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〔研究背景〕

全身性 エリテ マト
ー デス(S y st e mi c l u p u s e r y th e m a t o s u s , S L E) は, 多臓器を侵す自

己免疫疾患で多種類の自己抗体の 出現が大きな特徴である｡

1 9 8 5 年 , s L E の 自己抗原として , リボソ
ー

ム P 蛋 白が同定された｡ リボソ ー

ム P 蛋白

とは , 真核細胞 のリボソ
ー ム の 6 0S サブ ユ ニ ットに存在する3 種類のリン酸化 蛋白の 総

称で , 分子量の大きい順に PO( 3 8 k D a) , P l (1 9 k D a) , P 2 (1 7 k D a) と命名されて い る｡ こ

れらのリボソ
､

- ム P 蛋白は C 末端の 2 2 個のアミノ酸からなる共通 の抗原決定基を有し

て いる｡ 抗リボソ
ー ム P 抗体( a n ti てib o s o m al P p r o t ei n a n tib o d y , a n t 卜P) とは, これら3

種 のリボソ
ー

ム P 蛋 白を同時に認識する自己抗体で ある｡ 抗リボソ
ー

ム P 抗体は S L E

に 特異性が高く, S L E 患者の 1 2 - 1 6 % で陽性 であ っ た｡

抗リボ ソ ､ - ム P 抗 体 は ,
S L E の さまざまな病態 の な か で , 神 経精神症状

( n e u r ｡ p s y chi at ri ｡ s y n d r o m e s of s y st e mi c lu p u s e r y t h e m at o s u s , N P S L E) や腎症および

肝機能障害と関連することが報告されて いる｡ しかしながら, S L E に おける抗リボソ
ー

ム P 抗体の 病因的役割は不明の ままである｡

これまで , 神経芽細胞腫 の培養細胞や肝細胞由来株および血管内皮細胞 の細胞

膜上に , 抗リボソ ー ム P 抗体の 認識するエ ピト
ー

プ(リボソ ー ム P 抗原) が存在すること

が示されてきた｡ 免疫担当細胞 に お い ては , リボソ
ー ム P 抗原は活性化した あるい はト

ラン スフ ォ
ー ムされた T 細胞表面上 に のみ存在し, B 細胞 表面上 には存在しない こと

が明らか にされて い る｡



〔研究目的〕

これまで 明らか にされて いなか っ た, ヒト末梢血単球表面上 のリボソ ー ム P 抗原の発

現の有無を解析し, 抗リボソ ー

ム P 抗体の 末梢血単球の機能におよぼす影響を検討

するために , 本研究を行っ た｡ 特に, 単球の重要な役割である炎症性サイトカイン の発

現に注目した｡

〔材料と方披〕

アメリカリウ マ チ協会 の 198 2 年の S L E 分類 のための 改定基準を満たし, 同意を得た

S L E 患者 8 例を用 い た｡ これらの S L E 患者血清よりIg G を精製し, さらにこの Ig G から

ア フィニ ティ
ー 精製により, 抗リボソ

ー

ム P 抗体を得たo 抗リボソ ー ム P 抗体の F( ab
'

) 2

フラグメントは , ペ プ シン処 理後にゲル ろ過して得られた患者Ig G の F( ab
'

) 2 フラグメン

トからアフィニ ティ
ー 精製することにより得られた｡

同意を得た健常成人 の末梢静脈血 から比重遠心法により末梢血単核球を分離し,

磁気細胞分離カラムを用 いて , ネガティブセ レクションにより単球を分離したo

健常人末梢血より分離したばかりの単球および 4 8 時間平底プレ ー ト上 で 培養した

単球と抗リボソ
ー

ム P 抗体の結合をフ ロ ー

サイトメトリ
ー にて検討した｡ 細胞を抗リボソ

ー ム P 抗体あるい は健常人 Ig G で染色し, さらに , 触 o r e s c e in is othi o c y a n at e( FIT C)

標識 F( ab
'

) 2 ヤギ抗ヒトI g G で染色した｡ 死細胞 を除外し抗リボソ
ー ム P 抗体と単球表

面との結合をみるために , p r o pidi u m i o did e ( PI) を添加 したo
一

部 の 実験で は, アポト

ー

シ ス 細胞を除外するために, p h y c o e r y t h ri n ( P E) 標識 a n n e xi n V を添加 した｡

分離した単球(1 Ⅹ1 0
6
/ m l) を, 5 〟 g / m l の抗リボソ

ー ム P 抗体, 抗リボソ ー ム P 抗体を

除い た同じ患者Ig G 分画あるい は健常人Ig G と共 に, 平底 プレ
ー ト上で 1 2 0 時間培養

し, 培養上浦を回収したo
一

部の 実験で は, 3 LL g / m l の 抗リボソ
ー ム P 抗体, 抗リボソ

ー ム P 鏡体を除いた同じ患者I g G 分画, 健常人 Ig G および 同じ患者 の抗リボソ
ー ム P

抗体 の F( ab
'

)2 フラグメントを用 い た｡ 培養上清中の T N F α は, E LIS A ( e n z y m e
- li n k ed

i m m u n o s o rb e n t a s s a y) 法により測定した｡ 培養上清中の IL
-

6 は , M H 6 0 . B S F 2 細胞を

用 いたバ イオ アッセイにより測定した｡

分離した単球(1 Ⅹ1 0
6
/ ml) を, 5 〃 g / m l の 抗リボソ

ー ム P 抗体, 抗リボソ
ー ム P 抗体を

除 いた同じ患者 Ig G 分画あるい は 健常人Ig G と共に , 平底プ レ
ー ト上で 4 8 時間培養

し, 細胞 を回収した｡ 回収した単球より総 R N A を精製し, リア ル タイム P C R ( p oly 皿e r a S e

c h ai n r e a c ti o n) 法により, T N F α およびⅠレ 6 の m R N A を定量した｡ 内部標準として , ベ

ー タアクチ ンを用 いた｡

〔結果〕

図 1 は , フ ロ ー サイトメトリ
ー

による末梢血単球表面と抗リボソ
ー ム P 抗体( 図で

A n ti
- P と記載) あるいは健常人Ig G ( 図で C o nt r ol lg G と記載) との 結合パ タ

ー ン の 代表

的な1 例を示したo これは , P I 陰性 の ゲ
ー

トを用 いて いる｡ 図の横軸に FI T C の 蛍光強

痩 , 縦軸に細胞数を示 した｡ 抗リボソ
ー ム P 抗体に対して陽性 に染色された細胞 の割

令(%) および平均蛍光強度( m e a n fl u o r e s c e n c e in t e n sit y ; M FI) の 差を図に示 したo 精

製したばかり( D a y 0) の末梢血単球表面には, 抗リボソ
ー

ム P 抗体は健常人 Ig G とほ
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ぼ同等 の結合を示した｡ しか し, プレ
ー

ト - の接着刺激後 2 日目( D ay 2) の 単球表面

には , 抗リボソ
ー

ム P 抗体は健常人Ig G より有意に強い結合を示 したo a n n e xi n V 陰性
めゲ ー トを用 いた場合にも, 同様な結果が得られた(デ

ー

タは示さず) D
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囲 1 末梢血単球表面上 のリボソ ー ム P 抗原 の 発現

図 2 の 上段 には, 7 名の 健常人 から分離した単球をある特定の患者の抗リボソ ー ム

P 抗体( 図で A n t 卜P と記載) , 同じ患者の抗リボソ ー

ム P 抗体を除い たIg G 分画( 図で

Ⅰg G d e v oid of a n t トP と記載) あるい はある特定の健常人I g G ( 図で C o n t r ol と記載) とと

もに培養した上清中の T N F α 串よびI L - 6 の 濃度を示した｡ 同
一

の 健常人単球 に由来

するデ ー

タを線 で結ん で いる｡ 抗リボソ ー

ム P 抗体を除い たIg G 分画あるい は 健常人

‡g G に比 し, 抗リボソ
ー

ム P 抗体とともに培養した上清中の T N F α および I L -

6 の 濃度

古も 統計学的に有意に上昇して いたo さらに , 抗リボソ ー ム P 抗体の F( a b
'

) 2 フラグメン

トとともに培養した上清中の T N F α およびⅠレ 6 の濃度は , 同
一

の 患者 の I g G 型 の抗リ

ボソ
ー

ム P 抗体とともに培養した上清中の それらと同程度であっ た(デ ー タは示さず) 0

図 2 の 下段 に は, ある 1 名 の 健常人 から分離した単球の培養上清中の T N F α およ

び王L -

6 の濃度を示した. この 実験で は , 8 名 の 患者の抗リボソ ー ム P 抗体( 図で A n ti- P

と記載) および対応する患者 の抗リボソ ー ム P 抗体を除い たIg G 分画(図で Ig G d e v oid

of a n ti
-

P と記載) を用 い たo 同 一

の 患者に 由来するデ ー タを線で結んでい る. 対応す

る患者の抗リボソ
ー

ム P 抗体を除い たIg G 分画に比し, 抗リボソ
ー ム P 抗体とともに培

養した上清中の T N F α およびⅠL - 6 の濃度は , 統計学的に有意に上昇して い た｡

さらに , 6 名 の 健 常人から分離した単球における T N F α および I L - 6 の m R N A を定

量した｡ 特定の 患者の抗リボソ
ー

ム P 抗体を除い た Ig G 分画あるい は特定の健常人

Ig G に比し, 同じ患者の抗リボソ
ー ム P 抗体とともに培養した単球の T N F α および 比- 6

の m R N A の発 現量 は統計学的に有意に上昇して いた｡ 同様 に, ある 1 名 の 健常人か

ら分離した単球を 7 名 の 抗リボソ
ー ム P 抗体および対応す る患者の抗リボソ ー ム P 抗

体を除い たIg G 分画とともに培養し, それらの T N F α およびII : 6 の m R N A を定量した｡

対応する患者の抗リボソ ー ム P 抗体を除い たI g G 分画 に比 し, 抗リボソ
ー ム P 抗体とと

もに培養した単球の T N F α および ⅠL - 6 の m R N A の 発現量 は , 統計学的に有意に上

昇して い た(デ
ー タは示さず) ｡
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〔考察〕

健常成人由来 の末梢循環血液中の単球表面には, リボソ ー ム P 抗原の発現は認め

られなか っ たが, プレ
ー

ト接着により単球を活性化すると, その 表面 にリボソ
ー

ム P 抗

原の 発現が認められた. このリボソ
ー

ム P 抗原の 発現は, アポト
ー

シ ス に伴っ た細胞内

リボソ
ー

ム P 蛋 白の 局在変化によるもの ではないことが示された｡ 抗リボソ ー ム P 抗体

は単球表面と結合することにより, 単球の T N F α および IL
-

6 の 発現を誘導することが

明らかとなっ た｡ こ の機序には, F c γ 受容体 の架橋を要さないことが示唆された｡ 抗リ

ボソ ナ ム P 抗体は, 活 性化した単球から炎症性サイトカインを誘導することにより, S L E

のさまざまな病態に関与して いる可能性がある｡

〔まとめ〕

本研究は, 日常 の 臨床 にお い て診断の補助や疾患活動性の指標として使用される

自己抗体が , 実際に細胞の機能を変え得るということを示した点で意義深 い ｡ 本研究

は , 自己 抗体の病因的意義を解明するための 手 がかりとなるであろう｡
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図
■
2 ある特定の患者から精製した抗リボソ

ー ム P 抗体が, 複数( n - 7) の 健 常

人末梢血単球 からの T N F α および I L
- 6 の放 出におよぼす影響(上段) およ

び複数( n - 8) の 患者から精製した抗リボソ
ー ム P 抗体が, ある特定の 健常人

末梢血単球 からの T N F α およびI L
-

6 の放 出におよぼす影響(下段)
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