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We investigated the responsiveness of peripheral blood lymphocytes (PBLs) from 

patients with M. avium—intracellulare complex (MAC) infection to the stimulation with 
PPDs by measuring their IFN—y producing ability. PBLs were obtained from MAC patients 

at active stage (culture—positive after three-month chemotherapy), those at inactive stage 

(culture—negative for three months after or during chemotherapy), and healthy donors. 
PPDs used were PPD—S prepared from M. tuberculosis, PPD-B from M. intracellulare, and 

PPD—Y from M. kansasii.

PBLs from active MAC patients did not produce IFN—y to a significant extent b; 

stimulation with any of three PPDs, while PBLs from inactive MAC patients showed highe 

responses to each PPD compared to those from active patients. In inactive MAC patients 

the maximal response was observed to PPD-B among three PPDs. On the other hand, PBL 

from healthy controls produced different levels of IFN—y in response to three differen 

PPDs, and their response was most remarkable to PPD—S.

*From the Second Department of Internal Medicine of Nara Medical University , 840
 Shijo-cho, Kashihar-shi, Nara 634 Japan.
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These results indicated that the responsiveness of patients' PBLs to PPDs was impaired 

during active stage of MAC infection and restored on recovery from the disease.
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緒 言

近年肺結核症の減少 の鈍化 とともに非定型抗酸菌症 の

増加 が報 告 されてい る1)。高齢化 が進 む現代社会 におい

て はさ らに増加す ることが予想 される。 また非定型抗酸

菌 はacquired immunodeficiency syndrome(AI

DS)末 期 の 日和見 感染 症の起 因菌 として も注 目されて

いる。 このことは非定型抗酸菌に対 する生体 防御因子 と

してT細 胞の重要性を示唆す るものであ るが,非 定型抗

酸菌感染症 におけるT細 胞機能についての詳細 な検討 は

なされていない。

細胞 内寄生細菌感染 に対 して は,T細 胞 を中心 とす る

細胞性免疫応答が生体防御の中心であ ることはよ く知 ら

れてお り,特 にマウスの結核菌感染時 には結 核菌抗 原に

反 応 す るCD4+T細 胞 のIFN-γ 産生能が結核免疫 の機

能 的なマーカーになるとの報告2)が な されてい る。 そ こ

で今回我 々は,Mycobacterium avium-intracellu-

lare complex(MAC)症 の患者 リンパ球の各種抗酸菌

由来PPD抗 原 に対す る反応性 を,in vitroに お ける患

者 リンパ球 の抗原特異 的IFN-γ 産生能 を指標 と して解

析 した。その結果IFN-γ 産生能 か らみたMAC症 患者

リンパ球のPPD抗 原 に対 する反応性 は,活 動期患者 に

お いて いずれの抗酸菌 由来PPD抗 原 に対 して も健常人

や非活動期患者 と異 な り低 い ことが認 め られた。

対 象

1985年 の非定 型抗 酸菌 症研 究班 の診 断基準3)を 満 た

すMAC症18例 を対象 とした。抗結核薬投与 に も関 わ

らず3カ 月以上喀痰培養陽性が持続 し,自 覚症状 をは じ

め臨床学的 に改善が認 め られない ものを活動例(12例,

62.6±12.1歳),抗 結 核薬投与 によ り自覚症状 を はじめ

臨床学 的に改善が認 め られ喀痰培養が陰性化 し以後3カ

月以上陰性 が持続 して いるものを非活動例(6例,65.3

±17.3歳),こ れ らの症例 と年齢を合わせた健常者(11

例,69.7±8.5歳)を 対照 と した。なおすべてMAC症

は抗結核薬投与 中であった。

方 法

1)　末梢血 リンパ球の分離

ヘパ リ ン加 採 血 した静 脈 血 に,同 量 の リン酸 緩 衝 生 理

食 塩 水(PBS)を 加 え 混 和 した 後,Ficoll-Hypaque

比 重 遠 心 法(400g,30分 間)で 単 核 球(mononu-

clearcell)分 画 を採 取 し,PBSで3回 洗 浄 後,10%

 fetal calf serum(FCS)(Sigma社)加RPMI1640

(GIBCO社)培 養 液 に浮 遊 させ た 。MAC感 染 時 に誘

導 さ れ る こ と が 知 られ て い る 免 疫 抑 制 性 マ ク ロ フ ァー

ジ4)の 影 響 を少 な くす る た め に こ の細 胞 浮 遊 液 か ら付 着

細 胞 を 除 去 し た。 つ ま りFCSに て コー テ ィ ング した プ

ラ ステ ィ ッ クペ ト リデ ィ ッ シ ュ(CORNING社25020)

を 用 い て37℃,5%CO2の も とで1時 間静 置 培 養 し付

着 細 胞 を 除 去 した。 培 養 後 非 付 着 細 胞 を 回収 しPBSで

3回 洗 浄,10%FCS加RPMI1640培 養 液 で107/ml

に調 整 し リンパ球 分 画 と した。

な お,こ の操作 で調整 した非付着細胞分画 には平均3

-5%の 単 球(monocyte)が 含 まれ る ことをFACS

解析で認めた。 この割合 は健常人 および患者 の非付着細

胞分画 にお いて有意な差 は認め られなか った。

2)　培養上清の回収

107/mlに 調 整 した リ ン パ 球 浮 遊 液100μ1を96穴 平

板 フ°レ ー ト(CORNING社24860)に 分 注 し,20μg/

mlに 調 整 した各 種 抗 原PPDS(M.tuberculosis由

来,日 本BCG社 製),PPDB(M.intracellulare由

来),PPDY(.M.kansasii由 来)を100μl添 加 また

は 非 添 加 の後,Tsuyuguchiら の 方 法5)に 従 って37℃

5%CO2下 で24時 間 培 養 して 得 た 上 清 を 回 収 し,

-80℃ で 測 定 ま で 保 存 した。 こ の上 清 中 のIFN-γ 活

性 を,各 リ ンパ 球 標 品 のPPD抗 原 特 異 的IFN-γ 産

生 能 と した。 な おPPDB,PPDYは 田坂 の方 法6)で

調 整 した もの を用 い た。

3)IFN-γ 活 性 の測 定

MEDGENIX社 のELISA(Enzyme Linked Im-

munosorbent Assay)キ ッ トを使 用 した。IFNγ に対

す るマ ウス モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 を 固層 化 した マ イ ク ロ プ

レー トに,上 述 の 培 養上 清 と標 準 液 を50μl,horsera-
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dish peroxidase(HRP)結 合 抗IFN-γ マ ウ ス モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体(2次 抗 体)50μlを 添 加 し,室 温 で2

時 間 反 応 後 基 質 と してH2O2含 有TMB(tetramethyl

-benzydine)を 添加 し,呈 色 さ せ1N H2SO4で 反 応

を停 止 し各 ウエル の450nmに お け る吸 光 度 を測 定 した。

標 準 検 量 線 か ら各 標 品 中 のIFN-γ 量 を決 定 した。

なお当検討での統計学的検 討にはStudent t検 定 を用

いた。

結 果

1)　 抗 原 非 添 加 時 のIFN-γ 産 生 能(Fig1)

非 活 動 例(lnactive MAC)患 者 のIFN-γ 産 生 能 は

1.5±0.7IU/ml,活 動 例(Active MAC)患 者 で は,

0.6±0.2IU/ml,健 常 者 に お い て は0.7±0.2IU/ml

で あ った。 こ の こ とか ら非 活 動 期 患 者 のT細 胞 は活 動 期

例 や健 常 者 の リ ンパ 球 に比 べex vivoで 活 性 化 され て

い る傾 向 が あ る と考 え られ た 。

2)　各種抗原添加時 のIFN-γ 産生能(Fig2)

Fig. 1 IFN-Pion by Lymphocytes

 without Stimulation

Table Comparison of IFN-ƒÁ production by 

lymphocytes stimulated with PPD-B 

among the active and inactive MAC

 patients, and healthy control.

no significant difference between each of three groups

a)　健常者 の場合

PPDS抗 原刺激時 にIFN-γ 産生能 は充進傾向 にあ

り,う ち3例 ではPPDY抗 原添加時 に もIFN-γ 産

生 能 の充進 が み られた。 また各 種抗 原添加 によって も

IFN-γ 産生能 の冗進 がみ られない症例 もあった。

b)　活動期患者の場合

用 いた3種 いずれの抗原刺激 に対 して も患者 リンパ球

のIFN-γ 産生能 の充進 はみ られなか った。

c)　非活動期患者 の場合

MAC由 来 のPPDB抗 原刺激 時にIFN-γ 産生能

は全例で充 進 していた。特 に6例 中2例 には著 明な充進

がみ られ,こ の2例 においてはPPDS,PPDY添 加

時 にもIFN-γ 産生能 の充進 がみ られた。

3) PPDB抗 原刺 激時のIFN-γ 産生能 の比較

3群 間(活 動期 患者,非 活動期患者,健 常者)のPPD

B抗 原添加時のIFN-γ 産生能 を各群 での平均値 ±標

準偏差で示 した。 有意差 は認 め られなか ったが,非 活動

期患 者で平均値が38.61U/mlと 最 も高値 で,活 動期患

者の約4倍 の値を示 した。(Table)

a) Healthy control b) Active MAC c) Inactive MAC

Fig. 2 IFN-ƒÁ Production by Lymphocytes with PPDs from Three Mycobacteria

 (PPD S: M. tuberculosis, PPD B: M. intracellulare, PPD Y: M. kansasii)

―19―



364 結 核　第69巻　 第5号

考 察

IFN-γ は,活 性化Tリ ンパ球やNK細 胞か ら産生

され るサ イ トカイ ンと して知 られ7),マ クロファージ8)

やTリ ンパ球の活性化9)作 用 を持つ ことが知 られて いる。

冨岡 ら10)は マク ロフ ァー ジの抗酸菌 に対す る殺菌能充

進作用 は単独 では発現せず,他 のサイ トカイ ンも必要で

はな い か と推 察 して い る。一 方で はDaltonら11)は

IFN-γ 遺伝子 をノ ックアウ トしたマウスを用 いた実験

か ら抗酸菌感染 に対 する生体防御 におけるIFN-γ の重

要性 を報 告 している。MAC感 染症 にお けるIFN-γ の

役割 は未 だ定かで はない12)～14)が,これ らの事実 はIFN

-γ がMAC感 染 に対す る生体防御 と密接 に関与 して い

る可能性を示 唆する ものである。

本研 究では,MAC感 染患者末梢血 リンパ球の3種 抗

酸菌 由来PPD抗 原 に対 する反応性 をIFN-γ 産生能 を

指標 と して検討 す るこ とで,ヒ トMAC感 染 にお ける

Tリ ンパ球機能 の解析 を試 みた。抗原非添加時 のIFN-

γ産生能の比較 か ら非活動例患者 リンパ球 はex vivo

で も一部活性化 されている ことが認 め られた。 また非活

動症例で は特にM.intracellulare由 来 のPPD抗 原

に対 し,健 常人では.M.tuberculosis由 来のPPD抗

原 に対 して も反応性 を示 しIFN-γ 産生能が充進 してい

た。一 方,活 動例患者 リンパ球 のIFN-γ 産生能 は3種

いずれ のPPD抗 原 に対 して も有意 のIFN-γ 産生能が

認 め られなか った。

一般 に各 種抗酸 菌菌体成分 は,IFN-γ 産生 を誘導す

る ことが知 られている15)16)。一方 で抗酸菌菌体成分 によ

る細 胞性 免疫 抑制作 用 の存在17)～20)も知 られ てお り,

MAC活 動 期患 者のIFN-γ 産生能低下 と何 らかの関連

が あ る もの と思われ る。特 にMAC活 動期患者 のPPD

応 答性の低下 はPPDの 由来 に関係 な く非特異 的である

こ とか らMAC感 染 で誘導 され る と報告 されているサ

プ レ ッサ ー細 胞 の存在21)に よ るCD4+T細 胞機能抑制

が最 も強 く疑 われた。

本研究 の結果 か ら,T細 胞 のPPD特 異的IFN-γ 産

生能 の低下 がMAC感 染 にお け る病 態 の活動性 と深 い

関 連 が あ り,T細 胞 のPPD反 応 性 の回 復 と充 進が

MAC非 活 動型状態への転換 と深 いかかわ りがある もの

と考 え られ た。難 治性 で あ る とされるMAC症 に対す

る生 体 防 御 機 構 お よ び病 態 の把 握 とい う観点 か ら,

PPDに 対 す るT細 胞反応性 の回復 が,病 態改善 の引き

金であ るのか結果 としての現象 であ るのかを解 明す るこ

とが今後の課題であ ると思 われた。

結 語

非 定 型 抗 酸 菌 症 の 代 表 的 存 在 の.M.auium-intra-

cellulare complex症 にお け る患 者 リンパ球 のPPD

抗原 に対す る抗原特異 的IFN-γ 産生能 を解析 した。

その結果IFN-γ か らみたMAC患 者 リンパ球 のPPD

抗原 に対す る反応性 は,活 動 期患者 においていずれの抗

酸菌 由来PPD抗 原 に対 して も健常人 や非活動性期患者

とは異な り反応性が低い ことが認 め られた。
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