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Growth inhibition of the intracellular mycobacteria such as Mycobacterium tuberculo

sis, M. bovis, M. kansasii, M. avium, M. intracellulare, M. fortuitum, and M. chelonae 

 subsp. abscessus by interferon_ y (IFN y ) or tumor necrosis factor a (TNF a )-treated 

murine peritoneal macrophages elicited by proteose peptone was studied in vitro. Macro

phages were infected with slowly growing mycobacteria and the extracellular mycobacteria 

were washed out. Then, macrophages were treated with IFN y or TNF a at a concentra

tion of 10 to 1000 U/ml for 2 days. In another experiment, macrophages were pretreated. 

with these cytokines for 1 day then infected with rapidly growing mycobacteria as be 

fore. Macrophages were cultured with or without IFN y or TNF a for additional day. 

Mycobacterial growth was assessed by determination of colony-forming units on 7H11 

agar plates after destruction of the macrophages. Stimulation of macrophages with IFN y 

reduced the growth of mycobacteria. However, except for M. tuberculosis and M. bovis, 

growth was not inhibited by macrophages treated with TNF a. IFN y seems to be an 

important cytokine for the activation of mycobactericidal mechanisms in murine macro

phages. Stimulation with IFN-ƒÁ or TNF-ƒ¿ and subsequent phagocytosis of M. tuberculosis
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or M. intracellulare increased O2-production, which was assayed by the method of cytochro

me C reduction by murine peritoneal macrophages. Phorbol myristate acetate-triggered

 O2- production was also elevated by the cytokine pretreatment of the macrophages, sug

gesting that mycobacterial growth inhibition did not parallel the production of reactive 

oxygen intermediates in TNF a activated murine peritoneal macrophages. These data sug

gest that bactericidal mechanisms of murine macrophages against nontuberculous 

mycobacteria may not depend on reactive oxygen intermediates.

Key words: IFN-ƒÁ TNF-ƒ¿, Murine macro

phages, Slowly growing mycobacteria, Rap

idly growing mycobacteria, ROI
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は じ め に

AIDSの 世界的 な蔓延 と ともに結核 あ るい はMyco-

bacterium avium complex(MAC)感 染 症 は重 要

な問題 となってい るが,多 剤耐性結核 や,元 来多 くの抗

菌剤 に対 して感受性 の低 いMACを は じめ とす る多 く

の非定型抗酸菌 による感染症の治療は,か な り困難であ

る。われわれの実験 的 マ ウスMAC感 染 症 につ い ての

検討で は,ベ ンゾキサジ ノリファマイシン誘導体KRM-

1648や ク ラ リス ロマ イ シ ンな どの 比較 的 優 れ たin

 vitro抗 菌活性 を有する薬剤 を用いた場合 で も,期 待 し

たほ どの効果はみ られない こと,さ らに,こ れ らの薬剤

を含む多剤 併用で も,薬 剤投 与に よる一過性 の臓器 内感

染菌数の減少がみ られる ものの,そ の後の菌 の再増殖 は

抑 えられない ことが明 らかになっている1)～5)。

感作T細 胞 あるいは マクロ ファージ(Mφ)が 産生 す

るIFN-γ,TNF-α,GM-CSF,IL-2な どのサイ トカ

イ ン(CK)に より活性化 されたMφ では,抗 酸菌 な ど

の細胞 内寄生菌に対 する抗 菌活性 が増 強 されるこ とが知

られているが,菌 種 ・菌株 あるい はMφ の動 物種 な ど

の違いに よって,必 ず しも一致 した成績 が得 られてお ら

ず,こ れ らCK処 理 に よってMφ の抗菌 活性 は増 強 さ

れた とする報告 のみな らず,逆 に抑制 された とす る もの

もある6)～17)。

今 回の実験 では,IFN-γ あるいはTNF-α で処 理 さ

れたマウス腹腔Mφ の結核菌 やMACな どの非定 型抗

酸菌に対 する抗菌活性 と,こ れ らCKで 処理 されたMφ

のreactive oxygen intermediates(ROI)産 生 能 を

検討 するこ とに よって,こ れ らのCKに よって処 理 さ

れたMφ が抗酸菌 の増殖抑制 ある いは殺 菌 に どの よう

にかかわっているのか,ま た,抗 酸菌 に対 す るMφ の

ROI依 存性殺菌 メカニズムの 関与 は どの程度 で ある の

かを知 るこ とを 目的 としている。得 られた知見 は,難 治

性抗酸菌感染症 の治療 に応用 で きる もの と考 え られる。

方 法

(1)　供試菌

M. tuberculosis H37Rv 株, M. bovis BCG

Yoken株, M. kansasii ATCC12478株, M. avium

N-425株, M. intracellulare N-260株, M. f ortu-

itum ATCC6841株 お よ び M. chelonae subsp.

abscessus ATCC19977株 を供試 した。いずれ の菌株 も

7H9broth中37℃ で3～7日 培 養 した もの を蒸 留 水 で

遠心 洗 浄 し,OD(540nm)=0.4～0.8に な る よ う に蒸 留

水 で調 製 した 。

さ らに,O-2測 定 用 の菌 株(H37Rv,N-260)に つ い

て は,7H11寒 天 培 地 上,5%CO2環 境 下,37℃ で2週

間培 養 した もの を蒸 留 水 で 遠 心 洗 浄 後,OD=14に な る

よ うに蒸 留 水 で調 製 した。 なお,供 試MAC2菌 株 は い

ず れ も平 滑,透 明,不 整 形 の コ ロニ ー形 状 を有 す る強 毒

株 で あ る 。

(2)　 マ ク ロ フ ァー ジ

8～12週 齢 のBALB/c系 雌 マ ウス(日 本SLC,静 岡)

に10%proteose peptoneの2mlを 腹 腔 内 投 与 し,4

日後 に2%FBS-ハ ンク ス氏 液(以 下,HBSS)で 腹 腔

浸 出 細 胞(PEC)を 回 収 した 。 遠 心 洗 浄 後,10mM

HEPES含 有10%FBS-RPMI1640培 地(以 下,RPMI)

に細 胞 を浮 遊(7.5×105/ml)さ せ,そ の1mlを 組 織 培

養 用 ウ エ ル(24well;Cornig Glass Works,NY,

USA)に 加 え,5%CO2下,37℃,3時 間 培 養 した 。

次 いで,2%FBS-HBSSで3回 洗 浄 して 非 付 着 細 胞 を

除去 し,Mφ 単 層 培 養 を得 た 。

O2-測 定 用Mφ の 調 製 で は,上 述 し たPECの10%

FBS-RPMI細 胞 浮 遊 液(1×106/ml)の2.5mlを 組 織

培 養 用 ウエ ル(6wel1;Corning)に 加 え,上 述 し た と

同様 の 方 法 でMφ 単 層 培 養 を得 た 。

(3)　抗 菌 活 性

遅 発 育 抗 酸 菌 の 場 合,10%FBS-RPMIに 浮 遊 させ た
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菌 液(3.7～8.5×106CFU/ml)の1mlをMφ 単 層 培

養 上 に注 ぎ,1時 間 培 養 後,Mφ を2%FBS-HBSSで5

回洗 浄 し,recombinant mouse IFN-γ (Genzyme,

 MA, USA)あ るい はrecombinant human TNF-α

(大 日本 製 薬,大 阪)含 有 各10%FBS-RPMIの1ml

を注 い だ 。2日 間 培 養 後,各wellに1mlの 蒸 留水 を加

え た 後 にHandy sonic(Model UR-20P, Torny

 Seiko Co., LTD, Tokyo)を 用 い て約15秒 間 の 超 音

波 処 理 でMφ を破 壊 させ た 後,菌 数 を7H11寒 天 培 地

上 で 計 測 した 。 また,別 途 ウエ ル 上 のMφ を ギ ム ザ 染

色 し,顕 微 鏡 下 でMφ 数 を計 測 した 。

迅 速 発 育 抗 酸 菌 の 場 合 で は,各 々 の 供 試CKをMφ

単 層培 養 に 加 え,1日 間 の 前 培 養 を行 っ た 。 次 い で,

Mφ を2%FBS-HBSSで3回 洗 浄 し,菌 液(6.5～7.1

×106CFU/ml)を 注 ぎ,1時 間 培 養 後,さ ら にMφ

を2%FBS-HBSSで5回 洗 浄 した 。次 に,供 試CK含

有培 養 液 を加 え12時 間 培 養 した 後,Mφ を2%FBS-

HBSSで3回 洗 浄後,新 た なCK含 有10%FBS-RPMI

を加 え て さ らに12時 間培 養 した 。実 験 終 了 後(感 染1日

後),CK含 有 培 養 液 を 除 去 しMφ を洗 浄 後,各well

に2mlの 蒸 留 水 を加 え た 。 そ して,上 述 と 同 様 な 方 法

で 菌 数並 び にMφ 数 の計 測 を行 っ た 。

(4) O2-測 定

単 層 培 養Mφ にIFN-γ あ る い はTNF-α 含 有10%

FBS-RPMIの2.5mlを 注 ぎ,2日 間 培 養 後 にHBSS

(0.1%glucose含 有,phenol red不 含:pH=7.2)で

3回 洗 浄 し た 。 次 い で,80μM cytochrome C含 有

HBSS(同 上)の2.5mlを 添 加 した 後,OD=14のM.

 tuberculosis ある い は M. intracellulare の 各0.1ml

または2.5μg/mlphorbol myristate acetate(PMA)

の10μlを 添加 し,37℃ で90分 間イ ンキ ュベ ー トした。

Mφ か らのO2-産 生 量 は,回 収 した培 養 上 清 のOD

(550nm)値 の低下 の度合 いを測定す るこ とに よって も

とめた18)。

結 果

(1)　遅発 育抗酸菌 に対す るMφ の抗 菌 活性 に及 ぼす

IFN-γ とTNF-α の作用

Table 1に 結 核 菌 とM.bovisに 対 す るIFN-γ と

TNF-α 処理Mφ の抗 菌活性 を示 した 。い ずれ のCK

処理 によって もこれら両菌株 に対 す るMφ の抗 菌活 性

の増強がみ られたが 、その作用 はIFN-γ の方 がTNF-

αよ りも若干強い傾向 にあ った。

Table 2はM. kansasiiに つい ての成績 を示 した も

ので あるが,IFN-γ 処理 によ り,今 回供試のいずれ の用

量 において もほぼ同程度,即 ちMφ 内感 染菌 の約50%

の増 殖 阻害 が認 め られた 。 しか し,TNF-α 処 理Mφ

で はMφ 内感染菌の増殖抑制 はみ られず,む しろCK

非処理対照Mφ における よ りも,そ の増殖 が助 長 され

る傾向 を認めた。

Table 3に はIFN-γ お よびTNF-α 処 理Mφ の

MACに 対する抗菌活性 を示 した。IFN-γ 処理 に よ り

Table 1 Antimicrobial Activity of IFN-ƒÁ- or TNF-ƒ¿-treated Macrophages against 

Mycobacterium tuberculosis complexa)

a) Macrophages were cultured with M. tuberculosis (8.5•~106CFU/ml) or M . bovis (3.7•~106CFU/ml) suspended in 10% 

FBS-RPMI 1640 medium for 1hr, and the extracellular bacteria were washed out. Then , macrophages were cultured in 

the medium with or without the addition of IFN-ƒÁ or TNF-ƒ¿ for 2 days. Intracellular growth of the organisms was

 measured by counting colony-forming units (CFU) on 7H11 agar plates for the macrophage cell lysates .
b) Growth inhibiton (%)={1-(Ntx/Nto in cytokine-treated macrophages)/(Ntx/Nto in nontreated macrophages)

}•~100. Nto and Ntx are numbers of CFU at 0 time and 2-day, respectively. Values are expresed as mean•}SE (n=3) .

c) Not tested.

d) Significantly different from nontreated macrophages at p<0.05.

e) Significantly different from nontreated macrophages at p<0.01.
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Table 2 Antimicrobial Activity of IFN-ƒÁ-or TNF-ƒ¿-treated 

Macrophages against Mycobacterium kansasiia)

a) Macrophages were infected with M. kansasii (4.8•~106CFU/ml). The other details 

are the same as indicated in Table 1.

Table 3 Antimicrobial Activity of IFN-ƒÁ-or TNF-ƒ¿-treated Macrophages against 

Mycobacterium avium complexa)

a) Macrophages were infected with M. avium (5.4•~106CFU/ml) or M. intracellulare (4.3•~106CFU/ml). The other details 

are the same as indicated in Table 1.

Mφ のM. avium並 び に M. intracellulare のいず れ

の菌株 に対す る抗菌活性 も増強 され る傾向がみられたが,

IFN-γ 濃度 を102U/ml以 上 に増加 させて もMφ の抗

菌活性の さらなる増強 は認め なか った。他方,TNF-α

処理 によって は,Mφ のいずれ のMAC菌 株 に対 す る

抗菌活性 にも増強 はみ られず,む しろTNF-α の用量 に

よってはMφ 内被貧食菌 の増殖 が促 進 され る傾 向 を認

めた。

(2)　迅 速発 育抗 酸 菌 に対 す るMφ の抗菌 活性 に及

ぼすIFN-γ とTNF-α の作用

Table 4はM.fortuitumと M. chelonae subsp.

 abscessusに つ い て の 成 績 を示 した 。M. fortuitumの

場 合,Mφ の供 試 菌 に 対 す る 貧 食 能(0time)は 貧 食

前1日 間のCK処 理 に よ り若 干低 下 す る傾 向 が認 め ら

れたが(阻 害率:7.3～33.4%),Mφ 内被 貧 食菌 に対

す る抗菌活性 その もの はIFN-γ 処理 によって 増強 され

ることが分 かった。これに対 して,TNF-α には その よ

うなMφ 抗菌活性増強能 は全 く認 め られず,か えっ て

Mφ の抗菌活性 が抑制 される傾 向が認 め られた。

M. chelonae subsp. abscessusの 場合 においては,

上述 の場合 と同様 に,IFN-γ 前処理Mφ での供試 菌貧

食能の低 下,並 びに被貧 食菌に対 する抗 菌活性 の亢進が

認め られた ものの,TNF-α での前処理に よってはMφ

の供試菌貧 食能は逆 に増強 される こと,さ らに被貧 食菌

に対す るMφ 抗菌活性はTNF-α 処理 によ ってむ しろ

抑制 され ることが明 らか となった。 なお,こ れ らのCK
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Table 4 Antimicrobial Activity of IFN-ƒÁ-or TNF-ƒ¿-treated Macrophages against 

Mycobacterium fortuitum complexa)

a) Macrophages were pretreated in 10% FBS-RPMI 1640 medium with or without IFN-ƒÁor TNF-ƒ¿ for 24h, and then 

infected with M. fortuitum (6.5•~106CFU/ml) or M. chelonae subsp. abscessus (7.1•~10CFU/ml) in RPMI medium. 

After 1h incubation, the extracellular bacteria were washed out. Macrophages were then cultured in the medium with 

or without IFN-ƒÁ or TNF-ƒ¿ for additional 24h. Intracellular growth of the organisms was measured by counting 

colony-forming units (CFU) on 7H11 agar plates for the macrophage cell lysates.

b) Growth inhibiton (%)={1-(Ntx/Nto in cytokine-treated macrophages)/(Ntx/Nto in nontreated macrophages)}•~

100. Nto and Ntx are numbers of CFU at 0 time and 1-day, respectively. Values are expresed as mean•}SE (n=3).

c) Significantly different from nontreated macrophages at p<0.05.

d) Significantly different from nontreated macrophages at p<0.01.

Table 5 Effect of Cytokine Pretreatment on the Mycobacteria or PMA-

triggered Respiratory Burst of Macrophages

a) Mouse peritoneal macrophages were cultured in 10% FBS-RPMI 1640 medium on 6-well culture dishes in the 

presence or absence of IFN-ƒÁ or TNF-ƒ¿. After 2-day cultivation, macrophages were rinsed with phenol 
red-free HBSS (pH7.2) containing 0.1% glucose, and overlaid with 2.5ml of HBSS containing 80ƒÊM of 

cytochrome C.A 10ƒÊl portion of phorbol myristate acetate (PMA) (2.5ƒÊg/ml) or a 100ƒÊl portion of 

mycobacterial suspension (OD540nm=14) was then added to the medium. After 90-min incubation, the me

dium was removed, and the extent of reduction of cytochrome C was spectorophotometrically measured 

from the OD values at 550nm. Values are expressed as mean•}SE (n=3).

b) Significantly different from nontreated macrophages at p<0.01.
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で24時 間前培養 した後の菌貧食時にお ける培養well上

の付着Mφ 細胞数 は,対 照 群(CK不 含 培 地 中での前

培養後 のMφ)の それ との問 に有意差 を認 めなか った 。

(3) Mφ のO2-産 生能 に及 ぼすIFN-γ お よびTNF-

αの効果

IFN-γ およびTNF-α 処理Mφ のPMAあ るい は結

核 菌,M. intracellulare菌 体刺激 によるO2-産 生 能 は

Table 5に 示 した とお りである。IFN-γ とTNF-α の

いずれのCKと も,Mφ のPMA刺 激O2-産 生能 を強

く増 強 させ たが,そ の効 果 は10U/mlの 用 量 で既 に

plateauに 達 し,そ の増加 は さほ ど用量 に依存 した もの

で はない ことが分か った(Table 5-A)。 また,結 核

菌 あ るい はM. intracellulareな どの菌体 刺激 に よる

Mφ のO2-産 生 もまた,こ れ らのCKに よる前 処理 に

よって有意 に増強 され ることが分かった(Table 5-B)。

なお,Mφ をPMAあ るいは菌体 で刺 激 しない場合 の

O2-産 生 は認め られなかった。

考 察

一 般 にIFN -γ 処 理 で 活 性 化 さ れ たMφ で は,

Listeria, LeishmaniaやTrypanosomaな ど多 くの

細胞内寄生菌(寄 生体)に 対 する殺 菌(殺 細胞)活 性が

増強す ることが知 られている19)～25)。ところが,抗 酸菌

に対す る抗菌活性 については,特 にマ ウスMφ の場合

ではIFN-γ 処理 によって結核菌,M. bovis,MACな

どに対 して そ の亢 進 が み られ る とす る も の が 多 い

が6)7)11)12)14)16),M. lepraemariamに 対 す る抗 菌活 性

はかえって低下す るこ とが報 告 され てい る26)。今 回の

われわれの検討 では,IFN-γ には供 試7抗 酸 菌 に対 す

るMφ の抗菌活性の有意 な増 強能 が認 め られた こ とか

ら,IFN-γ は結核 菌やMACの みな らず 多 くの非 定型

抗酸菌 に対す るマ ウスMφ の抗 菌 活性 の増 強 に深 くか

か わってい るもの と考 えられる。Dingら27)は 諸 種CK

のH2O2並 びにNO2-産 生 を指標 としてのMφ の抗菌

活性 の増強作用 につい て検討 し,供 試12種 のCKの う

ちではIFN-γ のみ にその ような増強作用が あ る こと を

見いだ しているが,こ のことか らもIFN-γ がMφ の抗

菌活性 の増 強に最 も重要 なCKで あ る こ とが首 肯 され

る。TNF-α について は,LeishmaniaやTrypanoso

maな どの原虫 さらに は結 核菌 やMACな どの抗 酸菌

に対するMφ 殺菌(殺 細胞)能 の増 強効 果が 報告 され

てい る17)23)2 4 ) 2 8 ) 2 9 )。

今回のわれわれの検討では,結 核 菌群 を供試 した場合

で は,IFN-γ お よびTNF-α のいず れのCKで 処 理 さ

れ たマ ウスMφ で も,そ の抗菌活性 の亢進 が認 め られ

るこ とが分か った。 しか しなが ら,MACな どの非定 型

抗酸菌 の場合 には,IFN-γ にはMφ の抗菌活性 の有 意

な増強作用がみ られたの に対 して,TNF-α に はそ う し

た作用 は認め られず,む しろ抗菌活性 の減弱を来すよ う

な場合 もあることが分か った。 したがって,TNF-α は

結核菌群 に対す るMφ の抗菌活性 を増強 させる ものの,

非定型抗酸菌 に対す るMφ の抗菌 活性 は増 強 し得 ない

ように思われる。

ところで,Table 5に 示す ように,IFN-γ のみ な ら

ずTNF-α 処理において もMφ のO2-産 生能 は著 し く

増強 され ることが分かった。 このこ とは,TNF-α に よ

るMφ のROI産 生能の増強は,非 定型抗酸菌 に対 す る

Mφ の抗菌活性の発現 とは連 動 してい ない こ とを示す

もの と思 われ る。 因み にRookら6)は,IFN-γ 処 理 マ

ウス腹腔Mφ で は結核菌 に対す る抗菌 活性 が増 強 され

るが,ヒ ト単球 由来Mφ を同様 にIFN-γ で処理 した場

合 ではその ような効果がみ られ ない ことを見いだ してい

る。 この場合,い ずれのMφ で もIFN-γ 処理 によ りそ

のPMA誘 導ROI産 生 能の亢進が認 められ てい る。 ま

た,Fleschら7)はIFN-γ 処理 を行 ったマ ウス骨髄 由来

Mφ の結核 菌 群 に対す る抗 菌 活 性 につ い て検 討 し,

結核菌H37Rv株 とM. bovis BCG株 ではMφ に よる

増殖抑制がみ られ るの に対 して,結 核 菌Middelburg

株で はIFN-γ 処理 によりむ しろMφ 内増殖 が助 長され

る傾 向が認 められ ること,ま た,IFN-γ で処理 したMφ

のBCG菌 刺激ROI産 生能 とIFN-γ 非処理Mφ の そ

れ との間にはほ とん ど差 がみ られ ない こ とか ら,少 な

くともマ ウス骨髄由来Mφ の結核 菌群 に対 す る抗菌 活

性 の発現には,ROIが 直接 関与 す る ような メカニ ズム

はあ まり有効ではない と報告 してい る。 さらに,IFN-

γ活性化マ ウス 由来J774.16Mφ 細 胞株 あ るい はマ ウ

ス腹腔Mφ の結核 菌やMACに 対 す る抗 菌活 性 につ い

ての検討 において も,ROIの 殺 菌 メ カニズ ムの発 現へ

の関与 について は否定的な成績11)12)が得 られている。さ

らにわれ われ は,無 細胞 系 での 検 討 に よ り抗 酸 菌 は

ROIの 単 独 作 用 に対 して は抵 抗 性 が 強 く,例 え ば

Xanthin oxidase-acetaldehyde系 で産生されるO2-,

・OHを 中心 とす るROIで はほ とん どが殺 菌 され ない

が,Fe2+-EDTAを 触 媒 とす るH2O2依 存 ハ ロゲ ン化

反応系にはいずれ も強い感受性 を示 し,速 やか に殺菌 さ

れ ることを見いだ している30)31)。したが っ て,Mφ の

抗酸菌,特 に非定型抗酸菌に対す る抗菌活性 の発現 にお

いて は,ROI分 子単独では殺 菌性 エ フェ ク ター として

は重要 な役割 をは演 じ得ない もの と思われる。 しか しな

が ら,今 回の実験で は,結 核菌はROI産 生 能が 高 まっ

ているTNF-α 処理Mφ によってそ の増殖 が抑 制 され

てお り,マ クロファージの結核菌 に対する抗菌活性 の発

現 においては,ROIは ある程 度重 要 な役割 を果 た して

いる もの と思 われる。現在,抗 酸 菌 に対 す るMφ の殺
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菌機構 にかか わる他のエ フェクター分 子について検討 を

進めてい るところである。

ま と め

結核菌群 に対 しては,IFN-γ お よびTNF-α のい ず

れのCKで 処理 されたマ ウスMφ で もその抗 菌活 性 の

増強が認め られたが,MACな どの非定型抗酸菌 に対 し

ては,IFN-γ にはMφ の抗菌活性の増強作用 が み られ

たのに対 して,TNF-α にはそ うした作 用は認め られ な

か った。 しか しなが ら,IFN-γ のみ な らずTNF-α の

いずれのCK処 理 において もMφ のO2-産 生 能 は著 し

く増強 され る こ とが分 か った。 したがって,Mφ の非

定型抗酸菌 に対す るROI依 存性殺菌 メ カニズ ムの関与

は否定的であ ることが示唆 された。
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