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研究成果の概要（和文）：薬疹患者の診療において、原因薬剤の特定は重要であるが、危険を伴う薬剤再投与試
験以外には、十分に感度が高く簡便な検査法がない。薬剤特異的Ｔ細胞の頻度は、患者の末梢血液中にわずかで
あり、その細胞分裂やサイトカイン産生を検出することは、困難な場合が多い。本研究は、T細胞をあらかじめ
活性化・増殖させてから、薬剤に対する反応をみることで、従来の薬剤誘発リンパ球刺激試験にかわる、次世代
のリンパ球刺激試験を開発した。

研究成果の概要（英文）：The drug-induced lymphocyte stimulation test (DLST), also referred to as 
lymphocyte transformation test (LTT), is used to identify the culprit drug in cases of cutaneous 
adverse drug reactions (cADR). Although DLST is a widely used in vitro test, its sensitivity and 
specificity are unsatisfactory. Recent reports suggest that the detection of drug-induced interferon
 (IFN)-γ production using enzyme-linked immunoSpot (ELISpot) assay (conventional IFN-γ ELISpot) is
 useful for identifying culprit drugs in cADR cases. The modified IFN-γ ELISpot using activated 
PBMCs was more sensitive than the conventional IFN-γ ELISpot was for detecting drug-induced IFN-γ 
production, which could be a useful in vitro tool for identifying culprit drugs in cADR cases.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
あらかじめ活性化・増殖した薬剤特異的Ｔ細胞によるIFN-γの産生や活性化を検出することで、より感度の高い
in vitroの検査法が確立できたことにより、薬疹の原因薬剤特定の検査法としての臨床応用が期待できる。



 
１．研究開始当初の背景 
これまでに我々は、フローサイトメトリーを用いて DLST を可視化することで、従来の DLST が
薬剤に特異的な T細胞の分裂を検出していることを確認した。そして、重症薬疹では、急性期
に行った DLST で CD8 陽性細胞傷害性Ｔ細胞の分裂がみられ、それ以外の薬疹では主に CD4 陽性
Ｔ細胞の分裂をとらえている事を報告した。さらに、ヒトヘルペスウイルス６型の再活性化を
伴うことが多い重症薬疹である薬剤性過敏症症候群(DIHS)の回復期では、CD4 陽性Ｔ細胞の中
でも、アレルギーや炎症を抑制する働きを持つ FOXP3 陽性の制御性Ｔ細胞の分裂増殖している
ことを報告した。（Hanafusa T. Azukizawa H. et al The predominant drug-specific T-cell 
population may switch from cytotoxic T cells to regulatory T cells during the course of 
anticonvulsant-induced hypersensitivity.J Dermatol. Sci 2012 65(3) 213-9 より）。この
ように DLST は薬疹の病態に重要な免疫反応を反映した有用な検査であることが明らかである
一方、臨床的に明らかな原因薬剤を検査しても、陽性となる症例は決して多くはないため、DLST
でとらえている免疫反応の検出感度を上げることは大変重要な課題である。 
 近年、結核感染の体外診断として、結核菌特異抗原のペプチドを血液に添加培養することで、

インターフェロンγ(IFN-γ)の産生をみる検査法であるクオンティフェロンが行われている。

最近では、血液からリンパ球を分離して、数を調整した上で、結核菌特異抗原を添加し、IFN-

γ産生細胞の数を数える T-spot が普及しており、皮膚反応を判定するツベルクリンよりも有用

性が高まっている。薬疹における薬剤特異的なＴ細胞の反応の検出においても、IFN-γ産生細

胞数を検討する IFN-γ遊離試験や ELISpot 法の有用性が報告されるようになった。 

 
２．研究の目的 
従来の DLST にかわる検査法として、T細胞をあらかじめ活性化増殖させることで IFN-γ産生検
出の感度を飛躍的に上げた次世代の DLST 開発を目的とする。薬疹患者では採取した末梢血にお
いて Tリンパ球が少ない事が多々ある。また大量のステロイド治療後の検査においては、患者
の免疫は抑制状態が残存しており、従来の DLST で薬剤反応性 T細胞を検出することは困難な場
合がある。本研究により、薬剤特異的 T細胞をあらかじめ活性化増殖させることで、その検出
感度を向上させることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
患者末梢血単核球に、抗体やサイトカインを添加後して、1週間程度の培養で、T細胞の活性
化・増殖し、次世代の DLST の確立に適した条件を検討する。薬剤特異的な T細胞の活性化・増
殖を検出する方法として、IFN-γの産生を ELISA 法、ELISpot 法で検出する方法や、カルシウ
ムの細胞内流入など、薬剤を添加してから比較的短時間で反応を見ることができる方法を検討
する。また、IFN-γ以外にも測定が有用と考えられるサイトカインや細胞傷害性顆粒などの測
定も検討する。薬剤特異的 T細胞へのカルシウムの細胞内流入は、蛍光顕微鏡下での観察から
始めフローサイトメトリーによる定量的な測定を目指す。 
薬剤特的Ｔ細胞の解析、ならびに IFN—γなどのサイトカインの検出は、薬疹患者からヘパリン

採血により得た検体を用いる。薬疹の急性期の患者の末梢血単核球には、薬剤特異的 T細胞が

含まれている。通常診療の血液検査として DLST を提出する薬疹患者から、同意書により同意を

得た上で、本研究のために、診療用とは別に約 20ｍｌの採血を行う。この血液を Ficol-Paque

を用いて遠心分離を行い、患者末梢血単核球を分離する。患者末梢血単核球を AB 型血清添加し

た RPMI1640 細胞培養液にて、細胞浮遊液を作成する。1週間程度の T細胞の活性化・増殖させ

るため、抗 CD3 抗体・抗 CD28 抗体結合磁気ビーズや、recombinant IL-2 を添加する.活性化

した細胞を前後で、T 細胞、B 細胞、単球などの細胞分画の変化を確認する。 

 1 週間培養にて活性化した細胞から、磁気ビーズや抗体・サイトカインなどを洗浄などで除

去した上で、細胞数を調整したのち、その患者の薬疹の原因となった薬剤を添加と非添加の細

胞浮遊液を作成する。数時間培養し、IFN-γ遊離試験、ELISpot 法を行う。IFN-γ遊離試験は

培養上清を用いて ELISA 法により計測する。ELISpot 法を用いてより感度を高めるため、IFN-

γ産生細胞をドットの数として検出する。通常診療の血液検査として行った DLST の結果と比

較して陽性となる薬剤の相関性と、陽性率を検討する。 



 
 

 T 細胞が、抗原を T 細胞受容体で認識すると、早期に細胞内へのカルシウム流入がおこるこ

とが知られるが、蛍光 Ca++インジケーターをもちいることで、カルシウムの流入を可視したり、

フローサイトメトリーで検出できる。蛍光 Ca++インジケーターを用いた実験では、薬剤添加後

数分以内に細胞内へのカルシウムの流入が検出されると考えられるため、まず蛍光顕微鏡下で

の観察で、検出感度を検討した上で、フローサイトメトリーを用いた検出に適した条件を検討

する。 
 
 
４．研究成果 
 

薬疹において原因薬剤を特定する最も信頼性が高い方法は内服誘発試験であるが、施行できる

症例は限られるため、重症薬疹を起こすことが知られる代表的な原因薬剤が被疑薬で、発症ま

での投与歴が矛盾しない症例に限定して比較を行った。カルバマゼピン、ラモトリギン、フェ

ニトインといった抗けいれん薬とアロプリノール、スルファメトキサゾール/トリメトプリム

(ＳＴ合剤)、 セフェコキシブなどは、重症薬疹の原因薬として頻度が高いため、これらの薬

剤による臨床的に原因薬剤が明白な薬疹患者 16 症例から得た 20 検体を用いて、従来の薬剤添

加 IFN-γ ELISpot 、活性化リンパ球を用いた薬剤誘発 IFN-γ ELISpot、DLST を同時に施行す

ることで比較を行った。薬剤の特異性を確認するために陰性対照は､発症後に皮疹の再燃なく安

全に投与できた薬剤を用いた。 

 セレコキシブによる EM の症例を例にあげると、従来の IFNγ-ELISpot では 1個のみスポット

が検出されたが、活性化リンパ球を用いた IFNγ-ELISpot ではラモトリギン添加で 17 個のスポ

ットを検出した（図 2）。これは 20 万個の細胞中に 17 個の IFN-γ産生細胞を検出したと解釈で

きる。 

 T-SPOT.TB では判定基準としてスポット数が 6 以上であれば陽性となる｡しかし､活性化リン

パ球を用いた場合､図 2 のように薬剤を添加していない場合でも抗原非特異的にスポットが形

成されることがあったため､我々は薬剤無添加のウェルと原因薬剤添加のウェルとのスポット



数の差が 6以上であれば陽性とした。 

 

 

 DLST は２０検体中８検体が陽性であったのに対して、従来の IFNγ-ELISpot では２０検体中

４検体でしか陽性とならなかった。一方、活性化リンパ球を用いた IFNγ-ELISpot では２０検

体中１７検体で陽性となった(図２)。 

症例ごとに比較しても、DLST の陽性率は３７．５％であったのに対して、従来の IFNγ-ELISpot

では１８．７％とむしろ DLST より低い結果となった。一方、活性化リンパ球を用いた IFNγ

-ELISpot では 81.2％と飛躍的に高い感度を示した。 

 抗 CD3/CD28抗体とIL-2によるT細胞活性化により非特異的なIFN-γ産生が起きている可能

性を否定するため、陰性対照として発症後に再燃なく安全に投与できた薬剤についても同様の

検討を行ったが、従来の IFNγ-ELISpot、活性化リンパ球を用いた IFNγ-ELISpot ともにすべ

て陰性であり、偽陽性はなく特異度が高いことが示唆された。一方で DLST は発症後に再燃なく

安全に投与できた薬剤についても、偽陽性がいくつかの検体でみられており、特異度に問題が

あると考えられた。 

さらに健常人 3 名の検体を用いて今回原因薬剤となった全ての薬剤を検査したが活性化リン
パ球を用いた ELISpot はいずれも陰性であった｡健常人については、従来の ELISpot､DLST も全
て陰性であったことから、DLST は薬疹患者のような炎症状態では偽陽性が起きやすいのではな
いかと考えられる。 

薬剤添加による細胞内カルシウム流入をフローサイトメトリーで計測する方法として、末梢血

単核球を用いてFluo-3-AMと Fura-Redを用いて、Ｔ細胞の活性化を検討をおこなった。またＴ細

胞表面マーカーを染色した細胞において細胞内カルシウム流入をフローサイトメトリーで計測

できるか検討を行った。T細胞を非特異的に活性化することで細胞内カルシウム流入を計測する

ことはできたが、薬剤特異的なT細胞は細胞数が極めて少ないため、非特異的な細胞内カルシウ

ム流入と区別して検出するための技術的な改良が必要である。 
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