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緒　　言

薬剤アレルギーには，比較的軽度な薬疹や血液障
害をはじめ，Stevens-Johnson 症候群（SJS），中毒性
皮膚壊死融解症（ toxic epidermal necrolysis: TEN）
や薬剤過敏性症候群（drug-induced hypersensitivity 

syndrome: DIHS）として知られる重症薬疹，ある
いは肝臓や肺，消化管などの臓器障害やアナフィ
ラキシーショックのようなものがある．1-3）薬剤ア
レルギーの発現は事前検査による回避が望ましい
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　The drug-induced lymphocyte stimulation test (DLST) and the cell migration analysis (CMA) are widely used as in 
vitro techniques to identify medicine causing drug-induced allergy (DIA) . Unfortunately, however, the positive rate of 
these tests for identifying the causative drug in DIA is insufficiently high. In this study, we tried to establish a simple and 
rapid method with Jurkat cells and patients＇ serum to screen DIA before confirming by DLST and CMA. The sera were 
obtained from the healthy volunteer and the patients who had allergy-like symptoms and CMA. The real-time recording 
of cell mobility was performed up to 4 h using an optical accessible chmotaxis apparatus with Jurkat cells and patients＇ 
serum. When the kinetics of Jurkat cells were analyzed using the images of cell migration and the ImageJ software, 
the significant chemotaxis of Jurkat cells was observed against the sera of patients who had the drug for DIA identified 
by CMA. The positive rate of CMA rose from 16.7％ to 50％ after employing this rapid and beforehand method for 
diagnosing DIA followed by selecting patients＇ serum for the inspection. These results suggest that it may be an effective 
method for analyzing the kinetics of Jurkat cells with patients＇ serum before CMA for diagnosing the possibility of DIA.

　Key words ――    drug-induced allergy, cell migration assay, chemotaxis, hypersensitivity

ノート

が，現在行われている負荷試験などの精度は十分
とは言えず，発現後に原因薬剤の同定と薬剤変更
で対処しているのが現状である．接触皮膚炎の原
因を明らかにするために施行されるパッチテスト
においても実施者の技量や判定のタイミングなど
によって結果がばらつくことが報告されている．4）

現在，薬剤アレルギーの検出法としては，薬剤
誘発リンパ球刺激試験（drug-induced lymphocyte 

stimulation test: DLST）が汎用されているが，試
験を実施する時期による陽性率の違いが報告され
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て い る．5, 6） 一 方， 白 血 球 遊 走 試 験（ leukocyte 

migration test）としても知られる chemotaxis cell 

migration assay（CMA）は，DLST と同様に遅発
型の薬剤アレルギーの原因薬剤を同定できる試験
であり，in vitro の試験としては高い検出率を有
している．7）当院では，アレルギー性副作用が疑
われる場合，医師と協議したうえで薬剤師が
CMA を実施している．

これまで白血球の走化性を測定する方法はボイ
デンチャンバーやケモタキシスチャンバーの開発
により簡便化されてきたが，CMA は DLST と同
様に結果の判明までに 3 日～10 日程度を要する
など，時間的な側面からも改善の必要がある．8-10）

また，これまでの報告で検査時期以外にも，有害
事象を発現した患者の疾患の違いや被疑薬の種類
により DLST や CMA などの陽性率に差が生じる
ことからも，有害事象発現時の原因薬剤の同定と
ともに薬剤誘発性アレルギーの鑑別が困難である
ことがわかる．7, 11）さらに，アレルギー試験には 

1 回あたり 10 mL 以上の患者血液が必要であり，
患者の負担を考慮すると不要な採血を避けるのが
望ましい．従って，このような問題点や困難を解
決し，DLST や CMA などのアレルギー検査の精
度を上げ，陽性率を向上させる簡便な方法の確立
が必要である．

EZ-TAXIScanTM （GE Healthcare，Tokyo，Japan）
は細胞遊走の状況を観察できる装置であり，アレ
ルギー領域において好酸球や好中球の遊走能，あ
るいはマスト細胞の脱顆粒に関する検討などが報
告されている．12-16）そこで本研究では，CMA およ
び DLST における陽性率向上と薬剤アレルギーの
検査効率の向上を目的に，EZ-TAXIScanTM を用い
た患者血清による樹立細胞株の走化性について
CMA とともに比較・検討した．

方　　法

1．患者
当院にて，薬剤アレルギーが疑われ医師より

CMA の依頼があった患者 6 名（A～F）および
アレルギー症状のない健常ボランティアを対象と
した．本研究を行うにあたり，当院臨床研究審査

委員会にて審査・承認を受けた（ IRB 11-4-16）．
また，患者へ本研究の目的および内容について文
書による説明を行い，文書にて同意を得た．

2．細胞
単核球は，被験者のヘパリン加末梢血から

LymphoprepTM（AXS, Oslo, Norway）を用いた密
度勾配遠心法により採取し，hanks＇ balanced salt 

solution（HBSS, Sigma-Aldrich, MO, USA）で洗浄
後，培養液［RPMI1640（ Invitrogen, CA, USA）に
10％ウマ血清（ Invitrogen）を加えたもの］にて
細胞数が 1.25 × 106 cells/mL になるように浮遊し
た．また，顆粒球はアレルギー症状のない血液（ヘ
パリン添加）より密度勾配遠心分離法にて分離し，
HBSS で洗浄後，1 × 107 cells/mL に調整した．ヒト
T 細胞系樹立細胞株 Jurkat 細胞（American Type 

Culture Collection, VA, USA）は，経代用培養液 

［ DMEM（ Sigma-Aldr ich）に10％FBS（ JRH 

Biosciences, KS, USA）と 100 U/mL penicillin，100 

μg/mL streptomycin（Sigma-Aldrich）を添加した
もの］にて維持し，週 2 回培養液の交換を行った．
Jurkat 細胞は培養液（DMEM）5 mL に懸濁し，
CO2 インキュベータで 37℃，1 時間培養した後， 

1 × 106 cells/mL の濃度に調整，走化性細胞として
用いた．

3．抗原調製
薬剤抗原液の作製で用いる被験者血清は，被験

者の血液に血清分離剤を加え室温にて静置後，
2,000 rpm で 30 分間の遠心分離にて分離した．また，
薬剤の抗原濃度は原則として Cmax の 1/2 を用い，
被験者の血清添加液と血清非添加液を作製した。
この時，被疑薬剤溶解液を HBSS にて希釈した薬
剤溶液 50 μL に，患者血清または培養液 50 μL を
加えた．薬剤抗原液の対照液では，薬剤溶液の代
わりに HBSS 50 μL を用いた．また，positive control

としてはマイトジェンである phytohemagglutinin

（PHA, Wako Pure Chemical Industries, Inc, Osaka, 

Japan）を 1 μg/mL の濃度で用いた．
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4．Chemotaxis cell migration assay
単核球の浮遊液 400 μL と抗原液 100 μL を 24-

well plate にて混合し，37℃，5％ CO2 インキュベー
タで 72 時間培養し，上清を分離後，遊走試験まで
－20℃で保存した．遊走試験は，顆粒球を反応上清
液 250 μL にて懸濁し，96-well chemotaxis chamber 

AC96（ Neuro Probe，MD，USA ）の上層に 1 検 

体につき 4 well ずつ分 注した．この chemotaxis  

chamber は，37℃，5％ CO2 インキュベータで 1.5

時間培養後，メンブランフィルターを取り外し
HBSS にて洗浄した。メンブランフィルターは，
Diff-Quick（Sysmex，Hyogo，Japan）にて固定・
染色し，マイクロプレートリーダー（Bio-Rad 

Laboratories，Tokyo，Japan）にて吸光度（490 nm）
を測定した．得られた吸光度（測定値）から，各
試験薬剤での遊走指数（migration index: MI）は
以下のように求めた。MI ＝（薬剤添加群の単核
球反応上清液における白血球の吸光度 / 薬剤無添
加群の単核球反応上清液における白血球の吸光
度）× 100 判定は，MI 値 > 150 あるいは MI < 60

を陽性とした．

5．Real-time monitoring of cell migration
細胞の血清に対する走化性は EZ-TAXIScanTM を

用いて観察し，比較的移動距離の大きかった細胞
を無作為に選択し，個々の細胞の移動距離を画像
処理ソフトウェア ImageJ（Wayne Rashband（NIH）, 

MA, USA）にて解析した。走化性細胞は，EZ-

TAXIScanTM のホルダー下部ウェルに 5 μL/ ウェル
ずつ注入し観察テラス端まで吸引法にて寄せた．
次いで，血清を上部ウェルにマイクロシリンジを
用いて 1.5 μL/ ウェルずつ注入し，観察テラスに
濃度勾配を作製し，観察テラス上に存在する走化
性細胞の画像を経時的に記録した．なお，この時
テラスの深さは 8 μm とした．

6．統計解析
数値データは，一元配置分散分析後にボンフェ

ローニ多重比較検定法により解析を行い，有意水
準が 5％未満の場合を有意差ありと判断した．統
計解析は GraphPad Prism®（GraphPad Software Inc, 

CA, USA）を用いて行った．

結　　果

患者 A は薬剤性の好酸球増多および発疹が疑わ
れた症例であり，被疑薬剤とされたセフェピム塩酸
塩水和物およびランソプラゾール中止後，好酸球
数は減少し過敏症状が改善した．また，抗ヒスタ
ミン薬内服により発疹は軽快した．患者 B は薬剤
性の好酸球増多が疑われた症例であり，被疑薬剤
であるスルピリドおよびラベプラゾール Na 中止 3

日後に好酸球数のピークをむかえ，徐々に減少し
過敏症状が改善した．患者 C は薬剤性の汎血球減
少が疑われた症例であり，被疑薬とされたナファモ
スタットメシル酸塩およびニフェジピンを中止後も
汎血球数は改善しなかった．患者 D は，薬剤性の
腎障害が疑われた症例であり，フェノフィブラート
中止後，血清クレアチニン（serum creatinine: Scr）
および血中尿素窒素（blood urea nitrogen: BUN）
は改善した．患者 E は，薬剤性の肝障害が疑わ
れた症例であり，タゾバクタム，ピペラシリン水
和物およびアセトアミノフェン中止後，アスパラ
ギ ン 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ（aspartate 

aminotransferase: AST）およびアラニンアミノトラ
ンスフェラーゼ（alanine aminotransferase: ALT）な
どの肝機能検査値の改善がみられた．患者 F は，
トフスロキサシントシル酸塩水和物による腎障害
が疑われた症例であり，患者 D 同様，薬剤中止
後に Scr および BUN が改善した（表 1）．

薬剤抗原液として血清添加液を用いた CMA の
結果，患者 A においてランソプラゾールでは
PHA と同程度の陽性，セフェピム塩酸塩水和物
では陰性だった．陽性群のMI値は対照群（negative 

control）に対し有意差を示した（P < 0.05）．一方，
患者 B～F においては，いずれの被疑薬でも陰性
となった（図 1）．なお，PHA による CMA の反
応性は良好であった．本研究において，アレルギー
が疑われた患者における CMA の陽性率は 16.7％

（1/6）であった．
EZ-TAXIScanTM を用いて被験者血清に対する

Jurkat 細胞の細胞動態をリアルタイム画像解析し
たときの観察開始直後と 100 分後の画像をそれぞ
れ図 2に示す．EZ-TAXIScanTM では，患者 A の血
清は複数の細胞を上部テラス付近まで引き寄せ
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表 1　患者背景

年齢 性別 症状 対応・経過 アレルギー
既往歴

患者 A 68 歳 男性 好酸球増多 中止により軽快 無
患者 B 64 歳 男性 好酸球増多 中止により軽快 無
患者 C 84 歳 男性 汎血球減少 中止後も改善なし 無
患者 D 63 歳 男性 腎障害 中止により軽快 無
患者 E 61 歳 男性 肝障害 中止により軽快 無
患者 F 17 歳 女性 腎障害 中止により軽快 無

図 1 　アレルギー疑い患者（A，B，C，D，E，F）の CMA 判定結果
データは平均 ± 標準誤差（ n = 4）．MI：Migration Index．A-1：セフェピム塩酸
塩水和物，A-2：ランソプラゾール，B-1：スルピリド， B-2：ラベプラゾール Na，
C-1：ナファモスタットメシル酸塩，C-2：ニフェジピン， D-1：フェノフィブラー
ト，E-1：タゾバクタム，ピペラシリン水和物，E-2：アセトアミノフェン，F-1：
トフスロキサシントシル酸塩水和物．＊ P < 0.05．

た．また，患者 B の血清はテラス中央付近まで
細胞を遊走したものの，患者 A で認められたほ
ど強力な引寄せ効果は示さなかった．一方，患者
C～F の血清は健常ボランティアの血清同様，細
胞をほとんど遊走させなかった．比較的移動距離
の大きかった細胞を無作為に選択し，個々の細胞
の移動距離を ImageJ により数値化し，それぞれ
の患者と健常ボランティアについて解析した結果
を図 3に示す．患者 A および患者 B の血清によ
る細胞の移動距離は，ほとんど細胞が動かなかっ
た患者 C～F や健常ボランティアとの間に統計的
に有意な差が認められた．また，患者 A と患者
B との間にも有意な差が認められた．一方，患者
C～F では健常ボランティアとの間に統計的に有
意な細胞動態は認められなかった．患者血清を用
いた EZ-TAXIScanTM によるアレルギー試験の陽性
率は 33.3％（2/6）であった．

考　　察

今回の 7 症例の検討では，加療中に薬剤アレル
ギー様症状を発現した患者において，CMA に先
立ち，患者血清に対する細胞の移動度を解析する
ことは，薬剤アレルギーの可否の判断に有用であ
る可能性が示唆された．

通常，薬剤の多くは低分子化合物であり抗原に
はなり得ない．よって，薬剤アレルギーが生じる
際，低分子の薬剤であれば薬剤自身あるいはその
活性代謝物が何らかの高分子蛋白と結合すること
で抗原性を獲得しているものと考えられる．17）In 

vitro 試験にてこのような原理を再現させる際，
感作 T 細胞へ薬剤の単独刺激のみでアレルギー
反応が誘発されるとは考えにくい．CMA では，
薬剤刺激を行う際に薬剤と患者血清を混合するこ
とで高分子とし，抗原性を獲得させることとした．

白血球遊走因子（LMAF）はアレルギー反応の
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図2　  アレルギー疑い患者（A，B，C，D，E，F）と健常ボランティア
（Volunteer）の血清による細胞動態試験の結果

EZ-TAXIScanTM を用いて被験者血清に対する Jurkat 細胞の細胞動態をリアルタイ
ム画像解析したときの観察開始直後と 100 分後の画像．

図3　  アレルギー疑い患者（A，B，C，D，E，F）と健常ボランティア
（Volunteer）の血清による細胞動態解析の結果

個々の細胞の移動距離を ImageJ により数値化．＊ P < 0.05，ほかの全ての患者に
対して有意差あり．＃ P < 0.05，患者 A と患者 B に対して有意差あり．
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初期に産生され白血球の活性化を促し，白血球遊
走阻止因子（LMIF）はアレルギー反応の後期に
産生され白血球の炎症巣への集積化を促している
と考えられている．18, 19）CMA の結果より，患者 A

ではアレルギー反応の初期に産生された LMAF

が白血球の活性化を促したことにより過敏症状が
起きたと推測される．一方，患者 B に生じた好
酸球増多や患者 C に生じた汎血球減少は薬剤ア
レルギー以外に原因があった可能性が推測され
る．あるいは，薬物代謝で生成される活性代謝物
がアレルギーの原因となっていた場合は，その代
謝物であらかじめ抗原刺激をしなければ陽性とは
ならない可能性が考えられる．20-22）再生不良性貧
血などの疾患として汎血球減少を生じる場合もあ
り，症状があっても原因が特定されることなく，
薬とアレルギー様反応の関与が結びつかないケー
スもしばしばある．23）また，代謝の特異体質によ
り肝障害リスクが上昇するという報告や通風治療
薬のアロプリノールや抗てんかん薬のカルバマゼ
ピンと特定のヒト組織適合性抗原（HLA）遺伝
子型の危険因子としての関与が報告されているよ
うに，徐々に明らかにされつつある遺伝子の問題
も除外することはできない．24-26）

EZ-TAXIScanTM を用いた試験により，患者 A 同様，
CMA 陰性であった患者 B からもアレルギー反応が
生じている可能性が示唆された．これより，今回の
CMA で試験を行わなかった薬剤の中にアレルギー
起因薬が含まれていた可能性も考えられる．

DLST もしくは CMA の結果が出るまでは有害
事象の原因は不明のまま治療が行われていくのが
現状である．今回，我々は EZ-TAXIScanTM を利用
することで，薬剤アレルギーが疑われる患者にお
いて，発現した有害症状が薬剤性か非薬剤性か迅
速に鑑別できる可能性を見いだした．CMA に先
立ち，血清に対する細胞の移動度を解析にて 4 例

（患者 C～F）を除外することにより，CMA の陽
性率は 16.7％（1/6）から 50％（1/2）へ上昇する．
DLST や CMA のような薬剤誘発性アレルギーの
原因薬剤を同定する試験を実施する前に患者血清
を用いた走化性試験を行い，明らかに遊走しない
ものを除外することで，原因薬剤同定試験のなか
でも比較的高い陽性率を示す CMA の有用性が今

後さらに向上していくことが期待できる．
また，in vitro の試験においてステロイドや免疫抑

制剤の影響はしばしば問題となる．kano らは DLST

において，プレドニン換算で 0.8-1.0 mg/kg/daily 

の投与でも影響を与えないことを報告している．5）

本試験ではステロイドや免疫抑制剤を併用してい
る患者は含んでいない．今後，本試験におけるス
テロイド等の免疫抑制作用を有する薬剤の影響も
検討課題と考える．

本検討は，細胞の走化性を視覚的に測定するこ
とで薬剤アレルギーの迅速な検出の可能性を示唆
するものである．今後，症例数を増やし CMA の
事前試験としての有用性について検証していく必
要がある．
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