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総説

ホヤ喘息

勝谷 隆

勝谷・ 小笠原クリニック

はじめに

ホヤ喘息は養殖かきやアコヤガイなどに付着

する原索動物の一種であるホヤの体液を吸入

し、それに含まれる抗原成分に感作されておき

る I 型アレルギー による職業性喘息であり、故

光井庄太郎岩手医科大学名誉教授により 抗原の

確定、命名が行なわれ、故城 智彦県立広島

病院名誉院長により体系づけられ、故岡 智

広島大学工学部名誉教授によって抗原の解析か

らエピト ー プの決定までが行なわれた疾患であ

る I ) 2) 3) 4) 

゜
19 63年、「かきの打ち子喘息に関する研究

第 1 幸屈」として神戸市で開かれた第 13同日本ア

レルギー学会総会において最初に発表し、その

後 19 66年 4 月福岡市で開催された日本内科学

会総会でその抗原確定により正式に「ホヤ喘息」

と命名することを提唱して以来 、 40数年の歳月

が流れている 。

今回はこの間に得られた研究成果および現在

も追吋ミを続けているホヤ抗原の解析、そして長

年の？咸感作療法から得られた知見を総括して紹

介する 。

I . 疫学

広島県におけるカキ養殖は400年の歴史があ

〒 738-0042 

広島県い田市市地御前2-10-2 2

勝谷 ・ 小笠原クリ ニ ッ ク

勝谷 隆

り、その生産量は 日 本一を誇っている 。 戦前は

カキの従業者 （広島ではカキの打ち子と 呼ばれ

る ） の間に喘息が起こったという話は聞いてい

ないし、報告もない。

著者らがカキの打ち子に喘息が多いことに気

付いたのは 1960年であり 、 その頃すでにカキ

の打ち子の間ではカキ打ちに行くと喘息にな

る 、 そして「カキ喘息」という言葉も囁かれて

いたようであった。

1965年までに 、 広島県下を中心にカキおよ

び真珠養殖業者らの中で発見されたホヤ喘息約

400例の年度別発生状況を表 1 に示した （ 表

1 ) 。

カキ養殖場においては最初の症例は 195 0年

に発生しており、その後数年間は広島市を中心

に散発的な発生をみるのみであったが、 195 8

年頃から県下各地の養殖場において広範な発生

をみるようになった 。 真珠養殖従業者では

1957年に第 l 例の発生があり、その後はカキ

養殖従業者の場合と同様に患者発生の急増傾向

が認められた 。 広島県下の真珠養殖は戦後に三

重県から導入されたもので 、 カキ養殖従業者よ

り遅い発生は、その歴史の新しさを反映したも

のと思われる 。

その後、 山 口、岡 山、 愛媛県などのカキおよ

び真珠養殖場でも相次いで発見されており 、ま

た製材業者における症例は輸入された外材が海

面貯木場に繁留される間にホヤが木材に着生し

て発生したものであった 。 1965年までに広島

- 1-



ホヤ喘息

表 1 ホヤ喘息の年度別発生状況

年度 I 1950 1951 1952 1953 1954 1955 1956 1957 195s 1959 1960 1961 1962 1963 1964 1965 
カキ従業者 I 2 

真珠従業者

4
 

2 l 10 20 21 70 62 93 80 

2 IO 6 12 

表 2 地域別のホヤ喘息発生状況

地 名
推定 調査 健常な ホヤ喘息

発生率
従業者数 例数 従業者数 患者数

大野町 250 209 150 59 28.2 

廿日市町 250 144 78 66 45 8 

カ五日市町 300 173 128 45 26 0 

キ 草津町 300 162 123 39 24 1 
の

む 仁 1呆 IIIJ 160 121 39 24 4 

き海田町 300 194 107 90 45 6 
身
矢野町 250 268 216 52 19 4 

業

者 音戸町 300 73 56 17 23 3 

その他 30 22 8 26 7 

計 1416 1001 415 29 3 

田 島 30 7 23 76 7 

言-- 佐木島 14 , 5 35 7 
珠

生口島 A養 35 26 , 25 7 
殖 生口島 B 11 8 3 27 3 
業
者 能美島 14 5 , 64 3 

計 104 55 49 4 7 1 

県下において調査した結果を表 2 に示した。こ

れらは、すべて著者らが従業者に面接し、問診

による病歴聴取とホヤ抗原液による諸検査を行

なって確診されたものである。これは広島県沿

岸部、島しょ部のほぼ全域にわたっている。な

お市町村名は合併によって現在変わっている

が、その当時の市町村名を使用した。各発生率

は驚くほど高率で最も多いところは45.8% であ

った。全体では調査したカキ従業者 152 8名中

ホヤ喘息443名、 29%であった 。

カキ従業者は季節労働者的な性格が強く 、 正

確な従業者数を把握することは困難であった

が、これら地域の従業者数は 1 95 0名と推定さ

れた。調査漏れの従業員が全て健常者であった

と仮定しても、発生率は22.7% となり一般の気

管支喘息の発生率に比し著しい高率であったと

いえる。

カキ従業者の多くは女性を主とする季節労働

者により占められているため、本症は女性に多

いが発生率に性差はなく、好発年齢もみられな

ぃ 。 60歳以後の発病者も多く、一般喘息の高齢

者にアトピー型喘息が少ないことと比べると興

味ある事実であった 。

カキの仕事に従事してから発病までの期間は

少なくとも 1 ~ 2 ヶ月を要し、ほぼ半数が 5 年

以内に発病していた 。 しかし、中には 15年以上

従事して初めて発病したものもあ っ た 。

ァレルギーの素因については血族に喘息のあ

るものは、本症33% 、一般喘息63% 、健常従

業者 12 % であった 。 これは本症の発生にはア レ

ルギー素因が関与し、また一般喘息より素因の

少ないものまで発病したことを示している 。

II . 原因の検索

1 . ホヤ抗原液の作成と皮膚反応

本症の発症状況が極めて特徴的であることか

ら、本症はかき打ちに際して飛散する物質を吸

人することによって起こるアレルギー疾患であ

ることを推定することが出来る。そこで著者ら

は飛散物として推定出来る物質中より、かき、

かき殻、かき殻に付着して成長するホヤならび

にかき筏、かきひびなどに使用される竹を選び、

こ れらから抗原液を作成し本症、 健常な打ち子、

一般喘息に皮膚反応を行なった。

その結果は、ホヤ抗原液による反応は極めて

特異的で本症にのみ著明に高い陽性率が認めら

れた 。 これはホヤが本症の原因抗原として重要

な因子であることを示唆するものであった（表
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表 3 皮膚反応の成績

皮膚反応 健常な打ち子 カキの打ち子喘息 一般の気管支喘息

抗原 陰性 陽性 (%) 陰性 陽性 （％） 陰性 陽性 （％）

力 キ 65 0(0) 65 3 (4 4) 52 2 (3 7) 

カキ殻 65 (O) 66 2 (2 9) 46 I (2 l) 

養殖用の竹 （ くだ ） 64 1 (1 5) 66 1 (1 5) 49 0 (0) 

混合抗原 450 42(8 5) 38 398 (91 3) 147 23 (I 3 5) 

しろ ほや { A B 58 4(6 4) 23 87 (79 1) 24 0 (0) 
ほ

62 4(61) 21 108 (83 7) 18 5 (21 7) 

えぽや { A B 5 0(0) 7 27 (79 4) 16 3 (15 8) 

59 6(9 2) 23 102(823) 14 6 (30 0) 
や

ゆ うれいぼや { A B l l (2 1) 184 (54 9) 29 2 (6 4) 513 151 

57 9(13 6) 19 110(853) 14 6 (30 O) 

A は岩手医科大学アレ）因こー研究室、 B は烏居薬品株式会社において作製した。

3 ) 。

2. 吸入による誘発試験

5 ~ 10倍のホヤ抗原液による吸入誘発試験を

本症の 9 例に実施し、 4 例に誘発を認めた 。

3 . Prausnitz-kustner反応 (P-K反応）

本症23例、一般喘息 7 例にP-K反応を実施し

たところ、前者では全症例においてホヤ抗原に

対して陽性を示し、後者は全て陰性であった。

当時は、まだ IgEは発見されておらず、 P-K反

応が本症の血清中にホヤに対する抗体の存在を

示す唯一の方法であった5) 。

4. Schultz-Dale反応 (S-D反応）

ホヤ抗原液を使用し、モルモットを感作し、

腸管を摘出してS-D反応を行ない、典型的な収

縮反応が認められた6) 。

以上の結果から本症を正式に「ホヤ喘息」と

命名し、 1966年福岡で開催された内科学会総

会において発表した。

ill. かき養殖法の変遷とホヤ喘息の発生

本症の原因がホヤであることが解明された

が、ここで近年になってなぜ急激な発生をみる

に至ったのか、その理由を考えてみたい。

広島県におけるかき養殖は400年の歴史をも

つとされているが、この間にかき養殖法、養殖

場は大きく変遷した 。 菱殖法は古くは地蒔き式

とひび建て式の 2 法で長年ほとんど変化なく続

いたが、昭和初期頃から簡易垂下式が始められ

るようになり、戦後になってこれを拡大、改良

した筏式があらわれ、年々普及してゆき、これ

によりかきの収穫量は飛躍的に上昇し、昭和27

~28年以降は筏式養殖時代に入った 。

地蒔き式、ひび建て式は沿岸浅部が養殖場と

して利用され、簡易垂下式でも水深 5~6m ま

での水域が利用されるに過ぎず、沿岸浅部の域

を出ない。筏式は竹または木材で 9 X 18m前後

の筏を作り、これより 10m以上の針金を500~

600本垂下し貝殻を吊るして養殖が行なわれ

る 。 この方法によ り養殖場は沖合深部に移動し、

養殖可能な漁場面積は飛躍的に拡大した叫

ー方、ホヤの分布、生態などは当時ほとんど

知られていなかった 。 元来ホヤは潮間帯に生息

することはなく、低潮線以深の比較的陸水の影

響の少ない水域に分布するもので、地蒔き式や

ひび建て式養殖場のような潮間帯には出現せ

ず、簡易垂下式のような陸水の影響の強いとこ

ろでは多少生息することはあっても、その数は

少ない 。 またホヤ類中ことにシロボヤは世界的

に広く分布し、船底に付着して分布域を広げる

という 。 船舶の往来の多い瀬戸内海に大量の筏

式養殖場が出現したことは、ホヤ類に格好の付
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着増殖の場を与えたことになり本症の発生を惹

起したものと考えられる。

さらに、本症の発生を助長したのは劣悪な作

業環境にあったと考えられる 。 当時のかき打ち

作業場は、いわゆる掘建て小屋で寒風を避ける

ため、当時売り出されたビニールを張り巡らせ、

あたかも動物の感作実験をさえ思わせる環境で

あった。そして、広島の古くからの伝統ともい

える独特の槌を用いてかきの殻の一部を 叩いて

壊して剥き身する方法はホヤの体液の飛散を来

し、感作された「カキの打ち子」の間に高率の

発生を来したものと考えられた 。

このことは広島において唯一ナイフによる剥

き身の方法を採用している N漁業株式会社（主

として輸出向けのカキ缶詰を製造 ） の調査で

1 23例中21 例、発生率は 1 7 .1 %と他の作業場

と比べ低率で、しかも典型的な喘息症状を示し

たものは 2 例に過ぎず、ほとんどが軽症であっ

たことからも実証された 。

また、広島と同様にかきの養殖の盛んな三陸

沿岸の調査では喘息症状を有するものは発見さ

れず、その理由としてかき殻にホヤの付着がな

いこと、剥き身がメスを用いていることがあげ

られている 81 。 さらに、韓国南邪海岸地方にお

ける調査でも 286名中なんらかのアレルギー症

状のあったものは34例であったが、そのほとん

どは皮膚症状と結膜炎症状で喘息型は 1 例のみ

であったという 。 そしてFDA承認の工場設備と

ナイフによる剥き身がその理由であろうと記載

されている％

以上を要約すると、本症の原因物質はホヤで

あり、高率発生の条件として、ホヤの大量発生

に至った筏式養殖法の普及、広島独特の剥き身

方法、そして作業環境の悪さがあげられ、これ

はそのまま予防対策につながるものであった。

N. ホヤ

ホヤは海の付着動物で、原索動物門、尾索綱、

海鞘 （ ホヤ ） 亜綱に属し、日本近海には200種

類以上のものが知られている。しかし、著者ら

がホヤ噛息を見出し、報告した当時はホヤは一

般には勿論、生物学者の間でも大して知られた

動物ではなく、 一音〖の学者がコツコツと研究し

ている動物に過ぎなかった 。 東北地方であれば

食用のマホヤがあり、理解してもらえるのだが、

西日本では見たことも間いたこともないとい う

人が多く、わか っ てもらえない 。

しかし、昭和天皇がホヤ研究の大家であった

ことは有名で「相模湾海鞘類図譜」という立派

な著書が出版されている 1 0) 。

この本は詳細なホヤの分類図譜であり 、当時

は唯一のホヤに関する単行本であった 。

瀬戸内海で養殖中のカキやアコヤガイに付着

するものは、 主にシ ロボヤ Styela plicata、エボ

ヤStyela clava、ユウレイ干ヤ Czona mtestznalzs 、

およびイタボヤ Bottylloides violaceum などが

あるが、いずれも干出に対して弱く、水揚げさ

れると出水孔より多量の体液を吐出し、比較的

短時間のうちに死滅する 。 この際、カキ殻、ア

コヤガイ、 真珠網などを汚染した体液は、カキ

の剥き身作業やアコヤガイ、真珠綱などの付着

物除去作業などに際して、水滴状ないし微扮状

となって飛散し、これを吸入した一部の人が感

作されて発病したのであろう 。

V. ホヤ喘息の症状

ホヤ喘息の症状は呼吸困難、喘鳴、咳など一

般の喘息と異なるところはないが、アレルギー

性鼻炎、アレルギー性結膜炎の合併例が多く枯

草熱に類似する。著者らは患者の訴える主症状

により本症を表 4 に示すごとく 4 型に分類して

いる （表 4 ) 。 これら 4 型に共通する点は症状

が作業に従事しホヤの体液成分を吸入した場合

にのみ発生し、そのような環境から離れれば自

然に寛解する点であり、このことがまた、ホヤ

喘息と他の一般気管支喘息との相違点でもあ

る 。

この分類による 1 型はアレルギー性鼻炎 、 2

型は （ アレルギー性） 気管支炎で激しい咳を生

じるが、熱はない 。 咳は作業中始まり、夜間に
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表 4 ホヤ喘息の病型

ホヤ喘息の病型 病型の推移

l 型 綽炎型

作業場に入ったり、カキの剥き身作業を

行なったりすると、くしゃみが頻発し、

水様性鼻汁分泌、鼻閉などがおきる 。

l • 40 

l • 4A • 4D 

l • 4A 

l • 48 

9 例

8 例

2 例

2 例

1 • 2 • 4A • 4 D 1 例

激しい咳嗽を生じるが発熱はない。咳嗽 1 • 2 • 4 D 1 例

は作業中に始ま り 、次第に増強して夜間 1 • 4 C 1 例

2 型気管支炎型 にもっとも強く、人によっては翌朝まで 1 • 4 D l 例

続く 。 喀痰は粘桐で切れにくい 、 鎮咳剤 2 • 4C 21 例

はあまりきかない。 2 • 40 8 例

2 • 4A • 40 2 例

3 型喘息翌

多くは作業に従事した日の午後から夜に 2 • 4C • 40 

かけて症状が起きる 。 喘鳴と呼吸困難が 2 • 2 

主症状で、起坐呼吸となる 。 喀痰は排出 3 • 4C 

困難である 。 3 • 3 

2 例

l 例

2 例

1 例

4 型混合型

上記各型の混合するもので、 4A型 ： 鼻

炎・気管支炎型、 4B型：昴炎 · 喘息型、

4C型：気管支炎 ． 喘息型、 40型：恥

炎・気管支炎．喘息型などがある 。

例
例
例
例
例

1

3

0

5

3

 

3
 

D
 
4
 

•

DDDC 
C

4

4

4

4

 

4

•••• 

—
ADcc 

• 

3

4

4

4

4

 

4A • 4A l 例

最も激しい。鎮咳薬、燐酸コデインなどはあま

り効果を示さず、むしろ気管支拡張薬の方が効

果がある。 3 型は気管支喘息、 4 型はこれらの

混合型であるが、一般に l 型、 2 型、 4A型な

どは軽症型、 3 型、 4B型は中等症、 4C 、 40型

重症型に属している 。

ホヤ喘息にみられる病型は患者によって一定

不変のものではなく、発病後の経過とともに病

型もまた推移する 。 この推移は急速に経過する

場合も、 ご くゆっくり推移するものもあって一

様ではないが、一般にくしゃみ、鼻汁分泌、咳

などの感冒様症状で始まり、次第に喘鳴、呼吸

困難などの喘息症状に移行するものが多い。ー

般の気管支喘息も病歴を詳細に見れば、このよ

うな経過を取るものがみられるが、ホヤ喘息は

単一抗原によるアレルギー性喘息であり、典型

的な推移を示していると考えられる 。

l 型の鼻炎型、 2 型の気管支炎型をホヤ喘息

に含めたのは、表 4 にみられるように、そのほ

とんどが4C型、 40型に移行しているからであ

り、昨今いわれてきた one airway one 

di se aseの概念を先取 りしたとも言えるかも知

れない 。 また 2 型の気管支炎型は近年提唱され

ている咳喘息そのものとも考えられる 。 著者ら

はこの 2 型を喘息の亜型または前段階と考えて

いた。

VI. ホヤ喘息の予防

ホヤ喘息発見当初の本症発生率は推定従業者

250名中36% と著し く 高率であ ったが、ホヤが

強力な抗原性を持つことに加えて、従業者が劣

悪な環境下におかれていたことを考慮すると、

この数値は必ずしも驚嘆に値するものではな

ぃ。防寒のため閉鎮され、ビニールシートで目

張りされた狭い部屋で、 6 ヶ月間早朝より夕刻

まで、連日抗原に暴露され続けた姿は動物の感

作実験を 1方佛させるものがあった 。

近年、 生活の近代化、洋風化にともなってア

レルギー疾患は増加傾向にあり、気管支喘息に
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おいても増加が指摘されているが、なお数％の

範囲内にとどま つ ている 。

ホヤ喘息の患者のほとんどは、カキの仕事を

しなかったならば喘息にはならなか っ たはずで

ある 。

ァレルギー性疾患治療予防の原則は原因抗原

からの回避であり 、 職業性喘息では患者の配置

転換や転職の指導は最も効果的な発症予防法で

ある 。 しかし、これらでは患者は天職を、業者

は熟練した職人を失うことになる 。 本症の発生

率が高いことを考えると、その完全実施は社会

問題にもなりかねない 。 著者らは次善の策とし

て 1964年、次のような 5 項目を提案し、業者

関係機関にはかるとともに経時的な追跡調査も

実施してきた 。

「カキの打ち子」 喘息の予防

1 ) カキの剥き身作業を行なう以前に、ホヤを

徹底的に除去するようにする 。

2 ) カキ殻を充分水洗してから剥き身作業を行

なう。

3 ) 作業中はマスクを着用する 。

4 ) 作業場を広くし、換気につとめる 。

5 ) 剥き身にあた っ ては、現在採用している槌

によるカキ打ちを廃止し、ナイフによる剥

き身法にあらためる 。

しかしながら、作業場の設備や環境の根本的

な改善には多額の出費を必要とし零細な業者の

多い関係から実行はなかなか困難であった 。

ところが、 1966年たまたま発生した食中毒

事件をきっかけに食品衛生、経営合理化の面か

ら共同作業場の建設を始め作業場の改善が行な

われるようにな っ た 。 そして 1967年、広島県

がカキ処理に関する食品衛生条例を改正し、厚

生省の基準を上回る厳重な規制を実施したこと

が環境の改善に大きく影響したようである 。

作業場は広く、明るくなり、換気装置も設備

され、カキを水洗するための浄化プー ルも義務

づけられた。

そして威力を発揮したのは国転式カキ洗浄機

である 。 1967年頃から各作業場に設置される

ようにな っ た 。

水揚げされたカキは回転する金網の中で、上

方より落下する海水により洗われ、ここでホヤ

などのカキ殻付着生物の大半が除かれ、ベルト

コンベアにより浄化プールに運ばれ、浄化、紫

外線殺菌された海水で20時間浄化される。

剥き身方法の変更は、 400年の伝統の壁に阻

まれ実現せず、も っ ばら槌の改良が行なわれた。

1963年頃の槌は先端が角型でカキ殻の一節を

叩 き壊し、槌の先端をこじ入れて貝柱を切ると

いう操作を行なうため飛散物の量が多かった

が、 1965年頃からは先端が尖り、刃がつけら

れたためナイフに比べても遜色のない切れ味と

なった 。 熟練した打ち子は一打ちの操作で殻を

あけることが可能となった 。

活性炭 フ ィ ルターの入った簡易防塵マスクは

発症防止、症状軽減に効果があ っ たが、わずら

わしいこともあってなかなか徹底せず、ホヤ喘

息患者だけがその効果を知っていて使用してい

るのが現状である 。

このような業者、関係機関の努力によって顕

著な発生率の低下、喘息症状の軽減がもたらさ

れた 。

先に述べたように、著者らは経時的に調査を

行なってきたが、その結果を表 5 に示した（表

5 ) 。

1963年に36% という著しく高かった発生率

は 、 1968年には3 0.1 %、 1976年には2 1.7 %

と急激に低下したが、その後は20%前後の値で

推移して低下傾向がみられなくな っ た 。 これは

カキ従業者の中に従業期間が 10 年、 20年以上

に及ぶ長期従業者が多いことによるもので、

1988年以降の新規従業者のみに限定してホヤ

喘息の発生率をみると、患者は従業者74名中 8

名、 10.8%で低下傾向の続いていることが伺わ

れた 。 また、これらの期間には患者でありなが

ら作業に従事しても喘息症状を起こさなくなっ

たものが増加しており、有症ホヤ喘息例のみに
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表 5 広島県廿日市市におけるホヤ喘息発生率と重症度の推移

1963 1968 1976 

発生率

従業者数 250 299 374 

ホヤ喘息 90 56 59 

発生率 36 0 18 7 15 8 

重症度

重 症 I 9 I I 

中等症 23 7 8 

軽 症 23 29 28 

ついてみると 1984年以降は従事者の 7~ 8 %

となってきており、著しい成果のあった こと は

明らかであ った。

さらに重症度についてみる と、 1963年には

29 .2% にも及んだ重症例は急速に減少に 向か

い、 1984年以降は皆無となった。ー方、軽症

例の占める割合は 196 3年の 35.4% から急増に

転じ 、 1988年以降はほとんどが軽症例となっ

た 。

これは原因抗原の判明した職業性喘息におい

ては衆知を集めて作業方法や作業環境に種々の

改善を加えるならば、疾患の発生頻度を低下さ

せ、重症度を軽減させ得る実証であろうと考え

る 11) 12) 1 3) 。

VII. ホヤ抗原の分離精製

ホヤ抗原の分離精製は 1969年、当時の広島

大学工学部発酵工学科岡研究室との協同研究に

より始まった 。 そのき っかけは当時、特異的減

感作療法に使用していたDextrose Pheno l 法

( D-P法）の副作用であ る。 この抗原液は広範

囲のホヤの抗原成分を含む抗原であったが、

75.8 % と いう高い有効率を示した。しかし 、

9.2 % の症例に副作用がみられ、 アナフィ ラキ

シーショック こそなかったが、中 には重症発作

の誘発例もあ っ た 。 また十分な効果が得られる

までには 4 ヶ月 以上の期間 を要した 14) 15) 。 抗原

を精製してもっと副作用のない効果的なものは

できないかと模索しているとき 出会ったのが当

時の大阪大学山村内科のTuberculin active 

1984 1988 1992 1997 

364 417 263 226 

27 35 21 16 

7 4 8 4 8 0 7 l 

゜ ゜ ゜ ゜2 

゜ ゜
I 

15 14 14 15 

peptide (TAP) 法であった 。 このTAP法に よる

抗原の特徴は、皮内反応はDP法抗原と同様に

高い陽性率を示したが、結膜反応においては陽

性反応を示す症例がほとんどみられなかった こ

とである 。 しかも減感作療法の有効率はDP法

と差はみられなかった。 こ れは吸入誘発反応な

どの粘膜反応が陽性を示す抗原が真の原因抗原

であるという一般的な通念に疑問を持つととも

に減感作療法には抗原活性を示す成分の一部は

不必要ではないかと考えさせられる結果であっ

t~16 ) 17) 
し 。

1 . ホヤ抗原の精製

こうして、ホヤ抗原の分離精製が化学的 また

免疫化学的手技を駆使して開始された 1 8) 19 ) 。

まず、シロボヤ体液の飽和硫安による沈澱を

ゲル濾過し、低分子側から順にA, B, C, D, E, 

F, G分画に分離し 、 皮膚反応活性のある分子量

約 10万 、 2 万の分画を再クロマトし、それぞれ

G-2, E-2 を得た 。 これらを さらにア ニオ ン交

換クロマトグラフにより再精製し、より均一性

の高い酸性糖蛋白 Gi-2 , Ei - 2 を得たが、 なお生

化学的、免疫化学的な均一性ぱ必ずしも充分と

は言えなかった 。 そこで、ラジオイムノアッセ

ィ (RIA) に よるモニタ ー のもとで両分画 を精

製し、 Ei-2 のなかの主要抗原成分Ei-M を、ま

たGi-2から分子量的に均ーな活性成分Gi-rep を

分離した。

こ のような過程の中で、こ の二つの分画に結

膜反応活性がないことがわかり、 Ei-Mのさら
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HOYA's body fluid 

dialyzed 

centrifuged 

lyophilized 

DEAE-Toyopearl (0 —) 

effluent fraction 

二~oa(I⑱ru<) 
[H-antige~pass through 

0. 6 M NaCl fraction 

Ultrogel AcA44 

GrudeG 伽deE

Ultrogel AcA54 Sep加rose6B I Ultrogel AcA54 

匝 亘琶

図 1 ホヤ抗原の精製

に低分子側のD分画より結膜反応活性のある D

皿a を分離した （図 1 ) 。

これら H , Gi-rep, Ei-M, D皿aの 4 抗原は

100℃ 30分の加熱に安定で、凍結乾燥するとゼ

ラチン様の外観を持つ固形物となり長期保存に

耐える。分子量はそれぞれ 100 万以上 ( H) 、

10.6万 (G) 、 2 .3 万 (E) 、 1 万 (D) で組織分析の

結果、いずれも多量のアミノ酸と硫酸およびリ

ン酸を含む酸性糖蛋白であると認められた。な

おD IIla はウロン酸含量が高く、硫酸およびリン

酸含量が他より著しく低く弱酸性を示す糖蛋白
t, 

であった。

RIA, EしISA (enzyme-linked immunoｭ

sorben assay) による各抗原に対するウサギ、

マウス、モルモット抗血清との交差反応性の解

析から、それぞれの抗原のエピトープ構成は、

いずれの抗原にも共通に存在する a 型、 Ei-M

およびD Illa に存在する B 型 、 さらにDIII a にの

み存在するァ型エピトープから成り立っている

ことが明 らかになった （表 6 ) 。

ホヤ誓息患者では皮内反応は 4 抗原全てが強

い陽性反応を示したが、結膜反応、吸入誘発反

応で陽性を示したのは D抗原のみであった 。 こ

こで図 らずも粘膜反応陽性抗原の分離がみられ

たのである。

治療に用いる抗原の精製にあたっての危惧

は、単に央雑物をのぞくのであれば問題にはな

らないが、 二つの不安がある 。ーつはアレルゲ

ン性が凝縮されて副作用が強くなるのではない

か 、 もうーつは免疫原性が減少するのではない

かということである。

ホヤ抗原の場合には幸いにも粘膜反応の抗原

の分離により副作用のない減感作療法の可能性

が示唆されたのである。

2. ホヤ喘息に特異的なホヤ抗原エピト ー プ

これ ら分子特性および抗原機能を異にするホ

ヤ抗原に存在する喘息特異的なエピト ー プと

RIAで検出される a 翌エピトー プとの関係、ま

た活性の糖蛋白質の構造部分での存在部分につ

いて検討を行なった。

a 型エピトープのみを含むGi- rep と発症抗原

と思われる Dill a について物理化学的および酵

素処理の in vitro (RIA), in vitro (皮内反応） 活

性に及ぼす影響をみた 。
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表 6 ホヤ抗原の免疫・科学的性質

H 

分子量（万） 100> 

化学的性質 糖蛋白

抗原決定基 a 
存在部位 a. 糖鎖

皮内反応 +++ 

結膜反応

減感作療法 実施せず

特異lgE

特異lgG

Gi - rep の in vitro 活性は酸、アルカリ、およ

び熱処理に対してかなり安定であったが、 m

vztro 活性は酸と熱処理には安定であるが、アル

カリ処理には不安定であ っ た 。 過ヨウ素酸酸化

するとアミノ酸、フコースなどが顕著に減少し、

それに伴って両活性の低下がみられ、反応終了

時にはほとんど消失した 。 同様な結果が

Dill aでも得られた 。 さらにプロナ ー ゼ処理に

より in vitro 活性の低下が認められるものの活性

の30% はなお保存されていた 。 ー方、 in vitro 

活性は処理後もそのほとんどが保存されてい

た 。

したがつて、皮内反応に寄与するホヤ抗原特

異的エピトープはRIAで検出される a 型エピト

ー プと挙動をともにし、その大部分が糖鎖上に

存在する特定の構造にあることが示唆された 。

3. エピトープ構造の解析

Gi-repから切 り 出した0 ー グリコシド糖鎖お

よびN—グリコシド糖ペプチドの皮内反応活性

は過ヨウ素酸酸化により消失した 。 これら糖鎖

の構成糖分析、メチル化分析、 NMR解析およ

びFAB-MS (fast atom bombardment mass 

spectrometry) により、皮内反応活性発現に必

須な最小構造単位として五糖アルコールの構造

を GalNAca 1• 2 Puca 1• 3 (GalNAc /31• 

4) G lcNAc/3 1• 3 GalNAc-ol と決定した 。 こ

れをN―アセチルヘキソサミニダーゼ処理して

G1-rep E1-M DIii a 

10 2 3 1 

糖蛋白 糖蛋白 糖蛋白

a a f3 a 13 y 

aｷ 糖鎖 a 糖鎖 a. 糖鎖
/3 蛋白鎖 /3 y • 蛋白鎖

+++ +++ +++ 

+++ 

有効 著効 無効

• ... -+ 

t ttt • 

非還元末端に存在する 2 分子のGa!NAc を切断

すると皮内反応が消失した 。 同様な結果がGi­

rep よりも高分子で、 a 型エピトープのみを含

むH抗原から切り出した糖鎖からも得られ、こ

れら糖蛋白質性抗原の糖鎖上のGa ! NAc /3 1 →

4GlcNA/3 l →およびGa!NAca 1• 2 Fuca 1 の

非還元末端ではじまるオリゴ糖構造が、ホヤ喘

息特異的なエピトープとして機能していること

が明らかになった 。 これは天然物アレルギーに

おける皮内反応特異的アレルゲンのエピトープ

構造の解明としては、初めての例である 。

以上のホヤ抗原の分離、精製そしてエピトー

プの解明は次項に迩べるホヤ喘息の治療、特異

的減感作療法に強力な精製抗原を提供すること

となった20) 。

珊． ホヤ喘息の治療

1 . 対症療法

ホヤ喘息の症状はホヤ抗原暴露で必発し、作

業を休めば自然に寛解するほかは、 一般の気管

支喘息と大きく異なるところはない 。 従って、

鼻炎症状のあるものに対しては抗ヒスタミン薬

が、 喘鳴、呼吸困難には交感神経刺激薬やテオ

フィリン薬が良好を奏する 。 またDSCG を始

めとする抗アレルギー薬、さらには吸入ステロ

イド薬が著効を奏することは 言 うまでもな

ぃ2 1 ) 22) 23 ) 。 しかし、これらの効果はあくまでも

対症的に過ぎない 。 薬物を使用しないで作業に
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従事すると端息症状が直ちに再現するのが常で

ある 。

2. 減感作療法

近年、気管支喘息は気道の慢性炎症性疾患で

あるとされ、治療には吸入ステロイド薬が第一

選択薬として汎用される傾向にある 。そして 、

喘息症状のコントロールが比較的容易になった

ことから、 1911 年Noon らによ って始められて

以来、長い歴史を持ち、わが国においても高い

実施率を持っていた減感作療法の実施率が著し

＜減少してしまったのが現状である。しかし、

ァレルゲン免疫療法がアレルギー疾患の自然経

過に影響する唯一の治療法であることは 1997

年の「アレルギー免疫療法；ァレルギー疾患の

治療ワクチンに関するWHO見解書」において

も再確認されている 24) 。

そこで、わが国における減感作療法の実施率

減少の原因について考えてみると、第ーにその

有効性について確実性のないことがあげられる

が、これはわが国において極めて制限されてい

る使用抗原の問題がある。次の大きな原因はア

ナフィラキシ一を含む副作用である 。さらに本

療法のメカニズムについて一定の見解が得られ

ていないことも原因の一つである。このような

観点から、単一抗原によるアレルギー疾患の典

型とも言えるホヤ喘息においての特異的減感作

療法の成績を述べ、今後の減感作療法のあり方

についても考察を加えてみたい。

3. ホヤ喘息における減感作療法の成績

減感作療法の成績を表 7 に示した。市販の抗

原液と同じ方法で作られた粗抗原液を使用し、

一般に行なわれているごとく 、皮内反応閾値濃

度より開始して、漸増法により型のごとく治療

を行なった場合でも、有効率は75.8%の成績が

得られたが、先に抗原の精製の項で述べたよう

に9.2% の症例に喘息症状の誘発、葬麻疹など

の副作用がみられた。中には激しい発作の誘発

もあり、副作用はかなり多いという印象であっ

た。

精製抗原による治療では超高分子抗原Hはア

ナフィラキシーなどの副作用を考慮して使用し

ていない。

皮内反応閾値より開始して漸増法で治療した

場合、 Gi-repでは74.2% 、 Ei-Mでは91.5% と、

粗抗原液と同等ないしそれ以上の効果が得ら

れ、副作用例は皆無であったが、 DIIlaの有効率

は28.9% に過ぎず、 5% の症例で粗抗原と同様

の副作用がみられた。

ここで著効とは、全ての対症薬を使用せずに

作業に従事できるようになったもの、有効とは

少量の対症薬を使用する程度で作業に従事でき

たもので、吸入ステロイドを含むステロイド使

表 7 ホヤ喘息に対する減感作療法の効果

使用抗原

粗抗原液

Dextrose-Phenol 法

Hollister-STIER 法

精製抗原

低浪度抗原より開始

Gi-rep (10-100ｵ, g/m(l) 

丘M (")  

D皿a (")  

強力減感作療法

Gi-rep (1 mg/mQより開始）

丘M (100µ,g/叫）

重合D皿a(MW:3-10 万）

著効

3 3 5 

44 

1 1 8 

1 9 1 

4 

3 6 

1 3 3 

1 3 

有効

1 9 2 

42 

46 

9 0 

7 

1 0 

1 7 

1 7 

-10-

無効

1 6 8 

36 

5 7 

2 6 

2 7 

゜゚
゜

有効率（％）

7 5.8 

7 0. 5 

7 4 2 

9 1 5 

2 8 9 

1 0 0 0 

1 0 0 0 

1 0 0 0 
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用例は無効としている 25) 。

Gi-repの効果がEi -M に比べ劣るのは、糖部

分に含まれる主要抗原の含量が後者の 8 分の 1

と少ないためである 。 従って、 Gi -repでは Ei­

M よりも 10倍程度高濃度の抗原液を用いて治療

を行なえばEi -M と同等の効果を得ることが可

能であった26) 。 また、 Dill aでは、これを重合し

て分子量を 3 倍程度高分子化すると治療効果の

改善することを認めている 27) 。

粗抗原には量の多少は別として、精製抗原の

全抗原成分が含まれている。治療用抗原の作製

にあたっては、副作用誘発の恐れのある超高分

子抗原や分子量 1 万以下の低分子抗原は除去す

べきであると考えている。

さて、皮内反応の閾値より開始する 一般的な

減感作療法では治療効果が現われるまでに長い

期間が必要である 。 副作用のない精製抗原では、

高濃度の抗原から開始出来るのではないかと最

適抗原である Ei-M を使用して行なったのが強

力減感作療法である 28) 。

即ち、皮内反応閾値の 100倍高濃度の抗原液

より治療を開始し、週 1 回間隔で0 .1 • 0.2 • 

0.3ml と増量 し、 2 ~ 3 週間後効果を認めたら

注射間隔を長くしてゆく方法で、 2~3 ヶ月以

% (! き］ 包 と堕｝
40[ . 纏

. 
. ... ..... ; 

3or... … ... 
•. • 

] 
.. 

. 
.. 

201- . . . 
.. . 
... . . j 10ト
. . 

.. . . . . . . .. . 
゜ .. ..... .璽. 

20 34士 11.55 18 17 士 12 .67 17 45 土 10.25

NS NS 

NS 

内に有効率 100 % の好成績が得られ、副作用は

全くみられなかった。なお、ホヤ喘息患者にお

ける精製抗原の皮内反応閾値濃度は0.4 ~ 10µ

g/ mfであった 。

4. 減感作療法の作用機序をめぐって

減感作療法の効果発現のメカニズムについて

は多くの説があり、大き＜分けて 1 ) IgG阻止

抗体の産生、 2 ) IgE抗体の産生減少 、 3 ) マ

スト細胞の反応性の低下、 4 ) 気道など標的器

官の反応性低下、 5) T細胞のアネルギー、 ト

レランスの誘導などがあげられる 。 現在では

Th 1/Th 2サイトカインバランスの変化によ っ

て生じるという見方が主流とな っ ているが、な

お一定の見解は得られていない 。

そこで著者らのホヤ喘息患者多数例の結果で

は、まず 2 ) の IgE抗体は特異的に高値を示し、

著明な季節性変動があるが、減感作療法によっ

ては大きな影響を受けないことを報告した29) 。

これに対して血清特異IgGは治療効果と平行し

て増加し、 4 ~ 6 ヶ月で最高値に達し、その後

は維持療法の間隔をあけ過ぎないかぎり、ほぽ

同程度の高値を維持し季節中、季節外の値に差

がみられなかっ た 。 また、その値は著効例では

有効例より、有効例では無効例より、いずれも

％ ［ 著効〗 ［ 有効］ ［無効
40 

30 

~ 
.. 
. . 

20 

r •’’ ．:．：．」….,... ~ や．…… • j 
17 58 士 687 ．8． .85、士702 2 46士 141 

* 

図 2 減感作療法の効果と抗ホヤlgE·IgG抗体
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有意に高値であった 301 ( 図 2 ) 。 さらにヒスタ

ミン遊離試験において、非減感作療法喘息例の

血液に血液型をマ ッチ さ せた多量の特異IgG抗

体を含む減感作例の血清を沼加すると容量依存

的にヒスタミンの遊離量が減少することがみら

れた 3 1 I。これらの結果からホヤ喘息でみるかぎ

り治療によって産生された特異IgG抗体が阻止

抗体として重要な働きをしているものと考えて

い る 。

なお 、 lgGのサブクラスとしては著者等はホ

ヤ特異的lgG抗体の測定には担体としてProtein

A-Sepharose CL-4B を使用しており 、こ れは

IgGサブクラスの 1 、 2 、 4 の Fe部分と結合す

ることがわかっ ているので、おそらく IgG 4抗

体であろうと推定した。

次に 、 強力減感作療法長期施行の著効群 8 例

と 未治療群 7 例についてリンパ球増殖活性を比

較したところホヤ抗原の刺激により、未治療群

ではリンパ球の増殖活性が非常に高いのに対

し、著効群では低く抑えられていた 。 これは減

感作療法により、抗原特異的な T細胞がanergy

を起こしているためではないかと予想された

（図 3 ) 。

また、同時に患者の血漿中に含まれるホヤ抗

原特異的抗体量 を EしISA法により測定し、 IgG

1, IgG 2, IgG 4 量 を検討した 。 Mann·

Whitney検定により有意差検定を行な っ たと こ

ろ著効群のIgG 1, IgG 4が有意に多かった 。

IgG 2 では有意差は認められなかった 32) ( 図

4 ) 。

以上の結果からホヤ噛息における減感作療法

ではリンパ球の増殖活性の低下、およびIgG抗

体が治療効果に影響している ことが示唆され

た 。 減感作療法のメカニズムを考える上で 、

IgG阻止抗休の産生 (IgG 1, IgG 4 ) 、抗原特

異的な T 細胞の an e rgy の 二つが重要であり 、

こ れらを巡るサイトカインの解明が必要であろ

う 。

おわりに

I 型アレルギー による気管支喘息 、 とくに職

業性喘息においては原因となるアレルゲンから

の回避が最も効果的な治療法であり、予防法で

あることは言うまでもない 。 しかし、 完全な 回

避は困難であることがほとんどである事から根

治療法である原因特異的な免疫療法の確立が望

16.00 

o

o

 

o

o

 

2

8

 

~
 

X
①
 P
U
I
 U
O
f
f
E
?
l
n
W
!
l
S
 

0.00 

末梢血リンパ球

1 x 106 cells/ml 

. . . . 
*** 

←ホヤ粗抗原で

剌激

□て7詞 旱

4.00 1―• •今. . . 一—.. ｷ- . ._—— 
• • • 2.40 
, ,,,fl,,,,, 1.93 • 11"" こ"'..... 

• • • 

←廿TdR添加

.. . 
, ,01,o"" 2.21 ... 

増殖活性測定

健
常
者

著
効
者

シ
ー
ズ
ン
前

著
効
者

シ
ー
ズ
ン
中

未
治
療
者

* P<0.01 

* *P<0.005 

* * * P<0.0005 

図 3 シーズン前とシーズン中のリンパ球増殖活性の比較
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図 4 ホヤ抗原特異的抗体量の測定

まれる 。 アレルギー性喘息では減感作療法が奏

効する。欠点はアナフィラキシ一を含む副作用

である 。

ホヤ喘息の40数年の研究と経験から生れた副

作用のない精製抗原による強力減感作療法は単

純な手技によ り 、短期間に、安全に、確実な効

果を示した 。 これは他のダニ抗原、スギ花粉抗

原など一般のアレルギー疾患のモデルとなるの

ではないかと考え、研究を進めている 。

今回、この40数年を振り返っ てみて、まだ解

明しなければならない数多くの事を思い、「日

暮れて道遠し」の感が強い 。 減感作療法のメ力

二ズムは未だに混沌としているし、著者 らがホ

ヤ喘息の発症抗原と考えている DIII aの解析も

残っている 。

最後に言っておきたいのは、ホヤ喘息のよう

な臨床研究に対する関連企業や行政のバックア

ップである 。

この40数年の間に市販のIgE (RAST ) のラ

インア ッ プにホヤは、ついに登場する ことはな

かった 。 ホヤアレルゲンエキスも 2003年 4 月

に不採算の故をもって診断用、治療用の全てが

製造中止となった 。 著者らはこれに対し抗議し

っつ、ホヤ喘息の終焉を感じたのだが、なお患

者は存在する 。 ホヤ喘息は数少ない労災補償の

認められたア レルギー疾患である 。 その診断方

法さえも閉ざされたことの憤洒の中にも研究室

レベルの対応を考えてゆかねばならない。

どのような研究もそうだが、とくに臨床に直

結した研究には関連企業、行政のバックアップ

が切に望まれる 。

稿を終わるに臨み、ホヤ喘息40数年の間に逝

去された 3 人のリーダーの方々の功績を讃え、

この40数年ともに研鑽を重ねた仲間達に深い感

謝を捧げる 。
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BCGワクチン接種における

ラット血清Cryj 1特異抗体価について

BCGワクチン接種におけるラット Cryj 1特異抗体価

石井譲治 I )、内藤健晴尺齋藤正治2 )、石原正健尺

妹尾淑郎2)、馬場錬3 )

1 ) 名古屋市衛生研究所

2 ) 藤田保健衛生大学医学部耳鼻咽喉科学教室

3 ) 県立愛知病院耳鼻咽喉科

緒言

本邦のスギ花粉症患者の増加はスギ花粉飛散

数が増えたことが最大の原因と考えられてい

る I) 。 しかし、その他にも大気汚染21 や食生活の

欧米化3) 、住環境の変化に伴うダニ抗原の増

加4,5) などの影響も指摘されている 。 さらに近年、

感染症6-81、特に結核の減少についてもその関連

性が示唆されている。 1960年代から結核患者

が激減し、逆にアレルギー性鼻炎をはじめとす

るアレルギー性疾患が増加してきた 。 このこと

は一見異なった事象のように考えられていた

が、両者には関連があることが免疫学的に示さ

れるようになってきた 。 すなわち Th細胞は分

泌するサイトカインの種類により Thl 細胞と

Th2細胞に分化し、結核をはじめとする感染症

ではThl細胞が活性化され、逆にアレルギー性

鼻炎をはじめとするアレルギー性疾患ではTh2

細胞の活性化が起こるとされている。感染症の

〒 476-0011

名古屋市瑞穂区萩山町 1 -1 1 

名古屋市衛生研究所

石井譲治

減少により Thl 細胞の活性化が低下し、 Th2細

胞優位を招来したことがアレルギー性疾患増加

の原因の一つと考えられている 。

我々は典型的な I 型アレルギー疾患であるス

ギ花粉症についてスギ花粉よ り 精製したCry j 

1 を用い、 BCG ワクチン接種がスギ花粉感作に

与える影響を検討するためラットを使って基礎

的実険を行ったので報告する 。

材料および方法

動物は IgE高応答性を示す BN (Brown 

Norway) ラット雄 6 週齢の25匹を日本チャー

ルズリバース社より入手し実験に用いた 。 スギ

花粉主要抗原 (Cry j 1) は、澤谷ら 9) の方法に

従って精製した 。 免疫スケジュールについては

13匹をコントロール群とし、残り 12 匹にBCG

ワクチン（乾燥ワクチン経皮用80mg, 日本局

方） lOOµgを 2 週間おきにラット腹腔内に 3 回

接種した。コントロール詳には生理食塩水を同

様にそれぞれ投与した 。 BCG最終投与 2 週間後

に両群ラット腹腔内へCry j 1 10µg を 2 週間

間隔で 4 国免疫した 。 2 回目、 3 回目、 4 回目

のCry j 1 投与 1 週間後に採血を行い、総IgE値、
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ラット Cry j 1 特異IgE, IgG 1, IgG2a抗体価、

IFN-y 値を測定した 。 Cry j 1 特異IgE抗体価は

Reverse IgE-capture ELISA法で行い、総lgE

値、 Cry j 1 特異IgG1, IgG2a抗体価はELISA

法、 IFN- y 値はラット IFN - y ELISAキット

(BIOSOURCE製）を用いて測定した 。 特異抗

体価の単位 (FU/ml , 任意ユニット）はCry j 1 

lOµgを 4 回アジュバントとともにBNラットの

腹腔内に投与し、抗体価の上昇した 5 匹のラッ

トの血清をプールし、さらに 8 倍希釈した値を

lOOFU/ml と定めたものである 叫

有意差検定はu検定を用い、 P < 0.05 を統計

的に有意差あ り とした 。

士
口

,
X小 果

ラット血清総lgE値はBCG接種群では 2 回目

50.8 土 35.4ng/ml, 3 回目 43.8 士 30.Sng/ml,

4 回目は35.9 土 27.7ng/mlであ り ，コントロー

ル群ではそれぞれ51.8 士 36 .1 ng/叫， 42.5 土

26. 7ng/ml, 35.0 土 17 .3ng/叫で有意差はみら

れなかった 。 Cry j 1 特異lgE抗体価はBCG接種

群では 2 回目 3.5 土 5. 5FU/ml, 3 回目は

2 士 17.lFU / ml, 4 回目は 1 4. 2 土

15. 7FU/mlであった 。 コントロール群ではそれ

ぞれ 14.7 士 22.9FU/ml, 70. 6 土 65.lFU /ml,

103.1 土 63.0FU/ml で、 3 回目と 4 回目におい
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てBCG接種群ではコントロール群に対して有意

に血清Cry j 1 特異IgE抗体産生が抑制された 。

Cry j 1 特異IgG 1 抗体価はBCG接種群で 2 回目

1 0. 8 土 1 6. 8 F じ / ml, 3 回目は 2 2. 9 土

3 7. 7FU/ml, 4 同目は86.3 士 1 1 1 .4FU/ml で

あった。コントロール群ではそれぞれ2.9 土

7.lFU/ml, 40.6 土 50.SFU/叫， 157. 6 士

91. 5FU/mlで 4 回目のCry j 1 投与後において

BCG群で有意な抑制が認められた 。 Cry j 1 特

異lgG2a抗体価の BCG接種群の値は 2 回目

2 8. 8 土 40. 1 F じ / ml, 3 皿目は 125. 0 土

1 77. 5FU/ml, 4 回目は 377.8 士 344.4FU/ml

であった。コントロール群ではそれぞれ 13.7 土

20.lFU/ml, 69.2 士 40.4FU /ml, 155.4 土

114. 7FU/mlで、両群に有意差はみられなかっ

た。

考察

今同スギ花粉主要抗原の 1 つである Cry j 1 

をスギの花粉から抽出し、ラット腹腔内に 2 週

間間隔で 4 回投与することによって血清中Cry

j 1 特異IgE抗体価は上昇した。あらかじめBCG

を接種することにより Cry j 1 特異抗体価がど

のような影響を受けるかを検討してみた。結核

菌とアレルギーについての基礎的研究 I I, 12) の 中

でアレルギー感作への影響を検討したものとし

てHerz ら 1 3) の報告がある 。 彼らはBALB/Cマウ

スの静脈内にBCG を接種し、その後OVAを腹

腔内へ投与し感作した 。 その結果OVA特異IgE

抗体価は約75% 、 OVA特異IgG 1 抗体価は約

70%産生が抑制され、 OVA特異IgG2a抗体価

は約 2 倍に増大したことを証明し、それぞれ有

意差を認めている 。 服部ら 141 も BALB/Cマウス

を用い、結核菌乾燥菌体柚出物である PPD をあ

らかじめ点鼻し、アジュバントを用いずマンソ

ン住血吸虫卵抗原を点鼻すると抗原特異的IgE,

IgG 1 抗体の産生が有意に抑制され、 IgG2a抗体

は有意差は認めないものの高い抗体価を示した

ことを報告している。ラットやマウスにおける

lgE抗体と IgG l 抗体はTh2細胞より産生される

IL-4 を介して強く誘導される抗体であり、

lgG2a抗体はTh 1 細胞が産生する IFN-y によっ

て誘導される抗体であるといわれている 1 5. 1 6) 。

前述したようにアレルギー性鼻炎をはじめとす

るアレルギー疾患では免疫バランスがTh2 に強

＜偏向している状態にあることから、これらの

結果はBCG あるいは PPD の前投与によって

Th2細胞の活性化が抑制されたことを示してい

るように考えられる 。 我々のCry j 1 を用いた

実験においても Cry j 1 特異lgE抗体、 IgG 1 抗

体産生がBCG接種群において有意に低値を示し

たことは、 Cry j 1 特異Th2細胞優位な状態が

抑制された可能性が考えられ、 I 型アレルギー

におけるスギ花粉抗原感作制御の可能性を示唆

するものと思われる 。 しかし、 Cry j 1 特異

lgG2a抗体はBCG接種群で増加傾向がみとめら

れたものの、有意差はみられなかった 。 IFN-y

による IgG2a抗体誘導は、 IL-4 による lgE,

IgG 1 抗体産生ほど強くは誘導されない 1 7) ことか

ら、このような結果を示したものと思われる。

総lgE値は両群で差は認められず、 Cry j 1 投

与 2 回目、 3 匡目、 4 同目ともにBCG接種群と

コントロール群はほぼ同じ値を示した 。 今皿の

実験ではBCG接種は血清中総IgE値にほとんど

影響は及ぼしていないことが確認された 。

皿清中のIFN-y 値はBCG接種群で有意な上

昇を認めた。結核感染マウスのリンパ球を用い
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た解析などから結核免疫のおもな工フェクター

細胞はThl 細胞であ り 、 産生 されたIFN - y は

Th2細胞の増殖を抑制するとともにB細胞に作

用してIgEへのクラス スィ ッ チを抑制する工フ

ェクター分子として働くことが示されてい

る 1 8) 。 しかし、我々の測定した値は血中濃度で

あり厳密な意味でのTh l 細胞からの産生かどう

かについては確認できていない 。 NK細胞も

IFN - y を分泌することが知られており、これら

の影響 も考慮する必要がある 。 いずれにしても

BCG ワクチン接種に よ り産生 された IFN-y が

Th2細胞依存性のCry j 1 特異IgE, IgG 1 抗体

産生を抑制し、 Th2優位な免疫応答を制御 した

ことが推察される 。 スギ花粉症はスギ花粉アレ

ルゲン特異的Th2細胞優位な状態がもたらす病

態である 。 今回のBN ラ ットを用いた実験にお

いて、 BCG ワ クチン接種がCry j 1 特異IgE抗体

価の産生を抑制したことは、スギ花粉症増加の

要因の一つとして結核の減少が関与している可

能性は否定できず、 BCGがス ギ花粉感作に対す

る予防的手段とな り うる ことが示唆されたもの

と思われる 。 臨床疫学的にも幼少時のBCG接種

は児童のアレルギーの頻度が低くなること 園 や

その後の喘息発症に抑制作用があること 20) も報

告されている 。 さらにいくつかの臨床試験より

得られた治験成績2 1 . 22) などからすでに発症した

ァレルギー疾患の治療にBCGを用いることが可

能であることも示唆されている。今後スギ花粉

感作後にBCGを接種する ことによ って血清抗体

価などにどの ような影響を及ぽすかを検討する

ことがスギ花粉症の臨床的治療へと結びつくも

のと考える 。
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Influence of BCG vaccination on serum level of 

specific antibodies to Cry j l in rat 

Joji Ishii 1l, Kensei Naito2l, Syoji Saito庄

Masatake Ishihara2i, Ren Baba叫

Yoshio Senoh21 

1) Nagoya City Public Health Research Institute 

2) Department of Otolaryngology Fujita Health 

University School of Medicine. 

3) Department of Otolaryngology Aichi prefecture 

Hospital 

We studied the influence of BCG 

vaccination on serum level specific 

antibodies to Cry j l ,which is one of cedar 

pollen antigen in rat. 

Twelve Brown Norway rats were 

immunized once two weeks for 6 weeks by 

intraperitneal injection of BCG vaccine 

before sensitization to Cry j 1, while PBS 

was injected instead of BCG vaccine in 

other 13 rats. 

The productions of Cry j I -specific 

antibodies in BCG vaccinated rats were 

compared with those in PBS treated rats. 

Intraperitoneal injection of BCG prior to 

Cry j 1 sensitization significantly inhibited 

the production of both Cry j I-specific IgE 

and IgG 1 antibodies. Futhermore, BCG 

vaccination induced a significant increase 

in serum level of IFN-y 

According to these results,it is 

considered that BCG vaccination might 

suppress allergic sensitization to Cry j 1 in 

rats. 

key word: BCGvaccine-Cry j J -IFN-y 

- rat —specific-IgE 
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BCGワクチン接種における

ラット血清Cry j 1 特異抗体価について

石井譲治 I )、内藤健晴2) 、 齋藤正治2) ヽ

石原正健2 )、妹尾淑郎2 )、馬場錬3)

1) 名古屋市衛生研究所

2) 藤田保健衛生大学医学部耳鼻咽喉科学教室

3) 県立愛知病院耳鼻咽喉科

BCGワクチン接種がCry j 1 特異抗体産生に

与える影響を実験動物にて検討した 。 BN ラッ

卜雄25匹を用い、 12 匹にBCGワクチン lOOµg

を 2 週間おきに 3 回腹腔内へ投与し、残り 13 匹

のコントロール群には生理食塩水を同様に投与

した 。 その後 2 週間おきにCry j 1 10µgをコ

ントロール群と BCG ワクチン群に 4 回腹腔内投

与した 。 2, 3, 4 回目のCry j 1 投与 1 週間後

に採血し、ラット血清総IgE値、 Cry j 1 特異

IgE, IgG 1, IgG2a抗体価、 IFN-y 値を測定し

た 。 その結果、総IgE値の有意差はみられなか

った 。 Cry j 1 特異IgE抗体価は 3 回目、 4 回目

のCry j 1 投与後にBCG接種群で有意に抑制さ

れた (P< 0.01) 。 Cry j 1 特異IgG 1 抗体価はCry

j 1 の 4 回目投与後にBCG接種群で有意に低値

を示した (P<0.05) 。 Cry j 1 特異IgG2a抗体価

はBCG接種群で増加傾向は認められたものの有

意差はみられなかった 。 血清INF- y 値は 2 回目

(P<0.01) 、 3 回目 (P<0.05) 、 4 回目

(P < 0.01) の Cry j 1 投与後でBCG接種群にて有

意に高値を示した 。

BCG ワクチン接種はスギ花粉の I 型アレルギ

ー感作に対 して抑制的に働くことが示唆され

た。
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健常職域男性集団でのアレルギー性疾患と

血清脂質値や炎症マーカーとの関連性

近藤高明 l 、高木健三＼柴田英治 2

1 ) 名古屋大学医学部保健学科検査技術科学専攻

2 ) 愛知医科大学医学部衛生学

はじめに

血清総コレステロール値 (TC) や high­

density li poprotein コレステロール値 (HDL­

C) などの血清脂質値は、虚血性心疾患や動脈

硬化性疾患との関連で議論されることが多

い 1- 3 I 。 また近年、白血球数や C 反応性蛋白

(CRP) など全身炎症マーカーが、虚血性心疾患

発症の危険要因として確立されてきた4-6) 。 しか

しながらこれらの動脈硬化性疾患関連危険要因

が、アレルギー性疾患といかなる関連をもつか

に関しては、従来あまり報告がなされてこなか

っ た 。

渋谷らは気管支喘息患者では非気管支喘息患

者と 比較して 、 TC に有意な差が見られないも

のの、 HDL-C は有意に高く、逆にトリグリセ

ライド値 (TG) は有意に低い値を示したと報告

している 叫 また気管支喘息患児を対象にした

調査では、重症度と TC との間に関連はみられ

ないが、重症度に応じてHDL-Cが有意に増加

することが示されている 81 。 さらに中沢らは、

〒 461-8673

名古屋市東区大幸南 1-1-20

名古屋大学医学部保健学科検査技術科学専攻

近藤高明

TE L 052-719-1561 

FAX 052-719-1561 

喘息患者では対照群と比較して、 HDL-C 、

ApoA2が高値であり、 TG 、 VしDL- コレステロ

ール、 ApoBが低値であることを明らかにして

いる 叫 海外での文献においても、類似の結果

を示す報告がいくつかみられる 。 Gennaro らは

気腫性変化をともなう慢性閉塞性呼吸器疾患

(COLD) 患者を対照群と 比較して、 TCや しDL

コレステロール値には有意な違いがみられない

ものの、 HDL-CはCOLD患者では有意に高値で

あることを示した 10) 。 またWadehra らは、喘息

患者と鼻炎患者でのHDL-Cが有意に上昇して

いることを示し、その上昇にはHDL2-C分画が

寄与していることを明らかにした 11 ) 。 さらに、

小児での喘息患者とアレルギー性鼻炎患者の有

意なTCの低下と HDし—Cの上昇や 12)、高齢者で

の喘息患者の有意な HDL- C の上昇を明らかに

した報告もみられる 1 3) 。 こ のように血清脂質 と

ァレルギー性疾患との関連に関しては若干の報

告が見られるのに対し、白血球数やCRPのよう

な全身炎症マーカーがアレルギー性疾患といか

なる関連性をもつかを示した文献はみあたらな

し‘

本゚研究では、一般の健常成人の健診データを

用い、アレルギー性疾患が血清脂質や炎症マ ー

カーといかなる関連をもつかを明らかにするこ

とを目的とした横断的分析を行った 。
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方法

調査は、 1997年、 A県自治体と B 企業に勤

務する職員を対象に行われた 。 対象者は同年の

春季～秋季に実施された職域健診の男性受診者

8,582人で 、 かつ以下の条件を満たす場合に限

定した 。 まず年齢を 40 ~ 64歳に限定し、健診

受診者には生活習慣や病歴に関する自記式問診

線型回帰モデルで同様の分析を行った 。 この一

連の分析作業を、結果変数としてHDL-C 、 TG 、

白血球数、 CRPに置換したモデルで実行し、全

部で20モデルを構築して検定を行った 。 統計解

析には、名古屋大学情報連携基盤センター設置

の大型計算機にインストールされた統計解析パ

ッ ケージSAS (8.2版）を用いた 。

票への回答を求め、問診票、健診結果、残余血 結果

清の 3 資 ・ 試料利用に同意を求めたところ

7 ,046人から同意が得られた 。 そのうち飲酒喫

煙習慣、運動習慣、身長と体重への回答に欠損

がなく、高感度CRP値測定に必要な量の残余血

清が得られたのは 6,2 12 人であった 。 高感度

CRP値はnephe l ometry (N-assay LA CRP-S 

C -type 、 Nittobo) を用いて行い、検出限界値

(O. 06mg/dl) 以下の値はすべて0.05mg/dl と見

なした 。 さらに健診で白血球数が計測された者

に限定することで人数が3,432人へと減少した

が、これは自治体職員では白血球数計測が一般

健診での検査項目に含まれず、人間ドック受診

の場合のみ行われることに起因する 。 最後に問

診票で高脂血症または糖尿病治療中と回答した

者を除外した結果、 最終的には3,240人 ( A 県

自治体職員 986 人、 B 企業職員 2,254人 ） が対

象となった 。

ァレルギー性疾患の現病歴の有無に関して

は、生活習慣問診票で、喘息、 アトピー、花粉

症、その他のアレルギー性疾患の有無への国答

を求め、いずれのアレルギー性疾患にも該当し

ない者は、非アレルギー群と定義した 。 統計解

析は一般線型回帰モデルを用いて行い、まず

TC ( 連続量 ） を結果変数とし、説明変数とし

ては喘息を有する場合を " 1 " 、非アレルギー群

に属する場合を "O" とした 2 値データを定義

し、共変量として年齢、 BMI (kg/mり、飲酒習

慣、喫煙習慣、運動習慣を組み込んだ。 次いで

説明変数の定義で疾患として喘息をアトピー、

花粉症、全アレルギー性疾患に置き換えた一般

対象者の平均年齢は51歳で、現喫煙者が半数

を占めた 。 血清脂質値や炎症マーカ ー の平均値

と分布範囲は表 1 に示すとお り である 。 問診の

結果、何らかのアレルギー性疾患を有する者は

941 人で、喘息、アトピー、花粉症に該当する

者はそれぞれ92 、 77 、 629人であった。

表 2 には共変量により調整された各結果変数

の平均値が、疾患の有無別に示されている 。 喘

息を有する群は、非アレルギー性疾患群との比

較で血清脂質の値に有意な差を示さないが、白

血球数と CRPはともに喘息を有する群で有意に

高値であった 。 アトピ ー罹患の有無は、いずれ

の結果変数でみても有意な関連を示すものはな

かった 。 これに対し、花粉症を有する場合は非

Table 1 Basic characteristics of study subjects (range or 
percentage in parentheses) 

Characteristics 

Age (year) 

Lipid profile (mg/di) 

Total cholesterol 

HDL-cholesterol 

Triglyceride 

White blood cell count (/ｵI) 

High sensitivity CRP (mg/di) a 

Prevalence of smokers 

Current 

Former 

Prevalence of allergic disease 

Asthma 

Atopy 

Pollmos1s 

Other allergic disease 

Mean or frequency 

51 .3 (40-64) 

206.7 (82-355) 

54.9 (25-156) 

131.6 (28-1079) 

6167 (2100-20100) 

0.13 (0.05-5.38)) 

1621 (50.0%) 

532 (16.4%) 

92 (2.8%) 

77 (2.4%) 

629 (19.4%) 

211 (6.5%) 

a; Undectable CRP values were recorded as 0.05 
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Table 2 Least-square means" of measurement according to presence of each disease 

Asthma Atopy Pollinosis 
Allergic 
condition 

{n = 92~ (n = 77) (n = 629) (n = 941) 
Total cholesterol + 209.2 207.8 206.1 206 4 
(mg/di) 208.2 208.2 207 4 207.4 

HDL-cholesterol + 56 5 57.4 58 4 * 57 9 

(mg/di) 57 2 57.2 57.1 57.2 

Triglyceride + 124 4 125.1 118 7 # 119 8 * 
(mg/di) 12 5 4 125.6 125.9 126 2 

White blood cell count + 6337 ** 5866 5584 ** 5743 * 
(/ｵI) 5876 5882 5886 5861 

High sensitivity CRP + 0.22 ** 0.10 0.11 0 12 

(mg/di) 0.11 0.11 0.11 0.11 

a; adjusted for age, smoking status, drinking status, BMI, and leisure-time physical 

activity 

+ presence of disease, -absence of disease 
# p < 0.10, * p < 0.05, ** p < 0.01 

ァレルギー群より HDL - C は有意に高く、逆に

白血球数は有意に低か っ た 。 また花粉症を有す

る群では 、 TG も低い傾向が認められた。しか

しTCやCRP とは、有意な関連を示さなかった 。

何らかのアレルギー性疾患を有する場合、 TG

と白血球数が有意に低値であったが、それ以外

の項 目 に関しては有意差が認められなかった 。

考察

従来の研究でCOLD患者でのHDL-C上昇に対

する説明としては 、 呼吸筋に限局された運動量

の持続的な増加が関与していると推定されてお

り 、 HD し — C増加には全身運動量の増加が必ず

しも必要ではないとも示唆されている I 01。気腫

性肺疾患患者には喫煙歴を有する者が多いにも

かかわらず、冠動脈疾患増加がみられないこと

は、 HDしcの保護的作用が関与していると考

えられる 。 また喘息患者やアレルギー性鼻炎患

者では 、 H D し c の上昇以外に、 l ec ith in

cholesterol acyl transf erase (LCAT) 活性の

増加 、 遊離コレステロールの低下とエステル

型／遊離型コ レ ステロール比の増加など、脂質

代謝上での特徴が認められている 1 1 1 。 組織から

のコ レ ステロールの過剰な除去は¢ レセプタ ー

感受性の低下や a レセプターの過敏性に関与

し、それが気管支喘息の進展につながるという

報告もみられるが21、詳しい機序は明らかでは

ない 。

本研究でも、花粉症を有する群ではHD L-C

の有意な上昇が認められ、先行研究と 一致する

結果となった 。 しかしながら喘息群やアトピー

群での血清脂質値は非アレルギー群と比較して

有意な関連を示さず、従来の報告とは異なる結

果となった 。 その理由として、文献でみられる

従来の研究で対象となった集団はいずれも医療

機関で治療を受けている患者から構成されてい

るのに対し 、 本研究では日常的に職域での業務

に従事している者が多く、医療機関での患者に

比べて重症度が低いため 、 血清脂質動態との関

連性も弱まつていたのではないかと考えられ

る 。

近年、気管支喘息は慢性炎症性疾患として理

解されるようになり、種々の臨床的マーカ ーが

報告されている 14) 。 特に好酸球活性化を示す血

清eosin ophil cationic prote i n値は、喘息患者

の臨床症状との相関をもつ気道炎症マーカーと

して知られており 、 また可溶性インターロイキ

ン ― 2受容体や可溶性ICAM-1 などのサイトカイ

ンも気道炎症マーカーとしての有用性が示唆さ
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れている I 5)。本研究では喘息を有する群で白血

球数と CRPの増加が観察されたが、これは全身

性炎症状態の反映ではなく、気道における炎症

が反映された結果と推測される 。 また本研究で

の対象者のように重症者を含まない患者を対象

にした場合でも、これらの全身炎症マーカーが

有意に尤進しうる可能性を示している 。 これに

対し、花粉症を有する場合にはCRPの尤進は見

られないものの 、 白血球数は減少しており、全

身性炎症状態は非アレルギー群よりむしろ抑制

されていることが示された 。 アレルギー性鼻炎

と喘息は同ーの患者に共存する場合が多く、統

計学的、病理学的、臨床学的にも相関が見られ

ることから、共通のアレルギー疾患の異なった

発現であるという指摘がみられる I 6) 。 またアト

ピー性素因をもつ個体においてアレルギーの中

心病状が一定の関係を持って交代しながら発症

し経過するというアレルギーマーチが提唱され

ていることからも 1 7- 1 8) 、喘息とアレルギー性鼻

炎とは相互に関連が深い疾患と考えられる 。 し

かしながら本研究結果では、両疾患と白血球数

とは相反する方向で有意な関連性を示してお

り、両者を 同一疾患が異なる部位に発現したと

見なす説を支持するものではなかった 。 また本

結果は、花粉症を有することと白血球数の低下

との因果関係を示すものではなく、白血球数が

少ないことが花粉症の発症と関連している可能

性も否定できないが、その解明には追跡調査を

含む詳細な研究の実施が必要である。

本研究の分析上の限界として、アレルギー性

疾患に対する治療の影響が考慮されていないこ

とを指摘できる 。 ただし本研究では調査時点に

医療機関から定期的な処方を受けているかをた

ずねており、その内訳は高血圧、糖尿病、高脂

血症、脳血管疾患、 心疾患、通風の治療薬、ビ

タミン剤、その他と分類されている 。 このうち

「その他」の処方薬にはアレルギー性疾患の治

療薬がかなり含まれていると考え、その処方の

有無によって疾患群別のCRPの比較を行った 。

その結果、喘息罹患群では処方を受けている者

でCRPが低い傾向にあるものの、有意な差は見

られなかった (p=0 . 40) 。 アトピー罹患群、花

粉症罹患群、全アレルギー罹患群では、いずれ

も処方を受けている者のCRPは受けていない者

より高い傾向にあったが、統計学的には有意な

差は認められず、治療の有無が結果に大きな影

響を与えた可能性は少ないと推測できる 。 また

ァレルギー性疾患の中でも特に花粉症発症には

季節要因の影響が強く 、調査時期によ って治療

状況の分布が変動すると推定できる 。 ただし本

研究では B 企業の職域健診は全員秋季に行われ

ており、 A 自治体でも受診者の大半は 6 月以降

に実施された人間ドックか秋季健診受診者であ

るため、スギ花粉による治療の有無への影響は

大きくないと考えうる 。

本論文の要旨は、 2004年 9 月に福井市で開

催された第35回日本職業．環境アレルギー学会

総会において報告された 。
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Relationship of allergic cond1t10ns 

with the lipid profile and inflammatory markers 

among healthy male workers. 

Takaaki Kondo¥ Kenzo Takagi 1, 

Eiji Shibata2 

1. Department of medical Technology, Nagoya 

University School of Health Sciences 

2. Department of Hygiene, Aichi Medical 

University 

The aim of this study is to examine the 

relationship of lipid profiles and systemic 

inflammation reflected by C-reactive 

protein (CRP) level and leukocyte counts 

with allergic conditions. The subjects were 

8,582 men belonging to two workplaces in 

Aichi, Japan, who responded to a selfｭ

reported questionnaire, underwent a 

physical examination, and gave their 

informed consent to the use of personal 

information. Data analysis were restricted 

to 3,420 subjects who were aged 40-64 

and whose high sensitivity CRP level and 

white blood cell counts were measured 

For the estimation of covariate-adjusted 

association, a general regression model 

was applied with the presence of asthma, 

a topy, po llinosis, and any of allergic 

conditions as a predictor, and the total 

cholesterol level, HDL-cholesterol, 

triglyceride, leukocyte count, and CRP as 

a response variable. 

A total of 941 subjects had allergic 

conditions, among whom asthma, atopy, 

and pollinosis affected 92, 77, and 629 

individuals, respectively. The regression 

analysis revealed a significant relationship 
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of asthma with a high value of CRP and 

leukocyte, and pollinosis with the elevation 

of HDL-cholesterol and reduction of both 

the CRP level and leukocyte count. 

The relationship of pollinosis with HDL-

健常職域男性集団でのアレルギー性疾患と

血清脂質値や炎症マーカーと の関連性

近藤高明 l 、高木健三＼柴田英治 2

cholesterol was found to agree with the 1 ) 名古屋大学医学部保健学科検査技術科学専

previous publication. However, asthma and 攻

pollinosis were significantly associated with 2) 愛知医科大学医学部衛生学

systemic inflammatory markers in a 

opposite direction to each other, 本研究は、健常男性成人集団でのアレルギー

contradicting the assertion that those 性疾患の有無が、血清脂質値や炎症マーカーで

conditions were a manifestation of a ある CRP、白血球数といかなる関連をもつかを

common allergic disease. 明らかにすることを目的とした 。 対象者は A県

自治体職員と B 企業に勤務する職員で、 1997

Key Words: asthma, allergic rhinitis, C-reactive 年に実施された職域健診を受診した男性8,582

protein, white blood cell, Linear 人であり、自記式問診票、健診結果、残余血清

regression model の利用に同意がえられ、高感度CRP と白血球数

が計測された40 ~ 64歳の 3,240人が解析対象

となった 。 統計解析は一般線型回帰モデルをあ

てはめ、説明変数として喘息、アトピー、花粉

症、全アレルギー性疾患の有無を、結果変数と

しては総コレステロール、 HDLコレステロール、

中性脂肪、白血球数、 CRP をそれぞれ使用し、

各モデルごとに共変量調整済みの関連性を求め

た 。

分析の結果、何らかのアレルギー性疾患を有

する者は941 人であり、喘息、アトピー、花粉

症の該当者数は92 、 77 、 629 人であった 。 線

型回帰モデルでは、喘息はCRP と白血球数の増

加と、花粉症はHDLコレステロールの増加およ

び白血球数の低下と有意な関連性を示した 。

従来の報告と比較して花粉症でHDしコレステ

ロールが高いという所見は一致するが、喘息と

血清脂質との関連性が見られなかったことは従

来とは異なる結果であった 。 また喘息と花粉症

は全身性炎症マーカ←の値と有意な関連性を示

したがその方向は相互に逆であることから、両

疾患を 同一疾患の異なる部位での発現と見なす

説は支持されなかっ た 。
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