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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指摘 され

ている｡ また, 一種の溶菌酵素である 1ysoz-

yme も,気管支分泌液中に多量に含まれてお

り,感染防御機構の一端をになっているものと

考えられている1)｡ 気管支分泌液中のこれらの

IgA,lysozyme は, 気遣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ため,戟

々はラットを用いて実験を行ない,タバコ喫煙

によって気管支を刺激すると,気管支分泌液中

の IgA.1ysozymeが増加す ることを報告し

た2),3､｡ 本報では,マウスを用いて喫煙により

気管支を刺激し,気管支分泌液中の IgA,IgG,

lysozymeが, ラットと同株に増加するかどう

かを検討 したので報告する｡ また,抗原として

ヒツジ赤血球 (SRIjC)を用いて,マウス牌臓

における抗体産生細胞数 (plaqueformingcell,

PFC)を測定 し,喫煙がマウスの免疫能,特に

抗体産生能 におよぽす影響についても検討し

た ｡

2. 実験の方法

実験 巨 ラット用 HambtlrgII型喫煙装置

(図1)のチャンバーに,プラスチック製の小

型のマウス用チャンバーを内蔵し (図2),その

図
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図 2 マウス用小型チャンバーラット用の大
型チャンバーに,プラスチック製のマウス用小型チャンバー

を内蔵してHamburgII型喫煙装置に接続する｡

中に ddy マウス (煤, 8過令)を入れて

-イライ ト煙 (空気 :痩-280ml:35

ml)を10分,20分,30分,40分

間喫煙させ,屠殺 したのち滅菌生理的食塩水 2.Omlで気

管支を洗浄 した｡気管支洗浄は図 3のどとく,テフロンチ

ューブを気管に結染固定 して行なった｡回収された約1.O

mlの気管支洗浄液は,直ちに 4oC,1500回転で15分間

遠沈 したのち,上清中の IgA,IgG,1ysozyme,総蛋白量を測定 した｡また, Brom-

hexine0.5mgを尾静脈より静注 し

,30分,60分,90分後に屠殺 して気管支

を洗浄 し,洗浄液上清中の lysozyme,総蛋

白量を測定 した｡実験はすべてマウス5匹を 1群として行なった｡IgA,

IgG は,医学生物学研究所 (名古屋市縁区鳴海町字

四本木16-3)に依頼 して作製 したimmunoplate により, lysozyme は Salut

inalutea を使用 した比濁法4)により, また

, 総蛋白量は Lowry 法5'によ

って測定 した｡実験 Ⅲ :ddy マウス (雌,

8過令,12週令)および C57BL/6マウス (8週令)に Ham- 図3 マ

ウス気管支洗浄法マウスの気管を剥離して,カットダ
ウンの要領で気管の口側に糸を結んで牽引し,気管の
一部をメスで切開する｡この気管

の切開口より,短かく切断したATOM 静脈カテーテ
ル(4Fr)を挿入し糸で結梨固定したのち,

2mlの生食水を入れた注射器に接続して洗浄を行なう｡

burg Ⅲ型喫煙装置を用いて 1日1回,

20分間連日喫煙させ,喫煙開始 4日目に SRBC 抗原107,108,109個を尾静脈より静注にて投与 した｡

SRBC 抗原投与後 4日目に屠殺 して牌臓を摘

出し,Cunningham &Szenber
gの方法6'により,牌臓中の抗 SRBC･Ig

M･PFC 数を算定 した (図4)｡各群とも5匹を1群

として実験を行なった｡ 3. 実

験の成績実験 Ⅰ:タバ コ喫煙によりマウスの気管支を刺激

した時の気管支洗浄液中 lysozyme,総蛋白量の経時的変動を表1

に示す｡lysozymeは喫煙前が 4.6±0.4〝g/mlで

,喫煙10分が 4.8±0.7〝g/ml,20分が 4.2

±0.9〃g/ml,30分が 3.7±0･5〝g/m】,40分が

3.4±0･3〝g/mlであった｡総蛋白量は,喫煙前が 452±18

〝g/mlで,10分が 446±46〝g/ml,
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PFCassaysinspleen図4 Protocolfordetermil-ingeffectofsmokingonthesplellic

PFC responsetoSRBC蓑1 タバコ煙刺激によるマウス気
管支洗浄液中Lysoz

yme濃度Lysozyme 書総 蛋 白違
(FLg/ml) i

(fig/ml)前 4

.6±0.410分 4.

8±0.720分 4.2±0.9 452

±18446±46

憲芸琶冨 ×100

1.01±0.061.08±0.20

374±69 1.14±0.203

0分 3.7±0.5 r 432±51｡｡分 3.｡士..3 1 398±7｡ 0

.85±0.06(p<0.005)

0.88±0.13(p<0.1)比で比較

すると,喫煙前が 1.01±0.06% で,10分が1.08±0.20

%,20分が1.14±0.20%と軽度上昇 しており

,30分,40分ではそれぞれ0.85±0.06% (p<0.005),0.88±0.13% (p<(

).1)と喫煙前より低い値を示 した｡IgA,IgG

を測定 した immunoplateでは,IgA はマ

ウス血清の80倍稀釈まで,また,IgGは2

00倍稀釈まで測定可能であったが,気管支洗浄

液中の IgA は検出不能であった｡気管支洗浄液中の IgG については,各々の群につい

てほとんど変動がなく, およそマウス

血清 の160倍稀釈程度の濃度であった｡Bromhex

ine0.5mg を静注 した場合の気管支洗浄液

中 lysozymeの総蛋白量に対する百分比は, 静注前が1

.01±0.06%,30分が0.86±0.26%,60分が0

.94±0.28%,90分が0.92±0.37%で, 経

時的 な変化 は認められなかった(表2)0実験Ⅲ:8週令,雌の ddy マウスに連日喫 表 2 1iromheX

ine(0.5mg)静注によるマウス気

管支洗浄液中 Lysozyme濃度L(ypsgo/zL73e 誓選点 1)

Ei_ :∴ 二 二~ 二∴ _60分 5.0±0.9

547±112 0.94±0.2890分 4.1±0.9

481±140 0.92±0.37表3 喫煙のddyマウス (8過令)のSRB
Cに対する抗体産生におよぽす影

響喫 煙 1 PFC/Splee

n㌔(-) 21450± 4349

(+) 49

170±15567 NS108109

(-) 223300±53785
(+) 451500±81441

(-) 249600±5478

8(+) 212400±42663煙させ

, SRBC に対する抗体産生能を牌臓のP

FC でみた実験 では, 表 3に示す ように,SRBC 107個

では, 喫煙(-)群の21450±4349に対 して,喫煙

(+)群では49170±15567と2倍以

上に増加 していたが,推計学的には有意差を認めなかった｡
SR】〕C108個では,喫煙(-)群の223300±53

785に比べて喫煙(+)群は451500±81441で

あり, p<0.05 の危険率で有意の増加を認めた｡ しかし,SRBC109
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表4 喫煙のddyマウス (12週令)のSRBCに
対する抗体産生におよぼす影響

SRIiC量 PFC/Spleen

7600±2812

2500士979

295200±69388

178800±64661

319600士48169

186600±47835

表5 喫煙のC57BL/6マウス(8過令)のSRIiC
に対する抗体産生におよぼす影響

SRIiC量 PFC/Spleen
50250±6286

14060±5378

151200士14800

93800士15210

81600±13060

72700士10366

P<0.001

P<0.02

NS

12週令,雌の ddyマウスを用いた実験では,

蓑4に示すように,SRBC の多寡にかかわらず,

喫煙(+)群の PFC は喫煙(-)群の約1/2-1/3

位までに減少 していたが,推計学的には有意の

差は認められなかった｡

8週令雌の C57BL/6マウスでは,表5に示

すように,SRBC107個の喫煙(-)群のPFCが

50250±6286であるのに対 して喫煙 (+)群は

14060±5378であり,p<0.001の危険率で有意

に低下 していた｡SRBC 108個でも,喫煙(-)

群の 151200±14800に比べて喫煙 (+)群では

93800±15210と抑制されていた (p<0.02)｡ し

かし,SRBC 109個では RFC に差異は認めら

れなかった｡

4. 考 察

気道の感染防御に重要な役割を持っている気

管支分泌液中の lysozyme,IgA は,気管支渠

液腺より分泌されると推定され,気管支を刺激

して気管支腺分泌を促進させると,分泌液中に

増量するものと考えられている｡ 我々がラット

を用いて喫煙刺激による気管支腺分泌を促進さ

せた実験では,IgA,lysozymeとも喫煙20分を

ピークとする増加を認め,IgG は喫煙40分で急

激に上昇することを認めている3)｡ 今回は実験

動物をマウスにかえて,タバコ喫煙による気管

支刺激により, マウス気管支分泌液中の lyso-

zyme,IgA,IgG の変動を検討 した｡気管支洗

浄液は濃淡があるため,総蛋白量との百分比を

求めて経時的に比較すると,マウス気管支洗浄

液中の lysozymeはラットと同様に喫煙20分で

軽度増加 しているものの,推計学的に有意では

なく,30分,40分では喫煙前より低値を示 した

(p<0.05,p<0.1)｡マウスの気管支洗浄液中の

Iysozyme濃度は, ラットのおよそ10分の1程

度で非常にうす く,また,総蛋白量は,ラット

の約半分の濃度であったため,タバコ煙で気管

支を刺激 した際に血液から流入 した総蛋白量に

大きく影響された結果,30分,40分で低下 した

ものと考えられた｡

マウス気管支洗浄液中の IgA 量は,マウス

血清中 IgA量の80分の1以下の低濃度であり,

今回作製 した immunoplateでは測定不可能で

あり,IgG については,喫煙前から40分までほ

とんど変動がなく,マウス血清中 IgGの160分

の1位の濃度であった｡従って,マウス気管支

洗浄液中の免疫グロブリンは,濃度が非常に低

いため,経時的な変動は不明であった｡

気管支薬液腺の分泌を冗進させる薬剤である

Bromhexine0.5mg を静注 し,経時的に気管

支洗浄液中の lysozyme濃度をみた実験でも有

意の差は認められず, 気管支腺 よりの lysoz-

ymeの分泌を示唆する成績は得られなかった｡

この理由として,マウスの気管支腺は,ラット

に比較 して数量的に少なく,従って lysozyme

の分泌量も少量であることと,マウスの気管支

洗浄法が技術的に困難を伴うことが考えられよ

う｡ 元来,気管支分泌の研究のための実験動物

としては家兎が最良といわれており,マウスの

様な小動物は,気管支腺分泌の研究には適当で

はないと考えられた｡

喫煙の血清抗体産生におよぼす影響に関して

は,Thomasらが1974年に C57BLマウスを用
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いて行なった報告がある7)｡ 我々と同様の方法

で,HamburgII型喫煙装置を使用 して空気対

タバコ煙が7対 1の割合に混合されたものを1

日7-8分間喫煙させ, 108個の SRBC を気

管支内へ投与したのち牌臓における PFC の変

動を測定 している｡ そして SRBC投与後9日

目に PFC がコントロールの250%に増加 し,

36日, 182日では150%程度であったが294日で

は50%以下に抑制されていた｡従って,喫煙の

初期には PFC は増加するけれども,喫煙を継

続すれば抑制 されると報告 している｡ また,

Thomasらは,108個の SRBCを腹腔内-授与

した場合に,喫煙が牌臓の PFC に与える影響

についても研究 しており8', 前述の気管支内投

与実験と同様の方法で喫煙させると,17週では

PFCがコントロールに比べて p<0.01の有意

差で増加するが,38週では p<0.1の有意差で

減少したと述べている｡

一方,Holtら9'は,HamburgII型喫煙装

置を用いて C57BL マウスに低 タールおよび

高 タール のタバコの煙を喫煙 させ, 108個の

SRBCを腹腔内投与 したのち血清中の hemag一

glutinatingantibodyを測定 し,低タール煙で

は enhanceされるが高タール煙では抑制され

ることを報告 してい る｡ 従って, これらの成

績からは,喫煙の期間やタバコの種類によって

抗体産生能は高められたり抑制されたりするも

のと考えられる｡ 我々の成績では,ddyマウス

の8過令では PFC が増加 しているが,12週令

では低下 しており,週令によっても抗体産生能

に差異 を認めている｡ また, 同じ8週令でも

C57BL/6マウスでは PFC は強く抑制されて

おり,マウスの種類によっても影響を受けるも

のと思われる｡ さらに,C57BL/6マウスでの

実験では,SRBC 109個ではコントロールに比

べて有意の差はないが, 108, 107個と SRBC

量を減らしてゆくと抑制が順次強くなっており,

SRBC の投与量によっても抗体産生における

喫煙の影響は変化するものと考えられた｡なお,

我々の行なった実験では,ハイライ トを用いた

が,ハイライト1本のタール含有量は 19mg,

ニコチン量は 1･2mgで,Holtらの報告 して
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いる高タールタバコとほぼ同様の含有量であり,

低タールのタバコを用いて実験を行なえば,輿

った結果が得られたかも知れない｡いずれにし

ても,喫煙によってマウスの SRBC に対する

抗体産生抑制あるいは増加が牌臓 レベルにおい

ても認められたことは,喫煙が単なる局所刺激

のみならず,全身的な免疫反応にも影響をおよ

ぽすことが明らかに示されたと思われる｡

結 語

ddy マウスを用いて,喫煙あるいは Brom-

hexine投与により気管支を刺激して,気管支

洗浄液中の lysozyme,IgA,IgG の変動を測定

した｡また,喫煙がマウス牌臓における抗体産

生細胞数 (PFC)におよぼす影響についても検

討 し,以下の成績を得た｡

1) lysozymeの総蛋白量に対する百分比で

みると, 喫煙前が1.01士0.06%, 喫煙10分が

1.08±0.20%,20分が1.14±0.20%と軽度増加
したが,推計学的な有意差は認められなかった｡

喫煙30分, 40分では, それぞれ0.85士0.06%
(p<0.005),0.88±0.13% (p<0.1)と喫煙前よ

り低い値であった｡

2) IgA は,マウス血清中 IgA量の1/80以

下で検出不能であり,IgGはマウス血清中IgG

量の1/160程度の濃度で,喫煙前から喫煙40分

まで変動は認められなかった｡

3) BromlleXineO･5mg を静注した場合の

気管支洗浄液中 lysozymeの総蛋白量に対する

百分比は,静注前が1.01士0.06%,30分が0.86

±0.26%,60分が0.94士0.28%,90分が0.92士

0.37%で,経時的な変化は認められなかった｡

4) ヒツジ赤血球 (SRBC)に対する抗体産

生能を ddyマウス (8週令)牌臓の PFC で

みた実験では,SRIiC 108個を用いた場合に,

喫煙(-)群の223300±53785に比べて喫煙(+)

群は451500±81441と増加 した (p<0.05)0ddy

マウス (12週令)では, SRBC の多寡にかか

わらず,喫煙(+)群の PFC は喫煙(-)群の約

1/2-1/3位までに減少していたが,推計学的に

は有意の差が認められなかった｡

5) C57BL/6 マウス (8週令)では,
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SRBC 107,108個で喫煙 マウス群 に有 意 の

PFC 抑制が認められた｡
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STUDIESONTHEDEFENCEMECHANISMSINTHERESPIRATORYSYSTEM

ReportIV･ EffectofInhalatingCigaretteSmokeontheLevelsofImmunoglobu-

1insandLysozymeinBronchialLavageFluidandtheAntibodyProduction･

MasaoKADO,TakateruIZUMI,andShunsakuOSHIMA

TheSecondDepartmentofMedicine,Che∫tDz'∫ea∫eRe∫earchh∫titute,KyotoUniyer∫zzy

KeijiHASHIMOTO

DepartmentofInternalMedz'cz'71C,KyotoCity Hospital

Inthisstudy)changesinlysozyme,IgAandlgGfわundinbronchialsecretionswereexamined

frommicewhosebronchiwerestimulatedbysmokinginhalation･ Becausethebronchialsecre-

tionsareirregularindenslty,Whenacomparisonovertimeforpercentageoftotalproteinis

measured,lysozymeinbronchialsecretionincreases,reactlngaPeakafter20minutes･ Thus

lysozymesecretionsfromthebronchialglandwereconsideredtohaveincreasedduetosmoking

inhalation･ IgA fわundinbronchialsecretionswereextremelythin,lessthan1/800fthelgA

foundinmouseserum,socouldnotbemeasured. AsforIgG,after40minutesofinhalation,

therewashardlyanychange,densitybeing1/1600rthatfわundinmouseserum･

Inordertoexaminetheinfluenceofsmokingonmouseimmunlty)especiallyregarding

immunoglobulinproduction,asanantigen,sheepredbloodcells(SR】∋C)wereused,thusexamin-

ingtheireffectsonplaqueformingcells(PFC)inddyandC57BL!6mousespleens･ Thefactthat

smokingworkedtosuppressorenhancelgM PFCproductionwasherecon丘rmed.

Fina11y)recognlt10nOrthefactthatsmokingsuppressesorenhancesimmunoglobulinproduc-

tionagainstSRBCatthemousespleellevelclearlyindicatesthatsmokingpossessesnotonlylocal

effects,butin丑uencesimmunologicalreactionsthroughouttheorganism･


