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   Histamine release from human leukocytes following incubation with S孟砂勿106066％s傭7％s，

S孟砂勿10‘ocoπsα脱κs phage lysate（SPL）， and solubihzed cell wall protein（SCWP）， and the effect of

S‘αρ勿10ω06％s翻アθ％son hyaluronidase activity were studied，

   The following results were obtained．

   1．In normal persons， patients with bronchial asthma and patients with hyper IgE syndrome，

histamine release from human leukocytes was found after incubation with S云ψ勿106066πsα％侶6％s．

   2．The level of histamine release from human leukocytes after incubation with S‘砂勿Jocoε6％s

α％7θπsin patients with hyper IgE syndrome was higher compared to the others． Histamine release

from leukocytes Was specifically found in the same patients after incubation with SCWP．

   3．Histamirle release from human leukocytes after incubation with S孟砂勿Jo6006％sα％7θ％s was

suppressed with the addition of carbohydrate．

   4．Hyaluronidase activity from S彪ρ勿1060‘6％sαπ7侃s was dependent on its．concentration．

   These results suggest the following regarding the mechanism of histamine release after

．incubation with S‘ψ勿106066πsα％γ6％s．

    1．An immunological mechanism is present whereby S勿勿106006πs傭瑠s， SPL2 and SCWP

release histamine from leukocytes via the action of IgE．

   2．Anon－immunological mechanism is present whereby a substance such as lectin releases

histamine from leukocytes by a bridging of IgE Fc receptors．

   3．S‘砂勿100066πsα％名θ％s contains a substance which directly increases activity of hyaluronidase．

   In summary， bacteria・induced histamine release from leukocytes may play a role in the

pathogenesis of bronchial asthma due to infection．

               緒  言

 臨床上，感染による気管支喘息（以下喘息、と略）

の発症および発作の増悪は，しぼしぼ経験する問

題である．喘息の発症機序には，Coombs＆Gell

によって分類されたアレルギー反応の4つの型の．

うち1型によるものが多く，研究も進んでいるが，

いわゆる感染型喘息の発症機序についても，1型

アレルギー反応の面からの研究が多い．

 起因微生物が1型アレルギーのどの部位に関与

しているかという報告をみると，起因アレルゲン

としての役割が推測されるものが多い．常在菌で

あるノ〉擁SSθ万α  0α如771Zσ1♂S 1）や、砿  ゴ塀z46多Z2‘z6，
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Streptococcus2）によって吸入誘発試験が陽性と

なり，そのなかの一部の患者の血清にはIgE抗体

が証明されている．またCαπ読4α α砺6αηs3），

In且uenza virus4）5）， Mycoplasma6）も同様にアレル

ゲン的役割が推測されている．またchemical

mediators遊離に直接作用するものとして，井田

ら7）はウイルス感染時のインターフェロンによる

遊離増強を報告している．さらに気道過敏性との

関係については，船橋ら8）はインフルエンザワク

チンによるFEV1の減少を証明している．

 II型アレルギー反応に微生物が関与して喘息発

作をおこすという報告は少ない．II型アレルギー

は細胞膜または同吸着抗原との反応で補体を活性

化し，大食細胞を活性化して展開される．吉良9）

は，Myxovirus群に多く含まれるneuraminidase

で白血球を処理（incubation）し，これに自己新鮮

血を加えた場合のヒスタミン遊離ならびに好塩

基球脱穎粒現象を証明している．すなわちneur－

aminidase処理によって好塩基球表面からneur－

aminic acidが遊離され，このため好塩基球表面

の抗原性が変わり，これに対する自己新鮮血清中

の自然抗体（IgM）と補体が結合し細胞破壊がおこ

ると報告している．

 III型アレルギーは抗原過剰の状態で形成された

immunocomplexが補体の関与のもとに組織障害

をおこすもので，1型との混合喘息としてみられ

ることが多い．微生物の関与については，抗原と

して真菌が多く，アレルギー性気管支肺アスペル

ギルス症allergic broncho pulmonary aspergi1・

losisがある．

 IV型によるアレルギー反応は，抗原によるTリ

ンパ球の活性化からlymphokineが放出され，反

応周囲へ単球由来のマクロファージを集合させ

る．このアレルギー反応は多くの細菌，真菌 ウ

イルス感染によって誘導されるが，喘息との関連

についての報告は少ない．生田ら1。）によるCan－

dida菌体蛋白成分によるリンパ球産生のhis－

tamine releasing factorの放出がみられているの

みである．

 最終臨床像の発現において，最も重要なchemi－

cal mediatorsの遊離に，起因微生物がどのよう

にかかわりあっているかについての報告は少な

い．著者は口腔，鼻咽腔の常在菌の一つでもある

∫勿勿Jo6066鷹α％z6πs（以下S吻ぬ．α躍劒sと略）

とその構成成分をヒト末梢血白血球に添加した場

合のヒスタミン遊離率を測定し，その遊離機序に

ついて検討した．

         方  法

 1．対象

 対象は健常成人，hyper IgE症候群患者，およ

び気管支喘息患児である．健常成人は男7人，女

11人の計18人である．Hyper IgE症候群患者，お

よび気管支喘息患児の年齢別，性別構成はTable

1，2のごとくである．

 2．試薬

 実験に必要な試薬は下記を用いた．

 1）Tris buffer：実際に使用するTris buffer

は，10倍Tris bufferを使用時に蒸留水にて希釈

した（Table 3）．

 2）Tris CM buffer（TCM）：実際に使用する

TCMは，100倍高濃度Ca2＋およびMg2＋液を使用

時に蒸留水にて希釈した（Table 3）．

 3）Dextran溶液：0．9％NaClにてDextran

500を2％に溶解して使用した．溶解後，120℃1

時間オートクレーブにて滅菌した．

 4）除蛋白液（4．4NHC104）．

Table l Sex， age and serum IgE level of four

 patients with the hyper IgE syndrome

Patient Sex Age（year） IgE（IU／m1）

1M．N．

QR．K．

RT．Y．

SR．T．

MFFM 24

P0

W1

34000

X100

Q0000

P1000

Table 2 Sex and age distribution of bronchial

 asthma children

Age Male Female

0－5
T－10

P0－15

023 120

Total 5 3
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Table 3  Content and dilution of buffer

10×Tris buffer

l．Trisma

2。NaC1

3．KC1

4．Distrilled water

100×Ca2＋

1． CaC122H20

2．Distilled water

！00×Mg2＋

1。MgC126H20
2．Distilled water

1絢一

900mg p1…1

2’359 p1…1

Tris Tris CM

10×Tris

P00×Ca2＋

P00XMg2＋
cistilled water

10ml

nm1

OmI

X0m1

10ml

撃高撃

m18

Wml

00ml� 00ml

5）S吻励．απγθ鷹およびその構成成分

（1）Zysolbin：（Zymed Laboratories INC製）

xed and killed Cowan I strain， protein A

ositive S翅）乃．α％名6zだ．

（2）Wood．46：（Zymed Laboratories INC製）

ixed and killed Cowan I strain， protein A

egative S翅漉．απzθz6∫．

（3） S吻）ぬ． α％％θz4s phage lysate serotype I，

II：（Delmont Laboratiries， INC製）Cowan I

train protein A positive，1．2×108～1．8×108

olony forming unit／mlひご，100～1000million

taphylococcus bacteriophage plaque forrning

nit／mlを作用させて作製したものU）である（以

SPLと略）．

（4）Solubilized cell wall protein：protein A

損株209PG65より抽出した可溶性膜蛋白質互2）

以下SCWPと略，国立療養所南福岡病院柴田瑠

子先生の御厚意による）．

8） Carbohydrate

（1）Nacetyl－D－glucosamine

（2）α一methyl－D－mannoside

（3）D（十）galactose

（4）D（一）ribose

（5）α一L－rhamnose

（6）D（十）mannose

（7）D（十）glucose

9）NaCl
10） n－butanol

11）7．4N NaOH

12）0．1NHC1
13） n－heptan

14）4N NaOH
15）0．1％o－phthalaldehyde（特級ethanolに

溶解する）

16）2M citric acid

17）Sodium heparin 1，000単位／ml

18）3回蒸留水

3．白血球ヒスタミン遊離反応

白血球ヒスタミン遊離反応は，ヒト白血球浮遊

にアレルゲンを加える直接法で，富田ら13）の方

を用いた．

1）ヒト白血球浮遊液の作製

ディスポーザブルシリンジにヘパリン（sodium

eparin 1，000単位／m1を採血量10mlにつき0．1

l）を入れ，肘静脈から採血し，良く撹絆した後，

extran溶液を血液10mlにつき2ml加え，再び撹

して垂直に室温で約30分間放置する．次に

lasma leukocyte層を押し上げるようにして，プ

スチック滅菌小試験管に移し，これをTris

ufferで3回洗浄し， TCMに浮遊させた．

2）ブドウ球菌の溶解

（1）Zysolbin：原末を5mlのTCMで溶解し，

0mg／mlのZysolbinを作製する．超音波破砕器

破砕後，順次TCMで希釈し，1mg／ml，0．1mg／

1のZysolbinを作製した．

（2）Wood 461原票を5mlのTCMで溶解し，

0mg／mlのWood 46を作製した．

（3）SPL：原末を順次TCMで希釈し，2倍・5

・10倍のSPLの溶液を作製した．

3）Carbohydrateの調製

TCMを用い，それぞれのcarbohydrateが20
g／mlになるように希釈した．

4）SCWP
原末3mgにTCM lmlを加えたものを原液と

て，さらにTCMを用いて希釈し，500倍およ
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                         37℃ WBC in TCM十S孟励．α躍麟in TCM十Carbohydrate in TCM                           H・A                        60min
  1．8ml      O．1m1        0．1ml

Fig．1 Procedure of histamine release from leukocytes by∫ピ砂ぬ．α鰯6％s

 TCM＝Tris CM bu鉦er， H・A：Histamine assay

び5，000倍のSCWPを作製した．

 ．5）ブドウ球菌および薬物の添加法

 白血球浮遊液1．8m1に，上記のブドウ球菌およ

び薬物をFig．1のごとく添加し，37℃の恒温槽に

て，60分間incubationした．

 6）特異的ヒスタミン遊離i率

 TCMを用いて作製した白血球浮遊液1．8m1

に，TCMで溶解したブドウ球菌液0．1mlと，

TCM O．1mlを加え，2mlとする．これを37℃60分

間incubateし，ついで約3分間遠心（0℃，2，000

回転／分）して，上清と細胞層に分け，上清には徐

蛋白液（4．4N HCIO、）0．2ml，細胞層にはTCM

2mlを入れた後に徐蛋白液0．2mlを加える．つぎ

に両者を10分間遠心（0℃，3，000回転／分）し，

それぞれの上清部分のヒスタミン量を測定して，

次の式にしたがってヒスタミン遊離率を求めた．

  ヒスタミン遊離率（％）＝

       上清中のヒスタミン量×100
   上清中のヒスタミン量＋細胞血中のヒスタミン量

 また対照、として，TCMで作製した白血球遊離

液1．8mlにTCM O．2mlを加えて2mlにし，これ

を37℃60分間incubationした場合の非特異的ヒ

スタミン遊離率と同様に求め，対照として用いた．

 7）Carbohydrateのヒスタミン遊離に対する

影響の求め方

 該当ブドウ球菌による特異的ヒスタミン遊離に

対するcarbohydrateの影響を検討するには，

carbohydrateを添加した場合と，添加しなかった

場合について，各々ヒスタミン遊離率を求めた．

 8）ヒスタミンの抽出および測定

 Shore14）， Anton15》の方法を参考にしたPruzan－

sky＆Patterson16）の方法を用いた（Fig．2）．4．4

NHClO4で徐蛋白したsample 2mlをプラスチッ

クの遠心管に移し，これにNaCl 2g， n・butano18

m1，7．4N NaOH O．2mlを加えて20秒間撹拝し

た．次に遠心（1～4℃，1，500～2，000回転／分）

  Sample 2 ml

   十
  4．4N HCIO4

   ↓
  mixed for 20sec

   ↓
  centrifuge for 10min（2000rpm）

   ↓
  supernatant

   響d｛臨．o藁；

  mixed for 20sec

   ↓
  centrifuge for 2 min q 500～2000rpm 1～4。C）

   ↓
  supernatant （butanol phase）

   望d｛ll麟1齋l
  mixed for 20sec

   ↓
  centrifuge for 2 min（1500～2000rpm 1～4C）

   ↓
  supernatant（HCI phase）1．3ml

   望d｛躍甜8：ll翻
  mixed for 4 min

   ↓
   add 2M citric acid O．14ml

       activation wave 360mμ
       fluαescence wave 450mμ

Fig．2 Method for extract and Huorometric assay

 of histamine

して塩酸層1．3mlを小試験管に移し，これに4N

NaOH O．07mlを加えたのちに0．1％o・
phthalaldehyde（OPA）を加え，正確に4分後に

2M citric acid O．14mlを入れ，蛍光分光光度計

（励起波長360mμ，蛍光波長450mμ）で測定した

（Fig．2）．なおブランクは抽出したbufferの塩酸

層1，3mlに4N NaOH O．07ml添加後，0．1％OPA

O．05mlと2M citric acid O．14mlを逆の順序で加

えて作製した．

 9）検：体の保存

 検体の保存はブドウ球菌を加えてヒスタミンを

遊離させた後，冷凍保存とし，抽出時に解凍する

か，塩酸層まで抽出した検体を冷凍保存し，ヒス

タミン測定時に再び解凍して，測定した17）．

 10）検査成績の読み方

 ブドウ球菌を添加しなかった場合（対照）の非
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Fig．4 Histamine release from human leukocytes

by protein－A－negative S孟励．齢薦（Wood 46）

 （●）Normal individual，（○）Patient with bro且一

 chial asthma，（△）Patient with hyper IgE syn－

 drome

特異的な自発性の白血球ヒスタミン遊離は約10％

前後で，30％以上のヒスタミン遊離を陽性とし
た18）．

 4）Hyahronidase活性化の測定

 Hyaluronidaseの活性化はDavidsonらによる

Morgan・Elson法の変法19）を用い，活性化物質と

してZysolbinを0～1mg／mlの濃：度に希釈して用

いた（徳島文理大学薬学部佐藤利夫先生の御厚意

にて測定）．

         成  績

 1．Zysolbinによる白血球ヒスタミン遊離率

一Zysolbin 10mg／mlを添加した場合の白血球ヒ

スタミン遊離i率：

 Fig．3のごとく健常人の白血球ヒスタミン遊

離率は36．5±18．8％で，ブドウ球菌を添加しない

対照に比し，危険率0．0！以下で有意に遊離した．

また気管支喘息児と健常人では，白血球ヒスタミ

ン遊離においては有意差をみとめなかった．

 2．Wood 46による白血球ヒスタミン遊離率

一1067

一Wood 4610mg／dlを添加した場合の白血球ヒ

スタミン遊離i率：

 Fig．4のごとく健常人の白血球ヒスタミン遊

離i率は33．7±8．7％で，ブドウ球菌を添加しない対

照に比し，危険率0．01以下で有意に遊離した．ま

たhyper IgE症候群患者4人の白血球ヒスタミ

ン遊離率は63．7±6．9％で，有意に遊離を呈した．

 3．SPLによる白血球ヒスタミン遊離率一SPL

（Cowan I strain， protein A positive，1．2×108

～1．8×108colony forming unit／ml）を添加した

場合の白血球ヒスタミン遊離率：

 Fig．5のごとく健常人では，濃度依存性のヒス

タミン遊離がみとめられた．

 4．SCWPによる白血球ヒスタミン遊離率

一Protein A欠損株209PG65より抽出した可溶性

膜蛋白質SCWPを添加した場合の白血球ヒスタ

ミン遊離率：

 Fig．6のごとく，健常人では21．3％，気管支喘

息児では26．1％で，対照とほぼ同様の値を呈した．
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Fig．6 Histamine release from leukocytes by

 SCWP
 （●）Normal individual，（△）Patient with bron・

 chial asthma，（ロ）Patient with hyper IgE syn・

 drome

一方，hyper IgE症候群患者では，63．0％の遊離

率を呈し，特異的に遊離していた．

 5．Zysolbinおよび各種carbohydrateによる

白血球ヒスタミン遊離三一Zysolbin 10mg／m1お

よびさらに各種carbohydrateを添加した場合の

白血球ヒスタミン遊離率：

 Fig．7のごとくZysolbinに．p（十）mannoseお

よびD（十）glucoseをそれぞれ1mg／ml添加した

場合は，危険率0，05以下で有意にヒスタミン遊離

率は抑制された．

 6．Zysolbinによるhyaluronidaseの活性化：
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Fig．8 Effect of hyaluronidase activity on

 protein－A－positive S如ρ1z．α獅甜s

 Fig．8のごとくZysolbinの濃度依存性に

hyaluronidaseの活性化がみとめられた．

          考  察

 肥満細胞および好塩基球からのchemical

mediatorsの遊離には，大別して細胞表面のFcε

レセプターを介する機序と，カルシウムイオノ

フォア，メリチン，compound 48／80，合成ACTH，

コデイン，モルヒネなどの存在下に直接肥満細胞

が活性化される機序とに分けられる．いずれにし
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ても，肥満細胞内へのカルシウムイオンの流入が

おこり，chemical mediatorsの遊離へとつなが
る．

 Fcεレセプターを介する場合は， Fcεレセプ

ターは架橋され，それが契機となってカルシウム

イオンの流入が始まり，chemical mediatorsの遊

離がおこる．Fcεレセプターの架橋には，抗原，

抗IgE抗体などのような免疫学的機序に基づく

ようなものと，IgEのFc領域の炭水化物残基に

結合するレクチンのような非免疫学的機序に基づ

くものがあることが知られている．

 上述したS吻ぬ．α彫6πsによる白血球よりのヒ

スタミン遊離の実験より，S⑳ぬ．α齢6％sがchemi－

cal mediatorsの遊離において，いかなる機序に

よって関与しているのかを検討した．今回の実験

では，1）Zysolbinによる白血球ヒスタミン遊離

の実験において，健常人，気管支喘息児ともにヒ

スタミンの遊離がみとめられた．また，carbo－

hydrateを添加することによってヒスタミンの遊

離は抑制された．またZysolbinの濃：度依存性に

hyaluronidaseが活性化された．2）Wood 46によ

る白血球ヒスタミン遊離の実験において，健常人，

気管支喘息児ともにヒスタミンの遊離がみとめら

れ，hyper IgE症候群患者では，有意にヒスタミ

ンの遊離は高値を呈した．3）SPLによる白血球

ヒスタミン遊離の実験において，濃度依存性のヒ

スタミン遊離がみとめられた．4）SCWPによる

白血球ヒスタミン遊離の実験において，健常人，

気管支喘息児では特異的遊離はみとめられず，

hyper IgE症候群患者には特異的遊離がみとめら

れた．以上の成績からS勿励．α螂θπsの白血球よ

りのヒスタミン遊離について下記のごとき機序が

あることが考えられた、

 1．Protein Aの必要性

 protein Aを有するS仰向．α％76πsおよびpro－

tein Aの欠損するS妙ぬ．απ76粥のどちらにおい

ても，白血球よりのヒスタミンの遊離はみとめら

れ，protein Aはこの実験方法において，白血球よ

りのヒスタミン遊離には必ずしも必要ではない．

Protein Aとヒト白血球よりのヒスタミン遊離に

関していくつかの研究がなされている．

Peterson20）によると， protein Aはヒト白血球表

面のlgGを介して，ヒスタミン遊離をおこしてお

り，その反応は白血球のincubation，または

bufferによる白血球の洗浄によって消失すると報

告されている．またMaroneら21）によれぽ，従来

protein Aは， IgGのFc portionに結合性がある

が，さらに最近IgG， IgE， IgAのFab portionと

の結合が報告されており，彼らは白血球よりのヒ

スタミン遊離には，Fab portionが重要であり特

にIgGのFab portionを介しているのは事実で，

かつIgEのFab portionも関係すると示唆して

いる．またWood 46による白血球よりのヒスタミ

ン遊離はおこらないとも報告している．これは著

者の実験結果と相反するが，Langone22）によれぽ

protein AとIgEとの反応は僅かなものと報告さ

れている．著者の実験方法では白血球はTris

bufferによって3回洗浄されており， protein A

とIgGとの反応による白血球よりのヒスタミン

遊離反応は出現していないと思われ，この実験方

法では，protein Aは白血球よりのヒスタミン遊

離に関与していないことが示唆される．

 2．IgE抗体の関与

 Wood 46による白血球よりのヒスタミン遊離

ば，健常人，気管支喘息児に比べ，hyper IgE症

候群患者において有意に高値を示した．Hyper

IgE症候群患者ではブドウ球菌に対するlgE抗

体をもっていることは知られている．したがって

S吻）肱α％解πsによるヒスタミン遊離には，IgEを

介する機構が存在することが示唆された．また

SCWPはprotein A欠損株209PG65より抽出し

た蛋白質で，S勿ぬ．απ紹粥の細胞壁の構造のう

ち，peptidoglycan， teichoic acid， protein Aを

除いた蛋白質であり，柴田ら11）によって，hyper

IgE症候群患者では，特異的にSCWPに対する

IgE抗体を有していることが報告されている．し

たがって，SCWPによるヒスタミン遊離反応は

IgEを介するFcεレセプターの架橋によること

が示唆された．

 3．非免疫学的な機序

 S吻ぬ．醐廻πsによるヒスタミン遊離はcarbo－

hydrateによって抑制され，その反応態度はcon一
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canavalip Aによる好塩基球からのヒスタミン遊

離に似ており，S吻ぬ．砺7劒sの成分中には， con－

canavalin Aに代表されるlectin様の物質がある

ことが示唆された．Lectinによるヒスタミン遊離

に関しては，Jensenら23）も小児のintrinsic

asthmaの発症に，細菌表面のlectinが深く関与

していることを報告している．健常人，喘息児に

おいては，SCWPによるヒスタミン遊離はほとん

どみとめられず，ZysolbinやWood 46によるヒス

タミン遊離はみとめられている．このことは，お

そらくSchopferら24）の報告のように，まだ解析

不明のS勿乃．翻廻鷹の細胞壁中の物質のなかに

IgEに結合する物質があり，その物質の一部また

は全てがlectin様の作用を有し，非免疫学的に

IgEを介してFcεレセプターの架橋をひきおこ

す25）26）などのヒスタミン遊離機構があることが考

えられた．

 4．Hyaluronidaseの活性の関与

 S吻肱翻z6πsは濃度依存性にhyaluronidase

を活性化する．Hyaluronidaseはカルシウムイオ

ンおよび各種の非特異的ヒスタミン遊離剤（com－

pound48／80， polymyxin B， morphine， d－

tubocurarineなど）によって濃度依存性に活性化

され，酸性抗アレルギー薬（DSCG， Tranirast，

など）によって濃度依存性に活性化が抑制される

と報告され，このことはhyaluronidaseが肥満細

胞の脱嘉承において細胞内へのカルシウムイオン

の流入に影響を及ぼす酵素の一つであろうと推測

される根拠27）となっている．したがってS吻乃．

α卿6鋸によるヒスタミン遊離の機構の一つに，直

接的なhyaluronidaseの活性化を介する肥満細胞

の脱東面現象が示唆された．

         結  語

 S勿暁．催解郷によるヒスタミン遊離には下記

の機序が存在することが考えられる．

 1．ブドウ球菌およびその構成成分に対する

IgE抗体を介する免疫学的なヒスタミン遊離がお

こる（1型アレルギー反応）．

 2．Lectin様の物質によるIgE Fc receptorの

架橋形成などの非免疫学的な機序によるヒスタミ

ン遊離反応が生じる．

 3．ブドウ球菌の成分のなかには，肥満細胞およ

び好塩基球よりのヒスタミン遊離に重要な役割を

演じているhyaluronidaseの活性を直接的に高め

る物質があることが示唆された．

 稿を終えるにあたりご指導ご校閲を賜りました東

京女子医科大学第二病院小児科部長 草川三治教授，

さらに御校閲を賜りました福山幸夫教授に深謝いた

します．直接ご指導ご鞭燵をいただいた富田有祐講師

ならびにご協力いただいたアレルギー班諸姉に心よ

り感謝いたします．また御母長くださった徳島文理大

学薬学部 佐藤利夫先生，埼玉県立小児医療センター

城宏輔先生，国立療養所南福岡病院 柴田瑠美子先生

に深謝いたします．

 本論文の要旨は第36回日本アレルギー学会にて発

表した．
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