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モ ル モ ッ ト実験喘息 モ デル に お け る遅発型喘息反応 の 発現 と

気道反応性亢進 の Cyclosporin　A に よ る抑制
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　　　　 獨 協医 科 大 学 ア レ ル ギ
ー
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阿久津郁夫　　沼尾利 郎　　本 島新司 牧野荘平

　著者ら は，T 細胞 に 選択的な免疫抑制剤で あ る Cyclosporin　A （CyA ）は，モ ル モ ッ ト喘息 モ デル に

お け る 抗原吸入24時間後を ピーク と す る持続性 の 気道粘膜内好酸球浸潤 を抑 制 す る こ と を 既 に報告 し て

い る ．本研究で は，CyA に よ る前処置 が ，遅発型喘息反応 お よ び そ れ に 続 く気道反応性 の 亢進 に どの よ

うな影響を与 え る か検 討 した．吸入感作モ ル モ ッ トを内因性 コ ーチ ゾル 阻害剤 お よ び 抗 ヒ ス タ ミ ン 剤で

前処置 して ，大量 の 抗原 を吸入 させ る と，高率 （80％）に LAR が起 こ り，抗 原吸入 24時間後 の ア セ チ ル

コ リ ン に 対 す る 気道反応性 も亢進 し た．一方，モ ル モ ッ ト を感作開始時 よ り CyA で 処置す る と，LAR の

発現 は 抑制 さ れ た．24時間後 の 気道反応性は CyA 処置群 で も 亢進 し た が，変化 の 度合 LLit 無処 置群 に 比

べ 有意 に 小 さ く（ρ〈 0，05）， 気道反応性 の 亢進 も部分的 に で あ る が 抑 制 され る 二 とが示 さ れ た ，CyA は

モ ル モ ッ トに お い て も，T 細胞の 活性化 を抑制 し，
リ ン ホ カ イ ン の 産 生 を 抑 制 す る こ と が 知 ら れ て い る の

で ，こ れ ら の 結 果 は，LAR の 発現や そ れ に続 く気道反応性 の 亢進 に お い て T 紐胞 由来 の 因子 が何 ら か の

役割 を果 た して い る こ と を示唆す る．
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緒　言 て、 こ の 可能性を検討 した ．

　好酸球 は，LTC
‘や PAF の 産生細胞である こ と，ま

た，その 顆粒蛋白は気道粘膜を傷害する こ と か ら，最

近，気道粘膜内好酸球浸潤 は 遅発型 喘 息反 応 （late

asthmatic 　response ， 以下 LAR ＞や それ に 続 く気道過

敏性亢進 の
一

因 として 挙げられ て い る
1〕．し た が っ て ，

気道粘膜へ の 好 酸球浸潤の 抑制は ，LAR や 気道過敏性

亢進 の 抑制 に つ なが る 可能性があ る．一方，著者 らは ，

T 細胞に 選択的な免疫抑制 剤 で あ る Cyciosporin　A

（CyA ）は，モ ル モ ッ ト喘息モ デ ル に お け る，抗原吸 入

篌24時間を ピ ー
ク とす る持続性 の 好酸球浸潤を鉚創す

る こ と を 見い 出 し報 告 し た
z 》．こ の 結 果 は ，CyA が

LAR お よ び それ に 続 く気道反応性 の 亢進 を 抑制 す る

可能性を示唆す る．そ こ で 本研究 で は LAR や 気道反

応性の 亢進が起 こ り易 い 吸入感作 モ ル モ ッ ト を用 い
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AbbreViations ：　 Ach 　 acetylchoiine ；　 CyA
Cydosporin 　A ；　 IAR 　immediate　 asthmatic

response ；　】L論．R　　董ate　asthmatic 　response ；　OA
ovalbumin ；　PC 　provocative　con   n しration

方　法

　（1）吸 入 感作 モ ル モ ッ トの 作成

　吸入感作 は 寺師 ら
3〕
の 方法に 準じ て 行 っ た ．同時に

10匹，ほ ぼ 均
一

の 抗原 吸 入 曝露が 可 能で あ る プ ラ ス

チ ッ ク 製抗原吸 入装置に ， 体重約30Gg の Hartley系雄

モ ル モ ッ ト を 入 れ た 後，10mg／m 】の ovalbumin （OA ）

を超音波 ネ ブ ラ イ ザ ー
（NE −U　lOB，　 Omron 社製）で

エ ロ ゾル 化 し て 送 り込 み ，1 日 に 10分間，連続 10日間，

吸 入 曝露 させ 感作を成立 さ せ た．

　（2） Cyclosporin　A に よ る前処置

　CyA の 効果発現 に は 長期抗与が必要 で あ る た め
’｝，

感作初 日 よ り抗原 吸入 チ ャ レ ソ ジ の 前日 ま で ，隔 日に ．

50mg ／kg／day を経 口 投与 し た， コ γ ト 卩
一

ル 群 に は

CyA の 溶解液 で あ る オ リ
ーブ油 を同様 の 方法 で 投 与

した．CyA 処置群 とコ ソ ト ロ
ール 群の 動物匹数は 各 々

13匹 ，
15匹 で あ っ た．

　（3）実験 ス ケ ジ ュ
ール

　実験期間 は day　i〜day　5の 5 日間 と し，抗原 吸 入
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チ ャ レ ン ジ を day　2で お こ な・
） た．　LAR の 揖現をみる

た め ，チ t レ ソ ジ前， 1， 3． 6 ， 9，12時間後 で 呼

吸抵抗を測定した ．また，チ ャ レ ン ジ 前後で の 気道反

応性 の 変化をみ るた め，Ciay　1，3，5 で acetylcholine

（Ach ）に対す る 気道反応性 を測定し た．以上 の 実験 の

終了後 ，
モ ル モ ッ トを脱血死 さ せ て気管・

肺を摘 出 し，

ホ ル マ ジ ソ 固定 ・保 存 した．

　 （4）抗原吸λ チ ャ レ ン ジ

　 LAR の 出現率を高 め るた め ，　 day　1お よび day　2の

抗原吸入 チ ャ レ ソ ジ 30分前 に
， 内因性 コ

ー
チ ゾル 合成

限害剤で ある Metopirene．10mg／kg 静脈内投与し た．

更 に ，大量 の 抗原負荷 に 耐え る よ う 2回 目 の Metopir−

one 静注 後，抗 ヒ ス タ ミ ノ 剤 の Chlorpheniram｛ne

maleate を1  mg ／kg 腹 腔 内投 与 した．以上 の 前処置

後，モ ル モ ッ トを呼吸抵抗測定用 ア ニ マ ル ボ ッ ク ス 内

に 入れ頭部の み を外に 突出 させ て 固定 し，そ の 頭部 を

Devilbjss　646ネ ブ ラ イ ザ
ー

と連結 し た ＝ ア ロ チ ャ ン

バ ー
で 被 っ た，OA ， 10mg／ml を51！min の 気流量に て

エ ロ ゾ ル 化 し て 1 分間 吸入 させ ，呼 吸抵抗 の 値 が

baseline値の 2 倍以上 に 達した 場合 は そ こ で 終了 と し

た．2倍以
’
下の と きは ，20mg ／ml ，　OA を更に 1 分間吸

入 させ ， なお 呼吸抵抗が 2倍に達 し な い 動物は実験か

ら除外し た．

　（5）呼吸抵抗の 測定

　呼吸抵抗 の 測定 は ，既 に報告し て ある，Mead ら の

oscillation法 を
一

部改変 し た 方法 で 行 っ た ，

　（6）Ach に 対する気道反応性 の 測定

　Base】ineの 呼吸抵抗を測定後，156＃ g！ml よ り倍 々

に 5000μg／ml ま で濃度を増す Ach 溶液 の エ ロ ゾ ル を

各濃度 1分間ず つ 吸入 させ，呼吸抵抗 の 値 が baseline

値 の 2 倍以上 に な る ま で 吸 入 させ た、こ の よ うに して

求 め た Ach 濃度 と呼吸抵抗 の 用量 一
反応麹線 よ り，呼

吸抵抗 が baseline魑の 2 倍 に な る の に 必要 な Ach 濃

度，PC2 ，。

− Ach を求 め た ．

　 （7） デ ー
タ の 解析

　実験霜果は全 て Mean ± SEM で 表現 し た ，有意差 の

検定は ， Student’s　testを 用 い ，　p ＜ 0、05の 場 合を有意

と し た ．

結　果

　（1） コ ソ ト P 一
ル 群 お よ び CyA 処 置群に お け る 即

時型喘息反応の 比較

　抗原 吸入 チ ャ レ ン ジ に よ り コ ン ト ロ
ー一

ル 群 15匹 全

例 ，CyA 処 置群 B 匹中 12匹 で ，呼吸抵抗 が チ ャ レ γ ジ

前 の 2 倍以上 に達 した ，達 し なか っ た 1匹 は 即時型喘

息反応 （IAR ）が 起 こ らな か っ た もの と し て 実験 か ら除

外 した ，両群 に お け る IAR の 強 さを，チ ャ レ ノ ジ後の

呼 吸抵抗の 変化率（チ ャ レ ソ ジ後 の 呼吸抵抗値揃 の 呼

吸抵抗値 × 100％）で 表 して み る と， コ ア ト ロ
ー

ル 群，

300± 23％ （n ＝15），CyA 処置群 ， 274± 42％ （n ； 12）

で 有意差 は な か っ た ．

　（2）CyA に よ る 遅発型喘息反応 の 抑制
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　Fig，1、　 Effect　of 　cyclospGrin 　A 　on 　the　developmen10nate　ast  latic　response

in　a 　gulnea　pig　model 　of 　asUlma 。　Percent　changes 　in　respiratory 　resistance （Rrs）
from 　baseline　after 　ova ！加 min 　inhalation　in　each 　gUinea　pig　are　shown ，
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Table　1Effect 　of　Cyclosporin　A 　on 　antigen ・induced　bronchial　hyper・

responsiveness 　to　acetylcholine 　in　guinea　p三gs

PC700 −Ach （μ 9 ，

’
ml ）

Betore 24 　hrs 72 　 hrs

Co 甫 roI

（N ＝15 ｝

Cyctosporin　A
−treated

｛N ＝ 12｝

　　　一
NS

一

　　　厂
ヰ ＊

一 厂
＊ ＊

一

1866 ± 313
＞

553 ± 8°

「
t353 ± 196

＞
　 　 　 　 　 　 NS 　　 　 　 　 　 　　 　 　 　 i 　 　　 　 　 　 　 　 　　 　 閥S

24 ，3 ± 396 丿 1。99 ± 259 丿 、876 ± ，、3 丿
　　　L

ヰ
ー L NS 一

　　　一 NS 一

＊ p く0 ．01，　 ＊ ＊ p （0 ．OOI

　抗原吸 入 チ ャ レ ソ ジ 後 の 呼吸抵抗 の 変化率を Fig．

1に 示 し た，チ ャ レ ン ジ後 3 〜12時間 の 間 に ，呼吸抵 抗

の 変化率 が 再 度200％以上 に 達 し た 場 合を LAR 陽性

とす ると． コ ソ ト ロ
ー

ル 群で は 15匹 中12匹 （80％）が

陽性 で あ っ た が，CyA 処置群 で は 陽性例 は 1匹 もみ ら

れ な か っ た．

　（3）CyA に よ る気道反応 性亢進 の 抑制

　Table　 1 に ，抗原 チ ャ レ ソ ジ前，チ ャ レ ン ジ 24，72

時間後の PC2。 。
−Ach の 成績を示 し た ．抗原 チ ャ レ ン ジ

24時間後，PC20D−Ach は コ ン ト ロ
ー

ル 群，　 CyA 処置群

共 に 有意 に 減少 し
， 気道反応性 の 亢進が 認 め られ た．

しか し，ア セ チ ル コ リソ に 対す る気道反応性 の 変化 の

度合い （前の PC20
。
・Ach ！24時間後の PC200・Ach ）を両

群間で 比較 して み る と、コ ソ トロ
ー

ル 群，4．00±0．77J

CyA 処置群 ， 2．09± G．40 で
，
　CyA 処置 群 の 方 が 有意 に

小さ く（p＜O．05），CyA 処置 に よ り部分的に で ある が

気道反応性 の 亢進は抑制 され る こ と が示 され た ．一方，

チ ャ レ ソ ジ72時間後に な る と，PCe。。

− Ach は 両群 と

も，
24時間後 に 比 べ 増加 し ，

チ ャ レ ソ ジ前 の 値 との 有

意差は 消失，気道反応徃 の 亢進は 回復の 傾向に ある こ

とが 示 された．

考 　察

　LAR に 対する薬剤の 影響を検討す る た め に は ，高率

に LAR を起 こ す 動物 モ デ ル が 必 要 で あ る 。寺師 ら

は 5》
，モ ル モ

ッ トに お い て，腹腔感作よ り吸 入感作の 方

が LAR が 起 こ る確率が高 い こ と を，ま た，　 Sasaki ら

は酋｝，イ ヌ に お い て，内 因 性 コ
ー

チ ゾ ル 阻 害 剤 の

Metopirone で 前処置 す る と ， 本来起 こ りに くい LAR

が 起 こ る よ うに なる こ とを報告し て い る．こ れ らの こ

と よ り，本実験 で は，吸 入感作 モ ル モ ッ F を用 い ，抗

原吸入 24時間前 と30分前に Metepirone を投与 し，更

に 大量 の 抗原負荷が 可 能 な よ うに 抗 ヒ ス タ ミ ン 剤 も抗

与・した ．そ の 結果，高率 （80％）に LAR が 起 こ り，抗

原 吸入 24時間後 の 気道反応性 も亢進す る モ デ ル が 得 ら

れ た．

　 モ ル モ ッ トを感作開始時 よ り CyA で 処置 す る と，

LAR の 発現 は 抑制 され，気道反応性 の 亢進 も部 分的 に

で あ る が有意に 抑制さ れ た ，CyA は モ ル モ ッ トに お い

て も，T 細胞の 活性化を抑制 し
7），写 ン ホ カ イ ソ の産生

を抑制 す る
8に と が 知 られ て い る の で

，
こ れ らの 結果

は ，LAR の 発現やそれ に 続 く気道反応 性 の 尢進 に
，
　 T

細胞 由来 の 因 子が何 ら か の か た ち で 関与し て い る こ と

を示 唆する．最近，Frew らは
9，，モ ル モ ッ ト喘息モ デ

ル に お ける抗原吸入 後 の 気道の 組織学的変化を ，
リ ソ

パ 球抗原 に 対す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い た免疫組

織化学 法 に て 検討 し，LAR の 時相 に
一致 し て CD

，陽

盤 リ ソ パ 球が増加する こ と，その サ ブ セ ッ トは ヘ ル

パ ールでγ デ ューサ ーT 細胞で ある可能性が 高 い こ と

を認 め 報告 した．こ の 結果 tt　LAR と T リ ン パ 球 が密

に 関連す る こ と を示唆す る もの で あ る が，今回 の CyA

を用い た著老 らの 実験成績もこ れを支持する．

　CyA が なぜ
，
　 LAR や 気道反応性 の 亢 進を抑制する

か は 明 らか で は な い が，可能性 として ，（1） IgE抗体産

生抑制，（2）好酸球 を 主 体 と す る炎症細胞浸潤 の 抑制

が考え られ る．LAR 　tt　lgE抗体依存性で ある こ と が

多くの 研究 に よ っ て 示 さ れ て お り
10），IgE 抗体産生 の

減少 は LAR の 抑制 に つ なが る と考えられ る．し か し，
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CyA が モ ル モ ノト に お い て IgE抗体産生を抑制す る

と い う確実 な証灘 は な く，また今回，抗 ヒ ス タ ミ γ 剤

の 存在下 に お い て も，明 らか な IAR が 認 め られ た の

で ，（1） に よ る抑制 は 考 えに くい ．最近，好酸球 を主

体と し た 気道粘膜内 の 炎症細胞浸潤 が LAR や 気道反

応性亢進 の
一
因 とし て 挙げら れて い る

1〕．一方 CyA は

抗原 チ ャ レ ン ジ に よ る 好酸球 浸潤を抑制す る
2 用 ：1．実

際レ本実験終了後に 摘出し た気管 ・肺組織を観察 し て

み る と，ま だ prelimlnaryな結果で ある が，　 CyA 処置

群で は 好酸球浸潤 の 程度が軽い ．した が っ て 、LAR や

気道反応性亢進 の 抑制 は こ れ に よ る 可能性 が ある．し

か し，抗原 チ ャ レ γ ジ後の 気道反応に は 多様な 因子が

関与．し て お り，ま た，T 細胞自体も多様な 因 子 を 産 生

する の で ．CyA に よ る抑制機序を説 eA す る に は 更 な る

実験が必 要と思わ れ る，

　最後 に ， 今 回 の 著老 らの 成績 は ，CyA の よ うな T 細

胞機能抑制剤 が 喘息 の 治療 に 有用 で あ る可能性 を 示唆

して お り，そ の こ と を 確 か め る た め，同系列 の 他 の 薬

剤に つ い て も現在検討中で ある．
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INHIBITIONOF  ANTIGEN-INDUCED  LATE  ASTHMATIC  RESPONSE

      }IYPERRESPONSIVENESS BY  C\CLOSPORIN  AANDBRONCHIAL

                  Takeshi  Fukuda, Ikuo iU[utsu,  Toshio Nurnao and  Sohel Makino

          Dopartntent of ll4bdicine and  Clin ical Immunology, Ilekfp,e University &hool of Medicine

   We  have previously demonstrated that  Cyelosporifi A {CyA), a T lymphocyte-selective immunosuppressive

:gs,n:;{',ed,.ue,ed,,:e.,leJa,I::.lagh,a.'gst,o,F.h`ax,eo,s:',".o?,h,ii,ig,[ikt2a;is,",:,g,tz'.,:",//,zlni,Zh,g'ig",#e.L",,2iiX,lgg6e:,Zif,M,od,,eg.O,f
bronchial hyperrespensiveness following LAR. Guinea pigs iinmunized by repeated  exposure  to aerosolized

ova}bumin  <OA) were  intravenously giyen metepirone,  a cortisol  synthesis  inhibitor, 24 hours befgre and  30

rninutes  before antigen  challenge,  and  to prevent death from immediate severe  bronchocenstrictton, chlor-

phenirarnine maleate  was  alse lniected. After antigen  challenge  with  high dose of OA, LAR  
occurred

 
in
 
twelve

 
of

fifteen animals  (S096>and the bronchial responsiyeness  to aoetySchoiine  was  signlficantly  increased. However, when

guinea pigs were  treated with  CyA  from the beginning of  immunization periad, the development of LAR  
was

ggm.p,i,eL2ix,1:h,ltt`,ed,･,.aLP,o,g,h,,ii,m,g;.",,m,.ffi,:e,tyd.e,sf,ail},I.:,,ed,,ia,t:,kr,z;';:P,,o,oo.?ecfll'Io,n.yg?･.g,bEiJy,"d,･,g"gl,:
shown  te suppress  activatien  of guinea pig T  lymphocytes and  their production of lymphoki.nes, these results

suggest  that T cell faetorfs) rnay  be important far the elicitation of LAR  and  the antigen-induced  
bronchtal

          '

hyperrespon$tveness.


