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1. 緒言 

 

抗リン脂質抗体症候群 (antiphospholipid syndrome: APS) は、抗リン脂質抗体

(antiphospholipid antibody: aPL)と総称される複数の共通した特異性をもつ抗体群が関

連する自己免疫性血栓症および妊娠合併症である。APS は後天性血栓傾向疾患とし

ては最も頻度が高いもののひとつであり，通常の血栓性疾患とは異なり静脈系のみ

ならず動脈系をもおかす。重篤な血栓症が生命予後や生活機能を規定するばかりで

なく、他の血栓傾向疾患と比べて再発が非常に多いことから、臨床的に重要な症候群

である。また妊娠合併症のおもな症候は不育症、とりわけ反復流産（いわゆる習慣流

産）であり、｢治療可能な｣不育症として産科学的にも重要である。 

 APS は単独で発症すれば原発性と分類されるが、約半数は全身性エリテマトーデ

ス(systemic lupus erythematosus: SLE)に合併する。診断基準としてサッポロクライテリ

ア・シドニー改変 1と呼ばれる国際分類基準案が広く使用されており、aPL の一種で

あるループスアンチコアグラント(lupus anticoagulant: LA)、抗カルジオリピン抗体

(anticardiolipin antibodies: aCL)、抗 β2 グリコプロテイン I 抗体(anti-β2-glycoprotein I 

antibodies: aβ2GPI)のいずれかの存在が必須である。(Table 1) 

現在、抗血栓療法による血栓症の再発予防が治療の主体となっており、特異的な

治療は無い。APS における血栓形成の機序として、aPL の存在によって、向血栓細

胞(単球、血管内皮細胞、血小板)が血栓準備状態となり(first hit）、感染、手術侵襲、

エストロゲン製剤の使用、長期臥床などの要素が加わり(second hit)、血栓が形成さ

れると想定されているが(2nd hit theory)2、その病態解明は未だ不十分であり、様々な

研究が進められている。我々は近年 aPL profile を血栓症のリスクに応じスコア化し

た抗リン脂質抗体スコア(antiphospholipid score: aPL-S）を提案した 3。aPL-S はAPS

の診断や将来の血栓症の予測に効果的であり、aPL の抗体価は血栓症リスクを反映

していることを示したが、副腎皮質ステロイドなど一般的な免疫抑制剤により aPL

の抗体価が減少しないことが多く、aPL の産生機序については不明な点が多い。 

本研究ではAPS の病態を解明することを目的とし、第一章でAPS 患者の末梢血リ

ンパ球サブセットを行い病態解明の一助とするとともに、第二章では ex vivo で末梢

血単核球細胞(peripheral blood mononuclear cells: PBMC)を刺激、培養する系を用いて

aPL 産生サブセットの同定を試みた。更に、第三章、第四章にて二つの臨床研究を行

った。実臨床において aPL が影響する病態として血小板減少や SLE 患者における大

腿骨頭壊死との関連をそれぞれ検討し、新たな視点から aPL 高力価の影響を示し、

aPL の抗体価を下げる治療の必要性を明らかにすることとした。  
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Table 1. 抗リン脂質抗体症候群改訂分類基準（Sydney revised Sapporo criteria)1 

少なくとも 1 つの臨床所見と少なくとも 1 つの検査所見が確認できた場合抗リン脂

質抗体症候群と診断する（※1) 

臨床所見 

1. 血栓症（※2) 

画像検査や病理検査で確認できる動脈または静脈血栓症（血管の大小や発生場所は

問わない．血管炎によるもの，表層性の静脈血栓は除外する) 

2. 妊娠合併症 

・妊娠 10 週以降の他に原因のない正常形態胎児死亡 

・子癇，重症の妊娠高血圧腎症や胎盤機能不全(※3)による 34 週未満の早産 

・3 回以上続けての妊娠 10 週未満の自然流産(母体の解剖学的異常，内分泌学的異

常，父母の染色体異常を除く) 

検査所見 

1. ループスアンチコアグラント(LA)が少なくとも 12 週間はなれて 2 回以上検出さ

れること(LA の測定は国際血栓止血学会のガイドラインに従う) 

2. 中等度以上（40 GPL または 40 MPL 以上，あるいはコントロールの 99％タイル

以上）の IgG または IgM クラス抗カルジオリピン抗体が 12 週間はなれて 2 回以上

検出されること 

3. 中等度以上（コントロールの 99％タイル以上）の IgG または IgM クラス抗 β2GP 

I 抗体が 12 週間はなれて 2 回以上検出されること 

※1 臨床症状と aPL の検出間隔が 12 週以下または 5 年以上のとき，APS の分類を

行うべきではない． 

※2 先天性・後天性の血栓素因が共存してもAPS を除外する理由とならないが，年

齢（男性＞55 歳，女性＞65 歳），高血圧症，糖尿病，高 LDL 血症，低HDL 血症，

喫煙，若年性心血管障害の家族歴，肥満，ミクロアルブミン尿，腎機能低下，家族性

血栓症，経口避妊薬，悪性腫瘍，長期臥症，手術などの危険因子の有無によって（a）

あり（b）なしのサブグループに分類する． 

※3 一般的な胎盤機能の臨床像とは，（i）non-stress test における無反応など，胎児低

酸素を示唆する胎児検査異常（ii）胎児低酸素を示唆するドップラー所見（iii）乏羊

水症（iv）出産後の体重＜10％タイル 
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2.  略語表 

本文中のおよび図中で使用した略語は以下の通りである． 

aCL anticardiolipin antibodies 

ACR American College of Rheumatology 

ALP alkaline phosphatase 

aPL antiphospholipid antibody 

aPL-S antiphospholipid score 

APRIL a proliferation-inducing ligand 

APS antiphospholipid syndrome 

aPS/PT anti-phosphatidylserine-dependent antiprothrombin antibody 

aPTT activated partial thromboplastin time  

aβ2GPI anti-β2-glycoprotein I antibodies 

BMI body mass index; 

Breg Regulatory B cells 

BSA bovine serum albumin 

CI confidence interval  

dRVVT dilute Russell viper venom time 

ELISA enzyme linked immunosorbent assay 

GP glycoproteins 

IL interleukin 

ION idiopathic osteonecrosis of the femoral head 

IQR  interquartile range 

ITP immune thrombocytopenic purpura 

KCT kaolin clotting time 

LA lupus anticoagulant  

MFI mean fluorescence intensity 

mPSL methylprednisolone 

MRI magnetic resonance imaging 

OD optical density 

PAPS primary antiphospholipid syndrome 

PBMC peripheral blood mononuclear cells 

PBS phosphate buffered saline 

PEI polyethyleneimine 
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PSL prednisolone 

SD standard deviation 

SLE systemic lupus erythematosus 

SLE/APS systemic lupus erythematosus/ antiphospholipid syndrome 

SLEDAI systemic lupus erythematosus disease activity 

SNP single nucleotide polymorphism 

TBS tris-buffered saline 

Tfh Follicular helper T cells 

TG triglyceride 

Th Helper T cells 

TIA turbidimetric immuno assay 

TLR toll like receptor 

Treg Reguratory T cells 
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3．第一章 

APS 患者における末梢血サブセット解析および

一塩基多型(SNP)との関連について 
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3.1 背景 

 

3.1.1 末梢血サブセット解析 

 

自己免疫疾患の病態は自己寛容の破綻としてとらえられ、なかでも獲得免疫の中

心であり免疫応答をコントロールする T 細胞の分化・成熟に異常があることが示唆

されている。T 細胞サブセットにはヘルパー型 T 細胞(Helper T cells: Th)、キラー

型T 細胞および制御性T 細胞 (Reguratory T cells: Treg)があり、Thはその機能に

よりTh1、Th2、Th17、濾胞性ヘルパーT 細胞(Follicular helper T cells: Tfh)などの

亜群に分類される。また、自己抗体産生や T 細胞への抗原提示機能に重要な役割を

持つ B 細胞は Transitional, Naïve, Memory B 細胞、形質芽細胞(Plasmablasts)お

よび最終分化した形質細胞などのサブセットに分類される。全身性自己免疫患者の

病態把握や治療効果の判定には、これら T 細胞・B 細胞サブセットのポピュレーシ

ョンおよびそれぞれの機能について解析することが重要と考えられ、これらの検討

から明らかになった異常を是正することを目指すことで、実臨床での治療効果が期

待できる可能性がある。 

 これまで、ヒト末梢血免疫担当細胞サブセットの解析はおもにフローサイトメト

リー法を用いて行われてきたが、そこで使用される表面マーカーに対する抗体や蛍

光色素の使用などに関しては統一されたプロトコールが無く、特定の疾患における

細胞亜集団の解析結果が報告によりまちまちである原因の一つと考えられる。そこ

で、近年ヒト末梢血免疫担当細胞サブセットの解析の標準化が提案され 4,5、本邦で

もこの手法を取り入れた解析プロトコールを取り入れてゆくことが複数の施設で試

みられつつある 6。  

全身性エリテマトーデスや関節リウマチなど、種々の自己免疫疾患においてサブ

セット解析が行われてきた 7,8が、抗リン脂質抗体症候群については既報が少なく 9、

今回抗リン脂質抗体症候群における末梢血サブセット解析を行うこととした。 
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3.1.2 SNP 解析  

 

 人の遺伝子の塩基の配列において、個体間に 1 %以上存在する変異の事を遺伝子

多型(genetic polymorphism)と呼ぶ。特に、1 塩基について存在する多型を一塩基多型

（single nucleotide polymorphism: SNP）と呼び、遺伝子多型の中でも特に頻度が高い

ことから特に着目されている。人における個人差は、この SNP の違いにより大部分

が決定されることが推測されている。SNP の遺伝子機能や遺伝子発現に与える影響

を解明することにより、個人の体質に合わせたより良い治療法、 薬剤の選択や医薬

品の開発が可能になると考えられている。 

 近年、末梢血リンパ球サブセットと SNP との関わりが注目されており 10、本研究

ではAPS 患者における SNP 解析を行い、末梢血サブセットとの相関を解析するとと

もに、関連する gene expression について PBMC のmRNA を用いて測定し、SNP との

関連性について解析した。 
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3.2 目的 

  
APS 患者の末梢血免疫担当細胞のサブセットおよび SNP を解析することで、疾患

における免疫学的病態を明らかにする。  
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3.3 対象と方法 

 

3.3.1  APS 患者の末梢血サブセット解析 

 

北海道大学病院内科 IIに通院または入院中の原発性抗リン脂質抗体症候群(primary 

antiphospholipid syndrome: PAPS)患者、全身性エリテマトーデス合併続発性抗リン脂

質抗体症候群(systemic lupus erythematosus/ antiphospholipid syndrome: SLE/APS)患者に

ついて末梢血サブセット解析を行った。対照として健常者についても同様に解析を

行った。PAPS、SLE/APS 群については、PSL 5 mg/day以下で他の免疫抑制剤を併用

していない患者のみを対象とした。 

対象患者および健常人よりヘパリン管にて静脈血 20ml を採取し、Ficoll® Paque Plus 

(GE Healthcare Biosciences, England) を用いて、PBMC を分離した。その後 Th 細胞パ

ネル、Treg 細胞パネルおよび B 細胞パネルに分割し、それぞれの表面マーカーを認

識する蛍光標識抗体を添加し、静置、洗浄後にBD FACSAria™ II (BD Biosciences)を

用いたフローサイトメトリー法により各サブセットの割合を測定した。T 細胞サブ

セット解析の際に使用した表面抗原マーカーは、CD3, CD4, CD25, CD45RA, CD127, 

CD45RA, CCR6, CCR7, CXCR3, CXCR5 の 10 種類、B 細胞サブセット解析ではCD3, 

CD4, CD24, CD27, CD38, IgD の 6 種類を使用し、ヒト細胞サブセット分類の標準化

を目標として検討を進めているアメリカのプロジェクトである Human Immunology 

Project Consortium の提言 4 をもとに作成された厚生労働省研究班ヒト末梢血単核球

（PBMC）解析マニュアルに沿って行われた。 

解析対象とする T,B 細胞群は Table 2 の通りであり、フローサイトメトリー画像を

Figure 1-3 に示す。  

 また制御性 B 細胞(Regulatory B cells; Breg)については、既報 11に沿って PBMC を

ODN 2006 Type B CpG (10 μg/ml, Miltenyi Biotec)で刺激し、66-72 時間後に phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA) (50 ng/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), ionomycin (1 μg/ml, 

Sigma Aldrich), brefeldin A (1x solution, Biolegend, San Diego, USA)で再刺激し、更に 6 時

間後に FIX & PERM® Cell Permeabilization Kit (Invitrogen, Massachusetts, USA)、IL10 蛍

光標識抗体を用いて細胞内染色を行い、IL10+CD19+細胞の比率をフローサイトメト

リー法により測定した。(Figure 4)  

なお、上記で用いた蛍光標識抗体は全てBiolegend 社より購入した。 
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本研究はヘルシンキ宣言と臨床試験の基本理念に従って施行し、北海道大学大学

院医学研究科倫理委員会の承認を得て、APS 患者および健常人とも文書同意を得て

行った (承認番号 014-0071)。  
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Table 2. 解析対象サブセット一覧 

サブセット名 表面抗原マーカー 

CD4+ T cells CD3+ CD4+ 

Helper T cells CD3+ CD4+ CXCR5- CD45RA- 

Th1 cells CD3+ CD4+ CXCR5- CD45RA- CXCR3+ CCR6- 

Th2 cells CD3+ CD4+ CXCR5- CD45RA- CXCR3- CCR6- 

Th17 cells CD3+ CD4+ CXCR5- CD45RA- CXCR3- CCR6+ 

Tfh cells CD3+ CD4+ CXCR5+ CD45RA- 

Central memory T cells CD4+ CD25- CD45RA-CCR7+ 

Effector memory T cells CD4+ CD25- CD45RA-CCR7- 

Naïve T cells CD4+ CD25- CD45RA+CCR7+ 

Effector T cells CD4+ CD25- CD45RA+CCR7- 

Treg cells CD4+ CD25+ CD127-~dim 

Activated Treg cells CD4+ CD25+ CD127-~dim CD45RA- 

Resting Treg cells CD4+ CD25+ CD127-~dim CD45RA+ 

Transitional B cells CD3- CD19+ CD24++ CD38++ 

Naïve B cells CD3- CD19+ CD27- IgD+ 

Total memory B cells CD3- CD19+ CD27+ 

Pre-switched memory B cells CD3- CD19+ CD27+ IgD+ 

Post-switched memory B cells CD3- CD19+ CD27+ IgD- 

CD27- IgD- cells CD3- CD19+ CD27- IgD- 

Plasmablasts CD3- CD19+ CD20- CD27++ CD38++ 

Breg cells CD19+ IL10+ 
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Figure 1. Th cell サブセット解析(自験例) 
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Figure 2. Treg cell サブセット解析(自験例) 
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Figure 3. B cell サブセット解析(自験例)



 

17 

 

 

Figure 4. Breg cells サブセット解析(自験例)  
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3.3.2 PAPS 患者の SNP とサブセットとの関連 

 

3.3.1 でサブセット解析を施行した PAPS 患者のうち遺伝子検査に同意を得られた

患者群を対象とした。 

対象患者からゲノムDNA を抽出し、SNP の判定を行った。SLE および血栓症にお

いて既報で関連が示されている 21 の SNP について検出した。検出した SNP の詳細

を Table 3 に示す。 

ゲノム DNA は血清分離後の末梢血血球成分より、Dna Quick Ⅱ (Genomic DNA 

Separation Kit) (DS ファーマバイオメディカル、大阪)を使用して抽出し、-80℃で保存

した。 

SNP genotyping は Taqman® Sample-to-SNPTM Kit (Applied Biosystems, California, USA)

を使用し、測定機器は 7500Fast リアルタイム PCR システム (Applied Biosystems)を

用いた。PCR 反応は初期に 95℃20 秒、その後 95℃3 秒、60℃30 秒を 40 サイクルで

ある。プライマーには TaqMan genotyping assay を用いた。 

 更に 3.3.1 で明らかにした PAPS 患者のサブセット解析結果と、上記 SNP との相関

について解析した。 
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Table 3. SNP リスト  

    Genotype 

TLR7 rs 179010 C/T 

 rs 3853839 C/G 

TNFAIP3  rs13192841 A/G 

 rs2230926 T/G 

 rs6922466 A/G 

TNFSF13 rs11552708 G/A 

TNFSF4 rs10798269 G/A 

 rs844644 A/C 

BLK rs2248932 C/T 

BANK1 rs3733197 G/A 

TYK2 rs2304256 A/C 

IRF5 rs2004640 G/T 

 rs10954213 A/G 

FCGR2A rs1801274 A/G 

FCGR2B rs1050501 C/T 

FCG3A rs396991 G/T 

CD45 rs4915154 A/G 

CR2 rs4308977 A/G 

 rs1048971 G/A 

 rs17615 G/A 

AGTRL1 rs9943582 G/A 
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3.3.3 PAPS 患者の PBMC mRNA 発現及び SNP との関連 

 

3.3.2 で SNP を解析した PAPS 患者について、有意差が得られた SNP と関連する

PBMC mRNA の発現量を real-time qPCR を用いて、定量的に評価した。 

3.3.1 と同様の方法で採取した PBMC から RNA を精製し、SuperScript (Invitrogen) 

を用いて逆転写を行い、cDNA を作製した。得られた cDNA について、TLR7, Ly6e, 

Mx1, IFIT1, IFIT3, GAPDH に対する特異的なプライマー(Table 4)と Fast SYBR® Green 

Master Mix (Applied Biosystems)を用い、ABI PRISM 7500 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems) で初期変性 (95℃, 10 分) 後、95℃で 15 秒、60℃で 1 分を 1 サ

イクルとして 40 サイクル増幅した。各サンプルのmRNA の発現量をGAPDH mRNA

発現量で補正後、健常人の代表サンプル 3 検体の平均値を基準値として⊿⊿CT 法に

よる定量評価を行った。 

また、Ly6e, Mx1, IFIT1, IFIT3 の gene expression から、既報 12,13に沿って下記の計

算式で IFN score を計算した。 

∑ = (
𝐺𝑒𝑛𝑒 𝑖𝑝𝑎𝑡𝑖𝑒𝑛𝑡 −  𝐺𝑒𝑛𝑒 𝑖𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙

𝑆𝐷(𝐺𝑒𝑛𝑒 𝑖𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
)

4

𝑖=1

 

続いて、mRNA 発現量および IFN score と、3.3.2 で明らかにした SNP との相関に

ついて解析した。 
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Table 4. Primer リスト 

gene Forward primer (5’ – 3’) Reverse primer (3’ – 5’) 
TLR7 AGGTGGAAGCAGACAGGAGA TCTCCCAGACACACTTGCAG 
Ly6e CTTACGGTCCAACATCAGAC GCACACATCCCTACTGACAC 
Mx1 GGGTAGCCA CTGGACTGA AGGTGGAGCGATTCTGAG 
IFIT1 TCAAAGTCAGCAGCCAGTCTCA GCCTCCTTGGGTTCGTCTATAA 
IFIT3 AACTACGCCTGGGTCTACTATCACTT GCCCTTTCATTTCTTCCACAC 

GAPDH GGTGATGCTGGTGCTGAGTA TCATAAGTCCCTCCACGATG 
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3.4 統計学的解析 

  

各サブセット比率について、PAPS 群、SLE/APS 群、健常者群の 3 群間で kruskal 

wallis test 検定により有意差があると確認されたサブセットについて、各群間で Dunn

検定によるノンパラメトリック解析を行った。 

それぞれの SNP におけるサブセット比率については、各アリル群間の比較は 3 群

間の場合、kruskal wallis 検定、Dunn 検定を用いて、2 群間の場合Mann-Whitneyの U

検定を用いてノンパラメトリック解析を行った。 

PAPS患者におけるSNPの各allele群間の遺伝子発現量(⊿⊿CT値)の比較は、Mann-

WhitneyのU検定によりノンパラメトリック解析を行った。 

統計解析はGraphPad Prism 7 (Graphpad Software, California, USA)を用いて行った。 
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3.5 結果 

3.5.1 APS 患者の末梢血サブセット解析 

 

T cell サブセット、B cell サブセット解析は PAPS 患者 26 名(女性 22 名, 男性 4 名, 

38.7 ± 8.6 歳, 平均 ± 標準偏差 (standard deviation: SD))、SLE/APS 患者 19 名 (女性 16

名, 男性 3 名, 36.2 ± 10.8 歳, 平均 ± SD)、健常人 10 名 (女性 8 名, 男性 2 名, 32.2 ± 

10.4 歳, 平均 ± SD)を対象とした。 

 

 

3.5.1.1 T cell サブセット 

 

CD4+ T cells (CD3+ CD4+)は 3 群間で有意差を認めなかった。(Figure 4) 

Helper T cells (CD3+ CD4+ CXCR5- CD45RA-)、Th2 cells (CD3+ CD4+ CXCR5- 

CD45RA- CXCR3- CCR6-)、Th17 cells (CD3+ CD4+ CXCR5- CD45RA- CXCR3- 

CCR6+)は PAPS 群、SLE/APS 群で健常者と比べて有意な増加が見られたが、Th1 

cells (CD3+ CD4+ CXCR5- CD45RA- CXCR3+ CCR6-)は 3 群間で有意差を認めなかっ

た。(Figure 5,6) 

Follicular helper T cells (CD3+ CD4+ CXCR5+ CD45RA-)、Follicular helper T1 cells 

(CD3+ CD4+ CXCR5+ CD45RA- CXCR3+ CCR6-)、Follicular helper T2 cells (CD3+ 

CD4+ CXCR5+ CD45RA- CXCR3- CCR6-)、Follicular helper T17 cells (CD3+ CD4+ 

CXCR5+ CD45RA- CXCR3- CCR6+)は 3 群間で有意差を認めなかった。(Figure 7,8) 

Treg cells (CD4+ CD25+ CD127-~dim)、Resting Treg cells (CD4+ CD25+ CD127-~dim 

CD CD45RA+) 、Activated Treg cells (CD4+ CD25+ CD127-~dim CD CD45RA-)は

PAPS 群、SLE/APS 群で健常者と比べて有意な減少が見られた。(Figure 9,10) 

Central memory T cells(CD4+ CD25- CD45RA-CCR7+)、Effector memory T cells(CD4+ 

CD25- CD45RA-CCR7-)、Naïve T cells(CD4+ CD25- CD45RA+CCR7+)、Effector T 

cells( CD4+ CD25- CD45RA+CCR7-)は 3 群間で有意差を認めなかった。(Figure 11,12) 
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Figure 4. CD4+ T cells サブセット比率 

CD4+ T cells は 3 群間で有意差は見られなかった。(kruskal wallis test) 
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Figure 5. Helper T cells, Th1 cells サブセット比率 

Helper T cells は PAPS、SLE/APS 群で健常者と比べ有意な増加が見られた。 

Th1 cells は 3 群間で有意差は見られなかった。 

(*p<0.05, Dunn test after kruskal wallis test) 
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Figure 6. Th2 cells, Th17 cells サブセット比率 

Th2 cells、Th17 cells は PAPS、SLE/APS 群で健常者と比べ有意な増加が見られた。 

(*p<0.05, Dunn test after kruskal wallis test) 
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Figure 7. Follicular T cells, Follicular T1 cells サブセット比率 

Follicular T cells, Follicular T1 cells は 3 群間で有意差は見られなかった。 

(kruskal wallis test)  
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Figure 8. Follicular T2 cells, Follicular T17 cells サブセット比率 

Follicular T2 cells, Follicular T17 cells は 3 群間で有意差は見られなかった。 

(kruskal wallis test) 
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Figure 9. Treg cells サブセット比率 

Treg cells は PAPS、SLE/APS 群で健常者と比べ有意な減少が見られた。 

(*p<0.05, Dunn test after kruskal wallis test) 
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Figure 10. Resting Treg cells, Activated Treg cells サブセット比率 

Resting Treg cells, Activated Treg cells は PAPS、SLE/APS 群で健常者と比べ有意な

減少が見られた。(*p<0.05, Dunn test after kruskal wallis test) 
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Figure 11. Central memory T cells, Naïve T cells サブセット比率 

Central memory T cells, Naïve T cells は 3 群間で有意差は見られなかった。 

(kruskal wallis test) 

  



 

32 

 

 

 

Figure 12. Effector memory T cells, Effector T cells サブセット比率 

Effector memory T cells, Effector T cells は 3 群間で有意差は見られなかった。 

(kruskal wallis test) 
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3.5.1.2 B cell サブセット  

 

CD19+ B cells は SLE/APS 群で PAPS 群、健常者と比べ有意な減少が見られた。

(Figure 13) 

Traditional B cells (CD3- CD19+ CD24++ CD38++)は 3 群間で明らかな有意差を認め

なかった。(Figure14) 

Total memory B cells (CD3- CD19+ CD27+)、Pre-switched memory B cells (CD3- 

CD19+ CD27+ IgD+)、Post-switched memory B cells (CD3- CD19+ CD27+ IgD-)は PAPS

群、SLE/APS 群で健常者と比べて有意な減少が見られた。(Figure14,15) 

Plasmablasts (CD3- CD19+ CD27++ CD38++)は PAPS 群、SLE/APS 群で健常者と比

べて有意な増加が見られた。(Figure 16) 

CD27- IgD- cells (CD3- CD19+ CD27- IgD-)、Naïve B cells (CD3- CD19+ CD27- IgD+)

は 3 群間で明らかな有意差を認めなかった。(Figure 16,17) 
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Figure 13. CD19+ B cells サブセット比率 

CD19+ B cells は SLE/APS 群で PAPS 群、健常者と比べ有意な減少が見られた。 

(*p<0.05, Dunn test after kruskal wallis test) 
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Figure 14. Traditional B cells、Total memory B cells サブセット比率 

Traditional B cells は 3 群間で有意差は見られなかった。 

Total memory B cells は PAPS、SLE/APS 群で健常者と比べ有意な減少が見られた。 

(*p<0.05, Dunn test after kruskal wallis test) 
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Figure 15. Pre-switched memory B cells、Post-switched memory B cells サブセット比率 

Pre-switched memory B cells、Post-switched memory B cells は PAPS 群、SLE/APS 群で

健常者と比べ有意な減少が見られた。(*p<0.05, Dunn test after kruskal wallis test) 
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Figure 16. Plasmablasts、CD27- IgD- cells サブセット比率 

Plasmablasts は PAPS 群、SLE/APS 群で健常者と比べ有意な増加が見られた。 

CD27- IgD- cells は 3 群間で有意差は見られなかった。 

(*p<0.05, Dunn test after kruskal wallis test) 
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Figure 17. Naïve B cells サブセット比率 

Naïve B cells は 3 群間で有意差は見られなかった。(kruskal wallis test) 
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3.5.1.3 Breg cells サブセット 

 

Breg cells サブセット解析は PAPS 患者 10 名(女性 9 名, 男性 1 名)、SLE/APS 患者

7 名 (女性 6 名, 男性 1 名,)、健常人 5 名 (女性 4 名, 男性 1 名)を対象とした。 

Breg cells (CD19+ IL10+)は PAPS 群、SLE/APS 群で健常者と比べて有意な減少が見

られた。(Figure 18) 
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A 

 

B 

 
Figure 18. Breg cells サブセット比率 

(A) PAPS 患者, 健常者のDot plot 

(B) Breg cells は PAPS 群、SLE/APS 群で健常者と比べて有意な減少が見られた。 

(*p<0.05, Dunn test after kruskal wallis test) 
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3.5.2 PAPS 患者のサブセットと SNP との関連 

 

遺伝子検査に同意が得られた PAPS 患者 14 名(すべて女性, 34.7 ± 8.6 歳, 平均 ± 

SD)の SNP を検出し、3.5.1 で有意差を認めたサブセットとの相関を解析した。 

toll like receptor (TLR) 7 SNP (rs 3853839)は Plasmablasts、Total memory B cells、Post-

switched memory B cells、Pre-switched memory B cells 比率において allele 群間に有意

差が見られ、他の SNP 変異とサブセットでは allele 群間での有意差は見られなかっ

た。(Table 5) 

TLR7 SNP (rs 3853839)のG/G allele 群において、G/C allele 群と比べて有意な

Plasmablasts の増加、Total memory B cells の減少が見られた。(Figure 19,20) 
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Table 5. SNP allele 群間におけるサブセット比率の有意差(p 値) 

 

*p<0.05, using kruskal wallis test, Mann–Whitney U test
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Figure 19. TLR7 SNP(rs 3853839) allele 毎の Plasmablasts 比率 

G/G allele 群において、G/C allele 群と比べて有意な Plasmablasts の増加が見られた。 

(*p<0.05, Mann–Whitney U test) 
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Figure 20. TLR7 SNP(rs 3853839) allele 毎の Total memory B cells 比率 

G/G allele 群において、G/C allele 群と比べて有意な Total memory B cells の減少が見

られた。(*p<0.05, Mann–Whitney U test) 
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3.5.3 PAPS 患者の PBMC mRNA 発現及び SNP との関連 

 

3.5.2 で SNP を同定した PAPS 患者 14 名について、PBMC のmRNA 発現を測定

し、SNP との関連を解析した。対象の遺伝子として、3.5.2 で有意差を認めた SNP

と関連する TLR7 と、TLR7 の下流にあたる Ly6e, Mx1, IFIT1, IFIT3、および house 

keeping 遺伝子としてGAPDH について測定した。 

TLR7 gene expression は TLR7 SNP (rs 3853839) G/G allele 群において、G/C allele 群

と比べて高かったが、有意差は見られなかった。(Figure 21) 

また、Ly6e, Mx1, IFIT1, IFIT3 の gene expression より算出した IFN score は TLR7 

SNP (rs 3853839) G/G allele 群において、G/C allele 群と比べて有意に高値であった。

(Figure 22)  
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Figure 21. TLR7 SNP(rs 3853839)の allele 毎の TLR7 gene expression 

TLR7 gene expression はG/G allele 群において、G/C allele 群と比べて高かったが、有

意差は無かった。(p = 0.059, Mann–Whitney U test) 
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Figure 22. TLR7 SNP(rs 3853839)の allele 毎の IFN score 

Ly6e, Mx1, IFIT1, IFIT3 の gene expression より算出した IFN score はG/G allele 群にお

いて、G/C allele 群と比べて有意に高値であった。(*p<0.05, Mann–Whitney U test) 

  



 

48 

 

3.6 考察 

 

本研究では APS 患者における末梢血サブセットの特徴および SNP との関連を明

らかにすることを目的とした。 

これまでの研究で、様々な自己免疫疾患と末梢血サブセットとの関連が報告され

ている。例えば SLE 患者では活動期に Plasmablasts の増加 14と Pre-switched memory 

B cells の減少が見られ、Pre-switched memory B cells の減少度が自己抗体量と相関し

た 15。T cell では Th1 cells や Treg cells の減少および Th17 の増加が見られた 16,17。関

節リウマチ患者では Treg cells やCentral memory T cells の減少が見られた 18。一方、

APS においては研究が進んでおらず、PAPS 患者や SLE/APS 患者において Treg cells

の減少が報告されている程度にとどまっている 9,19。 

また、近年 SNP と膠原病の関係について多くの研究が進められ、様々な疾患関連

遺伝子が同定されている。更に、SNP と末梢血サブセットとの関連が注目されてき

ており、Mario Roederer らは 669 名の双子についてゲノムワイド解析を行い、様々な

サブセットが SNP と関連していることを示した 10。しかし膠原病患者において、SNP

とサブセットの関連について解析した研究は現時点で見当たらず、本研究は APS 患

者を対象とした初めての解析である。 

本研究でのサブセット解析の結果、PAPS、SLE/APS 患者いずれにおいても、Th2、

Th17 cells の増加、Treg cells の減少、Memory B cells の減少、Plasmablasts の増加、Breg 

cells の減少が見られた。 

APS 患者の T 細胞サブセット解析において、免疫応答の抑制に働くTreg cells の減

少が見られ、炎症性疾患や自己免疫疾患の発症に関わる Th17 cells の増加や、Th2 > 

Th1 のサイトカインバランスとなっていることが示された。Th2 や Th17 は IL-4、IL-

5、IL-17 などのサイトカインを介して B 細胞の成熟に働くことが知られており、こ

れらのサブセット変化がMemory B cells の減少や Plasmablasts の増加に関与している

可能性が考えられた。更に、抗体産生に直接関連するB 細胞において Plasmablasts が

増加していたことで、Plasmablasts がより深く APS の病態および aPL の産生に関与

していることが推測された。また、Breg cells は IL-10 産生を介して T 細胞や抗原提

示細胞の活性化を抑制し、免疫応答を抑制することが知られている 20。多発性硬化症
21や SLE11、強皮症 22などで Breg cells が減少していることが報告され、自己免疫疾

患における重要性が近年注目されているが、今回、APS 患者においてもBreg が減少

していることが初めて確認された。 

これらのT cell、B cellのサブセット変化はSLEにおいて同様の報告がされており、

APS が SLE と類似の病態であることを示唆している。APS 患者では SLE の合併例が
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多く、また primary APS と診断された患者も経過中に SLE を発症するなど、両疾患

の近似性は非常に高いと考えられているが、末梢血リンパ球サブセットの観点から

もそれが証明されたことは興味深い。 

更に本研究では、TLR7 の SNP (rs 3853839)がMemory B cells の減少や Plasmablasts

の増加と関連していることを明らかにし、APS 患者における B 細胞の分化に遺伝的

要素が関与している可能性が示唆された。TLR7 ligand がB 細胞分化を促進すること

は in vitro で示されており 23、実際、本研究でも TLR7 SNP (rs 3853839)の各 allele 間

の比較で、PBMC の TLR7 gene expression には有意差は認められなかったものの、

TLR7 の下流に当たる IFN 関連の gene expression (Ly6e、Mx1、IFIT1、IFIT3)をスコア

化した IFN score は G/G allele 群で有意に高値であった。この TLR7 SNP と gene 

expression の関係は SLE 患者において既に報告されており、TLR7 (rs 3853839)のG/G 

allele 群において、TLR7 gene expression は高い傾向があり、また IFN score が有意に

高値であった、と本研究と同様の結果が得られた 12。 

なお、本研究における limitation として、一部の PAPS、SLE/APS 患者において治

療薬として副腎皮質ステロイドが使用されていることが挙げられるが、PSL 5mg/day

以下に限定した症例を対象としており、実際に PAPS 患者においてステロイド非使用

例と使用例を比較しても各サブセット比率は同様の傾向が見られたことから、結果

に大きな影響は及ぼしていないものと考えられた。 

本研究の結果、APS 患者のサブセットは SLE 患者と類似していることが示された。

更に TLR7 SNP および IFN signiture との関連が見られており、遺伝的背景が関与して

いる可能性が示唆された。また Plasmablasts の増加が見られることから、aPL 産生に

おいて Plasmablasts が抗体産生に関与している可能性が想起された。 

そのため、次の研究として、Plasmablasts を含むCD20 陰性B 細胞と抗体産生の関

係を ex vivo の系を用いて検討することとした。 
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4．第二章 

aPL 産生細胞サブセットの同定 
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4.1 背景 

 

aPLは病原性を有する自己抗体と考えられているが、副腎皮質ステロイドなど一般

的な免疫抑制剤により aPLの抗体価は減少しないことが多く、aPLの産生機序につい

ては不明な点が多い。 

近年、血管炎など他の膠原病に対して Rituximab(抗 CD20 モノクローナル抗体)の

効果が認められているが、APSにおいてはRituximab 投与後でも抗体価がほとんど変

化しないことが知られている 24。B 細胞は大多数が CD20 陽性細胞で形成されるが、

PlasmablastsなどのCD20陰性B細胞がaPL産生に関与している可能性が考えられる。

第一章のサブセット解析の結果においても、APS 患者の B 細胞サブセットで

Plasmablastsが健常者と比べて有意に増加しており、Memory B cells が減少しているこ

とが明らかとなった。 

視神経脊髄炎という中枢神経系の慢性炎症性脱髄疾患において、疾患特異的自己抗

体である抗アクアポリン 4 抗体が ex vivo の系で Plasmablasts から産生されているこ

とが示され 25、実臨床で Plasmablasts の産生を抑える治療を行うことにより効果を示

した症例が報告されている 26。このように抗体産生リンパ球サブセットを同定するこ

とで、aPL産生を抑制する特異的治療に繋がる可能性がある。 

 そこで、ex vivo で PBMC の培養上清から aPL産生を検出する方法を確立し、更に

PBMC から特定のサブセットを deplete して培養上清中の aPL 産生量が変動するか検

討することで、抗体産生サブセットの同定を試みた。  
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4.2 目的 

 

 APS 患者の PBMC より ex vivo の系で aPL産生を検出できる条件、測定方法を確

立し、APS 患者における aPL 産生サブセットを同定する。 
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4.3 対象と方法 

 

4.3.1  健常者 PBMC 培養上清中の IgG/IgM 測定 

 

培養条件の最適化のため、まず健常者の PBMC を用いて培養上清の IgG/IgM 値を

測定し、刺激、培養日数について条件検討を行った。 

健常者 4 名より 3.3.1 と同様の方法で分離した PBMC (細胞数 50,000 cells/well)

を、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose (Sigma-Aldrich)に 10% の fatal 

bovine serum (FBS) (Gibco BRL)と penicillin/streptomycin (100 U/ml, Sigma-Aldrich)を添

加した培地を用いて 5% CO2, 37℃の条件で培養した。B 細胞の分化刺激として、

IL(interleukin)-6 (1 ng/ml, Biolegend)/IL-21 (50 ng/ml, Biolegend)、CD40 ligand (1 μg/ ml, 

Biolegend)、APRIL (a proliferation-inducing ligand) (300 ng/ml, PeproTech, New Jersey, 

USA)を用い、それぞれの単刺激または共刺激後 3,6,8 日後の培養上清を採取した。

培養上清中の human IgG/IgM については、N-アッセイ TIA IgG/IgM – SH ニットー

ボー(NITTOBO MEDICAL CO., LTD, Japan)を用いて JCA-BM シリーズ自動分析装置

クリナライザ(JCA-BM8030) (Japan Electron Optics Laboratory, Japan)で測定した。 

なお、本研究はヘルシンキ宣言と臨床試験の基本理念に従って施行し、北海道大学

大学院医学研究科倫理委員会の承認を得て、APS 患者および健常人とも文書同意を

得て行った (承認番号 017-0165)。また、細胞の transfection については、北海道大学

遺伝子組換え実験等安全管理規定に従って行った。 
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4.3.2  APS 患者 PBMC 培養上清中の aPL 測定 

  

4.3.2.1 aCL-IgG/IgM ELISA 
 

続いて、APS 患者の PBMC を、細胞数、刺激、培養日数について、4.3.1 で

IgG/IgM 産生に最適と考えられた条件で培養した。その培養上清を採取し、aPL の

一種である抗カルジオリピン抗体(aCL)-IgG/IgM を enzyme linked immunosorbent 

assay (ELISA)法で測定した。また control として、健常者 3 名の PBMC を同様に培

養し、上清中の aCL-IgG/IgM を測定した。 

ELISA は血清中の aCL-IgM/IgG 測定時に使用される、標準化されたプロトコール
27に準じて下記の方法で測定した。 

照射マイクロタイタープレートMaxi Soap (Nunk, Danmark)に cardiolipin solution 

from bovine heart (50 μg/mL, Sigma-Aldrich)またはエタノールを 4℃で一晩静置し固相

化を行った。非特異的結合を避けるため、bovine serum albumin (BSA) (Sigma-

Aldrich)を添加し blocking を行った。phosphate buffered saline (PBS)で 4 回洗浄後、培

養上清 50 μL を各ウェルに分注して 2 時間静置した。PBS で 4 回洗浄後，アルカリ

ホスファターゼ(alkaline phosphatase: ALP)標識ヤギ抗ヒト IgG 抗体(Sigma-Aldrich)ま

たは ALP 標識ヤギ抗ヒト IgM 抗体 (Jackson ImmunoResearch, Pennsylvania, USA)を

添加し、室温で 1 時間静置した。再度 PBS で 4 回洗浄後，1M ジエタノールアミン

緩衝液 (pH 9.8)に 1 mg/mL p-ニトロフェニルリン酸二ナトリウム (Sigma-Aldrich) を

加えた溶液を 100 μLずつ各well に添加し酵素反応を行った。120 分の反応後、各ウ

ェルの蛍光強度を測定した。405 nm 吸光度(optical density: OD)はMultiskan ascent 

plate reader (サーモエレクトロン社、ウォルサム、USA) で測定した。同一検体で

cardiolipin およびエタノールで固相化されたwell 毎の吸光度の差を計算し、同様の

プロセスで同時測定した既知濃度 standard サンプルから標準曲線を作成した。標準

曲線と比較し、検体中の自己抗体濃度を算出した。測定結果は IgG、IgM のクラス

ごとにGPL-U/mL，MPL-U/mL で表記した。 

 なお、患者血清の aCL-IgM/IgG 測定では、50 倍希釈した血清 50 μL を上記と同様

の方法で測定した。  
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4.3.2.2 aβ2GPI-IgG/IgM cell assay 
 

HEK293T cell に β2GPI、HLA-DRA*01:01、DRB1*07:01 を co-transfection すること

で細胞表面のHLA 上に β2GPI 蛋白が提示されることが知られており 28、aPL の一

種である抗 β2GPI 抗体(aβ2GPI)-IgG/IgM を検出するため、cell assayを用いた測定系

の確立を行った。 

まず、HEK293T cell に polyethyleneimine (PEI)を用いて β2GPI、HLA-DRA*01:01、

DRB1*07:01、GFP vector を co-transfection した transient expression cell を作成した。

この cell assayを用いて、APS 患者血清において、血清中の aPL が検出可能か確認

した。 

APS 患者血清および健常者血清に、transfection 48 時間後の transient expression 

HEK293T cell を加え、20 分間 4℃で静置した。遠心後、APC anti-human IgG 

(Biolegend)またはAPC anti-human IgM (Biolegend)を加え 15 分 4℃暗所で静置し、洗

浄後にBD FACSAria™ II を用いたフローサイトメトリーを行った。control として

GFP のみを transfection したHEK293 cell を用いて同様の測定を行い、GFP 陽性細胞

群における両者のAPC MFI (mean fluorescence intensity)を比較することで、aβ2GPI-

IgG/IgM の抗体量を測定した。 

 測定系の確立後、APS 患者および健常者の PBMC 培養上清を用いて同様の方法

でフローサイトメトリーを行い、抗 β2GPI 抗体(aβ2GPI)-IgG/IgM の抗体量を比較し

た。 
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4.3.3  APS 患者における aPL 産生細胞サブセットの同定 

 

 4.3.2 にて ex vivo の系で PBMC からの aPL 産生を確認した上で、CD20 陽性または

CD20 陰性 B 細胞が抗体産生に関与しているか調べるため、PBMC から一部の

population を以下の方法で sorting して培養し、その培養上清中の aPL を測定、比較し

た。  

 APS 患者の PBMC に APC anti-CD19 antibody (biolegend)、PE anti-CD20 antibody 

(biolegend)を加え、15 分暗冷所に静置し、遠心後にBD FACSAria™ II を用いて sorting

を行い、CD19+CD20+ cells および CD19+CD20- cells を deplete した細胞群を抽出し

た。sorting 前後のフローサイトメトリー像を Figure 23 に示す。 

それぞれの細胞群について、4.3.2.1 および 4.3.2.2 と同様の方法で培養上清中の aPL

を測定し、比較した。 
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  A                          B                          C        

  

Figure 23. sorting による CD20 陽性/陰性 CD19+ B cells の変動 

(A) sorting 前の PBMC (B) CD19+ CD20+ B cells depletion 後 (C) CD19+ CD20- B cells depletion 後 

sorting 効率は 99%以上であった。 
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4.3.4 統計学的解析 

 

IgG (TIA)、IgM (TIA)の抗体価は平均 ± SD で表し、各サブセットにおける aPL 産

生の群間比較は paired-t test を行い、統計学的解析を行った。p 値は 0.05 未満を統計

学的有意とした。統計解析はGraphPad Prism 7 (Graphpad Software)を用いて行った。 
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4.4 結果 

 

4.4.1 健常者 PBMC 培養上清中の IgG/IgM 測定 

 

 健常者 4 名の PBMC を IL-6/IL-21、CD40 ligand、APRIL の単刺激または共刺激下

で培養し、それぞれの培養上清を day3,6,8 で採取し培養上清中の IgG、IgM を測定

した。 

 いずれの刺激でも day3 では検出が見られず、day6,8 で IgG、IgM ともに検出され

た。 

IgG (TIA)について、IL-6/IL-21 の単刺激では 3.5±2.5 mg/dL (day6)、3.4±2.7 

mg/dL (day8)、CD40 ligand の単刺激では 4.4±1.9 mg/dL (day6)、4.3±2.5 mg/dL 

(day8)、APRIL の単刺激では 5.5±3.4 mg/dL (day6)、5.5±3.1 mg/dL (day8)、IL-6/IL-

21、CD40 ligand、APRIL の共刺激で 12.1±2.7 mg/dL (day6)、11.9±3.4 mg/dL (day8)

であり、IL-6/IL-21、CD40 ligand、APRIL の共刺激で最も高値を認めた。(Figure 

24A) 

 IgM (TIA)について、IL-6/IL-21 の単刺激では 0.11±0.06 mg/dL (day6)、0.15±0.05 

mg/dL (day8)、CD40 ligand の単刺激では 0.15±0.08 mg/dL (day6)、0.14±0.09 mg/dL 

(day8)、APRIL の単刺激では 0.15±0.11 mg/dL (day6)、0.11±0.06 mg/dL (day8)、IL-

6/IL-21、CD40 ligand、APRIL の共刺激で 0.34±0.15 mg/dL (day6)、0.34±0.21 mg/dL 

(day8)であり、IL-6/IL-21、CD40 ligand、APRIL の共刺激で最も高値を認めた。

(Figure 24B) 

  



 

60 

 

A 

 

B 

 

Figure 24. 健常者 PBMC 培養上清中の IgG/IgM 測定 

 健常者において、day6,8 の培養上清で IgG、IgM を検出した。またいずれも IL-6/IL-

21、CD40 ligand、APRIL の共刺激で最高値を認めた。 

  

ChIP: anti-trimethylated-H3-K4 
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4.4.2  APS 患者 PBMC 培養上清中の aPL 測定 

 

4.4.2.1 aCL-IgG/IgM ELISA 
 

 APS 患者 18 名の PBMC を IL-6、IL-21、CD40 ligand、APRIL の共刺激で培養

し、それぞれの培養上清を day6 で採取し培養上清中の aCL-IgG/IgM を測定した。

また control として、健常者 3 名の PBMC を同様に培養し、上清中の aCL-IgG/IgM

を測定した。 

 APS 患者 4 名の PBMC 培養上清で aCL-IgG OD > 0.300、aCL-IgG titer > 8.0 GPL-

U/mL と高値を認めた。特に血清中の aCL-IgG titer が高値であった症例では、高い

OD 値を検出した。一方、健常者 3 名の PBMC 培養上清から aCL-IgG は検出されな

かった。(Figure 25) 

 また、aCL-IgM はいずれの培養上清からも検出されなかった。(Figure 26)  
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A 

 

B 

 
Figure 25. PBMC 培養上清中の aCL-IgG (ELISA) (A) aCL-IgG OD (B) aCL-IgG titer 

serum aCL-IgG 高値のAPS患者において、PBMC培養上清から aCL-IgGを検出した。  
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Figure 26. PBMC 培養上清中の aCL-IgM (ELISA) OD 

APS 患者、健常者の PBMC 培養上清のいずれからも、aCL-IgM は検出されなかっ

た。 
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4.4.2.2  cell assay による PBMC 培養中 aβ2GPI-IgG/IgM 測定 

 

transient expression cell assayの系を確立するため、まずAPS 患者血清と健常者の

血清を用いて確認を行った。 

 APS 患者血清では aβ2GPI-IgG、aβ2GPI-IgM ともに検出可能であった一方、健常

者の血清ではいずれも検出されなかった。(Figure 27,28) 

cell assayが機能していることが確認できたため、続いて APS 患者の PBMC 培養

上清を用いて同様の方法でフローサイトメトリーを行い、aβ2GPI-IgG/IgM のMFI

を比較した。 

APS 患者 1 名の PBMC 培養上清において aβ2GPI-IgG をわずかに検出したが、健

常者の PBMC 培養上清からは検出されなかった。(Figure 29) 

またAPS 患者 1 名の PBMC 培養上清において aβ2GPI-IgM を検出したが、健常者

の PBMC 培養上清からは検出されなかった。(Figure 30) 

他に 4 名のAPS 患者で同様に aβ2GPI-IgM を検出した。 
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A APS patient serum 

 

B Healthy control serum 

 

Figure 27. APS 患者、健常者の血清中の aβ2GPI-IgG 

APS 患者の血清において、aβ2GPI-IgG を検出したが、健常者の血清からは検出され

なかった。 
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A APS patient serum 

 

B Healthy control serum 

 

Figure 28. APS 患者、健常者の血清中の aβ2GPI-IgM 

APS 患者の血清において、aβ2GPI-IgM を検出したが、健常者の血清からは検出さ

れなかった。 
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A APS patient supernatant 

 

B Healthy control supernatant 

 

Figure 29. APS 患者、健常者の PBMC 培養上清中の aβ2GPI-IgG 

APS 患者の PBMC 培養上清において aβ2GPI-IgG をわずかに検出したが、健常者の

PBMC 培養上清からは検出されなかった。 
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A APS patient supernatant 

 

B Healthy control supernatant 

 

Figure 30. APS 患者、健常者の PBMC 培養上清中の aβ2GPI-IgM 

APS 患者の PBMC 培養上清において aβ2GPI-IgM を検出したが、健常者の PBMC 培

養上清からは検出されなかった。 
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4.4.3  APS 患者における aPL 産生細胞サブセットの同定 

 
続いて、APS 患者の PBMC を sorting し、CD20 陽性B 細胞とCD20 陰性B 細胞を

deplete した。それぞれの細胞群を細胞数 50,000 cells/well で培養し、day6 の培養上清

について 4.3.2.1 および 4.3.2.2 の方法で aPL を測定し比較した。 

PBMC およびCD20+ B cells を deplete した PBMC の培養上清から aCL-IgG を検出

したが、CD20- B cells を deplete した PBMC の培養上清からは aCL-IgG は検出されな

かった。(Figure 31) 

cell assayにおいても、CD20+ B cells を deplete した PBMC の培養上清から aβ2GPI-

IgM を検出したが、CD20- B cells を deplete した PBMC の培養上清からは aβ2GPI-IgM

は検出されなかった。(Figure 32) 

なお、aCL-IgM (ELISA)、aβ2GPI-IgG (cell assay)についてはいずれの sorting cell 培

養上清からも検出されなかった。 
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A 

 

B 

 

Figure 31. PAPS 患者 PBMC および depleting cells 培養上清中の aCL-IgG (ELISA)  

(A) aCL-IgG OD (B) aCL-IgG titer  

CD20+ B cells を deplete した PBMC の培養上清から aCL-IgG を検出したが、CD20- 

B cells を deplete した PBMC の培養上清から aCL-IgG は検出されなかった。

(*p<0.05, paired t test) 
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A PBMC depl. of CD20+ B cells supernatant 

 

B PBMC depl. of CD20- B cells supernatant 

 

Figure 32. PAPS 患者 depleting cells 培養上清中の aβ2GPI-IgM 

CD20+ B cellsを depleteしたPBMCの培養上清から aβ2GPI-IgMを検出したが、CD20- 

B cells を deplete した PBMC の培養上清から aβ2GPI-IgM は検出されなかった。 
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4.5 考察 

 

APS は自己免疫性の血栓性疾患であるが、劇症型APS などの特殊な病態および基

礎疾患に SLE などの自己免疫疾患がある場合を除いて、ステロイドや免疫抑制剤は

通常使用されない。実際、レトロスペクティブな解析では通常の免疫抑制療法により

抗体価の抑制は必ずしも得られず、血栓再発予防にも効果は認められなかったと報

告されている 29。近年、抗 CD20 モノクローナル抗体である Rituximab は、CD20 陽

性 B 細胞を治療ターゲットとし、血管炎などの膠原病で疾患特異的自己抗体の産生

を抑制することが知られているが、APS 患者における Rituximab の効果を調べた

phase2 study では治療前後で aPL の抗体価に変動を認めなかった 24。aPL の産生機序

については不明な点が多く、現時点でAPS に特異的な治療法は存在しない。APS 患

者の急性期の動静脈血栓症に対しては，抗凝固療法や線溶療法など血栓症に対する

治療や二次予防のみが行われているのが現状である。 

我々は第一章で APS 患者の末梢血サブセットにて Plasmablasts が増加しているこ

とを確認した。Plasmablasts はCD20 陰性B 細胞であり、視神経脊髄炎や関節リウマ

チにおいて、疾患特異的自己抗体の産生に Plasmablasts が寄与されていることが示さ

れている 25,30ように、APS においても、Plasmablasts を含む抗CD20 陰性B 細胞が aPL

産生に関連している可能性を考え、本実験を行った。 

まず、IL-6、IL-21、APRIL、CD40 ligand を用いてB 細胞を刺激し、ELISA および

cell assay を用いて培養上清中の aPL を測定することで、ex vivo の系で PBMC から

aPLを産生および検出する方法を確立した。続いてBD FACSAria™ II を用いてsorting

を行い、CD20 陽性・陰性B 細胞を deplete した細胞群で培養を行った。CD20 陽性B

細胞を deplete した PBMC から aPL 産生が見られた一方、CD20 陰性B細胞を deplete

した PBMC からは aPL 産生が見られなかった。 

これらの結果は、Plasmablasts を含むCD20 陰性B 細胞が aPL 産生に関与している

ことを示唆しており、Rituximab が実臨床で aPL 減少に寄与しないことと矛盾しない

結果であった。Plasmablasts を抑制する治療がAPS において有効である可能性があり

、今後の治療に繋がることが期待される。 
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5．第三章 

抗リン脂質抗体症候群における血小板減少と 

血栓症リスクに関する研究 
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5.1 背景 

 

5.1.1 抗リン脂質抗体患者における血小板減少症と血栓症 

 

APS 患者には non-criteria manifestation と呼ばれる、血栓症・妊娠合併症以外の症状

をしばしばきたすことが知られており、腎症、血小板減少症、皮膚症状、心弁膜症、

神経症が挙げられる 31。APS 患者における血小板減少症の頻度は 20-53%と報告され

ており 32、他の膠原病よりも明らかに多い。更に、1000 例のAPS 患者を解析した多

施設前向き研究では 10 年のフォローアップ期間中に 8.7%が新たに血小板減少症を

発症した 33。しかし、APS 患者の血小板減少症はほとんどが血小板数 5 万/μL 以上の

軽度減少に留まり、治療介入を要するほどの減少を呈する症例はほとんど無い。ま

た、APS 患者における血小板減少症の病態については不明な点が多い 34-36。 

特発性血小板減少性紫斑病(immune thrombocytopenic purpura: ITP)患者において、

aPL の存在が血栓症リスクを増加させることが知られており、5 年間のフォローアッ

プで aPL 陽性患者の 61%が血栓症を発症したが、aPL 陰性患者ではわずか 2.3％に留

まった 37。APS 患者においても血小板減少が血栓症発症リスクになる可能性が考え

られているが、これまで十分な解析はなされていない。 

本研究では、aPL陽性・陰性患者における血小板減少症と血栓症発症率を解析する。

また、当科では aPL の種類・力価を換算して計算する抗リン脂質抗体スコア（aPL-

S）を提唱しており 3、aPL-S と血小板減少の関連についても解析するとともに、aPL-

S と血小板減少の有無による血栓症発症リスクの層別化を試みる方針とした。 
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5.2 対象と方法 

 

5.2.1 研究デザイン 

  

本研究は後ろ向き単施設縦断研究である。aPL 陽性患者における血小板減少症の

有無と血栓症発症との関連を明らかにすることを目的とした。また aPL-S と血小板

数による層別解析も行い、両者による血栓症発症リスクの層別化についても検討し

た。臨床検査値, 画像所見, 臨床経過などの患者データは医療記録を用いて収集した。

この研究はヘルシンキ宣言と臨床試験の基本理念に従って施行し、北海道大学大学

院医学研究科倫理委員会の承認を得て行った (承認番号 016-0206) 。 
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5.2.2 対象、および主要評価項目 

  

2002 年 4 月から 2006 年 3 月の間に北海道大学病院内科Ⅱ膠原病外来を受診し、抗

リン脂質抗体を測定した連続 953 名を対象とした。フォロー期間が 2 年以内の 262

名については解析に不適と考え除外した。691 名のフォローアップ期間の中央値は

128 ヶ月であった。aPL 陽性・陰性患者につき、血小板減少群、非血小板減少群の患

者背景(年齢、性別、病名、喫煙歴、生活習慣病の既往歴、血栓症の既往歴、抗血栓

療法の使用歴)、aPL のプロファイル、フォローアップ期間中の最初の血栓症イベン

トについて解析した。 

血小板減少群は aPL 測定時に血小板数 15 万/μL 以下の患者と定義し、血栓症につ

いては脳梗塞、心筋梗塞、総腸骨動脈などの動脈血栓症と深部静脈血栓症や肺塞栓な

どの静脈血栓症について、CT やMRI、血管造影で確認されたものと定義した。また

SLE の診断はアメリカリウマチ学会 (American College of Rheumatology: ACR) の

1997 年改訂分類基準 38,39を用いて行った。 
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5.2.3  aPL および aPL-S の測定 

  

血漿サンプルは、10% 0.105M クエン酸ナトリウムを含む試験管に採取した静脈

血を、4℃で直ちに遠心分離し、濾過により血小板を除去し-80℃で保管したものを

使用した。抗リン脂質抗体は以下の方法を用いて測定した。 

ループスアンチコアグラント(LA)は semiautomated hemostasis analyzer (Start 4, 

Diagnostica Stago, Asnières sur Seinne, France) を用い、国際血栓止血学会の標準化委

員会推奨のガイドライン 40に基づき、活性化トロンボプラスチン時間 (activated 

partial thromboplastin time: aPTT)、希釈ラッセル蛇毒時間 (dilute Russell viper venom 

time: dRVVT)、カオリン凝固時間 (kaolin clotting time: KCT) で判定した。aPTT 測定

のスクリーニングとミキシングテストに PTT-LA (Diagnostica Stago)を用い、Staclot 

LA kit (Diagnostica Stago)で確認試験を行った。dRVVT はスクリーニングと確認試験

にGradipore LA test (Sydney New South Wales, Australia) を用いた。KCT は kaolin 

solution (Dade Behring, Liederbach, Germany) 標準プロトコールを用いて測定した。40

人の健常者の 99 パーセンタイルを LA テストのカットオフと設定した。 

抗カルジオリピン抗体(aCL-IgG, aCL-IgM)は標準化された ELISA 法により測定し

た 27。132 名の健常人 aCL ELISA を施行し、結果の 99 パーセンタイルを aCL の正

常範囲 (IgG> 18.5 GPL および IgM> 7.0 MPL)と設定した。 

抗 β2GPI 抗体 (aβ2GPI-IgG, IgM) は既報 41に沿って in-house ELISA を用いて測定

した。精製ヒト β2GPI はヤマサ製 (東京)を使用し、照射マイクロタイタープレート

Maxi Soap (Nunk,)に 4 μg/mL 精製 β2GPI・PBS 溶液を添加し、4℃で一晩静置し固相

化を行った。非特異的結合を避けるため 150 μL 3%ゼラチン (BDH ケミカルズ株式

会社, Poole)でブロッキング処理した。0.05% Tween 20 (Sigma-Aldrich)を含む PBS 

(PBS-Tween) で 3 回洗浄後、1% ウシ血清アルブミン(BSA) (Sigma-Aldrich)を含む

PBS (PBS-1% BSA)で 50 倍希釈した患者血清 50 μLを 2 well ずつアプライした。

Plate を室温で 1 時間 incubate し、PBS-Tween で 3 回洗浄した。PBS-1%BSA でALP

標識ヤギ抗ヒト IgG および IgM 抗体(Sigma-Aldrich)を希釈し、50 μL/well 追加し室

温で 1 時間 incubate した。PBS-Tween で 4 回洗浄後、1M ジエタノールアミン緩衝

液(pH 9.8)に 1 mg/mL p-ニトロフェニルリン酸二ナトリウム(Sigma-Aldrich) を加えた

溶液を 100 μL ずつ各well に添加した。405 nm 吸光度(OD)はMultiskan ascent plate 

reader (サーモエレクトロン社) で測定した。132 名の健常人 aβ2GPI ELISA を施行

し、結果の 99 パーセンタイルを aCLの正常範囲 (IgG> 2.2 U/ml および IgM> 6.0 

U/ml)と設定した。 
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ホスファチジルセリン依存性抗プロトロンビン抗体(anti-phosphatidylserine-

dependent antiprothrombin antibody: aPS/PT-IgG, IgM)は、既報 42に沿ってホスファチジ

ルセリンとプロトロンビンの複合体を抗原として使用した in-house ELISA を用いて

測定した。照射マイクロタイタープレートMaxi Soap (Nunk)に ホスファチジルセリ

ン(50 μg/mL, Sigma-Aldrich)を添加し、一晩静置し固相化を行った。非特異的結合を

避けるため 1%脂肪酸フリーのウシ血清アルブミン (BSA) (Sigma-Aldrich)および

5mM 塩化カルシウム (BSA-Ca)を含むトリス緩衝生理食塩水(tris-buffered saline: 

TBS) 150 μL でブロッキング処理した。0.05% Tween 20 (Sigma-Aldrich)および 5mM

塩化カルシウムを含むTBS (TBS-Tween-Ca) で 3 回洗浄後、10 μg/mL のヒトプロト

ロンビン (Diagnostica Stago, France)を含むBSA-Ca を 50 μL ずつ半分のwell に、

BSA-Ca のみを残り半分のwell にアプライし、37℃1 時間 incubate した。洗浄後、

BSA-Ca で 100 倍に希釈した血清 50 μL を各well に加えた。ALP 標識ヤギ抗ヒト

IgG および IgM 抗体と基質を加え、室温で 1 時間 incubate 後、吸光度を測定した。

132 名の健常人 aPS/PT ELISA を施行し、結果の 99 パーセンタイルを aCL の正常範

囲 (IgG> 2.0 U/ml および IgM> 9.2 U/ml)と設定した。 

aPL スコア(aPL-S)は複数の抗リン脂質抗体測定を一元的に定量化するものであ

り、既報 3に沿って［aPL－Score]＝5×exp(([Odds Ratio]－5)/4）の計算式を用いて算

出した。抗リン脂質抗体毎のオッズ比および aPL スコアについて、Table 6 に示す。 

  



 

79 

 

Table 6. aPL test 毎のオッズ比および aPL スコア 

 カットオフ 感度(%) 特異度(%) オッズ比 95%信頼区間 aPL スコア 

aPTT 混合試験                           ＞49 sec. 39.1 89.3 5.36 2.53 - 11.4 5 

aPTT 確認試験(比率)  ＞1.3 19.6 95.2 4.81 1.79 - 12.9 2 

                 ＞1.1 30.4 90.9 4.38 1.96 - 9.76 1 

KCT 混合試験                                 ＞29 sec. 45.6 88.8 6.64 3.17 - 13.9 8 

dRVVT 混合試験                          ＞45 sec. 28.2 90.9 3.93 1.74 - 8.88 4 

dRVVT 確認試験(比率)                          ＞1.3 17.4 94.7 3.72 1.38 - 10.1 2 

                     ＞1.1 28.3 90.4 3.7 1.65 - 8.27 1 

IgG-aCL (GPL)                                 ＞30 15.2 98.4 11 2.72 - 44.5 20 

                 ＞18.5 19.5 94.6 4.31 1.63 - 11.3 4 

IgM-aCL (MPL)                                 ＞7 6.52 96.3 1.79 0.45 - 7.22 2 

IgG-β2GPI (U)                                ＞15 23.9 98.4 19.3 5.11 - 72.7 20 

                    ＞2.2 30.4 92.5 5.4 2.35 - 12.4 6 

IgM-β2GPI (U)                           ＞6 8.7 91.4 1.02 0.32 - 3.20 1 

IgG-aPS/PT (U)                               ＞10 19.6 97.8 11.1 3.25 - 38.1 20 

 ＞2 28.3 95.7 8.81 3.39 - 22.9 13 

IgM-aPS/PT (U)                                 ＞9.2 6.52 98.9 6.45 1.05 - 39.8 8 
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5.2.4  統計解析 

  

連続変数は正規分布している場合は平均 ± 標準偏差 (SD) 、正規分布していな

い場合は中央値 [四分位範囲(interquartile range: IQR)] で示し、対応のない t 検定も

しくはMann-Whitney U 検定にて統計学的解析を行った。カテゴリー変数は実数値

もしくはパーセンテージで示し、群間比較は Fisher's exact test にて統計学的解析を

行った。 

血小板数と aPL score との相関関係は Spearman の順位相関係数にて統計学的解析

を行った。血栓症発症率についてはKaplan-Meier 法を用いて解析した。 

すべての p 値は 0.05 未満を統計学的有意とした。統計解析はGraphPad Prism 7 

(Graphpad Software)を用いて行った。 
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5.3 結果 

5.3.1 aPL と血小板減少の関連についての解析 

 

 まず、aPL と血小板数との関係につき、横断的に解析を行った。 

 本研究では 691 名の患者を対象とした。内訳は、SLE 患者 238 例、関節リウマチ

患者 110 例、原発性APS 患者 38 例、血管炎症候群患者 33 例、多発性筋炎/皮膚筋

炎患者 26 例、その他 246 例であった。291 例(42.1%)が少なくとも 1 つ以上の aPL

が陽性であった。血小板減少は aPL陽性群の方が aPL 陰性群と比較して有意に高頻

度でみられた (14.1% [43/291] vs 9.5% [38/400], p = 0.041)。aPL陽性患者において、

LA と aPS/PT は血小板減少群で非血小板減少群と比較して高頻度で見られた。更

に、aPL-S は血小板減少群で有意に高値であった。(Table 7) 

 aPL-S と血小板数について、Spearman の順位相関係数にて統計学的に有意な相関

が見られた。(Figure 33) 

 また aPL 陰性患者群において、SLE 患者は血小板減少群に高頻度に見られた。

(Table 7) 
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Table 7. 患者背景 

*p<0.05, using Fisher's exact test, independent t test, Mann–Whitney U test. RR, relative risk; CI, confidence interval. 
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Figure 33. aPL 陽性患者における aPL-S と血小板数 

aPL-S と血小板数に負の相関が見られた。(Spearman の順位相関係数) 
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5.3.2 aPL と血小板数による血栓症発症リスクの解析  
 

 次に、aPL 陽性、陰性患者群における血小板数と血栓症イベント発症との関連

を縦断的に解析した。 

 aPL 測定日からフォローアップ最終日までに出現した血栓症イベントを対象

とした。フォローアップ期間は中央値128ヶ月(四分位範囲 76-148ヶ月)であり、

691 例中 53 例で血栓症が出現した。32 例が動脈血栓症、21 例が静脈血栓症であ

った。 

 aPL 陽性患者において、血小板減少群は非血小板減少群と比較して有意に高頻

度に血栓症を発症した(2.34 vs. 0.96 per 100 person-years, p = 0.021)。一方、aPL 陰

性患者においては血小板減少群と非血小板減少群で血栓症発症の頻度に有意差

を認めなかった(0.89 vs. 0.54 per 100 person-years, p = 0.423)。(Fig. 34A)  

 SLE 患者 238 例(34%)についてサブグループ解析を行い、SLE の有無に関わら

ず aPL 陽性血小板減少群では血栓症発症率が有意に増加していた。(Fig. 34B)  
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Figure 34. aPL、血小板減少、および SLE の有無で層別化した患者群における血

栓症発症率(100 人年あたり) 

aPL 陽性患者において、血小板減少群は非血小板減少群と比較して有意に高頻度

に血栓症を発症したが、aPL 陰性患者においては両群に有意差を認めなかった。

また SLE の有無に関わらず同様の傾向を認めた。(n.s., no statistical significance. 

*p<0.05, Dunnett's test.) 
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5.3.3 aPL-S と血小板数による血栓症発症リスクの解析 
  

各患者群における血栓症発症リスクについて、Kaplen-Meier 解析を行い、aPL-

S による層別解析を行った。 

Kaplen-Meier 解析においても、aPL 陽性患者では血小板減少群において非血小

板減少群よりも有意に血栓症を引き起こし、aPL 陰性患者では血小板数に関わら

ず血栓症の頻度に差がなかった。(Fig. 35A, B) 

次に、aPL 陽性患者における血小板減少と血栓症発症リスクについて更に検討

するため、aPL を low aPL-S (0<aPL-S<30)と high aPL-S (aPL-S≥30)の 2 群に層別

化し、血小板数と血栓症発症について解析した。 

 low aPL-S 患者群(242 例)において、血小板減少群は非血小板減少群と比較し

て血栓症の発症リスクが有意に増加していた。一方、high aPL-S 患者群(48 例)に

おいて、血小板減少の有無で血栓症の発症リスクに有意差は見られなかった。
(Fig. 35C, D) 

 これらの結果は血小板数と aPL-S の併用により aPL 陽性患者における血栓症

発症リスクが層別化できる可能性を示唆している。 
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Figure 35. 血小板減少の有無により分類した各患者群における累積血栓症発症

率 (A) aPL 陽性患者 (B) aPL 陰性患者 (C) low aPL-S (0<aPL-S<30) 患者 (D) high 

aPL-S (aPL-S≥30) 患者 

low aPL-S 患者群において、血小板減少群は非血小板減少群と比較して血栓症の

発症リスクが有意に増加していた。一方、high aPL-S 患者群において、血小板減

少の有無で血栓症の発症リスクに有意差は見られなかった。 

(LPC, low platelet count; HR, hazard ratio; CI, confidence interval. Kaplan-Meier 

analysis) 
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5.4 考察 

  

本研究は北海道大学病院内科 II で aPL を測定された患者を対象とし、血小板

数と血栓症発症リスクに着目した単施設後ろ向き観察研究である。 

これまでのコホート研究で APS 患者は他の膠原病患者と比べて血小板減少が

高率に見られることが知られているが 32、その病態については明らかではない。

ITP 患者において aPL の存在が血栓症発症リスクを増大させることは、前向き

コホート研究 37 やシステマティックレビュー43 で示されている。一方、我々の研

究では aPL 陽性患者における血小板減少と血栓症発症についての関連について

示した。 

Krause らによる後ろ向き観察研究では APS 患者において血小板減少の有無に

関わらず血栓症の頻度は変わらなかったと報告されているが 44、APS 患者のみ

の解析では妊娠合併症により APS と診断された患者を除く全ての患者が血栓症

を発症しているため、血栓症発症頻度が極めて高く正確なリスクを反映してい

ない可能性がある。一方、我々は non APS の患者も含めることで、血栓症発症リ

スクが解析可能であった。また aPL-S も解析に含めることで、high aPL-S 患者で

は血小板減少の有無に関わらず血栓症リスクが高いことを示した。 

aPL 関連血小板減少症の発症メカニズムとして、血小板機能活性化による破壊

亢進、血小板産生低下、脾臓における血小板貯蔵の増加、偽性血小板減少の 4 つ

が考えられている 35。これらのメカニズムのうち、aPL による血小板機能活性化

と血小板膜蛋白(glycoproteins: GP)に対する自己抗体による血小板破壊が血栓症

発症リスクに関連している可能性がある。aPL が血小板膜蛋白、特に GP IIb/IIIa

の発現を亢進し 45、in vitro の研究では抗 β2GPI 抗体と二量体 β2GPI の複合体が

血小板膜表面蛋白に結合し、血小板の活性化を引き起こすことが知られている
46。また aPL 陽性血小板減少患者では血小板 GP Ib/IX と GP IIb/IIIa に対する自己

抗体が高力価であった 47。実際、APS 患者において抗血小板療法により血小板

数が増加する症例が見られた 48。抗血小板療法により血小板膜蛋白の発現が減

少し、抗 β2GPI 抗体・二量体 β2GPI 複合体と血小板膜表面蛋白の結合が阻害さ

れた可能性が考えられる。 

aPL 患者における血栓症の一次予防についてはエビデンスが乏しく 49、患者毎

の血栓症リスクの層別化は現在大きな課題となっている。我々は以前 high aPL-

S (aPL-S≥30)が血栓症発症の独立したリスク因子であることを明らかにした 3。

一方、low aPL-S (0<aPL-S<30)は血栓症発症リスクではなく、aPL 陰性患者と同

程度の血栓症発症率であった 3。今回、血小板数と aPL-S を併せた解析により、

low aPL-S 患者においても血小板減少を呈すると血栓症発症リスクが高まること

を示し、個別の予防医療に繋がる可能性を示唆した。 

 研究の limitation としては、日本人のみの単施設での検討であること、aPL の

測定や抗血栓療法の有無は主治医の判断によって選択されており、バイアスと

なっている可能性があることが挙げられる。 

 本研究は aPL 陽性患者において血小板数により血栓症発症リスクを層別化し

た初めての研究である。血小板減少は膠原病患者において aPL、特に aPL-S と相
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関があり、血小板減少または high aPL-S の存在が血栓症発症リスクとなること

を示した。これらの発見は APS や aPL carrier、ITP 患者への治療に新たな知見を

与えるとともに、APS の病態解明の一助となるだろう。 
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6．第四章 

SLE 患者における特発性大腿骨頭壊死発生と

aPL の関連性の検討 
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6.1 背景 

  

膠原病疾患において、副腎皮質ステロイド(以下ステロイド)は治療の中心と

なる薬剤である。しかし、頻度は比較的稀ではあるが、投与後に大腿骨頭が阻

血性壊死に陥り、股関節機能が失われる難治性疾患である大腿骨頭壊死症を発

症することがある。海外では steroid-induced osteonecrosis とも呼ばれるが、ステ

ロイドとの直接的な因果関係は完全に証明されていないことから、本邦では特

発性大腿骨頭壊死(idiopathic osteonecrosis of the femoral head: ION)と呼ばれてい

る。ステロイドと ION 発生の具体的な機序については不明な点が多いが、ステ

ロイドにより惹起される凝固異常、脂質代謝異常、酸化ストレスが関与してい

ると考えられている。 

ION の診断には画像検査として股関節の X 線や核磁気共鳴画像(magnetic 

resonance imaging: MRI)が用いられるが、特に MRI は早期発見に優れており、

T1 強調像で大腿骨頭に帯状低信号域(band sign)が見られることが特徴である。

典型的な MRI 画像を Figure 36 に示す。また ION は投与 3-6 ヶ月以内に発生

し、以降の新規発生例はほぼ見られない 44。 

膠原病患者の中でも SLE は高頻度(約 4～40％)に ION をきたすことが知られ

ている 50。SLE 患者における ION 発生の背景因子についてはこれまでいくつか

の既報があるが、定見は得られていない。また aPL は、微小血栓の出現により

ION 発生リスクを高めると推測されている 51が、実際に ION のリスク因子であ

るかは論文によって見解が分かれている 52,53。また本邦において SLE-ION の背

景因子について解析した論文は乏しい。 

そこで今回、当院における SLE 患者の ION 発生の背景因子を検討するとと

もに、aPL および複数の aPL 測定を一元的に定量化した aPL-S と ION との関連

について解析した。 

  



 

92 

 

 
 

Figure 36. ION の MRI 画像 

MRI T1 強調像で右大腿骨頭に帯状低信号域を認める。  
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6.2 目的 

  

SLE 患者の ION 発生リスク因子を検討し、aPL および aPL-S との関連を解析

する。 
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6.3 対象と方法 

 

6.3.1 研究デザイン 
 

 本研究は後ろ向き単施設縦断研究である。SLE 患者における ION 発生のリス

ク因子を解析し、特に aPL および aPL-S との関連を明らかにすることを目的と

した。臨床検査値, 画像所見, 臨床経過などの患者データは医療記録を用いて収

集した。 

なお、本研究はヘルシンキ宣言と臨床試験の基本理念に従って施行し、北海道

大学大学院医学研究科倫理委員会の承認を得て行った (承認番号 016-0437) 。 

 

 

6.3.2 対象、および主要評価項目 
  

2000 年 1 月〜2016 年 12 月に北海道大学病院内科Ⅱ膠原病外来を受診し SLE

と診断され、治療を開始した連続 150 例のうち、観察期間中に ION の精査・ス

クリーニング目的に股関節 MRI を撮像された 82 例を対象とした。 

MRI 検査 T1 強調像で大腿骨頭に band sign を認めた症例を ION(+)群、MRI 検

査で同所見を認めなかった症例を ION(-)群と定義し、両群間の患者背景(年齢、

性別、病名、喫煙歴、生活習慣病の既往歴、血栓症の既往歴、抗血栓療法の使用

歴)、aPL のプロファイル、治療前の SLE の活動性や血液検査所見、治療内容に

ついて後ろ向きに解析した。 

また SLE の診断は ACR1997 年改訂分類基準 38,39 を用いて行った。 
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6.3.3  aPL および aPL-S の測定 
 

5.2.3 と同様の方法で行った。 

 

 

6.3.4  統計解析 

 
連続変数は正規分布している場合は平均 ± 標準偏差 (SD) 、正規分布して

いない場合は中央値 [IQR (四分位範囲)] で示し、カテゴリー変数は実数値も

しくはパーセンテージで示した。 

統計解析は Fisher の正確検定、Mann-Whitney U 検定を用いて行い、p 値が

0.05 未満である場合に有意差ありと定義した。 

また、ION 発生のリスク因子解析のため、単変量解析にて有意であった項目

(p<0.05)について多重ロジスティック解析を行い、オッズ比(odds ratio: OR) お

よび 95%信頼区間(confidence interval: CI) を示した。 

統計解析は GraphPad Prism 7 (Graphpad Software)を用いて行った。  
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6.4 結果 

  
研究期間内に 150 例の SLE 患者が抽出され、うち 82 例で股関節 MRI 検査を

施行された。82 例全例でステロイド治療が開始されており、そのうち ION(+)

群は 37 例であった。(Figure 37) 

患者背景では、初診時年齢の中央値は ION(+)群 27.0 歳、ION(-)群 30.0 歳で

あり、ION(+)群では ION(-)群と比べて男性の比率が有意に多かった。肥満や喫

煙、飲酒歴、既往歴(高血圧、脂質異常症、糖尿病)について両群間に有意差を

認めなかった。(Table 8) 

SLE に伴う臨床症状では、顔面紅斑が ION(+)群で有意に多く、円板状皮疹、

光線過敏、口腔内潰瘍、関節炎、漿膜炎、腎障害、神経障害、血算異常は両群

間で有意差を認めなかった。これらの症状、検査所見から計算される SLE の疾

患活動性指標である SLEDAI スコアの中央値は ION(+)群 17.0、ION(-)群 17.0 と

有意差を認めなかった。また入院時の高トリグリセリド(triglyceride: TG)血症の

頻度が ION(+)群で有意に高かったが、低 HDL コレステロール血症や高 LDL コ

レステロール血症の頻度は両群間で有意差を認めなかった。(Table 8) 

治療内容では、高用量のステロイド投与(＞0.8 mg PSL/kg/day)が ION(+)群で

有意に高頻度だった。一方、メチルプレドニゾロンパルス療法の施行率や抗血

小板薬、抗凝固薬、スタチンの使用率は両群で有意差を認めなかった。(Table 

8) 

aPL プロファイルでは、aPL 陽性、aPL-S 高値が ION(+)群で有意に多く見ら

れたが、各 aPL については両群間で有意差は見られなかった。(Table 9) 

aPL-S は ION(+)群が ION(-)群と比べて有意に高値であり、特に高 aPL-S (≧

30)患者 12 名のうち、9 名 (75%)が ION を発生した。一方、低 aPL-S (＜30)患

者は 25 名中 13 名 (52%)、aPL 陰性患者では 45 例中 15 例 (33%)が ION を発症

した。(Figure 38) 

また、多変量解析では高用量のステロイド投与、高 TG 血症、aPL-S 高値が

独立した因子として抽出された。(Table 10) 

aPL-S、TG 値により層別した 4 群の解析では、aPL-S 高値と高 TG 血症のい

ずれか、または両方を満たす患者群において、いずれも満たさない患者群と比

べて有意に ION 発生が高率であった。(Figure 39) 
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Figure 37. プロトコール 

82 例で股関節 MRI 検査を施行され、ION 発生群は 37 例、ION 非発生群は 45

例であった。 
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Table 8. 患者背景 

 
*p<0.05, using Fisher's exact test, Mann–Whitney U test 

Heavy drinking, more than 168g alcohol/week; Low HDL cholesterol, fasting HDL 

cholesterol levels <40 mg/dL; High LDL cholesterol, fasting LDL cholesterol levels 

>140 mg/dL; Hypertriglyceridemia, fasting triglyceride levels >150 mg/dL; BMI, body 

mass index; SLEDAI, systemic lupus erythematosus disease activity; PSL, 

prednisolone; mPSL, methylprednisolone; IQR, interquartile range. 
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Table 9. aPL プロファイル 

 
*p<0.05, using Fisher's exact test  
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Figure 38. ION(+)群、ION(-)群の aPL-S 

ION(+)群では ION(-)群と比べて aPL-S が有意に高値であった。 

(*p<0.05, Mann–Whitney U test) 
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Table 10. 多変量解析 

 
*p<0.05, using Logistic regression analysis 
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Figure 39. aPL-S、TG 値により層別した 4 群での ION 発生率 

aPL-S 高値と高 TG 血症のいずれか、または両方を満たす患者群において、 

いずれも満たさない患者群と比べて有意に ION 発生が高率であった。 

(*p<0.05, Fisher's exact test test) 
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6.5 考察 

 

本研究の結果、当院の SLE 患者の単変量解析において、ION 発生群では、男

性、蝶形紅斑、高 TG 血症、高用量のステロイド投与(＞0.8 mg PSL/kg/day)、

aPL 陽性および aPL-S 高値(≧30)を高率に認めた。更に多変量解析にて、高用

量のステロイド投与、高 TG 血症、aPL-S 高値が独立したリスク因子として抽

出された。更に、aPL score 高値かつ高 TG 血症の患者では非常に高い頻度で

ION を発症していることが示された。 

SLE 患者における ION 発生の背景因子についてはこれまで様々な報告があ

り、Mont らは静脈血栓症や血管炎の臨床症状、aPL 陽性、ステロイド最大投与

量および cytotoxic drug の使用が ION 発生群で有意に多かったと報告し 54、

Sayarlioglu らは若年および男性、口腔内潰瘍、漿膜炎、ステロイド最大投与量

を背景因子として挙げた 52。また多変量解析でステロイド投与量は独立した因

子であった 55。SLE-ION のリスク因子について解析した唯一のメタアナリシス

では、16 の論文を対象とし、関節炎、クッシング症状、消化器症状、高血圧

症、口腔内潰瘍、胸膜炎、腎障害、血管炎、cytotoxic drug、ステロイド治療が

リスク因子となりうると指摘された。しかし対象論文数が十分ではなく、論文

によっては control 群における ION の除外に画像所見を用いていないことなど

から、正確なリスク因子の解析には更なる検討が必要と結論付けられた 56。 

今回我々は aPL-S 高値を SLE-ION の新たなリスク因子として抽出した。血栓

塞栓症のリスク因子である aPL の存在が SLE-ION のリスク因子であるかは、

これまで論文によって異なる結果が得られている。実際本研究でも aPL-S 高値

では非常に高リスクである一方、aPL-S 低値ではリスクが高まらない傾向が見

られている。これまでの報告では aPL の数や titer について注目したものは無い

ことから、aPL score 高値の患者を多く含んだ患者群を解析した論文では aPL が

リスク因子となり、少ない患者群の解析ではリスク因子として抽出されなかっ

た可能性が考えられる。 

また、高 TG 血症が SLE-ION のリスクであることは既に指摘されているが
57、aPL-S と併せて評価することで更に高いリスクとなりうることが示された。

これらの結果は SLE-ION の病態において微小血栓・塞栓による大腿骨頭の虚血

が関与している可能性を示唆している。 

現時点で SLE-ION の有効な予防方法は定まっていないが、早期発見により免

荷や圧壊前の骨切り術などの対応を行うことにより予後を改善できる可能性が

あり、高リスク患者をあらかじめ把握することは非常に重要である。 

本研究では新たに aPL-S 高値が SLE-ION のリスク因子となりうることを示し

た。多施設での前向き研究や、ION の予防法の開発も含め、今後の更なる検討

が待たれる。 
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7. 総括及び結論 

 

抗リン脂質抗体症候群の病態解明のため、基礎研究として末梢血リンパ球サ

ブセット解析および抗体産生サブセットの同定について研究を行った。また臨

床研究として、aPL 陽性血小板減少症における血栓症発症リスクおよび SLE-ION

患者における aPL のリスク解析を行い、aPL の存在が病態に及ぼす影響につい

て検討した。 

第一章のサブセット解析の結果、PAPS、SLE/APS 患者いずれにおいても、Th2 

cells、Th17 cells の増加、Treg cells の減少、Memory B cells の減少、Plasmablasts

の増加、Breg cells の減少が見られた。これらの結果は APS が SLE の類似の病態

であることを支持するものであった。更に TLR7 の SNP が Memory B cells の減

少や Plasmablast の増加と関連していることが明らかとなり、APS 患者における

B 細胞の分化に遺伝的要因が関与している可能性が示唆された。 

第二章では ex vivo の系で aPL を産生、検出する方法を確立し、sorting による

細胞サブセットの同定の結果、CD20 陰性 B 細胞が aPL 産生に関連していると

考えられた。この結果は末梢血で Plasmablasts が増加していることや、抗 CD20

モノクローナル抗体が臨床で効果が見られないことと矛盾せず、興味深い結果

であった。 

第三章では aPL 陽性血小板減少患者における血栓症発症リスクを解析し、同

患者群では aPL-S が高く、有意に血栓症をきたしうることを示した。更に aPL-

S と血小板減少の有無で層別解析を行い、low aPL-S 患者群において、血小板減

少群は非血小板減少群と比較して血栓症の発症リスクが有意に増加していた。

一方、high aPL-S 患者群において、血小板減少の有無で血栓症の発症リスクに有

意差は見られなかった。これらの結果は血小板数と aPL-S の併用により aPL 陽

性患者における血栓症発症リスクが層別化できる可能性を示唆している。 

第四章では SLE-ION のリスク解析を行い、aPL score 高値を独立したリスク因

子として初めて抽出した。aPL に関連した微小血栓の出現が ION のリスクを高

めていると考えられ、予防法を含めた今後の研究が待たれる。 

本研究では、二つの臨床研究を通じて aPL の高力価が実臨床において様々な

病態と関連することを明らかとし、aPL の抗体価を下げる治療の必要性が示され

た。そして基礎研究の結果から、Plasmablasts を含む CD20 陰性 B 細胞を抑制す

る治療が aPL 産生を減少させる可能性が示唆された。多発性骨髄腫に対して保

険適応となった anti-CD38 monoclonal antibodyや SLE に対して治験が行われてい

る anti-Interferon α receptor monoclonal antibody など、様々な自己免疫疾患や悪性

腫瘍において治療薬の候補として期待される各種薬剤がCD20陰性B細胞や aPL

産生に及ぼす影響について研究を進めていく。 

APS は未だに未解明な部分の多い難治性疾患であり、これらの研究をもとに

更なる病態の解明がなされ、根本的な治療方法の開発につながることに期待し

たい。 
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