合 と類似 してい る もの と

推 定 され る.

7) HiのCSGに 及 ぼす 抗Hi剤 の影響

Hiに よ り誘 発 され るCSGにHi receptorが

関与 してい るのか否か を調べ る 目的 で, H1 bloc

kerで あ るpyrilamineとH2 blockerで あ るci

metidineを そ れ ぞれ 併 用す るこ とに よ り, Hiの

効 果が どの よ うに変 化 す るの か につ いて検 討 を

行 った.

a. pyrilamineの 影 響

図7aに は, 10-4MのHiのCSGに 対 し, pyr

ilamineが い か な る 影 響 を 及 ぼ す の か に つ い て

検 討 し た 結 果 が 示 して あ る.種 々 な 濃 度 のpyr

ilamineで15分 間preincubateし た 後, Hiを 添

加 し て 更 に2時 間incubateし た.抑 制 作 用 を 比

較 検 討 す る ため に, 10-4Mを 単 独 で 作 用 させ た

際 のcortisol outputを100%と して 示 した. pyr

ilamineの 濃 度 増 大 と共 にcortisol outputは 減

少 し, 10-6Mの 濃度 のpyrilamine前 処 置 でHi

のcortisol outputは 約50%抑 制 さ れ た. diphen

hydramineを 前 処 置 した 際 に も, pyrilamineの

場 合 とほ ゞ同 程 度 の 抑 制 効 果 が 得 ら れ た.

b. cimetidineの 影 響

図8. Hiのcorticosteroidogenesisに 及ぼ す

媒 液Ca濃 度 の影 響.

○-○:対 照　 ●-●: Hi 10-4M

図7bは, H2 blockerで あるcimetidine前 処

置 に よ り, HiのCSG効 果が いか な る影響 を受

け る の か に つ い て 検 討 した もの で あ る. Hiの

CSG効 果 は,高 濃 度 のcimetidineに よって もほ

とん ど抑 制 され な か っ た.

8) HiのCSGに 及 ぼすCa2+の 影 響

図8は,媒 液 中のCa濃 度 とHiのCSG効 果

との 関係 を調べ た もの で あ る.こ の 実験 に使 用

した副腎皮 質細 胞 は,単 離 す る段 階 でtrypsin含

有KRBGA中 に0.1mM EGTAを 添加 し, Ca2+

freeの 条件 が 成 立す る ように調 製 した. control

やHiを 作 用 させ た場 合,〔Ca〕oが0.5-1mM

の 際 いず れ もcortisol outputが 最 も高 く,そ れ

以 上 のCa濃 度 では逆 にcortisol outputが 低 下

す るこ とが観 察 され た.こ の知 見 か ら, ACTH
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よ りHiの 方 が 〔Ca〕oに よ り特 異的 に依 存 して

い る事 が わか る.

9) HiのCSGに 及 ぼすCa-blockersの 影 響

HiのCSG効 果 が, Ca2+をsecond messen

gerと して誘 発 されてい る可 能 性 を検 討 す る 目的

で, Ca antagonistのverapamil併 用 がHiの

CSGに いか な る影 響 を及ぼ す の か につ いて検 討

した.

図9に 示 す よ うに, verapamilの 濃 度 が増 大

す るに従 ってHiに よ るCSGはdose-dependent

な抑 制 を受 け る こ とが わ か っ た.全 く同 様 な結

果 が,他 の代表 的 なCa blockerで あ るD-600で

も認め られた.こ の所 見はHiのCSGがCa up

takeと 関 連 して い る事 を示 して い る.

10) Hiに よ る副 腎 皮質 細 胞 中 のcAMP含 量 の

変動

図9. Hi(10-4M)のcorticosteroidogenesis

に 及 ぼ すverapamilの 影 響.

HiのCSG効 果 に対 す るcAMPの 寄与 を検討

す る 目的 で, cAMPの 変動 を媒 液 中に 遊 出す る

cAMPと 細 胞 内 に 残 存す るcAMPと の2つ の

fractionに 分 け て,別 個 に検 討 した.

a.細 胞 内cAMPの 変 動(図10a)

対 照 媒 液 中 で の 細 胞 内cAMP含 量 は,約82

fmol/105cellsで, incubation timeに 関係 な く

ほ ゞ一 定 した値 を示 した.こ れ に対 しHiを 作

用 させ た際に は, incubation timeの 増加 と共 に

細 胞 内cAMP含 量 も増 加 し, 30分 で約100fmol/

105cellsに 増 加 した.

b.媒 液 中 のcAMP量(図10b)

対 照媒 液 やHi 10-4Mを 作 用 させ た際 の 細 胞

外液 中のcAMP量 は,い ずれ もincubation time

の 増加 と平 行 して増 大 した.

11) Hi及 びdb-cAMPのCSGに 及 ぼ すphos

phodiesterase阻 害 剤 の影 響

HiのCSG効 果に対す るcAMPの 関与 を検 討

す る目的でphosphodiesterase阻 害 剤で あるthe

ophylline及 び3-isobutyl-1-methylxanthineの

併 用 効 果 につ い て 検 討 した.媒 液 には, Hiの

CSGが 最 も強 く出現 す るCaCl2(1mM)含 有

媒 液 を用 い た.

a. theophylline

図11aはHi及 びdb-cAMPに よるCSGに 対

し, theophyllineの 併 用が いか な る影 響 を及ぼ

す のか につい て検討 した もの を示 して い る. the

ophyllineの 濃 度 が3×10-4M以 下 で は, con

trol及 びHiのCSGに 対 し,全 く影 響 を及ぼ さ

図10. Hiの 副腎皮 質細 胞cAMP含 量の媒 液中cAMP濃 度 の経 時変化.

○-○:対 照　 ●-●: Hi 10-4M
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図11. Hi及 びdb-cAMPに よ るcorticosteroidogenesisに 及 ぼ すtheophylline及 び

3-isobutyl-1-methylxanthineの 影 響.

○-○:対 照　 △-△: db-cAMP 1mM　 ●-●: Hi 10-4M

なか っ た.し か し, db-cAMPに よ るCSGは,

 theophyllineの 濃 度 増 大 と共 に 増 強 さ れ, 3×

10-4Mの 際 に は 約150%の 増 大 が 認 め ら れ た.

しか し,そ れ 以 上 の 濃 度 のtheophylline併 用 は,

 control, db-cAMPい ず れ のCSGに 対 して も抑

制 し た.

b. 3-isobutyl-1-methylxanthine

図11bは, 3-isobutyl-1-methylxanthineを 併

用 し た 際 の 結 果 を 示 し て い る. theophyllineの

場 合 と同 様, 3-isobutyl-1-methylxanthineが3×

10-4M以 下 の 濃 度 で は, db-cAMPに よ るCSG

に 対 し て の み 増 強 効 果 が 認 め られ, Hiに 対 して

は 殆 ん ど 影 響 し な か っ た. 3×10-4M以 上 の 濃

度 の3-isobutyl-1-methylxanthineの 併 用 は,い

ず れ の 場 合 に も や は り抑 制 的 に 作 用 し た.高 濃

度 のtheophylline及 び3-isobutyl-1-methylxan

thine併 用 に よ るCSG抑 制 作 用 は,こ れ ら薬 物

の も つ 蛋 白 合 成 阻 害 作 用 の た め と考 え ら れ

る22,23).

考 察

抗炎症 蛋 白分解酵素P-10の 抗 炎症 効 果発 現 に

副 腎 皮 質 よ りの糖 質steroid遊 離が 寄与 して い

る事 及 びcorticosteroidsの 血 中濃 度上 昇 の主 な

原 因に な るのが, corticoids遊 離 に先 行 す る血

中 のACTH濃 度 上 昇 が あ る事 は既 に 明 らか に

され て い る2).ま た, P-10を は しめ,種 々な消

炎 酵 素 製 剤 の投 与 後,血 中Hi値 が 上 昇 し, Hi

に は副 腎皮 質 に対 す る直接 的 な刺 激 作用 が あ り,

そ の結 果steroidが 遊 離 され る とい う,一 連 の

機 序 も明 確 に され て きた2).本 実 験 で は, P-10

投 与 後,血 中 に 出現 す るHiに よ って発 揮 され

る と考 え られ るsteroidogenesisが 果 して 細 胞

levelで も確 認 され るか 否か に つ い て検 討 した.

ACTHのCSG作 用 に 際 して は,副 腎 皮 質

cAMP levelの 上 昇 を伴 う こ とが知 られてい る.

 Grahame-Smithら16)は, ACTH投 与 後corti

costeroneの 分 泌 増 加 に先 行す る副 腎組 織 内 の

cAMP levelの 上 昇 を証 明 して い る.ま た,

 Haynes17)は 牛 の 副 腎 皮 質 切 片 に お い て も,

 ACTHの 作用 下 にcAMP濃 度 の上 昇 が 起 る こ

とを認め てお り, cAMP自 身 もin vitroの 系 で

ACTHの 作 用 を模 倣 し うる こ とを示 して い る.

しか しな が ら,従 来 主 流 で あっ たcAMPの

CSGに お け るsecond messenger説18)に 対 し

て,種 々 な疑 問 が最 近提 出 されて きて いる. Bell

 and Sayers19)は,ラ ッ トの副 腎細 胞 懸濁 液 を種

々 な濃度 のACTHでincubateし た際,細 胞 内

cAMP総 量 にほ とん ど有 意 な増 加 を きた さな い

よ うな 低 濃 度 のACTHに よ っ て も, cortico

steroneの 生 産 は 明 らか に 亢進 され て い る こ と

を報告 して いる.ま た, Moyleら20)はcAMPを

増加 させ るACTH濃 度 とsteroid生 合成 を促 進

させ るACTH濃 度 の 隔 た りは, ACTHの0-

ニ トロ フ ェニ ル スル フ ァニ ル誘 導 体 で は一 層 顕

著 に な る こ と を示 した.す な わ ち,低 濃 度 の
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ACTHに よ るCSGとcAMP生 合 成 との 間 に は

明 確 な 相 関 関 係 が な い こ とが 強 調 さ れ る に 至 っ

た. Yanagibashiら21)は, 125I-ACTHを 使 用 し,

 ACTHのreceptorをscatchard plot解 析 し 副

腎 皮 質 細 胞 のACTH receptorを2つ に 分 類 し

た. 1つ はhigh affinityでlow capacityなre

ceptor(dissociation constant Kd1=2.6×10-10

M, 7350 sites per cell)で あ り,も う1つ はlow

 affinityでhigh capacityなreceptor(dissoci

ation constant Kd2=7.1×10-9M 57400 sites

 per cell)で あ る.前 者 は, ACTHに 対 す る 感

受 性 が 後 者 よ り も 高 く, Ca2+influxと 直 結 す る

steroidogenesisに 関 与 して お り,生 理 学 的 な 濃

度 のACTHで 刺 激 し た 際 に 駆 動 す る と考 え て

い る.後 者 は, ACTHに 対 す る感 受 性 が 低 く,

 adenylate cyclaseとcoupleし たreceptorで あ

り,非 生 理 的 な 濃 度 のACTHを 使 用 し た 際 に

cAMPの 生 合 成 と平 行 し てsteroidogenesisも

行 う で あ ろ う と い う 想 定 を 行 っ た.す な わ ち,

 ACTHに はCa2+をsecond messengerと す る

steroid生 合 成 機 構 が あ る22)こ と を示 唆 し た訳 で

あ る.

一 般 に 犬 の 血漿 中 のHi濃 度 は,非 常 に低 く

0-40ng/ml(0-3.6×10-7M)の 範 囲 で 変 動 す る

事 が 知 られ てい る7).本 実 験 で証 明 され た如 く,

 10-8MのHiで さえ副 腎 皮 質のsteroidogenesis

を惹起 し得 る事 が 判 明 した事 は,生 理 学 的 に大

変 重 要 な知 見 で あ る と考 え られ る.

Aminoglutethimideやcycloheximideと の併

用 に よ ってHiのCSGが 抑制 された こ とか ら,

 Hiはcholesterol側 鎖 開 裂 酵 素 や, cyclohex

imide sensitive protein生 合 成 以 前 の段 階 で何

らか の作 用 点 を もつ と思 われ る.

Hiは 多 くの 細 胞 で は 細 胞 内に と りこ まれ な

い と考 え られ るの で,当 然 その 作 用 発現 に は 膜

表 面 にreceptorが 存在 す る と考 え られ る.こ の

ような場 合 の常 套 手段 であ るantagonistの 併 用

実 験 に お い て, H1 blockerで あ るpyrilamine

併 用 に よ り顕 著 な 抑 制 が 認 め られ たの に, H2

 blockerで あ るcimetidine併 用 で は 殆 ど 無 効

で あ っ た.従 ってHiに よ るCSGに は, H1 re

ceptorが 関与 して い る と思 わ れ る.

HiのCSG機 序 と して先 づ 可 能性 が あ る と考

え られ た の は, cAMPをsecond messengerと

す る機 構 で あ る. Hiは 脳 をは じめ,種 々 な臓 器

でcAMP levelを 上 げ る事 が 知 られ て い るか ら

で あ る23).こ の仮 説 の 妥 当性 を検討 す る ため,

 phosphodiesterase inhibitorで あ るtheophyl

lineや3-isobutyl-1-methylxanthineの 前処置 を

行 った が, HiのCSG効 果 に は 殆 ど影 響 が 認

め られ な か っ た.し か し,副 腎 皮 質 細 胞 内 の

cAMP含 有 量 に つ い て は, incubation timeの

増加 と平行す る細胞 内cAMP及 び媒 液 中cAMP

量 の 増 大 が 認 め られ た が,対 照levelよ り もわ

ずか に 増加 した に とど ま った.こ れ らの知 見 か

ら, Hiの 場 合, cAMPがsecond messengerに

な る とい う説 は 妥 当 でな い と考 え られ た.

種 々な分 泌 細 胞 で, Caがsecond messenger

に な りうる事 が報 告 され てい る24). Ca influxを

抑制 す るverapamilで 前 処 置 した ところ, Hiに

よるCSGはdose-dependentに 抑 制 され るこ と

が わか った.こ の 所 見 とHiのCSGが 〔Ca〕0に

対 して依 存性 を示 した事 実 とを考 え合 わせ ると,

 HiのCSGはCa2+uptakeと 密 接 に 関連 して い

る事 が わ か る.一 般 に種 々 な 臓器 に お い てHi

が そ の 作 用 を発 揮 す る際, H2 receptorを 介す

る ときにはsecond messengerと してcAMPが

関 与 してお り, H1 receptorの 際 に はCa2+up

takeが 想 定 され てい る.今 回行 っ た副 腎 皮 質細

胞 で の実 験 で も極 め て類 似 した結果 が 得 られ た

事 は,大 変 興 味 深い. HiのCSGに 関 してCaが

どの よ うな作 用 点 で どの よ うな役割 を果 して い

る の か は 現 在 の所 不 明 で あ る. cycloheximide

感 受 性 因子 が 関与 す る以後 のsteroid生 合 成過

程 がACTHと 全 く同様 で ある と考 え るな らば,

それ以 前の 過程,す なわ ち,細 胞 膜 とHiのin

teractionにCa2+が 何 らか の機 序 に よ り協 力 的

に作 用 して いる可 能性 は大 で ある と考 え られ る.

最 近, prostaglandins(PG)に もCSG作 用

が 見 出 され ている25). PGに よるCSGはcyclo

heximideで 抑 制 され る こ と25)や, PGF2α に は

cAMP生 合 成促 進 作 用 が な い こ と26), PGに は

Ca2+を 細 胞 内 に取 り込 む 作 用が あるこ とな ども

報 告 さ れ て い る27).こ れ らPGの もつCSG機

序 は, HiのCSG機 序 を連 想 させ る.副 腎皮 質

ホル モ ンの生 合 成 及 び分 泌 に, ACTHがmain
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な役 割 を担 って い る事 は 間違 い な い と して も,

 HiやPGの ようなautacoidsが,副 腎皮質 に直

接 作 用 してCSGを 惹 起 して い る可 能 性 は 高 い.

これ らの所 見 は,抗 炎症steroidsの 分 泌機 構 に

お いてACTH一 辺 倒 の 単 純 な理 解 は 必ず しも

正 し くな い事 を示 唆 して い る.消 炎蛋 白分 解酵

素 の 作 用 機序 につ い て検 討 して きた一 連 の本研

究 に お い て,起 炎物 質 と考 え られて い るHiが

一方 では
,生 体 内に お い て最 も抗 炎症 効果 の 強

いsteroidを 遊 離す る事 が判 った .従 来, Hiは

炎症 の場 では催 炎的要 素 のみ が 強調 され て きた

が,本 実 験 で 得 られ た知 見 は,炎 症 の 場 に おけ

るHiや,そ の 他 のautacoidsの 役 割 に つ いて

再 考 を要 求 す る もの と言 え る であ ろ う.

要 約

成 犬 をpentobabital-Naの 静 注 に よ り麻 酔 し

て 出 血 致 死 さ せ,摘 出 した 副 腎 を 適 当 な 厚 さに

細 切 し,実 体 顕 微 鏡 の 検 鏡 下 に 髄 質 を切 除 した.

こ の 副 腎 皮 質 切 片 をtrypsin処 理 し て,単 離 さ

せ た 副 腎 皮 質 細 胞 の 生 否 は, trypan blue dye

 exclusion methodに よ り確 認 し た.

副 腎 皮 質 細 胞 に 種 々 な 濃 度 のhistamine(Hi)

を作 用 させ る と, corticoidogenesisが 惹 起 され,

 Hiの 効 果 は10-8M-10-3Mの 範 囲 で 濃 度 に 依 存

し て 増 大 した. cholesterol side chain clearing

 enzyme systemを 阻 害 す るaminoglutethimide

や 蛋 白 合 成 阻 害 剤 のcycloheximideは, Hiの

corticoidogenesisに 対 しACTHと 極 め て 類 似

し た 抑 制 効 果 を示 し た. H1 receptor blocking

 agentで あ るpyrilamine前 処 置 は,濃 度 依 存 性

にHiのsteroidogenesis効 果 を抑 制 し たが, H2

 receptor blocking agentで あ るcimetidineは,

ほ とん ど抑 制 的 な 影 響 を示 さ な か っ た.媒 液 中

のCa濃 度 が, 0.5-1mMの 際, Hiの 効 果 は 最

も強 く,そ れ よ り低 濃 度 で も,ま た 高 濃 度 で も,

 Hiのcorticoidogenesis効 果 は低 下 し た. phos

phodiesterase阻 害 剤 で あ るtheophylline及 び

3-isobutyl-1-methylxanthineの 前 処 置 は, db-

cAMPに よ るsteroidogenesisを 増 強 し た が,

 Hiの 効 果 に は ほ と ん ど影 響 し な か っ た.一 方,

 Ca influxを 阻 害 す るverapamilの 前 処 置 は,

 Hiに よ るsteroidogenesisに 対 し て 濃 度 依 存 性

の 抑 制 効 果 を 示 し た.以 上 の 所 見 よ り, Hiは

副 腎 皮 質 細 胞 のH1 receptorに 結 合 してCaの

細 胞 内 へ のinfluxを 増 大 す る こ と に よ りstero

idogenesisをtriggerす る と考 え られ る. cyclo

heximide感 受 性 因 子 が 関 与 し て い る 以 降 の 作

用 機 序 は, ACTHの 場 合 と極 め て 類 似 して い る

と 想 像 さ れ る.
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Anti-inflammatory effect of prozime-10 (P-10), a proteolytic enzyme

III. Anti-inflammatory mechanism of P-10 (II)

Kazuo MAKI

The First Department of Oral and Maxillofacial Surgery,

 Okayama University Detal School

(Director: Prof. K. Nishijima)

The adrenal glands were excised from anesthetized dogs and sliced with a razor blade. 
In each slice the medulla was removed and was minced. Aftre trypsin digestion, the dispersed 

cells were collected and preincubated in medium containing lima bean trypsin inhibitor. The 
incubation was carried out both with or without test drugs for 2hr, and thereafter cortisol 

released into the medium was determined. When histamine (Hi) was added to dispersed 
cells, cortisol was released in a concentration-dependent fashion. A significant release was 

noted at concentrations higher than 10-8M of Hi. When various concentrations of ACTH 
and db-cAMP were added to dispersed cells, both brugs exhibited dose-dependent corticos
teroidogenesis (CSG). Hi-induced CSG was inhibited by pretreatment with Ca-blockers and 

pyrilamine, but not affected by pretreatment with phosphobiesterase inhibitors and cimeti
dine. These findings indicate that Hi-induced CSG is related to H1 receptors and Ca2+ influx 

but not with cAMP and H2 receptors.


