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抗原吸入 に よ る ラ ッ ト気道 の 血管透過性亢進作用 に対す る

新規抗 ア レ ル ギ ー 薬 KW −4679の 影響

　　 　　 協和発酵工 業 （株）医薬研 究所

大森健守　　石 井秀衛 　　佐々 木康夫

　新規抗ア レ ル ギー薬 KW −4679の ラ ッ ト気道に おけ る抗原誘発血管透過性亢進反応に 及 ぼ す影響 をケ

トチ フ ェ ン およびターフ ェ ナ ジ ン の 作用 と対比 して検討した，マ ウス モ ノ ク ローナ ル IgE 抗体で 受身感

作 し たラ ッ トに 抗原を吸入 させ る と ， そ の 気管と 主気管支 で ，血 管透過 性亢進作 用の 指標 で あ る漏出色

素量が著明 に 増加 した．KW −46790 ．3〜10mg／kg 経 ロ投与 は 本反応を有意に抑制 した．気管 で の EC40
は4 ．9mg ／kg ， 主気管支 で の EC40 は0．47mg ／kg で あ っ た．ケ トチ フ ェ ン も両部位で抑制作用 を発現 し，
その ED40 は気管で 13．4mg ！kg ， 主気管支 で 10，8mg ／kg で あ っ た．夕一フ ェ ナ ジ ン も両部位で抑制作用

を発現 し，そ の ED40 値は気管で66，4mg ！kg，主気管支で51．7mg ／kg で あ っ た．以上 の成績か ら，　KW ・

4679は IgE 抗体が関与する気道に おけ る 血管透過性亢進反応を抑制す る こ と，そ の 抑制作用はケ トチ

フ ェ ン およびターフ ェ ナ ジ ン に比べ 低用量か ら発現する こ と が明 らか と なっ た．
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緒　言

　気管支喘息患者 の 気道 に お い て は ， 気道上皮 の 剥離，

気道分泌物の貯留，粘液腺過形成，気道平滑筋の収縮，

基底膜肥厚 ， 炎症細胞浸潤，
［血管拡張 ， 粘膜浮腫 な ど

の病理所見が観察さ れ る．特に ， 血管透過性亢進作用

に 基 づ く浮腫 は気道抵抗の 増加や 気道過敏性形成 に 影

響を及 ぼ す こ とが 明らか に さ れ て きた
1）．し た が っ て ，

気道に お け る血管透過性亢進作用 を抑制す る こ と は気

管支喘息 の 予防や治療 に 貢献す る もの と考 えられ る．

　 KW ．4679 ｛（Z ）一ユ1−L3．（dimethylamino ）

pr〔）pyridene］−6，　ll−dihydrodibenz　［1⊃，　e 」　oxepin ．

2−acetic 　acid 　monQhydrochloride 〕 は
2｝
気管支喘息 ，

通年性ア レ ル ギー性鼻炎お よ び慢性蕁麻疹な ど の ア レ

ル ギ
ー

性疾患 の 予防 お よび治療 に 有効 な薬物 で あ る．

我 々 は KW −4679が 選択的な ヒ ス タ ミ ン Il、受容体拮抗

Received ；　 N ｛｝vcmber 　13，1995

Accepted ：　 February　l6，1996

Abbreviations ；　 BSA 　 bovine　 serum 　 albumin ；

ELISA 　 euuyme −linked　inmlunosorbellt　 assay ；

lgE 　imm しLnoglobulin 　E ；　 PCA 　passivc

CUtaneOUS 　 anaphylaXiS ；　 TNP 　 2，4 ， 6−

trinitrobenzene ．1．sulfonjc 　acid 　sodiurrl 　salt ；　TNP ．

BSA 　trinitrophenyl ・conjugated 　 bovine 　 serum

albumin

作用 ， ラ ッ ト腹腔肥満細胞 か ら の メ デ ィ エ ーター遊離

抑 制作用，フ ィ
ー

ル ド電気刺激時 の タ キ キー＝ 一ン 誘発 モ

ル モ ッ ト気管支平滑筋収縮反応の 抑制作用
：〕

と，ヒ ト

好 中球 の ロ イ コ トリエ ン 産生や血小板活性化因子 産生

の 抑制作用
“ な ど を有す る こ と を報告 して きた ．さ ら

に ， KW −4679が ラ ッ ト passive　cutaneous 　anaphylax −

is （PCA ）抑制作用
［’｝

， 感作 モ ル モ ッ トに お け る抗原誘

発遅発 型 喘息反応 や 気道過敏性 の 形成 を抑制 す る
S〕
な

ど の 幅広 い 活性 を有す る 薬物 で あ る こ と も報告 し て き

た．し か し ， 気道抵抗の 増力［1や気道過敏性形成 に 密接

に 関係す る気道粘膜浮腫 に 及 ぼ す 本薬物 の 影響 は 明 ら

か で は な い ．そ こ で 今同 ，
マ ウ ス の モ ノ ク ロ ーナ ル IgE

抗体で受身感作 した ラ ッ トに抗原 を吸人 さ せ た時 に 発

現 す る気道 で の 血 管透 過性亢進 作用 に 及 ぽ す KW ．

4679の 効果に っ い て検討した ．な お，抗 ア レ ル ギ
ー

薬

と して 繁用 さ れ て い る ケ トチ フ ェ ン お よ びタ ーフ ェ ナ

ジ ン を比較対照薬 と して 用 い た。

実験方法

1．使 用動物

　Ba！b／c 系雄 「生マ ウ ス （日本 チ ャ
ール ズ リバ ー （株），

7週 齢） お よび ド ン リ ュ ウ 系雄性 ラ ッ ト （目本 ラ ッ ト
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（株）， 体重 220〜240g）を購入 し，室温 23＋ 1℃ ， 湿度

55 ± 5％の 環 境 下 の 動 物室 に て 自動給水 お よ び固形飼

料を自由摂取させ て 予備飼育後，実験 に 供 した ．

2．使用薬物

　被験 薬物 と し て 用 い た KW ．4679お よび フ マ ル 酸 ケ

トチ フ ェ ン は 協和発酵工 業 （株）医薬研究所 に お い て

合成し，
い ずれ も注射用蒸留水 に溶解 し，5ml ／kg 体重

の 割合 で 経 口 投与 し た．タ ーフ ェ ナ ジ ン （Merrell

I）ow ） は 0．3％ の carboxyrnethyl 　cellulose 　Na 溶液 に

懸濁し て経口投与した．そ の他 ， 実験 に便用 した薬物

は エ バ ン ス ブ ル
ー

（和光純薬），ウ シ iin清 ア ル ブ ミ ン 似

下 BSA と 略 ， 和 光 純 薬）， 2， 4．6−trinitrobenzelle−1−

sulfonic 　 acid 　sodium 　salt （以
．
ドTNP と略，東京化

成）， pristane 〔東京化成）お よびペ ン トバ ル ビ タール

（ネ ン ブ ター
ル 注射液，大 冂本製薬）で あ る．抗原 に は

幅 と浜 岡 の 方法
7 〕に し た が い BSA と TNP 基 を結 合

させ た TNP −BSA を 用 い た．

3．TNP 特異的 マ ウ ス の モ ノ ク ロ
ー

ナ ル lgE 抗体 の

作製

　 TNP −BSA で 感 作 した マ ウ ス 脾 細胞 と マ ウ ス ミ エ

ロ ーマ 細胞の 細胞融合で作成 し た TNP ・specific マ ウ

ス lgE産 生 ハ イ ブ リ ドー
マ で あ る TIB142細 胞 を

ATTC 社か ら購入 し た ．免疫抑制薬 の pristane を 前

投与 した マ ウ ス の 腹腔 内に TIB142細胞 （16× IO6個）

を移植 し ， そ の 7L 」後，
マ ウ ス の 腹水 を採取 し ，

Rudolph らの 方法
s ）

に した が い lgE抗体を精製 し た．

な お ， anti −niousc −lgE．peroxydase を用 い た ELISA

法 で 検討 した 結果．monoclonal 　TNP −speclfic 　mouse

IgE抗体 の 濃度依存性 に 吸光度 の 上昇 が 認 め られ た ，

ラ ッ トを用 い た 48時 PM　heterolugous　PCA に お け る本

抗体 の 力価 は 1 ：2L6で あ っ た．

4．ラ ッ トの 気道 に お け る 「触管透過性亢進反応

　
一

群 9 匹 の ラ ッ トを 用 い た．マ ウ ス モ ノ ク ロ
ーナ ル

IgE抗休を生 理 食塩液で 128倍 に 希釈後 ， 5m レkg 体重

の 劃合 で ラ ッ トの 尾静脈 内 に 投与 し受 身感作 し た．

18〜24時間後に エ バ ン ス ブル ー溶液 （50mg ／kg）を静

脈内投与 した の ち，ラ ッ トを プ ラ ス チ ッ ク製観察箱 （縦

18cm × 横22cm × 高 さ12cm ） に 入 れ，〔〕．1％ の TNP −

BSA （lmg ／m ］）を口商式 吸 入用 コ ン プ レ ッ サ ー （L」本

商事製） お よび日商式 ガ ラ ス ネ ブ ラ イザ ー
（囗本 商事

製）で 吸 入 暴露 した ．20分後 ，
ペ ン トバ ル ビ タール （50

mg 〆

「
kg）を腹腔 内投与 し て麻酔 し ， 腹部下行大動脈か

ら放 1
’
fn致 死 後 ， 右心室 か ら37℃ に 加温 し た 生 理 食塩液

10ml を注入 し肺 を灌流し た
9 〕．気管 と 主気管支 を摘出

し ， 生 理 食塩液で 洗 っ た の ち ， ガ ーゼ で水分 を ふ き と

り，そ れ ぞ れ の 重量 を測定 した．血管透過性 亢進反応

の 指標 と し た 漏出色素量 は Katayama ら の 方法
10 ）

に

準 じ て 抽 出 し ， 定量 した ．す な わ ち，各組織 を3N の

K ⊂）HO ．5nnl に 加 え，37℃ で 24時間加温 した ．そ の 後，

12N の IICI　O．2ml を加 え攪拌 し組織 が溶解 した こ と

を確認 し た の ち ， O．6N の リ ン 酸 と ア セ トン の 混含

（5 ：13）液 4．5rnlを加 え て 色 素 を抽 出 し， 波長620nm

で 比 色 定 量 し た．漏 出色素 量 は 単位重 量 （mg ）あ た り

で 表記 した．被験薬物 は 抗原吸入暴露 の 1 時間前 に 経

IIas．il し た．感作ラ ッ トに 抗 原 吸 入 暴 露 し た 群 を対 照

群，抗原吸入暴露 の 代わ りに 生琿食塩液 を吸入暴露 さ

せ た群を陰性対照群 と した．薬物投与時の 抑制率は次

式 に て 求めた．な お ， 今回検討 した投与量 の 範囲 で は

各薬物 の 最大抑制率は 40〜60％台 に 留 ま っ た の で ，

40％抑制用量 （ED40 ）を抑制率 の 回帰直線 か ら算出 し

た．

　抑制率 （％）＝

（卜
韲
難譌欝 謦

陰欝羈 岩黷
奠

）・ 1・。

5．統計処理

　数値は 平均値 ± 標準誤差で 示 し た． 2群間 （陰性対

照群 と対照群問）の 検定 に は Ullpaired　t−test を
， 多群

間（対照群 と薬物投与群間）の検定に は Scheffeの多重

比較検定を用 い た．p く 0．05をもっ て有意 と した．

実験結果

　感作 ラ ッ トに 抗原 を 吸入 暴露し た対照群で は ， 生 理

食塩液を 1吸入暴露させ た 陰性対照群 に 比 べ ，漏 出色素

罷：は 気 管 で 4．2倍 に
， 主 気 管 支 で 3，6倍 に 増 加 し た

（Table　l）。　 KW ．46790 ，3〜U〕1ng ／kg 経 口 投与群 で

は，対照群 に 比 べ 気管お よ び 主気管支 で 漏出色素量 が

減少した ．気管で は 1お よ び1〔）mg ／kg 投与群で有意な

作用 が 認 め ら れ，ED40 は 4．9mg ／kg で あ っ た．主気管

支で は 1 ， 3お よ び 101ng／kg 投与群で有意な作用 が 認

め られ た ．ED40 は 0．47mg 〆kg で あ り，気管 で の EL）40

に比 べ 低用量 で あ っ た．ケ トチ フ ェ ン も両部位で抑制

作用 を 発現 し，ED4 〔｝は気管で 工3．4mg ／kg，．乾気管支で

10．8mg 〆kg で あ っ た ．タ ーフ ェ ナ ジ ン も両部位 で 抑制

作用を発現し ， そ の ED40 は気管で 66．4mg／kg ， 主気管

支 で 5］．7mgfkg で あ っ た ．両部位で の 三 薬物の 効果 を

比較す る と，KW ．4679が 最 も低 用 量 か ら 有効 で あ っ
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Table 　l　 Effed．　of 　KW −4679，　ke匸otifen 　and 　terfenadine　on 　antigen −induced

　　　　　 Evans　blue（EB ）dye　extravasation 　（ng 　mg
．1

　tissue）

　　　　　　　　　 in　passively　sensitized 　 ra し airw ，ays

395

　Rats 　wcre 　passively 　sensi しized　witb 　mL 川 o ⊂1〔川 al 　ar コtトTNP ・BSA 　IgE　antibc ｝dy

a ］1d 　were 　cha 】1〔ヨnged 　with 　inhalntion　of 　aeros 〔〕l　 antigcrl 　fol’1ビ）lllill，　Drugs 　wcrc

administered 　orally （｝ne 　h〔｝ur　bcforc　al1巨gcn 　challulge ．　Each　value 【℃ p ］
・
csents 　ll】e

mean ＋ S．E．〔〕f　 mne 　 rats ，　 Numbers 　 in　paren しhcs｛／s　indicaLe　lnhibi亡k ）n　 percem 　 vs

the　c．ontrol ．；　i冂dicates　sig ヨ1fiCaTl 亡di仔e1
’
ence 　at ／｝く 〔1．O］from　unc ．hallenged　gr ⊂）up

（Unpaired 　t・test）、“indic：，Ltes　significant 　dif「erence 　at ／）く 〔1、「〕5　fronn　coTlt．To ］grc）up

（Schoffe’s　multiple − range 　test ）．

た．

考 　察

　マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル lgE抗 体 で 受 身感 作 し た

ラ ッ トに 抗原 を吸入 さ せ る と ， そ の 気管 と 主気管支 で
，

血管透過性亢進作用 の 指標 で あ る漏出色素．量が 著明 に

増力11す る こ とが 認め ら れ た．こ れ まで
， 抗 ア レ ル ギ

ー

薬 の 血管透過性亢進抑制作用 の評価に は動物の背部皮

膚や 耳介 を 用 い た PCA 反応が繁用 され て き た が ，今

回作成 した実験 モ デル は疾患 の 原発部位で そ の作用 を

評価す る も の で あ り ， ま た ， 抗原吸入 で 反応を悲起 で

きる こ とか ら抗喘息薬 の 評価 モ デ ル と して の利点を有

す る も の と考 えられ た．感作 モ ル モ ッ トに 抗原 を静脈

内投 与した 時
9）や 抗原 を 吸 入 さ せ た時

1i ｝に も気管お よ

び主気管支 で 血管透過性亢進反応 が 発現 し た こ とが報

告 され て い る．し か し ， 反 応惹起 に 関 与す る抗体 の 種

類 に つ い て は 記
．
載 され て い な い ．た だ ，

モ ル モ ッ トの

感作法 な どか ら IgG が 主 と し て 関与 し て い た も の と

推測 さ れ る．し た が っ て ，
1 型 ア レ ル ギ…発症 に 密接

に 関係す る IgE抗体を用 い た今回 の モ デ ル は抗喘息

薬 の 評価法 と して 利 点を有す る もの と考 え られ た。

　本 モ デル で KW −4679．　， ケ トチ フ ェ ン
， ターフ ェ ナ ジ

ン 前投 与の 影響 を検討 した と こ ろ，い ずれ の 薬物 も抑

制作用 を発現 した．前述 した モ ル モ ッ トの モ デル で抗

ロ イ コ ト リ エ ン 薬 o）ONO −！o78g）や 5・リ ポ キ シ ゲ ナ ー

ゼ 阻害薬 の A −63162が 抑制作用 を示 し た L1〕こ と か ら
，

ロ イ コ ト リエ ン が l！lL管透過性亢進 に 重要 な役割を演 じ

て い る と 推測 さ れ て い る．一
方，NK ユタ キ キ ニ ン 受容

体拮抗薬の CP．9．　63．　4t5が抑制作用 を示 した こ と
1m

や ， タ

キ キ ニ ン 分解酵素 NEP の 阻書薬 で あ る thiorphan が

抗原誘発に よ る 血管透過 性亢進を増強し た こ と
’nl

が報

告 さ れ て お り，タ キ キ ニ ン の 関与 も示峻 され て い る．

KW −4679 は ア ラ キ ド ン 酸の 遊離抑制 を 介し て ロ イ コ

ト リェ ン 蕀 生 罩：を減少 さ せ る こ と
4）が 見 い だ さ れ て い

る．さ ら に
， 卞気管支標本で フ ィ

ール ド電気刺激 に ょ

る ペ プ チ ド作動性神経関与の 収縮反応 を タ キ キ ニ ン の

遊離抑制作用 を介 し て 抑制 す る こ と
：・）
も見 い だ さ れ て

い る．し た が っ て ，
こ れ らの 作用が重畳 して気道 に お

け る 血管透過性亢進抑制作用 に 寄与 した もの と考え ら

れ た ．特 に ，KW ．4679 の 抑制作用 は 屯気管支 で 顕著 で
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あ っ たが ， そ の部位 で の タキ キ ニ ン 遊離抑制 作用が寄

与 し た もの と推測さ れ た ．ケ トチ フ ェ ン と ター
フ ェ ナ

ジ ン もロ イ コ ト リエ ン 産生抑制作用 を有す る こ ど
4冫が

報告さ れ て お り，両薬 の 血管透過性亢進抑制作用 に そ

の 作用 が寄与 した もの と 考え られ た．ケ トチ フ ェ ン に

つ い て は 主気管支標本の ペ プ チ ド作動性神経関与の収

縮反応 の 抑制作用 と そ の 抑制作用 は タ キ キ ニ ン 遊離抑

制作用 に 基 づ く も の と推測 され る こ とが 報告され て い

る
1［’｝．ケ トチ フ ェ ン の 血 管透過性亢進抑制作用 に も タ

キ キ ニ ン遊離抑制作用が寄与 した もの と考え られ た ．

最後 に 今回検討 し た 三 薬物が 共通 に 有す る抗 ヒ ス タ ミ

ン 作用 に つ い て考察 した い ．モ ル モ ッ トに お い て抗 ヒ

ス タ ミ ン 薬 メ ピ ラ ミン は抑制作用 を示 す が，そ れ と同

程度の抗 ヒ ス タ ミ ン 活性を有す る ア ゼ ラ ス チ ン は抑制

作用 を示 さ な か っ た
9 ｝と報告 さ れ て お り， そ の 役割 は

明 確 で は な い ．さ ら に ラ ッ トで は 気道 に お け る抗原抗

体反応惹起時 の 血 管透過性亢進反応 に お け る ヒ ス タ ミ

ン の 役割 を 否定 す る報告 が 多 い
1fi）］7 〕．し た が っ て，Ll薬

物 の ラ ッ トの 気道 に お け る血管透過性亢進抑制作用 に

は 抗 ヒ ス タ ミ ン 作用 の 寄与 は 少 なか っ た と推測 され る

が ， よ り詳細 な検討 を今後積み 重 ね た い ．ま た ， 今回

は い わ ゆ る経 口抗 ア レ ル ギ
ー

薬 の 作用 の み を検討 した

が ， 今後 ， 種 々 の 薬理 作用 を有す る薬物の 作用 に つ い

て 検討 を加 え ，本 モ デル の 意義 を よ り明 ら か に した い ．

　以、E，本研究 に お い て ，　 KW −4679の ラ ッ ト気道 に お

け る抗 原誘発 i血管透過性亢進抑制作用が明 らか とな っ

た ．臨床 に お け る抗ア レ ル ギー作用が期待 さ れ る．

　 稿 を終 え る に あ た り，本 研 究 に 御 協 力 い た だ い た ill村 雅

一
氏 に 深 く感謝致 し ます．
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     EFFECT  OF  KW.4679, AN  ANTIALLERGIC  DRUG,  ON  ANTIGEN-INDUCED  AIRWAY

              MICROVASCULAR  LEAKAGE  IN  RATS  PASSIVELY  SENSITIZED

                      W･ITII AilOUSE MONOCLONAL  IgE ANTIBODY

                         Kenji  Ohmori, Hidee  Ishii and  Yasuo  Sasaki

           RFtaxmacetttical Resea7Th  Labovaton'es, Kyozva Hkekko Kog),o Co., Ltd. Shizuoka

   We  studied  the  effect  of  KW･4679, an  antiallergic  drug, on  inhaled antigen-induced  airway  microvas-

cular  leakage in rats  pa$sive]y sensitized  with  mouse  monoclonal  IgE antibody,  Inhaled antigen  jncreased

extravasation  of  Evans blue dye content  in tracheal and  main  bronchus tissues.  KW-4679  {e. 3-10  mg/kg,

p.o.) recluced  antigen-incluced  microvascular  leakage in trachea with  an  ED4o value  of 4.9 mg/kg.  KW-

4679 also  reduced  antigen-induced  microvas(;ular  leakage in main  bronchus with  an  EDio value  of  O.47

mg/kg.  The  inhibitory effect  of  KW-4679  was  more  potent  than  those of  ketetifen and  terfenadine. These

results  suggest  that KW-4679  clearly  reduces  airway  microvascular  leakage mediated  by antigen･

antibodv  reaction.


