
は じ め に

藍藻 (Cyanobactena)の 行う光合成により地球上

の酸素濃度が上昇すると酸素を利用 してエネルギー

を産生する生物 (好気性生物)が出現 した。

グ ル コース 1モ ル の 分 解 に よ り得 られ る

AdenOsine triphosphate(ATP)分 子数は嫌気的分

解 (Embden‐ Meyerhof pathway)で は 2モ ルであ

るが、好気的分解 (TCA cycle)で は 38モ ルであり

エネルギー代謝においては好気性生物の方が嫌気性

生物より有利である。植物は光合成により太陽エネ

ルギーを蓄積 し酸素を産生し、好気性生物は酸素呼

吸によリエネルギーを消費している(図 1)。 酸素が

4電子還元を受けて水になる過程 (図 2)で生じる

分子 (0,,・ OH,H202な ど)は不安定な分子種で

あり反応性が強いことより活性酸素と呼ばれる。生

物が好気的酸化により高エネルギーを得るためには

この活性酸素による障害から組織 を守 る必要があ

る。

1969年 MacOrdと Fndorichl)に よ り0,を 不均

化反応 (dismutation)(こ より消去する酵素、SOD
(superOxide dismutase)(図 3)が発見された。 こ

の発見を契機に活性酸素 と生体に関する知見は飛躍

的に増大した。

慢性肉芽腫病 (chrOnic granulomatous disease,

CGD)は 小児の疾患で感染を繰 り返す予後の悪い疾

患 として知 られている。これは自血球の貧食能には

異常がないが殺菌能が低下 していることによる。

SODの 発見以前 より自血球の殺菌作用には H202

の関与が重要であることが知 られていたP Holmes

ら3)は cGD患者の白血球は細菌を貧食後の酸素代

謝の充進 とH202の産生が見られないことを発見 し

た。Baehnerら 4)は
殺 菌 能 の 低 下 は NADPH

Oxidaseの 欠損によることを見 い出 した。Babior
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ら5)は sODを 投与すると白血球の殺菌能が低下す

ることより殺菌作用には H202だ けでな く0,も 重

要であることを発見した。以上の発見により現在で

は白血球の殺菌には活性酸素の関与が不可欠である

と考えられている。

monocyte macrophage系 細胞、多形核白血球は

活性酸素により病原細菌だけでなく腫瘍細胞 も障害

することが知 られている。癌細胞においては SOD
活性が低下している事実67)が知られてお り、癌細胞

は正常細胞に比べ活性酸素に傷害されやすいと考え

られている。Bleomycinな どの制癌剤の作用も活性

酸素を介 して起 こると報告 されているぎ Nathan

ら910)は BCGに より誘導されたマウス腹腔 macrO_

phage、 多形核白血球が phorbol myristate acetate

(以下 PMA)の 刺激下に細胞外で p3881ymphoma

ceHな どの標的細胞 を障害すること、この macro‐

phageが H202を 産生すること、標的細胞が H202に

より障害を受けることを示した。

しかし担癌患者における monocyte‐ macrophage

系細胞、多形核白血球の活性酸素による腫瘍細胞障

害機構についての報告は少ない。そこで今回、消化

器癌患者 (胃癌、原発性肝癌、大腸癌)末梢血全血、

単球、多形核白血球、癌病巣 (胃癌、大腸癌)流入

動脈、流出静脈血全血、単球、多形核白血球の活性

酸素産生能を luminOl依存性化学発光現象により測

定し、さらに健常者末梢血単球に癌病巣流人動脈、

流出静脈血血漿を加え測定 し、これら血漿の単球活

性酸素産生能に及ぼす影響について検討し興味ある

知見を得たので報告する。

呼 吸
02+4H++4e~==主 2H20

光合成
図 1

癌患者白血球活性酸素産生能の検討

消化器科
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活性酸素と酸素分子の電子配置

図 2

myelopercxidase

対 象 と方法

(1)対 象

末梢血全血、単球、多形核白血球の検討では、国

立大蔵病院において入院治療 した消化器癌症例 29

症例 (胃癌症例 15症例、原発性肝癌症例 9症例、大

腸癌症例 5症例、男性 21症例、女性 8症例、年齢

635± 10.5(mean± SD)歳)を対象とした。

癌病巣流入動脈、流出静脈血全血、単球、多形核

白血球の検討では、静岡赤十字病院において手術を

施行した胃癌症例 16症例 (男性 10症例、女性 6症

例、年齢 597± 162歳 )、 大腸癌症例 14症例 (男性

10症例、女性 4症例、年齢 561± 104歳 )を対象と

した。 これらの症例は術前に化学療法、放射線療法

などは施行されておらず、感染症などの明 らかな合

併症 も認められなかった。

(2)方  法

i)採血

末梢血全血、単球、多形核白血球の検討では、撓

骨静脈よリヘパ リン採血 (10U/ml)し た。

癌病巣流入動脈、流出静脈血全血、単球、多形核

白血球の検討では、全身麻酔下の開腹手術において、

癌病巣に流入する動脈 と癌病巣より流出する静脈よ

リヘパ リン採血 した。採血部位については以下の部

位より行つた。病巣が胃体部小彎に存在する場合は

左胃動静脈、胃前庭部 と胃体部大彎の場合は右胃大

網動静脈、盲腸の場合は回結腸動静脈、上行結腸の

場合は右結腸動静脈、横行結腸の場合は中結腸動静

脈、下行結腸の場合は左結腸動静脈、 S状結腸の場

合は S状結腸動脈 と下腸間膜静脈、直腸の場合は上

直腸動脈 と下腸間膜静脈 とした。また一部の症例は、

末梢血を手術前に大腿動静脈 または撓骨動静脈より

ヘパ リン採血 した。

五)白血球の分離

dextran,Conray‐ Ficon法 により単核細胞を含む

分画 と多形核細胞を含む分画に分離した。単核細胞

を含む分画は PBSに て 2回 洗浄後、単核細胞が

1× 106個 /mlと なるよう培養液 (RPM1 1640)に 浮

遊 した。多形核細胞 を含 む分画 は 009%NaClと

18%NaClを 用い、赤血球を溶血させた後、PBSに

て 2回 洗浄後多形核細胞が 1× 106個 /mlと なるよ

う培養液 (RPM1 1640)に 浮遊 した。単核細胞は、

その塗抹標本を作成 し、33'diaminobenzidineを 用

い るGraham― Karnovsky法 にて peroxidase染 色

し、単核細胞中の単球の比率を計測した。

酸素の還元による活性酸素の生成  |

H:0・    H:O:O:H
H…コ ー      H…  ―墨

図 3
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五i)活性酸素産生能の源1定

活性 酸 素 産 生 能 は Berthold Lab(西 独)の

luminescence analyzer、 Biolumat LB 9500を 用い、

luminol依 存性化学発光現象によ り源1定 した。ス

ピッツに血液 200 μlと 上記培養液 800 μlを 加 え、

37° C、 5分間 incubation後、lumino1 80 μg/mlを 加

え反応により生 じた photonを 4分間 background

として photon counterに て測定 した。刺鴻鱗」として

opsonized zymosan(以 下 zymOsan)1,25 mg/mlま

たは PMA0 2μ g/mlを 加え測定を続け、その peak

値を全血の chemiluminescence peak値 (以下 ChL

値)と した。単核細胞の浮遊液をスピッツに l ml採

り、37° C、 5分間 incubation後 、lumino1 80 μg/ml、

zymosan 1 25 mg/mlま たは PMA0 2μ g/mlを カロ

え測定し、その peak値 を単核細胞中の単球の比率

により単球 1× 104個 当た りに換算し単球の ChL値

とした。多形核細胞の浮遊液をスピッツに l ml採

り、37°C、 5分間 incubation後、lumino1 80 μg/ml、

zymosan0 5 mg/mlま た は PMA0 1μ g/mlを 加

え測定し、その peak値 を多形核白血球 1× 104個 当

たりに換算し多形核白血球の ChL値 とした。

市)癌患者血漿添加

手術時、癌病巣に流入する動脈 と流出する静脈よ

リヘパ リン採血 し3,000 RPM、 5分間遠沈じ血漿を

得た。同様に癌患者末梢動静脈よリヘパ リン採血 し

血漿を得た。一方、健常者末梢血を採血 し上記 と同

様に単核細胞を分離 し培養液に 1× 106個 /mlと な

るよう調整した。この細胞浮遊液 0 5mlに L記患者

血 漿 100 μlを 加 え、37° C、 5分 間 incubation後

lumino1 80 μg/ml、 PMA0 2μ g/mlを 加 え反応 に

より生 じた photonを 上記 と同様 に測定 しChL値

を算出した。

(1)末梢血全血の活性酸素産生能

末梢血全血の ChL値 は zymOsan刺 激では健常人

242± 4 7 count/4× 104seC Cell(mean± SEM)に

対 し、担 癌 症 例 は 576± 13 6 count/4× 104seC

cell、 胃癌は 426± 6 9 count/4× 104seC Cellと 有

意に高値を示した(P<0.05)。 PMA刺激でも健常人

453± 4 3 count/4× 104seC Cellに 対し、 担癌症例

|ま 1243± 20 7 count/4× 104seC CeH、 胃 癌 は

1248± 33 3 count/4× 104seC Cell、 原発性肝癌は

1319± 352c6unt/4× 104seC Cellと 有意に高値を

示した (担癌症例 P<001、 胃癌、原発性肝癌 P<

静岡赤十字病院研究報

005)(図 4)

隧)末梢血単球の活性酸素産生能

末梢血単球の ChL値 は zymOsan刺 激では有意な

変 動 を認 めなかったが、PMA刺 激 で は健 常人

465± 3 9 count/4× 102seC Ce11に 対し、担癌症例

は 755± 8.5 count/4× 102seC Ce11、  胃盾引よ805士

9 6 count/4× 102seC Cellと 有意に高値 を示 した

(P<005)(図 5)。

tr 4 Peak chemiluminescence activities
generated in peripheral blood of
patients with cancer and normal sub
jects on stimulation with opsonized
zymosan and PMA.
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(3 末梢血多形核白血球の活性酸素産生能

末梢血多形核白血球の ChL値は zymOsan刺 激で

は健常人 317± 4 5 count/4× 102seC Cellに 対 し、

担癌症例は 212± 2 5 count/4× 102seC Cen、  原発

性肝癌は 161± 5 1 count/4× 102seC Cenと 有意に
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低値を示した (P<005)。 しかしPMA刺激では逆

に、健常人 221± 3 9 count/4× 102seC Cenに対し、

担癌症例は 441± 11 9 count/4× 102seC CeHと 有

意に高値を示し (P<005)(図 6)。

“

)末梢 血全 血 の活 性 酸 素 産 生能 とClinical

stage

図 7で closed circleは 末期癌で、源1定後近日中に

死亡 した症例である。open circleは 測定時全身状態

が比較的良好に保たれていた症例である。zymosan

束」激では明らかな差を認めなかつたが、PMA刺激

では ChL値 は死亡例で有意に上昇 していた (P<

001)。

.Termrnal State

The relationship between clinical
states and peak chemiluminescence
activities generated in peripheral
blood of patients with cancer and
normal subjects on stimulation with
opsonized zymosan and PMA.

(51 癌病巣流入動脈血全血、流出静脈血全血の活

性酸素産生能

全血の ChL値 は胃癌では動脈血 432± 187 count/

4× 104seC Cellに

'寸

し箭酬_FK血 は 246± 64 count/4 ×

104seC Cellと 、大腸癌では動脈血 249± 53 count/

4× 104seC Cellに 対 し静脈血は 236± 40 count/4×

104seC Cellと 動静脈間に有意な差 を認めなかった

(図 8)。

(0 癌病巣流入動脈血単球、流出静脈血単球の活

性酸素産生能

単 球 の ChL値 は 胃癌 で は流 入 動 脈 血 32± 6

count/4× 102seC Cellに 対し、流出静脈血は 23± 4

count/4× 102seC Cellと 、大腸癌では流入動脈 血

34± 5 count/4× 102seC Cenに対し、流出静脈血は

20± 3 count/4× 102seC Cellと 動脈血が有意に高

値を呈 した (P<001)(図 9)。

(刀 癌病巣流入動脈血多形核白血球、流出静脈血

多形核白血球の活性酸素産生能

多形核白血球 の ChL値 は胃癌 では流入動脈血

84± 19 count/4× 102seC CeHに対し、流出静脈 Illは

81± 21 count/4× 102seC CeHと 、大腸癌では流人動

脈血 99± 10 count1 4 ×102seC Cellに 丈寸し、流日1静 lFk

血は 103± 16 count/4× 102sec cenと 動静脈間に有

意な差を認めなかった (図 10)。

(8)癌患者末梢動脈血単球、多形核白血球、末梢

静脈血単球、多形核白血球の活性酸素産生能

胃癌大腸癌患者末梢血単球の ChL値 は動脈血

25± 3 count/4× 102seC Cenに対し、静脈血は 28士

4 count/4× 102seC Cellと 、胃癌大腸癌末梢血多形

核白血球の ChL値 は、動脈血 154± 29 count/4×

102seC Ce11に 対 し、静脈血は 162± 26 count/4× 102

sec ceHと 動静脈間に有意な差を認めなかった (図

11)。

(91 癌病巣流入動脈、流出静脈血血漿の健常者単

球活性酸素産生能に及ぼす影響

健 常者単球 の ChL値 は流 入動脈血血 漿添加

141± 24 count/4× 102seC Cenに 対し、流出静脈血

血漿添加では 130± 21 count/4× 102seC CeHと 動脈

血血漿添加により静脈血血漿添加に比較し有意に高

値を呈 した (P<005)(図 12)。

00 癌患者末梢血血漿の健常者単球活性酸素産生

能に及ぼす影響

健常者単球の ChL値 は動脈血血漿添加 132± 36

count/4× 102seC Cellに 対し、静脈血血漿添加では

140± 32 count/4× 102sec ceHと 動静脈血血漿間に

図 7

HCC
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tr 6 Peak chemiluminescence activities
generated by polymorphonuclear
cells of patients with cancer and
normal subjects on stimulation with
opsonized zymosan and PMA.
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有意な差を認めなかった (図 13)。
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tr 8 Peak chemiluminescence activities
generated in whole blood from the
vessels which are near cancer lesion
on stimulation with PMA. The bars
indicate mean+SEM.

counl/4 x 102 sec. c€ll

tr10 Peak chemiluminescence activities
generated by polymorphonuclear
cells f rom the vessels which are near
cancer lesion on stimulatron with
PMA. The bars indicate mean+SEM.
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tr 9 Peak chemiluminescence activities
generated by monocYtes from the
vessels which are near cancer lesion
on stimulation with PMA. The bars
indicate mean+SEM.
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tr11 Peak chemiluminescence activities
generated by monocytes and
polymorphonuclear cells Jrom the
peripheral vessels of patients with
cancer on stimulation with PMA. The
bars indicate mean-l_ SEM.
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counl/4 x lor sec.cell

tr12 Peak chemiluminescence activities
generated by monocytes of normal
subjects which are incubated with the
plasma from the vessels which are
near cancer lesion on stimulation
wrth PMA. The bars indicate mean+
SEM.

count/4x102 sec.cetl

132■ 36       140± 32

n=4             n=4

図13  Peak chemiluminescence activities
generated by monocytes of normal

SubieCtS Which are incubated wlth the

plasma fronn the peripheral vessels of

patients with cancer on stimulation

with PMA The bars indicate mean±

SEM

a)癌 患者単球活性酸素産生能 と癌患者血漿添加

効果の相関

動脈血 (癌病巣流入動脈血 と癌患者末梢動脈血 )

単球 ChL値 と静脈血 (癌病巣流出静脈血 と癌患者末

梢静脈血 )単球 ChL値 の比 と動脈血 (癌病巣流入動

脈血 と癌患者末梢動脈血 )血漿添加単球 ChL値 と静

脈血 (癌病巣流出静脈血 と癌患者末梢静脈血)血漿

添加単球 ChL値 の比 との相関について検討した。相

関係数 r=o697と な り有意 の相 関 を認 め (P<
005)、 X軸 に単球 ChL値比、Y軸に血漿添加単球

ChLイ直上ヒをとるとき回帰直線はy=0257x+0725
となった (図 14)

y=0257x+0725

06 08 l0 12 lJ 16 18 20 Monoch

trtq The relationship between peak
chemiluminescence activities' ratio
(arteris/veins) generated by
monocytes of patients with cancer
and peak chemiluminescence
activities' ratio (arteris/veins) gener-
ated by monocytes of normal sub-
jects which are incubated with the
plasma of patients with cancer.

&
Kitahoraら 11)は Crohn病 患者 の末梢血単球 を

PMA、 opsonized zymosanに より束」激 しluminol

依存性化学発光現象により単球の活性酸素産生能を

測定し、健常者に比 じ有意に克進 していることを示

し、貧食細胞の産生する活性酸素が病変部において

組織障害 に関与 していることを示唆 した。 また

Suematsuら 12)は luminol依存性化学発光現象にお

いて多形核白血球より遊離される photonの生成機

構について解析 し、Ca2+_ionophOre、 PMAに より多

形核白血球が刺激を受けるとアズール顆粒の脱顆粒

を生 じ、その結果 mye10perOxidase H202 Ch10ride

系を介し細胞外において luminolを 酸化し、photon

を遊離することを報告した。筆者らは本源1定系、す

なわち貧食細胞の luminOl依存性化学発光現象によ

る測 定 で はmyeloperOxidase‐ H202 Ch10ride系 に
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よる反応が測定されていると考えている。

末梢血全血の活性酸素産生能は zymOsan刺 激で

は担癌患者、胃癌患者は健常人に比較 し有意に高値

を示した。PMA刺激でも担癌患者、胃癌患者、原発

性肝癌患者は健常人に比較 し有意に高値を示した。

末梢血単球の活性酸素産生能は PMA刺激では担癌

患者、胃癌患者は健常人に比較 し有意に高値を示し

た。末梢血 多形核 白血 球 の活 性 酸 素産 生能 は

zymosan刺 激では担癌患者、原発性肝癌患者は健常

人に比較 し有意に低値を示 したが、PMA刺激では

担癌患者は健常人に比較 し有意に高値を示した。 こ

のことより担癌患者の単球の産生する活性酸素が腫

瘍組織における単球の抗腫瘍活性 と何らかの関係を

有する可能性 も考えられた。多形核白血球について

は zymosan刺 激、PMA刺激により担癌患者の活性

酸素産生能に差があり担癌生体における多形核白血

球の役割については今後の検討が必要 と思われた。

末梢血全血の活性酸素産生能は PMA刺激では末

期癌で予後の悪い症例が全身状態が比較的良好に保

たれていた症例より有意に高値を示したことより貧

食細胞の産生する活性酸素が癌の悪液質 と関係のあ

る可育旨l■が示唆された。

単球の活性酸素産生能は癌病巣に流入する動脈血

中で流出する静脈血より有意に克進 していた。 しか

し末梢の動静脈間ではこのような有意な差は認めら

れなかった。多形核白血球の活性酸素産生能は癌病

巣流入動脈、流出静脈間、末梢動静脈間において有

意な変動を認めなかった。 このことより担癌患者の

単球は癌病巣を通過することにより何らかの機能的

な変化を生 じる可能性が考えられる。 このような機

能的変化を生じる機序 として二つの可能性が考えら

れる。一つは、これらの貧食細胞の一部が癌病巣に

捕捉され、活性酸素を介した抗腫瘍活性などの何ら

かの機能を果たすことにより結果的に機能の低下 し

た貧食細胞が静脈血中に流出するという可能性であ

る。 もう一つは、癌細胞 または癌細胞を取 り囲む環

境より産生された抑制性物質の作用により貧食細胞

の機能が低下するという可能性である。

貧食細胞の活性酸素による抗腫瘍活性については

前述の Nathanら 91の の報告以外にも報告は多い。

Clarkら 13)は
、ヒト多形核白血球が、Concanavalin

A(Con A)の 誘導によリマウス lymphoma cell、

LSTRAを halide(OCl― 、OI)の存在下で障害する

こと、myeloperoxidase(MPO)欠損多形核白血球、

CGD(慢性肉芋腫症患者)の多形核白血球が MPO

静岡赤十字病院研究報

または glucose Oxidaseの 添加で同様の細胞障害性

を示 す こ とを証 明 した。Mavierら 14)は
、12‐ 0‐

tetradecanoylphorbol‐ 13‐ acetate(TPA)の東」激下

でヒト単球がヒトmyeloid leukemia cell、 K562、

ヒトhistiocytic lymphoma cell、 U927を 障害する

ことを報告した。Flescherら 15)は
、paraffin Oilに 誘

導されたマウス腹腔 macrophageが TPAの刺激下

でマウス lymphOma ceH、 EL4な どの標的細胞を障

害することを明らかにした。以 上の報告はいずれも

ヒトや動物の貧食細胞が in vitroに おいて PMAな
どの刺激下に腫瘍細胞を障害することを示 してい

る。

健常者単球活性酸素産生能は癌病巣流入動脈血血

漿添加により流出静脈血血漿添加に比較 し有意に高

値を呈したが、末梢動脈血血漿添加 と末梢静脈血血

漿添加では有意の変動を認めなかった。 このことよ

り癌病巣流人動脈血血漿、流出静脈血血漿には健常

者単球活性酸素産生能を抑制する物質または活性化

する物質が存在することが示唆された。

動脈血 (癌病巣流入動脈血 と癌患者末梢動脈血)

単球活性酸素産生能 と静脈血 (癌病巣流出静脈血 と

癌患者末梢静脈血)単球活性酸素産生能の比 と動脈

血 (癌病巣流人動脈血 と癌患者末梢動脈血)血漿添

加単球活性酸素産生能 と静脈血 (癌病巣流出静脈血

と癌患者末梢静脈血)血漿添加単球活性酸素産生能

の比が有意の相関を示した。このことより癌患者に

おいては単球活性酸素産生能は血漿中の抑制性物質

または活性化物質により影響を受け、これらの物質

の影響が癌病巣流入動脈血単球、流出静脈血単球の

活性酸素産生能に反映されている可能性が示唆され

た。

このような単球活性酸素産生能に影響を及ぼすと

考えられる物質は血漿中に多数存在すると考えられ

ている。

Bettetiniら 16)は 、ヒト単球を HT 29ヒ ト大腸癌

細胞 または培養上清に暴露することによリヒト単球

の産生する活性酸素 (0,)が増大することを示 し

た。一方、Tsunawakiら 17)は
、腫瘍細胞培養 上清中

に存在し、resp■ atory burstや 貧食細菌に対する殺

菌能を低下させる物質を macrOphage deact市 ation

factor(MDF)と 呼 んだ。Nakagawaraら 18)は
、

Con‐ A、 BCGな どにより誘導された lymphokineに

よる刺激を受けるとヒト単球の産生する H202が増

大することを報告した。Michaelら 19)は 、ヒト単球を

細 菌 の 産 生 す るmuramyl dipeptide(MDP)、
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lipopolysaccharide(LPS)|こ 暴露することにより単

球の産生する活性酸素 (0,)が 増大することを示し

た。Phillips20)は 、マウスの骨髄由来 macrOphageは

PMA刺激による活性酸素 (0,)産 生に際 して、

GM‐ CSF、 TNEで、INF‐ γなどの cytokineの暴露

を必要とすることを見い出した。Nathanら 21)は 、活

性化 macrOphageに よる抗体依存性腫瘍細胞障害

に活性酸素が関与することを示唆 した。以上により

単球の活性酸素産生能に影響を及ぼす可能性のある

物質には、癌細胞の膜表面上の物質、癌細胞より産

生され周囲に放出される物質、免疫担当細胞より産

生さオtる 物質 (lymphokines、 cytokines)、 抗体等が

考えられる。筆者 らは単球の活性酸素による抗腫瘍

活性について、筆者 らの上記成績 と上記報告を総合

して図 15の ような関係を想定 している。

さらにこれらの関係を明らかにするためには、癌

組織中の macrophageを 分離し、その活性酸素産生

能を測定することが必要であると考えている。
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