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Secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI), a serine protease inhibitor abundantly

 found in mucous secretions of lung, is thought to serve as an important protective com-

ponent in the secretory fluids at sites of degenerative and inflammatory diseases. In this 

study, we examined the effects of SLPI on the production of a proinflammatory cytokine, 

TNF - a, and immunosupressive cytokines, IL-10 and transforming growth factor /9

 (TGF-ƒÀ) by macrophages (MƒÓs), in response to lipopolysaccharide (LPS) - mediated 

stimulation and M. avium complex (MAC) infection, using recombinant half-sized SLPI 

(1/2 SLPI) consisting of C-terminal domain (Arg 55 -Ala 107) of intact SLPI. In addition, 

effects of SLPI on the production of nitric oxide radicals (NO), important antimicrobial 

 effectors of Mcbs against micro-organisms, by these MOs were studied. First, when the 

number of TNF- a producing cells in the LPS-stimulated MO population was counted by 

the ELISPOT assay, more than half of the Ms acquired TNF—- a secreting ability at 24 

hr after LPS stimulation. On the other hand, MAC— inefected MOs produced detectable 

amounts of TNF—- a into culture fluid during the first 24 hr. In both cases, 1/2 SLPI did 

not affect the LPS—-or MAC—induced TNF—- a production by Mcbs. Second, when the pro-

duction of IL-10 and TGF le by MO s was determined by measuring the amounts of
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these cytokines accumulated in MO culture fluids by ELISA, the following was observed.

 MO IL-10 production was rapidly increased in the early phase of cultivation after LPS 

stimulation or MAC infection, peaking on day 1 and thereafter declining to normal level 

by day 14. Half-sized SLPI did not affect IL-10 production of LPS- stimulated Mcbs, 

while it caused slight enhancement of IL-10 production by MAC-infected MOs. M95 TGF - 

,3 production was initiated in the middle phase (day 7) of MO cultivation and continued 
until day 14. Notably, 1/2 SLPI markedly potentiated the TGF - 13 producing ability of 

the LPS-stimulated MOs. Moreover, 1/2 SLPI caused moderate increase in the TGF-

production by MAC-infected M95s. Third, significantly potentiated NO production was 
observed in Mcbs during the first 2 days after LPS stimulation and MAC infection. Half-sized 
SLPI did not affect the NO production by LPS-stimulated or MAC-infected MOs. These 

findings indicate that SLPI up-regulates the production of some immunoregulatory 

cytokines including IL-10 and TGF- , particularly the latter, by Mcbs in response to 

LPS stimulation or MAC infection, thereby suggesting the possibility that SLPI may ex-

hibit antiinflammatory effects in vivo, especially patients with bacterial infections in-

cluding MAC diseases, through the modulation of MO expression of some immunosuppres-

sive cytokines.
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は じ め に

グラム陰性桿菌の細胞壁成分であ るリポポ リサ ッカ

イ ド(LPS)は,マ クロファージ(Mφ)の 強力 な活 性

化能 を有 し,貧 食能,抗 原呈示 能,サ イ トカイン(CK)

産生能 な どのMφ の種 々の生 物活 性 を増 強す る こ とが

知 られている1)2)℃

最近,諸 種 のセリンプロテアーゼ イ ンヒ ビターが,

LPS刺 激 マクロフ ァージ(Mφ)に お ける細胞 内 シ グ

ナル伝 達やCK産 生 に対 して何 らか の制御 作用 を有す

る ことが報告 されている3)4)。 ヒ ト肺 内に最 も多 く存 在

するセ リンプロテアーゼ イ ンヒ ビターで あ り,好 中球

プ ロテアーゼに よる肺 マ トリックスの障害作用 の抑制 に

重要な役割 を演 じてい るsecretory leukocyte prote-

ase inhibitor (SLPI)5)～7)も,こ うしたMφ 機 能 に

対 して何 らかの作 用 を及ぼす可能性 が考 え られる。

SI.PIに はア ンチプロテアーゼ活性 のみな らず,LPS

刺激Mφ にお けるNF-κB発 現 あ るい はTNF-α や

NO産 生 に対す る抑制作 用 を有する ことが報告 されて お

り8),LPSな どによる活性化 シグナル を受 けたMφ に

お ける細胞機能の制御系 に対 してSLPIが どの ような作

用 を及 ぼすのか は興味深い問題である。

そ こで今 回は,特 にLPS刺 激Mφ か らTNF-α,

IL-10お よびTGF-β などの炎症 性 ある いは抗 炎症性

CK産 生,さ らにはMφ の殺菌エ フェクター分子であ る

nitric oxide(NO)の 産生動態 に対 してSLPIが どの

ような影響 を及ぼす の か につ い て検討 す る とと もに,

Mycobacterium avium complex (MAC )感 染Mφ

の諸種CKお よびNO産 生 能 に対す るSLPIの 作 用 に

ついて も同様 の検討 を行 った。

材料と方法

1)供 試菌:MAC感 染患 者 よ り分 離 したN-260

SmT株(血 清型16)を 用いた。Middlebrook7H9培

地培養菌 を遠心洗浄 し,0.1%牛 血清 アル ブミン(BSA)

加 リン酸緩衝食塩水 に浮遊 させた ものを-80℃ に保存 し,

用時融解 して実験 に供 した。

2)SLPI:SLPIは 分子量 約12kDaで107個 の ア ミ

ノ酸残基 よ りなる蛋白であ り,相 互 に相 同性 をもつ2つ

の ドメインよ りなるが,後 半のC末 端 ドメイ ンのLeu72

-Met73が キモ トリプシ ンや好 中球エ ラス ターゼ,カ テ

プシンGに 対す る結合サ イ トと して働 い てい る ことが

知 られてい る6)。

そ こで 本 研 究 で は,帝 人 株 式 会 社 に よ り生物 工 学 的 な

手 法 に よ り調 製 され たAsn55-Alalo7のC末 端 ドメ イ

ンよ りな る ヒ トhalf-sizedSLPI9)～11)(1/2SILPI)

を供 試 した 。 この もの はマ ウスSLPIの 後 半 ドメ イ ン と

の 間 に53%の 相 同性 を有 して い る。
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3)Mφ のサ イ トカイ ン産生能:BALB/c(日 本 ク レ

ア)あ るいはCBA/JN(チ ャールズ リバ ー)雌 マ ウス

にZymosan A(1mg)を 腹腔 内投与4日 後 に,2%牛

胎児血清(FBS)加 ハ ンクス氏液(HBSS)で 腹腔 内を

洗 浄 して腹腔細胞 を採取 した。得 られた腹腔細 胞 の2×

106個 を浮遊 させ た10%FBS加RPMI1640培 地の5ml

をあ らか じめFBSでcoatし た1001nm径 の組織 培養

用 デ ッシュ(Falcon)に 撒 き,CO2イ ンキュベ ー ター

(5%CO2)内 で37℃,1時 間培 養後,次 い で2%FBS

加HBSSで 洗 浄 して非付 着細胞 を除 い た後,付 着細 胞

を ゴムベ ラで掻 き取 り,こ れ を10%FBS加RPMI1640

培 地に再浮遊 させた もの を腹 腔Mφ と して供試 した。

次 い で,得 ら れ たMφ を6mm径 の 組 織 培 養iウ ェ ル

(96-Well;Corning)当 た り5×104個 の 細胞 密 度 で 撒

き,LPS(E.ooli O111: B4; Sigma)(10μg/ml)

さ ら に は1/2SLPI(100～1,000ng/ml)の 添 加 あ る い

は 非 添加 の系 で2週 間 にわ た って 培 養 した 。 また,実 験

に よっ て はMAC菌(1×107CFU/ml)を2時 間 感 染

させ た 後,非 感 染 菌 を洗 浄 除 去 して 得 ら れ たMAC感

染Mφ を1/2SLPI添 加 お よ び非 添 加 の 系 で 培 養 し た 。

所 定 時 間 後 に培 養 液 を採 取 し,抗 マ ウ スTNF-α モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(Pharmingen),抗 マ ウ スIL-10

モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体(Genzyme)お よ び抗 ヒ トTGF-

βモ ノ ク ロー ナ ル 抗 体(Genzyme)を 捕 捉 抗 体 に,ま

た ビオ チ ン標 識 抗TNF-α 抗 体(Pharmingen),ビ オ

チ ン標 識 抗IL-10抗 体(Pharmingen)お よ び ト リ抗

TGF-β 抗 体(R&D Systems)を 検 出 抗 体 に用 い,

さ ら にア ル カ リ フ ォス フ ァ タ ーゼ 標 識 ス トレ プ トア ビ ジ

ン(GIBCOBRL)ま た は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ

標 識 抗 トリIg抗 体(Zymed)お よ び発 色 基 質 と してP-

nitro-phenyl phosphateを 用 い た 逆ELISA法 に よ

り,TNF-α,IL-10な ら び にTGF-β 濃 度 を測 定 し

た12)。

4)ELISPOT法 によるTNF-α 産生細胞数の計測:

上述の方法で得 られた腹 腔Mφ の細 胞浮 遊液 の3倍 階

段希釈系列 を調製 し,こ れをあ らか じめ捕捉抗体 でcoat

したELISA用 ウェル(96-We11;Dynatech)に,最

上段 ウェルには5×105/Wellの 細胞密 度 に,ま た2段

目より下の列のウェルには各々3倍 階段希 釈系列の細胞密

度 になるようにMφ を撒 いた 。 こ う して調 製 したMφ

培養 をLPSま たは1/2SLPI添 加 または非添 加 あ るい

は両者添加 の系 で所定 の条件下 で,24時 間イ ンキュベー

トしMφ よ りのTNF-α 産生 を行 わせ た後,上 述 と同

様 の検 出用抗TNF－ α抗体 お よび標 識抗 体 の組合 せ を

用 いての逆ELISA法 に より,NBT-BCIPを 基質 とす

る呈色反応 に より認め られ るス ポ ッ ト数(TNF-α 産

生細胞数)を 計測 した13)。

TNF-αproducingcells/10Mφs

Fig.1 Effects of 1/2 SLPI on the TNF- a produc-
 tion by LPS-stimulated and MAC-infected.

 M.95s. (A) The number of TNF- a produc-
 ing cells after 24-hr cultivation of LPS -

 stimulated MOs was counted by ELISPOT
 method. (B) The TNF - a production by

 MAC-infected MOs into culture fluids dur-
 ing 24-hr cultivation was measured by

 ELISA method.

5)Mφ のNO産 生能:上 述の腹 腔Mφ の所定の条件

下 での培養液 中に蓄積 したNO2-量 をGriess法 で測定

した。

6)Mφ 内感染MA℃ の増殖動態:上 述の項 目3)に

記 した と同様 の方法 で6mm径 の組織培養 ウェル中に調

製 したMAC感 染Mφ を1/2SLPI添 加 あ るい は非添

加 の10%FBS加RPMI1640培 地中で72時 間にわた り

培 養 した。培養 ウェル よ り培 地 を吸 引除去 し,次 い で

Mφ をSDS処 理 によ り溶 解 させ,さ らに20%BSAを

加 えてSDSを 中和 した後,蒸 留水 で10倍 階段 希釈 を行

い,得 られた希釈 液の各10μlを7H11寒 天培地 に撒 き,

5日 間培養後 に出現 した ミクロ コロニー数を実 体顕 微鏡

下で計測 した。

結 果

1.LPS刺 激お よびMAC感 染Mφ のTNF-α 産生

に対 するSLPIの 影響

予備検 討では,非 刺 激Mφ やLPS刺 激Mφ で は培養

14日 目までの全期間 を通 して培養液中へ のTNF-α 産

生は検出限界以下であった。これは培養液 中へのTNF-
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Table 1 Effects of 1/2 SLPI on the production of IL-10 
by M95 s stimulated with LPS or MAC a)

a) MOs were cultured in the presence or absence of the indicated agents for 

24 hr and concentrations of IL 10 in the culture fluids were measured.

b) The mean •} S .E.M. ( n = 4 ).

c) The mean •} S .E.M. (n=5).

αの産生遊離がLPS刺 激後数時間で ピー ク とな り以後

急速 に低 下するために,培 養1日 目ではす でに検 出限界

以下 になって しまっていた ことに よる ものか,あ るいは

産生 されたTNF-α がpost-translationalproces論

singを 受け ることな くN末 端 側 を膜 にア ンカ ー した膜

結合型 として存在 していたため培養 液中へ は遊離,蓄 積

され得 なか ったかのいずれかの原因に よる もの と考え ら

れた。そ こでLPS刺 激あ るいは非刺激Mφ105個 当 た

りの培養1日 目でのTNF-α 産生 細胞 数 をELISPOT

法 によって求めてみた ところ,LPS刺 激 に よ り50%以

上のMφ ポ ピュ レーシ ョンがTNF-α 産生 能 を獲 得 す

ることが分か った。

このように して測 定 したLPS刺 激Mφ のTNF-α

産生能 につ いては,1/2SLPI添 加 による有意 な影響 は

認 め られなかった(Fig.1A)。 他 方,MAC感 染Mφ

では培養24時 間 目の培養液 中に有意 な レベ ル のTNF-

α産生 が検 出で きたが,こ の場合 も1/2SLPIに よ り

Mφ のTNF-α 産生能が特 に修 飾 され る ような傾 向は

み られなかった(Fig.1B)。

2.LPS刺 激 およびMAC感 染Mφ のIL-10産 生 に

対するSLPIの 影響

LPS刺 激お よびMAC感 染Mφ か らのIL-10産 生は,

培養1～3日 目をピー クに急速 に亢進 したが,以 後時間

経過 に伴い徐 々に低下 し14日 目には,ほ ぼ定常 レベ ル

に復 した(成 績省略)。 また,非 刺激Mφ で も同様 なIL

-10産 生パ ター ンが み られた が
,そ のIL-10産 生 は

1.PS刺 激Mφ の1/2か ら1/3と 軽度 であった。

Table1はLPS刺 激お よびMAC感 染Mφ の培 養1

日目でのIL-10産 生 能 に対 す る1/2SLPIの 影 響 をみ

た ものである。LPS刺 激 あるい はMAC感 染Mφ の培

養系へ の1/2SLPI(100～1,000rg/ml)の 添加により,

濃度依存性 は認 められなかったが,II.-10産 生 に若干 の

増 強が認 め られた。同様 に,非 刺激Mφ のIL-10産 生

能 も1/2SLPIに よ り若干増強 されることが分か った。

この ことよ りLPS刺 激Mφ やMAC感 染Mφ を1/2

SLPIで 処理 した場合 にみられるIL-10産 生能の増強は,

LPSま たはMAC自 体 の刺激 によ り惹起 された反応 と,

1/2SLPIに よる反応 との相加 的な効果 をみて い る可 能

性 が考え られる。この場合,そ れぞれの刺激剤 に反応 し

ているMφ ポ ピュレー シ ョンは異 なっ てい る とい う可

能性 も否定で きない。

3。LPS刺 激お よびMA℃ 感染Mφ のTGF-β 産生

に対するSLPIの 影響

Table2はLPS刺 激お よびMAC感 染Mφ のTGF-
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Table 2 Effects of 1/2 SLPI on the production of TGF-13 by M 0 s 
stimulated with LPS or MAC a)

a) MƒÓs were cultured in the presence or absence of the indicated agents for 7 or 14 days 

and concentrations of TGF-ƒÀ in the culture fluids were measured.

b) Lower than detectable limit .
c) The mean •} S

.E.M. (n=5).
d) The mean •} S .E.M. (n=4). Culture fluids were subjected to acid—treatment before 

ELISA.

e) Not determined .

β産生能に対する1/2SLPIの 影響 をみた もの であ る。

LPS刺 激Mφ か らのTGF-β 産生 能は培養3日 目まで

は検 出限界以下で あったが(成 績省 略),Table2に 示

す ように,そ れ以後の培養7～14日 目にかけ ては軽 度

の産生が認 め られ た。 なお,LPS刺 激Mφ の培 養7日

目でのTGF-β 産生 は1/2SLPI(100お よび1,000ng/

ml)の 添加 によって軽度 に増 強 され るこ と,さ らに培

養14日 目で のTGF-β 産 生 につ い て は1/2SLPI

(1,000ng/ml)の 添加 に よる有 意 な増 強 が 認 め られ た

(p<0.05;t検 定)。 この 場 合,低 濃 度 の1/2SLPI

(100ng1/ml)で 処理 したMφ では,そ の ような増 強はみ

られなかった。また,非 刺激Mφ で は1/2SLPIの 添

加,非 添加 の別 な く培 養7日 お よび14日 のい ずれ で も

有意 な レベルのTGF-β 産生 は認め られ なか った。

他 方,MAC感 染Mφ で は,培 養 上清 をあ らか じめ

0.1NHC1で 酸処理 してTGF-β を活性型分子 に変 換

させ るこ とによ り,ELISA法 での検 出が初 め て可 能 と

なったが,こ の場合 も1/2SLPIに よるMφTGF-β

産生 能の若干 の増 強が認 められ た。

4.LPS刺 激 およびMAC感 染Mφ のNO産 生 に対

するSLPIの 影響

Table3に 示 す ように,非 刺激お よびLPS刺 激Mφ か

らのNO産 生には1/2SLPI(100～1,000ng/ml)の 添

加に よる顕著な影響 は認 め られなかった。他 方,MAC

感染Mφ のNO産 生能 は,明 確 な用量依 存性 は認 め ら

れない ものの1/2SLPIに よってわずかに増 強 されるこ

とが分かった。

5.Mφ 内感染MAC菌 の細胞内増殖 に及ぼすSLPI

の影響

Table4は,MAC感 染Mφ を1/2SLPI添 加 あ るい

は非添加の培地中で培養 した場合 の菌 の細胞 内増殖 の様

相 をみた ものであるが,1/2SLPI(100～1,000ng/ml)

の添加 によって もMAC菌 の増 殖 に これ とい った影響

は認め られなかった。

考 察

LPS刺 激マ ウス腹腔Mφ のCK産 生 に対す るSLPI

の作 用についての検討 によ り得 られた今 回の成績 につ い

ては,以 下の考察が可 能であ る。 まず,Mφ のIL-10

やTNF-α あるい はNO産 生 に はLPS刺 激 お よ び

MAC感 染後のかな り早期 に一過性 の亢進 がみ られた の

に対 して,TGF-β 産生 に は刺 激3日 以上 を経 た中期
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Table 3 Effects of 1/2 SLPI on the production of nitric 

oxide by MƒÓs stimulated with LPS or MACa)

a) McOs were cultured in the presence or absence of the indicated agents for 

3 days and concentrations of NO2- in the culture fluids were measured.

b) The mean •} S
.E.M. (n=4).

c) The mean •} S .E.M. (n=5).

Table 4 Effects of 1/2 SLPI on MƒÓ antimicrobial 

activity against MAC organisms a)

a) MAC —infected MƒÓs were cultured for 3 days and the number of 

CFU of bacteria residing in the MƒÓs were counted.
b) Not determined

.

以後のphaseに なってか らの緩徐 な亢進が認め られ た。

この ような産 生パ ター ンの違 いは,LPS刺 激 お よび

MAC感 染Mφ にお けるこれ らCKあ るい はinducible

 NO synthaseのmRNAや 蛋 白の発現 には各 々時間 的

に大 きな隔た りがあるこ とを意 味 している ように思 われ

る。 ところで,1/2SLPIはLPS刺 激Mφ か らのTNF

-α ,IL-10お よびNO産 生 には特 に有意 な影響 を及 ぼ

さなかったが,TGF-β 産 生 に対 して は有意 な増 強作

用 を示す こ とが 明 らかになった(p<0.05;t-test)。 同

様 な傾 向はMAC感 染Mφ で も認 め られ たが,こ の場

合,特 記すべ きは1/2SLPIに よ るIL-10産 生 能 の増

強がLPS刺 激Mφ の場合 に比べ てよ り明確 で あ るこ と

である。 また付 言するに,実 験 に よってはMφ のTNF

-α 産生 能が1/2SLPIに よって若干低 下す る よ うな成

績 も得 られてお り(成 績省 略),総 じてMAC感 染Mφ

のTNF-α 産生 能は,SLPIに よ り著 しい 影響 を受 け

ない ものの,わ ず かなが らdown-regulateさ れ る傾 向

が うかが われる。

最近,Jinら8)14)に より,SLPI遺 伝子の導入 に よ り

SLPIを 過剰発現 させ たMφcelllineで は,NO産 生
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やTNF-α のmRNA発 現が抑制 され るこ とが 報告 さ

れてい るが,こ の ことは,SLPIがprotease活 性 阻害

を介す るかあ るいはSLPI特 異 レセ プター を介するか し

て,細 胞内でのLPSシ グナル伝 達系に何 らか のク ロス

トー クを行 う可能性 を示唆 してお り,今 回のわれわれの

TGF-β についての成績 もこ う した メカ ニズ ムに よる

もの と考え られる。他方,SLPIは ヒ ト単球 のprosta-

glandin H synthase-2な らびにmatrixmetallo-

proteinase合 成に対 する抑 制作用 を有するが,TNF-

αやIL-10の 産生には特 に影響 を及 ぼ さない とい った

Zhangら15)の 報告 を考慮 した場合,供 試Mφ の ポ ピュ

レーシ ョンやMφ 刺激 法 な どの実験 条件 の如 何 に よっ

てはCK産 生 に及 ぼすSLPIの 作用 発現 には何 らか の

違 いがみ られる可 能性 も否定 で きない。

今 回のわれわれの成績 で は,TNF-α 産生 な らび に

IL-10産 生 についてはLPS刺 激あるいはMAC感 染Mφ

の別 な く,1/2SLPIの 影響 は特 に明確 な もの とは言 え

ず,こ れはむ しろZhangら15)の 報告 と軌 を一 にす る成

績で あると言 える。 したが って,Jin8)の 報告 に ある よ

うにMφ へ のSLPI遺 伝 子 の導 入 に よ りSLPIをen-

dogenousに 過剰発現 させ た場 合 は と もか くと して,

Zhangら15)や 今回の われ われの成績か らも示 唆 され る

ごと く,生 理的濃度範囲内のSLPIを 外部か ら作用 させ

た場合ではSLPIのTNF-α 発現 抑制 作用 は余 り明確

な もの には な り得 なか った もの と考 えられ る。 なお,今

回われわれが供試 した1/2SLPI標 品 はC末 側 ドメ イ

ンよりなるhalf-sizedSLPIで あ るが9)10),こ の もの

の好中球エ ラス ターゼ阻害活性はほぼ100%保 存 されて

いるので11),1/2SLPIのMφTNF-α 産生 に及 ぼす

作用 についてのわれわれ の成 績 とJinら8)の 成 績 の相

違 が,供 試 したSLPI標 品のセ リンプロテアーゼ阻害活

性 の差 に起 因 した ものである可能性 は少ない もの と思わ

れる。いずれに して もSLPIがMφ のTGF-β 産生 を

up-regulateし,ま たIL-10産 生 を も若 干亢 進 し得 る

という今 回の成績 は,SLPIが 炎症部位 での好 中球 プロ

テアーゼ による組織破壊 や好 中球浸潤 による炎症 の激化

に対 して抑制的 に働 くとい った メ カニズ ム以外 に も,

Mφ 機能 を介 したかたちでその抗炎症作用 を発揮す る と

い った可能性が あることを示唆す る もの と思 われる。

ま と め

Half-sizedSLPI(1/2SLPI)の マ ウス腹 腔Mφ の

諸種 サイ トカインお よびnitricoxide(NO)産 生 能 に

及ぼす作用 について検討 した。その結果,(1)1/2SLPI

はLPS刺 激 お よびMAC感 染Mφ のTNF-α 産生 能

に対 しては有意 な影響 を及 ぼさないか,あ るい は弱い抑

制作 用 を示す こと,(2)IL-10やNO産 生能 に対 して は

有意な影響 を及ぼ さない が,MAC感 染Mφ のIL-10

産生能 を若干増強する こと,(3)LPS刺 激,MAC感 染

Mφ のいず れのTGF-β 産生 能 も1/2SLPIに よ り増

強 される傾 向がみ られる こと,(4)Mφ 感染MAC菌 の

細胞 内増殖 には1/2SLPI処 理 に よる影響 は認 め られな

い こと,な どが明 らかになった。
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