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卵 白 IgE　RAST 陽性 ア レ ル ギ ー 患児末梢血 単核細胞 に お け る

B 細胞刺激因子活性産生能 に つ い て

東邦 大学 医学 部 第 二 小 児科

　　　諸井　孝

　卵白 IgE 　RAST 陽性ア レ ル ギー
患児 の IgE 抗体産生 に イ ン ター ロ イキ ン 4 （interleUkin　4 ：IL−4）

が 関与 し て い る か ど うか を み る 目的で 今回は ま ず ， 末梢血単核細胞 か らの B 細胞刺激因子活性産生能 を

検討 し た。卵 白 IgE　RAST 陽性 ア レ ル ギ
ー

患 児の OVA 刺激時宋梢血単核細胞 か ら の B 細胞刺激 因子

活性産生能 と ア レ ル ギ
ー

諸因子 （年齢，亘gE 　RIST 値，卵白 IgE　RAST 値 ，卵 白 IgG4抗体値） の 閤 に

は関連 が 認め ら れ な か っ た ，以 上 よ り，卵白 IgE　RAST 陽性ア レ ル ギー患児 の 1丿ン パ 球 は，卵白抗原刺

激 で IL・4と 考 え ら れ る B 細胞刺激因子 を産生 し， そ の こ と が患児 に お け る IgE 抗体産生 の
一

因と な っ

て い る こ と が 予想 され た が，また，IL・4以外 の 因子 が B 細胞増殖刺 激 に 関与 し て い る 可能性 も示唆す る ．
い ず れ に して も今回示 した 方 法 は，新 し い 食物 ア レ ル ギ

ー
の 検 索法 と し て 評価 され う る と思 わ れ る ．

Key 　wor 〔ls： IL−4 − − IgE　RAST − IgE　RIST − IgE4　antibody −
ovalbumin

緒　言

　近年，Coffmanら
1）は，イ ソ タ ー P イ キ ン 4 （inter−

leukin　4 ：IL4 ）が，　 IgE抗体産 生 に 関与 し て い る と報

告 し て い る．IL−4は ヘ ル パ ーT 細胞 よ り産生 分泌 され ，

ま た B 細胞 に 作用 し，IgE 抗体 産生 を 促 し，　 B 細胞上

に IgE−Fc　receptor を発現 させ る こ とが 考 えられ て い

る
2）．ア レ ル ギ ー

疾患 ， 特 に ダ ＝抗原 に 感作 された 気管

支喘息患児 の 末梢血 単 核細 胞 を DemaatoPhagoides

farinae（D ．f．）で 刺激 し た際 の IL・4産生 に つ い て の 研究

は
， 同教 室 の 斎藤 ら

S｝が 既 に 報告 し て い る，

　今回，著者は，卵 白 IgE　RAST 陽性 ア レ ル ギ ー患児

の IgE 抗体産 生 に IL−4が関与 し て い る か を調 べ る 目

的で ， 末梢血単核細胞か らの IL・4様 B 細胞刺激因子活

性産生能を検討 した の で 報告す る．
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Abbreviations ：　AET 　2−aminoethyl 　isothiour−

onium 　 bromide ； D ．f．　 DemaatoPhagoides　farinae；

FCS 　 fetal　calf 　serum ；　 IL・2　 ilユterleukin・2；　 IL4

interleukin ・4；　 OVA 　 ovalbumin ；　 PBMC

peripheral 　 blood　 mononuclear 　cells； PBS 　phos・

phate　buffered　saline ；　RAST 　radioallergosor ・

bent　test； RIST　 radioimlnunosorbent 　test； S．1．

stimulation 　index； SRBC 　 sheep 　red 　blood　cells

対象 お よ び方法

　 1．対象

　対象 は ，東邦 大学 医学部第 2 小児科 ア レ ル ギ ー
外来

受診 中 の 患児27名 と健康成人 7 名 で あ る．ア レ ル ギ ー

疾 患 を有 す る 27名 の うち，卵 白 IgE　RAST 陽性 者 10

名，陰性者 17名 で あ る．卵 白 IgE　RAST 陽 性 と は ，

radio ・allergosorbent 　test （RAST ）法で 0．7PRU ／ml

以上 をさす．卵 白 IgE　RAST 陽性 者 10名の 内訳 は，気

管支喘息 6 名 ，
ア ト ピ ー性皮膚炎 2 名 ， 気管支喘息 と

ア ト ピ ー
性皮膚炎の 両 方を有する者 2 名で ある．性別

は 男子19名 ， 女子 15名 で あ る ．年齢 は 1 歳 5 ヵ 月か ら

48歳 で ある （Table　 1）．

　2．方法

　 ヘ パ リ ソ 加末梢 血 か ら，
Ficol1−Hypaque 比重遠心法

に よ り巣核糸田月包（peripheral　blood　mononudear 　cells ：

PBMC ） を 採取 し 4），96穴 マ イ ク ロ プ レ ー
トに 5x ．105／

well の 単核細胞 を入れ，10μg／ml 　evalbumin （OVA ：

Sigma ）ま た eX　phytophemagglutinin （PHA ： Well−

come 　Research　Laboratories）を8DO倍希釈で添加 し ，

10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （fetal　 calf 　 serum ： FCS ）かll

RPMI1640 培養液 に て
，

37℃ 5％Co2 下に て 3 日間 培 養

し，上清を凍結保存 （
− 80℃） した 。次 に ，高比重 B

細胞は 抗原刺激を受けた 際 BSF −1 （IL−4）存在下 に お
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Table 　l　Subject

．Sex Diagnosis
Group NumberMaleFemaleAge

BA ADBA 十AD

Hea 玉thy 　ad ωts 7 3 4 18y− 48y 0 0 0

PQs童tive　IgE　RAST
SCOre 　tO　eg 塞 White

lo 7 3ly5M 〜14y6 2 2
Allergic
　　childrenNegative

　IgE　RAST
score 　to　egg 　white

17 9 81y5M 〜16y8 4 5

Tota1 34 19 15ly5M 〜48y14 6 7

BA ：Bronchial　 asthma 　AD ：Atoplc　dermatitis

い て の み 増殖反応を 示 すと い う事実
5 ｝を 基 に 以下 の 方

法 よ り IL−4様 B 細胞刺激因子活性産生能 を測定 し た ．

ま ず 健 康 成 人 の ヘ パ リ ソ 加 末 梢 血 か ら ， Ficoll・

Hypaque 比 重 遠 心 法 に て ，単核細胞 を 採取 し
4｝，2・

aminoethyl 　 isothiouronium　bromide　hydromide

（AET ）処理 した ヒ ツ ジ赤血球で 2 回 Pt ゼ ッ ト形成を

行 い ，non ・rosette −fomming　cell 〔non −RFC ） に 富 ん だ

分画を得 た 5）．更 に ペ ト リ皿 へ 2 回付着 させ
， 付着 細胞

を除去 し，パ
ー

コ ル 不 連続密度匂配法 を用 い ，2500回

転 　 4 ℃ 20分 に て ，高比重 B 細胞分画 （パ ー
コ ル 濃度

60〜70％）を得 た
6〕．高比重 B 細胞 5 × 104／well に 抗 ヒ

ト IgM 抗体10μ g／m1 ，0VA 刺激培養上 清4〔｝μ 1，10％

FCS を含 む RPM 工1640培養 液を入 れ全量 2GGμ1 と し，

37℃ 5 ％CO2 下 で 4 日間 培養 した ．培養終 了 4 時 間前

に
3H −thymidine を 1μCi添加 し，シ ン チ レ ーシ ョ ン カ

ウ ン タ
ー

に て カ ウ ン ト し た、ま た，recombinant 　 IL・

4（Genzyme 社）を OVA 刺激 リ ソ パ 球 の 培養上清 の 代

わ りに 添加 し，比較 し測定を 行 っ た （Fig．1），そ の 結

果 ，
IL −4様 B 細胞刺檄 因子活性能を stimulation 　index

（SJ．）で検討し た ．計算式は ド記 の と お りで ある．

・ ・一 一
な お，統計学的処 理 は，Student−t検定を用 い ，　p ＜ 0．05

を有意差 あ りとし た ．

結　果

　1）健康成人，卵白 IgE　RAST 陰 性 ア レ ル ギ ー患児

及び卵 白 lgE　RAST 陽性 ア レ ル ギ ー患児各群の OVA

刺 激時 の 末梢 血 単核細胞 か ら IL・4様 B 細胞 刺激 因子

活性産生能の 比 較検討

Peripheral　blOOd　mOnonuclear 　cells

　 ↓

　 　 Incubation　in　dishes　for　2　hrs　in　37
’
C

　 ↓
　 　 Rose 髄e 　formation　 wi 量h　SRBC 　treated　 with 　 AET
　 ↓

Non −rosette 　torming　cells （non −RFC ）

　 ↓

　 　 Rose 飩e 看ormation 　 wi 重h　SRBC 　treated　 with 　AET
　 ↓

Non −RFC
　 ↓

　 　 Incubation　in　dishes　for　2　hrs　ln　37　C
　 ↓

Bcells

　 ↓

　 　 Oentrifugation 　 with 　Percoll　discontin凵eus 　density　gradient　ftuid
　 ↓

High　denity　B　 cells

　 ↓

　　Culture　for　4　days （anti　lgM　antibodies ，
※ sample ）

　 ↓

　 　 Addition　of
コH −thymidine 　tor　4　hrs　supematant 　fluide　for　4　hrs

　 ↓

Ceun 量

　 　 憑 　Samptes ： cult旺 e 　s叩 er 陥 tants　of 　peripheral 　blood

　 　 　 　 　 　 mOnenUCtear 　CellS　incubated 　fOr　12　hrS
　 　 　 　 　 　 wtth　or　wtthout　OVA 　and　PHA
　 　 　 SRBC 　　；sheep 　 red　b且ood 　eeil

　 　 　 AET 　　l　2−aminoethyl 　iso電hiouronium　bremide　hydromide
　 　 　 OVA 　 　：ovatbumin

　 　 　 PHA 　　；ph ヅ量ohemagglutinin

　Fig．1．　 Method　for　measurement 　of　B 　cell　st三nlu −

lating　activity ．

　上 記 3 群 の IL−4ec　B 細胞 刺激 因子 活性産生能を 比

較 す る と卵 白 IgE　RAST 陽 性 ア レ ル ギ ー
患 児 の IL−4

様 B 細胞刺激 因 子活性産生能 の 平 均値 は ，他 の 2 群 の

値 に 比 し，高値を示 した ．ま た，卵 白 IgE　RAST 陽性

ア レ ル ギ ー
患児 の IL・4様 B 細胞刺激 因子活 性産生能

は，健康成 人 の そ れ に 比 し ， 有意 に 高値を 示 し た （p ＜

0．05）　（Fig．2）．

　2）卵 白 lgE 　RAST 陽 性 ア レ ル ギ ー
患 児 に お け る

OVA 刺激 時末梢血単核細胞 か らの IL4様 B 細胞刺激

因子活性産生能 と年齢 と の 関係

　OVA 刺 激 時 末 梢 血 単核細 胞 か らの IL−4様 B 細 胞 刺
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　Fig，2，　 B　cell 　stimulating 　activity 　of 　the　culture 　fluid　of 　the 　lymphocytes 　from

healthy　adults 　and 　aUergic 　children 　stimulated 　with 　OVA ．
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　Fig．3．　 Relationship　between　B　cell 　stimulating

activity　and 　age ．（n ＝　10）

激因子活性産生能 と年 齢 の 問 に は，相関関係 は 認 め ら

れなか っ た （Fig．3）．ま た ， 2歳 ご とに 年齢 区分 し，

3 群で 比較 し て み た が， 2歳 か ら 3歳 11ヵ 月 の 群 は ，

他の 2 群 に 比 し ，
IL・4様 B 細胞刺激困 子活性 産生能 は

有意差 は な か っ た が ，平均値は高値を 示 し た （Fig．4）．

　3）卵 白 lgE　RAST 陽性 ア レ ル ギ ー
患 児 に お け る

OVA 刺激時末構血単核細胞 か らの IL4様 B 細胞刺激
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　Fig．4．
age ．

　 〔｝y
〜
　　　　　　　　2y〜　　　　　　　　4y〜

　　 lyllM 　　　 3yll．M

2．73± 0．56　　3，59 ：ヒ1．12　　3．09：辷1．47
　 　 n ＝4　　　　　 n ＝3　　　　　 n ＝3

Change　of　B 　cell　stimulating 　activity 　by

囚子活性産生能 と IgE　RIST 値 との 関係

　OVA 刺激時末梢血 単 核細胞 か らの IL−4様 B 細胞刺

激 因子活性産生能 と lgE　RIST 値 との 間 に は，相 関 関
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Relationship　between　B　cell　stimulating 　activity 　and 　IgE　RIST ，

S，1，
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　 0
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　19E　 RIST

　 Mean ± SE 　 2．60± 0．61　 3．42±0．90
　 　 　 　 　 　 　 　 　n ＝ 4　 　 　 　 n ＝6

　Fig，6，　 Comparison　 of 　B　cell 　 stimulating 　activ ．

ity　by　classi 丘cation 　of 　IgE　RIST ．

係 は 認 め られ な か っ た （Fig．5），ま た ，
　 IgE　RIST 値

が 300U／ml 未満 の 者 （n ＝ 4）と300U／ml 以上 の 者 （n 二

6） の 2群 に 分類 し，各 々 の 末梢 血 単核細胞か らの IL−

4様 B 細胞刺激因子 活性産生能を比較 した と こ ろ，有

意差は認め られ な か っ た が，IgE　RIST 値300U／lnl 以

．Eの 群 は ，300Ufml 未満 の 群 に 比 し ，平均値 が 高値を

示 し た （Fig．6）．

　4）卵 白 lgE　RAST 陽 性 ア レ ル ギ ー
患 児 に お け る

OVA 刺 激時末梢 血 単核細胞 か らの IL−4様 B 細胞刺激

國子活性産生能 と卵白 IgE　RAST 値 と の関係

　OVA 刺激時末棺血 単核細胞 か ら の IL−4様 B 細胞刺

激因子活 性産生能 と卵 白 IgE　RAST 値 との 間 に は
， 相

関閧係は 認 め られ な か っ た （Fig．7）．

　5）卵 白 IgE　RAST 陽 性 ア レ ル ギ ー
患 児 に お け る

OVA 刺 激時末梢血単核細胞 か らの IL・4様 B 細胞刺激

因子活性産生能 と卵 白 IgG4抗体値 と の 関係

　OVA 刺激時末梢 血 単核細胞 か らの IL・4様 B 細胞刺

激因子活 性産生能 と卵 白 IgG4抗体値 との 間 に は ，相関

関係 は 認 め られ な か っ た （Fig，8）．

考　案

　最近， 小児科領域 の ア レ ル ギ ー疾患の 中 で 特 に
， 気

管支喘息や ア ト ピ ー
性皮膚炎に つ い て の 免疫学的研

究 ， す なわ ち
，

イ ソ タ
ー P イ キ ソ 2 （interleukin　2 ：

IL−2），
　 IL・4に つ い て の 研究

η
一16〕が 盛 ん に な っ て きた．

IL4 に つ い て は ，1980年代 に 入 り，
Howard ら

5）が レ ク

チ ソ 刺激 を 受け た T 細 胞 上 清中に抗 IgM 抗体存在下

N 工工
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　Fig．7．　 Relatiosh三p　between 　B　cell　stimulating 　activity 　and 　IgE　RAST 　score 　to

egg 　white ，（n ＝10）

S．1，

6

5

●

●

●

■
O

　

　

　

4
　
　
　　
　
　
　

3
　
　　
　
　
　
　

2

倉
≧

ぢ
鳴

習
P
皿
⊃

E…
揖一一
8
田

1
o

●

■

●

0
　 　 　 100　　　200　　　300　　　400　　　500　　　600　　　700　　　800　 UfmE
　 　 　 　 　 　 　 　 lgG4 　antibody 　titers　 to 　egg 　white

　Fig．8．　 Relationship　between 　B　cell 　stimulating

activity 　and 　IgG4　antibody 　titers　to　egg 　white ．（n ＝

10）

で B 細胞 の 増殖を促す 因子 （Bcell 　 growth 　 factor二

BCGF ）を報告し て か ら，各研究者 が
，
　BCGF4 ，　 B　cell

stimu1 　atory 　factor−1　（BS　F −1）6 ）
，
　 B　cell　differentiation

factorγ （BCDF γ）
171
，　 IgG ，誘導因子

18 ，を発表 し，そ

れ ら が 同
一

で あ る こ とが 確認 さ れ，IL−4と呼称さ れ る

に 至 っ た ．更に，精製さ れた BSFI が lipopolysacchar一

ide（LPS ）で 刺激 を 受け た B 細胞 の in　vitro の IgE 抗

体．IgG
且抗体 産 生能を 促進す る こ と を Coffman ’〕

，

Vittelaら 19 ）が報告し ，
ア レ ル ギ ー

疾患 と の 係 りが示唆

され る よ うに な っ た．そ こ で 今回 ， 著者は ， 卵白 IgE

RAST 陽性 ア レ ル ギ ー
患 児 に お い て ，　 OVA で 刺激 し

た 末梢 1ff［単核細胞 か ら の IL−4様 B 細 胞刺激 因子 活 性

産生能 を検討 した ．卵白 IgE　RAST 陽性 ア レ ル ギ ー
患

児， 卵白 IgE　RAST 陰性 ア レ ル ギ ー
患児，健康成 人 の

3群 に お け る OVA 刺激時末梢血 単核細胞 か らの IL・4

様 B 細胞刺激因子活性産生能を 比較 し た 際，卵 白 IgE

RAST 陽性 ア レ ル ギ
ー

患児 の IL・4様 B 細胞 刺激因于

活性産 生能は，他 の 2 群 の それ に 比 し，高値を示 した ．

ま た
， 食物 ア レ ル ギ ー

に お い て ，卵 白抗 原 に 対す る 特

異的 IgE抗体 が 年長児 に 比 し，2 歳か ら 3歳児で ピ
ー

ク を示 し，そ れ 以 後 の 年 齢 で は 減少 す る と い う報

告
2°｝21｝があ る た め ，著者 は，卵白 IgE　RAST 陽性 ア レ

ル ギ ー患児に お け る OVA 刺激 時末梢血単核細胞 か ら

の IL−4様 B 細胞 刺激 囚子活性 産生能 と年 齢 区分 （3

群）を 比較 した が
， 有意 な結果は得 ら れな か っ た ．こ

れ よ り年 齢 と IL−4様 B 細胞 刺激 因子活性産生能 に は

相関 は なか っ た ．年齢が高 くて も ， 反 応性 が高 い 場合

が認 め ら れ た と い う事 実は ，OVA 反応 性 が 潜 在的 に

継続し て お り，
か つ そ の 反 応 性 を 阻 止す る シ ス テ ム が

作動 し て い る可 能性を示唆 し て い る と思 わ れ た ．

　近年 ， 食物 の 特異 的 lgG4抗 体 に お け る各種 ア レ ル

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

諸井　孝 229

ギ ー疾患 へ の 係 り合 い が 諸 家
22 〕
−25 ｝

に よ り報 告 さ れ て

ぎて お り，著者 は，卵 白 IgE　RAST 陽性 ア レ ル ギ ー患

児 の 卵 白 IgG4抗体値 と IL−4様 B 細胞刺激因子活性産

牛 能 の 関係を調 べ て み た ，結果は
， 相関関係は 認 め ら

れな か っ た ．同様 に ，IgE　RIST 値，卵白 IgE　RAST

値 に も相関関係は 認 め ら れ な か っ た ．山 田 ら
25 ｝は

， 気管

支喘息児 に お け る腸管か ら の OVA の 吸収 を み る た

め，鶏卵負荷試験を行 っ て お り，そ の 際の serum ・OVA

を測定し，濃度lng／ml を得て い る．今回 の 著者の研究

で は
， OVA 　10μ g／m1 を付加 し て お り，単純に 比較換

算す る と多量 の 卵を負荷 し た状態 と な り， 日常生活 に

て 起 きて い る 現象と は か け離れ た状態が想定さ れ た ，

こ の こ とが
，
IL −4様 B 細胞刺激因子活性産 生 能 と IgE

RIST 値，卵 自 IgE　RAST 値 ， 卵白 IgG4抗体値 との 相

関 が認 め られ な か っ た 事実 の
一

因 で は な い か と思わ

れ，ま た ， B 細胞刺激活性中に IL−4以外 の 因子 の 存 在

を も示唆す る の で は な い か と考え ら れ て ぎた ．ア レ ル

ギ ー反応 の
一

部 と し て
，
IL・4の 検討 を さ ら に 進 め，1し

2や そ の 他 の 反応系の 指標 を加 え検討す る こ とが ，IL−4

様 B 細胞刺激 因子 活性産 生 能
「
の 意味 を 考 え る た め に

必 要 で あ る と思われ る．

　稿を 終 え る に あた り，直 接御 指 導 を賜 わ りま し た 東邦大

学 医 学 部第二 小 児科助教授　小屋二 六 先生 に 心 か ら深謝い

た し ま す，ま た ，御校閲 を賜わ りま した東 邦 大学 医 学 部 第 二

小児科教授　青 木継 稔 先 生 な らび に 国 立 小児病院 ア レ ル

ギ
ー
科 の 斉藤博久先生 に 厚 く御礼申 し上 げ ます，

　本論文 の 要 旨は，第26回 日本 小 児 ア レ ル ギ
ー
学会 に て 発

表 した．
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THE 　 PRODUCTION 　OF 　B　 CELL 　STIMULATING 　ACTIVITY　IN　PERIPHERAL

　　　 BLOOD 　 MONONUCLEAR 　 CELLS　FROM 　ALLERGIC 　 CHILDREN

　　　　　　WITH 　POSITIVE 　IGE 　RAST 　SCORE 　TO 　EGG 　WHITE

　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 Taka　Moroi

Second　1）吻 rtment げ施 伽 ’沈 s，　Oohashi　Hospital　Toho　University　School〔ゾMedieine

　　We 　investigated　B　cell　stimulating 　activity 　in　peripheral　blood　mononuclear 　cells　from　allergic 　children 　with

positive　lgE　RAST 　score 　to　egg 　white 　in　order 　to　study 　whether 　interleukin−4 （皿 ノ4）was 　participating　in　production

oHgE 　antibody ．　B　cell 　stimulating 　activity 　in　peripheral　blood　mononuclear 　cells　from 　allergic 　children 　with

posit董ve 　IgE　RAST 　sρore 　to　egg 　white 　stimulated 　with 　ovalbumin （OVA ）was 　higher　than　that　observed 　in　allergic
children 　with 　negative 　igE　RAST 　score 　to　egg 　white ．　ln　allergic 　children 　w 孟th　positive　IgE　RAST 　score 　to　egg 　white

stimulated 　with 　OVA ，　B　cell　stimulating 　activity 　in　peripheral　blood　mononuclear 　cells　d藍d　not 　correlate 　each 　other ；

age ，　IgE　RIST ，　IgE　RA 串T　score 　to　egg　white 　and 埴G4　antibody 　to　egg 　white ．

　　These　results 　suggest 　that　the　production　of　B　cell　stimulating 　activity 　other 　than　II／ 4　may 　be　involved　in　the

patients　w 至th　egg 　a 且lergy．
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