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　近年の分子生物学、免疫学、アレルギー学の進歩は、気管支喘息

の病態とその発症機序の解明に大きく寄与している。喘息は1型ア

レルギー反応の代表疾患として、特異的IgE抗体を介した肥満細胞

の脱穎粒現象に始まり、気管支平滑筋収縮を惹起するヒスタミン、

SRS．A（Slow　Reac6ng　Subs倣ce　of　anaphyla泊s）などの化学物質、アラキドン酸

カスケードなど、生化学的研究が70年代から80年代前半にかけて

なされてきた。80年代後半から、好酸球願粒蛋白のMBP（M勾or　Basic

Pr◎te祖）が気管支上皮を障害することが報告され、好酸球などの炎症

細胞の気道粘膜への浸潤という炎症反応の側面が注目されてきた

12｝。気道におけるアレルギー性炎症反応に関与する炎症細胞には、

肥満細胞や好酸球の他にも好中球、リンパ球、マクロファージ及び

血小板などの血液由来細胞と、気道粘膜上皮細胞、自律神経を含め

た下部気道を形成している細胞がサイトカインなどの伝達物質を介

して相互にネットワークを作り、特別な形の気道炎症の形態をとる

という概念が世界的なレベルで広く認められるようになってきた4・
22｝。

　気管支喘息の疾患としての特徴は、発作性呼吸困難、喘鳴を主徴

とする気道収縮反応、ヒスタミン、アセチルコリンなどの非特異的

気管支平滑筋収縮物質の吸入に対する反応性冗進状態川、肥満細胞、

好酸球、リンパ球などの気道粘膜への細胞浸潤などである38｝。アレ

ルギー性瑞息患者がアレルゲン曝露によって惹起される気道反応に

は、抗原吸入直後より始まり、10～30分をピークとする典型的な

気道収縮反応として捉えられる即時型喘息・反応（immediate　as㎞a6C

response：IAR）、抗原吸入後3～12時間後に徐々に出現する気道閉塞

を特徴とした遅発型喘息反応（1ate　ast㎞a也response：LAR）、及び吸入後24

時間以後の、僅かな刺激や誘因で発作を起こしうる気道反応性冗進

状態である後遅発型喘息反応（post」ate　asthma痘c　response：P－LAR）の3種類

に大別できる。

　一方、気管支喘息の病因、病態の解明とその治療法の確立は、優

れた動物モデルの開発によって可能となる。上述したように、喘息
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の気道病理像から好酸球性気管支炎なる概念も提唱されているが、

その病態生理の機序の解明が進んだのは動物モデルの利用によると

ころが大きい。このように、喘息モデルに関する研究は数多くなさ

れてきたが、その作製は基本的には比較的少量の抗原を単回もしく

は反復曝露して能動的もしくは受動的感作を行い、抗原特異的IgE

を産生さた後、同一抗原で誘発を行ってアレルギー反応を惹起させ

るものである7・3｝。しかしながら、ヒトの慢性気管支喘息という点

で考えると、絶えず経気道的に感作された状態、すなわち、感作処

置のみを施した動物において、経時的に病理組織学的検討を行った

報告は少なく36）、特にアポトーシス及び細胞増殖活性を示す細胞の

動態に注目した報告はない。また、IARからLARに推移する過程で、

両病態に対する経時的な病理組織学的検討を実施した報告も少な

い。

　そこで、著者は実験動物の中でもアセチルコリンやヒスタミンに

対する感受性が強く、アナフィラキシー反応の主な反応の場が呼吸

器系であるモルモット2°－5｝を用い、抗原として卵白アルブミンを反

復吸入曝露させることにより感作動物を作製し、曝露回数を重ねる

ことによって気道に対しどのような変化が認められるかを病理組織

学的及び免疫組織化学的に検討した川。更に、同様の操作で作製し

た感作成立モルモットに対し、同一抗原によるブースター処置及び

室警を行って畦息病態モデルを作製し、気道における変化を病理担

織学的及び免疫組織化学的に経時的な検討を加えた33）。
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第2章

　　　　　　卵白アルブミン反復吸入曝露による

モルモット気道における病理組織学的及び免疫組織化学的検索
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　　　　　　　　　　　　　緒　言

　アレルギー患者がアレルゲン曝露によって惹起される気道反応に

は、活性化した粘膜内の肥満細胞から遊離されるヒスタミンや各種

の化学遊走物質によって誘発される即時性の気道収縮瑚と、持続的

な気道破壊を特徴とする遅発型喘息反応があり、後者は抗原誘発後

3ないし4時間で認められ、7ないし8時間でピークに達し、その

後数日間持続する2η。さらに、遅発型喘息反応はその重症度に比例

して、非特異的な種々の刺激に対して気管支の気道反応性充進を引

き起こすとされており5｝、気管支喘息の最も重要な病態であるとと

もに、臨床上の重症度とも関連している。

　近年、気管支喘息における種々の免疫・アレルギー性反応の炎症

としての側面に注目が集まり、気管支喘息はアレルギー性炎症反応

として把握されつつある。気道系におけるアレルギー性炎症反応に

関与する炎症細胞には、好酸球、好中球、肥満細胞、リンパ球、マ

クロファージなどがあり、これらの細胞の機能に種々のサイトカイ

ンが影響を与えていると考えられる。事実、気管支喘息の最も重要

な病態である気道過敏性は、実験的にインターロイキンー2（以下

IL－2と略）の投与により誘発することが注目されており29’川、サイト

カインが各種遊走細胞の誘導や、更なるサイトカイン産生刺激作用

を介して気管支喘息病態に重要なメディエーターとして働いている

可能性が示唆されている4〕。

　実験動物における喘息病態モデルに関しては、これまでに多くの

作製がなされ、研究が行われてきた2θ一5｝。しかしながら、喘息病態

作製には、動物に能動的な感作を成立させた後、一定期間をおいて

再度抗原曝露による誘発を行う方法が主流であり、喘息病態モデル

作製過程で、抗原の反復曝露による感作処理のみを実施した動物、

すなわちヒトのアレルギー性喘息に置き換えた場合、「絶えず抗原

に曝露され、その後の抗原吸入誘発発作が生じる前の状態」に相当

する動物に対し、経時的な病理組織学的検討を行った報告は少ない。

また、喘息モデル作製過程で、アポトーシスや細胞増殖活性に注目
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した報告は未だ見られていない。このような状況の下、本試験にお

いて、霧化した卵白アルブミンをモルモットに吸入曝露し、その曝

露回数の相違による気道の変化を病理組織学的及び免疫組織化学的

に検索した3η。

　　　　　　　　　　　　材料及び方法

1．実験動物

　本実験には4週齢の雄性Hartley系モルモット（日本医科学動物資

材研究所より購入、使用時体重約250g）計23匹を用いた。実験を

通じてこれらの動物は温度23±2℃、湿度50±10％、照明時間7：00

～19：00の環境下で飼育し、水（水道水｝及び餌（CG－7；日本クレア）を

それぞれ自由に摂取させた。

2．実験方法

　吸入感作は有馬ら勾の方法に準じて行った。すなわち、モルモッ

トをアクリル製exposure　chamber（300【w｝×400｛D）×300｛H｝㎜）に入れ、卵

白アルブミン（Grade正，Sigma，＆Lou｛s，　MO，1％wヴvol　in　O．9％so（嚢um　chloride）

を超音波ネブライザー（15㎡／mi砥NE－u10B，オムロン株式会社、東京）

を用いて、無麻酔、自発呼吸の条件下で、1日1回10分間、吸入曝

露を行った（Fig　1）。この操作を0回（無処置対照）、2，5，8，及び10

回連続して行い、感作処理を行った。なお、モルモットの一般状態

から喘鳴呼吸やチァノーゼが認められた時点で感作成立と判断し

た。

3．病理組織学的検索

　吸入曝露の0回（無処置対照）、2，5，8，及び10回のそれぞれの時

点（n＝4～5）で、動物をエーテル麻酔下で放血致死せしめ、気管及

び肺を採取した。気管の断端から10％緩衝ホルマリンを注入し、採

取した気管及び肺の固定を行った。モルモットの気管及び肺の一定

部位（右肺後葉、主気管支直下）を切り出し、パラフィン包埋、薄

切後、ヘマトキシリン・エオジン、ギムザ、アルシアン・ブルーPAS、

トルイジンブルーの各染色を施し、光学顕微鏡下で観察を行った。
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4．アポトーシス細胞の検出

　病理組織学的検査で用いたものと同じホルマリン固定、パラフィ

ン包埋切片を使用した。

　アポトーシス細胞の検出には、Apop－TagTMPIus－Peroxidase　m　sim　Apoptosis

Detecdon　kit（Oncor　lnc．，　Gaithersburg，　MO）を用いたTdT－mediated　dUTP－bio目n　nick　end

labeling（以下TUNELと略｝法111に従った。

　この方法は、アポトーシス細胞においてヌクレオソーム単位で分

断されたDNA切断部位を、末端基転移酵素（Te㎜inal　deoxynucleo6dyl

仕ansferase｝と、ビオチン化したデオキシウリジン（dUTP－bio6n）を用いて

標識し、3’，3－（∬am垣oben亘dme（以下DABと略、DAB　Tablets　S・1300，　DAKO　Japan　klc．，

京都）で発色し、検出する方法である。なお、対比染色としてメチ

ルグリーン染色を施した。

5．PCNA細胞の検出

　病理組織学的検査で用いたものと同じ切片を使用した。切片は脱

パラフィン後、オートクレープ（SS－320，　TOMY　SEIKO　Co．　Ltd，東京）で

熱処理（121℃，15min．）を行い、内因性パーオキシダーゼ除去のため

に、5％珪02，5分間処理を行った。蒸留水及びtris　b鵡red　saline（以下TBS

と略）でリンスした後、抗proliferaang　cell　nuclear　an6gen｛以下PCNAと略）

抗体（DAKO－EPOS　An目一PCNAIHRP；DAKO　Japan　lnc．，京都｝を60分間インキュ

ベートした。蒸留水及びTBSでリンスした後、　DABで発色し、ヘマ

トキシリンによる対比染色を施した。

6．組織学的評価方法

　気管及び肺について、光学顕微鏡による検索を実施した。肺につ

いては便宜上3種類の大きさの異なる気管支にっいて検討を加え

た。すなわち、全周に気管支軟骨が認められる部位をBronchusとし

て1箇所、気管支軟骨が散在する部位をSmall　bronc垣oleとして2箇所、

軟骨を認めず、平滑筋のみが存在する部位をTem血al　bronchioleとして3

箇所、それぞれ任意に選択し、鏡検を行った。好酸球などの炎症細

胞浸潤や病変の程度については次の5段階に分類し、以下に示す評

点を賦して評価した。一：ほとんど認められない（score：Ol、±：ご
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く僅かに浸潤又は存在する（score：1｝、＋：軽度に浸潤又は存在する

（score：2）、甘：中等度に浸潤又は存在する（score：

3）、杵＋：重度に浸潤又は存在する（score：4｝。

　なお、病変の分布が一様でないような場合は、±～＋のように中

間として表し、評点も1．5とした。アポトーシス細胞及びPCNA細胞

については、切片上の全視野について高倍率（×400｝下で観察し、

その出現数をカウントした。

7．統計学的分析

　全ての計量値は平均±標準偏差で表し、t検定（不等分散の場合

はCochran－Cox法）を行った。有意水準は両側5％以下とした。

　　　　　　　　　　　　　結　果

1．病理組織学的検索結果

　Table　1に病理組織学的検索結果を示した。2回目曝露時より気管

支の収縮を認め、リンパ球の気管あるいは気管支粘膜下への軽度な

浸潤が認められるようになった。これらの所見はその後も散発的に

認められたが、10回目の曝露（感作成立時）には全例にやや強い

気管支収縮と気管支もしくは血管周囲の水腫（Fig．2）、並びに肺気腫

が認められた。また、出血や好中球浸潤、泡沫細胞の集籏を伴うも

のも見られた。

　好酸球の浸潤度をFig．3に示した。曝露o回（con仕ol）にも少数で↑ま

あるが好酸球の存在が認められたが、10回目の感作成立時（Fig．4｝に

はやや浸潤が強くなる傾向が認められた。

2．アポトーシス細胞の動態

　切片あたりのアポトーシス細胞数の推移をTable　2及びFig．5に示

した。曝露回数を重ねるに従ってアポトーシス細胞が増加する傾向

が認められ、曝露0回の対照群に比し、曝露8回目及び10回目では

有意（P〈0．05）な増加を示した。なお、アポトーシス細胞は気管や気

管支の上皮細胞には少数しか認められず、大多数が末梢の肺胞上皮

に認められた｛Fig．6）。
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Fig．　2．　　Bronchoconstriction，　lymphocyte　infiltration　and

　　　　　　　Peribronchial　edema　after　inhalation　for　10　times．

　　　　　　Hematoxylin　＆　eosin　stain、　X33．
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Fig．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Times　of　sensitization

3．　　The　degrees　of　eosinophil　infiltration　in　guinea

　　　pigs　sensitized　with　OA　inhalation．
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1］1．1

Fig．4． 　EosinoPhil　infiltration　after

10　times．　Giemsa　stain．　X66．

inhalation　for
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Fig.6. Many TUNEL positive， apoptotic cells in alveolar 

regions after inhalation for 10 times. 

TUNEL stain. X132. 
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3. PCNA陽性細胞の動態

窃片あたりの PCNA陽性細胞数の変動を Table2及 び Fig.7に示した。

曝露 O@)から 8回目まではほとんど差を認めなかったが、 10回目(感

作成立時)には有意 (pく0.01)な著し い増 加が 認め られ た。 なお 、 PCNA

陽性綿胞の 分布はアポトーシス細胞の場合と開様に、末桔'の肺胞上

皮に多く認 め ら れ た 。

考 察

端 息 モ デルの作製には種々の方法が知られているが、基本的には

能動的もしくは受動的に感作し た 動 物 に 対 し 、 同 一 抗 原 に よ る 誘 発

を行ってアレル ギ一 反応 を惹 起させるものである 7. 8)。しかしなが

ら、抗原の反復曝露による感作 時に、感作成立に至る過程で、気道

における病理学的な検討を符った報告は少なく、僅かに気管支の基

底膜 の 肥 庫、筋層肥大などが感作成立時に認められたという報告が

あるに過ぎない 36)。また、同時にアポトーシス及び細胞増殖活性を

示す細胞の動態に注目した報告はない。そこで、著者は抗原として

卵白アルブミンを反復吸入曝 露させることにより感作動物を作製

し、曝露回数を重ねることによって気道に対しどのような変化が認

められるかを 病 理 組 織 学 的 及 び免疫組織化学的に検討した。

感作成立動物の剖検及び病理組織学的検査で、肺における出血並

びに肺気躍が認められた。肺気腫は気道の閉塞により空気が吸入さ

れても呼出 されにくい状態で生じ、また、肺出血は血管平滑筋収縮

及び 血 管 透過性冗進の結果生じたことが類推された。事実、本実験

においても組織学的に著しい気道収縮が認められ、出血とともに血

管及び気管支 周囲の水題も認められた。これらの病態は、いわゆる

アナフィラキシー状態に相当する変化であると思われる。しかしな

がら、アナ フィラキシーだけでは説明できない現象として、本実験

において 2由自の処置時より軽度ではあるがリンパ球の浸潤及び貯

謹球の増加傾向とともに、アポトーシスを恭唆する TUNEL陽性細龍

の経時的かつ有意な増加傾向、ならびに吸入曝露 10@)自の感作成

蝿 18-



立時に PCNA陽性細胞数の増加が認められた。好酸球やリンパ球な

どの炎症綿胞の浸潤は気管や気管支粘膜下が主体であったのに対

し、 TUNEL及び PCNA陽性縮胞は、末梢の肺胞上皮細胞に椙当する

部位に多く認められた。何故 TUNEL及び PCNA陽性綿胞が、標的絹

胞であると思われる気管、または気管支上皮に出現せず、肺胞上皮

に認められるのかは不明であるが、今後、より詳細な究明が必要と

なるものと思われた。

本実験において、アポトーシス細胞及び PCNA陽性細胞の増加の

メ力ニズムについては明らかにされなかった。しかしながら、癌治

療のために IL-2を投与された患 者 に お い て 、 い わ ゆ る vasucular leak 

S戸 drome 以下 VLSと略)が生じることが知られている。 VLSの 病 態 と

しては、肺水腫を伴った血管透過性の完進、脂71<の彦出及び末梢の

好 酸球増加などが認められる 23，37)。同様の VLSは実験的に大量の IL-2

を投与したときにも認められるし 10， 28) 0 Zhangらねlはヒト組み替え IL-2

を投与したラットにおいて、血管内皮への障害、間質の浮腫、気管

支及び肺胞上皮の損傷などを観察しており、特に、肺飽上皮の損傷

は主に type-II細胞に見られ、その 細 胞 葉 の 特 徴 な ど か ら ア ポ ト ー シ

スによるもの と類推している。以上の事実から、本実験で認められ

た病変は、 VLSにきわめて類似した病態であるといえ、卵白アルブ

ミンの反復 吸入曝露による感作成立過程で、経時的なアポトーシス

細胞の増加 に IL-2などのサイトカインが関与している可能性が示唆

された。

要 約

これまで に 、 モ ル モ ッ ト を 用いた端患モデル作製過程で、抗原の

反復 曝 露 による能動感作のみを施した動物において、経時的な組織

学的検索を実施した報告は少なく、特に、アポトーシス及び細胞増

殖活性に注巨 した報告はない。

本実験では、霧化した卵白アルブミンを経気道的にモルモットに

吸入させ、その回数の相違による気道の変化を病理組織学的及び免

-19 -



疫組織化学的に検討し、以下の結論を得た。

1 ) 卵白アルブミンの 10回 曝露による感作成立時に、肺の出血、

気麗及び気管支あるい iま 血管局囲性の水腫といったアナフィラ

キシ一様の変化が認められた。また、細胞増殖活性を示唆する

PCNA陽性細胞数の増加が晃られた。

2) アナ フィラキシ一様の変 化 以 外 に 気 管 及 び 気 管 支 粘 膜 に お け

るりンパ球ならびにま子酸球の増加傾舟が認められた。

3) 肺胞上皮細胞において、曝露回数を重ねることにより、アポ

トーシ ス 細 胞 数 の 増 加 傾 向が認められた。

4) アポトーシス細胞の発生原鴎については明らかにされなかっ

たが、その特徴などから、実験動物や癌患者で IL-2投与によっ

て生じるとされている VLSに類似した変化であることが示唆さ

れた。

-20 -



第 3章

卵白アルブミンの感作及び誘発により作製した

モルモット端息病態モデルにおける

病理組織学的及び免 疫 組 織 化 学 的 検 索

時 21-



緒 品一一回

好 酸球は、以前、アナフィラキシ一反応によって遊離されたケミ

カ ル メ デ ィエーターのいくつかを中和ないし不活化する酵素、たと

えば Histaminase叫， Aryllsulfatase 39 I ， Phospholipase D川などを有し、とスタミン

遊離を抑制する Eosinophil-derivedinhibitor川を放出したり、さらに好酸球

の頼粒蛋自のひとつである Eosinophilperoxydaseが 一 連 の Leuko位ienB4， U， 

D4 を不活化する 151など、アレ jレ ギ 一 反 応 を 鎮 静 化 す る 方 向 に 働 く

と考えられてきた。しかしながら、最近になって、好接球顎粒蛋白

である M可orbasic protein久 12I ， Eosinophil cationic protein 2S I ， Eosinophil崎 derivedneurotoxin 

及 び Eosinophilperoxydase 13 I [こは組 織 傷 害 性 が あ る こ と 、 ま た 、 好 酸 球 は

強力な炎症性メディエーターであるいuko住ienU 川や Plateletactivating factor 

を 産生 する 24Iことが明らかになったことなどから、好酸球はアレル

ギ一反応における e飴 ctor細胞として位置づけられるようになってき

たい， 18 I。

アレルギー性端息患者の気道反応には、気道収縮反応である即時

型瑞 怠反 応(immediate asthruatic response IAR)、気道関塞を特徴とした遅

発型端息反応 (lateasthruatic response LAR 1、及 び 気 道 反 応 性 冗 進 状 態 で

ある後遅発型端 患 反 応 (post-lateasthmatic response p-LARlの 3種類が挙げ

られ、特に、 LAR及び p-LARにお い て 気 道 の 好 重 量 球 浸 潤 が 著 明 で あ

る。貯酸球浸潤は端息死の病理診断の一部であり、また、好酸球浸

潤部位では気道上皮の破壊像も認められている 13，判。

これまでに多くの端息動物モデルを用いた研究が数多くなされて

き た 。 中 でもモルモットは実験動物の中でアセチルコリン、ヒスタ

ミンに対する過敏性が高いこと、アナフィラキシ一反応では主たる

反応の場は呼吸器系であり、反応が軽度の場合には呼吸器系だけの

症状が観察されることから、ヒトの気管支端息モデルとして広く使

われてきた 20，H， 3S1。これらの端患モデルの病理組織学的研究で、気

管支端患と気道内好酸球浸潤との関連性、重要性が論議されてきた

が、端息とアポトーシス及び細胞増殖活性に注目した報告は無い。
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そこで本試験では、第 2章で報告した操作により感作成立動物を作

製 し 、 同 一抗原によるブースター処置及び誘発を行って、誘発後の

経時的な靖理組 織 学 的 及 び 免 疫 組織化学的検討を行った問。

材料及び方法

1. 実 験動 物

本実験には 4適齢の雄性 Hartley系モルモット(自本医科学動物資

材研究所より 購 入 、 使 用 時 体 重約 250 g) 計 17匹を用いた。実験を

通じてこれらの動物は混度 23土 2oc、湿度 50土 10%、照明時間 7:00

'" 19:00 の環境下で飼育し、水{水道水}及び餌 (CG々 ;日本クレア)を

それぞれ自由に摂取させた。

2. 実験方法

吸入感作、ブースター処理及び誘発は有馬ら 21の方法に準じて行

った。モルモットをアクリル製 expos旧 echamber (300 (W) X 400 (D) X 300 (H) 

mm)に入れた後、 1%卵 自 ア ル ブ ミン(Grade m ， Sigma， St. Louis， MO， 1 % wt/vol 

in 0.9% sodium chloride) を超音波ネブライザー(1.5 mlImin.， NE-UIOB，オム

ロン株式会社、東京)を用いて、無麻酔、自発呼吸の条件下で、 1

自 1回 10分間、吸入曝露を行った (Fig. 1)。この操作を 10回繰り返

すこと に より感作処理を行った。感作の成立は、モルモットの一般

状態から端鳴呼吸やチアノーゼの出現で確認した。

感作成立後、 1及び 2遇 自 に 1%卵白アルブミンを 5分間吸入醸露

させ、ブースター処理を行った。なお、この際、ヒスタミンにより

誘発される致 死的なアナフィラキシーショックを避けるために、吸

入開始 15分前に diphe出 ydramine (Sigma， St. Louis， MO) 60mglkgを腹腔内に

投与した。

2由自のブースター処置から 1週間後に誘発を行った。誘発は 2%

卵白アルブミンを 10分間吸入醸 露することにより行った。なお、

前述と詞じ理 自 で 吸 入 曝 露 15分 前に diphenhy合加山e，60mglkgを腹控内に

投与した (Fig.8)。
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3. 病理組織 学的検索

動物は誘発前(対照群)、誘発後 1，3， 6， 24及び 48時間自にエーテ

ル 麻酔下で放車致死せしめ (n=2'" 3)、気管及び蹄を採取した。気

管の断端から 10%緩衝ホルマリンを注入し、採取した気管及び肺の

固 定を行った。モルモットの気管 及び肺の一定部位(右肺後葉、主

気管支直下)を切り出し、パラ フィン包埋、薄切後、ヘマトキシリ

ン・エオジン、ルナ、ギムザ、ア jレシアン・ブルー PAS、 トルイジ

ンブルーの各染色を施し、光学顕微鏡下で観察を行った。

4. アポトーシス細胞の検出

病理組織学的検査で用いたものと同じホルマリン毘定、パラフィ

ン包埋切片を 使用した。

ア ポ ト ーシス縮胞の検出には、 Apop-Tag™Plus-Peroxidase in situ Apoptosis 

Detection kit (Oncor Inc.， Gaithersburg， MO)を 用い た TUNEL法 11)に従った。

こ の方法は、アポトーシス縮胞 に お い て ヌ ク レ オ ソ ー ム 単 位 で 分

断された DNA切断部位を、末 端基転移酵素 (Tenninal deoxynucleotidyl 

位ansferase)と、ピオチン化したデオキシウリジン (dUTPゐ10位けを用いて

標識し、 3'，3-diaminobenzidine (DAB Tablets S-300， DAKO Japan Inc.，京都)で発色

し、検出する方法である。なお、対比染色としてメチルグリーン染

色を施した。

5. PCNA縮胞の検出

病理組織学的検査で用いたものと関じ切片を使用した。切片を脱

パラフィン後 、オ ート クレ ーブ (SS-320，TOMY SEIKO Co. Ltd.，東京)で

熱処理 (121oC， 15 min.)を 行 い 、内因性パーオキシダーゼ除去のため

に、 5%H202， 5分間処理を行った。蒸留水及び TBSでリンスした後、

抗 PCNA抗 体 (DAKO司 EPOSAnかPCNAlHRP; DAKO Japan Inc.，京都)を 60分間イ

ンキュベー卜した。蒸留水及び TBSでリンスした後、 DABで発色し、

ヘマ ト キ シリンによる対比染色を施した。

6. 組織学的評価方法

気管及び肺について、光学顕 微 鏡 に よ る 検 索 を 実 施 し た 。 肺 に つ

い ては便宜上 3種類の大きさの 異なる気管支について検討を加え

ー25-



た。すなわち、全局に気管支軟骨が認められる Bronchusを l箇所、

気 管 支 軟 骨 が散在する Small bronchioleを 2箇所、軟骨を認めず、平滑

筋 のみが存在 す る Terminalbronchioleを 3箇所、それぞれ任意に選択し、

鏡検を行った。好酸球などの炎症細胞浸潤や病変の程度については

次の 5段階に 分類 し、 以下 に示 す評点を賦して評価した。一:ほと

んど認められない (score: 0)、土: ごく僅かに浸潤文は存在する(score 

1 )、+軽度に浸潤又は存在する (score 2)、++-中等度に浸潤又

は存 在す る (score: 3)、件+重度に浸潤文は存在する (score: 4)。

なお、病変の分布が一様でないような場合は、土'""+のように中

間として表し、評点も1.5とした。アポトーシス締胞及び PCNA細 胞

につ いて は、切片上の全視野について高倍率 (x 400)下で観察し、

その出現数をカウントした。

7. 統計学的分析

全 ての 計量値は平均土標準偏差で表し、 t検定(不等分散の場合

は CochrarトCox法)を行った。有意水準は両側 5%以下とした。

結 果

1. 病理組織学的検索結果

卵白アルブミンによる誘発後の経時的な組織学的変化を Table 3に

示した。誘発 1時 間 後 よ り 、 肺 における軽度から中等度な血管周囲

性の浮腫が認め ら れ 、 誘 発 6時間後に最も強い変化が認められた。

また、気管支 収縮は、誘発 l及び 6時間後にそれぞれ l例ずつ認め

られた。その他、肺の局所性の出血、好中球及び泡沫細胞の浸潤も

しくは集践が認められたが、いずれも軽度あるいは少数例に過ぎな

いものであった。

一方、好酸球の浸潤 (Fig. 9)は時間の経過とともにその程度が増す

傾向が認められ、誘発 6時間後で対顛群に比較して明らかに浸潤程

度が強くなった (Fig. 10)。それ以降 は ほ ぼ プ ラ ト ー に 達 し た よ う に

患われたが 、気管上皮及び気管粘膜下における浸潤は誘発 48時間

後 に最 も強 くなった (Fig.11)。
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Fig．　10，　　（a｝：No　Pathological　changes　at　pre－provocation，

　　　　　　　and　　（b）：moderate　to　severe　eosinoPhil　infiltratior｜

　　　　　　　at　small　bronchiolar　ml」cosa　or　submucosa　at　6　hrs

　　　　　　after　provocation．　Luna　stain．　X33．
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Fig．　11．　　（a｝：No　Pathological　changes　at　pre－provocation，

　　　　　　　and　 （b）　：moderate　to　severe　eosinoPhil　infi｜tration

　　　　　　　at　tracheal　mucosa　or　submucosa　at　48　hrs　after

　　　　　　　provocation．　Luna　stain．　X33．

一30一



2. アポトーシス細胞の動態

Fig. 12及 び Table 4に示したように、誘発 6時間後までは新滅する

傾向が認められ、誘発 3及び 6時間後で有意 (pく0.05)な減少が認め

られた。しか しな がら 、誘 発 24時間後では対照群に比し有意 (pく0.01) 

かつ急激な増 加 が 認 め ら れ た 。その後、誘発 48時間後には対照群

の レ ベ ル に 復した。なお、 TUNEL陽性細胞の分布は気管文は気管支

上皮よりも末梢 の 肺 胞 上 皮 に 多 く認められた (Fig.13)。

3. PCNA陽性細胞の動態

卵白アルブミン誘発後の経時的な PCNA陽性細胞出現数の変化を

Fig. 14及 び Table 4に示した。誘発 3時間後に一過性の増加が認めら

れ たが 害意 差は認められなかった。その後、 24時間までは対照、群

と同じレベルで推移したが、誘発 48時間後には再び増加傾向が見

られ、例数は少ないながら、有意差 (pく0.05)が認められた。なお、

PCNA陽性細胞は TUNEL陽性細胞と 同 様 、 末 梢 の 肺 胞 上 皮 に 多 く 出

現する傾向が認 め ら れ た 。
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考察

第 2章で述 べたように、霧化し た 卵 自 ア ル ブ ミ ン を 経 気 道 的 に モ

ルモットに吸入曝露させたところ、感作成立時に、肺の出血、気麗

及び気管支あるいは血管周囲性の水腫といったアナフィラキシ一様

の変化が認められた。本実験では、更に同様の操作により感作を成

立させた動物に対し、同一抗原によるブースター及び誘発処置を施

し、モルモットの気道における誘発後の経時的な変化を病理組織学

的及び免疫組織化学的に検討した。

本実験において、病理組織学的に、誘発後比較的早期から肺にお

ける軽震から中等度な血管周囲性の 浮 題 及 び 気 管 支 の 収 縮 が 認 め ら

れ、これらの変化はいずれもアナフィラキシーを示唆する変化と恩

われた。その後、気道粘膜における 好酸球の浸潤が時間の経過とと

もに、その程度が増す傾向が認められた。これらの病理組織学的変

化は、いわゆ る 端 患 患 者 に お け る IAR及び LARに相当する変化であ

り ι22)、 IARの後、 4ないし 12時間で好酸球浸潤に伴って LARに進展

する事実 J)とも一致した。また、端患モデルを用いた研究において、

Iijimaら 18)は 即時型端患反応を示し た モ ル モ ッ ト の 40 %にのみ遅発型

端息反応を誘発させ、湯 )11ら 41)は卵白アルブミン受身感作モルモッ

トにおいて遅発型端患反応を認めて い な い な ど 、 IAR及び LARを同

じ実験系で確認できるモデルは少 な い 。 以 上 の よ う な 観 点 か ら 、 本

端患モデルがヒト端息病態の研究並びにその病態の解明に有用なモ

デルとなりうることが示唆された。

第 2章で示 し た 実 験 に お い て 、著者は感作成立に至る過程でアポ

トーシス細胞と細飽増殖活性を示す PCNA陽 性 細 胞 の 肺 胞 上 皮 領 域

における増加を 観察 した 。同 様の変化は本実験においても認められ、

これらの事実 は 前 回 の 所 見 を 裏付けるものであることが示唆され

た。本実験では、これらの肺胞上皮 の 変 化 の 発 生 機 序 並 び に そ れ ら

の重要性を明らかにすることはでき なかったが、著者の知る限りで

は、ヒト端息患者及び端息病態動物モデルにおいて、アポトーシス

細胞と細胞増殖活性を示す PCNA陽性細胞の肺胞上皮領域における
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増加を認めたとの報告はなく、端息の発生機序あるいは素因の一つ

に新規の可能性を示唆するものと思われ、今後、注目すべき病変で

あると考えられた。

要約

霧 化させた卵白アルブミンの反復吸入曝露によって、能動感作を

行ったモルモットに対し、同一抗 原 に よ る ブ ー ス タ ー 処 置 並 び に 誘

発処置を施した。これらの気道における誘発後の経時的な変化を病

理組織学的及び免疫組織化学的に 検討し、以下の結論を得た。

1)病理組織学的に、誘発後比較的早期から蹄における軽度から

中 等 度 な血管周囲性の浮腫及び気管支の収縮が認められ、これ

らの変化はいずれもアナフィラキシーを示唆する変化と患われ

た。

2) その後、気道粘膜における好酸球の浸潤が時間の経過ととも

に、 その程度が増す傾向が認め ら れ た 。

3 )こ れらの病理組織学的変化は、いわゆる端患患者における IAR

及 び LARに相当する変化であり、本端患モデルがヒト鴫患病態

の研究並びにその病態の解明に有用なモデルとなりうることが

示唆された。

4) アポトーシス細胞と細胞増殖活性を示す pαぜA 陽性細胞の肺胞

上皮領域に お け る 増 加 が 認められた。ヒト端患患者及び時患病

態動物モ デ ル で 、 間 様 の 報 告はされていない。

5) これらの肺胞上皮の変化の発生機序並びにそれらの重要性に

関しては明らかにされなかっ た が 、 今 後 、 注 目 す べ き 病 変 で あ

ると思われた。
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気 管支端息の病問、病態の解明と そ の 治 療 法 の 確 立 は 、 優 れ た 動

物モデルの開 発によって可能となる。端息モデルに関する研究は数

多くなされてきたが、その作製は基本的には能動的もしくは受動的

感作及び誘発 を持うものであり、感作のみを施した動物における経

時的な病理組織学的検討を行った報告は少なく、特にアポトーシス

及び細胞増殖活性を示す細胞の動態に注目した報告はない。また、

IARから LARに推移する過程で、再病態に対する経時的な病理組織

学的 検討 を実施した報告も極めて少ない。

本研究におい て 、 著 者 は 抗 原 として卵白アルブミンを用い、これ

を霧化して反復吸入曝露させることにより感作モルモットを作製

し、曝露回数を重ねることによって気道に対しどのような変化が認

められるかを 病 理 組 織 学 的 及 び 免疫組織化学的に検討した川。更に、

同様 の操 作で作製した感作成立動 物 に 対 し 、 同 一 抗 原 に よ る ブ ー ス

ター処量及び誘発を行って端患病 態モデルを作製し、気道における

変化を病理組織学的及び免疫組織化学的に経時的な検討叫を加え、

以下の結果を得た。

1 .卵白アルブミン反復吸入曝露によるモルモット気道における病

理組織学的及び免疫組織化学的検索

霧化した卵白アルブミンを経気道的にモルモットに吸入させ、そ

の回数の相違 に よ っ て 、 感 作 成 立に至る気道の変化を病理組織学的

及 び免 疫組 織化学的に検討し、以下 の 結 論 を 得 た 。

1) 卵白アルブミンの 10回醸露による感作成立時に、アナフィ

ラキシ一様の変化とともに、細胞増殖活性を示唆する PCNA陽

性細胞数の増加が見られた。

2) 気管及び気管支粘膜におけるリンパ球ならびに好酸球の増加

領向が認められた。
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3 ) 蹄胞上 皮 綿 抱 に お い て 、 曝露回数を重ねることにより、アポ

トーシス細 胞 数 の 増 加 傾 向 が認められた。

4) アポトーシス細胞の発生原因については明らかにされなかっ

たが、 IL・2投与によって生じるとされている VLSに類似した変

化であることが示唆された。

2 .卵白アルブミンの感作及び誘発により作製したモルモット端患

病態モデルにおける病理組織学的 及び 免疫 組織 化学 的検 索

霧 化させた卵白アルブミンの反復 吸 入 曝 露 に よ っ て 、 能 動 感 作 を

行ったモルモットに対し、需一抗 療によるブースター処置並びに誘

発処量を施した。これらの気道に おける誘発後の経時的な変化を病

理組織学的及び免疫組織化学的に検討し、以下の結論を得た。

1) 病理組 織学的に、誘発後比 較 的 早 期 か ら ア ナ フ ィ ラ キ シ ー を

示唆する変化が肺において認められた。

2) 時間の 経 過 と と も に 、 好 酸球浸潤程度が増す傾向が認められ

た。

3) これらの変化は、いわゆる端息患者における IAR及び LARに

担当する変化であり、本鴫患 モデルがヒト端患の研究並びにそ

の 病 態 の解明に有用なモデルとなりうることが示唆された。

4) アポトーシス綿胞と細胞増殖活性を示す PCNA陽性細胞の肺

胞上皮領域における増加が認められた。

5) これらの肺胞上皮の変化の発生機序並びにそれらの重要性に

関しては明らかにされなかったが、今後、注目すべき病変であ

ると思われた。
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