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研究成果の概要（和文）：ヒト肺Mycobacterium avium症患者および健常者コントロールより末梢血単核白血球
を分離した。分離した末梢血単核白血球サンプルをフローサイトメトリーにて解析を行った。CD4陽性T細胞、
CD8陽性T細胞共に、PD-1細胞を発現している細胞の割合は、健常者コントロールに比し、ヒト肺Mycobacterium 
avium症患者にて有意に変化は認めず、むしろPD-1細胞を発現している細胞の割合は低下していた。このこと
は、他の慢性炎症性疾患や感染症と異なり、Mycobacterium avium感染症では、病原体の持続的な刺激により、T
細胞は消耗することなく、存在している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary Mycobacterium avium and intracellular infectious diseases has 
become an important health-care problem because its prevalence is increasing. We hypothesized that 
programmed cell death (PD)-1 might be upregulated in T-cells of the patients with pulmonary 
Mycobacterium avium infection, which would contribute to attenuated cellular immunity. Then, we 
examined the expression of PD-1 in T cells in the samples of peripheral blood mononuclear cells 
derived from age and sex matched healthy controls and the patients with pulmonary Mycobacterium 
avium infection. The percentage of PD-1 positive cells in both CD4 positive T cells and CD8 positive
 cells were significantly decreased in the patients comparing with healthy controls. In contrast to 
previous reports about PD-1 T cells in chronic inflammation and infection including chronic 
hepatitis, pulmonary Mycobacterium avium infection may not induce T-cell exhaustion.

研究分野：呼吸器内科学分野
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 肺非結核性抗酸菌症は(肺 NTM症)は結核菌
とライ菌以外の抗酸菌による肺の感染症で
ある。肺 NTM 症の患者は中高年の女性を中心
に増加しており、かつ、NTM 症は既存の抗菌
薬治療に対し抵抗性であることから、さらな
る治療法の進歩が必要とされている。 
 肺 NTM症は同じ肺抗酸菌感染症である肺結
核と異なり、病勢は各患者で異なっており、
ほとんど病状が進行せず、安定している患者
がいる一方、比較的急速に進行する症例が存
在している。この病勢の違いは患者の免疫状
態・他の慢性呼吸器疾患の合併等、宿主因子
が規定すると考えられてきた。一方、繰り返
し配列数多型(VNTR: Variable numbe of 
tandem repeats)による遺伝子型の解析に基
づく我々の研究は、患者 M. avium の遺伝子
型解析により肺病変が進行するタイプ(進行
形 M. avium 株)または安定するタイプ(安定
型 M. avium 株)であるかを予測できることを
明らかにしており、（図１、Kikuchi T et al. 
Thorax 2009;64:901, Kikuchi T and 
Mitsuhashi Y et al. Clin Microbiol Infect 
2014;20:256)、肺 NTM 症の病勢が宿主因子だ
けでなく、菌側因子によっても規定される可
能性が示されている。しかしながら、病勢を
決定する菌側の因子・メカニズムはまだ同定
されていない。 

 PD-1(Programmed cell death 1)は、活性
化リンパ球に発現する抑制性レセプターで、
T リンパ球の、過剰な活性化を抑制すること
が知られている。PD-1 の機能不全は過剰な免
疫反応につながり、多発性硬化症、I 型糖尿
病、全身性エリテマトーデスといった自己免
疫性疾患発症のリスクとなることが明らか
になってきている。一方、腫瘍細胞が腫瘍細
胞が PD1 のリガンドである PD-L1 を発現し、 
免疫反応から逃避していることを明らかに
なり、現在 PD1/PD-L1 阻害による抗腫瘍両方
の開発が進められている。近年の研究により、
慢性C 型肝炎やHIVウイルス感染といった慢

性感染症において、PD-1 陽性消耗 T細胞が出
現し、病原体の感染持続に関与していること
が報告されている。PD-1 陽性消耗 T細胞は T
細胞免疫応答性が低下しており、消耗 T細胞
の増加は免疫応答の低下・病原微生物に対す
る抵抗性の低下に繋がると考えられている。
加齢によっても体内に増加することから、加
齢に伴う免疫応答の低下にも関与している。
慢性 C型肝炎の研究では PD1および同じく抑
制性レセプターである CTLA-4 を阻害するこ
とにより、消耗 T細胞の HCV に対する免疫応
答性が改善したと報告されている(PLoS 
Pathog. 2009)。また、最近の研究では、同
じく消耗 T細胞の HCVに対する免疫応答性が
改善したと報告されている(PLoS Pathog. 
2009)。また、最近の研究では、同じく消耗 T
細胞が増加している高齢者に対して、以前よ
り高齢マウスモデルにて免疫応答性の改善
効 果 が あ る と 報 告 さ れ て い た mTOR 
(mammalian target of rapamycin) 阻害薬
(Everolimus)の少量投与を行った所、PD-1 陽
性消耗 T細胞が減少し、免疫応答性が改善し
たことが報告されており(Sci Transl Med 
2014; 6: 268ra179) 、消耗 T 細胞の回復に
よる感染病原体の排除といった新たな治療
法の可能性が示唆されている。このように慢
性感染症における PD-1 陽性消耗 T 細胞の研
究が進められているが、同じく慢性感染症で
ある NTM 症における、消耗 T細胞の動態は解
析されていない。そこで我々は肺 NTM 症の代
表的な原因菌であり、かつ、我々がこれまで
研究を継続してきた M. avium に対象を絞り、
ヒト患者における末梢血中消耗T細胞の動態
を解析することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
ヒト肺 M. avium 症患者における PD-1 陽性
消耗エフェクターT 細胞の変化・増減を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
ヒト肺 M. avium 症患者における PD-1 陽性消
耗 T細胞の解析 
 
(1) 対象： 
 

① 健常対象者：年齢・性別・喫煙歴を患者
群と調整した、肺疾患既往のない健常者 

② 患者：2007 年に公表された米国胸部疾患
学会/ 感染症学会 (ATS/IDSA) 基準に
合致する肺 M. avium 症患者で、登録時
に未治療の患者。 

③ 除外条件：肺 M. avium 症に対する治療
歴がある患者、PD-1 陽性消耗エフェクタ
ーT 細胞に影響を与える可能性がある慢
性ウイルス肝炎患者、HIV 感染患者、

 

図１：VNTR による予後予測 



HTLV-1 感染患者は除外した。 
 
(2) PD-1 陽性消耗 T細胞の測定： 
 

① 健常対象者およびヒト M. avium 症患者
より末梢血を採取し、Ficoll-Paque PLUS 
(GE Healthcare)による密度勾配遠心に
より末梢血単核細胞(PBMC)を分離する。 

② 分離した PBMC を蛍光抗体にて染色し、
フローサイトメトリーにて以下のパラ
メーターを解析する。 

③ CD3 陽性 CD4 陽性 CD127 陽性 T 細胞(エ
フェクターヘルパーT 細胞)に占める
PD-1 陽性細胞の比率および PD-1 の
MFI(発現強度)を解析する 

④ CD3 陽性 CD8 陽性 T 細胞(cytotoxic T
細胞の含まれる分画)に占めるPD-1陽性
細胞の比率および PD-1 の MFI(発現強
度)を解析する 

 
４．研究成果 
(1) ヒト健常者、および、ヒト肺 M. avium
症患者末梢血単核球(PBMC)の分離・凍結
保存法の確立 

 
 健常者、患者サンプルの末梢血単核球
(PBMC)をフローサイトメトリーにて解析す
るにあたって、障壁となるのは、PBMC の分離
後にすぐ、フローサイトメトリーのための染
色、解析を連続的に実施すると、各検体が入
手できた時点で、長時間の分離＆解析を行わ
なくてはならず、非常に効率が悪いことが予
想された。 
 そこで申請者は、患者サンプルから末梢血
単核球(PBMC)を分離し、凍結保存し、後日融

解し、生細胞を安定的にフローサイトメトリ

ーの解析ができるよう、PBMC の凍結保存法を
先ず検討した。各種細胞保存液を試行した結
果、凍結保存＆融解後にも生存率や表面マー
カーが凍結前と変化しない細胞保存液
（Recovery™ Cell Culture Freezing Medium; 
ThermoFisher Scientific）を選択すること
ができた(図２)。 
 
(2) ヒト肺 M. avium 症患者における PD-1 陽
性消耗 T細胞の解析 

 
ヒト肺 Mycobacterium avium 症患者および
年齢・性別が一致した健常者コントロールよ
り、ヘパリンナトリウム入りの採血管を使用
し末梢血を採取、リンパ球比重分離液
（Ficoll-Paque PLUS）を使用し、密度勾配
遠心法にて末梢血単核白血球 (PBMC: 
peripheral blood mononuclear cells)を分
離した。分離した末梢血単核白血球サンプル
を、LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit
にて死細胞を除去し、生細胞のみを汎 T細胞
マーカー CD3、ヘルパーT 細胞マーカーCD4、
キラーT 細胞マーカーCD8、CD127 (IL-7 レ
セプタ alpha 鎖)、PD-1 にて共染色を行い、
フローサイトメトリーにて解析を行った(図
3)。 

 
解析の結果、CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T
細胞共に、PD-1 細胞を発現している細胞の割
合は、健常者コントロールに比し、ヒト肺

 
図２：患者由来細胞検体法の凍結保存法の
確立 
末梢血単核球細胞を凍結保存し、融解後も
生存率や表面マーカーが凍結前と変化し
ない細胞保存法を検討した。本検討にて確
立した方法は、手術肺や BAL 検体にも適応
できる方法であった。 

 

図３A：死細胞染色による live PBMCs の抽
出。 

 
図３B：CD3 陽性 T細胞の抽出。 



Mycobacterium avium 症患者にて有意に変化
は認めず、むしろ有意差はないものの、PD-1
細胞を発現している細胞の割合は低下して
いた(図 4)。このことは、他の慢性炎症性疾
患や感染症と異なり、Mycobacterium avium
感染症では、病原体の持続的な刺激により、
T 細胞は消耗することなく、存在している可
能性が示唆された。 
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図３E：PD-1陽性細胞の解析 

 

 

 
図 4：ヒト肺 Mycobacterium avium 症患者



○取得状況（計０件） 
 
〔その他〕 
特記すべきことなし 
 
６．研究組織 
 
(1)研究代表者 
三橋 善哉（MITSUHASHI, Yoshiya） 
東北大学・医学系研究科・非常勤講師 
研究者番号：70754513 


