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ループス腎炎におけるtumor necrosis factorロ(TNFロ）に関する検討

    ―遺伝子多型性とTNFロ産生能にっいて―

学位論文内容の要旨

    I  目  的

  Tumor necrosis factor（TNF）ロは、炎症反応、免疫反応に関し

て多様な生物活性を有するサイトカインで、ヒトTNFa遺伝子は第6
染色体短腕上のHLA遺伝子のクラスI領域とクラスu領域の間に位置

している。今回、日本人SLE患者のTNFゼ遺伝子のrestriction frag－

ment length polymorphism（RFLP）と臨床症状およびHLAの比較、さら

に末梢血単核球（PBMC）のTNFゼ産生能、腎のTNFdmRNAの発現を検討
し、ループス腎炎におけるTNFa、HLAの関与にっき考察した。

    u  方法

  ARA分類基準を満たすSLE患者を対象とした。患者末梢血自血球か

らDNAを抽出し、その10ロgを制限酵素NcoIで切断後、O．8％アガ口一
スゲルでTBEーbuf ferを用いて35Vで約18時間電気泳動した。ナイロ

ン膜にtransfer後、32Pでラベルしたヒ．トTNFゼのcDNAをhybridizeし

洗浄後1．5～7日問X線フアルムにexposeし、RFLP bandを得た。HLA
タイピングは、lymphocyte microcytotoxicity testにより行ったo

  患者単核球のTNFロ産生能を検討する目的で、106/mlのPBMCをLPS
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5〃 g/ml、LPS  10肛g/ml、LPS  lO〃g/mlおよびConA  10皿g/ml、無添

加の群に分け、5% C02、37℃で2－60時間培養し、上清を回収した。

TNFばは、ヒトTNFdELISAキッ卜（ENDGEN社、Boston、USA)を用 Lヽ

て測定した。

  腎におけるTNFaのmRNAの発現fま、

例の凍結腎よりmRNAを抽出し、Dot

した。

SLE患者5例、重症感染症患者1

blot hybridizationにより検討

尿蛋白は、全経過中もっとも多量の時期のデータを用いた。

    m  結果

  制限酵素NcoIによって2種類のTNFゼRFLP band（10. 5kb、5．Skb）

が得 られ た 。SLE群 、RA群、 お よび 健 常人 群の間にはTNFaRFLP

bandのphenotypeの頻度およびそれぞれのRFLP bandの出現頻度は、

3者間 に有 意差はなかっ た。しかし、 SLEの 臨床症状とTNFaRFLP

bandの相関を検討したところ、5．5kb band陽性群では、O．5g/日以

上の持続性蛋白尿の陽性率は48. 7%（19/39）であり、5．5kb band陰性

群の20. 0%（7/35）に比べて有意に高かった（ズz=5. 96:p<0. 05）。さら

に、尿蛋白量とそれぞれの5． 5kb band陽性率の関係では、尿蛋白

O．5 g/日以下の群では5．5kb band陽性率は41. 7:6（20/48）、0．5ー3．5

g/日の群では61.5％（8/12）、3．5g/日以上の群では84. 6%（11/13）であ

り、尿蛋白が増えるほど5． 5kb bandの陽性率が上昇していた。腎生

検の組織型分類とTNFゼRFLP bandの関係についても検討したが、両

者に相関は認めなかった。次に、SLE患者のTNFa5．5kb RFLP band

とHLAとの関係を検討したところ、5．5kb bandとHLA B44ーDRw13－

DQwlハプ口タイプとの間には正の相関が認められた（p―ーO．017）。この

HLAハプ口タイプをもつ6例は全例TNFa5．5kb bandを有しており、

さらにこのうち66. 7%（4/6）がネフローゼ症候群で、このハプ口タイ

プをもたない群のネフ口ーゼ症候群陽性率17. 1%（6/35）に比べて極め

て高率であった（Z z=12. l:p<0. 01）。

  次に、健常人のPBMC培養の結果、LPSlOu g/ml十ConAlOU g/ml添加

群のTNFd産生量が最も多く、約24時間でプラトーとなった。そこで

この条件下で健常人17人およびSLE患者57人のPBMCを培養し、上清中

のTNFa濃度を測定し た。健常人の培 養上清TNFd濃度平均は870土

29 9pg/ml、SLE患者群では902土531pg/mlであり、SLE患者と健常人の

    -165ー



間にはTNFa産生能には差がなかった。また、TNFd5．5kb RFLP
bandとTNFa産生能の関係では、健常人群では相関を認めなかったが
SLE群では、5．5kb band陽性者21人では1，103土533pg/ml、陰性者16
人では773土446pg/mlで、5．5kb band陽性者のTNFゼ産生能は陰性者
に比べて亢進している傾向が見られた。さらに、SLE群にっいて、各
臨床症状とPBMCのTNFゼ産生能との相関を検討した。培養上清の
TNFゼ濃度が、SLE患者の平均値である902pg/ml以上の群をHigh
TNFゼinducibility群（H群：n=22)、902pg/ml未満をlow TNFゼ
inducibility群(L群：n=32）と定義し、それぞれの群と臨床症状の
有無とを比較したところ、O． 5g/日以上の持続性蛋白尿の頻度は、L
群にくらべてH群が有意に高かった（ズ2=5. 08:p<0. 05）oCH50、抗
DNA抗体価、prednisolone投与量にっいては、L群とH群との間には
有意差は認めなかった。また、HLA B44―DRw13－DQwlハプロタイプ陽
性者4人中3人tまH群に属していた。
  腎におけるTNFゼ遺伝子の発現では、重症感染症例では腎にTNFゼ
mRNAの発現がみられたが、ループス腎炎においてはいずれの症例で
もTNFゼmRNAの発現は認めらなかった。

    IV  考案
  制限酵素NcoI処理にて、10. 5kbと5．5kbの2種類のヒトTNFaRF
LP bandが得られ、SLE群でtま、持続性蛋白尿の陽性例で5． 5kb band
が有意に多く出現しており、尿蛋白の程度に相関して5．5kb bandの
出現率が高くなっていた。さらに、HLA B44－DRw13ーDQwlとTNFゼ5．5
kb RFLP bandは、日本人SLE患者では強く連鎖していることが示され
B44―DRw13－DQwlハプロタイプとTNFa5．5kb bandをもっSLE患者には
非常に高率に多量の尿蛋白を伴うループス腎炎の発症がみられた。
すなわち、HLA B44―DRw13－DQwl、およびTNFa5．5kb bandをもつ一
群が、ル―プス腎炎発症および重篤化のhigh risk groupであると考
えられた。
  次にSLE患者のPBMCのTNFd産生能を調ベ、その結果、統計学的に
有意差は認めなかったが、5． 5kb band陽性者のTNFゼ産生能は陰性者
に比べて亢進している傾向が見られた。さらに、SLE患者をTNFa産
生能に応じてH群、L群にわけ、SLEの各臨床状との相関を調べたと
ころ、H群はL群に比べてO． 5g/日以上の蛋白尿陽性者が有意に多く
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さらにHLA B44－DRw13ーDQwl陽性者4人中3人がH群に属していた。
  以上より、ル―プス腎炎がTNF口を含めたハプ口タイプと関係して
いる司能性が考えられた。ループスマウスにおいても腎炎とTNFゼの
関係にっき多く報告されているが、TNFaの動態にっいては相反する
報告もあり、いまだ一定の見解は得られていナょい。従って、ループ
ス腎炎においては、TNFゼが単純に欠乏あるいは過剰であるという関
係ではなく、TNFdが複雑なサイトカインネットワークのー部を担つ
ており、TNFゼ、HLAを含めた多くの因子が腎症の発症や重症化に関
与していると推定された。また、TNFゼRFLPと蛋白尿の相関は、
TNFaの産生量あるいは生物活性と関係している可能性、またTNFa
遺伝子と連鎖して存在している他の因子の遺伝子の影響を反映した
ものの可能性も考えられた。

    V  結言吾
  日本人SLE患者では、NcoITNFゼ5．5kb RFLP bandは、HLA B44ー
DRw13－DQwlとハプロタイプを形成していた。さらに、5．5kb band陽
性者のPBMCによるTNF口産生能は陰性者に比ベ亢進している傾向がみ
られ、TNFa産生亢進群には尿蛋白陽性者が多かった。5．5kb band陽
性率は尿蛋白量と相関しており、以上より、ループス腎炎の発症、
重症化にはHLA、TNFゼが関与している可能性が示唆された。
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学位論文審査の要旨

学位論文題名

ル ー プ ス 腎 炎 に お け る tumor  necroslSfaCtora
    （ TNFa） に 関 す る 検 討
ー   遺 伝 子 多 型 性 と TNFa産 生 能 に つ い て   一

  Tumor necrosis factor（TNF）aは 、炎症反応 、免疫反応 に関して
多 様な 生 物活 性 を有 す る サイ ト カイ ン で、 ヒ トTNFa遺 伝 子は 第6染
色 体短 腕 上の HLA遺 伝 子の ク ラス I領域 と クラ ス H領域 の 間に 位 置し
て い る 。 今 回 申 請 者 は 、 日 本 人 SLE患 者 の TNFば 遺 伝 子 の rest―
riction fragment length polymorphism（RFLP）と臨 床症状およ ぴ
HLAの 比 較、 さ らに 末 梢血 単 核球 （PBMC）のTNFば産生能、 腎のTNFa
mRNAの 発現 を 検討 し 、ル ー ブス 腎 炎に お ける TNFa、 HLAの 関与 につ
き考察した。
  その結果、
（ 1） 制 限 酵 素 NcoIに よ っ て 2種 類 の TNFぱ RFLP band（ 10- 5kb、
5． 5kb）が得られ た。SLE群 、RA群、および健常人群の間には、TNFa
RFLP bandの phenotypeの頻度お よぴそれぞ れのRFLP bandの 出現頻度
には有意差はなかった。
（ 2） SLEの 臨 床 症 状 と TNFぱ RFLP bandの相 関 の検 討 では 、 5．5kb
bandの 出現 頻 度が 尿 蛋白 の 程度 と相関し ていた。す なわち、尿 蛋白
O． 5g／日以下の群では5．5kb  band陽性串は41. 7%（20／48）、O．5―
3． 5g／日の群では61. 5%（8／12）、3．5g/日以上の群では84. 6%（11／13）で
あ り、 尿 蛋白 が 増え る ほ ど5．  5kb bandの陽性 率が上昇し ていた。
（3）  次に、SLE患者の TNFぱ5．5kb RFLP bandとHLAとの関係を検討
したと ころ、5.5kb bandとHLA B44―DRw13－DQwl)¥プロタイプとの間
には正の相関が認められた（p‘O． 017）。このHLAハプロタイプをもつ
6例は 全 例TNFば5． 5kb bandを 有 し てお り 、さ ら にこ の うち 66. 7%
（4／6）がネフローゼ症候群で、このハプロタイプをもたない群のネフ
ローゼ症候群陽性率17. 1%（6／35）に比ぺて極めて高率であった（X2＝
  12．1：pく0．01)。
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（4）健常人のPBMC培養では、LPS10皿g/ml十ConAlopg/ml添加群の
TNFa産生量が最も多く、約24時間でプラ卜ーとなったので、この条
件下で健常人17人およびSLE患者，57人のPBMCを培養し、上清中のTNF
ば濃度を測定したところ、SLE患者と健常人の間にはTNFぱ産生能に
は差がなかった。
（5）TNFa5．5kb RFLP bandとTNFa産生能の関係では、健常人群で
は相関を認めなかったが、SLE群では、5．5kb band陽性者21人では
1，103土533pg/ml、陰性者16人では773土446pg/mlで、5．5kb band陽
性者のTNFa産生能は陰性者に比べて亢進している傾向が見られた。
（6）さらに、SLE群について、培養上清のTNFぱ濃度がSLE患者の平
均値以上の群をHigh TNFぱinducibility群（H群：n=22)、それ未
満をlow TNFばinducibility群(L群：n=32)と定義し、それぞれの
群と臨床症状の有無とを比較したところ、O．5g/日以上の持続性蛋白
尿の頻度は、L群にくらべてH群が有意に高かった（X 2=5．08：
p<0. 05)。CH50、抗DNA抗体価、prednisolone投与量については、L
群とH群との間には有意差は認めなかった。また、HLA B44－DRw13－
DQwlハ プ ロ タ イ プ 陽 性 者 4人 中 3人 は H群 に 属 し て い た 。
（7）腎におけるTNFa遺伝子の発現では、重症感染症例では腎に
TNFばmRNAの発現がみられたが、ループス腎炎におぃてはいずれの症
例でもTNFamRNAの発現は認めらなかった。
  以上の結果、
  日本人SLE患者では、NcoITNFゼ5．5kb RFLP bandは、HLA B44－
DRw13－DQwlとハプロタイプを形成していた。さらに、5．5kb band陽
性者のPBMCによるTNFぱ産生能は陰性者に比ペ亢進している傾向がみ
られ、TNFぱ産生亢進群には尿蛋白陽性者が多かった。5．5kb band陽
性率は尿蛋白量と相関しており、ループス腎炎の発症、重症化には
HLA、TNFaが関与している可能性が示唆された。
  ループス腎炎におぃては、TNFaが単純に欠乏あるいは過剰である
という関係ではなく、TNFaが複雑なサイ卜カインネッ卜ワークの一
部を担っており、TNFa、HLAを含めた多くの因子が腎症の発症や重
症化に関与していると推定された。
  試問に際し、
  葛巻教授よりTNFaRFLPの疾患特異性について、SLEと健常人の
HLA B44―DRw13―DQwlハプロタイプの出現頻度の違いについて、また
TNFぱの腎症への関与の機序についての質問、大河原教授よりTNFゼ
5． 5kb  RFLP  bandと生命予後との関係、治療上の指針となるかどうか
の可能性につI、ての質問、吉木教授より健常人におけるTNFa5．5
kb RFLP bandと連鎖するハプロタイプについて、またTNFば5．5kb
RFLP bandとHLAを含めたハプロタイプ上の腎症と関係している要素
につI、て質問・意見があったが、申請者は概ね適切な答弁をした。
  以上により、本論文は学位授与に値するものと判定した。
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