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モ ル モ ッ ト慢性喘息モ デ ル に おけ る気道壁肥厚 の 検討

一
反復抗原曝露お よ び非特異的反復刺激 との 比較

中野康 弘

獨 1務医科大学呼吸器 ・ア レ ル ギー内科
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　気管支喘息 の 基本的病態 は
， 単なる気道の 可逆性攣縮で は な く， 好酸球 ， 活性化 丁 リ ンパ 球 ， 肥満細

胞 などの様 々 な炎症性細胞が関与する慢性の 気道炎症 であ り， 炎症 に よ っ て気道反応性が 亢進 し，さら

に 不 可逆的 な気道 の 器質的変化 （リモ デ リ ン グ）が 生じると考えられて い る．すでに我 々 は卵白ア ル ブ

ミン （OA ）24 週に わた る長期曝露に よ り気道壁肥厚を伴 う慢性喘息モ デ ル を確立 し てい る．今回 ， ア セ

チ ル コ リン （ACH ）に よ る 反復刺激 を行い 気道形態 に 与え る 影響 を検討 した．　 Hartley系雄 モ ル モ ッ ト

を 3 群に分け ， 1 群は ， OA 　10 日間連続吸入によ る感作 の 後 ， 週 1 回同様に 反復吸 入 曝露を 24 週間継続

した．2 群 は ACH 　313 μg／ml ， 2 分 間 吸 入 を 週 1 回 ，
24 週曝露 し

， さら に 3 群は コ ン トロ ール と して ，

溶媒の生食の み 同期間 ， 同様 に 吸入曝露 した．最終曝露 5 日後に気管 ， 肺 を摘出 し ， 気道横断面積 を計

測 した．長期抗原反復曝露では ，
コ ン トロ

ール と比較 し，気道の 上皮 ・上 皮下 層 お よび平 滑筋層 と共 に ，

基底膜層 の 肥 厚 が認 め られ た （それぞ れ 0．079±O．014 ， p ＝ ．0083 ；0．137 ± 0．026 ，
　p ＝ ．0008 ；0．0024

±7．975× 10
−5

μm ， 1丿く ．0001 ）．ACH 反復曝露では ， 上 皮 ・上皮 下 層 お よ び平滑筋層 の 肥厚 は コ ン トロ
ー

ル と比較 し有意差 は認 めず ， 基底膜層の肥厚も認め なか っ た （それぞれ O．051±0．008 ， p＝ ．4453 ；0．059

±0．Ol3 ，　 p ＝ ．5168 ；0．0017 ± 5．034 × 10
−5

μm ，　 p＝ ．0807 ）．以上 の 結果よ り基底膜層肥厚 だ け で な く，気

道平 滑筋層 の 肥厚は機械的反復収縮反応だ け で は 生じず， こ れ らの 肥厚 には抗原 を介 した ア レ ル ギ ー性

炎症 の存在が重要で ある こ とが 示唆 された．

Key 　word5 ：airway 　remodeliIlg 　　　 airway 　smooth 　muscle

　　　　　 　　　 thickness 　of　basement　membrane
bronchial　astllma

は じめ に

　気管支喘息 の 概 念は，気道 の 可逆性気管支平滑筋収

縮 か ら 気 道 に お け る 慢 性 炎症 へ と大 き く変 遷 し

た D ．3〕．近年喘息の病態が 解明 さ れ る に つ れ て ， E皮

の 剥離 を 伴 う慢性 的な気道傷害 と，傷害部位に お ける

気道 L皮の 修復に伴 う気道の 再構築 〔リモ デ リ ン グ）が

注 目され て きて い る 1151．気道 の リモ デ リ ン グ に は，線

毛 E皮の剥離， Il皮杯細胞増殖，．ヒ皮某底膜固有層下

網状層 （Lamina　reticular ）の 肥厚，気管攴平滑筋の 肥

大増殖，粘液腺 の 肥 大な ど が あ る．こ の よ うな気道 の

リ モ デ リ ン グ が気道過敏性 や 喘 息 の 慢性 化，難治化に

関連 し て い る と考えられ て い る 6）7
’
i．

Receive〔圭：September24 ，1999

Accepted ：Decembcr 　9，1999
AbbreViations ：ACH 　 acetylcho ！ine；OA 　 Dvalbu −

min ；SALN 　 saline

　今回我 々 は，モ ル モ ッ ト長期抗原曝露 に よ り，気道

壁 肥厚を伴 うリ モ デ リ ン グ モ デ ル を作 成 し，こ れ らモ

デ ル を川 い て 抗 原を介 し た 刺激 が 及 ぼ す気道形態 の 変

化 を，ア セ チ ル コ リ ン に よ る非特異 的気道収縮 に よっ

て もた らされ る 気道形態 の 変化と比較検討 した ．

材料及 び 方法

1．ハ ー ト レ
ー

系，雄性 モ ル モ ッ ト， 約 300g，4 週齢

（埼玉実験 動物 供給所）を用 い た ．

2．試薬 ：

　卵 白 ア ル ブ ミ ン （OA ；Sigma，　 Grade　V ） は 生理 食

塩 水に て 10mg 〆Inl に 溶解 した ．

　 ア セ チ ル コ リ ン 吸 入 に は，塩 化ア セ チ ル コ リ ン

（ACH ；第
一

製薬株式会社）を生 理食塩水 に溶解 し 313

pg 〆

’
ml に 希釈 した もの を使用 した．
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Fig．1．　Experi且nental 　protoco【，

Three 　groups 　are 　made 　up 　as 　foU〔，ws ；

（1〕　Ovalbu ［nin 　group 　‘QA ）

Eyer）
’week 24weeks

Guinea　p［gs 、verc 　scnsitized 　with 　 aerosoPized 　one 　a　day（）A　f‘｝r　lO　days　sLlcces 一

slvdv 　and 　then 　once 　a　week 　for　24　weeks ．

　（2＞　Acctylcholine　groUP 　〔ACID

　Guinea　pigs　were 　expQsed 　to　aeroso ［ized　an 　ACH 　a 且 c【｝ncen ！ration 　of 　313　P9 ・’tnL

for　ten　days　successively 『or 　2　m ［nul 〔ts．　and 　followcd　by　ol／ce 　a　weckfor 　24　weeks ．

　 〔3）　Saline　gr｛川 P　〔SALN ）

　Gujnea　pigs　were 　expos ｛｝d　by　saUne 　thu 　sallle 　dc・ter 【ninati （，11　for　10　days　succes −

sively 　and 　i
’
o 胆owed 　l）y 囲 ce 　a　we 〔

・k　for24　weeks 、

　気道 の 組織 の 染色は．TLtrk　solution 〔和〉瞬屯薬 1：

業），　）、
，lay−Gruenwa ！d

’
s　solution 　modified （N

’lerck），　Gi−

emsa 　solutiol1 〔Merck 〕 を 用 い た ．

3．実験方法 ： 〔Fig．1）

a．抗 原曝露群

　 プ ラ ス チ ッ ク 製抗 原 吸 入 装置 （直径 41cm ．高 さ 8

cm の 正 卜 1角形，ア ス ビ レ
ータ で out −flOwを同

．一・
に

設定）内 に モ ル モ ッ ト 10 匹 を入 れ ，オ ム ロ ン 社製超音

波 ネ ブ ラ イザ ーNE −LJ　12 に て lHl 回．10mg ／
「
ml の

OA を 6i／min の 気流景 で 10分間，　lo　rl問連続反復吸

人曝露 して 感作 した．10 凵問連続吸 人感作終了後，同

一
の 吸入曝露を週 ユ ［ulず つ 24 週 「1まで 実施 した．

b．　ACII 　l曝鹽客君羊

　同様の 装 置を用 い て ACH 　3ユ3μg／
’
ml ，2 分間を 10

日 問連続 吸人 した後 ， 1司様 の ACH 吸入を週 lIu：ず つ

24 週 目まで 実施し た．

　 ACH の 濃 度 に 関 して は，デ ータ に は 示 さな い が，予

備実験 と して ，156〜5000μg／ml まで の 濃度に 関し て

検討 した結果，625 μg．
・’
m ［以 Eの 濃度で は 半数以 L が

2 分間の 曝露で 死 亡 し．抗原投与と同等の 気道収縮を

認 め た 313 μg．・
’
ml を，至適濃度 と 決定した．

c．生理 食塩水曝露群

　同様 の 装置 を用 い て ，抗 原曝露群 と 同 じ実験 プ ロ ト

コ ール に て ，OA の 代わ りに 生埋 食塩 水を吸 人曝露 し

た．

　抗原曝露群に つ い て は ，10 囗 問連続吸人 感作の 6 冂

ト1以 降か ら抗 ヒ ス タ ミ ン 斉1亅（ク ロ ール ・トリ メ トン ）の

1ml ／kg 腹腔内注射 を施行 し た．全 て の 群に お い て

OA の 直接 作用を否定す る た め に ，最終曝露 51．1後 に、

気管お よ び肺を 摘 出 して ス ラ イ ド標本作製 し，気道横

断而積 を画像解析 ソ フ トを用 い て 計測 した．

d．　」
．h則彳去

　Jafnesらの 方法8丿に準 じ．同程 度 の 大 きさの 気道横

断面 を 計測対象と し た．気道横 断面積 は ，平滑筋層．

粘膜層，内腔の 3 部位に分け，測定した周長をそれぞ

れの 円周 と す る 正 円而積へ と 補 正 し，そ れ を拡張期而

積 と し て各 々 内腔面積で 除し て検討を行 っ た．基底層

は，エ ラ ス チ カ ー
ワ ン ギ

ー
ソ ン 染色標本 に よ り，有軟

骨気道 の長軸に対 し， 垂直横断切片が 得られ て い る粘

膜部 に おい て ，5 箇所計測 し，そ の 平均値を算出した．

4．デ ータ 処理法お よ び統計解析法

　統計学的処理 は ，Studcntunpaired　t−testを用 い て，

P 値が 0．05 未満 を有意 とす る か，一一一
元配置分散分析 を
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　Fig．2．　Mucosal 　layer　dinlension．

　Mucosa 且ayer 　dimension　of　OA 　sensitized 　guinea　pigs　was 　s1atist ．ical］y 　sigllificElllt

increased　cempared 　with 　saline 　exposed 　guhユea 　pigs　bllt　Ilot　ACH ．

　There 　was 　no 　increased　mucosal 　layer　dimension　between 　ACH 　and 　OA 　statisti −

cally．　Data　are　expresscd 　as　mean ± SE （n ≡6｝．
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　Fig．3．　Smootll　muscle 　layer　dimens ［orl，

　Srrlooth　muscle 　layer　dimension　of　OA 　scnsilized 　guinea 　pigs　was 　statistically 　sig −

nlficant　increased　compared 　with 　both　saline 　and 　ACH 　exposed 　guinea　pigs，

　There　was 　s亡adscally 　significant 　increased　 stnooth 　 muscle 　Iayer　dimerlsion　be−

tween 　ACH 　andOA ．Furtherm 【，re．　there 　Nへ・as　nD 　increased　s且n ｛⊃oth 　muscle 　Layer　di−

IIlensioll 　between 　ACH 　and 　saline　staLisLically．　Data　 are 　expressed 　as 　mean ± SE

〔n ＝6），

行 い ，止規 分 布を示 し た 場合 〔F 検定 で P 値が 0．05

未満 の 時 の み ），ひ きつ づ き多 重比 較 検定 で P 値 が

O．05．未満を布意 と し た．

結 　果

a ．粘膜層

　粘膜層 の 面積 に つ い て，生理 食塩 水曝露群 ，ACI ｛

曝露群，抗原曝露群の 3 群を比較 した．Fig，2 に示す ご

と く粘膜 層而積 は，抗原曝露群 〔0．079± 0．014）に お い

て 生 理 食塩水曝露群 （O．031 ± 〔〕．002） と比 較 して 有意

（p＝．0083）に 大 きか っ た．しか し，八CH 曝露群 （0、051

±   ．OO8〕 で は，有意 な 変化 は 認 め ら れ なか っ た．

b．平滑筋層

　Fig．3　に示す ご と く平滑筋層面積は ，抗原曝露群

（0、137 ± 0，026） に お い て 生理 食塩 水曝 露群 （0．026±

0，002＞および ACH 曝露群 CO．059± O．013 ）と比 較 して

有意 （そ れ ぞ れ ρ
＝．eOO8，　 p＝D237 ＞ に 大 きか っ た．生

理食塩水曝露群 と 八CH 曝露群 との 間に は有意差 は 認
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め なか っ た．

　Fig．4　に 典型的 な組織写真 を 示す．

c．令層

　Fig．5　に 示す ご と く全 層 面積は ，抗原1暴露群 〔O．216

± 0．039）に お い て 生理食塩水曝露群 （O．058± O．003） と

ACH 曝露群 （O．110 ± 0．020 ）に 比 較 して 有意 （そ れ ぞ れ

p＝．oe⊥6，　p
＝D490＞に 大きか っ た．　tli理食塩水曝露群 と

ACH 曝露群 と の 間 に は 有意差 は 認 め な か っ た．

d．基底層

　Fig．6　に 示す ご と く基底層 の 厚さは ．抗原曝露群

（O．0024± 7．975 × 105 μml に お い て 生理 食塩水曝露群

（0，00⊥6 ± 4．809　× 　105 μm ） お よ び ACH 曝露群 （O．OOl7

± 5．034 × 10u5μm ｝ と 比 較 し て 右 意 （そ れ ぞ れ p
＜ ．OOOI，　 p〈．OOOI）に肥厚 して い た．しか し，　 ACH 曝露

群 で は，有意 な 肥厚 は 認 め なか っ た，

考 　察

近年，気管支喘息の 基本病態の 概念が ，気管支平滑

筋 の 生 理学 的収縮か ら 気道粘膜 の 炎症 へ と変遷 し，慢

性 気道 炎症 の 重 要性，特 に 好酸球y）一］Zl，　 T　iJ ン パ

球 1／1，−151，肥満細胞 ］Ci）
−181を中心 と した 細胞浸潤，さ ら

に そ れ ら が続 い て 引 き起 こ す気道 ヒ皮傷害が i三要徴候

とされた．また，喘息患 者の 気道粘膜生検を安 令 に 行

う こ と が ll丁能に な り］91，今ま で 剖検肺で 見 ら れ て い た

基底膜 の 肥厚 の 大部分は実際 に は気道上皮 の 基底膜 で

な く1 セと して そ の 直下 の 結合織成 分の 肥厚に 起 因し

て い る こ とが 明 らか に な っ た L’o）．ユ993年 WHO を中

心 と して 発行さ れ た喘息の 国際指針 （Global　lnitiative

for　Asthma ）3）は
，

こ れ ら病理
’！
デ：的変化が慢性 ・難治性

喘息に お け る 不 可逆的 な気道閉塞の 原 因で あ る と指摘

し，気道壁 リモ デ リ ン グ の 概念が 生 まれ た．こ の 気道

壁 リ モ デ リ ン グ に 関 し．各研 究施設 で様々 な検討が行

わ れ て お り，そ の 機 序 が 徐 々 に 解 明 さ れ つ つ あ

る L’PLtLt／．今回我 々 は，こ れ ら気道壁 リ モ デ リ ン グが免

疫学 的機序 を介 し た もの か ，あ る い は 抗原非特異 的な

刺激に お い て も起こ りうる もの かにつ い て 検討 した．

まず，モ ル モ ッ トに OA を長期反復 吸入す る こ とに よ

り気道壁肥厚を伴 う慢性喘息モ デ ル を作成し，さ ら に
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　T 〔｝〔al　wa ［l　dimensioll　of　OA 　sens 江ized　guinea 　pigs　was 　s 〔atistically 　Significant　in−

creased 　cornpared 、v正th　boLh　saliIle　alld　ACII　exposed 　g し1inea 　pigs．

　 Thcre 　was 　statist．icatly　significam 　increased　tDtal　wall 　dimension　between 　ACII

and 　OA ．　Furtherm 〔〕re ，　there 　was 　rユo　increased　total 　wall 　dimension　beLwee］
’
i　ACIl

and 　saline 　statistically．　Data　are 　expressed 　as 　rnean 土 SE　（n ≡6）．
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　 Fig．6，　Basal　lamina．

　Basai　tamina　of （⊃A　sens 量tized　guinea　pigs　was 　statis しically　Significant　increased
compared 　w 弖th　b〔，th　saline 　and 　ACIIexposed 　gしlinea 　pigs．

　 There　was 　statistically 　sigl ／if｛camt 　increased　basal　lamina　beL“ reen 　ACH 三md 　OA ．

　 Furthernlore，　therc 　 was 　 n （♪incre三虹sed　 basal　lamina　bctween　ACH 　 and 　 saline 　 sta −

tistically，　Data　are 　cxpressed 　as　rnean 土 SE　（n＝6）．

ACH に よる抗原非特異的反復刺激が 気道形態に
’

ノ・え

る 影響に つ い て 検討 した．基底膜 ，粘 膜層，平滑筋層，

全層に 分け て そ れ ぞ れ 壁の 肥 厚に つ い て 検討 した結

果，OA 曝露群 に は 気道壁 の 肥厚 が 認め られ たが，

ACH 曝露 群 で は 全 て に お い て有意な 肥 厚 は 見 ら れ な

か っ た ．OA ，　 ACH 両者 と も気道収縮 を起 こ すが，壁

の 肥厚 に 関 して 大 きな相違 が 見られ た．1つ の 違 い は，
・
方は ア レ ル ギ ー性炎症を介 して い る の に対 し，もう

・
方は ACH 受容体を介 した気道平滑筋の 直接刺激に

よ る収縮 で あ る とい う点 で あ る．こ れ ら の 結 果 は気道

壁 の 肥厚 に は ア レル ギ
ー
性炎症 の存在が 重要で ある こ

とを強く示唆さ せ る もの で あ っ た． ・
方，Nagai らの 報

告跏 で は，ACH 吸 入 に よる 気道壁肥厚 を認 め て い る

が，我 々 と比較 し て高濃度の ACH を用 い て お り，ま た

投与 回 数 も多 く，ACH 吸入方法 の 違 い に よ り結 果が 異

な っ た可能性 も示唆 され，更 に検討の 必要が あ る．今
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中野 康弘他

回 我 々 の 実験 に お い て は，各種サ イ トカ イン の 関
ij一や

浸潤細 胞 の 性状 に 関する検討を行 っ て い な い が，気道

壁肥厚 と炎症細胞浸潤 の 関係 は 興味あ る 問題 で あ り，

今後 の 検討課題で あ る ．

　気道壁 の 肥厚に 閲 して は，非喘息対照群に 比較し，

喘 息患 者で は IO〜IOO％ ，喘息 死 患 者 で は，50− 300

％ の横断壁面積 の 増加があ り，
’
｝
Z
滑筋断面積に限れ ば

同様 に 25〜150％ ，50〜230％ の 増 加 が 見 ら れ た とい う

報告が あ り2“
， 気 道壁肥厚 の 程度が強 くなる と と もに

喘息 が重症化す る と考え られ る ，気道壁 肥厚は，気道

収縮に よ る 1呼吸機能の変化に 貢大 な影響 を与える こ と

が 知 ら れ て お り，Jamesらは 40％ の 平滑筋収縮で は．

非 発作時 に お け る気道抵抗 の ヒ昇率は 15％ に す ぎな

い が ，喘息死患者 に お い て は，そ れ が 290％ に も及ぶ

こ とを，理論 ヒ計算され た気道抵抗の 変化率か ら算 出

しが
1．平滑筋層 よ り外側 の 壁肥厚 もま た ，気道収縮

性 の 増大 に 影響 して い る と 言 わ れ て い る L’「］．それは，

外層の 肥厚に伴 っ て 起 こ る平滑筋 の 収縮 と周囲 の 肺胞

の 弾性収縮張 ノJに よ る拡張 障害 の た め と さ れ て い る 。

そ れ らの 結果 ， 気道壁 の 肥厚は，気道閉塞を増強 させ ，

か つ 気道反応性 を亢進させ る と考え ら れ て い る lt，1．．

お わ りに

　現在気道 リモ デ リ ン グ に伴う気道壁 の 肥厚 と臨床症

状，呼吸機能障害、お よ び 気道過敏性 亢進 と の 関連性

を 示す報告
251 が あ り，リモ デ リ ン グ の 改＃tが喘息 の 病

態，予後，治療 に
∫j一える影響は大 きい ．最近，抗原 回

避 も し くは ス テ ロ イ ド投与 に よ り気道壁肥厚 が 改 善す

る との 報告 もあ り1711一細 今後，気道 リ モ デ リ ン グ に よ

り肥 厚し た気道壁 を標的 と した治療法 の 開発が望 まれ

る．

　夲研 究 に 際 し．御指導い た だ きました 獨協医科 大学呼吸

器
・

ア レ ル ギー
内科福田 　健 教授 に 深ixい た し ます．
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COMPARISON  BETWEEN  REPEiXTED  ANTIGEN  ANI)  iXCETYLCHOLINE-IA'DUCED

 BRONCHOCONSTRICTION  IN DEVELOPMENT  OF  AIRWAY  WALL  TIIICKNESS

              IN A  CHRONIC  GUINEA  PIG  MODEL  OF  ,,XSTIIMA

         Yasuhiro Nakano, )v'Iasao Toda, Tvlinoru Yoshida

Department of Pulmonary Medicine and  Clinical lmmunology,  Doand

 Hironori Sagara

kkyo University School of Medicine

   Asthma  is associated  with  a  chronic  remodeling  of  tl'ic airways,  but it remains  to be elucidated  whether

repeated  bronchoc:onstriction (BC)  influences any  structural  attributes  of  the ILings. To investigate the role

of  rcpeated  BC  on  the  morpho]ogy  of  the airways,  wc  chronically  exposed  guinea  pigs to an  aerosol  of  acetyL

choline  (ACH) over  a period of  6 months.  The  guinea  pigs were  challenged  with  eirher  iXCH  or  saline  daily for

10 days and  thereafter were  challenged  once  a  week.  To compare  repeated  BC  with  a  chronlc  medel  of  aller-

gic inflammation, an  additional  group  of  animals  were  sensitized  to aerosolized  ovalbumin  (OA  ) and  subse-

quenrly  exposed  sN'ith OA, The  alrway  wall  area  and  basement membrane  {B}v･O thickness  were  measured  by

standard  morphometric  teclmiques.  Both airway  wall  area  and  BM  thickness wcrc  signifieantly  increased in

OiX exposed  guinea  pigs compared  with  both saline control  and  AHC-exposed guinea  pigs.

   Our  results  suggest  that  persistent  brenchoconstrietion and!or  allergic  airsN'ay  inflammation in asthrria-

tics mav  contribute  to the thickness of the airway  wall  obserx,ed  in this clisordcr. IIowever. repeated  acute

bronchoconsrriction events  may  not contribute  to the increase in the airway  wall  or  BM  thTckness.


