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感作 モ ル モ ッ トに お け る条件づ け に よ る ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー
反応

　　 国立精神 ・神経 セ ン タ
ー
精神保健 研 究 所 心 身 医学研究 部

岡田 宏基
1）
　 永田 頌史

2）
　 石川俊男　　吾郷晋浩

　卵 白 ア ル ブ ミ ン （OA ）に よ る 吸 入感作 モ ル モ ッ トを用 い て 臭 い に よ る ア ナ フ ィ ラ キ シ ー
反応の 条件 づ

け を試 み た ， 7 日 間 の 吸入 感作 1カ 月後 に 6 匹ず つ C （条件 づ け）群 と U （非条件 づ け ）群に分 け た．
C 群 に は条件刺激 と し て硫黄臭 の あ る dimethylsulfide（DMS ）を OA と と も に

，
　 U 群 に は OA の み を

吸入 させ た．こ の 4 日後 に C 群 に は生理食塩水 （生食）の み ，U 群 に は DMS の み を吸入 させ 両群 で OA ，
DMS の総吸入量 を等 し くした、こ の 組 み 合 わ せ を 1 セ ッ シ ョ ン と し，週 に 1回 ず つ 7 週繰 り返 した 。最

後 の セ ッ シ ョ ン 後に 両群 と も DMS ，生食及 び OA をそ れ ぞ れ 単独 で 吸入 させ て採血 し血 漿 ヒ ス タ ミ ン

を測定 し た．そ の 結果，DMS の単独吸入 時の ヒ ス タ ミ ン 値 （ヒ 値 ）は C 群 で 47．5± 9．7，　 U 群 で 25．7±

1．2ng／ml で あ っ た．　 C 群 の 生食 吸入時 の ヒ 値は32．9± 4．7，0A 吸入 時 は 59．0土 9．2ng ／m1 で あ っ た．
DMS 単独 吸入後 の 血 漿 ヒ 値 は C 群 で は U 群 よ り有意 （ρ〈 O．05）に 高か っ た．こ れ らの こ と は，条件刺

激 （DMS 吸入）が 抗原刺激 な しに ヒ ス タ ミ ン 遊離 を 引 き起 こ す こ と を示唆 し
， 肥満細胞一神経系 の 連関

を示唆す る 成績 で あ る ．

Key 　words ： anaphylaxis conditioning histamine − − inhalation −
odor

緒　言

　気 管支喘息の 病態に 心 理 的因子，な か で も条件 づ け

が関与し て い る 例があ る こ と は 古 くよ り広 く知 られ て

お り，
1886年 に MacKenziei ）は バ ラ に 過敏な夫人 が造

花 の バ ラを 見て 鼻炎症状に 引き続 い て 喘息発作を引 き

起 こ した 例を報告 し て い る． こ の よ うな事例 は ほ か に

も数多く報告さ れ 臨床的に も少 な か らず み られ る が ，

そ の メ カ ニ ズ ム は 近 年 まで 明 ら か に さ れ て い な か っ

た．実験的に免疫反応の 条件づけ に 初め て 成功 した の

は Ader ら
2 ）

で ，彼 らは cyclophosphamide （無条件刺

激 ：unconditioned 　stimulus −US ）に よ る免疫抑制作用

が サ ッ カ リ ソ （条件刺激 ：conditioned 　stimulus ・CS）
で 条件 づ け られ る こ と を報告 して い る．

一
方 ， Bienen−

stock ら
3）は ， ア レ ル ギ ー反応 の 引ぎ金 と な る粘膜肥満
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Abbreviations ： BAS 　bovine 　 serum 　 albumin ；

CS 　conditioned 　 stimulus ；　DMS 　dimethyl−

sulfide ； OA 　 ovalbumin ；　 US 　 unconditioned

stimulUS

細胞 と迷走神経 の 知覚神経末端に 密接 な連絡 が あ る こ

と を 組織化 学的，電顕 的 に 明 ら か に し ， さ ら に Mac −

Queen ら
4，
は 音 と光に よ る条件刺激 に よ っ て ラ ッ ト の

粘膜細胞特異 酵素 （rat 　mast 　cell 　protease 　II；RMCP

II）が 遊離す る こ とを報告 した ．すな わ ち，中枢神経系

と肥満細胞 と の 間 に 解剖 学的 ・機能的 な結 び つ きが あ

る こ とを示 し た わ けで ある．今回我 々 は 気管支喘息 に

よ り近 い 動物 モ デル で あ る 蛋 白 ア ル ブ ミ ン （OA ）で 吸

入 感作 した モ ル モ
ッ トを用 い て 臭い に よ る条件 づ けを

試 み た．

材料 と方法

　 3 週 齢 の Hartley系 雄 モ ル モ ッ ト 12匹 （体 重

200〜270g）を 1 ％ OA （非条件刺激
一US ）を 1 日 1 回

5分間連続 7 日 間吸入 させ る こ と に よ っ て 感作 し た．

吸 入 感作 1 ヵ 月後 に 全 部 の モ ル モ ヅ トが OA 吸 入 で

気道反応を誘発で きる こ とを確認した 上 で 6 匹ず つ 2

群 に 分け，条件 づ け群 （C 群） と非条件 づ け群 （U 群）

と した ．臭 い 刺激 （条件刺激
一CS ）に は硫黄臭 の あ る

dimethylsulfide（DMS ）（0．2％ in　saline 　solut 三〇 n

− DMS 液）を 用 い た．条件 づ け の た め に C 群 に は OA

と DMS 液 とを 同時に 各個体 が 発作を ぎた す ま で 吸 入
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　Fig．1．　Schedule　of　experiment ，　OA ，　 ovai ・

bumin ；D ，　dimethylsulfide；S，　saline ；Cond ．，　condi ・

tioned　group ；Uncond．，　unconditioned 　group ，

させ た が，臭 い を持続さ せ る た め に OA （2mg ／ml ）と

DMS 液を同量ずつ 2 分ご と に ネ ブ ラ イ ザ ー
に 追加し

た の で 吸入液 の OA の 濃度 は lmg ！ml とな っ た ．発作

の 判定 は 観察 に よ り，呼気延長，眼球 チ ア ノ ーゼ を き

た し た 時点で 吸 入 箱 か ら取 り 出 し た ．吸 入 時間 は 6
〜8 分 で あ っ た ．な お 眼球 チ ア ノ ーゼ は 組織 ス ペ ク ト

ル 分析装 置 （住 友 TS −20   ） で ，酸化 ヘ モ グ ロ ビ ン 量

（lso，）が 15％以 E低下すれ ぽ肉眼 的に 確認 で きる し，

ISO2は 呼吸抵抗 と相 関す る こ とを確認 し て い る
5｝．　U 群

は OA 〔1mg ！mD の み を 同様に発作を きたすま で 吸入

させ た ．こ れ ら の 条件づ け は 7 日 ご と に 繰 り返 した ．

ま た
，
DMS の 気道 に 及 ぼ す非特異的影響 や取扱 い に

よ る影響を C 群 と U 群 と で 同等に する た め に ，そ れ ぞ

れ の 条件 づ け か ら 4 日後 に C 群 に は 生理 食塩水を，U

群 に は DMS 液の み を そ れ ぞ れ 6 分間吸 入 さ せ た ．こ

の 組合 せ を 計 7同 繰 り返 し た （Fig，1）．条件 づ けの 期

間中飼育条件 は 一定 と し，飼料と水は 自由に与え た ．

また ，条件 づ け もほ ぼ一
定 の 時刻 （午後 0時

〜午後 2

時）に 行 っ た ．最後 の OA な し の 吸 入 か ら 5 日後 ， 9

口後及 び 11日後 に 両群と もに そ れ ぞ れ DMS 溶液，生

理 食塩水及 び OA を吸 入 さ せ て ，い ず れ も吸入 10分後

に エ ーテ ル 麻酔下 で EDTA 採lfi1し，血漿を 過塩素酸

で 除蛋 白 し た 後 に 上 清 の ヒ ス タ ミ ア 値を測定 した ． ヒ

ス タ ミ ン の 測定 は 栄研の ヒ ス タ ミ ソ 測定 キ ッ ト を用い

て RIA 法 に て 行 っ た ．卵 白ア ル ブ ミ ソ に 対す る 抗体価

は 24時間 PCA 法に て測定し た ．検定 は 群内 は paired
t−test，群間 の 比較 は unpaired 　t−testを用 い た ．
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　 Fig，2、　 Plasma 　histamine　 levels　 after 　 condi ・

tional　 and 　unconditional 　 stirnuli．

　DMS ，　dimethy玉sul丘de；OA ，　ovalbumin ．　Data　are
expressed 　 as　mean ±SE．’p〈 0．05　 by　 unpaired 　 t−

test，
＋

ヵ＜ 0．05　by　paired 　t・test，

結　果

　C 群の 1 匹 は 生理食塩 水吸入後 の 採 血 時 に機械的溶

血 を きた した た め
， 解析に は 残 り 5 匹 の 値を用 い た．

C 群 に お い て DMS ，生理食塩水及 び OA 吸入時 の 血

漿 ヒ ス タ ミ ソ 値 （平均 ± SE ）は そ れ ぞれ ，
47．5± 9．7，

32．9± 4．7及 び 59．O±9，2 （ng ／m1 ）で あ っ た．　 paired

t−test の p 値は ，　DMS 吸入時 と生理食塩水吸 入 時 と が

0．186，生 理 食塩 水 吸 入 時 と OA 吸 入 時 と が0．OIO，

DMS 吸入時 と OA 吸入時 とが 0．363で あ っ た ．す な わ

ち 生 理 食塩水吸入 時 と OA 吸 入 時 と で の み 5％水準

で 有意差 がみ られ た．なお ，DMS 単独吸入時 に は 動 き

回 る ， 飛 び跳ね る な ど落ち着きの な い 行動が み られ た

が，明 ら か な 呼吸困難発作は な く呼吸数の 増加 が み ら

れ た の み で あ っ た ．

　U 群 は DMS 吸 入 時の 採血 で 1 匹が機械的溶血 を

し，残 りの 5 匹の うち 生理食塩水及 び OA 吸入時 の ヒ

ス タ ミ ン 値が 測定感度以上 に な る もの が あ り， pa｛red

t−testを行 うに は 匹数が不 足 し た の で 解析 に は 用 い 得

な か っ た ．そ こ で C 群 に と っ て の み 条件刺激 で ある

DMS 吸 入 時 の ヒ ス タ ミ ン 値を C 群 と U 群 と で 群 間

比較 を行 っ た ．U 群 の DMS 吸入 時 の ヒ ス タ ミ ン 値 は

25．2± 1，2 （ng ／ml ）で ，
こ れ は C 群 の そ れ と比 べ て有

意 （P ＜ 0．05）に 低値で あ っ た （Fig．2）．

　PCA 抗 体 価 は C 群 が 6，67± 0．471092倍，　 U 群 が
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1616 モ ル モ
ッ トで の 条件づ け に よ る ア ナ 7 イ ラ キ シ

ー
反 応

6 ．83 ± O．371092倍 で ，両群 間 に 有 意差 は 認 め ら れ な

か っ た．

考　察

　免疫反応 の 条件 づ け に 関 し て は，1975年 に Ader ら
2｝

が サ ッ カ リ ン （経 口 投 与）と cyclophosphamide （腹腔

内投与） とを 組合ぜ て リ ン パ 球 の 免疫抑制作用 が条件

つ げ られ る こ と を示 し ，
こ の ガ法 は

“

conditioned 　taste

aversion
”

と称 さ れ て そ の 後幾つ か の 条件刺激と種 々

の 免疫反応 の パ ラ メ ータ ーと の 組 み 合 わ ぜ が 検討 され

て い る．し か し な が ら 1型 ア レ ル ギ ー
反応に 関して の

もの は 少 な い ．

　 1型 ア レ ル ギ ー・一
反応に 関し て は．　Russellら 6）

，
　Peeke

ら
7｝は 仔 ウ シ 1血 清 ア ル ブ ミ ン （BSA ）を coInplete

Freund’s　adjuvant と混和 し モ ル モ ッ ト の footpad に

皮下注射 して 感作 し，BSA 液を鼻 に 浸す方法 で 血 中 ヒ

ス タ ミ ソ 値が上 昇す る こ とを 観察 して い る．我 々 も当

初 BSA の 代 わ りに OA を用 い て 同様 の 方法 に て 感作

を 行 っ た ．し か し
，

こ の 実験 で は OA 吸 入 に よ っ て も

明 ら か な 呼吸困難，チ ア ノ ーゼ ，Iso2の 低 下 を きた す よ

うな呼吸困難発作 は み られず ，ま た OA 吸入時 の lfiエ中

ヒ ス タ ミ ソ 値 も有意 の 増加 が 観察さ れ ず，喘息 の モ デ

ル に は な りえな い と判断 した ．そ こ で 今回 は OA で 吸

入 感作 を 行 い ，し か も条件 づ け の 際 も各個体 が 明 ら か

に 呼気 の 延長，チ ア ノ
ービを伴 う呼吸困難発作を きた

す ま で 吸 入 を 続 け る 方法 を と っ た ．

　今回得 られ た 結 果 を み る と，DMS を 単独 吸 入 さ せ

た 時 の 血 漿 ヒ ス タ ミ ン 値 は C 群 は U 群 に 比 べ て 有 意

に 高値 で あ っ た ．条件づ け の 過程 で C 群 は DMS を

OA と共 に 吸入 させ ，　 U 群 は DMS を単独 で 吸入 させ

て お り，こ の 結果 C 群 で は DMS の 臭い 刺激 と呼 吸 困

難発作 に 伴 う身体反応 と情動反応 が 中枢 神経系 で 結 び

つ き， 臭 い 刺激 の み で
， 条件 つ げ に よ る ヒ ス タ ミ ン の

遊離が起 こ っ た もの と 推測さ れ る． ヒ トの 場合，喘息

症状 の 条件 づ け が 成立す るた め に は，予期不安，恐怖

な ど の 情動反応 を伴 うこ と が多い ．モ ル モ ッ b の 場合，

DMS 吸入時 の 落 ち着 ぎの な い 行動 は ．一・
種 の 不安 の 表

現 と推測 さ れ る． こ の 行動 は 多少の 個体 差 は み ら れ る

が 条件 づ け の 数 回 目以降全部 の モ ル モ ッ トに み られ て

お り，DMS の 臭 い が 呼 吸困難発作を
．
予期 さ せ た 可能

性 が あ る．した が っ て モ ル モ ッ トの 条件 づ け に も ア ナ

フ a ラ キ シ ー反 応 に 伴 う情動反応が 必 要 で あ る の か も

し れ な い ．こ の 点 に つ い て は 抗 不 安薬 や 不 安 を 強 くす

る薬物 な どを用 い て さ ら に検討す る必 要がある，

　抗 原投 与 時 や 条 件 刺 激 時 の 血 漿 ヒ ス タ ミ ン 値 は

Russe11ら6｝や Peekeら
7 ）の 値と同程度で あるが，生 理

食塩水吸 入 時の 値 は ネ ン ブ タ
ー

ル 麻酔下 で 採 血 し た 時

の 値
s｝（10〜20ng／ml ）よ りや や高値で あ り，実験操作

の 過程 で 上 昇 した 可能性 が あ る。

　条件づ け に よ っ て E昇し た 血漿 ヒ ス タ ミ ン が ど の 細

胞 に 由来す る か と い う点 に つ い て は ま だ 十分 に 明 らか

で は な い ．し か し Bienenstock3）R’　MacQueen ら
”〕
の

研究 に よ っ て ，肥満細胞 と神経終末 とが 形態学的 か つ

機能 的 に 連 絡 が あ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る こ と

や ，両側 の 頸部迷走神経 の 電気刺激 に よ っ て 血 漿 ヒ ス

タ ミ ン 値が 有意 に E昇す る こ と か ら
81 ，DMS の 臭 い が

大脳新皮質 の 嗅覚領及 び 大脳辺縁系 に 至 り情動反応を

引 き起 こ し て ，視床下部 か ら迷走神経 の 遠心路 を経 て

末梢臓器 に 至 り，そ こ で 起 こ っ た 反応 が 知覚神経末端

の 神経 ペ プ チ ド類 の 遊離 を起 こ して 肥 満細胞 か ら ヒ ス

タ ミ ソ が遊離 した O］能 性 が あ る． こ の こ と を 確認す る

た め に は 条件 づ けの 成 立 し た 個体 で 迷 走神経 を物理的

な い し 化学的 に 遮断 して 臭い の 吸 入 を 行 うな ど の 操作

が必要で あ り，現在検討 巾 で あ る．

　本 研 究 の
・
部 は 文 部省科 学 研 究費一般 C （課 題番 号

02670353） の 援助 で 行わ れた．
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CLASSICAL  CONDITIONING  OF  ANAPHYLAXIS  IN SENSITIZED  GUINEA  PIGS

      Hiroki Okada, Shoji Nagata, Toshio  Ishikawa and  Yukihiro Ago
Division of Ilsychosomatic Research, Ndtional Center of AJleurotqgy and  Ibychiatry

   An  attempt  of classical  conditioning  of anaphylaxis  by odor  was  carried  out,  using  actively  sensitized  guinea
pigs with  an  inhalation of  ovalbumin  (OA), One month  after  sensitization,  animals  were  divided into the
conditioned  group; group  C, and  the unconditioned  group; group  U, consisted  of 6 animals,  respective]y.

Dimethylsulfied (DMS: sulfur  odor),  was  inhaled in group C as  a  conditioned  stimulus  with  OA  which  is an
unconditionecl  stimulus,  while  only  OA  was  inhaled in group  U. Four  days after  these procedures, saline was

inhaled in group  C and  DMS  was  solely inhaled in group U  in order  to equalize  the  total inhaled dose of OA  and

DMS  in both groups, These sessions  were  repeated  once  a week  for seven  weeks.  After final sessions,  all animals

were  inhaled DMS,  saiine  and  OA  separately,  and  blood samples  were  drawn after  each  inhalation to measure
plasma  histamine levels. After an  inhalation of  DMS  only,  plasma  histamine levels of group  C and  U  were  47.5 ± 9.7
and  25.7 ± 1.2 ng/ml,  respectively,  In group  C, plasma  histamine levels were  32.9 ± 4.7 at the inhalation of saline

and  59.0 ± 9.2 ng/ml  at OA  inhalation. Plasma  histamine  level after  an  inhalation of DMS  only  was  significantly

higher in group  C than that in group  U  lp<O,05), These results  suggest  that the  conditional  stimulus  (DMS
inhalation) may  induce histamine release  in the absence  of any  antigenic  stimulus  and  support  the evidence  for
mast  cell-neuron  interaction.


