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Flow cytometric analysis was carried out on peripheral blood cells from patients with 

tuberculosis (TB) (n=84) and with mycobacteriosis other than tuberculosis (MOTT) (n=38). 
A whole blood—staining—hemolysis procedure was used for the preparation of samples being 

analyzed, and the cells were double-stained with various combinations of fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-and phycoerythrin  (PE)-labeled monoclonal antibodies. These 

procedures enabled us to obtain quite reproducible results. As patients of more than 70 
years old showed apparently distinct T lymphocyte profiles compared with those less than 
70 years of age, this investigation was carried out only on patients of less than 70 years old.

1) The proportion of total lymphocytes to total leukocytes was significantly low in TB—
and MOTT groups, when compared with that in the healthy control group, although the 

total peripheral leukocyte number was not significantly different  from each other. Thus, 

absolute numbers of lymphocytes were decreased significantly in TB and MOTT patients.

2) The numbers of both T and B lymphocytes in peripheral blood decreased in patients of 

both groups, leaving the ratio of T/B relatively constant.

3) Both CD4+/CD8 and CD4-/CD8+ subsets of T lymphocytes decreased in TB-as well 

as MOTT groups. However, the decrease in CD4+/CD8 subset was more manifest than 
that in CD4-/CD8+ subset. Among CD4+/CD8-subset the proportion of the Leu8+subpopula

tion was slightly lower and among CD4-/CD8+subset CD11b-subpopulation was slightly 
higher in both TB and MOTT groups than in healthy control group.

4) There was no significant difference in proportions of IL-2—receptor (p55 a chain) 

positive as well as HLA—DR positive T-lymphocytes between patient groups and healthy 
control group.

5) Both TB and MOTT groups were subdivided according to the extent of pulmonary 

lesion. Patients with the larger lesion showed remarkable decreases in the ratio of T lym

phocytes to total peripheral leukocytes, the number of T lymphocytes, and the numbers of
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CD4+/CD8-and CD4-/CD8+subsets, when compared with those with the smaller lesion.

6) Although the averages of absolute numbers of T lymphocytes, CD4+/CD8 and CD47

 CD8+ subsets were lower in patient groups than in the control group and the ratios of these 

to total lymphocyte counts and the ratio of CD4+to CD8+ subsets were not significantly

 different between patient groups and control group, the distributions of each value of 

individual person were far broad in patient groups.
From the above results, it was concluded that immune state of TB and MOTT patients 

was distributed along an "immunological spectrum" which far extended over both high and 

low extremes of the normal range.

In order to grasp clinical state and to predict the prognosis of the disease in an 

individual patient, it may be important to judge at which point on the spectrum immune 

state of the patient is located and to which direction on the spectrum it is moving along.

Key words: Tuberculosis, Mycobacteriosis 

other than tuberculosis, Cellular immunity, 

T-lymphocytes, Flow cytometry
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は じ め に

結核症 はヒ ト型結 核菌Mycobacterium tuoerculo-

sisの 感 染 に よ って 惹起 され る感 染 症で あ るが,M.

tuberculosisの 感 染 を受 けたす べての ヒ トが臨床的な

疾患 と して の結核症 になるわ けで はない。大部分の ヒ ト

で は結 核菌 感染 は,潜 在 性(dormant)の ままにとど

ま り,一 部 の ヒ トでのみ臨床的な結 核症 が発病 す る1)。

どのよ うな ヒ トが,い つ,ど のよ うな条件下で,潜 在的

な感染 か ら臨床 的な発病 へ と進展 す るか の 問題 は,結

核の臨床 に とって も結核対策 の うえか らも,最 も重要 な

問題であ るに もかかわ らずほ とん ど不 明のままに残 され

て いる。潜在的な感染か ら顕在的な発病 への進展 を規定

す る要因 と して は,毒 力や感染菌量 ・感 染頻度 な どの結

核菌側の要因や栄養状態 ・過労 ・精神的 ス トレス ・他疾

患 の合併 などの宿主側 の非特異的要因 も考慮 しな ければ

な らないが,最 も重要 な要因 は,宿 主の結核菌 に対す る

特異 的免疫応答能で あろ う。宿主 の非特異的要因 の多 く

も,恐 らくは免疫応答能へ の影響 を介 して間接的 に効果

を発揮 する と考 え られる2)。

リフ ァ ンピシ ン(RFP)と イ ソニア ジ ド(INH)を

中心 とす る強力な抗結 核剤治療 によ って臨床 的に治癒 し

た と考 え られ る結核症 の再 燃 につ いて も,M.tuber-

culosisよ りも病原性が弱 く多分に 日和見感染的な性格

を もつ その他 の ミコバ クテ リア(MOTT)に よるいわ

ゆる 「非定型抗酸菌症(MOTT症)」 の発病 について も

基本的 に同様 のことが いえよう。 これ らの場合 は,残 存

病巣 の性状や既往治療 ・合併疾患 に由来す る病変 などの

局所 的要因,例 えば遺残空洞 ・手術後変形 ・気管支拡張

症 などにつ いて も考慮 しな ければな らないが,決 定 的な

要因 は宿主 の全身的 な免疫状態で あると考え られ る。

ミコバクテ リア感染症 における免疫応答 は,防 御免疫

および遅延型過敏性反応 のいずれ も細胞性免疫機構 によ

るものであ り,Tリ ンパ球 の種 々のサブセ ットが中心的

な役 割 を演 じている3)～9)。最近 の後天性免疫不全症候群

(AIDS)の 流行 と関連 して,AIDS患 者 には高率 に結

核症 やMOTT症 が合併す ることが報告 されて いる6)10)。

これ は ヒト免疫不全 ウイル ス(HIV)の 感染 によ って,

Tリ ンパ球,特 に,CD4+Tリ ンパ球の減少 と機能低下

が起 こ り,そ の結果 と して,そ れ まで潜在的な感染に と

どま っていたM.tuberculosisの 感染が発病 にまで進

展 し,あ るいは,M.avium complexを 始め とす る

MOTTに よって感染 を受 け発病す ると考 え られて いる。

この ことはM.tuoerculosisに よる潜在的 な感染が臨

床的な発病 にいたるメカニズムおよびMOTT症 の感染 ・

発病の メカニ ズムにおけ るTリ ンパ球 の中心 的な役割 を

あ らためて強 く示唆 してい る。

結核症お よびMOTT症 にお ける末梢血 リンパ球,特

に,Tリ ンパ 球 の動 態 について は,す で に幾つかの報

告11)～27)があ るが,著 者 も上述の ような一般的な考察を

背景 に,M.tuoerculosisの 潜在的 な感染か ら発病へ

の進展 ・治 療終了後 の再燃 ・MOTT症 の成立 ・ミコバ

クテ リア感染症 の難治化(慢 性持続排菌化)な どを規定

してい る宿主側 リス ク ・ファク ターの特定 を究極 の目標

として,結 核症 およびMOTT症 患者 の末梢血 リンパ球

の分析を行 つて きた。興 味あ る知見 が得 られたので報告

す る。

―32―



1992 年5 月 395

材料 と方法

1)　対 象:財 団法人結核予 防会複十字病 院に入 院また

は通院中の結核症およびMOTT症 の患者 を対象 とした。

予備 的検討 の結果,70歳 以上 の高齢者 では70歳 未満 の

者 と末梢血 リンパ球 の様相 が明 らかに違 ってお り,一 方,

70歳 未満 の各 年齢 層 で は年 齢 による明 らかな差 はみ ら

れ なか ったの で,本 報 では70歳 未満 の患者 を分析 の対

象 とし,70歳 以上 の高齢者 につ いては別報で報告す る。

結核予防会結核研究所,同 複十字病院 および某衣料関

係会社 の従業員 で,職 場 の定期健康診断で異常が な く,

正 常勤務 に従事 して いる70歳 未満 の者 を健康正常対照

群 と した。 これ らの各群 の人数,男 女比,年 齢をTable

1に 示 した。

2)　 フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー:末 梢Ｋ静 脈 血 約1mlを

EDTA加 採 血 管 に と り,十 分 に混 和,検 査 材 料 と した。

分 析 は原 則 と して採 血 当 日 に行 ら たが,少 数 例 で は室 温

保 存 して翌 日午 前 中 に分 析 した。 フ ロ ーサ イ トメ ト リー

の 操 作 手 順 をFig.1に 示 した。 す なわ ち,蛍 光 標 識 単

ク ロ ー ン抗 体5μ1に 全 血50μ1を 加 え,穏 や か に混 和

し た 後,4℃ 冷 暗 所 に30分 間静 置 して細 胞 を染 色,

Lysing Solution (R) (Becton-Dickinson社)10倍 希

釈 液(原 液 を使 用 に 際 して 蒸 留 水 で10倍 に希 釈 した も

の)1.0mlを 加 え,Vortex mixerで 撹 搾 後4℃ 冷 暗

所 に さ ら に30分 間 放 置 して 赤 血 球 を 溶血,室 温 で1,300

rpm5分 間 遠 沈 して上 澄 を 捨 て,細 胞 ペ レ ッ トをPBS

(pH7.3)で2回 遠 沈 洗 浄,最 終 ペ レ ッ トを0.3mlの

PBSに 浮 遊 さ せ,フ ロ ー サ イ トメ ト リー の分 析 試 料 と

Table 1. Background of the Subject

Fig. 1. Procedures for FACS Analysis
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Table 2. Combination of Monoclonal Antibodies for 
Two-Color Staining

* Commercially available precombined reagents 

(Simultest: Becton-Dickinson) were used

Table 3. Total Leukocytes, Total Lymphocytes, T and B-Lymphocytes

*Numbers per mm3
**Percentage to total leukocytes
***Percentage to total lymphocytes
+Statistically significant (p<0.01)

した 。

フ ロ ーサ イ トメ ト リー に は,FACScan TM (Becton-

Dickinson社)を 用 い た。 デ ー タ はSimulSet(R)ソ フ

トウ ェ ア を用 いて フ ロ ッ ピー デ ィ ス ク に収 集 し,Simul

 Setの ほか 必要 に応 じてConsort30(R), Paint-a-Gate(R)

な ど の ソ フ トウ ェ ア を用 い て解 析 した。

3)　 蛍 光 標 識 単 ク ロ ー ン抗 体:Fluorescein isothio-

cyanate (FITC)お よ びPhycoerythrin (PE)で 標

識 した2種 類 の単 ク ロー ン抗 体 をTable.2に 示 した よ

う に 組 合 せ て 二 重 染 色 を 行 った 。 これ ら抗 体 はBecton

-Dickinson-藤 沢 よ り購 入 した 。

4)　 総 白血 球 数:フ ロ ーサ イ トメ ト リーを 行 った の と

同 一 のEDTA加 末 梢 静 脈 血 に つ い て 自 動 血 球 計 算 器

(Sysmex E-4000:東 亜 医 用 電 子)を 用 いて 総 白血 球

数 を算 定 した。

5)　統計処理:そ れぞれの群 の算術平均 と標準偏差 を

計算 し,Studentのtテ ス トに よ って差 の有意性 を検

定 した。

実 験 結 果

1)　総白血 球,総 リンパ球,Tお よびBリ ンパ球

肺結 核症,MOTT症 患 者 と正常対照者 の末梢血総 白

血球 数,総 リンパ球の総白血球に対す る比率 と実数,T

お よ びBリ ンパ球 の総 リンパ球 に対 す る比率 と実数 を

Table 3に 示 した。

Table 3に 示 したようにTBお よびMOTT群 で は,

総 リンパ球 の総 白血球数 に対す る比率が正常対照群 と比

較 して有意 に低 く,一 方,末 梢血 中の総 白血球数 には両

患 者群 と正常対照群 とで有意 の差 がなか ったので,総 リ

ンパ球の実数 は,両 患者群 ともに正常対照群 よ りも著 し

く低下 していた。Tリ ンパ球およびBリ ンパ球 の実数 は,

両患者群の いずれ も正常対照群 よりも有意 に低下 してい

た。

一方,Tお よびBリ ンパ球の総 リンパ球数 に対す る比

率 は両 患者 群 で軽度 に低下 していたが,T/B比 は比較

的正常 に維持 されていた。
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Table 4. Comparison of T-Lymphocytes Subsets

% show the proportion to total lymphocytes
+ Statistically significant (p<0.01)
++ Statistically significant (0.01<p<0.05)

Table 5. Rates of Cases Exceeded the Normal Range

Figures show % of the cases who showed values below or above the normal range to total number in the respective group.
* Percentage to total lymphocytes

Table 6. IL-2-R Positive and HLA—DR Positive T-Lymphocytes

2) CD4+お よ びCD8+Tリ ンパ 球 とそ の サ ブセ ッ ト

CD4+Tリ ンパ 球 は ク ラ スH主 要 組 織 適 合 性 抗 原

(MHC)と と もに 提 示 さ れ た抗 原 を 認 識 し,主 と して

helper/inducer機 能 を示 す が,さ らに抗Leu8単 ク

ロ ー ン抗 体 に よ っ てCD4+Leu8+のsuppressor-in-

ducerTリ ンパ 球 とCD4+Leu8.のhelper Ｔ リ ンパ

球 に分 類 さ れ る 。 一 方,CD8+Tリ ンパ 球 は ク ラ スI

MHCと と もに提 示 さ れ た抗 原 を認 識 し,主 と してsup-

pressor/cytotoxic機 能 を 示 す が,さ ら に 抗CD11b

(Leu 15)単 ク ロー ン抗 体 に よ って,CD8+CD11b+の

suppressor Tリ ンパ球 とCD8+CD11b-のcytotoxic

 Tリ ンパ球 とに分 類 さ れ る。 これ らTリ ンパ球 サ ブ セ ッ

トの 総 リンパ 球 に対 す る比 率 と実 数 をTable 4に 示 し

た 。

Table 4に 示 した よ う にTB群 お よびMOTT群 で

は,Tリ ンパ 球 のCD4+/CD8-お よ びCD4/CD8+両

サ ブセ ッ トの実数 は ともに,正 常対照群 と比較 して有意

に低下 して お り,CD4+/CD8-サ ブセ ッ トの減少 のほ

うがCD4-/CD8+サ ブセ ッ トの減少 よ りも著 明であっ

た。

な お,CD4+Tリ ンパ 球で は,Leu8+の サ ブセ ッ ト

が両患者群で正常対照群 に比 しやや低下 していたが有意

で はな く,Leu8肺 サ ブセ ッ トには差がなか った。CD8+

Tリ ンパ球 で は,CD11b+の サ ブセ ッ トの比 率に は両

患者 群 と正常 対照 群 の間 に有意 の差 はな く,CD11b-

の サ ブ セ ッ トは両 患 者 群 で上 昇 がみ られ,こ の うち

MOTT群 で は正常対照群 に対 して有意の上昇であ った。

Fig.2に は,各 症 例 にお け るCD4+/CD8-お よび

CD4-/CD8+Tリ ンパ 球 の実 数 の分布 を示 した。正常

対照群 の平均値 ±2× 標準偏差 を正常範囲 と したとき,

正 常範 囲を下 回 って低 い値 を示す例 が,CD4+Tリ ンパ

球 で は結核 群 で25.0%,MOTT群 で26.3%と 高 い割
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Fig. 2. Distribution of Numbers of CDT and

 CD8+ T Cells

合 に み られ,CD8+Tリ ンパ 球 で は正 常 範 囲 を 下 回 る例

は そ れ ぞ れ9.5%, 5.3%で あ っ た(Table 5)。 HIV

Fig. 3. Distribution of Percentage of CDT and

 CD8+ T Cells to Total Lymphocytes

感 染 者 に お い て 日和 見 感 染 が合 併 してAIDSに 進 展 す

る 危 険 指 標 と し て 「CD4+Tリ ン パ 球 の 実 数 が250

/mm3以 下」28)29)が 重 視 さ れ て い るが,結 核 群 で6例

(7.1%),MOTT群 で5例(13.2%)でCD4+Tリ ン

パ 球 の 実 数 が250/mm3を 下 回 っ て い た こ とは注 目 に

値 す る。

Tリ ンパ球各サ ブセ ッ トの総 リンパ球 に対 する比率 で

みた場合,Table 4に 示 したよ うにCD4+お よびCD8+

Tリ ンパ球の総 リンパ球に対 す る比率 はいずれ も,結 核

群 ・MOTT群 と もに,群 として比較 した ときには正常

対 照 群 との 間 に大 きい差 は み られ なか った。 また,

CD4+/CD8+比 も両患 者群 と もに正 常対照群 と著 しい

差 はなか った。 しか しFig.3お よびFig.4に 示す よ

うに,各 症例 につ いて のCD4+お よびCD8+Tリ ンパ

球数 の総 リンパ球数 に対 す る比率お よびCD4+/CD8+

比 は,結 核群およびMOTT群 にあ っては,正 常対照群

の平均値 ±2× 標準偏 差で示 され る正常範 囲を上下 の両

方 向に超えて はるかに広 い分布 を示 した。Table 5に ま

とめた ように,CD4+Tリ ンパ球 の比率 が正常範囲 を超
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Fig. 4. Distribution of C4/CD8 Ratio

え て 高 い例 が結 核 群 で8.3%,MOTT群 で7.9%あ り,

正常 範 囲 を下 回 る低 い例 が そ れ ぞ れ6.0%,10.5%で あ

っ た 。CD8+の 比 率 で は 高 い 例 が 結 核 群 で7.1%,

MOTT群 で7.9%で あ り,低 値 例 は両 群 と もに な か っ

た 。CD4+/CD8+比 に つ い て は,結 核 群 で は正 常 範 囲

を超 え て 高 い 例 が7.1%,低 い例 が1.2%あ り,MOTT

群 で はそ れ ぞ れ7.9%,2.6%あ った。

3)　 活 性 化Tリ ンパ球

Tリ ンパ 球 は抗 原 や マ イ トジ エ ンの刺 激 に よ って活 性

化 す る と,イ ン タ ー ロ イ キ ン-2(IL-2)を 分 泌 す る

とと もに,細 胞膜表面 にIL-2レ セ プター(IL-2-R)

を発現 し,さ らにクラスHMHCで あるHLA-DRを

発現す るよ うになる。Table 6に 患者 と正常対照群 と

の末梢血 リンパ球 につ いて,こ れ らを発現 してい るTリ

ンパ球 の比率 を示 した。総 リンパ球 に対す る比率でみて

も,Tリ ンパ 球 に対 す る比率でみて も,IL-2-R陽 性

Tリ ンパ球,HLA-DR陽 性Tリ ンパ球の比率 には両

患者群 と もに正常対照群 との間 に有意の差 はみ られなか

った。Tableに は示 さなか ったが,総Tリ ンパ球数の

減少 を反映 して,こ れ ら活性化Tリ ンパ球の実数 は,両

患者群 で減少 して いた。

4)　臨床所見 との関連

患者群 につ いて臨床所見 と末梢血Tリ ンパ球 プロフィ

ル との関連 を検討 した。学会分類別,空 洞有無別,病 巣

の拡 が り別,化 学療法 による排菌状況別(持 続排菌か菌

陰性化 か)な どの観点か ら各患者群 を亜群 に分 けて比較

した ところ,病 巣 の拡が りによって分 けた場合 に,拡 が

り3の 亜群 と拡が り1の 亜群 との問でTable 7に 示 し

たよ うな明 らかな差が認 め られ た。

データは示 さなか ったが,病 巣 の拡が り2を 片側肺の

半 分 を越 え るか ど うかで2aと2bに 分 けて,拡 が り3

と2a,拡 が り2bと1に 分 け た場 合 も同 様 の差が認

め られたが,差 違 の程度 は拡が り3と 拡が り1と の問の

違 いよ りもやや小 さか った。

すなわち,病 巣 の拡が りの大 きい亜群で は,拡 が りの

小 さい亜群 と比較 して総 リンパ球 の総 白血球 に対す る比

率 は有意 に低 く,総 リンパ球 の実数,Tリ ンパ球の実数,

CD4+お よびCD8+Tリ ンパ球 の実数 は,拡 が りの大 き

い亜群 で拡 が りの小 さい亜群 と比較 して有意 に少 なか っ

た。正常対照群 と患者群全体 との問でみ られ た差が病巣

の拡 が りの大 きい亜群で はよ り顕著 に現れて いるといえ

る。(Table 3:参 照)。

またCD4+Tリ ンパ球 の総 リンパ球 に対す る比率 は,

患者群全体では正常対照群 よ りわずか なが ら低か ったが,

Table 7. Extent of Lesion and T-Lymphocytes

* Percentage to total leukocytes
**Percentage to total lymphocytes

***Figures in brackets indicate mumber of cases
+Statistically significant (p<0.01)
++Statistically significant (0.01<p<0.05)
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Fig. 5. Case 1: K. K.

病巣 の拡が りの大 きい亜群で は正常対照群 よりも有意で

は な い が高 い値 を示 した(TB: 49.1±7.9,MOTT:

 48.8±10.8vs正 常対 照群: 45.8±7.1)。 病巣 の拡が り別

に よるTリ ンパ 球 プ ロフ ィルの違 い は結核症患者 で も

MOTT症 患者 で も同様 にみ られた が,MOTT症 の場

合 は例数 が少 ないために統計学 的に有意 とはな らなか っ

た。

一 方
,結 核症患者 で診 断時喀疾 中結核菌 陽性 であ った

が化学 療 法 によ って菌 陰性化 したが なお治療 中の もの

33例 と化学療 法 中 に もか か わ らず排 菌が持続 してい る

者8例 との問で は,末 梢血 リンパ球 プロフィルに ほとん

ど差がみ られなか った。

次 に経過 を追 ってFACS分 析を行 った症例2例 につ

いて臨床経過 とFACS測 定の推移を示す。

症例K.K.: 1928年 生 まれ。男性。1977年7月"非

定型抗酸菌症"の 診断 を受 けた。起因菌 は,M.avium

 complexと 同 定 され,後 にDNAプ ロ ー ブ法 でM.

aviumで あ る ことが確認 され た。発見時胸部X線 学会

病型 はrH1で あった。

1977年7月 か ら80年7月 まで,1980年9月 か ら82

年8月 まで,1984年10月 か ら87年7月 まで計3回,

種々の抗結核薬 の組合 せで治療 が行 われた。初 回治療時

には一時排 菌 停止 し,1981年8月 以 降は大量排菌 が続

いたが87年8月 に治 療終了 し,以 後定 期的に経過観察

を行 って きた。

1989年9月 以後の経過をFig.5に 示 した。第1回 の

FACSで はCD4/CD8比 が2.6と 正常 限界 を越 えて高

か った ほか は正常 範囲 にあ った。1989年10月 と90年

1月 には総 リンパ球数,Tリ ンパ球数,CD4+Tリ ンパ

球 数 は しだい に減 少 し,1990年3月 には胸部X線 上右

下 肺野 に浸潤陰影 の増加 を認 めた。1990年6月 か ら10

月の問に,総 リンパ球数,Tリ ンパ球数,CD4+Tリ ン

パ球数 は急速 に減少 をつづ け90年10月 の測定で はいず

れ も正 常 範 囲 を下 回 る低 い値 とな った。 その時期の胸

部XPは,右 肺 の空洞 影 の著 明な拡 大 と浸潤陰影 の増

加 が認 め られ た。1991年 の測定 で は,や や回復 の傾向

が認 め られ るとはいえ これ らの値 は依然 と して正常限界

以下 にと どま り,1991年5月5日 呼吸不全 のために死

亡 した。

この症例で は,1990年10月 の胸部XP上 の重大 な悪

化 は,Tリ ンパ球の急速な減少 によ る免疫機能 の低下 を

背景 と して惹 起 され た と考 え られ,1990年3月 の悪化

につ いて も同様 の可能 性 が考 え られる。 この間CD4/

CD8比 はっね に高 い値を示 していた。

症例H.T.: 1932年 生 まれ。男性。1984年11月 肺

結核症の診断を受けた。発見時排菌 は認 め られなか った。

1984年11月 よ りINH, RFPで 治療開始 されたが,5

ヵ月後 交通 事故 で入 院 し,治 療 が中断 され た。1986年
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Fig. 6. Case 2: H. T.

2月 咳痰出現,排 菌陽性 とな り,再 治療 が開始 された。

再治 療開始 時 の胸 部X線 病型 は,bII2で あ った。多剤

耐性の結核菌感染のために種々の抗結核薬 を使用 された

が排 菌停止 せず,1989年2月16日 に複十字病 院へ転 院

とな った。

1990年7月 以降の経過 をFig.6に 示 した。初 回検査

時 で はCD8+Tリ ンパ球数 がCD4+Tリ ンパ球数 を上

回 り,CD4/CD8比 が0.8と や や低 か った ほか は,測

定値 は正常 範囲にあ ったが,1990年8月 か ら11月 まで

に総 リンパ球数,CD4+Tリ ンパ球数 が急速 に減少 し,

9,11月 の測 定で はCD4+Tリ ンパ球数 は正常 限界以

下 の低値 とな り,11月 に は ほぼ200/mm3ま でに低下

した。 この時点 で の胸 部XPで は肺 内浸潤陰影 の増加

と胸水浸出を伴 う悪化 が認 め られた。 また,喀 痰 の塗抹,

培養 とも持続 的に結核菌 陽性 であ った。

その後1990年12月 の測定 では,総 リンパ球数 の急速

な回 復が み られ,CD4+Tリ ンパ球 も574/mm3ま で

増加 した。 この時 のCD8+Tリ ンパ球 は正常限界 をは

るか に上 回 って1,697/mm3と な り,CD4/CD8比 は

0.3に まで低下 した。1991年2月 の胸部XPで は,肺 内

浸潤陰影 も改善 し胸水 も減少 した。

1991年1月 以 降 は喀痰 中の結 核菌 は塗抹,培 養 とも

陰性化 した。 この症例 で も1990年11月 のX線 上 の陰影

悪化 に先行 して総 リンパ球数,CD4+お よびCD8+T

リ ンパ 球 数 の著 明 な減 少 が あ り,免 疫機 能 の低下 と

CD4/CD8比 の低 値 で示 され る免疫 調節 の変調 とが悪

化 の原因 と推定 され る。

考 察

最近 の免疫学 の進歩 によって,結 核 にお ける感染防御

免疫 の基本 的な仕組 みは,ほ ぼ明 らか になった。すなわ

ち結核菌 はまず マクロフ ァージによって貧食 され,個 々

の菌体成分 にまで分解 され る。 これ ら菌体成分の うち蛋

白質,多 糖体,リ ン脂質,糖 脂質 などの抗原物質 は,マ

クロ ファー ジを介 して リンパ球 に提示 され,リ ンパ球 は

それぞれの結核菌抗原 に対 して感作 され る。

感 作 リンパ 球 は再 び特 異抗 原 と遭遇 す ると,活 発 に

DNA合 成を行って増殖 し,種 々の リンホカイ ンを産生 ・

分泌す る。 これ らリンホカイ ンの作用 によってマ クロフ

ァージは活性化 され,結 核菌 に対す る食菌,殺 菌活性 は

著 しく高 め られ る。Tリ ンパ球 には機能を異 にす る種々

のサブセ ットが あり,相 互の協調的 な働 きによって,結

核 の免疫現象 の中心的 な役割を担 って いる3)5)9)。

最近 のAIDSの 流行 に伴 い,HIV感 染の比較的早い

時 期 に結核症 を発 病 す る例 の多 い ことが報告 されてい

る6)10)。この理 由 と して,す で に結核菌の感染を受 けて

いた が,も しHIV感 染が なければ その まま潜在的な感

染 にとどまって臨床的 な発病 に至 らず にすんだ ヒ トが,
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HIV感 染 に伴 うTリ ンパ球,特 にCD4+Tリ ンパ球 の

減少 ・機能低下 によ って,結 核 に対す る免疫機構が破綻

して発病 に至 ったのである と説 明されている。

ま た,す で にCD4+Tリ ンパ球 の減 少 が進行 した

AIDSの 後 期 にあ って は,他 の 日和見 感染 とな らんで

MOTT症 が 高率 に合併 して くる。 これ らの事実 は,ミ

コバ クテ リア感染 におけ るTリ ンパ球 の重要性 をあ らた

めて強 く示唆 してい る。 このよ うな結核 の免疫 における

リンパ球の重要 性 と関連 して,結 核症 における リンパ球,

特にTリ ンパ球の研究は,早 くか ら末梢血 ・胸膜滲 出液 ・

気管 支肺 胞洗 浄液(BAL)な どの試料 を用 いて行 われ

て きた。

しか し,初 期の研究 はヒツジ赤血球 との ロゼ ツ ト形成

能 にもとつ いたTリ ンパ球 とBリ ンパ球 の分別 や蛍光顕

微鏡 による蛍光染色細胞の算定な どの方法 によ るもので

あ って11)13)～16)19)21),取り扱 い得 る細胞 数,感 度,客 観

性,再 現性 などに一定の限界があ った。 フローサイ トメ

トリーと細胞表面 マーカーに対す る単 クローン抗体 との

開発 ・導入 によって,こ れ らの方法上の限界が克服 され,

多数 の細胞 を細胞分離 などの前処理 を必要 と しな いで高

い感度 と客観性 を もって短時間で各サ ブセ ッ トごとに分

析 する ことが可能 となった30)～33)。

著者 はフローサイ トメ トリーによって,Table 2に

示 したよ うな蛍光標識単 クロー ン抗体 の組合せ による二

重 染色 法 で,肺 結核症,MOTT症 患者 の末梢血 リンパ

球,特 に,Tリ ンパ球 サブセ ッ トの分析 を行 った。末梢

血 リンパ球 の フローサイ トメ トリー分析 のための試料調

製法 としては,全 血 か ら密度遠心分離法で単核細胞 を分

離 す る方 法,全 血 をまず溶血 し白血球 を遠沈で集 める方

法な どもあ るが,こ れ らの方法 では前処理 による白血球

の ロスが避 け られず,こ のさい特定 の リンパ球 サブセ ッ

トの選択 的 ロスの危 険が常 に伴 うので,血 液量 も少 な く

てすみ,操 作 も最 も単純 で,サ ブセ ッ ト構成 に影響 の最

も少ない方法 としてFig.1に 示 した全血-染 色-溶 血

法を採用 した34)～39)。

さ ら に フ ロー サ イ トメ ト リー で の デ ー タの収 集 と一 次

解 析 はSimulSet(R)ソ フ トウ ェア に よ って行 った。 こ

の方 法 の 利 点 は,FITC-HLe-1とPE-LeuM3で 二

重 染 色 した 第1チ ュー ブに よ って オ ー トマ チ ック に リ ン

パ 球 に ゲ ー トが か け られ,FITC一 抗 マ ウ スIgG1とPE

一抗 マ ウ スIgG
2と で 二 重 染 色 した 第2チ ュー ブに よ っ

て 非 特 異 的 染 色 領 域 が オ ー トマ チ ッ クに分 画 され る こ と

で あ る。

さ らに第1チ ュ ー ブ に よ って 試 料 中 の穎 粒 球,単 球,

リ ンパ 球 の 比 率 が 示 され る と と も に,ゲ ー ト内 に取 り込

ま れ て分 析 対 象 と な る リンパ 球 の 総 リンパ 球 に対 す る比

率,ゲ ー ト内 の リ ンパ 球 以 外 の 細 胞(単 球,穎 粒 球,赤

血 球 デ ブ リ)の 混 入 率 が 示 され る。 これ らの 値 が 分 析 目

的 に不適切な場合,例 えばゲー ト内に取 り込 まれた リン

パ球の総 リンパ球 に対す る比 率が低 い,ま たは他 の細胞

の混入が多 いな どの場合 は,マ ニ ュアル操作 でゲー トを

か け直す ことがで きる。

著者 は,ゲ ー ト内への単球の混 入が1%以 下 である こ

とを第1条 件 と し,総 リンパ球の95%以 上 がゲー ト内

に取 り込 まれて いることを第2条 件 としてゲー トを設定

した。 このように して特定サ ブセ ッ トの選択 的 ロスを伴

うことな く,他 の細胞,特 に単球の混入によ る影響 を無

視 しうる条件下で客観的 な分析を行 うことがで きる。

データはフロ ッピーデ ィスクに保存 し,必 要 に応 じて

Consort30(R), Paint-a-Gate(R)な どの他の ソフ トウ

エアを も用 いて解析 した。血液 と蛍光標識単 クローン抗

体 との量比,所 要血液量,各 ステ ップの所要時間な どは

あ らか じめ予備実験 によって至適条件を設定 した。

結 核 症 お よ びMOTT症 患 者 で は,総 リンパ 球 の総 白

血 球 に対 す る比 率 が有 意 に低 下 して お り,さ ら にTお よ

びBリ ンパ球 の総 リ ンパ 球 に対 す る比 率 も軽 度 に低 下 し

て い た 。 ま た,MOTT症 患 者 群 で,総 白血 球 数 も正 常

対 照群 よ り もや や少 な か った。 この結 果,Tリ ンパ 球 の

実 数 は 正 常 対 照 群 の1,254±344/mm3に 対 して 結 核 患

者 群 で は871±362/mm3, MOTT患 者 群 で761±409

/mm3と 有 意 に少 な か っ た 。 結 核 症 患 者 で 総 リ ンパ 球

お よ びTリ ンパ 球 が 減 少 して い る こ と は,北 沢 ら11),

 Vidhidharmら15), Beckら16), 高 本18), Onwubalili

ら22),原 田 ら23), Singhalら27)も 報 告 して お り, MOTT

症 患 者 に つ い て も原 田 ら24)の 同様 の報 告 が あ り,著 者

の 成 績 と一 致 した。

Tリ ンパ 球 の 主 要 サ ブ セ ッ トで あ るCD47CD8-お

よ びCD4-/CD8+Tリ ンパ 球 に つ い て は,総 リ ンパ 球

に対 す る比 率 で み た 場 合,両 患 者 群 で軽 度 な が らCD4+

の低 下,CD8+の 上 昇 の 傾 向 が み られ,こ の 結 果CD4/

CD8比 は患 者 群 で わ ず か な が ら低 下 を示 した。

西 川 ら12),三 上2),高 田 ら17),高 本(慢 性 排 菌 例 で)18),

原 田 ら23)は,結 核 患 者 群 でCD4/CD8比 の上 昇 を報 告

して お り,一 方,北 沢 ら11),Shiratsuchiら(高 度 進 展

例 で)13), Vidhidharmら15), Beckら16),原 田 ら(慢

性 排 菌 例 で)24), Singhalら27)はCD4/CD8比 が 結 核

患 者 群(ま た は特 定 の 結 核 患 者)で 正 常対 照群 よ り も低

い こ と を 報 告 して い る 。 ま た,原 田 ら24)の 報 告 で は,

MOTT患 者 群 のCD4/CD8比 も正 常 対 照 群 よ り低 い。

この よ うな くい ちが いの 理 由 と して は,対 象 に した患

者 の病 態 の違 いが 最 も大 き い要 因 と考 え られ るが,一 部

は 試 料 調 製 法 の違 い(単 核 球 分 離 法 か 全 血 法 か),フ ロ

ー サ イ トメ トリー分 析 法 の違 い(単 染 色 法 か 二 重 染色 法

か)な ど の技 術 上 の理 由 に よ る と思 わ れ る。

この 点 と関 連 して著 者 は,抗CD4単 ク ロ ー ン抗 体 と

抗CD8単 ク ロ ー ン抗 体 とで 二 重 染 色 を 行 った 場 合,
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Fig. 7に 例 示 した よ う に,抗CD8単 ク ロー ン抗 体 に 対

して 強 い 陽 性 を 示 す 細 胞 集 団 の一 部 が,抗CD4単 ク ロ

ー ン抗 体 に弱 い陽 性(dull positive)に 染 ま り
,CD4+

CD8+double positiveの 領域 に は み だ す こ とが あ る の

を しば しば 経 験 した 。 測 定 に あ た って はFITCとPE

の 蛍 光 波 長 のcompensationは 十 分 に行 って お り,測

定 技 術 上 のartefactの 可 能 性 は否 定 で きる。 この よ う

な 例 は両 患者 群 で の み見 られ て お り,正 常 対 照 群 で は1

例 も経 験 しな か った。

単 染 色 法 で は,こ の よ う な 現 象 は見 逃 さ れ てCD4+

Tリ ンパ 球 と して 算 定 さ れ,CD4/CD8比 を高 く算 定

す る結 果 に な る。 この場 合,著 者 は第2チ ュ ー ブで オ ー

トマ チ ック に設 定 さ れ た4分 画 線(quadrant lines)

を 修 正 し,CD8+CD4-細 胞 と して算 定 した。 ま た,一

部 のNK細 胞 は抗CD8単 クロ ー ン抗 体 にdull positive

を 示 す こ と が 知 ら れ て お り,著 者 がCD8+Tリ ンパ 球

と し た 中 に は,こ の よ う なNK細 胞 が 算 入 され て い る

可 能 性 が あ る。

Tリ ンパ 球 サ ブ セ ッ トの うちCD4+/CD8-Tリ ンパ

球 の 実 数 も,正 常 群 の818±219/mm3と 比 較 して 結 核

患 者 群 で568±236/mm3, MOTT患 者 群 で500±253

/mm3と 有 意 の 低 下 を 示 して い た。 さ らに,正 常 限界

を 下 回 っ て 低 い 値 を 示 す 例 が 結 核 患 者 群 で6.0%,

MOTT患 者 群 で10.5%に み られ た。CD4+Tリ ンパ球

は 感 染 防 御 免 疫 の 中 心 的 な 担 当 細 胞 で あ り,最 近 の

HIV感 染 者 の 追 跡 調 査 で も,CD4+Tリ ンパ球 数 が一

定 レ ベ ル 以 下 に低 下 す る と,Pneumocystis carinii

肺 炎 を は じめ とす る種 々 の 日和 見 感 染 が発 症 す る こ とが

明 らか に され て い る28)29)。

本研究 のよ うな臨床 的研究 では,発 病,重 症化が原因

とな って結果 的に リンパ球系 の異常 が引き起 こされ たの

か,リ ンパ球系 の異常 による免疫能 の低下が原因 となっ

て発病,重 症化 が起 こったのか を一義的 に決定す るのは

かな らず しも容易 ではないが,例 と して示 した2症 例で

は,Tリ ンパ球,特 に,CD4+Tリ ンパ球数 の減少が先

行 し,こ のよ うな免疫能低下 を背景 と して悪化が起 こっ

た と考 えるのが妥当で あり,全 例で はないに して も大多

数 の例 で はCD4+Tリ ンパ球 数 の減少を始め とす る免

疫能 の低下,変 調が ミコバ クテ リア感染症の発病,重 症

化 の背景 にあることが強 く示唆 され る。

CD4-/CD8+Tリ ンパ 球 の 実 数 も正 常 対 照 群 の692

±253/mm3に 対 し,結 核 患 者 群 で506±252/mm3,

MOTT患 者 群 で414±177/mm3と 有意 に低 下 して い た。

CD8+Tリ ンパ 球 につ い て は,従 来suppressorTリ

ンパ 球 と して 細 菌 感 染 防 御 免 疫 に お い て はむ しろ ネ ガ テ

ィ ブ な役 割 を 果 た す もの と して 考 え られ て い た が,最 近

Kaufmannら の グ ル ー プ5)40)は ミコバ クテ リア の よ う

な 細 胞 内 寄 生 性 細 菌 の 感 染 の場 合 は,す で に感 染 を受 け

Fig. 7. An Example of False Double 

Positive Subset

た食細胞 に対 して細胞傷害性 に作用す ることによって,

CD8+Tリ ンパ球 も感染の制御 に一定のpositiveな 役

割 を担 うと主張 して いる。

ミコバ クテ リア感染症患者の末梢血 リンパ球の プロフ

ィルは,発 病 にいた る基盤 にな った何 らかの免疫能 の低

下,体 内の ミコバ クテ リアか らの持続 的な抗 原刺激,各

個体 につ いて遺伝子的 に決定 されてい る抗原刺激 に対 す

る免疫応答能,免 疫応答能に影響 す る栄養条件 ・性 ・年

齢な どの非特異的要 因な どの多 くの要 因の複合効果 の表

現であ るといえ る。

一般的に感作 リンパ球 は抗原刺激 によ って増殖 し数 を

増 やすが,Katoら41)が 示 した よ うに,過 剰 の抗原刺

激 はかえ って免疫抑制 的に働 く。 ミコバクテ リアのよ う

に多種 多様 な抗原物質 か ら構成 されている細菌感染 の場

合 は,刺 激 的作用 か ら抑制 的作用 に移行す る境界濃度 は

抗原 ごとに違 っているであろ う。 さ らに,.M.leprae

のphenolic glycolipid抗 原 のように強 く抑制的 に作

用 する抗原 がM. tuberculosis や M.avium complex

に も存在 していると考 え られる。 また,同 一個体で も,

リンパ球 のサブセ ッ トごとに同一抗原 に対す る応答の様

相 は同 じで はないで あろう。
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また一方,宿 主 の免疫応答能 は基本的 に遺伝子 によっ

て規 定 され てい る。例 えばYamamotoら42),Kaki-

numaら43)44)は マ ウス にBCG細 胞壁 ワクチ ンを静注

した とき,C57Bl/6系 な どのマ ウ スでは肺 に高度 の肉

芽腫 が形成 され るのに対 し,C3H/He系 などの近交系

で は肉芽腫形成が弱い ことを報告 し,こ のよ うな免疫応

答の系統差の遺伝子支配を明 らかに してい る。彼 らはま

た,BCG細 胞壁 ワクチ ン皮下注射後のPPD足 蹟反応

に もマ ウス系統差 が み られ る ことを報告 して いる42)。

 Nakamuraら45)46)もBCG感 染後の ツベル ク リン反応

のマウス系統差 の遺伝子支配 につ いて解析 して いる。

これ らの要 因 が相 互 に複 雑 に影 響 しあ って,あ る患 者

の あ る 時点 に お け る免 疫 状 態 が規 定 さ れ,そ れ が末 梢 血

リンパ球 の プ ロ フ ィル と して表 現 さ れ て い る。 この よ う

に して ミコバ クテ リア感 染症 の患 者 で は,リ ンパ球 各 サ

ブ セ ッ トの 比 率 に して もCD4/CD8比 に して も,正 常

対 照 群 と比 較 して 一 律 に高 い また は低 い 値 を 示 す の で は

な く,正 常 範 囲 を越 え て 高 い値 を 示 す もの か ら正 常 範 囲

を ず っと下 回 る低 い値 を示 す もの まで 一 連 の ス ペ ク トル

を形 づ くる の で あ ろ う。 ミコバ ク テ リア感 染 症 の一 つ で

あ る レプ ラの場 合 に は,典 型 的 なtuberculoid leprosy

 と典 型 的 なlepromatous leprosyを 両 極 とす るim-

munological spectrumの 存 在 が よ く知 られ て い る

が47),Lenziniら48), Ridley49),米 田 ら21)は,結 核 症

やMOTT症 で も こ の よ うなspectrumの 存 在 を主 張

して い る。

著者 の成 績 で もCD4+お よびCD8+Tリ ンパ球の総

リンパ 球 に対 す る比 率,CD4/CD8比 は,群 と しての

平均値 で比較 した場合正常対照群 と患者群 とで それ ほど

大 きい差 はみ られなか ったが,Fig.3,4,Table 5で

示 したよ うに,患 者群 では正常範囲 をはず れて高値 また

は低値を示す ものが高 い頻度 でみ られ,細 胞性免疫 を担

うTリ ンパ球 の動 態面 か らこのよ うなspectrumの 存

在 を支持 して いる。同様 の ことは熊野19)も 指摘 してい

る。

個 々 の症 例 が,こ の よ うなspectrum上 の どの よう

な位置 を 占めて い るか,経 過 に伴 って このspectrum

上 をどの方 向に動 いてい くか を知 ることによって,症 例

ごとの経過予測 や予後判定 に役立っ と期待で きる。

ま と め

結 核 患 者 群(TB)84例 お よ び"非 定 型 抗 酸 菌 症"患

者(MOTT)38例 につ い て,フ ロ ー サ イ トメ ト リー に

よ る末 梢 血Tリ ンパ 球 の 分 析 を 行 った 。 分 析 は全 血 一染

色 一溶 血 方 式 に よ り行 い,細 胞 の 染 色 はFluorescein-

isothiocyanate標 識 お よ びPhycoerythrin標 識 単 ク

ロ ー ン抗 体 の種 々 の組 合 せ に よ る二 重 染 色 を行 っ た。

そ の結 果 以 下 の よ うな成 績 が得 られ た。

1) TB群, MOTT群 で は総 リンパ球 の総 白血球 に

対す る比率が有意に低 く,総 リンパ球 の実数 も有意 に少

なか った。

2)　両患者群で はTお よびBリ ンパ球の総 リンパ球 に

対す る比率 もやや低下 してお り,Tお よびBリ ンパ球 の

実数 は有意 に少 なか った。

3)　両患 者群 で はCD4+Tリ ンパ球 の総 リンパ球 に

対 する比率 はわず かに低下,CD8+Tリ ンパ球の比率 は

わず か に上 昇 して お り,そ の結果CD4/CD8比 はわず

か に低下 していた。

CD4+サ ブセ ッ トで はCD4+Leu8+サ ブセ ッ トの比

率 がやや低下,CD8+サ ブセ ッ トで はCD8+CDllb肺 サ

ブセ ッ トの比 率 が上昇(MOTT群 で は有意 の上昇)を

示 した。

4) IL-2-レ セプター陽性お よびHLA-DR陽 性T

リンパ球 は,総 リンパ球 に対す る比率でみて も,Tリ ン

パ球 に対 する比率 でみて も,両 患者群 ともに正常対照群

と差がなか った。

5)　患 者群 を"病 巣 の拡 が り"に よ って拡 が りの大

きい亜群 と小 さい亜 群 とに分 けた とき,拡 が り大 の亜群

で総 リンパ球の総白血球 に対す る比率,総 リンパ球数,

Tリ ンパ球数,CD4+Tリ ンパ球数の低下 は拡 が り小 の

亜群 よ りもはるか に顕著で あった。

6) TB群,MOTT群 の末梢 血 リンパ球 サ ブセ ッ ト

の総 リンパ 球 に対す る比 率およびCD4/CD8比 は,群

としての平均値 では正常対照群 とそれほど大 きい差がな

か ったが,患 者群 では正常範囲 をはみだ した高 い値 また

は低い値の両極 端を示 す例 が高 い頻度 にみ られた。

以上の ように ミコバ クテ リア感染症 にあ っては,総 リ

ンパ球お よびTリ ンパ球の各サ ブセ ッ トの実数 は正常対

照群 よ りも有意 に低か った。 さらに,各 サ ブセ ッ トの比

率 につ いて は,個 々の症例 は正常範囲を両方向に大 きく

はみだ して拡 がる"immunological spectrum"を 形

成 して分布 している ことが明 らか になった。Tリ ンパ球

サ ブセ ッ ト,特 にCD4+Tリ ンパ球 の実数 を知 り,さ ら

に,こ のspectrum上 の ど こに位 置 していてどち らの

方向 に動いてい くかを知 ることは,個 々の症例 の経過予

測や予後判定を行 ううえで非常 に重要 である と考 える。
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