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 In order to clarify the immunological aspects of tuberculosis , phenotype of peripheral 
blood lymphocytes was analyzed in 96 patients with pulmonary tuberculosis and 43 normal 

controls. In tuberculosis, CD8 positive T cells were significantly decreased in comparison 

with normal controls and regarding expression of CD3, CD4, CD19, CD16 and rd T cell 
receptor (TCR), there was no significant difference between tuberculosis and normal 

controls, though in tuberculosis CD4 positive T cells tended to be high as compared to 

normal controls. With respect to previous therapeutic condition , the group with 
previous chemotherapy had significantly high CD4 positive cells, low CD8 positive 
cells and low rd TCR positive cells as compared to the group without previous 

chemotherapy. Between groups divided by Type or Expansion of pulmonary tuberculosis 

without previous chemotherapy,: there was no significant difference regarding any surface 

markers. Regarding pulmonary tuberculosis with previous chemotherapy, the group of Type 
II had significantly high CD4 positive cells and low CD8 positive cells as compared to Type 

III, and in the group of Expansion 3, CD19 positive cells were significantly high as 

compared to Expansion 2. Characteristic of phenotype in peripheral blood lymphocytes of 

patients with pulmonary tuberculosis is predominant CD4 positive cells in a corresponding 
decrease in the propotion of CD8 positive cells and is no elevation of TCR positive T 

cells.
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緒 口

肺 結 核 症 はMacobacterium tuberculosis` M.

tuberculosis)を 病 原 菌 と し,そ の 病変 の成 立 お よ び そ

の治 癒 過 程 にお いて,主 にT細 胞 とマ ク ロ フ ァー ジが 関

与 す るIV型 ア レル ギ ー反 応 が 重 要 な 役 割 を 担 って い る

こ とが知 られ て い る。 ま た,最 近T細 胞 受 容 体(TCR)

に は αβ型 お よ び γδ型 の2種 類 の ヘ テ ロ二 量 体 が 存 在

す る こ と が 明 らか とな り1),そ の うち の γδ型 は動 物 実

験 でM.tuberculosisや65kDaの 熱 シ ョ ック タ ンパ

ク 質 に 反 応 し て 増 殖 す る こ とが 知 ら れ る よ う に な っ

た2)～6)。 そ こで,わ れ わ れ は 活 動 性 肺 結 核 症 に お け る

γδTCRの 発 現 も含 め,末 梢血 リンパ球 表 面 抗 原 の解

析 を 行 った の で 報 告 す る。

研究対象および方法

1.　対 象 患 者

肺結核症患者 は北海道立北野病院に入院 した96例 で

あり,喀 痰中より培養で結核菌が証明されている。年齢

は16歳 から69歳 で,96例 の うち16例 は抗結核剤によ

り以前に治療がなされていた症例であった。結核病学会

病型分類に従 って,初 回治療例および再治療例別に病巣

の性状をI型(広 汎空洞型),II型(非 広汎空洞型),III型

(不安定非空洞型)に 分け,病 巣の拡がりを1,2,3に

分類 した(Table1)。 今回,検 討 した末梢血 は,い ず

れも治療開始前に採取されたものである。

健常対照は呼吸器疾患の既往がな く,胸 部X線 像上異

常所見を認めない43例 であり,年 齢は12歳 か ら69歳

である。

2.　 単 核 球 の分 離

患 者 よ り ヘ パ リ ン加 で20ml採 血 し,PBSで2か ら

3倍 に希 釈 後,Ficoll-Hypaque(フ ァル マ シア社 製)

に重 層 し,400Gで30分 間 遠 心 後,中 間層 よ り単 核 球

を 採 取 し,そ の後,3回 洗 浄 した。

3.　 リンパ 球 表 面 抗 原 の 解 析

一 次 抗 体 と して ,抗CD3抗 体(Leu4),抗CD4抗

体(Leu3a),抗CD8抗 体(Leu2a),抗CD19抗 体

(B4)お よ び 抗CD16抗 体(Leu11)を 使 用 し た。

Leuシ リ ー ズ の 抗 体 はBecton Dickinson社 よ り,

B4はCoulter社 よ り それ ぞ れ 購 入 した 。

分 離 し た 単 核 球 を2×106/mlに 調 整 し,そ の0.1

mlの 細 胞 浮 遊 液 に各 種 単 ク ロ ー ン抗 体 を4℃ で 暗 所 に

て30分 間反 応 さ せ,そ の後,PBSで2回 洗 浄 し,さ ら

にFITC標 識 山羊 抗 マ ウ スIgG抗 体 を二 次 抗 体 と して

4℃ で 暗 所 に て30分 間反 応 さ せ た後,PBSで2回 洗 浄

し,最 終 的 に1.0mlのPBSに 浮 遊 した。 ま た,T細

胞 上 の γδTCRの 発 現 を 検 討 す る た め にFITC標 識

TCRδ1抗 体(Tcellscience社 製)お よ びPE標 識

Leu4を 同 時 に4℃ で 暗 所 にて30分 間 反応 させ た後,

1.0mlに 浮 遊 させ,2カ ラ ー分 析 を 行 った 。

リ ン パ 球 表 面 抗 原 の 解 析 はflowcytometry(EPI

CSC,Coulter社 製)を 用 いて,forward scatterお

よ びside scatterに よ り リ ンパ 球 集 団 にgateを 設 定

し,1×104細 胞群 の蛍 光 強 度 を計 測 し,陽 性 細 胞 のパ ー

セ ン トを算 出 し た。 ま た,CD3陽 性 でTCRδ1陽 性

細 胞 を γδTCR陽 性T細 胞 と し,リ ンパ 球 に対 す る比

率 で 表 した 。 各 種 単 ク ロー ン抗 体 に対 す る 陽性 細 胞 比 率

は平 均 ±標 準 偏 差 で 表 した 。 統 計学 的検 討 はStudent's

t検 定 を使 用 し,0.05を 有 意 水 準 と した。

成 績

活 動 性 肺 結 核 症 と健 常 対 照 の末 梢 血 リ ンパ 球 抗 原 の 比

較 に お い て は(Fig.1),CD3陽 性 細 胞 につ いて,結 核

症 は67.0±8.9%で,健 常 者 は66.2±6.8%で あ り,2

群 間 で 有 意 差 は認 め られ な か った。CD4陽 性 細 胞 につ

いて は結 核 症 は44.1±9.2%で,健 常 者 は41.2±6.0%

で あ り,CD8陽 性 細 胞 に つ い て 結 核 症 は25.3±8.2

%で,健 常 者 は30.3±6.2%で あ り,結 核 症 患 者 に お い

てCD4陽 性 細 胞 が 増 加 傾 向 にあ り,CD8陽 性 細 胞 は

有 意 に低 下 して い た。CD19陽 性 細 胞 に関 して は結 核症

は13.7±5.9%で あ り,健 常 者 は14.2±4.0%で あ り,

CD16陽 性 細 胞 につ いて,結 核 症 は11.0±5.2%で,健

常 者 は11.0±7.8%で あ り,有 意 差 は認 め られ な か った 。

γδTCR陽 性 細 胞 に 関 して は 結 核 症 は2.3±2.6%で

Table 1 Profiles of Patients with Pulmonary Tuberculosis
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Fig.1 Phenotypic Analysis in Peripheral

 Blood Lymphocytes of Active Pul

 monary Tuberculosis and Normal

 Controls.
 Bars Express Standard Deviation.

 P<0.05

Fig. 2 Phenotypic Analysis in Peripheral

 Blood Lymphocytes of Active Pul

 monary Tuberculosis with or with

 out Previous Chemotherapy.

 Bars Express Standard Deviation.•”

: p<0.05

あり,健 常者(2.2±1.3%)に 比較 し有意差は認めら

れなかった。

経過の長さの違いによる影響を検討するために初回治

療 と既治療例別に末梢血 リンパ球表面抗原の発現を検討

した(Fig.2)。CD3陽 性細胞に関 して初回治療例では

67.3±8.5%で,再 治療例では65.4±8.5%で あ り,有

意差を認めなかった。CD4陽 性細胞は初回治療例では

43.2±8.9%で 再治療例では48.7±9.4%で あり,CD8

陽性細胞は初回治療例では26.4±7.8%で,再 治療例で

は21.6±9.4%で あ った。再治療例ではCD4陽 性細胞

が初回治療例に比 し有意に増加 し,CD8陽 性細胞が有

意に低下 していた。CD19陽 性細胞に関 しては初回治療

例では13.8±5.9%で,再 治療例では13.6±6.0%で あ

り,CD16陽 性細胞は初回治療例では11.0±8.2%で,

再治療例では11.2±5.8%で あ り,両 群間に有意差はな

か った。 γδTCRの 発現に関 しては初回治療例では

2.5±2.8%で 再治療例では1.1±1.1%で あ り,再 治療

例で初回治療例に比較 し有意に低下 していた。

病巣の性状に関 しては初回治療例および再治療例とも

に1型 が1症 例 しかないため,II型 とIII型での末梢血 リ

ンパ球表面抗原の発現を比較検討 した(Table2)。 そ

の結果,初 回治療例ではII型 とIII型の間で表面抗原の発

現には有意差 は認められなかったが,再 治療例ではII型

の末梢血ではIII型に比較 し,CD4陽 性細胞が有意に増

加 し,CD8陽 性細胞が有意に低下 していた。

病巣の拡がりに関しては,初 同治療例では拡がり3が

1例 しかないため,拡 がり1と 拡がり2を 比較検討 し,

再治療例では拡がり1が1例 しかないため,拡 がり2と

拡がり3を 比較検討 した(Table3)。 その結果,初 回

治療例では有意差は認められず,再 治療例では拡がり3

Table 2 Comparison of Phenotypic Markers Regarding Type of

 Pulmonary Tuberculosis

*p<0.05 in comparison with the percentage value of different type of the 

same th erapeutic condition
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Table 3 Comparison of Phenotypic Markers Regarding Expansion

 of Pulmonary Tuberculosis

*p<0.05 in comparison with the percentage value of different expansion of the same

 therapeutic condition

のCD19陽 性細胞の比率が拡がり2に 比較 し,有 意に

高かった。

考 察

ヒ ト結核症 はM.tuberculosisを 病原菌 とし,そ の

病変の成立および治癒過程に,CD4陽 性T細 胞および

マクロファージが重要な役割を果たすことが知 られてい

る。その反映 として肺結核症患者の末梢血においても

CD4陽 性 細胞 が増加 する ことが報告され7),さ らに

CD16陽 性細胞 も増加することが中田ら8)に より報告さ

れている。われわれの検討 した結果では,健 常者に比較

し,肺 結核症ではCD4陽 性 細胞 は増加傾向があ り,

CD8陽 性細胞は有意 に低下 しており,さ らに,再 治療

例では初回治療例に比較 し,CD4陽 性細胞の増加およ

びCD8陽 性細胞の減少は著 しい。このことは初回治療

例に比較 し,再 治療例の場合には再増悪か ら症状が発現

し発見されるまでの期間が長いため,肺 結核症の末梢血

での リンパ球表面抗原の発現の特徴であるCD4陽 性細

胞の増加およびCD8陽 性細胞の低下が顕著になったも

のと考えられる。

また,初 回治療例では肺結核症の病巣の性状および病

巣の拡がりに関 しての検討では表面抗原の発現に差は認

められないが,再 治療例で病巣の性状に関し,III型 に比

較 し,II型 の症例でCD4陽 性細胞優位であり,空 洞を

有する場合によりCD4陽 性細胞が優位となると考えら

れる。

病巣の拡が りに関 しても再治療例でCD19陽 性細胞

が有意に増加 しており,病 巣の拡がりが大きいほどB細

胞が末梢血中で増加するものと考えられる。

また,CD16陽 性細胞の発現に関しては今回の検討で

は加齢の影響を考慮 し,69歳 以下を対象 としたため,

健常者との間で有意差は認められず,活 動性肺結核症に

おいてはCD16陽 性細胞 は変動 しないものと考えられ

た。

TCRはT細 胞の抗原認識を担 う構造であり,一 般的

に抗原 と主要組織適合抗原複合体遺伝子産物を同時に認

識 し,自 己と変異細胞,ウ イルス感染細胞,同 種細胞な

どの非 自己との鑑別 に重要な役割を果た している。

TCRはCD3分 子 と複合体を形成 し,そ の活性化シグ

ナルはCD3分 子 を通 じてT細 胞に伝えられる。TCR

に は少な くとも2っ の型が知られており,α β型 とγδ

型 と呼称 されている。末梢血中のT細 胞はほとんどがα

β型(95%以 上)で あり,γ δ型は5%以 下である1)。

最 近,γ δ 型T細 胞 がMycobacterium属2)3),

Tetanus toxoid5)9)や 熱 ショックタンパク質4)5)等 を

認識 し,それらの抗原刺激で増殖するとの報告がなされ,

Haregewoinら10)はBCGを 接種されたことのある健

常成人末梢血のT細 胞をPPDと ともに培養するとγδ

型CD4陰 性CD8陰 性細胞が5%か ら10%に 増加す

ることを見いだした。ヒト結核症においてもγδ型T細

胞が病変形成および結核の感染防御に関与 していること

が想定された。そこでわれわれは活動性肺結核症例で末

梢 リンパ球のγδTCRの 発現を検討 した。その結果,

活動性肺結核症における末梢血 リンパ球のγδTCRの

発現は健常者 と同程度であり,む しろ,再 治療例では有

意に低下 していた。

中野 ら11)は ヒ ト肺結核症を対象とし免疫組織学的に

検討 し,増 殖期の肉芽腫の類上皮細胞層の外層 にγδ

TCRを 有 する細胞が増加 していること,陳 旧化病巣に

はほとんど認めないことを報告 している。肺結核症が発

病 した段階では肺病変局所ではγδ型T細 胞が増生 し

ていると想定されるが,わ れわれの検討では末梢血には

γδ型T細 胞は増加 しておらず,肺 局所の変化を反映 し

ない と考え られる。また,Janisら2)は マ ウスにM.

tuberculosisを 再感染させて もγδ型T細 胞は増加し

ないことを報告 しており,γ δ型T細 胞はαβ型T細 胞

より早期の感染防御に重要な役割を担っていると考えら

れている。また,結 核症ではCD4陽 性細胞が病変形成

に重要な役割を果たし,γ δ型T細 胞のPhenotypeは

CD4陰 性 ・CD8陰 性 またはCD4陰 性 ・CD8陽 性 し
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か知 られていないこと,今 回の検討で結核初回治療例に

比較 し再治療例がより低値を示 したことを考え合わせる

と,ヒ ト肺結核においてはγδ型T細 胞が早期の感染防

御のみに関連することを示 し,発 病 し肺病変が形成され

る段階では,γ δ型T細 胞は末梢血中では増加していな

いものと考えられる。
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