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(1→3)-β-D-グ ルカンと抗真菌薬のヒ ト多形核 白血球の化学発光 にお よぼす影響

加 藤 淳 子

帝京大学医学部内科学講座*

(平成10年11月5日 受付 ・平 成11年1月13日 受 理)

(1→3)-β-D-グ ル カ ン(β-グ ル カ ン)の ヒ トに 対 す る病 原性 を明 ら か に す る た め に,3種 類 の粒 子

状(不 溶 性)β-グ ル カ ン と3種 類 の 可 溶 性 β-グ ル カ ン の 免 疫 学 的 活 性 を ヒ ト好 中 球 か らの 活 性 酸 素

の 放 出 能 を指 標 にin vitroで 比 較 検 討 した。 活 性 酸 素 の 産 生 は,好 中 球 浮 遊 液 に ル ミ ノー ル を加 え て,

粒 子 状 β-グ ル カ ンで あ るzymosan,zymocel,curdlanや 可 溶 性 β-グ ル カ ンで あ るCM-curdlan,

laminarin,sonifilanを 刺 激 物 と してchemiluminescence(CL)法 で 測 定 した 。 こ の 測 定 系 は,可 溶

性 β-グ ル カ ンやlipopolysaccharide(LPS)の 好 中球 の 活 性 酸 素 産 生 に 対 す るpriming効 果 を 調 べ る

の に も使 用 した 。 各 種 粒 子 状 β-グ ル カ ンで 好 中球 を刺 激 す る と,明 らか な好 中 球CLが 容 量 依 存 的 に

誘 導 さ れ た が,可 溶 性 β-グ ル カ ンやLPSに は 好 中 球 に作 用 して 直 接 的 に 活性 酸 素 を 放 出 させ る作 用 は

み られ な か っ た 。LPSと 可 溶 性 β-グ ル カ ンの好 中 球CLに 対 す るpriming効 果 を比 較 す る た め に,好

中 球 をLPSや3種 類 の 可 溶 性 β-グ ル カ ン で37℃ で60分 間 前 処 理 し た 後 で,phorbol myristate

acetate(PMA)で 刺 激 して20分 間 のCLを 測 定 した。 好 中 球 を100ng/ml以 上 の 濃 度 のLPSで 前 処

理 した場 合 に は,好 中 球CLの 増 強 が み られ,少 量 の 血 清 存 在 下 で は,わ ず か10分 間 前 処 理 した 後 に

お い て も 同 様 のpriming効 果 を 認 め た 。 一 方,CM-curdlan,laminarin,sonifilanな どの 可 溶 性 β-

グ ル カ ンを 種 々 の 濃 度(1ng～10μg/ml)で 好 中 球 と10分 な い し60分 間接 触 させ た 後 にPMAで 刺

激 した 場 合 に は,好 中 球CL反 応 に 対 す る有 意 なpriming効 果 を 認 め な か っ た 。 逆 に,こ れ らの 可 溶

性 β-グ ル カ ンの10μg/ml以 上 の 濃 度 で好 中 球 を37℃ で60分 間 接 触 させ た 後 に,粒 子 状 β-グ ル カ ン

で あ るcurdlanやzymocelで 刺 激 す る と,好 中球 のCL活 性 が 濃 度 依 存 的 に 抑 制 さ れ た。 こ の 抑 制 効

果 はCandida albicansを 刺 激 物 と した場 合 に も認 め られ た。 次 に,ヒ ト好 中 球 の 活 性 酸 素 産 生 能 に お

よぼ す3種 類 の抗 真 菌 薬,amphotericin B(AMPH-B),fluconazole(FLCZ),miconazole(MCZ)

の 影響 に つ い て 検 討 した 。 好 中球 を1μg/ml以 上 の 濃 度 のAMPH-Bで60分 間 前 処 理 した 後 に は,粒

子 状 β-グ ル カ ンで あ るcurdlanの 食 作 用 に付 随 す る好 中 球 のCL反 応 が 有 意 に 増 強 し,FLCZの1μg

/ml以 上 の濃 度 で は 有 意 な抑 制 が み られ た 。MCZの 前 処 理 は 好 中 球 のCL反 応 に影 響 を 与 え な か っ た 。

こ れ らの 知 見 は,β-グ ル カ ンや 抗 真 菌 薬 が ヒ ト好 中球 の 酸 素 代 謝 を 修 飾 す る こ と を示 唆 して い る が,

こ の 免 疫 修 飾 作 用 の メ カニ ズ ム の 解 析 や 臨床 的 意 義 を確 立 す る た め に は,今 後 さ らな る 検 討 が 必 要 と思

わ れ る 。
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(1→3)-β-D-グ ルカ ン(β-グ ルカ ン)は,真 菌一 般の 菌

体表 層 に存在す る多糖体 であ り,ヒ ト.動 物 に対 し多彩 な生

物活性 を示す こ とが知 られて い る1)。β-グ ル カ ンが存 在す る

部位 は,細 菌 にお け るエ ン ド トキ シ ン(lipopolysaccharide:

LPS)に 相 当す る部位 であ り,グ ラム陰性桿 菌 感染 症 にお い

てエ ン ド トキ シンが ヒ トに病 原性 を発揮 す る先 兵 とな って い

る よ うに,真 菌 感染 に お いて は,β-グ ル カ ンが そ の病 原性

の最 前線 を担 って い る可 能性 が あ る。 現 在,β-グ ル カ ンの

い くつ か は,抗 腫瘍 活性 を有す るbiological response modi-

fier(BRM)と して臨 床使 用 され,感 染 に対す る 防御作 用 に

つ い て も検 討 され てい る2)。一方,近 年 のcompromised host

の 増加 に伴 いCandida spp.を 中心 とした深在 性真 菌 感 染 症

の 増加 が臨床 上 問題 とな ってお り3),病 原 因子 としての β-グ

ル カ ンにつ いて の検討 も重 要 な課 題 であ る。 グラム陰性 桿菌

感 染症 にお いて は,抗 菌薬療 法 後 にエ ン ド トキ シ ンの遊 離が

起 こ り病態 を悪化 させ る可 能性 が指摘 されて い る こ と か

ら4),真 菌 感 染症 にお い て も,菌 の 分 裂 増 殖 時5)や抗 真 菌 薬

投 与 後 に遊 離す る と考 え られ る β-グ ル カ ンの 炎症 反 応へ の

関与 も十 分 に考 え られ る。 今回 β-グ ル カ ンの ヒ トに 対 す る

病 原性 を明 らか にす るため に,感 染 防御や 炎症 反応 の中心 的

役 割 を果 たす好 中球 に対す る作 用,特 に炎 症 の メデ イエ ター

であ る好 中球 か らの活性 酸素 の 放出能 にお よぼす 影響 を,ル
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ミノ ー ル 依 存 性chemiluminescence(CL)法 を 用 い て 検 討

し,LPSの 活性 と比較 した。さらに,β-グ ル カ ン刺激 に よ り

好 中球 か ら放 出 される活 性酸 素 の産生 に対 して,治 療 に使 用

され る抗 真 菌薬 が 影 響 を与 え る か どうか に つ い て も検 討 し

た。

I.　 材 料 と 方 法

1.　 好 中球 の 分 離

好 中 球 は,帝 京 大 学 医 学 部 附 属 病 院 に勤 務 す る健 常 成

人40名(男 性25名,女 性15名),年 齢21歳 ～45歳

(平均32.4歳)の 末 梢 血 よ りヘ パ リ ン加(ヘ パ リ ン10

U/ml)採 血 し,monopoly resolving mediumを 用 い て

分 離 し,Dulbecco改 変minimum essential medium

(MEM,日 水,25mMHEPESお よ びL-glutamin0.3

g/l含 有)に 浮 遊 さ せ,5×105cells/mlと な る よ う に 調

整 した 。 採 血 に 際 して は,ボ ラ ン テ ィ ア に対 して 研 究 の

意 義 に つ い て 説 明 し同 意 を得 た 上 で 行 っ た 。

2.　 菌 液 の 調 整

当 院 に お い て 血 液 培 養 で 分 離 さ れ たCandida

albicansを37℃ で18時 間 培 養 後,生 理 食 塩 水 で2回

洗 浄 し,菌 数 を5×107cells/mlと な る よ う にMEM中 に

浮 遊 させ た 。

3.　 試 薬

粒 子 状 β-グ ル カ ン と し て は,Saccharomyces

cervisiaeに 由 来 す るzymosan A(Sigma Chemical社)

とzymoce1(Sigma Chemical社),Alcaligenes faecalis

由 来 のcurdlan(和 光 純 薬),可 溶 性 β-グ ル カ ン は

curdlanに 化 学 修 飾 を加 え て 可 溶 性 に したCM-curdlan

(和光 純 薬),algae由 来 のlaminarin(Sigma Chemical

社),Schizophyllum commune由 来 のsonifilan(科 研

製薬)を 使 用 した。LPSは,Escherichia coli 0111:

B4株 由 来LPS(Sigma Chemical社)を 注 射 用 生 理 食

塩 水(endotoxin free)に 希 釈 し て使 用 した 。 す べ て の

β-グ ル カ ン試 薬 は,注 射 用 生 理 食 塩 水 に 希 釈 して 使 用

した が,そ れ ぞ れ の 溶 液1mg/ml中 の エ ン ド トキ シ ン

の 濃 度 は10Pg/ml以 下 で あ っ た(エ ン ドス ペ シ ー(R)で

確 認)。Phorbol myristate acetate(PMA,Sigma Chemi-

cal社)は,dimethyl sulfbxide(DMSO)に100μg/ml

の 濃 度 と な る よ うに 溶 解 した 。 ル ミ ノ ー ル(東 京 化 成)

試 薬 は,20μg/mlの 濃 度 と な る よ う にphosphate buff-

ered saline(PBS)に 溶 解 した 。

4.　 抗 真 菌 薬

Amphotericin B(AMPH-B,ブ リス トル ・マ イ ヤ ー

ズ ス ク イ ブ 社),fluconazole(FLCZ,フ ァ イ ザ ー 製

薬),miconazole(MCZ,持 田製 薬)の 原 末 を 注 射 用 滅

菌 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し使 用 した 。

5.　 Chemiluminescence(CL)の 測 定

CLの 測 定 装 置 はBiolumat LB 9505(Berthold社)

を使 用 した 。

1)β-グ ル カ ン また はC.albicans刺 激 に よ るCL

好 中球CLお よび 全 血CLの 測 定 は 既 述 の 方 法 に し た

が っ た6)。 す な わ ち,好 中 球CLの 測 定 は,好 中 球 浮 遊

液1ml(5×105cells)を 試 料 と し,ル ミ ノ ー ル 溶 液20

μlを 加 え,10分 間37℃ で 保 温 後,zymosan,zymocel,

curdlanの そ れ ぞ れ の 懸 濁 液20μl(100μg～5mg),C.

albicans浮 遊 液 は40μl(2×105cells)を 刺 激 物 と し て

加 え て20分 間 のCLを 測 定 し,そ の 積 算 値 を 求 め た 。

全 血CLの 測 定 は,全 血0.1mlにMEMを0.1ml加 え

て10倍 希 釈 した 検 体1mlを 試 料 と し,好 中球CLと 同

様 の 方 法 で 測 定 した 。 粒 子 状 β-グ ル カ ン と 同 様 に,可

溶 性 β-グ ル カ ン で あ るCM-curdlanやlaminarin,

sonifilanの そ れ ぞ れ の 溶 解 液20μl(10ng～1mg)を

刺 激 物 と し た 好 中 球CLやLPSを 刺 激 物 と し た 好 中 球

CLも 測 定 した。

2)可 溶性 β-グ ル カ ン とLPSのpriming効 果 の検 討

好 中 球 浮 遊 液(5×105cells)にLPS25μl(1ng～10

μg)ま た は 可 溶 性 β-グ ル カ ン で あ るCM-curdlan,

laminahn,sonifilan 25μl(1ng～50μg)ま た は コ ン

トロ ー ル と して 同 容 量 の 注 射 用 生 理 食 塩 水 にMEMを

加 え て 総 量1mlと し た 検 体 に,ル ミ ノ ー ル20μlを 添

加 し,60分 間37℃ で 保 温 後,PMA5μlやcurdlan20

μl(500μg)ま た はC.albicans浮 遊 液40μl(2x105cells)

を刺 激 と して20分 間 のCLを 測 定 し た。20分 間 のCL

積 算 値 を 求 め,LPSま た は可 溶 性 β-グ ル カ ンで 処 理 し

た 場 合 の 好 中 球CL活 性 と コ ン トロ ー ル(注 射 用 生 理 食

塩 水 添 加 の 場 合)のCL値 を 比 較 した 。 な お,血 清 存 在

下 にお け る 可 溶 性 β-グ ル カ ンやLPSのPMA刺 激 に よ

る 好 中 球CLに お よ ぼ す 影 響 を 調 べ る 場 合 や,C.

albicans刺 激 の 場 合 は 実 験 系 に血 清 を そ れ ぞ れ20μl,

5μl添 加 した 。

3)抗 真 菌 薬 の 好 中球CLに お よぼ す 影 響 に つ い て の

検 討

好 中 球 浮 遊 液(5×105cells)に 種 々 の 濃 度 のAMPH-

B,FLCZ,MCZ溶 解 液20μl(最 終 的 に0.01～25μg/

mlと な る よ う に調 整)ま た は 同 容 量 の 注 射 用 生 理 食 塩

水 を コ ン トロー ル と して 添 加 し,MEMと ル ミノ ー ル20

μlを 加 え て 総 量1mlと した 検 体 を,10～60分 間37℃

で 保 温 後,curdlan 20μl(500μg)を 刺 激 物 と して20

分 間 のCLを 測 定 した 。

6.　 統 計 処 理

Student's t-testを 用 い,p<0.05を もっ て 有 意 差 あ り

と した 。

II.　 結 果

1.　 粒 子 状 β-グ ル カ ン の 好 中 球CL,全 血CL産 生

能

Zymosan,zymocel,curdlanの そ れ ぞ れ の 刺 激 に よ

り産 生 さ れ る 好 中 球CL活 性 をTable 1に 示 した。 そ れ

ぞ れ の 粒 子 状 β-グ ル カ ン100μg,500μg,1,000μgに

よ り誘 導 さ れ る 好 中球CL活 性 は,zymosan,zymocel,
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curdlanの 順 に 強 か っ た 。 こ れ らの 粒 子 状 β-グ ル カ ン

に よ り誘 導 され る好 中 球 のCL活 性 は容 量 依 存 的 で あ っ

た 。 種 々の 容 量 のcurdlanに よ り誘 導 さ れ るCL活 性 を

Fig.1に 示 した 。

a) PMN- CL

b) Whole blood CL

Fig. 1. CL values of polymorphonuclear leukocytes

(PMN) and whole blood upon stimulation with
curdlan.

Fig. 2. CL values of polymorphonuclear leukocytes

(PMN) upon stimulation with variousƒÀ- glucans

and lipopolysaccharide (LPS).

PMN- CL was measured upon stimulation with 500

μg of variousƒÀ- glucans and 10ƒÊg of LPS. Data

are shown as 20- min integrated CL counts with
means and SDs (n= 10).

2.可 溶性 β-グ ルカンとLPSの 好中球CL産 生能

可溶性 β-グ ルカンであるCM-curdlan,laminarin,

sonifilanの 種々の濃度(10ng～1mg)で 好中球を直接

刺激 した場合は,コ ン トロール(PBS)と 比較 して好

中球CLの 増強がみ られず,可 溶性 β-グ ルカ ンには好

中球に作用 して直接的に活性酸素を放出させる作用はみ

られなかった.同 様 に種 々の容量のLPS(100Pg～10

μg)で 好 中球を直接刺激 した場合 にも好 中球CL活 性

の増強はみ られなかった。各種β-グ ルカ ン500μgお

よびLPS 10μg刺 激 により誘導 される好 中球CL活 性

をFig.2に 示す。

Table 1. CL values of polymorphonuclear leukocytes (PMN)

induced by particlulateƒÀ- glucans

Data are shown as 20- min integrated CL counts with means

and SDs (n= 8).

a) CM- curdlan

b) laminarin

c) sonifilan

d) LPS

Fig. 3. Priming effect of water- solubleƒÀ- glucans and

lipopolysaccharide (LPS) on the CL response of

polymorphonuclear leukocytes (PMN) upon stimula-

tion with PMA.

PMN- CL was measured upon stimulation with PMA

after 60 mm incubation with a) CM- curdlan, b)

laminarin, c) sonifilan and d) LPS. Data are shown

as means and SDs (n= 10). Significant differences

(*p< 0.05,** p< 0.01) from controls without LPS.
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3.　PMA刺 激時の好中球CLに 対する可溶性 β-グ ル

カンとLPSのpriming効 果

可溶性 β-グ ルカ ンであるCM-curdlanやlaminarin,

sonifilanの10-3～10μg/mlの 濃 度で好 中球 と60分 間

接触させた後にPMAで 刺激 した場合には,好 中球のCL

活性 に有意な変化を認めなかったが,LPSで 好中球を

60分 間前処理 した後でPMAで 刺激 した場合には,LPS

100ng/ml以 上の濃度から有意な好中球CLの 増強がみ

られた(Fig.3)。 さらに,LPS 1μg/mlの 濃度におい

て血清が存在 しない場合は,10分 間の好中球 との接触

時間ではCL、反応に対す る有意 なpriming効 果が見 ら

れないが,血 清存在下においてはLPSのpriming効 果

が10分 の接触で認め られた。これに対 して,可 溶性 β

-グ ルカンは血清存在下において も,PMA刺 激 による

好中球のCL活 性に有意な影響 を与えなか った(Fig.

4)。

4.　粒子状 β-グ ル カン刺激時の好中球CLに 及ぼす

可溶性 β-グルカンとLPSの 効果

種々の濃度のCM-curdlanを 好中球 と60分 間接触 さ

せた後に,粒 子状 β-グルカ ンであるcurdlanで 刺激す

ると,好 中球のCL活 性の有意な抑制が10μg/ml以 上

の濃度のCM-curdlanで 前処理す ることによ り認 めら

れた(Fig.5-a)。 一方,LPSを 好中球 と60分 間接触

させた後に,curdlanで 刺激すると好中球のCL活 性の

有意な増強が100ng/ml以 上の濃度で認め られた(Fig.

5-b)。 可溶性 β-グ ル カンであるCM-curdlanに よる

好中球CLの 抑制効果は,zymocelやC.albicansを 刺

Fig. 4. Priming effect of water—solubleƒÀ- glucans and

lipopolysaccharide (LPS) on the Phorbol myristate

acetate (PMA)- induced CL response of polymor-

phonuclear leukocytes (PMN) in the presence of se-

rum.

In the presence of 20ƒÊl of serum, PMN- CL was

measured upon stimulation with PMA after 10 min

incubation with a) CM-—curdlan, b) laminarin, c)

sonifilan and d) LPS. Data are shown as means and

SDs (n= 5). Significant differences (* p< 0.05, ** p

< 0.01) from controls without LPS.

激物 とした場合 にも同様 に認められた(Fig.6-a,b)。

他 の可溶性 β-グ ル カ ンで あるlaminarinやsonifilan

の10μg/mlの 濃度で好中球を前処理 した場合において

も,curdlanの 食作用に付随する好中球のCL活 性 は,

コ ントロールと比較 して,そ れぞれ26.5%,23.5%抑

制 した(P<0.05)。

5.　 抗真菌薬 の粒子状 β-グ ル カン刺激時の好 中球

CLに およぼす影響

3種 類の注射用抗真菌薬であ るAMPH-B,FLCZ,

MCZの 好中球の活性酸素産生能にお よぼす影響 を調べ

るために,上 記薬剤 と好中球を10～60分 間接触 させた

後で,curdlanで 刺激して食作用に付随する好 中球の活

性酸素産生能を測定した。60分 間の接触では,MCZは

好 中球 のCL反 応 に有意 な影響 を与 えなか ったが,

AMPH-Bは1μg/ml以 上の濃度で有意 な増強効果を示

し,FLCZは1μg/ml以 上の濃度において有意な抑制

効果を示 した(Fig.7)。10分 間の接触では0.1～25μg/

mlの いずれの濃度 において もAMPH-BとMCZは 有

a) CM- curdlan

b)  LPS

Fig. 5. Effect of CM—curdlan and lipopolysaccharide

(LPS) on the CL response of polymorphonuclear
leukocytes (PMN) upon stimulation with curdlan.

PMN- CL was measured upon stimulation with
curdlan after 60 min incubation with a) CM—curdlan

and b) LPS. Data are shown as means and SDs (n=
8). Significant differences (** p< 0.01) from controls
without CM—curdlan or LPS.
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a) zymocel

b) C. albicans

Fig. 6. Inhibitory effect of CM—curdlan on the CL
response of polymorphonuclear leukocytes (PMN)
upon stimulation with zymocel and Candida

albicans.
PMN- CL was measured upon stimulation with a)
zymocel and b) C. albicans after 60 min incubation
with CM—curdlan. Data are shown as means and SDs

(n= 8). Significant differences (** p< 0.01) from
controls without CM-—curdlan.

意 な影 響 を与 え な か っ た が,FLCZは コ ン トロ ー ル に比

較 して5μg/ml以 上 の 濃 度 にお い て 有 意 な抑 制 効 果 を

示 し,5,10,25μg/mlの 濃 度 で そ れ ぞ れ33.8%,72.0

%,90.4%程 好 中球 のCL活 性 を抑 制 した(P<0.01)。

III.　 考 察

本 研 究 に お い て,粒 子 状 β-グ ル カ ン は,ヒ トの 好 中

球 に 直 接 作 用 して 活性 酸 素 を放 出 させ る作 用 が あ る こ と

が 明 ら か に な っ た 。 一 方,可 溶性 β-グ ル カ ンに は 直 接

的 な 活 性 酸 素 誘 導 能 は 見 られ な か っ た。 粒 子 状 β-グ ル

カ ンの 中 で も,活 性 酸 素 誘 導 能 の 強 さ はzymosanが も

っ と も強 く,続 い てzymocelとcurdlanの 順 で あ っ た 。

β-グ ル カ ンの 食 細 胞 の 活 性 酸 素 放 出 能 に 関 す る報 告 で

は,マ ウス の マ ク ロ フ ァー ジや ヒ トの 単 球,単 球 系 培 養

細 胞 に 対 して 粒 子 状 の β-グ ル カ ンが 活性 酸 素 放 出 能 を

有 す る こ とが 報 告 され て い る7～11)。一 方,今 回 の研 究 と

同 様 に 可 溶 性 β-グ ル カ ン に は 食 細 胞 に 作 用 して 直 接 的

に 活 性 酸 素 誘 導 能 は 認 め ら れ な い と す る 報 告 が 多 い

が7,8),ヒ トの 好 中球 を 用 い た 検 討 は 数 少 な い 。 今 回,入

手 可 能 な 製 剤 で あ るzymosan,zymocel,curdlanの3

種 類 の 粒 子 状 β-グ ル カ ンで そ の 作 用 を比 較 した が,同

a) amphotericin B

b) fluconazole
* p< 0.05

** p< 0.01

Fig. 7. Effect of antifungal agents on the CL response
of polymorphonuclear leukocytes (PMN) upon
stimulation with curdlan.

PMN- CL was measured by stimulation with
curdlan after 60 min incubation with a)
amphotericin B and b) fluconazole. Data are shown

as means and SDs (n= 8). Significant differences
(* p< 0.05, ** p< 0.01) from controls without drugs.

じSaccharomyces cervisiaeに 由 来 す るzymosanと

zymocelで 比 較 した 場 合 に はzymosanの 方 が 強 い 活 性

酸 素 誘 導 能 を有 し て い た 。 そ の 理 由 は 不 明 で あ る が,

zymocel粒 子 を構 成 す る 主 成 分 が β-グ ル カ ンで あ る の

に対 して,zymosanに は β-グ ル カ ン以 外 にマ ンナ ン蛋

白 な どが 含 ま れ て お り1),β-グ ル カ ン と こ の よ う な 蛋

白 との結 合 物 の 方 が 食 細 胞 へ の刺 激 性 が 強 い の か も知 れ

な い。Alcaligenes faecalis由 来 の 粒 子 状 β-グ ル カ ンで

あ るcurdlanに お い て もzymocelと ほ ぼ 同 様 の 活 性 酸

素 誘 導 能 を示 し,zymosanよ り も弱 か っ た。 一 方,今

回 検 討 し た3種 類 の 可 溶 性 β-グ ル カ ン で あ るCM-

curdlan,laminarin,sonimanの い ず れ に お い て も,

好 中球 に 直 接 作 用 して 活 性 酸 素 を 誘 導 す る作 用 はみ られ

な か っ た 。 後 に 示 す よ う に 可 溶 性 β-グ ル カ ンが β-グ

ル カ ン の レセ プ ター で あ るCR 3レ セ プ タ ー12～14)を介 し

て好 中 球 膜 に結 合 して も,そ れ が 刺 激 と な っ て 活 性 酸 素

の 放 出 に は 至 ら な い もの と考 え られ る 。 こ の よ う な作 用

はLPSがCD 14レ セ プ ター に結 合 して も活 性 酸 素 の 直

接 的 な 放 出 が 起 こ ら な い の と同 様 で あ っ た 。 好 中 球 を

LPSで 前 処 理 し,そ の 後 でPMA,zymosan,細 菌 な ど
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を系に加 えて刺激すると,未 処理の好中球に比較 して活

性酸素の産生が有意に増強すること(priming効 果)は

良 く知 られているが15),可溶性 β-グ ルカンで前処理 し,

PMAで 刺激 しても好中球の活性酸素産生能の増強はみ

られなかった。逆 に,LPSと は異な り,真 菌や粒子状

β-グルカンの貪 食に付随す る好中球の活性酸素産生能

が,可 溶性 β-グ ルカンで前処理 してお くと抑制 される

ことが明 らかになった。すでに,Czopら によ り可溶性

β-グルカンでマ クロファージや単球を前処理 してお く

と,引 き続 く粒子状 β-グ ルカンの貧食が抑制 されるこ

とが報告 されてお り,こ れはβ-グ ルカンレセプ ターに

可溶性 β-グ ルカンが付着することで,粒 子状 β-グ ル

カンの貪食が抑制 されることによる14,16,171。活性酸素産

生能の抑制 もこれ と同じ機序に よると思われる。 さら

に,C.albicansの 食作用に付随する活性酸素の産生 も

抑制がかか ることか ら,C.albicansの貪 食 もβ-グ ル

カンレセプターを介して行われることが推測 される。

β-グ ルカンの走化能や貪 食能,殺 菌能など他の好 中

球機能におよぼす影響については種々の報告があるが,

対象や測定方法により必ず しも一定の成績が得 られてい

ない12)。走化能 に関 してはzymosanは 血清存在下で強

力な走化性因子 となることはよく知 られてお り,こ れは

補体のalternative pathwayを 介 した補体の活性化が関

与するとされている1,18,19)。これまでの報告では,zymosan

やzymocelな どの粒子状 β-グ ルカンは補体の活性化作

用や走化性因子 としての作用が強いが,可 溶性 β-グ ル

カンの作用 は弱いとされてお り19,20),今回の活性酸素産

生能の成績 と合わせても好中球への作用は粒子状 β-グ

ルカンの方が強 く,炎 症反応への関与はβ-グ ルカンが

粒子状の場合に強 く起こることが示唆 される。In vivo

においてモルモ ッ トの気道にLPSを 投与 した後の肺胞

洗浄液中には,好 中球やマクロファージ,好 酸球などの

炎症細胞の浸潤がみられるが,curdlanと の併用で浸潤

する細胞の数が増加することが報告されている21)。同 じ

系において,curdlan単 独ではマクロファージや好酸球

の浸潤がみられることが報告 されている。真菌やその菌

体成分であるβ-グ ルカンの吸入 により発症すると考え

られているSick building syndromeな どの気道の過敏

性反応の亢進には,こ れら炎症細胞の浸潤 と,炎 症細胞

か ら放出 されるロイコ トルエ ンB 4,血 小板活性化因

子,ヒ スタミンなどのケ ミカルメデイエ ターが重要な役

割を果たすが,活 性酸素の関与 も指摘 されている22～25)。

気道過敏性は,物 理的 ・化学的な刺激に対 し,気 道平滑

筋の収縮反応が亢進 した状態であ り,好 中球やマ クロフ

ァージ,好 酸球か ら放出される活性酸素やキサ ンチンー

キサンチ ンオキシダーゼ系で産生される活性酸素が,気

道の攣縮と,こ れに引き続 く気道の反応性の亢進を引き

起 こすことが明 らかにされている24,25)。今回の研究で,

粒子状 β-グ ルカンが好中球に作用 して活性酸素 を放出

させる作用があることか ら,β-グ ルカンの吸入や抗真

菌薬投与後に真菌か ら遊離 されるβ-グ ルカンが粒子状

の場合には,食 細胞に作用 して活性酸素を放出させて気

道の過敏性を亢進させる可能性がある。 さらに,粒 子状

β-グ ルカンは単球やマクロファージに作用 して,好 中

球の活性化を促すtumor necrosis factor(TNF)-aや

interleukin(IL)-1,interferon-γ な どの炎症 性 サ イ

トカインの産生を引 き起 こし2,26),炎症反応 を増長 させ

る可能性がある。これに対 して,可 溶性 β-グ ルカンに

は直接的な好中球か らの活性酸素産生を引き起こす作用

はないものの,C.albicansや 粒子状 β-グルカンの貪食

に付随する活性酸素産生能を抑制することが明 らかにな

った。Candidaの 食作用に付随する活性酸素産生の抑

制は,Candida感 染症において可溶性 β-グ ルカンが存

在すると好中球の貪食殺菌が円滑に進まな くなる可能性

があることを示唆 している。臨床で長期にわたり気管内

挿管 されている患者の気道分泌物か らは,Candida属

を中心 とした酵母様真菌が検 出され る頻度が極めて高

く,当 教室では全分離菌の約25%を 占めている。 これ

らは通常 コロニゼーションとして考えられ,病 原性 につ

いてはあまり検討されていない。 しか し,今 回の検討よ

り明 らかな感染症状がなくて も,好 中球などの炎症細胞

に作用 して気道の過敏性や炎症反応 に関与する可能性が

あ り,特 に抗真菌薬投与後にはβ-グ ルカンの遊離が起

こり,患 者の病態 を修飾する可能性があるので注意が必

要と思われる。カリニ肺炎を例にとると,Pneumocystis

cariniiは 分類学上は真菌に属 し,細 胞膜 にβ-グ ルカン

を有 している。筆者らの検討で も,カ リニ肺炎患者の血

清β-グ ルカン濃度は高値を示 し,化 学療法後 も数週間

にわたり陽性を示すデータが得 られている(未 発表デー

タ)。AIDS患 者に発症 した重症の カリニ肺炎に対 して

は,sulfamethoxazole-trimethoprim合 剤 な どの抗 菌

薬に副腎皮質ステロイ ドを併用することが推奨されてい

る27,28)。治療後には,病 原体の破壊 に伴 うβ-グ ルカン

などの遊離が起こり,感 染局所においては好中球やマク

ロファージなどの免疫担当細胞か らの活性酸素や炎症性

サイ トカインなどのメデイエターの過剰産生が起こる可

能性がある。種々のβ-グ ルカン自体 も,血 管透過性亢

進を起こすので29),肺 水腫か ら低酸素血症をきたして病

態が さらに悪化 させ ることが推 測 され る。ステロイ ド

は,こ のような組織傷害を防 ぐことを期待 して使用され

ている27,28)。今後は,病 巣が広範囲にお よぶ重症 の真菌

感染症 においても,治 療後のβ-グ ルカンの遊離 と免疫

系の活性化に関する検討が必要と思われる。

さらに,真 菌感染症の治療に使用 される抗真菌薬が,

好中球などの免疫担当細胞の機能に影響 をお よぼすか ど

うかについての検討 も重要である。近年.抗 菌薬の免疫

担当細胞におよぼす効果が注 目されているが,抗 真菌薬

に関 してはまだ十分に研究 されたとはいえない30,31)。今



158 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 MAR. 1999

回,ヒ ト好中 球の粒子状 β-グ ルカン刺激による活性酸

素産生能にお よぼすAMPH-B,MCZ,FLCZの 効果に

ついて検討 したところ,AMPH-Bは 増強効果を示 し,

FLCZは 抑制効果,MCZは 特 に影響を与えなかった。

これ まで食細胞 機 能にお よぼす抗 真 菌薬 の研 究 は

AMPH-Bに ついて多 く検討 されてお り,対 象 とする動

物や食細胞の種類,実 験方法によってその成績は相反し

ている30～43)。一般にAMPH-Bは,好 中球の走化能,貪

食能,殺 菌能 に対 して抑 制的 に働 くとされ てい る

が32～38),活性酸素産生能に関しては血中濃度 レベルで抑

制するという報告38),不 変 とする報告31鋤,高 濃度で増

強させるという報告がある35)。このような成績の違いは

抗菌薬と食細胞の接触時間,刺 激物質の種類,測 定方法

の違いによるものと思われる。AMPH-Bの 好中球にお

よぼす効果は,AMPH-Bが 好中球のステロール膜に結

合 しその機能を修飾することによるとされており,マ ク

ロファージに対 して もTNF-aな どのサイトカイン産生

能を増強す ること40),マ ウスのC.albicansや 黄色ブ ド

ウ球菌感染症の防御効果などの免疫増強効果があること

も報告されている39～41)。これに対 して,FLCZの 好中球

の活性酸素産生に対 して抑制作用を示す機序は不明であ

る。Abruzzoら42)もFLCZがCL反 応を抑制すると報告

しているが,治 療域濃度では好中球機能に影響 を与えな

いとする報告 もある39,42)。MCZは 今回の成績 と同様に影

響 を与えないと報告されている31,32)。しか し,今 回のよ

うなcurdlanやzymocelな どの β-グルカンに対するヒ

ト好中球の活性酸素産生能におよぼす抗真菌薬の検討は

まだなされてお らず,検 討 した3種 類 の薬剤で差がみ

られたことは興味ある知見である。今回の成績から,粒

子状 β-グ ルカンによる好中球の活性酸素産生を抑制す

ることで臓器障害を防 ぐという観点からはFLCZの 使

用が勧められるし,免 疫賦活 とい う点か らはAMPH-B

の使用がよいのかもしれないが,in vivoで の治療後の

β-グ ルカンの遊離 を含めたさらなる検討が必要 と思わ

れる。いずれにせ よAMPH-BやFLCZは,粒 子状β-

グルカンにより誘導 される好中球の活性酸素産生能を血

中濃度レベルで修飾することが判明 したので,抗 真菌薬

の使用に際 しては,抗 菌力,体 内動態だけでな く,宿 主

の免疫系 に及ぼす薬剤の影響も考慮に入れた薬剤の選択

が必要と思われる。
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Influence of (1- 3)-ƒÀ-D- glucans and antifungal agents on the chemiluminescence

response of human polymorphonuclear leukocytes

Junko Kato

Department of Internal Medicine, Teikyo University School of Medicine,

Kaga 2- 11- 1, Itabashi ku, Tokyo 173- 8606, Japan

To clarify the pathogenicity of (1- 3)-ƒÀ-D- glucan (ƒÀ- glucan), the immunomodulatory activity of

three types of particulate (water-insolubl0e) ƒÀ- glucan and three water-soluble ƒÀ- glucans, were com-

pared in respect to the production of reactive oxygen species (ROS) by human polymorphonuclear

leukocytes (PMN) in vitro. The production of ROS was measured by a chemiluminescence (CL) assay

in which luminol was added to the samples and the PMN were subsequently stimulated with a

particulate ƒÀ- glucan (curdlan, zymosan or zymocel) and a water-soluble ƒÀ- glucan (CM-curdlan,

laminarin or sonifilan). This assay was also used to test the ability of each of the three water-soluble

β- glucans and lipopolysacchalide (LPS) to augment the priming effects on the production of ROS from
PMN. Each particulate ƒÀ- glucan induced the apparent CL of PMN in a dose- dependent manner, while

water-soluble ƒÀ- glucans and LPS could not at any concentrations tested. PMN were incubated for 60

min at 37t with LPS and three types of water-soluble ƒÀ- glucan, and the integrated CL response

induced by phorbol myristate acetate (PMA) was measured for 20 min, which permitted comparisons of

the priming effects of LPS in combination with each water-soluble ƒÀ- glucans. Preincubation with LPS

resulted in an increase in the CL response of PMN at concentrations of more than 100 ng/ml. Similar

results were obtained in the PMN sample, which included a small amount of serum after only 10 min

incubation with LPS. However, no significant priming effect was observed when PMN were incubated for

10 and 60 min with various concentrations (1 ng- 10 ƒÊg/ ml) of CM—curdlan, laminarin or sonifilan. PMN

- CL induced by particulate ƒÀ- glucans such as curdlan or zymocel and Candida albicans was

significantly prevented when PMN was preincubated with more than 10ƒÊg/ ml of the water-soluble ƒÀ

-

glucans for 60 min at 37•Ž and then exposed to particulate ƒÀ- glucan and C. albicans . These

inhibitory effects were dose- dependent. Also, the effect of three antifungal agents, amphotericin-B

(AMPH-B), fluconazole (FLCZ) and miconazole (MCZ) on the CL response of PMN were studied in

vitro. After 60 min incubation with more than 1ƒÊg/ ml of AMPH-B, CL values of PMN during

phagocytosis of curdlan were significantly enhanced, whereas these values were suppressed with FLCZ

at the concentration of more than 1ƒÊg/ ml. There was no significant effect on the CL response of PMN

in treatment with MCZ. These findings indicate that these ƒÀ- glucans and antifungal agents modulate

the oxygen metabolism of human PMN, however, further studies are required to elucidate the

mechanisms responsible for this immunomodulatory effect and to establish its clinical relevance.


