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気管支喘息児 リ ン パ 球 に お け る IgE 産生 の 検討
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　気管支喘息児 の リ ン パ 球 培養上清中の IgE な らび に Dermatoρhagoides　f∂rin∂e （Df）特異 IgE 抗体産
生 に つ き検討 した．

　気管支喘息児 リ ン パ 球 の lgE 産生 は 培養 1日 目 よ り上昇が み ら れ 7 日以降 に プ ラ ト
ー

と な る 傾向が

み ら れ た ．気管支喘息児 の 無刺激 リ ン パ 球培養上清 の IgE 値 は非 ア ト ピー
群 よ り高値 を示 し0，1〜15，0

1U／ml に わ た っ て い た。気管支喘息児 26例中 5例 に 培養上清 の Df 特異 IgE抗体が陽性に出現 した．

　非 ア トピー
健康小児 に お い て は 無刺激 1丿ン パ 球培養上 清 の IgE は全例測 定限界 O．051U／ml 以 下 で あ

り，Df 特異 IgE 抗体 も全例陰性 で あ っ た．

　リン パ 球 IgE と血清 IgE の 間 に は 良好な 相関が 認め ら れ た （r ＝ O．835，ρく O、001）．リ ン パ 球 IgE と

Df 特異 IgE 抗体 の 間 に も相関 が 認 め ら れ た （r ＝ O．717，ρ＜ 0，001）．

　気管支喘息児 に お け る リ ン パ 球培養 上 清 の IgE は 非 ア ト ピー小 児 に 比 し 著明 に 産 生亢進が 認 め ら れ

た ．

　気管支喘息児 リ ン パ 球 に IFN ・
γ を添加 し 5 日間培養 した と こ ろ IgE 産 生 の 抑制 が 認 め られ た．Df 刺

激 1丿ン パ 球 に IFN ・
γ を添加 し培養 した と こ ろ，　IgE 産生 の 抑制 は さ ら に 著明 な も の と な っ た．また，　Df

刺激 リン パ 球 IgE 産生 に 与え る IFN ・
γ

の 抑制効果 に は 濃度依存性 が 認 め ら れ た．

Key 　words ： bronchial　asthma − Dermatophagoides　fan
’
n α e

− IFN 一
γ IgE

緒　言

　ア トピ ー性疾患に お い て ，IgE は種 々 の サ イ ト カ イ

ン の 影響を受 け，そ の 産生 が 調節 され て い る．ア トピ ー

性疾患患者に お け る IgE抗体産生 の 特 徴 は lgE抗体

が持続的 に 産生 され て い る と い う点 に あ る、

　奥平 ら n−3〕は ア ト ピ ー
性疾患患者 に お け る持続的 な

IgE抗 体産生 は，長 寿命 の 抗 体産 生細 胞 10ng−lived

antibody 　forming　cell の 1動きに よ る も の で あ る とい

う考え方を提唱 し た．こ の 長寿命 の 抗体産生細胞 は in

vitro に お い て ，　 spontaneous す な わ ち 自律的 に lgE

抗体産生を続 け る こ とが 示 さ れ て い る．

　 こ の 自律的 IgE産生能 は interleukin　4 （IL・4）に よ

り産生 が 亢進 し，interferon・γ （IFN ・
γ）

J
？

4 ）
neurope ・

ptideに よ り抑制 され
s）

，
か つ 宿主 の IL−4遺伝子発現能

に よ り規定され る こ と が示 され た 6）7）．

　今 回 著者 ら は 気管 支喘息児 リ ン パ 球培養上清の IgE

な らび に Df 特異的 IgE抗体を測定 し た．また
，

リ ン パ

球 に IL4 ，　IFN 一
γ を添加培養 し IgE を 測定 し た の で 報

告す る．

対　象
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Abbreviations ：　Df　Dermatophagoides　裁ガ襯 θ；

EI．ISA 　enzyme ・linked　immunosorbent 　assay ； IL

interleukin ；　IFN 　 interferon；　 mAb 　mono ・

cl   nal 　antibody ；　 PBS 　phosphate 　buffered　saline ；

PBMC 　peripheral　blood　mononuclear 　cell ； TNF

tun、or 　necrosis 　factor

　対象は Df （Derm αtoPhagoides　farinae）に 対する IgE

RAST ス コ ア が 4 以 上 の ア ト ピ ー
型 の 気管支喘息患

者26例 な ら び に ア ト ピ ー
性疾患 を認 め な い 健康小児 5

例 の 計 31例 で あ る．気管支喘息患者 の 内訳 は 5 歳 以 下

4 例， 6 〜15歳17例，緩解例 5例 で あ る．経 口 抗 ア レ

ル ギ ー薬，経 口 副腎皮質 ス テ ロ イ ド薬を使用 して い な
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い 症例 に つ き検討 し た． IgEIu

！ml

方　法

1）末梢血単核球 の 分離

　 ヘ パ リ ン 加 末梢静脈血 を Ficoll−Hypaque （比 重

1．077）液 に 静 か に 重層，250× g 室温 に て 3 分遠心 し，

中間層 か ら単核球を 分離 し た ．分離単 核球 を phos・

phate　buffered　saline （PBS ） に て 3回洗浄 した，

　細胞数を 1x106 個／mR こ 調整 し，10％胎児 ウ シ 血 清

（FCS ：fetal　calf 　serum ），　 RPMI1640培養液 に浮遊 し

た．

　5％CO2培養器 に て ， ア レ ル ゲ ン 無刺激また は刺激培

養後，培養上清を 4 ℃ ，350× g 遠心 に て 分離し た．培

養上 清は IgE測定ま で
一80℃ に冷凍保存 した ，

　 ア レ ル ゲ ソ と し て は ，Df 　10μg／ml に て 刺激培養 し

た．培養 日数VX　1 ， 3 ， 5 ， 7 ， 10日 ま で 培養した ，

　な お FCS は 56℃ 30分間非働化 し た もの を用 い た ．

　培養開始時it　human 　recombinant 　IL・4 （Genzyme ）

な らび lc　human 　leukocyte　IFN 一
γ （JCR　Pharmaceu ・

tical　Co．）を添加 し 5 日間培養 した．ま た，　 Df 刺激 24

時間後 に PBS に て 3回洗浄 し，　 INF一γ　250U／ml を添

加 し，さ ら に 4 日間培養 しそ の 上 清 を 採取 し た．

2）培養上清 IgE の 測定
B）

　培養上清 lgE は 2 ス テ ヅ プ サ ン ドイ ッ チ 法 を利用

した 全 自動 EIA 装置 IMx 〔ダ イ ナ ボ ッ ト）に よ り測定

した 。

　す なわ ち ， 検体中 の IgE は まず マ イ ク ロ パ ー
テ ィ ク

ル に 固定化 さ れ た 抗 IgE マ ウ ス モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体

に 結合 し
， 次 に 反応 液を グ ラ ス フ ァ イ パ ーデ ィ ス ク に

通す と，マ イ ク ロ パ ーテ ィ ク ル がそ こ に 吸着 され 血 中

IgE の 結 合型 と遊離型 の 分離 が 行 わ れ る．次 い で ア ル

カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ーゼ 標識 抗 IgE マ ウ ス モ ノ ク 卩

一

ナ ル 抗体 を 加 え る と ， 抗 IgE マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗

体
一IgE一ア・ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ

ーゼ 標 識抗 IgE マ ゥ

ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 の サ ン ドイ ッ チ 型の 結合物を形

成す る．基質 4・メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェリ ル リ ン 酸 を加 え

そ の 蛍光強度か ら IgE を 測定す る．最小検出感度は

0．051U／ml で あ る．

　培養上清 IgE の 希釈曲線 を Fig，1 に 示す．

3） 培 養上 清 Df 特異 IgE 抗体

　 リ ソ パ 球 培 養 上 清 中 の Df 特 異 lgE抗 体 を CAP ・

RAST 法 に て 測定 した ．
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　Fig．1．　 Dilution　curve 　of 　IgE　by　PBMC 　showed

linear　 curve ．

4）統 計処理 の 方法

　IgE の 測定下限が 0．051U／ml の た め
， 0．051U／ml 以

下 の 値 は 統計処理上 0，051U／ml と して 処理 した ．統計

は t検定を用 い た ．
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　Fig．2．　 Spontaneous　 IgE　production　by　PBMC

on 　 each 　 culture 　 days．　Asthmatic 　 children （AS ）

showed 　higher　level　of 　IgE　than 　normal 　children 、
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結　果

1）培養 日数に よ る末梢血 リ ン パ 球 IgE産生 の 変動を

Fig．2 に 示す．気管支喘息患者 に お い て は，培養 1 日

目 よ り IgE の 産生が認め られ，4 〜5 日で プ ラ トーと

な っ た．

　Df　 10μg／m1 を添加 し た 場合 は 培養 5 日 ま で 無刺激

IgE産生 よ り低値を示す傾 向 に あ っ たが ， 7　− 10日で

同等 とな っ た．

　対照小児 に お い て は，無刺激培養，な らび に Df 刺激

培養 の い ず れ に お い て も10日 間 ま で lgE の 産生 は 認

め ら れ な か っ た ．

　 こ の こ とよ り，以下 の デ
ー

タ は 無刺 激培養 5 日 目 の

培養上 清 に つ き検討を行 っ た．

2）気管 支喘息児末 梢血 リ ン パ 球 に お け る 自律 的

（spontaneous ） IgE産 生 （Fig，3）

　気管支喘息児末梢血 リ ン パ 球培養 5 日 目 に お け る無

刺激 の 自律的 IgE産生を Fig．3 に 示す．リ ン パ 球 IgE

lgE
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　Fig，3．　 Spontaneous 　IgE 　production　 by　 PBMC 　 on 　 5　 culture 　 days　 in　each

grOUPS．

　A ：Normal　healthy　children ，　B ：Bronchial　asthma （under 　5　years 　of 　age ），　C ：

Bronchial　asthma （6〜　15　years 　of 　age ），　D ：Remission ．　IgE　production 　of 　C　group

showed 　highest　leveL
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産 生 は 5 歳 以 下 で 幾 何 平 均 O．281U ／ml （SD

O．ll〜O．77）， 6 〜15歳 以 下 で 1．761U ／m1 （SD

O．63〜4．95），緩解例 で 0．801U ／ml （SDO ．40 −− 1．58）

と 6〜15歳 で 高値 を示 し て い た．対照児で は 5 例中 4

例が 0．051U／m1 の 測定感度以下で あ っ た ．

3）末梢 血 リ ン パ 球 の IgE （培養 5 日 目） と血 清 lgE

（Fig．4）

　培養 5 日 目 に お ける末梢血 リ ン パ 球 の lgE と血 清

IgE の 関係を Fig，4 に 示す．

　培 養上 清 の IgE と 血 清 IgE の 間 に は 相関 係 数 r ＝

0．835，p〈 O．001と良好な相関が 認 め られた ．

4） 末梢 血 リ ン パ 球 に お け る lgE な ら び に Df 特異

IgE 抗体 （培養 5 日 目） （Fig．5）

　培養 5 日 目 に お け る末梢血 リ ン パ 球 に お け る IgE

1gE

　　　　 Spontaneous　　 IFN−T　　　　Df10μ9／ml　・
　　 　　 IgE産 生　　　 250U／ml 　 ↓

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 IFN−T　250U／mI

　Fig，6，　IgE　production　in　Df　stimulated

lymphocyte　followed　by　addition 　of 　IFN 一
γ．

　 ●　　 ●　Bronchial　 asthma 　（n ＝14），　 o ・・− o

Healthy　children （n ＝3）．　The 　level　of 　spontaneous

IgE　production　in　bronchial　asthma 　showed 　1．66±

0．321U ／m1 ，　The　level　of 　lymphocyte 　IgE　by　addi −

tion　 of 　IFN・γ showed 　1．45± O．241Ufml．　The　level
of 　 IgE　 in　 Df　 stimulated 　 lymphocyte　 follQwed　 by
addition 　of　IFN一γ showed 　1．07± O．22／m1 ．

な らびに Df 特異 IgE 抗体の 関係 を Fig．5 に 示す。培

養 上 清 の IgE と Df特異 lgE抗体 の 間 に は相 関係数

r ＝ 0．717，p 〈 0．001と良好 な 相関 が 認 め られた ．

5）末梢血 リ ソ パ 球 IgE産生 に 与え る IL・4の効果

　末梢 血 リ ン パ 球 を 1 × 106個 ノml に 調 整 し
，
　 IL・4を

100，200，500U／ml 添加 し 5 日間培養 し， 上清中の IgE

を測定し た．デ ー
タ は 示 さ な い が気管支喘 息児 ならび

に 健康 小児 の い ず れ に お い て も IL・4非添加群 に 比 し

有意な変動は み られなか っ た ．

6）末梢 血 リ ン パ 球 IgE 産生 に与え る IFN ・
γ の 効果

　末梢血 リ ン パ 球 に IFN ・
γ を250U／ml 添 加 し 5 日間

培養 し ， 上清中の IgE を測定 した ．　 IFN 一
γ 非添加時 の

IgE は 1．66± O．321U／ml で あ り，
一

方 IFN ・
γ を添加 し

た 場合 の IgE は 1．45± 0．271U／m1 と軽 度 の 低 下 が み

られ た．

　 リ ソ パ 球 を Df　 10μg／ml に て 刺激 し，24時間後 に

PBS に て 3回洗浄後 IFN・γ を250U／m1 添加 し さ ら に

4 日 間培 養 し た ．そ の 培養上 清 の IgE は LO7 ± 0．22

1U／ml と 非添 加群 に 比 し 有 意 に 低 値 で あ っ た （p く

0．Ol）　（Fig，6）．

　ま た ，Df 刺激 リ ン パ 球 IgE 産 生 に 与 え る IFN ・
γ

の

効果 は 濃度依存性 が 認 め られ た （Fig．7）．

7） Df 刺激 リ ン パ 球 IgE 産 生 に お け る anti 　 IFN 一
γ

lgE
〔fU／m

2．

1． （S ．1．）
（A ．H ，〉

（M ．S ．）
（D ．T ．）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 lFN 一
γ

　　　　　　 0　　　　50　　　 100　　　 250 （U 〆me ）

　Fig．7．　The 　level　of　IgE　in　Df　stimulated

lymphocyte　 followed　 by　 addition 　 of 　 IFN ・
γ de・

creased 　by　concentration 　of　IFN 一
γ，
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Table 　l　Anti　IFN 一
γ mAb 　neutralizes

　inhibitory　effect 　of 　IgE　production

　　　 by　Df　stimulated 　PBMC

向山徳子他

IgE　production （IU／m1 ）CultureconditionsAnti　IFN・γ
　　 mAb

Exp 　1Exp 　2Exp 　3

MediumDf

＋1FN 一γ
Df ＋ IFN 一γ

（一）

（
一

）

（＋ ）

0．530
．400
．54

0．400
、250

．34

O，370
．200
．39

mAb の 効果

　宋梢 血 リ ン パ 球 に anti 　IFN 一
γ mAb （Hayashibara）

10Pt1／ml 添加 し 4 ℃ に て 30分間 静置 し た ．そ の 後 Df

10μg／ml と IFN 一
γ　250U／ml を 添加し 5 日間培養し

IgE を 測定 した ．Table 　1 に示 す ご と く Df 刺激 リ ソ パ

球 に お け る IgE産生の 抑告巨は anti 　IFN 一
γ mAb の 前

処置 に よ り阻止 された．

考　察

　 ア ト ピー
性疾患患者 に お い て は IgE 抗体 産生 の 亢

進が認 め られ る．免疫 グ P ブ リ ン 産生 お よ び 免疫 グ ロ

ブ リ ン ク ラ ス 変換は 種 々 の サ イ ト カ イ ソ に よ っ て 調節

され て い る こ とが 明 らか に な っ て きた ．

　 マ ウ ス に お い て は CD4 ＋ T 細胞 ク ロ
ーン は そ の 産生

す る サ イ ト カ イ ン の 産 生 能 の 相違 に よ っ て Th1 と

Th2 の 2 つ の サ ブ セ ッ トに分類さ れ て い る
9〕．　Th1細胞

は 主 に イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 2 （interleukin・2，　 IL−2），
イ

ソ タ
ー

フ ェ ロ ン
γ（interferon・γ，

　IFN ・
γ）， お よ び β腫

瘍壊死因子 （tumor　necrosis 　factor，　 TNF 一
β）を産生

す る，こ れ に 対 して Th2 細胞は 主 に IL−4，
　 IL・5，

　 IL−6

お よ び IL・10を 産生す る ．　 IL−3や GM −CSF は い ずれ の

細胞 か らも産生され る．Th2 細胞か ら産生 さ れ る IL−4

は IgE抗体産生 を誘導する が，　 Th1細胞か ら産生 さ れ

る IFN 一
γ は IgE抗体産生を抑 制す る．　 Thl と Th2 は

それぞれ異 な っ た サ イ ト カ イ ソ を 介し て お 互 い に拮抗

的 に 作用 して い る と考 k ら れ る．ヒ トに お け る T 細胞

サ ブ セ ッ ト に 関 し て も同様 に IL−4に よ り IgE産生が

亢進 し，IFN ・
γ に よ り抑制 さ れ る と い う報告が み られ

る
le）．

　 成熟 B リ ン パ 球 は 増殖，分化 し 抗体 産生細胞 に ま で

成熟 分化す る が，IL−4に よ る IgE 抗体産生 に お い て

は
， それぞれ に 先 立 っ て B 細胞 に お け る FC ε RIIの 発

現 誘導が 認 め ら れ る．FC εRII ｝X　B 細胞増殖因子 で あ
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る 可能性が 示 唆さ れ て い る 11）．

　 B 細胞 の 大部 分 は ア ポ ト
ー

シ ス で 死滅 して い くが，

soluble 　FC ε RII （25KDa ）と IL−1α の 添加 に よ り死滅

をまぬ がれ抗体産生細胞 へ 分化 し うる こ とが報告 され

て い る
12 ｝．

　あ る 種 の 抗 FC εRII抗体 ex　IL−4に よ る IgE産生 の

誘導 が ア ト ピ ー性疾患患者 B 細胞 に よ る 自律的な

IgE 産 生を抑 制す る こ とが 知 られ て い る
1°〕13 ），　 Dele・

spesse ら
14 ）は soluble 　FC ε RII の 37KDa 分子 に ，ま た

Chr6tienらユ5＞は 33KDa 分子 に，末次 らは 29KDa 分子

に IL−4に よ る IgE産生増強活性が ある こ と を報告 し

て い る，IL−41L よ る IgE 抗体産生 の 誘導 の
一

部 は sol −

uble 　FC ε RII を介し て い る 可能性が示 さ れ て い る．

　 ア ト ピ
ー

性疾患患 者 に お け る CD20＋ 　B 細胞 上 の

CD23 お よ び IL−4 レ セ プ タ
ーは 自発的 に 発現が亢進 し

て い る こ とが示 され て い る
16〕．ア ト ピー

性皮膚炎患者

の PBMC は 生体内で 既 ilu　IL・4 レ セ プ タ
ー

を過剰 に 発

現 し て お り，IL・4刺激 に よ っ て も IL・4 レ セ プ タ
ー

の 発

現増強作 用 は ほ と ん ど認 め ら れ な い こ と が示 さ れ て い

る．こ の よ うな ア ト ピー
性疾患患者 の 生体内 に お け る

CD23 や IL−4 レ セ プ タ
ー

の 発現増強 に は，内 因 性 の IL−

4の 過剰産生 が 関与 し て い る もの と考 えられ る，

　CD23は IL−4依存的 に 活性化 さ れ た B 細胞 や 単球 に

発 現誘 導 さ れ る 活 性 化 マ
ー

カ
ー

で あ る．CD23 に は

FC ε RIIa と FC εRIIbとい う細胞内 ドメ イ ン の
一

部 の

ア ミ ノ 酸配列 の み が 異 な っ た 2 種類 の サ ブ タ イ プ が あ

る
「7）．

　 FC εRIIb の 発現 は IL−4依存 的 で あ り，ア ト ピ ー
性疾

患患者の PBMC 中 に は FC ε RIIb　 mRNA が 検出 さ れ

る
18 ），

　 IL・4｝c よ る IgE抗体産生 の誘導 に は T ／B　cognate

interactionの 促進が必須で あ る が，最近 B 細煦抗原

の 1 つ で あ る CD40D ：　IL−4に よ っ て 発現 が 増強 さ れ ，

さ ら に CD40の架橋を 介 して IgE ク ラ ス ス イ ッ チ が誘

導 さ れ る とい う新 し い 経路 も見 い だ さ れ て い る
19 》．

　
一

方 lgE産生 は IFN ・
γ に よ り抑制 され る こ とが 認

め られ て い る
10120 ｝． し か し，IgE 産生 に お け る IFN 一

γ

の 抑制効果の 機序に関 して は 不 明 な点が多い ．今回 著

者 らの 成績 に お い て ，Df 刺激 リ ソ パ 球 に IFN 一
γ を添

加す る こ と に よ り IgE産生 は 抑調 さ れ し か もそ の 抑

制 は，anti 　IFN 一
γ mAb に よ り阻止 され た．抗原刺激

に よ り活性化 され た 細胞 が IFN ・
γ の 添 加 に よ り さ ら

に IgE 産生機能 の 抑制効果 を 発揮 し た もの と 考 え ら

れ る ．Cardellら 21 ）は抗原 で
一

次刺激 を した CD4 ＋

細胞
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480 喘息児 リ ン パ 球 の IgE 産生

に さ ら Ot　IFN 一
γ で 二 次的に刺激を加え る と IFN 一

γ の

産生 が 増強 され る こ と を報告 し て い る．IgE 産生抑制

機序と考え合わ ぜ る と興味ある知見 と思わ れ る．

ま とめ

　気管支喘息児 リ ン パ 球 の IgE産 生 は 培 養 1 日 目 よ

り上 昇 が み られ ， 7 日以降 に プ ラ ト
ーと な る 傾向 が み

られ た ．
一

方 ， 非 ア ト ピ ー健康小児に お い て は リソ パ

球 の IgE産生は 認め られなか っ た．

　 リン パ 球 lgE と血 清 lgE の 間に は 良好な相関が 認

め られ た．

　気管支喘息児 リ ン パ 球は 自律的 lgE産生 の 亢進が

認 め られた ．Df 刺激 リ ン パ 球 の IgE 産生 は IFN 一
γ の

添加 に よ り抑制さ れ，そ の 抑制 は anti　IFN 一
γ mAb に

よ り阻止 された ．Df 刺激 リ γ パ 球 lgE 産生 の IFN ・
γ

に よ る 抑制効果は濃度依存性 が認 め られ た．
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                SPONTANEOUS  tgE PRODUCTION  IN ASTHMATIC  CHILDREN

          Tokuko Mukouyama,  Waka  Ito, Kunio Ichikawa, Koichi Yamaguchi and  Minoru Baba

                       Dopartment  of Pediatries, Doai  Memorial Hbspitat

                                    Takeshi Noma

                       Dopartment of Rediatrics, Sailama Medical School

   In this study,  we  demonstrated spontaneous  IgE production by peripheral blood mononuclear  cells of asthmatic

children.

   In 26 asthmatic  children,  the level of spontaneous  IgE ranged  O.1-15,O IUIml and  in 5 healthy normal  children

showed  under  O.051 IU/ml.

   In 5 of asthmatic  children,  specific  antibody  of  Dermatophcugoides farinae was  detected from PBMC  by CAP
RAST.  In healthy normal  children,  specific antibody  of  Df was  not  detected,

   Spontaneous IgE production by PBMC  and  serum  igE level showed  well  correlation  (7=O,835, P<O.OOI).
   Spontaneous IgE production and  specific antibody  of Df by PBMC  also  showed  well  correlation  (y=O.717,
p<O.OOI) IgE production of asthmatic  children  was  inhibited by IFN-7,


