


rC5aお よびブ レオマイシ ンで誘導される肺の実験的炎症過程 における

単核食細胞の動態 に関する研究。

中 野 純 一



研究の背景

vanFurth等は.単球や組織マクロファージなどを骨髄の同一の前駆細胞から由来する

単核食細胞系(mononuclearphagocytes)としてとらえることを捷唱した1｡当初は､粗

描マクロフ7-ジの由来は局所での分裂増殖によらず､末梢血液からの単球の局所への遊

走､定書のみによるとされていたZ.しかし.その後の研究で肺胞マクロ77-ジは少な

くともそれ自体が肺局所で分裂増殖し得ることが判明してきた3-5｡さて､これら半球､

マクロファージは肺線維症など肺の炎症の成立に重要な役割を果たしていることが知られ

ている6,7｡古く.LelbovltChらは末梢血液中の単球や粗雑マクロフ7-ジを実額的に減

少させると､皮■の炎症における修復過程が陣害されることを示し.その挨推化に半球､

マクロファージがかかわっていることを報告している8.9｡またこれら単核食細胞は.検

推化を促進するサイトカインを産生し.肺組拝の7*葉蛋白質を変化させた時に生ずる､肺

の線維化の過程においても働いていることが報告されている2,10-16｡しかし.肺の炎症

過程のなかで単核食細胞がどのような動態を示して､炎症の成立あるいは修復に関わって

いるのかについては不明の部分が多<､これらを研究することは､その病態の解明に役立

つものと考えられる｡

単核食細胞の動態に関する研究においては.正常あるいは炎症を起こした肺へ､単球が

遊走することがすでに明らかにされている12,16-20｡しかし.それら遊走してきた細胞が

肺の局所にどのようにして留まるのか､あるいはその局所から消失する場合どのような鴇

序によるのかについては.解析が進んでいない｡また急性炎症の過程と,慢性炎症の過程

における半核食細胞の動態の相違に関しての研究報告はない｡一方.肺胞内に存在するマ

クロフ7-ジが.経気管支的に授与された粒子を主食し､所属のリンパ節や肝后､腔指に

集鎌することを示 した報告がある21.22.これは､単核食細胞が肺胞内からクリ7-され

る経路の一つとしてリンパ系が関与しうることを示唆したものである那.肺の炎症過程で

単核食細胞がどのような経路で肺胞内から消失するのかは､明らかではない｡

さて､recomb川antCSa(rCSa)による家兎を使った肺の炎症モデルでは.投与後4時
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間までを頂点として単球の遊走など､肺の炎症が認められるが､その後,炎症は終幕に向

かい1遇rF'1後には正常の組撮像に戻ることが報告されている10.14｡これに対 し.同じ<

家兎を使った実境で.ブレオマイシンにより誘導される肺の炎症においては1週間目を頂

点とする単球の遊走が観察され､しかもその後も長期にわたり肺胞､肺同賞における単

球､マクロファージの増加が認められる.そして.点軽的には肺の繰推化を生じることが

報告されている23.以上の所見はブレオマイシンによる慢性の肺炎症においては.単核食

細胞の長期にわたる肺への滞留(retentl0n)が存在し.それが肺の線維化にとって壬要な

機序である可能性を示唆している｡

すでに述べたように.単核食細胞の肺局所への遊走､滞留､あるいはクリ7ランスを含

めた動燈についての研究は､肺炎症の病態の解明､特に肺擦推症の病態の解明にとって重

要である｡本詮文においては.急性の肺炎症としてrC5aを､慢性の肺炎症としてはブレ

オマイシンをマウスの気管支に直視下で授与し.これら肺の炎症過程における半核食細胞

の動態を明らかにし.肺炎症の成立する機序について考察することを目的に実廉を行っ

た｡

すなわち､まず最初に､これらの系における単球の肺への遊走を調べるために.放射性

ヨウ素 1251(lodlne-125)で操托した単球を尾静脈より経静脈的にマウスに授与し､肺へ

の遊走が最大となる時点を根葉した｡その後.炎症によって肺胞内に遊走した藩出仕マク

ロファージ(exudatlVe rnaCrOPhage)がどのようにして肺に滞留.あるいは除去される

かを明らかにするために.肺胞内への半球の移行が最大となる時点に､ 経気管支的に

125ト操t兼マクロファージを肺内に授与し.その動態を軌条した｡



材料と方法

且捜

C3H/HeJマウス rheJacksonLab,BarHarbor,ME)の杜､第6-8退齢を実射 こ供

した｡マウスの骨髄から単核食細胞の前駆細胞を採取した｡使用したC3H/HeJマウスは

LPS非感受性の系統(strain)であり､骨髄から得られた細胞はLPSによる非特異的な細胞

の活性化を受けにくいため､この椎の研究に適した系統と考えた｡マウスより骨榊 胞を

採取する陳には二較化炭素の吸入により.それ以外の場合にはベントパルビツールの腹腔

内投与により安菜死させた｡

試薬等

マウス骨脚 胞由来の単核食細胞を培*するためにDulbecco's modlfled Eagle-s

medIUm (DMEM;810Whlttaker,Walkersvllle,ME)に,L929 ceH condittonecl

medlUm (LCCM;ATCC.RockvIIle,MD),10%fetalbovlneSerum (FBS;Slgma,

St･LouIS,MS),GrutamlnePen-Strep(グルタミン 29.2rng/ml,ペニシリンG

10,000U/ml.硫較ス トレプトマイシン 10,000FLg/mE;IrvinSclentifIC,Santa

Ana.CA)を加えた堵兼液を使用した｡肺の担績Eil定には10%ホルム7ルデヒド溶液を

使用した｡KRPD溶液(KrebtsRin9erphosphatewlthDextrose).PBS溶液 はGibco

(Grand Island,NY)より購入した｡半球､マクロ77-ジのラジオアイソトープ標矧 ま

125h3dlne-linkedlabellngSystem (PKH95;ZynaxIS,Malvem,PA)を用いた｡

半球､マクロ77-ジの分書.偉謙､および固定の方法

単球.マクロフ7-ジはマウスの骨髄細胞を.StevJartの変法(Rtches,etaI.)で噂

暮し染料に供した24.25.すなわち.まず骨柾細胞から得た単球､マクロファージの前駆

細胞を上記堵兼液を用い.1lx106cells/rnlに諦鼓した｡この細胞浮遊溝13mIを径

100mm の堵暮容器 (8-757-12;FISherSclentlflC,Pittsburgh,PA)を用い､

37℃.109℃02のZT境下で培兼を行った｡3日間堵暮した前罪細胞は､形態挙上および捷
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能上から単球へと分化(>95%ベルオキシターゼ染色陽性.>98%エステラーゼ染色陰

性)していることを認めた｡上記の環境下で5日間増生後.58日にZSmIの上記鳩暮液で

交換し計7日間増兼すると.前脚 胞はマクロ77-ジへと分化(<5%ベルオキシターゼ

染色特性､>98%エステラーゼ染色陰性)していることを確毘した｡

これらマウスの骨旺柵胞から得られた単球.マクロフ7-ジをZynaxis杜により捷準化

された方法によって.0.5からl.OFLClの放射性ヨウ素(1251)にて標持した.この方法によ

るラジオ7イソトープの操練は半球.マクロフ7-ジの性賞を変化させず.かつ本研究の

期間を通じて安定であることがすでに確認されている.

固定マクロ771ジの作製

一部の実族においては､ 1251で榛推したマクロフ7-ジをグルタール7ルデヒドで固定

級.使用した｡方法としては､125ト棟稚マクロファージをl.0% グルタールアルデヒド-

KRPD溶液中で30分間室温に静正し､その後グルタール7ルデt:ドによる非特異的な讃集

を防止するために0.1Mグリシン-PBS溶液を加えて余分なグルタールアルデヒドを洗浄

処理し､実験に使用した｡グルタール7ルデヒドでB]定処理した細胞は.マクロファージ

としての形態を保っているが､生細胞としてのt蔑能を失うため之6.固定マクロフ7-ジと

して用いた｡

実験の方法 (マウスでの肺炎症モデルの作成)

肺に炎症を作成するためには､rCSa(S〟g)あるいはブレオマイシン (0.05mg)杏

20FLlの生食に溶解し､徹t注入用注射筒 (MICrOlitter Syrlng,Hamllton 805,

HamlltonCoリReno,NE)を使って直視下で経気管支的に.マウスの肺内に投与した｡対

照 (非炎症性)としてZOLLlの生食のみを.同様にマウスに授与した｡マウスの麻酔には

アペルテン(2,2,2-tnbromoethanol;Aldrich.MIwaukee,Wl)を生食で2.59句こ希釈

し､0.3mlを鵬 内に授与した｡

各々の炎症過程での単球の肺への遊走を調べるために､rCSa .ブレオマイシン､ある

いは生食のみを気管内投与した後.rCSaでは投与後2-24時間に.ブレオマイシンで

は授与後0-14日に､Ixl06個の125l一環稚単球のKRPD懸濁液 (カルシウム無添加)
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0.65mIをZSGの注射針を用いて尾静脈より静注した｡125ト操托単球の静注後ー 3-

24時rl'l後に肺および気管支肺胞洗浄液 (bronchoalveolarlavagefluld,BALF)中

の放射能 (radlOaCtlVlty)を測定し､肺および肺胞(alveolar space)あるいは末梢肺

区酉(distaHungunlt)への単球の遊走が最大となる時間を確認した｡

次に､炎症の過程で肺胞.末梢肺区画での単球.マクロファージの滞臥 クリアランス

を調べるために､各々の炎症において単球の肺への遊走が最大となった時点で.最終容1

20JLlのKRPD溶液 (カルシウム無添加)に懸濁した SxlOS個の125l-楳托マクロフ71

ジを経気管支的に肺内に授与し､その生体内分布の経時的変化を観察した｡方法として

は､各々の炎症の極期､すなわちrC5aではその投与と同時に (CSa群).またはブレオ

マイシンではその投与後7日日に (ブレオマイシン群).125l一模托マクロファージを肺内

に授与した｡対照群としては､上紀のrCSaとフレオマイシンとを入れ替えて125l一棟托マ

クロファージを授与したCSa投与後7日目群とブレオマイシン同時投与群あるいは.炎症

を伴わない対照群としてrCSa.フレオマイシンに換え生食を授与した生食同時投与群､

生食投与後78日群を作成した(図1)｡

さらに一部の実験では､ブレオマイシンによる肺炎症過程で.マクロフ7-ジ自体の能

動的な機能が､いかに関与しているかを研究するために.グルタールアルデヒドで固定処

理した125ト標托マクロファージ (固定マクロ77-ジ)を使用した.この実額では.固定

マクロフ7-ジを.ブレオマイシンの投与後78日に.マウスの肺内に授与した｡

125ト榛薙マクロファージの肺内投与後21日までの動態を観察した｡その解析に際して

は.生食 1mlで3回､合計3mlで気管支肺胞洗浄を施行した｡その後､気管支肺胞洗浄

液､肺､肝島､脾痛､腎梅.消化管の放射能をガンマカウンター(Compu Gamma CS,

LKBWallac,Turuk,Flnland)で測定した｡実験中のマウスの糞便と尿 (マウスゲージ

の飼育床)をすべて回収し､その放射能も,AI)走した.気管支肺胞洗浄液中の総細胞故は

Neubauer血井盤を使用してカウントした｡ディフクイック法 (modlfled Wrlght､s

stalnDlff-Quik.AmerICanSclentlflCProducts,McGaw,IL)で染色し.好中球と

単核球を分別し.またエステラーゼ染色 (Alpha- Napthyl- Butyrate Esterase
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Staln,TechnlCOnInstrumentsCo.,Atlanta,CA)を併用して細胞をリンパ球と単

球 ･マクロフ71ジとに区別し.それぞれの細胞成分の総数と割合について井出した｡

すべての実境において.授与したJと同JLの125ト標托マクロフ7-ジの放射能を,各島

器､気管支肺胞洗浄液.飼育床(beddlng)の放射能の測定時に同時に測定して､測定誤差

や半減期の形書を除外した｡データはマウスに授与した総放射能に対する比率 (%)とし

て表現した.

巳理ヨ

肺の炎症過程を組摸学的に検討するために.rC5a投与後.6時間目.48時間目､7

日目に.あるいはブレオマイシン投与後7日日.14日目.21日目にマウスより肺を取

L)出し粗接模本を作製した｡マクロフ71ジの肺内投与自体による形学を調べるために.

125ト榛i#マクロフ7-ジのみを投与し､4時間後､48時間後の時点で肺粗按を観察し

た.これらマウスの肺中に.25cmH20の-定圧のもと､10%ホルム7ルデヒド溶液を

24時間投入固定した.その後､パラフィン封理を作成､2Ftm 切片の組接模本を作製

して､ヘマトキシリン ･エオジン染色をほどこして検鎖した｡

担｣吐

データは平均価j:壕準誤差(mean±SE)にて示した (ただし.図 3a,3b.4a,4bは平

均値のみ)｡各々のデータは.図8,10a,10bを除き5匹のマウスの平均価よりなってい

る｡統計処理は FISherPSLD と Scheffe F-test によるANOVA法により行い.

p<0.05を有意差とした｡



毛臭

l･肺炎症部位への半球 ･マクロ77-ジの集積

l)粗… 討;rC5aによる炎症においては.単球 ･マクロ771ジの肺への集棟

は6時間目の時点よりみられるが.7日目の時点においては.炎症細胞は肺局所より消失

し､組績像は正常に戻ることが椴察された(図2a)｡ブレオマイシンによる炎症では､投与

後7日日から14日呂にかけ､半球 ,マクロファージの肺への強い榊 がみられ.21日

日の時点においても 炎症細胞の集排が継続しているのが観察された(図2b)｡なお,

125ト操托マクロ77-ジの肺への投与では､局所の炎症反応は認めなかった｡

2)蕪托単球の肺への遊走 .rCSaの炎症においては､肺全体としては.125ト侯持半

球の九枚は生食対照群に比して.投与後2時間日より増加傾向を認めた(図3a). 一方,

気管支肺胞洗浄凍中の放射能は､rCSa投与後2時間目に125ト環指単球を静注した場合に

最大 (p <005)であった(図3b). したがって.rCSa投与後2時間が単球の肺胞内､

末梢肺区画への遊走活性が最大であり.rCSaによる肺炎症の頂点の時期にあたると考え

たB

ブレオマイシンの炎症においては,肺全体の放射能をみると.その投与と同日あるいは

14日後に125ト棟托単球を伶注した場合､生食対照群に比し有意に (p<0.05)高く肺に

集鎌していた｡しかし.ブレオマイシン投与後の時間の差では肺全体の放射能に有意差を

認めなかった(図4a)｡気管支肺胞洗浄液中の放射能の検討ではLブレオマイシン投与後7

日Elに125ト操隷単球が静注された場合.有意かつ最も高い放射能が示された(図4b)｡す

なわも.ブレオマイシン投与後7日日が半球の肺胞内.末梢肺区画への遊走活性が最大

(p<0.05)となり.ブレオマイシンによる肺炎症の頂点の時期にあたると考えられる.

ブレオマイシンの炎症においては.単球の遊走活性が長大になる7日の時点では.0日

(ブレオマイシン投与と同日)あるいは14日の時点と比較して.肺全体への単球の集棟

はむしろ減少している傾向にあった(図4a)｡この一つの要田として,灸症の唾期である7

日日の時点では､強度の炎症性変化による肺胞低換気が生じ.著明な肺血流JLの低下が起

こり､0日や14Elに比して半球の肺への集柵が低下した可能が考えられる｡
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2･マクロファージの肺への滞留

125ト操沌マクロフ7-ジの気道への投与後の肺の放射能を指標に.マクロフ71ジの

滞留につき検討した｡125l-操稚マクロファージの肺への滞留に関しては,二つの生食対

照群､すなわち生食同時投与群と生食投与後7日目群の結果ははば同様であり､有意差が

なかった｡

rCSaによる炎症とブレオマイシンによる炎症を比較すると.125ト模詫マクロフ7-ジ

の気管支内投与後3日日 (ブレオマイシン群 86.8±8.9%,CSa群 58.4±3.1%.

p<0･Ol) および21日El (ブレオマイシン群 602±6.3%,CSa群 35,7±3.7%,

p<0.01)の時点でブレオマイシンによる肺炎症において有意に高いマクロ77-ジの肺

への滞留を認めた｡生食群と比較すると.ブレオマイシンによる炎症では全経過を通し

て.rCSaによる炎症では125ト模持マクロ77-ジの気管支内投与後7日.10日.14

日の時点において有意に高いマクロファージの滞留を認めた(図5a)｡

ついでCSa群とCSa投与後7日目群でのマクロフ71ジの滞留を比較検討した｡rCSaの

炎症の極期よリ7日後に投与されたマクロフ7-ジ (C5a投与後7日目群)は全経過を通

じて生食群と同棲の結果であった｡rCSa投与後7日目では炎症は修復され.肺内のマク

ロ77-ジの状態も正常に沸していたと考えられた｡一方､rCSaの炎症極期に肺内に授

与されたマクロファージ (CSa群)はその炎症が柊等した時点で肺内に授与されたマクロ

フ7-ジ (CSa投与後7日日群)と比較して.7日 (52.4土l.69も38.5±4.0% pd).05)

10日 (56.7士4.7%26.0±2.59もp<0.Ol).14日 (45.3土3.69も28.3±3.8%

p<0,Ol)の時点において有意に高い肺への滞留が認められた(図5b)｡

ブレオマイシン群とブレオマイシン同時投与群でのマクロ77-ジの滞留に関しても検

討した｡ 125ト錬托マクロファージの気管支内投与後21日の時点で､ブレオマイシン群は

ブレオマイシン同時投与群と比較して有意に高い肺への滞留を示した (ブレオマイシン群

60.2土6.3%,ブレオマイシン同時投与群 4l.0土3.6%,p<0.Ol).生食群との比較で

は.7日日を除いてブレオマイシン同時投与群は有意に高い肺へのマクロ77-ジ滞留を

示した(図5C).
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以上より､ブレオマイシン､rCaS各々の炎症過程において.その炎症が極期にあり.

半球 ･マクロフ7-ジの肺胞内 ･末梢肺区画への遊走活性が最大である時に.肺内に投与

されたマクロファージは有意差をもって､rC5a群では高い滞留を､あるいはブレオマイ

シン群では高くかつ長期の滞留を示すことが明らかとなった(図Sb,5C)｡

3.マクロファージの肺からのクリアランス

マクロ77-ジのクリアランスの経路を調べるために.実簾中マウスの飼育床はすべて

回収し､その放射能を測定した｡マウスの各臓器の放射能も各々の美妓終了時に測定し.

125ト操托マクロ771ジの生体内分布と排池経路を観察した｡予柵実験として.rC5aと

同時.あるいはブレオマイシン投与後6日日に125ト凍結マクロフ7-ジを肺内に投与し､

そのJt便および屍を別々に回収しその放射能を測定した｡飼育庚申の放射能の95%以上

が糞便によることを認めた｡また胆汁への放射能の排,世はほとんどないことも確認した｡

125ト模様マクロ77-ジ投与後21日の時点では､生食投与対象群とC5a投与後7日目群

に対し,その他の炎症のある群の兼便中への排池は有意に少JLであった(図6).125ト模様

マクロファージ投与後7日､10日の時点でも同様の傾向を認めた｡各群の絵放射能の回

収率は投与tの70%以上であった｡

以上の括窯より､肺胞内 ･末梢肺区毎からのマクロ77-ジは.主に気管支線毛上皮に

より,気管支から気管へと上行し､さらに喋下により消化管から除去されること､炎症の

睡期ではこの活性化が低下していることが明らかとなった｡

この気管支線毛上皮の様能 (mucocIIIaryeSCaLator)以外の経路について検討した結

果.肺から網内系臓器､肝良 .推薦へのマクロファージの集枕に閑し各実験群に相違のあ

ることが判明した (図7)｡すなわち､125ト環指マクロフ7-ジの肺内への投与後21日

目の時点でのブレオマイシン群 (1.193±0.346%)は.CSa投与後7日日群 (0.079±

0.021%,p<0.01)､生食同時投与群 (0.860±0･337%,p<0･OS)､生食投与後7日

日群 (0.074土0.017%,p<0.05)と比較して有意に高いマクロフ7-ジの肝良 ･Pt点へ

の集鎌を認めた｡CSa群 (0.860±0,337%)は.CSa投与後7日日群 (p<0.05)､生

食投与後7日日群 (pく0.05)と比較して有意に高いマクロファージの肝頼 ･碑良への集
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柵を認めた｡125l一操強マクロ77-ジ投与後 10日の時点でも同様の傾向がみられ.炎症

極期におけるマクロフ71ジの肝53･肺臓への集棟が他の群 (CSa投与後7日目群.隻

食投与後7日目群)に比較して有意に高いことが示された｡

結論として.炎症の極期に肺内に授与されたマクロ77-ジは肺へ滞留する傾向を示

し､消化管への排除が減少する一方.肝臓 ･陣痛への遊走.集柵を示すことも判明した.

4.気管支肺胞洗浄からのマクロ77-ジの回収 (洗浄液中の放射能.細胞故に

ついての検討)

125ト標識マクロファージ肺内投与後3日の時点において､気管支肺胞洗浄清の放射能を

検討すると､CSa群 (9.63±1269句 はCSa投与後7E柑 群 (6.05±0.89叫 と比較し

て有意 (p く0.05)に低い結果を示した｡この3日目の時点では肺全体の放射能.125l-模

様マクロファージの肺への滞留は､C5a群 (58.4±3.1%)とC5a投与後7日目群 (563±

2.69句であLJ有意な差は恩めなかった｡同様に､ 125ト棲稚マクロファージ肺内投与後3日

の時点において.ブレオマイシン群とブレオマイシン同時投与群を比較すると､肺全体と

しての125r-SF推マクロ77-ジの滞留は､両群に有意差がなかったが (ブレオマイシン群

86.8±8,9% ,ブレオマイシン同時投与群90.4±6.5殉､気管支肺胞洗浄液の放射能では

ブレオマイシン群 (3.74±l.2596)はブレオマイシン同時投与群(9.48±2.75%)より有意

(p<0.05)に低い結果を示した(図8).

次にブレオマイシン投与後の気管支肺胞洗浄液中の単球 ･マクロフ71ジの総数につい

て検討した(図9)｡マウスに授与した Sx105個の125L模沌マクロ77-ジと､回収された

気管支肺胞洗浄液中の放射能の比較より.各時点での気管支肺胞洗浄液中に占める125ト模

様マクロフ7-ジは､最大でも単球 ･マクロファージの総数の3%であった.従って､気

管支肺胞洗浄液中の総単球 ･マクロファージ数の増加は移入によるものではなく､主にマ

ウス自身の単球 ･マクロフ7-ジの増加によるものと考えられた｡ブレオマイシン投与後

10日目の時点において.気管支肺胞洗浄液中の単球 ･マクロフ7-ジ数は一過性に減少

が位められた｡この 10日日の単球 ･マクロファージ総数 (5･6±l･1xl05)は､7El目

(112±Z.Sxl05).14日自 (ll.7±ZIx105)と比較して有意に (p<0.05)滅
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少していた｡

これらの結果は､肺内に投与された125ト標識マクロフ7-ジのみならず､マウス自身の

単球 ･マクロフ71ジもブレオマイシンの炎症の撞期において洗浄されにくい状態にある

ことを示している｡

5･マクロフ71ジと固定マクロファージの動態の比較

rCSa､ブレオマイシンの炎症過程において.マクロフ7-ジが肺に滞留を示し､特に

ブレオマイシンの炎症では長期化することを認めた｡さらに.炎症の極期においてはマク

ロフ7-ジは少ない割合 (%)ではあるが有意に肝塙 ･牌鳥へと集耕し､同時に気管支肺

胞洗浄されにくい状態にあり､炎症部位へのマクロ77-ジの接着などの現象が関与して

いると考えられた｡

そこで､このような肺への滞留､接着あるいは肝鳥 ･肺臓への遊走における､マクロ

ファージ自体の能動的な機能を検討するために,グルタ-ル7ルデヒドで固定したマクロ

ファージと､固定していないマクロファージと比較し研究した(図10a).

肺への滞留に閑し.ブレオマイシンによる肺の炎症において､125ト撲托マクロファージ

投与後7日および14日の時点で､マクロフ7-ジと固定マクロ77-ジとの間には有意

差を認めなかった｡しかし.125ト標托マクロフ7-ジ投与後21日の時点では､ブレオマ

イシンの肺炎症においてマクロフ7-ジは固定マクロフ7-ジと比較して明らかに高い肺

への滞留を示した (マクロフ7-ジ 60.2土6.3%,固定マクロフ71ジ 36.4土4.1%,

p<0.Ol).ブレオマイシンによる灸症では固定マクロファージの肺への滞留を生食を授

与した対象群とを比較すると.125ト操詫マクロフ7-ジ投与後14日､ および21日い

ずれにおいても.ブレオマイシンの炎症での固定マクロファージは有意に高く肺に滞留チ

ることを認めた.

固定マクロフ7-ジの肺から肺腺 ･牌虎への遊走について検討した(固lob)｡すでに示

しているように.125ト襟推マクロフ7-ジ投与後7日､および21日いずれにおいてもブ

レオマイシンによる炎症では対象群に比し､有意に高い肝臓･肺臓への樹 を認めた｡こ

れに対して 21日の時点において､ブレオマイシンの炎症での固定マクロファージの肝
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蘇 .牌臓への集fI(0.25±0.03%)は､生食対象群 (0.16±0.039秒 と比較して 有意

に (p <0.05) 高かったが､ブレオマイシンの炎症でのマクロファージ (1.19±

0･35%)よりはるかに低い集gtであった (p<001)｡
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考案

l.集練したマクロファージにおける動態の解析法について

本実戦においてはまず､rCSaあるいはブレオマイシンによる肺の炎症で.単球が肺へ

有意に遊走することが示された｡炎症の過程における単核食細胞の動態の研究のために

は.多数の単球が肺へと遊走した後､次にそれら蒼出性マクロファージがいかに肺から除

去されるのか,あるいはいかに肺に滞留するのかを調べる必要がある｡その研究のために

は､実際に肺胞内 .末梢肺区画に遊走してきた単球 ･マクロフ7-ジをさらにその後も引

き抜き税婁する方法が理想的と考えられた｡しかし(図3a-4b)の括乗でも明らかなよう

に.経静脈的に投与された125ト操持単球は24時間後には､わずかその2-3%のみしか

肺には醐 していない｡従って.そのようなわずかな細胞散の125l-操持半球 ･マクロ

771ジの動態を追跡してゆく方法では.低レベルの放射能の変動を追跡するため.測定

誤差等が生じやすく､許細な細胞の動態の研究は困難である｡さらに控静脈的に授与され

た125l一様托単球の多く (50% 以上)が肝頼 ･肺臓に集鎌することが判明した.すなわ

ち.静注した125ト標識半球を使って肺からのマクロフア-ジのクリ7ランスを測定するこ

とは.肺から肝持 .腔良へのマクロ771ジの遜走.集棟の経路を解析するためには.よ

い方法ではないと考えられた｡以上の理由より.本実廉のように炎症の過程で肺胞内 ･末

梢肺区画への単球の遊走が市大である時.つまtJ半球が最も多<の容出性マクロ77-ジ

となる時点で､125ト操識マクロフ7-ジを経気管支的に肺内に投与しその動態をモニター

することは､より正確なマクロフ7-ジの肺への滞留あるいは肺からのクリアランスの解

明の手かかりとなると考えられた｡

Z.炎症捷期に授与された蕪托マクロファージの動態

本研究では肺内に授与した125l一棟托マクロフ7-ジをモニターすることによって.

rCSa､ブレオマイシンいずれの肺炎症においても.その極期にはマクロファージが肺に

滞留していることが明らかとなった｡とくにブレオマイシンによる慢性炎症ではそのマク

ロフ7-ジの滞留が長期にわたることも認めた｡一方､肺内に授与したマクロフ7-ジの

札 肺全体から回収されたのは30%から60%にすぎなかった｡このことは､肺内のマ
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クロ77-ジが局所でレジデント化 (定寺)して､肺胞マクロ77-ジへと分化してゆ<

以外に.肺より除去されてゆく細胞のあることも示している｡単球 ･マクロファージの勤

億を知るうえでは､その除去される径路の解明も重要である｡その可能性として.1)マ

クロファージが他の細胞に主食される場合､2)気管支線毛上皮によLJ排除される場合.

3)局所のリンパ系､あるいは血管系によって欄内上皮系臓器､あるいは胃良などに集枕

する場合.4)アポト-シス (apoptosIS)を含む細胞死あるいは細胞緋 などによる局

所からの消失する場合などが考えられる｡本研究の括黒まず第-に.授与したマクロ

フ71ジはおもに気道を上行し､消化管を介して除去されるが､灸症時にはこの過程が働

きに<いことが明らかとなった｡この場合.細胞が死誠､破損している場合には.フリー

のラジオアイソトープ (125bdine)が血中に遊和 し,腎席あるいは尿中の放射能が高く

なる可能性が考えられるが､本実験ではそのような所見は見られなかった｡従って.この

経消化管的な除去を受けるマクロファージの細胞敵解あるいは破壊はないと考えられる｡

第二に､本実験では.炎症において肺から肝虎 .鎌足への有意なマクロファージの集積を

認めた｡また炎症の剛 において.マクロ77-ジが気管支肺胞洗浄されにくい状態にあ

ることも示された｡すなわち.炎症のある時期ではマクロファージは肺胞上皮や末梢肺の

気道上皮に強く捷着しており､場合によりそこから粗持内に仕入していることが考えられ

る｡

3.マクロファージとEil定マクロフ7-ジの動態の相違

グルタールアルデヒドで固定したマクロ77-ジを使って検討した実験では.フレオマ

イシンの肺炎症において.マクロフ71ジの長XFIの肺への滞留.あるいは肝臓 ･鯉虎への

集棟にはマクロフ7-ジが生存して､能動的に鋤くことが重要であることが明らかとなっ

た｡

マクロフ7-ジの能動的な軸きを考える上では､rC5a､ブレオマイシンが直接マクロ

フ7-ジを活性化した可能性と.これら薬剤によL)誘斗された炎症によって生じたサイト

カインの産生などの変化によL).マクロファージが二次的に形書を受けた可能性を考える

必要がある｡rCSa.ブレオマイシンの肺内への投与に引き続いて､半球 ･マクロ77-
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ジの肺への有意な遊走が観察されたが､ rCSa. ブレオマイシン自体が 遊走国子

(chemoattractant)として単球 ･マクロファージへ作用することが.まず考えられ

る｡実際.rCSaは invltrOで単球 ･マクロ77-ジに対して遊走活性を有している.

しかし Tn VIVO の実験において.rC5aのみの肺内への投与では.単球の肺への遊走が

担こらないことが知られている10.-万.ブレオマイシンには半球 ･マクロフ71ジに対

する遊走活性がないことが.InVltrO の実額で示されている18｡従って本美我でみられ

たマクロフ7-ジの能動的な働きは､rC5a､ブレオマイシンによる在嬢の形書以外の機

序が考えられる｡rCSaを授与したマウスにおいて.単球 ･マクロファージへ作用すると

考えられるサイトカインの産生誘導としてはInterleukln (IL)-8が報告されている｡ま

た同条件下で､接着分子のCDl1/CD18､lnterCe‖山aradhes10nmOlecule(lCAM)-1

.p-selectln､Verylateantlgen(VLA)14.などが発現するという報告がなされてい

る27-30｡また.ブレオマイシン投与時に産生誘斗されるサイトカインで､単球 ･マクロ

77-ジに形書を与えるものとして､FL-lJ L-2､lL-6.tun10r neCrOSlng factor

(TNF)-α.transforminggrowthfactor(TGF)-βなどが報告されている31-36｡さら

に肺線維症におけるマクロファージの役割として､lL8､macropha9e川flammatory

proteln(MIP)-1の産生や37-39､CDll/CD18､ICAM-1､vascu一arcel一adhesl0nnl

molecule (〉CAM)-1 の発現40-42などが報告されており.これらがマクロフ7-ジに

作用する可能性がある｡また.TL-1やTGF-βなどは.肺の炎症において気道上皮や肺胞

マクロフ71ジからのmacrophagechemotactICPrOteln(MCP)-1の産生を促進する

ことも報告されている43,44.

従って､炎症時のマクロフ7-ジの肺での滞留や.他の良器への移行には.これらのサ

イトカインや撞着分子が複雑にからみ合って形苧している可能性が考えられるが.その詳

軌ま未だ不明である｡今回の実攻を通じて､急性の肺炎症と慢性の肺炎症における単球 ･

マクロファージの動態に有意な相違が明らかとなったが､各々の炎症過程においていかな

るサイトカインあるいは捷書分子が関係するかについては､今後の検討が必要である｡ま

た､マクロ77-ジは異なる刺激を受けると､刺激に応じて異なる性質および機能を発現

15



する能力のあることが報告されている45｡rC5aの投与により起こった炎症によリ刺激さ

れたマクロフ7-ジは.肺の線維化を担こすことな<炎症を終蔦させる機能を発現してい

るのに対 して.フレオマイシンの投与によって起こった炎症により刺激されたマクロ

フ7-ジは､最終的には肺の線維化へと進行させる能力を雄得している可能性も考えられ

る｡
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拓語

rCSa投与による急性の肺炎症および.ブレオマイシン投与によるtI性の肺炎症におい

て.模托したマクロファージを用いてその動態を定J的に解析し､以下の2点を明らかに

した｡

①両炎症の極期には､肺へのマクロフ71ジの滞留があtJ､特に慢性の炎症において

は､その滞留は長期にわたる｡

②長期の滞留にはマクロファージ自体が生存して機能を発揮してることが必要である.

これらのことから.ブレオマイシンによる慢性の肺炎症では､マクロ77-ジカ1活性化

し､その長期にわたる肺への滞留が､肺線維症を起こす一つの重要な要田であると考えら

れる｡
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C5aの気管支内投与
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C5aの気管支内投与

ブレオマイシンの気管支内投与

生食の気管支内投与

生食の気管支内投与

(C5a投与後 7日目群)

(ブレオマイシン同時投与群)

(生食同時投与群)

(生食授与後 7日日群)

0日 7日目

▲ マクロファー ジの経気管支的肺 内投与

図 1 薬剤 (rCSa･ブレオマイシン)と125ト捷托マクロ771ジの気管
内への投与日程
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図2a･rCSa投与マウスにおける･単球の肺への遊走

好中球･半球などの炎症細胞の肺への集恥 まrC5a投与後6時間の時点ですでにtt察され

た･これらの細胞は48時r･1日においても認められたが､7日日には.肺の姐積は正常に

戻っていた｡
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図2b=ZiL'オマイシン投与マウスにおける･郵 求の肺への潜を

ブレオマイシン投与後7日目から14日Elにかけて･単球など炎症細胞の肺への榊 を毘

めた･また､投与後21日目の時点でも､推挽して炎症性反応を毘めた.
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図3a:rCSa投与マウスにおける.榛強単球の肺への集鎌

SJ▲gのrC5aを気管内投与の後､2､4､14.24時間の時点で､1.Ox106個の125ト握

謙半球を尾挿脈からマウスに授与した｡その後､3-24時間 (耕地)にわたL)､125ト標

識単球の肺への♯棟を観察した.最初に投与した125ト操話半球の放射能に対する肺の放射

能の割合 (%)を縦軸に示した｡rC5a投与による炎症の過程で.生食群と比較して半球

は.肺へ多く榊 する傾向を示した｡しかし各時間での集枕には､有意差を認めなかっ

た.データは平均価 (nwan,∩-5)で示した.
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図3b:rCSa投与マウスにおける.操汚単球の肺胞 ･末梢肺区画への遊走

図3aと同様に.rCSa投与マウスに1251-標識半球を尾静脈から授与した｡模托単球投与後

3-24時間の時点で､マウス肺の気管支洗浄を行い.単球の肺胞 ･末梢肺区画への遊走

を調べた｡授与した125ト操托単球の放射能に対する気管支肺胞洗浄瀬の放射能の割合

(%)を縦軸に示した｡rC5a投与後､2時間の時点で単球の遊走は最大であった｡デ-

夕は平均価 (mean,n-5)で示した｡●-p<0.05,2hoursrCSavs.SalineControL

i=p<0.01,ZhoursrCSavs.SaIIneControl.
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図4a:之軸

o･osm9のブレオマイシンを気管内投与し､同日あるいはその後4､7,14日の時点

で･l･OxlO6個の125順 話単球を尾静脈からマウスに授与した｡その後.3-24時間に

わたLJ･125J-棚 草加 )肺への集鎌を親祭した｡投与した125順 識単球の放射掛 こ対す

る肺の放射能の割合 (%)を朋 忙 示した｡フレオマイシン投与と同R.あるいはその後

i4日の時点で･単球の肺への集棟は生食対照群よ｡･有意に多かった｡ブレオマイシン

の投与後4･7日の時点では､半球の肺への- に･有意差を認めなかった.データは平

均価 (mean,∩=5)で示した｡

I-pく0･05･DayOBleomyclnOrDay14BleomyclnVSSaHnecontro一.
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図4b:ブレオマイシン投与マウスにおける･梼稚単球の肺胞 ･末梢肺区膏への遊走

図4aと同掛 こ､ブレオマイシン投与マウスに 125l一僚托半球を鳥静脈から授与した｡模稚

半球投与後3-24時間の時点で.マウス肺の気管支洗浄を行い､単球の肺胞 ･末梢肺区

商への遊走を調べた｡投与した125ト模様単球の放射能に対する気管支肺胞洗浄液の放射能

の削合 (%)を捉柚に示した.ブレオマイシンの投与後 7日の時点で.単球の遊走が最大

となった.データは平均値 (mean,∩=5)で示した｡

I-p<o･oS,Day7BleomycinvsSalineControI･ §-p<0101･Day7Bleomycln

vsSalineControl.
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図5a.rC5a､ブレオマイシン投与マウスの肺における､長期の単球 ･マクロフ71ジの

星邑

rCSa､ブレオマイシン各々の炎症が頂点の時点で.5.Ox105個の125ト捧持マクロフ7-

ジを気管内に授与して､その肺への滞留を観察した｡棟維マクロファージは.rCSaと同

時 (白色丸)､あるいはブレオマイシンの投与後7日日に (黒色四角).投与した｡生食

対照群は斜線で示した｡投与した125ト模沌マクロ77-ジに対する肺および気管支肺胞洗

卦液の放射能の割合 (%)を縦軸とした.横軸には125ト侯托マクロ77-ジを投与したの

ちの時間 (日)を示した｡rCSa投与と比較してブレオマイシン投与の方が.マクロ

ファージの肺での長期の滞留が毘められた.データは平均価±練串誤差 (mean±SE)で

示した｡

I-pく0.01,BleomyclnVSrCSaandSallneControL･S=pく0･05,BIeomycinvs

SallneControl.¶=p<0.01,BleomyclnOrrCSavs.SalineContro一.
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国5b:rCSa投与マウスの肺における.マクロフ7-ジの滞留

SALgのrCSaを気管内授与し､5.OxlOS個の1251-棟托マクロ77-ジをそれと同時

(rCSa群.白色丸)､あるいはその7日後に (rCSa-7日群､黒色丸).気管内に授与し

て､マクロフ7-ジの肺への滞留を調べた｡縦軸と横軸は､図Saと同様である｡生食投

与の対照群の結果は斜線で示した｡rCSaの炎症が終蕉している投与後7El日の時点で

は,マクロフ7-ジの肺への滞留は生食対照群都はば同様の傾向を示し､炎症の極期に比

較して肺から早く除去された｡データは平均価±模準誤差 (mean±SE)で示した｡

I-p<0.05.rCSavsrCSa(-7days).§=pく0･Ol,rCSavsrCSa(-7days)and

SallneControl.
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図5C-ブレオマイシン投与マウス肺の炎症での.マクロフ7-ジの滞留

0.05mgのブレオマイシンを気管内投与し､5.Ox105個の125l一棟推マクロ77-ジを同

時 (ブレオマイシン同時群.白色四角).またはその7日後に (ブレオマイシン群､黒色

四角)気管内に授与して.マクロフ7-ジの肺への滞留を調べた｡縦軸と横軸は.図5a

と同様である｡ブレオマイシン投与による炎症の撞期では.それ以前の時点と比較して.

長期にマクロフ7-ジが肺へ滞留した.チ-タは平均値±錬準誤差 (mean±SE)で示し

た.

●=p<0･Ol,BleomyclnOrBIeomycln(SlmUltaneous)vs･SalineControl. §=p<

0･05,BleomyclnVSSallneControl･ll=pく0･Ol.Bleomycinvs･Bteornycin

(Simultaneous)vs.SallneControl.
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図6 マクロフ7-ジの肺からのクリ7ランスの経路

各マウスの群は図5a-Cと同様である｡ 125ト操持マクロ77-ジの気管内への投与後2 1

日の時点での､肺.肝臓､経度､腎持､消化管の放射能を測定し､授与した125ト撲托マク

ロ77-ジの放射能に対する割合 (%)で示した (縦軸).マウス ･ゲージの飼育床

(beddlng)を美城中回収してその放射能を測定し.暮便へのマクロファージの排除とし

た｡マクロ77-ジは主に.経気管支的に消化管へとクリ7ランスを受け.またこのクリ

7ランスの過程は炎症によって阻害された｡肺と大便のデータは 平均価±撫準誤差

(mean±SE)で.その他の臓器のデータはまとめて平均価のみを示した.
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図7:マクロファージの肺からの肝鳥,腔鳥への集枕

各マウスの群は図5a-Cと同様である.環指マクロフ7-ジの肺内への投与後 21日の

時点での.肝島.昨旅の放射能を測定し､授与した125ト棟iiマクロフ71ジの放射能に対

する割合 (%)で示した (縦軸)｡炎症の過程では正常の状態よりも多<､マクロフ7-

ジが肺から肝良 ･牌虎へ集杜した｡データは平均価±棟準誤差 (mean±SE)で示した｡

-- BleomyclnVS.rC5a(-7days)(p<0.Ol)andbothSallneControls(p<0.05).

S-p<0･01.Bleomycln(Simultaneous)vs.rCSa(17days)andSaIIneControl

(-7days)･ ¶ -p<0･Ol,rCSavs･rCSa(-7days)andSalineControl(-7days).
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図8:炎症纏軌 こおける気管支肺胞洗浄液中の襟托マクロファージの割合

各マウスの群は固Sa{と同様である｡125ト操隷マクロ771ジの肺内への投与後3日の

時点での､気管支肺胞洗浄液の放射能を測定し.授与した1251一棟持マクロファージの放射

能に対する割合 (%)で示した (縦軸)｡rCSa群とrCSa-7日群の､肺全体の放射能 (

125ト榛托マクロフ71ジの滞留)は同様であったが.気管支肺胞洗浄液中の放射能は.

rCSa群 (6.05±0.89%)はrCSa投与後7日目群 (9.63±l.26%)よりも有意に (p<

0.05)低価であった｡ブレオマイシン群とブレオマイシン同時投与群についても.肺全体

の放射能は同様であるにもかかわらず.気管支肺胞洗浄液中の放射能は､ブレオマイシン

秤 (3.74士l.25%)はブレオマイシン同時投与群 (9･48±2,75%)より有意に (p<

0.05)低価であった.すなわち炎症の極期に肺内に授与されたマクロ77-ジは.気管支

肺胞洗浄されにくい状態にある｡データは平均価±棟準誤差 (mean±SE)にて示した.
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クロフ7-ジ総数の経時的な変但

ブレオマイシン投与後のマウス自体の単軌 マクロフ7-ジの気管支肺胞洗浄′夜中の総数

を調へた｡生食対照群は斜線で示している･ブレオマイシン投与後 10日目に.一過性の

有意な (p<0･05)単球 ･マクロフ7-ジ数の減少を認めた｡これは.図8のブレオマイ

シン群における. 125l一標識マクロ77-ジの投与後3日目と同じ時期にあたる｡従って.

ブレオマイシンの炎症極期には･ 125l-標識マクロ771ジのみならず､マウス自身の単

球 .マクロフ7-ジも気管支肺胞洗浄されにくいことを示している｡データは平均値±標

準誤差 (mean±sE)で示した｡

I=p'005･totalnumberofmonocytes/macrophages(Dayl0)vs(Day7)and

(Day14)
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図10a ブレオマイシンによる炎症過程で0)jE 77-ジと固定マクロフ7-ジの嘩

での滞留の比較

グルタールアルデヒドで固定処理した125I-標識マクロフ7-ジ (FIXedMacrophages､

斜線コラム)を用い･固定を行わないマクロファージ (Macrophages.白色コラム)

と･肺での滞留を比較した｡縦軸は図5aと同様である｡固定マクロファージの滞劉 ま､

フレオマイシン群が生食群よりも有意に高かったQまた､生きたマクロファージは.固定

したマクロフ7-ジより多<肺に滞留した｡データは平均値±標準≡呉差 (mean±sE)で

示した｡
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固lob:ブレオマイシンによる炎症過程での･マクロ771ジと鼠定マクロフ71ジの肝

巌 .牌席への集棟の比較

図10aと同様にブレオマイシン群.生食群を作製し､固定マクロ77-ジ (FIXed

Macrophages､斜繰コラム)とマクロフ7-ジ (Macrophages.白色コラム)の肝臓 ･

推薦への*枕を比較した｡丙マクロフ7-ジは.ブレオマイシン群では生食群よL)､肝

良･牌鳥へ多く集棟した｡しかし､マクロファージの万力1 匝定マクロフ7-ジよりLフ

レオマイシンによる炎症過程で､より有意な(pく0.01)肝招 ･仲良への*gtを示した.

データは平均価±棟準誤差 (mean±SE)で示した.
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