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緒 言

近年の免疫学,特に リンパ球に関する研究の

進展により, ツベルクリン反応, DNCIヨテス

ト,あるいは,γ-グロブ リン,免疫グロブ リン

の定量などによるヒトの免疫機能の判定方法に

加えて, Tリンパ球 (TICell)数, Bリンパ球

(B-cell)数,Tリンパ球,Bリンパ球の Mitogen

による機能の測定が行なわれるようになり,各

種疾患における免疫学的動態の検討に大きな進

展がもたらされるようになってきている｡

著者は,呼吸器疾患の免疫学的動態を究明す

る一つの方法として各種呼吸器疾患患者の末梢

血 リンパ球について sheepredbloodcellros-

etterormingcells(SRBC-RFC)をTリンパ球,

surfaceimmunoglobulinbearingcells(SIBC)

および complementreceptorcells(CRC)をB

リンパ球の markerとして, リンパ球の sub-

populationを検討 し,その成績は第 1篇1)にお

いて報告した｡すなわち,サルコイ ド-ジス,

肺癌,慢性気管支感染症,肺結核症などでは,

T リンパ球の減少が,またサルコイ ド-ジス,

肺結核症ではBリンパ球の増加が認められてい

る｡しかしながら,著者の用いた測定方法によ

って得 られたTリンパ球数を直ちに各症例にお

ける真のTリンパ球数と解釈する前にいくつか

の検討すべき課題が残されていることが指摘さ

れる｡ リンパ球のヒツジ赤血球に対するrecep-

torを指標としてTリンパ球数の算定を行なっ

ているのであるから,SRBC-RFCの減少が認

められた理由として,Tリンパ球数が頁に減少

しているのかあるいはreceptorの数的もしくは

機能的な欠損があるためか,またはreceptorが

ブロックされたためかという点について検討す

ることが必要と考えられる｡特に最近,血清中

の多くの免疫抑制作用物質について報告があ

り2~9),著者の研究対象の場合も血清中になん

らかの阻害物質が存在 して､ リンパ球のrecep-

torがブロックされるため, Tリンパ球数が見

かけ上減少 している可能性が想定された｡

著者は,Tリンパ球数の減少が示されたサル

コイ ド-ジス,肺癌,肺結核症症例 の血清 の

sheepredbloodcellrosetteformingCellsおよ

び complementreceptorce11Sの測定に及ぼす

阻害効果について検討を加えたところ,これら

各疾患の血清にはいずれも明 らかなTリンパ球

のヒツジ赤血球との rosHte丘)rmationの阻害

作用があることを認めた｡さらに血清中のヒツ

ジ赤血球との rosetteformation阻害物質(以下

SRBC-RFinhibitor)の性状について検討を加

えた結果, とくにサルコイド-ジス血清 で は

γ-グロブ リン分画中の IgG分画に SRBC-RF

inhibitorが存在することを証明したので これ

について報告する｡
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研究対象および研究方法

1. 被検血清

先に著者が報告1) したように, SRBC-RFC

を指標とするT リンパ球数の明らかな減少が認

められた疾患 について血清 の SRBC-rosette

formation阻害作用について調べるため, サル

コイ ド-ジス5例 (活動期), 肺癌 5例 (扇平

上皮癌 2例,腺癌 1例, 未分化癌 2例), 肺結

核症 5例 (排菌陽性,活動期)のすべて全身状

態良好な患者の血清と,他に対照として 5例の

健常人血清を用いた｡

SRBC-RF阻害物質の性状の検討 において

は,これらの被検者の各グループについてそれ

ぞれ5例の血清をプールして研究に用いた｡な

お血清および血清より分画した諸材料はすべて

-20oCに保存し,使用時溶解 して用いた｡ ま

た血清は後述する理由からすべて 56oC,30分

非働化処理を行ない,さらに等量のヒツジ赤血

球にて吸収 して用いた｡

2. リンパ球の分離,Tリンパ球数,Bリンパ

球数の測定方法

リンパ球の分離,SRBC-RFCによるTリン

バ球数, CRCによるBリンパ球数の測定方法

はすべて第 1 第 1)で述べたのと同様の方法を用

いた ｡

3. Rosetteformation阻害作用の検討

血清中の rosetteformation阻害物質の検討

にあたっては,Tリンパ球数,Bl)ンパ球数の

測定の前に健常人 リンパ球と被検材料 とを in-

cubateする方法を用いた｡ すなわち末梢血 リ

ンパ球 5×106/mlを含む 0･5mlの Eagleme-

dium に被検材料 0.5mlを混合し,37oC,30分

water-bath 内で incubateした｡ その後 100,I.

foetalcalfserum 加 Eagle-medium にて1500

回転, 5分, 3回遠沈洗浄し,血清を洗浄除去

した後,T リンパ球数,Bリンパ球数の測定を

行なった｡対照としては,被検材料のかわりに

PBSと混合処理した リンパ球における測定値

を用いた｡

4. 硫安分画法 による血清中の SRBC-RF阻

害物質の分離

健常人,サルコイド-ジス,肺癌,肺結核症

患者の各プール血清 4mlに飽和硫安溶液 (pH

8.0)を 2ml加え, 1/3飽和とした｡ 15分静置

後,2500回転,15分間遠沈し,上清分画を分離

した (S分画)｡沈漆に PBSを加えて 4mlに

溶解 し,2mlの飽和硫安溶液を加え遠沈する操

作を2回反覆し,沈漆分画 (P分画)を作製 し

た｡S分画およびP分画は,生理的食塩水を用

いて 4oC,48時間の透析操作を行ない,硫酸ア

ンモニウムを除去した｡

S分画およびP分画の rosetteformation 阻

害作用の検討にあたっては Folinの方法10)に

て測定 した蛋白濃度を用いた｡さらにS分画と

P分画についてセルローズアセテー ト膜による

電気泳動を行なって,各分画に含まれる蛋白成

分について検討した｡その結果,P分画は多量

の γ-グロブ リンを含んでおり,一方,S分画に

含まれるγ-グロブ リンはごく少量 に過 ぎない

という成績を得た｡

5 抗免疫グロブリン血清 によ るγ-グロブ リ

ン分画の吸収操作

サルコイド-ジス血清のP分画 (多量の γ-グ

ロブリンが存在する)に含まれるいずれの免疫

グロブリン分画中に SRBC-RF阻害物質が存

在するか否かについて検討するために,抗免疫

グロブリン血清を用いて,免疫グロブ リン分画

の吸収操作を行なった｡

抗免疫グロブリン血清としては,Hyland社

製の抗 IgM,IgAJgG ウサギ血清を用いて,

オークタロニー法による沈降反応によってあら

かじめ測定した至適濃度 (被検血清に対する抗

血清の比率は IgM,1:1,IgA,1:1,IgG,1:4)

において各 2mlずつ混合 し,4oC,24時間静置

後,15000回転,1時間遠沈し,IgM,IgA,IgG

分画を吸収除去した｡

成 績

1. 研究対象としたサルコイ ド-ジス,肺癌,

肺結核症各 5例と,別に対照として健常人 5例

について 末梢血 中の SRBC-RFC(T-cell)と

CRC(B-cell)を測定した｡その成績はTable1

に示す如 く,SRIiC-RFCの比率 (Mean士S.E.
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Table1 PercentagesofE-rosetteformingcells

(T-cell)andEAC-rosetteformingcells

(B-cell)inperipllerallymphocytesof
serum-donors
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%)はサルコイ ド-ジス41± 3%,肺癌 36士 4

%,肺結核症37± 2% といずれも対照群57± 2

%に比 して有意に低かった (すべて P<0.01)0

また CRC の比率 (Mean土S.E.%)について

もサルコイ ド-ジスは32± 2% と対照に比 して

有意 (P<0.01)に高かったが肺癌 で は22士 1

%,肺結核症では23± 3%で,対照に比 し,有

意差を認めなかった｡この成績は第 1篇1)で著

者がこれ らの 疾患について測定 した SRIiC-

RFC および CRC の成績 と同様であった｡ 即

ち今回の研究対象としたサルコイ ド-ジス,柿

癌および肺結核症の患者では,何れも末梢血中

の SRBC-RFC の比率が健常人に比 して低率

であった｡

2. 健常人対照血清の rosetteformation 阻害

作用

健常人 (donor) リンパ球を, 56oC,30分非

働化 した別の健常人(対照)血清で処理 したのち

に rosetteformationを行なうと,E-rosettefor-

mation,EAC-rosetteformation ともに全 くロ

ゼ ット形成は認められなかった｡ この原因とし

てはヒツジ赤血球に対する自然抗体が対照血清

中に含まれているためと考えられたので,56oC,

30分非働化血清をまず ヒツジ赤血球を用いて吸

収 した後,Table2に示 したように血清を順次

1:1から1:32まで倍数希釈 し, リンパ球 と反応

させた｡ その リンパ球 の E-rosettefわrmation

および EAC-rosetteformationを測定 したとこ

ろ,E-rosetteformationに関しては 8倍以上に

Table2 PercentagesofE-rosetteformingcellsandEAC-rosetteformingcellsafter

treatmentwithdilutedseraofhealthyhumans

E.-,rSslentge｡e11S ･

EAC-rosetteformingcells

1

2

3

1

2

3

Dilutionsof■sera

】
47 52

43 ; 42

13 18

11 14

1
二 ~- -1~ ､､二 ∴ ‥

15 : 20 ; 24 ; 22

N.D.:notdone

*Lymphocyteswerecollectedfromdifferentdonorforeachexperiment.
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血清を希釈 した場合には全 く阻害作用が認めら

れないことが判明した (Table2)｡従って以後

の実験ではすべての被検血清について SRBC-

RFC の測定は, 8倍希釈 したもの,また CRC

の測定時には16倍希釈 したものを使用した｡

3. サルコイド-ジス,肺癌,肺結核症患者血

清の rosetteformation阻害作用

E-rosetteformationに対する阻害作用につい

ての実験成績は Table3に示すごとく健常人

血清 5例の阻害作用の上限値が10%であったの

で,11%以上を有意の阻害作用があるものと考
えた｡この基準に従えばサルコイ ド-ジス患者

血清と肺結核患者血清についてはいずれも5例

全例について阻害作用を認めたが,一方肺癌患

者血清については5例中3例にのみ阻害作用が

認められた｡

また,EAC-rosetteformation の阻害作用の

検討は,16倍希釈血清を用いて行なったところ,

阻害率についてはサルコイド-ジス患者血清,

肺癌患者血清,肺結核患者血清と対照である健

常人血清の間に有意の差を認めることはできな

かった ｡

4. 健常人,サルコイド-ジス,肺癌,肺結核

患者血清の γ-グロブリン分画の E-rosettefbr一

mation阻害作用

サルコイド-ジス,肺結核患者血清および一

部の肺癌患者血清に E-rosetteformation の阻

害作用を有することが認められたので,この阻

害作用物質の性状を検討する手段として,硫安

分画法を用い,S分画とP分画に分け,各分画

の E-rosetteformation 阻害作用について検討

を加えた｡その成績 を Fi皇ure1,2に示す｡

血清の8倍希釈濃度はS分画においては蛋白濃

度 500-1000mg/dl,P分画では 100-500mg/dl

の蛋白濃度に相当する｡

S分画においては Figurelに示すようにす

べての疾患群と対照群との問に阻害作用につい

て有意の差異は認められなかった｡一方Fi皇ure

2に示すように,P分画においてはサルコイ ド

-ジス患者血清のみは 10mg/dl以上の 濃度で

著明な阻害作用を示 したが,一方,肺癌患者,

肺結核患者血清では健常人に比較して有意差を

認めることはできなかった｡

5. サルコイド-ジス血清 の γ一一グロブリン

分画の抗免疫グロブリン血清による吸収操作後

の rosetteformation阻害作用

サルコイド-ジス血清 の γ-グロブ リンを主

とす る P分画 中に存在す る免疫 グロブ リン

IgM,IgA,IgGが阻害活性を有するか否 かに

ついて検討するため,抗 ヒトIgM-,IgA-,IgG-

Table3 PercentagesofE-rosetteformingcellsandEAC-rosetteformingcellsafter

treatmentwithseraobtainedfrompatientsorhealthyhumans.

Method

E-rosette
formingcells

Experiment*

1

2

3

4

5

Control

Healthy ≡sarcoidos is

47(6)

50(9)

50(4)

57(10)

53(-4)

38(24)

38(31)

Pulmonary lPulmonary
CarClnOma tuberculosis

44(12) t 40(20)

≡;7………; 鳥 …賀2…;

44(18)

45(13)

52(17)

40(22)

NumberinParentheseshows%rosetteinhibitionratio
Controlgroupvalue-Experimental

Controlgourpvalue

*Lymphocyteswerecollectedfromdifferentdonorforeachexperiment.

yg-ex100)
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Fi虫.2 PercentagesofE-rossetteformingcellsaftertreatmentwithFractionPofserum･

ウサギ血清で吸収操作を行なった後の上清を用

いて阻害活性の検討を行なった｡Table4に示

すように,抗 IgG 血清で吸収 した後の上清 の

阻害率 (Inhibitionra[io)は4±3%で, 吸収

前の阻害率39士 2%に比 して著明に減少 してい

た｡一方,抗 IgM 血清あるいは抗 IgA 血清で

吸収 した後の阻害率はそれぞれ26±2%,25士

3%で,抗 IgG 血清による吸収後の阻害率に
比 して著明な差異が認められた｡この成績はサ

ルコイ ド-ジス患者血清中の E-rosetteforma-

tion阻害物質の一つが, 血清中の IgG 分画 に

存在することを示 していると考えられた｡
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Table4 Percentagesofi-rosetteformingcellsaftertreatmentwithFractionP

absorbedbyanti-immunoglobulin-rabbit-sera

Experiment*
TestedMaterial

48 F 56

Inhibitionratio
(Mean士S.E･)

Inhibitionratio(%)
Controlgroupvalue-Experimentalgroupvalue

Controlgroupvalue
×100

*Lymphocyteswerecollectedfromdifferentdonorforeachexperiment

考 接

サルコイ ド-ジス,肺癌,肺結核症症例の末

梢血における sheepredbloodcellrosettefor-

mingcellsを指標とした場合のT リンパ球数減

少の機序を検討する目的で,健常人,サルコイ

ド-ジス,肺癌,肺結核患者血清について,その

健常人 リンパ球に対する rosetteformation 阻

害因子に関する研究を行なった｡

健常人血清においても一定濃度以上を用いた

場合には,非特異的阻害作用を認めたが,サルコ

イ ド-ジス,肺癌,肺結核患者血清では,健常人

血清が阻害作用を示さない希釈 濃度 において

E-rosetteformation阻害作用が認められた｡し

たがってこれ らの疾患においてsheepredblood

cellrosettefわrmingcellsをT リンパ球の指標と

する限り,血清中のこれらの阻害物質によるT

リンパ球の見かけ上の減少がもたらされること

は明 らかである｡ さらに血清を硫安分画法によ

って分画すると,サルコイ ド-ジス血清のみに

ついてγ-グロブ リンを多量含むP分画に阻害活

性が認められた｡肺癌,肺結核患者血清に阻害

物質の存在が認められたにもかかわ らず,これ

らの血清の硫安分画ではS分画,P分画のいず

れの分画にも阻害作用が認められなかった｡こ

の理由としては, SRBC-RFinhibitorの一部

が透析によって除去される低分子物質である可

能性11),あるいは一部の阻害物質が両分画に分

断されて しまった可能性が考えられる｡ しかし

いずれにせよ, この成績 からヒトの血清の E-

rosetteformation阻害効果は全体としては単一

物質によるものではなく,複数の阻害物質によ

る効果であると考えられる｡

最近,免疫調節機構の解析 が進 む につ れ,

cellular,あるいは humoralなレベルでの免疫

調節作用因子の存在が明 らかにされている｡液

性因子に関しては, リンパ球のPHA反応抑制

効果を中心に多 くの免疫抑制作用物質に関する

報告がある12~19)｡

E-rosettefわrmingcellに関してW hitehead20)

らは肺癌患者血清が,健常人 リンパ球のrosette

formation を阻害するということを報告 してい

る他,Danieleら21)はサルコイ ド-ジス患者血

清中にはTリンパ球に対する抗体 が あ り, E-

rosettefbrmationを抑制するということを報告

している｡ また 志摩 ら22)は健常人 リンパ球 を

一昼夜 40oCで培養 した後,その リンパ球につ

いて E-rosettefbrmation の低下を認め, その

阻害物質は γ-グロブ リン分画に存 在 す る とい

うことを報告 している｡

サルコイ ド-ジスにおいては､ツベルクリン

反応の減弱をきたす ことは旧くより報告されて

いる事実であるが, この原 因 と して Pickert

ら23) は anticulin,Wellsら24)は,tuberculin-

neutralizingfactorを挙げている.

近年の臨床免疫学の研究の進展により,サル
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コイ ド-ジスにおいては遅延型反応に関与する

末棺 リンパ球の減少25), またTリンパ球 の質

的26～28), 量的29,30)な機能低下が報告されてい

る｡そしてこのTリンパ球の機能低下 の原因

としては血清中に阻害物質が存在す るとの報

告31,32)も行なわれている｡すなわち Eィosette

formation阻害に関する前述の Danieleら21),

志摩 ら22)の報告がある他,Mangi33),Belche34)

らは PHA による リンパ球 の transformation

の抑制因子もサルコイ ド-ジス患者の血清中に

存在すると報告している｡

著者はサルコイ ド-ジス患者血清 中の γ-グ

ロブ リン特に IgG 分画に E-rosetteformation

阻害物質が存在することを証明した｡この物質

が Danieleら21)のいうTリンパ球に対 す る抗

体と同一のものか否か,あるいは実験方法は異

なるが, 志摩 ら22)の認めた γ-グロブ リン分画

中の E-rosetteformation阻害物質とどのよ う

な関連性を有するかという点については現在の

ところ不明である｡またこの活性物質の血清中

での消長と臨床像との関連性やその産生機序に

ついても今後の検討が必要と思われる｡

最近 JonesWilliams ら35,36)はサルコイ ド

-ジス結節中の類上皮細胞が E-rosetteforma-

tion阻害物質を産生すると報告 したが,著者の

証 明 したサルコイ ド-ジス患者 血清 中の E-

rosetteforlllation 阻害物質と JonesWilliams

らの報告した阻害物質との関連性について研究

することにより,今日なお不明のままであるサ

ルコイ ド-ジスの発症機序を解明する手がかり

が得 られるのではなかろうかと考える｡

要 約

1. サルコイ ド-ジス,肺結核患者血清は,坐

例について健常人末桐血 リンパ球 の Eィosette

formationに対する阻害作用を有することが認

められた｡ 一方,肺癌患者血清については, 5

例中 3例に E-rosetteformation 阻害作用が認

められた｡ また EAC-rosetteformation に対

する阻害作用についてはこれら3種類の疾患に

ついて著明な阻害作用は認められなかった｡

2. 各患者血清を 1/3飽和硫安塩析法により分
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画 し,その上清と沈漆の E-rosetteformationに

対する作用を検討したところ,サルコイ ド-ジ

ス患者血清の沈i査分画のみ明らかな E-rosette

formationの阻害作用が認められたD さらに抗

ヒ トIgG ウサギ血清でこの分画を吸収す る と

阻害活性が消失 したところか ら,この阻害作用

物質は IgG 分画に存在することが明らかに

れた｡

3. サルコイ ド-ジス患者血清 中に E-rosette

formLLtion阻害物質が存在 し,その本体が IgG

であるという著者の成績は,サルコイ ド-ジス

における免疫異常の機序を説明する上に重要で

あるばかりでなく,将来サルコイ ド-ジスの発

症機序の解明にとってもきわめて興味ある成績

であると考えられる｡

本研究に当り終始熱心な御指導をいただいた大畠駿

作教授,泉孝英講師に深謝いたします｡また研究に御

協力いただいた長井苑子,谷間文子,今井保代の各氏

に感謝いたします｡
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IMMUNOLOGICAL STUDIES ON LYMPHOCYTES

IN RESPIRATORY DISEASES

II･Studiesontheinhibitoryeffectsofsarcoidosis-Serum onsheepredbloodcellrosette

formationofhealthvhumanly-phocytes

TetsujiMAYUMI

TheSec071dDepartme71t0,fMedtE'2'ne,Che∫tDi∫ea∫eRe∫earchIn∫tz●tuteJ･KyotoUnll7Jer∫Z●ty

Testserawerecollectedfrom patientsofsarcoidosis,Pulmonarycarcinomaandpulmonary

tuberculosis. InhibitoryeHectsoftheseseraonsheep-red-blood-cell-rosette-formation(E-rosette

andEAC-rosette)ofperipheraHymphocytesobtainedfrom healthyhumanswerestudied･ Sera

ofhealthyhumanswereusedasthecontrol.

Theresultsaresummarizedasfollows;

1) TheinhibitoryeffectsonE-rosetteformationwerefoundinallseracollectedfrom 5casesof

sarcoidosisand5Casesofpulmonarytuberculosis･ Ontheotherhand,theinhibitoryeffectsof

theserawerefoundinonlv3Casesamong5casesofpulmonarycarcinoma.ノ

2) TheinhibitoryeffectsofthoseseraonEAC-rosetteformationwerenotclearlydemonstrated･

3) TheinhibitoryeffectsonE-rosetteformationwerefurtherstudiedbyfractionatingtheseraof

thosepatientsbyusinga-monium sulfateprecipitationmethod･ Theprecipitate(FractionP)

obtainedfromsarcoidosis-serumshowedapparentinhibitor),effectsonE-rosetteformation,1nthe

10mg/dlconcentrationofprotein,although theFractionPobtainedfrom pulmonarytuber-

ctllosIS,pulmonarycarcinomaandhealthvcontrolsshowedlittleornoillhibitorye鮎ctsintheノ

concentrationofproteinbetween10-500mg/dL Thesupernatant(FractionS)separatedfrom

serum ofsarcoidosis,theseraofpulmonarytuberculosis,andtheseraofpulmonarycarcinoma

didnotshowtheinhibitoryeffect.

4) TheinhibitoryactivityoftheFractionPobtainedfrom sarcoidosis-serum wascompletely
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absorbedbvanti-IgG-rabbitserum Onthecontrary,theinhibitoryactlVltyOrtheFractionPノ

wasnotabsorbedbyantHgM-rabbitserumoranti-IgA-rabbit-serum.

5) Itisconcludedthattheinhibitoryeffectsofsarcoidosis-Serum onE-rosetteformationare

causedbyaprotein(S)whichbelongstolmmunoglobulinG･


