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Vitamin EとT-kininogen

坂 本 亘*1),半 田 洋*2),上 原 総 一 郎*3)

Relationship between vitamin E and T-kininogen It is experimentally know that vitamin 

E enhances both humoral immune response and protection against micro-organism infe-

ction, but the mechanism has not been clarified. On the other hand, T-kininogen, a 

kinin precursor, cysteine proteinase inhibitor, and acute phase protein, is suggested to 

be induced by activation of macrophages. In order to clarify the action of vitamin E 

on the immune response, we investigated the relationship between vitamin E and T-

kininogen in rat. T-kininogen level in rat serum was determined by single radial im-

munodiffusion using specific antiserum against T-kininogen. Vitamin E provides a po-

tent stimulus in vivo for the production of T-kininogen, such as seen in lipopolysaccha-

ride (LPS) administration. Namely, T-kininogen level in rat serum, that was given 

intraperitoneal injection of vitamin E for six days ranging from 1.5 mg to 25 mg per 

day, increased from 758•}218 to 3,220•}263 ,ƒÊg protein/ml with an increase of vitamin 

E level in the serum (12.9•}1.1 to 38.8•}6.2ƒÊg/ml). Whereas normal and vehicle 

(polyethylene 60-hydrogenated castor oil)-received rats were 452 •} 77 to 483 •} 82 ƒÊg/ml 

of T-kininogen and 7.4•}0.7 to 7.2•}0.9 ƒÊg/ml of vitamin E. In addition, vitamin 

E enhanced induction of T-kininogen by LPS administration. From these results, the 

pharmacological action of vitamin E on the immune response was discussed.
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ラ ッ ト血 漿 中 に存 在 す るT-kininogenはHMW-,

LMW-kininogensと 同様 に,キ ニ ン前 駆 体,thiol pro-

tease inhibitorsな ど の機 能 を 有 す る多 機 能 蛋 白 質 で あ る

が1～3),炎 症 に伴 っ て増 加 す るacute phase proteinの

一 種 で もあ る4).最 近,こ のT-kininogenの 誘 導 を め ぐ

っ て,macrophage由 来 のmonokines,ヒ ト表 皮 細 胞 や

扁 平上 皮癌 細胞(COLO-16)培 養 液 由 来 のcytokinc,

HSF II(hepatocyte-stimulating,factor II)の 関 係 が 論 じ

られ て い る5,6).

一 方 ,vitamin Eはmacrophage,抗 原 抗 体 反 応 を 介

して生 体 防 御 に深 く関与 す る と と もに,発 癌 抑 制作 用 を

発 揮す る こ とが報 告 され い る7～8).し か し な が ら,vitamin

 Eが どの よ うな作 用 機 構 で異 物 処 理 能,免 疫 応 答 能 に 関

与 して い るの か ま だ不 明 な 点が 多 い.今 回,筆 者 らは,生

体 防 御 とvitamin Eの 関 連 性 を 調 べ るた め に,vitamin

 Eに よ るT-kininogen産 生 誘 導 に つ い て調 べ た.

方 法

(1)実 験 動 物

体 重350～400gの ウイ ス タ ー 系雄 ラッ トを使 用 した.

(2)試 験 薬 物

vitamin E(DL-α-tocopherylacetate,エ ーザ イ)は,そ

の 溶 媒 で あ るHCO-60(polyethylcne60-hydrogenated

 castor oil,エ ー ザ イ)で 種 々濃 度(50mg/ml,20mg/ml,

10mg/ml,3mg/ml)に 調 整 した後,各0.5mlを ラ ッ ト

腹 腔 内 に 投 与 した.対 照 群(vehicle)は0.5mlのHCO-

60を 投 与 した.

lipopolysaccharide(LPS)は,」E.coliよ り フ ェ ノー ル抽

出 さ れ たserotype No.0127:B8(Sigma社,USA),

interleukin-1(IL-1)は,ヒ ト組 換 えIL-1α(大 日本製 薬)

を 使 用 した.

(3)血 中vitamin E,T-kininogen,総 蛋 白質 量 の 測

定

心 臓 穿 刺 に よ り採 」血し,血 清 を 分 離 した 後,vitamin

 E(α-tocopherol)量 を 螢 光 法9).T-kininogen量 は 先 に 報

告 したT-kininogenの 特 異 抗 血 清 を 用 い るsingle radial

 immunodiffusion法10),総 蛋 白質 量 は,Lowry法11)で

お のお の測 定 した.

結 果

(1)LPSと 血 中T-kininogen

免 疫 学 的 に 定 量 した 正 常 ラ ッ ト血 中 のT-kininogen量

は437±45μg/mlで あ っ た.一 方,ラ ッ ト腹 腔 内 に100
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図1  changes with time in T-kininogen concent-

ration in rat serum after administration of 

LPS

Four rats were used per time and analyzed indivi-

dually. T-kininogen concentrations are indicated 

for the mean values of rats on each day after 

administration of 100 ƒÊg LPS.

図2  experimental procedure for determining the 

effect of vitamin E on T-kininogen-induc-

tion by LPS administration

μg LPSを 投 与 す る と,血 中T-kininogen量 は 図1に

示 す よ うに,い ち じる し く増 加 した.す な わ ち,投 与 後

1日 目で1,950,2日 目で2,300,3日 目で2,250,4日 目

で1,900,6日 目で1,200μg/mlと な っ た.

(2)vitamin Eと 血 中T-kininogen

正 常 ラ ッ ト血 中 のvitamin E量 は7.4±0.7μg/mlで

あ った が,1.5mg,5mg,25mg/日 のvitamin E6日 間

連 続 投 与 群 で は お の お の12.9±1.1,15.5±2.3,38.8

±6.2μg/mlと な り,血 中vitamin E量 は 投 与 量 と と

も に 有 意 に 増 加 した.一 方,T-kininogcn量 は,血 中

vitamin E量 の上 昇 に伴 い増 加 した.す なわ ち,1.5mg

6日 間 連 続 投 与 の ラ ッ ト血 中T-kininogen量 は758±

218,5.0mgで1823±613,25mgで3220±263μg/ml

と正 常 群 に 比 して 有 意 に 増 加 した.な お,50μg IL-1,

50,100μg各LPS1回 投 与 後3日 目の 血 中T-kinino-

gen量 は お のお の1620±241,1392±470,2220±435μg/

mlで あ った(表1) .

(3)LPS,vitamin Eと 血 中T-kininogen

表1に 示 した よ うに,vitamin EはLPSと 同 様 に 血

中T-kininogen量 を 増 加 させ る こ とが 明 らか に な った.

そ こで つ ぎ に,一血 中vitamin E量 の上 昇 がLPSのT-

kininogen誘 導 上 昇 作 用 に どの よ うに 影響 す る のか 調 べ

た.vitamin Eは 図2に 示 した よ うに,50μg LPS投

与3日 前 か ら屠 殺 前 日ま で6日 間連 続 投 与 した.そ の結

果,対 照 群 で あ るLPS+生 食 群,LPS+vehicle群 の血

中T-kininogen量 は お の お の1214±213,1222±306

μg/mlで あ るの に対 し,5.0mg,10.0mg,25.0mg/日

vitamin E投 与 群 で は お の お の2379±262 ,3221±263,

3690±311μg/mlと 有 意 に 増 加 した .し か し,1.5mg/日

投 与 群 で は血 中vitamin E量 が13.1±2.1μg/mlと 正

常 群(7.7±1.1μg/ml)よ り有意 に増 加 して い る に もか か

わ らず,LPSのT-kininogen誘 導 作 用 に対 す る相 加 効

果 は観 察 す る こ と が で きな か った(表2).

考 察

vitamin Eは,生 体 の免 疫 反 応 を 賦 活 化 し,感 染 防 御

や 発 癌 抑 制 に 関与 す る と報 告 され てい る7,8).す なわ ち,

マ ウ ス脾 細 胞 免 疫 活 性 に 関 す る研 究 か ら,Hoffeld12)は,

vitamin Eの 免 疫 活 性 増 強 効 果 はvitamin Eが 細 胞 膜

の脂 質 過 酸 化 を 防 止 す るた めで あ る と説 明 し,津 田 ら13)

は,vitamin Eが リンパ 球 の幼 若 化 能 を 促 進 す るた め で

あ る と して い る.

事 実,Yasunaga et al14)は,マ ウス 腹 腔 内にvitamin

 Eを14日 間 投 与 す る と,リン パ 球 の 幼 若 化 転 換 が 促 進 さ

れ る こ と,ま た,Corwin et al15)は,LPSに よ る リン

パ 球 幼 若 化 反応 がvitamin Eに よ り増 強 され る こ とを

立 証 して い る.一 方,Schwartz et al8)は,vitamin E

の発 癌 抑 制 作 用 はvitamin Eがmacrophageを 刺 激

す るた め で あ ろ うと説 明 して い る.こ の よ うにvitamin

 Eは な ん らか の形 で 免 疫 応 答 に 関 与 して い る こ とは 明 ら

か で あ るが,monokine,cytokineの 産 生 亢 進 を 介 して

vitamin Eが 作用 して い るか ど うか 明確 で な い .

筆 者 らは,vitamin Eの この 薬理 学 的 作用 を実 証 す る

一 つ の手 懸 りと して
,monokinesやcytokinesに よ り誘

導 され るT-kininogen5,6)を 指 標 に し て,vitamin Eの

作 用 につ い て 研 究 した.そ の結 果,1.5mg/日 か ら25

mg/日 のvitamin E6日 間 連続 投 与 に よ る.血中vitamin

 E量 の上 昇 は,血 中T-kininogen量 の上 昇 を 誘 導 した .

そ し て,そ の誘 導 はmacrophageの 活 性 化 を 介 し て行

わ れ て い る可 能 性 を 示 唆 した.事 実,macrophage活 性

化 因 子 の一 つ,LPSは 血 中T-kininogenを い ち じ,るし

く上 昇 させ る と と もに,こ の 上 昇 作 用 がvitamin Eに

よ り 相 加 的 に 増 強 させ る こ とが わ か った .Kageyama

 et al.16)は,す で にmRNAレ ベ ルでLPSのT-kininogen

誘 導 が 肝 臓 で 行 わ れ て い る こ とを 証 明 して い る.そ れ ゆ

え に,vitamin Eに よ るT-kininogen上 昇 作 用 は 肝 臓

で のT-kininogen合 成 亢 進 を 反 映 して い る こ とに な る.
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表1  effect of vitamin E, IL-1 and LPS on total protein and T-kininogen 

levels in rat serum

*1) Each group of 8 male Wistar rats (350•`400 g) received vitamin E or vehicle 

by intraperitoneal injection for 6 days. On 7th day, rat blood was obtained 

by cardiac puncture under light ethyl ether anesthesia, in order to measure 

T-kininogen in the serum.

*2) T-kininogen in rat serum was measured on the 3rd day after a single intrape-

ritoneal injection of LPS or IL-1.

*3) ND: not determined .

表2  effect of vitamin E on T-kininogen induced by LPS administration 

in rat serum

* Each group of 8 male Wistar rats (350•`400 g) received saline, vehicle or vita-

min E by intraperitoneal injection for 6 successive days, and on the 4th day

 the rat were subjectd to 50 ƒÊg of intraperitoneal injection of LPS, as shown in 

Fig. 2. T-kininogen in rat serum was measured on the 3rd day after injection

 of LPS.

最 近,Itoh et al.5)は,Frcund's complctc adjuvant

を ラ ッ ト腹 腔 内 に投 与 して調 整 したmacrophage実 験 か

ら,肝 臓 で のT-kininogen合 成 がmacrophageを 介 し

て,そ れ もmacrophageが 産 生 す るmonokinesに よ り

誘 導 され る こ とを 示 唆 して い る.事 実,筆 者 ら も本 研 究

に お い て,monokineの 一 つ,ヒ ト組 換 えIL-1のT-

kininogen誘 導 作 用 を 観 察 す る こと が で きた.

しか しな が ら,今 回 の 投 与 量 が50μg protein(1.5×

106units)と 生 理 的 に は 考 え られ な い 濃 度 で あ る こ と,

また 最 近,Baumann et al.6)は,ラ ッ ト肝 細 胞 の培 養 系

に お い て,1000units/mlのIL-1で は そ の よ うな 誘 導

作 用 が 認 め られ ず,ヒ ト表 皮 細 胞 や 扁 平 上 皮 癌 細 胞 由

来 のcytokine,HSF IIで 強 力 なT-kininogen誘 導 作用

が 認 め られ た と報 告 して い る こ とか ら,T-kininogenを

め ぐってvitamin Eとcytokines,monokinesの 関 係 を

今 後 さ ら に検 討 す る必 要 が あ る.い ず れ に して も,今 回

明 らか に され たvitamin EのT-kininogen誘 導 作 用 が

ヒ トの連 用 安 全 投 与 量(200～600mg/日)17)で も,そ の作

用 を 発 揮 し てい る こ とか ら,生 体 防御 に対 す るvitamin

 Eの 新 しい薬 理 的作 用 が期 待 され る.

vitamin Eの供 与 な らび にそ の測 定 に 際 し,ご 援助 を

賜 っ た エ ー ザ イ株 式 会 社 に深 謝 致 し ます.
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