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　抗 ア レ ル ギーNj　azelastine （Azeptin   ）の ヒ ト末梢血 リ ン パ 球 に お け る interleukin　2 （IL2）反応性

誘導 に 対す る 効果 を検討 した．気管支喘息患児の 末棺血単核細胞 に 対す る ダ ニ 抗原特異的 IL2反応性 は

azelastine 　4  ng ／m 里お よ び 400ng／m 】で 有意 に 抑制 され た．4ng／ml で は一部 の 症例で 抑制 を認め た ．症

例 に よっ て は4000ng／ml で IL2反応 性 が 誘 導 さ れ た が ，こ れ は aze 且astine に よ る 直接の mitogenic

effect で あ る 可能性 が 示唆 され た．こ れ ら の 抑制効果 は抗原呈示緬胞 （付着細胞！を azelastine 処理 し

た場合 に 認 め ら れ た が，非付着飆胞 を処理 した場合 は 認 め られ な か っ た。purified　protein　derivative

（PPD ） に よ り誘導 さ れ た健康人 末 梢 血 単核細胞 の IL　2 反応性 も40ng／m1 の 濃度 の pzelastineで 抑制

さ れ た．concanavalip 　A 〈Co鶏 A ）に よ り誘導 され た 健 康人 末悄血単核球 の IL2 反 応性 は 400ng／ml の

濃度 に お い て も抑制 され な か っ た．以上 か ら azelastine は特異抗原 で誘導 さ れ る IL2反応性 を抑制す る

軽度の 免疫抑制作用 を有 して お り，こ れ は抗原呈示過程に対す る抑制作用 に由来す る と考え ら れ た．

Key　words ：　antigen 　specific 　interヨeukin 　2　responsiveness
−

　azelastine
− bronchial　asthma

緒　言

　最近 種 々 の 抗 ア レ ル ギ ー薬が 開 発 さ れ て きた ．

azelastine 　〔4−（P−chlorobenzyl ）−2−（hexahydro・1−

methyl −1H ・azepine −4・yl）−1（2H ）−phthalazinone

hydrochloride〕（商品名 ア ゼ プ チ ン ）もそ う し た薬剤 の

一一
つ で，leukotriene産生・遊離抑制作用

ll
，　 histalnine

拮抗作用
21
などを有 し ， 主 と し て 1型 ア レ ル ギ ー

を抑制

す る こ とで 抗 ア レ ル ギ
ー

効果 を生ず る と考 えられ て お

り，実際臨床的 に もそ の 有用性が報告 され て い る
S）‘）．

　し か し，気管支喘息な ど の ア レ ル ギ ー疾患で は ，即

時型過敏反応 の み な らず ，遅延型過敏反応 の 関与 が 示

唆され て い る
帥

，我 々 は 既 に 7 レ ル ギ ー
患児 の 末稍血

単核細胞 を抗原 で 刺激す る こ と に よ り IL2反応性が

誘導され る こ と，こ の IL2反応性は 抗原特異的で ア レ

ル ギ ー
疾患 の 診断や病態 の 評価，さらに 薬剤 の 作用機

Rece 藍ved ：∫une 　4，1990

Accpted二｝uly 　23，⊥990
Abbreviat童on8 ：　ConA 　 concanavalin 　A ；　 Df
DematoPhagc）ides　乖刀 ゼ7置r昭 ；　II」2　interleukin　　2；

PPD 　pure　 protein　 derivatlve零　RAST 　radioal −

lergosorbenしtest；　 SI　 stimula 匠on 三n｛…ex

序 の 解 析 な ど に 有効 で あ る こ と を報 告 し て き

た餅 m ．今 回 気管支喘息患児 の 末梢血単核細胞 に 対す

る azelastine の 処理効果 に つ い て 検 討 し た の で 報 告

す る．

苅象及 び 方法

　1．対象

　対象は 2歳か ら 5 歳まで の 気管支嘱息患児 8 名 の 小

児で
，

い ずれ も臨床的 に 気管支喘息と診断 され皮膚反

応 お よ び IgE・RAST で は ダ ニ 抗原 に 対 し て 陽性 を示

した．

　2．方法

　患児 の ヘ パ リ ソ 加末檎 血 よ り Ficoll−Hypaque 比重

遠心法を用 い て 得た 単核細胞を，1 ％AB 血 清を 加 え

た RPMI 　1640に 1 × 10s／ml の 濃 度 で 浮 遊 さ せ ，

azelastine で 12時 聞 前 処置 した の ち ダ ニ 抗 原 （ヱ）er−

matoPlzcrgoides ル毎膨 以 下 Df） 10μg／ml を 添 加 ，

3ア℃ 10％COi培養器 で 6 日間培養後，洗浄 した の ち細

胞数を 再度 2 × 10ヲ0．2ml に 調製 し ，
　recombinant 　IL2

（味の 素）を40U ／0．2ml とな るよ うに 添加 し，再度 3 日

N 工工
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　Fig，1．　Met｝10ds　foτ　evaiua しlon　of 　effect 　of

azelastir 玉e　 on 　induction　of　 IL2　responsiveness 　 of

皇y！nphocytes ．

間培養した の ち ト リパ ソ ブ ル
ー

を用 い 生細胞 数を算定

し ，
IL2 非添加群 と の tt　sti 皿 ulatien 　index（SI）を もっ

て IL2反応性 を評価 した （Fig．1−1），

IL・反騅 一 揚縹潔魏 騰
また

， 薬剤 の 作用部位 を明 ら か に す る た め ，末 梢 恋 単

核細胞を付着細胞 と非付着細胞 とに 分離 し，薬剤処理

を 行 っ た後に 再 び 組 み 合わ せ ，同漾に IL2反応性を検

討 した（Fig．1−II），すな わ ち，末檎血 単核細胞を ベ ト

リ皿 に 2時間付着さ せ，付着細胞 と非付着細胞 に 分雜

し，付着細胞（1x105 個）に Df抗原を 6時間作用させ

た の ち，良 く洗浄 し，非付着細胞 （1Xlos 個）と組 み

合 わ せ ，同様に 5 日 間培養し，IL2反応娃を評緬 した．

一方薬剤処 理 群と して は ，予 め azelastine 処理 し た後

Df を添加 し ， 良 く洗浄 した 後非付着細胞 と組み 合 わ せ

る こ と で 付着細胞 に 対する azelastine の 効果 を評価

した，同様 に して Df 刺激を受 けた 付着細胞 “：　 azelas −

tine処理 され た 非付着細胞 を粗 み 合わ せ，非付着細胞

に 対す る azelastine の 効果 を検 討した ．

　また 同様 に して pure 　protein　derivatives（PPD ）及

帆 concanavalin 　A （Con　A ）の 健康成 人末梢血単核

細胞刺激 に 対す る azelastine の 抑制 効果 の 有無 を検

討す る た め ，同様に し て得た健康成人の 単核細胞 lx

106個 に PPI）及び Con　A を加 え，同様 に 5 日間培養 L

て IL2反応性を評価 し た，

　 こ の 実 験 に 使 用 し た azelastine は pH 　 7、4の

RPMII640培養液で 4ng／
’
ml ，40ng ノ

’
ml ．400ngi

’
ml ，400　Ci

ng ！dlの 各濃度に 希釈 し て 用 い た ，

結　果

　1，Df 特 異 的 IL2反 応性 に 対す る azelastine の 効

果 ：

　気管支喘息患児 の 末梢血 単核球 に 各濃度 の azelas ．

tineを添加 し，Df に て 誘導さ れ た IL2反応性 に よ る 抑

制作用 に つ い て 検討 し た結果を Fig．2 に 示す．縦軸 は

azelastine の 濃 度，横 軸 に IL2反 応 性 を stimulation

index（SI＞と し て 示 し た．　 azelastine を添加 しな か っ

た 場合誘導され た IL2反応性 は ，　 azelastine 濃度が40

ng ，

idl．400ngfdlで全例 に 有意な抑制 が認 め られ た．4

ng ！ml の 濃度 で は 症例 に よ り抑制 を認 め る 場合 （Pt「

2） と認め ない 場合 （Pt，1，3．4）があ っ た．

　一方4000ng／ml の 濃度で ti　Fig，2 に 示す よ うに 8

例中 2 例 に IL2反応性 が 誘 導された．こ れ は aze 】as−

tine 自身 に 高濃度 に お い て mitogenic 作用 の 可能性

があ る こ とが示唆され た．

　末峭単核細胞を付着細胞と非付着細胞 とに 分蔭 し，

各 々 に azelastine を処理 した 後 Df に て 誘 導 され る

IL2反応性 の 結果を Fig．3 に 示す．付着細 胞を40ng！

ml の 濃度 の azelastine で前処置 した場合 は
，
　 Df に よ

る IL2反応性 の 誘導 が 有意 に 抑制 され た が，4ngldlの

場合 で は その よ うな抑制は認め られ なか っ た．ま た ，

同様に 非付着細胞に 対す る抑制作用 を検討した が，こ

れ ら の azelastine の 濃度で は ほ と ん ど影 響 は 認 あ ら

れなか っ た．

　2．PPD 刺激 に よ り誘導 され た健康成人末梢血 単核

球 の IL2反応 性 に 対す る azelastine の 処理効果

　PPD の 刺激 に よ り誘導 さ れ る IL2反 応性 に 対す る

azelastine の 処理効果を検討し た と こ ろ，　Df で誘導 さ

れ る IL2反応性を抑制す る azelastise の 濃度 40ng ！ml

で リ γ パ 球 を前処理する と，PPD 刺激に 対し て誘導 さ
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　Fig．2．　Re 監aしionship　between 　the　concentration

of 　aze 】astine 　 and 　its　effect 　on 　the 王L2　 responsive ・

ness 　of 董ymph   ytes 孟nduced 　by　Df　antigen ．

　Fig．3、　 Patients　adherent 　cells 　pretreaヒed　with

azelastine 　faiied　to　present　Df　antigen 　te　respo ！1d・

ing　T　cells　in　induction　of 夏L2　responsiveness ，　but
not 　T 　ceH ．・p く 0．05，

鑒L層2responsiveness　（S．1）

れる IL2反応性は全例が有意に 抑鵠された （Fig．4），

　3．Con　A 刺激に よ り誘導され る健康成 人末梢 血 単

核細飽 の IL2反応牲 に 対す る azelastine の 処理 効果

　T 細胞 の mitogen で あ る Con　 A に よ り誘導さ れ る

IL2反応性に 対する azelastine の 処理効 果を検討 した

と こ ろ ， ConA 刺激 に 対 し て は
，
　D ‘に よ り誘導 さ れ る

IL2反 応性 が抑制 され る最大濃度で あ る400ng！m …で

も反応 の 抑糊が認め られ なか っ た （Fig，5）．

　Fig．4，　Effect　of 　 azelastine 　on 　the 　IL2　 reSPon ・

siveness　of　lympheeytes　induced　by　PPD ．

IL質2　responsive 胸ess （S．1）

　Fig．5．　Effect　ef　azelaStine 　on　the　IL2　respOn −

siveness 　of　lymphecytes　induced　by　Con　A ，

考　察

我 々 は ア レ ル ギ
ー
患者 の 末構血単核細胞 を病因抗原
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で 刺激 した の ち IL2 を 添 加す る と P ソ バ 球 の 増殖反

応 が認め られ る こ と を報告 しt：　fi　）
−II〕．こ の 反応 の 誘導

は，例 え ぽ ダ ニ 抗原 の み に 対す る ア レ ル ギ
ー

を有 して

い る患児は ダ ニ 抗原 で 刺激 され た 時 に IL2反応性 が

誘導され る が
， 卵白抗原な ど の 池 の 抗原 で 刺激 し て も

IL2反応性 は 誘導 されな か っ た．逆に 卵白に 対す る ア

レ ル ギ ー
の み を有す る患児 の 単核綱胞は ，卵 白抗原 で

刺激 され た 時 に の み ！L2 反応娃が誘導された が，ダ ニ

や他 の 抗原 で は誘導され な か っ た ．以 ft．か ら こ れ らの

反応 の 誘導は 各 々 の 抗原 に 対 して 特 異的 で ある と考え

られ た、こ の よ うに 抗原特異的 IL2反応 性 の 誘導は ，

従 来 よ り用 い られ た 皮膚反応や 血清 Ig£ 値 と同様 ア

レ ル ギ
ー

の 診断や 病態の 評価 に 非常 に 有用 と考 えらk

る ．こ の よ うな in　vitro で の 実験系 は薬剤な どの 有効

trや f？用機序の 検討に 有用 で あ る と 考 え ら れ る．今回

試験管内 で 抗原 とマ ク ロ フ ァ
ージ ・樹状細胞及び P ン

パ 球 の 組 み 合 わ せ を設定 し，各段階 で の azelas ｛ineの

効果を検討した．

　azeiastine は hlstamine 遊離抑 制作用 に 加 え，　 leu−

kotrieneの 産生及 び 遊離御制作用 を有す る phthal・

az三none 誘導体で ある．　 azelastine の 薬 理作用 と し て

は ，カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア に よ る ヒ ト好中球 の leu−

kotriene　C ， ，
　 D

，産生 ・遊離 の 抑制
i），カ ル シ ウ ム イ オ

ノ フ ォ ア に よ る ラ ッ ト 腹 腔 肥 満 細 胞 か ら の leu・

kotriene　C ，，　 D ， の 遊離抑制
12 ），　 leukotriene　C4，　 D4に

よ る モ ル モ ッ ト の 摘出回腸 の 収編 の 抑制．ラ ッ ト腹腔

肥満細胞 の カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア に よ る histamine

遊雌抑制効果
19 ）な どの 報告があ る．また 実験的 ア レ ル

ギ ー反応に つ い て も，
モ ル モ ソ トの 実験喘息 の 抑制

lt），

ラ ッ b 及 び モ ル モ ッ トの 受身皮膚 ア ナ フ X ラ キ シ
ー
反

応 の 抑制聯 ，モ ル モ ッ トの ア ル サ ス 反応 の 抑 制
IE ｝

　t； ど

有意な抑制効果を示す こ とが 報告 され て い る，これ ら

の 抑制作用を発現す る azelastine の 濃度 と し て は 10
−6

M か ら10−iM と い う報告が多 くみ られた．

　我 々 の 行 っ た azelastine の 濃 度 は そ れ ぞ れ le’e
，

10’7，10−s，1 一SM で 行 っ た が，こ れ は 健康人 で の

azelastine の 血 中濃度が，2mg を 服 用 し た と き最 高

1，1ng／ml 程で ある こ と ， ラ ッ ト に
ユ‘C で ラ ベ ル し た

aze1astine を与 え た と き血 液中 よ り肺 で 高濃度に 分布

し，そ の 濃度 は 血 中 の 30〜40倍 で ある こ と よ り妥 当で

あ る と考えた か ら で あ る．実際の 実験 で は
， 症例 に よ っ

て は 10’fiか ら搾制 が み とめ られ，10−7 で は 全例 に 抑制

が 認 め られた ，こ の 濃度は従来 の 研究 で 抑制 が 認 め ら

れ た濃度よ り低値であ り， よ り生理的濃度 で あると考

えられた ．

　我 々 は 末梢 血 単核球 を ペ ト リ皿 で 2時間静置す る こ

とで 付着細胞 （抗原提示細胞濃縮細胞群） と非付着細

胞 （T 細 胞濃縮細胞 群）に 分離 し，そ の 各 々 に 対 し

azelastine を作用 させ た の ち 抗原提示細胞 に 抗原 を

pulse し，再 び 1
．
10の割合で組み 合わぜ ，　IL2反応性

を 測定し た．薬剤を作用 させ な か っ た細胞を組 み 合お

せ た場合，患者で は iL2反応性 の 誘導が 認 め られた．

非付着細胞 を azelastine で 前処理 した の ち，抗原 で刺

激を受けた 村着細砲 に 組 み 合 わ せ た ときは 正常 の 反応

を示 した こ と か ら，azelastine は非付着細胞に 対し て

抑制作用 を有さ ない と考えられ た．
一

方，付着緬胞を

薬剤で 処 理 す る と 抗原 で 刺 激 し て も 1廴2 反応 性 は 誘

導されな か っ た．こ の こ とよ り azelastine は 付着細胞

に 作用 し，抗原認識な い し は抗原呈示過程を抑制 し，

そ の 結果 と し て IL2反応性の誘導を抑制す る と考え

ら れ た．

　azelastine の 示す多彩 な抗 ア レ ル ギ ー
効果 の 機序 と

し て は ，Ca ＋ ＋

流入抑制
17 ｝，　 leukotriene産生 酵素の 阻

害 1｝，細胞内 c・AMP 生成増加作用
ls）

， 膜安定化作用
ls ）

な どが推定 され て い る．赤木 らは azelastine の よ うな

薬剤は P ソ 脂質二 重層 に 対 し膜安定化作用を有し て お

り，そ の 結果膜の 透過性は低下し，種 R の 酵素反応が

阻害され，情報の 伝達が抑制さ れ る こ とを報告 して い

る
IS ）

。ま た 洲崎 ら は 赤 血球 の 構造 と機 能 に 対 す る

azelastine の 効 果 を 報 告 し て い る が，そ の な か で

azelastine が濃度依存的に 赤血球形態を変形 させ る こ

と を示 し，こ れが脂質二 重層 に azelastine が粗 み 込 ま

れ る た め に お こ っ た 膜安定化作用 に よ る 可能性を 示唆

して い る 19t．ま た ，同様 に 多形核白血球 の 刺激応答性 の

特徴か ら，反応 の 極初期 で あ る細胞膜 レ ベ ル を安定化

す る こ とで 抗 ア trル ギ ー
作用を発現 して い る こ とも示

唆 し て い る
2e ），また ，血小板 に azelastine を作用 させ

る こ とで ，PAF に よ る 血小板凝集を濃度依存的に 抑制

す る こ と も報告 され て い る
21）．こ の よ うに 膜安定化作

用 は 多形核 白血 球 の みな らず，赤 齏 球 や 血 小板で も報

告され て きて お り，azelastine の 多彩な薬理作用を
一

元的に説明で ぎる可能性 を持 っ て い る，

　我 々 の 実 験 結 果 “t　histamineや leukotrieneの 産

生 ・遊離の 抑讎などで は説明が困難で あるが 、 azelas ・

tine の 膜安定化作用を考慮す る こ とで 理解 が 可能で あ

る．すな わ ち，末 梢 血 単核球 に azelastine を 作用 させ

た 後特異抗原で 刺激 し て も IL2反応性 が 誘導 され な

か っ た の は ，薬剤に よ っ て 膜の 反応 性 が変化 し た た め
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で あり， 我 々 の 実験で は 抗原呈示細胞 に 薬剤が作用 し

k ときの み に 抑制が認め られ た こ とか ら，特 に 抗原認

誰な い し抗原呈 示過程 が 抑制 され て い ると考 え られ

tJ．こ の こ と は azelastine が
，

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 遊走

de　・貪食能 に 対 して も抑制的に 作用す る こ と
22］か ら も

充分考 え られ よ う．

　こ の azelastine の 抑制 作用 は Dξや PPD な どの 特

異抗原に 対 して は 有意 で あ っ た が，ConA に よ る 反応

は有意 に 抑制し な か っ た こ と よ り，そ の 抑制効果は 比

較的弱 い と考え ら れ た．

　なお ，本 論 文の 内容 は 第 16回及 び第17回 日本 臨床免疫学

会に お い て 発表 した．
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　　　　　　　　　　　PATIENTS　WITH 　BRON，
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　　Azelastine　suppressed 　the　induction　of　iL・2　respS）nsiveness 　lnduced　b》・Df　antigen 　in 鉾 肖pheral　blood

mononuclear 　cells　from　patients　with 　bronchial　asthmain 　a　dose　dependent　manner ．　Azelastine　suppressed 　antigen

presenting　adherent 　cells　but　not 　non ・adherent 　responder 　cells （T 　ce1盈rich　fraction）．　The　antigen 　sp   ific　IL−2
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