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To evaluate cell-mediated immune responses in patients infected with atypical 

mycobacteria(AM),mononuclear cells from patients were examined in vitro for purified 

protein derivatives(PPD)induced lymphocyte proliferation using combination of 
monoclonal antibodies and flowcytometry.

Those from normal tuberculin—positive controls and chronic excreters with tuberculosis

(chronics)were also examined.
The results obtained were as follows:

1)In normal controls,PPD—S induced a significant proliferation of activated T cell 

subsets(Leu4+DR+,IL2-R+ Leu 3+ and IL2-R+Leu2+).A significant increase in pan 
T cells(Leu 4+),helper T cells(Leu3+8-),suppressor T cells(Leu2+15+)and B cells 

(Leu 4 DR+)was also observed.
2)In chronics,the pattern and degree of lymphocyte proliferation by PPD—S were 

similar to that observed in normal controls.

3)In AM, we found a significant proliferation of activated T cells(Leu4+DR+ ,

IL2-R+Leu3+,IL2-R+Leu2+)and B cells(Leu4DR+)by PPD—S.However, the 

degree of lymphocyte proliferation in AM was clearly depressed as compared to normal 

controls and chronics.

4)In chronics, lymphocyte proliferation by PPD—S was significantly higher than that 

by PPD-B.In contrast,lymphocyte response by PPD—S was almost same as that by 

PPD-B in AM.

*From the National Ohmuta Hospital
,Tachibana1044-1,Ohmuta837Japan.
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は じ め に

非 定型 抗酸 菌症(AM症)の 発症 要因 と して,先 行

肺 疾患 によ る肺 局所 の感 染抵抗性の低下1)～3)と,全 身

的 な免疫学 的感 染 防御機 構 の低下 が考え られ る4)～6)。

AM症 患 者 の免疫能 検 討 の一環 と して,前 報7)に おい

て末 梢血 リンパ球のサ ブセ ッ トについて報告 した。AM

症患 者末 梢血 で は,リ ンパ球,PanT細 胞,Helper/

InducerT細 胞の絶対数の低下が認あ られ,さ らにAM

症患 者 のPPD-Sに 対 す る ッベル ク リン反応 も低下 し

て い た。本 報で は,AM症 患者末梢血 リンパ球のPPD

に対 す るinvitro～ymphocyte proliferationの 反 応

性 につ いて,リ ンパ球 のフェノタイプ別 に検討 した。

対象 と方法

対象:AM症,肺 結核症慢性持続排菌群(chronics),

健常対照群 はいずれ も前報7)の 対象 とほぼ同一で ある。

AM症:[非 定 型抗酸菌症(肺 感染症)の 診断基準]

を満たす症例 で,抗 結核剤 による治療 に もかかわ らず非

定型抗 酸菌 を持続排菌 す る非改善例14例(男 性7名,

女性7名)で あ り,年 齢 は37～91歳(平 均71歳)で あ

る。先行肺疾患の内訳 は表1に 示 した。原発性 と考 え ら

れ る症例が1例 認め られた。全例 とも免疫能 の低下 を き

たす ような合併症 は有 していない。原因菌 は巨大 ブラに

続発 した ものが.M.fortuitumで あ った以外 は,す べて

M.aviumcomplexで あ った。

肺結核症chronics群:13例(男 性12名,女 性 ～名)

で あ り年齢 は37～73歳(平 均57歳)で あ り,持 続的,

断続的 に排菌す る症例で前報 の対象 とほぼ同一で ある。

排菌持続期間 は2年 以上で その内訳 は表1に 示 した。排

菌 持 続 の原 因 は全例 と も薬剤耐 性 と考 え られ,SM・

INH・RFP・EBの 主要薬剤 に完全耐性 を示 した。

健 常対 照 群:当 院職員11名(男 性8名,女 性3名)

年齢 は29～53歳(平 均39歳)で あ り,前 報8)の 対象 と

ほぼ同一 で,胸 部 レ線,諸 検査 に異常 な くッ反 は48時

間値15mm以 上 の硬結 を示 す ものであ る。

培養方法 と リンパ球 サ ブセ ッ トの測定:前 報8)と 全 く

同一の方法で行 った。末 梢血 をヘパ リン加採血後Leuco

-PREPに て単核細胞層を採取 し,PBSで2回,MEM

にて1回 洗浄後,リ ンパ球数 を1.0×106/mlに 調整 し,培

養 液RPMI1640(AB-serum,L-glutamine,Peni-

cillin,Streptomicin加)に 浮 遊 さ せ た 。 培 養 は細 胞

浮 遊 液1mlに 抗 原 と してPPD-S(人 型 結 核 菌 青 山B

株 よ り精 製,日 本 ビー シ ー ジ ー),PPD-B(.M.intra-

cellulare ATCC,13950よ り精 製,広 島 大 細 菌 ・田 坂

博 信 先 生 指 導,小 林 製 薬 作 成)～0μg/ml濃 度 に添 加 し,

CO2イ ンキ ュ ベ ー タ ー 内 で7日 間 行 っ た。 培 養 後,培

養 液 中の リ ンパ球数 を 白血球 分 画 よ り求 め,こ れ よ り各 々

の リ ンパ球 サ ブ セ ッ トの絶 対 数 を求 め た。 リ ンパ 球 サ ブ

セ ッ トは,モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 に よ る二 重 染 色 法 に よ り

FACS-analyzerを 用 い て 測定 した。

有 意 差 の検 定 はStudentのt-testで 行 った。

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体:前 報8)と 同 じ くLeuシ リー ズ

(BectonDickinson社)のLeu4,Leu2a,Leu2A,

Leu3a,Leu8,Leu15と 抗IL2receptor(IL2-R),

Ortho社 のOKDRを 用 い た。Fluoresceinisocyanate

標 識 とPhycoerythrin標 識 の 抗 体 を組 み 合 せ,二 重 染

色 に よ り解 析 した。

Lymphocyteproliferationratio:PPD刺 激 下 培

養 の各 サ ブ セ ッ トの細 胞 数 と対 照 培 養 の 細 胞 数 の 比 を,

仮 にLymphocyte prolife rationratioと して み た 。

成 績

1.PPD-S惹 起 リ ンパ 球 増 殖 反 応

PPD-S無 添 加 の 対 照 培 養 とPPD-S刺 激 下 培 養 に

つ い て,培 養7日 後 の各 種 リ ンパ 球 サ ブ セ ッ トの絶 対 数

(/mm3)お よ びlymphocyte proliferation ratio

(L.P.ratio)を 各 群 に つ い て 検 討 し た8)。 ツ ベ ル ク リ

ン反 応 強 陽 性 健常 者 の結 果 を表2に 示 した。 前 報8)と ほ

ぼ 同 様 の 結 果 で あ り,リ ンパ 球 数,PanT細 胞(Leu

4+),helperT細 胞(Leu3+8-),活 性 化T細 胞 の各

フ ェ ノ タイ プ(Leu4+DR+,IL2-R+Leu3+,IL2-

R+Leu2+)はPPD-S刺 激 に よ る有 意 の増 加 を示 し

た。 前 報8)と 異 な りB細 胞(Leu4-DR+),suppres-

sorT細 胞(Leu2+15+)の 増 加 も有 意 で あ った。 症

例 数 の増 加 に よ る もの と思 わ れ る。

肺 結核 症chronics群 につ いて 表3に 示 した が,PPD

-Sに よ り健 常 者 と ほ ぼ同 じパ タ ー ンの 各 フ ェ ノ タイ プ

の リ ンパ 球 の増 加 を示 し,そ の 増 加 の 程 度 も ほぼ 同 程度

で あ った。AM症 群 の結 果 は表4に 示 した が,PPD-S

に よ る リ ンパ 球 増 殖 は全 般 的 に 弱 い。PPD-S刺 激 に

よ り有 意 に 増 加 した フ ェ ノ タ イ プ はB細 胞(Leu4-
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表1非 定型抗酸菌症症例

TB:肺 結核症CB:慢 性気管支炎BE:気 管支拡張症PE:肺 気腫

肺 結 核 症chronics群 症 例

表2健 常者にお けるPPDに よ る増殖 リンパ球 フェノタイプの変化(絶 対数/mm3)n-11

*3P<0.02**:P<0.005
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表3Chronics症 例 の リ ンパ 球 フ ェ ノ タ イ プの 変 化(絶 対 数/mm3)n=13

*:P<0.05**:P<0.02***P<0.005()内 症 例 数

表4AM症 例の リンパ球 フェノタイプの変化(絶 対数/mm3)n=14

*:P<0.05**:P<0.02

表5Lymphocyteproliferationratioに よ る3群 の比 較

L.Pratio

*:P<0.05**:P<0.02***:P<0.01****:P<0.005()内 症例 数

DR+)と 活 性 化T細 胞(Leu4+DR+,IL2-R+Leu

3+,IL2-R+Leu2+)の み で あ り,そ の増 加 の程 度 も

低 か った。

L.P.ratioに よ る上 記3群 の比 較 を 表5に 示 した。

AM症 群 は健 常 者 群 に 比 べ て,リ ンパ球 数,PanT細

胞(Leu4+),helperT細 胞(Leu3+8-),suppres一
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表6Chronics症 例 のPPD-Sお よ びPPD-Bに 対 す る リ ンパ 球 増 殖 反 応n=11

L.P.ratio

*:P<0.02**:P<0.01***:P<0.005

表7AM症 例 のPPD-Sお よ びPPD-Bに 対 す る リ ンパ 球 増 殖 反 応n=11

L.P.ratio

sorT細 胞(Leu2+15+),活 性 化Tリ ンパ 球(Leu4+

DR+,IL2-R+Leu3+,IL2-R+Leu2+)のPPD-

S刺 激 に よ る増 殖 の 程 度 が 有 意 に 低 か った 。 またAM

症 群 は,肺 結 核 症chronics群 に 比 べ て も,PanT細

胞(Leu4+),helperT細 胞,活 性 化T細 胞(Leu4+

DR+,IL2-R+Leu3+,IL2-R+Leu2+)の 増 殖 の

程 度 が低 か った。

H.AM症 群 と肺 結 核 症chronics群 に お け るPPD

-SとPPD-B惹 起 リンパ 球増 殖 反 応

肺 結 核 症chronics群13例 中11例 と,AM症 群14

例 中11例 の 症 例 につ いて,PPD-Sと 同 時 にPPD-B

に対 す る リンパ 球増 殖 反 応 を行 っ た。 肺 結 核 症chronics

群 の結 果 を表6に 示 した。L.P.ratioに よ っ てPPD―S

とPPD-Bに 対 す る反 応 を比 較 す る と,肺 結 核 症chro-

nics群 の 特 異 抗 原 で あ るPPD―Sに 対 す る反 応 が非 特

異 抗 原PPD-Bに 対 す る反 応 よ り明 らか に 強 い こ とが

わ か る。 す な わ ちhelperT細 胞(Leu3+8-)と 活 性

化T細 胞(Leu4+DR+,IL2-R+Leu3+)のPPD

-Sに 対 す る反 応 は,PPD-Bの それ よ り有 意 差 を持 っ

て高か った。一 方,AM症 群 にお いて は表7に 示 した

よ うに,PPD-Sに 対 す る反 応 の方 が,AM症 特異 抗

原 で あ るPPD-Bに 対す る反応 より有意差 はな いがや

や高い。 先行 す る陳旧性結核 に対す る免疫反応性が残 っ

て い ると考 え られ る。活性 化T細 胞 のフェノタイプで

あ るLeu4+DR+とIL2-R+Leu3+のL.P.ratioを

ケー ス別 に図に示 した。肺結核症chronics群 で は,全

例PPD-Sの 反応 がPPD-Bに 対す る反応 より高い。

AM症 例 で は,PPD-Bに 対す る反応がPPD-S反 応

よ り高 い症 例 は11例 中4例 にす ぎず,そ の症例の反応

性 は両群 ともに低 か った。

考 察

AM症 の特 にIM.avium complex症 の発症要因 とし

て,肺 結核,塵 肺 などの先行す る肺疾患 によ る肺組織破

壊 に伴 う肺局所 の感染抵抗性 の低下が重要な因子であ る

こと は広 く認 め られて いる1)9)。一方,全 身的な免疫学

的感染防御機構 の機能減弱 も発症要因 の大 きな因子 と考

え られ る。全身的な免疫能 の低下 を示唆す る臨床的所見
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Atypical Mycobacteriosis

Pulmonary Tuberculosis (Chronics)

図AM症 お よび肺結核症chronicsに おけるPPD-

S,PPD-B両 抗原 による活性化Tリ ンパ球 増加 の比較

と して次 の よ うな ことが報 告 されて い る。1)近 年,

He～per/lnducerTリ ンパ球 の破 壊減少 を特 徴 とす る

AIDS患 者 に全 身播 種性.M.avium-complex症 が 多

発 して い る4)～6)。2)悪 性腫 瘍患者 にお けるAM症 発

症頻 度 が高 い10)。3)AM症 は高 齢者発病が多い11)。

上記 の共通項 と して考え られ ることは,リ ンパ球の減少

またはその機能減弱であ ろう。われわれが対象 としてい

る非定型抗酸菌 による慢性肺感染症 は,AIDSや 悪性腫

瘍 を伴 って いるわけで はな く,高 齢者が多 いことのみで

ある。前報7)に おいて,AM症 にお いて は末梢血 リンパ

球中,PanT細 胞,Helper/InducerT細 胞,Inducer

T細 胞 の絶対数 の低下が認 め られた。 また健常高齢者 も

末梢血 のT細 胞 の絶対数 の低下が認 め られて いる12)。

今 回,AM症 の末 梢血 リンパ球 のin vitroに おける

PPD惹 起 リンパ球増 殖反 応 を肺結核症chronics群 を

対 照 と して検討 したが,AM症 例 では活性化T細 胞 の

出現増 加 が明 らか に低下 していた。肺結核症chronics

群 とAM症 群 は,レ 線 所見 上 ほ とんど差 が認 め られな

い し,抗 酸菌 を持続排菌 して いる点 も類似 して いる。感

染菌種 の差 を考慮 に入れ ないな らば,両 群の差 は年齢で

あ りAM症 群 が高齢 に偏 って いる点で ある。肺結核症

を臨床 的免疫学 的に年齢別 に見 ると,高 齢者結核で は,

ツベル ク リン反 応 の低下 例 が多 く,そ の リンパ球のin

 vitroに お けるPPD-Sに 対す る増殖反応 も低下 した症

例 が 多か った13)。この よ うな点 か らAM症 における リ

ンパ球 の減少 や,そ のPPDに 対す る反応性 の低下 は,

老化 の影響 が大 きい と考 え られる。AM症 の年齢層で,

肺結核治癒遺残巣 を残 し,普 通 の社会生活 を送 って いる

老人の検討が必要 と考 えてい る。

結核 菌に対す る抗菌免疫 は細胞性免疫 により発現する。

す な わ ち 特 異 的感 作Tリ ンパ球が 菌体抗原 によ り増殖

し種々の リンホカイ ンを産生 し,そ れによ りマク ロフ ァ

ー ジが活性化 しeffectorcellと して結核 菌を殺 菌する

と考えられている14)～16)。AM症 の組織所見 でepitheli-

oid cell granulomaを 認め ることか ら,本 症 において

も抗結核免疫 と類似の抗菌 メカニ ズムが働 いてい ると推
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測 され る。Schnittmanら に よ る とAIDSに お け る播

種 性.M.avium complex症 で は,そ の マ ク ロ フ ァー ジ

の 活 性(phagocytosis,intracellular killing等)は

低 下 して い な い と して い る17)。 む し ろ抗 体 の 欠 如 が

M.avium complexの 播 種 性 感 染 に重 要 と して い る。

マ ウ ス を用 い た感 染 実 験 にお いて,Collinsら は,非 定

型 抗 酸 菌 感 染 動 物 で は遅 延 型 過 敏 症 の発 現 が 悪 い18)。

こ の現 象 はsuppressor T細 胞 に よ る と して い る19)。

さ らに,結 核 菌 に対 して は殺 菌 作 用 を示 すBCG活 性 化

マ ク ロ フ ァー ジの殺 菌 力 に対 してM.intracellulareは

抵抗 性 を示 す との報 告20)は 興 味 深 い。

わ れ わ れ が 通 常 み て い る 非 定 型 抗 酸 菌(特 にM.

avium complex)に よ る 慢 性 肺 感 染 症 に お い て も,菌

種 に よ る特 異 性 が あ り,M.avium complexの 持 続 性

感 染 に よ り免 疫反 応 性 の低 下 が もた らさ れ る可 能 性 も否

定 で き な い 。 この 点 に っ い て 臨 床 的 に検 証 す る に は,

.M.avium complexの 感 染 初 期 か ら同一 症 例 を長 期 に

わ た って 経 過 観 察 す る必 要 が あ ろ う。 さ らに検 討 を続 け

て い き た い。

ま と め

AM症 例 の末 梢 血 リ ンパ 球 のin vitroに お け るPPD

惹 起 リ ンパ 球 増 殖 反 応 を行 い,増 殖 リ ンパ 球 の フ ェ ノ タ

イ プ を フ ロ ー サ イ トメ ト リー に よ り検 討 した。 ツ反 強 陽

性 の 健 常 者 と,肺 結 核 症chronics群 を対 照 と して 比 較

検 討 した。

1.ツ 反 陽 性 健 常 者 で は,PPD-S刺 激 に よ り活 性

化T細 胞(Leu4+DR+,IL2-R+Leu3+,IL2-R+

Leu2+細 胞)は 著 明 な 増 加 を示 した。 ま た リ ンパ 球 総

数,PanT細 胞(Leu4+),helperT細 胞(Leu3+

8-),suppressorT細 胞(Leu2+15+),B細 胞(Leu

4-DR+)も 有 意 に増 加 した°

2.肺 結 核症chronics群 で は,PPD-S刺 激 に よ り,

健 常 者 と同一 パ ター ン,同 程 度 の リ ンパ球 増 殖 反 応 を示

した 。

3.AM症 群 で はPPD-S刺 激 に よ り,活 性 化T細

胞(Leu4+DR+,IL2-R+Leu3+,IL2-R+Leu2+)

とB細 胞(Leu4-DR+)の み が 有 意 の 増 加 を示 した

が,そ の 増 加 の 程 度 は低 か った 。

4.L.Pratioに よ り3群 を 比 較 す る と,AM症 群

のPPD-S刺 激 に よ る リ ンパ 球 増 殖 反 応 は健 常 者,肺

結 核 症chronics群 に比 べ 有 意 に低 下 して い た。

5.PPD-Sお よ びPPD-Bに 対 す る リ ンパ 球 増殖

反 応 を,肺 結 核 症chronics群 とAM症 にっ い て 比較

した 。 肺 結 核 症chronics群 で は,PPD-S刺 激 に よ る

helperT細 胞(Leu3+8-),活 性 化T細 胞(Leu4+

DR+,IL2-R+Leu3+)の 増 加 がPPD―Bに よ る そ

れ よ り有 意 に高 か っ た。AM症 群 で はPPD-S,PPD-

B両 抗原 に対 する反応 に有意差が認 め られず,両 反応 と

もに低 か った。
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