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1）

　ア カジソ 葉抽 出 エ キ ス （PFE ）は抗 ア レ ル ギー作用 を示 す生薬と し て知ら れ て い る が ， その 作用機序

は明らか では な い ．今回 ， スギ花粉ア レル ゲン （SBP ）とア ラム ア ジ ュ バ ン ト （Alum ）で免疫 したマ ウ

ス に PFE を投与 して ， 抗体および脾臓細胞 か らの サ イ トカイ ン産生を測定 し た．　PFE 投与に より ， 用量

依存的 に SBP 特異的19E ，Ig（｝ 1 の 産生が抑制され た．ま た ， 脾臓細胞を抗原刺激 した ときの イ ン タ
ー

ロ

イキン （IL）−4，　IL−5，IL−10 の産生 は PFE の用量依 存的に低下 した．19G 　2　a やイ ン タ
ーフ ェ ロ ン （IFN）一

γの産生は影響 を受 けな か っ た．脾臓細胞 を concanavalin 　A （Con 　A ）で 刺激を行 っ た場合は ，　PFE

投与の 有無でサイ トカイン産生に差 は見 られなか っ た．SBP 免疫マ ウス の リン パ節細胞か ら ， 抗原刺激

時に PFE を添加 して樹立 した TceH 　line で は
，
　 PFE 非添加で 樹立 した もの に 比 べ

，
　 IL・4，　II．−5，11．−10

の産生が低下 したが ， IFN一γの 産生 に差は見られなか っ た．以上よ り， PFE は Th 　2 タイプの サイ トカイ

ン の産生を抑制 し， Th 　1／Th 　2 バ ラ ン ス が Th 　2 へ と傾 くの を防 ぐ作用 が あ る こ と が 示唆され た．
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緒　言

　近年 ， 花粉症 や ア トピー
性皮膚炎な ど様 々 な ア レ ル

ギ
ー疾患の 増加に伴 い ，その 有効な治療法の 開発が求

め られ て い る ．即時型 ア レ ル ギーは ， ア レ ル ゲ ン に よ っ

て 引 き起こ され る IgE抗体の 産生 を特徴 とする が ，こ

の よ うな即時型ア レ ル ギーの 発症や 病態形成 に は ， T

細 胞か ら産生 され るサイ トカ イ ン が重要 な役割を演 じ

る こ とが 明 ら か に な っ て きた。

　ヘ ル パ ー CD　4＋ T 細胞 は ， サ イ トカ イ ン 産生パ タ
ー

ン に よ っ て ，Th　l と Th　2 の 2 つ の サ ブ セ ッ トに分け

られ る 1）．Th　1 は主 として 王FN一
γ，

　IL−2 を産生 し， 細胞

性免疫に関与す る．また ，IgG　2　a 抗体 の 産生 を誘導す
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BSA 　 bovine　 serum 　 albumin ；　 Con 　A 　 concana −

valin　A ；　 EL 夏SA 　 enzylne −Hnked 　immunosorbent

assay ；　 FCS 　 fetal　 caif　serum ；　 F 夏TC 　 fluo−

rescein 　isothiocyanate；　 HRPO 　horseradish　peroxi−

dase ；　 IFN 　　量nterferon ；　 IL　　interleukin；　 雌 b

monoclona 正antibody ；　 PBS 　 phosphate 　buffered　sa −

line；　PFE 　Perilla　frutescens　extract ；　SBP 　sugi

basic　protein； Th 　1，2 　T 　helper　type　1，2

る．一方，Th　2 は IL−4，　IL5 ，
　IL−10 を産生 し， 液性免疫 ，

特 に IgG　1や IgE抗体 の 産生に関与する．　 Th 　lや Th

2 へ の 分化は，抗原刺激時に存在する サ イ トカ イ ン に

よ っ て そ の 方 向が 決定 さ れ ， IFN−Y や IL−12は Th　1

へ
，
IL−4 は Th 　2 へ の 分化 を そ れ ぞ れ 誘導する．

　生体内で は Th　1／Th　2 の バ ラ ン ス に よ っ て 免疫 応

答の タ イ プ が決定 され る が
，

ア レ ル ギー疾患 は こ の バ

ラ ン ス が Th 　2 に過剰に 傾 くこ とに よっ て 発症する と

考えられ て い る．そ の 結果，Th 　2 か ら産生 され る IL−

4 や IL・5 に よ っ て ，　 B 細胞か らの IgE抗体産生 や 好酸

球の 分化，増殖が それぞれ誘導されZ），ア レ ル ギ
ーに

特徴的な症状が引き起こ され る．実際，ア トピー性皮

膚炎患者の炎症局所，ある い は喘息患者 の 気管支肺胞

洗浄液中 の 細胞 で，IL−4 や IL−5 な どの Th 　2 サ イ ト カ

イ ン の 強い 発現が認め られ て い る3＞4）．したが っ て ， 即

時型 ア レ ル ギー疾患 の 治療 の た め に は
，

Th 　1／Th 　2 バ

ラ ン ス を コ ン トロ ール し，過剰な Th　2反応 を抑制す

る こ とが 症状の 改善に つ なが る と考え られる．

　現在，さまざまな ア レル ギ
ー

の 治療薬が 開発 され て

い る が ，そ の 多 くは抗 ヒ ス タ ミ ン 剤な どを用 い る 対症

療法にすぎない ，また，ス テ ロ イ ド剤 の ように副作用

が問題 と な る 場合が多 い ．そ うした 中，ア レ ル ギー体

質の根本的な改善の ために ， 天然の 生薬による治療が
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注目を集め て い る．すなわち ， 薬効を示す生薬 を，毎

日の 食事によっ て 摂取す る こ とに よ り，ア レル ギ ー体

質の 改善を 目指そ うとする もの で あ る ．

　シ ソ （Perillafrutescens）は ， 1坊腐や殺菌，発汗，解

熱，鎮静，鎮咳作用な ど多様な薬効作用 を もっ こ とが

知 られ て お り，古 くか ら漢方薬 として 用 い られ て い る．

また，さまざまな調理に利用され，日常の 食事で 摂取

し やすい 食材で あ る．最近 ， ア カ ジ ソ 葉 の 抽出 エ キ ス

（PFE ：Perillafrutescens　extract ）に IgE抗体産生抑制

作 用5＞や tumor　necrosis 　factor（TNF ）一α 産生 抑制 作

用6）などの 効果が認 め られ る こ とが 報告さ れ て お り，

抗ア レル ギ L−一，抗炎症作用 を示す食品 として 注目を集

め て い る 7）．シ ソ か らは ， す で に い くつ か の 有効成分

が分離 さ れ て お り，ル テ オ リ ン や ロ ス マ リ ン 酸な ど の

ポ リ フ ェ ノ ール 類 は ， リポキシゲナ
ーゼ の 活性を阻害

して ロ イ コ トリ エ ン の 生成を制御する8）。また，ロ ス

マ リ ン酸や カ フ ェ イ ン 酸 は TNF 一
α の 産 生 を抑制す

る 6）．こ の ように PFE に は複数 の 有効成分が含 まれ

て お り，それ らが 相乗的に働 い て抗ア レ ル ギ
ー

， 抗炎

症作用 を示す と考 えられ て い る．しか し，PFE の IgE

抗体産生 の 抑制の メ カ ニ ズ ム や そ の 有効成分に 関して

は，い まだ明 らか にされて い ない の が現状で ある．

　今回 ， 我 々 は ア レ ル ギー
の モ デ ル と して ス ギ花粉ア

レル ゲ ン （SBP ：sugi 　basic　protein）で 感作 した マ ウス

を用 い
， IgE 抗体 お よ び サ イ ト カ イ ン 産生 に 及ぼ す

PFE の 影響を検討 した．さらに ，
　 SBP 感作 マ ウス の リ

ン パ 節細胞を用 い
， PFE に よ っ て Th　1／Th　2 の バ ラ ン

ス が変化する か検討 した．こ れ ら in・vivo お よび 腕 扉

troで の 試験 の 結果か ら，
　 PFE には，　 Th 　2 サ イ トカ イ

ン の 産生を特異的 に抑制する作用が あり， PFE は Th1 ／

Th 　2 バ ラ ン ス が Th 　2 へ と傾 くの を抑制す る 可能性が

示唆 された．

材料お よび方法

1．マ ウス

　BALB ／c　6週齢メ ス を 日 本 チ ャ
ール ズ リバ ー

か ら

購入 し，免疫用お よび抗原提示細胞 の 材料として用 い

た．

2．ア カ ジ ソ葉抽出 エ キ ス （PFE ）

　ソ ヨ ウ （永大薬業）100g に脱イ オ ン 水を加え 1500

g と し，直火で 40分煎 じた．ろ 過後 ， 遠心分離を行 い ，

上清を回収 した．125g まで濃縮後，熱処理 （121℃，

20分）を行っ た もの を ア カ ジ ソ 葉抽出 エ キ ス （PFE ）と

した．PFE は ， 0．9％ にな る ように NaCl を添加 して ，

遠心分離後，O．22　pm フ ィ ル タ
ーで ろ 過 して使用 し た．

3．抗原

　SBP は 日本ス ギ花粉よ り谷 口 らの 方法9｝によ り調製

した．SBP は Cry　j　1 お よ び Cry　j　2 の 2 種類の蛋白質

か ら成 り，両者の 比は約 4 ：1で あ っ た。Cryj1， 2 の 調

製 お よ び ビ オチ ン 標識 は，澤谷 ら の 方法lo）に従 っ て

行 っ た．

4．培地

　細胞 の 培 養は，10％ fetal　calf 　serum （FCS ）（GIBCO

RBL ），50　pM 　2一メ ル カプ 1・エ タ ノール，60μg／ml ペ ニ

シ リ ン
， 50μg／ml ス トレ プ トマ イ シ ン を含 む RPMI

l640 培地を用 い た．

5．マ ウ ス の 免疫お よび PFE 投与

　SBP　1μg を Alum 　2．5　mg （全 量 0，l　m1 ） と と も に

BALB ／c マ ウ ス （10週齢 ，
メ ス ）の 腹腔内に投与 し，

1週 間 ご とに合計 3回 免疫 を行 っ た．PFE は phos −

phate　buffered　saline （PBS ）で 希釈 し，マ ウ ス 1 匹に

対 し O，
　0．5， 1， 5mg （全量 0．1　ml ）を各免疫の 2 日お よび

6 時間前に腹腔内投与 した．最終免疫 の 1 週間後に ，麻

酔下 で 採血 を行 い 血清を分離した ．同時に脾臓 を摘出

し，脾臓細胞 （1 × 107cells／well ）を 10μg／ml 　SBP また

は 10μg／ml 　Con　A で 刺激 した．37℃ で 3 日間培養i後，

培養上清を回収 した．マ ウ ス は各群 5 匹使用 した．

6．SBP 特異的 TceH 　lineの 樹立

　河 野 ら の 方法 11）に従 い ，SBP と Alum で 免疫 した

BALB ／c マ ウス よ り，顎下リ ン パ 節 ， 鼠蹊部お よ び 腸

間膜の リ ン パ 節 を摘 出 し，T 細胞の 材料と した．一
次

刺激 で は
，

リ ン パ 節細胞 （2．4　x 　106cells／well ）を 10μg

／rnl 　SBP お よび抗 原提示細胞 と して 50μg／ml マ イ ト

マ イ シ ン C で 処理 （37℃，30分）した BALB ／c マ ウ ス

脾臓細胞 （6 × 106cells／well ）を用 い て刺激し，24穴プ

レート中で 37℃ で 培養した ．10 日後，細胞を回収し，

新鮮な培地で洗浄後 ， 5 × 105cells／well の 細胞濃度で ，

10μg／ml 　SBP お よび抗原提示細胞 とともに培養 し，

二 次刺激 を行 っ た．10 日後，同様に して 2．5x105cells

／well の細胞濃度で 三次刺激 を行 い ，　T 　cell 　lineを樹立

した．実験 に よっ て は ，

一次お よ び二 次刺激の 際 ， 200

あ る い は 500 μg／ml の PFE を添加 し，
三 次刺激後 3 日

目に培養上清を回収 した，

　 PFE の 作用 に及 ぼす IL−4 の影響 を検討するため，

SBP で ・一・P次刺激し た リ ン パ 節細胞 を回収 し，
10　ng ／ml

マ ウ ス recombinant 　lL−4 （lntergen）存在下 ， 200 また
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は 500 μg／ml の PFE を添加 して 二 次刺激 を行っ た．10

日後 ， 細胞 を回収 し， SBP 単独 で 三 次刺激を行い ，刺

激後 3 日目の 培養上清 を回収 した．

　なお ， 各刺激後 4 日目に
， 細胞を さ ら に 生育さ せ る

た め，新鮮な培地 で細胞を 4倍 に 拡張 した．

　各実験 は ， 異な っ た SBP 免疫マ ウ ス か ら 回収し た リ

ン パ 節細胞を用 い て 2 回行い ，その うちの 1 回 の デ ー

ターを示 した．

7．SBP特異的 Tcemine の増殖の測定

　種 々 の 濃度の PFE 存 在 下 ，
　 SBP 特異 的 Tcemine

（2．5 × 104cells／we11 ）を 10 μg／ml 　SBP お よ びマ イ トマ

イ シ ン C 処理 した BALB ／c マ ウ ス 脾臓 細胞 （6　x 　105

cells／well ）で 刺激 して ， 96穴プ レー
ト中 で 37℃ で培

養し た，培養i2日 目に ［3H ］TdR （Dupont／NEN 　Rese−

ach ） を O．5　UCi／well 添加 し， さ らに 18 時問培養 し た

後 ，Packard　 Direct　Beta　 Counter，　 Matrix　 96　 TM

（Packard　lnstrument　Co．）を用 い て
， ［3H ］TdR の 取 り

込みを測定 した．測 定は，2 種類の T 　ceEl 　lineを用 い て

2 回行い ，そ の うちの 1 回 の デ ーターを示 した ．

8．SBP 特異的 Tcell　lineの 表面抗原の解析

　樹 立 した SBP 特異的 Tcell　hne の 表面抗原 （CD 　3，

CD 　4，
　CD 　8）の 発現 を ，

フ ロ ー
サ イ トメ トリ

ー法に よ っ

て 解析 し た．CD 　3 の 発現 は，　 SBP 特異 的 Tcell　line

を hamster　anti−mouse 　CD 　3 ε monoclonal 　antibody

（mAb ）（Cedar！ane 　Laboratories　Limited＞で染色 後，

fiuorescein　isothiocyanate（FITC ）標識 goat　 anti−

hamster　IgG　F（ab1）2fragment （Cedarlane　Laborato−

ries　Limited） を結合させ ，
　 EPICS 　Profile　II　fiow　cyto −

meter （Coulter　Electronics）を用 い て 測定 した ．　 CD4

お よ び CD 　8の 発 現 は ，　 T　cen 　lineを rat 　anti
−L3T4

mAb （Becton　Dickinson）または rat　anti−mouse 　CD 　8　a

mAb （PharMingen）で 染色後，　 FITC 標識 goat　anti．

rat 　IgG　F （ab
「

）2fragment （PharMingen ） を結合させ

て 測定した．

9．SBP 特異的抗体価の測定

　抗 Cry　j　l， 21gE 抗 体 価 の 測 定 は，　 IgE−capture

enzyme −linked　irnmunosorbent　assay （ELISA ）法で

行っ た．96 穴マ イ ク ロ プ レ
ー

トに PBS で希釈した rat

antLmouse 　IgE　mAb （4 μg／ml ，
　PharMingen） 100μ1

を加え，37℃ で 3hr 固相化 させた後，1％ bovine　se−

rum 　albumin （BSA ）を含む PBS （BSA ／PBS）で 4℃

で
一晩ブ ロ ッ キ ン グ し た．1％ tween ・20 を含む PBS

（tween ／PBS＞で 洗浄後，1  ％ FCS を含む PBS （FCS

／PBS）で 希釈 した血清 を加え， 室温で 2hr 反応 させ

た．tween ／PBS で 洗浄後，ビ オチ ン 標識 した Cry　j　1

また は Cry　j　2 （2 μg／ml ） IOO　plを加 え
，

室温 で 1hr

反応 させ た．tween ／PBS で 洗浄後 ， 1000倍希釈 した

horseradish　 peroxidase （HRPO ）標識 streptavidin

（Zymed）100 μ1を加え，室温で lhr 反応 させた．tween

／PBS で 洗浄後 ， 0．03％ H202，0．5　mg ／ml 　o
一

フ ェ ニ レ ン

ジ ア ミ ン を含む 0．1M クエ ン 酸一
リ ン 酸緩衝液 （pH

5．0）100μ1を加 えて 発色 させ ， 2N 硫酸 100 国 を加えて

反応 を停止後 ， 490nm の 吸光度を測定 した．　IgE の 抗

体価は，正常マ ウ ス 血清の 示 した吸光度 の 2倍 の 値を

示す希釈倍数で 表 わ した．

　抗 Cry　j　1，21gG　1 お よび lgG　2　a 抗体価の 測 定は直

接法 EHSA で 行 っ た．マ イク ロ プ レートに PBS で希

釈 した Cry　j　l また は Cry　j　2（5　pg／ml ）100叫を加 え ，

37℃ で 3hr 固相化 させ た後 ，
　 BSA ／PBS で 4℃ で一晩

ブ ロ ッ キ ン グした．tween／PBS で 洗浄後 ，
　 FCS ／PBS

で希釈 した 血清を加え ， 室温 で 2hr 反応させ た．tween

／PBS で 洗浄後 ，
　 IOOO倍希釈 した HRPO 標識 rat 　anti −

mouse 　IgGl　mAb （コ ス モ バ イ オ）あ る い は HRPO

標識 rat　anti−mouse 　lgG2a　mAb （PharMingen ）100μ1

を加 え，室温で lhr 反応 させ た．　 tween ／PBS で洗浄

後 ， 上記の 通 り発色 を行 っ た ．IgG1 の 抗体価は ，　 OD

値 O．5 を示す希釈度で示 した．IgG2a の抗体価は，各血

清検体を 80倍希釈して 測定した と きの OD 値 で 示 し

た．

10．サ イ トカ イ ン 測定

　IFN一γ，
　IL−4，

　IL−5，
　II！ 10 の 測定は 河野 らの 方法 11）に従

い 特 異的サ ン ドイ ッ チ ELISA 法で 行 っ た．

11．デ ーターの解析

　サ イ トカ イ ン 産生量および抗体価は，各群 ご とにそ

の平均値 ± 標準偏差 を求め ， デ
ー

タと して表わした．

統計学的検討 は ， 対照群に対する有意差を unpaired 　t−

testを用い て求め ，　 p＜0．05 を有意差あ りと した．

結　果

1．SBP で 免疫 した マ ウ ス の 抗体産生 に及 ぼす PFE

の影響

　PFE 投与に よ っ て ，　 SBP 特異的 IgE 抗体の 産生は ，

PFE 非投与群 に 比 べ 有意 に 抑 制 され た．同様 に SBP

特 異的 lgG1抗体の 産生 も PFE 投与に よ っ て 抑制 さ

れ た．抑制は Cryj1 お よ び Cryj2 両抗原 に対 し， 投

与 した PFE の用量依存的にみ られ ，
　 IgE抗体 は PFE
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　Fig．／．　 Effe¢ t　of 　PFE 　treatment　on 　the　prQduction

of　anti −Cry 　j　l　or 　anti −Cry 　l　2　antibodies 　in　the　sera　of

mice 　imm ほ nized 　with 　SBP 　in　alum 　adluvant ．　The 　data

represent 　the　mean ± SD　of 　five　mice 　per 　group ．　Sta−

tistically　 significant　 when 　compared 　 with 　 control

group ；
＊

：p＜0．05，＊＊；p〈O．Ol，＊ s ＊

：pく0，005．

1mg 以 上，　 IgGl抗体は 0，5　mg 以上 の 投与量 で有意差

が認め られた．一・方 ， SBP 特異的 IgG　2　a 抗体 の 産生は

PFE投与に よ っ て有意な差はみ られなか っ た （Fig，1）．

2．SBP で免疫 した マ ウス の 脾臓細胞か ら の サ イ トカ

イ ン 産生 に及ぼす PFE の 影響

　PFE を投与した SBP 免疫 マ ウ ス の 脾臓細胞を，SBP

で 刺激して 各サ イ ト カ イ ン の 産生量 を測定 した．PFE

を投与し たマ ウ ス の脾臓細胞 で は ， PFE 非投 与マ ウ ス

の 脾臓 細 胞 に比 べ ，SBP 刺激に よ る IL−4，IL・5，IL−10

の 産生が 投与 し た PFE の 用量依存的 に 低下 した （Fig．

2）．IL−4，　IL−10 は PFE　l　mg 以上 の 投与群で ，　 IL−5 は

　Fig．2．　 Effect　of　PFE 　treatment　on 　cytokine 　pro−

duction　by　SBP −st洫 ulated 　splenocytes 　fronl　mice 　im−

munized 　 with 　SBP 　in　 alum 　 adluvant ．　 Assays　were

performed　in　triplicate　per 　mouse ，　and 　data　represent

the　mean ± SD 　of 　five　mice 　per 　group ．　StatisticaLly　sig−

niftcant 　when 　compared 　With　control 　group ；
本

：p ＜

0．05，

＊ ＊

　：pくO．Ol，

‡’t

　：p＜O．005．

5mg 投与群 で有意差 が 認 め られた．一方，　 IFN 一
γの 産

生は ， PFE 投与お よ び非投与マ ウ ス の 聞で有意な差が

見 られ な か っ た．

　これ らの 結果 と対照的 に ， 脾臓細胞をSBP の か わ り

に Con　A で抗原非特異的 に刺 激 した場合，0．5　mg 投与

群の IL−4 の産生量以外は ，
い ずれの サ イ トカ イ ン の産

生量 も PFE 投 与 に よ っ て有意な差が み られなか っ た

（Fig．3）．　 PFE 　o．5　mg 投与群 で IL−4 の 産 生 が 抑制 さ れ

た原因に関して は不明 で あ る が，PFE をそ れ 以上投与

した群で は，工L−4 産生 の有意な抑制はみ られず ，
PFE

の用量依存性 が認め られ なか っ た こ と か ら，Con　A

刺激 に よ る IL4 産 生 に PFE は影響を及 ぼ さな い と判

断し た。

3．SBP特異的 T　 cell 　lineの サ イ トカイ ン 産生 パ タ
ー

ン に及ぼす PFE の 影響

　SBP で免疫 した マ ウス の リ ンパ 節細胞を ，
　SBP と抗

原提示細胞に よ っ て 抗原刺激 を 3 回繰 り返 し，SBP

特異的 Tcell　Hneを樹立 した．その 過程で，抗原刺激と
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　Fig．3．　Effect　of　PFE 　treatment 　on 　cytokine 　pro−

ductlon　by　Con　A −sしimulated　 splenocytes 　fronl　 mice

immunized　with 　SBP　in　aium 　adjuvant ．　Assays 　were

performed 　in　triphcate　per　mouse ，　and 　data　represent

the　mean ± SD　of　five　mice 　per　group，　Statistically　sig −

nlficant 　when 　comparedwlth 　control 　group ；
±” 1尸く

0，005．

と もに PFE を添加 して ，得 られ る T 　cell　lineの サイ ト

カ イ ン産生 パ タ
ー

ン が変化す るかを調べ た．添加する

PFE は，あ らか じ め樹立 し た Tcemine を用 い て そ の

増殖に及ぼす影響を調べ た結果 （Fig．4）より，増殖に

影 響 を及 ぼ さな い 200 μg／ml お よ び若干の 抑 制がみ

られ る 500μg／ml の 2 種類 の 濃度 を用 い た ．三 次刺激

時 に SBP 単独 で刺激 した ときの各サ イ トカ イ ン の 産

生量 を Table　1に示し た．　 PFE 添加 の 有無 に 関 わ らず，

こ の 時点 で リ ン パ 節細胞 の 96％ 以上 は CD 　3＋CD 　4 ＋

細胞 ，
4％ 未満が CD 　3＋ CD 　8＋

で あっ た、また ，
い ずれ

の Tcell　lineも三次刺激時 の 増殖 に差はみ られなか っ

た．一次あるい は 二 次刺激まで PFE を添加して 樹立 し

た T 　cell　lineで は，　 PFE 非添加で 樹 立 した Tcemine

に 比 べ
，添加 した PFE の 用量依存的に IL−4，　IL−5，IL−10

の 産生量が有意に減少して い た，PFE 添加の 回数 は ，

IL−4，IL−5，　IL一ユ0 の 産生抑 制 の 程 度に は ほ と ん ど影響

しなか っ た．一
方 ， IFN一γの 産生量は，　PFE 　200μg／ml

を1 回ある い は PFE 　500　pg／ml を 2 回添 加 し て樹立

し た T 　cell　lineで 有意 に減少 して い た が，　 PFE の用量

依存的に IFN−V の 産生が抑制 される傾向はみ られ な

　Fig．4．　Proliferation　of 　SBP−speciic 　T　cell　line　in　re −

sponse 　to　SBP　in　the 　presence　of 　PFE ．　The 　data　repre −

sent 　the　mean 土 SD 　of 　triplicate　cultures ．　Statistical！y

significant 　 when 　compared 　 with 　 coDtro1 ；
＊

： p ＜

0．05，
＊ ＊“

　：p 〈 0．005．

か っ た ，したが っ て ， PFE の 添加 によっ て ，IFN一γ産生

は 影響 を受けない と判断し た．

　さ ら に， SBP で
一

次刺激を行 っ た リ ン パ 節細胞を，

．1．．．次刺激 の 際，PFE と 同時に IL−4 を添加 して ，　 IL−4

存在下 に お い て も PFE に よ る Th　2 サ イ トカ イ ン の

抑制が認め られ るか調 べ た．SBP で 三 次刺激を行 っ た

ときの サ イ トカ イ ン 産生量を Table　2 に示 した．　 IL−4
，

IL−5，　IL−10 の産生は ， PFE 添加時に IL−4 が存在し て い

て も， PFE 非添加 の 場合 に 比 べ 有意 に抑制 さ れ た．一

方，工FN −Y の 産生 は，PFE に よっ て 有意な抑制は み られ

なか っ た．

考　察

　即時型 ア レル ギ
ー

は，ア レ ル ゲ ン 特異的な 工gE 抗体

の 過剰産生 を特徴 とし，こ の IgE抗体の 産生を抑制す

る こ とは ア レ ル ギ
ー

の 治療の うえで 極め て 重 要 で あ

る．今 回，我 々 は マ ウ ス を SBP で 免 疫 す る際 ，
　 PFE

を投与する こ とに よ っ て
， SBP 特異的 な IgE や IgG　1

抗体 の 産生が抑制さ れ る こ とを示した，同様 な結果 は，

今岡 らに よ っ て も報告され て い るが5）
， そ の 作用機序

に つ い て はほとん ど わ か っ て い ない ．IgE や IgG　l抗

体 の 産生 は ，B 細胞 と Th　2 との 相互作用 に よ っ て 誘導

さ れ る が，そ の 際 Th　2 か ら産 生される IL−4 などの サ

イ トカ イ ン が重要 な役割を演 じ る こ とが 報告 され て い

るエz）．PFE を投与 した マ ウ ス で は ， 脾臓細胞 を抗原刺
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Table　l　Cytokine　production 　by　SBP−specific 　T 　celH 量ne 　establlshed 　in　the　presence　or　absence 　of　PFE

St［mulation 　cycle

1
°
　　　　　　　　　 2

°
　　　　　　　　　 3

°
IFN一γ

匚lu加 1］
　IL．4
［ng ／ml ］

　IL5
［ng ／ml ］

几 一10
匚ng ／鳳 ］

SBP　　　　　　 → 　SBP　　　　　　 → 　 SBP

SBP ＋ PFE2DO →　 SBP　　　　　　 → 　 SBP

SBP ＋ PFE200 →　 SBP ＋ PFE2  O →　SBP

SBP ＋ PFE5DO → 　SBP 　　　　　　 → 　SBP

SBP ＋ PFE500 →　 SBP ＋ PFE5  O → 　 SBP

1、2 ± 0，07

D．9 ± 0． 1 ＊

1．2 ± 0．05
1．1 ± 0．13
1．0 ± 0．05 ＊

18 ± 0．3

ユ3 ± 05 ＊ ＊＊

13 ± 0．4 ＊ ＊ ＊

9 ± 0，6 ＊ ＊ ＊

8 ± 0．9 ＊ ＊宗

58 ± 1．047
± 1，8 紳 ＊

52 ± 2、3 ＊

35 ± 1．2 ら ＊ ＊

32 ± 0．8 ＊ ＊ ＊

79 ± 8．266
± 5．381
± 3，555
± 2．0 ＊

49 ± 2．6 ＊ ＊

　The 　data　represent 　the　mean ± SD 〔｝f　triplicate　cultures ，　PFE200 　and 　500　indicate　the　concentration 　of　PFE 　added 　to

the　culture ；200 μg／ml 　and 　500 μg／m1 ，　respectively ．　StatisticalLy　signi 丘cant 　when 　compared 　with 　control 　culture ；
＊ ：p

＜ 0．05，　　
‡ ＊

　：尸
く ODI，　　

＊ ＊ ＊

　：p く 0．  05．

Table　2　Effect　of　PFE 　on 　cytokine 　production　by　SBP −specific 　T　cell　line　established 　in　the　presence 　of 　IL4

Cells　cultured 　with IFN一γ ［IU／ml ］ エL4 ［ng ／ml ］ IL−5［ng ／ml ］ 1レ 10［ng ／ml ］

SBP ＋ 工L4

SBP ＋ IL・4 ＋ PFE200

SBP ＋ IL4 ＋ PFE5DO

1．8 ± 0，01

，8 ± 0，12
．2 ±  2 ＊

17 ± 0，615
± 0．4 ＊

12 ± 0，9 ＊ ＊ ＊

74 ± O，767
± 2．3 ＊ ＊

60 ± 1．2 ＊ ＊ ＊

70 ± 0．866
± 2．6 ＊

48 ± 2，4 林 ＊

　The 　data　represent 　the 　mean ± SD　of　triplicate　cultures ．　PFE200　and 　500　indicate　the　concentration 　of　PFE 　added 　to　the

culture ；200 μg／ml 　and 　500 μg／ml ，　respec 亡ively．　Statisticalty　signifieant　when 　compared 　with 　cQntrol 　culture ；
＊ ：p 〈

O、05，　　
＊ ＊

　；p く　0、Ol，　　
＊ ＊ ＊

　：p ＜　0．005，

激 した ときの IL−4，
　IL−5，工L−10な ど の Th 　2サ イ トカ イ

ン の 産生 が すべ て 抑制 された．こ の こ とか ら，PFE

は IL−4 をは じめ Th 　2 サイ トカイ ン の 産生 を抑制す る

こ とで ，IgE 抗体産生を抑制したもの と考え られ る．

　PFE を投与した マ ウ ス の脾臓細胞で み られる Th 　2

サイ トカ イ ン 産生 の 抑制は，脾臓細胞を抗原で刺激 し

た場合に の み認め られ た．抗原刺激の代わ りに ， 脾臓

細胞 を Con　A で 抗原非特異的に刺激 した 場合は，　PFE

投与 の 有無で サ イ トカ イ ン 産生 に 差 は み られ な か っ

た．こ の こ とよ り，PFE は ， すべ て の 丁 細胞 の 応答を

非特異的に抑制す る の で は な く，PFE 存在下 に抗原刺

激 を受けた T 細胞に対 して特異 的に ， Th　2サ イ トカ

イ ン 産生 を抑制 する こ とが示唆され る．

　Th　l と Th 　2 は，それぞれ の サ ブセ ッ トの T 細胞が

産生する サ イ トカイ ン を通 じ， 互 い の 活性を抑制する

こ とが知 られて い る． Th　1 から産生 され る IFN −V は，

Th 　2 の増殖や Th　2 か ら産 生 される IL−4 の 作 用 を抑

制する．しか し， PFE を投与 したマ ウス にお い て，　IgG

2a 抗体の 産生 や脾臓細胞か らの IFN γ産生 とい っ た

Th 　1応答に変化は み られなか っ た。また ，
　 T 　cell　line

樹立 時に PFE を添加 して もIFN一γ の産生 は影響を受

けなか っ た．こ れ らの 結果から ， PFE は Th　1 を誘導す

る こ とによっ て ， Th　2反応を抑制するの ではなく， む

し ろ，Th 　2 反応を直接抑制する こ とが示唆された．

　SBP 免疫 マ ウ ス の リ ン パ 節細胞か ら，抗原刺激時に

PFE を添加して樹立 した T　cell　lineは，　PFE 非添加で

樹立 した T 　cell　lineに比 べ ，　 IL4，IL−5，
　IL・10の 産生が

低下 して い た．SBP 免疫 マ ウ ス の リ ン パ 節細胞を
，

一

次刺激する 際に PFE を添加 し，その後，二 次 ， 三次 と

抗原 の み で 刺激 を繰 り返 して も IL−4
，
　IL−5

，
　IL−10 の 産

生 は抑制され た ままで ある こ とか ら，こ の Th 　2 サイ

トカ イ ン 産生 の 抑制は
…・時的な もの で は ない こ とが 示

唆され る．さらに，PFE は，　 cell 　line樹立初期の段階に

加 え る こ と が 必要で あ り，Tcell　line樹 立 後 に PFE

を加えて抗原刺激を繰 り返して も，サイ トカイ ン の 産

生パ ターン は変化 しなか っ た （デ ーター略）．また ， す

で に分化が確立 した Th 　2　clone に対 しては ，
　PFE はサ

イ トカ イ ン の 産生 に何 も影響を及ぼ さなか っ た （デー

ター略）。こ れ らの 結果か ら， PFE は Th 　2 サ イ トカ イ

ン の 産生自体を抑制する の で は なく，Th 　2サ イ トカ イ
’

ン を産生する細胞へ の分化の過程を抑制する の で はな

い か と考 えられる．SBP で 免疫 した マ ウス か ら得た リ

ン パ 節細 胞は
， まだ Th 　1 や Th　2 へ と コ ミ ッ ト さ れ て

い な い 細胞も含み ，そ の後の 刺激 に よっ て Th 　1／Th 　2

の バ ラ ン ス が ど ちらに も傾 きうる と 思 わ れ る 13）14）．

したが っ て ，PFE に よ っ て ，　Th 　2 サイ トカイ ン を産生
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する細胞へ の 分化や成熟が抑制 され，Th 　1／Th　2 バ ラ

ン ス が Th 　2 へ と傾 くの が 抑制され る の で はな い か と

考えられ る．

　ア レ ル ギ ーをす で に発症 して い る 患者にお い て も，

ア レル ゲ ン 特異的な T 細胞がすべ て Th 　2 へ と分化 し

て い る の で はな く15），侵入 した ア レ ル ゲ ン の刺激 を受

け る度に ナ イーブ T 細 胞か ら Th　2 へ の 分 化 も起 こ

り， 症状発現 の
一

部に 関与す る もの と思 われ る．した

が っ て ，ア レ ル ギ
ー

の 治療 と い う点か ら考える と，PFE

に よっ て Th　2 へ の 分化の ス テ ッ プを抑制する こ と に

より，過剰な Th 　2応答を抑 え，最終的 に ア レ ル ギ
ー

の

諸症状 の 緩和 につ なが る こ とが期待され る．

　IL−4 は Th　2 へ の 分化 に 必須の 因子で あると考 え ら

れ て い る が，PFE に よ る Th 　2サ イ トカイ ン の 産生抑

制作用 は ，
PFE 添加時に IL−4 が同時に存在し て い て も

認 め られた．ア レル ギ
ー患者の炎症局所や 血 清 中で は

IL−4 の 産 生が増加 して い る こ とが報告 さ れ て い る

が16）17），今回の結果か ら， そ の よ うな IL−4 の 過剰 な環

境に お い て も，PFE は Th 　2 応答 の 抑制作用 を発揮 し

うる こ とが期待さ れ る．

　今回の 結果か ら，PFE に よ っ て ，　 Th　1／Th　2 の バ ラ

ン ス を制御 し，過剰 な Th　2応答を抑制で きる 可能性

が示唆さ れた．Th　l／Th　2バ ラ ン ス の 制御は ， 即時型 ア

レ ル ギー疾患 の 治療に お い て 重要 な作用 点で あ り，

PFE に よ る Th　2応答の 抑制作用 は，ア レ ル ギ
ー

体質

の 改善に つ なが る こ と が期待さ れ る．
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INHIBITION  OF  ANTIGEN-SPECIFIC  T  HELPER  TYPE  2 RESPONSES

              BY  PERILLA  FRUTESCENS  EXTRACT

Tatsuyalshiharai), IwaoOkamotoD,  NaoyaMasaki2), KeizoKohnoi),

     Tadao Tanimotoi) Hakuo  Ikegamii) and  Masashi Kurimotoi)

      
i)Ftg'isaki

 lnstitt{te, Hlayashibara Biochemical Laboratories, Inc.

       
2}ATnase

 Iitstitute, Hdyashibara Biochemical LahoTatoTies. Inc.

    PeriUafrutescens leaf extract  (PFE) is known  as a natural  medicine  with  anti-allergic  activities, although

its mechanism  of action  remains  unclear.  In this study,  we  examined  the effect  of  PFE  on  antigen-specific  anti-

body and  on  cytokine  production. Mice were  immunized three times (weekly) with  sugi  basic protein (SBP) ,

a  major  allergen  of  Japanese cedar  pollen, in alttm  adjuvant.  PFE  was  injected intraperitoneally into mice  on

day 2 bEfore and  on  the day of eaeh  immunization with  SBP  in alum  adjuvant.  Serum  anti-SBP IgE and  IgG 1
antibody  levels were  significantly  suppressed  in mice  injected with  PFE. Furthermore, the production  of in-
terleukin (IL) -4, IL-5 and  IL-10 by SBP-stimulated splenocyses  also  decreased in PFE-injected mice  in a dose-
dependent manner.  However, PFE  had no  effect  on  either  the serum  anti-SBP  IgG 2 a  antibody  levels or on  in-
terferon (INF) -y production  by splenocytes.  When  splenocytes  were  stimulated  xvith concanavalin  A, there
was  no  difference tn cytokine  production  between mice  injected with  PFE  and  control  mice  injected with  ve-

hicle. SBP-specific T  cel}  line established  in the presence  ef  PFE  frrom the lymph node  cells of mice  immunized
with  SBP showed  reduced  IL-4, IL-5 and  IL-10 production  compared  with  that established  in the absence  of

PFE. In contrast,  comparable  levels of  IFN-vproduction were  observed  between these two  T  cell lines. These
data suggest  that PFE  down-regulates Th  2-type cytokine  production  and  prevents  the Th  1/Th  2 balance
from polarizing toward  Th  2-type immune  responses.


