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要　旨

喫煙は人々の健康に対して多大な影響を及ぼすことが知られている．特に，タバコ煙と直接
接する呼吸器系への有害性は著しく高く，喫煙は肺癌および慢性閉塞性肺疾患等の発症に関与
するだけでなく，疾患の重症度および感染リスクに影響を及ぼす因子であることが報告されて
いる．これらの原因の 1つとして，タバコ煙による肺免疫系の損傷が報告されている．肺胞マ
クロファージ (AM)は，自身が有する貪食，抗原提示，サイトカインおよび活性酸素の産生等
の機能を発揮することで肺免疫系における防御系としての役割を果たしている．しかしなが
ら，AMを介した抗原特異的および非特異的なリンパ球増殖反応系に対する喫煙の影響に関す
る報告はなく，喫煙による肺免疫系への影響に関して十分な解明がなされていないのが現状で
ある．そこで，本研究では Hamburg II自動喫煙装置を用いて，肺の環境を一定に管理できるマ
ウスに一定期間，一定量の主流煙を吸わせた後，AMを採取し，喫煙群の AMを介した抗原特
異的および非特異的なリンパ球増殖反応への影響について検討した．
タバコの喫煙は，C57BL/6マウスに 1日 20本，10日間，タバコ主流煙を曝露し，AMを気

管支肺胞洗浄により回収した．その結果，喫煙により AM数の増加，AMの大型化，細胞内部
構造の複雑化および自家蛍光強度の増加が認められ，喫煙群マウスのAMの特徴を満たした結
果が得られた．このことから AMがタバコ煙中の物質の一部を貪食し，細胞機能的に影響を受
けている可能性が十分に考えられた．

AMを介した抗原特異的および非特異的なリンパ球増殖反応に及ぼす喫煙の影響について，リ
ンパ球混合培養試験法 (MLR)，マイトジェンである Lipopolysaccaride (LPS)および Concanavalin
A (ConA)刺激リンパ球増殖反応系を用いて検討した．その結果，喫煙マウス群の AMは非喫
煙マウス群の AMと比較してMLRおよび LPS刺激 Bリンパ球増殖反応を抑制したが，ConA
刺激 Tリンパ球増殖反応は抑制しなかった．また，LPSで刺激されて増殖する未熟な Bリン
パ球だけではなく分化した抗体産生細胞への影響に関して検討した結果，非喫煙群と喫煙マウ
ス群の AMの間で抗体産生細胞への影響は認められなかった．これら反応系の抑制機序を解
明するために，フローサイトメーターを用いてAMの細胞表面分子であるMHC Class II, B7-1,
Mac-1および CD14の陽性細胞比率，また，活性酸素である O−2 および H2O2 の産生について
解析し，加えて RT-PCR法を用いてサイトカイン IL-1β, TNF-αおよび IL-6mRNA発現を測定し
た．その結果，喫煙によりMHC Class II, B7-1, Mac-Iおよび CD14陽性細胞比率の減少，O−2 お
よび H2O2産生量の増加，そして IL-1βmRNA発現の有意な低下が認められた．
喫煙により AMの活性酸素産生が増強したことから，さらに LPS刺激 Bリンパ球増殖反応

系に活性酸素消去剤，即ち，O−2 を消去する SODおよび H2O2を消去する catalaseを添加してそ
の抑制が回復するか否か検討した．非喫煙マウス群と喫煙マウス群の各々の AMを介した LPS
刺激 Bリンパ球増殖反応の差を回復率 100%とした．その結果，SOD添加の場合，7.5 U/mlで
17.1%，75 U/mlで 20.2%の回復が認められ，catalaseの場合，6.1 U/mlで 52%，75 U/mlで 78.8%
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の回復が認められた．加えて，SODと catalaseの両方を用いた場合では完全な回復が認められ，
この反応系の抑制は喫煙群の AMから産生される過剰な活性酸素による可能性が示唆された．
活性酸素は DNA損傷を誘導することから，喫煙による AMの DNA損傷への影響をさらに検
討した結果，喫煙により AMの DNA損傷が認められた．
以上より，喫煙マウス群の AMを介した抗原特異的 Tリンパ球増殖反応および抗原非特異

的 LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の抑制には，喫煙によって AMから過剰産生された活性酸素，
それに伴う DNA損傷が関わっていることが判明した．即ち，喫煙マウス群の AMを介した抗
原特異的 Tリンパ球増殖反応の抑制機序は，喫煙により増加した活性酸素が AM自身に DNA
損傷を引き起こすことでMHC Class IIおよび B7-1，IL-1βmRNA発現の低下を誘導し，最終的
に AMの抗原提示機能およびサイトカイン産生能を減少させた可能性が示唆された．また，喫
煙マウス群の AMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の抑制機序は，喫煙によって増加し
た活性酸素が B リンパ球に対して直接的な障害を示すこと，CD14 発現およびサイトカイン
IL-1βmRNA発現の低下による可能性が示唆された．また，喫煙マウス群の AMは未熟な Bリ
ンパ球増殖反応を抑制するが，分化した抗体産生細胞は抑制しないことが判明した．これらの
ことから，喫煙は肺免疫系で重要な役割を果たすAMの免疫機能を抑制して抗原特異的および
非特異的なリンパ球増殖反応を低下させることを新規に証明し，このことは喫煙関連疾患の病
態悪化および感染リスク増加に関与すると考えられた．

キーワード：喫煙，肺胞マクロファージ，リンパ球増殖反応，DNA損傷，活性酸素，免疫機能

1. 緒　言

人々の健康に対する喫煙の影響は重要な問題である．喫煙はこれまでの疫学的および実験的

な研究により，癌，循環器疾患，消化器疾患，胎児の成長障害，その他様々な健康障害の原因

となることが明らかとなっている [1–3]．特に，タバコ煙と直接接する呼吸器系への有害性は著

しく高く，喫煙は慢性閉塞性肺疾患 (Chronic obstructive pulmonary disease: COPD)，間質性肺疾

患，サルコイドーシスおよび肺癌等に対しての発症に関与するだけでなく，肺疾患の重症度お

よび感染リスクに影響を及ぼす因子であることが報告されている [4]．

肺の肺胞腔表面に存在する肺胞マクロファージ (Alveolar Macrophages: AM)は，吸入された

外来性物質に対する最初の防御系として重要な役割を果たしている [5]．AMの免疫学的な機能

としては，貪食，活性酸素およびサイトカインの産生等に加えて獲得免疫を活性化させる抗原

提示機能がある [5–7]．この機能は，細菌等の外来性抗原を取込み・分解後，細胞の表面にその

分解産物の一部であるペプチド抗原を提示する機構のことであり，そのペプチド抗原を Tリン

パ球等が認識および応答することで抗原特異的な免疫反応を活性化させることができる（図 1）

[6]．AMは，肺胞領域に到達したタバコ煙に直接曝露され，また，タバコ煙中の物質を異物とし

て捕食処理すると考えられることから，AMの細胞機能はタバコ煙により影響を受けている可

能性が十分考えられる．喫煙による AM機能に及ぼす影響に関しては，貪食活性，炎症性サイ

トカイン IL-1および IL-6等の産生量の低下，また，活性酸素およびエラスターゼの産生増加等
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図 1 AMの抗原提示と Tリンパ球の活性化・増殖の機構
抗原提示細胞である AMは，MHC Class IIを介してペプチド抗原を提示する．ナイーブ Tリンパ球はこの
ペプチド抗原を T細胞受容体 (TCR)を介して認識（図中 1©）し，さらに，細胞の活性化に必要な B7-1と
CD28の結合による共刺激シグナル（図中 2©）を受け取ってはじめて増殖を開始する．Tリンパ球が抗原を
認識しても共刺激シグナルが伝達されない場合，また，その逆の場合，Tリンパ球は活性化・増殖しない．

が報告されている [7–11]．しかしながら，免疫細胞同士の相互作用に関わる反応系，即ち，AM

を介した抗原特異的および抗原非特異的なリンパ球の増殖反応に関する報告は少なく，十分な

解明がなされていないのが現状である．喫煙により AMの抗原提示の活性が低下すれば抗原特

異的な Tリンパ球の増殖反応も低下して感染リスクが高まる可能性が考えられる．従って，獲

得免疫系を活性化させるのに重要な AMを介した抗原特異的な Tリンパ球増殖反応に対する喫

煙の影響について検討することは重要であると考えられる．また，AMは抗原特異的な Tリン

パ球増殖反応に加えて抗原非特異的な Tまたは Bリンパ球増殖反応にもおいても重要な役割を

果たしている．抗原非特異的なリンパ球増殖反応としては細胞分裂を非特異的に誘起するマイ

トジェンによるリンパ球の幼若化増殖反応がある．マイトジェンには，植物レクチンであるコ

ンカナバリンA (Concanavalin A: ConA)およびフィトヘマグルチニン (Phytohemagglutinin: PHA)

による Tリンパ球増殖反応 [12]，また，マウスの場合ではグラム陰性菌細胞壁外膜の構成成分

であるリポポリサッカライド (Lipopolysaccaride: LPS)によって誘導される Bリンパ球増殖反応

[13]がある（図 2）．マイトジェンで刺激されたリンパ球の増殖反応に対する喫煙の影響に関し

ては，マウスに喫煙させた後に回収した肺リンパ節，脾臓，末梢血のリンパ球を用いた実験系

に関する報告 [14–16]が存在するが，これらの実験系はリンパ球に着目して単独で喫煙の影響
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図 2 Tリンパ球および Bリンパ球のマイトジェン ConA, LPSによる増殖機構
T細胞は，ConAと細胞表面上の CD2（糖タンパク）およびマンノース受容体等を介して刺激を受け取るこ
とで活性化し，ポリクローナルに増殖する．
B細胞は，細胞膜上に発現している RP105/MD-1複合体が LPSと sCD14複合体と結合し，その後 TLR-4と
結合して細胞内に刺激を伝えることで活性化し，ポリクローナルに増殖する．

を評価した系であり，喫煙によって影響を受けた AMがリンパ球の抗原非特異的な増殖反応に

対してどのような作用を示すかについて検討したものではない．即ち，AMを介した抗原非特

異的な Tまたは Bリンパ球増殖反応に及ぼす影響に関しては明らかになっていないのが現状で

ある．

抗原特異的な Tリンパ球増殖反応においては AMの抗原提示機能が重要な役割を果たしてい

る．この機能にはペプチド抗原と結合して T細胞受容体 (T cell receptor: TCR)に抗原を提示す

るMajor histocompatibility complex (MHC) Class II分子 [17]，Tリンパ球の Cluster of differentiation

(CD) 28または Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4 (CTLA4)分子と結合して抗原提示の際

の共刺激分子として働く B7分子が極めて重要である [18]．これらの 2つの分子は両方共に結

合してはじめて抗原提示細胞である AMと Tリンパ球との間で抗原に関する情報交換が行われ

ることが報告 [19]されているが（図 1），AMのこれら分子に及ぼす喫煙の影響に関する報告は

少ない．

また，抗原特異的および抗原非特異的なリンパ球増殖反応には AMが産生するサイトカインが

重要な役割を果たしている [5]（図 3）．AMの産生するサイトカインとしては Interleukin(IL)-1，

Tumor Necrosis Factor (TNF)-αおよび IL-6等がある [5, 6]．IL-1はリンパ球活性化因子とも呼ば

れ，抗原等に反応した Tリンパ球に働いて IL-2産生および IL-2受容体の発現を増強させて T

リンパ球の増殖を誘導させる [20, 21]．さらに，IL-4，IL-5および IL-6と共に働いて Bリンパ球
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図 3 免疫担当細胞とサイトカイン
サイトカインは，各種細胞から産生される液性の生理活性物質であり，細胞間相互作用において必要不可
欠な働きをする．
マクロファージから IL-1および IL-6等が産生されると未熟 Tリンパ球および Bリンパ球が活性化・増殖
する．活性化 Bリンパ球は，活性化 Tリンパ球から産生される IL-4，IL-5，IL-6等の作用により抗体産生
細胞へと分化する．
IL: interleukin，TNF: tumor necrosis factor，IFN: interferon

の増殖および分化を促進する [21]．TNF-αは，腫瘍壊死因子および炎症反応のメディエーター

であり，また，Human Leukocyte Antigen (HLA) Class Iおよび Class II，IL-2レセプター発現を誘

導する作用も有することも明らかとなっている [22]．IL-6は Tリンパ球，Bリンパ球およびマ

クロファージなどから産生されるサイトカインで，Bリンパ球の抗体産生細胞への分化および

T細胞からのリンホカイン産生の誘導等，多彩な機能を有する [22, 23]．このように，AMはこ

れらのサイトカインを産生することで抗原特異的および抗原非特異的なリンパ球増殖反応を誘

導する．

AMは貪食した異物を処理する際に NADPH酸化酵素を介して活性酸素である O−2，H2O2，1O2，

OH· 等を産生することで殺菌作用を発揮する [5, 24]．しかし，一方で過剰な活性酸素は細胞お

よび組織の DNA，タンパク質，脂質に対して酸化損傷を引き起こすことが報告 [25, 26]されて

いる（図 4）．喫煙による AMの活性酸素の産生量に及ぼす影響に関してはそのほとんどで活性

酸素産生の増加が報告 [27–29]されている．しかし，AMを介した抗原特異的および抗原非特異

的なリンパ球増殖反応に対して，喫煙によって増加した活性酸素産生がどのような影響を及ぼ

すのかについては定かではない．



76 石田　喬裕・竹内　　実

図 4 マクロファージの活性酸素の産生過程
マクロファージ等の貪食細胞は，異物を取り込んで分解する際に活性酸素を使用する．活性酸素には，スー
パーオキシドアニオン，過酸化水素，一重項酸素，ヒドロキシラジカル等があり，反応性が高いため細胞お
よび組織に障害を与える．この障害を防ぐために細胞内にはカタラーゼ等の抗酸化酵素が存在する．
NADP:ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸

以上のことから，本研究では，AMを介した抗原特異的および抗原非特異的なリンパ球増殖

反応に対する喫煙の影響について明らかにすることを目的とした．ヒトを用いた喫煙研究にお

いては，これまでの生活環境や病歴等が様々であること，また，タバコの種類，喫煙期間や喫煙

量等に個人差があることから，実験条件を一定にすることが困難である．そこで，本実験では

肺の状態を一定にできる近交系マウスを選定し，Hamburg II自動喫煙装置を用いてタバコ主流

煙を一定量，均一に喫煙させてタバコ煙の影響を客観的に評価することができる喫煙条件を確

立した後，AMを介した抗原特異的および非特異的なリンパ球増殖反応に及ぼす喫煙の影響に

ついて，混合リンパ球反応 (Mixed lymphocyte reaction; MLR)およびマイトジェン刺激リンパ球

増殖反応に喫煙群または非喫煙群マウスの AMを添加した実験系を用いて検討した．さらに，

喫煙による AMを介した抗原特異的 Tリンパ球増殖反応および抗原非特異的 LPS刺激 Bリン

パ球増殖反応の抑制機序について，それらの免疫反応に深く関わる AMの表面分子であるMHC

Class II，B7および CD14，サイトカインIL-1β，TNF-α，IL-4，IL-5および IL-6mRNA発現，活

性酸素である O−2 および H2O2 の産生量，さらに細胞の機能低下を誘導する DNA損傷に対する

喫煙の影響について検討を加え，さらに増加した活性酸素に対する活性酸素消去剤の作用につ

いても検討した．
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2. 材料および方法

2.1 マウス

マウスは，8～12週齢の C57BL/6，雌マウス（日本 SLC）を使用した．尚，本研究の動物実

験に関しては，京都産業大学動物実験規定に基づき，本大学動物実験委員会により承認されて

いる．

2.2 タバコ

タバコはタバコ研究用標準タバコであるフィルター付き紙巻きタバコ CORESTA APPROVED

MONITER No. 3（Borgwaldt，ニコチン 1.5 mg，タール 15.2 mg）を使用した．

2.3 マウスへの喫煙方法

マウスへの喫煙は，マウスをチャンバーに入れ，Hamburg II自動喫煙装置を用いて，タバコ

主流煙（空気：タバコ煙＝7：3）を 1 puff/35 ml/2秒で 20本／日，計 10日間，喫煙の間隔を 2日

以上あけないようにして吸わせて実施した（図 5A）．これを喫煙 (Smoking: S)群とし，対照と

して，同様の操作を行い，喫煙させずに空気だけを吸わせたマウスを非喫煙 (Non-smoking: NS)

群とした．

図 5 タバコ主流煙のマウスへの喫煙および喫煙による血液中の COHb濃度に及ぼす影響
喫煙操作は，Hamburg II 自動喫煙装置を用いて C57BL/6 マウスに研究用タバコ (CORESTA APPROVED
MONITOR NO. 3)の主流煙を 20本/1日，10日間喫煙させた．
血液中の COHb 濃度は，タバコ喫煙させた後 30 分以内にマウスを麻酔死させ，後大静脈より採血し，
Rapidpoint405 (Bayer Healthcare)を用いて測定した．
***: p < 0.001, mean ± S.E.
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2.4 血液中の一酸化炭素ヘモグロビン (COHb)濃度

マウスが本喫煙操作によりタバコ煙を喫煙したか否かを確認するために血液中の COHb濃度

を測定した．血中 COHb濃度は，喫煙終了後 30分以内にマウスを麻酔死させ，後大静脈より採

血し，Rapidpoint405 (Bayer Healthcare)を用いて計測した．

2.5 気管支肺胞洗浄 (BAL)

10日間喫煙させた後 1日目に，S群マウス及び NS群マウスを麻酔死させた．その後，眼科

用のハサミとピンセットを用いて主気管支と肺を露出し，26Gの注射針の付いた 1 mlシリンジ

を主気管支に差し込み，ピンセットで注射針を押さえながら冷 PBS(−)（Mg2+, Ca2+を含まない

リン酸緩衝液，日水製薬）1 mlを気管支内に注入し回収する操作を 10回行った．この回収液を

気管支肺胞洗浄液 (Broncho Alveolar Lavagr Fluid: BALF)とした．

2.6 BAL細胞（肺胞マクロファージ：AM）の調製

S群マウスおよび NS群マウスの気管支肺胞洗浄液を遠心（1000 rpm，10分，4◦C）し，上清を

除去後，細胞沈渣に RPMI1640(+)（L-Glutamineを含む RPMI1640（ナカライテスク)に 10%FCS

(HyClone)，100 U/mlペニシリン Gカリウム（明治製菓），100 μg/ml硫酸ストレプトマイシン（明

治製菓）を添加）を 2 ml加えた．懸濁後，0.2%トリパンブルー PBS溶液を用いて色素排除試

験法により生細胞数を測定し，細胞浮遊液を調製した．この調製液中の細胞はギムザ染色によ

り 98%以上が AMであることを確認した．以後，喫煙マウスより調製した AMは SAM，非喫

煙マウスより調製した AMは NSAMとする．

2.7 Dot plotおよび自家蛍光強度

喫煙により AM細胞内の状態に変化が観察できるか否か確認するために，自動細胞分析装置で

ある FACSの Dot plotおよび Histogram解析を用いて，Forward Scatter (FSC)と Side Scatter (SSC)

値，さらに緑色蛍光である Fluorescence(FL)-1と赤色蛍光である FL-2値を測定した．Dot plot解

析は，細胞の大きさと内部構造の状態を x–y軸で示したグラフ上に点で示す解析法であり，よ

り大きな細胞は x値が増加し，内部構造の複雑さに応じて y値が増加する．また，ヒストグラ

ム解析は，蛍光パラメーター（FL-1等）の光信号の強度を x軸に，細胞数を y軸にとり，蛍光

色素 (Fluorescein-isothiocyanate: FITC)等を結合させた抗体を使用して，細胞の特定の表面抗原

の陽性細胞比率を測定および解析する方法である．

2.8 AMを介した抗原特異的な脾臓リンパ球の混合反応 (MLR)

2.8.1 反応細胞の調製

反応細胞は，正常 C57BL/6マウス（ハプロタイプ：H2b）の脾臓リンパ球を使用した．C57BL/6
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マウスから脾臓を摘出して 60 mm細胞培養シャーレ (Falcon)に入れ，金属メッシュ内で脾臓を

ハサミで細切後，滅菌ガーゼで濾過し，RPMI1640(−)（L-Glutamineを含む RPMI1640に 100 U/ml

ペニシリン Gカリウム（明治製菓），100 μg/ml硫酸ストレプトマイシン（明治製菓）を添加）を

入れて混和した．その後，遠心洗浄（1000 rpm，10分，4◦C）し，上清除去後，細胞沈渣にフィ

コール遠心分離用水溶液（ナカライテスク）を加えて再度懸濁後，密度勾配遠心分離を行って

リンパ球を回収した．細胞は，RPMI1640(+)を用いて 1.0 × 107 cells/mlに調製した．

2.8.2 刺激細胞の調製

刺激細胞は，正常 Balb/cマウス（ハプロタイプ：H-2d）の脾臓リンパ球を使用した．Balb/c

マウスから脾臓摘出し，2.8.1で記述した操作を同様に行ってリンパ球を回収した後，軟X線発

生装置 (SOFRON)を用いて 6シーベルト (Sv)照射し，その後 RPMI(+)で 2.0 × 106 cells/mlに調

製した．

2.8.3 MLR

AMを介した MLRに及ぼす喫煙の影響を検討した．即ち，BALによって回収された NSAM

および SAM を RPMI(+) で 5.0 × 105 cells/ml に調製し，96-well プレート (Falcon) に 5.0 × 104

cells/100 μlずつ添加した後，5%CO2，37◦Cで 2時間培養した．培養後，上清を除去し，温めた

RPMI1640で各 wellを 1回洗浄後，2.8.1で調製した反応細胞 5.0× 105 cells，2.8.2で調製した刺

激細胞 2.0×105 cellsずつ添加して 5%CO2，37◦Cで 5日間培養した．培養終了後，3H-Thymidine

を 18.5 kBq/25 μl/well加え，さらに 24時間培養した後，セルハーベスター (Medicon International)

で細胞を回収した．回収後，液体シンチレーションカウンター (Packard)を用いて反応細胞の放

射活性 (cpm)値を測定した．AMの抗原提示活性は，下記した式で Stimulation Index (SI)値を求

め，NSAMを添加した反応系の SI値を 1.0として SAMを添加した反応系の SI値を求めた．

SI =
[(反応細胞 +刺激細胞 + AM)/well − (AM)/well](cpm)

[(反応細胞 +刺激細胞)/well](cpm)

2.9 AMを介した抗原非特異的な LPSまたは ConA刺激脾臓リンパ球増殖反応

2.9.1 脾臓細胞（脾臓リンパ球）の回収

リンパ球は正常 C57BL/6マウスの脾臓細胞を使用した．脾臓リンパ球は 2.8.1で示した方法

と同様に，脾臓を摘出，細切および遠心洗浄を行った後，細胞沈渣に RPMI1640(+) を加えて

1.0 × 107 cells/mlに調製した．

2.9.2 AMの調製

NSAM および SAM を RPMI1640(+) を用いてそれぞれ 1.0 × 106 cells/ml, 5.0 × 105 cells/ml,
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2.5 × 105 cells/mlおよび 1.0 × 104 cells/mlの 4種類の細胞濃度に調製した．

2.9.3 LPSまたは ConA刺激リンパ球増殖反応

AMを介した LPSまたは ConA刺激リンパ球増殖反応に対する喫煙の影響を検討した．即ち，

96well細胞培養プレートを用いて，2.9.1で調製した脾臓細胞 5.0 × 105 cells/50 μl/wellに NSAM

および SAMを添加濃度 10，5，2.5，0.1%になるように，5.0×104 cells/50 μl/well，2.5×104 cells/50

μl/well, 1.75× 104 cells/50 μl/well及び 5.0× 102 cells/50 μl/well加えた後，Bリンパ球のマイトジェ

ンである LPS（Escherichia coli O26: B6, SIGMA, 最終濃度：10 μg/ml）または T リンパ球のマ

イトジェンである ConA (Calbiochem, 最終濃度：1 μg/ml)を添加した．さらに RPMI1640(+)を

50 μl加えて，全量 200 μlとし，5%CO2，37◦Cで 48時間混合培養した．その後，3H-Thymidine

を 18.5 kBq/25μl/well加えて 24時間培養した．培養終了後，セルハーベスターで細胞を回収し，

液体シンチレーションカウンターを用いて放射活性(cpm)の値を測定した．Stimulation Index (SI)

値は下式で求め，NSAMを添加した反応系の SI値を 1.0として SAMを添加した反応系の SI値

を求めた．

SI =
[(脾臓リンパ球 + LPS or ConA + AM)/well − (AM)/well](cpm)

[(脾臓リンパ球 + LPS or ConA)/well](cpm)

2.10 ニコチンまたはタール処理した AMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応

2.10.1 ニコチンおよびタールの調製

ニコチンは，ニコチン液（和光純薬）を PBS(−)で 10 mg/mlの濃度に調製した．タール（日本

たばこ産業より供与）は，一度凍結乾燥して重量を測定した後，PBS (−)で 10 mg/mlの濃度に調

製した．それぞれの調製液は，使用する際に RPMI1640(−)を用いて各濃度に調製した．

2.10.2 ニコチンまたはタール処理した AMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応

NSAMは，96well細胞培養プレートに RPMI1640(+)で調製した 5.0× 105 cells/mlを 50 μl加え

た．次に，ニコチンの最終濃度が 1，10，20，40 μg/mlになるように，タールの最終濃度が 0.01，

0.1，1，10，100 μg/mlになるようにそれぞれ調製して各 100 μlずつ添加し，最後に RPMI1640(+)

を 50 μl加えて全量を 200 μlとした．AMは 5%CO2，37◦Cで 24時間ニコチンおよびタール処理

培養を行った後，上清を除去し，温 PBS(−)で静かに 2回洗浄した後，LPS（最終濃度：10 μg/ml）

および脾臓細胞 5.0× 105 個/50 μl/well添加後，RPMI1640(+)を 100 μl加えて全量 200 μlにして，

5%CO2，37◦Cで 48時間培養した．その後，3H-Thymidineを 18.5 kBq/25μl/well加えて 24時間

培養した．培養終了後，セルハーベスターで細胞を回収し，トップカウンターを用いて放射活

性 (cpm)の値を測定し，2.9.3で示した式を用いて SI値を求めた．
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2.11 AMを介した Bリンパ球の IgM抗体プラーク形成

Bリンパ球の IgM抗体プラーク形成反応系に NSAMまたは SAMを添加し，AMを介した B

リンパ球の抗体産生能に及ぼす影響について検討した．本検討では，感作抗原として羊赤血球

（SRBC，日研生物医学研究所）を用い，プラーク形成細胞 (Plaque forming cell; PFC)数を測定す

ることで評価した．SRBCは 3回遠心（2000 rpm，10分，4◦C）洗浄後，正常マウスに SRBC 108

個/0.2 mlを腹腔内投与し，4日後に脾臓を摘出後，60× 15 mm細胞培養シャーレに RPMI1640(−)

を 4 ml入れ，金属メッシュ内で脾臓をハサミで細切後，滅菌ガーゼで濾過し，E-MEM（ナカラ

イテスク)を 10 ml加え，2回遠心（1500 rpm，10分，4◦C）洗浄した．上清除去後，細胞沈渣に

E-MEMを加えて脾臓細胞浮遊液を調製後，0.2%トリパンブルーPBS溶液を用いて生細胞数を測

定し，細胞濃度を 1.0×107個/mlに調製した．脾臓細胞 100 μl，モルモット補体 50 μl，50%SRBC

50 μl，E-MEM 250 μl，NSAMおよび SAM（1.0× 107個/ml）50 μlを入れて混合し，Chunningham

チャンバーに 100 μlずつ入れてパラフィンで封入後，37◦Cで1時間反応させて PFC数を測定し

た．PFC数は，PFC数/106 個脾臓細胞として算出した．

2.12 細胞表面分子

NSAMおよび SAMの各細胞浮遊液を遠心（1000 rpm，10分，4◦C）し，上清を除去した後，細胞

沈渣に PBS(+)（1%FCS，Mg2+，Ca2+を加えたリン酸緩衝液）で 5.0×105個/mlに調製し，細胞調製

液 100 μlに PBS(−)で希釈された FITC標識した抗Mac-1，抗 Class IIおよび抗 B7 (Pharmingen)，

PE標識した抗 CD14抗体 (Pharmingen)を，最終濃度が 2.5 μg/mlになるように，それぞれ加え

た後，暗冷所で 45分間反応させた．反応後，PBS(+)2 mlを加え，遠心洗浄後（1000 rpm，5分，

4◦C），PBS(+)100μlを加え，FACSort (BectonDikinson)を用いて Dot plot解析および各細胞表面

抗原の陽性細胞比率 (%)を測定した．

2.13 サイトカイン IL-1β，TNF-α，IL-4，IL-5および IL-6の mRNA発現

2.13.1 細胞培養

NSAMおよび SAMは，RPMI1640(+)でそれぞれ 1.0 × 106 cells/mlに調製した後，96well細胞

培養プレートに 1× 105 cells/100 μl/wellずつ添加し，さらに LPS（最終濃度：10 μg/ml）を 100 μl

加えて，5%CO2，37◦Cで 24時間培養した．この培養系をもとに NSAMおよび SAMの IL-1β，

TNF-αおよび IL-6mRNA発現を検討した．

また，2.9.3で示した方法と同様に，脾臓細胞，LPS，NSAMおよび SAM（添加濃度 5%）を

5%CO2，37◦Cで培養し，24時間後に脾臓リンパ球の IL-4，IL-5および IL-6の mRNA発現を検

討し，NSAMまたは SAMによる LPS刺激リンパ球増殖反応におけるリンパ球のサイトカイン

mRNA発現に影響が認められるか否か検討した．
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2.13.2 細胞抽出液の作製

培養終了後，上清を捨てた後，細胞は SolutionD（4Mチオシアン酸グアニジン，25 mMクエン

酸ナトリウム，0.5% N-ラウロイルサルコシンナトリウム，0.1M 2-メルカプトエタノール）200 μl

加えて溶解し，細胞抽出液を作製した．

2.13.3 全 RNAの抽出

全 RNAは，細胞抽出液から AGPC (Acid Guanidine thiocyanate phenol chloroform)法を用いて抽

出した．即ち，細胞抽出液 100 μlに対して水／フェノール溶液 100 μl，2M酢酸ナトリウム (pH

4.0) 10 μl，CIAA40μlを加えて撹拌後，遠心（15000 rpm，5分，20◦C）し，その後，上層の水溶液

層を 100 μl回収し，それに 100%エタノール 200 μlを加えて混和後，−80◦で 15分間静置した．

その後，遠心（15000 rpm，30分，4◦C）し，上清を除去した後，沈渣に SolutionD300 μlおよび

フェノール/CIAA（1：1）混合溶液 300 μlを加えて撹拌し，遠心（15000 rpm，5分，20◦C）した．

遠心後，上清 300 μlに 100%エタノール 700 μlを加えて混和し，−80◦で 15分間静置した．その

後，遠心（15000 rpm，20分，20◦C）し，上清を除去して沈渣に 75%エタノール 1000μlを加え

て混和し，再度遠心（15000 rpm，10分，4◦C）した．遠心後，上清を除き，アスピレーターを

用いて減圧乾燥させ，沈渣を全 RNAとした．

2.13.4 cDNAの作製

2.13.3の方法で得た全 RNAに random primer（宝酒造）80 pmol/mlを 1 μl，滅菌水 10 μlを加え

て混合し，65◦C，5分間アニーリングさせ，その後，5分間氷中に静置し，0.1 M DTT (Invitorogen)

を 4 μl，25 mM dNTP (Amersham Pharmacia Biotech)を 0.8 μl，5 × First Stand Buffer (250 mM Tris-

HCl (pH 8.3)，375 mM KCl，15 mM MgCl2，Invitrogen)を 8 μl，滅菌水 15.2 μl，M-MLV Reverse

Transcriptase (Invitrogen)を 1 μl (200 U)加えて全量 40 μlとし，攪拌した後，37◦C，45分間逆転写

反応を行った．その後，65◦Cで 10分間の処理を加えてMLVを失活させ，その後，氷中で 5分

間静置し，cDNAを作製した．

2.13.5 PCR

2.13.4 の方法で作製した cDNA を 2 μl，10 × PCR buffer (100 mM Tris-HCl (pH 7.4)，500 mM

KCl，15 mM MgCl2，0.01%w/v gelatin) (Applied Biosystems)を 5 μl，各 sense，anti-senseの primer

(β-actin，IL-1β，IL-4，IL-5，IL-6)をそれぞれ 2 μl，10 mM dNTPを 1 μl，滅菌水 40 μl，Ampli Taq

Polymeraseを 0.3 μl (5 U: Applied Biosystems)加えて混合し，軽く遠心した後，ミネラルオイル

（ナカライテスク）を 1滴入れ，PCR反応を開始した．PCR反応は，94◦C：1分，56◦C：1分及

び 72◦C：1分を 1サイクルとした．IL-1β，IL-4，IL-5および IL-6は 30サイクルで，β-actinは

26サイクルでそれぞれ増幅させ，その後，72◦C：10分の伸長反応を行った．使用した primerの
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詳細は以下に示した．

各サイトカイン及び β-actinの primerの塩基配列

プライマー サイズ 塩基配列 (5′–3′)

β-actin 250 bp sense GCATTGTTACCAACTGGGAC

anti-sense TCTCCGGAGTCCATCACAAT

IL-1β 290 bp sense AGCTACCTGTGTCTTTCCCG

anti-sense GTCGTTGCTTGGTTCTCCTT

TNF-α 253 bp sense AGTGGTGCCAGCCGATGGGTTGT

anti-sense GCTGAGTTGGTCCCCCTTCTCCAG

IL-4 253 bp sense TCAACCCCCAGCTAGTTGTC

anti-sense AAATATGCGAAGCACCTTGG

IL-5 227 bp sense AAAGAGAAGTGTGGCGAGGA

anti-sense GCATTTGCACAGTTTTGTGG

IL-6 268 bp sense GATGCTACCAAACTGGAGATAATC

anti-sense GGTCCTTAGCCACTCCTTCTGTG

2.13.6 電気泳動

2.13.5の PCR反応で増幅させた cDNAサンプルの 45 μlに loading buffer（ニッポンジーン）5 μl

を加えて混合し，軽く遠心した後，8%ポリアクリルアミド（ナカライテスク）ゲル電気泳動

を行った．分子量マーカーは pBR322 DNA-Msp I Digest (BioLab)を使用した．泳動後，ゲルを

1 μg/mlのエチジウムブロマイド液（ニッポンジーン）で 20分染色して滅菌水で水洗した．そ

の後，UVPトランスイルミネーター (GDS7500: UVP)で PCR産物のバンドを検出して写真撮影

し，Scion Image解析を行った．各サイトカイン mRNA発現量は，β-actinの mRNA量をコント

ロールとして，サイトカイン発現量/β-actin発現量の比で示した．

2.14 活性酸素

2.14.1 細胞内活性酸素（O−2 及び H2O2）

NSAM および SAM を RPMI1640(+) で 1.0 × 105 個/ml に調製した後，各細胞浮遊液 1 ml に

Hydroethidine（HE，Molecular probes，最終濃度 10 mM），Dichlorofluorescine diacetate（DCFH-DA，

Molecular probes，最終濃度 1 mM）をそれぞれ加えて，37◦C，5分間の振揺反応を行った．その

後すぐに PMA（最終濃度 1.5 μM，ナカライテスク）を添加し，さらに 37◦C，30分，振揺反応

させた．反応終了後，PBS(+)で遠心（1000 rpm，5分，4◦C）洗浄を 2回行い，上清を除去した
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後，PBS(+) 100 μlを加え，マクロファージ領域の赤色蛍光及び緑色蛍光の陽性細胞比率 (%)を

FACSを用いて測定した．

2.14.2 O−2 産生量

NSAMおよび SAMを RPMI1640(+)で 5.0×105個/mlに調製した後，96well細胞培養プレート

にそれぞれ 1.0× 105個/200 μl/well添加して 2時間培養した．その後，上清を除去し，温 PBS(−)

で静かに 2回洗浄後，最終濃度 80 μMになるように cytochrome C (Molecular probes)，最終濃度

1 μMになるように PMAをそれぞれ添加して 1時間培養した．その後，上清を回収して Smart

Spec (Bio Rad)を用いて 550 nmの吸光度を測定した．

2.15 SAMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の抑制に対する活性酸素消去剤の影響

2.9.3で示した方法と同様に，脾臓リンパ球，LPS，SAM（添加濃度 5%）を 96well細胞培養

プレートに添加した後，さらに，O−2 消去剤である SOD（ナカライテスク，最終濃度：7.5，75

U/ml），H2O2消去剤である catalase（ナカライテスク，最終濃度：6，60 U/ml），または，SODと

catalaseの両方を加えて，全量 200 μlになるように RPMI1640(+)で調製した後，5%CO2，37◦C

で 48時間ともに培養を行った．その後，3H-Thymidineを 18.5 kBq/25 μl/well加えて 24時間培

養した．培養終了後，セルハーベスターで細胞を回収し，トップカウンターを用いて放射活性

(cpm)の値を測定し，2.9.3で示した式を用いて S.I.値を求め，NSAMを添加した反応系の SI値

を 1.0として SAMを添加した反応系の SI値と比較した．

2.16 DNA損傷

DNA損傷は，コメット法により測定した．

2.16.1 アガロースゲルの調製と細胞の添加

粉状アガロース (Lonza)を PBS(−)に加えて電子レンジにかけて加熱し，1%アガロースゲル溶

液を作製し，その後 42◦Cに設定した湯浴上で 10分間放置した．BAL法で回収した NS群およ

び S群の AMを PBS(−)でそれぞれ 2.5 × 105 cells/mlに調製した後，各細胞調製液 20 μlをそれ

ぞれのマイクロチューブ内に入れ，さらに 1%アガロースゲルを 200 μl加えて混合し，その内

の 75 μlを別々のスライドグラス上に滴下した．その後，4◦Cで 15分間静置した．

2.16.2 タンパクおよび DNAの変性

タンパク変性は，4◦Cに冷やした Lysis solution（2.5 M NaCl，100 mM EDTA，10 mM Tris-HCl,

pH 10，1%ラウリル硫酸ナトリウム，1% Triton X-100）を上記で作製した各スライドグラス上

のゲル全体に浸し，4◦Cで 40分間暗置することで行った．また，DNA変性は，上記の反応終了
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後，スライドグラス上の Lysis solutionを静かに除去した後，Alkali solution (1.2% NaOH in 1 mM

EDTA, pH 13)を各スライドグラス上のゲル全体に浸し，4◦Cで 40分間暗置することで行った．

2.16.3 電気泳動

上記の反応終了後，それぞれのスライドグラス上の Alkali soltion を静かに除去し，ゲルを

1 × TBE bufferに 5分間浸した後，サブマリン電気泳動装置を用いて 9 mA，10分間電気泳動を

行った．

2.16.4 固定および染色

固定は，電気泳動終了後，各スライドグラス上のゲルに 70%エタノールを加えて 10分間浸

し，その後，自然乾燥させた．また，染色は，TE buffer (pH 8) 500 μlと SYBRgreenI (Invitrogen)

0.1 μlを混合し，この染色液 20 μlを乾かしたゲル上に滴下し，カバーグラスで覆った．

2.16.5 観察と解析

染色後，落射型蛍光顕微鏡により 425～500 nmの波長で染色された DNA鎖を検出し，画像を

取り込んだ．1サンプルにつき，細胞を無作為に 30個選出した後，Image Pro-plusを用いて細胞

核の中心から流れ出た大小の DNA断片の移動度，即ち，Tail lengthを測定した．

2.17 有意差検定

全ての実験において平均値 (mean)と標準誤差 (standard error: S.E.)を求め，有意差は，student’s

t testにより非喫煙群と比較し，p < 0.05を有意差とした．

3. 成　績

3.1 喫煙によるマウスの血液中の一酸化炭素ヘモグロビン (COHb)濃度の増加

喫煙の指標として静脈血中の COHb濃度を測定した．COHb濃度は，NS群 1.1± 0.63%（mean

± S.E., n = 5），S群 22.5± 4.64%であり，喫煙により有意 (p < 0.001)な増加が認められ（図 5B），

マウスが本喫煙条件においてタバコ煙を吸入していたことが認められた．

3.2 喫煙による AMの細胞数および細胞濃度の増加

3.2.1 洗浄液の回収率

BAL液の回収率は，NS群 92.6± 0.34%（mean ± S.E., n = 192），S群 91.4± 0.71 (n = 161)であ
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表 1 喫煙による BAL細胞の細胞数および細胞濃度

回収率 総細胞数 細胞濃度

(%) （×105 個/匹） ×104 個/ml）

NS1) (n = 192) 92.6 ± 0.343) 3.3 ± 0.08 4.0 ± 0.09

S2) (n = 161) 91.4 ± 0.71 5.7 ± 0.09** 6.9 ± 0.09**

1) NS: Non-smoking 2) S: Smoking 3) mean ± S.E. **: p < 0.01

り，NS群と S群において有意な差は認められなかった（表 1）．

3.2.2 AMの細胞数

BALにより回収されたマウス 1匹当たりにおける AMの細胞数は，NS群 3.3 ± 0.08 × 105 個

(mean ± S.E., n = 192)，S群 5.7 ± 0.09 × 105 個 (n = 161)であり，喫煙による有意な（p < 0.01）

細胞数の増加が認められた（表 1）．

3.2.3 細胞濃度

マウス一匹当たりの回収細胞濃度は，総細胞数/回収量で求め，NS 群 4.0 ± 0.09 × 104 個/ml

(mean ± S.E., n = 192)，S群 6.9 ± 0.09 × 104 個/ml (n = 161)であり，喫煙による有意 (p < 0.01)な

回収細胞濃度の増加が認められた（表 1）．

3.3 喫煙による AMの Dot plotおよび自家蛍光強度の変化

Dot plotは，NSAMの場合 FSC値 300～600，SSC値 50～250，SAMの場合 FSC値 350～750，

SSC値 200～600であり，FSC値および SSC値ともに NSAMと比較して SAMで増加が認めら

れた（図 6A）．また，自家蛍光強度は，NSAMと比較して SAMで FL-1及び FL-2の自家蛍光

強度の増加が認められた（図 6B）．

これらのことから，喫煙により AMの大型化，細胞内部構造の複雑化および自家蛍光を発す

る物質の取り込みの可能性が示唆された．

3.4 SAMを介した抗原特異的リンパ球増殖反応の抑制

AMを介した抗原特異的なリンパ球増殖反応に及ぼす喫煙の影響について検討した．その結

果，反応細胞と AMの混合比率 10:1の場合，NSAM添加反応系の SI値 1.0に対して SAM添加

反応系の SI値は 0.54であり，SAMによる抗原特異的なリンパ球増殖反応の有意な (p < 0.01)

低下が認められた（図 7）．これらの結果から，AMを介した抗原特異的なリンパ球増殖反応は
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図 6 喫煙による肺胞マクロファージ (AM)の Dot plotおよび自家蛍光強度に及ぼす影響
AMの Dot plotおよび自家蛍光強度は，FACSを用いて検討した．
R1: 肺胞マクロファージ領域

喫煙により抑制され，喫煙により AMの抗原提示機能が抑制された可能性が示唆された．なお，

NSAMと SAMにおける cpm値は有意な差はなかった．

3.5 SAMを介した抗原非特異的 LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の抑制

AMを介した LPSまたは ConA刺激リンパ球増殖反応に及ぼす喫煙の影響について検討した．

その結果，ConA刺激の場合，NSAM添加反応系の SI値 1.0に対して SAM添加反応系の SI値

は 0.9であり，喫煙による AMを介した ConA刺激 Tリンパ球増殖反応への影響は認められな

かった（図 8A）．また，LPS刺激の場合，NSAM添加反応系の SI値 1.0に対して SAM添加反

応系の SI値は，SAMの添加濃度 0.1%で 0.85，添加濃度 2.5%で 0.76，添加濃度 5%で 0.56，添
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図 7 AMを介した混合リンパ球反応に及ぼす喫煙の影響
AMを介した抗原特異的なリンパ球増殖反応に及ぼす喫煙の影響は，混合リンパ球反応 (MLR)に NSAMま
たは SAMを添加して検討した．
NSAMまたは SAMはそれぞれ 5.0× 104 cells/wellの条件で播種して 2時間培養後，上清を除去し，反応細胞
(5.0 × 105 cell)および刺激細胞 (2.0 × 105 cells)を添加し，5%CO2，37◦Cで 5日間培養した．その後，反応細
胞の 3H-Thymidineの取り込みをシンチレーションカウンターを用いて cpm値を測定した．S.I.を算出した
後，NSAMを添加した反応系の S.I.を 1.0とし，SAMを添加した反応系の S.I.値を求めた．なお，NSAM
と SAMにおける cpm値は有意な差はなかった．
S.I.: Stimulation Index, **: p < 0.01, mean ± S.E.

図 8 AMを介した抗原非特異的な T，Bリンパ球増殖反応に及ぼす喫煙の影響
AMを介した抗原非特異的なリンパ球の増殖反応に及ぼす喫煙の影響は，ConAまたは LPS刺激リンパ球増
殖反応系に NSAMまたは SAMを添加して検討した．
NSAMまたは SAM，脾臓細胞および ConAまたは LPSを添加し，5%CO2，37◦Cで 2日間培養した．その
後，脾臓細胞の 3H-Thymidineの取り込みをシンチレーションカウンターを用いて cpm値を測定し，各反応
系の S.I.値を求めた．なお，NSAMと SAMにおける cpm値は有意な差はなかった．
S.I.: Stimulation Index, *: p < 0.05, mean ± S.E.

加濃度 10%で 0.46であり，SAMの添加濃度に比例して NSAMと比較してより強い LPS刺激

Bリンパ球増殖反応の抑制が認められた（図 8B）．特に，AMの添加濃度 5%以上の場合では有

意な (p < 0.01)抑制が認められた（図 9）．

これらの結果から，AMを介した抗原非特異的リンパ球増殖反応に及ぼす喫煙の影響は，LPS
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図 9 SAMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応に対する AM添加濃度 (%)の影響
NSAMを添加した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応系の S.I.値と SAMを添加した反応系の S.I.値の差を割合
(%)に換算し，SAM添加濃度 (%)による抑制率 (%)を示した．

刺激に対する Bリンパ球の増殖反応に対してのみに認められることが判明した．なお，NSAM

と SAMにおける cpm値は有意な差はなかった．

3.6 ニコチンまたはタール処理した AMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応に及ぼす影響

SAMを介した LPS刺激リンパ球増殖反応の抑制に，タバコ成分であるニコチンおよびタール

が関与しているか否かについて検討した．その結果，ニコチンおよび水溶性タール処理された

AMを介した LPS刺激リンパ球増殖反応に及ぼす影響は，非処理の AMと比較して有意な差は

認められなかった（図 10A，10B）．

3.7 AMを介した Bリンパ球の抗体産生能に及ぼす喫煙の影響

AMを介した Bリンパ球の抗体産生能に及ぼす喫煙の影響は，SRBC抗原に対する抗体産生

細胞の IgM 抗体産生を PFC 法により調べた．その結果，脾臓細胞 106 個当たりの PFC 数は，

NSAMを添加した場合 215.5 ± 18.5個，SAMを添加した場合 204.5 ± 16.5個であり，SAMによ

る抗体産生細胞に及ぼす影響は認められなかった（図 11）．なお，AM非添加の場合における脾

臓細胞 106 個当たりの PFC数は 232.5 ± 27.5 (mean ± S.E., n = 2)であった．

3.8 喫煙による AMの細胞表面分子の発現の減少

喫煙による AMの表面分子に及ぼす影響は，図 6Aに示した R1領域，即ち，AM画分を用い

て，Mac-1陽性細胞および陰性細胞，Class II陽性細胞および陰性細胞，B7-1陽性細胞および陰
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図 10 ニコチンまたはタール前処理の AMを介した LPS刺激リ Bンパ球増殖反応
AMを 96 wellプレートに播種後すぐにニコチン溶液を添加し，37◦C，5%CO2 で 24時間培養した．上清除
去後，PBS(−)で 2回洗浄した後，脾臓細胞及び LPSを添加して，48時間培養後，3H-Thymidineを添加して
24時間培養した．その後，トップカウンターで cpm値を測定し，S.I.値を求めた．

性細胞，CD14陽性細胞および陰性細胞を解析した．

その結果，AMの Class IIおよび B7-1の各分子の陽性細胞比率は，Class IIの場合，NSAMの

25.3 ± 4.9%に対して SAMでは 7.9 ± 2.1%であり，また，B7-1の場合，NSAMの 35.00 ± 2.66%

に対して SAMでは 15.6 ± 2.64%であったことから，喫煙による AMの Class IIおよび B7-1の

陽性細胞比率の有意な (p < 0.01)減少が認められた（図 12A，12B）．また，AMの Mac-1分子
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図 11 AMを介した Bリンパ球の抗体産生能に及ぼす喫煙の影響
マウスに SRBCを 108 cells腹腔内投与し，4日後に脾臓細胞，補体，50%SRBC，NSAM及び SAMを混合
し，37◦C，1時間反応させた後，PFC数を測定し，PFC数/106 cells（脾臓細胞）として示した．
AM非添加：脾臓細胞 +補体 + 50%SRBC
NSAM添加：脾臓細胞 +補体 + 50%SRBC + NSAMを添加（添加濃度 5%）
SAM添加：脾臓細胞 +補体 + 50%SRBC + SAMを添加（添加濃度 5%）

図 12 喫煙による AMの細胞表面分子MHC Class IIおよび B7-1に及ぼす影響
NSAMおよび SAMを FITC標識抗MHC Class II抗体，PE標識抗 B7-1抗体と冷暗所（4◦C）で 40分反応さ
せ，FACSを用いて陽性細胞比率 (%)を求めた．
*: p < 0.05, **: p < 0.01, mean ± S.E.

の陽性細胞比率は，NSAMの 73.7 ± 2.9% (mean ± S.E., n = 4)に対して SAMでは 49.0 ± 2.5%で

あり，喫煙によるMac-1陽性細胞比率の有意な (p < 0.001)減少が認められた（図 13）．最後に，

AMの CD14分子の陽性細胞比率は NSAMの 47.5 ± 1.7%に対して SAMでは 19.2 ± 2.7%であ

り，喫煙による陽性細胞比率の有意 (p < 0.001)な減少が認められた（図 13）．
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図 13 喫煙による AMの細胞表面分子Mac-1および CD14に及ぼす影響
NSAMおよび SAMを FITC標識抗Mac-1，PE標識抗 CD14抗体と冷暗所 (4◦C)で 40分反応させ，FACSを
用いて陽性細胞比率 (%)を求めた．
□：NS,■：S, ***: p < 0.001, mean ± S.E.

3.9 喫煙による AMの IL-1β，TNF-αおよび IL-6mRNA発現の変化

3.9.1 IL-1βmRNA発現

AMの IL-1βmRNA発現比 (IL-1β/β-actin)は，LPS非刺激の場合，NSAMの 0.14 ± 0.07 (mean

± S.E., n = 5)に対して，SAMでは 0.13 ± 0.07であり NSAMと SAMとの間で発現比の差は認め

られなかったが，LPS刺激の場合では NSAMでは 0.59 ± 0.10に対して，SAMでは 0.30 ± 0.06

であり，喫煙により AMの IL-1βmRNA発現の有意な (p < 0.05)減少が認められた（図 14A）．

3.9.2 TNF-αmRNA発現

AMの TNF-αmRNA発現比 (TNF-α/β-actin)は，LPS非刺激の場合，NSAMの 0.08± 0.02 (mean

± S.E., n = 5)に対して，SAMでは 0.07±0.04であり，また，LPS刺激の場合，NSAMの 0.67±0.10

に対して，SAMでは 0.59 ± 0.06であり，喫煙により AMの TNF-αmRNA発現の減少は認めら

れなかった（図 14B）．

3.9.3 IL-6mRNA発現

AMの IL-6mRNA発現比 (IL-6/β-actin)は，LPS非刺激の場合，NSAMの 0.09 ± 0.05 (mean ±
S.E., n = 5)に対して，SAMでは 0.06± 0.03であり，NS群と S群で発現比の差は認められなかっ

た．LPS刺激の場合，NSAMの 0.93 ± 0.06に対して，SAMでは 0.76 ± 0.09であり，IL-6mRNA
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図 14 喫煙による AMの IL-1βおよび TNF-αmRNA発現に及ぼす影響
NSAMおよび SAMから AGPC法により全 RNAを抽出し，RT-PCR法を行い，IL-1βおよび TNF-αmRNA発現
を検討した．電気泳動後，検出されたバンドを Scion Imageにより解析し，IL-1β/β-actinおよび TNF-α/β-actin
発現比を求めた．
□：NS,■：S, *: p < 0.05, mean ± S.E.

発現比の減少傾向が確認できたが，喫煙による有意な抑制は認められなかった（図 15）．

3.10 SAMを介した抗原非特異的 LPS刺激 Bリンパ球増殖反応における脾臓リンパ球の IL-4，

IL-5，IL-6 mRNAの発現への影響

3.10.1 IL-4mRNA発現

IL-4mRNA発現比 (IL-4/β-actin)は，NSAMを添加した場合では 0.43± 0.1 (mean ± S.E., n = 5)，

SAMを添加した場合では 0.34± 0.15であり，AMを介した LPS刺激リンパ球増殖反応における

脾臓リンパ球の IL-4mRNAの発現に及ぼす喫煙の影響は認められなかった（図 16）．

3.10.2 IL-5mRNA発現

IL-5mRNA発現比 (IL-5/β-actin)は，NSAMを添加した場合では 1.1 ± 0.06，SAMを添加した

場合では 1.0 ± 0.07であり，AMを介した LPS刺激リンパ球増殖反応における脾臓リンパ球の

IL-5mRNAの発現に及ぼす喫煙の影響は認められなかった（図 17）．

3.10.3 IL-6mRNAの発現

IL-6mRNA発現比 (IL-6/β-actin)は，NSAMを添加した場合では 1.4 ± 0.09，SAMを添加した

場合では 1.1 ± 0.14であり，AMを介した LPS刺激リンパ球増殖反応における脾臓リンパ球の
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図 15 喫煙によるAMの IL-6mRNA発現に及ぼす
影響

NSAMおよび SAMから AGPC法により全RNAを
抽出し，RT-PCR法を行い，IL-6mRNA発現を検討
した．電気泳動後，検出されたバンドをScion Image
により解析し，IL-6/β-actin発現比を求めた．
□：NS,■：S

図 16 LPS刺激 Bリンパ球増殖反応における脾臓細
胞の IL-4mRNA発現

リンパ球として脾臓細胞を使用した．脾臓細胞に
NSAM および SAM および LPS を加えて 24 時間培
養後，AGPC法により全 RNAを抽出し，RT-PCR法を
行い，IL-4mRNA発現を検討した．電気泳動後，検出
されたバンドを Scion Imageにより解析し，IL-4/β-actin
発現比を求めた．

IL-6mRNAの発現に及ぼす喫煙の影響は認められなかった（図 18）．

3.11 喫煙による AMの活性酸素産生の増加

3.11.1 細胞内活性酸素の陽性細胞比率

O−2 産生細胞は，細胞内に Hydroethidine (HE)を取り込ませて赤色蛍光を発する Ethidium bromide

により酸化され核が染まることを利用して測定した．その結果，O−2 陽性細胞比率 (%)は，NSAM

の 25.4 ± 5.4% (mean ± S.E.，n = 6)に対して，SAMでは 64.4 ± 10.5%であり，喫煙による AM

の O−2 陽性細胞比率 (%)の有意な (p < 0.001)増加が認められた（図 19）．

H2O2 産生細胞は，細胞内に 2′, 7′-Dichlorofluorescine diacetate (DCFH-DA) を取り込ませ，細

胞内エラスターゼにより脱アセチル化され形成された DCFHを H2O2 が酸化して緑色蛍光物質

DCFに変換されることを利用して測定した．その結果，H2O2 陽性細胞比率 (%)は，NSAMの

25.5 ± 5.0%に対して，SAMでは 53.4 ± 8.1%であり，喫煙による AMの H2O2 陽性細胞比率 (%)

の有意な (p < 0.001)増加が認められた（図 19）．

また，O−2 および H2O2の両方を産生する陽性細胞比率 (%)を測定した結果，NSAMの 8.3±4.8

に対して，SAMでは 55.3 ± 3.1であり，喫煙による AMの O−2 H2O2 陽性細胞比率 (%)の有意な
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図 17 LPS刺激 Bリンパ球増殖反応における脾臓
細胞の IL-5mRNA発現

リンパ球として脾臓細胞を使用した．脾臓細胞に，
NSAMおよび SAMおよび LPSを加えて 24時間培養
後，AGPC法により全 RNAを抽出し，RT-PCR法を行
い，IL-5mRNA発現を検討した．電気泳動後，検出さ
れたバンドを Scion Imageにより解析し，IL-5/β-actin
発現比を求めた．

図 18 LPS刺激 Bリンパ球増殖反応における脾臓
細胞の IL-6mRNA発現

リンパ球として脾臓細胞を使用した．脾臓細胞に
NSAMおよび SAMおよび LPSを加えて 24時間培
養後，AGPC法により全 RNAを抽出し，RT-PCR法
を行い，IL-6mRNA発現を検討した．電気泳動後，検
出されたバンドを Scion Imageにより解析し，IL-6/β-
actin発現比を求めた．

(p < 0.001)増加が認められた（図 19）．

3.11.2 O−2 産生量

O−2 産生量を Cytocrome C還元法を用いて測定した．その結果，O−2 産生量は，NSAMの 1.6±0.35

(mean ±S.E., n = 6)に対して，SAMでは 3.2 ± 0.68であり，NSAMと比較して SAMで有意な

(p < 0.05)増加が認められた（図 19）．さらに PMA刺激した場合においても，NSAMの 4.1±0.20

に対して，SAMでは 5.4± 0.09であり，NSAMと比較して SAMで有意な (p < 0.05)増加が認め

られた（図 20）．

3.12 SAMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の抑制に対する活性酸素消去剤の回復作用

SAMを介した LPS刺激リンパ球増殖反応の抑制に対する活性酸素消去剤の影響は，O−2 を消

去する SODおよび H2O2 を消去する catalaseを用いて検討した．SAMを介した LPS刺激リン

パ球増殖反応の抑制は，SODの場合，濃度 7.5 U/mlで 17.1%，濃度 75 U/mlで 20.2%の回復が

認められ，catalaseの場合，濃度 6 U/mlで 52%，濃度 60 U/mlで 78.8%の有意な (p < 0.05)回復

が認められた．また，SODと catalaseの両方を共に使用した場合，SAMを介した LPS刺激リン

パ球増殖反応の抑制は，SOD7.5U+ catalase6U添加で99.1%の有意 (p < 0.01)な回復，SOD75U+
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図 19 喫煙による AMの活性酸素産生細胞比率に及
ぼす影響

NSAM および SAM に HE または DCFH-DA を取り
込ませた後，FACSを用いて O−2 及び H2O2 産生の細
胞比率を測定した．
□：NS,■：S, ***: p < 0.001, mean ± S.E.

図 20 喫煙による AMの活性酸素産生量に及ぼす
影響

NSAMおよび SAMにチトクロム C，PMAを加え
て1時間培養後，培養上清の吸光度 (550 nm)を測定
した．O−2 産生量は，チトクローム Cの還元反応に
よる 550 nmでのモル吸光係数が 0.021 μM/cmをも
とに算出した．
□：NS,■：S, *: p < 0.05 mean ± S.D.

図 21 SAMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の抑制に対する活性酸素消去剤の影響
脾臓細胞に SAMおよび LPSを加えた後，SOD，catalaseを添加して，37◦C，5%CO2 で 72時間混合培養し
た．
SOD: superoxide dismutase (U/ml), catalase (U/ml)
※: p < 0.05,※※: p < 0.01（脾細胞 + LPS + SAMと比較して）

catalase60U添加で完全に回復した (p < 0.01)．これらの結果から，SAMを介した LPS刺激リン

パ球増殖反応の抑制は，SODよりも catalase添加で回復し，さらに SODと catalaseの両方添加

で，完全に回復が認められた（図 21）．
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図 22 喫煙による AMの DNA損傷
DNA損傷は NSAMおよび SAM5.0 × 103 cellsをスライド上に滴下し，コメット法を使用して，細胞核の中
心から流れ出た大小の DNA断片の移動度，即ち，Tail lengthを測定した．
*: p < 0.001 mean ± S.E.

3.13 喫煙による AMの DNA損傷

喫煙による AMの DNA損傷に及ぼす影響について検討した．その結果，Tail lengthは，NSAM

の場合 23.3 ± 2.7 (mean ± S.D., n = 3)，SAMの場合 57.1 ± 8.4であり，NSAMと比較して SAM

で有意な (p < 0.001)増加が認められた（図 22A，22B）．この結果から，喫煙により AMの DNA

損傷が引き起こされていることが認められた．

4. 考　察

タバコ煙と直接接する呼吸器系への有害性は著しく高く，喫煙は肺癌および慢性閉塞性肺疾

患 (COPD)等の発症に関与するだけでなく，疾患の重症度および感染リスクに影響を及ぼす因

子であることが報告されている [4]．これらの原因の1つとして，タバコ煙による肺免疫系の損

傷が報告されている [30–33]．肺免疫系における中心的な役割を果たしている免疫担当細胞であ

る AMに関してはサイトカイン産生量低下および活性酸素産生量増加等の報告はあるが，免疫

細胞同士の相互作用，即ち，AMを介した抗原特異的および非特異的なリンパ球増殖反応系に

対する喫煙の影響に関する報告はほとんどなく，十分に解明されていないのが現状である．そ

こで，本研究では Hamburg II自動喫煙装置を用いて，肺の環境を一定に管理できるマウスに一

定期間，一定量の主流煙を吸わせた後，AMを採取し，喫煙マウス群の AMを介した抗原特異

的および非特異的なリンパ球増殖反応に及ぼす影響について検討した．

Hamburg II自動喫煙装置を用いた喫煙条件において，マウスがタバコ主流煙を吸入したか否

かについて，血中 COHbの濃度を測定して確認した．タバコ主流煙中には一酸化炭素が多く含

有されており，マウスがタバコ主流煙を吸入した場合には，その量に応じて血中の一酸化炭素

濃度が上昇する．その結果，マウスの血中 COHb濃度は有意に増加することが判明し，本喫煙
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条件でマウスがタバコ煙を吸入していることが確認できた．本結果は，喫煙によってヒト血中

COHb濃度が増加することを示した報告 [34]と一致していた．

喫煙後にマウスより回収した BAL細胞に関しては，NS群と比較して S群のマウスで，AM

の細胞数および細胞濃度の有意な増加が認められた．この結果は，ヒトおよびマウスの BAL洗

浄液中の AMの細胞数が増加する報告 [35]と一致した結果であった．AMは骨髄由来の細胞で

血液中では単球として存在しており，走化性因子等により肺へ移動して分化することから，喫

煙後の AM細胞数の増加はタバコ煙中の粒子を除去するために末梢血の未熟な単球が肺に誘導

されたためであると考えられた．また，AMの Dot plotおよび自家蛍光強度に対する喫煙の影

響は，FACSの Dot plotおよび Histgram解析を用いて測定した結果，Dot plot解析により NSAM

と比較して SAMで FSC値および SSC値の増加が認められ，喫煙により AMが大型化し，内部

構造が複雑化したことが判明した．さらに Histgram解析により NSAMと比較して SAMで FL-1

および FL-2の自家蛍光強度の増加が認められ，SAMではタバコ煙中の物質のうち緑色および

赤色蛍光を発する物質を取り込んだ可能性が示唆され，Uminoらの報告 [36]と一致していた．

これらのことから，喫煙による AMの細胞数および細胞濃度の増加，細胞の大きさ，内部構造

の複雑さおよび自家蛍光強度の増加が認められ，これまでに明らかにされた喫煙マウスの AM

の特徴を満たしており，AMがタバコ煙中の物質等と接してその一部を貪食した可能性が示唆

された．本結果から，AMはタバコ煙により細胞機能的に影響を受けている可能性が十分に考

えられた．

AMを介した抗原特異的なリンパ球増殖反応に及ぼす喫煙の影響に関しては，MLR法，即ち，

反応細胞として正常 C57BL/6マウス（ハプロタイプ：H2b）の脾臓細胞，抗原提示細胞として

AM，また，抗原として X線照射された正常 Balb/cマウス（ハプロタイプ：H-2d）の脾臓細胞

を用いて検討した．その結果，NSAMと比較して SAMによるMLRの低下が認められ，喫煙に

より AMの抗原提示機能が低下することが明らかとなった．しかし，これらの結果は，Chang

らの報告 [37]，即ち，喫煙による Thリンパ球の抗原特異的なリンパ球増殖反応の抑制には喫煙

による抗原提示細胞の機能低下ではなく Thリンパ球自身の活性低下によるものであるという

報告とは異なっていた．この報告で使用された抗原提示細胞（マクロファージおよび樹状細胞）

はマウスの気管支肺リンパ節（肺門リンパ節）由来の細胞であることから直接タバコ煙に曝露

されていない．さらに，タバコ煙の主成分ニコチンがラット脾臓Tリンパ球の免疫不応答（アナ

ジー）を誘導するとした報告 [38]があることから，Changらが示した検討結果は，喫煙により体

内に吸収されたニコチンが気管支肺リンパ節 Thリンパ球のアナジーを誘導することで AMを

介した抗原特異的なリンパ球増殖反応が抑制されたのではないかと考えられた．今回使用した

AMは，吸入されたタバコ煙が直接曝露される肺胞より回収していること，リンパ球を非喫煙

マウスの脾臓から回収していることから，今回我々の得たデータである SAMによるMLRの低

下は，タバコ煙による AMの抗原提示機能の低下によるものである可能性が示唆された．
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AMと Tリンパ球が協調して抗原特異的な Tリンパ球増殖反応を誘導するためには，ペプチド

抗原を介してMHC Class IIと TCR，それに加えて共刺激分子として B7と CD28または CTLA4

分子との結合が重要である [17–19]とともに，リンパ球の増殖，活性化等に働き，免疫機能を

増強させるサイトカインの産生も必須である [5]．これらのことから，AMの抗原提示機能の低

下には，喫煙による AMの細胞表面分子 MHC Class IIおよび B7-1発現の低下およびサイトカ

イン産生量の減少が関与している可能性が考えられた．そこで，抗原提示に関わる細胞表面分

子およびサイトカイン mRNA発現について検討した．AMのMHC Class IIおよび B7-1分子に

対するモノクローナル抗体を用いてフローサイトメトリーで分析した結果，NSAMと比較して

SAMではMHC Class IIおよび B7-1分子の発現が有意に減少していたことから，SAMを介した

MLRの低下はMHC Class IIおよび B7-1分子の発現の減少による可能性が示唆された．この結

果は，喫煙者の AMにおける HLA Class II分子の密度および発現が減少する報告 [39, 40]と一致

していた．また，同じ抗原提示細胞であるヒト樹状細胞にも発現しているMHC Class II，B7-1

(CD80)および B7-2 (CD86)分子もタバコ煙曝露によって減少することが報告 [41]されており，

今回の検討結果と類似したものであった．しかし，これらの報告と対照的に，喫煙によりマウ

ス AMのMHC Class II分子の発現が増加するとした報告 [42, 43]も存在する．この違いに関す

る理由は明白ではないが，タバコの銘柄，煙濃度，喫煙方法および期間に加えて使用した抗体

のメーカーが異なる等の理由が考えられた．抗原提示に関与するMHC Class IIに関してはさら

に検討を重ねる必要性があると考えられた．

AMが産生してリンパ球の増殖および活性化に関わるサイトカイン IL-1βおよび TNF-αmRNA

発現について RT-PCR法を用いて検討した．IL-1βは抗原提示および Tや Bリンパ球の増殖・分

化，NK細胞の活性化等に働き，免疫機能を増強させる作用を有する [20, 21]．また，TNF-αは

HLA Class Iおよび Class II，IL-2受容体発現を誘導する [22]．その結果，IL-1βmRNA発現は，

NSAMと比較して SAMで有意に低下することが認められ，慢性喫煙者における AMの IL-1β産

生量の低下および IL-1β産生の遅延を示した報告 [44, 45]と一致していた．また，TNF-αmRNA

発現は，喫煙による有意な低下は認められなかった．この結果は，喫煙者およびタバコ煙曝露

されたマウスの AMによる TNF-α産生量 [46, 47]，さらにタバコ抽出物による AMの TNF-α産

生量の有意な低下を示した報告 [48]とは異なっていた．これらの報告では，慢性的にタバコ煙

を吸入した喫煙者，または曝露されたマウスであり，10 日間タバコ煙を曝露したマウスを使

用した本実験系とは異なることから，このような差が生じた可能性が考えられた．これらの結

果から，SAMを介したMLRの低下には，MHC Class IIおよび B7-1分子の発現減少に加えて，

IL-1βmRNA発現の低下によるものである可能性が示唆された．

次に，AMを介した抗原非特異的なリンパ球増殖反応に及ぼす喫煙の影響に関しては，Tリ

ンパ球のマイトジェンである ConA，Bリンパ球のマイトジェンである LPSを用いて検討した．

その結果，NSAMと比較して SAMを介した ConA刺激Tリンパ球増殖反応の低下は認められな
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かったが，LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の低下が認められた．この低下は，SAMの添加濃度に

比例してその程度が増したことから，SAMが関与していることが判明した．さらに，タバコ成

分の主成分であるニコチン，燃焼産物であるタールを用いて，SAMを介した LPS刺激リンパ球

増殖反応の抑制機構について検討した．その結果，ニコチンおよび水溶性タールで前処理した

AMを介した LPS刺激リンパ球増殖反応の抑制は認められなかった．ニコチンによって AMの

サイトカイン産生機能が低下する報告 [49]があるが，LPS刺激リンパ球増殖反応の抑制にはニ

コチンおよび水溶性タールではなく他のタバコ成分，またはタバコ燃焼産物による可能性が示

唆された．

AMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応系では，AMは LPS により活性化してリンパ球

の増殖を促すようなサイトカインを産生し，さらに活性酸素も産生すると考えられる．このこ

とから，SAM を介した LPS 刺激 B リンパ球増殖反応の抑制は，喫煙による AM の LPS 反応

性低下によるサイトカイン産生量の減少，または AMの活性酸素産生量の増加によるリンパ球

増殖反応の低下の可能性が考えられた．AMが LPSと反応して活性化し，サイトカイン等を産

生するためには細胞表面分子である CD14分子等の複合体から刺激を受ける必要がある．そこ

で，AMの CD14分子に対するモノクローナル抗体を用いてフローサイトメトリーで分析した

結果，喫煙により AMの CD14分子は有意に減少することが認められたことから，LPSに十分に

反応できるAMが喫煙により減少した可能性が示唆された．この結果は，慢性喫煙者から回収し

た AMの CD14分子の発現低下を示した報告 [50]とは一致しており，また，喫煙により AMの

CD11a/CD18 (LFA-1)，CD54 (intercellular adhesion molecule: ICAM-1)，CD71 (transferrin receptor)

陽性細胞比率が減少するという報告 [50, 51]と類似していた．喫煙による AMの LPS反応性の

低下は，上記した IL-1βmRNA発現低下にも関わっている可能性があると考えられた．喫煙によ

る AMの IL-1βmRNA発現の減少は，Bリンパ球の増殖，活性化を促す IL-4，IL-5および IL-6の

産生を減少させる可能性があると考えられる．従って，SAMの IL-6mRNA発現，さらに SAM

を介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応系における Tリンパ球の IL-4，IL-5，IL-6mRNA発現に

ついて NSAMと比較検討した．その結果，NSAMと比較して SAMの IL-6mRNA発現の減少傾

向は確認できたが，有意な差は認められなかった．また，SAMを介した LPS刺激 Bリンパ球

増殖反応における IL-4，IL-5，IL-6mRNA発現は，NSAM添加反応系と比較して SAM添加反応

系で明確な差は認められなかった．このことから，SAMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反

応の抑制機序には，喫煙による AMの IL-1β，IL-6mRNA発現低下は関与するが，TNF-α，Tリ

ンパ球が産生する IL-4，IL-5および IL-6mRNA発現は関与しない可能性が示唆された．これら

のことから，SAMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の抑制には，別の要因が存在する可

能性が高いと考えられた．

AMを介した抗体産生細胞に及ぼす喫煙の影響に関しては，NSAMおよび SAMによる差は

認められず，タバコ煙は抗体を産生している成熟・分化した B細胞に対しては影響を及ぼさな
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いことが示唆された．このことから，喫煙は抗体産生の誘導初期である未熟な Bリンパ球の増

殖を抑制するが，抗体産生の発現期である抗体産生細胞には影響を及ぼさない可能性が示唆さ

れた．

AMは異物を貪食処理する際に活性酸素を用いて殺菌する [5, 24]．AMが産生する活性酸素

は，適量であれば病原菌等を殺菌して感染リスクを軽減させるが，過剰量であれば細胞および

組織の DNAまたはタンパク質に対して酸化損傷を引き起こすことが報告 [25, 26]されている．

上記で示したように，喫煙により AMの細胞数および活性酸素産生量が増加することから，AM

自身および肺胞周辺組織はより多くの酸化ストレスを受け，その結果として細胞および組織の

機能が低下することが推測される．従って，SAMを介した MLRおよび LPS刺激 Bリンパ球

増殖反応の抑制機序の根本的な原因として，タバコ煙により誘導された過剰な活性酸素による

可能性が考えられた．即ち，喫煙による AMの過剰な活性酸素が AM自身の DNA損傷を誘導

することでMHC Class II，B7-1および CD14分子，IL-1β等の mRNA発現を低下させた可能性，

また，それらが AMだけでなく Bリンパ球に対しても障害を示し，LPS刺激 Bリンパ球増殖反

応の抑制が認められた可能性が考えられた．そこで，まず喫煙による AMの O−2 および H2O2 産

生に及ぼす影響についてフローサイトメトリーを用いて検討した．その結果，O−2 および H2O2

産生細胞比率ともに，NSAMと比較して SAMで有意な増加が認められた．また，喫煙による

AMの O−2 産生量に関してチトクローム C還元法を用いて測定した結果，O−2 産生は PMA非刺

激および刺激ともに NSAMと比較して SAMで有意な増加が認められた．次に，喫煙により増

強した活性酸素が AMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の抑制に関わるか否かについて，

その反応系に O−2 を消去する SODおよび H2O2 を消去する catalaseを加えて増殖反応の抑制が

回復するか否か検討した．NSAM と SAM を介した LPS 刺激 B リンパ球増殖反応の差を回復

率 100%として活性酸素消去剤の影響を確認した結果，SAMを介した LPS刺激 Bリンパ球増

殖反応の抑制は，SODの場合，濃度 7.5 U/mlで 17.1%，濃度 75 U/mlで 20.2%の回復が認めら

れ，catalase の場合，濃度 6.1 U/ml で 52%，濃度 75 U/ml で 78.8% の回復が認められた．さら

に，SODと catalaseの両方を用いた場合では，SAMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の

抑制は完全な回復が認められた．これらの結果は，繊維芽細胞に対する喫煙者の AMの障害活

性は，SODと catalaseの両方を用いた場合に回復するという報告 [52]と一致していた．これら

の結果から，SAMを介した LPS刺激リンパ球増殖反応の抑制には活性酸素 O−2 および H2O2 が

関与し，さらに O−2 よりも H2O2 による影響が大きい可能性が示唆された．H2O2 は，遷移金属

イオンまたは O−2 と反応（フェントン反応：H2O2+Fe2+ → ·OH+HO−+Fe3+，ハーバーワイス反

応：H2O2+O−2 → ·OH+HO−+O2）してヒドロキシラジカル (·OH)を生成する [53, 54]．このヒド

ロキシラジカルには強い酸化力があることが知られており，この ·OHが Bリンパ球および AM

の DNAおよび細胞膜等に対して障害を与えて SAMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応が

抑制された可能性が考えられ，高反応性 ·OHの供給源である H2O2 を消去することは重要であ
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ることが判明した．

上記の結果をもとにして，AMを介した LPS刺激 Bリンパ球増殖反応だけが喫煙によって抑

制される理由についてさらに考察した．抗原非特異的なマイトジェンに対する Tリンパ球と B

リンパ球の増殖反応において異なる結果が得られた理由の一つとして，Bリンパ球が好中球お

よびマクロファージと同様に NADPHオキシダーゼ Nox2/gp91phoxを細胞膜上に発現している活

性酸素産生細胞であること [55–57]が重要な要素であると考えられた．即ち，LPS刺激によっ

て活性化した Bリンパ球から産生された適量の活性酸素に加えて，喫煙によって増強した AM

の活性酸素が Bリンパ球に対して酸化ストレスを与え，その結果として喫煙により AMを介し

た LPS刺激 Bリンパ球増殖反応の抑制が認められたと推察した．細胞は低濃度の H2O2 に対し

ては，非レセプター型チロシンキナーゼである c-Ablと Arg (Arg: Abl-related gene)の複合体がカ

タラーゼの活性を高めて H2O2 を積極的に消去して酸化ストレスへの抵抗性を高めるが，高濃

度の活性酸素 (H2O2)の場合には c-Abl/Arg複合体は逆にカタラーゼとは結合せずに細胞死を誘

導することが報告 [58–60]されている．これらのことから，Nox2/gp91phox の発現が確認されて

いない Tリンパ球 [57]は AMが産生した活性酸素が存在しても総量としては低濃度であり，活

性酸素の障害に対して抵抗性を示すことができるが，一方で Bリンパ球は喫煙によって増加し

た AMの活性酸素および LPSにより活性化した Bリンパ球から生成された活性酸素の両方が存

在し，活性酸素が総量として高濃度であったと考えられる．その結果，Bリンパ球は酸化的な

損傷を受けて細胞機能が低下し，増殖反応が抑制された可能性が考えられた．

喫煙による AM自身の DNA損傷についてコメット法を用いて検討した．その結果，DNA損

傷の指標とした Tail Lengthは，NSAMと比較して SAMで有意な増加が認められ，喫煙により

DNA損傷が引き起こされることが判明した．これらの結果は，環境タバコ煙を曝露された CD-1

マウスの AMは DNA損傷を誘導する報告 [61]，主流煙と副流煙を 28日間連続して全身曝露さ

れたラットにおける AM，気管支上皮細胞および肺胞上皮細胞は DNA損傷を引き起こす報告

[62]，さらに，喫煙者の肺組織では酸化的 DNA損傷が誘導されていることを示した報告 [63]と

一致していた．これらの結果から，SAMを介したMLRの低下には，喫煙によって過剰に産生

された活性酸素が DNA損傷を誘導し，その結果として抗原提示に関わる MHC Class IIおよび

B7-1分子，サイトカインである IL-1β等の mRNA発現低下を誘導した可能性が示唆された．今

回，喫煙により過剰産生された活性酸素によって AMのサイトカイン mRNAおよび表面分子の

発現の低下が認められ，免疫関連分子は抑制されることが判明したが，アポトーシスを誘導す

るカスパーゼ-3といったタンパクの発現は増加する [64]ことから，喫煙は全ての分子およびタ

ンパクに対して抑制的に働くものではない可能性が考えられた．

以上より，喫煙は AMを介した抗原特異的 Tリンパ球増殖反応および抗原非特異的 LPS刺激

Bリンパ球増殖反応を抑制することが明らかとなった．その抑制機序に関しては，前者の場合で

は，喫煙による AMの抗原提示に関わる細胞表面分子である MHC ClassIIおよび B7-1の発現
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図 23 喫煙による AMを介した抗原特異的リンパ球増殖反応および非特異的LPS刺激 Bリンパ球増殖反応
の抑制機序

タバコ煙は，AMの活性酸素の産生を増強して DNA損傷を誘発し，抗原提示必須分子MHC Class IIおよび
B7-1，LPS結合分子 CD14，さらに，サイトカインIL-1βおよび IL-6の発現を減少させる，即ち，AMの免
疫機能を低下させる．その結果，Tリンパ球および Bリンパ球の増殖を促すことができなくなる．特に B
リンパ球は，活性酸素 O−2 · H2O2 を生成する細胞でもあることから，AMの過剰な活性酸素 H2O2 と相伴っ
て Bリンパ球を障害し，Bリンパ球の増殖を抑制する．

低下，加えてサイトカインである IL-1βmRNA発現の減少であり，これらの低下は，喫煙によ

る AMの過剰な活性酸素による AM自身の DNA損傷が原因である可能性が示唆された．後者

の場合では，喫煙によって増強した AMの活性酸素が Bリンパ球に対して直接的な障害を示す

こと，CD14分子発現および IL-1β，IL-6mRNA発現の低下による可能性が示唆された（図 23）．

さらに，喫煙は抗体産生の誘導初期である未熟な Bリンパ球の増殖を抑制するが，抗体産生の

発現期である抗体産生細胞には影響を及ぼさない可能性が示唆された．また，喫煙は，AMを介

した抗原非特異的な ConA刺激 Tリンパ球増殖反応は抑制しないことも明らかとなった．従っ

て，本研究は，喫煙は肺免疫系で重要な役割を果たす AMの免疫機能を抑制して抗原特異的お

よび非特異的なリンパ球増殖反応を低下させることを新規に証明し，喫煙が喫煙関連疾患の病

態悪化および感染リスクの増加に関与することを明らかにした．
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Abstract

The World Health Organization (WHO) reports that mortality from pulmonary diseases associated

with exposure to cigarette smoke (CS) including respiratory infections, chronic obstructive pulmonary

disease (COPD) and lung cancers has increased. It has been suggested that these diseases may be at least

partially related to CS-induced impairment of the pulmonary immune system. Alveolar macrophages

(AM) act as the first line of defense in the pulmonary immune system. CS reachs the lung alveoli and

then directly contact with AM. However, the mechanism by which CS affects AM function is not fully

understood. Therefore, we investigated the effect of CS exposure on the immunological inhibition of

AM related to antigen-specific and mitogen-induced lymphocyte proliferation and whether immunolog-

ical inhibition of AM would be associated with DNA damage caused by CS exposure. C57BL/6 mice

were exposed to cigarette smoke for 10 days using a Hamburg II smoking machine, and AM were ob-

tained by bronchoalveolar lavage. The antigen-presenting activity of AM was significantly inhibited in

mice exposed to CS compared with mice not exposed to CS. In addition, AM from CS-exposed mice

significantly inhibited B-lymphocyte proliferation stimulated with LPS compared with AM from non-

CS exposed mice. Major histocompatibility complex class II cell surface molecule positive cells, B7-1

molecule positive cells, CD14 and IL-1β mRNA gene expression in AM were significantly decreased in

mice exposed to CS compared with mice not exposed toCS. In contrast, DNA damage and generation

of superoxide and hydrogen peroxide in AM were significantly increased by CS exposure. Furthermore,

inhibition of B-lymphocyte proliferation stimulated with LPS by AM from CS-exposed mice was clearly

recovered by superoxide dismutase (SOD) and catalase.

These results suggest that inhibition of the antigen-presenting activity of AM may result from de-

creased expression of major histocompatibility complex class II and B7-1 molecules and IL-1β mRNA

gene expression following CS exposure. Furthermore, inhibition of antigen presentation in AM may re-

sult from DNA damage induced by excessive amounts of reactive oxygen species being generated by AM

following CS exposure. Our findings suggest that CS impairs the immunological function of AM and as

a result, increases the risk for pulmonary diseases.

Keywords: smoking, alveolar macrophage, lymphocyte proliferation, DNA damage, reactive oxygen

species, immune function


