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被動感作モルモ ットの抗原吸入誘発気道反応における

抗アレルギー剤Ibudilastの 好酸球浸潤抑制効果および

気道粘膜上皮損傷 と好酸球微細構造変化 との相関

天下井正弘 ・大橋裕二 ・本島新司 ・福田 健 ・牧野荘平*

Inhibitory effect of an anti-allergic drug (Ibudilast) on 

eosinophil infiltration, changes of epithelial tissue and eosino-

phil microstructure in antigen-induced airway responses of 

passively sensitized guinea pigs

We evaluated whether or not eosinophil infiltration 

induced by an antigen (ovalbumin) inhalation caused 

the damage of the bronchial epithelium. The inhibi-

tory effects of the anti-allergic drug, Ibudilast (Ibd), 

on eosinophil infiltration, eosinophil activation and 

epithelial tissue damage were also examined. Fourteen 

days pretreatment of Ibd inhibited eosinophil infiltra-

tion in the epithelial and subepithelial tissue 6, 24 

hours after an antigen inhalation. A significant cor-

relation was noted between change of the electron 

densities of the eosinophil specific granules and the 

damage of tracheal epithelium 6 hours after an 

antigen inhalation. Changes of the electron densities 

of the eosinophil specific granules suggest the activa-

tion of the cells.

The observation in this study shows that infiltrated 

eosinophils were activated and contributed to the 

damage of the bronchial epithelium by releasing toxic 

granules proteins and may explain the mechanism 

that Ibd exerts bronchial hypersensitivity.

Masahiro Amagai • Yuji Ohashi • Shinji Motojima

•E Takeshi Fukuda • Sohei Makino*
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ア トピー型気管支喘息 に お い て は,抗 原吸入

後,15～30分 を 中心 とす る即時性反応,3～8時

間 にみ られ る遅発性喘息反応,さ らに1～2週 間

にわた って気道過敏性を示す後遅発性喘息反応が

認め られ る1,2).遅 発性 反応 に一致 して 気道 での

好酸球浸潤,活 性化形態的変化 が 認め られ3),好

酸 球浸潤が,お そ ら くplatclct activating factor

(PAF)やlcukotricncC4(LTC4)の 産 生を介 して

遅発性気道収縮を起 こし,浸 潤 した好酸球 は,気

道上皮の破壊を介 して気道過 敏性 亢進 が起 こると

考}ら れ る1,4～7).

モル モ ッ ト実験喘 息においては,抗 原反復吸入

に よる感作剰物は,抗 原吸入による好酸球浸潤が

持続 し,気 道上皮損傷 と気道 過敏性亢進が認め ら

れてい る1,8,9).一 方,被 動感作 モル モ ッ トでは,

抗 原曝露に よ り,曝 露後6時 間を ピー クとす る好

酸球浸潤を認めるが,遅 発性気道収縮,後 遅発性

気道反応性亢進の程度 が低 いため,好 酸球浸潤 と

気道粘膜の微細構造 の変化 の関連は,十 分に検討

されていない10).

Ibudilast(Ibd)は,ア レルギー性喘息の症状抑

制 に 有効な ことが 報告 されてい る11).実 験 的に

LT産 生 の抑制,LTC4/D4の 作 用拮抗,ア ナ フ ィ

ラキシー反応 の抑 制が示 されてい る12,13).

本 研 究 の 目的は,Ibdが 被 動感作 モル モ ッ トで

の 抗原吸入 に よる 好酸球浸潤 に関与す るか,ま

た,抗 原吸入 による好酸球浸潤 と活性化が どの程

度気道上皮 の担傷 に関係す るか ど うかを知る こと

であ る.

方 法

(1)被 動 感作お よびIbd投 与 法

Hartlcy系 雄 モルモ ッ ト(3009)にovalbumin

(OA)1μ9と アル ミゲル5mgを 月1回 腹腔 内

投与に よ り感作 し,3回 感作1週 間後 に耳朶採血

し,48時 間PCA titcr640倍 以 上 のモルモ ッ トか

ら全採血 し,血 清分離後-800Cに 保 存 した.つ

ぎに こ うして得 られた 同種OA血 清 を,体 重約

2009のHartley系 雄 モルモ ットに,2mg/kg静

脈 内投与 し被動感作 し,そ の48時 間後 にOA吸

入 曝露 し,ア ナ フィラキ シー反応後 の経時的肺組

織所見について検討 を行 った10).Ibd投 与 群は,

1日1回Ibd3mg/kg,10mg/kgを ポ リエチ レ
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 1992•}1 Recording of respiratory pattern in OA inhalation 

* The change of the box pressure is reciprocal to that of the alveolar pressure
. [Comroe, J.H. 

 Mechanical factor in breathing, Physiology of Respiration (2d ed .), Year Book Medical Pub-

 lisher, Chicago, 1975, p 125]

ンチ ューブよ り経食 道的 に胃内に14日 間投与 し,

対 照群は同様に,溶 解液 のみ14日 間ポ リエチ レン

チ ュー ブを用 いて経食道的 に投与 し,上 記の ごと

く受身感作 を行 った.

(2)抗 原 吸入曝露 と組織学的検査

抗原 吸入方法は,図1の ごとく2mg/mlのOA

溶 液(生 理食塩水)を,Dcvilbiss646ネ ブ ラィザ

ーで ,51/分 の 圧搾空気で作成 したエ アロゾルで

満た したchambcrbox内 で 吸 入 させた.随 時

boxを 密 閉 してbox内 圧 の変化を,prcssure trans-

ducer(Validyne Engineering Corp. ,ModelMP

45-18)に よ り取 り出 し,増 幅器 を 通 し てpoly-

graph(三 栄 測器製,Surgical Monitor125)上 に 描

き出 し,吸 気相,呼 気相の比が2以 上 の強度 の発

作出現を確認 した14).そ の後6時 間,24時 間,48

時 間 に経時的にそれぞれペ ン トバル ビタールナ ト

リウム30mg/kgを 腹 腔 内投与 した.麻 酔後,開

胸,肺 組織摘出 し,ホ ルマ リン固定 を した.パ ラ

フ ィン包埋 後2μ に薄切,HE,Giemsa,Hanscl

染 色 を行い,気 管 粘膜上皮お よび上皮下好酸球を

算定 した.

予 備実験 で,10匹1群 の動物の気管粘膜上皮お

よび上皮下 の測定面積を描画装置を用い描画 し,

面 積測定 プ ログラムを用い測定 した ところ,0.57

±0.088(mean±SD)mm2(N=10)で あ った.ほ ぼ

同様 の体重の モル モ ッ トを用い るか ぎ り,気 管 粘

膜 の測定面積はほ とん ど一定であるため,各 標本

につい て測定面積を求めず,各 切 片の好酸球数 で

その切片の浸潤を表現 した.

(3)電 子 顕微鏡に よる微細構造 の観察

(1)標本 作成法

微細構 造を観察す るため,一 部の動物において

2%glutaraldchydcのpre-fixationを 行 っ た の

ち,1%osmium tctroxidcのpost-fixationを 行

いalco1で 脱 水後Epon812包 埋 した .つ ぎに

LKB4800 ultra microtomcで 超 薄切片 を作成後 ,

uranyl acctatcと1eadcitratcで 二 重染色 し
,日

本電子JEM-100B型 電 子顕微鏡で観察 した .

(2)気 管 上皮損傷 度の分類

透過型電顕にて上 皮組織 を写真撮影 し,気 管上

皮の損傷度は,tight junctionお よ び 上皮細胞破

壊がほ とん ど認め られ ない ものをgradcI,上 皮

細胞の破壊,上 皮細胞 間隙開大が 軽 度 認 め られ

るものをgradeII,さ ら に上 皮 細 胞破壊,tight

 junctionの 消失,上 皮細胞間隙開大が著明に認め

られる もの をgradeIIIと,3gradcに 分 類 した

(図2)4,5).

(3)好 酸 球特異顆粒微小形態変化

好酸球 の活性化を示唆す ると考 え られる特異顆

粒 の電顕上形態的変化を,大 橋 らの分類 を一部変

更 してつ ぎの よ うに5種 に分 類 した15).a:正 常 顆

粒,b:特 異 顆粒 のcorcの 電 子密度低下,c:特

異 顆粒のmatrixの 電 子密度低下,d:特 異 顆粒の

matrixのvaCuOlatiOn,e:特 異 顆粒 の 細胞外へ

の逸脱(図3).b・c・d・eの よ うな 変化 を示 し

た顆粒を特異顆粒の電子密度変化 あ りと し,全 特
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•}2 Grading of antigen-induced epithelial damage of tracheal mucosa of passively sensitized 

guinea pigs

The criteria of the grading is as follows. grade I : the essentially intact epithelium (•~4080). 

grade II mild damages of ciliary epithelial cell and mild opening of the tight junction of 

the epithelial cells (•~5100). grade III : marked damage of ciliary epithelials with lows of the 

tight junctions and marked opening of the intercellular spaces of the epithelial cells (•~4080)

異顆粒 との比を とって変性特異顆粒の出現 率 とし

た.

(4)解 析

(1)組織 変化 の判定

処置を知 ることに よる主観的 な判断の偏 向を避

け るため,single-blindで 判定 を行 った.そ のた

め第三老が,各 標本,各 電顕写真 の個体,処 置を

示す ものを すべて シール したあ とに 判定 を行 っ

た.

(2)推 計学 的分 析

数値 は,特 に ことわ りのないか ぎりmean±SD

で 表現 した.有 意差の検定 は,対 応 のないt検 定

を用い,P<0,05を 有 意差 あ りとした.2因 子

間の相関は,Pearsonの 相 関係数(r)で 示 した.

結 果

(1)気 管 粘膜 内の抗原曝露に よる好酸球 浸潤

に対す るIbd前 処 置の効果(図4)

Ibd3mg/kg前 処 置 と対照群 との比較では,対

照群の抗原曝露後6,24,48時 間 の 好酸球 浸潤数

は,609.1±390.6(N=6),189.3±216.8(N=6),

115.2±140.1(Nニ6)で あh,Ibd3mg/kg前 処 置

群 のそ れは,95.7土103.6(N=6),125.2±111.3

(N=6),60.3±53.7(N=6)で あ った.抗 原曝 露

後6時 間でIbd3mg/kg前 処 置は,有 意に好酸

球浸潤を抑制 した(図5).

Ibd10mg/kg前 処 置群 とその対 照群 との比較

では,抗 原曝露6,24,48時 間 の好酸球浸潤数は,

対 照群で317土93.3(N=5),449±142.2(N=5),

223.3±64.5(N=3)で あ り,Ibd10mg/kg前 処 置

のそれは,192.5±64.1(N;6),200±129.1(N=

6),114±109.2(N=4)で あ った.Ibd10mg/kg

の 前 処置は,抗 原曝露後,6時 間,24時 間 で対照に

くらべ て有意 に好酸球浸潤数 を抑制 した(図6).

(2)気 管 上皮損傷 と好酸球特異顆粒の電顕的

変化

気 管上 皮組織損傷 と浸潤好酸球の形態変化の関

係について比較 した.気 管上皮組織は,Ibd無 処

置2匹(1匹 の 気管上皮 よ り9気 管上皮電顕写真

作成.計18上 皮 組織写真),Ibd前 処置(10mg/kg)

3匹(1匹 の 気管上皮 よ り19気 管上皮作成.計57

上 皮 組織写真),両 者あわせ75上 皮組織写真を方

法 で述べ た ごとくgradeI,II,IIIと 分 類 した.検

討 した 好酸球数 は,Ibd前 処 置57上 皮 組織写真

上146,Ibd無 処 置18上 皮 組織写真上36,両 者 と

もに形態 的変化 を分類 した.

図7は,気 管粘膜組織 での上皮破壊の程度 と,

そ こでの好酸 球の顆粒変化 との関連 を示 した もの

であ り,両 者 の相関は有意 であ り,好 酸球 での特

異顆粒形態変化の頻度 の高 い組織上皮ほ ど破壊が
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•}3 Classification of electron-microscopic morphological changes of specific granules of eosinophils 

which infiltrated in the tracheal mucosa 6 hours after antigen-challenge in passively sensitized

 guinea pigs

Morphological changes of eosinophils granules are as follows. a: none (•~5100). b: decrease of 

electron-microscopic density of the core (•~ 5100). c: decrease of electron-microscopic density of the 

matrix (•~8500). d: vacuolation of the matrix (•~8160). e: shedding of the specific granules out of 

eosinophils (•~8500)

い ち じるしい傾 向を示 していた.Ibd前 処 置群 を

(・),無 処置群 を(o)で あ らわ しているが,grade

I,IIに お いて,Ibd前 処置群 が 多数 認め られ,

Ibdに よ る抑制の可能性が示唆 された.

考 察

筆者 らは,OA被 動 感作モルモ ッ トを用い,抗

原吸入後6時 間お よび24時 間に気道上皮お よび上

皮下の好酸球浸潤を,Ibdの14日 間 前投与 が抑制

す ることを認めた.Ibd投 与 量については,能 動

感作 モルモ ッ トにおけ る抗原吸入に よる気 道収縮

反応を抑制 した10mg/kg,お よ び そ れ 以 下 の3

mg/kgを 投与した12).さ らに被動感作モルモット

の抗原吸入後6時 間における気道粘膜上皮損傷と

好酸球活性化 と考え られる好酸球特異顆粒変化の

間に上皮損傷がつよいものほど好酸球特異顆粒変

化の割合が高いという相関が認められた.

ヒト気管支喘息において好酸球の気道局所への

浸潤は,抗 原曝露後数時間にみられる遅発性気道

収縮,ま た,そ の後1～2週 間にわたってみられ

る後遅発性の気道過敏性の機序として重要なこと

が示されている.す なわち,遅 発性喘息反応を起

こした患者のBAL液 中では,起 こさなかった患

者のそれにくらべて著明な好酸球増多がみられ,
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•}4 Light microscopic photographs of tracheal walls and bronchi of passively sensitized 

guinea pigs challenged with the antigen inhalation 6 hours before

a & b are from control guinea pigs and c & d are from animals treated with 3 mg/kg 

of Ibd for 14 days before the antigen-challenge. Staining was done by using the Giemsa 

solution.

後遅 発性喘息反応(気 道過 敏)は,遅 発性喘息反応

陽性 老に多いか らである.

局所 に浸潤 した好酸球は,遅 発性喘息反応の時

期には,PAF,LTC4を 産 生 して気道閉塞に貢献

し,後 遅発性 喘息反応 においては,そ の組織傷害

性顆 粒蛋 白(major basic protein,eosinophil cati-

onic protein,eosinophil peroxydasc)を 遊 離 し,

気道上皮 を 損傷 す ることで 気道過敏 を起 こす と

考え られ る,事 実,LTC4/D4拮 抗 薬ONO1078

が ヒ ト喘息 での 抗 原誘発遅発性喘息反応 を 抑制

し16),モ ル モ ッ ト実験喘息では,PAF拮 抗 薬WEB

2086が 同 時に遅発性気道収縮を抑制 した17).

本 研 究においてIbd前 処 置 は,抗 原曝露に よ

る好酸球遊走を抑制 した.そ の機序は明 らかでは

ないが,第1に,遊 離 ヒ ト好酸球のPAFに 対す

るin vitro遊 走 を,Ibdは 抑 制 した18).第2に は,
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•}5 Effect of Ibudilast (3 mg/kg) on eosinophil

 infiltration in the tracheal wall of passively 

   sensitized guinea pigs after antigen exposure

•}6 Effect of Ibudilast (10 mg/kg) on eosinophil

 infiltration in the tracheal wall of passively 

 sensitized guinea pigs after antigen exposure

Ibdは,ラ ッ ト腹 腔 細 胞 のLTC4産 生 を 抑制

し12),同 時 に,好 酸球遊走活性 の持つLTB4,PAF

•}7 Correlation between epithelial damage and 

morphological change of eosinophil specific 

granules in the tissue of tracheal mucosa 

of passively sensitized guinea pigs which 

were challenged by antigen 6 hours before

1) Tracheal mucosa was taken from 2 control

 guinea pigs and 3 Ibd treated guinea pigs.

2) The number of tissue was 75, 18 from control

 guinea pigs (o) and 57 from Ibd-treated guinea 

 pigs (•E).

産生 にて抑制 する 可能性 が 高い.第3に,Ibd

は モルモヅト肺 において:LTD4に よるinositol

 phosphatcs産 生を抑制し,細 胞内Cam上 昇の抑

制の可能性が示されている19).脱 顆粒にCa〓 依

存性がある点から,こ の系を介して脱顆粒を抑制

した可能性がある.

さらに本研究において,抗 原曝露6時 間後にみ

られる気道粘膜上皮損傷と好酸球活性化 と思われ

る好酸球特異顆粒構造変化に相関が認められた.

Ibd前 処置群と無処置群との問に上皮損傷程度有

無について統計上関係 は明らかではないが,Ibd

前処置群は,gradeI,IIの 上皮損傷の程度が少な

く,さ らに好酸球形態上の変化割合が少ないもの

が多数認められた.

これらの結果は,大 橋らの,喘 息患者の気道粘

膜生検標本の電顕的検索で,好 酸球浸潤の多い気

道粘膜では,上 皮の損傷がより著明で,気 道粘膜

上皮の損傷のいち じるしい患者のアセチルコリン

に対する気道反応性が亢進 していること5),ま た,
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急性喘息発作で入院した喀痰中のECP濃 度 と好

酸球特異顆粒の電子密度変化は,前 者は高 く,両

者に相関が認められ,症 状改善 とともに正常化す

ることを認めていること15)などを裏づけるものと

考えられる.

Ibdは,多 施設二重盲検試験を含む多くの研究

で気管支喘息への有効性が示されている11).そ の

機序として,す でに抗原曝露によるLTC4/D4の

産生の抑制,お よび抗アナフィラキシー作用が示

されている12).

最近,渡 邊 らは,直 接気管支拡張作用のあるこ

とをヒト喘息で示 している20).

本研究においては,Ibdが 被動感作モルモット

で 抗原曝露 による遊走 を抑制することを示 した

が,こ れは,Ibdが ヒト喘息アレルゲン曝露によ

る気道反応性亢進を抑制しうる可能性を示 してい

る.事 実,他 のいくつかの喘息に有効な抗アレル

ギー薬が,即 時性の気道収縮を抑制するばか りで

なく,炎 症細胞抑制作用 を持つ点と共通 してお

り,今 後さらに検討が必要と思われる.
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