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〔原 著〕

ス ギ 花粉抗原 に 対す る IgG 抗体産生 の 免疫遺伝学的解析

　 産業医科大学耳鼻咽 喉科

本多
一

至 　　牧嶋和見

　　 九 州 大 学 生 医 研遺伝

　　　 笹 月健 彦

　ス ギ花粉 か ら 抽出 し た粗抗原 か ら ス ギ花粉症 の 主 ア レ ル ゲ ン と 考 え ら れ る精製ス ギ花粉抗原 まで の 各

段階 の 抗原 を使 用 して ， 抗原特異約 IgG抗体価 を ラ ジ オ イム ノ ア ッ セ イ に よ っ て 測定 した ．抗原 を精製

す る に つ れ て IgG 抗体価 の 分布 が 2峰性 に な る こ とが確認 され た．　HLA と の 相関 を検定 した と こ ろ，
IgG 低応答性 と HLA −DQw3 と の 正 の 相関 が 認 め られ た．　in　vitro 　lgG 抗体産生実験 の 結果 IgG 低応答
者 に お い て も CD8 ＋ T 細胞分 画 を除 く と IgG 高応答者 レ ベ ル の 抗体産生 を認め る こ と か ら，　 IgG ク ラ ス

の 免疫応答 に もサ プ レ ッ サ ーT 細胞 の 関与が 示唆 さ れ た．

Key 　words ：　CnyPtomeriaメkeponica　pollen　antigen
− IgG − HLA supPressor 　T 　cel1

緒　言

　春先ほ ぼ全国的に 観察さ れ る ス ギ 花粉症 は ，日 本 ス

ギ の 花粉 に 対す る 1型 ア レ ル ギ ー反応 と し て 説明 で き

る．著者 らは こ れ ま で 臨床症状の 有無及 び血 漿中特異

的 IgE抗体価 の 両 面か ら，
ス ギ 花粉抗原 に 対する IgE

ク ラ ス の 免疫応答は ス ギ花粉抗原特異的 サ プ レ
ッ サ

ー

T 細胞 を 介 し て の 免疫抑制 遺伝子 に よ っ て 調節 さ れ

て い る と報告 して きた
1｝−3 ）．今回 著者らは 学生 パ ネ ル

72名の HLA タ イ ピ ン グ，血漿中 ス ギ 花粉 抗原 特異的

IgG抗体価 の 測定 ， 及 び in　vitro 　IgG 抗体産生能 の 評

価分析を 行い ，IgG ク ラ ス の 調節機構 の 解析 を行 っ た

の で 報告 す る，

対象と方法

　L 対象

　健康な 医大学生 72名を対象 と し た ．ス ギ 花粉症患者

は そ の うち 6 名 で あ っ た。

　2．ス ギ花粉抗原 の 精製

　ス ギ 花粉抗原 の 抽 出精製 は ，Matsushita
，
　 Yasueda

らの 方法 に 準 じて 行 っ た
2）一4〕．日本 ス ギ の 花粉 は 1985
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Abbreviations ：　CPAg 　C輿）’o吻 6ガσ ブ妙 o 蛎 cα pol−

len　 antigen ；　lu　local　 unit

年の ス ギ 花粉飛散期 の 小枝か ら回収 した もの を使用 し

た ．ス ギ花粉 を ジ エ チ ル エ ー
テ ル で 脱脂後，0．125M 重

炭酸 ア ン モ ニ ウ ム に て 4 ℃ 48時間抽 出 し （分画 A ），次

に 100％飽和硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 塩析 し，沈澱物を遠心

で 集 め た ． こ れ を 0．5M 　Tris・HCI 　pH 　 7．8t！こ 懸濁し ，

同溶液で 透析 を行 っ た （分画 B）．分画 B を DEAE セ

ル 卩
一

ス カ ラ ム に 注ぎ，同溶液で 溶 出 した （分画 C），

さ らに 分画 C を，0，01M　acetate 　buffer　pH 　5．0に 透

析 し，CM セ ル ロ
ー

ス カ ラ ム に 注ぎ，最初 に 同溶液 で 溶

出 した の ち，つ づ け て 0．IM 　phosphate　buffer　pH 　7 ．O

で 溶 出 し た． 2番 目の 溶出液 （分 画 D ）を濃縮 し，PBS

に 透析 し た もの を ス ギ花粉抗原 と した ．ス ギ 花粉抗原

は 最終濃度O、5mg ／ml とし， ．22μm の ミ リポ ア フ ィ

ル タ
ー

を通過 させ た 後，
− 80℃ に 保存 した ．

　3．ス ギ花粉抗原特異的 IgG 抗体価 の 定量

　血 漿中 の ス ギ 花粉 抗原特 異的 lgG抗体価 は 抗原特

異的 ア イ ソ タ イ プ 特 異 的 固 相 法 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ ィ

を 用い て 各 々 ト リ プ リ ケ イ トで 定量 した 2）3）．96穴 ポ リ

ビ ニー
ル プ レ

ー
ト に ス ギ 花粉抗原分画 D50 μg／m10 ．1

ml を 4 ℃ 48時間静置し て 付着 させ ，非特異的 な結合 を

防 ぐた め 10％FCS ・PBS で ブ P
ッ キ ン グ を か けた 後，

血 漿標本 を加 え37℃ 4 時間培養 した ．次に第二 抗体 と

し て
1251

で 標識 し た抗 ヒ ト IgG 抗体を 加 え室温 で 3 時

間培養 し た．PBS に て 洗浄後，各 ウ ：； ル ご と に 乾燥さ

せ ，
．
切断し，ガ ン マ カ ウ ン タ

ー
に て カ ウ ン ト を行 っ た ．

5 名 の lgG 高応答者 の プ ー
ル 血 漿 を標 準 血 漿 と し，

10％FCS ・PBS に て 1000倍希釈 し た もの を 1　loca1　unit
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（lu） と し て 定 量 に 用 い た．11u は 約 170pg ／ml の ス ギ

花粉抗原特異 的 lgG 抗体を含有 し て い る と算定 さ れ

た ，in　vitro の 培養上 清 も同様 の 手技を 用 い て 定量が

行われた．

　4，HLA タ イ ピ ン グ

　HLA −A ，　 B，　 C タ イ ピ ン グ は 末梢 リ ン パ 球 を 用い て

NIH 標準法 に よ り，HLA −DR ，　 DQ タ イ ピ ン グは 末梢

リ ソ パ 球 よ り ト ロ ソ ビ ソ ナ イ ロ ン ウ
ール 変法で 精製 し

た B 細胞 を用 い て 行 っ た 5）．タ イ ピ ソ グ は 第 3 回 ア ジ

ァ ・オ セ ア ニ ア HLA ワ
ー

ク シ ・ ッ プ で 配布 さ れ た

HLA −A ，
　B ，

　C お よ び HLA −DR ，
　DQ 抗血 清 を 用 い た ．

　5．細胞 の 調整及 び in　vitro 　IgG 抗体産生

　健康正常人 の ヘ パ リン 加 末稍 血 よ り Ficoll　Conray

比重遠沈法 に て 末梢 リ γ パ 球 を分離 した ，こ れを10％

ヒ ト 血 清 加 RPMI −1640培 地 10皿 1セこ 浮遊 し，プ ラ ス

チ ッ ク デ ィ ヅ シ 」上 で 45分間静置 （37℃ ）後 ， 非付着

細胞 を 回収 し T 細胞 分画 と した ．培地 に て 2 回 洗浄 後

ラバ ーポ リ ス マ ソ に て付着細胞を回収 し，こ れ を 非 T

細 胞 分 画 と し た．T 細 胞 分 画 か ら anti −HLA −DR

MID4 （抗 CD8 ）抗体 と ウ サ ギ補体を 用 い た killing法

に よ り，B 細胞 ・CD8 ＋ T 細胞 を除 い て CD4＋T 細胞分

画 を得 た ．こ の CD4 ＋ T 細胞分画は，　 anti −Leu3A （抗

CD4），
　 anti −Leu2B （抗 CD8）を用 い た FACS 解析 に

よ り90％以 上の 純 度を持つ こ と を 確認 した ，すべ て の

細胞 は 2rnM／lの L一グ ル タ ミ ソ を 添 加 し た 10％ FCS ・

RPMI ・1640培 養 液 1ml に 浮 遊 さ せ ，　 pokeweed

mitogen （PWM ）お よ び ス ギ花粉抗原 とともに ，1．5x

106の 細胞 で 5 ％CO2，37℃飽和水蒸気圧 の 条件
一
ドに 培

養 した ．60時間 の 共培養後，培養液 で 3回洗浄 し て ス

Dry　pollen

　↓
Crude 　extract 　（fraction　A ）

　　↓
（NH 。），SO 。　P・ecipit ・ti・・ （f・ actl ・ n　B ）

　　↓
DEAE 　cellulose 　fraction 　C

　　↓
CM 　 ceHulose 　 fract［on 　 D

ギ花粉 抗原 お よ び PWM を除去 し て新た に培養液を

加 え て 6 日 間 培養 し た 。培 養 上 清 を 回 収 して
一80℃ に

保存 して 定量 し た．in　vitro 　IgG 抗体産生系 は ス ギ 花

粉 抗 原 ＋ PWM に よ っ て 誘 導 さ れ た IgG 値 か ら

PWM の み に よ っ て 誘導 さ れ た IgG 値 を差 引 い た デ

ル タ （A） IgG 値を求め解析対象 と し た。

結　果

　Fig．1 は ス ギ 花粉抗原 の 各精製 段階 に お い て それ

ぞれ SDS −PAGE を行 い
， 銀染色 し た も の で あ る．ス ギ

花 粉 抗 原 分画 D は ウ エ ス タ ソ プ ロ
ッ ト 分 析 及 び

RAST 　inhibition　testな どの 解析結果 か ら ス ギ 花粉抗

原 の 主 ア レ ル ゲ ン と考 え られ る41K と46K ダ ル ト γ

の 蛋 白 に ほ ぼ精製 さ れ て い る
2）‘）．学 生 パ ネ ル 72名 の 血

漿中特異的 IgG 抗体価 は ス ギ 花粉 抗原 を精製 す る に

つ れ て 反応性が 2 峰性 とな る こ とが確認さ れ た （Fig．

2）．ス ギ 花粉抗原 の CM 分画 （分画 D ）el　1801u 付近を

cut 　off　point として IgG 高応答者群 と IgG 低応 答者

群 の 2 群 に 分け られ た （Fig．2），HLA との 相関を検定

した と こ ろ 工gG 低応答 1生 と HLA ・DQw3 との 相関 が認

め られ た （Table　 l），　in　vitro 　IgG 抗体産生実験を行 っ

た と こ ろ ，
IgG 低応答者で は 末梢 リ ソ パ 球 は 免疫応 答

を 示 さ な か っ た．しか し なが ら CD8 一
の T 細胞分画 は

著明 な 免疫応答を 示 し，こ れ は IgG 高応答者 レ ベ ル に

匹敵す る もの で あ っ た （Table　2）．

220K 一

68K −

43K −

36K −

25K 賦

18．5K 一

14．4K −

ABCD
Fig．1．　 Purification　and 　SDS −PAGE 　profile　of　C型 ptomeriaブaponica 　pollen　antigen ．
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考　察

　 ス ギ花粉症は 北海道 ・沖縄を除 く，日本全土 に お い

て 2 月か ら 4 月 に か け て 観察され る．ス ギ 花粉症 に は

家系内集積性 が 認 め ら れ ， ま た 同時期 に ほ ぼ 等し く花

粉を 吸入 して い る に もか か わ らず症状が で な い 人が認

め られ る こ とな ど か ら，遺伝要 因 の 関与 を示唆さ れ て

ぎた ．著者 らは ，
ス ギ花粉 抗原 に対す る IgE 免疫応答

の 観点 か ら HLA ・DR 分子 が免疫応 答遺伝子産物 と し

て
， また HLA −DQ 分子が免疫抑制遺伝子産物 と し て

働 い て い る と提唱 し て きた
1）2 ）．加 え て ，免疫抑制遺伝

子 が 免疫応 答遺伝子 よ りも上 位 に 働 き
7）

， 特異的 サ プ

レ ッ サ ー丁 細胞 を 介 し て IgE 抗体産生 を 抑 制 し て 症

状発現を抑え て い る と報告し た
2）．

　 ス ギ花粉症 の 治療 は 抗原 の 回 避 ， 抗 ア レ ル ギ
ー
剤，

非特異的減感作療法 な ど行 わ れ て い る が ，ス ギ 花粉抗

原 を 用 い た 特 異 的 減感作療法 も そ の 1 つ で あ る．し か

し，その 作用機序は い ま だ 明 ら か で な く，IgG 抗体に よ

る 遮断抗体説や サ プ レ
ッ サ

ー細胞誘導説な ど種 々 報告

Table 　l　Association　between　IgG　Ab

　　 low 　responsiveness 　and 　HLA

425

Ag Relative　 risk

HLA 　 　AB

N ．S．
CDRDQ

DQw3 索 4 ．80

索
　：ρく 0．05

Table　2　Speci員c　IgG 　response 　to

Cり少tomeha　j
’
aponica 　pollen 　antigen

Speci且c　　　　 IgG
Ab （P9 ／m1 ）

LaHb

B・M φ
゜
十CD4  T 十CD8 ＋ ・T 十CPAgd 40260

B・M φ十CD4 ＋ ・T 　　　　 十CPAg 250290

　 a　IgG　low　responder ．

　 b　玉gG 　high　respQnder ．

　 cB ・M φ ：Bcell　and 　macrophage ．

　 dCPAg ： C 耽ゆ’o 規 ε万α 」

’
aponica 　pollen　antigen ，

　Results　represent 　mean 　value 　of 　triplicate

determinations．　The 　SD 　of 　the　triplicate　assay 　was 　lesst・

han 工5％．

さ れ て い る．特異的減感作療法 の 作用機序を 明 ら か に

す る た め に は ，IgE 抗体産生調節機構ば か り で な く

IgG に お け る制御機構を 解明す る こ と が 必須 で あ る と

思われ る．

　Marsh らは ブ タ ク サ 花粉抗原を 用 い て Ryel抗原及

び Ra3抗原 に それ ぞれ応 答す る 免疫 応 答遺伝 子 の 存

在を指摘 した B）9＞．彼 らは さらに 精製 を進 め た Ra5抗原

を 用 い て lgE と IgG 両 ク ラ ス に お い て よ り 強 い

HLA −Dw2 と の 相関を報告し た
10 ）
− 12＞．ま た ブ タ ク サ 花

粉 の 別 の 分画抗原 （Ra6 ）を用 い て IgE，　 IgG 両 高応答

性と HLA −DR5 との 強い 相関を指摘 して い る
13＞．

　今回，著者 らの 解析結果 は 興味あ る こ とに IgE ク ラ

ス と IgG ク ラ ス の 反応性 に 解離 が認 め ら れ た ．つ ま

り，IgE免疫応答 に お い て は ス ギ花粉症患者（lgE 高応

答者） と HLA −DQw3 との 間 に 正 の 相関 が 認 め られ る

の に 対 し ， IgG 免疫応 答に お い て は lgG 低応答者 と

HLA −DQw3 と の 間 に 正 の 相 関 を 認 め た ，　 Marsh ら と

著者 ら とで は Assay 系 に 違 い が あ り，簡単 に 比 較は で

きな い が，ブ タ ク サ 花粉抗原 の 応答機構は 免疫応答遺

伝子 で 説 明で き る の に 対 し，ス ギ 花粉抗原 の 反応系 に
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は免疫応答遺伝子 の 作用機序 よ り上位 の 免疫抑制遺伝

子 の 機構 が 存在 し て い る た め
， 結果が相反 した と も考

え られ る．IgE 免疫応 答 と同様 の 手法を用 い て ，IgG免
疫応答に つ い て も，IgG 低応答者 の 末梢血 リン パ 球 か

ら CD8 ＋ T 細胞分画を取 り除 くこ と に よ っ て 免疫応 答
の 回復を認め た ．即 ち，IgG低応答性 に は サ プ レ ッ サ

ー

T 細胞 に よ る免疫抑制の 介入が示唆 され る．

　今後 ， 耳LA −DR ； DQ 分子の 関与及 び IgG サ ブ ク ラ

ス に よ る 反応系 の 差異 の 有無 を解析 し て，IgG 反応系

の 全貌 を 明 ら か に して い ぎた い ．
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ANALYSIS  OFTHEREGULATIONOF  IgG PRODUCTION  TO

POLLEN  ANTIGEN

CRYPTOMERIA  L4POIVIC,4

                       Kazuyuki Honda  and  Kazurni Makishima
Dopartment of OtoMhinolaryngetllgy, School ofMledisinq Ubeiversity of Occtipetional and  Environmenlal lllealth

                              Takehiko Sasazuki

           Dopartment of Ge"etics, Mledical institute of Bioregztlation K),usyu Ubeiversity

   Genetic control  of the  immune  response  to Cmplomeria jciponica pollen antigen  (C PAg) in humans  was  analyzed

using  72 unrelated  healthy adults,  The  72 were･  classified  into a  low responder  group and  a  high responder  group  by
using purified CPAg, Significant associations were  found between IgG low responsiveness  to purified CPAg  and

possession of HLA-DQw3.  Relative risks  for the two.groups' were  4.80. Peripheral blood lymphocytes  from  low

responders  revealecl  a  specific  igG response  to CPAg  when  the CD8'  T  cell  fraction was  depleted. Thereby, low
response  due to the presence of CPAg-specific CD8' suppressor  T  cells was  suggested.
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