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The inhibitory effect of the serum from 14 patients with pulmonary tuberculosis on the E-rosette 

formation of normal donor T-cell was studied. The results obtained were as follows:

1. Some of the serum from patients with pulmonary tuberculosis inhibited the E-rosette forma

tion of the normal T-cells, when compared with the serum from normal subjects . Five of 14 cases 
used in this study showed the increased inhibitory rate of more than 10 percent, and observing by the 

type of lesions, 4 of 7 cases with F type and one of 7 cases with C type of GAKKEN classification showed 

increased inhibitory rate. The mean of the inhibitory rate was 8 +2 percent in the serum of F type and 

2+1 percent in those of C ,type, respectively. Thus, the serum from F type showed more inhibitory 

effect than those of C type.

2. The serum from a case with F type which showed high inhibitory effect was fractionated into 

euglobulin, pseudoglobulin and albumin fractions by the ammonium sulfate saturation method, and 

the inhibitory effect of each fraction was studied. The inhibitory effect was found in the non-r globu

lin fractions of pseudoglobulin and albumin, but not in the euglobulin fraction.

緒 言

肺結核症患者のなか に は,PPDに 対 する皮膚反応 の

低下1)～3)やDNCB被 感作能 の低下4)～8)が認め られ る場

合があ ることが従来 より報告 され ている。 また最近 では,

重 症肺結核症患 者でT細 胞 の絶対数 お よ び 百分比 の減

少9)10)がある ことなどが知 られ てきた。 このことは,肺

結核症患者 の一部に は,細 胞性免疫機能 の不全状態が存

在 す ることを示 してい る。

一方,こ のよ うな細胞性免 疫機能不全状態 を呈 する疾

患 として,サ ル コイ ドーシス(以下サ症 と略す),癩 など

の肉芽性疾患,ル ー プスエ リテマ トーデス,慢 性関節 リ

ウマチな どの 自己免疫疾患,そ の他慢性粘膜皮膚 カンジ

ダ症,癌 な どがある。 これ らの疾患 では,リ ンパ状,特

にT細 胞の機能 を障 害ない し抑制す る物質が血清中に存

在 す ることが報告 され ている11)～20)。これ らの事 実 は,

肺結核症患者 の一部 にみ られ るT細 胞 の減少に,血 清中

の抑 制因子が関与 している可能性を強 く示唆 してい る。

*From the First Department of Internal Medicine , Kumamoto University Medical School, 1-1-1, Honjo, Ku
 mamoto 860 Japan.
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そ こ で今 回,我 々は 健 常 人T細 胞 のE-rosette形 成 を指

標 と し て,肺 結 核 症 患 者 血 清 に よ るE-rosette形 成 抑 制

効 果 に つ い て 検 討 を試 み た。

方 法

1)　 対 象

熊 本大 学 第1内 科 お よ び 国立 療 養 所 熊 本 南 病 院 に 入 院

した肺 結核 症14例 を対 象 と した。 症 例 構 成 は男 性6例,

女 性8例 で,年 齢 は21歳 よ り79歳(平 均56歳),病 型 別 分

類 は 学 研 分 類C型7例,F型7例 で あ り,有 排 菌 者 は

4例 で,す べ てF型 で あ つ た(Table 1)。 な お過 去3カ

月 以 内 にRifampicin(以 下RFPと 略 す)を 服 用 した

こ との あ る患 者 は 対 象 よ り除 外 した 。

2) T細 胞 の分 離 方 法

健 常 者 よ りヘ パ リン加 末 梢 血 を採 取 し,Ficoll-Gonray

(比 重1.078)重 層 遠 沈 法(Boyum)に よ り リンパ球 を 分

離 した 。 す なわ ち 血 液 を 等 量 の0.15N生 理 食 塩 水 で 希

釈 し,Ficoll-Conrayに 重 層 した 。 室 温 で1,500回 転,

30分 間 遠 沈 し た の ち,中 間 細 胞 層 を 採 取 し,0.01M

phosphate buffer saline,pH7.30(以 下PBSと 略 す)

で3回 洗浄 した。 こ の よ うに して分 離 した リンパ 球 に ノ

イ ラ ミン ダー ゼ(1単 位/0,5ml,Sigma Chemical Com

-pany)で 処 理 した22)羊 赤 血 球(以 下SRBGと 略 す)を 加

え てrosetteを 形 成 させ た 。 次 に リンパ球 とSRBCを 、

混 和 した 細 胞 液 をFicoll-Conray(比 重1.110)に 重層 し,

室 温 で2,500回 転,15分 間 遠 沈 しE-rosette形 成 細胞 の

み を管 底 に沈 下 させ た。 管 底 に 落 ちたE-rosetteは 塩 化

ア ン モ ニ ウ ムートリス緩 衝 溶 液 で 付 着 赤 血球 を溶 血 さ せ

た。 このdouble E-rosette重 層 遠 沈 法 に よ るT細 胞 の

回 収 率 は最 初 に得 た リンパ球 の40%前 後 であ つ た 。 トリ

パ ン ブル ー染 色 法 に よ るT細 胞 の 生存 率 は95%以 上 で

あ つ た 。

3)　 肺 結 核 患 者 お よび 健 常 者血 清 の 調製

血 清 は肘 静 脈 よ り採 取 し,室 温 に1時 間,そ の あ と4

℃ に1晩 放 置 し,2,500回 転,15分 間 遠 沈 して-20℃ に

凍結 保存 した。 使 用 前 に56℃,30分 間 非 働 化 した のち,

実 験 に供 した 。

4)　 硫 安 塩 析 法 に よ る血 清 の 分離

肺 結 核 患 者 と健 常 者 の血 清 を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム(Mg

-SO4)で オ イ グ ロ ブ リン分 画(0～33%)(以 下Fr-Eと

略 す),プ ンイ ドグ ロブ リン分 画(33～50%)(Fr-P),ア

ル ブ ミン分 画(50～70%)(Fr-A)の3分 画 に 分 け た。

まず 飽 和 硫 安 溶 液 を 作 成 し,各 分 画 の飽 和 度 に 応 じて 飽

和硫 安 溶 液 を血 清 中 にか くは ん しなが ら徐 々に 添 加 した 。

塩 析 した溶 液 は1時 間放 置 した の ち遠 心 分 離 し,沈 殿 を

集 め た 。 これ ら沈 殿 分画 を1mlのPBSに 溶 解 した の

ち,SephadexG-50(pharmacia fine chemical)カ ラム

ク ロマ トグ ラ フ ィーに て 脱 塩 した 。 脱 塩 した お の お の の

分 画 はDiaflo membrane (UM-10,> m.w. 10,000,

Amicon, Corp, Lexinton, Mass.)で 濃 縮 し,PBSで1

昼 夜 透 析 した 。 そ のあ と蛋 白濃 度 を各 分画 一 定 に し,丁

細 胞 のE-rosette形 成 の抑 制効 果 を検 討 した。

5) E-rosette形 成抑 制効 果 の判 定 方法

F型 肺 結 核 患 者血 清(以 下F型 血 清 と略 す),C型 肺 結

核 患 者 血 清(C型 血清),健 常 者血 清 お よび 血 清 の硫 安 分

画 のお のお の1ml中 に 健 常 者 よ り分 離 したT細 胞(2

×106cells/ml)を 浮遊 し,4℃1昼 夜 培 養 した。 硫 安 分

画 の蛋 白濃 度 は3分 画 い ず れ も分 離 前 の血 清 蛋 白濃 度 の

1/3量 と した 。 培 養 した あ とT細 胞 を 冷-PBSに て3回

洗 浄 し,SRBCに 対 す るrosette形 成 能 を 検 討 した。

SRBCとrosette形 成 したT細 胞 をT細 胞300個 当 り

の 百 分 比 で表 し,SRBCが3個 以 上 付 着 した 細 胞 を

E-rosette形 成 陽 性 細 胞 と した 。E-rosette形 成 抑 制 効 果

は%inhibition(以 下%I.R.Eと 略 す)で 算 定 した 。

%I.R.F.の 算 定 法 は下 記 の式 に よつ た 。

%I.R.F.

%E-rosette(対 照 血 清)-%E-rosette(患 者 血 清)/

%E-rosette(対 照血 清)

×100

6)　 対 照

対照健常者血清 は27歳 の女性 の血清を用い,T細 胞は

3例 の健 常者男性(年 齢 は24歳,27歳,35歳)の ものを

使用 した。

7)　 統計処理

成績 はMean±SEで 表 し,Pvalueはstudentttest

を用 いて算出 した。

成 績

1)　肺結核患者血清のE-rosette形 成に対 す る抑制効

果

健常者T細 胞 とSRBCと のrosette形 成が肺結核患

者血清 に よつ て抑制 され るか否かについ て検討 した。す

なわち分離T細 胞 を血清 と共 に4℃,1昼 夜培養 し,PBS

で洗浄 した あ と,E-rosette形 成能について検討 した。

結果はTable1に 示 した ごとく,肺 結核患者14例 の う

ち,T細 胞 のE-rosette形 成抑制 率が10%以 上示 した も

のはF型7例 中4例,C型7例 中1例 とF型 に多 く認

め られた。 肺結核患者14例 の抑制率 の平均値は,Table

2に 示 した ごと く5±1%で あつた。次にC型 血清 とF型

血清 との抑制効果を比較検討す ると,C型2±1%に 比 し,

F型 は8±2%と 明 らか にF型 に抑制効果が認め られた

(p<0.05)。

2)　肺 結核患者血清硫 安分画の抑 制効果 の検討

次に血清 のいかな る分画に抑制効果が存在 するかを検

討 するために,F型 患者血清を硫安塩析法でFr-E,Fr-P,

Fr-Aの3分 画 に分けた。硫安塩析 に用いた血清はTable
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Table 1. Clinical Characteristics and Inhibition 

of E-Rosette Formation by the Serum from 

Patients with Pulmonary Tuberculosis

* F: F type, C: C type
**%I .R.F.: % inhibition on E-rosette formation.

Table 2. Inhibitory Effect of the Serum from 

Pulmonary Tuberculosis Patients on 

E-Rosette Formation of Normal T

Cells

Table 3. Inhibitory Effect of the Ammonium 

Saturated Fractions from Serum of F 

Type Patient on E-Rosette Formation of 

Normal T-Cell

In this column, No. shows the number of healthy

 subjects obtained T-cells.

1に 示 した ご と く,%I.R.F.が15%と もつ と も高 い抑

制 率 を 示 したT7血 清 を 使 用 した 。 各 硫 安 分 画 の%I.R.

F.を み る と,Table3に 示 した ご と く,Fr-E0傷 に 比

し,Fr-P.Fr-A:ま それ ぞ れ5±1%,8±3%と 有 意 の 抑

制 効 果 を 示 した(p<0.01)。 しか しなが らFr-P,Fr-Aの

間 に は 有 意 の差 は 認 め られ な かつ た。

考 案

今 回の実験結果 は重症肺結核症 の血清は健常者T細 胞

のE-rosette形 成を抑制す る作用 を有 し,そ の抑制物質

(E-rosette inhibition factor,以 下E.R.I.F.と 略 す)は

プ ソイ ドグロブ リンお よび アル ブ ミン分画(非 γ-グロブ

リン分画)に 存 在する可能 性を示唆 した。

患 者血清 中の抑 制物質 を検討す るにあたつ て,そ の抑

制を左右 する可能性 のある2～3の 宿主 側因子があ る。

第1は 加齢 の因子 であ り,加 齢 とともに免疫機能が低下

す ることは よ く知 られた事実であ る23)。今回の我 々の研

究に おいて,F型 血清,C型 血清におげ る平均年 齢はそ

れぞれ64.7歳,46.5歳 で,対 照血清 の年齢 は27歳 であ

つ た。抑制 の認め られたF型 二高齢 者が多 く認め られた

が,こ の点に関 して今後更に検討す る必要があ ると思わ

れ る。第2に 低栄養状態におけ る免 疫機能 の低下 の報告

もあ り24)25),当然血清 の抑制効果 に も何 らかの影 響があ

るものと推測 され る。 しか しなが ら今回の対 象症例 には

低栄養状態を思わせ る症例はな く,血 清蛋 白量,血 清 ア

ル ブ ミン値 も全例正常範囲内にあつ た。第3に 抗結核薬,

特にRFPの 影響 である。RFPは 免疫抑制作用 を有す

る薬 剤であるが,過 去3ヵ 月以 内にRFPを 服用 した患

者は対象 より除外 した の で,RFPの 影響 はない ものと

考え られ る。

次にE.R.I.F.の 検出状況 と他 の臨床免疫学的所見,

つ ま り患 者の ツベル ク リン反 応,血 清 γ-グロブ リン量,

リンパ球数 な どの関係 を検討 したが,直 接 の関連性は認

め られ なかつ た。

血清 中のE-rosette形 成抑制物質 として従来報告 され

ている ものにC-reactive proteill26)27)(CRP),normal

 immunosup Pressiveprotein28)29)(NIP),immunoregul-

atoryα-globulin30)～32)(IRA)な どがあ る。 これ らの物質

と我 々のE.R.I.F.と の異 同を比較検討 してみた。CRP

は易熱性 で,お もに γ-グロブ リン分画 に 泳動 され る物

質 であ る。我 々が使用 した血清 は56℃,30分 間 で熱処理

してあ ること,非 γ-グロブ リン分画に抑制が認め られ る

こと,な らびに使用 した患 者血清 中にCRP陽 性 を示 し

た症例がなかつた ことか ら,今 回報告 したE.R.I.F.が

CRPで ある可能性 はない。NIP,IRAは いずれ も,1)非

γ-グロブ リン分画に存 在 し,2)56℃,30分 間 で安定 で,

3)非透 析性の物質であ る。E.R.I.F.とNIP,IRAは 上

記 の3点 では共通性 を有 しているが,今 後更に検討 して

いきたい。

す でに,我 々はサ症患者血清 は,(1)健 常者T細 胞 の

E-rosette形 成 を抑 制す る こ と,(2)そ の抑制物質は血清

IgGで あ ること,な らびに(3)その抑 制機序 はIgGが 細

胞膜に付着す る こと二 よ る こ と,な ど を 報告 して き

た13)14)。
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サ症血清 の抑制率 は20±4%6で 肺結核症F型 血清8±2

%にご比 して非常に高い抑制率を示す。サ症 と肺結核 症は

病理学 的には肉芽腫形成疾患 で あ り,臨 床 的に もim

-munodisclepancyを 示す症例があ るな どの類似点を有す

るが,血 清 中のE-rosette抑 制因子が全 く異なつた分画

(肺結核症は非 γ一グ ロブ リン分 画,サ 症 は γ-グロブ リ

ン分画)に 認 め られ た ことは興味 ある事実 と思われ る。

以上 我 々は肺結核 症血清 の非 γ-グロブ リン分画 に抑

制物質 が存在 する可能性 のあることを報告 した。今回 の

検 討は,そ の抑制 因子 を硫安分画について検討 したにす

ぎず,今 後症例 を重 ねる と共 に,更 に抑 制物質 の分離,

精製 を進 めていきた い。

結 語

熊本大 学第1内 科 お よび国立療養所熊本南病院に入院

した肺結核症14例 に つ い て,患 者血清 の健常者T細 胞

のE-rosette形 成 に対す る抑 制効果について検討 した。

その結果以下 の成績 を得 た。

1)　 一部の肺結核 症血清 はT細 胞 のE-rosette形 成 を

抑制 した。そ の抑制率が10%以 上示 した ものは14例 中5

例 であ り,学 研分類上F型 血清7例 中4例,C型 血清7

例 中1例 であつ た。抑制率 の平均値はF型 血清8±2%,

C型 血清2±l%でF型 血清はC型 血清 に比 し抑 制効果

が認め られた。

2)　 患者血清 の抑制因子を明 らかにす るために,高 度

の抑 制率 を示 したF型 患者血清を硫安塩析法に よ り,オ

イグ ロブ リン,プ ソイ ドグ ロブ リン,ア ル ブ ミン分画に

分離 した。そ の結果,プ ソイ ドグロブ リン,ア ル ブ ミン

(非 γ-グロブ リン)分 画 に抑 制効果が認め られた。

本論文の要旨は第54回 日本結核病学会総会 で 報告 し

た。
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