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To evaluate T-lymphocyte abnormalities in systemic lupus erythematosus (SLE) in the inactive stage, 
lymphocyte telomerase activity was measured. The subjects were patients who had had SLE for 24 months 
or more and an SLE disease activity index of 4 or less and age- and sex-matched healthy controls. CD4+ and 
CD8+ Tcells were isolated from the peripheral blood, and telomerase activity was measured with the tartrate-
resistant acid phosphatase assay. The numbers of CD4+ and CD8+ T cells in the peripheral blood were 
significantly greater in patients with inactive SLE than in healthy controls. The rate of increase in telomerase 
activity was greater in CD8+ T cells than in CD4+ T cells. These results suggest that activated CD4+ T cells 
are present in patients with SLE, even during the inactive stage, and that CD8+ T cells are more markedly 
activated owing to the presence of CD4+ T cells.

（Tokyo Jikeikai Medical Journal 2011;126:11-7）　
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末梢血Tリンパ球のテロメラーゼ活性の異常
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Ⅰ．緒　　　　　言

テロメアは真核生物の染色体末端に存在する

DNA蛋白質複合体であり，染色体の安定化には

必須の構造であると考えられている1）．ヒトのテ

ロメアDNAはTTAGGGの繰り返し構造で染色体

末端に位置している．この末端部分のテロメア

DNAは通常のDNA合成酵素では複製されない．

このため，細胞分裂が起きるたびにテロメア

DNAは短縮してゆく．テロメアサイズが短縮す

ると増殖停止機能をもつ遺伝子群の発現が構成的

に上昇する．そして，最終的には細胞分裂は起こ

らなくなり細胞は死滅する．つまりほとんどの細

胞は分裂回数に限界がある2）-4）．テロメラーゼは，

テロメアDNA配列を染色体末端に付加する逆転

写酵素を含むRNA蛋白質複合体であり，細胞分

裂に伴うテロメア長短縮に拮抗していると考えら

れている5）．

テロメア，テロメラーゼに関する研究は，これ

までに悪性腫瘍の分野において盛んに行われてき

た6）．悪性腫瘍細胞は，その高いテロメラーゼ活

性によって細胞分裂に伴うテロメアDNA短縮が

拮抗され，無限分裂が可能となっていると推察さ

れている5）6）．一方近年，正常リンパ球を含む多

くの非不死化細胞においてもテロメラーゼ活性が

発現していることが発見され7），テロメア，テロ

メラーゼは多くの研究者から注目され始めた．リ

ンパ球は，対応する抗原を捕捉すると分裂増殖す

る（clonal expansion）．平常時，リンパ球におい

てテロメラーゼ活性は発現していないが，clonal 
expansion時にはテロメラーゼ活性が上がりテロ

メア長が保たれ分裂予備能力が確保される7）8）．
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つまり，リンパ球のテロメラーゼ活性の程度は，

活性化され細胞分裂が盛んになった状態の指標と

なると考えられている．このようなことから，こ

れまでに多くの自己免疫性疾患やアレルギー性疾

患におけるリンパ球のテロメラーゼ活性について

検討がなされた9）-14）．

我々は，以前 systemic lupus enthematosus（SLE）
患者をSLE疾患活動性指数（SLE disease activity 
index: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検討した15）．結果は，

CD19陽性細胞のテロメラーゼ活性は，活動期に

おいてのみ健常人対照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

活動期どちらも健常人者と比べて上昇していた．

しかし，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，非活動期には細胞分裂が盛んに起

きていないが，活動期に入ると細胞分裂が盛んに

起きていると考えられた．一方，T細胞の場合，

活動期のみでなく非活動期においても細胞分裂が

ある程度盛んに起きていると考えられた．これら

の知見をもとに本研究では，非活動期SLE患者の

T細胞をCD4陽性細胞，CD8陽性細胞に分けテロ

メラーゼ活性を検討することでSLEの病態の解

明を試みた．

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，外来通院中のSLE患者から末

梢血を30 ml採取した．また，健常人対照から同

様に末梢血を採取した．対象患者は，臨床学的に

非活動期と考えられるSLEとした．その定義は，

1）．アメリカリウマチ協会のSLE分類基準を満た

してSLEと診断され治療を受けている，2）．初発

から24 ヵ月以上経過している，3）．SLEDAIが4

点以下である，とした．解析した症例のSLEDAI
のmean±SEは1.84±0.325であった．SLE患者

25例の内訳は全て女性で，その年齢の分布は24

歳から67歳（mean±SE＝41.56±2.45yrs）であっ

た．健常人対照18例の内訳は，すべて女性例で，

その年齢の分布は27歳から66歳（mean±SE＝

44.33±3.02yrs）であった．

２．CD4T細胞およびCD8T細胞の分離精製

単核球分画は，ヘパリン採血より得た末梢血を

HISTOPAQUE（SIGMA-ALDRICH, St. Louis, Mo）
を用いて比重遠心法によりを分離した．CD4T細胞

とCD8T細胞は，単核球分画からMACS磁気細胞

分離システム（Miltenyi Biotec, Gladbach, Germany）
にて，そのプロトコールより分離精製した．分離

したCD4T細胞およびCD8T細胞の精製率をフロー

サイトメーター FACS Calibur （Becton Dickinson, 
SanJose, CA）により測定した．精製率は両者とも

に99%以上であった．

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はTRAP
（telometic repeat amplification prtocol:TRAP）アッ

セイ法により測定した．TRAPアッセイ法は，抽

出液中の酵素反応とポリメラーゼ連鎖反応法

（PCR法）を利用する方法である．最初の反応で

テロメラーゼが，基質であるオリゴヌクレオチド

の3’末梢に相当数のテロメア繰返し配列（GGT-
TAG）を付加する．つぎに伸長した生成物がPCR
法によって増幅され，50 bpから始まり6塩基ず

つ増加する生成物のラダーが得られる．今回の測

定はTRAPezeテロメラーゼ活性検出キット（IN-

TERGEN Co., Purchase, NY）を用い，その実験プ

ロトコールを若干改変して行った．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15000 rpm, 
4℃で20分間遠心し，その上清10μ lに10xTRAP
反応液0.5μ l, 50x dNTP混合物0.5μ l, TSプライ

マー 0.5μ l,プライマー混合物0.5μ l, distilled 
water10.8μ l, Taqポリメラーゼ0.2μ lを加え，

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
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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．活性値の測定はキットのプロト

コールに従った．反応後には36 bpの内部コント

ロールを増幅させるプライマーと鋳型が含まれて

いる．50 bp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．

４．統計分析

有意差の検定はMann-Whitney U検定を用い，

p<0.05を有意とした．CD4T細胞およびCD8T細

胞両者間のテロメラーゼ値の相関関係は，

Speaemanの順位相関係数を用いて，P<0.05を有

意とし，相関関係の強さは係数で表わした．さら

に，個々の症例におけるCD4T細胞とCD8T細胞

のテロメラーゼ活性値の関係を検討するため

paired t検定を行いp<0.05を有意とした．

Ⅲ．結　　　　　果

今回解析をした患者の臨床所見をTable 1に示

した．今回の研究は，SLEDAIが4点以下の非活

動期SLE症例を解析した．まず，CD4T細胞のテ

ロメラーゼ活性値を，SLE患者，健常人対照の両

Table1. CD4+T cell and CD8+Tcell telomerase activity with clinical data and treatment in SLE patients

Case Age
Sex WBC Lympho. Plt C3 C4 CH50 U-prot. hematuria dsDNA SLEDAI CD8 t. CD4 t. treatment

P1 24F 8700 1500 31.9 132 20 47.3 （-） （-） 14 0 3.983 1.891 PSL12.5
P2 27F 6500 900 17.5 88 5 23.6 （-） （-） 35 0 0.863 0.737 PSL10
P3 29F 4700 1100 15.1 66 9 26.9 （-） （-） <10 2 0.118 0.241 PSL9
P4 30F 7300 700 18.7 69 6 28.6 （±） （-） 20 4 0.881 0.913 PSL12.5
P5 32F 3900 1800 21.0 59 8 27.3 （-） （-） 25 4 0.365 0.746 PSL6
P6 32F 10100 700 30.0 86 12 31.7 （-） （-） <10 4 0.113 0.516 PSL9
P7 33F 4300 800 18.4 79 14 29.7 （±） （-） <10 0 1.383 0.606 PSL15+FK506 1.5
P8 34F 5600 500 26.5 72 7 28.4 （-） （-） 19 2 1.071 1.038 PSL15+FK506 3
P9 35F 8600 1000 19.9 77 8 28.0 （±） （-） 28 4 8.815 3.877 PSL15
P10 35F 8700 1200 30.2 56 1 10.9 （-） （-） 22 2 0.222 0.501 PSL17.5+FK506 3
P11 36F 7400 600 43.2 130 12 40.4 （±） （-） <10 0 2.357 1.479 PSL15+AZA   100
P12 36F 7200 900 24.2 99 29 45.9 （-） （-） 18 2 0.930 0.617 PSL10
P13 37F 3500 700 17.8 90 21 42.3 （-） （-） <10 0 1.250 0.408 PSL10
P14 37F 5000 1600 29.2 83 9 35.3 （-） （-） 10 2 3.000 5.987 PSL10+FK506 3
P15 38F 7800 900 31.4 82 17 44.9 （-） （-） 10 0 0.303 0.767 PSL10
P16 38F 7000 1300 24.1 35 3 8.6 （-） （-） 15 2 1.199 0.532 PSL10
P17 44F 4700 300 25.2 69 14 35.0 （-） （-） <10 2 0.911 2.472 PSL6+AZA   100
P18 50F 4700 900 20.9 55 5 19.5 （1+） （-） 19 4 0.436 0.603 PSL10+FK506 2.5
P19 53F 4900 800 18.6 94 23 40.0 （-） （-） 33 4 0.348 0.578 PSL5+AZA   25
P20 56F 16900 700 29.5 110 18 55.9 （1+） （-） <10 0 1.222 1.936 PSL15+FK506 3
P21 57F 4600 1000 19.6 105 13 38.5 （-） （-） 10 4 0.334 0.212 PSL5
P22 59F 3800 800 22.4 69 7 24.2 （-） （-） 130 0 0.813 0.528 PSL5
P23 60F 11800 1600 22.2 89 22 43.1 （-） （-） <10 2 0.020 0.126 PSL12.5+FK506 3
P24 60F 8600 800 13.7 85 21 42.8 （-） （-） 21 0 0.221 0.997 PSL9+CsA   100
P25 67F 4300 1500 15.5 80 5 24.4 （±） （-） <10 2 0.824 0.869 PSL4+FK506 2

WBC=white blood cell counts(/μL),Lymph.=lymphocyte cell counts(/μL),Plt.=thrombocyte cell counts(×103/μL),
C3=complement 3(mg/dL), C4=complement 4(mg/dL), CH50=complement titer(U/mL),
u-prot.=proteinuria(mg/day), dsDNA=anti double strand DNA antibody(U/mL), SLEDAI=SLE disease activity index,
CD8 t.= CD8 telomerase activity, CD4 t.= CD4 telomerase activity,
medication:PSL=Prednisolone (mg/day), FK506=Tacrolimus (mg/day), AZA=Azathioprine (mg/day), CsA=Ciclosporin (mg/day)
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Fig. 1. Comparison of the telomerase activity in CD4+ T 
cells between SLE patients and normal subjects. 
The vertical axis is plotted on a logarithmic scale.

Fig. 2. Comparison of the telomerase activity in CD8+ T 
cells between SLE patients and normal subjects. 
The vertical axis is plotted on a logarithmic scale.
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Fig. 3. Correlation between telomerase activity levels in 
CD4+ and CD8+ T cells. The vertical axis is plotted 
on a logarithmic scale. The horizontal axis is 
plotted on a logarithmic scale. A: Normal subjects, 
B: SLE patients

Fig. 4. Comparison of telomerase activity between CD4+ 
and CD8+ T cells.
A: Normal subjects, B: SLE patients . Acquired 
data was analyzed by paired t-test.
The vertical axis is plotted on a logarithmic scale.
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者間において比較をした．SLE患者のCD4T細胞

のテロメラーゼ活性値は健常人対照と比べて統計

学的に有意差をもって上昇していた（P<0.0001）
（Fig. 1）．CD8T細胞についても同様の比較を行っ

た．SLE患者のCD8T細胞のテロメラーゼ活性値

は健常人対照と比べて有意差に上昇していた

（P<0.0001）（Fig. 2）．
つぎに，CD4T細胞およびCD8T細胞両者間の

テロメラーゼ活性値の相関関係をSLE患者およ

び健常人対照者において調べた（Fig. 3）．健常人

対照群（Fig. 3A）およびSLE群（Fig. 3B）それ

ぞれにおいて，相関関係が認められた．相関係数

rは，正常群では0.6450，SLE群では0.6338であっ

た．

さらに，個々の症例におけるCD4T細胞と

CD8T細胞のテロメラーゼ活性の関係を検討する

ためpaired t 検定を行った．健常人対照では，

CD4T細胞のテロメラーゼ活性は，CD8T細胞の

テロメラーゼ活性より統計学的有意差を持って高

かった（Fig. 4A）．しかし，SLE群では，差を認

めなかった（Fig. 4B）．

Ⅳ．考　　　　　察

今回，SLE非活動期の症例のT細胞をCD4T細

胞とCD8T細胞に分画し，T細胞のテロメラーゼ

活性を詳しく検討してみた．その結果，非活動期

において，CD4T細胞とCD8T細胞のテロメラー

ゼ活性は正常者と比べて有意に上昇していること

が確認できた．今までにも，SLE患者由来の末梢

血Tリンパ球は活性化されていると色々な報告が

なされている．SLE患者由来末梢血T細胞はpro-
liferating cell nuclear antigenが高い16）．また，SLE
患者由来末梢血においては，Hypoxanthineguanine 
phosphorohosyltranseferase遺伝子が変異したT細

胞17）18），アポトーシスを起こしているT細胞19）

20），HLA class Ⅱ分子を発現しているT細胞21），

c-relの発現増加しているT細胞22）などが増えて

いる．さらに，SLE患者においては，末梢血のイ

ンターロイキン2受容体濃度が高いことも報告さ

れている23）-25）．これらの報告のうち，Tsuchiyaら
の報告21），Burgosらの報告22），tel Borg25）らの報

告は，活動期のみならず非活動期においても報告

されている．従って今回のデータと合わせ，SLE
患者においては非活動期においても，T細胞の活

性化が起きていることは間違いないと考えられ

た．

T細胞をCD4T細胞とCD8T細胞に分画し解析

をした本研究では，SLEの病態下でのそれぞれの

細胞の動向に興味が持たれた．結果は，正常者お

よびSLE患者どちらにおいても，CD4T細胞と

CD8T細胞のテロメラーゼ活性は両者間において

強い相関関係が認められた．このことより，

CD4T細胞とCD8T細胞間の何かしらの相互作用

があることが推察された．今回解析した症例は，

少なくとも1度は，活動期があり，治療により非

活動期に入っていた．活動期に入ると，CD4T細

胞とCD8T細胞のテロメラーゼ活性は上昇する．

非活動期に入ると，CD4T細胞とCD8T細胞のテ

ロメラーゼ活性は下がる．しかしそれでも，正常

者と比べてはそのテロメラーゼ活性は高かった．

つまり，SLE患者のTリンパ球は，臨床的には非

活動期に入っても，活性が十分に低下していない

状態にある．また個々の症例で観察すると，正常

者では，CD4T細胞のテロメラーゼ活性はCD8T
細胞のテロメラーゼ活性より高い傾向にあった．

一方，非活動期のSLE患者では両者間に差を認め

なかった．このことからSLE患者では，相対的に

CD8T細胞のテロメラーゼ活性の上昇の方が

CD4T細胞のテロメラーゼ活性の上昇より大きい

と考えられた．この差の原因は今回のデータのみ

では解明できない．しかしCD8T細胞はCD4T細

胞に比べてリンパ球の活性を促す何かしらの刺激

をより多く受けている可能性があると考えられ

た．

CD4T細胞とCD8T細胞はいったん活性化され

ると，それぞれ違った状態になることが報告され

ている．CD8T細胞は，刺激により活性化される

と7－8回の分裂を経てその後アネルギー状態と

なる26）27）．このアネルギー状態から回復して再活

性化が起こるには，CD4T細胞が産生するイン

ターロイキン-2が非常に重要と考えられている
28）．すなわち，CD4T細胞からインターロイキン

-2を通した刺激が提供されるか否かが，CD8T細

胞がトレランスになるか，あるいは再活性化され

るかの分かれ目となっている29）-31）．一方，CD4T
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細胞の場合はCD8T細胞とは大きく異なってい

る．CD4T細胞は強く活性化されるとアネルギー

になるのではなく細胞のすべてが死滅する32）-37）．

このことを踏まえて今回のデータを見てみると

次のようなことが考えられた．

SLE症例においては，非活動期に入っても，

CD8T細胞はアネルギー状態にならず活性化され

ている．これは，非活動期に入ってもCD4T細胞

からの刺激を受けることによる．CD4T細胞は，

本来ならば非活動期に入ったならば死滅するはず

であるが，何かしらの原因により死滅しないで活

性化している．この生き残った活性化CD4T細胞

がCD8T細胞を刺激している．塩沢は膠原病の発

症機構において以下の説を唱えている38）．一般的

にCD4T細胞はCD8T細胞と違って強く活性化さ

れると大部分がactivation-induced cell death(AICD)
により死滅する．しかしこの死滅すべきCD4T細

胞の少なくとも一部がAICDという機構を越えて

生残すると，生残したCD4T細胞が常にCD8T細

胞を刺激することになり最終的に自己免疫性組織

障害が生じる．今回のデータはこの説をある程度

裏づけているかもしれない．

Ⅴ．結　　　　　語

非活動期SLE患者において，末梢血CD4T細胞

およびCD8T細胞のテロメラーゼ活性は，健常人

対照と比べて統計学的に有意に上昇していた．ま

たCD8T細胞のテロメラーゼ活性の上昇は，

CD4T細胞のテロメラーゼ活性上昇より高い傾向

にあった．SLE患者は，非活動期においても，

CD4T細胞が活性化されている．そしてCD8T細

胞はCD4T細胞からの刺激により，さらに活性化

されていると考えられた．
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