
289

原 著
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要　　旨

　Pentraldnは免疫反応に重要な役割を果たす5量体の蛋白で，　pentr田dn　3（PIX3）やC－reac－

6ve　protein（CRP）はpentraxill　superf缶面yに属する．1γDζ3は炎症性刺激に曝されるとマクロ

ファージ，好中球，血管内皮細胞など様々な細胞から産生され，好中球ではprx3は細胞質内の

願粒に局在する．好中球の願粒は1次穎粒，2次頼粒，3次願粒の3種に分けられ，PIX3は2

次穎粒（特殊穎粒）に存在すると考えられてきた．しかし，他の頼粒における局在については

不明であった．本研究では成熟好中球と好中球へ分化誘導した前骨髄球性細胞株HL－60細胞

を検討し，すべての願粒に1γD（3が存在することを確認した．IL－8の刺激によって好中球は

neutrophil　extrace皿ular　traps（NErs）と呼ばれる不規則な網状形態を示したが，3種の願粒は

このNロsの表面に接着し，PDζ3はこれら願粒と共局在した．以上の成績から㎜3は好中球

の細胞質内および細胞外の穎粒構成抗菌性蛋白と共存し，生体防御上，重要な役割を果たして

いることが推測された．
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緒 言

　Pentra】dnは感染や炎症反応に重要な役割を果

たす蛋白でpentraxinドメインと呼ばれる特徴的

C端領域を有する1）．Pentra】dnファミリーには

C－reactive　protein　（CRP）　やpentraxin　3　（PTX3）

などが含まれ，㎜3はlong　pentraxinに，　CRPは

short　pentraxinに属する1）2），　CRPが種々の刺激

によって肝細胞から産生されるのに対し，PD（3

はHpopolysaccharide，　IL－1β，　TNF一α，酸化低

密度リボ蛋白などの炎症性シグナルを受けてマク

ロファージ，好中球，血管内皮細胞など多種類の

細胞から産生される3）．

　好中球は単球・マクロファージに比べて遙かに

多く存在し4），迅速に動員される食細胞として自

然・獲得免疫において重要な役割を演じてい

る4）－6）．好中球は運動能が高く，感染によって

活性化された内皮細胞，肥満細胞やマクロファー

ジから産生されるサイトカインによって引き寄せ

られて急速に感染病巣に集積し，生体に侵入する

病原体との戦いの最前線で防御に当たる6）．好中

球は抗菌性の蛋白を豊富に含む願粒を有してい

る4）－6）．好中球の願粒はその蛋白組成によって

1次穎粒（アズール穎粒：azurophilic　granules），

2次穎粒（特殊穎粒：speci丘c　granules），3次願

粒（ゲラチナーゼ頼粒：gelatinase　granules）の

3つのサブセットに分けられる4）－6）．1次願粒は

myeloperoxidase（MPO），　neutrophil　elastaseや

azurocidinを，2次願粒はlactoferrin，　cathelicidin

を，3次頼粒はgelaUnase，　cathepsinなどを含み，

これら蛋白は抗菌作用を発揮する．好中球の願粒

は骨髄において骨髄球から好中球への分化過程で

段階的に出現する7）．PTX3も好中球の願粒に存

在する．従来の研究では好中球においてPD（3は

2次穎粒にのみ存在するとされた8）．しかし，そ

の他の願粒におけるprx3の存在については確認

されていなかった，本研究では，3種の願粒の構

成蛋白に対する抗体とPTx3に対する新規抗体を

用いて，好中球内穎粒および好中球の崩壊物であ

るneutrophil　extracellular　traps（NETs）9）－12）1こ

付着した穎粒とPIX3との共局在の有無について

検討し，願粒とPDζ3の機能についても考察を加

える．

材料と方法

好中球の分離

　ヒト好中球をmono－poly　resolving　medium

（DS　Phamla　Biomedical　Co．，　Ltd．，　O　saka，　Japan）

を用いて健常人末梢1血から遠心分離した．遠心後，

好中球分画における好中球の比率をTrypan　Blue

Solu廿on（Gibco，　Carlsbad，　CA　USA）を用いた染

色で観察，算定した．2％牛胎児血清とPenicillin

Streptomycin（Pen　Strep）mlxture（Gibco）を含

むRPMI　1640に1×106　cells／m1に調整し，ウエ

スタンブロットと免疫染色に供した．

　ウエスタンブロットには細胞を3cmのディッ

シュに播いて培養し，100ng／mlのIL－8で刺激し

た．40分後，上清と細胞融解物を採取した．上清

はenzyme－linked　immunosorbent　assay（ELISA）

に供し，活性化好中球からのPD（3放出レベルを

検討した．免疫染色には非刺激好中球をサイトス

ピンで1分間1，000rpmで貼り付け，染色した．

　刺激好中球については好中球をo．oo1％poly－

lysine処理カバーグラスに播き，100　ng／mLのIL－

8（R＆DSystems　Inc．，　Minneapolis，　MI，　USA）で

40分刺激して観察した．

HL－60細胞の培養

　HL－60細胞は10％fetal　bovine　serumと

Penicillin　Streptomycin（Pen　Strep）mixture

（Gibco）を添加したRPMI　1640　mediumを用い

て37℃，5％CO2／95％airの環境で培養した．細

胞の生死はTrypan　Blue　Solution（Gibco）染色で

評価した．培養細胞は免疫染色とウエスタンブロ

ットに供した．細胞を1分間1，000rpmでサイト

スピンにかけて免疫染色した．HL－60細胞を好

中球様細胞に分化させる方法として，培地に

1．25％dimethyl　sulfoxide　DMSO（Sigma，

Aldrich，　Missouri，　USA）を添加し，7日間培養し

た．形態はギムザ染色で確認し，さらに免疫染色

を施行して観察した．
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免疫蛍光染色

　好中球とHL－60細胞はサイトスピンでスライ

ドグラスに貼り付け，4％parafomユaldehydeで5

分間固定し，0．5％Triton　X－100／PBSで5分処

理した．標本は10％正常ヤギ血清処理後，1次抗

体として1：100希釈抗㎜モノクロナル抗体
PPZ－1228（Perseus　Proteomics　Inc．，　Tokyo，

Japan），1：100希釈抗1actoferrinモノクロナル

抗体（EPR4338，　GenTex　Inc．，　Irvine，　CA　USA），

1：1，000希釈抗myeloperoxidaseポリクロナル

抗体（Abcam　plc．，　C㎜bridge，　UK），1：10，000

希釈抗gelatinaseポリクロナル抗体（EMD
Millipore　Corporation，　Billerica，　MA，　USA），1：

1，000希釈抗azurocidinモノクロナル抗体Z6718

を用いた．抗prx3抗体には2次抗体として1：

250希釈Alexa　Fluor　568羊抗マウスIgG　Fab’分

画（Invitrogen，　Carlsbad，　CA　USA＞を用い，抗

lactoferrin，抗gelatinaseおよび抗MPO抗体に対

する2次抗体としてはZenon　Alexa　Fluor　488標

識羊抗ウサギIgG　Fab’分画（Invitrogen）を用い

た．抗azurocidin抗体の2次抗体にはZenon

Alexa　Fluor　488マウスIgG2a標識キット

（lnvitrogen）で標識した．この組み合わせで

PD（3を赤に，3種の願粒を緑色に発色させた，

　DNA染色はHoechst　33342（Molecular　Probes

Inc．　Carlsbad，　CA　USA）を用いて青色に発色し

た．対照陰性コントロールとして，1次抗体を用

いない標本を使用した．観察には共焦点顕微鏡

正5M510　META（Carl　Zeiss，　Jena，　Ge㎜any）を使

用した．

ウエスタンブロット

　採取した好中球およびPIX3強制発現HEK細
胞は150mM　NaCl，50　nM　Tris－HCI（pH　8．0），

5mMエチレンジアミン5酢酸，1％Triton
X－100と1mM　phenylmethylsulfonyl　fluoride，

1mM　leupep廿n，1mM　aprotininを含む融解液で

氷冷下10分間処理し，4℃で15分間15，000rpm

で遠心した，上清と融解細胞はsodi㎜一dodecy1－

sulfate－polyacril㎜ide－ge1を用いて電気泳動し

た．泳動後，蛋白をPVDF膜（GE　Healthcare，

Amersham，　UK）に移し，5％スキムミルクで前、

処理し，抗1actoferrin抗体（1：500希釈），抗

gela廿nase抗体（1：1，000希釈），抗myeloperox－

idase抗体（1：500希釈），抗azurocidin抗体

（1：1，000希釈）で反応させ，2次抗体として抗

マウスIgG　horseradish　peroxidase標識抗体（GE

Healthcare）を1：2，000希釈して用いた．　ECL

detection　system（GE　Healthcare）によってマニ

ュアルに従って計測した12），

Enzyme一㎞ked　hnmunosorbent　assay（ELISA）

　Pepsin消化PPMXO104（5μg／m1溶液100μ1）

をmicrotiterプレートMa垣S－ope（Nalge　Nunc，

Pe㎡ield，　New　York，　USA）にコートし，各we皿は

1％casein（pH　7．4）で4℃一晩処理した．　well

に上清を注入し，結合したPTX3はhorseradish

peroxidase－conjugated　PPMXO105（Perseus

Proteomics　Inc．，　Tokyo，　Japan）を用いて検出し

た．停止液を加え，microplate　reader　system

（Towa　Iabo，　Tokyo，　Japan）を用いて吸光度450

nmで測定した．標準検体として，リコンビナン

トPrX3蛋白（Perseus　Proteomics）を用いた．

検体は2つに分けて測定した．

電顕的観察

　非刺激および刺激好中球を2％glutaraldehyde

で固定し，走査電顕で観察した．細胞はtannin－

osmiumで後固定し，エタノールで脱水し，臨界

点乾燥を行い，ion－coaterを用いてplatinum－

palladiumでコートした．電子顕微鏡はH700
（Hitachi，　Tokyo，　Japan）を用いた．

細胞の算定法と局在解析

　共焦点レーザー顕微鏡の写真は2，000倍で撮影

し，10，000倍の写真に拡大，印刷してから願粒を

赤（1γrx3陽性穎粒），緑（それぞれの願粒），黄

色（P『rx3とそれぞれの願粒タンパクの共局在穎

粒）の3種に識別した．それそれに120個の好中

球を観察し，解析した．
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結 果

好中球におけるPTX3の発現と刺激による変化

　㎜3の強制発現細胞から産生されるリコンビ

ナントPrX3蛋白は45　kDaのモノマーと90　kDa

のダイマーであり13），培養上清のウエスタンブ

ロットでも両者が確認された（図la）．融解好中

球でも，㎜蛋白は同様に90および45kDaの

分子量であった．上清のprx3蛋白のバンドは融

解細胞から抽出した蛋白のバンドより明瞭で，

㎜3蛋自は好中球で産生され，速やかに細胞外

に分泌されるものと考えられた．IL－8刺激後に

融解好中球のprx3蛋白が減少したが，培養上清

ではIL－8刺激によるprX3蛋白発現量の変化は

明らかでなかった（図1a）．しかし，上清の

ELISAアッセイでは上清のPDζ3蛋白発現量は

IL－8刺激によって4倍に増加し，　IL－8刺激によ

る好中球のprx3分泌元進が示唆された（表1）．

刺激好中球のLactofer㎡nの発現

　融解好中球と培養上清から得られた1actoferrin

蛋白はウエスタンブロットで分子量85kDaのバン

ドとして認められた．非刺激状態では上清に

lactoferdnは検出されなかったことから，　lact⑪免r一

血は主に細胞内に蓄えられているものと考えられ

た．1レ8刺激後は上清中にはパンドが明瞭に検出

されたことから，lacto飴㎞願粒は刺激によって細

胞外に放出されるものと考えられた（図1b）．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図1
（a）ウエスタンブロットによる好中球のPTX3蛋白の検出．融解好中球と培養上清は明瞭にFTX3蛋白の存

　在を示し，単量体と2量体（分子量40kDaと9⑪kDa）のバンドが見られる．融解好中球より培養上清中

　のPTX3バンドがより明瞭である．　IL－8刺激40分後に融解好中球のPIX3は非刺激時より減少した，上

　清中のPTX3蛋白に刺激による変化はウエスタンブロットでは明瞭ではなかった．リコンビナントPTX3

　は陽性対照として用いた．

（b）ウエスタンプロットによる妊中球のLactoferrin蛋白の検出．非刺激時はLactoferrin蛋白は好中球内に検

　出され，IL－8刺激後は好申球と培養上清にも検出された．刺激によって好中球のLactoferrin発現はやや

　減少した．HEI（細胞（H㎜孤Embry⑪nic　Kidney　293　ceUs）は陰性対照として用いた．
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正常好中球の免疫2重染色

　非刺激好中球の免疫2重染色では，lactoferrin

陽性穎粒と㎜3陽性願粒の多くは一致した（図

2∂．好中球1個当たりのPD（3とlactoferrinの

共局在願粒数は723±8．2個であった（表2）．

　好中球1個当たりのazurocidinおよびmyelo－

peroxidase　2重陽性1次願粒数は26．2±5．5個で，

myeloperoxidaseとPTX3の2重陽性願粒数は
30．0±4．9個であった（図2a，　b）．　gela廿naseと

PD（3の2重陽性願粒の数は34．0±4．7（図2d）

であった．

　2重染色における好中球1個当たりの陽性願粒

の中の2重陽性願粒の比率はPTX3とlactoferrin

が71％で，MPOとPDζ3では25％，azurocidin

とPTX3では31．5％，　gelatinaseとPTX3では

35％であり，1－3次穎粒の一部にはprx3が局在

した．

NETsに結合する穎粒の蛋白発現

　走査電顕ではIL－8刺激後好中球の脱穎粒と細

胞死が観察された（図3a，　b）．好中球は不規則な

網状構造を呈し，こぶ状の糸がからまったような

構造が認められ，免疫染色ではこれら構造が

Hoechst陽性であることから，核クロマチン成分

であることが示され，neutrophil　extracellular

traps（NETs）と称される形態に合致した．免疫

染色ではNErsの上にMPO，　azurocidin，　lactofer－

rin（図4）ないしgela6nase陽性願粒が付着して

おり，さらにこれら願粒の一部に㎜3蛋白が共

局在した．

前骨髄球細胞株における頼粒構成蛋白とPTX3

の発現

　ヒト前骨髄性白血病細胞株HL－60は1次願粒

のみを有する．免疫染色ではHL－60はMPOと

azurocidin陽性願粒を有しており，これら1次願

粒の一部はITX3を発現した（図5a）．ウエスタ

ンブロットでも1次願粒蛋白のMPOとazuro－

cidin蛋白はそれぞれ84kDaおよび37　kDaの蛋

白として確認された．一方，2次頼粒と3次穎粒

は免疫染色で観察されず（図5b，　c），ウエスタン

ブロットでも2次頼粒構成蛋白の1actoferrinや3

次頼粒蛋白のgela目naseの発現は検出できなかっ

た（図5d）．　PrX3蛋白は分子量45　kDaと90　kDa

表1正常およびIL－8刺激好中球のPD（3分泌

刺激 PTX3濃度｛ng／ml｝

lL8卜｝ α09
lL－8｛＋｝ 0．38

有意差：p＜0、05

表2好中球の各種頼粒数，PTX3陽性穎粒数およびprx3と共局在する穎粒数

1次頼粒 2次願粒 3次穎粒

MPO Azurocidin Lactofヒrrin Gelatinase

各陽性

蒲ｱ数
128 ll5 112．6 133．9

PTX3陽性
蒲ｱ数

1043 949 101．8 97．8

共局在

n粒数
262 30．0 723 34．0
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図3
　（a）1レ8刺激好中球の走査電顕像（SEM）．（b）1レ8勅激好中球の高倍率像醜Tsと称される不規則な

網目状構造が晃られ，顧粒状物質も付着している．B泣は頚μm（a）および2μm（b）を示す。

のバンドとして観察された（図5劔．

好申球様細胞へ分化したHL一総細胞における顯

粒構成蛋白とPTX3の発現

　円形で大きな核を有し，核胞体比が大きい

HL暗0細胞はDMSO添加培地で7謝問培養する

と，核がくびれ，分藻した好中球様細胞へ分化し

た（図撮，h），この細胞を免疫2重染鼠して観察

すると，1次顯粒（MPO）のみならず，2次顯粒

（Lacto貌r亘n）と3次顯粒（G磁ti顕se）も認めら

れ，これら顯粒の一部にはPIX3が共局在した
（図配，d。　e）．

考 察

　好中球は生体防御の第～線において倉食作用や

顯粒構成蛋白を含む抗菌性物質を分泌するなど

種々の方法で病原体を直接殺菌する．好中球の獺

粒はa祖mcidmやmydopem亘dase（MPO）を含

む1次（アズール）願粒，茎a蛇ofe撚nを含む2次

（特殊）穎粒，そしてgelati獺院を含む3次（ゲ

ラチナーゼ）顯粒の3種に分類される．これら顯

粒は骨髄における顯粒球の分化段階で順次産生さ

れ，1次顯粒は前骨髄球で，2次類粒は骨髄球で，

3次穎粒は後骨髄球の段階で産生される醐．

　町X3も顯粒構成蛋白の一つであり，従来の免

疫染色や蛋撚解析研究では特殊穎粒に存在すると

報告された8）鰺．今闘のウエスタンゴロットでも

P瓢3と1蹴◎琵rrin蛋㌫は好中球内に存在し，細

胞外に分泌されることが確認され，両蛋白は嗣一

穎粒に存在することが示唆された．」翻愉らは

再X3のmRNAは好中球の前駆細胞（前骨髄球，

骨髄球，後骨髄球）に発現するが，成熟好中球に

は発現しないことから，PTX3は好中球の分化過

程で産生され，成熟好中球ではすぐ使える状態の

特殊顯粒内に貯蔵されていると考えた8）．

　本研究では㎜3は成熟好中球の2次顯粒に発

現していることを確認したが，同時に1次顧粒と

3次顯粒にも一定程度発現していることを観察し

た．それを確認するために，1次穎粒のみを有し，

2次穎粒と3次願粒を欠損するヒト前轡髄球白漁

病細胞株Hレ60細胞を検討したところ，1次類

粒にPTX3蛋白が発現していることを免疫染色と

ウエスタンブロットで確認した．さらに，Hレ6⑪

細胞を好中球へ分化させると，分葉した核を持つ

好中球様の細胞に変態し，乏次願粒のみでなく，2
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が一部共局在していることが確認された，NETs

に結合したprx3は病原体に抑制的に作用するこ

とが示唆されている2）20）21）．FrX3ノックアウト

マウスを用いた研究ではPIX3はアスペルギル

ス，緑膿菌，チフス菌などの病原体に直接結合し，

病原体に対する自然免疫を強化していることが報

告されている15）．以上の成績からNErsに結合

したPD（3と穎粒蛋白は感染および炎症局所で殺

菌作用を発揮するものと考えられる，

　最近，㎜が穎粒構成蛋白であるazurocidin

やMPOの殺菌効率を高めることが報告され，生

化学的にazurocidinとMPOはPrX3に直接結合

することも証明された16）．本研究で㎜3が3種

の穎粒内に確認されたことから，PDζ3がそれぞ

れの穎粒構成蛋白と結合し，NErs表面で抗菌性

複合体を形成することが示唆された．

　㎜3はそれ自体でも潰瘍性大腸炎，動脈硬化，

敗血症などの疾患で防禦的に作用することが知ら

れている17）－21），好中球からのPTX3産生が豊富

で願粒蛋白との相互作用が注目されていることか

ら，PIX3と穎粒構成蛋白の機能についてはさら

なる検討が必要である．
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