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学位論文内容の要旨

II研 究 目的

  気道過敏性は気管支喘息に特徴的な現象と考えられている。この気道過敏性

がぃかなる機序により発現するかについて多くの研究がなされてきたが、未だ

明確な結諭は得られていなぃ。また気道過敏性が気道平滑筋自体の特徴か否か

についてもいくっかの研究がされてきた。これらの研究では各種の薬理刺激に

対するin vivoにおける気道反応性と、同じ刺激物質に対する摘出した気道平滑筋

の反応性とが比較されているが、その結果の多くはin vivoにおける気道反応性と

摘出した気道平滑筋の反応性に有意な相関関係がないと報告している。最近に

なり、気道過敏性が気道上皮の障害や炎症と関係していると考えられるように

なってきた。この仮説は臨床および実験的研究の双方から支持されている。生

検や剖検によって得られた気道の病理学的所見で上皮障害はl惴息患者に特徴的

な 所 見 で ある ． ま た 、 人 間 や 動 物 の 気道の 摘出 条片 で上 皮を剥 離す ると

acetylcholine，histamine，5-hydroxytryptamine，prostaglandin F2aなどに対して過敏に

なることが証1‘リ亅されている。さらに気道上皮が様々な機序で気道平滑筋の機能

に影響を与えていることも報告されている。このように、気管支喘息におぃて

気道上皮障害が木質的所見であり、一方では気道上皮が気道平滑筋の収縮弛緩

を調節していることから、in vitroでの気道反応性を検討する際には気道上皮の機

能にもn'rヨする必要がある。著者らは、気道-Iニ皮の影響を考慮すればinvivoでの

気道過敏性とin vitroでの気道反応性との刷1剿が得られるとの仮説をたてた。この

ため 、モ ´レ モットを卵白アルブミン（以下OA)で吸入感作し、同一個体で

Acetylcholine（以下ACh）によるin vivoでの気道過敏性と、摘出気管のin vitroでの

反 応 性 を 還 流 シ ス テ ム を 用 い て 測 定 し 、 そ の 関 迎 性 を 検 討 し た 。



II．対象と方法

  休重250～300gのHartley系雄モルモットに超音波ネブライザーを用いてOA

(10mg/ml)を10分間、7日なぃし10日間連続吸入した。連続吸入を終了した

モルモットはそれ以後1週間の間隔で、5分間の抗原吸入を2～3回行いブー

スターとした。このようにして感作したモ´レモットをurethan (750 mg/kg)の腹

腔内投与で麻酔した後、頚部を露出し切けロして気管内挿管し小動物用人工I呼吸

器を用いて換気した。In vivoにおける気道過敏性測定は、AChをO.Olmg/mlより

lxll砦的に濃度を上げて吸入させ気道内圧を測定することにより行った。その後、

OA (lOmg/mI）を吸人させ抗原に対する反応を雛認し、30／/｝後に．i｜エびAChの反応性

を測定した。Invi的における気道反応測定はmvivoでの測定終了後、著者らが作

製した還流実験装置を用いて、AChに対する反応性を上皮側および漿膜側で各々

検討した。これは摘出したモルモッ卜の気管全体を用い還流回路を形成するシ

ステムで、これにより薬剤に対する反応性を上皮側および漿膜側で別々に検討

することができる。Invivoにおける気道過敏性は、人工呼吸器で換気したモルモッ

卜の気道内圧を2倍にするAChの濃度（PC200）の10g値を指標とした。Invitroに

おける気道反応性では、気管径を10％減少させるACh濃度の－log値を上皮側の刺

激（PC10（in））と漿膜側の刺激（PClo（oul））について計算し指標とした。

m．結果

  OA吸入感作群はcontrol群に比較して，AChよる気道過敏性の有意な亢進を認

めた（pく0.01）。In vitroでのAChに対する反応性では、AChを漿膜側から投与した

場合と上皮側から投与した場合ともに濃度依存性の収縮反応が見られたが、前

者が後者に比べより強い収縮反応を示した（pく0.01）。AChを上皮側から投与した

場合のPClO(in)および漿膜側から投与した場合のPClO(out)はともに個休差が大き

かったが、両者の差PClO(in-out）はPC10川とのみ相関し、PC10（out）との相関は認め

られなかった。Invivoとinvitroの相関では、log（PC200）はPC10川とのみ相関し

（pくO．01）、PC10（out）との相関は認められなかった。実験終了後の気管の病理組織

学的検討では、上皮および上皮下組織に軽度のりンパ球と好酸球の浸潤を認め

たが、光顕レベルでの明らかな上皮障害は認められなかった。

IV.考案

  これまで気管支喘息やその実験モデルにおぃて、in vivoの気道反応性とin vitro

の気道の反応性の相関を検討した多くの研究におぃて否定的な結論が報告され

てきた。この研究で、著者らは気道上皮の機能を考慮するとその相関が認めら

れるのではなぃかとの仮説をたてた。この仮説を検証するため、OAで感作した



モルモッ卜の気管全休の還流システムを朋いてその相関を検討した。 OAで感作

したモルモットのAChに対する気道過敏性は未感作群に比べて有意に亢進し、さ

らにOAI人による気道内圧の亅：：昇は感作群にのみ認められた。このことはOA吸

人により感作が成立したことを示している。In vitroの実験では、ACh刺激による

反応性は上皮側PC 10(in)、漿膜側PClO(oul）ともに個休差が大きかったが、上皮側

と漿膜側の反応の差PClO(in-out)は上皮側の反応性とのみ相関し、PClO(in・out）は

PC10（瑚の変化によって規定されていると考えられた。また同じシステムを用い

未感作のモルモットのPC10（in）およびPC10（川）を測定した著者らの以前の実験で

も、AChやHistaminに対する反応性は漿膜側からの刺激に比ベ粘膜側からの刺激

では著明に捫亅制されており、気道上皮を機械的に剥離することによりその差が

消失することを確認している。これらの結果はめviめにおける粘膜側からの刺激

に対する気道反応性に、気道上皮が強い影響を与えていることを示唆する。さ

らに、Invivoとinvitroの相関の分析では、logPC200とPC10（in）は有意に相関したが

PC10（out）とは相関を認めなかった。これらの結果から、OAで吸入感作したモル

モットにおけるAChに対するmviv0での気道過敏性は、気道平滑筋それ自体の要

因よりは、むしろ気道上皮の要因により規定されていると考えられた。さらに

本実験では組織学的な気道上皮障害は認められず、光顕レベルでの組織学的変

化 以 前 に 、 気 道 上 皮 機 能 の 変 化 が 生 じ て い る 可 能 性 が あ る 。

V．結語

  モルモットのOA吸入感作によりin vivoでのAChに対する気道過敏性が亢進し、

さらに気道上皮機能の変化がこのin vivoでの気道過敏性の亢進に関与することが

示唆された。



学位論文審査の要旨

    学位論文題名

    In vlVO，1nVitrOCOrrelationofaCetylCh01ine

alrWayreSponSlVeneSSinSenSitiZedguineaplgS－

    Ther01eofmodifiedepithelialfunctions―

（感作モルモットにおけるアセチルコリン気道反応性の

In vivoとin vitroの相関：上皮機能の変化の影響）

  目的：気道過敏性は気管支喘息の特徴的な現象であるが、その発現機序はいま

だ十分には解明されていない。最近になり、気道過敏性が気道上皮障害と密接に

関連すると考えられるようになった。しかし、in vivoでの気道過敏性が気道上皮

機能の変化によって生じているとの直接的な証明は未だなされていない。

  本論文は卵白アルブミン(OA)の吸入感作によルモルモット気管支喘息モデル

を作製し、アセチルコリン(ACh)によるin vivoでの気道過敏性と気道上皮機能と

の関連性を検討したものである。

  方法：Hartley系雄モルモットに超音波ネブライザーを用いてOA (10mg/Inl）を

10分間、7日ないし10日間連続吸入した。それ以後1週間の間隔で、5分間の

抗原吸入を2～3回行いブースターとした。このようにして感作したモルモッ卜

を麻酔した後、気管内挿管し小動物用人工呼吸器を用いて換気した。In vivoにお

ける気遭過敏性測定は、AChをO.Olmg/mlより段階的に濃度を上げて吸入させ気道

内圧を測定することにより行った。In vitroにおける気道反応測定は泣vivoでの測定

終了後、還流実験装置を用いて、AChに対する反応性を上皮側および漿膜側で各々

検討した。In vivoにおける気道過敏性は、人工呼吸器で換気したモルモットの気

道内圧を吸入前値の2倍にするAChの濃度(PC200）のlog値を指標とした。In

vitroにおける気道反応性は、気管径を10%減少させるACh濃度の-log値を上皮側の

刺激（PClO(in)）と漿膜側の刺激（PClO(out))について計算し指標とした。

結果：OA吸入感作群はcontrol群に比較して，有意にAChよる気道過敏性の亢進を

認めた（pく0.01）。摘出気管の血vitroでのAChに対する反応性では、AChを上皮側か
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ら投与した場合のPClO(in)および漿膜側から投与した場合のPClO(out）はともに個体

差が大きかったが、両者の差PC10（inIout）はPC10（恥とのみ相関し、PClO（out）との相関

は認められなかった（pく0．01）。hvivoとinvitroの相関では、log（PC200）はPC10（恥と

のみ相関し（pくO．Ol）、PC10（out）との相関は認められなかった。実験終了後の気管の

病理組織学的検討では、上皮および上皮下組織に軽度のりンパ球と好酸球の浸潤

を 認 め た が 、 光 顕 レ ベ ´ レで の 明 ら か な 上 皮 障 害 は 認め ら れ な か っ た 。

  結論：モルモッ卜のOA吸入感作によりmvivoでのAChに対する気道過敏性が亢

進し、さらに、気道上皮機能の変化がmvivoでの気道過敏性を規定する一因とな

ると結論した。

  口頭発表にあたり、菅野教授よりinvivoとinvitroの気道反応性の相関分析に及ば

す気道の部位の影響、感作による気道過敏性亢進の機序、および気道過敏性に関

与する上皮機能についての質問、コメン卜があった。申請者は概ね妥当に答えた

と思う。

  また、斉藤（秀）教授、菅野教授より個別に審査を受け、合格との御返事をぃ

ただぃている。

  気管支喘患におぃて気道上皮障害は本質的所見と考えられる。しかし、これま

でinvivoでの気道過敏性が気道上皮機能の変化によって生じているとの直接的な

証明はなされておらず、気道上皮機能の変化がinvivoでの気道過敏性と密接に関

係していることを示したことは意義あるものと考えられ、よって本論文は博士

（医学）に相当するものと認めた。


