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緒　言

　 コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ Deri7TU」topiiagoides　Xlllゼnae （以 下

Df） は 諸外国 と同様 ， 我国 に お い て も ア レ ル ギ ー
性疾

患に お け る major 　 allergen で あ る こ とは 周知 の 事実

で あ る
1｝2 ）．し た が っ て ，Df の 抗原 性及 び臨床診断法 に

関す る報 告 は 多 い ．しか し，Df の 抗原解析や 臨床診断

に は な お 多 くの 問題が 未解決の ま ま残 さ れ て い る．例

えば，Df の ア レ ル ゲ ア 診断法 の うち皮内反応 は ，時 に

その 閾値 の 結果 か ら特異馘感作療法の 初期治療量 が決

定 され る こ ともあり
1
  重要な検査法で ある が，皮内反

応 は 一
般 に prick　testな どに 比 べ RAST と の 陽性

一

致率は 低 い
4》’7，．そ の 原因 の 1 つ と して

， 皮内反 応 で

は ，特に そ の 投与濃度 が 高 い 程、非免疫学的反応 の 関

与 が 増大 す る た め と の 報告もある
4）．それ故，Df の ア v

ル ギ ー
性 疾患に 占め る臨床的重要性を考え る際 ，

一
つ

に は精製抗原
一活性分画

一
を決定す るか，止む を得ず

粗抗原 を 用 い て 検討す る場合 に は 非免疫学的皮膚反応

活性物質の 混在に 充分な 注意を払 うこ とが診断や ，治

療上 重要 とな る．し か し なが ら現在ま で，Df の ア レ ル

V ’
／ 活性 に 関す る報告は 数多 い が，非免疫学的 活性 に

関す る報告は 皆無に 等 し い ．

　今回我 々 は Df の非免疫学的活性を 非免疫動物で 皮

内反応を実施す る こ と に よ り検討 した ，す な わ ち，Df

Abbreyiatiolls： Df　Derma ’eρ1iageiゴ彦5 　丿勉加 ae ；

Fr　fraction；　RAST 　radioai 】ergosorbgnt 　test

抽出物 を ゲ ル 罐過 に て 分画 し．それぞれ の 分画 の 皮内

反応活性 を ，非 免疫学的側 廁 か ら比較，検討 した の で

報告す る．

力　法

　 1．Df80d の 抽 出 及 び 分画 化 ；Mao ら の 方 法
Sl

に

従 っ た ．すなわ ち Df虫体2gを borate　buffer，　pH 　8．5

を 加 え な が ら carborandum と と も に 乳 鉢 で す り潰

し，50000Xg ，30分遠沈し，水溶控画分を得 た ．得 ら

れ た 上清 （Df 粗抗原）に acetOIle を50％ と なる ま で 加

え た の ちに 同様 の 遠沈操作 を行 っ た．沈殿物を除去 し，

残 っ た 上 清 に 更 に acetone を80％ の 濃度ま で 加 え た．

同様 の遠沈操作後，上清は捨て ，沈殿物を空気中 に 放

置 ， 乾燥 させ た の ち蒸留水中に 再溶解 した （Df80d），

Df80d は 更 に Sephadex　G・互00 （Pharrnacia，2．6 × 72

cm ，流速20ml ／hr）に て蒸留水を用 い て ゲ ル 濾過 し，分

画 し た．得 られた各分画 は Immersible　 CX ・10 （Mil・

】ipere）に て 濃縮後，蛋 白量を Lowry 法 に て 測定 し，

−

20℃ に て 使 用 ま で 保 存 し た．使 用 前，Millex・GS

（Millipore） に て濾過滅菌し た、

　2．実験動物 ；非 免疫雌 モ ル モ ッ ト （Hartley系）及

び雌 ラ ッ ト （Wister系）を使用 した （今井実験動物飼

育場）．加齢 に よ る変化を検討する た め ，両動物と も生

後約 2 − 3 週 （モ ル モ ッ ト体重200g，ラ ッ ト体重SOg），

6 − 7週 （モ ル モ ヅ ト同 300g，ラ ッ ト同 25 g）， 12−15週
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（モ ル モ ッ ト 同450−500g，ラ ッ
ト 同400g）の 3 群 に 分 け

検討 した．

　3．皮内反 応 ，ア レ ル ゲ ン 物質中 の 非 免疫 学的活性

を評価す る 目的 で t 英憲 の National　 InStitute　f  r

Biological　Standard　and 　Contro1に よ り開発 され た

手法
引
を用 い た ．す なわ ち，非免疫動物の 背部を電気 バ

リ カ ノ に て 散髪 した の ち G．3銘 Evans 　blue
，
　lm ］を 静

注した．そ の 直後に 各分画 の 5Ciμ 1を最低 1．5cm の 間隔

を置 い て 背部 に 皮内注射 した，positive　control と して

は 同 量 の histamine 溶 液 （histamindihydrochlorid，

Merck ）を モ ル モ ッ トで は 100μglml ， ラ ッ ト で は 10

mglml の 濃度に 調整 し，注射 し た．等量の 生食を neg ・

ative 　 c   ntrQ1 と した ．皮内投与 20分後 に 両動物 と も

ether に て 殺 し．背部皮膚 を剥離 し，色素の 流出を観察

した，径8mm 以上 の 色素 の 流出を見 た場 合 を 陽性 と判

定 した ．ま た Df80d の 分画 に 対す る閾値 は 同分画 の 2

倍希釈系列 に よ る皮内反応を 行 い ，陽姓 と判定された

最大希釈濃度と した ．

　4．皮内反応 に 及 ぼ す抗 ヒ ス タ ミ ソ 剤 （以下抗 ヒ 剤）

前 ftb　5Lの 影響 ；抗 ヒ 剤ii　testamine 　calcium （興和新

薬） を用 い た．皮内反応開始 1時間前 に 実験動物 に 同

剤 （4mg ／ml ）を lml腹腔内投与 し た．対照動物と して

は 等量 の 生食を腹腔内投与 し た もの を 用 い た ．抗 ヒ 剤

の 前投与に よ り histamine投 5 に よ る 反応 が 認 め られ

な い こ とを確認 し て か ら皮内反応 の 結果を判定し た．
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　Fig．1．　Gel　 fi生tration 　 pattern 　 of 　 Df80d　on 　Se・

phadex 　G ．王00．　 Arrows 　 indicate　 molecuiar 　 weight 、
Blue　dextran、　ovalbvmin 、　chymotrypsinogen 　A　and

ribonuclease 　A 　were 　expressed 　as （a），（b），（c）and

（d），resp （三ctively ．

Tahle　Incidence　of　positive　sk ±n　reaction 　to

　　　　 　 each 　I）f80d　fract｛on

Pesiしive　number （％｝

F τ v 百r
一
丁 Fr　II

Guinea　pigs　l8・’23　（7S．3）　　U ／22　（50 ．D｝　　3〆17　（17．6）

Rats　　　　　ユ7ノ墨7　r　IOO
−
）　　3／13 （23．0）　 2踊3 ｛15．4）

1　μgirn］　of 　each 　frac重ion　was 　膣njected 　Lntraderrnally ．

結　果

　1。Df80d の 分画 化 （Fig，1）：Df8Gdを Sephadex

G −100に よ り ゲ ル 濾過し た結果を Fig．11c示 し た．こ

の うち皮内反応 に は Fr　v （void 　volume に
一致 して 溶

出 された最初 の 分画），Fri（分子量約25000か ら45000

で ． ヒ トに お い て 最 もア レ ル ゲ ア 活性 が 高 い と報告 さ

れ て い る
lejtL ］分画 で Mao ら の 報 告

8｝
に 従 い 命名 し

た），Fr　ll（分子量約 15000以下 の 分画 で 同様に Mao ら

の 報告に 従 い 命名 した ）を用 い た ．

　 2．皮内反応

　1）3分画 の 皮内反応陽性率 ；上 述の 3分画 （い ず れ

も蛋 白濃度 1μ9瓜 05mD を 用 い た皮内反応 の 結果 を

（Table） に 示 し た．す なわ ち Fr　v，　Fr　l，　Fr　llに 対す

る皮内反応陽性率は ，モ ル モ ッ トで は 順 に 78．3％，

50％，17．6％で あ っ た．また ラ ッ トで は 顧 に 10 ％，

23、0％，15．4％ で あ っ た．両動物と もに Frv に 対す る

陽性率は他の 2 分画 に 比 べ て 高く，特に ラ ッ ｝で は 全

例陽性 で あっ た．

　2）Fr　v に 対す る閾値 （Fig．2−a 　 and 　3）；Fr　v に 対

す る 幾何 学的 平 均閾 値は モ ル モ ，v ト で 0．337μg／mL

ラ ッ トで は 3．91μg！ml で あ っ た．また閾廼を年齢別 に

比較する と ，
ラ ッ トで は 加齢 に よ る変化は 認め ら れず，

モ ル モ ッ ト で は 加 齢 に よ り反応性が低下 し た （P＜

0． 5）．

　3） Fr　v の 皮内反応 に 及ぼす抗 ヒ剤 の 影響 （Fig．2

b）：生後 6 −？週 の モ ル モ ッ ト及 び ラ ソ トを 用 い て 抗

ヒ 剤投与群及 び無投与群 の Frv に 対す る閾値を比較

し た．無 投 与群 の モ ル モ ッ ト及 び ラ ッ トの 幾何学的平

均闘値 は それぞれ，  ．83μg／ml ，2、97μg／rn1 で あ っ た

が，前投与 群 で は 両動 物と も全 例 1μg／  ．05m 】の 濃度

の Frv に 対する皮膚反応は陰性で ， 抗 ヒ 剤前投与 に よ

り有意に 抑制 され た （p く O、OOI）。
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　Fig．2．　 End　points　of 　IC　teSt　to　Fr　 v，　 and 　its　inhibition　by　antihistamlne ．
’Shows 　skin 　test−nega 重ive　anima1 ．　a．　 End 　poinIs　of 　IC　test　to　Fr　v 　in　nonimmu ．

nlzed 　 animals ．　 b．　 Inhibitory　 effect 　 of 　 antihistamine 　 on 歪C　 test　 to　 Fr　 v．（一）

indicates　animals 　without 　pretreatlnent　and （十 ）indicates　animals 　pretreated
with 　antihistamine ．

考　察

　非免疫 モ ル モ ッ ト及び ラ ッ ト とも に Frv に 対す る

淀内反応陽性率 は 著 し く高 い こ と が 今 回 の 我 々

「
の 実験

で 判明し た．また Frv に よ る皮内反痣陽性 の 機序と し

て は ，natural 　sensitization な どの 免疫 ・ア レ ル ギ ー学

的な反 応 も現時点 で は 完全 に は 否定 は で きな い．しか

し な が ら以 下 の 理 由か ら非免疫学的機序 に よ る 反応 で

あ る と推定 L た ，す な わ ち ，1）一
般 に 可 溶性 抗原で感

作 され に くい とされ る
lz ）

ラ ッ トに お い て ，
　 Frv に 対す

る皮内反応が全例陽性 で あ っ た こ と，2）同様 に ，ラ ッ

トの Frv に 対 す る 皮 内 反応 は 陽 性 率，魏 値 と も に 加 齢

に よ る影響を うけ て い な い こ と，の 2 点で ある．こ れ

ら の 点 は 免疫 ・ア レ ル ギ ー学的 に は 説明 し難 い と思わ

れ る．これ に 対 し，今回 の 実験 で 同様 に その 皮内反応

活性を検討 し た Frl に お い て も，モ ル モ ッ トで は 50％

と比較的高 い 陽性率 が 得 られた．しか しなが ら，Frv

と は 対照的に
， 感作 され に くい と され る ラ ッ トで は そ

の 陽性率が著減 し て い る．ま た既 に Romagnani ，　Na −

kagawa らなどに よ リ ヒ ト に お い て は t こ の 分 画 は 最

も ア レ ル ゲ ン 活 性 が 高 い こ とが 明 ら か と な っ て い

る
1｝1°）．以上 を考えあわ せ る と，Frlに 対す る モ ル モ ッ

トの 高い 皮膚反応陽性率は、natural 　 sensitization な

どの 免疫学的反応 の 関与を否定 で きない と 思 わ れ る，
一方．Frv に 対す る 皮内反応 は 抗 ヒ 剤 に て 阻 止 され た

こ と か ら， こ の 反応 に histamineが 何 らか の 形 で関与

し て い る こ とが示 竣さ れ た．例 え ば，Fr　 v 中 に mast

cell を非 免疫学的に刺激 して histamineな ど の chem ・

ical　mediator を遊離 させ る物質 が 含 まれ る 可 能性，あ

る い は Fr　v 中 に histamlne類似物 質 が 含 まれ ， 直接血

管壁 に 作用 し，血管透過性 を亢進さ せ る 可能性 な どで

あ る、し か し な が ら， その 詳細 は 不 明 で あり，作用機

序に関 し て は 現在検 討中 で あ る．

　
一方，我 々 は ヒ ト，特 に ア レ ル ギ ー

素因 が な く， Fr

v に 対 す る特異 蓋gE 抗体 の 証明 さ れな い 9 名の 正 常人

に お い て Frv に よ る皮内反応を行 っ た ，そ の 結果，全

例”；IO−5の 濃度の Fr　 v に 対 し て 皮内反 応陽性 で あ っ

た （投稿中）．こ の こ と か ら，Frv は ヒ トに お い て も同

様 の 活性 を有す る こ とが示唆 されて い る．と こ ろ で ，

我 々 は 市販 Df ア レ ル ゲ ソ （鳥居薬品）1g を Mao らの
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慧

1
　Fig．3．　IC　test　to　each 　Df80d　fraction　in　rats ．　Extravasation　Qf　Evans　blue　dye
was 　observed 　by　the　injection　w 三th　10mg ／ml 　and 　lmg ／ml 　of　histamine　and 　20μg／
m1 ，10μg／m1 ，5μ g／ml 　and 　2，5μ g／ml 　of　Fr　v　in　a　rat　weighing 　about 　250gralns

（left），　and 　lOmg ／ml 　of 　histamine，20μg／ml ，10μg／m1
，
5μg／ml 　and 　2．5

μg〆ml 　of　Fr
vin 　a　rat 　weighing 　about 　50grams （right ）．In　Fr　I，　II　and 　saline ，　no　extravasat 三〇 n

was 　observed ．

報告に 従 い 抽出し た と こ ろ，蛋白量 と し て 約200mg が

Df80d と し て 抽 出され た 。

　ま た，今回 の 実験 に 用 い た Frv は Mao ら の 抽出方

法に よ る粗抗原よ り得 られ た もの で あ り， 粗抗原約600

mg か ら約 2mg の 同分画 が 抽 出された ．す な わ ち Mao

ら の 方法 に よ る Df 粗抗原中に ，　Frv は最低約0．3％含

まれ て い る こ とに な る．しか しなが ら，現実 の 問題 と

し て ， こ の 分画が ど の 程度市販 ア レ ル ゲ ン に よ る皮内

反応に影響を及ぼすか ， と い う点に 関して は ， 今後更

に 慎重な検討が必要と 思わ れ る．

　 い ず れ に せ よ ， 今回 の実験結果か らは ，Df 粗抗原中

に は，非免疫学的機序 に よ り血管透過性を亢進 させ る
，

比較的高分子の活性物質が存在する 可能性が示唆さ れ

た ，

　本論文 の 要旨は 第34回 日本 ア レ ル ギ
ー
学会総会 （1984年 ，

京 都） に て 発表 し た ．

　Df 虫体を 提供 し て 下 さ い ま した 鳥居薬品 株式会社佐藤

重雄 博士，並 び に 本研究を 終 始 手 伝 っ て 下 さ っ た 当教室 の

遠藤 知 子 さん に 心 か ら感謝い た し ます．

　最後 に 御指 導 ， 御校閲を賜 りま し た 黒 梅恭芳 教 授 に 深 謝

い た します。
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NONIMMUNOLOGICAL  ACTIVITIES  OF  THE  HOUSE  DUST

            DERMA7UPHAGell)ES  EtlRINAE

        I. Intracutaneous Test in Nonlmmunized Animals

MITE,

KenichiTokuyama.HiroshiTamura,AkihjreMorikavvaand

             MawatoMitsuhashi

Department ofRediatrias. Gunma  {initrersity thhoogofMFdia'ne

             Masamichi Tazawa

   DepartmentqfPediatn'es,S7iseikaiMaebashiHbspitat

  In order  to assess  the nonimmunological  activities of Df extract,  three fractions from Df 80d (Mao et al, 1981) were
applied  to the  intracutaneous (IC} test in nonimmunized  animals  (Wister rats  and  Hartley gtiinea pigs}, The  method

propased  by the  Natiena] Institute for Bio]ogical Standard and  Control (Lendon, 1977) was  used  far the  IC test. Threo
fractiens of  Df 80d  oR  Sephadex G-1OO Ramed  Fr y  (eluted at  void  vo!ume},  Fr l (about 25-45  K dalton) and  Fr II (less
than 15 K  dalton) were  applied  to the IC test.

  The  following results  were  obtained;

  1, Fr v  was  rnost  active  fraction in the  IC test at  a  concentratiDn  of  1 ptgSe.05ml. That  is] a  pesitive skin  feaction

was  observed  in 1Oe%  of  the  rats  and  78.3%  of  the guinea pigs, respectively.

  2, In rats, age  made  no  difference in either the incidence of positivity or the geometrical mean  values  of end

po{nts of  the IC test to FT v, As far as  we  know, rats  can  not  be easily  sensitized  with  solub]e  antigens,

  3, Skin reaction  te Frv  was  inhibited by antihistamine  ip<O,eO!),
  These  data Teveal  that the skin  of experlmental  animals  is highly sensitlye  to a  high motecular  welght  fraction from
crude  Df  extracts  through  the nonimfnunolegical  pathway.


