
岡 山 医 誌 (1992) 104, 721～733

難治性喘息の病態 と治療に関する研究

第1編

難治性喘 息患者 の リンパ球 お よび好 中球機 能に及ぼす

選択的Thromboxane A2合 成酵素阻害剤 の効 果

岡山大学医学部第二内科学教室(指 導:木 村郁郎教授)

金 廣 有 彦

(平成4年4月1日 受稿)

Key words: intractable asthma, cell-mediated allergy, thromboxane A2,

 thromboxane A2 synthetase inhibitor (OKY-046)

緒 言

成 人喘 息 の重 症,難 治 化病 態の解 明 に あ た り,

木 村 は 中高年 発 症 型 難治 性 喘 息(late onset in

tractable asthma, LOIA)1)の 独 立性 を提 唱 し,

関 与 す るア レル ギー 反応 並 び に種 々の 炎症 細 胞

間の相 互 作 用 につ いて の一 連 の研 究 か ら,Ⅲ 型

お よび Ⅳ型 反応 いわゆ る細 胞反 応 型 ア レルギー2)

が 深 く関 与 す るこ とを想 定 して い る3).さらに難

治 性 喘 息の 病像 に 多 くの類 似 点 を共 有 す る遅 発

型 気 道反 応(late asthmatic response, LAR)

を構成 す る諸 因 子が その発 症 に 関与 し,抗 原 は

house dust・miteよ り もCandidaが 中心 で,

IgEよ りはIgGと くにIgG1抗 体 優 位 の Ⅲ型 と

感 作 リンパ 球 を介 す るⅣ 型反 応 が 重要 で あ り,

最 終 的 に は末梢 気 道 に集 積 した好 中球,好 酸球

な どの穎 粒球 か ら放 出 され るmediatorが 関与

す る こ とが 明 らか に され て い る4).従 って難 治性

喘 息 の 治療 に は,Candida抗 原 な どに よ る細 胞

反 応 型 ア レル ギー を制御 す る こ とが重 要 と思 わ

れ る.

各種 炎 症 反 応 と関 係 の深 い ア ラ キ ドン酸代 謝

産 物 の ひ とつ で あ るthromboxane A2 (TXA2)

は動物 モデ ル に お いて抗 原5),オ ゾ ン6), platelet

 activating factor (PAF)7), leukotriens

 (LTs)8)9)に よ る気 道収 縮 反 応 や 気 道過 敏 性 と

か,成 人 喘 息 患者 の ア セ チ ル コ リン10)やLTs11)

に対 す る気 道 反 応性 の亢 進,さ らに抗 原 吸 入 後

にみ られ るLARの 発 現 に も関与 す る可 能 性 が

報 告 され て お り12), histamine, PAF, LTsな

ど と並 ぶchemical mediatorの ひ とつ と考 え ら

れ て い る.

一 方
,選 択 的TXA2合 成 酵素 阻害 剤 で あ る塩

酸 オザ グ レル(OKY-046){(E)-3-[p-(1H

-imidazol-1-ylmethyl)phenyl]-2-propenoic

 acid}は,成 人喘 息へ の24週 間 以上 の長 期 投 与 試

験 にお い て,ス テ ロイ ドの減 量効 果 も含 め て 重

症 喘 息 に対 す る有 効 性 が認 め られ てい る13).そ こ

で今 回著 者 は難 治 性 喘 息病 態 の 中核 を成 す と考

え られ て い る細 胞 反 応 型 ア レル ギー の うち特 に

Ⅳ 型 反 応 に おけ るTXA2の 関 与 を明か にす る 目

的 で,成 人 の難 治 性 喘 息 患者 にお け る リンパ 球

お よび好 中球 の機 能 に対す るOKY-046の 効 果 を

検 討 した.

対 象 と 方 法

対 象 には 当科 外 来 通 院 お よび入 院 中の 成 人 の

難 治性 喘 息12例(男10例,女2例,27～63歳,

平均47.1歳)を 選 ん だ.そ の 患者 背 景 は,全 例

miteお よびCandidaのRASTscoreが 陰 性 で,

 Candida抗 原 に よ る リンパ球 幼 若 化 反 応 あ るい

はinterleukin 2 (IL-2)産 生 能 の充 進 が 認 め
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られた症例である(Table 1).難 治性喘息の定

義は,現 在一般に用いられている喘息治療薬で

は症状の改善をみず,ス テロイ ド剤を用いなけ

れば日常生活ができない重症かつ通年性の気管

支喘息で,し かも病型判定時以前に1年 間以上

ステロイ ド療法(プ レドニゾロン換算平均5mg/

日以上)を 続けているいわゆるステロイド依存

性喘息とした.

Table 1 Characteristics of intractable asthmatics.

方 法 は下 記 の如 く,患 者 末梢 血 単核 球 にOKY

-046溶 解 液 を試験 管 内 で添加 し
,PHAお よ び

Candida抗 原 による リンパ球 幼 若 化 反 応, IL-2,

好 中球 遊 走 活 性 因子(neutrophil chemotactic

 factor, NCF)お よ び 好 酸 球 遊 走 活 性 因 子

(eosinophil chemotactic factor, ECF)の 産 生

能 に及 ぼ す影 響 を検 討 した.さ らに 好 中球 に対

す るOKY-046の 薬理 作 用 として,患 者 末梢 血 好

中球 か らのleukotriene C4 (LTC4)お よびsuper

oxide (O2-)産 生 能 に 及 ぼす 影 響 も併せ 検 討 し

た.

1. 末梢 血 リンパ 球 幼 若化 反応 に 及ぼ すOKY-

046の 効 果 の検 討

ヘ パ リン1ml加 患 者 末 梢 血10mlをHistopa-

que1077 (Sigma)に よ る比重 遠 沈 法 に て単 核 球

層 を分 離採 取 し, RPMI 1640 (GIBCO)に て1200

回転, 3分 間 遠 沈 し血小 板 を除 去 した 後2回 洗

浄 し, 10%fetal calf serum (FCS)加RPMI 1640

に て1×106/mlに 調整 した.か か る浮 遊 液 を96

 well tissue culture cluster (Coster)に100μlず

つtripricateに て分 注 し,各 濃 度 のOKY-046

を添 加 後5%CO2 incubatorに て37℃,3時 間

培 養 した.次 い で各wellに5, 25, 125倍 希 釈

Candida抗 原 液(Candida凍 乾 末,鳥 居 薬 品 を

RPMI1640に て10mg/mlに 溶解),お よ びPHA

(100μg/ml),対 照 と してRPMI1640を50μlず

つ 添 加 し37℃ の5%CO2 incubatorに て培 養 し

た.培 養 後 各wellに3H-thymidine (3H-TdR)

0.2μCiを 添加 し,7時 間培 養 後 細 胞 を回収 し液

体 シン チ レー シ ョンカ ウン ター に て3H-TdRの

取 り込 み値(dpm)を 測定 した.抗 原 あ るいは

PHA添 加 群 の各 濃 度 に お け る平均dpmの うち

の最 高 値 と非添 加 群 の 平均dpm値 の 比 に よ り

stimulation index (S. I.)を 求 め,リ ンパ球 幼

若 化 反 応 と して表 わ した.

2. IL-2, NCF, ECFお よびthromboxane B2

(TXB2)産 生 能 測 定 の ため の培 養 上 清 の作 製

法

まず ヘ パ リン加 患者 末 梢 血 よ り分 離 した単核

球 を, 1%FCS加RPMI1640に て1×106/mlに

調 整 した.こ れ を1mlず つ24wellのtissue cul

ture cluster (Coster)に 分 注 し,各 濃 度 のOKY

-046を 添 加 後5%CO2 incubatorに て37℃
,3

時 間培 養 した.さ らに各wellに 最 終 濃 度 がCan
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dida抗 原 はl50μg/ml, PHAは10μg/mlに な る よ

うに添 加 し,対 照 はRPMI 1640の み 添加 後,5

%CO2 incubatorに て37℃,48時 間培 養 し,こ

の 培養 上 清 を採取 してIL-2,NCFお よびECF

産 生能 の測 定 用検 体 とした.一 方TXB2産 生能

は, EDTA, indomethacin加 患 者末 梢 血 よ り単

核 球 を分 離 し,同 様 に して得 られ た培 養 上 清 を

検体 と した.な おNCFお よびECF産 生 能 は,

検 体 を56℃,30分 間の 熱処 理 にて 非働 化 して 測

定 した.

3. 末梢 血 単 核球 のIL-2産 生 能 に及 ぼすOKY

-046の 効 果 の検 討

末 梢 血 単核 球 のIL-2産 生 能 は,宮 川 らの 方

法14)に 準 じて 測定 した.す な わ ち,ま ずIL-2

assayに はIL-2 dependent cell line.で あ る

CTLL-2 (cytotoxic T cell line)15)を,

recombinant IL-2 (TGP-3,武 田薬 品)を 含 む

10%FCS加RPMI 1640に て継 代 培 養 して 用 い

た.次 いで上 記の検 体(培 養 上 清)を96 well tissue

 culture cluster にtripricateに て100μl/wellの

希 釈 系 列(21-28倍)を7%FCS加RPMI1640

にて作 製 し,その各wellに1×105/mlに7%FCS

加RPMI1640に て調 整 浮遊 させ たCTLL-2を

100μlず つ 添 加 後, 5%CO2 incubatorに て

37℃,24時 間培養 した.培 養 後 各wellに3H-

TdRO. 2μCiを 添加 し18時 間 培養 後,リ ンパ球 幼

若化 反 応 と同様 に 液体 シ ンチ レー シ ョン カ ウ ン

ター にて3H-TdRの 取 り込 み値(dpm)を 測 定

し, S. I.を 求 めIL-2産 生 能 と して表 わ した.

4. 末 梢 血単 核 球 のNCF産 生能 に及 ぽすOKY

-046の 効 果 の 検 討

末梢 血 単核 球 のNCF産 生 能 は宮川 ら14), Har

vathら16)の 方 法 に準 じて, Multiwell micro

 chemotaxis chambar (Neuroprobe)を 用 い

Modified Boyden's methodに て測 定 した.す

なわ ち,デ キ ス トラ ンを用 いた 比重 遠 沈 法 に て

得 られ た好 中球 比 率95%以 上 の 同一 健 常 人好 中

球 をHanks' balanced salt solution (HBSS,

 GIBCO)に て2×106/mlに 調 整 し,か か る浮遊

液 を上 室 に200μl,下 室 に は検 体(培 養 上 清)を

25μlずつ 注 入 した.上 室 と下 室 の 間 は ヌ ク レオ

ポ ア フ ィル ター(pore size 5μm)で 仕 切 り, 5

%CO2 incubator に て37℃, 30分 間静 置 後,フ

ィル ター を取 り出 しGiemsa染 色 を行 い,光 学

顕微 鏡400倍 にて下 室 側 に遊 走 した好 中球 の10視

野 の合 計 をNCF産 生 能 と して 表 わ した.

5. 末 梢 血 単核 球 のECF産 生 能 に及 ぼすOKY

-046の 効 果 の検 討

末梢 血 単核 球 のECF産 生 能 は河 田らの方 法17)

に 準 じて,NCF産 生 能 と 同 様 にModified

 Boyden's methodに て 測 定 した.す な わ ち,ま

ず 同一健 常 人末 梢 血 よ りフロー サ イ トメ トリー18)

を用 い て好 酸球 を分 離 し,90%以 上 の 高純 度 で

得 られ た好 酸 球 をHBSSに て2×105/mlに 調 整

し,か か る浮遊 液100μlを 上 室 に,検 体(培 養

上 清)50μlを 下 室 に入 れ5%CO2 incubatorに

て37℃,30分 間静 置 後,フ ィ ル ター を取 り出 し

eosin染 色(エ オ ジ ノス テ イ ン,烏 居薬 品)を 行

い,400倍 に て下 室 側 に 遊 走 した好 酸 球数 の10視

野 の合 計 をECF産 生 能 と した.

6. 末 梢 血 単核 球 か らのTXB2産 生 能 に 及ほす

OKY-046の 効 果 の検 討

TXB2は-80℃ で保 存 して い た検 体(培 養 上

清)をNew England Nuclear (NEN)社 製 〔125I〕

-RIA Kitを 用 い て型 の ご と く測定 し た
.

7. 末 梢 血 好 中球 か らのLTC4お よびTXB2産

生能 に及 ぼ すOKY-046の 効 果 の検 討

LTC4産 生 能 の測 定 は,高 橋 らの方 法19)に 準

じて行 な っ た.す な わ ち,ヘ パ リン1ml加 患 者

末 梢 血12mlに デ キ ス トラ ン2mlを 加 え 室 温 に

30～60分 間静 置 後,得 られ たbuffy coatを

 Histopaque 1077に よる比 重遠 沈 法 にて好 中球 分

画 を採 取 した.蒸 留 水1mlを 加 えて 溶 血処 理 後,

1mlの1.8%NaClに よ り等 張 に戻 し再 度 遠 沈 後

Tris buffer(ヒ トアル ブ ミン, Ca2+, Mg2+添

加, pH 7.38)に よ り好 中球 比 率95%以 上 の好 中

球 浮 遊 液(7×106PMNs/ml)を 作 製 した.か か

る浮遊 液1mlに 各 濃 度 のOKY-046を 添 加 し1

時 間前 処 置 後, 5μg/mlのcalcium ionophore

 A23187 (CaI)あ るい はCandida抗 原 を最 終 濃

度l50μg/mlに な るよ うに 添加 し37℃,15分 間 反

応 させ た後, 4倍 量 の 純 エ タ ノー ル を加 え て 反

応 を 停 止 し た.そ の 上 清 をSEP-PAKC18

 (Waters社 製)で 処 理 後, Concentrator TC-

8(太 陽科 学 工 業 社 製)に て蒸 発 乾 固 させ50%ア

セ トニ トリル500μlで 再 溶解 した.こ の150μlを
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TSK-GELODS-120T(東 ソ ー 社 製)カ ラ ム を 用

い た 高 速 クロ マ トグ ラフ ィー(High performance

 liquid chromatography, HPLC, Water社 製)

に 注 入 し定 量 し た.LTC4産 生 能 はng/7×106

PMNsに 換 算 し て 表 わ した.ま た, TXB2は 同

様 に して 作 製 し た 上 清 を 〔125I〕-RIA Kit (NEN)

に て 測 定 した.

8. 末 梢 血 好 中 球 か らのsuperoxide (O2-)産

生 能 に 及 ぼ すOKY-046の 効 果 の 検 討

O2-産 生 能 の 測 定 は,高 橋 ら の 方 法19)に 準 じ

て 以 下 の ご と く行 な っ た.す な わ ち,患 者 末 梢

血 よ り分 離 した 好 中 球 のKrebs ringer phos

phate buffer (KRP, pH 7.4)浮 遊 液(1×106

PMNs/ml)20μlを65μMの 酸 化 型cytochrome

 Cを 含 むKRPに 加 え,こ れ に 各 濃 度 のOKY-046

を 添 加 し15分 間preincubate後, concanavalin

 A(10mg/ml)20μlとcytochalasin E(2mg/ml)

20μlを 添 加 し,産 生 さ れ るO2-に よ り還 元 さ

れ るcytochrome Cの 吸 光 度 の 変 化 をdouble

 beam spectrophotometer UV-210A(島 津)を

用 い てUV550nmで 測 定 し た.な おO2-産 生

能 はnmol/min/106PMNsで 表 わ し た.

9. 各種 薬 剤 のcytotoxicityに 関 す る検 討

添加 に用 いたOKY-046は,各 種bufferに て

溶解 後 ミリポア フ ィル ター(MillexHA 0.45μm)

で濾過 す る こ とに よ り作 製 した.ま た, OKY-046

添 加 に よ る単核 球,好 中球 お よびCTLL-2の

viabi1ityを, trypan blue dye exclusion test

お よ び 培 養 上 清 中 のlactate dehydrogenase

 (LDH)値 に よ り測定 した結 果,対 照 に比 し有

意 差 が なか っ た こ とか ら,OKY-046に は直 接 的

なcytotoxicityが な い こ とを あ らか じめ確 認 し

た.

10. 薬理 効 果 の 評価 と推 計 学 的検 定

添 加 薬 剤 の 効 果 の 評 価 は 〔(薬剤 非 添 加 時 の

値-薬 剤 添 加 時 の 値)÷ 薬 剤 非 添 加 時 の 値 〕×

100=抑 制率(%)で 表 わ した.ま た そ の推 計学

的 有 意 差検 定 はstudent's testを 用 い, Pvalue

はp<0.05を 有 意 した.

Fig. 1 Effect of OKY-046 on TXB2 production from peripheral blood mononuclear cells stimulated by 
PHA and Candida antigen in intractable asthmatics. (n=12)

結 果

1. TXB2産 生 能 に及 ぼ すOKY-046の 効 果

1) 末梢 血単 核球 か らの産 生:患 者 末 梢 血単

核 球 か らのPHAお よびCandida抗 原 刺 激 に
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よ るTXB2産 生 能 お よびOKY-046添 加 に よ る

抑 制効 果 を検 討 した.そ の 結果, Fig. 1の ご と

くまず 非刺 激群 に 比 してPHAお よびCandida

抗 原 の いず れの刺 激で もTXB2産 生 能 は 同程 度

の有 意 な増 加 を示 した(P<0.01, P<0.01).か

か るTXB2産 生 能 はOKY-046の1μM添 加 に

よ り有 意 に抑 制 され(P<0.01, P<0.01),ま た

非 刺 激群 で も濃 度依 存性 に有 意 な抑 制 効 果 が 認

め られ た.

Fig. 2 Effect of OKY-046 0n TXB2 production from peripheral blood neutrophils stimulated by calcium

 ionophore in intractable asthmatics. (n=12)

Fig. 3 Effect of OKY-046 0n lymphocyte blastogenesis from peripheral blood mononuclear cells

 stimulated by PHA and Candida antigen in intractable asthmatics. (n=12)

PHA Candida

* p<0.05, ** p<0.01. Significantly different from control.

2) 末梢血好中球からの産生:患 者末梢血好

中球分画からのCaI刺 激によるTXB2産 生能

およびOKY-046添 加による抑制効果を検討 し
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た.そ の結 果, Fig. 2の ご と くCaI刺 激 に よ り

TXB2産 生 能 は 有 意 に増 加 した が(P<0.01),

 OKY-046の1μM, 10μM添 加 に よ り濃度 依 存

性 に有 意 な抑 制効 果 が 認 め られ た(P<0.01).

ま たOKY-046はCaI非 刺 激群 で も濃 度依 存 性

にTXB2産 生能 を抑 制 した.

Fig. 4 Effect of OKY-046 on IL-2 production from peripheral blood mononuclear cells stimulated by

 PHA and Candida antigen in intractable asthmatics. (n=12)

PHA Candida

* p<0.05, ** p<0.01. Significantly different from control.

Fig. 5 Effect of OKY-046 on NCF-and ECF production from peripheral blood mononuclear cells

 stimulated by Candida antigen in intractable asthmatics. (n=8)

NCF ECF

2. 末梢 血 単核 球 に及 ぼ すOKY-046の 効 果

1) リンパ球 幼 若 化 反 応お よびIL-2産 生 能:

非 特 異 的刺 激 で あ るPHAと 特 異 抗 原刺 激 で あ

るCandidaに よ る患者 末 梢 血 リンパ球 の幼 若 化

反応 お よびIL-2産 生能 に及 ぼすOKY-046の 抑

制 効 果 を検 討 した.そ の結 果,ま ずFig. 3に 示

すPHA刺 激 に よ る リン パ球 幼 若 化 反 応 の抑 制

率 はOKY-046の1μM, 10μM, 100μM添 加 で

は濃 度 依 存性 に有 意 な抑 制 効 果 が認 め られ(P<

0.05, P<0.01, P<0.01),ま たCandida抗 原
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Fig. 6 Effect of OKY-046 on LTC4 production from peripheral blood neutrophils stimulated by calcium

 ionophore and Candida antigen in intractable asthmatics. (n=10)

Ca-ionophore Candida

* p<0.05, Significantly different from control.

Fig. 7 Effect of OKY-046 on superoxide (O2-)

 production from peripheral blood
 neutrophils stimulated by concanavalin

 A and cytochalasin E in intractable

 asthmatics. (n=10)

* p<0.05, ** p<0.01, Significantly different from control.

刺激 に よ る リンパ 球 幼若 化 反 応 もPHAと 同様

に 濃度 依 存 性 に有 意 な抑制 を示 した(P<0.05,

 P<0.01, P<0.01).一 方Fig. 4のPHAに

よ るIL-2産 生 能 の 抑制 率 は10μM以 上 で 濃 度

依 存 性 に 有 意 な 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た(P<

0.05).ま たCandida抗 原 刺 激 の際 の 抑制 率 も,

10μM以 上 で濃 度依 存性 に有 意 な抑 制 効 果 が 認

め られ た(P<0.05).

2) NCFお よびECF産 生 能: Candida抗

原刺 激 に よ る患者 末 梢 血 単核 球 のNCFお よ び

ECF産 生 能 に及 ぼ すOKY-046の 抑制 効 果 を検

討 した.そ の結 果, Fig. 5の ご と くNCFお よ

びECF産 生 能 はOKY-046添 加 に よ り濃度 依 存

性 に抑 制 され る傾 向 が 認 め られ た.

3. 末 梢 血好 中球 に 及 ぼ すOKY-046の 効 果

1) LTC4産 生 能:患 者末 梢 血 好 中球 分 画 に

OKY-046溶 液 を1μM, 10μMお よび100μM添

加 した際 のLTC4産 生能 の抑 制率 を検 討 した と

ころ, Fig. 6の ご と くCaIお よびCandida抗

原 の いず れ の刺 激 に よ るLTC4産 生 能 もOKY

-046に よ り濃 度依 存 性 に有 意 に抑制 され た(P<

0.05, P<0.05).

2) O2-産 生 能:患 者 末 梢 血 好 中 球 分 画 に

OKY-046溶 液 を0.1μM, 1μM, 10μMお よび

100μM添 加 した 際 のO2-産 生 の抑 制 率 は, Fig. 

7の ご と く濃 度依 存性 に有 意 な抑 制 効 果 が 認 め

られ た(P<0.05, P<0.01, P<0.01, P<0.01).

考 察

近年,抗 アレルギー薬開発の進歩は目ざまし
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くその 薬理 作用 は 多岐 に わ た り,病 態 に応 じた

治療 薬 の選 択 が可 能 となっ てい る20).しか しこれ

らは,IgE系 の 反応 が 主体 を成 す 軽症 の ア トピ

ー 型喘 息 症例 に は有 効性 を認 め
,ま た通 年 性 の

非 ア トピー 型 喘 息 で もあ る程 度 の効 果が 認 め ら

れ て い るが,い ずれ も重症 例 には 有効 率 が低 く

多 くを期待 で きな い.特 に成 人 の 難 治性 喘 息 発

作 の機 序 はCandida感 作 に よ るⅢ 型 お よび Ⅳ型

反応 す なわ ち細 胞 反 応 型 ア レ ル ギー2)で あ り,

そ の よ う な症 例 の 多 くは種 々 の 治療 に抵 抗性 を

示 し,そ の 治療 薬 もステ ロイ ド剤 に勝 る薬 剤 は

い ま だ見 い だ し難 いの が現 状 であ ろ う.

一 方
,近 年 開発 され た各 種 抗 ア レル ギー 剤 の

中 で選 択 的TXA2合 成 酵 素 阻 害剤 であ る塩 酸 オ

ザ グ レ ル(OKY-046)は,LARに 対 す る抑制

効 果12)や 成 人の 重症 喘息 に対 す る長 期 投 与 での

有 用 性,さ らに は ステ ロ イ ドの 減量 効 果 の あ る

こ とが 報告 され て い る13).そ こ で今 回著 者 は,成

人難 治 性 喘 息病 態 へ のPGsお よ びTXA2の 関

与 を明 か に す る 目的 で,細 胞 反 応 型 ア レル ギー

の うち特 にIV型 反 応 を担 当す る リンパ球 に対 す

るOKY-046の 抑制 効 果お よび好 中球 の各種 反応

性 に及 ぼ すOKY-046の 抑制 効 果 を検 討 した.そ

の 結 果,OKY-046は 難治 性 喘 息 患者 末梢 血 リン

パ 球 のPHAお よ びCandida抗 原 に よ る幼 若

化 反 応並 び にIL-2産 生 能 を濃度 依 存性 に有 意

に 抑制 し,さ らにCandida抗 原 に よるNCFお

よびECF産 生 能 も抑 制す る傾 向が 認め られた.

また 患者 末 梢 血好 中球 か らのLTC4お よびO2-

産 生能 も濃 度依 存性 に有 意 に抑 制 した.

ヒ トにお いて,抗 原吸 入 後 にみ られ るLARの

際 に血 中TXB2がpeakを 示 し,OKY-046が

そ れ を抑 制 す るこ とに よ り,TXA2はLARの

誘 導 及 び発 現 に重 要 な役割 を担 って い る こ とが

想 定 され て い る12).さ らに著 者 らは, Cadida抗

原 吸 入 に よ りLARが 誘発 され る症 例 で は,そ

の リンパ球 由来 のCandida抗 原 特 異 的IL-2,

 NCFお よびECF産 生 能 の 著 明 な充 進 を,ま た

house dustに よるLAR症 例 ではmite抗 原 特

異 的IL-2お よびECF産 生 能 の 有 意 な充 進 を

認め,細 胞 反 応 型 ア レルギーのー 環 としてのLAR

発 現 にTリ ンパ球 由 来 の諸 因 子 が 関与 し,か か

るLARは 喘 息 の 重症 難治 化 の 機序 に深 く係 わ

って いる可 能性 を報 告 して い る21).また難 治 性 喘

息 症 例 の 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液(bronchoalveolar

 lavag efluid, BALF)中 の リンパ 球 はCandida

に強 く感作 され22),さ らに末梢 血 で も同様 の所 見

が得 られ てお り23),従って喘 息 の難 治化 病 態 には

TXA2を 介 す る リンパ 球 機 能 の調 節 機 序 が深 く

関 与 す る可 能 性 が 想定 され る.

か か る観 点 か ら,今 回 リンパ球 に対 す る選 択

的TXA2合 成 酵素 阻害 剤 を検 討 した とこ ろ,

Candidaに 感 作 され た難 治 性 喘 息 患者 末 梢 血 リ

ンパ球 のCandida抗 原 に よ る幼 若 化 反 応並 びに

IL-2産 生 能 の充 進 を,OKY-046が 濃度 依 存 性 に

有意 に抑 制 した.さ らにOKY-046は,患 者末 梢

血 リンパ 球 のCandida抗 原刺 激 に よ るNCFお

よびECF産 生 能 の充 進 を抑 制 す る傾 向 が認 め

られ た.以 上 よ りOKY-046は,ス テ ロ イ ドの ご

と き強力 な免疫 抑 制 作 用 では な く,む しろ抗 原

特 異的 なサ イ トカ イ ン産 生 を中心 とす る細 胞 反

応 に対 す る抑制 効 果 を介 してLARと か成 人の

難治 性 喘 息 に有 効 性 を示 す もの と考 え られ た.

一 方
,TXA2合 成 酵 素 を10-8Mと い う低 濃 度

で抑 制 し, cyclooxygenaseやPGI2合 成 酵 素

に対 して は10-4Mで も抑 制 しな い特 異性 の 高い

阻害 剤 であ るOKY-046に よ りTXA2の 合 成 が

阻害 され る と, prostaglandin I2 (PGI2)24)25)や

prostaglandin E2 (PGE2)26)の 産 生 が相 対 的 に

促 進 され る とい う報 告 が あ る.か か る影響 に関

してLeungら は ヒ トspleen cellにTXA2合 成

酵素 阻 害 剤 で あ るimidazole, PGI2合 成酵 素 阻

害剤 のtranylcypromineお よびPGE2を 添 加

して幼 若 化 反 応 を検 討 し,imidazoleに よ る抑

制 作 用 にtranylcypromineは 影 響 せ ず,PGE2

も相 加 的 抑 制効 果 しか 認 め な か っ た と報告 して

お り26),従 って今 回の 検討 に お い てか か るPGI2

の関 与 は 少 ない もの と思 われ るが,PGE2の 影

響 につ い てはthromboxane A2 receptor anta

gonist,あ る い はanalogueな ど を用 い て さ らに

詳細 な検 討 が 必要 で あ る.

気 道 平 滑 筋や 血管 系 の み な らず リンパ 球 な ど

の 白血 球 機 能 に も強 い影 響 を及 ぼ す と考 え られ

るTXA2は,ア ラ キ ドン酸 のcyclooxygenase

系代 謝 産 物 の 一 つ で あ り,強 力 な 気 管支 収 縮 作

用 を有 し,そ の 生物 活性 半 減 期 は 約30秒 と非 常
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に不安 定 で 自然 に加水 分 解 されTXB2に 変 換 さ

れ る27).Wintherら はTXA2合 成 酵 素 阻害 剤

に よ り細 胞 内のcAMPが 増加 す る こ と を報 告

してお り28),TXA2はCa2+の 転 送,細 胞 内

cAMPの 低 下 に関 与 して い る可 能性 が あ るが,

TXの 薬理 作 用 な らび に機 序 に は未 だ不 明解 な

点が 多い.小 林 らは イ ヌ にお い て オ ゾ ンに よ る

気 道 炎 症 時 にTXA2合 成 酵 素 阻害 剤 の 前 処 置

に よ り気 道 反 応 性 亢 進 が 減 弱 す る こ とか ら,

TXA2が 気 道 反 応性 の 亢 進 に も重 要 な役 割 を担

っ て い るこ とを示 唆 して い る29).さらに成 人 の喘

息 患者 の ア セチ ル コ リンやLTD4に 対す る気 道

反応 性 亢進 に も同 じ くTXA2が 関 与 して いる可

能 性 が 報告 され て い る10)11).ま たHoltzmanら

は オ ゾ ン吸入 後 の イ ヌの 気 管 の生 検 を行 い,気

道上 皮 内 に遊 走 して きた好 中球 数 と気道 反応 性

に相 関 が あ る こ と30),ヒ トで もSeltzerら は オ

ゾ ン吸 入後 に気 道 反応 性 亢 進 とBALFの 好 中球

増加 を認 め てい る31).また相 沢 らは気 道 に炎 症 が

発 症 す るこ とに よ り浸 潤 した好 中球 よ り遊 離 さ

れ たTXA2の 働 きに よって気 道過 敏 性 が成 立 す

ると報 告 してお り6),気道炎 症 部位 でのTXA2の

主 た る産 生 細 胞 で あ る好 中球 の動 態 は重 要 と考

え られ る.

また,か かる観点から木村 らは,重 症難治性

喘息および抗原吸入によるLAR後 のBALFに

おいて好中球が高率に出現することを報告 して

おり32)33),この機作にCandida抗 原に感作され

たリンパ球由来のNCF産 生充進による好中球

の局所集積を想定 してお り,さ らに重症難治性

喘息では末梢血好中球のLTC4お よびO2-産

生能の有意な亢進を認めている3)4)19).従って喘

息の難治化病態には,感作 リンパ球由来のNCF

により気道局所に集積する好中球から産生され

るTXA2が 関与する可能性が想定される.さ ら

に今回の難治性喘息における好 中球に及ぼす

OKY-046の 直接作用の検討では,LTC4お よび

O2-産 生能が濃度依存性に有意に抑制されてお

り,本 剤の多面的な薬効が判明した.

なお,LTとTXA2の 相互作用については,

モルモットにLTC4, LTD4を 静注した際の気

道内圧亢進がTXA2合 成酵素阻害剤で抑制され

たという報告や34),臨床的にも成人気管支喘息患

者 のLTD4に 対 す る気 道 反 応 亢 進 をOKY-046

が有 意 に 改善 した とい う報 告 が あ り11),LTの 作

用 の一 部 がTXA2を 介 して い る可能 性 が示 唆 さ

れて い る.ま たOKY-046はO2-産 生 能 に 対 し

て,よ り強 い抑 制効 果 が 認 め ちれ たが,か か る

抑 制効 果 が細 胞 内Ca2+の 低 下や プ ロ テ イ ンキ

ナ ー ゼCの 不活 化 を介 したO2-生 成 酵 素 で あ

るNADPHオ キ シ ダー ゼ の抑 制 に よ る可 能 性,

あ るい はO2-産 生 抑制 作 用 を有 す るPGE235)お

よびPGI236)の 産 生 亢 進0によ る可 能性 な どが 考 え

られ,今 後 更 に 詳細 な検 討 が 必要 と思 わ れ る.

以上,今 回著 者 は成 人 の 難 治性 喘 息 患 者 を対

象 に リンパ 球 に対 す る作 用 と して幼 若化 反 応並

び にIL-2, NCFお よびECF産 生 能 を,好 中

球 に対 す る作 用 と してLTC4お よ びO2-産 生

能 を指標 と してOKY-046の 作 用 機 序 を検 討 した

結 果,本 剤 に はIV型 反 応 お よび 好 中 球 か ら の

mediator releaseに 対 す る抑制 効 果 が 認め られ,

本 剤 は難 治 性 喘 息 の病 態 に 基づ い た治療 薬 と し

て 有用 で あ る可能 性 が 示 唆 され た.

結 論

成 人難 治 性 喘 息患 者 を対象 に細 胞 反 応 型 ア レ

ル ギー に対 す るTXA2の 関与 を明か にす る 目的

で,選 択 的Thromboxane A2合 成 酵素 阻害 剤

塩 酸 オザ グ レル(OKY-046)を 用 い,末 梢 血 リ

ンパ球 お よび好 中球 の 各種 反応 性 に 対 す る効 果

に つ い て検 討 し,以 下 の 結果 を得 た.

1. 患 者 末 梢 血 単 核 球 か ら のPHAお よ び

Candida抗 原刺 激 に よるTXB2産 生 能 は有 意 に

増加 し(P<0.01, P<0.01), OKY-046は こ れ

を有意 に抑 制 した(P<0.01, P<0.01).

2. 患 者 末 梢 血 中球 か らのCaI刺 激 に よ る

TXB2産 生 能 は 有意 に増 加 し(P<0.01), OKY

-046は これ を有 意 に抑 制 した(P<0
.01).

3. 患 者 末 梢 血 単 核 球 のPHAお よ びCan

dida抗 原 に よ る リンパ 球 幼 若 化 反 応(P<0.01,

 P<0.01)並 びにIL-2産 生 能(P<0.05, P<

0.01)はOKY-046に よ り濃度 依 存 性 に有 意 に 抑

制 され た.

4. 患者 末梢 血単 核 球 のCandida抗 原に よる

NCFお よびECF産 生 能 はOKY-046に よ り抑

制 され る傾 向が 認 め られ た.
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5. 患 者 末 梢 血 好 中球 か ら のLTC4お よ び

O2-産 生 能 はOKY-046に よ り濃 度 依 存 性 に有

意 に抑 制 され た(P<0.05, P<0.01).

以上 よ り気 管支 喘 息の 難 治化 の病 態 にTXA2

の 関与 が認 め られ,OKY-046は 難 治 性 喘 息 治療

薬 と しての 有 用性 が示 唆 され た.

稿 を終 えるに あた り,御 指導御校 閲を賜 わ りました

恩 師木村郁郎教授 に深甚 の謝意 を表 わ します と共 に

直接御 指導御助言 を頂 きました高橋　 清講師 に深謝

致 します.

(本論 文の要 旨は第3回 日本ア レル ギー学会春 季臨

床集会 にて発表 した.)
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Studies on the mechanism and treatment of intractable asthma

Part 1. Effects of a specific thromboxane A2

 synthetase inhibitor on lymphocyte

 and neutrophil functions in

 intractable asthmatics

Arihiko KANEHIRO

Second Department of Internal Medicine,

 Okayama University Medical School,

 Okayama 700, Japan

(Director: Prof. I. Kimura)

To clarify whether thromboxane A2 (TXA2) is involved in type III and IV allergy, so-called 
"cell -mediated allergy", the effects of a specific TXA2 synthetase inhibitor, sodium ozagrel 

(OKY-046) on peripheral blood mononuclear cells and neutrophils in adult intractable asth

matics were studied.

Lymphocyte blastogenesis and interleukin-2 (IL-2) production from peripheral blood 

mononuclear cells stimulated by PHA and Candida antigen in intractable asthmatics was 

significantly suppressed dose-dependently by OKY-046. The neutrophil chemotactic factor 

(NCF) and eosinophil chemotactic factor (ECF) from peripheral blood mononuclear cells 

stimulated by Candida antigen in intractable asthmatics tended to be suppressed by OKY-046. 

Furthermore, leukotriene C4 (LTC4) and superoxide (O2-) production from peripheral blood 

neutrophils in intractable asthmatics was significantly suppressed dose-dependently by OKY

-046.

These findings suggest that TXA2 plays an important role in the developement of intrac

table asthma and OKY-046, which has a suppressive effect on type IV allergy caused by 

lymphocyte activation and on mediator release from neutrophils, might be a useful drug in the 

treatment of intractable asthmatics.


