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モ ル モ ッ ト喘息モ デル で の 2相性好酸球浸潤に 対す る

PAF 拮抗剤と Cyclosporin　A の 効果

　 　 　 　 　 獨 協 医 科大 学 ア レ ル ギ ・・内 科

福田　健　　阿久 津郁夫　　天 下井正弘

沼尾利 郎　　本島新 司　　　牧野荘平

　好酸球 が 気道粘膜 に 集積す る メ カ ＝ ズ ム を明 ら か に す る た め，腹腔 能勤感作お よ び受身感作モ ル モ ッ

トに お け る ， 抗原吸 入後 の 気道粘膜内好酸球浸潤 の 時間経過 に つ い て 比較検討 し た．好酸球漫潤 の 観察

は気管組織 で 行 い
， 好酸球数 と組織 の 面積 を測定 し，単位面積 に 浸潤 した 好酸球 数 を求 め た．腹腔能動

感作モ ル モ ッ トの好酸球浸潤 は 2相性 で ， 抗原吸入後 6時間 を ピー
ク と す る 著明 な浸潤 と24時間 をピー

ク と し数 日間持続す る 浸潤が認め ら れ た．著者ら は 便宜上，前 者を earl “
’・phase ，後者 を delayed・phase

の 好酸球浸潤 と した ，受身感作モ ル モ ッ トの 好酸球 浸潤 は 1相性 で delayed・phase に あ t： る浸潤 は み ら

れ な か っ た． こ れ ら 2 相性 の 浸潤 に 対 す る 薬剤 の 影響 を検討 し て み る と，PAF 拮抗薬 の CV ・6209は

early ・phase の 好酸球 浸潤 の み を，　 T 細胞 に 選択 的 な 免疫 抑制 剤 で あ る Cyclosporin　A は delayed・

phase の 好酸球浸潤 の み を有意 に 抑制 した．

　以上 の 結果 よ り， early ・phase の 浸潤 に は PAF が ，　delayed−phase の 浸潤 に は T 細胞由来 の 因子 が 関

与 して い る可 能性 が 示 唆 され た．

Key 　 wordS ： bronchial　asthma − Cyc］osporin 　 A −
eosinophil 　infiltration− guinea 　 pig

− PAF 　antagonist

緒　言

　気管支喘息の 特徴的な 病 理 学的所見 の
一

つ は ，気管

支粘膜 内 の好酸球浸潤 で あ る．最近，多 くの 研究 に よ

り， 好 酸球 は LTC4 や PAF な ど の 炎 症 性 メ デ ィ エ ー

タ ー
の 産生細胞で あ る こ と、ま た，そ の顆粒内の蛋白

に は 気道粘膜上皮傷害作 用 が あ る こ とが 示 され て お

り，好酸球浸潤 は 喘息の 病態，とくに ， そ の 慢牲化機

序 に 深 く関 わ っ て い る と考 えられ て い る
1，．し た が っ

て，好酸球が気道怨織 に 集績する メ カ ニ ズ ム を解明す

る こ と は 極 め て 重要で あ る が，詳緬 な研究 は 数少な い ．

著者 らは ，能動感作 と受身感作 モ ル モ ッ トを用 い た 実

験喘息 の 研究過程 で ，抗原吸 入後 6 時間 の 気道粘膜内

好酸球浸潤は感作法の違 い に よ らず著明に 認 め られ る

が，抗原吸 入 24時間以降 の 浸潤 に は 大きな違 い が あ る

こ とに 気付 い た ，こ の 違 い に つ い て 調ぺ る こ とは 好酸
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Abbreviations ：　CyA 　Cyclosporin 　A ；　OA

ovalbumin ；　 PAF 　Piatelet・activating 　 fador ；

PCA 　passive　cutaneous 　anaph ソlaxis

球浸潤の メ カ ニ ズ ム 解明 の 糸 口 に な る と 考 え，本研究

で は 能動腹腔感作 お よ び受身感作 モ ル モ ッ トに お け る

抗 原吸入後 の 気道粘膜内好酸球浸潤 の 時間経過 に つ い

て 比較検討した ．更 に ，能動感作 モ ル モ
ッ トの 好酸球

浸潤 に 対す る PAF 拮抗剤 OP　CV ・6209，　 T 細胞 に 選択

的 な免疫抑讎剤 Cyclosporin　A （CyA）の 効果 に つ い

て も検討 し た．

方　法

　 1）感作モ ル モ ッ トの 作成

　腹腔能動感作 モ ル モ ッ トは ，体重300g前後の Hart・

ley系雄 モ ル モ
ッ F の 腹腔内 に ovalbumin （OA ） 1μ g

を5mg の Al （OH ）3 とと もに 2週間隔 で 3回注射 して

作成 した．受身感作 モ ル モ ッ トは，体重400g前後の 正

常 モ ル モ ッ ト に 48時間 PCA 値 640催 の 同 種 抗 OA 血

清を2ml／kg 静脈内投 与 し て 作成 した．

　（2）抗原吸入 チ ャ レ ソ ジ

　腹腔能動感作 モ ル モ ッ トで は 最後 の感作 の 約 1週間

後 に ，受身感作 モ ル モ ソ トで は 同種抗 OA 血 清静脈内
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投与48時間後 に 行 っ た ．抗原吸入前後 で の 呼吸抵抗の

測定 が可能 な よ うに ，oscillatorと接続 し て ある ア ニ

マ ル ボ ッ ク ス 内 に モ ル モ ッ トを入れ，頭部 の み を外 に

突出 させ て 固定 し た ．抗原 チ ャ レ ノ ジ の 際 は そ の 頭 部

を Devi］biss　646ネ ブ ラ イ ザ ー
と連結 し た エ ア ロ チ ャ

γ バ ー
で 被 い．＝［一ロ ゾル 化 した OA を各濃度 1分闇ず

っ 吸入 させ た ．OA 吸入 は 0．4mg ／ml の 低濃度よ り開

始して ，呼吸抵抗を澀定 しなが ら， 濃度を倍 々 に増 し，

呼吸抵抗値が前値 の 2 倍 に 達 す る ま で 続 け た ，呼 吸 抵

抗は ，既 に 報告 して あ る 方 za2）で 行 っ た。

　抗原吸 入 後 ，
30分，

3
，

6
， 9，12

，
24

， 48，120時

間 で モ ル モ ッ F を脱 血 死 させ ，気管 と肺を摘出 した．

　（3）組織学的検討

　摘出標本 は ホ ル マ リ ソ 固定後，パ ラ フ ィ ン 包埋 し，

2μm に 薄切 した 後，H −E，　 Giemsa，　 Hansel 染色を行

い 鏡検 した．初期 の検討で ，好酸酸球浸潤 の 時間的経

過 は 気管壁 と 気 管支壁 で 大差 が な い こ と が 明 ら か に

なっ た た め ，好酸球 浸潤の 定量的観察 に は 気管を用 い

た，気管壁内に 浸潤 し た 好酸球 の 数を算定 し た 後，画

像描 記装 置 （オ リ ン パ ス ） に て 軟骨を 除 く気 管壁 の
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outHne を ト レ …ス し，そ の 面 積 を コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

（NEC 　2次元 デ ジ タ ル 化 プ ロ グ ラ ム ）を用 い て測定 し，

平面組織lnim2 あた りの 好酸 球数 と し て 表現 し た，な

お ，本方法 に よ る定量 化 が 気管全体の妊酸球浸潤を適

確 に 反映 し て い る か どうか を み る た め，一部 の 気管標

本 に お い て，離れ た 数 ヵ 所部分の薄切標本を作成 し，

単位面積あ た りの 好酸球数を比較 し て み た が，大差 は

認め られなか っ た ．よ っ て ，本方法 は 気管組織 へ の 好

酸球浸潤を検討す る うえで 妥当な方法 と思わ れ た．

　 〔4）薬剤 に よ る前処置

　 PAF 拮抗剤 の CV −6209（O．3，1，3mg／kg）は．抗原

吸 入 チ ャ レ γ ジ 10分前お よ び 12時間後 に 静脈内投与し

た ，こ の 場合 の コ ソ ト 卩 一ル は PAF 溶解液 の 生 理食

塩 水を同様 の 方法 で 与え た もの と した 。CyA の 効果発

現 に は ，長 期投与 が 必 要 で あ る こ とが知 ら れ て い る の

で
3’，CyA 　5  mg ／kglday は 感作初 日 よ り抗原 チ ャ レ ソ

ジ 前 日 ま で の 毎日，経 目 投与 し た． こ の 場合 の コ ソ ト

ロ
ー

ル は CyA 溶解剤の オ リーブ油 を 全 く同様 な方法

で 投与 した 動物 と し た．
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　Fig，1。　 In飢 ratjon 　ef 　eosinophlls 　in　the　tracheal　wail 　fo】lowing　antigen 　inhala・

tion 　challenge 　in　pass三vely ・sensitized 　and 　actively ・sensit三zed 　guinea　pigs．

　Each　point　representS 　the　mean 士 SEM 　of 　6　separate 　experiments 　for　passlve三y・

sensitized 　and 　of　8　speparate 　experiments 　for　actively −sensitized 　animals ．
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　（5）統計学的評価

　実験結果 は 全 て Mean± SEM で 表現 した．有意差 の

検定は ，Student’s　t−testを用 い
， ρ＜ 0．05の 場合を有

意と し た，

結　果

　（1）気管支壁 内好酸球 浸潤 の 時間経過

　 腹腔能動感作 お よ び 受身感作 モ ル モ ッ ト に お け る，

抗原 吸 入 チ ャ レ ン ジ後 の 気管壁内好酸球浸潤 の 時間経

過を Fig．1 に 示 す．腹腔能動感作群 で は 抗原吸入 前 が

48±22！mm2 ，抗原吸入 3，6時間後 が 各 々 　1180 ± 2581

mm2
，
1585 ± 354！Mmz と抗原吸 入 6 時間後 で ピー

ク に

達 し，12時聞後で は 613± 132！mm2 と減少 した ．し か

し，24時間後で は 979± 114i
’
mm2 と再 び増加，そ の 後減

少 した もの の 120時 間後で も592士 120／mm2 と明 ら か

な好酸球浸潤 が 認 め られ た ．す な わ ち，腹腔能動感作

モ ル モ ッ トで は 抗原吸 入 チ † レ ン ジ後 6時間と24時間

に ピ ー
ク を示す 2 相性 の 好酸球浸潤が観察され た ．以

下，便宜上，前者 を early −phase ，後者を delayed・phase
の妊酸球浸潤 と呼 ぶ こ とに す る．

一
方，受身感作群 で

は 抗原 吸入後 6時間 に ピ
ー

ク に 達し た 瑛 は 時間 の 経過

と共 に減 少 し，能動感 作群 の early ・phaseに あ た る好

酸球浸潤の み が観察され た ．

　（2） 2 相 性 の 好 酸 球 浸 潤 に 対 す る CV ・620g，

Cyclosporin　A の 効果

　 early ．phase お よ び de｝ayed −phase の 好酸球 浸潤 に

対す る CV −6209，　CyA の 効果 を み る た あ，こ れ らの 薬

剤 で 前処置 した 場合 の ，抗原吸 入 6 時間後と24時間後

の 組織を観察 した （Fig．2）．抗原吸 入前10分と吸入後

12時間後 に 3mglkg の CV ・6209を静脈内投与す る と，

6 時間後 の 好酸球浸潤 は 有意 に 抑制 され た． し か し，

24時間後 の 浸潤は抑制さ れ な か っ た ，図 に は 示 して い

な い が，抗原吸入 後18時間ま で 6 時間 ご と に CV −6209
の 静脈内投与 を行 っ て も24時閤後 の 浸潤 は 有意に は抑

制 さ れ なか っ た．

　CyA に よ る前処置は 感作開始時か ら行 っ た た め ，ア

CV − 6209 Cyclosporin　A
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　Fig，2．　 Effects　of 　CV ・6209　and 　Cyclospor正n　A 　on　ant 三gen・induced　eosinoph ヨ！

accumulation 　in　tracheal　walls ．　CV ・6209，3mg／kg　was 　inj  ted　10　min 　before　and
12hrs　a重teτ ir由a！ation 　challenge 　of 　Gva ！bumin．　For　the　treatment 　with 　Cydospor・

in　A ，　each 　guinea　pig　was 　administered 　50mg 〆kg　of　Cyclosporin　A 　through　a

stomach 　tube　every 　other 　day　fr。m 　the　lst　day　of　immunization．　Olive　 oil 　alone

was 　administered 　in　a 　sim 舶 r　manner 　to　control 　guinea　pigs．　Each　histogram　is
the　 mean 　of 　8　separate 　experiments ．
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ナ フ ィ ラ キ シ ー抗体産 生 に 及霞す影響 も考え，まず．

そ の 48時間 PCA 値 を 測定 し て み た．　 CyA 処置群 の

PCA 値 は 4  x 〜320 × で
，

コ γ ト P 一ル 群 の 80 ×

− 640x と比 べ 若十低 い 傾向 に あ っ た ．し か し．抗原吸

入量を増加する こ とに よ り，コ ソ ト ロ
ール 群 と同程度

の 即時型気道収縮反応 を 惹起 で ぎた ．Fig．2 に 示すよ

うFこ，CyA　50mg ／kgノ
「dayの 前処 置 で 抗原 吸入 チ ャ レ

ン ジ24時間 の好酸球 浸潤 は 有意に 抑糊さ れた ．しか し，

6時間後の好酸球 浸潤 は 抑制 され なか ・
） た．

考　案

　腹腔能動感作 モ ル モ ッ F に 抗原を吸 入 さ せ て 気道内

ア ナ フ a ラ キ シ
ー

反応 を惹起 し，気道組織の好酸球反

応を経時的 に 検討 し た と こ ろ，反応は 2 相性 で ，3 〜6

時間後を ピー
ク とす る強 い 好酸球浸潤 と24時間後を

ピー
ク とし数日間持続する好酸球浸潤 が 観察 され た．

一方，受身感作 モ ル モ ッ トで は ，3 − 6時閭後を ピ ー
ク

と し，そ の 後，時間の 経過 と共 に 減少す る 1相性 の 好酸

球浸潤の み が認 め られ た ．2相性 の 好酸球反応は，既 に

平島ら
4レ
に よ っ て 抗原誘発皮膚 ア レ ル ギ ーの 粗織で 観

察 され て お り，各 a　t＝　early −phase，　delayed−phase の

名称 が付けられ て い る．組織は 異な るが
， 時間経 過が極

め て類似 して い る こ とよ り、著老 らも第 1相を early −

phase， 第 2 相 lt　delayed・phase と呼ぶ こ と に した．

　次 に 著者 らは こ の よ うな 2 相性反応 の 起 こ る メ カ ニ

ズ ム に 興味を も っ た ．まず，ear 】y・phase の 好酸球浸潤

で ある が，こ れ は受身感作 モ ル モ ッ トで も著明 に 認め

られ る こ と よ り ， 即時型 ア レ ル ギ ー
反 応由来 の メ デ ィ

エ
ー

タ
ー

群 が 関 与 し て い る と 想 定 し た ．一
方，

delayed−phase の 好酸球浸潤に つ い て は
， 細胞 性免疫

が関与し な い 受身感作 で は 起 こ らな い こ と，ま た，そ

の 発現時間が遅い こ とよ り細胞性免疫の 関与を想定 し

た ．そ こ で ，最 も強力な好 酸球遊走活 性を もつ PAF に

対す る拮抗剤の CV −6209と，細胞性免疫抑制剤 の CyA

に よ る 前処 置 の 効 果 を検 討 し た．そ の 結果，early ・

phase の 好酸球 浸 潤 は CV ・6209に よ っ て ，　 delayed・

phase の 好 酸球浸潤は CyA に よ っ て 有意に 抑制 され

た．WEB ・2086や BN ・52021な ど他の PAF 拮 抗剤も抗

原吸 入 6 時間後の 好酸球浸潤 を抑制す る こ と が報告さ

れて い る
5｝．した が っ て ， early−phase の 好酸球浸潤に

は，PAF が関与 して い る可能性が 高 く，IgE−mediated

の 反応を介した 好酸球浸潤 の 可能性 が 高 い ，し か し，

PAF が 直接好酸球遊走 因子 と して 作用 し て い る か ，単

に initiatorに す ぎな い か は 不 明で あ り，今後 の 研究課

題と 言 え よ う．ま た，PAF 拮抗剤 に よ る抑制は完全 で

なか っ た こ とよ り，early −phase の 好酸球 浸潤 に は 他

の メ デ ィ エ
ー

タ
ー

の 関 与 も考 えられ ， そ の 解 明 の た め

に ，種’≒の メ デ ィ
エ ー

タ
ー拮抗剤 の 影響を検討し て み

る 必要があろ う，
一

方 ，
de］ayed −phase の 好酸球浸潤で

ある が，こ れ4±　CV −6209で は 抑制さ れず，　 CyA に よ る

前処置 で 有意 に 抑舗 された ．CyA に よ る好酸球浸潤の

抑制 は ，既 に 野上 らに よ り マ ウ ス の 肺好酸球症 モ デル

で 観察され て お り，好酸球浸潤に T 細胞が 関与す る 可

能性が報告 され て い る
6｝．CyA は モ ル モ ッ トに お い て

も，T 細胞の 活性化を抑覯 し
7），リ ソ ホ カ イ ン の 産生を

抑制す る
Bj

こ とが 知 られ て い る の で ，　delayed−phase の

浸 潤 は 丁 細 胞 由来 の 因 子 を 介 し た 反 応 （Tcell ・

mediated ）で ある こ とが 示唆 され る．平島 ら
9，は

， 皮膚

ア レ ル ギ ー
に お け る delayed−phase の 好酸球 浸潤 が 分

子 量 7万 の 2種類 の P ソ ホ カ イ ン に よ る こ と を証明 し

て お り ， 肺 で も同様な因子 の 存在が予想され る．分離

抽 出 に よ る 直接的 な 証明が今後の 課題と 思われ る，
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ANTIGEN-INDUCED  BIPHASIC  EOSINOPHIL  INFIL'l/RATION IN THE  AIRWAYS  OF
         ACTIVELY  SENSITIZED  GUtNEA  PIGS AND  ITS INHIBITION

                BY  PAF  ANTAGONIST  AND  CYCLOSPORIN  A

Takeshl Fukuda, Ikuo Akutsu, Masahire Amagai, Toshio Numao, Shinji Motojima and  Sohei Makino

     Department ofMedicine and  Ciinieal hnmttnotQg}', !leledyo Universily School of Afedicine

   Brofichial eosinophilia  is a characteristic  of asthma,  To eiucidate  the mechanisms  gf eosinephil  accumulation

in the airways,  the time course  of  eosinophil  infi]tration in the alrway  mucesa  after  antlgen  inhalation was

examined  in actively  sensitized  and passively sensitlzed  guinea pig models  ef asthma,  The lungs and  tracheae were
removed  at intervals after  antigen  challenge,  fixed and  stained.  The eosinophil  inflltration was  quantitated in the
tracheal walls  by counting  the numbor  of  cells  per square  miilimeter.  Guinea pigs sensitized  by intraperitoneal
injection of ovalbumin  (eA) respanded  to a single  exposure  to aeroso]lzed  OA  wi{h  biphasic infiltration of
eosinophils  in the tracheal walls; a striking  early-phase  which  peaked  at 6 hf and  a  delayed-phase which  peaked at
24 hr and  persisted for a$  long as  5 days. These kinetics were  different from those observecl  with  passively
sensitized  animals  which  shewed  only  ear!y･phase  infHtration. AdministratioR of CV-6209, a specific  PAF
antagonist,  befere and  12 hrs after antigen  challenge  signiflcantly  U}<O.el) inhibited the early-phase  but not  the
delayed-phase eosinophil  infiltration in actively  sensitized  an  imals. In contrast,  when  guinea pigs were  treated with
CyclDsparin A, a T  1}rrnphocyte-selective {mmunosuppressive  agent,  throughout  the immunization peried, the
delayed-phase but not  the early-phase  infiitration was  significantly  (P<O.Ol) inhibited. These results  suggest  that
PAF  may  contribu  te to earlyphase  and  T  ceil factDr<s) fnay  contribute  to delayed-phase ensinephil  infi ltration of the
atrways.


