
The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

ア レ ル ギー 45（6 ），
554−561，1996（平 8 ）

気管支喘息患児 リ ン パ 球 の ダニ 抗原特異的 IL−2反応性

誘導 に 与 え る Roxithromycin前処置の 効果

中島　忠

　　 埼玉 医科大学小児科

吉沢 い つ み　　川野　豊 野間　剛

　気管支喘息患児に おけ る末梢血 リン パ球の ダニ 抗原特異的 interleukin　2 （IL・2）反応性誘導に与える

ロ キ シ ス ロマ イ シ ン，roxithromycin （RXM ）の 抑制作用を検討 した，10〜400μg／ml 濃度の RXM 添

加 に て ダ ニ 抗原 ， Derm α tophagoides 　furinae（Df）刺激で誘導 され る IL・2反応性が濃度依存性に抑

制 された。こ れ らの抑制作用を示す RXM の標的細胞は，　 T 細胞 よりはむ しろ抗原提示細胞であると考

えられた，同様 に PPD で誘導され る IL−2反応性の 誘導も RXM 処理 に て 抑制 されたが，　 Con 　A 刺激 で

誘導され る IL−2反応性の 誘導に お い て はその ような抑制作用は認め られ なか っ た．また RXM 単独処理

で は非刺激 リ ン パ 球の IL−2反応性を誘導し な か っ た こ とか ら，　RXM に は マ イ ト
ージ ェ ン と し て の リン

パ 球刺激作用はない と考え ら れ た．以上 か ら ， RXM に は ， 軽微な免疫抑制作用 に よ り，IL−2に 反応 して

増殖す る ア レ ル ゲ ン 活性化ヘ ル パ ーT 細胞を抑制す る こ と に よ り， サイ トカ イ ン ネ ッ トワ ークの 進展 を

防 ぐ作用 が あ る と考え ら れ た．こ れ らの 作用 は RXM の もつ 抗 ア レ ル ギ
ー

作用を 加 磁 ro で 示 したもの

と考え られた．
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緒 　言

　ダニ 誘発気管支喘息や食物摂取 で 増悪 を認 め る ア ト

ピー性皮膚炎な ど の ア レ ル ギー性疾患患児末梢血 リ ン

パ 球 を病因抗原 で刺激す る と ， リン パ 球は特異的 に 活

性化 され，autocrine ，　paracrine に 産生 され る IL−2（T

リ ン パ 球増殖因 子）に対す る反応性 を獲得す る
1）
−3 》。こ

れ らの in　vitro の 反応系 の 測定 は病因抗原 の 検索や ，

病勢 の 把握 に 有 用 で あ る
4｝．また こ れ らの 反 応系 に お

い て Df 抗原 はマ ク ロ フ ァ
ージ をはじめ とす る抗原提

示 細胞 （antigen 　presenting　cells ；APC ）に よ り T 細

胞 に 表示 される．抗原提示細胞 を HLA 　 class 　IIに対 す

る モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体で 処理 す る と，
こ の 反応が阻 止

され る こ と か ら，Df 抗原特異的 に IL−2反応性 の 誘導 は

APC 　 Eの class 　II抗原 に依存 す る
3）．

　
一．一

方 ， RXM は ニ ュ
ーマ ク ロ ラ イ ド系抗生剤 （Fig．

1＞ で 好中球 の 貪食・殺菌能 の 賦活作用 を もち，感染症

の 治療薬 と し て広 く使用 さ れ る
5｝6 ）

ほ か ，
ヒ ト リ ン パ 球

の 増殖反応抑制作用 を有 し
η ，近年 で はア レ ル ギ

ー
疾
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IL−2　interleukin−2；　RXM 　roxithromycin

　 0−CH2−O −CH2−CH ，
−OCH ，

／
N

H

　　　 ／
CH ，

H
　　

N
丶 CH 、

OH　　H
　　 HsC

　 　 　 　 　 　 　 　 CH ，

Fig．ユ．　 Structure　of 　roxithromycin ．

H

患 で の 臨床的投与効果 が報告 さ れ て い る
81 一ゆ ．こ れ ら

RXM の 臨床的有効性 に 対 し免疫 ア レ ル ギ
ー

学的解析

を加 え る た め ， ア レ ル ギ ー反 応 の サ イ トカ イ ン
・カ ス

ケ
ー

ド，に お い て 中心的な役割 をもつ と考 えられ る ア

レ ル ゲ ン 活性化 リ ン パ 球 に 対す る IL・2の 反応 性 の 誘

導 に 与 え る RXM の 処 理効果 に つ い て 検討 を加 えた

の で 報告する．
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対 　象

　気管支喘息患児 （BA ：bronchial　asthma ）あ る い は

他 の ア レ ル ギ
ー

疾患 を合併し て い る気管支喘息患児の

末梢血単核細胞を 用 い た．診断は臨床症状 ， 特異的 IgE

RAST ス コ ア，皮膚試験，抗原負荷テ ス トの結果を 用

い て 総合的 に行 っ た．対照 と し て 相当年齢の 上記諸検

査項 目が陰性 で ある，あるい は ア レ ル ギー症状 を示 さ

ず か つ ま た そ の 既 往の な い 健康小 児及び健康成人 を用

い た．

方　法

1．リ ン パ 球の IL−2反応性の 測定

　比重遠心法
11）

に て 分離，採取 し た 1x1  
e
／ml の 単核

細胞 に 10μg／ml の ダ ニ 抗原 （Df ： 1）enuatoPhagoide ∫

fan
’
nae ） （鳥居），5μg／ml の purified　proteirl　deriva−

tive（PPD ）， あ る い は 5μ g／m1 の concanavalin 　A （Con

A ） （シ グ マ ）を添加し ， 5ml 培養チ ュ
ーブ （Falcon）

を用 い て 10％非働 化 ヒ トプール 血清加 培 養液 RPMI

l64e中 に て 5 日間培養 し た の ち，培養チ ュ
ーブ中で 沈

ん で い る細胞 を底に 残 して 培養液を捨 て ， さらに 二二次

培養 の 為 の 培養液 を一
定量 添加 し て よ く攬拌後 4 等分

し ， そ の 2等分ず つ を96穴平底 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト （ヌ

ン ク 〉 に 分配 した の ち ， 2穴 に 0．1units　recombinant

IL・2 （武田）を添加 して IL−2非添加群 と共 に さ らに 3

日間培 養 し た の ち，LSQ 　medium 匚1ysing　staining

quenting 　medium ： 2 倍 希 釈 Pl　stock 液 （1mg ／m ］

prQpidium 　iodide　in　4．9％ EDTA ； シ グマ ） 1．5ml ，

EDTA 液 （4 ，9％ pH 　7．0 ；和光純薬） 7．5ml
，
　 Triton

XIO〔） （8％ v ／v ；和光純薬）1．51nl，2’D
希釈 drawing

ink （LEITZ ）0．lml か ら な る］を50μ 1添加後遠心 し

37℃ ， 30分 間静置 し た の ち 蛍光顕微光度計 （Leitz

PATIMED ）を用 い て 名・穴中 の 検体の 蛍光強度を測定

す る こ と に よ り生細胞数を定量 し ， IL−2非添加群 と比

較 す る こ と に より以下 の ご と く IL・2反応性 （SI）を評

価し た
4 ）12 ）．

RXM ・induced　IL−2　responsiveness （S．1。± S．E ）

T 旧 atmo 冖 t

　Fig、2．　 RXM 　alone 　failed　to　stimulate 　lymphocytes 　to　respond 　to　II，−2，　Data

are 　mean ± SE 　of 　a　 representative 　data　fron12independent 　experirnents ，

N 工工
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IL−2反応性 （stiinulation 　index：SI）＝・一

IL．2添 加時蛍光 強 度一．
細 胞 非 添加 時蛍 光 強度

tL．2非 添加 時蛍光強度 一細 胞非添加時蛍光 強度

ま た ， 他 の 特異抗原 あ る い は ， mitogen に よ っ て 誘導

され る IL−2反応性 に 与 え る こ れ ら の RXM の 処理 効

果に っ い て比較検討す る た め ， 喘息患児 （ツ ベ ル ク リ

ン 反応陽性）の 単核細胞 を 同様 に して concanavalin 　A

（Con　A ）及び pし／re　protein　derivatives（PPI）） で刺

激 し
，
IL．2反応性 を誘導 し評価 した．

2．RXM の 処理．法

　pH 　 7．4に 調製 した RprVtl　 1640培 養液 で 希 釈 した

RXM を〔〕．Ol，〔｝．1， 1 ， 10， 50， 10D， 2〔）O，400μ g／ml

に 調製 し
， 単核細胞 1× 106／ml に 添加 し た の ち，抗原 ま

た は Con　A を添加 し， 前記 の ご と く IL−2反応性誘導 に

与 え る影 響 を検討 した．
一・

部 の 実 験 で は種 々 の 濃 度 の

RXM に て 18時間，37℃ で 前処理 した の ち洗浄 し，　 Df

抗原を添加 し，IL−2反応性誘導に 与え る影響を検討 し

た．ま た ， RXM の 標的細胞 を決定す るた め ，
　 IL2反応

性を誘導す る抗原提示細胞 に 与え る処理 効果を検討す

る た め RXM で 前処 理 或 い は 非処理 の プ ラ ス チ ッ ク

付着細胞 を RXM 非処 理 ま た は 前処理 し た プ ラ ス

チ ッ ク 非付着細胞 （主 と して T 細 胞 か ら構成 さ れ て い

る）と組合せ ，10μ g／m 】Df で刺激し IL−2反応性に 及 ぼ

す RXM の 作用 を評価し た．

3．統計学的処理

　得 られ た 戊績 は対照 と比較 す る こ と に よ り analysis

ofvariance （ANOVA ）・Bonferroniに よ り検定 した．

IL−2反応性 （SD は
．
抗原刺激を し な い 群 と比 較 し

， 統計

学的に有意の もの を陽性と し た．ま た IL−2反応性（SI）

の 疾患 （抗原）特異性は健康者群 と比較 して 有意 に 高

い もの を陽性 と した．

結　果

1．RXM の リン パ 球 に 与 え る影響

　RXM を添加し て 5 口間培養 した リン パ 球 の IL・2に

対 す る 反応性獲得 に つ い て検討 し た結果 ， 工L −2反応性

の 誘導を認め な か っ た （Fig．2）．よ っ て ，　 RXM に は

　 　 　 　 Treatrnent

　　　　 wlth 　RXM 　　O
Antigen　 （μ9／ m リ

ー

none

Df

Df

Df

Df

Df

none

none

1

10

100

400

　Df −induced　IL−2　responsiveness （S．1。± S．E）

　　　Ohr，
−pretreatment　　　　　　　　 18hr．−pretreatment

1．0　　　　　1．5　　　　　 2，0　（n ＝ 3）　0　　1，0　　　　　1．5　　　　　　2．0　（n 三 5）

　Hg ，3，　RXM ，　simu ］taneously 　added 　with 　Df　al而 gell　suppressed 　the　D 「a1ユtigen −induced　IL・2

responsiveness 　in　patients
’
　lymphocytes 　i1ユ adose ．dependent　 malmer 、　Data 　are 　 mean

．
卜 SE 　 of

three 　independent　 exp （！rirner 】1s．不1，く D．05 ＊ ＊

ノ）＜ 〔〕．〔｝ユ．

N 工工
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リ ン パ 球 に 対す る幼 若化作用 は な い と 考 ft．られ た．

2．RXM の Df 特異的 IL −2反 応性誘導 に 与 え る 影 響

に つ い て の 検討

　各濃度の RXM で処理 した 患児 リ ン パ 球に 10μg／ml

の Df を 添加し て ， 5 冂間培養し ， さ ら に rlL ．2を添加

し て IL・2反応性 の 誘導 を検 討 した と こ ろ，5〔｝，100，

200， 400μg／m1 の RXM で 反応 の 抑制 が 認 め られ た

（Fig．3，4）．18時間 の RXM 前処理 で は 100，40〔｝μg／

ml の濃度で ほ ぼ濃度依存性に抑制作用 が 認め ら れ た

（F量9 ．3）．

　次 に ， 抗原提示付着細胞あ る い は T 細胞を こ れ らの

抑制が 認 め ら れ る条件で 同様 に ］8時間前処 琿 し た の

ち，そ れ ぞ れ，非処 理 の T 細胞 ま た は 抗原提 示 付着細

胞 と再構築 し て IL−2反応性 を検討 し た と こ ろ （Fig．

5），抗原提示細胞 を 前処 理 した 場 合 に IL −2反 応性 の 抑

制が 認め られ た．抑制を認 め る RXM の 濃度は，10，

IOO，400μg／ml で 濃度依存性 で あ っ た （Fig．5）．一方，

T 細胞 を前処 理 し た 場合 に は濃度依存性の抑制傾 向

を認め た が ， 統計学 的 に 有意差 は 認 め な か っ た （Fig．

5）．以上 か ら，RXM に は 抗原提示細胞 に 作用 して Df

特異的 IL−2反応性 を 抑制 す る作用 が 存在 す る と考 え

ら れた ．

3．PPI）及 び Con　A 刺激で誘導さ れ る IL・2反 応性 に

与え る RXM の 影響 に つ い て の 検討

　PPD あ る い は Con　A で 誘導 さ れ る IL・2反 応性 に 与

え る RXM の 効果を検討 し た．PPD で 誘 導 さ れ る IL・2

反応性 は RXM 処理 に て 濃度依 存性に 抑制 さ れ た が ，

Con　A 刺激 の 場合 は抑制 さ れ な か っ た （Fig．6）．よ っ

て，RXM は 特異抗原刺激 で 誘導 さ れ る IL・2反応性 に

対 す る抑制作用 を示すが ， Con　A な ど の マ イ トージ ェ

ン 刺激に よ る 反応 に は 影響 を与 えな い と考 えられ た．

考　察

　生体 内 に 抗 原 が 侵入す る と，局所 の 炎症細胞 は即時

型 の ア レ ル ギ
ー

反応 を惹起 す る と同時 に 抗原提示細胞

は T 細胞 を活性化 する．活性化 された ヘ ル パ ーT 細胞

は
，
IL−2，　 IL−3，　 IL−4，　 IL−5，　 IL−6，　 IFN 一

γ な ど種々 の

サ イ トカ イ ン を分 泌 し ， IgE産 生 に 対 す る ヘ ル パ ー
細

　　　　 Df −induced　 II．・2　responsiveness （S，L ± S．E ）

　 　 　 Treatment

　Flg．4．　Pretreatment　c冫f　RXM 　 also 　illhibited　the　induction　of 　Df・specific 　IL．2
responsiveness 　hl　patients

’
］yrnphocytes ．　Data　are 　mean

− SE 〔｝f　five　experirnents ．
＊p＜ 0．05，＊＊P く D．01，

N 工工
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Df−induced　IL−2　responsiveness （SJ ．± S．E）

TreB±ment 　 wlth 　RXM 　 （μ9／ ml ）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0
An廿g 日 冂　　　Adhg 旧 nt 　Oell　　　　Non・adherent 　ColI

none

Df

Df

Df

Df

Df

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2．0　　　（n ：＝3）

一
．o 1．5

none

冖one

1

10

100

400

none

none

none

none

none

none

，

■

．

　

＊ー

Df

Df

Df

none

none

none

1

10

100

■

＃ ＃

Df none 400
．

　Fig．5．　 RXM 　 effected 　 on 　 antigen −presenting　 adherent 　 cells 　 rather 　 than　IL．2　 respollding

non ・adherent 　cells 　enr 呈ched 　for　T 　cells 　to　prevent　the　induction　of　Df．hlduced　IL−2　responsive −

ness ．　Data 　are 　mean ± SE 　of 　three 　independent　experiments ．＊

ヵ＜ 0，05，＃not 　significant ．

胞 と して ，あるい は遅延型過敏反応 の effecter 　T 細胞

と して 作用 す る．また
一

方 ，
こ れ らの サ イ トカ イ ン が

直接，肥満細胞 や好酸球の 分化誘導や 延命を促進す る

こ と に よ りア レ ル ギー性 炎症反応を遷延 さ せ る こ と が

知 られ て い る
13 ＞
．ls ｝．こ の よ うに ア レ ル ギ

ー
反応 に お け

る抗原提示 細胞か ら は じ ま る
…

連 の サ イ トカ イ ン ・カ

ス ケ
ー

ドの なか で T 細胞は 中心的役割を 果 して い る．

　我 々 は ア レ ル ギ
ー

反応 の カ ス ケ ー
ドに お ける免疫担

当緇胞 に与え る RXM の 作用 に つ い て検討を加え た ．

RXM に は，それ 自体 が リン パ 球 の IL−2反応性 を誘 導

す る 有意 な作 用 を 認 め な か っ た こ とか ら芽球化反応 を

お こ す よ うな 強 い マ イ トージ ェ ン の 作用 は存在 し な い

と 考 え られ た．Df で 活性化 さ れ ，芽球化 した リン パ 球

の IL・2反応性 の 獲得に対す る RXM の 影響 を検討す

る た め ， 各濃度 の RXM で リン パ 球 を処理 し，　Df 抗原

で 誘導 さ れ る IL−2反応性を検討し た と こ ろ ， 50，
100

，

200，4〔｝〔工μg／m 】の 濃度で ，IL−2反応性 の 抑制 が 認 め ら

れ た．し か し な が ら，こ の 反応 は COn 　 A な ど の マ イ

トージ ェ ン に よ る芽球化反応 を抑制 し な か っ た こ と か

ら
， 強い 免疫抑制作用 を示す もの で は な い と考え ら れ

る．PPD な ど他の抗原で 刺激 し た場合 に も RXM は抑

制作用を示 した こ と か ら，RXM の 抑制作 用 は抗 原特

異的で は な か っ た が ， RXM に は ア レ ル ギ
ー

患者に 特

異的 に み られ る ア レ ル ゲ ン 刺激 で 誘導 さ れ る リ ン パ 球

の活性化を抑制す る作用 が存在す る と考え ら れ た．こ

れ ら の 抑制作用 を示す RXM の 標 的細胞 の 検討 で は，

RXM は 反 応細胞で あ る T 細胞 よ り も む し ろ抗原提

示細胞 に 作用す る こ とが 示唆 さ れ た．非分 画単核細胞

を
一一

括 し て 処理 し た 場合，50μg／ml （同時処 理 ）ま た は

1〔｝0μg／m1 （前処理 ）の RXM に よ り Df抗原特異的 IL・2

反応性 が 抑制 さ れた が，抗原 提示細胞 の 処理 の 場合

1μg／m1 の RXM で軽微の ， 10ptg／ml の RXM で有意

な抑制作用 が 認 め られ た ．RXM の 血清中 の 最高濃度

は150mg 単回投与で は6．8μg／ml で あ る こ と を考え合

わ せ る と ， 今回 の RXM の 服 用 に よ り， Df 抗原 で 誘導

さ れ る リ ン パ 球 の 活性化及び IL・2反応性 の 獲得 は，生
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　 PPD ・induced　IL・2　responsiveness （S．L ± S．E）

Trestmen †

Con　A ・induced　IL・2　responsiveness （S．1．士 S．E）

　 Fig．6．　 RXM 　 sign 湎cantly 　 suppressed 　the　induction　 of 　IL・2　 resporlsiveness 　in　 normal

lymphocytes 　stimulated 、vith 　PPD 　 antigen 　but　not 、vith 　Con　A ．　Data　 are 　mean ± SE　of 　three

experiments ．＊

ヵく 0．05．

体内で抑制 され う る と考え られ た ．

　今 回 の 研 究 で は RXM の 抗原提示細胞 に 対す る作

用機序は充分 に 解析す る こ とはで きなか っ た．予想 さ

れ る機序 と し て は，ダニ 抗原刺激に よ り単球か ら産生

さ れ る IL・1が，　T 細胞 の IL−2反応性誘導 に 関与す る こ

とか ら，RXM の IL−1産 生 の 抑制 ， また 抗原特異的 IL−

2反応 性 誘 導 は抗 原提 示細 胞 の 細 胞 表面」：の HLA

class 　II抗原 （DR ，
　 DQ ，

　 DP ） に拘束 さ れ る こ とや T

細胞 と抗原提示細 胞 の 相互作 用 は
一

部細胞接 着因 子

（ICAM −1等） に 依存す る こ とか ら，
　 RXM の こ れ らの

細胞表面分子 の 表出 に 対す る影響な どが 、ヒげら れ る．

こ れ ら に 関す る 解析は RXM の さ ら に 詳細 な免疫 薬

理学 的作用 を解明す る 際，今後引き続 い て検討さ れ る

必要が あ る と考え ら れ る．今回 の 研 究 に お い て RXM

は軽微 な免疫抑制作用 に よ リマ ク ロ フ ァ
ージ な ど の 抗

原提 示 機能 に影響 を与 えて い る と考 え ら れた が，ケ ト

チ フ ェ ン
16 〕

， ア ゼ ラ ス チ ン
1η ，オ キ サ トマ イ ド

lti〕
も抗原

提示細胞 に 作用 す る こ と を考え 合わ せ る と ， RXM の

抑制効果は こ れ らの 抗 ア レ ル ギ
ー

剤 と類似し て い る と

考 え ら れ た ．

　ま た ， ConA な ど の マ イ トージ ェ ン に よ り誘導さ れ

る IL−2反応性 は 抑制 さ れな か っ た こ とか ら，　 RXM は

強 い 免疫抑制作用 を有す る薬剤で は な く ， そ の長期連

用 は生体 に と っ て 比較的安全な もの で ある と推測 さ れ

た．RXM に は抗原 に よ り活牲化 さ れ た T リン パ 球 の

分化増殖を抑制し ， 引続い て 誘導さ れ る ア レ ル ギ
ー

反

応 の サ イ トカ イ ン ・カ ス ケ
ー

ドを構成 す る種 々 の サ イ

トカ イ ン の 産生を抑制す る作用 が 存在す る と推測 さ れ

る．こ れ らの 作用 が 1 型 の み な らず，T 細胞 を介す る

一
連の ア レ ル ギー

反応の誘導及 び発現 を阻止 し て い る

可能性 が 示唆 された．
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SLJPPRESSIV･E  EFFECT  OF  ROXITHROMYCIN  ON  THE  INDI.JCTION  OF  IL-2

     RESPONSIVENESS  BY  DF-STIMULATED  LYMPHOCYTES  FROM

                PATIENTS  WITH  BRONCHIAL  ASTHMA

Tadashi Nakajima, Izumi Yoshizawa, Yutaka  Kawano  and  Takeshi Noma

           Dopartment o.f Ilediatr;'cs, shitama Medical School

    Roxithromycin (RX)vl) is n  new  macrolide  antibiotics,  with  anti-allergic  properties, the  mechanisms

of which  action  has not  been well  understood.  The  effect  of RXrv{-treatrnent on  the induction of interleu-
kin 2 (IL-2) responsiveness  by  DeiwzatoPhagoides  .fizrinase (Df)-stimulated lymphocytes  was  studied  in

patients with  bronchial asthma.  RXM  alone  has almost  no  effect  on  1tsimphocyte activation.  Patient's

]ymphocytes treated with  1O t.o 400 #g/ml  doses ef  RXMs  fai]ed to generate  Df-induced IIi2 responsive-
ne$s  in a dose-dependent manner.  The  target cells for suppressive  effect  of RXM  were  antigen-presenting

cells  such  as  macrophages  ancl  clenclritic cells  rather  than  responder  T  cells, PPD-inducecl IL-2 respon-

sivenes  was  also  suppressed  by the treatment,  but the Con  A-indLiced response  was  not.  The  results

suggest  that RXM  is a slight  immunosuppressant to block the induction of IL-2 responsiveness  by

Df-stimulated patient's lymphocytcs, resulting  in the interruption of  a cytokine  cascade  of allergic

responses.


