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　我々 は す で に運動誘発性喘息 （EIA）の 際 に み られ る 末梢血中の high　moleoular 　weight 　neutrophil

chemotaetic 　aetivity （HMW ・NCA ）の 上 昇 が ，ほ ぼ 同程度の 運動量の 水泳 で は認め ら れ な い こ と を報

告 した．ま た，こ の HMW ・NCA に 関 して は 抗原吸入 お よ CF　EIA の際の 且ate 　reaction で 二 相性 に 上昇

す る こ と か ら，マ ス ト細胞の み な ら ず ， そ れ 以 外 の 細胞 に も，そ の 起源が あ る こ と が示唆 さ れ た．そ こ

で 今回 は 単核球 か ら の NCA の 遊離 に っ い て 検討 を行 っ た ．

　ダニ 抗 原陽性 の 喘息患者と 正 常人 の ヘ パ リ ン 加静脈 血 の 単核球 を リ ン パ 球，単球 に 分 離 し た．そ れ ぞ

れ の 細胞 に phytohemagglutinin （PHA ）お よ び ダ ニ 抗 原 を添加 し， 培養上清中 の NCA 活 性 を ボ イデ

ン 法 に よ り測定 し，牙子量 をゲ ル 濾過で決定 L た ．

　NCA は PKA で は培養時 間48時間で ピーク に達 し ， 抗原刺 激 で は濃度依 存性 で あ り，　501t9／ml で ピー

ク に 達 し た ，NCA の 分子量 は い ず れ も30000daltons以 下 の い わ ゆ る低分子 量域 に 認 め られ た が ，従来 か

ら い わ れ て い る600000daltonsの H 瓢 W −NCA は 認 め ら れ な か っ た．
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は じめ に

　hlgh　molecular 　weight 　neutrophil 　chemotactic

activity （以 下 HMW −NCA と 略 す） は
，

／9　77年 に

Atkinsら 1｝に よ っ て 航原吸入 時の気管支瑞怠患者の 血

清中 か ら見 い 出され た ．我 々 は す で に ，喘 息児 と水 泳

第 3編 2｝
の 中 で

， 運動誘 発性 嚇息 （exercise −induced

asthma ；以下 EIA と 略す） の 際 に み ら れ る末梢血 中

の ｝1MW −NCA の 上昇が ほ ぼ 同程 度の 運動量 の 水 泳

で は 認 め られ な い こ とを報 告 し た が， こ の 場 台 の

HMW −NCA の 起源 は マ ス ト細胞 と 推測 さ れ て い た ．

しか し，抗原吸入
3｝及び EIA4）の 際 の late　 reaction で

HMW −NCA が 二 相 性 に 上 昇す る こ とが 見 い 出 さ れ ，

マ ス ト細胞 の み ならず，それ以外の 細胞か ら もHMW −

NCA の 遊離 があ る こ と を 考 え る 必 要 が 出 て ぎた．

　そ こ で，今回 我 々 は 畄 核球 を phytohemagglutinin

（以下 PHA と略す）及 び ダ ニ 抗原 で 刺激 し，培養上 清

中 の HMW −NCA の 遊離の 有無 に つ い て検討 した ．
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buffered　sa1≡ne ；　PHA 　phytohemagg董utinin

対象及 び方法

　実 験 1．PHA 刺 激 に よ る 単 核球 か らの NCA の 遊

離の 検討

　正 常人 5 人 の ヘ パ リ ソ 加 静脈 血 を 無 菌的 に 20％容量

の 3％ デ キ ス ト ラ ノ と混和 した．上清部 分 の 白 血 球層

部 を 比 重LO77 の Flcoll−Conray に 静 か に 重層 し，
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3eo 喘．恵児 と水泳 （蛍 核球か らの 1
’
C、へ 遊諱甦）

40  × g で 30分間遠 心 分難 を し た ．中間層 の 単 核球 を

RPMI164e＋ 10％ fetal　ca 】f　serum 〈以下，　 FCS と略

す）で 2 回i　 teし，細胞 数を 1x106 個ノml ；c 調 esし た．

こ れ に 容量 で 1％ の PHA を添加 し．37℃，5 ％CO・
， の

条件 で 培養 した ，培養 時間 は
，

6
，

24
，

48
，

72時間 と

し，培養液上 清中 の neutrohil 　chemotactic 　 activitv

（以 ド NCA と略す．〉 を後述 の 方法 で 瀏定 し た．

　各培養時間後 の 培養液を 600× g，10分間の 遠心分難

を行 っ た．上清 を phosphate 　bu晩 red 　sa 】lne （PBS ｝

で 4 ℃，24時間 の 透析 を行 っ た ．補体 の C3a，　 C3bが 遊

走能を 有す るの で ，56℃ ，3D分間 の 非働化 を行 っ た ，

NCA は modi 日ed 　Boyden　chamber 法
5）を 用 い て損1i定

した ，

　結果 は 、フ t ル タ
ー中心部 の 好中球が比較的均等に

分布 し て い る部分を光学顕微鏡の 強拡大 （4 e倍）を使

用 し て 無作為 に 1 視野 カ ウ ソ F し，合計 の 好中球数を

NCA と した ，

　な お，｛ntra ・assay 及 び inter・assay 　of　variation は

19．5及び 35％で あっ t： 5）．

　培養液は ，XM3GO （Amicon 社製）に よ り限 外濾過

し，上 清を20倍 に 濃鏥 した．

　実験 2．adherent 　cell と non 　adherent 　cell の 分離

と PHA 刺激 に よ る NCA の 遊離の 倹討

　瑞息児 3 人 の ヘ パ リ ン 加静脈血 を実験 1 と同様の 方

法で 単核球を分離し，細胞数 を 1 × 106個 ／ml に 調整 し

た ．こ の 細胞を RPMI1640＋ 10％ FCS に 浮遊 させ た．

細 飽 浮遊液 を熊 谷 ら
7）
の 方 法 に 準じ て 直径10cm の ガ

ラ ス 製滅菌 シ ャ
ーレ に 注入 し．37℃，5 ％CO2の 条件 で

3 時間培養 を行 っ た ，培養後，培養液中 に 浮遊 し て い

る nQn 　adherent 　cel1 と シ ャ
ー

レ ガ ラ ス 表面 に 吸着 し

て い る adherent 　cell の 2 群 に 分け た ．両細胞を RPM1

で 2 回 洗浄 し，細 胞数を 1 × 10fi個！ml に 調整 し た．容

量 で 1 ％ の PHA を添加 し，37℃，5 ％CO2 の 条件 で 48

時間培養を行 っ た ，

　 こ れ ら の 培 養液 上 清 を 透 析 ，
非 働 化 後 ｝精 中 の

NCA を実験 ユと 局様 の 方法で測定 し た．

　正 常人 2人 の ヘ パ リ γ 加 静脈血 か ら得ら れ た 単核球

に つ い て も同様の 操作を行 い NCA を測定 した ．

　実験 3．抗原刺激 に よ る単核球 か ら の NCA の 遊離

の 検 討

　ダ ニ 抗原 に 対 し て IgE　RAST ス コ ア
ー 3以上，皮膚

テ ス ト （プ リ ソ ク テ ス ト，皮内テ ス ト）が強陽性 の 瑞

息児 3例 の ヘ パ リ γ 加静脈血1に つ い て 実験 1 と 同様の

方法 で 単核球を分離 し た．なお ，減感作療法，及び，

ス テ ロ イ ド剤 の 投与を受 け て い な い 患児を対象 と し

た．また，採血前 12時間以上 1よdisodium　cromoglycate

（DSCG ）な どの 抗 ア レ ル ギ ー剤や 気管支拡張剤 の 使用

は 中 止 し た．綱胞数 を ユ x106 個／ml に 調整し，鳥居薬

品社製 ア レ ル ゲ γ エ キ ス ・ダ ニ （KOO1）を窒素 タ ン パ

ク 量 と して 1 ，10，50， 100μg／ml を添加 した．37℃ ．

5％CO ，の 条件 で RPMI 内で 30分閤培養を行 っ た ，こ

の 培 養液上清中 の NCA を実験 1 と 同様 の 方法 で 測 定

した．

　実験 4 。各実験 の NCA の 分子量 の 決定

　実験 L2 ，3の それぞれ の 実験で NCA の 上 昇 が 認

め ら れ た 培養液上 清を Pharmacia 社製 の Sephacryl

S・40 を充填 し た カ ラ ム （  ．8x80cm ，流速 4ml／m 】，0．8

m ｝／fraction）を用 い て ゲ ル 濾過を行 い
， 得 られ た フ ラ

ク シ ョ ン に つ い て NCA を測定 した ．

結　果

　実験 1 ．PHA 刺激 に よ る 単核球 か ら の NCA の 遊

離 の検討

　正常人 5 人 の ヘ パ リ ソ 加 静脈 甑 で 実験 を行 っ た が
，

すべ て 同様 の 結果 で あ っ た の で，そ の 代表例 を Fig．1

に 示 した ．6 時間培養で NCA は活性 が 上 昇 し始 め ，48

時間 で ピ
ー

ク に達 し，72時間 で 低下 し た． コ ン ト ロ
ー

ル に お い て も NCA 活性 の 上昇が認 め られ た が，　PHA

刺激群 よ り低値を示 し た．

2000

OOD

」ハ鼎
工

O［丶
の

漏

‘

ユ

O」一
コ
OZ

　 0
　 　 　 6　　　　　　　　　24　　　　　　　　　　　48　　　　　　　　　　　ア2　　h♂s
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　また ，こ の 実験で
3H 一

サ イ ミ ジ ソ 吸収試験 を施 行 し

た ．48時 間培養 の
3H 一

サ イ ミ ジ y の 取 り込 み は PHA

を加 え て い な い コ ン ト ロ
ー

ル に 対し て 約 10 倍 の 差 が

認 め ら れ て，単核 球 は PHA に 刺激 され て ，幼若化が起

きた こ とが 示 され た ，

　実験 2 ．adherent 　cell と non 　adherent 　cell の 分離

と PHA 刺激に よ る NCA の 遊薙 の 検討 （Table　1）

　実験 1の 結果 よ り培養時間 は 48時間 と し た ．喘息児

3例 の ヘ パ リ ン 加静脈血 に つ い て 行 っ た が，Table　1

に 示す よ うに ，adherent 　ce】1　nGn 　adherent 　ce 】1培養

液上清中の NCA は，両群 共 に PHA を添加 して い な

い コ ソ ト ロ ール に 比 べ て 大 きく上昇 して い た ．

　各群 の 細胞 の 回収 壅 をみ るた め ANAE （α
・naphth ．

yl　acetate　esterasre）染色
s｝
を行 っ た ．　 ANA £ 染色は

リ ソ パ 球お よ び単球 の 判別 に も使われ，染色 の 特徴 に

よ り単球，T1 丿 γ パ 球 ，
　 B リ ン パ 球 に 区別 で き る もの

で あ る．我 々 の 回収率は ，adherent 　cell の 中で T りγ

パ 球 は 11．8± 2．1％ （MEAN ± SEM ），　 B リ ン パ 球 は

26．6士 1．3％，　単球‘よ62．4± 2．O％，　non 　adherent 　cell

の 中 で T リ ソ パ 球 は ？6、0± 2．O％ ，
　 B リ ア パ 球 は

Table 　 l　 NCA 　release 　fronl　adherent 　cel］s　and

　　 non 　adherent 　cells （PHA 　chaiienged ）

　　　　　　　　　　　　Study　No 、
Group　　　　　　　　　　｛

1
齢
　　　　2　 　　 　 3
　　　　　　　　…

Control　　　　　　　　　　　　　　　　…　　　34 12　　i　　 l7　　　　．

Non　 adherent 　 celis 314 211 211

Adheren 重 cells 30B 207 224

（NCA ： Neutrophils／10HPF ）

20．0± 1．5％，単球｝i4，0± 0．7％で あ っ た ．

　実験 3 ．ダ ニ 抗原刺激に よ る単核球か ら の NCA の

遊離 の 険討

　喘息児 3例 の ヘ パ y ン 加静脈血 に つ い て 実験を行 っ

た がすべ て 同様 の 傾向が得 られ た の で ，そ の 代表例を

Fig．2 に 示 し た ．ダ ニ 抗 原 刺 激 に よ り単 核球 か ら

NCA の遊難 が認 め られた．　NCA の 上昇 は ダ ニ 抗原濃

度 に 依 存 性 で あ り，そ の 至適濃度は 50μ g／ml で あ っ

た．

　実験 4 ．各実験 の NCA の 分子量 の 決定

　実験 1 に つ い て （Fig．3）

　48時問 で 培養液上清 中 の NCA が最大値を示 し た．
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3  2 喘息児と水泳 （単核球 か らの NCA 遊離 ）

こ の 上 清を ゲ ル 濾過に か け た ，5 例すべ て が同様 の 傾

向を示 し，そ の 代表例 を Fig，3 に 示 した ．NCA 及び吸

光度 は オ プ ア ル プ ミ γ （
「
30000daltons

．
）付近 に

一
致 し

て 認 め られ た．

　喘息 児 3例 に つ い て も同様 の 結果 が 得 られ，そ の
．
代

表例を上 記 正常児の 結果 と対比 し て Fig．4 に 示 し た、
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cells　challenged 　with 　PHA ｛lower　 co 玉u   ，　n ＝3），

　（Sephacry’】S・400　ge］filtration　chromatography ）
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　実験 2 に つ い て （Fig．5）

　non 　 adherent 　cel1 の 培養液上清を ゲ ル 濾過に か け

た結果，喘息児 3例 とも同様の 結果が得られ た ．そ の

代表例を Fig．5 に お い て ，下半分 に 示 し た，　 Fig．5 の

上半分に は 実験 1 の結果を 対比 し示 し た ．両 者 と も

NCA 及 び吸光度 は オ ブ ァ ル プ ミ v3eOOO 　daltons付近

に
一

致 して 認 め られ た ．

　実験 3 に つ い て 〔Fig，6）

　 ダ ニ 抗原を単核球 に 添加 し た と き，上清中の NCA

活性 は 添加 し た 抗原量 に 濃度依存性 に 上昇 した ．各 々

の 上清に つ い て ゲル 罐過を行 っ た と こ ろ ， 喘息児 3例

と もす べ て 同様 の 傾 向 を 示 し た の で そ の 代 表 例 を

Fig．6 に 示 した ．実験 1 ，2 と同様 に ，　 NCA お よ び 吸

光度の ピ ー
ク は オ ブ ア ル ブ ミ ソ 付近 に

一
致 して 認め ら

れ た．

考　案

　 NCA は 1977年 Atkins ら 叫 こ よ っ て 抗原 吸 入 時 の 気

管支喘息患者 の 末梢血中 に 見 い だ された．以後 ， NCA

は 各種 の ア レ ル ギ ー反応，例え ば，抗 lgE を 加 え た ヒ

ト摘出肺組織
爭｝

， 運動誘発性喘息繊 食物 ア レ ル ギ
ー丗

，

寒冷蕁麻疹 m ，抗原 吸入時の late　 reaction3
’

，　 EIA の

1ate　reaction4 ，
の 際 に も見い だ され た ．臨床的 に み て も

EIA の 際の 末梢血 中の NCA 活性 の 強度が肺機能 の 低

下 に ÷ま砥 逆相関 して い る とい う点 か ら， HMW −NCA

は ア レ ル ギ ー
反応の 指標 と し て 意義があ る と考 えられ

て い る，

　我 々 は す で ｝こ 喘 息児 と水 泳
一

第 3編
2｝
で ， EIA の 際

に み られ る末檎 血 中 の NCA 活性 の 上昇 が ，ほ ぼ 同程

度の 運動量 の 水泳 の 際 に は 認 め られな い こ とを報 告 し

た ．従来，AtkinsiM3i、　 Soteri“ ，　 Lee3MD；らの 報告 に も

あ る よ うに ，NCA は 分 子量約60万 の high　molecular

weight の NCA に つ い て 使 わ れ て い る．また，現 在 の

と こ ろ NCA の 起源 に つ い て は ，マ ス ト緇胞 ま た は 好

塩基球 とされ て い る．特 に
， Leeら

lo／1の 報 告 の よ うに ，

DSCG て NCA の 遊 離が抑制 さ れ る こ と か ら マ ス ト總

胞 か ら の遊離が示唆 さ れ て い た．し か し，近年，抗票

吸 入 お よ び EIA に み られ る late　 reaction で HMW −

NCA が 二 摺 性 に 上 昇 し て い る こ と が 見 い だ さ れ．，

NCA を遊離す る細胞が問題 と な っ て きた ．単核球，好

中球，好酸球，肺胞 マ ク ロ フ ァ
ージ か らの NCA の 遊離

の 可能性が考 え られ て い る、今回我 々 は、単球、 リ ン

パ 球 か らの NCA の 遊離を検討 し た ，

　暈 核球，リ ン パ 球，単 球を PHA で 刺檄 したが，今回

の 結 果 で は 分子量 3万 以下 の 比 較的 低 分 子 量 （10w

molecular 　weight ）域 に NCA が認 め られ る の み で あ

り，い わ ゆ る HMW −NCA の 遊 離は 認 め られ な か っ

た ．

　低分子量 〔分子量 3万 以下）の遊走能刺激物質に つ

い て は ，例えば，好酸球遊 赱因子を鯛 に とっ て も極 め

て 多数に 上 り
IS），さらに 近 年そ の 動態が 注 目 され て い

る leukotriene　B4，　 platelet　activating 　factorな ど も

含め る と相 当の数 に 上 るた め，今回 は それ ら と の 普異

な どに つ い て は 論 じ な か っ た ．

　次 に ，単核球 に そ の 患者 が 感作 され て い る 抗 原 （ダ

ニ ）を添加 し，培養上清中 の NCA の 遊離の 有無を検

討 し た と こ ろ，LMW −NCA の 遊離 の み が み られ、

HMW ・『NCA の 遊離 は み ら れ な か っ た ．

　補体 C3a，　C3bは 好 中球の遊走刺激作用がある こ と は

古くか ら知 られ て い た ．今回 は ，化学伝達物質 の 1 つ

で ある NCA に つ い て検討し て い る た め ，すべ て の 検

体 を 非働化 し，そ れ ら の 影 響 を 排除 し た．し た が っ て，

今回 の 結果 の検討に つ い て は補体 の 影響を考慮す る 必

要が な い と い え る
幽ン
ー5）10］13，．

　今回 の 我 々 の 実験で は，好塩基球 の 影響 が問題に な

る が，Ficoll−Conrayに よ る 分離層 の ，い わゆ る 中問層

細胞 中 の 好塩基球 数は ，Kovacs の 方法 を改変 した 末

村 ら
L6 ）

の 方法に よ れ ぽ，単核球 1 × 105個ノml あ た り，

正常 人 で 19，1± 11．9個 【：mean ± SEI　I、
　 n ＝5 ），喘息児

で 4 ．7± 0 ．7個 （mean ± SEM ．　 n ＝5＞ で あ り，約

0，005−O．02％と い え る．

　 こ の こ とか ら ， 好壗9基球 の 混在 に よ る影 響 は 無視 で

きる とい える．

　ま た，．各培養液上清 に つ い て は ，限外濾過 に よ り約

2e倍 に 濃縮 し，そ の KCA を検討し た が高分子域に は

NCA は 認 め られな か っ た ．

　 以 上 よ り， リ ソ パ 球 お よ び 単球 を PHA お よ び 陽性

抗原 で 刺激 し た 場 合，培 養上清中に は い わ ゆ る 即時型

ア レ ・レ ギ ー
反 応 の 際 に み られ る 分 子 量 約60万 の

HMW −NCA は 全 く認 め ら れず，一
方，分子量約 3 万

以下 の low’　molecular 　weight 　NCA が認め られ た ．こ

の LMW −NCA に つ い て は 現在検討 中で あ る．

　本 論 文 の 要 旨 は 第35，36回 日 本 ア レ ル ギ
ー
学会総会 に お

い て 発表 した，
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　稿を 終 え るに あ た り，綯 指 導，御 校 閲 を賜 りま した 東 京

慈恵会医 科大学 小 児 科学 教室前 辮喜平教 授 に 深 謝致 し ま

す．

　 また ，実験 中 に 御指 導 頂 き ま した 岐 阜 薬 科 大学 薬 理 学 教

室永井博弌助教授 ， 国立相模 原 病院 L： ウ マ チ ア レ ル ギーセ

ア タ
ー

研 究部柳原 行義先 生．東京 慈恵 会医 科 大学 小 児 科 正

木 拓 朗 先 生，斉藤 博 久 先 生、国 立 小 児 病 駝 ア レ ル ギ ー科 関 恨

宏子 先生 に 感謝 致 し ます．
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4. NeutrophilASTHMATIC Chemotaetic

  Monocytes

CHILDREN  AND  SWrMMING  TRAJNING

Activity in the Supernatant ef Hurrian Lymphocytes

Challenged with  Phytohemagglutinin and

 House Dust Mite Allergen

and

                    Takebumi  Onda
Dopartment of Pediatrios, 71)kyo Jihei Un iversily Schooi of A4adicine

            Toshikazu Nagakura and  Yoji Iikura

Det)artment ofAilergDi, Aktional ChildTen 's

 A4edicai Research Center

   We  have studied  the release  ot neutrophil  chemotactic  activity  (NCA) frem mononuclear  cells  challenged  with

phytohemagglutinin (PHA) or house dust mites.  Mononuclear cetls from  atopic  asthmatics  and  normal  controls

were  separated  by Ficoll-Conray and  adjustecl  to 1 × 106 cellsfmL  Adherent cells  were  collected  on  glass petri
dishes. Lymphocytes, menecytes,  and  mononuclear  cells  were  incubated in separate  study  with  PHA  for 6, 24, 48,
and  72 hr and  monenuclear  cells  were  lncubated with  house dust mites  fer 30 min.  NCA  was  measured  by modified

Beyden charnber.  Molecular weight  of NCA  was  deterinined by gel filtratien,

   In eur  PHA  chalIenge  study,  NCA  had  ne  rise  at  6 hr, hewever, it showed  a mild  increase at 24 hr and  reached

its maximal  value  at 48 hr in the supernatant  of  lymphocytes, monocytes,  and  menonuclear  cells.

   NCA  showed  an  increase in 3  dose  dependent  manner  following house dust mite  al}ergen  chal]enge  in the
supernatant  of monon  uclear  cells.  NCA  of  the each  supernatant  was  not  eluted  as  a  high molecular  weight  but aow

molecu]ar  welght  less than  30,OOO daltons.

   Our  results  suggest  that lymphocytes, and  rnonocytes  release  low molecular  weight  NCA  but net  high

moiecular  weight  NCA  fol]owing PHA  and  allergen  chalSenge.


