
イ言「d・1’1医誌，　37（6）：583～595，　1989

気管支喘息患者における末梢血白血球の
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　　The　releasability　of　LTC4　aロd　LTB4　from　mononuclear　leukocytes（M），　neutrophils（N），

and　eosinophils”（E）、．was　studied　in　46　patients　with　bronchial　asthma，　of　whom　33　were　non－

steroid・treated　and　13　steroid－treated，　and　in　17　healthy　sublects　as　controls．　M，　N，　and　E　were

isolated　from　peripheral　1〕lood　by　density　gradient　centrifugation　and　incubated　with　1μg／mI

of　calcium　ionophore　A23187　for　20　min．　The　releasability　of　LTC4　in　asthmatics　was　signi丘一

cantly　higher　than　that　i血controls（M：7．1±4。4vs．4．4±2，5ng／106　cells；pく0．01，　N：3．5±2，4

vs．2．3±1．1ng／106　cells；p＜0。05，　and　E：54．5±50．4vs．25．0±16．9ng／106　cells；p＜0．01，　respe．

ctively，　mean：ヒSD），　a工though　no　significant　differellce　was　observed　between　steroid．treated

asthmatics　and　coロtrols．　Moreover，　the　releasability　of　LTC4　in　patients　with　an　attack　was

significantly　higher　than　that　in　patients　with　no　sympセoms，　except　for　M　in　sterQid・treated

asthmatics．　On　the　other　hand，　the　releasability　of　LTB4　showed　no　significant　differehce　between

asthmatics　and　controls。　These　results　suggest　that　the　releasabi1ity　of　L　rC，　fro瓜peripheral

leukocytes　is　related　to　the　asthma　attack　and　plays　an　important　role　in　the　pathophysiology

of　bronchial　asthma．　Shinsht‘Med．ノ．，87：688－595，ヱ989

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　Ju！y　7，1989）
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　　　　　　　　　・緒言　　欝』雛灘翻欝適議妻朧
　気管支喘息の病因は，感作アレルゲソの吸入曝露に　　反店性の充進などであるとされている。そしてこれら

よる1型アレルギー反応が要因と考えられているが，　　の病態に対して肺の肥満細胞，マクロファージおよび

抗原を明らかにし得ないもの，感染を発症要因とする　　白血球等から遊離される種々のchemical　mediator

もの，さらに心因または自律神経の異常の関与が大き　　が重要な役割を果たしていると考えられている1）。

いと考えられるものなど多様であり・まだ，十分に解　　　これらchemical　mediatQrのうち最近特に注目さ

明されていない。しかしながら・その共通する病態の　　れているのは，アラキドン酸の5・lipoxygenase代謝
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産物であるleukotriene（LT）である。このなかで
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H　対　　　象
LTC，は，その代謝産物であるLTD4，　LTE，ととも　』

Vc・1。w・reacti・g・ub・t…e・Of・P・phyl・xi・（SRS一　信州大学附属病eeee・1内科セ・て加療中の気管支喘息

A）を構成し，気管支喘息患者の気管支組織片より7　　患渚46名（男26名，女20名，年齢16～62歳，平均45．2

レルゲソ刺激にょって遊離されること2），ヒスタミソ　　±13．3歳）を対象にした。気管支喘息の診断は，病歴，

の100～1，000倍強い平滑筋収縮活性を有し3）4），さら　理学的所見胸部X線写真，宋梢血液像，血清工gE

に気管支粘液分泌充進作用を有すること5）6）など，気　　radioimmunosorbent　test（RIST）およびradioa・

管支喘息の病態と深い関わりを持っていると推定され　　11ergosorbent　test（RAST），呼吸機能検査，皮慮テ

ている7）8）。一方，同じく5・1ipoxygenaseの代謝産　　ストなどを総合して行い，アトピー型は病歴，皮膚テ

物であるLTB，は，強い白血球遊走活性を有し9），　　スト，　RASTなどによってアレルゲンを明らかにし

炎症惹起物質として注目されており，これによって気　　得たものとし，それ以外の患者を非アトピー型とした。

道の炎症が惹起され，さらに気管支喘息の気道過敏性　　　気管支喘患患者46名の内訳をTable　1に示す。治療

充進にも強く関与していることが示唆されている10）11）。　として副腎皮質ステPイドホルモソ（以下，ステロイ

　このLTは種々の刺激により肺の肥満細胞12），肺　　　ドと略す）投与を受けたことがないか，あるいは・受

胞マクロファージ13）および気道上皮細胞14）などから　　けたことがあってもその時点より1カ月以上経過して

産生されることが報告されている。一方，気管支喘息　　おり，採血時にステロイドの影響がないと思われる患

の発作時には，気管支壁や気道内腔に好酸球，好中球　　者を非ステロイド投与群（n＝33）とし・定期的にス

などの白血球の浸潤が認められ15）一工7），また，動物の　　テロイドの投与を受けている，いわゆるステロイド依

喘息モデルにおいて白血球，特に好酸球がLT等の　　存性の患者をステロイド投与群（n＝13）とした。ス

chemical　mediatorを介して実験喘息の病態に関与　　テロイド投与群のうち，　prednlsolone　10～15mgの

していることが示竣されていること18）から，白血球由　　連日経口投与例2名を除く他の全例は，triamcino一

来のLTが喘息の病態に関わりを持っているこ・とが　　lone　acetonide　40mgの筋肉内注射を1ヵ月に1回

推定されるa　　　　　　　　　　　　　　　　　　　受けていた。なお，非ステPイド投与群ではアトピー

　また，気管支喘息患者では気道の過敏性ならびに反　　型13名，非アトピー型は20名，ステロイド投与群はす

応性の充進が存在することは周知の事実であるが・　　べて非アトピー型であった。非ステロイド投与群を日

末梢血白血球の細胞レベルにおいてもchemica1　　本アレルギー一学会の重症度分類別にみると重症6名・

rnediator遊離能が完進していることが示唆されてい　　中等症13名，軽症14名でありた。ステロイド投与群は

る19）20）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　重症に分類されたが，ステPイドで比較的良好にコソ

　そこで今回，著者は気管支喘息患者の末梢血白血球　　　トロールされており，時に小発作がみられるのみであ

を比重遠心法により単核球，好中球および好酸球に分　　った。発作中に採血した例のうち非ステPtイド投与群

離し，それぞれの細胞分画についてLTC・および　　は15名でその程度は・中発作が6名・小発作が9名で

LTB、産生遊離能の充進の有無を検討し，さらにそれ　　あり・一方ステロイド投与群は7名で・すべて小発作

らと気管支喘息の病態との関連についても検討したの　　であった。

で報告する。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　なお，対照群は，既往歴にアレルギー疾患のない健

Table　l　Characteristics　of　study　subjects

Group　　　　　　　　　Number（Male，　Female）　　Age（yr・）　　　A七tack（十）

Controls　　　　　　　　　　　　　　　　　17　　　（12，　5）　　　　　　　41。3±16・4　　　　　　　　　－

Asthmatics　　　　　　　　　　46　　（26，20）　　　　　45・2±13．3　　　　　　22

　Non．steroid・treated　　　　　33　　（18，15）　　　　　42．8±14。1　　　　　　15

　　　　Atopic　　　　　　　　　13　　（8，　5）　　　　　30・7±10・7　　　　　　　5

　　　　Non嘘atopic　　　　　’　　　20　　　（10，　10）　　　　　　　50．7士10．0　　　　　　　　　10

　Steroid圏treated　　　　　　　　　　　13　　　（8，　5）　　　　　　　51・2±　8．7　　　　　　　　　7

　　　（N。n・at。pic）

584　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　VoL　37



気管支喘息の末梢血白血球のLT遊離能

常人17名，（男12名，女5名，年齢26～64歳，平均41．3±　　pH　8．6）をそれぞれ加えて反応を停止させ，4°C，

16．4歳）である。　　　　　　　　　　　　　　　　　2，000×g5分間遠心し，上清を測定時まで一80°Cで

　　　　　　　　　励法　　蹴謙磁蹴譜認A鵠孟1
　服薬中の症例は，全ての薬剤を12時間以上にわたっ　　び高速液体クロマトグラフィー（high　performance

て中断後，午前9時から11時の間に肘静脈より，対照　　liquid　chromatography，　HPLC）による抽出精製後

群は90～100m1，気管支喘患群は30～40m1ヘパリン　　に測定をするため，そのまま氷冷して反応を停止させ，

加採血した。なお，投薬中止後に発作が現れた場合に　　直ちに遠心し，その上清に4倍星の100％エタノー一ル

は，吸入薬のみの使用例に限って検討した。　　　　　　を加えた。

A　単核球，好中球および好酸球の分離　　　　　　　　C　LTC4およびLTB4の抽出，分離

　採取した血液は200×g，室混で10分間遠心して，血　　100％エタノールを加えた検体は5，500×910分間遠

小板を除去後，1／5容量の6％デキストランを加えて　　心し，その上清を栗本と桜井21）の方法に準じてSEP一

混和，蜜温で30～40分間静置し，その上層の白血球層　　PAK　C18カラムを通してLTを抽出後，　HPLCに注

を採取し・得られた白血球層をFico11・Paque（比重　　入し分離を行った。装置はLC－6Aシステム（島津製

1・0779／ml：Pharmacia・Piscataway・NJ，　USA）　　作所，京都），カラムはShim　pack　CLC－ODSカラ

に重層し・400×9・20分間遠心して・単核球分画（M）　　ム（島津），移動相はアセトニトリル，メタノール，水お

と多形核白血球分画に分離・さらに多形核白血球分画　　　よび酢酸（volume比300：1001300：0．6，　pH　5．6）

を洗浄後・P・・c。ll（Ph・・macia，・UpP・al・，　Sw・d・n）　の混合液を用いた．　LTC、はUV・280・nm，またLTB4

を用いた不連続比重勾配遠心法により好中球と好酸球　　はUV　270nmでそれぞれ検出し，合成LTC4および

とに分離した。すなわち，10倍濃度のHanks’bala－　　LTB4のretention　tlmeと同一の溶出液分画を採取

nced　salt　sQlution（HBSS）により等浸透圧に調整し　　して減圧乾固した後，　RIAによる測定時まで一80。C

たPercol1液を1倍濃度のHBSSにて希釈して作成　　で保存した。

した不連続比重勾配（比重1・080・1・085，LO90，1．09　　D　LTC4およびLTB，の測定

5，1．100，1．105g／m1）上に重層し，1，600×g，30分　　　LTの測定は，［8H］LTC4およびLTB4　RIA　kit

間塗温で遠心後，比璽1．080と1．085との間，および1．1　　（New　England　Nuclear，　Boston，　MA，　USA）を用

00と1．105との間に分離された細胞層を分取し，それ　　いる，competitive　binding法にょった。

それを好中球分画（N）および好酸球分画（E）とした。　E　統計学的処理

好酸球分画に混在する赤血球は，低張食塩水を用いて　　　測定値はmean±SDで示した。測定方法の検討は

溶血除去した。得られた各分画の細胞はDulbecco，s　　－・一・次回帰分析を，各群間の比較はWilcoxol1の順泣

phosphate　bufFered　salineで1×106　ce11s／m夏の浮　　和検定を用いた。また，末梢血好酸球数とE分画の

遊液に調整した。なお，trypan　blue　dye　exclus・　　LTC4遊離能との相関はSpearmanの方法を用いた。

ioil　testによる各分画の細胞のviabilityはいずれも　　p＜0．05を有意とした。

95％以上であった。

Bealcium　ionophoreによる細胞刺激　　　　　　　 N結　果
　調整した細胞浮遊液は37°Cにて1分間preincu・　　A　LT遊離におよぼすCal濃度およびineubation

bateした後，　calcium　ionophore　A23187（Cal：　　　時問の影響

Calbiochem・Behring，　San　DiegQ，　CA，　USA）を加　　　細胞刺激の至適条件を求めるために，まずCal濃度

えて37°Cでincubateした。その後，　LTC4測定用　　およびincubation時間がLT遊離におよぼす彩響に

検体に対しては氷冷したLTCd　radioimmunoassay　　ついて検討した。　incubation時間が20分間における，

（RIA）buffer（10mM　phosphate　buffer中をこ0．9％　　Cal濃度の影響についての検討では，　M，　NおよびE

NaCl・0・1％gelatin・0・OOIM　EDTA・0・1％NaN3　　の各分画のすべてがCal濃度1μ9／mlで最も高いLT

を含む・pH　7・4）を・また・LTB瀬1定用検体｝謝し　遊離を示した（Fig．1）．また，　C・職度1，・9／m1にお

てはLTB4　RIA　buffer（10mM　Tris／HCI　buffer中　　けるLT遊離の経時的変化は，　M，　NおよびE分画と

に0・9％NaC！・0・1％gelatin，0・1％NaN3を倉む，　　も10～20分でplateauに達した（Fig．2）。以上の結
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Fig．1　The　effect　of　CaI　concelltration　on・the　　Fig．2　Time　course　of　the　release　of　LTC4　aIld

　　　release　of　LTC4（upper）and　LTB4（10wer）　　　　LTB4　from　mononuclear　leukocyte，　neut・

　　　from　mononuclear　leukocyte　（squares），　　　　　　　　rophil　and　eosinophil　fractions（106　cells）

　　　neutrophi1（triangles）and　eosinophil（circl6　　　　　　　in　3　controls　and　3　asthmatics　after　stimu嶋

　　　es）fractions（106　cells）in　3　controls（op－　　　　　1ation　with　1μg／ml　of　Cal．　Symbols　as　in

　　　en　symbols）and　3　asthmatics（closed　sym・　　　　　F1g．1．

　　　bols）．　The　cells　were　stimulated　with　var・

　　　ious　concentrations　of　Cal　for　20　min　at　37°

　　　C．Each　point　represents　the　rnean　value．　れに比し若：F低値を示したが・両者間に有意の相関

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（r＝・O．92，p＜0，001）が認められた。　LTB4にっいて

果，細胞刺激条件をCal濃度1μ9／ml，　incubation　　も同様に・有意の相関（r　・O・95・P＜0・001）が認めら

時間20分として，以後の検討を行った。なお，LTC，　　れ，両者の値はほぼ一致した。以上の結果より白血球

およびLTB，の両者ともにCal非添加時にはsp。nt・　　浮遊液上清中のLTは，抽出分離の過程を経ずにdir－

aneous　releaseは認められなかった。　　　　　　　　　ect　RIA法によっても，爽雑物の影響はほとんどない

B　direct　RIA法によるLTの測定値と抽出分離　　　ことが示唆されたので，以下の測定はdirect　RIA法

　後のRIAによる測定値の関係　　　　　　　　　　　で行った。

　Fig．3に，同一検体のLTについてsEP・－PAK　　c　各細胞分画のpurityの検討

C18カラムおよびHPLCを用いて抽出分離後にRIA　　　対照群および気管支喘息群から得たM，　NおよびE

で測定した値と抽出分離の過程を経ずに直接RIAで　　の各細胞分画のpurityをTable　2に示す。　Mの純

測定した値（direct　RIA法）との相関を示した。なお，　度は対照群99．8±0．5％気管支喘息群98．9±1．5％，　N

BHラベルLTを用いての，　SEP－PAK　C18カラムおよ　　のそれは対照群96．9±1．9％，気管支喘息群97．0±1。7

びHPLCで処理した後に得られた回収率はLTC4が　　％，　Eでは対照群92．3±2．4％，・気管支喘息群93，0±

4g％，　LTB4が69％であり，抽出分離後あ値は回収率　　3．0％であって，両群間に差はなかった。また気管支喘

で補正したものを示した。　　　　　　　　　　　　　息の非ステロイド投与群とステロイド投与群との問に

　LTC，は抽出分離後の値の方がdirect　RIA法のぞ　　　も差はなかった。さらに，発作群と非発作群，アトピー
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　　　　measured　by　direct　RIA　and　those　measured　by　RIA　after　puri丘cation

　　　　through　SEP－－PAK　C18　colu㎞n　and　HPLC．

Table　2　Purities　of　mononuclear　leukocyte，　neutrophil　and

　　　　eosinophi1　fractions

Purity（％）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mononuclear

G・・up　　　　　　　　　1・・k・・yt・　N・ut・・phil　E。、i。。phi1

　　　　　C・・t・・1・（・－17）　　　　　　　99．8±0．5　　．96．9±1．9　　92．3±2．4
　　　　　Asthmatics（n罧46）　　　　　　　　　　　　　98．9±1，5　　　　97．0±1．7　　　　93．0±3．　O

　　　　　Nongsteroid・treated（n＝＝33）　　　　　　　　　　　　　98．9±1．6　　　　　　97．0±1，7　　　　　　93．1：ヒ3，1

．　　　　　　Steroid・treated（n・＝13）　　　　　　　　　　　　　　　　98．9±1．5　　　　　　97．0±1．8　　　　　　　92．7：ヒ1，9

　　　　　Non・steroid。treated　with　an　attack（n＝＝15）　　99．5±0．6　　　　　96．8±1．5　　　　　93．4±3．1

　　　　　蜘鵡豊i誰1§｝edw’thn°　　98・5±1・9　97・・±1・9　92・・±…

Steroid・treated　with　an　attack（n　＝6）　　　　99．0±1，5　　　　96．4±1．3　　　　　91．3±0，5

Steroid・treated　with　no　symptoms（n＝7）　　98．6±1．6　　　　97．7±2．1　　　　94．5±4．0

Non－steroid・treated　and　atopic（n竺13）　　　　98，8±2，0　　　　　97．0士1．8　　　　　93，3±3．4

Non・steroid【treated　and旦onatopic（黛綴20）　　　99．0±1．4　　　　　　　96．9±1．8　　　　　　　93．0±2，9

Values　are　means±SD．

型と非アトピー型ti：分けての比較検討でもそれぞれの　　て高値を示した。　LTC、遊離能についての対照群と気

群間に差はなく，対照群との間にも差を認めなかった。　管支喘息群との比較では，M，　NおよびE分画すべて

D　対照群および気管支喘息群におけるLTC4およ　　　が気管支喘息群で有意に高い遊離能を示した（pく0．0

　びLTB4遊離能の比較　　　　　　　　　　　　　1，p＜0．05およびp＜0．01）。一方，、LTB4遊離能は両

　Table　3に示すごとく，対照群，気管支喘息群とも　　群間に有意差を認めなかったe

に，LTC，遊離能はM，　NおよびEの各細胞分画のう　　E　気管支喘息群のLTC4およびLTB4遊離能にお

ちE分画において，またLTB4遊離能はN分画におい　　　よぼすステロイド投与の影響
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Table　3　LTCd　and　LTB4　release　from　peripheral　leukocytes

　　　　in　controls　and　asthmatics

　　　　　　　　　　　　　Cell　　　　　　　Controls　　　　　　　　Asthnユatics

LT　　　　　　　　　　　　　　fractiQn　　　　　　　　（n＝17）　　　　　　　　　　　　（n＝t46）

　　　　　　　　　　　　　M4。4±2．57．1±4．4＊＊
LTC4　　　　　　　　　　　　N　　　　　　　　　　2．3±1，1　　　　　　　　　3。5±2．4＊

（ng／10・cells）　　　E　　　　25．0±16．9　　　54・5±50・4＊＊

　　　　　　　　　　　　　M4．4±2．05，4±3．1
LTB4　　　　　　　　　　　　N　　　　　　　　　　23。2±6．8　　　　　　　　　21．7±6．6

（ng／106　cells）E　4．2±2．3　4．6±2．6
Values　are　means±SD。＊p＜0．05，＊＊pく0．01　compared　with　controls．　M＝mono・

nuclear　leuk◎cyte　fraction；N＝・neutrophil　fraction；E鵠eosinophil　fraction．

　気管支喘息患者を非ステPイド投与群（F33）と　　F　気管支喘息発作とLTC4およびLTB，遊離能と

ステPtイド投与群（n＝13）に分けてCal刺激によ　　　の関係

るLTC4遊離能およびLTB4遊離能を比較検討した。　　　非ステロイド投与群およびステロイド投与群のそれ

Fig．4に示すごとく，LTC4遊離能の検討では，非ス　　それを，喘息発作の有無によって分けて，　M，　Nおよ

テロイド投与群は対照群に比し，M，　NおよびE分画　　びEの各分画のLTC4およびLT政遊離能を検討し

のいずれも有意に高値を示したが（p＜o．01，p＜o．05　　た。　LTc，遊離能は，　Fig．6に示すごとく非ステPイ

およびp＜0，01），ステロイド投与群は対照群との間　　ド投与群では，M，　NおよびEの各分画すべてにおい

に有意差を認めず，また，ステロイド投与群のE分画　　て発作群は非発作群に比し有意に高値を示した（p＜

のLTC4遊離能は，非ステロイド投与群に比し有意に　　0．01，　P＜0．05およびP＜0．01）。ステロイド投与群で

低値を示した（p＜0，01）。　　　　　　　　　　　　　は，N，　E分画で発作群は非発作群に比し有意に高値

　次lc　LTB，遊離能は，　Fig．5に示すごとく，M，　N　　を示した（p＜o．05）が，対照群との間には有意差を

およびE分画のいずれも各群間に有意差はなかっte。　　認めなかった。

　　　　M　　　　　　　　　　　　　　　　　　N　　　　　　　　　　　　　　　　　　E
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Fig，4　LTC4　release（ng／106・cells）from　mononuclear　leukocyte（M），　neutrophi1（N）

　　　and　eosi且ophi1（E）fractions　in　coロtrols（n＝・17），　non－steroid・treated　asthmatics

　　　（n罵33）and　steroid・treated　asthmatics（n＝13）．　Values　and　line　bars　represent

　　　mean±SD．
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Fig．5　LTB4　release（ng／106　cells）from　monolluclear　leukocyte（M），　neutrophi1（N）

　　　and　eosinophi1（E）fractions　in　controls（n＝17），　non・steroid・treated　ast1ユmatics

　　　（n＝33）and　steroid・treated　asthmatics（n＝13）．　Va工ues　and　line　bars　represent

　　　mean±SD．
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Fig．6　LTC4　release（ng／106　cells＞from　mononuclear　leukocyte（M），　neutrophi1（N）

　　　and　eosillophi1（E）fractions　in　non－steroid－treated　asthmatics　with　lo　sy皿ptoms

　　　（n・＝18），non・steroid－treated　asthmatics　with　an　attack（n国15），　steroid－treated

　　　asthmatics　with且o　symptoms（n瓢6）and　steroid・treated　asthmatics　with　all
　　　attack（n＝7）．　Values　aロd　line　bars　represent　mean：ヒSD．　Stippled　areas　indicate

　　　mean±SD　of　LTC4　release　i旦controls．＊p＜0．01　compared　witll　colltrQls．

　次にLTB4遊離能は，　Fig．7に示すごとく，　M，　　　＝6）に分けてLTC4遊離能を検討したが，3分画と

NおよびE分画すぺてが4群間に有意差なく，対照群　　も発作強度によるLTC4遊離能の相違は認められな

との間にもいずれも有意差を認めなかった。　　　　　　かった（Table　4）。

G　発作強度別によるLTC4遊離能の検討　　　　　　　H　アトピ・・一型および非アトピー型喘息における

　非ステロイド投与群中の発作群15例について，その　　　LTC，およびLTB4遊離能

発作強度により小発作群（n　・9）および中発作群（n
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Fig．7　LTB4　release（ng／IOa　ce11s）from　mononuclear　leukocyte（M），　neu七rophil（N）

　　　　　and　eosinophi1（E）fractions　in　non・steroid－treated　asthmatics　with　no　symptoms

　　　　　（n＝18），non・steroid－treated　asthmatics　with　an　attack（n＝15），　steroid・treated

　　　　　asthmatics　with　no　symptoms（n　＝6）and　steroid・treated　asthmatics　with　an

　　　　　attack（n　＝7）．　Values　and　line　bars　represent　mean±SD．　Stipp王ed　areas　indユcate

　　　　　mean±SD　of　LTBa　release　in　contrQls．

Table　4　LTC4　release　frorn　peripheral　leukocytes　in　non・

　　　　　steroid－treated　asthmatics　with　mild　and　moderate　attack

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cell　　　　　　　　Mild　　　　　　　　　Moderate

LT　　　　　　　　　　　　　　　　　　　fraction　　　　　　　　　　　　　　（n＝＝9）　　　　　　　　　　　　　　　　　　（n＝46）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M8．2±4．36．9±1．3

LTC4　N　4．9±3．05．4±4．0（ng／106　cells）E88．3±74．078．7±27．6
Values　are　means±SD．　Abbreviations　as　Table　3．

’

Table　5　LTC4　and　LTB4　release　from　peripheral　leukocytes　in

　　　atopic　and　non・atopic　asthmatics　not　treated　with　steroids

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cell　　　　　　　　　Atopic　　　　　　　　　　Non－atopic

LT　　　　　fracti・n　　　　（n　・13）　　　　　（n－20）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M7．6±4．16．4±3．5

LTC4　N　3．6±1，93．9±3．0（ng／106　cells）E66．3±37．258．3±52．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M6，2±3．24．4±2．3

LTB4　N　21．4±7．121．6±6。1（ng／106　cells）E　4．7±2．8　4．9：と2．6
Values　are　means±SD．　Abbreviatlons　as　Table　3，
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　　　　n＝20　　、　　　　　　　　　　　　　喘息群と対照群との間に各分画すべてにおいて有意差

・・齢携　　　　’　　　を認めなか・た・以上より・ヌミ椥の戦球・榊球
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　および好酸球からの非特異的刺激に対するLTC4産

雀　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　生遊離能は健常者に比し気管支喘息患者で有意に充進

些16　　　　　　　　　しており，しかも発作群でより腿していることが示

ミ　　　・　　　　された・・の事黙臨床繊討であ・ための制纏
舅　　　　。　　　　　　　　　　　　　　　　　よって例数が必ずしも十分とは言えないが，気管支喘

　6　　　　　　．　　　　．　　　　　　　　患の病態解明の上で有意義な所見と考える。

　　　。　♂　　　・　　　　．　　　　　　　　　　LTなどのchemical　mediator遊離肯旨を測定する
　　　　り　　　　、．．’㌔　　　　　　　　　　　　　　　　場合に用いる刺激剤としては，特異抗原，抗IgG抗

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　体，抗lgE抗体，　zymosanおよび補体などの特異的
　o　　　　　　　　5oo　　　　　1ooo　　　　　15oo　　　　　2ooo

　　　　　　　　　　E。sin。phil　c。unt、（lmm3）　　　　レセプターを介するもの，ならびにCalのように細

　　Fig．8Correlation　between　LTC4　release　from　　胞内にCaイオンを流入させることによ・ってレセプタ

　　　　　eosinophil　fraction　and　eosinophil　counts　　一を介さず，非特異的te　chernica1　mecliatorの産生

　　　　　of　peripheral　blood．　　　　　　　　　　　遊離を惹起させるものとがある。成人の気管支瑞患の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　病態は複雑であり，chemical　mediator遊離のtri一

　　　非’“fpイド鵬群をアトピー型およびypアトピー　ggerが単一でないので，特異的轍剤を恥湖合

　　型1鴨に分けて・LTC・およびLTB・灘能鹸討し　にはその意味づけカミ困難となること，また，本研究は

　　たが・それぞれの間賄意差はなか・た（T・b1・5）・病因などに左右されない贈支・総喉通した灘能

　　I　E分画のLTC4遊離能と末梢血好酸球数との関係　　の異常の有無の検討を目的としていることなどの理由

　　　非ステロイド投与気管支喘息患者20名におけるE分　　で，本研究では非特異的刺激剤であるCalを用いて

　　画のLTC4遊離能と末梢血好酸球数との関係はFig．8　　LT遊離能の検討を行った。

　　のごとく，好酸球数の多いものほどLTC，遊離能が　　　末梢血白血球をM，　NおよびEの各分画に分ける際

　　高く，両者の間には有意な相関が認められた（p＜　　に，本研究では，まず血小板を除去した。これは最近，

　　0．05）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　アラキドン酸の添加によって刺激された血小板から

．　　v考察　　欝聚撚｝嚇齢駿二ご膿懸早
　　　末梢血白血球から遊離されるchemical　mediator，　　るという報告22），およびCalによる刺激でも血小板

　　特にLTは気管支喘息の病態に重要な役割を果たし　　から遊離される因子が多形核白血球からの工TC4遊離

　　ていると考えられているが，まだ十分に解明されてい　　を増強させるとの報告23）があり，血小板によって末

　　ない。そこで著者は，気管支喘息患者46名および対照　　梢血白血球からのLTC4およびLTB4遊離能が影響

　　の健常着17名の末梢血白血球を，M，　NおよびE分画　　される可能性を考慮し，，血小板のcontamination

　　に分けて，それぞれのLTC4およびLTB，産生遊離能　　を少なくすることが末梢血白」血球のLT遊離能を検

　　を非特異的刺激剤であるCalを用いて測定し，喘患　　討する際に必要である24）と考えたからである。

　　の病態との関連を検討した。その結果，末梢血白血球　　　ついでFic◎11－Paqueと不連続Percoltを用いた比

　　のLTC4遊離能は気管支喘息群では対照群に比しM，　重遠心法により，白血球をM，　NおよびEの3分画

　　NおよびEのすべての細胞分画で有意の完進を認め，　　に分離した。このようにして得られた各細胞分画の

　　特にE分画で著明であった。また，アトピーおよび非　　purityはMが99％，　Nが97％およびEが92～93％で

　　アトピーの病型別にみたLTC4遊離能は3分画の間　　あり，対照群と気管支喘患群の間，および気管支喘息

　　に有意差はなかったが，しかし，病態との関係におい　　群をさらにステロイド投与の有無，発作の有無および

　　て発作群では非発作群に比し腐意の高値を示した。ス　　病型で分けての検討でも，M，　NおよびEの各分画の

　　テPイド治療との関係においては，ステロイド投与群　　purityに差がなく，LT遊離能の比較検討を行う上

　　ではLTC4遊離能の充進はみられず，対照群との間に　　で十分条件と思われた。

　差はなかった・一九LTB・遊離育旨については気管支　また，本研究でvよ，　LTの定量に撫巳，精製の過程
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を経ずにdirect　RIA法を用いて測定した。　LTの定　　に対し，気管支喘息患者のそれは0．3ng／10“　cellsで

量法にはbioassay，　HPLCおよびRIAによる方法が　　あったと報告している。他方，好中球のLTB4遊離

検討されている。モルモット回腸片を用いるbioassay　　能が健常者に比し気管支喘息患者で充進していたとい

はSRS－A測定に利用されているが，操作が煩雑であ　　う報告31）もある。しかし，この場合には白血球の分

るうえに感度が低い25）。一方HPLCは特異性および　　離過程で血小板を除去しておらず，　LTB，を特異性の

感度が低く，しかも長時間の操作を要し25），また，　低いHPLCで定最しており，好中球のLTC4遊離

RIAは操作が簡便で感度が優れているが，交叉反応　　能がLTB4遊離能より高い点など，さらに検討を要

の存在を完全に否定し得ない。よって，現時点では血　　するものと考えられる。

中のLTを測定する場合にはSEP・PAK　Cエ8カラム，　　　chemical　mediatorの遊離能を検討する場合，治療

HPLCによる部分精製後にRIAで測定するのが最も　　薬剤の影響も考慮すべきである。本研究では治療薬剤

特異性，感度に優れている方法とされているが，回収　　の影響を避けるため，服薬を12時間以上中止した後遊

率の低さに問題がある。しかし，本研究のように白血　　離能を測定した。しかし，一般にステロイドは，12時

球浮遊液上清中のLTを測定する場合には，血液中の　　間経てもその効果が残存するとされ，しかも本研究で

LTの測定とは異なり，交叉反応で問題になる爽雑物　　対象としたステロイド投与群13名は，　predniso・

がほとんどなく，抽出精製の過程を経ずにdirectに　　！oneの経口投与の2名を除いてtriamcinolone　ace・

RIAで測定しうると考えられている26）－28）。今圓の　　tollide　40rngの筋肉注射を約1カ月ごとに受けてい

検討でも，SEP－PAK　C18カラムとHPLCで抽出精　　た。したがって，採血時には当然ステロイドの影響があ

製を行った後のRIAの測定値と，direct　RIAの値と　　ると考えられたので，ステロイド投与群と非投与群を

の間に高度に有意の相関を示したことより，煩雑な抽　　分けて遊離能を検討した。ステロイドは気管支喘息の

出精製の過程を経なくても比較検討の上では，direct　　有用な治療薬として汎用されているが，その作用の詳

RIA法は適切な方法と思われた。　　　　　　　　　　細なメカ“ズムについては不明の点が多いe作用機序

　気管支喘息患者の末梢」血白血球を本研究のように同　　　の1つとして，phospholipase　A2を阻害してアラキ

時にM，NおよびEの各細胞分画に分けて，しかもそ　　ドン酸カスケードの代謝産物の産生を抑制することが

のLTC4およびLTB4遊離能を同時に検討した報告　　報告されている32）。しかし最近の肺胞マクPファージ

は今までにない。気管支喘息患者の末梢血白血球から　　を用いた初麟搬の実験によると，ステロイドは，TX

のLTC4遊離能に関する過去の報告では，　Taniguchi　　A2およびLTB，に比べLTC4の産生をより抑制し

ら24）は，好酸球からのLTC，遊離能をCaRこよって　　たという報告があり，本剤は，アラキドソ酸カスケー

検討しているが，内因性喘息では23．　5±14．　8ng／106　　ドのうちphospholipase　A2以降の代謝経路にも作用

cells，外因性喘息では24．　6±20．6ng／106　cellsで両　　する可能性があることが示唆されている33）。著者の

群間に差はみられなかったが，健常者の8．3±7．7ng／　　検討でも，非ステロイド投与群の末梢血自血球のLT

lO6　cellsに比し有意に充進していたと述べている。　　q遊離能が有意に充進していたのに対して，ステロイ

Wangら29）は，気管支喘息患蛮の末梢血白血球を単核　　ド投与群のLTC4遊離能は健常考群のそれとの間に

球および多形核白血球に分けてCaRこよるSRS－A遊　　差がなかった。とくに，非発作群のE分画からのL

離能を比較検討し，健常者に比して，両細胞からの　　TC4遊離能は，非ステPイド投与群に比し有意に低値

SRS－A遊離能が充進していたと報告している。本研　　を示したのみならず，健常者に比しても低値を示す傾

究でもこれらの報告と同様に，MおよびE分画の　　向にあったが，　LTB4遊離能はいずれの分画，いずれ

LTC4遊離能は健常者に比し気管支喘息患者で有意に　　の群間でもまったく差がなかった。したが・って，ステ

充進していることが認められ，さらに，N分画におい　　Pイドホルモンは5・lipoxygenase系のうち，　LTC，

ても同様にLTC・遊離能の冗進を認めた。　　　　産生を特に抑制する作用を有する可能性が考えられ，

　一方，気管支喘息患悲の末梢血白血球のLTB4遊　　また，このことが，気管支喘息に対する本剤の効果を

離能についての検討を行った報告は少なく，Weller　　裏付ける作用機序の1つである可能性を示す，興味あ

ら30）は，気管支喘息患老について約80％の’eosinop一　　る所見と考えられた。

hi1・ellriched　fracti◎nからのLTB4遊離能を検討し　　　気管支喘息患者の末梢血白血球のLTC4遊離能に

ているが，健常者の値が6．Ong／106　cellsであったの　　ついてアトピー型および非アトピー型の病型で分けて
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検討したが，2型間に差がなかった。しかし，採血時　　　1）気管支喘息患巻46名（非ステロイド投与群33名，

の発作の有無によって比較検討したところ，発作群で　　ステロイド投与群13名）および健常者17名の末梢血白

有意に高値を示した。このことは，末梢塩白血球の　　血球を比重遠心法により単核球（M），好中球（N）

LTC4遊離能は病型とは無関係に気管支喘息の共通の　　および好酸球分画（E）に分け，各分画をcalcium

病態を反映しており，発作と密擾に関連していること　　ionophore　A23187で刺激（1μ9／ml，20　min）した際

を示すものと考えられる。　　　　　　　　　　　　　　のそれぞれのleukotriene　C4およびB4遊離能を

　また，3細胞分画のうち最も高いLTC，遊離能を　　direct　RIA法で測定し，その意義について検討した。

示したE分画のそれは，発作に相関したのみならず，　　　2）気管支瑞息患者の単核球，好巾球および好酸球

末梢1血好酸球数とも相関がみられた。一般に気管支喘　　の各分画のLTC4遊離能（M：7．1±4，4，　N：3．5±：

息患者の末梢血では特に発作時に好酸球数増多をみる　　2・4およびE：54．5±50，4ng／106　cells）は健常者の

ことが多いが34）35），気管支唱患において好酸球数が　　それ（M：4．4±2，5，N：2．3±1．1およびE：　25．0±

増加する状態では・単にその数が増加するのみでな　　16．9ng／10“　cells）に比し，有意の充進を認めた（M：

く，各好酸球の細胞1個当たりのLTCa遊離能も充　　pく0．01，　N：p＜0。05およびE：p＜0．01）。

進していると考えられ・好酸球はLTC4の遊離を介　　　3）非ズテロイド投与喘息患者の単核球，好中球お

して気管支喘息の病態とより密接に関連していること　　よび好酸球の各分画のLTC4遊離能は健常者に比し

が推定された。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　て充進していたのに対し（M：pくO．Ol，　N：p＜0．05

　気管支喘息患者の末梢血白1血球のchemical　medi一　　およびE：Pく0．01），ステPtイド投与喘息患者の

ator遊離能が充進していることが，ただちに気管支　　LTC，遊離能は充進がみられず，健常者のそれとの間

喘息でこれらの細胞からchemical　mediatorが遡離甦　　に有意差はなかった。

されていることには必ずしもならない。しかしながら，　　4）非ステPイド投与患者の単核球，好中球および

気管支喘息患者の宋梢血白血球のLTCd遊離能の充　　好酸球分画のLTC4遊離能は病型とは無関係であっ

進は，その機序についての詳細は不明ではあるが，発　　たが，発作時の患看は非発作時の患者に比し高値を示

作と関連していることが認められた。このことから，　　した（M：p＜0．01，N：p＜0．05およびE：p＜0．01）。

発作時に気道に浸潤した白血球は，種々の刺激によっ　　ステロイド投与患者の好中球および好酸球分画のLT

てより多簸のLTC4を遊離して・気管支喘息の症状　　C4遊離能も発作時の患者でより高値を示した（Pく

の増悪および遷延化を招来している可能性が推定され，　0．05）。

また，何らかの刺激で惹起されたLTC，遊離能充進　　　5）気管支喘息患者の好酸球分画のLTC，遊離能

そのものが喘息発作の引金になっている可能性も考え　　と末梢血好酸球数との闘に有意の相関を認めた（p〈

られる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．05）。

　一方，気管支喘息患者の末梢血白血球からのLTC4　　　6）気管支喘息患者の単核球，好申球および好酸球

遊離能が尤進していたにもかかわらず，LTB，遊離能　　分画のLTB4遊離能は健常者のそれとの間に有意差

は健常者との間に差がなかった。これは，気管支喘患　　はなく，また，病型ならびに発作の有無とも関係がな

では，アラキドン酸カスケードの54ipoxygenase系　　かった。

のうちLTC4産生系が特異的匹充進している可能性　　　7）以上，気管支喘息患者末梢血白血球のLTC，

を示唆している所見とも推定されるが，この点に関し　　産生遊離能は充進し，とくに発作と関連していること

ては，今後，さらに検討が必要と思われる。　　　　　　を認めたが，このことは，気管支喘息の病態を解明す

　気道の過敏性および反応性の尤進が存在すると同様，　る上で重要な所見と考えられた。

気管支喘息患者の末梢血白血球の細胞レベルのLTC4

遊離能の面においても反応性の充進が認められること　　　本研究の要旨は，第28回日本胸部疾患学会総会（19

は気管支喘息の病態を解明する上で興味ある所見であ　　88年4月，仙台），13th　International　Congress　of

る。両者の関連についても，今後の詳細な検討を期し　　Allergology　and　Clinical　Immunology（1988年10

たい。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　月，MOntreu）において発表した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　稿を終わるにあたり，御指導，御校閲を賜りました
　　　　　　　　w　要　　　約
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