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緒 言

リウマチその他の疾患に用いられる抗炎症薬の需

要の増加とそのような性質をもつた新らしい薬物を

もとめる研究の拡大につれて薬物の抗炎症作用の実

験的評価の方法については大きな関心がもたれてい

る.

炎症は固定された一つの病態現象ではな くて,連

続する組織反応の経過よりなりたつものであって,

個 々の薬物はその経過のどの相をも同じように抑制

しうるものではない.炎 症をおこす刺激や傷害の種

類や強度によつてその程度は一様ではないが,基 本

的な経過は,細 血管の拡張と血漿蛋白にたいする血

管透過性の亢進,細 静脈および毛細血管からの白血

球の遊走およびそれにつづ く傷害組織の細胞浸潤と

結合織の増殖がその順序にしたがっておきる.普 通

抗炎症薬の効力検定法の対象となっているものは,

このうち血管透過性の増加と結合織の増殖反応であ

る.前 者の反応は通常起炎刺激の加えられた局所の

浮腫性腫脹または蛋白と結合 した循 環色素 の漏出

(Menkin, 1929; Miles & Miles, 1952)を 指標とし

ており,後 者はいわゆるGranuloma pouch (Selye,

 1953)お よびCotton wool pellets (Meier et al.

 1950)に よる肉芽増殖を指標としている.

細血管透過性の亢進はすべての種類の炎症に共通

する初期相および遅延相の反応形態であって,後 期

の諸反応にも因果的なつながりをもつために抗炎症

薬の作用としては頗る重要であり,こ れを対象とす

る試験法は種々考案されている.そ れらの うち,現

在もっとも広 くおこなわれているのはラットの後足

の浮腫測定法である.こ の方法は起炎物質を足蹠,

足背または足首の皮下に注射 し,生 じた足の腫脹を

容積または足の厚み,あ るいは重量の増加によって

表現するものであって,簡 易である.し かし,い ず

れの場合も1実 験条件につき1匹 の動物から1つ の

測定値しかえられず,個 体的な値の動揺をさけるた

めにはかなり多数の動物を使用 しなければならない

点に欠点がある.ま た足におこした浮腫が,他 の部

位におこした浮腫と同じように薬物に反応するかど

うかについて もまだ実証がない.

Ungar, Kobrin & Sezesny (1959)の 方 法(私 は

これを以下Punch法 とよぶことにする)は 原理的

には類似 しているが,足 でなくて背部の皮膚に限局

性の炎症浮腫をおこさせることと, 1匹 の動物から

同時に4つ の測定値がえられる点に特徴があり,本

法を追試してみた結果,足 浮腫法にくらべて個体差

の動揺 をかなり避けることができ,し たがって,使

用動物数が少 くてすむため,実 験能率がよい利点の

あることが知られた.し か し,こ の実験には若干原

著者の記載していない条件および操作上の注意すべ

き点のあることが経験された.私 は本法を実施再検

討 した結果をここに報告 し,ま た本法を用いた若干

の応用例についてものべておく.

この研究の1部 はすでに別に報告 した(山 崎,正

田, 1964;山 崎,才 川,正 田, 1964).

実験材料および方法

動物　 Wistar系 の雄 ラット体重150±10gの も

のと,モ ルモ ット雄体重230±10gを 用い,前 者は

固形飼料Oriental MF,後 者は同GC-5と 水で22-

25℃ の室温にて飼育中のものであ る.実 験のため

の絶食はおこなわず,麻 酔剤の使用はさけた.

起 炎 物 質　 抗 血 清 は ラ ッ トま た は モ ル モ ッ トの 血

清 を 隔 日に1mlづ つ9回 静 注 した ウサ ギ か ら最 終

注 射10日 な い し2週 間後 に採 血 分 離 した 血 清 を 凍 結

乾 燥 した もの を用 い た. -15℃ の 保 存 で2カ 月以

上 力 価 に変 化 は な い.

起 炎 物 質 と し て はDextran(平 均 分 子 量54,400,

名 糖 の 好 意 に よ る), Serotonin creatinine sulfate

 (Sigma), Histamine dihydrochloride(和 光), Brady

kinin(阪 大 蛋 白研), Carrageenin (Ｇenu carrageenan,

 Copenhagen Pectin Factory)を 用 い た.

そ の 他 の 使 用 薬 物　 Phenylbutazoneお よ びOxy-

phenbutazoneは1N NaOHを 加 え て,溶 解 した の ち
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HCL溶 液 でpH 7.8に 中和し,同 じpHに 修正 した

0.9%食 塩 水で稀釈して投与全量を1mlと し,筋 注

の場合は左右大腿筋に分注した.他 の薬物は難溶性

のものは1%ア ラビヤゴム懸濁液とし,筋 注の場合

は0.9%食 塩 水,経 口投与の場合は蒸留水に懸濁ま

たは溶解 した.

Punch法 による炎症強度の 測定法　試験動物は

腹位に固定 して背を ひろく電気hair clipper(0.1

mm刃)で 短かく剪毛 し,脊 椎をはさんで1側 に縦

に4ヵ 所0.9%食 塩 水の0.05ml,対 側にそれに対応

するように4ヵ 所に起炎物質の一定量を含む同じ液

量の食塩水を27-gauge注 射針で皮内注射する.後

述のように起炎物質の種類によってきめた一定の時

間後に動物を後頭部打撲 と頸動脈切断によって殺 し,

腹位固定後,先 のまるい鋏で皮下組織をはな しなが

ら皮膚を注意深く剥ぎとり,皮 下脂肪および不均等

に皮膚に附着 した皮下組織を小鋏でのぞ く.

剥 ぎとった皮膚は毛の側を下に朴の木板上にひろ

げて ピンで止め,鋼 鉄製の皮革用のPunch(直 径12

mm,面 積112mm2)で もって皮膚のうら側から腫脹

の中心をまん中にして打抜 く.食 塩水注射部位の腫

脹中心部位は皮膚をうら返 した場合には見えに くい

ので,皮 内注射の場合針の先端がとどく皮膚部位に

黒マジックインキで目印をつけてお くがよい.打 抜

いた皮膚片は直ちにTorsion balanceでmg単 位の

秤量をする.

起 炎物質による炎症浮腫の強度は Ｉc=(Wi-Ws)

100/Wsで あ らわされる. Wiは 起 炎物質を注射 し

た皮膚部位の重量, Wsは 対応側 の食塩水のみを注

射した部位の皮膚重量である. 1つ の実験値(1つ

のプロッ ト)に 通常3頭 からえられる各12のIcの

平均値を用いた. Icの 平均値は起炎物質のlog用 量

に関して直線的関係を示す(第2図).

第1表　 Punch法 による抗炎症効果計算式

Ic=(Wi-Ws)100/Ws

Ic: Intensity of inflammation in the control 

animal, (% weight increase of the in

flamed site of skin)

Wi: Weight of the inflamed site,

Ws: Weight of the saline-injected site.

E=(Ic-It)100/Ic

E: % inhibition of inflammation,

It: Intensity of inflammation in the animal 

treated with the drug under test.

薬物の抗炎症効果をみるには一定時間まえに薬物

を投与した動物について同じ起炎物質による炎症強

度Itを 測定すればよい.こ の値 は薬物 の1用 量に

ついて通常2頭 からえられる8つ の値の平均値で示

された.抗 炎症効果,す なわち薬物の投 与が起炎物

質によっておきる皮膚重量の増加を減少させる度合

の百分率(% reduction of weight increase)はE=

(Ic-It)100/Icで 表わされる(第1表).こ の値は

薬物のlog用 量に関 してやはり直 線 的関係を示す

(第4図,第6図).

実施上注意すべき点

1) 体重および性別:ラ ットについて は体重

150g附 近が もっともよい.こ の附近の体重のもの

は,第2表 に示 したように,起 炎物質による皮膚重

量の増加が体重95g以 下の ものおよび230g以 上 の

ものよりやや大きい.皮 膚 の厚 さ(単 位面積の重

量)は 体重に比例するが,浮 腫による重量増加率の

大小はそれと必ずしも平行 しないこともこの表から

わかる.し かし,皮 膚の厚さが,浮 腫の強度(皮 膚

重量増加率)に 全 く関係がないわけではないので,

頭 側に近い方が尾側に近い方より厚さがやや大きい

点を考慮し, 1つ の測定値には頭側から尾側にかけ

て4 sitesが 均等に含まれるように した方がよい.

第2表 に示したように,雌 雄差による皮膚重量増加

率の差は認められないが,ラ ットの雌は薬物の代謝

や抵抗力の点で雄と相達するところが大きく,ま た

妊娠中の ものに遭遇することがあるので,雄 に統一

した方が安全である.モ ルモットについても体重,

性 別の統一が望 ましい.私 はモルモットは230±

10g範 囲の雄のみを用いることに した.

2) 注射液のpH: 0.9%食 塩 水単独 による腫脹

は本法ではpH 7.2附 近がもっとも低いことをみと

めたので,起 炎物質を含む食塩水 もすべてこのpH

に調整した.

3) Puuch口 径:大 きすぎて も小さすぎても皮膚

重量増加率が少 くなる.直 径12mm(面 積112mm2)

附近がよい.

4) 手技上の注意:起 炎物質の皮内注射には常に

鋭利な注射針を用い,真 皮層のまん中の深さに正確

に5mmだ け針をいれ,液 の注入により同じ大きさ

のふくらみを生ずるようにする.皮 膚の剥離は1方

向のみの力が強 く加わらないよう均等におこなわれ

ること.皮 膚の板上へのピン止めは皮膚の伸展度が

不均等にならぬように注意すること.こ れらの諸点

は成績の再現性に関係する.
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第2表　 ラットにおける皮膚の炎症浮腫 と体重の関係

* Dextran 6mg ,抗 血 清5mg per site.

** 正 中 線 腎 臓 中 心 の 高 さ の背 部 皮 膚,カ ッコ 内は 測 定例 数 .

† カ ッ コ内 は 試 験siteの 数.

第1図　 起炎物質の皮内注射による皮膚重量の増加の時間的経過.

横軸:注 射後の時間;縦 軸:皮 膚重量増加(%).

各点は3頭 の動物よりえた12テ ストの平均値. Histamine(モ ル モッ ト)

以外はすべてラッ トを使用.
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実 験 成 績

1. 諸種 起 炎 物 質 に よ る炎 症 浮 腫 の 時間

的経 過 とDose-response curves

諸 種 起 炎 物 質 の 各 一 定 量 を ラ ッ ト(His

tamineの み モ ル モ ッ ト)の 皮 内 に注 射 して,

種 々の 時 間 間 隔 後 に注 射 部 位 の皮 膚 重 量 増

加 率 を し らべ た成 績 が 第1図 で あ る.皮 膚

重 量 の最 大 に達 す る時 間 は, Histamineお

よ びBradykininは1時 間,抗 ラ ッ ト血 清

(以 下AS), Serotonin(以 下5-HT)お よび

Dextranは2時 間, Carrageeninは3時 間,

 Formaldehydeは8時 間 前 後 で あ る.

これ らの 各 々の 起 炎 物 質 に つ い て 炎 症 浮

腫 の 最大 に な る上 記 時 間 を 判 定 時 間 と し

(た だ しFormaldehydeの み は3時 間 を判

定 に 用 う), Dose-response curvesを もと め

た の が 第2図 で あ る.こ の成 績 か ら各 起 炎

物 質 の,実 験 に使 用す る適 当 な 用量 が選 定

で き るが,私 の この報 告 で の 実験 に 用 い た

標 準 用 量 と そ の皮 膚 重量 増 加 率 は 第3表 の

如 くで あ る.

2. Phenylbutazoneお よびOxyphen

butazoneの 抗 炎 症 作 用

a. 抗 炎 症 効 果 の 時 間 経 過

Phenylbutazoneお よ びOxyphenbutazone

の30mg/kg用 量 を 経 口ま た は筋 注 後 種 々

の時 間 間 隔 で抗 血 清 の 標 準 用 量 を 皮 内注 射

し,上 記 の 方 法 で 皮 膚 重 量 増 加 率 の 減 少 率

を測 定 した 結 果,第3図 の 如 き 結 果 を え

た.こ の 成 績 か らみ る と,経 口,筋 注 と も

Phenylbutazoneの 効 果 は 投 与 後2時 間 附

第2図　 起 炎 物 質 の 用量 と皮 膚 重 量 増 加(浮 腫強 度)と の関 係.

横 軸: 1ヵ 所 に 注 射 した 起 炎 物 質 の 用 量.

縦 軸:皮 膚 重 量 の 増 加(%).

AS,抗 ラ ッ ト ・ウサ ギ血 清(mg); H, Histamine (μg base);

 HT, Serotonin (μg base); B, Bradykinin (μg); D, Dex

tran (mg); F, Formaldehyde (mg); C, Carrageenin (mg).

第3表　 使用した起炎物質の用量とそれらの浮腫発現強度

* test siteの 数
,

** モ ル モ ッ ト
,他 は ラ ッ ト.
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近, Oxyphenbutazoneの 方は3時 間附近で最大にな

り,効 果の半減期は前者の5-8時 間であるのにた

いし,後 者では8-24時 間の中間である,ピ ークの

時期における効果の大 きさには両化合物の間に著差

はないが,後 者の方が効果に持続性が大 きいことを

判断できる.

第3図　 抗 血 清 に よ る ラ ッ ト皮膚 の ア レル ギー 炎 症 浮 腫 に た い す るOxyphenbutazone

お よびPhenylbutazone(各30mg/kg)の 抑 制 効 果 の 時 間 的 消 長.

横 軸:薬 物 投 与 と炎 症 惹 起 注 射 との 間 隔(時 間)

縦 軸:皮 膚 重 量 増 加 に た い す る百 分 率 減 少 効 果.

b. 諸種の起炎物質による炎症浮腫 にたいする効

果

Phenylbutazoneで は2時 間後, Oxyphenbutazone

では3時 間後,す なわち,そ れぞれ効果のピークに

達する時間に,種 々の起炎物質を皮内注射 して浮腫

を発生させた.両 薬物の投与用量(筋 注)と 抗炎症

効 果 との 関 係 は 第4図 に 示 して あ る.抗 血 清 炎 症 に

対 す るDose-effectの 関 係 は 第6図 の 中に 示 して あ

る.

これ らの 成 績 か らみ る と抗 血 清, Histamine, Dex

ran, Serotonin, Bradykininお よ びFormaldehyde

に よ る炎 症 の い ず れ に た い して も,両 薬 物 の 作 用 ピ

ー ク時 間 に お け る抗炎 症 効果 の 間 に は 差 異 が み とめ

られ な い. Formaldehyde炎 症 へ の 効 果 は 両 薬 物 と

も微 弱 で あ る.ラ ッ トの 後 足浮 腫 法 でDomenjozと

共 同研 究 者(Domenjoz, 1960: Wilhelmi, 1960)は

両 薬 物 がHistamine, Dextranお よ び5-HT浮 腫 に

は 効 果 が な いか,微 効 で あ る との べ て い るが,現 在

第4図　 Histamine, Dextran, Serotonin, Bradykininお よ びFormaldehydeに よ る浮 腫 に た

い す るOxyphenbutazoneお よびPhenylbutazoneの 抑 制 効果 .

Histamine浮 腫 は モ ル モ ッ ト,他 は ラ ッ ト. Phenylbutazoneの 投 与 は 起 炎注 射 の2

時 間 まえ, Oxyphenbutazone投 与 は3時 間 まえ.す べ て筋 注.
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の方法ではかなりの效果が認められる.

c. 24時 間毎の投与による効果の蓄積

両薬物30mg/kg投 与により24時 間後にもなお軽

度の効果がみとめられた(第3図)の で,毎 日1回

30ま たは60mg/kgを ラ ットに経口投与し,そ れぞ

れの回数の注射の20時 間後毎に抗 血清 の標準用量

を皮内注射 して炎症皮膚重量増加の減少度をしらべ

てみた.第5図 に示したように,両 薬物の各用量投

与とも最初の4日 間まで効果は累積的に増加 した.

しか し,そ の後の投与ではそれ以上の効果の増加は

みられず,む しろ僅かに減少の傾向がみられた.

3. 既知抗炎症薬の抗ラット血清炎症にたいする

効果

ステロイ ド剤を含む既知の抗炎症薬の本法による

効果を抗ラット血清炎症浮腫についてしらべた結果

が,第6図 にDose-effectの 直線関係で示されてい

る.各 々の薬物の効果は予めしらべたピークの時期

を判定時間に選んである.図 中に3hと 記 載してあ

るもの以外は2時 間が効果のピークである.経 口投

与(p. o.)と ことわったもの以外は筋注である.こ

第5図　 24時 間 毎 に 経 口投 与 し たOxyphenbutazone

お よびPhenylbutazoneの 効 果 の 蓄 積.

横 軸:効 果 測定 日,矢 印 は そ の 測定 の お

こ な われ る20時 間 まえ に 薬 物 の投 与せ られ

た こと を 示 す.

縦 軸:皮 膚 重 量 増 加 の 百分 率 減 少 効果.

第6図　 糖質Steroid剤 および主要非Steroid抗 炎症薬の抗血清アレルギー性炎症浮腫にた

いする抑制効果の比較.

縦軸および横軸,第4図 に同じ,薬 物投与法はNos. 17, 18経 口,他 は筋注.

(3h)は 起 炎注射の3時 間まえに薬物投与を示す.他 のものはすべで2時 間まえ薬物投与.



Punch法 による抗炎症薬の効力検定法とその応用　 785

れ らの薬 物 のDose-effect curvesが 示 す 効 果 のrank

は臨床 用量 か らみ た 効 果 の そ れ とお お よ そ一 致 して

い る.

4. 抗炎症薬の効果と起炎物質の種類との関係

被検薬物の抗炎症効果が起炎物質の相違によって

著しく差異を生ずる場合があると,抗 炎症効果の評

価がむつかしくなって くる.従 来の検定法による報

告ではそのような例が屡々のべられている.そ こで,

本法を用い既に臨床的に効果の充分認められている

7種 類の抗炎症薬(Dexamethasone, Prednisolone,

 Hydrocortisone, Phenylbutazone, Chloroquine, Amino

pyrineお よびAspirin)に つ いて,抗 血清, Hista

mine, 5-HTお よびDextran炎 症浮腫にたいする効

果をしらべた結果,第7図 の如 くで,こ れらの抗炎

症薬は上記いずれの起炎物質による炎症浮腫にも奏

効しており,か つ個々の薬物の50%抑 制用量は起炎

物質の相違によって概 して 格段 の差 を示 していな

い.

5. 抗炎症薬スクリーニングヘの応用

上述のいくつかの実験から,本 法は臨床効果をか

なり予想しうる検定法としての利用価値のあること

が示唆される.抗 炎症薬としての臨床利用の条件と

しては, (1) な るべ く経口的に用いること. (2) 効

果がなるべく持続性のあることが望ま しい. (3) 特

定のアミンの如き起炎物質との薬理学的拮抗による

ものでなくして,臨 床的に縁の近い型の炎症に奏効

すること等がある.

これらの諸点を,本 法による一次的なスクリーニ

ングについて満足 させるためには,薬 物は経口投与,

判定時間3時 間(多 くの抗炎症薬の効果のピークは

上述の成績のように2時 間または3時 間で ある),

起炎物質は抗血清を選ぶという方法でよくはないか

と思 う.

この方式によって試験された実験例を第8図 に示

した(こ の実験で試験された薬物の詳細については

別に報告 される予定).こ のようなスクリーニング

の結果有望な化合物について,効 果の時 間経過,

 Dose-effect curve,起 炎物質の種類との関係,投 与方

法との関係等が要求にしたがって試験される順序に

なる.

考 察

典型的な炎症過程の段階を第9図 に示 した.こ の

図式にみるように,炎 症の基本的な反応はあ くまで

も血管を中心として発現するもので,血 管の存在な

しに典型的な炎症はおこりえない.抗 炎症薬の検定

のうち,血 管透過性の抑制を目標とするものが極め

て重要な位置を占めている所 以で あ る. Ungarら

(1959)のPunch法 は炎症局所の血管透過性増加に

よる血漿の液成分の漏出による浮腫を測定する点に

おいて,現 在同じ目的に広く用いられているラット

足の化学的物質による炎症浮腫測定法とかわりはな

第7図　 抗 血 清, Histamine, Serotoninお よびDextranの 皮 内注 射 に よる 浮 腫 に た い す る諸

種 抗 炎 症 性 薬 物 の50%抑 制 用量.

Hydrocortisone, Chloroquineは 起 炎 注 射 の3時 間 まえ,他 は2時 間 まえに 筋 注.た

だ しAspirinの み 経 口.
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いが,足 よりも広い面積の背部皮膚を用い, 1頭 の

ラットから対照と試験値の4対 がえられる点を異に

している.そ して,私 の実験で示したように,注 射

液のpHを7.2に 統一 し, Punch口 径 を12mm,

雄 ラ ットを用い体重を150±10gに 統一する場合,

個体差による実験値のバラツキは甚だ少 く, 1測 定

値を求めるために僅か2-3頭 を使用するだけで,

起 炎物質のlog用 量 と浮腫強度(皮 膚重量の増加)

の関係がかなり精度のよいlinear regressionを 示す

ことが,諸 種の起炎物質について認められた.ま た

一定の投与条件については,薬 物の効果とそのlog

用量の関係もまた,か なり精度のよい直線的関係で

表示でき,し たがって,比 較的少量の薬物の効果を

も判定できる利点がある.

第8図　 Punch法 に よる抗炎症薬の一次的Screen

ingの 実 験例.

起 炎物質は抗ラッ ト血清.被 検薬はいず

れ も1%ア ラビヤゴムを加えた懸濁液とし,

 3時 間 まえに経口投与.

第9図　 炎 症 の 段 階

炎症反応に直接関与するものが,起 炎性刺激によ

って遊離または生成されるchemical mediatorsを 含

んでいることは一般に考えられていることであるが,

それらの内因性因子の種類や関与の程度は個々の炎

症についてさえ充分にわかっていない.し たがって,

単 に炎症性変化をおこしうる物質というだけの意味

で用いられている起炎性物質による炎症浮腫を臨床

的な炎症に代用させて考えることには困難がある.

こういった観点から,臨 床的炎症のすべてがそうで

はないに しても,か なり多 くの場合に成因のうえで

関連性の考え られるアレルギー性炎症を対象として

試験することは化学的物質によるものよりは合理的

であろう. Ungarら(1959)が 起 炎 刺激 として用

いた凍結乾燥抗血清による逆Arthus型 の炎症は,

浮腫強度を定量化しうる点においてこの目的に高い

利用価値のあることを,私 の実験でも実証すること

ができた.そ して,こ の起炎刺激による炎症浮腫に

対 して,実 地に用いられている多数の抗炎症薬の効

果をlog用 量 と効果との関係についてもとめた結果

は,そ れらの臨床用量の比率から判断される臨床的

抗炎症効果の大きさとかなりよく平行すると思われ

る成績がえられ,と くに諸種糖質Steroid剤 の効力

比較においてこのことが明瞭であった.こ の結果は,

この試験法が抗炎症薬の検定法として利用性の高い

ものであることを示 している.

抗炎症薬の実験的炎症にたいする効果が,起 炎物
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質の種 類 によ って差 異 を 生 ず る こ とは あ り う る こ と

であ る. Histamine, Serotoninお よ びBradykinin

によ る炎症浮 腫 は,そ れ らの 作用 に特 異 的 に拮 抗 す

る薬物 に よ って 抑制 さ れ る 筈 だ し,ま た そ れ らの

mediatorsの 生 成 を き た す 起 炎 刺 激 に よ る 炎症 浮 腫

は,そ の生 成 過程 を 阻止 す る薬 物 に よ って 抑制 を う

け るで あ ろ う.炎 症 浮 腫 の 抑 制 が そ の よ うな 作 用 の

みに よ る場 合は,抗 炎症 薬 と して の一 般 性 に 乏 しい

とみな け れば な らな い.し か し,そ の よ うな 作 用 で

あ って も広 い 範 囲 の起 炎性mediatorsに わ た る場 合

には意 味 を もって く る.何 故 な ら,炎 症 反 応 に は 複

数のmediatorsや そ れ らの 遊 離 が 関 与 す る こ とが 考

え られ る し,ま た一 面,そ の 薬 物 の 作用 がmediators

の種類 に か かわ りな く,血 管 内皮 自体 の 反 応性 に 関

係 してい る可 能 性 が か な り濃 くな って くるか らで あ

る.今 回 の 実 験 に お い てPhenylbutazoneとOxy

phenbutazoneに つ い て,そ れ らが 抗 血 清, Histamine, 

Serotonin, Dextranお よ びBradykinin炎 症 浮 腫 に

たい して,ま たDexamethasone, Prednisolone, Hydro

cortisone, Chloroquine, Aminopyrineお よびAs

pirinに つ い て,そ れ らが 抗 血清, Histamine, Sero

toninお よ びDextranの 各 炎 症 浮 腫 に た い して,

起炎 物質 の ち が い に かか わ らず 抑 制 効 果 の うえ で格

段 の差 を示 さ な か っ た こ と は,こ の よ うな 意 味 で,

これ らの抗 炎症 薬 の 効 果 が 非 特 異 的 な性 格 の もの で

ある こ とを示 してい る.実 験 動 物 に おい て 人 体 に お

け る種 々の 臨床 的炎 症 を 再 現 させ る こ との 困 難 で あ

る限 り,こ の よ うな 諸 種 の 起 炎刺 激 に よ る炎 症 反応

につい ての 効 果 の観 察 か ら,以 上 の観 点 に た っ て臨

床効果 を推 定 す る こ と は合 理 的で あ る と思 う.

私 は今回 の 実 験 に お い てPuncn法 をPhenylbuta

zoneとOxyphenbutazoneの 試 験 に 応 用 して み た .

その結 果, Oxyphenbutazoneの 効 果 の 強 さ はPhenyl

butazoneと 著 明 な 差 は な い が,作 用 時 間 が 長 く,

 30mg/kg投 与(経 口,筋 注)で,効 果 の 半 減 期 が

Phenylbutazoneは5-8時 間 の間 で あ るの に た い し

Oxyphenbutazoneは8-24時 間 の 間 とい う結果 を え

た. Hermann (1959)は ラ ッ ト血 漿 中濃 度 の半 減 期

はPhenylbutazoneが3時 間 で あ る の に た い し,

 Oxyphenbutazoneは10時 間 に お よ び 明 らか に 長 い こ

とをのべ て い るの で,私 の この結 果 は この 成 績 と よ

く一致 す る.ま た,私 の 実 験 で はPhenylbutazone

の経 口投 与 は筋 注 に くらべ て 全 経 過 に お いて わ ず か

に高い効果 を示 した . Phenylbutazone投 与 後 の ヒ ト

の血中濃度 を しらべ たBurnsら(1953)は この 化

合物が消化管からは急速に吸収されるのにたいし,

筋 肉内からの吸収はそれほどよくないことを示 して

いる成績とも一致する.こ のように,私 のPunch法

でえ た 実 験 成 績がPhenylbutazoneとOxyphen

butazoneの 血 中濃度の変化の関係をよく反映 してい

ることは,こ の方法による試験成績が,両 薬物の抗

炎症効果の差異を正しく表明していることを示 して

おり,検 定法としての信頼性を高 く評価できると考

えられる.

Domenjoz (1960)とWilhelmi (1960)に よ るとラ

ット足を用いた試験法では, PhenylbutazoneもOxy

phenbutazoneも, SerotoninとDextran炎 症 浮 腫

にはほとんど無効かまたは甚だ弱効であったという.

私のPunch法 では両薬物ともこれらの起炎物質に

よる浮腫を,彼 らが用いたよりも少い用量でもって

明らかに抑制 した.こ れ らの違った方法による試験

の結果のこのような差異が如何なる理由によるのか,

説 明しがたいが,特 定の起炎物質については背の皮

内注射と足蹠の皮下注射による炎症浮腫の間に発生

過程のうえで,薬 物の効果に異 った反応を示すよう

なちがいがあるかも知れない.こ のような問題は,

抗 炎症薬検定に当つて,一 応念頭におくべきであろ

う.

総 括

1. Ungarら のPunch法 を 抗 ラッ ト・ウサギ血

清, Serotonin, Bradykinin, Dextran, Carrageenin,

 Formaldehyde,(以 上 ラットについて)お よびHist

amine(モ ルモットについて)に よる炎症浮腫を対

象として再検討 した.

2. ラッ トは体重150±10g,な るべ く雄に統一,

モルモットについても体重を そろえ た方 がよい.

 Punch口 径 は12mm,起 炎物質の溶媒はpH 7.2に

調整 した0.9%食 塩水を使用 し,そ の他若干の操作

上の事項を注意すれば,再 現性のよい浮腫強度を う

ることができる.本 法は1頭 から4対 の対照(食 塩

水)と 試験値(起 炎物質)が えられる.そ れ らから

平均 してえ られた浮腫強度の測定値は個体による動

揺が少い.

3. 起 炎物質 のlog用 量 とそれによる皮膚重量の

増加率(浮 腫強度)は 直線関係を示す.ま た,一 定

時間まえに投与した抗炎症薬の用量とそれ らが起炎

物質による皮膚重量の増加を減少させ る百分率効果

(抗炎症効果)と の間にも直線関係が成立する.

4. 本法 を 用いて, PhenylbutazoneとOxyphen
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bulazoneの 効果を比較 した結果,前 者よりも後者の

効果がより持続的であること,前 者の効果は筋注よ

りも経口投与の方が僅かにすぐれていることを認め

た.こ の結果はラットまたはヒトについて報告され

ている両薬物投与後の血液内濃度の消長をよく反映

した.

5. 抗 ラット血清による炎症浮腫 を対象 として,

 7種 の糖質Steroid剤 と12種 の 非Steroid抗 炎症薬

のlog用 量-効果直線を もとめた.そ れらの効果は臨

床用量からみた抗炎症効果 の序 列 とかなり一致し

た.

6. Phenylbutazone, Oxyphenbutazone, Hydrocorti

scne, Prednisolone, Dexamethasone, Chloroquine
,

 Aminopyrineお よ びAspirinの 抗 炎 症 効 果 は,抗

血 清, Histamine, Serotonin, Bradykininお よび

Dextranの い ず れ に よ る炎 症 浮 腫 に たい して もみ と

め られ た.

7. 本 法 を 用 い た 簡 易 な抗 炎症 薬 の ス ク リー ニ ン

グ の方 法 を の べ た.
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Re-examination of the Punch Method for Anti-inflammatory 

Assay with Practical Applications

By

Akio MASADA

Department of Pharmacology, Okayama University Medical School, Okayama

(Director: Prof. Hidemasa Yamasaki)

Ungar, Kobrin and Sezesny (1959) devised an anti-inflammatory assay method the prin
ciple of which is to punch out the skin pieces from the inflamed and control sites and weigh 
them to obtain the net weight increase of the skin produced by phlogogenic substances. The 

present author carefully re-examined this method with special consideration on the experimental 
conditions and the reproducibility of the results. The inflammatory edema was induced in ani
mals by the intracutaneous injection of anti-rat rabbit serum, serotonin, bradykinin, dextran, 
carrageenin, formalin (in rats) and histamine (in guinea pigs).

It was found that the weight increase (edema intensity) of the skin induced by phlogo

genic substances is related with the body weight of animals, the caliber of the punch and the 
pH of the vehicle in which irritants are dissolved. Satisfactory results were obtained with 
the use of male rats weighing 150±10g, the punch of 12mm caliber, and 0.9% physio

logical saline adjusted to pH 7.2 as the vehicle. As the skin could be punched out from 4 test
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sites and 4 control sites of one animal, it was possible to estimate the edema intensity with 

good reproducibility of the results using a relatively small number of animals. There was 

found a linear correlation between log doses of the phlogogenic substance and the weight in

crease of skin. A linear correlation was also obtained between the log doses of the anti-inflam

matory agents tested and the percentage inhibition of weight increase of inflamed skin.

With respect to anti-rat rabbit serum edema, the anti-inflammatory effect of oxyphen

butazone was somewhat longer lasting than that of phenylbutazone. Peroral phenylbutazone was 

slightly more effective than intramuscular. These results reflect well the course of blood level 

of these agents reported in rats as well as in man. The author depicted log dose-effect curves 

of 7 kinds of glucocorticoids and of 12 non-steroid anti-inflammatory agents of current clinical 

use. The order of the anti-inflammatory potency of these compounds coincided with the 

order of the clinical effect surmised on the basis of doses. Phenylbutazone, oxyphenbuta

zone, hydrocortizone, prednisolone, dexamethazone, chloroquine, aminopyrine and aspirin also 

showed clear inhibitory effects on the inflammatory edema induced by histamine, serotonin, 

bradykinin, and dextran. Discussion was made on the simplified experimental design with 

this method, for the anti-inflammatory screening of newly synthesized compounds, with some 

concrete examples. Author


