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緒 言

気管支喘息は古 くか ら肥満細胞か ら遊離 され

るヒスタ ミン,Slow reacting substanse of

 anaphylaxis(以 下SRS-A)に よ り惹起 され る

可逆性気道収縮 を特徴 とす る疾患群 として知 ら

れている.一 方,近 年のアラキ ドン酸代謝産物,

サ イ トカイン,ニ ュー ロペプ タイ ド等のメデ ィ

エーターの発見や,気 道粘膜剥離性病変の概念1),

遅 発 型気道反応(以 下LAR)2)の 研 究 などか ら,

その病態生理におけ る理解 は大 き く変化 しつつ

ある.中 でも難治性喘息は,従 来 よりI型 ア レ

ルギー反応における病態機序 では説明できない

点が多か ったため,こ のよ うな新 たな化学伝達

物質による病態解明が試 みられている.特 に,

以 前か らSRS-Aと してアレルギー性病変に深

く関与す ることが考 えられてい るペ プチ ドleu

kotrienes(以 下LTs)は,平 滑筋収縮能や血管

透過性の亢進が ヒス タミンに比べ長 い持続性 を

持 ち しか もその作用 は強力であ るとい う生理活

性3)4)よ り,重 症発作 及び喘息の重症化 との関連

性が想定 されてい る.著 者は,第1編 でCalcium

 ionophore(以 下Cal)刺 激 における喘息患者好

中球か らのLTC4, LTB4産 生 能が健常人に比 し

亢進 してお り,難 治性喘息では,そ の傾 向がよ

り著明であることを明らかに した.さ らに難治

性喘息では好 中球 からのsuperoxide(以 下O2-)

産 生能 も亢進 してお り,好 中球 の活性化が喘息

の重症化に関連している可能性を示した.さ ら

に,好 塩基球の反応性や免疫走査電顕法の手技

を用いた好塩基球表面のIgG受 容体の態度など

教室の一連の研究により,難 治性喘息における

抗IgG抗 体の関与が明かとなっている5)6)7).従

って難治性喘息においては,IgGを 介した免疫

学的反応により好中球から種々の化学伝達物質

が産生され,そ の結果アレルギー炎症が増幅さ

れ喘息が重症化,難 治化するという過程が想定

される.か かる観点から本論では,免 疫学的刺

激による好中球からのLTs産 生能を難治性と非

難治性喘息群 とで比較検討を行った.

対 象 と 方 法

1.　対 象

対象は,健 常人18例(21～60歳,平 均31.3±

10.4;男 性13例女性5例)と 岡山大学第2内 科

呼吸器外来に通院あるいは入院中の気管支喘息

患者32名(18～71歳,平 均43.5±16.6歳;男 性

20例女性12例)を 選んだ.そ のうち吸入アレル

ゲンのIgE RASTス コアや即時型皮内反応が

陽性のもの16例,そ れらが陰性のもの16例 であ

った.ま た日本アレルギー学会の重症度判定基

準に従った軽中等症に相当するものは10例,重

症は22例であり,病 型診断時から過去1年 間に

プレ ドニゾロン(PSL)換 算5mg/日 以上を内服

しているステロイ ド依存性難治性喘息は20例 で

あった.か かる喘息患者の採血は非発作時にお
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こない,少 な くとも採血前或は採血後6時 間以

内に発作 を認め た症例 は検討か ら除外 した.

2.　 方 法

まず,好 中球分離 を第1編 と同様の方法で行

った.す なわち,得 られた好中球分画1mlを 遮

光 した試験管 内に移 し,自 己血清 にてprein

cubateし た後,濃 度別 に刺激 し最大産生 を認め

る抗体 量を決定 した.す なわ ち,抗IgG抗 体,

抗IgG1抗 体,抗IgG4抗 体,抗IgE抗 体(Hyland

製,1:10)を0.05ml,あ るいはzymosan activat

ed serum (ZAS)を100μl, candida抗 原 を150

μg/ml加 え,37℃ で30分 反 応 させ た.そ の反応液

に4倍 量の氷冷 した99.5%エ タ ノール を加 えて

LTsを 抽 出後,窒 素 ガスにて置換後密封 し測定

時 まで-80℃ で保存 した.

High performance liquid chromatography

 (HPLC)に てLTs測 定 するための検体処理 方

法 は第1編 と同様に行 った.す なわち,遠 沈 し

たエタノール混合液の上清 をconcentratorに て

蒸発濃縮 し,10%ア セ トニ トリルで溶解 したの

ちC18ODSカ ー トリッジカラムを用 いて精製 を

行 った.回 収 したギ酸 メチル をevapolatorに

て再度蒸発 濃縮 した後,50%ア セ トニ トリル500

μg/mlで 溶 解 しHPLC用 検 体 とした.HPLCは

Waters社 製 を用 い,カ ラムは逆層のTSK-GEL

 ODS-120T(東 ソー社 製)を 用 いた.LTsの 溶

出はアセ トニ トリル ・水 ・メタノール ・酢酸の

混合液(pH5.6)を 用 い,UV280nmに て検出

した.各LTsの 同定 は,合 成LTC4, D4, B4

の ピー クに相 当す る溶出時 間で判定 し,定 量は,

既 知量の合成LTC4, D4, B4で 得 られた溶出曲

線の ピー クの高 さか ら算 出し,好 中球分画7×

106個 当 た りのLTs産 生 能 として表現 した.結

果の数値はLTsに つ いては7×106個 をmean±

SD表 現 し,有 意差 の検定は,studen's testを

用 い,p<0.05を 有 意差 あ りとした.

結 果

1.　抗IgG抗 体 及びZAS, Candida抗 原 刺激

での至適 反応時間の検討

抗IgG抗 体 の反応時間はFig. 1の ご とく

LTC4, LTB4と も30分 が ピー クであ り,推 計学

的に有意 であ ったため,抗 体 を用いた刺激 にお

け る至適反応時間は30分 とした.ま た,ZAS刺

激 で も同様に30分 が至適条件 であったが(Fig.

 2), Candida抗 原 刺激の反応時間はLTC4,

 LTB4と も15分 か ら60分 の 問いずれも差 を認めな

かったため15分 を至適時間 とした(Fig. 3).

2.　抗IgE抗 体 刺激によるLTs産 生 能

喘 息患者の うち特に難治群 の好 中球分 画は,

非免疫学的刺 激(Cal)で 高 いLTsの 産生能 を

示 したが,免 疫反応に基づ く刺激 において好 中

球か ら産生 されるLTsに つ いて検討 を行 った.

その結果Fig. 4の こ ど く抗IgE抗 体 刺激 では

ほとんどLTs産 生 能 を示さなかった(LTC4 0.7±

1.9ng, LTB4 0.0±0.0ng).

Fig. 1 The time course of LTC4 (•Z) and LTB4 

(•œ) production from neutrophil-rich

 fraction stimulated by anti-IgG. Each

 point represents the mean•}SD of six

 different experiments.

〇-LTC4

●-LTB4

*P<0.01

.*P<0.02

Fig. 2 The time course of LTC4 (•Z) and LTB4 

(•œ) production from neutrophil-rich

 fraction stimulated by ZAS. Each point

 represents the mean•}SD of three differ

ent experiments.

〇-LTC4

.●-LTB4
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〇-LTC4

●-LTB4

Fig. 3 The time course of LTC4 (•Z) and LTB4 

(•œ) production from neutrophil-rich

 fraction stimulated by candida antigen.

 Each point represents the means•}SD of

 six different experiments.

Fig. 4 Elution curve of leukotrienes by HPLC.
 The arachidonic acid production from
 neutrophil-rich fraction stimulated by
 anti-IgE (A) and anti-IgG (B) was
 shown by solid line. The peaks of bro
ken line by the same sample included

 with authentic leukotriene C4, D4 and B4
 were estimated by the elution time of
 each leukotriene production.

3.　抗IgG刺 激 に よるLTs産 生能

抗IgG抗 体 刺 激 ではLTC4は4.1±1.8ng/

7×106PMNsと 抗IgE抗 体 に比 し有意に高い

産生能 を示 した(p<0.01)(Fig. 5).さ らに,

LTB4も 抗IgG抗 体 では抗IgE抗 体 刺激に比 し

て0.4±0.7ngと 産 生亢進 と傾 向はみ られたが,

有 意差 は認め られなか った(Fig. 6).さ らに重

症群 におけ るに抗IgG抗 体 に よるLTC4産 生能

を比較す ると,非 難治群の3.5±3.3ngに 比 し難

治群 は8.0±12.1ngと 産生能は亢進す る傾向が

認め られたが,LTB4と 同様,推 計学 的には有意

差はなか った(Fig. 7).

4.　抗IgG1,抗IgG4抗 体 によるLTs産 生 能

同様 に抗IgG抗 体 サブ クラスについて好中球

分画か らのLTs産 生 能を検討 した結果,抗IgG1

抗体 と抗IgG4抗 体 刺激でのLTC4 (Fig. 8),

 LTB4 (Fig. 9)の 産 生はいずれ も有意差 は認め

られなかった.次 に重症群 での抗IgG1抗 体 刺激

に よるLTC4とLTB4産 生能 の検討 を行 ったが

難治性群 と非難治性群の間に差 は認め られなか

った(Fig. 10).同 様 に抗IgG4抗 体 刺激による

重症間で も同様 に差 は認め られなか った(Fig.

 11).

5.　ZAS刺 激 に よるLTs産 生 能

補体系 を介する反応の関与 を知 る目的で,ZAS

刺 激 による好中球分画からのLTs産 生能 を検討

した ところ,LTC4, LTB4の 産 生がみ られた も

のの,そ の産生量はCalに 比 して全般 に低 く,

難 治群 の一部に高い症例 が認め られたが両群 間

に有意差は認め られなかった(Fig. 12).

6.　 Candida抗 原 によるLTs産 生 能

次に,Candida抗 原 で刺激す るとFig. 12の

ご とくLTC4, LTB4と もかな りの産生がみ られ
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た.重 症度別に検討す る と非難治群 のLTC4が

5.6±4.3で あ ったのに比 し,難 治群 では12.3±

10.4と 有 意に高値 を示 した(P<0.05).し か し,

LTB4は 非 難治群,難 治群 の両群間に差は認め ら

れなか った(Fig. 13).

Fig. 5 A production of leukotriene C4 from
 neutrophil-rich fraction of bronchial
 asthmatics stimulated by anti-IgE and 
anti-IgG (Paired t test).

Fig. 6 A production of leukotriene B4 from

 neutrophil-rich fraction of bronchial
 asthmatics stimulated by anti-IgE and 
anti-IgG (Paired t test).

Fig. 7 A production of leukotriene C4 and B4

 from neutrophil-rich fraction of bron

chial asthmatics stimulated by anti-IgG.

 The production of LTs was compared

 with severity of bronchial asthma.

Fig. 8 A production of leukotriene C4 from
 neutrophil-rich fraction of bronchial
 asthmatics stimulated by anti-IgG1 and
 anti-IgG4 (Paired t test).

7.　免 疫学的刺 激におけ るLTs産 生 比

同一症例 におけるCal刺 激 と免疫学的刺激の

LTs産 生 比(免 疫学的刺 激によるLTs値/Cal

刺 激 に よるLTs値 ×100)を 検 討 した結果,Fig.

 14に 示 す ごとくLTC4で はZASを 最 少 として

抗IgE抗 体,抗IgG1抗 体,抗IgG4抗 体,Can

dida抗 原,抗IgG抗 体 の順 に高値 を示 した.

また,LTB4は 抗IgE抗 体 を最 少にZAS,抗IgG

抗体,Candida抗 原,抗IgG4抗 体,抗IgG1抗

体 の順 に高か ったが,LTC4, LTB4と も特定の
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刺激における有意差は認められなかった.

Fig. 9 A production of leukotriene B4 from
 neutrophil-rich fraction of bronchial
 asthmatics stimulated by anti-IgG1 and
 anti-IgG4 (Paired t test).

Fig. 10 A production of leukotriene C4 and B4

 from neutrophil-rich fraction of bron

chial asthmatics stimulated by anti-IgG1.

 The production of LTs was compared

 with severity of bronchial asthma.

Fig. 11 A production of leukotriene C4 and B4

 from neutrophil-rich fraction of bron

chial asthmatics stimulated by anti-IgG4.

 The production of LTs was compared

 with severity of bronchial asthma.

考 察

難治性喘息の病態はいわゆるステロイ ド依存

性喘息8)という概念で理解 されているごとく,通

年性の重症発作を繰 り返 し,時 として喘息死の

危険にさらされステロイ ド治療を必要 とするこ

とや,そ の発症年齢が40歳以降の症例が多いと

いう特徴 を有 し,日 常生活管理が難しく入院生

活を余儀なくされることが多いなど,quolity of

 life (QOL)の 向上を考える上で多くの問題を抱

える疾患の一つである.こ のように同じ気管支

喘息ではあるが,小 児のア トピー型気管支喘息

とはかなり異なる臨床的特徴 を持つことにより,

その発症機序や病態生理が異なる可能性があり,

木村は中高年発症型難治性喘息として独立した

病態を提唱している9).つ まり,慢 性持続型で,

季節型に乏しく通年性 という喘息発作を有し,

40歳以上になって初めて発症し家族歴や既往歴

などアレルギー疾患がなく,比 較的急速に重症

発作に移行 しステロイド依存性 となるという病

態を有 している8).

著者はこのような病態に,好 中球及びLTsが

如何なる形で関与 しているかを知る目的で,喘

息患者好中球からのLTs産 生能及びO2-産 生

能を検討 した結果,好 中球からのLTs産 生能は
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気管支患者で亢進し,難 治性喘息ではLTC4産

生能が特に高 くしかもO2-産 生能 も亢進し,好

中球機能の活性化が強いことを第1編 で明らか

にした.本 編ではさらに,抗 原や抗IgG抗 体な

どの免疫学的刺激を用いて検討を行ったところ,

難治性喘息では非難治性喘息に比し,Candida

抗原刺激により有意にLTC4産 生能が亢進して

おり,ま た,抗IgG抗 体やZAS刺 激などでも

LTs産 生が認められた.こ れより,難 治性喘息

では好中球から産生されるLTsが その病態に関

与 し,そ の好中球を活性化させる機序として,

抗IgG抗 体やCandida抗 原などの関与が示唆

された.

Fig. 12 A production of leukotriene C4 and B4

 from neutrophil-rich fraction of bron

chial asthmatics stimulated by zymosan

-activated serum. The production of LTs

 was compared with severity of bronchial

 asthma.

Fig. 13 A production of leukotriene C4 and B4

 from neutrophil-rich fraction of bron

chial asthmatics stimulated by candida

 antigen. The production of LTs was

 compared with severity of bronchial

 asthma.

前述 したご とく,教室 の一連の研究 より5)6)7)か

か る病 態の反応系に於て,好 塩基球や リンパ球

がIgGを 介 した免疫機序 を介す ることが明 らか

となっているが,Shawら はIgG-coated beads

を用 いて好酸球 を刺 激 しLTC4産 生 を認め,f-

Met-Leu-Phe (fMLP)に よ りこの産 生が増強 さ

れ るこ とによ り,Fcレ セ プ ターを介 した反応で

あろうと推測 している10).Ferrerriら はIgG, IgA,

 IgE, IgMを 用 いて単球 か らのLTs及 びPGE2を

測定 した結果,細 胞膜表面 レセプ ターに一致 し

て,IgGに よ り高い産生 を認め,IgA, IgEも

わ ずかに産生 を認めたがIgMよ りは産生 を認め

ていない.さ らにこの産生はサイ トカラシンB

に よる前処理 によ り抑制 されなか ったことより,

貪 食による反応ではな くFcレ セプター を介 し

た反応 であることを示唆 している11).今 回の好 中

球 を用 いた結果においても抗IgE抗 体 刺激では

ほ とん ど認め られなか ったLTs産 生 が,抗IgG

抗体 刺激 では認め られ たことに より,好 中球 に

おいて も同様 の機序が考 えられた.さ らに,補

体が関与 しない抗IgG4抗 体 刺激によって も産生

が認め られ,し か も抗IgG1抗 体 刺 激 と差 を認め

なか ったことや,ZAS刺 激 において強い産生能

が認め られなかったこ とは,LTs産 生 に関 わる
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レセプターは補体 を介 さない可能性 が示唆 され

る.

また,免 疫学的刺激におけるLTs産 生 量は諸

家に よワCal刺 激 の約10-20%と され てい る

が10)11),今回 の検討では2.8-15.9%で あ った.

さて,難 治性喘息におけ る好 中球か らのLTs

産 生能 の明 らかな亢進は,発 作時の血清中NCA

活 性が高値 を示 している報告12)や発 作時に好中球

からの活性酸素の産生能が亢進13)していることな

どか ら,細 胞活性化の側 面を見てい るだけなの

か,そ れ とも喘息の難治化 と好 中球か らのLTs

産 生 が何 らかの関連性 を有 しているのか不明 な

点があ り,さ らに他のア ラキ ドン酸代謝産物 を

含めた今後の検討が必要 と思 われ る.ま た,LTs

は 酸素や光に より分解 し14),合 成LTC4を10分

間100℃ で熱 しても全 く破壊 されずに熱には安 定

である反面,pHに 対 し非常 に敏感であ り,回 収

率 な どにかな り影響 し,測 定過程で行 われ る蒸

発 濃縮 も完全 に乾 固す るとや は り回収率 に影響

してつ くること15),HPLCに おけ るプ レカラム

の汚れの状態に敵感なこと,RIAに おける抗体

の特異性に関題があること16)など測定における問

題点 も数多く残されており,今 後に対する研究

課題 と思われる.

〇-LTC4

●-LTB4

Fig. 14 Compared with the production of LTC4 (•Z) and LTB4 (•œ) from neutrophil-rich fraction of

 bronchial asthmatics by Cal stimulation and immunological stimulation.

一方
,難 治性喘息病態において好中球以外の

炎症細胞でア レルギー性炎症に深 く関与す る好

酸球 は,難 治性喘息では脱顆粒 した低 比重好酸

球 が出現するが,こ の低 比重の好酸球のLTC417)

やO2-18)の 産 生 が亢進 し,ま た喘息発作時 の好

酸球 はO2-産 生 が亢進 してい る報告13)な ど好酸

球 と重症化 との関 り方 を示す報告は多い.さ ら

に,近 年好酸球 由来のeosinophil cationic pro

tein (ECP), eosinophil peroxidase (EPO),

 major basic protein (MBP)な どの物質が気道

粘膜剥離 と関連がある報告19)20)も多 く,かか る病

態の一翼 を担 う細胞 と考 えられている21).ま た,

喘 息病態 での各種 炎症細胞は活性化 されてお り,

特 に難治性喘息において顕著 であ るが,慢 性炎

症の主役 であ る リンパ球 について も,難 治性喘

息ではそのIL2産 生能やNCA活 性 が亢進す る
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こ とが判 明 してい る22).こ の病態については,抗

原刺激によ り肥満細胞か ら放出 されるLTB4,

 ECF-A, NCAな どの遊走 因子によ り気道に動

員 された炎症細胞 を,Tリ ンパ球か ら放出 され

たサイ トカインが活性化す ると考えられている23).

さ らに難治性喘息の病 態は種々の炎症細胞が複

雑 に相 互作用す ることによ り成立 しているが,

好 中球 がかかる病態の中でいかな る役割 を分 担

しているか とい う疑問に対す る解答 のひ とつ と

して,遅 発型気道反応(以 下LAR)に お け る好

中球の態度があげられ る.教 室の難波 は,ハ ウ

スダス ト抗原吸入誘発試験で惹起 されるLARは

即 時型気道反応(以 下IAR)に 比 し気管支肺 胞

洗浄液(BALF)中 に 好中球が増加 し,さ らに こ

の際末梢血ではLARの 発 作前に漸増 した好 中

球 とLTB4がLAR発 作 時には減少 し,末 梢 血

好 中球が気道に放 出 したためと推論 している24).

また,永 倉 らはLARの 際 のNCA活 性 を測定

し,そ のピー クは30分 以内であ り肥満細胞に由

来する もの と考 えられている25).

かか る気道に遊 出 した好 中球はLTC4産 生 能

が亢進 してい ることにより,重要 なeffector cell

の ひ とつ としての役割が想定 され る.難 治性喘

息においては,ス テロイ ドの影響で易感染症 と

な った宿主は気道 内感染 も起 こ りやす く,感 染

に より生 じたIgGやfMLPな どの菌体物質 そ

の もの による刺激 も加わ り,LTC4が 生 ず る可能

性 もある.事 実,発 作死での剖検におけ る区域

気管支壁には非発作死や慢性閉塞性肺疾 患に比

し有意 にIgA, IgM, IgG陽 性 細胞が増加 して

いる との報告26)も あ る.ま たeosinphil derived

 neurotoxin (EDN)のmRNAが 好 中球 で も発

見 され27),今 まで好酸球 由来 といわれてきた組織

障害性物質 の関与 も示唆 されてお り,好 酸球 と

類似 した機能 を持つ好中球 が存在す る可能性 も

考慮 され るべ きであ ろう.

以上,LARや 炎 症が遷延持続す る難治性喘息

において,好 中球は肥満細胞 ・好塩基球系など

が放出した種々の化学伝達物質により局所に動

員され,そ の炎症の場の抗原や抗体によりさら

に活性化された結果,化 学伝達物質を産生,放

出して,炎 症の増幅を誘導するものと考えられ

喘息難治化因子として重要な役割を担っている

ものと思われる.こ のことはかかる喘息の予後

を決定する上で臨床上重要であると考えられる.

結 論

難治性 喘 息 で は,非 免 疫 学 的刺 激(Cal

 A23187)に よる好中球からのLTC4産 生能や

superoxide産 生が亢進しており,かかる病態に

好中球が深 く関与する可能性があることを第1

編で示 した.か かる喘息における好中球活性化

の機序を知る目的で,よ り病態に準 じた免疫学

的刺激により好中球からのLTs産 生能を検討し

たところ以下に示す結果を得た.

1.　抗IgE抗 体の刺激ではLTsの 産生は認め

られなかったが,抗IgG抗 体 とZAS刺 激でLTs

産生が認められた.し か し重症度間では有意な

差は認められなかった.

2.　アレルゲンとしてのCandida抗 原による刺

激では,難 治性喘息は非難治群に比 し有意な

LTC4産 生亢進が認められた(P<0.05).

以上より難治性喘息の病態に,活 性化された

好中球が重要な役割を持ち,し かもIgE以 外の

免疫学的機序を介したCandida抗 原刺激でLTs

産生を起こすことにより,難 治化の要因となっ

ている可能性が示唆された.

稿を終えるにあたり御指導ならびに御校閲を賜っ

た恩師木村郁郎教授に深謝するとともに終始懇切な

る御指導と御助言をいただいた高橋 清講師に感謝

の意を表する.

尚本論文の要旨は第25回日本胸部疾患学会総会

(1985年名古屋)に おいて発表した.
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 Part 2. Leukotriene production of neutrophils by

 immunological stimulation
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Previously, I reported that more leukotrienes (LTs) and superoxides were produced from the 

neutrophil-rich fraction by non-immunological stimulation with CaI in intractable asthmatics 

than in non-intractable asthmatics. This suggested that neutrophils are involved in the 

pathogenesis of intractable asthma. To investigate the process of neutrophil activation in 

intractactble asthma, the LTs production from neutrophils by immunological stimulation was 

measured by high performance liquid chromatography (HPLC). LTs were produced from 

neutrophils by stimulation of anti-IgG and zymosan activated serum (ZAS), but not anti-IgE. 

However, there was no significant difference with each disease severity of asthma. The 

production from neutrophils was also detected by Candida antigen stimulation. Moreover, the 

production of LTC4 from neutrophils by this stimulation was higher in intractable asthmatics 

than in non-intractable asthmatics.

These findings suggested that neutrophils are produced LTs by immunological stimulation 

such as by Candida antigen based on the IgG mediated allergy reaction, and play an important 

role in the pathogenesis of intractable asthma.


