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Thesis

好酸球の基底膜通過ならびに活性酸素産生に及ぼす好中球の作用
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（指導：西村　重敬教授） 

菊地　泉

Effects of Neutrophils on the Trans -basement Membrane Migration and Superoxide Anion 
Generation of Eosinophils
Izumi Kikuchi (Pulmonary Division, Second Department of Internal Medicine, Saitama Medical School, 
Moroyama, Iruma -gun, Saitama 350 -0495,  Japan)

Eosinophils are generally recognized as central effector cells in airway inflammation of bronchial 
asthma. On the other hand, neutrophils have been suggested to contribute to acute exacerbations or 
development of chronic severe disease of asthma. The mechanisms how neutrophils contribute to these 
pathophysiologic processes in asthma remains to be elucidated, however, neutrophils may affect either 
accumulation or functional status of eosinophils. The objective of this study was to evaluate whether 
the presence of neutrophils modifies trans -basement membrane migration and effector function of 
eosinophils. Eosinophils and neutrophils were isolated from the peripheral blood of healthy subjects. 
Eosinophil migration across basement membrane was evaluated using Matrigel® - coated chemotaxis 
chambers in the presence or absence of neutrophils. In the presence of neutrophils, trans -basement 
membrane migration of eosinophils in response to IL -8 was significantly augmented ( % migration; 
12.9±3.1 vs. 1.9±0.5 by control, p＝0.007, N＝10). Similarly, eosinophil migration to GRO -α was also 
augmented in the presence of neutrophils. The enhanced migration in the presence of neutrophils was 
partially but significantly inhibited by PAF -antagonists, WEB2086 or WEB2170, and LTB4 receptor 
antagonist, BIIL260, suggesting the role of PAF or LTB4. Finally, the presence of both neutrophils and 
eosinophils significantly increased superoxide anion generation in response to IL -8 as compared with 
that of eosinophils or neutrophils alone.

These results suggest that neutrophils can augment both trans -basement membrane migration and 
respiratory burst of eosinophils. This pathomechanism may contribute to the eventual manifestation of 
eosinophilic inflammation in the asthmatic airways. 
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 緒　言

　今日，気管支喘息の基礎病態は慢性の気道炎症
であるものと理解されており，主たる浸潤細胞は，
Th2細胞，肥満細胞あるいは好酸球であるとされて
いる1, 2)．とくに好酸球は強力な組織障害活性を有する
特異顆粒蛋白や活性酸素種，また気道収縮物質である
ロイコトリエン C4を豊富に産生するため，気管支喘
息における重要なエフェクター細胞であると認識され

てきた 3, 4)．
　喘息における好中球の意義については注目される
ことが少なかったが，近年，喘息の致死的大発作や重
症難治例では，好中球の気道集積がみられるとの知見
が集積しつつある5 -8)．好中球は，喘息における気道収
縮メディエーターとして重要視されるロィコトリエ
ン C4やヒスタミンの産生放出能を有しないことから，
直接的に喘息発作を誘導しているとは考え難い．
しかし，好中球は，組織障害メディエーターや好酸球
の遊走因子あるいは活性化因子の産生源であることが医学博士　甲第 862号　平成 15年 3月 28日（埼玉医科大学）
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明らかにされている9, 10)．従って，好中球がこれらの能
力を介して，好酸球の組織浸潤あるいは活性化に影響
を与え，結果として喘息の難治化や発作の重篤化に関
与する可能性があるものと考えられる．事実，好中球
が in vitroでの好酸球の気道上皮細胞間隙遊走を亢進
させるとの報告がある11)．
　本研究では好中球の存在が，好酸球の組織浸潤
過程，またエフェクター機能に及ぼす効果を検討する
目的で，とくに基底膜通過および活性酸素産生能の二
者に与える影響について検討した．

材料と方法

1．材料
1）細胞培養液及び緩衝液：HuMEDIA. EGは倉敷
紡績株式会社（大阪，日本）から，ブレッドキット
EGMは Clonetics Corporation（Palo Alto, CA, USA）Palo Alto, CA, USA）Palo Alto, CA, USA
から，Hanks’Balanced Salt Solution（以下 HBSS）
は GIBCO BRL（Grand island, NY, USA）から，非働Grand island, NY, USA）から，非働Grand island, NY, USA
化牛胎児血清（fetal bovine serum， 以下 FBS）は
ICN Biomedicals Inc．（Aurora, Ohio, USA）から入手Aurora, Ohio, USA）から入手Aurora, Ohio, USA
した．

2）血管内皮細胞と基底膜： 人臍帯静脈由来血管内皮
細胞（human umbilical vein endothelial cells, 以下
HUVEC）は倉敷紡績株式会社から， EHSマウス腫瘍
由来基底膜（MatrigelTMMatrigelTMMatrigel  basement membrane， 以下
Matrigel ）は Becton Dickinson Co. -CBP Products 
（Bedford, MA, USA）から入手した．Bedford, MA, USA）から入手した．Bedford, MA, USA

3）薬剤：LTB4受容体拮抗薬である BIIL260および
platelet activating factor（以下 PAF）受容体拮抗薬で
あるWEB2086， WEB2170は Böehringer Ingelheim
（Rigefield, Conn. Germany） から供与を受けた． 
matrix metalloprotease-9 （以下 MMP-9 ）阻害物質
である tissu inhibitor of metalloprotease -1（以下
TIMP-1 ）は R & D Systems（Minneapolis, MN, USA）Minneapolis, MN, USA）Minneapolis, MN, USA
から入手した．好中球エラスターゼ阻害薬である
ulinastatin（以下 UTI）は持田製薬株式会社（東京，
日本）から供与を受けた．

4）好酸球・好中球刺激物質： インターロイキン（IL）IL）IL
-8， growth - related oncogene（GRO）-α， eotaxin
および RANTESは R & D Systemsから，血小板活
性化因子（platelet acting factor, PAF）は Sigma（St. 
Louis, MO, USA）から，ロィコトリエン（Louis, MO, USA）から，ロィコトリエン（Louis, MO, USA LT）LT）LT B4は
Cayman Chemical（Ann Arbor, MI, USA）から入手Ann Arbor, MI, USA）から入手Ann Arbor, MI, USA
した．

5）抗体： 抗 CXCR1抗体，抗 CXCR2抗体は R & D 
Systemsから，抗α4インテグリン抗体（クロー
ン HP2/1）はコスモバイオ（株）（東京，日本）
から，抗β2インテグリン抗体（クローン L130）
は Becton Dickinson （Frankline Lakes, NJ, USA）
から，マウス IgG1，IgG2aは ICN Biomedicals, Inc．

から，抗 PSGL-1（CD162）抗体（クローン PL -1）
は Immunotech A Coulter Company （Marseille, 
France）から，抗 P-selectin （anti -CD62p）抗体（ク
ローン G1-4）は Ancell Corporation（Bayport, MN, 
USA）から入手した．USA）から入手した．USA

6）その他：Dextran T500は Pharmacia Biotech（Uppsala, 
Sweden） か ら， CD16 Microbeads は Miltenyi Biotec
（Bergisch Gladbach, Germany）から， recombinant 
human P-selectin （以下 P-selectin） は R & D Systems
から，superoxide dismutase （以下 SOD），Cytochrome C, 
0-phenylenediamine（以下OPD），Gelatinは Sigmaから，
2’， 7’-bis（2-carboxy-ethyl）-5(6)-carboxyfluorescein
（以下 BCECF-AM）は同仁研究所（熊本，日本）から
入手した．

2．好中球，好酸球分離法
　好中球，好酸球ともに既報の方法に従い，それぞれ
デキストランとPercoll液 12)，ならびに immunomagnetic 
beadsによる negative selection13, 14)にて分離した．健常
人末梢血をヘパリン処理したものと 4.5％デキストラ
ンを 50 mlのポリプロピレンチューブに 4対 1の比
率で混ぜ，血漿成分と赤血球とに分離した．この
血漿成分を比重 1.085の Percoll液を用いて比重遠
心分離を行い，リンパ球ならびに低比重の顆粒球
を除去し，蒸留水にて赤血球の溶血操作を行った．
これを，遊走反応については 5％ FBSを含有する
HBSS（HBSS/FBS）を用いて 2.5×105 cells/mlに調
整し，好中球浮遊液として用いた．また，活性酸素
産生反応については 0.1％ gelatinを含有する HBSS
（HBSS/gel）に浮遊し 1.25×106 cells/mlに調整して
実験に供した．好中球の分離純度は 98％以上であり，
また実験終了直後の cell viabilityは trypan blue染色
で 95％以上であった．好酸球は，その後，好中球除去
を目的として抗 CD16モノクロナール抗体ビーズを使
用した negative selection法で好酸球を選択的に分離
した．これを好中球と同様に調整して実験に供した．
好酸球の分離純度は 98％以上であり，また実験終了
直後の cell viabilityは trypan blue染色で 95％以上で
あった．

3．基底膜通過反応（trans -basement membrane
migration）

Engelbreth -Holm-Swarm（EHS）マウス腫瘍由来
基底膜（Matrigel®）は 406μg/mlに調整した．24穴
プレートの上層のトランスウェルにMatrigelを 100
μlずつ分注した後に，水平板上で一晩常温にて放
置した．好中球，好酸球の基底膜通過反応は Boyden
chamber法の変法15)を用いて測定した．すなわち
24穴培養プレート（Becton Dickinson Labware）を
用い，3μmポアサイズのインサートフィルター
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（Becton Dickinson Labware）を装着し，BCECF-AM
で標識した好中球 16)を混じた好中球好酸球混合浮
遊液を 200μlずつ分注した後，ウェル下部に遊走
因子 500μlを注入し 37℃で 2時間インキュベー
ションした．上部ウェルを除去した後，好中球
用は， Fluoromark （Bio -Rad Laboratories, USA） を
使用し，螢光度を測定した16)．好酸球用には下部
ウェル内に遊走した eoinophil peroxidase （EPO）
活 性 を OPD を 用 い て 発 色 し， IMMUNO-MINI
（NJ -2300，日本インターメッド株式会社，東京，日本）
を使用し，波長 490 nmの吸光度を測定した15)．

4．血管内皮細胞間隙遊走反応（transendothelial 
migration，以下 TEM）
　ヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞（HUVEC）は 2.5×
105 cells/mlに調整した．24穴プレートの上層のト
ランスウェルに HuMEDIAを 100μlずつ分注した
後に，HUVEC浮遊液を 100μlずつ分注し，confluent
となるまで 37℃にて 24時間培養した．一部の実験で
は HUVEC上の接着分子群の発現を増強する目的で
IL -4，TNF-αを用いた15)．IL -4は最終 30 pM，TNF-α
は最終 100 pMになるよう調整し，トランスウェルに
加えて 24時間刺激した ｡
　好中球，好酸球 TEMの測定は基底膜通過反応と同
様に Boyden chamber法の変法15)を用いた．

5．活性酸素産生反応
　好中球および好酸球のスーパーオキサイド（O2

−）産
生は我々が行ってきた 96穴プレートを用いたチトク
ローム C還元法により測定した17 -19)．まず SODコント
ロールウェルに SOD（0.2 mg/ml in HBSS/gel）を 20
μlずつ加え，各ウェルに刺激物質の IL -8を入れたの
ち 100μlとなるよう HBSS/gelを加えた．好中球ある
いは好酸球の浮遊液とチトクローム C（12 mg/ml）を
容積比 4対 1で混合し，これを各ウェルに 100μlず
つ加えたのち，プレートを 5％ CO2 ，37℃のインキュ
ベーターで 2時間保温し，550 nmの吸光度を測定
した．これらの反応は duplicateで行い，SOD含有
ウェルの反応と比較した．O2

−産生量は分子吸光度計
数 21.1×103 M/l・cmから20, 21)，nmoles cytochrome C 
reduced/106 cells−SOD controlとして算出した．イン
キュベーション開始から 240分後の好中球・好酸球生
存率は trypan blue染色にて 95％以上であった．

6．統計処理法
　統計学的解析は two-way analysis of variance （ANOVA（ANOVA（ ）ANOVA）ANOVA
を用い，Fisher法（post hoc検定）にて解析した．
危険率 5％未満を有意とみなした．

結　果

1．好酸球の基底膜通過反応に対する好中球の作用
　無刺激あるいは CXCケモカインである IL -8（10 
nM）刺激による，好酸球の基底膜通過に及ぼす好
中球の作用を検討した．無刺激での好酸球基底膜通
過は，好中球の存在により有意な影響は受けなかった
（Fig. 1）．好中球非存在下において IL -8による好酸球
基底膜通過（％遊走率）は 1.9±0.5％であり，自然遊走
との有意差は認められなかった．好中球と好酸球の共
存下では，％遊走率は 12.9±3.1％となり，自然遊走，
また好酸球単独の場合の IL -8による遊走と比較して，
有意な増強が認められた（p有意な増強が認められた（p有意な増強が認められた（ ＝0.007 vs. control, N＝10, 
Fig. 1A）．Fig. 1A）．Fig. 1A IL -8 22 -25)と同様に気管支喘息患者体内で濃
度が上昇する25)と報告されている，他の CXCケモカ
インである GRO-α（100 nM）でも，好中球非存在下と
比較し，好中球存在下では有意な好酸球の基底膜通過
の増強が誘導された（0.7±0.5％ by control vs. 11.8±
3.5％ , p＝0.02, N＝6, Fig. 1B)．LTB4（0.1μM）刺激では，
好酸球単独でも自然通過と比較して有意な基底膜通過
が誘導された（12.9±4.6％ vs. 1.0±0.8％ , p＝0.04, N＝5, 
Fig. 1C）が，好中球存在下では 23.6±6.0％と，有意に
増強することが観察された（p増強することが観察された（p増強することが観察された（ ＜0.02 vs. control and 
eosinophils alone, N＝5, Fig. 1C）．なお，好酸球は活
性化すると IL -8のリガンドである CXCR2を発現す
ることが報告されているが26 -29)，好中球存在下におけ

Fig. 1. Effect of neutrophils on eosinophil trans -basement 
membrane migration in response to IL -8 (N＝10, A), GRO -
α(N＝6, B), and LTB4(N＝5, C). Either eosinophils alone or a 
combination of eosinophils and neutrophils was added to the 
upper compartment of Matrigel® - coated Transwell®  filters 
and either chemoattractant or medium control was added to 
the bottom compartment. The plates were incubated for 2 h at 
37℃ and 5 % CO2. The migration of eosinophils was examined 
by an EPO assay. Control(□), IL -8 10 nM or GRO-α 100 nM 
or LTB4 1 nM(■). Data are expressed as mean±S.E. N.S.；
not significant.
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る IL -8による好酸球基底膜通過は，抗 CXCR2抗体に
よっては抑制されなかった（6.5±1.9％ by control vs. 
9.2±2.7％ by anti -CXCR2, N＝3)．好酸球に対する直接
的遊走作用が知られる CCケモカイン群について検
討してみると，eotaxin （10 nM）と RANTES （10 nM）
はともに好中球非存在下でも好酸球の基底膜通過を
誘導したが，好中球の存在による増強効果は認めら
れなかった（59.5±3.8％ by control vs. 62.3±4.5％ by 
eotaxin, p＝N.S., N＝5, 46.1±1.6％ by control vs. 51.0±
4.9％ by RANTES, p＝N.S., N＝5, Fig. 2）．

2．好中球・好酸球基底膜通過反応の経時的変化
10 nMの IL -8刺激下で，好中球存在下における好

酸球と好中球の基底膜通過を経時的に観察した．好中
球基底膜通過は，開始 15分の時点で遊走のピークを
認め（Fig. 3A），好酸球は基底膜通過開始Fig. 3A），好酸球は基底膜通過開始Fig. 3A 15分から 30
分にピークを認めた（Fig. 3B）．すなわち，好中球の基
底膜通過が，好酸球のそれに先行していることが確認
された．

3．好中球共存下での好酸球遊走における膜の関与の
検討
　好中球共存下，非存在下における好酸球遊走反応の
通過膜別での差異を検討した．IL -8刺激による好酸
球遊走反応は， bare filter （21.0±2.1％ vs. 13.2±3.3％
by control, p＝0.02, N＝5）， Matrigel （4.0±1.1％ vs. 0.1
±0.0％ by control, p＝0.02, N＝5）， Matrigel に resting
状態の HUVECをコートしたもの（13.6±3.0％ vs. 5.2

±2.4％ by control, p＝0.002, N＝5）， Matrigel に IL -4
＋TNF-α刺激により接着分子群の発現を増強させた
HUVECをコートしたもの（21.4±3.1％ vs. 14.7±5.2％
by control, p＜0.05, N＝5）のすべてにおいて，好中球の
存在により有意に増強された（Fig. 4）．

4．好中球共存下での好酸球基底膜通過反応における
好中球由来組織傷害性分子の関与の検討

IL -8刺激好中球共存による好酸球の基底膜通過
増強が，好中球由来の組織傷害性メディエーターで
あるMMP-9あるいはエラスターゼなどに起因する
基底膜成分の損傷と関係するか否かを確認する目
的で， matrix metalloproteinase （MMP）- 9 阻 害 物 質
である TIMP-1と好中球エラスターゼ阻害薬である
ulinastatin （UTI）の効果を検討した．IL -8刺激での好
中球共存による好酸球の基底膜通過反応は，其々十
分な活性を発揮することが確認されている 10 nMの
TIMP-112），1000 U/mlの UTI 30)により，其々 TIMP-1 
; 10.2±1.0％ by control vs. 10.6±3.1％ by TIMP-1, p＝
N.S., N＝5, Fig. 5A, UTI ; 23.2±6.8％ by control vs. 23.5
±6.7％ by UTI, p＝N.S., N＝5, Fig. 5B と修飾されな
かった．

5．好中球共存下での好酸球基底膜通過反応における
好酸球遊走性メディエーターの関与の検討
　好中球は，活性化すると好酸球遊走活性を有す
る PAFならびに LTB4の両者を産生し得る

31)．PAF
（1 -O -alkyl - 2 - acetyl - sn -glycero -3 -phosphocholine）

Fig. 2. Effect of neutrophils on eosinophil trans -basement 
membrane migration in response to eotaxin and RANTES (N
＝5). Either eosinophils alone or a combination of eosinophils 
and neutrophils was added to the upper compartment of 
Matrigel® - coated Transwell®  filters and either eotaxin, 
RANTES or medium alone was added to the bottom 
compartment. The plates were incubated for 2 h at 37℃ and 5 
% CO2. The migration of eosinophils was examined by an EPO 
assay. EOS alone(□), EOS＋NEUT(■). Data are expressed 
as mean±S.E. N.S. ; not significant.

Fig. 3. The reaction kinetics of neutrophil (A(A( ) A) A and eosinophil 
(B) trans -basement membrane migration in response to IL -8 
(N＝6). The reaction was initiated simultaneously and then 
terminated by the removal of Transwell®  filter according to 
the time schedule. Following 3 h incubation, the migration of 
neutrophils or eosinophils was examined by a BCECF-AM or 
an EPO assay, respectively. Data are expressed as mean ± S.E. 
(*: p＜0.05, **: p＜0.005 vs. last value.).



T15好酸球の基底膜通過ならびに活性酸素産生に及ぼす好中球の作用

は，種々の炎症性細胞でつくられるアルキルエー
テルリン脂質である32, 33)．炎症細胞の強力な活性物
質であり，好酸球と好中球の走化性と接着を誘導

する34, 35)．LTB4（5 〔S〕，12 〔R〕- dihydroxy -6, 14 - cis - 8, 
10 - trans -eicosatraenoic acid）は，アラキドン酸カス
ケードのうち，5 -リポキシゲナーゼ系により産生さ
れる不飽和脂肪酸で，好中球やマクロファージが主
な産生源であり，PAFと同様に，好酸球と好中球の
両者に走化性や機能発現を誘導する36 -38)．これらのこ
とより，好中球共存による好酸球基底膜遊走反応の
増強には，PAFあるいは LTB4の作用を介したもの
である可能性が想定された．そこでこれらの関与を
検討した．WEB2170（3μM）およびWEB2086 （10μ
M）は PAF による，BIIL260 （10μM）は LTB4 によ
る各々最大の遊走反応（各 1μM）を其々 95％以上
抑制し，なおかつ，反応終了時における cell viability
は，Tripan blue染色により 95％以上であることを確
認した（データ未呈示）．PAF受容体拮抗薬WEB2170
（3μM）は，IL -8刺激好中球共存による好酸球基底
膜遊走を，部分的にではあるが有意に抑制した（7.4
±2.1％ by control vs. 3.7±1.0％ by WEB2170, p＝
0.04, N＝5, Fig. 6A）．同様に，他の5, Fig. 6A）．同様に，他の5, Fig. 6A PAF受容体拮抗
薬であるWEB2086（10μM）も，IL -8刺激好中球共
存による好酸球基底膜遊走を有意に抑制した（24.4±
8.3％ by control vs. 17.3±6.1％ by WEB2086, p＝0.03, 
N＝5）． IL -8刺激での好中球共存下による好酸球基底
膜通過の増強は，LTB4受容体拮抗薬 BIIL260によっ
ても，部分的にではあるが有意に抑制された（4.3±
0.7％ by control vs. 2.7±0.5％ by BIIL260, p＝0.02, N＝7, 
Fig. 6B）．なおWEB2170と BIIL260の併用処理を行っ
ても，抑制効果は有意には増強されなかった（データ
未呈示）．

Fig. 4. Effects of the coating conditions of Transwell®  on the 
neutrophil -dependent enhancement of  eosinophil  migration 
in response to IL -8 (N＝5). Either eosinophils alone or a 
combination of eosinophils and neutrophils was added to 
the upper compartment of either bare - filter, Matrigel® , or 
HUVEC monolayers stimulated with or without a combination 
of IL -4 and TNF -α(both at 100 pM, 24 h ). Either IL -8 or 
medium control was then added to the bottom compartment. 
The plates were incubated for 2 h at 37℃ and 5 % CO2. The 
migration of eosinophils was then examined by an EPO assay. 
EOS alone(□), EOS＋NEUT(■). Data are expressed as 
mean±S.E.

Fig. 5. Effects of TIMP -1(N＝5, A)5, A)5, A , a MMP -9 inhibitor, 
and ulinastatin (N＝5, B), a granulocytal elastase inhibitor, 
on the neutrophil -dependent enhancement of eosinophil 
trans -basement membrane migration in response to IL -8. 
Eosinophils and neutrophils were preincubated either with 
TIMP -1, ulinastatin, or medium alone for 30 min at 37℃. 
Either eosinophils alone or a combination of eosinophils 
and neutrophils was applied to the upper compartment of 
Matrigel® - coated Transwell® . The migration of eosinophils 
was then examined by an EPO assay. EOS alone(□), EOS
＋NEUT(■). Data are expressed as mean ± S.E. N.S. ; not  
significant.

Fig. 6. Effects of WEB2170 (A), a PAF antagonist, and 
BIIL260 (B), a LTB4 receptor antagonist, on the neutrophil -
dependent enhancement of eosinophil trans -basement 
membrane migration in response to IL -8 (N＝5). Eosinophils 
and neutrophils were preincubated with either WEB2170, 
BIIL260, or medium alone for 15 min at 37℃, and then 
applied to the upper compartment of the Matrigel® - coated 
Transwell®  filter. The migration of eosinophils was then 
examined by an EPO assay. EOS alone(□), EOS＋NEUT(■). 
Data are expressed as mean ± S.E. N.S. ; not  significant.
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6．好中球共存下での好酸球基底膜通過反応増強にお
ける好中球・好酸球表面接着分子の関与の検討
　好中球共存下での好酸球基底膜通過反応増強にお
ける，好酸球と好中球の表面接着分子の関与を検討
した．IL -8刺激での好中球共存下における好酸球基底
膜通過は，好酸球と好中球の両者を抗β2インテグリ
ン抗体で処理した場合，有意に抑制された（5.1±1.6％
by control vs. 3.1±1.0％ by anti -β2 integrin, p＜0.05, N
＝5, Fig. 7）．

7．好酸球・好中球共存での superoxide anion（O2
−）

産生の検討
　好酸球，好中球，ならびに両者の共存での O2

−産生
反応は，刺激物非存在下では有意差がなかった（N＝
5, Fig. 8）．10 nM IL -8存在下では，好酸球単独，好中
球単独の場合は其々 O2

−産生を誘導しなかったが，
好酸球・好中球共存下では，無刺激ならびに好酸球単
独での IL -8刺激によるそれと比較して有意な O2

−産
生の増強が観察された（nmole/106 cells ; 0.7±0.2 by  
control vs. 0.9±0.3 by IL -8, p＜0.05, N＝5, Fig. 8）．

考　案

　本研究において好中球共存下では，IL -8，GRO-α，
LTB4刺激による好酸球の基底膜通過反応の著明な増
強が観察された．IL -8刺激での好中球共存下における
好酸球の基底膜通過では，好中球が好酸球に先行して
通過することが確認された．好中球共存による好酸球
基底膜通過の増強効果は，PAF受容体拮抗薬と LTB4

受容体拮抗薬によって部分的に抑制された．最後に，
好酸球と好中球が共存すると，其々単独の場合よりも
活性酸素産生が増強した．これらの成績は，好中球が
喘息気道における好酸球の組織集積，あるいは好酸球
活性化の増強因子として作用することを示唆するもの
である．

1．好中球は，好酸球の基底膜通過を増強させる．
　サイトカインの一つであるケモカインは，液性の白
血球遊走因子であり，炎症性疾患での炎症細胞の集積
における意義が注目されてきた．CXCケモカインは，
好中球に走化作用を示すものが多いとされ，気管支
喘息の病態に関与するものとしては IL -8がよく知ら
れている22 -25)．本研究において，IL -8刺激での好中球
共存下における好酸球通過反応の増強は，基底膜成分
を用いた場合のみならず，血管内皮細胞を用いた，よ
り生体内の条件に近い状態でも認められた．IL -8の
リガンドである CXCR2は，好酸球が活性化した場
合に，その表面に発現する26 -29) との報告があるが，遊
走反応の増強は，抗 CXCR2抗体によっては抑制され
なかった．この成績は，IL -8と基底膜により活性化
された好中球が好酸球に何らかの作用をすることで，
好酸球の基底膜通過が促進されるのであって，IL -8
が直接好酸球を通過誘導しているのではないことを示
唆するものである．

2．好中球による好酸球の基底膜通過増強効果には，
PAFや LTB4が関与している．

Fig. 8. The combined effect of eosinophils and neutrophils on 
O2

-  generation (N＝5). Either eosinophils alone, neutrophils 
alone, or a combination of eosinophils and neutrophils was 
added to 96 -well plates in the presence or absence of IL -8. 
O2

-  generation was examined by a cytochrome C reduction 
method. Control(□), IL -8 10 nM(■). Data are expressed as 
mean ± S.E. N.S. ; not  significant.

Fig. 7. Effect of anti -β2 integrin antibody on the neutrophil -
dependent enhancement  of  eosinophil trans -basement 
membrane migration in response to IL -8 (N＝5). Eosinophils 
and neutrophils were pretreated with either anti -β2 integrin 
mAb (L130) or an isotype -matched control mouse IgG1 for 
15 min at ambient temperature, then applied to the upper 
compartment of the Matrigel® - coated Transwell®  filter. The 
migration of eosinophils was then examined by an EPO assay. 
EOS alone(□), EOS＋NEUT(■). Data are expressed as 
mean ± S.E. N.S. ；not  significant.
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　好中球共存下で好酸球の基底膜通過が促進される原
因として，好中球がMMP-9やエラスターゼなどの組
織障害性メディエーターにより，基底膜を障害して通
過し好酸球の通過を容易にするか，あるいは，好中球
が産生するメディエーターが好酸球に直接作用して好
酸球の活性化がおこり基底膜通過が促進されるか，二
つの可能性を推定した．好中球由来の代表的な基底膜
障害性酵素，MMP-9の阻害物質である TIMP-1と，
好中球エラスターゼの阻害薬である ulinastatinによる
阻害実験では有意な抑制は認められず，これらの寄与
の可能性は少ないと考えた．一方，PAF受容体拮抗薬
であるWEB2086とWEB2170， LTB4受容体拮抗薬で
ある BIIL260は，いずれも約 40％の有意な抑制効果
を示した．これは，好中球が PAFや LTB4を産生する
ことを介して好酸球に作用し，好酸球の基底膜通過増
強効果を発現することを示唆している．実際，気管支
喘息においても LTB4の過剰産生が認められるとの報
告がある39)．好酸球と好中球は共に LTB4による刺激に
反応するが，LTB4を産生するのは主に好中球である．
PAFに対しては両者とも反応性があり，また好酸球
は autocrineな機序により自己刺激での PAF産生能も
有する．我々の実験では，IL -8刺激好中球共存下にお
ける好酸球の基底膜通過増強効果は，LTB4受容体拮
抗薬と PAF受容体拮抗薬を併用しても，其々の単独
使用と比較して，抑制増強効果を認めなかった．この
ことより，好中球から放出された LTB4が好酸球を刺
激し，これに刺激された好酸球が PAFを産生，さら
に自己刺激産生して活性化し，遊走能が増加する一因
になった可能性が想定されるが，詳細は不明である．

IL -8刺激での好中球共存下による好酸球基底膜通
過反応は，好酸球・好中球の両者を抗β2 インテグリ
ン抗体で処理すると有意に抑制された．IL -8の作用
を受けるのはこの場合好中球であり，この一連の現
象に好酸球と好中球の表面接着分子であるβ2 インテ
グリンが一部関与しているとすると，IL -8によって
基底膜遊走を誘導された好中球が，同時に好酸球と接
着している可能性も考えられる．β2 インテグリンで
あるMac -1は，好酸球表面には通常発現しているが，
好中球では C5a，fMLP，IL -8などで刺激された時のみ，
その表面に発現する40)．また，もう一つの主なβ2 イン
テグリンである LFA-1は，すべての白血球に分布し白
血球同士の接着に関与する41)とされている．我々は，
走査型電子顕微鏡による観察で，Matrigel上の好酸
球 −好中球接着像を認めており（データ未呈示），好中
球共存下における好酸球の基底膜通過増強効果の一
部を，好酸球 −好中球接着が担っている可能性が考え
られる．以上の事は，好中球が PAFや LTB4，あるいは
接着を介して好酸球の基底膜通過を亢進させ，結果と
して喘息気道における好酸球組織集積を増強させる機
序を示唆するものである．

3．好中球は，好酸球との共存により，活性酸素産生を
誘導する．
　好酸球と好中球の共存下では，IL -8刺激による活性
酸素の産生は，無刺激の場合，また好酸球単独の場合
と比較して有意に増強した．活性酸素種は，従来から
知られる組織傷害活性や血管透過性亢進作用に加え，
近年は炎症反応の調節分子としての作用が指摘されて
いる．好酸球について，我々は活性酸素種 H2O2が好
酸球の接着能を増強させ，ICAM-1への接着反応を増
強することを見出している14)．従って，好中球共存に
よる活性酸素産生誘導は autocrineな機序により好酸
球自身の接着能を増強し，炎症を更に増幅する可能性
が考えられる．
　好中球性喘息気道組織における IL -8の正確な濃度
は不明確であるが，誘発喀痰中 IL -8濃度は，好酸球性
喘息患者や健常人より明らかに高く，10 nMに達する
とされることから7)，本研究で得られた IL -8刺激好中
球共存による好酸球の基底膜通過反応ならびに活性酸
素産生の誘導は，実際の喘息気道においても生じ得る
と想定される．今後は好中球自体の喘息気道への集積
機序や，今回検討されなかった好酸球機能であるシス
チニル・ロィコトリエンの産生能，あるいは特異顆粒
蛋白の放出能に対する好中球由来のメディエーターの
作用について検討される必要があるものと考える．

結　論

　近年，難治性喘息や喘息重積発作における好中球
の役割が指摘されてきているが，喘息気道で実際に
検出されている CXCケモカインにより活性化された
好中球が，好酸球に作用しその基底膜間隙遊走あるい
は活性酸素の産生を誘導することを見出した．これ
らの作用の一部は，PAFあるいは LTB4，ならびに接
着分子であるβ2 インテグリンを介しての作用と考え
られた．以上の検討から気管支喘息などのアレルギー
性炎症疾患においては，好中球が，血管内皮細胞や他
の炎症性細胞より産生される CXCケモカインなどに
刺激され，炎症増幅因子として，好酸球の組織への流
入やエフェクター機能の発現に関与していることが
示唆された．
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