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Production of Interleukin-1ƒÀ(IL-1ƒÀ) and granulocyte macrophage-colony stimulating 

factor (GM-CSF) by peripheral blood monocytes (PBMs) from patients with Mycobac

terium avium-intracellulare complex (MAC) infection was assesed and the relationship with 

their clinical course was analyzed.

PBMs were obtained from MAC-infected patients in their active stage as well as in the 

inactive stage and the healthy controls.

Spontaneous release of IL-1ƒÀ by PBMs from patients in the active stage was higher 

than those by the cells in the inactive stage or the healthy controls. On the other hand, 

spontaneous GM-CSF release by PBMs from patients in the active stage was higher than
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the healthy controls. When PBMs were stimulated with MAC-derived purified protein 

derivatives (PPD-B), increased production of both IL-1ƒÀ and GM-CSF were obtained for 

PBMs in their active stage.

While these enhanced production upon stimulation with PPD-B related to the persistent 

infection with MAC, the increased IL-1ƒÀ production correlated with the exhausted nutri

tional state.

Both IL-1ƒÀ and GM-CSF produced by PBMs seemed to be closely related with the 

clinical course of human MAC infection.
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緒 言

近年本邦では肺結核症罹患率減少の鈍化がみられる一

方,非 定型抗酸菌症,特 にMycobacterium avium-

intracellalare complex(MAC)症 の増加が報告され

て い る1)。 欧 米 で はacquired immunodeficiency

 syndrome(AIDS)の 日和見感染症の起因菌としても

重要視 されている。欧米でのMAC感 染 はHIV感 染後

の全身播種型が多数を占めるのに対 し,本 邦では先行す

る呼吸器疾患に続発 し肺に限局する症例が大半を占める。

MAC症 の発症要因としてCD4+T細 胞 の役割が重要

とされ るが,HIV感 染者ではCD4+T細 胞 減少2),非

HIV感 染 患者ではCD4+T細 胞 機能低下3)4)が 問題と

され,分 離 されるMACの 血清型も異なる5)。以上のよ

うにMAC感 染 におけるHIV感 染 患者,非HIV感 染

患者 とには明らかな相違が認められるが,MACと 感染

したHOSTと の関係は未だに不明な点も多い。

一般に結核菌などの抗酸菌は生体内に侵入した際には

マクロファージを中心 とする細胞系に貧食 され,一 部細

胞内殺菌を受けることが知られている。 この際のマクロ

ファージとTリ ンパ球の細胞相互間の活性化におけるサ

イ トカインの役割は詳細に検討されているが未だ議論が

多い6)～ 1 0 ) 。

interleukin-1beta(IL-1β)は 単球/マ クロファー

ジを主な産生細胞 とするサイ トカインで,多 機能を有す

ることが報告され11),抗 酸菌に対するマクロファージの

細胞内殺菌活性に重要なT細 胞の誘導にも関与 している

こと12)も知 られている。granulocyte. macrophage-

colony stimulating factor(GM-CSF)は 単球/マ ク

ロファージやT細 胞から産生されマクロファージの分化

誘導,活 性化だけでなく,MACに 対する細胞内殺菌活

性を活性化させること13)が報告されている。さらにIL

-1β
,GM-CSFと もに抗酸菌感染時に重要な肉芽腫形

成に関与 していること14)15)も知 られている。以上より

IL-1β,GM-CSFと もにMAC感 染 と密接な関わり

を持っ と考えられているが,ヒ トMAC感 染に対する

その作用は不明な点も多い。その解明を目的として末梢

血単球IL-1β,GM-CSF産 生 能を測定しヒトMAC

感染 におけるIL-1β,GM-CSFの 疾患活動性 とHO

STの 栄養状態との関係を検討したので報告する。

対 象

1985年 国立療養所非定型抗酸菌症研究班の診断基準 1 6 )

を満 たすMAC症22例 を対象 とした。抗結核薬を投与

しても3カ 月以上喀疾培養陽性持続例を活動例(16例,

63.6±11.2歳),抗 結核薬投与で喀疾培養が3カ 月以上

陰性持続例 を非活動例(6例,65.3±17.3歳)と し,

MAC症 と年齢をほぼ合致 させた健常者(11例,69.7

±8.5歳)を 対照 とした。なお対象MAC症 全例はすべ

て抗結核薬投与中であった。

方 法

1.　末梢血単球の分離

患者 と健常者とからヘパ リン加採血 した静脈血に,同

量の リン酸緩衝液(PBS)を 加 え混和後,Ficoll Hy-

paque比 重遠心法(400g,30分 間)を 用いて単核球分

画(mononuclear cell)を 分離PBSで3回 洗浄後,

10%fetal calf serum(FCS)(Sigma社)を 加えた

RPMI1640培 養 液(GIBCO社)に 浮遊 させた。あら

か じめFCSを コーティングしたプラスティックペ トリ
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デ ッ シ ュ(CORNING社25020)を 用 い て 細 胞 浮 遊 液

を37℃5%CO2下 で1時 間 静 置 培 養 し た 。 培 養 後

PBSに て3回 洗 浄 して 非 付 着 細 胞 を十 分 に除 去 した。

0.2%ethylendiamine tetraacetic acid (EDTA),

0.5%FCSを 添 加 したPBSを5ml加 え4℃,15分

間 静 置 し ピペ ッテ ィ ン グ操 作 に て付 着 細 胞 を回 収 した。

PBSで 十 分 洗 浄 し た 後 に10%FCSを 加 え たRPMI

1640培 養 液 で5×105/mlに 調 整 し単 球 分 画(mono-

cyte)と した 。 な お 回 収 細 胞 の97%以 上 が ペ ル オ キ シ

タ ーゼ 染 色 陽 性 で,ラ テ ッ ク ス粒 子 貧 食 能 を示 した。 さ

らにtrypan blue exclusion testで 確 認 した単 球 分 画

のcell viabilityは 平 均95%以 上 で あ った。

2.　 培 養 上 清 の 回 収 と添 加 抗 原

5×105/mlに 調 整 した 単 球 浮 遊 液100μlを96穴 平 底

プ レ ー ト(CORNING社2486)に 分 注 し培 養 した。 田

坂17)がM.intracellulareか ら 作 製 し たpurified

 protein derivativeB(PPD-B)抗 原 を 刺 激 抗 原 と し

て 使 用 した。PPD-Bを20ng/mlの 濃 度 に培 養 液 で 調

整 し添 加 ま た は非 添 加 の後,24時 間 培 養 して 上 清 を 回

収,測 定 まで-80℃ に保 存 した。 これ らの 上 清 中 のIL

-1β ,GM-CSF活 性 を そ れ ぞ れ の産 生 能 と した。

3. IL-1β,GM-CSF活 性 の 測定

いず れ もMEDGENIX社 製 のenzyme immuno-

sorbent assay (ELISA)測 定 キ ッ トを使 用 して 測 定

した 。 ヒ トIL-1β モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 が 固 層 化 して あ

る96穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー トに各 種 サ ンプ ル,

horseradish peroxidase (HRP)標 識 抗 ヒ トIL-1β

モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 を順 次 反 応 させ こ の過 程 で 形 成 され

た 複 合 体 中 の 酵 素 活 性 を 測定 す る こ とでIL-1β 活 性 を

Fig. 1 Spontaneous IL-1ƒÀ production by PBMs

測定 した。GM-CSF活 性 も同様の測定方法であった。

なおこれ らの測定キットの測定限界はいずれも6.3pg/

mlで あった。

4.　臨床像の指標

1)　活動例培養排菌持続期間:検 討施行時まで連続 し

て喀痰培養検査で抗酸菌が検出された期間とした。

2)　栄養状態の指標:わ れわれは18)19)各種栄養状態

の指標の うち血漿 ア ミノ酸バランスの指標であるFis-

cher比(分 枝鎖 ア ミノ酸(BCAA)/芳 香族ア ミノ酸

(AAA))が 抗酸菌症におけるHOSTの 栄 養障害の重

要な指標であることを報告 している。そこでMAC症

での栄養障害の指標 としてこのFischer比 を用いた。

測定法は吉川 ら19)の方法に準じて行った。

5.　統計学的処理

測定値 は平均±標準偏差で示 し,統 計学的検討には

Student乙 検定を用い,危 険率両側5%で 有意 とした。

また相関性の検定にはlinear regression analysisを

用いた。

結 果

1.　抗原非刺激時

1) IL-1β 産生能の比較(Fig.1)

活 動 例(741±473pg/ml)が 最 も亢進 し,健 常者

(81±70pg/ml),非 活 動例(103±33pg/ml)と 比 し

て有意に高値であった(p<0.01)。

2) GM-CSF産 生能の比較(Fig.2)

健常者(47±7pg/ml)に 比 して活動例(77±51pg/

ml)は 有意に産生冗進が認められ(p<0.05),非 活動

例(84±65pg/ml)も 高値の傾向にあった。

Fig. 2 Spontaneous GM-CSF production by PBMs
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Fig. 3 Production of IL-1ƒÀ by PBMs stimulated 

with PPD-B

II. PPD-B抗 原 刺 激 時

1) IL-1β 産 生 能 の比 較(Fig.3)

活 動 例(4,292±2,455pg/ml)が 最 も亢 進 し,健 常

者(1,907±816pg/ml),非 活 動 例(2,752±711pg/

ml)に 比 して 有 意 に 亢 進 し て い た(p<0.01,p<

0.05)。

2) GM-CSF産 生 能 の比 較(Fig.4)

活 動 例(293±217pg/ml)が 最 も亢 進 し,健 常 者

(108±44pg/ml),非 活 動 例(126±48pg/ml)に 比 し

て 有 意 に 亢 進 して い た(p<0.01)。 な お著 明 に亢 進 し

て い る1例 を 除 い て も活 動 例(246±114pg/ml)は 健

常 者,非 活動 例 に比 して有 意 に亢 進 して い た(p<0.01)。

III.　活動 例 の排 菌 期 間 とPPD-B刺 激 下 で のIL-1β,

GM-CSF産 生 能 との 関係

活 動例 の抗 原刺 激下 に お け る各 サ イ トカ イ ン産 生 能 は,

対 照 群 や非 活 動 期 群 とほ ぼ 同程 度 の産 生 能 しか な い症 例

が 存 在 して い た(Fig3,4)。 そ こで対 照 群 お よ び非 活

動 群 の な か で認 め られ た最 も高 い産 生 能 よ り低 い産 生 し

か認 め られ な い群(Normo-production group)と,

そ れ以 上 の産 生 が 認 あ れ た群(Enhanced production

 group)に 分 け排 菌 期 間 と の関 連 を検 討 した(Fig.5)

と ころ,IL-1β,GM-CSFい ず れ も産 生 能 亢 進 が 認 め

られ る症 例 は排 菌 期 間 が2年 を越 え る症 例 が 大 半 を しめ

た。

そ こで 次 に排 菌 期 間2年 未 満(7例)と2年 以 上(9

例)と の2群 に 分 け 比 較 検 討 した。IL-1β 産 生 能 は排

菌 期 間2年 未 満 例(2,410±1,007pg/ml)で は健 常 者

(1,907±816pg/ml)と 差 はな く,排 菌 期 間2年 以 上 の

Fig. 4 Production of GM-CSF by PBMs stimu

lated with PPD-B

症例(5,755±2,243pg/ml)で は健常者や排菌期間2

年未満例に比べ各々有意に充進が認められた(p<0.01)

(Fig.6)。GM-CSF産 生能もIL-1β 産生能と同様

に,排 菌期間2年 未満例(169±79pg/ml)で は健常者

(108±44pg/ml)と 差 はなく,排 菌期間2年 以上の症

例(390±243pg/ml)で は健常者や排菌期間2年 未満

例 に比 して各々有意 に充進 していた(p<0.01,p<

0.05)(Fig.7)。 な お著明に亢進 している1例 を除い

ても排菌期間2年 以上の症例(314±96pg/ml)は 排菌

期間2年 未満の症例や健常者に比 して各々有意に亢進 し

ていた(p<0.01)。

IV.　活動例のFischer比 とPPD-B刺 激下IL-1β,

GM-CSF産 生能との関係

IL-1β 産生能とFischer比 とは有意に負の相関がみ

られ(p<0.05,r=-0.63)(Fig.8),活 動 例では

IL-1β 産 生が充進 している症例では栄養障害が高度で

あることが認 め られ た。 しか しGM-CSF産 生能 と

Fischer比 は有意な相関は認められなかった(Fig.9)。

考 察

結核菌をはじめとする抗酸菌は生体内に侵入した際ま

ずマクロファージを中心とした細胞内殺菌を受ける。 こ

の殺菌活性をはじめ抗酸菌に対する生体防御にはさまざ

まなサイトカインが重要な役割を果たしている。本研究

では非定型抗酸菌症のなかで代表的なMAC症 の活動

期,非 活動期患者の末梢血単球のIL-1β,GM-CSF

産 生能を測定 し臨床像 との関連を中心にヒトMAC感

染症での役割を検討 した。
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Fig. 5 Correlation between MAC excreted duration and the production

 of these cytokines by PPD-B-stimulated PBMs

まずIL-1β 産生能は抗原非刺激時と抗原刺激下とで

排菌持続例に亢進が認められた。この排菌持続例で抗原

刺激下のIL-1β 産生能は排菌持続期間2年 未満では正

常者の産生能とほぼ等 しかったが,排 菌期間2年 以上の

長期排菌例ではIL-1β 産生能の著明な充進が認められ

た。さらにMAC症 の栄養障害の指標 となるFischer

比 と排菌持続例の抗原刺激下IL-1β 産生能とは負の相

関が認められた。すなわちIL-1β 産生亢進が高度な症

例では栄養障害がより高度であると考えられた。

IL-1β は抗酸菌感染初期にマクロファージから産生

Fig. 6 Production of IL-1ƒÀ by PPD-B-stimu

lated PBMs isolated from the patients 

who were MAC-positive in the sputum 

examination for within 2 years (S), or

 for over 2 years (L)

されT細 胞誘導に重要な役割を果たすことが知 られてい

る。 しかしヒト細胞を用いたin vitroで のマクロファー

ジ/単 球におけるMACの 細胞内殺菌活性に対 し直接的

には殺菌活性を亢進せず,過 剰なIL-1β はかえって殺

菌作用を抑制 しMAC細 胞 内増殖を促進 させること 2 0 )

が知 られている。 さらに過剰なIL-1β 産生は肺結核患

者の栄養障害21)や,敗 血症時の組織障害22)を 引 き起 こ

すことも報告 されている。本研究の結果か らはIL-1β

はMAC感 染初期にMAC殺 菌活性亢進のため誘導さ

れるが,感 染が持続すると1L-1β が生理的濃度を超え

Fig. 7 Production of GM-CSF by PPD-B-sti

mulated PBMs isolated from the patients

 who were MAC-positive in the sputum

 examination for within 2 years (S), or

 for over 2 years (L)

― 5 ―



4 2 0 結 核 第 7 0 巻 第 7 号

Fig. 8 Correlation between IL-1ƒÀ production 

by PBMs stimulated by PPD-B and 

Fischer's ratio in active stage

て産生され,過 剰なIL-1β が栄養状態の悪化など生体

防御機能への悪影響を招 き,MAC病 態 の持続さらには

悪化を助長 している可能性が考えられる。

GM-CSF産 生能 は抗原非刺激下/刺 激下いずれも活

動例に産生亢進が認められ,特 に抗原刺激下では非活動

例,健 常者に比べ産生能は有意に亢進 していた。 さらに

排菌期間が長期の症例ほど産生能の亢進が認められたも

のの,栄 養障害と有意な相関は認められなかった。GM

-CSFは マ クロファージの誘導,貪 食作用促進を来す

ことが知られ,MACに 対する細胞内殺菌活性を亢進さ

せること,さ らに抗酸菌感染に重要な肉芽腫の形成に関

与 していることも知 られている15)。本研究における抗原

刺激下GM-CSF産 生 能の結果か らは,MAC感 染 に

よってGM-CSF産 生 が誘導され宿主の栄養状態の変

動 とは関係な くMAC感 染 病態,特 に活動性と関連 し

ていることが示唆された。

抗原刺激下の両サイ トカインは排菌期間が2年 未満で

は正常者 とほぼ等 しく2年 を越えると著明な亢進が認め

られた。MAC感 染 は経気道的に集落を形成 し進展する

ことが知 られている。 さらに多剤耐性であることやHO

STの 様 々な防御機構の低下により難治化し,い わゆる

慢性気道感染の形態を呈することが多い。一般に慢性気

管支炎の定義には2年 が目安とされており,本 研究での

サイトカイン産生の分岐点と一致 しているのは興味深い。

検討 したいずれのサイトカインも炎症惹起に関連するこ

とも知 られている11)23)。MAC感 染が慢性化に移行する

過程で,IL-1β,GM-CSFの 過剰産生を招き,こ れ ら

の過剰産生がMAC感 染 の慢性化に重要な役割をはた

している可能性が考えられる。

本研究 ではMAC症 患 者 の末梢血単球のIL-1β,

Fig. 9 Correlation between GM-CSF produc

tion by PBMs stimulated by PPD-B and 

Fischer's ratio in active MAC stage

GM-CSF産 生能をMAC由 来 のPPD抗 原(PPD-

B)刺 激/非 刺激下で測定 し,そ の活動性との関連を検

討 した。MAC感 染活動期において抗原非刺激,刺 激下

でいずれもIL-1β,GM-CSF産 生 の亢進を認め,抗

原刺激下でのIL-1β お よびGM-CSF産 生 の亢進は

排菌期間が長期な症例ほど著明に認められた。特に活動

期患者の抗原刺激下でのIL-1β 産生亢進が高度なほど

栄養障害が高度であった。さらに非活動期にはIL-1β,

GM-CSF産 生 の亢進の改善傾向が認め られMAC非

活動型への変化と密接な関連があるものと考えられた。

末梢血単球におけるIL-1β,GM-CSF産 生能はMA

C感 染 の臨床活動性と深い関わりがあると考えられた。
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