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気道過敏性亢進 に 及 ぼ す WEB2086 の 影響
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　我々 は，す で に 卵 白ア ル ブ ミ ン （OA ）反復吸入 能動感作モ ル モ ッ トで 抗原曝露後，50％ 以 上 の 動物 に

遅発型発作 （LAR ）の 出現 と，さ ら に 24時間 か ら 5 日後 に 気道 反 応性 の 亢 進 が 認 め ら れ る こ と を報告 し

て い る ．今回 ， 血小 板活性化因子 （PAF ）の 関与 を検討 す る 目的 で ，特異的 PAF 拮 抗薬 で あ る WEB2086
の 影響 を こ れ ら の モ デ ル を用 い て 検討 した ．OA の 反復吸入 曝露 に よ っ て 感作 した モ ル モ ッ トの 呼吸低
抗 は，oscillation 法 に よ っ て 行 い ，気道過敏性 は，　 histamine の aerozol 吸 入 に て 呼吸抵抗 が baseline
の 200％ に 増加 す る 濃度 （PC2eoHist．）を以 っ て 評価 した ．　 OA 　10mg ／ml を 5分 間，感作 モ ル モ ッ トに 吸

入曝露 し，曝露 の 30分 前お よ び 3 時間後 に 投与 した WEB2086 （3mg ／kg × 2 ，
　 i．v ．〉は ， 曝露24時間 と

5 日後 に お け る 気道 過敏性 の 亢 進 を有意 に 抑制 した ．ま た，diphenhydramine 　hydrochloride（60mg ／
kg，　 Lp，）を15分前 に 処置 し た 感作 モ ル モ ッ トに OA の 20mg ／ml を ID分 間吸入曝露 させ た 場合 の 即時型

の 呼吸抵抗 の 亢進 （IAR ） お よ び そ の 後 の LAR に お い て ， 曝露30分 前お よ び 3時間後 の WEB2086 （3
mg ／kg × 2，i．v ．）の 投与 は，　 IAR に は 影響 を及 ぼ さなか っ た が

，
　 LAR の 出現 を明 らか に 抑制 した．以

上 よ り気管支喘息 患者の LAR 及 び気道過敏 il生の 亢進 の 発現 に は，　 PAF の 関与 が 示唆 さ れ た，

Key 　words ： airway 　hyperresponsiveness− bronchial　asthma

late　asthmatic 　response − PAF
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緒　言

　気管支喘息症例 の 抗原曝露後 の ，即時型反 応 に 引 き

続 い て 3 時 間 か ら 9 時間後 に 認め ら れ る遅発型反応

（LAR ）は，臨床 ．ヒ，気道反応性亢進 ， β刺激 剤効果 の

低 ド，気道粘膜上皮 と炎症 と破壊 など慢性難治性喘息

に 類 以 し て お り，そ の 病 態 の 究明 は 極 め て 重 要 で あ る．

我 々 は，既 に モ ル モ ッ ト遅発型発作出現 モ デ ル を用 い

て 抗原曝露 6時間及び 24時間か ら 5 日後 の 気管支粘膜

の 好酸球 の 浸潤がみ られ，24時間 か ら 5 日後 に 気道反

応性 が 亢進す る こ とを報告
1）し た 。一

方，脂質 メ デ ィ

エ ータ ーの 1 つ で あ る 皿1小板活 性 化 因 子 （PAF ）は ，

血 小板凝集，血 管透過 性亢進，好酸球，好中球 の 遊走

活性化，気管支収縮作用 を 有 し て お り ， 近年 LAR と 気

道反応性亢進 に 深 く関与 して い る と考 え られ て い る．

最近 ， 抗 PAF 作用薬 が 注 目され て お り，既 に ，い くつ
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Abbreviations ： IAR 　 immediate 　 asthmatic

response ； LAR 　 late　 asthmatic 　 response ； OA

ovalbumin ； PAF 　platelet ．activating 　factor

か の PAF 受容体拮抗薬 に つ い て 報告 され て い る．こ

れ らの 薬剤 の 中 で Triazolodiazepine 誘導体 の 1 つ で

あ る WEB2086 は ，　 in　vitro ，　 in　vivo に お い て 強力で ，

特異性 の 高 い PAF 受容体拮抗剤 と し て 注 目さ れ て お

り
，

molar 　base で PAF 受容体 に 対 し
， 同濃度 の PAF

と ほ ぼ 1 ： 1で 抑制す る こ と が報告
2｝さ れ て い る。今

回 我 々 は，既 に 報告 した 喘息 モ デ ル を用 い て
， 気道反

応性 ， 及 び LAR に 対す る 影響 を 特異的 な PAF 受容体

の 拮抗剤 で ある WEB2086 を 用い て 検討 した ．

材科 お よ び 方 法

　 1．感作 モ ル モ ッ トの 作成

　体重約 300g の Hartley系雄 モ ル モ
ヅ ト （ドー

ケ ソ よ

り購 入）を既 に 我 々 が 発表 し た方 法
3）に 従 っ て ，OA

（Sigma　Grade　V ）で 吸入感作 した ．すな わ ち，我 a

の 作成 し た プ ラ ス チ ッ ク 製抗原 吸入 装置 （直径 55cm，

高さ8cm の 円 筒形，モ ル モ ッ ト の 鼻 口 が中心 に 向 か っ

て 抗 原希釈 nebulizer 液 の 流 入 が 行 え，　 aspirator で

outnow を同
一・

に 設定 して あ り，同時 に 10匹，ほ ぼ均
一
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の 抗原吸入曝露が可能で ある）内に モ ル モ ッ トを 入 れ ，

メ イ コ
ー
社製 glass ロ ebulizer に て 1 日 1回，10mg／ml

の OA を 61／min で 10分 間，毎 日 連続反復 吸 入 曝露 を

繰 り返 し，吸入 開始後，9 〜1  日目に す べ て の モ ル モ ッ

ト に 喘息発作症状 を 認 め
， 成作成立 とし た ．そ の 後 イ

ン タ
ーバ ル を週 に 1回 とあけて 10mg ／m1 の OA を 61／

min で 5 分間 ブー
ス タ

ー
吸入を行 っ た ．成作の 成立 は，

ブ ース タ
ー吸 入 1 週間後，耳朶採血 し ， PCA 反応 に

よ っ て も確認 し た．

　2．呼 吸 抵抗 の 測定

　呼吸抵抗 の 測定 は，Mead ら
4 ）

の oscillation 法 を
一

部 改変 し て 行 っ た ．す なわ ち，モ ル モ ッ トの 頭部を外

に 突出さ せ て 固定で き， 頚部以下を密封させ た animal

chamber （プ ラ ス チ ッ ク 製，円筒部位 の 内径10cm，長

さ 18cm，壁 の 厚さ0．5cm ，
モ ル モ ッ ト の 頚部固定部位

は ，ゴ ム 製 ドーナ ッ 状の baloon で作製さ れ密封可能）

内 モ ル モ ッ トの 後部 よ り18Hz の sine 　 wave （Leader

Electronics　Corp．　 Model 　LFG 　1300　function　 osci1−

lator に TRIO 　 integrated　 power 　amplifier ，　 Model

KA −900を通 し て Coral　Corp．　Mode1121 −70，　 woofer

speaker に持続し，　 sine 波 を発生）の 圧力波を加 えた．

　
一

方 ，
モ ル モ

ッ トの 呼 吸流量 を 円錐形 プ ラ ス チ ッ ク

マ ス ク　（円錐の 先端 に 8mm 径 の 穴 をあ け200mesh 鋼

製 ス ク リ
ーン を 設 置） の ス ク リ

ー
ン を 通 し て

，

differential　transducer（Validyne　Eng 三neering 　Corp．

Model 　MO45 −18）に よ っ て 取 りlli／i し増幅器 （シ ズ メ メ

デ ィ カ ル 社製 2G46 ）に 描 き出 し，　 polygraph（三 栄測器

製 Surgical　MQnitor125） に 言己録 し，　 chamber 内圧 と

呼吸流量 の 比 よ り測定 し た．

　 3．抗原曝露後 の 気道過敏性 の 評価

　 吸入 感作成立後，週 に 1 回 の ブー
ス タ

ー
吸入 を 2 回

行 い
， そ の 1 週 間後 に 抗原曝露30分前， 3 時間後 に 3

mg ／kg の WEB2086 （HCI　Bufferに 溶解） を iv5｝し，

0A 　10mg ／m ］を 61／min で 5 分間吸 入 曝露 し た 後，24

時間， 5 日後気道反応性 を測定 し た，気道反応性の 測

定 は，histamineを 用 い て 行 っ た．すなわ ちモ ル モ ッ ト

を前述 の animal 　chamber 内に 入 れ，まず生理 的食塩

水 の aerozol を 1 分 間吸 入 させ 直 後 の baseline呼 吸

抵抗 と し
，
39μg／m1 か ら 2 倍希釈系列 で

，
5，000μg／ml

ま で 1 分間 ご とに 順次 高濃度を吸入 させ ，呼吸抵抗が

前 の baseline値 よ り 2 倍以 上 に な っ た と き を 閾値 と

し た ．縦軸 に 呼吸抵抗を横軸 に 対 数 に て 吸入 し た his−

tamine 濃度 を プ 卩 ッ ト し，そ の dose・response 　curve

．t’で 呼吸抵抗 が baseline　value の 2 倍 と な っ た と ぎの

histamineの 濃 度 PCzoDを求 め 対数 表示 （log　PC200

Hist）し た ．

　4．抗原 曝露後 の 呼吸抵抗 の 測定

　遅発型気道反応 の 出現 率 を増 加 させ る為 既 に 報

告 6）し た よ う に ，抗 原 曝 露 直 前15分 に diphenhy一
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　Fig．1．　Effects　of　antigen 　 exposure 　 on 　the　 a 孟r−

way 　responsiveness 　to　histamine　aerosol 　in　control

（1eft） and 　WEB 　2086・treated　guinea　pigs （right ）．

Airway 　responsiveness 　to　histamine　was 　measured

before （● ），　24hours（○ ）and 　sdays （△ ）after　the

antigen 　exposure ，
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dramirle　hydrochloride（Sigma）を60mg ／kg 腹腔内

投 与し ， OA 抗原を 20mg ／ml ，
61／min で 10分間吸入 し ，

そ の 後 の 呼 吸 抵 抗 の 変 化 を 経 時 的 に 測 定 し た，

WEB2086 の 投与 は，気道過敏性 に つ い て の 検討 に お け

る と 同様 に 行 っ た．コ ン ト v・　一ル 群 は ，WEB2086 を溶

解す る た め に 用 い た HCI 　bufferの み を 同容量 を 投与

した ．

　5．統計

　実験 デ ー
タ は，全 て mean ± SEM で表現し ， 各 々 の

実験に 使用 し た動物匹数 （n ）は 5 〜20で あ る．有意差

の 検定 は ，student
’
s　testを 用 い ，　 P　value は く 0．05を

有意 と考 えた ．

結　果

　L 抗原曝露後 の 気道過敏性 の 変化

　OA 吸 入 曝露 後 の ，　 histamine に 対す る 気道反応性

の 変化 を図 1 に 示 す．←
一●

，
o − 一

〇
，

△
一

△ が

各 々 ，抗原曝露前，24時間及 び 5 日後 の dose　response

curve で ，左が control 群（n ；8 ）， 右 が WEB2086 投

与群 （n ＝8 ）で あ る。control 群 の 気道反応性 （PC ，。。

Hist，　log） は
， 抗原曝露前2．80± o．08か ら曝露後 24時

間 と 5 日後 で 2．51± 0．10及 び2．6G± 0．08と共 に 有意 に

亢進 し た の に 対 し て ，WEB2086 投与群 の それ は ，曝露

前が 2，82± 0．09，24時間後 と 5 日後 が 各 々 2．80± 0．07，

2，75± 0．G9 と変化が認め ら れず，抗原曝露 に よ る気道

過敏性亢進が contro1 群 に 比較 し，有意 に 抑制 さ れ た ．

な お ，無 処 置 感 作 モ ル モ
ッ ト の 呼 吸抵 抗 に 及 ぼす

WEB2086 の 影響 は ，同量 の 3mg ／kg の 投与 で 投与前 が

020 ± 0．10cmH20 ／ml ／sec ，投 与 後 が 021 ± 0．D2

cmH20 ／m1 ／sec で 有意差 な く，baselineの 気道反応性

に 対 し て ，投与前が 2．73± 0．09，投与後が2．79± 0．10

と有意差 な く，WEB2086 そ の もの が気管支拡張作用 や

baselineの 気道反応性に 影響を及 ぼ さな い こ とが 示唆

された ．

　2．抗原曝露後 の 呼吸抵抗 の 変化

　OA 吸入 曝露後の 呼吸抵抗 の 推移を パ ー
セ ソ ト変化

と し て 図 2 に 示 す，図 の 左 （A ）が control 群 （n ＝ 5），

右 （B）が WEB2086 処置群 （n ＝6 ） で あ る．抗原曝

露 直後 の 即 時 型 反 応 は ，control 群 60．3± 92 ％ ，

WEB2086 投与群 が 65．3± 12．2％増 加 と 両 群 間 で 有 意

差は 認 め られ なか っ た が ，
4 〜9 時間後遅発相 で の 呼

吸抵抗 の 再 上 昇 は WEB2086 投 与群 で 明 ら か に 抑制 さ

れ た．

考　察

　今回，モ ル モ ッ ト実験喘息モ デ ル を 用 い て 抗原 吸入

曝露後 の 遅発型反応 の 出現 と気道過敏性 に 対 し て ，物

異的 PAF 受容体 拮抗剤 WEB2086 の 影響 を検討 し た

と こ ろ，抗原曝露前15分，後 3 時間の WEB2086 （3mg／

kg）の 静脈内 2 回投与 に よ り
， 両反応 と も有意 に 抑制

され る こ と が示 さ れ た ．ま た ， WEB2086 の 投与そ の も

の で は ，baselineの 呼 吸抵抗や ，気道過敏性 に は 影 響
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な い こ と よ り，こ れ ら の 抑制効果 が WEB2086 の 直接

的な気管支拡張効果や ヒ ス タ ミ ソ 気 道反応性減弱 に ょ

る もの で は な い こ とが 示 唆さ れ た．我 々 は，既 に 同喘

息 モ デ ル に お け る 遅発型 反応 の 出現 と， 気道過敏性 の

亢進 に 好酸球 の 浸潤 と活性化 が 深 く関与 して い る 可能

性 を 報告
3 ）6）して ぎた ．好酸球 は ，effector 　ce11 と し て

そ の 重要性 が注 目さ れ て い る が
， そ の 理 由と し て 抗原

曝露後の 活性化 さ れ た好酸球 か ら LTC4 が 豊 富 に 産 出

され る事や ，cytotoxic 　 eosinophil 　granule 　 proteins

（major 　basic　protein，　 eosinophil 　perexidase ，　eosino ・

phil　cationic 　protein）の 放出，　 cytotQxic 　oxygen 　free

radicals （02・，　 H202 ，0H ・，102・etc ）の 産 出 に よ る

組 織障害作用 ， 及 び組織破壊に よ る epthelial 　deriving

relaxating 　factorの 損失，　 irritant　receptor ，　 C −fiber

の 露出が気道反応性 の 亢進 に 関与 し て い る と考え ら れ

る．近年 ， 種 々 の 標的臓器，細胞 に 対す る PAF の 生理

活性 が明 らか と な り，遅発型反応 に 対す る 役割 が 注 目

さ れて い る．PAF は
，
1972年感作さ れ た ウ サ ギ buffy−

coat 白血球よ り抗原曝露 に よ り遊離し，」f皿小板 を 凝集

活 性化 す る 物 質 と し て 発見 され ，
1979年 1−0−alky 　1・2・

acetylsn ・glycery 　1・3−phosphorylcholine （A（IEPC ）と，

構造決定 さ れ た 分子量 553の リ ソ 脂質 で あ る が，近年

in　vivo
，
　 in　vitro に おけ る 強 い 遊走活性 LTC4や oxy ・

gen 　free　radials の 産 出
7），　 scihstosomula に 対す る

cytotoxity の 増 強
s〕

，
血 管 内皮細 胞 の adhesion の 増

強
9＞

，細胞 内 Ca2＋
mobilization

’°｝，　EPO 及 び ECP の 遊

離
1・1）と低 比 重化

12 〕モ ル モ ッ ト cilia に 対す る cytotox −

ityの 増強
L3，

な ど好酸球 との 細胞表 面上 受容体 を介 し

た interactioni4）が 報告 され ，同細胞 に お け る最 も強力

な natural 　mediator の 1 つ と考 え られ て い る．本実験

に お け る PAF の ア レ ル ギ ー
反応 に お げ る 産生 は

， ま

だ 不 明 な 部 分が 多 い が，お そ ら く 1型 ア レ ル ギ ー反 応

に よ っ て
， 肥満細胞，マ ク ロ フ ァ

ージ，好塩基細胞，

血 管内皮細 胞 な どか ら産生 さ れ る と 考 え られ る．

WEB2086 と PAF の 分子量比及 び PAF レ セ プ タ
ー

に

対す る親和性化 は
，

い ずれ もほ ぼ 1 ： 1 で あ る こ とか

ら WEB2086 は，特異性 の 高 い PAF 受容体拮抗剤
2｝で

あ る．した が っ て ，本実験 で 抗原曝露後の 気道過敏性

及 び 遅 発型反応 の 出 現 が WEB2086 の 投 与に よ り ほ ぼ

100％抑制 さ れ た こ と は，こ れ ら両反応 の 出現 の メ カ ニ

ズ ム に PAF の 薬理 作用 が 重要 で あ る こ と を 示唆す る

も の で あ る が
，
PAF 以外 の LTC4 ，　 LTD4 ，　 PGD4 ，

TxA ，な どの メ デ ィ エ
ー

タ
ー

に つ い て 今後，検討 が 必

要 で あ る．in　vivo に お け る WEB2086 の 生物学 的半減

期 が 約 5 時 間
15 ）

で あ る こ と か ら， 今 回 の 実 験 で

WEB2086 を 抗原 チ ャ レ ン ジ30分前，3時間後に 投与す

る こ と に よ っ て ，PAF の 薬理 作用 は 十分 に 抑制 され る

と考え られ る．した が っ て ，今回 WEB2086 の 前処理 に

よ り即 時型気道収縮 の 程度 に 影響す る こ と な く， 6 時

間及 び24時間後 の 好酸球浸潤を抑制 し，今 回，組織写

真は 示 して い な い が 気道粘膜上皮 の 傷害 を 軽減 （第30

回 日本胸部疾患学会 で 報告
1fi））した こ と は，同実験 モ ル

モ ッ ］・モ デ ル に お い て PAF は ，1型気道収縮 の 為 の

mediator と し て は 関与 が 薄 く， 遅発相 で の 好酸球浸潤

や活性化 ， 更 に それ に関連す る と思わ れ る遅発型気道

収縮 や，気道過敏性亢進に 重要な 役割を果 た し て い る

もの と考 え られ る，今後 ， そ の 機序の 詳細 を追及する

為 に は 好酸球 の 活 性化 と関連 して ，LTC ， の 遊離活性

化酸素産 生 脱顆粒 の 有 無 ， 気管支粘膜上皮 の 微細構造

な ど WEB2086 の こ れ らに 対す る 影響 を検討 する 必要

が あ る と考え られ る．ま た ，最近 PAF に は 好酸球以外

の 炎症性細胞，血 小板
1η

， 好中blls｝，
マ ク 卩 フ ァ

ージ 19 ）
，

単球
2°｝，リ ン パ 球

2 ’｝
に 対す る interaCtiOnや ，ま た，血

管 内皮細 胞
22 ，や 気道 粘膜 上 皮 と の interactionも報

告
23
墜 れ ，こ れ ら の 細胞 を 刺 激 し，生 じた 液 性 因 子

（cytokines ）が
，
　 second 　messenger と し て，あ る い は

化学伝達物質と の
．
priming 　agent と し て effector 　cell

（好酸球）を activate し て 気道 の 炎症を増強 させ ，一
連

の 反応を生 じ て い る 可能性 が あ る ．我 々 は
， 最近，T 一

細胞 （主 と し て helper　T −cell）の 強力な機能抑制薬剤

で あ る サ イ ク ロ ス ポ リ ン A の 前処置 に よ っ て も， 程度

こ そ差 は あれ ， 類以 の 遅発型気道 収縮 の 発現 と気道過

敏 性亢進 の 抑制 が認 め ら れ る こ と を 報告
24 ）し て い る

が，こ の 結果 は，抗原曝露 に よ っ て activate され た T 一

細 胞 か らの 液 性 因子 （IL−5，　 IL・3，　 GM −CSF な ど の

cytokines ）も好酸球 の 遊離や ，活 性化 に 関連 し て い る

可能性を示 唆す る もの で あ り，遅 発相 で の 気道 の 炎症

に は ，1 型 ア レ ル ギ
ー

反 応 に よ っ て 生 じ た PAF な どの

chemical 　mediator が単
一晦 こ作用する の で は な く，

種 々 の 液性 因子 が 複雑 に 関 与し て 成 立 す る もの と 考え

られ る．

結　語

WEB2086 を 用 い る こ と に よ り，モ ル モ ッ ト実験 喘 息

に お い て ，PAF が 遅発型反応 と気道過敏性 の 出現 に 関

与 し て い る 可 能性 が 示唆 され ，PAF 拮抗 薬は 特 に ，慢
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性難 治性喘息患者 の 治療薬 として 有用 で あ る可能性 が

示 唆さ れ た 。

我 々 は，WEB2086 の 提供 に あた り，日本 ベ ー
リ ン ガ

ー
イ

ン ゲ ル ハイ ム 株式会社に 深 く陳謝す る．
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INVOLVEMENT  OF  PLATELET  ACTIVATING  FACTOR  (PAF) IN OVALBUMIN

  ANTIGEN-INDUCED  LATE  ASTHMATIC  RESPONS  AND  INCREASE  OF

          AIRWAY  HYPERRESPONSIVENESS  IN A  GUINEA  PIG

                EXPERIMENTAL  MODEL  OF  ASTHMA

Masafumi Arima, Tatsuo Yukawa, Yoshinori Terashi, Hironori Sagara

  DePartment of dedicine and  Ctinical imm"nelqgy,  Doledyo Universily Sbhand

 S6hei Makino
oot  of Medicine

   Platelet activating  factor, a  potent chemical  mediator,  has been implicated in the pathogenesis of asthma  in

terms  of  inflammatory cell recruitment  and  activation.  We  have recently  demonstrated that repeated  antigen

(ovalbumin; OA) exposure  by inhalation to guinea  pigs results  in a  development of late asthmatic  response  (LAR) in
more  than  50% of  the animals  and  significant  increase in airway  hyperresponsiveness  (AH). We  have studied  the

effect of WEB  2086, a  specific  PAF  receptor-antagonist,  on  this model,  Respiratoly resistance  (Res) of guinea pigs
was  measured  by  a  oscillation  technique  and  AH  was  evaluated  by the  provocative cencentration  of aerosols  of

histamine causing  200% increase of Rrs over  the baseline Rrs (PC2oo Hist). Four out  of 5 actively  sensitized  and

diphenhydramine-pretreated animals  developed LAR  3 to 9 hr after  allergen (20 mglml  OA, 10 min  inhalation)-

induced immediate bronchoconstriction (LAR), Treatment with  WEB  2086 (3 mglkg  intravenously) 30 min  before

and  3 hr after  the  exposure  suppressed  LAR  clearly  without  affecting  the IAR. Significant increase in AH  from 2.80

± O.03 to 2.51 ±  O.Ol and  2.60 ± O.08 (P<O.05, n==8)  of PC2oo Hist (mgfml, log) was  observed  24 hr and  5 day after  the

OA  exposure,  respectively,  The WEB  2086 treatment  also  prevented the increase of AH  after  the OA  exposure

<PC2oo Hist; 2.82 ±  O.09 before the challenge  2.80 ± O,07 and  2.75 ± O,09 24 hr and  5 days after, respectively.  n=8).

Administration of WEB  2086  did not  affect  baseline Rrs and  PC2oo Hist in normal  guinea  pigs without  any  antigen

challenge.  We  conclude  that WEB  2086 is capable  of preventing  the development  of LAR  and  increase in AH, and

thus ･PAF may  play an  important causal  role  in LAR  and  increased AH  observed  in asthma,
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