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背景 プランルカストやモンテルカスト等のCysLT1受容体浩抗薬は,気管支喘息、の軽症から重症までの

幅広い患者層に対する長期管理薬として使用されている.一方, cysLT1受容体浩抗薬の効果は,こ

れらを服薬している患者の約半数で不十分とされており,このような患者において CysLT2受容体

が関与している可能性がある.しかしながら,cysLT2受容体が関与する気管支喘息、モデルが存在し

なかったため,新規のCysLT2受容体抽抗薬の創製や本受容体の役割解析には限界があった

目的:新規の喘息、モデルを構築し, cysLT2受容体の気道における役割を明らかにする

方法:①CysLT2受容体が関与するモノレモット気道閉塞モデル,②CysLT2受容体が関与するモルモットア

ナフィラキシーモデル,及び③ヒト気管支標本の平滑筋収縮モデルを用いて, cysLTS 受容体浩抗

薬及び喘息、治療薬の効果を評価した.モルモットの CysLT2受容体は LTC4によって活性化される

が, LTC4は生体内では速やかに代謝されるため, S・hexylGSHを用いてこれを抑制した

要旨

結果:S・h獣ylGSHを処置したモルモットにLTC4を吸入させた結果, cysLT1受容体詰抗薬であるモンテ

ルカストや気管支拡張薬に抵抗性の気道収縮及び血管透過性の亢進とこれらに伴う肺の=アート

ラッピングが認められた.また, S・hexylGSHを処置した感作モルモットに抗原を曝露した場合に

は,モンテルカストでは抑制されない致死的呼吸困難を伴うアナフィラキシー反応が誘発され,こ

れらの反応は既存薬であるステロイドや気管支拡張薬により有意に抑制されることが確認された

このような動物モデルにおいて, cysLT2受容体桔抗薬や CysLTν2受容体枯抗薬である ONO-6950

がモンテルカストを上回る有効性やステロイドの減量効果を示した,ヒト気道組織を用いた検討で

は,2例の実際の気管支喘息、患者の気道に浦いてCysLT2受容体の存在が確認され,このうちの 1例

では,抗原刺激による感作標本の平滑筋収縮を ONO-6950 がモンテルカストよりも強く抑制した

考察:本研究で構築した動物モデルは, cysLT2若しくはCysLT地受容体捨抗薬の有効性評価やCysLT2受

容体の役割解析に有用と考えられる.cysLT2受容体は,平滑筋収縮作用や血管透過性亢進作用によ

つて末梢気道閉塞を引き起こすことにより,モンテルカストが効果を示しにくい喘息、患者の病態に

関与している可能性があるが,本受容体の関与が低い患者層も存在するものと考えられる

総括:本研究により,既存の気管支喘息、治療薬であるCysLT1受容体括抗薬に抵抗性を示す末梢気道病変

や気管支平滑筋の収縮反応に CysLT2受容体が探く関与していることが示された.また,経口投与

可能なCysLT雌受容体持抗薬であるONO-6950が,既存の喘息、治療薬では効果不十分な患者に対し

て、効果を示す新たな治療選択肢となる可能陛が考えられた.

5



成人の気管支喘息、は,気道の慢性炎症,気管支平滑筋収縮や気道分泌による可逆的な気道狭窄,気道過

敏性獲得によって,反復的に引き起とされる変動性を持った咳,喘鳴,呼吸困難等の臨床症状で特徴付け

られる慢性閉塞性呼吸器疾患であり,気道の過敏性が高いほど喘息、症状が明らかな傾向にあるとされて

】)いる

喘息の病態の本体は慢性気道炎症であり,マクロファージ,肥満細胞,好酸球, T細胞, B細胞,樹状

細胞,気道上皮細胞,気道平滑筋,自然りンパ球,繊維芽細胞等の多岐に渡る細胞と,これら細胞から産

生・遊籬される Thl, T112若しくはTh1フサイトカイン類やケミカルメディエーターが複雑に絡み合うこ

とによって様々な病態を形成する.最も特徴的な炎症像として,丘・4,1L・5,1L・13 等のTh2サイトカイン

産生や疇疲中・末梢血中好酸球比率が高い好酸球性気道炎症が知られているがN〕,一部の重症例・難治

伊Nこおいてはル・8,・23 等のTh1フサイトカイン産生を伴う好中球優位な気道炎症も認められる 5,6).気道

炎症が持続すると,気道上皮細胞の剥縦や気道平滑筋の破壊と,とれに対する修復過程である平滑筋肥

大,粘膜下腺過形成や上皮下基底膜肥厚等の気道りモデリングが生じた結果,気道閉塞が引き起こされ,

気道過敏性を獲得し更なる重症化に至る.従って,喘息、を安定した状態に管理する上では,気道炎症の抑

制と気管支拡張による気道確保が重要である

気管支喘息、の治療薬は,病態を安定に維持するための「長期管理薬」と喘息、発作に対処するための「発

作治療薬」に分けられる1).長期管理薬には,抗炎症作用,気管支拡張作用,または両者を併せ持っ薬剤

が使用される.基本的には,強力な抗炎症作用を示す吸入ステロイド a血aledc0此icosteroid,1CS)が治療

ステップ1~4 のいずれにおいても第一選択薬とされ,1CS によるコントロールが不十分な場合に,長時

間作用性βユ刺激薬(L伽g・actlngβ2a宮onist, LABA),ロイコトリエン捨抗薬,テオフィリンが追加され,

1台療ステップ 3 以上で1ネ長H寺鳥与イ乍用,性打tコリン弾i (Long・actinganti・muscariniC釦ta三onists,1,ANIA),1台療

ステップ4 では経ロステロイド若しくは抗 lgE抗体が追加される.また,これら長期管理薬を使用して

いるにも関わらず急性発作が生じた際には,短時間作用性β2刺激薬(shod・actingβ2鴫onlst,SABA),経

ロステロイドやテオフィリンが発作治療薬として使用される

システィニルロイコトリエン(cysLTS: LTC、LTD4,LTE4)は, cyslT1受容体を介して平滑筋収縮,血

管透過性亢進,粘液分泌,白血球遊走等の生理活性を示し 7-11),プランルカストやモンテルカスト等の

CysLT1受容体措抗薬の喘息才台療における一定の臨床的意義が確立されている 1,12).しかしながら,cysLTI

受容体佶抗薬を処方されている患者の約半数ではその効果は不十分とされている13,向.一方, cysLTSの

受容体としては, cysLT,受容体の他にCysLT?受容体が存在する 15,16). cysLT2受容体についても,気道

上皮,気道平滑筋や炎症細胞上に発現が確認されているため17,18), cysLT1受容体措抗薬の効果が不十分

な喘忘、患者の病態に本受容体が関与している可き断生が考えられ, cysLT2受容体措抗薬やCysLTⅢ受容体

括抗薬が新たな治療薬となる可能性がある.しかしながら,ヒトの病態に類似し,かつCysLT2受容体が

明確に関与する気管支喘息モデルが存在しなかったため,これまでは新規化合物創製のためのスクリー

ニング,有効性評価や病態におけるCysLT2受容体の機能解析に限界があった

そこで本研究では, cysLT2受容体が関与する気道閉塞モデル及びアナフィラキシーのモルモットモデ

ルを構築し,選択的CysLT2受容体枯抗薬である BaycysLT2RA19)を用いてCysLT2受容体の機能的役割を

序論
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解析した.また,新規のCysLT地受容体括抗薬ONO-695020〕及びBaycysLT2N を用いて,気道のアレノレ

ギー反応におけるCysLT2受容体の役割についても検討した.

、
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第1章正常モルモットを用いたLTQ吸入による気道閉塞モデルの構築,及びCysLT2受容

体の機能的役割について

t ^'
1 1^

気管支喘息、の病態モデルの作製には, cysLTS に対する気道の反応性が富んでいるモルモットが広く用

いられてきたが,モノレモットのCysLT2受容体はヒト CysLT2受容体と異なり, LTC4によって活性化され

ることが明らかにされている 16,2D (F喰. D しかしながら, LTC4は,生体内の代謝酵素であるγグル

タミノレトランスペプチダーゼ(yGTP)によって速やかに代謝されるため22,23),モノレモットに浦いて通常

認められる CysLTS による喘息、反応は主に CysLT1受容体を介する反応と考えられる.そこで,本研究で

は, LTC4の代謝を抑制するととによってCysLT2受容体を活性化させるために, yGTP阻害剤としてSへ

キシルグノレタチオン(S、h獣ylGSH)を使用した⑳

既に我々は, S・hexylGSHを処置した条件下では, LTQがCysLT2受容体を介して麻酔下モルモットの

気道収縮を引き起こすことを報告しているが25), cysLT1受容体を介する気道収縮との違いやCysLT2受

容体の気管支喘息、における役割は明らかではない.

本章では, cysLT2受容体を介する気道閉塞のメカニズムを明らかにするために,覚醒下モルモットヘ

の CysLTS 吸入によって実際の喘息、の状態に近似した気道閉塞モデルを構築し, cysLTS受容体桔抗薬及

び気管支拡張薬の効果を検討した.

8
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第1節正常モルモットを用いたLTC4吸入による気道閉塞モデルの構築

1.実験目的

正常モルモットにLTQを吸入させるととにより, cysLT2受容体を介する気道閉塞モデルを構築した

2.実験材料及び実験方法

2.1.実験動物

雄性HaⅢey系モルモット細本エスエルシー株式会社:入荷時週齢5週齢,使用開始時6~7週齢)を

使用した.飼育用ケージ(W :320mmゞエ:550mmゞH :350mm)に1ケージ当り 5~6匹収容し,温度

24士2゜C,湿度55土15%,換気 100%新鮮外気にて 15士5 回/時間,明暗サイクル12時間(明期;8:00~

20:00)で飼育した.飼育期間中は周型飼料LRC4(オリ=ンタル酵母工業株式会社)及び上水道水伯動

給水装置)を自由摂取させた.尚,糞尿は自動洗浄機により処理し,飼育ケージは1~2週間に1回以上

の頻度で交換した,体重測定時に動物を観察し,一般状態に異常のない動物を使用した.本研究は小野薬

品工業株式会社研究本部「動物実験等に関する規程」を遵守して実施した

2.2.試薬

ITC4溶液(cayman chemicalcompa11y)は・80゜Cで保存した.媒体であるエタノーノレを窒素ガスにて蒸

発さヨ士た1妾, phosphate Buffered saline (PBS, Lifヒ Teclm010gies corporation)を用レ、て 10 μg/mL の濃度1こ

溶解し,必要に応じてPBSで希釈した.調製後は氷上で保存した

S・hexylGSH (slgma・Aldrichcorporation)は 5゜Cで保存し, S・hexylGSH に等モノレ量の lm01ル水酸化ナ

トリウム溶液及び生理食塩液を加えて60mぎmLの濃度にした後,超音波処理により完全に溶解させた

調製後は室温・遮光下で保存した

Montelukast (モンテノレカスト, sequoiaResearch products, L司.)は 0.5 W/V%メチノレセノレロース 40OCP 溶

液(0.5W/V%MC,滅菌済,和光純薬工業株式会社)を加え,メノウ製の乳鉢及び乳棒を用いて0.03m創mL

の溶液を調製した

BaycysLT2RA;1・(5・carboxy2・{3・[4・(3・cyclohexyゆropoxy)phenyl]propoxy}b伽Zoyl)・4・Pゆeridinecarboxylic

acidは,当量の lm01ル水酸化ナトリウム溶液を添加した後,1V01%のウェルソルブ U V01%WS,株式

会社セレステ)含有生理食塩液を加え,超音波処理を施して2m創mL溶液を調製し,使用まで遮光して

室温保存した

23.麻酔下モルモットにおける気道収縮の誘発と気道抵抗の評価

ペントノ勺レビタールナトリウム(75mgkg,ip.,ソムノペンチノレ@,シェリング・プラウ株式会社)に

て麻酔を施したモルモットを背臥位に固定し,頚部を正中切開して気管を露出後,気管を切開しポリエチ

レン細管を挿入した.ポリエチレン細管の反対側を定量式人工呼吸装置(ModelsN・480・フ,株式会社シナ

ノ製作所)に接続し,送気量4ml/回,換気回数70回/分で人工換気した,ポリエチレン細管の副側路

に接続した差圧管(P江UMOTACHON正TER,株式会社エム・アイ・ピー・エス)を用い,通気圧をWm,

PULMOS・Ⅲ(version3.6,株式会社エム・アイ・ビー・エス)により測定した.また,頸静脈にカテーテ

9



ノレを挿入して,1V01%WS, BaycysLT2RA, S・h駅ylGSH及びLIC4の投与経路を確保した.通気圧が安定

したととを確認した上で,頸静脈に挿入したカテーテルを介して IV01%WS あるいは BaycysLT2RA a

mg/0.5mLn【g)を静脈内に boluS投与し,約 1分後に S・hexylGSH (60mg/mLn【g)に引き続いて LTC4 ao

μgmL永3)を静脈内にboluS投与した,投与後直ちに,]0単位/mLへパリン含有生理食塩液(約0.5mL)

を投与して,カテーテル内に残存する溶液を完全に投与した.通気圧をLTQ投与後 10分以上測定した

後,気管を完全に閉塞させて最大通気圧を測定した.最大通気圧測定後は,人工呼吸を停止して動物を安

楽死させた

モンテルカスト(03 mglom上永g)はLTC4吸入の 24時間前に経口投与し, BaycysLT2RA は 1分前に静

脈内投与した

尚,モンテノレカスト(03m3/kg,P.0,)は, LTD4 (0.3 μg/kg,i.V.)によるモノレモットの気道収縮を完全に

抑制することを確認している狗. BaycyslT2RA (compoundA として記載,1mg/kg,1.V.)は, S・hexylGSH

を処置したモルモットにおいて, LTC4(15μgkg,i.ν.)による気道収縮を有意に抑制することを確認して
25)いる

2.4.覚醒下モルモットに郭ける気道収縮の誘発と気道抵抗及び肺容積の評価

覚醒下のモルモットを呼吸抵抗測定用チャンバーに固定し, LTC4若しくは LID4吸入前の気道の通気

圧をダブノレフロー・プレチスモグラフ法(win、PULMOS,1,株式会社エム・アイ・ピー・エス)により,

測定した. S・hexylGSH若しくはBaycysLT2RA を用いる試験については, cysLTS吸入直前にモノレモット

の前肢静脈より投与した,その後,動物をアクリル製チャンバー内に収容し,超音波式ネブライザ(NE、

U07,オムロン株式会社)で霽化したLTC4(2μgmL)を自発呼吸下で1分間吸入曝露した(風量:最大,

薬液の谷量:3 mL)吸入曝露後,特異的気道抵抗イ直(speci丘Cairwayresistance:SRaw, cmH20/mL/sec)

を測定することにより呼吸抵抗を評価した.SR脚を測定した後の動物を,過剰量のぺントバルビタール

ナトリウム(75m創kg,i.P.)による麻酔下で大腿部より放血致死させ,肺を摘出後,足容積測定試験装置

(TK・1田CN伊, unicom)を用いて肺実質の容積を測定した

2.5.肺の病理組織切片の作製

肺の容積を測定した後, S・h獣ylGSH非処置・処置下でLTC4を吸入した=ントロール群の個体につい

ては10V01%ホルマリン緩衝液中で一晩固定した.圖定した肺組織をパラフィン包埋した後,厚さ4μm

の薄切切片を作製し,ヘマトキシリン・エオジン偵E)染色を行った

2.6.統計解析

統計学的解析には, SAS 9.13 SeNicepack4 (SAs lnsti加teJaP帥)a11dthe Ⅱnked system EXSAs version 8.1

(CAC, Exicare co.)を用いた

PBS吸入群とLTC4吸入群との比較はDume廿の多重比較により行い,有意水準はPく0.05とした
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3.実験結果

3.1.麻酔下モルモットのLTC4静脈内投与による気道収縮に対する CysLTS捨抗薬の効果

S・hexylGSH 非処置下での LTC4による気道収縮は CysLT】受容体括抗薬であるモンテルカストによっ

てほぼ完全に抑制された(Fig.2A)これに対して, S、hexylGSH (60m少k号)を処置した場合のLTC4に

よる気道収縮はモンテルカストでは抑制されず, cysLT2受容体括抗薬である BaycysLT2RA によって完

全に抑制された(F地 2B)本反応は, LTC4単独処置による気道収縮と比べて持続的であり,反応惹起

30分以内の緩解は認められなかった(F地.2A及ぴ2B)また, S、h駅ylGSH処置下の Contr01群の肺は非

処置下の肺と比べて膨張しており(Fi宮.2C及び2D),病理組織像では細気管支から肺胞領域において空

気の貯留が確認された(Fia.2E及び2F)

A S轟lin.

引用) sekioka T. et al., Er. J. pharmac01.,2017,794,147-53.
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32.覚醒下モルモットにおけるLTQ吸入後の気道抵抗及び肺容積の経時的変動

3.1.において,麻酔下モルモットに S・hexylGSH を処置して LTC4を静脈内投与することによって,エ

アートラッピングを伴う気道閉塞が惹起されることを示した.しかしながら,本条件下では,気道収縮惹

起30分後の実験終了時点ではほぼ全例の動物が心停止状態であり,人工換気による何らかの物理的な肺

障害が生じている可能性が否定出来ないと考えられた.

そこで,数死的ではない範囲の濃度でLTC.を自発呼吸させた際にも同様にエアートラッピングが生じ

るか否かを検討した

S・hexylGSH (60 mgkg,i.V.)を処置した覚醒下のモルモットに,1若しくは 2 μ且/mL の LTC'を 1分間

吸入曝露することにより,吸入5~15分後をビークとする気道抵抗(SRaw)の上昇がみられ(F喰.3B),

LTC4(2μgmD 吸入群では,SRaW上昇に伴う明らかなエアートラッビング及び肺の容積の増大が確認

された(Fig.3A 及び 3D)
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4.考察

本節では, S・h獣ylGSH を処置した覚醒下モルモットにLTC4を吸入させることにより, cysLT2受容体

を介する気道閉塞モデルを構築した

S・h餓ylGSH を処置した麻酔下モルモットに LTC4を静脈内投与した場合には, S・h駅ylGSH 非処置の

動物では認められないエアートラッピングを伴う気道閉塞が確認された.しかしながら,気道収縮惹起

30分後時点でほぽ全例の動物が心停止状態であり,LTC4による強力な気道平滑筋収縮に人工換気が加わ

つたととによる物理的な肺障害が生じている可能性が否定出来なかった.また,本実験条件下で捉えてい

る気道閉塞は自発呼吸下での呼気性呼吸困難ではなく,人工換気装置による圧変化を反映している可能

性が示唆されている 27,28)

そとで, S・h駅ylGSHを処置した覚醒下モルモットに致死的でない濃度のLTC4を吸入させて自発呼吸

を測定したところ,明らかな気道抵抗の上昇とエアートラッピングが再現された.従って,麻酔下の検討

では, cysLT2受容体が, cysLT1受容体を介する気道収縮よりも持続的な気道収縮及びエアートラッピン

グを誘発して換気障害を起こした結果,心停止に至った可ヨ断生が高いと考えられた

エアートラッピングは小気道における平滑筋収縮,炎症等の病変に関与して謁り29),重症患者では明

らかなエアートラッピングが認められるのに対して,非重症患者では認められないことが報告されてい

る30).また,重症喘息、患者や喘息、死亡例の肺では,末梢気道における炎症やりモデリングが生じてぃる

31-33) 従って, cysLT2受容体は,気管支喘息、における末梢気道病変に関与しており,重症とされている

例の病態形成において重要な役割を担っている可能性があると考えられる
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第2節 LTC4吸入による気道閉塞におけるCysLT2受容体の機能的役割について

1、実験目的

第1節では, S・h駅ylGSH を処置した覚醒下のモノレモットにおいて, LTC4の吸入によってエアートラ

ツピングを伴う気道収縮反応が引き起こされるととが確認された.しかしながら,本反応に関与する

CysLTS受容体の種類やLTC4の活性代謝物であるLTD4による気道収縮反応との違いは不明であるため,

CysLTS受容体捨抗薬や気管支拡張薬を用いてLTC4による気道閉塞におけるCysLT2受容体の機能的役割

について検討した

2.実験材料及び実験方法

2.1.実験動物

第1飾2.1 と同様

22,試薬

LTC4及びLTD4溶液(いずれも Caym帥 ChemicalcomP舶y)は・80゜Cで保存した,媒体であるエタノー

ルを窒素ガスにて蒸発させた後, PBS を用いてそれぞれ10及び30μg/mL の濃度に溶解し,必要に応じ

てPBSで希釈した.調製後は氷上で保存した

S・hexylGSH,モンテルカスト及ぴBaycysLT2M の保存及び調製は,第1節22 に従い,モンテノレカス

トについては0.01及び0.03m創mLの溶液を調製した

Salmeterol×1nafoate (サノレメテローノレ, sigma・AldTichcorporation)は室1島でイ呆存した.サノレメテローノレ

は N, N・dimethylformamid巳①MF)を加えて溶解し,5 m創mL 溶液を調製後,生理食塩液を用いて 0.1

mg/mLに希釈した.これを更に2V01%DMF含有生理食塩液(2V01%DMF)を用いて30μg/mLに希釈し

た.調製後は室温で保存した.

FITC・BSA (Fluoresceln isothiocy抑ate、conjugated bovine serum albumin) 1更.てK FITC・HSA (Fluorescein

isothiocyanate・conjugatedhulnanse川malbumin)(し、ずれも Siama・Aldrichcorporation)は生理食塩液にて 4

m創mLに調製し,氷冷下で遮光保存して使用した,調製したHTC・BSA及びHTC、HSAの一部について

は,正常動物より採取した気管支肺胞洗浄液(BALF, bronchoalveolarlavageauid)の遠心上清を用いて段

階希釈し検量線用サンプルを調製した

23.覚醒下モルモットにおける気道収縮の誘発と気道抵抗及び肺容積の評価

覚醒下のモルモットを呼吸抵抗測定用チャンバーに固定し, LTC4若しくはLTD4吸入前の気道の通気

圧をダプルフロー・プレチスモグラフ法(win、PULMOS、1,株式会社エム・アイ・ピー・エス)により,

測定した. S・h躯ylGSH若しくはBaycysLT2RA を用いる試験については, cysLTS吸入直前にモルモット

の前肢静脈より投与した,その後,動物をアクリル製チャンバー内に収容し,超音波式ネブライザ(江、

U07,オムロン株式会社)で霧化したLTC4 (2μ創mL)若しくはLTD4 (30μg/mL)を自発呼吸下で 1分

間吸入曝露した(風量:最大,薬液の容量:3mL).吸入曝露後,ダブルフロー・プレスチモグラフ法に

よってSRaW を測定することにより呼吸抵抗を評価した.SRaW を測定した後の動物を,過剰量のぺント
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バノレビタールナトリウム(75mgkg,i.P.)による麻酔下で大腿部より放血致死させ,肺を摘出後,足容積

測定試験装置(TK・10ICMP, unlcom)を用いて肺実質の容積を測定した,

モンテノレカスト及びBaycysL12RA の投与方法は,第1節2.4 に従った.

サルメテロール B0μg永套)は, LTC4若しくはLTD4吸入曝露の 1分前に静脈内投与した.

尚,モンテルカスト(03mg/kg,P.0.)は, LTD4 (03 μg/ka,i.V.)によるモノレモットの気道収縮を完全に

抑制することを確認している狗. BaycysLT2RA (compoundA として記載,1mgkg,i.V.)は, S・hexylGSH

を処置したモルモツトにおいて, LTC4(15μ創kg,1.V.)による気道収縮を有意に抑制することを確認して

レ、る 25).

2.4,気道の血管透過性の評価

覚醒下の正常モルモットに,モンテルカスト(0.1mglkg)若しくは媒体である 0.5W/V%Mc aomL永g)

を経口投与し,約 24時間後に動物の右前肢静脈より HTC鳴SA 若しくは F11C、HSA (いずれも 2

mg/0.5mLAくg)及び BaycysLT2RA (1 mgo.5mL永名)若しくは媒体である IV01%WS (0,5 mLn(傘)を投与し

た.直ちに左前肢静脈より S・h獣ylGSH (60mg/2mL永g)及びLTC4 (2μ且/mLn【旦)若しくは媒体である 0,1

V01%EtoH (1mL永g)を投与することにより気道の血管透過性を亢進させた. LTC4投与 15分後に,ペン

トバノレビタールナトリウム(64.8 mgmL原液を 0.3 mL/田limal)を静脈内投与し,大腿動静脈より放血致

死させて開胸した.速やかに気管上部を切開してカニューレを挿入後,氷冷した3.8m創mLクエン酸三ナ

トリウムニ水和物含有生理食塩液 10mL を注入・回収する操作を計5 回行い, BALFとして回収した.

BALF は遠心分何隹(4゜C,3,ooorpm,5min, HITACHIHIMACCENTNFUGE,ローターRPRS33-439)す

るまで氷冷下で遮光保存した.遠心分雜後の上清を遮光した測定用プレート(Assayplate,96WeⅡBlack,

FlatBottom, Non・treated, NO Lid, Non・sterⅡe, polyswrene, coming lncorporated) 1こ 200 μL ,窒つ1多し,各検体

及び検量線用サンプルの蛍光強度(EX:485nm/Em:538姉)をFmaXマイクロプレートリーダー及びそ

の起動ソフトウェアである SOFTmaxpRoversion13,1f (日本モレキュラーデバイス株式会社)にて測定

した. FITC・BSA若しくはΠTC・HSAの検量線を用いて,各個体の気道内に漏出したHTC,BSA若しくは

HTC・HSA濃度を算出した.

2.5.統計解析

統計学的解析には, SAS9.1.3Servicepack4(SAslnsti加teJapan)およびその連動システム EXSAsversion

8.1(CAC, Exicare co.)を用いた.

FITC・BSA及びHTC・HSAの検量線の線形回帰分析には,マイクロプレートリーダー(Fm餓,日本モ

レキュラーデバイス株式会ネ幻を用いた.

PBS 群若しくは nonna1群と Con廿01群, contr01群と Salmeter01群, contr01群と各化合物投与群,各化合

物投与群間での比較はD如nettの多重比較により行い,有意水準はPく0.05とした.
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3.実験結果

3.1. LTC4及びLTD4吸入投与による覚醒下モルモットの気道収縮及びエアートラッピングに対する気管

支拡張薬の効果

サノレメテローノレ B0μ曾kg,i.V.)は, S・hexylGSH処置下の覚醒下モノレモットにLTC4を吸入して引き起

こされる気道収縮と肺の過膨張を部分的に抑制した(Fig.4A及び4B)これに対して, LTD4吸入によ

る気道収縮と肺の過膨張は,サルメテロール(30μ創kg,i.V.)によってほぽ完全に抑制された(Fig.4C及

び4D)
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3.2. S・hexylGSH 処置下の覚醒下モルモットにおける LTC4 吸入による気道収縮及びエアートラッビン

グに対するロイニトリエン括抗薬の効果

BaycysLT2RA (1m創k底,i.V,)は, S・hexylGSH を処置した覚醒下モルモットにLTC4を吸入させて引き

起こされる気道収縮と肺の過膨張を約 80%有意に抑制し,更にモンテルカストとの併用群はこの反応を

ほぽ完全に抑制した(Fig.5A及び5B).一方,モンテルカスト(03m創kg,P,0.)は, ITC4による肺の過

膨張を約50%有意に抑制したが(Fig.5B),気道収縮に対しては抑制傾向のみを示した(Fig.5A)
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3.3.覚醒下モルモットにおける LTC4静脈内投与による気道の血管透過性亢進に対するロイコトリエン

捨抗薬の効果

S・h餓ylGSH処置下でLTC4を静脈内投与した場合のモルモットの気道の血管透過性亢進に対して,モ

ンテノレカストは無作用であったが, BaycysLTユRA (1 mg/kg,1.V.)及び BaycysLT2RA とモンテノレカスト

(0.1mgkg,P.0.)の併用群はほぼ完全な抑制を示した(Fia.6A)これに対して, S・hexylGSH非処置下

でのLTC4静脈内投与による気道の血管透過性亢進には,BaycysLT2RAは有意な抑制を示さなかった(F地.

6B)
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4.考察

本節ではLTC4吸入による覚醒下モルモットの気道閉塞における CysLT2受容体の機能的役割について

検討した

S・h獣ylGSHを処置したモルモットにLTC4を吸入して認められる気道閉塞の本体は,基本的に気道収

縮によるものと考えられるが,LTD4による気道閉塞との間に何らかの違いがあるか否かを確認するため,

LTC4による気道閉塞とほぽ同程度の気道閉塞を LTD4吸入によ0て誘発し,両反応に対する気管支拡張

薬の効果を比較した

その結果, LTD4による気道閉塞とは異なり, LTC4による気道抵抗上昇とこれに伴うエアートラッビン

グはサルメテロール(30μgkg,i.V.)では完全に抑制されず,部分的に気管支拡張薬に抵抗性であった

これらの結果は,本実験条件下でのLTD4による気道閉塞は気道の平滑筋収縮によるものであるのに対し

て,LTC4による気道閉塞には平滑筋収縮以外の何らかの反応が含まれていることを示している.LT吸入

によって,数十分以内に生じる平滑筋収縮以外の気道の急性反応としては血管透過性の亢進が考えられ

るが,実際にLTC4やLTD4はモルモットの気道やマウスの耳介の血管透過性を亢進させることが知られ

34,36) LTC4による気道の血管透過性亢進に対するLT受容体浩抗薬の効果を確認したところ, S・ている

hexylGSH (60mgk号,i.V.)処置下でのLTC4による気道内へのアノレブミン漏出のみがBaycysLT2RA によ

つて厭ぼ完全に抑制され,本反応はCysLT2受容体を介する血管透過性の亢進であると考えられた

ヒトCysL12受容体のトランスジェニックマウスにLTC4を処置した際の耳介の血管透過性は,野生型

マウスのそれに比して有意に増強されること肋等も報告されていることから, cysLT2受容体の刺激は,

気道平滑筋の収縮だけでなく,血管透過性の亢進も引き起こすものと考えられる

各LT受容体佶抗薬を用いた検討結果も考え併せると, S・h餓ylGSH処置下でのLTC4による気道閉塞

には,一部 CysLT1受容体を介する気道収縮も関与するが,大部分は CysLT2受容体を介する気道収縮と

これに伴うエアートラッピングによる反応であり,更には,気管支拡張薬に抵抗性のCysLT?受容体を介

する血管透過性の亢進も部分的に関与していると考えられた

CysLT2受容体が末梢気道病変に関与する可能性を示唆した報告はこれが初めてである.末梢気道にお

けるエアートラッビングは重症喘息、御や急性増悪39)に関与している.基本的に喘息,患者は,1CS若しく

はICSとLABAの併用により管理されるが,大きな粒子の薬剤については末梢気道まで到達しないため,

40-42)その効果は限定的である これに対して,プランルカストやモンテルカストのような経口剤は血液

循衆を介して末梢気道へ分布することにより,実際に気管支喘息、のエアートラッビングや末梢気道の炎

症に効果的である鵡,").しかしながら, cysLT1措抗薬を使用している患者の約半数は効果が不十分とさ

れており 13,14),このような患者に対しては経口投与可能な CysLT2若しくは CysLTν2佶抗薬が有用な治

療薬となる可能性が考えられる

本研究で構築したLTC4による気道閉塞モデルは,重症喘息、や急性増悪に対する治療薬としてのCysLT2

若しくはCysLT地括抗薬の創製や喘息、におけるCysLT2受容体の役割に関する研究に有用であると考えら

れる
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第1章小括

1. S・h獣ylGSH を処置した覚醒下のモルモットに LTC4を吸入させることによって, cysLT2受容体を介

すると考えられる気道抵抗の上昇とエアートラッビングを呈する気道閉塞モデルが構築され,本モデ

ルはCysLT2受容体の機能解析やCysLT2受容体措抗薬若しくはCysLT悦受容体括抗薬の評価に有用と

考えられる

2. S・h獣ylGSH を処置した覚醒下モルモットへのLTC4吸入による気道閉塞には,一部CysLT1受容体を

介する気道収縮も関与するが,大部分は CysLT2受容体を介する気道収縮とこれに伴うエアートラッ

ビングによる反応であり,気管支拡張薬やCysLT1受容体佶抗薬に抵抗性のCysLT2受容体を介する血

管透過性の亢進も関与している可能性が高いと考えられた

以上の結果より,気道におけるCysLT2受容体は,気管支の平滑筋収縮や血管透過性を亢進させるとと

によって,既存薬に一部抵抗性を示す気管支喘息、の末梢気道病変に関与している可能陛が考えられた
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第2章感作モルモットを用いた CysLT2受容体の関与するアナフィラキシーモデルの構築,

及びONO-6950の効果について

緒言

第1章では, cysLT2受容体が関与する気道閉塞モデルを構築し,本受容体が気道のエアートラッビン

グや気道の血管透過性の亢進を引き起こ司、ことが確認された.また,我々は, S、h駅ylGSHを処置した感

作動物に抗原を投与して引き起とされる気道抵抗の上昇が, BaycysLT2RA によって有意に抑制されるこ

とを確認しており,気管支喘息、の病態モデルで認められる気道収縮においてもCysLT2受容体が関与して

いる可能性を見い出している狗.これらの結果は,強力な気道平滑筋収縮や急激な気道内への血奬タン

パク漏出を伴う,気管支喘息、の急性増悪期においてCysLTユ受容体が重要な役割を果たしている可能性を

想像させる成績である.しかしながら,これらは正常動物に対して外因的にLTC4を処置した場合の結果

や麻酔下の動物における気道抵抗の評価結果であり,cysLT2受容体を活性化させた際の急性増悪反応や,

急性増悪に対するCyslT2受容体佶抗薬若しくはCysL1Ⅲ受容体佶抗薬の効果は不明である

本章では,抗原で感作したモルモットを用いて, cysLT1受容体だけでなく CysLT2受容体も関与するア

ナフィラキシーモデルを構築し, cysLT磁捨抗薬であるONO-6950の効果を検討した

'
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第1節感作モルモットを用いたCysLT2受容体の関与するアナフィラキシーモデルの構築

1.実験目的

本節では,抗原による感作モルモットを用いて, cysLT1受容体だけでなく CysLTユ受容体も関与するア

ナフィラキシーモデノレを構築した

2.実験材料及び実験方法

2.1.実験動物

第1章,第1節2.1 と同様

22.試薬

抗原1こ用レ、た,N白アノレブミン(OVA, Albuminfromchlckene8gwhite, Gradev, sigma・Aldrichcorporation)

及び百日咳死菌懸濁液(株式会社エノレ・エス・=ノレ,蛋白質量5ma,約 5×1010bacteriaeq,/m3Protem/mL)

は 5゜C 信午容範囲:1~9゜C)で保存した. OVA は生理食塩液に溶解して種々濃度に調製した.動物を感

作する場合は,2.5m創mLのOVA溶液を用いて百日咳死菌懸濁液を5倍希釈して2m創mLのOVA及び

約 I × 1010 bacteria eq./mL の百日咳死菌を含む生理食塩液(2 m名 OVA/約 I× 1010 bacterlaeq./mL 液)を調

製した.動物の感作状態の確認時には3WV%のOVA溶液を用いた.喘息、発作反応を惹起するためのOVA

溶液は使用日の午前と午後に分けて調製し,使用するまでの時間を午前と午後でほぼ均一にした.使用す

るまで氷中で保存した

(1ndomethacin (インドメタシン, S地ma・Aldrichcolporatlon)及び PyrⅡaminemaleatesalt (ビリラミン,

S地ma・Aldri血 C0ゆor飢ion)はいずれも室温で保存した.インドメタシンは7 Wん%Na11C03水溶液(メイ

ロン@静注7%,株式会社大塚製薬工場)にて20m創mLに調製し,超音波処理あるいは加熱処理により

溶解させた.ビリラミンは生理食塩液に溶解して5.6m創mL (ピリラミンとして4m創mL)に調製した

これらの溶液を等容量混合し,2m創mL ビリラミンを含む10mgmLインドメタシン溶液を調製した.い

ずれの試薬及び惹起剤も調製日にのみ使用し,残余液は廃棄した

S・h獣ylGSHの保存及び溶解は,第1章,第1節22 に従い,60 mgmLの溶液を生理食塩液にて 5,15

及び30mgmLの濃度に希釈後,使用まで室温・遮光下で保存した

DeX如ethasone21・phosphatedisodlum salt, Mlnimum 98%(デキサメタゾン, DeX抑ethasone, si師a・Aldrich

Corporation)は5゜C 信午容範囲:1~9゜C)で保存した,蒸留水に溶解させて 1.32mg/mL (活性本体として

Im創mL)に調製した

モンテルカスト及びBaycysLT2RAの調製は第1章,第1節2.2 に従い,モンテルカストについては0.01

mgmLの溶液を調製した

サルメテロールの保存及び調製は,第1章,第2節22に従った

.、
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23.感作モルモットを用いたOVA静脈内投与によるアナフィラキシーモデルにおける生存率評価

モルモットに, OVA a mE)と百日咳死菌絲勺5×109個)を含む生理食塩液0.5mLを腹腔内投与する

ことにより能動的に感作し,感作14~20日後に実験に供した.全ての個体は実験日前日までに,3Wん%

OVA生理食塩液溶液を20μLずつ点眼することによって感作の成立・不成立を確認した

感作が成立しているモノレモットに,投与媒体若しくはモンテルカストを経口投与(10mL永g)し,約24

(23~25)時間後に1ν01%WS含有生理食塩液若しくはBaycyaLT2RAを前肢より静脈内投与(0.5mL永g)

した.直後に生理食塩液若しくはS・h側ylGSHを静脈内投与(2mL永g)し,次いで種々用量のOVA を静

脈内投与(1mL永g)することにより喘息、発作様反応を惹起した.ピリラミン am創kg)及びインドメタ

シン(5mg/ka)の当容量混合液は, OVA投与約 15 ao~20)分前に静脈内投与(0.5mL永g)した.尚,

OVA 投与 2~5分後の,ヒスタミンが原因と考えられる特に重篤な呼吸困難によって死に至る可能性が

高いと判断した個体については,胸腔を軽くマッサージ司、ることにより呼吸を回復させて窒息、死を回避

させた.症状観察はOVA投与2時間後まで行った、デキサメタゾンについてはOVA投与約24及び2時

間前に経口投与した.サルメテロールについてはOVA投与直前に静脈内投与した

各個体の死亡時点若しくはOVA投与 1時間後における肺組織中のCysLTS,血romboX帥eB2(TXB2)及

びProstagrandinF2α(PGF2α)量はいずれも Caym肌社の ELISAKit を用いて定量した

2.4.感作モルモットに謁けるOVA静脈内投与後の血液中及び肺組織中CysLT代謝に及ぽすS、hexylGSH

の影響

2.3.の方法に従い,種々用量のS・h獣ylGSHを処置した感作モルモットにOVA を静脈内投与した.OVA

投与 1,2,3,5,フ,10 及び 20分後に,ペントバルビタールナトリウム(75 mg/kg, i.P.)麻酔下で大腿静脈

よりへパリン加採血後,放血致死させ,肺を摘出した.採取後は血液は,直ちにその200μLを氷冷した

99.5 WV%エタノール4mLと混和(エタノール処置血)し,肺組織については各葉の湿重量(mg)を測

定後に氷冷した99.5νノν%エタノール4mL中でホモジナイズ朝市ホモジネート)し,いずれも CysLTS の

定量まで・80゜Cで保存した

CysLTS 定量のための検量線用検体には,正常動物よりぺントバノレビタールナトリウム(75 m創k3,i.P.)

麻酔下で採取した血液及び肺組織を使用し,各検体 l mL に対して 0.6~60on創mL の LTC4,LTD4及び

LTE4を50μLを添加・撹押した(検量線用標準溶液)

内部標準用混合液調製用の LTC4・d5, LTD4・d5 及びLTE4・d5 (caym如 Chemicalcompany)は・80゜Cで保

存した.蒸留水/99.5V/V%=タノーノW昆合液(1: D を用いて,いずれも終濃度が 50ng/mL となるよう

に希釈した.調製後の検量線用標準溶液及び内部標準用混合調製液は使用まで・80゜Cで保存した

検量線用検体を含めたエタノール処置血及び肺ホモジネートの遠心(3,ooorpm,10分闇,4゜C)分雛後

の上清を遠心エバポレーターにて減圧乾固させた後,蒸留水2mLで再溶解させた.これを,予めメタノ

ーノレ2mL及び蒸留水2mLでニンディショニングした固相抽出カラム(oasisNfAX SPEcartrid8e,waters

Comoration)に添加した後,蒸留水,1V/V%アンモニア水及びメタノール(いずれも 2mL)で洗浄した

引き続き,2νん%ギ酸含有メタノール2mLにてCysLTSを溶出させた後,遠心エバポレーターにて減圧

乾固させた.残留物に再溶解液150μL(移動相A:移動相B/75:25)を添加して再溶解させた後, AP15000

LC艇S爪IS システム(AppliedBiosystems)により CysLTS を定量した
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2.4.1.タンノミク定量

肺組織のタンパク濃度は, BCATMprotein鰯Saykit (The血OFisherscienti丘C)によって,検量線用の検体

を遠心分籬後の沈殿を用いて測定した.検量線の作製にはassaykit付属の BSA standardsolution (濃度範

囲:0.125~2ma/mL)を用いた.

2.4.2.評価項目及び評価方法

2.4.2,1.評価項目

感作モルモットへの OVA静脈内投与 1,2,3,5,フ,10及び20分後の血液中(ngmL)及び肺組織中(ng/mg

Proteln)の LTC4及びLTD4濃度を測定し, LTD'に対する LTC4の存在比率(モル比)を求めた.尚, LTC4

及ぴLTD4の分子量は,それぞれ625.8及び496.7 として計算した

2.42.2.評価方法

S・h休ylGSH 非処置群の血液中及び肺組織中の LTC4ル1D4 の平均値変動に及ぽす種々用量の S・hexyl

GSHの影響を検討した.

2.5.統計解析

統計学的解析には, SAS9.1.3 SeNicepack4(SAslnsti加teJapan)及びその連動システム EXSAs version

フ.52(CAC,Exicareco.)を用いた. saline群と各OVA投与群との比較はDU血ettの多重比較により行い,

Contr01群と各薬剤群, con廿01群と各化合物群との比較は10g・rank検定により行い,有意水準はいずれも P

<0.05 とした.
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3.実験結果

3.1.感作モルモットへの抗原曝露によるアナフィラキシー反応の惹起

OVA によって能動感作したモルモットに OVA (0.1,03,1,3及び10mg/kg)を静脈内投与すること

によって,チアノーゼや呼吸困難症状を伴う OVA 濃度依存的なアナフィラキシー反応が誘発され,1

m獣g以上のOVA投与群では全例が60分以内に死に至った(F培.フ)

100

80

4030100 20 6050

Time a壮日「 antlgen cha11enge (min)

更i客.7 0VA・ind11Ced fatalanaphylaxisin 琴Uinea pi豊Ssensitized 蘭1託h ovA.

On Day o, animels were actively sensitized by intreperitonealinjectlon ofsaline containin旦 l mg ovA and

approxlmately 5×109 dead Bordele11α Peri1ιSsis. on Day 13 0r 16, the animals were intravenously treated with e

mixture of pyrilamine (1 mg/kg) and indomethacin (5 mg/kg). Fi丘een min later, the animals were 血travenously

treated with saline as vehicle ofs・hexyl GSH, a11d then cha11enged by intravenous administratlon ofvarious doses of

OVA, Thetime untildeath ofeach atlimalwasrecorded up t060 min a丘erant電en cha11enge. The numberof如imals

Per 宮r0ⅡP waS 8 animals.
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0

32.感作モルモットにおける抗原曝露後の内因性アラキドン酸代謝物の産生,及びアナフィラキシー反

応との相関性について

OVA (0.1,03,1,3及び10ma/k3)を静脈内投与し,60分後若しくは死亡直後の肺組織中の CysLTS,

PGF2α,及びTXB2産生量を測定した. cysLTS及びTXB2の産生量はOVAの投与用量に応じて上昇し,

Saline投与群と比較して,それぞれ1及び3mgkg以上のOVA投与群で有意に高値であった(Fig.8A及

び8E)また, cysLTS及びTXB2の肺組織中での産生量は,いずれもアナフィラキシー反応惹起後の各

個体の生存時間と負の相関性を示した(F電.犯及び8"

一方, OVA投与後の肺組織中PGF2α産生量は訟line投与群と有意な差は無く各個体の生存時間との,

間の相関性も認められなかった(F地.8C及ぴ8D)
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On Day o, animals were actively sensitized by intraper丘oneaHnjection ofsaline containing l mg ovA a11d

approxim飢ely 5×109 dead BordeteπαPert鉾Ssi9. on Day B or 16, the animals were inhavenously treated wlth a

miX山re of pyrⅡamine u m8/kg) and lndomethacin (5 m即'k"). H丑een min later, the animals were lntravenously
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and stored at ・80゜c until quantincation of cysteiny11eukotrienes (cysLTS), prostegandin F2α(PGF2α), or
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3.3.感作モルモットにおける抗原曝露によるアナフィラキシー反応,及び本反応に対する気管支拡張薬

並びにステロイドの効果

OVA によって能動感作したモルモットにOVA (03,0.6及び1.om創kg)を静脈内投与することによっ

て,チアノーゼや呼吸困難症状を伴う OVA濃度依存的なアナフィラキシー反応が誘発され,0.6m創kg以

上の用量のOVA投与群では全例が120分以内に死に至った(F地.9A)とのようなアナフィラキシー反
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応に対して, OVA曝露24及び2時聞前に経口投与したデキサメタゾン ao m創k創day),及びOVA曝

露直前に静脈内投与したサルメテロール(0.03及び03m創kg)は有意な生存時間の延長と死亡率の低下

を示し,更に両者の併用では完全な抑制を示した(F地.9B)
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暫ig.9 0VA・induced fatal aⅡaphylaxis (A) aⅡd the effects ofdexamethasone (Dexa) and salmeter01(saD on

this response (B)in guinea pi客S sensitized with ovA.

On Day o, animals were actively sensitized by intraperitonealinjection ofseline containina l ma ovA atld

approximately 5×109 dead Bordete11α Pert1ιSsis. on Day 13 0r 16, the animals were intravenously treeted wi廿1日

mixture of pyrilamine (1 mg/kg) a11d indomethacin (5 m三/kg). Fi丑een min later, the animals were 血travenously

treated with saⅡne as vehicle of s・hexyl GSH, and then cha11en"ed by lntravenous adminlstration of ovA.

Dexamethasone (10 mgkg X2/day) was oraⅡy administered 加Ice at 24 and 2 h before ovA (1 mg/kg) chaⅡen宮e.

Salmeter01(0.03 and 03 mg/kg) was intr日νenously edministered epproxlmately l mln before ovA cha11enge. The

time untildeath ofeachanimalwasrecorded upt0120 min a丘eranti旦en cha11enge. Thenumberofanimels per 宮roup

WaS 8 t011 釘limals (A) and ]4 抑imals (B).***: P く 0.00I YS. contr01(Log・ranktest).

引用) sekloka T. et al., prostaglandins Leukot. ESS. Fat. Acids ,2017,119,18-24.
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3.4.感作モルモットにおける抗原曝露によるアナフィラキシー反応に対するロイコトリエン捨抗剤の

効果に及ぼすS・h駅ylGSH の影響

S・h獣ylGSH 非処置下では,抗原曝露によって誘発された感作モルモットのアナフィラキシー反応は,

モンテルカスト(0.1mgka)の経口投与によって強力に抑制されたが, BaycysLT2RA (1mgk宮)ではほ

とんど抑制されなかった(Fig.10A及び10B)モンテルカストと BaycysLT2Mの併用群は,モンテル

カスト群とほぼ同等の効果を示した(Fig.10A及び10B)一方, S・h航ylGSH を処置した場合には,ア

ナフィラキシー反応に対するモンテルカストの抑制効果は, S・h駅ylGSH の用量に依存して減弱し,30

mgkgの S・h躯ylGSH処置群では効果を示さなかった(F喰.10C,10D,10E,10F,10G及び 10印これに

対して, BaycysL12RA の効果は S・h躯ylGSH の用量に応じて増強された(Fig.10C,10D,10E,10F,10G 及

び 10H)モンテルカストと BaycysLT2RA の併用群は, S・h獣ylGSH の用量に関係無く,本アナフィラ

キシー反応を強力,かつ有意に抑制した(F電.10C,]OD,10E,10F,10G及び 10H)
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3.5.内因性LTC4 の代謝に及ぼす、S、hexylGSH の影響

感作モルモットに抗原を曝露した際に血液及び肺組織中で検出される LTC4圧,TD4のモル比率は,予

め処置した S・hexylGSH (5,15 及び 30 mg/kg)の用量に依存して増加した(F培.11A 及びⅡB)

A: blood

12

29
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Fi号.11 Effects ofs・he智IGSH (5,15 and 30 mg/kg) on LTC4 metabolism 血 the blood (A)and 1Ⅱng (B) after

OVA cha11enge 血 Sensiuzed guin田 Pi客S.
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approximately 5×109 dead Bordete11αPeriussis. on Day 13 0r 16, the animals were intravenously treated with a
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treated with saline or s・hexyl GSH (5,150r 30 ma/k3), and then cha11enged by intravenous administration ofovA

(0.6 m8/k幻, LTC4 to LTD4 molarratio ln blood sampleS 即d lun3 homogenates was dete如ined as index ofl.TC4

metabolism withln 20 m血 a負er ovA chaⅡenge. Eachpointrepresentsthe mean 士 S.E. of6 animals.

引用) sekioka T. et al., prostaalandins Leukot. ESS. Fat. Aclds ,2017,119,18-24.
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4.考察

本節では,抗原による感作モルモットを用いて, cysLT1受容体だけでなく CysLT2受容体も関与するア

ナフィラキシーモデルを構築した

本検討では,抗原抗体反応によるアラキドン酸代謝を 5・りポキシゲナーゼ経路に傾けることにより

CysLTS の病態への関与を高めるため,インドメタシンを使用したが,実際の肺組織中 CysLTS の産生量

は各個体の生存時間と負の相関性を示しており, cysLTSの依存度の高い病態モデルが構築されたと考え

られる

気管支喘息、の急性発作に対しては,吸入気管支拡張薬や経ロステロイドによる対応・治療がなされてい

るが D,上記モデルで認められる抗原曝露後の呼吸困難症状やアナフィラキシー反応は,サルメテロー

ル若しくはデキサメタゾンの各単独及び併用処置によって有意に抑制され,ヒトにおける気管支喘息、の

急性発作反応をよく反映していると考えられた

各ロイコトリエン受容体佶抗薬を用いた結果は,S.h餓ylGSH非処置下での本モデルでみられるアナフ

イラキシー反応が主に CysLT1受容体に依存していることを示しているが, S,hexylGSH (5,15 及び 30

m創kg,i.V.)処置下ではその処置用量に応じてモンテルカストの効果が減弱すると共に BeycysLT2RA の

効果が増強された.実際に,抗原曝露後のコントロール群の肺及び血液中では, S・h獣ylGSHの用量に応

じて,モノレモットのCysLT2受容体に特異性の高いLTC42D の存在比率が上昇しており, S、h獣ylGSH処置

下では, cysLT2受容体の関与が高まったアナフィラキシー反応が生じていると考えられる.また,本モ

デルのコントロール群の肺では,第1章の検討結果と同様に明らかな肺の過膨張が確認され, cyslT2受

容体の関与する急激な気管支平滑筋収縮や気道の血管透過性の亢進によるエアートラッビングが生じて

いると考えられた.第1章では,外因的に投与したLTC4による気道閉塞が確認されたが,本章での検討

結果は,抗原抗体反応によって内因的に産生された LTC4がCysLT2受容体を活性化させた結果であると

考えられる

ヒトの喘息、反応に対しては,プランルカストやモンテルカスト等の CysLT1佶抗薬が効果を示すため,

CysLT2受容体の依存度が高い,若しくはCysLT2受容体のみに依存した病態モデルはヒトの喘息、反応を反

映したモデルとは言えない.従って,これら両受容体が関与すると予想される 5m矧k且のS・h駆ylGSHを

処置した条件下での本病態モデルが喘息才台療薬の薬効評価やアナフィラキシー反応の解析に有用である

と考えられる
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第2節 CysLT2受容体が関与するアナフィラキシーモデルに対する ONO-6950の効果

1.実験月的

第1節で構築した CysL11受容体及びCysLT2受容体が共に関与するモルモットのアナフィラキシーモ

デルに対するCysLTW受容体佶抗薬ONO-6950及び喘息、治療薬の効果を検討した.

2.実験材料と実験方法

2.1.実験動物

第 1章,第 1節 2.1 と同様.

22.試薬

OVA,インドメタシン及びビリラミンの保存及び調製は,第2章,第1節2.2に従った

S・hexylGSHの保存及び溶解は,第1章,第1節22 に従い,60mgmLの溶液を生理食塩液にて5mg/mL

の濃度に希釈後,使用まで室温・遮光下で保存した.

デキサメタゾンの保存及び調製は,第2章,第1節 2ユに従い,必要に応じて蒸留水で 0.1 及び 0.01

m創mLの濃度に希釈して使用した.

サルメテローノレは室温で保存し, DMFにて 15 mgmLに溶解させた後,生理食塩液で300μgmLに希

釈した.これを更に2V01%DMFを用いて30μg/mLに希釈した.調製後は室温で保存した.

ONO・6950 (4,4'・[4・Fluoro・フ・({4・[4・(3・auoro-2・methyゆhenyl)butoxy]ph伽yl}ethynyl)・2・methyl-1a・indole・1,3・

diyl]dibutanolcacld,小野薬品工業株式会社)(Fig.12)は 0.5 Wん%メチルセルロース 40OCP 溶液(0.5

訓V%MC,滅菌済,和光純薬工業株式会社)にて03m創mLの懸濁液を調製し,更に0.5Wん% MCで0.03

及び0.0仍m創mLに希釈して使用した

モンテルカスト及びBaycysLT2RAの調製は第2章,第1節22 に従った.

StructⅡralFormula ofoNO-6950."g.12

23.感作モルモットを用いたOVA静脈内投与によるアナフィラキシーモデルにおける生存率評価

第2章,第1節23 に従い, OVAの惹起用量は lmgkg とした.

F

2.4.統計解析

統計学的解析には, SAS9.].3 SeNlcepack4(SAslnstituteJapan)及びその連動システム EXSAs version

フ.52(CAC,Exicareco.)を用いた. contr01群と各薬剤群, contr01群と各化合物群との比較は 10g・rank検定

により行い,有意水準はPく0,05 とした.

CH
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CO H

CO H
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3.実験結果

3.1.感作モルモットを用いた CysLT2受容体の関与するアナフィラキシーモデノレに対する新規ロイコト

リエン枯抗薬ONO-6950の効果

ONO-6950 (0.船,03及び3mg/kg)は, S・h駅ylGSH の処置・非処置に関わらず,感作モノレモットへの

抗原曝露による呼吸困難症状の発症率を用量依存的に抑制し,致死性のアナフィラキシー反応について

も有意かつ用量依存的に抑制した(F培. BA,13B,13C及びBD)また,アナフィラキシー症状からの

回復率についても用量依存性が認められ, ONO-6950 の 3 mgk8 投与群の効果は,モンテルカスト及び

BaycysLT2RA の併用群とほぽ同程度であった(F喰.13A, BB, BC及び BD) .

A S,hexy】 GSH o m9永g B: S、hoxyl GSH 5 mg/kg
^ Conlr01 ^ C0Π1101
ー^ Monleluke5t ー'- MontelU胎5t
一唇一 B8yoysLT2RA 一昌一 BaycysLΥユRA

・^ Combjnelionー^ Combineti0Π

・イ)- ON06950 (0.03 mg爪g) ^ ON06950 (0.03mg爪g)100

80

60

40

C: asthmatic responses incidence D: asthmatic responses incidence
(S・hexyl GS卜10 mg/kg, n=16) (S・hexyl GSH 5 mg/kg, n=25)

^^^^^^^^
!"Ξ"品{mi、-1 ・100% 1!弓6.誠・"7 6.3%二1[ 00'西f-1rloo% 1「「元五牙一1「一区6屬一、マ
』^.^一●一冒^、ー..^^^戸^^,ー,^.^,ー^■司^ー^一司一.^ーー..『戸一^^ーー^ー^^■^-1 -ーーーーー^ーーーー^ーーーLトーーーーーー^^^^ーーーーー^ーーーL^^ー^ー^^ー^ーー^^一「一ーーー^

1 '_. 1_』 l r ^-1ι__ L _1 __ L.・_,、'・:.__」:ー_._'_._」、__...__」_,..」」_____ L__」__..」.」,_JL,,____"り__!L ]_」証_・_、_」
J■一●一電^●●●●^゛'^^■即●■一●一^一●区^^ J■゛L●一Y●'■^'ーー申'"●^L^■'ー゛ー^、^一●一- J^区一叫▲^^^'●'、L、"叫▲区^L ●LL区]"'^^".."^^■.、..^..ー^、..'■■.■.、■■^^■^.^^』、^^.^ー^■^"■.■、^.^ー^.^""^^.^.^^^

仁ヒ。mbi、加。、_j 、アイb0船、フ'テ11 0.0屍、71-'61手'、、11、、66而6i始而田1、'、1_イ而眺一1'、、'.4.b屍1'ーヤ、46;d%""1
1 舶501(0,03) 1 イ00% jr町.5% 1 25.0% 1[卵50(Q山)_1 100% 172.0%「

r.」一^

32.0% 1
甲一L...^一岡"^^一ι..^^^ー、^J」.ー^.J..,J.乢一ー"ー.^一▲一尋^早」^.ー.▲."-r-^一」'一Ⅱ■一^^".ー^一巨、.」""^^.^一■".▲」'ー,ー.,ー.、、、r,.^r ,ーー「、.「■^.、ーー^..,一「^. 1.、凹.ー.ー.^^^...ー^'.、.、

ーーー.一甲.ι^ーー^ー^ーーι一ーー..●一^ー"ーー.ーーーーー●一ーー.d 「 T 一「一ー,T ,「一 L-ーーー,ー.」「一一「,'ー. r.
一「,^]一.'ー"f^ーー「^「^一『,ーーJ-ーー,.^ーーーーー「一^i■一戸一「^■^^ーー,^『■一ー^一『..,.一』一一■、ー....、ー"、、ー.■、.、甲,..』,ー..r、..,....ー.N-,...、.一〒一ーーーーーーE

、f一」【〒叫「「「〒T-ーヤ[一1.^.「]「一「一「^T「一.「〒一-rT「戸一^.ー^T^,『r「.「〒〒」冒【,「"ーーーー.〒「゛"「T「'、 LL

Fi琴.13 Effects of the dual cysl'T辺 receptor anta晋onist oNO・6950 on anti晉en・indⅡCed fatal anaphylaxis in

S・hexylGSH・treated (B and D) or non・treated (A and c)☆U血ea pi宮S.

OnDay o, animals were actively sensitized by intraperitoneelinjection ofsaHne con仇ining l m80VA and

approximately 5×109 dead Bordete11α Peπ11Ssis. on Day 13 0r 16, the animals were intravenously treated with a

mixture of pyrilamine u mg/kg) and indomethacln (5 mg/kg). Fi丑een mln later, the animals were intravenously

treatedwithsalineor s・hexylGSH (5 ma/kg), andthencha11enged byintravenousadministration ofovA (1.o mg/kg).

ONO・6950 (0.03,0.3 紬d 3 mg/kg), montelukast(0.1 mg/kg) or vehicle W給 ora11y admlnistered 24 h before ovA

Cha11enge. BaycysLT2RA a mg/kg) or vehicle was intravenously administered approximately l min before ovA

Cha11enge. The numbers of 舶lmals per 廿eatment 旦roup were 25 and 16 animals in s・hexyl GSH・treated and non・

treated groups, respectively.*,** and ***: P く 0.05,0.01 帥d o.00I VS. con廿01, respectively (1.og,rank test).

引用) sekioka l. et al., prostaglandins Leukot. ESS. Fat. Acids ,2017,]19,18-24.
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32.感作モルモットを用いた CysLT2受容体の関与するアナフィラキシーモデルに対する気管支拡張薬

及びステロイドの効果

デキサメタゾン(10m創k畠X2/day)の経口投与群は, S・h獣ylGSH処置下のモルモットにおける抗原曝

露後のアナフィラキシー反応を有意に抑制した(Fia.14)サルメテロール(0.03及び0.3 mg/k8)の静

脈内投与群では,用量依存的,かつComr01群と比べて有意な抑制を示し,デキサメタゾンと併用した場

合にはいずれの用量においても完全な抑制を示した(F培.14)これら併用群のアナフィラキシー反応に

対する効果は, S・h躯ylGSH非処置下で引き起こされるアナフィラキシー反応に対する効果と同様であっ

た.

100

S・hexyl GSH 5 mg永g

40 80 100 1200 20 60

Tlme aft引 antlgen cha11enge (min)

"容.14 Effects ofdexameth船oneΦeX幻and salmeter01(saD on anugen・inducedfa松lanaphylaxisin s・hexyl

GSH・treated guin田 Pi音Ssensitized W赴h ovA.

On Day o, animals 、¥ere act1ν巳ly sensitized by intraperitonealinjection of saline containlng l mg ovA

and approximately 5×109 dead Bordete11αPert1ιSsis. on Day 130r 16,the a111mals were intravenously treated with a

mixture of pyrilamine a mgkg) and indomethacin (5 mg/kg). Fi丑巳en min later, the animals were intravenously

treatedwithsaline ors・hexylGSH(5 m3/k3), andthen cha11enged byintravenous administrationofovA (1.o mgk幻.

Dexatnethasone uo mg/kg X2/day) was ora11y administered twice at 24 and 2 h befbre ovA cha11enge. salmeter01

(0.03 帥d 03 mg/'kg) was intravenously admlnistered approxlmately l m加 before ovA cha11en旦e. The number of

animals per group waS 14 animals.***: P く 0.00I VS. contr01(Log・rank test).

引用) sekioka T. et al., prostag1簡dins l'eukot. ESS. Fat. Acids ,2017,119,18-24.
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33.感作モルモットを用いた CyslT2受容体の関与するアナフィラキシーモデルにおけるロイコトリエ

ン抽抗薬によるステロイドの減量効果

S・hexylGSH処置下の感作モルモットに抗原を曝露して引き起こされる CysLT2受容体が関与するアナ

フィラキシー反応に対して, ONO・6950 (3mg/kg),モンテルカスト(0.1mgkg)及びデキサメタゾン(10

mgk合X2/day)はいずれも有意な抑制を示した(Fi".15A 及び 15B)

デキサメタゾンの用量を 0.1mgkaX2/day若しくは lm創kgX2/dayに減量してモンテルカストと併用投

与した場合のアナフィラキシー反応に対する効果はデキサメタゾン(10m創kgX2/day)単独群のそれより

も弱く,呼吸困難症状の発症率はデキサメタゾン単独群と同等であったが,回復率は低かった(F地.15A

及び15C)また,デキサメタゾン(10mgk宮X2/day)群と併用した場合でも,更なる生存時間の延長や

死亡率低下等の上乗せ様の効果は認められなかった(F地.15A及び15C)一方, ONO-6950をデキサメ

タゾンに併用した場合には,いずれの併用群に船いても呼吸困難の発症率がデキサメタゾン単独群より

、低かった(F電.15C) ONO-6950 を 10mg/kgX2/dayのデキサメタゾンに併用した場合には,デキサメ

タゾン単独群と比べて20%以上死亡率を低下させ(Fig.15B及び15C).更に,デキサメタゾンを 10mgka

X2/dayから lmgkgX2/day に減量してONO-6950 と併用した場合においても,抗原曝露によるアナフィラ

キシー反応を有意,かつデキサメタゾン(10mg/kgX2/day)単独群とほぽ同等の効果を維持した(F地.15B

及び F地,15C)

120

A: Montelukast

^ Contr01

^ Montelukast (0.1 mg/kg)
ーイ>- Dexamethasone (10 mg/kg)
、^ Monleluk臼51 + DeX臼melhe50ne

・^ M0Π也Iuk臼St +Dexemelhasnoe

一金r Montelukast + D9Xamolh丑Sone

100

80

60

40

20

(1の

(1)
(0,1)

0

B: ONO-6950

一●一 contr01

^ON06950 (3mg永g)

ー>- Dexame小a50ne (10mg/kg)
・^ON06950 十Dexamelha50ne

・^ON06950 十Dexemethasn0日

7△一 ON06950 十 DexemethasonB

0 20

100

40

***

80

60

*掌剛

***

60

80 100 120

Time aπer antigen

***

**

40

20

(1の
(1)

(0.1)

0
200

Cha11enge

40

(加n)

卑**

***

60

*鴛蹴

***

80 100

**

34

(
ゞ
)
Φ
一
巴

一
母
一
Z
=
の



C: asthmatio responses incidence
(S,h獣yl GSH 5 mg/kg, n=16)

Gontr01
徹嘘捻1、

Montelukest

ON0追950 + De加.(0.1) 100% 18.8%37.5%

Fig.15 Dose reduction of corticosteroid by concomitant administrauon of cysl'1S receptor anta琴onists in

antigeⅡ一indⅡCed fatalanaphylaxis modelin s・hexyl GS11・treated 客Uinea P地S.

On Day o, a11imals were actively sensiti2ed by intraperitonealinjection ofsaline containina l mg ovA and

approximately 5×109 dead Bordete11α Pertιι9Sis. on Day 13 0r ]6, the a11imals were intravenously treated 、vith a

mixture of pyrilamlne (1 m窪/kg) and indomethacin (5 mgkg). Fi介een min later, the 釦limals were intravenously

treated with s・hexyl GSH (5 m創kg),帥d then cha11en8ed by lntravenous adminlS廿ation of ovA O.o m81'kg).

Dexamethasone (10 mgkg X2/day) was ora11y admlnlstered twice at 24 and 2 h before ovA cha11enae. ONO-6950

(3 mg/kg), montelukast(0.1 mg/kg) or vehlcle was ora11y administered 24 h be血re ovA cha11enge. The number of

animals per group waS 16 animals.** and ***: P く 0.ol and o.00] VS. conh'01, respectively (L0且・ranktest).

引用) sekioka T. et al., prostaglandins Leukot. ESS. Fat. Acids ,2017,119,18-24.
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4.考察

本節では, cysLT1受容体及び CysLT2受容体が共に関与する新規のアナフィラキシーモデルに対する

CysLTm受容体捨抗薬ONO-6950及び喘息、治療薬の効果を検討した.

新規ロイコトリエン枯抗薬である ONO-6950 は CysLT1受容体枯抗薬が有効である喘息、反応だけでな

く,cysL11受容体佶抗薬では効果不十分と考えられるCysLT2受容体も関与する喘息、反応に対しても有効

であった.また, cyslT2受容体が関与するアナフィラキシー反応に対して喘息、治療の第一選択薬である

ステロイドや気管支拡張薬が明確な効果を示したことから,本モデルはヒトの喘息、発作をある程度反映

するモデルであると考えられる

選択的 5・りポキシゲナーゼ阻害剤であるザイリュートンは,中等症までの気管支喘息、患者を対象とし

た 12週間投与による臨床試験において, cysLT1括抗薬を上回る効果を発揮している').また,ザイリ

ユートンの第Ⅲ相臨床試験の層別解析結果では,安静時呼気1秒率(FEVI)が50%未満の比較的重症に

近い中等症患者において,全例平均時の成績と比較して,朝の起床時のFEVI,喘息、症状,気管支拡張薬

若しくは経ロステロイドの頓服使用頻度を改善している佃.その一方で,ザイリュートンの 1日投薬量

は240omg/person と非常に高用量である上,肝機能異常等の肝障害が問題である訂49).ヒトの CysLT2受

容体はモルモットのCysLT2受容体と異なり, LTC4及びその代謝物であるLTD4のいずれによっても活性

化される 16)が,ザイリュートンの薬理作用は内因性CysLTS の産生阻害であるため, cysLT】及びCysLT2

受容体はいずれも活性化されない.従って, ONO,6950はザイリュートンと伺様,中等症以上の患者層に

有効である可能性があり,特記すべき毒性の懸念が無いため,ザイリュートンに替わる喘息、治療薬となり

得るかもしれない.軽症の喘息、患者を対象とした抗原曝露試験50)では, ONO-6950 の効果はモンテルカ

ストと同等に留まっていることも考え併せると, cysLT2受容体は軽症よりもむしろ重症よりの病態に関

与している可能陛が考えられる、

喘息、治療に浦ける第一選択薬であるステロイドは強力な抗炎症作用により優れた薬効を発揮する一方

で,大量若しくは長期使用による各種感染症,副腎不全,脂質代謝異常,小児に論ける成長阻害等様々な

副作用が発現する場合があるが,ONO-6950によるステロイドの減量効果はモンテルカストのそれを上回

る可能性が示された

CysLT1詰抗薬については,喘息、の病態管理におけるステロイドの使用量を一定の条件下で減量させる

可能性が示唆されているが51・鋤, cysLT2受容体が関与する患者においては,経口投与可能なONO-6950

がより強く末梢気道病変を改善する可能性を含めて使用する意義はより大きいと期待される,また,

ONO-6950の長期投与は,重篤な喘息、発作の発症を予防したり,発作が発症した場合でもその程度を軽減

出来る可能陛が考えられ,喘息、治療の新たな選択肢として期待される
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第2章小括

1. S・h獣ylGSH を処置した感作モノレモットに抗原を静脈内投与することによって, cysLT1受容体だけで

なく CysLT2受容体も関与するアナフィラキシーモデルが構築され,既存薬であるステロイドや気管

支拡張薬も効果を示す病態モデルであることが示された

2. ONO-6950 は, cysLT,受容体だけでなく CysLT2受容体も関与するアナフィラキシー反応をモンテル

カストよりも強く抑制した.また,喘息治療の第一選択薬であるステロイドの使用量についても,ONO.

6950はモンテルカストを上回る減量効果を示した

以上の結果より, cysL12受容体は, cysLT1受容体措抗薬では抑えられない気管支喘息、のアナフィラキ

シー反応に関与している可能性が示唆された.また,経口投与可能なONO・6950はCysLT1受容体括抗薬

を上回る新たな喘息治療薬となる可能性が示された

37



第3章 CysLT2受容体のヒト気管支における発現と気管支収縮への関与について

緒言

第2章では,実験動物を用いた検討により,気管支喘息、のアナフィラキシー反応におけるCysLT2受容

体の関与の可能性と CysLT地受容体括抗薬である ONO-6950 が喘息才台療薬として新たな選択肢となる可

能性が示された,一方,ヒトでは,気道平滑筋や肺胞マクロファージにおけるCysLT2受容体m卿Aの存

在やM),慢性副鼻腔炎あるいはアレルギー性鼻炎患者の鼻半胡莫,鼻腔粘膜上皮,鼻腔血管平滑筋におけ

る CysLT2受容体の発現が確認されている 17,18).また,喘息、患者においても,末梢血好酸球,気道上皮,

気道平滑筋における CysLT2受容体の発現が確認されている 54・55).しかしながら,ヒトの CysLT2受容体

に関する生理的機能についてはこれまでに検討されていない

本章では,喘息、及び斗即烏息、患者の気道組織における CysLTS受容体発現を確認し, cysLT1及びCysLT2

受容体佶抗薬の気管支収縮に対する作用を検討した
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1.実験目的

本章では,ヒトの気道組織におけるCysLTS受容体の発現分布を検討すると共に,気管支平滑筋収縮に

及ぼすCysLT1及びCysLT2受容体括抗薬の影響について検討した.

2.実験材料及び実験方法

2.1.病理組織標本

2006年2月から2012年4月に大垣市民病院にて肺癌切除術を受けられた患者より,病理標本の提供に

関する同意を得た上でご提供頂いた.

以下に病理標本をご提供頂いた患者の背景データを示す(T北lel)

本実験は,大垣市民病院及び京都薬科大学の倫理審査委員会による承認を得て実施した.

Table l BacR roUⅡd of111n tissue donors

A且巳, yr

A8e atast1脚a0畑et(yo

Gender

ICS旺_,ABA

(Fluticasone/salmeter01,

Adoair@)

FEVI(% predicted)

Peripheral blood leukocytes

(ce11S/μD

Neutrophils (%)

Eosin叩hils(%)

BaS叩hils(%)

Monocytes (ツ0)

LymphoCⅥes(%)

Platelets (ce11SノμD

TotalseNm lgE σU/mD

Smoker

Non・ast1瞰a

Sub'ects

66.1士12.5

18 male/3 female

Yes

Asthma subject l

62

54

Female

Astlma subject2

Yes

(medium dose)

In asthma subjectl, Adoalr@ therapy (250 μ8, Nice aday) had been continued 帥dHhe lung C帥CersU屯ery, and

the lun8 ",1nction and hemat01081Caldatawere c011ected approxlmately 6 months befoN and l week a丑erthe sur3ery,

respectively.1n asthma subject 2, Adoair@ therapy (250 μg, once e day) had been con6nued unti12 years a丑er the

Surgery whenthe lun邑 function and hemat010gical data were c011ected.

引用) sekioka T. et al,, A11erg010gy lntenational,2015,64,351-358.

60

903

52

Female

8440

Yes

(10w dose)

39.フ

6.8

87.4

1.2

5.1

3920

472

319000

497

1.0

838

13

NO

4.1

43.9

201000

Not detected
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2.2.ヒトの CysLT】及びCysLT2受容体安定発現ネ朋包

CysLT1受容体及びCysLT2受容体安定発現細胞は,宿主細胞に CHO・K1 細胞を用いて作製した.予備

検討の結果では, cysLT1受容体発現細胞において 1力所のサイレント変異(アミノ酸は既報と一致)が

認められた以外の遺伝子配列は,既報の遺伝子配列と一致していた.また,各受容体発現細胞では,宿主

細胞である CHO・K1赤弸包では認められない CysLTS によるホ醐包内カルシウムシグナル応答が認められ,

LTC4, LTD4及びLTE4の反応性は, cysLT1受容体発現細胞ではLTD4>LTC4=LTE4, cysLT2受容体発現

糸剛包ではLTC4=LTD4>>LTE4であった.

23.試薬

23.1. cysLT1及びCysLT2受容体タンパクの免疫組織染色用試薬

1 次抗体には,ウサギポリク泣ーナノレ抗ヒト CysLT1受容体抗体(LS・A1317, LifesP即 Biosciences)及

びウサギポリクローナノレ抗ヒト CysLT2受容体抗体 a20560, caym即Chemicalcompa11y)を使用した.い

ずれも・80゜Cで保存し, TriS塩酸緩衝液(PH7.4)を用いて,それぞれ600倍及び300倍に希釈して使用し

」一.

その他の試薬として,ウシ血清アルブミン(BSA, N伊Blomedlcals),ビオチン標識ヤギポリクローナ

ル抗ウサギ1gG抗体,ペノレオキシダーゼ標識ストレプトアビジン(DAKO),トリスアミノメタン,塩化

ナトリウム,塩酸,過酸化水素水,カリミョウバン,クエン酸(和光純薬工業株式会社),ヘマトキシリ

ン(MERCK),抱水クロラール(東京化成工業株式会社)病理用染色溶剤エタノール(武藤化学株式

会社)を使用した.

2.32.ヘマトキシリンエオジン(HE)染色及びアルシアンブルー(AB炉AS)染色用試薬

ヘマトキシリン(MERCK),ヨウ素酸ナトリウム,抱水クロラール結晶クエン酸(東京化成工業株式

会社),エオジン(N正RCK),アノレシアンブノレー,酢酸,オノレト過ヨウ素酸,シッフ試薬,亜硫酸水,

キシレンを使用した.

233. LTD4によるカルシウムシグナル応答評価用の試薬及び培養培地

ロイコトリ=ンD4 (LTD4,濃度:100μg/mL,分子量:4967, caym抑Chemicalcompat)y)は,80゜Cで保

存し,使用時はエタノールにて希釈して終濃度の6倍高濃度を調製し,氷上で保存した. AssaybU貿erに

は,終濃度 20mmovL の HEPES を含む H田lks'Balancedsaltsolutlon (HBSS,1nvitrogencomoration)を使

用し,10adinabuffer には,終濃度 2.5mm01ルのプロベネシド,20mm01ルの HEPES及び5μmovL の Fura

2、AMを含むよう調製して用いた.

培養士音士也としては, Ham'SF・12 士害士也(1nvitrogencorporation)に夛仁働イヒ斉4 FetalBovineserum (1nvitrogen

Corporatlon)を終濃度 10V01%で添力Ⅱし,次し、で Geneticin (1nvitrogenc0印or飢ion)を終濃度 0.5mg/mL で

添加して調製した.
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2.3,4.気管支平滑筋収縮実験用試薬

アセチルコリン(Ach),ヒスタミン(Hiso ,インドメタシン,メピラミン,モルモット血清アルブ

ミン(GPSA, sigma・Aldrichcorporation)を使用した.

LTD4は・80゜Cで保存し,使用時はエタノールにて希釈して終濃度の100倍高濃度を調製し,氷上で保存

した.

抗原としてコナヒョウヒダニ(Dの形am血80id郡jhrmae)の抽出物を用い,生理食塩液にて300μg/mL に

調製した.気管支標本の受動的感作には抗ダニヒトアトピー血清(ダニに対するRAST値塗4,国立病院

機構相模原病院,柳原行義博士より供与)を用い, ca力丑eeTyrode液にて5倍に希釈して使用した

ONO-6950,モンテルカスト及びBaycysLT2畭は,いずれもジメチルスルホキシド(DMSO)にて使用

濃度に調製後,使用まで遮光して室温保存した

2.4.病理組織切片を用いた評価

2.4.1 薄切切片の作製

平滑筋収縮実験に用いる気管支を採取した残りの病理組織をホルマリン圖定し,パラフィンブロック

を作製した後,ミクロトームにて4μmの薄切釖片を作製した

2.42 CysLT1及びCysLT2受容体タンパクの免疫組織染色方法

2.4.1で作製した薄切切片をキシレンに5分間ずつ3回浸演した後,無水エタノールに5分間ずつ3回

浸漬することにより脱パラフィンした後,流水にて洗浄した.抗原の賦活化処理のため,切片を抗原賦活

液に浸漬して 125゜Cで5分間オートクレーブ処理をした.切片を流水にて5分間洗浄後,3%過酸化水素

水に浸漬し,室温で5分間反応させることによって内因性ぺルオキシダーゼを不活化させた.流水で5分

間洗浄後, TriS塩酸緩衝液による5分闘の洗浄を3回行った.余分な水分を除去した後,1%BSA を滴下

して室温にて 10分間反応させるととにより非特異的反応に対するブロッキングを行った. BSA を除去

後,1次抗体を滴下して4゜Cで1晩反応させた後, TriS塩酸緩衝液による 5分間の洗浄を3回行った.初

片の余分な水分を除去後,2炊抗体としてビオチン標識ヤギポリクローナル抗ウサギ珸G抗体を滴下し,

室温にて30分間反応させた後,TriS塩酸緩衝液による5分間の洗浄を3回行った.余分な水分を除去後,

ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジンを滴下し,室温にて30分間反応させた後, TriS塩酸緩衝液に

よる 5分問の洗浄を 3 回行った.3,3'・Diaminobe11Zidine ①AB)反応液中で 10分間反応させた後,流水に

て洗浄し,ヘマトキシリンで5分間染色した.染色した切片を流水にて洗浄後,無水エタノールによる3

分間の脱水を3回行った.引き続き,キシレンによる3分間の透徹を3回実施後,マリノール封入した

2.43.1正染色方法

2.4.1で作製した薄切切片をキシンンに5分間ずつ3 回浸演後,無水エタノールに5分間ずつ3回浸漬

するととにより脱パラフィンした後,流水にて洗浄した.これをへマトキシリン染色液に 15分間浸漬後,

流水にて洗浄し,熱湯で10分間脱色した後,エオジン液に2分間浸漬した.切片を流水にて洗浄後,無

水エタノールによる3分間の脱水を3回行った.引き続き,キシレンによる3分間の透徹を3回実施後,

マy/ーノレ封入した
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2.4.4. AB炉AS染色方法

2.4.1で作製した薄切切片をキシレンに5分間ずつ3 回浸漬後,無水エタノールに5分間ずつ3回浸漬

するととにより脱パラフィンした後,流水にて洗浄した.切片を3%酢酸水に3分問浸漬後,1%アルシ

アンブルー酢酸水溶液に1時間浸漬した後,再度3%酢酸水に3分間浸漬した.切片を蒸留水にて洗浄し

た後,0.5%オルト過ヨウ素酸に 10分間浸演した.蒸留水にて洗浄した切片をシッフ試薬に 15分間浸漬

させた後,亜硫酸水による3分間の洗浄を3回行った.流水にて5分間洗浄後,ヘマトキシリンにて5分

間染色した.無水エタノールによる 3分間の脱水を3 回行った.引き続き,キシレンによる 3分間の透

徹を3回実施後,マリノール封入した.

2.5. LTD4によるカルシウムシグナル応答の評価

2.5.1. cysLT1受容体及びCysLT2受容体安定発現細胞の継代培養

培養フラス=から培養培地を除去し, PBS(、)で 1 回洗浄した.トリプシン、EDTA (025%トリプシン,

I mmovLEDTA・4Na)溶液(1nvitrog即C0印oration)を培養フラスコに加え,培養フラスコからのネ剛包の

剥艇を顕微鏡下で観察できるまでインキュベーションした.剥籬した細胞に培養培地を加えて懸濁し,細

胞懸濁液の一部を培養フラスコに播種した.細胞はC02インキュベーター(NAPCO, predsionscie雄洲C

Inc.)内で37゜C,5%C02,95%Air の条件下で静置培養した.

2.5.2.ホ剛包播種

2.5.1 で調製したネ剛包懸濁液の一部を,等容量の 0.4%Trypan blue solution (sigma・Aldrich corporation)

と混合し,生細胞数を計測した.生細胞密度が3紅05Ce11S加Lとなるように培養培地にて希釈した後,培

養プレート(96 WeⅡ Special optics Flat clear B0廿om Black polystyrene TC・Treated Microplates, comina

Incorporated)に 100 μVweⅡ(3×104CeⅡS/welD ,、つ播種した.これを C02インキュベーター B7゜C,5%

C02,95%Air)にて24時間以上培養し,播種の翌日中に以下の実験に用いた

2.53. LTD4による細胞内カルシウムシグナル応答の惹起

Blank及び Contr01群は trlP11Cate (3 We11),被験物質及び対照物質群は duplicate (2 WeⅡ)で実施した,

2.S2.の培養プレートから培養培地を除去後,予め加温した工oad加gbufferを 100μL加e11加えて 37゜Cで

約 1時間培養し, Fur虚・AM を細胞内に取り込ませた. Loadln8buffer を除去し,200μL加e11の Assaybuffer

で 1回洗浄後, Assaybuffer を 100μL/weⅡ加えて遮光下,室温で静置Lた.約30分後,終濃度の 6倍高

濃度の ONO-6950,モンテノレカスト若しくは 0.6%DMS0 を含むAssaybU丘er を 25 μL/weⅡ添加し,遮光

下,室温で静置した.約 30分後, FluorescencedNgscreeningsystem (FDSS・3000,浜松ホトニクス株式会

社)を使用して,各WeHに340nm及び380血の励起波長を交互に照射した際の50onmにおける蛍光強

度比倫40/B80)を 3秒間隔で約 30秒間測定した.炊いで,終濃度(cysLT1受容体発現細胞では 100

血OVL, cysLT2受容体発現細胞では 03 血01ル)の 6倍高濃度の LTD4若しくは EtoH含有AssaybU丘er

を 25μL/we11加え,約4分30秒間の蛍光強度比を3秒問隔で測定した.尚,培養プレートをFDSS・3000

にセットした後の一連の実験操作及び蛍光強度比の測定はFDSS,3000 のプログラム中で室温で実施した.
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2.5.4.評価項目及び評価方法

評価項目は, LTD4による細胞内カルシウムシグナル応答を50%抑制する濃度(1C50値)とし,以下の

方法により評価した

LTD4を添加する直前約30秒間に得られた蛍光強度比の平均値を各WeⅡのPre値とした. LTD4添加か

ら測定終了までの問に得られた蛍光強度比の最大値からPre値を差し引いた値を各WeⅡの変化量(凶R血0)

とした

Blank群及びContr01群では,実験セット毎に3WeⅡ(価Plicate)の■Rati0値の平均値を算出し,それぞ

れblatlk値及びControH直とした.被験物質群及び対照物質群では,実験毎に2WeⅡ(duplicate)の凶Ratio

値の平均値を算出し,各濃度のサンプル値とした

被験物質あるいは対照物質の各濃度における抑制率四陶を以下の式から算出した

抑制率(%)

被験物質及び対照物質の対数濃度を独立変数,対応する濃度における全実験セットでの抑制率を従属

変数として,式 1の 2、parameterl0即Sticmode1罰による非線形回帰分析を行い,被験物質及び対照物質の

IC5。値及び 95%信頼区間を推定した.尚,非線形回帰分析に翁ける初期値及び収束条件は,解析ソフト

の初期設定に従った

ゞ*加(1 H0 如0"0'0、厭脚."0) (式D...

(C如訂01値一各濃度のサンプルイ向/(con廿01値一blank値)×100

X :被験物質又は対照物質の対数濃度,10g(m01ル)

Y :抑制率,%

HiⅡS1叩e:阻害曲線の傾き

2.6.気管支平滑筋収縮反応の評価方法

2.6,1 気管支標本の作製及び受動的感作

肺癌切除術によって得られた病理標本より肺実質及び血管を除去して得られた直径2~6mmの気管支

を,幅1~1.5皿mの螺旋状標本とした後, caN 非含有Tyrode液にて5倍希釈した抗ダニヒトアトビー血

清中で 37゜C,2時間インキュベートすることにより受動的に感作した.受動感作した気管支標本を長さ

約20mmの気管支釖片に分割した.
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2.62 平滑筋収縮反応の惹起

2.6.1の如く作製した気管支切片を, Tyrode液を満たした容量6mLのボリプロピレン製のMagnuS槽内

に懸垂(荷重30omg,温度37士0.1゜C)し,95%02-5%C02混合ガス(酸素ガス)通気下で標本の収縮及

び弛緩反応を isotonictr飢Sducer(日本光電, TD・112S)及び amP1途er(日本光電, AA・60IH)を介して recorder

細本光電, NG・4124)上に記録した

5μm01ルのアセチルコリン(Ach,10分間処置,洗浄10回)による平滑筋の収縮高がほぽ一定となる

まで,45~60分間隔で4若しくは 5 回処置した.その後,10μm01任のヒスタミン田誠,20分間処置,

洗浄20回)を2回処置した.標本洗浄によって平滑筋収縮がbaseⅡΠeまで緩解した後にマグヌス槽内へ

の酸素ガスの供給を停止し, GPSA を終濃度が0,01%になるように添加し,その後直ちに,目的の終濃度

となるように各化合物を添加してピペッティングにより撹押した

抗原による平滑筋収縮を惹起tる場合には,化合物添加の約 20 及び 25分後に,インドメタシン(3

μm01ル)及びメピラミン Q μm01ル)をそれぞれ添加してビペッティングにより撹捍し,その5分後に,

終濃度が3μgmLとなるようにダニ抗原を添加して90分間収縮反応を記録した

LTD4による平滑筋収縮を惹起する場合には,気管支標本の受動的感作は実施せず,化合物添加までの

操作を抗原添加系と同様にした.化合物添加30分後に,終濃度が30血01圧,となるようにLTD4を添加し

てぜぺッティングにより撹押後,60分聞収縮反応を記録した

2.63.評価項目及び評価方法

抗原若しくはLTD4添加後の平滑筋の収縮高(mm)を測定し,同一標本のヒスタミンによる収縮高(mm)

に対する百分率として表示した
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3.実験結果

3.1.非喘息、患者の肺組織における CysLT1受容体及びCysLT2受容体の発現

非喘息,患者由来の肺組織では,発現の程度に個体問での差はみられるが,5例全ての気道上皮及び気道

平滑筋にCysLT1受容体の発現がみられた(Fig.16)これに対して, cysLT2受容体は主に気道上皮に発

現していたが Subject2,3 及び 4 における発現の程度は弱いものであった(F喰.16)気管支平滑筋の

CysLT2受容体についてはSubjecn,4若しくは5 において若干の発現が認められた(F喰.16)
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Fi晋.16 1mm11nohistochemical micr0套raphs oflun套 tissues from the 5 non・asthma SⅡbjects.

The tissues were cutint04 Serialsectlons (4・μm thick), T、vo ofthe sections 、vere stained with hematoxylin

and eosin (HE), and then with alcian blue/periodic acid・schi什(AB/PAS). The other t、¥o sections 、vere used in

immunohistochemical detertnination of cysLTl and cysLT 門Ceptors expression. Arrows sho、v representative

immunoreactive site for each receptor
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32.喘息、患者の肺組織におけるCysLT1受容体及びCysLT2受容体の発現

喘息、患者2例の肺組織では,非喘息、患者の結果と同様に気道上皮及び気道平滑筋にCysLT1受容体の発

現がみられた他,組織に浸潤した白血球上でも発現がみられた(F地.17)

CysLT2受容体についても,気道平滑筋,気道上皮細胞及び組織への浸潤白血球において発現がみられ

た.更に,喘息,患者の気道内では気道分泌による貯溜粘液中にも白血球がみられ,これらの白血球上1、お

いても CysLT2受容体の発現がみられた(Fig 17)

喘息、患者2例の肺のパラフィン切片を,1炊抗体である抗CysLTS受容体抗体の代わりにウサギ珸G を

用いて免疫組織染色を行った結果,特異的な染色像は観察されなかった(Fig.18)
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Fi雪.17 1mmunohistochemical mkr0套raphs oflun套 tissues hom the 2 穿Sthma subjects.

The tissues 、vere cutint04 Serial sections (4・μm thick). T、¥o ofthe sections 、vere stained with hematoxylin

and eosin (HE), and then with alcian blue/periodic acid・schiff (AB炉AS). The other two sections were used in

immunohistochemical determination of cysLTl and cysLT receptors expression. Arro、¥s sho、v representative

immunoreactive site for each receptor.
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Asthma subject l

Fig.18 Negative c011trols for immunohlst010套icaldetecti0Ⅱ ofcysLTl aⅡd cysLT2 receptors.

The tissues were cutint04 Serial sections (4・μm thick). Both 釘lti・human cysLTl receptor atld enti・humatl

CysLT2 receptor a11tibodies used in immunohist01081Calstaining as primary antibodies were rabbitlgG. Lung tissues

Of 2 ast111na patients showed no positive sites when rabbit leG was used in place of a11ti・cysLTl receptor or anti・

CysLT2receptor 抑tlbody.

33. LTD4による細胞内カルシウムシグナル応答に対するCysLTS受容体佶抗薬の作用

ヒトの CysLT1受容体及びCysLT2受容体を安定発現させたCHO・K1細胞において, ONO,6950 は,ITD4

による CysLT1受容体及び CysLT2受容体を介する細胞内カルシウムシグナル応答を共に抑制し,1C50は

それぞれ1.7及び25nMであった(T北le2)これに対して,モンテノレカストはCysLT1受容体を介する

応答を強く抑制した qC50=0.46nM)が, cysL12受容体を介する応答に対しては明確な阻害を示さなか

つた qC50= 180ON)(Table2)

A5thma subjeot 2

、

'.1

'

47

M

Table 2

ONO-6950 and montelukast lC50 values for iⅡhibition of l,TD4-1nduced intrace11Ⅱlar calcium mobilizetion

引用) sekioka T. et al., AⅡerg010ay lntematlonal,2015,64,351-358.
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res onse in human c sL11rece tor- orhⅡman c sl'12 rece tor-ex ressin ce11S

25 a932)

1800 (1500-210の

Fura 2・AM・10aded cHO・Kl ceⅡS expressing human cysLTl or human cysLT2 receptor were stimulated wi壮1

LTD4 at loo nM, fbr cysLTI Nceptors, or LTD4 at 03 nM, for cysLT2 receptors.1C50 values and 95%confidence

intervals shown in parentheses were estimated f卜om e 2・parameter l031Stic model using the results of5 experiments.

The ce11S,treated with cysLT receptor 飢taaonists, were incubeted for30 mln before l.TD4 addition,

引用) sekioka T. et al., AⅡerg010gy lnlem飢ional,2015,64,351、358.
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3.4. LTD4による夛即船息、患者の気管支平滑筋収縮に対するロイコトリエン佶抗薬の作用

ITD4(30nM)による気管支平滑筋収縮はCysLT1受容体桔抗薬であるモンテルカスト aooN)によ

りほぽ完全に抑制された. ONO・6950 aoo,300及び100ON)は, LTD4によるこの気管支平滑筋収縮を

濃度依存的に抑制し,10oonM処置群ではほぼ完全な抑制が認められた(Fig.19A).これに対して,cysLT2

受容体詰抗薬であるBaycysLT2Rへ(30onM)はLTD4(30N)による気管支平滑筋収縮に全く影響を及

ぽさなかった(Fig.19B)

A : LTD4, non・asthmasubjeots

50

100

80

60

40

20

0

100 20 30
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B : LTD4, non・asthma sU可eots

・20

60

120

100

80
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・^ ON06950 1 0onM

60

F電.19Effects ofcysl,T receptorantagonists 0Ⅱ 1'TD4、induced smooth m11Scle contracti0ⅡSin bronchiisolated

from non-asthma subjects.

(A) E丘ects of oNO-6950 a11d montelukast on LTD4-1nduced contractions in bronchiisolated fl'om non・

舗t1血a subjects. ONO-6950, montelukast orvehicle (0.1% DMSO) was added 30 min before addition ofLTD460

nM). Each pointrepresentsthe mean or me帥士 S.E. of2-4 experiments.(B) Effect ofBaycysLT2RA on LTD4-

induced contractions in bronchiisolated from non・asthma subjects. BaycysLT2Rへ. or o,1% DMso was added 30

min before add廿ion ofLTD4(30 nM). Each pointrepresentsthe mean 土 S.E. of8 experlments.

引用) sekioka T. et al., A11er底010gy lntemational,2015,64,351-358.
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3.5.受動感作した気管支標本の抗原による平滑筋収縮に対するロイコトリエン佶抗薬の作用(夛即烏息,患

者)

抗ダニヒトアトビー血清で受動感作したヒト気管支標本にダニ抗原を添加するどとにより添加 20~コ

40分をピークとする強力な平滑筋収縮が惹起され,モンテルカスト(30nM)と ONO-6950(30onM)は,

これをほぼ同程度に抑制した(Fi畠.20)一方, BaycysLT2RA (10ON)は,このような平滑筋収縮反応

に対して影響を及ぽさず,モンテルカストと併用した場合においても相加的な作用は認められなかった

(Fig.20)

.●. contr01

^ MontelU胎武 30 nM 州ont)

・^・ Baycy5LT2RA loo nM (B丑y)

・・ムー Combination (Mont + B丑y)
.^・・. ON0●95030onM

Antigen, non・asthma subjects
140

80

0 40 807010 20 30 9050 60

Tjme a什er antigen Oha11e叩e (mln)

Fig.20 豆ffects ofcysl,T receptor antagonists on mite antigen-induced smooth muscle contractionsin bronchi

isolated from non・asthma subjects.

The bronchi、uere passively sensitized with atopic serum before being suspended in Magnus bath. ONO・

6950 (30O N), montelukast(30 nM), BaycysLT2Rι、(10o nM) or veicle (0.]% DMSO) was added 30 min before

antigen cha11en8e, A cyclooxy8enase inhibltor,indomethacln B μM) and an anu・hiS仏mine dNg, pyrilamine (1 μM)

Were applied lo and 5 mln before atltlaen cha11en3e, respectively, to make anti3en-induced contractile response as

much as possible dependent on cysLTs activi訂゛. Each pointrepresentS 廿le mean 士 S.E. of40r 5 experiments.

引用) sekioka T. et al., A11erg010gy lntemational,2015,64,351-358.
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3,6.受動感作した気管支標本の抗原による平滑筋収縮に対するロイコトリエン枯抗薬の作用印叢息、患者)

喘息、患者の気管支標本については,非喘息、患者のそれと比べてべースラインが不安定性であり,喘息、患

者1のモンテルカスト群の他,特に喘息患者2の標本については薬物添加から抗原添加まで 30分間で,

10μMのヒスタミンによる収縮の約20~50%に相当するべースラインの上昇がみられた.

喘息、患者1では,受動感作した気管支標本のダニ抗原による平滑筋収縮に対して, cysL1受容体浩抗

薬であるモンテルカスト及びCysLT2受容体括抗薬である BaycysLT2RA が共に部分的な抑制を示し,こ

れらの併用群では相加的な抑制作用が認められた(Fig.21A)また,このような気管支平滑筋収縮に対
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して, cysLT地受容体桔抗薬である ONO-6950 は,モンテルカストと BaycysLT2RA の併用群と同等以上

の収縮抑制作用を示した(Fig.21A)

これに対して,喘息患者2では,モンテルカスト, ONO-6950及びこれらの併用群が主に抗原添力叶妾の

比較的後半部分の平滑筋収縮を抑制Lたが, BaycysLT2Mはこれを抑制しなかった(Fig.21B)
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Fi三.21 Effects of cysl.T receptor antagonists on mite aⅡUgen-iⅡduced smooth m11Scle contractions in

bronchiisolated from 2 asthma subjects.

The bronchi、vere passively sensitized lvlth atoplo serum befbre being suspended in Ma3nus bath. ONO・

6950 (30o nM), montelukast(30 nM), BaycysLTユRA (10o nM) or veicle (0.1% DMSO) was added 30 min before

antigen cha11enge, A cyclooxygenase inhibitor,indomethacin B μM) a11d an anti・histamine drug, pyrilamine (1 μM)
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Were applied lo a11d 5 min before antigen cha11enge, respectively, to make antigen・induced contractile response as

much as possible dependent on cysLTs activiり,. Each poi11trepresentsthe value obtained ln each experiments

引用) sekiokaT. et al., AⅡera010ay lntemational,2015,64,351-358

4、考察

本章では,ヒトの気道組織における CysLTS受容体発現と気道平滑筋収縮における CysLT1受容体及び

CysLT2受容体の関与について検討した

非喘息、患者では,発現の程度に個体間での差はみられるが,5例全ての気道組織に柘いて気道平滑筋や

気道上皮にCysLT1受容体の発現がみられた.一方, cysLT2受容体の発現については個体問の差がより大

きく,その発現が殆ど認められない例が確認され,夛即揣息、の気道組織では主にCysL11受容体が恒常的に

発現しているものと考えられる.これに対して,喘息、患者に給いてもヲ即揣息、患者同様に気道平滑筋及び気

道上皮細胞にCysLT1受容体がみられたが, cysLT2受容体については気道平滑筋や気道上皮の他,気道内

への浸潤白血球や気道分泌によると芳えられる貯溜粘液においても強く発現していた

これら2例の喘息、患者は,軽症持続型および軽症聞欠型に分類されているが,それぞれ中用量(治療ス

テップ2)及び低用量 W台療ステップD のICSによって管理されているため,結果的に軽症例として喘

息、が安定している可能性があり,中等症例や重症例ではよりCysLT2受容体の発現が高い可能陛が考えら

れる.実際に,中用量~高用量 ICS を処方されている軽症若しくは中等症患者では,急性増悪期に給け

る末梢血好酸球上の CysLT1及ぴCysLT2受容体発現が安定期のそれに比べて有意に上昇していることや

interferon・γ等の炎症性サイトカインによる CysLT2受容体の発現亢進が示されている別また,ヒト肥

満細胞では,気管支喘息の病態形成に関与する T112 サイトカインである IL・4 によって CysLT2受容体蛋

白の発現が亢進されることが報告されている").更に,ヒト単球, T細胞及び好酸球では,1L、4によっ

てCysLT1及びCysLT2受容体蛋白発現が亢進するが, cysLT2受容体発現だけがフルチカゾンによって抑

58) これらの報告からも,今回の2例の喘息、患者においては,喘息、コント制されることが示されている

ロールのために処方されているICSによって結果的にCysLT2受容体の発現が抑えられている可能性が否

定出来ず,急性増悪時やより不安定な病態を示す中等症若しくは重症例においてCysLT2受容体が重要な

役割を担っている可能性が考えられる

喘息、患者については2例のみの限定的な成績であるが,いずれの例でも異なる2力所の部位において

明確な CysLT2受容体の発現が確認され,同様の部位における CysLT1受容体発現や喘息、の病態の一部で

ある粘液分泌を含む病理組織像と照らし合わせて示した結果はとれが初めてであり,貴重な成績である

モルモットのCysLT2受容体は,気道平滑筋の収縮や気道の血管透過性の亢進に関与していることが報

告されているお,鬮これに対して, cysLT2受容体K0マウスではLTC4若しくはLTD4による耳介浮腫

が増強され,cysLT2受容体がCysLT1受容体を介する血管透過性の亢進を負に制御している可能性が示唆
59) また,ダニ抗原で感作したCysLT2受容体K0マウスや,ダニ抗原で感作した野生型マウされている

スに CysLT2受容体K0マウスの樹状細胞を移入した場合には,血中 laE抗体やIL・4,・5,・13 等の T112 サ

イトカイン,抗原曝露による好酸球性気道炎症が有意に増強され, cysLT2受容体がアレルギー性気道炎

症においても制御的役割を担っている可能陛が報告されている60).更に, cysLT2受容体遺伝子を欠損さ

せたヒト躋帯血由来肥満細胞では, cysLT1受容体蛋白の発現及び LTルによる肥満細胞の増殖が増強さ
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れるととが報告されている 6D.しかしながら,ヒト気管支を用いた検討では, BaycysLTユRAやONO-6950

がLTD4あるいは抗原による平滑筋収縮を増強若しくは悪化させるととはなくモルモットでの成績と同」

様に,ヒトCysL12受容体を遮断するととは抗喘息、作用をもたらすものと考えられ, cysLT2受容体の抑制

的な役割については種差等が存在するものと予想される

LTD4若しくは抗原による非喘息、患者の気道平滑筋収縮には CysLT2受容体は殆ど関与していないと考

えられる結果であるが,2例のうちの 1例の喘息、患者ではBaycyLT2RAによる平滑筋収縮抑制作用の他,

モンテルカストとの併用群並びに ONO-6950 群による更に明確な抑制作用が確認されたことは非常に興

味深い結果である.2例の喘息、患者いずれの気道においても明確なCysLT2受容体の発現があるにも関わ

らず,括抗薬による作用が異なる点は不明である.しかしながら, BaycysLT2RAやONO-6950 による収

縮抑制作用が認められた喘息、患者は,他方の喘息、患者と異なり,アトピー性の非喫煙者であり,末梢血好

酸球比率が6.8%と高く,血小板について'も正常範囲内ではあるが比較的高い値を示しており,これらの

背景データが病態におけるCysLT2受容体の関与に何らかの影響を及ぼしている可能性が考えられる

気管支喘忘、の病態は複雑かつ不均一であり,特に重症例や難治例では,好酸球性喘息,好中球性喘息、,

及びとれら混合型の他,アトピー型,非アトビー型,肥満型,アスピリン増悪性呼吸器疾患(AE即)等

62~副様々な観点からの分類や病態解析が試みられている

一方,LTC4若しくはLTD4によってヒト血小板を刺激した際の,好酸球遊走因子の一種であるRANTES

の産生はプランルカストでは完全に抑えられず,残存する血小板活性化反応におけるCysLT2受容体の関

与の可能性が示唆されている鬮.また, cysLT2受容体K0マウスでは野生型マウスに比べて, LTC4に

よるP・selectin発現誘導を伴う血小板の活性化や気道内への好酸球浸潤が有意に抑制されるが,cysLT1受

容体のK0はこれらに影響を及ぽさない殉.更に, AE即の患者では,突発性好酸球性肺炎やアスピリ

ン耐性喘息、と比して尿中LTE4量が高く, P、select血やCD63等の血小板表面マーカーの発現レベノレは,好

酸球に結合した活性化血小板の存在比率や尿中LTE'排池量と正の相関性を示している67)

本検討においてBaycysLT2RA及びONO-6950による平滑筋収縮抑制作用が認められた喘息、患者の背景

データや以上のような報告を併せて考えると, cysL11受容体佶抗薬の効果が不十分で,尿中LT&量が高

い,好酸球性喘息やAE即の患者に対してONO.6950は新たな治療選択肢となる可能陛が考えられる.
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第3章小括

1. cysLT1受容体については,ヲ即帛息,患者と喘息、患者のいずれにおいても,気道上皮,気道平滑筋及び白

血球上での発現が認められた. cysLT2受容体は,非喘息、患者では,主に気道上皮に発現していたが,

気道平滑筋や白血球上では個体差がみられた.喘息、患者に浦いても,気道平滑筋,気道上皮細胞及び

浸潤白血球におけるCysLT2受容体の発現が認められたが,気道内の貯溜粘液中の白血球上にもCysLT2

受容体の発現がみられた

2.ヲ即烏息、患者の気管支平滑筋収縮は CysLT2受容体枯抗薬では抑制されなかったが,喘息、患者の 1例に

論いて,抗原による気管支平滑筋の収縮はBaycysLT2RA及びONO-6950によって抑制された

以上の結果より, cysLT2受容体は,気管支喘息、患者のある特定の集団において,少なくとも気管支平

滑筋の収縮反応に関与している可能性が示された
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本研究では以下の成果が得られた

①覚醒下正常モルモットを用いた検討では,S・h獣ylGSHを用いて内因性のγGTPを阻害した条件下で

LTC4 を吸入させることによって, cysLT2受容体を介すると考えられるエアートラッビングとこれに

伴う気道抵抗の上昇による気道閉塞モデルを構築した

本モデルに対するCysLT1受容体枯抗薬及びCysLT2受容体佶抗薬の効果を検討した結果,本実験条

件下で誘発される気道閉塞には CysLT1受容体を介する気道収縮が部分的に関与するが,大部分は

CysLT2受容体を介する気道収縮とこれに伴うエアートラッピングによる気道閉塞であり,更に,気管

支拡張薬に抵抗性のCysLT2受容体を介する血管透過性の亢進も関与している可能性が示唆された.

総括

②感作モルモットを用いた検討では,インドメタシンを処置することによって,抗原曝露による喘忘、

反応における内因性CysLTSの関与が高まったアナフィラキシーモデルを構築した.更に,S.hexylGSH

を併用するどとにより, cysLT1受容体だけでなく CysLT2受容体も関与するアナフィラキシーモデル

を構築し,ヒトにおける喘息、発作治療薬であるステロイドや気管支拡張薬が効果を示すことを確認し

た

上記のCysl.T1及びCysLT2受容体が共に関与するアナフィラキシーモデルにおいて, cysLT地受容

体捨抗薬である ONO・6950の効果は, cysLT1受容体括抗薬であるモンテルカストを上回り,喘息、治療

の第一選択薬であるステロイドの減量効果についてもモンテルカストを上回る可能性が示された

③ヒト気管支標本を用いた検討では,ヲ即帛息、患者と喘息患者のいずれにおいても,気道上皮及び気道

平滑筋にCysL11受容体の発現が認められた.非喘息、患者におけるCysLT2受容体発現は主に気道上皮

で確認されたが,気道平滑筋では発現がほぼみられない個体も存在した,喘息患者では,気道平滑筋

や気道上皮細胞の他,気道内に貯溜した粘液中の白血球上にもCysLT2受容体の発現が確認された

気管支標本を用いた平滑筋収縮実験では,LTD4若しくはダニ抗原による非喘息、患者の気管支平滑筋

収縮に対してCysLT2受容体捨抗薬は何ら影響を及ぽさなかった.これに対して,2例の喘息、患者のう

ちの 1例では,抗原による気管支平滑筋の収縮をCysLT?受容体括抗薬である BaycysLT2RA と ONO・

6950 が強く抑制した

本研究により,既存の気管支喘息治療薬であるCysLT1受容体佶抗薬に抵抗性を示す末梢気道病変や気

管支平滑筋の収縮反応に CysLT2受容体が深く関与していることが示された.また,経口投与可能な

CysLT地受容体桔抗薬であるONO-6950が,既存の喘息治療薬では効果不十分な患者に対しても効果を示

す新たな治療選択肢となる可能性が考えられた
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