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　∫ill時型 ア レ ル ギ ー反 応 に よ る ヒ ス タ ミ γ 遊離過程 に

つ い て は 不 匪 な 点 が 多い が ， cyctic 　 nuclc −　otides 　 1こ よ る

modulatl 。 n を うけ る
：｝−3’

こ とは 尉 気1の こ と で あ る．す

なわ ち，β
一adrenerg ；c　 s−tiinulati【熔 agent は target 　 cell で

あ る basophilある い は mas 亡cell の 緬胞表面 の aden ｝
・la匸ε

cyclase を 活 性 化 し ，絹體 内 の cyd 三c　 ad ヒ nosine 　 b’，5
’−

monophesphate （cA へIP） 量を増顔 し， そ の 結果 ヒ ス タ

ミ ン 遊 離 を 抑 制 す る と い わ れ て い るが ，cAMP が い か な

る機序 に よ ウヒ ス タ ミ ン 遊離 を排鯖す るか iま明 らか で は

な い ．

　 cAMP ぽ 広範な作用 を右し，多種多様 な生物反応を嫉

介 す る こ とが知 られ てい る が，重963年 Krebs ら
‘1

は 骨格

筋の phosphQrylase 系 に cAix
・IP　 lこ よ っ て 活性 化 さ れ る

pr・tein　kinase （PKase ）カミ存在 す る こ と を 報告 しナふ 1ソ．

来，本酵素が広 く生物界 に 存在す る こ とが 証 飼 され、そ

の 作用 と し て は 継砲内に present され た 罅素 や 蛋 白質の

リ ン 酸化を行 i’こ とに よ り，紹飽機能 の 調節 に 関与 ＋ る

・二 と力二明 らカ・．tL さ勲．つ ノ
）志 ／1・．

　 ア ン ル ギ ー
翼係 で は γ i・ピ ー

挫皮膚炎 に お け る M ［er

“1　
5）
，Kumar ら

E》
の 報告が み られ，ま た 最近 で は Holgate

ら
，｝

の rat 　 se 【。 sal　 maSt 　 ceH を用 い た 検討がみ ら れ る ，

わ れ わ れ
t〕

も 先 に ， rat 　 peri【oneal 　 mast 　 cell 中 に．は

cAMP 　dependent　 PKase が 存在 し，　月］
’
1i時型 ア レ ル ギ ー

反応 に よ る ヒ ス タ ミ γ 遊離過 程 に け．PKase が 関与 L ，

L：ス a ミ ソ が 遊離する誇ミに 活｛生∠β減少 し，ま た 抜原抗 1｛｛

反応後の maSt 　 cell の 修復過程 ｝こ．も隰与す る こ とを報告

し た ，

　不 研究 で 1＃．1： 1・白血球 を 用 い て ， ヒ ト 白血 球中 Cv

PKase の 存在 の 有無を 検討 し，あ わ せ て anti −1．gE に よ

る ヒ ス タ ミ ソ 遊離過程 に お げ る PKa 〜e の 意義 に
・
つ い て

検討 し π ．

ード、穿鱒ナ→
・
マ」尸

　熏 清総 IgE か 300−2三5t［　1Uinilと 高値 を 示 し，気管支

艦恩重 折獲 委員会 の 判定基 i罷
．
で 軽 店 の 気管支喘息 12停i三

（男 6 例 ， 女 6 偶．年令 9 −｛8才 ） て
， 検杏 前 3 遇 闘 に わ

た り痛状 の 無 い 者 を 対象 と し た ，

Abbreviations ；　ATP 　　adenosine 　triphosphate ；

Bis （MSB ） p’bis〔o・me 山 ｝
・
】 SL］

’
ry じ畑 1zenel 　cAMP

cycgic 　 ade1 三〇sllle 　 3
「
，5
’一

μ 1α 二〇phoΨha ：e ；　 DSCG

disodi1罩m 　　@c
£
． on ユogyl⊂ate；　　　EDTA 　　@ 　et1ユylerLedia 画ni【

etetlaaCCtic 　acld ∋　N

．5’　　N
−
（
3’，4’− dimethoxy ’ cin

− moyl ）anihranilic 　acidl 　 PKase 　 pro 亡ein　 kina

､ ； PPO　2，5− diphenylQxazol ヒ；　 TCA　trichloroac
ic

id・
皿
「
妊

D
『

「−

万　注 ミ 　 検 査21 ｛ 前より 全 ての藁 弟の 孜争． を 中 止

D 採血は 早 朝 空

時に宥つた， 　2，　　 白 血球穿 乎i豊液の1乍製　

F… 9 ・ 　 1 ） 　 先に われ わ211の 報 警 し た方 法 9 ： に

っ た，すなわち 6 ％ dextran
を

乕
い ，　 O ，お ％ NH ， C

ﾅ 処理
す
るこ と に ょ N 工工 一Eleotronio 　
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　　　　　　金1　 　 　 　 　 　 　 　
’
　Draw 　50mt　 of 　 venous 　blood 凵 51n 暮　50ml・P皐a5 佳iG　5yr ｝nge 　w ；th

　 　 　 　 　 　 　 　 　 e209eug ● needle ．
　 　 　 　 　 　 　 　 ←Tran5f8 厂　the 　blood 　to　polyoa 厂benate 　tube，
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 臼 loed

　　　　　　　睡 ：離 蹴 1縲 瓢 ＿

　　　　　　　亅
　 　 　 　 　 　 　 　 一　@MI　X　　bソ@　 imve 厂Sio 　　　　ti　叩es　圏　mi 冖im1Zモng　　 foamin

D 　 　 　 　 　
　　　t − Settte 　th巳 　tvbe 　fo「　9 じ，T］ 冂　8t 　 rOOh 　 t 巳 mperalu

P， 　　　　　 　　醪二 ： 1

翫。、　　　
　 　 　 1 　 　 　　　　 　 　 ←Dra^ ・ ff 　the 　 plasm 　 ta ソer 　 uslag 　

a　 peL ’ rPr 。Pソ 1e 舵pip 。 t

　 and 　 　 　 　 　　　　　　transfer
止。 　 polyearbcnete

t コ be ． 　
　　　　 　 　　←−Centrif 凵ge　a し315 　G 　fOr 　B 吊i

@at　4℃ 　 　 　 　　 　　團＿c 。

　peTlet@ 　 　 　 　 　 　 i 　 　 　 　　 　 　　｛ 　Pour 　 aff 　 the 　 supgrn

tant ” uld ，
　 　
　　　 　　　 ←Svspend ヒ ne 　eeiLs 　In　 precooled 　Tri5 − A　 b凵 ffer 　uslng 　 a 　siTiconlz

　 pipette ． 　　　　 　　　　受 一 ハdd 　
Tris 　buffer， 　fOr 　removet 　 of 　 red 　

ood　ceil． 　 　

　　　　冒二1麟無 　 　 　 　 　
　　t 　 　 　 　　　　　 ∈ ． Su5pend 　 the こel 信 凵s ． ng ∂ 5i ：iCOnized 　Pas

ur 　 plpette ． 　　　　 　　 　 　←Centrifuge盈t 　375 　G 　 f

　 8mln 　 at 　 4 ℃ 　　 　
　

　　　　　 　Leu

cy ヒ e 　 p 巳 lle ！ 　 　　　 　　 　　 − Peu 厂eff 　th2 　super

tant　fl凵． 　 　 　 　 　
　　 ［ 　 　　　　 　 　 　←Wash 　the 　 G巳IIs 　tWI ＝e 　 with 　20 　 mT 　pre

。。
。 led 　T 「

・ A ’ 3 　 buf ‘ 6「 　　　　　　　　　（centrifugatiefi 　 at　 3756f 。r
8mia 　 et 　

4℃）． 　 　　　　　　　唖一S“5pepd 　 ヒh臼 　ceil5 　コ n　Tri5 　 ACM 零．bu「「er ， 　 Ceu ［ ヒ　the 　numbe

@of 　 Lhe 　 ceris 　 　 　　　 　 　 　　 by 　 h 邑mOcy龜 ometer 　 δnd　edj凵5t 　！．5XICT　 le

kOcyt 巳 　 p ε r 　 mt ． 　　@　　　　 　 Leukocyto 　suspe 目 siDn （S8 　

　　
　
o「　more　　 rIch 〕 F三g．1 ．　Schematic 　diagram 　 ef　method　重or 　huma ロ1 ¢ u

c
γ しe　prepatat 畫on ・ ＊：OI   二 7M 　Tris・ H αhuffer 冫pH 　7．65 ，

　
containing 　O ． 75 ％ NH ，Cl ，＊＊：O ． 3％h

an 　serum 　albumin 、
う赤 翻IL球をほ 濠 完 全｝二

去し，1 ． 5X

7 個lm1 の

塩 球 浮
遊

液 を 得た ． 　3 、 反応系 　2× IG6 燻の白血球 を 3

獅 ﾅ5 分問 preincubatiDn した 後， 所定 濃 度 の a

i−lgE を45 分 間作用 さ せ≠二， ま た， 0 ． 83 ％

襪 I 処理後の白血球 を2 回 洗浄した後に，5 単泣heParlnを含 むO ．021 　’1 ・ ethyl

ediamine 　tetraaceticacid （EDTA ）
お

び2 倍希釈の 患者 三血清と 6D 分 間 incu − bati 。nし，9

洗浄した 後 に 同 様に諸 瀁 度O 　 anti ・
lgE をf乍 用 させ

． 薬 剤の影響 をみ る 際 は ， a

i − 1窪 E を 作 月 さ ぜ る 3 り

鋸 に 添 加 し た ． 　4 ．
　ヒス

タ ミソ 遊 嬢量 の 淘定 　

スタ ミ
ソ

量はMayら二゜： の 方 法に 準拠 して ，
蛍 光光

計 G ， 1 立 2 ［ 3型
）を

用いて 測定 し た ． な お， 標 準 液 は 4

で保存した 10 冂 291ml ヒ ス タ ミ ソ （ 塩基として）源液 を用

希釈し て 用 いた．総ヒ ス タ ミ ン 量 は cell 　suspen −

sion に， 最 終 濃 度 が 2 箔となる よう に

IO4 を加え， 　　　　　 総 ヒスタ ミ ン 量一 bla

量 　5．crude 　 enzyme （ PKase ）の作製
　Co

三 n ら 1りの方法 に 進 じた．すなわ ち， 　 L 　 5 × ユG7 個1m1 のcen 　su 甲e

ion 】ml に等量のbuffer 　solution （ 10mM ・P・tassi

　 phosphate ，！OmM ・ £ DTA ・2Na ，  ・5mM ・theop

lEine および0．5M ・ NaCl ，　 pH 　 6 ．5 ） を

え て 2 回洗 浄 後 0 ・5ml に 再浮遊し ， アセトソ・ ド

イ ア イ スで 瞬間凍結 を 行 い ， − 80 ℃で保存し た ．後

澗 定
日 に 37 ℃で 融 解し ． 測 定 に供し た ． な お ， 予

実験 の 結果 よ り ，1 検 体 あた り の 酵
素 活 駐 が比 較的

かったた め， 別僊 の
同一条件下 の 2挨体 を1 つ にプ ー ルし

実 験 を 行 室 温で約1 時 間放 置 緩，
1000G

， 10 分 闘 遠 心 し

得 られ た 上 清 を用い て 灘

… し た ． an 毛i −lgE
よるヒスタミソ遊 離島：は 次 式 に よ り 求め た． ヒ ス タ ミン遊

率（落
）
＝ ・ ・ ti − lgE 　 1 ・ ： 　 ： る・スタ ・ ・ 彪離 影
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310 ヒ ト 白 瘟 球 か ら の ヒ ス タ ミ 7 遊離 と P・ 。teln　 ki。 a 、 ，

つ た ・4 ℃ ，　 180G で 1〔1分闘遠 心 し，上 清 0・5ml を 除去

Lf ’こ 後 hemogenize し，　4 ℃ て
．
：．D「v  OG ， 5 分措1遠毛♪ 1．．

て 得ら溶 ．二上 清を 嵜 素液 と 1＿た ．

　　6． PKas 巳 活性の 測定

　　PKase 活性は ，　7
・−3ip −ATP の 　

，
’，P　を 酵素反姥：t二 よ ヴ

hi・t… i礁 f｝さ せ
，

こ ・縫 i・・illlp。・・ filte・ ．L ｝こ t・・P

さ せ て 言i’測す る 翼 lmg ら
且
糧 つ 方法 に 従 ・

コ た ，す な わ ち，
’工OOrnM ・NaF 　 5μ1 お よ び histone墓質治 滅 （19niPtf・

POtas5iurn　p｝10sp ｝1ate
，　LtUlコユN【・rnagnesium 　acetatF

，　3．［S
mM ・th ・・phvllinc−，3・3xlO 一εM ・

・AMP お よ し・・L1 鑑で

h｛st。・・ を
一
含む） と3・3mNI …

ε’P一灯 P （・p ・・cif．i・ a ・ti・ity

30cp叫 pm 帆 ATP ）の 9 対 三の 混 液 （用 時調襲 ） 50μ1
．
を

と 洗 　こ れ に 酵素液 20μ1 を 加 えて 30℃ で 2〔1分間 incuba−

tめ ・ し た ・5・）タti　t・i・hl。… c ・ti・　 acid （TeA ＞ 2・
．
nl 齢 ・

え て ．反．窃 を 罫亨⊥ヒし．，　ち七殿鞠 茎t 　m 主且［P唱！le 　filしer 　（rl・IF−

Millip  re
・
81鍬 m ）上 に 飯引濾取 し た ．さ ら1．こ ，反 応 試

験管を 5 ％　 TCA 遡 洗 1争し簸 浄液
．
を融 1畷 引飾

し た ・millipore
　 fil匸er を vtai 蔑 に λ れ，渋詠 シ ン

・
チ

レ ー
タ
ー工2ml を加 え て 渡外 シ

．
ン
．
チ レ ーシ ョ カ ゥ ソ タ

ー

（Al ・ k・ L ・S・C・− 651） を．用 い て 放射灘 生を …
．
藤 し、≠二．

な お，液．体 シ γ チ レ
．一

タ
ー1・よ液体 シ ン チ レ シ ョ ソ 用 2．5−

diph・ nyl ・… 。1・ （PPO ） 11・769 紅 ≧び 汝体 シ γ デ
・
ン ＿

シ ・ ソ 用 P−bis（。・贈 thドl　 sty ・yl）b・ 耽 ・ e 〔Bis （MSB ）〕
U・2’lg を ト・レ エ γ 2」 お よ び T・it・・ X ・三。O　 li の 混液 …

．
こ

溶か した もの で あ り，冷暗所 に 保存 した ．PK ・・e 活憮
．
よ

1分間あ．劫 ・り 3zp
の ・・ unt 数 （・pm ）に よ り示 した．

績
．ロ団．ゴ

　　まず ヒ 泊 血 球麺 ） PK … 活性鰍 淀 し た ．そ の ．結
果 Fi翼・2 に 示 す ．ご と く，

ヒ 泊 血：球 中 に は 明 らカ・な
PK   活性 を認 め た 広 cAMP を

．
添加 して 測 定 し て も沃

｛生の
．
有怠1な増き彫 ま♂礼 ら、：れ な 1こ・4 っ ナこ ．

　　つ ぎに 、　10 −1−10
−3
μgAb ／ml の 種 々 の 濃度 の anti −1gE

Ttt”舌乍，琴…さ・
せ，　ヒ ス タ 　ミ ン

’
遊．

離 昂：を 濃華．定
・
尹る と，　Fjg．3 の

砿 線 の ご と く anti −lgE に よ り明 らが な ヒ ス タ ミ ン の 遊

離が認．め られ た が ，遊難量 は anti −lgE の 濃度 に ｛衣存 1．．，
5 × 工O幽  9Ablm1 の 際 に 稔 ヒ ノ、タ ミ ン 量．の 3L1 ± 5 ，9（M ±

SE）驚 の 最大 の ヒ ス タ ミ ノ ガ 遊離 しiこ ，　ま≠こ．　EDTA
，

h・p・．・i・ お よ び 患者 lfl購 と i・ ・甑 しiα 1 し≠ ⊃後 に ・・ti・1gE

を 作絹 させ る と　Fig・3 の 実舞 の ご と くヒ ス タ ミ ン
．
這離

量 は 増加 し，EDT ご丶 hepar三n お よ び患．者虚 清 の 処琶を施
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一二

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　an ヒi’19E （μ9Ab ！
．
ml ）

　　Fig．3．　Enhanced 　anti −lgE 　｛n〔iuced　hi5tamir↓e
release 　fro皿 leukecytes　 of　 as 由 mat 三c　patients　iロ q1 ・
bated　wlth 　EDTA −heparin　solu 巨Qn 　and 　reagln 且c

serum 　f・ 。 m 　the　patients，

　　
− C　： Leukocytes　were 　incubated　for　l　hour　wi こh

〔〕．02M 　EDTA 　containing 　5　1．mit 　heparin 　soluti   「】

and 　two イold 　dilut王on 　Qf 　reagin 三c　serurn ，　The 　cells

、．s，ere 　then 　washed 　twice 　and 　the　atnourlt　of 　hista＿
mine 　 at　45rnin　 aFter 　 cha 】1eng巳 with 　 differen重 C 。 1・−
c 巳11tra ヒion　oI 　anti −lgE 　@、

、
ras 　determined ＿　・．・ O@　：　1 ，

c

|kocytes 　llot　 treated ・Each　point
　represent ＄thc 　 m

nof ． 4 　experSments 　and 　vertica 旦bars 　hldicate　 st

・ dard　err

， 行 し ない謙 と両様 i
．二 ，anti・ lgE の濃度 ヵ 二5x10『2 μgAb

ml の 際 に 総 ヒ ス タ ミγ量の67 ，2±12． 3 駕 ． の最 六

遊 離 が 認 めら れ ． た ．ヒ スミ ン 遊 黨・ 二伴う PKaSE 活

の変
動は Fig ・ 4 のごと く で

ある
，すな わ．．ら，　LDTA，　he

rin お よ び 患 老 ． 血 清 無 処 埋 白 漁 球お よ び
処理白血球 の

D ・ず
れ
の N 工 工 一 Eleotronio 　Library 　
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　Fig．4，　 Changes ・ f　 p・ ・tei・ kinase　 activit ア i・

peripherai　bloDd　Ienkecytes　of　asthmatic 　Patients
at 　45min 　after 　challeng ．e 　with 　d三fferent　cencenira −

t1・ n ・f　a ・ tl−lgE ．En ・）
・皿 e　 s。1・ti。・ wag．・btained　by

alnixture 　of　2 三nd 三v 玉dual　 samplcs ．（A ）：Leukocy 噛

tes　 not 　treated 　 with 　EDTA
，　heparin　and 　reag 量nic

scnlrn ．（B）： LeUkocytEs 　treated 　with 　EDTA ，　heparin

and 　rea 巳
inic　serlln コ　frorm　the　patients．　×　： without

cAMp ．● ： w 三th　 cAMP ．Dotted　 line　 and 　 solid 　line

indicate　 ind量vidual 　 samples ．

場 台に お い て も，灘定時 の cAMP 添 加 の 有無 に か か わ

らず， FiST．4 の 実線 お よ び 破線 の い ずれ に お い て も，

anti ・lgE を作用 させ た際 の PKase 活性 は 減少 の 傾 向を

示 し た ，しか し，a ］iti −lgE の 濃度 に よ る 有意差 は 認．め ら

才しな か っ た ，

つ ぎに 最大 の ヒ ス タ ミ ン 遊離が認 め 舅 t た 5x エo−3μ9

Ab！m 五 の antl −lgE ；
．
こ よ る ヒ ス タ ミ ソ 遊離 に 対す る 1D“i

M ・N −（3
！

，4
’・dimethoxycinnainoyl ） amtltraniiic 　acid （N．

5’

），10
−4M ・disodium　cromog1 ＞

’cate （DSCG ），1  一与M ・

isoprotercnol お よ び IG−3
ム4　t　theephylline の 影 讐 に つ い

て 検討 した ，Fig・5 に 示 す ご と く，　 control の ヒ ス タ

ミ ソ 遊離 量27．9± 1．9驚 に 対 し，各薬荊作用時 は それぞ

2L20．9±二L3 ，　24．6± ユ．6，　15．7 ± 1．4津δよ び9。O± 三曾8考

で DSCG を 除 く全 て の 薬融 こ よ リ モ・ ス タ ミ ン 遊離 ば 有

意 に 抑 制 され た ．そ の 際 の PK ・ ・e 活性の 変動は ．Fig・　6

の ご と くで あ る，Fig・の 上 段 お よ び 下段 の い ずれ の 場 合

に お い て も，澗定時 の cAMP 添加 の 有無 に か か わ ら

ず ，anti
−lgE を 作 用 させ た contrd 群 の 活性 li　anti −lgE

を作用 させ ない n   rmal 群 の 酒性 よ り減少 し、薬 剤を f
’
F

用 さ せ る とい ず れ に よ っ て も活性 は control 群 に 比 し て

増加 し た ．

　EDTA ，　 heparin お よび 患老血清 と incubation した 後

controlN

・5
「

DSGGisoproterenoI

theOPhy 晦 ne

　 per 　c θ冖ヒ h｝5ta 胃！ヨne 　 relea5e

5　　　　 ‡O　　　　‡5　　　　20　　　　25　　　　30

　F三g．5．　Effect　of　 N−5“
，
DSCG

，　isoproterenel　 a ［1d

theophylline 　On 　antl −lgE−induced　his量am …1コ e　τ elease

from　　leukocytes　of 　astb 皿 atic　pa巨ents　at 　45rnin

after　chaLienge 　with 　 antl ・lgE 　（5 × 10
’ε
μgAb ／ml ）．

D ・ugs 　 we ・e 重・eat ・ d　 3Dsec　p・i。 ・ t。　 cha11e ・ge』 ach

column 　represents 　the 　mea 皿 ±SE 　 of ’1　experiments ，

Each 　value 　 w 三th　drug　was 　tested　the　statist ｛cal 　signi
−

fic跏 ce 　tr。 m 　 c・ nt ・・1∫・ r　 Pく O．05 （
＊
） and 　 P＜ O．01

（
＊＊

）．

normaFcontrelN

−5DSCGi50prD

セereno 篷

theophyt ±ine

normalcontrolN

−5
．

DSCG

｝50prcterenel

theephylline

　 　 　 　 　 　 5コPCPM

with 　 eAMP 　 　　　 wltheut 　 GAMP

毫500　　2500 　　3500　　　　　】500　　2500　　3500

　Fig，6，　E 旺ec し of　N−5’，DSCG ，　i．goproterenol 　 and

theoPhylline 　en 　anti−IgE
一圭nduced 　changes 　of　protei皿

kinase　act 三v三ty　in　peτiphera正　blood　leukocyte＄　oi

as 亡hmatic 　patients　at　45mln 　after　 challenge ．　Enzy −

me 　selution 　was 　obtained 　by　a　mixture 　 of 　 2　indi−

、
・idual　samples ．

の 5x10
−ePgAb

！mi 　anti・lgE に よ る ヒ ス タ ミ ソ 遊離 に お

よ ぼす薬剤の 影響 は Fig・7 の ご と くで あ る．　 control の

ヒ ス タ ミ ン 遊離暴：64．1± IL3 ％ ｝こ 対 し，　10−‘M ・N ・5t
，

IG
一
くNI ・DSCG ，　10−s．Nf ・isoproterenDl　お よ び 1  一31 　i ・

theophy ｝line 作用時 の 避離量 は ，そ れ ぞれ 61．5± 11．8，

62．5± IO．9，50．3± 6 ，7お よび 32．4± 9．王％で ，
　 iseprote−

：en ・1 お よ び the ・phyllineに よ O ヒ ス タ ミ γ 遊離 ｝よ抑制

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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一
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’
e　活性 の
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よ び
．
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の い
’
ずれ の 場 ・
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・
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．
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．
i
’
　 v．ル ギ ー

反応 に よ る ヒ ス タ ミ

ン
「
遊 豫獣 こ

卩
『し，そ・  活性 力三減．少す ＿こ とを 甎 告 した ．

　　ヒ 　7丶　タ　　ミ　ン
．．
　iよ　@basOP】】ii 　主1 る」！、i重．　 maSt 　c ぐ呈t　　；うユら　

誰 す る
む
で ． ，本研ゴ ピ では b…ph …1 ｝こ 闘する検討 を

つ た．実験 舅 料 と して に 本 来分離 basophi1 を用 い

べ き でも るが ， 勉1粋にbasophil を 分 離 す る こ と
は
困

て ．あ 誉・τ） で ， 　今回 は釦1弩のbaSt ｝phil を 含むヒト

［鉦 球
浮

遊 茨を 『． ： い云二 ・ こ つ 際 ， 赤
血
息 中には 1 ’Ka

が 存 在 す るこ と が 報
告され

て い る19｝ので ，0
。
S3 驚

NH4

て ・ 処 理 する こ と に よウ 赤血 球 宿 ま 価 完 全に 除
去 し

，また，特 塁 羨：窪 超 ； に よ
そ
・ヒ ス タ ミ ン ’ 遊陵は催 体 差 が：

き い と
さ
れ
．

てい κ「 J’で 、 　血清 総 IgE が
高

値を示しブこ
坑 支 喘息 ． 患， 者を君象とL． ， anri ・ 丁 gE によるヒスタ

ン遊離量 を漢i 定 辷， PKase 活

の変動 を 観察し た． 　 　そ の 結 果，三二 卜 白丘 球 中に は旦弓

か にPKase が存 在 す 1 こ
と を 晒

二
・ た が ，この活 ．性

い ．掃 t の 細 耳
起
に 由来 す二か は 不明 て ．ある ． 多 形

白 撫球を 用 い た 実 験 に
お
い ても 本 醸 素の存在が報． 旨 1 勾

れ てい る． 紐髪 望 内 にお い
て

もPKa 鴨｝ こよ り シ ： ン

礒化さ
れ
る塞 質 蛋 白 質 と L ては N 工 工 一
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histonc：c）
， 細胞膜

21 〕
お よ u マ イ ク ロ テ ユ ブ ル ス

22 ，
な どが

あ ずられ て い る ガ
，

uniceHula τ endoc ：ine　 gland と もよ

ぼれ る basophil 中 に は こ 念t ら イ 存在 し ， ま t”後述 の ご

と く，anti ’lgE に よ る ヒ ス タ ミ ソ 瓧離 の 隊に PKase 活

性 の 聖動が認 め られ た こ と を考 え 合 わ せ る と，basoph 量1

中に ：よ PKase が存をす る こ と は 騨 らか と思 わ れ る ．し

か L ，こ の ．緊 二聞 して は ，さ らに 分Ut．　basoph三三を 用 い た

検
＝’
1　lr行 う必要 が あ る．ま た，今回 の 検討 で は 　PKase

活性 の cAMP に ょ る 有意 の 活｛f
．
増 加 は 認 め られ な か っ

た ．こ の 点に 購し，cAMP は 綢．t膜の 透過性 ヂ 悪 く． し

た 力隔 て 透過性 の よ い dibut）・ry ］　 cAMP を用い てt釘 ｝を

行 うこ と も必 要と思 わ れ．る が
，

rat 　 serosal 　 mast 　 cell に

関す る 捗哥
）

，あ る い li　rat　peritoneal　 mast 　 cell に 関す

：）検討
9：

で it，醍 コ　
「
青【胞中 の PKase 活性 は cAMP 添

力配こ よ ．明 ら冫， ．＿増加 して お ウ、今 「亅は cAMP 　を Elい

た ，ホ撰 フ巳に お け ノ 白血 球 浮遊液 中 の basophiL の 割 合

は わずか で あ り．本細胞中 の 活性 の 変化 が ，他 細胞 中の

PK 臼昶 活徃 に mask て れ た こ とも考え られ 一・．事実 わ

れ わ れ は ， 告ヂ的 IgE 抗体 に よ る ヒ ス タ ミ ノ 近離反応

÷z　r“十 る 実験 に お い て rat 　p ∈ritoneal 　 exudatc 　 ccl 】 中の

PKase 活 甦 よ cAMP 乙 添加 し て も有意 の 活牲 の 増加 を

♂め な い
自き’

が， rat 　puri　fi　F−（玉 periτQneal 　 ma ．st　 re ／1 中 の

PKase 汽 桟 ｝よ cAMp 添加 i二 よ ワ暁 らか に 増加す Je
’：
と

い   紵果 を 得 て い る．また ，PKase は cAMP 　dependcnt

PKase と cAMP 　independent　PKase，3 存在 す る
2‘｝

こ と も

知 ら れ て お り
， 果 た し て basophil中 の PKase が cAMP

dependellt　PKase か ，
　 cAMP 　independen： PKase で う

るか は 不 明 で あ る ．

　 つ ぎ L：
，

1。” −IO
’3P

［gAb ！ml の 種 凌 の 濃 蔓の antiJge

を 白 鏑1球 に 作 甲 ざせ た と こ ろ，覗 ら か な ヒ ス タ ミ ン の 遊

経 が 認め られ た が ，　 ヒ ス タ ミ ン 遊 齡 垣 は anti −JgB の 1農

k ，cgk ． た ．こ れ は IChi・ aka ら
量

乳 Li・hten・t・ i・ ら
珊

の 報 告 と
一

致 す る と こ ろ で ， anti −lgE に よ る ヒ ト白血

球 よ 1，の ヒ ス タ ミ ソ 遊離 に は an 亡1−lgE の 至 遮 濃度 が

存在す る こ とが明 らか で あ る ，な お， 本 研究 に お け 喬

anti −lgE に よ る 最大 ヒ ス タ ミ ン 遊離 並 は 総 ヒ ス タ ミ ン 量

の 約 22−42％ で あ し，， ariti−lgE に よ る ヒ ス タ ミ ン 遊離 に

も，特異 的 IgE 抗体 に よ ろ 際 と 同瓠 に ，個 体差 の 存在

す る こ とr 示唆 さ れた ．

　 ユ967 年 Le 胃 and 　 Oslcr2T） は，プ メ ク サ 抗体に よ る ll

血 球 感作炉 EDTA お よ び heparin に よ り増強 され る こ

とを報告 した が ，わ れ わ れ は こ れ ら の 物質が レ ア ギ ア に

よ る慓的細馳 の 感作状態 を 圓 う，anti −lgE ▼こ よる ヒ ス タ

ミ ソ 遊離を促進す る と す れ ば，そ の 状態で PKase 活挫

を 測 定す る こ と に よ り，　よ り閉 らか な 酵系活性 の 変動

を つ か め る の で は ない か ．と考 え た ．そ の 結果， EDTAe

heparin お よび 患者血清 の 処理 に よ り， ヒ ト白 血球 よ り

の ami ・lgE に よ る ヒ ス タ ミ ソ 遊離量 は 増加 した ， しか

し，PKase 活性は こ れ ら の 物質 で 処理 し た 白血 球 お よ

ひ 無処 弔自血 球 の い ずれ の 場 合 に お い て も， 測定蒔 の

cAMP 添 加 の 有無に か か わ らず，　 anti −lgE を作用 させ

る と減少 の 傾向を 示 し た が，EDTA
，　hepatin お よび患考

面 着 の 処 埋 を 行 っ て も，PKa5e 活 性 ‘ハ 変動 は 増強 されな

か っ た ．ま た，こ れ ら の 物質の 処理 の 有無 お よ び 瀾定時

の cAMP 添 加 の 有無 iこ か か わ らず ，　 anti ・lgE を作用 さ

せ た際 の PKase 馮性 の 減少 の 程度 は ant レIgE の 濃度

に ｛姉
’
し な か っ た ．ヒ ス タ ミ ア 進難 邑を増加 さ せ る処 理

お よし 諸種 農度の anti −1述 を 用 い た の に もか か わ らず ，

PKase 活lg
一
の 変動に 有意差 が 認 め られ なか っ た 二 とは ，

；廴 珊究
、
こ 用 い た 白1〔11球 浮邂 液 1争 の ba−sophil の 割

．
δ が わ

ず か で ，Tsung ら
1

の 報 斤 と
．
考え tt　2）せ て も，　 basophii

ヰ D 活 性 の 夏 化 が 他 の 多等 枝 白 血 球 中 の PKase 活性 に

rnask され た た め と も考 え られ る ，

　 ま た ，最大 の ヒ ス タ ミ ！ 泡離が認 め られ た 5xIO
一
  9

Ab
／／rril ‘つ　a 「「ti一玉gE　；こ よ る ヒ ス タ　ミ　ソ 遊 離 葦よ，　ED

’
rA

｝

hcpa 「in雪 よ び 患者埀i清年 処 理 ｝
三列 11球 の 際 は N −5’，三sopro −

terenol 　オ3 よ ひ
ご　theophyH 三ne 　｝こ よ　1　も譯註、トこ 韭∫Pf倒さ2L，　処

理 自 血 球 の 際 は 有意 で は なか ・）た が isopr  teren   1　 Sd よ

び theoph ｝
’1｝ine に ょ り揖醐に れ た ，そ の 際 の PKase 活

髭 は ，EDTA ，　heparin お よ び 患者 血 清 の 処 理 ， さ らに 測

走時の cAMP 添加 の 有無 に か か わ らず ，
　 anti −lgE を作

用 さ せ る と 減少 し た が ，薬藕 を 氤加す る と い ず れ の 場 合

に お い て も活性 の 弑少 は 揖制 さ れ た ．

　 以上 ‘： ウ． ヒ F 白 血 球中 に は PKase が 存在 し，ヒ ス

タ ミ ソ が 遊離す る 際 に その 活性 が 減少 し，ま た ，ヒ ス タ

ミ ソ 遊離抑雀剤は，こ の PKase 活姓 の 減少 を揶制す る

こ と に．よ t］，ヒ ス タ ミ ソ の 遊離を抑制す る もの と思わ k．．

る．こ の 結 果 は maSl 　 celi を 用 い た 先 の 実験成 ．＆
S）

と
一

京 す る と こ ろ で あ るが ， 今 回 の 検討 は anti −lgE を 用 い

た い わ ゆ る reversed 　anaphylaxis 反♪藍で あ る た め ．特異

的抗 原 を 用 い た 検討 も必要 と思 わ 2zる．

績　語

6 ％ dextran を 用 い て 旭 清総 IgE が高値 を示 した 気

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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         ROLE  OF  PRO･TEIN  KINASE  O)lil HISTAMINE  REI.EASE  FROM  HUMAN

                             LEUKOCY'!'ES  BY  AN'1'l-IgE

            }vlotohiro Kurosawa,  Tosl)ikazu  Nemoto,  Tetsuji Tanaka,  RyOzo  Fueki and

                                      Setsuo Kobavashi                                                 '

           )'irst Departn}ent e!n  Internal pt'fedicine, Scheol  of  pt'Iedicine, (J'urirna Universit>'

                              Hiroichi Nagai  and  Akihide Koda

                     Department  of  ?harmacoloF.y, Gifu Clollege of  Pharmac;i

    I)rotcin kinase CPKase); activity  in huintui ieukocytes  "'as  mettMured  and  the  relation  betwccn  anti-･

IgE-mediated  hisLamine reiease  and  PKasc  was  investigated. Loukocyte  preparatiun  ";as  obtaine{i

with  a  69.'.' dextran  solution  ttnd  red  bloed cells were  renioved  with  O,839.6 NH4Cl  treatment.  

'I'he

fi]]lowing results  were  obtained.

    I. PKase  acTivirv  was  observed  in human  leukocytes, but  Lhefe  wtts  no  si..'iiificant elevation  of  thc

uctiviti,  ",ith  adniinistrat;on  of  cyclic  fXptfP  c'cATL'IP) .

    2. Tl]e  amount  of  histaiuine Te]ease  was  dependent  upon  the  concentration  o ±
'
 antFIg.E  and  was

enhanced  by incubation  with  EDTA-heparin  soltttien  and  reaginlc  serum  {'rom the  patient.
    3, ":hen  histamine  Telease  "'as  observed.  it was  fbund  that  PKase  ac.tivity,  measured  with cArNtiP

or  without  cAMP,  was  reduced  irrespective of  ED'I'A, heparin and  reag.  Inic serum  treatment.

    4. IIistan]ine release  and  the clecrease of  PKase  activily  were  inhibitecl by the  addition  of  N-5',

isoproterenol and  theophylline  to  incubation nSxture,

    }'rom thc  abeve  resulzs.  it is clear  that  PKase  exlsis  in human  leukoc}･Les, and  it seems  that  PKase

tnay  play. an  iniportant role  in the  mcchanism  of  histarnine release  fi'oin hun';an }eukocytes.


