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感作家兎作成 に お け る ， 抗原 の 種類 と気道反応性 の 相違

　 　　 昭和大学医学部第二 生理学教室

井上 和明　　坂 井　泰　　本間生 夫

　家兎 を出生 直後 よ リア ル テル ナ リア，又 は ブ タク サ で 感作す る こ と に よ り， 実験的喘息モ デ ル の 作成

を行 っ た．感作 を施行 した 2群 の 家兎と対照群（C 群）の 家兎よ り気管平滑筋を摘出 して，そ の 収縮反応

の 特徴 を比較検討 した ．acetylcholine （ACh ）に 対す る 反応 は，ア ル テ ル ナ リ ア 感作群 （A 群）で は ，

閾値が 左 ヘ シ フ トし，EC ，。値は他の 2 群 よ η も有意 に小 さ く，最大反応 も他 の 2群 よ りも有意 に 増大 し

て い た．プ タ ク サ感作群 （R 群〉で は閾値 の 左 へ の シ フ トの み が 認 め ら れ た ．電気刺激 に 対 す る 収縮反

応 は 両群 と も に 増強 して い た が ，A 群 で の 増強 は R 群 と比 し て も有意 に 大 きか っ た．　KCI の 用量反応曲

線 よ り A 群で は 平滑筋 の 脱分極 に よ る 収縮 に
，

ACh の 受容体 を介 し た 収縮 の 加重 が 全濃度 で 認 め ら れ

た が
， R 群で は 20mM 以 下 で認め ら れ た ．　 A 群 で は R 群 よ り も平滑筋側 の 収縮が 増強 して い る の み な ら

ず ， 平滑筋壁内神経叢 の 反応 の 亢進 も認 め られ た．以上 より，
ア ル テ ル ナ リア で感作 を行 う方が ，気道

の 平滑筋 と神経系 の 変化 を研 究す る 上 で よ り良 い モ デル を作成で きる 可能性が 示唆 さ れ た．
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緒　言 方　法

　実験 喘息モ デ ル を作成す る 際 に は感作 の 対象と な る

動物の 選択 と感作 の ス ケ ジ ュー
ル

， 抗原 の 選択 と い っ

た 要因が，そ の モ デ ル の 性格を決定する 上 で 重要な要

素と な る．我 々 は 感作 の 対象と し て 家兎 を選択 した ．

家兎は 出生直後 よ り感作する と IgE の 優先的産生が

生ずる こ と が 知 られ て い る
1）．ま た ， 気道 の 収縮 が主 と

して acetylcholine （ACh ）系に よ っ て行わ れ て お り ，

中枢気道は histamineに 竝す る感受性 を殆 ん ど持た な

い
2）．そ の た め

， 感作 に よ っ て 生じた 迷走神経系 の 活動

の 変化を評価 しや す い と い う利点 が あ る．抗原 に は，

ともに 1型 ア レ ル ギ
ー

を惹起す る こ とが知 られ て い

る ，ア ル テ ル ナ リ ア （Alternarla　tenius）3）と ブ タ ク サ

（Ambrosia　elatior ）
4，を用 い ，こ れ らの 抗原 で 感作 した

家兎よ り気管平滑筋を摘出し，そ の収縮反応 の 変化 を

薬理学的に 検討 し た。
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Abbreyiations ：　Ach 　acetylcholine ；　PCA 　pas−

sive　 cutaneous 　anaphylaxis ；　EC5，　50％ effective

concentration ；　 KH 　Krebs・Henseleit

　a ）感作方法

　 白色 日本家兎を対象と し て 出生直後 よ り ア ル テ ル ナ

リ ァ （210ng　protein／m1 ）0．25m1 ま た は ブ タ ク サ の

Antigen　E （315unit／ml ）0．25ml とア ル ミ ゲ ル （10mg ／

ml ）O．25mlの 混合液を腹腔 内投与 し て感作を 開始 し，

以後 1，2，3，5，7，9週 目に 抗原液 0．25m1 を腹腔 内投

与し ， 11週 目に 抗原液1ml と ア ル ミ ゲ ル 1ml の 混合液

を皮下注射する こ とに よ り感作を終了 した．

　b）実験方法

　溶媒 （生 理 食塩水）の み の 投与 を行 っ た Littermate

の 対照群（C 群）（n ＝8），
ア ル テ ル ナ リア 感作群（A 群）

（n ＝6），及 び ブ タ ク サ感作群 （R 群）（n ＝6）の 3群 に

分け た ， そ れぞれ 16−20週齢 の 家兎 を，Pentbarbital

sodium （20mg ／kg）麻酔下 に 放血致死 させ
， 速 や か に

気管 を 摘出 し て 95％ 02 十 5 ％CO2 の 混 合ガ ス で 通気 し

た ，氷冷下 の Krebs−Henseleit液 （K ・H 液）中 で
， 気

管軟骨を平滑筋付着部位 の 反対側で縦 に切開し，周囲

の 脂肪組織や結合組織を十分 に 取 り除 い た ．そ し て 気

管軟骨 2 コ 分 の 幅 の 条片標本を作成 し ， 両端 に絹糸を

結紮 し て Force・displacement　 transducer （日本光電

SB1・T ） とホ
ール ダ に 連結 し た．それ らを，混合 ガ ス

で 飽和 され た 37℃ の K −H 液を満 た し た 10ml の organ

bath 中 に 1g の 負荷 を か け て 懸垂 し， 1 時間 の 平衡後
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に 実験 に 供 した．平滑筋内 の 神経叢 は 双極 白金電極板

に て （電極間距離 5mm ）， 刺激発生装置（日本光電 SEN ・

3201） か ら の 矩形波で ，水平方向に 刺激 した ，刺激 の

条件 は
， 頻度 5−40Hz ，

パ ル ス 幅 2ms ， 電圧10V
， 刺激

時間は 45秒 と し た ．

　使用 し た 薬物 は
， acetylcholine 　chloride （第

一
製

薬），　potassium 　chloride
，
　atropine 　sulfate （和光純薬），

tetrodotoxin （Sigma ）で ，感作 に 用 い た 2 種 の 抗原 は，

Greer　Laboratories（NC ，　 USA ）よ り購入 した ．こ れ

ら の 薬物 及 び 抗原 は 全 て 生理食塩水 に 溶解 し た ．

　c ）passive　cutaneous 　anaphylaxis （PCA ）

　抗原特異的 IgE抗体 は 家兎を 用 い て ，　 IgG 抗体 は モ

ル モ ヅ トを 用 い て PCA を 行 い ，そ れ ぞれ 72時間後 と

4時 間後に 判定 した ．

　d）統計

　実験デ
ー

タ は す べ て Mean ± SEM で 表 現し，統計学

的検討 は
， unpaired 　Student’s　t−testで 行 っ た．

結　果

　ACh に 対す る 収縮反応 を 3群 の 用量 反応 曲線 よ り

比 較す る と，感作を行 っ た 2群で は C 群よ り閾値 が 3

倍左 ヘ シ フ ト して い たが，ECso値 を比較する と，　 A 群

に お い て の み 他 の 2群 よ り有意 に 大 ぎか っ た ．最大張

力 は A 群で の み 有意に 増強 し て お り， C 群及び R 群 の

約 1．5倍 と な っ て い た （Fig．1），電気刺激 に よ り発生し

た 張力の ピ ーク値を各標本の 10−fiM
の ACh に よ る収

縮を 100％ と し て 表現す る と，A 群で は C 群 に 比 し て

全 て の 周波数で 収縮反応が増強 して い た ．R 群 で は C

群 に 比 して 5Hz 以外 の 周波 数 で 収縮反 応 が有意 に 増

強 し て い た ．A 群 と R 群 の 比 較で は，5Hz 以外で A 群

の 収縮反応が R 群 よ り有意 に 増強 して い た （Fig，2）．

また 各群 の 発生張力を絶対値 （g）で 比較す る と，そ の

差違は よ り明確で あ り，EFS 　40Hz に お い て は control

群0．68±0．08g （n ＝8），
　 A 群 3．45± O．21g （n ＝ 8），

　 R

eV　1．02± 0．02g（n ＝ 8）で あ り，それぞれ C 群の約 4 倍

と 約 2 倍 に
， 発生張力 は 有意 に 増強 し た ．更に ， こ れ

らの 収縮反応は 10−7M の Atropine の 存在下で 全て 消

失 し，同様 に 10−7g
／ml の Tetrodotoxin 存在下 で も，

全 て 消失 し た ．ま た こ れ らの 3 群に お い て ，KCI に よ

る収縮 反応 に 対す る 用量反応 曲線 を比較す る と，感作

を 行 っ た A 群 と R 群 に お い て は 閾値 が 10mM 左 に シ

フ ト して お り ， EC 、。値 も こ の 2群 で は C 群 に 比 して 有
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　 Fig．1、　 Cumulative 　dose−response 　curves 　for　the
acetylcholine （ACh ）−induced　contraction 　 of 　rabbit

tracheal 　smooth 　muscle 　from　control （●）（n ＝6），
ragweed 　sensitized （▲ ）（n ＝ 6）and 　 alternaria 　 sen ．

sitized　（■ ）　（n ＝＝ 6）　groups．
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　Fig．2．　Frequency・response 　curves 　of 　rabbit 　tra−

cheai 　 smooth 　muscle 　 from　control （●） （n ； 8），
ragweed 　sensitized （▲ ）（n ＝8），

　a！temaria 　sensit ．

三zed （口）　（n ；8）groups．

　T 卜ese 　contractions 　were 　expressed 　in　percentage
of 　tension　induced　by　10−6M

　acetylcholine ．

　
率p ＜  ．05，” p 〈 0．01，” ’p く 0．001．Significa【1tly

different　from　 contro1 ．

　★ p く O．05，　★★ p 〈 0．01，　★ ★★ 1）く0．001．Signifi．

cantly 　different　from　ragweed 　sensitized ．
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意 に 小 さ か っ た ．最大張力 は A 群に お い て他 の 2 群 よ

り も有意に増強し て い た が，C 群 と R 群 の 間 で は有意

差 が な か っ た．Atropine感受性 成分 は R 群 で は 10mM
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Fig．3．　 Cumulative 　dose−response 　cuwes 　for　the

KCI −induced　contraction 　of　rabblt 　tracheal　smooth

muscle ．　Closed　丁narks 　are 　in　the　absence 　of

Atropine　and 　open 　marks 　are 　in　the　presence　of 　10
−7

Matropine．

　
’
p ＜ 0．05，　

取’
pく 0．01，　

” ’
p ＜0．001．Significantly

different　from　in　the 　absence 　of 　atroplne ，

と20mM で 存在 し，
　C 群で は 20mM で存在 し た だけで

あ る が，A 群 で は 10mM か ら60mM まで の 全 て の 濃度

で存在が認め られ た （Fig．3A，　 B，　 C）．　 PCA の 結果

は，IgE に つ い て は，　A 群 で 16〜128倍 で あ り，　 R 群で

は 16〜64倍 で あ っ た ．IgG に つ い て は，両群 と も PCA

で の 検 出闘値 以下 で あ っ た、（Tableユ）．ま た感作を施

行 した 2 群 の 家兎 は
， それぞれ で

，
Schulze−Dale反応

が陽性 で あ る こ と を確認 し た，

考　案

　今 日 ま で 多 くの 気道過敏性 モ デ ル が ア レ ル ギ ー
性気

管支喘息 の モ デ ル と して 使わ れ て きた ．そ の 主 た る モ

デ ル 動物は モ ル モ ッ トで あ っ た．その 理 由と して は 気

道平滑筋 の 発達が よ く，各種 agonist に 対 す る感受性

が高 く，同種抗体を容易 に 産生 し，か つ ア ナ フ ィ ラ キ

シ
ー

の 最大標的器 官が肺だ か らで あ る．・し か し抗 体 の

種類や治療薬 の 感 受性 の 面 で は
， 人 との 相違 の 指摘 も

少な くなか っ た．
一

方，家兎は呼吸機能 の 測定は モ ル

モ
ッ ト よ りも容易 で あ る が

， 感作 し に くく気道の反応

性に 乏 し い な どの 難点があ っ た ．ま た，喘息 に お け る

化学伝達物質 の 研究 の 面 か らも家兎 の 気 道上皮細胞 は

ア ラ キ ドソ 酸代謝が不 活発である た め に適切な モ デ ル

と は な り得 な か っ た
5）．し か し

， 家兎 に お い て は
， 気道

の Tone の維持や 呼吸 リズ ム の 形成に お い て も迷走神

経系 が呼吸器系 の 生理機能 の 維持 に 大切 な役割を担 っ

て い る と い う特色がある
6）．こ れ らの 理 由よ り，喘息の

病 因 の
一

つ と し て 考 え られ て い る迷走神経系 の 異常 を

評価する た め に は 家兎を 用 い る の も有用 な こ と で あ ろ

うと考 え られ る．感作 の ス ケ ジ ュ
ー

ル として は
， 出生

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Table　 l　 PCA 　titers

　　　　　　 Serum　specific 　IgE　and 　IgG　levels　in　immunized　rabbits

A ）Anti −alternaria 　PCA 　titer　　　　　　　　　　　 B ）Anti −ragweed 　PCA 　titer

Number 　 ofIgE 　antibodyIgG 　antibody

rabbit （72hr） （4hr）

1 128 厂

2 64 一

3 64 一

4 32 一

5 32 一

6 16 一

Number 　 of

　　rabbitIgE

　antibody

　　　（72hr）
IgG　antibody
　　　（4hr）

1 64 『

2 64 『

3 64 一

4 32 一

5 32 　

6 16 一

　Specific【gE 　levels　were 　determined　by　homologous 　PCA 　titers　 and 　specific 　IgG ！evels 　 were

determined　by　heterelogous　PCA 　titers．
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1

直後 よ り感作を開始 して 11週齢ま で 計 8 回行 っ て い る

が，その 目的 として は lgE の 優先的な産生 を促すの み

な らず，今 日免疫系 と神経系 の 関連が指摘され て い る

よ うに
， 成長発達過程 で の 感作が平滑筋の 壁内神経叢

を 含め た 神経系 の 生理的活動 に 何 ら か の 影 響を 及 ぼ

し，そ の結果お こ る気道 の 反応性 の 変化を評価す る 為

で あ る 。抗原 と し て ア ル テ ル ナ リ ア 及 び ブ タ ク サ を用

い た 理 由は と も に ア ジ ュバ ン ト と の 感 f乍で lgE を産

生 し うる か らで ある η8 ）．ま た，ア ル テ ル ナ リア は こ れ

ま で の 報告か らも最も抗原 性 の 強 い 真菌抗原 で あ り，

skin 　test と 吸入 誘発試験 の
一致率 も高 い こ と が 知 ら

れ て い る
9，．一

方 ，
ブ タ ク サ は 代表的な花粉抗原で あ

り，花粉喘息や花粉症を引 き起 こ す が ， こ の 両者 で は

気道過敏性 に差が無 い と い う報告 もあ り町 gE の 産生

と気道過敏性獲得 の 相関 を 見 る 上 で も こ の 2種 の 抗原

に よ る感作で の 気道反応性 の 比較は 意義があ る と考 え

られ た ．今回 の 我 々 の 実験結果 か ら考えられ る こ と は，

ACh の 反応 に っ い て は，　 A 群 R 群 共 に C 群 に 比 し て

閾値 が 左 に シ フ ト して い た ．EC50値 は R 群 と C 群 で

は有意差は無 い が，A 群 に お い て の み 他 の 2群 よ りも

有意 に 大 きか っ た ．最大反応は A 群で の み他 の 2 群よ

り も有 意 に 増大 し て お り，
こ れ らの 結果 よ り，

ア ル テ

ル ナ リ ア で 感作 し た場合 の み 気管平滑筋は ACh に 対

し て 過 敏で 過大な収縮反応 を示 し た ．ま た，電気刺 激

に よ り生 じ た 収縮を 各標本 の 10−6M
の ACh で 惹起 さ

れ る 収 縮を 100％ と し て 裏現す る と ， C 群 及 び R 群 と

もに ，EFS 　40Hz に よ り生 じ る 収縮 eXIO”6M の ACh

に よ っ て 生 じ る 収縮 の 約50−60％ で あ っ た が，A 群 に

お い て は 約 140％ に まで 増強 されて お り，こ れ らの 全 て

の 反応は TTX ，と Atr に 感受性があっ た ．こ れ らの 結

果 よ り，
A 群 に お い て 最 も著明に 気管平滑筋 の 壁内神

経叢の 反応性が亢進 し て い る こ とが示唆さ れ た ，更 に

壁内神経叢 よ り，
ACh の 放 出を促 進す る 因 子と し て

は，電気刺激に よ り神経末端よ り放出 さ れ る様 々 な神

経 伝 達 物 質 の う ち で も，substance 　 P1°，− ii ⊃R’5・

HT12 ）’13 ）が，そ の 候補 と して 報告され て い る．　 A 群 に

お い て も気管平滑筋 の 壁内神経叢の 反応性 の 亢進に ，

ACh の 放出 に 加 え て こ の よ うな他 の 神経 伝達物質 の

放出 が 関与 す る可能性 が考え られ る．更に 各群 の KCI

の 用量反応 曲線を比較す る と，A 群 に お い て は，最大

反応が増強 し，感受性 が 増加 し て い る の み な らず ， Art

感受性 の 成 分 は A 群 で の み 全 て の 濃 度 で み と め ら れ

た ．こ の よ うな現象が生 じ る理 由 と し て は ， KCI に よ

る 脱分極刺激 で 神経末端 よ りお こ る ACh の 放出が 電

気刺激 の場合 と同様 に亢進 し て い る こ と と，更 に それ

を受容する側 で ある 平滑 筋の ACh に 対 す る 反応 性 が

亢進 して い る と い う2 つ の 理 由が 考 え られ る．そ の た

め に ，他 の 2 群 よ りも亢進 し た KCI に よ る筋の 脱分極

性収縮に ACh の 受容体を介 し た 収縮 の 加 算が全て の

濃度 で 生 じて い る 可能性が考 え ら れ た．以上 の 結 果 よ

り，同様 の ス ケ ジ ュール で 感 作を行 っ て も，抗原 の 相

違 に よ り気管平滑筋 の 反応性 の 異 な っ た モ デ ル 動物 を

作成 で ぎる 可能性 が 示唆 され た．

結　語

　家兎を出生直後 よ り 2種 の 抗原 で 感作す る こ とに よ

り IgE の 産生 を 促 し，そ れ ら の 気管 平滑筋 の 反応性 に

及ぼす影 響を検討 した ．

　IgE の 力価は 両 群で 有意差は無 い もの の ，　 A 群 に お

い て よ り明確 に ， 気管平滑筋の 受容体異常及 び壁内神

経叢か ら の 神経伝達物質の 放出異常が生 じ る こ と が 示

唆 された ．感作過程 の どの 段階で い か な る メ カ ニ ズ ム

に よ っ て，この よ うな異常状態が惹起 され る か に つ い

て は
， 今後 の 検討が 必要 で ある と考え られ る．ア ル テ

ル ナ リア で 出生直後 よ り感作 し た 家兎 は，気道 の 平滑

筋 と神経系 の 変化 を研究す る 上 で有用 な モ デ ル と な る

可能性が あ る と考 え られ る。
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RABBIT  IMMUNIZATION  TO  INDUCE  EXPERIMENTAL  ASTHMA

    
-Relationship

 Between  Antigens  and  Airway  Reactivity-

     Kazuaki Inoue, Yasushi Sakai and  Ikuo Homma

DqParttnentofllhysiology, ScheolofMbdicine, Shewa Chtiversity

   Japanese white  rabbits  were  immunized with  either  alternaria  or  ragweed  starting  at birth to induce
experimental  asthmatic  model.  We  studied  the characteri$tics  of contractile  responses  of tracheal smooth  muscle

isolated from these sensitized  animals  and  compared  them  with  non-sensitized  control  animals.  Both sensitivity
and  reactivity  of contraction  induced  by acetylcholine  (ACh) were  increased in the alternaria  sen$itized  group, but
only  sensitivity  was  increased in the ragweed  group. Contractile responses  to electrical  field stimulation  were

enhanced  in both sensitized  groups, and  responses  in the alternaria  group  were  significantly  greater than those in
the ragweed  group. In the alternaria  group, atropine  supressed  the contractile  response  to KCI, indicating that the
contraction  was  mediated  partially through  a muscarinic  mechanisrn,  In the ragweed  group, atropine  supressed

responses  to 20 mM  KCI. Stimulation of the intramural nerve  plexus facilitated the release  of  neurotransmitters,

especially  ACh, This was  more  obvious  in the alternaria  group  than  in the ragweed  group, These results  suggest

that alternaria  sensitization  of rabbits  produces  a better model  for studying  changes  in interaction between nerves
and  smooth  muscle  in the airway,
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