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It has been well documented that IFN—y plays an important role in the host defense 

against Mycobacterium tuberculosis infection through activating macrophages to kill the 

organism. In the present study, we studied the effects of in vivo injection of monoclonal 

antibody against IFN-ƒÁ(anti-IFN—y mAb) on the mycobacterial infection to confirm the 

role of this cytokine. 

The injection of anti-IFN-ƒÁ mAb suppressed the enhanced expression of MHC class II 

and ICAM-1 on pulmonary parenchymal macrophages induced by intravenous injection of 

Mycobacterium bovis BCG. The number of bacilli recovered from lung of mice treated with

 anti-IFN-ƒÁ mAb and injected with Mycobacterium tuberculosis H37Rv was significantly 

larger than that of the control infected mice. From these results, it was indicated that anti 

-IFN—y mAb blocked the activities of endogenously synthesized IFN—y, thus inhibited the 

activation of macrophages to kill the bacilli.

 Next, CD4± T cell—depleted mice were prepared by injecting anti-CD4 mAb and used as 

immunocompromised animal. When infected with M. tuberculosis, the multiplication of the 

bacilli within the lungs of such immunocompromised mice was much more enhanced in 

comparison with the control mice with intact CD4+ T cells. Administration of IFN-ƒÁ signi

ficantly reduced the number of the bacilli in lung.

 Further, in an in vitro study with human lung macrophages, IFN-ƒÁ enhanced the killing 

activity of macrophages against M. tuberculosis in a dose dependent manner, and 

suboptimal dose of la, 25-dihydroxyvitamin D3 synergistically augmented the effect of IFN
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These results suggest that an adjuvant therapy with IFN—r may be hopeful in the 

treatment of tuberculosis caused by multi-drug resistant bacilli in immunocompromised 

patients.

Key words: Tuberculosis, Mice, IFN—y, 

Macrophage, la, 25-dihydroxyvitamin D3
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緒 言

結核罹患率 は,化 学療法薬の開発に伴い1955年 以降

順調に減少 して きたが,1985年 頃 よりその減少速度の

鈍化がみられている。その原因の一つとして,社 会情勢

の変化,医 療の高度化に伴って高齢者や免疫力の低下 し

た患者が増加 しつつあることが挙げられる。これ らの患

者の中には,化 学療法への反応が悪いために治療が長期

化 し,抗 結核薬への耐性化が起 こり難治化する症例も出

現 している。ことに米国においては,AIDSに 合併する

結核症において高度に耐性化 した結核菌が高頻度に分離

されている1)。

近年の遺伝子工学の進歩に伴い種々の病原体に対する

生体防御機構が分子レベルで理解されるようになってき

た。結核菌を含む多 くの細胞内寄生細菌の排除には

IFN-γ によるマクロファージの活性化を必要とするこ

とが よ く知 られている2)。最近AIDS患 者 において

IFN-γ の産生誘導に重要なインターロイキン12(IL-

12)の 産 生が低下 していることが報告されており3),結

果 としてIFN-γ の産生低下 も予想される。このような

免疫不全患者に伴う難治性結核症に対 し,補 助的療法と

してIFN-γ のようなサイ トカインを投与することは意

味のあることと思われる。今回われわれは,CD4陽 性

T細 胞欠損マウスを用いて免疫不全状態における結核症

モデルを作製してIFN-γ 療法を試みその有用性につい

て検討した。併せてヒトの肺内マクロファージを用いて

同療法のヒトへの応用の可能性についても検討したので

報告する。

材料と方法

1)　マウス

日本SLC(静 岡)よ り7週 齢で購入 したSPF雄 の

DBA/2マ ウスを約1週 間飼育 した後実験 に用いた。マ

ウスは納入時より実験終了時までエアカーテン付 きのア

イソレーター内で滅菌 した水と飼料で飼育 された。

2)　供試菌

(1) Mycobacterium bovis BCG:日 本 ビーシージー

-γ
.

製 造 株 式 会 社 よ り 購 入 し たMycobacterium bovis

 BCGを 生 食 で 稀 釈 後1×107 cfuを マ ウス の 眼窩 静 脈 叢

よ り接 種 した 。

(2) Mycobacterium tuberculosis (H37Rv):実 験

に は結 核 予 防 会 結 核研 究所 か ら供 与 さ れ た ヒ ト型 結 核 菌

H37Rvを 用 い た。 使 用 に 際 して はMiddlebrook 7H9

液 体 培 地 にて1週 間培 養 して増 殖 さ せ生 食 で3回 洗 浄 し

た後McFarland法 で1×108cfu/mlに 調 整 した もの

を 稀 釈 して 用 い た。

3)　肺 内 白血球 分 画 の精 製

マ ウ スを エ ー テ ル麻 酔 後 脱 血 開 胸 して右 心 室 か ら冷 生

食 に よ り肺 内血 管 症 を十 分 に洗 浄 した。 肺 を摘 出 しス テ

ン レ ス メ ッ シ ュで す り潰 し コ ラゲ ナ ー ゼ お よ びDNase

 Iと で37℃1時 間 イ ンキ ュ ベ ー トした後 パ ー コ ー ル比

重 遠沈 法 に て 白血 球 分 画 を精 製 した。 ま た,ヒ ト肺 内 マ

ク ロ フ ァー ジは41歳 女 性,エ キ ソス モ ー カ ーで 右S6の

腺 癌 の た め右 下 葉 切 除 した肺 の正 常 部 分 を得,マ ウ ス と

同 様 な 方 法 で 白 血 球 分 画 を 精 製 した後,48ウ ェ ル カル

チ ャー プ レー トで37.C1時 間 イ ンキ ュ ベ ー ト し非 付 着

細 胞 を 除去 した もの を マ ク ロ フ ァー ジ と した。

4)　 フ ロー サ イ トメ トリー

マ ウ ス 肺 内 白 血 球 分 画 の 細 胞 を 抗MHCク ラ スH抗

体(AMS-32.1,PharMingen社,SanDiego,米 国)

ま た は抗ICAM-1抗 体(3E2, PharMingen社)で 染

色 後,サ イ トロ ン(Beckton Dickinson社,Moun-

tainView,米 国)を 用 い散 乱 プ ロ フ ィ ール にお いて マ

ク ロ フ ァー ジ部 分 に ゲ ー トをか け各 表 面 抗 原 の 発 現 につ

い て解 析 した。

5)　 内因 性IFN-γ の ブ ロ ッキ ング

ATCCよ り購入 した抗IFN-γ 抗 体 産 生 細 胞(ク ロー

ンR4-6A2)の 培 養 上 清 か ら プ ロ テ イ ンAヵ ラ ムキ ッ

ト(ア マ シ ャム ジ ャパ ン,東 京)を 用 いて 抗 体(ラ ッ ト

IgG)を 精 製 し た。 内 因 性IFN-γ を ブ ロ ッ クす るた め

に200μgの 抗IFN-γ 抗 体 を 感 染3日 前,当 日お よ び

そ の 後2回/週 の割 合 で 腹 腔 内 へ 接 種 した。 コ ン トロー

ル と して ラ ッ トIgGを 用 いた 。

6) IFN-γ に よ る治 療 実 験
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ATCCよ り購入 した抗CD4抗 体産生細胞(GK 1.5)

をヌー ドマウスに接種 して得られた腹水25μlを 抗IFN

-γ 抗体の場合と同様なスケジュールでマウスに接種 し,

フローサイ トメトリー解析でCD4陽 性T細 胞を1%以

下 にまで除去で きた。 このマウスにH37Rv約1×107

cfuを 眼窩静脈より接種し1日 後,2週 間または4週 間

後に肺を摘出しすり潰した後,0.2%Tween 80を 加 え

た蒸留水で10段 階稀釈しMiddlebrook 7H11培 地 に

接種 して肺内菌数を調べた。 このとき感染 日より連日4

週 間5,000単 位 の リコンビナントマウスIFN-γ(第 一

製薬より供与)を 腹腔内に投与 しその影響について も検

討 した。

7)　 ヒト肺内マクロファージの殺菌能に対するIFN-

γの影響

ヒト肺内マクロファージ(1×106/well)を 各種濃度

の リコンビナン トヒ トIFN-γ(第 一製薬より供与),

1nMの 活 性型 ビタミンD3(日 本 ロッシュより供与)と

4日 間インキュベー トした後結核菌 と混合培養 し6時 間

後に遊離菌を洗浄した。そして,各 試薬を新たに添加 し

てさらに7日 間培養した後にヵルチャーウェル内の結核

菌数を調べた。

8)　統計処理

統計学的解析にはStudent'st testを 用 い,p<0.05

を有意差ありとした。

結 果

1) BCGに よる肺内マクロファージの活性化と内因

性IFN-γ の ブロッキングによる影響

Mycobacterium bovis BCGを 静脈内投与 し2週 間

後に肺組織から白血球分画を精製 し,マ クロファージ活

性化抗原 として知 られているMHCク ラスIIま た は

ICAM-1を 認識する抗体で染色後フローサイトメトリー

で解析した。散乱プロフィールにおいてマクロファージ

分画 にゲ ー トをかけて解析す るとMHCク ラスII,

ICAM-1と もにBCG投 与 によってその発現が増強 し

たが,抗IFN-γ 抗体を投与することによって内因性の

IFN-γ を ブロッキ ングすると,こ れ らのマクロファー

ジ活性化抗原の発現増強が強 く抑制された(Fig. 1)。

2)　内因性IFN-γ のブロッキングによる肺内での結

核菌排除の抑制

結核感染防御におけるIFN-γ の重要性を明 らかにす

るために,ヒ ト型結核菌をマウスに経静脈感染させ2週

後に肺内菌数を調べる実験において同時に抗体を投与す

ることによって内因性のIFN-γ をブロッキングした際

の影響について検討 した。Fig.2に 示すように,結 核菌

感染後2週 間目の肺内菌数は,抗IFN-γ 抗体を投与 し

たマウスではラットIgGを 投与 したコントロールマウ

Fig. 1 Effect of blocking of endogenous IFN—y 

on the activation of pulmonary parenchymal 
macrophages after infection with M. bovis BCG. 

Mice were infected intravenously with saline 

(-), or M. bovis BCG (1x107 cfu) in the 

presence of an irrelevant rat IgG (-) or anti-
IFN—y mAb (-). Pulmonary parenchymal 
leukocytes were obtained 7 days after the infec

tion, and stained with anti-MHC class II 

(upper) or anti-ICAM-1 (lower). A flow 
cytometric analysis was carried out for the 

macrophage population defined by forward and 

side scatters. The experiment was performed 

using three mice, and representative results was 

shown.

スに比べ有意に増加していた。

3) CD4陽 性Tリ ンパ球欠損マウスにおける結核菌

感染に対するIFN-γ の治療効果

免疫不全モデルとして抗CD4抗 体 を投与することに

よってCD4陽 性Tリ ンパ球を欠損させたマウスにヒト

型結核菌を経静脈感染させ経時的に肺内菌数を調べたと

ころ,コ ントロールマウスに比べCD4陽 性Tリ ンパ球

欠損マウスでは4間 週 目に有意な菌数の増加が認められ

た(Fig. 3)。 このモデルを用いてIFN-γ による結核症

の治療 を試みた。結核菌感染 と同時に5000単 位 のIFN

-γ を連 日腹腔内投与 し4週 間後に肺内菌数を調べたと
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Fig. 2 Effect of blocking of endogenous IFN—y 

on the elimination of organisms in the lungs of 

mice infected with M. tuberculosis H37Rv. Mice, 

treated with an irrelevant rat IgG or anti-IFN

-7, were infected intravenously with M. tuber

culosis H37Rv. The number of viable organisms 

in lung was quantitated 14 days after the infec

tion. Each result represents the mean•}standard 

deviation (SD) of three mice.

Fig. 3 Effect of in vivo depletion of CD4+T 

cells on the elimination of organisms in the 

lungs of mice infected with M. tuberculosis 

H37Rv. Mice, treated with control ascites (•›) or 

anti-CD4 mAb (•œ), were infected intravenously 

with M. tuberculosis H37Rv. The number of 

organisms in lung was quantitated 1, 14 and 28 

days after the infection. Each result represents 

the mean ± SD of three mice.

ころFig.4に 示す ようにIFN-γ の投与は,CD4陽 性

Tリ ンパ球欠損マウスにおける肺内菌数の増加を有意な

差をもって減少させた。

4) IFN-γ に よるヒト肺内マクロファージの抗結核

菌活性の増強と活性型 ビタミンD3の 相乗効果

肺癌患者の手術肺か ら正常組織の一部を得,先 に示 し

Fig. 4 Therapy with IFN—y of the experimental 

tuberculosis in the mice depleted of CD4+T 

cells. Mice were treated and infected as in 

Figure 3, and therapy with IFN—y was 

attempted by daily intraperitoneal—injection of 

this cytokine (5,000 U/mouse) until mice were 

sacrificed 28 days after the infection. Each result 

represents the mean•}SD of three mice.

た方法に従 って精製 したマクロファージを4日 間IFN-

γとインキュベー ト後に6時 間結核菌と混合培養し,遊

離の菌を除去 した後さらに7日 間培養 しマクロファージ

内の菌数を調べた。同時に活性型 ビタミンD3の 併用効

果 についても検討 した。Fig. 5に 示すようにIFN-γ の

濃度に応 じてマクロファージによる抗結核菌作用の増強

効果が認められ,さ らにこれは1nMの 活性型 ビタミン

D3と の併用により相乗的に増強された。

考 察

結核菌は宿主に感染するとまず組織マクロファージに

貧食されるが,細 胞内殺菌に対 してエスケープ機構を有

しているため殺菌されずに細胞内で増殖を開始する4)。

生体はそれに対 し主としてヘルパーT細 胞か ら産生され

るIFN-γ によってマクロファージを活性化 しその殺菌

能を高 めることで対処 しようとする2)。マウスの系では

殺菌物質として最近注目を集めているNOの マクロファー

ジにおける産生をIFN-γ が増大させることが報告され

ている5)。また,IFN-γ はマクロファージ上の補体 レ

セプターやFcレ セプターの発現を増加させることによっ

て結核菌の貧食を助けたり,MHCク ラスIIやICAM-

1の よ うな接着分子の発現を増加させることでヘルパ-

T細 胞への抗原提示能を高めて,結 核菌に特異的なT細

胞の活性化をより効率的 に誘導する作用が知 られてい

る2)。

このようなIFN-γ によるマクロファージの抗結核菌

活性の増強効果 は,マ ウスにおいてよく検討されてい
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Fig. 5 Synergistic effect of IFN—y and la, 25 

dihydroxyvitamin D3 on anti mycobacterial 

activity of human pulmonary macrophages. 

Macrophages were prepared from a small piece 

of human lung obtained by operation, and 

cultured at 1x106/well with various doses of 

recombinant human IFN—y in the presence (•œ) 

or absence of la, 25-dihydroxyvitamin D3 (•›) 

for 4 days. The cultures were incubated with M. 

tuberculosis H37Rv (1x106cfu/well) for 6 h, and 

the free bacteria were washed out by medium. 

After further 7 days culture in the presence or 

absence of each reagent, the number of 

organisms in each culture well was quantitated. 

Each result represents the mean •}SD of 

triplicate cultures.

る6)。今回のわれわれのデータでも,BCGに よるマウ

スの肺内マクロファージの活性化がIFN-γ によって担

われている こと,結 核菌感染防御において内因性の

IFN-γ が必須であることが明 らかになった。さらに,

最近2つ のグループか らIFN-γ 遺伝子をノックアウト

したマウスを用いて,よ り直接的に結核感染防御におけ

るIFN-γ の重要性について検討 した結果が報告されて

いる7)8)。ノ ックアウ トマウスではコントロールマウス

に比べて肺や脾臓,肝 臓か らの菌の排除が遷延 し,生 存

期間も著明に短縮 している。抗体を用いた今回の実験に

比べて結核菌に対する生体か らの排除がはるかに低下 し

ている結果 となっているのは,完 全にIFN-γ の産生が

ブロックされているためと思われる。

また,免 疫不全モデルとしてCD4陽 性T細 胞を抗体

によって欠損させたマウスにヒト型結核菌を感染させた

時に,コ ントロールマウスに比べて肺か らの菌の排除が

遅延することを示したが,こ のことは結核感染防御にお

けるCD4陽 性T細 胞の重要性を再確認する成績となっ

た。ヘルパーT細 胞が主要なIFN－ γの産生細胞である

ことを考えれば,こ れらの細胞が主 として障害される

AIDS (acquired immunodeficiency syndrom)や

ATL(adult T cell leukemia)で は内因性のIFN-γ

を介 したマクロファージによる殺菌機構はあまり期待で

きない。また,わ れわれはステロイ ド投与マウスにおい

てもヘルパーT細 胞が減少することを観察 している(未

発表データ)。 したが って,こ のような患者にIFN-γ

を外から投与することは生体からの菌の排除を促進する

意味で理にかなった方法であると考えられる。事実,本

実験ではCD4陽 性T細 胞欠損マウスにおいてもIFN-

γ投 与によって結核菌の排除が有意に促進される結果が

得 られた。

しか しながら,ヒ トへのIFN-γ 療法の応用を考える

ときにいくっかの問題点が考えられる。第1に,こ れま

での報告ではヒ トの末梢血単球その ものまたはこれを

in vitroで 培 養 してマクロファージに分化させた細胞

を用いて,そ の殺菌能へおよぼすIFN-γ の影響につい

て検討しているが,い ずれもマウスに比べると結核菌に

対す る殺菌能の増強効果が極めて弱 く6),中 には逆に結

核菌の増殖 を促進 させるとの報告 もなされている9)10)。

最 近,Akagawaら11)は 末梢血単球がサイ トカインの

影響下に種々のマクロファージに分化 し得ることを報告

している。単球をGM-CSFと ともに培養すると肺胞

マクロファージに類似 した性格を有するようになる。

そこでわれわれは,肺 からの結核菌の排除には肺胞マ

クロファージや組織マクロファージが主要なエフェクター

細胞になるものと考え,ま た分化様式の異なるマクロ

ファージのIFN-γ に対する反応性が異なる可能性を考

慮して,末 梢血単球の代わりにヒトの手術肺から直接精

製したマクロファージを用いて同様の実験を行 った。そ

の結果,IFN-γ による抗結核菌活性の増強効果が認め

られたが,今 回は末梢血単球 との比較は実施 していない

ため,そ の効果が末梢血単球には認められず,肺 内マク

ロファージだけにみられるものかどうかについては明ら

かではない。 また,肺 内マクロファージの中に混 じてい

る末梢血単球の影響も考慮する必要がある。

第2に は,IFN-γ 投与による副作用の問題であるが,

これまでにいくつかの疾患において種々の投与法で試み

られてい るが,今 の ところ重篤な副作用の報告 はな

い12)～17)。しか しながら,AIDSに お いてはIFN-γ に

よりマクロファージから産生誘導され得ると考えられる

TNF-α18)が ウイルスの増殖 を促 進させる可能性があ

り19)考慮すべき点であると思われる。

活性型 ビタミンD3は マクロファージの活性化や分化

を誘導す ることが知 られており20),単独 またはIFN-γ

との併用で末梢血単球の抗結核菌活性を増強するという
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報告がある21)22)。肺 内マクロファージを用いたわれわれ

の実験結果でも,常 用量の内服で到達可能と考えられる

血中濃度である0.2 nM23)に 近 い量の活性型 ビタミン

D3の 添加により,そ れ単独では弱いもののIFN-γ と

の併用によって相乗的に結核菌に対する殺菌能を増強し

た。 このことか らIFN-γ と活性型 ビタミンD3の 併用

も有効な補助療法となり得る可能性があると考えられた。

結 語

1) Mycobacterium bovis BCG感 染 によるマウス

肺内マクロファージの活性化はIFN-γ を介するもので

あった。

2)　マウスモデルにおいてヒト型結核菌に対する生体

防御機構にIFN-γ が必須であった。

3) CD4+T細 胞欠損マウスではコントロールに比べ

て実験的結核症の悪化が認められたが,IFN-γ 投 与に

よって改善がみられた。

4) IFN-γ は ヒト手術肺由来のマクロファージの抗

結核菌活性を増強 し,活 性型ビタミンD3と の併用によっ

てこの作用は相乗的に強められた。

以上のことから,免 疫不全患者に伴う難治性結核症に

おいてIFN-γ 療法は補助療法として有効である可能性

が示唆された。
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