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博士論文の要旨

【目的］これまで肺組織中の細胞の解析には、おもに気管支肺胞洗浄（BAL）と、免疫組

織化学を含む病理学的検討が行われてきたが、BALでは主に洗浄した気道粘膜表面と

肺胞腔内に存在する細胞しか採れず、また病理検査では生検肺の形態学的な評価や、切

片上での免疫学的な評価は可能だが、生検肺全体の定量的な評価はほぼ不可能である。

そこで生検肺組織から単核球を抽出し、肺組織全体に含まれる単核球をフローサイトメ

トリーにて解析し、生検肺組織内の炎症細胞の定量的な評価を試みる。また肺組織中よ

り得られた単核球の肺内での局在を確認するため、肺組織の免疫染色を行う。

［対象］他疾患で切除された肺葉の非疾患部分19例および、明らかな疾患の認められな

かった健常者の末梢血12例。

［方法】他疾患にて肺葉切除が行われた肺組織の非疾患部分を切除し、洗浄後細切する。

collagenaseにて処理し、金属メッシュにて濾過、　phosphate・buflbred　saline（PBS）に

2×106cels！m1となるよう浮遊させる。また健常者よりヘパリン加にて末梢血を採取

し、Fico11を用いて単核球を分離、同様にPBSに2×106cels／mlとなるよう浮遊させ

る。こうして得られた細胞を抗CD3，　CD4，　CD8，　CD　19，　CD45，　CD　161抗体にて染色し、

フローサイトメロリーにて解析を行う。また肺組織の凍結切片を用い抗CD3，　CD4，

CD8，　CD20，　CD68，　CD　161抗体にて免疫染色を行う。フローサイトメトリーでのリン

パ球領域において、肺組織および末梢血からの分離単核球でのCD45陽性細胞の割合を

ノハ



－ 50 － － 51 －

Mann・Whitne　yのU検定を用いて解析した。なおP値が0．05未満を有意差ありとし

た。

［結果】

肺組織より得られた単核球のフローサイトメトリー解析を行ったところ、リンパ球領域

における92．1±7．8％の細胞が白血球の共通抗原であるCD45を発現していた。末梢血

より分離した単核球において同様の解析を行ったところ、CD45の発現率は91．5±

12．5％であり、これらの間に有意差は認められなかった。

　肺組織より分離したリンパ球のうち、CD4陽性細胞は32．6％で、　CD8陽性細胞は

40．4％であった。その他の細胞はCD4・CD8ともに陰性でありnatural　killer　cel1（NK

ce11）であろうと考えられた。フローサイトメトリーでのmonocyte・macrophageの領域

におけるCD68の発現率は、肺組織より分離した細胞では46．1％であり、末梢血より分

離した細胞でのそれよりも高かった。

　肺組織のPBSによる洗浄効果を見るために、抗CD68抗体にて洗浄前後の肺組織の

免疫染色を行ったところ肺胞腔のほとんどの肺胞マクロファージは除去されていた。ま

たT細胞は血管やリンパ管の周囲に多く認められたが、CD4陽性細胞とCD8陽性細胞

の局在に差は認められなかった。CD20陽性細胞はリンパ濾胞内に多く認められた。

CD　161陽性細胞は血管・リンパ管周囲や胸膜の近傍に多く認められた。　CD68陽性細

胞は肺胞腔内、および肺間質に認められた。

［考察】

肺組織を酵素にて処理し単核球を分離するという方法をh㎜1anの肺組織にて試みた。

分離された細胞のフローサイトメトリー解析を行った結果、リンパ球領域の多くが白血

球の共通抗原であるCD45を発現しており、末梢血から分離した細胞でのCD45発現

率との間に差は認められなかった。よって本法にて肺組織からの単核球の分離が可能で

あることが分かった。

　BALは多くの肺疾患において有益な方法ではあるが、肺の一部しか洗浄することが

できず、また解剖学的な理由からその洗浄部位は中葉や舌区となることが多い。また疾

患によっては炎症細胞は肺間質内にも浸潤しており、BALではそれらの細胞の回収は

不可能である。今回我々の行った方法で得られた単核球は肺間質に存在していた可能性

があり、本法は間質性肺疾患の新たな評価法となりうるかもしれない。また本法によっ

て得られた炎症細胞を解析することは、炎症性肺疾患のメカニズムを解くきっかけとな

るかもしれない。
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この研究における問題点としては、単核球の分離を行う肺組織を肺腫瘍のある肺葉から

採取している点があげられる。肺組織からの分離単核球ではNK細胞の割合が増加して

いたが、肺腫瘍の存在が影響している可能性は否定できない。炎症性肺疾患患者での肺

胞洗浄液中の単核球と、肺組織からの分離単核球との比較を行った研究は現在進行中で

ある。

（論文審査の要旨）

　本研究では生検肺組織から単核球を抽出し、肺組織全体に含まれる単核・
球をフロー・サイトメトリーにて解析し、生検肺組織内の炎症細胞の定量的
評価を試みた。

　19例の肺癌手術症例において、切除された肺葉の非疾患部分を対象と七
て・肺組織の非疾患部分を細切・酵素処理し、単核球を分離した。そして
これらの単核球の細胞表面抗原の解析を行った。
　肺組織より得られた単核球のフローサイトメトリー解析を行ったとこ
ろ・リンパ球領域における90％以上の細胞が白血球の共通抗原である
CD45を発現していた。それらの単核球の細胞表面抗原はCD4／CD8＝　　・
32．6％／40．4％であり、残りの細胞の多くはNKce11であった。肺組織中の
肺胞マクロファージはその処理過程において洗浄・除去されていることが
光顕でも確認されており、今回得られた単核球は肺間質に存在していたと
思われる。

　本法により肺間質からの単核球の分離が可能であり、間質性肺疾患等の
新たな評価法となる可能性がある。肺組織からの炎症細胞の分離法を確立
した点・およびそれらの細胞表面抗原の解析から新知見を得た点に、本研
究の学位論文としての価値を認める。　　　　　　　　　　、


