
The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

ア レ ル ギ ー 40（1），
82−86

，　 1991（平 3）

〔速 報〕
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　 こ れ まで 遅発型喘息 の 動物 実験 モ デル の 報告 は 数多 い が ，そ れ ら は ほ とん ど が能動感作モ デ ル で あ り，
一

般 に 受動感作 で は 遅発 型気道反応 は 起 こ し え な い と 理解 さ れ て い る．ま た 遅発型気道反応 の 発現 の メ

カ ニ ズ ム は 気道 の 過敏性 ，気道 の 炎症，種 々 の ケ ミ カ ル メ デ ィ エ ーターと の 関連で論 じ ら れ る こ とが多

い が
， 遅発相 に お け る 気道収縮 の 直接 の 引 き金 は 明 ら か で は な い ．今 回 我 々 は 能動感作 モ デ ル に お い て

本 来抗体産生細胞 に よ り産生 さ れ，流 血 中 に 存在す る は ず の 抗 体 を 外来性 に 静脈 内投与 す る こ と に よ り，

抗原 吸入 か ら4〜8時間後 に 起 こ る 気道収縮を観察 した ．こ の 際気管支肺胞洗浄液 に お い て は 正 常血清 を

静脈 内投与 した群 に 比 しマ ク ロ フ ァ
ージ が 有意 に 低下 し，好中球が 有意 に 増加 して い た ． こ の こ と は 本

実験 モ デ ル に お け る 遅発 型 気道収縮に は気道の 炎症 は 必ず し も必要 で は な くむ しろ炎症 は 気道 に お け る

抗原抗体反応 の 結果 で あ る可能性，ま た 同種細胞親和性抗体 の 血中 か ら 気道局所 へ の 動員 が 遅発型 の 気

道収縮 の 直接 の 引き金 と して 重 要 な 役割 を 果 た し て い る 可能性 を示唆 す る ．
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は じ め に

　近年気管支喘息の 臨床 に お い て 遅発型喘息 の 重要性

が 注 目され て い る
i）b：，そ の 発現 の 1E確な メ カ ニ ズ ム

は未だ 明 らか で は な い ．ま た 喘息 の 動物実験 に は モ ル

モ ッ ト が 用 い られ る こ とが 多 い が ，モ ル モ ッ トの 実験

モ デ ル に お い て 一般的に は受動感作で は 遅発型気 道収

縮 は 起 こ し得な い と考え られ て い る ．我 々 は 遅発 型 気

道収縮 の 直接 の 引き金と し て 同種細胞親和性抗体 の 血

中 か ら気道局所 へ の 動員を仮定 し，モ ル モ ッ トの 受動

感作 モ デ ル を用 い て 遅発型喘息の 実験を 進め て きた が

今回 新 た な 知見 を 得 た の で 報告す る ．

材料 お よ び方法

　1）実験動物

　 ハ ートレ ー系雄 モ ル モ ッ ト（三 共 ラ ボ ）体重 350〜450

g を購 入 し
， 金沢大学動物 実験 施 設内 の 空調飼育室（室
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Abbreviatbns ：　BAL 　bronchoalveo玉ar 　lavage ；

BALF 　bronchoalveolar　lavage且uid

温23± 2 ℃，湿度55± 5 ％） で 1 週間以上飼 育し 肉眼

的観察 に よ り異常 の な い もの を 用 い た．

　2）抗原お よ び抗血 清

　抗原と し て 卵 白 ア ル ブ ミ ソ （Sigma 　Chemical，　 St

Luis，　 MO ）を 用い た．抗血 清作成 に 際 し，
モ ル モ

ッ ト

1匹 当 た り卵 白 ア ル ブ ミ ン 0．5mg を 生 理 食塩水   ．625

ml に 溶解 し，更に 0．625ml の Freund’s　complete 　ad−

juvant（Difco　Laboratories ，　Detroit，　MD と emulsion

の 状態 に し た もの を 5 ヵ 所に 分け皮内注射 し た ． 2 週

間後 に 同様 の 処置 に よ り boosterを か け，更に 2 週間

後 に nembutal 　 sodium 　 solution （Abbott　 Labora−

tories，　 North　Chicago，　 IL） 75mg ／kg の 腹腔内投与

に て 麻酔 後，内頚動脈よ り採血 し た ．こ の 抗血 清 の 4

時間お よ び 7 日間 PCA 　titerは 各　k 　12800倍と512倍で

あ っ た．な お 無感作 モ ル モ ッ ト よ り同様 の 方法 で 得た

正 常血清を コ ン ト 卩
一

ル として 用 い た ．

　3）実験装置お よ び測定項 目

　既報
2｝

の 実験装置 お よ び方法を 用 い て 行 っ た．す な

わ ち nembutal 　sodium 　solution 　75mg ／kg を腹腔内投

与 して 麻酔を行 っ た 後，胸骨 上 縁よ り 1横指頭側 で 気

管切開を 行 い ，気管 カ ニューレ を 装着 し ， 小動物用従

量 式 レ ス ピ レ
ー

タ
ー

（Model 　1680，　 Harvard 　Appara −

tus　Co，　Inc．，　 South　Natick，
　MA ）に て 強制換 気 を 行 っ
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た ．、1 回 換気量 は leml ／kg ， 換気 回 数 は 毎分 60回 と し

た．気管収縮反応 の 指標 と して 気管 カ ニ ューレ の 側圧

（Pao ；pressure　at　the　airway 　opening ） を 測定 した

（口 本光電 社製 Model 　 TP −603T）．気道反応 は 抗原 吸

入 直前 の Pao 値 を 基準値 と し，こ の 基準値 に 対す る 増

加 率 として 表 した．抗原 の 吸入投与 は 南 ら
3）が 開発 し

た小動物用吸入 負荷装置を 用い た．

　4）実験手順

　ネ ン ブ タ
ール を体重 1kg 当 た り75mg 腹腔 内注射す

る こ と に よ り麻酔 した 後気管切開 し ， 気管 カ ニ ュー
レ

を装着 し前述 の 条件 に て 換気を行 っ た ，ま た 内頚静脈

ラ イ ン を確保 し こ こ よ り正常 モ ル モ ッ ト血 清ま た は
，

抗卵 白 ア ル プ ミ γ 血 清 を体重 lkg 当 た り3ml 静脈 内投

与 し 15分後に 生 理 食塩 水 に 溶解 した 1％w ／vol 卵白 ア

ル ブ ミ ン を 30秒間 吸 入 させ ，以後 8時 間 に わ た っ て

Pao を測定 し た ．8 時間後 に 生 理 食塩水 10ml に て 2 回

気管支肺胞洗浄 （以下 BAL ）を行 い
， 得られ た 気管支

肺胞洗浄液 （以下 BALF ）中 の 細胞成分を検討し た．

モ ル モ ッ トは 血清投与 の 方法に よ り，正 常血 清を投与

され た 7匹 の コ ン ト Pt 一ル 群 と，抗 血 清を投 与さ れ た

7 匹 の 静注群 の 2 群 に 分け られ た．

　 5） BALF 中 の 細胞成分 の 検討

　BALF 中 の 細胞成 分 は BALF を 1500回 転で 10分間

遠心 し た あ と RPMI 液 に 浮遊 し総細 胞数を算定 し，

cytospin に て 処 理 し た 後ギ ム ザ 染色 を 行 っ て 細胞 分

画の算定を行 っ た．得られた結果 に つ い て コ ソ ト 卩
一

ル 群 と抗血 清静注群 と の 比 較 は， ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク

法 （Mann −Whitney の U ・test）を用 い て 行 い
， 両側検

定 で p く 0．05を有意差あ りと判定 し た ．
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　Fig，1．　 Time　course 　and 　peak　 value 　 of 　Pao 　 of

the　anti−serunl 　I，V ．（n ＝7）and 　contro 監grouP 　（n ＝

7）．Each　bars　represent 　the　mean ±S ，E ．

の 出現時間 は 抗原吸入後 お よ そ 4 時間 か ら 8 時間 の 間

で あ っ た ．次 に BAL 液 中 の 細胞 成分 に つ い て で あ る

が
，

Fig．2 に し め す よ うに 推計学 的 に 有意差 を も っ て

抗血清静注群に お い て マ ク ロ フ ァ
ージ の 低下 と好中球

の 増加 を認 め た ．すな わ ち マ ク ロ フ ァ
ージ に 関 し て は

コ ン ト 卩 一ル 群 70．7± 4．5％ に 対 し て 抗 血 清 静 注 群

46 ．5± 10．1％ で あ り危険率は 0．02，好中球 に 関 し て は

コ ソ トロ
ール 群の 8．8± 1．8％ に 対 し て抗血清 静注群 で

は 35，4± 10．8％ で あ り危険率は 0．05で あ っ た． リ γ パ

球，好酸球 に つ い て は 有意差 は 認 め な か っ た．

考　察

結　果

　Fig．1 に 抗 原 吸入後 1 時間 ご と の Pao の 推移 お よ

び ％Pao の 最高値を 示す． コ ン ト ロ
ー

ル 群 お よ び 抗 血

清静注群 の 両者 とも時 間 の 経過 と と も tC　Pao の 上 昇

傾 向を認め る が，抗血 清静注群 で は 1時間後 よ りす で

に コ ン ト ロ ール eVPC比 し 上 昇傾向 を 認 め ， 3 時間 以 降

よ り推 計学的 に 有意 の 差 を認め た ．そ の 危 険率 は 3時

間 か ら 5 時間 の 間 が O．02， ピ
ー

タ 値を含め 6 時間か ら

8時間後 まで が 0．Olで あ っ た。8 時間後の Pao の 増 加

率 は コ ソ ト 卩
一

ル 群 で 58 ± 5 ％，抗血清静 注 群 で 123±

13％で あ っ た ．ま た Pao の 推移 で は 7例 中 5 例 に 可 逆

性 の 気道収縮を 表す 明瞭な ピー
ク の 形成 をみ た が，そ

　遅発型喘息を最 初 に 報告 した の は Blackley で 1873

年 の こ と で あ る と さ れ る
L）が，こ れ を ま と め て 研究 し

た の は Herxheimer4，が 最初 で あ る，そ の 後遅発型 の 気

遵収縮が臨床的に 重要な意味が あ る こ とに 気付 か れ多

くの 研究が な さ れ て い る が
， そ の 多 くの 研究 は 遅発型

の 気道反応 と気道 の 炎症 で 表 され る 気道 の 過敏性 との

間 の 関連を 追及す る も の で あ っ た 5）
“7）．す な わ ち IgE

を介す る 抗原抗体反応 に よ る即 時型 の 気道収縮の 際 に

肥満細胞 か ら放出 され る 種 々 の 化学伝達物質 に よ り1血

管透過性 の 亢進 ， 種 々 の 炎症細 胞 の 漫潤，局所 の 浮 腫

が お こ り，ま た 浸潤 し て きた 炎症細胞 か ら 2 次的 に 放

出 され る 化学伝達物質 に よ っ て更 に こ の 過程 が 促進 さ
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　Fig．2．　 Cell　differenciation　in　BALF 　obtained 　from　the　anti・serum 　I．V ．（n ＝ 7）
and 　control 　group （n ＝7）．　Each　bars　represent 　mean ± S．E．（n ＝7），

れ遅 発型 の 気道収縮 に 至 る とす る考 え で あ る
S）．

　気道 の 過敏性 と遅発型気道反応 との 間 の 関連 に つ い

て は 例 え ぽ Cartier9）ら は 抗原 吸 入 後 の 遅発型気道反

応 は ヒ ス タ ミ ン に 対す る 気道 の 反応性 の 大 きさと反応

性亢進 の 持続時間 に 関係がある と述べ て い る．気道過

敏 性 の 臨床 的重要性 に 関 し て は Platts−Millisら lo）eよ

house　dust　mite に 対し て 感受性 の ある通年性喘息患

者 を 抗 原 か ら 遠 避 け る こ とに よ り症状 の 改善 と過 敏 性

の 低下 を観察 して お り，ま た Cockcroft ら
11 ，は ヒ ス タ

ミ ン に 対す る 気道過敏性 の 程度 と喘息発作 の 頻度 及 び

強 さ と の 間 に 相 関があ る と 述 べ て い る．さ ら に Juni・

per ら
12）は 気道 の 反応性 と喘息の 症状お よ び 治療 の 必

要性 と の 間 に 相関を認め て い る．こ の よ う に 遅発型喘

息 と気道 の 過敏性 お よ びそ の 臨床的重要性 に 関す る報

告は数多 い が，遅発型の 気道収縮 の 直接 の 引ぎ金は 未

だ明らか で は ない ．

　遅発型喘息お よ び気道過敏 性 に 関す る動物実験 モ デ

ル も数多 い が一般 的 に は 能 動感作 モ デ ル とは 異 な り受

動感作 モ デ ル に お い て は 遅発型気道反応は 出現 し な い

と考 え られ て い る ．受動感作と能動感作 の 違 い は 大ぎ
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く分け て細胞性免疫の 関与の 有無及 び 抗体産生細胞 の

有無 にある よ うに 思わ れ る．我 々 は抗体産生細胞 の 有

無 に 着 目し 受動感作 で 遅 発型 の 気道 反 応 が 出現 し な い

理 由は 即時型 の 反応 で 消費され た 気道局所 の 同種細胞

親和性抗体 が 血 中 か ら補 われな い 為 で，遅発相 に お い

て 気道収縮 の 直接 の 引 き金 に な る の は こ の 血中 か ら気

道局 所 へ 動員 され る 同種細胞親和性抗体で あろ うと考

え た ．今回 の 実験 で 抗原吸入直前 に 経静脈的に 抗血 清

を投与す る 目的は本来抗体産生細胞が持続的 に 血 中 に

分泌 し て い る は ずの 抗体を外来性に補 っ て や る こ と に

ある．そ し て こ の 操作に よ り抗原吸入負荷数時間 後に

明瞭な ピ ーク を 形 成す る 可 逆性 の 気道収縮 を 観察 し た

こ と は，本実験 モ デ ル に お い て 我 々 の 仮説が正 し か っ

た こ と を 意味 し て い る．

　 従来，遅発型気道反応 と気道 の 炎症 との 間 に 密接 な

関係がある こ とは組織学的 に ある い は BALF 中の 細

胞成 分 に よ っ て 示 され て きた
13）”15）．こ の 時 に観察 され

る炎症細胞は 好中球 と好酸球が主 で ある が，報告 に よ

り こ れ らの 細胞 の 出現が時間経過ある い は 割合 は 様 々

で ある
15 ，−1η ．こ の 差は 用 い た動物 の 種差ある い は 抗原

の 種 類に よ る の か も し れ な い ．我 々 は BALF 中の 細胞

成分 に つ い て 検討 し，抗 血 清静注群で 8 時間後に 好中

球が有意に 増加 し て い る こ と を 認 め た が，こ の 結果 は

Ishiiら且η が AscaidS　suorm を抗原 として 能動感作 した

モ ル モ ッ トを 用 い て行 っ た 実験 の 結果に
一

致す る．し

か し我 々 の 用 い た モ ル モ
ッ トで は特別 な前処置 は 行 っ

て い な い の で 実験開始前か ら気道 に 炎症が存在 して い

た と は 考え られ な い ．すなわ ち今回 の 実験結果 は 遅 発

型気道反応出現 の 準備状態 と し て 気道の 炎症は 必 ずし

も必 要 と し な い こ とを示唆す る．

　以上 我々 は喘息 の 動物 モ デ ル に お け る能動感作 と受

動感作 の 間の 違 い ，遅発型気道反応 と気道の 炎症 との

関係 に つ い て 我 々 の 実験結果 を も と に 若干 の 考察 を

行 っ た ，今後 は こ の モ デ ル を 用 い て 遅発相 に お け る 過

敏性 の 亢進 の 有無や，遅発型気道反応 に 関与す る免疫

グ ロ ブ リ ン の サ ブ タ イ プ 等に つ い て の 検討 を 続 け た い

と考 え る．

ま とめ

　1．受動感作 モ ル モ ッ トを用 い ，抗原吸 入 直前 に 抗 血

清 を 静脈内投与 す る こ と に よ り 4 〜8 時間後 に 起 こ る

一
過性 の 気道収縮 を観察 し た．

　2。 こ の 時気管支肺胞洗浄液中 に は 好中球 の 有意 な

増加 を認 め た ．

　 3．遅発 型 の 気 道収縮 に は 気道 の 炎症 は 必 ず し も必

要 で は な く，同種細胞 親和性抗体 の 血中 か ら気道局所

へ の 動員が重要な 役割を果た し て い る 可能性が示唆さ

れ た．

文 　 献

1）O ’Byrne，　 P．M ．，　 Dolovich，　 J．，　 Hargreave，　 F．E．；

　 State　of　art，　Late　asthmatic 　response ．　Ant ．丿「〜ev．

　 Res∫》ir．1）is．136，　740−751，　1987．
2）藤 村政 樹 ：in　 vivo モ ル モ ッ ト に お け る slow

　　reacting 　substance 　of 　anaphylaxis （SRS．A ） に

　　よ る 気道 反 応 と ス テ ロ イ ドの 抑制作 用．ア レ ル

　 　ギ
ー 32，365−375，1983。

3）南　真治，岡 藤和博，佐賀　努，藤村政樹，金森

　
一

紀，他 ：モ ル モ ッ トに お け る定 量 的 吸 入 負荷 装

　 置 の 開 発．日胸 疾 会 誌 21，252−258，1983．
4） Herxheimer，　H ．： The　late　bronchial　reaction

　 in　 induced　 asthma ．　 fnt．　 Arch ．！4〃8 尠 3，
　 323−328，　1952．
5） Cockcroft，　 D ．W ．，　 Ru飯 n，　 R．E．，　 Dolovich，エ，

　 Hargreave，　F．E．： Allergen・induced　increase　in

　 non ・allergic 　bronchial　reactivity ．　Clin．　Allergy

　 7，　503−513，　1977．
6）Marsh，　W ．R．，　Irvin，　 C．G．，　 Murphy，　K ．R．，　 Be−

　 hrens，　B．L．　and 　Larsen，　G．L，：　王ncrease 　in　air ・

　 way 　 reactivity 　to　histamine　and 　inflammatery

　 cells　in　bronchoalveolar　Iavage　 after 　the　late

　 asthmatic 　 response 　in　arl　 animal 　 mode1 ，　 Am ．

　 Rev．　 Respir．1）奮．　13，　875−879，　1985．

7）Abraham ，　W ．M ．： The　impQrtance 　of　lipoxy・

　 genase　products　　of　 arachidonic 　　acid 　　in

　 aUergen ・induced　late　response ．　 Am ．　 Rev ．　 Re ・

　 spir ．　Dis．135，　S49−S53，　1987．
8）De　Monchy ，　J．G．R．，　Kauffman，　H ．K ．，　Venge，　P．，
　 Koeter，　G 、H ，，　Jansen，　H ．M ．，　Sluiter，　HJ ．　and 　De

　 Vries，　K ．：　Bronchoalveolar　 eosinophilia 　 dur・

　 ing　 allergen ・induced　late　 asthmatic 　 reactions ．

　 Am ，　 Rev，　ReSpir．　i）お．131，　373−376，　1985．
9）Cartier，　A ．，　Thomson ，　N ．C．，　Frith，　P．A ．，　Roberts，

　 B．SR ，
，
　 Tech

，
　 M ．　 and 　Hargreavet　 FE ．：

　 Allergen−induced　increase　in　bronch蓋al　respon ・

　 siveness 　to 　histamine ；relationship 　to　the　late

　 asthmatic 　response 　and 　change 　in　airway 　cali−

　 ber．ノ！Allergy　Clin．　ImmunoL 　70，170−177，1982．
10）Platts−Millis，　T．A ．，　et　al，　l　 Reduction 　of 　bron・

　 chial　hyperreactivity　during　Prolonged　a 童1ergen

　 avoidance ．　Lancet　2，　675−678，　1982．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The  JapaneseSociety  of  Allergology

86 NffanvaMMtrtttsoivRtr:k6LARoreza

11) Cockcroft, D,W., et al.: Bronchial reactivity

   to inhaled histamine. Clin. Alle,g), 7, 235, 1977.
12) Juniper, E.F., Firth, PA.,  Hargreave,  F.E.:

   Airway responsiveness  to histamine and  metha-

   choline  ; relationship  to minimum  treatment  to

   control  symptoms  of asthma.  Thonix 36,
   575-579, 1981.
13) Durham, S.R. : Leukocyte activation  in aller-

   gen  induced late-phase asthmatic  reactions.  IVL

   EngL J A4bd. 311, 1398-l401, 1984.
14) Delehunt,J.C.: The  role  of  slow-reacting  sub-

   stance  of  anaphylaxis  in the late bronchial

   response  after  antigen  challenge  in allergic

   sheep.  Am.  Rev. Respix Dis. 130, 748-754, 1984.

15) De  Monchy,  J,G.R,, Kauffman, H.F., Venge, P.,

   Koeter, G.H., Jansen, H,M,, Sluiter, HJ,  and

   DeVries, K.: Bronchoalveolar  eosinophilia

   cluring allergen  induced late asthmatic  reaction.

   Am.  Rev. Respix Dis. 13,!, 373-376, 1985.

16) Dunn,  CJ., Eliott, G.A,, Ostveen, J.A. and  Ri-

   chards,  I.M.: Development of a prolonged

   eosinophil-rich  ihfiammatory leukocyte

   infiltration in the guinea-pig  asthmatic  response

   to ovalalbumin  inhalation. Am  Rev. Respir. Dis.

   137, 541-547, 1988.

17) Ishii, M., Iijima, H., Yamaguchi, K., Chao, C.-L.

   Shimura, S,, et al,: Bronchoalveolar lavage

   and  histological characterization  of late phase
   pulmonary  response  in guinea  pig (abstract),
   Am.  Rev. Respir, DiS, 131CSuppl), A7, 1985.

LATE  ASTHMATIC  RESPONSE

           ANTIBODY  FROM

                   AIRWAY

BY  RECRUITMENT  OF
CIRCULATING BLOOD

WALL  IN GUINEA  PIG

HOMOCYTOTROPIC
TO  THE

Moteyasu Saito, Masaki Fujimura, Yasushi Miyake, Sayuri Sakamoto, Masahide Yasui,
                  Kazuki Kurashima and  Tamotsu  Mastuda

 71he 7V}iMd Dopartment oflatervial A4ledicine, Kkenazawa University, School of Medicine

   Many reports  have been published about  the late asthmatic  response  (LAR) of animai  model,  But most  of the

animals  used  were  sensitized  actively  and  it is considered  generally that it is impossible to generate LAR  in

passively sensitized  animals,  especially  in gttinea pig. About the mechanism  of LAR, most  discttssion are  focused on
airway  hyperreactivity, inflammation and  chemical  mediators.  But  little is known  about  the direct initiator of the
late phase bronchoconstriction. Instead of the circulating  antibody  which  is generated by antibody  producing cells
in actively  sensitized  animals,  anti-serum  was  administered  to guinea pigs intravenously as  passive sensitization
fifteen minutes  prior to antigen  inhalation. Four to eight  hours after  antigen  inhalation, we  investigated

bronchoconstriction. Eight heurs after  antigen  challenge,  bronchoalveolar layage (BAL) were  perfbrmed. In the
BAL  fluid, macrophages  decreased and  peutrophils increased significantly.  The$e results  sligge$t  that LAR  can

occur  without  airway  inflammation and  the inflammation might  be the result  of antigen-antibody  reaction  at the

airway  wall,  and  that  the direct initiator of late phase  bronchoconstriction might  be the recruitment  of

homocytotropic antibody  from circulating  blood to the airway  wall.
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