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食物ア レ ル ギ ー に よ る ア ト ピー 性皮膚炎 の 寛解 と

末梢血単核球 の サ イ トカ イ ン 産生能

一 サ イ トカ イ ン Messenger 　RNA 発現 か らの 解析
一
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　食物ア レ ル ギ
ー

の 寛解の 機序 を明 らか にす るた め に ， 疾患活動期の鶏卵ア レ ル ギー患者 9 名 ， 寛解期

の 患者 8名，ア レル ギー歴の ない健康児 4名に つ い て ， 鶏卵の 主要 ア レ ル ゲ ン であ る ovalbumin （OVA ）

刺激 に よる 末梢血単核球 （PBMC ）の interleukin　CIL）−4，　II．・5．　 interferon （胛 N ）一γ の messenger

RNA （mRNA ）の 発現 を，　 reverse 　transcription　polymerase　chain 　reaction （RT ・PCR ）法で 解析

し た．その 結果，疾 患活動期 の 患者で は，OVA 刺激に より IL−5の mRNA の 発現が増強 した の に対 し ，

寛解患者 ・健康人 で は ，
IL −5　mRNA の 発現 の 増強 は認め られ なか っ た．　 IL−4お よび IFN ・

γ の mRNA

に つ い ては，活動期 ， 寛解期患者 間 で一定 の 変化 は認 め ら れ なか っ た．こ れ らの 3群 に お い て PBMC の

OVA に 対す る芽球化反応に は差 が認 め られ なか っ た．以 上 か ら ， 食物ア レ ル ギーに お ける寛解の 誘導

は，食物ア レ ル ゲ ン特異的な T 細胞の ク ロ ーン 除去 あ る い は ア ネ ル ギーに よる 可能性 は低 く，食物ア レ

ル ゲ ン の 刺激に より誘導され る PBMC の サ イ トカイ ン 産 生能の バ ラ ン ス の 変化が 関与す る こ と が強 く

示 唆さ れた．
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は じ め に

　吸入 ア レ ル ゲ ン に よ る気管支喘息 や ア トピー性皮膚

炎の病態 に は，IL・4や IL−5とい っ た Th2 タ イ プ サ イ ト

カ イ ン の 働 き が 重要 で あ る こ と が明 ら か に され て い

る
1）2，．近年 ， 食物ア レ ル ギーに お い て も ，

ピーナ ツ ，

鶏卵 ， ミル ク に 対 す る ア レ ル ギ
ー

の 患者 PBMC よ り

樹立 した食物ア レ ル ゲ ン 特異 的 T 細胞株が
， 主 と し て

Th2 タ イ プの サ イ トカ イ ン を 産生 す る こ と が 示 さ れ て

い る
3 ｝
−5）．すなわ ち ， 食物ア レ ル ギ

ー
の 患者に お い て

は ， 食物 ア レ ル ゲ ン に よ り誘 導さ れ る サ イ トカ イ ン の

Th タイ プ に は 不 均衡 が認 め ら れ る．
一

方 ，
ア レ ル ギー
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Abbreviations ：　cDNA 　complementary 　DXA ；

EL 董SA 　 enzyme −｝inked　in・mun ・ s・ rbent 　assay ； G3

PDII 　glyceraldehyde ・3−phosphate 　dehydrogenase；

IFN 　interferon；　皇L 　jnteTleukin；　mRNA 　mes ・

sellger 　RNA ；　OVA 　 ovalbumin ；　OVM

ovomucoid ；　PBMC 　peripheral 　bl〔》od 　mononu −

clear 　cells ；　RAST 　！
’
adiQa11ergosorbent 　test；

RT ．PCR 　reverse 　transcription　polymerase 　 cha ｛1／

reaction ；　S．1，　st｛mulatjon 　index

疾患 に は 寛解 と い う現象が知 られ て お り， 特に 乳幼 児

の 食物 ア レ ル ギ ーは
一

般 に 加齢 に 伴 い 寛解す る こ と が

多い ．ア レ ル ギ
ー

疾 患 の 発症に お け る サ イ トカ イ ン の

重要性 を考 え る と ， 寛解に は こ の サ イ トカ イ ン 産 生能

の 不均衡が是正 さ れ て い るの で は な い か と推 測 さ れ る

が，食物ア レ ル ギ
ー

の 寛解の機序 をサ イ トカ イ ン産 生

能か ら解析 した報 告 は認め られ な い 。

　従来 の 食物ア レ ル ゲ ン に 誘導 さ れ る サ イ トカ イ ン 産

生能 の 解析 は ， 樹立 した T 細胞株 に よ る 解析 が 主 で

あ っ た が ，丁 細 胞株は 限られた細胞 の 機能 をみ て い る

可能性が あ り， ま た細胞株 を樹 立 し た 条件 に よる機能

の 偏倚の 可能性 も完 全 に は 否定で き ない ．i，z　vivo の細

胞の 状態を把握 す る に は ， 細胞株 よ り も末梢血 細胞 を

用 い て解析す る こ とが望 まし い と考え ら れ る．しか し

な が ら，末梢血 に お い て 食物ア レ ル ゲ ン に 特異的 に 反

応す る細胞の 数 は少 な く産生 さ れ るサイ トカ イ ン が微

量で あ る た め に，食物ア レ ル ゲ ン 刺 激 に よ っ て 産 生 さ

れ る サ イ トカ イ ン を検出す る こ と は容易で はな い ．実

際，Dorion ら
e）は ピーナ ツ ア レ ル ギー患者 の PBMC

を ピーナ ツ の 主要ア レ ル ゲ ン で あ る Ara 　h　IIで 刺激

し た とき ，
IL・4の mRNA は RT −PCR 法 に よ り検 出す

る こ と が 可 能 で あ っ た が ， 培 養 上 清 中 の IL−4を
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「
∂ 食物 ア レ ル ギー一

の 寛解 とサ イ トカ イ ン

enzyme −linked　immunosorbent 　assay （ELISA ）法 で

は検 出す る こ と は で きなか っ た と報告 して い る．そ こ

で我 々 は，疾 患活勤期 と 寛解期の 患者 に お け る食物ア

レ ル ゲ ン 刺激 に よ る PBMC か らの IL・4，　IL・5，　IFN 一
γ

産生能 を，RT −PCR 法 を 用 い て mRNA レ ベ ル で 比 較

解析 した．

対 象と 方法

1）対象

　 対象 は，経 口負荷試験 で症状 の 増悪 が 確 認 さ れ た 活

動 期 の 鶏卵 ア レ ル ギー
に よ る ア ト ピ ー性皮膚 炎 患者

　（A 群 ） 9 例 ， 以 前は経 口負荷に よ り症状が 増悪 した

が ， 現在 は 経 口負荷を 行 っ て も症状の 増悪が認め られ

な い 寛解期 の 鶏卵ア レ ル ギー
に よ る ア ト ピー

性皮膚炎

思者 （0 群） 8例，健康幼児 （H 群） 4例で あ る．健

康幼児は ， 問診お よ び診 察 に お い て ，本人及び 2親等

内 の 家族 に ア レ ル ギー
歴 の な い もの と した．こ れ ら の

対 象 者 に つ い て ， 年齢 と卵 白 に 対す る radioaller −

gosorbent　test （RAST ）値を表 1 に 示 し た．

　 ア トピー
性皮膚炎の 診 断 は ， 日本皮膚科学会 「ア ト

ピ ー性皮膚炎 の 定 義 ・診断 基準 に 関す る ワ
ー

キ ン ググ

ル ープ」 に よ る 「ア トピー性皮膚炎 の定義 ・診断基準

案」に よ っ た．

　 卵 白の経日 負荷試験 は ， 卵 白の 凍結乾燥粉 末 と プ ラ

セ ボ （太陽化学株式会社 よ り供与）を用 い
， sivgle 　blind

法 で 行 っ た．

2＞ OVA の 精製

　 OVA は Sigma 社 の grade 　 VII を ，
　 Bernhisel．

Broadbent ら
7｝
の 方法‘こ準 じ ，　high・perfGrmance　liq−

uid 　 chromatography に て 再精製 し た後，実験 に 用 い

た
8）．精製 し た OVA 標晶は，　 OVA 特異的お よ び オ ボ

ム コ ・イ ド〔ovomucojd ；（工VM ）特異的 モ ノ ク ロ ーナ ル

抗 体 （ダ イナ ボ ッ ト社加藤 博士 よ り供 与） を用 い た

ELISA 法 で ，　 OVM の 混入 が 無 い こ と を確認 した．
3）PBMC の 分離お よび培養

　治療 に よ り皮疹が 軽快 した時期に ヘ パ リ ン 採血 し た

患者の 末梢血 か ら ， 単核球を Ficoll−Paque に よ る 比重

遠心法 で 分 離 し た．得 ら れ た PBMC を ， 1＞〈IOG／ml の

濃度で IO％ ヒ ト血清，2mM グ ル タ ミ ン お よ び抗生物

質 （ペ ニ シ リ ン 100U ／ml ， ス トレ プ トマ イ シ ン 10〔｝μ g／
ml ） を含 む RPMI1640 培 養液 （GIBCO 　BRL ，　 New
York，　 USA ） に 浮遊 さ せ た．96ウ ェ ル 培 養プ レ ー

ト

Table　l　Subjects

Case Age RASI
濃鞴 評

hite

1 2y6rno o．9

2 6Y4mo　9 く
’
o．3

3 1v8m  「 0．8

4 2y7mo 2．9

5 3vgmo　r 2．9

6 ly3mo 3．5

　　　翼

　　　ヨ
　　　《

『

7 19mQ 8．4

8 1y7mO 13 ．6

9 2y3mo 1．19

1 5｝『2m   ＜ O．3

2 3ygmo く 0．3

3 4y4mo ＜ o．3
津

赱
喜
只）

4 6y9mo ＜D．3

5 2y8mo 14

6 10y8mO 1，6

7 2y6mD 1．64

8 6y5mo O ，54

1 2y3m   く o．3
訊

雪
8
＝

2 3ylrDo ＜ D3

3 lylmo く D 、3

4 3y6mo NTNT

： not 　tested

（Costar
，　Cambridge

，　USA ）の各 ウ ェ ル に 200μ Lず つ

細胞浮遊液を注入 し，OVA を50μg／ml の 濃度 に な る

よ う添加 し ， 37℃
，

7 ％CO ，下 に培養 し た．
4）RT −PCR 法 お よ び Southern　blot法 に よ る IL・4

，

IL −5，　 IFN ・
γ の mRNA の 半定量

　OVA 添 加 ユ8時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し ，
　 acid

guanidinium 亡hi・cyanate −phenol −chl ・r。f。rm 法 に よ

り total　 RNA を抽出し た
H｝．ユμ g の total　RNA か ら

01igo 　dT を primer と し て 42℃ 15分 間 ， 総量 2 μ 1で 逆

転写反応 を行 い ， c 〔｝mplementary 　DNA （cDNA ） を

作成 した．続 い て総量 20μ 1の cDNA の うち 1μ1を，各

サ イ トカ イ ン に 対す る特異的 primer （表 2 ）を用 い て

PCR 法 で 増 輻 し た ． コ ン ト ロ ー
ル と し て

g］yceraldehyde・3−phosphate　dehydrogenase （G3
PDH ）を 用 い た．　 PCR の 条 件 は い ずれ も denature
94℃ 1分 ， anmealing 　60℃ 1分，　extensien 　72℃ 1 分

を 1 サ イ ク ル と し，35サ イ ク ル 行 っ た．
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Tab ！e　 2　PCR 　primers

mRNA 　species 5’primers 3’primers
Products
　 size

G3PDII5
’−TGAAGGTCGGAGTCAACG （三ATTTGGT ・3

「
5
’−CATCTGGGCCATGAGGTCCACCAC −3’ 983bp

IL−4 5
’−CCTCTGTTCTTCCTGGTAGC ．3

’
5
’．CCGTTTCAGGAATCGGATCA −3

’ 315bp

IL−5 5’・ATGAGGATGCTTCTGCATTTG −3’ 5’−TGGCCGTCAATGTATTTCTTTATTAA ・3厂 302bp

INF ．γ 5’・TCTGCATCGTTTTGGGTTCG −3’ 5
’．CAGCTTTTCGAAGTCATCTC ・3’ 320bp

　G3PDH に っ い て は，　PCR 産物 を 1 ％ アガ ロ ース ゲ

ル で 電気泳動 し エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで 染色 した．IL−

4，
IL−5，　 IFN ・

γ に っ い て は PCR 産物 を 1．5％ の ア ガ

ロ
ー

ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し ， ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー

（Amersham ，
　 Buchinghamshire ，　 England＞に転写 し

た．DNA は 紫外 線照 射 お よ び 80℃ 加熱で フ ィ ル タ
ー

に 固 定 さ せ た ．digoxigeninで ラ ベ ル し た internal

probe で ，
フ ィ ル ターを42℃ で

一
晩 hybridizationし

た 後 ， 洗浄 した． フ ィ ル ター上 に 残 っ た prDbe を ， ア

ル カ リフ ォ ス フ ァ タ ーぜ 結合 ヒ ツ ジ抗 digoxigenin抗

体 と，elihanced 　cheiniluminesccnt 　detection　system

（Boehringer　 MaTmheim 　 GmbH ，　 Mannheim ，　 Ger−

many ）を用 い て 検出し た ．　 PCR 産物量 は ，　 Atto 社製

densitometerで解析 し た．各々 の サ ン プ ル に つ い て 対

応す る G3PDH と各 サ イ F カ ・f ン の densitometerで

の 測定値の 比 を と り，個人別 に抗原 刺激 の 有無 で の

mRNA の 増減 を比較 した．抗 原刺激 を し た と き の サ

イ ト カ イ ン ／G3PDH 比 の 値が抗原 刺激 の な い と き の

サ イ ト カ イ ン ／G3PDH 比 の 値の 2 倍 以上 に な っ た も

の を増加 ，1／2倍以 下 を減 少，その 間 を不変と定義 した．

こ の 基準は ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 上 の バ ン ドを肉眼 で 観察 し

た と き の 濃度差 とほ ぼ相関 して い た．

5＞ T 細胞芽球化反応

　 PBMC を OVA 添加後 6 日聞培養 し ， 7 日 目 に 0．5

μCj／ウ ェ ル の
3H ・thymidine を添 加 し た ．続 い て 8

〜1畤 間後 に 液体 シ ン チ レ
ー

シ ョ ン カ ウ ン タ ーで ，
坩

の cpm を測定 し た ．　 OVA 刺激 に よ る PBMC の cpm

を ， OVA 無 添 加 で 培
．
養 し た と き の cpm に 対 す る 比

（stimulation 　index ：S．1．） で 表 し た．

6）検定

　 有意差検定 に は Mann −Whitlley　U　testを用 い た．

，
°っ

マ
Φ

U
匚

≡
9

蚕
コ

琵
oり

9

　　　 Actile　　　　　　　OLl電grQw　　　　　　　Hea 忙hソ

　Fig．1．　 Proliferat｛ve 　 response 　 of 　 Iymphocytes

stimulated 　wjth 　OVA ．

　Sim11】at 圭on 　index　was 　ca 童culated 　as　below．

　 stimu 】ation 　illdex（S．1、）＝

　　 rnean 　cpm 　in　culture 　stirnulated “
・ith　antigen

mean 　cpm 　in　unstimulated 　culture

結 　果

1＞T 細胞 芽球化反応

　OVA 刺激 に 対 す る 各群 の PBMC の 芽球化 反 応 の

結果 を 図 1 に 示 した．A 群の S，1．は 6．01± 1．67 （平

均 ±標準誤 差），0 群．の S．L は 6．09± 1．71，　 H 群の S．

1．は 6．16± 1．95で あ っ た ．す な わ ち ，
い ず れ の 群 に お

い て も，OVA 刺 激 に よ り T 細胞の 芽球化反応が 認 め

ら れ ， そ の程度 に 統 計学的に有意差 は 認 め ら れ な か っ

た ．

2） サ イ トカ イ ン mRNA の 発現

　図 2 に ， 代表例 の Southern　blot法 の 結 果 を 示 す ．

ま た ， 表 3 に こ れ ら の バ ン ド の デ ン シ ト メータ
ー

解析

の 結果 を示 す．

　各サ イ トカ イ ン の mRNA の OVA 刺 激 に よ る 変 化

を ， 増加 ， 減少，不変の い ずれ か に 分類 し ， 表 4 に 示

した．IL−5に つ い て は ，
A 群 で は 9 例中 7例が 抗原束1」激

に よ り rnRNA の 発現量 が 増加 し た の に 対 し ， 0 群で
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は抗原刺激 に よ り mRNA の 発現 量 が 増加 し た もの は

8 例中 1例，H 群で は 4 例中 2例 で あ っ た ．　 A 群 と O
群 の 間に は 5 ％の 危 険率で 有意差 が 認 め ら れ た （p＝

0．014）．IL ・4に つ い て は ，
　 A 群．で は 抗原 刺 激 に よ り

mRNA の 発 現量 が 増加 した もの は 9 例中 4 例 ， 不 変

で あ っ た もの は 4例 ， 減少 した もの は 1例で あ っ た．
0 群で は抗原刺激 に よ り mRNA の 発現量が 増加 した

IL・5

IL・4

IFNrr

G3PDH

切

≡
 
O

田
＝

鴨

d8

ミ
尸

 

甜

9
≧

恥

c。

　
ミ
尸

　
　

2
＜
＞

O

　
　

H

磊
∈

　
　
1
《
＞
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H
唱
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2
＜
＞
O

　

o3

∈

　
　

1
《
＞

O

　

oo

。

∈

　

2
＜
＞

O

　

A
刀
 

∈

　

1
＜
＞
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AgE
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　Fig．2．　iLう，　IL−4　and 　IFN一γ mRNA 　expres ・
sion 　with 　or 　withoLlt 　OVA 　stiln し11ation （S  廴ltherE 〕

Blotting）．

もの は 8例中 2例 ， 不変 で あ っ た も の は 8 例中 6例 ，

減少 した も の は 認 め られ な か っ た．H 群で は 抗原刺 激

に よ り mRNA の 発 現 量が 増加 し た もの は 4 例 中 1

例 ， 不変 で あ っ た もの は 4例 中 3 例 ， 減少 した も の は

認 め ら れ な か っ た．す な わ ち，い ず れ の 群 に お い て も ，

抗原刺激 に よ り IL−4の mRNA の 発現 は変化 しな い 症

例が 多か っ た．IFN 一
γ に つ い て は，　A 群 で は抗原剌 激

に よ り mRNA の 発現 が 増加 し た も の は 9 例中 7例，
減少 した もの は 9 例中 1 例，不変 で あ っ た もの は 9例

中 1 例で あ っ た ．0 群 で は ， 抗原刺激 に よ り mRNA の

発現 が 増加 した も の 8例 中 3例 ， 減少 した もの 8例 中

2例，不変 で あ っ た もの 8 例 中 3例 で あ っ た．H 群 で

は抗 原刺激に よ り mRNA の 発現 が 増 加 し た もの 4例

中 3 例，減少 した もの は 認 めず，不変 で あ っ た もの 4
例中 弖例で あ っ た ，い ずれ の群間 に お い て も， 統計学

的有意差 は 認 め な か っ た ．

考　察

　食物 ア レ ル ギ ー
の 寛 解 の 機序 を明 ら か に す る た め

に ， 鶏卵ア レ ル ギー
に よ る ア ト ピ ー

性皮膚 炎 の 寛解患

T ・bl・ 3Cyt ・ ki・臼 nRNA ・ig・ ah ・1・冂 sity 　f。・ 1Lう，　IL−4 ・・d　lNF ．
γ

　　for　OVA 　stimulated 　and 　Lmsti 【nu ［ated 　PBMC 　from 　subjects

A ユ A2　　　　　　 01　　　　　　　　， 02 Hl 　　　　　　　 H2

med0 、
．
AmedOVAmedOVAmed 〔りvAmed 　 　 OVAmedOVA

IL．5！G3pr〕IlD ．682 ，860 ．381 ．73D ．1604 ヨ o ．28o ．3ユ ND5 　　ND0 ．26ND
IL・4／G3PDH 1．7ど 3、34o ，43o ．64 じ．30o ．550 、26o ．260 ，591 ．360 ，03O ．］1
IFN ．

γ 〆

．
℃3PDH0 ．162 ．70 ．31　　 0．58   ．09071o ．21025O ．331 ．040 ．020 ．王8

Va ［ue 「ep ・ ・ … ［ ・ati ・ （me … g ・ i・】t・n ・i・｝
・
with ・。・・e・p ・・di・9 ・yt・ki・… 丁… ，ag ， ｛。 ・，． sit：、

　wi ，h
ba” d ・・・… 1s ・・th・・曲 1。t・N ・mbe ・ 。f… h ・・lb畑 ・ ・ ・ ・… p。 ・ d ・ t・ th。 t ［。　Fig、2A ・

、、ti、・e，0 ，
　G3PDH 〕．　 ND ： no

outgrow ，　 H ：healthv ．

Table　4　Cytokine　mRNA 　expression 　by　PBMC 　stimulated 　with 　OVA

・へCLiYe （n　＝　9）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ou 辱ξro 馬v （n　』　8 ） Hea ［thy （N −
4 ）

王冂 creaseDecr じ aseNo 　changeIncreaseDecre 註seN
「
。 chan9 ゼ rnoreaseDecreaseN

。 change

IL．5 7ゆ o 2 1 2 5 2 1 1

【L ．・1 」 1 4 2 o 6 1 o 3

｝FN 一
γ 7 1 1 3 2 3 3 G 1

氏哩　　　　　　　　　　　　「　　　　
’
ナ　　　　　　」　　　　　　」　　　　　　　1　

・Massa・・ mt ・nslt ・ ・
’
1th … h ・y・・ki・ c　wa … a ・ d・ ・ c］iz・d　bF− c 。・ lp ・ li … i・h　m ・、，ag ， 〔，，t。 1、si，，　 “

’i，h　G コPDH 　i。 ，h。 、、 me
samplc 　 as 　 sh ° wmn

　
TabI ・ 3・°VA ・

・p ・cifi・ i・du ⊂ ・i・ ・− ed ・di … f ・・t・ki・・ mRN ・ ・… e ・・i… … ss ，、、，d　b， 、、・cL 、1。 ti。、
．

「ali ° ° f
　
mRNA

　
mess ・g ・ 1・・ th… mP1 ・ ・ i・h・VA −s・im繭 ・ ・ … h・t ・・

．i・h　u ・）s・il・・ u］… d ・a ・・ pl・
7
　tt・ d ，、・，g 。，・，ed 山 ，。 3、，。。pS

ba・・d 。 n 　th… tb ・illc・ea … de・ ・ e … 、・ ・ 〔1 ・ ・1・ha ・耳・d ・i・di・at ・d ・ umb 。，， 。〔，、bj，ct ，．
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者 と疾患 活動 性 の あ る患者 に っ い て ，OVA 刺激 に よ

る PBMC の サ イ トカ イ ン産 生能 を，　 n 〕RNA の発現か

ら解析 した．解析す る サ イ トカ イ ン と し て ，B 細胞 の

ク ラ ス ス イ ッ チ に 働 き IgE 産生 を 促 進す る IL．4， 好酸

球の遊走因子 で あ る IL−5，　 IgE産 生 に関 し て HL・4 と拮

抗的に働 く IFN 一
γ を対象 と し た．そ の 結果，活動期 に

は ア レ ル ゲ ン 刺激 に よ り PBMC の IL−5の mRNA 発

現 は増強さ れ る が ， 寛解期 に は増 強 さ れ な い こ と が明

らか と な っ た ．

　 IL・5の 疾患活動 性 に お け る関与は ， ダ ニ をア レ ル ゲ

ン と す る 気管支喘 息患者に お い て も報告さ れ て い る．

すな わ ち，ダニ ア レ ル ゲ ン 刺激 に よ る末梢血単核球か

らの rL−5産生が 活動期の 喘 息患者 に お い て は 亢進 し

て お り，ス テ ロ イ ド療法 に よ る喘息治療 に ともな っ て

IL−5産生 が低下 す る と の 報告があ る
1°）．ま た ，本研 究

で，IL−5　mRNA の 変化 が主体 で あ っ た 理 由の
一

つ に ，

対象患者が 食物ア y ル ギ
ー

に よ る ア ト ピ ー性皮膚炎 の

症例で あ っ た こ と が あげ ら れ る．ア トピー
性皮膚炎患

者に お い て ，ア レ ル ゲ ン チ ャ レ ン ジ 後 の late　 phase

reaction を起 こ して い る皮膚局所で は ，IL・5の mRNA

の 発現 の亢進が認 め られ て い る
11 ）．Bonifer ら

12 ）
に よ

れ ば ， ア ト ピー性 皮膚 炎患 者の 皮 膚 病 変部 お よ び

PBMC か ら樹立 し た ダ ニ 特異ffV　T 　cell　clone は ，　 con ・

canavalin 　A 刺激 で IL・5を産生す る．また ， ア トピー

性皮膚炎 の 急性期 の 部位 に は主 と し て IL−4の mRNA

が強 く発 現 す る が ，慢 性期 に な っ た 部位 で は IL・5の

mRNA の 発現 が増強 して い る と い わ れ る
］3，．こ の よ う

に ア ト ピー
性 皮膚炎 に お い て IL−5が 重 要 な役 割 を果

た して お り，食物ア レ ル ギーに よ る ア ト ピ ー性皮膚炎

の 寛解 に は ， 疾 患活動期 に 認 め ら れ る ア レ ル ゲ ン 刺激

に よ る IL−5産 生 の 亢 進 の 抑制が 重 要 な 要 因 に な っ て

い る と考 え ら れ た ．

　 一
般 に 食物ア レ ル ゲ ン に 対 す る IgE抗体 は ， 寛解 に

伴 っ て 低 下す る こ と か ら IL−4の 疾患 活 動姓 へ の 関与

も考え られ る．し か し な が ら ， 今 回 の 解析か ら は ，活

動 期 と寛解期 に お け る ア レ ル ゲ ン 特 異 的 な IL−4の

mRNA の 発現量 の 変化 が 認 め ら れ な か っ た．そ の 理

由の
一

つ に は，IL．4の mRNA は 無刺激 で も多 くの 症

例 で 発現 し て お り ， ア レ ル ゲ ン 特異 的な 発現 の 変化 を

検出す る こ とが困難 で あ っ た た め と考え ら れ る．我 々

の 今回 の 実験 結果 と 同様 に ， Tang ら
1‘）

も ア ト ピー性

皮膚炎 の 小児の PBMC は ，無 刺激 で も IL．4の mRNA

を 発現 し て い る こ と を報 告 し て い る．す な わ ち，対象

　と し た 患者 の PBMC は体内で す で に 何 ら か の 刺 激 を

受 け て 活性化 して い る と推測 され る．今回対象 とした

食物 ア レ ル ギー寛解患者 の 多 くは，す で に ダ ニ に 対 す

る感作が成立 して お り，吸 入 した ダ ニ ア レ ル ゲ ン に よ

る刺 激を 受け て PBMC が 活 性化 さ れ て い る 可 能性 も

あ る，

　 IL−4は 【L −5と 共 に Th2 タ イ プ の 代 表的 な サ イ ト カ

イ ン で あ り，両者の 発現 に は相 関が 認め られ る こ とが

多 い
15 ］16 ，。し か し なが ら，今 回 の 我々 の実験結果 で は 以

上 の よ う に 食物 ア レ ル ギー
の 活動性に お い て は IL・4

よ り も IL−5の 関与 が 強 く， ア trル ゲ ン 特異的 な IL・4産

生誘 導 の 寛解 に お け る役割 は明 らか に さ れ な か っ た．

　 ア トピー性皮膚炎患者 に お け る IFN ・
γ の役割は，一

定 の 見解が 得 られ て い な い ．Shtnbara ら
17］

は食物 に よ

る ア ト ピー｛生皮膚 炎 の 病態 に お け る IFN 一
γ の 積極的

な関与 を示唆し て い る が ，
IFN 一

γ の 産生 の低下が疾患

の 発症 に関わ る と い う報 告 もあ る
ls ｝．　Tang ら

le 〕は ，ア

ト ピ ー性 皮膚炎 患者で は IFN 一
γ 産 生 が 低 下 し て い る

と報告 し．そ の 機序は IFN 一
γ の 細胞 外 へ の 分泌 の 異常

に よ る と し て い る．今 同 の 解析で は IFN 一
γ は ， 活 動期

の患者で は ア レ ル ゲ ン 刺激に よ り mRNA の 発現 は増

強 し た が ，寛解患者で は
一

定 の 傾 向を と ら な か っ た ．

こ の こ とか ら ，
IFN ・

γ は ア トピー
性 皮膚炎 の 発症 に 関

与 し て い る 可能性が あ るが ，寛解の 機序 に は関わ っ て

い な い と考え られた，

　 こ れ ら IL−4ある い は IL−5，
　IFN 一

γ は ，　T 細胞の み な

らず好酸球や好塩基球 か ら も産 生 さ れ る．そ こ で ，我々

が PBMC を用 い て 測定 し た サ イ トカイ ン mRNA の

産 生細胞 は T 緇胞 と は限定で き な い ．し か し ， 抗 原刺

激 に よ り誘導 さ れたサ イ トカ イ ン で あ る こ と， また気

管支喘息患 者の PBMC を ダ ニ 抗原 で 刺 激 し． フ ロ ー

サ イ トメ ト リ
ーに よ り解析す る と，T 細胞の細胞質中

に IL・4や IL・5が誘導さ れ る こ と （青柳 ら
2 °）

）な ど と併

せ て 考え る と， 今 回測 定 し た サ イ トカ イ ン mRNA は

主 に T 細胞 に 由来す る こ とが 強 く示唆さ れ る．また ，

A 群 ，0 群の い ずれ も ア レ ル ゲ ン 刺激に よ る芽球化反

応 が ほ ぼ 同程度に 認 め ら れ た こ と か ら ， ア レ ル ゲ ン 特

異的な T 細胞 は ク ロ
ーン除去や ア ネ ル ギ

ー
に な っ て

い る 可能性 は 低 い ．そ こ で ，寛解 の 状態 を T 細胞機能

か ら ま とめ る と ， 寛解 は食物ア レ ル ゲ ン特異的 な T 細

胞の 産生 す る サイ ト カ イ ン の バ ラ ン ス の 変化が最 も重

要 な要因 と な っ て誘導さ れ る と考 えられ る．

　 ア ト ピー性皮膚炎以外 の 消化器症状や即時 型反応 を

呈 す る食物 ア レ ル ギ
ー患者に お け る寛解の機序 に つ い

て も今後 さ ら に 解析 を 進 め る 必 要が あ る と思わ れ る

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

516 ．
食物 ア レ ル ギー

の 寛解 とサ イ ト カ イ ン

が，今回 の 研究 か ら は，食物 ア レ ル ギーに よ る ア トピー

性皮膚炎 の 寛解 に お い て は，特 に ア レ ル ゲ ン 特異的 な

IL・5産 生 の 低下 が 重要で ある こ とが示 され た．

　　本 研 究 に あ た り，ご指導 とご助言 を頂 い た 千葉大 学高次

機能制御研究 セ ン タ
ー
生体 情 報 分 野，徳久剛 史 教 授 な ら び

に 幡野 雅 彦 助 教 授 に 深謝 い た し ます．ま た，非 ア レ ル ギー
児

の 血液 を提 供 して い た だい た 小 児外科学教室 の 大 沼 直 躬 教

授 ， 統計処 理 に 関 し て ご指 導 い た だ い た 社会保 険 船 橋中央

病院小 児科 斎 藤 公 幸 先 生 に 心 よ り御礼中し上げ ます．

文 　献

　1） Kay 、　 A ，B ．：　TH2 ・type　 cytokines 　 in　asthma ．

　　　・4 ，
〜
m ．八厂．｝

〆
　At

’
ad ．　Sci．795

，　1−8雪　1996．
2） Leung ，　D ．Y ．M ．：　Atopi ⊂　dei．nlatiLis ；　im−

　　　munobiology 　ttl］d　treatment　with 　immune 　Imd 、

　　　ulators ，（rti〃 ．　E．xp．∬〃〜initno ！，197
，　25．．30，　ユ997．

3＞Katsuki 、　T ．、　Shin】olD ，　N ．，　Homna 、　K ．、　Ts しmoo ，

　　　H 、，Kohno ，　Y ．，　et 　aL ：　Estabhshmerlt　alld 　char ．

　　　acter ［zatkm 　 of 　 ovalbulnln −specific 　T 　ce 目 lines

　　　frorn　pa 巨ellts　、丶
．ith　egg 　allel

．
9y．　／）tt，　．4rc／t，

　　　〆1〃eノ亙レ
1fnr ’

mztno ！．　109，　344−35ユ，　1996．
4）　Nakal ［ma ，　H 、，　Ha ⊂himura ，　S，，　Nishiwaki ，　S．，
　　　Katsuki．　 T ．，　 Shimojo，　 N ．，巳t　 al ．：　Estab］｛sh ．

　　　nlent 　al／d　characterlzati ⇔ n 　of 　alpha 　sl・casein ．

　　　specific　T −cell 】ln巳s　fl’｛｝m 　patients　 allei
−
gic　tQ

　　　cokvis 　mi ］k ； unexpected 　higher　frequency　o ‘

　　　CD8
亠
丁・cell　hnes．　J．君〃e 丿亙v　C！加．　fmm 〜t〃 o’．97，

　　　ユ342−1349 ，　1996，
5） 1．ligglns，」．A ．，　Lamb ，」．R ．，　Lake ，　 R、A．　 and σ

　　　Hehir、　R ．E ，：　Polydonal 　and 　clona 【ana1 、
．．sis　of

　　　human 　CD4＋T −lymphocyte 　respc 〕nses 　to　 nut

　　　ext ．racts ・Jtnmitno〜og ｝
’84，　91−97，　1995．

6）Dorion ，　 BJ，，　 Burks ，　A ．W ．，　 Harbeckl 　 R ．，　 Wil．

　　　halns，　L．W ．，　Tn 」mb ！e，　A ．，　et　al，：　The　produc ・

　　　ti・ n ・ f　 i・te ・fe・・ n．γ ln　 re ・p・ nse 　 t・ amal ・ r

　　　peanut　allergy 、〆b’a　1〜 II、　correlates 　with 　serul1ユ

　　leve1S　Qf 　IgE　anti 一
ノユ7？z　li　 Ii．／．／弓〃Elt9 ｝

・crin．
　　fJ．ni・nttno ！．93，　93−99，　1994．
7） Bemhisel．Broadbent ，　J．．　Dintzis，1．LM ．，　Dintzis，

　　R・Z ・and 　 Sampson、　 H ．A ．： AI】ergenic ［ty　 a ［− ］

　　antlgenjc 民y 　of 　 chicken 　egg 　o 、
・
Olnucoid 　〔G1〔z’【〜

　　III〕　compared 　Nvith 　⊂レva ［bunlin　〔Ca 〜　d　1）　irl

　　child ・en 　with 　eg9 　a 】le・gy　an 〔］il頗 ce．Z 圃〜’囑
．

　　C〜〜η．∫Mi
・
tl〜tno 〜．93，　1047−1D59，　1994．

8） Honnia ，　K ．，　Kohno ，　Y ．．　Saito．　K ，　ShirnDlo，　N ．，

　　H 〔，riuchj ，　 T．，　 et　 aL 　AI 且ergenic 　 epit （〕pes　 of

　　　　ova ］burnil1（OVA ）　ill　patients　with 　heIゴs　egg

　　　　atlergy ；　inhibit［on 　of　bas 〔〕phi］　hista【nine

　　　　release 　b｝
．’haptenic　ovalbumin 　peptide，　C！

・i，z．

　　　　．ErP．　／〃 〃賄
lltl ・Eol ，　103，　446−453，　1996．

9）Ch 。mc ・y ・ ski ，　P・… dSacchi，　N ．・ Si・gl・・st。p
　　　　inethod 〔〕f　RNAfsola 亡ion　by　acid 　guanidinium

　　　　tbiocyanate ．phenol ・chbroform 　extra α iol1．

　　　　Anat ，　Bioc／IL・」・Xt．　162，　156−159，　1987．

　ユO） Doi，　S．，　GemOLL・Engesaeth ，　V、，　Kay ，　A ，B ．　and

　　　　COI
．
rigan ，　 C、J，： Polymerase　cha ｛n　reaction

　　　　quantification　of 　 cytokine 　messenger 　RNA
　　　　expresslon 　m 　peripheral　b】ood 　mononuciea 「

　　　　⊂ ells 　of 　paticnts　with 　acu しe 　exacerbations 　of

　　　　asthnia ；eff ｛x ：t　of　g］ucocorticoid 亡h｛ヲ「aPy ’Ci’i・n ’

　　　　Exp．　A 〃erg ．s・24，　854−867
，　1994．

lD 　 Vowels 、　 B．R．，　 Rook ，　 A 、1．1．，　 Cassln，　 M ．　 and

　　　　Zweilnan ，　B ．：　Expression　or 　interleukin．4　and

　　　　ir且terleukin−5　 rnRNA 　in　 developi［｝g　cutaneous

　　　　late−phase 　reactk ）ns ．ノ：！491erg．」・C／ivi，　hn 〃 unzot ．
　　　　96，　92

−96，　ユ995，
12）Bonife ら R ．，　Netirnann，C．，　Meuer ，　S．，Schu】ze 、　G ．

　　　　and 　Herrmanl1，　 E ；　In［erleukin 　5　expressing

　　　　a ］［ergen
・Epecific 　T ．］｝’mphocytes 　in　patients

　　　　with 　house　dust　mite 　sensitization ；arla 足vsis　at

　　　　aclonal 　Ievel．ノ，　A．fot．　A・iedL　ア3，　79−83，　1995．
13） Hamid 、　Q．，　Bogunlewicz ，　M ．　and 　Leung ，　D ．Y 、

　　　　M ・：　Di 「ferential　jn　situ 　cytokine 　gelle　expres ．

　　　　sioll　in　acute 、
「
ersuschronic 　atopic 　dermat．itis，ノl

　　　　Cltin．　 Ini，
．est．94，　870−8ア6，　1994．

14） Tang ，　M ．L．K ．　 and 丕（elnp ，　A ．S．；　Spontaneous

　　　expre ．ssion 　of 　IL・4　mRNA 　in　lylnphocytes　froln

　　　chi ［dren　with 且topic 　dermatitis．　C／in．　Ex♪．／ノ〃
−

　　　　tnll“ioi．97，　49／
．498，　1994，

15）Eige匸mlann ，　P．A ．，　Huang ，　S．K ，　and 　SampSQn ，　II，

　　　A 、：　Characterization　of 　ovDnlucoid ・specific

　　　T −cell ］ines　a 匸
．
ld　clonas 　from　eg9 −allergic　sub ．

　　　jects・Pediati： ノ1〃erg ．1・ltn　ttUイ1
・
loi．　ア，　12−21，　1996．

16） Kay ．　 A ．B ．I　 Yhg ，　 S．，　 Varney ，　 V 、，　 Gaga ，　 M ．，

　　　Durhal丁〕，　S．R．，　et　al、：　Messellger　RNA 　expres −

　　　s［o ヒ1ef 　the　cyt 。k［ne 　gene　cluster ，　jnterleukin　3

　　　（IL・3〕，　IL−4，　IL−5，　and 　Grallu】ocyte1Macrophage

　　　cok ｝ny ．s亡imu 】ating 　factor，　in　anergen ・induced

　　　late−phase 　cuta ロ eous 　l
．
eactions 　hl　at 〔｝pic　sub ．

　　　jects．ノ：　Elrjう．　Med．　173，　775−778 ，　19⊆）1．
17）Shinbara ，　M 、1　Kondo ，　N ，，　Agata，　H ．，　Fukutomi ，

　　　0っKuwabara ，　 N ．，　 et 　 aL ：　lnterferon・
γ and

　　　im．e1．leukin ・4　 production 　 of   valbumin ．

　　　st｛mutated 　【y 】刀 phocytes　in　eg9 −sensitive 　（二hii−

　　　dren・Ann ．　A 〃engl ’As 〜JXtna　i」nnzrtnoi ．77
，　60−

　　　66，　1996．
18） Tang ，　M ．L．K ．．　Kemp ，　A 、S、，　 Thorbum ，　J，　 and

　　　Hi1L　D．」，：　R．educed 　IIlterferon一
γ secretion 　in

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The  JapaneseSociety  ofAllergology

'i

 diceft 'i'be 517

   neonates  and  subsequent  atopr.

   
-985,

 l994.

19) Tang, M.  and  Kemp,  A..

   secretion  of  il]terferen-gamma

   dren with  atopic  dermatitis.

hancet344,  983

Production  ancl

(IFN-y) in chil-

 Cgin. drP. Jnr-

   mu,toL  95, 66-72, 1994.

20) ffpm[%  
UF-Eas,

 keeffap, XrutwEF, eetu
   rs1, tu : 7v-Va  F pt FV-teMVkXYfi
   nfu"knex*iumfuRu!zzzaotstrItzeag'6me

   bl. 
V7

 L-IVJS-  46, 1243 1250, 1997.

     ALLEGEN-INDUCED  CYTOKINE  MESSENGER  RNA  EXPRESSION  OF  PERIPHERAL

                    BLOOD  MONONVCLEAR  CELLS  IN ACTIVE  AND

                            REMISSION  OF  FOO])  ALLERGY

               Minako  Tomiita, Yoichi Kohno, Naoki  Shimojo and  Hiroo Niimi

                Depctrhnent qlC ]Flediatn'cs,  Schoot of Medicine, CJiiba Ciniversily

   Substantial part  ef patients who  suffer  from foed allergy  outgrow  their allergic  reaction.  Moreover

the mechanisms  of  this phenonienon  are  poorly  understoocl.  We  studied  cytokine  mRNA  expression  in

peripheral  blood inononuclear  cells  (PBMC)  from  children  with  egg  allergy,  nine  patients  on  active  stage

and  eight  vL'ere  outgrown,  and  four healthy  controls,  by use  ef  reverse  transcription  polymerase  chain

reaction,  Following ovalbumin  (OVA> stimulation  in vitro,  active  patients demonstrated  increasing IL-5

mRNA.  In compar{son,  no  increasing expression  of  iL-5 mRNA  was  observed  in outgrown  and  healthy

chi]dren.  IL-4 and  IFN-v  mRNA  expression  has no  tendency either  to increase or  to decrease in all three

groups.  There was  no  difference of  proliferative responses  for OVA  among  t.hese groups suggesting  that

outgrown  patients' PBMC  dicl not  fall into anei-gy  er  clonal  de]etion. Thesc  data suggested  the change  in

balance of  cytoklne  production  of  PBMC  syhich  were  stimulat.ed  by allergen  is a  trigger for 
"outgrow']

of  food allergy.


