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要 旨

びまん性汎細気管支炎(DPB)に おいて,好 中球のアズール穎粒に存在 し,抗 菌活性や細胞障害活性

を有するデフェンシンの気管支肺胞洗浄液(BALF)中 濃 度および肺組織中免疫活性 に関 して検討 を行っ

た.DPBで は健常者や特発性肺線維症患者 と比較 して,BALF中 の デフェンシン値 は著明に増加 してお

り,同 時 に測定したBALF中 好 中球数やイ ンターロイキン8(IL8),好 中球エラスターゼ値 と有意に相

関 していた.DPBの 開胸肺生検組織を用いた免疫組織染色では,デ フェンシンは細気管支上皮表面や気

道内の好中球や浸出物 に染色 された.マ クロライ ド剤による治療後 には,BALF中 の好中球数やIL-8値

の低下 とともにBALF中 デ フェンシン値 も有意 に低下 した.こ れらの結果 より,DPBで は気道内に集積

した好中球 よりデフェンシンが放出され,細 気管支上皮 に沈着することにより,気 道局所での組織障害

を引き起 こしている可能性が推測された.

序 文

現在,気 道内に集積 した好中球がびまん性汎細

気管支炎(DPB)の 病態 に深 く関与 していること

が明 らかにされているが1)～3),気道 内に集積 した

好中球がいかにDPBで の肺障害の発症に関与 し

ているかは未だ不明である.デ フェンシンは好中

球で産生,放 出され る塩基性ペプチ ドであり,細

菌などに対する抗菌活性 を有すると共に,強 い細

胞障害活性を持つ4)ことか らDPBで の組織障害

に関与 している可能性が推察される.今 回,DPB

の病態におけるデフェンシンの関与 を明 らかにす

るために,DPB症 例の気管支肺胞洗浄液(BALF)

中および開胸肺生検組織中デフェンシンを検討

し,興 味ある結果 を得たので報告する.

材料 と方法

対象:厚 生省の診断の手引 きをたしたDPB症

例32例(男 性21例,女 性11例,平 均年齢47.5±13.7

歳)を 対象 とした.ま た好中球が病態に関与して

いることが推測 される特発性肺線維症(IPF)5)患

者13例(男 性6例,女 性7例,平 均年齢61.7±10.4

歳)お よび健常者12例(男 性10例,女 性2例,平

均年齢24.7±4.8歳)を 対照群 とした.こ れ ら両群

では全例 に気管支肺胞洗浄(BAL)を 施行 し,

BALFの 解析を行 った.ま た,健 常者86例 と種々
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の良性 呼吸器疾 患患者93例 〔DPB16例,IPF14例,

細 菌 性肺 炎17例,マ イ コプラズマ肺炎5例,肺 結

核6例,肺 真菌症5例,過 敏性肺臓 炎10例,サ ル

コイ ドー シス7例,気 管支喘息7例,成 人 呼吸促

迫症候群(ARDS)6例 〕において血漿 中のデ フェ

ンシン値 の測定 を行 った.DPB32例 中12例 で はマ

クロライ ド剤[エ リス ロマ イシ ン(EM)3例,ク

ラ リスロマイ シン(CAM)3例,ロ キシスロマイ

シン(RXM)6例]に よる治療後 に再 度BALFの

検 討 を行 った.

BAL:BALは 気 管 支 フ ァイバ ース コープ を右

中葉 亜 区域枝 へwedgeし,滅 菌 生食水50mlで3

回,計150mlで 洗 浄 を行 い,2枚 重 ねのガーゼ で濾

過後,遠 沈 し細胞 成分 の検討 を行 うとともに,そ

の上清 をBALFと して 一800Cで 凍 結保 存 し使 用

した.細 胞 分 画 に関 して はcytospin2(SHAN-

DON)を 用 い,1,100rpmで2分 間 ス ピンし,ス

ライ ド標 本 を作製 し,May-Giemsa染 色 を行 い,

顕 微鏡 下で観察,判 定 した.

デ フェンシン,イ ンター ロイキ ン8(IL-8),好

中 球 エ ラ ス ターゼ の測 定:BALF中 の デ フェン

シンはRIA法 を用 いて既報6)の よ うに測定 した.

ま たIL-8値 はenzyme linked immunosorbent

assay(ELISA)法 に よ り トー レ・フジバ イオニ ク

ス社製 のIL-8ELISAキ ッ トを用 い,ま た好 中球

エ ラスターゼ はenzyme immunoassay(三 和 化学

研 究所)を 用 いて測定 した.

免 疫組織化 学的染色7):DPB患 者 の開胸肺 生検

組織 を用 いた.ホ ル マ リン固定 したパ ラフ ィン包

埋切 片 を脱パ ラ後,内 因性 ペル オキ シダーゼ を失

活 し,正 常 ヤギ血清 にて非 特異的反応 をブロ ック

し,抗 デフェ ンシン抗体 と反応 した.そ の後,ビ

オチ ン化二次抗体 を加 え,ペ ルオ キ シダー ゼ標識

ア ビジン,ビ オチ ン複合体 と反応 した.過 酸化水

素加DAB基 質 を加 え発色 後,メ チル グ リー ンに

て核染 色 した.コ ン トロール として45歳 の 肺結核

患者 の手術標本 の正常部位 を用いた.

統 計 学的方法:各 群問 の比較 には,一 元配置分

散分析 法(ANOVA)とScheffe法 を,マ クロライ

ド治療前 後の比較 に はStudent'spairedttestを

用 い,危 険率5%を 有 意水準 とした.ま た,2群

間 の相 関 関係 の検定 に はSpearmanの 順 位 相 関

係数 を用 いた.結 果 はすべ て平均値 と標準偏 差で

示 した.

成 績

Fig.1左 に示 す ように,BALF中 の 好 中球比 率

は過去 の報告1)～3)と同 様 に今 回の検討 で も,DPB

で は70.2±19.0%と 健 常者(0.9±0.8%)やIPF

(8.6±11.2%)と 比 較 し有 意 に増加 して いた.ま

た,BALF好 中 球 実i数 に お い て もDPBで は

99.6±130.5×104cell/mlと 健 常 者(0-2±0.2×

104cell/m1,P<0.01)やIPF(2-6±4.3×104cel1/

Fig. 1 The percentage of neutrophil (left) and the concentration of defensins

(right) in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) obtained from healthy volun-

teers, idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) and diffuse panbronchiolitis (DPB).

感染症学雑誌 第69巻 第9号



DPBのBALF中 デ フ ェン シ ン 977

Fig. 2 Plasma values of defensins in patients with various nonmalignant lung

diseases and in healthy volunteers. HV, healthy volunteers; Bac. P., bacterial

pneumonia; Myco. P., mycoplasma pneumonia; TB, tuberculosis; HP, hyper-

sensitivity pneumonitis ; Sar, sarcoidosis; ARDS, adult respiratory distress

syndrome.

m1,p<0.01)と 比 較 し有 意 に高値 を示 した.IPF

で は好 中球比率 や実数 ともに健 常者 よ りも若干 高

値 を示 したが 有意 差 はな か った.BALF中 の デ

フェン シ ン値 はFig.1右 に 示 す よ う にDPBで

414.1±372.4pg/μlと 他 群 に比 較 して著 明 に高値

を示 した(IPF23.5±25.5pg/μl,健 常 者16.1±

15.2Pg/μl).一 方,DPBで の 血漿 中のデ フェ ンシ

ン値(617.5±364.6pg/μl)はIPF(634.8±560.5

pg/μl)と 同 様 に健常 者(254.8±66.3pg/μl)と 比

較 し て軽 度 高 値 を 示 した が有 意 差 は な かった

(Fig.2).し か し,DPBの 血 漿 中デ フェンシ ン値

は肺炎(細 菌性1,080.6±678.5pg/μ1,マ イ コプ ラ

ズマ1,223.3±695.2pg/μl)やARDS(2,009.1±

1,160.4Pg/μl, P<0.01)の 値 と比較 す る と低値 で

あ った(Fig.2).ま た,DPBで は血漿 中 とBALF

中 の デ フェン シ ン値 に は有 意 な相 関 は見 られ な

か った.Fig.3上 段 に 示 す よ う にDPBで は

BALF中 の 好 中球 比 率 とデ フェ ンシ ン値 に は有

意 な相 関がみ られ た.BALF中 のIL-8値 は,DPB

(n=22)で は346.3±349.9pg/mlと 高 値 を示 して

お り,BALF中 の デ フェンシ ンと有意 な相 関がみ

られ た(Fig.3中 段).ま た,BALF中 の好 中球工

ラスターゼは健常者(n=7)で はすべて感度以下

であったが,DPB(n=17)で は1,890.2±1,790.7

μg/lと 著明に高値 を示 した.ま たBALF中 の好

中球エラスターゼ値 もデフェンシン値 と有意な相

関がみられた(Fig.3下 段).次 に健常肺 と開胸肺

生検 により組織学的にDPBと 診断 された組織に

対 す るデフェンシンの免疫組織 染色 の結果 を

Fig.4に 示す.健 常肺(Fig.4A)組 織中では好中

球のみデフェンシンが染色 されたが,DPB(Fig.

4B)で は気道内の好中球や滲出物に加 え,細 気管

支上皮表面に強い染色を認めた.特 に炎症が強い

細気管支領域に強 く染色 される傾向がみられた.

マクロライ ド剤の治療前後にお けるBALF中 の

デフェンシン,IL-8お よび好中球比 率の変化 を

Fig.5に 示す.治 療 により,BALF中 の好中球比

率やIL-8値 の低下 とともにデ フェンシン値 も著

明に低下 した.

考 察

本間,山 中ら8)によりDPBの 疾患概念が提唱さ

れてか ら四半世紀を経 ようとしている.そ の間,

工藤 ら9)によりEM療 法の有効性 が明 らか とさ

れ,近 年その作用機序の解明に伴い,DPBの 病態
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Fig. 3 Correlation between the concentration of

defensins and the percentage of neutrophils

(upper), the concentration of interleukin (IL) -8

(middle) or neutrophil elastase (lower) in BALF

obtained from DPB.

Fig. 4 Immunohistochemical staining of defensins

in open-lung biopsy specimens from a control (A)

and a representative patient with DPB (B).

(A)

(B)

Fig. 5 Comparison of levels of defensins, IL-8 or neutrophil percentages in

BALF from 12 patients with DPB before and after treatment with macrolides.
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が次第に明確 にされてきている.現 在,DPBの 病

態 としては,1)IL8等 の炎症性サイ トカインによ

る気道内への好中球の浸潤10)11),2)気 道過剰分

泌12),3)活 性化した リンパ球の呼吸細気管支領域

への浸潤11)13)などが報告されている.特 に,1)に 関

してはDPBの 気道障害に好中球由来の活性酸素

や組織障害性因子が直接関与 していることが推察

されている.し か し,DPBで は好中球の病態上の

役割に関する研究報告は少なく,Ichikawaら14)に

よりBALF中 の好中球エラスターゼ活性 の上昇

が報告されているにすぎない.

好中球による殺菌は,活 性酸素やリソゾーム穎

粒 から放出 され る殺菌蛋白の作用 により行われ

る.デ フェンシンは好中球のアズール穎粒に存在

し,好 中球の総蛋白の5～7%,ま たアズール穎

粒 中蛋白の30～50%を 占め4),1個 の成熟 ヒ ト好

中球は3～5pgの デフンシンを含有している6).一

方,好 中球をphorbol myristate acetateな どで刺

激するとデフェンシンは細胞外に放出され,細 胞

外での抗菌にも機能 している可能性が示唆されて

いる15).デフェンシンはグラム陽性,陰 性菌,真 菌

およびenveloped virusesに 対 して幅広い抗微生

物作用を有 している4).デ フェンシンによる抗微

生物作用はデフェンシンに4残 基含 まれているア

ルギニンが細胞膜 リン脂質 と反応 した後に形成 さ

れるイオンチャンネルにより膜透過性が変化する

ことによると考えられている4).デ フェンシンの

この細胞膜作用は病原微生物に特異的なものでな

いために,正 常細胞やガン細胞に対 しても細胞障

害活性を示すことも報告されている.デ フェンシ

ンには他 に肥満細胞からの ヒスタ ミン放出作用,

単球走化性作用や抗ACTH作 用な ど様々な作用

が報告されている4).

Okrentら は好 中球由来の穎粒蛋 白の中でデ

フェンシンが肺の線維芽細胞や上皮細胞に対する

強い細胞障害活性を持つ ことを報告 している16).

また,彼 らは好中球由来の組織障害性因子の中で

よく知 られている好中球エラスターゼの持つ血管

内皮細胞 に対する障害活性はデフェンシンよりも

強いことを示 している16).本 研究 によりDPBで

は肺組織 と好中球が直接接触する局所で高濃度の

デフェンシンが存在していることが明らかにされ

た.ま たDPBの 開胸肺生検組織 を用いた免疫組

織染色で も細気管支上皮表面でデフェンシンの強

い免疫染色像がみられ,炎 症の程度が強いほど染

色の程度 も強かった.こ れらの所見はデフェンシ

ンがDPBで 直接的に肺障害を起 こしている可能

性 を示唆するものである.

工藤 らの報告9)以来,EMの 作用機序 が次第に明

らかとなってきている.最 近ではEMと 同様の14

員環系マ クロライ ド剤 であるRXMやCAMに

もDPBに 対する効果が報告されている17)18).今回

の検討で も,以 前の報告10)17)と同様にマクロライ

ド剤による治療後 にBALF中IL-8値 の有意 な減

少がみられ,そ れとともにBALF中 の好中球数お

よびデフェンシン値の減少がみ られた.こ れ らの

結果 より,マ クロライ ド剤は肺局所でIL-8な どの

炎症性サイ トカインの産生 を低下させ,好 中球の

気道内浸潤を抑制することにより,デ フェンシン

や好中球エラスターゼなどの好中球・穎粒蛋白因子

による肺障害 を抑制 し,DPBの 病態 を改善するも

のと推察される.
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DPBのBALF中 デ フ ェ ンシ ン 981

A Study of Defensins in Bronchoalveolar Lavage Fluid in Patients with

Diffuse Panbronchiolitis
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We estimated defensins, antimicrobial and cytotoxic peptides localized in azurophil granules

of neutrophils, in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) in patients with diffuse panbronchiolitis

(DPB). BALF from DPB patients contained a higher concentration of defensins than those from

patients with idiopathic pulmonary fibrosis and healthy volunteers. A significant correlation was
observed between the concentration of defensins and the number of neutrophils, the concentra-

tion of interleukin-8 or neutrophil elastase in BALF of DPB patients. An immunohistochemical
study of open-lung biopsy specimens from DPB patients showed a strong immunoreactivity for

defensins in neutrophils and mucinous exudates in the airways and in the surface of bronchiolar

epithelial cells. After treatment with macrolide antibiotics, significant reductions in the concen-

trations of defensins, IL-8 and neutrophil numbers in BALF of DPB patients were observed.
These findings suggest that the lung injury in DPB could be caused by defensins released by

neutrophils accumulated in the airways.

平成7年9月20日


