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緒 言

Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity

 (ADCC)は 液性 免 疫 と細 胞性 免疫 との接 点 に存 在す る

細 胞 障害機 構 の一 つ として移植 免疫,腫 瘍 免 疫,感 染免

疫 あ るいは 自己免疫 の分野 で注 目され て いる1).またAD

CCに お け る効 果 細 胞 は リンパ球,単 球 お よ び顆 粒 球

な ど の 白血球 か ら構 成 さ れ る2-5)こ とが知 られて お り,

 Fcレ セ プ ター を介 す る 白血 球 機 能 の一 つ と して のA

DCC活 性 は細胞性 免 疫 能 の 示 標 として 末 梢 リンパ球

subpopulationの 病 的変 動や,特 異抗 原 ある いは 非 特

異 的mitogenに 対 す る 異常 反応 性6-8)と ともに臨床的

に 応 用 し う る と考 え られ る.

著 者 は 第1編9)に お いて ヒツ ジ赤血球 を標 的細 胞 と

す るADCC assay系 に つ いて基 礎 的 検 討 を加 え て報

告 し た。 本 論 文 で は,こ のADCC assay系 を応用 し

てSjogren症 候群(Sjogren's syndrome, SjS)お よ び

慢 性 関 節 リウマ チ(rheumatoid arthritis, RA)患 者 に

お け る細 胞 性 免 疫 能 の評 価 に 対 す る一 つ の ア プ ロー

チ と して,末 梢 白血 球 のADCC活 性 と赤 血球 貧 食能

(erythrophagocytosis)を 検 討 した の で報 告 す る.

対 象 な らび に 方 法

(1)対 象: Sjogren症 候 群(SjS)診 断基 準10)を 満 足す

る女 性14名(29～54才,平 均 年 令41.1±9.7才:平 均

値 土 標 準 偏 差, SjS-単 独6例, RA合 併1例,全 身性

エ リテマ トー デ ス合 併2例,全 身 性 強 皮症 合 併2例,

慢 性 甲状 腺炎 合 併3例)と ア メ リカ リウ マ チ協 会 の

慢 性 関 節 リウマ チ(RA)診 断 基 準11)でc1assicalあ るい

はdefiniteと 診 断 しえ た 女性14名(23～73才,平 均

年 令52.5±14.8才)か ら採 取 した ヘ パ リン加 末 梢 血

65検 体 を使 用 した.ま た全 身 性 エ リテマ ト-デ ス2

例,慢 性 甲状 腺 炎1例,回 帰 性 リウマ チ1例 か ら得

た5検 体 も対 象 と して使 用 し, 22名 の 医療従事者(男

性12名,女 性10名, 23～69才 平 均 年 令38.3±14.1才)

よ り得 た 末梢 血43検 体 を健 常 人対 照 として 使 用 し た.

な お,採 血時SjS患 者14例 の うち11例 がprednisolo

ne 2.5～20mg/日 を投 与 中で あ り, 5例 は 非 ステ ロ イ

ド系 消 炎 剤 を投 与 さ れ て い た. RA患 者 で は14例 中

6例 がprednisolone 2～7.5mg/日 を服用 し, 1例 を

除 いて 全 症例 が 非 ス テ ロイ ド系消 炎剤 を使 用 して い

た.

(2)白 血 球 分 画:既 報9)の ご と く,ヘ パ リン加 末 梢 血

よ りFicoll-Conray比 重 遠 心 法 に て粗 リンパ 球 分 画

(crude lymphocyte fraction, CLF)を,ま たヘ パ リ,ン

加 未 梢 血 にcarbonyl ironを 加 えincubateし た の ち

Ficoll-Conray法 に て貧 食 細 胞 除 去 リンパ球 分 画(ph

agocyte depleted fraction, PDF)を 分 離 し た.そ れ

ぞ れ10%ウ シ胎 児血 清(56℃, 30分 非 働 化)加Ea-

gle's MEM (medi㎜ と略)に て2回 洗 浄 し, 2.5×106

/mlと な る よ うにmediumに 再 浮 遊 して 用 い た.な

お,こ の よ うに して得 ら れ た 白 血 球 分 画 の 細 胞 分 類
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(May-Grinwald-Giemsa染 色)は, CLFで は リンパ

球88.6±6.7%,好 中球8.9±5.4%,単 球2.5±2.3%

で あ り, PDFで は リンパ 球98%以 上,好 中球 あ る い

は 単 球 は そ れ ぞ れ1%以 下 で あ つ た.

(3)標 的 赤 血 球:既 報9)の ご と く51Cr標 識 ヒ ツ ジ赤

血 球 を作 成 した の ち,ウ サ ギ抗 ヒ ツ ジ赤 血 球 抗 体(ヘ

モ リジ ン,北 里研 究 所 製,凝 集 価6400倍, 56℃, 30

分 非 働 化 し燐 酸 緩 衝 生 食 液 に て200倍 に 稀 釈)で 感 作

したsensitized erythrocvtes(EA)と,未 感作 赤 血球

 (non-sensitized erthrocytes, E)と を作 成 して,そ れ

ぞれmediumに105/mlと な る よ う浮 遊 させ た.

(4)ADCC assay:既 報9)の ご と く滅 菌 ポ リス ピ ッツ

管 に 白血 球 浮遊 液0.5mlと 標 的 赤 血球 浮 遊 液1mlと

を混 合(攻 撃 細 胞/標 的 細 胞 比12.5), 37℃, 20時 間,

5%CO2 incubator中 で培 養 した 。200×G, 10分 遠

心 し,上 清1meを 採 取,ペ レ ッ トを上 清の 残 り0.5me

と と もに得 て,そ れ ぞれ の 放射 活 性 を測 定 し,次 式

に よ り%51 Crrelease(%5iCr-R)お よびspecific%51

Cr release (Sp%5℃r-R)を 求 め た.

%51Cr-R=(mean supernatant count×1.5/mean

total count)×100%

Sp%51Cr-R=EA%51Cr-R-E%51Cr-R

な お,す べ て のassayはduplicateで 行 な った.

(5)赤 血球 貧 食能(erythrophagocytosis, Ep): CL-

Fを 用 い てEpを 測定 した.前 記 の ご と く白血 球 浮遊

液 と標 的赤 血球 浮遊 液 と を37℃, 20時 間 培養 した の

ち, 200×G, 10分 遠 心 し,既 報9)の ご と く上 清 をで

き る だ け 完 全 に採 取(上 清1)し,残 りペ レ ッ トに

赤 血 球 除去 用 トリス 緩衝 液8meを 加 え十 分 に攪 拌 し,

 200×G, 10分 遠 心 して,上 清(上 清2)と ペ レ ッ トと

に分 離 した.こ の場 合 に は赤 血 球 貧 食能(%51Cr er.

 ythrophagocytosis, %5iCr-Ep)な らびに%51Cr-Rは

次 式 に よ り求 め た.

%51Cr-Ep=(mean pellet count/mean total cou

nt)×l00(%)

%51Cr-R= mean supernatant(1)count/mean to-

tal count ×100(%)

(6)その他:患 者より未梢血を採取 した時点の赤血

球沈降速度(赤 沈ESR 1時 間値),血 清 リウマチ因

子抗体価(RAHAテ ス ト(町富士臓器)未 梢 リンパ

球数,お よび治療薬剤(副 腎皮質ホルモンあるいは

非ステロイド系消炎剤)に ついて得られた結果を対

比し検討した.

成 績

(1)ADCC活 性: CLFを 攻 撃 細 胞 と し て用 い た さ

いに は 健 常 人 で のADCC活 性(Sp%5 1 Cr-R)は49.1

±10.9%で あ っ た の に 対 し て, Sjsお よ びRA患 者

で は それ ぞれ61.2±14.3%, 59.3±6.9%と 健 常 人 と

較 べ て 有 意(P<0.001)に 高 値 を示 した が, SjSとRA

患 者 との 間 で は 有 意 差 は 認 め られ なか っ た(図1).

Fig. 1. ADCC activity of crude lymphocyte frac

tion

一 方
, PDFを 攻 撃 細 胞 として用 いた 場 合 には 健 常 人,

 SjSお よびRA患 者 のADCC活 性 は そ れ ぞれ58.6±

9.9%, 55.9±13.5%, 58.8±9.6%で,三 者 の 間 に

推 計 学 的 有 意 差 は 認 め られ なか っ た(図2).た だ 平

Fig.2.　 ADCC activity of phagocyte depleted fr

action
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均値としては差がみられなかったが, SjS患 者の一

部にはADCC活 性が低値を示す症例.が存在した.ま

たCLFとPDFで のADCC活 性 を比較すると,健 常

人ではCLFと 較べPDFで のADCC活 性は有意(P

<0.01)に 高値を示 したのに対 し, SjsやRA患 者

ではCLFとPDFで のADCC活 性に差がみられなか

った(P>0.1).ま たCLFあ るいはPDFに おける

ADCC活 性 をSjS患 者の合併症の種類(図3)で 観

Fig. 3. ADCC activity of CLF and PDF in com-

parison with associated diseases with Sj

ogren's syndrome.

察するとPDFのADCC活 性 が低値を示す症例はい

ずれの疾患を合併 した群でも見い出された.健 常人

と較べてCLFのADCC活 性 の高値はSjS単 独例,

 SLE合 併例,全 身性強皮症(PSS)合 併例に多く認め

られ,逆 に慢性甲状腺炎(CT)合 側 列では健常人と同

様にCLFよ りもPDFでADCC活 性は高値を示した.

 Sjs患 者では赤沈値 とCLF(図4)あ るいはPDF

(図5)のADCC活 性 との相関は認められず,血 清

リウマチ因子抗体価(図6. 7)に 関 しても同様で

あろた. PDFで のADCC活 性 と未梢 リンパ球数

(図8)と の間にも相関は見い出されず,未 梢リン

パ球減少を示す症例でもADCC活 性はよく保たれて

いた.治 療薬剤では, prednisolone (PSL)投 与量

とかかわ1)な くPDFのADCC活 性が低値を示す症

例が存在し, CLFのADCC活 性 はPSL投 与量が多

い症例でやや低値 を示したけれども有意差は認めら

れなかった(P>0.2)(図9).非 ステロイド系消

炎剤投与例 と較べて非投与例ではCLFのADCC活

性 は低値 を示 し, PDFのADCC活 性 は高値を示 し

たが,い ずれも推計学的な有意差は見い出されなか

Fig. 4. Correlation between ADCC activity of C-

LF and erythrocyte sedimentation rate in

 Sjogrens syndrome.

Fig. 5. Correlation between ADCC activity of P-

DF and erythrocyte sedimentation rate in

 Sjogren's syndrome.

Fig. 6. Correlation between ADCC activity of C-

LF and serum rheumatoid factor in Sjog-

ren's syndrome.
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Fig. 7. Correlation between ADCC activity of P-

DF and serum rheumatoid factor in Sjog-

ren's syndrome.

Fig. 8. Correlation between ADCC activity of P-

DF and lymphocyte count of peripheral

 blood in Sjogren's syndrome.

った(P>0.1)(図10),

次 に,健 常人で認められるPDFで のADCC活 性

の上昇がSjSやRA患 者 では認められないことから,

同一の末梢血から分離したCLFとPDFを 用 いて測

定 した健常 人あるいはSjS患 者のADCC活 性 を比

較検討 した。健常人では15例 中12例 にPDFのAD

CC活 性 はCLFと 較べ高値を示し, CLFで46.3±10.7

%で あるのに対し, PDFで は55.5±10.9%と 有 意

(P<0.05)にADCC活 性の上昇が認められた(図

11).一 方, SjS患 者14例 では健常人と同様にPDF

のADCC活 性がCLFと 較べ高値 を示す例(6例)

と,逆 にPDFで 著 しい低値を示す例(3例),さ らに

両者のADCC活 性がほば等しい値 を示す例(5例)

が認められ,全 症例 を平均すればCLFで58.9±16.7

Fig. 9. Effect of prednisolone administration on

 ADCC activity of CLF and PDF in Sjog-

ren's syndrome.

Fig. 10. Effect of non-steroidal anti-inflammatory

 agents on ADCC activity ofCLF and PD-

F in Sjogren's syndrome.

%, PDFで60.2±11.8%と 両 者 間 の 差(P>0.5)

は 認 め られ な か っ た(図12).

(2)赤 血球 貧 食 能(erythrophagocytosis, Ep): C-

LFに お け るADCC活 性 の 低 値 は 健 常 人 で はCLF中

に 混 入 す るphagocyte (monocyte)の 標 的赤 血球 隠

蔽 効 果 に 由 来 す る9)こ とか ら, SjSやRA患 者CLF

で のADCC活 性が 健 常 人 よ りも高値 を示 す 原 因 と し
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Fig. 11. Effect of phagocyte-depletion from CLF

 on ADCC activity in healthy controls.

Fig. 12. Effect of phagocyte-depletion from CLF

 on ADCC activity in Sjogren's syndrome.

てEpの 異常 が 考 え られ た 。 そこ でCLFを 用 い て感

作赤 血球(EA)お よび末 感 作赤 血球(E)そ れ ぞ れ に対

す るEp (%51Cr-Ep)を 同 時 に 測定 した。 健 常 人 で は

EAに 対 して37.2±10.6%, Eに 対 して は21.9±6.8

%のEpを 検 出 で き, EAに 対 す るEpがEに 対 す る

よ り も有意(P<0.001)に 高値 を示 した(図13).一

方, Sis患 者 で は10例 中2例 のEAに 対 す るEpが

Eに 対 す る よ り高値 を示 した の み で,平 均 値 と して

はEAあ る い はEに 対 す るEpは17.9±9.4%, 20.3

±6.6%で,両 者 間 の 有 意差(P>0.2)は 認 め られ

Fig. 13. Erythrophagocytosis of CLF against EA

 and E in healthy controls.

な か っ た(図14)。EAに 対.するEp (EA-Ep)/Eに

Fig. 14. Erythrophagocytosis of CLF against EA

 and E in Sjogren's syndrome.

対 す るEp (E-Ep)比 でみ れ ば,健 常 人で は1.77±0.

43, SjS患 者 で は1.00±0.83と な り, SjS患 者 で は 有 意

(P<0.02)に 低 値 を示 し た. SjS患 者 で の こ の よ

うなEA-Epの 低 下 は 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン投 与 量 との

間 に関 連 性 は 認 め られ なか っ たが, 2例 のPSL 5mg/

日以 上 投 与 例 では や や 上 昇 した(図14) .

次 に,同 一 検 体 を用 い て測 定 したCLFで のAD-
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CC活 性 とEpと の相関を検討 した(図15).健 常 人,

Fig. 15. Correlation between ADCC activity of C-

LF and erythrophagocytosis of CLF.

SjSお よ び他 の リウマ チ性 疾 患患 者 を 含 め て, CLF

のADCC活 性 とEA-Ep/E-Ep比 との 間 に は 有 意 の

相 関(P<0.05)が 見 い 出 され た.こ れ に 対 して,

 PDFのADCC活 性 と,こ れ と同 一 の 検 体 よ り分 離

したCLFで のEpと の相 関 は認 め られ なか っ た(図

16).

Fig. 16. Correlation between ADCC activity of P-

DF and erythrophagocytosis. of CLF.

考 案

Sjogren症 候群(SjS)や 慢性関節 リウマチ(RA)は

それぞれ涙腺,唾 液腺,あ るいは関節滑膜を主たる

障害臓器とする全身性自己免疫疾患と考えられ,こ

れらの障害組織には リンパ球あるいは単球を中心 と

する細胞浸潤が見い出されることから,組 織障害機

序には細胞性免疫の関与が示唆される12)～14).

細胞性免疫の中心的役割 を果す と考えられている

リンパ球に関しては,い くつかの自己免疫疾患にお

いて種々のリンパ球機能の異常が見い出されつつあ

る. Antibody-dependent cel1-mediated cytotoxicity

(ADCC)はFcレ セプター(FcR)を 保有する白血球が

血清抗体 を介して標的細胞と結合し,こ れを破壊す

る現象1)～5)で,リ ンパ球のADCC活 性 もFcRを 介

するリンパ球機能の示標 として検討されている.た

とえばSLEやRA患 者 末梢 リンパ球のADCC活 性

は低下している15)～17)か正常である16), 18), 19)と報告さ

れてお り, RA患 者 ではリンパ球のFcR密 度はむし

ろ高値を示すという報告もみ られる20).ま たSjS患

者 リンパ球ではADCC活 性は正常であったとの報告16)

がみ られる.このようなリンパ球のADCC活 性の変動

についてSLE患 者の場合には主として抗 リンパ球抗

体や血中免疫複合体との関連の上で議論されている

15), 16),

著者はSjSな らびにRA患 者末梢白血球のADCC

活性 をヒツジ赤血球 を標的細胞とする51Cr release

法で測定した結果,こ れらの患者におけるリンパ球

(すなわちPDF)のADCC活 性はSjS患 者 の一部

に低値を示す症例が認められるけれども,平 均値と

しては健常人と較べて差を認めなかった.ま たSjS

患者 リンパ球のADCC活 性については台併 症の種類,

疾病の活動性を表現していると考えられる赤沈値,

血清 リウマチ因子抗体価,あ るいは抗 リンパ球抗体

の影響を反映すると考えられる末梢 リンパ球数,お

よび治療薬剤との間に特異的な関連を見い出し得な

かった.

一方, SjSあ るいはRA患 者粗 リンパ球分画(C-

LF)のADCC活 性は健常人と較べ有意に高値を示

した.既 報9)の ごとく健常人CLFのADCC活 性 の

一部は混入する顆粒球の貧食現象に由来するが
, pha

gocyteを 除去 したさいにはADCC活 性はむしろ上昇

する.こ れはphagocyteの 中の単球に由来する標的

赤血球貧食作用が除かれるためである.こ のことか

ら予想されるごとく,健 常人ではCLFと 較べPDF

ではADCC活 性が有意に上昇した.一 方SjSやRA

患者ではCLFとPDFで のADCC活 性の平均値に差

が認められず,し かも同一検体より分離したPDF

とCLFを 用 いた場合にSjS患 者14例 ではCLFと 較

べてPDFのADCC活 性 は6例 が高値を示したのみ

で, 3例 は著しい低値 を示し, 5例 はほぼ等しい値

を示したことからCLFに 混入するphagocyteの 機

能異常の存在が示唆 された.そ こでCLFを 用 い

て,感 作赤血球(EA)お よび末感作赤血球(E)に 対す

る単球の赤血球貧食能(erythrophagocytosis, Ep)を

測定したところ, Eに 対するEp (E-Ep)は 健常人と

SjS患 者 で差が認められないにもかかわらず, EAに
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対するEp(EA-Ep)はSjS患 者 では健常人と比較 し

て有意に低値を示 した.さ らにCLFで のADCC活

性 はEpと 負の相関 を示すことを明らかにすること

ができたことから, RA患 者でも同様に, FcRを 介 し

たEpの 障 害が示唆された。 しかし, CLFのADCC

活性9は, PDFのADCC活 性 と同様に合併症や赤沈

値,リ ウマチ因子抗体価,治 療薬剤などとの特異的

な関連性は認め られなかった.

自己免疫疾患患者の好中球貧食反応については,

 SLE末 梢血あるいはRA関 節液白血球を用いて検討

され機能低下が報告 されてお り21)～23),最近ではSLE

末梢 血単球あるいは脾網内系細胞のFcRを 介 する

貧食能の低下 も報告されている24)～25).これ ら好中球,

単球 ・マクロファージ系の機能異常は自己免疫疾患

患者に見い出される抗白血球抗体あるいは免疫複合

体による二次的なFcR阻 害の結果であると考えるこ

ともできる25).し か し,も う一つの興味ある見解24)～

25)は一次的な単球 ・マクロファージ系細胞の機能異

常が変性 自己抗原の処理,な らびに抗原摂取と情報

伝達,さ らには リンパ球との相互反応等の免疫反応

の種々の段階で障害をひきおこすことにより自己免

疫現象を招来し, FcRの 機能障害によつてもたらさ

れる血中免疫複合体の処理能低下は組織中での免疫

複合体の沈着を促進するというものである.

今 回, SjSやRA患 者に見い出し得た単球のFcR

を介する貧食能の障害は,こ れらの疾患の根底に存

在する一次的な細胞性免疫の異常を反映していると

考えたいが,抗 白血球抗体や免疫複合体等による二

次的な影響である可能性についてさらに詳細な解析

が必要であると考えられた.

結 語

ヒツジ赤血球を標的細胞とするADCC assay系 を

用いて, Sjogren症 候群(SjS)お よび慢性関節 リウマ

チ(RA)末 梢 白血球のADCC活 性 ならびに赤血球貧

食能を測定 し,以 下の結論を得た.

(1)健常人では末梢リンパ球.(貧 食細胞除去 リンパ球

分画, PDF)のADCC活 性(58.6±9.9%)はPha

gocyteの 混 入する粗 リンパ球分画(CLF)で のADCC

活性(49.1±10.9%)よ りも高値を示 した.

(2)SjSあ るいはRA患 者PDFのADCC活 性 は,

 SjS患 者 の一部で低値を示す症例が存在 したが,全

症例の平均値ではそれぞれ55.9±13.5%, 58.8±9.6

%で 健常人との間に有意差を認めなかった.

(3)SjSあ るいはRA患 者CLFのADCC活 性 はそ

れぞれ61.2±14.3%, 59.3±6.9%で 健常人よりも有

意に高値を示した. CLF中 の単球に由来するFcレ

セプターを介した赤血球貧食はSjS患 者 では17.9±

9.4%と 健常人(37.2±10.6%)と 比較 して低下して

おり,し かもSjS患 者CLFのADCC活 性の高値 と

相関していることを明らかにし, RA患 者 でも同様

の障害が示唆 された.

(4)これ らの疾患で見い出されたリンパ球やphago

cyteのFcレ セプターを介する機能異常は合併症の種

類や,赤 沈値,血 清リウマチ因子抗体価,末 梢 リンパ

球数,治 療薬剤などと特異的な相関を示 さず,こ れ

らの疾患に内在する一次的な細胞性免疫異常の表現

である可能性が示唆 された.
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Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) 

of human peripheral blood leukocytes using sheep red blood cells

as target cells

Part II. ADCC and erythrophagocytosis of peripheral leukocytes

 in patients with Sjogren's syndrome or rheumatoid arthritis

Yukinobu ICHIKAWA

The Second Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. I. Kimura)

Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) and antibody-dependent erythro

phagocytosis (ADEP) of peripheral blood leukocytes in patients with Sjogren's syndrome (SjS) 

or rheumatoid arthritis (RA) were investigated using 51Cr-labelled sheep red blood cells as 

target cells. The Lymphocytes (phagocyte depleted fraction, PDF) in healthy controls showed 

higher ADCC activities (58.6•}9.9%) than the phagocyte-contaminated crude lymphocyte 

fraction (CLF) (49.1•}10.9%). There was no statistically significant difference between the 

ADCC activities of PDF in patients with SjS (55.9•}13.5%) or RA (58.8•}9.6%) and those 

in healthy controls, although decreased ADCC activity was observed in some patients with 

SjS. ADCC activities of CLF in patients with SjS (61.2•}14.3%) or RA (59.3•}6.9%) were 

significantly higher than those of CLF in healthy controls. Decreased ADEP activity of mono

cytes in CLF was demonstrated in patients with SjS (17.9•}9.4%) compared with healthy 

controls (37.2•}10.6%), and increased ADCC activity of CLF in patients with SjS was de

pendent on decreased ADEP activity of contaminating monocytes. Decreased ADEP activity 

of monocytes in patients with RA was also suggested by these results.

It was speculated that the decreased Fc-receptor function of peripheral blood monocytes, 

demonstrated in these patients, had originated from aberrant cell-mediated immunity in these 

diseases, since these Fe-receptor functions in patients with SjS did not correeate with the follow

ing conditions: associated diseases, erythrocyte sedimentation rate, titer of serum rheumatoid 

factor, lymphocyte count of peripheral blood, or treatment with anti-inflammatory drugs 

including prednisolone.


