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The quantitative relationships among the in vitro lymphocyte proliferation in 

peripheral blood in 19 healthy doners to purified protein derivative (PPD) and the killed 

Mycobacterium tuberculosis, interferon-ƒÁ (IFNƒÁ) and tumor necrosis facter-ƒ¿ (TNFƒ¿) 

production in these culture supernatants, and the in vivo skin reaction to PPD which were 

simultaneously measured were studied. Statistical analysis was performed with t-test and 

multiple regression analysis.

The results obtained were as follows;

1) The magnitude of the in vitro lymphocyte proliferation by PPD and the killed M. tuber
culosis failed to correlate with the erythema and the induration of the in vivo skin

 reaction to PPD.

2) The erythema of skin test correlates with TNFa production in the culture supernatants 

 that the lymphocytes in peripheral blood were cocultured with these antigens for 7

 days. (R= 0.566062, 0.01 <p<0.02)

3) There is a correlation between the erythema and the induration of skin test. (R=

0.526662, 0.02 <p<0.05)
4) Though the magnitude of the lymphocyte proliferation to PPD correlates IFNƒÁ produc

 tion in the culture supernatants (R=0.525915, 0.02 < p < 0.05), these response to the

 killed M. tuberculosis correlates both IFNƒÁ production (R= 0.55049, 0 .01 <p < 0.02) and 

 TNFa production (R= 0.51283, 0.02 < p < 0.05) in the culture supernatants.

5) There is a correlation between IFNƒÁ production and TNFƒ¿ production in the culture

 supernatants which were cocultured with both PPD (R= 0.465874, 0.02 < p < 0.05) and
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killed M. tuberculosis (R= 0.666333, 0.001 (p<0.01).

6) With multiple regression analysis, the production of IFN ƒÁ and TNFa in the culture

 supernatants which the lymphocytes were stimulated with PPD correlates the erythema

 rather than the induration of test.
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イ ン ター フ ェ ロ ン γ,腫 瘍 壊 死 因 子

は じ め に

1963年 にPearmainら は,結 核 患 者 や ツ ベ ル ク リ ン

陽性 正 常 者 の リ ンパ球 が ツ ベ ル ク リ ンに よ りブ ラス ト化

(blastoid transformation)す る こ と を 報 告 した1)。

そ れ以 来,ツ ベ ル ク リンに よ るin vitroの リンパ球 増

殖 反 応 は,ツ ベ ル ク リン皮 膚 反応 で 示 され る遅 延型 過 敏

反 応 とよ く相 関 す る と考 え られ て い る2)～6)8)9)。ま た,in 

vitroに おい て結 核 患 者 の リンパ 球 はPurified protein

 derivative-tuberculin(PPD)に よ る刺 激 でIFNγ を

産 生 す る こ とが 報 告 され て い る10)11)。

本 文 で は,健 常 者 よ り得 た末 梢 血 白血 球(PBL)を

用 い,PPDお よ び ヒ ト結 核 死 菌 刺 激 に よ る リ ンパ 球 増

殖 反 応,そ の 培 養 上 清 中 のgamma-interferon

(IFNγ)とtumor necrosis factor-α(TNFα)の 産

生,採 血 と同時 に行 った ツ ベ ル ク リ ン皮 膚 反 応 の 関連 性

を検 討 した の で報 告 す る。

対象と方法

対象:当 内科 の医局 員および学生19名(男 性17名,

女 性2名)で あ り,年 齢 は23～38歳 であ る。

ツベルク リン皮膚反応:末 梢血をヘパ リン採血 した後,

PPD(一 般 診断 用精 製 ツベ ル ク リン,日 本 ビーシージ

ー)の0 .05μgを 皮 内注 射 し48時 間後 に紅斑お よび硬

結の長径 と短径を測定 した。紅斑お よび硬結 の面積 は楕

円の面積(0.25π ×長径 ×短径)で 計算 した。 また,紅

斑 および硬結 の径 は長径 と短径 の平均 と した。

培養液:Dulbecco'smodifiedEagle'smedium

(DMEM)にHEPES(20mmol),重 炭酸 ナ トリウム

(2g/l),硫 酸 カナ マ イ シン(100mg/l)を 加 え,pH

7.0に 調整 した。使用 前 に最終 濃度10%と な るよ うに

非働化AB型 血清 を加 えた。

抗 原:PPD(日 本 ビー シー ジー,東 京)と 結 核菌菌

体 成 分 を リ ンパ 球 増殖 反 応 の 抗 原 と して 用 い た。

PPDは100μg/mlを 倍 数希釈 して用いた。 結核菌体成

分 は結核 患者 の喀 痰 より分離培養 した結核菌を10%ホ

ルマ リンで2日 間殺菌 した後,120℃,15分 間オ ー トク

レー ブ に て 処 理 し,蒸 留 水 で,10,000g,30分 間 遠 心

洗 浄 を5回 く り返 し,凍 結 乾 燥 し保 存 した。 使 用 に のぞ

み 生 食 水 で400μg/mlに 調 整 し,120℃,15分 間 オ ー

トク レー プ で滅 菌 した後,倍 数 希 釈 して用 い た。

リ ン パ 球 増 殖 反 応:ヘ パ リ ン加 末 梢 血 をFicoll-

Hypaqueリ ンパ球 分 離 液 に重 層 し,室 温,2100rpm,

10分 間 遠 心 し た。 リ ンパ 球 層 を取 り,こ れ を さ らに2

回,DMEMに て1600rpm,5分 間 遠 心 洗 浄 し,そ の

後,生 食 水 にてPBLを1×106cell/mlの 濃度 に調 整 し

た 。

0.1mlの 抗 原 液 と0.1mlのPBLを96ウ ェル 平 底 マ

イ ク ロ プ レー ト(Falcon 3072, Becton Dickinson,

 New Jersey, USA)に 分 注 し,CO2イ ンキ ュベ ー タ ー

(37℃,5% CO2)中 で7日 間,混 合 培 養 後,3H-

thymidine 37 kBq/wellを 加 え,16時 間 後 に回 収 し

た。 これ を乾 燥 後,液 体 シ ンチ レー シ ョ ンカ ウ ンタ ーで

3H -thymidineの 取 り込 み を測 定 した。

リ ンパ 球 増 殖 反 応 は,3H-thymidineの 最 大 の

取 り 込 み(maximal apm)を 値 と し た。maximal

 stimulation index(maximalS.I.)は 抗 原 で刺 激 し

た リ ンパ 球 の3H-thymidineの 最 大 取 り込 み と無 刺 激

の リ ンパ 球 の3H-thymidineの 取 り込 み の 比 率 で 示 し

た 。

培 養 上 清 中 のIFNγ とTNFα の 測 定:リ ンパ 球 増 殖

反 応7日 後,培 養 上 清 を回 収 し,0.2μmの ミ リポ ア フ

ィル タ ー で 濾 過 し た後,-80℃ で 保 存 した。 後 日溶 解

し,IFNγ とTNFα をCentocor RIA kit(Mal-

vern,USA)に て測 定 した。IFNγ 測 定 は,反 応 ト レイ

の 各 ホ ー ル に抗 ヒ トIFNγ 抗 体 を コ ー テ ィ ング した ビ

ー ズ を い れ た。 標 準 液,陽 性 コ ン トロー ル お よ び培 養 上

清 を0.2mlを 加 え 室 温 で2時 間 イ ンキ ュ ベ ー トした。

イ ンキ ュ ベ ー ト した 後,蒸 留 水 で6回 吸 引洗 浄 した。

0.2mlの1物 標 識 抗 ヒ トIFNγ 抗 体 を 加 え 室 温 で2時

間 イ ンキ ュベ ー トした。 蒸 留 水 で6回 吸 引洗 浄 した後,

ガ ンマ ー シ ンチ レー シ ョンカ ウ ン ター で 測 定 した。

抗TNFα 抗 体 を コ ー テ ィ ン グ した チ ュ ー ブ と2本 の

トー タル カ ウ ン ト用 と して の 抗 体 を コ ーテ ィ ン グ して い
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表1　 健常成人の末梢血白血球のPPDと 結核死菌に対するリンパ球増殖反応,IFNγ とTNFα 産生,お よび皮内反応

な い チ ュ ー ブ を 用 意 した 。 標 準 液 お よび 培 養 上 清 を0.2

ml加 え125I標 識 抗TNFα 抗 体 を0.05mlず つ 加 え た 。

室 温 で20時 間 イ ン キ ュベ ー ト した 後,ト ー タル カ ウ ン

ト以 外 の 各 チ ュ ー ブの 溶 液 を 吸 引 した 。 トー タル カ ウ ン

ト以 外 の チ ュ ー ブを2mlの20%Tween20で 洗 浄 吸

引 した 。 ガ ンマ ー カ ウ ン タ ーで 測 定 した 。

デ ー タ の 統 計 解 析:メ デ ィカ ル プ ラ ン2-プ ロ グ ラム

(メ デ ィ カ ル ソフ ト,京 都,日 本)を 用 いて,t-検 定 お

よび 多 変 量 解 析 を 行 った。

結 果

健常成人19人 の末梢血白血球のPPDお よび結核死
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表2　 ヒト末梢血白血球のPPDと 結核死菌に対するリンパ球増殖反応,TNFα とIFNγ の産生量,お よびツベルクリン皮内反応のt-検 定

菌 に対す る リンパ球増殖 反応,maximum S. I.,リ ン

パ球 混合 培養7日 後の培養上清中のIFNγ とTNFα 産

生,お よびツベル ク リン皮膚反応の硬結 と紅斑 を表1に

示 した。PPDお よび結核死菌で刺激 して いない リンパ

球 の培養上清 は表1に は示 さなか ったが0で あった。

表2に は,上 記 の 項 目 に つ い て,t-検 定 で の危 険率

(p)5%以 下 の 結 果 を 示 した。PPDと 結 核死 菌 の リン

パ 球 増 殖 反 応 お よ びmaximum S. I.の 相 関 係 数(R)

は,0.71538, 0.765001,決 定 係 数(R2)は,0.51177,

 0.58523で あ り,相 関 関 係 が 決 定 で きた が,PPDと 結
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表3　 ヒト末梢血白血球のPPDと 結核死菌に対するリンパ球増殖反応,TNFα とIFNγ の産生量,お よびツベルクリン反応の多変量解析

核 死 菌 と の 混 合 培 養 上 清 中 のIFNγ お よ びTNFα 産 生

のRは,0.674158,0.641983,R2は,0.45449,0.41214

で あ り,相 関 は認 め られ る が,IFNγ お よ びTNFα 産

生 は 同 一 で な い た め,PPDに 対 す る リ ンパ 球 の反 応 と

結 核 菌 に対 す る リ ンパ 球 の反 応 は,同 一 で あ る と決 定 で

き なか っ た。

結 核 死 菌 の リ ンパ 球 増 殖 反 応 とIFNγ 産 生 のRは

0.55049,TNFα 産 生 の間 のRは0.51283で あ り,PPD

の リ ンパ 球 増 殖 反 応 とIFNα 産 生 のRは0.525915で あ

っ た 。PPDの リ ンパ 球 増 殖 反 応 とTNFα 産 生 の間 に

はp<5%で は相 関 は認 め られ な か った。

硬 結 と紅斑 の径 お よび面 積 の間 のRは,0.661698,

0.526662と 相関 が認 め られ た。紅斑 とTNFα の間のR

は0.566062の 相関が認 め られ たが,紅 斑 とIFNγ 産生,

硬結 とIFNγ お よびTNFα 産生 の間 にはpく5%で の

相関 はみ られ なか った。

結核死菌によるTNFα とIFNγ 産生のRは0.666333,

PPDに よ るTNFα とIFNγ 産生 のRは0.465874の 相

関がみ られ,結 核死菌 により高 い相関が認め られた。 リ

ンパ球増 殖反応 と硬結 および紅斑 の間にはp<5%で の

相関 は認め られなか った。

表3に は,ヒ ト末梢血白血球のPPDと 結核死 菌に対
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す る リ ンパ 球 増 殖 反 応,TNFα とIFNγ の産 生 量,お

よ び ツ ベ ル ク リ ン反 応 の多 変 量 解 析 を示 した。 結 核 死 菌

お よ びPPDに 対 す る リ ンパ 球 増 殖 反 応 とTNFα と

IFNγ 産 生 の 問 は,Rは0.584284,0.526106,R2は

0.341388,0.276788で あ り相 関 は認 め られ た が,決 定 で

きな か った。

硬 結 と結 核 死 菌 お よ びPPDに よ るTNFα とIFNγ

産 生 の 間 のRは0.1988334,0.369783で あ り,相 関係 数

は低 い が ツベ ル ク リン皮 膚 反応 に 用 い たPPDの 方 が や

や 高 か った 。

紅 斑 と 結 核 死 菌 お よ びPPDに よ るTNFα お よ び

IFNγ 産 生 のRは0.621369,0.590917で,紅 斑 の 径 と

結 核 死 菌 お よ びPPDに よ るTNFα お よ びIFNγ 産 生

の 間 のRの0.44519,0.475424よ り高 い相 関 係 数 で あ っ

た。

硬 結 と結核 死菌 お よ びPPDに よ る リ ンパ 球 増 殖 反 応,

TNFα,IFNγ 産 生 の 間 のRは0.22397,0.403745で あ

り,紅 斑 と結 核 死 菌 お よ びPPDに よ る リ ンパ球 増 殖 反

応,TNFα,IFNγ 産 生 の 間 のRは0.637863,0.633589

で あ った。

硬 結 の 径 と結 核 死 菌 お よ びPPDに よ る リ ンパ 球 増

殖 反 応,TNFα,IFNγ 産 生 の 間 のRは0.294906,

0.452928で 上 記 の 硬 結 の 面 積 よ り や や 高 か った が,紅

斑 の径 と結核 死 菌 お よ びPPDに よ る リンパ 球 増 殖 反 応,

TNFα,IFNγ 産 生 の 間 のRは0.496641,0.582656で

あ り上 記 の紅 斑 の面 積 が や や 高 い相 関 係 数 で あ っ た。

考 案

ツベルク リン皮膚反応 は,結 核菌 に対す る細胞性免疫

の一 つの指標 とされ,ま たin vitroのPPD刺 激 によ

る リンパ球 の分裂幼若化反応 は,in vivoの 皮膚反応 と

相関 す る と考 え られて い る2)～6)。また,PPDに よ り増

殖 す る リンパ 球 はT細 胞 で あ り12),そ のサ ブセ ッ トが

CD4陽 性細胞 で あ る ことが示 されてい る7)13)～15)。さら

に リンパ球増 殖反 応 とIFNγ 産生 の相 関 も報 告 されて

いる10)11)。私 た ち もCD4陽 性T細 胞がIFNγ を産生す

ることを報告 した16)。

PPD刺 激 によ る リンパ球増殖反応 と皮膚反応の相関

性 に関す る報告 は,幼 若化細胞 の比率 とPPDの 抗原量

の相関性,あ るいはPPDに よる皮 内反応 の強弱 によ り

グ ル ー プ を分 け,グ ル ー プ間 で の幼若 化反 応 また は

3H -thymidineの 取 り込 み との相 関性,ま たは患者 と

健常人 のツベルク リン皮膚反応 と幼若化細胞 の比率 の相

関性 についてされている。

Kerby4)の 報 告 のみが,52名 の健常者 と62名 の結核

患者個々の皮 膚反応 の硬結 の径 とラジオオー トグラフに

よる幼若化細胞の比率の間の相関性について報告 してい

る。 その 中で健 常人 のPPDに 対す る皮 膚反応 と幼若

化反 応 の間 に はR=0.82,結 核患 者 のPPDに 対 す る

皮 膚 反 応 の 問 に はR=0.72と 高 い相関 を認 め たが,

PPD皮 膚 反応陰性 による 「anchoring effect」を除 く

と,そ れ ぞれR=0.59,R=0.63の 相 関が認め られた

と報 告 してい る。 しか し,カ につ いて は記載 されて いな

い。

Gump3)ら は,ツ ベル ク リン陽 性の健常 人 お よび患

者16名 の ツベル ク リン皮膚反応 と幼若化細胞 の比率 と

の間に相 関性 は認 め られなか った と報告 して いる。 この

よ うに,個 々人 の ツベルク リン皮膚反応 の強弱 と細胞増

殖 反応の相 関に関 しては,報 告 が少 ないため,私 たちは,

19名 の健常 人 の ツベル ク リン皮膚反応,リ ンパ球増殖

反応,IFNγ お よびTNFα 産生 の間 の関係 にっいて検

討 した。

Hinz5)ら は,PPD刺 激 に よる幼若 化細 胞 の比率 と

3H -thymidineの 取 り込 み の間 に は高 い相関がみ られ

た と報 告 して い る。 それで私 たちは,Kerbyと 異な り

幼 若化 反応 の比 率で はな く,3H-thymidineの 取 り込

み とツベ ル ク リン皮 膚反 応 との相 関性 を検討 したが,

3H -thymidineの 取 り込 みに よるPPD刺 激 リンパ球

増 殖反 応(cpm)と 皮膚 反応 の硬 結 お よび紅斑 の面積

と径 の間 の相 関性 は危険率5%以 下のt-検 定 では認 め

られなか った。

硬 結,紅 斑,リ ンパ 球 増 殖 反 応,IFNγ とTNFα 産

生 の間 の相 関 性 に関 して は,硬 結 と紅 斑 の面 積 と径 に は,

R=0.526662,0.661698の 相 関 が あ った が,硬 結 お よ び

紅 斑 とIFNγ,TNFα 産 生 の 間 に は,紅 斑 とTNFα 産

生 の間 にR=0.566062の 相 関 が み られ るの み で あ った。

PPD刺 激 リ ンパ 球 増 殖 反 応 とIFNγ,TNFα 産 生 の

間 に は,IFNγ 産 生 とR=0.525915の 相 関 が み られ た 。

結 核 死 菌 刺 激 リ ンパ 球 増 殖 反 応 とIFNγ,TNFα 産 生

の 問 に は,R=0.55049,0.51283の 相 関 が み られ た。

PPDお よ び 結 核 死 菌 刺 激 に よ る リ ンパ 球 増 殖 反 応 の培

養 上 清 中 のTNFα とIFNγ の 間 に は,R=0.465874,

0.666333の 相 関 が み られ た。

多変 量解析 によ る硬 結 お よび紅斑 の面積 とPPD刺

激 リンパ 球増殖 反 応 の培養上 清 中のTNFα,IFNγ 産

生には,R=0.369783,0.590917の 相関が認 め られたが,

紅斑 とより高 い相関がみ られた。紅斑の面 積が径に比 べ

TNFα,IFNγ 産生 との間 に高 い相関がみ られた。

以上 のように,硬 結お よび紅斑 と リンパ球増殖反応の

間 に相関 は認 めなか ったが,硬 結お よび紅斑 と リンパ球

増 殖反 応 の培養上 清 中 のTNFα,IFNγ 産 生 の間 には

相関 がみ られ,紅 斑 によ り高 い相関が み られ た。 また,

リ ンパ球増 殖反 応 とそ の上清 中 のTNFα,IFNγ の間

に も相 関 がみ られた。上記 の相関性 は,決 定係数が0.5

以下 で,同 一 の反応 と決定 できず,リ ンパ球増殖反応,

お よび紅斑,硬 結 には,TNFα やIFNγ だけでな く他
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の種 々のサイ トカイ ンの産生 および関与 も推測 された。

ま た,「 in vitro のPPD刺 激 による リンパ の分裂

幼若化反応 は, i n, vivo の皮膚反応 と相関す る」 は,確

立 された事実 と考え られて いるが,私 たちの結果で は相

関が認め られなか った。 これ は幼若化細胞の比率で はな

く,3H-thymidineの 取 り込 み によ る細胞増殖反応 と

ツベル ク リン皮膚反応 との検討を行 ったた めと思われ る

が,私 た ちが本 文 のな かで述 べ た いことはPPDに よ

る リンパ 球増 殖反 応 とIFNγ 産生 との間 に相関がみ ら

れ,IFNγ 産 生 とTNFα 産生 の 間 に も相関がみ られ,

TNFα 産生 とツベ ル ク リン皮 膚反 応の紅斑 との間 にも

相関がみ られた ことであ る。 この ことか ら,ツ ベル ク リ

ン皮膚反応 には,抗 原を貧食 したマ クロファージが直接

産生 す るTNFα だ けで な く,リ ンパ球か ら産生 された

IFNγ をprimeし た マ ク ロ フ ァー ジか ら産生 され る

TNFα も関与 してい る可能性が示唆 された。

ま と め

健常成 人 の末梢血 リンパ球 を用い, in vitro でPPD

および結核死 菌刺激 によ る リンパ球増殖反応 を行 い,そ

の培 養上清 中 のTNFα,IFNγ の産 生量,ツ ベ ル ク リ

ン皮膚 反応 の硬 結 と紅斑 の関係 につ いてt-検 定(危 険

率5%以 下)と 多変量解析 を行 った。

1)　ツベル クリン皮膚反応 の紅斑 および硬結 の面積 と

径 と リンパ球増殖反応 の間に相 関は認 め られなか った。

2)　 ツベ ル ク リン皮膚反応 の紅斑 とTNFα 産生 の間

には相 関が認 め られた。

3)　ツベルク リン皮膚反応 の硬結 と紅斑 の間には相 関

が認 め られた。

4) PPD刺 激 リンパ球増殖反応 とIFNγ 産生 の間に

は相関 が み られ,結 核 死菌 刺激 リンパ球増殖反応 は,

IFNγ 産生 だけでな くTNFα 産生 と も相関 がみ られた。

5) TNFα 産生 とIFNγ 産 生 の間 に は相関 がみ られ

た。

6)　 ツベル ク リン皮膚反応 の硬結 および紅斑 とPPD

刺 激 リンパ 球増 殖反応 の培養上清 中のTNFα とIFNγ

産生 の間 には相関が み られ たが,紅 斑 とよ り高 い相関 が

み られ た。
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