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固相化 した Candida抗原 と IgG 抗体に よ る

末梢血好酸球か らの EPX の 遊離
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　気管支喘息 の 病態に お け る Candicla な どの 常在真菌抗原 に 対 する 19G 抗体 の関与 に つ い て は 不明

な点が多い ．マ イク ロ プ レートの ウエ ル に C α ndida 粗抗原を固相化 した後，　C α ndida に対する IgG

抗体 が 検 出 された喘息患者血清 を反応 させ て 19G 抗体 を固相化 した．こ の ウエ ル で好酸球を 15 時間培

養する と脱顆粒が起 こ り培養上清中に EPX が遊離され た．こ の遊離は IgG 分画 を除去 した血清 では全

く認め られな か っ た．抗 FCYRII 抗体 （anti −CD32 ）や anti −CD18 は 遊離を有意 に 抑制 し た が ， 抗 Fc ε

RII 抗体 （anti −CD23 ）で は抑制されなか っ た．また ，　 Candid α　＊E抗原と患者血 清を反応 させ た 19G一免

疫複合体 に よ る 刺激 で も遊離 が認め られ た．Candida の精製抗原 で あ る mannan 　A で は 粗抗原 と同様

に EPX の 遊離 が 起 こ っ たが ， 血清 中に IgG 抗体が少な い acid 　protease では遊離 を認 めなか っ た．以上

の 結果か ら， 固相化 され た C αndid α 抗原 と血清中の lgG 抗体が FCY 　RII を介 して好酸球の 脱顆粒を誘

導 し， mannan 　A が こ の反応 に関係 して い ることが明 らかにな っ た．

Key 　words ：Candida　a．1bicans degranLlation− eosil ユophil
−− lgG　antibody

は じめ に

　気道局所 に 浸潤 し た 好酸球に よ る 炎症 反応 が 気管支

喘息の 病態に大きな影響を与え て い る こ とはすで に多

くの 報告か ら明らか で あ る 、特に ， 好酸球の 脱顆粒に

よ る 組織傷害性蛋 自の 遊離は気道上皮を傷害し て気道

過敏性 の 亢進，喘息 の 増悪 をきたす こ とが示 され て い

るユ〕が，好酸球の 活性化と脱顆粒 の 機序につ い てはな

お 不明 の 点が 多い ．好酸球表面に は組織構成的 に lgG

や IgA に対する受容体で ある FcY　RII（CD32 ）や Fcα R

が発現 して お り，IgG ，　lgA あ る い は slgA を結合 させ

た Sepharose　4　B　beadsの 刺激に よ っ て 脱顆粒 を起 こ

す こ とが知 られ て い る
2｝．ブ タ ク サ抗原 と IgG　l 抗体

を介 して脱顆粒が誘導され た とい う報告3）もあり，IgG

や IgA が好酸球 の 脱顆粒 に 関わる 口J
．
能性が示 唆 され

る．また ，最近 の 知見 で は，脱顆粒や superoxide 産 生

な どの 好酸球機能 に 接着分子が重要な役割 を果た して
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AbbreViations ：CAAP 　 Candid” albicans 　 acid 　pro−

tease ；EPX 　eosinQphil　protein　X ；Mn 　A 　mannan

A

い る こ と も明 らか になっ て い る
「i）−6＞．

　小 児喘息 で はそ の ほ とん どが ア レ ル ゲ ン と lgE抗

体 が 関与す る い わ ゆ る ア トピー
型喘息 で あ るが ， 成人

気管支喘息は 明確に ア ト ピー型喘息と分類で きる 症例

の 数は多 くはな い ．全体の約 1／3 は 血清総 IgE値が低

くIgE抗体が 認 め ら れ な い 内因型 あ る い は非 ア ト

ピー型喘息 で，特に 成 人発症型喘息 に お い て そ の 頻度

が高い
7｝．こ れ らの 非 ア トピー

型 1喘息には慢性 の 難治

性喘息 の 多い こ とが 知ら れ て い る が，そ の 病態や発症

機序に つ い て は明らか に な っ て い な い ．非ア トピー型

喘息 で は 血 清巾 に Cmtdidaや ダ ニ な ど に 対 す る lgE

抗体は認め ら れ な い が ，　lgG 抗体が 高率に 認 め られ る．

また ，CandidAは ヒ トの 消 化管粘膜 や 口 腔 内に おけ る

常在真菌と し て知 られ て お り，ア トピー
型喘息の ア レ

ル ゲ ン と して の 役割8）一⊥o）とともに，細胞性免疫 や IgG

抗休等が関連す る 反応にお い て 常時抗原刺激 を行 っ て

い ると考えられる．

　本研究で は ，非 ア ト ピー
型喘息の 病態に お け る ヒ ト

常在真菌抗原 と し て の Candida　albicans （C、　aJbicans ）と

工gG 抗体 の 関わ りを 知 る た め に
，
　 Candida 抗原 に 対 す

る IgG抗 体を介 した好 酸球の 脱顆粒反応 に つ い て検

討し た．
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1．試薬

方 法

　Purified　human 　myeloma 　lgG　l　K，　 IgG　3 κ，　 IgG　4　K

（Sigma，　USA ），　 FITC 　anti −human 　CD32 （clone 　2003，

mouse 　lgG2b，
　 PharMingen，　USA ），

　 FIII℃ anti−human

CD64 （clone 　32．2，　mouse 　IgG　l，　Medarex ，　Inc．，　USA ），

FITC 　mouse 　IgG2b （clonc 　R　12−3，　rat 　lgG2a，　PharMin −

gen ，　USA ），　 FI
’
1℃ mouse 工gGl （clone 　X　40，　Beckton −

Dickinson，　USA ），　 allti−human 　CD32 　F （ab1 ）2 （clone

IV．3，　mouse 　lgG2b，　Medarex，1NC．，　USA ），anti−human

CD23 （clone 　l　1／4，　mouse 　IgG玉，　Yamasa，　Japan），　 anti・

human 　CD18 　F （abl）2 （clone 　MHM 　23．　mouse ［gG1 ，

DAKO ．　Demmark ），
Proteill　G カ ラ ム （Mab 　Trap　GII，

Pharmacia　Biotech，　Swedcn ）．

2．Candida 粗抗 原お よ び 精製抗原

　当院入院患者よ り採取 した C．alb ’icansを長期間培養

した後，培養上清 を透析 して 凍結乾燥末に したもの を

Candida粗抗原 と した ．精製抗原 は C，　albicans 由来 の

酸性プ ロ テ ア
ー

ゼ （CAAP ）8）　D・　）お よ びマ ン ナ ン A （Mn

A ）
u 〕〕を使用 した，

3．血清

　IgE抗体価が測定 限界以下 で Candida粗抗原 に対す

る IgG 抗体価が 異なる 喘息患者血清 5 例と，粗抗原お

よ び 2種類 の 精製抗原 に 対す る 工gG 抗体が検出 で き

た喘息患者血 清 18例を使用し た．血清中の lgG お よ

び IgE 抗体の 測定は液相ア レ ル ゲ ン を用 い た EIA 法

CAIaSTAT法）で 行っ た m ．

4．好酸球の 分離

　既 に 報告 した方法 12〕に従 い 喘息患者か ら末梢 血好酸

球 を分離 し た．す なわ ち ，比 重 1．082g／ml と 1．094　g／ml

に調整 した Percoll（Pharmacia，　Sweden）不連続比重

勾配遠心法 と，抗 CD16 モ ノ ク ロ ナ
ー

ル 抗体 （clone

MG 　38，　mouse 　lgG　1，ニ チ レ イ，Japan）お よ び Dyna −

beads　 M −450　（sheeI ） anti−mouse ⊥gG ，　 Dynal ，　 Nor −

way ）を用 い た negative 　selection に よ っ て 純度 97％

以上 の 好酸球 を得た．

5．好酸球の 脱顆粒

　マ イ ク ロ プ レ ー ト （96　we1 ｝s，　fiat　bottom，　Corning，

USA ）に phosphate 　buffered　sa！ine （PBS ）で 100 μg

／ml に溶解 し た Candida粗抗原 あ る い は 精 製抗 原 を

O．1ml ／well 加 え て 37℃
，

2 時間 イ ン キ ュ ベ ートし た．

抗原液を除去 した後 ， 非特異的な タ ン パ ク の 結合を阻

止 す る 目的 で PBS で 2．5％ に 溶解 し た ヒ 1・血清 ア ル

ブ ミ ン （HSA ）を 0．1　ml ／well 加えて 37℃，1 時間イ ン

キ ュ ベ
ー

トし，PBS 　O．l　ml ／well で 1 回洗浄した．次に ，

O．01，0．03，0．1，0．3，ユ，3％ の 濃度 に PBS で 希釈 した患者

血清を OJ　ml ／well 加えて 37℃，2 時間イ ン キ ュ ベ ー
ト

し
，
PBS 　O．l　m レwell で 2 回洗浄 して 以 陣 ）実験 に使用

した。

　マ イ ク ロ プ レートに ユ0％ FCS ，
　 L−glutamine，　 peni−

ci！lin−streptomycin 含 RPMI −1640 で 調 整 した好酸球浮

遊液 を 5xlO4cells／02 π11／well 加 え 5％ CO2 イ ン キ ュ

ベ ーターで 37℃，15 時間培養 した後，培養．L清 を回収　　　　　　　　　　　　　　　　 ）
して上清中に含まれる EPX 濃度 を EPX −RIA 　kit（フ ァ

ル マ シ ア
・
ア ッ プ ジ ョ ン ， Japan）を用 い て 測定 した．

結果は測定値か ら HSA の み を固相化 した well で 好酸

球 を培養 した 時 に 遊離 された EPX 濃度 （EPX の 自然

遊離量）を差 し引 き，0．5％ Nonide亡P−40で 好酸球を溶

解 した 時 の EPX 濃度 （全 EPX 量）に対する EPX の 遊

離率（％）で表し た 4｝．な お，EPX の 自然遊離量 は ユ0．44

± 3，28pg／ml とな り， 全 EPX 最 の 973．92± 180．3．　5　pg

／ml の 約 ユ．07％ で あ っ た （n ＝工0）．

6．フ ロ ーサ イ トメ ト リー

　Epics　752 （Coulter，　USA ）を使用 して サ イ トグラ ム

上 の好酸球集団に ゲー トをか け，ゲ ー ト内の 細胞数

100DO個 の 蛍光 強度 を測定 した，解析は測定結果か ら

陽性細胞率 （％〉を求め て 行 っ た ．

7．統計学的検討

　Mann −Whitney 検 定 と Wi上coxon 　signed −ran 財貪定

に て 統計処理 を行 い
， 実験結呆は 全 て 平均値 ± 標準誤

差で 表した．

結　果

1．Candida　mu抗原 と喘息患者血清に よ る EPX 遊離

　Candida粗抗原 と IgG 抗体価の異なる 4 例の 患者血

清を用 い て 好酸球か らの EPX 遊離 を比較 した結果，

すべ て の 血清で希釈濃度，すなわ ち血 清中に含 まれ る

IgG抗体の 濃度に依存した EPX の 遊離がみ られた．一

方，抗原 の み を固相化し血 清を加えて い ない well で は

遊離がみ られなか っ た．Figコ に 5 人の 異 なる ドナー

か ら分離 した 好酸球 を用 い て ，血 清 の 希釈濃度 と EPX

の 最大遊離率との 関係 を検副 した代 表的な ユ例 の 結果

を 示 した．IgG抗体価が 10300　U／ml の 血清で は O．1％

の 濃度 で 最大遊離率 （29．13± 12．13％ ， n 二5）を示 し，

64001gGU ／ml の 血 清 は O．3％ の 濃 度で 最大 遊 離率
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　Fig．2．　 E旋 ct　of　IgG　depletion　from　serum 　on 　EPX

release　induced　with 　Candida　antigen ．　After　the　se−

rurn 　containing 　lO300　U／ml 　of 工gG　to　Candida　antigen

was 　loaded　on 　Pro吐ein 　G　cohmm ，　the　fraction　passed
through 　thc　column 　was 　used 　as 　IgG−depleted　serum ．

The　fraction　retained 　on 　the 　colurrln 　was 　used 　as 　IgG−

richserun1 ．

（25．24 ± 13．85％）を 示 し た．さ ら に ， 270　lgG　U／ml

の 血清 で は 3％ の 濃度まで 遊離が起こ ら な か っ た．な

お，抗原を固相化せず に最大濃度 で あ る 3％ の 患者ユil　1．

清の み を 固相化 し た we ！lに お け る EPX の 遊 離率は

O．42± 0．90％ で あっ た．

2．特異的 IgG抗体 の EPX 遊離へ の 関 与

　EPX の 遊離 が IgG抗体を介 し て起こ る こ とを確認

す る た め に，患 者血清 （103001gG　U／mD を Protein

G カ ラ ム を用 い て lgG を 除去し た分画と カ ラ ム か ら

溶血された IgG 分画 に分離 し，各分画 と原血 清に よ る

Epx の 遊離率 を比較した （Fig．2）．原血清は o．1％ の濃

度で最大遊離率 （34，33± 15．76％ ， n＝3）を示 し，　 Fig．

1 と同様 の 結果が得 られ た が，原 血 清 か ら IgG を 除去

する と遊離は 全 く認め ら れな くな っ た． ・
方，lgG 分画

で は原血清 と ほ ぼ 同程度 の 遊 離 （O．Ol，O．］，1％ の 各一分

画濃度に おける遊離率は各々 36．IO± 15．26％，37．14±

10．98％，36．73　± 　11．83％）が み られ た ．

3．FCYR を介 し た EPX 遊離へ の 関与

　 ヒ トの 末梢 血 好酸球は IgG　Fc リ セ プ タ
ー

を発現 し

て い る こ とが知 られ て い る 13）M ｝が ，Fig．3 に 示 す よ う

scaLE ＝　 512 POTAt ．＝　　 1  egけ

SCttE ＝　 　E12 TOTA ．．　　 1000 ら

Contrel

ー
ノ

ー
ナ

CD3297
．71±0，94％

Fig．3、　Expression　of　FcY　RII（CD32 ） and 　Fcγ RI

（CD64） on 　eQsinophHs 　from　asthmatics ．
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　Fig，4．　 Effect　 of 　 antibodies 　 against 　 CD18，　 CD32

and 　 CD230n 　 eosinophil 　 degranulation，　 E〔〕sinophils

werc 　preincubated　witl ユ each 　antibody 　or 　without 　an 一

しibody　for　30　min 　at　4℃，且nd 　then　the　cells 　were 　clu −

tured 　in　the　YveUs ，　which 　had　been　coated 　with 　Can一

誑面 extract ，foUowed　by　trca〔ment 　wlth 　Oユ％ serurn

con しaiIユing工0，300　U／m ［of　lgG　to　Candida　antigen 　for

I5　h　at　37℃．The 　results 　sh 〔〕ws 　the　data　from　six 　dif−

feren亡eOSinophil 　preparatiOns ．

に フ ロ ーサ イ トメ トリーに よ る 測定で ，
1喘息患者 の 好

酸 球 で は FcY　RII （CD　32）は 97．71 ± O．940／， ，　 FcγRI

（CD 　64）は 1．06± 2．17％ の 陽性率で発現が確認さ れ た

（n・＝3）．そ こ で ，好酸球表面に発現 して い る こ れ らの 受

容体と EPX 遊 離との 関係を抗 FcR 抗体を用 い て 検討

した．FcγRH の ）］1 和抗 体 で あ る anti−human　CD32

F （abl）2 あ る い は Fc ε RIIの 抗 体 で あ る anti −humall

CD23 を 106個 の 好酸球 に 2μg ま た は 10μg 加 え て

4℃ ， 30 分間反応させ た後 ， Cundida粗抗原 と O．1％ の

濃度 の 患者 9tl清 （103001gG 　U／ml ）を反応 さ せ た we11

に 加 えて 培養 した．抗 FcR 抗体 で 処理 しなか っ た 細胞

の EPX の 遊離率 （23．47± 10．41％，　 n＝5）を IOO％ と し

て 比較する と，Fig，4 に 示 した様に 2μg お よび ⊥Oμg

の anti−CD32 で 処理 した 好酸球か ら の 遊離 の 割合 は そ

れ ぞ れ 6553 ± 9．　．24％ （p＝O．0027），60．22± 9．37％ （r」
＝

0．0062）で 有意な抑制が み ら れ た．

　
・
方，anti −human 　CD23 は EPX の 遊離に 全 く影響

を与えな か っ た （99．03± 12．26％ ， NS ）．ま た，anti−CDI8

F （ab
’
）2 で 処 理 した場合 には遊離 が著 し く抑制 （14．81

± 2．12％ ，p≡〔）．0404，　n ＝2）さ れ た こ とか ら ，
こ の 実験系

で は好酸球 の CDI8 を介 した接着が大 きく関与 して い

る こ とが示唆された （Fig．4）．

4．lgG サブク ラ ス による EPX 遊離

　IgG サ ブ ク ラ ス に よ る EPX の 遊離率の 違 い を比較

し た．マ イ ク ロ プ レ
ー ト に 0．05Mcarbonate 一

｛
器
）
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　Fig．5．　 EPX 　release 　by　immobilizedIgGl，　IgG3　and
IgG4．　Each　symbol 　shows 　the　results　by　 eosinophils

frorrl　different　donors．

bicarbonate　buffer（pH ＝9，6）で 50 μg／ml に溶解 した

human 　IgG　l，　IgG　3 あ る い は IgG　4 を 0．⊥ml ／well 加

え，37℃，2時間イ ン キ ュ ベ ー
トして 各 lgG を固相化 し

た後，好酸球を加 え て培養 した．そ の 結果，Fig．5 に 示

し た よ うに IgG　lお よ び lgG　3 で 高 い EPX の 遊 離

（lgG　l ：43AO ± 422％，　 IgG　3 ：49．56± 9．46％ ，　 n ＝3）が

み られた．こ れに対 して，lgG　4 による遊離 （12．02± 5．52

％）は IgG　1 （p ＜O．Ol）や IgG　3 （1？〈0．05）に 比 べ て 有

意 に低値を示 した．〔gG 　l と IgG　3 の 遊離率の 間に は有

意な差は 認 め られ な か っ た．

5．免疫複合体に よ る EPX 遊離

　IgG の 免疫複合体に よ る EPX の 遊離を検討 した ．

Ca．ndida 粗 抗 原 （5，　50 ま た は 500μg／（LO5　ml ） と 10

倍に希釈 した患者血清 （11iOO　IgG　U／ml ；O．05　ml ） を

well に加え て 37℃，1時間 イ ン キ ュ ベ ート した後，好

酸球を加 えて 培養 した．コ ン トロ
ー

ル として，抗原 の

み を O．5，50，　SOO　pg／0．2　ml ／well 加えて 細胞 と培 養し た

場合 の 遊離率は各々 O．61 ± O．78％ ， O．59± 1．02％ ， 5．07

± 5．73％，10 倍に希釈 した患者血清の み を加えた 場合

の 遊離率は 0．67± 0．95％ であ っ た．こ れ に対 して ，抗原

と 患 者 血清 を加 え て 反 応 させ た well で は 明 ら か な

EPX の遊離 （500μg／0．2　ml ：28．14± 6．68％，50　pg／O．2

ml ：6．19± 5．53％，　 O．5　pg ／O．2 【nl 二6．17 ± 6．11％）が認 め

ら れ た．なお ，患者i面青を非働化処理 （56℃ ， 30分間）

して 行 っ た同様 の 実験 で も同 じよ うな結果が得 られ た

（data　not 　shown ）．また ，
　 anti −CD18 　F （ab

’
）2 は こ の
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　Fig．6，　EPX 　release 　from　eosillophils 　after 　incuba−

tion　with 　crude 　C αndidn　antigens 　and 　a　patientls　se−

rum 　containlngIgG 　antibodies 　inliquid　phase．

　Differeiユt　cQncentrations 　（O，5，50，500　mg ／50　rn⊥）　of

Candidfi　antigens 　were 　preincubated 　with 　50　ml　of　lO

％ ser しlm 　containing 　ll，100　Uf
’
ml 　of　lgG　to　Candida　 ai1−

tigcn　for　60111in　 at　37℃ ，und 　then　 eosinophils 　were

cultured 　with 　the　mixt しlre 　fQr　l5　h　at 　37℃．The　resuhs

sbows 　the 　data　fro］n 　five〔lif．ferent　cosinophil 　prepara−

tions，

IgG一免疫複合体に よ る EPX の遊離を Fig．4 に示 した

結果 とほ ぼ 同程度 に 抑制 した Cdata　not 　shown ）．

6．精製抗原 に よ る EPX 遊離 と血 清中の 特異的 工gG

抗体量 との 関係

　2種類 の 精製抗原 Mn 　A お よ び CAAP と各抗原に

対する IgG抗体を定量す る こ とが で きた 18例 の 患者

血清 を用 い て EPX 遊離を比較 した ，　 Fig．7 に示 した代

表的な 4 例 の 結果か ら，MnA で は粗抗原 と同様 に血

清 の 濃 度 に 依存 した 明 ら か な遊離が 認 め られ た．また ，

IgG抗体価が高い 血清 で はよ り低濃度で 遊離 の 起こ る

こ と が確か め られ た，　
・
方 ，

CAAP で は 全 く遊 離 が 起

こ らなか っ た．な お，Candida粗抗原に お い て ，
　 IgG

抗体価が 65．9U ／ml の 血 清で は濃度依存性 の 遊 離を示

さ なか っ た．こ の 原 网は不明だが，後述す るように血

清中の 何 らか の 因子 の 影響が考え られ る。

　EPX 遊離 と血清中 の 工gG 抗体量 と の 関係 を見 る た
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　Fig．7，　EPX 　rele且se　induced　by　crude 　C配η誑磁 ex −

tract （upPer ），acid 　protease （kower）or　rrlannan 　A （1nid −

dle）ill　four　sera 　c〔］ntaining 　different〔：〔mcerltratiolls ｛⊃f
IgG　to　each 　an 口gen ．

め に ，1入 の ドナ
ーか ら分離 した 好酸球を用 い て ，18

例 の 患者血清 （Mn 　A に対す る 工gG 抗体価 ：3．5〜344．O

IU／ml ）の そ れ ぞ れ の 最大遊離率と wel1 上 に存在する

抗体量 （予備実験 で得ら れ た最大遊離を起こす 【f［L清 の

希釈度に 1血清中 の Mn 　A に対す る IgG抗 体価を乗 じ

た値） との 関係を比較 した．両者 の 問 に 有意な相関は

み ら れ なか っ た （data　not 　shown ）が ，同様 の 実験 を他

の ドナ
ー

か ら分離 した 好酸球 を用 い て 行 っ た と こ ろ ，

こ れ ら 2 回 の 実験 で 得 られた結果 は有意 な相関 （p＝

0．0218）を示 した ．
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4

　そ こ で，10／18例の 1瞬青か ら Protein　G カ ラム を用 い

て IgG 分画を分離 し，1 人 の ドナ
ー

か ら分離 した好 酸

球を用い て 検討 した結果，EPX の 遊離率と固相化 され

て い る と 考え られる IgG抗体量 は極め て 高 い 相関 （p
＜ O．OOOI）を示 し，　 EPX 遊 離が IgG の 抗体議 に依存 して

起 こ っ て い る こ と確認 した．また，IgG抗体以外の他の

巾1．清 1大1子 が EPX の 遊離に影響を及 ぼ す こ と が 推測 さ

れ た （Fig．8）．

考　察

　成入発症11崗息に お け る ア ト ピー型 ：混合型 ：感染

（非 ア トピー）型 の 割合は ほ ぼ 1 ：1 ：1で，全体 の 約 2

／3 に ア トピー
反応の 関 与しな い 喘息症状 の 発現が認

め られ る 7〕．ア トピー型喘息と非ア トピー型瑞息は共

に表現型と して の 臨床症状は 同 じで ，気道の 組織所見

は好酸球浸潤 を伴 っ た炎症反応 を特徴 とし て い る が ，

非ア トピー
型喘息には 通年性 の 慢性喘息が多い ．また ，

非 ア トピー
型喘息 の 成因として環境抗原や常在性の 微

生物抗原が関与 して い る可能性が示 唆され て い る．例

えば，Candidaは ヒ トの 皮膚 や 冂 腔，消化管粘膜 の 常在

真 菌 で 気管 支1喘息 の 原 因 ア レ ル ゲ ン の 1 つ で あ る 15〕

が，成人気管支喘息患者 で は Can．didaに 対する即時型

皮膚反応 が 陽 性 の 場含 で も，⊥肛清 il［に C β祕 諏 に 対 す

る IgE抗体を認め な い 場合 が多 く， IgG抗体が 高率に

認められ る こ とが知られ て い る．また，気管支喘息患

者に 限 らず健常人 で もCandida が常在真菌で ある こ と

か ら1血清 中に Cand’idaに 対する 匸gG 抗体を認 め る場

合が多い ．こ れ ら の 知見か ら，Candida な どの 常在菌抗

原が lgE 抗体 を介 さない メ カ ニ ズ ム で非 ア トピー
型

喘息の病態に 関与して い る可能性 に つ い て検討 した，

　今［1iの 研究で ，我々 は Cartdida抗原が IgG抗体 を介

して好酸球か ら 脱顆粒を引 き起 こ す こ とを明らか に し

た ．Candida粗抗原 と Candid” に 対す る IgG抗体価が

異なる 患者血清を反応 させ た well で 好酸球を培養 し

た 結果，」i］L清 i戸の IgG 濃度 に依存 した EPX の 遊離が

認め ら れ た．こ れに対 して ， 抗 原 の み を罔相化 し た

well ある い は患者 lllL清の み を固相化 し た wel1 で は 遊

離は起 こ らな か っ た ．さ らに，プ ロ テ イン G カ ラ ム を

用 い て 血 清中 の 正gG 分画を除去 した とこ ろ，好酸球の

EPX 遊離 は 完全 に抑制 さ れ ，　 Candida 抗原 を介した好

酸球 の 脱顆粒 には lgG抗体が 関与し て い る こ と が明

らか に な っ た．

　 ヒ トの lgG抗 体 の サ ブ ク ラ ス で ある lgGl．lgG3，
IgG4 をマ イク ロ プ レ

ートに 固相化 して EPX 遊離 を比

較 したと こ ろ ， IgG　1 と IgG　3で 高い EPX の 遊離がみ

られた が，IgG　4 に よ る 遊離 は僅か で あ っ た．ヒ トの

FcγRII （CD　32）は IgG と低親和性で結合す る FcγR

で ，その 結合性は lgG　lあ るい は lgG　3 との 結合 が最

も強 く，
IgG 　4 との 結合 性は 弱 い こ とが 知ら れ て い

る 17）．Fig．5 の実験で み ら れ た IgG サ ブ ク ラ ス に よる

EPX 遊離 の 違 い は こ の FcγRIIに対する 工gG の 反応

性 と
．一致して い た．一方，我 々 は患者 r航清中 に Candida

に 対す る IgG　1，　
’
lgG　3，　lgG　4 の 各抗体が 存在す る こ と

を確認 し た が ，それぞれ の 抗体価 と EPX の 最大遊離

率 と の 間 に 明 らか な 相 関 は認 め られ ず （data　not

shown ），血清中の ブ タ クサ抗原に対す る IgG　1あ る い

は IgG　3 の 抗体量 と EPX 遊離 の 間に有意な相関 を認

め た とい う報告 と は一
致 しなか っ た／1）。

　 ヒ トの 末梢 lin好 酸 球 に は 組織構成 的に FcγR や

Fc〔xR が 発現 して い る．喘息患者 で は 97％ 以上 の 「場性

率で FcY　RIIの 発現を認め たが ，　 FcY　RI （CD64 ）の 発

現 は 非常に僅かか ほ と ん ど 確認 で きなか っ た 13〕．ま

た ， 常に CDI ユa ／CDI8 （LFA −1），　 CDll　b ／CDI8

（Mac −1），　 CDIIc ／CDI8 （gp 　l50，95）お よ び CD49 　d／
CD29 （VLAt4 ）な ど の イ ン テ グ リ ン も発現 して い る 13｝

が，固 相 化 し た human 　lgG や IgG を 結 合 さ せ た

Sepharose　4　B　beads の 刺激 に よ る好酸球 の 脱顆粒5）
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や HSA を 固相 化 させ た プ レ
ー

トで の GM −CSF と

TNF −a の 刺激 に よ る 脱顆粒反応 6）で は
， β2 イ ン テ グ リ

ン を介 した細胞接着が 好酸球の 活性化や シ グナ リ ン グ

に 重要で ある こ とが示され て い る ．そ こ で
，

anti −CD 　32，

anti −CD23 お よ び anti −CDI8mAb に よ る 遮 断実 験 を

行 っ た．anti −human 　CD32 　F （ab
’
）2 は EPX の 遊離を有

意に抑制 したが，anti−human　CD23 では全 く抑制され

なか っ た3｝．さ らに，anti−CDI8 　F （abl ）2 は EPX 遊i離

を著 しく抑制する こ とが確かめ られた．こ れらの 結果

か ら，IgG抗体が FcγRIIを介して こ の 実験系に 関与

する こ とは明 らかで あ る が，固相化さ れ た抗原と 丁gG

抗 体 を介 し て 好酸球の 脱 顆粒 が 引 き起 こ され る に は

β2 イ ン テ グ リ ン に よる細胞接 着が さ らに必要 で あ る

と思 わ れ る ．

　低親和性の IgG受容体で ある FcγRIIは，モ ノ マ ー

聡 G との 結合性は弱い が，固相化 し た IgG や IgG の 免

疫複合体と結合する 16〕。そ こ で ，IgG の 免疫 複合体 に

よ っ て 好酸球の EPX 遊離が誘導 されるか検討した ．

Takenaka らの 方法 17）に従 い ，　 Candida粗抗原 と IgG

抗体価の 高い 患者lllL清を反応 させた後，そ こ に好酸球

を加え て培養 し．ヒ清巾 に遊離 した EPX の 濃 度 を測 定

した．そ の 結果，高濃度の C朋 4漁 粗抗原（0．5mg ／0，05

ml ） と 10倍 に希釈 し た患 者血 清 （】1，100　lgG 　U／ml

の 血清を O．05　mt ）を反応 させ た 場合 に明 ら か な EPX

の 遊離が認 め られ た．一方，抗原 あ る い は 10倍希釈 し

た 患者血清の み の刺激 で はほ とん ど遊離 が起 こ ら な

か っ た こ とか ら， 固相化 され た抗原 に 限 らず免疫複合

体で も IgG抗体と FcγRIIの反応 を介 して 好酸球の 活

牲化が起こ る 可能性が示唆さ れ た．また ，
こ の 実験系

に お い て も anti −CD18 　mAb は EPX の 遊離 を強 く擠」

制 し， β2 イ ン テ グ リ ン に よ る接着を介 した好酸球 の 活

性化 とそ れ に続 く反応 の 重要性が示 された （data　nQt

shown ）．なお ， 同様の 実験を患者血清を非働化して 比

較 したが ， 未処理 の 場合 と全 く変わ らない 結果が得 ら

れ た こ とか ら，こ の 系 で の EPX 遊離 に は 補体系 の 活

性 化は関．与して い ない もの と思 わ れ る．

　 C．a．lbicansは気管 支喘息の 原因 ア レ ル ゲ ン と し て 主

要 な抗原成分 で あ る CAAP と Mn 　A が 重要で ある と

考えられ て い る．CAAP は C．　albicans が分泌す る酵素

で，IgA や secretory 　component を分解す る こ と に よ

り C．　albicans が ヒ トの皮膚や 粘膜に侵入す る の を可能

に して い る．また
，
Candida に よ る ア トピー性喘息 に 関

与す る 重要な ア レ ル ゲ ン で あ る こ とが 示 され て い

る 8）9）．こ れ に 対 して ，MnA は細胞壁 を構成する多糖

体で他の真菌ア レル ゲ ン と交差反応性をもつ 共通抗原

で ，C．　albicans に 対す る IgG抗体 を産生す る 主要 なア

レ ル ゲ ン で ある こ とが分 っ て い る le）．

　 こ の 2 種類 の 精製抗 原 を用 い て EPX の 遊離 を比 較

した結果 ， Mn 　A で は血清中 の 王gG 抗体 の 濃度 に依存

した明らか な遊離が 認め られ，Mn 　A が抗原と lgG 抗

体を介 した好酸球の 脱顆粒に 関与する重要な抗原であ

る が示 された．．．一・
方 ， CAAP に よる遊離は全 く認め ら

れ なか っ たが，こ れ は血清 中 に CAAP に対す る IgG

抗体量が少 な い ため と考え られ る．我 々 は，Candida

粗抗源 に 対する即時型皮膚反応 陽性 の 気管支 1喘息患者

を対象に Candida 粗抗原と CAAP に よ る眼結膜誘発

反応を実施 し た結果 ， Candida粗抗原に対する 反応陽

性 の 内 の 75％ は CAAP に対す る 反応が陽性で ，こ れ

らの 症例 で は末梢 血白血 球の ヒ ス タ ミ ン 遊離お よ び吸

入誘発 反応が陽性で あ っ た こ とか ら，CAAP が C，　a1−

bicansに よ る粘膜ア トピー反応 に 関与する抗原で あ る

こ とを明らか に して い る 18）．

　患者血清中の Mn 　A に対する IgG 抗体価 は EPX の

遊 離 量 と相関 しなか っ た．し か し，患者血清の IgG

分画 を用 い て 検討 した結果か ら，IgG 抗体以外 に i〔IL清

中 の 何 らか の 因子 が EPX の 遊離に影響を与えて い る

可能性が 示峻さ れ た．

　 今回 の 研究 に お い て ， 我 々 は Candida抗 原 と lgG

抗体を介 して in　vitr   で 好酸球の 脱顆粒が引き起 こ さ

れ る こ とを明 らか に した．Candidaは ヒ トの 体 内 に常

在す る 真菌 で 宿主 に 対 して 常に抗原 と して 作用 して い

ると考えられる こ とか ら，こ の よ うな好酸球の脱顆粒

の メ カ ニ ズ ム が非 ア トピー型慢性喘息 の 発症 機序に 関

わ っ て い る 可能性が考えられた．
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DEGRANULATION 　OF 　EOSINOPHILS 　BY 　IgG　ANTIBODY 　TO 　CANDJDA 　ANTIGEN

　　　　Yasuko　Ikeda，　Haruhisa　Mita，　Makoto　Kudo ，

　　　　　　 Maki　Hasegawa　and 　Kazuo　Akiyama
Department〔］f　Clinical　Research、　Nationa正5agamihara　Hospital

　　　The 　pathophysiological　ro ！e　of　IgG　ant 重body 　to　fungi　antigcn 　widely 　dlst．ributed ［n 　envlronInent 　such 　as

Candida　ulbicans　in　bronchial　asthma 　has　not 　been　clarified ．　Wells　of 　microtiter 　plate　were 　cGated 　with 　the　ex −
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’ 　　　　　　コ
tract　of　Candida　albicans　and 　then　lgG　antibody 　was 　i皿 mobilized 　on 　the　wells 　by　incubatlon　with 　patlent　s　se−

rum ，　After　cultivation 　of　eos 工nophlis 　on 　the　wcU ，　degranulation　of 　eosinophiis ，　as 　assessed 　by　quantitation　of

EPX 　in　the　supernatant ，　has　been　observed ．　Degranulation　was 　completely 　abrogated 　after　depletion　of　IgG　in

the　serum 　and 　aiso　decreased　by　incubation　of 　the　cells 　with 　anti −CD32 　antibody ，　or　allti−CD18 　antibody ，　but

not 　anl．i−CD23antibody．　Immune 　complex ，　which 　had　been　prepared 　by　incubation　of　the　extract 　of　Cundida　al−

bicans　wit ．h　patientls　serum ，　also　evoked 　degranuiation　of　eosinophils ．　Wc 　have　examined 　whether 　degranula−

tion　can 　be　induced　by．　twe 　pLtrified　antigens 　of　Candida　albicans ，i．e ．t　mannan 　A 　and 　acid 　protease．　IgG　anti −

body　t  acid 　protease　was 　detccted　at　no 　or 　minimai 　levels　in　lnost 　sera 　and 　the　antigen 　did　not 　induce　de−

granulation．　On 　thc　other 　hand，　mannan 　A 　induced　degranulation，　This 　observation 　may 　be　due　to　response

for　the　presence　of　IgG　antibedy 　to　mannan 　A 　in　the 　sera ．　Tllese　results 　suggest 　that　immobilized　IgG　in−

duced　degranulation　of　eosinophi ！s　through 　FcγRII （CD 　32） on 　eosinophils 　and 　mannan 　A 　is　a　major 　allergen

associated 　with 　IgG−induced　eosinophil 　degranulation．
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