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結核性胸膜炎におけるリンパ球遊走因子 に関する研究
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LYMPHOCYTE CHEMOTACTIC FACTOR IN 

TUBERCULOUS PLEURAL EFFUSION

Takashi NAITO*, Morio OHTSUKA, Hiroichi ISHIKAWA,

 Hiroaki SATOH and Shizuo HASEGAWA

To evaluate whether lymphocyte chemotactic factor is involved in the accumulation of 

lymphocytes in tuberculous pleurisy, we measured lymphocyte chemotactic activity in 

tuberculous pleural effusions, and compared with that in malignant pleural effusions and 

transudate. 

 The lymphocyte chemotactic activity was measured in vitro with chemotactic chamber. 

The cells suspended in the culture medium was added to the upper well and the effusions, 

normal human serum (NHS), or culture medium were placed below nitrocellulose filter. 

The lymphocyte migration was quantified by counting the number of cells migrating be-

yond a distance of 70 pm from top of the filter in 5 selected fields. The chemotactic ac-

tivity of the effusions was expressed as a percentage of the control migration in the 

culture medium. When we used the freshly isolated peripheral blood lymphocytes as re-

sponding cells, the chemotactic activity was 176.0 •} 41.3% in tuberculous effusions, 115.1 

•} 53.8% in malignant effusions, 87.1 •} 16.1% in transudate, and 113.3 •} 24.2% in NHS, 

respectively. The activity of tuberculous effusions was significantly higher than that of 

transudate and NHS. When we used PHA-ctivated lymphocytes, the activity was 284.4 

•} 159.3% in tuberculous effusions, 123.1 •} 77.6% in malignant effusions, 75.8 •} 10.3% in 

transudate, and 52.6 •} 10.1% in NHS, respectively. The activity of tuberculous effusions 

was significantly higher than that of malignant effusions, transudate and NHS. The 

chemotactic activity of tuberculous effusions to PHA—activated lymphocytes was signifi-

cantly higher than that to freshly isolated lymphocytes. The activity was specific for T 

lymphocytes, and showed both chemotaxis and chemokinesis by checkerboard analysis. Gel 

filtration performed with Sephacryl S-200 revealed that the chemotactic activities in a
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tuberculous fluid had three peaks located in the regions between blue dextran and 

immunoglobulin G, near to human albumin and cytochrome c marker. The most potent 

activity was found at the region near human albumin.

 Lymphocyte chemotactic factor in tuberculous effusion may stimulate the migration of 

T lymphocytes, especially the activated T lymphocytes to the pleural spaces.

Key words : Tuberculous pleural effusion, 

Lymphocyte chemotactic factor, Activated 

lymphocyte, Lymphocyte motility

キー ワーズ:結 核性胸水,リ ンパ球 遊 走 因子,活

性化 リンパ球,リ ンパ球 運動 能

は じ め に

細胞性免疫反応 による炎症部位 には抗原特異的あ るい

は非特異 的なTリ ンパ球が多 数集積 してい るが,そ の

機序 と してTリ ンパ球 の循 環系 か らの移行 が 考 え られ

てお り,Tリ ンパ球 と血管 内皮細胞 との接着 に関与す る

細胞接着分子,血 管透過性,リ ンパ球 に対す る遊走 因子

(以下LCF),リ ンパ球 自身の運動能 な どが重 要 な因子

である と報告 されている1)～3)。

結核性胸膜炎 の病態 には細胞性免疫反応が 関与 してい

るこ とが知 られてお り,胸 水 中 にはTリ ンパ 球が 増加

し,特 に結核菌抗原 に特異 的なmemoryTリ ンパ球や

活性化Tリ ンパ球 が多 数存 在 して い るこ とが 明 らか に

なっている4)5)。 また,Tリ ンパ球 に関連 する種 々のサ

イ トカイ ンの存在 も明 らかになって きている6)7)。 結核

性胸膜 炎における胸水 中Tリ ンパ球 の集 積 の機序 と し

て,Tリ ンパ球 の循環系 か ら胸膜組織 内,胸 膜組織 か ら

胸腔 内へ移行 が推測 されるが,こ の点に関す る検討 は現

在 まで されていない。今 回われわれは,結 核性胸水 中へ

のTリ ンパ球 集積 に関与 する と推測 される因子 の うち,

胸水 中のLCFの 存在 の 有無 をin vitroで 測 定 し,悪

性胸水 や漏出性胸 ・腹水 と比較検討 した。

対 象および方 法

1)対 象

結核群(Tbc)11例(結 核 性胸膜 炎11例,男 性5例,

女性6例,平 均年齢48.7±22.0歳),悪 性 群(CA)10例

(肺腺癌癌性胸水10例,男 性5例,女 性5例,平 均 年齢

59.6±14.6歳),漏 出群(Trans)8例(肝 硬変腹水4例,

肝硬変胸水1例,心 不全胸水3例,男 性6例,女1生2例,

平均年齢62.6±14.6歳)を 対象 とした。結核 群 は胸膜 生

検あ るい は経気管支的肺生検 によ り病理組織学的 に診断

された例か喀疾,胸 水あ るい は胃液塗抹培養検査で結核

菌が証明 された例で,抗 結核薬で改善 した未治療の活動

期 症 例 で あ り,悪 性 群 は い ず れ も悪性 細 胞 が 胸水 細 胞 診

よ り得 られ た 肺 腺 癌 症 例 で あ る。 また,漏 出 群 は 体 液 中

の 蛋 白が2.5g/dl以 下 で,臨 床 的 に安 静 や 利 尿 剤 等 に

反 応 した症 例 で あ る。

2)末 梢 血 リ ンパ 球 の 作 製

健 常 人 末 梢 血 か らFicoll-Paque比 重 遠 心 法 で 単 核

球 を分 離 し,リ ン酸 緩 衝 生 理 食 塩 水(PBS,pH7.4)

で3回 洗 浄 後,10%fetal calf serum(FCS,M.A.

Bioproducts,Walkersville,MD)を 加 え たRPM上

1640(M.A.Bioproducts,Walkersville,MD)培 地

(FCS-RPMI)に 浮 遊 した 。 自 己 血 漿 を 表 面 に 塗 布 し

た プ ラ スチ ック シ ャ ー レ に 浮 遊 液 を 入 れ,37℃1時 間

CO2incubatorで 静 置 して付 着 細 胞 を除 去 し,非 付 着

細 胞 を リ ン パ 球 分 画 と して 採 取 した8)。 こ の 分 画 を

PBSで3回 洗 浄 後,0.4%bovine serum albumin

(BSA)(Sigma,St.Louis,MO)を 加 え たRPM-

1640培 地(BSA-RPMI)に 浮 遊 し,遊 走 活 性 の 測 定 に

用 い た 。 なお,リ ンパ 球 分 画 中へ の 好 中球 の 混 入 は ラ イ

ト染 色,単 球 は非 特 異 的エ ス テ ラ ーゼ 染 色 で 判 定 し,そ

れ ぞ れ0.5%以 下,2.0%以 下 で あ っ た。

3)PHA刺 激 培 養 リ ンパ 球 の作 製

FCS-RPMIに 浮遊 し た リ ン パ 球(1×106/ml)を

1.5μg/mlのphytohemagglutinin(PHA)(Difco,

Detroit,MI)で 刺 激 培 養 し,3日 後 に新 鮮 培 地 に 変 更

後,さ ら に4日 間 培 養 し た9)。PBSで3回 洗 浄 後,

BSA-RPMIに 浮遊 し遊 走 活 性 の測 定 に用 い た 。

4)Tリ ンパ 球,non-Tリ ンパ 球 の作 製

FCS-RPMIに 浮 遊 し た リ ン パ 球 と2-amino.

ethylisothiouronium bromide(Sigma,St.Louis,

MO)処 理 羊赤 血 球 とを1:50で 混 合 後,1500回 転5分

間 遠 心 し細 胞 を 沈殿 させ た 。37℃5分 間静 置 し,さ ら に

4℃2時 間 静 置 後,沈 殿 して い る細 胞 成 分 を軽 く浮 遊 さ

せ,Ficoll-Paque法 で,羊 赤 血 球 とロ ゼ ッ トを形 成 し

たTリ ンパ 球 分 画 とロ ゼ ッ トを 形成 しな いnon-Tリ ン
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パ球分画 に分離 した8)。Tリ ンパ球 分画 の羊 赤血 球 は

0.2%食 塩水 で溶血 させ,両 分画 の細胞 と もにPBSで3

回洗浄 し,BSA-RPMIに 浮遊 し,遊 走活性 の測定 に用

いた。

5)リ ンパ球遊走活性 の測定

遊 走活性 はchemotaxis chamber(BioRad,Ri-

chmond,CA)を 用 い て測 定 した。 上 室 にBSA-

RPMIで2×106/mlに 調 整 した リ ンパ球 浮 遊 液0.2

mlを,下 室 に100%濃 度あ るい はBSA-RPMIで10%

に希釈 した体液 あ るい は対 照 液(BSA-RPMI)を0.2

ml入 れ,孔 径8μmの ニ トロセル ロー ス膜(Sarto-

rius,Gottingen,Germany)で 境 し,37℃3時 間CO2

incubator内 で静置 した。 膜 を採取 後,エ タノ ール固

定ヘマ トキ シリン染色 を行 い,光 学 顕微 鏡400倍 で,1

区画0.14mm2の 領域 内で膜上面 か ら70μm以 上の深 さ

に進入 した細胞数 を任意 に5区 画計測 し,総 細胞数 を求

めた9)～11)。結核性胸水,悪 性 胸水,漏 出性胸 ・腹水

お よび正常人血清(NHS)に おけ る総細 胞数 を求 め,

各検体の リンパ球遊走活性は,対 照液 における総細胞 数

に対する比率 として表 した。

また,0,12.5,25,50%濃 度の結核 性胸 水 を,cha-

mberの 上室のみ,あ るいは下室のみ,あ るいは上下 室

同濃度になる ように入れ,上 室に リンパ球 浮遊液を2×

106/mlと なる ように調整 して入れ,遊 走 した リ ンパ球

数 を測定するcheckerboard assayを 行 った11)12)。

6)ゲ ル濾過法に よる結核性胸水 の分析

ゲ ル濾 過 法 に よ り結 核 性 胸 水 中の リ ンパ 球 遊 走 活 性 の

分 子 量 を検 討 した。1.6×70cmのSephacrylS-200カ

ラ ムで 結 核 性 胸 水1mlを 分 画 し,PBS(pH7.4)で12

ml/hの 速 度 で 流 出 させ,3mlず つ 採 取 した13)。 分 子

量 マ ー カ ー は,bluedextran(分 子 量200万),

ovalbumin(45000),cytochromec(12500),tryp-

tophan(204)(Sigma,St.Louis,MO)を 用 い た 。

末梢 血Tリ ンパ 球 に対 す る遊 走 活 性 の 測 定 に は,偶 数

番 の 分 画 の 液 を用 い た 。

7)統 計 学 的 検 討

各 群 の 比 較 にはMann-Whitney検 定 を用 い,相 関 は

Spearmanの 順 位 相 関 係 数 を用 い検 討 し,p<0.05を 有

意 と判 定 した 。 測 定 値 は 平均 ±標 準偏 差 で記 載 した 。

結 果

1)胸 水 ・腹 水 の性 状

結核 群 の性 状 は,蛋 白 量5.2±1.2g/dl,ア ル ブ ミ ン

量3.0±0.3g/dl,ADA濃 度75.7±28.7U/rnl,inter-

feron-γ(IFN-γ)濃 度879.3±651.6pg/rnl,細 胞 数

2412.5±891.0/μl,細 胞 分 画 中 の リ ンパ 球 比 率82.7±

20.7%,悪 性 群 の性 状 は,蛋 白 量4.6±0.5g/dl,ア ル

ブ ミ ン量2.8±0.4g/dl,ADA濃 度14.1±10.6U/ml,

IFN一 γ濃 度5.5±6.5pg/ml,細 胞 数1150.0±353.6/

μl,リ ンパ 球 比 率55.9±31.3%,漏 出群 の性 状 は,蛋 白

量1.8±0.6g/dl,ア ル ブ ミ ン量0.9±0.4g/dl,ADA

濃 度3.5±2.8U/ml,IFN一 γ濃 度1.7±3.1pg/rnl,

Fig. 1 Response of Lymphocytes to Body Fluid
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Fig. 2 Response of Lymphocytes Subpopulations to Tuberculous Pleural Fluid

Fig. 3 Response of PHA-activated Lymphocytes to Body Fluid

細胞 数483。3±388.4/μlで あった。なお,漏 出群 で は,

胸水 と腹水 の値 に差 はないので一緒 に扱 った。また,細

胞分画中の リンパ球比率は算定 していなかった。結核群

や悪性群は,蛋 白やアルブ ミン量が漏出群 より高値であっ

た。結核群は,ADAやIFN-γ 濃度,細 胞 数,リ ンパ

球比率が悪性群 よ り高値であ った。

2)新 鮮 末 梢 血 リ ンパ 球 に対 す る遊 走 活 性

10%濃 度 の体 液 の対 照 液 に対 す る遊 走 活 性 は,結 核 群

が138.0±18.6%,漏 出 群 が110.6±27.2%で,NHSの

109.5±16.5%よ り有 意 に高 値 で あ っ た 。100%濃 度 で の

遊 走 活 性 は,結 核 群 が176.0±41.3%で,漏 出 群 の87.1

±16.1%,NHSの113.3±24.2%に 比べ 有意 に高 値 であ っ
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Table Checkerboard Analysis of Lymphocyte Chemotactic Activity 

in Tuberculous Pleural Fluid

Fig. 4 Sephacryl S-200 Column Chromatography of Tuberculous Fluid

た(Fig.1)。 また,結 核 群 で は100%濃 度 の 方 が10%濃

度 よ り高 値 で あ った 。 な お,漏 出 群 で は,胸 水 と腹 水 の

値 に差 は な い の で 一 緒 に 扱 っ た 。 対 照 液 お よ び100%濃

度 の 結核 性 胸 水 に お け る 遊 走 リ ンパ球 の 実 数 は,39.5±

18.2個 と61.5±21.5個 で あ っ た 。

3)結 核 性 胸 水 の リ ンパ 球 サ ブ セ ッ トに対 す る遊 走 活 性

10%濃 度 の結 核 性 胸 水 中 の遊 走 活 性 は,リ ンパ 球 全 体

で140.7±28.3%,Tリ ンパ 球208.8±66.2%,non-Tリ

ンパ 球110.7±29.5%で,Tリ ンパ 球 に対 す る 活 性 は ,

リ ンパ 球 全 体 やnon-Tリ ン パ 球 よ り高 値 で あ っ た

(Fig.2)。 ま た,リ ンパ 球 全 体 に対 す る活 性 は,non-T

リ ンパ 球 よ り高値 で あ っ た 。

4)PHA刺 激培 養 リ ンパ 球 に対 す る遊 走 活 性

10%濃 度 の体 液 の対 照 液 に対 す る遊 走 活 性 は,結 核 群

が145.4±44.6%で,悪 性 群 の108.9±15.2%,漏 出 群 の

86.2±10。2%,NHSの40.7±12.0%よ り有 意 に 高 値 で

あ っ た 。 ま た,悪 性 群 は漏 出群 やNHSよ り有 意 に 高 値

で あ っ た 。100%濃 度 で の 遊 走 活 性 は,結 核 群 が284.4±

159.3%で,悪 性 群 の123.1±77.6%,漏 出 群 の75.8±

10.3%,NHSの52.6±10.1%よ り有 意 に高 値 で あ っ た

(Fig.3)。 結 核 群 で は,100%濃 度 の 方 が10%濃 度 よ り

高 値 で あ り,NHSで は 両 濃 度 と も に抑 制 が 認 め られ た。

―29―



312 結 核 第73巻 第4号

なお,漏 出群 では,胸 水 と腹水 の値 に差 はないので一緒

に扱 った。対照液 および100%濃 度 の結核 性胸水 にお け

る遊走 リンパ球 の実 数は,90.0±47.5個 と251.7±220.8

個 であった。

結核 群において,新 鮮 末梢 血 リンパ球 とPHA刺 激培

養 リンパ球に対する遊走活性 を比 較す る と,100%濃 度

でPHA刺 激培養 リ ンパ 球 の方が 有意 な高値 を示 した

(p=0.004)。 また,新 鮮 末梢 血 リンパ球 とPHA刺 激培

養 リンパ球 におけ る遊走 リンパ球の実数 を比較する と,

対照 液 でp=0.0152,100%濃 度 の 結核 性胸 水 でp=

0.0109と,と もにPHA刺 激培養 リンパ球の方が有意 に

高値であ った。

5)Checkerboard assay

結核性胸水の遊走活性 をcheckerboard assayに よ

り検討 した。上室 にリンパ球浮遊液,下 室 に結核性胸水

を入 れた場合,濃 度依存性 に活性が増加 したが,上 室 に

リ ンパ 球浮 遊液 とと もに結核 性胸 水 を加 え,下 室 に

BSA-RPMIの みを入 れた場合 には濃度 を増加 させ ても

活 性 は認 め られず,リ ンパ 球 の 遊 走 に 方 向性(che-

motaxis)が 認 め られた。 また,上 ・下 室共 に同濃度

の結核性胸水 を入 れた場合,下 室 のみに入 れた場合 よ り

も程 度は低 いが濃度依存性 に活性が増加 し,濃 度勾配 に

無関係 な運動 の亢 進(chemokinesis)も 認 め られ た

(Table)。

6)結 核性胸水 中の遊走活性 の分子量解析

結核性胸水 中のTリ ンパ球遊 走活性 につ いて,ゲ ル

濾過法 による分子量解析 を行い,blue dextranと 胸水

中のIgGと 思われ る分画の間の部分 の分 子量 数十 万,

胸水 中の ヒ トアル ブミンと思われ る分画付 近の分 子量8

-9万
,cytochromec付 近の分 子量12500の 分画 に,

遊走活性が比較的強 く認め られた(Fig.4)。 最 も強 い

活性 はヒ トアル ブミン付近の分画であ った。 なお,用 い

た胸水の性状 は,蛋 白量5.3g/dl,ア ルブミン量2.7g/

dl,ADA濃 度56.5U/ml,IFN-γ 濃度134.6pg/ml,

細胞数1250/μl,リ ンパ球比率82%で あ り,結 核 性胸 水

に典型 的な値 を示 した。

考 察

近年,細 胞性免疫反応 な どに よる炎症 部位 へ のTリ

ンパ球 集積 の機序 として,循 環系 か らの移行 についての

研 究が精力 的に行 われ,Tリ ンパ球 と血管 内皮細胞 の接

着 とそ こに関与する種 々の因子 の重要性 が明 らかになっ

て きている2)3)。 すなわ ち,血 管 内 を循 環 中のTリ ン

パ球,特 にCD45RO陽 性 のmemoryTリ ンパ 球が 炎

症部位 に到達 した時,血 管内皮細胞上の接 着分子である

セ レクチ ン(L一 セ レクチ ン,E5セ レクチ ン,P-セ レ ク

チ ン)とTリ ンパ 球 上 の シ ア ロム チ ン との接 触 で

rolling現 象が起 こる。 さらに,interleukin(IL)-1β,

tumornecrosis factor(TNF)-α,IFN-γ な どの

炎症性サ イ トヵインによ り発現が誘導あ るい は増強 され

た血管 内皮細胞上 の免疫 グロブリンファミリーに属す る

ICAM-1な どの接着分子 に後述す るLCFな どに刺激 さ

れたTリ ンパ球上 のイ ンテグ リ ン分子 が結 合 し,Tリ

ンパ球 が血管 内皮細胞 に接着 する。 しか し,こ の接着 は

一時的であ り(セ レクチ ンが細胞表面 か ら遊離 した りイ

ンテグ リンの活性化 が一時的なため),大 部分 のTリ ン

パ球は血 管内皮細胞 か ら離 れ,組 織 中に存在 する種 々の

LCFの 関与 に より内皮細胞 の間隙を通 り基底 膜 を擦 り

抜 けて組織 内へ移行 する と考え られている。

結核 の病態には細胞性免 疫が関与 し,結 核性胸膜 炎で

は胸水や胸膜組 織 中 に多 数のTリ ンパ球,特 にCD45

RO陽 性のmemoryTリ ンパ球が集積4)5)し,胸 水 中

のIFN-γ,TNF-α,IL-1β な どのサ イ トカイ ン濃 度

も上昇6)7)し てい る。 今 回,こ のTリ ンパ 球 集 積 に

LCFが 関与す るか否か を明 らか にす るため に,結 核 性

胸水 のリンパ球遊走活性 をin vitroで 測 定 し,癌 性 胸

水,漏 出性胸 ・腹水,正 常人血清 と比較 し,結 核性胸水

申にはTリ ンパ球 に作用す るLCFが 存在す ることが明

らか となった。

さ らに,こ のLCFの 作用 はPHA刺 激培養 リンパ球

に対 して も認 め られた。また,PHA刺 激培養 リンパ球

の方 が新鮮 リンパ球 よ り作用が 強 くみ られ,PHA刺 激

培養 に よりLCFに 反応す る細胞 が増加 したため と考 え

られた。PHA刺 激培養 リンパ球 は,新 鮮 リンパ球 よ り

Tリ ンパ球 比率やCD25陽 性,HLA-DR陽 性 の活 性化

Tリ ンパ球,CD45RO陽 性Tリ ンパ球 の比率 が増 加 し

て い る が9),こ のLCFが 活 性 化Tリ ンパ 球,

CD45RO陽 性Tリ ンパ球に より強 く作 用するの か否 か

は今後の検討課題である。

また,PHA刺 激培養 リンパ球では リンパ球 自身 の運

動能が亢進 してお り,新 鮮 リンパ球 に比べ対照液,結 核

性胸水 ともに膜内 に進入す る細胞数が増加 していた。わ

れ われ はすで に,過 敏性肺炎やサル コイ ドー シス におけ

る肺局所の炎症部位か ら得 られた リンパ球の運動能が亢

進 していることを報告9)し て い るが,結 核 性胸 膜 炎で

も胸膜組織や胸水 中の リンパ球の運動能が亢進 してい る

可能性が推測 され,結 核性胸 水 中へ のTリ ンパ球 の集

積 には,局 所 のLCFや リンパ球 自身の充進 した運 動能

が関与 している ものと推測 される。

Checkerboard assay11)12)に よる検討で は,結 核 性

胸水 の遊走 活性 にはchemotaxisとchemokinesisの

両方が認め られ,chemotaxisの 作用が よ り強 い と考 え

られた。 また,SephacrylS-200カ ラム によ る分 子量

解析 で,活 性 には3つ の ピークが認め られ,結 核性胸水
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中のLCFに は複数の 因子が存在す る可能性が考 え られ

た。近年,LCFに 関す る研究 は急速 に進ん でお り,IL

-1 , IL-2, IL-8, IL-10, IL-15, TNF- a, trans-

forming growth factor- /8 , hepatocyte growth 

factor (HGF), monocyte chemotactic protein 

(MCP)-1, RANTES, macrophage inflammatory

protein (MIP)-1 a, MIP-1 j3 な どのサ イ トカイ ンに

LCFの 作用 が報告 されている1)～3)11)12)14)～23)。特 に,

HGF,MCP-1,RANTESな どはCD45RO陽 性Tリ

ンパ球 に遊走活性が強い ことが報告 されてお り20)～22),

細 胞性免 疫反応 部位へ のTリ ンパ球 集積 との関係 で注

目されている。

一方
,生 体 由来の物 質についてLCFを 検討 した報告

は少 な く,慢 性 関節 リウマチ(RA)の 関節 液13)や

PPD皮 膚 反応部位 か らの抽 出液10)17)な どが あ るのみ

で,胸 水 中のLCFを 検討 した報告 はない 。Zachariae

ら17)は,ヒ トのPPD皮 膚 反応 部位 か らの抽 出液 中の

LCFが,主 にCD4陽 性,CD45RO陽 性Tリ ンパ球 に

作用す るこ とを報告 してい るが,前 述のサ イ トカインと

の関係 について は不明 であ る。 結核 性胸 水 で はTNF一

α濃度が漏 出性,癌 性胸水 よ り増加 してお り6)7),今 回

の遊走活性 に関与 してい る可能性はあ るが,こ れ までに

報告 された他の 因子 との関係 も含め今後の検討課題であ

る。

以上か ら,結 核 性胸膜炎にはLCFが 存在 してお り,

このLCFに よるTリ ンパ球,特 に活性 化Tリ ンパ球

の胸膜腔への遊走刺 激が,結 核性胸膜 炎における リンパ

球集積 の一因になっている と推測 される。
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