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Recently, nontuberculous mycobacteriosis, especially Mycobacterium avium complex 

(MAC) infection, has become of major interest because of the following reasons: (1) MAC 
infection is increasing relatively resulting from the decreasing of tuberculoSis . (2) The 
disease is frequently encountered as a serious opportunistic infection in patients with 

immunosuppressive state such as AIDS. (3) The disease is difficult to treat because MAC 

strains frequently show natural resistance to antituberculosis drugs. Therefore , it is very

* From the First Department of Internal Medicine, Kumamoto University Medical School
,
 Kumamoto 860 Japan.
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important to better understand the immunity against MAC infection for the control of the 

disease.

In this symposium, Dr. Nakamura reported on the relationship between the natural 

resistance gene in Bcg—congenic mice and the intracellular killing mechanisms of the host 

macrophages against Mycobacterium avium Mino infection, and suggested that genetic 

control plays an important role on the defense mechanisms against MAC in the host 

macrophages.

Dr. Tomioka spoke on the profiles and characteristics of immunosuppressive 

macrophages induced by MAC infection in mice, and posturated that prostaglandins, nitric 

oxide radical, and free long chain fatty acids played certain role in the expression of 

suppressor action of the macrophages.

The intracellular killing mechanisms of human and rat alveolar macrophages (AM) 

activated by various cytokines were reported by Dr. Suzuki and Dr. Suga, respectively. Dr. 

Suzuki reported that GM-CSF and TNF-alpha could activate human AM to inhibit the 

growth of MAC. Dr. Suga reported that intracellular growth of MAC was inhibited in rat 
AM stimulated by TNF-alpha, but not by IFN-gamma.

Dr. Harada reported that number and function of T cells in patients with MAC 

infection were lower than those of healthy controls, suggesting that patients with MAC 

infection are in an immunosuppressive state.

Finally, Dr. Tsuyuguchi suggested that triggering mechanism of MAC infection might 

be brought about the host immunodeficiency, but once overt disease is established, the 

infected MAC by themselves act immunosuppressively.

Key words: Macrophages, cytokines, Immu

nosuppression
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特 別発言:

M. avium complex菌 体 による免疫抑制

露 口泉夫(大 阪府立羽曳野病)

近 年,非 定 型抗 酸菌 症,こ とにMycobacterium

 avium complex (MAC)感 染症が注目を集めている。

その理由として、(1)結 核の減少によって本症が相対的

に重要 となって きたこと,(2)エ イズなどの免疫不全患

者における日和見感染症の起炎菌として本菌の重要性が

明らかにされて きたこと,(3)本 菌に有効な薬剤が少な

く難治性となりやすいこと,な どがあげられる。 したがっ

て,本 疾患をコントロールするにあたってMAC感 染
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症における免疫についてよく理解 しておくことは大変重

要なことである。

本 シンポジウムにおいて,中 村玲子博士はBCGに 対

する自然抵抗性遺伝子とMAC (Mino)感 染 に対する

マクロファージの細胞内殺菌機序 との関係について検討

した成績を述べ,宿 主 マクロファージのMAC感 染防

御機能に遺伝的なコントロールが重要な役割をしている

ことを示唆した。

冨岡治明博士はマウスにおけるMAC感 染 によって

誘導される免疫抑制性マクロファージの概略と特徴につ

いて述べ,プ ロスタグランデイン,酸 化窒素ラジカル,

長鎖遊離脂肪酸がマクロファージの抑制作用の発現に何

らかの役割をしていることを示唆した。

MACに 対 する活性化肺胞マクロファージ(AM)の

細胞内殺菌能については菅守隆博士と鈴木克洋博士によっ

て報告 された。菅博士はTNF-alphaに よって活性化

されたラットAMはMACの 細胞内増殖を抑制するが,

IFN-gammaで は この作用はみられなかったことを報

告 し,鈴 木博士 はTNFとGM-CSFで 活性化された

ヒトAMがMACの 細胞内増殖を抑制することを明 ら

かにした。

原田泰子博士はMAC感 染症の患者における末梢血T

細胞の数と機能は健常者のものと比較 して低下 している

ことを報告 し,本 症患者は免疫抑制の状態にあることを

示唆した。

最後に,露 口泉夫博士 はMAC感 染 の引金は宿主の

免疫不全状態によってもたらされるが,一 度 本症が成立

すると,感 染 したMACそ れ 自身が免疫抑制的に作用

することを示唆 した。
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1. EFFECT OF NATURAL RESISTANCE GENE ON THE IMMUNE RESPONSE

 AGAINST MYCOBACTERIUM A VIUM COMPLEX INFECTION

Reiko M. NAKAMURA *

(Received for publication July 8, 1991)

Natural resistance gene (Bcg) is mapped to chromosome # 1 and known to control the 
host resistance against Mycobacterium avium Mino infection in mice . Using two sets of 
Bcg—congenic mice, BALB/c vs C. D2 and B10.A vs B10. A. Bcgr, we determined phenotypic 

differences in macrophages between Bcgs and Bcgr. Bcg gene product is not detected yet but 

thought to be expressed in macrophages and should be effective in mycobacteria—killing 

mechanisms of the host macrophages. It was found that AcM.1 expression is higher in Bcgr 

than Bcgs, while O2 production and granuloma formation are stronger in Bcgs than Bcgr . 
Cytokine messages were detected in Mino—infected macrophages. TNF is produced more in

 Bcgs, while IL-6 is higher in Bcgr. IL-1 was almost the same in both strains . Exogenous 
cytokines, IL-4 or IFN—r, added to the culture of Mino—infected macrophages , enhanced the 
bacteria killing in Bcgr but not in Bcgs.

Key words : Natural resistance, MAC, Bcg 

gene

キ ー ワー ズ:自 然 抵 抗 性,MAC,Bcg遺 伝 子

緒 言

MAC感 染症の問題点は,有 効な化学療法剤がないた

δ6に治療が困難なことである° したがって,宿 主の免疫

系による感染抵抗性は,MAC感 染 における重要な防御

機構である。

マウスでは,MAC感 染 に対 し感受性の系統と抵抗性

の系統があり,こ れは第一染色体上の自然抵抗性遺伝子

の支配を受けていることが知 られている1)。この抵抗性

は特異抗原に対する免疫によるものではないが,結 果 と

して抗酸菌の増殖が阻止される点では同じ機作によると

考え られる2)。私たちは,こ の遺伝子による抵抗性の機

作を解析することにより,免 疫によって成立する抗菌活

性の機作を解明することができるのではないかと考えて

いる。

自然抵抗性遺伝子(Bcg-Ity-Lsh)に 支 配される感

* From the Department of C
ellular Immunology, National Institute of Health, Kamiosaki,

 Shinagawa-ku, Tokyo 141 Japan.
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染 抵 抗 性 は,細 胞 内寄 生 病 原 体 で あ る抗 酸 菌,Salmo-

nella typhimuriumお よ びLeishmania donovani

に対 す る もの で,こ れ らが マ ク ロ フ ァー ジ内 で増 殖 す る

微 生 物 で あ る こ とか ら,こ の遺 伝 子 産 物 が マ ク ロ フ ァー

ジに 発 現 して い る こ とが 予想 され る。 しか し遺 伝 子 の ク

ロー ニ ン グ は まだ 成 功 して い な い し,遺 伝 子 産 物 も特 定

され て いな い。 この 遺 伝 子 に関 して コ ン ジ ェ ニ ッ クな マ

ウ ス が 開 発 され たの で3),私 た ち はそ れ を 用 いて マ ク ロ

フ ァ ー ジ の活 性 化 を 比 較 し,Bcg遺 伝 子 の 産 物 につ い

て 手 掛 りを得 よ う と試 み て い る。

材 料 お よ び方 法

マ ウ ス:Bcg遺 伝 子 に 関 して 感 受 性 のBALB/c

(Bcgs)と そ の 抵 抗 性 コ ン ジ ェ ニ ッ クC.D2(Bcgr)を

用 い た 。C.D2はBALB/cにDBA/2のBcg遺 伝

子 を 導入 した近 交 系 で あ る。 この マ ウス は予 研 で 自家繁

殖 し て い る。BALB/cは 日 本SLCか ら購 入 した。

Bcg遺 伝 子 に関 して コ ン ジ ェニ ッ クなB10.A.Bcgrも

Skamene博 士 よ り分 与 を 受 けた4)。 対 照 と してB10.A

をSLCよ り購 入 して 用 い た。

抗 酸 菌:Mycobacterium avium Minoを 用 い た。

菌 の増 殖 に はMiddlebrookの7H9培 地 を 用 い た。

RNA抽 出:Acid guanidium thiocyanate

 phenol chloroform (AGPC)法 に よ り腹 腔 マ ク ロ

フ ァー ジま た は脾 臓 のRNAを 抽 出 した。 細 胞 融 解 液 組

成 は,4M guanidium thiocyanate,25mM sodium

 citrate,10%sarcocyl,0.1M2MEで あ る。 融 解 液1に

対 し フ ェ ノ ー ル1,2M酢 酸 ナ ト リウ ム0.1,ク ロ ロホ

ル ム0.2の 割 合 で 混 ぜ てRNAを 抽 出 した 。

mRNAの 検 出:RNA5μgを ニ トロセ ル ロ ー ス メ ン

ブ ラ ンに プ ロ ッ ト(ハ イ ブ リス ロ ッ ト,BRL-HS2918)

し,cDNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ させ た。 検 出 に はECL

キ ッ ト(Amersham)を 用 い た。

AcM.1抗 体:活 性 化 マ ク ロ フ ァー ジ の表 面 抗 原 を検

出 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体AcM.15)は 予 研 の谷 山博 士

よ り供 与 され た 。 細 胞 を ビ オチ ン化AcM.1とFITCア

ビ ジ ンで染 色 し,FACSで 解 析 した。

cDNA:IL-1aプ ロー ブは東 京 免 疫 薬 理 研 ・木 根 淵

博 士 よ り,TNFα プ ロ ー ブ は 予 研 ・谷 山 博 士 よ り,

IL-6プ ロ ー ブ は バ イ オ マ テ リア ル 研 ・須 藤博 士 よ り供

与 を 受 けた。

活 性 酸 素 の産 生:腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジのO2産 生 を 化

学 発 光 に よ り測 定 した 。 基 質 に はル シゲ ニ ン,刺 激 剤 に

はM.avium Mino,PMAを 用 い,Biolumat LB

9500で 測 定 した。

結 果

(1) Bcg遺 伝子の表現型:Bcgs(感 受性)の マウス

の肺 ・肝 ・脾 で はM.avium Minoは 増 殖 を続 け,最

終 的 に は マ ウ ス を 殺 す が,Bcgr(抵 抗 性)の マ ウ スで

はMino菌 は増 え る こ とな く,長 期 間 に わ た って ほ ぼ

同程 度 の生 菌 が臓 器 か ら回収 さ れ る。 しか し細 胞 性 免 疫

が 成 立 し て,臓 器 か ら菌 が 検 出 で き な くな る よ うな

こ と は な い 。Bcgsマ ウ ス はBALB/c,C57BL/6,

C57BL/10,Bcgrマ ウ ス は,C3H/He, DBA/2,

 A/J, AKR, SJLな どで あ る。C.D2とB10.A.Bcgr

はBcgrの 表 現 型 を 示 す 。 図1はBALB/cとC.D2

の脾 臓 内 で のMino菌 の 増 殖 を 示 す 。 両 系 統 マ ウ スか

ら腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を採 取 し,96穴 プ レー ト内 で

Mino菌 と と もに 培 養 す る と,菌 数 はin vivoの 場 合

と同様 にBALB/cで は増加 す るが,C.D2で は増 加 し

な い。 この 事 実 は,Bcg遺 伝 子 が マ ク ロ フ ァー ジ に表

現 さ れ て い る とい う仮 説 を証 明す る もの で あ る(図2)。

(2)　 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジの マ ー カ ーAcM.1の 発

現:正 常 マ ウ ス の腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジのAcM.1発 現

は極 め て弱 いが,BCGで 免疫 したマ ウス の マ ク ロ フ ァー

ジ に はAcM.1が 強 く発 現 して い る。 こ の よ うな マ ク

ロ フ ァー ジを 含 む 細 胞 集 団 は,強 い抗 腫 瘍 ・抗 菌活 性 を

示 す 。LPSとIFN-rは マ ク ロ フ ァー ジを活 性化 す る

こ とが 知 られ て い るの で,こ れ らを 腹 腔 内 に投 与 した マ

ウ ス の マ ク ロ フ ァー ジに つ い て,AcM.1の 発 現 を 検 討

し た 。LPS50ng/mouse,ま た はIFN-r103U/

mouseをipし て3日 後 の 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の

AcM.1発 現 は未 処 置 対 照 と変 わ らなか っ たが,両 者 を

同 時 に 投 与 し た 場 合 はBcgrマ ウ ス に お い て 強 い

図1 M.avium Minoのin vivo増 殖

Mino1×104を 静 注 後1～21日 の マ ウ ス脾 臓 中 の

生 菌 数 を コ ロ ニ ー形 成 に よ り測 定 した。
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図2 M.auium Minoのin vitro培 養

マ ク ロ フ ァー ジ中 で の増 殖

Mino2×105/mlを マ ク ロ フ ァ ー ジ と1:1の 割 合

に混 ぜ,96穴 プ レー トに1時 間 粘 着 後 洗 浄 し,新 し

い培 地 を加 え て1～9日 培 養 した。 各 時 点 で細 胞 中

の全 菌 数 を コロ ニ ー形 成 能 で 測 定 した。

AcM.1の 発 現 が み られ た。 しか し,Bcgsマ ウ ス で は

対 照 と変 わ らな か っ た(図3)。Bcg遺 伝 子 は マ ク ロ

フ ァ ー ジ のAcM.1発 現 を 促 進 させ る作 用 が あ る と思

わ れ る(谷 山忠 義 と の共 同 研 究)。

(3)　活 性 酸 素 の産 生:プ ロ テ オ ー ス ・ペ プ ト ンで 誘 出

さ せ た 腹 腔 浸 出 マ ク ロ フ ァー ジを106/mlの 濃 度 で ハ

ン ク ス 液 に 浮 遊 し,LB9500用 の 測 定 チ ュ ー ブ に1ml

ず つ 分 注 し,37℃ のCO2ふ らん 器 で1日 培 養 して 好 中

球 を除去 した。 この材 料 に っ き,Mino菌,Zymosan,

ま た はPMAで 刺 激 して,O2の 産 生 を 化 学 発 光 に よ り

検 出 し,Bcgs(BALB/c)とBcgr(C.D2)の 比 較 を

行 った 。 い ず れ の刺 激 に よ って も,BALB/cの 方 が 高

いO2の 産 生 を 示 し た。(BALB×C.D2)F1は 抗 菌 活

性 で はBcg「 型 を 示 す,す な わ ちrはSに 対 し優位 で

あ る が,F1のO-2産 生 はC.D2と 同 じで あ った。 この

結 果 は,Bcg遺 伝 子 はO-2の 産 生 を 抑 制 す るよ うに作

用 して い る こ と を示 唆 す る。 図4に,Minoで 刺 激 した

場 合 の例 を示 す。 発光 基質 はル シゲ ニ ンで あ る(医 科 研 ・

金 ヶ崎士 朗,小 林 園子 との共 同研 究)。

(4)　 腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジ のTNFα 産 生:チ オ グ リ

コ レー トで誘 出 さ せ た腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジをLPS,LPS

+IFN-γ で 刺 激 し,1～24時 間 後 の 上 清 中 のTNF

図3 Bcgsお よ びBcgrマ ウ スの 腹 腔 浸

出 マ ク ロ フ ァー ジ のAcM.1発 現

Bcgs(B10.A)とBcgr(B10.A.Bcgr)の 腹 腔

浸 出 マクロフ ァー ジ をAcM.1抗 体 で染 色 しFACS

で解 析 した。 マ ウ ス の処 置 と して プ ロテ オ ー ス ・ペ

プ ト ン の みip群(…),LPS 50 ng ip群

(-),IFN-γ103u ip群(－),LPS+

IFN-γ 群(-)の4群 を お い た。

の活 性 をL929細 胞 に対 す る細 胞 傷 害 活 性 に よ り測 定 し

た 。BALB/cの マ ク ロ フ ァ ー ジ は,C.D2の マ ク ロ

フ ァ ー ジ よ り高 いTNFα 産 生 を 示 した(表)(東 京 免

疫 薬 理 研 ・藤 井 直 子,吉 田 彪 との 共 同 研 究)。

(5) M.avium Mino感 染 脾 臓 中 の サ イ トカ イ ン

mRNAの 検 出:Minoを106静 注 して1～2日 後 の

マ ウ ス の 脾 か らRNAを 抽 出 し,TNFα,IL-1,IL-6

の メ ッ セ ー ジ をBcgsとBcgrで 比 較 し た。

TNFα のmRNAはBcgsに 強 く発 現 し,IL-1は 両

者 に あ ま り差 が な く,IL-6はBcg「 に 強 い傾 向 が み ら

れ た(図5-a,b,c)。

(6)　 マ ク ロ フ ァー ジの抗 菌 活 性 を増 強 す る サ イ トカ イ

ンの 検 索:in vitroで 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ にMino菌

を貧 食 さ せ,よ く洗 って貧 食 さ れ なか っ た菌 を除 き,96

穴 プ レー トで培 養 した。 経 時 的 に細 胞 を破 壊 して 生 菌 数

を 寒 天 培 地 上 の コ ロニ ー 形 成 能 で 算 出 した。Bcgsマ ウ

ス の マ ク ロ フ ァー ジ内 で は菌 は増殖 を つ づ け,Bcgrマ

ウ ス の マ ク ロ フ ァー ジ内 で は菌 の増 殖 は抑 制 され るが,

減 少 は しな い。 こ の系 に さ ま ざ ま な サ イ トカ イ ンを 添 加
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図4 BALB/c,C.D2,お よ び そ のF1の 腹 腔 マ ク

ロ フ ァー ジ のO2産 生 能

腹 腔 浸 出 細 胞 を1日 培 養 し好 中 球 を 除 い た マ ク ロ フ ァー ジ集 団 に,

.M.avium Minoを 食 菌 させ,ル シゲ ニ ンを 基 質 と した化 学 発光 を

測 定 した。

表 BALB/c,C.D2マ ク ロ フ ァ ー ジのTNF産 生 能

TNF:Unit/ml

腹 腔 浸 出 マ ク ロ フ ァー ジを96穴 プ レー トに粘 着 さ せ,

Zymosan (1.25mg/ml)とLPS 10ng/mlま た は

100ng/mlを 混 在 さ せ て刺 激 し,1～8時 間 後 の上 清

中 のTNFをL929細 胞 傷 害 性 に よ り測 定 した。 マ ク ロ

フ ァー ジは5×105/well(100μl)で あ る。

し,生 菌数 の変 動 に よ って,サ イ トカ イ ンが マ ク ロ フ ァー

ジの抗 菌 力 に ど の よ うな影 響 を及 ぼす か を検 討 した。

rhCSF-1,GM-CSF,INF-α/β は単 独 の投 与 で

マ ク ロ フ ァ ー ジ の抗 菌 力 を増 強 す る こ とは な か った。

Bcgrマ ウ ス の マ ク ロ フ ァ ー ジ にIFN-γ,ま た は

IL-4を 添 加 した 場 合,明 らか な 抗 菌 力 の 増 強 が 認 め ら

れ,マ ク ロ フ ァー ジが殺 菌 的 に働 く こ とが 知 られ た。 し

か しBcgsマ ク ロ フ ァー ジ で は これ らの サ イ トカ イ ン

の 効 果 は 認 め ら れ な か っ た(図6)。 ま た,L929細 胞

の培 養 上 清 は マ ク ロ フ ァ ー ジの 抗 菌 力 を 増 強 す る こ とが

知 られ た ので,い くつ か のサ イ トカ イ ンの 相 乗 作 用 が あ

る もの と思 わ れ る。

考 察

自然抵抗性遺伝子(Bcg)の コンジェニック ・マウス

を用いて,抗 酸菌(特 に非定型抗酸菌)に 対する宿主の

抵抗性の機作を解明することが本研究の目的である。そ

のアプローチの1つ として,マ クロファージの活性化に

関連すると思われるいくつかの表現型が,Bcg遺 伝子

と関連しているかどうかを検討した。活性化マクロファー

ジのマーカーAcM.1の 表現がBcg遺 伝 子 と関連す

ることが知 られた。同じくマクロファージ活性化に伴 っ

て出現するIa抗 原 も,Bcg遺 伝 子と関連するという

執告があ り6),Bcg遺 伝子産物がマクロファージ活性

化に影響を与えていると考えられる。 しか しなが ら,肉

芽腫形成,活 性酸素の産生,TNFα の産生が,い ずれ

もBcgsの 方 に高いという結果は,マ クロファージの

抗菌活性と矛盾するように思われる。 この点に関して,

私 たちは次のように考える。すなわち,Bcgsマ ク ロ

ファージは抗酸菌を貧食するとTNFα を出しやすい性

質を もっている。TNFα は肉芽腫形成のひきがねにな

るサイ トカインで,免 疫とは無関係にサイ トカイン・ネッ
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a) IL-1a

b) TNFa

c) IL-6

図5　 サ イ トカ イ ンのmRNA検 出

BALB/c,C.D2,お よびF1マ ウ スにMinoを 静 注 し,4時 間

後,1日 後,お よび2日 後 の 脾 臓 のRNA中 の 各 サ イ トカ イ ン ・

メ ッセ ー ジを ノザ ン ・プ ロ ッテ ィ ン グで 検 出 した。
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図6　 マクロファージ抗菌活性に及ぼす

サイトカインの影響

M.avium Minoを 貧 食 し た マ グ ロ フ ァ ー ジの

in vitro培 養 系 に,IFN-γ,IL-4ま た はCSF-1

を加 えて6日 間 培 養 し,菌 数 を コ ロニ ー形 成 能 で 測

定 した。

トワ ー ク を 動 か し,肉 芽 腫 を形 成 す る。 ま た,TNFa

が マ ク ロ フ ァ ー ジの 餌 産 生 を 増 強 す る こ とが 知 られ

て い る7)。O-2の 主 な 産 生 細 胞 は好 中 球 で あ って,多 く

の細 菌 は好 中 球 の産 生 す る活 性 酸 素 に よ って 殺 菌 され る

が,抗 酸 菌 は好 中球 に よ って 殺 され な い。 したが って,

Bcg遺 伝 子 関 連 の 殺 菌 作 用 は,恐 ら く活 性 酸 素 と は無

関係 で あ ろ う。 そ れ故,一 見 矛 盾 に思 わ れ る 肉芽 腫 形 成

やO-2産 生 のBcgsマ ウ ス との 関 係 は,TNF産 生 に よ

り説 明 で き る。 しか し,TNFがIFN-γ と共 存 す る と

マ ク ロ フ ァ ー ジの 抗 酸 菌 に対 す る殺 菌 力 を 増 強 す る とい

う報 告 が あ るの で8),サ イ トカ イ ンの 相乗 作 用 に つ い て

は今 後 検 討 しな くて はな らな い。IL-1とIL-6の 産 生

とBcg遺 伝 子 の 関 連 は,さ ら に検 討 の 必 要 が あ る。

IL-6の 産 生 は,IL-1,TNFに よ って 制 御 され る こ

とが 知 ら れ て い る9)の で,Bcg遺 伝 子 の差 が そ の制 御

の プ ロセ ス に 関与 して い る か ど うか も問題 とな る点 で あ

る 。IFN-β(cDNAは 東 レ よ り 供 与 さ れ た)の

mRNAは,Mino感 染 後 期 のBcgrマ ウ ス の 脾 に 強

く発 現 して い た 。 これ は,Mino感 染 に よ るサ イ トカ

イ ン ・ネ ッ トワ ー クの 初 期 の ス テ ッ プに は関 係 な い と思

われ るが,自 然 抵 抗 性 の 発 現 に何 らか の 関 与 が あ るの か

も し れ な い。Bcg遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ング は,こ れ らの

疑 問 に直 接 答 え る もので,そ の成 功 が 期 待 され る。
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Profiles of generation and characterisitc of splenic macrophages (MƒÓs), which suppress 

the ConA mitogenic response of splenic T cells, induced in mice during the course of 

Mycobacterium avium complex infections were investigated. In MAC infected mice, 

reduction of ConA mitogenesis of spleen cells (SPCs) was seen after week 2 and the reduced 

state thereafter durated as long as at least for 8 weeks. Splenic Ms with a potent 

suppressive activity against SPC mitogenesis were transiently induced around 2 weeks after 

infection. Splenic MƒÓs of BALB/c (MAC-susceptible) mice had similar but somewhat 

weaker suppressor activity, as compared to those of CBA/JN (MAC-resistant) mice. The 

suppressor activity of BALB/c MƒÓs durated much longer than did CBA/JN MƒÓs. MAC 

induced splenic MƒÓs were markedly elevated in chemiluminescence and this coincided with 

increase in immunosuppressive activity. These MƒÓs inhibited the generation of IL-2 

reactive T cell populations in response to ConA-signals, without showing any inhibitory

 effect against IL-2 producing ability of target T cells. Because immunosuppressive MƒÓs 

having the same characteristics were also induced in BALB/c athymic nude mice, thereby 

indicating that mature T cells are not prerequisite for induction of the present suppressor 

MƒÓs in MAC infected host mice. Prostaglandins (PGs), nitric oxide radical (NO.) and 

free long chain fatty acids are thought to play certain role in the expression of suppressor 

action of MAC-induced MƒÓs, because of the following reasons. Indomethacin (inhibitor of 

PG synthesis), myoglobin (scavenger of NO.) overcome the suppressor activity of 

MAC-induced MƒÓs, and free fatty acids had an inhibitory activity against SPC mitogenesis . 

On the contrary, superoxide dismutase catalase (active oxygen scavengers) did not 

overcome suppressor activity of MAC-induced MƒÓs and neither tumor necrosis factor-a, 

IL-1 a, IL-6 nor interferon-ƒÁ exhibited suppressive activity against SPC mitogenesis. 

Therefore, it is unlikely that either active oxygens, above monokines or lymphokine acts as

* From the Department of Microbiology and Immunology, Shimane Medical University,

 Izumo 693 Japan.
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a mediator for the present immunosuppressive MƒÓs.

Key words: Mycobacterium avium complex, 

MAC, immunosuppressive macrophage

キ ー ワ ー ズ:Mycobacterium auium complex,

MAC,免 疫 抑 制 性 マ ク ロ フ ァー ジ

緒 言

Mycobacterium auium complex (MAC)は 宿主

感染部位での滞留性が長 く,局 所性並びに全身性の抵抗

性減弱を示すAIDSな どの易感染宿主に好んで感染 ・

発症し,ま た諸種化学療法剤に対する抵抗性が高いこと

などか ら極めて難治性であることが知 られている1)。一

般に重症抗酸菌感染症宿主では,T細 胞やB細 胞の機

能不全を中心とした免疫不応性がみ られることが多く,

このことがあるいはMAC感 染 における感染部位での

菌の滞留性の長い一因をなしているものかとも考え られ

る。

先 にわれわれ2)3)は,実 験的マウスMAC感 染 におい

て,感 染 の比 較的早期に免疫抑制性マクロファージ

(Mφ)が 誘導 され ることを報告 した。今回は,そ の免

疫不応性の成立において果たす役割についての検討成績

について報告する。

方 法

(1)　供 試 菌:教 室 保 存 の.M.intracellulare N-260

株 あ る い は 京 都 大 久 世 文 幸 教 授 よ り分 与 を受 け た 同

31F093株 の いず れ もSmT集 落 株 を用 い た。

(2)　 マ ウ ス:8～12週 齢 のBALB/c系(Bcgs:

MAC感 受 性;日 本 ク レア)並 び にCBA/JN系(Bcgr

:MAC抵 抗 性;日 本 チ ャー ル ス リバ ー)雄 マ ウス を 用

い た 。

(3) MAC感 染 脾Mφ の 免 疫 抑 制 活 性:M.intra-

cellulare(約1×108)の 尾 静 脈 内 感 染1～16週 後 の

マ ウ ス の脾 細 胞 由来Mφ の96well microtiter tray上

の単 層 培 養 あ る い は プ ラ ス チ ック付 着 細 胞 画 分(主 と し

てMφ よ り な る)と 正 常 マ ウ ス よ り の 脾 細 胞(1.25～

2.5×105)と を 混 合 培 養 し,ConA(2μg/ml)に 対 す

る脾 細 胞 の 増 殖 性 応 答 に及 ぼす 作 用 を,細 胞 へ の3H-

チ ミジ ンの取 り込 み を 指 標 と して 測 定 した2)。

(4)　脾 細 胞 のIL-2産 生 能:上 記(3)条 件 で の 脾細 胞

の25時 間 培 養 上 清 中 のIL-2活 性 を,別 途 調 製 した

ConA blastoid cellあ る い はCTLL-2細 胞 の 増 殖 応

答 を指 標 と して 測 定 した3)。

(5) IL-2反 応 性T細 胞 の誘 導:上 記(3)の 条 件 で の

48時 間 培 養 の 非 付 着 細 胞 を 集 め て 別 のwellに 移 し,

a-methyl mannosideを 含 むHanks液(HBSS)

で 洗 浄 後,recombinant IL-2を 含 む培 地 中 で72時 間

培 養 し,そ の 増 殖 性 応 答 を 測 定 した2)。

(6) Mφ 化 学 発 光(CL):脾 細 胞 あ るい は上述 の プ ラ

ス チ ック付 着 性 細 胞 の2～4×106を10mM HEPES,

0.1mM luminol加HBSS (pH7.4)に 浮 遊 し,phorbol

 myristate acetate(PMA,100ng/ml)の 添 加 の 系 で

37℃,3分 間 に わ た っ て のCLをATP lumicounter

で計 測 した2)。

結 果

1.　脾における抑制性Mφ 誘導の経時的推移

Fig.1はMAc感 染BALB/c系 マ ウスの脾内CFU,

脾細 胞のConA応 答性,脾Mφ の正常T細 胞のConA

 mitogensisに 及 ぼす抑制活性,PMAで 誘起 される

CLを 指標 とした活性酸素産生能の推移をみたものであ

る。脾細胞のConA応 答性は2週 以後に著 しく低下 し,

以後 はその状態が継続 したのに対 して,脾Mφ の抑制活

性並びにCLは いずれも感染2週 で最 も強く以後は減弱

し,極 めて近似したパターンをもって推移 した。

なお,MAC感 染BALB/c系 マ ウスとCBA/JN系

マ ウスにおける脾Mφ のT細 胞のConA応 答能に対す

る抑制活性の推移を見たところ,両 系統マウスにおいて,

感染2週 後に強い抑制活性がみられ,以 後減弱するパター

ンがみられた。 しかし,こ の際,感 染2週 目での抑制活

性 はMAC抵 抗性CBA/JN系 マウスにおいて,MAC

感 受 性BALB/c系 マ ウスにおけるよりもやや強かった

のに対し,そ れ以後のphaseで の減弱はBALB/cマ ウ

スにおいてCBA/JNマ ウスにおけるよりもかなり遅 く,

MAC感 受 性マウスでは抵抗性マウスよりも感染によっ

て誘導される免疫抑制性Mφ の機能がより長く持続する

傾向が認められた。

2.　免疫抑制性Mφ 誘導におけるT細 胞の関与

MAC感 染宿主の脾での免疫抑制性Mφ の誘導におけ

る成熟T細 胞の役割を知る目的で,MAC感 染BALB/c

系athymic nudeマ ウ スの脾Mφ の免疫抑制活性につ

いて検討した。Fig.2はeuthymicマ ウスのプラスチッ

ク付着細胞の脾T細 胞のConA mitogenesisに 及 ぼす

抑制作用 につ いてみたものである。いずれのマウスの

Mφ にも強い抑制作用がみられたが,そ の活性 はeuthy-

micマ ウスの方がathymicマ ウスよりも細胞当たりの

活性では約4倍 強かった。また,こ れらの脾Mφ のPMA
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Fig. 1. Changes in ConA mitogenic response of splenic T 

cells (o), suppressor activity against SPC mitogenesis (•E) 

of splenic MO s and their PMA-triggered CL (•¢) during 

the course of MAC infection. •£, CFU/spleen.

誘起CLは,athymicマ ウスではeuthymicマ ウスに

比べてはやや低かったが,と もに強いものであった。 し

たがって,MAC感 染マウスの脾では,T細 胞機能依存

性のMφ の活性化から抑制性Mφ の誘導の過程のみなら

ず,T細 胞非依存性のMφ 機能の亢進とそれに連動して

のsuppressor活 性 の発現といった過程も同時に進行す

るものと思われ る。また,こ れ らMAC感 染athymic

およびeuthymicマ ウスの脾Mφ は,脾T細 胞のIL-2

産生 能にはいずれ も有意な抑制作用 は示 さず,ConA

シ グナルによるIL-2反 応性T細 胞 の誘導を強 く抑制

し,そ の程度はeuthymic Mφ>athymicMφ であっ

た。

3. MAC誘 導免疫抑制性Mφ のターゲット

MAC感 染 で誘導 され る免疫抑制性Mφ がT細 胞の

どのような機能に影響を及ぼすのかについて検討 した。

Table 1はT細 胞のIL-2産 生能に及ぼす作用を見た

ものであるが,ConA blastoid cellのIL-2増 殖性応

答を指標 として見た限 りでは,MAC感 染誘導脾Mφ は

T細 胞のIL-2産 生 には抑制作用は示さず,む しろこれ

を亢進 させる傾向が認められた。なお,CTLL-2細 胞

のIL-2増 殖性応答を指標 した場合でも,同 様な成績が

得 られた。

次 に,ConAの シグナルを受 けたT細 胞のIL-2反

応 性T細 胞サブセ ットへの活性化に及ぼす効果につい

て検討 した。Fig.3-Aは 正常脾細胞をConA添 加 の培

地中でMAC誘 導 脾Mφ と48時 間混合培養 した後,非

付着細胞を別のwellに 移 し,洗 浄後にrecombinant

 IL-2を 加えた培地中でさらに72時 間培養してIL-2に

対 する増殖性応答をみたものであるが,IL-2反 応性T

細 胞の誘導 はMAC誘 導脾Mφ の混合培養によって強

く抑制 された。 これに対 して,別 途に調製 したConA

 blastoid cellを 先のprimary cultureで 得 られた付

着細胞 とIL-2添 加培地中で混合培養 した場合ではそう

した抑制はみられなかった(Fig.3-B)。 さ らに,別 途

行 った実験 においてMAC感 染脾Mφ はConAシ グナ

ルによって誘導される脾T細 胞のIL-2receptorの 発

現を有意に抑制作用することが分かった。以上,MAC

感 染 で脾に誘導 される抑制性Mφ では主としてConA

Fig. 2. Suppressive activity of splenic

 MƒÓs induced in euthymic and athymic 

mice infected with the MAC.
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Table 1. Influence of MAC-induced Splenic MƒÓs on IL-2

 Producing Ability of Splenic T  cellsa)

シグナルによるT細 胞 のIL-2反 応性T細 胞への活性

化の過程にその作用点があるもののように思われる。

4. MAC誘 導脾Mφ の免疫抑制性メディエーター

他の細菌感染宿主で誘導される抑制性Mφ のメディエー

ターの1つ として知 られるprostaglandin(PG)の 関

与についてみたところ,MAC誘 導 脾Mφ の抑制活性は

Fig. 3. Evidence for the suppression of the generation of IL-2-reactive T 

cells (A) without causing reduction in the IL-2-induced proliferation of the 

IL-2 reactive T cells (B) by the MAC-induced splenic MƒÓs. (A) Nonadherent 

cells harvested from ConA-induced SPC culture with or without MAC-induced 

splenic MƒÓs were further cultivated in the medium containing exogenous IL-2. 

(B) ConA blastoid cells were co cultured with adherent cells from the 

ConA-induced SPC culture as in (A) in the presence of exogenous IL-2.
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Table 2. Effects of NG-NG-dimethyl Arginine (Arg) and 

Myoglobin on the Immunosuppressive Activity of MAC-in

-ducedSplenic MƒÓs

PG合 成 阻 害 剤 で あ るindomethacin(1μg/ml)の 添

加 に よ り,脾Mφ の 添加 数 が3.2×104cells/wellと 少

な い 系 で は100%解 除 され る こ とか ら,MAC感 染 で誘

導 され る抑 制 性Mφ の 作 用 発 現 に お いて もPGが 重要

な 役 割 を 演 じて い る とい え よ う。

次 に,活 性 酸 素 分 子 種 に つ い て は,MAC誘 導Mφ の

免 疫 抑 制 活 性 は,xanthine oxidase-acetaldehyde

系 で 産 生 され る活 性 酸 素 の 大 腸 菌 に対 す る殺 菌 活 性 の大

部 分 をscavengeす るに足 る量 のsuperoxide dismu-

tase-catalaseの 添 加(各100お よ び2,000units/ml)

に よ って も解 除 され え な か っ た こ と よ り して,O2や

H2O2な ど の活 性 酸 素 分 子 種 が 本Mφ の抑 制作 用 の発 現

の メ デ ィエ ー タ ー と な って い る可 能 性 は少 な い とい え よ

う。

最 近,L-arginine(L-Arg)の 代 謝 過 程 で のNq

/NO3の 生 成 に 伴 って 生 ず るNO.が,Mφ の抗 腫 瘍 作

用 や 抗 菌 活 性 の メデ ィエ ー ター とな って い る可 能 性 が 示

唆 され て い る4)。Table2はL-Arg代 謝 阻 害 剤 で あ る

NG-NG-dimethyl-L-Arg並 び にNO.のscaven-

gerで あ るmyoglobin添 加 の影 響 につ いて 検 討 した も

の で あ る。NG-NG-dimethyl-L-Argで はMφ の

免 疫 抑 制 活 性 の増 強 が,逆 にmyoblobinで はそ の 若 干

の 低 下 が み られ た。 この こと よ り,L-Arg代 謝 以 外 の

経 路 で 産 生 され るNO.が 部 分 的 に せ よMAC誘 導 脾

Mφ のT細 胞 機 能 抑 制 活 性 の発 現 に何 らか の 役 割 を 演 じ

て い る可 能 性 が 考 え られ る。

最 近,MAC菌 体 よ り のglycopeptidolipidが,T

細 胞 の マ イ トジ ェ ン応 答 を抑 制 す る こ とが報 告 さ れ て い

るが5),わ れ わ れ はMAcよ りのphospholipid画 分 に

もそ う した活 性 の あ る こ とを見 い だ して い る(未 発 表)。

ま た,Mφ は活 性 化 に伴 い遊 離 脂 肪 酸 の産 生 能 が亢 進 す

る こ とが知 られ て い る。 そ こで長 鎖 遊 離 脂 肪 酸 の脾 細 胞

のConA応 答 に及 ぼ す作 用 を み た と ころ,oleic acid,

linoleic acid, linolenic acidお よ びarachidoni cacid

は い ず れ も25μg/mlの 添 加 でConA mitogenesisを

強 く阻 害 し,そ の阻 害 率 は各 々99,92,31お よ び65%で

あ っ た 。 した が って,MAC誘 導Mφ のT細 胞 機 能 抑

制 活 性 発 現 に お い て は,少 な くと もそれ らの部 分 的 関 与

の可 能 性 が考 え られ る。 こ の場 合,供 試 いず れ の脂 肪 酸

と もT細 胞 のIL-2産 生 能 に対 して は 強 い阻 害 作 用 を

示 し たが,IL-2反 応 性T細 胞 へ の活 性 化 に は さ した る

抑 制 を 及 ぼ さな い こ とが分 か った。 他 方,MAC感 染 で

誘 導 さ れ る脾Mφ で は,IL-2産 生 能 の低 下 は ほ とん ど

見 られず,上 述 したよ うに,IL-2反 応 性T細 胞 サ ブセ ッ

トへ の活 性 化 の抑 制 が 強 くみ られ て お り,こ の こと は,

あ るい は遊 離 脂 肪 酸 の メ デ ィエ ー ター と して の関 与 は余

り大 きい もの で は な い こと を示 唆 して い る もの と思 わ れ

る。

Table 3は,腫 瘍 細胞 に対 して は強 い細 胞 毒 性 を 示 し,

Mφ に対 し て は活 性 化 作 用 を示 す こ と の知 られ て い る モ

ノ カイ ンであ るtumor necrosis factor-a(TNF-a)

の脾T細 胞 のConA mitogenesisに 及 ぼす 作 用 をみ た
ら

もの で あ る が,脾T細 胞 のConA応 答 能 はTNF-aの

156～2,500units/mlの 添加,あ るいはそれ とinterferon-
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Table 3. Effect of Some Monokines and IFN-r on ConA 

Mitogenesis of Spleen Cells (SPCs)

SPCs (2•~105) were cultured in the medium containing 2ƒÊg/ml of 

ConA with or without addition of indicated cytokines.

γ(IFN-γ)と の 同 時 添 加 に よ って も何 らの 影 響 も受

け な か っ た 。 ま た,別 の モ ノ カ イ ンで あ るIL-1α 並 び

にIL-6の 添 加 に よ って も,高 濃 度 のIL-6で 弱 い阻 害

が み られ は した が,両 者 に お い て有 意 な抑 制 は み られ な

か った。 した が って,TNF-a, IL-1a, IL-6と い っ

た モ ノ カ イ ン あ る い はIFN-γ がConA応 答 抑 制 の直

接 の メ デ ィエ ー ター と して働 い て い る可 能 性 は少 な い も

の の よ うで あ る。

以 上,MAC感 染 に よ り誘 導 され る免 疫 抑 制 性Mφ の

作 用 発 現 の メ デ ィエ ー タ ー と して は,上 述 の 成 績 よ りみ

て,PG, NO.,遊 離 脂 肪 酸 並 び に それ らの相 乗 作 用 が 考

え られ る。 他 にMφ の産 生 す る抑 制 性 サ イ トカ イ ンで あ

るtransforming growthfactor-β6), lymphocyte

 blastogenesis inhibitory factor7)な ど も重 要 な役 割

を演 じて い る もの と思 わ れ るが,そ の詳 細 につ いて は今

後 の検 討 に待 ち た い。

考 察

以上の成績よ り,MAC感 染 マウスではT細 胞依存

性の機構のみならず,T細 胞非依存性のメカニズムによっ

ても脾細胞のConA mitogenesisに 対する抑制性Mφ

が誘導 され,こ れがT細 胞のIL-2反 応性T細 胞への

活性化の過程を抑制することが明らかになった。 この免

疫抑制性Mφ はいずれもMAC感 染2週 前後に最 も強

く誘導されてくるが,そ の後本活性は急速に低下 し,感

染10週 後 にはみられなくなってしまうのに対 して,脾

細胞のConA応 答能 は感染2週 後にみられた著しい低

下がずっと持続 した。したがって本Mφ は,MAC感 染

によって惹起 されるT細 胞の機能低下の直接の原因と

は成り得ないもののようであり,む しろ感染中期から誘

導 されるsuppressor T cell主 導型の免疫不応性8)の

成立に何らかの役割を演じているものと思われる。また,

脾Mφ のT細 胞機能抑制活性の推移は,活 性酸素産生

能のそれとよく連動しており,こ れは免疫抑制性Mφ が

―52―



1992　 年1　 月 53

いわゆる活性化Mφ の裏返 し的な存在であるとする考え

方を支持するものである。

先 にわれわれは,M.tuberculosis感 染 マウスでも

その活性 に程度の差はあるが,今 回のMAC感 染でみ

られたと同様な性状を有する免疫抑制性Mφ が誘導され

て くることを明 らかに したが,こ の ことよりすれば,

MAC感 染 宿主における免疫抑制性Mφ の誘導という現

象はMACに 特 異的な ものではなく,抗 酸菌などのい

わゆるpersistencyの 高 い寄生菌による慢性感染に普

遍的に見 られるものなのかもしれない。

MACはM.tuわerculosisほ ど ビルレンスは強 くは

ないが,い わゆる 「活性化Mφ 」の殺菌メカニズムに対

する抵抗性 は.M.tuberculosisに 比 べて強 く,宿 主内

でのpersistencyは 極 めて高いことが知 られている9)。

先 のわれわれの検討 で も10),MAC(.M.intracellu-

lare)を マ ウスに静脈内接種 した場合,強 毒のSmT集

落株のみならず弱毒のSmD集 落株による場合で も,感

染1週 目までは肝内CUFの 減少,即 ち肝Mφ による感

染菌の排除は全 くみ られなかった。 したが ってMAC

で は,感 染後6～12時 間で一過性の肝内CFU減 少 の

み られる リステ リアの場合11)と は異な り,肝 の常在

Mφ あるいは感染後に血流中より集積する炎症Mφ の殺

菌作用に対 して強い抵抗性を有するものと思われる。

さらにわれわれが別途行 った実験で,IFN-γ および

TNF-aの 両 者 が宿主Mφ の.M.tuberculosis com-

plexに 対するinvitro抗 菌活性を亢進させるが,MAC

を始 めとする他種抗酸菌に対 しては,IFN-γ 処理Mφ

においてのみ抗菌活性の亢進がみられることを明らかに

してお り(論 文執筆中),MAC感 染 に対する宿主抵抗

性の発現におけるT細 胞依存性免疫機構の重要さがう

かがわれる。事実,BALB/ceuthymicマ ウスとathy-

mic nudeマ ウスとでは,感 染4週 以後,前 者では数カ

月にわたって徐々に感染が進行するのに対 して,後 者で

は臓器内CFUの 急 速な増加がみられ,速 やかに終末感

染へと移行していくことが明らかになった10)。

今 回の検討においてMAC感 染 で誘導される免疫抑

制性Mφ は,そ れ自体が生体内でのT細 胞機能の低下

の直接の原因になるものとは考え難いが,他 方,T細 胞

のmitogenesisに 対す る抑制作用などを介 した何 らか

のメカニズムでいわゆる免疫デビエーションを招来 し,

MAC抗 原 に特異的な抑制性T細 胞の誘導,ひ いてはT

細胞の抗原応答不全を惹起するものと思われる。 したがっ

て,こ のような観点か らすれば免疫抑制性Mφ の作用と

MACの 宿 主体内での滞留性との間には何らかの関係が

存在するものといえよう。

結 語

.M.aviumcomplex (MAC)感 染 マウスの脾細胞中

に誘導 される免疫抑制性Mφ の性状について検討 し以下

の知見を得た

.1) MAC感 染2週 以後少なくとも8週 間にわたって,

脾T細 胞のConA増 殖 性応答能の低下がみられた。他

方,脾 細胞のConA応 答 に対する抑制性Mφ が,感 染

2週 前後の宿主脾に一過性に誘導された。この脾Mφ の

抑制活性はMAC抵 抗性のCBA/JN系 マ ウスと感受性

のBALB/cマ ウスとでは同程度であったが,前 者では

後者におけるよりもより速やかに減弱した。

2) MAC感 染誘導脾Mφ は,T細 胞 のConAシ グ

ナルに応答してのIL-2反 応性サブセットへの活性化を

強く抑制したが,IL-2産 生能は阻害 しなかった。

3) BALB/cathymic nudeマ ウスでも,euthymic

マ ウスにおけると同様な性状を有する抑制性Mφ が誘導

されたことか ら,抑 制性Mφ の誘導には成熟T細 胞の

関与は必須ではないものといえよう。

4) MAC誘 導 脾Mφ の脾細胞のConA応 答 に対す

る抑制作用のメデ ィエーターとしては,PG, NO. ,遊

離脂肪酸のいずれかあるいはそれ らの協同作用が考えら

れたが,活 性酸素やTNF, IL-1, IL-6, IFNな どのサ

イ トカインの関与の可能性は低いものと思われた。
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To clarify the intracellular killing mechanisms of alveolar macrophages against 

Mycobacterium avium complex, effects of cytokines on O-2 and NO-2 production  from 

normal and BCG—induced alveolar macrophages were studied . Intracellular growth of 
M. avium complex was inhibited in the alveolar macrophages stimulated by TNF , but not 
IFN. Enhancement of O-2 production by normal alveolar macrophages stimulated by 

cytokines, was associated with the inhibition of intracellular growth of M . avium complex.
However, when NO-2 production by the alveolar macrophages was enhanced by the 

stimulating of IFN or IFN+TNF, in the presence L-arginine in the culture medium , their 
defense activity against M. avium complex decreased .

Key words: Alveolar macrophage, Myco

bacterium avium complex, Superoxide (O-2) , 
Nitrite (NO-2), Cytokines

キ ー ワ ー ズ:肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ,M.aviumcom-

Plex,ス ー パ ー オ キ サ イ ド(O-2),亜 硝 酸 イ オ ン

(NO-2),サ イ トカ イ ン

は じめ に

結核菌や非定型抗酸菌などの細胞内寄生性細菌に対す

る感染防御には,活 性化されたマクロファージ系細胞の

細胞内殺菌能の亢進が不可欠である。その活性化機序の

1つ として,サ イトカインの役割が考えられている。 こ

*From the Internal Medicine of Kumamoto Rosai H
ospital, 1670 Takehara—machi

 Yatsushiro, Kumamoto 866 Japan.
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れ らのサ イ トカ イ ンの う ち,tumor necrosis factor-

a (TNF)は,活 性 化 され た マ ク ロ フ ァ ー ジ よ り産 生 さ

れ る モ ノ カ イ ンで1),感 染 の場 に お いて 重 要 な役 割 を し

て い る こ とが 考 え られ て い る。 ま た,interferon-γ

(IFN)は 抗 ウ イ ル ス 作 用 と と も に マ ク ロフ ァー ジ活 性

化 作 用 を有 す る こ とが知 られ て い る。

これ ら細 胞 内 寄 生 性細 菌 に対 す る細 胞 内殺 菌 に は,従

来 よ り ス ー パ ー オ キ サ イ ド(O-2)を 始 め とす る活 性 酸

素 が重 要 な役 割 を果 た して い る と考 え られ る2)3)。 また,

最 近,マ ク ロ フ ァー ジ は種 々の 刺 激 に よ りL-arginine

 (L-arg)を 利用 して,そ の代 謝 産 物 で あ るNO., NO-2,

 NO-3を 産 生 し,こ れ らの物 質 が メ デ ィエ イ タ ー と して

細 胞 内代 謝 に 関与 して い る可 能 性 が示 唆 さ れ て い る。

そ こ で,今 回,Mycobacterium avium complex

 (MAC)に 対 す る 肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ(PAM)の 細 胞

内 殺 菌 機 構 を 明 らか にす る 目的 で,IFN, TNFな どの

サ イ トカ イ ン存 在 下 でMACに 対 す るPAM細 胞 内殺

菌 に つ い て 検討 した。 さ らに,そ の機 序 をPAMのO-2

産 生 能 やPAMのL-arg代 謝 産 物 の産 生 に及 ぼす サ イ

トカ イ ン の 影 響 の 点 か ら検 討 す る とと もに,L-arg代

謝 産物 によ るO-2産 生 能 へ の影 響 な ど に つ い て検 討 した。

方 法

実 験 動 物:Wisterrat雄(300～400g)を 用 い た。

PAM:ラ ッ トをpentbarbitalの 腹 腔 内 投与 に て麻

酔 し,腹 部 大 動 脈 切 断 に よ り失 血 死 させ た 後,気 管 切 開

して テ フ ロ ン チ ュ ー ブ を 挿 入 し,2mMEDTAを 含 む

phosphate buffer saline (PBS, pH7.4)10mlで10

回 洗 浄 した 。 洗 浄 液 を400xg,10分 間遠 心 後,沈 渣 を

Krebs Ringer Phosphate (KRP, pr124)に 再 浮 遊

さ せ,2回 洗 浄 した 後,PAM浮 遊 液 と して用 い た。

細 菌:.M.intracellulareは,京 都 大学 胸 部疾 患 研 究

所 第 一 内 科 久 世 教 授 よ り 供 与 を 受 け たMycobacte-

rium avium complex (MAC)(31FO93株)を デ ュ ボ

ス 液 体 培 地 で 増 殖 さ せ,10日 目 の発 育 菌 液 を 一80℃ に

保 存 した 。 使 用 時 に,KRPに 浮 遊 させ,2,500xg,30

分 間 遠 心 を2回 繰 り返 した後,KRPに 浮 遊 させ,吸 光

度570nmで0.20に な るよ うに調 整 し,5.0×107via-

ble unit/mlの 菌 浮 遊 液 と して使 用 した。

サ イ トカ イ ン:recombinant murine IFNは 塩 野

義 製 薬 よ り,recombinant human TNFは 旭 化成 よ

り供 与 を受 け た。PAM培 養 液 中 に濃 度,添 加 時 期,培

養 時 間 を 変 え て サ イ トカ イ ンを添 加 し,PAMのO-2産

生 能,NO-2産 生 量,MACに 対 す る細 胞 内 増 殖 抑 制 へ

の影 響 を検 討 した。

O-2産 生 能:PAMのO-2産 生 能 はphorbol myris-

tate acetate刺 激 に よ るチ トク ロー ムC還 元 法 に て 測

定 した。

培 養 液 中 のNO-2量:Griess試 薬(1%sufanilamide

/0.1%naphthylethylene diamine dihydrochloride

/2%H2PO4)を 加 え て一 定 時 間反 応 さ せ た後,550nm

にお け る吸 光 度 か ら標準 曲線 に よ り求 め た。

L-argに よ るPAMO2産 生 能 とNO-2産 生 量 へ の

影 響:L-argに よ るPAMO-2産 生 能 とNO-2量 へ の

影 響 は,L-argを 含 ま な いRPMI1640培 養 液 に 種 々

の 濃 度 のL-argを 添 加 して 検 討 した。 ま た,NaNO2

を 添 加 してNO2の 直 接 作 用 に よ るO-2産 生 能 へ の 影 響

を み た 。 ま た,L-argの ア ナ ロ グ で あ り,NO-2の

competetive inhibitorのNG-monomethyl L-

arginineを 添 加 してPAMのO-2産 生 能 とNO2産 生

量 へ の影 響 を 検 討 した 。

PAMに よ るMACの 細 胞 内 増 殖 抑 制:KRPに 浮 遊

さ せ た 菌 とPAM(10:1)をLab. Tec chamber

 slideに 入 れ,5時 間 培 養 後,2回 洗 浄 して 非 貧 食 菌 を

除去 した。 培 養 液 をRPMI1640(10%FCS含)に 交 換

した の ち,サ イ トカ イ ンの濃 度,添 加 時 期 を変 え て 培 養

した サ イ トカ イ ン添 加 群 と非 添 加 群 の2群 に分 け て培 養

し,培 養24,48時 間 後 の 細 胞 内菌 を フク シ ン液 染 色 し

てcountす る と と も に,こ れ らの 菌 を還 元 培 養 して2

週 間 後 に コ ロ ニ ー をcountし た 。 ま た,Lab. Tec

 chamber slideの ほか,Falcon tube,24穴 フ.レー ト

な ど で 同様 の検 討 を行 っ た。

結 果

サ イ トカ イ ン存 在 下 に お け るMACのPAM細 胞 内

増 殖 抑 制 作 用:PAMに 菌 を貧 食 さ せ た後,TNFを 添

加 し,48時 間 培 養 し たPAMは,サ イ トカ イ ン非 添 加

群 に比 べ て 細 胞 内 菌 数 が 有 意 に少 な く,TNFはMAC

の細 胞 内増 殖 を抑 制 した(Fig. 1)。 これ らの 細 胞 内 増殖

抑 制 機 序 を 明 らか にす る 目的 で 以 下 の実 験 を 試 み た 。

PAMの02産 生 能 に及 ぼ す サ イ トカ イ ンの影 響:採

Fig. 1. Effect of TNF on the inhibition of int

racellular growth of M. avium complex in 

normal alveolar macrophages.
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a) without preincubation b) 1 day preincubation

c) 2 day preincubation d) 3 day preincubation

Fig. 2. O-2 production from normal alveolar macrophages 

stimulated by TNF.

Fig. 3. O-2 production from BCG-induced al

veolar macrophages stimulated by TNF or/

and IFN.

取 直 後 か ら2,24,72時 間 ガ ラ ス 面 に 付 着 さ せ て

preincubationし たPAMにTNFを 添 加 し,さ らに72

時 間 まで 培 養 したPAMのO-2産 生 能 を検 討 した。 そ の

結 果,採 取 直後 お よ び2～24時 間preincubationし た

PAMにTNFを 添 加 して もPAMのO-2産 生 能 の亢 進

は認 め られ な か った(Figs.2-a,2-b)が,48時 間 以 上

preincubationし た後 にTNFを 添 加 培 養 す る とO-2産

生 能 の 著 明 な 亢 進 が 認 め られ た(Figs.2-c,2-d)。

INFに っ い て も同 様 な 成 績 で あ った。 この こ とは,正

Fig. 4. Phagocytosis of M.avium complex by

normal and BCG-induced alveolar macro-

phages, with or without specific antibody to

 M.avium complex.

常PAMに サ イ トカイ ンが作 用す るに は何 らかの

primingが 必要と考えられた。

そこで,炎 症局所のPAMと してBCG肉 芽腫より採

取 したPAMに つ いて同様の検討を した。その結果,

BCG肉 芽 腫より採取したPAMの サイ トカインによる

O-2産 生 能 は,正 常PAMと 異 なり,preincubation

な しにサイ トカインによりO-2産 生能が亢進することが

明らかとなった(Fig. 3)。

正常PAMとBCG肉 芽 腫PAMの 貧 食能 とMAC
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Fig. 5. Effect of TNF and/or IFN on inhibi-

tion of intracellular growth of M. avium com-

plex in normal alveolar macrophages, with or 
without specific antibody to M. avium complex.

に対する細胞内増殖抑制作用:MAC特 異抗体IgGを

結合した菌も結合してない菌 も正常PAMに 比 べてBCG

肉芽腫より採取 した肺マクロファージの貧食能が亢進 し

ていた(Fig. 4)。 さ らに,こ れ らの細胞についてサイ

トカインと特異抗体による細胞内増殖抑制作用を検討 し

た結果,TNF添 加群ではいずれのPAMも 細胞内増殖

を抑制するが,特 異抗体の有無による差は認められなかっ

た。また,IFN添 加群では正常PAMを 除 いて細胞内

増 殖 抑 制 作 用 は認 め られ な か った(Fig. 5)。

サ イ トカ イ ン刺 激 に よ るPAMのL-arg代 謝 産 物 の

産 生 能:IFN濃 度 を100u/mlと1,000u/mlに 一 定 に

して,TNF濃 度 を0か ら1,000u/mlま で 変 化 させ た

時 のPAMのNO-2とO-2産 生 量 を 検 討 し た。NO-2産

生 はL-arg非 存 在 下 で は ほ とん ど認 め られ ず,L-arg

が 存 在 す る とIFN単 独 で も比 較 的 多 量 のNO-2を 産 生

す るが,TNF単 独 で は ほ とん ど産 生 しな か った。INF

に よ るNO-2産 生 能 はTNFに よ って 濃 度 依 存 的 に 増 強

さ れ た。 一 方,L-arg存 在 下 で のO-2産 性 能 は、TFN

濃 度 に 関 係 な く減 少 し,特 にIFNが 高 濃 度 の 時 著 明 で

あ った(Fig. 6)。

サ イ トカ イ ン刺 激 に よ るNO-2とO-2産 生 能 につ い て,

培 養 液 中 のL-arg濃 度 変 化 の影 響 を検 討 した。NO2

産 生 量 はL-arg濃 度 依 存 性 に増 加 し,一 方,O-2産 生

能 は逆 にL-arg濃 度 依 存 性 に減 少 した(Fig. 7)。

L-arg濃 度 を 一 定 に して,こ れ にL-arg拮 抗 物 質

を種 々 の濃 度 で添 加 す る と サ イ トカ イ ンに よ り増 強 され

たNO-2産 生 能 は,濃 度 依 存 性 に減 少 し,O-2産 性 能 は

逆 に増 加 した(Fig. 8)。

次 に,L-argを 含 ま な い 培 養 液 に 種 々 の 濃 度 の

NaNO2を 添 加 してNO-2を 発 生 させ,NO-2の 直 接 作 用

に よ るO-2産 生 能 へ の 影 響 を 検 討 した 。そ の 結 果,NO-2

自身 はPAMのO-2産 生 能 に何 ら影 響 を 与 え な か っ た

(Fig. 9)。

Fig. 6. O2 and NO2 production from normal alveolar macro

phages stimulated by IFN and/or TNF, in the presence or the 
absence of L-arginine in the culture medium.
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Fig. 7. Effect of L-arginine cocentration on 

O-2 and NO-2 production by normal alveolar 

macrophages stimulated by IFN and TNF.

Fig. 9. Effect of NaNO2 on O-2 production by 

normal alveolar macrophages stimulated by 

IFN and/or TNF.

PAMのNO-2産 生能 とPAMの 貧食,細 胞内殺菌機

能との関係;L-arg存 在下で高濃度のサイトカイン刺

激によりNO-2産 性能が亢進 しているPAMは,貧 食能

が著 しく低下することが明 らかとなった。(Fig. 10)。

また,PAMが 産 生するNO-2量 とMACの 細胞内増

殖の抑制 との関係 を検討 した。L-argを 含む培地でサ

Fig. 8. Effect of N-MMA on O2 and NO2 pro

duction by normal alveolar macrophages stimu

lated by IFN and TNF, in the presence of L-

arginine in the culture medium.

Fig. 10. Phagocytosis of M. avium complex by 

normal macrophages stimulated by IFN and 

TNF, in the presence or the absence of L-ar

ginine in the culture medium.

イ トカ イ ン とと もにNO-2産 生inhibitorを 添 加 して,

産 生 す るNO-2を 抑 制 したPAMは,MACの 細 胞 内増

殖 抑 制 率 が 増 加 した(Fig. 11)。

考 案

TNFとIFNの サ イ トカ イ ンを 用 い てMACに 対 す
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Fig. 11. Effect of N-MMA on inhibition of 

intracellular growth of M. avium complex in 

normal alveolar macrophages stimulated by 

TNF or IFN, in the presence of L-arginine 

in the culture medium.

るPAMの 細 胞内殺菌機構について,O2お よびNo2

産生機構の面より検討 した。

TNFは,10u/mlの 低 濃度か ら1,000u/mlの 高濃

度まで正常PAMお よ び炎症局所のPAMの いずれに

対してもMACの 細胞内増殖を抑制 し,そ の時のPAM

のO-2産 生能 は亢進 していた。 これまで,細 菌4)や ウイ

ルス感染5)時 に血清中にTNF活 性 が見出されることや,

TNFをin vitro6)～8),in vivo9)で 作 用させることに

より,種 々のpathogenの 増 殖が抑制され,感 染動物

の致死率が減少することなどから,TNFは 感 染の場に

おいて重要な役割をしていることが考えられている。 こ

の機序 として,主 として好中球機能の亢進10)～14),と く

に活性酸素の役割が重要と考えられている。また,TNF

が マ クロファージ機能を亢進するとの報告があり9)15),

今 回 のわれわれの検討でも,PAMの 活性酸素の産生能

の亢進がMACの 細 胞内増殖抑制の一因として関与し

ていると考えられる成績であった。

一方
,IFNはPAMに よるMACの 細 胞内増殖抑制

に一定の効果を示さず,条 件によっては増殖を促進させ

た。これまで,IFNは マクロファージ内のMycobacte-

riaの 増殖を促進させる16)17)こ とや,菌 種によって異

なる18)との報告がある。この機序については不明であ

るが,今 回われわれの検討で明 らかなように,L-arg

存 在下でIFNが,NO-2産 生 能を亢進 させて,貧 食能

およびO-2産 生能などの感染防御機能を低下させ,細 胞

内増殖を促進させる可能性が示唆された。

TNFお よ びIFNが 正常PAMのO-2産 生能を亢進

するには,一 定のpreincubationを 必要とし,一 方,

BCG肉 芽腫病巣のPAMに 対 しては直ちに作用 したこ

とより,サ イ トカインによる正常PAMのO-2産 生亢進

作用 には,何 らかのprimingを 必要することが示唆さ

れた。

これまで,in vitroに おいてマクロファージにTNF

を作 用させるとO-2産 生 が亢進す ること15)や貧食 した

菌を殺菌する9)との報告が見 られるが,そ れ らのマクロ

ファージは免疫複合体 と併用 したり,末 梢血単球を培養

したマ クロファー ジ様細胞を使用 した り,あ る程度

primingさ れ た状態であると考えられる。正常PAM

には何らかの抑制がかかっている可能性が考えられてお

り,そ の要因としてサーファクタントの関与が考えられ

ている19)。

特異抗体IgGは,貧 食能を亢進させるが,細 胞内増

殖抑制作用に寄与しなかった。BCGを 用 いて細胞内殺

菌を検討 したわれわれの以前の成績では,肺 内IgGが

PAMのO-2産 生能を亢進させ,細 胞内殺菌能をも亢進

させること2),ま た,特 異抗体IgGが 細 胞内殺菌機序

に重要な役割を果たすことを報告した20)。今回のMAC

を使用した成績との相違は菌種の違い以外明らかでない。

L-arg存 在 下でサ イ トカイン刺激によるPAMの

Nq産 生能は,IFN単 独刺激により充進し,これはTNF

により増強されるが,TNF単 独刺激では産生されなかっ

た。サイ トカイ ン刺激でNO-2産 生能が亢進したPAM

は,O-2産 生 能が逆に低下することが明らかとなった。

このサイトカイン刺激によるPAMのNO-2産 生能はL

-argの 濃度依存性に増加 し,O-2産 生能は逆に低下し

た。また,L-arg拮 抗 物質により濃度依存性にNO-2

産 生能 は低下 し,O-2産 生 能は逆 に増加 した。しかし,

NO-2自 身 は直接O-2産 生 能に影響 しなかった。これら

の成績 は,PAMのL-arg代 謝産物の産生は,作 用す

るサイ トカインの種類 とその濃度により異なり,ま た,

サ イ トカイン刺激によりPAMの 産生されたL-arg代

謝 産物が自己調節的に自らのO-2産 生能を制御 している

可能性が示唆された。

これまで,L-arg代 謝産物が感染防御に関与する報

告と21),関与 しない報告があり22),現在一定の見解が得

られていない。今回のわれわれの成績では,Nqは,MAC

に対 するPAMの 細胞内増殖抑制に関与せず,NO-2産

生能の亢進は貧食能およびO-2産 生能などの感染防御機

能を低下させ,細 胞内増殖を促進 させることが示唆され

た。

これ らの結果を踏 まえて,今 後,MACに 対 す る
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マクロファージの細胞内殺菌機構を解明するには,TNF

のよ うなサイ トカインと他のマクロファージ活性化因子

との相互作用,貧 食された菌が存在するphagosome

とlysosome fusionの 促進機序,こ れに続いて起こる

ライソゾーム酵素 とO-2の ような細胞内殺菌物質との相

互作用など,多 面的な検討が必要と考えられる。

結 語

.Mycobacterium avium complex(MAC)に 対 す

る肺胞 マクロファージ(PAM)の 細胞内殺菌機構を明

らかにする目的で,サ イ トカインがPAMの 細胞内殺

菌作用に及ぼす影響 と,そ の機序をO-2とL-arg代 謝

産物NO-2産 生 能の面より検討 した。サイトカインのう

ちTNFはMACがPAM細 胞内で増殖す るのを抑制

したが,IFNは 一定の傾向を示さなかった。O-2産 生能

の亢進は細胞内殺菌機序の重要な一因と考えられたが,

NO2産 生量の増加はPAM感 染防御機能を抑制すると

考えられた。
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The macrophage is an essential component of the host defense against intracellular 

pathogens including MAC. Especially alveolar macrophages act as a first line defense in 
the lungs against MAC infection. Some cytokines were reported to activate mouse 

peritoneal macrophages and human monocytederived macrophages to inhibit growth or 
kill MAC. But we could find only one report describing the effect of cytokines on 

anti-MAC activities of human alveolar macrophages (PAM). Thus, we investigated the 

effect of several cytokines on antiMAC activities of PAM.
PAM were recovered from 12 healthy subjects by bronchoalveolar lavage and cells were 

cultured in RPMI 1640 with 10% heat—inactivated human AB serum. After 2 hours 

incubation nonadherent cells were discarded by vigorous washing to from monolayers of 

PAM (2x105 PAM in each 11-mm diameter tissue culture dish). Then we added 2•~106 

viable MAC bacteria (31F093T) and each cytokine to the wells simultaneously. We 

prepared the well without cytokines as control. After 96 hours incubation, PAM were 

disrupted by sonication, then all bacteria that had located inside and outside of the cells 

were plated onto 7H10 agar. The results are reported as mean colony forming units per 

each well. We had determined the optimal dose of each cytokine to prime PAM for 

enhanced O2- release and we used that optimal dose in this experiment.

PAM with TNF-a pretreatment, and PAM with IFN-ƒÁ pretreatment could release 

increased amount of O-2 significantly, compared with control. PAM with IL-2 

pretreatment and PAM with GM—CSF pretreatment also released somewhat incresed

* From the Department of Infection and Inflammation
, First Clinic of Medicine Chest Disease

 Research Institute, Kyoto University, Sakyo-ku, Kyoto 606 Japan.
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amount of O2-. The mean colomy  forming unit of every well with or without cytokines 

increased in number after 96 hours incubation. No intracellular killing of MAC was 

observed. The mean colony forming unit of wells with TNF-a and wells with GM—CSF 

were significantly less than that of control wells.

We concluded that: 1) MAC could multiply in the PAM even if they were activated by 

cytokines. 2) GM—CSF and TNF-alpha could activate PAM to inhibit growth of 

MAC. 3) Enhancement of O2-secretion induced by pretreatment of each cytokine might 

have no relation to the ability of PAM to inhibit growth of MAC.

Key words: Human alveolar macrophages,

 Mycobacterium avium complex, Cytokine, 

TNF-a, GM—CSF

キ ー ワ ー ズ:ヒ ト肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ,Mycobac-

terium avium complex,Cytokine,TNF-α,

GM-CSF

緒 口

化学療法の発達により,抗 酸菌に対する生体防御機構

解明への興味が失われて久しい。その後,結 核に変わり有

効な化学療法がないM.avium complex(MAC)症 の

わが国における相対的増加1)2),世界的な後天性免疫不全

症候群(AIDS)の 流行 と抗酸菌症合併の高い頻度3)4)

が,抗 酸菌感染に対する研究者の興味を再び喚起 した。

MACは,AIDS患 者か ら分離される最も頻度の高い

細菌であり,しばしば致死的な全身感染症を惹起する3)4)。

また,わ が国 における非AIDS,肺MAC症 の統計に

おいても,肺 結核後遺症,人 工気胸術後,塵 肺,気 管支

拡張症等,肺 に基礎疾患を有する二次感染型が多いと報

告 されており1)5),全 身 または局所の生体防御能の低下

がMAC症 発症に重要な意味を持っと考えられている。

一般的に抗酸菌の生体防御機構の中心は,各 種サイ トカ

イ ンで活性化 されたマクロファージであり6)7),MAC

感染においても活性化マクロファージが貧食殺菌を行 う

ものと考えられる。以上の事実より,マ クロファージの

活性化の低下がMAC症 発症の基礎に存在しているの

ではないかと考えられ,そ の観点より幾人かの著者がマ

ウス腹腔マクロファージやヒトの単球由来マクロファー

ジを用い,in vitroで の抗MAC作 用 に及ぼす種々の

サイトカインによる活性化の影響を見る実験を報告 して

いる8)～10)。

MAC症 の97%は 肺MAC症 で あり1),体 内 への侵

入門戸の大部分は経気道的であると考えられる。 したがっ

てヒト肺胞マクロファージ(PAM)は,MAC感 染防御

の第一線にいるものと思われるが,PAMの 抗MAC作

用 に関する報告は少ない。今回われわれは,MAC症 の

予防や治療への各種サイ トカインの臨床応用 という観点

より,PAMのin vitroに お ける抗MAC作 用 に及ぼ

す各種サイ トカイ ンの影響を検討 し,Granulocyte-

macrophage colony-stimulating factorとTumor

 necrosis factor-aが,PAMの 抗MAC作 用 を増 強

す る結 果 を得 た の で報 告 す る。

方 法

1) PAMの 調 整

諸種症状の精査目的で気管支鏡を施行 した症例中で胸

部 レントゲン上,気 管支鏡所見上異常を認めず肺に疾患

がないと考えられたnon-current smoker(最 近1年

間以上喫煙 していない者)12名 を対象とした。気管支

鏡を用い右中葉を温滅菌生理食塩水50ml×4回 にて

洗浄 し,気 管支肺胞洗浄液(BALF)を 得た。

遠 沈 後,細 胞 成 分 をRPMI1640培 地(Gibco社 製,

L-glutamine含 有,抗 生 剤 不 含)に て 洗 浄 した 後,10

%ヒ トAB型 血 清 と100unit/mlのpenicillin-G

(SIGMA社 製)を 含 むRPMI1640培 地 に4×105/ml

の 細 胞 濃 度 に 浮 遊 さ せ,48穴 の 組 織 培 養 用 プ レー ト

(Costar社 製)に0.5mlず つplatingし た。37℃5%

CO2環 境 下 で2時 間 培 養 後,RPMI1640培 地 に て洗 浄

す る こ とで 非付 着 細 胞 を 除去 し,PAMの 単 層 培 養 と し

た 。

これらの付着条件のPAMと は別に,上 記 と同濃度,

同培地の細胞をテフロンチューブ(ナ ルゲン社製)に0.5

mlず つ注入し,浮 遊条件の培養とした。

2)　細菌の調整

小 川 培 地 にて 保 存 して い る.M.avium complex,31

FO93T株11)を,Dubos液 体 培 地 中 で14日 間 培 養 し,

約5×108cfu/mlの 濃 度 に 調 節 後,菌 液 を3mlず つ

に分 注 し,-80℃ にて 保 存 した 。 実 験 毎 に保 存 菌 液 を 溶

解 し遠 沈 後,RPMI1640培 地 にて 洗 浄 し,同 培 地1ml

に再浮 遊 させ た。 超音 波 ソニ ケ ー タ ー(ト ミー精 工 社 製)

に て 個 々 の 細 菌 を 分 離 分散 した後,培 地 に て2×107/ml

の濃 度 に調 節 した。
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3)　 各 種 サ イ トカ イ ン

PAMを 活性化するサイ トカインとしては,以 下の物

質を用いた。

(1) recombinant interferon-γ(IFN-γ,Che-

miconin ternational,USA)

(2) recombinant interleukin-2(IL-2,武 田薬 品

よ り恵 与 を うけ た。)

(3) natural type tumor necrosis factor-α(TN-

F-α,持 田 製 薬 よ り恵 与 を う け た 。)

(4) recombinant granulocyto-macrophageco-

lony-stimulating factor(GM-CSF,ヘ キ ス

ト ジ ャパ ン よ り恵 与 を 受 け た 。)

それぞれのサイ トカイ ンは,RPMI1640培 地 にて適

当濃度に希釈 し分注後,-20℃ にて保存 し,実 験毎に溶

解 し培地にて当該濃度に希釈 して用いた。

4)　貪食能の検討

テ フ ロ ン チ ュ ー ブ 中 で 浮 遊 条 件 で 培 養 中 のPAM

(2×105/0.5ml)に10倍 量(2×106/0.1ml)の31

F093Tを 加 え,2時 間 か ら72時 間 培 養 した。 時 間 毎 に

よ くか く は ん 後,0.1mlの 培 地 を と りだ し生 食2ml

で希 釈 し,浮 遊 細 胞 収 集 製 置(ト ミー精 工 社 製)を 用 い

て,細 胞 塗 抹 標 本 を 作 製 し た 。2時 間 以 上 風 乾 後,

Ziehl-Neelsen染 色(cold stain,対 染 色 と し て

methylene blueを 用 い た)を 行 い,1000倍 検 鏡 下 に

マ ク ロ フ ァ ー ジ1細 胞 当 た りの 貧 食 抗 酸 菌 数 の平 均

(phagocytic index)と,1個 以 上 の 抗 酸 菌 を 貧 食 し

て い る マ ク ロ フ ァー ジ の割 合(%phagocytosis)を 計

算 した。 マ ク ロ フ ァー ジ は,毎 回200個 以 上 を観 察 した。

5)　抗MAC作 用 の検討

付 着 条 件 下 で培 養 中 のPAM(2×105/0.5ml)に,

10倍 量 の31FO93T(2×106/0.1ml)と,適 当 濃 度

に調 節 した各 種 サ イ トカ イ ンを同 時 に投 与 し,2時 間 か

ら96時 間 培 養 し た後,超 音 波 ソ ニ ケ ー タ ー にて 細 胞 を

破 砕 しか っ よ くか くは ん 後,培 養 液 を7H10寒 天 培 地

(Difco社 製)上 にplatingし た 。5%CO2環 境 下 で

14日 間 培 養 した 後,PAM内 外 の総 生 菌 数 を寒 天 上 の

colony forming unit(CFU)数 よ り計 算 した。con-

trolと して,サ イ トカ イ ン の か わ り に 培 地 を 入 れ た

wellと,培 地 の み でPAMの な いwellを 準 備 した。

6)　 ス ーパ ーオ キ シ ドア ニ オ ン産 生 能 の検 討

付 着 条 件 で 培 養 中 のPAMの 活 性 化 の1つ の指 標 と

して,phrbol myristate acetate(PMA,500ng/ml)

で1時 間 刺 激 した と きに 放 出 され るsuperoxide anion

(O2-)量 をcytochrome-c還 元 法 で 定 量 した12)。 別

に用 意 したwellの 蛋 白 量 をLowry法 で 定 量 し,O2-

産 生 能 はmg蛋 白当 りの放 出 量(nmol/mg protein)

で 表 した。

7)　統計処理

control群 と 各 々 の サ イ トカ イ ン 群 と の 比 較 は,

Studentのpaired t testを もち い,両 側 検 定 で危 険率

0.05以 下 を 有 意 と した 。

結 果

1) O2-産 生能に及ぼす各種サイ トカインの影響

図1 O2-産 生 能に対する各種サイ トカインの

影響(代 表的3例 の平均値)

各種サイトカインで48時 間前処理後,PMA

(500ng/ml)で60分 刺激 した時放出されるmg

タ ンパク当たりのO2-量 を示 している。

表1 PAMに よ るMACの 貧食の経時的変化

PAMを 貧食抗酸菌数0,1-5,6-10,11-20,21<,の

5群 に分 けた時,各 群の割合(%)の 経時 的変化を示 した。

左端 の数字 は,1PAM平 均の貧 食抗 酸 菌数を表 している。
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PAMの 活 性化の一般的指標として,活 性酸素で最初

に産生 されるO2の 産生能を検討 し,各 種サイトカイン

のおおよその至適濃度を決定 した。種々の濃度の各種サ

イトカインで48時 間前処理 した後,PMA(500ng/ml)

で1時 間刺激 した時放出されるO2-量 を定量 した。IFN

-γ 前 処理では10-100U/mlで ,IL-2で は10-100

U/mlで,TNF-aで は500U/mlで,GMCSFで は

200-2000U/mlで,そ れぞれO2産 生量は最大となっ

た。(デ ータ未発表)。 以後の実験では,各 種サイ トカイ

ンは,上 記の至適と思われる濃度で用いた。図1に,代

表的3例 のO2-産 生能の平均値を示した。各々のサイ ト

カインの前処理はPAMのO2-産 生能を増大させており,

PAMを 活 性化 したものと思われた。O2-産 生 能に与え

る影響は,TNF-a>IFN-γ>IL-2>GM-CSFの

順 に強かった。

2) PAMに よるMACの貪 食

10%熱 非働化ヒトAB型 血清加RPMI1640培 地 中で

浮遊条件で培養 しているPAMに10倍 量 のMAC,31

FO93T株 を添加 し,経 時的にサイ トスピンにて塗抹標

本を作製し,貪 食の検討を行った。浮遊条件を用いた理

由は,1本 のチューブより経時的な採取が可能である点

と,塗 抹標本が付着条件 と比べ鮮明となりPAMに貪

食された細菌の定量が容易となる点からである。表1に

貪食の経時変化を示 した。PAMを貪 食抗酸菌数0,1

-5 ,6-10,11-20,20以 上 の5群 に分け各々の比率

と,1PAM平 均の貪食抗酸菌数(phagocytic index)

を呈示した。感染2時 間で平均1.2,24時 間で平均12.9,

48時 間で平均14.5個 の抗酸菌が貪食 されていた。MAC

のdoubling timeが 液体培地中で24時 間程度である

こと,ま た今回の実験系における感染24時 間での生菌

数の増加が約2倍(後 述)で あることも併せ考えると,

感染24時 間 で既に添加 した細菌の半分以上が貪食され

ていると考えられた。図2に1個 以上の抗酸菌を貪食 し

ているPAMの 割 合(%phagocytosis)の 経 時変化を

図2 MAC貪 食PAMの 割合の経時的変化

1個 以上の抗酸菌を貪食 しているPAMの

割合(%)の 経 時的変化を示 している。

図3 MAC生 菌数の経時的変化

PAMにMACを 加 えた群では著明な生菌数の

増加が見られるが,PAMが な く培地のみの群で

は生菌数の増加はたかだか4倍 程度である。

図4　 96時 間培養後の生菌数

TNF-a投 与群 とGM-CSF投 与群で,control

群 と比べて有意な生菌数の低下が見られた。

示 した。感染12時 間で既に半分以上のPAMが,感 染

48時 間では90%近 くのPAMがMACを貪 食 していた。

これらの貪食の指標に関しては,各 種サイ トカインの

存在は有意な変化をもたらさなかった(デ ータ未発表)。

3) PAM内 外 でのMACの 増殖

今回の実験系におけるMACの 増殖が細胞内外のど

ち らで主に起 きているかを調べるために,PAM(2×

105)にMAC(2×106)を 添 加 した群 と,培 地

(PRMI1640+10%ヒ トAB型 血清)の みでPAMの

な いwellに 同 量のMACを 添加 した群におけるMAC

生菌 数の変化を経時的に検討 した(図3)。PAMに

MACを 加 えた群では96時 間で生菌数が約25倍 に増加

しているのに対して,培地のみの群では,生菌数の増加は

たかだか4倍 程度であった。感染24時 間で既に半分以上

のMACが 貪食 されていることも考え併せるとPAM

にMACを 加 えた群 における生菌数 の増加は,ほ とん

どが細胞内でのMACの 増殖によるものと考えられた。

4) PAMの 抗MAC作 用に及ぼす各種サイ トカイン

の影響
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表2　 96時 間培養後の生菌数

%inhibition=controlのC.F.U.一 各 群 のC.F.U./controlのC.F.U.×100

統 計 は,対 応 の あ るStudentのt test,両 側検 定 を 用 い た 。

平均値 ±標準誤差(×107)

付着条件で培養中のPAM(2×105)に,10倍 量 の

MAC(2×106)と 至適濃度 と思われる濃度の各種サ

イ トカインを同時投与 し,96時 間培養後超音波破砕 し

7H10寒 天 培地上のcolony数 で,PAM内 外 の生菌数

を検討 した(図4,表2)。 コントロール群,各 種サイ

トカイン群とも生菌数の増加がみられ,し かも増加の程

度は培地のみ群と比べて明らかに大きく,PAMに よ る

MACの 殺菌は認められなかった。

コントロール群の生菌数が,4.9±0.7(平 均値 ±標準

誤差,×107)だ ったのに対 して,TNF-α 投 与群 と

GM-CSF投 与 群の生菌数はそれぞれ,3.1±0.4,2.6

±0.7と,有 意 に減少 していた。今回の実験条件におい

てMACの 増殖がほとんどPAM内 で おこる点,各 種

サイ トカインはPAMのMAC貪 食 に有意な影響を与

えなかった点も併せて考えると,TNF-α とGM-CSF

が それぞれPAMのMAC増 殖 抑制作用を活性化した

可能性が高いと考えられた。IL-2投 与群とIFN-γ 投

与群の生菌数は,コ ントロール群と有意差がなく,PAM

の抗MAC作 用 に影響を与えなかったものと考えられ

た。

考 察

今回の実験結果では,常 在 ヒト肺胞マクロファージ

(PAM)の み ならず,種 々のサイトカインで活性化され

たPAM中 でもM.avium complex(MAC)31F093T

株 は殺菌されなかった。 しか し,TNF-aとGM-CSF

によ り活性化されたPAMに お いて有意なMAC増 殖

抑制作用の亢進が観察された。また,ス ーパーオキシド

アニオン(O2-)産 生能の活性化とMAC増 殖抑制作用

の活性化 との問に相関がみ られず,O2-とPAMの 抗

MAC作 用 との関連が少ない可能性が示唆された。

今回の実験では,PAMにMACと 各種サイトカイン

を同時投与する方法を用いた。これは,通 常用いられる

PAMにMACを 数 時間か ら24時 間貪食させ培地を交

換することで細胞外の細菌を排除 しておいてか ら,サ イ

トカィンを投与する方法とは異なっている。この方法を

用いた理由は,1)サ イ トカインの治療,予 防への臨床

応用を考えた場合,ま ず同時投与の効果を検討する必要

があると判断 したこと,2)貧 食後培地を交換,洗 浄 し

細胞外の細菌を排除 した場合,well毎 の生菌数のば ら

っきが大きくなることの2点 を考慮 したためである。結

果でも述べたとおり,MACの 増殖がほとんどPAM内

で生 じている点,ま た各種 サイ トカイ ンがPAMの

MAC貧 食 に有意な影響を与えなかった点より,TNF-

αとGM-CSFがPAMのMAC増 殖 抑制作用を活性

化 した可能性が高いと考えた。

Bermudez,Youngら は,ヒ ト単 球 由来 マ ク ロ フ ァー

ジを 用 い た 一 連 の 実 験 で,TNF-α とGM-CSFが マ

クロ フ ァー ジのMAC殺 菌 能 を亢 進 す る こ と,ま たTNF

-α とGM-CSFに 相 乗 効 果 が見 られ る こと を報 告 して

い る8)9)。 さ ら に彼 ら は 活 性 型 ビタ ミ ンD3が,ヒ ト単

球 由来 マ ク ロ フ ァー ジのMAC殺 菌 能 を亢 進 す る こと,

そ して そ の 作 用 が マ ク ロ フ ァー ジ自身 か らのTNF-a

とGM-CSFの 分 泌 促 進 に よ る も の で あ る こ とを報 告

して い る13)。

今回のわれわれの実験結果は,彼 らの結果をさらに支

持するものと考え られる。しか し,今回の実験では彼 らの

結果 と異なりMACの 殺菌作用 までは認めなかった。

これはわれわれが,1)肺 胞 マクロファージを用いたこ

と,2)31FO93Tと い う毒力の強い菌株を用いたこと,

3)細 菌 とサイ トカインを同時投与 し洗浄 しなかったた

め,結 果的にPAMに 貪 食される菌量が多くなったこ

と,な どによるものと思われる。

最 近Roseら は,recombinant macrophage colony

-stimulating factorとinterferon-γ を 同 時投 与 す

る こ とで,そ れ ぞ れ単 独 投 与 で は全 く認 め な か った ヒ ト

肺胞 マ ク ロ フ ァー ジのMAC増 殖 抑 制 作 用 が,著 明 に

充 進 す る と報 告 して い る14)° こ れ は,あ る種 の サ イ ト

カ イ ンの組 合 せ が単 独 で は認 め られ な い 強 い作 用 を示 す

例 と して注 目に値 す る。 今後 種 々 の サ イ トカ イ ンの組 合

せ が,PAMの 抗MAC作 用 に 与 え る影 響 の 検 討 も必 要

と思 わ れ る。

マクロファージがMACの 増 殖抑制をしたり殺菌を

す る機序 に関 して はよく分かっていない。Gangad-
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haramは,MACが.M.tuberculosisと 異なり過酸化

水素に抵抗性が有ると報告 している15)6また,Bermudez,

Youngら は,ヒ ト単球由来マクロファージを用いた阻

害実験で,活 性酸素は,MAC弱 毒株の殺菌には関与 し

ているが,強 毒株の殺菌には関与していないと報告して

いる16)。今 回のMAC強 毒 株を用いたわれわれの実験

で も,O2-産 生能の活性化の程度 とMAC増 殖抑制効果

との問に相関関係が認められず,間 接的ながら,MAC

の増殖抑制,殺 菌に活性酸素が関与 しないという彼 らの

意見を支持する結果と考えられた。今後,MACの 細胞

内増殖抑制や殺菌機序に関してさらに検討する必要があ

ると思われる。

MAC感 染症 に対 す る有効 な化 学 療 法 が な い現 在,種 々

の サ イ ト カ イ ン やbiological response modifier

(BRM)に よ る,い わ ゆ る免 疫 療 法 が注 目 さ れ て い る。

今 回 の われ わ れ の結 果 や,Young8)9)13),Rose14)ら の

一 連 の結 果 は
,サ イ トカ イ ンの 臨床 使 用 に期 待 を抱 かせ

る もの と思 わ れ る。 しか しな が ら,い くっ か の サ イ トカ

イ ンがMACの 増 殖 を か え っ て 促 進 す る と の報 告 もあ

り10),生 体 内 に お け る複 雑 な サ イ トカ イ ンネ ッ トワ ー

ク17)を 考 え た 場 合,サ イ トカ イ ンの臨 床 使 用 に は慎 重

な態 度 が必 要 と考 え られ る。

結 論

気 管 支 肺 胞 洗 浄 にて 採 取 した ヒ ト肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ

(PAM)の,in vitroに お け る,抗.M.aviumcom-

plex(MAC)作 用 に及 ぼす 各 種 サ イ トカ イ ンの 影 響 を

検 討 し,以 下 の結 論 を得 た。

1)　常 在PAMの み な らず活性化PAMに お いても

MACの 殺菌は認めなかった。

2)TNF-α,GM-CSFで 活 性化 したPAMに

MAC増 殖抑制作用の亢進を認めた。

3)O2-産 生能の亢進とMAC増 殖抑制作用の亢進と

の問には相関関係を認めなかった。
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CLINICO—IMMUNOLOGICAL STUDY OF THE PATIENTS INFECTED

WITH MYCOBACTERIUM A VIUM COMPLEX (MAC)

Yasuko HARADA*, Susumu HARADA, Akira KAJIKI,

Yosinari KITAHARA, Masahiro TAKAMOTO,

Tsuneo ISHIBASHI and Atushi SHINODA

(Received for publication July 8, 1991)

Lymphocyte functions of the peripheral blood in the patients infected with MAC (MAC

-pts) were evaluated comparatively with age—matched normal controls by using flowcyto

metry.

The results obtained were as follows :

1) In normal controls, the number of total lymphocytes and the proportion and number of T 

lymphocyte subsets significantly decreased with age. The proportion of natural killer 

lymphocytes significantly increased in elder controls.

2) In MAC—pts, the number of total lymphocytes and T lymphocyte subsets were 

significantly lower and the proportion of natural killer lymphocytes were higher respec

tively than normal controls.

3) The lymphocyte proliferation induced by PPD—S stimulation in vitro in MAC—pts was 

significantly lower than the normal controls in both age groups of 50-69 and 70-89 years 
old.

4) The lymphocyte proliferation induced by PPD—S stimulation in MAC—pts was increased 

slightly by adding recombinant IL-2 and significantly higher by depletion of monocytes . By 
combination of both treatments, it recovered to the level of normal controls.

From these results, we suggested that the decline of lymphocyte proliferation induced 

by PPD—S stimulation in MAC—pts was due to the decrease of IL-2 production by antigen 

committed lymphocytes and suppression by monocytes.

5) Lymphocyte proliferation induced by PHA stimulation in vitro was also significantly 
depressed in MAC—pts as compared with normal controls.

* From the National Ohmuta Hospital, Tachibana 1044-1, Ohmuta 837 Japan .
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キ ー ワ ー ズ:MAC感 染 症,リ ンパ 球 サ ブセ ッ ト,

リンパ球 増 殖 反 応,サ プ レ ッサ ー モ ノサ イ ト

は じめ に

AIDS患 者 に多発する全身播種性M.avium com-

plex(以 下MACと 略)感 染症1)～3)が最近の話題 とな

っている。

しか しわれわれが,日 常 の臨床 のなかで遭遇す る

MAC感 染 症は,ほ とんど全例,肺 結核症や塵肺,慢 性

気管支炎などの,先 行する肺疾患に伴ったものであり,

しかも高齢者である。その発症に関する免疫学的な背景

の一つは,確 かに肺局所の感染抵抗性の減弱であると考

えられるが,全 身的な要因は加齢によるものだけであろ

うか?

われわれは前報4)5)に おいてMAC感 染症の末梢血 リ

ンパ球 サブセット並びに,PPD惹 起 リンパ球増殖反応

が低下していることを報告 したが,今 回はそのリンパ球

機能について,さ らに種々の検討を加えるとともに,加

齢自体の免疫能に及ぼす影響を重視し,Agematchさ

せ た健常高齢者との比較検討を行った。

対象と方法

対 象

MAC感 染症:〔 非定型抗酸菌症(肺 感染症)の 診断

基準〕を満たす症例で,抗 結核剤による治療にもかかわ

らず持続あるいは断続的にMACを 排菌 し,病 像が漸

次悪化の傾向をたどっている非改善例42例(男 性18名,

女性24名)で あ り,年 齢 は54～86歳(平 均73歳)で

ある。全例とも免疫能の低下をきたすような合併症は有

していない。

健常対照群:10歳 代10例(全 例女性,平 均年齢16

歳),20歳 代19例(男 性7例,女 性12例,平 均年齢26

歳),30歳 代22例(男 性13例,女 性9例,平 均年齢34

歳),40歳 代16例(男 性9例,女 性7例,平 均年齢45

歳),50歳 代18例(男 性9例,女 性9例,平 均年齢54

歳),60歳 代18例(男 性8例,女 性10例,平 均年齢65

歳),70歳 代26例(男 性10例,女 性16例,平 均年齢

75歳),80歳 代21例(男 性13例,女 性8例,平 均年齢

84歳)の150名 で 前報6)の 症例 も含 まれる。その内訳

は当院療育ボランティアの高校生,当 院職員,老 人ホー

ム入居者等であり,末 梢血検査,血 液生化学検査,胸 部

レ線像に特に異常を認めないものに限った。

培養方法と リンパ球サブセットの測定:前 報4)5)と 全

く同一 の方法 で行 った。末梢血をヘパ リン加採血後

Lymphoprepに て 単 核細 胞 層 を 採取 し,PBSで2回,

MEMに て1回 洗 浄 後 リ ンパ 球 数 を1.0×106/mlに 調

整 し,一 部 は リ ンパ 球 サ ブセ ッ トの 測 定 に 用 い,一 部 は

培 養 液RPMI1640(20%AB serum,L-glutamine,

Penicillin,Streptomicin加)に 浮 遊 させ た 。 この細

胞 浮 遊 液1mlに 対 して 抗 原PPD-S(人 型 結 核 菌 青 山

B株 よ り精 製,日 本 ビー シ ー ジ ー社 製)の 場 合 は,100

μg/ml液 を0.1ml添 加 し て7日 間,mitogen PHA

(PHA-Mform#670-0576AD,GIBCO社 製)の 場

合 は,1/10希 釈 液0.1mlを 添 加 し て3日 間CO2

 incubatorで 培 養 を行 った。

培 養 後,培 養 液 中 の リンパ 球 数 を血 球 計 算 板 の 白血 球

分 画 よ り算 定 し,こ れ よ り各 々 の リンパ球 サ ブセ ッ トの

絶 対 数 を求 め た。 リ ンパ 球 サ ブセ ッ トは,モ ノ ク ロー ナ

ル 抗 体 に よ る二重 染 色 法 に よ りFACS-analyzerを 用

い て測 定 した。

単 球 除去(Monocyte depletion):上 記 方 法 で 分 離

され た 末梢 血 単 核 球 を ペ トリ皿 に て2時 間incubateす

る こ と に よ り行 った。incubateの 前 後 で,単 核 球 中 の

CD14(Leu M3)陽 性 細 胞 を測 定 し,単 球 が5%以 下

に除 去 され て い るの を 確認 した。

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体:前 報 と同 じ くLeuシ リ ー ズ

(Becton Dickinson社)のLeu4,Leu2a,Leu2A,

Leu3a,Leu8,Leu15,HLA-DR,抗IL-2rece-

ptor(IL-2R)を 用 い た。Fluorescein isocianate標

識 とPhycoerythrin標 識 の抗 体 を組 み 合 わ せ,二 重 染

色 に よ り解 析 した。

recombinant IL-2:シ オ ノギ社 製 のR-IL-2試 薬

〔シオ ノギ〕(1×104Units)を 蒸 留 水 にて 希 釈 し,予 備

実 験 よ り終 濃 度200U/mlが 至 適 濃 度 で あ る こと を確

か め,リ ンパ 球 培 養 を 行 う際 抗 原PPD-Sと と もに添

加 した。

リ ンパ 球 培 養 上 清 中 のFree IL-2 receptor(Free

IL-2R):リ ンパ 球 培 養 上 清 を 用 い てTセ ル サ イ エ ンス

社 のCellfree IL-2 Rassay kit(ELISA)で 測 定 し

た。

Lymphocyte proliferation ratio(L.P.Ratio):

PHA惹 起 リ ン パ 球 増 殖 反 応 に お い て は,PHA刺 激 下

培 養 の各 サ ブセ ッ トの細 胞 数 とPHA無 刺 激 の対 照 培 養

の 細 胞 数 の 比 を,仮 にLymphocyte proliferation

 ratioと した 。

有 意 差 の検 定:Studentt-testで 行 った。
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表1　 健常人末梢血 リンパ球サブセットの加齢に伴 う変化

(絶対数/mm3,()内%)

絶 対 数70歳 代,80歳 代 と30歳 代 の間 に:*:P<0.05,**:P<0.005

比 率#1:10歳 代 ～40歳 代 と の間 にP<0.01,50歳 代 と,60歳 代 との 間 にP<0.05,

#2:20歳 代 と の間 にP<0.01,40歳 ～60歳 代 との 間 にP<0.05,

#3:20歳 代,30歳 代 と の間 にP<0.05,

#4:60歳 代 と の間 にP<0.05,

#5:10歳 代 ～30歳 代,50歳 代 と の間 にP<0.01,

#6:10歳 代 ～30歳 代 と の間 にP<0.01,50歳 代 との 間 にP<0.05,

#7:10歳 代 ～30歳 代 と の間 にP<0.01,

#8;10歳 代 ～30歳 代 と の間 にP<0.05

成 績

1.　 末 梢 血 リ ンパ 球 サ ブ セ ッ トの加 齢 に伴 う変 化(絶

対 数 と比 率)

(1)　健 常 人 にお いて

健 常 人 を10歳 代 か ら80歳 まで10歳 き ざみ に分 け,

そ の 各 年 代 に お け る リ ンパ 球 総 数,Leu4(CD3)陽

性 のPanT細 胞,Leu3(CD4)陽 性 のHelper/

Inducer T細 胞,Leu2(CD8)陽 性 のSuppressor/

Cytotoxic T細 胞 の 絶 対 数 と比 率 を 表1に 示 した。

リ ンパ 球 総 数 は,30歳 代 を ピ ー ク と し,加 齢 と と も

に 減 少 す る が,70,80歳 代 は,30歳 代 と比 較 し,有 意

に減 少 して いた 。

T細 胞 サ ブ セ ッ トは,Pan T細 胞(CD3+)は70歳

代,80歳 代 で 比 率,絶 対 数 と も低 下(絶 対 数 は30歳 代

と,比 率 で は70歳 代 は,そ れ以 下 の す べ て の年 齢 層 と

の間 に,80歳 代 は20歳 代 ～60歳 代 との 問 に 有 意 差 が見

られ た),Helper/lnducer T細 胞(CD4+)は,特 に

変 化 が 見 られ な か っ,たが(絶 対 数 は低 下 傾 向 で は あ るが

若年 者 に比 べ特 に有 意 差 な し),Suppressor/Cytotoxic

T細 胞(CD8+)は 比 率,絶 対 数 と も70,80歳 代 で低 下

を 示 した(絶 対 数 は30歳 代 と,比 率 で は40歳 代 と60

歳 代 を 除 くす べ て の若 年 者 との 間 に有 意 差 が見 られ た)。

Natural Killer(NK)細 胞 サ ブセ ッ トは,NK細 胞

の 機 能 と して の 活 性 の 強 さ が,Leu7+Leu2+<Leu7+

Leu11―<Leu7+Leu11+<Leu7―Leu11+の 順 で あ る

との 報 告7)8)が あ るた め,Leu7(CD57),Leu11(CD

16),Leu2(CD8)の 組 み合 わせ に よ る二 重 染 色 に よ っ

てNK細 胞 の 亜 画 分 ま で 検 討 した 。CD57(Leu7),

CD16(Leu11)陽 性 細 胞 は加 齢 に伴 い増 加 の傾 向 を示

し,特 に80歳 代 で は,CD57(Leu7)陽 性 細 胞 の比 率

が30歳 代 に比 べ 有 意 に高 値 を示 した。 こ の増 加 につ い
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表2　 健常人とMAC感 染症における末梢血 リンパ球サブセットの比較

(絶対数/mm3,()内%)

健 常 人 とMAC感 染 症 との 間 に:*:P<0.05,**:P<0.01

て亜画分 で検討す る と,NK活 性 の強 い といわれる

Leu7+Leull+,Leu7-eull+の 増加ではなく,活 性

の弱いLeu7+Leull-の 増加であった(80歳 代 でその

比率は10～30歳 代 に比べ有意に高かった)。

(2)　MAC感 染症において

上記の結果より末梢血.リンパ球には加齢に伴う変化が

見られることがわかったので,同 年齢の健常人との比較

を行 つた。末梢血 リンパ球サブセ ットを測定 したMAC

感染 症症例は60歳 代12例,70歳 代18例,80歳 代12

例 の計42例(平 均年齢73歳)で あるため,健 常人も

60歳 代以上の67例(平 均年齢75歳)と 比較を行った。

表2に 示すように,MAC感 染症では,リ ンパ球総数,

T細 胞サブセット即ちPan T細 胞(CD3+),Helper/

Inducer T細 胞(CD4+)の 比率,絶 対数が同年齢の健

常人に比べ低下 しており,特 に絶対数は有意に低下が見

られた。

NK細 胞は,CD57(Leu7),CD16(Leull)陽 性細

胞とも,T細 胞サブセットの結果とは逆に同年齢の健常

人に比べその比率が有意に増加していた。亜画分では健

常人 と同様にLeu7+Leu11-の 比率が有意に増加する

とともに,Leu7+Leu2+の 比率 も有意に増加 していた。

II. PPD-S惹 起 リンパ球増殖反応

PPD-S刺 激 に よ って リ ンパ 球 総 数,CD3(Leu4)

陽 性 のPan T細 胞,活 性 化T細 胞 の各 フ ェ ノ タイ プ即

ちCD3+HLA-DR+(DR+Leu4+,:HLA-DR陽 性

のPanT細 胞),CD25(IL-2 receptor陽 性 細 胞),

CD25+CD4+(IL2-R+Leu3+,:IL-2 receptor陽 性

のHelper/Inducer T細 胞)が 増殖 す るの を観 察 した。

1.　 加 齢 に よ る影 響(表3)

50～69歳 と70～89歳 の 両 年 齢 層 でMAC感 染 症 と健

常 人 との 比 較 を 行 っ た。

a.　 50～69歳 に お いて

MAC感 染 症 で は,健 常 人 に比 べPPD-S刺 激 に よ

る リ ンパ 球 総 数,PanT細 胞 の 増 殖 な らび に活 性 化T

細 胞 各 サ ブ セ ッ トの 出現 が有 意 に弱 か った。

b.　 70～89歳 に お い て

健 常 人 に お い て も,こ の 年 齢 層 で は,50～69歳 に比

べPPD-S刺 激 に よ る リ ンパ 球 の 増 殖 が 弱 くな る傾 向

が 見 ら れ た が,MAC感 染 症 で は,50～69歳 の 場 合 と

同 様 に リンパ 球 総 数 とす べ て の サ ブセ ッ トが,健 常 者 よ

り さ ら に有 意 に 低 下 して い た 。

2. recombinantIL-2(rIL-2)添 加 の影 響(表4)

上 記 結 果 よ り,MAC感 染 症 で は同 年 齢 の 健 常 人 に比

べ,PPD-S刺 激 に よ る活 性 化T細 胞 の 出 現 が 低 下 して
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表3 PPD-S刺 激 による末梢血 リンパ球増殖反応の比較

(絶対数/mm3)

健 常 人 とMAC感 染症(50～69歳)のPPD-S(+)と の間 に:*:P<0.01,**:P<0.05

健 常 人 とMAC感 染症(70～89歳)のPPD-S(+)と の間 に:#:P<0.01,

PPD-S(-)は 対照 培 養群,PPD-S(+)はPPD10μg/mlを 加 え て7日 間 培 養 した群 を表 す

表4 PPD-S刺 激 に よ る末 梢 血 リンパ 球 増 殖 反応 に お け るrecombinant IL-2の 効 果

(絶対数/mm3)

症 例 数:8例 平 均 年 齢:73.9±4.7歳

PPD-S(-)は 対 照 培 養 群,PPD-S(+)はPPD-S10μg/mlを 加 え て7日 間培 養 した群,

PPD-S(+)+rIL-2はPPD-S10μg/mlと と も にrlL-2200U/mlを 加 え て7日 間培 養

した群 を表 す

いたことより,rlL-2をPPD-Sと ともに添加 し,リ

ンパ球の増殖に及ぼす影響を観察した。

その結果,PPD-S+rlL-2群 で は,PPD-S単 独群

に比ベ リンパ球総数,Pan T細 胞,活 性化T細 胞の増

殖が増加 し,リ ンパ球のPPD-Sに 対 する反応性がわ

ずかに回復するのが見られた。

3.　単球除去(Monocyte depletion)の 影響(表5)

単球 がPPD-S惹 起 リンパ球増殖に及ぼす影響を観

察 した。

単球除去群(以 下単球(-)群 と略)で は,単 球(+)

群 に比べ,リ ンパ球総数,CD3陽 性のPanT細 胞 の

増殖並びに,活 性化T細 胞の出現も有意に増加 しており,

単 球 を 除 去 す る こ とで,PPD-S刺 激 に対 す る リンパ 球

の 反 応 性 が 有 意 に回 復 す るの が 見 られ た 。

リ ンパ 球 培 養 上 清 中 のFree IL-2 receptorも 単 球

(-)群 が 約2倍 程 度 に有 意 に増 加 して いた 。

4.　 単 球 除 去 とrecombinant IL-2添 加 の 併 用(表

6)

単 球 を 除 去 した 上 で,PPD-Sと と もに,rlL-2を

加 え,リ ンパ 球 の 増 殖 を 観 察 した 。 単 球(+)群 と単 球

(-)群 で,そ れ ぞ れ 対 照 培 養 群,PPD-S単 独 群,

PPD-S+rIL-2群 の3群 を 作 り比 較 を 行 った 。

そ の 結 果,単 球 除 去 し,PPD-SにrIL-2を 添 加 し

た 群 に お い て,リ ンパ 球 総 数,CD3陽 性 のPanT細
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表5 PPD-S刺 激 に よ る末 梢 血 リ ンパ 球 増 殖 反 応 にお け る単 球 除去(Monocyte depletion)の 影 響

(絶対数/mm3)

症 例 数:13例 平 均年 齢:73.7土6.4歳

Mo(+)PPD-S(+)とMo(-)PPD-S(+)と の 間 に:*:P<0.01,**:P<0.05,

Monocyte(+)は 単 球 の あ る群,Monocyte(-)は 単 球 除 去 群 を表 わす

#:単 位 はU/ml

表6 PPD-S刺 激 に よ る末 梢 血 リ ンパ 球 増 殖 反 応 に お け る単 球 除 去+recombinant IL-2の 影 響

(絶対数/mm3)

症 例 数:8例 平均 年 齢:73.9±4.7歳

Monocyte(+)は 単球 の あ る群,Monocyte(-)は 単 球 除 去群 を 表 す

Mo(+)PPD-S+rlL-2とMo(-)PPD-S+rlL-2と の 間 に:*:P<0.05,**:P<0.01

Mo(+)PPD-S(+)とMo(-)PPD-S(+)と の 間 に:#:P<0.01

胞の増殖,活 性化T細 胞の出現が有意に増加 し,他 群に

比べ最 もPPD-Sに 対 する リンパ球の反応性が回復 し

ているのが見られた。

III. PHA惹 起 リンパ球増殖反応(表7)

PPD-Sの 場合と同様にPHA惹 起 リンパ球増殖反応

を行い,MAC感 染症と同年齢の健常人との問でLym-

phocyte Proliferation Ratio(L.P.Ratio)で 比較

を行った。

MAC感 染 症 にお いて,リ ンパ球総数,CD3陽 性

Pan T細 胞 の増殖 は特 に差が見 られ なか ったが,
,

活 性 化T細 胞 の 出 現 は,低 下 して お り,と くにHLA

-DR陽 性 のPan T細 胞(CD3+HLA-DR+),IL-

2 receptor陽 性 細 胞(CD25+)は,健 常 人 よ り有 意

に低 下 して い た。

リンパ球 培 養上 清 中 のFree IL-2 receptorも 同 年

齢 の健 常 人 に比 べ,MAC感 染 症 群 で有 意 に低 下 して い

た。

また,IL-2 receptor陽 性 細 胞 と リ ンパ球 培 養 上 清

中 のFree IL-2 receptorと の 間 に は相 関 が み られ た

(デ ー タ省 略)。
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表7 PHA刺 激による末梢血 リンパ球増殖反応の比較

(L.P.Ratio)

健 常 人 とMAC感 染 症 と の間 に:*:P<0-05,**P<0.01

Lymphocyto proliferation ratio(L.P.Ratio)=PHA(+)3日 間

培 養 後 の リ ンパ 球 数/PHA(-)対 照培 養 リ ンパ球 数

#:単 位 はU/ml

考 案

今回,わ れわれが検討の対象とし,ま た日常診療 して

いるMAC感 染症 は,AIDSや 悪 性腫瘍等の全身的な

免疫機能低下をきたす疾患に伴ったものではなく,そ の

ほとんどが肺結核症や塵肺,慢 性気管支炎などの先行す

る肺疾患,即 ち肺局所の抵抗減弱部位を有する高齢者で

ある。一方,健 常人において,加 齢が免疫反応に及ぼす

影響については種々の報告が有 り,高 齢者では一般に加

齢 に伴 い免疫反応や リンパ球機能が減弱す るとの報

告9)～16)が多 い。 したがって,MAC感 染 症における臨

床免疫学的な検討を試みるにあたって,年 齢を考慮に入

れることが不可欠と考え られるため,ま ず健常人におい

て,加 齢の免疫能に及ぼす検討を行った。

MAC感 染 症の最 も多い年代 は,70～80歳 代 である

ため,そ の年代の健常人末梢血 リンパ球の各フェノタイ

プを,10歳 きざみで分けた若年者と比較 した(表1)。

その結果,リ ンパ球数,T細 胞サブセットは加齢ととも

に減少 していき,特 に70歳 代,80歳 代では若年者に比

べ有意に低下していた。NK細 胞は逆に高齢者では増加

していたが,そ の増加 はNK細 胞の亜画分の検討によ

れば,活 性の弱いとされるサブセットの増加によるもの

であった。

この健常人におけるリンパ球サブセットの結果から,

高齢者(特 に70歳 以上)で は若年者に比べ明らかな差

が見 られ,高 齢者に偏っているMAC感 染症の免疫学

的な検討を行 う際には,必 ず同年齢の健常人 との比較が

必要 と考えられた。

MAC感 染症の末梢血 リンパ球サブセットは,リ ンパ

球総数,T細 胞サブセットが,同 年齢の健常人に比べ有

意に低下 していたが,NK細 胞 においては,こ のような

T細 胞サブセットの低下とは逆に,同 年齢の健常人に比

べ有意に高値を示 した。ただ し,亜 画分における検討で

は,健 常高齢者の傾向 と同様 にNK活 性の弱いといわ

れ る画分(Leu7+11-,Leu7+2+)の 増加が顕著であっ

た。 このように,加 齢 による影響を差 し引いてもなお

circulating Tリ ンパ球の有意な低下が見 られるとい

う結果は,MAC感 染症の全身的な細胞性免疫機能の低

下を示唆するものと考える。

NK細 胞 については,健 常高齢者において,NK細 胞

数 と機能面の活性に解離 が見 られるとの報告17)も あれ

ば,NK細 胞の比率は若年者と差はないが,活 性の上昇

は見 られるとの報告18)も あ る。一方,NK細 胞 による

一般細菌 に対する殺菌作用についての報告19)も あ り
,

MAC感 染症におけるNK細 胞の増加の意味について,

さ らなる検討が必要 と考えられる。現在,K562腫 瘍細

胞をターゲット細胞として用い,Carboxy Fluorescein

-diacetate(C-FDA)法20)に よ りNK活 性 を測定 し

検討中であるが,現 時点では,MAC感 染症群と健常

群 との間に有意な差は見 られていない。

in vitroに おけるリンパ球増殖反応を見る方法とし

ては3H-thymidineの 取 り込みを測るリンパ球幼若化

反応(Lymphoblast transformation)が 現在まで最

も広 く行われているが,わ れわれは,前 報4)5)と 同様に,

抗 原やMitogen刺 激後増殖するリンパ球のフェノタイ

プの変化を見た。
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50～69歳 と70～89歳 の二つの年齢層で,同 年齢の健

常人 と比較 した結果(表3),健 常人においてもPPD-

S刺 激に対するリンパ球の増殖反応は加齢 とともに低下

してくるが,MAC感 染症群においては,両 年齢層とも

健常人に比べ,リ ンパ球特にT細 胞の増殖,活 性化T細

胞の出現がさ らに有意 に低下 していた。したがって,

MAC感 染 症で は加齢 による影響を除いてもなお,

PPD-Sに 対する反応性が低下 しているといえるであろ

う。また,MAC感 染症 の特異抗原であるPPD-B刺

激 による培養結果については前報5)で 報告 したが,PPD

-Sよ りもさらに反応性が低下 していた。

T細 胞の増殖は,PPD刺 激 の場合helperT細 胞 が

産生 したIL-2が その細胞 に発現 したIL-2 receptor

に結 合す ることによ り,autocrineに 増殖 していくと

考えられている。われわれの結果では,MAC感 染症 リ

ンパ球はPPD-S刺 激 に対 してhelperT細 胞の増殖

が弱 く,活 性化Tリ ンパ球中のIL-2 receptor陽 性細

胞の出現も低下 していた。またッベルクリン低反応性の

初期の活動性結核や慢性難治性結核において見 られる,

PPDに 対す るリンパ球増殖反応の低下 は,IL-2産 生

能の低下に由来 しており,recombinant IL-2の 投与

により回復が見 られるとの報告21)～23)もあ る。

そこで,わ れわれもMAC感 染症のリンパ球培養の

際に,外 来性にrecombinant IL-2を 投与 して反応性

が回復するかどうか調べた(表4)。 その結果,PPD-S

+rIL-2添 加群で,リ ンパ球の増殖は増加 したが,PPD

-S単 独 群に比べ有意差はみられず,反 応性はわずか

に回復 した。

この結果 より,MAC感 染 症におけるPPD-Sに 対

す る反応性の低下はIL-2産 生のみの問題ではなく,他

の要因の関与 も考えられた。

以前より,ツ ベルクリン反応が減弱 しており,末 梢血

の単核球がPPD-Sに 対 してlow responderで ある

活動性肺結核症においては,付 着細胞(単 球:suppres-

sormonocyteと 表現)を 取 り除くことによってその

反応性が回復するという報告24)～28)が多数あり,MAC

感染症でも,そ のようなsuppressor monocyteの 存

在を示す報告29)30)がわずかながら見られる。 したがっ

て,わ れわれ もそれについて検討を行った(表5)。 そ

の結果,単 球を取 り除きPPD-S刺 激 を加えた群にお

いて有意 にリンパ球,PanT細 胞の増殖,活 性化T細

胞の出現,リ ンパ球培養上清中のFree IL-2Rが 増加

していた。この反応性の回復は先のPPD-Sと ともに

rIL-2を 添加 して培養 した場合より良好であった。結

果は示 していないが,健 常人において同様の処置を行っ

た場合,単 球除去の影響はPPD-Sに 対するリンパ球

の反応性に特に変化を与えないばかりか,逆 に反応性が

低下 す るよ うな症例 も見 られた。次 に,単 球除去 と

rlL-2を 組 み合せ検討 した。その結果,リ ンパ球の反

応性は最 も顕著に増加 し,同 年齢の健常人と同程度まで

に回復 した。

単球の膜表面抗原に関 して,HLA-DR陽 性 の単球

は抗原提示細 胞 といわれ,HLA-DR陰 性 の単球は

suppressor monocyteと して働くとの報告25)が ある。

われわれのデータで もMAC感 染 症患者は一般に分離

した単核球中に単球の占める比率が大きく,単 球中に

HLA-DR陰 性 の単球 の占める比率が大きかった(未

発表 データ)。 免疫調節機構の一端を担う単球(マ クロ

ファージ)に は,upとdownのregulationの 役割

があり,down regulationに おいては,単 球の産生す

る各種モノカインが種々の免疫反応において抑制的に働

くとされている31)。中でもPrpstaglandin E2(PGE2)

は強力な免疫抑制物質 としてよく知 られており,helper

T細 胞に働 きIL-2産 生やIL-2 receptorの 発現を抑

制してT細 胞の増殖を抑えるといわれる32)。したがって,

Indomethacin等 のPGE2の 産 生を抑制する物質の投

与により単球の免疫抑制作用が除かれることも分かって

いる。

実際,MAC感 染症患者にIndomethacinを 投与し,

皮 膚反応 の改善が得 られたり,PPDに 対するリンパ球

の増殖反応が改善 したという報告33)34)が見 られる。わ

れわれの結果 も含めてMAC感 染症では,suppressor

 monocyteが 増加 してお り,免 疫反応の進行における

down regulationへ の偏りが存在するのかもしれない。

発病には至らずとも結核菌の感染を受け,ッ 反陽転の

70歳 以上の健常高齢者や,そ の大多数が先行する肺疾

患として肺結核症を有するMAC感 染症にとってPPD

-SはPPD-Bと と もに特異的抗原といえる。 したが

って,PHAの よ うな非特異的mitogenに 対 するリン

パ球の反応性の検討も必要と考えた。測定値は絶対数で

なくL.P.Ratioで 比較 した。その結果,MAC感 染

症では同年齢の健常人に比べ,PHA刺 激 に対する活性

化T細 胞の出現,リ ンパ球上清中のFreeIL-2Rが 有

意に低下 していた。

IL-2R陽 性細胞とFree IL-2Rと の相関について

は,Rubinら の活性化 リンパ球が細胞表面にIL-2R

を表 出するとともに培養上清中にIL-2Rを 放 出すると

の報告35)が ある。このPHAに 対 する反応性について

は,3H-thymidineの 取 り込みで見たリンパ球増殖反

応では,低 下していなかったとの報告 もある36)。

これまでの,末 梢血 リンパ球サブセットやin vitro

で のPPDやPHAに 対するリンパ球増殖反応の成績か

ら,MAC感 染症においては,肺 局所の感染抵抗性の減

弱だけでなく,全 身的な免疫機能の低下が存在すること

が考えられる。 しか し,そ れがMAC感 染 症の発症に

かかわっているのか,そ れ ともMAC感 染症の結果と
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してもたらされたものであるのかについては,常 に問題

となるところである。

抗酸菌やライ菌などにおいて,そ の菌体成分が宿主の

免疫機能を低下させるという報告37)～40)は数多く見られ

る。MAC感 染症においてもMAC菌 体,あ るいはその

リピッド分画が,単 球の抗原提示細胞 としての機能を低

下 させることでPPDやmitogenに 対 するリンパ球幼

若化反応を抑制するとの報告41)も ある。

先行する肺疾患などにより局所的に,ま た高齢などに

より全身的に免疫機能が低下 した状態でMACに よる

感染が起 こった場合,殺 菌に有効な治療がない現在,持

続感染が続 くことにより,単 球によるdown regulation

への偏移や,上 記のようなMACそ の ものによる作用

も含めて,さ らなる免疫反応性の低下が進行するのか も

しれない。

この点について臨床免疫学的には,MAC感 染症例に

おいて,発 症時よりかなりの長期にわたる経過観察で免

疫反応の推移を捉えることや,治 癒 した症例における免

疫機能の測定などが今後の検討課題であろう。

ま と め

MAC感 染 症(非 改善例)の 末梢血 リンパ球機能 につ

いて,末 梢血 リンパ球サブセット並びにin vitroで の

PPD,PHA惹 起 リンパ球増殖反応を主に種々の検討を

行った。また加齢自体の免疫反応に及ぼす影響を考え,

Age matchさ せた健常高齢者との比較を行 った。

1.　健常人の末梢血 リンパ球サブセットにおいて以下

のような加齢に伴 う変動が見 られた。

高齢者では,若 年者に比ベ リンパ球,T細 胞系は比率,

絶対数 とも有意に低値を示 したが,Natural Killer細

胞 の比率は逆に有意に増加 していた。

2, MAC感 染症の末梢血 リンパ球サブセットにおい

て

同年齢の健常高齢者と比較 し,MAC感 染症において

は,リ ンパ球,T細 胞系の絶対数が有意に低値を示 した

が,Natural Killer細 胞の比率は有意に増加 していた。

3. MAC感 染症の末梢血 リンパ球増殖反応において

(in vitro)

(1)　抗原PPD-Sに 対するリンパ球増殖反応

50～69歳,70～89歳 の両年齢層に分けて健常人と比

較 した結果,両 年齢群 ともMAC感 染症 において リン

パ球の反応性が有意に低下 していた。

MAC感 染 症におけるこのような リンパ球の反応性の

低下に対して

*PPD-Sと ともにrecombinant IL-2(200U)を

加えて培養した結果,リ ンパ球の反応性の軽度の回

復が見られた。

*単 球除去後培養した群では,単 球(+)群 に比べ有

意にリンパ球の反応性が回復した。

*単 球除去しPPD-Sと ともにrlL-2を 加 えて培養

した結果,リ ンパ球の反応性がさらに増強され,健

常人 と同程度まで回復 した。

したがって,PPD-Sに 対 する反応性の低下の原因 と

しては,Antigen committed lymphocyteのIL-2

産生能の低下 とともにSuppresor Monocyteの 存在

が示唆された。

(2)　非特異的mitogenで あるPHAに 対 するリンパ球

増殖反応

PPD-Sの 場合 と同様に,同 年齢の健常人に比べ活性

化T細 胞の出現が有意に低 く,リ ンパ球の反応性が低下

していた。
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Special Comment: MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX (MAC)

-INDUCED IMMUNOSUPPRESSION

Izuo TSUYUGUCHI*

(Received for publication July 8, 1991)

MAC infection is often associated with immunodeficiency of the host. Our present 

study has demonstrated that MAC organisms and MAC-derived lipid/cord factor induce in 

vitro suppression of ConA and PPD tuberculin—induced proliferative responses of lympho

cytes not only in patients with MAC infection but also in healthy individuals. As to the 

mechanism of immunosuppression by MAC organisms, we postulate that MAC organisms 

alter the membrane characteristics of monocyte and prevent the effective physical 

interaction required for activation of T cells.

Taken together, our results suggest that triggering mechanism of MAC infection might 

be brought about by the host's immunodeficiency, but once overt disease is established, the 

infected mycobacteria by themselves act immunosuppressively.

Key words: MAC, Immunosuppression キーワーズ:MAC菌 体,免 疫抑制

ヒトのMAC感 染症では,特 異的および非特異的刺

激によるTリ ンパ球機能の低下が明らかである。 この

機能低下が感染以前より宿主に具わっていたものか,あ

るいはMAC感 染 の結果 としてみ られ るのか,の 問題

がある。

そこでわれわれは,末 梢血 リンパ球を用い,in vitro

でMAC菌 体 がヒ トの免疫系にどのような影響を与え

るかを検討した。その結果明らかにし得たことは,1)

MAC菌 体lysateは,非 特異的なConAお よび特異的

なPPD刺 激 によるリンパ球幼若化反応に抑制的に作用

すること。2)宿 主が抗酸菌に感染 しているかどうか,

の有 無 に かか わ らず 見 られ る こと。3)単 球,い わ ゆ る

accessory cell表 面 にお け るLeuM 3(CD14)やCR3

(CD11b)の 表 出 を ブ ロ ックす る こ と で あ る。

お そ ら くMAC菌 体 は,マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る抗 原

のprocessingやTリ ンパ 球 へ の抗 原 のpresentation

を 阻 止 す る こ と に よ り,Tリ ンパ 球 の活 性 化 が ブ ロ ック

さ れ る もの と考 え られ る。 こ の こ と は,こ れ ら表 面 マ ー

カ ー に対 す る モ ノ ク ロ ー ン抗 体 を培 養 系 に入 れ る こ と に

よ っ て,MAC菌 体 に よ る の と同 様 な抑 制 効 果 を示 す こ

と に よ り確 認 さ れ た。

LeuM 3分 子 の 機 能 に関 し て は明 らか で は な いが,

*From the Osaka Prefectural Habikino Hospital
, 3-7 Habikino, Habikino City, Osaka 

583 Japan.
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Phagocytosisに 関与することが報告されている。また,

CD11b分 子 は細胞間の接着に必要な分子である。また,

菌 体lysateの み な らず,リ ピッド分画さらには菌体細

胞壁の主要成分であるコー ドファクターにこの抑制活性

がみられた。 リピッド処理の単球はCon A刺 激 とPPD

刺激の反応をブロックしたが,そ の際未処理の単球が存

在する限 り反応の抑制 は見 られなかった。したがって

MAC団 体 による抑制が,い わゆるsuppressorマ クロ

ファージを介 してなされているとは考え難い。

これらの実験結果か ら考察すると,い ったんMAC

による持続感染が成立した個体においては,菌 体成分の

持っ免疫抑制作用により,マ クロファージーTリ ンパ

球系がブロックされ,そ のために宿主の抗菌免疫機能が

さらに低下することが考え られる。一方,菌 自体にとっ

ては,細 胞内寄生に好都合な環境が形づ くられることに

なろう。したがってMACに よる持続感染がさらに進行

し,ま すます悪循環が回 りだすことになる。

MAC感 染症の治療を考えた場合,特 に感染初期の段

階で,い かに宿主の 「抵抗力」をたかめる手段をとるか,

また,そ の予防にあたっては,将 来発症の場となりやす

い高齢者の結核の治療においては,こ れ らの点を十分留

意する必要があろう。
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短 報

結 核 ・感 染 症 サ ーベ イ ラ ンス(結 核 月 報)

(平成3年9月 概況)

厚生省保健医療局結核・感染症対策室編

1.　調査対象及び客体

全国の結核予防法第24条(結 核登録票)に よる平成

3年9月 新登録患者及び初感染結核の新登録者を対象と

し,そ の全数を客体とする。

2.　調査方法

結核 ・感染症サーベイランスシステムを利用 したオン

ライン集計(保 健所→都道府県 ・指定都市→厚生省)に

よる。

3.　調査結果

(1)　性 ・年齢階級別新登録患者数

平成3年9月 の新登録患者は4,118人(肺 結核:初

回登録総数3,554,再 登録総数237,不 明総数19)(対

前年同月比360人 減)で ある。これを性別にみると男

2,653人,女1,465人 で ある。一方,年 齢階級別にみる

と,40歳 以上 は3,331人 であり,全 年齢の約80.9%を

占める。

(2)　都道府県 ・指定都市別新登録患者数

新登録患者を都道府県 ・指定都市別にみると,東 京都

(380人),大 阪府(248人),大 阪市(246人)が 多 く,

山梨県(10人),仙 台市(13人),島 根県(21人),鳥

取県(22人)が 少ない(指 定都市別掲)。

(3)　排菌有無別 ・活動性分類別新登録患者数

新登録患者を排菌有無別 にみると,排 菌有の肺結核

(1,493人)は 全体の約36.3%で ある。一方,活 動性分

類別にみると,感 染性肺結核(2,099人)は 全体の約51.0

%で ある。

(4)　化学療法内容別新登録患者数

新登録患者を化学療法内容別にみると,イ ソニコチン

酸 ヒドラジド,リ ファンピシンを併用している者(3,850

人)は 全体の約93.5%で あ る。

(5)　患者発見方法別新登録患者数

新登録患者を患者発見方法別にみると,医 療機関受診

(3,311人)で 発見 された者が多い(約80.4%)。

(6)　患者職業分類別新登録患者数

新登録患者を患者職業分類別にみると,そ の他の職業

(3,717人)は 約90.3%で 最 も多い。一方,従 業禁止業

務(接 客業及 び保健関係等従事者)(120人)は 全体の

約2.9%で ある。

(7)　公費負担区分別新登録患者数

新登録患者を公費負担区分別にみると,結 核予防法第

34条 によるものは1,904人(約46.2%),第35条 によ

るもの は1,104人(約26.8%),そ の他1,110人(約

27.0%)で あ る。

(8)　初感染結核の新登録者数

初感染結核の新登録者は,412人 であり,対 前年同月

比46人 増である。

(9)　都道府県 ・指定都市別年換算罹患率*

月間の新発生患者数を年換算罹患率でみると,人 口10

万 対40.7(対 前 年同月比3.5減)で ある。これを都道

府県 ・指定都市別 にみると,大 阪市(114.1),神 戸市

(77.4)な どが多 く,山 梨県(14.3),仙 台市(17.2)な

どが少ない(図)。

*年 換算罹患率(人 口10万 対)=(当 年 日数÷当月日数)

×(新登録患者数÷人口)×100,000

〔人口は 「平成2年 国勢調査速報(要 計表による人口)」によ

る〕

結核 サーベイラ ンス

全国平均40.7

図　都道府県 ・指定都市別年換算罹患率

(指定都市別掲)
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表1　 平成3年9月 新登録患者数一性,都 道府県 ・指定都市 ・政令市別

表2　 平成3年9月 新登録患者数上排菌有無 性 ・年齢階級別
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表3　 結核サーベイランス対前年同月比等比較表

(上段の数値 は当月(9月)分 を100と した場合 の指数 である)
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