
Ⅰ. 序言

好中球は病原体の侵入に対して、走化因子の
作用により感染局所に遊走し、病原体を貪食す
る。その際にNADPH酸化酵素が活性化され、活

性酸素の一種であるスーパーオキシド（O2-）を
産生する。さらにO2-から派生する活性酸素種に
よる殺菌が行われる。
一方、好中球のO2-産生には、プライミングと
いう現象が知られている。好中球があらかじめ

生物試料分析　Vol. 35, No 4 (2012)

1)香川県立保健医療大学　臨床検査学科
〒761-0123 香川県高松市牟礼町原281-1
2)香川県立中央病院中央検査部
〒761-0017 香川県高松市番町5-4-16

受領日　平成24年4月19日
受理日　平成24年7月10日

1)Department of Clinical Medical Technology, Kagawa
Prefectural College of Health Science
281-1 Hara, Mure-cho, Takamatu-shi, Kagawa 761-0123,
Japan
2)Central Clinical Laboratory, Kagawa Prefectural Central
Hospital
5-4-16 Ban-cho, Takamatsu-shi, Kagawa 760-0017,
Japan

－ 322 －

TNF-αによる好中球活性化のプライミング反応について

太田安彦1)、徳永賢治1)、秋山佳織2)

Priming of neutrophil respiratory burst by 
tumor necrosis factor-α

Yasuhiko Ohota1), Kenji Tokunaga1) and Kaoru Akiyama2)

Summary It is known that the phenomenon called priming occurs in the O2
- production by

neutrophils.  A certain stimulating factor leads to the priming of neutrophils, and another stimulating

factor enhances the production of O2
- significantly.

This phenomenon is considered to occur universally inside the living body at the time of inflam-

mation.  It functions to strengthen the biological defense mechanism by neutrophils.  On the other hand,

it has been reported that priming activates neutrophils and causes cellular disorder.  However, the

signaling of priming has not been clarified. 

In this study, the author discussed the signaling of priming by TNF-α.  In the signaling due to

fMLP stimulation after priming, it was observed that the p38MAPK and Erk1/2 systems are activated

via tyrosine kinase and then p47phox is phosphorylated.  It was indicated that this signaling activates

NADPH oxidase and enhances the production of O2
-.
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特定の刺激因子の作用を受けるとプライミング
された状態になり、続いて異なる刺激因子の作
用によりO2-産生の著しい亢進が起こる1, 2)。プラ
イミング作用を有する因子として、IL-1、腫瘍
壊死因子（tumor necrosis factor; TNF-α）、顆粒球
コロニー刺激因子（granulocyte colony-stimulating
factor; G-CSF）、顆粒球・マクロファージ刺激因
子（granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor; GM-CSF）、IL-8などのサイトカインがあ
る3, 4)。この現象は生体内では特に炎症の際に生
じていると考えられ、炎症病巣の好中球はプラ
イミングされつつ集積した好中球である。この
ような好中球は、O2-の産生、血管内皮への付
着、アズール顆粒、リソソームから酵素の遊出
など、化学反応や形態変化をともなうことが推
測される。我々の以前の研究では、TNF-αによ
るプライミング後のformyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine（fMLP）、phorbol myristate acetate
（PMA）刺激によるO2-の産生はPMAよりもfMLP
で増強し、さらにMPO放出が増加した5)。これ
らの結果はプライミングにより細胞障害が高ま
ることが考えられる。
TNF-αによるプライミング反応について、

fMLPによる再刺激に対するリン酸化酵素の影響
が調べられ、その作用がおもにチロシンキナー
ゼ活性に依存していることが示唆された6)。しか
しながら、TNF-αのプライミングによる
NADPH酸化酵素の活性化を増幅するシグナル伝
達について、その分子機構は明らかでない。
今回、TNF-αによるプライミング、次いで

fMLPの刺激によるシグナルが、どのような経路
で伝達され、p47phoxのリン酸化さらにNADPH
酸化酵素の活性化に至るのか、その機序につい
て検討したので報告する。

Ⅱ. 方法

1. 好中球活性化により生成する活性酸素種の測
定および阻害剤の影響
fMLP並びにPMA刺激物質により好中球を活

性化して、生成する活性酸素を測定した。発光
試薬として、8-amino-5-chloro-7-phenylpyrido (3,4-
d) pyridazine-1,4 (2H, 3H) dione（L-012 和光純薬）
を用い、測定装置はルミネッセンサーPSN（ア
トー社）で発光強度を測定した。

1) 試薬
L-012は50 mmol/l Tris-HCl緩衝液pH7.5で20

mmol/lに溶解した。Ca2+-free KRP緩衝液は常法
に従い、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 KCl ４容、
0.154 mol/l MgCl2 １容の割合で混合し、使用前
に調整した。
刺激物質の調整は、PMA、fMLPともにエタ

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。
阻害剤として、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、0.5μmol/l、５μmol/lの溶液を作
成した。ゲニステインの調整は、エタノールで
１mmol/lに溶解し、使用時にエタノールを用い
て30μmol/l、100μmol/l溶液とした。PD98059
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、50μmol/lを作成し
た。SB203580の調整は、ジメチルスルホキシド
で１mmol/lに溶解し、使用時にジメチルスルホ
キシドを用いて、10μmol/lの溶液を作製した。
グルコースは精製水に溶解し、１mol/l溶液を
作製した。
発光試薬L-012は、Ca2+-free KRP緩衝液で2.5

mmol/lに希釈したものを使用した。
2) 試料
①Mono-Polyを用いたヒト末梢好中球の分離法
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全血3.5 ml
を重層した。次いで400 × 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 ×
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
× 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0.2 7mol/l NaCl溶液を５ml加
え混和し、400 × 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 × 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。
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3) 活性酸素測定方法
①O2-の産生量
試験管にKRP緩衝液210μl、発光試薬５μl、

グルコース５μl、好中球20μl（４×105）を加
え混和後、37℃、３分間インキュベーションし、
刺激物質10μl、KRP緩衝液25μlを添加して反
応を開始し、10分間の積算値、および、経時的
変化を測定した。
②プライミング反応
試験管にKRP緩衝液200μl、TNF-α 10μl、グ
ルコース５μl、好中球20μl（４×105）を加え
混和後、37℃、20分間インキュベーションし、
発光試薬５μl、刺激物質10μl、KRP緩衝液25
μlを添加して反応を開始し、10分間の積算値、
および、経時的変化を測定した。
③阻害反応
試験管にKRP緩衝液190μl、阻害剤10μl、グ
ルコース５μl、好中球20μl（４×105）を加え
混和後、37℃、30分間インキュベーションし、
TNF-α 10μlを加え混和後、37℃、20分間イン
キュベーションし、発光試薬５μl、刺激物質10
μl、KRP緩衝液25μlを添加して反応を開始し、
10分間の積算値、および経時的変化を測定した。
4) 免疫沈降
好中球を阻害剤で前処理を行い、プライミン
グ後のSampleをLysis buffer（50 mmol/l Tris-HCl
(pH7.5)、250 mmol/l NaCl、50 mmol/l MgCl2、10
mmol/l EGTA、1/10容Glycerol、1/100容Triton-
X100、１mmol/l PMSF、１mmol/l Na3VO4、1/100
容アプロチニン）で溶解後、トリクロロ酢酸で
濃縮したものに、抗p47phox抗体（ウサギ、コ
スモバイオ）、抗p38MAPK抗体（ウサギ、CST）、
または抗Erk1/2抗体（マウス、CST）の各１μl
とProtein Gで免疫沈降した。
5) SDS-PAGE
10％アクリルアミドゲルで、３×Sample

bufferを加えたサンプルを１wellあたり10μlアプ
ライし、20 mAの定電流で泳動した。Markerに
はECL DualVue Western Blotting Markers（GEヘル
スケア）を５μlアプライした。
6) ブロッティング
PVDF膜に70 mA定電流で１時間ブロッティン
グした。
7) 抗体反応
１次抗体であるp47phox（phospho-ser345）

An t i b ody（コスモバイオ）と、phospho -
p38MAPK Antibody（CST）は20,000倍希釈し、
室温で１時間反応させた。Phospho-p44/42
MAPK(ErK1/2)Antibody（CST）は2,000倍希釈し
て、４℃、１昼夜反応させた。p47phoxと
p38MAPKのリン酸化にともなうシグナル分子の
増減はHRP標識２次抗体（GEヘレスケア）を
200,000倍希釈し、室温で１時間、ErK1/2につい
てはHRP標識２次抗体（CST）を20,000倍希釈
して、室温、１時間反応させ検出した。
8) 化学発光
ECL Plus Western Blotting Detection System（GE
ヘルスケア）試薬キットを用いて、５分間反応
させ、Amersham Hyperfilm ECLに10秒間転写後
現像した。

Ⅲ. 結果

1. 活性酸素産生に対するゲニステインの影響
チロシンキナーゼ阻害剤であるゲニステイン
を用いて、活性酸素産生について検討した。ゲ
ニステインで前処理後、TNF-αでプライミン
グ、次いで刺激物質としてfMLPとPMAで好中
球を活性化した。Fig. 1に示すとおり、PMA刺
激においては活性酸素産生にともなう発光にラ
グタイムが認められた。しかしながら、総発光
量において、t検定（n=5）による有意差検定で
は有意差は認められなかった。fMLP刺激では、
明らかに発光が低下しO2-の産生量が減少した。

2. 活性酸素産生に対するGF109203Xの影響
次にプロテインキナーゼの系について調べた。
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Fig. 1 Effects of genistain on the production of active 
oxygen.



PMAは直接プロテインキナーゼを活性化しO2-を
産生する。そこでプロテインキナーゼの阻害剤
であるGF109203Xにより前処理後、O2-産生につ
いて検討した。TNF-αプライミング後のPMA刺
激ではO2-の産生を阻害した。一方、fMLP刺激
はわずかに阻害がみられたが総発光量において、
t検定（n=5）による有意差検定では有意差は認
めなかった（Fig. 2）。

3. p47phoxリン酸化に対するゲニステインの影
響
チロシンキナーゼ阻害剤であるゲニステイン
がO2-産生を阻害する結果が得られたので、プラ
イミングのシグナルがチロシンキナーゼを経て
NADPH酸化酵素の細胞質成分であるp47phoxの
リン酸化に作用するかどうかを検討した。Fig. 3
に示すごとくゲニステインによる前処理は、
fMLP刺激において濃度依存的にp47phoxのリン
酸化を阻害した。一方、PMA刺激では阻害が認
められなかった。

4. P38MAPKリン酸化に対するSB203580の影響
TNF-αによるプライミングのシグナル伝達を
確認するため、チロシンキナーゼの下流のシグ
ナルについて検討した。TNF-αによるプライミ
ングはfMLP刺激に反応する結果が得られたの
で、以下は刺激物質としてfMLPを用いて検討し
た。p38MAPKの阻害剤であるSB203580で前処
理後、TNF-αによるプライミング、次いで
fMLP刺激における酵素のリン酸化を調べた。そ
の結果、Fig. 4に示すとおり、p38MAPKのリン
酸化を阻害した。

5. Erk1/2リン酸化に対するPD98059の影響
同様にチロシンキナーゼの下流に位置する

Erk1/2の阻害剤であるPD98059を用いTNF-αに
よるプライミング反応に対する関与について、
Erk1/2のリン酸化を検討した。結果は、リン酸
化がわずかに阻害された（Fig. 5）。
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Fig. 2 Effects of GF109203X on the production of 
active oxygen.

Fig. 3 Effects of Genistain on the phosphorylation of 
p47phox.

Fig. 4 Effects of SB203580 on the phosphorylation of
p38MAPK.

Fig. 5 Effects of PD98059 on the phosphorylation of 
Erk1/2.



6. 活性酸素産生に対するPD98059及びSB203580
の影響
TNF-αによるプライミング、fMLP刺激によ

るシグナル伝達が、下流に位置するErk1/2、
p38MAPKに伝達することが確認されたので、活
性酸素産生への影響について検討した。Erk1/2
の阻害剤であるPD98059、p38MAPKの阻害剤
SB203580を用い、前処理後のプライミングに伴
うO2-産生について調べた。結果はFig. 6に示す
とおり、両阻害剤によりO2-の産生が阻害され
た。

Ⅳ. 考察

好中球の機能として活性酸素の産生は生体防
御機能に重要な役割を果たしている。しかしな
がら、サイトカイン等によりプライミングされ
た好中球は過剰な活性酸素を産生し種々の組織
障害を生じることが報告されている7, 8, 9, 10)。その
反応は、直接O2-産生酵素であるNADPH酸化酵
素を活性化するシグナル伝達機構に関与する作
用と刺激因子との相互作用によると考えられて
いる。
好中球の活性酸素産生は、刺激物質により好
中球を活性化するシグナル伝達の過程が異なる。
刺激伝達系は主として、チロシンキナーゼとプ
ロテインキナーゼ系のシグナル伝達が知られて
いる。PMAによる刺激では直接、プロテインキ
ナーゼを活性化し、fMLPはチロシンキナーゼを
活性化する11)。
fMLPは、まず好中球膜上の受容体に結合す

る。この受容体はG蛋白共役型であり、刺激に
より細胞内情報伝達を開始する。すなわち、細
胞膜貫通型の受容体はfMLPなどのリガンドが結
合するとチロシンキナーゼを活性化し、リン酸化
タンパク質を介してシグナルを伝達する12, 13, 14)。
一方、TNF-αは、O2-産生を増強するプライミ
ング作用を有し15)、この作用はfMLP刺激で増強
することが確認されている。しかしながら、活
性酸素産生の亢進に至るシグナル伝達機構につ
いては、十分に明らかになっていない。
そこで、TNF-αによるプライミング反応が、

fMLP刺激による好中球活性化におけるシグナル
伝達に作用する機序について、各種阻害剤を用
いて研究した。
まず、チロシンキナーゼの阻害剤であるゲニ
ステインで前処理を行い、TNF-αによるプライ
ミング後、fMLP、PMAで刺激した。結果はFig. 1
に示すごとくfMLP刺激により、O2-の産生が阻
害された。次に、プロテインキナーゼの阻害剤
であるGF10923Xによる前処理は、PMA刺激に
おいてO2-の産生が阻害され、fMLP刺激では有
意な阻害は認めなかった（Fig. 2）。この現象を
確認するため、NADPH酸化酵素の活性化に係る
細胞質成分であるp47phoxのリン酸化について検
討した。結果は、fMLP刺激ではゲニステインに
よりp47phoxのリン酸化が、濃度依存的に阻害さ
れた。一方、PMA刺激では阻害が認められず、
O2-産生と同様の結果が得られた。この点は、
Dewasらも16)ゲニステインによる阻害を報告して
いる。これらの結果はTNF-αによるプライミン
グは、fMLPを介するチロシンキナーゼ系の刺激
伝達を活性化することが示唆された。
次にチロシンキナーゼの下流の刺激伝達系に
ついて調べた。下流の刺激伝達には、ErK1/2、
p38MAPK系が推定されているが、fMLPの下流
の刺激伝達は、p38MAPKであり、Erk1/2ではな
いとする報告17, 18, 19)、あるいは、両刺激系を経て
活性化するとの報告がある20, 21)。
そこで、それぞれの酵素に対する阻害剤を用
いてタンパクリン酸化について調べた。まず、
p38MAPKの阻害剤であるSB8203580による検討
では、明らかにリン酸化の阻害が観察された
（Fig. 4）。またErk1/2の阻害剤であるPD98059を
用いて前処理後、ErK1/2のリン酸化についても、
阻害が認められた。しかながら、このErk1/2に
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Fig. 6 Effects of PD98059 and SB203580 on the 
production of active oxygen.



よる阻害はp38MAPKより弱い阻害を示した。
したがって、両酵素のリン酸化の阻害から、
TNF-αによるプライミング後のfMLPによる刺
激伝達は、それぞれの酵素を経由するが、
p38MAPKが主流であることが推測された。この
シグナル伝達系を確認するために、両阻害剤を
用いて、活性酸素産生について検討した。Fig. 6
に示すごとく、それぞれの阻害剤によりO2-産生
が減少した。
これらの結果は、TNF-αプライミング後の

fMLP刺激によるO2-産生に対するシグナル伝達
は、チロシンキナーゼを経て、p38MAPK、
ErK1/2系の活性化によりp47phoxがリン酸化され
る。それにともないp47phoxの構造変化を経て、
p47phoxが他の因子と共に膜に移動し、NADPH
酸化酵素の活性化によりO2-の産生が亢進するこ
とが示唆された。
TNF-αによる好中球プライミング反応のシグ
ナル伝達の機序については、刺激伝達系の活性
化以外にTNF-αがfMLP受容体の発現を増加さ
せる報告22)、さらに最近、prolyl isomerase pin1が
fMLPにより活性化されp47phoxと結合し構造変
化を惹起し好中球活性化に至ることが報告23)さ
れた。今後、これらの反応とプライミングの関
連性について、さらなる検討が必要である。

Ⅴ. 結語

好中球は刺激因子の作用を受けるとプライミ
ング状態になり、続いて異なる刺激因子により
活性酸素の産生が亢進する。このことは生体内
で炎症時に普遍的に生じていると考えられ、好
中球による生体防御機構を増強する役割を果た
している。また、同時に細胞に対する障害作用
を示す。しかしながら、プライミング作用の
分子的機序については明らかでない。そこで
TNF-αによるプライミング反応とfMLP刺激の
シグナル伝達について検討した。プライミング
状態の好中球に対すfMLP刺激のシグナル伝達に
ついて、チロシンキナーゼの活性化、p38MAPK、
Erk1/2の両経路によるp47phoxのリン酸化を確認
した。これらのシグナル伝達によりNADPH酸化
酵素が活性化され、O2-の産生が亢進することが
示唆された。
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