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小児 ア トピ ー 患者末梢血 リ ン パ 球 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン 誘発細胞増殖の

フ ロ ー サ イ トメ トリー
に よ る測定 と そ の 意義

　 静 岡 県立 こ ど も病院感染免疫ア レ ル ギ…
科

木村光明　　鶴田　悟　　吉 田隆実

　3歳以上 の 小児 ア トピー患者の 末梢血単核球 をダニ ア レ ル ゲ ン で刺激 し反応性 に増殖する細胞の比率

を フ ロ
ーサ イ トメ トリーで 測定 した．増殖 の 程度を刺激指数 （S．1．E ：stimulation 　index　measured 　by

now 　cytometry ）で表わす と，ア トピー児14名の ダニ S．1．F．値は 165．6± 49 ．8と非ア トピー
児 6名の ダ

ニ S．1．F．値 113．2± 12．2より有意に高値で あ っ た （p く 0，05）．ダニ S．LF ．値 と血清総 IgE 値との 間に は

密接な正相関が認め られ （r ＝ o．67，p ＜ o．ool），またダニ IgE・RAST 高度上昇群 （100PRU ！m1 以上）

の ダ ニ S．1．F ．値 は 178．4± 53，8とダニ IgE・RAST 陰性群の 113，2± 12．2に 比 べ 有意に 高値であ っ た （p ＜

0、02）．ダニ S．1．F．値に は ダニ ア レル ゲ ン 特異的 IgE 抗体産生系の 機能亢進状態が反映さ れ て お り，ア

トピー患者に お け る リ ン パ 球機能異常の 指標 と して利用 で きる 可能性がある．
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は じめ に

　IgE は ア ト ピー疾患発生 の 最 も重要 な 因子 の
一

つ で

あ り，ア トピー患 者で は その 産生 が 亢進 して い る．近

年 lgE抗体 の 産 生 は サ イ トカ イ ン に よ る直 接的 な コ

ン トロ ール 下 に あ る こ とが 明 らか に され た．イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 4 （IL4） は B 細胞 に よ る IgE産生 を増加さ

せ，逆 に イ ン ターフ ェ ロ ンー
γ （IFIN一γ） は lgE 産 生 を

抑制す る
】〕 11）．こ れ らの サ イ トカ・イ ン は それ ぞれ Th2

お よ び Thl と呼ば れ る ヘ ル パ ーT 細胞 か ら特異的 に

分泌 さ れ る
4 ）5｝．そ の た め ，

こ れ らの 細胞分画 の バ ラ ン

ス の 崩 れ，特 に Th2細胞 の 増加が ア トピー疾患 の 発生

と深 く関連 して い る もの と考え ら れ て い る．実際 ， 気

管支喘息
G）や ア ト ピ

ー
性皮膚炎

7），ア レ ル ギ
ー
性 鼻炎

s ）

の 病変局所 で は Th2細胞 が 増加 して お り，ア ト ピ
ー患

者 の 末梢血 中 に も Th2細胞が 増加 し て い る
9｝．ア ト

ピ ー患者 で は ア レ ル ゲ ン 特異的王gE 抗体 の み で な く
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Abbreviations ： Con 　 A 　concat ］aL
・
alin 　 A ；

PB ｝1C　p⊂ripheral 　bloud　monunuclear 　ce］］；　1，BS

pi1〔，spha1e −buffered　saline ；　PHA 　phytohemagg −

lutinin； S．LF．　 stimulation 　 index　 rlleasured 　 by

flo“’cy しolnetry ；　S．L “厂
　 stimulation 　index　lnea ．

sしLred 　l〕y　wST ．τ method

IgG 抗体 も増加 して い る
］o）．最近 IL4 は IgE の み で な

く IgGl，　 IgG3や lgG4へ の ク ラ ス ス イ ッ チ も促進す る

と い う報告 が あり
川 ，こ れ も Th2細胞 の 増加 と関連 し

た 現 象で あ る 可能牲があ る．

　 ア トピー患者の 末梢血蝉核球 （PBMC ）をダニ ア レ

ル ゲ ン で 刺激 す る と強い 反応性増殖が 誘導さ れ る こ と

は よ く知 られ て お り， その 結果主 に ヘ ル パ ー−T 細胞が

増加 す る
L2 ］13 】．最近，ア トピー患者の PBMC か ら ダニ

ア レ ル ゲ ン 刺激に よ り誘導 。樹立 され る ア レ ル ゲ ン 特

異 T 細胞 ク ロ
ー

ン の ほ と ん どが Th2細胞で あ る こ と

が報告 され た
14 ）．こ れ は

， ダニ ア レ ル ゲ ン 刺激 で 増殖 す

るア トピー患者末†削ilヘ ル パ ーT 細胞 中 に は Th2 あ

る い は そ の 前駆細胞 が 多 く含まれ て い るで あ ろ う こ と

を示唆 す る もの で ある．も しそ うで あれ ば ， ダニ ア レ

ル ゲ ン 誘発 リ ン パ 球増殖反応 は，ThZ細胞 の 増加 と い

う ア トピー
患者の 核心 的免疫異常の 形成 に 関与 し て い

る可能性 が 高 く ， ア トピー疾患 の病理 解 明 の た め に そ

の 詳細 な解析 が 望 ま れ る．

　現在 ， ダニ ア レ ル ゲ ン 誘発 リン パ 球増殖反応 の 研究

は 活発 と は 百 い 難い が，そ の 原因 の
一

つ は増殖反応測

定の 困難 さ に あ る と 思われ る．ア レ ル ゲ ン 刺激 に 対 す

る増殖反応 は通常放射性 同位元素標識 ア ミ ノ酸 （ト リ

チ ウ ム ・サ イ ミ ジ ン ）の 取 り 込 み に よ り測定 され る が ，

放射 ［生同位元 素の 取扱 い は 煩雑 で あ り， ま た ご く限 ら

れた 施設 で しか使用 で き な い ．
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1120 フ ロ
ー

サ イ トメ ト リ
ー

に よ る ダ＝ 誘発 細胞 増 殖 の 測 定

　細胞増殖は フ ロ ーサ イ トメ ト リーに よ っ て も解析 口1

能で あ る
15 ）． フ ロ

ーサ イ トメ トリーで は個 々 の細胞 を

鑑別 で き， さ らに、
’
．重染色 に よ り DNA 量 以 外の 情報

も同時 に 分析 で きる とい う放射性同位元素法 に ない 特

長 を備 え て い る ゆ 17 〕．こ の よ う な利点を活用 す る た め ，

わ れ わ れ は ダ ニ ア レ ル ゲ ン 刺激 に よ る PBMC の 増殖

反応 の 解析 に プ ロ …サ イ トメ ト リーを 1、L；用 す る こ と を

試 み た．そ の 結果 フ ロ
ーサ イ トメ トリ

ー
に よ リ ダニ ア

レ ル ゲ ン 誘発細胞増殖が測定 rl∫能で あり， そ の 値は ダ

ニ IgE−RAST 値 や 亅ilLFk’

　lgE値 と比 例 して 上 昇 し て い

る こ とが 明 らか に な っ た．フ ロ ーサ イ トメ ト リーに よ

る ア レ ル ゲ ン 誘発細胞増殖測定法 は ア ト ピー
患者 の 免

疫 異常 の 研究法 と して有用 と思 わ れ る の で こ こ に報告

す る．

対象 と 方法

L 対象

　 3歳か ら15歳の 小児ア トピー
患者14名 お よ び 非 ア ト

ピー
小児 6名を 対

’
象 と し た （Table　 1）．ア トピー

患者

の構成 は気管支喘息 9 名お よ び ア トピー性皮膚炎 5 名

で あ り， い ずれ も入院歴 が あるか それ に 準 ずる中等症

ま た は 重症 の 患者 で あ る．非ア トピー対照 は免疫 ・ア

レ ル ギ
ー ・血液系疾患 をもたず ， か っ 急性感染 ・炎症

性疾患 に 罹 患 し て い な い 小 児 を対 象 と した．

2．細胞培養

　静脈血 を5m1 ヘ パ リン 採血 し リ ン パ 球分離液 （ナ カ

ラ イ ）上 に 重 層，遠心分離 に よ り PBMC を得 た．燐酸

緩衝生理食塩水 （PBS ） で 2 回洗浄後 ， 10％ ウ シ 胎児

血清 （FCS ）， 2mM グル タ ミ ン お よ び 抗 生 物質 （ペ ニ

シ リ ン 100U／m1 ，ス トレ プ トマ イ シ ン 100μ g／ml ）を含

む RPMi ］64〔｝培養液 に 1x10 艶el［s／rrllと な る よ う に 浮

遊 さ せ た．48穴 カ ル チ ャ
ープ レ ー

ト（フ ァ ル コ ン 3C〕78，

Becton　 Dickinso ■】 Labware，
　 NJ．，　 USA ） に 0 ．5m1 ／

穴ず っ 細胞浮遊液 を注入 し，10μ 1の ダ ニ ア レ ル ゲ ン 液

また は 対 照 液 （PBS ）を加 え て 所 定 の 時間培養器

（37℃ ， 5 ％C（，2） で 培養 し た．ダ ニ ア レ ル ゲ ン （Der

f）凍結乾燥粉末は 鳥居薬品 か ら提供され た もの を使用

し，通常 の 培養 に は50μg／ml の 濃度 で 使用 し た．

3。 ヨ ウ 化 プ ロ ピ デ ィ ウ ム に よ る DNA 染色

　培養終了後 PBMC を12x75mm の ガ ラ ス 管 （Corn−

illg，　 NY ，　 USA ）に 移 し 2 回 PBS で 洗浄 し た 後，攪拌

しな が ら
一20℃ に 冷却 した 70％ ’

t ”タ ノ ール 60〔1μ 1を加

Tablc 　l　　Lisし 〔，f　subjects

SllhlectsNoAge
（y）

SexDisor ’ders 　且菖ト；

（lu／mD1 謙 欝
12 ：呈 f 77

　　　　　　巾
〔｝．22

Non ．at〔〕pic 3 】n 55 〔目 6

：う 匹 庁 231 〔1．22

4 　6
．一

〔 3〔〕 o．19

5m1 η ll9 ｛1．1：う

612n ｝ 6〔1 　　　　 〔i，ユ9
1

ユ 3 ］nAD 7〔，92 …
　　　　．》m ［1

Atぐ〕pic24 　1m
　 I

BA 29B ＞ 1｛川

：う 4　　 rBA 624 ’lo〔1

4 ’1 監nAI ） 671

　　．
ユ9．33

写 4
一

BA 595 93，16

6
一

57

匸n11

】 BA 415 7〔181

7 【nADF

；A

7〔195 ・］卿

88f ／〔164 ．》mu

り 9m 　
旨

　 BA 6LIB 93．2

10911 】　 iBA 3388

一一
＞ um

H11111BA 745 　　　 9207
E

12fBA 　　　　　． 川 52　　 　　 99．5・i12
−．
13

］413fAD

　　　
I
　　 6635　　　　　　．冫10n

］4　 　 fAD 　　　　 5985 冫 ］Q〔〕

’
：IgE．RAST 　levcls　ror　house　dust　mite 　Dcr　p，

AD ： atopic 　dcrmaしitis，　BA ：hronchial　as しhiliia．

え
一

晩 4℃ に静置 して 固定 した ，固定後，PBS で 2 回

洗浄 し RNA を 取 り除 くた め 1〔｝Oμg／m1 の RNase を

含 む PBS250 μ 1に 浮遊 さ せ 37℃ に 1 時問 静置 し た．

PBS25 〔〕μ］を加え計500μ1の 細 胞浮遊 液 と し40μg／rnI

と な る よ うに ヨ ウ 化 プ ロ ピ デ ィ ウ ム （Sigma　Chemicul

Company，　 MO ，　 USA ）を加えて 1時間静置 した．そ

の 後 フ ロ
ーサ イ トメ 】・リー〔EPICS −CS ，

　 Coulter　Cor−

poration ，
　 FL ．

　 USA ）で個々 の 細胞 が 発する赤色蛍光

強度を 測定し，S 期 に 相 当す る細胞 の 比 率を 記 録 し た．

サ ン プ ル は同
一

条件で 2つ ず っ 作製 し そ の 平均値 を解

析 に 用 い た．

4．生細胞絶対数の 測定

　 9人 の ア トピー
患者 （N 〔，．2，6〜8， 1〔｝〜14）を対象

に ダ ニ ア レ ル ゲ ン 刺激 に よ る生 細胞 数 の 変 動 を

wST −1色 素 を 利 用 し た 生細 胞 数 測 定 キ ッ ト （ce ！l

counting 　ltit，同仁化学研究所）を用 い て 評 価 した．96

穴 の カ ル チ ャ
ープ レ ー ト （フ ァ ル コ ン 3072） に ヒ述 の

細胞浮遊液 （1× lO “

cells ／
iml

）を90μ1／穴ず つ 分注 し ，

N 工工
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10μ1の ア レ ル ゲ ン また は 対照液 を加 えた後 7 日間培

養 し た．ダ ニ ア レ ル ゲ ン 濃度 は 50μg／ml と した ．WST ．

1試薬 を10μ 1／穴ずつ 加 えさ ら に 37℃ で 2 〜4 時間 イン

キ ュ ベ ー一ト し て 発色 さ せ 吸光 度測 定 装置 （lnimuiio

Mini　NJ23 〔｝0，口本 イ ン タ
ーメ ッ ド） で 405nm の 波長

の 吸光度 を測定 した．同 じ条件 の サ ン プ ル を 3 つ ず っ

作 りそ の 平均値 を解析 に 用 い た．

　S．1．W ．（stimulati 〔m 　 index　 measured 　 l〕y　 WST −1

method ）二 （刺激 サ ン プ ル の 吸 光 度／非刺激 サ ン プル の

吸光度）× 100

5．そ の 他

　血清 IgE値 は RIST 法 で ダニ （Der　p）ア レ ル ゲ ン 特

異的 IgE量 は ［gE ・RAST で 測 定 した．差 の 有意性 は

t・testで検定 し ，
　 p く 〔｝．〔｝5の と き有意 と した ．

結　果 D「 （D1 ＋D2 ）／2 D2

B

ー．

1．S 期細胞比率の 測定 と刺激指数へ の変換

　 フ ロ
ー

サ イ トメ トリ
ーで 個々 の 細 胞 に 含 ま れ る

DNA 量 を測定 し ヒ ス トグ ラ ム に 表わす と Fig．　IA の

よ う に な る．concanavalin 　A （Con 　A＞な ど の強力な

細胞増殖誘導因子 で 刺激す る と増殖細胞 （DNA 合成

期 （S）＋分裂期 （G2〆M ）細胞）比率 は 10〜20％程度 ま

で増加す る．ダニ ア レ ル ゲ ン 刺激で 誘発さ れ る細胞増

殖 は Con 　A に 比 べ る と弱 い が ，
　F｛g．ユB の よ う に基 底

部を拡大 す る と静 止期 （GOIGI）細胞 と G2／M 期細胞

の ピー
ク に 挟まれ た平坦な部分 の 細胞が増加 して い る

の が確認さ れ た ．

　G2／M 期細胞 は GOIGI 期細 胞 の 2 倍 の DNA 量 を

持 っ が ，静 止 期細胞 が 二 っ 会合し た 2連細胞 も ヒ ス ト

グラ ム 1二で は G2．／M 期細胞 と同 じ場所 に 現 われ る．2

連細胞は顕微鏡検査 で は 1〜 3 ％程度存在 し て お り，

真 の 分裂期細胞 の 比率 が 低い と相対的 に こ の よ うな偽

分裂期細胞 の 影響 が 大 き くなる．G2／M 期細胞 も通常

は増殖細胞 に 含 まれ る もの で あ る が偽分裂期細胞の影

響 を避 け る た め 本研究 で は G2／M 期細胞お よ び そ れ

と ヒ ス トグ ラ ム 上区別 で き な い 未期 S 期 細胞 は 測定

対 象か ら除外 した ．ダニ ア レ ル ゲ ン で刺激し て も大多

数の PBMC は GOIG1期 に あ り， こ れ が わず か で も紛

れ 込 む と S 期細胞 の 比率 に 大 き な 影響を及 ぼ す ．し た

が っ て S 期細胞 で も ヒ ス ト グ ラ ム 上 で G〔〕／G1期細胞

と 区別 で き な い DNA 合成初期 の もの も測定対象 か ら

除外 した ．

　Hg ，1．　 Measurement 　 of 　 prollferating　 PBMC

stimulated 　with 】nite 　allergen ．

　A ．Schematic　 representation 　 of 　 a　histogram　 of

the　amount 　of　DNA 　per　cell 　of 　PBMC 　analysed 　by

且ow 　 cytometry ．　B．　Thc 　 area 　 of 　the　histogram 　en ．

cbsed 　by　the　rectangle 　ill　enlarged 　to　show 　how 　the

percentage　Qf　S−phase　cells　 was 　 rl〕easured 　ilユ this

studv ，　 Dl　 and 　D2　are 　the　intensities　 of 　fluorescence

of 　the　G〔〕／G1−and 　G2／M ・phase　cells，　respectively ．

The　percentage　of 　S−phase　cells 　IDcated　in　the

internal　two 　quarters 　of　the　range 　be亡ween 　the　GO／
G1− and 　 G21M ・phase　 ceHs 　 was 　 measured 　 as 　 the

S−phase 　ce［ls．

　具体的 な 測定範囲 の 決定法 を Fig．　IB に 示す．すな

わ ち GOIG1 期細胞 の ピー
ク と G2／M 細胞 の ピ

ー
ク の

間を 4 等分し ， 両端 を捨て ， 中央の 2 分画中に 現わ れ

る細胞 の 比率を測定し た．要点は 中央の 平坦 で バ ッ ク

グ ラ ウ ン ドの 少 な い 部分 に 現わ れ る中等度に DNA 合

成の 進 ん だ S 期細胞 の み 測定す る こ とで あ り ， も し こ

の よ う に し て 定め た 測定範囲 が GOIGI や G21M 期細

胞の端の斜面と重 な る よ うな ら測定範囲の幅は変えず

に 左右 に ずら し て 微調整す る．た だ し対 に なっ て い る

非刺激 サ ン プ ル と 刺激 サ ン プ ル は 同 じ 条件 で 測定す

る．

　S 期細胞 （S−phase 　cells） 比 率は ダ ＝ ア レ ル ゲ ン の

濃度 に 比例 し て増加 し40μg／ml で ほ ぼ 最 大値 に 達 す
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1工22 フ ロ ーサ イ トメ ト リーに よ る ダニ 誘 発 細 胞 増 殖の 測定

る （Fig．2）．し た が っ て 以
一
ドの 実験 で は 5（）μg／ml の 濃

度 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン で PBMC を刺激 し た．非刺激 サ

ン プ ル 中の S 期細胞比率 に は か な りの 個人 差が あ り，

そ れ を 吸収 して 多人数間で の 比較 を可能 に す る た め S

期細胞比 率 を 刺 激指 数 （S．1、F．： stim しdation　 index

measured 　by　flow　cytomctry ） に 変 換 した．

S−phase　ceHs

　 （
e
％

3．0

2．0

1．00

5　　 　 　 20　 40 　 80

　 Der　f（μ9／ml ）

　S、1、F．・一（ア レ ル ゲ ン 刺激サ ン プ ル 巾 の S期 細胞比

率！非刺激サ ン プ ル 中の S 期細胞比率）× 100

　 ア ト ピー患者の ダ ニ S．LF．値 は 培養 6 「1で 最大 と

な っ た （Fig，3）．非 ア トピー対照で は培養 4 日と 6 凵

で 大 き な 差 が な く，ア トピー
患者 と 非ア トピ ー

対照 と

の 差 は培養 6 日で 最 も大 き くな っ た．し た が っ て 本研

究で は 培養 6 日の S．．1．F．値 を解析 の 対 象 と した．

2．S，LF．値 と rf［t清 IgE値 との相関

　血 th　lgE値 は年少児 で 低 く逆 に 末梢血 CD23 陽 性細

胞比率は年少児 で 高 い
IR）．また ダ ニ RAST は 年少児 で

S．1．F．

300

2DO

100

●

●

●

●

●
●

●

88 ・
。

° °
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昌
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　Fig．2．　Dose ・respo 囗 se　curve 〔，f　the　percelltage 〔．車「
S−Phase 　ceUs 　in　PB 八伍C　 stimulated 　with 　 lnite 　a ］］er．

gen ・

　The　percentages 　 of 　S−phase　cells　in　 PBMC 　 were

measured 　 as 　dcscribed　 iτ】 Fig．　 l　 after 　incubatien
with 　varjous 　concentrations 〔：，f　mite 　allergen 　Der　f

f（．，r　6　days．

S．【．F，
2°°1
「50

100

50

0
　 0

一
ノ ＼

＼ 〕1

←一
「
一一一一一一』一

「
一一一一一一一一

T
−−

　 4　　　　　 6　　　　　8

・一 ←
一

　 0 　 　 　 5 　 　 　 10 　 　 　 15 　 Ad 、Lt

　　　 　　　　　　 Age ｛y｝

　Fig．4．　Relationship　of　S．1．F．　 with 　 age 、

　S．1．F．s　ofPBMC 　frorn　atopic （●）and 　nen ．atopic

（O ） subjects 　were 　In （らasured 　after 　6d　of 　incubatioll

with 　50μg／ml 　Dcr　f　and 　plotted 　against 　age ，

S．LF．
300

200

100

Time ｛d）

0

y＝42，8xlog（x）＋27．3

　 ●

● 　●

●

兇

●

●

d

　Hg ．3．　 Time 　c 〔）urse 　of 　S．1．F ，　of 　PBMC 　stimulat −

ed 　with 　mite 　allergen ．

　SJ、F．s　of 　PBMC 　froT了〕 a1 〕on ．atopic （○ ）alld 　two

at．opic 　（●，■）subjects 　were 　nleasured 　a 「ter　incuba．

tion　w 辻h　50μ g／ml 　Der 「folT　the　indica〔ed 　l）eri 〔〕ds．

10 1001000 　　 10000

　　　　　　　　　　　lgE（lu〆mD

　 Fig．5、　Relationship　of 　 S．LF ．　 with 　the 　serum

levd （
．
｝F　IgE，

　S．1．F．s　of 　［4　atopic 　（●） and 　6　 non −atopic 　（○ ）

subjects 　were 　plotted 　against 　the　serum 　level　 of

IgE ，
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木村光 明他

は 陽性率が低い
’9）．この よ うに年少児と年長児で は免

疫 ・ア レ ル ギ
ー

に 関 す る パ ラ メ
ー

タ
ー

に か な り の 差 が

認め られ る た め ， 本研究で は対象を 3 歳以 上 の 年長児

に 限 っ た ．年長児 で は S．1．F、値 に 明 らか な年齢依存性

の 変動 を認 め な か っ た （Fig．4）．

　ダ ニ S．1，F．値 と血清 lgE値 と の相関を 調べ た と こ

ろ Fig，5 に 示すよ うに 両者間 に 密接 な 正 相 関 が 認 め

られ た （r ＝ 0．67， f）＜ 0．001）．これ に相応 し て ア ト ピー

児の ダニ S．1．F．値 は 非 ア トピー
児 よ り も有意 に 高値 で

あ っ た （Table 　2
，
　p 〈 0．05）．さ ら に 同じア トピ ー患者

で も lgE値 の 高 い もの と低 い も の と で は ダ ニ S．LF．

値 に 明 ら か な差が 認 め ら れ ， 高 lgE ア ト ピー
群 （≧

10001U／ml ）の ダニ S．1、F ．値は非ア ト ピー児 よ り有意

に 高 い くp＜ 0．Ol）の み な らず，低 lgE ア ト ピー群 よ り

も有意 に 高値 で あ っ た （p ＜ （）．05）．低 IgE ア トピー
群

（く 10001U！ml ）の ダニ S，1．F，値は非 ア トピー児 と有意

な差 は なか っ た．高 IgE ア トピー
群 は 4 名 の ア ト ピー

性皮膚炎患者 （lgE＝6702＋ 45ttlUlml） と 5 名の 気管

支喘息患者 （lgE＝ ： 2886 十 18281U ／ml ）で 構成 さ れ て い

る が ， 両 者 の ダ ニ S．1．F．値 は 204．2⊥ 50 ，7お よ び

171．4± 32．8と有意 な差を認 め ず ， また両者 と もに 非 ア

トピー
群 の ダニ S．1．F．値 よ り有意 に 高値 で あ っ た （両

者 と も p く 0．01）．

3．S，1．F．値 と IgE−RAST 値 との 相関

　ダニ S．1．F．値 は ダ ニ 特異的な反応の 指標で あ り，全

般 的 な IgE 抗体産 生 よ りむ し ろ ダ ニ 特異 IgE 抗体 の

産生調節 に よ り密接な関連が あ る もの と推測 さ れ る．

実際，ダニ IgE・RAST 値 が 高 い 児で はダニ SJ．F，値 も

高値 を示す傾向が み られ た （Fig．6）．ダ ＝− IgE ．RAST

高度 陽性 群 （10（）PR ［Jhml以 上） の ダ ニ SJ．F．値 は

S．L「．

300
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100

00

50

●

●

●
●

●

］ユ23

卜

100　 　 ＞ 100

lgE−RAST （PRU）

　Fig．6，　 Rclationship　c〕f　S、LI↑．　wi しh　the　！gE ．

RAST 　Ieve［for　Der　p．

　S 、1．F．s　 or 　 l4　 alopic 　（● ）　とmd 　61’lon ．atopic 　（（⊃）

sublects 　were 　plot赴ed　agaillst　IgE・RAST 　leve］s．　for
Der 　P．

178．4± 53．8で あ り， ダ ニ IgE−RAST 陰性群 の 113．2⊥

12．2に 較 べ 有意 に 高か っ た （P く 〔），〔〕2，Table　3）．ダニ

IgE−RAST 軽 ・中等度 1場性群 （0．35〜99．9PRU ／m1 ）

の ダニ S，1，F ．値は 148．5エ 37．6と， ダ ニ lgE・RAST 陰

性群 の ダニ S．1．F．値 よ り高値 で あ っ た が 有意な差 で は

な か っ た （♪〈 0．1〔1，Table 　3）．

4，S．LF．値 と生細胞絶対数 との関係

　最後 に S．1．F．　 f直に よ っ て 測定 さ れ る S 期細 胞比率

の増加 と生細胞数と の 関係に つ い て検討し た （Fig．7＞．

生細胞数 は wST −1色素法 に よ り浬1定 し た．　 WST −1色

Table　2　 S．工，F．　ill　at し，pic　and 　no ！1．atDpic 　subjects

一ゴ『一．

・… cc ・・

∴b、遍｛慧
eCeh

三
1％〕

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　　．
S ［imulated

　　　　　　　一一

S，工．F ．

・…
・… P・・ コ』 ．．

　　　　　　　whole 　 　　 14

ユ．4〔，（1　，〔18、・3，62）　　　　　1．69〔1　．U5−　「「L　1〔D　　　　　　　　　− ．
113．2± 12．2

　　一、
1，〔｝／（0．65〜3．081 ユ，57 （O ．69〜4，76） 165．6⊥ 49，8「　　Atopic

　　　　　　　　　　昌量
E 淵

一一

ユ．絽 αL97 〜・1．76）　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　一一
129，〔｝− 35．1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9
．＿一一ユ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．0．4（0．82−−3．1〕8＞　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
IgE≧ 1氓〕〔｝　　

．
　　　　　 〔L97 （｛〕．65〜1．δ8）　　　／．66（O，89〜4，28） 185．9±47．5牌

　S．1．F．　was 　prescnted 　as 　thc　mean 二 ISD、　 whereds 亡hc　per
’
eentage 　of　S・phase 　cells　is　presented

as 　the　 Inediall ，　 with 　the　range 　ill　parentheses ．　because　it　 did　not 　forrrユ a　n 〔ヨrinal 　 distril〕ut｛〔H1．
八topic　subjects 　were 　divided正τltotwq 　gr 〔）ul ）s　using 　a　seru 【Tl　lgE　level　of 　IOO〔〕IU ！lnL

　 n ： number 　of　subjects ．　
ヰ
　： significalitly 　higher　tilan　iiL　し1コe 　Iユun ．atupi 〔　gr〔，up 　（1丿ぐ O，〔［5），　

±s

　：

sigl／if｝call しly　higlユer 　lhan 　ill　the　l】〔〕n．a ヒ〔〕pic　glて）u1）　｛1ノ〈rt）Ol〕　and 　iTl　Lhe　ntopic 　group 　 with 　a 　IQw

serum 　IgE　le＞ c］ （〆丿 く ILD5 ），
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サ イ トメ トリーに よ るダ ニ 誘 発 細胞増殖 の 測 定

Table　3　Relationship　o 「S．1．F．　with 工gE ．RAST
一

一一

一
S．！F． ρ

13．2 ．．12．2
一

／

／

絽 、5137 ．6 ・「o 、］1〕

78 、4 ．、53 ．8 ぐ ‘1．D2

　Total　 subje 〔t＄ x・vere ⊂livided「ntu 　three　g1
−
（，ups 　 a 〔cord ．

ing　 to　 the 　 RAST 　 s〔ore ．　 S．1．F．s　 of 　 the 　 memi ）ells 〔匚f　 each

grouP 　are 　shown 　tls 　means ⊥ 1SI）、　The　p　va ［ue 　indica吐ピ s

the　signi 麁canCfl ‘，f　しhe 　dif「CI
．
el 〕ce 　iヨ1　the　mc ］all 　S．I　F

bcLweell　 each 　gr
’
く川 p 、vi 仁h　 an 　 elevated 　 RAST 　 sc 〔｝re 　 and

the　 group 　 widl 　 a　 Ilegad ▽e 　 RAST 　 sc 〔，re，　 n ： t］urnber 〔）f

Subjects ，

S．1．W ．

150
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50

、

●
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●
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100150S

．1．F．
20025Q

Fig、7．　Estimation　of 　ahs 〔，1ute　numb 巳 r　of 　viable

cells　 in　 Der　 f−stimulated 　 PBMC 　 bv　 the　 WST −1

method ．

　 The 　ratio　of　the　abosolute 　number 　of　viable 　ceHs

in　allergen −stirnu ユated 　PBMC 　to　that　in　non ・

stimu ｝ated 　 PBMC 　 was 　 est［mated 　 by　 the　、VST −1
rnethod 　after 　7d 〔｝f　culture 　with 　r）er 　f　and 　preserlted

as 　SJ 、、V．　S．1．、V．s　of 　9　 atopic 　 sub ゴects 　were ］コlotted

against 　S．1，F，S，

素法 は ミ トコ ン ド リア活性を吸光度の 変化と して 測定

す る もの で ， 吸光度 の 比 は生細胞数 の 比 と ほ ぼ
一

致す

る．ダニ ア レ ル ゲ ン刺激サ ン プル と非刺激 サ ン プ ル の

WST −1色素法 に よ る 吸光度 の 比 （S．1．W ．） は 90以 E あ

り， ダ ニ ア レ ル ゲ ンの細胞障害作用 は強 くな い こ と を

示 して い る．S．1．F．値 が 150以 ヒの グ ル
ープ で は過半数

が S．1．W ．値 も上昇 して お り ，
S 期細胞 の 増加 が 軽度 な

が ら実際 に 生細胞数の 増加 に つ なが る こ と を示 して い

る ．

考　察

　 ダニ 特異的 S．LF．値 は放射性 同位元素法 に よ り測定

され た ダニ 特異的増殖指数 と同様 ， ア ト ピー患者で有

意 に ．L昇 し て い た
12 〕13 ｝．こ れ は ダ ニ IgE−RAST 値が 高

い 児 で は ダニ SJ．F．値 も土昇 して い る こ と に よ る と思

わ れ る．ダ ニ S」．F．値と血清 lgE との 問 に も密接 な 正

相関が認 められた が，こ れ はダニ IgE・RAST 値が高い

児 で は 多 くの 場 合血清 lgE値 も 上昇 し て い る こ と に

よ る と思 わ れ る閃 ．こ れ ら の 所見 は 同時 に 行 っ た カ ン

ジダ抗原や COII　A に よる 刺激 で は 認 め ら れ ず （未発表

データ ）， ダニ ア レ ル ゲ ン 特異的 で あ る．ダニ SJ．F．値

はア トピー
患者 に お け る ダー二 特異 lgE 抗体産 生 お よ

び全般 的 IgE 抗体産 生 の 増進 に 関与す る リ ン パ 球集

団の 機能亢進状態を反映 して い る と考え られ ， そ の 指

標 と して利用 で き る と思 わ れ る．

　 フ ロ ーサ イ トメ ト リー
に よ る 検 査 で は 通常 ／回 の 測

定 に ユ万個前後 の 細胞 を調 べ る が ， あ る程度の バ ッ ク

グ ラ ウ ン ド は避 け られ ず，工万 個 中100個前後以 上 は 陽

性細胞 が な い と信頼性 の あるデ
ー

タが得 に くい ．自然

の 抗原数 は百万以 ヒとい わ れ て お り ， ダニ 凍結乾燥粉

末が た と え 1｛〕Oの 抗原 を含ん で い た と し て も抗原 当た

りの 特異的 T 細胞 数 が 均 等 で あ る な らば多 くて 1万

個 に 1 つ し か 反 応性増殖を 期待で き な い ．こ の 程度 の

頻 度の 細胞 をフ ロ
ーサ イ トメ トリ

ーで 検出するの はほ

とん ど不 可能 で ある．し か し， ト リチ ウ ム ・サ イ ミ ジ

ン の 取 り込 み データ を見 る とダ ニ ア レ ル ゲ ン 刺激 に よ

る取 り込 み の 最大値 は 強力 な T リン パ 刺激因子 で あ

る phytohemaggulutinin （PHA ）に よ る もの の 1／10を

超え て い る
i3 上．　 Con　A は PIIA よ りやや弱 い が ほぼ同

等 の リン パ 球増殖誘導活性を持 ち ， 本論文中に 示 した

方法で S 期細胞比率を測定す る と 5〜］0％ に なる （未

発表デー
タ）．こ の 比率で 換算す る と ダニ ア レ ル ゲ ン 刺

激 に よ り少 な く と も〔L5〜 1 ％の細胞 が 本論文で 定義

した S 期細胞の 測定領域 に 現 わ れ る と見積 ら れ，こ れ

は フ ロ ーサ イ 1・メ ト リーで 十分測定可能な 量 で ある．

実際に ダ ニ ア レ ル ゲ ン刺激 した 場合1．5％前後 の S 期

細胞 が 測定領域 に 現 わ れた （Table　2）．非特異的増殖

細胞 を差 し 引 く と高 IgE ア ト ピ ー群で は 1万 側当た

り50〜1〔〕0個前後の ダニ ア レ ル ゲ ン 特異 的増殖細胞 が

存在 す る と思 わ れ る ．こ の よ うに 増殖細胞比率 の 評価

がで きる もの もフ ロ
ー

サ イ トメ ト リー法 の大 き な特微

の
・・

つ で あ る．

　 フ 卩 一サ イ トメ ト リ
ー

法 で は二 重染色 に よ り増殖細
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胞 の 性 質 を さ ら に 詳 し く解 析 す る こ と が で き

る
馴 7 闘 ．増殖細胞 の 内容 に つ い て は こ れ ま で 刺激前

後の リン パ 球 亜 集団 の 構成 比 の 変化 な どか ら 間接的 に

推渕さ れ て き たが ，
フ ロ

ー
サ イ トメ トリーで は CD4 や

CD8 な どの 細胞表 面抗原 と DNA と の 二 重染色 に よ り

増殖細胞中の リ ン パ 球亜集団 の構成を直接測定 する こ

とが で き る．CLA （cutaneous 　lyrnphocyte　alltigen ）

の よ うな リ ン パ 球ホ ーミ ン グ に関連す る 抗原
21）U！ ）との

、
．
重 染色 に よ り増殖中 の リ ン パ 球が ど の 組織や 器官 の

病変 に 関わ る の か 明 ら か に で き る可能性 もあ る．細胞

質の サ イ トカ イ ン と 1）NA との ／一／1
−
一重染色が

’
叮能に なれ

ば ア レ ル ゲ ン 刺激に よ り増殖す る リン パ 球 中 の Thl

細胞 と Th2細胞 の 比 率 も測定 で き る よ う に な る で あ

ろ う
23 ）．フ P −一サ イ トメ ト リーは ア レ ル ゲ ン 誘発 リ ン

パ 球増殖反応 の 意義や 重要性を解明す る た め の 有用な

手段 と し て さ ら に広 く活用 さ れ る 価値が あ る と思 わ れ

る．
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    MEASUREMENT  OF  I)ROLIFERATION  OF  ALLERGEN.STIMULATED  PERIPHERAL

                   BI.OOD  LYMI}HOCYTES  BY  FLOW  CYTOMETRY

                   Mitsuaki Kimura, Satoru Tsuruta and  Takami  Yoshida

               Divisio･n o.f' Agleigr,', Clinicat fnwnzozolag/v anti  bafectiozas Piseases,

                              Shi2uoha Childrenlg JIb.scr)ital

   The  percentage of  S-phttse cells ir) peripheral blood mononuclear  cells  (PBMC) from 14 atopic  and  6

non-atopic  subjects  was  measured  by flow  cytometry  after  stimuration  with  mite  allergen  (I)er f} for 6

days and  eonverted  to the stimu]ation  index (S.I.F.: st.imulation  index tneasured  by  flow  cytometry),  S.I,

F, showed  a  close  positive correlation  with  the serum  IgE level (r=O.67, P .-O.OOI).  S.I.F, in the atopic

subjects  was  significantly  higher than  in the non-atopic  subjects  (165.6 ± 49.8 vs  113.2 ±/ 12.2, P<O.05).
S.I.F. in subjects  with  a hig, h (). 100 PRUfml)  IgE-RAST  revel for mite  aliergen  Der p was  signMcantly

higher than that in subJ'ects  ","h  a n ¢ gative  RAST  level <178.4 +  53,8 vs  113.2 ± 12.2, p<O.02).
Flow-cytometric measurement  of  the proliferution of  PBMC  in response  to allergenic  stimulation  may  be
a  useful  method  for studying  the iminunological abnorma]ity  present  in atopic  subjects.


