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論 文 内 容 要 旨

ヒスタミンは,肥 満細胞から放出され,ア ナフィラキシー反応に関与 していることが知 られて

いる。一方,ア ナフィラキシー反応 により産生 され,平 滑筋を徐々に収縮させるものとして古 く

か ら知 られていたslowreactingsubstance(SRS)の 本体が,ア ラキ ドン酸代謝産物 のLTC、,

LTD、 及びLTE、 であることが最近解明された。 これらは強い気管支収縮作用,血 管透過性元進作

用をもっことが明 らかにされ,ア ナフィラキシー反応の化学媒介物質として注目されるようになっ

て,ヒ スタミンの重要性について再検討が必要 となってきた。またヒスタ ミンは,invitroの 実

験系において,免 疫,炎 症性細胞のH,受 容体を刺激することによりその 機能発現を抑制す るこ

とが明 らかにされたが,実 際にアレルギ「炎症において内因性のヒスタミンが,炎 症反応 の調節

に関与 しているかどうかは,全 く解明されていなかった。本研究では,ラ ットのア レルギー性空

気嚢型炎症モデルにおいて,炎 症局所の ヒスタミンレベルが2相 性に増加することを明らかにし,

それぞれの ヒスタミンの役割について検討 した。同時に,い くっかの抗炎症,抗 アレルギー薬 の

作用機序を解明 した。

[実験方法]

(1)ア レルギー性空気嚢型炎症の誘発:$D系 雄 ラットを抗原azobenzenearsonateconlugated

ace七ylbovineserumalbuminで 感作 し,9日 後,背 部皮下に空気8mlを 注射 して空気嚢 を作

成する。翌 日,抗 原を含む2%CM(熔 液4mlを 空気嚢内に注射 してアレルギー反応を惹起 した。

(2)血 管透過性,及 び浸潤白血球数の測定:血 管透過性 は,1311標識ヒト血清アル ブミン(13`1-H

sA)を 用いて測定 した。'3'1-HsA1μciを 静脈注射 し,30分 後にラットを脱血死 させ空気嚢内

液を回収する。投与された適311-HSAの何%が,30分 間に空気嚢 内に漏れでたかを求 め,血 管透

過性の指標 とした。空気嚢内液中に浸潤 した白血球数は,血 球計算盤を用いて測定 した。(3)空

気嚢内液中のヒスタミン,及 びセロトニン量の測定:ヒ スタミン,及 びセロ トニ ンは,抽 出操作

後,蛍 光法で定量 した。(4)空 気嚢壁中のヒスチジン脱炭酸酵素活性:空 気嚢 の上部の皮膚,皮

下組織をとり,ホ モジナイズした。遠心上清にヒスチジンを加え,単 位時間当りヒスタミンの産

生量を求めて,ヒ スチジン脱炭酸酵素活性とした。(5)ヒ スタミン産生増大活性の測定:骨 髄細

胞4×106個 を,空 気嚢内液存在下,非 存在下で24時 間培養 し,そ の培養上清中のヒスタミン量を

測定 した。
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[結果と考察]

(1)ア ナフィラキシー様の血管透過性充進反応の機序について

血管透過性元進反応は,ア レルギー反応惹起後30分 以内に最大となり,以 後減少する。この時,

空気嚢内液中のヒスタミン量,及 びセロトニン量 は有意に増大 しており,肥 満細胞の脱穎粒が生

じていると考えられる。SRSの 特異的拮抗剤FPL55712は,LTC、 とPGE2あ るいはLTD、 とPGE・

による血管透過性充進反応を抑制するが,そ の濃度ではアレルギー反応惹起後30分 以内にみ られ

るアナフィラキシー様の血管透過性元進反応を抑制 しなかった。それに対 し,ヒ スタ ミンH1拮

抗剤pyrilamine,あ るいはセロ トニン拮抗剤methysergideを 抗原と共に空気嚢内に投与すると,

アナフィラキシー様の血管透過性元進反応は強 く抑制され,両 者を併用すると無感作群でみ られ

る弱い血管透過性元進値まで抑制された。また,シ クロオキシゲナーゼ阻害剤indomethacinは,

全 く抑制効果を示さなかった。従 って,ア ナフィラキシー様の血管透過性元進反応には,SRSや

PGsの 関与はほとんどなく,ヒ スタミン,セ ロトニンの関与がきわあて大きいことが明らかとなっ

た。

ステロイ ド抗炎症薬dexamethasoneは,ア ラキ ドン酸代謝産物の産生を抑制 して,あ るいは,

肥満細胞の脱穎粒を抑制 して,抗 炎症,抗 アレルギー作用を発現すると考えられている。しかし,

上述のように,SRS及 びPGsの 関与が小 さいアナフィラキシー様の血管透過性元進反応をdexa-

methas。neは 強く抑制 した。このとき,空 気嚢内液中のヒスタミン量 の低下がみ られなか ったこ

とから,肥 満細胞の脱穎粒は抑制されていないと考え られる。この結果か ら,dexamethasoneの

作用点は,化 学媒介物質の産生側でなく,応 答側すなわち血管内皮細胞であると考えられる。

(2)β 一ア ドレナリン作動薬のアナフィラキ シー様の血管透過性抑制機序

β一ア ドレナリン作動薬は,肥 満細胞の脱穎粒抑制作用が知 られており,こ れが,そ の抗アナフィ

ラキシー作用機序であると考え られている。本炎症モデルのアナフィラキシー様の血管透過性元

進反応は,β 一ア ドレナ リン作動薬isoproterenol,procatero1及 びsalbutamo1,そ れぞれ,10-7M

から10-5Mを 抗原液に溶解 して空気嚢内に投与することにより用量依存的に抑制された。この時,

いくっかの群において空気嚢内液中のヒスタミン量の低下が見 られるが,用 量依存性はみられず,

血管透過性の抑制効果と相関性 は全 く見 られなかった。一方,肥 満細胞の脱穎粒抑制剤disodium

crom。glycateの アナフィラキシー様の血管透過性充進反応抑制作用は,空 気嚢 内液 中の ヒスタ

ミン量の低下とよく一致 していた。以上 の結果 は,β 一ア ドレナ リン作動薬 は肥満細胞 の脱穎

粒抑制作用とは異なった機序で血管透過性充進反応を抑制 していると考えられる。これはまた,

β一ア ドレナリ・ン作動薬が,肥 満細胞の脱穎粒を介 さない血管透過性元進反応,す なわち,セ ロ ト

ニンにより誘発される血管透過性元進反応,及 び,ア レルギー反応惹起後4時 間の血管透過性元

進反応に対 し七も強い抑制作用を発現 したことか ら確認された。従 って,β 一ア ドレナ リン作動

一129一



薬の作用点 は,肥 満細胞ではなく,血 管系,お そらく血管内皮細胞であ ると考え られる。なお,・

この血管透過性抑制作用は,β 受容体遮断薬propranolo1で 打ち消 され ることか らβ受容体を介

したものであることが判明 した。

(3)ポ ス トアナフィラキシー相のヒスタミンの役割

本炎症モデルにおいて ヒスタ ミンは,ア レルギー反応惹起後30分 以内に肥満細胞から放出され

るだけでなく,8時 間ごろから,24時 間をピークに持続的に増加する。このポストアナフィラキ

シー相の ヒスタミンの血管透過性元進反応,及 び白血球浸潤反応に対する役割にっいて検討 した。

アレルギー反応惹起後23.5-24時 間の血管透過性充進反応 は,pyrilamine及 びmethysergideの 併

用,あ るいは,pyrilamineとH,拮 抗剤cimetidineの 併用では全 く抑制されなかった。 この結果か

ら,ヒ スタミンは血管透過性充進反応 には関与 していないと考え られる。その理由 として,ア レ

ルギー反応惹起後23.5時 間に,ヒ スタミンを空気嚢内に注射 して も血管透過性充進 はみ られず,

組織の反応性が低下 していることが明 らかとなった。一方,his七aminaseを 空気嚢内に連続投与

して空気嚢内液中のヒスタ ミン濃度を持続的に低下させたとき,あ るいは,cime七idineを2回 投

与 して作用を持続させた場合,空 気嚢内液中の浸潤白血球数 は有意に増加 したが,こ の作用 は

pyrilamineで はみられなかった。また,ヒ スタ ミンを空気嚢内に注射すると浸潤白血球数 は減少

し,ヒ スタミンに白血球浸潤抑制作用があることが確認 された。以上から,ポ ス トアナフィラキ

シー相のヒスタミシは,血 管透過性元進には関与せず,H、 受容体を介 して白血球浸潤に対 し抑制

的に作用 していることが明 らかになった。

(4)シ クロオキシゲナーゼ阻害剤の白血球浸潤抑制作用発現におけるヒスタミンの関与

シクロオキシゲナーゼ阻害剤ind。methacin,diclofenac及 びtiaprofenicacidを 抗原と共 に空

気嚢内に投与すると,8時 間後の空気嚢内液中のPGE、 量は用量依存的に減少 し,そ れにともなっ

て血管透過性元進反応,及 び白血球浸潤が抑制された。 この時,空 気嚢内液中のヒスタミン量は,

逆に増大 し,そ の程度は,各 薬物の抗炎症効果の強 さと相関 していた。indomethacinの ヒスタミ

ン量増加作用は,そ の抗炎症作用と同様にPGE、 の投与により打 ち消されたことか ら,PG産 生阻

害の結果を生 じたものであると考えられる。次に,こ の レベルが増加 したヒスタミンが,シ クロ

オキシゲナーゼ阻害剤の抗炎症効果を減弱あるいは増強 しているかどうか,抗 ヒスタミン剤を用

いて検討 した。pyrilamineをindomethacin投 与後空気嚢内 に投与 した場合,indomethacinの 血

管透過性抑制作用,白 血球浸潤抑制作用は全 く影響されなか った。 ところが,cimetidineを 同様

に投与 したときには,indomethacin及 びdiclofenacの 血管透過性充進反応抑制作用は影響 され

なかったが,白 血球浸潤抑制作用は有意 に打 ち消された。また,他 のH、拮抗剤ranitidine及 び

famotidineを 用いた場合で も同様の結果が得 られた。以上の結果か ら,シ クロオキシゲナーゼ阻

害剤は,白 血球浸潤抑制作用を持つポストアナフィラキシー相のヒスタミンの産生を増加させ,
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白血球浸潤抑制作用を発現 していると考えられる。

⑤ ポス トアナフィラキシー相のヒスタミン放出機序 ヒスタミン産生増大因子の存在

アナフィラキシー相のヒスタミンは,肥 満細胞から放出されるものであり,空 気嚢内液中の レ

ベルは抗原刺激後30分 以内に著 しく増大 し,そ の後1-2時間で消失する。一方,ポ ストアナフィラ

キシー相のヒスタ ミンは,8時 間ごろから持続的に増加 しはじめ,24時 間に最大になる。 この経

時変化の相違 は,ヒ スタミン放出機序が異なることを示唆する。そこで,空 気嚢上部の皮膚,皮

下組織中のヒスタミン産生酵素であるヒスチジン脱炭酸酵素(HDC)活 性 を測定 したところ,

24時間をピークとして持続的に元進 し,そ の経時変化は,ポ ストアナフィラキシー相のヒスタミ

ン量の増加とよく一致 した。HDC阻 害剤alpha-fluoromethylhis七idineは,ア ナフィラキシー相

のヒスタミン放出は抑制 しないが,ポ ス トアナフィラキシー相のヒスタミン放出は用量依存的に

抑制 したことから,ポ ス トアナフィラキシー相 のヒスタミンは,HDC活 性の増大により新たに産

生されたものであると考えられる。一方,空 気嚢内液中には,骨 髄細胞の ヒスタミン産生を増加

させる活性が存在することをみいだ した。この活性は,無 処置 ラットの血清中,及 びヒスタミン

産生の見 られない無感作群の空気嚢内液中には認められなかった。 しかも,ア レルギー群の空気

嚢内液中のこの活性は,ヒ スタミン量の増加 とよく一致 して増大 した。これらの結果か ら,骨 髄

細胞のヒスタミン産生を指標として測定されるヒスタ ミン産生増大活性は,ポ ス トアナフィラキ

シー相のヒスタミン産生に関与 していると考え られる。この ヒスタ ミン産生増大因子 は,70℃,

30分の処理,あ るいは,ト リプシン処理で活性 の低下が認め られることから蛋白性 の因子である

と考えられ,そ の分子量 は25,000-40,000と 推定された。

[総 括]

ラットのアレルギー性空気嚢炎症モデルでは,炎 症局所のヒスタミンレベルは2相 性 に増大す

ることが明 らかになった。アナフィラキシ甲相の ヒスタミンは,肥 満細胞の脱穎粒 により放出さ

れ,血 管透過性充進に大 きく関与 しているのに対 し,ポ ストアナフィラキシー相のヒスタミンは,

HDC活 性 の増大により産生 されたもので,迎 管透過性充進には関与せず,白 血球浸潤をフィー ド

バ ック的に抑制 していること,さ らにシクロオキシゲナーゼ阻害剤の白血球浸潤抑制作用 にも関

与 していることが明 らかになった。また,dexamethasoneや β一アドレナ リン作動薬の抗アナフィ

ラキシー作用は,肥 満細胞の脱穎粒抑制が主作用ではなく,応 答細胞すなわち血管内皮細胞の応

答を抑制 していることが示唆された。以上,ア レルギー炎症の進展におけるヒスタミンの役割 を

解明 し,さ らに,本 モデルは抗 アレルギー薬の作用機序解明に優れたモデルである ことが明 らか

となった。
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文 は,ラ ットのアレルギー性空気嚢炎症モデルを活用することにより,ア レルギー反応を

原因 とす る炎症の病態にっいて内因性 ヒスタミンの立場か ら解析を試み,ケ ミカルメディエーター

としてのヒスタミンの重要性に多 くの新知見を加えるとともに,数 種の薬物の抗炎症抗アレルギー

作用にっいても,ヒ スタミンの視点か らの新 しい作用機序を提示 した ものである。

第1章 では,抗 原惹起直後におけるアナフィラキシー相の血管透過性元進反応には,組 織肥満

細胞の脱穎粒により放出されたヒスタミン,セ ロ トニ ンが大 きく関与 し,最 近注目されている

SRS(slowreactingsubstance)や プロスタグランジンの関与は小 さいことを明 らかに した。 さ

らに,ス テロイ ド性抗炎症薬は,こ のアナフィラキシー相における血管透過性元進反応 を抑制す

ることを明らかに し,そ の抑制作用は,従 来提唱されている作用機序すなわちアラキ ドン酸代謝

の抑制あるいは肥満細胞の脱穎粒抑制によるものではな く,ケ ミカルメディエーターに対ナる毛

細血管内皮細胞の応答性を抑制する機序が重要であることを示 した。

第2章 では,抗 喘息薬として用いられるβ一ア ドレナ リン作動薬のアナフィラキ シー相におけ

る血管透過性充進反応の抑制機序について解析 し,そ の作用機序は,肥 満細胞の脱穎粒抑制 によ

るものではなく,血 管内皮細胞の応答性を直接抑制するたあであることを明らかにした。

第3章 では,ヒ スタミンは,ア ナフィラキシー相におけるr過 性の増加のみでなく,ア レルギー

反応惹起後24時 間を ピークとして持続的に炎症局所に増加す ることを見いだし,こ のアナフィラ

キシー相以降に出現するヒスタミンは血管透過翫 進反応には全 く関与せず,H・ 受容体 を介 し

て炎症局所への白血球浸潤を抑制 していることを明らかにした。

第4章 では,白 血球浸潤抑制作用をもっシクロオキシゲナーゼ阻害剤の作用機序解明を行 い,

その結果,こ れ らの薬物は炎症局所におけるヒスタミン産生を促進 させ,産 生 された ヒスタ ミン
ぎ

がH、受容体を介 して白血球浸潤を抑制するという新 しい機序を提示 した。

第5章 では,ポ ス トアナフィラキシー相のヒスタミンは,肥 満細胞の脱穎粒 により放 出される

のではなく,炎 症局所のヒスチジン脱炭酸酵素活性の増加により新たに産生されるものであるこ

とを明らかにするとともに,ヒ スタミン産生を増大させる活性因子が炎症滲出液中に存在するこ

とを見い出し,そ の生化学的特徴を示 した。

以上,本 論文は,ア レルギー炎症において,内 因性のヒスタミンが炎症反応 の調節因子 として

きわめて重要な役割を多面的に果た していることを明らかにし,さ らに抗炎症抗アレルギー薬の

作用機序についても新知見を加えたものであり,学 位論文 として十分価値ある内容と認める。
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