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機能に及ぼす影響とSodium ferrous citrateとの
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Evaluation of the combined effects of salazosulphapyridine, predonizolone and sodium ferrous citrate on neutrophil
functions
   INTRODUCTION: We previously investigated the effects of sodium ferrous citrate (SFC) on neutrophils in
vitro, and revealed that SFC inhibited neutrophil functions such as superoxide production and chemotaxis.
Salazosulphapyridine (SASP) and predonizolone (PSL) are widely used for treatment of ulcerative colitis
(UC). In this study, we evaluated the actions of SASP or PSL on the functions of neutrophils. Moreover, we
evaluated the combined effects of SASP or PSL and SFC on neutrophil functions.
   METHODS: Neutrophils were incubated with SASP or PSL in the absence or presence of SFC. For deter-
mination of superoxide production, neutrophils were further stimulated with phorbol myristate acetate (PMA),
complement-opsonized zymosan (OPZ) or N-formyl-menthionyl-leucyl-phenylalamine (fMLP). The superox-
ide production was measured on the basis of superoxide dismutase-inhibitable cytochrome c. Neutrophil
migration was measured by a Boyden chamber assay using zymosan-activated serum (C5a) as a chemotac-
tic factor. To examine the expression of CD11b and CD62L, neutrophils were stimulated with fMLP, and then
incubated with phycoerythrin-labeled anti-CD11b and FITC-labeled anti-CD62L monoclonal antibodies, and
the expression of CD11b and CD62L were analyzed by flow cytometry.
   RESULTS: SASP dose-dependently inhibited the superoxide production induced by all stimuli examined,
whereas, PSL did not affect the superoxide production. SASP and PSL inhibited chemotaxis toward C5a in a
dose-dependent fashion. Furthermore, SASP and PSL inhibited the fMLP-induced up-regulation of CD11b
and down-regulation of CD62L. Interestingly, the combinats on the SASP or PSL and SFC exerted the strong
inhibitory actions on the superoxide production and neutrophil migration compared with SASP and PSL alone.
   CONCLUSIONS: The present observations suggest that the combined administration of SASP or PSL with
SFC may have a potential to reduce mucosal injury by suppressing neutrophil functions in UC.
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緒　言
　潰瘍性大腸炎 (Ulcerative Colitis; UC) は大腸粘膜を侵し，

しばしばびらんや潰瘍を形成する非特異性炎症性腸疾患で

ある．その成因については細菌や化学物質などの外的因

子，免疫機構の異常などが関与すると考えられているが，

未だに明確な成因については解明されていない．また，好

中球から放出される活性酸素が腸管粘膜の組織障害に関与

しているとも言われている1)．

　現在UCの治療においてはMesalazine, Salazosulphapy-

ridine (SASP), Predonizolone (PSL) が治療薬の中心になっ

ているが，実際の臨床現場では，慢性出血，吸収障害およ

び慢性炎症のために鉄欠乏性貧血を来し，鉄剤と上記の

UC治療薬とが併用される症例も見受けられる．われわれ

は，以前クエン酸第一鉄 (Sodium ferrous citrate; SFC) の好

中球機能に対する影響について検討し，SFCが活性酸素

生成能，遊走能などの好中球機能を抑制することにより

抗炎症効果を発揮することを明らかにした2)．さらに，SFC

とMesalazineとの併用効果についても検討し，Mesalazine

と相加的に活性酸素生成能，遊走能などの好中球機能を

抑制することもわかった3)．

　そこで今回われわれは, in vitroにおいて，SASP,  PSLに
よる好中球の活性酸素産生，遊走，接着分子の発現などの

機能に及ぼす影響を検討し，またSFCとの併用効果につ

いても合わせて検討した．

方　法
1)試薬

　Sodium ferrous citrate（エーザイ）は0.025N HClに溶解

し使用した．Salazosulphapyridine（三菱ウェルファーマー

ファイザー）はdimethyl sulfoxide (DMSO) に溶解し使用し

た．Predonizolone（シオノギ）はエタノールで溶解し使用

した．ferricytochrome c，phorbol myristate scetate (PMA)，

zymosan A，N-formyl-menthionyl-leucyl-phenylalanine

(fMLP)，superoxide dismutase (SOD) はすべてSigmaから購

入した．

2)好中球の単離

　インフォームドコンセントにて同意を得られた健常

人から静脈採取した血液をヘパリンで抗凝固し，

PolymorphprepTM (Nycomed Pharma AS, Oslo, Norway) にて

好中球を単離した．さらに，低張処理にて混入している赤

血球を除去し，phosphate-buffered saline (PBS: 137 mM

NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, PH

7.4) で洗浄し，2 ｘ 107cells/mlに調整した．単離した好中

球をMay/Grunwald/Giemsaを染色して，純度を算定したと

ころ，98%以上の細胞が好中球であることがわかった．

3)好中球活性酸素生成能の測定

　好中球懸濁液 (1 x 106/ml) に SASPあるいはPSLを 0.01

mM, 0.05 mM, 0.1 mMとなるように加え，またSASP非添

加群には溶媒である0.1%DMSOを，PSL非添加群には溶

媒である0.1%エタノールを加えた．さらにSFC併用では，

それぞれにSFCを 5μg/mlとなるように添加した．そし

て，37℃，10分間保温した後，PMA (250 ng/ml)，opsonized

zymosan（OPZ; 好中球との比率が1:12）あるいはfMLP（最

終濃度1.0 x 10-6M）で好中球を刺激した．産生された活性

酸素をcytochochrome c還元法（spectrophotometerを用いて

550 nmにおける吸光度を測定し，ferricytochrome cの還元

量から産生されたスーパーオキシドを算出する）にて測定

しnmol/min/107cellsの単位として表した．なお，スーパー

オキシド生成量は無刺激群との差で表した．

　OPZはzymosan A (8 mg/ml)とヒト血清を37℃，30分間

反応させ，zymosan顆粒をPBSで洗浄して調製した．

4)好中球遊走能測定

　遊走因子として補体因子C5aを用いBoyden chamber法

により遊走距離を測定した．

　Boyden chamberは3μmのmillipore filterで分画された上

下2つ個室を持つ遊走測定装置である．下室には遊走因子

としてC5aを含むzymosan activated serumを加えた．また，

上室には，好中球懸濁液 (3.3 x 106/ml) を 0.01 mM，0.05

mM，0.1 mM SASPあるいはPSLをSFC (1μg/ml) の存在

下また非存在下で37℃，20分間保温したものを加えた．そ

して，37℃，20分間保温した後，フィルターを固定，染色

し，好中球が遊走した距離を1フィルターあたり20視野

測定し，平均値を遊走距離とした．

　Zymosan activated serumは zymosan A (8 mg/ml) とヒト

血清を37℃，30分間反応させ作製した．

5)好中球の接着分子発現の測定

　ヒト全血100μlに SASPあるいはPSLを 0.01 mM, 0.1

mM, 0.5 mMとなるように加え，またSASPを加えない

Control には溶媒である0.1%DMSOを，PSLを加えない

Controlには溶媒である0.1%エタノールを添加した．そし

て20分間，37℃保温した後，fMLP（最終濃度10-7M）で15

分間，37℃刺激した．活性化された好中球にPhycoerythrin

で標識した抗CD11b抗体 (eBioscience) とFITCで標識した

抗CD62L抗体 (eBioscience) を 30分間，氷中で反応させ，

フローサイトメトリー (FACScan, Becton Dickinson) で蛍

光強度を測定した．データはCell Quest software (Becton

Dickinson) で分析し，CD11bおよびCD62Lの発現量をmean

fluorescence intensity (MFI) で比較検討した．

6)統計処理

　得られた結果は，mean±SDで示した．ANOVAを用い

検定した後，必要に応じてDunnet's multiple range testを用

い，p < 0.05以下を有意差ありと判定した．
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図1　好中球の活性酸素産生に対するSASPとSFCの
影響

好中球にPMA (A; n=9)，OPZ(B; n=6)，fMLP(C; n=10) を作
用させ，SASP単独投与群 (●) とSFC併用群 (○; 5μg/ml)
のスーパーオキシド産生に及ぼす影響を検討した．*p < 0.05，
**p < 0.01．

図2 好中球の遊走能に及ぼすSASP，PSLとSFCの影響
補体成分であるC5aを遊走因子として用い，好中球の遊走
能に及ぼすSASP (A; n=4) および PSL (B; n=5) の影響を検
討した．SASPあるいはPSLの単独群 (●)，SFC併用群 (○;
1μg/ml)．**p < 0.01．

結　果
1)好中球活性酸素生成能測定

  i)SASP投与によるスーパーオキシド生成能への影響

　PMA刺激において，単独群，SFC (5μg/ml) 併用群では

SASPがそれぞれ0.05 mM，0.01 mMより高濃度でスーパー

オキシド生成を有意に抑制した (p < 0.05)（図1A）．
　OPZ刺激において，単独群ではSASPが0.05 mMより高

濃度でスーパーオキシド生成を有意に抑制した (p < 0.01)．
また，SFC併用群でもSASPが0.1 mMでスーパーオキシ

ド生成を有意に抑制した (p < 0.01)（図1B）．
　fMLP刺激において，単独群，SFC併用群の両群でSASP

が0.05 mMより高濃度でスーパーオキシド生成を有意に抑

制した (p < 0.01)（図1C）．
　また，すべての刺激において，単独群，SFC併用群の間

にはSFCによりスーパーオキシド生成は抑制される傾向

にあったが，有意な差を認めなかった．

  ii)PSL投与によるスーパーオキシド生成能への影響

　PMA, OPZ, fMLP いずれの刺激においても，単独群，

SFC併用群の両群で，PSLのスーパーオキシド生成への影

響は認められなかった (data not shown)．

2)好中球遊走能の測定

  i)SASP投与による遊走能への影響

　SASPは単独群，SFC併用群のいずれにおいても濃度依

存的に好中球の遊走能を抑制する傾向にあり，それぞれ

0.01 mM, 0.05 mMより高濃度で有意に遊走能を抑制した

(p < 0.01)．また，SFCとの併用により，さらに遊走能は抑
制され，単独群，SFC併用群の間には有意な差が認められ

た (p < 0.01)（図2A）．
  ii)PSL投与による遊走能への影響

　PSLは単独群，SFC併用群のいずれにおいても濃度依存
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図3　接着分子CD11bの発現に及ぼすSASP，PSLの
影響

好中球をfMLPで刺激した際にみられる接着分子CD11bの
発現増強に及ぼすSASP (A,B)，PSL (C,D) の影響を蛍光標
識した抗CD11b抗体を用いてフローサイトメトリーで測定
した．ControlはSASPの溶媒である0.1%DMSO，もしくは
PSLの溶媒であるエタノールを加えたものを示す．Resting
はfMLPを加えないものを示す．データは代表例をA, Cに示
し，Controlを100%とし，mean±SDをB (n=9)，D (n=8)
に示す．**p < 0.01．

図4　接着分子CD62Lの発現に及ぼすSASP，PSLの
影響

好中球を fMLPで刺激した際にみられる接着分子CD62Lの
down regulationに及ぼすSASP (A,B)，PSL (C,D) の影響を
蛍光標識した抗CD62L抗体を用いてフローサイトメトリー
で測定した．ControlはSASPの溶媒である0.1%DMSO，も
しくはPSLの溶媒であるエタノールを加えたものを示す．
RestingはfMLPを加えないものを示す．データは代表例をA,
Cに示し，Restingを100%とし，mean±SDをB (n=8)，D
(n=5) に示す．**p < 0.01．

的に好中球の遊走能を抑制する傾向にあり，0.01 mMより

高濃度で有意に遊走能を抑制した (p < 0.01)．また，SFC
との併用により，さらに遊走能は抑制され，単独群，SFC

併用群の間には有意な差が認められた (p < 0.01)（図2B）．
3)好中球の接着分子発現の測定

  i)接着分子CD11bの発現への影響

　SASPは 0.1 mMで fMLP刺激によるCD11bの発現増強

を有意に抑制した (p < 0.01)（図3A,B）．また，PSLは0.01

mM以上でfMLP刺激によるCD11bの発現増強を有意に抑

制した (p < 0.01)（図3C,D）．
  ii)接着分子CD62Lの発現への影響

　SASPは0.1 mM以上でfMLP刺激によるCD62Lのdown

regulationを有意に抑制した (p < 0.01)（図4A,B）．また，PSL
は 0.1 mM以上で fMLP刺激によるCD62Lのdown regula-

tionを有意に抑制した (p < 0.01)（図4C,D）．
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考　察
　UCは非特異性炎症性腸疾患であり，その発症に大腸の

局所防御機構が破綻した結果起こる炎症反応が関与すると

いわれている．炎症の中心的な役割を果たす好中球は，炎

症の際に内皮細胞の間隙を通り炎症部位へ遊走し，炎症部

位において異物を貪食する際に，スーパーオキシド，過酸

化水素，ヒドロキシラジカル，次亜塩素酸などの活性酸素

を生じる．これら活性酸素は殺菌機構を有し，生体防御機

構において重要な役割を果たしているが4)，過剰に産生さ

れるとその局所において組織を傷害すると言われており，

UCにおいても好中球から放出される活性酸素が腸管粘膜

組織を障害すると考えられている5,6)．実際，潰瘍性大腸炎

患者の血中の白血球で，また大腸粘膜の食細胞で活性酸素

生成能が亢進し，また大腸患部の組織ではスーパーオキシ

ド，過酸化水素，ヒドロキシラジカル，次亜塩素酸が生じ

ていることを示唆する報告がされている7)．

　以前われわれは，SFCの好中球機能に及ぼす影響につい

て検討した2)．その結果，SFCは好中球の遊走を抑制した．

さらに，スーパーオキシド生成酵素であるNADPH oxidase

の活性化とその酵素活性を抑制することにより，好中球の

スーパーオキシド生成を抑制することがわかった．また，

われわれは， UCの重要な治療薬であるMesalazineの好中

球機能に及ぼす影響とSFCとの併用効果について検討し

た3)．その結果，Mesalazineは接着分子 (CD11b) の発現を

抑制することにより，血管内皮細胞への接着を抑制し，そ

れに引き続き起こる遊走を抑制し，さらにスーパーオキシ

ド生成を抑制する可能性が考えられた．また，SFCとの併

用においてもスーパーオキシド生成，遊走などの好中球機

能において，相加的に好中球機能が抑制されることがわ

かった．そこで，今回UCのその他の治療薬である，SASP，

PSLの好中球機能抑制のメカニズムについて検討した．

　SASPの活性酸素に対する作用として，中丸らは，SASP

はスーパーオキシドに対し0.025  mM～0.1 mMの濃度で

用量依存的に消去作用を示したと報告している8)．また，

Williamsらは，SASPはスーパーオキシドに対する消去作

用は認めなかったと報告しており9)，その作用機序は明ら

かにされていない．秋山らは，炎症性腸疾患患者にSASP

4gを単回経口投与した場合に，最高血中濃度が約0.05 mM

に達すると報告している10)．そこで，今回われわれは，0.01

mM～0.1 mMのSASP濃度で実験を行ったが，SASPはす

べての刺激において好中球スーパーオキシド生成を濃度依

存的に抑制した．この結果より，SASPは報告されている

スーパーオキシド消去作用だけでなく，生成そのものを抑

制すると考えられ，そのため生体内においても活性酸素生

成を阻害し，抗炎症作用を発揮すると推測される．

　PSLの有する抗ショック作用は，リソソーム膜の安定

化，膜透過性亢進の抑制などの機序により発揮され，その

ほかに抗炎症作用，抗アレルギー作用，抗体産生の抑制な

どの薬理作用を有している．活性酸素生成に対する抑制効

果に関しては，Nelsonらは，PSLが 1.0 mM～6.0 mMの

濃度で11)，吉川らは0.1 mM～1 mMの濃度で12)，また，厚

井らは1.0 mM以上の濃度でのスーパーオキシド消去作用

を示唆している13)．ところが，血中濃度において，桑島ら

は，PSL 60 mgを単回経口投与した場合に，最高血中濃度

が約0.0012 mMに達すると報告している14)．また，Norrow

らはPSL 1250 mgを単回経口投与した場合に，2時間後に

最高血中濃度が約0.01 mMに達すると報告している15)．そ

こで，今回われわれは，0.01 mM～0.1mMのPSL濃度で

実験を行ったが，すべての刺激において好中球スーパーオ

キシド抑制効果は示さなかった．これらの結果より，PSL

は生体内においてはスーパーオキシドに対して抑制効果は

認めず，その他の作用により抗炎症効果を発揮すると思わ

れた．

　炎症の際には，炎症巣から大量の遊走因子が産生され，

遊走因子により好中球は炎症部位に浸潤遊走する．酸化的

に細胞障害を引き起こすスーパーオキシドは好中球の遊走

を惹き起こし，さらに白血球の血管内皮への接着を促すと

考えられている16,17)．また，過酸化水素によりC5aが生じ

ることが報告されている18)．今回，このC5aを介した好中

球遊走能についてSASP，PSLの作用を0.01 mM～0.1 mM

の濃度で検討したところ，ともに0.01mMより濃度依存性

に好中球の遊走を抑制することがわかった．また，遊走機

序において，好中球のセレクチン分子 (CD62L) のshedding

(down-regulation) またはCD11bなどのインテグンの発現増

加により，好中球がrollingや接着しながら，終局的に炎症

部位に浸潤する19)．そこで，今回，好中球の遊走の抑制機

序を調べるために，CD11bとCD62Lの発現についてSASP，

PSLの影響を検討した．SASP，PSL (0.01 mM～0.1 mM)

は両方ともに濃度依存的にCD62Lの down regulation と

CD11bの発現増強を抑制した．以上のことから，SASP，

PSLは，好中球の接着分子を制御することにより，好中球

の遊走を抑制し，結果として抗炎症作用を発揮すると考え

られる．また，図3,4のC,Dで示したように，PSLが0.5 mM

の濃度において完全にCD11b の発現とCD62L の down

regulationを抑制したことに対して，SASP（図3,4のA,B）

が40～60%しか抑制しなかったことから，高濃度のPSL

(0.5 mM) はSASPより強く好中球の遊走を阻害する可能性

が示唆された．

　われわれの以前の研究より，1～10μg/mlのSFCは好中

球の活性酸素生成，遊走などの好中球機能を抑制するこ

とにより抗炎症効果を発揮することが明らかになっている2)．

そこで，今回スーパーオキシド生成能に関してはSFC濃
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度5μg/ml，遊走能に関してはSFC濃度1μg/mlを使用し，

SASP，PSLとの併用効果について検討した．SASP単独群

と比較し，SFC併用群ではスーパーオキシド生成が抑制

される傾向が認められた．さらに，SASP，PSL単独群と

比較し，SFC併用群では好中球遊走能は有意に抑制され

た．これらの結果より，PSLは好中球の遊走能，またSASP

は活性酸素生成能と遊走能に対して，SFCと相加的な作

用を発揮すると考えられた．実際の臨床においても，症状

増悪期に鉄剤を投与することにより症状の改善を認めるこ

とがしばしばみられ，鉄剤がこれらの作用を発揮したため

と思われる．

　今回，SASP, PSLの好中球機能に及ぼす影響を検討し

た．SASPは濃度依存的に好中球のスーパーオキシド産生

を抑制した．また，SASP，PSLは，接着分子の発現を制御

することにより好中球の遊走能を抑制することが考えられ

た．さらに，SFCとの併用において，PSLは遊走能，SASP

は活性酸素生成と遊走能をSFCと相加的に阻害すること

がわかった．このように，SASPは以前検討したMesalazine

と同様3)にSFCとの併用において効果を発揮することがわ

かった．したがって，SASP，PSLはUCに対して活性酸素

生成あるいは遊走能を抑制することにより抗炎症効果を発

揮する可能性が考えられ，さらに，SFCを併用することに

より，さらなる抗炎症効果が高まる可能性が示唆された．
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