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   シクロオキシゲナーゼ（COX）は，アラキドン酸から

プロスタグランジン（PGs）やトロンボキサンなどの生理

活性物質を合成する酵素である．COXは2つのアイソザ

イムからなり，恒常的に発現して胃液分泌・利尿・血小

板凝集などの生理的な生体維持に作用しているCOX-1

と，サイトカイン，マイトージェンやLPSなどの刺激に

よって誘導発現され，炎症状態で重要な役割を担ってい

るCOX-2に分けられ，それぞれ生体内での役割が異なる

ことが明らかになっている1, 2）．

　非ステロイド性抗炎症剤（NSAIDs）はCOXの活性を

阻害し，エイコサノイドの産生を抑制することで抗炎症

効果を発揮している．しかし，従来のNSAIDsはCOX-1

および-2の両方の活性阻害を持ち，胃粘膜障害，腎機能

障害や血小板機能障害などの副作用を惹起する．近年，

COX-2活性のみを選択的に阻害して抗炎症作用を発揮し，

副作用を減弱するCOX-2阻害剤が開発された3, 4）．

　好中球は炎症性物質によって活性化され，その機能が

賦活される．好中球が活性化されると種々の活性酸素種，

セリンプロテアーゼの産生が亢進して炎症巣において生

体防御に寄与するが，過剰の活性化は組織障害を惹起し
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Enhancement of Fas-mediated apoptosis in human neutrophils by a selective cyclooxygenase-2 inhibitor

  Previous studies have shown that apoptosis of neutrophils represents a physiologic clearance mechanism in

the circulation and in the tissue to create and maintain homeostasis of neutrophil numbers. It is well known that

spontaneous and Fas-mediated apoptosis of neutrophils can be regulated by proinflammatory mediators.  The

effects of a selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor, NS-398, on the Fas-mediated apoptosis in inflamma-

tory stimuli-activated neutrophils were examined. Tumor necrosis factor-α (TNF-α ) and granulocyte-macroph-

age stimulating factor (GM-CSF) enhanced PGE2 release through induction of COX-2, but not interleukin-1β(IL-

1β ) and IL-8. TNF-α- and GM-CSF-induced PGE2 release was abolished by the addition of NS-398 (1μM),

nevertheless NS-398 did not change the TNF-α- and GM-CSF-induced expression of COX-2. Although not only

GM-CSF but also IL-1β and IL-8 delayed Fas-mediated apoptosis in neutrophils, this effect was suppressed by

the addition of NS-398 (100μM). On the contrary, TNF-α-treated neutrophils did not change the susceptibility

to Fas-mediated apoptosis. These results suggest that selective COX-2 inhibitor not only suppresses PGE2

release, but also enhances Fas-mediated apoptosis of cytokine activated-neutrophils. Recent studies have pro-

vided evidence that COX-2 inhibitor acts through a COX-2-independednt mode of various cell functions.  There-

fore, the proapoptotic activity of selective COX-2 inhibitor may be independent of COX-2 activity. Considering

these studies, selective COX-2 inhibitor may contribute to come to an end of acute inflammation via enhanced

apoptosis of neutrophils.
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て生体に不利益をもたらすこともある5, 6）．したがって，好

中球は血中や組織において急性炎症状態が終息する際，速

やかにネクローシスではなくアポトーシスによって排除さ

れる必要がある7）．

　固形癌組織にCOX-2が高発現しており，COX-2選択的

阻害剤は癌組織に対してアポトーシスの促進効果や血管新

生の阻害作用を持つことが報告された8, 9）．最近，COX-2

選択的阻害剤は白血病細胞に対してもアポトーシスを亢進

することが報告された10, 11）．

炎症性サイトカインによる好中球COX-2
発現およびPGE2放出
　好中球はサイトカインやエイコサノイドを合成・放出

し，炎症反応を修飾している12）．好中球はphorbol myristate

acetate（PMA），formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine

（FMLP），血清処理ザイモザン，lipopolysaccharide（LPS），

tumor necrosis factor α（TNF-α），granulocyte-macrophage

colony-stimulating factor（GM-CSF）などの起炎物質の刺激

によってmRNAおよびタンパクレベルでCOX-2が発現誘

導され，その活性が亢進してPGE2を合成することが知ら

れている13-15）．われわれも独立してヒト末梢血から分離，

精製した好中球を用いてTNF-αおよびGM-CSFについて

同様の知見を得た（図1，2，3）．なお，好中球の分離は

通法に従って，ヘパリン加末梢血をデキストラン沈降後，

Ficoll-Hypaque比重遠沈法で行った．さらに分離した好中

球は，エステラー染色で単球の混在がないことを確認し

た．起炎物質の刺激による好中球COX-2の発現誘導は，ア

クチノマイシンDやシクロヘキシミドの存在下で阻害さ

れる13-15）．一方，好中球のCOX-2の発現はinterleukin-4（IL-

4）や IL-10などの抗炎症性サイトカインの存在下では抑

制されることも知られている13, 15）．さらに，IL-8やIL-1β

は好中球に対してCOX-2 を誘導しないが，LPS 刺激の

COX-2発現誘導にプライミイング作用を持つことが報告

されている14）．しかし，起炎物質によるCOX-2の発現誘

導は，好中球と単球では異なる動態を示すという報告もあ

る15）．さらに，免疫組織学的検索で炎症巣に浸潤している

好中球にCOX-2の発現がみられる15, 16）．

図1 ヒト末梢血好中球のCOX-2 mRNA発現に
対する炎症性サイトカインの影響

好中球をIL-1β（100 ng/ml），IL-8（100 ng/ml），GM-CSF
（10 ng/ml），TNF-α（10 ng/ml）で60分間処理した際の
COX-2 mRNA発現をRT-PCRで検討した．GM-CSFおよ
びTNF-αは，好中球のCOX-2 mRNA発現を誘導した．

図2 ヒト末梢血好中球のCOX-2タンパク発現
に対する炎症性サイトカインの影響

好中球をIL-1β（100 ng/ml），IL-8（100 ng/ml），GM-CSF
（10 ng/ml），TNF-α（10 ng/ml）で3時間処理した際の
COX-2タンパク発現をウエスタンブロット法で検討し
た．GM-CSFおよびTNF-αは好中球のCOX-2タンパク
発現を誘導した．

図3 ヒト末梢血好中球のPGE2合成に対する炎症性サイト
カインおよびCOX-2選択的阻害剤NS-398の影響

好中球をNS-398（1μM）の存在下または非存在下でIL-1β（100 ng/
ml），IL-8（100 ng/ml），GM-CSF（10 ng/ml），TNF-α（10 ng/ml）で3時
間処理した際の培養上清中のPGE2濃度をELISAで測定した．好中球
はGM-CSFおよびTNF-α処理によってPGE2の合成を有意に亢進し
たが，NS-398（1μM）の存在下で有意に阻害された．
サイトカイン未処理対サイトカイン処理； * p＜0.01，
NS-398非添加対NS-398添加； ** p＜0.01
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好中球COX-2発現およびPGE2放出に対
するCOX-2選択的阻害剤，NS-398の影響
　好中球はCOX-2阻害剤の存在下でCOX-2の発現誘導は

影響を受けないが，COX-2活性が抑制されてPGE2の産生

が減少される14）．COX-2選択的阻害剤の一つであるNS-

398は，1μMの濃度でGM-CSFおよびTNF-α刺激による

好中球のPGE2産生をほぼ完全に抑制した（図3）．この結

果より炎症性刺激による好中球のPGE2の産生は，COX-2

経路に依存していることが示唆される．

Fas誘導好中球アポトーシスに対する
炎症性サイトカインの影響
　好中球は in vitro および in vivo において自発的にアポ

トーシスに陥り，網内系によって組織から排除されること

が知られている7）．さらに，好中球は細胞膜上にFas抗原

の発現がみられ，抗Fas抗体やFasリガンドによってアポ

トーシスを生じる17-19）．好中球は自らがFasリガンドも発

現し，自発的にアポトーシスに陥るとの報告もある18）．Fas

誘導アポトーシスの活性化経路の解明は，精力的な研究に

より明らかにされたことも多い．詳細は他の総説に譲る

が，Fas発現細胞に抗Fas抗体やFasリガンドが結合する

とFas・FADD・カスパーゼ-8によるDISCが形成され，以

後カスパーゼ -8より下流のカスパーゼカスケードの活性

化やBidの切断・活性化によるミトコンドリアを介するア

ポトーシス実行経路に移行する20）．自発的あるいはFas誘

導による好中球のアポトーシスは，種々の炎症の修飾因子

によって影響を受けることも多くの報告がなされている21-

23）．例えば，GM-CSF，G-CSF，IL-1β，IL-2，IL-6，IL-8

などの炎症性サイトカインやLPSなどの存在によってア

ポトーシスの遅延が惹起され，好中球機能が保持されるこ

図4 ヒト末梢血好中球のFas誘導アポトーシスに対
する炎症性サイトカインおよびCOX-2選択的阻
害剤NS-398の影響

好中球をIL-1β（100 ng/ml），IL-8（100 ng/ml），GM-CSF（10 ng/
ml），TNF-α（10 ng/ml）の存在下で抗Fas抗体（CH-11; 100 ng/
ml）で6時間処理した際のアポトーシス（Annexin V陽性細胞）
の割合をFACSで解析した．好中球のFas誘導アポトーシスは
IL-1β，IL-8，GM-CSFによって有意に抑制された．一方，NS-
398（100μM）の添加でサイトカインのアポトーシス抑制作用
は，著しく阻害された．
サイトカイン未処理対サイトカイン処理； * p＜0.01，
NS-398非添加対NS-398添加； ** p＜0.01

とが報告されている．われわれもGM-CSF，IL-1β，IL-8

が好中球のFas誘導アポトーシスを遅延することを見い出

した（図4）．また，手術，熱傷，外傷などの急性炎症疾

患患者の好中球は，Fas 誘発アポトーシスが遅延すること

も知られている24-26）．急性炎症状態では好中球のアポトー

シスが遅延して機能保存されることは有益であるが，組織

障害の可能性も高まることが予想される．一方で，TNF-

αやPMAは好中球のアポトーシスを亢進することも報告

されている27）．これらの炎症性刺激による好中球のアポ

トーシス感受性の変化は，チロシンキナーゼの関与を示唆

する報告があるが不明な点も多い18）．COX-2を発現誘導

するGM-CSFと誘導しないIL-1βによる好中球のFas誘導

アポトーシスの抑制は，同様のカスパーゼ活性を示した

（図5）．これらの結果は，炎症性サイトカインによる好中

球のFas誘導アポトーシスの遅延効果がCOX-2の発現誘

導とは無関係であることを示唆している．

Fas誘導好中球アポトーシスに対する
COX-2選択的阻害剤，NS-398の影響
　好中球は，PGE2存在下でアポトーシスの遅延が起こる

との報告がある28）． COX-2選択阻害剤は，種々の固形癌細

胞や白血病細胞に対して増殖抑制やアポトーシス誘導が報

告されている9-11, 29-31）．最近の知見では，COX-2阻害剤の

アポトーシス誘導はCOX-2非依存的に起こることも報告

されている32）．例えば，COX-2阻害剤であるcelecoxibは，

大腸癌細胞のCOX-2の発現にかかわらず細胞周期の停止

やアポトーシスの誘導を示した33）．COX-2阻害剤は，COX-

2発現大腸癌細胞においてBax依存性，ミトコンドリアを

介するアポトーシス経路を活性化することに対し，COX-

2非発現Jurkat白血病細胞においてFasを介してカスパー
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ゼ -8依存性のアポトーシス経路を活性化することが示さ

れた11）．また，celecoxibはCOX-2非発現白血病細胞のア

ポトーシスを誘導する．さらに，celecoxibと rofecoxibの

COX - 2 阻害作用と抗炎症作用はほぼ同等であるが，

celecoxibが顕著に抗腫瘍効果を示した10）．最近，COX-2阻

害剤は低濃度でマクロファージのCOX-2 活性を抑制し，

高濃度でアポトーシスを誘導したとの報告もある34）．

　サイトカインによる好中球のFas誘導アポトーシスの遅

延は，COX-2の発現の有無にかかわらず生じた（図4）．NS-

398はいずれのFas依存性アポトーシスの遅延を抑制した

が，その濃度は100μMであった．一方，NS-398は1μM

でCOX-2活性を抑制し，PGE2の産生を阻害した．さらに，

NS-398はサイトカインによる好中球のFas誘導アポトー

シス抑制作用を阻害したが，これはCOX-2活性の誘導に

関係なく同様のカスパーゼ経路を介したものであることが

示唆された（図5）．以上の結果は，COX-2選択的阻害剤

NS-398が，COX-2非依存性にサイトカインによる好中球

のFas誘導アポトーシス遅延作用を阻害したことを示唆し

ている．

おわりに
　炎症反応の目的は組織を傷害する異物を破壊・除去し，

損傷した組織を修復することである．一方，アポトーシス

は不要になった自己細胞や異物化された細胞を排除する機

構である．このように炎症とアポトーシスの目的は一部重

複しており，密接な関係を持つことが予想される．本研究

で示したCOX-2選択的阻害剤による好中球のFas誘導ア

ポトーシス促進作用は，その抗炎症作用機序の一つに挙

げられる可能性を示唆している．
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