
緒 言

シェーグレン症候群は涙腺，唾液腺などの導管や腺房

周囲にリンパ球が浸潤し，それに続く腺組織破壊と萎縮

を伴う自己免疫疾患で，臨床的には涙液，唾液の分泌が

減少し乾燥症状を示す ．病因には遺伝的素因，性ホル

モン，環境因子などが複雑に関与していることが推測さ

れてきたが，1997年にアポトーシスにより分断化され

たα-フォドリンが本疾患の自己抗原であると報告 さ

れ，現在この自己抗原に対する免疫反応と本疾患の病態
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シェーグレン症候群患者の涙液中 tumor necrosis factor-α

忍田 太紀 ，岩田 光浩 ，﨑元 卓 ，澤 充

日本大学医学部眼科学教室

要 約

目 的：シェーグレン症候群(SS)の眼表面病態形成

における tumor necrosis factor(TNF)-αの関与につ

いて検討するため，SS患者の涙液中の TNF-αの存在

を調べ，その濃度を測定し角膜上皮障害との関連性を検

討した．

対象と方法：SS患者 例 眼と健常者 例 眼

を対象とし，涙液中の TNF-α濃度を酵素免疫測定法で

測定した．角膜上皮障害を van Bijsterveldスコアで評

価し，TNF-α濃度との相関を求めた．

結 果：SS患者の 眼で TNF-αを検出した(～

pg/ml)．健常人はすべて測定感度以下であった．

角膜上皮障害が van Bijsterveldのスコアで 点以上の

群は， 点以下の群より涙液中 TNF-α濃度が有意に高

値であった(p＜ )．

結 論：SS患者の涙液中には TNF-αが存在し，そ

の濃度が角膜上皮障害の程度と相関したことから，

TNF-αは眼表面病態形成に役割を担っていると考えら

れた．(日眼会誌 ： ― ， )
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Tumor Necrosis Factor-αin Tears of Patients with Sjogren Syndrome
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Abstract

：To determine the pathological role of
 

tumor necrosis factor alpha(TNF-α) in ocular sur-

face disorder of patients with Sjogren syndrome

(SS),TNF-α in the tears of patients with SS were
 

analyzed. In addition, the relationship between
 

TNF-αlevels in the tear samples and the severity of
 

the corneal epithelial disorder was evaluated.

：Tear samples were ob-

tained from the eyes of patients with primary
 

SS and the eyes of normal subjects. Tear
 

samples were analyzed using a sandwich enzyme-

linked immunosorbent assay to detect TNF-α.Cor-

neal epithelial cell damage was examined with a
 

slit-lamp biomicroscope and scored by the van Bij-

sterveld scoring system.

：TNF-α was detected in the tears of
 

patients with SS at concentrations ranging from

to pg/ml in of the eyes of the patients.In
 

contrast, TNF-αwas not detected in the tears of
 

normal controls. The concentration of TNF-αwas
 

significantly higher in the tear samples from pa-

tients whose clinical scores were two or three points
 

compared with patients whose scores were zero or
 

one point(Mann-Whitney U test：p＜ ).

：TNF-αwas detected in the tears of
 

patients with SS, and tear TNF-α levels showed a
 

significant correlation with the grade of corneal
 

epithelial damage, suggesting that TNF-α is a
 

potent mediator in keratoconjunctivitis sicca.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Tumor necrosis factor alpha(TNF-α),

Sjogren syndrome,Tears



との関連について研究が進められている．

眼表面での特有な病態は角結膜上皮細胞の過剰脱落，

バリア機能の低下，ムチン発現の減少，扁平上皮化生な

どである ．眼表面の恒常性が破綻し乾性角結膜炎を来

すメカニズムは解明されていないが，現在までに考えら

れてきた機序としては涙液分泌の減少に伴う乾燥や機械

的刺激，涙液の浸透圧上昇に伴う細胞障害などであ

る ．

近年シェーグレン症候群患者では，結膜において in-

terleukin(IL)-1α，IL-6，IL-8，tumor necrosis factor

(TNF)-α，transforming growth factor(TGF)-β1を

コードするmessenger ribonucleic acid(mRNA)の発現

が増強していること や，涙液中の IL-1α，IL-6濃度

が健常人に比較して上昇していることが報告 されて

おり，本疾患の眼表面病態形成に炎症性サイトカインが

関与していることが推定されている．

TNF-αは多くの機能を有する代表的な炎症性サイト

カインである．標的細胞は白血球はもとより，角膜上

皮 を含む上皮系細胞，血管内皮細胞，線維芽細胞，軟

骨細胞，そして脂肪細胞など非常に幅広く，またその作

用も抗腫瘍活性，抗微生物活性，分化・増殖の調節，免

疫誘導，炎症，組織修復など多岐にわたる ．TNF-α

のヒト角膜上皮細胞に対する作用については，我々 は

過去に細胞増殖抑制作用を有することを報告した．

これまでシェーグレン症候群患者の涙液中TNF-α濃

度を測定した報告はなく，その存在および役割について

は検討されていない．そこで今回，我々はシェーグレン

症候群患者の眼表面ではTNF-αが涙液中に発現し，角

結膜障害に関与しているとの仮説を立て，シェーグレン

症候群患者の涙液中にTNF-αが存在するかを調べ，そ

の濃度を測定し角膜上皮障害の重症度との関連性につい

て検討したので報告する．

方 法

1．対 象

本研究は，日本大学医学部倫理委員会および日本大学

医学部附属板橋病院臨床研究検討委員会の承認のもと，

被験者に対し十分な説明を行った後，文書による承諾を

得て行った．対象はヨーロッパ診断基準 を満たし，他

の自己免疫性疾患や腺外症状を合併していない一次性

シェーグレン症候群患者30例60眼である．一方，正常

対照群(以下，正常群)は全身疾患がなく，屈折異常以外

の眼疾患をもたない健常人30例60眼である．シェーグ

レン症候群患者および正常群の内訳を表1に示す．

2．方 法

１)涙液の採取

シルマ試験第一法(自由瞬目下，点眼麻酔を用いず結

膜囊内に5分間挿入)で涙液を採取し，シルマ試験紙(シ

ルマ試験紙 ，昭和薬品)の目盛りを読み取った後，シ

ルマ試験紙を約2×2mmに細切して生理食塩水90μl

を入れたマイクロチューブに浸漬し－20℃で凍結保存し

た．測定に際してはマイクロチューブ内の溶液を室温で

解凍した後，シルマ試験紙をマイクロピペットで十分に

攪拌した．その後，マイクロチューブを遠心分離し，上

清50μlを検体とした．

２)TNF-α濃度の測定

検体中のTNF-α濃度は酵素免疫測定法(ELISA)(ヒ

トTNF-α，超高感度ELISAキット ，コスモ・バイオ

社)(測定感度＜0.09pg/ml)を用いて測定した．

３)涙液中TNF-α濃度の計算

検体中のTNF-α濃度から涙液中のTNF-α濃度への

換算方法は以下の計算式(1)を用いた．

涙液中のTNFα濃度＝

検体のTNFα濃度×希釈倍率×100/回収率 (1)

ただし 希釈倍率＝(V＋90)/V
 

V：シルマ値から算出した涙液量

この式の中で希釈倍率を求めるための涙液量(V)とシ

ルマ値との検量線，およびシルマ試験紙からのTNF-α

の回収率は既報 に従い以下の方法で求めた．

ⅰ)シルマ値と涙液量(V)との関係

既知量(1，2，3，4，5，7，10，13，15，17，20μl)

の生理食塩水をシルマ試験紙の先端に滴下・吸収させシ

ルマ値を記録し涙液量とシルマ値の検量線を算出した．

ⅱ)シルマ試験紙からのTNF-αの回収率

既知濃度(0，31.3，62.5，125，250，500，1,000pg/

ml)のTNF-α溶液5μlをシルマ試験紙に吸収させ細切

(2×2mm)して，生理食塩水90μlを入れたマイクロチ

ューブに浸漬し，攪拌・遠心分離した後上清50μlを検

体とした．これを前述のELISAキットを用いてTNF-

α濃度を測定し回収率を算出した．

４)角膜上皮障害，シルマ値との関係

角膜上皮障害の評価は角膜における蛍光色素の染色程

度をvan Bijsterveldのスコア を用いて0～3の4段階

に点数化し，シルマ値，van Bijsterveldスコアおよび

涙液中のTNF-α濃度との相関を検討した．

結 果

1．シルマ値と涙液量(V)との関係

シルマ試験紙の先端に滴下し吸収させた生理食塩水の

容量とシルマ値の関係を図1に示す．生理食塩水の容量
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表 1 対象の内訳

シェーグレン症候群
(n＝30)

正常群
(n＝30)

男性/女性 3例/27例 5例/25例

年 齢 52.9±9.4歳 40.5±19.3歳

シルマ値 4.4±3.6mm 24.1±7.6mm

平均値±標準偏差
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とシルマ値との関係は回帰式y＝1.72x－0.91(回帰係

数0.983)で表される正の相関がみられ，このことから

シルマ値から採取された涙液量を計算し得ることがわ

かった．

2．シルマ試験紙からの TNF-αの回収率

既知濃度のTNF-α溶液5μlを滴下したシルマ試

験紙からのTNF-αの回収率は62.5，125，250，500，

1,000pg/mlではそれぞれ8.9±3.7(平均値±標準偏差)

％，9.5±3.8％，9.1±3.2％，10.6±4.0％，11.0±3.1

％で濃度による回収率に差はなく全体で10.0±4.2％

であった．0，31.3pg/mlでは測定感度以下であった．

以上の結果から，前述の計算式(1)は xを採取された

涙液のシルマ値として

涙液中のTNF-α濃度＝

検体のTNF-α濃度×希釈倍率×100/10

ただし，希釈倍率＝(x＋155.71)/(x＋0.91)

となり，この計算式を用いて涙液中のTNF-α濃度を計

算した．

3．涙液中 TNF-α濃度の測定

シェーグレン症候群患者30例60眼のうち，19例33

眼で涙液中にTNF-αを検出した〔8～1,500pg/ml，

364±360(平均値±標準偏差)pg/ml〕．一方，正常群で

はすべて測定感度以下であった．

4．角膜上皮障害，シルマ値との関係

シェーグレン症候群患者においてvan Bijsterveldの

スコアによる角膜上皮障害の重症度と涙液中のTNF-α

濃度との関係では，van Bijsterveldスコアが2点以上

の群は1点以下の群より涙液中のTNF-α濃度が有意に

高値であった(Mann-Whitney U検定，p＜0.03)(図2)．

シェーグレン症候群患者において，シルマ値と涙液中

TNF-α濃度との間には相関関係はなかった(図3)．

考 按

自己免疫疾患の病態形成には，炎症性サイトカインが

深く関与すると考えられている．炎症性サイトカインの

主軸を成すTNF-αは，シェーグレン症候群，関節リウ

マチ(RA)，強皮症の患者血清で濃度が上昇し ，特に

関節リウマチにおいては関節腔でTNF-αが持続的，か

つ過剰に産生され滑膜増殖や軟骨組織破壊といった関節

病変を惹き起こすと報告 されており，病態形成におけ

る重要性が明らかになっている．RAの新しい治療法と

してTNF-αを阻害する抗TNF-αモノクローナル抗体

シェーグレン症候群の涙液中TNF-α・忍田他

図 1 涙液量とシルマ値との関係．

y＝1.72x－0.91(回帰係数0.983)の正の相関がみられ

る．

図 2 角膜上皮障害と涙液中 tumor necrosis factor

(TNF)-α濃度との関係．

シェーグレン症候群患者においてvan Bijsterveldス

コアが2点以上の群では1点以下の群より涙液中

TNF-α濃度が有意に高値である．

＊：Mann-Whitney U検定 p＜0.03

図 3 シルマ値と涙液中 TNF-α濃度．

シェーグレン症候群患者においてシルマ値と涙液中

TNF-α濃度との間に相関関係はない(n＝60)．
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による治療が実用化され，その効果が報告 されつつ

ある．

今回，角結膜上皮障害を疾患の主要な病態とするシェ

ーグレン症候群患者の眼表面ではTNF-αが涙液中に発

現し，角結膜障害に関与しているとの仮説のもとにシェ

ーグレン症候群患者の涙液中TNF-α濃度を測定した結

果，30例60眼のうち19例33眼でTNF-αを検出し

た．これまでシェーグレン症候群患者の涙液中TNF-α

濃度を測定した報告はなく，初めてその存在が確認され

た．

一方，正常群の涙液からはTNF-αは検出されなかっ

た．健常人を対象とした涙液中のサイトカインについて

は IL-1α，IL-1β，IL-6，IL-8の存在が報告 されて

いるが，TNF-αの濃度は測定感度以下とされており ，

今回の我々の正常群30例60眼を検討した結果も同様で

あった．

今回行った涙液中TNF-α濃度の測定では，涙液の採

取はシルマ試験紙を使用して採取する方法を用いた．こ

の方法は，採取された涙液量とシルマ値との間に相関関

係が成り立ち，採取された涙液の容量をシルマ値から換

算できることが必要である．涙液量とシルマ値との相関

性は，近藤ら によりすでに確認されているが，今回我

我の実験でもその相関性が確認された．また，TNF-α

濃度は涙液を吸収させたシルマ試験紙を生理食塩水に浸

漬しTNF-αを溶出させELISAで測定した．シルマ試

験紙からのTNF-α濃度の回収率は一定の割合を示した

ことから，方法３)に示した計算式(1)が成立するもの

としてELISAの測定結果から涙液中のTNF-α濃度を

算出した．このシルマ試験紙を使用して涙液を採取する

方法はシェーグレン症候群のように涙液量の少ない被験

者から涙液を採取するには適した方法であるといえる．

今回，涙液中TNF-αは正常対照群からは検出され

ず，シェーグレン症候群患者から検出されたことは

TNF-αが本疾患の病態形成に関与していることが考え

られる．このTNF-αの由来は，シェーグレン症候群で

は血清中のTNF-αの濃度が上昇していることや ，結

膜でTNF-αをコードするmRNAが増強して発現して

いることが報告 されているが今回は検討していない．

我々は過去にTNF-αのヒト角膜上皮細胞の増殖に対

する影響を培養細胞を用いて調べ，培養ヒト角膜上皮細

胞の増殖が培養液に添加したTNF-αの濃度に依存して

抑制されることから，TNF-αはヒト角膜上皮細胞の増

殖を抑制する作用を有すると報告 した．今回の結果

は，涙液中TNF-αと角膜上皮障害との相関があること

を考えさせるものであった．

さらに，上皮障害スコアとTNF-α濃度との間に有意

の差がみられたことは，TNF-αの上皮障害との関係を

示すものであった．しかし，涙液中のTNF-α濃度の上

昇が直接シェーグレン症候群における角膜上皮障害の原

因であるとするには，TNF-α濃度の上昇が角結膜障害

による結果である可能性もあり，今後さらに検討が必要

であると考える．

シェーグレン症候群患者の結膜で，IL-1α，IL-6，

IL-8，TGF-β1やTNF-αをコードするmRNAが増強

して発現し ，涙液そのものに含まれる IL-1α，IL-6

の濃度が健常人に比較して有意に上昇しているとことが

報告 されており，今回の結果と合致するものである．

これらのサイトカインの角膜上皮細胞の増殖にかかわる

作用については，IL-1が keratinocyte growth factor

(KGF)，hepatocyte growth factor(HGF)の発現を増

強させ ，角膜上皮細胞の増殖を促進させる作用を持

つ ．ヒト角膜上皮細胞は IL-1および IL-6を恒常的に

産生しており ，かつ，角膜上皮障害が生じた際

には IL-1や IL-6の発現が増強することから ，IL-1と

IL-6は角膜上皮の恒常性維持と創傷治癒に働くと考え

られている．一方，角膜上皮細胞の増殖を抑制する因子

としてはTGF-βが知られている ．TGF-βは涙液お

よびすべての角膜組織に存在するとされているが ，涙

液中に存在するものはほとんどが蛋白と結合した潜在型

として存在し活性型はわずかであるとされている ．

Vesaluomaら は眼症状を伴うアトピー性皮膚炎患者

の涙液から約1,000ng/lの TNF-αを検出しているが，

角膜上皮障害との関連性については検討されていない．

今後さらに多くの症例で検討するとともに，TNF-α

の結膜上皮に対する影響や結膜障害との関係についても

検討してみる必要がある．さらに，他の角膜上皮障害を

来す疾患の涙液中TNF-α濃度と重症度とについて調

べ，シェーグレン症候群とで比較検討することはシェー

グレン症候群の眼表面の病態とTNF-αとの関連をより

深く理解するために必要であると考える．また，今回の

結果は現在欧米でリウマチの治療薬として認可されてい

る抗TNF-α抗体 がシェーグレン症候群患者の角膜

上皮障害の治療においても応用できると推定される．
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