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お よ び

ロ イ コ トリ エ ン は 】 細胞膜 ･ 核膜 の構成成分で あ るリ ン脂質か ら細胞 質型 フ ォ ス フ ォ リ

パ ー ゼ A 2 (c P L A 2) に よ っ て切 り 出さ
.
れ る ア ラ キ ドン 酸 に5 ⊥ip o x y g e n a s e (5- L O X ) が 作用

して産生 され る, 脂 質の 化 学情報伝達物質で あ る ･
ロ イ コ トリ エ ンB . (1 J B 4) は , ア ラ キ

ドン 酸か らL T A
. を経由 して 産生 され る . L T B

.
の 生体内 で の 最も顕著な働き は , 多形 核白血

球 を炎症部位 に 強力 に遊走 ･ 走化さ せ る作用 ( ケ モ タ キ シ ス) で あり ,
こ れ は I L -8 や 細

菌壁 由来 の f M L P の 活 性 に 匹敵 し, 補体第5 成分 c 5 a よ り 釦 ､
. また 好 中球 ･ 好酸球 か

らの ライ ソ ソ - ム 酵素e) 放出 , 白血球 の血 管内皮 - の 接着, 活性酸素の 畢生 ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ の 活性化な どを促進す る こ と で , 外 来異物 の侵入 に対す る生体防御機構 の
一

役 を担 っ

て い ると考えられ る .

一

方 , I J B . の 過剰な産 生 は , 尋 常性乾癖, 慢性 関節リ ウ マ チ , 炎症

性腸疾患な どの 炎症 性疾患の 発症 お よ び増悪 に つ なが る と考えられて い る . I J B
. は , 他 の

ァ ラ キ ドン 酸代謝物 の 多く と 同様, 7 回膜貫通 型 の G 盛白共役型受容体 ( G P C R) を介 して

作用 を発 現 して い る . こ の う ち高親和性受容体 で あ るB L T l は3 5 2 個 の ア ミ ノ 酸か ら成る

比較的小 さな G P C R で , そ の 発現は 白血球 ( 好中風 好酸球 ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ) に 限局 し

て い る . B L T l 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー に オ
ー バ ー

ラ ッ プす る形 で別 の 遺伝子 の 蛋白翻訳領

域が発 見 され , これ が B I X l と ア ミ ノ酸 レ ベ ル で4 5 % の 相同性 を持 つ G P C R で ある こ と ,

さ らに は薬理学的解析 か ら の 低親和 性受容体で ある こ と が 明ら かと なり , B I J 2 と命名 さ

れ た . B L:T 2 は 牌臓 , 卵巣, 肝臓, 白血 球 をは じめ広 い臓器分布 を示 して い る ･ これ らB I X l ,

B l:T 2 の 生体内に お ける機能に つ い て は未知 の 部 分が多く残 されて い る I B L T l 欠損 マ ウ ス

は す で に2 グル
ー プで 作成され て い る が , 実験 モ デル 動物 を用 い たi n vi v o で の 機能解析は
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行われ て い な い .

気管支噂息は , 古く は気 管支の 収縮 ･ 轡縮が本態と考え られて い たが , 19 8 0 年代以降,

気 道 の 炎症 の 役割 が 重要視 され る ように な っ て き た . す なわ ち, 抗原提示細胞 ( A P C) に

よ っ て ア レ ル ゲ ン が提示 され る と, サイ トカ イ ン
, 特にT b 2 サイ トカ イ ン の 産生が活性化

され , 好酸球やIg E の 増加 と活性化 が生 じ, それ ら の 複合的な反 応に よ っ て気道 の 炎症が

生 じる こ と で , 気道 の狭小化, 粘液の 産 生過剰や排壮低下 , リ モ デリ ン グな どに よ り, 気

道過敏性 の克進 が惹 起 され る と考えられ て い る .

一 方 ,
ロ イ コ トリ エ ン をア ラ キ ドン 酸か ら切 り 出す酵素で あ るc P L A 2 を欠損 させ た マ

ウ ス に お い て , 気 道過敏性 の 克進 が生 じな い こ とが明ら か に され て い るが , その 下流の ど

の メ デ ィ ェ 一 夕
-

が どの よう に 気道過 敏性 に 関与 して い る か は 明ら か に な っ て い な い
.

L T A
4 に グル タ チ オ ン が付加 して 生成 され るI J C . や こ れ か ら グル タ ミ ン 酸が はずれ たL T D

.

は , 古く か ら気管支平 滑筋の 収縮作用, 血管透過 性 の 冗進 , 気道粘液分泌 , 好酸球走化 性

が 知 られ て お り気 管支棉息 の 病態成立 に重要 な役割を果 た して い るが , こ られ シ ス テイ ニ

ル ロ イ コ トリ エ ン ( C y s I T s) の み ならず, I J B . も気管支噂息の 病態生理 に何らか の 関与 し

て い る 可能性 が あ る と 考え, 作成 したI J B
.冬損 マ ウ ス を用 い て O V A 感作 に よ る気管支曝

息 モ デ ル の 実験 を行 っ た .

立法

T T 2 ラ イ ン の E S 細胞 を用 い て B I:T l 遺伝子 を - テ ロ で破壊 した E S 細胞 を作成 した . こ

の 細胞 を用 い て キ メ ラ マ ウス を作成 し, 得られ た - テ ロ 変異 マ ウス をC 5 7 B L/6 と b a c k c r o s s

して B L T l 欠損 マ ウ ス を作成 した . I J B
. 受容体遺伝子 が破壊 されて い る こ と をサ ザ ン プ ロ

ッ ト法で確認 した . B LT l m R N A の 消失は , R T P C R 法 で確認 した . 次 い で機能的解析 と し

て , カ ゼイ ン で誘導 した腹腔内好中球や肺 ･ 牌臓 の 細胞膜分画 を用 い て , [
3
H ]標識 したL T B .

に 対す る結合実験 を行 っ た . またカゼ イ ン で誘導 した腹腔内好中球にI J B . 刺激を加 える こ

とで観察され る細胞 内カ ル シ ウム 上昇やM P O rele a s e が ,
B L T l 欠損 マ ウ ス の 細胞 で観察さ

れ る か どうか を検討 した . p o siti v e c o n t r ol と して はf M L P を用 い た ･

次 い で ,
こ の F 6 世代以 降の オ ス マ ウス と1itt e m at e とな る野生型 ( w T) オ ス マ ウ ス を用 い

て , 卵 白ア ル ブ ミ ン ( O V A ) を腹腔内注射を1 週 間お き に2 回感作 し, そ の あと エ ア ロ ゾル

化 したO V A を吸入 さ せ る チ ャ レ ン ジテ ス トを行 っ た の ち, 3 週 間目 に気 道過敏 性 を測定 し

た . 測 定法と して は , 非刺激 時 の 2 倍の 気道収 縮をもた らすメ サ コ リ ン ( M C b) 濃度 を測

定す る と い う方法 で 行 っ た . なお , O V A 感作お よ び o V A チ ャ レ ン ジ の コ ン ト ロ
ー

ル と し
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て は生理食塩水 の 腹腔内注入 と エ ア ロ ゾル 化 した生理食塩水の 吸入 を行 っ た .

ま た, 同様 にO V A 感作 した モ デル 動物 の 気管に1 m l の P B S を注入 し, 得 られ た肺胞洗

浄享夜を用 い て 以 下 の 分析 を行 っ た .

｡ 気 道内の 細胞数 , とく に 好酸球数に つ い て フ ロ
ー サイ トメ トリ ー を用 い て 測定

･ 好酸球の 走化性 因子 ( e ot a xi n
,

M C P -1 a) ,

.
エ イ コ サノ イ ド(I J B

. ,
L T C

.
,

P G D
2 ,

P G E
2) , サ

イ トカイ ン (Ⅰし 2 , I L-4 ,
I L -5 , I L-1 3 , IF N -y , T N F- α) を, 市販 の E LIS A kit や M o u s e T h 上/T h 2 kit

を用 い て測定

･ o v A 特異的Ig G l と Ig E は ビ オ チ ン㌧ ア ピ ジン 複合体を用 い た シ ス テ ム を利用 して 測定

また , 病理組織学的変化 をみ る ため , 同様 に感作 した マ ウ ス の 肺を固定後, 5 〝m 厚 の切

片 を作成 し, H E 染色 とF A S 染色 を行 っ て , それ ぞれ 細胞浸潤 の程度の 評 価と g o blet 細

胞 が気 管支全周 の 何% を占め て い る か の 評価 を段 階的 ス コ ア リ ン グで 行 っ た . さ らに肺組

織をホ モ ジ ナイ ズ した の ちE P O 活性 を測定 した .

また , 上 記 実験 と同様に O V A 感 作/ チ ャ レ ン ジ した マ ウ ス の 傍気管リ ンパ 節 を摘 出 し,

得られた細胞 をi n v it r o で 改めて O V A 刺激した . 細胞増殖を定量す る た めに , [
3
H ]標識

したチ ミ ジ ン の 取り込 み量 を測定した . また9 6 時間刺激した後 の 上清中 のIL - 5 とIL - 1 3 を

測定した .

結果 はす べ て 分散分析 に よ っ て解析 した .

塩基

o v A 感作 した W T マ ウ ス が M C h チ ャ レ ン ジテ ス トで気道過敏性 が上昇 した の に対 し

て , O V A 感作 した B L T l 欠損 マ ウ ス で は 気道過敏性 の 上昇は有意に抑制された . また B A L F

中 の 好酸球数が , O V A 感作 した w T マ ウス で は 著明 に増加 した の に対 し, O V A 感作 し

た B L T l 欠 損 マ ウ ス で は増加 がみ られず , 感作 して い な い 状態と 同様に マ ク ロ フ ァ
ー ジが

主体で あ っ た .

o v A 感作 した w T マ ウ ス で 認 め られ た B A L F 中の Ig E の 増加 は , O V A 感作 した B LT l

欠損 マ ウ ス で は増加 しな か っ た . また,
P A S 陽性 の g o bl et 細胞が気道全周 に 占め る割合は ,

o v A 感作 した W T マ ウ ス で認 め られた の に対 し, O V A 感作 した B LT l 欠損 マ ウ ス で 大き

く減弱 して い た .

各種サイ トカ イ ン ･ エ イ コ サ ノイ ドの う ち,
I L-5 ,

I L -1 3 ,
I J B . は O V A 感作 した W T マ

ウ ス で 増加 して い た が ,
o v A 感作 した B I=T l 欠損 マ ウ ス で は わずか に増加す るも の の W T
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マ ウス の 増加 分と比 べ て 有意 に低か っ た. なお Ⅰし4 や L T C . は B I J l 欠損 マ ウ ス の みな ら

ず w T マ ウ ス にお い て も検出限界以下 だ っ た .

o v A 感作/チ ャ レ ン ジ した マ ウ ス の 傍気管リ ンパ 節 の細胞を O V A 刺激する と, O V A の

濃度依存性 の T 細 胞 の 増殖が見 られ たが
,

w T マ ウ ス に 比 較 して B I J l 欠 損 マ ウス で は有

意に増殖速度が 遅く な っ て い た . また , 上清中の I L-5 と I L -1 3 に つ い て も, O V A の 濃度

依存性 に産生 量が 増加 した が, w T マ ウ ス に 比較 して B I J l 欠損 マ ウ ス で は 有意に産生量

が低下 して い た .

童盈

気管支噂息にお い て は ,
T h 2 サイ トカ イ ン の増加

,
それ に伴 うIg E 活性化や好 酸球 の 増

加 ,
こ れ らが複合的に作用 して 気道 の 炎症, リ モ デ リ ン グを惹起 し

, 最終的に気道過敏性

の 上昇 をもた ら し て い る と考 えられ て い る が , B L r l 欠 損 マ ウ ス を用 い た 本 モ デ ル に お い

て は ,
I L-5 ,

Ⅰし1 3 の 増加 がみ られ ない
, 好酸球が肺に ほ とん ど集ま らない

, Ig E の 増加 がな

い , そ して気道過敏性 の 上昇がみられ な い , と い う結果が得られ た .

推定され る経路と して は , 1 つ に は B I X l 欠 損 マ ウ ス に お い て は , 好酸球 に 多く発現 し て

い る べ き B I X l が存直しな い た め に , 本職息 モ デ ル に お い て好酸球 が 本来集ま る べ き炎症

部位 で あ る , 気管周 囲
･ 肺胞 に集ま っ て こ な い . 既報 で は気 管支噂息 に お ける炎症部位 で

好酸球 が増加 し活 性 化す る こ と が, T h 2 サイ トカイ ン の 産生 ･ 活 性 化 をも た らすp o siti v e

f e ed b a c k 作用が あ る とするも の が あり , B I:T l 欠損 マ ウ ス に お い て は こ の サイ ク ル がま わ

らなく な っ て い る 可能性が あ る .

他方 , L T B .- B IJ l i nt e r a c ti o n が , T h 2 サイ トカイ ン p at h w a y に お い て 好酸球 と は無関係に ,

より直接的に 主要 な役割を果 た して い る可能性 も考えられ る . 本研究に お い て , 傍気管リ

ン パ 節内の 細胞をO V A 刺激したi n vit r o の 実験 にお い て 細胞増殖の 速度 とT h 2 cy t o ki n e の 産

生量 が, B I J l 欠損 マ ウ ス に お い て有意に抑制されて い る こ とが示され た こ とは ,
IjT B

.-B L T l

i nt e r a c ti ｡ n が , 本楯息モ デル に お け るt h 2 サイ トカ イ ン p at h w a y にお い て 重 要 な役割を演 じ

て い る こ と を強く示 唆す る も の で ある . B I J l 欠損 マ ウ ス の リ ン パ 節細胞 にお け るT h 2 反応

の 減弱 の 責任細胞 は 同定 できて い ない が, 主要 な抗原提示細胞 で あ る樹状細胞 , ある い は ,

サイ トカイ ン 産生 の 責任細胞 で あるC D 4 陽性丁細胞 の 両方 の 可能性 が あり , 今後 の 解明が

期待され る .

造孟
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本研 究は , B IJ l 欠損 マ ウス を用 い た i n v iv o の 実験 モ デル にお い て B L r l の 生体内に お

ける機能を示 した初めて の 報告で あ る . I X B .
- B I J l i nt e r a c ti o n は炎症反応 にお ける最終的

な伝達物 質と して の 役割 の みな らず, T b 2 タ イプ の 免疫応答 にお い て重 要 な役割を担 っ て

い る こ とが 示 唆され た . B I X l 特異的な括抗薬に よ っ て L T B .
- B L T l i nt e r a cti o n を阻害する

こ と が , 気管支噂息 を含む 様々 な免疫 ･ 炎症性疾患の 予防や治療に つ なが る こ とが期待さ

れ る .




