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Pleural fluids obtained from 26 patients with tuberculous pleurisy (T-group), 11 with

 parapneumonic pleurisy (B-group) and 21 with malignant pleurisy (M-group) were tested 

for their biologic parameters and cytokine concentrations.

1) The average age of T-group was over 10 years lower than that of M-group with a sta-

tistically significant difference.

2) The average CRP value of B-group and the positivity on PPD skin test of T-group 

were higher than those of the other groups, respectively.

3) Yellowish pleural fluids were mainly observed in T- and B-group, while bloody pleural

 fluids were mostly seen in M-group with a statistically significant difference. The aver-

age total protein amount and adenosine deaminase value in pleural fluid significantly in-

creased in T-group. The percentage of polymorphonuclear leukocytes showed a significant 

increase in B-group, while lymphocytes significantly increased in T-group with a statisti-

cally significant difference.

4) Although no significant difference in concentrations of IL-1ƒÀ, IL-2, IFN-ƒÁ and TNF-

a in serum was noticed among the three groups, the average concentrations of IFN-ƒÁ 

and TNF- a in pleural fluid in T-group were significantly higher than those in the other 

groups.

*From the Second Department of Internal Medicine, Nagasaki University School of Medi-

cine, 1-7-1 Sakamoto, Nagasaki 852 Japan.
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5) TNF- a -mRNA of mononuclear cells in pleural fluid was strongly expressed in 3 out 

of 11 patients of T-group, while no expression was observed in 6 patients of M-group.

In conclusion, the measurement of concentrations of two kinds of cytokines in pleural 

fluid, IFN-ƒÁ and TNF-ƒ¿, may be clinically useful for the differential diagnosis of 

tuberculous pleurisy from parapneumonic pleurisy and malignant pleurisy.
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は じ め に

結核性胸 膜炎は現在 で も地域 に よっては胸水貯留性疾

患の約25%を 占める重要 な疾患 である1)。 しか し,結 核

性胸 膜炎の診断は容易 ではな く,胸 水 の性状 のみか ら他

の胸水 貯留性疾患 と区別で きる とは限 らない。 とくに癌

性胸 膜炎 と鑑別するためには胸膜生検 を必要 とす る症例

も少な くない。

結核性胸 膜炎の確 定診 断には胸水 中の結核菌の証明や,

胸 膜生検 に よる胸膜組織 の病理学 的診 断が重要であ る。

近年,結 核 菌の検 出にはpolymerase chain reaction

(PCR)法 が用 い られる ようにな り,呼 吸器系 の臨床 検

体か らの迅速診断 も可 能になった2)3)。しか し,結 核 性

胸膜炎における胸水 中の結核菌 の塗抹 あるいは培養陽性

率は約50%と 低 く4),PCRを 用 いて も60～80%程 度の

陽性 率である2)4)。また,結 核菌 の直 接証 明以 外 の特異

的 な 補 助 的 診 断 法 と し て,胸 水 中 のadenosine

 deaminase(ADA)や リゾチーム測定 の有用性が報告

されているが,そ の感度 と特異性 は報告者 によ りさまざ

まである5)～10)。・

一方
,結 核 菌感染 に対 する宿 主免疫応答の研究が進み,

各種 サイ トカイ ンが結核結節 の形成 を始 めとす る結核症

の特徴 的な病態生理 に深 く関与 していることが次第 に明

らかになって きた11)～18)。今 回われわれは,結 核 性胸 膜

炎患 者における血清 お よび胸水 中サ イ トカイン濃度 を測

定 し,細 菌性 お よび癌性胸膜炎患者 のそれと比較す るこ

とに より,サ イ トカイ ンによる結核性胸膜炎 の間接的 な

診断が可能か どうかを検討 したので報告す る。

対象症例 と方法

1)対 象症例

1993年4月 より96年4月 までに当科お よび関連施設 を

受診 した胸水貯留患者 のうち,最 終的 に結核性胸膜炎,

細 菌性胸膜 炎および癌性胸膜炎 の診断が得 られ た58症 例

を対象 とした。各疾患 の診 断根拠 につ いて1は 結核性胸

膜 炎(T群)は 胸水 中または喀痰 中に結核菌が証明 され

た症例(14例),胸 膜生検 にて病理学的診断が得 られた症

例(6例),臨 床所見や胸水 の性状,治 療 経過 よ り結核

性 と診断 された症例(9例)と した。細菌 性胸 膜炎(B

群)は 胸水神 よ り起炎菌が証明 され るか(2例),あ る

い は臨床所見 よ り本疾患が疑われ抗菌薬 の投与 によ り軽

快 した症例(9例)と した。癌性胸膜 炎(M群)は 胸水

中あ るい は胸膜 よ り悪性 細胞 が証明 された症例(21例)

と した。

2)血 液 ・生化学 ・皮内反応検査

末梢静脈血 を採取 し,以 下の検査 を施行 した。白血球

数,白 血球分画(好 中球,好 酸球,好 塩基球,単 球,リ

ンパ球),CRP,赤 沈値。 また,PPD皮 内反 応検 査 を

施行 した。

3)胸 水検査

胸水 を採取 し,以 下の検査 を施行 した。肉眼的観察 に

よる胸水の性状(黄 色,血 性 の別),比 重,リ バ ル タ反

応,蛋 白量,LDH,ADA,CEA,細 胞分画(好 中球,

好酸球,組 織球,リ ンパ球)。

4)細 菌学的検査

喀痰お よび胸水 の塗抹標本を作成 し,グ ラム染色 とチー

ルネルセ ン染色 にて一般細菌お よび抗酸菌 の有無 を検討

した。 また同時 に,培 養検査 を施行 し,陽 性 の場合 は菌

種 を同定 した。 胸水 で は結核 菌の遺 伝子 診 断 と して,

Protein antigen b(Pab)遺 伝 子 を標 的 とした結核

菌PCR2)も 併せて施行 した。

5)血 清 中 お よび胸 水 中 の サ イ トカ イ ン濃 度 測 定

サ イ トカ イ ン測 定 用 のEnzyme-linked immuno-

sorbent assay(ELISA)キ ッ ト(ト ー レ ・フ ジ バ イ

オニ クス株 式 会社)を 用 い,血 清 中 お よ び 胸 水 中 のin-

terleukin-1β(II」-1β),II」-2,interferon gannrna

(IFN一 γ),tumor necrosis factor alpha(TNF一 α)

を測 定 した 。 方 法 の概 略 は,各 サ イ トカ イ ンに対 す る抗

サ イ トカ イ ンマ ウス モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 が コ ー テ ィ ン グ

され た96穴 のmicrotiter plateを 用 い,6段 階 の標 準

液,陽 性 コ ン トロー ル血 清,お よ び 臨 床 検 体 を 各50μl

ず つduplicateで 分 注 し,同 時 に酵 素(HRP)標 識 抗

ヒ トサ イ トカ イ ン抗 体 を50μl加 え,室 温 で2時 間,

microplate mixer(MicromixerMX-4,三 光 純 薬)
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に て700rpmで 振 盪 培 養 した 。 そ の 後,20%のTween

20洗 浄 液400μlで3回 洗 浄 した 後,Tetrarmethylben-

zidineを 含 む基 質 液200μlを 加 え,さ ら に 室 温 で15分

間,700rpmで 振 盪 培 養 し た 。 培 養 後,反 応 停 止 液

(1.8N硫 酸)50μlを 加 え,吸 光 度 計(Microplate

 Reader MR600,Dynatech Laboratories)に て450

nrnの 吸 光度 を測 定 した 。測 定 結 果 は す べ てduplicate

の 平均 値 と して算 出 し,標 準 液 の 測 定 結 果 よ り作 成 した

標 準 曲線 か ら各 検 体 中 のサ イ トカ イ ン濃 度 を決 定 した 。

サ イ トカ イ ンの測 定 限界 値 は,そ れ ぞ れIL-1β が6.3pg

/ml,IL-2が0.2U/ml,IFN-γ が0.11U/ml,TNF-

αが1.9P9/mlで あ っ た 。

6)Reverse transcriptase(RT)-PCR法 に よ る

サ イ トカ イ ン発 現 の検 討

a)末 梢 血および胸水 中の単核球分離

患者の末梢血10rmlお よび胸水50mlを ヘパ リン加 採

取 し,Ficoll-Paque法19)20)に て単核球系の細胞 を分 離

した。なお,こ の細胞 中には95%以 上 の単核球系細胞が

含 まれ,viabilityも95%以 上 である こ とを トリパ ンブ

ルー染色 にて確 認 した。

b)RNAの 抽 出

得 ら れ た 単 核 球 系 細 胞 か らacid guanidinium-

phenol-chloroform(AGPC)法21)に てRNAを 抽 出

した 。 そ の概 略1は 細 胞 をguanidine含 有 溶 液 で 溶 解

後,phenolとchloroformに てRNAを 抽 出 し,

isopropanol沈 殿 と洗 浄 後 に滅 菌 蒸 留 水 に再 浮遊 さ せ,

一 部 は 希 釈 してRNAの 濃 度 を260nmの 吸 光 度 で 測 定

した 。

c)RT-PCRとcompetitivePCRに よるTNF-α-

mRNAの 半 定 量

Barnesら の 方 法 に 従 い,抽 出 し たRNAか ら

cDNAを 合 成 し15),competitivePCRに てTNF-α 。

mRNA発 現 の 有 無 を半 定 量 した 。 具 体 的 に はmRNA

5μgか らRNaseH reverse transcriptase(Super-

scriptTM,GibcoBRL)に よ りcDNAを 合 成 し,そ

の最 終 濃 度 が0.1μg/μlに な る よ う に 調 整 して,5本

のrmicrotubeに10μlず つ 分 注 し た(各 々1μgの

cDNAを 含 有)。 そ れ ぞ れ に ヒ トTNF-α に 対 す る

competitor(TNF-αPCR Mimic,Clontech Labo-

ratories,Inc.)を 最 終 濃 度 が1,10-1,10-2,10-3,10-4

 attomole(amol)/tubeと な る よ う に 加 え,添 付 の

primer(HumanTNF-αamplimer set,Clon-

tech Laboratories,Inc.)と と も にPCRを 施行 した。

PCRの 条 件 はdenaturationが94℃ で45秒 間,an-

nealingが60℃ で45秒 間,extensionが72℃ で2分

間 で,こ れ を35サ イ ク ル 行 い,最 後 に72℃ で7分 間 の

extensionを 施 行 した 。PCR産 物 の 検 出 に は3%ア ガ

ロースゲル内電気泳動 を行い、エチ ジウムブロマイ ド染

色 にて観察 した。mRNAの 発現の強 さは,検 体お よび

competitorか ら のPCR産 物(そ れ ぞ れ444bpと

617bp)の バ ンドの濃 さを比較 し,ほ ぼ同等 で あっ た検

体 中のcompetitorの 濃度 とほぼ等量であると仮定 した。

7)統 計学 的処理

計数デー タであるPPD皮 内反応陽性率,胸 水の性状,

リバル タ反応 陽性率 については各群 間で分割表を作成 し,

Z2検 定 を行った。その他 のADAやTNF-α 等 の測 定

値の計量 デー タについては分散分析 を用い て3群 間の比

較検討 を行った。

結 果

1)症 例背景

58症 例の内訳 は男性34名,女 性24名 で,年 齢 は23歳 か

ら90歳,平 均年齢 は626歳 であった。疾患別 の症例 数 は

T群 が26例(男 性17例,女 性9例,平 均 年齢56.2歳),B

群が11例(男 性8例,女 性3例,平 均 年齢63.8歳),M

群が21例(男 性9例,女 性12例,平 均年齢69.9歳)で あっ

た。各疾患群の性別に有意差 はみ られなかったが,年 齢

で はT群 の平均年齢がM群 よりも有意差 を もって10歳

以上低か った。

2)血 液 ・性化学 ・皮内反応検査(表1)

各群 にお ける末梢 血白血球数,白 血球 分画,CRP,

赤沈値の各平均値 と標準偏差,お よびPPD皮 内反応 の

陽性率 を表1に 示 した。白血球数の平均 値 はM群 お よ

びB群 で増加 し,T群 では正常 範 囲内で あ ったが,統

計学的 な有意差 はみ られ なかった。CRPはB群 の平均

表1血 液 ・生化学 ・皮内反応検 査

a:平 均値 ±標準偏差
b:症 例 数

*p<0.05
**p<0.01
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表2胸 水検査成績

a:症 例数
b:平 均値 ±標準偏差

*p<0.05
**p<0.01
***p<0.001

*p<0.05

**p<0.01

図1各 疾患群における胸水 中IFN-γ の濃度

値が12.9と 高 く,他 の2群 との間に有意差がみ られた。

赤沈値 は3群 間で差 はみ られなかったが,PPD皮 内反

応 の陽性率 はT群 で80%と 高 く,他 の2群 と有意 差が

み られた。

3)胸 水検査(表2)

胸水 の性状 は 丁群お よびB群 では黄色胸 水 が多 く,

M群 では血性胸水が多 くみ られ,統 計学 的 に有意 差が

み られた。胸水の比重,リ バル タ反応 陽性 率,LDHは

3群 間で有意差 はなか ったが,蛋 白量お よびADAはT

群 の平均値がそれぞれ4.8g/dl,67U/Lと 高値 を示 し,

他群 との間に有意差がみ られた。CEAはM群 で5ng/

ml以 上 の高値 を示 した症例が66.7%(12/18)に み られ

た ものの,3群 間で有意差は なかった。細胞分 画で は,

好 中球 の比率がB群 で高 く(約52%),M群 との間に有

意差が みられた。 リンパ球 はT群(約65%)お よびM

群(約60%)で 高い傾向がみ られ,T群 とB群 間で有

意差が み られた。組織球お よび好酸球の比率に差 はみ ら

れなかった。

4)細 菌 学 的 検 査

T群 の胸 水 で 抗 酸 菌 の 塗 抹 陽 性 例 は み られ なか ったが,

培 養 で20%(5/25),PCRで20%(3/15)に 結 核 菌 が

検 出 さ れ た 。 ま た,喀 痰 か らは 塗 抹 で13.6%(3/22),

培 養 で31.8%(7/22)が 結 核 菌 陽 性 で あ っ た 。 一 方,B

群 の胸 水 で はR).aerugino8aと α-streptococciが 各1

例 か ら分 離 さ れ,M群 の 胸 水 か らは 有 意 な微 生 物 は検

出 さ れ な か っ た。

5)血 清 中 お よ び胸水 中 のサ イ トカ イ ン濃 度(図1,2)

血 清 中 のサ イ トカ イ ン濃 度 測 定 で は,IL-1β,IL-2,

IFN-γ,TNF-α のす べ て に お い て 有 意 差 は み られ な

か っ た 。一 方,胸 水 中の サ イ トカ イ ンで は,IL-1β お よ

びIL-2は3群 間 で差 はみ られ なか った もの の,IFN-γ

**p<0.01

図2各 疾患群 における胸水 中TNF-α の濃度
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図3competitivePCRに よる

TNF-α-mRNAの 半 定 量 例

はT群 で他 の2群 よ りも有 意 に高 く(図1),TNF-α

もT群 で高値 を示 し,M群 との間に有意差 が み られ た

(図2)。

6)TNF-α-mRNAの 発 現(図3)

T群 の胸 水11例 の う ち3例 にTNF-α-rmRNAの 発

現 が 認 め られ た。 発 現 の 強 さはRNA1μgに 対 して そ れ

ぞれ10-1,10-2,10-3amolが 各1例 で あ っ た 。 図3

に は10-2amolと 定 量 さ れ たcompetitive PCRの 例

を示 した 。 一 方,M群 の6例 で は い ず れ もTNF-α-

mRNAの 発 現 は 認 め られ な か っ た 。

考 察

胸水 の原因疾患 として1は 結核症,悪 性腫瘍,う っ血

性 心不 全な どの頻 度が高いが,こ れ らの疾患 を鑑別す る

ことは困難な場合 も少 な くない。年 間5万 人 の結核新規

罹患者 数があるわが国では,や は り結核性胸膜炎 を抜 き

に して胸水 の鑑別診 断を進 めることはで きない。結核性

胸膜 炎の診 断には,胸 水 中の結核菌の証明が第一であ る

が,陰 性 な らばコープ針や胸腔鏡下の胸膜生検 によ り病

理学 的に診 断す る。 しか し,患 者侵襲の面か ら,容 易 に

採取で きる胸水か ら特異的 に補助的診断がで きれば好都

合で ある。

今 回のわれわれの検討では,第1に,従 来か らの指摘

の ように結核性胸水の性状 は黄色が多 く,血 性胸水 が多

か った癌性胸水 とは明 らかに差がみ られた。 しか し,結

核 性胸膜炎の経過中に胸水 が しだいに血性 になる例 もし

ば しば経験 される ことであ り注 意が必要 である。また,

胸水 中の蛋白量,ADA,リ ンパ球 数は結 核性 で有 意 に

高値 を示 し,従 来の報告 とよ く一致 した6)～10)。しか し,

ADAの 参 考値 として は33～47U/L以 上(血 清比 で は

1.1～1.5以 上)6)7)9)がよ く用 いられるが,わ れわれ の症

例 で33U/L以 上 の ものは,T群 で24例 中21例(87.5%),

M群 で17例 中1例(5.9%),お よびB群 で8例 中4例

(50%)で あった。つ ま りT群 の約12%の 症 例 はADA

が正常 で,B群 の50%は 高値であ ったこ とか ら,ADA

が必ず しも結核 性胸膜 炎の鑑 別に有用 な症例 ばか りでは

ない ことが示 唆 された。

第2に,今 回 の 目的 で あ る胸 水 神 のサ イ トカ イ ンの 検

討 で は,血 清 中 の サ イ トカ イ ン濃 度 に有 意 差 は なか った

もの の,胸 水 で はIFN-γ とTNF-α がT群 で 有 意 に 高

く,明 らか に診 断 的意 義 が あ る もの と思 わ れた 。すで に,

IFN-γ9)11)～13)15)17),TNF12)15)18),IL-113),IL-212)13)15),

IL-614),IL-1012)15),IL-1216)に 関 す る報 告 が み られ,

いず れの サ イ トカ イ ン も結 核 性 胸 水 で 増 加 して い る 。 わ

れ われ の 成 績 で はIL-1β とIL-2の 増 加 は み ら れ な か っ

たが,IL-1β は膿 胸 で 高 く,結 核 性胸 水 で は低 い とす る

報 告22)や,結 核 性 胸水 中 の 単 核 球IL-2-mRNAの 発 現

は増 強 して い る に もか か わ ら ず,IL-2濃 度 は 血 清 中 と

同 等 で あ った との 報 告i5)も あ り,測 定 法 の 感 度 や 症 例

の 病 期 に よる 影響 な ど も今 後 考慮 す る必 要 が あ る と思 わ

れ る。

結果的に今 回の検討 で明 らか にされ た要点 は,IFN-

γとTNF-α の最低2種 類 のサ イ トカインを測定す るこ

とに より,3つ の主要 な浸 出性胸水 を きたす疾患 の鑑 別

が可 能 となったこ とである。つ ま り,IFN-γ とTNF-

αがいず れ も高値 を示す場合 は結核性胸水,TNF一 αの

みが高値 の場合 は細菌性胸水,い ずれ も低値の場合は癌

性胸水 であると推測す ることがで きた。

TNF-α は感染性の胸水,と くに膿胸で高値 とな る こ

とが報告 されてお り23)さらにIL-8を 強力 に誘導 して好

中球 を動員す ることが知 られてい る。われわれの症例 の

B群 において も有意差はなかったが高値 を示 した ことか

ら,TNF-α の上昇は感染症 を一般的に反映す る もの と

考 えられ る。一方,LFN-γ は結核性胸水 に特異的であっ

た ことか ら,こ の2つ のサイ トカイ ンの濃度測定が大 ま

かな胸水 の鑑別に有用 であろ うと思 われた。

第3に,胸 水 中の単核球系細胞 を採取 し,TNF-α 産

生細胞 が 感染局 所 に集積 してい る こ とを,TNF-α-

mRNAに 対す るRT-PCRで 明 らか に しよう と試 みた

結 果,TNF-α-mRNAの 発 現 はT群 の11例 中3例

(27.3%)で 強 く認 められ,M群 で はみ られ なか った 。

IFN-γ-mRNAの 発現が増強 していた とす る報 告 はす

でに胸膜組織12)や胸水 中の単 核球 系細 胞15)で み られる

が,TNF-α-mRNAの 発現増強 を実際 に胸水 中の単核

球で証明 した報告 はない。

今 回の検討で は陽性例が認め られた ものの,頻 度は30

%以 下 と低値であ った。その理由 としては,TNF-α は

Th1細 胞や活性化マ クロファージか ら産生 され るため,

これ らの細胞が胸水 中に少数 しか存在 しない場合 に1は

これ を効率良 く採取 し,RT-PCRでrnessageの 発現

まで確 かめる ことは容易 ではないこ とが示唆 された。わ

れ われ の成績 は一応 の評 価 はで きる もの の,今 後 は
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competitive PCR法 よ りさらに高感度の方法 を検討 す

る必要 がある と思 われた。

結核症 における宿 主免疫 の主体 は細胞性免疫であ る。

とくにTh1リ ンパ球 やマクロフ ァー ジか ら産 生 され た

IFN-γ やTNF-α はautocrine,あ るい はparacrine

にマ クロファージ を活性化 し,結 核菌 に対す る貧食殺菌

能 を高め る。 しか し一方では,TNF一 αの発熱,倦 怠感

体重減少,胸 水貯留作用な ど,宿 主に とっては不利益 な

作用 も知 られてい る。今回の検 討の 目的の ように,結 核

性胸膜炎 に特異的 なサ イ トカインの動態 を診断のために

用い るとともに,今 後 はその コン トロール に関 して も研

究が必要であ ると思 われ る。

結 語

結核性胸膜炎(T)群26例,細 菌性胸 膜 炎(B)群11

例,癌 性胸膜 炎(M)群21例 にお ける胸水 を検討 し,以

下の結 果を得 た。

1)T群 の平均年齢 はM群 よ りも有意 に10歳 以 上低

かった。

2)CRPはB群 で高 く,PPD皮 内 反応 の陽性 率 は

T群 で高 く,い ずれ も他 の2群 との間に有意差 がみ られ

た。

3)胸 水の性状はT群 お よびB群 で は黄色 胸水 が 多

く,M群 では有意 に血性胸水 が 多 くみ られ た。蛋 白量

お よびADAはT群 で有意 に高値 を示 した 。細胞 分 画

で は,好 中球の比率 はB群 で,リ ンパ球はT群 で高 く,

そ れぞれM群 とB群 との間 に有意差がみ られた。

4)血 清 中のIL-1β,IL-2,IFN-γ,TNF-α の濃

度 に有意差 はなかったが,胸 水 中のIFN-γ とTNF-α

はT群 で高 く,そ れぞ れ他 の2群,お よびM群 との間

に有意差 がみ られた。

5)T群 の胸水11例 の うち3例 で胸水 中単核球系細胞

のTNF-α-mRNAの 発現 が強 く認 め られ た。 一方,

M群 の6例 では全例発現 はみ られなかった。
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