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Although various antimicrobial drugs show appreciable bactericidal activity in the 

early phase (2 to 4 weeks after infection) of Mycobacterium avium complex (MAC) 

infections in mice, no drug, as far as we know, can continue to exert the growth inhibiting 

activity against the bacteria at the site of infection in the progressed stage. Here, we 

studied the mechanisms of the bacterial regrowth which usually starts around 2-4 weeks 

after infection. First, the changes in the level of TNF-ƒ¿, IFN-ƒÁr, IL-6 and IL-10 in the 

lungs and spleen during the course of MAC infections was examined. Tissue levels of TNF

-ƒ¿ and IL-10 increased around weeks 2 to 4, then rapidly decreased thereafter, and returned 

to the normal levels by week 8, while levels of IFN-ƒÁ and IL-6 remained very low 

throughout the observation period. In this experiment, the bacterial CFUs rapidly decreased 

during the first 2 weeks of the treatment with a rifamycin derivative, KRM-1648, and 

thereafter the regrowth of the organisms was observed even in mice treated continuously 

with KRM-1648, although the rate of bacterial growth in the treated mice was much lower 

than in untreated control mice. Second, effect of either anti-TGF-ƒÀ or anti-IL-10 

antibody on intracellular growth of MAC in human monocytes cultured in vitro in the 

medium with or without addition of TNF-ƒ¿ or IFN-ƒÁ were examined. Anti-TGF-ƒÀ and
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anti-IL-10 antibodies potently reduced the bacterial growth in monocytes. Effects of TNF

-ƒ¿ and IFN-ƒÁ in reducing the bacterial growth was potentiated by the addition of either 

anti-TGF-ƒÀ or anti-IL-10 antibody. Third, anti-IL-10 antibody augmented to some 

extent the chemotherapeutic efficacy of KRM-1648 against MAC infection, when the drug 

was given to mice at weeks 2 and 4 after infection. From these results, it is suggested that

 IL-10 derived from MAC-infected macrophages in response to stimulation with some 

bacterial components, such as lipoarabinomannan, might downregulate the antimicrobial 

function of host macrophages against MAC.
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は じ め に

Mycobacterium avium complex (MAC)感 染マ

ウスの化学療法経過中,た とえ感染初期 に有効性が認 め

られ,感 染菌がい ったん減少 した場合で も,菌 の投与薬

剤 に対 す る耐 性獲 得 がな い にもかかわ らず,感 染2～4

週以降 にな ると再増殖す る現象が,単 剤投与のみな らず

多剤 併用 投与 の場 合 にお いて もまま認 め られ る1)2)。し

たが って,こ う した菌の再増殖 を何 らか の方法で もって

コ ン トロールす ることがで きれ ば,本 菌感染症 の化学療

法 において よ り優 れた治療効果が期待 できるものと思 わ

れる。本研究 では,こ のよ うな現象 の機序解明 を企図 し

て,免 疫 学 的 観 点,特 にIL-10やIL-6あ る い は

transforming growth factorβ(TGF-β)な どの

Th2タ イプ のサ イ トカイ ン3)～6)とのか かわ りの面 か ら

検討 した。

材料 と方法

1)　実験的マ ウスMAC感 染 にお ける臓器内CFU

とサ イ トカイ ンの推移:5週 齢のBALB/c系 雌マ ウス

(日本 ク レア)にMACN-260株(SmT集 落形成株)

(Gen-Probeテ ス トによってM. intracellulareと 同

定)の2.4～2.9×107CFuをiv感 染 させ,翌 日より

新 ベ ンゾキ サ ジノ リフ ァマイ シ ン誘導 体KRM-1648

(KRM;2.5%ア ラ ビアゴムー0.2%Tween80水 に

懸 濁)(0.4mg/マ ウス)を1日1回,週6回,8週 間

にわ た って経 口投与 した。 また,実 験 によって は抗IL

-10単 ク ロン抗体 の50μgず つ を感染2お よび4週 後 の

計2回ip投 与 した場合 もある。所定 日にマウスを屠殺 ・

剖検 し,肺 な らびに脾 を摘 出 して生理食塩水 中でホモジ

ナ イ ズ し,そ の還 元生 菌単 位(CFU)を7H11寒 天平

板上で計測す るとともに,実 験 によ っては,こ れ ら臓器

の ホモ ジネ イ トよ りの遠 心上 清 中の各種 サイ トカイ ン

[tumor necrosis factor-α(TNF-α),interferon

-γ(IFN-γ),IL-6,IL-10]レ ベルを各 々のサイ トカ

イ ンに対 す る捕捉抗体 および ビオチ ン標識 キ ャッピング

抗体を用い る逆ELISA法 で測定 した 7 ) 。

2)　 ヒ ト単 球 の 抗M.av砒m抗 菌 活 性 の測 定:

Ficoll法 で調製 したPPD反 応 陰性 の健常 人 の末梢血

単核球(PBMC)を 丸底microもiter well上 に付着 さ

せ て 単 球 の 単 層 培 養 を 得 た 。 こ れ にMm如m

LR114F株(SmT集 落形成株)を 貧 食 させた後,5%

自己血清 およびTNF-α また はIFN-γ な らびに抗

IL-10ま たは抗TGPβ 抗体のいずれかあ るい はその

組合せ を添加 したRPMI-1640培 地中で7日 間培養 し,

細胞 内CFUを7H10寒 天平板上で計測 した 6 ) 。

成 績

1) KRM投 与お よび非投与MAC感 染マ ウスの肺

内サイ トカイ ンレベルの変動

MAC感 染マ ウスの肺内CFUは,KRM投 与の有

無の別 な く,感 染2週 後 では一過性 の菌 の排除が認め ら

れ たが,そ れ以 降で は菌 の再増殖 がみ られ た(Fig.1-

A).そ こで感染後一定期 日におけるKRM投 与 な らび

に非投 与マ ウス群 の各種 サイ トカイ ンレベルを測定 した

ところ,以 下 の成績 が得 られた。

す なわ ち,(1)両 マ ウス群 にお いて,TNF-aは 感染

早期 に顕著 に増加 し,非 投与群 では感染4週 後 に ピーク

値 を示 し,以 後減少 したのに対 して,KRM投 与群で は

感染2週 目で は非投与対照群 とほぼ同程度 の増加 を示 し

たが,以 後 は漸減す るパ ター ンが認 め られ,非 投与 マウ

ス群 にみ られ る感 染4週 でのTNF-α レベルの上昇 は

KRM投 与 によ って抑制 され る ことが分 か った(Fig.

1-B).(2)IFN-γ は,非 投 与群 で は感染4週 後 を ピー
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Fig. 1 Changes in CFU (A) and TNF-ƒ¿ (B),

 IFN-ƒÁ (C), IL-6 (D) and IL-10 (E) levels in the 

lungs during the course of MAC infection in 

mice with or without administration of KRM

1648. Normal cytokine levels (pM) were as fol

lows: TNF-ƒ¿, <106; IFN-ƒÁ, 12.5; IL-6, <8.7

; IL-10, <13.5. Detectable limits (pM) were as 

follows: TNF-ƒ¿a, 106; IFN-ƒÁ, 9.7; IL-6, 8.7; 

IL-10, 13.5.

クとして僅 かな増加 がみ られたが,KRM投 与群で は全

観察期間を通 してほとんど検出限界を超 えることはなか っ

た(Fig.1-C)。(3)IL-6はKRM投 与群,非 投与群

のいずれのマ ウスで も全観察期 間を通 してほとんど検 出

限界 を超 え る ことは なか った(Fig.1-D)。(4)IL-10

はTNF-α に お け る もの とほぼ 同様 な推移 を示 した

(Fig.1-E)。

2) KRM投 与 および非投与MAC感 染 マウスの脾

内サ イ トカインレベルの変 動

Fig. 2 Changes in CFU (A) and TNF-ƒ¿ (B), 

IFN-ƒÁ (C), IL-6 (D) and IL-10 (E) levels in the 

spleen during the course of MAC infection in 

mice with or without administration of KRM

1648. Normal cytokine levels (pM) were as fol

lows: TNF-ƒ¿, <106; IFN-ƒÁ, <9.7; IL-6, 

<8.7; IL-10, <13.5. Detectable limits (pM) 

were as follows: TNF-ƒ¿, 106; IFN-ƒÁ, 9.7; 

IL-6, 8.7; IL-10, 13.5.

MAC感 染 マ ウ スの脾内CFUは 肺 内CFUの 場合 と

ほぼ同様 な推移を示 し,KRM投 与 の有無 の別 な く,感

染2週 後で は一過性の菌の排除が,ま た,そ れ以降 は再

増殖がみ られ たが,感 染4週 後での菌の再増殖 の立 ち上

が りは肺内CFUに お けるよりもやや遅 い傾 向がみ られ

た(Fig.2-A)。 次 に,感 染後の各々の時点 での各種 サ

イ トカイ ンレベル を測定 した ところ,特 にTNF-aと

IL-10で は肺 に おけ る と同様 に感 染早 期で一過性 に上

昇 し,そ の後 は低下す るパ ター ンがみ られたが,細 部 に
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つ いてみ ると両臓器 間ではやや異 なる面 もみ られた。す

な わ ち,(1)TNF-aは 非投与 マウス群 では感染2週 後

に高 い ピー ク値 を示 し,以 後 低 下 した の に対 して,

KRM投 与群で は感染2週 後 に増加 が認 め られた ものの,

そ の増加 は非投 与 マ ウス群 に比 べ僅 かであった(Fig.

2-B)。(2)IFN-γ は非 投与 群 で感染4週 後 を ピークと

した軽度 なが ら有意 な増加 がみ られたが,KRM投 与群

で は全観察期 間を通 してほとん ど検 出限界 を超え ること

は な か った(Fig.2-C)。(3)IL-6はKRM投 与群 ・

非投与群 のいず れのマウスで も全観察期間を通 して ほと

んど検 出限界 を超え ることはなか った(Fig.2-D)。(4)

IL-10はKRM投 与群 ・非 投与 群 とも感染4週 後に顕

著 な増加が み られ たが,KRM投 与群で は非投与群に比

べて その上昇 の程 度 がや や低 い傾向がみ られた(Fig .

2-E)。

3)　内因性IL-1oお よびTGF一 β によるマクロファー

ジの抗MAC殺 菌活性の抑制

マ クロ ファージ自らが産生す るIL-10お よびTGF一

βに よ りマク ロ ファー ジ自身 の抗MAC殺 菌活性 が ど

の よ う な影 響 を受 けるの か につ いて 知 る 目的 で,M .

m砒mを 貧 食 した ヒ ト単球 をIL-10やTGF-β あ る

いはこれ らのサイ トカイ ンに対 す る特異単 クロン抗体 を

添加 した培地中で培養 した場 合の単球 内での菌 の挙動 に

つ いて検討 した ところ,以 下 のよ うな成績 が得 られた。

(1)M.aviumを 貧食 した単球 をIL-10あ るいはTGF

-β の0 .1～10ng/mZを 含 む培地 中 で培養 した場合,

単球内での菌の増殖 が特 に亢進 するかあるいは抑制 され

た とい った よ うな傾 向 はみ られな か った。他方,300

units/mlのIFN-γ の添 加 に よ って は単 球 の抗M

.avium活 性 は有意 に亢進 した とするShiratsuchiら6)

の成績 が 追認 され た(図 省 略)。(2)抗IL-10ま たは抗

TGF-β 抗 体 を加 え た場 合,特 に前 者 に お い て.M. 

aviumの 単球 内増 殖 の強 い抑制 がみ られ,こ のことよ

りして単球か らの これ ら内因性サイ トカイ ンによ り単球

自身 の抗M4.m砒m活 性の発現 がdown-regulateさ

れ る可能 性 が示唆 された(Fig.3-A)。(3)TNF-α の

添加 により非添加対照群 に比べてM.aviumの 単球 内

増殖の低下,す なわち単球の抗M.avium殺 菌能 の亢

進 が認 め られ,こ の効 果 は抗TGF-β あるいは抗IL-

10抗 体の併用 によ って さらに増 強された(Fig.3-B)。

また,IFN-γ の添加 によって もTNF-aの 添加 の場合

と同様 に,単 球の抗M.avium殺 菌能 の亢進が認 めら

れ たが,こ の効果 もまた抗IL-10あ るい は抗TGF-β

抗体 の併用 によ ってさ らに増強 された(Fig.3-C)。

4) MAC感 染 マ ウ スに対す るKRMの 治 療効 果 に

及 ぼす抗IL-10抗 体投与 の影 響

Tableは,MACN-260株 感染 マウスに抗IL-10

抗 体(50μg)を 感染後2お よび4週 の計2回 にわた っ

てip投 与 した場合 のKRMの 治療効果 に及ぼす影響を,

感 染6週 後 での肺 ・脾 内CFUを 指標 と してみた もので

あ る。 これか ら分か るよ うに,肺 お よび脾内CFUは 抗

IL-10抗 体投 与 によ り,有 意 とは言 え ない まで もやや

減 少 す る傾 向 がみ られ た。 これ は,今 回の検討で は抗

IL-10抗 体投与量がDenisお よびGhadrianの 報 告8)

のそ れ よ りもか な り少 なか ったため,内 因性IL-10の

ブロ ッキ ングがやや不十分であ った ことに起 因す るよ う

に思 われるので,現 在,そ の投与量を増加 して再検討 を

進 めて いる。

考 察

以上 の成績 より,以 下の ような考察 が可能 である。 す

なわ ち,(1)MAC感 染マ ウスの肺 および脾 内IL-10レ

ベ ル は,マ ク ロ フ ァ ー ジ活 性化 サ イ トカイ ンであ る

TNF-α やIFN-γ9)～12)の 組織 内 レベルの上昇 と並行

す るか,や や遅れて一過性に上昇 し,さ らに これ ら臓器

内 でのIL-10レ ベ ルの上昇 と感染菌 の再増殖 の開始 の

Table Effect of Anti-IL-10 Antibody on the Expression of 

in vivo Activity of KRM against MAC Infection

a) KRM was given po to mice (3 mice per regimen) daily from day 1 

for up to 6 weeks.

b) Anti-IL-10 antibody was given ip to mice at weeks 2 and 4.

c) CFU (1d): lungs, 3.1•~104; spleen, 1.4•~106.
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Fig. 3 Effects of anti-TGF-ƒÀ and anti-IL-10 antibodies (10gg/ml) on the 

growth of MAC in human monocytes. Intracellular bacterial growth was 

studied for monocytes cultured in the medium with or without addition of 

indicated cytokines. (A) None added, (B)+TNF-ƒ¿, and (C) +IFN-ƒÁ. The 

representative data of repeated experiments using monocytes from different 

donors are indicated.

時 期 と が 比 較 的 よ く一 致 して い る こ と,ま た,(2)in

 vitro実 験 系 で,免 疫 抑 制 性 サ イ トカ イ ン と して 知 られ

て い るIL-1013)14)お よ びTGF-β15)16)の い ず れ に も ヒ

ト単 球 の 抗MAC抗 菌 活 性 をdown-regulateす る作

用 が 認 め られ る こ と,を 併 せ 考 え た 場 合,IL-10を は

じめ とす る抗 炎 症 性 サ イ トカ イ ンが,感 染 部 位 で の マ ク

ロ フ ァー ジやTh1細 胞 か らのTNF-α あ る い はIFN

-γ な どの マ ク ロ フ ァー ジ活 性 化 サ イ トカ イ ンの産 生 を

down-regulateす る3)14)15)こ とに よ って,組 織 内 で の

MAC感 染 菌 の再 増 殖 を誘 導 して い る可 能 性 が示 唆 され

る もの の よ うに思 わ れ る。

と ころ で,KRM投 与 マ ウ ス で は,肺 ・脾 いず れ の臓

器 内 に お い て もTNF-a,IL-10な らび にIFN-γ レ

ベ ル の 感 染 後2～4週 で の上 昇 が 非 投 与 マ ウ ス に比 べ 低

か った が,こ れ は薬 剤 投 与 に よ り感 染 菌 の 殺 菌 ・排 除 が

促 進 さ れ,組 織 内で のbacterialloadが 非 投 与 マ ウ ス

に 比 べ て 著 し く減 少 し た た め に,マ ク ロ フ ァ ー ジ や

Th1細 胞 の活 性 化 の程 度 が 減 じ た こ と に よ る もの と思

わ れ る。 ま た,IL-10の 場 合 で はTNF-α の 場 合 とは

異 な り,肺 ・脾 いずれの臓器 において も,薬 剤の投与 ・

非投与 のいかんを問わず感染部位で の組織内 レベルの顕

著 な上 昇 が認 め られて お り,こ のことはIL-10が 組織

内で のMAC感 染 菌 の再 増殖 に極 めて密接 に関わ って

いる ことを示唆す る ものと思われ る。

Fig.3に 示 した成績 より,抗IL40と 抗TGF-β 抗

体 とを併用 した場合,こ れ らの抑制性サイ トカイ ンの作

用 をよ り有効 にブロ ックす ることが可能か と考え られる

が,こ の点 につ いて は今後 さらに検討を進 めてい きたい。

ま と め

Mycobacterium avium complex(MAC)感 染 マ

ウスの化学療法経過中に,薬 剤耐性菌 の出現 に起因 しな

い感染菌の再増殖のメカニズムを,免 疫学 的観点か ら検

討 し,以 下の知見 を得 た。

(1) MAC感 染 マウスの肺 および脾内IL-10レ ベル は,

TNF-α やIFN-γ の上昇 と並行す るかやや遅れて一

過 性 に上昇 し,ま たIL-10レ ベ ルの上昇 と感染菌の再

増殖 の開始 の時期 とが よ く一致 した。
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(2) in vitro実 験 系 で,IL-10お よ びTGF-β の い

ず れ に も ヒ ト単 球 の 抗MAC抗 菌 活 性 をdown-regu-

lateす る作 用 が 認 め られ た 。

(3)　如 上 の 成 績 よ り,IL-10を は じめ とす る抗炎 症性

サ イ トカ イ ンが,感 染 部 位 で の マ ク ロ フ ァ ー ジやTh1

細 胞 か らのTNF-α あ る い はIFN-γ な どの マ ク ロ

フ ァ ー ジ活 性 化 サ イ トカ イ ンの 産 生 をdown-regulate

す る こと に よ り,MAC感 染 菌 の 再 増 殖 を 誘 導 す る可 能

性 が示 唆 さ れ た。
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