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The defence factors against infection in sputum and bronchoalveolar lavage fluid 

(BALF) of patients with pulmonary tuberculosis were measured. As the defence factors, 
lactoferrin, lysozyme and secretory IgA (sIgA) in sputum or BALF of patients with bacilli 

(+) or (-) tuberculosis were measured and compared. 
 Lactoferrin in sputum was significantly higher in patients with sputum smear positive 

tuberculosis compared with patients with smear and culture negative tuberculosis. SIgA in 

sputum was significantly higher in smear negative and culture positive cases compared with 

culture negative cases. As to the lysozyme in sputum, significant difference was not proved 

between each group. The level of these factors in BALF did not show significant difference 

between bacilli (+) and (-) cases.

Neither significant corelation was observed among the level of three defence factors in 

sputum or BALF, nor between the number of leucocyte and tubercle bacilli in sputum. In 

tubercle bacilli positive group, however, significant positive corelation between the number 
of leucocyte and lactoferrin in sputum was found.

In vitro experiments, high concentration of lactoferrin or lysozyme inhibited the 

growth of standard strain of tubercle bacilli (H37Rv) and BCG. 
 The results suggest that the measurement of lactoferrin, lysozyme and sIgA in sputum 

or BALF is useful to determine the clinical activity of tuberculosis.

*From the Department of Clinical Pathology, Osaka Medical College, 2-7 Daigaku-Cho 

Takatsuki 569 Japan.
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は じめ に

呼吸器感染症の診断において,有 力な情報を得るため

には,喀 痰の検査,特 に感染症の原因菌の検索が重要で

あり,古 くから行われて来た。 これと並行 して,近 来,

気 管支肺胞洗浄液(BALF)も,し ばしば検査される

ようになってきた。その検査項目も,微 生物検査や細胞

成分のみならず,液 性成分の解析 も認められて来た。喀

痰 については長岡1)の くわ しい報告があるが,BALF

の液性成分についての報告は多 くない。本報告では,結

核症における喀痰およびBALFの 感染防御因子である

抗菌物質lactoferrin,お よびlysozymeを しらべ,

さ らに免疫グロブリンの1つ であるslgAを 測定 し,そ

れぞれの測定結果 と検体中の結核菌の排菌状況との関係

をしらべた。また,こ れらの因子の結核菌の発育抑制へ

の関与の有無を,臨 床的および試験管内的に検討 した。

対象および方法

肺結核患者(喫 煙者を除く)の 喀痰およびBALFを,

排 菌(+)群 と(-)群 にわけ,各 々試料中のlacto-

ferrin, lysozyme,お よびslgA(分 泌型IgA)を 測

定した。なお本報告では,結 核菌に対するlactoferrin,

 lysozyme,お よびsIgAの 影 響を検するのを目的とし

たため,喀 痰中に日和見感染症をおこす細菌(Pseudo-

monas, Klebsiella 等)を 併せて認めた症例はすべて

除 外 した 。

喀 痰 は唾 液 が 入 らな い よ う採 取 して,そ の1gに9ml

の 割 に生 理 食 塩 水 を 加 え,ミ キ サ ー で 撹 絆 溶 解 し,

12,000R.P.M.で15分 遠 沈 し,そ の 上 清 を 喀 痰 の10

倍 希 釈 液 と し,検 体 と した。

BALFの 採 取 は,通 常 行 わ れ て い る ご と く,原 則 と

して 病 巣 と お も わ れ る 部 分 に 通 じ る気 管 支 に,wedge

したtubeを 通 して20mlの 生 理 食 塩 水 で2回 洗 浄 し,

2回 の洗 浄 液 を 合 わ せ た もの を 遠 沈,上 清 を検 体 と した。

Lactoferrinの 測 定 は,Guerrantら2)の 方 法 に よ る

latex凝 集 反 応 を 用 い る 半 定 量 法 に従 つた 。2.5mlの

Latexビ ー ズ(Difco)を5mlの グ リシ ン緩 衝 液(pH

8.2)で 洗 浄,遠 沈(2,200R.P.M.30分 間),沈 殿 せ る

ビー ズ0.05mlに,さ らに グ リシ ン緩 衝 液5mlを 加 え

て1%のLatexビ-ズ 浮 遊 液 を 作 製 す る。 このLatex

ビー ズを0.35mlの 兎 抗 ヒ トlactoferrin抗 体(Sigma)

で 感 作 す る(38℃,1時 間)。 さ らに感 作 ビ ー ズ液 を再

遠 沈 し,ア ジ化 ナ トリウ ム を0.1%,牛 血 清 アル ブ ミン

を1%の 割 に含 有 す る グ リシ ン緩 衝 液2mlに 再 浮遊 し,

抗 体 感 作 ビー ズ浮 遊 液 と して,4℃ にて 保 存 した 。

検 査 に あ た つて20μlの 抗 体 感 作 ビ ー ズ浮 遊 液 と20

μlの 喀 痰 試 料(10倍 希 釈 液)あ る い はBALFを 凝集

判 定 用 ス ラ イ ド上 にて 混 合 して,2分 後 に凝 集 の 有 無 を

判 定 した 。 凝 集 の 強 さ に よ って(-)(+)(紛(紛

の4段 階 に わ け た 。 な お(+)は 標 準lactoferrin

 (Sigma)0.5μg/mlに 相 当 し,lactoferrintiter1:

10で は5μg/ml以 上10μg/ml以 下 に相 当 す る。 喀痰

10倍 希 釈 検 体 が(+)以 上 の 場 合 は,さ ら に倍 数 希 釈

検 体 を 作 製,(+)を 示 す 最 大 希 釈 倍 数 を 喀 痰 のlacto-

ferrintiterと した。

BALFは40倍 希 釈 液 を 用 い て い る の で,40倍 希釈

検 体 が(+)以 上 の場 合 は,喀 痰 同 様,さ ら に倍 数 希 釈

検 体 を 作 製,(+)を 示 す 最 大 希 釈 倍 数 をBALFの

lactoferrin titerと した。

Lysozyme活 性 の 測 定 は比 濁 法3)4)に よ った 。 喀 痰

お よ びBALFの 検 体 は,上 記 の試 料 を 用 いた 。Lyso-

zyme活 性 は,基 質 と して Micrococcus lysodeikti-

cus(Sigma)を0.24mg/mlの 濃 度 に な る よ う に1/15

Mリ ン酸 塩 緩 衝 液(pH6.5)で 調 整 し,標 準 液 と して

は 上 記 リ ン酸 塩 緩 衝 液 に卵 白 リゾ チ ー ム(Sigma)0,

0.4,0.8,1.2,1.6,2.0μg/mlの 濃 度 に溶 解 した もの

を調 整 した。

基 質 緩 衝 液6mlと 標 準 液,あ る い は検 体0.5mlを

混 合 して 反 応 さ せ,37℃,20分 放 置 後,各 反 応 液 の 濁

度 を 波 長600nmに て分 光 光 度 計 で 測 定 した。 そ して 標

準 液 か ら得 ら れ た 検 量 線 に よ り,検 体 のlysozyme活

性 を 求 め,喀 痰1gあ た りのlysozyme活 性 を μgで

表 した(喀 痰 中 の1ysozyme活 性 は高 い ので,上 記10

倍 希 釈 液 を さ らに100倍 以 上 希 釈 して 得 た値 を喀 痰1g

あ た りに換 算 した)。BALF検 体 に お け るlysozyme活

性 の実 測値 は洗 浄 液 の量 に よ っ てか な り の変 動 が あ るの

で,本 研 究 で はalbumin濃 度 を 基 準 と して す べ て

albumin濃 度 比 で表 した。

slgAの 測 定 はenzyme immunoassay法(EIA

slgAテ ス ト,MBL)で 行 っ た。 喀 痰 お よ びBALFの

検 体 は 同 じ く上 記 の試 料 を用 い た。

第1段 階 と して,被 検 材 料 お よ び 標 準 ヒ トslgAに
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表1　 喀痰中排菌陽性例および陰性例の防御因子

数値 はM±SD

avs. b: p<0.02で 有 意 差

 cvs. d: p<0.05で 有 意 差

buffer solution(1%ウ シ血清アルブ ミン含有0.1M

リン酸塩緩衝液pH7.0)を 加 え,さ らにポ リスチレン

ボールに結合している抗secretory componentを37。C

で1時 間反応させ,被 検slgAを 結合させた。

第2段 階として,上 記反応後のポリスチレンボールを

PBS(0.1Mリ ン酸塩緩衝液:phosphate buffersolu-

tion)に て洗浄し,次 にポ リスチレンボールに結合 して

いるslgAのIgAの 部分に酵素(ペ ルオキシダーゼ)

を標識 した抗lgA抗 体 を,室 温1時 間で反応結合させ

た。

第3段 階 として,上 記反応後のポリスチレンボールを

PBSで 洗浄後,結 合 した酵素部分を定量するため酵素

基質(オ ルトフェニレンジアミン+4mMH202)を 加

え,室 温30分 で反応させ,1N硫 酸 にて反応停止,呈

色溶液を波長492nmに て,分 光光度計で吸光度を測定

し,標 準物質より得 られた測定値にて検量線を作成し,

それによって,各 々の被検slgAを 算 出した。喀痰1g

あた りのslgA量 を μgで 表 した。BALF検 体 におけ

るslgAはlysozyme活 性 と同様albumin濃 度比で表

した。

白血球はネフロステイック-L(小 野薬品)に よる半

定量法(試 験紙法)に よった。判定の(+)は400× 検

鏡1視 野につき白血球5～15個 に相当する。

Lactoferrin, lysozymeの 試験管内における結核菌

発育抑制効果はマイクロタイター法によつた。すなわち

日常検査として行われているマイクロタイター法による

結核菌感受性スペクトル検査用培地(極 東)の 製品構成

法に準 じた。薬剤無添加の1%小 川培地を3列,分 注作

成 した。1列 は菌発育陽性のための対照用,2列 目は各

濃 度 のlactoferrinを 添 加 し,3列 目 は各 濃度 の

lysozymeを 添加 した。標準菌株としてBCG,H37Rv

の2種 について検討 した。培養後対照が柵となった時,

各 濃度の抗菌物質含有培地上の菌の発育を+,++,+++,

++++として 判 定 した。

結 果

1)　喀 痰 中 の感 染 防 御 因 子

喀痰 中 の結 核 菌 塗 抹(+)群,塗 抹(-)培 養(+)

群,お よ び塗 抹,培 養 と も に(-)群 の3群 に分 け,

lactoferrinに 関 し て は25症 例,lysozymeお よ び

slgAに 関 して は,17症 例 に つ い て し らべ た。

結 果 は表1に 示 す ご と く,lactoferrin titerの 平 均

値 ±SDは,塗 抹(+)群(8例)で は1:340±187,

塗 抹(-)培 養(+)群(6例)で は1: 240±80,そ

して 塗 抹,培 養 と も に(ｰ)群(11例)は 1: 149±97

で,塗 抹(+)群 は塗 抹(-)培 養(-)群 に く らべ 有

意(p<0.02)に 高 値 を 示 した。

SlgAに 関 して は塗 抹(-)培 養(+)群 は塗 抹(-)

培 養(-)群 に く らべ て 有 意(p<0.05)に 高 か った。

Lysozymeは,塗 抹(+)群 お よ び 塗 抹(-)培 養

(+)群 と も,塗 抹(-)培 養(-)群 に く らべ て,平

均値 は高 か った。

2) BALFの 感染 防御 因子

表 2 BALF中 排菌 陽性例 お よび陰性 例 の防御 因子

数値 はM±SD
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表3　 喀痰中の各防御因子の相関関係

表4　 喀痰中排菌陽性例および陰性例の喀痰中白血球

BALF中 の排菌(+)11例(全 例塗抹(-),培 養

のみ(+)例)と 培養(-)3例 について,防 御因子

との関係を表2に 示した。3種 の防御因子 とも,平 均値

は排菌(+)例 において,(-)例 とくらべて高値を示

したが,有 意差はなかった。

3)　感染防御因子間の相関関係

喀痰中におけるこれら防御因子間の相関関係は表3に

示 した。 検 査 項 目3者 間 の 各 々 の 相 関 を,排 菌 の有 無 と

関 係 な く合 計 例 で み る とlactoferrinvs.sIgA, lacto-

ferrinvs. lysozyme,お よ びlysozymevs.sIgAの

問 にお いて 正 の 相 関 係数 を示 した が,統 計 学 的 に有 意 相

関 は認 め られ な か った。 ま た排 菌(+)と(-)の 症 例

別 で も,こ の3項 目の 問 に有 意 相 関 は な か った。

BALFに つ い て も同 様 の 関 係 を検 した が,有 意 相 関

は認 め な か つた。

4)　 喀痰 中 の 白血 球 と感 染 防 御 因 子

喀痰 中 の 白血 球 と排 菌 の有 無 と の関 係 につ いて 表4に

示 した 。 排 菌(+)(培 養(+)も 含 む)と(-)と の

症 例 間 に お いて,白 血 球 数(-～+)と は関 係 はな か っ

た。 次 に 白血 数 と3種 の防 御 因 子 と の相 関 を しらべ,表

5に 示 した。 排 菌(+)例 に お いて 白血 球 数vs.lacto-

ferrinの 間 に有 意 相 関(r=0.734,p<0.01)を 認 め

た。 白血 球vs.lysozyme,白 血 球vs.slgAの 問 に は

排 菌(+)例,(-)例 と も有 意 相 関 は認 め られ な か っ

た。(な おBALF中 の 白 血 球 数 は誤 差 が 大 きい の で測

定 して いな い。)

表5　 喀痰中白血球と防御因子の相関関係

*p<0 .01に て有意相関
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表6　 結 核 菌(BCG,H37Rv株)の 発 育 抑 制 に お よ ぼすLactoferrinの 影 響

表7　 結核菌(BCG,H37Rv株)の 発育抑制におよぼすlysozymeの 影響

5)　試 験 管 内実 験 に よ るlactoferrin, lysozymeの

結 核 菌発 育 抑 制 作 用

標 準 結 核 菌 株BCG,お よ びH37Rv株 につ いて,そ

の 発育 抑 制 に お よ ぼ すlactoferrin,お よびlysozyme

の 影響 を し らべ た。

Lactoferrinに つ い て は 表6に 示 し た 。 す な わ ち

lactoferrin100μg/ml, 1000μg/ml で BCG株,

H37Rv株 両 者 とも対 照 と くらべ て,発 育 の軽 度 抑 制 が み

られ た。

Lysozymeに 関 し て は 表7に 示 し た。Lysozyme

1000μg/mlでBCG株 の完 全 発 育 抑 制 が み られ,ま た

H37Rv株 も対 照 と く らべ て,抑 制 を認 め た。

考 察

Lactoferrinは 体 液中 に広 く存 在 し,気 管 支 分 泌 液 や,

喀 痰 中 に も多 く含 まれ て お り,そ の他 白血 球 由来 の もの

も多 い5)の 。 そ の 生理 作 用 の一 つ と して抗 菌 作 用 が知 ら

れ て い るが,臨 床 的 に 結 核 菌 に対 す る作 用 に つ い て は報

告 さ れ て い な い 。Guerrantら2)は 糞 便 中 のlacto-

ferrinを 測 定 して 糞 便 中 の 多 核 白血 球 と比 例 し,腸 管

感 染 症 の 診 断 に有 用 で あ る と報 告 して い る。 ま た 喀痰 中

のlactoferrinに つ い て はHarbitzら8)は 慢 性 気 管 支

炎 に つ い て 報 告 し,平 均 濃度 は0.7g/l(700μg/ml)

で あ る と述 べ て い る。

本 研 究 の 結 核 患 者 の 喀 痰 中 のlactoferrin濃 度 は,結

核 菌塗抹(+)群 にお い て平 均 値 は1:340で 約170μg/

mlに 相 当 して お り,Harbitzの 報 告 した気 管 支 炎 の症

例 よ り低 値 を示 して いた 。 しか し本 報 告 で は塗抹(+)

群 は塗 抹,培 養 と も に(-)群 と く らべ て 有 意 に 高値 を

示 して い た。 ま たBALF中 にお いて も平 均値 で み る と,

排菌例に高値を示した。また被験例は二次感染をおこす

可能性のある微生物をみとめなかった症例を検 している

ことから考え,結 核患者のlactoferrinの 測定は病巣の

活動を知るための1つ の因子 として有用性があると考え

られた。

Lysozymeは,肺 胞マクロファージ由来のものであ

り,ま た好中球や単球からも分泌されると言われている。

その殺菌機序としては,細 菌細胞膜のムコポリサッカラ

イ ドを破壊すると考えられている。Harbitzら8)は 慢

性閉塞性肺疾患の喀痰中のlysozymeとlactoferrin

につ いて,粘 稠度との関係に関して述べ,Millerら9),

Iaconoら10)は 試 験管内実験にてlysozymeの 抗 細菌

作用を報告 している。本報告でも喀痰,BALF中 の結

核菌(+)例 において平均値で高値を示したことは,結

核菌に対 して も抗菌作用があるため,白 血球やマクロ

ファージか らの動員があることが考えられた。

SIgAは 先 述の2者 とは異なり,抗 菌物質とは言えな

いが,免 疫グロブリンの1つ としての防御因子である。

SlgAは2分 子 のそ のFc部 分で粘膜腺で作 られた

secretory componentのJ鎖 を介 して結合して分泌さ

れると言われる。SIgAの 気道粘膜における防御作用と

して,ウ イルスや細菌などの感染因子に対してこれを凝

集 して増殖を抑制すると言われ,呼 吸器疾患についての

報告 もみ られる11)～13)。門14)はBALFの 免疫 グロブリ

ンとlysozymeに つ いて報告 し,慢 性気管支感染症,

および肺結核症のBALF中 のIgAは 低下し,こ れは感

染防御能力の低下 を意味すると述べている。寺井15)は

気 管支喘息,慢 性気管支炎症例の喀痰上澄中のIgAと

lysozymeを 測定 し両者の間に正の相関がある知見を報

告 している。Reitamoら16)も 生理的状態において気管
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支 分泌液,そ の他の体液のsIgAとlysozymeと は同

じような分布状態を示 していると報告 している。

われわれ17)も またBALF中 のsIgAを 測定 し,気 管

支炎で高く,次 いで肺結核,肺 癌の順であることを報告

しているが,本 報告では喀痰,お よびBALF中 のsIgA

が排菌(+)例 において,平 均値で高値を示 したことは,

結 核菌にたいしても発育抑制に関与 していることが考え

られた。

これらの感染防御因子の相互関係について喀痰で検 し

たところ,各 因子間において正の相関係数を認めたが,

有意相関はなかった。 これは,感 染防御因子は他に多 く

の因子が関与 していることが推察され,特 に結核菌に対

しては細胞性免疫の関与は,当 然考慮せねばならない。

また線毛等による物理的防御機能18)も 加わるであろう。

白血球と防御因子にっいて福島ら19)は,肺 結核症の

BALF中 の好中球 とlysozyme値 の間に相関は認めら

れなかったと述べ,安 岡ら4)は,細 菌感染症における局

所のlysozymeの 上昇 は,好 中球 に由来すると述べて

いる。本研究で は,lactoferrinと 白血球の間に,有 意

相関がみられ,喀 痰中のlactoferrinは,白 血球特に好

中球由来のものが多いと考えられる。 これは結核菌はま

ず好中球に貧食されるが,さ らに菌の増殖により崩壊 し

た好中球および菌は,マ クロファージに貧食されるとい

われているように20)病巣 の活動性 と多核白血球に関係

があると思われる。

最後に標準結核菌株に対するlactoferrin, lysozyme

の影響を検した結果,い ずれも,高 濃度において菌の発

育抑制作用を認めたが,こ れは正常の血中濃度範囲では,

抑制作用はないが,感 染防御因子の1つ であることを示

したものである。

これらの防御因子は,結 核菌の存在によりマクロファー

ジが活性化され,結 核菌処理に働き,ま た,マ クロファー

ジの活性化の結果lysozymeが 局所に放出される2 1 ) 。

一方 ,白 血球由来のlactoferrinの 産生の増加,さ らに

気管支分泌液中のsIgAの 増加等が結核菌の発育抑制に

関与することが考え られた。本研究で行った3因 子のみ

が直接結核菌に作用 しているとは断定できないが,試 験

管内実験も含め宿主の感染防御能を知るための1つ の指

標と思われる。そしてこれ らの物質が高値を示すことは,

結核菌に対する生体の防御機能の亢進が考えられる。一

方,結 核菌が多 くてもこれ らの物質が低値を示す場合

(標準偏差値が大 きく低値を示 した例があること)は,

生体の防御機能の低下と,感 染によるこれらの物質の消

費 も考慮せねばならない。そのため,さ らに臨床経過と

の関係について検討する必要があると考える。

長岡22)は,喀 疾中には提供 し得る病態生理的情報を

数多 く内蔵 しており,喀 痰学には検討すべき主題が多数

存 在 す る と述 べ,ま たGoldsteinら23)はBALF検 査

の 重 要 性 を 強調 して い るよ うに,こ れ らの化 学 分 析 は,

今 後 さ ら に重 要 な 検査 の1つ で あ る と思 わ れ る。

結 語

肺 結 核 患 者 の 喀 疾 お よ びBALF中 の感 染 防 御 因 子 で

あ るlactoferrin, lysozymeお よ びsIgAを 測 定 し,

排 菌 との 関 係 を 検 討 した。

喀 痰 中 結 核 菌 塗 抹(+)群 のlactoferrinは,塗 抹

(-),培 養(-)群 に く らべ て有 意 に高 か った。SIgA

は塗 抹(-),培 養(+)群 に お い て,塗 抹(-),培 養

(-)群 と く らべ て 有 意 に高 か った。Lysozymeは 排 菌

(+)群 におい て,(-)群 と く らべ て有 意 差 は な か っ た。

BALF中 の これ らの 因子 は,排 菌(+)群 に お い て,

(-)群 と くらべ て 有 意差 は な か った。

喀 痰 中 の こ れ ら3種 の 防御 因子 の相 互 関係 は,(+)

の相 関 係 数 を 示 した が,有 意 相 関 は認 め られ な か っ た。

喀 痰 中 白 血 球 は,排 菌(+)群 に お い て,lacto-

ferrinと 有 意 相 関 を 認 あ た 。

試 験 管 内 実 験 にお い て,lactoferrin, lysozymeの

高 濃 度 は,標 準 結 核 菌 株 にた い して発 育 抑 制 作 用 を認 め

た。
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