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抄録

1 8 名の重症筋無力症( M G )患者と 1 1 名の対

照患者において胸腺リンパ球の表面抗原を 2 カ

ラーフローサイトメトリーで解析した。 正常例では、 CD4+ 

CD8+ の double positive cell の割合と年齢は

負の相関( r=-O. 89 , p く o • 0 5 )を示した。 MG 例

では両者に有意な相関はなかった。 血清抗ア

セチルコリンレセプター( AchH) 抗体価と胸

腺内リンパ球の double positive cell の割合

との問に負の相関( r=-O. 52 , p く O. 0 5 )が、 CD 

4+single positive cell の割合との問に正相

関( r = 0 • 56 , p く O. 0 5 )があったが、 CD8+ single 

p 0 s i t i v e c e 1 1 の割合との間には有意の相関は

なかった。 血清抗 AchR抗体価の高い患者胸腺

内で増加している helper T cel1 が胸腺での抗

AchR 抗体産生に関与している事が示唆された。



Ana1ysis of Thymic Lymphocyte Subse七 s in Patients 

with Myas七henia Gravis 

Two co1or f1owcytometry was used to ana1yse 七he thymic 

1ymphocy七e subpopu1ation in 18 patients wi七h myas-

七henia gravis and 11 norma1 con七ro1s ，.

工n the norma1 thymus , the proportion of CD4+CD8+ 

(doub1e positive) ce11s corre1ated significant1y with 

the pa七 ient age (r =一0.89 ， P < 0.05). However ，七he

proportion of doub1e posi七 ive ce11s in 七he myasthenic 

thymus did not corre1a te wi th the agE~ of the pa七ient.

The serum leve1 of an七i-ace七y1cho1ine receptor (AchR) 

an七ibody of the pa七ien七 corre1ated significan七1y wi七h

the propor七ion of doub1e positive cel1s (r =一0.52 ，

p く 0.05). The antibody ti七er a1so corre1ated with 

七he proportion of CD4+CD8-ce11s (r = 0.56 , P < 0.05) 

and CD45RA+CD3+ce11s (r = 0.51 , P < 0.05) , but not 

with the propor七 ion of CD4-CD8+. 

The increased proportion of helper T cells may be 

responsib1e for the an七i-AchR antibody produc七ion in 

MG 七hymus.



緒言

重症筋無力症( M G )は骨格筋のニコチン

作動性アセチルコリン受容体 (AchR) に対する

抗体によって引き起こされる自己免疫疾患で

ある( 1 , 2 )が、 その発症のメカニズムは解明さ

れていない。 しかし、 胸腺摘出によって約 80

児で 5 年以内に症状の改善が得られること ( 1 , 

3 , 4) 、 および、 M G 患者胸腺の約 80% に怪中心

の形成が観察され、 約 30% に胸腺腫を合併する

( 1 , 2 )といった胸腺異常が多発することから、

MG の発生に胸腺が関与している可能性が示

唆されてきた。

正常では、 自己抗原に反応する T 細胞は、

胸腺内で除去されるが、 M G においては血清

抗 AChR 抗体が存在することから、 自己 AchR に

反応するリンパ球が存在することが明らかで

ある ( 1 , 2)0 M G に胸腺の異常が高率に合併

することから、 胸腺における異常は自己反応

性の T 細胞を除去するという機能に関連して

いる可能性が高いと考えられる。
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MG における胸腺の研究により、 M G 胸腺

リンパ球により抗 AChR抗体が産生されること

が明らかになった (5-8)0 M G 胸腺におけるリ

ンパ球サブセットの分布に関しては現在まで

種々のマーカーを用いて解析されてきたが、

( 9 -11) 、 胸腺内リンパ球のサブセットと、 血

清 AChR 抗体価との関係についてはまだ明らか

にされていない。

本研究は、 2 カラーフローサイトメトリー

を用いて胸腺リンパ球の細胞表面抗原を解析

することにより、 MG 患者の胸腺内リンパ球

サブセットの分布を明らかにし、 さらにリン

パ球サブセットと血清抗 AChR 抗体価との関係

を検討することを目的とした。
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研究方法

1 .研究対象

重症筋無力症( M G )患者 18 名を対象とした

(表 1 )。 年齢は、 1 2 歳から 54 歳、 平均 35 歳

であった。 この内、 6 名は胸腺腫を合併してい

た。 全員骨格筋の易疲労性を示し、 筋電図異

常と、 抗コリンエステラーゼ剤の有効性から

重症筋無力症と診断した。 抗 AChR 抗体価は、

o . 2 n M から 194nM と広い範囲に分布した。 胸腺

腫合併、 非合併により抗体価に有意差はなか

った。 また抗体価と Ossermann病期分類の問に

は一定の関係はなかった。 胸腺腫は症例 1 3 

の一例(上皮細胞優位)を除きリンパ球、 上

皮細胞の混合型であった。 他臓器に浸潤した

ものはなかった。

全症例で、 術前ステロイドホルモンや免疫

抑制剤は使用せず、 拡大胸腺摘出術または、

胸腺胸腺腫摘出術を施行した。

開胸手術を受けた、 非免疫性疾患怠者 11 名

を対照とした。 対照例の年齢は 3-55 歳、 平均

向
。



2 9 歳であった。

2 .リンパ球の抽出方法

手術時得られた胸腺組織をはさみで機械的

にときほぐし、 Hanks バランス液に浮遊させ、

Ficoll-Hypaque 液による比重遠心法で、 リン

パ球を分離した。 胸腺腫のある症例について

は胸腺腫と離れた部分の胸腺を用いた。 また、

ヘパリン化末梢血でも同様に、 F i c 0.1 1 -

Hypaque液を用いて比重遠心法で、 リンパ球を

分離した。

3 .抗 AChR抗体価の測定方法

Lindstrom の方法( 12) で測定した。

大腿部切除患者の大腿部筋肉をミンスし、

Tris buffer 液に浮遊し、 4~ ， 10 , OOOrpm で 1 時

間違沈した。 ペレットを 2% Triton X-100 

Tris buffer (2%TritonX-100 , O.1M sodium 

azide , O.1mM phenylmetyl sulphonyl-

f 1 u 0 r i de、 P H 7 • 0 )に浮遊させ、 12 時間、 携は

んし、 その後、 4 0 0 , 000 r pm、 1 時間遠沈し、 上

清を AChR を抽出液とした。
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AChR 抽出液 10ml (3.5pmol) に、 1 2 5 1 標識 α

-bungarotoxin (Amersham)10μC i を添加した。

この混合液 100μl に患者血清 1μ1 :を添加し、

4 0Cで約 1 2 時間反応させた。 次に、 ウサギ抗ヒ

ト IgG 抗体 (Hoechst)50μl を添加し、 4 時間

反応させた後、 生じた免疫複合体を 4 m 1 の 1 % 

Triton X-100 Tris buffer 液で 2 回洗浄した。

この沈査の 125 1 をガンマカウンターで測定し、

α-bungarotoxin のモル数で血撲の AChR 抗体価

を表した。

1 251 のバックグラウンドは、 正常ヒト血撲

の沈査のカウント数を用いた。

測定は、 それぞれ、 triplicate で行い、 そ

の平均値を抗体価として表した。

4.Fluoroescein activated cell sorter 

(FACS) によるリンパ球の表面抗原の分析方法

fluoresein isothiocyanate (FITC) 標識

抗 CD8(Leu 2) ，抗 CD45RA(Leu 18) と、

Phycoerythrin(PE) 標識抗 CD4(Leu 3a) , 

抗 CD3(Leu 4) を用いた。 何れも、 Becton 
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Dickinson社製のモノクロナール抗体であった。

胸腺組織からリンパ球を抽出し、 O.5-1.0X 

10 6 個の細胞を 100μl の燐酸緩衝液に浮遊し、

これに FITC標識モノクロナール抗体と PE標識

モノクロナール抗体を各 1 0μl ずつ添加した。

この混合液を 4 0Cで 3 0 分間反応させた後、 燐酸

緩衝液で 2 回洗浄した。 次に、 死細胞を同定、

除外するために、 propidium iodide(5μg/m 

1 )を加えた後、 FACStar(Beckton Dickinson) 

に用いて解析した。

5 .推計学的分析

Student t test , Mann-Whitney' s U-test , 

linear regression および Speaman' s rank 

correlation を用いた。 p く o . 0 5 をもって有意と

判定した。

ρ
0
 



結果

表 1 に 1 8 例の M G 患者の CD4/CD8 ， DR/CD3 , 

CD45RA/CD3 の二重染色の結果を示す。

(1)CD4 ， CD8 陽性細胞の割合

表 1 に示すように、 正常胸腺では C D 4 + , 

CD8+ の double positive cell は 1.5-84.7児、

平均 51.9+ 27% であった。

MG 胸腺内の double positive cell の割合

は 18. 7 児一 82% ，平均 48.9+ 19.9% で、 正常胸腺と

有意差はなかった。 CD4+CD8- single posiｭ

tive cell の割合は正常胸腺で平均 17.4+ 16. 

0 お， M G で平均 22.6+ 9.6児、 また CD4-CD8+

single positive cell の割合は正常胸腺で平

均 10.4+ 6. 問、 M G 胸腺で平均 11.2+ 6.5% で

いずれも有意差を認めなかった。 M G 胸腺の

なかでは double positive cell , single 

positive cell ともに、 胸腺腫合併例と、 非合

併例との聞に有意差を認めなかった(表 1 )。

( 2 )年齢と double positive cell の割合との関

係:

-7-



胸腺内リンパ球の中の、 double positive 

cell(CD4+CD8+ cell) の割合と年齢との関係を

検討すると、 正常胸腺においては、 図 l のよ

うに、 年齢とともに、 double positive cell 

の割合が低値となり、 両者には有意 (r =- O.89

, p く o . 0 5 )の負の相関性を認めた。

一方、 M G 症例では、 正常胸腺と同様に年

齢とともに、 double positive cell の割合が

低値となる傾向があったが、 有意の相関性は

なかった(図 2 )。

( 3 )血清抗 AChR抗体価と胸腺細胞内の CD4 ， CD8 

細胞の割合の関係:

MG 患者の血清抗 AChR 抗体価は、 図 3 に示

すように、 胸腺内 double positive cell(CD4 

+CD8+) の割合と有意( r = -0 • 52 , p く O. 0 5 )の負の

相関を示した。

また、 血清抗体価と、 CD4+ の s i n g 1 e 

positive cell の割合は、 図 4 に示すように、

有意 (r=O. 56 , p く o • 0 5 )の正相関を示したが、

CD8+ の single positive cell) と抗体価とは有

。
。



意の相関性を示さなかった(図 5 )。

( 4 )胸腺内 B 細胞 (DR+CD3-) の割合: B 細胞の

割合は正常胸腺( n = 7 )では O. 1 から 18. 5 %に分布

し、 平均 5.0+ 6.4% であった(表 1 )。

M G 症例では、 O. 9 月一 10. 8 %の聞に分布し、 胸

腺腫非合併例では平均 4.8+ 3.1店、 合併例では

平均 5.6+ 3.6% と 3 群聞に有意差を認めなかっ

た(表 1 ) 0 M G 患者の血清 AChR 抗体価と、

胸腺細胞内の DR+CD3- 細胞の割合との間には有

意の相関性はなかった(表 1 )。

( 5 )胸腺内 CD45RA+ 陽性 T 細胞 (CD45RA+CD3+) の

割合: 成熟した胸腺リンパ球のマーカーのひ

とつである CD45RA 陽性の T 細胞の割合は、 正

常胸腺 (n=4) では 1 • 6 から 7 . 1 おに分布し、 平均

3.8+ 2.4% であった。

胸腺腫非合併例では 1 . 1 から 26. 5 %で、 平均

10.7+ 7. 錦、 胸腺腫合併例では 6 . 2 から 26. 2 % 

で、 平均 10.5+ 7.7% であった。 MG 胸腺の

CD45RA 陽性 T 細胞の割合は正常胸腺と比較し

て有意に高値であった( p く O. 0 1) 、. (表 1 )。
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血清抗 AChR 抗体価と CD45RA 陽性 T 細胞の割合

との間には、 Speaman's rank correlation に

より有意 (rs=O. 51 , p く O. 0 5 )の正相関を認めた

(図 6 )。
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考案

MG 患者胸腺のリンパ球は試験管内で抗

AChR 抗体を産生するという機能的異常が報告

されているが( 5 -8) 、 著者は、 2 カラーフロー

サイトメトリーにより、 MG 胸腺のリンパ球

サブセットを解析し、 そのサブセット分布が、

患者血清抗 AChR 抗体価に影響されていること

を明らかにした。

正常胸腺では、 CD4+CD8+ の double 

positive cell の割合が年齢とともに低下し

た(図 1 )。 これは、 胸腺が年齢とともに退

縮していくことと関連していると思われた。

一方、 M G 胸腺では、 年齢と double

positive cell の割合と聞には有意の相関は

なく、 ぱらつきが大きかった(図 2 )。

今回明らかになった最も注目すべきことは、

患者血清抗 AChR 抗体価と胸腺内のリンパ球サ

ブセットの分布との関連であった。 患者血清

抗 AChR 抗体価は胸腺内の double positive 

c e 1 1 の割合と負の相関を(図 3 )、 s ingle 

1
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positive cell 、 CD45RA 陽性 T 細胞の割合と正

の相関を示した(図 4 、 6 )。 すなわち、 血

清抗 AChR抗体価の高い息者の胸腺には、

single positive cell が多く、 double 

positive cell が少なかった。 このことは、

血清抗 AChR抗体価の高い息者の胸腺には、 成

熟したリンパ球が多いことを意味している。

成熟した胸腺リンパ球のマーカーのひとつ

である( 1 3) 、 CD45RA+CD3+ cell の割合も、 患

者血清の抗 AChR 抗体価と有意の相関をした(

図 6 )。

抗体産生のために重要な働きをするのは、

single positive cell の中でも、 CD4+ のヘ

ルパー細胞である。 抗 AChR抗体産生において

もヘルパー T 細胞が必要であることが明らか

になっている( 1 4 -1 6) 。 著者の成績では

血清抗 AChR抗体価は胸腺中の CD8+ よりもむし

ろ CD4+ 細胞の割合とより強い相関を示した

(図 4 、 5 )。 このことは、 M G 胸腺リンパ球

のサブセットの異常が、 MG 胸腺で報告され

-12-



ている機能的異常、 すなわち胸腺における抗

AChR 抗体産生と関連している可能性を示唆し

ている。

正常幼児胸腺に多く見られる doub1e

p 0 s i t i ve c e 11 、 即ち未熟な胸腺皮質リンパ球

は、 sing1e positive ce11 に向かつて成熟

する段階で、 自己抗原に対する寛容を獲得す

ると考えられている。 しかるに MG において

は血清抗 AChR 抗体の存在により、 自己 AChR に

反応するリンパ球が存在すると考えられる。

抗 AChR 抗体価の高い例の胸腺リンパ球により

試験管内で抗 AChR 抗体の産生が見られる (5-8

)事実と考え合わせると、 自己 AChR 反応性リン

パ球は胸腺にも存在していることが示唆され

る。 従って、 抗 AChR 抗体価の高い患者の胸腺

内の single positive cell は、 単に非特異

的な成熟細胞の増加ではなく、 その中に自己

AChR に反応するリンパ球を含んでいることが

示唆された。

円
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