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Serum levels of soluble Fas/APO-1(CD95)and its molecular structure in

  patients with systemic lupus erythematosus(SLE)and other autoimmune

    diseases．

（全身性エリテマトーデス(SLE)およびその他の自己免疫疾患における

    血 清 可 溶 性 Fas/ APO-1(CD95)レ ベ ル と そ の 構 造 的 特 徴 ）

学位論文内容の要旨

  ［目的］
  Fas/APO-1(CD95)は、腫瘍壊死因子受容体や神経成長因子受容体などと同一の受容体フ
ァミリーに属する膜貫通型細胞膜抗原で、Fasリガンド(FasL)や抗Fas抗体と反応すること
により細胞にアポトーシスを誘導しうる。近年、ヒト全身性エリテマトーデス(SLE)類似
の自己免疫現象を呈するモデル動物である1p1(lymphoproトliferation)マウスとgld(generalized
lymphoproliferative disease)マウスが、各々FasとFasLの遺伝子変異体であることが明らかに
され、これらのマウスではFas－FasLを介するアポトーシス機構が障害されているため、異
常リンパ球の増殖、多彩な自己抗体の出現、多発関節炎や糸球体腎炎などを呈することが
明らかになった。このことより、Fasを介するアポトーシスは、免疫寛容の成立に重要な
役割を果たしており、その異常がSLEをはじめとするヒト自己免疫疾患の発症や病態にも
関与している可能性が示唆された。しかし、現在までのところ、SLEではFasやFasL遺伝
子そのものに異常は認められていない。
  一方、健常人やSLE患者末梢血単核細胞を用いたFas遺伝子のRT -PCR解析では、膜型
Fasの他に、選択的スプライシングによって膜貫通領域の大部分を欠損した可溶性
Fas(s Fas)が認められ、蛋白レベルでもsF asの存在が明らかになった。in vitroの実験では
sF asはFas-F asLを介するアポトーシスに抑制活性を有することより、SLEではsF asの異
常産生がFasを介するアポトーシス機構に変調をきたし、病態に関与していることも考
えられる。このため、SLEを含む各種自己免疫疾患における血清中のsFasを測定し、そ
の臨床的意義と、SLEで検出されるsF asの構造的特徴を解析した。

  ［対象と方法】
  健常人40例と、SLE77例、慢性関節リウマチ(RA)60例、強皮症(SSc) 19例、多発性筋
炎および皮膚筋炎口IvVDM)13例、原発性シェーグレン症候群（SS)34例を対象とした。
SLE患者においては、SLE disease activ吋index(SLEDAI)スコアにもとづぃて、活動期
SLE(S LEDAI>10) 28例と非活動期SLE(S LEDA≦一9）49例の2群に分けて検討を加えた。
  血清sF asの測定は、2種の抗Fas抗体を用いたサンドイッチ酵素標識免疫定量法(ELISA）
で行った。陽性コントロールには、1Jコンビナント・ヒト．   sF asを用いた。



  ［結果］

  ま ず は じ め に 、 sF asの 測 定 に 用 い る 抗 Fas抗 体 の 組 み 合 わ せ を 検 討 し た 。 detector抗 体

に ピ オ チ ン 化 抗 Fasモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (DX2)を 用 い た 場 合 、 captu re抗 体 に は 各 種 抗 Fas

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (CH11、 UB2、 ZB4、 DX3） の う ち 、 DX3を 用 い た 場 合 に の み 、 sF as

は 測 定 可 能 で あ っ た 。 ま た 最 近 、 可 溶 性 FasL( sFasL） の 存 在 が 明 ら か に さ れ 、 実 際 に 各

種 疾 患 の 血 清 中 に sF asLが 検 出 さ れ て い る 。 こ の た め 、 DX3と DX2を 用 い た sF as測 定 法

に 与 え る sF asLの 影 響 を 検 討 し た 。 陽 性 コ ン ト ロ ー ル に 用 い た り コ ン ビ ナ ン ト ・ ヒ ト ．

sF asの 希 釈 系 列 を あ ら か じ め 、 リ コ ン ピ ナ ン ト ・ ヒ ト ． sF asLと 十分 反応 させ た場 合と 、

sF asLを 反 応 さ せ な か っ た 場 合 の 測 定 値 を 比 較 し た と こ ろ 、 両 者 の sF asレ ベ ル は ほ ぽ 一

致 し た こ と よ り 、 わ れ わ れ の sF as測 定 法 は sF asLの 影 響 を 受 け な い こ と が 明 ら か に な っ

た 。 以 下 に 、 本 測 定 法 を 用 い た 健 常 人 と 各 種 自 己 免 疫 疾 患 患 者 の 血 清 sF asレ ベ ル の 解 析

結果をを示す。

1）  sFasレ ベ 渺 が 健 常 人 (0.22土 O． 25n g/ml)よ り 有 意 に 高 値 だ っ た の は SLE(0.87土 1． 54

  ng/mI)(Pく0．001）のみであった。

2） SLEのsF asレベルは、 RA(O. 38士O．81ng/ml)(Pく 0．001）、SS c(0.24土0.27ng／耐）（P＝

  O．006）、SS（O．31士O．37ng／n）（P＝O．004）より有意に高値だった。

3） 活 動 期 SLE（ SLEDAI≧ 10） 28例 と 非 活 動 期 SLE（ SIEDAI≦ 9） 49例 の sFaSレ ベ ル を 比 較 し

  た と こ ろ 、 活 動 期 SLEの sFaSレ ベ ル （ 1．58土2．36n如d）は 、 非活 動期 SLE（O． 46土 O． 40

  ng／m）より有意に高値（P＝0．011）だった。

4）健 常人 のsFaSレ ベル の平 均十 3S以 0．98ng／ ml） より 高値 を示 した 例を sFaS陽性とすると、

  活動期SLE患者のsFaS陽性頻度（39．3ワ。）は非活動期SLE（8．2％）（P＝0．002）、RA（11．7ワ。）（P

  ＝O．005）、SSc（O％）（P＝O．001）、PM圧）M（Oワ。）（P〓O．008）、SS（2．9％）（PくO．001）より有意

  に高かった。

5） sFas陰 性 SLEと sFaS陽 性 SLEに お け る 各 種 臨 床 検 査 成 績 を 比 較 し た と こ ろ 、 sFaS陽 性

  SLEでは 有意 に、 SLEDAI（ P＝O．004）、 抗核 抗体 （P〓 O． 026） 、抗 DN抗 体（ Pく0．001）が

  高値で、自血球数（P＝0．004）、ヘモグロビン濃度（P＝O．004）、C3（P＝0．011）、C4（P＝

  O．042）が低値を示した。

6） 活 動 期 SLE患 者 の 治 療 経 過 と sFaSレ ベ ル の 変 動 を 検 討 し た と こ ろ 、 SLE再 燃 時 に 高 値

  を 示 し て い た sFaSレ ベ ル が 、 ス テ ロ イ ド 治 療 後 、 ． 赤 沈 （ ESR） 、 抗 DNA抗 体 、 CH50や

  SLEDAIなど、臨床所見の改善とともに低下した。

  次 に 、 SLEで 検 出 さ れ る sFaSの 構 造 的 特 徴 を 検 討 し た 。 本 測 定 法 で 用 い た DX3と DX2

は 、 と も に Fasの 細 胞 外 領 域 の 異 な っ た エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 Fasモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

であるが、各々のSLE患者において、このDX3とDX2の組み合わせによるELISAと、

DX3と 細 胞 内 領 域 を 認 識 す る 抗 Fasポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ aFasC） の 組 み 合 わ せ に よ る

ELISAを 用 い た 場 合 の sFaSの 測 定 値 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 2種 類 の 測 定 法 に よ る sFaSレ

ベ ル に は 良 好 な 相 関 関 係 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と よ り 、 SLEで 検 出 さ れ る sFaSの 大 部 分

が 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 膜 貫 通 領 域 を 欠 損 し 、 細 胞 内 領 域 を 保 持 し て い る sFaSで

あ る と 考 え ら れ た が 、 DX3と DX2の 組 み 合 わ せ に よ る ELISAで は 高 値 を 示 し た が 、 DX3

と ぜ aSCの 組 み 合 わ せ に よ る ELISAで は sF笛 が 検 出 さ れ な い 例 も 少 数 な が ら 認 め ら れ た 。

こ の 実 験 結 果 は SLEで 検 出 さ れ る sF謎 の 一 部 に 、 ぜ asCが 認 識 す る 細 胞 内 領 域 部 を 欠 損

し て い る sF態 の 存 在 を 示 唆 し て お り 、 SLEで 認 め ら れ る sFaSが 複 数 の 機 序 に よ り 出 現 す

る可能性も考えられた。
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考案
  SLEでは、健常人や他の自己免疫疾患患者より有意に血清sF asレベルが高値を示し、
特に、活動期SLEで高値だった。また、sF asレベルは、SLEの活動性を評価する上で重
要な臨床検査成績と有意な相関を示したことより、sF asレベルの測定はSLEの活動性指
標や治療効果判定に有用であると考えられた。また、SLEで検出されるsF asの大部分は、
選択的スプライシングにより膜貫通領域を欠損した分泌型Fasと考えられたが、細胞内
領域を欠損しているsF asの存在も示唆され、SLEで認められるsF asが複数の機序により
出現する可能性も考えられた。



学位論文審査の要旨

主査  教授  古木  敬
副査  教授  小野江和則
副査  教授  小池隆夫

学 位 論 文 題 名

Serum levels of soluble Fas/APO-1(CD95)and its molecular structure in

  patients with systemic lupus erythematosus(SLE)and other autoimmune

    diseases．

（ 全 身 性 エ リ テ マトー デス (SLE)お よび その 他の自 己免 疫疾 患に おける

    血 清 可 溶 性 Fas/ APO-1(CD95)レ ベ ル と そ の 構 造 的 特 徴 ）

  本学位論文は、SLE、特に活動期SLEにおいて、血清可溶性Fas(sFas)レベルが高く、臨

床所見と良好な相関関係を認めたことより、血清sFasレベルがSLEの活動性指標や治療効

果判定に有用である可能性を示すとともに、SLEで検出されるsFasの構造的特徴について
も解析したものである。論文内容の発表後、主査、副査の各教授から以下の質問がなされ

た。

（ 1） 生 体 の 免 疫 機 構 に お け る sF asの 生 理 的 あ る い は 病 因 的 意 義 。

(2)SLEでみられる自血球減少におけるsF asの意義。・

（3）近年報告された、Fas遺伝子異常を有する、ヒト自己免疫性リンパ球増殖症候群の病

態 と 、 SLEに お け る Fasを 介 す る ア ポ ト ー シ ス 異 常 に よ る 病 態 の 相 違 点 。
(4)SLE血清中で検出されるエクソン6欠損型Fasの産生機序。

(5)SLEの 末 梢 血 単 核 細 胞 に お ける 膜 型Fas mRNA発現 とsFas mRNA発現 との 関係。

（6）学位申請者の用いたsFas測定系において、血清中の可溶性Fasリガンド（sFasりの存在

がsFasレベルに影響を及ぼさない理由。

（7）活動期SLE血清中で検出される高濃度のsFaSは、SLEの病因として機能しているのか、

あるいはSLE病態の結果、二次的に産生されるのか。
（8）健常人におけるsFasの生理的機能。

（ 9） SLE血 清 中 に お い て 高 濃 度 に 検 出 さ れ る sFaSの 産 生 臓 器 （ 細 胞 ） 。

（ 10） 血 清 以 外 の 、 関 節 液 や 髄 液 な ど の 試 料 に お け る sFaSの 測 定 結 果 。

（ 11） sFasに よ る 、 Fasを 介 す る ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 抑 制 機 序 。

（12）最近報告された、sFas変異体について。

  以 上 の 各 々 の 質 問 に 対 し て 、 学 位 申 請 者 は 以 下 の よ う に 回 答 し た 。

（1）sFaSは、Fasを介するアポトーシス機構に対する抑制因子として機能し、その過剰産
生は、自己反応性リンバ球のアポトーシス不全を引き起こして自己寛容を破綻させ、自



己免疫疾患の病因となり得ると考えられる。
(2)過剰産生されたsF asが、Fasを介する自己反応性リンバ球のアポ卜ーシス不全を引き
起こし、自己自血球に対する免疫応答を惹起し、自血球減少に関与している可能性が考
えられる。
(3)自己免疫性リンバ球増殖症候群は、Fas遺伝子異常に基づく先天性疾患であり、異常
リンパ球の非腫瘍性増殖や著明な全身リンパ節腫脹を呈する、1pr-<ウスに類似した病
態を呈するのに対し、SLEはFas遺伝子そのものには異常を認めない後天性疾患であり、
臨床像にも明らかに相違がみられる。
(4)工クソン6の選択的スプライシングによって、エクソン6のコードする膜貫通領域の
みを欠損した蛋白として血清中に分泌される。
（5）健常人末梢血単核細胞では、膜型Fas mRNA発現とsF as  mRNA発現にほぼ相関が見ら
れ、何らかの調節機構が働いていることが示唆されるのに対し、SLE末梢血単核細胞で
はそのような相関関係はみられず、sFasmRNAの発現が異常亢進している例が認められ
る。膜型FasmRNAとsFasmRNA発現の調節機構に関しては現段階では全く解明されて
いない。
（6）sFasとsFaSLが血中で結合し、複合体を形成しうる可能性が考えられるが、実際には
明らかにされていない。本測定系では、sFasLの存在下においても、sFasと二種の抗Fas
抗体との結合能が障害されなかったため、sFasレベルの測定に影響が生じなかったこと
が考えられる。
（7）sFasがmvi廿0実験で、Fasを介するアポトーシスに対し抑制活性を有すること、正常
マウスにsFasを注射した際に、自己免疫現象がみられること、自己免疫性リンパ球増殖
症候群患者に、sFasの認められる例のあることなどから、sFasがSLEの病因として機能
していることが考えられる。ただし、今回の研究では゛、血viv0における解析は行ってい
ないため、SLEにおいて、sFaSが実際にどのような病因的意義を有しているかは明らか
にはできなかった。
（8）sFasの生理的機能は明らかではぬい。ただし、大部分の健常人では、血清中に有意
なsFaSの上昇は認められなかった。
（9）Fasは、全身の臓器・細胞で発現している。しかし、sFasn沢NAは末梢血単核細胞と
肝臓で特に高発現している。このため肝臓もsFaSの主要な産生臓器である可能性が考え
られる。しかし、SLEにおいては末梢血単核細胞でのsFasmRNAの発現と血清sFasレベ
ルにほぼ相関がみられることなどから、SLEの血清中に検出されるsFaSの由来としては、
末梢血単核細胞が第一に考えられる。
（10）慢性関節リウマチ患者関節液中のsFaSレベルが、変形性関節症患者関節液より高値
を示した。
（11）sFasがFasLと結合し、膜型FasとFasLとの結合を阻害する可能性と、sFaSが膜型Fas
の細胞外領域と結合し、細胞膜上での膜型Fasの三量体形成を阻害することにより、膜
型FasとFasLの結合によるアポトーシス・シグナルの伝達を抑制する可能性のニっが考
えられているが、不明ぬ点が多い。
（12）sFasには、エクソン6欠損型Fasの他に、スプライシング異常により複数種の構造の
異なる機能性の可溶性Fasが産生されることが明らかになってきている。われわれも最
近、SLEの末梢血単核細胞からエクソン3，4，6欠損型Fasのク口ーニングを初めて行った。
SLE病態にsFasが関与しているのであれば、このような可溶性Fas変異体の定量解析も
必要と考えられる。
  以上、いずれの質問に対しても、学位申請者は自らの実験結果や豊富な知識に基づい
て明解に回答した。



最後に副査小野江和則教授から、SLEの肝臓におけるsFasの発現解析の必要性について
の助言があった。
  本学位論文は、SLEにおけるsFasの臨床的意義に関して、多数のSLE患者を用いた、
はじめての詳細な解析結果を示し、SLEjfjj態にsF asが関与している可能性を示唆したも
のである。審査員一同は、この研究成果を高く評価し、また学位申請者が研究者として
誠実かつ熱心であり、博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定し
た。


