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卵 ア レ ル ギ ー 患児末梢血 リン パ 球の 卵白ア ル ブ ミ ン

特異的 IgA 産生能 に つ い て の 検討

　　同愛記 念病 院小児科
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一

　　馬場 　実

　　　埼玉 医大小児科

　　　 野間　剛

　　 東京 医歯 大 小児科

　　　 矢田純
一

　間接 型ブラ ッ ク形成細胞法を 用 い て 卵 ア レ ル ギー患児 リ ン パ 球 か らの 卵 白 ア ル ブ ミ ン （OVA ＞特異免

疫 グ ロ ブ リ ン 産生能 を検討 した．相当年齢の 健康小児 で は 10μg／m 且OVA で 刺激 し 5 日間培養 した末梢
血 リ ン パ 球か ら 112± 18／7x104　non 　T 細胞 （n ＝12）の lgA 特異 ブ ラ ッ ク 形成細胞 の 出現を認 め た が ，
患児で は 6±3／7× IO4　non 　T 細胞 （n ＝ 24） と，そ の 出現数 の 低下 を認 め た．特異 IgG，　 IgM の 検討 で

は患児で は そ れ ぞれ 84± 42／7x104　non 　T 細胞 （n ＝ 9 ）， 93± 13／7× 1D4　non 　T 細胞 （n ＝ 9 ）で，対 照

と比 較 して 有意差 を認 め な か っ た．以上 よ り， 卵 ア レ ル ギー患者で は 末梢血 リン パ 球 か ら の OVA 特異

IgA 産 生 能 は 低下 し て い る と考え られ た，
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緒　 言

　免疫 グ ロ プ リン A （IgA） は 分泌型 IgA と し て 気道

粘膜や 消化管，外分泌腺 な どの 局所免疫 に お い て 重要

な役割 を演 じて い る．ウ イ ル ス や 細 菌 に 対する中和抗

体 と し て の 働 きを持 ち
1），ま た そ の 高 い 凝集活性 や結

合 能 な どに よ り毒 素 や 食物抗原な ど と複合 体を形 成

し，異種蛋 白の 生体内へ の 取 り込 み を防 ぎ，生体感作

を阻止 して い る 2｝．ア ト ピー
性疾患に お い て は IgA 欠

損症 の 頻度 が高 く
3）4 ｝，ア ト ピー

素因 の あ る乳児の うち

血清 IgA 値が 低 い 群 で は 湿疹 の 発症率が 高 い とい う

報告な どか ら
5），こ れま で IgA 欠損 が ア ト ピ ー

性疾 患

の 発症に 関与 し て い る可 能 性 が 示 唆 され て きた ．我 々

は 唾液中の 分泌型 IgAを ELISA 法に て 測定 し，乳幼

児期 の 食物 ア レ ル ギ ー
患児で は 同年齢 の 健康 小児 に 比

較 し て明らか に そ の 値が低値 で あ る こ とを既 に 報告し

た が
6 レ，今回 は さ ら に 食物 ア レ ル ギ ー

患児 と IgA との
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Abbreviationg ；　OVA 　ovalbumin ；　β・Lg
beta・lactoglobulin； PFC 　plaque　forming 　cell；

SRBC 　sheep 　red 　blood　cell

関係を検 討す る た め に 乳幼児期 の 食物 ア レ ル ギ
ー
患者

リ ン パ 球 の 抗原特異的 IgA 産生能 を，末 梢 血 リ ン パ 球

を用い た 間接型ブ ラ ッ ク 形 成細胞法
S｝に て検討 した の

で 報告す る．

対　象

　卵白抗原の 皮膚反応 あ る い は IgE　RAST 陽性 の 気

管支喘息，ア ト ピ ー性 皮膚炎患者 で
， 鶏卵経 口 負荷試

験で蕁麻疹の 出現 や 湿疹 の 悪化ある い は 咳嗽，喘鳴 の

出現 な ど を み とめ た ア レ ル ギ ー反応陽性 の 11ヵ 月 か ら

6歳 まで （平均2．1± 1．4歳）の 卵 ア レ ル ギ ー
患者 24名

（男児15名，女児 9 名）の 末梢 血 リ ン パ 球を用い た ．対

照 と し て 同年齢 （平均 2．4± 1．1歳）の 健康小児 11名 （男

児 5 名，女児 6 名） の 末梢血 リ ン パ 球を 用 い た ．

方　 法

1） T 細胞 お よ び non 　T 細胞 の 分離 （Fig．1− （1））

患者お よ び 健康 者 の ヘ パ リン 加末梢血 か ら，Ficol1一

N 工工
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　Fig．1． 　 Method 　for 　detection 　of 　OVA ・specifi

plaque　forming 　 cells

Conray 比重遠心U
／｛g）　（比重1．077 ） にて分 離した単

細 胞1×

ユ07 個 を 胎 児ウシ］flL 清（FCS）O ．4ml に浮遊

， あ らか じめ3ml 　 FCS に て 洗っ た ポ リ ス チレ ン

樹 脂
カ

ラムID ）（Asahi 　Chemical 　lnducters ）に 充

し ，さら に 0．1ml の FCS を 追 加 し ， カ ラ ム のコ

クをと じ， 37 ℃
1 時間 静置 後 ， 一方で 調整した37 ℃ 1

擢 CS 加 リ ン酸バッファ
…
（PBS ） 4 − 5m1 を 静か に

ラ
ム に 流 し ，

コ
ックを開けて第・ 流出 画 分を得 ，

れを T 細 胞 群 と した． 次にカラ ムに残留する細 胞をPB

@10ml を 加 え ながら ピ ペ ヅトに てよく撹 拌 し

、物 理 的 に樹 脂 から 分離 し ， 第二流 出 画 分 を 得 ，

の 画分からヒツ ジ 赤 血 球〔SRBC ）ロ ゼ ット形 成 法

て SRBC に 反 応 す る B 細胞 群と 上記 の カ ラ ム 法

て 分 離した さい混入 して く る T 細 胞をSRBCと結合させたの

Ficol1 − Conray 比 重遠心法 にて
除去し，no

@T 細胞群と

た9 ｝且゜ 〕 。 　2 ）培 養 液 　AB 型血液の

人 5 名 以 上から採取 した血 清を 等量 ず つ 混合し，56 ℃

分間 不 活 化し ．た の ち，SRBC と 0 ℃ に て反応さ

抗SRBC 抗体の 吸収を行い，培 養 液 RPMI1640 （ GIB

） に 10 ％ e こな るよう に混和した． さらに2ME （mercaptoeth

ol）と

|glutamin を そ れ 1137 そ れ 5   μ M

2mM に なる
よう に添加

，以下 に 用い る 培 養液としたsne） ． 　 3） 卵白アルブ ミ ン 〔

ovalbumin ， 　OVA：）抗原および β一ラ クト
グロブリソ（β

lactoglobulin ，β一Lg ） 抗 原は Si

a （St ． 　 Louis 　 Mo ） か ら購入した ．

4 ） ブ ラ ック

の標的細 胞 に 用い る 抗 原 被覆ヒツジ 赤 血球の調 製 　P

でよく 洗 浄したSRBCO ， 1mR こ lmg ！ ml の OVA

O ．2ml 加え， 生 理 食塩水にて 全量を4 ．3m1 とし たも

に L25mM の CrCl30 ． 4ml を 加 え ， よ く 撹 拌し

たのち ， 32 ℃9  分 間培養後，PBS に て 3 回洗浄 し ，

OVA 被 覆

SRBC を 9− 11 ％に なるよう に培養 液 に浮

V し た脚 1

一・方， OVA 非 被 覆 SRBC も 同 様 の 濃度に 調

した． 　
5）卵自アルブミン特異

ブラッ ク 形 成細胞 の 検 出 〔 Fig ，1 − 〔 II ）（
II

j ） 　 分離
し
た 患 者 および健康者の nOn 　T 細胞7 ×

4 個 に 1．4× 105 個 の丁 細 胞をそれ ぞ
れ

加 え， 方法2

で得 た培養液で0．2mlに浮遊したのち培養プレー ト（Nun・ clon 　1 −63320 ，

round 　 bottom　96 　 well 　 microplate ）

移 し ， OVA を 1   μg ．fml の割合で添加し，3

  0％ CO2 培 養 器 に て 5日間 培養 後， OVA 被覆 S

C 浮遊液25 μ 1 ，各濃度 の ウ サ ギ 抗 ヒトIgA抗 体（医

生 物 学 研
究 所） 25 μ 1 ，および5倍希釈のモ ルモット補 体10

1 を細 胞 ペ レ ・ ソ トに添加し全量 をCunning

m 　 chambr に 移し ， パラフィン にて密封し， 37℃2時間〜3時間静

した後 ，検鏡 （ 40 倍）に てpl

ue 　 forming 　 cell （PFC ）

を 同定 し ， そ の 総 数 を
算 定した． 6 ） ブラッ ク 形

細 胞 の OVA 特 異 性 の 検 討 　出現してくるブ ラ ッ ク形 成細

が OVA 特 異 的 であ ること を検 討 す る た めに，

PFC 　 assay 時 ，補体を加 k な か っ た 場氤 

養細胞を加え な か っ た 場合，   標 的 細胞 として 非被覆

BC を用いた場 合
，
  PFCassay 時 に 大量の OV

R 原 を 加 えた場 合，   PFCassa
桙 ﾉβ一 Lg の よ う に 他の抗 原

を加えた場 合のそ れ ぞ れのPFC 数を

定したs）1°1 ． 　7 ） 統 計 学的検 討
はnon ・parametric 　 Wi

oxonrank 　 sum 　 test によった．　p　value が0

05以一 ド の場 合

意
と
し， す べ て の デ ー タは mean ± standard 　
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1138 卵 ア レ ル ギ
ー

患 者 の 卵 白 ア ル ブ ミ ン 特異 的lgA産 生 能

　 　 400
望
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芟
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乙
　 　 D
　　　　　 （

＿
）　　 × 100　　 × 400　　XlOOO 　 × 200D

　　　　　　　　 Titre　 oI　 anti −lgA 　antibody

　　Fig，2．　 Generatlon　of 　 OVA ・specific　IgA．PFC
　（n ＝5），mean ± SE，

結　果

　 1） ブ ラ ッ ク 形成細胞 の 検出

　 健康者 non 　T 細胞 7× 104個 に 2 倍 の 健康者 T 細胞

を 組 み 合 わ せ ，10μg／m10VA を添加 し て 5 日間培養

し た の ち，OVA 被覆 ヒ ッ ジ赤血球 を標的細胞 とする

間接型ブ ラ ッ ク 法 に て，出 現 して くる ブ ラ ッ ク 形成細

胞 （OVA ・PFC ） を検討 し た．　 PFC 　assay 時に 2 次抗

体 と して 400倍希釈 の 抗 ヒ ト IgA 抗体を 添加 した 場合

214± 56の PFC が 出現 し，他の 希釈濃度 と比較 し て 最

大値を示し た （Fig，2）．また， 2 次抗体と して 2000倍

希釈 した 抗 ヒ ト IgG抗体を 用 い た 場合 で は 289士 13の
PFC が 出 現 し，他 の 希釈濃度 と比較 し て 最大値を示 し

た （Fig．3）．

　2）ブ ラ ッ ク 形成細 胞 の 特 異 性 に つ い て の 検討

　PFC 　assay 時に 補体を加 えな か っ た 場合，お よ び 培

養細胞 を加 え な か っ た 場 合 に は PFC は 出現 しな か っ

た．標的細胞 と し て 抗原非被覆 SRBC を 用 い た 場 合 に

は PFC 数は ほ とん ど検出 さ れ な か っ た （Fig．4）．よ っ

て口こ の ブ ラ ッ ク は 免疫細胞融解現象 に よ る もの と考

え ら れ，ま た ， ヒ ッ ジ 赤 血球 に 対す る抗体産生をみ て

い る の で は な い と考えられた ．

　3） ブ ラ ッ ク 形成細胞 の 抗原特異性 に つ い て の 検討

　PFC 　assay 時 に OVA 抗原 100 μg／m1 を 添 加 し た

と こ ろ，PFC の 出 現 は 抑制 さ れ た ，対照抗原 とし て 用

い た β一Lg 抗原 で は そ の よ うな抑制を み と め な か っ た

（Fig．5），よ っ て，こ の ブ ラ ッ ク は OVA 特異 的抗体産

生細胞を観察し て い る もの と考 え られ た ．
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　Fig．3．　 Generation　of 　OVA ・specific 　IgG−PFC
（n 二5）．mean ±SE．
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wltho コt　　　 without 　　　　SRBC 　　　　SRBC

　 complement 　euttured

　 　 　 　 　 　 Pymphocyte5

　 Fig、4，　 Specificity　of 　PFC ．　Generation　of　OVA −

specific 　PFC 　was 　showed 　when 　the　target 　cells 　for
the　PFC 　 assay 　were 　OVA 　coated 　SRBC 　but　not

uncoated 　SRBC ．（n 二 3）．　mean ±SE

　4）卵 ア レ ル ギ ー
患 児 末 梢血 リ ン パ 球 に お け る

OVA 特異的 IgA 産生 ブ ラ ッ ク 形成細胞 の 検出

　健康者の 場 合と 「司様 に non 　T 細胞 を T 細胞 に 組 み

合わ せ ，OVA 抗原 を添加 した の ち，5 日間培養後，4eo

倍 希釈の 抗 ヒ ト IgA 抗体 を 2 次抗体 と して 用 い 測定

し 出現 し て く る IgA−PFC を検討 し た と こ ろ，　 non 　T

細胞7× 104当 り6± 3の PFC し か 出現せ ず，患者で は健

康者に 比較 して 有意 の 低値 を 示 し た （Fig．6）． こ の 場

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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　Fig，5．　 Inhibition　of　 IgA・PFC 　production　by

OVA 　antigen ．　Results　showed 　a 　representative 　data

of　three　independent　experiments ．
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　Fig．6．　Comparison　 of 　OVA ・specific 　 IgG，　IgA

and 　 IgM・PFC 　 between 　 healthy　 and 　 egg 　 allergic

children ．　 mean ± SE

合，2 次抗体を添加 し な か っ た 場合 の プ ラ ヅ ク を IgM

特 異的 ブ ラ ッ ク 形成細胞 と し， 2 次抗体 と して 抗 IgA

抗体を添加 し た場合 に 出現 し て く る プ ラ ヅ ク か ら抗

IgA 抗体非添加 の 場合 に 出現 して くる ブ ラ ッ ク を差し

引 い た もの を IgA 特異的 ブ ラ ッ ク 形 成細胞 とし た ．

　 5）卵 ア レ ル ギ ー患 児末梢 血 リ ン パ 球 に お け る

OVA 特異 的 IgG 産 生 ブ ラ ッ ク 形 成 細胞 の 検出

　200  倍希釈 の 抗 ヒ FIgG 抗体 を 2 次 抗体 と し て 用

い 出現 し て く る IgG 特異 的 ブ ラ ッ ク 形 成細 胞 を 検討

した と こ ろ ， non 　T 細 胞 7× 104当 た り84± 42 （n ＝ 9 ）

で，健康小児 の 94± 44 （n ＝ 7 ）と比較 して 有意 の 差 ぱ

み とめ られな か っ た （Fig．6）． こ の 場合， 2 次抗体 と

し て 抗 IgG 抗体 を 添 加 し た 場合 の PFC か ら抗 lgG 抗

体非添加 の 場 合出現 して くる ブ ラ ッ ク を差 し引 い た も

ユ139

の を IgG 特異的ブ ラ ッ ク形成細胞 とした．

　6）卵 ア レ ル ギ
ー
患 児 末 梢 血 リ ン パ 球 に お け る

OVA 特異的 IgM 産生 ブ ラ ッ ク 形成細胞 の 検 出

　 2 次抗体を添加 し ない 場 合 の PFC 数を IgM 特異的

ブ ラ ッ ク 形成細胞 と して 検討し た と こ ろ，患児 で は 出

現 した プ ラ ヅ ク は 93± 13 （n ＝9 ）で 健康小児 の 場 合 の

98± 22 （n ＝7 ） と比較 して 有意 の 差 は み と め ら れ な

か っ た （Fig，6）．

　7）今回対象 と し た卵 ア レ ル ギ
ー
患児の 血 清中 の 総

免疫 グ 卩 ブ リ ソ 値 は そ れ ぞ れ lgG894．4±99，6mg ／

dl，　 IgA87．7± 21．5mg ／dl，　IgM170．1± 21．9mg ／dlで ，

健康小児の 場合の IgG934 ± 113．7mg ／d1，　IgA76 ．4± 16

mg ／dl，　IgM158± 13．5mg ／dl と比較 して そ れぞれ有意

差 は み とめ られな か っ た．

考　察

　 ア レ ル ギ ー性疾患 と IgA との 関係 に つ い て は 未 だ

明 らか な結 論 は得 られ て い な い が，IgA は 皮膚や粘膜

面 か ら の 抗原の 侵入 に 対す る 免疫 学的反応 の 主役 と し

て抗原の侵入を阻止す る と 般 に 考え られ て い る
11 ｝．

し た が っ て ，粘膜の 障害や欠損 に よ り IgA 生成 が 阻害

され る と．抗原除去能 に 破綻が 生 じて 大量 の 抗原 が 侵

入 し，その 結果 IgEな ど他 の ク ラ ス の 抗体 の 産生が増

加 し ア レ ル ギ …性疾患が発症 しや す くな る と考 え られ

て い る
12 ］．ま た ，血 清 レ ベ ル で の 検討で も食物 ア レ ル

ギ ー
児 の IgA 値 は や や 低値を 示 す と い う報 告 が み ら

れ
IS ），我 々 も乳幼児 に お け る 食物 ア レ ル ギ ー患者 の 唾

液中分泌型 IgA が同年齢 の 健康児に 比較 し て 明 らか

に 低値 で あ る こ と を示 し た
6）．こ の よ うに ，食物 ア レ ル

ギ ー
患者 に お け る IgA ある い は 分泌型 IgA は そ の 遮

断抗体と して の 働 きに お い て 注 目され て い る，しか し，

選択 的 lgA 欠損症 に お け る ア ト ピ ー
性疾患発症 の 頻

度 は 報告 に よ り ま ち ま ち で ，
．．一

般人 口 に お け る 頻度 と

それ ほ ど差 が な い とする報告 も多 く，IgA 欠 損症 に

よ っ て 抗原除去能 に 欠陥があ っ て も，それ だけで は ア

レ ル ギ ー疾患発症 の 要因 とは ならない ともい わ れ て い

る，す なわ ち，ア ト ピ ー一一素因 を も っ た 個体 に お け る抗

原除去能 の 欠陥 が ア レ ル ギ ー
疾患発症 の 引 き金 に な る

の で は な い か と考 えられ る，

　末梢 血 リ ソ パ 球 を PWM 　（pokeweed 　mitogen ）で 束1」

激し て 得 られ た 培養上 清 中 の IgA の 多 くは dimer 型

で あ る と い わ れ，末梢血 リ γ パ 球 中に GALT 〔gut一
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1140 卵 ア レ ル ギー
患者の 卵自ア ル ブ ミ ン 特異 的IgA産 生能

associated 　lymphoid　tissue） 由来の IgA 産生細胞 な

い しそ の 前躯細胞 の 存在が推測 され，末梢血 リ ン パ 球

培養 に よ っ て IgA産 生細胞の
“homing

”
現象 の

…
局面

を と ら え る こ と がで ぎ る と考 え られ て い る 川 ．そ こ で

今回 我 々 は，食物 ア レ ル ギ ー
患 名に お け る抗原除去能

低 下 と し て の 分泌型 lgA 低値 の 原 因 を 検 討 す る た め

に
， 卵 ア レ ル ギ

ー
患児の 末稍 血 リ ソ パ 球を 用 い て

OVA 被覆 SRBC を 標的細胞 と した 間接 型 ブ ラ ッ ク 法

に よ っ て末梢血 リ ソ パ 球 か ら産生 され て く る抗 OVA

抗体産生 細胞 を 検 出 し，末梢 血 リ ン パ 球 レ ベ ル で の 抗

原特 異的 な lgA産 生能を 検討 した ． こ の 方法 の 要 点

は，ポ リ ス チ レ ン 系樹脂 カ ラ ム で 分離 し た T 細胞 を 用

い る こ と よ っ て，SRBC ロ ゼ ッ ト法に よ っ て 分離 した

場合 に お け る SRBC 抗原 に よ る T 細胞 の 感作 を さけ

る こ と が で きた こ と，non 　T 細胞 か ら SRBC 結合細胞

を ロ ゼ ッ ト法 に よ り除去す る と い う⊥ 夫 を加 え る こ と

に よ り，SRBC 自身 に 対す る抗体産生細胞 の 出現を減

少 させ
， 出現 して くる OVA 特異的 ブ ラ ッ ク 形成細胞

を 検 出 しや す くし た こ とで あ る．今回 こ の 方法 に よ り，

卵 ア レ ル ギ ー患児 で は IgG，　 IgA，　 IgM 各 ク ラ ス の

OVA 特異的免疫 グ ロ ブ リン 産生能に お い て IgA の 産

生 能 が 低 下 し て い る こ とが 示唆 され ， 食物 ア レ ル ギ ー

患者に お け る分泌型 IgA の 低値 の 要 因で ある と推測

さ れ た．ま た，食物 ア レ ル ギ ー
患児で は 末梢rm 中の IgA

抗体産生細胞 が粘膜局所の 反応部 に 集中 し た 結果 IgA

抗体産生 が 低下 して い る と も考え ら れ ，現在 こ の IgA

産生 の 低下 して い る 原因 に つ い て は 不 明 で あ る が ，さ

らに こ の 方法 を 用 い る こ と に よ っ て ，卵 ア レ ル ギ ー
患

者に お け る OVA 特異的 lgA 産生能低 下 の 解 析 が 可

能 に な る と考え ら れ た ．
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IN VITRODETECTION  OF
LYMPHOCYTESOVALBUMIN-SPECIFICOF  PATIENTS  WITHtgA

 PRODUCING  CELLS

HEN･EGG  ALLERGY

FROM

 Koichi Yamaguchii), Tsuyoshi Noma2), Minoru Babai' and  Junichi Yata3)

DePatments of Rediatrics, 
i,Doai

 Memon'al Hbspitat, 
L)Saitama

 Medical School,

            3) Todyo Mbdicat and  Denlat Universdy

   We  studied  antigen-specific  IgA production from the peripheral lymphocytes  of  children  with  hen-egg allergy

by using  the method  of indirect plaque forming cell (PFC) assay.  The number  of OVA-specific IgA-PFC generated
from the patient lymphocytes was  low (6 ±  317 × 1O  ̀non  T  cells)  in comparison  with  age-matched  normal  children

(112 ± 18/7 × 10" non  T cells).  The  numbers  of OVA-specific IgG-PFC and  igM-PFC generated from the patient
lyrnphocytes were  not  so different from those of the age･matched  normal  children.  This indicates that the activity

of OVA-specific IgA-antibocly production was  reduced  in patients with  hen-egg allergy,


