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【要旨】　腎および肺の細小血管レベルの血管炎症候（急速進行性糸球体腎炎，肺出血など）を示す，

myelopero）ddase（MPO）抗好中球細胞質抗体（ANCA）関連血管炎患者について，　MPO－ANCA産生とT

細胞機i能との関連について解析した．未治療活動期MPO－ANCA陽性血管炎患者の末梢血一単核球に

concanavalin（Con）一Aを添加培養した結果，培養上清中にMPO－ANCA産生の上昇が確認された．測定の

特異性は精製MPO抗原の添加による吸収試験で確認した．このMPO－ANCA産生上昇は，　cyclosporin－A

（CyA）添加およびCD4細胞を除去することにより抑制された．またCon－A刺激により，培養上清中の

interleukin－4（IL－4）の産生に変化はみられなかったがinterferon一γ（IFN一γ）の産生は充進した．以上よ

り，MPO－ANCA産生に関わるT細胞はTh1細胞と推定された．

はじめに

　抗好中球細胞質抗体（antineutrophil　cytoplasmic

antibody；ANCA）は，　Daviesらにより蛍光抗体間接

法（indirect　immunofluorescence　assay；IIF）により

初めて報告された自己抗体である1）．蛍光染色パタ

ーンにより，cytoplasmic（C）一ANCAとperinuclear

（P）一ANCAに分類される。　C－ANCAの対応抗原は

好中球細胞質α穎粒中のproteinase－3（PR－3）で，

Wegener肉芽腫症（WG）に疾患特異性が高い．一一

方P－ANCAの対応抗原は主として好中球細胞質α

穎粒中のmyeloperoxidase（MPO）で，顕微鏡的

多発動脈炎（microscopic　polyangitis；MPA）や腎

血管炎，pauci　immune型壊死性半月体形成性腎炎

（necrotizing　crescentic　glomerulonephritis；　NCGN），

Churg－Strauss症候群（allergic　granulomatous　angi－

tis；AGA）などで高率に陽性を呈する2・3）．近年

ANCAの対応抗原が明らかになったことから，

ANCA測定系の酵素抗体法（ELISA）が確立され

ANCAがそのサブセットまで含めて定量的に測定

できるようになり，血管炎，膠原病，炎症性腸疾患

の早期診断や鑑別診断にきわめて有用であり4～6），

とくに血管炎症候群7）では，ANCAが陽性か否か，

陽性の場合にはそのサブセットにより臨床的に分類

できるようになっている．

　また一一方では，WGにおいてT細胞機能異常が指

摘されており8），ANCA関連血管炎において対応抗

原のMPOやPR3によりT細胞が増殖する9）とい

うANCA関連血管炎における病態にT細胞関与の可

能性も示唆されている．

　本研究では主として腎や肺の血管炎症候を示し臨

床上頻度の高いMPO－ANCA関連血管炎を対象と

し，まずin　vitroでMPO－ANCA産生系を確立する

ことを検討し，次にMPO－ANCA関連血管炎にお
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Table　1　Patient　profile　and　clinical　findings．

patient　no．　age　sex　MPO－ANCA（E　unit） clinical　findings　of　vasculitis

1

2

3

4

5

52　F
50　M
84　M
50　F
70　F

320

950

950

750

1300

RPGN　（CrGN），　pulmonary　bleeding

RPGN，　CRF
RPGN，　acute　interstitial　pneumonitis

RPGN，　pleuritis

pleuritis

RPGN：　rapidly　progressive　glomerulonephritis

CrGN：　crescentic　glomerulonephritis

CRF：　chronic　renal　failure

けるMPO－ANCA産生とT細胞機能の関連を検討

するための研究を試みた．

材料及び方法

1．対象

　Table　1に示すように1990年から1996年までに，

東京医科大学八王子医療センター腎臓科に受診した

MPO一一ANCA陽性血管炎患者5例（男性2例，女性

3例，年齢50歳より84歳，平均年齢65歳）を対象

とした．血管炎症候は，急速進行性糸球体腎炎

（RPGN）を4例，胸膜炎2例，肺出血，問質性肺

炎各1例に認めた．MPO－ANCA値はニッショー製

キットを用いてELISAで測定し6），　MPO－ANCAの

力価は405nmの吸光度で標準血清を用いた検量線

より測定した．対象例の測定結果は320から1300

（平均854）Eunitを示した．また，本研究の一部

にMPO－ANCA陰性健常人5例（男性3例，女性2

例，年齢21歳より35歳，平均年齢28．2歳）をコン

トロールとして用いた．

2．方法

　1）in　vitro　MPO－ANCA測定法

　未治療活動期MPO－ANCA陽性血管炎患者から

ヘパリン加で末梢血20mlを採取し，　Fico11－Hypa－

que液を用いた比重遠心分離法にて単核球（PBMC）

を得た．ELISPOT法10）を参考にしてPBMCを

MPO抗原が面心化されたELISA用プレート上に各

ウエル4×105個ずつ播種し，これまでの報告から

各種mitogen（lipopolysaccharide（LPS）20μg／ml，

interluekin－1rs　（IL－1fi）　10　ng／ml，　tumor　necrosis　fac－

tor－a　（TNF－a）　10　ng／ml，　concanavalin－A　（Con－A）

60μg／ml）の条件で添加して370CCO2　incubator

で培養した11）．72時間後浮遊細胞と培養液を除去

洗浄し，アルカリフォスファターゼ標識抗ヒトIgG

抗体で37。C1時間反応させ洗浄後，ジエタノール

アミンで1mg／mlに溶解した発色基質（p一ニトロ

フェニルリン酸ニナトリウム）を各ウエルに200μ1

ずつ添加した．室温で1時聞発色させ，405nmの

吸光度を用いて測定し，optimal　density（0．D．）値

をもって勿碗70MPO－ANCA産生量とした．

　次にCon－Aを15，30，60，120μg／mlの各濃度で

添加しPBMCを培養してCon－Aの至適濃度を検

討した．さらに培養時間を72，96，120時間として

それぞれのin　vitro　MPO－ANCA産生量を測定して

至適培養時間を検討した．また，in　vitro　MPO－

ANCA産生の特異性を検討するために，上記培養

条件下に精製MPO抗原を培養開始時に10μg添加

して吸収試験を行った．次に，主としてT細胞機

能に対するシグナル伝達阻害剤であるサイクロスポ

リンーA（CyA）を10　ng／mlの濃度で添加して培養

し，in　vitro　MPO－ANCA産生量の変化を検討した．

またPBMCを抗CD4抗体（Sigma，　St．　Louis，　USA）

100μ1で4。C60分反応後，　Low－To）←M　rabbit　com－

plement　（Cederlane　Laboratories，　Hornby，　Ontario，

Canada）を25μ1添加し370C45分反応させること

によりCD4細胞を除去し，生細胞をFicoll－Hypa－

que液を用いた比重遠心分離法にて分離後洗浄し，

上記培養条件で培養して勿碗70MPO－ANCA産生

量の変化を検討した．

　2）細胞増殖能の検討

　未治療活動期MPO－ANCA陽性血管炎患者の末

梢血をヘパリン加で20ml採取し，　Ficoll－Hypaque

液を用いた比重遠心分離法にて得たPBMCを用い

た．96穴プレー・一一“トにPBMCを4×105個播種し，

各種mitogen添加下にて37。C　CO2　incubatorで84

時間培養後，トリチウム標識サイミジン（3H－TdR）

を添加してさらに12時間培養した．その後培養細

胞をポンプで吸引してグラスファイバーに捕捉さ

せ，シンチレーションカウンターにて計測し，細胞
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内3H－TdR取り込み量を測定した．次に上記培養条

件下でCyAを種々の濃度で添加して培養を行い細

胞内3H－TdR取り込み量の変化を検討した．

　3）培養上清中のサイトカインの測定

　未治療活動期MPO－ANCA陽性血管炎患者の末

梢血から前記と同条件で得たPBMCを用い，24穴

プレートに2×106個ずつ播種し，Con－A　60μg／ml

添加下にて37。CCO2　incubatorで96時間培養した．

培養上清を回収し，interleukin－4（IL－4）とinter－

feron一γ（IFN一γ）をELISA（MBL製キット）にて

測定した．

　4）統計学的解析

　患者における各種mitogenの効果の比較および，

吸収試験結果，サイトカイン量測定結果の比較およ

び正常人と患者自問の比較は独立2群t検：定で行

い，p＜0．05あるいはp＜0．01をもって有意とした．

数値はすべてmean±SDで表示した．

結 果

1．in　vitro　MPO－ANCA産生の検討

　1）各種mitogenの作用

　Fig．1に示すように，患者PBMCをmitogen無添

加培養iもしくはLPS，　IL－1β，　TNF一α添加培養iしたと

きのMPO－ANCA産生量の患者5例における平均
はそれぞれ0．22±0．06，0．21±0．03，0．21±0．03，0．23

±0．10．D．値であり，Con－A　60μg／mlを添加培養し

たときのMPO－ANCA産生量の患者5例における

平均は0．46±0．030．D．値と有意に上昇していた．

　2）Con－A至適用量，細胞数，培養時間の検討

　Fig．2aに示すように，　Con－Aの添加用量依存性

にMPO－ANCAが勿碗70で産生され，　Con－A　60

μg／mlでもっとも大量にMPO－ANCAを産生して

いた．また細胞数はすべてのCon－A濃度において，

2×105個に比べ4×105個のほうがMPO－ANCA

産生量が多かった．一方，Fig．2bに示すように，

培養時間を96時間とした際にMPO－ANCA産生量

が最大となった．

　3）in　vitro　MPO－ANCA産生系の特異性の検討

　Fig．3に勿痂70　MPo－ANcA産生のMPo抗原

添加による吸収試験をおこなった結果を示す．精製

MPO抗原（ニッショー社製）10μgを添加するこ

とで，MPO－ANCA陰性コントロールでは0．D．405

値が0．24±0．11から0．38±0．12と有意な変化はみ

られなかったが，対象患者例では0．95±0．19から

0．43±0．12へ有意に低下し，吸収試験：陽性と判定さ

れた．

2．MPO－ANCA産生に対するT細胞関与の有無の

検討

　1）CyA，　CD4細胞関与の検討

　MPO－ANCA産生に対するCD4　T細胞関与の有

無を検：討した結果をFig．4に示す．患者PBMCを

Con，A　60μg／mlで刺激した時のMPO－ANCA産生

はCyA　10　ng／mlの添加により，　Con－Aのみに比し

有意に低かった．患者PBMCからCD4細胞を補

碧

ti

g・

話

日

O．7

O．6

O．5

O．4

O．3

O．2

O．1

o

r一’”一一“一’一“一“一一一

no　mitogen　LPS
　　　　　　　20　pt　g／m1

1レ1β

10ng／ml

TNF一　or

lOng／ml

Con－A
60　pt　g／ml

＊　p〈O．05

Fig．　1　Effect　of　several　mitogen　on　in　vitro　MPO－ANCA　production　by　PBMC　from　MPO－ANCA　associated　vasculitis

　　　（n　一　5）．

　　　Con－A　enhanced　MPO－ANCA　production　level　but　LPS，　IL－16，　TNF－a　did　not．
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Fig．　2　Effect　of　Con－A　concentration，　cell　number　and　incubation　time　on　in　vitro　MPO－ANCA　production．

　　　a）　The　optimum　cell　number　and　concentration　of　Con－A　were　2　×　105／well　and　60　pag／ml，　respectively．

　　　b）　The　optimum　incubation　time　was　96　hr．

　　　1．4

g　i．2

8　　1
寸．

a’D　o．s

O　O．6

藝α4
菌　o．2

　　　0

　　　　　e＊

mitogen（一） Con－A Con－A＋MPO

　o　MPO一一ANCA　negative　controls

　　　（n＝5）

　一　MPO－ANCA　positive

　　　patients　（n　＝5）

　　　　　　Con－A（　60　”　g／mi）

＊p〈o．ol　MPO（100　ug）

Fig．　3　The　absorption　test　of　MPO　on　in　vitro　MPO－ANCA　production　was　positive．

体依存性に除去し，これにCon－A　60μg／m1を添加

培養すると，MPO－ANCA産生が除去前のPBMC

に比し有意に低かった．さらにMPO－ANCA患者

PBMCのCon－A添加培養時の細胞増殖期はFig．5

に示すように，CyA濃度依存性に抑制された．

　2）培養上清中の1：L－4，1：FN一γ産生の検討

　T細胞機i能を検討する目的でCon－A刺激後の培

養上清中のIL－4，　IFN一γ量をELISAにて測定した

結果をFig．6に示した．　Con－Aを添加した際の

1：L－4産生量はMPO－ANCA陽性患者群・陰性コン

トロール下問および，陽性患者群でのCon－A添加

群・非添加群問に有意差はなかった．一方Con－A

を添加した際のIFN一γ産生量は陽性患者群が12

pg／mlと陰性コントロールおよび陽性患者Con－A

非添加群の2pg／ml以下に比較して有意に産生が充

進していた．

考 察

　最近，血管炎症候群の中でも毛細血管，細動静脈

を主として侵し，肺，腎の血管炎症候を示すMPA，

NCGNの疾患活動i生とMPO－ANCAの力価との相
関が見出され注目されている12）．特に，血管炎症候

群の中でもANCAが病因，病態と密接に関連する諸

疾患はANCA関連血管炎と呼ばれ，血管炎発症機i序

としてANCA一サイトカインーsequence説が想定さ

れている12，13）．一方，自己抗体の産生については

多発性硬化症でのミエリン随伴性糖蛋白抗体や

SLEでの抗DNA抗体など疾患特異的自己抗体を産

生する自己免疫疾患では，自己抗体の産生機序に

molecular　mimicry14）やepitope　spreading15）などが

一役を担っている可能性があると言われている．し

かし，ANCA関連血管炎のANCA産生機序に関し
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　　　o
　　　　　no　mitogen　Con－A　Con－A　Con－A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Con－A　（60　”　g！ml）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋　CyA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CyA　（10ng／ml）

　　　　　　　　　　　　PBMC　whole　no　CD4　cells

Fig．　4　Effect　of　cyclosporin－A　and　CD4　cell　depletion　of　MPO－ANCA　production　from　MPO－ANCA　associated　vasculi－

　　　tis　（n　＝　5）．

　　　Cyclosporin－A　（CyA）　or　depletion　of　CD4　cells　inhibited　in　vitro　MPO－ANCA　production　stimulated　by　Con－A．

×　103

3H一　TdR　uptake

5

4

）：11

ら

v

3

2

1

o

CyA（一） CyA
1
CyA
10
CyA
lOO

CyA　CyA（一）

1000

CyA；　ng／ml

Con－A（60　u　g／ml）

　　　　　　　　　　　　　　Con－A（＋）　Con－A（一）

Fig．　5　Effect　of　CyA　on　proliferation　of　PBMC　from　MPO－ANCA－associated　vasculitis　（n　＝　5）．　CyA　inhibited　the

　　　proliferation　of　PBMC　stimulated　with　Con－A　dose　dependently．

ては現在までのところまったく不明である．そこ

で，今回MPO－ANCA陽性肺腎症候群をきたした

MPO－ANCA関連血管炎患者を対象として，　MPO－

ANCA産生に関わるT細胞の解析を免疫学的に検
討した．

　その結果，MPO－ANCA陽性患者未治療期PBMC

にCon－Aを加え，　MPO抗原を固層化したプレート

上で培養することにより，初碗70でMPO－ANCA

の産生が有意に上昇していたが（Fig．1），他の

mitogen（LPS，　IL－1β，　TNF一α）ではMPO－ANCA

産生に変化がみられなかった．しかし，Con－Aは

非特異的なT細胞mitogenであること，および抗

原抗体反応と無関係に抗体がウエルに結合したこと

による非特異陽性の可能性がある．そこで特異性を
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IL－4

MPO－ANCA　negative　control

MPO－ANCA　negative　control　＋　Con－A

MPO－ANCA　positive　patients

MPO－ANCA　positive　patients　＋　Con－A

O　2　4　6　8　10　12　14　16　18　20（pg／ml）

IFN一　7

MPO－ANCA　negative　control

MPO－ANCA　negative　control　＋　Con－A

MPO－ANCApositive　patients

MPO－ANCApositive　patients　＋　Con－A

一

一
＊］

O　2　4　6　8　10　12　14　16　18　20（pg／ml）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊p〈O．Ol

Fig．　6　Analysis　of　cytokine　secretion　pattern　from　PBMC　of　MPO－ANCA－associated　vasculitis　（n　＝　5）．

　　　Con－A　significantly　elevated　the　secretion　level　of　IFN－7　in　MPO－ANCA　vasculitis　but　did　not　change　the

　　　secretion　level　of　IL－4，　compared　with　normal　controls．

検討する目的で，精製MPO抗原添加による吸収試

験をおこなったところMPO抗原10μgを添加する

ことでMPO－ANCA産生量を表わす0．D．405値が

有意に低下し，吸収試験：陽性であった（Fig．3）．そ

の他のβ一lactoglobulinなどの非特異的蛋白では抑制

がかからず低下しなかったことより，MPO－ANCA

に特異的な勿碗70産生系を確立し得たと考えた．

一方B細胞mitogenであるLPSでMPO－ANCAが

産生されなかったのは，MPO－ANCA産生にT細

胞からのシグナルが必要と考えた．しかしIL－1βで

もMPO－ANCAが産生されていないことよりIL－1β

以外の液性因子が関与しているか，あるいは直接T

細胞とB細胞のクロストークがMPO－ANCA産生

に関与していることも推定された．ただ今回は

MPO－ANCA産生に関わるB細胞に関する知見は

得られず，今後検討していく必要がある．次に至適

Con－A濃度と至適培養細胞数，至適培養時間を決

定するために基礎的検：討を行ったところ，Con－A

濃度が60μg／ml，細胞数が4×105個／ウエル，培

養時間が96時間でMPO－ANCAの最大量の産生を

みたので本研究の至適Con－A使用量を60μg／ml，

至適細胞数を4×105個／ウエル，至適培養時間を

96時間とした（Fig．2，3）．

　これまでWegener肉芽腫症にてT細胞機能異常

が指摘されたり8＞，ANCA関連血管炎にて対応抗原

のMPOやPR3にてT細胞が増殖する9）といった

ANCA関連血管炎でのT細胞関与の可能性が示唆

されている．しかしANCA産生に関するT細胞関

与の報告は現在までのところ見出されていない．今

回の実験結果はMPO－ANCA関連血管炎における

MPO－ANCA産生にT細胞が直接関与している可

能性を示唆するものである．そこで次に，MPO－

ANCAが産生される際のT細胞機i能についてさら

に解析を試みた．Fig．1で示したとおり，T細胞の

レクチンであるCon－AでのみMPO－ANCAが産生

されており，T細胞がMPO－ANCA産生に何らか

の作用を果たしている事が考えられる．そこで我々

は，PBMCからCD4細胞を除去し，またヘルパー

T細胞を選択的に抑制する薬剤であるCyAを用い

て検：討した（Fig．4）．その結果CD4細胞除去で

（6）
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Con－Aのマイトジェン活性をほぼ完全に，　CyA添

加でCon－AによるMPO－ANCA産生を前値に比し

55％に抑制した．さらにFig．5に示すように，患

者PBMCをCon－A　60μg／mlで刺激した後にCyA

を添加することで用量依存的に細胞増殖能が抑制さ

れたことより，ヘルパーT細胞がMPO－ANCA産

生に密接に関与している可能性が示唆された．また

患者PBMCの培養i上清中のサイトカイン量を測定

したところ（Fig．6），　IL－4量は健常人コントロー

ルと患者間にも，また患者におけるCon－A非刺激

群とCon－A刺激群との間にも有意差は認められな

かった．しかし，IFN一γ量は，患者PBMCを

Con－A刺激した場合にのみ健常人コントロールお

よびCon－A非刺激群に比較し有意な産生充進を認

めた．今回の実験：結果からMPO－ANCA産生に関

わるT細胞はTh1タイプのヘルパーT細胞である

と推定された．

　今後，MPO抗原特異的T細胞株を樹立しさらに

検討を加え，ANCA関連血管炎の病態形成への抗

原誘導T細胞の関与について検討することは，

ANCA関連血管炎の発症機序の解明および特異的

制御につながる重要な研究課題と考えられた．

結 論

　1．MPO－ANCA関連血管炎患者PBMCをCon－A

刺激することでin　vitroにMPO－ANCAが産生さ

れ，MPO抗原の添加で吸収されることより，特異

的なMPO－ANCAが産生されていると考えられた．

　2．in　vitroでのMPO－ANcA産生は，　cyA添加

とCD4細胞除去により抑制された．

　3．MPO－ANCA関連血管炎患者PBMCをCon－A
刺激することで培養上清にIFN一γは産生が：充進し

たがIL－4は変化がみられず，　MPO－ANCA産生に

Th1タイプのT細胞の関与が示唆された．
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Summary

　We　analyzed　T　cell　function　in　patients　with　myeloperoxidase－antineutrophil　cytoplasmic　antibody

（MPO－ANCA）一associated　vasculitis　who　had　renal　or　pulmonary　microscopic　vasculitis，　（i．e．　rapid　pro－

gressive　glomerulonephritis　（RPGN），　pulmonary　bleeding　and／or　interstitial　pneumonitis）．　At　first　we

found　in　vitro　MPO－ANCA　production　from　peripheral　blood　mononuclear　cells　（PBMC）　in　patients

with　acute　phase　MPO－ANCA－associated　vasculitis　after　stimulation　by　concanavalin－A　（Con－A）．　This

specificity　of　MPO－ANCA　production　was　confirmed　by　an　additional　native　MPO　inhibition　test．　in

vitro　MPO－ANCA　production　was　inhibited　by　treatment　with　cyclosporin－A　（CyA）　and　CD4　cells　were

depleted．　The　PBMC　from　MPO－ANCA　secreted　interferon－7　（IFN－7）　on　stimulation　by　Con－A　but

not　interleukin－4　（IL－4）．　These　results　suggested　that　the　production　of　MPO－ANCA　was　mediated　by

Thl　type　T　cells．

〈Key　words＞　Antineutrophil　cytoplasmic　antibody，　Myeloperoxidase，　Autoantibody　production，　T　cell

　　　　　　　　　　function，　Vasculitis
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