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結核性胸膜炎，局所免疫，モノクローナル抗体，リソパ球増殖反応

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胸水貯留による陰転化，末梢血リソパ球の減少，さら

　　　　　　　　　　　1　緒　　　言　　　　　　　　　　には胸腔内に多量のリソパ球，小数のマクロファージ，

　結核性胸膜炎は以前若年者の疾患とみられていたが　　中皮細胞の存在，胸水の減少とともにツ反の陽性化が

現在では若年者よ姥年都おいて発病例が多く認め　認められ，アレ・レギーの関与が推定される・

られ，癌性胸膜炎との鑑別に苦慮する場合がある。結　　　一・方基礎免疫学の進歩に伴いリンパ球各サブセット

核性胸膜炎は臨床的にはッベルクリン反1芯（ツ反）の　　に対するInbn。clonal抗体の作成，マクPファージ・
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リンパ球間およびリンパ球相互間のシグナル伝達効果　　V，Coulter　Co，USA）を用いて各種螢光陽性細胞

を有するinterleukinsの存在が認められ，現在これ　　を箕出しだ。

らが臨床医学において各種疾患の免疫学的解析および　　　リンパ球増殖反応：今回の実験は予備突験での至適

検討の手段として用いられている。　　　　　　　　　濃度，至適培養時間によった。すなわち単核球（1×

　今回われわれは結核性胸膜炎例において末梢血，　　10s）をPHA－P（Difco，　M．　L）15μg添力日群と非添加

胸水のmonoclonai抗体を用いたリンパ球表面抗原　　群およびPPD（日本BCG　Co，　Tokyo）5μg添加群

の解析およびリソパ球のphytohemagglutinin－P　　と訓三添加群に別け，総量200μ1としてmicrotissue

（PHA－P），　puri丘ed　protein　derivative（PPD）に　　．culture　plate（Falcon＃3040，　C．　A．）　Vこ分注した。

対する反応性さらには臨床経過におけるこれら免疫学　　培養は37°C，5％CO2，95％air存在下でPHA－P　assay

的パラメータの推移を検討し，それらの結核性胸膜炎　　は72時間，PPD　assayは120時間培養し，培養終了20

における意義につき考案した。　　　　　　　　　　　時間前に0．5μCiの3H－Thymidine（3H－TdR），　NEN

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Co．，　M．　D．）を添加した。3H－TdRの取り込みは

　　　　　　　　ll対象および方法　　　　S。i。ti11。ti。。　C。unter（Pack。，d　i。、t・・m・nt・C・．，

対象は結核性胸膜炎14例（男’性12名，女1生2名年　D・wners，111）により測定しte・培養はt・ipli・ate

齢34～83歳，平均年齢57。9±16．4），肺結核15例（男性　　でおこなった。なお測定値の有意差検定はStudent’s

12例，女性3例，年齢24～83歳，平均年齢50．0±20．2）　　t・testによった。

健i常者41例（男性24名，女性17名，年齢22～92歳，平　　　臨床経過：一部結核性胸膜炎例では抗結核剤治療

均年齢41．0±18，6）である。結核性胸膜炎の診断は喀　　（INH，　RFP，　SM　or　EB）によるリンパ球表面抗原お

疾および胸水中より結核菌の検出および臨床経過によ　　よびリンパ球増殖反感の経過を検討した。

り，肺結核は喀疾による結核菌の検出および胸部レ線所
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿　結　　　果
見により診断した。健常者はすべてツ反陽性であった。

　方法は以前報告したごとく1），ヘパリン加結核性胸　　　肺結核・結核性胸膜炎および健常考のLeu　1，　Leu

膜炎患春の末梢血，胸水および肺結核患者，健常者宋　　2a，　Leu　3a細胞の割合（mean±SD）はTable　1に

梢血をRPMI　1640（GIBCO，　N．　Y．）により2～3　　示した。末梢血のLeu　1細胞の割合は肺結核，結核

倍に希釈後，Lymphoprep（Nyegaard　Co，　Oslo）　　性胸膜炎，健常者の3者間には有意の差は認めなかっ

に重層し，400G，30分間遠心後単核球層を採取し，　　た。しかし結核性胸水中のLeu　1細胞の割合は肺結

RPMI　1640でさらに3回洗浄した。その後strepto一　　核，結核性胸膜炎，健常者の末梢血のLeu　1細胞の

mycin（100ptg／m1），　penicillin（100U／ml）と10％　　割合に比較して明らかに高値を示した（Pく0．01）。

非働化fatal　calf　serum（FCS）（G王BCO，　N．　Y．）　　Leu　2a細胞の割合は肺結核，結核性胸膜炎，健常者

とRPMI　1640を加えたcomplete　medium中に単　　の末梢血および結核性胸水の4者間には有意の差を認

核球を浮遊した。Monoclona1抗体：各種monoclo一　　めなかった。末梢血中のLeu　3a細胞の割合は肺結核，

na1抗体（Becton　Dickinson，　C．　A．）はそれぞれ抗　　結核性胸膜炎，健常者3者間にも有意の差を認めなか

Leu　1（pan　T）2），抗Leu　4（pan　T）3），抗Leu　2a　った。しかし結核性胸水中のLeu　3a細胞の割合は

（suppressor／cytotoxicity　T），抗Leu　3a（helper／　　肺結核，結核性胸膜炎，健常者の末梢血中のLeu　3a

inducer　T）4）である。　　　　　　　　　　　　　　細胞の割合に比較して明らかに高値を示した（P＜

　螢光抗体法：単核球（1×los：100Pt！）を各種精製　　0．01）。これらの結果は，結核性胸水中のTリソパ球

monoclonal抗体5μ1と氷上で30－40分間反応させ，　　の増加はおもにhelper／inducer　T秀田胞の増加によ

その後細胞をphosphate　buffered　saline（PBS）　　ることを示している。

で1回洗浄し，100μ1に細胞を浮遊させFITC標識ヤ　　　肺結核，結核性胸膜炎，健常者の末梢血および結核

ギ抗マウスIgG抗体（Tago　inc，　Burlingame，　C，　　性胸水のPHA－PおよびPPDによるリンパ球増殖

A，）で30分間氷中で反応させ，その後2回PBSで洗　　反応はTable　2に示した。肺結核，結核性胸膜炎，健

浄した。その後螢光顕微鏡下で細胞200～300を観察し，　常者末梢血単核球のPHA－Pのリソパ球増殖反応（△

螢光陽性率を算出した。この反応系には0，1％NaN3を　　cprn±SD）は，3者間において有意の差を認めず，さ

添加した。また一部検体はFlow　cytometry（EPICS　　らに結核性胸膜炎，末梢血，胸水単核球のPHA－Pに
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Table　l　Phenotypic　analysis　of　the　monenuclear　cells　in　peripheral　blood

　　　　　　and　pleural　effusion　using　monoclonal　antibodies

Leu　1（％）　L・u　2a（％）　Leu　3a（％）

TB1）PBL2）（N離15）　　57．6±8．6・）　，24．2±5．7　　38・2±10・2e）

TB　pleurisy3）　　（N鳳14）

　　　　　　　PBL　　　　　52．7±13．5b）　23．9±8．5　　34・6±11・Of）
　　　　　　　PE4）　　　　　　　　　　　　　　83．4±6．7c）　　　　　23．3±7．9　　　　　　　64．0±7。59）

C。。t，。1　　（N－41）　　59．2土8．4d）　25．2士6．0　　37・1±6・gh）

1）TB・P・1m・・a・y　t・bercul・・i・　3）TB　pl…i・y・t・berc・1。・・p1・u「isy

2）PBL：peripheral　blood　　　　　　　　　4）PE：pleural　effusion

a）vs　c）　P＜0．01　　　　　e）vsg）　P＜O・・Ol

b）vsc）　P＜0．01　　　　　f）vsg）　P〈0・01
d）vs　c）　　p＜0．01　　　　　　　　　　　h）vs　g）　　p＜0．01

Tabel　2　B！astgenic　responses◎f　mononuclear　cells　in　peripheral　biood　and

　　　　　　pleural　effusion

PHA－P（△cpm1）±SD2））　　　　　PPD（△cpm：ヒSD）

TB　PBL　（N・・15）　　121，186±37，490　　　　18，・843±10・・8SSa）

TB　pleurisy　　　（N＝14）
　　　　　PBL　　　　　　　　　　　　　　　　103，948±38，196　　　　　　　　　　　　24，773±19，470b）

　　　　　PE　　　　　　　75，648±41，044　　　　65，131±16・422c）
C。。t，。1　　（N－41）　　117，345±38，666　　　　28・691±16・954d）

1）△，pm・1ymph。・yt・p・・1iferati・・re・p・nses．i・d・ced　by　mit・9・・（PHA－P）

　　　or　antigel1（PPD）－medium　alone　respoロses

2）SD塁standard　deviation　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　・

a）vs　c）　　　p＜0．01

b）vs　c）　　　p＜0，01

d）　vs　c）　　　p＜0．01　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

Table　3　Analysis　of　surface　antigens　and　PPD・specific　proliferative　responses

in　clinical　course

・，ea・＿・　と鑑こ、（％）・・u・・（％）・・…（％）践譲ε酸。pm）・）

C。，e　1　（＿）　pBL／PE　51．7／75．8・　17．5／22．9　38・0／58・2　．29・228／80・799

　　　　　　　　　〈＋｝　PBL／PE　63．1／79．4＊19．0／15．0　34・0／59・3　13・877／86・181

Case　2　　　←）　　　　PBL／PE　　40．2／72．8　　　6．1／12．8　　．46．1／65．9　　　20．，479／67，058

　　　　　　　　　（＋）　PBL／PE　49．8／76．0　16．6／11．4　35・3／61・4　29・650／54・515

Case　3　（＋）　P叫PE　55．5／80．0　30．9／19・1　33・1／53・0　10・952／48・939

　　　　　　1Mafter　PBL／PE　52．1／83．4　31．1／24．4　37．1／57．5　15，754／84，524

1）△cpm：See　footnote　in／Table　2
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よるリソパ球増殖反応でも両者間に有意の差を認めな　　パ球および少数のマクv＝ファージの存在，PPDに対

かったが，結核性胸水単核球のPHA－Pによるリンパ　　する高値を示すリンパ球増殖反応，　macrophage

球増殖反応は低値を示す傾向を認めた．肺結核，徽　migrati・ri・’・ihhibit・・y　fact・・が認められることな

性胸膜炎，健常着末梢血単核球のPPDに対するリソ　　どからわれわれは胸腔内における遅延型アレルギーの

パ球増殖反応は’3者間において有意の差を認めなかっ　　表現型としてLeu　3a細胞が増加していると考えてい

た。一方結核性胸水単核球のPPDに対するリソパ球　　　る。皿itogen（PHA－P）およびantigen（PPD）を

増殖反塔は結核性胸膜炎末梢血単核球ばかりでなく肺　　用いたリソパ球増殖反応は肺結核，結核性胸膜炎，健

結核，健常者末梢血単核球のPPDに対するリンパ球　　．常者の末梢血における検討では，3者間には有意の差

増殖反応に比較して明らかに高値を示した（P＜0．01）。　を認めなかった。しかし結核性胸水単核球のPPDに

　結核性胸膜炎における臨床経過，リンパ球表面抗原　　対するリソパ球増殖反応は同末梢血の反応に比較して

およびリソパ球増殖反応はTable　3に示した。　Case　　有意な高値を示し，　PHA・－Pに対する反応と異なっ

1，2は抗結核剤投与前と投与後1カ月で胸水が胸部レ　　た。この結果はPPD特異的増殖細胞が胸腔内に多

線上除々に減少しつつある時期における検討である。　　く存在していることを示している。さらに既に報告し

Case　3は既に抗結核剤を投与中の胸水が除々に減少　　たよう1）にPPD特異的増殖細胞はLeu　1，　Leu　3a

しつっある前後計2回の時期でかつ1カ月の間隔をお　　であり，結核性胸水中の多量のLeu　1，　Leu　3a細胞

いた検討である。治療後および治療経過中における検　　の存在は著明なPPD特異的増殖反応をおこすと考

討でも，胸水中Leu　1，　Leu　3a細胞の割合は末梢血　　えられる。一方われわれはすでに癌性胸膜炎において

のそれぞれの細胞の比率に比較して高値を示した。　　PHA－P，　PPDに対するリソパ球増殖反応を検討し

PPDによるリソパ球増殖反応は治療後および治療経　　ているが，末梢血，胸水ともPHA－P，　PPDに対す

過中における検討でも，治療前の反応と同様セこ胸水の　　るリンパ球増殖反応は両者間に差を認めていない9）。

反応が末梢血の反応に比較して高値を示した。　　　　　さらに膠原病性胸膜炎，malignant　lymphoma，宮

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　崎肺吸虫症10）では胸水中のPHA－P，　PPDに対する

　　　　　　　　IV　考　　　案　　　　　　　　　　リソパ球増殖反応は末梢血の反応に比較して低値を示

　ヒトの疾病において末梢血と局所における免疫反応　　す・これらの結果は結核性胸膜炎と他の胸水貯留疾患

の検討は慢性関節リェーマチ5），癌性胸膜炎6），サルコ　　とは局所の免疫反応が異な筍ことを示し・PPD特異

イド＿シス7），メラノーマ8）等多くの報告がある。今　　的リソパ球増殖反応は結核性胸膜炎の診断的手段とし

回われわれがおこなった研究は肺結核，結核性胸膜炎　　　て有用と思われるe

におけるリソパ球の表面抗原の解析，リンパ球増殖反　　　さらに抗結核剤投与による経過観察が可能であった

応および結核性胸膜炎の臨床経過におけるそれらの検　　結核性胸膜炎例のリンパ球表面抗原，リソパ球増殖反

討である。末梢血リソパ球表面抗原は肺結核，結核性　　応を検討した。胸水中のLeu　1，　Leu　3a細胞の割合

胸膜炎，健常者間においてLeu　1，　Leu　2a，　Leu　3a　　は末梢血のそれぞれの細胞の割合に比較して常に高値

陽性率とも有意差を認めなかった。しかし結核性胸膜　　を示し，治療による変化を認めなかった。一方胸水単

炎においては胸水中Leu　1，　Leu　3a細胞は同末梢血　　核球のPPD特異的リンパ球増殖反応も治療にかかわ

に比較して明らかに高値を示し，以前補体依存性細胞　　らず，常に胸水の反応が末梢血の反応に比較して高値

障害試験での検討1）と今回症例数を増した螢光抗体法　　　を示した。これらの結果は，本検査が結核性胸膜炎診

による検討は同様な結果を得た。これらの結果は炎症　　断のためには，病期にかかわらず施行が可能であるこ

局所にお忌・てはhelper／inducer能を持ったT細胞　t　tとを示し℃いる。

犠蔽躍鰯Σ1繍雲馨聡　』　v結語
考えられている。われわれも結核性胸水中のinter－’　　1　肺結核，結核性胸膜炎，健常者の末梢血および

1eukin－2活性をcencanavalin　Aによるリンパ球　　結核性胸水単核球をmonoclonal抗体を用いてリソ

のblastを用いて検討したが，　T細胞増殖作用は結　　パ球表面抗原を検討し，さらにPHA－P，　PPDに対

核性胸水中には認められなかった。なおこのLeu　3a　　するリンパ球増殖反応を検討した。

細胞の胸水中での意義であるが，胸水中の多数のリソ　　　2　結核性胸水中のLeu　1，　Leu　3a細胞は同末梢
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1　　　　　　，　結核性胸膜炎・肺結核の免疫学的検討

血，肺結核，健常者末梢血に比較して高値を示した。　　球増殖反応は4者間には・有意の差を認めなかった。

　3　結核性胸水単核球のPPD特異的増殖反応は同　　　4　抗結核剤投与例においても胸水単核球のPPD

末梢Jit，肺結核，健常春末梢血のPPD特異的増殖反　　特異的増殖反応は末梢血の反応に比較して高値を示し

応に比較して高値を示したが，PHA－Pによるリソバ　　た。
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