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1. 緒 言

慢性関節リウマチ(RA)患者の滑膜組織像で,その診

断上,特に特異的なものはないとされてはいるものの,

リンパ球 ･形質細胞といった単核細胞による高度の細胞

浸潤をよく認める (ZIFF,1974).一方,RA患者関節

液中では,特にその炎症の極期において出現 して くる

大多数の細胞は好中球であって,リンパ球を含めてい

わゆる単核細胞の数は甚だ少な く (HoLLANDERand

McCARTY,1972;TAZeASUGIandHoLLTNGSWORTH,

1967),そのためかこれら少数の細胞はともすれば看過

されがちなものであるが,滑膜というリウマトイドの炎

症の場に由来するこれらの ｢関節液中の少数の単核細胞

群｣を追究して行くことは,RAの病因･病態解析の上

で重要な手掛りを与えてくれる大きな可能性を秘めてい

ると言えよう.

我々は, この数少ないRA患者関節液中の単核細胞の

分離をまず試み,更にその機能をみる一助として,ヒツ

ジ赤血球ロゼット形成リンパ球 (SRBC-RFC),すなわ

ちT細胞 (LAYetal.,1971;JoNDALetal.,1972)の

検索をおこなった.同時に正常人およびRA患者末梢血

由来のものとの比較を行い,あわせて治療薬として用い

られた cyClophosphamideの影響も検討したのでここ

に報告する.

2.方 法

(1) 関節液および末梢血よりの単核細胞の分離の方法.

RA患者の主として膝関節よりヘパリン加注射器を用

いて関節液を採取し, これにヒアルロニダーゼ (スプラ

ーゼ⑧,持田製薬)杏lo-20単位/mJ(関節液)となるよ

うに加えて室温に20分間放置した後,あらかじめ 16×

100mmのサイズの試験管に入れておいた3mgのFicoll-

*現在は,岡山大学医学部第二内科学教室に所属中.

sodiummetrizoate(Lymphoprep⑧)上に静かに重層

する.直ちに400gで40分間スウィング型のローターで遠

沈し,下層の Lymphoprep液の直上に形成された白濁

リング層をパスツール ･ピペットを用いて採取し,ゼラ

チン･ベロナ-ル緩衝液で3回洗液した後,これのMay-

Giemsa染色塗抹標本を作成し,これと分離前の全関節

液細胞の分類用塗抹標本とを比較して,リンパ球,単球

系細胞の比率の動きを算定した.

末梢血よりの単核細胞の分離にさいしても関節液の場

合にほぼ準じておこなった.すなわち,-バリン加注射

器を用いて採取した血液を生理的食塩水で2倍に稀釈し

たのち,Ficolトsodium metrizoateを用いて遠沈分離

し,分離前後のリンパ球,単球系細胞の動きを同様の方

法を用いて算定した､なお,分離用試験管1本につき関

節液6ml,血液3mlをおのおの使用することを原EJjと

したが,細胞数の比較的少ない (3,000/mm3以下)関節

液では,最大限 10mJまでを使用した.

(2) SRBC-RFC(Tリンパ球)の観察方法

SRBC-RFC,すなわちT細胞の観察は矢田と橘(1972)

の方法に準じておこなった.

使用したヒツジ赤血球は,ヒツジより採血後ただちに

脱線維素処理をおこない,ついで等量のAIsever保存液

を加えて4oCに貯蔵し,実験には採取後2週間以内のも

のを供した.保存ヒツジ赤血球はその使用直前に生理的

食塩水で3[司洗液をくり返した後にウシ胎児血清中に

1.0×108/m/の濃度となるように浮遊した.また,分離

された単核細胞は5×106/mJの濃度にウシ胎児血清中

に加えられた.

このようにして得られたヒツジ赤血球浮遊液,単核細

胞浮遊液の各0.2mgずつをとり,小試験管内にてよく

混和した後,37oCの恒温槽中で15分間インキュベ- ト

し,ついで1000rpmで5分間遠沈してから水中にて1
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時日日放正した.以上の操作をおえてから′ト試験管を取り

出し管底の細胞を毛細,73:ピペットでゆっくりと再浮遊さ

せ,その1滴をスライドグラス上にとってカバーグラス

をかけパラフィン封入後,顕徴錠下に観察して仔核細胞

500個を数え,3個以上のヒツジ赤血球と結合している

ものを陽性と判定した.

3.結 果

(1) 関節液および末梢血よりの単核細胞の分離について

RA患者16名,31関節より得られた関節液において,

分離前の全関節液の細胞分矧 こおいては,リンパ球20.3

士15.1%,単球系細胞 15.1士7.2%,多核白血球64.6±

17.3%であり,すべての単核細胞中に占めるリンパ球の

割合は53.1士15.7% であった.これに反して,分離後

の分類上では,リンパ球60.7士19.6%,単球系細胞36.1

±19.6% と圧倒的に単核細胞群が多 く,僅かに 3.2±

3.8% の多核白血球によるコンタミネーションを認める

だけであった.また,すべての単核細胞に対するリンパ

球の比率は62.4土19.8% と分離前に比較して少 しばか

り増加する傾向にあった.

図1は関節液中における分離前 ･後におけるリンパ球

の単核細胞に対する比率をあらわしたものである.破線

で示したy-Xより大きく右下方にはみ出した2例を除

いたはかの大部分において分離後のリンパ球数の比率が

少し上昇していることがわかる.分離前の関節液中にし

ばしば認められる大型の滑膜表層細胞と思われるもの

(写央1)は,この実験条件での遠沈分離後には苦慮に

蕗ちて行くようで,分離された単核細胞群からははば完

全に消失していた.また,分離後に認y)られた多核白血

球のほとんどは.写式2に示したようIJ変性した好中球

であった.

一方,正常人11タ∴RA患者27才は り得られた末梢血
38例においては.分離前の細胞分類でリンパ球 22.0±

8.7%.単球系細胞8.1士3.9%,多核白血球69.9士9.7%
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図 1. RA患者関節液LPにおいて,リンパ球の全単核

細胞中に占める比率を,単核細胞群の比重遠沈

法による分離前 ･分離後に分けて示したもので

ある.
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写真 1.a)b)RA患者関節液中にみとめられる大型の単核細胞.おそらく滑膜表層細胞であろうと考えら

れる.(May･Giemsa染色)
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写実 2. 比重遠沈法によって分離された単核細胞群中

に混入している多核白血球.変性した好中球

と思われる.(May-Giemsa染色)

となり,すべての単核細胞巾に占めるリンパ球の比率は

72.7±11.6% であった.分離後においては,リンパ球

71.3士12.3%,単球系細胞 27,7±11.6%,多核白血球

1.0±2.0% であり,すべての単核細胞に対する リンパ

球の比率は 72.0±11.7% であった.末梢血における分

離前,分離後のリンパ球の単核細胞中に占める比率の動

きをあらわしたのか図2である.
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問 2. 末梢血中における単核細胞群中のリンパ球の比

率を,比重遠沈法による分離前 ･分離後にわけ

て凶,示したものである.
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図 3. RA患者関節液およびそれに対応する末梢血,
ならびに正常人末梢血中のリンパ球のうちで,

T細胞 (RFC)の占める割合を%で示した.破

線は各群の平均値に相当する.

(2) SRBC-RFC(T細胞)の頻度について

SRBC-RFCは正常人15例の末梢血,de丘nite以上の

RA患者13名より同時に採取された末梢血および関節液

18組について検索した.なお.RA患者については,副

門皮質ホルモンや免疫抑制剤服用中の者および2i眉間以

内に剖門皮質ホルモンの関節内投与を受けた帯はこの検

討対象から除外した.

図3に示すように,正常人15例の戊梢血では SRBC-

RFCは48.1±11.4%であり,RA患者の47.1±12.2%

という末梢血中のそれとの問には有意の差を認め得なか

った.

一方,RA止tli者関節液LFlの伯は 56.6士13.5% と,刺

応する末梢血中の頻度よりもELrjらかに高く,推計学的に

その p値は0.01-0.05のF川にあり,この関節液lFlの

SRBC･RFCcL)増加は有意のものと巧･えられた.なお.

末梢血 ･関節液中の SRBCIRFC と血清中のリウマ ト

イド因子,CRP,血沈偶ならびに関節液｢Flの細胞数な

どとの柵Eklについて詳しく追究してみたが,特記すべき

結果を得ることがlLl'J来なかった.また,臨床症状,とく

に関節点数との関にも何ら柵閥を確認することがItHJ来な

かった .

4. 考 察

免抜学の近ifl･におけるめざましい遊歩にともなって.

かつては与のサイズによってのみ形態学的に人 ･中･小

と弁別されていたリンパ球が,今ETではその免較学的機
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能によりT細胞とB細胞に区別して理解され得るように

なった.すなわち,前者のT細胞は腫癌免疫,移植免疫

あるいは遅延型免疫反応などといった細胞性免疫の担い

手であり,一方のB細胞は液性抗体の産生にたずさわ

り,形質細胞の前駆細胞であるとされている･T細胞は

また,suppressorT細胞としてB細胞の機能である抗

体産生を調節し,あるいは helperT細胞として抗休産

生のための情報をB細胞に伝えるなど,両細胞間の相関

も次第に明確にされつつある.

このT,B面細胞をおのおの分別する方法も次第に日

常的に施行されるようになり,T細胞はヒツジ赤血球に
ょるロゼット形成 (SRBC-RFC)(LAYetal.,1971;

JoNDALeiaZ.,1972),B細胞はその細胞膜表面に,免

疫グロブリン･活性化された補体第3成分に対するレセ

プター (矢田と橘,1972;PAPAMICHAILetal.,1971;

BIANCOetal.,1970) ･Fcに対するレセプタ-

(MILLERetal.,1971･,EDENetal.,1973)などの存

在することなどと言った特徴を用いて確認されている･

これらの細胞を観察するためには,先ず何よりもこれ

らを分配しなければならないが,末梢血よりリンパ球を

主とした単核細胞群を得る方法としては,比重遠沈法が

もっとも普遍的に用いられているようである.この研究

において採用 した B¢yum による (B¢yUM,1968)

Ficolトsodium metrizoate(Lymphoprep⑧)混合液

の使用もその一法であり,同液の有する赤血球凝集能と

相まって,特別な混合比 (5.6W/v%Ficoll:9.6W/V

Sodiummetrizoate)によってもたらされた1.077と

言う比重が,単核細胞群を赤血球 ･好中球を主とした多

核白血球より弁別する上で大きな要因となっている.辛

実,本法を用いての血液からの分離に際しては,全単核

細胞に対するリンパ球の比率は,すでに述べたように分

離前 72.7±11.6%,分離後 72.0±11.7% とはぼ全

く差がみとめられず,本法によって単核細胞群がその

subpopulationを乱されることなく分離されているこ

とを示している.

関節液内に浮遊しているリンパ球の分離には,本法を

使用するにあたって少し問題があるようである.すなわ

ち,関節液には多量の高分子複合体であるところのヒア

ルロン酸蛋白複合体が存在しているために,同液はきわ

めて粘桐で,原法通りの遠心法では多数の細胞が上清部

とも言うべき場所にトラップされ,その上,わずかに形

成された分離液上の自濁したリングも,その粘桐さのた

めに容易に採取出来ないという大きな制約が存在してい

たわけである.これは,市販のヒアルロニダーゼで関節

液を採取後まず処理することによって解決し得たが同酵

素がリンパ球細胞膜に何らかの影響をおよほし,ひいて

0 5 10 20 50 100 200 500
conc,of Sprase(unEt/mLofblood)

図 4. ヒアルロニダーゼ (Sprase)がリンパ球表面に

およぼす影響を示したもの.同一正常人末梢血

を異った機会に5度にわたって検索した結果,

本実験に用いた10-20u/mJの濃度ではまずヒ

アルロニダーゼの影響は無視出来ると考えられ

た .

はSRBC-RFCの頻度に影響する可能性も否定出来ない

ので,同一正常人を用いて早朝空腹時,異った機会に5

度にわたって採血し,さまざまな濃度に調整されたヒア

ルロニダーゼ液を添加してその影響を検討してみたが,

図4に示すように,本研究で用いた10-20単位/m/とい

う濃度ではまったくRFCの数の上で無添加群との問に

差を認め得ず,まず問題ないものと考えられた.

ただ,末梢血に比較して関節液では分離後のリンパ球

の比率が明らかに上昇傾向を示しているが,これは関節

液中に末梢血には見られない滑膜表層細胞とかマクロフ

ァージと言ったきわめて大型の細胞が存在しており (写

真 1参照),これらが分離過程において管底に沈下して行

き,ために分離操作終了後において全単核細胞中に占め

るリンパ球の比率が見かけ上,増加してきたためと解さ

れる.

RAにおいてその病Eqあるいは炎症機転の成立を解明

する目的で,T細胞 ･B細胞の検索がすすめられ,かな

りの数の報告がみられるが,結果は必ずしも一致してい

ないようである.KEITHら(1973),MICtlELIら(1974),

VERNON-RoBERTSら(1974),SHELDONら(1974)の報

告によれば,RA患者末梢血におけるT細胞 ･B細胞の

比率は正常人のそれと比較して差が認められないとして

いる.筆者らの検索結果でも,RA患者末梢血と正常人

末梢血との問にはT細胞の比率上,差が存在していなか

った.一方,MELLBYEら(1972)はRA患者末梢血に

おいてB細胞の減少が認められるとし,Fr4･land ら17)

はT細胞の増加がみられると報告 している.また,
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W ILLIAMSら(1973)は活動期のRA末梢血においてT

細胞の減少が認められたとしている.我々も,リウマト

イド田子の titer,CRP,血沈値,関節点数などと末梢

血中のT細胞の比率との相関の有無を検討してみたが,

特に関連はみとめられなかった.

一方,RA 患者関節液に由来するリンパ球の,T細胞

･B細胞の比率についての報告は,その末梢血の場合に

較べて若干,数が少ないようである.W INCHESTER ら

(1973),およびM cGILL(1973)は,末梢血と比較して

関節液中のT細胞の比率には差はないとしているが,著

者らの述べているように関節液中のT細胞が末梢血のそ

れに較ペて比率上,有意に増加しているとするものは,

既述 した VERNON･RoBERTS ら (1974),SHELDON ら

(1974),FR4,LANDら(1973)の報告を数えることが出

来る.

滑膜切除術によって得られたRA滑膜自体よりリンパ

球を分離 し (VanBoxELandPAGET,1975),あるい

は切除した滑膜を培養し24時間以内に培養液中に出現し

たリンパ球を採って (LoEWIeia7.,1975),そのヒツ

ジ赤血球によるロゼット形成能を検討した結果,RA の

滑膜に浸潤しているリンパ球の大多数はT細胞であると

断定している最近の報告に接し,関節液内の所見が滑膜

炎の反映であると考えられるだけに,関節液中における

T細胞の増加はその裏付けを有しているものと思われる

し,RAの炎症機転になんらかの形でこの細胞が関与し,

大きな役割を有していることを疑わしめる.

しかし,その反面では,RA 患者は非常に活動性の強

い時期から,炎症 状々がほとんど消槌し変形性関節炎様

の症状だけを示すものまで,実に多種多様の病像を呈し

ており,このようなものをすべて一括して評価すること

には大きな問題があるように思われる.

参考までに,ここで2症例ではあるが cyclophosph･

amide(CP)による治療を受けている患者について,莱

梢血･関節液中のT細胞を経時的に観察し得た結果につ

いて簡単に触れてみたい.

症例 1.50才 男子 (図5)･ 発病以来7年を経過し

たclassicalRA で,入院時は両股関節の痔痛,両膝関

節の腫脹･捧痛が強く歩行困難な状態であった.入院

後,金療法･理学療法 (プール浴も含む)などにより歩

行も可能となり,臨床症状は著明に改善したが,金製剤

による頑固なヒフ炎を繰り返したため同剤を中止.50-

100mg/日のCPの投与に切りかえたが,図5に示すよ

うにCPの投与開始と共に,末梢血 ･関節液中のリンパ

球の絶対数およびT細胞の著明な減少を認めるものの,

T細胞の仝リンパ球に占める割合にはあまり大きな変動

を認めていない.なお,CP投与が総量5,800mgに達
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図 5.症例1の関節液,末梢血中のT細胞の推移を主

な臨床検査所見とともに示す.Cyclophosp11-

amideの投与で両体液中のT細胞とも著明に減

じているが総投与量5,800mgの頃に,特に関節

液中において同細胞の甚だしいリバウンドをみ

とめた.

した時点で関節液中のT細胞が末梢血に比較して著明に

増加していることが認められたが,臨床面では全く良好

な経過を維持していた.本患者はその後,岡山大学医学

部附属病院整形外科に転じ,左股関節 ･右膝関節の人工

関節全置換術をうけ,CPも中止した侭元気に日常生活

に復帰している由で,以後のT細胞の検索は行い得ない

ままとなっている.

症例 2･ 68才 女子 (図6). 発病後3年を経過 し

たclassicalRA で,入院時には特に両膝関節に腫脹･

柊痛 ･熱感が著しく,歩行は非常に困難な状態であっ

た.本院に入院する以前には,毎日プレドニゾロン5mg

を内服し1遇に1度の割合で,副腎皮質ホルモンの関節

内注入を受けていた.本院入院後,金製剤の投与を開始

したが,赤血球円柱の出現をみとめたため同剤を中止

し,CPを50-75mg/日という量で連 日投与 したとこ

ろ,両膝関節の腫脹 ･熱感をほとんど認めなくなり,わ

ずかに骨変形によると思われる柊痛のみを訴えるだけと

なり,杖を用いての歩行も可能となった.図6に見られ

るように,CP投与開始と共に末梢血中では リンパ球



46 時 間 正 明･高 杉 潔

68y/ofemale(ム7kg)

EyCLOPHOSPHAMiB!
5Orng/叫

pRED"LSOLO"Em ,m仰 ,

2/75

WEIC
ESRlmrn/t'】
GRLPtmrTLHg)

CRP
RA一丁

I…｡
57
朋

T
+

0

5

m5
-8
m

｡
土

0

4

6-5
い
l]T

I
+

0

3

855
66
m

〇
十

図 6.症例2のおもな臨床検査所見,治療の推移とと

もに,関節液,末梢血中のT細胞の動きをあわ

せて図示している.症例1ほど極端ではないが,

矢張り本例でもCyclophosphamide投与中に

も拘らず,関節液中のT細胞数のリバウン ド現

象をみとめている.

数,T細胞数ともに著明な減少傾向を示しているが,他

方,関節液においてはそれらの数値にあまり大きな変化

が認められず,総量4,800mgの時点では全身状態,関節

症状で良好な状態の侭であるにも拘らず,リンパ球 ･T

細胞共に増加傾向を示していた.

CPのRAに対する臨床的効果はFosDICKら (1968),

アメリカ リウマチ協会 (1970)の CCCcontrolled

study,高杉 (1973)らの詳細な報告があるとは言 うも

のの,その作用機作については完全に究明されていると

は言い難いようである.

CLEMENTSら(1974),HURDら(1975)によればRA

の末梢血においてT細胞,B細胞両者の絶対数が減少

し,体液性免疫 ･細胞性免疫ともに抑制されるという現

象がCPの投与によって認められるという.HoRWITZ

(1974)は同剤の投与によりT細胞,B細胞ともに減少

するが,特にB細胞が早壬釦こおいてより大きな影響を蒙

り,そのために液性抗体の産生が抑制されると報告して

いる.

先に述べた如く,我々の検索したPA患者2症例におい

てもCPの投与により末梢血においてはリンパ球数,T

細胞数ともに著明な減少傾向を示しており,またHURD

ら (1975)の指摘するように経過中その両方の数におい

てのリバウンドを症例1の方ではみとめている.しかし,

関節液中においては両症例共にCPの投与総量が5,000

mg前後となった時点で,このリバウンドを著明に認め,

末梢血中のリンパ球の態度と少し異っているようであ

る.この所見の意義づ別ま現在のところでは試み得てい

ないが,末梢血中および関節液中あるいは滑膜自体の中

のリンパ球問の相関を追究していく上で興味ある方向を

示唆しているものと言えよう.

5.結 語

RA患者関節液中にみられる単核細胞,そのなかでも

特に1)ソバ球の分離を試み,更にその機能を見る一助と

してSRBC-RFC,すなわちT細胞の検索を行ない,同

時に正常人およびRA患者末梢血由来のものとの比較 ･

検討を試みた.

その結果

1.RA患者関節液をヒアルロニダーゼ処理するこ

とによって,末梢血の際と同様に Ficoll･sodium

metrizoateを用いた比重遠沈法により,単核細胞群を

そのsubpopulationに大きな影響を与えることなく,

しかも簡単に分離することが出来た.

2.RA患者関節液中のT細胞の比率は,対応する末

梢血中のそれと比較して明らかに有意の増加を示した.

しかし,RA患者末梢血中のT細胞の比率は正常人の末

梢血中のものとほぼ同一で,両者間には有意の差を認め

なかった.

3.Cyclophosphamideによる治療をうけている

RA患者においてほ,その薬剤の投与により投薬開始前

に較べて末梢血 ･関節液中のリンパ球,T細胞数ともに

明らかな減少傾向を示しているが,この傾向は常に存続

しているとは限らず,本論で報告した2例共にCyclop-

hosphamide総量5,000mg,前後において,特に関節液

中のリンパ球数,T細胞数ともに著しいリバウンドを示
した.

などの知見を得ることが出来た.

本論文の要旨は第19回日本リウマチ学会総会 (京都,

1975)で発表した.また,厚生省の特定疾患 ｢悪性関節

リウマチ･結節性動脈周囲炎｣研究班の疫学部門部長岡

山大学医学部整形外科児玉俊夫教授の御好意により本研

究に要した費用の一部は同姓々費よりの援助によった事

を記して感謝の意を表したい.
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ENUMERARION OF T-CELLS IN PERIPHERAL

BLOOD AS WELL AS IN JOINT FLUID FROM

PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS

(RA) AND THE EFFECT OF CYCLOPHOSPHA­

MIDE

by Masaaki TOKIOKA M. D. and Kiyoshi TAKA­

SUGI M.D., D. Med. Sci. Institute jor Thermal

sPring Research & Okayama University Hospital

Misasa Branch

Abstract Gradient centrifugation was quite

useful in obtaining "mononuclear" cell fractions

from synovial fluids derived from patients with

rheumatoid arthritis. The ratio of lymphocytes

to monocytoid cells was similar to that seen in

peripheral blood. Prior treatment of the fluid

with hyaluronidase was found to be necessary to

obtain a satisfactory yield of the cells.

Sheep erythrocyte rosette-forming lymphocytes

(T-cells) were studied in 18 paired samples of

synovial fluid and blood in RA and 15 control

blood samples from normal persons were also

examined. In the paired synovial fluid and

blood samples from the RA patients, the mean

percentages of the T-cells were 56.6 and 47.1

respectively and the difference was statistically

significant (0.01<p<0.05). There was no sig­

nificant difference between T-cell percentages in

rheumatoid and control peripheral blood.

In two RA patients receiving cyclophosphamide

over an average period of 20 weeks, sequential

studies of T-cells were performed on both the

blood and synovial fluid. By the tenth week of

treatment, they were markedly reduced in both

synovial fluid and peripheral blood. By the 12th

to the 15th week, however, at a time when the

cumulative dose of cyclophosphamide was 5,000

mg, a rebound increase in T-cells was observed

in the synovial effusion. The numbers of the

T-cells in the blood concomitantly showed only a

minimal rebound.




