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緒 言

全 身性 エ リテ マ ト-デ ス(SLE)は,臨 床 的,

血清学 的 或 いは組 織 学的 検討 に よ り,生 体 内 に

おけ る抗 原抗体 反応 の存 在が 強 く示 唆 され る代

表 的疾 患 と目 されて い る事 は周知 の 事実 であ る.

本症 の血清 学 的検 討か ら,病 状 と補体 の変動 は

極 め て特 徴 的 で あ る事 よ り,本 症 の 補体 系 の研

究 は病 因解 明 に重要 な鍵 を与 え て くれ る もの と

考 え られ る.

SLEの 血 清補体 価(CH50)は 急 性 期 に低 下

し,し か も分画 で はC1, C4, C2, C3の 低下 が 著

明 な事 よ り,補 体 系 の 活性 化 は抗 原抗 体 反応 に

よるclassical pathwayを 介す る もの と理解 さ

れて い る1).し か し乍 ら,近 年 のalternative

 pathwayの 研 究 の 進 歩 と共 にSLEに お いて も

alternative pathwayの 関与 を示 唆 す る研 究2～5)

が 次 々 とな され て きた.こ の様 な時点 にお い て,

 SLEに お け るalternative pathwayの 活 性 を測

定 し, classical pathwayの 活性 と比較検討す る

事 は,補 体 系 の病 態 へ の関 与 をよ り明確 に す る

上 で重 要 と考 え られ る。

そ こで著 者 は,classical pathway及 びalter

native pathwayの い ず れ が 活 性 化 され て も

chemotactic factorが 発 生 して くる事 に着 目

し,血 清 の各 々 のpathwayを 特 異的に活性化せ

しめ て,そ の 際生 じて くるchemotactic factor

を数 量 的 に測 定す れ ば,そ の 血清 中 の補 体 系 の

classical及 びalternative pathwayの 活性 が測

定 出来 るの では な いか と考 えた.

以 下 本論 文 に お いて は, classical及 びalter

native pathwayを 活性 化せ しめ て 生 じるche-
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motactic factorの 測定 法 を確立 す る為,そ の諸

条件 の基礎 的検 討 を行 った 結果 につ き述 べ る.

方 法

1.Chemotactic factorの 測定

chemotactic factorの 測 定 は,図1の 如 く測

定 した.

1) Chamber

chamberは 図1の 如 くBoyden法6)を 参考 に

して作 製 したプ ラス チ ッ ク製 で,直 径27mm,上

室容 量,下 室容 量 共 に2meで あ る.

mi11ipore filterは 日本 ミリポア社 製 で, pore

size 3.0μを使 用 した.

2)多 核 白血 球 の採 取,調 整

健 康 成 人のヘ パ リン加 末 梢血 に1/9容 の6%デ

キス トラ ン溶液 を加 え, 37℃, 1時 間静 置 して

赤血球 を沈 澱せ しめ,得 られ た 白血球 含 有血漿

6meを, Conray-Ficol1溶 液3me上 に静か に重層

し, 400Gに て30分 遠 心 した.遠 心 後,リ ンパ球

を含 む 中間 層 を除去 して管 底の 多核 白血球 を集

め, Hanks'BSSに て3回 洗 浄の 後,非 動化 正常

人血 清 を10%含 むTC199に て1.0～2-0×106/me

とな る様 に調 整 した.本 法 に よ る採 取 総細 胞 中

PMN2.0×106/m12ml

 10%heat inactivated

 serum

 10% test serum 2ml

Chemotactic activity=PMN's counts/10HPF

Fig1　 Chemotaxis assay

に 占め る 多 核 白血 球 の 割 合 は98%で あ り,リ ン

パ 球2%の 混 入 が 認 め られ た .

3) Chemotactic factorの 発 生

補 体 源 と し て 新 鮮 な 正 常 血 清 に, classical

 pathwayを 活 性 化 す る為 に は, aggregated hu-

man Fr II(agg. Fr II)(Sigma社 製)を,又,

 alternative pathwayを 活 性化 す る為 に はzymo-

san (Sigma社 製)を そ れ ぞ れ 加 え, TC199に

て 最 終 総 量2meと し下 室 に 加 え,空 気 が 入 ら な

写真1　 Filter下 面 まで遊 走 した 多核 白血球(弱 拡大)
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写真2　 Filter下 面 まで遊走 した 多核 白血球(強 拡大)

い よ うに注 意深 くmillipore filterを のせ た後,

上室 に 多核 白血球 浮遊 液2meを 入 れ, 37℃, 3

時間,静 置培 養 した.

4) Millipore filterの 固定,染 色

培養 後, millipore filterを 取 り出 し, 100%メ

タノール に て3秒 間 固定,水 洗 後,ヘ マ トキ シ

リン液に て15分 間染 色 し,水 洗,キ シロlル に

て透徹 して検 鏡 した.

5) Chemotactic activity

400倍 にて検 鏡 し, millipore filterの下面 まで

遊走 した多核 白血球(写 真1, 2)を10視 野以上 数 え,

 10視 野 当 りの遊 走 多核 白血球 数 をchemotactic

 activityと した.

実験 はdup1icateで 行 い,chemotactic acti

vityは 平 均値 で 表 した.又,同 時に行 っ た対 照

実験(補 体 系 を活 性 化 す る物 質 が な い 系)の

random migrationが30以 上 の場 合 は補 体 源 を

か えて再 度 や り直 した,

2.補 体 系の 測定

CH50はMayer原 法7)を 用 い て測 定 した. al

ternative pathwayの 溶 血 活性(ACH50)8)は

ウサ ギ赤 血球 の 溶 血 を利用する方法 にて測定 した.

結 果

1. Agg. FrII又 はzymosanの 補 体 活 性 化

に よ るchemotactic factor発 生 の 検 討

agg. Fr II又 はzymosanで 補 体 系 を活 性 化 し

た 際, chemotactic factorが 発 生 す る か 否 か を

検 討 す る為 表1に 示 す 如 く,上 室 に 多核 白 血 球 浮

遊 液2meを 入 れ,下 室 にagg. Fr II 0.84mg, zy-

mosan 0.2mg, 10%正 常 人 血 清2me, 10%非 働 化

血 清2meを 種 々 に 組 み 合 わせ て 入 れ, chemo-

tactic activityを 観 察 し た.そ の 結 果, agg. Fr

II又 はzymosanと 正 常 人 血 清 を加 え た 時 の み

chemotactic activityは135, 162と 高 値 で あ り,

 agg. Fr II或 い はzymosanと 非 働 化 血 清 を加 え

た場 合 は,他 の 対 照 と 同 様 に 明 らか な 低 値 を示

し た.

2. Chemotactic factor発 生 に お け る 多 核 白

血 球 数 の 検 討

上 室 に 加 え る 多核 白 血 球 数 を検 討 す る為, 2.0

×106か ら4.0×106の 多 核 白 血 球 を それ ぞ れ 上 室

に 加 え,下 室 に は10%正 常 人 血 清 とzymosan

 0.2mgを 加 え てchemotactic activityを 測 定 した.
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Table 1　Generation of chemotactic factor by

 complement activation

* 56℃30´heat inactivated serum

Table 2　Influence of PMN count in chemotaxis

 assay

Table 3　Influence of serum concentration in

 chemotaxis assay

結 果 は表2に 示 す如 く,多 核 白血球 数 が 増加 す

るに 従 いchemotactic activityも 増 加 し, 4.0

×106の 時chemotactic activityは141で あ つ た.

従 って以 下 の実 験 では, 4.0×106の 多核 白血 球

を上 室 に加 え る事 とした.

3.上 室 に加 え る非働 化 血清 量 の検 討

上 室の 多核 白血球 浮遊 液 に加 え る非 働 化血 清

量 を検討 す る為,表3の 如 く下 室 の正 常 新鮮 血

清の 最終 濃度 に 一致 させ て上室 の非働 化 血清 の

最 終 濃度 を5%, 10%, 20%と 変 えて, chemotac-

tic activityを 観 察 した. 5%血 清 ではchemo-

tactic activityは43で あ るが, 10%血 清, 20%

血清 で は, 135, 138と 高値 で あ り,し か も, 10

%と20%と の間 に は殆 ん ど差 は認 め られ なか っ

た.従 って 以下 の実 験 で は,上,下 室の 血清 濃

度 を10%と した.

4. Chemotactic factor発 生 に お

け るagg. FrII, zymosan量 の 影 響

1) Agg. Fr II量 の 影 響

下 室 の10%正 常 新 鮮 血 清2meに

agg. FrIIを0.105mgか ら1.68mgの 範

囲 で 変 量 し て 加 え, chemotactic

 activityを 観 察 し た と こ ろ,図2の

如 くagg. FrIIの 増 量 と共 にchemo-

tactic activityは 増 加 す る傾 向 が 認

め ら れ た.

2) Zymosan量 の 影 響

同 様 に, zymosanを0.025mgか ら0.4

mgの 範 囲 で 変 量 し てchemotactic

 activityを 観 察 した と こ ろ,図3の

如 く, zymosanの 増 量 と共 にchemo-

tactic activityは 増 加 す る傾 向 が 認

め ら れ た.

5. Chemotactic factor発 生 にお

け る補 体 量 の 影 響

classical pathway由 来 のchemo-

tactic factor発 生 に 及 ぼ す 補 体 量 の

影 響 をみ る為 に,下 室 にagg. Fr II 

0.84mgと,正 常 新 鮮 血 清 を0.3meか

ら0.038meの 範 囲 で倍 数 希 釈 した もの

を 加 え,そ れ ぞ れ のchemotactic

 activityを 測 定 し た.そ の 結 果,図

4に 示 す 如 く,下 室 に 加 え た 血 清 量

の 増 加 と共 にchemotactic activityの 増 加 が 認

め られ た.

alternative pathway由 来 のchemotactic factor

発 生 に 及 ぼ す 補 体 量 の 影 響 をみ る為 に,下 室 に

zymosan 0.2mgと,正 常 新 鮮 血 清 を0.3meか ら

0.038meの 範 囲 で 倍 数 希 釈 し た もの を加 え,そ れ

ぞ れ のchemotactic activityを 測 定 し た.結 果

は,図5に 示 す 如 く, agg. Fr IIと 同 様 に 下 室

に 加 え た 血 清 量 の 増 加 と 共 にchemotactic ac

tivityの 増 加 が 認 め られ た.

6. Agg. Fr IIに よ る補 体 系 活 性 化 とchemo

tactic activityの 関 係

agg. Fr IIに よ るclassical pathway及 び,

 alternative pathwayの 活 性 化 の 程 度 とchemo

tactic activityを 比 較 す る 為 に,正 常 新 鮮 血 清

に 変 量 し たagg. Fr IIを 加 え て, 37℃, 60分 反
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Fig 2　Influence of agg. Fr II concentration

 in chemotaxis assay

Fig 3　Influence of zymosan concentration

 in chemotaxis assay

応 させ た 後 に, CH50, ACH50及 びchemotac-

tic activityを 測 定 し た.結 果 は,図6の 如 く,

 agg. Fr II量 の 増 加 と共 にCH50は 低 下 し, che-

motactic activityは 上 昇 す る が, ACH50に は

あ ま り低 下 の 傾 向 が 認 め ら れ な か っ た.

7. Zymosanに よ る 補 体 系 活 性 化 とchemo-

Fig 4　Influence of serum concentration

 in chemotaxis assay (agg. FrII)

*heat inactivated serum

Fig 5　Inflence of serum concentration

 in chemotaxis assay (zymosan)

*heot inactivoted serum

tactic activityの 関 係

zymosanに よ る補 体 系 活 性 化 の程 度 とchemo

tactic activityの 関 係 を み る為 に,正 常 新 鮮 血

清 に 変 量 し たzymosanを 加 え て, 37℃, 60分 反

応 させ た後 にACH50及 びchemotactic activity

を 測 定 し た.

結 果 は,図7に 示 す 如 く, zymosanの 増 量 に

併 な いACH50は 低 下 し,発 生 す るchemotac

tic activityは 増 加 を 示 し た.
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Fig 6　 Relation between CH50, ACH50, chemotactic

 activity and agg. Fr II concentration

Fig 7　Relation between ACH50, chemotactic

 activity and zymosan concentration

考 按

1962年, Boyden6)がchemotactic factorを 測

定 す る 方 法 を 開 発 し て 以 来, chemotactic fac-

torに は補 体 由 来 のchemotactic factor, leucoe-

gresin9),フ ィ ブ リ)ン分 解 産 物10),コ ラ ー ゲ ン 分

解 物11),細 菌 性 遊 走 因 子12)等 が 有 る 事 が 分 か つ

て き た.こ の 内,補 体 由 来 のchemotacticfac-

torに 関 して はWardに よ り 詳 し く研 究 さ れ て

お り13, 14, 15),こ のchemotactic factorは 補 体 が

渚 性 さ れ て 生 ず るC3a, C5a, C567で あ る 事 が 確

認 さ れ て い る.

補 体 系 の 活 性 化 に は 抗 原 抗 体 反 応 等 に よ る

classical pathwayを 介 す る もの,菌 体 成 分 等 に

よ るalternative pathwayを 介 す る もの,或 い

は,凝 固,線 溶,キ ニ ン ー カ リ ク レ イ ン 系 を介

す る も の 等 が 知 ら れ て い る.こ れ らの 内, clas

sical pathwayの み 或 い はalternative pathway

の み を活 性 化 さ せ てchemotactic factorを 発 生

させ る 事 が 可 能 で あ り,更 に,血 清 中 の 各 々 の

pathway由 来 のchemotactic factorが 数 量 的

に 測 定 出 来 る な ら ば,逆 に 各 々 のpathway由 来

のchemotactic factorを 測 定 す る事 に よ り各 々

のpathwayの 補 体 活 性 の 一 面 を うか が い知 る事

が 出 来 る と考 え ら れ る.こ の 様 な 観 点 か ら,

 Boyden法 を 利 用 して 著 者 が 考 案 し たc1assical 

pathway及 びalternative pathwayの 活 性 の 測

定 法 の 基 礎 的 検 討 を行 っ た.

先 ず 第 一 に,血 清 中 のclassical pathway及

びalternative pathwayを 活 性 化 す る 目 的 で

agg. Fr II又 はzymosanを 加 え, chemotactic

 factorが 発 生 す る か 否 か を検 討 し た とこ ろ,両

者 共 に 有 意 に 高 値 のchemotactic activityが 認

め られ た が,対 照 実 験 と し て56℃, 30分 加 熱 し

て 補 体 系 を非 働 化 し た 血 清 で は,血 清 を加 え な

い 系 と同 様chemotactic factorは 認 め られ なか

っ た.こ の 事 は, agg. Fr II, zymosanが 明 らか

に 補 体 系 を 活 性 化 し てchemotactic factorを

発 生 せ し め て い る事 を 示 唆 す る も の で あ る.

次 に,上 室 に加 え る 多核 白血 球 に関 しては,

動 物 の 多核 白血 球 を採 取 す る方 法16)も報告 され

てい るが,感 染 症 を有す る動物 では 多核 白血球

自身 の遊 走 能 力が低 下す る為,感 染症 の 有無が

明確 で採 取 の容 易 な ヒ ト多核 白血球 を使 用す る

事 に した.上 室 に加 え る多核 白血球 数 は文献 に

よ り差 が有 るが,多 す ぎる とrandom migra

tionが 増加 す る為, 2×106個 か ら4×106個 の 多

核 白血 球数 につ き検 討 を加 え た. 2×106個 では

chemotactic activityは 低 値 で あ り,多 核 白血

球 数 が 多い程chemotactic activityは 高値 を示

した が, 4×106個 の場 合 はrandom migration



全 身 性 エ リ テ マ トー デ ス のalternative pathwayに 関 す る研 究 551

が30以 下 であ る事 よ り,上 室 に は4×106個 の 多

核 白血球 を入れ る事 と した.

細 胞 を浮遊 させ るmediumと して は, Hanks'

BSSに0.5% bovine serum albuminを 混 じた

もの17), medium 199に0.5% ovo albuminを

加 えた もの13)等種 々 の報 告 が見 られ るが,生 理

的塩 類溶 液 に一 定濃 度の 蛋 白質 を含 む もの で あ

れば 細胞 の遊 走 には 影響 を及ぼ さな い と考 え ら

れ る.著 者 は,本 実 験 では下 室 に補 体源 として

血清 を加 える為上 室 に はTC 199に 非 働 化 血清

を加 える事 とし,そ の血 清 濃度 を検 討 した.こ

の上 室の 血 清濃 度は 上,下 室に 血清 濃度 差 が あ

る場合 濃 度差 に よる遊 走 が 出現 す る可能 性 が生

じるの で,下 室の血清濃度 と一致 し更にrandom

 migrationが 出 現 しない値 で なけれ ば な らな い、

下室 の 血 清 量 が 多け れ ば後述 す る如 くchemo

tactic factorの 発生 は 盛 ん でchemotactic ac

tivityは 高 値 とな るが,下 室 に一 致 させ た上 室

の非働 化 血清 量が 多 くなる為 にrandom migra

tionも 高 値 とな る可 能性 が あ る.そ こで,上,下

室 の最 終 血清 濃度 を5%, 10%, 20%と 変 えて比

較 検討 してみ る と, 10%で は5%に 比 しchemo

tactic activityは 高 値 で あ り更 に20%と 余 り差

がな い為,上 室 の 非働 化 血清 の最 終 濃度 は10%

と決 定 した. 10%に お け るrandom migration

は,表1で も明 らか な如 く判 定上 無視 しうる低

値 で ある.

血 清 とagg. Fr II, zymosanと のincubation

及 び 遊 走 の 時 間 は,他 の 報 告 者 と同 様37℃, 3

時 間 行 っ た.

agg. Fr IIやzymosanの 増 量 或 い は補 体 源 と

し て の 血 清 の 増 量 と共 にchemotactic activity

が 増 加 す る事 か ら, chemotactic activityを 下

室 の 血 清 の 補 体 活 性 の 一 つ の 表 現 と理 解 す る事

は 妥 当 で あ ろ う.

zymosanがalternative pathwayの み を活性

化 す る 事 は 既 に 明 ら か とな っ て い る 為18, 19), zy

mosanに よ るchemotactic activityはalterna

tive pathwayの 活 性 を 反 映 して い る と考 え られ

が, agg. Fr IIに よ るchemotactic activityが

classical pathway活 性 の み を 反 映 す るか 否 か は

不 明 で あ る.何 故 な ら, agg. Fr IIはalternative

 pathwayを 活 性 化 させ う るIgA或 い はIgEを

少 量 乍 ら 含 有 す る 事 等 よ り,本 法 を施 行 す る 際

はclassical pathwayの み を 活 性 化 す る 量 の

agg. Fr IIを 用 い な け れ ば な ら な い.血 清1me

に 種 々 の 量 のagg. Fr IIをincubateさ せ る と,

血 清 のCH50はagg. Fr IIが1.05mg以 上 で 著 明

に 低 下 す る が, alternative pathwayに よ る 溶 血

率 で あ るACH50は 殆 ん ど低 下 せ ず, 4.20mgで

ACH50は75%と な り,そ れ 以 上 の 低 下 は 認 め

ら れ な か っ た.こ の 結 果 か らACH50の 低 下

(25%)は, alternative pathwayのcompone

ntで あ るproperdin, factor D, factor B等 の 活

性 低 下 に 起 因 す る と理 解 す る よ り, classical pa-

thwayの 活 性 化 に よ るC3～C9の 低 下 を反 映 す

る もの と理 解 す る 方 が 妥 当 で あ る. agg. Fr II

が4.20mgで はchemotacticactivityも137で 適

当 と考 え ら れ る 為, classical pathway由 来 の

chemotacticfactorを 発 生 せ しめ るagg. Fr II

の 量 は,血 清1meに 対 し4.20mgと 決 定 し た.

zymosanに よ る補 体 活 性 化 の 程 度 とchemo

tactic activityの 関 係 を み る と,血 清 のACH50

はzymosanが0.5mg以 上 に な る と著 明 に 低 下 し,

 1.0mgの 時chemotactic activityは141と 適 量 を

示 した.こ の 事 か ら, alternative pathway由 来

のchemotactic factorを 発 生 せ し め るzymo

san量 は 血 清1mlに 対 し1.0mgと 決 定 し た.

以 上 よ り, chemotaxis assayを 利用す る事 に

よ り血 清 中 のclassical pathway及 びalterna

tive pathwayの 活性 を測 定す る方法 を考 案 した

が,こ の測 定法には更に若干 の問題が 提起 される.

第一 に, chemotactic factor発 生 に 関与 す る

補 体 系 は全補 体 系 の活 性 の一 部(C7ま で)で あ

り,本 法 に よって得 られ た値 が 全補 体 系 の活 性

を正 確 に反 映す るか否 か は不 明 で あ る点 で あ る.

又,病 的 血清 のchemotactic activityを 測 定

す る際の問 題点 として は,そ の血 清の みに よる遊

走(spontaneous chemotaxis15, 20))の 問 題 が あ

る.即 ち,感 染 症 を有す る血清 等 に は既 にche-

motactic factorが 存 在す る可 能性 が あ り,こ の

場 合 は本 法 に よる測定 は無 意味 で あ るか ら,対

照実 験 として 必ずspontaneous chemotaxisが

無 い事 を確 か めね ば な らない し,も し存 在 す る

場 合 に は補正 を行 な う必要 が あ る.

更 に,血 清 中のchemotactic factor inactiva-
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tor存 在 の 問 題 が あ る. chemotactic factor in

activatorはWardに よ り正 常 人 血 清 中 に 存 在 す

る 事 が 報 告21)さ れ て 以 来, Hodgkin's disease22),

 liver cirrhosis23)等chemotactic factor低 値 の

疾 患 に お い て そ の 高 値 が 報 告 さ れ て い る. SLE

に お い て もC5由 来 のchemotactic factorに 対

す るinhibitorが 低 率 なが ら出 現 す る事 も報 告 さ

れ て い る24).し か し,inhibitorの 出 現 は 一 般 に

感 染 症 と深 い 関 連 が あ る 様 な の で,対 象 を 混 合

感 染 症 の な い 症 例 を 選 べ ば,余 り問 題 は な い と

考 え ら れ る.

結 論

血清 中 の補 体 系 のclassical pathwayとalter

native pathwayの 活 性 を測 定 す る 為, chemo

taxisを 利 用 す る方 法 の基 礎 的 検 討 を行 な い 次 の

結 論 を 得 た.

1. Boydenのchemotactic chamber(上,

下 室容 量2me millipore filterのpore size, 3μ)

を使 用す る場 合,上 室 の ヒ ト多核 白血球 は, 4.0

×106個 を, 10%非 働 化 ヒ ト血 清加TC199に 浮

遊 させ る方 法が 適 当 で あ った.

2.下 室 に は10%新 鮮 血清 を入 れ,血 清中の

補 体 系の 内classical pathwayの み と活 性 化 す

るに はagg. human Fr llを 血 清1meに 対 して

4.20mgを,又alternative pathwayの 活性 化に

はzymosan 1mg加 え る場 合 が最 適 であ った.

3.本 法 に よって 求め られ るchemotactic

 activityは 下室 の血 清量(補 体 量)にdose-de-

pendentで あ り,補 体 系 由 来のchemotactic fac

torの 量 を よ く反 映す る と考 え られ た-
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Studies on alternative pathway in systemic lupus erythematosus

-Using the chemotaxis assay-

Part 1. Fundamental studies of chemotaxis assay

Takeo Y OSHINOUCHI

The 3rd Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School, 

Okayama 700, Japan 

(Director: Prof. T. Ofuji)

To measure the activities of classical or alternative complement pathway using the modi

fied Boyden's chemotactic chamber (each compartment 2ml and filter, pore size 3ƒÊ), suitable 

conditions were examined and the following results were obtained. 

1) The upper compartment of the chamber contained 4•~106 polymorphonuclear cells and 

10% heat inactivated human serum in medium TC-199.

2) The lower compartment contained 10% fresh human serum as a complement source in 

medium TC-199.

3) To generate the classical complement pathway-derived chemotactic factor(s), 0.84mg

 of heat aggregated human Fr. II was added to the lower compartment (4.2mg/ml fresh serum).

4) To generate the alternative complement pathway-derived chemotactic factor(s), 0.2mg 

of zymosan was added to it (1mg/fresh serum).

5) In this assay, the chemotactic activities derived from classical or alternative complement 

pathway were dose-dependent upon the serum (complement) concentrations in the lower com

partment.


