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要 旨

Pentraxin3(以 下PD(3)は 共 通す るC末 端doα ヨain(pentraxindoma圭n)を 有 するsuperf㎜ 一

ilyの 一 員である.炎 症や免疫 において重要な役割 を担い,IL-1β な どの炎症性 シグナル に反

応 して,炎 症局所においてマクロファージや好中球,血 管内皮細胞など種 々の細胞か ら産生 さ

れ ることが知 られてお り,炎 症 を鋭敏に反映す る.本 研究では抗 ヒ ト1γrx3抗 体 を用いて,潰 瘍

性大腸炎(ulcera伽ecolitis,以 下UC)の 組織 を免疫組織学的に検討 してUCに おける 貰X3発

現 細胞を同定 し,組 織学的な炎症 の重症度 とPD(3の 関係 について検討するとともに,更 に好

中球におけるFD(3の 動態 について観察 した.UCの 大 腸生検検体7症 例(30検 体)と,正 常対

照3症 例(5検 体)を 検討 した,UCの 炎 症の重症度は組織学的に3段 階に分類 し,抗 ㎜3抗

体やCD15,CD68,CD163,MSR-ACD3の 各抗体 を用いて免疫染色 した。その結果UCに お

いては炎症の組織学的な重症度が高いほど好中球 を主とするPFD(3陽 性細胞が増撫 し,prx3の

発 現は炎症の程度 を反映することが示 された,ま た,invitroの 実験系で蛍光染色や電 子顕微鏡

を用いて観察す ると,PIX3は 好 中球の特殊穎粒内に局在 し,炎 症刺激によって好中球か ら放出

され,炎 症刺激によって形成 されたneutrophilextracellulartraps(NETs)に 結 合す ることが確
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認された,NETsはUCの陰髄膜癌にも観察され,FrX3の動態は好中球の運命と密接に関与す

ることが明らかになった.

キ-ワード:Pentraxin3,濃癌性大腸炎,好中球,Neutrophilextraeellulartraps(NFrs)

緒 言

pentraxinはC末端に約 200欄のアミノ酸から

成るPentraxindomainと呼ばれる共通の環状構

造を持つ蛋白質のsupeTfamiiyである.shortpen-

traxinsと longpentraxinsの 2つ に大 別 され,

shortpentraxinsにはC reactiveprotein(CRY)

や senimamyloidP(長UFSAP)が含 まれ る.

CRPは,主にfL-6などの炎症性メディエーター

に反応して肝細胞で産生されるi).これらは動物

や入間の初期免疫において,急性相反応蛋白とし

て重要な役割を担っている,

IJOngPentraXinsは pentTaXindoma豆nの 他 に

unrelatedNterminaldomainを有 し,PTX3は

longpentraxinsのprototypeとされている.m 3

はILl βやTNFαなどの炎症性シグナルやTolト

Iikereceptor(TLR)覗Onistに反応 して,炎症局

所組織において,好中球,マクロファージ,樹状

細胞,血管内皮細胞,平滑筋細胞,線維芽細胞,脂

肪細胞など種々の細胞で発現する.m7X3はClq

と結合して補体の古典的回路を活性化し,特定の

貴簡や細菌,ウイルスをオプソニン化することで

微生物の認識を容易にして,サイトカインの産生

など初期免疫を活性化させる2).

血液細胞においては,単球のみがm 3mRNA

を発現 し,リンパ球や好中球は発現しない3).好

中球では,m 3は特殊歎粒内に貯蔵されており,

微生物を認 識するとすぐに細胞外に放出する準備

状態にある隼 cRPは炎症刺激6時間後に血中濃

度が上昇し,48時間でピ-クを迎えるのに対 し,

m 3はより迅速に血中濃度が上昇する,STl二昇

を伴う急性心筋梗塞の場合,prrx3血.車濃度は6

時間でピ-クを迎える2),炎症刺激により活性化

された好中球は,細胞外にneutrophiiextracellu-

1artraps(NETs)と呼ばれる線維状 の 構造物を形

威する場合があり,これは蕉菌や細菌などの微生

物を捕捉してその弱毒化や殺菌に働くが,細胞外

に放出されたm 3もこのNETsに局在するとの

報告がある隼

m 3は鋭敏に炎症を反映することから,これ

まで急性心筋梗塞 5)や敗血症 6),肺結核 7)など

の診断に応用する可能性が模索されてきた,また,

様々な炎症組織での発現が免疫組織学的に明らか

にされつつあるが 8),濃癌性大腸炎 (以下 UC)

における検討は一編のみである鋸.

本研究では新たに作製された抗ヒトm 3抗体

を用いてUCの組織を免疫組織学的に検討 し,

UCにおけるm 3発現細胞を同定 し,大腸の組

織学的な炎症の重症度とPTX3の関係について検

討した.さらに血液細胞を用いて,好中球におけ

るm 3の局在と動態について観察した,

材料と方法

1.検討対象

新潟大学医衝学総合病院において,2003年から

2008年の間にUCと診断 された大腸生検検体 7

症例,SO模体 (男性 3例,女性4例,平均54.1±

13.8歳,全大腸炎型 3例,左側大腸炎型 1例,逮

位大腸炎型1例,直腸炎型2例)ど,正常対照例

として腺腫の経過観察目的のため大腸内視鏡検査

を施行され,Group招日当で特異的所見なしと診

断された3症例,5検体 (男性2例,女性 1例,辛

均62±4.3歳)を用いた (表 1).

Sutherlandらの疾患活動性分類 (UIceTative

colitisdiseaseactivityindex,以 卜UC-DAl)10)に

基づいてUC症例の疾患活動性を評価すると,壁

症2例,中等症射乳 重症 1例であった,7例 中5

例は無治療の UCであり,他の 2例はいずれも

5-アミノサリチル酸製剤とプレドニゾロン,免疫
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表 1 検討対象

LTLI NL､

Case 7 3

Age 54.は13.8 62.批4.3

Sex(M/ど) 3/4 2/I

TypeofUC

Proe血is つ

Left/rectos唱mOjd ?

Pancol摘S 3

抑制剤を投与▲されていた.

生検検体は,ホルマリン固定,パラフィン包埋

した後,帝切 して hematoxylineos五m染色を行っ

た.この標本を1名の病理医により,Mattsの分

類 11)に従って検体ごとに組織学的な炎症の程度

を5段階に分類 した.更に,Matts分類の 1と2

に相当するものをgradel,Matts分類の3に相当

するものをgrade2,Matts分類の4と5に相当す

るものをgrade3として,独自に分類 した.

2.一次抗体

抗 ヒ トfyTX3抗体 (clone.PPZ1228,Perseus

Proteom豆cs,Tokyo)は100倍希釈,マウス抗ヒ ト

CD15モノクロ-ナル抗体 はoneC3D-1,Dako,

Denmark)は 50倍希釈,抗 ヒ トCD68モノクロ

ーナル抗体 (cioneKPl,Dako,Denmark)は2000

倍希釈 して使用 した.マウス抗 CD且63モノクロ

-ナル抗体 (cionelOD6,Novocash･a,UK)は100

倍希釈,抗 ヒトマクロプア-ジスカベンジャーレ

セプタ-A (MSR-A:CD204)モノクロ-ナル抗

体 (cloneNoSRA-E5,TramsGenielnc,Japan)

は 100倍希釈,マウス抗 CD3モノクローナル抗

体 (e呈onePSl,Novocastra,UK)は30倍希釈,マ

ウス抗 CD34モノクローナル抗体 (C漫oneQBEnd/

iO,Novocastra,UK)は50倍希釈 して使用した.

3.ウェスタンブロット法

材料として健康な供血者から得られた好中球を

用いた.全血 7ccをMono-polyresolvingmed卜

um (DSPharmaBiomedicalCo,Ltd.,Japan)に重

層 して遠心すると,第-層は単核球,第二層は好

中球として分離 され,2.4冗106cells/mlの好中球

が得られた.

得 られた好中球 を潜解 し,既報の方法 13)に従

って抗 m 3抗体を用いたウェスタンブロット解

析を行った.陽性対照として組換え蛋白 (FTX3-

MH)を使用した

4.免疫組織化学

ホルマリン固定,パラフィン包埋 した組織を薄

切 し,オー トクレーブ処理 (121℃,且5分)によ

って抗原を賦活化 して免疫染色を行った.前記の

一次抗体に反応 させた後,二次抗体としてヒス ト

ファインシンプルステインMAX-PO (MULTI)

梱iehirei,Tokyo)を使用 して酵素標識ポ リマ一

汰 (間接 法 ) に て染 色 し,発 色 に は 3,3'…

diam豆nobenzidine(Nichirei,Tokyo)を用いた

二重染色では,第-抗体として抗 ヒ トfYfX3抗

体を開いて一度免疫染色を施行LDAB発色をし

た橡,再びオ- トクレープ処理 (121℃,15分)

を行い,次 に第二抗体 (CD15,CD68,CD163,

CD3,CD34)を用いて免疫染色を施行 し,Vector

ViP(VectorbboTatOrieSIn°,USA)で発色 した.

5.蛍光染色

1)好中球

ウェスタンブロット法と同様の方法で健常人の

末梢血から好中球を分離 し,RPMI1640medium

(Sigma-Aldr豆chCorロ.,USA)で洗浄 して好中球

浮遊液 を作成 した.採取直後に好中球浮遊液 を

1000TPm,1分間でスライ ドガラスに遠心沈殿 し,

4%Paraformaldehyde/PBSで固定 して蛍光染色

を施行 した.また,Poly-L-1ysine液 (Sigma-

Al壷chCorp.,USA)でコー トしたチャンバ-ス

ライ ドに好中球浮遊液を入れ,炎症刺激を加える

群 (炎症 群 ) には 100ng/mlの IL-8(R&D

Systems,Inc.,Minnesota,USA)を加えて37℃で
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40分間培養 し,炎症刺激を加えない群(非炎症群)

には同量の蒸留水を加えて同様に40分間培養し,

経略的変化を蛍光染色で観察した.

蛍光染色の一次抗体として抗 ヒ トPTX3抗体

(clonePPZ1228),好中球の指標としてマウス抗

好中球エラスターゼ抗体 (cloneSPM205,Abcam

Plc,UK)杏,好中球細胞質内の特殊願粒の指標と

してウサギ抗ラクトフェリンポリクローナル抗体

(AbcamPlc,UK)を用いた 二次抗体としてはAlexa

Floor488anti-mouselgG,F(ab')2日nvitrogen,

USA),戯exaF漫uoT568anti-mouselgGl(γ1)

Hnvitrogen,USA),AlexaFluor568anti-rabbit

IgG,F(ab')2(Invitrogen,USA)を用いた.ProLong

Goldantifadereagent(Ⅰnvitrogcn,USA)で封入す

る場合はHoechst33342(Invitrogen,USA)で核染

色を行い,それ以外はVECTASHIELDMounting

Mediumwi払DAPI(Vectorbboratorieslne,USA)

で封入した.観察には共焦点レーザー顕微鏡 LSM

5iOver.4.0(CarlZeissC0.,LtdリGermamy)を用

いた.

2)大腸組織

パラフィン包埋 されたUCの生検検体を薄切

し,脱パラフィンした後にオ- トタレ-ブ処理

(121℃,15分)し,一次抗体としてウサギ抗ラク

トフェリンポリクローナル抗体 (AbcamPIc,UK)

杏, 二次抗体 として AlexaFluor568anti-rabbit

短G,ど(ab')2相nvitTOgen,USA)を用いて蛍光染

色を行った.VECTASH王ELDMountingMedium

withDAPI(Veetorbboratorieslnc,USA)で封

入し,観察した,

6.走査型電子顕微鏡 (SEl･T)

上述の方法で健常人の末梢血から好中球を分離

し,RPMI16購 (Sigma-AldrichCorロ.,USA)で

洗浄 して好中球浮遊液を作成 した,まず無菌の

TheTmanOXTMtissuecultureCovers昔ipsを35mm
のディッシュ内に置き,Poly-L-1ysine液 (Sigma-

AidrichCorp.,USA)でコーティングした.これを

2個準備 して,それぞれに好FFT球浮遊液を入れた.
一方は炎症群 として 100mg/mlの IL-8沌 &D
Systems,Inc.,Minnesota,USA)を加えて37℃の

保温韓で購 分間培養 し,他方は非炎症群として

同量の蒸留水を加えて同様に培養した.その後浮

遊液を除去してからPBSで洗浄し,2%ダルター

ルアルデヒドで固定した.これを1%タンニン酸

と1%四酸化オスミウムで固定した後にエタノー

ルで脱水し,酢酸イソアミルを経て液体二酸化炭

素を使った臨界点乾燥器で乾燥した.イオンコ-

タ-を用いてプラチナパラジウムによる金属コ-

テ ィングを施 し,走査電 子顕微鏡 (S-4300,

Hitachi,Japan)で観察した.

7.統計解析

統計解析には,KmskaトWalまisの順位検定,

Bonferroni補正 Mann-Whitneyの U検定 と

Spermannの順位相関を用い,p<0.01を有意差

ありとした.

結 果

1.抗ヒトPTX3抗体の特異性について

CHO細胞から得 られたリコンビナン トm 3

の抗 ヒ トm 3抗体 (clonePPZ1228)を用いた

ウェスタンブロット解析では,45kDaと90kDa

に明瞭なバンドが検出され,40kDaにも薄いバン

ドが認められた.また,新鮮血好中球の潜解物の

ウェスタンブロット解析でも,ほぼ45kDaに .致

してバンドが検出され,本抗体の特異性が確認で

きた.

2.組織学的炎症と内視鏡所見の対比

UC検体については,前述の通りに組織学的炎

症の程度をgradel-3の3段階に分類 した.さ

らに各検体採取部位についてその内税鏡像を確認

し,Mattsの内視鏡分類 11)に従って内視鏡的肉

眼像の重症度を4段階に分類 した.それらの対比

は表芸に示すとおりで,内視鏡分類でgradelあ

るいは 4に相当する検体は組織学的分類でも

gTadelあるいは3に相当しており,組織学的炎

症の重症度は内視鏡的所見からも推測できた.ま

た,内視鏡分類でgrade2あるいは3の軽症,中

等症の検体は,組織学的分類でもgradC2から3
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表2 組織学的炎症所見と内視線所見

EndoscopicMatts'grade 1 2 3 4

HistologiCalgrade1 10 0 0 0

つ 0 6 4 0
3 0 1 7 2

細胞敷

く⊂e‖S/mmヱI

30

~…~pTX3 CD15 CD68 1■- CD163

図及 組織学的炎症grade毎の各抗体陽性細胞数

m 3とCD15の陽性細胞数は,組織学的炎症のgradeが上がるにつれて且

視野毎の陽性細胞数が増加した,マクロファージ指標抗体 (CD68,CD163)

では,11三常対照例よりもUCで陽性細胞数が多かったが,gradelと2では有
意差を認めなかった.

に相当しており,内視鏡的肉眼像は組織学的炎症

の重症度を反映していた.

3.免疫組織化学

大腸の生検検体には,殆どの場合粘膜下層より

深い部分は採取されておらず,本研究では粘膜固

有層 までの評価を行った.同一検体に m 3,

CD15,CD68,CD163,MSR-AおよびCD3に対

311

する抗体を開いて免疫染色 し,m 3発現細胞,

好中球,マクロファージ,リンパ球 (T細胞)の

分布 を確認した.また,各検体につき無作為に1

-9視野 (平均 6.l梶野)を選び,視野毎に各々

の抗体の陽性細胞数を算定した (図1).

PTX3陽性細胞は,正常対照例では粘膜固有層

に少数見られたのみであった.UC症例でも組織

学的炎症 gradelでは,少数のm 3陽性細胞が
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図2 糾縦′､rrrJ炎れIgradebjlJのI'llX3CI)15CD163ドuM長州rd

PT7(3(A-D) JE'i;Hlll(日刊やgradelではF;訪作細川的;少数uられるのみであるが Grade2

では明らかにm加し,gra(1C3ではF3冊膿矧勺も指めて多くのPLjM掛川迫を.iH
める

CD15(rL一日) LF柿kJL!(HP卜では脱化#FrfYigが少なく,炎I.1のgladeがlがると暇什糾他力棚 え
ている ド3/I.3膿糊内で多歓のP携仕組l胞をtJJ.める

CDl()3(I-L) JF~絹).IE1(‖列に化してUCではFilTl縦l胞が多い
(免枝.iL色 ×200)

与上られるのみで,rI-'i;L･.'対日[=91Jと拝変はなかった P,_3鞘膜寸話や怯絹炎における女(-･TTL,求にもCD15のプ芭

しかしgt~adeが とがるにつれて陽性細胞数は11意
に多くなり,grade3では多数のPi汁柑FHJ'dカリ且ら

れた (図 2)ー陽性柵目脂は壬に//I-lFr球であり.マク

ロファージも似性性を 上̀した Grade3では,脂

't.HLJ女紺Frdl訪日二校人している好中球や,陰矧lた)威
IJIJに/(-lfする/Jf■lJ球にもTyrX3の雅Dlが枇解され

た リンパ球や形紫紺日仏 血,̂Lでl̂H女細胞にはEJJlら
かなTyTX3の発伽は碓認1LE'I来なかった

EI二倍対照例ではCl)15F;!yS作細胞は少なかった

UCの gradelでは CD15陽性剥州白が散見 され

どra(1Cの上井につれて暇性細抱は有塩に脚JwTした

別が確認された (図2)怯1[‡脈執 f̂kf･!】球の11に
は.多梢ではなくFll形の桜を望する糾川Idも械繁さ

れた

CD68.C1)163,MSR-Aなとのマクロファージ

折粁tJt体を川いた免疫染色では,LE'FuJL耶例の粘

膜 IliF,剛 史はイ了柄衷屑†寸近にF胡代謝目地が散,rTL

された UCでは止梢対L好日列よりも防州-細川白が多

く.炎!;i_の和.I:JRが 卜がるにつれPij什細目地数が岬
加するlq肺Jが見られ (図 2).視野毎のド妄汁t-紺l日数

はgrade3ではIJT意に多かった しかLgradcl

と2ではイ1-iii墓を認めなかった
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図3 PTX3とCD15,CD163陽性細胞数の相関

A:各視野毎におけるfYm3とCD15の陽性細胞数の相関.有意な正の相関関係を認
め (P〈O.01),相関係数も大きく強い相関関係を示す 行S-0.85513).

B:各視野毎におけるm 3とCD163の陽性細胞数の相関.有意な正の相関関係を認

めるが (P<0,0扶 相関係数は小さい (rs-0.37948).

rrリンパ球の指標となるCD3陽性細胞に炎症

の程度に応じた差異は見られず,視野毎の陽性細

胞数の比較ではgradelと2の間に有意差を認め

るのみだった.

fYrX3陽性細胞数と他各種抗体の陽性細胞数を

比較してみると,m 3とCD15,CD68,CD且63,

MSR-Aとの間で陽性細胞数の相関が見られ,特

にFIE3とCD且5間で強い相関が認められた (図

3上

二重染色では,m 3とCD15の二重陽性細胞

が多く観察された (図4A).組織学的炎症grade

3のUC粘膜固有層 10視野の計 211細胞につい

て検討したところ,m 3･CD15二重陽性細胞

は118細胞 (55.90/a)で,FrX3単独陽性は71細

脂 (33.60/a),CD15単独陽性は22細胞 (10.4%)
であった.陰腐膿癌内ではさらに二重陽性細胞の

比率は増加し,陰簡膿癌3視野の計 62細胞につ

いての検討では,44細胞 (71%)がPTX3･

CD15二重陽性,9細胞 (1乳5%)がPTX3単独陽
性,9細胞 (14.5%)がCD15単独陽性であった.

また,FrX3とCD68や CD163との検討では,

二重陽性細胞は少数散見されたが,FIRS ･CD3,

FrX3･CD34二重陽性細胞は殆ど見られなかっ

た (図4B).

4.蛍光染色

日 新鮮好中球

新鮮な好中球の細胞質内に願粒状にFrX3や

neutrophilelastase,1actoferrinが染色 された.二

重染色ではFrX3とIactoferrinとの局在が一定の

割合で一致 し (図 5A),m 3とまactoferTinが特

殊解粒に局在していることが示唆された.

2)炎症刺激による好中球の変化

IL-8なしに40分間培養した非炎症群の好中球

では,細胞質内のm 3の染色性は新鮮好中球と

著変を認めなかった.IL-8を添加 した炎症群好



Eg]Ll人順組AFJ｣細胞の免校染色
^除'fY僻Jujの絶境二重染色憎 (×500) P17(3(茶色)とCl)15(紫色)I:好さ色された多数の一･Tl帖
什細りrigを.止める
B UCWL繊o)二･Tttiと色傾 (×5OO) JJIX3(,1rミ色)とCL)163(紫色)にLIJと色された二･｣即もさ他州胞は

少数.iLLめるのみ (火F-rT)

C UCのFJ%.1LWR概における'D(光劣±色傾 (×500) LA(trOfemnをFをむ抑 いE,Rが肘 y,トJ小二.iLlめられ (捕

kLIr)).その周凶にNrごTsと巧えられる網状州法物を.iHめる (ELl米印)

図5 好中球のIilモ光染色と'.Lir減性
A 新鮮好小域のJLF(光染色 (×1000)PTX3ほ長)と1actoferrln(,-N,)の蛍光
rl,3在がほぼ一致し,FTX3と】aeLOrenlnが特殊対Lflllt二F.111する

B IL-8締加7耶ljAI中球の'ijを光独色 (×500) 偵 (水色)の欄Lfjlにわずかに

PTX3(紘)が残るaLr胞がi上られる また,m 3や 1actoferrLn(蘇),梶

(DNA)がjtんJ在 (L'JCl)するNETsと考えられる梢造物を認める
C IL-8JI涼加仰好中球o)連作'ftEWt傑 (×1Ot糊)

粥増されてP､る
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表3 IL-8刺激の有無による好中球のPTX3発現と核型の差異

PTX3(-)ceus PTX3(+)cet1S

po】ymorphjc roundヽh pい恒TlOTrlhi 壬◆0Llndshape

nLICleuS nucleLlS nuc王eus nL茎Cleus

lL-8(-) total l8 15 473 0 506
% 3.56% 2.96% 93A8% 0.00% lOO%

書LS(+ラ total 22 110 38l 0 513

中球では,m 3陽性細胞が減少していた.また,

FrX3陰性細胞には円形核を望しているものが多

かった.

炎症群と非炎症群好中球をそれぞれ約500個観

察し,核の形態とFIX3の発現の有無を観察した

(表 3).多形核のFrX3陰性細胞は両群ともに同

程度認められた.円形核のm7K3陰性細胞につい

ては非炎症群でも2.96%認められたが,炎症群に

おいては21A4%と増加 していた.一方多形核

m 3陽性細胞は,非炎症群で93.480/0,炎症群で

74.27%であり,炎症群で増加 していた円形核

P73(3陰性細胞はm 3放出後の細胞であると考

えられた,多形核 m 3陰性細胞は見られなかっ

た.

炎症群では桟 (DNA)を染めるHoechst33342

に染 まる小 さな網状構造物が散在 し,NETs

(neutrophi旦extracelMartraps)が形成されている

ものとみなされた (図5B).m 3の局在がそれ

と一致していることから,特殊願粒の fYrX3が

NETsに付着したものと考えられた.

3)大腸組織

UCの大腸組織の蛍光染色では腰境内に集暮し

た好中球の周囲に,DAPIで染色される網状構造

物が観察され,lactoferrinとの共局在が確認され

たことからNETsがUC病変内に形威されたこと

が示唆された (図4C),

5.走査型電子顕微鏡 (SEhl,7)

非炎症群では,好中球は表面に多数の突起を有
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する球体として観察された (図5C).炎症群では

coverslipに付着している好中球は減少しており,

分断されアポトーシスに陥った細胞や種々の変形

細胞が観察され,更にその周囲に網状の構造物を

伴って変形 ･破壊 された好中球が散見され,

Nm､Sであると考えられる網状構造物が観察され

た (図5D).NETs様構造は非炎症群でもごく少

数見られたが,明らかに炎症群に多かった.NETs

には混入した赤血球や血小板が捕捉されている像

も観察された.

考 察

UCは再燃と寛解を繰り返しながら慢性に経過

する炎症性腸疾患であり,免疫学的異常や遺伝的

素因,環境因子などの関与が推定されているが,

未だに原因は不明である 13)14).主として大腸粘

膜が障害されるが,炎症が強い場合には固有筋層

などより深部への炎症細胞浸潤や漕壕形成も見ら

れ 好中球が目立つことが特徴の一つである.塞

研究ではまずuCの大腸粘膜固有層において,炎

症の強弱に応じてどのような種類の炎症細胞が浸

潤してくるのかを免疫組織学的に検討した.その

結果,CD15陽性の好中球が炎症の程度に応じて

有意に増加することが明らかとなった.マクロフ

ァ-ジについては炎症が強まると増加する傾向は

みられたものの,全grade間で有意差はなかった.

T細胞はgrade2で最も数が多く,gradelと2の

間では有意差を認めたが,grade3との間には有
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歳差を認めなかった,CD3陽性細胞数が grade3

よりもgrade2で多かったのは,炎症が強まると

好中球の浸潤が強まり,相対的にリンパ球の浸潤

が少なくなるためと推察された.

KatoらはUCの大腸炎症粘膜の免疫組織化学

的検討において,血管内皮細胞や浸潤細胞に

PTX3の発現が強 く,また膿場内の好中球にも

pTX3が発現すると報告 した9),m 3は好中球,

マクロプア-ジ,単球,樹状細 胞,血管内皮細胞

など種々の細胞から産生されることが知られてい

るが,本研究においてUCの大腸組織では主に好

中球に発現し,マクロプア-ジほぞの一部に発現

を認めたのみで,血管内皮細胞には明らかな発現

は認めなかった.またUCの大腸組織では,炎症

の増強に応じてFm3陽性好中球が増加すること

が明らかとなった.

UCは好中球浸潤が組織学的特徴である.その
メカニズムとして好中球遊走性のケモカインが病

巣で産生 されることが示唆 されている 15).ケモ

カインが好中球の形態や運命にどの様な影響を及

ぼすかを検討するために,本研究ではⅠL-呂を用

いて好中球及びPTX3の観察を行った.

invityoの実験では,好中球はIL-8の存在下に

おいて円形核を星し,m 3陰性の細胞が増加し

た.このことから好中球は炎症刺激を受けると,

m 3を含む特殊弊粒などを放出し,この際に核

の変形を伴うものと考えられる.NETsは,炎症

刺激を受けた好中球が細胞死を伴いつつ細胞内容

物によって形成される網状構造物であり,自らの

DNA鎖が網状の骨格となり,そこにヒス トン蛋

白の他,アズ-ル頼粒や特殊解粒,第三次頼粒が

結合する 16)17).本研究においても炎症群では壊

死やapoptosisを思わせる変形好中球に加えて

NETsと考えられる構造物が認められ m 3も

その部に局在する像が確認された.好中球からの

FⅨ3の放出には,核の変形を伴った脱畢粒と,

細胞死に伴ったNETsの形成に伴う放出の2通り

があるものと考えられた.

更にUCの大腸生検組織においても,膿域内に

集蕨した好中球の核の円形化とNETs様構造物が

確認 され,後者には特殊願粒の構成成分である

lactoferrinが局在した.これらの結果から,好中

球はまnvitroの実験系のみならず,生体内におい

ても炎症下では核の円形化とNETs形成をきたす

ことが示唆された.UCの炎症粘膜ではPTX3は

主に好中球に発現していることから,好中球から

放出されたm 3はNETsの構成成分となると考

えられる.好中球から放出されたm 3がUCに

おいてどの様な役割を果たしているかについて

は,今後の検討が必要である,

結 論

UCにおいて,炎症の組織学的な重症度が高い

ほど好中球を主とするFrX3陽性細胞が増加 し,

m 3の発現は炎症の程度を反映することが示さ

れた.また,invitroの実験系でfYrX3が炎症刺激

によって好中球から放出され NETsに結合する

ことが確認された.生検組織でもNETsが観察さ

れ,このようなメカニズムが生体内でも存在する

ことが示唆された.
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