
Title 慢性関節リウマチ患者末梢血血清中に認められた細胞
傷害性因子

Author(s) 島岡, 康則

Citation 大阪大学, 1992, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.11501/3060204

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



。

_... 蝿

慢性関節リウマチ忠者末梢 l白 IÚl 消 Ij J に認めら れた細胞傷害性因子

Serum Cyloloxic Faclor in Hheumaloid r̂thrilis 

品岡 !東 RI]

ŶSUNOH! SH!M̂OK̂ 

大阪大学校 JIラ外科教室

Deparlmenl ol' Orlhopaedic Surg e ry , Osaka Universily Medical School 

Key Words :慢性|刻印i リウマチ (Hh e umal o id arlhritis) , 

細胞|邸害性囚子 (CyLdtox i c lic ior) , 

〔抄録〕

全身性組織傷害 (Sysl e mic lissue damage) , 

末梢山 l血清 (P e riph e ral blood serum) 

重症活動性 RA 患者の末梢血血清には、臼己末梢的i単核球に対し nlJJl包傷 湾 問

性を持つものがあることを見いだした 。 我々はこの血清から細胞陣害性物質を

ゲルろ過により中心分子量 900kd に粗精製した。この物質は、 TNF-α などのサイ

トカイン、十m体系の物質、また、 proleas e 、 col l agenase 、 PL^2 などの分解昨 素

とも異な っ た o この物質は、生出的濃度で、正常末村山単核球を傷害 し、また、

経々のヒトキID )J包株を非特異的に傷害 した 。 この因子が JIU 出された R 八，IJ;~者は

急速かつ高度な|其]ñ'(j I政捜と lj出い 全身性組織傷害 を伴 っ ていた。以上、 iミ八，ti 首

末梢血血清中に、 iミ八の 全身性組織傷者 に関与し、これまでに報告 のない ~!j ~~ 

な細胞傷害を起こす物質を見いだした 。



A゚ STRACT 

〔緒言〕

慢性関節リウマチ( 1ミ八 )忠者では、|弘j 川副長 l袋以外にも、貧血、骨粗伝店や、

陸々の器官に見られるアイプリノイド 141 タヒ t;s. と、さまさまな全身性のキIl 織(お当

を認める。)言j所破壊については、関節j 似 '~l への出版組織の侵入など、そのメカ

ニズムが解析されてい るものもある。ところが 、 lミ A 忠者にみられる全身性の

組織傷害 lこ付いては 全 く 不 明 である。 !

我々は、今回、重症 lミ A 忠者の未分 iï!li1fll j青そのものが自己末梢血単核 L~ を傷

害する Wll があることを見いだした。またこの細胞傷害が分子量 9 00 kd の物質

によることを見いだした。全身性組織傷害を伴う RA 忠者に認める囚子による、

このような細胞 (í皮肢はこれまで見いだされて いなか ったので、これを柑告する。

The peripheral blood serum of patients with severe active rheumatoid 

arlhritis (RA) was found to have a cylotoxic effect on autologous 

mononuclear cells. The cytotoxic factor was partially purified and 

shown to have a molecular weighl of about 900 kd , using gel filtralion. 

The faclor differed from cylokilles such as lUlIlor necrosis faclor-

alpha (TNF -α ) and also dif'fered fro!1l cornplement componenls. It also 

differed frolll hydrolYlic enzyme sllch as pr o tease , collagenase. and 

phospholipase A 2 ・ 1 l destroyed normal peripheral blood mononuclear 

cel1s in vilro al lhe same concentration as il found in vivo. and also 

nonspecifical1y deslroyed such hurnan cell lines as CCRF-CEM , Raji , 

U-937. and IlL-60. E a c h I~ A p a t i e n l w i t h t h i s s e r U rn c y t 0 t 0 x i c f a c t 0 r 

(患者及び方法〕

1 )対象患者

大阪大学医学部 I~付属病院にて)J[j療中の 37i 歳から 6 t1儀(平均 4 7 上 8. ~3 

歳)の女性の慢性|刻印リウマチ也者 7 WIJ をえ、j 象とした o 忠者は、いずれもアメ
リカリウマチ協会の慢性 |矧日 i リウ マチ診断基準( 1 9 8 7 年 ) 1 ) をみた寸占と

した 。 また、 本 町f 究 の 6 ヶ月以 内 lこ 、いかな るステロイド投与も受けていない

者と した 。

正常 コントロール としては 、 炎症性疾!♂"免疫異常を認めな い 3 8 歳から

4 7 r誌の{辿'前者 4 1YIJ (男 2 i'iI J 、女 2 WrJ 、 平均年齢 4 3 ::t t1. 7 歳) を選んだ。

had sevcre syslemic lissue disease as well as rapid and severe 

deslruclion of 1I10sl joinls. ThllS. we have identified a cyloloxic 

faclor in RA serurn which causes syslernic lissue damage. 

2 )検(本 l白 j青

末梢 Ú11 を採取し、 j疑 l[U させた後 800 g 、 1 5 分 遠 沈し、 ÚUi青を分 ~iW した 。 採取

血清は実験まで -80 oc にて凍結保存した。

3 ) tllJ胞分縦

末梢 凶l をヘ パ リン加 にて採取 し~ Ficoll/Paque (Pharmacia. Piscalaway. 

NJ) 比重分間IEi去にて、末梢 líu l将校球( P ゚MC )を分離した。 細胞はがi 目安絞 í~Î

j夜 ( phosphale-buffered sal in c 、 P I3 S )にて 3 ~[ól 行十した後、 100 U/ml 

penicil 1 in 、 100μg/ IIII slreplolll.)'cin 、及び、 5 % )]台 YG tj二 i白消を含む J;j Äi皮

RPMl 1640 に 浮 j庄させた。

4 )自己末梢 L(Jl単以球による DNA 合成

各 J患者及び健常者より得た P I3 MC を O. 25% の phytohcrnag glulinin ( PIIA. 

円
‘υ



lYlllphoblasL-

l eukc lIl ia) 忠者の末梢 L(i 1 よ り樹立された T リン パ非1:1< 系 tlll )J包株

1 i 11 e )である CC I(F-CEM 制11 )J包、日íj 骨.t'槌急性白 1(1111;1

l e uk e mia) 患者の 末 梢 1M より樹立された前骨髄球系中111 )J包株

である H し -60 、及び、組織 t~腿(

acute 

hisliocylic 

より制立されたリンパ芥球以 ~:IU )J包株(

R a j i ~[U JJ包、急性リンパ芽球性白血病

1 i n e) 

c e 1 1 

promyelocylic cell 

lYlllphollla) 

である

lymphoblasloid ( T 

(promyeloCYlic 

Burkill's 

1 i n e 

lymphoblaslic 

ce 11 1 j ke 
9 6 穴マイクロタイ

で 7 2 n寺

非添 Jm 1H を

を添加し、 その

CO2 
。

C 、

自己 IÓl ~青 j奈川群、

5% 

!日 J J店主主した。

作成した。

j台養終了の 4 II!j IIJJ に、 1μC i /we 11 の勺!-lhYlllidine (311-TdR) 

取り込みを液体シンチレ ーション カウ ン ターにて制定した。

Darlfold , Eng land) にて刺激し、

] x 105/well (200μ1 )の濃度で、

各忠者及び他 'tit 者の

37 

50% 

Wel lcome Diagnoslics , 

このとき、

ターツレートにて、

である1 i Jl e) 1l10Jlocyle-l i ke cel1 より樹立された単 LJ< 1袋店111 山林 (

U-937 を用いた。

iWJ 定: O. 5 

2 x 106 

lYlllphoma) 

PBMC は、μl の培 j也に、

2 x 105 その他の細胞株については、

100 (MM C) を 含むC m 1 L olllyc 1 Jl のμg/ ml 
によるChromatography) (Size-exclusion ト グラ アィー5 )サイズ NI:I徐クロマ

r(! 1 消成分の分 Iwi

の I(Jl 消を、
cells/wcll 

さらに

tlll JJ包

1610 を )JU え 、

リ パ ンブルー染色により、細胞生存率

また同 H寺に MTT を用いた高速比色定霊法により 、

を傷害さ れた tUI )J包の百分率で ~'F úl1iし、以下のように ~1

c c 11 

HPMI 

cells / w e ll の濃度で、

それぞれ 3 7 oc にて 8 11寺山崎養した。

μl のj文び 60の分断山l iAj 、

ここ'で ト

傷 害性 (cytoloxici ty) 

を Xi': 山した。

( 20 見)この後に、

主 0 時間培養した 。

μl 40 

viab匀ity) 

の濃度で、
(high-performance 

M 燐酸

各分画

8 

Toso 

m
 

SW 

0.5 M NaCl を含む O. 01 

1 分 毎に各分画を採取した。

Ir eland ) にて

G4000 gel 

3 rnl / min で、

(Am i con Co . , MA. 

ml に調子主し実験に用いた。

トグラフィーシステム

(TS K system 

j容 jli!Ê (夜は

f� Ilral ion 

にて分回した。

流 jili

PßS で jl! 析した後、

ullrafillralion membrane 

日'jj_ili if支{本クロマ

gel chromalographic 

とし、

Japan)) 

7. 4) 

Co.. Lld. 

緩 HÏi伐 (p!I 

i こ が;桁i し、

n
H
 

1 i q u i d 

YM5 

10 

を、

出した。

細胞傷害性 (cyloloxicity)
1X 10
5
/well (200μ1 )の濃度

目 CO 2 にて 7 2 [時間培 養した。

2.0 

6 )正常木 1' ì 'j IJn 111 ~五球の DNA 合成 に対す る分間成分の影響

{~ 'l?，・:&fより{与られた J[ ，市 P I3 MC を PIIA に て 刺激し、

名分回 l (i l 消を 2 ()μl 添加した後、

DNA合成は rîîj j.占の方法で、

(児)c e 11 s dall1aged 
37 oc 、にて、

D. (experirnenlal) 
| 百l 以にして iJli J ÁÎごした。

100 ﾗ 

。

ハ
U

ハ
U (posillve conlrol) 

(posiLive conlrol)-D 。

1 ) パト即ち

7 ) K:1I1 JJ包(封 書性 j占十七

各分間 IÎfl df の tlll JJ包 への傷害性を次の 2 つの方法で評 価した。

ンブルー染色による'j:_作手IIIJ回数の算定 2 ) 

dehydlogenase) で紫色に変色する。

こ村 により生存 tlll IJ包数を評価することができる o

MTT iを P 日 S t!J に裕解し、

この後に

7. 4 で熱処印した 後 |白ら に;]<H
Y
 

5 ~ Ì' ノJ 、

8 )熱 iìír-J性

分画血清を 56 oc 、 30 分あ るいは 、

冷し、細胞傷害 tt が矢われるかを iJll J YE した。

85
0

C 、

dye 、 3-(4.5-

3 )を用いた高速

トコンドリアの W~

生存細胞の即ち、

tetrazolium salt 

(MTT)2). 

はミMTT 

dirnelhy!lhiazol-2.5-diphcnylletra 乞 olium brornide 

である。assay) colorimelric 比色Æ: Ll 法 ( rapid

7]< Ifli~ 紫( lIl i locondorial 

みが MTT を分向干し(~).るので、

CA) 1 ) Hichll1olld. (B i o-Rad. a
'
E
L
V
 

--
U
M
H
 

P 1 ・ o l e as e Substrale Gel 

分解酔索活性

proleas e活性は 、

を用いて測定した 。

9 ) 
20μ! をマイクロこの実際には 、 5 f.l g/m 1 の泌)交の

プレー ト の各 w e 11 に )JII え
1 児 agar と bovine cas e in を 企んでおり 、

lrypsin 、

であった。

この

その l立径か

トにより、

政び pronaseir!i性が ifllJ 定できることが証明されている。

卜におけ る段小 iJliJ 定感皮は trypsin換算 34 unil/ml 

serum plasmin 、

その周凶に透明な rLJ が形成され、

このゲルキッ

卜は、このゲルキッ

検体がproteas e を含 んでいれば、

また、ら活性が測定される。

α-chymotrypsin 、

ゲルキッ

塩酸を 含

NJ-2001 

dens i ly 、

健常者よ り得た

N 

!mmunoReader 

O. D. )を iJl!J 定した。

れ史的利 1 JJ包:検体の~:1l1 JJ包 I~I\~ 主性を矢n るための隙 ((J 細胞として、

正常 PBMC 、 放び以下の久間ヒトネJn JJ包株を円 J l \た。

O. 01 

n ll1 での |吸光度 (optical

4 11寺 1 1J1 J g 養する。

)JIJ えて司的化し 、

570 Japan) にて、

μl 

。C 、

50 

37 

laurylsulfal e を

InlerMed げK
仇K 

む sodium

(Nippon 

リンノマ胞トパーキッ即ち、



を示している。
(FICT) 傑識したiSOlhiocyanate collag e nas e ~L~l)l : は法質として f l u o r e scein

{住 'r;íJ・百-の分|山 Úll ìI守を }JIJ えたとき、 3 1ドrd 1<の取り込みは、

p. 111. 1-'; / '.で あ り、 DNA {~)Jx の ilíl ij;IJ は jt め ふ れ

lミ A 忠者の分|血i L白川J を )JII えたときの 3 1ドrd I~ の取り込みは 2 つ の分 lúli

日/J ち、 Fracli o ll NO.12 (、 |三 tJ 分 子旦 9 00kd)

o. 42 での抑制は、

128 , 030 t PIIA~! Jj激 PßMC を j音 j山のみで店長したと き の 3 ]f -Td l<の取り込みは、

3, 327 d. p. 111. であ っ t::.. 。

いずれの分山においても 116 ， 520 d 

Japan) を基質として附いた溶

上清中に分解遊離し た

nm(elllission) にて蛍光強度を

(Koragen Gijutsu Kenshukai , 

r1~ 索 j舌性は 、

nm(exci Lation) 520 

6 )を用いた。

collagcn 

((長;法(

FICT保;能コラーゲンを 495

iJliJ 定し評 (îffi した 。

llIelhod solution 

type 

56 

iミ A 忠 お 3 iタ IJ すべ

こ~L ，こえ、j し

と F ra clio ll No 

Fraclion である 。280kd) 

てに強く 5どめられた

なか った。

で 1[11 fl;1jされた 。

(平均分子母
IlD ち、

これを逆

*J)氏及び小野 6) • 7) の方法に従った。

PLんにより j![t tlilÊ された脂肪般を 9-anthryldiazomelhaneで誘導体化し、

+11 ，~'i j主液体クロマトグラフィーで分 t1HÊ し、 254nm の紫外部吸収により検出した。

Y，5 ↑生は、phospholipase A2 (PLA2) 

1, 186 =1:: 2, 111 d.p.llI. 

( sp. j勾 3 1ト TdR 、 80 ， 162 土 98 ， 0 20 d 

。(平均 3 11 -Td I? 、

Fraction NO.56 での抑制は、何度であり
、
、
』

j
n
ド

ド racli o n NO.12 

全くぷI l fl;I J 幼民を j寺たなかった 。

最も DNA 合成に対する 1[11 :U I] 効梨の強か った

3 {JIJ 中 1 f'lIJ では、

以下の実験では、

反応系には 、

ch o late 、

活性これに検体を加えた。

1-palmiloyl-2-01eoyl-

5mM sodium 

名々の脂肪自費量を定量した。

Co. 

mM 

Inc Polar 

acid を内部似指として、

u質として

Avanti phosphalidylglyceroI 

及び 、

margarlc 

5 mM CaCI 2 、

について調べた 。
5 ) を含み 、口

八U
n
μ・

，
，
，
a
‘
、

M '1' 1 ・ is-II じ l1M NaC I 、 O . 1 

の細 胞|巾害性

MMC処思した店IIIIJ包に対する Fraction N O .42 の効果を ID~J べた。 10μl の ド ra c t i 011 

を各 we I1 に )JU え 、 2 4 U ~f 川 店設後 、 卜リパンブルー染色し、 λ1 : 仔~: 1I 1 )1包 紋

こ のときの生停車IIIJI包数を、 J2 誌開始 ïìíj の ~: IU )1包数に対する 比 (中IU )1包

Fractioll NO.42 

No. 42 

3 ) 

PLA2 

で表 した 。nmoles 

o )統計 (I)'J 向午 +rr

iJliJ 定仙のれli 以は 全て :iTI. J勾 ± 限~~偏差で表した。

l 分 ~ll たりのオレイン般の欣 出 をは、

を算定した。

で Rf ídli した 。viability) 生存半 、

生存制Il包数は、

ce II 、E
E
E

ノ
県土n

b
小
山q

r
l
目
、

U-937 技び、11 L -6 0 %: 1 1I1l包、じじI?F -C E M ~:l jJ JJ包、Il'日l・ PBMC 、 I?a j i K: III 胞、
P J3 MC の DNA ~成に対する臼己 [[1 if' f の効果

1: r a c 1 i 0 n N o. 4 2 により DNA 合 J&

むしろた111 JI包の傷害がう|き起こされていることが|リj らかにな

2 旬、 163 士 71 児、 811 土 1011 

fÆ っ て 、

1 % 、5 + 8 

1. ) 0 

21 1 ~弘、

(TaL> 

それぞれ 53.9 =1:: 6

6. 4 児にし寸J れも減少した

在11 ;1]1] とし 1 うよりは、

X:IH JJ包 で 、
100 

311_ T d I? 

7 例中 4 仔IJ に、 3 I1 -TdR の取

3II-TdR の取り込みの明かな減少を認め、

この 3 {91 J の RA 患者の血

各々の自己 J1rU青

101 i青の添 Jm により全例で、

l~ A では、

cells / w e ll(200μ1 )に、

{辿 ;51・ tr では、

これに対して、

3 WIJ ，こ、

を }JI I えて J乃 設した。

の取り込みは上昇した。

り込みのヒ界を認めたが 、

1 x 106 PIIA刺激 I~ I 己 PBMC

( 50 児〉
ー

'
'
ι
 

,zp 

， た。

ト細胞株に対する細胞傷害性を MTT を川し

JE 常 PßMC 、 Ita j i K:IU J出、 CCI日 一 CEMff: 1 1I JI包、

た l:bさらに Fractioll NO.42 の各但ヒ

~1I 1 Jl包 傷害性は、速比色定量法で検討した。
こオもより、1 . )。( ド i g. 

ネIIII J包 JI;~' 9-1立をおII fl;IJ する、

DNA Pì J戊の打11miJが i包められた

Nr "J ，こは 、
6 土 O9 4 77.6 ::1= 3.6 、それぞれ 15.2 =1:: 6.4 、U -937 X:lil jJ包で、及び、II L-6 0 *IIIIJ包、

または細胞傷害性に仰j く物質が含まれると考

えられた。
徴的制 IJ包として川いた ff:l lI JJ包株に

すべての細胞を非特~~~ ((J 

/込町!したじじI\ F - CEM細胞を 21 n寺閉店養した後の以微

ド jgure 3八は培地のみで JA í!fしたもの、

。

、
、
，

ノ

4
E
E
E
A
 

ド raclion NO .42 は、

(Ta b 40.6 ::1= 6.1 %であった

より 感受性に差は認めるものの、

じ1111 lomy c 111 に傷害した。

鏡写真を

10.4 ::1= 1 . 6 、

2) TE 常 PBMC の DNA 0J;X:に対する分間i r(ll i肖の効梨

(住常者 1 WIJ 技び卜~ 11己の lミ八辻:者 3 f'i IJ の l (i l i白をサイズ排除ク ロマトク ラフィ ー
313 

N o. 12 を j系 )JU

以

ド igur

することにより、細胞が著しく似地され、細胞数も lリ j らかに減少している 。

下の実験では、最も感受性の高か っ たこのじCRF-CEM 細胞を限的信1l1JJ包として

Fraclion NO.42 の細胞傷害性を制 べ た 。 FracLi o n NO . 42 の細胞似'占性の泌反

μi から 10μl の ;jtQ I Jll -C '~ !Jl f点 (j 性 lι K:IIJ JJ包似'古性心\ JI~I )JII し

fraclion )JII えて店長したものである。

3 . に示す。

No. 12 を 40μl

figure 

依存性を調 べ た 。

fraclion は
P lI A 刺

20μ! の俄常者分

31 から No. 70 までの 10分回に分間した。

激 iI R; PBMC の DNA 合成に夫、j する効果を調べた 。 P I! A刺激 PBMC を 、

jllij 1(11 消(ド i g. 2 . --1 1 -)、または lミ A 忠者分 ItllÎ 1(11 清( - ・ - ) 

IIiJ lt~ 養し~I! - TdH の取り込みを iJliJ 定した。文、J W{ として 、 培地のみ( ・ p. C. )で培

養したときの 311-Td 1? の取り込みを ifliJ íどした 。 各分間を /J日えたときの 3 11-TdR の取

り込みが低下している部分は 、こ の分 "lii に DNA 合成抑制!性の物質が 含 まれること

を加えて 3 日

この 各分画の 、名々 NoをJlj l 、 て 、



さらに我

々は、この物質を ttl 't il 製した Fracl iOIl NO .4 2 の分 ~It ~~素活性について検討した 。

この分画には pr 0 1 e a s e iï!î性、 collagellase活性は j忍めなかった。 PLA 2 活性は

認め得た。しかし、これは全 lfll Y青中の活性の1. 53% と非常に低

の細胞 IH;'i害性は、 PLA 2 とも与もなると考えられた。

t/t: JJ;T -t/t:休 - ~llì 休系の物質とも与2 なる考えた。

2.1 1l1ll01/llIin/1111 

い活性であり、 FracLiofl No. ~2 

これを|珂 U定にするために、

処理にでも失凶せ -ず、
。

カインの rl1 でも )]lU f息地死因子 (TNP-α)

してk:1 1I )]包傷 害性を 持 つことが知 l られている 。

i)[ニ についても、 M'Iリ|‘を J IJ いた lijJ +;ß の F 技で前l べた。 250 U/ml の

Cambridge: MA) の細胞傷害性は、正常 PßMC に対しては、

C CI~ ドー CEMtllJ胞に対しでも同保にその細胞傷害性はほ

ある種の腫痕細胞にたい

TNF 一 α の細胞傷害

は、

そこで我々は、

(Fig 

サイ l

た

卜|見J nn 波及び JF~ より、月 IJ の刀法 7 )・ 11) で tllllU した

o 0 作;. ?占 U: で川い 、 同慌の実!換を行 っ たが、ネIIIIJ包

ヒ

recombinanL 

(Gen L: Yl11 e, 

また、

(表

human TNF-α 

2.0 上 2.4 であった。

の中IIJJJ包 IHJ 害性は、 Pしんによ

この物質によ って 引き J包こ

~ 2σ~ 1 

従って、 Fracliu l1 NO.42 

以上、引在のところ、

No 

傷害性は示されなかった。

るものではないと結論した 。

Fractioll PLA 2 を、
。

、
}
/i
 

とんど認めなかった

される仙 )J包傷害のメカニスムはイ~ Iリ j である日

この物質はゲルろ j品分 i出では分子量 90 0 kJ にピークを持ち、血清 LI-' と同 ìb~ J支

で細胞を岐 Jjg し、またもとの Ifll 市そ のものも 細胞傷害性を示すことか ら保体内

でも直段細胞を耐え 141 すると弔え心れた ひ ただ し刻 {i のところ部分付制 心 r~ I ~{:~ で

そ

N o. 42 持つ*Il III包ド申書性の熱耐性

の ~:III JI包傷 害性の f~l~ 1耐性を検討した。 56 0C 、

の似当性は全く似ドせ、r 、この ~:l fI JI包傷主性は十1 r} 体系の物質によるものではない

と考えられた。また、 85 "C 、 5 分処 Jlll においても傷害性の低下は認められず 、

ド raction NO.42 の中IIII J包 傷害性は熱に対して安定であることがわかった。

30分処理でも、42 

tJ ) Fraction 

ド raclion No 

まだ削) 1リJ さ れていなし 。

1 l~ 性、

factor) 活性が械めて高

ところが、 R 八の全身↑生組

全身十I~ の年11

その性化学的判 Ij: は、

この K:i ll jJ包(討作↑1. 1 :. 1ぷ j J'が 11li HII された l~ 八位者 3 j'l IJ は、全て激しい令 .. ç,} ~1'1 ~ 状を

~fえ々の 1'jlll品ーす る I~ ^ ~Ij ，f 担分似 I 2) では、ムチランス型 (mulilaling

、 MUIJ) に分制された 。 これまで、 lミ八の局所の組織傷害に附しては

多くの川究がなされてきた υ 孜々も、出 j主|羽節音I ~ iLi傍'同-槌で、

PMN 因子 (po[Y IIl OrphOllucl c ar cell 

く 1 3) 、関節版以を引き起こし得ることを幸J.l告した。

織傷害に関しては、これまでほとんど刊告がなか っ た 。

1 L -

U
N
H
 

H
川

、
J

、I'aclot 

あるので、

伴っており、

disease 

いずれの検

Praclion NO.42 の分肝酵素活性

Pract iOll NO.42 によって引き起こされる細胞傷害のメカニズムを知るために、

いくつかの分解的索活性を調べた。もとの全血清、および Fraction NO .42 に つ

prol easel~~ 性 、 col J age ll ase 川-性、以び、 PLA 2 活性を調べた。

(本にも proleasel古性、 coll agenaseÎ古性は検山されなかった。

1 3 7 . 1 J 2 8. 8 11111 0 1 / m i n / 111 1 と高い活性を認めたが、 Fracl ion NO.42 

111110 I /111 i 11 / 1111 と活性は (尽く、混入によるものと考えられた。

もとPLA 2 活性は、

5 ) 

いて、

の I(ll ì青では

〔考案〕

刺激された末梢 Itll tl1l~ 球の DNA 合成が、

よって抑制されることは矧|られている。ところが RA 末梢血血清が、自己の末

梢 Itn ll~ 以J:J( の生育 ~:jll )1包数を l!，ïX 少させ、 ;)1ご !t-!f 只 flぺ! な細胞破 j裳を引き起こすことは

これまで報告がな ~\o そこで我々は、このような特異な細胞傷害を引き起こす

物質が何であるかを検証することにした。この物質は、細胞傷害性を持つサイ

トカインである TN ドー α や Lymp !1 otoxin(TN ドー β) とは明らかに異なると考えられた。

トカインは正常な細胞は破壊せず、腫蕩細胞などの

このことをより明確にするために、我々

humal1 TNF-α を用いて本実験と同条件で、その細胞傷害性を調

活性は、 RA 関節液も含めて 、 高々

(日の出 tit の TNP-α (250 U/ml) 

この物質は、

本初告は、

織傷害を~~~LI) J する|孟|子として、 lミ A 末村lí Ifu ﾚll i青 L I-' の細胞傷害↑生物質を見いだし

たものである 。 ;ti1 ~~、 q!j: '1空I ~ の検討及び |;ti Jポ(J'.J 意義に関しては続報を予定してい

8 2.1::tO では

る。
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また、

HlJ 氏 lこ、

さまざ‘まなメカニズムにin viv o で 、

これらのサイなぜならば‘、

病 (I~J k: 1 1l 11包のみを[i)U J1l するからである 。

を用いた

recol11binanl 

べた。キIJ 告されている生体内での

25 U/ml H). 日) . I 0) である 。

tlll Jl包はほとんど似筈を'受けなかった 。

TNF-α 

10 こ σ〉

は

30分の熱。C 、56 また、が、
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311-d. p. m. 

[raclioll No. ~2 T N Fα 

~OμJ (20 %) 250 U/mJ 

ceJJ viabilily (幻
cylolO.l(icily cyloloxicily 
(damagcd ceJJ %) (damaged ceJ) %) 

PUMC 53. 9 土 6 . ) 45.2 i 6. 4 2. O::!:: 2.4 

Raj i 24 . 5 土 8.4 " 77. 6::!: 3. 6 ト O ::!::2.5 

α:RF - CEM J]. J ::!:: ) O. ) 9/1. 6::!:: 0.7 2. 0 :t 2. 4 

JJレ 60 811. 3::!:: 7.2 J 0 . 4 土 1. 6 O. ) ::!:: 2.8 

U-937 ~6 . I ::!:: 6.4 40.6 ::!:: 6. J 20.8::!: 2.3 

120, 00 

100 ， 0。

40, 000 

20, 000 

0 
150" serl.lT1 

[Table 1.J Cyloloxicity of fractiol1 NO.42 and TNF-α. 

MMC-trealed cells were cul tured wi lh i'raction NO.42 or wi th TN ドー α.

Cell viabililY (児) was assessed using lrypan blue staining. 

Cyloloxicily shows the percenlage of darnaged cells and was assessed 

using a rapid colorirnetric assay ernploying MTT. 

150" serl.lT1 

Normal 
(n=4) 

RA 
(n=7) 

[Figure 1. J Effecl of serum 011 ONA sYl1thesis by autologous P゚MC. 

口: heal thy adul ts (11=4). 国: HA palienls (n=7). 

.十 50 児 serum: cullures wilh 50 児 aUlolbgous serulll. 
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[Figure 2. J Effects of fraclionated ser'um on ON̂  synthesis by PI3MC. 
月 lion of 31l-lhymidine by P゚MC cultured willl medium 

:. p. c. : incorporall0rl 

on 1 y. 
;固， φ ， ﾅ : incorporation of 311-thymidine by P゚ MC cultured with 

fractions from R̂  serum. 

・口: incorporalion in cullures with fraclions from a healthy adull ・

:' ^・ to ・ F' are the following molecular weight markers : blue dextran 
2000 (A) , lhroglobulin (ß) , ferritin (C) , ' catalase (0) , ovalburnin (E) , 

and ribonuclease ̂  (f). Yalues are th 色 、 mean =t SEM of triple wells. 一 /2 -

.-13 ・ー
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[Figure 3. ] Micrograph of MMC-lrealeu CCHF-CEM cells cul tureu wi th or 
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without fraclioll NO.42. 

(A). Cullureu for 24 hours with medillln only. (B). Cultured with 40μl 

of fraction NO.42. Many cells have been destroyed and their number 

is decreaS8U. (川 agllirialioll x 100). 
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[ド igure 4. ] Dose-uepenuelll CYlO.l ,ù xici ly 01' fraction NO.42. 

Cytotoxicily was assayed USillg CCRF-CEM cells as the targets. 

Cytotoxicity increased uepending on lhe amollnl of fraction NO.42 added 

to clll tures frolll 5μ1 lo 40μ 1. 
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