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　正 常者とス ギ花粉症患者の末梢血単核細胞 を mitogen やス ギ花粉抗原で刺激培養 し ， リ ンパ 球の増殖

反応 と免疫グロ ブリン 産生反応を検討し た．Con 　A
，
　a 皿 ti−CD40 皿 Ab 刺激で ， 患者群 の増殖 反応 は正常者

群 に 比 し有意に高く， a 皿 ti−CD40mAb 刺激で 両群共 に IgG　2 産生反応が顕著であ っ た．スギ抗原刺激で ，

患者群の 増殖反応 は 正常者群 に比 し著しく高く， 患者血清抗スギ 19E 抗体価と相関した，ス ギ抗原刺 激

による IgE 産生反応 では， 患者群の 反応は 正常者群に比し有意に高く， 患者血清抗 ス ギ 豆9E 抗体価 と相

関を示した、ス ギ花粉抗原刺激 による 19G 産生反応では正常者群，患者群共にやや高 い 反応を示 し， 両

者の問に有意差 は認め られなか っ た．どの 19G サブクラス が 19G 産生反応の 主因である か は不明 で あ っ

た が，IgG 　2 と 19G 　4 産生反応 は他の サブクラ ス に比 べ て比較的高値 を示 した．患者群の 1gG 　4 産生反応

は 正常者群 に比 し有意 に 高 か っ た．IgG 　2 と 19G 　4 産生反 応 の 間 ， 並び に ，
　lgG　4 と IgE 産生反応の 間 に

負の相関傾向が み られ注 目された．免疫治療に おける 19G　4　high　responder を今回 の 腕 漉 ro 反応で

判定する事は困難と思われた．
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ー

に対する 免疫治療に お い て ，
　 lgG　4

抗体の 誘導が重要 で あ る こ とが指摘 されて い る．しか

し，
ス ギ花粉症 に対す る免疫治療 1）で は，頻回 の抗原注

射が厳重に継続さ れ て い て も，IgG　4 抗体の 高度増加

を達成 で きる 比率は 24％ と低 く， 治療前 の 血清巾 IgE

抗体価が高い 症例ほ ど抗原注射に よ る IgG　4抗体反応
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の 反応性が高い 傾向が み られ る 中で ， 治療前 IgE抗体

価の 高 い 症例 に 頻 回 の 抗原注射が 継続さ れ て も IgG　4

抗体上昇が ほ とん ど観察され な い 例がかな り存在 する

こ とも明 らか に され て い る．こ れ らの 成績よ り，どの

ような個体 に対 して も充分な 1gG　4抗体反応を惹起 し

得る ス ギ花粉成分を精製分離する こ と， 免疫治療開始

前に 個体の IgG　4 抗体反応性 を予知する方法を開発す

る こ と，の 2 点が ス ギ花粉症免疫治療 の 重要課題 で あ

る と思 われる．

　今回私共は，ヒ ト末梢血 リ ン パ 球を mitogen や ス ギ

花粉抗原と共に培養 し， 増殖反応 や IgE，　IgG，　IgG サ ブ

ク ラ ス 産生反応などを詳細に検討して ， ス ギ花粉症免

疫治療に お ける IgG　4　high　responder を治療前に 予知

選別す る方法はない もの か，その 手がか りを探る目的

で 以 下 の 研究を行 っ た．
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　Fig．1．　Chromatography　of　80％ alnmonium 　sul −

fate　precipitate（CJP）in　Japanese　cedar 　po 訌en 　extract

with 　PBS 　on 　Hiload　Superdex　75　pg　26／60　column

equilibratedwith 　O．15　M 　ammoniuln 　acetate （pH 　6，0）．

対　象

　1996年 1 月よ り1998年 2 月 まで に ，
た か の 橋中央

病院耳鼻咽喉科 （広島市）を訪れ，トリ イ製ス ギ花粉

診断エ キ ス に よ る皮内反応 陽性並 び に SRL 社 に お い

て CAP 法 フ ル オ ロ エ ン ザイ ム イム ノ ァ ッ セ イ に て測

定さ れ た 血 清中抗ス ギ lgE 抗体価 陽性 を示 した ス ギ

花粉症患者で 免疫 治療や薬物治療を全 く受けて い ない

未治療者群 よ り，
CAP 法 IgE抗体価が 0．35〜100　UA／

ml に広が る よう作為的 に 50名 （14〜43 歳，男女）を

選 び 出し，対照 と し て ，ス ギ花粉診断エ キス 皮内反応

陰性，CAP 法に よ る 血清中抗 ス ギ lgE 抗体価 陰性 の 非

ア トピー
正常者 38 名 （23〜51 歳，男女〉を無作為に選

び，これ ら 88名を対象 とした．尚，
ス ギ花粉症患者 の

場合，実験 に問題 となる様な重複感作例は対象か ら除

外 した．

方　法

1）末梢血 単核細胞の分離

　ス ギ花粉 が 飛散す る 2 月か ら 5 月迄を除 く期間に，

肘静脈 よ りヘ パ リン 加末梢血 を採取し リ ンパ 球分離液

（Nycomed 　Pharma 　As）に静か に 重層 し ， 250　x 　g 室温

に て 30分遠心 した．遠心後中間層 よ り単核細胞 （pe −

ripheral 　blood　mononuclear 　cells，　PBMC ）を分 離 し，

phosphate 　buffered　saline （PBS ）にて 3 回洗浄 した後

10％ 熱処 理 胎 児 ウ シ 血 清 （fetal　calf　serum ，FCS ，

Gibco）を含む RPMI −1640培養液 （Nissui）に浮遊 させ

た。

2） ス ギ花粉粗抗原 の分画

　ス ギ花粉 400g を 41 の PBS に 4 時聞懸濁 し，上清

を 80％ 飽和硫安で沈殿 した後，蒸留水に対 して 透析 し

全量 70m1 に調整 した もの を CJP と した ．得 られ た

CJP を Hiloadシ ス テ ム　（Pharmacia）に て Superdex

75pg 　26／60 カ ラ ム （Pharmacia）を用 い て ゲル 濾過 し

280nm 吸光度 を測定 した と こ ろ 4 つ の ピーク を成 し，

それぞれ を CJp−1，　CJp−IL　CJp−III，　CJp−IV とした．分

子量に よ り4 つ の ピーク を分画す る と，CJP−1 は 158

kDa以 上，　 CJP−IIは 158〜68　kDa ，
　CJP−IIIは 68〜12．4

kDa，　CJP−IV は 12．4　kDa 以下 で ある こ と が明らか とさ

れ，したが っ て ， CJP−IIIは Cnyjlと Cryj　IIを含む画

分 と し て
，
CJP−IIは そ れ ら主要 ス ギ花粉 ア レ ル ゲ ン を

含まな い 分子量 の 比較的大 きい 画分 と して実験に供 さ

れ た （Fig．1）

3）ス ギ花粉抗原

　培養 された PBMC を刺激する ス ギ花粉抗原 と して ，

ス ギ花粉粗抗原凍結乾燥末 （トリイ）10μg／ml ，
　G γプ

1 （林原）10　pg／ml ，　CJP−III　10　Ug／ml ，　CJP−II　10　”g／ml

の 4 種の抗原 を使用 した ．

4）　リ ンパ 球 mitogen

　今闃の 細胞培養系 の 成 否 を 確認 す る 目 的 と，mito −

gen に対 して特異な免疫グ ロ ブ リ ン 産生反応がみ られ

る か否か を検討する ため ， concanavalin 　A （Con　A ，　EY
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Laboratories）10μg／ml ，　pokeweed 　mitogen （PWM ，

Sigma）5μg／ml ，　mouse 　monoclonal 　anti −hurnan　CD40

antibody （anti−CD40 　mAb ，　Serotec）1pg／ml を リン パ

球 mitogen として使用 した。

5）リ ンパ 球増殖反 応

　10％ 熱処理 FCS ，2mM グル タ ミ ン ，50　U／ml ペ ニ

シ リ ン
，
50 μg／ml ス ト レプ トマ イ シ ン を加え た RPMI −

1640培養 液 に て 細 胞
’
tw　1　x 　106／m1 に 調 整 さ れ た

PBMC 浮遊液を 96 穴平底マ イ ク ロ タ イ タープ レ
ー

ト

（No，3072，
　Falcon）の well に 200μ1ずつ 分注 し， 抗 原

ある い は mitogen に よ る刺激並び に無刺激条件下に

各 3weU を使用 して ， 5％ CO2 培養器にて 37℃5 日間

培養 した．培養終了 20時間前に 0，5 μCiの トリチ ウ ム

チ ミジ ン （3H −TdR 　specific　activity 　6．O　Ci／mM ，
　Amer −

sham 　Plc）を培養液に添加 して 標識チ ミ ジ ン を芽球化

リ ン パ 球 DNA へ 取 り込 ま せ た ．培養終了 後 cell　har−

vester に よ りグ ラ ス フ ァ イバ ー
フ ィ ル タ

ー
上 に リ ン

パ 球 を 回収 し
， 液体 シ ン チ レーシ ョ ン カ ウ ン ターで β

線の活性を測定 した2）．増殖反応 の 成績 は ， 刺激 時 の

放射活性取 り込み cpm を非刺激時の 放射活性取 り込

み cpm で 除した値すなわち Stimulation　lndexで表 し

た．

6）培養上清中免疫グ ロ ブ リ ン 産生量の測定

　10％ 熱処 理 FCS ，2mM グ リタ ミ ン
， 50　U／ml ペ ニ

シ リ ン
， 50μg／ml ス トレ プ トマ イ シ ン を加えた RPMI −

1640 培養 液 に て 細 胞 数 5 × 105／ml に 調 整 さ れ た

PBMC 浮遊液 を 24 穴平 底カ ル チ ャ
ープ レー ト （No．

3047，Falcon）の well に lml ずつ 分注 し，抗原 あるい

は mitogen に よる刺激並 び に無刺激条件下 に各 2wel

を使用 して，5％ CO2 培養器に て 37℃ 7 日間培養 した．

培養終了後 well の 内容を試験 管に移 し， 250 × g4 ℃ に

て細胞 を遠心分離 した後，上清を免疫グ ロ ブ リ ン量測

定まで
一80℃ に冷凍保存 し た．上清中 の 総 IgE，IgG ，

IgG　1， IgG　2，lgG　3，
　lgG　4 量 の 測 定は，サ ン ドイ ッ チ

ELISA 法に よ り以下 の 方法で 行われた，　IgE量 の 測定

で は ， 96穴平底 マ イ ク ロ タ イ タ
ー

プ レー
ト （A／S

Nunc ＞の well に ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト IgE血 清 （Medix

Biotech）10μg／ml 　PBS を 50　pl，　lgG並 び に lgG サ ブ

ク ラ ス 量 の 測定で は ，
ヒ ッ ジ抗ヒ トIgG血清（Cappe1）

10μg／ml 　PBS を 50μ1ずつ 分注 し て 37℃ 2時間更に 4

℃overnight 静置 して well を各抗免疫 グ ロ ブリ ン 抗体

に て coating した ．　well を PBS に て 洗浄後，1％ bovine

serum 　albumin （BSA ）を含む PBS 　200叫を添加 して

well の 残存吸着部を blockingした ．　 well を洗浄 し た

後 ，
IgE量測定の 場合は培養上 清 50 μ1を，　IgG 並び に

IgG サ ブ ク ラ ス 測定の 場合 は培養上 清 25μ1を各 2

well に添加 して 37℃ 1 時間 incubationを行っ た ．　 well

を洗浄し た後 ， IgE量 の測定で は ，
　 PBS に て 400倍 に

希釈 され た ペ ル オキ シ ダ
ーゼ 標識 ヒ ツ ジ抗 ヒ ト IgE

血 清 （Camarillo）50 μ1を ，　 IgG量 の 測定 で は ，　 PBS

に て 400倍 に希釈され た ペ ル オキ シ ダ
ーゼ標識 ヒ ッ ジ

抗ヒ トIgG 血 清 （Camarillo）50μ1を，　 IgG サブ ク ラ ス

量 の 測定 で は，PBS にて 5000倍に希釈され たマ ウ ス

モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 ヒ ト lgG　1，　lgG　2，　lgG　3 ある い は

IgG　4抗体 （Caltag）50μ1を添加 し 37℃1時 間 incuba−

tionを行 っ た．更 に 工gG サ ブ ク ラ ス 量測定で は ，　 well

を洗浄後 PBS に て 400倍 に 希釈 され た ペ ル オ キ シ

ダーゼ標識 ヒ ツ ジ抗 マ ウ ス IgG 抗体 （Biosource　lnter−

nationaD 　50μ1を注入 し， 37℃1 時間 incubationを行 っ

た．well を洗 浄後，基質呈色液と して 5，5　x 　10
−4M ．　O −

Phenylenediamine　Dihydrochloride（和光）を含む 0．01

％ H202 液 50 μ1を添加 し ， 室 温 に て 30 分 incubation

を行 っ た．最後に，well の 反応液 に 8N −H2SO450 μ1

を加え反応 を停止 させ，直ちに Immuno 　Reader （NJ−

2000，Japan　lntermed）にて 490　nm 吸光度 を測 定 し

た 3）．免疫グ ロ ブ リ ン 量 の 測定成績 は ， IgG 量以外 で

は刺激 時の 吸光度 を非刺激時 の 吸光度 で 除 し た値，

IgG量で は吸光度に よ らず，既知 IgG 濃度液系列よ り

検量線を作成 して 1gG量 を ng 単位 に算 出 し， 同様に

刺激 時 の lgG量を非刺激時の lgG量で 除 し た値すな

わ ち Stimulation　Indexで表 した．

7）統計学 的解析

　 mitogen 刺激 に よ る 実験 の 各群 成績 は ， mean ± stan −

dard　error 　of　the　mean （SEM ）で示 し， 平均値の差の

検定は，Student
’

s −t　testに よ り，危険率 p〈O．05 を有意

と判定した．ス ギ花粉抗原刺激 に よる実験 の 各群成績

の 差の 検定は Mann −Whitney
’

s　U　testに よ り，危険率 p
＜0．05 を有意 と判定 した．相関係 数 （r）は Pearson

積率法に よ る分析に従 い ，検定は t−testに よ り危険率

p＜ O．05を有意と判定 し た4］．

結　果

1，mitogen 刺激に よ る末梢血 リ ンパ 球の 増殖反応 に

つ い て

　Con　A ，PWM ，anti −CD40mAb 刺激 に よ る 末梢血 リ

ン パ 球増殖反応 の 成績 を Fig．2 に 示 した．　 Con　A と

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

林　鷹治 他 417

（
β一
二

Q｝
X
Φ
℃

⊆一
⊆

O
冨
呵【
＝

詈
置

ω

87654321

Con 　A　　 PWM 　 Anti・CD40mAb

　Fig．2．　 Lymphocyte 　proliferative　response 　to　mlto
−

gens　in　cu ！tured　PBMC ．　Data　represen 匸 the　mean ±

SEM 　of　stimu ！ation 　indexes　in　nor 【nal 　subjects （口，　 n

＝ 20）　and 　Japanese　cedar 　poUinosis　Patien しs　（挧 　，　n

≡20）．The　levels　of　proiiferatien　stimulated 　with 　Con

Aand 　anti−CD40mAb 　in　pol！i− osis　patients　were 　sig −

nificantly 　higher　than　those 　in　norrnal 　subjects ・P 〈

0．05，

2．O

51

01

×
 

冒

＝一
＝

O一
←

儒一
コ

匚」
顎

ω

0．5

4．D

3．5

03

52

02

5

ロ
o旧
菫
磬［
o

こい
ox

Φ

堊

≡
2卩
皿
コ

奮
あ

1．0

o．5

Normal　sutSjects
　 （n＝181

P く O．Ol

ρく 0．oeOi

1 、

葬 翼
8　　　 8

　　　 P

38

 

蠡

毘

O

DO

駕

鯉

鬘。。
8O

Japanese 　eedar　potlinosis　patients
　 　 　 　 　 Cn；30）
　 　 P ＜ 0．OOOI

ρく 0．00D1

O

o゚ひ
・。
噌

賠
♂

曲
誌
O

0

口

p⊃
ま
ψ

　

o

滸

o

碑

碑

蟲
oBD

oO

ワ
Op

卵

s

禽
衡

晶伽・
ρ

曽

・
鋸

婁

§
。
渉
眇

ぽ
O

lgE　lgG　igGI　 igG21gG31gG4

　Fig．3．　　Immunoglobulin　production　irl　cultured

PBMC 　 stimulated 　 wlth 　 anti −CD40mAb ．　Data　repre −

sent　the　mean ± SEM 　of 　stimulation 　indexes　in　normal

subjects （［］，　n＝20）and 　Japanese　cedar 　pollinosis　pa−

tients（澀 ，　 n ＝20）．The　levels　of　IgG　2　production 　in

normal 　and 　pollinosls　groups 　were 　highest　among 　all

the　immunoglobulin　classes 　and 　subclasses ．　The 　level

of 工gG 　3　production　in　pollinosis　patients　was 　signlfi
−

cantiy 　higher　than　that　in　norrnal 　subjects ．　pく0、05．

Cedar 　　Cryj　I　　Jp．IEI　 CJP −11　 Cedar 　　C りy／l　CJP匿1【l　 CJP ’IL

　Fig．4．　 Lymphocyte 　proHferative　response 　to　Japa−

nese 　cedar 　antigens 　in　cultured 　PBMC 　from　normal

subjects 　and 　Japanese　cedar 　po且inosls　Patiens・

　Data　indicate　the　stimulation 　indexes　of 　lymphocyte

proliferation　in　each 　group　Qf 　four　antigens ．　The 　level

of　proliferation　in　Japanese　cedar 　pollinosis　patients

was 　significantly 　higher　than　that　in　normal 　subjectS

i・ ・ed ・・ （P＜O．OO ，　C切 1 （P・ 0・0001），　 CJp−III（P ・

0．0001），　and 　CJP卩II　（pく0，0001）　group．

PWM 刺激に よる増殖 反応は ， 正常者群 ，
ス ギ花粉症患

者群共に旺盛で ，Con　A によ る 反応で は ス ギ花粉症患

者群の増殖反応 は正 常者群 の そ れ よ り有意に高い 値を

示 した．anti−CD40mAb 刺激 は Con　A ，　PWM 刺激 に比

べ て 増殖反応は著しくなか っ た が ，ス ギ花 粉症患者群

の 反応 は正常者群の それ よ り有意に高い 値 を示 した．

2．anti−CD40mAb 刺激 に よる末梢血 リ ン パ 球 の 免疫

グ ロ ブ リ ン 産生反応につ い て

　 anti−CD40mAb 刺激 に よる末梢 血 リ ン パ 球 の lgE，

IgG，lgG　1，IgG　2，
　lgG　3，lgG　4産生 反応 の 成 績 を Fig．

3 に示 した．各免疫グ ロ ブ リ ン ク ラ ス 並び に サ ブ ク ラ

ス の 反応 を比較する と， IgG　2 産生反応が 正常者群 ，
ス

ギ花粉症患 者群共 に 最 も顕著に み られた．IgG　3 産生

反応 で は ，
ス ギ花粉症患者群 の 産生反応は 正常者群 の

それ よ り有意に高い 値 を示 した ．IgG　4 産生反応は，正

常者群，ス ギ花粉症患者群共に低 く， また，各症例 に

よ る 反 応の ばらつ きもせ ま い 範囲に限 られ て み られ
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　Fig．5．　 Correlation　between　the　proliferation　in　cul −

tured　PBMC 　from　Japanese　cedar 　pol！inosis　patients
（n＝30）stimulatedwith 　CJP−III　and 　the　serum 　lgE　an−

tibody　titer　of 　same 　patients．

　The　correlation 　was 　observed （r ＝ O．504，　pく0．005）．
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　Fig．　6．　 IgE　productiQn　in　cu ｝tured　PBMC 　from　nor −

mal 　subjects 　and 　Japanese　 cedar 　pollinosis　patients
stimu1ated 　with 　Japanese　cedar 　antigens 、

　Data　indicate　the　stimulation 　indexes　of　lgE　produc −

t量on 　in　each 　group 　of　fQur　antigens ．　The　levei　of　IgE

production　in　Japanese　cedar 　pollinosis　patients 　was

signif量candy 　higher　than　that　in　nor 皿 al　sublects 　in　ce−

dar（戸く0．05），　Cry　f　I（p くO．05）and 　CJPLIII（p〈（LOOO5）
group，　but　not 　in　CJP−II　group ．（N ．S．　means 　no 　signi且一

cant 　difference．〉

た ．

3．ス ギ花粉抗原刺激に よ る 末梢血 リ ン パ 球 の 増殖反

応 につ い て

　 ス ギ花粉抗原刺激に よる 正常者群並 びに ス ギ花粉症

患者群の 末梢血 リ ン パ 球増殖反応 の 成績 を Fig．4 に 示

した．ス ギ花粉粗抗 鳳 C初 1，CJP−III，　CJP・ffに よ る刺

激全て に おい て ，ス ギ花粉症患者群 の 反応性は正常群

の それ よ り有 意 に 高 く，特 に C卿 LCJFHI ，　CJP−II
に よ る刺激で は

， 著 し く高 い 反応例 も認め られ た．こ

の増殖反応 は リ ン パ 球を抗 CD 　3 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体

と補体 で 処理す る と減弱する こ とか ら，T 細胞に よ る

もの と考え ら れ た （結果非表示）．次に ，
ス ギ花粉症 患

者群 に つ い て ， 血清中抗ス ギ IgE抗体価と ス ギ花粉抗

原刺激に よ る 同
一患者の 末梢血 リ ン パ 球増殖反応 の相

関を検討して み た．全 て の ス ギ花粉抗原刺激にお い て ，

血清 中抗 ス ギ IgE抗体価 と末梢血 リ ン パ 球増殖反応

の 問に 比較的良好な相関が認 め られたが ， Fig．5 に示

す通 り， CJP−III刺激に よ る反応で 最 も良好な相 関 （r
＝O．504，　p＜0．005）が認め られ た．

4．ス ギ花粉抗原刺激に よ る末梢 血 リ ン パ 球の IgE 産

生反応 につ い て

　ス ギ花粉抗原で リ ン パ 球 を刺激 した際 ， ス ギ花粉特

異的抗体産生は検出され なか っ た．したが っ て，以下

の 実験で は 総免疫 グ ロ ブ リ ン 量 に つ い て 検討 を行 っ

た．ス ギ花粉抗原刺激に よ る 正常者群並 び にス ギ花粉

症患者 群 の 末梢血 リ ン パ 球 lgE 産生 反応 の 成績 を

Fig．　6 に示し た．ス ギ花粉粗抗原，　c ，yj　1，　CJP−1工1に よ

る刺激 で は ，
ス ギ花粉症患者群 の 反応性は 正 常者群 の

それ よ り有意に高か っ た．特 に C叨 1と CJPJII に よ

る刺激 で は，か な り高い 反応例 もみ られ ， 反応 の ば ら

つ きも大 きく反応差が観察 された．そ こ で ， ス ギ花粉

症患者群に つ い て ，血清中抗ス ギ IgE 抗体価 とス ギ花

粉抗 原刺激 に よ る 同
一

患者の末梢血 リ ンパ 球 lgE産

生反応 の 相関を検討して みた．

　全 て の花粉抗原刺激に お い て，血清中抗 ス ギ lgE

抗体価 と末梢血 リ ン パ 球 IgE産生反応 の 間に弱 い 相

関が認め ら れ， そ の 1例 と して Fig．　7 に Cry／1刺激 に

よる反応 で の 相 関 （r・・O．369，p 〈O．05）を図示 して み た．

しか し，IgE 産生反応 と 増殖反応 の 相関性を検討 して

みた と こ ろ，両者の 問に 明らか な相関 は認 め られな

か っ た．

5．ス ギ花粉抗原刺激に よ る末梢血 リ ン パ 球の IgG 産

生反応 につ い て

’
ス ギ花粉抗原刺激 による正常者群並び に ス ギ花粉症

患者群 の末梢血 リ ン パ 球 IgG 産生 反応 の 成績を Fig．8
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　Fig、7．　Correlation　between　the　IgE　production　in

cultured 　PBMC 　from　Japanese　cedar 　pollinosis　pa −

tients（n■30） stimulated 　with 　Cfy　j　I　and 　the　serum

IgE　antlbody 　titer　of　same 　patients．

　The 　correlation　was 　observed （r＝0．369，戸くO．05）．
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Cedar　　C伊 ’I　CJP ・li匸　 CJP −11　 cedar 　　Cry∫I　CJP−Hl　 CJP −II

　Fig．8．　 IgG　productiQn 　in　cultLlred 　PBMC 　from　nor −

mal 　 subjects 　 and 　Japanese　cedar 　pollinDsis　Patients

stimulated 　with 　Japanese　cedar 　antigens ．

　Data　indicate　stimula 廿on 　indexes　of　IgG　production

in　each 　group　of　four　antigens ．　A　statisticaily　signifi −

cant 　difference（p＜〔瓦05）in　the　level　of 　IgG　producdon
was 　not 　found　to　exist　between 　normal 　subjects 　and

Japanese　 cedar 　pollinosis　patients　in　each 　group 　of

four　antigens ．（N．S．　means 　no 　significant　difference，）

に示 し た．IgG 産生反応 につ い て は ，図に示 された通

り，正常者群 ，
ス ギ花粉症患者群共に や や 高 い 反応 を

Nermal　subjects Japanese　cedar 　pollinosis　patients

Cedar 　　Cりyi　I　CJP−III　 CJP −［I　Cedar　　Cry’I　CJP一開I　 CJP °II

　Fig．9．　 IgG　2　productien　in　cultured 　PBMC 　from

normal 　subjects 　and 　Japanese　cedar 　pollinosis　Pa−

tients　stim ω ated 　with 　Japanese　cedar 　antigens ．

　 Data　indicate　the　stimu 上ation　indexes 〔〕f　IgG　2　pro −

duction　in　each 　group 　of　four　antigens ．　A 　statistically

significant 　difference（p 〈0，05＞in　the　ievel　of　IgG　2　pro−

duction　was 　Ilot　found　to　exist 　between　normal 　sub −

jects　and 　Japanese　cedar 　pollinosis　patients 正n　each

group　of 　four　antigens ，（N 、S．　means 　no 　significant 　dif・

ference．）

示 し （SI　1以上），
ス ギ花粉粗抗原，　 Cアy／1，　 CJP−ll工，

CJP−II刺激全て に お い て 正常者群 とス ギ花粉症患者群

の 間 に 反応性の 有意差は認め られなか っ た．したが っ

て，ス ギ花粉症患者群における血清中抗ス ギ IgE抗体

価 とス ギ花粉抗原刺激 による同
一患者の 末梢血 リ ン パ

球 工gG 産生反応 の 間には，全 く相関が認め られなか っ

た．更 に，ス ギ花粉症患者群 につ い て，末梢血 リ ン パ

球 lgG 産生 反応 と末梢 血 リ ン パ 球増殖反応 あ る い は

IgE 産生反応 と の 相関性につ い て も検討 して み た が ，

全 て 相 関 は認め られ なか っ た．しか し，lgG 産生反応 で

は，ス ギ花粉粗抗原刺激に よ る反応 で も若干高い 反応

を示した例 もみ られ 注目された．

6．ス ギ花粉抗原刺激 に よる末梢血 リ ン パ 球の IgGサ

ブ ク ラ ス 反応 につ い て

　 ス ギ花粉抗原刺激に よる正常者群並び に ス ギ花粉症

患者群 の 末梢 血 リ ン パ 球 lgG　1，工gG 　2，　lgG　3，　lgG　4　K

生反応 の成績を検討 し て み た．IgG　1産生反応 と IgG

3 産 生 反応 に つ い て は，各ス ギ花粉抗原刺激 に お い て，

反応は全 て 低 く， また，正常者群 とス ギ花粉症患者群

との 問 に も有意な反応 差を全 く認 め なか っ た．Fig．9

に ス ギ花粉抗原刺激 による 正常者群並び に ス ギ花粉症

患者群 の末梢血 リ ン パ 球 IgG　2産生反応 の 成績を図示
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　 Fig．10．　 IgG　4　production 　in　cultured 　PBMC 　froIn
normal 　 sublects 　 and 　 Japanese　 cedar 　 poll［nosis 　 pa −

tients　stimulated 　with 　Japanese　cedar 　antigens ．

　Data　indicate　the　stimulation 　indexes　of 　IgG　4　pro−

duction　in　each 　group　of　four　antigens ．　The　level　of
IgG　4　production　in　Japanese　cedar 　Pollinosis　Patients
was 　slgn 丗cantly 　higher　than　that　in　normal 　subjects

in　CJP−1亘 （尸く001）group ．　but　not 　in　cedar ，　Cry／Iand
CJP−H　group ．（NS ．　means 　no 　significant　difference．）

o

o

o　　　　　　ooCQo

o 　
o

Og5　　　　　　1．0　　　　　　　1，5　　　　　　2．O

Stimulation　index　of 　lgG4　production

　Fig．　IL　Correlat量on 　betweerl　the　IgG　2　production

and 　the　 IgG　4　 production　 in　 cultured 　PBMC 　from

JaPanese　cedar 　pollinosis　patients　（n ＝30）　sti【nulated

with 　CJP−III．

　The　weak 　negative 　correla 廿on （r ＝− 0．239，　not　sta −

tistically　significant ）was 　observed ．

した．図に示された通 り，正常者群 とス ギ花粉症患者

群 の 問 に各ス ギ花粉抗原刺激に お い て有意 な反応差 は

認め られなか っ た．しか し， 正常者群 に おける CJP−II

刺激，ス ギ花粉症患者群 に お ける CJP−III並 び に CJP−

II刺激に お い て かな り高 い 反応 もみ られ た こ とが注 目

された．Fig．　10に ，ス ギ 花粉抗原刺激 に よる 正常者群

並 び に ス ギ花粉 症患者群 の末梢血 リ ンパ 球工gG 　4 産生

反応 の 成績 を図示 した。各 ス ギ花粉抗原刺激 に お け る

反応は著 しくなか っ たが，ス ギ花粉症患者群 で の CJP−

III刺激で は やや高い 反応例 も認 め ら れ，正 常者群 との

間 に有意差 （p くO．Ol）が認め られた。しか し， ス ギ花粉

症患者群における血清中抗ス ギ IgE抗体価 と CJP−llI
刺激 に よ る 同…患者の 末梢血 リ ン パ 球 IgG　4 産生反応

の 問に は，明 らかな相関は認め ら れなか っ た．

　正常者群 と ス ギ花粉症患者群に み られ た末梢 血 リ ン

パ 球の IgG 産生反応 の 高値が ど の IgGサブ ク ラ ス の

反応に 主 と して よっ て い る か を検討 してみたが ， 両群

共 に 各ス ギ抗原刺激に お い て 特 定 の IgG サ ブ ク ラ ス

産生 反応 と 明 らか な相関を示 した IgG産 生反応 を観

察で きなか っ た．

　そ こ で ， 末梢血 リ ン パ 球の IgG サブ ク ラ ス 産生反応

で 比較的高い 反応が認め られた IgG　2産生反応 と IgG

4 産生反応 に つ い て，両者の 関係 を検討して み た．Fig．

11 に，ス ギ花粉症患者群 における CJP−III刺激に よ る

末梢血 リ ン パ 球の IgG　2 産 生 反応 と IgG　4 産生 反応 の

相関 を図示 して み た．統計学的に は有意と されなか っ

たが，両反応 の 間に弱い 負の 相 関傾 向が認め られ た．

　更 に ， 末梢血 リ ン パ 球の IgG　2 産生反応 や IgG　4 産

生反応 と 工gE 産生反応 の 関係 に つ い て も検討 を 加 え

て み た．lgG　2 産生反応と lgE産生反応 との 問に は ， 今

回 の成績か らは相関を明 らか にする こ とは で きなか っ

たが ， IgG　4 産生 反応 と IgE産生反応 の 問に は，　 Fig．
12に図示 した通 り， 統計学的に は有意とされなか っ た

が，両反応の 問に弱 い 負の 相関傾向が認め られ た．

考　察

　今回の末梢血 リ ン パ 球培養実験 に 当た り，ス ギ花粉

抗原刺激 に よ る 反 応 を検討す る 前 に
， 先ず ， 細胞培養

系 の 成否を確 認するため ， 並び に ， mitogen による刺 激

で 何か特徴ある免疫グ ロ ブ リン 産生 パ ターン を得る こ

と は で きな い か を検討する た め ，Con　A ，PWM ，
　anti−

CD40mAb などに よる末梢．血 リ ン パ 球の 刺激実験 を 試
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Stimulation　index　of ■gE　produCtien

　Fig．ユ2．　 Correlation　between　the　IgG　4　productien
and 　the　lgE　production　in　cultured 　PBMC 　from　Japa−

nese 　cedar 　pollinosis　patients（n ・　30） stimulatedwith

CJP−III．

　The　weak 　negative 　correlation （r薈一
〇．211，　not　sta−

tistically　significant）　was 　observed ，

みた，Con　A と PWM に よる刺激で共に著し い 増殖反

応がみ られ ， Con　A による増殖反応で は ，
ス ギ花粉 症

患者群 の それ は 正常者群 の それ より有意に高い 反応 を

示 し，
ス ギ花粉症患者 で は 花粉非飛散期に あ っ て もメ

モ リー機構 によ っ て T 細胞の機能は亢進 して い る と

考え られ た．anti−CD40mAb 刺激に よ る増殖反応 で は ，

反応は比較的低 い なが ら，活性化状態に ある と思われ

る ス ギ花粉 症患者群 の B 細 胞 の 反応が 有意に高 くみ

ら れ た こ とも興味ある結果 と思 わ れた．また ， anti−CD

40mAb 刺激に よ る 末梢血 リ ン パ 球 の 免疫グ ロ ブ リ ン

産生反応の成績で は ， IgG　2 産生反応が正常者群 ，
ス ギ

花粉症患者群 の 両群におい て最 も高い 反応 を示 した．

文 献 的に は，anti −CD40mAb と IL−4 の 刺 激に よ っ て

IgE と 工gG　4 の 産生 5＞つ が誘導さ れ ，　 IgG　2 産生 8）は誘

導されな い との 知見が多く，また ， IFN・γに よ っ て IgG

2 の 産生 が 誘導される とす る報告9）もある．今回得られ

た成績は ， anti・CD40mAb 単独刺激の 結果で あ るが ， 私

共が最 も期待 し た IgG　4産生反応 も，当然著 しい と推

測され た IgE産生反応 も， 共に反応性は 低 く興味あ る

知見を得るこ とはで きなか っ た．また，antiCD40mAb

と IL−4 を加えた実験も行っ た が ，
　 anti −CD40mAb 単独

の 場合 と比 べ て ， ほとん ど大 きな差は認め られなか っ

た （結果非表示）．

　 ス ギ花粉抗原刺激 に よる末梢 血 リン パ 球培養の 研究

で は，今井らの 増殖反応を み た報告 le）や ， 本多 らの 工gG

産生反応を検索 した研究11）
，

ス ギ花粉抗原エ ピ トープ

の 分析で 丁 細胞ク ロ
ー

ン を 用 い る方法 12）などが挙げ

られる．今回私共の行っ た PBMC 培養実験で は ，ス ギ

花粉抗原 と して ，
ス ギ花粉粗抗原，Cry／1，　 Cアy／1と

C初 IIを含む CJP−III画分 ，　 Cry／1 も C切 IIも含 ま

な い CJP−II画分の 4種類 の 抗原 を使用 して み た．先

ず，増殖反応につ い て の成績をまとめ る と
，

正 常者群

で は各 ス ギ花粉抗原刺 激 によ る 反応は 全 て 低 く，橋

口
13）14）らの 成績で ， Cry　j　Iあ る い は Gy ／II刺 激 に よ

る T 細胞 の 増殖反応 は無症状 者で も強 い 反応が み ら

れ る 例 が あ り， 増殖反応 で 花粉症の診断を下す こ と は

で きない と した記述 と異なる結果であ っ た．ス ギ花粉

症患者群の 増殖反応 は各ス ギ花粉抗原刺激全 て に お い

て 著 しく， 特 に C初 1 と CJP−IIIにお い て強 い 反応を

示 し，
C卿 1 も C膨ブIIも含 まない CJP−IIに お い て も

か なり強い 反応がみ られ注目 さ れ た．

　Cアy／1も Cry　j　IIも含まな い CJP−IIに よ っ て増殖反

応がみ られ た こ とは ， CJP−IIに非特異的 mitogen 活性

が あ る の か，CJP−II もCryjI 　
“P　Cryj　IIと同 じ T 細胞

エ ピ ト
ープを持 っ て い る の か ， エninor ア レ ル ゲ ン とし

て別の エ ピ ト
ー

ブ に反応し た の か，な どの 問題 を示す

もの と思 わ れ る．しか し， 正 常者群 に お ける CJP−II

刺激に よる増殖反応は ス ギ花粉症患者群 に比 し著 しく

低値で あ り， mitogen 活性があ っ た とは考え難 く，著者

らは，CJP−IIに CryjI や Cry　i　IIと同様の エ ピ ト
ー

ブ

か別の minor ア レ ル ゲ ン エ ピ トープが含 まれ て い る

もの と解釈 して お り，それを示唆す る成績 も報告 1珈 6）

され て い る，正常者群 と ス ギ 花粉症患者群 の 間 に 著 し

い 反応差 がみ られ た こ とか ら，
ス ギ花粉症患者群に

あ っ て は ス ギ花粉抗原感作度と末梢血 リ ン パ 球増殖反

応 の 問に相 関があ る の で は な い か と思 われ ， 血清中抗

ス ギ lgE 抗体価 と末梢血 リ ン パ 球増殖反応 の 関係 を

検討 した と こ ろ ， 両者 の 間に統計学的に有意 の 相 関が

認め られ ， 感作度と増殖反応 の 関係が明 らか となっ た．

工gE 産生反応に つ い て の 成績をま と め る と ， 正常者群

で は各ス ギ花粉抗原刺激全 て に おい て 反応性は低か っ

たが ，
ス ギ花粉症患者群 で は 正常者群に比 しや や 高 い

反応性が認 め られ，ス ギ 花粉粗抗原 ， Cry　j　I，　CIP・III

の刺激 にお い て統計学的に有意 の 反応差が認 め ら れ

た．また ，C 膨 ノ1，　CJP−III，　CJP
・IIの刺激に お い て は ， ス

ギ花粉症患者群 で 正 常者群で の 最高反応値をは る か に

越える 反応値を示す例がかな り観察され，反応の個体

差を示すもの と思 わ れ た，また，CΨ ノ1 も Cryjll も含

まな い CJP−II刺激に よっ て も， 少数ではあるがやや 高
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い 反応例がみ られた こ とは ， 前述 の CJP一工1に よ る増殖

反応の結果 と合わ せ，CJP−H に B 細 胞 エ ピ ト
ー

プが含

まれ て い る こ とを示唆す る成績 と思 われ た ．IgE産生

反応で正常者群と ス ギ花粉症患者群 の 問に反応差が認

め られたの で，ス ギ花粉症患者群 に つ い て は ス ギ花粉

抗原感作度 と末梢 血 リ ン パ 球 lgE 産生反応 の 関係が

注 目され，血清中抗ス ギ IgE抗体価 と末梢血 リ ンパ 球

工gE 産生 反応 の 問の 相関を検 討した とこ ろ，両者の 問

に弱い 相関が認め られた．しか し，IgE産生反応と増殖

反応 の 間に は明らかな相関は認め られ なか っ た．IgG

産生反応に つ い て の 成績をま と めると ， 各ス ギ花粉抗

原刺激 に よ り正常者群 ，ス ギ花粉症患者群共に や や 高

い 反応が認め られ ， 正常者群 とス ギ花粉症患者群 の 間

に 統計学的 に有意 な 反応差は 認 め られ なか っ た．した

が っ て ，
ス ギ花粉症患者群 に おける．血清中抗ス ギ IgE

抗体価 と末梢 血 リ ン パ 球 IgG 産生反応 の 問 に は 相 関

は認め られなか っ た．また，IgG 産生反応と増殖反応，

IgG産生反応 と IgE産生反応 との 間な どに も相関 は 認

め られなか っ た．IgG 産生反応におい て は，ス ギ花粉粗

抗原刺激に よる反応 で も若 干高い 反応例 もみ られ，

IgE 産生反応や IgGサブ クラス 産生反応ではス ギ花粉

粗 抗原刺激 に よる反応 は全 て極め て 低値を示すなか

で ，注巨 さ れ る結果 と思 わ れ た ．IgG サ ブ ク ラ ス 産生反

応 に つ い て の 成績をまとめ る と，比較的高い 反応性を

示 した の は IgG　2 産生反応 と IgG　4 産生反応 で あ り，

IgG　l産生反応と IgG　3産生反応は各 ス ギ花粉抗原刺

激にお い て 全 て 低 い 反応 しか示 さ な か っ た．IgG 産生

反応に お い て ，正常者群 とス ギ花粉症患者群共にみ ら

れた高値が，どの lgG サ ブ ク ラ ス に 主 と し て よ っ て い

る か を検討 してみたが ， 主役 として の IgG サブ ク ラ ス

を断定する こ とが で きなか っ た．IgG　2 産生反応 で は，

正常者群 とス ギ花粉症患者群 の 間に反応 の 有意差を認

め なか っ た が ，IgG　4 産生反応で は，　 CJP−III刺激 で 統

計学的に有意な反応差が 認め られ た．そ こ で ，ス ギ花

粉症患者群に おけ る ス ギ花粉抗原感作 度 と 加 祕 アo 末

梢血 リ ン パ 球 lgG　4 産生反応の 関係が注 目されたが ，

血清中抗ス ギ IgE抗体価 と末梢血 リ ンパ 球 IgG　4 産生

反応 の間に は 明 ら か な相関 は 証明 されず ， 免疫治療 の

臨床観察で 患者血 清中抗ス ギ IgE抗体価が高値で あ

る 程治療 に よ る IgG　4 抗体価上昇が著しい 傾向が み ら

れ る との成績工）を裏付け る こ と は で きなか っ た．更に ，

今回試 み た 加 祕 roIgG 　4 産生反 応 や そ れ に 連鎖す る他

の 反応な どの 特徴を検討 して みたが ， 各反応共 に 反応

度 や 個体差 が 不充分で あ り，臨床的免疫治療 に お け る

IgG　4 抗体高度反 応例 す な わ ち IgG　4　high　responder

を免疫治療前に予知選別する方法として は全 く不備 に

て創意や改良が必要 と 思われ た．

　前述 した よ うに，IgG　2 は Th　1細胞よ り産生され る

工FN −y に よ っ て 誘導9〕され ，
　 IgE と IgG　4 は Th 　2細胞

よ り産生 さ れ る IL−4 に よ っ て誘導5）6）され る とされ て

い る こ とか ら ， 末 梢血 リ ン パ 球 の IgG　2 産盈反応 と

IgG　4産生反応の 関係 を検討す る こ とは興味 ある問題

と思われた．今回の 成績で は，ス ギ花粉症患者群に お

ける末梢血 リ ン パ 球 の lgG　2 産生反応 と IgG　4 産生反

応 の 問に は，統計学的に は有意とされ なか っ た が弱い

負 の 相関傾 向が示 され ， Th　1細胞優位の反応 と Th 　2

細胞優位の反応が 拮抗 して 出現 して い るか の 現象 と思

わ れ た．同様 の 観点か ら ， 末梢血 リ ン パ 球の IgG　2産生

反応 と IgE 産生反応 の 関係 に つ い て も検討を加え て

み たが ， 今 回 の 成績 か ら は 両 反 応 の 問 に 相関 を 明 ら か

にする こ と はで きなか っ た．

　先に も触れ た免疫治療の 臨床観察 に お け る 患者 血清

中抗 ス ギ lgE抗 体価 高値例 に 治 療に よ る lgG　4　high

responder が多 い との 成績は，自然感作に よる主 とし

て nasopharyngeal 　associated 　lymphoid　tissue（NALT ）

に お け る IgE 抗体産生 と 経皮感作に よ る 主 と して 腋

窩リ ン パ 節に お ける IgG　4抗体産生を論じて い る こ と

に なる．そ こ で ， 末梢血 リ ン パ 球培養 に よ る 勿 瞬 70

で は ある が 同
一条件下 で の B 細 胞 に よる lgG　4 産生

反応 と IgE産 生反応 の 関係を検討する こ とも必 要と

思 わ れ た．今回の 成績を検討 した結果 で は予測 に反し，

統計学的 に は有意 と判定されなか っ た とは い え，IgE

産 生 反応 と IgG 　4 産生反応 の 問に弱 い 負の 相関傾向が

示された．ヒ トB 細胞に おける IL−4 に よる IgEと 工gG

4 へ の ク ラ ス ス イ ッ チ に つ い て は，GascanS〕ら，　 Lund−

gren ら5）の報告に詳 しい が ，
　Jabaral7）らの 研究 による

と， switch 　fragmentの分析に よ り Sμ／S εjunctionに

Sγ4 由来 の 塩基挿入がみ られ る こ とを指摘 し， B 細胞

で は lgM か ら先ず lgG　4 ヘ ス イ ッ チ し，次 い で Sγ4

由来 の sequence を再 度 100p　out する こ と に よ っ て

IgE ヘ ス イ ッ チする と述 べ て い る ．しか し， 彼 らは lgG

4 か ら lgE ヘ ク ラ ス ス イ ッ チ させ る trigger につ い て

は言及 してい ない ．彼 らの知見によ り考察すると，B

細胞の IgG　4 産生反応 と IgE産生反応は相反する反応

として 進行する わけで ，今回の研究で ス ギ花粉症患者

群 に お け る末梢血 リ ン パ 球の IgG　4産生反応 と IgE 産

生反応 の 問に負の相関傾向が示 され た こ と は，彼 らの

説に適 うもの と考え られた．
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　今回 の実験方法に工 夫と改良がなされ ，反応度や個

体差 の 有意に 大きい 加 祕 アo リ ン パ 球 反応系を得る こ

とが で きれば ， IgG　2 産生反応 と IgG　4 産生反応 の関係

か ら，IgG　2 産生反応が著明で あれ ば，　 IgG　410w　re−

sponder で はある が Th ／細胞優位性 で あ る な ど の 予

測や ， IgE産生反応と IgG　4 産生反応 の 関係か らは ，

IgG　4産生反応が著明であれば ， 臨床的 に 免疫治療を

行 っ た場合 IgE抗体感作 を増悪させ る こ とな く IgG　4

抗体 を増加させ る 可 能性を予測す る こ とが で きる か も

し れ ない ．

　稿 を終 え る に際 し，本研究 の ため に CryiI を提供 して 下

さっ た林原生 物化学研究所 の 栗本雅 司 先生 ， 谷 口美文先生

に 深謝致 します．
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   Peripheral blood mononuclear  cells taken  from 38 normal  subjects  and  50 Japanese cedar  pollinosis pa-

tients were  cultured  with  or  without  mitogens  or  Japanese cedar  pollen antigens  to study  the proliferative re-

sponse  and  imrnunoglobulin production  in periphrai blood lymphocytes. When  stimulated  with  Con A  or  anti-

CD  40 mAb,  the proliferative responses  in the patient group  were  significantly  higher  than  those in the nor-

mal  group,  and  when  stimulated  with  anti-CD40mAb,  the IgG  2 production  was  markedly  dominant among

the IgE  and  IgG  subciass  productiens in both groups. When  stfmulated  with  Japanese cedar  pollen antigens,

the proliferative responses  in the patient group  were  markedly  augmented  in comparison  with  the normal

group, and  showed  a correlation  with  the serum  anti-cedar  IgE antibody  titers in the patient group. In regard

to the immunoglobulin production  ln peripheral blood lymphocytes stimulated  with  Japanese cedar  poUen  an-

tigens, the IgE productions  in the patient group  were  significantly  higher than  those in the normal  group, and

showed  a weak  correlation  with  the serum  anti-cedar  IgE antibody  titers in the patient group.  The  IgG pro-

ductions were,  however, slightly  enhanced  by the stimulation  with  Japanese cedar  pollen antigens  in both of

the normal  and  patient groups. While it could  not  be clearly  demonstrated which  subclass  of IgG was  respon-

sible for the enhancement  of IgG production, there were  some  cases  of relatively  higher responses  oi  IgG 2 or

IgG 4 production, Though  the IgG 4 produetions  in the patient group were  significantly  higher than those in

normal  group, there was  ne  clear  correlation  with  the serum  anti-cedar  IgE antibedy  titers in the patient

group, On  the other  hand, it seems  to be noteworthy  that a weak  negative  correlation  was  recognized  be-

tween  the IgG 2 productions  and  the IgG 4 productions, and  between the IgG 4 productions  and  the IgE pro-

ductions.

   Considering these results  in the present  study,  it was  concluded  to be difficult to identify a IgG 4 high re-
sponder  in a  course  of clinical immunotherapy  through  the in vitro IgG 4 production  or  other  related  reac-

tions as  attempted  in this study,


