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緒 言

教室のこれ までの研究によ り,気 管支喘息発

作と好塩基球 との密接 な関連1,2)が 明 らかにされ

ている.ま たSkin vesicle testお よび喀痰の検

索により,末 梢血好塩基球はアレルギー反応局

所へと血管外遊出3,4)をお こすこと,抗 原添加時

の生態観察5,6,7,8)によ り,好 塩 基球が運動亢進

をきた し洋梨状 を呈す るなどの形態的変化が観

察されている.著 者は第1編 で抗 ヒ ト免疫 グロ

ブ リン添加に よる末梢血好塩基球の形態的変化

を塗沫標本上で観察 し,気 管支喘息の分類に有

用であることを報告 した.一 方,気 管支喘息発

作をおこさせ る特異抗原の検索方法 として,従

来よりアレルゲンエキス皮内反応閾値の程度,

 Prausnitz-Kustner(以 下PK)反 応,気 管 支吸

入誘発試験, in vitroで はradio-allergo sor

bent test(RAST)に よる特異的IgE抗 体 を検

出する方法などがある.著 者は第1編 で抗 ヒ ト

免疫グロブリンに対する好塩基球の反応性につ

いて塗沫標本上で観察 したが,塗 沫標本上 での

観察は手技がやや煩雑で長時間を要す る欠点が

ある.本 論文では,反 応好塩基球の簡単な観察,

判定方法 として直接算定法 を考案 し,抗 ヒト免

疫 グロブ リンおよび特 異抗原(ハ ウスダス ト)

に対する気管支喘息患者末梢血好塩基球 の反応

性 を観察 した.そ して,直 接算定法による特異

抗原検索方法の可能性につ いて若干の検討 を加

えたので,そ の結果を報告する.

対 象並びに方法

第1節　 対象

対象は当科呼吸器外来へ通院中および当科へ

入院中の気管支喘息62例(男 性34例,女 性28例,

年 令分布9才 ～61才,平 均年令33.7才)で ある.

また対照 としては,ア レルギー性疾患 を有 しな

い健康 人7例(男 性6例,女 性1例,年 令分布

21才 ～31才)を 選んだ.

第2節　 方法

第1項　 反応好塩基球の観察方法

ヘパ リン加静脈血2mlを シ リコン加 工試験

管に入れ,抗 ヒ ト免疫 グロブ リン(抗 ヒ トIgE

あ るいは抗 ヒトIgGヤ ギ血清〔Hyland社 製 〕の

10倍 希 釈液)0.1ml,あ るいは凍結乾燥末(59

μg/vial鳥 居薬品提供)に1mlの 生理食塩 水を

加 え作製 したアレルゲンエキス(102倍 希 釈 液)

0.1mlを 添加後, 37℃ で15分 間incubationし

た. incubation後,白 血球用メランジュールを

用いて好塩基球好酸球 同時直接算定用希釈液9)

に て1: 10に 希釈染色 し,白 血球数算定 と同様

の操作 をおこなった. Fuchs-Rosenthal計 算 盤

を用いて好塩基球数 を算定すると同時に好塩基
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球 を20個 観察 し,抗 原抗体反応により洋梨状の

形態的変化 を呈す る反応好塩基球の出現率の検

討 をお こなった(図1,写 真1).こ の反応好塩

基球の観察は,光 学顕微鏡下200倍(接 眼: ×10,

対 物: ×20)の 拡 大で判定可能であり,通 常は

1枚 のFuchs-Rosenthal計 算盤で20個 観 察可能

であったが,好 塩基球の少ない症例や アレルゲ

ンエキス添加によ り好塩基球数の減少が著明な

図1. Direct Count of Reactive Basophils(DCRB).

症例では2枚 の計算盤で観察する必要があった.

また対 照 として各症例 ごとに他 のシ リコン加工

試験管にヘパ リン加静脈血2mlを と り,生 理

食塩水0.1mlを 添加後の反応好塩基球の出現率

と比較検討 した.

な お上述のごとき全血法 では,添 加抗原と血

清 との反応の好塩基球に及ぼす影響 が問題 とな

る可能性があるため,予 備実験 として好塩基球

を分離 し洗浄後,同 様の操作により反応好塩基

球の出現率 を比較検討 したが,両 者間の出現率

に著変 を認めなかったため簡便な全血法を用い

て検討 をおこなった.

第2項　 血清IgE値

血清IgE値 はradioimmunosorbent test(R-

IST)(Pharmacia Fine Chemicals製)に よ り

測定 した.

第3項　 皮内反応閾値

ハウスダス トエキスの10倍 希釈系列による即

時型皮内反応が陽性を示す最 もうすい濃度を,

皮 内反応閾値 として表 わした.

第4項　 気管支吸入誘発試験

ハウスダス トエ キス×10-2希 釈 液0 .5mlを ネ

写真1.左 上:正 常好塩基球.左 下,右 上,下:反 応好塩基球
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ブライザーに より吸入させ,吸 入前および吸入

後30分 に肺機能検査をお こない1秒 量が20%以

上低下 したもの を気管支吸入誘発試験陽性 と判

断した.

第5項　 ハ ウスダス トに対す る特異的IgE抗

体 の測定

ハウスダス トに対する特異的IgE抗 体 は, ra

dioallergosorbent test(RAST)(Pharmacia

 Fine Chemicals製)に て測定 し,結 果 はRA

ST score 0+, 1+, 2+以 上 の3段 階に分けて

検討 した.

成 績

第1節　 直接算定法の評価-塗 沫標本による

方法 との比較

第1編 で報告 した塗沫標本上 での反応好塩基

球の観察 と,本 編で報告する直接算定法による

反応好塩基球の観察との比較 を,対 象例中7症

例について,抗 ヒ トIgE添 加 時の反応好塩基球

の出現率により検討 した.そ の結果,両 者間の

反応好塩基球の出現率はほぼ一致 してお り(r=

0.97)直 接 算定法による観察 と塗沫標本上の観

察 とはほぼ 同様 の傾 向 を示す こ とが示 され た

(図2).

図2. Correlations　 between the Direct Basophil

 Counting Method and the Basophil Degranulati

on Test(BDT)

第2節　 抗 ヒ ト免 疫 グ ロ ブ リ ン 添 加 時 の 反 応

好 塩 基 球 の 出 現 率

第1項　 健康 人における反応好塩基球 の出現

率

アレルギー疾患を有 しない健康 人7例 では生

理 食塩水添加時の洋梨状 を呈する反応好塩基球

の出現率は平均7.1%で あ った.ま た抗 ヒ トIgE

添加 に よる反応好塩基球の出現率 は平均31.4%

で あ り,抗 ヒ トIgG添 加 では反応好塩基球の出

現率は平均20.7%で あった.す なわち,健 康 入

では抗 ヒ ト免疫 グロブ リンに対する好塩基球の

反応性は生理食塩水添加時に比べやや反応性が

認められるものの,抗 ヒ トIgE,抗 ヒ トIgG添

加 時共に反応好塩基球の出現率は50%以 下 の低

率であった.

第2項　 気管支喘息における反応好塩基球の

出現率

気管支喘息症例50例 を血清IgE値 別 に0～100

IU/ml, 101～300IU/ml, 301～700IU/ml, 701～

1000IU/ml, 1001IU/ml以 上 の5段 階に分け,

各々10症 例 ずつについて抗 ヒ ト免疫 グロブ リン

添加時の反応好塩基球の出現率 について検討 を

おこなった.

血清IgE値 が0～100IU/mlの 症例 では,反

応好塩基球 の出現率は生理 食塩水添加 では平均

4.5%,抗 ヒ トIgE添 加 では平均45%,抗 ヒ ト

IgG添 加 では平均27.5%で あ った.血 清IgE値

が101～300IU/mlの 症例では反応好塩 基球の出

現率は生理食塩水添加 では平均5%,抗 ヒ トIgE

添加 では平均47%,抗 ヒ トIgG添 加 では平均25

%で あ った.同 様に301～700IU/mlの 症例では

反応好塩基球の出現率 は生理 食塩水添加 では平

均5.5%,抗 ヒ トIgE添 加 では平均57%,抗 ヒ

トIgG添 加 では平均21%で あ り, 701～1000IU/

mlの 症 例では反応好塩基球 の出現 率は生理食

塩水添加 では平均9.5%,抗 ヒ トIgE添 加 では

平均63%,抗 ヒ トIgG添 加 では平均21%で あ っ

た.ま た1001IU/ml以 上 の症例 では反応好塩基

球の出現率 は生理食塩水添加では平均7%,抗

ヒ トIgE添 加 では平均73%,抗 ヒ トIgG添 加

では平均19%で あ った.

す なわち,抗 ヒ トIgE添 加 では血清IgE値 が

高値 である症例ほど反応好塩基球の出現率が高

度 となる傾 向にあり,血 清IgE値 が1001IU/ml

以 上 の高値の症例は血清IgE値 が100IU/ml以
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下の低値 の症例 と比較 し有意に反応好塩基球 の

出現率が高度であ った(p<0.001).血 清IgE値

が100IU/ml以 下 の低値の症例 と健康人との比

較では,前 者において反応好塩基球の出現率が

やや高い傾向がうかがわれるものの有意差は認

め られなか った.

抗 ヒ トIgG添 加 では,抗 ヒ トIgE添 加 とは

異な り血清IgE値 が 低値の症例ほど反応好塩基

球 の出現率 は高度である傾向が認め られたが,

血 清IgE値 が100IU/ml以 下 の症例 と血清IgE

値 が1001IU/ml以 上 の症例および健康人 との比

較において も推計学的に有意差は認め られなか

った(図3, 4).

第3節　 抗原添加濃度 と反応好塩基球の出現

率

添加 するア レルゲンエ キスの至適濃度を検討

図3. Percentage of Reactive Basophils After

Addition of Anti-IgE and Serum IgE Levels

図4. Percentage of Reactive Basophils After

Addition of Anti-lgG and Serum IgE Levels
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す るため,ハ ウスダス トエキスの凍結乾燥末に

生理食塩水を加 えるこ とに より101～104倍 まで

の10倍 希 釈液 を作製 し,反 応好塩基球 の出現率

および好塩基球の減少率 を検討 した.

ハ ウスダス トが特異抗原である気管支喘息患

者4例 を対象に,ハ ウスダス トエキスの濃度別

添加による末梢血好塩基球 の反応性について検

討した.高 濃度のハウスダス トエキス(10倍 希

釈液)添 加 では好塩基球は著明に減少 し,反 応

好塩基球の出現率 も高度であった.し か し, 10

倍希 釈液の添加 では, 1cmm中 の 好塩 基球 は

3, 7, 0, 0個 で あ り,平 均2.5/cmmと 高 度 に

減少し,好 塩基球 を20個 算定することが困難で

あった.一 方, 102倍 希 釈 液添加 では1cmm中

の好塩基球は13, 17, 10, 10個 と平均12.5/cmm

であ ったため好塩基球 を20個 算定することは容

易であ り,ま た反応好塩基球の出現率 も10倍 希

釈液添加時は平均73.3%, 102倍 希釈液添加の平

均は73.8%と ほ とんど差 異を認めず,ま た103

図5. Reactive Basophil Counts in Different Coni

centration of House Dust Allergen.

倍希釈液添加の平均 は36.3%と 低値 を示 した.

す なわち,ハ ウスダス トエキスに関 しては102

倍希 釈液が至適添加 濃度 と考えられた(図5).

したがって以下の実験はハ ウスダス トエキス102

倍 希 釈液を使用 して行った.

第4節　 気管支喘息における抗原添加時の反

応好塩基球の出現率

第1項　 皮内反応閾値 との関連

気管支喘息患者20例 を対象に,ハ ウスダス ト

の皮内反応閾値の程度 とハウスダス トエキス添

加時の反応好塩基球の出現率について比較検討

した.皮 内反応閾値は×103は5症 例, ×104は

6症 例, ×105は6症 例, ×106は2症 例, ×107

は1症 例であった.そ の結果,皮 内反応閾値が

低い程反応好塩基球の出現率が高い傾 向にあ り,

皮 内反応閾値の程度 と反応好塩基球の出現率 と

の間に正の相関が認められた(r=0.62, p<

0.01)(図6).

図6. Correlation between the Direct Reactive

 Basophil Counts and the End Point of the Skin

 Test for House Dust.

第2項　 気管支吸入誘発試験 との関連

ハ ウスダス トの気管支吸入誘発試験 とハ ウス

ダス トエキス添加時の反応好塩基球の出現率に

ついて比較検討 をした.吸 入誘発試験陰性14症

例 の反応好塩基球 の出現率 は0～40%(平 均

17.9%)と 低 率 であった.一 方吸入誘発試験陽

性6症 例 の反応好塩基球 の出現率 は50～80%

(平均65%)と 高 率であった.す なわち吸入誘発

試験陽性例 と陰性例 との間には反応好塩基球の

出現率 に明らか な有意の差が存在し(p<0.001),

出現率50%以 上 はすべ て陽性であ り,ハ ウスダ
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図7. Correlation between the Reactive Basophil

 Counts and Bronchial Provocation Test to House

 Dust.

図8. Correlation between the Reactive Basophil

 Counts and the RAST Score to House Dust.

ス トによる気管支吸入誘発試験 と反応好塩基球

の出現率の間には密接な関連が認め られた(図

7).

第3項　 RAST scoreと の関連

ハウスダス トのRAST scoreと ハ ウスダス ト

エキス添加時の反応好塩基球 の出現率につ いて

検討 した. RAST score 0+の 気 管支喘息 患者

11症 例の反応好塩基球 の出現率は平均15.9%で

あ り, RAST score 1+の4症 例の反応好塩基

球の出現率 は平均35%で あ った.さ らにRAST

 score 2+以 上 の5症 例 については反応好塩基

球の出現率は平均65%と 高 度であった.す なわ

ち,ハ ウスダス トエキス添加時の反応好塩基球

の出現率 とRAST scoreと の 間に密接 な関連

が認め られ,特 にRAST score 0+の 症例 と2

+以 上 の症例の反応好塩 基球の出現率 には明ら

かに有意の差が認め られた(p<0.001)(図8).

総括 並びに考案

著者は第1編 で抗原抗体反応に よる好塩基球

の形態的変化 を数 量的に観察する目的で,独 自

の方法で好塩基球 を分離 し,抗 ヒ ト免疫 グロブ

リン(抗 ヒ トIgE,抗 ヒ トIgG)添 加 による好塩

基球 の反応性 を塗沫標本上で光学顕微鏡下に観

察 し報告 した.す なわちア トピー型気管支喘息

や血清IgE値 が 高値を示す気管支喘息の末梢血

好塩基球は抗 ヒ トIgGよ りも 抗 ヒトIgEに 対

して高度な反応性 を示 し,ま たヒスタ ミン遊離

も高度であった.か か る好塩基球の反応性の検

討は気管支喘 息の病型の把握に有用であると考

え られるが,塗 沫標本上での好塩基球の観察は

手技がやや煩雑で長時間を必要 とする.し たが

って著者は好塩基球の直接算定法による観察方

法 を考案 し,好 塩基球の反応性について検討 を

加 えた.

塗 沫標本上 での反応好塩基球の観察 と,直 接

算定法による観察 との比較 を,抗 ヒ トIgE添 加

時の反応好塩基球 の出現率につ いて検討した結

果,両 者の出現率 はほぼ一致 してお り,直 接算

定法が塗沫標本上の観察 と同様に有意義な方法

である と考え られた.直 接算定法による健康 人

における抗 ヒ ト免疫 グロブ リン添加時の反応好

塩基球 の出現率は,抗 ヒ トIgE添 加 で平均31.4

%,抗 ヒ トIgG添 加 で平均20.7%で あ り,い ず

れ も低率 であ り,一 方気管支喘息症例において

は抗 ヒ トIgE添 加 により反応好塩基球の有意の

増加がか な りの症例 で観察された.ま た気管支

喘息におけ る抗 ヒ ト免疫 グロブ リン添加時の反

応好塩基球の出現率 を,血 清IgE値 別 に5段 階

に分け比較検討す ると,抗 ヒトIgE添 加 では血

清IgE値 が0～100IU/mlの 症例の反応好塩基

球 の出現率 は平均45%で あ り,血 清IgE値 が

1001IU/ml以 上の症例 では反応好塩基球の出現

率 は平均73%と 高 度であ り,健 康人お よび血清

IgE値 が 低い症例 との間には有意差が認め られ

た.す なわち,一 般に血清IgE値 が 高値を示す

症例では,好 塩基球の反応性 も高度である傾向

がみ られた.一 方抗 ヒ トIgG添 加 時の反応好塩
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基球の出現率 は血清IgE値 が0～100IU/mlの

症例では平均27.5%,血 清IgE値 が1001IU/ml

以上 の症例は平均19%で あ り,血 清IgE値 が 低

い症例がやや 反応好塩基球の出現率が高度の傾

向が認められたが有意差 は認められなかった.

これは第1編 で考案 したごとく, IgGはIgEの

約100～1000倍 の量10)が 同 量のヒスタ ミン遊離

をおこすためには必要であるこ と,か かる直接

算定法では抗 ヒトIgG添 加 に関 しては血清IgG

が 多量に存在す ることなども問題 となると考え

られる.し たが って好塩 基球の反応性 を検討す

るにあたって抗 ヒ トIgG添 加 についての反応好

塩基球の観察は今後に検討の必要性が残されて

いる.

最近気管支喘息の減感作療法11)の有 効性が一

部に疑問視 されている.そ れは1つ にはアレル

ゲン検索の手段の不十分さの影響 もあると考 え

られる.気 管支喘息の特 異抗原を検出する方法

としては,皮 内反応閾値, PK反 応,気 管支吸

入誘発試験,好 塩基球か らのヒスタミン遊離12,13)

な どの方法が行われている.皮 内反応閾値に よ

る方法は皮膚の過敏性に影響されやすいこと,

 PK反 応による場合はサルあるいは近親者な ど

の協力が必要 なこと,気 管支吸入誘発試験は喘

息大発作が誘発 され る危険性があ るなどの問題

点がある.ま たヒスタ ミン遊離試験14,15)も優 れ

た抗原検索法の1つ であるが,ヒ スタ ミンを正

確に定量する設備が必要 である.

近年in vitroで の アレルゲン検索方法 として

RAST法 が普及 してきている. RAST法 に よ

る特異的IgE抗 体 を検 出することによ り抗原 を

決定する方法は,患 者に対す る負担が少な く非

常に優れた方法である.し か しこの方法では血

清中の特異的IgE抗 体 の測定により,当 該抗原

に感作されていることは知 り得 るものの,原 因

抗原であるか どうかの判断にはやや難点がある.

す なわち,こ の方法によっては喘息発作,す な

わち気道におけるアレル ギー反応に,こ の抗原

ないし特異的IgE抗 体 が関与 していることは明

らかにされ得ない.

Shelleyら16,17)がin vitroで ペ ニシリンその

他の薬剤アレルギーの検索方法 として好塩基球

脱顆粒試験 を考案 して以来,薬 剤アレルギー以

外に も食物アレルギー18),枯 草 熱,気 管支喘息

などの抗原の検索方法19,20)として好塩 基球の反

応性を利用す る方法が試み られている,今 回著

者は,直 接算定法 を利用 して新たに好塩基球の

反応性 を観察することにより,特 異抗原検索方

法 としての利用価値の可能性 を検討 した.直 接

算定法に よる成績は,ハ ウスダス トの皮内反応

閾値が低い症例程,ハ ウスダス トエキスに対す

る好塩基球の反応性が強 く,ま た気管支吸入誘

発試験陽性6症 例およびRAST score 2+以 上

の5症 例では反応好塩基球の出現率 はいずれ も

平均65%と 高 度であった.す なわち,気 管支喘

息患者の特 異抗原に対する好塩基球 の反応性 と

皮内反応閾値,気 管支吸入誘発試験およびRA-

ST scoreと の問には,密 接 な関連が認め られ,

特 に吸入誘発試験 との間に関連 を認め たこ とは

気管支喘息の特 異抗原の検出に好塩基球の反応

性を利用 した検索方法が有意義 であることを物

語る様に思 われる.ま た直接算定法は操作が簡

単であり短時間に多数の検体が判定でき,好 塩

基球の非特 異的損傷をさけることが可能である

ため,容 易に日常臨床 にも応用できる優れた抗

原検索方法 と考えられた.

結 語

気管支喘息患者62例,健 康人7例 の末梢血好

塩基球に,抗 ヒ ト免疫 グロブ リン(抗 ヒ トIgE

お よ び抗 ヒトIgG),お よび抗原添加 時の好塩基

球の反応性 を直接算定法で観察 し,以 下の結果

を得た.

1.直 接算定法による抗 ヒトIgE添 加 時の反応

好塩基球の出現率は,塗 沫標本に よる成績 と

ほぼ同様 であった.

2.健 康 人末梢血好塩基球 の抗 ヒト免疫 グロブ

リンに対す る反応性 は低値であった.

3.血 清IgE値 が高い症例の末梢血好塩基球 は

抗 ヒトIgEに 強 く反応 した.

4.ア レルゲン添加におけ る好塩基球の反応性

を検討する場合のハウスダス トエキスの添加

濃度の検討では, 102倍 希 釈液が至適濃度 と

考えられた.

5.ハ ウスダス トの皮内反応閾値が低 い症例,

気管支吸入誘発試験陽性の症例,お よびRA
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ST scoreが 高 い症例程,特 異抗 原添加 時の

反応好塩基球の出現率は高度であり,皮 内反

応閾値,気 管支吸入誘発試験, RAST score

と好塩基球の反応性の間には密接な関連が認

められた.

以上の結果 より,直 接算定法による好塩基球

の反応性の検討は,操 作が簡単であり,短 時間

に多数 の検体 が判定で き,特 異抗原検索方法 と

しても容 易に 日常臨床に応用できる方法 と考え

られた.

稿 を終るにあたり,御 指導御校閲を賜った恩師木

村郁郎教授に深甚の謝意を表するとともに,終 始御

懇篤なる御指導を賜った三朝分院内科谷崎勝朗助教

授に深謝いたします.
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Studies on Basophil Reactivity

Part II. Observations of reactive basophils by a direct counting method

Yoshinori GODA

Second Department of Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Ikuro Kimura)

Morphological changes of basophils stimulated by anti-IgE, anti-IgG and an specific 
antigen were observed in 62 asthmatic and 7 healthy subjects by direct counting.

The percentage of anti-IgE induced reactive basophils determined by the direct 

counting method was similar to that by the smear method. Basophil reactivity to both 
anti-IgE and anti-IgG was low in the healthy subjects. Basophils from asthmatic subjects 
with a high serum IgE level reacted strongly to anti-IgE. The optimal concentration of 

house dust for observing reactive basophils was a 102-fold dilution of the extract. The 

percentage of reactive basophils induced by house dust correlated with the skin end point, 
the RAST score and the bronchial challenge test in asthmatic subjects sensitive to the 
corresponding antigen.

These results suggest that observation of morphological changes by the direct counting 
method is useful for in vitro detection of specific antigens.


