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緒 言

Metallothionein(以 下MTと 略)は1957年,

 MargoshesとVallee1)に よ っ て ウマ の 腎皮 質

よ り発 見 された 分子 量 約6000の 蛋 白質 で あ る.

 MTは,約60個 の ア ミノ酸 の うち30%がcysteine

で あ り, 6～7個 の亜 鉛 を含 む.そ の生 理 学 的

役 割 は,重 金 属 の 解 毒2),亜 鉛 の 代 謝2), free

 radical scavenger3)な ど が 報 告 され て い る.

 in vitroに おい て,重 金 属やglucocorticoidは,

 MTのprimary inducer4)で あ る.一 方, in

 vivoに お い て は,エ ン ド トキ シ ン(lipopoly

saccharide;以 下LPSと 略)投 与5),四 塩 化 炭

素投 与6),ア ルキ ル化 剤 投 与7),熱 傷6),放 射 線

照射8)等 の ス トレス に よ って肝 臓 内 にMTが 合

成 され る.

感 染 の際 には,血 清 中 の亜 鉛 は急 激 に減 少 す

る9)ま た動物 にLPSを 投与 す ると血清 亜 鉛 の

減 少 と肝 内 亜 鉛 の増 加 がみ られ る9,10)著 者 ら

は,こ の亜鉛 の再 分 配 が,肝 内MTの 増 加 によ

るもの と考 え,培 養 細 胞 を用 いてLPSに よ る

MT誘 導 の機 序 を追 求 して きた.し か し, LPS

を単 独 で培 地 に加 えて も,培 養 細胞 内 にMTを

誘 導 す るこ とは で きな か った10).

今 回,著 者 は, LPSに よ る培 養 肝 細 胞 内 の

MT誘 導 が, LPSに よ っ て刺激 され たマ クロフ

ァー ジよ り放 出 され る物 質 に よっ て引 き起 こ さ

れ る とい う結果 を得 た の で報 告 す る.ま た,こ

の物 質 に よるMTの 誘 導 と, MTのprimary

 inducerで あ る亜 鉛, dexamethasoneに よ る

MTの 誘 導様 式 を比較 検 討 した.

材 料 と 方 法

材 料

ラッ トは, Wistar系 雄 性 ラ ッ ト(体 重250g-

300g)を 使 用 した.ヒ ト培 養 肝 細胞 と して用 い

たChang liver cellは,小 出 典男 博 士 よ り提供

を受 け た. [35S]-cysteine(1×103Ci/mmole)は

New England Nuclear(Boston, Massachusetts)

よ り 購 入 した. Eagle's minimum essential

 mediumは 日水 製 薬 製,牛 胎 児 血 清(fetal

 calf serum)はGibco Laboratories(Grand

 Island. NY)製 を使 用 した.試 薬 はす べ て特 級

を使 用 した.試 薬 を溶 解 す る水 はすべて 蒸留 水 を

用 い た. LPSはDifco Laboratories(Detroit,

 MI)製, E. coli 0127: B8を 用 い た. casein

 sodiumお よ びtrypsinは 和 光 純 薬 工 業 製 を

使 用 した.ラ テ ッ クス粒 子(1.09μm)は 積 水

化 学製 を用い た. ethylene diamine tetraacetate

 disodium(以 下EDTAと 略)は 同 仁 化 学 製 を

用 いた. ZnCl2は0.005 MHClに, dexametha

soneは99.5% ethanol溶 液 に溶 解 して使 用 し
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た.両 者 と も,半 井 化 学 薬 品 よ り購 入 した.

 acrylamide(電 気 泳 動 用)は 第 一 化 学 薬 品 よ

り, N, N'-methylenebisacrylamide(電 気泳 動

用), sodium dodesyl sulfate(以 下SDSと 略)

お よ び2-mercaptoethanolは 半 井 化 学 薬 品

より,ま た, N, N, N', N'-tetramethylenediamine

(TEMED)はBio-Rad Laboratories(Rich

mond, CA)よ り購 入 した. dl-dithiothreitol

はSigma(St. Louis, MO)製, iodoacetic

 acidはMerck(Darmstadt, West Germany)

製 を用 い た.オ ー トラジ オ グ ラフ ィー 用増 感 液

はEN3HANCE〓 溶液(New England Nuclear,

 Boston, MA)を 使 用 した.オ ー トラ ジオ グ ラ

フ ィー 用X線 フ ィルム はKodak X-omat AR

フ ィルム(Eastman Kodak Co., Rochester,

 NY)を,現 像 液 はKodak GBX developer,定

着 液 はKodak rapid fixerを 用 いた.培 養 プ レ

ー トは
, Nunc(Roskilde, Denmark)製 の90

mm(培 地量10ml), 60mm(培 地 量4ml)お よび

35mm(培 地 量2ml)プ レー トを使 用 した.異 物

濾 過 フ ィル タ-は, 0.2μmミ リポ ア フ イル ター

(Millex-PF, Millipore Corp., Bedford, MA)

を使 用 した.

炭 酸 ガス培 養 器 は三 洋 電 機 特 機 製MCO-165

型,原 子吸 光 光度 計は島 津製 作所 製AA-640-12

型,デ ンシトメーターはBio-Rad Laboratories

(Richmond, CA)製Model 1650を 使 用 した.

方 法

1)細 胞 の培 養

培 地 には ウ シ胎 児 血 清10%を 含 むEagle's

 minimum essential medium(以 下FCS-MEM

と略)を 使 用 した.以 下 に述 べ るす べ て の細 胞

培 養 は, 95%空 気-5% CO2, 37℃ の炭 酸ガス

培 養器 を用 いて行 った.継 代培 養 には90mmプ

レー トを使 用 し, 1×106個 に増 殖 す る毎 に植

えつ い だ.実 験 に際 しては60mmプ レ-ト また

は35mmプ レー トに細胞 を接 種 し,培 地(FCS-

MEM)1mlあ た り1×105個 に増 殖 したところ

で 実験 を開始 した.細 胞 の収穫 には, Ca2+, Mg2+

 free-phosphate buffered saline(以 下PBS(-)

と略)に0.1% trypsin, 0.02% EDTAを 溶 解

した溶 液 を使 用 した.

2)マ クロ フ ァー ジ因 子 の調 製

マ クロ フ ァージは,吉 永 ら11)の 方 法 に準 じて

調製 した, PBS(-)に 溶解 した2%カ ゼ イ ン溶

液10ml(オ ー トク レー プ滅 菌済)を ラ ッ トの腹

腔 内 に注 射, 72時 間後 に開腹 し, PBS(-)20ml

で腹 腔浸 出細 胞 浮遊 液 を採 取 した.こ の細 胞浮

遊 液 を500×g, 5分 間遠 心 し,細 胞 を得 た.混

在 す る赤 血 球 は0.2% NaClで30秒 処 理 し,溶

血 した後,同 量 の1.6% NaClを 加 え 等 張 と し

た.こ の後,細 胞 をPBS(-)で2回 洗 浄 後,

 FCS-MEMで3×106個/mlに 調 整 し, 90mm

プ レー トで 一 時 間培 養 した.振 盪 後,プ レー ト

から上清 を除 き, PBS(-)で3回 洗浄 し,吸 着

細 胞 をマ ク ロフ ァー ジ と した.な お,マ クロフ

ァー ジの 純 度検 定 は,ラ テ ッ クス粒 子 を貪食 さ

せ,ギ ムザ 染色 で95%以 上 で あ る こ と を確 認 し

た.

マ クロ フ ァー ジ が吸 着 し た プ レー トにLPS

 100μg/mlを 含 むFCS-MEMを 加 え, 24時 間

培 養 した.培 養 上 清 を ミリポ ア フ イル ター にて

濾 過 し,濾 液 をマ クロフ ァー ジ因 子(Mφ+LPS)

と した.ま たLPSを 加 えず,マ クロ ファー ジの

みで24時 間培 養 した 上清 も同 様 に濾 過 し,そ の

濾 液 をマ クロ フ ァー ジ単 独培 養上 清(Mφ-LPS)

と した.

MTは,重 金 属 に よっ て誘 導 を受 け るの で,

各 培地 中 の,亜 鉛,銅,カ ドミウムの 濃 度 を直

接 原 子吸 光 分 析 法 に よっ て測 定 した.

3)マ クロ フ ァー ジ因子 に よ るMT誘 導実 験

Chang liver cellを60mmプ レー トに接 種

し, FCS-MEMに よっ て培 養 した.細 胞 が4

×105個/プ レー トに達 した と きに,プ レー トか

ら培 地 を除 き,マ クロフ ァージ因 子(Mφ+LPS)

3ml, FCS-MEM 1mlお よび5μCiの [35S]-

cysteineを 加 え,培 養 した.別 に,マ クロ ファ

ー ジ単 独培 養 上清(Mφ-LPS)3mlにFCS-MEM

 1mlを 加 えた プ レー ト, FCS-MEM 4mlの み

を加 えた プ レー ト(対 照), LPS単 独 添 加 プ レー

ト(FCS-MEM 4ml, LPS 100μg/ml)プ レー ト,

亜 鉛 添 加 プ レー ト(FCS-MEM 4ml, 0.01M

 ZnCl2 40μl,培 地 の 亜鉛 終 濃 度100μM)プ レー

トを作 製 し,各 プ レー トに5μCiず つ の[35S]-

cysteineを 加 え,培 養 した. 18時 間 後,こ れ ら

の プ レー トの細 胞 を収 穫 した.
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4)マ クロファージ因 子 の濃 度 に よ るMT誘 導

Chang liver cellを35mmプ レ ー トに接 種

し, FCS-MEMに よっ て培 養 した.細 胞 が2

×105個/プ レー トに達 した と きに.プ レー トか

ら培地 を除 き,新 た にマ クロ フ ァー ジ因子 をそ

れ ぞれ0ml(総 培 地 の0%), 0.4ml(20%), 0.6

ml(30%), 0.8ml(40%), 1.2ml(60%)お よ び

1.6ml(80%)を 各 プ レー トに分 注 した.同 時 に

4μCiの[35S]-cysteineと 共 に各 プレー トの培 地

量 が総量2mlに な るよ うにFCS-MEMを 加 え

た. 18時 間後 に細胞 を収 穫 した.マ ク ロ フ ァー

ジ因子 の 各濃 度 につ い て プ レー トは そ れぞ れ3

枚 ずつ 使 用 した.

5)マ ク ロフ ァー ジ因 子 に よるMT誘 導 の経 時

的 変化

Chang liver cellを35mmプ レー トに接種 し,

 FCS-MEMに よ って培 養 した.細 胞 が2×105

個/プ レー トに達 した と きに,プ レー トか ら培 地

を除 き,新 た に,マ クロ フ ァー ジ因 子1.5ml,

 FCS-MEM 0.5ml及 び4μCiの[35S]-cysteine

を加 えた.試 料 添 加 後, 3時 間, 6時 間, 12時 間,

 16時 間, 20時 間, 24時 間 の各 時 間 に細 胞 を収 穫

した.各 収 穫 時 間 につ いて プ レー トは それ ぞ れ

3枚 ず つ使 用 した.

6)亜 鉛 お よ びdexamethasoneの 濃 度 に よ る

MT誘 導

Chang liver cellを35mmプ レー トに接 種 し,

 FCS-MEMに よ って培 養 した.細 胞 が2×105

個/プ レー トに達 した と きに,プ レー トか ら培 地

を除 き,新 た に4μCiの[35S]-cysteineを 含 む

FCS-MEM 2mlを 加 えた,培 地 中 の亜 鉛終 濃

度 が,そ れ ぞ れ0μM, 40μM, 60μM, 80μM,

 100μMお よ び120μMに な る よ うに, 0.01M

 ZnCl2を 加 えた.同 様 に,培 地 中のdexame

thasone終 濃 度 が,そ れ ぞれ0μM, 0.001μM

 0.005μM, 0.01μM, 0.1μMお よ び1μM

に な る よ うにethanolに 溶 解 したdexametha

soneを 加 えた. ethanolの 培 地 中 の 最 終濃 度

は0.5%を 越 え な い よ う調 整 した.両 者 は, 18

時 間 後 に細 胞 を収 穫 した.亜 鉛 の 場 合 もde

xamethasoneの 場 合 も,各 濃 度 につ いて プ レ

ー トは3枚 ずつ 使 用 した.

7)亜 鉛 およびdexamethasoneに よ るMT誘

導 の経 時 的 変化

Chang liver cellを35mmプ レー トに接種 し,

 FCS-MEMに よっ て培 養 した.細 胞 が2×105

個/プ レー トに達 した と きに,プ レー トか ら培 地

を除 き,新 た に4μCiの[35S]-cysteineを 含 む

FCS-MEM 2mlを 加 えた.同 時 に, 20μlの

0.01M ZnCl2(培 地 の 亜鉛 終 濃 度100μM)ま た

は20μlの10μM dexamethasone(培 地 のde

xamethasone終 濃度0.1μM)を 加 えた.試 料

添 加後, 3時 間, 6時 間, 12時 間, 16時 間, 20

時 間, 24時 間 の各 時 間 に細胞 を収 穫 した.各 収

穫 時 間 につ いて プ レー トは それ ぞ れ3枚 ずつ 使

用 した,

8)細 胞 質蛋 白上 清 の 調 製

収 穫 したChang liver cellの 細 胞 浮 遊 液 は

500×g, 5分 間遠 心 した.上 清 を吸 引 除 去 し,

沈 澱 した細 胞 をPBS(-)で2回 洗 浄 後, 0.01M

 Tris-HCl緩 衝 液(pH 8.6)200μlに 懸 濁 した.

この 懸濁 液 を, -70℃ に よ る凍 結,融 解2回,

超 音波 処 理90秒 を行 い, 15000rpm, 3分 遠 心

し,細 胞 質蛋 白上 清 を得 た.

9) SDS-ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動-フ

ル オ ロ グ ラフ イー(SDS-PAGE-Fluoro

graphy)に よ るMTの 定量

MTの 定 量 は, AndersenとWeser12)お よ

び小 泉 ら13)の方 法 に従 っ た.

上 清 蛋 白 質 溶 液50μlに, 8% SDSと50%

 glycerolを 含 む0.2M Tris-HCl緩 衝 液(pH

 8.8)25μl, 0.2M dithiothreitol 10μlを 加 え,

 5分 間 煮 沸 後,冷 却 した.こ の溶 液 に, 1M

 iodoacetic acid(pH 8.0, 1M NaOH溶 液 に溶

解)15μlを 加 えて, 50℃ で15分 間 反 応 させ,

 cysteine残 基 のSH基 をカルボ キ シ メチ ル化 し

た.こ の カルボキ シメチ ル化 蛋 白 質溶 液 に0.2%

 bromophenol blue溶 液10μlを 加 え,電 気 泳

動 用 試料 と した.

Laemmli14)の 方 法 に従 い, 0.1% SDS-15%

ポ リア ク リル ア ミ ドス ラ ブゲ ル(1.5mm厚,分

離 ゲ ル長10cm)を 作 成 した. 1試 料 あた り70μl

をゲ ルにかけた. 20Vで2時 間泳 動 後, 45Vで

12時 間泳 動 した,泳 動 後 の ゲ ルは10% trichlo

roacetic acid/10% acetic acid/30% methanol

溶 液 で1時 間 固 定 し,水 洗 後,オ ー トラ ジオ グ
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ラフ イー用 増 感液 に1時 間,浸 透 させ た.ゲ ル

は,水 洗,乾 燥 後,オ ー トラ ジ オ グ ラフ イー 用

X線 フ ィル ム に密 着 し, -70℃ で感 光 させ た.

一 週 間 後
,フ イルム を 現 像 して フ ル オ ロ グ ラ

ム を 作 成 した.フ ル オ ロ グ ラ ムは,各 試 料 ご

と にデ ンシ トメーター(透 過 光:波 長600nm,ス

リッ ト幅0.2mm×4mm)を 用 いてlinear scan

を行 った. MTの 濃 度 は,各 々の試 料 につ いて,

全 濃 度 に対 す るMTバ ン ドの割 合 に よって表示

した.

結 果

1) SDS-PAGE-Fluorographyに よ るMT

誘 導 の解 析

フ ルオ ロ グ ラ フイーの 結 果 を図1に,デ ンシ ト

メ トリー の結 果 を図1脚 注 に示 す. MTの 主 要

構 成 ア ミノ酸 で あ るcysteineは,カ ルボキ シメ

チ ル化 に よ って マ イ ナ スの荷 電 を付 加 され,電

気泳 動 に よ って,他 の タ ンパ ク質 か ら大 き く分

離 で きる12,13).矢 印 に示 す,速 く移 動 して い る

バ ン ドがMTで あ る.マ クロ ファー ジ因子(Mφ

+LPS)に よるMT誘 導 は,対 照(FCS-MEM)

の約3倍, 100μM亜 鉛 添 加 の 約70%で あ っ た,

一方
,マ クロフ ァー ジ単 独 培 養 上清(Mφ-LPS),

 LPS 100μg/ml添 加 におけ るMT誘 導 は,対 照

(FCS-MEM)の それ ぞれ1.3倍, 0.9倍 で あ った.

培 地 中 の金 属濃 度 を表1に 示 す.マ ク ロフ ァ

ー ジ因子(Mφ+LPS)お よ びマ クロ フ ァー ジ単

独培 養上 清(Mφ-LPS)中 の亜 鉛,銅,カ ドミ

ウ ムの濃 度 は,何 れ も対 照(FCS-MEM)と 同

レベ ル で あ った.

2)マ クロ フ ァー ジ因 子 の濃 度 に よるMT誘 導

Fig. 1 Electrophoretic analysis of carboxymethy

lated [35S] cysteine-labeled cytosol proteins

 from Chang liver cells.

Chang liver cells (4•~105 cells/plate) were labeled

 with 5ƒÊCi of [35S] cysteine for 18h in (1) control 

medium, (2) medium from MƒÓ+LPS, (3)medium from

 MƒÓ-LPS, (4)control medium+LPS 100ƒÊg/ml, and

 (5) control medium+100ƒÊM ZnCl2. The Chang cell

 extracts were carboxymethylated and subjected

 to electrophoresis on 15% polyacrylamide-0.1%

 SDS slab gels. Fluorography and densitometry

 was carried out as described in Materials and

 Methods. The arrow indicates carboxymethylated 

metallothionein. The relative density of MT band:

 lane 1; 2.9: lane 2; 8.3: lane 3; 3.7: lane 4; 2.6:

 lane 5; 12:

Table 1 Metal concentrations of the medium (ƒÊM)2

a Each value represents the meant•}S. D. of at least three experiments.

b Macrophages were incubated in FCS-MEM with lipopolysaccharide (100ƒÊg/ml) for 24h.

c Macrophages were incubated in FCS-MEM without lipopolysaccharide for 24h.

d MEM containing 10% FCS.

N. D.: not detectable.
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Fig. 2 A

Fig. 2 B

Fig. 2 Dose-response analysis for metallothionein

 (MT) induction by MƒÓ+LPS.

Chang liver cells (2•~105 cells/plate) were labeled 

for 18h with 4ƒÊCi of [35S] cysteine per plate in the

 presence of MƒÓ+LPS at various percent of total 

medium. At the end of labeling period, cells were 

harvested and cell extracts were carboxymethy

lated and analysed by SDS-PAGE and fluorography.

 See details in Materials and Methods.

A) A fluorogram for MT induction by MƒÓ+LPS.

 MƒÓ+LPS percent of total medium: lane (a, b, c);

 0: lane (d, e, f); 20%: lane (g, h, i): 30%: lane (j, k,

 l ); 40%: lane (m, n, o); 60%: lane (p, q, r); 80%: 

The arrow indicates MT band.

B) Dose-response for MT induction by MƒÓ+LPS.

 Relative density of MT band in each lane was 

analysed by densitometry. The densities averaged

 over the triplicate data were expressed as percent

 of the maximal induction.

マ ク ロ フ ァー ジ 因 子 の 濃 度 に よ るMT誘 導

の 結 果 を 図2Aの フ ル オ ロ グ ラ ム に示 す.図

2Bは,図2Aを デ ン シ トメー ター で 分 析 し,

最 も強 い誘 導 に対 す る百 分 率 で表 示 した. MT

誘 導 は,マ クロ フ ァー ジ因 子 の濃 度 が上 が るに

した が って増 加 し,全 培 地 量 の60%の 濃 度 で対

照 の約3倍 の誘 導 が み られ た.マ クロ フ ァー ジ

因子 が全培 地 量 の80%の 濃 度で はMT誘 導 は最

高値 の88%と や や 抑制 され た.

3)マ クロ フ ァー ジ因 子 に よ るMT誘 導 の経 時

的 変化

図3Aは マ クロフ ァー ジ因子 に よ るMT誘 導

の 経 時 的 変 化 を 表 す フ ル オ ロ グ ラ ム で あ る.

ま た,図3Bは,フ ル オ ロ グ ラ ム の 分 析 結 果

を 示 す.マ ク ロ フ ァー ジ 因子 によるMTの 誘

導 は,培 養時 間 が長 くな る に した が い増 加 し,

 20時 間 後 には3時 間後 の約3倍 に増 加 した. 24

時 間後 では20時 間 後 の約92%と や や抑 制 され た.

4)亜 鉛 お よびdexamethasoneの 濃 度 に よ る

MT誘 導
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Fig. 3 A

Fig. 3 B

Fig. 3 Time dependence of metallothionein (MT) 

induction by MƒÓ+LPS.

To start the experiment, cultures of Chang 

cells (2•~105 cells/plate) were supplemented

 with fresh medium containing 3ml of MƒÓ+

LPS, 1ml of FCS-MEM and 5ƒÊCi of [35S] cys

teine. The cells were harvested at the indicated

 time points, and cell extracts were carboxy

methylated and analysed by SDS-PAGE and 

fl uorography. See details in Materials and 

Methods.

A) A fluorogram for time course of MT in

duction by MƒÓ+LPS. Sampling time: lane (a,

 b, c); 3h: lane (d, e, f); 6h: lane (g, h, i); 12h: 

lane (j, k, l); 16h: lane (m, n, o); 20h: lane (p, 

q, r); 24h: The arrow indicates MT band.

B) Time course for MT induction by MƒÓ+LPS.

 Relative density of MT band in each lane was 

analysed by densitometry. Each data is the 

average of three plates.

図4に 示 す よ うに,亜 鉛 によるMTの 誘 導 は,

 40μMよ りみ られ,濃 度 が上 がる と共 に増 加 し,

 120μMで は,対 照(FCS-MEM)の 約7倍 の誘

導 がみ られ た.し かし, 150μMで は,細 胞 は死

滅 した.

図5に 示 す よ うに, dexamethasoneに よ る

MTの 誘 導 は, 0.005μMよ りみ られ, 1μMま

で 増加 し続 け, 1μMで は対 照 の約4倍 の誘 導

がみ られた.亜 鉛 の場 合 も, dexamethasoneの

場合 も, MTの 誘導は,最 も強い誘導に対する

百分率によって表示した.

5)亜 鉛およびdexamethasoneに よるMT誘

導の経時的変化

亜鉛によるMT誘 導の経時的変化 を図6に 示

す. MT誘 導は6時 間後, 12時間後と増加 し,

 16時 間後には3時 間後の約2.5倍 の誘導がみら

れた. 20時 間後には16時 間後の93%, 24時間後

では87%と 抑制 された.
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Fig. 4 Dose-response for metallothionein (MT)

 induction by Zn2+.

Chang liver cells (2•~105 cells/plates) were 

labeled for 18h with 4ƒÊCi of [35S] cysteine per

 plate in the presence of different concentra

tions of Zn2+. At the end of labeling period, the 

cells were harvested and treated as described 

in Materials and Methods. The averaged 

densities (triplicate) from fluorogram were

 expressed as percent of maximal induction.

Fig. 5 Dose-response for metallothionein (MT)

 induction by dexamethasone.

Chang liver cells (2•~105 cells/plate) were

 labeled for 18h with 4ƒÊCi of [35S] cysteine per 

plate in the presence of different concentra

tions of dexamethasone. At the end of labeling 

period, the cells were harvested and treated 

as described in Materials and Methods. The 

averaged densities (triplicate) from fluorogram

 were expressed as percent of maximal induction.

Fig. 6 Time course for metallothionein (MT) 

induction by Zn2+.

To start the experiment, cultures of Chang

 liver cells (2•~105 cells/plate) were supple

mented with fresh FCS-MEM containing 100

ƒÊM Zn2+ and 4ƒÊCi of [35S] cysteine. The cells

 were harvested at the indicated time points,

 and treated as described in Materials and

 Methods. The value of each time point is the

 average of three plates.

Fig. 7 Time course for metallothionein (MT)

 induction by dexamethasone.

To start the experiment, cultures of Chang

 liver cells (2•~105 cells/plate) were supple

mented with fresh FCS-MEM containing 0.1

ƒÊM dexamethasone and 4ƒÊCi of [35S] cysteine.

 At the indicated time points, the cells were 

harvested and treated as described in Mate

rials and Methods. The value of each time 

point is the average of three plates.
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dexamethasoneに よ るMT誘 導 の経 時 的 変

化 を図7に 示 す. MT誘 導 は6時 間 後, 12時 間

後 と増 加 し, 12時 間後 には3時 間 後 の 約4.3倍

に増 加 した. 16時 間後, 20時 間後, 24時 間後 に

は, MT誘 導 は, 12時 間 後 の各 々, 101%, 107

%, 117%,と 若干 増 加 した.

考 察

ヒ トの血 清亜 鉛 濃 度 は,正 常 時 に は,極 め て

一 定 に保 た れ てい る(約1μg/ml)が
,細 菌感 染

の 際 に は血 清 中 の亜 鉛 は,急 激 に減 少す る軌

著 者 らは,以 前 か ら,重 症 感 染症 やエ ン ド トキ

シ ン シ ョ ックに お け る亜 鉛 代 謝 に注 目 し,ラ ッ

トにLPSを 投 与 す る と,血 清 亜 鉛 が急 激 に減

少 し,肝,腎,肺 の 組織 中亜鉛 が急 激 に増加 す

る こ とを報 告 した10).し か し,感 染症 にお いて,

血 清亜 鉛 が組織 へ 再 分配 され る こ とに関 す る病

態 生理 学 的 意義 や,臨 床 的 意 義 は い ま だ明 らか

で は な い.

著者 らは,こ の亜鉛 再 分 配 が,組 織 中の 亜鉛

結 合蛋 白(特 にMT)の 増 加 によ るもの と考 え,

 LPSに よ るMT誘 導 の 機 序 を追 求 して きた.

 MTはglucocorticoidに よって誘 導 を受 け るの

で, LPS投 与 の よ うな ス トレス下 で は,ス トレ

ス に よ る血 中glucocorticoidの 増 加 に よ って

も肝MTは 増 加 しうる.し か し, Durnamら15)

は, transgenic mouseを 用 い てLPSに よ る

MTの 誘 導 が, glucocorticoidを 介 さない こと

を報 告 し,未 知 のmediatorの 存 在 を示唆 した.

Chang liver cellを 用 い て得 られた 今 回の 結

果 で は,図1に 示 すよ うに, LPSで 刺激 したマ

ク ロ ファー ジ培 養上 清(マ ク ロフ ァー ジ因 子)を

加 えた場 合 の み, MTが 誘 導 され た.ま た,表

1に 示 す よ うに,マ クロ フ ァー ジ培 養 上清 の金

属 濃度 は対 照(FCS-MEM)と 同 レベ ルで あ っ

た こ とか ら, LPSに よ っ てマ ク ロフ ァー ジが金

属 を遊 離 した とは考 えられ ない.従 って, LPS

によ っ て刺 激 され た マ ク ロ フ ァー ジ か ら遊 離 さ

れ る液 性 因 子 がMTの 合 成 に関 与 してい ると考

え られ る.ま た,ラ ッ トマ クロ フ ァー ジ由来 因

子 に よって,ヒ ト培 養肝 細 胞 にMTが 誘 導 され

るこ とか ら,こ のマ ク ロ フ ァー ジ因 子 は 種特 異

性 を持 た な い と思 わ れ る.

マ ク ロフ ァージ因 子 がMT誘 導 に及 ぼ す効 果

は,マ ク ロフ ァー ジ因子 の割 合 が,全 培 地 の60

%に な る まで増 加 し,全 培 地 の80%で は,最 高

値 の88%に 抑 制 され た(図2). 80%の 濃 度 で

やや 抑 制 が み られた こ とは,プ レー トに加 え る

新 鮮 な培地 の量 が減 少 した こ とに よ り, MTの

合 成 に用 い られ る ア ミノ酸 の量 が減 少 した こ と

によ る と思 われ る.

マ ク ロフ ァージ因 子 に よ るMT誘 導 は, 20時

間 まで増 加 がみ られた(図3),こ の結 果 は,阿

部 らのin vivoに お け る報 告10)で,ラ ッ ト肝

MTが18時 間 まで,増 加 し続 け る とい う結 果 と

類似 して い る.

Karinら4,16,17)は, HeLa cellを 用 いて,亜

鉛 お よびdexamethasoneに よ るMTの 誘 導 を

検 討 して い る.

亜 鉛 の濃 度 によるMTの 誘 導 は, Chang liver

 cellで は, 40μM-120μMと 極 め て狭 い範 囲 で

しか認 め られなか った. 150μM亜 鉛 で は,細 胞

は 死滅 した が,こ れ は,亜 鉛 の細 胞 毒 によ ると

考 えられる.こ れ らの結 果 は, Karinら の報 告4)

とほぼ 一 致 して いる.一 方, dexamethasoneの

濃 度 によるMTの 誘 導 は, Chang liver cellで

は1μMま で増加 し続 けてい るの に対 し, HeLa

 cell16)で は, 0.01μMで 既 に プ ラ トー に達 して

いる.こ の相 違 を生 ず る理 由 の 一 つ は, Chang

 liver cellとHeLa cellの, glucocorticoidに

対 す る レセ プ ター 数 の違 い に よ る もの と思 われ

る.

亜鉛 によるMT誘 導 の経 時 的 変化 は, Chang 

liver cellで は16時 間 後 まで 増 加 し続 けた.ま

た, 24時 間後 で は やや 抑 制 され た が, 16時 間後

の87%で あっ た.し か し, HeLa cell17)で は,

 6時 間 後 まで 増加 した が,以 後 次 第 に減 少 し,

 24時 間 後 で は, 6時 間 後 の60%と な っ てい る.

一方
, dexamethasoneに よ るMT誘 導の 経時

的 変化 は, Chang liver cellで は, 12時 間 まで

急激 に増 加 し,以 後24時 間 後 まで 徐 々 に増 加 し

続 け た.し か し, HeLa cell17)で は, 6時 間以

後 プ ラ トー に達 して い る.著 者 とKarinら の結

果 に おけ る相 違 は,以 下 の理 由 に よ る と考 え ら

れ る.著 者 の実 験 結 果 は,あ る時 間 に おけ るま

でのMTの 合 成 と分 解 の 総 和 で あ る.一 方,
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Karinら の結 果 は,各 時 間 で培 養細 胞 を同 位 元

素 でパ ルス ラベ ルす る こ とに よ って 得 られ た結

果 で あ るの で,そ の時 点 におけるMTの 合 成 速

度 を表 す た め で あ る.

マ クロフ ァー ジ因 子 に よ るMTの 誘 導 は,濃

度 効 果 およ び経 時的 変化 の何 れ において も亜鉛,

 dexamethasoneと そのパ ター ンが 異 な っ て い

る.従 っ て,マ クロ フ ァー ジ因 子 は,重 金 属 あ

るいはglucocorticoidに 加 えて, MT誘 導 に お

け る第3の 制 御 因子 で あ ることを示 唆 してい る.

最近, Karinら18)は,市 販 のinterleukin-1

(以下IL-1と 略)が,ヒ ト培 養 細 胞 内 にMTを

誘 導 す る とい う事実 を報 告 した.マ クロ フ ァー

ジがLPSに よ っ て刺激 され る とマ クロファー ジ

か ら種 々の物 質 が放 出 され る19). IL-1も その1

つ で あ るが,著 者 らの 実 験20)で は, IL-1に よ

って, Chang liver cell内 にMTは 誘 導 さ れな

か った.急 性 炎症 時 やエ ン ド トキ シ ン シ ョ ック

時 には,肝 で急性 期 蛋 白(acute phase protein)

が合 成 され る21)こ の急 性 期 蛋 白 は, IL-1に よ

って誘 導 され うる21)し か し,急 性 期 蛋 白 の う

ちで, C reactive proteinの 誘 導 は, IL-1に

加 えて補助 因子 を必要 とす る22)ま た, LPSに

よっ て刺激 された マ クロ フ ァー ジが放 出 す る物

質 の ひ と つ で あ るhepatocyte-stimulating

 factorは,肝 細 胞 に作 用 し, α2-macroglobulin,

 α1-antichymotrypsin, α1-acid glycoprotein,

 α1-cysteine proteinase inhibitor, haptoglobin

およ びfibrinogenを 合成 す る が, IL-1と は異

な る液 性 因子 で あ る と報 告 され て い る23,24).

MTは 急 性 期 蛋 白 に分 類 され て い な いが,急

性 炎症 時 に肝 で早期 に合 成 され る蛋 白で あ る.

従 っ て, MTを 誘 導 す るマ クロ フ ァー ジ因子 に

ついて, IL-1, hepatocyte-stimulating factor

との異 同 に加 え,そ の性 状 お よび補 助 因 子 の検

討 が必 要 で あ る25).

Kellerら26)は, LPSで 刺 激 したKupffer cell

が肝 細 胞 の 蛋 白 合 成 を 抑 制 す ることを報 告 し,

 Kupffer cellが 活性 化 され る と肝 を障 害 す るこ

と を示 した.ま たSankariとPekkanen27)は,

 LPSを 投 与 した ラッ トで肝 の 過 酸化 脂 質 が増加

す る こ と を示 し,エ ン ド トキ シ ン シ ョ ック にお

け る肝 障害 に は,活 性 酸 素 が関 わ って い る こ と

を示唆 してい る.一 方, ThornalleyとVasak3)

は, electron spin resonanceを 用 い て, MT

が, superoxide dismutaseと 同 程 度 か,あ る

いは それ以 上 にsuperoxide anionやhydroxyl

 radicalのscavengerで あ る こ と を示 した.

以 上 よ り著 者 は,エ ン ド トキ シ ンシ ョッ ク時

にお け るMTの 役割 を次 の よ うに考 え る.エ ン

ド トキ シンシ ョック時 には,細 菌 やLPSに よ っ

て,マ クロ フ ァー ジ28), Kupffer cell29)お よ び

好 中球30)が 活 性化 され,活 性 酸 素 が発 生 し,隣

接 した血 管 内 皮細 胞 や肝 細胞 膜 を障 害 す る.し

か し,同 時 に遊 離 され た液性 因子 に よ って,肝

細胞 内 に誘 導 されたMTが,活 性 酸 素 を除 去 す

る と思 わ れ る.従 っ て, MTは,生 体 防 御 の一

翼 を担 って い る と考 え られ る.

結 語

1) LPSに よるMTの 誘 導 をChang liver cell

の 系 を 用 い て 検 討 した.そ の 結 果, MTは

LPS単 独 で は 誘 導 され ず, LPSを 加 えたマ

ク ロフ ァー ジ培 養 上 清(マ クロ フ ァー ジ因 子)

に よっ ての み, Chang liver cell内 に誘 導 さ

れた.ま た,マ クロ フ ァー ジ培 養 上 清 中 の金

属 濃度 は対 照(FCS-MEM)と 同 レベ ル で あ

った.

2) MT誘 導 に及 ぼす マ クロ フ ァー ジ因子 の濃

度 と その経 時 的 変化 を検 討 した.そ の 結 果,

マ ク ロ フ ァー ジ因 子 の濃 度 が全培 地 量 の60%

の濃 度 で最 も強 い誘 導 がみ られ た.ま た,培

養20時 間後 に3時 間後 の約3倍 の誘 導 がみ ら

れ た.

3) MT誘 導 に及 ぼ す亜 鉛, dexamethasone

の濃 度 とそ の経 時 的 変化 を検 討 した.そ の 結

果,マ クロ フ ァー ジ因 子 に よるMT誘 導 のパ

ター ンは,亜 鉛 お よびdexamethasoneの 濃

度 効 果,経 時的 変 化 の 何 れ とも異 なっていた.

この こ とは,マ クロ ファージ因 子 がMT誘 導

の新 た な制 御因 子 で あ る こ と を示 して い る.
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In order to elucidate the mechanism of metallothionein (MT) induction by bacterial 

endotoxin during acute phase alteration, I investigated direct and indirect inducers of MT 

by measuring the induced uptake of [35S] cysteine into cultured cells. Although zinc or 

dexamethasone induce MT directly when added to the culture medium of human hepatic 

(Chang) cells, endotoxin added to the culture medium was found to be ineffective in inducing 

MT synthesis. Since MT was induced during acute phase alteration, I focussed on the role 

of macrophages. I found that the conditional medium from endotoxin-activated macro

phages ("MƒÓ+LPS") induced MT synthesis in Chang cells, while the incubation medium 

of nonactivated macrophages did not. Primary induction by zinc, copper or cadmium in 
"MƒÓ+LPS" was denied

, because the concentrations of these metals in "MƒÓ+LPS" were 

almost the same as in the control medium. To clarify the details of the process of MT 

induction, the kinetics of MT synthesis by "MƒÓ+LPS" in Chang cells were studied and 

compared with the kinetics of MT synthesis by zinc and dexamethasone in Chang cells. 
"MƒÓ+LPS" induces MT synthesis

, proportionally to the concentration of "MƒÓ+LPS", 

whereas zinc and dexamethasone induce MT sigmoidally and biphasically, respectively. On 

the other hand, the time course of MT induction by "MƒÓ+LPS" is similar to that by zinc, 

but different from that by dexamethasone. I conclude that: 1. Macrophages activated by 

endotoxin release a new factor which induces MT synthesis in human hepatic cells. 2. The 

new factor is different from dexamethasone and zinc.


