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[Summary]

  Peripheral blood lymphocytes from patients with systemic lupus erythematosus were com -
pared with those of normal donors for their ability to perform antibody-dependent cell-mediated 

cytotoxicity (ADCC). ADCC activity was significantly decreased (p<0 .001) in active SLE. 
Correlations appear to exist between either disease activity , CH50 or lymphocyte counts, and 
ADCC activity. There was no apparent relationship between ADCC activity and the level of 

corticosteroid administered. Also, no significant correlation was demonstrated between ADCC 

activity and the levels of circulating immune complex (CIC) . 
 Sera from patients with SLE inhibited ADCC activity of the normal lymphocytes . A close 

relationship was observed between the inhibitory effect of SLE sera on the ADCC of th
e 

normal lymphocytes and CIC levels . Sera containing CIC inhibited ADCC of the autologous 
lymphocytes from the patients. No correlation was observed between ADCC activity a nd the 
serum-mediated inhibition of ADCC of normal lymphocytes . These results suggest that the 
decreased ADCC activity in SLE patients is partly due to the killer cell dysfunction as well 

as to the suppressive effect of CIC on the ADCC.
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【概  要 】

 全 身性エ リテ マ トーデス(SLE)に おけ る抗 体依存性細胞性細胞 障害(ADCC)活 性 の異常 の有 無 お よび 疾患活動

性,治 療 との関係 につ き検索 し,SLEに おけ るADCC活 性の臨床的意義 につ き検討 した.

 SLE患 者 リンパ球 のADCC活 性は疾患活動期 に異常低値 を示 し た. ADCC活 性 と流血 中免疫複合体(CIC)の 値

との間には一定の関係 を認 めなか った.SLE患 者血 清 は 正 常 人 リン パ 球 のADCC活 性 を抑制 し,患 者血 清に よる

ADCCの 抑制の程度 とCIC値 との間 に有意 の相 関(p<0.001)が 認め られた.ま た, SLE患 者血清 は,す でに低 下

してい・るSLE自 己 リンパ球 のADCC活 性 をさらに有意(p<0.05)に 低下 させた.

 以上 の ことよ り,SLE患 者のADCC活 性 は,疾 患活 動性 と密接 に関 係 して お り,ADCC活 性 の減 弱は, Killer細

胞 自体 の異常 に加え,CICの ごとき血清内因子 によ りin vivoで はさ らに減 弱 してい るもの と考 え られた.

        1.は じ め に

膠原病 の代表 的疾患 である全身 性 エ リテ マ トー デ ス

(SLE)は,診 断法 および治療法 の進歩 に よ り,生 命 予

後は改善 しコ ン トロール可能な疾患 にな りつつ ある.し

か し,腎 疾患 をは じめ易感染 性な ど生命予後 を決 定する

表1clinical data of systemic lupus erythematosus patient studied

CNS=central nervous system involvement, P=predonisolone, PE=plasma exchange 
* Disease activity , A=active, I=inactive
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合 併 症 の 対 策 は,尚 本症 の 治療 に 重 要 な 問 題 で あ る.近

年,ウ ィル ス 感 染 細 胞 や腫 瘍 細 胞 の 排 除 機 構 に抗 体 依 存

性 細 胞 障 害(antibody dependent cellular cytot0xicity:

ADCC)が 関 与 す る と され,生 体 の重 要 な 防 御 機構 の 一

つ と して 注 目 され て い る1-3).

 そ こで,SLEに お け るADCC活 性 の 異 常 の 有 無 お よ

び 疾 患 活 動性,治 療 との 関係 に つ き検 索 しSLEに お け

るADCC活 性 の 臨床 的意 義 にっ い て検 討 した.

II.対 象 お よ び 方 法

 1.対 象

 対 象 は表1に 示 した浜 松 医大 病 院 外 来 お よ び 入 院 中 の

ARA 1982年SLE分 類 改 定 基 準4)を4項 目以 上 満 足 す

るSLEで,未 治 療 例10例,治 療 例17例,う ち副 腎 皮 質

ス テ ロイ ド剤 単 独 投 与 に よる 治 療 例8例,ス テ ロイ ド治

療,血 漿 交 換 療 法(plasma exchange:PE)併 用 例9例 の

計27例(全 例 女 性,年 齢15^一54歳,平 均 年 齢33.4歳)

お よび 健 常 人20例(全 例 女 性,年 齢21～'54歳,平 均 年

齢34.3歳),計47例 を対 象 と した,

 2.ADCC活 性 の 測 定

 ADCC活 性 は, Feldmannら の方 法5)に 準 じて行 っ た,

即 ち,ヘ パ リン加 末 梢 血 に5%シ リカ 懸 濁 液(KAG2,

日本 抗 体研 究所)を 加 え1時 間,37℃ でイ ン キ ュ ベ ー

トしFicoll-Paque比 重 遠 心 法 で分 離 して得 た マ ク ロ フ

ァー ジ除去 リンパ 球 分 画 を効 果 細 胞 と し,標 的 細胞 は 新

鮮 ニ ワ トリ赤 血 球 を用 い,そ の1×107個 の 細 胞 にNa2

s'CrOy(0 .1mCi/0.1ml)を 加 え,37℃,5%CO2条 件 下

で1時 間 標 識 し,10%fetal calf serum(FCS, Gibco)

添 加RPMI 1640培 養液 で3回 洗 浄 し使 用 した.標 的 細

胞 を1×1051we11ず っ 丸 底 マ イ ク ロプ レー ト(Nanclon)

に分 注 し,56℃,30分 間,熱 非 働 化 した ウサ ギ 抗 ニ ワ

ト リ赤血 球 抗 血 清 を最 終 抗 赴 希 釈 濃 度10-3と な る よ う

に加 え,さ らに,効 果 細 胞 をEffector:Target比 が

10:1と な る よ うに1×106/wellず つ分 注 し,全 量200

μ1と し,37℃,5%CO2の 条 件 下 で4時 間培 養 した,

培 養後 丸底 マ イ ク ロ プ レー トを2,000rpm,5分 間 遠 心

分 離 し,そ の上 清100gelを 採 取 し,そ の放 射 能 活 性 を

測 定 し,以 下 の式 に よ り,%cytotoxicityを 求 め た.

最大遊離は,標 的細胞 に,蒸 留水200ｵdを 加 え,凍 結

融解 を3回 くり返 したものを用い た自然遊離は,標 的細

胞に効果細胞 を加 えたもので計測 し,本 法 での自然遊離

図1ADCC activity in systemic lupus eryte

matosus studied on active and inactive

     phase

は,5%以 下 であった.ま た,本 法で 用 いた リンパ球分

画のViabilityは95%以 上で 単球混合率 は3%以 下 で

ある.実 験はtriplicateで 行 った.

 3.患 者血清のADCC活 性 への影響

 前記ADCC活 性測定 系に56℃ で30分 間,熱 非働化

した血清 を5×10-1濃 度に添加 し,次 式に よ り%inhib

itionを 求めた.

 4.流 血 中免 疫 複 合 体(CIC)の 測 定

 1)Polyethleneglycol(PEG)沈 降 法(PEG法)

 安 倍 法6)に 準 じて 行 っ た.即 ち,患 者 血 清100μ 」に,

8%PEG 100μ'を 添 加 し,混 和 後4℃,60分 間,遠 心

分 離 し,沈 渣 を4%PEG 2 mlに 溶 解 し,さ らに,4。C,

1,500×Gで60分 間 の 遠 心 分 離 を行 った.沈 渣 を0 .15

MNaC1添 加0.01 M燐 酸 緩 衝 液(PBS)pH 7 .42 mlに

溶解 し,280nmの 吸 光 度 を 測 定 した.

 2)Clq結 合 法(Clq法)

 米 増 の 方 法7)に よ りClqを 精 製 し,精 製Clqを ク ロ

ラ ミ ンT法 に て1251(RCCア マ シ ャ ム)で 標 識 し,セ フ

ァデ ック スG-25に て分 画 精 製 し た.Clq法 はZubler
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図2Correlation between ADCC activity and CHsa and lymphocytes

図3ADCC activity before and after

 plasma exchages

ら の方 法8)に 準 じて 行 っ た-即 ち,56℃ で30分 間,イ

ン キ ュベ ー トして非 働 化 した 患 者 血 清50μ1に,0.2M

エ チ レン ジ ア ミ ン四酢 酸(EDTA)100μ'を 加 え て混 和

し,30分 間,イ ンキ ュベ ー ト し た.っ ぎ に,4℃ で約

10,000cpmのizsl-Clq 50μ1お よ び3%PEG l mlを

加 え混 和 し,4℃ で6分 間,静 置 し た.次 い で,4℃,

1,500×G,20分 間,遠 心 分 離 し沈 渣 の放 射 能(A)を 計

測 した.別 に,非 働 化 正 常 ヒ ト血 清50μ 」に1251-Clq

100μ」お よび15%ト リ ク ロ ロ酢 酸(TCA)1mlを 加

え,同 様 の操 作を行い,得 られ た沈渣 の放 射能(Tc)を

計測 し,各 検体 のAITc×100よ り結合 能 を算出 した.

 6.血 漿 交換療法

 血 漿 交 換 療 法 は,既 報 の ご と く9J, IBM 2997 cell

separatorを 用 い,血 漿 を等量のアルブ ミン-ラ ク テ ッ

ク混合液 にて置換 した.1日1回 あた り1.81の 血漿量

を交換 し,3日 間連続 して行 い,1ク ール とした.

        III.結  果

 1.ADCC活 性

 健 常人20例 の平均 ±SDは,72-3±7.0%で 平均 ±

2SDよ り正 常範 囲 は,58.3～86.3%で あ った-27例

のSLEで は 未 治療SLE 10例 で42.0±18.8%,治 療

経過 中のSLE 17例 よ り得た70検 体 で44.8±22.8%と

治療 の有無 に関係 な く,い ずれ も,健 常 人 に 比 し有 意

(p<0.001)に 低値 で あった.し か し,未 治療 例 の4検

体,治 療例 の23検 体 が正常値 を示 した.

 2-ADCC活 性 とSLE活 動性 との関係

 未治療 お よび治療経過 中のSLE患 者27例 で活 動 性

を判定 し得 た64検 体 につい てADCC活 性 とSLE活 動

性 との関係 を検討 した.血 清サ ンプル採取 時のSLEの

疾患活動性 は厚 生省 自己免疫疾患 調査研究 班SLE疾 患

活動性判 定基準10)にて判定 した.図1に 示 した ごと く,

非活動期 の32検 体では,65.3±10.4%に 健 常人 と同様

の値 で,計25検 体は正常範 囲の値で,活 動 期に ある32

検体 では,32.2±12.0%と 非 活 動 期 に比 し有 意(p<
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0.001)に 低値 で正 常範 囲の値 を示 した もの は1例 で あ

った.

図41nhibition of ADCC activity of normal

 lymphocytes by sera from controls and

     patients with systemic lupus erythe

 matosus

 3.SLEの 活動性 に関係 する検査値 とADCC活 性 と

の関係

 図2aに 示 したCH50,図2bに 示 した リンパ球数 との

間 に推計学的 に有 意の正の相関関係 を認 めた.し か し,

ADCC活 性 と血 清中のC3, C4値,抗DNA抗 体価,抗

核抗体価,白 血球数 あるいは,免 疫 グロブ リン値 との間

には有意な相関関係 は認 め られなか った.

 4.SLEの 治療 とADCC活 性 との関係

 1)ADCC活 性 に対 するステ ロイ ド剤の影響

 ADCC活 性 とプ レ ドニ ゾロン投 与量 との関係 を52例

の プ レ ドニ ゾ ロン単独投与 による治療例で検討 した,

ADCC活 性は プレ ドニ ゾ ロン投与 量の増加 によって有

意 の変 動 を示 さなか った.

 2)ADCC活 性 に対 するPEの 影 響

 9例 のSLEに 行 った10回 のPEに ついて, PEを1

クール施行前 後のADCC活 性 を測 定 しPEのADCC活

性 への影響 を検討 した.図3に 示 した ごと く,2例 を除

き多数例 で,PE後ADCC活 性 は増 加 し,平 均値 は,

PE前32.2±15.7%が, PE後61.5±23.6%と 有 意

(pく0.001)に 上 昇 した.

 5,AI)CC活 性とCIC値 との関係

 52検 体 にっいて,ADCC活 性 とCIC値 を 同 時 測 定

し,検 討 したがADCC活 性 とCIC値 との間には有意 な

相関関係 は認 め られなか った.

図5The relationship between inhibition of norma1 ADCC activity ond circula

ting immune complex in systemic lupus erythematosus
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図6Effect of autologous serum on ADCC activity

 by lymphocytes of patients with systemic lupus

 erythematosus

 6.SLE患 者血清の健常人ADCC活 性におよ ぼす影

響

 図4に 示 すご とく,15例 の健常成人の血清 による健常

人 リンパ球 のADCC活 性の抑制率は3.1±6.7%(平 均

±SD)と 正常人血清に よ り健常人 リンパ球 のADCC活

性 はほ とん ど抑制 されない ことを認めた.一 方,40例 の

SLE患 者血清 による健常人 リ ンパ球 のADCC活 性 の抑

制率 は,32.5±32.3%と 正常人血清に よる抑 制 率 に比

し,有 意(p<0.005)に 高値で あ っ た.健 常 人 の 平 均

±2SDを 正常範 囲 とす る と, SLE 40例 中24例(60%)

で抑制 率は異常高値 を示 した.

 7.SLE患 者血清の健常人A1)CC抑 制率 と疾患活動

性 との関係

 27例 の患者 か ら得た40検 体で,血 清 によるADCC抑

制率 を測定 した各時 点でのSLE疾 患活動性 を前述 した

判定基準 によって判定 し,活 動 期,非 活動期の2群 に分

け,患 者血清 の健常人ADCC抑 制率 を比較検討 した.

活動期 および非活動 期 の患者血 清 に よ る健常人ADCC

抑制率 は,そ れぞれで40.2±32.8%,35.9±30.5%と

両群間 に有意差 は認 め られなか った.

 8.SLE患 者血清 の健 常人AI)CC抑 制率 とCIC値

との関係

 27例 のSLEか ら得た50検 体 で,患 者 血 清 の健 常人

ADCC抑 制率 と患者血 清中のCIC値 との関係 を検討 し

た.図5a, bに 示 したご とく,SLEで は,健 常人ADCC

活性 の抑制率 とPEG法(図5a)お よびClq法(図5b)

によ り測定 したCIC値 との間に 推 計 学 的 に有 意(p<

0.001)の 正の相関関係 を認 めた.

 9.患 者血清の 自己 リンパ球ADCC活 性 への影響

 患者血清 の健常 人のADCC活 性 に対 する影 響 を観 察

した と同様 に,5×10-1濃 度 の患者 血清 を,自 己のADCC

活性系に添加 し,そ の影響 を観察 した.図6に 示 した ご

と く,SLE患 者7例 では,自 己 のADCC活 性 は,自 己

血清の添加 によ り,有 意(p<0.05)に 低 下 し た.一 方

健常人3例 では,自 己の血 清 によるADCC活 性の抑制

は認 められ なか った.

 10.SLEに おけるADCC活 性 と患者 血清 の 健 常人

ADCC抑 制 率 との関係

 27例 のSLEか ら得た50検 体 のADCC活 性 と健常人

ADCC抑 制率 との関係 を検討 したが,相 関係数 は0.139

と有意 な関係 は認 めなか った.

        IV-考  察

 SLE患 者 のADCC活 性 につ いては,正 常11・12Jとす る

ものや低下5,13・14Jして いる とする もの な ど,な お議論の

ある ところで ある.今 回,発 症後 間 もない,合 併症の少

ない未治 療のSLEお よびステ ロイ ド,血 漿 交換 による

治療後 のSLEを 対象 としてAD㏄ 活性 を検討 した が
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ADCC活 性は多数例 で低値 を示 した.し か し,未 治療,

治療後の,い ずれにおいて も約半数例でADCC活 性は,

正常値 を示 した-さ らに,SLEの 活動性 とADCC活 性

との関係 をみる と非活動期 では,多 数例がADCC活 性

が正常値 を示 し,活 動期 では,異 常低値 を示す ことを認

めた.ま た,ADCC活 性 とSLEの 活動性 を示 す指標 で

あるCH5。 あ るいは リンパ球数 との間 に有意 の相 関関係

を認 めた,以 上の ことか ら,SLEのADCC活 性 は,そ

の疾患活動性 と密接に関係 してい ることが明 らか とな っ

た.SLEのADCC活 性 に関す るこれ までの 報告 では,

本症 の疾患活動性 との関係 について検 討 した ものはほ と

ん どな く,今 回の検討 によ りは じめて明 らか にな った.

これまでの報告 では,SLE全 体 としてのADCC活 性 を

観察 しているこ とがSLEのADCC活 性 にっい、て一 致

した見解 が得 られていない原 因 とも考 えられ る.SLE患

者 におけるADCC活 性の低下がSLEの 病態 の 本質 的

なものか,二 次的な変化か,あ るいは,そ の両者 かは興

味ある ところで ある.ADCC活 性 低 下 は, Killer細 胞

(K細 胞)自 体 の異常のほかにK細 胞機能の抑 制 因 子 に

よる もの とも考 えられ る.ADCC活 性の液性抑制因子 と

して免疫複合体15)や抗 リンパ球体16)な どが 知 られ て い

る.今 回,ADCC活 性 と患者血 中のCICをPEG法,

Clq法 の2法 を用 いて測定 しADCC活 性 との 関係 を検

討 したがADCC活 性 とCIC値 との間 に有意 な関係 は認

められなか った.し か し,一 方,健 常 人 あ る い はSLE

患者 のADCC活 性測定系 に, SLE患 者血清 を添加 する

と,ADCC活 性 は有意 に抑制 され,そ の抑制 の程度 は,

患者血清中のCIC値 と正 の相 関関係 を示 す ことを認 め

た.in vitroで 認 められ たCICの 抑 制 効 果 がin vivo

では認 められなか った ことは,ADCCの 効 果 細胞 で あ

る リンパ球 を分離する過程 で頻 回の洗 浄 を行 うことによ

って,効 果細胞の表面か らCICが 除去 されたた め で あ

る と考 え られる.Langら12)も 少数例 の検討 で同様の こ

とを認 めてい る.い ずれにせよ,SLEで は, K細 胞 自体

の異常 が認 め られ,さ らに,血 清 中に存 在 す るCICな

どのADCC活 性抑制 因子 によってSLE患 者 のADCC

活性は,in vitroで 測定 される以上 にin vivoで は抑制

されてい るもの と考 え られ る,

 SLEに お けるADCC活 性に対 するステ ロイ ドの効果

につい ては,Katzら17)は, in vivoで ステ ロイ ドの静脈

内投与 によ りAD㏄ 活 性が有意 に増加 す ると し,ま た,

Capsoniら18)は, do vitroで ス テ ロイ ドがADCC活 性

に抑制的 に働 く と報 告 して い るが,Kozlowskiら19)は

ADCC活 性 におけるステ ロイ ドの影響 は否定的 である と

してい る.今 回の検討 では,Kozlowskiら と同様 の結 果

を得 たが,SLEに おけ るADCC活 性は疾患活動 性 と関

係す る ことか らステ ロイ ドの投 与量 との間 に一定 の関係

を示 さなか ったの も当然 といえよ う.

 連続 遠心 分離法 による血漿 交換 に よ り,低 下 してい た

ADCC活 性が正常化 する ことを認 めたが,こ れは,前 述

の よ うに,in v3voで のCICのADCC活 性 に対す る影

響 は,今 回用い たin vitroで のADCC活 性 の測定系 に

は影響 しない と考 え られる こ とか らCICの 減少 に よ る

もの とは考 え難 い.Fukumaら20)は,リ ンパ球や単球 の

機能異常が血漿交換 療法 によ って改善 する ことを認 めて

い るがK細 胞 自体 の異常 も血漿交換 によ り改善 され る と

推察 される.ま た,こ の事実は,PEのSLEに 対 する

治療法 としての有 用性 を示す もの と考 え られ る.

 以上,ニ ワ トリ赤血球の51Crの 放 出 を指標 として測

定 したADCC活 性 はSLEに おいては低下 して お り,

それは,効 果細胞 自体 の異常 とCICを は じめ とす る 血

清中の抑制 因子 によ る も の と考 え られ,生 体 内 で の

ADCC活 性 は, in vitroで 測定 した活性 よ りは,さ らに

低値で ある と考 え られ,SLEの 病勢の進展 に密 接 に 関

連 してい るこ とが示唆 された.

 稿 を終 えるにあた り,御 校 閲 を戴 いた山崎 昇教授 に

深謝致 します.ま た,直 接の御指導 を戴 いた仁瓶禮之助

教授 に感謝 します.

 なお,本 論文 の 要 旨 は,第13回 日本臨床免疫 学会総

会 において発表 した.
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