
502

シ ンポ ジウム2-3

自己免疫疾患病変局所 におけるアポ ト一シス関連分子発現

江 口 勝 美 ・川 上　 純 ・坪 井　 雅 彦 ・飛 田 あ ゆ み

冨 永 雅 博 ・中 島 友 紀 ・浦 山 哲 ・右 田 清 志

河 部 庸 次 郎 ・折 口 智 樹*1・ 中 島 宗 敏*2

Jpn. J: Clin. Immun., 20(6): 502～505, 1997.

1. は じ め に

ア ポ トー シスは生 体の恒 常性 を保 つ た めに,自 己 に

不必 要 お よび不 都合 な細胞 を取 り除 くた めの機構 と考

え られ,そ の遂 行 は種々 の遺伝 子産 物 の相互 作用 によ

り制御 され て い る.そ の 中で もレセ プ ター/リ ガ ン ド

の 関係 に あ るFas/Fas ligand (FasL)シ ス テム は特

に注 目 され て お り,実 際,ヒ ト慢性 炎症 性疾 患 であ る

慢 性 関 節 リウ マ チ(RA),シ ェ ー グ レ ン症 候 群 お よ

び 自己免 疫性 甲状 腺 疾 患1)等の発 症 ・進 展 への 関与 が

示 唆 され て い る.本 稿 で はRA関 節 病 変 の形 成 に お

け るFas依 存 性 ア ポ トー シス の デー タ も含 め て概 説

す る.

Ⅱ. サ イ トカ イ ン に よ る 滑 膜 細 胞 ア ポ トー シ ス

の 制 御

Nick end labeling法 を用 い て, RA滑 膜 組 織 に お

い てア ポ ト一 シスの組織 学 的検 討が な され てい る.そ

れ に よ る とRA滑 膜 組織 で は多 くの 細 胞 にア ポ トー

シス陽性 像が 見 られ,そ の陽性細 胞 は主 に滑膜 細胞 や

血管 内 皮細 胞 で あ る. FasはTNF/NGFレ セ プ ター

ファ ミ リー に属す る細胞 表 面分 子で,細 胞 内 ヘ アポ ト

ー シ ス の シ グ ナル を誘 導 す る が,滑 膜 細 胞 上 のFas

発 現 も組織 学 的 に同定 され てい る.一 方, RA滑 液 中

に は種 々 のサ イ トカ イ ンが 高 濃 度 に 存 在 して い るの

で,私 た ち は培 養 滑膜 細 胞 のFas依 存 性 ア ポ トー シ

スの サイ トカ イ ンに よる調節 を検 討 した2～5).

培 養滑 膜 細 胞 は恒 常 的 にFasを 発 現 して お り,抗

Fas IgM添 加 にてす み や か に ア ポ トー シ ス に陥 る こ

とに よ り,滑 膜 細 胞 上 のFasは 機 能 的 で あ る こ とが

わ か る.次 に,以 前 よ り間葉 系細 胞 の増 殖 因子 とされ

るTGF-β1, IL-1β お よびPDGFの 滑膜 細胞Fas依

存 性 ア ポ トー シ スへ の影 響 を検 討 した. TGF-β12)

お よびIL-1β3)はBcl-2発 現 へ の効 果 に は差 異 が あ

る もの の,と もに 滑膜 細胞 のFas発 現 お よ び抗Fas

 IgM添 加 に よるFas依 存 性 ア ポ トー シス を顕 著 に抑

制 した.一 方, PDGFはFas発 現 に は影 響 を及 ぼ さ

なか ったが, Bcl-2発 現 を増 加 させ, Fas依 存 性 ア ポ

トー シス を抑 制 した4).こ れ に よ り, TGF-β1, IL-1

βお よびPDGFの 滑膜 細 胞 増 殖 活 性 の一 部 はFas依

存性 アポ トー シス抑制効 果 で あ る こ とが 考 え られた.

Ⅲ. CD4+T細 胞 に よ る滑 膜 細 胞 ア ポ トー シ ス

の 調 節

RA滑 膜 内 には 著 明 な活 性 化CD4+T細 胞 の 浸 潤

が認 め られ る こ とか ら,滑 膜 細 胞 の ア ポ トー シ スが

CD4+T細 胞 との相互 作 用 に よ り惹起 され る可能性 が

あ る.私 た ち は滑 膜 細 胞 は抗 原 依 存 性 にT細 胞 を活

性 化 す る こ と を確 認 して い た の で6, 7),滑 膜 細 胞 と

CD4+T細 胞 の相 互作 用 をin vitroで 検討 した.本 実

験 に お い て は抗 原 と し て はstaphylococcal enter-

otoxin B (SEB)を,ま たCD 4+T細 胞 は健 常 人 末

梢血 よ り分離 して使 用 した. IFN-γ で刺 激 し, HLA

lDRお よびHLA-DQ抗 原 を強 発 現 した 滑 膜 細 胞 を

標 的細胞 と して用 い る と, SEB存 在 下 で は顕 著 な細

胞障 害 が誘 導 され た.こ の細胞 障 害 性 は抗HLA-DR

お よび抗HLA-DQ抗 体 で阻害 され る こ とよ り, SEB

依存 性 で あ る こ とが わ か り,ま た, hFas-Fc添 加 に

て も抑 制 され る こ とよ り, CD4+T細 胞 のeffector

moleculeと してFasLが 考 え ら れ た.そ こ で,こ の

混 合 培 養 系 にお い てCD4+T細 胞 にFasL発 現 が誘
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導 され るか否 か を検 討 した.こ こで はFasLの 細 胞 内

領域 を認 識 す るペ プ チ ド抗 体 を用 い て, CD4と の 二

重染 色 をフ ローサ イ トメ トリー法 にて行 った.末 梢 血

よ り分離 した静 止 期CD4+T細 胞 に はFasLの 発 現

は認 め られ ず,ま た, SEB存 在 下 で 無刺 激 滑 膜 細 胞

と混合培養 して も,そ のFasL発 現誘 導 は きわ め て弱

か った.一 方, IFN-γ 刺激 滑 膜 細 胞 との 混合 培 養 に

お い て は, SEB依 存 性 にCD4+T細 胞 に は 強 い

FasL発 現 が 認 め られ,こ の こ とはhFas-Fc添 加 に

よる細胞 障害性 抑制 効果 とよ く合致 して いた.こ れ に

加 えて,滑 膜細 胞上 に発 現 して い るCD54, CD58お

よびCD106に 対 す る抗体 添加 に よって も, SEB依 存

性 に誘 導 され るCD4+T細 胞 のFasL発 現 お よび 滑

膜細胞障 害性 は著明 に抑 制 され た.こ の ことは抗原 依

存性 にFasL陽 性 の活 性 化CD4+T細 胞 を誘 導 す る

には滑膜 細 胞 上 のcostimulatory molecule(副 刺 激

分子)も 重要 で ある こ とを意 味 す る.

以前 よ り, CD4+Th l cloneの 細胞 障害 性 の大部 分

はFasLに 起 因 す る こ とが い われ て いた. RA罹 患 関

節局所 におい て は滑 膜細 胞 はHLA-DRや 副刺 激 分 子

を発現 してい る こ とが組織 学 的 に証 明 されて い る8).

以上 のデー タか ら,滑 膜細 胞 は抗 原依 存性 にCD4+T

細 胞 を活 性 化 す る が,活 性 化CD4+T細 胞 に よ り

Fas/FasLシ ス テム に よって,滑 膜 細胞 自身 は アポ ト

ー シスに陥 る ことが わ か った
.こ の こ とは, RA滑 膜

組 織 の無 秩 序 な 増 殖 を制 御 し よ う とす る生 体 内 の

counter systemと も考 え られ る.

IV. アポ トー シス 誘 導 に よ る滑 膜 細 胞 増 殖

の制 御

アポ トー シス を制御 す る こ とに よ り, RAを 治療 し

ようとい う新 しい試 みが な され てい る.

私た ちは ラバ マ イ シンの滑膜 細胞 の ア ポ トー シス に

対 す る影響 につ いて検 討 した4).本 剤 はT細 胞 増 殖因

子であ るIL-2で 誘 導 され るT細 胞 のBc1-2発 現 を抑

制 す るこ とが知 られ てい る.滑 膜細 胞 に ラバ マ イ シン

を添加 し, 48時 間 培 養 し,細 胞 を溶 解 し,そ の細 胞

内蛋 白 を抗Bc1-2抗 体 を用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト

で検討 した.ラ バ マ イ シン は濃 度依 存性 に滑膜 細胞 の

Bcl-2発 現 を有意 に抑 制 した .一 方,本 剤 はFas抗 原

の発現 に は全 く影響 を及 ぼ さなか った.ラ バ マ イ シン

で前処 置 した 滑膜 細胞 は抗Fas IgMで 誘 導 され る ア

ポ トー シス を増 強 す る こ とが で きた .ま た,PDGF

刺激 で の滑膜 細 胞 のBc1-2増 加 もラバ マ イ シ ン処 理

で 有意 に抑制 す る ことが で きた4).

V. RAに お け る滑 膜 細 胞 の 増 殖 と アポ トー シ ス

RA滑 膜 組織 で は滑膜 細胞 の増 殖 とア ポ トー シス が

認 め られ,両 者 のバ ラ ンスが 重要 と考 え られ る.す な

わ ち,滑 膜組 織 は増殖 とア ポ トー シスの速 度 がバ ラ ン

ス を と り恒常 性 を保 って い る. RA滑 膜 組 織 に大量 に

検 出 され るTGF-β, IL-1, PDGFは 滑膜 細 胞 自身 の

増 殖 を促 進 させ,同 時 にFas抗 原 の 発現 を抑 制 し た

りあ るい はBcl-2発 現 を増加 させた りして, Fas依 存

性 アポ トー シス に対 して抑 制的 に作 用 す る.こ れ に よ

り,滑 膜組 織 の増殖 は充進 し,パ ン ヌス形成 に導 く.

反対 に,ラ バ マ イ シ ン は滑 膜 細 胞 のP70 S6キ ナ ー

ゼ の 活性 化 を阻 止 し て増 殖 を抑 制 す る9)と同 時 に,

 Bcl-2発 現 を抑制 し,ア ポ トー シ ス を促 進 す る.こ れ

らに よ り,増 殖 した滑膜 組織 を減 少 させ パ ン ヌス退縮

に導 く.今 後, RAの 滑膜 増殖 機構 が よ り一層 解 明 さ

れ るに従 って,増 殖 抑制 や ア ポ トー シス促 進 を目的 と

した新 しい治療 薬 の開発 が期 待 され る.

Ⅵ. 骨 芽 細 胞 の アポ トー シ ス

RAに お いて は滑膜組 織 増殖 とと もに,骨 破 壊 お よ

び傍 関節性 骨粗 鬆症 は必 発 で あ り,臨 床 的 に も重 要 な

問題 であ る.そ の機 序 として は従 来 よ り炎症性 サイ ト

カ イ ンによ る破 骨細胞 活性 化 の重 要性 が指 摘 されて い

るが,骨 新 生 は骨 芽細 胞 によ り誘 導 され る との観 点 か

ら骨 芽細 胞 のFas依 存 性 ア ポ トー シス に つ い て検 討

した10).こ の実 験 に は ヒ ト細 胞 株 で あ るMG63と 骨

生検 由来 の初代 培養 骨芽細 胞 を使 用 した が,両 細胞 共

にFasを 強 く発現 し,抗Fas IgM添 加 に よ りア ポ ト

ー シスが誘 導 された .

次 に,活 性 化 単核 球 に よる骨 芽細 胞 障害 性 を検 討 し

た.活 性 化 単核 球 は膜 型FasLを 強 く発 現 し,骨 芽 細

胞 へ の障害性 も強 く認 め られた.こ の障害 性 はhFas-

Fc添 加 によ り抑 制 され る ので,骨 芽 細胞 は活 性 化 単

核 球 膜 型FasLでFas依 存 性 ア ポ トー シ ス を誘 導 さ

れ る と考 え られ る.滑 膜 浸潤 単核 球 にはFasL発 現 が

確認 され てい るので, RA滑 液 中 お よ び滑膜 浸 潤 単核

球 自体 に よ る骨 芽細胞 障 害性 とい う こ とは推 定 され る

が,実 際 にはRA罹 患 関節 の 骨 破 壊 部 位 に細 胞 浸 潤

が認 め られ る ことは少 な い.一 方,膜 型FasLは マ ト

リックス ・メ タ ロプ ロテア ーゼ に よ り可溶 型FasLと

な る.そ こで,液 性 因子 として,可 溶 型FasLに よ る

骨芽 細胞 障 害性 につい て検討 した,活 性 化 単核 球培 養
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上 清 を骨芽 細胞 に添加 す る と骨 芽細胞 はア ポ トー シス

に陥 り,こ の上 清 中 に は骨 芽細 胞 にア ポ トー シス を誘

導 す る物 質 の あ る こ とが 示 唆 さ れ る.こ こにhFas-

Fcを 加 える と,活 性 化 単核 球 培 養上 清 に よ る骨 芽 細

胞 ア ポ トー シ ス誘 導能 は著 明 に低下 し,活 性 化単 核球

培養 上清 中 の可溶 型FasLに よる骨 芽細 胞 障害 性 の機

序 が示唆 された.こ の こ とよ り,滑 液 お よび滑膜 内 の

活 性化 単 核球 由来 の可 溶 型FasLに よ り, RA罹 患 関

節 の 骨 破壊 部 位 に は細 胞 浸潤 が な くて も骨 芽 細 胞 に

Fas依 存 性 ア ポ トー シス が惹起 され うる こ とが考 え ら

れ る.

VII. 骨 芽 細 胞Fas依 存 性 ア ポ トー シ ス

の 調 節 因 子

骨 芽 細 胞Fas依 存性 ア ポ トー シス を調 節 す る因 子

につい て検 討 した. TNF-α は骨吸収 活性 が あ る こ と

で知 られ て い る.そ こでTNF-α を骨 芽 細 胞 に添 加

す る と,骨 芽 細胞 の増 殖 やspontaneous apoptosisに

は影響 を与 え なか った が,同 細 胞 のFas発 現 お よ び

抗Fas IgMに よ るFas依 存 性 アポ トー シス は著 明 に

増 加 した. IL-1β もTNF-α と同様 に骨 吸収 活 性 を

有 す るが, IL-1β も また骨 芽 細 胞 のFas発 現 お よび

抗Fas IgM添 加 に よるアポ トー シス を増強 し, TNF

-α と同時 添 加 す る と相 加 的 に作 用 した.こ の こ と よ

り,RA滑 液 お よび 滑膜 内 に存 在 す るTNF-aやIL-

1β は骨芽 細胞 のFas依 存性 ア ポ トー シス を増 強 し,

骨 破壊 や傍 関節 性骨 粗鬆 症 に寄与 してい る こ とも考 え

られ る.

次 に,骨 粗鬆 症 の治療 薬 として使 用 され る ビタ ミン

K2の 影 響 を検 討 した.ビ タ ミ ンK2は 既 に破 骨細 胞

のア ポ トー シス を促 進 す る こ とが 報 告 され て い る.ヒ

ト培 養骨 芽 細胞 に ビ タ ミンK2を 加 えて も,同 細 胞 の

増 殖 やspontaneous apoptosisへ の 影 響 は な か っ た

が,ビ タ ミンK2は 濃 度 依存 性 に骨 芽 細胞 のFas発 現

を抑 制 し,同 時 に抗Fas IgMに よ るア ポ トー シス も

抑 制 した.先 述 の よ うに, TNF-α は骨芽 細 胞 のFas

依 存性 ア ポ トー シ ス を促 進 す るが,ビ タ ミンK2を 添

加 す る こ と に よ り,こ のTNF-α の 骨 芽 細 胞Fas依

存性 ア ポ トー シスの増 強効 果 も抑 制 され た.こ の こ と

は,ビ タ ミンK2の 作 用機 序 と して は破骨 細 胞 の ア ポ

トー シ ス促 進 に加 えて,骨 芽 細 胞 のFas依 存 性 ア ポ

トー シス を抑制 し,骨 芽 細 胞数 を維持 す るこ と も考 え

られ る.

VIII. お わ り に

多 細胞 生物 の組 織 の ホメオ ス タ シス は,種 々 に分化

した細胞 群 の増殖 とア ポ トー シスのバ ラ ンス によ り保

た れ て い る.滑 膜 細 胞 に はFas依 存 性 ア ポ 卜ー シ ス

が誘 導 され うるが, in vivoで はそれ を上 回 う細胞 増

殖 が あ り,結 果 的 に は滑膜 増 殖 とい う形 態 を とる こ と

が考 え られ る.サ イ トカイ ンが その機 構 を調 節 して い

る こ ともあ りうる.そ れ に加 えて,骨 芽 細胞 に もFas

依存 性 ア ポ トー シスが惹 起 され,こ れ もまたサ イ トカ

イ ンや 治 療薬 に よ り修 飾 され る こ とが示 さ れ た.今

後,さ らにRA関 節 病 変形 成 へ の ア ポ トー シス の 関

与 に関す る研 究 が進 み,ひ い て は治 療 へ の応 用 が期待

され る.
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