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緒 言

SLEは,全 身性の血管炎がその主病変であるため

臨床的には多臓器障害性 をその特徴とする.こ の全

身性の血管炎の病像が,血 清病に類似 していること

から,流 血中に出現した自己抗体が対応抗原 と反応

して生 じたimmune complexが この血管炎を起 こ

すのではないかと推測される.中 で も, SLEの 病

態の一つの中心をなす腎病変は,実 験的immune

 complex nephritisの 腎所見とよく類似 し,又,螢

光抗体法により免疫グロブリン,補 体成分,抗 核抗

体, DNA抗 原 が証明 される1),2)こ となどから, DNA

と補体結合性の抗DNA抗 体のimmune complex

にその原因が求められており,教 室の大藤3),倉 田4)

もlupus nephritis腎 の免疫病理学的研究か ら同一

の見解をとっている.こ のように, SLEに おいて

は,種 々の自己抗体の出現を中心とする免疫異常の

存在が,さ らに大 きな特徴となっている.し かしな

がら,こ の組織障害性を示すimmune complexを

生ず る自己抗体が何故出現して くるのか,す なわち,

その免疫異常の本態は何なのか,全 く分っておらず,

今 日の大問題となっている.こ の自己抗体出現の謎

をとくべ く,現 在までに行なわれてきた免疫異常の

解析は,種 々の自己抗体の証明5),多 くのvirusに

対する抗体価上昇の有無6),免 疫 グ ロブリン代謝7)

等 の流血抗体に関するものが,主 体であった.そ し

て, SLEに み られる免疫異常は,出 現する自己抗

体の種類が多い事などか ら,抗 原側の異常に基づ く

ものではなく,抗 体産生側の異常に基づいていると

考えられる.こ の抗体産生を司どるリンパ球には胸

腺 由 来 の もの(Thymus rived lymphocyte,

 Tcell)と 骨 髄 由来 の もの(Bursa equivalent-Bone

manow derived lymphocyte, Bce11)の 二 つ のsub

populationが 存 在 し,大 部 分 の 抗 原 刺 激 に対 して,

 Tcellと 協 調 してBcellが 抗 体 産 生 を行 な い,ま た,

細 胞性 免 疫 の 中心 とな るの は生 きたTcellで あ る

8),9),と考 え られ て い る.従 って, SLEに お け る免

疫 異常 の 解 明 の 手段 と して,流 血 抗 体 ば か りで な く

細 胞 性 免 疫 の 検 索 もな され な け れ ば な らな い.実 際,

ここ数 年来本症 におけ る細胞 性免疫 の検 討が行 なわれ る

よ うにな ったが,こ れ らの研 究の主 体 は,従 来 か ら臨 末

的に細 胞性免疫 の指 標にな ると考 え られ てい る遅 延型 皮

膚 反 応を用 いた もの であ る.す な わ ち, SLEに お い

て 見 い 出 され る自 己抗 体 は,核 及 び 核 成 分 に 対 す

る もの が大 部 分 で あ る こ と か ち,そ の 抗 原 と考 正え ら

れ る自 己 又 は 同種 の 白 血球10),11)や 核抗 原特 にDNA

をSLE患 者 の 皮 内 に注射 す る と特 異 的 に遅 延 型 皮

膚 反応 を呈 す る とい う多 くの報 告12),13)が み られ る.

さ らに, SLEに 特 異 的 と考 え られ る核 抗 原 に対 し

て で は な く,広 く一 般 的 に存 在 す るPPD, Histo

plasmin, Trichophyton, Candida, Streptokinase

 Streptodornaseな ど に対 す る既 得 の遅 延 型 皮 膚 反

応 や, DNCBの よ うな 全 く新 し い抗 原 に対 す る遅

延 型 ア レル ギ ー 反応 の 成立 の有 無 につ いて も検 索 さ

れ,こ れ らに対 して はanergy状 態 に あ る と報 告14),

15),16)さ れ て お り,我 々 も同 様 の結 果17)を 得 て い る.

この よ うに,本 症 に お け る細 胞 性 免 疫 の検 索 は,主

に皮 内反 応 に依 っ て い た が,近 年 の免 疫 学 の発 達 と

と もにin vitroで の検 索法 も進 歩 し,植 物 性 の

mitogenや 特 異 抗 原 に よ る リンパ球 の幼 若 化 現 象 お

よ び マ ク ロ フ ァー ジ遊 走 阻 止 試験(Macrophage
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Migration Inhibition Test, MIT),白 血 球 遊

走 阻 止 試験(Leucocyte Migration Inhibition

 Test, LMIT)な ど が,臨 床 に応 用 され て きて い

る.

そ こで, calf thymus DNAを 抗 原 と した場 合 の

MIT, LMITを 施 行 し,そ の結 果 と他 の免 疫血 清

学 的 異 常 との関 連 性 を検 討 し, SLEに お け る細 胞

性 免 疫 の意 義 に つ いて 考 察 した.

Ⅰ.　材 料 な らびに 方 法

1. 対 象 患 者

対 象 と した患 者 は,当 科 外 来 通 院 又 は 入 院 中 の

SLEで,主 にDubois18),大19), ARA20)の 診 断

基 準 に基 づ い てSLEと 診 断 され た もの で,大 部 分

の 患 者 はSteroid剤 を服 用 し て い た.こ の うち,

 MITの 対 象 と して は, SLE 42名,正 常 人16名 で,

 LMITの 対 象 はagarose plate technique (直 接

法)で は 正 常 人9名 で, SLE 8名, twoste P

MIF agarose assayで はSLE 18名,正 常 人12

名 で あ る.こ れ らのSLE患 者 の 臨 床 的 活 動 性 の

判 定 は,感 染 以 外 の 発 熱,関 節 炎 又 は持 続 性 の 関 節

痛,漿 膜 炎,ル ー プス 性 紅 斑,持 続 性 の 蛋 白尿 と高

度 の 顕 微 鏡 的 血 尿 の うち いず れ か 一 つ を有 す る もの

を急 性 期 と判 定 した.

2. 特 異 抗 原 の 作 製

特 異 抗 原 と して用 い たcalf thymus DNA

 (Worthington Bio. Co.)は, 1000r/mlと なる よ

うにMedium TC 199に て一 昼 夜 攪 絆 溶 解 して作

製 し, Ouchterlony法 にて 抗DNA抗 体 との間 に明

瞭 な1本 の 沈降 線 を認 め た もので あ る.

3. Migration Inhibitory Factor (MIF)産 生用

リン パ球 培 養.

MIF産 生 用 の末 梢 リ ン パ 球 の採 取 は, Conray

-Ficollの 比重 遠 沈法 を 用 い て 行 っ た.す な わ ち,

 33.4%Conray-400 10容 と9%Ficoll 24容 を混 じて

作 製 したConray-Ficoll液 の上 に, Heparin-Na

(1000u/ml)加 注 射 器 で15ml採 血 し,生 食水 で2倍

に稀 釈 した もの を静 か に重 層 し, 1550rpmで20分 間

遠 沈 す る.次 い で, Conray-Ficoll液 と血液 の境 界

面 に生 じた 白 い 雲 状 の リンパ 球 層 を注 意 深 く,駒 込

ピペ ッ トにて 採 取 し, Hanks′BSSに て,初 回 は2000

rpm, 10分 間,以 後2回 は1500rpm, 5分 間 遠 沈 し

十 分 に洗 浄 し たの ちMedium TC199に て3×106/

mlに 調 整 した.こ の 方 法 に よ る リ ンパ球 の 純 度 は

97～98%で, viabilityはtrypan blue dye excl

usion法 に て,ほ ぼ100%で あ っ た.こ の 細 胞

浮 遊 液 を2mlず つ2本 の 培 養 管 に取 り,特 異 抗 原

と してcalf thymus DNA10r/mlを 一 方 にの み 添

加 し,両 管 を 湿 度95%以 上 の5%CO2ふ らん 器 内 で

37℃, 24時 間 培 養 し,そ の後, 3000rpm, 30分 間 遠

沈 し,そ の 上 清 を-20℃ に保 存 し,適 宣, Macro

phage Migration Inhibition Test (MIT)に 供 し

た.

4. Macrophage Migration Inhibition Test (MIT)

MITは,吉 田21)及 びRocklin and David22)ら の

方 法 に準 じて行 な っ た.す な わ ち, 300～400gr.の

正 常 モ ル モ ッ トの腹 腔 内 に流 動 パ ラフ ィン20～30ml

を注 射 し, 4日 後 に脱 血 屠 殺 し,冷 却 し たHanks'

 BSSに て洗 浄 しつ つ 腹 腔 細 胞 を分 液 ロ ー トに採 取

した.分 液 ロー トに て,流 動 パ ラ フ ィン を除去 して

か ら遠 沈(1000rpm, 5分 間)し,沈 渣 細 胞 を5～

6倍 量 のTC199に て再 浮 遊 した.こ の 腹 腔 細 胞 浮

遊 液 を,一 端 を 閉 じ た ガ ラ ス 毛 細 管 に 陰 圧 を利

用 して 詰 め1000rpm, 5分 間 遠 沈 後,細 胞 と上 清 の

境 界 面 に て切 断 し,小 シ ャー レ内 に お い た カバ ー グ

ラス(24×24mm)の 上 に シ リコ ン グ リー ス を用 いて

2本 つ つ固 定 した.こ れ に,馬 血 清 を20%と な る よ

うに加 えた前 記 リ ンパ球 培 養 上 清 を,抗 原 未 添 加 の

もの に はcalf thymus DNA10r/mlを 添加 して か

ら加 え, 5%CO2ふ らん 器 内 で37℃24時 間培 養 し,

毛 細 管 か ら遊 走 させ た.次 い で,ベ ロ ー ズ ア タ

ッ チ メ ン トを装着 した カ メ ラに て 拡大 写 真 を取 り,

投 影 後planimeterを 用 い て遊 走面積 を測 定 し,次

式 に よ り%migrationを 求 め た.

5. Leucocyte Migration Inhibition Test,

 LMIT (agarose Plate technique,直 接 法)

Clausen23)の 方 法 に準 じて 行 な った.ま ず, agarose

(Sigma Co.)を2%と な るよ うに滅 菌 生 食 水 に て

少 な く と も1時 間 以 上煮 沸 溶 解 し, 47℃ の恒 温 槽 中

に保 っ.一 方 で は, Medium TC199に,馬 血清 を20

%と な るよ うに 混 じ,さ らにPenicillin 132u/ml,

 Streptomycin 132r/mlを 添 加 し47℃ に保 つ.こ の

両 者 を, 47℃ に て 等 量 混 合 し,そ の5mlを 取 り,

径60mm×5mmのPetri dish (Falcon Co.) に

流 し込 み,放 冷 後agarose plateを 作 製 す る.こ

のplateを5%CO2ふ らん 器 内 に37℃;2時 間 静

置 した の ち,径2mmの 穴 を6個 あ け,直 ちに 後述
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の 如 くして 得 た 白 血球 浮 遊 液 を各 穴 に注 入 す る.白

血 球 浮 遊 液 は,次 の よ うに して 作 製 した.す な わ ち,

 Heparin-Na (1000u/me) 0.5mlを 加 えて9mlを 採

血 し, 0.6%と な る よ うに6%Dextran Hanks′BSS

溶 液1mlを 混 じ, 37℃ の ふ らん器 内 にて45～60分 間

静 置 し,赤 血 球 群 を沈 降 させ 上 層 の 白血 球 の豊 富 な

層 を取 り, Hanks′BSSに て1200rpm, 5分 間 で3

回 洗 浄 し た.こ の 時 得 られ る 白血 球 数 は,大 体2～

4×107個 で あ る.こ の 細 胞 を2mlのMedium TC

199に 再 浮 遊 させ,こ れ を2等 分 し一 方 に抗 原 と し

てcalf thymus DNA 10r/mlを 添 加 し, 37℃ の 恒

温 槽 中 にて30分 間 反 応 させ る.反 応 後1200rpm, 5

分 間 遠 沈 し上 清 をす て そ の 沈 渣 を残 りの液 約0.03ml

に再 浮 遊 し,前 述 の 如 くして 作 っ たagarose plate

の3個 の 穴 にガ ラ ス毛 細 管 を用 いて 注 入 した.そ の

agarose plateを, 5%CO2ふ らん器 内 に て, 37℃

 20時 間incubateし,シ ャー レ とagaroseの 間 を遊

走 させた 後, 10% Formalinで 固 定 後 水 中 にてagarose

を静 か に取 り除 きGiemsa染 色 を行 な い拡 大 鏡 に て

直 径 を計 測 し遊 走 面積 を求 め, MITと 同 じ式 を用い

て%migrationを 求 め た.

6. LMIT (tw0-step MIF agarose assay)

本 法 もClausen24)の 原 法 に 基 づ い て 行 な った.ま

ず, MITと 同 じ く リ ンパ球 を培 養 してMIFを 産 生

させ た.方 法 も,根 本 的 に はMITと 同 じで, 5ml

採 血 し, Conray-Ficoll比 重 遠 沈法 で3～5×106

/mlの 細 胞 を得,こ れ を0.5mlず つ2等 分 し,一 方

にcalf thymus DNA 10r/mlを 加 え,両 者 にPC100

u/ml, SM 100r/meを 添 加 したの ち, 5%CO2ふ ら

ん 器 内 で37℃, 24時 間 培 養 し, 3000rpm, 30分 間 遠

沈 して上 清 を-20℃ に保 存 す る. agarose plateは,

 LMIT直 接 法 と同 様 に して作 製 した.次 い で,正 常

人 か らHeparin-Na (1000u/ml) 0.5mlに て浸 し

た 注 射器 に て, 18ml採 血 す る. 6% Dextran Hanks,

 BSS溶 液 を, 0.6%に なるよ うに混 じ, 45～60分 間,

 37℃ ふ らん器 内 に静 置 し,上 層 の 白血 球 を 多数 含 む

層 を取 り, Hanks′BSSに て1200rpm,分 間 遠 沈 し,

 3回 洗 浄 す る.こ の 時 得 られ る細 胞 数 は6～8×107

個 で,こ れ をMedium TC199に て6～8×106/ml

とな る よ うに調 整 し,各1mlず つ を小 試 験 管 に 入

れ1200rpm, 5分 間遠 沈 す る.こ の沈 渣 細 胞 に,前

述 の リンパ 球 培 養 上 清0.5mlを,抗 原 未 添 加 の 対 照

群 に はcalf thymus DNA 10r/mlを 加 え て か ら添 加

し,振 盪 再 浮 遊 させ た の ち90分 間37℃ の 恒 温槽 内 に

て反応させる.反応後は, LMIT直 接法と同様に1200

rpm, 5分 間 遠 沈 し,上 清 をす て そ の沈 渣 を残 りの

液 約0.03mlに 再 浮 遊 し毛 細 管 に てagarose plate

の3個 の穴 に注 入 し, 5%CO2ふ らん 器 内 に て, 37

℃ 20時 間incubate後, LMIT直 接 法 と同様 に して

%migrationを 求 めた.そ して,両LMIT法 にて シ

ャー レ上 を遊 走 して い る細 胞 は二 重 の 増 生 帯 を形 成

し,い ず れ も, 90%以 上 が好 中 球 で あ っ た.

尚,す べ て の成 績 の有 意 差 検 定 は, student t test

あ る い は階2乗 検 定 を用 い た.

Ⅱ.　成 績

1.　 MIT (図1参 照)

MIT in SLE

response to calf thymus DNA

※ migration indices in medium 199 to native

 DNA without any supernatant.

まず 正 常 人16名 に つ い て み る と, calf thymus

 DNAを 添 加 して得 た 培 養 上 清 中 に お け る%migra

tionの 平 均 値 は, 101.4±15.3%と な り,平 均 値 か

ら2SDを 引 い た70.8%以 下 の もの を遊 走 の 抑 制 が

見 られ る と判 定 した.そ の結 果, SLE42名 中17名

(39.5%)が70.8%以 下 と な り著 明 な抑 制 が認 め ら

れ,そ の 平均 値 も79.8±24.1%と な り,正 常 群 と比

らべ有 意 の 差 を も って 低下 して い た.又,こ の 時 添

加 したDNA自 体 のMacrophageの 遊 走 に 対 す る

影響 を み る と, DNAの 濃 度 を50r/mlま で増 して も

何 ら影 響 は み られ ず, MediumにDNAの み を加 え

た 群 の%migrationの 平均 値 は, 96.3±6 .9%と な

り70.8%以 下 の もの は 全 くみ られ なか っ た.

次 に, ANFのstaining pattern,抗DNA抗 体価,
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血 清 補体 価 な どの他 の免 疫 血 清 学 的 異 常 とMIT陽

性 頻度 との 関連 性 の有 無 を検 討 し,同 時 に, MITT陽

性 率 と臨床 的活 動 性, Steroid剤 の投 与 量 との関 連

性 を も調 べ た.尚,免 疫 血 清 学 的検 査 は,末 梢 リン

パ球 採取 の前 後1週 間 以 内 に行 な い, Steroid剤 の

影 響 は リンパ球 採 取 時 の1日 の投 与 量 に て検 討 した.

ANFは,蛍 光 抗 体 間接 法 で求 めshaggy, diffuse,

 speckledの 三 つ のstaining patternに 分 け25),各

pattern群 に お け る%migrationを 求 めた.そ の結 果,

 (図2) shaggy群20名 の%migrationの 平 均 値 は,

 76.4±19.7%と な り, diffuse群13名 で は74 .6±24.2

%, speckled群8名 で は, 85.3±23.2%と な り,い

ず れ の群 に も有 意 の差 は な く, MITの 陽 性率 で 検 討

して も,そ れぞ れ, 20名 中8名(40.0%), 13名 中

5名(38.5%), 8名 中3名(37.5%)と な り,有 意

の差 は全 くみ られ なか っ た.

MIT and ANF staining pattern

抗DNA抗 体 価 は, Actinomycin D-DNA法26)で

求 め られ た もの で, 10%以 下 の もの を正 常 群,そ れ以

上 の もの を高 値 群 と し た.そ の 結 果(図3),正 常

群9名 の%migrationの 平 均 値 は86.8±34.0%,高

値 群24名 の%migrationは, 77.7±20.8%と な り,

 MITの 陽 性 率 もそ れ ぞ れ, 9名 中3名(33 .3%),

 24名 中10名(41.7%)と な り有 意 の 差 はみ られ な か

っ た.

血 清 補 体 価 は, Mayerの 原 法 に 従 っ て,求 め,%

migrationと の相 関 を求 め る と図4の 如 く何 ら相 関

はみ られ な か った.さ らに, SLEの 急 性 期 に は,

低 補 体 価 が特 徴 的 で あ る こ とか ら,正 常 補体 価34.3

±4.3以 下 の低 値 群 とそ の他 に 分 け て 比 較 す る と,

低 値 群15名 の%migrationの 平均 値 は78.0±25.4%,

その 他23名 で は, 79.4±22.9%と な り差 は な く, MIT

陽 性 率 も,そ れ ぞ れ15名 中8名(53.3%), 23名 中

9名(39.1%)と な り,有 意 の 差 は認 め られ な か っ

た.

MIT and anti-DNA antibody titre

anti-DNA antibody

MIT and serum complement level

CH50

臨床 的 活動 性 に よ って 急 性 期,寛 解期 に分 けて%

Migrationを 求 め て み る と,,急 性期14名 で は77 .8

±18.3%,寛 解 期20名 で は77.1±26 .1%と な り有意

の 差 は み られ ず, MIT陽 性 率 も,そ れ ぞれ, 14中6

名(42.9%), 20名 中9名(45.0%)と な り有 意 差

は な か った.図5).

尚,以 上MITの 陽性 率の有 意 差検 定 は,階 二 乗 検

定 を用 い た.
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MIT and disease activity

最 後 に遊 走 の 抑 制 に対 す るSteroid剤 の影響 を調

べ て み る と,図6の ご と く, r=0.32, p>0.05と な

り相 関 は み られな か っ た が, Prednisolone 1日15

mg以 下 の 投 与 群 及 び未 投 与 群 で は,遊 走 の抑 制 が

見 られ 易 い傾 向 を示 して い た.

MIT and dose of prednisolone

prednisolone

2. LMIT

ま ず, agarose plate technique (直 接 法)の 結

果 を み る と(図7),正 常 人9名 の%Migrationは,

 101.1±12.1%で, SLE8名 の%migrationは, 91.5

±19.2%と な り,両 群間に有意の差は全く認められ

ず, MITに おいてと同様に正 常群の平均値か ら2

SDを 引 いた79.6%以 下を遊走の抑制陽性とした場

合は, SLE8名 中2名 が陽性であ り,他 の1名 に

おいては,正 常群の平均値に2SDを 加 えた125.3%

以上 を示 し,遊 走の促進を認めている.こ の時,遊

走の抑制又は促進を認めた症例において,他 の免疫

学的異常ならびに臨床的活動性, steroidの 投与量

等において,他 の症例に比較して,何 ら特徴的なも

のは,み られなかった.

Agarose plate technique in SLE

response to calf thymus DNA

次 に, two-step MIF agarose assayに つ い て

み る と(図8)正 常 人12名 の%migrationは, 107.1

±9.8%, SLE18名 の%Migrationは, 107.4±22.7

%と な り,両 群間 に有 意 の 差 は 全 く 認 め られ ず,

 SLE群 において大 きなぱ らつ きが み られ た だ け で あ

る.又,正 常 群 の%migrationか らそ の2SDを 引

い た87.5%以 下 を遊 走 の 抑 制 陽 性 とす る と, SLE群

で, 4例 に遊 走 の 抑 制 が み られ たの み で,他 の2例

に至 って は,正 常 群 の%migrationに その2SDを

加 えた126.7%以 上 とな り,遊 走 の 促進 を示 しagarose
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plate technique (直 接 法)と 同 様 の 結 果 を得 た.遊

走 の抑 制又 は促 進 を示 した症 例 に つ い て も, agarose

 plate technique (直接 法)と 同 じ く何 ら特 長的 所 見

は み とめ られ な か っ た.

Two-step MIF agarose assay in SLE

response to calf thymus DNA

Ⅲ.　考 按

SLEに 出 現 す る免 疫 異常 の 本 態 を 解 明 す る一 助

に す べ く,本 症 に お け る細 胞 性 免 疫 の検 索 をMIT

お よ びLMITを 用 いて 行 な っ た.

MITは, 1932年Rich and Lewisが,感 作 動 物

か ら得 た リンパ組 織 片 と特 異 抗 原 とを 同 時 に培 養 す

る と,組 織 片 か らの細 胞 の遊 走 が 阻害 され る こ とを

発 見 し,さ らに1962年George and Vaughan27)が,

 BCG感 作 モル モ ッ トの 腹 腔 細 胞 を ガ ラ ス毛 細 管 に

詰 め て,特 異抗 原 で あ るPPDと 培 養 す る と,ガ ラ

ス 毛 細 管 か らの腹 腔 細胞 の遊 走 が 著 明 に 抑制 され る

こ と を証 明 した こ とか ら確 立 され,そ の 後 の 研 究 に

よ って,遅 延 型 ア レル ギ ー反 応 のin vitroの モ デ

ル に な り得 る と考 え られ て い る.さ ら にDavid28),

 Bloom and Bennett29)は,そ れ ぞ れ別 個 に, MI.

現 象 の 主 役 は 感作 リン パ球 で,こ れ が,特 異 抗 原 と

反 応 した と きにMIFを 産 生 し,こ のMIFがindi

cator cellで あ るmacrophhgeに 働 い て,そ の遊

走 を抑 制 す る こ と を,感 作 モ ル モ ッ トの 腹 腔 細 胞 を

使 って 実 験 的 に証 明 した.次 い で, ThorandDray

30),31)は ,遅 延 型 ア レル ギ ー 反 応 陽 性 の ヒ トの リン

パ腺細胞を用いても,特 異抗原の添加によって,遊

走の抑制が見られ,ヒ ト末梢 リンパ球 と特異抗原と

を反応 させた場合でも正常モルモ ットの腹腔細胞の

遊走を抑制する因子が産生 されることをガラス毛細

管法で証明し臨床応用への手掛 りを作った. Rocklin

 and David32)も,遅 延型アレルギーを示すヒトの末

梢 リンパ球を用いて同様の方法で追試 し,こ のMIT

は遅延型皮膚反応ときわめてよ く一致 し,臨 床的に

細胞性感作の有無の検索に大へん有用であると結論

し,糸 球体腎炎の細胞性感作の検索33)に応用 してい

る.こ の点に着目してSLEの 細胞山性免疫の検査 を

すべ く, MITを 施行 したわけである.そ の結果,

 SLE42名 中17名 に おいて著明な遊走の抑制が認め

られたが正常人16名 においては,全 く遊走の抑制

を認めなかった, Bartfeld34)ら も7名 のSLEと4

名の正常人に対し, DNAを 抗原として用いたMITを

行ない, SLE群 にて著明な遊走の抑制を認めている.

このように, SLEの 末梢 リンパ球が, DNAと 反応

してMIFを 産生することは, SLEの 末梢 リンパ球が

DNAに 対 して特異的に感作 されていると考えて差

しつかえないであろう.実 際, in vivoに お ける検

索にて, SLE患 者 にDNAを 皮内注射すると,特 異

的に遅延型皮膚反応 を呈することが知 られており,

 in vitroに おいて も, Patruco35),大 久保36)らは,

 SLEの 末梢 リンパ球がcalf thymus DNAと 特異的

に反応 して高率に幼若化を示す と報告 し,我 々も同

様の結果を得ている.従 って,著 者は,こ のSLEの

末梢 リンパ球のDNAに 対 する特異的な感作を細胞

性免疫が成立 しているためと考 えているが,次 の諸

点を考慮すると,未 だ疑問の余地が残 されている.

まず第一に, MIFは 感作 リンパ球が特異抗原 によ

って刺激された時ばか りでなく,ヒ ト又は動物の リン

リパ球および非 リンパ球細胞が有糸分裂を行なう時

37),38)や,植 物性のmitogenに よって刺激された時

39),40)にも産生 され
,か ならずしも遅延型アレルギ

ーに特異的でないとする報告がみられること
,第 二

に,流 血抗体による即時型アレルギーの発現には,

感作に用いたHaptenの みで十分であるが,遅 延型

アレルギーの発現には,感 作 に用 いたcarrier

 proteinが 必 要であり41),さ らに感作モルモ ットの

腹腔細胞の遊走の抑制に も,感 作に用いたcarrier

 proteinが 必要である42).に もかかわらず,本 実験

では,蛋 白の混入の極 く少ないと思われるDNAを

抗原として用いているので, carrier proteinと し

ての性質を有する蛋白の存在の可能性が少ないこと,
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第 三 に, MIFは 細 胞 性 免 疫 の 主 役 で あ るTcellの

の みで な く, lipopolysaccharideの よ うなBcell

 mitogenとBcellが 反 応 し た 時 に も産 生 され る43)

とい う報 告 もあ り,本 実 験 に お け るDNAがBcell

 mitogenと して働 い た 可 能 性 も否定 で きな い こ と等

が考 え られ るか らで あ る.

次 に, MIT陽 性 率 とANF staining pattern,抗

DNA抗 体 価,血 清 補 体 価 な どの他 の免 疫 学 的 異 常 と

の 関連 性 も検 討 し たが,何 ら関 連 性 は認 め られ ず,

これ らの 免 疫 学 的 異 常 は,何 らか の 原 因 でSLE病

態 が 発 生 し たた め に生 じた一 病 的 現 象 を と ら えて い

るの で は な いか と考 え られ る.又, MITが 臨 床的 活

動 性 お よ び腎 障 害 の強 さ と全 く関 係 が ない こ とか ら,

 DNAに 感作 され た リンパ球 が直 接 に 腎 障 害 等 を引

きお こす と も考 え られ な い.す な わ ちSLEのMIT

は,本 症 に お け る細 胞 性 免 疫 の 関 与 を小 す もの で,

こ の細 胞 性 感 作 の 成立 が,本 症 発 生 の高 次 元の 要因

とな り得 る可 能 性 を示 唆 して い る.こ れ に反 し,安

倍 らは44), MITの 陽 性 頻 度 と急 性 期,中 で もne

phrotic syndromeを 示 す もの に強 い関 連 性 を認 め

て い るが,成立 した 遅 延 型 ア レル ギ ー が,短 時 日の

経 過 に よ って消長 す る と は考 え難 く, Steroid剤 の

影響 な ど他 の要 因 を考 慮 す る必 要 が あ る と思 われ る.

MITの 陽 性 頻度 とsteroid剤 投与 量 と の 関連 性

を検 討 して も,全 く相関 は 認め られ な か っ た. Steroid

剤 は,ヒ トの末 梢 リン パ球 のTcellを 減 少 させ45),

さ らにMIF活 性 を抑 制 した り,感 作 リン パ球 のMIF

産 生 を 抑 制 す る こと46)が,知 られ て い るが,本 実 験

の リンパ 球 培養, MIT実施 中 で は, Steroid剤 の 混

在 は全 くな く,以 上 の よ うなSteroid剤 の 直接 作 用

は無 視 し得 る し, Steroid剤 は 遅 延 型 ア レ ル ギー の

afferent stageを 抑 制 す る とい うCaseyの 報 告47)

もあ り, SLEの 末 梢 リン パ球 が す で にDNAに よ っ

て 感 作 され て い れ ばafferent stageは すでに成立 し

て い るの で, efferent stageの 表 現 で あ るMITに

は 影響 を及 ぼ し得 な い と も考 え られ る.し か し,一

方 で はSteroid剤 の 少 量 投 与 群,未 投 与 群 に遊 走

の抑 制 が,み られ 易 い こ と を経 験 して お り,や は り,

 Steroid剤 の 影 響 は 否 定 し得 な いで あ ろ う.

LMITは, 1967年, Sφborg and Bendixen4B)が,

 MIF産 生 細 胞 と しの 末梢 リンパ 球 とindicator cell

と して の 多形 核 白血 球 を同 時 に採 集 し,一 緒 に ガ ラ

ス毛 細 管 に詰 めて 特 異 抗 原 と培 養 す る と,毛 細 管 か

らの遊 走 が抑 制 され る こ と を見 い 出 し,本 法 も遅 延

型 ア レル ギ ー を反 映 す る と報 告 した.そ れ以 来,種

々の 疾 患 に お け る細 胞 性 感 作 の有 無 の検 索 に応 用 さ

れて49),50),51)いる.一 方, Carpenters2)が 遊 走 細胞 を

agar中 に あけ た穴 に入 れ て 培養 し,シ ャー レ とagar

の間 を遊 走 させ る こ とに成 功 した.こ れ らの 二 点 に

着 目 したclausenは,人 白血 球 に応 用 してツ 反 応 陽

性 の ヒ ト末 梢 白血 球 をPPDと と もにagarose plate

中 の 穴 に 入 れ て 培 養 す る と遊 走 が 抑 制 さ れ る

こ とを 見 い 出 し,こ のagarose plate techniqueも

遅 延 型 ア レル ギー を反 映 す ると して い る.さ らに,

 Clausenは,こ のagarose plate techniqueを 発

展 させ て,極 く少 量 の リ ンパ球 培 養 上 清 中のMIF

の有 無 を,正 常 人 の 白血 球 をindicator cellと し

て 用 い検 索 で き ると い うtwo-step MIF agarose

assayを も考 案 し,本 法 も十 分遅 延 型 アレル ギー 反

応 を表 現 す る と結 論 して い る.そ こで,著 者 はMIT

の結 果 を追 試 すべ く, agarose plate techniqueお

よびtwo-step MIF agarose assayの 両方 法 を用

い てSLEの 細 胞 性 免 疫 を 検 索 した.そ の 結 果,

 agarose plate technique (直接 法)で は, SLE8名

中2名 に遊 走 の 抑 制 と1名 に遊 走 の促 進 を認 め, two

step MIF agarose assayに て は, SLE18名 中4

名 に 遊 走 の 抑 制 と2名 に 遊 走 の 促進 を認 め た が, %

Migrationの 平 均値 にお い て は正 常 人 群 と比 べ,全

く有 意 の 差 は み られ なか った.そ して,両 法 で遊 走

の 抑 制 又 は 促 進 を 示 した 各 症例 に お け る臨 床 上 の活

動 性,免 疫 血 清学 的 異常,そ の他 の諸 検 査,治 療 等

に何 ら特 徴 的 な もの は,認 め られ な か った.

SLEに お け るLMITは,今 日ま で に かな りの報

告 が な され て お り,抗 原 は著 者 と同じくcalf thymus

 DNAが 主 に 用 い られて い るが,方 法はSφborg and

 Bendixenの 方 法 が 用 い られ て い る.そ の 結 果,

 Harpey53)ら はactive SLE 10例 全 例 にDNAに 対 し

て遊 走 の抑 制 を認 め, Moulias54)ら も18例 中15例 に

遊 走 の抑 制 を 認 めて い る. Galanaud55)は, seronega

 tive SLEに も陽 性 を認 め又,急 性期 の もの に の み

抑 制 が み られ易 い と報 告 して い る.最 近 にな って,

 Hughes56)ら は16例 のSLEに お け る種 々 の 抗 原 に

対 す る細 胞 性 感 作 の有 無 を検 討 し,自 己 の 白 血 球,

同種 肝 のmicrosome, mitochondria,同 種myelin

 basic proteinに 対 して 陽性 反 応 を認 めて い る.し

か し,抗 原 と してDNAを 月1いた 場 合, SLE群 にて

遊走 の 抑 制 が み られ な い とい う報 告57)も あ る.以 上,

著 者 の 成績 と良 く一 致 す る報告 は み られ な い が,現

在 の と ころ,上 記 よ りSLEの リン パ球 がDNAに

対 して 感作 されて い る と考 えて さ しつ か えな い と考
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えられる.

以上の様に, MITに おいても, LMITに おいても

SLEの 末梢 リンパ球はDNAに 対 して細胞性感作

を受けている可能性が示唆されたが, LMITで は,

 %Migrationの 平均値は正常人群と有意差がな く,

遊走の抑制の出現率 も非常に低 く,遊走の促進を示す

症例す ら存在してお り, MITの 成績 との間に解離が

認められた.こ のLMITに おける抑制,促 進という

二重の結果をSφborg58)も 認めてお り,抗 原濃度 が

高い場合はすべて遊走は抑制 され,抗 原濃度が低 い

時は, donorが 中～軽度に感作されていると促進が

おこり,強 く感作 されている時は,抑 制がみられる

と報告 している.本 実験 における成績の解離 も,こ

のような機序によっているのか もしれない.又,

 LMITに ついての詳しい検討も行なわれ,人 末梢白

血球の遊走を抑制する因子の産生には顆粒球を必要

とするという報告,59) LMITに おいて遊走の抑制を受け

る細胞は好中球ではなく単核球であるという報告60),

これ とは逆 に リン パ球 と好 中 球 が あ れ ば遊 走 の 抑 制

を 示 す とい う報 告51),白 血 球 の 遊走 を抑 制 す るの は,

 MIFと は異 ったLeucocyte Inhibitory Factor (L

IF)が 存 在 す るた め で あ ると い う報 告 等62)が あ り,

さ らに本 法 で は 白血 球 の浮 遊 液 をつ くる時, buffy

 coatを 用 い るた め 血 清 因 子の 混 入 の 可 能 性 も大 き

く, LMITはMITに 比 し,非 常 に複 雑 な 要素 が

関 与 して い る と思 われ る.さ らに, Kaltreider63)や

Lockshin64)に 至 っ て は, sobuble antigenを川 い

た場 合, LMITは 遅 延 型 ア レル ギ ー を正 確 に反 映 し

な い と も述 べ て お り, LMITはMITと は 全 く異 質

の検 査方 法で あ る 可能性 が つ よ く,結 果 の解 離 も当

然 な の か も しれ な い.又,臨 床 に お け る遅 延型 ア レ

ル ギ ー の検 索 に は, MITの 方 が 関 与 す る因 子も単 純

で よ り有 用 で あ る と考 え られ る.

この よ うに, SLEの リ ンパ球 がDNAを 始 め とす

る核 抗 原 に対 し過 剰 の 細 胞 性 反 応 を示 す こ と,本 症

に み られ 易 い 遅 延 型 皮 膚 反 応 のanergy状 態,

末 梢 リン パ球,特 にTcellの 著 減65),66),流 血 中 の

自 己抗 体 の出 現 等 を考 え合 わ せ る と,自 己 免 疫 現 象

の 出現 は, suppressor Tcellに よ って 抑 制 され て

い る とい うAllison, Denman and Barnes69),

 Allison68)ら に よ っ て 唱 え られ た 自 己 免 疫 現 象 の 出

現 機 序 に対 す る最 近 の 概 念 と良 く一 致 して い る.す

な わ ち, SLEに お い て はsuppressor Tcellを 含

め たTcellの 減 少 と機 能 異 変 が 出現 し,そ の た め遅

延型 皮 膚 反 応 はanergyと な り,残 存 す るTcell

が自 己 抗原 に対 して 過 剰 に細 胞 性 の 感 作 を お こ し,

 Bcellと 協 調 し, Bcellは 何 ら抑 制 を受 け る こ と

な く自 己抗 体 を産 生 す る よ うに な る と推 察 され る.

最近, Steinbergは 動物のSLEモ デルであるNZ

Bマ ウスを川 いて,液 性免疫 も細胞性免疫もThymus

によ って過剰反応が抑えられてお り, NZBマ ウス

においては,生 后一ヶ月以後その抑制機能が消 失 し,

それとともに自己抗体が出現すると報告しており,

 SLEに おける上記 の仮説の妥当性を裏づけている

と考 えられる.

Ⅳ.　結 語

SLEお よび 正常人にお いて, MIT及 びLMIT

を川いてcalf thymus DNAに 対する細胞性感作の

有無 を検討した. MITの 結 果, SLE群 にて有意に

遊走の抑制を認め, SLE患 者の末梢 リンパ球は,

 DNAと 反応してMIFを 産生することが確かめられ,

 DNAに 対 して細胞性の感作が成立 していると考えら

れた.こ の時, MIT陽 性頻度 と他の免疫血清学的異

常 との間には,何 ら相関は認められなかった.

LMITで は,遊 走の抑制頻度は低 く,遊 走の促進 を

示す症例すら存在 し, MITと は幾分解離した結梨 を

得た.そ して,こ の解離について考察 し, MITの 方

が,細 胞性免疫感作の検索によ り有川であるとい う

結論を得た.さ らに, SLEの 末 梢 リンパ球が,

 DNAに 対 して細胞性感作 を起 こしていることを基

として, SLEの 自己抗体の出現機構について も考

按 し, Tcellの 機能異常がその中心ではないかと

いう示唆を得た.

稿 を終るに臨み,御 脂 導ならびに御校閲を賜 りま

した大藤真教授に深謝致 します.又,御 協力をいた

だいた教室員各位に感謝致 します
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In-vitro Study of Cell-mediated Immunity in Collagen Diseases

Part Ⅰ: Macrophage migration inhibition test (MIT) and leucocyte

 migration inhibition test (LMIT) in systemic lupus erythe

matosus (SLE)

by

Keisuke Yano

Third Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. M. Ofuji)

The appearance of circulating antibodies to nuclear components (e.g. DNA, Histone, Nucleo

protein) is characteristic of SLE and may have pathogenic importance. But, it is not evident 
why these autoantibodies are produced. Concerning these immunological abnormalities, most re

search has concentrated on the humoral immune responses made against nuclear antigens. The 

role of cell-mediated immunity to unclear antigens in SLE has not been investigated.

Therefore, the evidence of cell-mediated immunity to native calf thymus DNA was determined 

by MIT and LMIT in patients with SLE and normal subjects. The mean percent migration of

 MIT in SLE and normal subjects was 79.8±24.1 and 101.4±15.3%, respectively. The percent

 migration below 70.8% was considered to be a positive test and 17 out of 42 patients with SLE 

had a positive test. In contrast, none of normal subjects did. These findings indicate that there 

is cellulay hypersensitivity to native DNA and peripheral lymphocytes of SLE patients produced 

a migration inhibitory factor (MIF) with responding to it. No correlation could be made between 

results of MIT and staining patterns of antinuclear factor (AMF), titers of anti-DNA antibody, 

serum complement levels and activity of the disease. The results of LMIT was differed from
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those of MIT. The mean percent migration of LMIT was not significantly different in SLE patients 

and normal subjects, and only a few cases in SLE exhibited a positive test. Considering the 

dissociation of these results in MIT and LMIT, the conclusion has been made that MIT is more 

useful in investigation the existence of cellular hypersensitivity. In addition, the role of T cells 

in the development of autoimmunity was discussed in accordance with the existence of cellular 

hypersensitivity to native DNA in SLE.


