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緒 言

減感作療法はア トピー型気管支喘息やア レル

ギー性鼻炎 に対す る根治療 法 として1911年 に

Noon,1) Freeman2)に よ って試み られて以来

今 日まで広 く実施 されていて,そ の有用性につ

いては意見の分れ るところであるが,臨 床的 に

有効である とする報告3),4),5)が多い.し か し,効

果発現機序 については未だ明確にされていない.

減 感作療法 によって生ずる免疫学的変化 として

は,血 清IgEの 低下6),7),遮 断抗体の増加8),9),

標 的細胞 としての肥満細胞や好塩基球の感受性

の低下8)な どの知見が得 られているが,な かで

も遮断抗体説 は1935年Cooke10)ら に よ り提 唱

され, Loveless11)が その存在 を実証 し今 日まで

減感作療法における効果発現機序の理論的根拠

となっている.そ の後, 1968年Lichtenstein12)

が初 めて遮断抗体 はIgGに 属 す るこ とを報告

し,さ らにモノクローナル抗体 の進歩によりIg

Gサ ブ クラスの うちIgG4が 遮 断抗体 として働

くことの報告13),14),15)がされつつある.一 方,減

感作療法有効例で も遮断抗体が増加 していない

例や,特 異抗原だけでな く抗 ヒ トIgEに 対 して

も減感作療法により好塩基球の反応性の低下 と

ヒスタ ミン遊離の減少がおこるとい う教室の駒

越 らの報告16)な ど,従 来の遮断抗体の メカニズ

ムだけでは説明で きない現象 も認め られる.そ

こで,こ れらの現象を含めた減感作療法効果発

現機序を明らかにするため, IgG抗 体 として作

用す る場は好塩基球表面上 であ り,減 感作療法

の結果細胞表面 レセプ ターに結合す るIgGが

増加 し, IgE抗 体 を介す る架橋反応が阻害され

るであろうということを想定 して,免 疫走査電

顕法 を用いて,好 塩基球表面 レセプターに結合

する免疫グロプ リンの変化及びIgEレ セプ タ

ーの分布動態を観察 してところ
,好 塩 基球表面

上におけるIgE系 反応に対す るIgG抗 体 の遮

断効果 について若干の知見 を得たので報告す る.

対 象及び方法

1.対 象

対象 としては,岡 山大学第2内 科喘息外来 に

通院中のア トピー型気管支喘息患者の うち,ま

ずgroup studyの 対 象 としてハ ウスダス トに

よる減感作療法施行群8例 と未施行群7例 を選

びその末梢血好塩基球 について検討 を加えた.

また,同 一症例での変化を検討するため,減 感

作療法が有効であった5例 を選び,減 感作療法

施行前 と開始1年 後における比較検討 を行った.

2.方 法

537



538 松 岡 孝

1)免 疫 走査電顕法

(1)免 疫 グロブ リンの精 製

抗 ヒ トIgE家 兎 血清(ε-chain specific)のIg

G粗 分 画の精製 は,ま ず抗血清10mlを0.01M

リン酸緩衝液(pH 7.2,以 下PB)に て一昼夜透

析後, bed volume 78mlのDEAE cellulose

 collumn chromatography(PBに て懸濁)を 用

い て 流 速60ml/hrで 流 出 を 行 いspectro

photometer(OD 280nm)に て γ分画 を同定採

集 した. γ分画は免疫電気泳動にてIgGに 一 致

す るsingle bandを 示 すこ とから,ま たその抗

体価 はOuchterlony法 で 段 階稀釈IgE標 準 血

清(Hoechst社)と の沈降線にて確認 した.

(2) Immunolatex beadsの 作 製

第1編 と同様 に,直 径0.455μmのcarboxyl

- modified polystylene latex粒 子 にdiaminohe

ptane, glutaraldehydeの2段 架橋法で抗家兎

IgGF(ab')2山 羊IgGF(ab')2(2次 抗体)を 化

学的 に結合 させ, immunolatexを 作 製した.

(3)免 疫 走査 電顕標本の作製 と観察

第1編 に準 じて行 った.即 ち,ヘ パ リン加静

脈 血12mlか らFicoll-Conrayを 用 い て

mononuclear layerを 分 離 し,得 られた好塩基

球 浮遊 液 に1次 抗 体 として抗 ヒ トIgE(ε-

chain specific)家 兎IgG(10μg/ml),抗 ヒ ト

IgG(heavy and light chain specific)家 兎

IgGF(ab')2(1mg/ml),対 照 として非感作

家兎 血清(1mg/ml)を それ ぞれ0.1ml添 加

し,反 応後先 に得 られたimmunolatexを 反応

させて,ガ ラス板上 に細胞 を付着 させ た後,光

顕下 に好塩基球 を同定,マ ッピングし型の如 く

走査電顕標本を作成 して,走 査型電子顕微鏡下

で観察 した.

(4)好 塩 基球 レセプター結合免疫グロプ リン

数の評価法

第1編 と同様に,(抗 ヒ トIgE(G)家 兎IgG

添加 によ り結合 するimmunolatex数)-(非 感

作家兎血清添加 によ り結合す るimmunolatex

数 の平均値)=IgE(G)分 子数,と して半定量的

に評価 した.

2) IgG4 myeloma proteinの 受 身感作による

検討

減感作療法末施行のア トピー型喘息患者のへ

パ リン加静脈血20mlを 採 血 し,等 量 のRPMI

 1640を 加 えた後, 9% Ficoll-Conray 20mlに 重

層させ1500rpm, 40分 間 遠沈 し,得 られた単核球

層をRPMI 1640 0.6mlに 再 浮遊させ,こ の好塩

基球浮遊 液 を0.3mlず つ2等 分 し,一 方 には

RPMI 1640を 加 え1.5mlと した.次 に,東 京大学

物療 内科中川先生の御好意 により頂 いたIgG4

 myeloma protein 1mgをPBS0.3mlに 溶 解

し,先 の好塩 基球 浮遊液0.3mlに 添 加 し(1

mg/0.6ml), 37℃, 2時 間受 身感作 を行 った.

か かる後, PBSを 用 いて洗浄及び800rpm, 5分

間の遠沈 を2回 繰返 し, RPMI 1640 1.5mlに

再 浮遊させ,そ の0.5mlに 抗 ヒ トIgE家 兎IgG

(10μg/ml),抗 ヒ トIgG4マ ウ スモロクローナ

ル抗体(Seward laboratory)10倍 希釈,対 照

として非感作家兎血清(1mg/ml)を それぞれ

0.1ml添 加 し, 37℃ で15分 間 反応させ た(Fig.

 1).反 応 後,反 応好塩基球 出現率 と, 1)の(3)に

記 した免疫走査電顕法に従 って観察 を行 った.

なお, 1次 抗体 として抗 ヒ トIgEま たは対照 と

して非感作家兎血清を加 えた検体 に は抗家兎

Fig. 1 Method of detections for Ig receptors 

and reactive basophils after IgG4 pas

sive sensitization
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IgGF(ab')2山 羊IgGF(ab')2結 合im

munolatexを,ま た1次 抗体 として抗 ヒ トIg

G4マ ウスモ ノクローナル抗体 を反応 させた検

体 に は 抗 マ ウ スIgG(FISONS)結 合im

munolatexを それぞれ反応 させた.

実験成績

〔I〕.減感作療法有効例における好塩基球の反

応性の検討

1.免 疫走査電顕法による好塩基球結合免疫 グ

ロブ リンの検討

減感作有効群 と減感作未施行群について,好

塩基球表面に結合 しているIgEとIgG数 を比

較 すると,減 感作療法 によ りIgE優 位 か らIg

G優 位 へ と移行する傾向が窮われた(Fig. 2).

次 に,各 症例ご とに好塩基球表面 レセプター

Fig. 2 好塩基球表面レセプター結合Igに 及ぼす

減感作療法の影響-免 疫走査電顕法によ

る検討-

に結合 しているIgEとIgG数 の変化を評価 す

る方法 として, Fig. 3に示 す如 く1個 の好塩 基

球 に結合 してい るIgE及 びIgGの 平均値か ら

IgG/IgEを 求 めた.同 様の方法で全ての症例

のIgG/IgEを 求 める と,減 感作未施行群7例

の平均値0.43に 対 し,減 感作有効群8例 の平均

値は1.39で あ り,減 感作療法により好塩基球表

面 レセブ ター に結合 するIgGが 相 対的 に増加

し, IgEを 介 する反応の低下す ることが示唆 さ

れた(Fig. 4).

次 にcase studyを して,減 感作療法開始後1

年 以上経過 を追 うことのできた減感作有効例5

例 について,減 感作前 と治療開始1年 後にお け

る変 化 を比較検討 した.血 清IgE値 とhouse

 dustに 対 するRAST scoreはTable 1.の 如 く,

 IgEは1例 を除き, RAST scoreは2例 を除 き

低下傾向を示 していた.こ の減感作療法有効例

5例 について も同様に,減 感作施行前 と開始1

年後での好塩基球表面 に結合 しているIgG/Ig

 Eの 変 化 を比較 す る と, 0.02→1.12, 0.40→

1.11, 0.49→1.64, 0.92→1.53, 0.97→1.71で

あ り, 5例 とも減感作1年 後 にはIgG/IgEが

有意 に上昇 してお り(p<0.01), 1例 ご との検

Fig .3 IgG/IgE比 の求め方
一症例の好塩基球に結合したIgEとIgG数 の平

均値を左図のように求め,そ の平均値の比を算定

して右図のように表わした
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Fig. 4　 減 感作療法による好塩基球結合IgG/IgE

比の変化-免 疫走査電顕法による検討-

Fig. 5　 減感作療法が有効な各症例における好塩基

球結合IgG/IgEの 変化-免 疫走査電顕法

による検討-

Table 1　 減 感作療法有効例における治療前と1年

後の検査成績の比較

Fig. 6　 IgE receptorの 分布様式に及ぼす減感作

療法の影響-免 疫走査電顕法による-

討 において も減感作療法により好塩基球表面 レ

セプターに結合 するIgGが 相対的 に増加 しIg

Eは 減 少す ることが示 された(Fig . 5).

2.免 疫走査電顕法によるIgEレ セ プターの分

布様式の検討

抗 ヒ トIgEを 反 応 させた際のIgEレ セ プタ

ーの分布様式を
,第1編 のIgGレ セ プ ター と同

様にdiffuse pattern, patch formation, cap

formationの3種 類 に分類 して減感作療法 によ

るIgEレ セ プター再分布様 式の変化 を検討す

ると,減 感作未施行群ではcap+patch forma-
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Fig. 7　 IgE receptorの 分布様式に及ぼす減感作療法の影響-免 疫走査電顕法による検討-

tionが50.7%を 占めているのに対 し,減 感作有

効群で は19.3%に す ぎず,減 感作療法 に よ り

cap, patchの 占め る割合が減少 し,減 感作後は

diffuse patternが 主体 を占めた(Fig. 6).

また減感作有効例5例 における治療開始前 と

1年 後での,抗 ヒ トIgEに よる反応の際にIgE

レセ プ ターのcap+patch formationが 占め

る割合 を1例 ずつ比較すると,症 例① は66.6%

→16 .7%,症 例② は50.0%→16.6%,症 例③ は

13.4%→22.2%,症 例④は41.7%→33.7%,症

例⑤ は30.8%→28.5%で あ り, 5例 とも減少 し

ていた(Fig 7).ま た,こ の5例 をまとめ,減

感 作施 行 前 と開始1年 後 とで 比 較 す る と

cap+patch formationが45.1%か ら24.4%へ

と減少 し, diffuse patternは37.3%か ら61.0%

へ と増加 し,こ れ もまたFig . 6のgroup study

の結果 と同様であ り,減 感作療法開始前に優位

であったcap, patch formationが 減感作療法

1年 後には減少 して,む しろdiffuse patternが

主体 を占め るようになった.即 ち,減 感作療法

により抗 ヒ トIgE添 加 時にお けるIgEレ セ プ

ターの再分布が起こり難 しくなることが明らか

にされた.

Fig. 8 IgEを 介する反応好塩基球出現率に及ぼす

すIgG4受 身感作の影響-抗IgE添 加-

〔II〕.気管支喘息患者好塩基域の反応性に及ぼ

すIgG4抗 体 の受身感作法による検討

1.光 顕による好塩基球の反応性の検討

抗 ヒ トIgEに 反 応 して洋梨状に形態変化 し
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た好塩基球 の出現率 がIgG4受 身感作 によ り,

 52.5%か ら17.0%へ と著明 に低下 した(Fig .

 8).

2.免 疫 走査電顕法に よる好塩基球表面結合免

疫グロブ リンの検討

まずIgG4受 身感作の状態 を知 るために,免

疫走査電顕法 を用いて抗 ヒ トIgG4を 介 して好

塩基球 に結合するimmunolatexの 個 数 を半 定

量 したところ, IgG4受 身感作 によ り平均40.1か

ら47.5へ と増加 したことより, IgG4抗 体 による

好塩 基球 へ の受 身感 作 の成立 が確 認 され た

(Fig. 9).

次 に,抗 ヒ トIgEを 介 して好塩基球 に結合す

るimmunolatex数 は, IgG4受 身感作前後にお

(p<0.05)

Fig. 9　 IgG4受 身感作前後における好塩基球結合

IgG4の 検討-免 疫走査電顕法-

いて平均70.0か ら31.3へ と減少 し, IgG4/IgE

で は0.57か ら1.52へ と上昇 し(Fig. 10),減 感 作

療法にお けるIgG/IgEの 検 討の結果(Fig. 4,

 Fig. 5)と 同様の傾向を示 した.

3.免 疫 走査電顕法によるIgEレ セプ ターの分

布様式の検討

抗 ヒ トIgEを 反 応させた際 のIgEレ セ プタ

ーのcap+patch formationが 占める割合は,

 IgG4に よ り44.4%か ら16.7%に 減少 し,し か も

Fig. 11 IgE receptorの 分布 様 式に及ぼすIgG4受

身 感作 の 影響-免 疫 走 査 電 顕 法-

(p<0.01)

Fig. 10　好塩基球表面での免疫反応に及ぼすIgG4受 身感作の影響-免 疫走査電顕法-
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受 身感 作後 はdiffuse patternが 主 体 を 占め

(Fig. 11),減 感 作療法における検討(Fig. 6)と

同様の結果 となった.

以上 の結果か ら, IgG4受 身感作 によ りIgE

を介す る好塩基球の反応性の低下することが判

明し,こ れは減感作療法における結果 と同様の

傾向であった.

総 括並びに考案

減感作療法の効果発現機序にお ける好塩基球

表面結合IgG抗 体 の作用 を明 らか にす る目的

で,減 感作前後における好塩基球表面 レセプタ

ーに結合するIgE , IgGの 態 度を免疫走査電顕

法により検討 した.そ の結果,減 感作療法によ

り,細 胞表面 レセプ ターに結合するIgGは 相 対

的に増加 してお り,か つIgEレ セプターの再分

布様式はcap, patch formationか らdiffuse

 pattern主 体 へ と変化 し,さ らにIgG4受 身感作

のin vitroで の検討で も同様の変化がもたらさ

れることが判明 した.

今 回の成績 で判明 した好塩基球表面 に結合 し

たIgGの 増加 は①減感作療法 によ り好塩基球

表面のFcγ レセプ ター数 は一定で あるがその

レセプ ターへ のIgGの 飽 和度 が高率 となった

ためか,あ るいは②減感作療法によりFcγ レセ

プ ターが増加 したために,飽 和度は不変であっ

ても細胞に結合するIgGが 増加 したのか,さ ら

には③Fcε レセプ ター にIgGとIgEが 競 合

しなが ら結合す るためIgGの 結 合が増加 し,逆

にIgEの 結 合が抑制 された とい う3つ の可能

性が考えられる. ① に関しては,減 感作療法に

よ り血中IgG4が 増 加す る とい う多 くの事実

3),4),5)から最 も妥当な考 え方である
.一 方, ② を

証明するため には抗 レセプター抗体 を用いる必

要があ り,今 回の実験系では検討 し得 なかった.

また③ については否定的な報告17)が あ り,レ セ

プターの特異性 という面からも否定的 と考えら

れる.

減感作療法の効果発現機序 として,好 塩基球

表面 レセプ ター に結合 するIgGが 相 対的 に増

加 し遮断抗体 として働 くことを示 したが,敢 え

て相対的 という言葉 を用い,絶 対的にIgGが 増

加 しIgEが 減 少す るとは結論づ けなかった.そ

の理由としては,ま ず本実験における免疫走査

電顕法のマーカー として用 いたimmunolatex

の有 用性については教室の宗田18),高 橋19)が報

告 しているが,今 回の実験においては次の点に

注意する必要 があ る.好 塩基球 に結合 したim

munolatexがFcε やFcγ レセプ ター を直接表

わすのではな く,細 胞表面の各レセプターに結

合 したIgEやIgGを 表 わしてお り,さ らにim

munolatex 1個 に抗体 が何分子対応 して いる

かについては不明であることから,細 胞表面上

のimmunolatex数 が表 わす ものは好塩基球 に

結合 しているIgE或 はIgG数 の半定量すなわ

ち密度を示 している.ま た,細 胞表面結合IgE

の検 討で1次 抗体 に抗 ヒ トIgEを 反 応させた

際の好塩基球 表面上でのIgEと 抗 ヒ トIgEと

の 反応はあ くまで細胞表面上のIgGの 干 渉下

に進行 してお り,逆 に1次 抗体 として抗 ヒトIg

Gを 反応 された時 も同様の干渉作用が働いてい

るもの と考えられる.従 って, IgEを 介 して好

塩基球 に結合するimmunolatex数 が減感作療

法により減少 して も,実 際に細胞表面上のIgE

が減 少 したとは断定で きず, IgE数 は不変であ

るにもかかわらずIgG数 が 増加 したため にIg

Eと 抗IgEと の反応が抑制 されて, IgEを 介 し

て結合す るimmunolatexが 減 少 している可能

性 もあり, IgG4受 身感作の実験がこれに相当す

る.ま たIgGに 関 して も同様 のことが考 えら

れ, IgG数 は不変でも減感作療法によ り好塩基

球に結合す るIgEが 減 少 したためにIgGを 介

す る反応が円滑に進行 し,一 見IgG数 が増加 し

た如 く見えることも考慮する必要がある.こ の

問題点については,好 塩基球表面に結合するIg

EとIgG数 の評価 をIgG/IgE=(IgGを 介 し

て結合 す るimmunolatex数/IgEを 介 して結

合す るimmunolatex数)で 検討す ることによ

り, IgEとIgGが 互 いに干渉 し合 う影響 も相

殺 され, IgEとIgG数 の 比が正 当に評価 され

ると考 えられる.ま た, 1例 ご とのcase study

の場合はIgG/IgEで 表 わすことによ り時間的

影響による技術的な誤差 をある程度解消できた

と考えられる.な おcase studyの 場合,検 討す

る時期 を1年 後 としたのは季節的影響を除外す

るためである.
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Stanworth20)ら やVijay21)ら はIgEに よ っ

て引 き起 こ され るPCA反 応 はIgG4の 受 身感

作 によって阻止できることを示 し,肥 満細胞上

におけるIgG4の 遮 断抗体 としての作用 を示 唆

したが,こ れ らは皮膚における受身感作である

ために肥満細胞に対 してIgG4に よ り真 に感作

が成立 しているか どうか不明である.中 川22)ら

は過剰のIgG4で 好塩 基球 を受 身感作す るとIg

Eを 介す る脱顆粒が抑制 され る可能性 を示 し,

 IgG4の 肥満細胞.好 塩基球上における遮断作用

を唱え,ま た実験的裏付けはなされていないが

Perelmutter23)も 同様の仮説 を発表 して いる.

しか しいずれにせ よ,今 回の実験により著者 は

減感作療法の作用機序 として好塩基球表面上 で

の遮断効果 を明 らかに したが,こ の実験系では

このIgGがIgG4で あ る ことを直接 的 には証

明できなか った.そ の理由は, 2次 抗体 と特 異

的 に反応す る抗 ヒ トIgG4に つ いて, 1次 抗 体

として用いた抗 ヒ トIgEと 抗 ヒトIgGと 反 応

す る2次 抗体 に適合す る同種動物の抗血清が得

られなかったためであ り、しかし, IgGの 中 で

好塩基球や肥満細胞にレセプター を有する抗体

という観点か らこの遮断抗体 がIgG4で あ るこ

とを,好 塩基球 にIgG4 myeloma proteinで 受

身感作 した際の抗 ヒトIgEに よる反応性の低

下(Fig. 8, Fig. 10, Fig. 11)に よって間接的

に証明 し得 た.

今回,好 塩基球が減感作療法における遮断抗

体の作用の場であることを明らかにしたが,吸

入抗原の最初の標的細胞である肥満細胞におけ

るIgGレ セプターの検討も今後進めていく予

定である.

結 語

気管支喘息患者に適用される減感作療法の効

果発現機序 として好塩基球表面上でのIgGの

遮断作用 を明 らかにす る目的で,減 感作有効群

7例 と減感作未施行群8例 のgroup study及

び減感作の有効 であった5例 の治療前 と減感作

療法開始1年 後での,患 者末梢血好塩基球を対

象 として,抗 ヒ トIgGに 対 する反応性を結合 さ

せておいたimmunolatex(φ0.455μm)を 用 い

た免疫走査電顕法により,好 塩基球表面 に結合

したIgE及 びIgGとIgEレ セ プ ターの 動態

を観察し,以 下の結果を得 た.

1)好 塩基球表面 に結合 したIgGとIgE数 の

比は減感作療法 によ り有意に上昇 し,相 対的な

IgG数 の増加が認め られた.

2)抗IgE添 加 時のIgEレ セプ ターの再分布

様式は,減 感作療法によ りcap, patch forma

tionが 減 少 しdiffase patternが 主体 を占め る

ことが判明した.

3) IgG4受 身 感作 により,抗IgEに 対 す る好

塩基球の反応性が低下 し, IgEを 介 して好塩基

球に結合す るimmunolatexも 減 少 し, IgEレ

セプ ターの再分布様式 もcap+patch forma

tionが 減 少 してdiffuse patternが 主体 をな し,

減感作療法における検討 と同様の結果 を示 した.

以 上,減 感作療法によ り好塩基球表面 レセプ

ター に結合す るIgGの 増加 は好塩基球表面上

でIgGが 遮 断抗体 として働 くこ とを示す もの

であり,そ の結果 としてIgEを 介 する反応が抑

制され,ま たかかるIgGに 関 してはIgG4が 関

与 している可能性が強いものと思われる.

稿 を終 えるにあた り,終 始部指導御校閲を賜

った恩師木村郁郎教授に深甚の謝意 を表すると

共に,直 接指導頂いた高橋清講師に深謝いたし

ます.

(本論文の要旨は第34回 ・第35回 日本ア レルギ

ー学会総会
,並 びに第16回 日本臨床電顕学会総

会に於て発表 した.)
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Studies on immunoglobulin receptors and the action of IgG

 antibody on basophils in bronchial asthmatics

II. The role of IgG antibody in hyposensitization therapy

 Takashi Matsuoka

Department of Medicine, Okayama University Medical School, Okayama

 (Director: Prof. Ikuro Kimura)

The action of IgG antibody on basophils was studied during hyposensitization therapy 

in bronchial asthmatics. IgE and IgG antibodies bound to the surface of basophils, and 

the redistribution of IgE receptors were observed by immuno-scanning electron micros

copy.

The ratio of IgG to IgE antibodies bound to basophils increased significantly during 

hyposensitization therapy (p<0.01). The occurrence of cap and patch formations of IgE 

receptors on the surface of basophils diminished during hyposensitization therapy. The 

effects on the passive sensitization of basophils with IgG4 myeloma protein were also 

studied in vitro. The results showed that the ratio of IgG4 to IgE antibodies on the cell 

increased, and binding of anti-IgE antibody significantly diminished (p<0.01). The 

percent of reactive basophils decreased when anti-IgE antiserum was added.
These findings indicate that IgG4 antibodies affect the binding between IgE antibody 

and anti-IgE or antigens on the surface of basophils as a blocking antibody in 

hyposensitization therapy.


