
全身性エリテマートデスの臓器障害と白血球膜抗原，

白血球活性酸素，血漿サイトカインとの関係

石井俊徳，大津由紀①，坂本京子②，

舌間優子③，鴫崎博子④

RelationshipofOrganDisordersinSystemicLupusErythematosustoLeukocyte

SurfaceAntigens，LeukocyteActiveOxygenandP1asmaCytokines．

Toshinorilshii，YukiOhtsu。，KyokoSakamoto②，

YuhkoShitama③andHirokoShimasaki④

AbstractToelucidatetheroleplayedbyleukocytesinorgandisordersofsystemiclupus
erythematosus（SLE)，wemeasuredtheleukocytemembraneantigenswhichrelatedtolymphocyte
subsets，１eukocyteadhesionmoleculesandcomplementregulatoryproteins，activeoxygeninleuko‐
cytesandplasmacytokines・

AsignificantincreaseofhelperTcells（CD4＋CD29＋）andsignificantdecreasesofsuppressor
inducerTcells（CD4＋CD45RA＋)，suppressorTcells（CD8＋CD11b＋）ａｎｄＮＫｃｅｌｌｓ（CD56＋）were
observed，ThesechangesoflymphocytesubsetssuggesteddeclineofsuppressorTcellfunction，
Decreaseofcomplementregulatoryproteinsonlymphocytes（CD35）andgranulocytes（CD35and
CD46）wereobservedandthisfindingssuggestedtheabnormalityofimmunecomplexclearanceand
suspendedcomplementactivation・Hyperproductionofactiveoxygeninmonocyesofperipheralblood
revealedindirectlyparticipationofmacrophagestotissuedamages・Tumornecrotizingfactor-α(T
NF-α）andinterferon-γ(IFN-γ）wereincreasedsignificantlyinplasmaofSLE・Thesetwocytokines
haveabilitytoactivatemonocytestoproduceactiveoxygenandadhesionmolecules・
LupusnephritisrelatedstronglytｏＴＮＦ－ａａｎｄｌＦＮ－γincreases，moderatelytoactiveoxygen

hyperproductionandweaklytoCD46decrease・Lupuspneumonitisweaklyrelatedtolymphocyte
subsets，interleukin-1β(IL-1β）andactiveoxygen・SkinmanifestationalsowasthesameasLupus
pneumonitisexceptactiveoxygen

ThisresultrevealedthatseveralfactorsrelatedtothepathogｅｎｅｓｉｓｏｆＳＬＥａｎｄｔｈａｔｍａnykindsof
combinationsofthesefactorscausedthevarietyoforgandisordersandclinicalmanifestationｓｉｎ
ＳＬｎ

Ｋｅｙｕﾉo7ds：ＳＬＥ，leukocyteadhesionmolecule，complemeutregulatoryprotein，activeoxygen，
cytokine．

カインが関与し，またⅢ型アレルギーによる組織

障害の発現には，補体およびその制御機構，網

内系，活性酸素産生系等多くの生体内機構およ

び因子が複雑に関与しているものと考えられてい

る（図１)．したがってある特定の因子のみを測

定してもＳＬＥの発症機構の全容に迫るには程遠

く，リンパ系，補体制御系，サイトカイン，活性

酸素，細胞接着分子等の多方面からのアプロー

チが必要である．そこで我々はリンパ球膜抗原，

単球・穎粒球活性酸素および血漿サイトカイン

を測定し，ＳＬＥに共通した異常所見ならびに個々

の臓器病変に特有な異常所見について検討し，

目的

全身性エリテマトーデス（SLE）は，抗体産生

調節機構の異常により産生される自己抗体と自

己抗原の免疫複合体によって惹起されるⅢ型ア

レルギーにより，種々の組織障害を来すいわゆる

免疫複合体疾患と理解されている．そして免疫

系の異常には遺伝，ホルモン，ウイルス，サイト
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Ficoll-Conray法で分離したリンパ球を用いた．SLEの臨床症状の多様性との関連について調べ

てみた．

２．白血球膜抗原の測定

静脈血100ﾉL`Ｚと至適量のモノクローナル抗体

を４℃30分反応きせ，lysingreagentを２ｍl加え

溶血させた後ＰＢＳで２回洗浄した．直接蛍光抗

体法の場合はこのまま，間接蛍光抗体法の場合

はさらにfluorescenceisothiocyanate(FITC）標

識ヤギ抗ヒトIgGを加え４℃30分反応させ，ＰＢＳ

洗浄後ＰＢＳ１ｍｌに再浮遊きせた．フローサイト

メリー（FCM,Cytoron：Ortho社）に検体を

吸引させ，まず488,ｍのレーザー光の前方散乱

光と側方散乱光の強度の二次元表示すなわちサ

イトグラム画面上でリンパ球，単球，穎粒球を分

離し，測定対象血球を囲み（ゲイテイング）選択

した．次にゲイテイングした血球についてFITＣ

標識抗体による膜抗原の陽性率や平均蛍光強度

(MFI）を測定した．MFIは細胞膜抗原に結合し

たFITＣ標識抗体量を反映しており，したがって

MFI測定により相対的な膜抗原量を測定できる．

》
》ｌ》
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腎炎、肺臓炎、皮疹等

図１SLEの発症機序

今促進，－－＞抑制 １）膜抗原によるリンパ球サブセットの測定

リンパ球サブセットの測定では，ｐａｎＴ抗原

ＣＤ２（OKT11）とＣＤ５（Leu-1），Ｔサプセッ

ト抗原ＣＤ４（OKT4）とＣＤ８（Ｔ８)，Ｔ４サブ

セット抗原ＣＤ2９（４Ｂ４）とCD45RA（２Ｈ４)，

Ｔ８サブセット抗原Ｓ６Ｆ１（CD11b）とCD11b

(Ｍｏ－１)，ｐａｎＢ抗原CD1９（Ｂ４），ＮＫ細胞抗

原ＣＤ5６（NKH-1）に対するモノクローナル抗

体を用い白血球と反応させ，サイトグラム画面上

でリンパ球にgatingをかけ，結果は陽性率で表

した．ＣＤ４のサブセットヘルパーＴ細胞ＣＤ４＋

CD29＋とサプレッサーインデューサーＴ細胞

ＣＤ４＋CD45RA+，ＣＤ８のサブセット細胞障害

性Ｔ細胞ＣＤ８＋Ｓ６Ｆ１＋とサプレッサーＴ細胞

ＣＤ８＋Ｍｏ－１＋の測定の場合は，ＦITCあるいは

phycoerythrin（皿）を標識した抗体の組み合わ

せによるｔｗｏcolor染色を行い測定した．

対象

対象は熊本大学附属病院第２内科を受診し，

アメリカリウマチ協会のSLE分類基準')をみたし

た21名のSLE患者（男：女＝１：２０，年齢41.7

±10.5歳）で，全例副腎皮質ステロイド剤で治療

中である．対照として健常人17名（男：女＝３：

14,年齢31.2±17.0歳）を測定した．

方法

１．検体の採取

真空採血管を用いへパリンカロ静脈血10mlを採

取した．活性酸素量の測定には全血をそのまま用

いた．サイトカインの測定には，遠沈分離し－７０

℃で凍結保存しておいた血漿を用いた．白血球

膜抗原の測定には全血をそのまま，あるいは
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例をループス腎炎ありと判定した．胸部し線像で

肺線維症の所見のみられる症例を肺臓炎ありと

した．またＳＬＥによる紅斑やレイノー現象があ

る症例を皮膚病変ありと判定した．

２）白血球膜の細胞接着分子量の測定

細胞接着分子の測定はＬＦＡ－１ａ（CD11a)，

CD44,Leu-8（L-selectin；CD62L）に対する

モノクローナル抗体を用い，各白血球にgating

をかけ，陽性領域の血球についてMFIを測定し，

相対的な膜抗原量とした．CD11bとCD29も細胞

接着分子の一部なので，MFIを測定した．

６．統計解析

測定データについて，平均値の差や相関性の検

定および判別分析は，macintoshを用い統計解

析ソフトＪＭＰ（SAS社）で行った３）白血球膜の補体制御蛋白量の測定

補体制御蛋白は，complementreceptorl

(ＣＲ１：ＣＤ35）とmembranecofactorprotein

(ＭＣＰ：ＣＤ46）に対する抗体を用いて測定した．

結果は接着分子と同様にMFIで表した．

結閼果および考察

１．リンパ球膜抗原（図２，３）

リンパ球膜抗原についてＳＬＥと健常人を比較

すると，ｐａｎＴ細胞（ＣＤ２）やｐａｎＢ細胞

(CD19）には差がみられなかった．しかしサプセッ

トについては，ＳＬＥでＣＤ４は減少傾向を示し，

ＣＤ８は有意に増加し，したがってＣＤ４／ＣＤ８

比は減少していた．またヘルパーＴ細胞（Ｔｈ：

ＣＤ４＋ＣＤ29+）の増加，サプレッサーインデユー

サーＴ細胞（Tsi：ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ+）および

サプレッサーＴ細胞（Ｔｓ：ＣＤ８ｲCD11b+）の

減少がみられ，自己抗体産生に対してそれを制御

する免疫機能の低下が示唆された．ＮＫ細胞

(CD56+）もＳＬＥで有意に減少していた．この原

因は明らかでないが，やはり自己抗体産生の制御

機構の異常に関係している可能性がある．しかし

３．単球，穎粒球の活性酸素量の測定

ここで用いた活性酸素量の測定原理2)は次の

様なものである．細胞膜透過性のある２，７，－

dichlorofluoresceindiacetate（DCFH-DA）が

細胞内でエステラーゼにより膜非透過性の

ＤＣＦＨに変化し，さらに活性酸素の一種である

過酸化水素によりＤＣＦに変化する．488,ｍのレー

ザー光で励起されたＤＣＦは緑色蛍光を発するが，

その蛍光の強度はＤＣＦ量ひいては過酸化水素量

に比例する．実際の測定は全血100浬０と

DCFHDA（20ﾉｕＭ）500/Ｍを恒温槽で37℃30分

反応させ，１ysingreagent2mlで溶血後ＰＢＳ

で３回洗浄再浮遊させ，ＦＣＭで単球，穎粒球の

MFIを測定した．
100 ３

４．サイトカインの測定

血漿中のinterleukin-1β（IL-1β），tumor

necrotizingfactor-a（TNF-α），interferon‐

γ（IFN-γ）を，市販のＥＩＡアッセイキットを

用いて，サンドイッチ法によるenzymelinked

immunosorbentassay（ELISA）で測定した．

8０

Ｃ
Ｄ
４
／
８
比

Ｚ
１

０
０

６
４

陽
性
率
（
％
）

鯛iilll2０

５．臓器病変の判定

ＳＬＥの各臓器病変の有無は，理学的所見およ

び臨床検査データに基づき行った．腎病変は６カ

月以上にわたって尿蛋白１＋以上が持続する症

０ ０

ＣＤ２ＣＤ４ＣＤ８ＣＤ１９ＣＤ５６ＣＤ４/８

図２ＳＬＥにおけるリンパ球膜抗原

ＺSLE,□Control，．p＜0．０５
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らかではない．
5０

２．白血球膜接着因子（図４）

血管内皮細胞のICAM-1（CD54）をリガンド

とする膜接着因子ＬＦＡ－１ａはリンパ球，単球で

増加し，穎粒球では逆に減少していた．CD11b

もICAM-1と結合する膜接着因子Mac-1のβ鎖

であるが，単球で増加していた．Leu-8はコン

トロールと変らず，CD44は単球で減少し，リン

パ球と穎粒球はコントロールと差がなかった．

CD29はＶＣＡＭ－１をリガンドとする膜接着因子

VLA-4のβ鎖であるが，リンパ球と単球で発現

量が増加していた．この場合，直接病巣部に浸

潤した細胞を測定しているのではないので明確な

ことは言えないが，障害臓器の浸潤細胞が主に単

核球であることから考えると，ＬＦＡ－１ａが臓器

浸潤に関与している可能性が強く示唆される．

4０

釦
別

陽
性
率
（
冊
）

1０

0

ＣＤ４５ＲＡＣＤ２９ＣＤ１１ｂＳ６Ｆ１ＣＤ５

ＣＤ４ ＣＤ８ＣＤ１ｇ

図３ＳＬＥにおけるリンパサプセット膜抗原

四SLE,□Control

NZBマウスやヒト慢性関節リウマチ患者で自己

抗体産生細胞とされているＣＤ５＋Ｂ細胞（B

auto)３Ｍ)の増加はみられなかった．細胞傷害性

Ｔ細胞（Ｔｃ：ＣＤ８＋Ｓ６Ｆ１＋）は増加していた．

この意義は明らかでないがウイルス感染に関係し

ているかもしれない．NZB／ＷＦ２マウスでは内

因性レトロウィルス膜構造糖蛋白gp70と抗ｇｐ

７０抗体の免疫複合体が組織傷害を起こす5)ことが

明らかにされている．しかしヒトＳＬＥではレト

ロウイルスの組織傷害への関与は現在のところ明

３．白血球膜補体制御蛋白（図５）

ＣＲ１は免疫複合体をＣ３ｂを介して細胞表面

に結合し，循環血液中からクリアランスする役割

を持っており，またＭＣＰは活性化補体を分解す

る機能を持っている．ＳＬＥではリンパ球，穎粒

球でＣＲ１の減少がみられた．赤血球膜上の

ＣＲ１量の減少の報告6)もあり，ＳＬＥでは免疫複

250

200

平
均
蛍
光
強
度

150

［
100

11.1Ⅲ １１
5０

0

LｙＭｏＧｒＬｙＭｏＧｒＬｙＭｏＧｒＬｙＭｏＧｒＬｙＭｏＧｒ

ＣＤ１１ａ ＣＤ１１ｂＣＤ２９ＣＤ４４

図４SLEの白血球細胞接着分子ＺSLE,□Control

LCu-8
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図６ＳＬＥにおける白血球活性酸素量

ＺSLE,□Control，．p＜ｑＯｉ

ＬｙＭｏＧｒ且-142＿旦里

cR1(の35）MCP(CD46）

図５ＳＬＥにおける細胞膜補体制御蛋白質

ＺSLE,□Control，．p＜0.05

麺
汕

８

合体処理能力の低下があると考えられる.ＭＣＰ

も穎粒球で減少しており，活性化補体が穎粒球

膜に長期に残存し穎粒球を刺激活性化する可能

性が考えられる．

６

Ｌ-1βl5o
TNF~α

(pg/mＤ１００ 4謡in）

２
5０

０

４．活性酸素（図６）

ＳＬＥの単球では活'性酸素員は有意に増加して

いたが，穎粒球では差がみられなかった．TNF‐

αはマクロファージと好中球の両方を活性化し，

IFN-γはマクロファージのみを活性化することと，

我々のデータでTNF-α，ＩＦＮγともにＳＬＥで

増加している結果からみて，単球，穎粒球共に活

性酸素量も増加していることが予想された。しか

し単球のみ活性酸素が増加していたことは，活性

酸素に関してはIFN‐γの影響が強いことを示唆

している．

0

L-1βTNF-aｒＮ－７

図７ＳＬＥにおける血漿サイトカイン

ＺＳＬＥ,□Control，．p＜００５

ことによりループス腎炎が悪化し，抗IFNγ抗

体を投与すると生存率の改善がみられるという報

告8)がある一方，ヒトＳＬＥでは明らかなIFN-γ

の異常はみられないともいわれている．しかし我々

の結果はNZB／ＷＦ１マウスの結果を支持する

ものであった．Ｌ－１はＳＬＥ末梢血単核球で産生

および反応性が低下しているという報告，)が多い．

しかしMRL-1prマウスでは腎マクロファージ

がIL-1を多量に産生しループス腎炎の病態に深

く関わっているものと推測'0)されており，ヒトで

も増加していてもおかしくない．

５．サイトカイン（図７）

血漿中のサイトカインを測定してるみと，ＳＬＥ

ではTNF-aはコントロールの約９倍，IFN-γは
Ｐ

約1.4倍と増加していたが，IL-1βは軽度の増加

であった．NZB／ＷＦ１マウスではTNF-aの産

生低下が報告，)されているが，我々の症例では逆

に増加しているという結果となった．IFN‐γにつ

いてはNZB／ＷＦ１マウスに１FN-γを投与する

６．ＳＬＥの臓器病変と各測定因子との関係

ＳＬＥは多彩な臓器病変を有しており，その病

像は非常にheterogeneousである．したがって臓

－３７－
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器病変の違いによって各因子の状態も異なってい

るものと考えられる．そこでＳＬＥを臓器病変

(腎炎，肺臓炎，皮膚病変）の有無で各々２群に

分け，両群間で有意差のある因子を調べてみた．

その結果，腎炎では単球ＣＤ29,単球ＣＤ４６，１L‐

１β，単球および穎粒球活性酸素に有意差がみ

られた．肺臓炎では単球Leu-8，リンパ球CD11

b，穎粒球CD35に有意差がみられたが，皮膚病

変では全ての因子に有意差がみられなかった．こ

の結果は腎炎と肺臓炎における臓器障害の発生

機序が異なる可能性を示唆しているが，皮膚病

変については関与する因子は同定できなかった．

皮膚病変の場合その診断がかなり暖昧である可

能性を否定できず，生検で血管炎の存在を確認

しないと特異`性に欠けると考えられる．また治療

薬（副腎皮質ステロイド剤）の影響や，症例数

が少ないことも考慮しなければならない．しかし

副腎皮質ステロイド剤の投与量については，各臓

器障害の有無においていずれも有意差がなく，し

たがって本来あるべき因子の差が副腎皮質ステロ

イド剤により修飾されたとは考えにくい．

７．ＳＬＥの臨床検査データと測定因子の相関

関係

抗ＤＮＡ抗体と各因子で有意の相関がみられた

のは，リンパ球サブセットＣＤ８＋とＣＤ８＋

Ｓ６Ｆ１＋，リンパ球CD11aとLeu-8，穎粒球Leu‐

８であった．補体系ではCH50と穎粒球ＣＤ29,

Ｃ４と穎粒球CD11bおよびＣＤ３５に相関がみら

れた．尿蛋白とは単球活性酸素，ＩＬ－１β，TNF－

α，IFN‐γと正の相関，リンパ球CD35と負の相

関がみられた．また単球活性酸素とIFN‐γ，単

球CD11aとTNF-aおよびIFN‐γ，ＩＬ－１βと穎

粒球CD11aとの間にも相関がみられた．これら

の結果は自己抗体産生および臓器障害にリンパ

球サブセット，細胞接着分子，補体制御蛋白お

よび活`性酸素が複雑に密接に関係していることを

示している．特にループス腎炎の場合は（図８)，

DNA-抗ＤＮＡ免疫複合体により活性化きれた単

球，穎粒球よりＩＬ－１β，TNF-aが産生され単

球を刺激し細胞接着分子の増加，活性酸素産生

の冗進をもたらす．またリンパ球もＩＬ－１β，

TNF-aに刺激され，細胞接着分子の増加とIFN‐

γの産生増加を生じる．さらにIFN-γによる単

球の細胞接着分子の発現増加と活性酸素産生冗

血管内皮

ＶＣＡＭ－１

二、) vHi蓬；》
四ｍ

①、①IjEヱ
Ｉ

』⑳

回〃極つ

図８ＳＬＥにおける血管内皮傷害に関する因子の関係
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の結果，単球の血管内皮細胞への接着と活性酸

素による障害をもたらすことが推測きれる．穎粒

球も活性酸素産生能力を持ち数も単球より圧倒

的に多いが，ＳＬＥの血管内皮細胞障害に関して

は，活性酸素産生の冗進がみられず，また細胞接

着分子の発現増加もないことから直接関与して

いないものと思われる．

球の細胞接着分子，補体制御蛋白，活性酸素お

よびTNF-a（単球も産生する）が判別に有用な

因子であり，単球の関与が強く示唆きれる．しか

しループス肺臓炎では関与する血球が３種類であ

り，サイトカインもIFN-γとループス腎炎とは

明らかに異なる．また皮層病変では単球の関与が

強いが，ループス腎炎とは関係する因子がやや異

なっている．

８．ＳＬＥ臓器障害の測定因子による判別

ＳＬＥの臓器障害を特徴づける測定因子があれ

ば，その因子によって臓器障害の有無を推測する

ことが可能と考えられる．この場合複数の測定因

子を組み合わせれば，的中率は高くなるし，また

臓器障害を特徴づける測定因子がない場合でも

予測が可能となる可能性がある．そこで判別分析

法を用いて，ループス腎炎，ループス肺臓炎，皮

膚病変の有無について分析してみた．判別分析

による分類と実際の症例の一致率が最も高い場

合の判別に有用な最少の測定因子について調べ

てみると（表１)，４～６個の測定因子を用いて

各臓器障害とも90％以上の一致率で判別が可能

であった．またこれらの測定因子により臓器障害

の判別が出来るということは，これらの因子が臓

器障害に深く関与しているともいえる．また関与

因子が３種類の血球の細胞接着分子，補体制御

蛋白，活性酸素，複数のサイトカインと多岐にわ

たっていることは，ＳＬＥの発症機序の複雑さを

うかがわせる．さらに各臓器障害で関与する因子

が異なっており，各臓器障害の生成機序が異なっ

ていることを示唆している．ループス腎炎では単

まとめ

ＳＬＥにおいて自己抗体産生から臓器障害に至

る各段階に関係していると推測される因子につい

て，その異常の有無を調べてみた．その結果１）

サプレッサーＴ細胞機能低下を示唆するリンパ球

サブセットの異常，２）補体制御機能異常を示

唆する膜補体制御蛋白量の低下，３）直接組織

障害に関与すると考えられる活性酸素の白血球

内増加、４）Ｔ細胞、Ｂ細胞、単球、好中球の活

性化に関与するサイトカインの増加がみられた。

またSLEの臓器障害と測定因子の関係を相関分

析および判別分析で調べてみると、臓器毎に関与

する因子は異なっていた。つまりＳＬＥの発症に

は複数の因子が関与しており、症例によって関与

する因子の組み合わせが異なっており、それが臨

床症状の多様性につながっているものと考えられ

る。ＳＬＥの代表的な臓器障害であるループス腎

炎の場合、細胞接着分子の発現増加と活`性酸素

の産生冗進をきたした単球により糸球体血管内

皮細胞が障害されている可能性が強く示唆され

た。また穎粒球、リンパ球も産生するサイトカイ

ンを介して間接的に血管炎に関与していると推測

きれた。表１ＳＬＥにおける臓器障害の判別分析
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