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Latamoxef, aztreonam, C-reactiveproteinの ヒ ト培 養

血 管 内 皮細 胞 に お よぼ す 影響

浅 田 高 広

関西医科大学第一内科*

(平成4年1月16日 受付 ・平成4年6月15日 受理)

抗 生物質であるlatamoxef(LMOX), aztreonam(AZT)(終 濃度500, 1.000, 3,000μg/

ml)と 感染症 や炎症時 に増加する急性期蛋白の一種 であるC-reactive protein(CRP)(終 濃

度0.5,5.0mg/dl)の ヒ ト血管内皮細胞におよぼす影響を,内 皮細胞のprostacyclin(PGI2)

産生 量およびcyclic AMP(cAMP)濃 度,細 胞内遊離Ca2今 濃 度([Ca2+]i)を 測定すること

により検討 した。内皮細胞 はヒ ト臍帯静脈 より分離培養 し,confluentを 形 成 した ものを用い

た。PGI2産 生 量 は培 養上 清 液 か らそ の安 定代 謝 産物 の6Keto-PGF1aと し てradioim-

munoassay(RIA)法 にて測定 し,LMOX, AZTの 存在下ではcontrolと 比 較 して有意な変

化 はなかったが,CRP5.0mg/dlの 存 在下で有意 に増加 した。cAMP濃 度 も培養上清液を用

いてRIA法 に て測定 したが,LMOX, AZT, CRPの い ずれ も影響 をお よぼ さなか った。

[Ca2+]iは 内皮細胞浮遊液にCa2+感 受性蛍光色素であるfura2/AMを 加 えてhistamineで 刺

激 して蛍光測定 した。LMOX, AZTの 存 在下では[Ca2+]iはcontrolと 比較 して有意な変化は

なかったが,CRP5.0mg/dlの 存 在下 ではhistamineで 刺 激す る前後 とも有意に増加 し,刺

激前後での[Ca2+]i差 も有意に増加 した。 また,内 皮細胞浮遊液 をCa2+freeと した場合の

CRP5.0mg/dl存 在下 による[Ca2+]iは,histamineの 刺 激前後 ともcontrolと 差 は認 められ

ず,histamineの 代 わ りにCRP5.0mg/dlに よる直接刺激ではCa2+存 在 下で[Ca2+]iは 増 加

したが,Ca2+ free solutionの 状 態で は増加 しなかった。 このことからCRPが 内皮細胞の

[Ca2+]iを 増 加 させ る に は細胞 外Ca2+が 必 須 で あ る と考 え られ た。以上 の結 果 か ら,

LMOX,AZTは 血 管内皮細胞 のPGI2産 生 には影響をおよぼ さないが,CRPはcAMP濃 度

を減少させることな く細胞外のCa2+の 細 胞内への流入,あ るいはこれに伴 う細胞内Ca2+壱 貯

蔵部位からのCa2+の 遊離 により内皮細胞の[Ca2+]iを 増加 させてPGI2の 生産 を促進すると考

えられた。
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抗生物質の血小板機能におよぼす影響に関しては今まで

も数多 く報告されており,筆 者1)もin vitroに おいてlata-

moxef (LMOX), aztreonam(AZT)の 高濃度で血小板

ADP凝 集を抑制することを確かめている。また感染症時

に増加する急性期蛋白の一種であるC-reactive protein

(CRP)に ついても,血 小板のADPお よびcollagen凝 集

を抑制する成績を得ており,感 染症時には抗生物質 ととも

にCRPも 血小板機能を抑制 して出血傾向を惹起すること

が考えられる。

一方血小板機能 は血管内皮細胞か らも影響を受けてお

り,強 力な血小板凝集抑制作用 と血管拡張作用 を持っ

prostacyclin(PGI2)が 内皮細胞から分泌され,血 小板凝

集抑制に大 きく関与 している～,。

本研究では抗生物質とCRPの 血管内における血小板へ

の影響を血管内皮細胞の側から検討するために,LMOX,

AZT, CRPの 存在下において内皮細胞が産生するPGI2

と,そ の産生 を調節 している内皮細胞内cyclic AMP

(cAMP)濃 度 および内皮細胞内遊離Ca2+濃 度([Ca2+]i)

を測定した。

1.　材料および方法

1)　 血管内皮細胞 の培養法

Jaffeら7)の 方 法 に 準 じ て,ヒ ト膀 帯 静 脈 か ら

0.25%trypsin(Gibco)処 理 に より内皮細胞 を分離

し,37℃,5% CO2に て25cm2/tissue culture flask

*  大阪府守口市文園町1番 地



VOL.40 NO.9 LMOX, AZT, CRPの 内皮細胞におよぼす影響 1115

(Coming)上 に培養 した。培養液 は,Medium 199

(M 199, Hazelton)‚É, 15% fetal bovine serum 

(FBS, Bocknek)‚Æ, endothelial cell growth sup-

plement (ECGS, Biomedical Product Division) 10

μg/ml,  penicillin (Sigma) 25 U/ml, streptomycin
(Sigma) 25ƒÊg/ml, amphotericin B (Flow Labora-

tories) 1ƒÊg/ml, heparin (Nobo Industry A/S)‚ð

加えたものを使用 した。

[Ca2+]i測 定時 には培養開始5～7日 後のconnuent

形成 した細胞を用い,PGI2産 生 量 とcAMP濃 度 の測

定時に は,connuent形 成 した細胞 を025%trypsin

にて剥離 し,1% bovine serum albumin (BSA,

Sigma)を 加 えたBuffer A(429 mM NaCl,8.9mM

NaHCO3, 0.8mM KH2PO4 0.8 mM MgCl2, 5.6 

mM Dextrose, 10 mM HEPES, 1.8 mM CaC12, pH

7.4)に て2回 洗 浄 し た 後,24 multiwell plate

(Becton Dickinson)に 分 注(500μl/well)し,36～

48時 間 後 に 再 びconfluent形 成 し た 細 胞(5.0×104

cells/well)を 用 い た 。

細 胞 活 性 は,trypan blueを 用 い て 検 討 し た 。

2)　 PGI2産 生 量 の 測 定

connuent形 成 し た 細 胞(5.0×104cells/well)を

1%BSAを 加 え たBuffer Aに て2回 洗 浄 し た の ち そ

のbufferを 各wellに 分 注 し,control, LMOX

(Shionogi),AZT(Squibb),CRP(Sigma)を 別 々

に加 え て500μl/wellと し,37℃5%CO2に てincu-

bateを 開 始 し た 。30分 後 培 養 上 清 を 取 り出 し,酢 酸

エ チ ル に て 抽 出 後PGI2の 安 定 代 謝 産 物 で あ る6Keto

-PGF1aを[3H]6Keto-PGF1a assay system(Amer-

sham)を 用 い てradioimmunoa鈴ay(RIA)法 に て

測 定 した 。

3)　 cAMP濃 度 の 測 定

PGI2産 生 量 の 測 定 法 と 同 じ よ う に30分incubate

し た の ち5%trichloroacetic acid(TCA)に て 反 応

を止 め,凍 結 保 存 し て 翌 日 自 然 解 凍 し た の ちrubber

spatulaに て 細 胞 を破 壊 し て 剥 離 し,ス ピ ッ ツ に 採 取

後1,700gで10分 間 遠 心 し た あ と 上 清 を ガ ラ ス の ス

ピ ッ ツ に と り,水 飽 和 エ ー テ ル に て 抽 出 後1,700gで

5分 間 遠 心 し,上 清 を 検 体 と してcAMP[125I]assay

system(dualrange)(Amersham)を 用 い てRIA

法 に て 測 定 し た。

4)　 [Ca2+]iの 測 定

connuent形 成 し た 細 胞(106cells/well)を025%

trypsinに て 剥 離 し,1%BSAを 加 え たBufferAに て

2回 洗 浄 し た の ち 内 皮 細 胞 浮 遊 液 にCa2+感 受 性 蛍 光

色 素 で あ るfura2/AM(終 濃 度5μM)を 添 加 し て

37℃ で45分 間incubateし た。その後再 び同 じbuffer

で 洗 浄 したのち浮遊 液(5.0×104cells/cuvette)に

control, LMOX, AZT, CRPを 別 々に加 えて37℃ で

5分 間incubateし,histamine(Sigma,終 濃 度

1.3×40-4M)で 刺 激 したのち100秒 間 の[Ca2+]iを

日立分光蛍光光度計F-2000を 用 いて2波 長励起 にて

蛍光 測定 した(励 起 波長 は340nmお よ び380nm,

蛍光 波長 は510nm)8,9)。 なおLMOX, AZT, CRPは

いずれ も今回使用 した濃度では自発蛍光を示さなかっ

た。

また,CRP5.0mg/dlに つ いて は内皮細胞 浮遊液

をCaCl2無 添 加のBuffer Aに1mM ethyleneglycol-

tetraacetic acid(EGTA)を 加 えてCa2+freeに した

場合 と,histamineの 代 わ りにCRP5.0mg/dlに よ

り直接刺激した場合 も検討 した。

以上いずれの実験において もcontrolに は生理食塩

水 を用い,LMOX, AZTは 終濃度500, 1,000, 3,000

μg/ml, CRPは 終 濃 度0-5, 5.0mg/dlに て検 討 し

た。

II.　結 果

1)　 PGI2(6Keto-PGF1a)産 生量(Fig.4)

LMOX, AZTの 存 在下 ではcontrolと 比 較 して有

意 な変化 は見 られなかったが,CRP5.0mg/dlの 存

在 下 で は1.40±0.35か ら2.61±0.53ng/mlへ と有

意に増加 した。

2)　 cAMP濃 度(Fig.2)

LMOX, AZT, CRPの いずれの濃度において も有

意な変化 は見 られなかった。

3)　 細胞内遊離Ca2拳 濃 度

Table 1に はhistamineに よる刺激前後およびその

増加 した[Ca2+]iを 示 している。LMOX, AZTの 存

在下で はcontrolと 比 較 して有意 な変化 は見 られなか

ったが,CRP5.0mg/dlの 存 在下 で はhistamineで

刺 激す る前後 ともcontrolと 比較 して[Ca2+]iが 有 意

に増加 しており,刺 激前後での[Ca2+]i差 も有意に増

加 した(Table 1, Fig.3)。

また,内 皮細胞 浮遊液 をCa2+freeと し た場 合の

CRP5.0mg/dl存 在 下 による[Ca2+]iは,Ca2+存 在

下の場合 と異 な りhistamineの 刺 激前後 ともcontrol

と差 は認 められず,CRP5.0mg/dlに よ る直接刺激

ではCa2+存 在 下で[Ca2+]iは 増加 したが,Ca2+free

solutionの 状態では増加 しなか った(Fig.4)。

III.　考 察

血管内皮細胞はすべての血管の内腔面 を一層に被覆

し,長 さ15～50μm,幅10～15μmの 多 角形 あ るい

は類円形 をした均一 な偏平細胞で,そ の生物学的特性
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LMOX AZT CRP

** P<0
.04

CRP, C-reactive protein; LMOX, latamoxef; 

6 Keto-PGF1a, 6 Keto-prostaglandin F1a; AZT, aztreonam, 

Fig. 1. Effect of LMOX, AZT, and CRP on 6 Keto-PGF1a levels in 

cultured human vascular endothelial cells (Mean•}SD, n=10).

LMOX AZT CRP

LMOX, latamoxef; CRP, C-reactive protein; 

AZT, aztreonam; cAMP, cyclic AMP. 

Fig. 2. Effect of LMOX, AZT
, and CRP on cAMP levels in 

cultured human vascular endothelial cells (Mean•}SD, n=

15).

LMOX, latamoxef; CRP, C-reactive protein; AZT, aztreonam; 
[Ca2+]i, intracellular free Ca2+ concentration. 

Fig. 3. Effect of LMOX, AZT, and CRP on [Ca2+]i in cultured 
human vascular endothelial cells.
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Table 1. Effect of LMOX, AZT and CRP on [Ca2+]i in cultured human vascular endothelial cells 

(nM/5.0•~104 cells, MeantSD, n=5)

LMOX, latamoxef; AZT, aztreonam; CRP, C-reactive protein; [Ca2+]i, intracellular free Ca2+ concentration.
* P <0.05,** P<0.01

A B

C D

(A) (C) 1.8mM CaCl2 containing solution 
(B) (D) Calcium-free solution 
CRP, C-reactive protein; 
EGTA, ethylene glycol tetraacetic acid; 
[Ca2+]i, intracellular free Ca2+ concentration. 

Fig. 4. Effect of CRP on [Ca2+]i in cultured human 
vascular endothelial cells.

として は4)血 漿成分の選択的透過生,2)抗 血 栓 お

よび血栓性 作用,3)細 胞 外基質 の産生,4)血 管 新

生,5)血 管 トーヌスの調節などが認められている。

これらの作用のうち血栓,抗 血栓性作用については

健常な生体内では抗血栓作用優位で血管内で血栓が生

じないように恒常性が保たれているが,な んらかの異
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常によりこの恒常性が保 てな くなると血栓傾向や逆に

出血傾向になる。抗血栓性に関 しては,細 胞表面に存

在するヘパ ラン硫酸のアンチ トロンビンIIIとの結合に

よる トロンビンの不活化10～12),同 じ く細胞 表面に存

在する トロンボモジュ リンの トロンビンとの結合によ

る トロンビンの不活化およびその複合体によるプロテ

インCの 活性化 を介 した血液凝 固第Va,VIIIa因 子 の

不活化13～17)などの抗凝固作用,プ ラス ミノーゲ ンア

クチベーターの産生に よる線溶亢進作用18),PGI2産

生 に よる抗血小板作 用2～つな どに より調節 され てい

る。

PGI2は 強 力な血小板凝集抑制作用 とともに血管拡

張作用 も有 してお り,そ の産生 はヒスタミン,ブ ラジ

キニン,ト ロンビン,ADP,イ ンターロイキ ン4,2

等 に より促進され,こ れ らの物質は内皮細胞 に特異的

な受容体 を持 ってい るもの と考えられている9.19～23)。

また,心 臓の収縮 によって作 られる脈圧や組織の虚血

状態の発生 によっても産生が刺激 されるといわれてい

る24)。

生体が感染症や炎症状態 にある場合 には多 くのケミ

カルメディエーターが産生 され,こ れらが流血中の血

小板や血管内皮細胞にも影響 して抗血栓性の恒常性に

異変を生 じる可能性がある。著者1)はin vitroに お い

て感染症時 に投与される抗生物質が高濃度で血小板凝

集を抑制することを報告 して きたが急性期蛋白の一種

であるCRPに もin vitroに お いて血小板凝集抑制作

用があ り,そ の強さは抗生物質 より強い ことを確認 し

た。

このようなCRPやLMOX, AZTの 血 小板への直

接的な作用とは別に,血 管内皮細胞を介 しての間接的

な血小板への作用 をPGI2の 産 生量 を指標 として検討

した とこ ろ,LMOXとAZTは3,000μg/mlと い う

臨床的には得 られないほ どの高濃度でもPGI2産 生量

に影響 をお よぼさなかったが,CRPは5.0mg/dlと

い う臨床的に得 られる濃度でPGI2産 生量 を有意 に増

加 させた。

PGI2産 生 の機序 として最終的には[Ca2+]iが 増 加

することによりホスホリパーゼを活性化 しPGI2産 生

が促進 されるが,cAMPは な んらかの機序でその細

胞内Ca2+の 働 きを阻害するといわれてお り,そ の機

序 の一つ としてcAMPが 内皮細 胞 内free Ca2+の

Ca2+貯 蔵部位への取 り込みや細胞外への くみ出 しを

促 して[℃a2+]iを 減 少させると考えられている25～27)。

したが って内皮細胞 内のcAMP濃 度 が減 少す る と

[Ca2+]iが 増 加 してPGI2産 生 が促進 される ことにな

る が,LMOX, AZTは 内 皮 細 胞 内cAMP濃 度,

[Ca2+]iと も に影 響 をお よぼ さなか った。CRPは

cAMP濃 度 に は影 響 をお よぼ さな か っ た もの の

[Ca2+]iを 増 加 させ,histamine刺 激 に よる[Ca2+]i

の増 加 も促進 させた。 この[Ca2+]i増 加 作用 はCa2+

free solutionに おいては消失 した ことか らCRPが 内

皮細胞の[Ca2+]iを 増加 させるには細胞外Ca2や が必

須であると考 えられる。

内皮細胞 内Ca2+貯 蔵 部位 からのCa2+の 遊 離 を阻

止 した場合,Ca ionophore A23187 (A23187)等 で

刺激 してもPGI2産 生量 は著滅 し,そ の基礎産生農ま

で も抑制 したことより内皮細胞のPGL産 生 は細胞内

Ca鈴 貯蔵部位から動員 されるCa2+に 大 きく依存する

とされているが,細 胞外Ca2壷 をfreeに してA23187

等 で刺激 した場合 にはPGI2産 生量の増加 は著明に抑

制 され,PGI2産 生 亢進作用 の発現 には細胞外Ca2季

が不 可欠 と考 え られてい る26-30)。しか しA23187の

場 合 は細胞 外Ca2+をfreeに して も軽度 内皮細胞の

[Ca2+]iを 増 加 させ ることか ら,細 胞外のCa2+の 細

胞 内への流入 とは無 関係 にCa2+貯 蔵 部位か らCa2+

を遊 離 させ る作用 も有 す る と され て い る鋤。His+

tamineに 関 して は今 ま で の 報 告9)や 今 回 の実 験

(Fig.4B)か らA23487と 同 じ作用が考 えられるが,

CRPに はFig.4 Dに 示 す ように細胞 外Ca2+が なけ

れば[Ca2+]iは ほ とん ど上昇せず,そ のような作用は

見られないと思われ る。

以上 の結果 および諸報告か ら,LMOX, AZTは 血

管内皮細胞 のPGI2産 生 には影響 をお よぼさないが,

CRPはcAMP濃 度 を減少 させ る ことな く細胞外の

Ca2+の 細 胞内への流入,あ るいはこれに伴 う細胞内

Ca2+貯 蔵 部位 か らのCa2+の 遊 離 によ り内皮細胞の

[Ca2+]iを 増 加 させてPGI2の 産 生 を促進す ると考え

られる。その際細胞膜 のCa2+チ ャ ンネル をCRPが

刺激することによる機序な どが考 えられるが現在のと

ころ詳細 な機序は不明であ る。内皮細胞 のCa2+チ ャ

ンネルに関しては牛毛細血管内皮細胞 において2種 類

のチャンネルが存在す るとの報告31)や,ブ ラジキニン

刺激による検討鋤が報告 されているが,内 皮細胞の細

胞膜 を介するCa2+の 流 入および流出の動態に関して

は今後の詳細な検討が必要 と思われ る。

一方
,CRP存 在 下 にお けるhistamine刺 激 による

[Ca2+]i増 加 の促 進 機 序 と して は,細 胞 膜 のhis-

tamine receptor9)へ のCRPの なん らかの影響 も考え

られるが詳細 は不明である。なおhistamineの 自発蛍

光はほとん ど見 られず,今 回の実験には影響がなかっ

たと思われる。

その他cAMPを 介 さない系 としてインターロイキ
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ン1等 が[Ca2+]iを 変化 させ ることな くPGI2産 生 を

増大させた報告33)がみ られる。また,豊 田27)は内皮細

胞内 のcGMPもPGI2産 生 を抑 制 す るこ とを示 し,

Ca拮 抗 薬のdiltiazem(DTZ)がphosphodiesterase

の 阻 害 剤 で あ る1-methyl-3-isobutylxanthine

(MIX)に よ る内皮細胞 内のcAMPの 増 量 には影響

せずcGMPの 増 量 を抑 制 した こ とか ら,DTZの

PGI2産 生 亢進作用にcGMPが 関与 している可能性 を

示唆 した。 さらにcGMPの 増 減 は内皮細胞 において

は[Ca2+]iに 変化 をもた らさず,DTZは[Ca2+]iに 変

動を伴 わず にPGI2産 生 を亢 進 す る との報 告 が あ

る29)。しか しcGMPに 関 してはまだ不明 な点 も多 く

今回は検討 しなかった。

感染症や炎症時 の生体 内で は産生 されたCRPは,

直接血小板 に作用す るとともに内皮細胞か らのPGI2

産生 を促進することにより血小板の凝集を抑制する方

向に働 くと考 えられ るが,感 染症時にはCRPの 上 昇

とともに血小板 の血管内皮下組織に対する粘着反応 に

重要な役割をはたしているvon willebrand因 子 も増

加するという報告34)もあ り,血 栓性,抗 血栓性の両方

にCRPが 関与 している可能性 も考 えられる。

本論文の要旨は第37回 日本化学療法学会西 日本支

部総 会(1989年),第39回 日本 化 学療 法 学 会総 会

(1991年)に おいて発表 した。
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Effect of latamoxef, aztreonam and C-reactive protein on 

cultured human vascular endothelial cells 

Takahiro Asada 

First Department of Internal Medicine, Kansai Medical University, 

1 Fumizonocho, Moriguchi 570, Japan

The effect of the antibiotics latamoxef (LMOX) and aztreonam (AZT) (final concentrations: 

500, 1,000 and 3,000ƒÊg/ml) and C-reactive protein (CRP) , one of the acute proteins in infection 

and inflammation (final concentrations: 0.5 and 5.0 mg/dl) on cultured human vascular endothelial 

cells was investigated measuring the production of prostacyclin (PGI2) and concentration of cyclic 

AMP (cAMP) in endothelial cells, and the concentration of intracellular free Ca2+ ([Ca2+]i) . 

Endothelial cells were isolated from the human umbilical vein and cultured to obtain confluent cells. 

Production of PGI2 was assessed by measuring its stable metabolite 6-keto-PGF1a in the culture 

supernatant by a radioimmunoassay (RIA) techniqus. Although there was no significant difference 

in this parameter in the presence of LMOX or AZT compared with the control, production 

significantly increased in the presence of CRP (5.0 mg/dl). cAMP concentration in the culture 

supernatant was measured by an RIA technique; LMOX, AZT and CRP had no affect on cAMP 

concentration. [Ca2+]i was measured fluorometrically by adding the Ca2+-sensitive fluorescein fura 

2/AM to a suspension of endothelial cells and stimulating them with histamine. When compared with 

the control, there was no significant difference in [Cel]i in the presence of either LMOX or AZT. 

On the other hand, there was a significant increase in [Ca2+]i in the presence of CRP (5.0 mg/dl), 

both before and after histamine stimulation. When Ca2+ was eliminated from the suspension of 

endothelial cells, there was no significant difference in [Ca2+]i in the presence of CRP (5.0 mg/dl) 

before or after histamine stimulation, when compared with the control. [Ca2+]i increased in the 

presence of extracellular Ca2+ in response to direct stimulation with CRP (5.0 mg/dl) instead of 

histamine. However, it did not increase in a Ca2+-free solution. This suggested that extracellular 

Ca2+ is essential for CRP to increase [Ca2+]i in endothelial cells. Based on these results, in appears 

that LMOX or AZT have no effect on the production of PGI2 in vascular endothelial cells, but that 

CRP enhanced PGI2 production through the increase in an influx of Ca2+ into endothelial cells without 

reducing the concentration of cAMP, liberating Ca2+ from its intracellular storage site, thereby 

increasing [Ca2+]i .


