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Various abnormalities of peripheral blood T-cells have been reported in patients with systemic lupus 
erythematosus (SLE). We have also previously reported abnormal telomerase activity in CD3-positive cells 
in patients with SLE and have become interested in the T-cell fraction in which this abnormality occurs. In 
this study, we separated CD4- and CD8-positive fractions from the T-cell fraction and measured telomerase 
activity in each fraction involving 14 patients with SLE and 14 age- and sex-matched healthy control 
subjects. The CD4- and CD8-positive cells were separated with a magnetic beads cell-sorting system, and 
the telomerase activity level was measured with the telomeric repeat amplification protocol assay. Telomerase 
activity level was significantly higher in peripheral blood CD4- and CD8-positive cells from patients with 
SLE than in those from control subjects. Telomerase activity in these cells was correlated with the SLE 
disease activity index (SLEDAI), a finding that suggests that the telomerase activity level in peripheral blood 
CD4- and CD8-positive cells in patients with SLE serves as an index of the disease activity. 

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2010;125:115-20)　
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全身性エリテマトーデスにおける末梢血CD4陽性細胞

およびCD8陽性細胞のテロメラーゼ活性の上昇

Ⅰ．緒　　　　言

　テロメアは，染色体の安定化に必須なDNA蛋

白質構造体である1）．テロメアDNAは染色体末

端にあり，通常のDNA合成酵素では複製されず，

そのままでは細胞分裂ごとに短縮する1）2）．テロ

メラーゼはテロメア配列を染色体末端に付加する

逆転写酵素で，テロメアの短縮に拮抗してテロメ

ア構造の維持に機能している2）．癌細胞において

はテロメラーゼの活性化が起きている．このため，

細胞分裂が起きてもテロメア長が保たれ，無限分

裂が可能になっている3）．

　一方，癌細胞以外の細胞においてもテロメラー

ゼの活性化が起きている．リンパ球においては，

何らかの刺激により活性化が起き細胞分裂が盛ん

となった時テロメラーゼ活性が上昇する4）-12）．こ

のようなことから自己免疫疾患におけるリンパ球

のテロメラーゼ活性を検討した報告がいくつかな

されている13）-15）．

　我々は，以前Systemic lupus erthematosus（SLE）
患者をSLEDAIにより活動期と非活動期に分け，

それぞれの末梢血CD3陽性細胞およびCD19陽性

細胞のテロメラーゼ活性を報告した16）．結果は，

CD19陽性細胞のテロメラーゼ活性は活動期にお

いてのみ正常者と比べて上昇していた．また，そ

れはSLEDAIと強く相関していた．一方，CD3陽

性細胞のテロメラーゼ活性は，活動期，非活動期

どちらも正常者と比べて上昇していた．しかし，
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その活性の程度は活動期のCD19陽性細胞のテロ

メラーゼ活性と比べて低く，またSLEDAIとは相

関していなかった．このことから，B細胞の場合，

非活動期には異常な細胞分裂は起きていないが，

活動期に入ると細胞分裂が盛んに起きると考えら

れた．一方，T細胞の場合は，活動期，非活動期

に関わらず，持続的に細胞分裂が盛んに起きてい

ると考えられた．そして次に，このT細胞のテロ

メラーゼ活性の異常がT細胞のどの分画に起きて

いるのか興味が持たれた．そこで，今回我々は，

T細胞をCD4陽性分画とCD8陽性分画に分け，

それぞれのテロメラーゼ活性を測定した．

Ⅱ．対象と方法

1．対象

　本研究内容は症例研究に先だち，東京慈恵会医

科大学倫理委員会の承認を得た．インフォームド

コンセントを得て，SLE患者および健常コント

ロール者から末梢血を20ml採血した．SLE患者

は，すべてアメリカリウマチ協会のSLE分類基準

を満たしていた．今回，末梢血CD4陽性細胞，

CD8陽性細胞のテロメラーゼ活性の検討はSLE
患者14例で行った．テロメラーゼ活性を測定し

たSLE患者14例の内訳は，すべて女性で，その

年齢の分布は25歳から50歳（mean age35.50±
8.97yrs）であった．健常コントロール者14例の

内訳は，すべて女性例で，その年齢の分布は23

歳から56歳（mean age34.8±9.75yrs）であった．

2．CD4陽性細胞およびCD8陽性細胞の分離精製

　ヘパリン採血より得た末梢血よりフィコール比

重遠心法により単核球分画を分離した．つぎに

MACS磁気細胞分離システム（Miltenyi Biotec, 
Gladbach, Germany）によりCD4陽性細胞とCD8

陽性細胞に分離精製した．最後に分離されたCD4

陽性細胞およびCD8陽性細胞の精製率をフロー

サイトメーター FACS Calibur（Becton Dickinson, 
SanJose, CA）により確認した．両者ともに精製

率は95%以上であった．さらに分離したCD4陽

性，CD8陽性細胞分画中のB細胞（CD19陽性細

胞）のcontaminationを検討するため，分離精製し

た細胞を抗CD19抗体を用いてFACSにより解析

した．CD19陽性細胞は0.5％以下であった．

3．テロメラーゼ活性の測定

　各リンパ球細胞のテロメラーゼ活性をTRAP
アッセイ法により測定した．今回の実験は

TRAPezeテ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 検 出 キ ッ ト

（INTERGEN Co., Purchase, NY）を用い，その実験

プロトコールを若干改変して測定を行った．各サ

ンプル細胞1.0x105個を1xCHAP lysis buffer 100μ l
に懸濁して融解ホモジナイズし，氷上にて30分間

インキュベートした．これを遠心機により

15,000rpm, 4℃で20分間遠心し，その上清10μl
に10xTRAP反応液0.5μl, 50x dNTP混合物0.5μl, 
TSプライマー 0.5μl, プライマー混合物0.5μl, 
distilled water10.8μl, Taqポリメラーゼ0.2μlを加

Fig.  1.  Comparison of peripheral T-cell telomerase activity levels between SLE patients and normal subjects.1A,Comparison 
of telomerase activity levels in CD4+ cells.1B,Comparison of telomerase activity levels in CD8+cells.
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Table 1.  Lymphocyte CD4 and CD8 telomerase activity and clinical data in SLE patients.
Teromerase activity WBC Lymph Hb Plt CRP C3 C4 CH50 IgG IgA IgM ANA dsDNA u-prot

Case Sex Age CD4+cell CD8+cell /μL /μL g/dL ×103/μL mg/dL mg/dL mg/dL U/mL mg/dL mg/dL mg/dL U/mL mg/dL SLEDAI
P1 F 49 0.433 0.250 4,300 1,200 13.7 4.6 0.04 71 10 39.5 927 216 51 19 5 0 1

P2 F 30 0.278 0.178 6,000 1,400 12.3 23.4 0.04 87 19 43.9 2,578 336 38 ND 21 0 2

P3 F 28 0.143 0.291 3,200 500 13.0 12.7 0.05 63 12 52.3 1,999 453 70 79 31 ND 3

P4 F 29 0.296 0.259 4,600 600 13.5 19.1 0.08 54 6 23.4 2,079 342 243 + 25 ND 4

P5 F 37 0.750 0.436 4,100 700 11.0 11.7 1.57 49 4 19.8 ND ND 73 89 9 3,748 16

P6 F 43 0.477 0.164 5,200 1,300 10.7 27.2 0.08 57 7 23.9 1,357 359 73 160× 38 0 2

P7 F 30 0.196 0.219 7,100 1,100 14.5 19.8 0.02 77 14 35.4 1,610 290 75 0 15 0 2

P8 F 44 0.392 0.769 7,000 900 11.5 24.0 0.63 81 6 27.0 2,196 355 55 + 40 0 2

P9 F 27 0.631 0.486 2,700 800 10.3 8.4 1.32 35 2 6.6 2,329 241 86 1280× 900 352 15

P10 F 25 5.174 7.138 3,200 1,300 11.6 7.6 0.45 24 2 7.4 2,544 367 108 92 103 1,140 18

P11 F 50 1.598 1.093 3,800 900 8.2 10.8 6.3 34 7 11.4 1,601 459 47 82 228 394 9

P12 F 26 0.057 0.070 8,200 800 13.1 20.3 0.22 63 18 35.0 ND ND ND ND 45 126 2

P13 F 34 0.406 0.413 10,900 2,000 13.8 8.1 0.8 72 9 30.4 1,688 104 77 80 17 195 1

P14 F 45 3.214 1.972 1,300 600 10.4 6.5 0.04 33 1 4.5 2,071 235 116 96 1,320 289 30

WBC:white blood cell counts,Lymph:lymphocyte cell counts,Hb:hemoglobin,Plt:thrombocyte cell counts,CRP:C-reactive protein, C3:complement 
3,C4:complement 4,CH50:complement titer,IgG:immunoglobulin G,IgA:immunoglobulin A, IgM:immunoglobulin M,dsDNA:anti-double-strand 
DNA antibody,u-prot:proteinuria,SLEDAI:SLE disease activity index, ND:Not done.

え，30℃で10分間インキュベートした後，PCR反

応を行った．サーマルサイクラー GeneAmp9700
（Applied Biosystem, Foster City, CA）の設定は94℃

30秒 , 60℃ 30秒の2ステップで，30サイクル行っ

た．得られたPCR産生物を，12%ポリアクリルア

ミドゲルにて電気泳動を行った．このゲルを

SYBR Gold（Molecular Probes, Eugene, OR） に て

染色した後，CCDカメラ付きUVトランスイルミ

ネーター（TOYOBO, 東京 , 日本）でゲルを撮影し

た．得られた画像はNIH image画像解析ソフト

（National Institute of Health, Bethesda, MD）にて解

析した．今回の解析では，50bp以上のラダーをす

べてTRAP産生物とし，このTRAP産生物ラダー

の総和を内部コントロール用バンドで割ったもの

をテロメラーゼ活性値とした．各々の検体の測定

においてはトリプルケートで行ないその平均値を

データとして扱った．

4．結果の解析

　SLE群および正常者群間におけるテロメラーゼ

活性は，Mann-Whitney U検定を行った．また，

SLEDAIや臨床検査データとテロメラーゼ活性の

相関関係の検討は，Spearman順位相関を用いて

解析した．

Ⅲ．結　　　　果

　今回解析した症例の末梢血CD4陽性およびCD
８陽性細胞のテロメラーゼ活性値および臨床検査

値をTable １に示した．まず，末梢血CD4陽性細

胞のテロメラーゼ活性値をSLE群，正常者群2群
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Fig.  2.  Correlation between the level of telomerase activity in peripheral T cells and the SLEDAI.The vertical axis is plotted 
on a logarithmic scale.2A,Correlation between the level of telomerase activity in CD4+ cells and the 
SLEDAI.2B,Correlation between the level of telomerase activity in CD8+ cells and the SLEDAI.
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間で比較した（Fig. 1A）．2群間の比較を，Mann-
WhitneyのU検定を用いて行った．SLE群と正常

者群間において統計学的に有意差が認められた

（P＝0.0041）．次に末梢血CD8陽性細胞のテロメ

ラーゼ活性値を同様に比較した（Fig. 1B）．その

結果，2群間において統計学的に有意差が認めら

れた（P=0.0008）．
　末梢血CD4陽性細胞およびCD8陽性細胞のテ

ロメラーゼ活性値とSLEDAIおよび各種臨床検査

項目の関係をSpearmanの順位相関を用いて解析

した（Fig. 2，Table 2）．末梢血CD4陽性細胞のテ

ロメラーゼ活性値とSLEDAIには正の相関関係が

認められた（p=0.0188, r=0.6166）（Fig. 2A）．各

検査項目のうち，CD4陽性細胞のテロメラーゼ

活性値と正の相関が認められたものは尿蛋白で

あった．負の相関が認められたものは白血球数，

Hb値，血小板数，C3値，C4値，CH50値であっ

た（Table 2）．末梢血CD8陽性細胞のテロメラー

ゼ活性値とSLEDAIも正の相関関係が認められた

（p=0.0087，r=0.6706）（Fig. 2B）．CD8陽性細胞

のテロメラーゼ活性値と正の相関関係が認められ

たものは尿蛋白であった．CD8陽性細胞のテロ

メラーゼ活性値と負の相関関係にあったものは白

血球数，血小板数，C3値，C4値，CH50値であっ

た（Table 2）．
　最後に，CD4陽性細胞のテロメラーゼ活性値

とCD8陽性細胞のテロメラーゼ活性値の関係を

Spearmanの順位相関を用いて解析した．両者間

に は 統 計 学 的 に 相 関 関 係 が 認 め ら れ た

（P=0.0022，r=0.7451）（Fig. 3）．

Ⅳ．考　　　　察

　Klapperらは，SLE患者の末梢血CD4陽性細胞，

CD8陽性細胞のテロメラーゼ活性を，我々と同

様に検討し報告している17）．彼らは，SLE患者末

梢血CD4陽性細胞，CD8陽性細胞とも正常者と

比べて上昇している傾向が認められたが統計学的

には有意差が認められなかったと報告している．

一方，今回我々が示したデータにおいては，CD4

陽性細胞，CD8陽性細胞両者とも統計学的な有

意差が認められた．彼らの解析した症例は，9例

と我々より少なかった．また，テロメラーゼ活性

値の出し方も我々の方法と異なっている．彼らは，

Hela細胞由来のテロメラーゼ活性値と比較した

Table  2.  Correlations of peripheral CD4+ or CD8+cell  telomerase 
activity with various clinical data

CD4
p-value  Spearman r

CD8
p-value Spearman r

WBC 0.0164* -0.6271 0.0169* -0.6249 
Lymph 0.7583 0.0905 0.5156 -0.1898 

Hb 0.0121* -0.6484 0.0612 -0.5121 
plt 0.0320* -0.5736 0.0336* -0.5692 

CRP 0.1419 0.4133 0.1 0.5215 
C3 0.0019** -0.7525 0.0219* -0.6051 
C4 0.0005*** -0.8049 0.0009*** 0.7850 

CH50 0.0003*** -0.8198 0.0056** -0.6967 
IgG 0.9656 0.0140 0.3079 0.3217 
IgA 0.9828 0.0070 0.6331 0.1538 
IgM 0.3541 0.2937 0.2756 0.3427 

dsDNA 0.164 0.3934 0.0666 0.5033 
u-pro 0.0076** 0.7251 0.0303* 0.6236 

SLEDAI 0.0188* 0.6166 0.0087** 0.6706 

WBC:white blood cell counts, Lymph:lymphocyte cell counts, Hb:hemoglobin, 
Plt.:thrombocyte cell counts, 
CRP:C- r eac t ive  p ro te in ,  C3 : complemen t  3 ,  C4 : complemen t  4 , 
CH50:complement titer, 
IgG:immunoglobulin G,IgA:immunoglobulin A, IgM:immunoglobulin M, 
dsDNA:anti-double-strand DNA antibody, u-prot:proteinuria, SLEDAI:SLE 
disease activity index, 
Coefficient of correlation(p-value):Spearman's correlation
Coefficient by rank: *p<0.05, **p<0.01,***p<0.001

Fig.  3.  Correlation between telomerase activity levels 
in peripheral CD4+ and CD8+ cells.The vertical 
axis is plotted on a logarithmic scale.The 
horizontal axis is plotted on a logarithmic scale.
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相対値をテロメラーゼ活性値としていた．今回

我々が統計学的に有意差を得ることができた理由

として症例数の増加や測定方法の違いが考えられ

た．

　我々は，以前，SLE患者において，末梢血CD3

陽性細胞のテロメラーゼ活性値は正常者に比べて

上昇しているが，活動期と非活動期間には統計学

的には有意差が無く，SLEDAIとも相関しないと

報告した16）．一方今回，T細胞をCD4，CD8分画

に分けテロメラーゼ活性値を測定したところ，疾

患の活動性に伴いテロメラーゼ活性が上昇してい

た．個々の症例について観察をしてみると ,テロ

メラーゼ活性値が高い例としてTable 1のP10，
P14が注目された．この両者はSLEDAIも高く疾

患活動性が高い例であった．一方，症例P5，P9
においては，SLEDAIは高かったがテロメラーゼ

活性値はそれほど高くはなかった．このように

個々の症例間において，ばらつきもあったが，全

体でみると統計学的に有意差が認められた．そこ

でもう一度以前の報告16）を見直してみると，統

計学的には有意差は得られなかったが，CD3陽

性細胞のテロメラーゼ活性値は，活動期において

非活動期と比べて高い傾向であった．しかし，

SLE患者におけるT細胞のテロメラーゼ活性値

は，どの時期においても，同様の測定方法で以前

に報告した活動期のB細胞のテロメラーゼ活性値

と比べて低いことは前回の報告16）と変わりはな

かった．

　SLE患者の病態におけるT細胞については，

CD4陽性細胞におけるFoxp3発現18），perforinと
granzyme B発現CD8陽性細胞増加19），CD8陽性

細胞における膜TNF-αの増加20）などが報告され

ている．今回のデータもこれらの報告を裏付けて

いるものと考えられた．また，今回T細胞をCD4

陽性細胞とCD8陽性細胞に分け解析したので，

両者が異なる動向をするかは興味が持たれた．し

かし両者のテロメラーゼ活性値は相関しており，

今のところ両者が異なる動向を示しているとは考

えにくかった．一方，非活動期においてのCD4

陽性細胞とCD8陽性細胞の動向については今後

さらなる検討を要すると考えられた．以前我々は，

CD3陽性細胞は非活動期においても上昇してい

ると報告した16）．今回の解析においても，正常者

と比べてCD4およびCD8陽性細胞は非活動期に

おいても上昇している傾向が認められた．しかし，

非常に活性の低いレベルでのテロメラーゼ活性値

の比較であるので，最終的な結論は今後さらに症

例数を増やして検討すべきであると考えられた．

　今回我々はCD4，CD8分画について検討をし

たが，更に他の免疫学的マーカーについても検討

を行うとSLEの病態をより詳しく解析できるか

もしれない．しかし，今回用いたテロメラーゼ活

性測定法は，少なくとも1×105のリンパ球が必

要であった．今後，他の免疫学的マーカーのリン

パ球のテロメラーゼ活性を検討するには，少ない

リンパ球数でテロメラーゼ活性が測定可能となる

測定法の開発が必要と考えられた．また，テロメ

ラーゼ上昇そのものが直接病態に関与しているか

どうかの検討も今後の課題である．リンパ球のテ

ロメラーゼ活性は，clonal expansion時に上昇する

ことが知られている．リンパ球のテロメラーゼの

活性の上昇は，リンパ球の分裂がさかんに起きて

いる，つまりリンパ球の活性化の指標となる．し

かし今までに，リンパ球においてテロメラーゼ活

性の上昇が直接リンパ球機能に関与しているとい

う明確な報告はない．今後この点についても検討

する必要がある．

Ⅴ．結　　　　語

　SLE患者末梢血のCD4陽性細胞，CD8陽性細

胞のテロメラーゼ活性値はSLE患者の疾患活動

性の指標となると考えられた．
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医科大学内科学講座リウマチ・膠原病内科山田昭夫

教授，ＤＮＡ医学研究所分子免疫学研究部　齋藤三

郎准教授に深く感謝いたします．さらに，本研究に

おいて，ご指導ご協力頂きました下記の諸先生方に
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金月勇講師，吉田健講師，柳町麻衣美医師．最後に

終始ご指導をして下さった内科学講座リウマチ・膠

原病内科　黒坂大太郎准教授に感謝いたします．
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