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The interaction of LFA-1 on T lymphocytes with ICAM-1 on antigen presenting cells 

(APCs) is critical in determining conjugate formation between the APCs and T cells as 

well as activation of T cells. Recently, it was found that stimulation of THP-1 cells, a 

human monocyte/MƒÓ cell line, with Mycobacterium tuberculosis or its lipoarabinomannan, 

elicited the increase in the ICAM-1 expression. In addition, in cases of lepromatous lep

rosy patients with a serious defect in the M. leprae antigen-specific cellular immunity, 

keratinocytes in the leprosy lesions were lacking in the ICAM-1 expression. Therefore, 

ICAM-1 seems to participate in the host response to mycobacterial infections. Here, we 

studied the mode of the expression of ICAM-1 molecules on murine peritoneal MO s in re

sponse to stimulation with M. avium complex (MAC). In addition, the regulatory effect 

of some cytokines including TNF a, IL-10, and transforming growth factor le (TGF-/9) 

on the ICAM-1 expression was studied.

Monolayer cultures of peptone-starch induced murine peritoneal Ms were cultured in 

RPMI-1640 medium in the presence of MAC with or without test agents. At intervals, 

the MO s were stained with anti-ICAM-1 antibody (Ab) and then treated with alkaline 

phosphatase (Ap)-conjugated anti-Ig Ab. After color development with NBT-BCIP substrate, 

percentage of the blue-stained (ICAM-1 positive) MƒÓs was determined microscopically.
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The concentrations of TNF-ƒ¿, IL-10, and TGF-ƒÀ in the M culture fluid was measured 

by ELISA using capture Ab, biotin-labelled capping Ab, and Ap-conjugated streptavidin.

When MƒÓs infected with MAC organisms were cultured in RPMI medium containing 

10% fetal bovine serum or in serum-free GPI medium, a significant increase in their 

ICAM-1 expression was observed, reaching the peak at days 1 to 3, thereafter rapidly de

creased and returned to the normal level by day 14. Further addition of TNF a caused 

no significant change in the mode of the MAC-induced expression of ICAM-1. A transient 

increase in the IL-10 production of MAC-infected MƒÓs was observed during the first 3

days cultivation, as in the case of TNF-ƒ¿. On the other hand, TGF-ƒÀ production of the

 MƒÓ population was initiated from day 3, and thereafter increased gradually until day 14. 

ICAM-1 expression of the MAC-infected MƒÓs was not influenced by the addition of 

IL-10, while anti-IL-10 Ab retarded the decline of ICAM-1 expression at day 7. On the 

other hand, the addition of TGF-ƒÀ attenuated the MAC infection-induced increase in the 

ICAM-1 expression significantly. In addition, anti-TGFƒÀ Ab significantly delayed the re

duction of the ICAM-1 expression of MAC-infected MƒÓs during days 3 to 7. These results 

indicate that, in the MAC-infected MƒÓs, TGF-ƒÀ rather than IL-10 play important roles 

as a mediators for the late-phase downregulation of ICAM-1 expression which had been 

transiently elevated by the action of TNF-ƒ¿ in the early phase of the MƒÓ cultivation.
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は じ め に

マ ク ロ フ ァー ジ を は じめ とす る抗 原 提 示 細 胞(APC)

に 表現 され て い る細 胞 間 接 着 分 子 で あ るintercellular

 adhesion molecule-1(ICAM-1)は,APCか らT

細 胞 へ の 抗 原 シ グ ナ ル 伝 達 に 重 要 な 役 割 を 演 じ て い

る1)2)。 最 近,T型 らい患 者 で の遅 延 型 過 敏 症 反 応 で あ

るreversalreactionや 光 田 反 応 部 位 の 皮 膚 の

keratinocyteで はICAM-1の 発 現 が増 強 して い る が,

L型 らい 患 者 の 皮 膚 病 変 部 のkeratinocyteで はinter-

feron-γ(IFN-γ)で 刺 激 し た場 合 で も,そ う し た

ICAM-1の 発 現 が み ら れ な い こ と な ど が 報 告 さ れ て い

る3)4)。

また,結 核 菌 や そ の 菌 体 成 分 で あ る リポ ア ラ ビノ マ ン

ナ ンで 刺 激 した マ ク ロ フ ァー ジ株 化 細胞 で は 少 な く と も

培 養3日 目 まで はICAM-1発 現 が 高 まる が,LFA-1や

VCAM-1で はそ の よ う な現 象 が み られ な い こ とが 報 告

され て お り5),抗 酸 菌 症 で の 宿 主 感 染 抵 抗 性 発 現 にお け

るICAM-1の か か わ りが 注 目 され て い る。

今 回 は,培 養 マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ にMyco-

bacterium avium complex (MAC) を感染させた

場 合 のICAM.1発 現 の 様 相 につ い て 検 討 す る と と も に,

ICAM-1発 現 の 制 御,特 にそ のdown-regulationに か

か わるサ イ トカ イ ンを知 る 目的 で,MAC刺 激マ クロファー

ジ や 脾 細 胞 な ど に よ るtumor necrosis factor-α

 (TNEα)やIFN-γ な どのproinflammatory cyto-

kineお よ びIL-10やtransforrning growth factor-

β(TGF-β)な どのmacrophage deactivating cyto-

kine産 生 の 動 態 につ い て も若 干 の検 討 を行 っ た 。

材 料 と方 法

1)　 供 試 菌:MACN-260株(血 清 型16)の7H9培

地 培 養 菌 を供 試 した 。 な お,本 菌 はDNAプ ロ ー ブ テ

ス トで M. intracellulare と同定されている。

2)　 試 薬:Recombinant TNF-α, IL-10, TGF-

β並 び に抗TNF,IL-10,TGF-β,ICAM-1モ ノ クロー

ナ ル抗 体 はGenzyme社(米 国)あ る い はR&D社

(米 国)よ り購 入 した 。

3)　 マ ク ロ フ ァー ジ のICAM-1発 現 の 測 定:BALB/c

マ ウ ス か ら採 取 したpeptone-starch誘 導 腹 腔 浸 出 細 胞

よ り径35mmの プ ラ ス チ ッ ク培 養 平 底 ウ ェ ル(Corn-

ing)あ る い は 実験 に よ っ て は径14mmの プ ラス チ ッ ク

シー ト(和 光純 薬)上 に単 層 培 養 マ ク ロ フ ァ ー ジ を調 製

し,MAC(1×106/mZ)あ る い はTNF-α(500units

/ml)を 含 む10%牛 胎 児 血 清(Bio Whittaker,米 国)

加RPMI-1640培 地 中(日 水 製 薬),実 験 に よ っ て は 血
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清 非 添 加 のGPI培 地(日 水 製薬)で 培 養 し,1,3,7お

よび14日 目に 単 層培 養 マ ク ロ フ ァー ジ を抗ICAM-1モ

ノ ク ロー ナ ル 抗 体,ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗

Ig抗 体 お よ びNBT(nitroblue tetrazolium)ーBCIP

(5-bromo-4-chloro-3-indoly1-phosphate)基 質 を用

い た 酸 素 抗 体 法 に よ っ て 染 色 し,鏡 検 下 で 青 染 し た

ICAM-1陽 性 細 胞 数 を計 測 した 。

4)　 マ ク ロ フ ァー ジ のサ イ トカ イ ン産 性 能 の 測 定:上

述 の腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ のMAC菌 体 添 加 あ る い は 非

添加 の培 養 系 で の培 養 上 清 につ い て,捕 捉 抗 体 と して 抗

TNF,抗TGF-β お よび抗IL-10モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体,

キ ャ ッ ピ ン グ抗 体 と して ビオ チ ン標 識 抗TNF-α,抗T

GF一 βお よび 抗IL-10抗 体,ア ル カ リフ ォス フ ァ タ ー ゼ

標 識 ス トレ プ トア ビジ ン並 び にABTS substrate (p-

nitropheny1phosphate) (Sigma)を 用 い て の

ELISA法 で 各 々 目的 とす るサ イ トカイ ン濃 度 を測 定 し

た6)。

結 果

1) MAC刺 激 マ ク ロ フ ァージ にお け るICAM-1発 現

Fig.1はMAC感 染 に よ る刺 激 を受 けた マ クロ フ ァー

ジ のICAM-1発 現 を み た もの で あ る 。 培 養 開 始 時 点 の

マ ク ロ フ ァー ジ に はICAM-1の 発 現 は 認 め ら れ な か っ

た が,MACを 添加 した10%牛 胎 児 血 清 加RPMI培 地

中で 培 養 す る と,培 養3日 目 にICAM-1発 現 の 最 も著

しい 充 進 が み られ,そ の 後 速 や か に低 下 し培 養14日 後 に

Fig. 1.ICAM-1 expression of MAC(106 CFU/m/)

 infected macrophages in the presence

 (hatched bar) or absence (shaded bar)

 of TNF a at 500 units/ml. Open bars 

mean the ICAM-1 expression of uninfected 

macrophages. Each bar indicates the 

 mean•}SEM (n=3). There was no sig

 nificant difference between the values of 

hatched bars (+TNF-ƒ¿) and those of 

corresponding shaded bars (-TNF-ƒ¿).

は ほぼ 正 常 レベ ル に 復 す る こ とが分 か っ た 。 ま た,こ の

系 にTNF.α を添 加 して も,MAC刺 激 を受 け た マ ク ロ

フ ァ ー ジのICAM-1発 現 が 特 に 助 長 さ れ る傾 向 は み ら

れ なか っ た。

わ れ わ れ は 別 の 実 験 で,非 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ の

ICAM.1発 現 はTNF-α の 添 加 に よ り さ ら に増 強 さ れ

る と言 うParnirezら5)やSpringer7)の 報 告 と軌 を 一

に す る 成績 を得 て お り(成 績 省 略),こ の こ と は マ ク ロ

フ ァー ジ のICAM.1発 現 に は,TNF-α が 重 要 な役 割

を演 ず る こ とを示 唆 す る も の で あ る が,Fig.1の 成 績

か らす る と,MAC刺 激 マ ク ロ フ ァ ー ジ で のICAM-1

発 現 の 場 合 で はTNF-α の増 強作 用 は余 り顕 著 な もの で

は ない よ う に思 わ れ る 。

ま た,培 養3日 目以 降 のphaseで み ら れ るICAM-1

発 現 の低 下 はTNF-α の 添 加 に よっ て も克服 で きな い こ

とよ り,こ のICAM-1発 現 のdown-regulationと い

A

B

Fig. 2 ICAM-1 expression of MAC-infected 

macrophages cultured in serum-free GPI

 medium (A) or in RPMI-medium con

 taining 10% fetal bovine serum (B). •›

, Uninfected macrophages; •œ, MAC 

(2•~107 CFU/ml)infected macrophages. 

 Each symbol indicates the mean•}SEM

 (n=3). The values of the closed circles

 (+MAC) with asterisk(s) are signifi

 cantly higher than those of correspond

 ing open circles (-MAC); * ,p<0.05; 

**,p<0.01 (Student's t-test).
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Table 1 Production of IL-10 and TNF by Macrophages Stimulated with MACa)

a) Macrophage monolayers prepared by seeding 1•~106/m/ of 5% peptone 5% starch-induced peritoneal 

exudate cells were cultured in the presence or absence of MAC organisms (1•~107 CFU/m/). Cul

 ture supernatants were collected at different time points and assayed for IL-10 and TNF.

Table 2 Production of IL-10 and TGF g by Macrophages Stimulated with MAC a)

*) Macrophage monolayers prepared by seeding 5•~106/ml of 5% peptone -5% starch induced peritoneal

 cells onto plastic sheets (14 mm diameter) were cultured in 10% FBS RPMI 1640 medium with or 

 without addition of MAC organisms (1•~107CFU/ml). At intervals, culture supernatants were col

 lected and assayed for cytokines.

う現象は,マ クロファージによるTNF-α の産生の低

下によるものではなく,何 らかのactiveな 抑 制因子の

産生に起因したものであろうと考えられた。

また,Fig.2は10%牛 胎児血清加RPMI培 地 と血清

非添加GPI培 地中で,MAC感 染 マクロファージを培

養した場合のICAM-1発 現の様相 を比較 したものであ

るが,い ずれの場合でも同様な推移をたどることが分かっ

た。 このことはMAC感 染 マクロフ ァージにおける

ICAM-1発 現 の培養初期での一過性の充進 は,培 地に

添加 した血清成分の作用に基づくものではな く,MAC

菌体 そのものあるいはその成分による刺激に起因したも

のであることを示 しているものと思われる。

以上,今 回の検討により,MAC刺 激 マクロファージ

でのICAM.1発 現 レベルの上昇は培養1～3日 目にピー

クを示す一過性のものであることが明 らかになったが

(Figs.1,2),特 に それ 以降 のphaseで み られ る

ICAM-1発 現 のdown-regulationが,ど のようなメ

カニズムによって起こるのかは興味深い問題である。そ

こで,こ の現象にかかわる抑制性サイ トカインを探る目

的で以下の検討を行った。

2) MAC刺 激 マクロファージのIL-10,TGF-β お

よびTNF一 α産生ならびにその動態

Table 1はMAC感 染 あるいは非感染(対 照)腹 腔

マクロファージのTNF-α お よびIL-10産 生 をみたもの

であるが,MAC刺 激 を受けたマクロファージでは培養

3日 目にTNF-α とIL-10産 生の有意な充進が認め られ

た。また,Table2に 示すように,MAC貧 食マクロファー

ジからのTGF-β 産生は,IL-10の 場合とは異なり,培

養7日 目以降になって初めて有意なレベルに達すること

が分かった。なお,詳 細は省 くが,別 途行った実験では

MAC刺 激 を受けた脾マクロファージにおいて培養2

～3日 目にIL -10産生 の著 しい増強が認められたが,こ

の場合,培 養3日 目でのIL-10産 生量で比較すると,正

常マウスマクロファージのそれの2.4倍 と高値であった。

他方,TGF-β については培養3日 目に低レベルの産生

が認められたに過ぎなかった。

3) ICAM-1発 現のdown-regulationに おけるIL-

10お よびTGF-β の関わ り
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Fig. 3 Effects of the addition of IL-10 (10ng/ 

ml) or anti-IL-10 antibody (5ƒÊg/ml) 

upon ICAM-1 expression on MAC-in

 fected macrophages. •›, Without MAC

 infection; •œ, MAC (1•~107 CFU/ml). 

infection alone; •¢, MAC-infection+IL 

 10;A, MAC-infection+ anti-IL-10 anti

 body. Each symbol indicates the mean•}

SEM (n=3). The value of the closed 

 triangle with asterisk was significantly 

larger than that of the corresponding 

closed circle (p<0.005; t-test).

殺菌能をはじめとするマクロファージの種々の細胞活

性は,マ クロファージ自らが産生するIL-10な らびに

TGF-β などのマクロファージ不活化サイ トカインによ

りnegative controlを 受 けることが知 られているの

で8)～12),以 下 に,MAC刺 激 マ クロファー ジでの

ICAM-1発 現 に対するIL-10お よびTGF-β な らびに

抗IL-10お よび抗TGF-β 抗体の及ぼす影響について検

討 した。

Fig.3に 示 すように,IL-10の 添加により培養1日 目

でのICAM-1発 現 には若干の抑制がみられ,培 養3日

目では逆にやや増強される傾向が認められた。他方,抗

IL-10抗 体 の添加 によっては培養1日 目ではICAM-1

発現の軽度の増強がみられるのみならず,対 照(抗 体非

添加)マ クロファージではICAM-1発 現が著 しく低下

してしまう培養7日 目になっても,高 レベルのICAM-

1発 現が認められた(p<0.005)。

次 に,TGF-β な らびに抗TGF-β 抗体の及ぼす影響

についてみたところ(Fig.4),MAC感 染マクロファー

ジの培養1～3日 目でのICAM-1発 現 はTGF-β 添加

により約50%の 阻害を受けた(p<0.025)。 また抗TGF

-β抗体の添加により,培 養3～7日 目の対照(抗 体非

添加)マ クロフ ァージでみ られるICAM-1発 現 の

down-regulationの 程 度が有意に軽減されることが分

かった(p<0.005)。

考 察

今回の検討により,MAC感 染マクロファージでは培

養1～3日 目にICAM-1発 現 レベルの一過性の上昇が

みられたが,以 後のphaseで はICAM-1発 現 の急激 な

低下がみられ,培 養14日 目までには非刺激マクロファー

ジのレベルにまで復することが明らかになった。抗酸菌

貪食マクロファージからの抗原提示に引 き続 くTh1細

胞のexpansionと 活性化,そ れに続 くマクロファージ

の活性化などによる抗酸菌抗原に特異的な細胞性免疫の

増強のカスケードは,主 にTh2細 胞 からのIL-4な ら

びにTh2細 胞 とマクロファージからのIL-10さ らには

TGF-β などのサイ トカインによりnegative control

を受 けていることが知 られている8)～12),Table 1と2

に示 した腹腔マクロファージの諸種サイトカイン産生の

様相からすると,MAC菌 体で刺激を受けたマクロファー

ジでは活性化に伴 うICAM-1発 現 の充進 とほぼ時 を同

Fig. 4 Effects of the addition of TGF-ƒÀ (10ng 

/ml) or anti-TGF-ƒÀ antibody (30ƒÊg/ml) 

upon ICAM-1 expression on MAC-in

 fected macrophages. •›, Without MAC

 infection; •œ MAC (2•~107 CFU/ml) in

 fection alone ;•¢, MAC-infection + TGF-ƒÀ

; A, MAC-infection +anti-TGF-ƒÀ an

 tibody. Each symbol indicates the mean•}

SEM (n=3). The values of the open

 and closed triangles with asterisks were

 significantly different from those of cor

 responding closed circles; *, p< 0.025; 

**, p<0.005 (t-test).
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じ く して 免 疫 抑 制性 サ イ トカ イ ンの一 つ で あ るIL-10が

産 生 され,さ ら にそ れ 以 降 のphaseで はTGF-β の 産

生 が 増 強 され て い く とい う特 異 的 なパ ター ンがみ られ る。

この こ と よ りす る と,こ れ らマ ク ロ フ ァー ジ不 活 化 サ イ

トカイ ンの い ず れ か ま た は そ の両 者 が マ ク ロ フ ァ ー ジ に

autocrineあ る い はparacrineに 働 き,そ のICAM-1

発 現 をdown-regulateし て い る可 能 性 が 高 い もの の よ

うに 思 わ れ る 。

まず,IL-10の 関 わ りにつ い て は,マ ク ロ フ ァー ジ か

らの 産生 パ タ ー ンか らす る に(Table 1),培 養3日 目

以 降 で のICAM―1発 現 のdown―regulationの 成 立 に

何 らか の役 割 を演 じてい る可 能 性 は否 定 で きない ものの,

Fig.3に 示 す よ う に,IL-10や 抗IL-10抗 体 添 加 の 影 響

は 明確 な もの と は言 い 難 く,IL-10の 寄 与 は あ く まで も

部 分 的 な もの に 過 ぎ な い もの の よ う で あ る 。 他 方,

TGF-β の 関 わ りに つ い て は,Table 2に 示 す よ う に

MAC感 染 マ ク ロ フ ァー ジか らのTGF-β 産生 は培 養3

日 目以 降 に な っ て 初 め て 増 強 し て く る が,こ れ は

ICAM-1発 現 のdown-regulationのphaseと よ く一

致 して い る。

他 方,Fig.4に 示 した 成 績 で は,TGF-β の添 加 に よ

るMAC感 染 マ ク ロ フ ァー ジ に お け るICAM-1発 現 の

有 意 な阻 害 が,さ らに 抗TGF-β 抗 体 を 添 加 し た 場 合

で は,培 養 中 期 以 降 にみ られ るICAM-1発 現 のdown-

regulationが 有 意 に軽 減 され る傾 向 が認 め られ てお り,

これ らの 成 績 を勘 案 す る に,TGF-β がMAC感 染 マ ク

ロ フ ァ ー ジ に お け るICAM-1発 現 のdown-regula-

tionの 成 立 ・進 展 に重 要 な 役 割 を演 じ て い る も の と思

わ れ る 。

以 上,MAC感 染 を受 け た マ ク ロ フ ァ ー ジ で は,

TNF-α な どの 活性 化 サ イ トカ イ ン の産 生 にや や 遅 れ て

マ クロ フ ァー ジ不 活 化 サ イ トカ イ ン,特 にTGF-β が

産 生 され,こ れ らがTNF-α やIL-1な どの 活 性 化 サ イ

トカ イ ン の 働 きで 増 強 さ れ たICAM-1の 発 現 を 逆 に

down-regulateし て い く可 能 性 が 考 え られ る 。 言 葉 を

換 え る と,MAC感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジで の 活 性 化 サ イ ト

カ イ ン と抑 制 性 サ イ トカ イ ンのsequentialな 産 生 とい

う現 象 が,培 養1～3日 目 を ピ ー ク と す る 一 過 性 の

ICAM-1発 現 とい う今 回の 成 績 の 根 底 に あ る もの と 思

わ れ る 。現 在,nitricoxideあ る い はprostaglandin

な どの果 たす 役 割 につ い て も検 討 中 で あ るが,こ れ らの

成 績 につ い て は別 の 機 会 に報 告 した い 。

ま と め

MAC菌 体 で 刺 激 され た マ ウス 腹 腔培 養 マ ク ロ フ ァ ー

ジで は,培 養1～3日 目 にICAM-1発 現 の 一 過 性 の 増

強 が 認 め られ た が,TNF-α の 添 加 に よっ て も同様 な増

強がみられた。またMAC刺 激 マクロファージでは培

養1～3日 目にTNFお よびIL-10産 生能の増強が,ま

た培養7日 目以降にはTGF-β 産生能の増強が認めら

れた。MAC刺 激マクロファージの培養系にIL-10を 添

加した場合にはICAM-1発 現 の若干の抑制が,ま た抗

IL-10抗 体 を添加 した場合では3日 目以降でのICAM-1

発現の低下が若干遅延する傾向が認められた。

他方,TGF-β の添加によりMAC感 染マクロファー

ジにおけるICAM-1発 現の有意な阻害が,さ らに抗

TGF-β 抗体の添加 した場合では培養中期以降にみられ

るICAM-1発 現 のdown-regulationが 有 意に軽減 さ

れる傾向が認められてお り,こ れ ら以上の成績より,

MAC刺 激 マクロファージの培養1～3日 でのICAM-

1発 現 の増強にはTNF-α が,ま た3日 目以降での

ICAM-1発 現の低下にはマクロファージ不活化サイ ト

カイン,特 にTGF-β が何らかの形で関与 している可能

性が示唆された。
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