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論 文 内 容 要 旨

第1章 序論

ア ス ベ ス ト(石 綿)と は化 学 組 成 が それ ぞ れ 異 な る線 維 状 珪 酸 塩

鉱 物 に付 け られ た 総 称 で 、蛇 紋 石 質 ア スベ ス トと角 閃石 質 ア ス ベ ス

トの 二 つ に大 き く分 類 され る6つ の鉱 物 か ら成 る。 そ の うち 工 業 的

に主 に利 用 され て い る の は ク リ ソ タ イ ル(Chryso廿1e)、 ク ロ シ ドラ

イ ト(Cr㏄idolite)、 ア モ サ イ ト(Amosite)で あ る 。

ア ス ベ ス トが 大 量 に使 われ 出 した19世 紀 以 降 に健 康 障 害 に 関 す る

各 種 の 報 告 が み ら れ る よ うに な り、 こ の傷 害 に対 しpulmonary

asbestosis(石 綿 肺)と い う言 葉 が用 い られ る よ うに な っ た 。

石 綿 肺 は アス ベ ス トを吸 入 す る こ と に よ り、 呼 吸 細 気 管 支 や胞 隔

に病 変 を惹 起 す る 疾 患 で 、気 管 支 肺 胞 炎 の形 で始 ま る進 行 性 び ま

ん性 線 維 増 殖 を肺 に起 こす。 こ の び ま ん性 肺 線 維 症 は、 数 年 な い し

数 十 年 の経 過 で 徐 々 に進 行 し、 重 症 例 で は 、 肺 は 蜂 の巣 状 の構i造 を

示 す よ う に な り機 能 不 全 とな り死 亡 す る。

この ア ス ベス ト肺 発 現 メ カ ニ ズ ム に つ い て は 、 物 理 的 な刺 激 に よ

り、 炎 症 、 線維 化 、 さ ら には腫 瘍 が 誘 発 され る とい う説 が あ る が 、

この こ と だ け で は 十 分 な 説 明 は で きな い。 最 近 は、 マ ク ロ フ ァ ー ジ

が臨 床 的 ア ス・ベ ス ト症 と実験 的 ア ス ベ ス ト症 の 両 方 で傷 害 部 を包 み

囲む 重 要 な構成 細 胞 で あ る こ と、 患 者 に様 々 な免 疫 異常 が 認 め られ

る こ とか らマ ク ロ フ ァ ー ジ お よび そ れ に続 く免 疫 系 の 関 与 が 、 大 き

な役 割 を果 して い る可 能 性 が 指 摘 さ れ てい る。 ま た 、 ア ス ベ ス トを

取 込 ん だ マ ク ロ フ ァー ジ は、 免 疫 応 答 を活 性 化 させ 、 そ の後 に 出 現

す る炎 症 、 線 維 化 な ど に 影響 して い る とい う説 も あ る。

そ こ で 、 本 実 験 は ア ス ベ ス ト起 因 肺 線維 症 の発 現 メカ ニ ズ ム に お

け る肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ の役 割 を よ り明確 に す る た めに 、 ラ ッ トの

吸 入 モ デ ル を用 い て 、 ア スベ ス トの暴 露 と肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の産

生 す る種 々 の炎 症 調 節 物 質 の変 動 な ら び に肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ の 亜

集 団 の 変 動 の関 連 性 を検 討 した。

第2章 アスベス ト症 モ デル動物 の作 成お よび実験 諸条 件 の検 討

ア ス ベ ス ト吸 入 モ デ ル に は4週 齢 離 乳 オ ス のinbredFischer344系

ラ ッ トを用 い、 ア ス ベ ス ト吸 入 暴 露 装 置(図1)に て、1日8時 間、
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週5日 、 計4週 間(総 日数28日 間)invivoで ア ス ベ ス トを吸 入 させ

た。 ア ス ベ ス トはCr㏄idohteとChrysodleを 用 い 、 そ れ ぞ れ は時 間 重

量平 均 で11.1-11.5mg/m3、105-10.7mg/m3、 対 照 群 に は清 浄 空 気 の み を

吸入 させ た 。

こ の よ う に し て作 成 した ア ス ベ ス ト暴 露 動 物 は病 理 組 織 学 的 に 、

Cr㏄ido殖te群 は暴 露 終 了直 後 か ら、Chrysodle群 は暴 露 終 了後1ケ 月

か ら、 肺 胞 分 岐 部 の肥 厚 、膠 原 線 維 の増 加 、胸 膜 の肥 厚 な ど、 び ま

ん性 の 肺 線 維 症 を発 症 してい る こ とが確 認 さ れ た(図2)。

Cr㏄idohむ∋群 の 方 が 重 度 で あ っ た が 、両 暴 露 群 に は有 意 な差 は み ら

れな か っ た 。

組 織 の コ ラ ー ゲ ンの 化 学成 分 で あ る ハ イ ドロキ シ プ ロ リ ン は、

C㎞do琶teで 群 は暴 露 開始7日 目 か ら、 そ の含 量 が増 加 し、!7日 以

降 は対 照 群 よ り有 意 に増 加 して い た(図3>。ChrysodIe群 は暴 露:開

始17日 目以 降 、 対 照 群 よ り高 い含 量:を示 したが 、暴 露 開 始90日 以 降

に有 意 な差 とな っ た 。Cr㏄idoli箆 群 の ハ イ ドロキ シ プ ロ リ ン含 量

は、ChrysotUe群 の そ れ よ りも有 意 に 高 い値 を示 し た 。

この よう に本 実 験 で 作成 した アスベ ズ ト暴 露 ラ ッ トは暴 露 に よ り、

病理 組 織 学 的 に も、 分 析 化 学 的 に も、 肺 線 維 症 を発 症 して お り、 そ

の発 病 性 はCr㏄idohな ∋アス ベ ス トの方 がC㎞yso宙eア ス ベ ス トよ り強

く、Cr㏄idoh伽 巳ア ス ベ ス トの暴 露 で は 、 暴 露7日 に はす で に線 維 の

増 加 が 始 ま って い る こ とが示 さ れ た 。

第3章 アスベス ト性肺線維症 の発現 にお よぼす種 々の炎症性調節

物質 の役割

BCDF活 性 につ い て

BCDF(IL-6)は 抗 体 産 生細 胞 で あ るB細 胞 の 最 終 的 な分 化 に 関 与

す る リ ン ホ カイ ン で あ る こ とか ら、 ア ス ベ ス トの 吸 入 に伴 う抗 体 産

生 に お い て 、肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ と リ ンパ 球 との 相 互作 用 に よ る

BCDFの 産 生 増 加 が み られ る か を検 討 した 。

暴 露 終 了後3ケ 月 のCr㏄idolitδ群の無 刺 激 の脾 臓 リ ンパ 球培 養 上 清

中 のBCDF活 性 は 、 対 照群 よ り有 意 に活 性 が 上 昇 した(表1)。

Chrysotile群 は両 者 の 中 間 に位 置 す る活 性 を示 した。DNP-BGGの 免

疫 に よ っ て 、免 疫 ラ ッ トの肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ の脾 臓 リ ンパ 球 へ の

一355一



添 加 がBCDFIndex値 をい ず れ も2以 上 に上 昇 させ た が(表2)、 こ

れ に よ っ て免 疫 群 と非 免 疫群 と の 問 に も、 ま た対 照群 と暴 露 群 と

の問 に も差 はみ ら れ な か っ た。

こ れ らの こ とか ら、 本 実験 で観 察 され たIgG分 泌 細 胞 の 増加 は

BCDF依 存 性 で あ る と断 定 す る こ と は出 来 な か っ た が 、 暴 露 終 了 後

3ケ 月 のCr㏄idoliむ3群 の脾 臓 リ ンパ 球 単 独24時 間培 養 の 上 清 が 有 意 に

高 いBCDF活 性 を示 した こ とか ら、 本 実 験 で 用 い た ヒ トCESS細 胞

は、 ラ ッ トの因 子 に反 応 す る 可 能 性 が 示唆 され た 。

ガ ンマ ー イ ン タ ー フ ェ ロ ン につ い て

IFN一 γは マ ク ロ フ ァー ジ の 機 能 と表 面la抗 原 の 表 出 を高 め、 また

線 維 芽 細 胞 の増 殖 を刺 激 し、 肺 胞 マ ク ロフ ァー ジ か ら も分 泌 され る

こ とか ら、 アス ベ ス ト暴 露 の ラ ッ ト脾 臓Tリ ンパ 球 と肺 胞 マ ク ロ フ

ァー ジ のrFN産 生 に お よ ぼす 影 響 を検 討 した 。

マ ウスL細 胞 を指 示 細 胞 と して 、EBVウ イ ル ス に対 す るConA刺 激

脾臓 リ ンパ 球 培 養 上 清 中 の抗 ウ イ ル ス活 性 を測 定 した と こ ろ 、 ア ス

ベ ス ト暴 露 群 は対 照 群 よ りもや や 高 い抗 ウイ ル ス活 性 を示 し、

Crocidolite暴 露 群 の 方 がChrysotile暴 露 群 よ り も高 い傾 向 が あ っ た(表

3)。 これ はIFNの 産 生 が 全 身性 の も の で はな く、 比 較 的 に局 所 に

限定 され て い る こ と を示 して い る と思 わ れ た 。 ラ ッ トLMS-C2細 胞

とvsvウ イ ル ス に よる抗 ウ イ ル ス活 性 の 測 定 で は 、Poly(1):Poly(C)で

刺 激 し た も のの み が 抗 ウイ ル ス 活 性 を示 した 。 また 、 ラ ッ ト細 胞 に

よるrFNassayで も、 脾 臓 リンパ 球 と肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ の 抗 ウ イ ル

ス活 性 は 、培 養 時 間 に よ る差 や 群 間 の差 お よ び暴 露 時 間 に よ る差 は

認 め られ な か っ た 。 し か しな が ら、 ア スベ ス ト暴 露17日 目の

Chrysot慧e暴 露 群 の 無 処 理 の も の で 、特 発 性 の 抗 ウイ ル ス 活 性 の産 生

が認 め られ た(表4)。 こ の こ とは、 こ の 時期 に肺 胞 マ ク ロ フ ァー

ジが ア ス ベ ス トに よ り非 特 異 的 に活 性 化 され て い る こ と を示 して い

る。

Arachidonicacid代 謝 物 に つ い て

ロ イ コ ト リエ ンB、、G、D、 、Bは 急 性 ア レ ル ギ ー 性 肺 炎 に重 要 な

mediatorで あ る こ と が 知 ら れ て お り、 ま た プ ロ ス タ グ ラ ン デ ィ ンE1

(PGE1)とE、(PGE、)は 抗 炎 症 作 用 も持 つ こ とが 知 ら れ て い る 。 ま
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た、『ア ス ベ ス トや サ イ モザ ンの よ う な種 々 の粒 子 は 、肺 胞 マ ク ロ フ

ァー ジ か らのinvitroで の プ ロス タグ ラ ン デ ィ ン とロ イ コ トリエ ンの

選 択 的 な放 出 を引 き起 こす こ とが 示 さ れ て い る こ とか ら、 ア ス ベ ス

ト性 肺 損 傷 にお け る ア ラ キ ドン酸 代 謝 物 の 変 化 を み た。

PGE、 は無 刺 激 で もア ス ベ ス ト暴 露 群 に は 産 生 さ れ た が 、 対 照 群

は で は 産 生 され ず 、Ch研sotile暴 露 群 よ りもCr㏄idoHte暴 露 群 の ほ う

が多 い傾 向 があ っ た 。 ザ イモ サ ンAの 刺 激 は ず べ て の群 に産 生増 加

を も た ら した(図4)。LTB、 の産 生 は、 無 刺 激 で は暴 露群 に は産 生

され ず 、 ザ イモ サ ンAよ り増 加 したが 、暴 露群 よ り も対 照 群 の方 が

産生 が多 か った(図5)。 また 、 暴 露 群 は培 養 時 間 が 長 くな る と産

生 が 減 少 し た こ とか ら、 分解 な い し代 謝 が促 進 され てい る も の と思

われ だ 。LTCの 産 生 はザ イモ サ ンAの 有 無 た か か わ らず 、 対 照群 と

Chrysotile暴 露 群 に は 差 が な く、Cr㏄idolite暴 露群 は こ れ ら2群 よ り

低 か っ た(図6)。 肺 洗 浄 液 中 の ア ラ キ ドン酸 代 謝 物 は い ず れ も対

照群 が 最 も高 く、 次 い でChrysodle暴 露群 、Cr㏄idoli{e暴 露 群 の順 で

あっ た(図7)。 こ の こ とはマ ク ロ フ ァー ジ のPGE、 産 生 は活 性 化 さ

れ て い る に もか か わ らず 、肺 の微:小 環 境 全 体 と して は検 索 した ア ラ

キ ドン酸 代 謝 物 に対 し、 白血 球 の浸 潤 に よ るそ れ 以 上 の 炎 症 の 憎 悪

を防 ぐた め 、 な ん らか の抑 制 機 構 が働 い て い る こ と を表 現 し て い る

ので は な い か と思 わ れ た 。

炎症 性 走 化 因子 につ い て

肺 胞 マ ク ロフ ァー ジ は アス ベ ス ト臨 床例 、 実 験 的 アス ベ ス ト症 の

いず れ に お いて も、 傷 害 部 に集 積 す る細胞 で あ り、 様 々 な刺 激 に反

応 して 走 化 性物 質 を分 泌 す る細 胞 で あ る こ とか ら、 アス ベ ス トの暴

露 に よ る肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ か らの 線 維 芽 細 胞 に対 す る走 化 性 因子

の放 出 を、 ラ ッ ト由 来 線 維 芽 細 胞CR:L1213を 指 示 細 胞 と して測 定 し

た。

ア ス ベ ス ト暴 露 群 の走 化性 活 性 は 、 対 照 群 よ り も有 意 に 高 い線 維

芽細 胞 の 走 化 性 活 性 を 示 した 。・ま たC塩 ・ysodleアス ベ ス ト暴 露 群 と

Cr㏄ido1漉 アス ベ ス ト暴 露 群 との 問 に は有 意 な活 性 の 差 異 は見 られ な

か っ た が 、Cr㏄idoliteア ス ベ ス ト暴 露 群 が 高 い活 性 を示 す傾 向 が あ っ

た(図8)。 こ の培 養 上 清 中 の 因子 はcheckerboardassayに よ っーて 、 指

示細 胞 に対 しchemokinesis作 用 よ り もchemota】ds作 用 を持 っ てい る・こ と
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が示 され た。 この肺胞 マ クロ フ ァージ の産生 す る走 化性 因子 は易熱

性で、 透析 性が有 り、 トリプシ ン感受 性の蛋 白で あ った。

培 養 上清 は線維 芽細 胞 に対 し強 い走 化性 活性 を示 した こ とか ら、

フィプ ロ ネクチ ンが 関与 してい る可 能性が示唆 され た。

第4章 アスベ ス トの吸 入 に伴 う肺胞 マ クロ フ ァー ジの活性 化 と亜

集団 の変 化

肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ の 亜 集 団 の 変 化
τア ス ベ ス トに よ る 炎 症 の場

へ 動 員 さ れた 肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ は形

態 学 的 に も機 能 的 に も不 均 一 な 集 団 で あ る と考 え ら れ る こ とか ら、

等 張PercoUに よ る連 続 密 度 勾 配 遠 心 法 に よ り肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジの

分 画 を試 み 、 そ の 形 態 学 的変 化 を検 索 した 。

分 画 後 の 回収 総 細 胞 数 の70%以 上 は画 分6と7に 回 収 され 、 対 照

群 は画 分7(比:重1.064-1.072)を 中 心 と した1峰 性 の分 布 を示 し、 一

方、 ア ス ベ ス ト暴 露 群 は 画分7を 同 じ く中心 とす る もの の、 左 右 に

分 布 の広 が りを見 せ た(図9)。 暴 露 途 中の7お よ び17日 目 の

Cr㏄idohむ∋暴 露 群 は 、 高比 重 の 画 分(8か ら10ま で)に 対 照群 よ り有

意 に多 くの肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ が 回収 され た。ChrysotUe暴 露 群 は こ

れ よ り、 少 な い も の の 同様 な 変 化 が み られ た。Cr㏄idolite暴 露 群 の 分

布 の 変 化 は、暴 露 終 了 後 、2-3週 お よび2-5ケ 月 の時 点 で も観 察 さ れ

た。 ア ス ベ ス ト暴 露 群 は 、肺 胞 洗 浄 細 胞 に 占 め る多 核 巨細 胞 の割 合

が、 全 画 分 にお い て 、 対 照群 よ り有 意 に増 加 し、 特 に比 重 の 重 い 画

分9と10に 顕 著 で あ った 。 こ の変 化 は全 実 験 期 間 を通 じて観 察 さ れ

た。

こ れ らの アス ベ ス ト暴 露 に伴 う肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ亜 集 団 の 変 化

は、 血 中 の単 球 か ら の マ ク ロ フ ァー ジ の肺 炎 症 部 へ の動 員 に よ る 、

高比 重 細 胞 の増 加 と細 胞 の不 均 一 な増 加 を示 して い る。

肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 と細 胞 膜 表 面 のIa抗 原 の 表 出

ア ス ベ ス トの 吸 入 に よ り肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ は、 活性 化 を受 け て

い る と考 え られ る こ とか ら、Ia抗 原 の表 出 を活 性 化 の 指 標 と して 用

い、 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の亜 集 団 の変 化 との 関連 性 を検 討 した 。

Ia陽性 細 胞 は アス ベ ス ト暴 露群 の 多 くの画分 で増 加 し、Cr㏄idolite
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暴 露 群 はCh!ysodle暴 露 群 よ り も増 加 が 著 しか っ た(表5)。 こ のla陽

性 細 胞 の増 加 は全 実 験 期 間 を通 じて 観 察 され 、 暴 露7日 目で は 、 よ

り比 重 の 重 い画 分 で の 増 加 が み られ 、 そ の後 、 暴 露17日 目 に は 、 画

分5-6の 中 度 比 重 の画 分 に多 くな っ た。 暴 露 終 了 後2-3週 お よ び

2-5ケ 月 で は 、死 細 胞 の多 い画 分1-3を 除 い た そ の他 の 画 分 全 体

に増 加 し た。多 核 巨細 胞 に占 め るIa陽 性 細 胞 の 割合 もア ス ベ ス トの

暴 露 に よ り有 意 に増 加 し、Crocido翫e暴 露 群 の 方 がChrysotile暴 露 群 よ

りも高 い 割 合 で 出 現 す る傾 向 が み られ た。Ia陽 性 巨細 胞 の増 加 は全

実 験 期 間 で み られ 、 対 照 群 に は全 く観 察 され な か っ た。

この様 に、 ア ス ベ ス ト暴 露 に伴 い 、Ia抗 原 を細 胞 表面 に表 出 した

細 胞 が 増 加 し、 異 な る亜 集 団 が 、 そ れ ぞ れ 活 性 化 さ れて い る こ とが

示 さ れ た 。 また 、Ia陽 性 多 核 巨 細胞 の 出 現 は、 活 性 化 さ れ た特 異 な

集 団 の存 在 を示 して い る もの と思 わ れ た。

第5章 アスベ ス ト性 肺線維 症発 現 に及 ぼす肺胞 マ クロ フ ァー ジ由

来IL-1の 役 割

rL4は 線 維 芽 細 胞 の 増 殖 を刺 激 す る と供 に、培 養 線 維 芽 細 胞 に コ

ラー ゲ ナ ー ゼ産 生 を増 加 させ る こ とが 知 られ て お り、肺 線 維 症 の 発

現 に重 要 な役 割 を は た して い る と考 え られ る 。 そ こで、 培 養 上 清 の

マ ウ ス胸 腺 細 胞 に よ る1レ1の 測 定 を行 った 。

肺 胞 マ ク ロフ ァ ー ジ のIL-1産 生 はLPSの 刺 激 に よ り促 進 さ れ た

が 、NeumanandTyte11培 地 で は無 刺 激 で もIL-1の 産 生 が 認 め られ た

(表6)。IL-1の 産 生 は ア スベ ス トの暴 露 に よ り、 暴 露7日 目か ら暴

露終 了 後13ケ 月 まで の全 期 間 を通 じて増 加 した(表7)。LPS刺 激 の

もの で は ア ス ベ ス ト暴 露 群 間 に は差 が み ら れ ず 、Chrysodle群 の方 が

産生 が 多 い傾 向 が あ っ た が(図11)、 無 刺 激 で の 産 生 はCr㏄idolhe群

の方 が 多 い傾 向 が あ っ た(図10)。 無刺 激 の もの で のIL-1産 生 は 、

暴 露7日 目 で は 画 分7、8-10の 比 重 の 重 い画 分 に多 くみ られ 、 時

間 の経 過 と供 に、 軽 い 画 分 へ 産 生 域 が 拡 大 す る傾 向 がみ ら れ た 。

この よ う にア ス ベ ス トに暴 露 され る こ とに よ り、肺 胞 マ ク ロ フ ァー

ジ は特 発 的 にIL-1を 産 生 し、 そ れ が暴 露 終 了後13ケ 月 の ラ ッ トで も

持 続 して い る こ とか ら、 線 維 芽 細 胞 を機 能 的 に 過 度 に刺 激 す る こ の

物 質 の 肺 線 維 症 発 現 に 関 す る重 要 性 が 示 され た 。
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第6章 総合考察

本研 究 はアスベ ス トの暴 露 は等 張PercoU連 続 密度勾 配遠 心法 に よ

って分 け られる肺 胞 マ クロフ ァー ジの亜集 団 に多核 巨細 胞 と高比重

のマ ク ロフ ァージ の増 加 を特徴 とす る著 しい変化 を もた らす こ とを

明か に した。高密 度 の画分 の肺胞 マ ク ロフ ァージ は未成 熟 で あ る こ

とが報 告 されてい る こ とか ら、 この細 胞 の増 加 は、新 た に炎症 の場

に動員 された未成 熟 の単 球な い し、 またはマ ク ロフ ァー ジの存 在 を

示 して い る。一般 に肺 胞 マク ロ ファージの集 団 は不 均質 であ り、 そ

の全 体 の機 能 は種 々 の異 なる機 能 を持 つ個 々 の細胞 の集 合 か らな っ

ている。機 能的 に活性 化 した食 細胞 の数 の不均 一 な増加 は、ザ ル コ

イ ドー ジス や他 の腫蕩 性肺疾 患 で見 られる よ うに、 マ ク ロフ ァージ

介在 性 の肺 損傷 を引 き起 こす。本研 究 で もアス ベス トの暴 露 に よっ

て複 数 の細 胞画分 がH.一1を産 生 して いる こ とか ら、 アスベ ス ト症で

も同 じ様 なメカニ ズ ムが働 い てい る と思 われ る。1レ1は 本 実験 で産

生増 加 が証 明され た走 化 性因子、変化 の認 め られ た アラキ ドン酸代

謝物 と供 に、線 維 芽細 胞 を誘導増殖 させ、局所 性 の感染 症 で は病巣

を線 維膜 で隔離 す る様 に働 き、疾病 を治癒 させ るが 、アス ベ ス トは

肺胞 空 間 にびまん性 に散在 して お り限局 して いな いため、 この生体

防衛 反 応 は、結 果 的 に肺全体 に線維化 を引 き起 こ し、ア スベ ス ト症

を発 現 させ る方 向 に働 くことにな る(図12)。 特 に このIL-1の 産 生

は特 発 的で あ り、 かつ持続 的 に産生 されてい る こ とか ら、 アスベ ス

ト性 肺 線維 症 を発 現 させ る主 要 因 とな ってい る と思 われ る。 ほ とん

どの画 分 の細胞 にla陽性細 胞 が増加 した こ とは、本実 験 で証明 され

た肺胞 マク ロフ ァージの機 能的な活性化 を形態 学的に証明 して いる。

このIa陽性 細胞 の増加 は多 核 巨細胞 にお いて顕著 で、機 能 的に活 性

化 した食細 胞 の特 殊 な亜 集団 を代表 している もの と思 われ る。 この

マク ロ フ ァージの細胞 膜 の融 合 はIFNγ に よって誘導 され るが、本

実験 で証 明 されたIFNの 特発 的産 生は、 この巨細胞 の増 加 を裏付 け

る もの であ る。

この様 に本実験 の結 果 は、 アス ベス ト症 の発 現 に は肺 胞 マ ク ロ フ

ァージ がそ れに続 く免 疫系 の関与 す る中でKey的 な役 割 を演 じてい

る こ とを強 く支持 す る ものであ った。
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(表1)ラ ット脾臓 リンパ球培養上清のBCDF活 性

(暴露終了後3ケ 月)

BCDFIndex

培養時間 対 照 群Chryso行le群Cr◎cidolite群ACI

24h爲 L17±0.23L37±O.142.32± α59◎2.90±2.14

陽 性 対 照2.36±0・82

.(pく0 .05)でCONに 対 し有 意 差 あ り

細 胞 濃 度 冒5x10"6!～nl

ACI翼 無 処 理ACIラ ッ ト(6ケ 月 齢)

(n讐5)

(表2)DNPBGG免 疫 、非免疫 ラットの各種培養上清中のBCDF活 性

BCDFIndex

暴露群 培養処理区 非免疫群 DNP・BGG免 疫 群

24時 閻48時 間72時 濁24時 間48時 間72時 間

対照群 醐

AM+DNP-BGG

AM+SC

AM+SC+DNP-BGG

SC

SC+DNP-BGG

1.021.300.71

1.251.221.41

0.811.530.92

1.392.081.40

0.911.740.90

1.381.49].21

1.1フL70工.07

1.411.741.39

1.401.781.44

1.262.041.22

1.321.511.28

1.471.841.45

Chrysotile群AM

AM+DNP-BGG

AM+SC

AM+SC+DNP-BGG

SC

SC+DNP-BGG

0.9$2.011.18

0.911.421.07

0.852.290.89

1.141.901.18 .

0.$21.d71.05

0.821.970.73

0.661.931.05

0.841.551.28

0.791.671.d7

1.272.081.72

].142.051.17

α」%L491.49

Crocidolite群AM

AM+DNP-BGG

AM+SC

AM+SC+DNP-BGG

SC

SC+DNP-BGG

0.71

1.15

1.08

1.71

.1.07

0.95

1.84

t.96

1.54

1.88

1.55

1.83

Lσ6

1.24

0.98

1.22

1.02

1.01

1.09

0.85

1.23

t.3a

1.16

1.03

1.54

1.09

1.48

2.26

1.92

1.49

1.13

0.92

1.07

1.49

1.07

1.00

陽 性 対 照 一3.06

陰 性 対 照+DNP・BGG置0.92

AM冒 肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ(5xIO再5/㎞1)

SC一 脾 臓細 胞(2.5xIO^6乃n1)

DNP-BGG濃 度 昌200μg佃
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(表3)マ ウスL細 胞によるIFNassay

ConA刺 激牌臓 リンパ球培養上清中の抗ウイルス活性.

(暴露終了後3ケ 月)
ConA濃 度

(μ9加 け24時 間

抗ウイルス活性

暴露群 48時 間 フ2時間

対照騨

0

0.5

i.a

i.o

】O.0

25.0

50.0

O

O

O

4

16

32

32

O

O

4

16

16

64

64

0

0

4

8

2

2

4

3

3

1◎

c}汀ys・til¢ 群

O

o.s

1.0

5.0

]4.0

25.0

50.0

0

0

4

6

2

4

4

1

3

κ
V

-◎

a

O

a

32

32

64

128

0

4

4

32

32

32

64

Croc{doh㎏ 群

0

0.5

t.a

5.0

10.0

25.O

so.o

O

a

a

8

32

64

128

a

a

4

32

64

256

256

0

0

8

32

32

128

256

(n-3)

(表4)ラ ッ トLMS℃2細 胞 に よ るIFNassay

肺 胞 マ ク ロ フ γ一 ジ培 養 上 清 の 抗 ウ イル ス 価 の 推 移

抗ウイルス価

暴露期間 暴露群 誘導物質 0時間 24時 間48時 間

対照群

無処 理

ICNE.4E(100QOO)

(
V

(
)

0

64

0

64

暴露開始7日 目 無処 理

Chrysotile群 【C!DEAE(100!200}

O

O 2

nU

15 4

ノ
◎

う
6

…

(
)

無処 理

CroddoHte群IC,{)EAE(IOO1200}

0

0 2

A
U

15 2

0

!5

対照群

無処 理

1GDEAE(100200)

0

1 4

0

02 2

0

15

暴露開始17日 目 無処 理

Ch騨)die群icπ)EAE(100/200)

0

1

0

1024

16

1024

無処 理

Croddo1Rc騨IC/DEAEGOO/200)

0

1

0

1024 4

σ

02

対照群

無.処理

IGDEAE(!00/200)

魚

魚

N

N

魚

魚

N

N

魚

魚

N

N

暴露後iケ月 無 処 理

Chrysotile群IC!DEAE(lOO!200)

魚

魚

N

N

魚

魚

N

N

魚

ハ

N

N

無 処理

Croddo}iIe群IC/DEAE(100/200)

く20

QO

<zo

izsa

<20

izso

対照群

無 処理

lCンDEAE(100!200)

O

O 6

0

52 6

0

52

暴露後8ケ 月 無 処理

Chrysoτ亘1e屏IC!DEAE(IOO!200)

0

ー 2

0

15 6

0

つ
の
5

無 処理

Crocidolite$$IGDEAE(100/100)

AU

- 2

0

!5 25

IGDEAE(IOOROO)一100ughnlPoly(1):Poly(C),200ug/mlDEAFdextran (n=2)
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(図4)ア スベス ト暴露7日 目の肺胞マクロ ファー ジ

培養上清 中のPGE2濃 度
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(図5)ア スペ ス ト暴露7日 目の肺胞 マクロフ ァージ
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(図6)ア スベ ス ト暴露7日 目の肺胞 マクロファージ

培養上清 中のL1℃ 濃度
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(図7)ア スベス ト暴露7日 目の肺洗浄液 中の

各種ア ラキ ドン酸濃度
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(図8)肺 胞マクロファージ培養上清中の繊維芽細胞走化性活性
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文は,ア スベス トを吸入して呼吸細気管支や胞隔に病変を惹起する疾患,す なわちアスベ

ス ト肺発現メカニズムについて実験動物をもちいて免疫学的解析をお こなったものである。勿

論,ア スベス ト肺発現の機作については諸説あるが,本 研究では,肺 胞マクロファージの生体防

衛機構が本症発現におよぼす側面について追及 した。臨床的アスベス ト症 と実験的アスベス ト症

ともにマクロファージは,障 害部を包み囲む重要な構成細胞で様々な免疫異常をひきおこすこと

が知られている。そこでアスベス ト吸入モデルとしてFischer344系 ラットをアスベス ト吸入暴露

装置で飼育した結果,肺 胞マクロファージの亜集団に多核巨細胞 と高比重のマクロファージの増

加を特徴 とする著 しい変化をもたらすことを見出した。

この細胞の増加から,新 たに炎症の場に動員された未成熟の単球,ま たはマクロファージの存

在を示し,ま たザルコイ ドージスや他の腫瘍性肺疾患でも見られるマクロファージ介在性の肺損

傷を引き起 こす ことを見出した。また線維芽細胞に対する走化性因子の産生増加,ア ラキ ドン酸

代謝物の産生の変化を証明 して,生 体防衛反応肺全体に線維化を引き起 こしてアスベス ト症を発

現させる方向に働 くことになることをも明らかに した。とくに,こ こで測定したインターロイキ

ン1(IL-1)は,ア スベス トの吸入により特発的で,か つ持続的な産生で線維芽細胞の増殖を促

進 して培養線維芽細胞にコラーゲナーゼ産生を増加させてアスベス ト性肺線維症を発現する主要

因となっていると推論 した。一方,ア スベス トの吸入によって,ほ とんどの画分の細胞に免疫関

連抗原陽性細胞が増加することや,肺 胞マクロファージの機能的な活性化を形態学的に観察 して

活性化した食細胞の特殊な亜集団が存在 していることを明らかにした。,マ クロファージの細胞

膜の融合は,ガ ンマーインターフェロン(IFNγ)に よって誘導 され るが,本 実験 では,こ の

IFNの 特発的産生も認め巨細胞の増加を裏付けた。 この様に本実験の結果は,ア スベス ト症の発

現には肺胞マクロファージがそれに続 く免疫系の関与する中で引金としての役割を演 じているこ

とを強く支持するものであった。

以上のように本研究では,ラ ヅトを もちいた実験的 アスベス ト症発現 の機作を肺胞 マクロ

ファージの生体防衛機構の側面から追及し考察 したもので,得 られた知見は実験動物をもちいた

動物生命科学の研究の一分野をなすもので,今 後の地球環境の保全に大きく貢献するものと考え

られる。 よって審査員一同は,本 論文提出者が農学博土の学位を授与されるに充分な資格を有す

るものと判定した。
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