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学位論文内容の要旨

I研 究 目 的

流

  炎症trt肺疾患，特に気符支喘息では，その病態形成に活性化Tリンパ球

やマクロファージから産生される各種サイトカインが重要な役割を担って

いることが明らかになりつっある。Interfcron（mN）‐YやInterleukin（Iり‐1pは，

気管支喘息患者の気管支肺胞洗浄液q亅に存在することが知られ，免疫担当

翁‖胞に作用し，気道炎症の惹起・拡大に関与すると推測されている。しか

し，ある種のサイトカインでは平滑筋などへの作用も確認され，炎症過程

の修飾以外の機序でも病態形成に関与する可能性が出てきている。本研究

の目的はこのような機序が炎症性肺疾患でも存在し得るかを検討すること

である。このため，IFN－Yや凡‐1pが気道平滑筋の収縮・弛緩反応に対し直

接効果を持っか否か，仮に効果があるとすれば，それがどの様な機序を介

するかを検討した。また，刺激を受けた気道上皮や平滑筋は種カの化学伝

達物質を産生し，これが平滑筋の収縮・弛緩に影響を与えることが知られ

ているため，気道上皮剥離の効果やこれら化学伝達物質の合成阻害薬など

の効果も同時に検討した。

II実 験材料と方法

  モルモットの気管条片を作成し，95% 02．5% C02ガスで通気した370C

のKrcbs-Hcnsclcit(K-H)液を含む組織槽に装着し，等尺張カを測定した。サ

イトカインとして，ヒトIFN-y（1，000Uと25，000 U/ml)とIL-1[3 (25 ngと250 ng



/ml)を，コント口ー´レとしてはそれぞれの溶媒を用いた。サイトカインの効

果は，カルバ．コール(CARB)とKCIの最大収縮とECso，イソプロテレノール

(jso)の最人弛緩とlC5()の変化で判定した。

  収縮薬への効・果では，まずCARB（3nM-10 VM)とKCI (10 mM-100 mM)の濃

度反Lどこ川I線を測定し，洗浄後組織槽に各濃度のIFN-yとIL-1{3を加え1ないし

5HI‖‖接触させ，その後襾び濃度反応Iln線を測定し，コント口一ルと比較し

た。弛緩薬への効果では，各濃度のIFN-yとIL-ipと1ないし5時間接触させ

た気符条J1‘をそれぞれのCARB ECsoにて前収縮させた後，ISO (1.0 nM-10.0

いM）を漸次カIlえ濃度反応nll線を測定し，コントロールと比較した。更にIFN-

Yと11-10の効果が気道。J｜皮剥離，Cyclooxygenasc阻害薬（インドメサシン：2 VM

）’―‘酸化窒素(Nitric Oxide; NO)合成阻害薬(Nco-nit ro-L -argininc mcthyl cstcrニ

Nco-NAN4E，30 VM)により影響されるか否かも検討した。

  また，IFN-yは種特異性が強いため以下の実験を追加した。モ´レモット腹

腔洗浄細胞（約60％がマクロファージ）を1，000 U/mlのIFN-y存在下で72時

間培養後，MHC Classll抗原の発現を組織染色にて検討した。抗体としては

抗モルモットMHC Classll抗原単クローン抗体(MSgp8）を用いた。また，700

Cで1時「1111加I熱処理したIFN-y (25，000 U/ml)の気道条片に対する効果も検討した。

III結 果

  IFN-yは，25，000 U/ml5時間接触で最入収縮の僅かな増強を示した以外，

    1  ・

CARB収縮に影響を与えなかった。IFN-y1時間と5時間処理ではKCIに対す

る最人収縮とECsoの有意な変化は認められなかった。IFN-y (25，000U/ml)1

時間と5時間接触により，ISOのICso値の低下が認められ，コントロール群

に比ベ有意差を認めた（Pく0.01，Pく0.05)。モルモット腹腔洗浄細胞のMHC

Classll抗原発現は、IFN－y(l，000 U/ml)刺激により増強された。また，熱処理

IFN-yは 気 道 条 片 の ISOに 対 す る 反 応 に 全 く 影 響 し な か っ た 。

  IL-Ipとの1時間と5時間の接触ではCARB最大収縮とECsoに変化を認め

なかった。IL-1[3(250 ng/ml)1時間と5時間ではKCIに対する感受性の有意な

低下が認められた（Pく0.05，Pく0.01）ーIL-1[3 (250 ng/mり1時間と5時間処理に

より，ISOのICs（）fI江の増カ11が認められ，コントロール群に比ぺ有意差を認め
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た（Pく（），05，Pく0.01）。

  ｜．．皮剥離によりIFN~yのISOに対する効果，IL・1pのKCIとISOに対する効

繋はともにirj火したヵ更に，IFN-yのISOに対する効果はインドメサシンに

より完全に抑制されたが，Nゆ． NAMEでは抑制されなかった。IL-lpのKCIの

ECsoに対する効果はインドメサシンにより抑制されたが，Noj-NAMEでは抑

制されなかった。IL-1(3のISO弛緩に対する効果はインドメサシン及びNw-

NAMEにより抑制された。

IV考察ならびに結語

  lFN-yは5時間処理でCARB最人収縮の僅かな増加を惹起した以外，CARB

及びKClI艾縮にはほとんど影響を与えなかったが，ISOに対する感受性を有

息に増蛾させた。

この効果は気道上皮剥離とインドメサシン処理により完全に抑制されたが，

Nco-NAMEでは抑制されなかった。この結果から，IFN-yの効果は平滑筋へ

の商接n：剛ではなく，気道．L皮細胞からのProstaglandin(PG)の産生を介する

ものであることが示唆された。気道L皮細胞はPG-E2を産生することが知ら

れており，PG-E2は気道平滑筋を弛緩させる。したがって，IFN-yに．よる気

道条Jt．のISOに対する感受1ヰの増強にはPG-E2が関連している可能性が考え

られる。また，ヒトIFN-yはモルモット腹腔洗浄細胞のMHC ClassII抗原発現

を増強，カfI熱処Il9IFN-yではISO弛緩への効果は認めず，本研究でのIFN-yの

作川は特異的なものと考えられた。

  IL-I[3はCARB収縮には全く影響を与えなかったが，KCIとISOに対する感

受’H：を有意に低下させた。また，これらの効果は気道上皮剥離により抑制

された。この結果から，IL-1[3の効果はその気道上皮への作用を介するもの

と考えられた。またIL一1卩が，いずれもその作用に細胞膜電位の変化を伴う

KCIとISOにのみ影響を与えたことから，IL-lt3は平滑筋膜電位の変化を惹起

する何らかの物質を気道上皮から産生させた可能性が考えられた。更に，IL-

1pのKCIへの効果はインドメサシンにより抑制されたが，Nco-NAMEでは抑

制されなかった。また，IL-10のISOへの効果はインドメサシンとNco-N」6LME

の両者で挧J制された。これから，IL．1pの気道に対する効果にも気道上皮か
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らのPGやNOの産生が何らかの関与．をしているものと考えられた。

  以」ニの結果から，IFN－YとIL-lflなどのサイトカインは気道炎症の修飾以外

に，気道平滑筋の収縮・弛緩反応の修飾作用をも持つ可能性があり，その作

J羽はこれらサイトカインの気道-1：．皮細胞への作用を介することが示唆された。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

モルモット気道収縮および弛緩反応に対する

Interferon-アとInterleukin―1届の作用

  目的：Intcrferon (IFN)-yやInterleukin (IL)-1pなどのサイトカインは気道炎症に関与す

ると推測されている。しかし、ある種のサイトカインには血管平滑筋への直接竹；川

があり、炎症の修飾以外の機序でも病態形成に関与する可能性が指摘されている‥

本研究の目的はこのような機序が炎症性肺疾患でも存れ：し得るかを検li丶tすることで

ある。このため、IFNーYやIL-113が気道条片の収縮・弛緩反応に女、tしIlli按効果を持つか

否かを検討した。更に、気道上皮は化学f云達物質の産生を介して ¥F irr筋J迂J，ど：に影響

することが知られているため、気道上皮剥離や化学・伝達物質の合J！にm害柴などの効

果も検討した。

  方法：モルモットの気管条片の等尺張カを測定した。サイトカインとして，ヒト

IFN‐Y（1，000Uと25，000 U/ml)とIL-113 (25 ngと250 ng/ml)を用L、た。H乂縮薬への幼糾！tよ，

IFN－Yあるいは乢一1pとの接触の有輿北によるCARB（3nM-10 VM)とKCI（J0mM-IO() mM)

の濃度反応曲線の変化で判定した。弛緩薬への効果は、IFN-yあるいは11-1(3と接触さ

せた気管条片をそれぞれのCARB ECsoにて前収縮させた後、ISO（I.O nM-IO.OいM)を

暫時加え濃度反応曲線を測定し、コントロールと比較した。更にIFN―Yと1しlpの効釆

が気道上皮剥離、Cyclooxygenase阻害薬（インドメサシン：INDO，2いM)、…酸化窒素

(Nitric Oxide; NO)合成阻害薬(Nco-nitro-L-argininc meth・lestcr：Nり‐NAME，30いM）fこよ

り影響されるか否かも検討した。

  結果：IFN・Yは、25，000U/m15時間接触で最大収縮の僅かな増蛾を示した以外、

CARB，KCl収縮に影響を与えなかった。IFN‐Y（25，（）00U／ml）との1及び5｜晦間接触に

よりISOに対する感受性の有意な増加が認められた（Pく0．01，Pく（）．05）。IL－1pはCARB収
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縮に影響を与えなかった。IL-1(3(250 ng/ml)1及び5時間接触ではKCIに対する感受

性の有意な低下が認められた（Pく0.05，Pく0.ol）。IL・1[3 (250 ng/ml)1及び5iis川処川！に

より、ISOのIC50値の有意な増加が認められた（Pく0.05，Pく0.01）。．｜：皮永｜」離によりIFN・

YのISOに対する効果、11-1[3のKCIとISOに対する効果はともに消失した。更に、IFN-

YのISOに対する効果はINDOにより完全に扣Jf聞されたが、Nい．NAMEでは4fIJ制されな

かった。11- 1[3のKCIのECsoに対する効果はINDOにより捫J制されなが、Nい・NAMEで

は抑制されなかった。ILーlpのISO弛緩に対する効果はINDO及びNり・NAMF.により抑

制された。

  結諭：IFN-1,はCARB及びKCI収縮にはほとんど彫響を与えなかったが，ISOに文丶亅す

る感受性を有意に増強させ、この効果は気道亅．二皮剥離とIN DO処川により完全にjrIJ制

された。IL―1pはCARB収縮には全く’影響を与えなかったが、KCIとISOに刈する感受

性を有意に低下させた。これらの効果は気道上皮剥離によりjrIJ制された。史に、lL・

1[3のKC1への効果はIN DOにより抑制されたが、Nり・N AMEではffIJ制されなかった。

11- 1{3のISO令の効果はINDOとNり‐NA MEの両者で捫J制された。以-｜ -の結果から、

IFN-yと11-1{3は気道平滑筋の収縦i．弛緩反応の修飾作川を持ち、その効果はiIz紺jrへ

の直接作用ではなく、気道上皮翁‖胞からのProstaglandinやNOの産生を介するものであ

ることが示唆された。

  口答発表にあたり、皆川教授から11-1[3とINF-Yの作川の特興1－！にっき、またM矧5（罰1）

教授からは上皮を除去する際の機械的影響などにっき質ll_ljがあり、この際允う｝に答

えたとは考えられなかった。しかし、後日両教授より個別に審査をうけ、lホ訂iの

発 音にや や難 解な 点はあ るも のの 、内 容は合格とのご返事をぃだだぃている。

  本論文はIFN-yやIL-113などのサイ卜カインが，気道上皮粥‖胞への作川を介して気逆

平滑筋の収縮・弛緩反応に影響を与えることを見いだした初めての報告であり、こ

れらサイ卜カインが気道炎症の修飾以外の機序でも炎症í 」inlij疾患の病態J｜シ成に}剄！´

する可能性を示したことは意義あるものと考えられ、よってホ論文は博亅：（医学）

に相当するものと認めた。


