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窯験的太腹衆,デキストラソ硫酸,免疫担当細胞

1. 緒 言

繋駿動物をこよる疾患をデルの研究は,疾患の病因や治

療を研究するた鋸こ非常に有効な手練の---つである.1粥9

午.1.1こlrL-uS!二WLlttLLがし､こIZTこIgL,(､11こ111維L!投ij･LTニlL

りモルをットとウサギをこ潰轟性太腺炎と額損じた病変を

作成して以来きいくつかの寛験モデル2)諾う増)が授喝され夢

魔症性腺疾患においても乗除モデルでの研究が開始され

ぐ‖こlll十l･汗r仇酸多糖休で'i;'上 ,､.'､一･く′Z----ハ維Il殿

寮虻より太腹に濃癌性大腸炎と類似の病変が作成される

ことが大草5)によって示され,炎症性腸疾患の一つの

をデルとして認められるようになった.DSSはラット

にも同様な病変を作成しき炎症性腺疾感もの病因を明らか

漁癌性尭勝衆の病因はいまだ不明であるが免疫学的観

点か1､一種/I,pハ異常.小指摘さ打て:臣),最近では大腸粘膜

局所にみられる免疫異常息Oj碍関与私議療 されている.

粘膜局所を磯とする免疫担当細胞の動態をこついての検討

をおこなった.

11. 対象および 方法

(1) 実 験 動 物

体重 1別卜 2-10LTハ WislこIr釆姓性 Sl'I/＼､･'八Ir･jL,

卜 ほ 本チャ-ルス 曲リバ-㈱ , 神禁則県厚木)を済いき

同 型 飼 料 MF (オ リエソタル酵母)にて飼暫 した.

(2)DSS分子量の差による大腸炎惹起作用の検

討

分子量の異なる二穫額の DSSを用いて,太腹病変惹

起作周との関係を検討 した.和光純薬社製デキス トラン

杭酸十 卜1い'7_'､5.000日)T･llUう.()()0.杭結合Lll'l二15.(ト

20か0%)およびナカライテスタ社製デキス トラソ硫酸

十 卜=｢'7_'､し/7:H'･量二約 ir)()0.00(I.硫純.1位 18.0-19.0

%)をそれぞれ 3%溶液とし,実験動物に自由摂承させず

健の性状を観察 した.

和光純薬社製デキス トラン/硫酸ナ トリウム590輔 (分

[-j･-1~ミニi-1.州(),机鏡含鼠 llrl.(卜 20.000)を.二門 ､溶液 ._Eこし

てラボljRテレソ給水 ピソにて一頭ずつ自由摂承させた申

3% mSS投与開始後,経時的にネソブタ-ル麻酔下をこ

て屠殺後閑願事太腹を切除 したラットを窯験群とした丘

対照群には水道水を授与 し,同様をこ処理 した帝切降 した

太腹は管状のままホルマ uソ閣定 し,-マ トキシリン 中

エオジソ漁色にて病理観梅学的に観察 した.

トl) 免疫担当細胞数の計測

tjOulldに'Lii.肺束結 し-!∴ A/一卜j~~ノ','zILI卜に'て L-'/II:1凍

結切片を作成 し 酵素抗体間接法をこて免疫組織化学的に

観察 した.

使用 した 一沃i封木上＼･＼･'31二日 打L.1･､.1卜1)こ1什-'Ⅰ'縮FYLJ_.

S(Ill,1-1こ山~). ＼＼'325 Lfzt･:'､､･卜 hL,lいL･｢-1T 細胞, SLlrこ1-

hlこlr.llL抗:丁､J巨{'7t,~-/-,I--∴ 浜松世 人解剖学l=卜

教卓雫提供llコ.汀 LLド5CG-ド:1し抗 ･-i.･J卜活性lL′1､紳 rLJ..

生化学工業)である甘

DAB で発色後-マ トキシリンで横梁を行い,画像解

析装置を周いて粘膜固有層, 粘膜下層それぞれ 1mm2

当たりの陽性細胞数を算定 した.

(iI))即時型抗アレルギ-剤 Tranilastの効果

Trami旦ast(キッセイ薬品)を0.5%carboxymeもhyl
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し,(1tlulOSPS川iiurllに懸濁 し∴ 氷)OIllgkLT止llln量を,

ラットをこ3% DSS を自由揖凍させながら7日間経口投

与 した.肥満細胞の関与を検討する目的で--次抗体をこ抗

ヒスタミン抗体 昭吾ヰEMICON)を開いた酵素抗体間接

法にて粘膜固有層 且mm2当たりのヒスタミン含有細胞

数を静定 したi

(li) 免疫抑制剤 Flkr)Ol;の効果

k尿/dayの畳をきラットに3% DSS を自由摂水させな

がら7日間経口投与 した.

(7)ルミノール依存性化学発光

3%DSS投与開始後費経時約に全血を採取 しLumat

LB950日 ベル ト-ル ド社)を履いて 油 oTbolmy出Sは e

acetate を以下 PMA と略す)刺激をこよるル ミ}--ル依

存性化学発光を測定 し, 1秒間当たりの愚衆発光数を記

録 した .更に直腸からS状賭場までの粘膜を劉離し,招amksy

lミ:ll:111し､し吊 mh さいlLItい= ･巨::細切し. 辛血∴同様∴

PMA 刺激 によるル ミ声-ル依存性化学発光を測定 した,

そ して 1秒 間 当たりの最大発光数を粘膜単位塵豊当たさノブ

で表 した.

Ll<) ミエ ロヘ ルオキシダーゼ (Mt-0)活性

Kya融 sz らの万法相)に従い,一部改変を加え定量 し

た. 上行結腸 か ら直腺までの太腹粘膜を凍玲~軒で剖離 しタ
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Peru1.50oHTAIミill51(1m＼:II)h(1Sl)hこIl_ドt)ufrt-1･.I)ll

6湖 中で,ホモジ3二本イ トをし,さらにソニケ-ショ

ソ後,遠心し 上清を採取 した,検体は吸光度計を用い

00恒Idrりg(,∩lJt､r爪i(i(､,:!:含む 510日lM TltlOSPll;llt-hul-

tLH-両 -16.01中で反吐､さt上 :.)5､L';15()11m でハ 1I/I

問の吸光度変化を測定 し,対照群の活性値をこ対する比で

Ml)()活性フ工夫した .

(tI) 結膜腫療壊死因子 (ThTF)様物質の測定

直腸からS状結腺までの粘膜を水冷下で剃離 し, R P Ⅶ

ltiLl(1叩el1iL,illill100し1111上 =ゝ-叩1川111,日†1 1川 ) LTml

合lJL)にてi-1打出麦.lLlOOi/(_'さ 加 t(T'MlltうHl液中て ､

37℃,CO25%,0295%条件下で24時間培養14)i5)し

た82嶺時間後,検体として培養液を採取 し,更に粘膜を

i-)いmM 'l'riSトiL､l浴液 t)H I.･lLNこl(-i1州 111＼1.し∴lLL､ト

1mM,dextroselm 鑑/m且)中でホモジェネイトしてそ

の上清 も採取した中 培 養 液 と組織ホモジュネイ ト上清

液は迅E3定までの間, -80℃で保存 したqTNF様物質は

を用いて,ELISA法にて490mm の吸光度を測定 した.

F豆欝.旦 DSS投与 日 用 のS状結腸の観織学的変化

描 ) 単横実数 好酸球などの細胞浸潤が粘膜固有層と粘膜下層にみられ 粘投のびらん,

粘陵親板の肥風 粘膜下層の浮腫 も存在 した.視野の端にみられる粘膜固有層は著

明な細胞浸潤とびらんが生 じタ陰嵩構造が消衆 している.(HE 染色 ×且2倍)

(鋸 粘膜固有層には陵駕腰痛がみられる中間質-の著明な細胞浸潤,上皮細胞の変性が

認められるや(HE染色 ×50倍)
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測定され た 単位盈農当たりの濃度は,対照群に対する比

で表した .

(lO) 統計学的解析

測定結果は mLILln±Sl)でお し Stu(1ぐnt.Si-teStに

より解析を行い,p<0.05 を有意差あ りと判定 した由

ⅠⅠⅠ. 結 果

(1)OLiLS分子量の差による大腸炎惹起作用の検

討

分r'Li3-_5,(i)()しりl)SS-~こ鳥,投を描騨i後,平均3ぺけ 1.1

円で卜的LL了.:り､平均LFj.Tt1.4flて【nl硬が出現 した.15

例LI')･て)十,,I()L‖十凍てに5例が人勘.チ)卜IfTLtJ,)た拙 二死L

ま例が軟便となったが,観察終了時のm日田蜜ですべて

生存し,軟便のみられたのは息5例のうち8例で,血便の

生じた個体はなかった.

(2) .-i% r)SS大腸炎の病理組織

内脹的に [)SS捜LJ.･7日rlハ大腸では 直腸をT･'.f机-_

してS状結腸まで濃癌とびらんを16例中14例 (87,5%)

iJこ認(t吊二. 卜行結腸や盲腸に潰楊ハ_1'JJ'.hJt''[叫も16(町い

.▲へ

3例iこ存在 した.病理組織学的には げig.11直腸と

S状結腸の粘膜に濃轟とびらん,険儀構造の破顔と滑衆や

粘膜固有層をこ著 しい細胞浸潤および陰寓腺癌形成が認め

上､､,ltlLナ∴ .:･t'た 卜皮細胞(!)一部に核L17)膨化.変性,壊死が

みられた曲粘膜筋板は肥厚 し,粘膜下層に浮腰と細胞浸

潤を認めた,上行結腸では粘膜固有層をこ細胞浸潤,粘膜

下榔 こ浮腫と細胞浸潤. 一部に満場形成が認(tL){一帖/こ.

16例率ア例の回腺末端をこ充血がみられたが濃歯は認めら

れず,その他の臓瀞にも変化はなかった.

(:I) 粘膜固有層免疫担当細胞数の検討

経時約をこ上行結腸の粘膜固有層では W3/ま3,W3/25,

0Ⅹ-8および Mwllの各陽性細胞数が増加する傾向が

lJJ',Tlた Lll'iLr.2.Fig.3-Al.統計学f畑二言.＼＼丁こうLZr'

および MaT-旦陽性細胞数が9日目で有意な増加を示 し

た.増加 したT細胞の su bseも問の割合の検討では,W

二号25対 (_)Ⅹ-8 比 は 神 輿 群 1.7 ± 0.ユ l)S S ～日用り捜 Ej-

群 上8±0.3で あ り , 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た.

ト1) 粘 膜 下 層 免 疫 担 当 細 胞 数 の 検 討

上行結腸 の 粘 膜 下 層 で は W 3月 3, W 3/25 , 0 Ⅹ-8お

Fig.2 免疫組織化羊染色に__-しろ上行結腸榊 勘車 1免疫拒､L用I的(l'f甜 :･･

一次抗休に W325を使用し.h〔･恒､一･rt'し･ビIIst't叩叩LIlこItiL,-､甘1)･11を観察 した･

fX33倍)

(A) 対照群の粘膜固有層内に,わずかに陽性細胞を認める･

(盟) DSS投与9E相 の粘膜固有層内の陽性細胞数は対照群に比較 し増加している
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F主監.3 (A)粘膜固有層と (a)粘膜下層のW3/13,W3/25,0Ⅹ-8,Marl
各陽性細胞数の経時的変化.

各層 1mm2当たりの陽性細胞数を示す.DSS投与後各陽性細胞は経時的に増加 した,

(*:p<0.05,納:p<0.01,対照群 (0日目)と比較)

(W3/13:panTce批 W3/25:he毎er管 ce勘 0Ⅹ-8:non-he旦per管 ee虹 Mar-冒
maerOPhage)

3lIi､1. -7了lー細胞LT〕subset問ハ割 合は W325対

0Ⅹ-8比をこ有意差は認められなかった.(対照群 1.9±0.8,

DSS 9日間投与群 1.2±0,3)

(trJ) 活性化 T細胞数の検討 (Fig.1)

5C6-F4陽性となる活性化T細胞は,対照群のS状結

腸粘膜固有層ではほとんど観察されなかったが,DSS

投与3日目では著明な数の増加が認められた.韓に粘蓬菓

固有層では深層における局在傾向が認められた. DSS

投与7日目の粘膜固有層では3日目に比べ活性化T細胞

の減少が認められた.

一方,粘膜下層では対照群および3日目群は活性化T

細胞はほとんど観察されなかったが, ア日日の粘膜下層

では著明な教の増加が認められた.粘膜下層での局在に

関 しては, 特に浅膚に多い傾向があった.

(l;)TranilaL<tの効果

血便発現までの期間は tramilast投与群は平均5,6±L2

日であり,3% DSS単独投与群の平均 5.7±1.4E3と

の問に有意差はなかった.

TTanilast投与群の7日目の太腹では,肉眼的に12例

中日例 (91.7%)に直腸を主体としてS状結腸まで濃

轟とびらんを認めた.病理組織学的にはS状結腸粘膜に

ぴらん,陰窟構造の破壊,粘膜固有層の細胞浸潤,粘膜

筋板の肥厚,粘膜下層にも浮腰と細胞浸潤を認めた.こ

れらの組織学的変化は,3% DSS単独投与 7日日群 と

同じであった.

S状結腸の粘膜内に認められる単位面麓当たりヒスタ

ミン含有細胞数は,対照群の正常粘膜 19±5/mm2,mss

単独投与7日目の腺炎粘膜 17±7/mm2および tranilast

授与 7日目の粘膜 19±7/mm2であり,三群間をこ有 意

差を認めなかった.

(7) FK506の効果

FK506投与群は平均 5.1±0 .9日で下痢が出現し,辛

均 7.9±1.2日で血便がみられた, 3%DSS単独投与

群ではそれぞれ3.3±1.1日および5.7±1.4日で症状が

出現 しており,FK506は症状発現を遅延化する傾向が

あった.病理組織学的には,7日目のS状結腸では粘膜

のびらんと粘膜固有層の細胞浸潤が軽度となり,塵症の

裁きが軽減された.

FK5鵬 投与7日目のS状結腸に存在する活性化T細

胞 (Fig.41は, 30oI)ss単独投 E1-17uUに比べ粘

膜固有層での著しい増加を認めた,韓をこびらん形成が抑

制された部位での増加が著明で,びらんの生 じた部位で
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0 3 7 7(Rく506)

Days

Fig.4 Lr,('rrt:Ll陽性で示さ･ナIL.晶 T.lt!i北 ′Ⅰ'

細胞数の随時的変化 .

粘膜岡持層,粘膜 F層の 1m11了 当たりし㌣購紺 -I.棉

胞数を示す.対照群の粘膜には陽性細胞をほとんど

認人里こい.l~)SS 投与3u目し'lf桐勘昂肯層て:-.陽性細

胞が増加 した.I)SS捜 E1--Ir‖｣にく用 fi膜枯=JL層で

L･')増加は抑制 され 粘膜 卜層てI.1･増加 しブ∴ I/K506

投阜 7田田では,粘膜固有層でaj増加は DSS 単独

投与 3四日とほを富同じであ り,粘院下層での増加は

抑制 さ:h-lL.

Ratio

0 3 7 7(FK506)

Days

F畳欝｡6 それぞれの単位登盈当たりの大勝粘険 MPO
活性を,対照群活性値をこ対する比で表 した.

DSS投与 3日目は対照群と有意差はなかっ

たが, 7臣ヨ馴 こぼ有意に増加 した. しか し
FK506投与によりその増師 ま抑制された.

(*:P〈O.05,対照群 (oE柑 )と汰較)

Fig･..rJ 大腸粘膜(]1I-＼lA刺激にiく',l ミ / - - 'し

依f津11..化学発光値を1秒二､とこ に 酢 足 し . 千

の最大発光値を単位蚤慶 当 た り で 纂 出 し た .

DSS投与3日目 は 対 照 群 と 有 意 差 は な か っ

たが,7日馴 こ ぼ 着 意 に 増 加 し た , し か し

FK506投与 をこ よ り そ の 増 加 は 抑 制 さ れ た .

(*:p<0. 0 5 き 対 照 群 摘 田 齢 と 比 較 )

Ratio

〇 .15 7 :甘 hi-)i'ltJミ)

Days

F畳哲も晋 S状結腸粘操の24時間培蔵後 ホモジェネ

イ ト液中に含有 され る TNF 様物質を,

対照群に対せる比で褒 した.DSS投与 3

E3目, 7日目とも対照群と史転校 し有意差は

認めなかったが,7日目に増加傾向を

た由 しか し FK506投与によりその増

向は抑制された,
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の増加は少なかった.また粘膜固有層の深層に局在する

傾向があり, 3% DSS単独投与3日目をこ観察された活

性化T細胞の動態 とほぼ同 じであった.FK506投与 ア

日日のS状結腸の粘膜下層では,対照群と比較 し活性化

T細胞は増加 したが, 3% DSS単独投与7日目と比べ

るとその数の増加は63%に抑制された.

(tq) ルミノーJL依存性化学発光

全血では3% DSS授与開始3日日までぼ PMA 刺

激による化学発光値に差はなかったが,5日目以後は対

照群と比較 して有意に増加 した (対照群 159二ヒ75counts/

sL､L-川1〔1.I_)SS捜 Ej-3日日群 1･l二号十Lq(さし､(1ulltSS(ナe()Il(i,

菜摘血液中の白血球数 も5日目以後,有意な増加を示 し

たため,全血の白血球単位数当たりの化学発光値には有

意な差を認めなかった (対照群 3.嶺埜1書6counts/second/

W竃C,DSS 授与 5E]田群 3.7±2,7counts/second/

W竃C),

次に直腸からS状結腸までの粘膜を検体とした単位墓

畳当たりの PMA 刺激後の化学発光値を検討 した,対

照群と比較 して,DSS投与 3日日には差を認めなかっ

たが,7日目には化学発光値が有意に増加 した くF量野中

T71.

FK506投与群では粘膜の化学発光値の増加は抑制 さ

れ,FK506投与 7日目の値は,DSS単独投与3日目の

値とほぼ同 じであった.

(i)) MPO活性 (Fig.6)

大勝粘膜の MPO 活性は対照群と3日目群には有意

差を認めなかったが,7El目群は有意に増加 した.FK506

投与群では MPO 活性の増加が抑制され FK506投与

7日目の値は,DSS 単独投 を3日目の値とほぼ同 じで

あった.

(lO) TNLll様物質

粘膜の2趨時間培養後の培養液中に含有される TNF

様物質甘対照群:L.I_比較 し,I)SS捜Lj･3日t描羊1.05ナ0.(帆

7日目群 1.07二転0.67で有意差はなかった.

24時間培養後の粘膜組織ホモジJHネイ ト液中に含有さ

れる TNF様物質は DSS投与 3巨‡田は対照群 と差は

なかったが,7日E3には増加傾向を示 した (F豆欝.7)辛

FK506投与7日目の大勝では,培養液中の値に差は

なかったが,組織ホモジェネイ ト液中では対照群とほぼ

同程度の値を望 し,TNF様物質の産生増加が抑制され

上.

!1Lfi.r:)

IV. * *

大草5)は分子量54,000の DSSを投与 して実験的漉

腺炎救デルの作成を報告 した, 現在この分子量の DSS

の入手が不可能なため,異なる分子量の DSS投与での

大腸炎惹起効果を検討 した.二種類の DSS(平均分子

畳はそれぞれ約5,000と約 500,輔弼 を用いた実験では,

分予選5,000の DSSでは著明な大腸炎惹起作周を有 し

たし7)に対し,分 J'･姑:r)00.い00(-')1)SSでは大腸束を惹起

することができなかった.-ふスタ-53,マウス7)の実

験では,分子盈 5射000 の 5% mSS投与開始後 8-9

t用 に血便眉 士-I.現 したが.今回検討 した分 j∴鼠5,し100ハ

3% DSSでは,平均 5.7日で血健がみられた.症状出

現までの期間は,授与する DSS の濃度に依存 して短期

化する5)ため, これ らの結果は分子慶の小 さな DSS

が強い大腸炎惹起作用を着することを示す｡DSS の長

期間授与による大勝の癌化実験でも,分子農の違いによ

る癌化摩周に著 い ､差を認めている16).DSSが粘膜内

マクロファ-ジに取 り込 まれる7)際,粘膜上皮細胞を

通過 しなければならず,この過程に分子量の差が影響す

ると考えられる.DSS大腸炎モデルでは,授与するDSS

の分子量が病変作成に重要であり,分子量の差が病変の

発現に異なる影響を与えることが認められた,

組織学的に DSS大腸炎粘膜には著 しい細胞浸潤がみ

られるが,免疫担当細胞を免疫組織化学的に検討するとき

DSS投与期間に従って,粘膜固有層および粘琵菓下層黄

紘,T細胞数が増加 した血 しか しT雑胞の subset比に

変化は左 (.hL,lpL.r-rl'細胞右Ll､こドnonhLllp什IT 細

胞の雨着其増加 した.DSS太腺炎の細胞浸潤のある粘

膜ではマクロプァ-ジの増加 も濃蘭約をこ報告7)されて

おり,今回の検討でも May-且陽性細胞として認識され

るマクロファ-ジぼ時間経過に伴って粘膜固有層と粘膜

下層での増加が示された.

5C6-F4抗体は,iL-2配 と同様にT細胞の活性化早

期に発現される1榊,榊Oダル トソのT細胞表面抗原を認

識する抗体 17)であり,5C6-F4抗体投与虻よりラッ ト

の実験関節炎を抑制i8)する.そめため,5C6-F4抗体

が認識する表面抗原はラットの免疫反応に重要な役割を

果たすと考えられている.5C6-F4抗体を涌いて免疫組

織化学的に,増加 した′]摘田胞の活性化を検討すると,活

性化T細胞は対照群ではほとんど認められなかったが,

DSS投与により粘膜固有層に出現 した,更をこDSS投

与を継続 し,粘膜の炎症が高度になると活性化T細胞は

粘膜固有層で逆に減少 し,粘膜下層に出現するようをこなっ
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た.:射巨)初期に粘膜固有層内で′1､細胞が活性化し.経

特約に炎症が強度を増すと活性化の主体は粘膜下層をこ移

ることが示された.粘膜内T細胞の活性化は病理学的な

炎症の強度とは一致せず,それより発行 して発現される

可能性が示唆された.CD25陽性となる活性化T細胞が

陰窟過形成と繊毛萎縮そ して粘膜障害をひきおこす39)

ことが in ･ヽitroで示さ,ITL.粘膜陣告に′1'細胞し里.TT-fJ壬雄二

が深 く関わっていると考えられる.FK506はT細胞の

活性化を抑制 し強力な免疫抑制作用を有する薬剤20)管

ある*FK5粥 の投与で太腹衆の発症が遅延されたが,

活性化T細胞tf)面かl吊 ､ドⅠくII)O(i投Ej-～7I_=1L')粘膜粧行

層した1)SS単独殿上3日=ハ粘膜ハ動態､乙:類似していた.

C1で1りSPOri11注腸殿上ご卓､L)SS 大腸二/軒痛,t藤が促進汁

されるのできFK5鵬 をこより DSS大腸炎の発症が遅延

した瑚 まT細胞の活性化が抑制きれたためと考えられる.

大町∵川､は.細菌学的検討-̀1二.I)嫌気性菌が l)SSにJー

る病変順武に閲Fj.しているし雄f碇 した.そして嫌気性菌

に対 して4'ltE射 ‖̀手技 ′J十㌢mLltrOIlidazolが r)SS 大腸

炎に予防的治療効果があると報告 した.強力な免疫抑制

作硯をイ昌一る Illく5(帖 は,1舶5EArt-に LヾfZ･(.(,/()JJtrt･(､E･∫/JJ(-

)tllL/'rti,,ZZ.17LLtハ代動生物より発見された 111こl(-rl)li(I(､S 糸

の抗生物質であるが,その抗菌力は最少発育阻止濃度で

ほ0i噌/ml以上22)であり細菌に対する作周はない. し

たが--)て ドK5(帖 LT)I)SS人腸炎発症遅延機序LL 細菌

学的儲fj面から摩周 したと考えるより免疫学的機序を奔し

して認められた活性化T細胞は,持続する DSSの強力

な炎症起因作潤を FK506をこても抑制 しきれなかったT

細胞の活性化であ吟,対照群でみられる時期より遅延 し

て生 じたものと考えるのが合理的である.そして,この

活性化′1Ⅷ11胞を含む樺序が桐 那勘!評粍一発揮 し.､T.I-1均7.7

日で血便がみられたと推親睦 れる,

'Ⅰ､LIlnOrnt､(､[･OSisr;lCtOr('1~､Nr/)は~l･-.として活性化さ

れたマクロファ-ジと単球から放出されるサイ トカイソ

で,腰痛細胞障害作周のみならず,最近では炎症反応に

おける役割が注目されている.DSS大腸炎をこおいても

マクロファ…ジの増加が認められ,局所における免疫調

節-の関与が輝推されるため,DSS大腸炎の寛験系で

も TNF測定が必要と考えられた, しかしラットに対

する TNFモノクローナル抗体の入手ができず,今回

はラットの TNFを直接測定することができなかった.

丸と動物の TNF には90%近 くの相関性23)があるた

れ 代わi)i･こ抗 ヒトTNFモノp''r,-十′し抗体を用し､

て EuSA 法により測定を行った. したがって奪回は

'1'Nド様物質として表現 した.1)･Jl時間培養した粘膜組織

十:r:I::1_昌',1'卜液でLL 3i_jEIの粘膜くりTNド様物質

に有意霞はなかったものの,7日目には増加簡閲を示し

た.丸の炎症性腸疾患の太腹粘膜内では IL-2民 を発現

する活性化マクロファ-ジの増加郷 が認められ 粘膜

から分離 した単核球 レベルでは spo卜EL王SA 法にて

は腸管に壊死を生 じさせる26)搾周を有する.太におい

ても炎症性腸疾患で血清中 で開F増加27)28)が認められ

るが,粘膜局所と血清中の濃度は相関せず25),炎症性

腸疾患における TNF の役割は未だ十分には解明され

ていない.

は caTTage曽man に対す る細胞性 免疫の関与29)が認め

i､-凍 ている.(､こIrrこl肺､川1こIIlLト ''′lLL/IL.･一一二∴'~)l卜/L'J一一

ム虻取り込まれ リブ ソ-ムを破壊し細胞を死滅きせる

作fl桂 ･f】守 る.同様に Ⅰ)SS･もー/LTt!リ,一一一二∴')りィ､′一一

ふ内に取 り込まれる7)ため,マクロファ-ジが大腸炎

発症の蚤賓な位置を占めることが推測される.脅軌 DSS

大腸炎をこおける TNF様物質の関与が示唆きれたが,

これは粘膜内で増加 したマクロファ-ジに由来する可能

性を秘めており,IL-1等勉のサイ トカインを含め,マ

クロファ-タに関する今後の検討が必要である.

粘膜の虚血性障害30)31)だげでなく酢酸による実験的

太腹東急2日こも活性酸素が関与 している.ルミノール依

存性化学発光をこより DSS大腸炎での活性酸素の関与を

検討すると,京樽血では白血球単位数当たりの産生する

活性酸素をこ変化は認められなかった3議)屯のの,太腺炎

粘膜内の活性酸素はア日田には増加する傾向を示 した.

3日目をこおける炎症の軽度な粘膜では増加は認めず,7

日目でのびらんの生じた激 しい腺症粘膜で,その活性酸

素L')産生がrt進 していた.ド1く:'lt帖 に上り病変汁,lrl粧 )抑

制さかた粘膜内でも柁Ij-7日‖L')値では,活性熊素産生

の増加が抑制されており,活性酸素と病変形成との関連

が示唆きれる.遊離 した腐腔内好中球および末梢好中球

での検討で,DSS大腸炎に好中球活性酸素の関与が学

会報告8)9)されたが,今回の検討では末翰血レベルでの

活性酸素には変化はなく,測定材料の遠いチ測定方法の

差をこよるものと考える. しかし今回,全血ではなく粘膜

局所での活性酸素に変化が生じることが示され,粘膜局

所での活性酸素の関与が重要であると考える.

ル ミノ-ル依存性化学発光は MPOに閑適する活性

酸素種を反映する34).大腸粘膜内のMPO活性は,DSS

投与 3日目は対照群と差はなかったが, 7日目には有意
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をこ増加 した.DSS大腸炎粘膜には免疫組織化学的をこT

細胞とマタロファ-ジの浸潤が証明きれたが,組織内の

MPO 活性は好中球浸潤の指標となる且3)35)ためぅ DSS

による炎症粘膜内への好中球動恩 も同時をこ生 じている.

免疫抑制剤 FK5偶 により太腺炎発症の遅延 した粘膜局

所では,ル ミノ-ル依存性化学発光と MPO 活性の増

加がそれぞれ抑制される傾向を示 した｡Kubesら36)は

ネコの虚血再潅流窯駿粘膜モデルを用い,FK5鵬 はMPO

活性の増加を抑制すると報告 した.これは FK506が活

性化T細胞からのサイ トカイソ放出を抑制20)した結果

とも考えられるが,今後の検討が必要である.

これらの結果は ル ミj-ル依存性 化学発光の増加と

MPO 活性の上昇は,基に粘膜障害との因果関係を有 し,

虚血再潅流粘膜実験で示された粘膜障害と類似の機序37)

38)が DSS大腸炎の発生機序に関与 し, さらにT細胞

の活性化 も関連する可能性を示瞭する申

DSS大腸炎の実験系では開始後き非常に早期に血便

の出現する個体が存在 し,DSS大腸炎の病因に即時塾

プレルギ附の関与 も否定できない.即時型アレルギーの

機序を阻害するため, tTa浦 asも39)で処置 したが, 血

便出現までの期間に影響はなかった.組織学的にもヒス

タミン陽性細胞瑠0)として認識される粘膜内肥満細胞は

DSS 大腸炎粘膜と対照粘膜との問に差は認められず,

trarlilast投与にても差を認めなかった33㌧ これらの結

果は DSS太腹衆の病因にヒスタミソ陽性細胞の関与が

少なく,即時型アレルギー-は主要機序とLて関与 してい

ないことを示す.

今回の報告ではT細胞の活性化,マクロブァ-ジ,好

単軌 活性酸素そ してサイ トカイソなどの因子が DSS

大腸炎の病因に閲覧することが示唆されたぁ しかしこれ

らの因 子の相互の関連性,役嘗貼こついては明らかでない.

太腹粘 膜の免疫担当細胞を串bとするより一層の研究が

必要で あり,そこで得られた知識をヒトの激痛健太腺炎

の病因 研究に反映する必要があると考える.

V.結 語

得SS投与により起因きれるラット大腸炎の粘膜局所

の免疫動態に関して検討 した,粘膜局所のT細胞の活性

化,マクロブァ-ジ,好中球などが粘膜病変形成に関与

能鮭が推測された.即時型アレルギ-の関与は少なく,

粘膜局所の免疫担当細胞の動態が,DSS投与をこよる実

験的大腸炎の病因に蛋要な役割を果た していると考えら

来た.
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縞を終えるをこ臨み,御指導並びに御校閲を賜 り渡

した朝倉 均教授をこ深 く感謝致 します.またヲ抗ラッ

トマクロファ--ジ抗体 (Mar弓)を御供与頂 きまし

た山下 昭教授 (浜松医科大学第 2解剖学教室)に

深謝致 しますむそ して本研究をこ御協ガ頂いた研究室

各位,新潟大学医学部附属動物窯験施設各位に厚 く

御礼申し上げます.

養論文の要旨は,第摘図日本 リンパ学会総会,節

6回国際消化器免疫学会議,第26回消化器と免疫研

究会において発表 した.
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