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ア レ ル ギ ー 疾患 に み られ る好酸球活性化 ･ 好塩基球I g E 結合状態の

フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ る臨床的評価

Ⅰ . ア レ ル ギ ー 疾患に おける好酸球活性化と表面抗原 C D ll b
,
C D 6 9 の 発現

金沢大学 医学部医学科 小児科学講座 (主 任: 谷 口 局数授)

東 馬 智 子

種 々 の ア レ ル ギ ー 疾患 に お い て末梢血 中で の 好酸球 の 増加 , ある い は標 的組織に お け る好酸球の 浸潤 が認 め られ る . 最

近 ,
これ ら好酸球が ア レル ギ ー 反応に お ける炎症惹起細胞 と して重要な役割を担 っ て い る こ とが 明 らか に され て きた . 種 々 の

サ イ ト カ イ ン や ケ モ カ イ ン に よ り炎症の 居所 へ 遁走 し括性 化を うけた 好酸球は ∴形態的 に も磯能的に も正常 末梢血 好酸球 とは

異 なる特徴を有 して お り
,

そ の 活性化を定量的に 評価する た め に 様 々 な 試み が な され て きた . 本研究で は
, 好酸球の 接着分子

である C Dl l b 抗原と 活性化抗原で ある C D 6 9 抗原 を フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー

を 用い て 同時に 測定 し, そ の 抗原発現 の 臨床的意

義を 検討 した . E D T A 加末梢全血 を フ ル オ レ
ッ セ ン

･ イ ソ チ オ シ ア ン 酸 (fl u o r e s c ei n is o thi o c y a n a t e
,
FI T C) 標識抗 C D1 6 単 ク

ロ ー ン 抗体 ( m o n o cl o n al a n tib o d y , m A b) お よ び フ
ィ

コ エ リ ス リ ン (p h y c o e r y th ri n
,
P E) 標識抗 C Dl l b m A b 凌〉る い ほ P E 標

識抗 C D6 9 m A b で 二重染色 し
,
顆粒球分画の うち C D1 6 抗原陰性細胞 と して 得 られ る 好酸球表面 の P E 蛍光 強度 を 測定 し

た . 末梢血 全血 に 観み 換え型 ヒ ト 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ コ ロ ニ ー

刺激 因子 (r e c o m b i n a n t h u m a n g r a n ul o c yt e
-

m a C r O p h a g e

C Ol o n y
-

Sti m ul a ti n g f a c t o r
.

r G M - C S F) あ る い は 観 み 換 え 型 ヒ ト イ ン タ ー

ロ イ キ ン 5 (r e c o m b i n a n t h u m a n i n t e rl e u k i n- 5
,

rI L - 5) を添加 し培養 した と こ ろ , 好酸球表面に すみや か に C D 6 9 抗原 が誘導 され ,
C D l l b 抗原 の 発現が 増強 した . 次に

, 好酸

球表面抗原の 臨床的意義を 明 らか に す るた め に
,

ア レ ル ギ ー 疾患群27 名 と非ア レ ル ギ ー 対照群26 名に お ける これ ら の 抗原発現

を 比較検討 した . 末梢血 好酸球表面の C Dl l b 抗原発現 は
一

正 常対照群に 比 しア レ ル ギ ー 群に お い て あきらか に 増強 して い た

(p < 0 .0 01
.)

. C D 6 9 抗原は
l

正 常対照 群あるい は ア レ ル ギ
ー

群 の 末梢血 好酸球表面に ほ 発現 しな い が
,

ア レ ル ギ ー 性鼻炎や好 酸

球慢心外膜炎症例な どでは 炎症局所 に 浸潤 した 好酸球表面に ほ 強く発現 して い た . また , 好酸球増多症の 末梢血 好酸球の
一

部

に も強い C D6 9 抗原発現が 観察 され , 形態的検討 に よ り こ れ らの 好酸寒が 生体内で強く活性化 され た 状態に ある こ とが 示 唆 さ

れ た . 以上 の 結果 よ り
,

フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー を 用 い た 好酸球表面抗原発現の 解析 ほ
, 好酸球 の 活性化と ア レ ル ギ

ー 性炎症の

病態を評価する上 で ∴鋭敏で 有用 な指標と な る と考 え られ た .

K e y w o r d s alle r g y ,
e O Si n o p hil ,

a C ti v a ti o n
,
C D l l b

,
C D 6 9

寄生虫疾患や 種 々 の ア レ ル ギ
ー 性疾患に お い て 末梢血 中や 標

的組織に好酸稼が増 加, 浸潤す る こ と は古くか ら よく知 られ て

い る . また
, 気管支喘息 や 好酸球性肺炎患者に お い て は

,
ア レ

ル ギ
ー 性炎症の 局所観織 に おけ る好酸球浸潤を反映 して 気管支

肺胞洗 浄液や胸水中に 好 酸球が多数認 め られ る こ とか ら
,
好酸

球が ア レ ル ギ ー 性疾患の 病態形成に 重要 な役割を果た して い る

こ と が従来 より示 唆 され て きたが
, そ の 機能の 詳細 に 関 しては

不 明の こ とが 多か っ た . 最近, 好酸球 が種 々 の サ イ ト カ イ ン や

ケ モ カ イ ン に よ り炎症の 局所 へ 遁走集積 し
, 活性化好酸球 と し

て の 機 能が 誘導され る機序が 明らか に され て きて い る
l) ～ 3 )

. さ

らに 好 酸球の 特異顆粒蛋白 が 強 い 組織 傷害性 を 有す る こ と よ

り
, 好酸球は ア レ ル ギ

ー

反応の 局所に お い て 炎症惹起細胞 の 主

役と して重要な働き をす ると 考え られ て い る
4 トg)

平成 7 年1 1 月20 日受付 , 平成 7 年12 月2 5 日受理

A b b r e vi a ti o n s : F IT C
,
flu o r e s c ei n is o t hio c y a n a t e ;

末梢血 中の 好酸球数 の 測定は 簡単 で繰 り返 し行 え るた め
, 各

種 ア レ ル ギ
ー 疾患 に お い て 好酸球の 変動を み る た め に 日常的に

測定 され て い る が , 必ず しも病態や 局所 組織 に 浸潤 した 好酸球

数 を反映 して は い な い . 炎症局所 に 浸潤 した 好酸球 は好酸球活

性化 に 関与する サ イ ト カ イ ン と して 知 られ る イ ン タ ー

ロ イ キ ン

3 (i n t e rl e u ki n
-3

,
I L - 3) ,

イ ン タ ー ロ イ キ ン 5 (i n t e rl e u k i n
- 5

,

I L- 5) ,
顆粒球

･ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ コ ロ ニ ー 刺激 因子 ( g r a n u lo c yt
-

e
-

m a
.

C r O p h a g e c ol o n y- S ti m ul a ti n g f a c t o r , G M - C S F ) の 影響下で

脱顆粒 し
, 低比重化 して い る と考え られ て い る

18)1 1 )
.

こ の た め ,

好酸球活性化の 指標 と して末梢血 中や 炎症局所 に おけ る低比重

好酸球 の 定量や
, 末梢血 液 中の 好酸球顆粒蛋 白お よ び サ イ ト カ

イ ン の 定量な どが試 み られ て い る
12 ト 15 )

. しか しそ れ らは
l 大量

の 検体 を要 した り煩雑 な手法を 必要と する場 合が多く ,
また 必

G M - C S F
, g r a n ulo c y t e

-

m a C r O p h a g e c ol o n y
-

Sti m u la ti n g

f a c t o r ; Ⅰし3
,
i n t e rl e u ki n

- 3 ; IL - 5
,
in t e rl e u kin -5 ; m A b

,
m O n O Cl o n al an tib o d y ; P B S

, p h o s p h a t eTb u ff e r e d s ali n e ;

P E , p h y c o e r y th ri n ; r G M - C S F
,

r e C O m bin a n t h u m a n g r a n ul o c y t e
-

m a C r O p h a g e c ol o n y
-

Sti m ula ti n g f a c t d r ; rI L -5
,

r e c o m b in a n t h u m a n in t e rle u kin -5



好酸球活性化 と表面抗原発現

ず しも再現性 が明 らか で な い こ と よ り
, 特定の 疾患で ほ 有用 で

あ っ て も ー 般 的な ア レ ル ギ
ー 疾患 の 病態を 評価す る指標と ほ な

りに くい . ま た炎症局所魁織を 直接採取 した り , 気管支肺胞洗

浄液や 喀疾 な どを 用 い る検討ほ
, 侵襲的で あり . 繰 り返 し検討

す る こ と は 困難な こ とか ら
, 特 に小児 に お い て は臨床応用に は

不 適当 で ある と考 え られ る .

一 方 , 好酸球表面 に は 種々 の 活性化 に 関連 した抗原が 発現す

る こ と が 明 らか に な っ て きて お り
16)

,
フ ロ

ー サ イ ト メ ト リ ー を

用い た こ の よう な好酸球表面抗原発現の 検討は 1 少量の 検体で

解析可 能 で あり
, 定量性に もす ぐれ て い ると 考え られ る . さら

に
, 経時的に 検討 でき る こ とか ら

, 生体 内に お ける好酸球の 活

性化を 評価す る有用な 手段と な り う る . な か で も C Dl l b 抗原

ほ 元来好酸球表面 に構成的に発現 して い るが
,

血小板活性化 因

子や 種 々 の 好酸球活性化サ イ ト カ イ ン の 影響に よ りそ の 発現が

増強す る こ と が知 られて お り
1 丁)

,
さ らに 好酸球の 血 管 内皮 へ の

接着に 重要な役割を 果た す こ と が示唆 され て い る
2)18) 柑)

. ま た
,

リ ン パ 球の 初期活性化抗原と して 知 られ て い る C D 6 9 抗原ほ通

常末梢血 好酸球 に は発現 して い な い が
,

ア レ ル ギ
ー

炎症の 局所

に 浸潤する 好酸球 に お い て そ の 発現 が強く誘導され る こ と が報

告 されて い る
抑 卜 劇 )

. 本研究 で は
▲ 種 々 の ア レ ル ギ

ー 性疾 患や 好

酸球増多症の 症例 に お い て 好酸球表面抗原 , 特に 接着分子 で あ

る C Dl l b 抗原と 活性化抗原で あ る C D 6 9 抗原を フ ロ ー サ イ ト

メ ト リ ー

を 用い て 同時 に 測定 し, そ の 臨床的意義に つ い て 検討

した .

対象お よび方法

Ⅰ . 対 象

対象ほ 金沢大学 医学部附属病 院小児科 お よび 関連病院に 通院

また は 入 院中の 0 才か ら36 才(平均 9 才) ま で の 患 者53 名で あ

る .
こ れ らの 患者 を病歴 , 臨床所見 か ら気管支喘息 ,

ア ト ピ ー

性皮膚炎 ,
ア レ ル ギ

ー

性鼻炎, 食物 ア レ ル ギ ー

な どの 診断の な

され た 患者 (ア レ ル ギ
ー 群) 2 7 名 ( 男21 名 , 女 6 名) と

, 臨床症

状 お よび 2 親等以内の 家族歴に ア レ ル ギ
ー 症状や ア レ ル ギ ー 疾

患を 認め ず , 末梢血 中 の 好酸球比率 が 5 % 以内の 患 者 (非 ア レ

ル ギ ー 対照群, 以下正 常対照群) 26 名(男14 名 , 女1 2 名) に 分け

て 比較検討 した . こ れ らの 患者 よ り E D T A 加静脈全血 約 1 m l

を 採取 し検体と して 用 い た . ま た
, 当科 ア レ ル ギ ー 外来通院中

の ア ト ピ ー 性皮膚炎お よび 気管 支喘息患者延べ 11 3 名 に お い て

末梢血 好酸球数を測定 し
, 対照群 と比較 した (同

一 患 者 の 経 時

採血 を 含む) . さ らに 気管支喘息患者に お い て ほ
, そ の 発作中の

好酸球数に つ い て も測定 し
, 非発作時 と比較 した .

Ⅱ . 免疫蛍光染色

E D T A 加静脈血 を遠心 し得 られ た 血 球成分 を リ ン 酸緩衝 生

理 食塩水(p h o s p h a t e-b uff e r ed s ali n e
,
P B S) で 2 回洗浄後 , 得ら

れ た 血 球成分に フ ル オ レ
ッ セ ソ

･ イ ソ チ オ シ ア ン 酸 (fl u o r e s c-

ei n i s o thi o c y a n a t e
,
FI T C ) 標識 O K N K (抗 C D 1 6) 単 ク ロ ー

ン 抗

体 (r n o n o cl o n al a n tib o d y ,
m A b) ( O r th o Di a g n o sti c S y s t e m s

,

東京) お よ び フ ィ
コ エ リ ス リ ン ( p h y c o e r y th ri n , P E) 標識

抗 L e u
-1 5 (抗 C D 1 1 b) あ る い は 抗 L e u

-2 3 (抗 C D 6 9) m A b

(B e c t o n D i c k i n s o n I m m u n o c y t o m e tr y S y st e m s
,
C A

,
U S A ) を添

加後 4 ℃で20 分間反応 させ た . 0 .8 3 % 塩化 ア ン モ ニ ウ ム 溶液 に

て 溶血 後 , 細胞 を P B S に 再浮遊 し フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー

C y to r o n A b s ol u t e ( O rth o D ia g n o s ti c S y s t e m s) を用 い て表面抗

原 の 発現を 解析 した .

7 5 9

Ⅲ . セル ソ
一

夕
一

に よ る好醸球 の 分離

好中球 は C D1 6 抗原であ る Ig G F c Ⅲ レ セ プ タ ー は 陽性 で あ

るが
, 好酸球 ほ C D1 6 抗原陰性で ある こ とか ら

, 顆粒球 分画に

お い て 好中球と好酸球を区別する こ とが 可能 で ある
25)

.
フ ロ ー

サ イ ト メ ト リ
ー 法 に よ り

,
Ⅱ で 得 ら れ た 顆 粒 球 分画 を 抗

C D 1 6 m A b を 用 い て 蛍光染色 し
,

セ ル ソ M ク ー E pic s Elite

(C o ult e r E l e c tr o n ic s I n c
リ
H i ale a h , F L

,
U S A ) を 用い て C D 1 6 抗

原陽性細胞群と C D1 6 抗原陰性細胞群に 分離 した . C D 1 6 抗原

陽性 およ び陰性細胞の サ イ ト ス ピ ン 標本を メ イ
･

ギ ム ザ 染色後

鏡検 し
, 好中球と好酸球 の 比率を求め た .

Ⅳ ･ フ ロ ー

サ イ トメ トリ
ー 法に よ る好酸球表面抗原発現の 解

析

顆粒球分国 の C D1 6 抗原陰性細胞と して 得 られる 好酸球表面

の C Dl l b 抗原 お よ び C D6 9 抗原発 現を ,
P E 平 均蛍光強度

( m e a n fl u o r e s c e n c e i n t e n sity) と自家蛍光強度と の 差 △ 平均蛍

光強度 (△m e a n fl u o r e s c e n c e i n t e n sity) で表 した .

Ⅴ ･ サイ トカイ ン 刺激に よる好酸球表面抗原発現の 誘導お よ

び増強

正 常対 照 3 例 よ り 得 られ た E D T A 加 静 脈血 に 10
,
1 0 0

,

1 0 0 0 , 1 0 00 0 p g/ 血 とそ れぞれ濃度 の 異なる組み 換え型 ヒ ト額粒

球 ･ マ ク ロ フ
ァ

ー ジ コ ロ ニ ー 刺激 因子 (r e c o m bi n a.n t h u m a

g r a n u lo c yt e
-

m a･C r O p h a g e c ol o n y- S tir n ul ati n g f a c t o r
, r G M -C S F )

( G e n z y m e C o r p o r a ti o n , B o st o n
,
M A

,
U S A ) ある い は組み換 え塾

ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 5 (r e c o m bi n a n t h u m a n in t e rl e u ki n
- 5

,

rI L- 5) ( サ ン トリ ー 株式会社よ り供与) を添加 し
,
3 7 ℃で 4 時間

培養 した . 培養終了後 P B S で 洗浄 し
, 好 酸球表面 に お け る

C D l l b お よび C D 69 抗原の 発現 をフ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ

り検 討 し た . ま た こ れ ら の E D T A 加 静 脈 血 に rI L 5 を

10 0 0 0 p g/ m l の 濃度に て添加 し37 ℃ で培養後,
好酸球表 面に お

ける両 抗原発現の 時間的推移に つ い て も検討 した .

軋 活性化好酸球に お ける表面抗原発現の 解析

大桐虫症に よ る好酸球性 心 外膜 炎患者 の 心 外膜液 中の 好酸

球, あるい ほ ア レ ル ギ ー 性 鼻炎患者 の 鼻汁 中の 好酸球 を 用 い

て
, 炎症局所に 浸潤 した 好酸球表面に おけ る C D 6 9 抗原発現を

検討 した . また
,
好酸球増多症の 2 例の 末梢血 好酸球に つ い て

も, 表面抗原発現を解析 し
,

さ ら に 電子顕微鏡に よ り C D6 9 抗

原陽性細胞 の 形態的特徴を C D 6 9 抗原陰性 細胞と 比較 検討 し

た . すな わ ち
, 好酸球増多症の 患者よ り得 られ た好酸球を

,
セ

ル ソ 一 夕 一 に よ り C D 6 9 抗原陽性 お よ び 陰性細胞群 に 分離 し､

それ ぞれ を150 0 回転 , 5 分間遠心 した . そ の 遠心 ペ レ ッ ト に

2 % ダ ル ク ー

ル ア ル デ ヒ ドを 重畳 し24 時間固定 し
,

さ らに オ ス

ミ ウ ム 酸に て 2 時間二 重固定を施 した . 固定後の 遠心 ペ レ ッ ト

を試験管よ り遊離させ
,

一

般 の 電 顕試料作 成法 に 従い
,

ア ル

コ
ー

ル 脱水
,

エ ボ ン 樹脂包唾
,

ミ ク ロ ト ー ム に よる 薄切 , 鉛お

よ び ウ ラ ン に よ る電子 染色 と処理 し, 透過型電子顕微鏡 H 増00

( 日立製作所 , 東京) に て 観察 した .

一 部 の 症例でほ
,
単離 した

細胞 を1 % 非働化ウ シ 胎児血 清(Ni p r o
, 大阪) 加 P B S に 再浮遊

の 後 サ イ ト ス ピ ソ 標本を作成 ,
メイ ･ ギ ムザ 染色を 施行 し光学

顕微鏡下でそ の 形態的特徴 を観察 した .

Ⅶ . 統計学的検討

各測定値は平均土標準偏差で 表 し, 2 群間の 平均値の 比較検

定 に は S t u d e n t の 対応の ない 標本 の t 検定 を用し
.

､
, 危険率 5 %

未満 をも っ て有意差 ありと判定 した . また
, 2 つ の 変数間の 相

関に つ い て は P e a r s o n の 相関係数 で表 し
, 危 険率 5 % 未満 を
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も っ て有意差あり と判定 した .

成 績

l . ア レル ギ ー 疾患 と末梢血好酸球数

当科ア レ ル ギ
ー 外来通院中の ア ト ピ ー 性皮膚炎 およ び 気管 支

喘息患者の 末梢血好酸球数を 正常対照群 と比較検討 した .
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Fi g . 1 . P e rip h e r al bl o o d e o si n o p hil c o u n t s i n v a ri o u s all e r gi c

di s o rd e r s . T h e n u m b e r s w e r e c o m p a r e d a m o n g n o r m al

c o n tr oI s ( C o n tr ol) , p a ti e n t s wi th a t o pi c d e r m a titis (A D) ,

p a ti e n t s wi th b r o n c h i al a s th m a in s t a bl e cli ni c al c o n d itio n

(B A ) o r d u r in g a c u t e w h e e zi n g a tt a c k ( B A d u ri n g

a tt a c k s) .

0
ト

正
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り
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倉
s
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悪
リ
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告
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U
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心
｣

0
コ

正

C D 6 9 - P E C D l l b - P E

FIu o r e s c e n c e j n t e n s ity

F i g ･ 2 ･ F l o w c yt o m e tri c a,n al y sis of e o sin o p hil s u rf a c e

a n ti g e n s
, C D ll b a n d C D 6 9 . P e rip h e r al w h ol e b lo o d

S a m Pl e s w e r e s ta
.
i n e d wi th F I T C -

C O nj u g a t e d a n tiT C D 1 6

r n A b
,

t O g eth e r wi th P E
-

C O nj u g a t e d a n ti- C D 6 9 0 r P E -

C O nj u g a t e d a n ti - C D l l b m A b s . A m o n g l e u k o c y t e s w it h

la r g e r 9 0 a n gl e li gh t s c a tt e r s (9 0 L S ),
C D 1 6 -

n e g a ti v e c e11s

(r e gi o n A ) w e r e g a t e d a n d th e i n t e n sity of P E fl u o r e s c e
-

n c e w a s m e a s u r e d f o r C D 6 9 a n d C D l l b e x p r e s si o n .

D o tte d li n e s i n di c a t e th e a u t ofl u o r e声C e n C e Of e o si n o p h ils

wi th o u t ad d e d a n tib o d y . S olid li n e s in di c a t e P E fl u o r e s c e
-

n c e aft e r th e s t ai ni n g wi th a n ti - C D 6 g rn A b o r a n ti - C D l l b

m A b .

ピ ー 性皮膚炎患者 群に お い て は 明らか に
,

正 常対照群 に 比 し末

梢 血好酸球数は 高値 を 示 した . 気管支喘息患者群に お い て も
,

多く の 例で 好酸球は 高値を 示 した が
, 正 常値を 示 す例が 一 部認

め られ た . さ らに
, 喘息発作 中の 患者群 で ほ 好酸球数が 正常値

を 示す 例が 多く ∴症例に よ る ば ら つ きが顕著 とな っ た . ま た
,

気管支喘息発作の 状態 , 他の ア レ ル ギ ー 症状合併の 有無な どに

よ り末梢血 好酸球数は 大 きく 影 響 され る可 能性 が 示 唆 され た

( 囲1 ) .

Ⅰ . フ ロ ー

サ イ トメ トリ
ー を用い た好酸球の 単離

顆粒球分 画を セ ル ソ ー タ ー を 用 い て C D 1 6 抗 原 陽 性 細 胞 群

と C D1 6 抗 原陰性細胞群に 単離 し メ イ ･ ギ ム ザ 染色 に よ りそ の

形態を 検討 した と こ ろ
,

C D 1 6 抗原陽性細胞群は97 % 以上 が 好

中球 で あ り
,

一

方 C D 1 6 抗原陰性細胞群の95 % 以上 は好酸球で

ある こ と が 確か め られた . した が っ て 以下の 検討 で ほす べ て ,

額粒球分画の う ち C D1 6 抗原陰性細胞群を好酸球 と して 区域設

定 し解析 した . 正 常対照群 の 末梢血 を 用い た検討 で は
1 好酸球

表 面 に は C Dl l b 抗 原 の 構成 的 発 現 を 認 め
,

こ れ に 対 して

C D6 9 抗原 の 発現は 全く認め られ なか っ た (囲 2) .
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e o si n o p h ils u p o n s ti m ul a ti o n w ith r G M - C S F a n d rI L-5 .

W h ol e bl o o d s a m pl e s w e r e c ult u r e d f o r 4 h r a t 3 7 ℃ w ith

r G M - C S F (○) o r w ith rI L - 5 ( ⑳) a t i n di c a t e d d o s e s . T h e

C ell s w e r e s t ai n e d w ith a n ti- C D l l b ( A ) o r a n tiT C D 6 9 (B )
m A b s ･ T h e d a t a in d ic a t e 支 士S D of th r e e s e p a r a t e

e x p e ri m e n ts . * p < 0 .0 01
,

a S C O m p a r e d wi th th e v al u e s

b ef o r e s ti m ul a ti o n .



好酸球活性化と 表面抗原発現

Ⅲ . サ イ トカ イ ン刺激 に よ る好醸球 表面抗原の 誘導および増

強

1 . サ イ ト カ イ ン 濃 度と好酸球表面 抗原 の 発現

E D T A 加 末 梢 全 血 に 種 々 の 濃 度 の r G M- C S F あ る い ほ

rI L- 5 を添加 し37 ℃ で 4 時間培養 し
,

C D l l b 抗原 と C D 69 抗原

の 発現を 検討 した .
C D l l b 抗原の 発現 は r G M - C S F ある い ほ

rI L
- 5 の 添加に よ り濃度 依存的 に 増強 した . 両サ イ ト カ イ ン と

も約 1 00 p g/ m l の 濃度で 明らか な C D l l b 抗原発現増強効果 を

示 した ( 図3 - A ) .

C D 6 9 抗原 も同様 に
,

r G M - C S F あ るい は rI L -5 の 添加に よ り

濃 度依 存的 に そ の 発 現 が 認 め ら れ た , 特 に
,

r G M - C S F ほ

10 p g/ m l の 低濃度 で 好酸球表面 に C D 6 9 抗原 を強く誘導 した の

に対 して
,

rI L - 5 に よ る C D 6 9 抗原 の 誘導 に は 約 100 0 p g/ m l

と
,

r G M - C S F の1 0 0 倍 の 濃度を必 要 と した (図 3 -B ) .

2 . 表面抗原発現増 強の 経時的変化

E D T A 加末梢全血 に rI L - 5 を 1 0 0 0 0 p g/ m l の 濃度 で 加え37 ℃

で 培養 し, 好酸球表面の C Dl l b 抗原 お よ び C D 6 9 抗原発現 の
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変化を経時的 に 測定 した . 培養開始後30 分以内の 極 めて 早期に

C Dl l b 抗原の 発現増強が観察 され , 以後 ほ ぼ 一

定の 値 を 示 し

た . これ と対照的に 培養開始後 C D6 9 抗原の 発現誘導が最 大と

な るの に 2 時間以上 を 要 した (図 4) .

Ⅳ . ア レル ギ ー 群 と正 常対照群に おけ る末梢血好醸球表面抗

原発現の 比較

末梢血 好酸球表面の C Dl l b 抗原発現を ア レ ル ギ
ー 群 と正 常

対照群 で 比較 した . C D l l b 抗原は い ずれ の 群に も発現 を認め た

カ㍉ そ の △m e a n fl u o r e s c e n c e i n t e n sit y は正 常対照群 で63 . 8 士

8 . 1
1

ア レ ル ギ ー 群 で ほ75 . 6 土8 . 0 と ア レ ル ギ
ー

群 で 有 意 に

( p < 0 .0 01) 増強 して い た ( 図5-A) .

一

方 ,
C D 6 9 抗原ほ ア レ ル ギ ー 群 , 正 常対照群の い ずれ に お

い て も末梢血好酸球表面に は発現を認 め なか っ た ( 図5-B) .

Ⅴ . 末梢好酸球数と好酸球表面 C D l l b 抗原発現

正常対照群に お い て は
t

ア レ ル ギ
ー 群 と比較 して 明らか に好

酸球表面の C D1 1 b 抗原発現 は 低く , 末梢血 好酸球数 も少 な

か っ た . しか し全般的に C Dl l b 発現強度は末梢血 好酸 球数 に
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比 例する傾向を 示 した (r
= 0 .5 5 9) .

一

方 ,
ア レ ル ギ ー 群で は 末

梢 血 好酸球数が 増加 して い る症例が 多く ,
また C D l l b 抗 原発

現も有意に増強 して い た(p < 0 .0 01) . さ らに 注目す べ き こ とに
,

症例ほ 少な い な が ら末梢血好酸球数が 正常 , ある い は 低下 して

い る例に お い て も ,
C D l l b 抗原発現ほ 正常対照群 に 比 し高値を

示 した (図6 ) .

Ⅵ . 炎症局所 に浸潤 した好酸球 におけ る C D 6 9 抗原発現の検

討

1 . 好酸球性心 外膜炎の 心 外膜液中好酸球に よ る検討

著明な心 外膜液の 貯留を伴 っ た 犬姻虫症をこよ る心 外蹟炎の 症

例 に お ける末梢血 な らび に 心 外膜液中の 好酸球 の C D 6 9 抗原発

現を 検討 した . 末梢血好 酸球増多ほ百 分比
,
絶対数 とも に 軽度

で
,
表面 C D6 9 抗原発現 は全く検出され なか っ た ( 図7 - A ) .

一

方 , 心 外膜液中に は 多量 の 細胞浸潤が 認め られ , そ の ほ と ん ど

が好酸球と異塾性の 強い 単核細胞 で 占め られ , 好中球ほ 数 パ ー

セ ン ト しか認め られなか っ た . 末梢血 好酸球と対照的 に
, 心 外
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F ig ･ 8 ･ C D 6 9 e x p r e s si o n o n e o si n o ph il s w ithi n n a s a l s e c r e ti -

O n ･ N a s a ,l s e c r e ti o n w a s o b t ai n e d f r o m p ati e n ts w it h a c u t e
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-

C e n C e Of e o si n o p hil s wi th o u t ad d e d
.

a n tib od y . S olid li n e s

i n di c a t e P E fl u o r e s c e n c e aft e r th e s t ain in g wi th a n ti - C D 6 9

m A b . Fi g u r e sh o w s th e ty pi c al p r ofil e s f r o m o n e of th r e e

S e p a r a t e p a ti e n t s .

膜液中の 好酸球 ほ
, そ の は と ん どす べ て に C D 6 9 抗原 が強く発

現 して い た ( 図7 - B ) .

2 . 鼻汁 好酸球 に よ る検討

ア レ ル ギ
ー 性 鼻炎 の 急性増悪例 3 例の 鼻汁中好 酸球 の C D 6 9

抗原発現を検討 した .
これ ら の 患者 の 末梢血 好酸 球な らび に鼻

汁中好酸球 の
,

P E 自家蛍光強 度 (c o n tr ol) お よ び C D 6 9 m A b

に て染色後 の P E 平均 蛍光 強度 (C D 6 9) を 表 1 に 示 した . ま

た
,
図 8 に 典型 的 な 症例 の 末 梢血 な ら び に 鼻 汁 中好 酸 球 の

C D 6 9 抗原発現 パ タ ー ン を 示 した . 3 例とも末梢血 好酸球 表面

に は C D 6 9 抗原 発現 は全く認 め られ ず , 対照的に 鼻汁 中好酸球

の ほ とん どが C D 6 9 抗原 を強く発現 して い た .

Ⅶ . 好酸球増 多症患者 の末梢血 にお け る表面抗原発現の検討

通常 , 末梢血 好酸球表面に ほ C D 6 9 抗原 の 発現は 認め られ な

い が
,
好酸球増多症患者 の 末梢血 好酸球の 一 部に C D 6 9 抗原を

強く発現 して い る細胞 群が認 め られ た . そ こ で
,
C D 6 9 抗原 陽

性細胞群 と C D 6 9 抗原陰性細胞群 を セ ル ソ 一 夕 一 に よ り分離

し
, 両群の 形態学的違 い を電 子顕微鏡 な ら び に 光学顕微鏡 で検

討 した . 両群 とも胞 体内顆粒 ほや や 小 さく低比重好酸球 で ある

と 思わ れ た が
,
C D 6 9 抗原陽性好酸球は 胸体 内顆粒 の 減 少や 顆
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粒 サ イ ズ の 縮 小,
[ト山坂構造の 消失 が著 明で あり , ま た

, 脱顆

粒 に 伴 う空胸 形成も認 め られ た ( 図9 ) . さ ら に 別の 症例に おけ

る検討 で ほ
I
C D 6 9 抗原陽性好酸球ほ

, 活性化好酸球の 特徴 に

加え 核分其の 克進 が著 明に 認め られ た . す なわ ち
,

C D 6 9 抗原

陰性の 好酸球 が 2 核 を 中心 に構成 さ れ て い る の に 対 し
,

C D 6 9

抗原陽性好酸 球ほ 3 な い し 4 核 よ り な る過分菓好酸球が多数を

占め て い た (図10) .

考 察

種 々 の ア レ ル ギ
ー

疾患 に お い て ほ
一 末梢血 中の 好酸味の 増加
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が しば しば認め られ るが
▲ そ の 絶対数は 必 ず しも病態を反 映 し

て はい な い
. 今回 の 検討で もア レ ル ギ

ー

群に お い て は末梢 血好

酸球数の 増加を 認め る例が多か っ た が
,

正常対照群と の 重 なり

も大きく, 特 に 気管支喘息発作時 に お い て は炎症局所 へ の 好酸

球浸潤を反映する た めか j か え っ て 末梢血 好酸球数は減少する

傾 向が み られ た . ア レ ル ギ ー 炎症の 場 に お い て
, 好酸球は ま ず

血 管内皮細胞 に 接着 し血 管外 へ 遊出す る . そ の 後, 炎症組織に

遁 走浸潤 し, さらに活性化をうけた好酸球 は様 々 なメ デ ィ
ェ

ー

タ ー

を遊離 し エ フ ェ ク タ ー 磯能を 発現 して い る
-)

. 活性 化 され

た 好酸球は
, 正 常者末梢血好酸球と は形態的 , 機能 的に異な る

多く の 特徴を持 つ こ と が明らか に され て お り ,
こ の よ うな 特徴

に 着目 して 好酸球の 活性化を定量的に 評価す るた め に様 々 な試

み が なされ てきた
12)

. F u k u d a らほ パ ー コ ー ル を 使 っ て 末梢血

好酸球 の 比重分布を 詳細に 検討 し, 好酸球増多症で ほそ の ほ と

ん どが比重 1 .0 8 2 g/ m l 以下の 低比重好酸球で 占め られ る こ と ,

気管支喘息患者 に お い て も低比重好酸球 の 割合が増加す る こ と

を 報告 した
13)

. しか し こ の ような方法は 特定 の 好酸球増 多症 に

おける好酸球の 活性化を定量的に 示 すに はすぐれ て い る と考え

られ る が
, 大量の 検体を要す る こ と や操作が 煩雑な こ とか ら日

常の 臨床検体の 解析に は不適 当で ある と考 え られる .

近年,
こ の ような 活性化好酸球が

, 種 々 の 特異顆粒蛋白を放

出 ( 脱顆粒) した り
,

ロ イ コ ト リ ェ ン C 4 な どの 活性物質や サ イ

ト カ イ ン を 産生す る こ とも明らか に な っ てきた
26 ､ 3 2)

. こ れ に よ

り , 炎症局所や血 清中に 遊 離す る好 酸球顆粒 蛋白 を定 量 した

り
,
IL - 5 に 代表され る 好酸球活性化因子そ の もの を定量 しよ う

とする試み もな され て い る
】4〉15) 3 3)

. しか し
, 血 清中の 顆粒蛋白の

定量ほ採血 後の 検体処理方法の 影響を受 けや すく t そ の 濃度 が

末梢血好酸球数とそ れ ほ ど解離 しな い こ と が明 らか に され て お

り , そ の 測定の 意義は あま り大きくな い と考え られ る .

一 方 ,

I L-5 な どの 好酸球活性化因子は通常 の ア レ ル ギ ー 疾患 の 末梢

血 中に 検 出され る こ と は なく ▲ 気管支喘息や ア ト ピ ー 性皮膚炎

の 病態評価の 指標 と して の 意義は不 明で ある . さ らに
, 気管支

喘息の 症例で ほ気管支肺胞洗浄液 中の 細胞分布の 解析や サ イ ト

カ イ ン 濃度の 定量 , 好酸球表面抗原の 解析や 額粒蛋白の 定量な

ども試み られ て い る
15)3 4 1

. しか し
, 気管支肺胞洗浄液中の 好酸球

の 解析は
, 少な く とも小児に お い ては 侵襲的で あ り

ト 経時的に

繰 り返 し行 える方法で は ない
.

フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー 法は , 簡便で 再現性 に 富み

,
か つ 少量

の 検体で解析が 可能で ある こ と よ り , 小 児に お い て 経時 的に

デ ー タ を検討する に は 極め て 有用 な方法で ある . 好酸球ほ そ の

活性化に よ り細胞表面抗原 の 発現が
一

部増強す る こ と が知 られ

て い る が
, 本研究 で は

,
好酸球の 表面抗原発現 を フ ロ ー サ イ ト

メ トリ
ー 法で 解析す る こ とに よ り

,
末梢血 好酸球 の 活性化 を評

価する こ とが で きる こ と を 示 した . 末梢 血 中 の 顆粒球 分画 ほ

C D1 6 抗 原発現 の 有無 に よ り,
C D 1 6 抗 原陽性 の 好 中球と ,

C D 1 6 抗原陰性 の 好 酸球に 区別す る こ と が 可 能 で あ る . した

が っ て
, 抗 C D 1 6 m A b と他 の 抗体を組み 合わ せ る こ とに よ り ,

選択的に 好酸球表面 の 抗原発現を 解析す る こ と が 可能で ある と

考え られた .

従来 ,
C D l l b 抗原は 補体成分 で ある C3 bi の 受容体 と して 知

られ て お り , 種々 の 細胞表面 に 発現 して い るが
瑚

, 特 に 好酸球

表面で は IL-5 な どの 好酸球活性化 サ イ ト カイ ン に よ りそ の 発

現が 増強され
,

そ の 結果好酸球 の 血 管内皮 へ の 付着能が克進す

る こ とか ら
,

い わ ゆ る接着 分子 と して の 機 能 が報 告 され て い
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る
1 6 卜 19)

. 好酸球 が炎症局所 へ 遊走 , 集積する ため に ほ 血 管 内皮

細 胞に 付着 して 内皮細胞 を通過す る こ と が必要で あり
,

こ の 過

程に好酸球表面お よ び 血管 内皮細胞表面 に おける接着分子 の 発

現が深く関与 して い る と考 え られ て い る
35 ト 3g )

. 好酸球 表面 の

C Dl l b 発現 に 関 して は
, 以前 よ り試験管 内の 実験系で E LI S A

法や フ ロ
ー サ イ ト メ トリ

ー

に よ る測定 が な され て い る が
1 7)1島)

,

実際の 臨床例で の 検討は少 なく , そ の 意義ほ不 明で あ る .

一 方 ,
C D 6 9 抗原は 当初活 性化 丁細胞や 括性化 ナ チ ュ ラ ル キ

ラ ー 細 胞な ど で の 発現が 報告 され,
リ ン パ 球初期活性化 抗原 と

して知 られ て い る が
, 最近は リ ソ パ 球 に 限らず広く細胞 活性化

の 初 期に 重要 な 役割 を 果 た して い る 可 能性 が 考 え ら れ て い

る
22 ト24)

. リ ン パ 球の 試験 管内刺激実験 に おい て 上 刺激後早 期 に

そ の 発現が 強く誘導 され るが
, 生体内で C D6 9 抗原 が確 認 され

ると の 報告ほ極 め て 少な い . N i s hik a w a ら ほ炎症局所 に 浸潤 し

た 好酸球に C D 6 9 抗原が 強く 発現する こ とを 報告 して お り , 活

性化好酸球の 指標 と して C D 6 9 抗原発現が有用 で ある こ とを示

した
2き)

. しか し , 彼らの 報告で も, C D 6 9 抗原ほ 局所に 浸潤 した

好酸球に の み 認め られ, 末梢血 中の 好酸球で は ほ とん ど発現 し

て い な か っ た . した が っ て
, 好酸球表面抗原の 測定 ほ , 生体 内

で好酸球が種 々 の サ イ トカ イ ン の 刺激 に よ り括性化 した状態 を

鋭敏 に反 映す る可能性 が示 匪され た ,

今回我 々 は 末梢血好酸球表面の C Dl l b 抗原 と C D 6 9 抗原 を

フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー

を用 い て 同時に 測定 し
,

そ の 臨床 的意義

を 検討 した . 好酸球 の 活性化 にと もな い
,
C D l l b 抗原 は接着分

子と してそ の 発現が増強 し
,

一 方 C D 6 9 抗原ほ括性化抗原 と し

て 好酸球表面に新た に誘導 される こ と が知 られて い る . 臨床例

で の 検討を 始め る前 に
,

まず E D T A 加全血 を用 い て
▲ 種 々 の

血 清因子や 他の 紳胸が 混在 した 状態 に おけ るサ イ トカ イ ン 刺激

に よ る好酸球表面 の 抗原発現を 検討 した . 単離した好酸球 の 培

養の 報告と同様 に
, 代表 的好酸 球活性 化 サ イ ト カ イ ン で あ る

G M - C S F や I し5 の 添加に よ り , 好酸球表面に C D6 9 抗原 が誘

導 され
,
C D l l b 抗原 の 発現が 増強 した . こ の 結果よ り , 血 清存

在下でも こ れらの サ イ ト カ イ ン が 好酸球を 活性化す る こ と が示

され, 生体内に お い ても十分な サ イ ト カ イ ン 存在下 で は好酸球

表面の C D l l b 抗原発現の 増強や , C D 6 9 抗原発現の 誘導 が起 こ

りうる こ とが示 唆され た . しか し ,
サ イ ト カ イ ン に よ る 両抗原

発現の 経時的検討 で は
,

サ イ ト カ イ ン 刺激後30 分以内と い う極

め て 早期 に C D1 1 b 抗原 の 発 現増強 が み ら れた の に 対 して
,

C D 6 9 抗原の 発現誘導が 最大に な る まで に は 2 時間以上 を 要 し

た . こ の こ と は , そ れ ぞれ の 抗原が好酸球括性化の 異 な る過程

に関連 して発現 し
, 異な る発現調節機構を 有する ことを示 唆 し

て い る と考え られた . 特 に
,

C D 6 9 抗原の 発現誘導に は 新 た な

蛋白合成 が必 要で ある可 能性が 示唆され るが , 本研究 で ほ詳細

な検討を行 っ て い な い .

一

方 ,
C D l l b 抗原 の 発現増強 が極 め て

短時間で観察 された こ と は
,

こ の 表面抗原が 好酸球活性化 と血

管内皮 へ の 付着∴組織移行 など
,

一

連 の 好酸球浸潤過程 に 極 め

て 重要な役割を 果たす こ と を示唆 して い る と考え られ る .

臨床 例の 検討で ほ
l 末梢血 好酸球表面 の C Dl l b 抗原 ほ

,
ア

レ ル ギ
ー

群に お い て 明らか に発現の 増強を 認め
,
好酸球 の

一

般

的な活性化 の 指標と な る こ とが 示唆された . しか も, 末梢血 好

酸球数 に 関係なく ア レ ル ギ ー 群に お い て は C D1 1 b 抗原 の 発現

は増強 してお り , 好酸球 の 減少 して い る例 に お け る C Dl l b 発

現測定の 意義が 示 さ れた . しか し
,

ア レ ル ギ ー 群の △平均蛍光

強度は 対照 群と の 重 な り が大きく
一 個 々 の 症例に お い て

一

回 の

測定の み で 好酸球 の 括性化状況を 正 確 に 評価する の ほ 困難 で あ

ると 考え られた . した が っ て
, 特定の 疾患群内に お い て 好酸球

活性化を定 量的 に 比較 した り , 個 々 の 症例に お い て は そ の 発現

量を 経時的に 観察 し
,
比較検討す る こ とに よ り臨床 的に 有用 な

情報が 得ら れ る場合 が多 い と考 え られ た .

一

方 ,
C D 6 9 抗原は

, 通常の ア レ ル ギ ー 疾患 に お い て は 末梢

血 好酸球に そ の 発現 ほ全く認め られ な か っ た が
, 好酸球性心 外

膜炎患者の 心外膜液 中好酸球や ア レ ル ギ
ー

性鼻炎患者 の 鼻汁好

酸球 に お い て は強く発現 して お り , 炎症局所に お ける サ イ トカ

イ ン 刺激に よ り C D 6 9 抗原発現 が誘導 された と 考え られ た . ま

た
, 我 々 は 好酸球増多症 の 2 例 に お い て

,

一

部の 末梢血 好酸球

表面 に 明 らか な C D 6 9 抗原発現を 確認 した . さ ら に
,

セ ル ソ ー

タ
ー

を 用い て C D 6 9 抗原陽性細胞を 単離し
, 形態的特徴 を検討

した と こ ろ
, 脱顆粒像や 核 の 過分葉化な どの 悟性化好酸球 の 特

徴が 認め ら れ た . 本研究 でほ
,

フ ロ ー サ イ ト メ トリ
ー

を用 い た

検討 に よ り , 末梢血 好酸球を C D6 9 抗原発現の 有無 に よ り異 な

る形態的特徴 を有す る活性化好酸球亜 群と して 分 軌 測定 しう

る こ とを初 め て示 した . しか し
, 通常の ア レ ル ギ ー 疾患 で ほ ,

末梢血 好酸球表面 に C D 6 9 抗原発現を 認め る こ と は なく , そ の

臨床的意義 ほ少 な い と考 え られ る .

一 方 , 好酸球増多症 の よう

な 極め て 特 異な症例 に お い て ほ そ の 病態評価の 指標 と して 有用

で あ ると考 え られた . す なわ ち
,

こ れ らの 症例に お い て ほ
l
生

体 内 に お い て 著 明 な 好酸 球 活 性 化 サ イ ト カ イ ン ( G M - C S F
,

Ⅰし5 な ど) の 産 生と , そ れ に よ る好 酸球 の 強 い 活性 化 が 存在

し
, 末梢血 好酸球表面の C D6 9 抗原発現に 反映さ れて い る と考

え られ る . 好酸球増多症 ほ
l 末梢血 好酸球の 著明 な増加 を認め

る の み の 症例か ら
,

血 管神経浮腫を 伴う症例 , さ らに 広範 な臓

器障害を伴 い 致死的 な症例 ま で
, そ の 臨床像が 多彩 で ある こ と

が 知 られて い る
41)

. 末梢 血 好酸球 に おけ る C D 6 9 抗原発現の 検

討ほ
, 生体 内の 好酸球活性化 の 程度を 客観的に 評価 し

,
こ の よ

うな 症例の 病態 を把握す る 指標 と して 有 用 で あ る と 考 え られ

る .

以上 よ り
,

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ る 好酸球表面抗原 の

測定ほ 簡便 で
,

か つ 好酸球の 活性化状況を 鋭敏に 反映す る こ と

が 示 され た . 特 に
,
C D ll b 抗原 と C D 6 9 抗原発現を 同時 に 検討

す る こ と は
, 種 々 の ア レ ル ギ

ー 疾患や 好酸球増 多症 に おけ る好

酸球の 活性化 の 程度を 推定す るの に
, また 個 々 の 症例 に お い て

は 経時的に そ の 病態を 評価す る指標 と して 有用で ある と考 えら

れ た .

結 論

小児の ア レ ル ギ ー 疾患や 好酸球増多症に お い て
, 好酸球 の 活

性化の 程度や 病態を 評価す る 目的 で ▲ 好酸球表面 の C Dl l b 抗

原と C D 6 9 抗原発現を フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー 法を用 い て 測定 し

以下の 結論 を得 た .

1 .
フ ロ

ー

サ イ ト メ ト リ ー に よ り , 好酸球ほ末梢血 中の 顆粒

球 分 画 に お け る C D1 6 抗 原 陰 性 細胞 群 と し て 得 ら れ , 抗

C D 1 6 m A b と他 の 抗 体と の 二 重免疫蛍光染色 に よ り , 選択的 に

好酸球表面 の 抗原発現を 解析す る こ と が 可能 で あ っ た .

2 . I し5 や G M - C S F な ど の 好酸球活性化 サ イ ト カ イ ン に よ

る全血 培養 では
, 末梢血 好酸球表面の C Dl l b 抗原発現が 極 め

て 早期に増強 し
,

C D 6 9 抗原発現が 経時的に 誘導 され た .

3 . 末梢血 好酸球表面 の C Dl l b 抗原 の 発現は
,

ア レ ル ギ ー

群に お い て有意 に増強 して お り , 末梢血好酸球総数 よ りも鋭敏
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な 病態評価 の 指標 とな ると 考えられ た .

4 . C D 6 9 抗原ほ通 常の ア レ ル ギ ー 疾患 で は末梢血好 酸球表

面 に ほ 発現せず , 炎症局所に 浸潤 した 好酸球表面に 強 い 誘導が

認め られ た . 好酸球増多症の 2 例 に お い て は
l

一

部 の 末梢血好

酸球表面に も C D 6 9 抗原が 強く発現 して お り
,

これ らの 好酸球

は 形態的に 脱顆粒や 核の 過分菓 な ど を示 し, 生体内で 強い 悟性

化を うけた 状態 に ある こ と が示 酸 された .

5 ･ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を用 い た末梢血 好酸球 の 表面抗原

発現の 測定ほ
l 少量 の 検体で 繰 り返 し検討が 可能 で ある こ とか

ら
,
生体内に おけ る好酸球活性化 を評価す る指標 と して

, 特 に

小児 に お い て極 め て有用で ある と考 え られ た .
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廿

] a n d

sti m ul a ti o n of p r o t ei n k in a s e C . J . I m m u n ol .
,
1 4 2

,
1 8 5 4 - 1 8 6 0

(1 9 8 9).

2 2) M o r e tt a
,

A .
,

P o g gi ,
A .

,
P e n d e

,
D .

,
T ri p o di

,
G .

,

O r e n g o
,

A . M .
,
P ell a

,
N .

,
A u g u g li a r o

,
R .

, B o t ti n o , C .
,

C i c c o n e , E . & M o r e tt 8 .
, L . : C D 6 9

-

m e di a t e d p a th w a y of

ly r n p h o c y te a c ti v a ti o n : a n ti - C D 6 9 m o n o cl o n al a n tib o di e s

trig g e r th e c yt ol yti c a c ti vit y of d iff e r e n t l y m p h oid eff e c t o r

C ells wi th th e e x c e p ti o n o f c yt oly ti c T I y m p h o c yt e s e x p r e s s-

i n g
'

r c ell r e c e pt o r alp h a/ b e ta . J . E x p . M e d .
, 1 7 4 , 1 3 9 3- 1 3 9 8

(1 9 91) .

23) N i s h ik a w a
,

K .
,

M o rii
,

T .
,

A k o
,

H .
,

H a r n a d a
,

K .
,

S a .it o
,
S . & N a ri t a

,
N . : I n vi v o e x p r e s si o n of C D 6 9 0 n l u n g

e o sin o p hil s i n e o sin o ph ili c p n e u r n o n i a : C D 6 9 a s a p o s sib l e

a c ti v a ti o n r n a r k e r f o r e o si n o p hil s . J . A ll e r g y C li n . I m m u n ol .
,

9 0
,
1 69 -1 7 4 (1 9 92) .

2 4) H a rt n ell
,
A .

,
R o bi n s o n

,
D . S .

,
K a y ,

A . B . & W a r d la w
,

A . J . : C D 6 9 i s e x p r e s s ed b y h し m a n e O Si n o p hil s a c ti v a t e d i n

vi v o i n a sth m a a n d i n vitr o b y c yt o k in e s . I m m u n ol o g y ,
8 0

,

2 別 - 2 86 (1 9 9 3) .

2 5) H & n S el
,

T . T .
,

D e V ri s e
,
J . M .

,
Iff

,
T .

,
R ih s

,
S .

,

W a n 血 ei a k
,

M .
,
B et z

,
S .

,
B l & S e r

,
K . & W a lk e r

,
C . : A n

i m p r o v e d i m m u n o m a g n e ti c p r o c e d u r e f o r th e i s ol a ti o n of

h i ghl y p u rifi e d h u m a n b lo o d e o si n o p hil s . J . I m m u n ol .

M e th o d
,
14 9

,
1 0 5 -11 0 (1 9 91) .

2 6) T h o r n e
,

K . J .
,

R i c h a r d s o n
,

B . A .
,

V eith
,

M . C .
,

T &i
,
P . C .

,
S p r y ,

C . J . & B u t t e r w o r t h
,

A . E . : P a r ti al

p u rifi c a ti o n a n d b i olo gi c al p r o p e rti e s of a n e o si n o p hiトa c ti v a ti -

n g f a
.

c to r . E u r . J . I m m u n ol .
, 1 5

, 1 0 83 -1 0 91 (1 9 8 5) .

2 7) W o n g ,
D . T . W .

,
E l o vi c

,
A .

,
M a t o s si a n ,

K
. , N a g u r a ,

N . , M c B rid e
,
J .

,
C h o u

,
M . Y .

,
G o r d o n

,
J . R .

,
R a n d

, T .

H ･
, G a 11i , S ･ J ･ & W ell e r

,
P ･ F ･ : H u m a n e o si n o p hil s

e x p r e s s tr a n sf o r m in g g r o w th f a c t o r al p h a . J . E x p . M e d .
,

1 7 2
,
6 7 3 -6 81 (1 9 9 0) .

2 8) T a k a f u ji ,
S .

,
B is c h o ff

,
S . C .

,
D e

,
W . A . & D a h i n d e n

,

C ･ A ･ : I L -3 a n d I し5 p ri m e n o r m a l h u m a n e o si n o p h ils to

p r o d u c e l e u k o tri e n e C 4 i n r e s p o n s e t o s ol u b l e a g o n is t s . J .

I m m u n ol .
,
14 7

,
3 8 5 5 -3 8 61 (1 9 9 1) .

2 9) K it a
,

H .
,

O h n i sh i
,

T .
, O k u b o , Y . , W eli e r

,
I) .

,

A b r a m s
,
J ･ S ･ & G l e i c h

,
G . J . : G r a n u l o c yt e/ m a c r o p h a_ g e

C Olo n y
- S tir n u la ti n g f a c t o r a n d i n t e rl e u k i n 3 r el e a s e f r o m

h u m a n p e ri p h e r al bl o o d e o s in o p hil s a n d rl e u tr O p hil s . J . E x p .

M e d .
,
1 7 4

,
7 4 5 - 7 4 8 (1 9 9 1) .

3 0 ) M o qb el
,

R
. , H a m id

, Q .
,

Y i n g ,
S .

,
B a r k a n s

,
J .

,

H a r t n e11
,

A . & K a y ,
A . B . : E x p r e s si o n of m R N A a n d

i m m u n o r e a cti vi ty f o r th e g r a n ul o c yt e/ m a c r o p h a g e c ol o n y- St-

i m u l a ti n g f a c t o r in a c ti v a te d h u m a n e o si n o p h ils . J . E x p .

M e d .
, 17 4 , 7 4 9- 75 2 (1 9 9 1) .

3 1) H a m id , Q . , B a r k a n s , J .
,

M e n g , Q .
,

K a y ,
A . B . &

M o q b el
,

R . : H u m a n e o si n o p hils s y n th e si z e a n d s e c r e t e

i n t e rl e u k inT6 ,
i n v itr o . B l o o d

,
8 0

, 1 4 9 6
-1 50 1 (1 9 9 2) .

3 2) B r a u n
,

R . K .
,
F r a n c h i n i

,
M .

,
E r a r d

,
F .

,
R i h s

,
S

.
,

D e
,
V

. Ⅰ.
,
B la s e r

,
K .

,
H a n s el

,
T . T . & W al k e r

,
C . : H u m a n

p e rip h e r al bl o o d e o s in o p h ils p r o d u c e a n d r el e a s e i n t e rl e u k i n- 8

0 n S tir n u l a tio n wi th c al ci u m i o n o ph o r e . E u r . J . I m m u n ol .
,
2 3

,

9 5 6- 9 60 (1 9 9 3).

3 3) V i r c h o w
,
J . J .

,
K r o e g el

, C .
,
H a g e

,
U .

, K o r t s i k , C .
,

M a t th y s
,

H . & W e r n e r
,

P . : C o m p a ri s o n of s p u t u m
- E C P

l e v els i n b r o n c hi al a s th m a a n d c h r o n i c b r o n c h itis . A ll e r g y り

4 8
,
1 1 2 -11 8 (1 9 9 3) .

3 4) B o u s q u e t
,
J .

,
V a n

,
V . T .

, C h a n e z
,
P .

,
E n a n d e r

,
Ⅰ.

,

M i c h el
,

F . B . & G o d a r d
,

P . : C ell s a n d m e d i a t o r s i n

b r o n c h o al v e ol a r l a v a g e of a s th m a ti c p a ti e n t s : th e e x a m pl e of

e o s in o p h ili c i nfl a m m a ti o n . A ll e r g y ,
4 8

,
7 0 -7 6 (1 9 9 3) .

3 5) L u k
,
J . & S p ri n g e r

,
T . A . : C D l l b c lu st e r r e p o r t . I n

S . F . S c h lo s s m a n
,

L . B o u m s ell , W . G ilk s , J . H a rl a n
,

T .

K i s hi m o t o
,
C . M o ri m o t o

, J . R itz
,
S . S h a w

,
R . S il v e r s t ei n , T .

S p rin g e r , T ･ F ･ T e d d e r & R . F . T o d d (e d s .) ,
L e u k o c y t e

T y p in g V ･ W hit e C ell D iff e r e n ti a ti o n A n tig e n s
,

5 th e d .
,

p1 5 88-1 5 89
,
0 Ⅹ王o r d U n iv e r sit y P r e s s , N e w Y o rk

,
1 9 9 5 .

3 6) L a m a s
,

A . M .
,

M ul r o n e y , C . M . & S c h l ei m e r
,

R .

P ･ : S t u di e s o n th e a d h e si v e i n t e r a c ti o n b e t w e e n p u rifi e d

h u m a n e o si n o p hil s a n d c ult u r ed v a s c ul a r e n d o th eli al c ell s . J .

I m m u n oI
リ
1 4 0

,
1 5 0 0 -1 5 0 5 (1 9 8 軋

37) W e g n e r
, C . D .

, G u n d e l
,

R . H .
,

R eilly ,
P .

,
H a y n e s

,

N .
,

L e tt s
,

L . G . & R o th l ei n , R . : I n t e r c ell u l a r a d h e si o n

m ol e c ul e-1 (I C A M ql) i n th e p a th o g e n e sis of a sth m a .

S ci e n c e .
,
24 7

,
4 5 6- 45 9 (1 99 0) .

3 8) I)i a m o n d
,
M . S

リ
S t u n t o n

,
D . E .

,
F o u g e r o ll e s

,
A . R .

,

S t a c k e r
,

S . A
り A g uil a r

,
J . G .

,
H i b b s

,
M . L . & S p ri n g e r

,

T ･ A . : I C A M -1 ( C D 5 4) : A c o u n t e r- r e C e p t O r f o r M a c-1

(C D l l b/ C D 1 8) . J . C e ll B i ol
リ

1 11
,
31 2 9- 3 1 3 9 (1 9 9 0) .

3 9) W a ls h
,
G . M .

,
M e r m o d

,
J . J .

,
H a r t n e ll

,
A .

,
K a y , A .

B ･ & W a r dl a w , A . J . : H u m a n e o si n o p h il ,
b u t n o t n e u tr o p

-

h il , a d h e r e n c e t o II : トs ti m ul a t e d h u m a n u m b ili c al v a s c u l a r

e n d o th eli al c ells i s alp h a 4 b e t a l (v e r y l a t e a n ti g e n-4)

d e p e n d e n t . J . Ⅰrn m u n Ol .
,

14 6
,
3 41 9-3 4 2 3 (1 9 9 1) .

4 0) W a lk e r
,
C . & V ir c h o w

,
J . J . : T -

C ell s a n d e n d o th eli al

C elI s i n a s th m a . A 11 e r g y ,
4 8

,
2 4 -3 1 (1 9 9 3) .

4 1) S p r y ,
C . J . F . : E o si n o ph il s

,
1 s t e d .

, p 2 6 3
-2 7 7

,
O xf o r d

U n i v e r sit y P r e s s , N e w Y o r k , 1 9 8 8 .
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C li mi e al A ss e s s m e m t- b y 椚o w c y t o m e t r i c M e 也o d o どf〟 γ 如 A c損v ati o m o首 鼠o si皿 O p 姐 s a n d I g E
･ B b d i n g S t at e o n

迅a s o p 姐 s i n V a rio 11S A 且I e r g ic ‡)is o r d e rs I ･ E x p r es sib i 批y o f C I) 1 1 b a m d C D 69 A m ti g e n s o n E o si m o p b 鮎 血 A ll e r g l C

D i s o r d e r s a s Si g n s o f i n vi v o T o m o k o T o m a
,
D ep art m e nt o f P e di atri c s

,
S c h o ol of M e d i ci n e

,
K a n a z a w a U ni v e r slty ,

K an a Z a W a 9 2 0
-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 4 , 7 5 8

-

7 6 7 ( 19 9 5)

濫e y w o r d s all e r gy ,
e

.
OSi n op h il

,
a Cti v a ti o n

,
C D l l b

,
C D 69

A b st r a ct

E o sin o p hil s i n c r e a s e i n n u m b e r i n th e p e ri p h er al cir c ul ati o n a n d a c c u m ul ate i n th e t a rg et ti ss u e i n v a ri o u s alle rg lC

d is o rd ers ･
It h as b e e n dis clo s e d r e c e n tly th a t e o sin o p hils pla y slg ni丘c an t r Ol e s as i m p o rt a n t i n fl a m m at ory e ff t ct o r c ells in

all e rg lC r e a Cti o n s ･ T h e e osi n o phils m l gr ati n g l nt O i n fl a m m a to ry ti ss u e are a cti v a ted b y v ar i o u s c y t o ki n e s a n d c h e m o k i n e s

a n d th e y u s u alIy e x hi bit disti n c t fu n c ti o n al a n d m o rp h ol og ic al c h ar a c te ri sti c s . B a s e d o n th e s e 丘ndin g s
,
n u m er O u S St u di e s

h a v e b e e n p erf or m e d t o q u a ntify th e d eg r e e of th e e o si n op h il a ctiv ati o n il " i v o ･ I n th e p r es e n t st u d y ,
th e s u rfa c e e x p r e ssi o n

O f an e O Si n o p hil ad h e si o n m ol e c ul e
,
C D l l b

,
a nd an aCti v a ti o n a n tl g e n

,
C D 6 9 w e r e m e a s u re d si m u lt a n e o u sl y u sl ng tW O - C Ol o r

fl o w c y t o m etry ･ P e rip h e r al w h ol e b1 0 0 d s a m pl e s w er e st ai n e d w ith fl u o r e s c ei n i s oth io c y an a te ( F I T C) - C O nj u g at ed C D 1 6

m o n o cl o n al a n ti b o d y ( m A b) , a n d ph y c o ery th ri n ( P E) - C O nj u g a te d C D l l b m A b o r P E - C O nj u g a te d C D 6 9 . C D 1 6 - n eg ati v e

fr a cti o n w ith i n th e g r a n ul o c y te r eg l O n Of l e u k o c y te s w e r e g at ed as e osi n op h il s
,

a n d th e i n te n slty O f th e ph y c c H5ry t h ri n

fl u o r e s c e n c e w a s m e a s u r e d . W h e n p e ri p h e r al bl o o d s a m p l e s f r o m n o r m al c o n t r oIs w e r e c ul tu r e d i n th e p r e s e n c e of

r e c o m bi n a n t h u m a n g r a n ul o c y t e - m a Cr O P h ag e c ol o ny
- Sti m ul ati ng f a ct o r (r G M - C S F) ,

O r r e C O m bi n a n t h u m an i nt e rl e u k i n - 5

( r m -5 ) , C D 6 9 e x p r e s si o n w as r a pi d l y i n d u c e d d e n o v o
,
a n d C D l l b e x p r e ssi o n w as i n cr e as e d p r o m p tl y o n th e e o si n o p hil

S u rf a c e . T h e s u rf a c e e x p re s si o n s of th e s e an ti g e n s o n pe ri p h er al b l o o d e o si n o p h ils w e re c o m p a r ed b e t w e e n all e rg i c s ( n = 2 7)

a n d n o rm al c o nt r oI s ( n = 2 6) t o s e e th e cli nic al rel e v a n c e of th e s e s u rf a c e a nti g e n s . C D l l b e x p r e s si o n w a s sig n ifi c a n tly

h i g h er a m o n g all er gi c s th an n O rm al c o nt r oI s ( p < 0 .0 0 1) . C D 69 w a s n o t e x p r e ss e d o n p eri p h e r al b l o o d e o si n o p hil s 丘
･

O m ei th e r

n o r m al c o n tr oI s or al 1 e rg lC S . H o w e v e r
,
i t w a s e x

p
r e s s ed at a s l g n i fi c a n t l e v el o n ti s s u e i nfilt r ati n g e o si n op h ils i n s u ch

C O n d i ti o n s as all e rg i c rh i ni ti s an d e o sin o p h ili c pe n C ard iti s . F u rth er m o r e
,
i t w a s i n tri g ui n g th at f h c ti o n s o f p e ri p h e r al bl o od

e o si n o p h il s i n h y p e r e o si n op h ili c p ati e n ts e x p r es s e d si g ni丘c a n t l e v els o f C D 6 9 0 n th e c e11 s u rfa c e ･ T h e m orp h ol o gi c al st u d i es

S u g g e S ted th at th e C D 6 9
'

e o si n o p h il s ar e p o te ntl y a c ti v a ted i乃 Vi v o ･ I n c o n cl u si o n
,
it i s cl e arly s h o w n th at th e fl o w c y t o m e tri c

a n al y sI S O f e o si n op hil s u rf a c e a n tl g e n S i s a s e n siti v e a n d cli ni c all y u s e fu 1 i n di c at o r o f e o si n o p h il a c ti v a ti o n an d all e rg lC

i n fl a m m ati o n i n vi v o .


