
 

 

博士論文 

 

フローサイトメーターを用いた 

GM-CSF シグナル異常検出法の標準化と応用 

 

 

 

 

 

 

日下部 良臣 

 

 

 



 2 

目次  

 

略語        3 

要旨        5 

序文        6 

方法 対象者       23 

 試薬       25 

 フローサイトメトリー      26 

 ウエスタンブロッティング     30 

 統計解析      32 

結果 CD11b-Stimulation Index 測定手順の標準化   33 

CD11b-Stimulation index の応用    50 

CD11b-Stimulation index のカットオフ値   54 

考察        57 

謝辞        65 

引用文献       67 



 3 

略語 

 

ANOVA  analysis of variance 

BCL2A1  BCL2-related protein A1 

C5a  complement fragment 5a 

DEP  diesel exhaust particulate 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 

FcR  Fc receptor 

FITC  fluorescein isothiocyanate 

G-CSF  granulocyte-colony stimulating factor 

GM-CSF  granulocyte/macrophage-colony stimulating factor 

HRP  horseradish peroxidase 

IFN  interferon 

IL  interleukin 

Jnk  c-Jun N-terminal kinase  
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MFI  mean fluorescent intensity 

MR  Mannose receptor 

PAP  pulmonary alveolar proteinosis 

PE  phycoerythrin 

PI3K  phosphatidylinositol 3 kinase 

PVDF  polyvinylidene difluoride 

ROC  receiver operating characteristic 

SHIP   SH2 domain containing inositolpolyphosphate 5-phosphatase 

SI  Stimulation index 

STAT  signal transducers and activator of transcription 

TNF   Tumor necrosis factor 

TLR  Toll-like receptor  
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要旨   

 

 

自己免疫性肺胞蛋白症は、肺胞へのサーファクタント貯留による呼吸不全を来たす稀

な呼吸器疾患で、抗 GM-CSF（Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating Factor）

中和抗体によるGM-CSFシグナル障害がその原因である。本研究ではGM-CSFの刺

激による好中球表面の CD11b の上昇率の観点で GM-CSF シグナルの障害を検出す

る方法を最適化した。結果、GM-CSF の刺激濃度を 10ng/ml とし、採血後迅速に測定

を行う必要があった。診断上のカットオフ値は 112 であり、これは感度、特異度とも

100%で、ルーチンな臨床検査となりうる。 
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序文 

 

肺胞蛋白症（pulmonary alveolar proteinosis）は、肺胞へのサーファクタント貯留による

呼吸不全と感染症リスクの増大を来たす稀な呼吸器疾患で、1958年にRosen によっ

て報告された[1]。多くは労作時の呼吸困難感を主訴としており、本邦ではおよそ1000

例の報告がなされている。診断は、図1で見られるような画像所見を認め、侵襲的検査

である胸腔鏡下または気管支鏡下で行う肺生検組織で肺胞腔にPAS陽性に染まるサ

ーファクタント脂質・蛋白を確認するか、あるいは気管支肺胞洗浄液中に光沢の有る

白濁したサーファクタントと泡沫状マクロファージを確認することでなされる（図2、表

1）。 

この肺胞蛋白症にはいくつかの原因による分類が知られ、顆粒球/マクロファージ-コ

ロニー刺激因子（Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor; GM-CSF）受

容体の遺伝子変異や肺サーファクタント産生に関わる遺伝子変異などによる遺伝性

（あるいは先天性）肺胞蛋白症（hereditary pulmonary alveolar proteinosis）[2][3]、急

性骨髄性白血病や骨髄異形成症候群などに続発する、肺胞マクロファージ機能に関

わる様々な病態で観察される二次性（あるいは続発性）肺胞蛋白症（secondary 
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pulmonary alveolar proteinosis）があるが[4]、9割に相当する大部分は自己免疫性（あ

るいは特発性）肺胞蛋白症（autoimmune pulmonary alveolar proteinosis）に分類される

（表2）。  
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図1 肺胞蛋白症の画像所見。A.非対称性の両側性の浸潤影。B.斑状のスリガラス陰

影（[5]より改変して引用）。 

 

 

 

図2 自己免疫性肺胞蛋白症の病理・細胞学的所見。左.肺生検で肺胞腔内へのサ

ーファクタント貯留を認める（サーファクタント蛋白の免疫染色画像）。中.気管支肺胞

洗浄で光沢のある白濁した洗浄液が回収される。右.サーファクタントを内部に取り込

んだ泡沫マクロファージ（foamy macrophage）が観察される（気管支肺胞洗浄液のサイ

トサイトスピンのアズールエオジン染色画像）（[5]より改変して引用）。  
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In uncomplicated pulmonary alveolar proteino-
sis, the chest radiograph usually reveals bilateral air-
space disease with an ill-defined nodular or con-
fluent pattern, often with a perihilar predominance
suggestive of the “bat wing” appearance of pulmo-
nary edema but without other radiographic signs of
left-sided heart failure (Fig. 1A).

 

1,21,22

 

 Notably, the
extent of radiographic abnormalities is often dispro-
portionately increased relative to the severity of the
symptoms and physical findings. High-resolution
computed tomography shows patchy, ground-glass
opacifications with superimposed interlobular sep-
tal and intralobular thickening, a pattern commonly
referred to as “crazy paving” (Fig. 1B).

 

23,24

 

 Though
not specific for pulmonary alveolar proteinosis,

 

24

 

the extent and severity of these radiographic find-
ings correlate with the degree of impairment in pul-
monary function as measured by spirometry or ar-
terial blood gas analysis.

 

23

 

laboratory findings

 

In acquired pulmonary alveolar proteinosis, rou-
tine blood counts and the results of routine blood
chemical analysis and urinalysis are usually nor-
mal.

 

18,22,25

 

 The serum level of lactate dehydrogen-
ase is frequently slightly elevated

 

26

 

 and may be a
useful marker of the severity of the disease.

 

19,26

 

 El-
evations in the serum levels of carcinoembryonic an-

tigen,

 

27

 

 cytokeratin 19,

 

28

 

 mucin KL-6,

 

29

 

 and sur-
factant proteins A, B, and D

 

30,31

 

 are of unclear
prognostic value.

 

pulmonary function

 

The results of tests of pulmonary function can be
normal, but typically they show a restrictive ventila-
tory defect with slight impairments in the forced
vital capacity and total lung capacity and a dispro-
portionate, severe reduction of the carbon monox-
ide diffusing capacity.

 

19,32

 

 Hypoxemia is caused by
ventilation–perfusion inequality and intrapulmo-
nary shunting, resulting in a widened alveolar–
arteriolar diffusion gradient.

 

19,33

 

characteristics of bronchoalveolar-
lavage fluid

 

Clinical and radiographic findings often suggest the
diagnosis of pulmonary alveolar proteinosis

 

1,22,34

 

;
in about 75 percent of suspected cases, findings on
examination of a bronchoalveolar-lavage specimen
can establish the diagnosis.

 

22

 

 The lavage fluid in
patients with this disorder has an opaque, milky
appearance (Fig. 2A). It contains large and foamy
alveolar macrophages (Fig. 2B) or monocyte-like
alveolar macrophages and increased numbers of
lymphocytes

 

35,36

 

 but relatively few inflammatory
cells of other types. There are also large, acellular,

 

Figure 1. Radiographic Appearance of Pulmonary Alveolar Proteinosis.

 

A posteroanterior chest radiograph shows the typical features of pulmonary alveolar proteinosis, including widespread, 
bilateral air-space disease that is patchy and asymmetric in nature and that is not accompanied by evidence of cardio-
megaly, adenopathy, or effusion (Panel A). A high-resolution computed tomographic scan of the chest shows patchy 
areas of ground-glass opacification and interlobular septal thickening, a pattern commonly characterized as “crazy pav-
ing” (Panel B).
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Figure 2. Appearance of the Lipoproteinaceous Material Accumulating in the Lungs in Acquired Pulmonary Alveolar 
Proteinosis.

 

Opalescent, viscous, milky material removed from the lungs by lavage settles in a culture flask (Panel A). Cytologic prepara-
tions of bronchoalveolar-lavage fluid from two patients show “foamy” alveolar macrophages (Panel B; buffered eosin and 
azure B, ¬480). Comparison with the brown-staining red cells also visible in these preparations shows that the macrophages 
are two to three times their normal size. On ultrastructural examination, sediment from the bronchoalveolar-lavage fluid 
shows fused membrane structures and amorphous debris (Panel C; uranyl acetate, ¬30,000). A lung-biopsy specimen con-
tains alveoli filled with eosinophilic material; there is relative preservation of the parenchymal architecture and no inflamma-
tory response (Panel D; hematoxylin and eosin, ¬100). Another lung-biopsy specimen shows abundant intraalveolar material 
that stains with periodic acid–Schiff (Panel E, ¬400). On immunohistochemical analysis, abundant accumulation of surfac-
tant protein A can be seen in the intraalveolar space (Panel F; human anti–surfactant protein A immunostain, ¬200).
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表1 厚生労働省難治性疾患克服研究事業による自己免疫性肺胞蛋白症の診断検

査。3つを満たして自己免疫性肺胞蛋白症と診断される。 

 

【1】画像所見 
肺高分解能CT撮影で、地図状のスリガラス様陰影を呈

する 

【２】病理・細胞学的所見: 

a項またはb項を満たす 

a. 肺生検（TBLBまたは外科的肺生検）で肺胞蛋白症

を支持する所見がみられる 

b. 気管支肺胞洗浄（BAL）液で白濁の外観を呈し、光

顕で、顆粒状の外観を呈する好酸性、無構造物質

の沈着や、泡沫マクロファージ（foamy macrophage）

がみられる 

【３】血清学的所見 血清中の抗GM-CSF抗体が陽性である 

 

 

表2 肺胞蛋白症（pulmonary alveolar proteinosis; PAP）の分類。 

分類 頻度 原因と特徴 

遺伝性（先天性）肺胞蛋白症 

Hereditary PAP 
稀 

l GM-CSF受容体の遺伝子変異によ

るGM-CSFシグナル障害 

l サーファクタント関連蛋白の遺伝子

異常 

二次性（続発性）肺胞蛋白症 

Secondary PAP 
稀 血液悪性疾患などに続発し予後不良 

自己免疫性（特発性）肺胞蛋白症 

Autoimmune PAP 
9割 

抗GM-CSF自己抗体による 

GM-CSFシグナル障害 
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これまでの研究で、自己免疫性肺胞蛋白症は抗GM-CSF中和抗体によるGM-CSFシ

グナル障害がその原因であることが明らかにされた[6][7][8]。その抗GM-CSF中和抗

体によりGM-CSFシグナルが障害され[7]、転写因子PU.1の核内移行が阻害され、肺

胞マクロファージの前駆体からの最終的な成熟が阻害されている[8]。未成熟な肺胞

マクロファージは、肺サーファクタント脂質および蛋白を貪食することが出来てもそれを

代謝分解することが出来ず、泡沫状マクロファージ（foamy macrophage）となる[9]。そ

の結果肺にサーファクタントが貯留し、進行性の呼吸不全を来す[5]。 

また、患者から抽出した抗GM-CSF中和抗体をサルに投与する実験で、肺胞蛋白症

類似の肺病理所見が得られたことより、抗GM-CSF抗体が直接的な原因であることが

確認されている[10][11]。 
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図3 GM-CSFシグナリング。GM-CSFは受容体α鎖に結合し、シグナル伝達を担うβ

鎖を経由してJak2およびSTAT5を介してそのシグナルを細胞内に伝える。STAT5のリ

ン酸化を検出することによりGM-CSFシグナルが細胞内に有効に伝達された指標とな

る（[12]より改変して引用）。 
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GM-CSFは骨髄前駆細胞の分化増殖に関わるサイトカインであり、成熟したマクロファ

ージや好中球を刺激する機能を担い、生体防御能に関わっている[13][14]。 

GM-CSFは、正常時の血中濃度は非常に低いか全く検出できないにもかかわらず

[15]、好中球の生体防御機能発現[8]、肺胞マクロファージの生体防御機能およびサ

ーファクタントのホメオスタシス維持機能の発現[16]に極めて重要な役割を果たしてい

る（図4）。抗GM-CSF自己抗体は健常者にもごく低いレベルで存在しており[15]、肺胞

蛋白症の重症度と血中の抗GM-CSF自己抗体濃度には相関は見られないとの報告

がある[17]。原因物質である抗GM-CSF自己抗体の血中濃度が自己免疫性肺胞蛋白

症の病勢と関連しない理由は、抗GM-CSF自己抗体の濃度に閾値が存在し、この閾

値を超えることでGM-CSFシグナルに依存している機能、例えば肺胞マクロファージに

よる肺サーファクタントの除去能などが低下し、閾値を超えれば濃度そのものは重症

度に影響しないという考え方で説明することが出来る[18]。 

遺伝性肺胞蛋白症は、GM-CSF受容体のα鎖をコードしているCSF2RAおよびβ鎖を

コードしているCSF2RB などの遺伝子変異が原因となるが[19]、肺の組織学的な検討

においては自己免疫性肺胞蛋白症との差異を認めない[20][21][22]。 
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二次性肺胞蛋白症は、急性骨髄性白血病、骨髄異形成症候群などの血液疾患に続

発して見られ、肺胞マクロファージ機能への影響が観察されている[4]。 

動物モデルにおいては、遺伝子改変マウスを用いた実験で、GM-CSF遺伝子の欠損

や[23]、GM-CSF受容体遺伝子の欠損で[24]、肺胞蛋白症に類似した病態を示すモ

デルマウスを作成することが出来る（図5）。一方GM-CSFの過剰発現マウスはマクロフ

ァージの異常集積と組織障害を来たして死亡することが知られている[25]。 
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図4 肺サーファクタントのホメオスタシスと、自己免疫性肺胞蛋白症におけるその破綻。

自己免疫性肺胞蛋白症では、抗GM-CSF自己抗体によってサーファクタントの除去機

構が阻害されている。A.サーファクタントはII型肺胞上皮で産生され、肺胞表面の微量

n engl j med 349;26 www.nejm.org december 25, 2003

mechanisms of disease

2533
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な液体スペースに分泌されて肺胞の全表面を覆う。これにより肺の表面張力を減少さ

せ、肺の虚脱を防ぐ。正常な状態ではその一部はII型肺胞上皮により回収されて再び

分泌されるが、残りの多くは肺胞マクロファージにより除去されていることが知られ、こ

の除去機構にGM-CSFが関与している。B.GM-CSFシグナリングが破綻すると、肺胞

マクロファージが最終的な成熟段階に至らず、サーファクタントの除去能を示すことが

出来ない。これによりサーファクタントが貯留して肺胞換気が低下し、結果的に呼吸不

全を呈する（[5]より改変して引用）。 

 

 

 

 

 

図5 サーファクタント蛋白Bを染色した肺組織の免疫染色画像。A.野生型マウス。B.

月齢2のGM-CSF受容体変異マウス。C.月齢2のGM-CSF欠損マウスの肺の免疫染色

画像。BやCではGM-CSFシグナル異常が見られ、肺胞マクロファージの最終的な成

熟が阻害されている。するとサーファクタントの除去機能が働かずに肺胞腔へのサー

ファクタント貯留が見られる（[26]より改変して引用）。 
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GM-CSFの活性は、関節リウマチ、多発性硬化症、およびその他の炎症性疾患や自

己免疫性疾患で変化していると考えられている。動物モデルにおいては、関節リウマ

チ（図6）や気管支喘息（図7）ではGM-CSFシグナルの遮断が病勢を和らげ、逆に炎

症性腸疾患モデルではGM-CSFの投与が症状を軽快させることが知られている[27]。

一方ヒトでは、例えば関節リウマチにおいて抗GM-CSF抗体療法やGM-CSF受容体ア

ンタゴニスト療法に関する臨床試験がいくつか試みられている[27]。 

以上より、GM-CSFの活性は健常な状態では厳密にコントロールされており、その破

綻は、その中和抗体が直接的な原因となっている自己免疫性肺胞蛋白症を除いても

いくつかの疾患の病態と関連していると考えられる。したがってGM-CSFのシグナル障

害を測定することは重要な意味を持つ。 
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図6 GM-CSFと関節炎マウスモデル。関節腔内にコラゲナーゼを注入することでマウ

スに関節炎を誘導することが出来るが、野生型マウス（図のC57BL/6）とGM-CSF欠損

マウス（図のGM-CSF-/-）では組織損傷の程度が異なる。A.矢印は軟骨損傷部位を

示す。コラゲナーゼ注入6週間後の組織を比べると、GM-CSF欠損マウスでは損傷が

少ない。B.組織の損傷度をスコア化した場合、GM-CSF欠損マウスではいずれの骨で

も軽症である。つまりこの病態の成立にGM-CSFシグナルが関与していると考えられる。

LF: lateral femur; LT: lateral tibia; M: meniscus; MF: medial femur; MT: medial tibia

（[28]より改変して引用）。 

 

  

on disease development, a PBS control group was also
included. There was no significant difference in the his-
tologic scores for the PBS-treated group and the control
mAb-treated group for any of the regions scored (data
not shown).The mean level of arthritis development was
significantly lower in the anti-GM-CSF mAb-treated
group (P = 0.003). Once again, synovitis could not be
detected at this time point in any of the mice, and in
mice where osteophytes were detected, they were signifi-
cantly smaller in the anti-GM-CSF mAb-treated group
compared with the control mAb-treated group (mean
size: anti-GM-CSF mAb-treated group, 238 ± 114 versus
control mAb-treated group, 577 ± 48, P < 0.05).
Thus GM-CSF is an essential mediator of knee pain

progression in this OA-like model.

Therapeutic neutralization of GM-CSF ameliorates both
collagenase-induced arthritic pain and disease
development
The mAb-based approach allowed us to next determine
whether therapeutic treatment with anti-GM-CSF mAb
could also suppress the pain and disease, and how rapidly
it might reverse the pain. Once knee pain was evident in
collagenase-injected C57BL/6 mice, those with similar
pain readings were treated with either control mAb or
anti-GM-CSF mAb twice weekly until week 6. Treatment
with the control mAb had no effect on the pain, which
continued to increase (Figure 4A). Treatment with anti-
GM-CSF mAb completely suppressed the pain within 3

days, this being the earliest time at which it was measured
following mAb treatment. This abolition of knee pain was
maintained until sacrifice (day 42). By histology, at 6
weeks the anti-GM-CSF mAb-treated mice also had signif-
icantly milder disease in the medial tibia (P < 0.01) and
medial femur (P < 0.05) regions of the joints (Figure 4B,C)
with the mean level of arthritis development also being
significantly lower in the anti-GM-CSF mAb-treated
group for this therapeutic treatment protocol. Once again,
in mice where osteophytes were detected, they were signif-
icantly smaller following anti-GM-CSF mAb treatment as
compared with control mAb treatment (mean size: 267 ±
17 versus 406 ± 14, P < 0.05).

Discussion
We demonstrated above for the first time that GM-CSF is
required for both pain and optimal disease development in
a joint instability OA model. Furthermore, GM-CSF neu-
tralization by a therapeutic mAb-based protocol rapidly
and completely abolished existing arthritic pain. Experi-
mental OA, induced by intra-articular collagenase injec-
tion as above, has been shown to share some important
features with human OA, such as the development of
osteophytes and cartilage erosion [20,21]. There is also a
low grade inflammatory response (synovitis), which can
also be seen in the human disease [37]. The mild synovitis
observed early in disease development was virtually absent
when GM-CSF was not present. This is in agreement with
previous studies using systemic inflammatory models of

Figure 1 GM-CSF is required for optimal expression of collagenase-induced arthritis. Arthritis was initiated in C57BL/6 and GM-CSF-/- mice
by intra-articular collagenase injection (Methods) and histology performed 6 weeks later. (A) Representative histologic pictures of knee joints
(Safranin O/fast green stain) (original magnification ×100). (B) Quantification of arthritis development (histology) at day 42 (Methods). Results are
expressed as the mean ± standard error of the mean; n = 10 mice per strain (from two independent experiments). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001, GM-CSF-/- versus C57BL/6 mice. C: cartilage; GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; LF: lateral femur; LT: lateral tibia;
M: meniscus; MF: medial femur; MT: medial tibia; arrow indicates cartilage damage.

Cook et al. Arthritis Research & Therapy 2012, 14:R199
http://arthritis-research.com/content/14/5/R199
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図7 GM-CSFと気管支喘息マウスモデル。Diesel exhaust particulate（DEP）の吸入に

よりマウス気管上皮に気管支喘息に類似した弾性組織の増加を認めるが、抗

GM-CSF中和抗体を事前に投与したマウスではこの増加が起こらず、この病態の成立

にGM-CSFシグナルが関連していると考えられる（[29]より改変して引用）。 
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一方好中球機能とGM-CSFの関連についてもこれまで研究がなされてきた。図8はヒト

の全血から好中球を単離し、貪食ビーズを蛍光染色してその貪食能を見たものである

が、GM-CSFシグナルが障害された肺胞蛋白症患者では貪食能が低下している様子

が確認できる。一方、肺胞蛋白症モデルとして抗GM-CSF中和抗体を投与したマウス

やGM-CSF欠損マウスにおいて、その蛍光強度をもとに貪食能を定量した場合には、

GM-CSFシグナル異常の見られる肺胞蛋白症モデルでは貪食能の低下が観察され

ている（図9）。しかし電子顕微鏡による好中球の構造自体は、自己免疫性肺胞蛋白

症患者でも健常との差が無いことが明らかになっている[8]。そこで、機能面で好中球

の活性化度を反映する分子としてその表面抗原のCD11bに着目した。 
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図8 健常者と肺胞蛋白症（PAP）の好中球の蛍光顕微鏡画像。貪食ビーズを蛍光染

色することで好中球あたりの貪食能を観察すると、肺胞蛋白症患者の好中球では貪

食能が低下しており、GM-CSFシグナル障害による好中球機能の低下が示唆される

（[8]より改変して引用）。 

 

 

 

 

図9 貪食ビーズの蛍光強度をフローサイトメーターで定量したもの。抗GM-CSF中和

抗体を投与したマウス、およびGM-CSF欠損マウスでは、貪食能が低下している（[8]よ

り改変して引用）。 
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The dysfunction was reproduced in normal hu-
man neutrophils by incubating them with highly 
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pulmonary alveolar proteinosis and also by in-
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mal mice. The observed constellation of neutro-
phil abnormalities can explain the increased risk 
of infection, especially infection with opportunis-
tic organisms, that is associated with pulmonary 
alveolar proteinosis2,3 and with other phagocyte 
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CD11bは主に血中の正常好中球表面に存在する細胞接着分子で、炎症部位への遊

走や接着に極めて重要であり、好中球の活性化やGM-CSFの濃度上昇に伴って細胞

表面の発現度が上昇する[14][30]。我々はヒトの全血を試料として、GM-CSF刺激によ

る好中球表面のCD11bの上昇率を測定することでGM-CSFシグナルについて評価す

る手法について報告している[8]。これは、ヒトのヘパリン化全血をGM-CSFの存在下

でインキュベートし、表面抗原のCD16強陽性かつサイトグラム上で好中球であると判

断される細胞集団を対象とするもので、そのCD11bの蛍光強度をフローサイトメーター

で測定することで好中球表面のCD11b（これをCD11bSurfaceとする）を測定し、GM-CSF

の刺激を加えない場合のCD11bSurfaceからの上昇率の形で評価するものである。健常

成人ではGM-CSF刺激に伴い好中球表面のCD11bが大きく上昇するが、自己免疫性

肺胞蛋白症や遺伝性肺胞蛋白症の患者では極めて低い値となる。これは、自己免疫

性肺胞蛋白症においてはGM-CSFが抗GM-CSF自己抗体と結合し、GM-CSF受容体

へ結合することが出来ないことにより、また遺伝性肺胞蛋白症ではGM-CSF受容体の

遺伝子異常により、細胞内にGM-CSFシグナルを伝達することが出来ないことによるも

のである[8][15][21]。 
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本研究では、GM-CSFによって刺激された好中球表面のCD11b発現量の変化を観察

してそのメカニズムを検討すること、またGM-CSFシグナルの測定法として好中球表面

のCD11b発現量の変化を検出する標準的な測定法を確立することを目的とした。その

上でこの測定法の再現性と信頼性を検討し、自己免疫性肺胞蛋白症患者と健常者の

間のカットポイントを推定することを目的としたものである。 
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方法 

 

対象者 

 

シンシナティ小児病院メディカルセンター（Cincinnati Children’s Hospital Medical 

Center; CCHMC）、および東京大学大学院医学系研究科の倫理委員会の承認を得

て本研究を開始した。臨床症状、画像診断、肺の組織生検、肺胞洗浄液においてそ

れぞれ陽性所見で、抗GM-CSF抗体ELISA[31]における診断閾値の5μg/mL[31]以

上である、自己免疫性肺胞蛋白症の診断基準を満たす10名を対象とした[8][15][32]。

また健常群として、喫煙歴や特記すべき既往歴のない健常成人34人を対象とした（表

3）。 

これら全ての対象者から文書での同意を取得している。 
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表3 本研究の対象者の詳細 

分類 
人数 

（男：女） 

平均年齢 

（最小-最高） 
条件 

自己免疫性 

肺胞蛋白症 

10人 

（6:4） 

47歳 

（16-68） 

l 画像所見が陽性、病理・細胞学的基

準が陽性で、血清学的所見として抗

GM-CSF抗体がELISAにより5μg/mL

以上と測定される 

健常者 
34人 

（13:21） 

31歳 

（21-57） 

l 喫煙歴が無い 

l 特記すべき既往が無い 

l 採血時点で活動的な感染症や炎症

性疾患が無い 
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試薬 

 

一次抗体として、FITC（fluorescein isothiocyanate）もしくはPE（phycoerythrin）で標識

した抗ヒトCD11b抗体、抗ヒトCD16抗体（Miltenyi Biotec K.K., Tokyo , Japan）、アイソ

タイプコントロールとしてrat IgG（abcam, Cambridge, UK）、ラット抗ヒトCD11bモノクロー

ナル抗体（BioLegend, San Diego, CA）、マウス抗ヒトリン酸化STAT（Signal 

Transducers and Activator of Transcription）-5抗体（Millipore, Billerica, MA）、二次抗

体としてCD11bはラット抗ラットIgG-HRP抗体（Horseradish Peroxidase）（HAF005）

（R&D systems, Minneapolis, MN）、リン酸化STAT5はヒツジ抗マウスIgG-HRP抗体

（GE Healthcare, Little Challfont Buckinghamshire, UK）、アクチンはHRP標識抗アク

チン抗体（Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX）を使用した。また、刺激試薬として大

腸菌由来リコンビナントヒトGM-CSF製剤（ATGen, Seongnam, South Korea）を使用し

た。 
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フローサイトメトリー 

 

図10のように、1.5mLのポリプロピレン製チューブに200μLの全血を入れ、GM-CSFを

さまざまな濃度となるよう混和して37℃で30分インキュベーションし、その後すばやく氷

上に静置した。そのうち一部（50μL）を、抗体原液4μL（原液1μLあたり1×106までの

細胞の染色に適する濃度である）を含む氷冷PBSの50μLとよく混和し、ポリスチレンラ

ウンドボトムチューブ（BD Bioscience, San Jose, CA）の中で暗所にて氷上で30分の反

応時間を置いた。精製水で使用濃度に希釈した2mLのFACSTM Lysing Solution（BD 

Bioscience, San Jose, CA）（ホルムアルデヒドとジエチレングリコールを主成分とする）

を加えて室温で10分静置して赤血球を溶血し白血球を固定した後、高速遠心機で

300×gで5分室温にて遠心した。沈降した細胞成分を200μLのPBSで再懸濁し、フロ

ーサイトメーターで測定するまで4℃の暗所で保存した。CD16強陽性の白血球集団を

好中球とし、好中球表面のCD11bの量（CD11bSurface）を平均蛍光強度（mean 

fluorescent intensity; MFI）の形で測定した。 
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図10 実際の実験手順の図解。37℃30分のGM-CSFによる刺激時間ののちに、氷上

で30分の抗体結合時間を置く。 

 

 

無刺激の好中球表面のCD11b発現量を基準とし、GM-CSFで刺激した好中球表面の

CD11b発現量のパーセント上昇率を以下の式で計算した。 

 

𝐶𝐷11𝑏  %𝑖𝑛𝑐𝑟𝑒𝑎𝑠𝑒 =   
𝐶𝐷11𝑏!"#$%&' !!"!!"#

− 𝐶𝐷11𝑏!"#$%&' !"#$!!"#

𝐶𝐷11𝑏!"#$%&' !"#$!!"#

  ×  100 
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ここで、[CD11bSurface]＋GM-CSF とは、GM-CSFで30分刺激したときの好中球表面の

CD11b（CD11bSurface）を意味し、[CD11Surface]NoGM-CSFはGM-CSFで刺激していない状態

でのCD11bSurfaceを意味している。特に、GM-CSF 10ng/mLで刺激した時のパーセント

上昇率をCD11b-Stimulation indexと定義した。この濃度は図15で後述するように健常

群と自己免疫性肺胞蛋白症群を最も明確に識別することの出来る濃度である。 

 

細胞質中のCD11b（CD11bCytosol）は、図11の手順によりサポニンによる細胞膜透過性

を利用したIntracellular Cytokine Staining Kit（eBioscience, San Diego, CA）を使って、

50μLに対し原液4μL（原液1μLあたり1×106までの細胞の染色に適する濃度である）

のPE標識CD11b抗体で染色した。 
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図11 細胞内外のCD11bの染色手順の図解。細胞表面抗原を染色した後に細胞膜

透過処置を行い、その後細胞内抗原を染色する。 
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ウエスタンブロッティング 

 

ヘパリン採血した全血を10ng/mLのGM-CSFで刺激（37℃、15分）し、赤血球をBD 

Pharmlyse™（BD Bioscience, San Jose, CA）で溶血させた。氷冷PBSで残った白血球を

洗浄したのち、protease inhibitor cocktail （0.5% v/v）（Thermo Scientific, Rockford, 

IL）、phosphatase inhibitor cocktail （1% v/v）（Thermo Scientific, Rockford, IL）、

EDTA （5 mM）を含むprotein extraction buffer（M-PER® #78501）（Thermo Scientific, 

Rockford, IL）で抽出した。抽出されたタンパク質はサンプルローディングバッファー中

に懸濁し、Mini-PROTEAN® TGXTM Gels（Bio-rad, Hercules, CA）を用いて電気泳動

し（100V, 150分）、PVDF（Polyvinylidene difluoride）メンブレン（Immobilon, Merck 

Millipore, Billerica, MA）に24V、1時間の転写条件で転写した（Transblot™, Bio-rad, 

Hercules, CA）。サンプル中のCD11b蛋白およびリン酸化STAT5蛋白を、以下の方法

で検出した。PVDFメンブレンを1%ドライミルク入りPBS/0.1% Tween 20で4˚C オーバー

ナイトブロッキングした後、一次抗体として50倍希釈したラット抗ヒトCD11bモノクローナ

ル抗体、または200倍希釈したマウス抗ヒトリン酸化STAT5抗体とともに室温で60分イ

ンキュベートした。洗浄後二次抗体として、CD11bタンパク検出には1000倍希釈のラッ
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ト抗ラットIgG-HRP抗体とともに、リン酸化STAT5タンパク検出には3000倍希釈のヒツジ

抗マウスIgG-HRP抗体とともに室温で60分インキュベートした。またアクチン検出には、

500倍希釈の抗アクチン-HRP抗体とともに室温で60分インキュベートした。洗浄後、

ECL plus™ （GE healthcare, Little Chalfont, UK）を取扱説明書通りに使用した。

CD11bのバンドのシグナル強度はImage Quant TL Analysis Toolbox Ver 7.0 （GE 

Healthcare, Pittsburgh, PA）で定量化した。 
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統計解析 

 

数的データは、Kolmogorov-Smirnov検定を用いて確率分布を評価し、Levene検定に

よって等分散性の検定を行った。変数データは平均±標準偏差で示し、非変数デー

タは中央値とinterquartile range（IQR）で表した。変数データの統計比較は2群間の

Student’s t検定およびone-way analysis of variance（ANOVA）で、Holm-Sidak法で多

群間比較、Dunnett法で多群と対照群の間で比較を行った。非変数データは

Mann-Whitney rank-sum testで比較を行った。1人の被験者からの複数回採血での

変動係数は平均との差から算出した。また、被験者間での変動係数は各被験者の測

定平均の分布から算出した。Receiver operating characteristic（ROC）曲線や他の全

ての統計解析はSigmaPlot version 12（Systat Software, SanJose, CA）を使用して行っ

た。P値0.05以下を統計学的有意として扱い、アスタリスクを付加して示した(* = 

P<0.05; ** = P<0.01; *** = P<0.001)。全ての結果は、少なくとも2回以上繰り返し、同様

の結果を得た。 
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結果 

 

CD11b-Stimulation index測定手順の標準化 

 

ヘパリン採血後時間の経っていない全血200μLで、図12のサイトグラム上で好中球と

知られている集団と、図13のヒストグラムでCD16強陽性集団の共通集合を好中球とし

て解析の対象とした。 

 

 

 

図12 ヒト全血の実際の代表的サイトグラム。正しく溶血された血液は図の位置にそれ

ぞれの細胞集団が存在することが知られている（[33]より共著者と出版社の許可を得

て転載）。 
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図13 CD16のヒストグラム。ヒト白血球では図のように明確にCD16陽性集団を識別で

きた（[33]より共著者と出版社の許可を得て転載）。 
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この細胞表面CD11bに関し、健常者の代表例の全血中の好中球のベースライン、肺

胞蛋白症患者の代表例の全血中の好中球のベースラインは次の図14の白のヒストグ

ラムのようになる。GM-CSFによる刺激で健常者の血液でのCD11bSurfaceはグレーのヒス

トグラムのように大きく上昇したが、自己免疫性肺胞蛋白症患者の血液ではこの上昇

は見られなかった。 

 

 

 

図14 好中球表面のCD11bSurfaceの実際のヒストグラム。白い曲線は無刺激の状態であ

り、グレーの曲線はGM-CSFで刺激している状態である。GM-CSFの刺激に応じて健

常者血液ではCD11bSurfaceは上昇し（左）、自己免疫性肺胞蛋白症患者ではこれが上

昇しない（右）（[33]より共著者と出版社の許可を得て転載）。 

 

 

Forward sca!er

A

Si
de

 sc
a!

er

0
0

500 K

1.0 M

1.5 M

1.0 M 2.0 M 3.0 M

C

B

C
el

l c
ou

nt

CD16Hi

PE-CD16
100 101 103 105104102

1.5 K

1.0 K

500

0

C
ha

ng
e 

in
 C

D
11

b S
ur

fa
ce

(%
 o

f b
as

el
in

e)

GM-CSF (ng/ml)

Healthy Control

Autoimmune PAP

0 50 100 150 200 250

100

200

300

400

500

0

D

E

Healthy Control Autoimmune PAP

Baseline S"mulated

CD11bSurface

100 101 103 104102

CD11bSurface

100 101 103 104102

C
el

l c
ou

nt

150

100

0

50

150

100

0

50

Baseline S"mulated

C
el

l c
ou

nt

4 Y. Kusakabe et al. / Journal of Immunological Methods xxx (2014) xxx–xxx

Please cite this article as: Kusakabe, Y., et al., A standardized blood test for the routine clinical diagnosis of impaired GM-CSF
signaling using flow cytometry, J. Immunol. Methods (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.jim.2014.07.009

CD11bSurface

Ce
ll-
Co

un
t

	
Forward sca!er

A

Si
de

 sc
a!

er

0
0

500 K

1.0 M

1.5 M

1.0 M 2.0 M 3.0 M

C

B

C
el

l c
ou

nt

CD16Hi

PE-CD16
100 101 103 105104102

1.5 K

1.0 K

500

0

C
ha

ng
e 

in
 C

D
11

b S
ur

fa
ce

(%
 o

f b
as

el
in

e)

GM-CSF (ng/ml)

Healthy Control

Autoimmune PAP

0 50 100 150 200 250

100

200

300

400

500

0

D

E

Healthy Control Autoimmune PAP

Baseline S"mulated

CD11bSurface

100 101 103 104102

CD11bSurface

100 101 103 104102

C
el

l c
ou

nt

150

100

0

50

150

100

0

50

Baseline S"mulated

C
el

l c
ou

nt

4 Y. Kusakabe et al. / Journal of Immunological Methods xxx (2014) xxx–xxx

Please cite this article as: Kusakabe, Y., et al., A standardized blood test for the routine clinical diagnosis of impaired GM-CSF
signaling using flow cytometry, J. Immunol. Methods (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.jim.2014.07.009

CD11bSurface

	



 36 

健常群では、図15︎のように刺激のGM-CSF濃度の上昇に応じてCD11bSurfaceの上昇率

も大きくなり、10ng/mLでプラトーに達するのに対し、自己免疫性肺胞蛋白症患者では

この反応が強く抑制されていた。よってこの10ng/mLのGM-CSFを本論文の標準刺激

濃度とした。 

 

 

 

 

図15 種々の濃度のGM-CSFで刺激した際のCD11bSurfaceの上昇率。○は健常群、●

は自己免疫性肺胞蛋白症患者群を示す。点線は10ng/mLの刺激濃度を示す（[33]よ

り共著者と出版社の許可を得て転載）。 
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次に、実際の測定を行う上でGM-CSF刺激によるCD11bSurfaceの上昇度に影響を与え

る因子について検討し、最適な実験条件の設定を試みた。 

 

まず採血チューブ内の抗凝固薬についての検討を行った。EDTAとヘパリンそれぞれ

を含むチューブで採血し、その存在下でGM-CSFによる刺激を行った。GM-CSF刺激

の無い状態でのCD11bSurfaceのレベルには差は無かった（P = 0.174）が、GM-CSF刺激

によるCD11bSurfaceの上昇度は、EDTA採血サンプルで有意に低く、ヘパリン採血サン

プルでは良く保たれていた（図16）（P <0.001）。 

 

 

図16 抗凝固薬がCD11bSurfaceに与える影響。10ng/mLのGM-CSFで刺激した場合の

CD11bSurfaceの上昇度をEDTAチューブとヘパリンチューブで比較した。白は無刺激、

黒はGM-CSF刺激後のCD11bレベルを示す。平均±SDで示した。ANOVA with 

Dunnett’s test、*** = P< 0.001（[33]より共著者と出版社の許可を得て転載）。  
blood was kept on ice but increased progressively when blood
was kept at room temperature (and even faster when blood
was kept at 37 °C) during this time period (Fig. 5A).

In parallel, the change in CD11bSurface declined over the time
period for blood maintained at 25 °C (Fig. 5B).

To better understand the mechanism of the GM-CSF-
stimulated increase in CD11bSurface, the spatial distribution of
CD11b within neutrophils (i.e., in the cytoplasm or on the cell-
surface) was evaluated before and after GM-CSF stimulation
using several methods. Simultaneous detection of CD11bSurface
and cytoplasmic CD11b (CD11bCytosol) in cells double-
immunostained with FITC-CD11b or PE-CD11b, respectively
(Fig. 6A and B), revealed that CD11bSurface increased by 150 %
with GM-CSF stimulation (Fig. 6C). In contrast, CD11bCytosol
decreased by ~11% and CD11bTotal was not different (Fig. 6C).
CD11bTotal was also unchanged by GM-CSF-stimulation when
both CD11bSurface and CD11bCytosol were measured together
using the same detection antibody/chromophore (FITC-anti-
human CD11b) (Fig. 6D) or when measured by western
blotting (Fig. 6D). Finally, CD11bSurface gradually increased
while CD11bCytosol gradually decreased in fresh whole blood
maintained at 25 °C for 6 hours (Fig. 6E). Together, these results
indicate that GM-CSF stimulates pre-formed CD11b located
within the neutrophil to translocate to the cell surface after
stimulation.

The specificity of the change in CD11bSurface was evaluated
by comparing the change in CD11bSurface stimulated byGM-CSF

to that caused by a wide range of pro- and anti-inflammatory
mediators. Compared to baseline, GM-CSF stimulated a greater
increase in CD11bSurface than did IL-8, IL-6, G-CSF, interferon
(IFN)-β, IL-10, IFN-γ, and complement fragment 5a (Fig. 7).

Taken together, these results indicate that GM-CSF specifi-
cally stimulates neutrophils causing a robust and rapid translo-
cation of pre-formed, intracytoplasmic CD11b to the cell surface.

3.2. CD11b-SI test performance

Next, we evaluated the ability of the standardized test to
identify impaired GM-CSF signaling in whole blood in patients
with autoimmune PAP in whom GM-CSF signaling is known to
be impaired by high concentrations of neutralizing GM-CSF
autoantibodies and in healthy people in whom GM-CSF
signaling in blood leukocytes is present and readily detectable
(Uchida et al., 2009). The baseline level of CD11bSurface
in autoimmune PAP patients was higher than in healthy
individuals (170.2 ± 75.4, 101.4 ± 63.2, n = 10, 25,
respectively, p = 0.010; not shown). At the standardized
concentration for testing (10 ng/ml), GM-CSF stimulated a
mean increase from baseline in CD11bSurface of ~450% in 22
healthy people but no increase in 5 patients with autoimmune
PAP (Fig. 8). The difference in GM-CSF-stimulated CD11bSurface
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Comparisons were made by ANOVA with Dunnett’s test; *** = P b 0.001.
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by ANOVA with Dunnett’s test; *** = P b 0.001.

Fig. 1. Evaluation of CD11bSurface on the neutrophil in the whole blood: an assay to measure the GM-CSF-stimulated increase in cell-surface CD11b on neutrophils in
whole blood. A. Representative leukocyte cytogram. Whole blood was processed and evaluated by flow cytometry as described in the Methods. B. Identification of
neutrophils by gating on CD16. Immunostained leukocyteswere gated for phycoerythrin (PE)-fluorescence to identify neutrophils as a distinct CD16Hi population. C-D.
Quantification of neutrophil cell-surface CD11b (CD11bSurface) for a healthy control (C) and a patient with autoimmune PAP (D). Representative histogram of the
fluorescence intensity in neutrophils from healthy control. open area – no GM-CSF stimulation; filled area – after GM-CSF stimulation. E. Percent change in CD11bSurface
for healthy individual (HC) and patient with autoimmune pulmonary alveolar proteinosis (PAP).
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通常血液は室温で採血され、室温、氷上（もしくは冷蔵庫）、37℃など種々の条件で

保存される。そこで、これらの温度変化によるCD11bSurfaceへの影響を検討した。図17に

示すように、血液を室温（25℃）に30分静置したのちに37℃で30分インキュベーション

した群と、はじめから37℃で60分インキュベーションした群では、ベースラインの

CD11bSurfaceは差異が無かった。しかし、一度0℃で30分静置したのちに37℃で30分イ

ンキュベーションした群では、CD11bSurfaceは140%上昇していた。従って、引き続く実験

は採血した後冷蔵庫に保存すること無く、全て室温で行うものとした。 
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図17 CD11bSurfaceの測定までの血液の保存状態によるCD11bSurface。それぞれ25℃、

0℃、37℃で30分インキュベートしCD11bSurfaceを測定、その後37℃30分インキュベート

して、CD11bSurfaceを測定した。ベースラインに対する変化率を、平均±SDで示した。

ANOVA with Dunnett’s test、*** = P<0.001（[33]より共著者と出版社の許可を得て転

載）。 

 

 

  

blood was kept on ice but increased progressively when blood
was kept at room temperature (and even faster when blood
was kept at 37 °C) during this time period (Fig. 5A).

In parallel, the change in CD11bSurface declined over the time
period for blood maintained at 25 °C (Fig. 5B).

To better understand the mechanism of the GM-CSF-
stimulated increase in CD11bSurface, the spatial distribution of
CD11b within neutrophils (i.e., in the cytoplasm or on the cell-
surface) was evaluated before and after GM-CSF stimulation
using several methods. Simultaneous detection of CD11bSurface
and cytoplasmic CD11b (CD11bCytosol) in cells double-
immunostained with FITC-CD11b or PE-CD11b, respectively
(Fig. 6A and B), revealed that CD11bSurface increased by 150 %
with GM-CSF stimulation (Fig. 6C). In contrast, CD11bCytosol
decreased by ~11% and CD11bTotal was not different (Fig. 6C).
CD11bTotal was also unchanged by GM-CSF-stimulation when
both CD11bSurface and CD11bCytosol were measured together
using the same detection antibody/chromophore (FITC-anti-
human CD11b) (Fig. 6D) or when measured by western
blotting (Fig. 6D). Finally, CD11bSurface gradually increased
while CD11bCytosol gradually decreased in fresh whole blood
maintained at 25 °C for 6 hours (Fig. 6E). Together, these results
indicate that GM-CSF stimulates pre-formed CD11b located
within the neutrophil to translocate to the cell surface after
stimulation.

The specificity of the change in CD11bSurface was evaluated
by comparing the change in CD11bSurface stimulated byGM-CSF

to that caused by a wide range of pro- and anti-inflammatory
mediators. Compared to baseline, GM-CSF stimulated a greater
increase in CD11bSurface than did IL-8, IL-6, G-CSF, interferon
(IFN)-β, IL-10, IFN-γ, and complement fragment 5a (Fig. 7).

Taken together, these results indicate that GM-CSF specifi-
cally stimulates neutrophils causing a robust and rapid translo-
cation of pre-formed, intracytoplasmic CD11b to the cell surface.

3.2. CD11b-SI test performance

Next, we evaluated the ability of the standardized test to
identify impaired GM-CSF signaling in whole blood in patients
with autoimmune PAP in whom GM-CSF signaling is known to
be impaired by high concentrations of neutralizing GM-CSF
autoantibodies and in healthy people in whom GM-CSF
signaling in blood leukocytes is present and readily detectable
(Uchida et al., 2009). The baseline level of CD11bSurface
in autoimmune PAP patients was higher than in healthy
individuals (170.2 ± 75.4, 101.4 ± 63.2, n = 10, 25,
respectively, p = 0.010; not shown). At the standardized
concentration for testing (10 ng/ml), GM-CSF stimulated a
mean increase from baseline in CD11bSurface of ~450% in 22
healthy people but no increase in 5 patients with autoimmune
PAP (Fig. 8). The difference in GM-CSF-stimulated CD11bSurface
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Fig. 3. Effect of change in the temperature at which blood was maintained
before testing on the CD11bSurface. Fresh, heparinized whole blood was
collected from healthy people by phlebotomy and immediately incubated at
0 °C, 25 °C, or 37 °C for 30 min (incubation period 1) followed immediately by
incubation at 37 °C for 30min (incubation period 2) and then CD11bSurface was
measured as described in the Methods. For each sample, the CD11bSurface at
the end of incubation period 2 was subtracted from the CD11bSurface at the end
of incubation period 1, divided by the CD11bSurface at the end of incubation
period 1 and multiplied by 100 percent. Positive values indicate an increase in
CD11bSurface after incubation period 2 compared to after incubation period 1.
Bars represent themean±SD for n=3per condition. Comparisonsweremade
by ANOVA with Dunnett’s test; *** = P b 0.001.

Fig. 1. Evaluation of CD11bSurface on the neutrophil in the whole blood: an assay to measure the GM-CSF-stimulated increase in cell-surface CD11b on neutrophils in
whole blood. A. Representative leukocyte cytogram. Whole blood was processed and evaluated by flow cytometry as described in the Methods. B. Identification of
neutrophils by gating on CD16. Immunostained leukocyteswere gated for phycoerythrin (PE)-fluorescence to identify neutrophils as a distinct CD16Hi population. C-D.
Quantification of neutrophil cell-surface CD11b (CD11bSurface) for a healthy control (C) and a patient with autoimmune PAP (D). Representative histogram of the
fluorescence intensity in neutrophils from healthy control. open area – no GM-CSF stimulation; filled area – after GM-CSF stimulation. E. Percent change in CD11bSurface
for healthy individual (HC) and patient with autoimmune pulmonary alveolar proteinosis (PAP).
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次に、採血後の経過時間によるCD11bSurfaceへの影響を評価した。10ng/mLの

GM-CSF刺激によるCD11bSurface上昇の程度は、採血直後に刺激した場合には良く反

応するが、1日以上静置したのちにGM-CSFで刺激して抗体による染色と白血球表面

の固定まで行った場合は、CD11bSurfaceの上昇の程度は大きく減弱していた。一方、採

血後速やかにGM-CSFにより刺激し、抗体による染色と白血球表面の固定まで行った

のちに検体を数日間室温で静置した場合には、採血後6日目まで大きな変化無く

CD11bSurfaceを測定することが可能であった（図18）。 
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図18 GM-CSF刺激からフローサイトメーターでのCD11bSurface測定までの時間の影響

を示す。●は採血後速やかにGM-CSFで刺激して染色、固定まで行い、数日室温で

保存してからCD11bSurfaceを測定した群、♦は数日室温で保存してからGM-CSFで刺激

してCD11bSurfaceを測定した群を示す。ANOVA with Dunnett’s test、* = P<0.05、*** ︎= 

P<0.001（[33]より共著者と出版社の許可を得て転載）。 

 

 

 

  

between healthy people and autoimmune PAP patients was
also observed at lower (1 ng/ml) and higher (100 ng/ml) GM-
CSF stimulating concentrations, although there was a small
increase in the latter (that remained significantly different from
healthy controls) (Fig. 8).

We determined CD11b stimulation index or CD11b-SI as
change in CD11bSurface at 10 ng/mL of GM-CSF to maximize
discrepancies between healthy controls and patients with PAP.

The precision of the CD11b-SI test for measuring impaired
GM-CSF signaling in clinical blood specimenswas evaluated by
measuring the inter-subject and intra-subject variation in fresh
heparinized whole blood from nine healthy people (Fig. 9A).
The coefficient of variation for repeated measures in the same
subject was 5.3 ± 3.5%, which is less than 15% in accordance
with FDA guidance criteria for assay precision (Anonymous,
2001) (Fig. 9B). Further, the coefficient of variation for mea-
surements within subject measurements was less than that for
measurements between subjects (Fig. 9B). These data indicate
the CD11b-SI test is reliable and can be used to measure
impaired GM-CSF signaling in clinical blood samples.

3.3. Diagnostic cutoff of the CD11b-SI

To further support the diagnostic use of the CD11b-SI test
to diagnose impaired GM-CSF signaling in human clinical
specimens, we measured the CD11b-SI in people previously
diagnosed with autoimmune PAP and in healthy, asymptom-
atic people. The CD11b-SI in patients with autoimmune PAP
(3.61 [-7.97 – 10.95]; n = 10) was markedly lower than in
healthy people (321 [195 - 524]; n= 34) (Fig. 10A). There was
a clear separation between the high values in healthy people
and the low values in autoimmune PAP patients (Fig. 10B).

Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis for
these results demonstrated the sensitivity and specificity to be
100% (Fig. 10C) and identified an optimal cut off threshold
value for the difference between normal and abnormal CD11b-
SI values (i.e., in healthy people and patients with autoimmune
PAP, respectively) to be 112 (Fig. 10D).

4. Discussion

In this study, we optimized the experimental conditions of
the CD11b-SI test (Uchida et al., 2007) and then evaluated the
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さらに時間と温度によるCD11bSurfaceへの影響を見るために、種々の温度で一定時間保

存したのちの比較を行った。CD11bSurfaceは氷上に静置した場合には低下し、逆に37℃

に置いた場合には採血後2時間の時点から上昇が見られており、室温に置いていた

場合でもCD11bSurfaceは4時間の時点から上昇が見られた（図19上）。 

一方、測定値としての蛍光強度ではなく10ng/mLのGM-CSF刺激に伴うCD11bSurfaceの

パーセント上昇率に着目した場合、室温に置く時間の長さに従って低下が見られた

（図19下）。  
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図19 CD11bSurfaceへの温度と時間の影響。上.血液をそれぞれの温度で一定時間保

存してCD11bSurfaceを測定した。下.採血後25℃で一定時間保存したのちに10ng/mLの

GM-CSFで刺激したときのCD11bSurfaceの上昇率を示した。ANOVA with Dunnett’s 

test、* = P<0.05、** = P<0.01、*** = P<0.001（[33]より共著者と出版社の許可を得て転

載）。 
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GM-CSFによるCD11bSurfaceの変化のメカニズムを明らかにするために、好中球におけ

るCD11bの細胞表面と細胞質の局在分布を評価した。細胞表面のCD11b

（CD11bSurface）と細胞質のCD11b（これをCD11bCytosolとする）を同時に検出するために、

CD11bSurfaceをFITC標識抗CD11bで、CD11bCytosolをPE標識抗CD11bで染色した。

GM-CSF刺激に伴い、フローサイトメーターのサイトグラム上好中球集団がシフトして

おり、CD11bSurfaceが上昇してCD11bCytosolが低下している様子が見られた（図20）。 

細胞内外のCD11bの総量をCD11bTotalとすると、フローサイトメーターによる蛍光強度

の測定でCD11bSurfaceがGM-CSF刺激により上昇する一方、CD11bCytosolは低下が見ら

れ、CD11bTotalは刺激前後で差が無かった。CD11bSurfaceとCD11bCytosolを同じFITC標識

CD11bで染色しフローサイトメーターで測定すると、CD11bTotalはGM-CSF刺激前後で

の変化は見られなかった（図21）。 

 

GM-CSFがGM-CSF受容体α鎖に結合すると、GM-CSF受容体β鎖よりシグナルが

細胞内に伝達される。この直下の変化であるSTAT5のリン酸化を検出することで、

GM-CSFシグナルが正常に細胞内に伝達されたことを見ることができる。ウエスタンブ

ロッティングで観察した場合、GM-CSF刺激によりリン酸STAT5の上昇は認められるが、



 45 

細胞内外のCD11b蛋白の総量（CD11bTotal）はGM-CSF刺激前後での変化は見られな

かった（図22）。 

GM-CSF刺激によるCD11bSurfaceの上昇だけでなく採血後の経時的なCD11bSurfaceの上

昇に着目した場合にも、CD11bSurfaceの上昇に従ってCD11bCytosolが徐々に低下するの

が観察された（図23）。 

これらを合わせると、CD11bは刺激に備えて好中球内で予め貯蔵されていたものが、

GM-CSFの刺激で細胞表面に移動していると考えられる。 
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図 20 GM-CSF 刺激による CD11b の細胞表面への移動を示すサイトグラム。好中球

表面の CD11b を FITC 標識 CD11b で染色（CD11bSurface）し、細胞内 CD11b を PE 標

識 CD11b で染色（CD11bCytosol）した時の典型的なサイトグラム像を示す。細胞集団は

全体として右下にシフトしており、これは GM-CSF 刺激による CD11bSurface の上昇に伴

って CD11bCytosol が低下しているものと判断した（[33]より共著者と出版社の許可を得て

転載）。 
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図 21  好 中 球 の CD11bSurface 、 CD11bCytosol 、 CD11bTotal の 定 量 。 左 . 好 中 球 の

CD11bSurface（白）と CD11bCytosol（黒）の定量。GM-CSF 刺激により CD11bSurface が上昇す

るにつれてCD11bCytosolには低下がみられた。右.CD11bSurfaceとCD11bCytosolを同じFITC

標識 CD11b で染色したときの合計の蛍光強度。CD11bTotal は GM-CSF 刺激の前後で

変化が無かった。Student’s t test、* = P<0.05、*** ︎ = P<0.001（[33]共著者と出版社の許

可を得て転載）。 
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図22 ウエスタンブロッティングによるCD11bTotalの定量。健常者の血液を２つに分け、

GM-CSF10ng/mLで刺激する群および刺激しない群の白血球から抽出したタンパク

質で、リン酸化STAT5、アクチンを定量した。図3に示したようにGM-CSFの刺激により

その直下のリン酸化STAT5が出現することがGM-CSFシグナルが細胞内に伝達され

た指標となるが、総量としてのCD11bは変化が無かった（[33]より共著者と出版社の許

可を得て転載）。 
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図23 好中球のCD11bSurface（白）とCD11bCytosol（黒）の経時的変化。採血後時間が経つ

とCD11bSurfaceが上昇し、それに伴ってCD11bCytosolが減少する。ANOVA、* = P<0.05、

*** ︎= p<0.001（[33]より共著者と出版社の許可を得て転載）。 
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CD11b-Stimulation indexの応用 

 

次にCD11b-Stimulation indexが、高濃度の抗GM-CSF中和抗体によってGM-CSFシ

グナルが障害されている自己免疫性肺胞蛋白症患者と正常なGM-CSFシグナルであ

る健常群を区別して検出する力について検討した。 

CD11b-Stimulation indexと定義した標準刺激濃度（10ng/mL）のGM-CSFでは、健常

群では450%程度までの上昇が見られたのに対し、自己免疫性肺胞蛋白症群では上

昇が見られなかった（図24）。健常群と自己免疫性肺胞蛋白症群の違いは、より低い

GM-CSF刺激濃度（1ng/mL）でも明らかであった。より高い刺激濃度（100ng/mL）の

GM-CSFでは、健常群では10ng/mLでの刺激と違いが少なく、自己免疫性肺胞蛋白

症群では有意に上昇していた。 
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図24 GM-CSFシグナル障害の検出。種々のGM-CSF濃度で刺激した健常群（n = 22）

のCD11bSurfaceの上昇率（グレー）、および自己免疫性肺胞蛋白症（n = 5）のCD11bSurface

の上昇率（黒）を示した。GM-CSF 0ng/mLの群と比べて、刺激により健常群では１

ng/mL、10ng/mL、100ng/mL群で、また自己免疫性肺胞蛋白症群では100ng/mL群

で有意にCD11bSurfaceの上昇が見られた。✳ ︎=P<0.05; また、どの刺激濃度でも、肺胞蛋

白症群では健常群より有意に低かった。†† = P<0.01、††† = P<0.001（[33]より共著者と

出版社の許可を得て転載）。 
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use of blood testing for the differential diagnosis of PAP.
The serum GM-CSF autoantibody ELISA test (GMAb ELISA)
used to measure GM-CSF autoantibodies (Schoch et al., 2002)
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GM-CSFシグナル障害を検出する方法としてのCD11b-Stimulation indexの信頼性を

検討するために、9人の健常者でそれぞれ複数回のCD11b-Stimulation indexを測定

し、1人の被験者内での複数回測定の変動の幅と被験者間での変動の幅を比較した。

1人の被験者内の複数回測定の変動係数は5.3 ± 3.5%であり、これは標準検査の正

確性に関する米国食品医薬品局 (Food and Drug Administration of the United States 

Department of Health and Human Service; FDA) のガイドラインである15%以内に収ま

っている[34]。また、被験者内の複数回測定の変動係数は被験者間の変動係数よりも

有意に小さかった（図25）。以上を合わせ、CD11b-Stimulation indexはGM-CSFシグ

ナル異常を検出する上で、個々の持つ値が有意に違うことを検出することが出来るア

ッセイであると考えられる。 
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図25 CD11b-Stimulation indexの変動幅に関する検定。9人の健常者の血液を用い

て、被験者1人あたり5回独立した行程によりCD11b-Stimulation indexを測定した。A.

それぞれの測定を円で示し、分布を表した。B.1人の被験者内での変動の幅

（intra-subject）は、被験者間の変動の幅（inter-subject）よりも小さい。Student’s t検

定、** ︎= P<0.01（[33]より共著者と出版社の許可を得て転載）。 
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CD11b-Stimulation indexのカットオフ値 

 

ヒトの臨床検体においてGM-CSFのシグナル障害を検出する方法としての

CD11b-Stimulation indexの診断能力を見るために、自己免疫性肺胞蛋白症および健

常群においてこれを測定した。自己免疫性肺胞蛋白症患者のCD11b-Stimulation 

index（3.61[-7.97 – 10.95]; n = 10）は健常者（321[195-524]; n = 34）よりも顕著に低く、

この2つの間には明確な違いを認めた（図26、図27）。 
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図26 CD11b-Stimulation indexの分布。上.自己免疫性肺胞蛋白症（10人）と健常者

（34人）の分布。下.自己免疫性肺胞蛋白症（■、10人）と健常者（□、34人）のヒストグ

ラム（[33]より共著者と出版社の許可を得て転載）。 
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et al., 2009) and by ROC curve analysis confirming the value of
the critical threshold (~5 μg/ml) using the optimized GMAb
ELISA (Uchida et al., 2014). Notwithstanding, while the latter
demonstrated most healthy people and autoimmune PAP
patients have GMAb ELISA test results below 3 μg/ml or above
9 μg/ml, respectively, it identified an intermediate concentra-
tion range (N3, b9 μg/ml) in which diagnostic utility may be
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can be used to determine the functional significance of
an increased GM-CSF autoantibody level when the GMAb

ELISA test result is near the critical threshold. Results
identified a CD11b-SI of 112 as the optimal cutoff value for
distinguishing specimens known to have impaired GM-CSF
signaling (e.g., autoimmune PAP) from those of healthy people.
However, as a conservative approach to test interpretation, we
recommend that test results between 90 and 120 be ‘read’ as
intermediate since data from healthy people or PAP patients to
confirm this cutoff were not available in this range. Additional
studies may be useful in further evaluating the accuracy,
precision, ruggedness of the CD11b-SI for routine clinical use
as a diagnostic test. In seven patients with hereditary PAP
caused by disruption of GM-CSF receptor function, we found
no significant response to GM-CSF stimulation using the
CD11b-SI test (Suzuki et al., 2010). Thus, the combination
of compatible radiographic findings, a normal GMAb ELISA
test result and an abnormal CD11b-SI test result suggest a
diagnosis of hereditary PAP. Further, since stimulation at very
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ROC曲線で解析すると、CD11b-Stimulation indexによる自己免疫性肺胞蛋白症の診

断能力は、感度、特異度ともに100%であり、最適なカットオフ値は112であった（図

27）。 

 

 

  

 

 

図27 ROC曲線による感度と特異度の検討。自己免疫性肺胞蛋白症（n = 10）、健常

群（n = 34）。Area under the curve（AUC）は1.0となる（[33]より共著者と出版社の許可

を得て転載）。 
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考察 

 

本研究では、ヒト全血を対象試料として、GM-CSFで刺激した際の好中球表面の

CD11bの上昇の程度によりGM-CSFシグナル障害を検出する手法の信頼性について

評価し、測定系の最適化および標準化を試みたものである。 

健常人では、GM-CSFは好中球を刺激してその細胞内であらかじめ形成されていた

CD11bを細胞表面に迅速に移行させるが、一方自己免疫性肺胞蛋白症患者はこの

反応が認められない。10ng/mLのGM-CSFで30分刺激した際の好中球表面のCD11b

の上昇の程度を見る手法であるCD11b-Stimulation indexは、このGM-CSFシグナル

が障害されている自己免疫性肺胞蛋白症患者と健常人を区別する上で感度、特異度

とも100%であるため、侵襲的な気管支鏡検査や血液の精製の手間や時間を必要とし

ない簡便さもあわせて、ルーチンな検査となりうるものである。 

血清中の抗GM-CSF自己抗体を測定する抗GM-CSF抗体のELISAテスト（GMAb 

ELISA）[35]は既に報告されているが、これも自己免疫性肺胞蛋白症の診断において

感度、特異度とも100%となるよう近年標準化への検討がなされた[31]。抗GM-CSF自

己抗体は、自己免疫性肺胞蛋白症で観察される単なる随伴現象で無く原因物質であ
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るとされるため、GMAb ELISAの診断的利用価値は高い[10][11]。これは、抗GM-CSF

自己抗体による自己免疫性肺胞蛋白症の発症における閾値の存在[18]、また患者血

液中の抗GM-CSF自己抗体を注射し肺胞蛋白症の症状を呈する閾値に関する動物

実験[11]によってもその意味は明確である。 

抗GM-CSF抗体を直接測定するELISAで、肺胞蛋白症の診断閾値は5μg/mLである

と示されている[31]。この論文中では抗GM-CSF自己抗体価は、健常者では3μg/mL

未満で、自己免疫性肺胞蛋白症患者では9μg/mL以上であったが、抗体価が閾値の

5μg/mL近辺（3-9μg/mL）の検体では、直接的な抗GM-CSF自己抗体測定の診断

精度が弱まることが懸念される。全血でGM-CSFシグナル障害を測定する手法である

CD11b-Stimulation indexは、このようにELISAで測定した抗GM-CSF自己抗体のレベ

ルが閾値に近い場合でも、そのシグナル異常を評価出来る。これまで述べたように、

CD11b-Stimulation indexのカットオフ値を112とすることでGM-CSFシグナル障害つま

り自己免疫性肺胞蛋白症を適確に診断することが出来ることが期待される。しかし

CD11b-Stimulation indexもカットオフ値112に近い場合には判断が難しい場面が存在

しうると考えられ、このCD11b-Stimulation indexのルーチン検査としての正確性を高め

手法を洗練させていくためにさらなる研究が必要である。 
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遺伝性肺胞蛋白症のうちGM-CSF受容体の遺伝子異常が原因である場合、GM-CSF

刺激では好中球表面のCD11bの値には変化が見られない[22]。従って、臨床症状や

画像診断と合わせて、ELISAで測定した抗GM-CSF自己抗体レベルが正常範囲で且

つCD11b-Stimulation indexが低値であると、遺伝性肺胞蛋白症と判断することが出来

る。また、極端に高い濃度のGM-CSFで刺激すると自己免疫性肺胞蛋白症では

CD11bSurfaceを上昇させることが出来るが、遺伝性肺胞蛋白症ではこの反応が起こらな

い。つまりより高いGM-CSFの刺激濃度によるCD11bSurfaceの上昇度の測定が、遺伝性

肺胞蛋白症および自己免疫性肺胞蛋白症を診断し分けることができる（表4）。二次性

肺胞蛋白症では健常に類似した反応を示す可能性があるが、原疾患の背景が多様

であるため一概に示すことが出来ない。 

 

表4 CD11b-Stimulation indexを利用した肺胞蛋白症の細分類。 

 
CD11b-Stimulation 

index （10ng/mL） 

極端な 

GM-CSF刺激 

抗GM-CSF 

自己抗体ELISA 

自己免疫性 

肺胞蛋白症 
低値 反応あり 高値 

遺伝性肺胞蛋白症 

（GM-CSF受容体異常に 

よるものに限定した場合） 

低値 反応なし 正常範囲 

健常 高値 反応あり 正常範囲 
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CD11b-Stimulation indexは抗GM-CSF自己抗体によるGM-CSFシグナルの障害の程

度を機能面から定量するものであるので、自己免疫性肺胞蛋白症の患者において、

ELISAで直接的に測定した抗GM-CSF自己抗体の値が閾値以下の場合でも寛解や

再発をモニターするのに有用である可能性が考えられる。さらに、CD11b-Stimulation 

indexは臨床的に肺胞蛋白症以外にも応用の余地が残されている。例えばCD11bSurface

が好中球の活性化状態を反映したものであると考えると、GM-CSF活性が上昇してい

る重症感染症や炎症性疾患などでも応用できる可能性がある[28][36][37]。さらに、自

己免疫性疾患でGM-CSF活性を低下させることを目的とする臨床試験[28]での治療

効果の判定や、もしくは悪性疾患の化学療法中にリコンビナントヒトGM-CSF製剤を使

用している患者に生じた中和抗体[38]の機能評価について有用であると考えられる。 

この測定方法にはいくつかの問題点や短所がある。 

ひとつは、採血後迅速に検査を開始しなければいけないということがある。GM-CSFに

よるCD11bSurfaceの上昇の程度は採血後1時間で低下し始め、6時間後には大きく減弱

しており、24時間の時点ではほとんどGM-CSF刺激に反応しない。これは好中球を刺

激するリソフォスファチジルコリンが経時的に生成されてくることによって[39]、刺激前

のベースラインのCD11bSurfaceが上昇することが原因の一つであると考えられる。採血後
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放置しておくと好中球は自発的にアポトーシスを来すが、3時間までは検査結果に大

きな影響を与えない[8][40]。これらの時間的な影響を避けるためには、本研究の結果

によると採血1時間以内に迅速にGM-CSFによる刺激と溶血、固定のステップを終了さ

せることが必要であり、これにより冷暗所に保管することでおよそ6日後まで大きな影響

なくフローサイトメーターでの測定を行うことが出来る。 

また、血液に例えば氷冷から室温や37℃などへの急激な温度変化を与えることで

CD11bSurfaceは影響を受けることが明らかになり、これは過去の報告と矛盾しない[41]。

さらに、採血後に室温周囲の温度で保存および測定することで好中球の表面抗原に

関して安定した結果を繰り返し得ることが出来るとする報告があり[42]、今回の結果か

らも室温で保存、測定を行うことが重要であると考えられる。血液の抗凝固薬として

EDTAを使用すると、ベースラインとしてのCD11bSurfaceには変化が無いがGM-CSFによ

るCD11bSurfaceの上昇度が減弱したが、これはCD11bの細胞表面への移動にカルシウ

ムイオンが必須であるとする過去の報告[43]と合致している。 

CD11bSurfaceの測定は、フローサイトメーターの測定器自体の誤差（レーザーや機械の

設定など）による影響はあり得ると考えられ、蛍光強度の絶対値で議論する場合には

特に影響が無視できない。しかし、CD11b-Stimulation indexつまり無刺激状態の
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CD11bSurfaceに対するGM-CSF刺激後のCD11bSurfaceの上昇率の形で表現することで、

別の測定日や多施設での比較にも応用できると考えられる。さらに、GM-CSF刺激に

よるCD11bSurfaceの上昇度や自己免疫性肺胞蛋白症のGM-CSFシグナル障害の検出

感度は、刺激に用いるGM-CSFの濃度の影響を受ける[18]。 

このように、CD11bSurfaceの値には、測定以前の血液準備状態、保存状態が影響する

[44]ことに注意しなければならない。 

我々はこれらの問題点にそれぞれ適切に対応できる方法として、今回の標準化を試

みた。我々の行っている方法では、血液をヘパリン入りチューブ内に採血し、その後

の保存は25℃の室温で行い、採血後1時間以内に全血のままGM-CSF 10ng/mLの標

準濃度で刺激し、即座に抗体による染色、溶血、および白血球表面の固定を行う。そ

の後は冷暗所に保存し、検体はおおよそ24時間以内の出来るだけ早い時点でフロー

サイトメーターでの測定を行い、結果は、GM-CSFによって上昇したCD11bSurfaceをベー

スラインのCD11bSurfaceに対する上昇率として示した。この方法は、侵襲的な気管支鏡

検査や採血後の血液の分離精製の時間や手間が必要無く、臨床検査の場において

も基礎研究の場においても迅速に行うことが出来る。 
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自己免疫性肺胞蛋白症の好中球は構造上には健常好中球と差異を認めず、通常と

同じ表面マーカーを発現している。この患者血液から好中球のみを分離してGM-CSF

で刺激するとCD11bSurfaceの上昇が認められるため、CD11b-Stimulation indexが低い原

因は、好中球の機能異常では無く血中に中和能を持つ因子例えば抗GM-CSF自己

抗体が存在するためと考えられる[8][15]。患者血清中の抗GM-CSF自己抗体レベル

とCD11b-Stimulation indexの間には図29のような相関が報告されおり、全体として負

の相関を示し、両者は密接に関連しているものと考えられる。 

 

 

 

図28 健常者と自己免疫性肺胞蛋白症患者の抗GM-CSF自己抗体の血中レベルと

CD11b-Stimulation indexの関係。○は健常者、♢は自己免疫性肺胞蛋白症で、黒い

斜線は境界領域を示す（[15]より改変して引用）。 

 

 

  

Figure 3. Regulation of GM-CSF signaling by GM-CSF autoantibodies in healthy subjects and patients with PAP. (A) The serum GM-CSF–neutralizing capacity of
GM-CSF autoantibodies was measured using the TF-1 cell-proliferation assay.20 Equal volumes (30 !L) of serum from healthy subjects (‚) or a PAP patient (f) (as a
positive control), IVIG reconstituted at physiologic concentration (!), or culture media (F) (as a negative control) were evaluated. The neutralizing capacity of purified
GM-CSF autoantibodies from HC serum or IVIG (dashed line) was intermediate between that of autoantibodies isolated from serum the patient with PAP, which contains
high concentrations of GM-CSF autoantibody, and control media, which contains none. (B) Neutrophils isolated from healthy subjects were incubated with various
concentrations of GM-CSF affinity-purified autoantibodies isolated from IVIG or with control antibody (1 !g/mL) and stimulated with 10 ng/mL GM-CSF for 15 minutes
and total and phosphorylated STAT5 (pSTAT5) was measured by immunoblotting. (C) The signaling activity of free and autoantibody-bound GM-CSF was measured by
quantifying the level of STAT5 phosphorylation in isolated neutrophils by immunoblotting (shown as the ratio of phosphorylated STAT5 to total STAT5) as described in
“Methods.” The signaling activity of GM-CSF complexed to autoantibody was markedly lower than free GM-CSF (0.142 " 0.1 vs 2.192 " 0.2 pg/mL, respectively; n # 3
each; *P $ .001). (D) The typical pattern of GM-CSF–stimulated increase in CD11b levels on neutrophils in whole blood (CD11b stimulation index) is shown for a healthy
subject (HC) and a patient with PAP (PAP). The amount of exogenous GM-CSF (dashed lines) required to stimulate an increase in neutrophil CD11b levels to the
threshold value (dotted line) was lower in HCs than in patients with PAP. The median (IQR) GM-CSF concentration required to reach this stimulation threshold (inset)
was significantly higher in patients with PAP than in healthy subjects (120 [80-347] ng/mL, n # 5; and 3.96 [1.07-4.86] ng/mL; n # 12; respectively; P $ .002,
Mann-Whitney). (E) Concentration-dependent reduction in the CD11b stimulation index by GM-CSF autoantibody purified from IVIG ( ) or patients with PAP (f) and
incubated with fresh whole blood at various concentrations. Each bar represents the results of 3 separate determinations. *Significant decrease (P $ .001) from
baseline determined in the absence of GM-CSF autoantibody. (F) Specificity of purified GM-CSF autoantibody. Neutrophils were incubated in the presence of GM-CSF
(10 ng/mL) or IL-8 (100 ng/mL) and in the absence or presence of 1 !g GM-CSF autoantibody or control IgG as indicated. Data represent the level of CD11b in
stimulated cells—the level in unstimulated cells. GM-CSF autoantibodies markedly inhibited the GM-CSF–stimulated (f), but resulted in levels of inhibition by IL-8 ( )
that were significantly lower and similar to control (IgG, !). *A significant difference (P $ .001) compared with inhibition of the GM-CSF–stimulated increase by GM-CSF
autoantibody (f). (G) The CD11b stimulation index was measured in fresh blood from healthy control subjects (E), patients with PAP with active disease (!), or patients
with PAP in clinical remission of the lung disease ("). The range of serum GM-CSF autoantibody levels separating healthy subjects and patients with PAP with active
disease evaluated with this assay is indicated (3.2-24 !g/mL, ). Each symbol represents the results of triplicate determinations for one subject. The median (IQR) free
serum GM-CSF level in healthy subjects was 0.00 (0.00-0.390) pg/mL and did not correlate with the CD11b stimulation index (P % .05), whereas the median (IQR)
GM-CSF autoantibody level (0.90 [0.58-1.19] !g/mL) correlated with CD11b stimulation index (R2 # 0.46, P # .03) (Spearman rank order correlation).
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以上より、今回標準化した手順によるCD11b-Stimulation indexは、自己免疫性肺胞蛋

白症の患者のGM-CSFシグナル障害を評価する際にはもちろんであるが、患者血液

から精製した抗GM-CSF自己抗体による自己免疫性肺胞蛋白症の動物モデルで

[10][11]、またその他の炎症性疾患[32]で評価するのに応用できる、簡便で再現性の

高い手法であると考える。
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