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産業職場で問題 とな っ て い る 亜鉛熱症候群の 発生機序 を解明す る目的で
,
酸化亜 鉛 (Z n O ) の ラ ッ ト好中球活性化作用

を化学発光法で検討 した . そ の 結果, 酸化亜 鉛に より好中球の ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光は増大し
,
グル タ チ オ ン の 添加で化

学発光 は さ ら に 増大 し た . 酸 化亜 鉛の 化学発光は ス ー パ ー

オ キ シ ド ( 0 2~) 消去剤で ある ス ー パ ー

オキ シ ドデ イ ス ム ダ
ー ゼ

( s u p e r o xi d e di s m u t a s e) で抑 制 され た が 酸化亜鉛 と グ ル タチ オ ン 同時添加に よ る化学発光 は抑制さ れ なか っ た .
モ ノ ア ミ ン オ

キ シ ダ ー ゼ 阻害剤であ るク ロ ジリ ン は酸 化亜鉛の 化学発光 よ り む し ろ酸化亜鉛 と グル タ チ オ ン 同時添加 の 化学発光を抑制 し

た . カタ ラ ー ゼ (過 酸化水素消去剤) , ア ジ化ナ トリ ウ ム (ミ ュ ロ バ
ー

オ キ シ ダ
ー

ゼ 阻害剤) , タイ ロ ン ( ス
ー パ ー

オキ シ ド消去

剤) , ジ フ ユ ニ ー ル イ オ ド ニ ウ ム ( N A D P H オキ シ ダ ー ゼ 阻害剤) , ネ オプ テ
T
) ン ( N A D P H オ キ シ ダ

ー

ゼ 阻害剤) , イ ン ドメ タ

シ ン (シク ロ オキ シゲ ナ
ー

ゼ 阻害剤) な どは, 酸化亜鉛 や酸化亜鉛と グル タ チ オ ン 同時添加 した化学発光を どち らも抑制し た .

一 酸化窒素合成酵素阻害剤N - モ メ チ ル ーし ア ル ギ ニ ン は
, 酸化亜 鉛 に よ る化学発光を抑制 し たが

,
酸 化亜 鉛 と グ ル タ チ オ ン 同

時添加 した 化学発光 には 影響 を与え なか っ た . 好中球ホ モ ジネ
ー

トを用 い た N A D P H 依存性 ル シゲ ニ ン 化学発光 ほ
,
L ア ル ギ

ニ ン で 増大 し
,
ス ー パ ー

オキ シ ドデ イ ス ム タ
ー

ゼ
,
カタ ラ

ー

ゼ
,
N ニ ト ロ ア ル ギ ニ ン (

一

酸化窒素合成酵素の 阻害剤) で抑制

され た . 酸化亜鉛 は
,
好中球 の → 酸化窒素 ( N O) 産生 を刺激 し た. 以 上 より

, 酸化亜鉛 は好中球 を活性化 しル ミ ノ
ー

ル 化学発

光 を増大 させ る と 考えら れ る . 酸化 亜鉛 に よ る化学発光は
,
N A D P H オキ シ ダ

ー ゼ や
一

酸化窒素合成酵素 (N O S) な どの フ ラ ビ

ン 含有酵素か ら 由来する ス ー パ ー オ キ シ ド, 過酸化水素, 一一 酸化窒素な どか ら発生す る ミ エ ロ ペ ル オキ シ ダ ー

ゼ ･ 過酸化水素

反応や過酸化亜硝酸イ オ ン ( O N O O ~) 又 は ミ ュ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ･ 過酸化水素反応系を介した 二 酸化窒素な どが 主体 で あ

るの に対 し
,
酸化亜 鉛と グル タ チ オ ン 同時添加 した 化学発光は グ ル タ チ オ ン の 涜加 に よ る貪食の 促進や , N A D P H オ キ シ ダ ー

ゼ や
一 酸化窒素合成酵素と は別の ス

ー パ ー

オ キ シ ド又は過酸化水素発生源を刺激 し増大 した ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ･ 過酸化

水素反応系に よ る もの が主体であ る こ とが 示唆 され た . 以 上 より酸化亜鉛 フ ユー
ー

ム によ る亜 鉛熟症候群の 発生機序と L て , 生

体内国子である グル タ チ オ ン の 関与 と好中球 な どの 貧食細胞 の 活性化の 関与が示唆さ れ た .

K e y w o rd s Z in c o xid e , n e u t r O p hile s , S u P e r O Xid e
･

nit ric o xid e
, glu t ath io n e , m y el o p e r o xid a s e

種 々 の 粒 子状 又 は 可溶性物質は
,
好r-い球を刺激 し ス

ー パ ー

オ

キ シ ド (s u p e r o xi d e , 0 2 ~) や 過酸化水素 (H 2 0 2) や次_亜塩 素暇

(H O C l) な どの 活性酸素穐 を産牛 す る
1) :う)

. 活性慨 素種 は , 好

中球 な ど の 殺菌作用 に必要で あ る が , 時 と し て他の 細川包に対 し

て毒性を示す こ と が あ る
4)

. 好中球や マ ク ロ フ ァ
ー

ジは
, 細胞

膜に N A D P H オ キ シ ダ ー ゼ を有し細胞外空間で 0 2 か ら 0 2 を産

生す る こ と が 知ら れ て きた .

ま た細胞内の 0 2｢｢ 産生 は 血管内皮細胞に お い て ,
シ ク ロ オキ

シ ゲ ナ
ー

ゼ
,
キ サ ン テ ン オ キ シ ダ ー ゼ

,
N A D P H 酸化還元 酵素

な どが 関与 し
4)
, 神経細胞 で は い く つ か の フ ラ ビ ン 含有酵素や

キサ ン テ ン オ キ シ ダ
ー

ゼ
,
N A D P H オ キ シ ダ ー ゼ

,
カ テ コ ー ル

ア ミ ン 類 の 自動酸化 な どが 関与 して い る
5)
と い わ れ て い る . さ

ら に神経細胞
,
血 管内皮細胞, マ ク ロ フ ァ

ー

ジ な どの 仙
一

酸化窒

素合成酵素 ( N O S) は細胞質 に局在 し
,
N A D P H

,
フ ラ ビ ン ー ア

デ ニ ン ー ジ ヌ ク レ オ チ ド (F A D) , テ ト ラ ヒ ドロ ビ オ ブ テ リ ン

(B H Jl) を 補酵 素と し て N O を 合成 し, 0 2 をも 産
/
上す る

り■瑚と

い わ れ て い る . そ して 好中球の N O S は マ ク ロ プ ア
･

ジの 誘導

型 N O S (i N O S) と 同じ種類であり, しア ル ギ ニ ン が 枯渇 し た時

に 0 2 を 塵生 す る こ と が 示唆 さ れ る が ,
0 2 と N O を1可時 に産

生 す るl酌妾的証明は未だ なさ れ てい ない .

酸化 亜鉛 (Z n O ) は , 産業職場 にお い て , Z n O フ ェ
ー ム 吸 人

後 , 4
＼

1 2 時間後 に発熱, 悪寒, 白【f11 味噌多
,
呼吸 器症状 な

どを伴う姐鉛熱 と呼 ばれ る症候群を惹起さ せ る こ と が 知ら れ て

い る
tJ)

. こ の 症候群で は, 肺の 炎症細胞反嗣 二特徴 がみ られ
1( 川 )

,

腫瘍壊死 因子 (t u m o r n e c r o si s f a c t o r , T N F) 一 α , イ ン タ ー ロ イ キ

ン (i n t e rl e u k i n , II) -8 , I し6 な どの サ イ ト カイ ン の 産生 が密接 に

関与して い る
1 2)

. 細胞内で 発生 した 0 2 や H 2 0 2 な どの 活性酸素

種が T N F - α の 遺伝子発現 に関与 し たり
1 3)
,
転写因子 カ ッ パ ー

平成1 0 年 9 月3 0 日受付, 平成 1 0 年1 1 月 5 日受理 .
A b b r e viatio n s : B A P T M

, ( 0 , 0
'
- bis(2

- a mi n o p h e n yl) e th yle n e gly c ol - N ,N , N
'

N
'

,

-t e tr a a C eti c a cid t et r a a c e t o x y m e th y l

e st e r; B H 4 , t et r ah y d r obi o p t e ri n; C O , C y Clo o x y g e n a s e; D P I, dip h e n yli od o ni u m ; F A D , fl a vi n - ad e ni n e di n u cle otid e; G S H ,

g lu t a th i o n e; H B S S , H a n k s
'

b ala n c ed s alt s ol u ti o n ; i N O S , i n d u cible t y p e nit ric o xid e s y n th a s e; IL , i n t e rl e u kin ; L N A M E ,
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B ( n u cl e a r f a c t o r k a p p a B , N F K B ) を活性化する こと が 知 ら れ

て い る
1 4)

. しか しなが ら, Z n O に よ る マ ク ロ フ ァ
ー

ジや 好 中球

か ら の サ イ ト カ イ ン 産生 の 機序 は不明である . Z n O と化学的に

類似 した 水酸化亜鉛 [(Z n (0 Ii) 2)] は ラ ッ ト肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ や 腹腔内誘導好中球 か らの 0 2一の 産生を刺激 し, そ の 機序 に

細胞膜受容体や C a
2 十 依存性情報伝達機構が関与 し て い る

1 5) 16)

Z n (O H ) 2 の ラ ッ ト気管支内注入後 の 肺 の 病理組織学的変化 は ,

Z n O によ る モ ル モ ッ ト の 病理組織学的変化 に類似 して い る
用

.

本研究 にお い て , Z n O 又はZ n O に グル タ チ オ ン 鹿I u t ath i o n e ,

G S H ) を添加す る こ と に よ っ て 好 中球 が活性化 さ れ ,
そ の 横序

に細胞内活性酸素種や反応性窒素種の産生 が どの 様 に 関与 して

い るか を化学発光法 に よ り検討した .

材料 お よび方法

Ⅰ. 好中球 の 分離 とホ モ ジネ
ー

トの作成

好中球は , ラ ッ ト腹腔内カ ゼ イ ン投与後の 浸出液 より分離 し

た
16)

. 加熱 生理食塩水 に溶解 した 12 % カ ゼ イ ン を ウ イ ス タ
ー

系雄性 ラ ッ ト (氾 w a h b o r at o r y An i m al s , 和歌山) 体重250 g (8

週 令) の 腹腔内 に投与 し, 1 2 時 間後 に腹腔浸出液 を採取した .

滅菌ガ ー ゼ で 濾過 し200 Ⅹ g で 5 分 間遠沈 した 後, 沈殿物をリ

ン酸後衛生理食塩水 (日水 製薬) で2 回洗浄した. 混 入赤 血 球を

低張溶血 し た後, 0 .1 % ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン(b o vi n e s e r u m

al b u m i n) (Si g m a , S t . L o ui s , U S A) 含有 ,
C a
2 +
お よび M g

2 +
無添加

の ハ ン ク ス 液( H a n k s
'

b al a n c e d s al t s o l u ti o n , H B S S ) ( B i o

Wh i 地k e r
,
M a r yl a n d , U S A) に0 .8 m M の M gS O 4 を添 加 し た液(以

後 C a
2 +
無添加 H B S S と表 現) に懸濁 し, その 4 m l を マ ウ ス リ ン

パ 球比重分離液(d = 1 .0 9 9) (日 本抗体研究所, 高崎) 4 m l に重層 し,

1 0 0 0 Ⅹ g で 30 分 間遠沈 した . 沈殿細胞を2 回洗軋 遠沈を行 い

C a
2 +

無添加 の H B S S に懸 濁 した . ホ モ ジネ ー トの 作 成は
,
洗 浄

沈殿細胞を, 1 m M フ ユ ニ
ー ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ ラ イ

ド(和 光純薬) , l F Lg / m l ロ イ ペ プチ ン βig m a) , 1 FL g / m l ア ブ ロ チ

ニ ン(Si g m a) , 0 .2 5 M ス ク ロ
ー ス 含有20 m M 3 -( N - モ ル フ ォ リ ノ)

プ ロ バ ン ス ル フ ォ ン 酸(和光純薬) - K O H 横衝液(p H 7 .4 ) に 懸濁

後
,
超音波破砕に より ホ モ ジ ネ

ー

ト と した
5)

. 分離細胞 の 鑑別

は
,
ギ ム ザ ライ ト染色で行 い , 生 存率 は トリ バ ン プ ル

ー 染色で

算出した .

Ⅰ. 化学発光

1 . 好中球 の 化学発光

化学発光 は
,
増感剤 と して ル ミ ノ ー ル(和光純薬) を用 い 37 ℃

恒温
,
摺拝機能 を有 した ル ミネ ッ セ ン ス リ

ー

ダ
ー

( ア ロ カ , 東

京) で 1 分間当たり の 光子量を経時的 に測定 し, 最大発光量を比

較 し た
2 2)

. 細胞を用 い た 反応液は , 1 ×1 0
6
細胞

,
5 0 / ∠ M

ル ミ

ノ ー ル
,
Z n O (和 光純薬) 又 はZ n O と還元型 グ ル タチ オ ン(和光

純薬) 同時添加 し た もの を最終液量1 m l と なる よ う に C a
2+

添加

H B S S 又 は C a
2 +
無添加 H B S S で 調節 した . 好申球 ル ミ ノ

ー

ル 依

存性化学発光の 最大刺激Z n O 濃度を決定す るた め , Z n O 濃度 を

0
～

3 .O m M と変化 さ せ , 発光量 を観察 した . Z n O 溝度 を1 m M

に 固定 し, G S 甘濃度を0 ～ 5 m M で 変化させ ,
Z n O 刺激 に対す

る G S H の 影響を検討 した . 1 m M Z n O 又 は1 m M Z n O と 1 m M

垣

G S H 併 用刺激 に よ る 好中球 ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光 に お け

る 0 2~ や H 2 0 2 の 発生 源を換言寸す る た め ,
1 0 〃 g ス

ー パ ー

オ キ シ

ドデイ ス ム タ ー ゼ(s u p e r o x i d e di s m u t a s e , S O D ) (和光純薬) , 1 0

F L g カ タ ラ
ー ゼ( B o e h ri n g e r M a n n h ei m , G e rm a n y) , 0 ･1 m M タ

ウ リ ン(和光純薬) , 1 0 m M タ イ ロ ン(D oji n d o , 熊本) な どの 活性

酸素種消去剤 や , 0 .1 m M ア ジ化 ナ トリ ウ ム( N a N 3) , 1 /∠ M 塩

化 ジ フ ェ ニ
ー

ル ヨ
ー

ド ニ ウ ム (d ip h e n yli o d o n i u m c h l o ri d e ,

D P I) (S i g m a) , 0 .1 m M ネ オ プ テ リ ン(S c h i r c k s L a b o r a t o r y ,

S w itz e rl a n d) , 1 0 i L M イ ン ド メ タ シ ン(和光純薬) , 0 ･1 m M ア ロ

プ リ ノ
ー )t, ( 和 光 純薬) , 0 . 1 m M ク ロ ジ リ ン ( N - m e t h yl

- N -

p r o p a r g y1 3 (2 ,4 di c h l o r o p h e n o x y) p r o p yl a m i n e , Cl o g yli n e)

(Si g m a) , 0 .1 m M パ
ー ジ 1) ン( N -

m e th 勇
一 N -

P r O p ar g ylb e n z yl a m i n e ,

p a r g yl in e) (Si g m a) な どの 括性酸素種発生酵素の 阻害剤を添加 し

た . Z n O 又 はZ n O と GS H を併用 した刺激に お ける細胞内C a
2 +

の 関与を調 べ る た め に ,
細胞 内C a

2 +
キ レ

ー

ト剤0
,
0
,

ゼ ス(2 - ア ミ

ノ フ ェ ニ ル) エ チ レ ン グリ コ
ー ル 四酢酸 四 ア セ トキ シ メ チ ル エ

ス テ ル ( 0 , 0
'
-b i s (2 - a m i n o p h e n yl) e th yl e n e gl y c o トN , N , N

'

N
'

,

-

t etr a a c e ti c a cid t e tr a a c e t o x y m e th yl e st e r , B A M ) 0) Qji n d o ,

熊 本) を2 5 FL M , 5 0 FL M 添 加 し化学発光 に対す る影響を C a
2 +

無

添加 H B S S で観察 し た . Z n O 又 はZ n O と GS H 同時添加 に よる

ル ミ ノ ー ル 依 存性化学発光 にお ける N O と そ の N O S の 影響をみ

る ため に
,
そ れ ぞ れ の 発光 に 対 して N O S の 基質で ある1 m M I J

ア ル ギ ニ ン(和光純薬) と 阻害剤 である 1 m M N - モ ノ メ チ ル ー L ア

ル ギ ニ ン(N -

m O n O m e th yl
- し ar gi ni n e , I J N M M A ) (Si g m a) や 1 m M

ニ ト ロ ソ グ ル タチ オ ン(Si g m a) な どを添加 した .

2 . 好中球 ホ モ ジ ネ ー

トの 化学発光

ホ モ ジ ネ ー

ト ( 蛋 白 量 35 0 / ∠ g) を0 .2 5 m M ル シ ゲ ニ ン

(S i g m a) を発光基質と し, 最終反応液量1 m l の C a
2 +

無添加 H BS S

中で , 1 0 0 F L M N A D P H 又 は10 0 i L M N A D H を添 加 し, 化学発

光 に対する種 々 の 活性酸素消去剤, N O S の 基質 し ア ル ギ ニ ン ,

N O S の 阻害剤 N ニ ト ロ ー しア)L/ ギ ニ ン メ チ ル エ ス テ ル(N - n itr o -L
-

a r gi ni n e m e th yl e st e r , I / N A M E) (和光純薬) や 活性酸素発生酵

素阻害剤 な どの 影響を検討 し た.
1 分 間当た り の 発光量を繹時

的 に観察 した . 蛋 白濃度 は Bi o - R a t 社製 の 蛋白濃度測定キ ッ ト

を用 い た .

3 .
ミ ュ ロ バ ー オ キ シ ダ

ー

ゼ の 化学発光

精製 ミ ュ ロ バ
ー

オ キ シ ダ
ー

ゼ ( m y e l o p e r o x i d a s e , M P O )

(S i g m a) と H 2 0 2 によ る錬細胞系 ル ミ ノ
ー ル 依存性化学発光 に対

して
,
タ イ ロ ン と G S H の 影響 を検討 し た . すな わ ち ,

5 0 /ノ M

ル ミ ノ
ー )L /

,
0 .1 FL g M P O , 1

0 FL M H 2 0 2 に1 m M Z n O 又 は1 m M

Z n O と 1 m M G S H 同時添加, 又は10 FL M タイ ロ ン をC a
2 +
無添

加 H B S S 中 に添加 し, 最 終反応液量1 m l で 1 分間 当たり の 最大

発光量を比較 した ,

Ⅱ . N O の 遊離

好中球か らの N O の 産生 は ,
亜硝酸 イ オ ン( N O 2~) と して グリ

ー ス 試薬 で 測定 した
2 0)

. 3 × 1 0
6

細胞
,
1 .O m M し ア ル ギ ニ ン 又

は 1 .O m M しN M M A 又 は 1 .O m M L - ア ル ギ ニ ン と 1 . O m M し

N M M A 同時添加 ,
1 m M Z n O 又は 1 m M Z n O と 1 m M G S H 同時

添加をそれ ぞ れ の 組 み 合 わせ で調整 し, 最終反応液量0 .5 m l の

N - n it r o - L - a r gi n i n e - m e t h y l e s t el; し N M M A , N
- m O n Ol m e th y 卜し a r g l n l n e ; M A O , m O n O a m i n e o x id a s e ; M P O ,

m y el o p e r o xi d a s e; N O , nitri c o xid e; N O S , nitri c o xid e s y n th a s e; 0 2
,

, S u P e r O X id e; O N O O
-

, p e r O X y n it rit e; P M A ,

p h o rb ol m y ri st at e a c et at e ; S O D ,
1S u p e r o x id e dis m ut a s e; T N F

L
a , t u m O r n e C r O Si s fa ct o r

- al p h a ; T X B 2 , th r o m b o x a n e

B 且; Z n O ,一血 c o xid e･ ;
止 ･
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C a
2 +

無添加 H B S S 中で , 3 7 ℃で1 時間反応 させ た 後, 冷却遠沈

して 上 帝を グリ
ー

ス 試薬と 反応 させ , 5 4 0 n m の 吸光度で 測定 し

た. N O 2
. の 濃度は , C a

2 +

無添加 H BS S で 希釈 した 亜硝酸 ナ トリ

ウ ム を標準液 と して 算出 した . な お グ リ ー ス 試薬 は , 2 % リ ン

酸液 に1 % ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド(和光純薬) と0 .1 % ナ プ チ ル エ チ

レ ン ヂ ア ミ ン(和光純薬) を溶解させ 作成 した .

Ⅳ . 統 計学的処理

繰り返 し行わ れ た 実験 の 観察 デ ー タ は
, 平均 ± 標準偏差 区

± S D ) で 表 した . 対 照 と の 差 や群間の 差 の 統計学的有意性 は
,

一 元配置分散分析 の 後, B o n f e r r o ni の 方法で多重比較 を行 い ,

い ずれ も危険率5% 未満を統計的有意差あり と した .

成 績

Ⅰ . 好中球の 分離

カゼ イ ン 投与後
,
ラ ッ ト腹腔内浸出液 か ら分離 され た細胞の

好中球と して の 特異性 は 99 % で あり, 生 存率 は97 % で あ っ た .

Ⅰ . 化学発光

1 . 好中球の 化学発光

好中球 ル ミノ
ー

ル 依存性化学発光 とZ n O 濃度 の 関係 を検討す
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Fi g . 1 . L u m i n ol

-d e p e n d e n t c h e m il u m i n e s c e n c e o f n e u tr o ph il s

i n d u c e d b y zi n c o xid e ･ T Y l e r e a C也o n m i x tu r e c o n t ai n e d l X l O
6

C ell s
,
5 0 F L M l u m i n ol , Zi n c o x id e (Z n O ) a n d C a

2 +

( q) H a n k s

b al a n c e d s alt s o l u ti o n ( H B S S) i n a t o t al v ol u m e of l m l .

P r e p ar a ti o n s l , 2 , 3 an d 4 c o n tai n e d O .1 , 0 .5 , 1 .0 , an d 3 .O m M o f

Zi n c o x id e
,
r e S p e Cti v el y . T h e tr a ci n g s a r e r e p r e s e n t ati v e o f

th r e e e x p e ri m e n t s u si n g di 鮎 r e n t c ell p r e p ar a ti o n s .

2 7 5

る と
,
1 m M か ら 3 m M で 最 大発光 を示 し た(図 1 ) . Z n O を

1 m M に固定 し, Z n O によ る 好中球)L/ ミ ノ
ー

ル 依存性化学発光

に対す る G S H 揺加 の 影響を検討する と ,
発光量 は GS H O .1 m M

と1 .O m M の 添加 で有意 に増加 した が, 0 .1 m M G S H の発光量 と

1 .O m M G S H の 発 光量の 間に は 有意 な差 は見 られ な か っ た( 図

2 ) . G S H によ る Z n O 刺激好中球ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光の

増強作用 は, 細胞外液 の C a
2 十

濃度 に は ほ と ん ど 関係なか っ た

(図3 ) .

晴性酸素種消去剤 の 影響を検討す ると, 0 2~ 消去 剤 で あ る

S O D は Z n O に よ る 化学発光 を3 8 .2 % 抑 制す る の に対 し, Z n O

と G S11 同時添加に よ る 化学発光は ほ と ん ど抑制 され なか っ た .

低 分子 0 2~ 消去剤 であ る タ イ ロ ン は
,
Z n O に よ る化 学発光を

8 0%
,
Z n O と G S H 同時添加 に よ る 化学発光を94% 抑 制 し た .

Ⅲ2 0 2 消去剤で ある カ タ ラ
ー

ゼ は
,
Z n O に よ る化学発光を6 0% ,

Z n O と G S H 同時漆加 によ る化学発光 を38% 抑制 した . H O Cl の

消去 剤で ある タ ウ リ ン に は
,
Z n O

,
Z n O と G S H 同時添加 の ど

ちら の 発光に も抑制作用は見 られ なか っ た(図4) .

活性酸素種発生酵素の 阻害剤の 影響を検討す る と
,
M P O の

阻害剤で ある N a N 3 は , Z n O と Z n O と G S H 同時漆加 に よ る化

学発光 をそ れ ぞ れ75%
,
8 5 % 抑制 した . N A D P H オ キ シ ダ ー ゼ阻

害剤 である D PI は
,
Z n O とZ n O と G S H と 併 剛 こよ る化学発光

を そ れ ぞ れ 95 ‰ 96 % 抑制 し たが
,
別 の N A D F H オキ シ ダ ー

ゼ

阻害剤ネ オ プ テ リ ン は
,
4 5 % , 4 9 % と D PI に 比べ 抑制率が低か

っ た . シク ロ オキ シ ゲ ナ
ー ゼ 阻害剤イ ン ドメ タ シ ン は, Z n O と

Z n O と GS H 同時添加 に よ る化学発光に対 して 抑制率 は そ れぞ

れ7 9%
,
62 % とZ n O に対す る抑制が高か っ た . キサ ン チ ン オキ

シ ダ
ー

ゼ 阻害剤 ア ロ プ リ ノ ー ル は
,
Z n O と G S H 同時添加 の 化

学発光をわずか 27% 抑制す るの み で
,
Z n O の 化学発光 に対 し て

は 抑制効果 は認め ら れ な っ か た .
モ ノ ア ミ ン オ キ シ ダ

ー ゼ

( m o n o a m i n e o x i d a s e , M A O ) - A 阻害剤 ク ロ ジ リ ン は, Z n O と

0 0 .1 1 2 5

G S H ( m M)

Fi g .2 . E ff e c t of gl u t a th i o n e ( G S H ) o n zi n c o x id e -i n d u c e d

c h e m il u m i n e s c e n c e . T h e r e a c ti o n m i x tu r e c o n t ai n e d l m M

z in c o xid e an d gl u ta th i o n e ( G S H ) wi th th e s am e r e a g e n tS a S

d e s c rib e d i n Fi g .1 . E a c h v al u e r e p r e s e n ts 盲± S D o f f o u r o r

A v e e x p e ri m e n t s u si n g th e s a m e c ell p r e p ar ati o n .

* *

p < 0 .0 1
,

*

p < 0 .0 5 v s c o n け 01 .
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G S Ⅲ 同時添加 に よ る 化学発光を90 % 抑制 し たが , Z n O に よ る 化

学発光 ほ ほ と ん ど抑制 しな か っ た . M A O - B 阻害剤 パ
ー

ジ リ ン

は
,
Z n O とZ n O と G S H 同時添加 の どち ら の 化学発光も抑制 し

なか っ た(衷1 ) .

Z n O 及びZ n O と G S H 同時添加に よ る 化学発光 に お ける細胞

内C a
2 十
の 関与 を検討する た め

,
細胞 内C a

2 +

キ レ
ー

ト剤 B A m

A M 2 5 / ∠M を添加す る と, ほ ぼ 完全 に化学発光 を抑制 し た(表
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T i m e ( m i n)

Fi g .3 . E ff e c t o f C a
2

+ O n Zi n c o x id e -i n d u c e d o r z i n c o x i d e

(Z n O) pl u s G S H -i n d u c e d c h e m il u m i n e s c e n c e . T h e r e a c ti o n

m i x t u r e c o n t ai n e d l X l O
6
c ells

,
5 0 F L M l u mi n ol a n d C a

2 +

(･)

H B S S i n a t o t al v ol u m e of l m l (p r e p ar a ti o n l) . Z i n c o xi d e a t

l m M w a s a d d e d t o th e c o n te n ts o f p r e p a r ati o n l (p r e p ar a ti o n

2) , a n d l m M zi n c o xid e (Z n O) pl u s l m M G S H w a s a d d e d to

th e c o n t e n t s o f p r e p a r a ti o n l ( p r e p a r a ti o n 3) . T h e r e a c ti o n

m i x t u r e c o n t ai n e d l X l O
(う

c ell s
,
5 0 / L M l u m i n ol , 1 m M zi n c

O X i d e (p r e p a r a ti o n 4) o r l m M zi n c o x id e pl u s l m M G S H

(p r e p a r ati o n 5) i n l m l o f C a
2 +

( -) H B S S . T h e tr a ci n g s a r e

r e p r e s e n t a ti v e o f th r e e e x p e ri m e n ts u si n g diff e r e n t c ell

p r e p a r a ti o n s .

T a bl e l . E ffe c t o f in hib it o r s o f a c tiv e o x y g e n s p e c ie s
-

g e n e r at m g e n zy r n e s o n z in c o xid e
-i n d u c ed o r zi n c o xi d e pl u s

gl u t athi o n e ( G S H )
-i n d u c e d c h e m il u m in e s c e n e e

S u p pl e m e n ts ( FL M )

C h e m il u m i n e s c e n c e

( % of c o n tr ol , 富士S D )

Z n O z n o 十 G S H

N a N
3

D P I
lり

N e o pt e ri n
b〉

In d o m e th a c in
a J

A ll o p u ri n o l
b】

C lo r g yliIl e

P a柑y lin e

( 1 0 0 〃 M )

( 1 /∠ M )

( 1 0 0 /J M )

( 10 〃 M )

( 10 0 〃 M )

( 10 0 /ノ M )

( 10 0 / 上 M )

25 .0 ±0 .6 * *

5 . 1 士0 .3 * *

5 5 .2 士2 .7 *

2 1 .0 ± 3 .1 * *

10 5 .0 ± 1 1 .8

8 6 .9 ± 臥0

95 .9 士 10 .2

1 4 .5 士 1 .1 * *

4 .4 士 0 .1 * *

5 1 .6 士 9 .0 *

3 7 .8 ± 5 .7
* *

7 2 .7 ± 2 .4
*

1 1 .3 士 0 .5 *
*

8 4 .7 士 2 .2

n )

c o m p a r e d to 2 j L l of dir n e th yl s u lf o xid e ( D M S O ) v eh ic le ,
b)
c o m p ar ed to 2 0 FL l o f O ･1 N N a O H v e hi cl e ･
* *

p < 0 .01 ,
*

p < 0 .
0 5 v s c o n t r oI .

垣

2 ) .

Z n O 及びZ n O と G S H 同時添加 によ る化学発光 にお ける N O

の 関与 を検討す る た め ,
N O S の 基 質 ア ル ギ ニ ン と 阻 害剤L -

N M M A を添加 した , 1 m M ア ル ギ ニ ン は
,
Z n O に よ る 化学発光

を 80%
,
Z n O と G S H l司時添加 に よ る化学発光 を50% 抑 制 した .

1 m M し N M M A は , Z n O に よ る 化学発光を8 2% 抑 制 した が
,

Z n O と G S H 同時漆加 に よ る 化学発光は ほ と ん ど抑制 しなか っ

た . ア ル ギ ニ ン と しN M M A を 同時 に 添加す る と , 単独 の 時よ

りもZ n O と Z n O と G S H 同時添加 どち らの 化学発光も著明 に抑
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C o n t r 0 1 S O D C 山 l■S e T a u r h e T ir o n

Fi g .4 . E ff e c ts o f s c a v e n g e r s o f a c tiv e o x y g e n s p e ci e s o n zi n c

O Xi d e -i n d u c e d o r zi n c o x i d e pl u s G S H
-i n d u c e d

C h e m il u m i n e s c e n c e . T h e c o n tr ol r e a c ti o n m ix tu r e c o n tai n e d l

x l O
t;

c ell s
,
5 0 fl M l u m i n ol , 1 m M zi n c o xid e o r l m M zi n c o x id e

pl u s l m M G S H , a n d C a
2 +

( -) H B S S i n a t o t al v ol u m e of l m l .

S u p e r o xi d e d i s m u t a s e (S O D ) at l O /L g , C at al a s e a t l O /L g , Ti r o n

a t O .1 m M a n d t a u ri n e a t O . 1 m M w e r e e a c h a d d e d t o th e

C O n tr Ol r e a c ti o n m i x t u r e . T h e c h e m il u m i n e s c e n c e i n te n sity

i n d u c e d b y zi n c o x id e a n d b y zi n c o xi d e pl u s G S H w a s 68 6 5 0

± 1 2 7 1 8 c o u n t s / m i n a n d 2 1 3 6 0 0 ± 1 2 5 9 1 c o u n t s / m i n ,

r e s p e c ti v el y . E a ch v al u e r e p r e s e n ts 盲 ± S D of 丘v e e x p e r
･

i m e n ts

u si n g th e s a m e c ell p r e p ar ati o n . □
,
Zi n c o x id e (Z n O ) -i n d u c e d;

■
,
Zi n c o xid e (Z n O ) pl u s gl u t ath i o n e ( G S H ) -i n d u c e d .

* *

p <

0 .0 1 v s c o n tr ol .

T a bl e 2 . E ffe c t o f t h e in t r a c e u ul ar C aIc i u m c h e lat o r B A P T A o n

Zi n c o xi d e ( Z n O ) qi n d u c e d o r Z n O pl u s G S H
-i n d u c e d

c h e m il u m i n e s c e n c e o f ra t n e u tr o p hil s i n C a
2 +

卜 ) = a n k s
･

b al a n c e d s alt s ol u ti o n ( H B S S )

S u p pl e m e n t s
C h e m il u m i n e s c e n c e I n hibiti o n

( C O u n t S p e r m i n J j = S D) ( % )

Z n O

+ B A P T A 2 5 〃 M

+ B A P T A 5 0 /L M

Z n O + G S H

+ B A P T A 25 F L M

+ B A P T A 5 0 F L M

2 6
,
9 8 0 ± 2

,
22 2

1 2 4 ± 1 4 * 9 9 .6

1 1 6 ± 1 0
* 司ぐ

9 9 .6

1 40
,
60 0 ±6 1

,
26 4

13
,
4 4 0 ± 1 2

,
7 3 8 * * 90 . 4

7
,
0 3 2 ±5

,
26 2 * * 9 5 .0

Z n O , Zi n c o x id e; G S H , g lu t at hi o n ; B A P T A ･ ?
,
0
.
- b is (2 -

a m i n o p h e n yl) e th yl e n e gly c o トN , N , N
I

N
'
- t et r a a C etl C a Cid .

* *

p < 0 .0 1 ,
*

p < 0 .0 5 v s c o n t r ol .
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酸化亜鉛 に よ る好中球活性化作間の 化学発光か ら の 検討

B

2 77

0 2 4 6 8 1 0 1 2 0 2 4 6 8 1 0 1 2

T 加 ○
･

･ ( 皿 h )
Fi g .5 . E f e c t o f し ar gi n i n e , しN M M A a n d ni tr o s o gl u t a th i o n e o n zi n c o xi d e -i n d u c e d (A ) o r zi n c o x i d e pl u s G S H -i n d u c e d e ( B)
C h e m il u m i n e s c e n c e . 仏) , T h e r e a cti o n m i x t u r e c o n t ai n e d l X l O

{i
c ell s

,
1 .0 /L M zi n c o x id e , 50 /L M l u m i n ol a n d C a

2 十

( -) H B S S i n a t o tal

V Ol u m e o f l m l (p r e p a r a ti o n l) . P r e p a r a ti o n 2 - 5 w e r e r e c o r d e d u n d e r c o n diti o n s id e n ti c al t o th o s e f o r p r e p ar a ti o n l e x c e p tf o r th e a d diti o n

O f l m M n itr o s o gl u t a th i o n e , 1 m M N
-

m e th yl
- し a r gi ni n e , 1 m M し a r gi n i n e , a n d l m M N -

m e th yl
- しa r gi n i n e pl u s l m M L

-

a r gi ni n e i n

p r e p al
'

ati o n 2
,
3
,
4 a n d 5

,
r e S p e Cti v ely . (B ) T h e r e a c ti o n m i x t u r e c o n tai n e d l m M zin c o xid pl u s l m M G S H (p r e p a r a ti o n l) w ith th e s a m e

r e a g e n ts a s d e s c rib e d i n A . P r e p a r a ti o n 2
-4 w e r e r e c o rd e d u n d e r c o n diti o n s id e n ti c al to th o s e f o r p r e p a r ati o n l e x c e pt f o r th e a d d iti o n of

l m M N -

m e th yl
-I
,
J- ar gi ni n e , 1 m M I : a r gi ni n e , a n d l m M N - m e th yl -I J a r gi ni n e pl u s l m M L a r gi ni n e i n p e p a r a ti o n 2 , 3 a n d 4 . r e s p e c ti v ely . T h e

tr a ci n g s i n (A) a n d (B) a r e r e p r e s e n t ati v e of th r e e e x p e ri m e nt s u sin g d iff e l
･

e n t C ell p r e p a r a ti o n s .

(
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0
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Ti m e( m i n)

Fi g . 6 . E ff e c t of s u p e r o xi d e di s m u t a s e , C at al a s e a n d T ir o n o n

l u ci g e n i n
- d e p e n d e n t c h e m il u m i n e s c e n c b y N A D P H i n

n e u tr o p h il s h o m o g e n a t e . T h e r e a c ti o n m i x t u r e c o n ta i n e d

h o m o g e n a t e (3 5 0
,

′L g P r O tei n) , 2 5 0 /1 M l u ci g e ni n , 1 0 0 FL M

N A D P H a n d C a
2 十
( -) H B S S i n a t o t al v ol u m e o f l m l

(p r e p a r a ti o n l) . P r e p a r a ti o n s 2
- 4 w e r e r e c o r d e d u n d e r

C O n diti o n s i d e n ti c al t o th o s e f o r p r e p ar a ti o n l e x c e p t f o r th e

a d diti o n o f l O /1 g C at al a s e , 1 0 FL g S u P e r O X id e di s m u t a s e , a n d

l O FL M T i r o n i n p r e p ar a ti o n 2 , 3 a n d 4- , r e S P e C ti v el y . T h e

tr a ci n g a r e r e p r e s e n ta ti v e of th r e e diff e r e n t e x p e ri m e n t s .
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Tj m e ( m i n)

Fi g .7 . E fE e c t of I J a r gi ni n e , N -

nit r o - L ar gi ni n e , I J ･ ar gi ni n e pl u s

N - nitr o -I ] ar gi ni n e an d しa r gi ni n e pl u s s u p e r o xid e di s m u t a s e

O n l u ci g e ni n
- d e p e n d e n t c h e m il u m i n e s c e n c e b y N A D P H i n

n e u t r o ph il h o m o g e n a t e . T h e r e a cti o n m i x t u r e c o n tai n e d th e

S a m e r e a g e n t S a S d e s c ri b e d i n Fi g . 6 ( p r e p a r a ti o n 3 ) .

P r e p a r a ti o n s l , 2 , 4 a n d 5 w e r e r e c o r d e d u n d e r c o n diti o n s

id e n ti c al t o th o s e f o r p r e p a r ati o n 3 e x c e pt f o r th e a d diti o n of

l m M L - a r gi n i n e , 1 m M し a r gi n i n e pl u s l m M N -

n i t r o - L -

a r gi ni n e , 1 m M N - n it r o -I ; ar g l n l n e an d l m M t J a r gi n i n e pl u s l O

iL g S u p e r O X i d e d i s m u t a s e i n p r e p a r a ti o n s l , 2 , 4 a n d 5 ,

r e s p e c ti v el y . T h e t r a ci n g s w e r e r e p r e s e n t a ti v e o f th r e e

di 鮎 r e n t e x p e ri m e n ts .

刺 した . また , 1 m M ニ ト ロ ソ グ ル タ チ オ ン は , Z n･0 の 化学 発

光 を40% 抑制 した(図 5 A , B) .

2 . 好中球 ホ モ ジ ネ
ー

トの 化学発光

ル シ ゲ ニ ン を 用 い た 化学発光 で
,
好 中球 ホ モ ジ ネ ー

ト に

N A D P H を添 加す る こ と に よ り化学発光 の 増強 が認め ら れ た .

N A D P H に よ る 化学発光 は
,
1 0 F L g カ タ ラ

ー ゼ で 1 5 %
,
1 0 FL g

S O D で 6 0 %
,
1 0 / ∠ M タ イ ロ ン で 約% 抑 制 さ れ た (図 6 ) ･

N A D P H に よ る化学発光に1 m M ア ル ギ ニ ン を添加す る と16 2 %

の 化学発光 の 増加が認 め ら れ, そ の 増加 は ア ル ギ ニ ン に , さ ら

に 1 m M L - N A M E を 加 える こ と に よ り3 0% 抑 制 さ れ ,
1 0 FL g

S O D を 加え る こ と に より89 % 抑制 さ れ た . 1 m M しN A M E は

N A D P H に よ る化学発光を30% 抑制 した(図7 ) . N A D H に よ る

化学発光 に対 して ,
2 /ノ g S O D は 56 % 抑制 を示 し た が ,

1 0 〃 g

カ タラ
ー

ゼ で は抑制 さ れなか っ た .

3 . ミ ュ ロ バ
ー

オ キ シ ダ
ー

ゼ の 化学発光

M P O と H 2 0 2 に よ る無細胞系ル ミ ノ
ー ル 依存性化学発光 に対

して
,
1 m M Z n O は ほとん ど影響が な い の に対 して

,
1 m 叶Z n O

と1 m M G S H 同時添加 や 10 F L M タ イ ロ ン は顕 著な抑創作用を

示 した(図8) .
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C o n t r o I Z n O Z n O + G S H T i r o n

F i g .8 . E ff e c t o f zi n c o x i d e , G S H a n d T i r o n o n l u m i n o I
T

d e p e n d e n t c h e m il u m i n e s c e n c e i n d u c e d b y m y el o p e r o x id a s e

(M P O) an d H 2 0 2 i n a c ell
- & e e s y s t e m .T h e c o n t r ol r e a cti o n

m ix t u r e c o n tai n e d O .1 iL g M P O , 1 0 F L M H 2 0 2 , 5 0 FL M l u m i n ol ,

an d C a
2 +

O H B S S i n a t o t al v ol u m e of l m l . Z i n c o xid e a t l m M ,

zi n c o xi d e a t l m M pl u s G S H a t l m M a n d Ti r o n at l O FL M w e r e

e a c h a d d e d t o th e c o n t r o l r e a c ti o n m i x t u r e .
T h e

c h e m il u m i n e s c e n t i n t e n sity i n d u c e d b y M P O a n d H 2 0 2 W a S

1 2 3 8 0 0 ± 4 6 0 4 c o u n t s/ mi n ･ E a c h v al u e r e pr
e s e n t s 盲 ± S D of

伽 e s am pl e s .
* *

p < 0 ･0 1 v s c o n tr ol ･

T a bl e 3 . E ffe ct o f zi n c o x id e
, gl u ta t hio n , an d N

-

m e th y トL
-

a r gi ni n e o n t h e r el e a s e of n it rit e ( N o 2 ) b y n e u t
r o p hils

S u p pl e m e n t s
N it

怒禁ゴ蒜
aS e

N o n e

N M M A

Z n O

Z n O + N M M A

Z n O + G S H

Z n O + G S H + N M M A

Z n O + A r g

Z n O + A r g + N M M A

Z n O + G S H + A r g

Z n O + G S H + A rg + N M M A

喜:三;≡3:喜;]
* *

;:≡言≡3:3…]
* *

T h e r e a c tio n m ix t u r e c o n t ain e d 3 × 1 0
6

n e u t r o p hils a n d C a
2 十

( - ) H B S S , a n d w h e r e i n d ic at e d l m M z in c o x id e ( Z n O ) ,

gl u t athio n ( G S H ) , 1 m M L
-

a r gi n in ( A r g) , a n d l m M N- m e th y l -

L - a rgi n in ( N M M A ) i n a fin al v o lu m e o f l mi ･

E a c h v al u e r e p r e s e n ts 貢±S D o f 石v e s a m ple s ･
* *

p < 0 . 0 1 ,
*

p < 0 .05 .

Ⅱ . N O の 遊離

好中球か ら の N O の 産生 は, Z n O 添加 に より有意 に増大 した

が
,
G SI‡は N O 産生 に何 ら影響 しなか っ た . し ア ル ギ ニ ン添加

によ り, す べ て の 群で N O 産生 は有意に増大 し, I , , N M M A 添加

は
,
し ア ル ギ ニ ン に より増大 した N O 量 の み な らず無添加の 細

胞か らの N O の 産生も抑制 した(表3 ) .



酸化亜鉛 に よ る好中球活性化作用の 化学発光か らの 検討

考 察

今回の 研究で , Z n O が無 C a
2 十
細胞外液中で もラ ッ ト好中球の

ル ミ ノ
ー ル 依存性化学発光 を増大 させ , そ し て G S H の 添 加が

さ ら にZ n O に よ る化学発光を増大 させ る こ とを証明 した . Z n O

は , 不溶性 の 結晶粒子であり, そ れ ゆ え, 好 中球や マ ク ロ フ ァ

ー ジ の ような食食細胞 に認識され る. 貪食細胞が不溶性粒子を

異物 と し て会食す る ため に必要な認識機構 と し て, オ ブ ソ ニ ン

化を必要とす るも の と そ うで な い もの に分か れ る . 前 者に は ,

主に F c γ 受容体 (F c γR) と補体受容体1 ,3 (C R l , C R 3) が あり ,

後者 には , 主 にC R 3 が広く知 られ て い る
21)

. z n o に よ る好中球

の 刺激 は オ ブ ソ ニ ン 化 を必要 と しな い の で
,
認 識機構 と して

C R 3 が 最 も考えら れ る . C R 3 に よ る貪食 は
,
F c γR に よ る食食

と よく似 て , F ア ク チ ン の 集合, フ ォ ス フ ァ チ ジ ー ル イ ノ シ ト

ー ル 3 キ ナ
ー

ゼ ヤ フ オ ス フ ォ リ パ ー ゼ C の 活性化な どを伴う

が
珊 23)

,
0 2
~ の 産生 は促進 しな い

24)
. 活性酸素種 の 産生促進に

は
, 直接 で は ない が F c γR を介 した情報伝達が関与 して い ると

い わ れ て い る
2 1)

. その 意味 に お い て
,
Z n O に G S H を添 加する

こ と に より, C R 3 にF c γ R の 情報伝達が加わ っ た 可能性があ る.

G S H が Z n O に よ る 好中球刺激をさ ら に増強 させ る現象は , い

わ ゆ る
"

プ ライ ミ ン グ現象
" 2 5)
に よく似 て い るが

,
そ の 詳細は

不明であ る.

好 中球 か ら の 0 2~ 産生 を検出する場合, チ トク ロ ー ム C の 還

元を利用す る方法が
一

般 的で あ る が ,
G S H が チ ト ク ロ

ー

ム C

を直接還元す る ため 化学発光法を用 い た . 好中球 の ル ミ ノ
ー

ル

依存性化学発光を反映す る酸化物 は
,
M P O ･ H 2 0 2 ま た は

H 2 0 2
･ H O C l 反応 系か ら発生する と さ れ て い る

26) 2 7)
. z n o と

,

Z n O と G S H 同 時添加 に よ る ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光 は
,

H O Cl の 消去剤で ある タ ウリ ン で抑制さ れ ず, M P O の 阻害剤で

あ る N a N 3 で顕著 に抑制 さ れ る こ と か ら M P O と H 2 0 2 の 反応に

よ る もの と 思 わ れ る . し か しな が ら
, 細胞 外 へ 放 出 さ れ た

M P O が 関与す る の で あれ ば , 無細胞系実験 に お け る M P O ･

H 2 0 2 反応系 に よ る ル ミ ノ ー ル 依 存性化学発光 を GS H の 添加

が抑制 して い る こ とか ら , Z n O と G S H 同時添加 に よ る 化学発

光の 顕著 な増強は説明できな い . また
,
Z n O に よ る化学発光 は

,

S O D に よ り抑制さ れ る に もか か わ らず ,
Z n O と GS H 同時添加

に よ る 化学発光 はS O D に よ り ほ と ん ど抑制 さ れ な い こ と や ,

カタ ラ
ー ゼ が ど ち らの 化学発光も中等度抑制 して い る こ と な ど

か ら
,
Z n O と G S H 同 時添加 に よ る 化学発光 は M P O ･ H 2 0 2

反応系 に よ るル ミ ノ ー ル 反応が フ ァ ゴ ゾ ー ム 内で 発生 して い る

可 能性 が高く, 貪食が 促進さ れ て い る こ とが 示唆 され る . さ ら

に
,
H 20 2 が すべ て 細胞膜 に存在する N A D P H オ キ シ ダ ー ゼ か ら

発生 す る 0 2】で は なく , 別の 起源も考え ら れ る . こ の こ と は
,

低分子 0 ㌻ 消去剤である タイ ロ ン や N A D P H オ キ シ ダ ー ゼ 阻害

剤であ る D PI な どの 顕著 なZ n O と , Z n O と G S H 同時添加に よ

る化学発光の 抑制結果と 一 見矛盾する ようで ある が ,
タ イ ロ ン

は 0 2~ の 消去以 外 に M P O ･

H 2 0 2 反 応系 に よ る化学発光 を抑

制す る作用 がある こ と が 今回の 研究で証明さ れ た こ と や
,
D P I

は F A D に作用 して Ⅷ P H オキ シ ダ ー ゼ を阻害する こ とか ら
28)
,

他の フ ラ ビ ン 含有オ キ シ ダ
ー

ゼ を阻害す る可能性がある こ と な

どか ら 理解できる . M A O TA 阻害剤 ク ロ ジリ ン の Z n O と G S H 併

用に よ る化学発光 の 特異的抑制は
,
M A O が F A D を補酵素と し

て ア ミ ン を代謝す る酵素 で あり H 2 0 2 を 産生 す る こ と か ら ,

Z n O と G S H 同時添加 に よ る 化学発光 の 増強 に M A O か ら の
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B 2 0 2 が 関与 して い る 可 能性を示唆す る . ク ロ ジ リ ン に は
,

M A O - B 阻害剤 の パ ー

ジ リ ン の よ うなF A D に対す る作用 は報告

され てお らず
,
ま たM A O は

,
ベ ン ジ ル ア ミ ン や ド

ー パ ミ ン の

代謝 を促進す る こ と により酸化的ス ト レス に関与 して い る と い

う報告
2 9) 30)
が ある . こ の こ と は別 の 観点 か らす る と ア ミ ン の 代

謝 に よ っ て発生する H 2 0 2 が酸 化的ス ト レ ス に 関与して い る と

も考えら れ る .

ヒ ト白血球 に オ ブ ソ ニ ン化ザ イ モ ザ ン を添加す る と ア ラ キ ド

ン 酸生成物の トロ ン ポ キ サ ン B 2 (th r o m b o x a n e , T 監B 2) の 生成量

が 増え
,
同時に 0 2~ 生成も上昇する が ,

イ ン ドメ タ シ ン は こ の

両者 の 生成を抑制 し
,
0 2~ 生成が T X B 2 の 生成 に 関与すると報

告 され て い る
3 1)

. イ ン ドメ タ シ ン は
,
ラ ッ ト好 中球ザイ モ ザ ン

刺激 ル ミ ノ
ー

ル 化学発光を, 0 .1 m M で約60 % 抑制 し
3 2)
, 我々 の

結果 と ほぼ
一 致す る . その機序と して , シ ク ロ オ キ シゲ ナ ー ゼ

(c y cl o o x y g e n a s e , C O ) の 代謝物が 0 2- 産生刺激 に関与 して い る

と い わ れ てい るが
3 3)

,
イ ン ドメ タ シ ン は

,
分化誘導 した 住L 60

の C O の 代 謝物 で あるT X B 2 の 産生を抑制 した にもか か わらず ,

フ ォ ル ポ ー ル ミ リ ス テ
ー

ト ア セ テ
ー

ト ( p h o r b o l m y ri s t a t e

a c e t at e
,
P M A) に よ る 0 2- 産生 を抑制 しない と い う報告もあ

り
3 4) 一 致を見 ない .

活性化 マ ク ロ フ ァ
ー

ジや好 中球 は, N O を産生 する と 言わ れ

て い る
1 呂聞

. N O は N O S によ っ て しア ル ギ ニ ン や 0 2 か ら産生さ

れ , 容易 に 0 2~ と 反応 し過酸化亜硝酸 イ オ ン (p e r o x y n it ri t e ,

O N O O ▼) にな る
36)

. 0 2~ , ヘ ム 蛋白
,
チ オ

ー ル 基 と反応 しな か

っ た N O は
,
亜 硝 酸 イ オ ン ( N O 2~) に 変 わ る . N O 2｣ は

,

M P O ･ H 2 0 2 系 で 酸 化 さ れ N O 2 に な る
3 7)

.
こ の 反 応 は

,

M P O ･ H 2 0 2 反応系 より はる か に顕著なル ミ ノ ー ル 化学発光

を認 め る(未発表) . O N O O~瓜も, ル ミ ノ
ー

ル で の 化学発光 が認

め ら れ て い る
38) 39)
が
,
N O はル ミ ノ

ー ル に よ る化学発光 を示

さ な い
38)

. N O S の 阻害剤で ある しN M M A はZ n O に よ る化 学発

光 を抑制 した が , Z n O と GS H 同時添加 に よ る化学発光 を抑制

しない こ とや , Z n O 刺激に よ り N O の 産生 が促進 され た こ と か

ら
,
Z n O に よ る化学発光に はZ n O と G S H 同時添加に よ る 化学

発光に比較し O N O O 一文 は M P O と H 20 2 によ る N O 2~~ か ら N O 2

産 生 が考 え ら れ る . P M A 刺 激 ヒ ト好中球 や オ ブ ソ ニ ン 化ザ イ

モ ザ ン刺激 ラ ッ ト炎症性好咋I 球 な どが
,
O N O O を塵生 する こ

と は既 に知ら れ て い る
脚叫刷

. し か し ,
マ ク ロ フ ァ ー ジ のiN O S

は
,
し ア ル ギ ニ ン が 存在する場合は N O を 産生 し, L - ア ル ギ ニ

ン が 存在 しな い 場合は 0 2 を産生 する . す な わち L ア ル ギ ニ ン

の 濃度 によ っ て O N O O の 産生 が 調整さ れ て い る こ とが 報告さ

れ て い る
7)

. こ の i N O S か ら の 0 2 の 産 生 は L - N A M E
,
L -

N M M A によ っ て 抑 制され る
7)

. しか し なが ら
,
血 管内皮細胞性

由来の N O S か らの 0 2~ の 産生 は し ア ル ギ ニ ン より もむ し ろ BモⅠ4

に よ っ て 調整 され て い る
即
.

また , N O S の 基 質で ある し ア ル ギ ニ ン が Z n O と ,
Z n O と

G S H 同時播加の 化学発光 を どち ら もかなり抑制 し てい る . しア

ル ギ ニ ン は
,
ラ ッ ト炎症性好中城の 0 2¶産生を抑制する傾向が

指摘 さ れ てお り
4 0)

,
Z n O 又はZ n O と G S H 同時添加 に お ける化

学発光 に お い て
,
N O S か ら の 0 2【や 日2 0 2 が抑 制 され る こ と に

加え て, 0 2~ 産生 を何 ら か の 機序で 抑制 して い る こ と が 考えら

れ る .

好中味の ル シゲ ニ ン 依存性化学発光 には , 0 2~ と H 2 0 2 が 関与

す る と され て い る
4 1) 42 )

. 好中球ホ モ ジネ
ー

トを使用 した 実験 か

ら
,
N A D P H に 依 存す る化学発光に

,
0 2
~ と H 2 0 2 の 他 に
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O N O O - の 関与が 示唆 され る . O N O O 仙は ル シゲ ニ ン に よ る化

学発光が認め ら れ て い る
38 )

. N A D P H の ル シゲ ニ ン 依存性化学

発光 に対 し て ア ル ギ ニ ン が 発光 を増大 させ る こ と や ,
N O S の

阻害剤 で ある L N A M E によ り発光が抑制 され る こ とか ら, こ の

実験系に は N A D P H オ キ シ ダ
ー

ゼ 以 外 に N A D P H を必 要 とす る

N O S が 関与 して い る と考えられ る .

吸入さ れ たZ n O フ ユ
ー

ム が
,
亜鉛 熱と 呼ば れ る上部気道 に関

連する症候群を引き起 こす . その 機序 は現在でも不明 と さ れ て

い る .
ヒ トに お い て症状 が発現する Z n O の 気中の 8 時 間暴露膿

度は 5 m g/ m
3
と言 わ れ て お り

43)
,
こ の 借が 産業衛生学的 な指標

とな っ て い る .
ヒ ト の ボ ラ ン テ ィ ア を対象と したZ n O 暴 露実験

か らZ n O フ ェ
ー

ム 吸 入彼の 肺胞洗浄液中 にT N F - α やII / 8 , 好

中球な どが 増加す る と い わ れ て い る
12)4 4)

. ま た ラ ッ トを用い た

実験か ら, 気中の 濃度4 .3 m g/ m
3

の Z n O を3 時間吸入 さ せ た 後

の 肺組織中の Z n O の 蓄積量 は, 3 4 .O F L g/ g 肺組織 と報告 され て

い る
4 3)
こ と か ら

, 筆 者 の 計算に よ る と肺組織 の Z n O 浪度 は

0 .5 2 m M と計算 さ れ る .
こ の 値 は本研究 におけるZ n O の ル ミ ノ

ー ル 依存性 の 化学発光 の 最終刺激濃度 と 一 致 して い る . さ ら に

ヒ ト肺胞液中の G S H 膿 度 は
,
0 . 3 m M か ら 0 .7 6 m M と の 報告が

あり
45) 4 6)

,
Z n O に よ る好 中球の 化学発光増強作用を引き起 こ す

G S H 濃度 と ほ ぼ
一

致 して い る . ま た
,
マ ウ ス マ ク ロ フ ァ

ー

ジ

様細胞株であ る R 〟Ⅳ26 4 .7 で , Z n O に G S H を添加す る こ と に よ

る細胞 の活性化 とZ n O 粒子 の 消失を観察 し て い る (未発表) .

そ れ 故, Z n O フ ェ
ー

ム に よ る 亜 鉛熟 の 発症機序 に肺胞液 の

GSIi が 関与 して い る こ とが 示唆さ れ る .

以 上よ り
,
本研究 は Z n O フ ェ ー ム に よ る亜 鉛熱の 発症機序の

一

つ に
,
生体 内因子と して の G S H の 関与 と, 好 中球を始 め と

す る食食細胞 の活性化が起 こ っ て い る可能性が示唆 さ れ ,
金属

熱以外 にも塵肺や珪肺など の 病態 の 解明 だけで な く, 予防, 治

療 に展望が開か れ る 可能性を示唆 して い る .

結 論

Z n O フ ェ
ー ム に よ る亜 鉛熟症候群 の 発症機序 を解明す る目的

で
,
Z n O 又 はZ n O と G S Ii 同時添加す る こ と に よ り, ラ ッ ト好

中球 が活性化 さ れ る機序を活性酸素種 と い う面 か ら化学発光 を

用い て検討 し た結果, 以下 の ような結論を得た .

1 . Z n O に より好中球 の ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光は増大 し,

Z n O と G S Ii 同時添加する こ と に よ り化学発光 は さ ら に著 しく

増大 した .

2 . 種々 の 活性酸素種消去剤や種 々 の 活性酸素種発生酵素阻

害剤 によ る抑制実験 からZ n O によ る化 学発光 は, N A D P H オ キ

シ ダ
ー ゼ や そ の 他 の フ ラ ビ ン 含有酵素か ら の 0 2" や H 2 0 2 か ら

の M P O
･

H 2 0 2 反応系 が 関与し
,
Z n O と GS H 同時添加 に よ る

化学発光 は, 食食が促進され フ ァ ゴ ゾ ー ム 内で の M P O ･ H 2 0 2

反応系が主体 となり, H 2 0 2 の 起源と して M A O が 関与 して い る

可 能性が示唆 され た .

3 . N O S の 基質や 阻害剤を用 い た 好中球又は好中球 ホ モ ジ

ネ ー トの 化学発光や N O 産生の 検討 か ら , Z n O に よ る化学発光

に は
,
Z n O と G S H 同時涜加 に よ る化学発光に比 し O N O O q や

M P O
･ Ⅲ2 0 2 反応系 を介 し た N O 2~ か ら酸化され た N O 2 な どが

強く関与 して い る こ と が示唆され た .
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d e t e ct c o m p o u n d s w ith a n tii n fl am m a t O r Y a C ti vit y . J P h a r m a c oI

T o x i c oI M e th o d s 1 4 : 3 0 5 -3 1 2
,
19 8 5

3 3) Li n L K , H u n t N H , W ei d e m a n M J . R e a c ti v e o x y g e n

p r o d u c ti o n , a r a C h id o n a t e m e t a b o li s m a n d c y c li c A M P i n

m a c r o p h a g e s ･ B i o c h e m B i o ph y s R e s C o m m u n l 1 4 : 5 4 9 - 55 5
,
1 9 8 3

3 4) M a y e r A M S , B r e ni c S , G l a s e r K B . P h a r m a c ol o g i c al

t a r g e ti n g o f $i g n a l p a th w a y i n p r ot ei n k i n a s e C ･ Sti m u l a t e d

S u p e r O X id e g e n e r a ti o n i n n e u t r o p hil
-1i k e H し6 0 c ell s : E ff e c t o f

p h o r b ol e st e r , a r a C h d o ni c a ci d a n d i n h ib it o r s o f k i n a s e (s) ,

p h o s p h at a s e (s) a n d ph o s p h oli p a s e A 2 . J P h a r m a c oI E x p T h e r

2 7 9 : 6 3 3 -6 44
,
1 9 9 6

3 5) M c C all T B
,
B o u gh t o n -S m i th N E , P a lm e r RT M , Wh itd e BJ ,

M o n c a d a S ･ S y n th e s i s o f n it ri c o xi d e f r o m し a r gi n i n e b y

n e u tr o p h il s ･ R el e a s e a n d i n t e r a c ti o n w ith s u p e r o xi d e a n i o n .

B i o c b e 皿 J 2 6 1: 2 9 3 -2 9 6 , 19 8 9

3 6) B e c kn an J S , K o p p e n ol wn . N itri c o xi d e
,
S u p e r O Xid e , a n d

p e r o x y nitrit e = th e g o o d , th e b a d , a n d th e u gl y . Am J P h y si o1 2 7 1 :

C 1 4 2 4 - 14 3 7
,
1 9 9 6

3 7) Ei s e ri ch J P
,
H ir st o v a M

,
C r o s s C E

, J o n e s A D , F r e e m a n B A ,

H alli w ell B
,
V a n d e r Vill e t A . F o r m ati o n of n itri c o xi d e -d e ri v e d

i n fl a m m a t o r y o x id a n t s b y m y el o p e r o x id a s e i n n e u t r o p h il s .

N a tu r e 3 9 1 : 3 9 3 -3 9 7
,
19 9 8

3 8) R ad i R , C o $ g r O V e T P , B e c k m a n J S , F , e e m a n B A .

P e r o x y nit rit e
-i n d u c e d l u m i n oI c h e m il u mi n e s c e n c e . B i c h e m J 2 90 :

5 1 -5 7
,
1 9 9 3

3 9) K o o y N W , R o y all J A . A g o n i s t
-i n d u c e d p e r o x y n it rit e

P r O d u c ti o n fr o m e n d o th ei al c ell s . A r c h B i o c h e m B i o p h y s 3 1 0 :

3 5 2 -3 5 9
,
1 99 4

4 0) C a tz S D , C ar r e r a S M C , P o d e r s o JJ . N itri c o xi d e s y n th a s e

i n h i b it o r s d e c r e a s e h u m a n p ol y m o r p h o n u cl e a r l e u k o c y t e

l u m i n ol -d e p e n d e n t c h e m il u m i n e s c e n c e . F r e e R a di c B i oI M e d 6 :

7 4 1 - 7 4 8
,
1 99 5

4 1) R o d e n a s J , M itj a v il a M t C a r b o n ell T . S i m u lt a n e o u s

g e n e a rti o n o f n itri c o xid e a n d s u p e r o xi d e b y i n且a m m at o ry c ell s

i n r a ts . F r e e R adi c Bi o I M e d 5 : 86 7 -8 7 5
,
1 9 9 5

42) N a k a g a w a A , C a rl F , N a th a n , Z a n v ii , A . H y d r o g e n

p e r o x i d a d e m e t a b oli s m i n H u m a n m o n o c y t e s d u ri n g

di 鮎 r e n ti a ti o n i n vi tr o .J C li n I n v e s t 68 : 1 2 4 3 -1 2 5 2
,
1 9 81

43) G o r d o n T , C h e n L C , S ch l e si n g e r R B , S u W Y , Ki m m el
′

m
,

Am d u r M O . P u l m o n a r y eff e ct s of in h al a te d zi n c o xid e i n h u m a n

S u bj e ct s , g ui n e a pig s , r at S , a n d r ab bit s . Am I n d H y g As s o c J 53 :

50 3 -5 0 9
,
1 9 9 2

4 4) m l S Ch n e r W G , D
'

Al e s s a n d r o A
,
W i n t e r m e y e r S F , W o n g H ,

B o u sh e y Ii A , Bl a n c P D . P ol m o n a r y r e s p o n s e s t o p u rifi e d zi n c

O Xi d e fu m e .J i n v e sti g M e d 4 3 . 3 7 1 -3 7 8 , 1 9 9 5

4 5) B a z M A T a p s o n V F , R o g gli V L , V a n l Yi g t P , Pi a n ts d o si C A .

G l u ta thi o n e d e pl e ti o n i n e pith eli al li ni n g 凸ui d o f l u n g all o g r aft

p a ti e n ts . Am J R e s pi r C ri t C a r e M e d 1 5 3 : 7 4 2 -7 4 6 , 1 9 9 6

4 6) P a ch t E R , D i a z P , Cl a n t o n T , H a rt J , G a d e k J E . A I v e ol ar

fl u id gl u t ath i o n e d e c r e a s e i n a s y m t o m a ti c H I V
-

S e r O P O Siti v e

S u bj e c ts o v e r ti m e . C h e s t l 1 2 : 7 8 5 -7 8 8 , 1 9 9 7
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Zi n c O xi d e E n h a n c e m e n t o f t h e C h e mi l u m i n e s c e n c e b y R a t N e u t r o p hil s: E ti ol o gi c al S t u d i e s i n Z i n c F u m e F e v e r

M i c hi k o I n ag ak i : D e p ar t m e n t O f P u bli c H e ath , S c h o o l of M e di ci n e , K a n a z a w a U n i v e r si ty , K a n a z a w a 9 2 0
- 8 6 4 0

N

J . J u z e n

M e d S o c .
,
1 鵬 , 2 7 3

-

2 8 2 ( 19 9 9)

K e y w o r d s zi n c o xi d e
,
n e u tr O P h il s , S u P e r O Xi d e

･

ni tri c o xid e
, g l u t a thi o n e , m y el o p e r o xid a s e

A b st r a ct

T h e e 恥 ct o f z i n c o xi d e ( Z n O) o n th e c h e m il u m i n e sc e n c e b y r a t n e u tr o p hil s w a s i n v e sti g a te d to cl a ri fy th e e ti ol o gi c al

m e c h a n i s m o f zin c fu m e fb v e r i n a n i n d u s tri a l s e tti n g . Z n O e n h a n c e d th e l u mi n o トd e p e n d e n t c h e mi l u m i n e s c e n c e , W hi c h w a s

fu r th e r a u g m e n t e d b y gl ut a th i o n e ( G S H) . S u p e r o x i d e d is m u t a s e ( S O D) , a S C a V e n g e r O f O 2
N
,
i n h i b it e d th e Z n O -i n d u c e d

C h e m il u m i n e s c e n c e b u t n o t th at i n d u c e d b y Z n O pl u s g l u t ath i o n e ( G S H) ･ C l o rg y li n e , a n i n hi b it o r of m o n o a m i n e o xi d a s e ,

i n h ibit ed th e Z n O p l u s G S H
-i n d u c e d c h e m il u m i n e s c e n c e r a th e r th a n th e Z n O -i n d u c e d c h e m il u mi n e s c e n c e . C a tal a s e ( a

S C a V e n g e r O f H 2 0 2) , S O d i u m a zi d e ( a n i n h i bi t o r o f m y el o p e r o x i d a s e , M P O ) , 4 , 5
- di h y d r o x y

- 1
,
3 - b e n z e n e d i s u l f o n i c a c id

d i s o d iu m s al t ( T i r o n , a S C a V e n g e r O f O 2
-
) , di p h e n yli o d o ni u m ( D P I , a n i n h ib i t o r o f N A D P H o x i d a s e) , n e O P t e ri n ( a n i n h ib it o r

O f N A D P H o xi d a s e) , a n d i n d o m e th a ci n ( a n i n h i bi to r o f c y cl o o x y g e n a se) i n h i bit e d b o th th e Z n O -i n d u c e d a n d Z n O p l u s G S H
-

in d u c e d c h e m il u m i n e s c e n c e . A n i n hi bi t o r of n it ri c o x i d e s y n th a s e ( N O S) , N
-

m e th yl
- L - ar gi n i n e , i n h ibite d th e Z n O -i n d u c e d

C h e mi 1 u m i n e s c e n c e b ut di d n ot i n h i bi t Z n O p l u s G S H
-i n d u c e d c h e mi 1 u mi n es c e n c e . L u cig e ni n - d e p e nd e n t c h e m il u m i n e s c e n c e

i n d u c e d b y N A D P H i n n e u t r op h il h o m o g e n a t e w a s a u g m e n t e d b y し ar g l nl n e b u t i n h ib it e d b y S O D , C a t al a s e , a n d N
-

ni tr o - し

a r gi n i n e ( a n i n h i b ito r of N O S) . Z n O s ti m ul at e d N O r el e a s e f r o m n e u tr o p hil s . T h e s e r e s u lt s i n d i c a t e th a t Z n O a c ti v ate s

n e u t r o p h il s an d a u g m e n ted th e c h e m il u mi n e s c e n c e , S u g g e Sti n g th a t th e a u g m e n t ed c h e mi l u mi n e s c e n c e b y Z n O i s d e p e n d e nt

O n th e M P O / H 2 0 2 S y S te m , P e O X y nl tri t e , a n d n it o rg e n di o x i d e fr o m th e o x i d a ti o n o f n it rit e b y M P O / H 2 0 2 p r O d u c e d b y O 2
q

,

H 2 0 2
,
a n d N O v i a N A D P H o x i d a s e a n d fl a v i n - C O n ta i n l n g e n Z y m e S S u C h as N O S . M o r e o v e r

,
th e 丘n d i n g s i n d i c a t e th a t th e

a u g m e n te d c h e mi 1 u m i n e s c e n c e b y Z n O p l u s G S H is d e p e n d e n t o n th e e l e v a t e d l e v el o f M P O / H 2 0 2 b y th e p r o m o ti o n o f

P h a g o c y t o si s o r th e sti m u l a ti o n o f a n o th e r o n g l n O f O 2
-
o r H 2 0 2 th a n N A D P H o x i d a s e a n d N O S . T h e s e r e s ul ts s u g g e s t th at

th e a c ti v ati o n o f p h a g o c y t e s s u c h a s n e u t r o p hi l s a n d a n i nt ri n si c f a c t o r g l u t a th i o n a r e a s s o ci at e d w i th t h e e ti ol o g l C al

m e c h a nis m o f zi n c fu m e fb v er b y z i n c o x id e fu m e .


