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1. 緒 言

呼吸器系における細菌感染に対する防御機構

として,全身性免疫の他にいわゆる分泌型IgA

に代表される局所免疫の存在が認 め られてい

る1)｡また,一種の溶菌物質であ るlysozyme

も気管支分泌物中に多量に含まれており,感染

防徹機構の一端をになっているものと考えられ

ている2)｡ 気管支分泌物 中の これ らの IgA,

lysozymeは,感染などによって気道刺激 が加

わると,気管支腺より分泌されるものと推定さ

れる3)ため,ラットを用いてタバコ喫煙により

気管支を刺激した時の気管支分泌物中の免疫グ

ロブリン,lysozyme量の変動をみる目的で研究

を行なった｡また,喫煙による気管支分泌物中

のアンチトリプシン活性の変動についても換討

を加えた｡

2. 研究材料および研究方法

Wistar系雌ラット(体重 150-200g)に空

気 :煙-420ml:35mlに調整した HamburgⅢ

型ラット喫煙装置 (図1)を用いてハイライ ト

煙を10分,20分,30分,40分間喫煙させ,屠殺

したのち,第 2第で報告 した方法3)を用いて滅

菌生理的食塩水 2mlで気管支を洗浄した｡ こ

れとは別に1日15分,2週間連日喫煙させたラ

ットを最終日のみ20分間喫煙させたあと屠殺 し,

同様の方法で気管支を洗浄した｡総ての実験は

ラット5匹を1群として行なった｡ 気管支洗浄

液は約 1m1回収され, 直ちに4oC,1500回転

で15分間遠沈したのち,上清を分離して以下の

測定を行なった｡

1) Ⅰ皇A,Ⅰ皇G の測定

富士臓器株式会社に依頼して,ラット抗IgA

および抗 IgG 血清を用 いて immunoplateを

作製し,ラット気管支洗浄液中の IgA,IgGを

測定した｡標準血清には,正常ラット5匹の血

清を混合したものを使用し,この混和した血清

中の IgA 量 を 0.13mg/ml,IgG 量を 16･O

mg/mlとした4)｡

2) lyso21ymeおよび総蛋白圭の測定

Saltinaluteaを使用した比濁法5)により,気

管支洗浄液中の lysozyme量を測定し,総蛋白

量は Lowry法を用いて測定した｡

3) アンチトリプシン活性の測定

James法6'に準じて,アンチ トリプシン活性

を測定した｡すなわ ち,0.01M Cac12を含む

Trisbu脆r(pH8.1,0.05M)を用 いて bovine

pancreastrypsin (BoehringerMannheim 社)

を溶解し,0.025,0.020,0.0175,0.015,0.0

125,0.010,0.0075mg/mlの濃度の トリプシ

ン溶液を作成する｡ 各濃度の溶液 50〝1ずつを

試験管にとり,気管支洗浄液をそれぞれ 50〝1

宛加えて混合し,10分間室温に放置する｡ つい

で各試験管よりピペットで混合液 50〝1をとり,

感光した富士医療用X線 フィルム (KX,TAC

ベース)の膜面上に滴下してゆく｡ 試料を全部
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図 1 HamburgD型 ラ ッ ト喫 煙 装 置

滴下 し終 った らフイルムを大型のシャ-レに入

れ, 2時間室温に放置する｡ その後 フィルムを

水道水で洗浄 し,ゼラチンの分解 した部分を洗

い去ると,溶解 している部分は透明となる (図

2)｡透明化 した最低の トリプシン濃度 と透明化

しない最高の トリプシン濃度の算術平均をもっ

図 2 アンチトリプシン活性の測定
感光した医療用Ⅹ線フイルムの膜面上のゼラチ
ンが溶解して透明となる｡透明化した最低のト

リプシン濃度と透明化しない最高のトリプシン

濃度の算術平均をとって測定値とした｡.
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て測定値 とした｡

3. 研 究 成 績

喫煙前の正常 ラット,喫煙10分,20分,30分,

40分後のラット気管支 洗 浄 液 中 の IgA,IgG,

lysozyme,総蛋白量を表 1および図3に示す｡

lysozymeは喫煙前が 52.0±4.4FLg/ml,10分が

82.0±6.OFLg/ml,20分が 95.0±4･5FLg/mlと

次第に増加 したが,30分および40分では80〝g/

Ⅰ111以下に低下 した｡IgAは喫煙前が0.9±0.3

111g/dlで, 10分,20分,30分が そ れ ぞ れ 1･4

二七0.4mg/dl,2.0±0･2mg/dl,2･1±0･2mg/dl

と徐々に増加 し,40分では 5.3±0.4mg/dlと

一挙に2倍以上の増加をみた｡IgGは喫煙前か

ら30分まで大 きな変動はみ られなかったが,40

分では 62.4±5.1mg/dlで,喫煙前の5倍近い

増加を認めた｡ 総蛋白量も IgG と同じ傾向を

表 1 タバコ畑刺激による気管支洗浄液中 Lysozyme,

IgA,IgGおよび総蛋白量

Lysozyme lgA IgG 総蛋白量
FLg/rnl mg/dl mg/dl ____lPg/dl

前 52.0±4.4 0･9±0.3 12.6±1.7 76.4± 8.4

10分 82.0±6.0 1.4±0.4 9,2±2.0 70.0± 6.6

20分 95.0±4.5 2.0±0.2 13.2±2.6 77.4± 3.3

30分 70.6±6.5 2.1±0.2 14.0±3.7 95.0±15.2

40分 76.0±4.0 5.3±0.462.4±5.1227.4±16.3
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前 lO 203040
分 分 合 分

図 3 タバコ煙刺激による気管支洗浄液中 Lysozyme,IgA,IgGおよび総蛋
白量の経時的変動

示 し,40分で227.4±16.3mg/dlと喫煙前の値

に比べて大幅に増加 していた｡

気管支洗浄液は洗浄法により,どうしても濃

淡ができるため,総蛋白量との比を求めて経時

的変動の比較を行なった｡ 表 2および図4で示

すように,lysozymeは喫煙前の 6.9±0.2% か

表2 タバコ煙刺激による気管支洗浄液中Lysozyme,
IgA,IgGの総蛋白量に対する比率

Lysozyme
総蛋白量 ･100遠 詣 ×100品 ×100

前 6.9±0.2 1.2士0.6 16.7±1.9

10分
ll.9士0.9 1.6士0.7 14.0±3.8
(P<0.001)

20分 (lp2･詣 O.･.41) E{<i.?･13
16.8士2.8

30分 7.9±1.0 2.4±0.4 15.6±3.5

40分 (p3･蓋 O.･.21) 2･3±0･2 Ep7･<8.fS･1デ

ら10分で 11.9±0.9%(P<0.001),20分で 12.3

±0.4%(P<0.001)と上昇 し, 30分では 7.9士

1.0%,40分では 3.4±0.2%(P<0.001)と減少

した｡IgA は lysozymeと同様の変動を示 し,

喫煙前が 1.2±0.6%で10分が 1.6±0.7%,20

分が 2.7±0.4%(P<0.1)と上昇 し,30分, 40

分ではそれぞれ 2.4士0.4%,2.3±0.2% と減

少 した｡IgG は喫煙前,10分,20分,30分がそ

れぞれ 16.7±1.9%,14.0±3.8%,16.8±2.8

%, 15.6±3.5%でほとんど変動せず, 40分で

27.8±2.6%(P<0.01)と急激な上昇を示 した｡

1日15分ずつ 2週間連 日喫煙させ,最終日の

み20分間の喫煙をさせたラットの気管支洗浄液

中 lysozymeは 61･0±3･7〝g/ml,IgA は 1.4

±0.6mg/dl,IgG は 22.6±4.2mg/dl,総蛋白

量は 129.0±12.3mg/dlであり,総蛋白量に対

する百分比は表3に示すように,lysozyme4.8
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即｣ 10 20 30 40
分 分 分 分

図4 タバコ煙刺激による気管支洗浄液中Lysozyme,
IgA,IgGの総蛋白量に対する百分比

±0･3%,IgA l･0土0.3%,IgG 17.0±1.6%で

あった｡20分間喫煙 1回のみのラットに比べて,

lysozyme,IgA は減少 したが,IgG,総蛋白量は

増加 しており,総蛋白量との百分比で み る と

Iysozyme,IgA は減少 し,IgG はほぼ同じ値で

あった｡

気管支洗浄液中のアンチ トリプシン活性は,

表4に示すように喫煙前が 1･025±0･100mg/

dl,20分が 1.585±0.189mg/dl,40分が 2.07

5±0･179mg/dlで次第に増加 していたが, 総

蛋白量との百分比でみると,喫煙前の 1.4±0.

1%に比べて20分が 1.9±0.2% (P<0.01)で軽

度増加 していたが,40分では 0.9±0.1% (P<

0.05)で喫煙前値よりも低下 していた｡ 1日15

分, 2週間連日喫煙させたラットでは, 1回20

表3 タバコ煙刺激による気管支洗浄液中Lysozyme,
IgA,IgGの総蛋白量に対すする比率

竃 器 貰 ×100蔭器 量×100癒器 豆×100

前 6.9±0.2

20分 12.3±0.4
(P<0.001)

40分 3.4±0.2
(P<0.001)

gojr 4･8±0･3

*
連日喫煙

1.2±0.6 16.7±1.9

2.7±0.4 16.8±2.8
(P<0.1)
2.3士0.2 27.8±2.6

(P<0.01)

1.0±0.3 17.0±1.6

辛1日15分,2週間連日喫煙
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表4 タバコ煙刺激による気管支洗浄液中の
アンチトリプシン活性

AT活性* 総蛋
mg/dl mg/dl量 絶品 皇×100

~止 1.025±0.100 76.4± 8.4 1.4±0.1剛

20分 1.585士0.189 77.4± 3.3 1.9±0.2
(P<0.01)

40分 2.075±0.179 227.4±16.3 0.9±0.1
(P<0.005)

**

藁器煙 1･575士0･146 129･0±12･3 1･3±0･1

*ァンチトリプシン活性

**1日15分,2週間連日喫煙

分喫煙ラットに比べてアンチ トリプシン活性に

差はみられなかったが総蛋白量に対する百分比

では 1.3±0.1% で喫煙前値と略同程度に迄低

下 していた｡

4. 考 案

気道局所の感染防御機構の一つとして, IgA

IgG などの免疫グロブリンが重要視 されて い

る｡ このうち,IgA は分泌型 IgA として知 ら

れており1', 気管支腺 (渠液腺)より分泌され

て主として中枢気管支の感染防御に働 らき,一

方,IgG は肺胞領域に多量に存在 して末梢肺の

感染防御の役割を演ずると言われている｡ また,

溶菌物質の一種である lysozymeは,気管支分

泌物中に多量に含まれており,慢性気管支感染

症患者では減少 していることから,気道の感染

防御に役立っているものと考えられる7'｡ lyso-

zymeは肺胞macrophage, 白血球 に多量に含

有されているため,従来より,それらの細胞の

破壊により産生されるものと思われていたが,

気管支分泌物中の IgA と lysozymeが正 の相

関関係を持つことより,lysozymeも気管支腺よ

り分泌されるのではないかと推定されるように

なってきた8)｡ そこで今回, ラットを用いてタ

バコ喫煙により気管支を刺激 し,気管支腺分泌

を促進 した時の気管支分泌物 中の IgA,IgG,

lysozymeを測定 し,経時的変動を検討 した｡

また,ラットに1日15分, 2週間連 日喫煙させ

た場合の気管支分泌物についても検討 を加 え

た ｡
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まず,喫煙によって気管支に刺激を加えた場

合の気管支洗浄液中成分の経時的変動を表 1,

図3に示すが,IgA は30分まで漸増 し,40分で

2倍以上の大幅な増加を認め,IgG は30分まで

はほとんど変動せず,40分で5倍近い増加を示

した｡総蛋白量については,IgG と同じ傾向を

認め,40分で急激な増加をみた｡lysozymeは

20分値が最高で,30分および40分では減少 して

いた｡従って喫煙により,30分までは血液成分

の影響は少ないが,40分をこえると急速に血液

成分の気管支分泌物中-の移行が増大するもの

と考えられた｡

気管支洗浄液は,回収される洗浄液に濃淡が

あり,一定の濃度の液が得られないため,経時

的な変動をみるためには,各々の成分の総蛋白

量に対する百分比を求めて比較 しなければなら

ない｡そこで,表 2,図4より,総蛋白量との

百分比でみてみると,lysozyme,IgAとも20分

をピークとする上方に凸の曲線を描き,IgG は

30分まで変動がなく,40分で急激な増加を示し

た｡血液中の 1ysozymeは極微量であり,IgA

もIgGに比べて微量 (約1/100)であるため,

以上の研究成績より,喫煙によって気管支に刺

激を加えると, まず気管支腺 よ り lysozyme,

IgA が分泌され,ついで血液成分の気管支 内

への移行がはじまって,IgG,総蛋白量が増加す

るものと考えられた｡lysozymeについて は,

気管支の奨液腺に多量に含まれているという報

告があり9', 著者はすでにラットに菜液腺の分

泌を冗進させる薬剤 であ る Bromhexineを投

与 して,気管支洗浄液中の lysozyme量が増加

したことを確認している3)｡ 従って,今回の成

績は,気管支の刺激により気管支薬液腺か ら

lysozymeが分泌されるという考えの裏付 とな

るものと思われる｡

1日15分,2週間連日喫煙させたラットでは,

20分間のタバコ刺激後の気管支洗浄液 中 lyso-

zyme,IgA とも,20分 1回喫煙のみのラットに

比べて減少 しており,総蛋白量に対する百分比

も低下していたが,IgG,総蛋白量は反対 に増

加 していた｡ これは,2週間連日の喫煙により

気管支腺よりの lysozyme,IgAの分泌 が低下

門 京大胸部研紀要 第15巻 第1,2号

し,また,血液成分の気管支内移行が炎症によ

り促進されたためであろうと思われる｡従って,

炎症が長期間存在すれば,気管支分泌物 中の

lysozyme,IgAが減少 し,それがまた気道の感

染を容易にさせるという悪循環をひきおこすも

のと考えられる｡

α1アンチ トリプシンについては,その欠損

が肺気腫の原因の一つであると考 え られてお

り10),ヒト血清中の値については大島らの報告

がある11)｡しかし,気管支洗浄液中の α1アン

チ トリプシンについてはまだ不明であり,今回

は一つの試みとして,ラット気管支洗浄液中の

濃度をアンチ トリプシン活性として測定 してみ

た｡気管支洗浄液中のアンチ トリプシン活性は,

喫煙20分,40分で喫煙前のそれぞれ1･5倍,2倍

に増加 しており,総蛋白量との百分比で比較す

ると,20分では1.9士0.2%の最高値をとり,40

分では0.9±0.1%で低下 していた｡また,2週

間連日喫煙のラットでは,喫煙20分が1.3±0･1

%であり, 1回喫煙20分のラットに比べて低下

していたため,これらの成績からは,アンチ ト

リプシン活性を有す る物質が,lysozyme,IgA

と同じく気管支腺より分泌されている可能性も

考えられる｡ しかし,血液中のアンチトリプシ

ン活性が極微量であることを考えれば,アンチ

トリプシン活性を総蛋白量との百分比であらわ

すことは,流入 した血液成分中の総蛋白量の影

響を大きく受けるものと思われるため,今後一

層の検討が必要である｡

5. 結 語

Wistar系雌ラットに HamburgⅢ型喫煙装

置を用いて,-イライ ト煙を10分,20分,30分,

40分間喫煙させ,屠殺 したのち滅菌生食水2ml

で気管支を洗浄 し,洗浄液中のlysozyme,IgA,

IgG, アンチ トリプシン活性,総蛋白量を測定

した｡また,1日15分,2週間連日喫煙させた

ラットについても同様の方法で洗浄を行ない,

洗浄液中の成分を測定 した｡洗浄液中の各成分

の総蛋白量との百分比を求めて経時的に比較す

ると,lysozymeは喫煙前の 6.9±0.2%から10

分で 11.9±0.9%(P<0.001),20分で 12.3±0.
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4%(P<0.001)と上昇 し,30分では 7.9±1.0%

40分では 3･4±0･2%と減少 した｡IgA は lyso-

zymeと同様の変動を示 し,喫煙前が 1.2士0.6

%で10分が 1.6士0.7%, 20分が 2.7±0.4%

(P<0.1)と上昇 し,30分,40分ではそれぞ れ

2･4±0･4%,2.3±0.2%と減少 した｡IgG は喫

煙前,10分,20分,30分がそれぞれ 16.7士1.9

%,14.0±3.8%,16.8士2.8%,15.6±3.5%

でほとんど変動せず,40分で 27.8±2.6%(P<

0.01)と急激な上昇を示 した｡ 2週間連日喫煙

させたラットで は,喫 煙20分 の lysozymeが

4･8±0･3%,IgA が 1･0±0･3%,IgG が 17･0

士1.6%であり, 喫煙 20分 1回のみのラットに

比べて lysozyme,IgA は低下 しており,IgG は

ほぼ同じ値であった｡

従って,喫煙によって気管支に刺激を加える

と,気管支腺より lysozyme,IgA が分 泌 され

て増加するが,連日喫煙により炎症が長期間継

続すると,これらの分泌が減少するものと考え

られる｡IgG は10分から30分まで変動がなく,

40分で急激に上昇 しており,また,連 日喫煙に

よる変化は認められなかったため,30分以後に

血液中より気管支内-の移行が急速におこなわ

れたと考えられる｡

アンチ トリプシン活性については,喫煙前が

1.4±0.1%であり,20分で1.9±0.2%の最高値

をとったあと,40分で0.9±0.1%と低下 してい

た｡また, 2週間連 日喫煙をさせたラットでは,

喫煙20分が1.3±0.1%であり, 1回喫煙20分の

ラットに比べて低下 していたため,アンチ トリ

プシン活性を有する物質が,lysozyme,IgA と

同様に気管支腺より分泌される可能性が考えら

れた｡
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STUDIESONTHEDEFENCEMECHANISMSINTHERESPIRATORYSYSTEM

ReportIII.EffectofInhalatingCigaretteSmokeontheLevelsofImmunoglobulins,

LysozymeandAntitrypslninBronchialLavageFluid

MasaoKADO,M.D.

Th SecondDepartme7110fMedici71C,Che∫iDisea∫eRe∫earchInstitute,KyoloUniversity

Amountsofimmunoglobulins,lysozymeandantitrypslninbronchial1avagefluidwere

measuredbyusingrats(Wistarstrain,female)inordertoexamineaneffectofcigarette-smoking･

Eachgroupofratwasinhalatedacertainamountofcigarette-smokebyasmokingapparatus

(HamburgtypeII)for10,20,30and40min,respectively･ Inanotherexperiment,agroupof

ratwasexposedtothesmokefor15mindailyfortwoweeks･Aftertheinhalationlthebronchus

waslavagedwith2mlofsterilesalineandthesupernatantwascollectedindividually･ IgA

andlgGweremeasuredbyimmunod凪1Siontechnique･ Lysozymewasdeterminedbyabiolog-

icalmethod･ AntitrypsinactivitywasmeasuredbyJames'method･

Theresultsweresummarizedasfわllows:

1) Lysozymelevelincreased10minafterthestartortheiI血alationandreachedtothepeakat

20mintTheleveldecreasedintonormalrangewithin40min･

2) ApatternoflgAwassimilartothatorlysozyme. Themaximum peakoHgAlevelwas

fbundat20minanddecreasedlater.

3) IgGshowedadifferentpatternfromIgAandlysozyme･Thelevelremainedinthenormal

rangef♭r30minafterthestartortheinhalationandremarkablyincreasedat40min･

4) Apatternorantitrypsinactivityincreasedat20minafterthestartanddecreasedintonormal

rangelater･

5) A groupexposedtocigarettesmokefらr15mindailyfわr2weeksshowedlowerlevelsof

lysozyme,IgAandantitrypslnthanthoseofthegroupsexposedtoslngledoseofsmokefor

20min°Ontheotherhand,IgGlevelswerenearlythesamefわrbothgroups.

Itwassuggestedthatthesecretionoflysozyme,IgAandantitrypslnintracheo-bronchial

treewerestimulatedbytheinhalationorcigarettesmoking･ However,thehypersecretionwas

seeninashorttimeand,a氏erthat,thesecretionreturnedtothenormallevel,asifthosespecial

supplieswerelimitedinthetracheo-bronchialtree.


