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Cell mediated immune responsiveness was studied in tuberculosis patients with diabetes 
mellitus. Peripheral blood lymphocytes (PBL) were examined for their in vitro proliferative 
response stimulated with purified protein derivative of tuberculin (PPD) or nonspecifically with 
PHA or Con A. PBL was also examined for PPD-induced mitogenic factor (MF) production 
and/or their responsiveness to MF stimulation. The results obtained were:
1) PBL from tuberculosis patients with (P<0.01) or without (P<0.02) diabetes mellitus gave 

 lower proliferative response to Con A stimulation than PBL from healthy, tuberculin-positive 

 individuals.
2) PBL from tuberculosis patients with diabetes mellitus showed decreased proliferative re

 sponse to PPD stimulation compared with PBL from either patients without diabetes mellitus 
 or healthy donors.

3) No significant differences were observed between patients with and without diabetes mel
 litus or between patients and healthy donors in their ability of PPD-stimulated production of 

MF or response to MF which was elaborated by BCG stimulation of pleural fluid lymphocytes,
 although PBL from tuberculosis patients responded slightly less than PBL from healthy

 donors to MF stimulation. 
Decreased response to PPD stimulation observed with lymphocytes of patients with diabetes 
mellitus suggests depressed cell mediated immunity to tuberculosis in these patients.
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緒 言

糖尿病患者における免疫能の低下および易感染性 に

ついては既 に多くの研究1)～3)がな され,とりわけインシ

ュ リン依存性糖 尿病におけるもの1)4)～6)が多 くみ られ

る。 しか し,糖 尿病 を合併 した肺結核に関する免疫学

的研究は比較的少ない。 そこで我々は,当 院入院患者

よ り糖尿病合併肺結核患者を選 び,細 胞性免疫能 の細

胞 レベルでの解析 を試みた。患者末 梢血 リンパ球の

in vitroに おける反応 を非特異的T細 胞マイ トジェン

ConA,PHA且 つ特 異抗 原purified proteinderiva

-tive of tuberculin(PPD)に よ るリンパ球幼若化反応,

お よびBCG刺 激 によるMitogenic factor(MF)に 対

する リンパ球の反応性,更 にPPD刺 激 によるMF産 生

能 について検討 した。

対象および方法

1.　対象:当 院入院肺結核患者の中で,糖 尿病 を合

併 している症例(以 下,合 併患者群 と略す)35例 を選

び,合 併のない肺結核患者(以 下,非 合併患者群 と略

す)26例 お よびツ反陽性健常人20例 との比較を行 なっ

た。

2.　 リンパ球の分離:患 者および健常人よ り10～15

ml採 血 し,Ficoll-Conray比 重 遠沈法7)に よ り末梢血

リンパ球 を採取 した。

3.　 T細 胞,B細 胞,T細 胞サブセ ット:T細 胞は,

Eロ ゼ ッ ト形成法,B細 胞は,EACロ ゼ ット形成法 に

よ り算定 し,T細 胞サブセ ットは,モ ノクローナル抗

体0KTシ リーズ を用 いた間接螢光抗 体法 により,

helper機 能 を持つ とされ るOKT4+細 胞,suppressor

機能 を持つ とされるOKT8+細 胞の算定を行 なった。

4.　培養液,マ イ トジェン,PPD:培 養 液は,10%

ヒ トAB型 血 清 を含むRPMI1640を 用 いた。ConA

(Sigma),PHA-P(GIBCO)は 市販のものを使用 し

た。PPDは,阪 大微研藤井博士 より恵与 された ものを

使用 した。

5.　 リンパ球幼若化反応:リ ンパ球 は,培 養液にて

1×106/mlに 調 整し,その0.2mlをmicroculture plate

(Falc0n#3040)の 各wellに 注入 し,stimulatorは 濃

度 を調整 し10～20μlず つ添加 した。ConA,PHA.P

は,最 終濃度各20μg/ml,5μl/mlに て3日 間培養,

PPDは,最 終濃度50μg/mlに て6日 間培養を行 ない,

培 養最終18時 間の3H-チ ミジンの取 り込み を液体 シン

チ レーシ ョンカウンターにて測定 した。

6.　 リンパ球のMF産 生能:MF産 生 には,culture

 tube (Falcon#2054)を 用 い,リ ンパ球(5×106/ml)

とPPD(50μg/ml)を 培 養液中で24時 間培養 し(P培

養)そ の培養上清を得た。対照 としては,PPDを 入れ

ずに培養 したリンパ球に培養終了後,PPDを 加 え(R

培 養)そ の培養上清 を得た。 これ ら培養上清中のMF

活性測定には,indicator cellと してBUdR処 理 後光

照射に よりPPD反 応 性細胞を除去 した健常人末梢血

リンパ球 を用いた。方法 は,10-4M2-mercaptoetha-

nolを 含 む培養液を用い,健 常人末梢血 リンパ球(2×

106/ml)をPPD(50μg/ml)お よびBUdR(2μg/ml)

とと もに4日 間,遮 光培養後2時 間光照射 を行 なった。

4回 洗浄 した後,こ の リンパ球 を2×106/mlに 調整 し,

micro culture plate (Falcon#3040)の 各wellに0 .1

mlず つ 注入 した。次にPお よびR培 養上清 を0.1mlず

つ 添加 し,6日 間培養後,最 終18時 間の3H-ケ ミジン

の取 り込み を測定 した。MF活 性は,P培 養 上清添加

時のカウン トか らR培 養上清添加時のカウントを差 し

引いた値 とした。

7. MFに 対 する リンパ球の反応性:結 核性胸膜炎

患者の胸水 リンパ球 を1%FCSを 含 むRPMI1640で

in vitroに お いてBCG(10μg/ml)と ともに48時 間培

養 した後,培 養上清 をミリポアフィルター(ボ アサイ

ズ:0.45μ)で 濾過 しMFと して用いた。 この実験 を

通 して同一 ロットのMFを 用い,患 者および健常人末

梢血 リンパ球の反応性 を検討 した。 リンパ球 は,2×

106/mlに 調整 し,そ の0.1mlをmicro cultureplateの

各wellに 注 入 し,MF0.1mlを 添加 して6日 間培養後,

最 終18時 間の3H-チ ミジンの取 り込み を測定 した。対

照 としては,新 鮮培養液のみで リンパ球 を培養 した時

の取 り込みを測定 し,そ の値 を差 し引いた。 またこの

MFは,70℃,20分 の熱処理 により,90%以 上活性が

低 下 したことか ら,BCGの 抗 原成分の混 入は無視で

きた。

成 績

1. T細 胞,B細 胞,T細 胞サブセッ ト

末梢血 リンパ球 中のT細 胞,B細 胞 の比率 について

は,合 併患者群,非 合併患者群,健 常人群 の3群 に差

はみられなかった。OKT4+細 胞 において,合 併患者

群 は健常人群に比 し,低 い傾 向を示 した。(Table1)

2。 リンパ球のMF産 生能:患 者 リンパ球のin vitro

PPD刺 激 によるMF産 生能 を健常人のもの と比較 した

ところ,合 併患者群,非 合併患者群 の3群 に差 はみら

れなかった。(Fig.1)

3. MFに 対 す るリンパ球の反応性:合 併患者群 と非

合併 患者群の間に差 はみられなかったが,両 群 とも健

常人群 に比較し,低 い反応性 を示 した。(Fig.2)

4.　 リンパ球幼若化反応:ConAに よる リンパ球幼

若化反応では,合 併患者群 と非合併患者群 との間に差

はみられなかったが,合 併 患者群(P<0.01),非 合併

患者群(P<0.02)と も,健 常人群に比 し,有 意の低

下を示 した。PHA刺 激 による反応では,3群 の間に差

はみ られなかった。特異抗原ツベルクリンPPD刺 激 に

よるリンパ球幼若化反応 をみた場合;合 併患者群 は,

非 合併患者群 および健常人群に比較 し,や や低い値 を
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Table 1. Distribution of T and B Cells and T Cell Subsets in Tubercu

losis Patients with and without Diabetes Mellitus

Each figure represents percent of total lymphocytes.

Fig. 1. PPD-induced production of mitogenic 
factor by peripheral blood lymphocytes. PBL 
from tuberculosis patients with (TB+DM), with
out (TB) or healthy donors were cultured with 
PPD for 24 hours in vitro. Culture supernatants 
were assessed for mitogenic activity using of 
PPD-nonreactive lymphocytes.

示 したが,有 意差はなかった。(Table.2)

5. PPD刺 激 によるリンパ球反応性の検討:合 併患

者群 においてPPD刺 激 による幼若化反応に低反応性 を

示すものが多 くみられた為,PPD刺 激 による幼若化反

応の健常人における平均値 を境にして,合 併患者群 を

PPD刺 激 により高反応性 を示す群 と低 反応性 を示す

群の2群 に分けた。 それぞれの グループで,MF産 生

能およびMFに 対するリンパ球の反応性 を比較 した と

ころ,低 反応性群は,非 合併患者群に比較 し,MF産

生 能において低 い傾 向を示 したが,MFに 対 するリン

パ球の反応性については差 はみられなかった(Table 3)。

PPD刺 激 によるリンパ球 の反応性 と血糖値,排 菌の有

無,病 型の間には関連 性はみ られなかった。

考 察

糖尿病患者 において免疫能の低下がみられるという

報告 は既に多くなされ,末 梢血 リンパ球のPHAま たは

ConAに 対 す る反応性 の低 下1)2),T細 胞数の減 少2)3)

Fig. 2. Proliferative response of lymphocytes to 

mitogenic factor. PBL were cultured in vitro in 

the presence of mitogenic factor for 6 days. 

Proliferative response was examined by assessing 

the 3H-TdR incorporated into the cells during 

the last 18 hours of culture period.

などがあげられている。糖尿病 に関す る研究の中でも

とりわけインシュリン依存性糖尿病 に関す るものが 多

く,末 梢血 リンパ球のPHA,ConAに 対 する反応性の

低下1)4),MIF活 性の低下5),OKT4+細 胞数の減少6)

な どがあげられている。 これらの中で糖尿病 を合併 し

た肺結核に関する研究は数少なく,糖 尿病合併肺結核

患者は,非 合併 患者に比 し,MIF活 性 が低下 している

という報告8),糖尿病合併肺結核患者の末梢血 白血球 に

よるBCG食 菌作用が,糖 尿病特有の代謝異常に基づ く

体液性要 因,即 ち高血糖,高 遊離脂肪酸の状態により

損われているという報告9)な どをみる程度である。実

験動物 を扱ったものでは,streptozotocin誘 起糖尿病
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Table 2. Proliferative Response of PBL from Pulmonary Tuber

culosis Patients with or without Diabetes Mellitus

Lymphocytes were cultured in the presence of Con A (20ƒÊg/ml) 

or PHA (5ƒÊg/ml) for 3 days or in the presence of PPD (50ƒÊg/ml) 

for 6 days. 3H-thymidine incorporated during the last eighteen 

hours was counted.

*P<0.01 compared with healthy controls.

**P<0
.02 compared with healthy controls.

Table 3. Responsiveness to and PPD-Induced Production of Mitogenic 

Factor in Tuberculosis Patients with and without Diabetes Mellitus

Tuberculosis patients with diabetes mellitus (TB+DM) were classified into two 

groups according to their proliferative responsiveness to PPD stimulation. 

Each figure represents mean cpm•}SE.

マウスにおいてB細 胞機 能 は障 されないが,T細 胞,

macrophage機 能 の低下がある10),一 方,alloxan誘 起

糖尿病マ ウスにおいては,脾 細胞のConAに 対す る反

応性,macrophage機 能,MIF,MAF活 性 な ど正常マウ

ス と差がみられない 1 1 ) 。

今 回,我 々は糖尿病合併患者群,非 合併患者群,健

常人群の末梢血 リンパ球を用いて,非 特異的T細 胞マ

イ トジェンCon A,PHAの 反応性,あ るいは特異抗原

PPDに 対す る幼若化反応,リ ンパ球 と特異抗原 との反

応 により産生 され るfactorの1種 であるMF産 生能,

このMFに 対す るリンパ球の反応性 を検討 したOこ の

中でCon Aに 対 する反応性 および リンパ球のMFに 対

す る反応性は,糖 尿病 の合併,非 合併 を問わず,肺 結

核患者 として健常人群 に比較 して低下 を示 した。 しか

しながら対象患者は,抗 結核薬の投与 を受けてお り,

薬 剤の影響による低下 も否定で きない。

PPD刺 激 による幼若化反応では,糖 尿病合併患者群

の末梢血 リンパ球は,非 合併患者群,健 常人群 に比 し,

低 い傾 向を示 した。合併患者の中で もPPDに 低 反応

性 を示 した患者の末梢血 リンパ球 は,T細 胞か ら産生

されるfactorの1種 であるMF産 生能が低 いに もかか

わ らず,そ の末梢血 リンパ球(お そらくT細 胞)の 反

応性は,非 合併患者 と差がなかった。 このことは,糖

尿病合併患者では,T細 胞サブセ ットのレベルで何 ら

かの機能異常が存在す る可能性 をうかがわせ る。今後

T細 胞サブセ ッ トの機能面の検討が必要 と思われ る。

結 語

糖尿病合併肺結核患者の細胞性免疫能を非合併患者,

健 常人 と比較 したところ,PPD刺 激 による リンパ球幼

若化反応において低い傾向を示 した。またCon Aに 対

す る反応性,リ ンパ球のMFに 対する反応性 において

は,糖 尿病の合併,非 合併を問わず肺結核患者群 とし

て健常人群に比 し,低 下を示 した。
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