
一　11　一

東医大誌　61（1）：lI～19，2003

小児アレルギー疾患と糖化反応後期生成物の形成の関連性

戸　塚　隆　太1） 吉　原　一　博2）

1）東京医科大学小児科学講座

2）東京薬科大学公衆衛生学教室

（指導：星加明徳主任教授）

別　府　正　敏2）

【要旨】糖化反応後期生成物（Advanced　Glycation　End　Products（AGE））は糖尿病だけでなく、酸化的ス

トレスが関与する疾患での形成が指摘されている。中でもPentosidineはその形成に酸化的条件が必須な分

子種である。我々は小児アレルギー疾患と生体内糖化反応との関連性について検討すべく、血漿中と赤血球

膜中Pentosidine濃度の測定を試みた。結果、アトピー性皮膚炎や非アトピー型気管支喘息のPentosidine形

成は、健常者との比較で有意差は認められなかった。一方、アトピー型気管支喘息患者では血清および赤血

球膜Pentosidine濃度が有意に高値を示し、重症度に比例した。同時に測定した酸化的ストレスの指標である

血清8－Hydroxydeoxyguanosine（8－OHdG）濃度はPentosidine濃度と有意な相関性を示した。このことより

アトピー型気管支喘息患者では疾患に基づく酸化的ストレスがPentosidine形成を充進させているものと推

定した。

はじめに

　糖化反応後期生成物（Advanced　Glycation　End

Products；以下AGE）は、糖尿病分野における合併症

進展の一要因として近年注目されているタンパク質

の修飾により形成される物質である。AGEの形成は

二段階に分けられ、生体内のタンパク質のアミノ酸残

基が還元糖と非酵素的に反応し、シッフ塩基を経てア

マドリ化合物などを形成するまでの反応を前期反応

と称する。この前期反応は1912年に食品化学者であ

るメイラード（Maillard）が、グルコースとアミノ酸

を加熱すると黄褐色物質が生成するという報告1）を起

点としているためMaillard反応と呼ばれている。この

ような糖化反応は、1970年代に発見されたヘモグロビ

ンAlc（HbAlc）により、生体内でも実際に起こって

いることが明らかにされ、その測定は糖尿病の治療指

標として重要な役割を果たしている2－4）。前期反応生

成物がさらに酸化・脱水・縮合などの複雑な後期反応

段階を経た結果、AGEが形成される。現在、生体内に

存在するAGE分子種としてPentosidine5－7），

Pyrraline8・9）など17種がこれまでに構造決定されてい

る。

　AGEと疾患に関する研究は、還元糖が関与するこ

とから高血糖が係わる疾患に端を発しているが、次第

に高血糖以外の疾患でもAGE形成の充進が報告され

始めている。例えばリウマチ性疾患のような炎症性疾

患でAGE形成の充進が認められ、活性酸素や酸化ス

トレスの関与が次第に取り挙げられるようになって

きた10）。これらの研究をもとにAGE分子種の中には

その形成過程に酸化的条件を要求するものがあるこ

とが次第に指摘されてきた。Pentosidineはその典型例

であり、現在では酸化的糖化反応生成物（glycoxida－

tion　products）に位置づけられている11）。　Pentosidine

の形成過程をFig．1に示す。

　アレルゲンの感作によって惹起されるアレルギー

疾患は、急性もしくは慢性の炎症疾患である。抗原の

刺激により開始するアレルギーの発症には、主として

T細胞やB細胞、肥満細胞が関与し、種々のケミカル
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Fig．　1　Maillard　reaction　pathway　for　formation　of　pentosidine

メディエーターの放出により炎症が開始される。一

方、ケミカルメディエーターはマクロファージ、好二中

球、好酸球、リンパ球などを刺激し、炎症部位へ遊走

させ炎症反応を増長させている。これらの細胞種は、

気道や皮膚などの炎症部位で活性酸素種であるブ

リーラジカル類を生成・放出し、酸化ストレスが病態

の悪化に関与していることが近年明らかとなっ

た12－13）。従って、アレルギー疾患においてもAGE形

成がされる可能性が充分考えられる。しかしながら、

アレルギー性疾患とAGE形成との関連性について調

査した例、特に小児においてAGE測定例は無い。本

研究ではアレルギー疾患乞児の血漿Pentosidineを測

定し、健常小児の測定値と比較した。また恒常性の高

い生体成分として赤血球の膜タンパク質に着目しそ

のPentosidine量の測定も試みた。一方、酸化ストレス

を評価する指標として1986年にFloydらが提案した

8－Hydroxydeoxyguanosine（8－OHdG）の測定があ

る14）。高コレステロール血症の患者では酸化ストレス

が発生し、その結果タンパク質のAGE化や
Pentosidineの形成が充進しており、その形成量は尿中

8－OHdG測定値と正の相関関係があることが認めら

れている15－17）。そこで本研究では酸化ストレスの指標

として、アレルギー疾患患児の血漿8－OHdGを測定し

Pentosidine形成の関連について考察を加えた。

研究材料および方法

　1．対象

　平成8年から平成13年に世田谷下田総合病院およ

び東京医科大学病院を受診した、0歳から10歳のアレ

ルギー疾患の患者のうちアトピー型気管支喘息患者

47か日4．7±3．6歳）、アトピー性皮膚炎患者22名

（2．3±2．1歳）、非アトピー型気管支喘息（喘息様気管支

炎）患者7名（2，0±1．6歳）から、保護者に充分説明し

了承を得た後に採血した。比較対照群としてアレル

ギー症状のない健常小児6名（9．2±4．8歳）から同様

に採血した。喘息症状を認める患児は、IgEの上昇や

CAP－RASTの陽性を認める者をアトピー型気管支喘

息、認めない者を非アトピー型気管支喘息（喘息様気

管支炎）とした。また、赤血球膜タンパク質試料とし

て、八王子医療センターを受診した0歳から15歳の

気管支喘息（アトピー型）患者22名（5．6±4．2歳）か

ら、保護者に充分説明し了承を得た後に採血した。比

較対照群としてアレルギー症状のない小児6名

（5．8±38歳）から同様に採血した。上記のいずれの患

者も高血糖や腎機能障害を呈していなかった。コント

ロール、及び対象患者群間の年令構成に有意差は無

かった。

　2．実験材料

　精密分析用Hydrochloric　Acid（HCI），

Heptafluorobutyric　Acid（HFBA），精密分析用25％ア

ンモニア水、D（＋）一Glucose、　D（一）一Ribose、　L（＋）一

Lysine，　L（＋）一Arginine（すべて和光純薬㈱）。　Bio－

GelP－2　（Bio－Rad　Laboratories）．　OASISTM　MCX

Extraction　Cartridge　（Waters　Corporation）．　Ultrafree－

MCIOOOONMWL　Filter　Unit　（Millipore　Corporation）．

高感度8－OHdG　Check（日本老化制御研究所）。

　3．実験方法

　3－1．Pentosidineの調製

　Pentosidineの合成は、　Yoshiharaらエ8）の方法を一部

改変して用いた。すなわち、それぞれ5mmolの
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Ribose，　Lysine，　Arginineを混合後、水で飽和溶液とし、

800C，72h加温した。冷却後、10％酢酸を溶出液とする

ゲルろ過クロマトグラフィー（Bio－Gel　P－2，50　mm（i．

d．）×100cm，30　drop／min，800　drop／tube）を行った。

得られた各分画について蛍光（Ex：335　nm，　Em：385

nm）を測定し、　Pentosidineを含む分画を収集し濃縮

後、HPLCにて分取、精製した。分取HPLCの条件を

下記に示す。単離精製したPentosidineはMassスペク

トルにて分子量を、NMRで構造を確認した。

【Pentosidine定量におけるHPLCの条件】

Pump
Detector

Integrator

Columm　oven

Columm

Flow　rate

Mobile　Phase

HITACHI　L－6200　lntelligent　Pump

HITACHI　F－1050（Ex二335　nm，　Em：385

nm）

HITACHID－2500

HITACHI　L－5200　（400C）

Wakosil－II　5C18AR，　4．6　mm　（i．d．）×

250　mm

1．0　ml／min

2090　Acetonitrile　with　2　ml／1　H　FBA

【HPLCによるPentosidineの分取条件】

Pump
Detector

Integrator

Columm　oven

Columm

Flow　rate

Mobile　Phase

HITACHI　L－6200　lntelligent　Pump

ADVANTEC　UV－7500　（335　nm）

HITACHI　D－2500

Shimazu　CTO－2A　（400C）

SHISEIDO　CAPCELL　PAK　C18　UG80
10　mm　（i．d．）　×　250　mm

4．5　ml／min

20回目Acetonitrile　with　2　ml／1　HFBA

　3－2．血漿及び赤血球膜タンパク質の調製

　血液をクエン開門採血し、直ちに1，400rpm，10min

遠心分離し、上清部の血漿を採取した。Buffy　coatを

取り除き、沈降した赤血球をCa2＋，　Mg2＋不含のDul－

becco　Phosphate　buffered　saline（DPBS（一））で洗浄

し、十分量（赤血球容量の約40倍）の5mM　Phos－

phate　Buffer（pH　8．0）で溶血させ、12，㎜rpm，20　min

遠心分離を数回行い、ヘモグロビンなどの膜タンパク

質以外の成分を十分洗浄除去し、赤血球膜タンパク質

溶液（Ghost）とした。得られたGhostのタンパク質

濃度はLowry法19）で測定した。

　3－3，試料中のPentosidineの定量

　血漿1mlに濃塩酸lmlを加え、　llO℃で18h加水

分解した。Ghostはそのlmlを凍結乾燥し、6N　HC1

400μ1を加え、同じくllO℃で18h加水分解した。加

水分解物を万一タリーエバボレー四一で減圧乾固さ

せた後、水lmlに再溶解させ、固相抽出カートリッジ

OASISTM　MCXに注入した。0．lNHCI　l　mlでカート

リッジを洗浄し爽雑物を除いた後、7％アンモニア水

溶液3mlでPentosidineを溶出させ、再びロータリー

エバボレーターで減圧乾固し、20％　Acetonitrileに

HFBAを0．2　ml／1含有する溶液lmlに再溶解し

HPLCの試料とした。

　3－4．試料中の8－OHdGの測定

　血漿試料は分画分子量10，㎜の限外濾過膜である

Ultrafree－MC　l　OOOONMWL　Filter　Unitで限外濾過後、

その濾液を試料として測定キット（8－OHdG　Ch㏄k

（高感度））を用いて測定した。

　3－5．統計学的解析

　血漿中のPentosidineは濃度（nM）で、赤血球膜タ

ンパク壷中のPentosidineは単位タンパク量当たりの

含有量で表した。各測定値問の関連性はPearsonの相

関係数により求め、t表の危険率5％未満を有意と判定

した。

結 果

　1．血漿Pentosidine濃度と小児アレルギー疾患

　小児において、酸化ストレスによりAGE形成が充

進ずるかどうかを明らかにするため、小児アレルギー

疾患患者を対象に血漿Pentosidineを測定した。その

結果をFig．2．　Aに示す。小児アレルギー患者を気管支

喘息（Brochial　Asthma，　BA）患者、アトピー性皮膚炎

（Atopic　Dermatitis，　AD）患者、非アトピー型気管支喘

息（Non－atopic　Brochial　Asthma）患者に分類し、また、

気管支喘息患者はその重症度によってさらに分類し

比較した。分類は日本アレルギー学会の気管支喘息重

症度分類に従った。全ての小児アレルギー疾患患者の

血漿Pentosidine量は健常者と比較して高い値を示し

た。その中でも気管支喘息患者の血漿Pentosidine量

は特に高い値を示し、喘息重症派別に分類すると重症

度が高くなるに従って血漿Pentosidine量は高い値を

示した。特にStage　3では健常者と比較し、有意に高い

値を示した。

　2．赤血球膜タンパクPentosidine濃度と気管支喘

　　　息

　血漿Pentosidine量が気管支喘息患者で上昇してい
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ることから、この疾患に限定し、新たに22名から採血

し、赤血球膜タンパク質のPentosidine量を測定した。

その結果をFig，2．　Bに示す。気管支喘息患者の赤血球

膜タンパク質Pentosidine量は、血漿の場合と同様に

重症度が高くなるに従い高い値を示した。

　3．血漿8－OHdGと気管支喘息

　生体内酸化ストレスの程度を血漿8－OHdGの測定

により評価し、酸化ストレスと喘息患者の重症度、血

漿Pentosidine量との関連性について検討した。健常

者では血漿8－OHdGは検出されなかったが、気管支喘

息患者では血漿8－OHdGが検出され、重症度に対応し

て血漿8－OHdG値も高い値を示した（Fig．3．　A）。ま

た、血漿8－OHdGと血漿Pentosidine量の関連性を検

討したところ、正の有意な相関関係（r＝0．40，n＝21，

p＜o．05）が認められた（Fig．3．　B）。

　4．気管支喘息における好酸球数と血漿ペントジシ

　　　ン濃度

　気管支喘息患者の血清IgE、好酸球数と血漿ペント

ジシン濃度との関連について検討した。図には示さな

いが、血清IgEと血漿ペントジシン濃度との問には有

意な相関は認められなかった。また、好酸球数と血漿

ペントジシン濃度の関連性について喘息患者を重症

Pentosidine　Levels　of　Allergic　Diseases　in　Children
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Fig．2　Left　side，　Figure　2A：　Plasma　pentosidine　levels　of　allergic　disease　in　children

　　　Right　side，　Figure　2　B：　Erythrocyte　membrane　protein　pentosidine　levels　in　allergic　disease　in　children
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Plasma　level　of　8－OHdG　in　bronchial　asthma

Correlation　between　plasma　level　of　8－OHdG　and　plasma　pentosidine　level
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Correlation　Between　Eos　and　Plasma　Pentosidine　Level
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Correlation　between　eosinophils　and　plasma　pentosidine　levels　in　bronchial　asthma　（Stage　1）

Bronchial　asthma　（Stage　2）

　Bronchial　asthma　（Stage　3）

度別に分けて検討した。その結果、Fig．4．　A，　B，　cに示

すようにstage　l及び2については相関性を認めな

かったが、Stage　3の重症患者に危険率p＜0．1ではあ

るが、有意な相関性を認めた。

考 察

　1．血漿Pentosidine濃度と小児アレルギー疾患

　小児においてはPentosidineなどのAGEの測定は

ほとんど行われていない。加齢の影響を受けにくいと

思われる小児を対象としたところ、高血糖を呈してい

ないアレルギー疾患においてPentosidine形成が充血

していることが明らかとなった。炎症性疾患、例えば

慢性関節リウマチなどではAGE形成は充進ずる20）

が、小児アレルギー疾患においてAGE形成に関する

報告はこれまでに例をみない。

　アレルギー疾患別に見ると、気管支喘息患児に

Pentosidine形成の充回している傾向が見られた。ま

た、喘息の重症度に応じて血漿Pentosidine濃度が上

昇していることから、疾患の重症化あるいは慢性化に

よりPentosidine形成が増加したと考えられた。近年、

気管支喘息が気道の炎症性疾患としてとらえられる

ようになり、気管支粘膜におけるマクロファージ、好

中球、好酸球などの炎症細胞から産生される活性酸素

種は、組織の障害、気道過敏性の増大、気道炎症の慢

性化を引き起こし、難治化の要因の一つと考えられて

いる21－25）。測定結果は、アレルギー疾患、とくに気管

支喘息の病態に活性酸素や酸化ストレスが大きく関

与することを別の面から支持するものと思われる。こ

れらはOxidative　stress　makerである8－OHdGの測定

結果が、血漿Pentosidine濃度に対応していることか

らも推測される。

　同じアレルギー疾患であるアトピー性皮膚炎につ

いては、酸化的ストレスとの関連の報告はあるが26）、

Pentsidine形成については正常コントロールとの有意

差を見なかった。

　大半の対象足序には、喘息治療薬としてテオフィリ

ンと抗アレルギー剤が用いられていた。最近テオフィ

リン製剤には抗酸化剤としての効果があることが明

らかになっており27・28）、また、抗アレルギー剤の中でも

活性酸素の生成を抑制するものがあることが報告さ

れている29）。従って、使用薬剤が対象とした小児喘息

患者のPentosidine形成を多少は抑制していたのかも

知れない。

　2．気管支喘息における好酸球数と血漿
　　Pentosidine濃度

　気管支喘息患者の好酸球は他のアトピー性疾患の

患者の好酸球に比べ、より多くの活性酸素種を産生す

ると報告されている30）。他のアトピー性疾患に比較し

喘息においてPentosidine形成が二進した可能性の一

つと考えられる。

　気管支喘息患児の好酸球数と血清中Pentosidine濃

度との検討ではStage　3の重症喘息患児のみに有意な

相関性（p＜0．1）を認めた。Stage　3のように慢性化し

ている症例では、末梢血中の好酸球数はほとんどの例

で上昇がみられたが、Stage　l，2では好酸球数にばらつ

きが見られた。このことから、Pentosidine形成には病

（5）
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態の慢性化が関与していることが示唆された。また、

好酸球が有する組織障害性を考慮すると、喘息が慢性

化している病態で炎症が増強されPentosidine形成が

詠進した可能性が考えられた。好酸球は喘息において

重要な炎症細胞であり、気道系アレルギー炎症反応の

中心的役割を演じていると考えられているが、必ずし

も末梢血中好酸球数の変動が喘息の病態動勢を示す

ものとは限らない。しかし、hypodense　eosinophi131）と

いう考えを発端として、好酸球の活性化　（eosinophil

hyperactivation）が喘息の病勢の指標となりうる可能

性が生じている32・33）。Pentosidine形成と、　eosinophic

cationic　protein　（ECP），　major　basic　protein　（MBP），

eosinophil　peroxidase（EPO）など34）との関連性につい

ても検討が必要であろう。

　喘息を含めた肺疾患、とくに慢性肺気腫では好中球

の産生する活性酸素が病態の悪化に関与することが

知られている35・36）。さらに、気管支喘息患者の好酸球は

好中球に比べて高い活性酸素産生能を持ち37）、産生さ

れた過酸化水素（H20、）はeosinophil　peroxidase

（EPO）の基質となり気道上皮細胞を障害することが

知られている38）。このことからも気管支喘息患児の好

酸球から放出される活性酸素がglycoXidation　product

であるPentosidine形成に関与したのではないかと推

定される。

　3．赤血球膜タンパクPentosidine濃度と気管支喘

　　患、

　赤血球は約120日の寿命を有し、その後マクロ

ファージ等の倉食細胞に捕捉され、やがて脾臓で分解

される。従って赤血球は極めて恒常性が高く、かつ老

化等の影響を受けにくい生体成分であると考えられ

る。今回の測定結果において赤血球膜タンパク質

Pentosidine量は、血漿の場合と同様にやはり重症度に

従い高い値を示したことから、赤血球膜タンパク質

Pentosidineが、気管支喘息のような慢性炎症性疾患の

病態を表わす新たな指標としての可能性が示唆され

た。

　今回の測定では同年藩論の健常者から同時に試料

を得て比較検討を行っている。血漿もしくは赤血球膜

タンパク質Pentosidineの小児における健常者レベル

は未だ確立されていない。臨床において健常者から採

血する機会は乏しく試料の数は少ないが、本研究によ

りそのレベルが明らかになった。これらの結果をYo－

shiharaら18）の成人健常者の測定レベルと比較する

と、小児の血漿Pentosidineは有意差はないもののや

や売値を示し、赤血球膜タンパク質Pentosidineはほ

ぼ同レベルであった。従って健常者の場合、高血糖や

酸化ストレスにあまり曝されていなければ、赤血球膜

タンパク質に形成されるPentosidine量は加齢の影響

を受けず、ほぼ一定レベルを示す可能性が推測され

る。

　赤血球膜タンパク質PentosidineのようなAGE化

タンパク質は、マクロファージのスカベンジャーレセ

プターの一種であるReceptor　for　AGE（RAGE）が

認識捕食し、防御機能の中心的な役割を担ってい

る39・40）。これにより高血糖による動脈硬化の発症に

AGE化タンパク質とRAGEが関与している可能性

が報告されている39・40）。そして現在、AGE形成阻害剤

が動脈硬化などの糖尿病合併症進行に対し遅延効果

があることが臨床的にも証明されている41）。

　一方、酸化ストレスに曝されるとAGEは1時間

～数日でも生成されることがin　vitroではあるが確認

されており42）、AGEの生成一除去という一連の流れは

生体において生理的に起こっていると考えられる。し

かしAGE化赤血球膜タンパク質のように、生体タン

パク質がAGE化された場合、非酵素的結合は赤血球

寿命を通じて起きており、慢性的な酸化ストレス状態

を反影する指標としての可能性が示唆された。

4．総 括

　アレルギー疾患の病態にとってAGEはどのよう

に関与するのだろうか。マクロファージはAGE化タ

ンパク質を認識・捕食する作用があること、AGE受容

体（RAGE）がこの中心的な役割を担っている39・40）こ

とは前述した通りである。この時、同時にマクロ

ファージはRAGEを介してTNF一α、　GM－CSFなど

を発現し43・44）、これらのサイトカインは組織障害性に

働くことが知られている。したがってマクロファージ

やRAGEによるAGE化タンパク質の除去という生

体防御機能は、同時に組織障害性サイトカイン産生に

よる組織の炎症を起こすことで、アレルギー病態に

とって悪化傾向に働く一因子になりうる可能性が示

唆される。つまりここでマクロファージは、生体防御

と組織障害性という相対性をもって働いてると考え

られる。

　アレルギー疾患において、病態で生じた酸化ストレ

スによってAGE形成が形成される。そして、その

AGE形成過程においても酸化ストレスを生じ45）、そ

れによる組織の炎症とさらなるAGE形成促進とが相

（6）
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侯って、マクロファージによるAGE除去というスカ

ベンジャー機構は、さらに病態を悪化させる可能性が

考えられる。

結 論

　　本研究においてアレルギー疾患、特に小児気管支喘

息でPentosidine形成の増加が明らかになり、酸化ス

トレスが関与している可能性が示唆された。また、

AGEの一つであるPentosidineの測定によりこれら

の病態に関する新たな情報を得られる可能性が示さ

れた。
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abstract

　　Accumulation　of　advanced　glycation　end　products　（AGE）　occurs　not　only　in　diabetes　but　also　in　diseases　related　to

oxidative　stress．　Pentosidine，　one　of　the　AGEs，　requires　oxidative　conditions　in　its　formation　process．　We　determined

pentosidine　levels　of　plasma　and　erythrocyte　membrane　protein　in　order　to　investigate　the　relatiosship　between　allergic　disease

in　children　and　AGE　formation．　As　a　result，　pentosidine　levels　in　atopic　dermatitis　and　non　atopic　bronchial　asthma　showed

similar　levels　compared　with　healthy　children．　On　the　orher　hand，　atopic　bronchial　asthma　patients　revealed　high　levels　of

pentosidine　in　plasma　and　erythrocyte　membrane　protein．　These　levels　of　pentosidine　strongly　correlated　with　tghe　severity

of　the　bronchial　asthma．　Plasma　8－OHdG　levels，　one　of　the　oxidative　stress　maker　sdmultaneously　determined，　showed

significant　correlation　with　plasma　pentosidine　levels．　These　results　suggested　that　in　atopic　bronchial　asthma　patients

suffered　oxidative　stress，　leading　to　the　formation　of　AGE，　especially　pentosidine．

〈Key　words＞ Allergic　disease

Oxidative　stress

in　children，　Bronchial　asthma，　Advanced　glycation　end　products　（AGE），　Pentosidine，
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