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AbstractToelucidatethemechanismresponsiblefOrlymphopeniainsystemiclupuselythematosus，I

measuredapoptosisrate，positiverateofFasantigenandamountofBcl-2antigenofperipheralblood

lymphocytesdirectlyafterseparationorafterinvitroculmrebyUowcytometrymethodFaspositiverate

andBcl-2amount，butnotapoptosisrateofnon-culturedlymphocytesfromSLEpatientslncreasedsignifi-

cantlymorethanthosefromhealthypersons・Afteronedayculturewithoutserum，apoptosisratesof

lymphocytesfTombothgroupswereenhancedlnadditionapoptosisrateofSLElymphocyteswassignifi-

cantlyhigherlevelthanoneoflymphocytesfmmhealthypersons・Apoptosisrateofculturedlymphocytes

correlatednegativelywithｂｏｔｈBcl-2amountandlymphocytecounts・ＳＬＥｓｅｒａａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｃｕｌｍｒｅｐｌａｔｅｓ

ｉnhibitedaggravationmapoptosisoflymphocytesfromhealthypersons，ｂｕｔｎｏｔｏｆＳＬＥｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ・

SerafromhealthypersonscouldnotsuppresstheincrementofapoptosisofbothlymphocytesfTomSLE

patientsandhealthypersons、Theseresultssuggestthatexecutionofapoptosisinlymphocytesdependson

amountofBcl-2evenifapoptosistriggemgstimulihasbeenalreadygiventolymphocytes，ａｎｄｔｈａｔ

ｓｏｍｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＳＬＥｌｙｍｐhocytesmightfallintoapoptosisbypoorresponsetoserumfactorswhich

tnggerBcl-2expression～

KEyWb伽：SystemicLupusErythematosus（ＳＬＥ），Lymphopenia,Apoptosis,Bcl-2，Ｆａｓ

をなす自己抗体の産生は，ＳＬＥにおいては自己

反応Ｂ細胞のポリクローナルな活性化とＴ細胞

の機能異常によってもたらされる。

健常人であればこのような自己反応'性リンパ球

は成熟の過程で大部分が排除される（クローン除

去）が，一部は生き残る。しかし残存した自己反

応性リンパ球も自己抗原の長期間にわたる刺激の

結果クローン除去される2)。これらクローン除去

の機構はFas抗原が関与するアポトーシスと考え

られている2)。ＳＬＥではFas抗原の発現低下によ

り，自己反応`性リンパ球のクローン除去が生じな

い可能性がある3)4)。またFas抗原の過剰発現5）

や，抗アポトーシス作用をもつproto-oncogeneと

して知られるＭ－２の異常6)がリンパ球減少の－

I．はじめに

全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）は自己免疫

疾患の中でもプロトタイプといわれる代表的な疾

患であり，自己免疫機序による全身臓器の障害に

より多彩な症状を呈する')。その臓器障害の機序

としては，自己抗原と抗体から構成される免疫複

合体により刺激された好中球や単球から遊離され

る活性酸素・水解酵素・サイトカインが，同じく

免疫複合体により活性化された補体とともに血管

内皮細胞を障害するいわゆるⅢ型アレルギーが主

役を演じていると考えられている。またリンパ球

減少や血小板減少には自己抗体によるⅡ型アレル

ギーも関与している。このように臓器障害の主役
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因である可能性も考えられる。

本稿ではＳＬＥのリンパ球について，アポトー

シス発現率およびそれに関係するFas抗原量，Bcl

-2抗原量を測定し，その異常の有無およびリン

パ球数との関連性について検討した。

分間置き膜処理した。

４．Ｆａｓ抗原測定

Phycoerythrin（ＰＥ）標識抗ヒトＦａｓ（ＣＤ

95）抗体（Pharmingen社）ｌｑａｌをリンパ球100

/ｕｌに加え，ｏｎiceで30分反応させた後，ＰＢＳ

で洗浄しＰＢＳ１ｍｌに再浮遊させた。次にＦＣＭ

でリンパ球と単球をサイトグラム上で選別し，リ

ンパ球のFas陽`性率と平均蛍光強度（MFI）を

測定した。

５．ＢｃＩ－２測定

濾胞性Ｂリンパ腫の染色体転座切断点の解析

より同定されたproto-oncogeneであるＭ－２遺伝

子7)は，現在抗アポトーシス遺伝子としての働き

が注目されている。

Bcl-2蛋白は殆どすべての正常リンパ球のミト

コンドリア，小胞体や核膜に発現している8),9)。

そこでBcl-2蛋白量をBcl-2に対する蛍光標識抗

体のMFIとして測定した。まずリンパ球をＰＦＡ

固定，ジギトニン処理を行った。次にFITＣ標識

抗Bcl-2抗体（ＤＡＫＯ社）をｏｎiceで30分反応

させた後，ＦＣＭでBcl-2のＭＨを測定した。リ

ンパ球のBcl-2陽性率はＳＬＥ96.8±4.4，健常人

98.3±0.6であった。

６．アポトーシス測定（ＡｐｏＺ７抗原測定）

Apo27抗原はアポトーシスを起こした細胞の

ミトコンドリア膜に初期段階から発現する38kＤ

の蛋白（７Ａ６抗原）である'0)。したがってＡｐｏ

２､7抗原に対する抗体を用いた蛍光抗体法では，

初期の段階から感度よく簡便にアポトーシスに陥

った細胞を測定できる。そこでＰＦＡおよびジギ

トニン処理したリンパ球とＰＥ標識抗Apo27抗

体（Immunotech社）をｏｎiceで30分反応させた

後，ＦＣＭでＡｐｏ２､7抗原の陽'性率を測定した。

７．白血球数およびリンパ球数の測定

白血球数およびリンパ球数は，ＥＤＴＡ加静脈

血を用いて自動血球計数機（CoulterCounterS‐

pLusSTKR，コールター社）で測定した。

Ⅱ．検体

ＳＬＥ患者９名（すべて女性，年齢42.0±１０．４

才）と健常人７名（すべて女性，年齢23.4±7.5

才）より3.8％クエン酸ナトリウム0.5ｍl入り真

空採血管に静脈血4.5ｍlを採血した。

Ⅲ方法

１．リンパ球分離

血液をRPMIl640培地で２倍に希釈後，同量の

LymphocyteSeparationMedium（ＬＳＭ，比重

1.077,Organon社）に重層し，室温で2,0001Pm

30分遠沈した。そして血漿とＬＳＭの中間層の単

核球分画を採取し，リン酸緩衝食塩液（PBS，ｐＨ

7.4,CosmoBio社）で３回洗浄後ＰＢＳに浮遊ざ

せリンパ球分画とした。次にtrypanblueによる

dyeexclusion法で生細胞を計数し,２xlO6/ｍｌの

濃度に調整した。

２．リンパ球の培養

リンパ球をRPMI1640培地に２xlO6/ｍｌの濃

度に浮遊させ,lOqulをそのままあるいは血漿

１００ｍを加えて５％CO2ガスインキユペーター

内37℃で１日培養した。

３．リンパ球細胞膜のジギトニン処理

細胞内抗原を抗体により検出するためには，抗

体が細胞膜を通過する必要があるので，ジギトニ

ン（和光純薬社）による細胞膜処理を行った。ジ

ギトニンは細胞形態を変化ざせフローサイトメー

ター（ＦＣＭ）によるリンパ球選別に支障をきた

すので，まず0.25％parafOnnaldehyde（ＰＰＡ）ＰＢＳ

溶液をリンパ球浮遊液に対して10倍量加え，ｏｎ

iceで２分固定処理した。ＰＢＳで洗浄後ジギトニ

ン溶液（100ﾉαg/mlPBS）を等量加えｏｎｉｃｅ２０

－７４－
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表１末梢血リンパ球のアポトーシス、ＢｃＩ－２、Ｆａｓ
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１．リンパ球のアポトーシス，ＢＣＩ－２，Ｆａｓ

末梢血リンパ球のアポトーシスならびにそれに

関係するBcl-2，Ｆａｓとリンパ球数を同時に測定

した（表１）。アポトーシスはＳＬＥ３．７％，健常

人2.1％でＳＬＥがわずかに高いものの有意差はみ

られなかった。Bcl-2はＳＬＥの方が有意に高かっ

た。Ｆａｓも陽'性率，発現量ともにＳＬＥが有意に

高かった。リンパ球数はＳＬＥで著しい減少がみ

られた。次に各測定値間の相関性を調べてみる

と，Bcl-2とFasの問にはｒ＝０．６０（ｐ＜0.05）

の正の相関がみられた。またFas陽性率はリンパ

球数との間にｒ＝-0.69（ｐ＜０．０１）の負の相関

があった。しかしアポトーシスとリンパ球数との

間には相関はなかった。この結果はFas発現が高

くなればリンパ球が減少すること，健常人リンパ

球はFasが低くアポトーシスの誘因がないので，

Bcl-2が低くてもアポトーシスは起こしにくいこ

と，ＳＬＥリンパ球ではFasが高いのでアポトー

シスが生じてリンパ球は減少すること，ＳＬＥリ

ンパ球でもBcl-2が高いリンパ球はアポトーシス

が生じにくいことを示唆している。したがってア

ポトーシスを生じるか否かを左右するのはBcl-2

であり，Bcl-2の多いリンパ球は生き残ると考え

られる。しかしこれを証明するためには,アポトー

シスに陥った細胞のBcl-2，Fasを測定する必要

があるが，採取したリンパ球をそのままではアポ

トーシス率が低く正確な測定が出来ない。

２．無血清培養によるアポトーシスの変化

アポトーシスを誘導する最も簡便な方法として

サイトカイン除去法を用いた。末梢血リンパ球を

無血清培養によるリンパ球のアポトーシス

の変化

●ＳＬＥ、○健常人

図１

無血清培地で１日培養するとアポトーシスを起し

ているリンパ球は9.1±4.2％となり,培養前の3.0

±1.9％に比べて有意（ｐ＜0.01）に増加した（図

１）。さらにＳＬＥと健常人に分けてみると，培養

後のアポトーシスはＳＬＥでは11.3±4.3％，健常

人では6.2±2.0％となり，培養前の3.7±2.3％と

2.1±0.4％に比べていずれも有意（ｐ＜0.01）の

増加がみられた。また培養後のＳＬＥと健常人の

間でも，培養前と異なり有意差があった。この結

果は血漿中にはアポトーシスを抑制する因子が存

在していることを示唆している。また培養前には

みられなかったリンパ球数との相関も培養後のア

ポトーシスでは有意の負の相関（ｒ＝-0.77,ｐ

＜0.01）がみられた。

培養によるBcl-2とFasの変化をＳＬＥ３名健常

人1名について測定してみると，Bcl-2は培養後

に全例低下しており，平均8.4の低下となった。

Fasは平均8.5％の低下がみられた。さらにアポ

トーシスとBcl-2との関係を培養前後の変化につ

いて調べてみると,有意の負の相関がみられた(図

２）。したがってBcl-2の低下がアポトーシスの

発見に重要な要因であることは明らかである。

３．Fas抗原発現とアポトーシス

生体内におけるリンパ球のアポトーシスでは，

Fasリガンド（FasＬ）によるFas抗原を介するＦａｓ

－７５－
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培養後のアポトーシス増加とBcI-2減少の

相関

△apo＝〔培養前のアポトーシス〕－〔培
養後のアポトーシス〕、△Bcl-2＝〔培養

前のBcl-2〕－〔培養後のBcl-2〕

BcI-2により分画したリンパ球のアポトー

シス

アポトーシス：図ＳＬＥ、□健常人

リンパ球分画：÷SLE、心健常人

図２ 図３

1００

ＡＡｐｏ＝l37335xlO-OO23Bcl-2
依存`性アポトーシスが主体とされている。無血清

培養によるアポトーシス誘導にFasが関与してい

るか否かを明らかにするために，リンパ球を１日

培養後Fas陽性分画と陰`性分画に分け，両分画の

アポトーシス率を４名（健常人３名，ＳＬＥ１名）

について測定してみた。その結果，Fas陽性分画

のアポトーシス率は4.0±2.6％に対して，Fas陰

性分画は4.7±3.9％となり，両分画のアポトーシ

ス率に有意差はみられなかった。したがってＦａｓ

陽性分画のリンパ球のみがアポトーシスをおこし

ているのではないので，無血清培養によるアポ

トーシスの誘導はFas依存性ではないことは明ら

かであり，Fas抗原以外の要因を考える必要があ

る。

４。アポトーシスリンパ球のBcI-2

アポトーシスリンパ球のBcl-2を測定するため

に，リンパ球を１日培養後膜処理しＰＥ標識抗

Ａｐｏ２､7抗体とFITＣ標識抗Bcl-2で染色した。

FCM上でBcl-2の抗原量によりリンパ球を４つ

に分画し，各分画のアポトーシス率をＳＬＥと健

常人各１名について測定した（図３)。その結果

Bcl-2抗原量が少ないほどアポトーシス率が高く

０

０

ア
ポ
ト
ー
シ
ス
（
％
｝

■
、
□

■

0０

２０ 4０ 6０ ８０１００１２０１４０１６０

Bcl-2(MFI）

図４アポトーシスとBcI-2の相関

■ＳＬＥ、□健常人

特に70以下になると急に増加することがわかっ

た。しかしBcl-2が71以上の分画をＳＬＥで90％

弱，健常人で95％弱占めており，全体としてはア

ポトーシスは高くない。ただしＳＬＥは70以下の

分画が多い分アポトーシスも高くなっている。各

分画の平均Bcl-2とアポトーシス率との相関`性を

みると（図４），図２と同様にＳＬＥ健常人に関わ

らずアポトーシス率の対数とBcl-2抗原量の問に

－７６－
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するが，健常人血漿にはこの因子はないことを示

している。

次に健常人リンパ球の代わりにＳＬＥリンパ球

を用いて表２と同じ測定をしてみると（表３)，

SLE血漿を加えた場合，健常人血漿を加えた場

合ともにBcl-2の減少とアポトーシスの増加，Ｆａｓ

陽性率と抗原の増加がみられた。ＳＬＥ血漿を加

えた場合と健常人血漿を加えた場合を比較する

と，どの測定項目にも有意差はなかった。この結

果はＳＬＥリンパ球自体がBcl-2の減少によるアポ

トーシスを起こしやすいことを示しており，ＳＬＥ

血漿中の抑制因子で防止しようとしても効果がな

い。

血漿添加培養による健常人リンパ球のアポ
トーシス、BcI-2、Ｆａｓの変化

培養前に対するSmdent-test：

*ｐ＜０．０５、＊＊ｐ＞０．０１

表２

＊
＊＊
＊

漿
験
９
０
つ
。

血
０
０
１
０

人
十
一
十
一
十
一
十
一

鰍
、
叩
印
池

、
凸
扣
坐
〈
０

１
１

測定

アポトーシス

（％）

Bcl-2（MFI）

Fas（％）

Fas（MFI）

3.0±０．４2.4±０．１

126.5±０．９

５０．２±１．０

６７．３±０．３

128.1±２．２

４８．６±０．７

６７．４±０．３

r＝-0.97（ｐ＜0.01）の強い負の相関がみられ

た。つまりアポトーシスの誘導を規定するのは

Bcl-2であり，そのことはＳＬＥも健常人も違いが

ないことを意味している。

５．血漿添加培養によるリンパ球アポトーシス，

Bcl-2,Fasの変化

無血清培地による培養でアポトーシスが誘導さ

れる場合，Bcl-2抗原量の減少が大きく影響して

いる。したがって血漿中にはBcl-2抗原量を維持

し減少を防止する因子が存在することが推測され

る。そこで健常人リンパ球に同じ血液型のＳＬＥ

血漿または健常人血漿を同量加え１日培養してみ

た（表２)。培養前と比較すると，ＳＬＥ血漿では

Bcl-2は減少せずアポトーシスも増加しなかった

が，健常人血漿ではBcl-2の減少とアポトーシス

の増加が見られた。Fasは健常人血漿で有意の低

下がみられた。ＳＬＥ血漿と健常人血漿間では，

全ての測定項目で有意差がみられた。この結果は

SLE血漿にはBcl-2抗原量を維持する因子が存在

Ｖ、考察

Fas抗原はＴＮＦ受容体ファミリーに属する,

哺乳類細胞のアポトーシスシグナル伝達に重要な

細胞表面受容体分子である。リンパ系においては

抗原に感作されたＴ細胞およびＢ細胞にFasの

発現が認められる3)。ヒトＳＬＥ様自己免疫疾患モ

デルマウスであるlp7ではFasの遺伝子機能異常

により11)，また９ＭマウスではＦａｓリガンド

（FasＬ）の遺伝子機能異常により'2)，末梢血で

の自己反応性Ｔ細胞の除去が出来ず，種々の自

己抗体産生を伴う免疫異常が惹起される。またヒ

トautoimmunelymphoproliferativesyndrome（ＡＬ

ＰＳ）はFasおよびFasＬ遺伝子異常により惹起さ

れるl3Ll4)。しかしＳＬＥにおいてはこれらの遺伝

子異常が検出されるのは稀とされている15)。ＳＬＥ

患者では抗原刺激による活性化末梢血リンパ球に

機能性のFas発現の冗進があり，Fas依存性アポ

トーシスの冗進によりリンパ球が減少すると報

告１６)されている。本研究の結果もFasは陽'性率，

発現量ともに健常人より高いこと，Fas陽』性率と

リンパ球数との間に負の相関関係があることか

ら，リンパ球減少の原因はFasを介したアポトー

シスであるという考えを支持している。

では残存しているリンパ球もFasは高いのに，

なぜアポトーシスを免れることができたのかとい

血漿添加培養によるＳＬＥリンパ球のアポ
トーシス、BcI-2、Ｆａｓの変化

培養前に対するSmdent-test：

*ｐ＜０．０５、＊＊Ｐ＞0．０１

表３

健常人血漿

15.0±４．３＊

測定

アポトーシス

（％）

Bcl-2（MFI）

Fas（％）

Fas（IVrl）

6.0±１．８ 16.7±１．２＊＊

129.5±1.1

２２．３±0.3

105.9±０．２

121.4±２．１＊＊

３４．８±０．９＊＊

108.6±１．２＊

120.9±１．３＊＊

３２．４±２．１＊

108.0±０．２＊＊
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う疑問が生じる。その疑問に対してはアポトーシ

ス抑制機構の存在を考える必要がある。アポトー

シスの経路は誘導過程，決定過程，実行過程の３

段階に分けて考えられる。誘導過程と決定過程に

は多様`性があるが，決定過程の最終過程はカス

パーゼ特にカスパーゼ３の活性化であり，実行過

程はカスパーゼによる特定蛋白質の限定分解カス

ケードとＤＮＡの断片化を中心とする共通のプロ

セスである'7)。

アポトーシス抑制機構は決定過程に関与する機

構であり，その実行分子としてはＸＩＡＰ，clAP

l，ｃｌＡＰ２などのIＡＰファミリー蛋白とBcl-2，

Bcl-xLなどのBcl-2ファミリー蛋白があげられ

るl8Ll9)。ＩＡｐファミリー蛋白はカスパーゼの活

性化を直接抑制することにより，またBcl-2ファ

ミリー蛋白はミトコンドリア依存性のカスパーゼ

活性化を抑制することにより抗アポトーシス作用

を表す。ＳＬＥリンパ球のBcl-2が健常人より高い

ことは本研究だけでなくAringerらも報告20)して

いるが，そのためFasが高くてもアポトーシスを

起こさなかったものと考えられる。それならば

Bcl-2を下げればアポトーシスを誘導できること

になる。そこで次にＳＬＥ末梢血リンパ球にアポ

トーシスを誘導してBcl-2との関係について調べ

てみた。アポトーシスはFasL21)，ＴＮＦ22)，グル

ココルチコイド23)，ウイルス24)，放射線25)，熱26)，

抗癌剤27)などの作用の他，種々のサイトカイン，

増殖因子，栄養因子の除去28)によっても誘導され

るので，本研究ではアポトーシスの誘導に簡便な

無血清培地を使用したサイトカイン除去法を用い

た。その結果アポトーシスリンパ球は増加し、そ

の増加とBcl-2の低下との間に相関性が見られる

ことがわかった。さらにＡｐｏ２７とBcl-2を二重

染色することによって，Bcl-2の減少したリンパ

球がアポトーシスに陥りやすいことを直接明確に

示すことができた。Bcl-2の低下によるアポトー

シスの増加については，ＳＬＥ以外にも伝染性単

核球症における活性化ＣＤ４５ＲＯ＋Ｔ細胞29)や

ＡＩＤＳのＣＤ４＋Ｔ細胞30)などで報告されてい

る。

他方Bcl-2の発現冗進でアポトーシスは回避さ

れるので，ＳＬＥでは自己抗体産生細胞がBcl-2発

現量を多くしてアポトーシスを免れている可能性

がある。事実Ｍ－２のトランスジェニックマウス

においては，自己抗体産生がみられ，ＳＬＥ様の

病態を呈する31)。図４においてBcl-2量が最も高

い分画のリンパ球比率はＳＬＥの方が高いこと

は，自己反応性リンパ球の存在を反映した結果か

もしれない。今後高Bcl－２分画ＳＬＥリンパ球の自

己抗体産生，FasおよびＣＤ４０の発見について検

討する必要がある。

Fasによるアポトーシス誘導の過程において

は，カスパーゼ８を介してカスパーゼ３の活性化

がおこるが，カスパーゼ８がミトコンドリアを介

さずに直接カスパーゼ３を活性化する細胞（Ｔｙｐｅ

ｌ細胞）と，カスパーゼ８がミトコンドリアから

のシトクロムＣの放出を誘導してカスパーゼ９

を活性化し，その結果カスパーゼ３がカスパーゼ

９依存`性に活性化される細胞（ＴｙｐｅⅡ細胞）と

に大別されることが報告32入33)されている。した

がってＴｙｐｅｌ細胞であればBcl-2量に関係なく

アポトーシスに陥ることになるので，このＴｙｐｅ

Ｉ細胞のアポトーシスがSLEのリンパ球減少の

原因の可能性も考えられる。

無血清培養による健常人リンパ球のアポトーシ

ス誘導はFasを介していないので，アポトーシス

は当然ながらFas発現の有無に関係なく生じてい

る。この場合のアポトーシスはBcl-2量の低下に

よるものであり，ＳＬＥ血清添加によりBcl-2量の

低下を阻止できることからＳＬＥ血清中にはBcl-2

発現低下の阻止因子が存在していることは明らか

である。Bcl-2の発現を促進する因子としてはIL

-234)，Ⅱ-435)，ＣＤ40抗体36)，抗'937)，抗原刺激38）

などが知られている。ＳＬＥ血清中のＬ２，ＩＬ－４

は共に健常人より高値であり39)，可溶性ＣＤ４０リ

ガンド（sCD40L，sCDl54）も増加している40）

ので，Ⅱ－２，１L－４，ｓＣＤ４０ＬのいずれもがBcl-

2量低下の阻止因子として働いている可能性があ

る。しかしIL-4レセプター（IL-4R）は成熟Ｔ

細胞，成熟Ｂ細胞ともに発現しているのに対し，
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SLE血清添加培養により健常人リンパ球のアポ

トーシス冗進は阻止されたが，ＳＬＥリンパ球の

アポトーシス冗進は阻止されなかった。健常人血

清はＳＬＥリンパ球，健常人リンパ球のいずれの

アポトーシス冗進も阻止できなかった。この結果

は，アポトーシスの誘導刺激が与えられたとして

もアポトーシスの実行決定はBcl-2量に依存して

いること，ＳＬＥでは血清中の刺激因子によりリ

ンパ球のFas発現，Bcl-2発現は冗進している

が，一部のリンパ球はBcl-2発現を冗進させる刺

激に対する反応の異常によりBcl-2の低下を招

き，このためアポトーシスが生じ，結果としてリ

ンパ球減少にいたることを示している。

IL-2レセプター（Ｌ２Ｒ）は活性化Ｔ細胞およ

びＢ細胞のみの発現であり，ＣＤ４０もＢ細胞の

みにしか発現していないので，ＩＬ－４が阻止因子

として最も強く作用しているのではないかと推測

される。しかしＳＬＥリンパ球の場合，ＳＬＥ血漿，

健常人血漿に関わらずBcl-2の低下がみられるの

で，リンパ球側のIL-4Rの減少あるいは機能異

常といった問題の可能性がある。今後抗ＣＤ124

（IL-4Rc(）抗体によるレセプター密度や機能

の解析が必要と思われる。Fasの発現は抗原刺激

やIL-2により増強するので，ＳＬＥリンパ球のＦａｓ

発現の増加はIL-2R発現の増加しているＳＬＥリ

ンパ球41)が血漿中のIL-2により刺激されたため

と考えた方が自然である。
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