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モ ル モ ッ トに お ける呼吸器組織中

ク ロ モ グ ラ ニ ン A 免疫活性 の 検討

　　　　　獨協医 科大 学 第
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小児科

福 田典正　　吉原重美　　市 村登 寿

　 　　　　　静岡県立大学薬学部

　　　　　　　矢内原昇

　モ ル モ ッ トの 呼吸器組織 に お け る CGA ・IR を CGA の N 末端 359−389を認識す る抗体 R −0763を用 い

て検討 した ．OA を反復 吸入 L て作製 した感作 モ ル モ ッ トを，生食吸 入 と OA 暴露の 2群 に分 けて，呼吸

抵抗，お よ び 気管，大気管支，下肺に お け る CGA ・IR の 変動 を検討 し た．

　生 理 的食塩水吸入 モ ル モ ッ トの 呼吸器組織中 の CGA ・IR は，組織湿重量 1g 当 た りO．4〜2pmolで あ っ

た．部位に よ る 差 を下肺 〉気管 〉大気管支 の 順 に 認 め た．OA 吸入暴露に よ り気道 の 即時 型反応 を誘発 さ

せ た モ ル モ ッ トで は
， 呼 吸抵抗 の 上 昇 に一致 して 気管，大気管支の CGA ・IR が有意 （ρ〈 0．01）に増加

しだ．下 肺で は 増加傾向 を認 め た が 有意差は な か っ た．

　上記 の 成績 は ，
モ ル モ ッ ト気道の 1型 ア レ ル ギ

ー
反応 が 交感神経系に ス ト レ ス と して 作 用す る 可能性

を 示唆 して い る．

Key　words ； chromogranin 　A − guinea　pig　airways
− immediate　type　allergic　reaction

−
radioimmUnoassay

− sympathetic 　nerves

緒　言

　 ク Pt モ グ ラ ニン A （CGA ）は
， 1967年 に ウ シ の 副腎

髄質よ り分離，同定され
1）

， 命名され た
2 〕酸性糖タ ン パ

ク質で ある．す で に ヒ ト3），ブ タ 心
， ウ シ

5 〕
，

マ ウ ス
6）

，

ラ ッ ト
71

に お い て そ の ア ミ ノ 酸配 列 が確定 さ れ て い

る．CGA は 近年 ， 当初 よ り指摘 さ れ て い る chroma 伍 n

granule1
，2｝

の みな らず，ヒ トの肺，気管支を含む広範囲

な神 経内分泌組織中に 存在す る こ とが 確認 されつ つ あ

る
s）9）．

　一
方，CGA は，　 noradrenaline （NA ），　 adrenaline

（Adr ）と共 に 交感神経節後線維よ り放出され
10）11）

， 再

吸収 されな い
11 ）

こ と か ら，起立運動負荷試験後 の ヒ ト

の 血 漿中 NA の 急増 と 同様に ，交感神経系 の 活性化の

指 標 と し て 利 用で きる 可 能 性 が 指 摘 さ れ つ つ あ

る
12 ，卩14 ）．

　本研究 で は，OA 吸入 感作に よ る モ ル モ ッ ト実験喘

息 モ デ ル を 作製 し ， OA 吸入暴露を行 っ た 群（OA 暴露

群 ） と， 吸入 させ た OA の 溶媒で ある生理的食塩水を

吸入 させ た 群 （対照群）に 分 けて ，OA 暴露に よ り誘発

され た 1型 ア レ ル ギ
ー

反 応 に お け る rat 　 CGA359 −

389・like　immunoreactivity （CGA −IR） の 変動を，気

道 の 部位別 に 検討 し た．本研 究 に は CGA を fmol／

tube まで 測定可能な N 末端特異的 RIA 系を 開発 し，

実験 を行 っ た ．
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Abbre ▼iations ：　Adr 　 adrenaline ；　B ／F

antibody −bound／antibody ・free　 antigen ；　CGA

chromogranin 　A ； CGA ・IR　rat 　 chromogranin 　A −

like　immunoreactivity； fmol　 fentomol； IAR

immediate 　 asthmatic 　 reaction ；　 NA 　 nor ・

adrenaline ；　OA 　ovalbumin ；　PCA 　passive

cutaneous 　anaphylaxis ； Pmol 　picomol ；　RIA

radioimmunoassay

実験材料及 び方法

1。ペ プチ ド

　本研究 に 用 い られ た CGA の フ ラ グ メ ン ト ペ プ チ ド

で ある CGA359 −389は ， 大 島・矢内原 ら
15｝e： よ っ て 固相

法 に よ り合成 さ れ た もの を 逆 相 HPLC に よ り高純度

に精製 し ， 標準抗原 と し て 用 い た．
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モ ル モ ッ ト呼 吸器 組 織 ク P モ グ ラ ニ ン A

2．RIAl

）抗 血 清

　免疫法は 大島らの 方法
15）

に 基 づ い て 行 っ た．す なわ

ち
， 合成 CGA359 −389を 50％ polyvinylpyrrolidoneに

混和吸着させ ， Freund’s　complete 　adjuvant を加 え て

乳化 させ ，体重約2．5kg の Japanese　white 　rabbit の

両側腹部 に 皮内注射 し， さ らに 2週毎 に CGA359−389

を同様 に 追加免疫 し て 抗血清を作製し た．こ れ に ょ り，

最終希釈倍 率14000倍 に て RIA に 使用 可能 な 抗体

RO763を得 た．

2）標識抗原

　 CGA359・389を ク Pt ラ ミ ン T 法
16，

に よ り ヨ
ード化 し

て得た
1251 −CGA359 −389を 用 い た ．

3）標準 希釈度

　0．01M リ ソ 酸緩衝液，　 pH 　7．4 〔0．14M 　NaCl （和光

純薬製）， 0．025M 　EDTA 　2Na （ethylenediaminetetra −

acetic 　acid 　disodium　salt）（和光純薬製），0．5％ BSA

（bovine　serum 　atbumin ）（Sigma社製）を含む〕を使用

した．

4）CGA359・389特異 RIA

　Fig．1 に CGA359 ・389の 特異 RIA 系を示 した．前記

の 合成 CGA359 ・389， 標準希釈液 ， 標準抗原 ， 抗血清 R −

0763を 用 い た ．antibody −bound ／antibody −free

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．1mI

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 O，1m1

　　　　　↓lnCUbated　at　4℃ fOr　40−48　hOUrS

隱鄰 細一 iliil
　　　 t　4℃ チor　3　hours

　　　 　at　 2400× g　for　30　min

Standard　diluent　　　　　　　　　　　 ： O．4ml

（O．OIM　PBS，　O．025M　ED丁A　PH　7，4，0．5％BSA）

Standard　synthetic 　rat　CGA 　359−389　 ： 0．1　ml

　 orSampleAntiserum

　antiイat　CGA 　359・389（R　0763）：

Labelled　 les
　1・CGA 　359・359　　　　　　　　　：

SUpernatant　　　Precipitate

　　　　　　　　　↓
　 　 　 　 　 　 　 　 Count

　 Fig．1，　 Radioimmunoassay 　procedure　 for　 rat

CGA359 ・389．

antigen 分離 （以下 B／F 分離 と略）は ， 2抗体
一

ポ リ

エ チ レ ソ グ リ コ ール 法 に よ り行 っ た．試薬は，正 常 家

兎血 清（第
一

ラ ジ オ ア イ ソ ト
ープ研究所製），家兎 γ

・グ

卩 ブ リ ン 抗血 清 （第一
ラ ジ オ ア イ ソ ト

ープ研究所製），

ポ リ ェ チ レ ン グ リ コ ール 6000（和光純薬製）を用い た ．

本 RIA 系の 標準曲線 は logit・log ス ケ
ール 上 で 直線を

示 し，最小検出限界は 4．0〜5，0fmo1／tubeで あっ た ．

3．呼吸器組織の 抽出

　Hartley系雄 モ ル モ ッ ト （体重約400g前後）を用 い ，

吉原らの 方法
17）

に 従 い ，気管 ， 大気管支 ， 下肺 （ヒ ト下

葉 に 相当す る モ ル モ
ッ トの 後葉）を摘出 し，− 30℃ に 凍

結保存した．

　組織 は 秤 量後氷冷下 で 各組織 に 対 して 5 〜10倍 量 の

Tris・HC1 緩衡液〔0．05M 　Tris（Tris（hydroxymethyl）

aminomethane ）（和光純薬製），
　 O．15M 　NaCl

，
　 O．e2M

EDTA 　 2Na ，1mM 　 PMSF （phenylmethylsulfonyl

fluoride）（和光純薬製，　 pH 　8．0 （を含む〕を使用し，

氷冷下 Polytron （Kinematica　GmbH ，
　 Switzerland）

に て ホ モ ジ ナ イ ス し た． こ れ を沸謄水浴中で 10分間加

熱後，氷水中で冷却 し ， 4 ℃ ， 2400Xg に て 30分間遠心

分離を行い ，上清を RIA 用検体と し て 使用 し た （Fig．

2）．

4，感作 モ ル モ ッ トの 作製

　モ ル モ ッ トの 吸 入 感作 は 寺 師 ら の 方法
IS ，に 準じ て

行 っ た．すなわ ち，10匹を 同時 に か つ ほ ぼ均
一

に 抗原

吸 入 暴露を 行 い 得 る プ ラ ス チ ッ ク製抗原吸 入装置 に モ

ル モ
ッ ト を 入 れ，10mg ／m1 に 調 整 し た ovalbumin

（OA ）（Sigma社製 ，
　 grade 　V）液 を，超音波 ネ プ ラ イ

ザ ー
（NE ・UllB ，　 Omron 社製）を用 い て エ ア P ゾル 化

Tissue

← 0．05M 　Tris司HCI，0．15M 　NaCI

　 O．02M　EDTA ，　 lmM 　PMSF （pH　8．O）

　 （5〜10x　of　tissue　w ぱglt）

Homogenized

Boiled　for　10min 　in　 a　 water 　bath

Cooled   i◎e

Centrlfuged　at　2400 × 9　for　30rnin

Sup  atant

（SamPle）

PreciPitate

Fig．2。　 Procedure　of　Tris−HCI　extraction 、
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し て 送 り， 1 日10分間，連続 三〇日 間吸 入 暴露を行 い 感

作を 成立 させ た ．モ ル モ ッ トは 吸入暴露終了 7 日後よ

り実験 に 用 い た．な お，感作の 成立 は Ovary の 方法
：9，

に 従い ，PCA 反応を行 っ た ．すな わ ち，感作 モ ル モ ッ

ト血 清 の 希釈系列 を体重 約250g の モ ル モ ッ ト背部 皮

膚 に 各 0．1ml皮内注射 し，それ ぞれ の 感作期間後 に

OA 　SOOμg と 1 ％ Evans　blue液を静注 した．20分後 に

直径 8mm 以上 の 皮 膚 の 青 色化反応 を見 た もの を陽 性

と判定し た．

5．抗 原吸入暴露 に よ る 呼吸変化 と処理

　抗原吸入暴露後の呼吸抵抗の 変化 は，吉原の報告
…η

に 従 っ て 記録 し た．す なわ ち抗原 吸入 に は Devilbiss

646ネ ブ ラ イ ザ ー
を用 い ，5  ／m1 嘲 整し た OA 液を

69／min の 気流量 で 1分間吸 入暴露を行 っ た （OA 暴露

群），こ の 際 に 生 じる呼吸抵抗 の 変化 は
， Mead らの オ

シ レ ーシ ョ γ 法
20 ）を

一
部 改変し た 装置

17 ）を 用 い て 測 定

し，記録 した．

　また ，対照 と し て ，同一
の 条件で 感作を成立 させ た

モ ル モ ッ トの 中か ら無作為に選別 し， 同
一

器具を使用

し，同
一

条件で OA 液の 溶媒 で ある生理 的食塩水 を 1

分間吸入 させ た 群 （対照群）を作製 し
， 実験に 用 い た ．

　気道抵抗は，そ れ ぞれ 暴露後 3 分で 測定し，暴露 5

分後 に 組織の 摘出を行 っ た．

6．統計

　実験成績は全て mean ± SE で 表わ し た ．使用 した モ

ル モ ッ トは，各群 N ＝8で ある．有意差検定 は Student−

t検定を 用 い ，Pvalue は く O．05を有意 と した

7．単位

　呼吸器組織抽出物中の CGA −IR の 単位は，全 て 組織

湿重量 1g 当 た りの picomol （pmol ／g　wet 　weight 　 of

tissue）で 表現 した ．ま た，呼吸抵抗 の 単位は cmH20 ／

ml ／sec で 表 した．

結　果

正．rat 　CGA359 −389特異 RIA 系 に お け る モ ル モ ッ ト

呼吸器 組織抽 出物中 の 用量反応 曲線

　特異抗血清 R・0763を使用 した RIA 系 を用 い て 対照

群 の モ ル モ ッ ト （N ＝ 8）の 下肺，気管，大 気管支中 の

CGA ・IR を測定 し，それ らの 用量反応 曲線を Fig．3 に

示 し た．logit・logス ケ
ー

ル 上 に 直線を示 した CGA359 ・

389の 標準曲線に 対 し，い ずれ の 組織 の 抽 出物 も平行性

を 示 し ， 各 抽 出 物 中 の CGA −IR と も 標 準 の 合 成
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　Fig．3．　 Dilution　curves 　 of 　rat 　CGA359 ・3891ike
immunoreactivity　in　guinea 　pig　 resp 圭ratory 　tissues，
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　 Fig．4．　 Rat　CGA359 ・389　1ike　 immmuno −

reactivity 　of 　lower　lung　parenchyma 　of 　guinea　pigs

actively 　immunized 　by　OA 一董nhalation ．

CGA359−389と免疫 学 的 に 差 の な い こ とが 証明 され

た ．

2．対照群 モ ル モ ッ ト呼吸器組織中 の CGA −IR の 分布

　対照群 モ ル モ ッ ト呼 吸 器 組 織中 の cdA −IR の 分布

を検討した ．下肺は 0．751± O．088， 気管0．708± 0．038，
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気道 ア レ ル ギー
モ ル モ ッ ト 呼吸器組織 ク P モ グ ラ ニ ソ A

Trachea

ρ＜ 0．01

Centrol9
「oup

OA 閂Challe 冂ged
　 　 group

　3．OA 暴露群 モ ル モ ッ トに お け る 呼吸抵抗お よ び

CGA ・IR の 変動

1）抗原暴露前後 の 呼吸抵抗の変化

　OA 吸入暴露後 3分 で前値 に 比 べ て 3 倍以上 の 呼吸

抵抗の 上昇を示 し た モ ル モ
ッ ト （N ；8）を用 い て検討

を行 っ た ．OA 暴露前 の 呼吸抵抗値 は O．446± O．035で

あ り，対 照 群 と差 を 認め な か っ た．暴露後 の 呼吸抵抗

は 1．919± 0．118で あ り， 前値 に比 べ て有意 （pく0．01）
に 上昇 し た．

2）抗原暴露後の CGA −IR は，下肺 0，954±0，038， 気管

0．925± O．038，大気管支O．840± O．028で あ り，対照群

の 各組織中 CGA −IR と比較する と，気管 お よ び気管支

中の CGA −IR が有意 （p く 0．01）に 上昇して い た （Fig．

5，Fig．6）．下肺 で も有意差 は 認 め ら れ な か っ た もの

の ， 増加傾向が認め ら れ た （Fig．4）．

　Fig．5．　 Rat　CGA359・3891ike　immunoreactivity
of　trachea　 of 　guinea　pigs　actively　 immunized　by
OA ・inhalation．
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　Fig．6．　 Rat　CGA359・3891ike　immunoreactivity
of　major 　bronchus　of 　guinea　pigs　activity 　immun ・

ized　by　OA −inhalat蓋on ．

大気管支O．591± O．051で あ il　J 下肺が最 も高濃度 で

あ っ た．ま た，生 理 的食廳水吸 入 前の 呼吸抵抗値 は

0．404± 0．043，吸入後 が 0．437± 0．030で あり ， 統計学

的 な有意差 は 認 め られな か っ た．

考　察

　 1967年 の Blaschoらの 報告
1）以来 ，

　CGA は多 くの 動

物種 と臓器 で そ の 存在が確認され
1°），そ の 測定 の 生理

的な意義や疾患 との 関連 12｝
一

国
が主 に ヒ トに お い て 明

らか に され っ つ あ る．
一
方，動物実験モ デル に お け る

検討 は い ま だ少な く，今回 実験 に 用 い た モ ル モ
ッ トに

つ い て は食道21），膵22）
の 内分泌腺 に お い て 免疫組織学

的な検討 がされ て い る もの の
， 呼 吸 器 組織中の CGA

に対す る検討は 未だ な い ．今回，我・婦 よ N 端特異抗血

清を用い た高精度の 特異 RIA 系を開発し ，
　OA 吸入 に

よ っ て 惹起 され る 1型 ア レ ル ギ ー（即時型）反応 （IAR ）

の有無 に よ る呼吸器 組織中の CGA ・IR の 変化 を検 討

した．

　 まず対照群 で は ，CGA ・IR の 含量が部位に よ っ て 明

らか に異な る こ とが確認 さ れ た．モ ル モ ッ ト気道 の

adrenergic 　 fiberの 分布を免疫組織学的手法 で調べ た

O ’Donnel23｝や力丸 ら
24｝

の 報告 に よ れ ぽ，　 adrenergic

fiberは 気道 平 滑筋 に お い て は 上 部気道 に 多 く細気管

支以下で は ほ とん ど見出されず，む しろ血管周囲 に 多

く認め られ た とい う．対照群 で の 部位 差に は気管平滑

筋 ， 血管周囲 へ の adrenergic 　fiberの 含有量 の 差違が

影響した 可能性が示唆される．また，モ ル モ ッ トの 他

の 内分泌腺 に CGA が存在 し
21，22 レ，ま た ヒ ト，ブ タ，サ

ル に お い て は気道粘液腺 に も CGA 陽性細 胞を認め た

とす る報告
S ｝
もある こ とか ら，モ ル モ ッ ト気道の 粘液

腺 に CGA が存在す る可 能性 もあ り，今後，組 織化 学的
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に 検討を進め る予定 で あ る．

　 つ い で ，OA 暴露群 の 検討で は，明 ら か な IAR に よ

り気管 ， 大気管支 に お い て有意な （p 〈 0．01）CGA ・IR

の 上 昇を 認め た．CGA は 副腎髄質
1）2）」1°交感 神経 末

端
9）13）よ り分泌 され る こ とか ら，気道 の IAR に対 し て

局所 の 自律神経系 と くに 交感神経系が反応 して 活 性化

され ，
CGA が 分泌 され た 可能性が強 い ．ま た ，　CGA が

新規合成され放出さ れ るた め に は少な くと も30分は か

か る とい わ れ
2s）

， 誘発後 5 分で 組織抽出を行 っ た 本実

験で は
，

こ の CGA の 上昇 は
， 呼吸器組織中 に 遊離 され

た CGA を 抽 出 測定 し た 可能性 に 加 え，血 流等に よ り

他組織に 由来 した CGA も測定 し て い る 可 能性が あ る

と考 えられ る ．

　現在の と こ ろ ， CGA の 生理的作用に は 不 明 な点が多

い ．CGA は カ テ コ ール ア ミ ン と と も に 放 出 さ

れ
1°）11）2e，

， 再 吸収 されな い
11）

こ とか ら交感 神経 系 の 活

性化 の 指標 と な る こ と が示唆さ れ つ つ あ る
13 ）14 ｝，一方，

CGA に は カ ル シ ウ ム イ オ ソ 吸着作用があ る こ とか ら，

局 所 で の カ ル シ ウ ム イ オ ソ の 動態 に 関与す る 可 能

性
26 》¶28）

や ， CGA そ の もの が ホ ル モ ソ の precursorと

して 作用す る 可 能性
29）30）も示唆 され て い る．古 くて 新

しい 問題 とい われ る喘息 と自律神経系 との 関連 31）32｝Vt

お い て，CGA に つ い て の 研究が新た な側面を見出す可

能性があ り， 今後の更な る検討が 必要 と考 え られ る．

結　語

　OA 吸入感作 モ ル モ ッ トを作製 し，抗原 （OA ）吸入

暴露 に よ る 1型 ア レ ル ギ ー反応の 有無 に よ る各呼吸器

組織中の CGA ・IRの含量の 差違を検討 した，

　1．モ ル モ ッ ト呼吸器組織中に お い て
， CGA −IR は 測

定可 能で あ っ た．

　2．生食吸 入 暴露群 （対 照 群）で の CGA ・IR は 紙組織

湿重量 当た りO．4〜2pmolで あ っ た ，

　3．OA 吸 入 暴露群 （OA 暴露群）で は対照群 に 比 べ

て 気管 ， 大気管支の CGA −IRが有意に 上昇 した （p ＜

0．01）．

　4．モ ル モ ッ ト実験喘息 モ デ ル の 1型 ア レ ル ギ
ー

反

応 に お い て ，CGA が気道反応 に 関与する 可能性が示唆

され た．

稿 を 終え る に あた り，RIA に っ い て 御指導 い た だ ぎま し

た 井 口 和 明， 高塚 直樹先生 を は じ め 静 岡県立大学薬学部生

物薬品化学教室 の 皆様 に 感謝 い た します．

　なお，本研究 の
一

部は 森永奉仕会研究奨 励 金 に よ る もの

で あ る．
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CHROMOGRANIN  A  LIKE IMMUNOREACTIVITY  IN RESPIRATORY  TISSUES

              OF  OVALBUMIN-SENSITIZED  GUINEA  PIGS

            Norimasa Fukuda, Shigemi Yoshihara and  Tohju Ichimura

         Flrst Dopartment of fediatric& DokkJ,o U)iiversdy School of Medicine

                            Noboru Yanaihara

Laboratot), of Bioofznnic Chemistry, U)tiversity of Shiz#oka Schoot of Rharmaceutical Sciences

   Chromogranin A  like immunoreactivity (CGA-IR) was  measured  by a  specific  radioimmunoassay  using  N-
terminal specific  antiserum  R-0763 in respiratory  tissues of guinea pigs. All guinea pig were  actively immunized by
recurrent  Ovalbumin (OA)-inhalation and  divided into two  groups; one  was  challenged  by OA, and  the other  inhaled
saline  as  a control.  These groups were  studied  for respiratory  resistance  and  sacrified  for measurement  of CGA-IR
concentrations  in the trachea, major  bronchus and  lower lung. In the control  group, CGA-IR level was  O.4-2 pmollg
wet  weight  of  tissue, and  its distribution order  was  lower lung>trachea> major  bronchus. In the OA-challenged
group, provocation clearly  induced significant  elevation  of CGA-IR  in the trachea and  main  bronchus coinciding
with  elevation  of respiratory  resistance.  In the lower lung, on  the other  hand, the increase in CGA-IR was  not

significant.  These results  suggest  that experimental  immediate asthmatic  response  <IAR) possibly acts  as  a stressor

to the sympathetic  nervous  systems  in guinea pig air-ways.


