
Ⅰ. 序言

Myeloperoxidase（MPO）は、２個のサブユニ
ットから成り鉄２原子を含む酵素である。分子

量は約140kDa、好中球のアズール顆粒に存在
し、殺菌作用に重要な役割を果たしている。感
染に対して、感染病巣に到達した好中球は、細
菌を貪食し食胞を形成する。次いでアズール顆
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好中球活性化に対するMPO放出反応について
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MPO release reaction against activated neutrophils
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Summary Against infection, neutrophils form phagosomes in which microorganisms are absorbed

by phagocytosis.  Then, from the azurophilic granules of neutrophils, Myeloperoxidase (MPO) and

granule components are released.  In this process, it is suspected that the activation of the NDPH

oxidase and de-granulation along with the formation of phagosomes are related to the release of MPO. 

However, the relationships between the activation of neutrophils and MPO release have not been

clarified.  Thus, the authors examined the mechanism of the signal transmission at the time of

neutrophils activation and MPO release.

Concerning the MPO release, fMLP stimulation did not show significant inhibition up to high

concentration level by Genistain and GF109203X.  The PMA stimulation showed significant concen-

tration-dependent inhibition reaction by GF109203X.  These results indicate that the transmission of

PKC stimulation acts on the release of MPO.

Concerning the mechanism of the MPO release, the MPO expression was examined using flow

cytometry with the MPO-labeled antibody.  The MPO expression significantly increased with the PMO

stimulation, while it did not show increase with the fMLP stimulation.  The MPO expression with the

PMO stimulation was significantly inhibited by GF109203X.

These results indicate that the MPO release occurs in the following order: activation of neutrophils

by signal transmission of PKC, de-granulation, release of MPO to phagolysosome, expression in cell

membrane and release of MPO outside of the cell.
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粒と融合して生じたファゴリソソーム内にMPO
を放出する。その際、NADPH oxidaseの活性化
に伴うO2-の産生、さらに不均化反応より生成し
たH2O2はMPOの作用でHOClを産生して殺菌作用
に利用される。また、種々の炎症時に組織に浸
潤し、組織内にMPOが検出されている。
炎症性刺激による好中球活性化について、著
者らは、RA患者の関節液中の好中球は末梢血中
よりも活性酸素産生能は高値であることを報告
した1)。さらに、RA患者の関節液MPO活性は変
形関節炎患者よりも有意に高値であった2)。この
点についてDangら3)はRA患者の関節液が好中球
を活性化することを報告している。これらの報
告から炎症反応による好中球活性化は、MPOを
細胞外に放出することを推測させる。
血中に放出されたMPOと病態との関連性につ
いて、血管炎患者の血中には高いMPO活性と活
性化された好中球が認められている4)。また、急
性冠症候群における胸痛患者の心筋梗塞リスク
の因子として血漿MPO測定の有用性を評価する
報告がある5)。これらの報告は、好中球の活性化
によるMPO放出、MPOから派生する活性酸素に
よる酸化ストレスが細胞障害に関与することを
示している。しかしながらMPO放出の機構は充
分に解明されていない。今回、好中球活性化と
MPO放出の機構について研究した結果を報告す
る。

Ⅱ. 方法

1. 好中球活性化に対するMPO放出反応の検討
好中球をfMLP、PMA及びTNF-αにより活性

化して、その上清中に放出されたMPOを測定し
た。測定はELISA法を原理とする血清MPO測定
キット（日本老化制御研究所）を使用した。
1) 試薬
Ca2+-free KRP緩衝液は、0.1 mol/lリン酸緩衝液

（pＨ7.4）21容、0.15 mol/l NaCl 100容、0.154
mol/l KCl４容、0.154 mol/l MgCl2 １容の割合で混
合し、使用前に調整した。刺激物質はPMA、
fMLP共にエタノールで10 mmol/lに溶解し、使用
時に0.5％エタノールCa2+-free KRP緩衝液を用い
て、0.2 mmol/l PMA、0.2 mmol/l fMLPを作製した。
TNF-αはCa2+-free KRP緩衝液で５ g/mlに溶解
し、使用時にCa2+-free KRP緩衝液を用いて、10

ng/mlとした。また、グルコースは精製水に溶解
し、１mol/l溶液を作製した。
PKC阻害剤GF109203Xの調整は、0.5％エタノ
ールCa2+-free KRP緩衝液で0.25 mmol/lに溶解し、
使用時に0.5％エタノールCa2+-free KRP緩衝液を
用いて、0.5 mol/l、２ mol/l、５ mol/lの溶液
を作成した。チロシンキナーゼ阻害剤ゲニステ
インの調整は、エタノールで５mmol/lに溶解し、
使用時にエタノールを用いて50 mol/l、100
mol/l、200 mol/l溶液とした。
2) 試料
プラスチック試験管にモノポリ分離剤３mlを
分注し、ヘパリン採血管に採血したヒト全血3.5
mlを重層した。次いで400 x g、20分間遠心後、
血漿をパスツールピペットで除き、フラクショ
ン２（好中球）を別の試験管に移した。試験管
にCa2+-free KRP緩衝液５mlを加えて混和し、400
x g、５分間遠心後、上清をアスピレータで除い
た。次いでCa2+-free KRP緩衝液５mlを加え、400
x g、５分間遠心した。赤血球が多い場合、次の
操作を行った。0.033 mol/l NaCl溶液を５ml加え
混和、30秒後に0.27 mol/l NaCl溶液を５ml加え
混和し、400 x g、５分間遠心する。上清を除き
Ca2+-free KRP緩衝液を2.5 ml加え、150 x g、５
分間遠心後、アスピレータで上清を除き、Ca2+-
free KRP緩衝液を加え、好中球液を作成した。
3) MPO測定方法
試験管にKRP緩衝液260 l、５mol/lグルコー

ス５ l、好中球20 l（4 x 105）を加え混和後、
37℃、５分間インキュベーションし、氷中に５
分間静置して反応を停止させた。反応停止後
1,500 rpm、５分間遠心、上清を採取し、キット
付属のSample Bufferで50倍希釈し、これを試料と
してキットの方法に準じてMPO量を測定した。
PMA、fMLP刺激に対するゲニステイン、

GF109203Xの影響については、試験管にKRP緩
衝液230 l、１mol/lグルコース５ l、好中球20
l（4 x 105）、ゲニステイン、GF109203X各10 l
加え、37℃、30分間インキュベーション後、
TNF-α10 lを加え、37℃、20分間反応させた。
次にfMLP、PMAを10 lを加え、37℃、５分間
インキュベーション後、氷中に５分間静置して
反応を停止させた。MPO測定は同様に測定した。

2. フローサイトメーターによるMPO表出の検討
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1) 試薬
細胞洗浄液は１％FCS-PBS-0.1％NaN3（濾過

滅 菌 ） を 作 製 し た 。 M P O 抗 体 と し て
Myeloperoxidase-PE（ベックマン・コールター株
式会社）、ネガティブコントロールとして
Mouse-IgG1‐PE（ベックマン・コールター株式
会社）を使用した。
2）フローサイトメーターを使用したMPO表出
の検出方法
試験管２本にKRP緩衝液250 l、１mol/lグル

コース５ l、好中球20 l（1 x 106）を加え混和
後、37℃、５分間反応後、氷中に５分間静置し
反応を停止させた。次いで、１％FCS-PBS-0.1％
NaN3で３回洗浄（1,500 rpm、５分間）後、ネガ
ティブコントロールMouse-IgG1‐PE１ lを加え
た。MPO検出はMyeloperoxidase-PEを１ l加え、
氷中で20分間反応後、１％FCS-PBS-0.1％NaN3
で３回洗浄（1,500 rpm、５分間）し、フローサ
イトメーター（EPICS XLTM SystemⅡ：ベッ
クマン・コールター株式会社）で測定した。
PMA、fMLP刺激については、上述の反応系

にそれぞれPMA、fMLPを10 l加え、37℃、10
分間インキュベーション後、氷中に５分間静置
して反応を停止させた。TNF-αによるプライミ
ング後のPMA、fMLP刺激については、各反応
系にTNF-αを10 l加え反応を行った。MPOの
表出は同様に測定した。
3) MPO表出における阻害剤GF109203Xの影響
上述した反応系にGF109203Xを10 l加え、

37℃、30分間反応後、PMAを10 l添加して、
37℃、５分間反応後、氷中に５分間静置して反
応を停止させた。MPO表出は同様に測定した。

Ⅲ. 結果

1. 好中球活性化に対するMPO放出反応
好中球をPMA、fMLPにより刺激し、MPO放

出について検討した。Fig. 1に示すとおり、PMA
は有意にMPO放出が認められた。fMLPは増加
傾向を示した。

2. fMLP刺激によるMPO放出に対するゲニステ
インの影響
好中球活性化によりMPO放出を認めたのでそ
のメカニズムについて検討した。まずfMLP刺激
について調べた。チロシンキナーゼの阻害剤で
あるゲニステインで前処理後、MPOを測定し
た。Fig. 2に示すとおり、有意な阻害は認められ
なかった。

3. MPO放出に対するGF109203Xの影響
チロシンキナーゼの阻害剤であるゲニステイ
ンにより有意な阻害を認めなかったので、PKC
阻害剤であるGF109203Xで前処理後MPO放出量
を測定した。Fig. 3に示すとおり、fMLP刺激で
は高濃度の５ Mのみで有意にMPO放出が阻害
された。一方、PMA刺激では濃度依存的、有意
にMPO放出が阻害され、GF109203XはfMLP刺
激よりも強い阻害を示した（Fig. 4）。

4. フローサイトメーターによるMPO表出の検討
MPO放出はfMLPよりもPMAが強く関与して

いることが示唆された。そこで、MPO放出のメ
カニズムを解明するため、可能性の一つとして
MPO表出の検討を行った。Fig. 5に示すとおり、
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Fig. 1 MPO release reaction by neutrophils activation.
Fig. 2 Impact of Gensstain on MPO release by fMLP 

stimulation



フローサイトメーターによりMPO表出が確認さ
れた。次に、PMA、fMLP刺激およびTNF-αに
対する反応性を調べた。結果は、PMA刺激にお
いてMPO陽性率が有意に増加した。一方、
fMLP刺激では増加を認めなかった。また、
TNF-αの影響もみられなかった（Fig. 6）。

5．MPO表出におけるGF109203Xの影響
PMA刺激でMPO表出が確認されたので、PKC
阻害剤であるGF109203Xを作用させてその阻害
を調べた。結果はFig. 7に示すとおり、PMA刺
激はGF109203XによりMPO陽性率を有意に低下
させた。

Ⅳ. 考察

感染に際して好中球は、まず細胞表面の受容
体によって微生物を認識する。この食作用によ
り、微生物を内部に取り込んだ食胞を形成する。

異物を取り込んでできた食胞は、成熟してリソ
ソームと融合してその内容物が放出される。こ
れは脱顆粒と呼ばれ、効果的に殺菌が行われる。
その際、活性化された好中球では、細胞質内
の種々の酵素や蛋白質が細胞膜に移動しNADPH
oxidaseを活性化する。また、NADPH oxidaseの
構成成分であるシトクロムb-558は細胞膜以外に
特殊顆粒などに局在することが認められている。
したがって、貪食により形成された食胞の膜に
おいてもNADPH oxidaseが活性化され活性酸素
が産生される。次いで活性化された好中球はア
ズール顆粒から顆粒内成分を放出する。これら
好中球の感染に対する食胞形成に伴うNADPH
oxidaseの活性化、脱顆粒は、MPO放出に関与す
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Fig. 3 Impact of GF109203X on MPO release by fMLP
stimulation.

Fig. 4 Impact of GF109203X on MPO release by PMA
stimulation.

Fig. 5 MPO detection using flow cytometry.

Fig. 6 Impact of stimulus substances on MPO 
expression.



ることが推測される。
しかしながら、好中球活性化とMPO放出の関
連性については不明の点が多い。そこで、今回、
好中球活性化のシグナル伝達とMPO放出の機構
について研究した。
好中球活性化に伴うMPO放出について、PMA、
fMLP刺激による好中球活性化はMPOが放出さ
れることを確認した。そこで、MPO放出と好中
球活性化のシグナル伝達の関連性について検討
した。TNF-αのプライミング後、fMLP刺激に
ついてチロシンキナーゼの阻害剤であるゲニス
テインの影響を調べた。結果は、高濃度の200
mol/lまで有意な阻害を示さなかった。
次に、PKC阻害剤であるGF109203Xの影響を

調べた。fMLP刺激に対してGF109203Xは低濃度
で阻害を示さず、５ mol/Lで有意な阻害が得ら
れた。これらの結果から、MPO放出はfMLP刺
激による好中球活性化のシグナル伝達経路の関
与が低いことが示唆された。
そこで、PKC活性化に直接作用するPMA刺激
に対する影響について検討した。PMA刺激は
GF109203Xにより、濃度依存的に有意にMPO放
出を阻害した。これは、MPO放出にPKC刺激伝
達が作用していることが推測される。Ambruso
ら6)は、PMA刺激は好中球活性化に伴い、細胞質
に特殊顆粒成分が集合することを報告している。
次に、好中球の活性化に伴いMPO放出が確認
されたので、MPO放出のメカニズムについて検
討した。好中球自己抗体MPO-ANCAは、好中球
を活性化し、その状態が持続することで病態の
重篤化を招くとされている。また、Reumauxら7)

はMPO抗体による刺激が、O2-を産生することを
報告した。これらの報告は、MPOが細胞表面に
表出していることを、示唆する。そこで、好中
球活性化に伴うMPO表出について、MPO標識抗
体を用いたフローサイトメーターを用いて検討
した。PMA、fMLP刺激によるMPO表出はPMA
刺激で有意に増加した。一方、fMLP刺激は増加
を認めなかった。
次に、MPO表出に対する好中球活性化とシグ
ナル伝達について検討した。上述したように
PMA刺激によるMPO放出は、GF109203Xにより
阻害されることが確認されたので、MPO表出に
ついてもGF109203Xの影響を調べた。その結果、
GF109003Xにより有意に阻害された。この点に
ついて、Kindzelskiiら8)は妊婦の好中球でMPO表出
を検出し、非妊婦では検出されないが、PMA刺
激によりMPOが表出することを報告した。また、
Sijtsemaら9)は、Confocal Raman Microspectroscopy
を用いてPMAによる好中球活性化について検討
し、PMA刺激はMPOを含むアゾ顆粒の放出と密
接に関連していることを示している。
これらの結果は、好中球活性化に伴うMPO放
出が、PMA刺激による好中球活性化、脱顆粒、
アズール顆粒からファゴリソソームヘMPOの放
出、さらなる刺激により細胞外への放出に至る
と推測される。
最近、新しい好中球の抗菌作用が報告されて
いる10)。その作用は、活性化好中球の核膜が消
失しクロマチン構造に細胞質、顆粒成分が混在
し、次いで細胞膜が破れ網状の構造物Neutrophil
extracellular traps（NETs）を細胞外に放出する
ことが示された。この細胞死はapoptosis, necrosis
と明らかに異なる。また、MPO-ANCA関連血管
炎の患者でNETsの検出が報告されている11)。
Fuchsら12)は、NETsがPMA刺激によるNADPH

oxidaseのRSO生成に依存し、CGD患者ではNETs
形成ができないことを報告した。さらに、PMA
はPKC活性化を通じてNADPH oxidaseの活性化
以外に細胞内に多くの影響をおよぼし、核膜の
分解、クロマチンの変性、細胞質と核成分の混
合など、形態変化しNETsを形成することを報告
した。また、MPO完全欠損の好中球ではNETs
が形成できない13)。これはMPOがNETs形成に必
要であることを示している。fMLP刺激について
Romijsenら14)は、fMLPはNETs形成を誘導しな
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Fig. 7 Impact of GF109203X on MPO expression by 
PMA stimulation



い。それは、fMLPがPAKT/PI3Kを経てシグナル
を伝達し、この系はオートファージを阻害する。
ゆえNETs形成を防止するとしている。
さらに、NETs形成はPMAによる好中球処理

後、4時間で形成することが報告されている15)。
したがって、本研究で示したPMA刺激による
MPOの表出の増加はNETs形成の初期変化を示し
ている可能性が示唆される。

Ⅴ. 結語

好中球の活性化によるMPO放出、MPOから派
生する活性酸素による酸化ストレスが細胞障害
に関与することが報告されているが、MPO放出
の機構は充分に解明されていない。そこで好中
球活性化に伴うMPO放出メカニズムについて調
べた。PMA刺激による好中球活性化はMPOの放
出および表出が有意に増加した。一方、fMLP刺
激はこれらの反応の有意な増加を認めなかった。
これらの結果から、MPO放出はPMA刺激によ
るPKCを介したシグナル伝達が、好中球の活性
化、脱顆粒を引き起こし、アズール顆粒成分の
放出、さらに、MPOの細胞表面への表出を経
て、細胞外への放出に至ることが示唆された。
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