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緒 言

Sjogren病(SjS)は,自 己免疫機序に よ り惹

起 され る涙腺あるいは唾液腺の慢性炎症疾患 と

考 えられてお り,こ れ ら外分泌腺の組織障害に

は外分泌腺特異抗体1),免 疫 複合体2),3),抗 体 依

存性細胞障害(ADCC)4),組 織 障害性感作Tリ ン

パ球5)な どによる障害が考えられるが ,現 在 まで

の ところ組織破壊の明 らかな機序 につ いては不

明である.ま た本症は外分泌障害 に とどまらず,

各種の 自己免疫疾患 との合併 が高率 であ り6),7),

悪 性 リンパ腫 とも関連8)す るこ とが注 目されて

いる.

単球 やマ クロファー ジ(Mφ)は 貪食細胞 とし

て生体 内で異物 の除去,病 原微生物の取 り込 み

あるいは消化す る機能 をもっている以外に,抗

原の補 捉や抗原情報の伝達 さ らに リンパ球 との

協同作用 を通 じて種々の免疫応答に関与 してい

る9)こ とが知 られている.

既 にSjSに 関 す る一連の研究2),4) 7)で リンパ球

機能の異常 を解明 して きたが,著 者はSjS患 者

の末梢血単球機能 を評価 するこ とを目的 として,

代 表的な単球機能の一つであるFcレ セプ ター

(FcR)を 介 す る貪食能 について検討 を加 えた

ので報告す る.

対象および方法

(1)対象

Sjogren病 の 診断基準10)を 満 足す る女性20例

を対 象 とした.こ れ ら対象例 の内訳 はSjS単 独

9例,慢 性関節 リウマ チ(RA)合 併2例,全 身

性エ リテマ トーデス(SLE)合 併3例,全 身性

強皮症(PSS)合 併3例,慢 性 甲状腺炎(CT)

合併3例 であ った.疾 病対照にはアメ リカ リウ

マチ協会(ARA)の 診 断基準11)で典 型 あるいは

確実 と診 断で きたRA 12例,同 じくARAの

SLE診 断予備基準12)を み たすSLE 4例 を用 い,

健常 人対照 としては16名 の医療従事 者 を用 いた.

(2)白 血 球分画の分離

① 粗 リンパ球分画

ヘ パ リン加末梢血 よりFicoll-Conray比 重 遠

心法 を用 いて リンパ球 を採取 し, 10%の ウ シ胎

児血清(56℃, 30分 間 非働化)を 加えたEagle's

 MEM(mediumと 略)で3回 洗浄 し, 5×106/

mlの 細 胞数 となるようにmediumに 再 浮遊 して

粗 リンパ球分画(crude lymphocyte fraction;

 CLF)と した.

② 貪食細胞除去分画

ヘパ リン加末梢血に, 1/10量 のcarbonyl-iron

(KAC-1〓)を 混合 し,転 倒 混和 しなが ら37℃, 60

分 間incubateし た後, Ficoll-Conray比 重 遠心

法 を用いて リンパ球層 を採取 した.こ れ を3回
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洗浄 した後5×106/mlに 調 整 し貪食細胞除去分

画(phagocyte depleted fraction; PDF)と した.

③ 顆粒球分画

ヘパ リン加末梢血 よ りFico11-Conray比 重 遠

心法にてCLFを 採取 したあ と,赤 血球層上部 の

buffy coatを 採 取 し,ト リス塩酸緩衝 液加0.83

% NH4Cl液 に て赤血球 を溶血せ しめ,直 ちに,

 mediumで3回 洗浄後5×106/mlに 再 浮遊 して

調整 し,顆 粒球分画(granulocyte rich frac

tion; GRF)と した.

④ 付着細胞分画

1.2×107/mlの 細 胞数 に調整したCLF 2mlを 径

3.5cmの 滅 菌 プラス チ ックシ ャー レ(Facon

 # 1008, Becton, Dickinson Co., CA, USA)に

移 し, 5% CO2-incubator中 で37℃, 60分 静 置

したあ と上清 を除 き, mediumに て シャーレ底

部 を4回 ゆすいだあ とmedium中 でpipetting

を く り返 して付着細胞 を浮遊 させ,さ らにmedi

umで2回 洗浄 した後5×106/mlに 調 整 し,付

着細胞分画, (adherent cell fraction; ACF)

と した.な お,各 分画について塗沫 標本 を作成

しMay-Giemsa-Grunwald染 色 お よびnon-spe

cific esterase染 色 をおこなって200個 の細胞 に

つ いて細胞分類 をお こなった. CLFは リンパ球

76.5～94.5%,好 中球0～17.5%,単 球1.5～

21.0%, PDFは リンパ球100%, GRFは リンパ

球3%,好 中球97%, ACFは 単球20%,好 中球

2%,リ ンパ球78%で あ った.

(3)標 的赤血球の作製

ヒツジ赤血球(sheep red blood cells; SR

BC)をpH 7.2, 0.16M燐 酸緩衝生食液(phos

phate buffered saline, PBS)で3回 洗浄 し, 2

×108/mlの 細 胞数 となる ようPBSに 再 浮遊 させ

た.こ のSRBC浮 遊 液0.1mlに100μCiのNa2

 51CrO4(第 一 ラジオアイソ トー プ研 究所
,東 京,

 activity 1mCi/ml)を 加 え, 37℃, 60分incu

bateし, PBSで2回 洗浄後, PBS中 に2×107/

mlと な るよ う浮遊 させ た.ウ サ ギ抗SRBC血 清

(へ モ リジン;北 里研 究所.東 京, 56℃, 30分

非働化)よ りDEAE-chromatographyに て分離

したIgG分 画(SRBCに 対 す る凝集価1600倍)

をPBSに て102～6倍に稀釈 した抗体液をそれぞれ

同量の51Cr標 識SRBC液 と混合 し37℃, 30分

Fig. 1 Effect of antibody dilution on erythro

phagocytic activity (%51Cr-Ep) and
 antibody-dependent cell-mediated cy

totoxicity (%51Cr-R) in three leuko
cyte fractions obtained from one heal
thy adult
CLF: crude lymphocyte fraction
PDF: phagocyte depleted fraction

GRF: granulocyte rich fraction

incubateし た あ と, PBSで3回 洗浄し,感 作赤

血球(sensitized erythrocytes; EA)と した.

 51Cr標 識SRBC浮 遊 液に抗体液の代 りにPBS

を加 え,同 様 に処理 した もの を未 感作 赤 血球

(non-sensitized erythrocytes; E)と した.い

ずれ も105/mlの 細 胞数 とな るよ うmediumに 再

浮遊 させ標的赤血球 として使用 した.

(4)赤 血 球貪食能 の測定

赤 血球貪 食能の測定は既報13)の 方 法に従 った.

す なわち,滅 菌 プラスチ ック試験管に分 画 した

白血球 浮遊液0.5mlと 標的赤血球浮遊液1mlと を

混合 し, 5%CO2 incubator(37℃)中 で一定時

間培養 後, 200G, 10分 遠 心,沈 渣 を混入 させ な

いように上清1.4ml(supernatant 1; S1)を 注

意深 く採 取 し,沈 渣 に トリス塩酸緩衝液加0.83

% NH4Cl液8mlを 加 えて十分 に攪絆 し, 200

G, 10分 遠 心 したあ と同様 にして上清(super

natant 2; S2)と 沈 渣(pellet; P)に 分 離

した.そ れぞれの放射活性をAuto Well Gamma

 System(Aloka,東 京)に て測定 し,次 式に従
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Fig. 2 Time course of of erythrophagocytic

 activity of CLF obtained from one
 healthy adult

10-4EA: sensitized erythrocytes
 with 10-4 diluted anti-SR

BC antibody (IgG)
E: non-sensitized erythro
cytes

Fig. 3 Erythrophagocytic activity of CLF ob

tained from one healthy adult
10-4EA: sensitized erythrocytes with

 10-4 diluted anti-SRBC antibody (IgG)
E: non-sensitized erythrocytes

っ て,白 血 球 に よ る 標 的 赤 血 球 の 破 壊 を%51Cr

release(%51Cr-R)で,白 血 球 の 標 的 赤 血 球 の 貪

食 を%51Cr-erythrophagocytosis(%51Cr-Ep)

で 求 め た.

%51Cr-R=
mean S1 count

/ mean total count
×100

Fig. 4 Erythrophagocytic activity (2h) of
 CLF

Fig. 5 Erythrophagocytic activity (20h) of 
CLF

%51Cr-Ep=
mean P count

/ mean total count
×100

なお,す べ てのassayはduplicateで お こなった.

(5)検 査 所見

貪食能 測定 のための採血 と同時に,赤 血球沈

降速度(ESR 1時 間値),血 清 リウマチ因子(RA

テス ト〓,富 士臓器,東 京),血 清 補体価(CH50;
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Fig. 6 Erythrophagocytic activity (2h) of CLF

 corrected by the parcentage of monocytes

Fig. 7 Erythrophagocytic activity (20h) of
 CLF corrected by the parcentage of
 monocytes

50%溶 血補体価)の 検索 をお こなった.

成 績

(1)各 白血球分画における標的赤血球の破壊お

よび貪食におよぼす抗体濃度の影響

抗体液を102倍に稀釈して標的赤血球 を作成 し,

これを各白血球分画 と20時間培養した場合には,

Fig. 8 Erythrophagocytic activity (2h) in

 patients with SjS

GRF, PDF, CLFの 順 に高い放射活性が上清中

に検 出でき,こ れ らの順 に標 的赤血球破壊 を示

すこ とが判明 した(Fig. 1).し か し,さ らに稀釈

した抗体液 で作成 した標的赤 血球 に対 しては104

倍 稀 釈抗体感作赤血球(10-4EA)で は, GRFに

お け る細胞障害活性は消失 し, PDFの 細 胞障害

も低値 を示 し, 10-5EAに 対 してはこれら白血球

分画の細 胞障害活性はほ とん ど消失 した.一 方,

 CLFに お け る標 的赤血球 の貪 食は, 10-4EAに

対 して最大 の貪 食 を示 し,こ れ よ り高濃度 あ

るいは低 濃度 の抗体液 で感作 した標的赤血球 に

対 しては貪食活性 の低下 を認め た.な お, GRF

あ る いはPDFをEAと ともに20時 間培養 したさ

いには,貪 食活性 はほ とん ど検 出で きなか った.

以 上の成績か ら単球 のEAに 対 する貪食活性 は

CLFと10-4EAを 用 いた さいに最 もよ く検 出で

きるこ とが判明 した.

(2) CLFに おける標的赤血球貪食活性の時間的

経過

次に, CLFに よるEA貪 食 の時間的経過を10-4

EAを 用 いて観察 した(Fig. 2). CLFは10-4EA

に対 しては30分 後 で も30%の 貪 食活性 を示 し,

時 間経過 とともに貪食活性 は漸 増 し,ほ ぼ12時

間 で一定に達 し,約80%の 貪 食活性 を示 した.

一 方
, Eに 対 して も時間経過 とともに漸増す る

貪 食活性 を示 したが培養2時 間ではほ とん ど貪

食活性 を示 さず, 20時 間 で もお よそ25%の 貪 食
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Fig. 9 Erythrophagocytic activity (20h) in

 patients with SjS

Fig. 10 Effect of serum rheumatoid factor

 on erythrophagocytic activity in

 patients with SjS

活性 を認め たのみであった.こ れ らの成績か ら,

 CLFと10-4EAと を20時 間培養 した さいの貪 食

活性 にはIgG抗 体 のFcレ セ プター を介さない

Eに 対す る貪食活性 が含 まれ る可能性 があるこ

と,こ れ に対 して2時 間培養 では この ようなE

に対す る貪食の影響 がほぼ無視 しうることが判

明 した.

Fig. 11 Correlation between erythrophago
cytic activity (2h) and ESR in pati
ents with SjS

Fig. 12 Correlation between erythrophago
cytic activity (2h) and complement

 levels in patients with SjS

(3) CLF中 の単球混入率が標的赤血球貪食活性

におよぼす影響

PDFとACFと を種々の割合で混合 して単球

混入率の異なる白血球分画を作成し,こ れらを

EAあ るいはEと ともに20時間培養して貪食活

性 を求めた.こ のさい, 10-4EAに 対する貪食活

性は単球混入率が増加するに従い上昇し, 8.0%

以上の単球混入率ではほぼ一定の貪食活性を示

した(Fig. 3).一 方, Eに 対 しても単球混入率が

増加するに従い貪食活性が高値 を示 した.こ れ

らのことか ら, CLF中 の単球混入率の多少によ

りEAな らびにEの 貪食活性は影響をうけるこ
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Fig. 13 Correlation between erythrophago
cytic activity (20h) and ESR in patients

 with SiS

Fig. 14 Correlation between erythrophago
cytic activity (20h) and complement
 levels in patients with SiS

とが明 らか となった.

(4) Sjogren病 患者単球の赤血球貪 食能

以上の成績をふ まえて,対 象患者な らびに対

照者の末梢 血よ り分離 したCLFの10-4EAに 対

す る貪食活性 を, Eに 対 する貪食の影響の少ない

2時 間培養 と, EAに 対 す る貪 食活性が最 高 を

示す20時 間培養 との2つ の時点で測定 した. 2

時 間 培養後の10-4EAに 対す る貪食活性は, SjS

では32.3±11.0%, RAで は30.9±10.3%, SLE

では27.0±8.7%,健 康 人対照では26.9±10.1

%で,い ずれの群の間に も貪 食活性に有意差 を

認めなかった(Fig. 4).し か し, 20時 間 培養後の

10-4EAに 対 す る貪食活性 は, SjS 65.4±12.8

Fig. 15 Effect of prednisolone treatment on
 erythrophagocytic activity in patients

 with SjS

%, RA 69.1±10.4%で は 健康 人対 照63.0±

13.8%と 有 意差 を認め ることはで きなか ったが,

 SLEで は51.4±12.4%とRAに く らべて有意 に

貪食活性 の低下 を示 した(p<0.02)(Fig. 5).

また, CLFの 単 球混入率 はSjSで は11.0±6.1

%, RA 9.1±5.1%, SLE 10.2±1.3%,健 常 人

対照 では, 8.4±4.5%と 差 を認めず, CLFをMo

 %で 除 して単球1%あ た りの貪食能 を計算 して

も,各 群 の間で2時 間 あるいは20時 間培養後 の

貪 食に差は認めなか った(Fig. 6, 7).

SjS患 者 のみについて, SjS単 独 とSjSに 合

併症 を もった群 にわけて貪 食活性 を比較す ると,

 SLEあ る いはRA合 併 例では2時 間あるいは20

時 間培養後の貪食活性 はいずれ も低値 を示す傾

向が認め られ たが, SjS単 独例 やPSSあ る いは

CT合 併 例 では明 らかな差異 をみ とめなかった

(Fig. 8, 9),

次 にSjSに つ いて血清 リウマチ因子(RA fac

tor)の 陽 性,陰 性 と貪食活性 を比較 したが明 ら

か な関連性 を認 めなか った(Fig. 10).

同 様 に赤沈値(ESR),血 清補体価(CH50)と

貪 食活性の間に も相 関 を認め なか った(Fig. 11,

 12, 13, 14).

貪 食活性測定時のprednisolone(PSL)投 与
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量 と貪食活性 とを比較す ると, 11mg/日 以上PS

Lを 投 与 していたSjS患 者 では10mg/日 以 下 の

PSLの 投与 を うけた患者 に比較 して貪 食活性は

低下す る傾 向を認めたけれど も,非 投与例で も

貪食活性が低下 を示す症例が認め られた(Fig.

 15).な お,対 象患者の中にはPSL以 外の非ステ

ロイ ド系消炎剤(aspirin, indomethacin, ibu

profen, diclofenac, flurbiprofen)を 投 与 され

た症例 は6例 で, RA対 照 ではPSL投 与4例,

非 ステ ロイ ド系消炎剤12例, SLE対 照 ではPSL

投 与4例,非 ステロイ ド系消炎剤0例 であった.

考 案

単球 はmacrophageの 前 駆細胞 と考 えられ,

 mononuclear phagocytic system; MPSの 構

成細胞14)と して非特異的貪 食による異物 除去,

感 染防御 に関与す るばか りでな く,免 疫 グロブ

リンのFcRを 介 して血中免疫複合体(immune

 complex; IC)の 除 去や広義の抗体依存性細胞

障害(antibody-dependent cell-mediated cy

totoxicity; ADCC)を 介す る特異的な貪 食あ る

いは標 的細胞の破壊 に関与 してい る15),16).細胞

膜上のFcRは 単球 系細 胞以外に もTあ るいは

Bリ ンパ球や同 じくリンパ球subpopulationの

1つ とされているK細 胞,好 中球 な どにも存在

す るこ とが知 られているが13),16),こ れ らのFcR

を介 して発現す る細 胞機能は もとより, FcR自

体 の生化学的組成 もそれ ぞれ異なるこ とが示唆

されている. 20時 間培養時には ヒツジ赤血球 貪

食細胞 は単球のみで好 中球は関与 しない13)こ と

を明らかに して きたが,今 回の著者 の成績か ら

さらに好中球,リ ンパ球のFcRを 介す る標的赤

血球障害活性や単球のFcRを 介 する標的赤血球

貪 食活性の発現 には異な る抗体 と,抗 体 の濃度

依存性が示唆 された.そ して,単 球のFcRを 介

す る貪食活性 は もっ とも低 濃度 の抗体の存在下

に発揮 されるこ とが示 された.

この ような特 異的あ るいは非特異的貪食作用

の他に も,単 球系細胞は リンパ球 との協 同作用

を通 じて種 々の重要な免疫 応答 に関与す るこ と

が認識9)さ れ,免 疫異常症におけ る単球系細胞機

能につ いて も興味が もたれている.代 表 的な免

疫異常症 と考え られているSLEやRA患 者 末

梢血白血球の貪食能 につ いて も現在 までにい く

つかの報告が あるが,必 ず しも一致 した見解に

達 していない.す なわち, Halligrenら17)は,

 IgGをcoatし たラテックス粒子 を用 いて 多核 白

血球 の貪 食能 を測定 し, RA末 梢 血 ではほぼ正

常であったが, SLEで は亢進 している と報告 し

た. Kavaiら18)は, SLE患 者 末梢血単球の ラテ

ックス粒子, yeast菌 に対す る貪食能は有意に

低下 していたがopsonisedし たyeast菌 に対 し

ては正常 人 とほぼ同程度 の貪 食能 を示す と報告

し,ま たLandry19)は,大 腸菌 のlipopolysac

charideをcoatし たparaffin oilの 貪 食能 につ

いて検討 を加 え, SLE患 者 末梢血の多核白血球

と単球 の貪食能は低下 していると報告 した.池

辺 ら20)は, SLE患 者 の末梢血 多核 白血球 の熱処

理に よる凝集 ヒ トIgGに 対す る貪 食能が低下 し

てい ると報告 している. Williamsら21)は,活 動

性RA患 者 では熱変性 させ た自己赤血球の脾臓

における除去能の低下 と血 中免疫複合体 量 とが

相関する と報告 し,非 特異的貪食能 も血 中免疫

複合体 に影響 され る可能性 を示 した. Frankら22)

は, SLE患 者 についてIgGで 感作 した自己赤血

球の脾臓 での除去能 を検討 し,血 中免疫複合体

量お よびSLE活 動 性 と相関して脾 臓での感作赤

血球 の除去能が低下 していることを示 した.こ

れ らの成績は,非 特 異的貪食能お よびFcRを

介 した特異的貪食能 のいずれ もSLEやRAで

異常 を示す ことを示唆 してお り,得 られた成績

にば らつ きが認め られるのは,貪 食能測定 のさ

いに用 いた白血球 あるいは臓器の違 いや標的細

胞 を含め て使用 された貪 食対象の相違 に起 因す

ると考 えられ る.ま た,典 型的immune com

plex diseaseと 考 え られているSLEで は細網内

皮系(RES)機 能低下 による血中免疫 複合体除

去能 の低下か ら血中免疫複合体量が上昇 し,ひ

いては全身の組織障害へ と進行す る可能性 も示

唆 されている.

SjSも, SLEの 亜 型, RAの 異 型 とも考 え ら

れ る免疫 異常症 とされてお り,本 症患者には種

々の液性細胞性免疫 異常 が存在す る1)こ とが知

られている. SjSに お いて もHumburgerら23)

は脾 臓におけ るFcR特 異的除去能の低下 と全身

症状 の広が りとの間に関連性 を認め たが,血 中
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RA因 子や血中免疫複合体量との相関性は認め

られなかった と報告 した.

今回の著者の成績では,末梢血単球のIgG感 作

異種赤血球に対する貪食能は, SjS単 独例では

健常人と差を認めず, SjSの 中でもRAやSLE

合併例では貪食能が低下する傾向を認め全身病

変の広が りとの関連性が示唆された.ま た血清

リウマチ因子の存在の有無,血 沈値や血中補体

価 と貪食能の間には相関を認めることはできな

かった.ま た,正 常人白血球に対 しステロイ ド

ホルモンは,大 量添加時のみ貪食能低下をおこ

し,常 用量経口摂取時血中濃度では貪食能正常

である24)ことを示 したが,今 回の検討でも,ス

テロイ ドホルモン投与量にかかわりなく,非 投

与例においても貪食能低下を示す症例が存在する

ことが示唆された. SLE患 者では健常人やSjS,

 RA患 者より貪食能が低下する傾向を示 した.

今後,こ れらの点を一層明確にするためにはい

くつかの手法を組み合わせて総合的に評価する

ことが肝要 と考えられる.

結 語

Sjogren病 患者単球のFcRを 介する赤血球貪

食能について検討 を加えた. SjS 20名 を対象 と

し,健 常人16名, RA 12名, SLE 4名 を対象 と

した.前 もって単球の貪食が最高 となる抗体濃

度を求め,こ の抗体濃度で感作したSRBCに 対

する単球の貪食能を測定した.

SjS単 独例では単球の貪食能は健常人と差を

認めなかったが, SLEあ るいはRAを 合併する

SjS例 で貪食能の低下する傾向が認められた.

しか しながら貪食能低下は,血 清 リウマチ因子

の存在の有無,血 沈値,血 清補体価あるいは副

腎皮質ホルモン剤投与量などとの間に相関を認

めることはできなかった.

稿を終えるに臨み,御 厚情を賜わりました木村郁

郎教授(岡山大学医学部第二内科),ま た終始直接の

御指導,御 校閲を戴きました有森 茂教授(東 海大

学医学部内科学),市 川幸延先生(東海大学医学部内

科学)に 心より深謝します.
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Studies on the etiology and therapy of Sjogren's syndrome

Part 1. Erythrophagocytic activity of peripheral blood monocytes

 in patients with Sjogren's syndrome

Masatoshi TAKAYA

Second Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. I. Kimura)

The erythrophagocytic activity of peripheral blood monocytes in patients with Sjo

gren's syndrome (SjS) was investigated by using 51Cr-labelled SRBC sensitized with anti-
SRBC antibody (IgG). The phagocytic activity of monocytes in patients with SjS alone

 was similar to that in healthy adults. On the other hand, the phagocytic activity of
 monocytes in patients with SjS associated with systemic lupus erythematosus or rheuma

toid arthritis was lower than that in healty adults. There was no significant correlation,
 however, between phagocytic activity and several clinical parameters such as serum
 rheumatoid factor, erythrocyte sedimentation rate, serum complement level or the doses
 of prednisolone administered.


