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Abstract：Theclinicalusefulnessofmeasuringlymphocyteoxidativestress（LOS)wasevaluated

bymeasuringLOSof21patientswithsystemiclupuserythematosus(SLE）ＴｈｅＬＯＳｏｆＳＬＥｐａ‐

tientsinactivestateweresignificantlyhigherthanthoseofSLEpatientsininactivestateand

LOSsignificantlycorrelatedwiththediseaseactivityscoreofSLEpatients・

ComplicationoflupusnephritisalsowasafactorelevatingLOSIncaseswithoutnephritis

butwithhighLOSvaluesnephriｔｉｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄａｔａｈｉｇｈｒａｔｅｉｎｔｈｅｆｏUowing5yearsPlasmacon-

centrationsofinterleukin-lβ（IL-1β)，tumornecrosisfactora（TNF-α）andinterferon-γ（ＩＦ

Ｎ－７）inSLEpatientswereallsignificantlyhigherthanonesinhealthypersonsThesethreein-

flammatorycytokinessignificantlyraisedLOSwhentheywereaddedtolymphocytesofhealthy

personsininvitroincubation、TheseresultsrevealthatLOSmeasurementshouldbeusefulas

clinicalｄａｔａinthecaseofdiseaseswithhypercytokinemialikeSLE

KeylDords：ＳＬＥ，Lymphocyte，Cytokine，ＲＯＳ，Clinicalexamination

はじめに ジャーとして働いている'６ただしＲＯＳ産生を抑

制するように作用するサイトカイン5'もある。血

球は当然血漿中のサイトカインの影響を受けるの

で、血球のＲＯＳの産生状態は種々のサイトカイ

ンが作用した総合的な結果を表していることにな

る。また間接的に炎症巣のサイトカインの状態を

反映しているﾛI能性もある。したがって血球のＲ

ＣＳ産生の測定は、炎症の臨床検査となりうると

考えられる。

自己免疫疾`患の場合、リンパ球およびサイトカ

インがその発症に大きく関与しているので、末梢

Ⅲリンパ球のＲＯＳ測定は臓器障害の有無、程度、

疾患の活動性の把握に役立つのではないかと考え

られる。ここでは代表的自己免疫疾患であり炎症

1991年全身性炎症反応症候群(SIRS)という新し

い概念が提唱されⅢ、この病態の本質が高サイト

カイン血症であることから、炎症とサイトカイン

の関係が注目を集めている。炎症の原因は細菌感

染、外傷、自己免疫など多種多様であるが、その

病態の形成にサイトカインが重要な役割を演じて

いる点では共通しているので、サイトカインの測

定による炎症病態の鑑別。、抗サイトカイン剤に

よる治療3などが試みられている。

サイトカインは細胞に作用して最終的に増殖、

アポトーシスなどの変化を引き起こすが、その過

程で活性酸素(ＲＯＳ)が産生されセカンドメッセン
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ohio,ＵＳＡ）に重層し、室温で2,500rpm３０分遠

沈後中間層をリンパ球分画として採取した。リン

パ球はPBSに浮遊きせ2xlO6/ｍｌの濃度に調整し

た。単球の混入率は単球特異的な抗CDl4抗体を

用いてFlowcytometry(FCM)法で測定すると、

1.8～２６％であった。

性疾`患でもあるＳＬＥをとりあげ、その疾,患活動性

や臓器障害とくに腎障害についてＲＯＳとの関連

性を検討した。

対象

アメリカリウマチ協会のSLE分類基準いをみた

した21名のSLE患者（男性１名、女性20名、年齢

41.7±10.5歳）と、対照として健常人17名（男性

３名、女性14名、年齢31.2±17.0歳）を測定し

た。

腎病変については、６カ月以上にわたって尿蛋白

１＋以上が持続する症例をループス腎炎ありと判

定した。

２．生細胞数のカウント

分離した白血球の数の算定は、0.5％トリパンブ

ルーPBS溶液に浮遊し、ビュルケルーチュルク血

球計算盤に入れ顕微鏡下で行った。なお細胞の生

存率は、ほぼ100%であった。

３．Ｒ○S測定

Bass等のＦＣＭによる方法7'を修正した方法で

測定した。細胞浮遊液100〆lに刺激剤を加え`恒温

槽で37℃15分反応させ、carboxy2'’71-dichlo-

rofluoresceindiacetate（cDCFH-DA,Lambda，

Austria，２０’Ｍ)500/ｕｌを加えてさらに30分反応

させた。試薬を洗浄除去後、細胞内の過酸化水素

とエステラーゼの作用でcDCFH-DAから変化し

たcDCFの緑色蛍光をＦＣＭで測定し、その平均蛍

光強度(MFI)をＲ○Sの相対的な量とした。ネガティ

ブコントロールとして5(6)carboxyfluorescein

diacetate(CFH-DALambda,Austria，２０/ｕＭ)を

用いCFの非特異的蛍光をcDCFから差し引いた。

なおＲ○S産生量と細胞内ＲＯＳ量は等しくない

ので、この論文ではＲ○S産生量と区別するため

にリンパ球の細胞内ＲＯＳ量に対してリンパ球酸

化ストレス(L○S)という表現を用いている。

試薬

ＲＯＳ測定時の細胞刺激剤として、３種類のサ

イトカインInterleukine-1β(IL-1βEndogen，

Cambridge,ＭＡ,ＵＳＡ)、Tumornecrosisfactor-

α(TNF-α：Genzyme，Cambridge,ＭＡ,ＵＳＡ)、

Interferon-γ(IFN-γ：Genzyme)を用いた。ＩＬ－１

βは100,9/ｍｌの濃度で、ＴＮＦ－ａは2xlO5u/ｍｌ

の濃度で、IFN-γはlxlO5u/ｍｌの濃度でそれぞ

れ細胞浮遊液100’1当たり10/ul使用した。

抗サイトカイン抗体として抗IL-1β抗体(Genz-

yme)、抗TNF-α抗体(SeroticPxford,ＵＫ)、抗Ｉ

ＦＮ-γ抗体(Bndogen)、を用いた。各抗体の使用

量は製品に添付のマニュアルに従った。

方法

４．血漿サイトカイン濃度の測定

血漿サイトカイン濃度は市販のEIAアッセイキッ

トを用いて、サンドイッチ法によるenzyme

linkedimmunosorbentassay(ELISA)で測定し

た。IL-1βとIFN‐γはMedgenixDiagnostics社

(BrusselsBelgium)のキットを、またＴＮＦ－ａはT

CellScience社(Cambridge,ＭＡＵＳＡ)のキットを

用いた。測定法は各キットのマニュアルに従った。

１．リンパ球の分離

へパリン入り真空採血管に静脈mlOmlを採血

し、リン酸緩衝食塩液（PBS，ｐＨ7.4）に50ｍｇ／

ｍｌの濃度に懸濁させたCarbonyliron（半井化学，

京都）を血液に1/１０量加え、３７℃60分間10分毎

に転倒撹拝しながら孵置した。次に同量のLymp-

hocyteSeparationMedium(ICNBiomedicals，
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５．SLE活動性の評価法

ハーバード大学の評価法SystemicLupusAc-

tivityMeasure（ＳＬＡＭ)８１を用いた。ＳＬＡＭは２４

の臨床症状と８の検査データ項目よりなり、各項

目はその異常の程度が点数化されている。総スコ

アが８以上の症例が活動性で、７以下の症例は非

活動`性と判定される。

3０

２０

SＬＡＭ

1０

6．統計解析

測定データの平均値の有意差の検定や相関性の

有意検定は、統計解析ソフトＪＭＰ（SASInsti-

tute，Cary，ＵＳＡ）で行った。

０

4５５０ 6０６５５５

ＬＯＳ

図２ＳＬＡＭとLOSの相関関係

分散分析：ｒ＝0.627,ｐ＜005

抗サイトカイン抗体を加えてみると、抗IL-1β抗

体では440±２１，抗TNF‐α抗体では45.9±0.6,

抗IFN-γ抗体では43.3±１５となり、SLE血清に

よるＬ○Sの冗進効果はかなり減弱した。したがっ

て炎症性サイトカインがリンパ球に作用してＬＯＳ

を高めることは明らかである。

結果

１．炎症`性サイトカインによるＬ○Sの刺激効果

炎症性サイトカイン刺激によるＬ○Sの変化をI

L-lβ、ＴＮＦ-α、ＩＦＮγについて調べてみた。

健常人リンパ球にサイトカインを加え30分刺激す

ると、非刺激LOSは43.9±Ｌ６なのに対し、IL-1β

では67.2±1.8、ＴＮＦ－ａが67.8±2.4、ＩＦＮ-γが65.

5±3.3といずれも有意の増加がみられた。次に高

サイトカイン血症（TNF-a184pg/ｍｌ，ＩＦＮγ

４４１u/ｍｌ，IL-lβ３９．４ｐｇ/ｍｌ）がみられるSLE

の血清で刺激してみると（図１）、正常血清の場

合のLOSが40.8±3.1なのに対し、SLE血清で５０３

±０８と有意に冗進していた。しかしSLE血清に

２．SLEの活動性指数とＬＯＳ（図２）

SLEの病態にはサイトカインが深く関与してい

る，'ので、ＳＬＥの疾患活動性がLOSに反映されて

いる可能性がある。そこで疾患活動性指数ＳＬＡ

ＭによりＳＬＥを活動性SLEと非活動性SLEに分類

し、ＬＯＳを測定してみた。活動性SLE８例のＬＯＳ

が62.8±19.3に対し、非活動性SLE１２例が47.9±

１６０、健常人14名が37.8±13.4となり、明らかに

活動性SLBのLOSが高くなっていた。しかし各グ

ループの標準偏差がかなり大きく、またＳＬＡＭ

の評価項目にはL○Sに影響を与えないものもある

ので、直接SLE症例のＳＬＡＭとＬＯＳの相関性を調

べてみた（図２）。その結果、相関係数0.627と有

意の相関がみられ、ＬＯＳがSLEの活動性の評価に

役立つ可能性があることが示された。

6０

5０

ＬＯＳ４０

(MFI）

3０

2０

正常血清SLE血清SLE血清SLE血清SLE血清
＋＋＋

抗IL-1β抗TNF‐α抗IFN-γ
３．SLEの腎障害と血漿サイトカイン

SLEは多彩な臓器障害を来すが、なかでもルー図ｌＳＬＥ血清と抗サイトカインのLOSに対する影響
Studentt-test：＊ｐ＜００５
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ブス腎炎は代表的な臓器障害であり、サイトカイ

ンの関与が強く示唆されている'0'。そこで炎症性

サイトカインのなかで、ＴＮＦ－ａとＩＦＮγについ

て血漿中の濃度と腎炎との関係を調べてみた。血

漿TNF-aは腎炎群が168.3±９４１ｐｇ/ｍｌ、非腎炎

群が73.7±771ｐｇ/ｍｌ、健常人が110±l46pg／

ｍｌとなり、ＳＬＥで高値を示しＳＬＥの中でも腎炎

群はさらに高値であった。ＩＦＮ‐γでも腎炎群が5.

4±１４１u/ｍｌ、非腎炎群が42±０．９１u/ｍｌ、健常

人が3.5±Ｏ３Ｉｕ/ｍｌとなり、やはり腎炎で高値で

あった。この結果は炎症性サイトカインがループ

ス腎炎の発症と密接な関係にあることを示唆して

いる。

５．ＬＯＳによる腎炎発症の予測（図４）

ＬＯＳ測定時にループス腎炎を発症していないＳ

ＬＥを、Ｌ○Sが40以下の低値群と40を超える高値

群に分け、LOS測定後の５年間の腎炎発症率を比

較してみた。その結果低値群の腎炎発症率が７例

中１例（143%）であったのに対し、高値群では

３例中２例（667%）と高率に腎炎を発症してい

た。したがってループス腎炎を発症していなくて

も、Ｌ○ｓが高値であれば将来腎炎を起こす可能性

が高いと考えられ、注意深く経過観察を行うこと

や場合によっては腎炎の予防的治療も考慮する必

要があると思われる。

考察

４．ループス腎炎とＬＯＳ

図３はSLEをループス腎炎の有無で２群に分け、

そのＬＯＳを比較したものである。腎炎群のＬＯＳ

は620±180、非腎炎群のＬｏｓは39.0±19.0とな

り、やはり腎炎群のL○Sが有意に高かった。しか

し非腎炎群でもＬ○Sが高値の症例もあり、このよ

うな症例はその後の経過で腎炎を発症してくる可

能性が推測される。

ヒト細胞は産生機序は異なるにしても、全てが

大なり小なりＲＯＳを産生している。このＲ○Sは

細胞にとって有益な場合もあるが障害をもたらす

こともある。そのため細胞はROS消去酵素をは

じめ種々の抗酸化物質による防御機構を備えてお

り、Ｒ○Sの消去を行っている。したがってＲ○ｓ

の産生量を正確に測定することは難しく、実際は

R○S産生量から抗酸化物質による消去量を引い

た分（これを酸化ストレスと表す）を測定してい

８1２５

1００
６

7５

ＬＯＳ

(MFI）
症例数４

5０

２

2５

００

正常 高値陰性 陽性
ＬＯＳ

持続性尿蛋白

図３ループス腎炎とLOS

Smdentt-test：＊ｐ＜００５

図４腎炎非発症SLEのLOSとその後の腎炎発症との関係

鰺腎炎，□非腎炎
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る。以上の理由からここではＲ○Sではなく酸化

ストレスという表現を用いている。

酸化ストレスの増大はＲ○S量の増大、抗酸化

物質の減少のいずれかあるいは両方によって生じ

るが、疾患においてはＲＯＳ産生量の増大が主な

原因である。リンパ球のＲ○S産生を冗進させる

因子としては、抗原、細胞接着分子、サイトカイ

ンによる刺激があげられる。しかし抗原による特

異的刺激をうけるリンパ球の全リンパ球に占める

割合は非常に低く、また細胞接着分子を介する刺

激を受けたリンパ球は血管壁に局在するか血管外

に遊走している。他方、サイトカイン特に炎症性

サイトカインに対するレセプターはリンパ球に広

く存在しているので、静脈血リンパ球のＲＯＳは

炎症性サイトカインによる刺激の影響が極めて大

きいと考えられる。

ＳＬＥにおけるサイトカインに関しては、Interl-

eukin(Ｌ)-2産生uIやIL-2receptor発現'2'の低下、

IFNγ９１の産生冗進という報告が大勢を占めてい

る。SLEではThl/Th2リンパ球バランスがTh2優

位なので'３１、産生されるサイトカインもtypel

サイトカイン（IFN-γ、IL-12)に対してｔｙｐｅ２

サイトカイン（IL-4、IL-10)が優位と考えるのが

当然であるが、血漿中の濃度に関しては必ずしも

この考えに一致していない。炎症性サイトカイン

TNF-a、ＩＦＮ-γ、IL-1βの血漿濃度については、

TNF-aMLl5iとIFN-γ'6)は増加しているという報

告が多い。私の測定結果でもＴＮＦ-α、ＩＦＮ-γと

もに有意の増加がみられた。しかしIL-1βは産生

低下の報告UL171は多数あるが、血漿中の濃度に関

する報告は少なく、増加しているという報告'8'も

あるがはっきりしていない。私もIL-1βの血漿濃

度を測定してみたが（未発表)、有意の増加も低

下もみられなかった。

炎症`性サイトカインのＲ○S産生に対する効果

については、ＩＦＮ－７は血管内皮細胞を対象とし

て調べた報告'９１、ＴＮＦ_αとIL-1βは軟骨細胞を

対象として調べた報告20)があり、いずれも産生を

冗進させている。リンパ球もこれらのサイトカイ

ンに対するレセプターを有しているので同様の結

果が予想されたが、私の研究結果はそれを裏付け

るものであった。

血漿サイトカインによるSLEの疾患活動性の評

価については、Aringerら211がTNF-αとの相関性

を、Miretら221はIL-lOとの相関性を、さらにＫｉｍ

ら'６１はIFN_αと疾患活動性に相関`性があることを

報告している。またIL-6、IL-10、ＴＮＦ－ａに加え

て穎粒球のＲＯＳ６ＳＬＥの活動性と相関があると

の報告23)もあるが、これを否定する報告２４１もある。

サイトカインとループス腎炎との関係についても

ＴＮＦ－ａｌ小、IL-1β'8'、IL-618L25i、ＩＦＮ‐γ'0'』3251の

関わりを示唆する報告と否定する報告'６１がある。

L○Sは複数のサイトカイン刺激によって生じるも

のと考えられるので、ＬＯＳがSLEの活動性やルー

プス腎炎と関係があるという結果は、サイトカイ

ンとSLE活動`性やループス腎炎との関係を肯定す

るものと考えられる。ＬＯＳは病巣部リンパ球のサ

イトカインによる刺激状態を末梢血リンパ球の酸

化ストレス状態でシミュレートしていると考える

ことも出来る。

Ｌ○Sには疾患特異性がないので、診断に直接役

立つような検査ではない。しかし疾患の活動性悪

化や臓器障害の発現の早期把握（例えば腎炎の尿

蛋白よりも早く、ウィルス感染でいえばウィンド

ウピリオッド）にはかなり有用ではないかと考え

られる。Ｌ○Ｓと将来のループス腎炎発症率の関係

について調べた結果がこの可能性を示唆している。

また生体に負担がかかるような検査（例えばCN

SループスのCSF検査）の代用として有用かもし

れない。

酸化ストレスの測定はリンパ球でなくても、他

の血球（好中球や単球）でよいのではないかとも

考えられるが、自己免疫性疾患のようなリンパ球

が発症機序に主役を果たしている疾患の場合、リ

ンパ球に作用するサイトカインが重要な役割を担っ

ている可能性が高いのでリンパ球を測定したほう

がよいと思われる。ただしフローサイトメトリー

ではリンパ球、単球、穎粒球の同時測定も可能な
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ので、この３種類の血球の酸化ストレスを測定す

れば対象疾,患の拡大や判定精度の向上が期待でき

る。

ＬＯＳと同じく炎症性疾患の非特異的検査として

は、赤血球沈降速度（ESR)やCreactiveprotein

(CRP)がある。ＥＳＲは非常に簡便な検査であるが、

非炎症的因子（貧血、血漿アルブミン減少など）

の影響があるし、ＣＲＰは非常に感度に優れた検

査であるが、ＳＬＥなど一部の炎症性疾`患では炎症

と相関しないなどの問題がある。他方L○Sにも現

時点では測定の簡便や感度に問題があるが、ＣＲ

ＰやESRとは質的に異なる炎症検査となる可能性

を秘めている。

広く高サイトカイン血症を来す疾患で臨床検査と

して役立つ可能性も示唆している。
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