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Interferon-7 (IFN-ƒÁ) and interleukin-10 (IL-10)-producing ability of peripheral blood 

plastic-dish adherent cells and non-adherent cells obtained from patients with active pul-

monary tuberculosis (N=17) and healthy controls (N=14 ) upon stimulation with puri-

fied protein derivatives (PPD) were assessed. Adherent cells and non-adherent cells were 

obtained two times from each patient with active pulmonary tuberculosis without any 

underlying diseases, on admission before the initiation of administrering anti-tuberculous 

drugs and 2 months later from the negative conversion of Mycobacterium tuberculosis in 

sputum culture. ELISA was performed to measure IFN-ƒÁ and IL-10 levels in culture 

media of adherent cells and non-adherent cells stimulated with PPD.

IFN-ƒÁ levels produced by non-adherent cells on admission were significantly higher 

than that of healthy controls ( p<0.001) . Elevated IFN-ƒÁlevels on admission was re-

duced after treatment for tuberculosis ( p<0.03) , but still remained higher than that in 

healthy controls. IL-10 levels of non-adherent cells of patients were lower than those of

* From the Second Department of Internal Medicine, Nara Medical University, 840 Shijo-cho, 
Kashihara-shi, Nara 634 Japan.
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healthy controls, although the defference was not significant. IL-10 levels produced by 
non-adherent cells on admission correlated with the time needed for negative conversion 

of bacilli in sputum culture (p<0.05). IL-10 level produced by adherent cells from nutri-

tionally normal patients were significantly higher than that of healthy controls (p<0.05), 

and elevated IL-10 level was significantly reduced after therapy (p<0.05).
In the normonourished patients, the time needed for negative conversion of the bacilli 

in sputum culture of patients kept higher level of IL-10 of non-adherent cells (N=5) was 

significantly longer than that of patients reduced IL-10 level after therapy. 

 These results suggest that IL-10 produced by monocytes may diminish the TH1 re-

sponses of patients with pulmonary tuberculosis.

Key words: Pulrnonary tuberculosis, Inter-

leukin-10 (IL-10), Interferon-γ(IFN-γ)
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緒 言

肺結核患者では細胞性免疫能や液性免疫能異常など1)
～9)が見 られることがあり

,宿 主の免疫状態と結核症の

発症やその経過との関連が注 目されている。

近年,マ ウスにサイ トカイン産生様式の異なるTh1

細胞 とTh2細 胞 とが存在 し,両 者の相互作用によって

免疫状態が決定されているとするTh-1/Th-2仮 説 が提

唱され10),ヒ トの免疫系でも同様の概念が受け入れら

れつつある。

ヒトの肺結核で,末 梢血リンパ球と単球のそれぞれに

ついて,治 療経過を通 してサイトカイン産生様式へ言及

した報告は少ない。また当科では,以 前より肺結核の発

症 ・増悪 と栄養障害の密接な関連性 を報告 して きた

3)11)～13)℃今 回著者 らは治療経過を通 してリンパ球やマ

クロファージのサイ トカイン産生様式を検討 し,肺 結核

患者の免疫状態 ・栄養状態 と臨床経過 との関係を検討 し

たので報告する｡

対 象

1994年3月 から95年3月 の問に当科 と関連施設 とに入

院し,全 身的基礎疾患を有 しない排菌未治療患者で薬剤

耐性を示 さない者17例(男10例,女7例,年 齢59.5±19.3

歳)を 患者群とし,ま たツベルクリン反応(以 下,ツ 反)

陽性の健常成人14例(男9例,女5例,年 齢32.9±9.6

歳)を 対照群 とした。

方 法

1)末 梢血の採取時期

患者末梢血を治療開始前 とその後,培 養で排菌陰性化

を確認した時点より2カ 月後の2回 に分けヘパ リン加採

血を行った。

2)単 核球非付着分画の採取

ヘパリン加採血した静脈血は,同 量のリン酸緩衝生理

食塩水(PBs,pH7.4)を 加 えられ混和後,Ficoll-

Hypaque比 重遠心法(400g,30分 間)で 単核球(pe-

ripheral blood mononuclear cell,以 下,PBMC)

分画 を採取 し,PBSで3回 洗浄後,10%fetal calf

 serum(以 下,FCS)(GIBCO社,Grand Island,

N.Y.;USA.)を 加 えたRPMI1640培 養 液(GIBCO

社,Grand Island,N.Y.;USA.)に 浮遊 させ,FCS

で コーティングしたプラスチ ックペ トリデ ィッシュ

(CORNING社25020,N.Y.;USA.)に 注 ぎ,37℃,

5%CO2下 で1時 間静置培養した℃その後,非 付着細胞

を回収 しPBSで3回 洗浄,10%FCS加RPMI1640培

養液で107/mZに 調整し非付着細胞分画とした。なお,

この操作で得 られた非付着細胞分画はFITC標 識抗

CD14抗 体 による蛍光抗体染色法で,平 均3-5%の 単

球が含まれることを確認した。

3)単 核球付着分画の回収

単球が付着 したプラスチックディッシュを37℃ に加温

したRPMI1460で3回 洗浄 し,残 存非付着細胞を除去

後,0.2%EDTA加PBSを 加 え,4℃ で15分 間静置し付

着細胞をディッシュより分離させ,さ らに残存付着細胞

をセルスクレーパー(住 友ベークライト,MS-93170,

東京)で 剥離 し回収,PBSで3回 洗浄,10%FCS加

RPMI1640培 養液で5.0×105/mlに 調整し付着細胞分

画 とした。付着細胞の90%以 上 はFITC標 識抗CD14

抗体 による蛍光抗体染色陽性であった。

4)培 養上清の回収

107/mlに 調整 した非付着細胞 と,5.0×105/mlに 調

整 した付着細胞 とを,そ れぞれ100μlず つ96穴平底プレー

ト(IWAKI社3860-096)の 各 ウェルに分注 し,最 終

濃度10μg/mlと な るように調整 したpurified pro-
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tein derivative(以 下,PPD｡M.tuberculosis由 来,

日本BCG社,東 京)ま た対照には同量のPBSを 各ウェ

ルに添加 した。Tsuyuguchiら14)の 方 法により37℃,

5%CO2下 で24時 間培養後,上 清を回収 し,測 定まで

一80。 で保存 した。

5)IFN-γ とIL-10産 生能との測定

上清中のIFN-γ,IL-10濃 度 をELISA法 で測定 し,

PPDに 対するIFN-γ,IL-10産 生能とした。IFN-γ

の測定は,MEDGENIX社(Fledurus,Belgium.),

IL-10の 測定はBiosourse社(California,USA.)製

のELISAキ ッ トを使用 した。各キットの測定限界は,

それぞれ0,1U/ml,5pg/mlで あった。

6)各 種臨床所見との比較

患者群の非付着細胞IFN-γ,IL-10産 生 能,お よび

付着細胞IL-10産 生 能と,患 者群の年齢(歳),%標 準

体重(以 下%IBW),白 血球(/μl),リ ンパ球(/μl),

単球(/μl)な どの末梢血検査,血 清総蛋 白(g/dl),

血清 アルブミン(g/dl),血 清 コリンエステラーゼ(IU

/l)な どの生化学的検査,CRP(mg/ml)な どの血清

学的検査,お よびPPDに よる遅延型皮膚反応発赤の長

径(mm),PHA,ConAに よるリンパ球幼若化反応,

2,4-dinitrochlorbenzene(DNCB)に よる遅延型皮

膚反応の陽性率などの細胞性免疫能の指標,喀 痰中の結

核菌の排菌量,排 菌期間,胸 部X線 所見などの臨床所

見との関連について検討した。

7)栄 養状態との比較

患者群を血清アルブミン値3.5g/dl以 上の栄養正常患

者群(10例)と,3.5g/dl未 満 の栄養不良患者群(7例)

とに分け,各 群の非付着細胞のIFN-γ,IL-10産 生能

および付着細胞のIL-10産 生 能を比較 した。

8)本 研究の統計学的検討にはStudentのt検 定 を用

い,危 険率両側5%を 有意 とし,測 定値は平均±標準偏

差で示 した。

結 果

1)非 付着細胞のIFN-γ 産生能

治療前,患 者群非付着細胞IFN-γ 産生能は647.3±

862.41U/mlで 対照群IFN-γ 産生能(45.2±49.41U/ml)

に比べ著明に充進 していた(p<0.03)。 排菌陰性化後の

IFN-γ 産生能は185.1±200.71U/mlで,治 療前 より有

意に減少 していたが(p<0.05),対 照群よりは有意に高

値であった(p<0.05,Fig.1)。

2)非 付着細胞のIL-10産 生能

治療前,患 者群非付着細胞のIL-10産 生能は894.6±

546.1pg/mlで,対 照群のIL-10産 生能(1261.9±838.4

pg/ml)と の間に有意差はなかった。排菌陰性化後の

IL-10産 生能は741.2±362.3pg/mlで,治 療前と比較 し

て明らかな変化は認めなかった。

3)付 着細胞のIFN-γ 産生能

患者群,対 照群 とも全例で付 着細胞培養上清 中の

IFN-γ 濃度は使用 したELISAキ ッ トの測定限界未満

であった。

4)付 着細胞のIL-10産 生 能

治療前の患者群付着細胞のIL-10産 生 能は129.4±

Fig.1 IFN-y concentrations of non-adherent cells upon stimulation with PPD of patients

(before and after anti-tuberculous therapy) and of healthy controls.
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Fig.2 The correlation between the concen-

 trations of IL-10 produced by non-

 adherent cells and duration of posi-

 tive culture of M.tuberculosis.

161.1pg/mlで 対照群のIL-10産 生 能(62.1±74.3pg/

ml)と 有意差はなかった｡排 菌陰性化後のIL-10産 生

能は99.7±181.1pg/mlで,治 療前と明らかな変化は認

めなかった。

5)各 種臨床所見との比較

患者非付着細胞のIL-10産 生能と排菌期間との間には

有意な負の相関が見られたが(Fig.2,p<0.05),他 の

所見 との間には有意な相関は認めなかった。

6)栄 養状態との関連性

非付着細胞 のIFN-γ 産 生能 は栄養正常患者群で

Fig.3 Comparison of the IL-10 concentra-
tions of adherent cells between normo-
nourished patients (Alb.>3.5, N=10) 
and healthy controls (N=14).

882.8±423.91U/ml,栄 養 不 良患 者 群 で911.4±724.71U

/ml,IL-10産 生 能 は 栄 養 正 常 患 者 群 で508.8±471.0pg

/mZ,栄 養 不 良 患 者 群 で845.3±1254.1pg/mlで あ っ た 。

付 着 細 胞 のIL-10産 生 能 は 栄 養 正 常 患 者 群 で174.8±

64.5pg/ml,栄 養 不 良 患 者 群 で64.5±56.7pg/mlで あっ

た 。 両 群 間で 有 意 なサ イ トカ イ ン産 生 能 の 差 は認 め られ

なか った が,付 着 細 胞 のIL-10産 生 能 は栄 養 正 常 患 者 群

で や や 高 い 傾 向 が あ っ た。

Fig.4 Cytokine concentrations of non-adherent cells and adherent cells during 
the course of therapy in normonourished patients (N=10).
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Fig.5 Comparison of duration until nega-

tive conversion of culture study of 
 M. tuberculosis between normonour-

ished patients with continuously high 

 levels of IL-10 released by non-adher-

ent cells and those with reduced IL-10 

levels during therapy.

7)栄 養正常患者群 と対照群 とのサイ トカイン産生能の

比較

先述のように栄養状態によってサイ トカイン産生能に

差がみられる傾向があったため,栄 養状態をマッチして

栄養正常患者群 と対照群 とのサイ トカイン産生能を比較

した。

非付着細胞のIFN-γ 産生能は患者群 と対照群 との比

較と同様,栄 養正常患者群で508.8±471.0IU/mlで 対照

群より有意に高値であった(p<0.001)。IL-10産 生能

は非付着細胞では両群間に有意差はみられなかったが,

付着細胞では栄養正常患者群で174.8±196.0pg/mlと,

対照群のIL-10産 生能(62.1±74.3pg/ml)よ り有意に

高値で(p<0.05,Fig.3),治 療後には有意な減弱がみ

られた(p<0.05)°

8)栄 養正常患者個々の治療前後でのサイトカイン変動

様式

非付着細胞IFN-γ 産生能は患者群の場合 と同様,2

例は治療前後でほぼ不変であったが,8例 では治療後 に

減弱がみられた。

非付着細胞のIL-10産 生能は治療後減弱5例,増 強 ま

たは不変5例 で一定の傾向はみられなかった。付着細胞

では,治 療後減弱8例,増 加,ま たは不変2例 であった

(Fig.4)｡

　 非付着細胞のIL-10産 生能変動様式の違いと臨床所見

との関係を検討したところ,治 療前後ともIL-10高 値 が

持続 していた群では,治 療後にIL-10産 生 が減弱した群

より,排 菌期間は60.0±38.7日 と有意に長 く(Fig.5),

喀痰 中の排菌量 も多い傾向がみられた。

考 察

結核症は結核菌を起炎菌とする感染症であるが,結 核

免疫の主役はTリ ンパ球を中心 とした細胞性免疫機構

である15)。結核患者ではツ反陰性化1),特 異 的抗原に

対するリンパ球幼若化反応減弱1),リ ンパ球サブセッ

トの変化4)～6),サ イ トカイン産生の変化7),マ クロファー

ジの抗酸菌殺菌能低下8)な どの細胞性免疫能に関連 した

異常がみられることがあ り,こ れらが肺結核症の発症や

臨床経過の多様性に関与する可能性が考えられている。

IFN-γ は活性化Tリ ンパ球やNK細 胞,ま たは活性

化マクロファージから産生されるサイトカインで,マ ク

ロファージ16)やTリ ンパ球の活性化17)作 用 をもつ。

IFN-γ 遺伝子ノックアウトマウスによる検討18)19)では

ノックアウトマウスの抗酸菌感染に対する抵抗性の低下

とIFN-γ 投 与による抵抗性の獲得が観察され,抗 酸菌

感染におけるIFN-γ の重要性が認識されているが,ヒ

トマクロファージの結核菌殺菌作用へのIFN-γ の効果

は未だに明確ではない20)。

近年,マ ウスにおいてTH1/TH2仮 説が提唱 され10)

その概念は,ヒ トの免疫系でも受け入れられつつある。

IL-10はTH1/TH2仮 説に基づいて発見されたサイ トカ

インで21)22),ヒ トではTHO/TH2細 胞,活 性化T細 胞,

単球/マ クロファージ,活 性化B細 胞,メ ラニン細胞な

ど多種の細胞によって産生され,そ の生物活性はT細

胞に対 してはGM-CSF,IFN-γ 産生抑制,TH0,TH1

の増殖抑制,単 球/マ クロファージに対 してはIL-1,

IL-6,TNFα な どの産生抑制,MHCク ラスn抗 原発

現抑制,活 性酸素および酸化窒素産生抑制など23)が あ

るが,ヒ ト結核症での意義は十分解明されていない℃

Yamamuraら24)は 癩の生検材料中の各種のサイ ト

カインのmRNAの 発現 を検討 し,類 結核癩ではIFN

-γ,IL-2な どが,ま た癩腫癩ではIL-4,IL-5,IL-10

などのサイトカインが発現 してお り,癩 ではTH1あ る

いはTH2い ずれかの優位性が病型を決定す る可能性 を

示 している｡

結核症も癩と同じく細胞性免疫が病体形成の重要な要

素である。当科では結核患者では%IBW,血 清 コリン

エステラーゼ値,血 清アルブミン値 と排菌持続期間との

関係11)12),栄 養 障害とDNCB反 応 の関係11)13)な ど栄

養障害と免疫スペク トルとの関連を指摘 し,結 核患者の

重症度とNK細 胞活性 ・DNCB反 応 によって規定 され

る免疫スペク トルとの関連性3)も 報告 してお り,結 核

症でも免疫スペク トルの存在が十分推測 される。同様の

全身状態で同一の化学療法を行っても,排 菌が遷延する
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症例はしばしば経験され20),菌 側 要因以外 に結核の発

症,治 癒過程に影響を与えうる何らかの免疫スペク トル

に裏打ちされた宿主要因が存在すると考えられる。

近年TH1/TH2仮 説 に基づいて,患 者 と健常者 との

PBMCの 結核関連抗原刺激によるサイ トカイン産生能

の観察から宿主要因のスペク トルを検討する試みが散見

される｡Sanchezら25)はPPD刺 激 による結核患者

PBMCの サイ トカイン産生を検討 し,患 者IFN-γ 産

生能は健常者より低値で,ま たIL-4産 生 は健常者では

PPD刺 激 により低下するが,患 者では不変であった と

報告 している｡ま た,Zhangら26)は 加熱死菌刺激によ

る結核患者PBMCの サ イトカイン産生を検討し,健 常

者よりも結核患者では病初期のIFN-γ 産生の低下,治

癒後の増大を報告 し,結 核患者,特 に病初期ではTH1

細胞 の反応は減弱 しており,こ のことが結核発症に関与

する可能性を指摘 している。一方,Tahaら27)は 気 管

支肺胞洗浄細胞に発現 しているサイ トカインmRNAを

in situ hybridization法 で結核病巣局所でのサイ トカ

イン産生細胞の局在 を検討 し,気 管支肺胞洗浄液中細胞

にはIFN-γ を発現した細胞が多くみられ,活 動性肺結

核病巣局所ではTH1様 の反応が生じている可能性 を指

摘してお り,結 核患者でのTH1/TH2様 反応の優位性

については必ずしも一定の成績は得られていない。

本検討では患者の治療前の非付着細胞分画のIFN-γ

産生能は健常者に比べ著明に充進 し,治 療後には優位に

減弱 していた。非付着細胞分画はPBMCか ら単球/マ

クロファージに富む付着細胞を可及的に除去したもので

ある｡付 着細胞中には免疫抑制性マクロファージが存在

することが知 られてお り28),非 付 着細胞分画中では,

PBMC中 よりマクロファージのリンパ球系への抑制が

少ないと考えられ,本 検討のin vitroの 結果か らは病

初期の末梢血中リンパ球のTH1様 反応が充進 している

ように見えるが患者のin vivoで は単球/マ クロファー

ジによって抑制的な修飾を受けている可能性 も否定でき

ない。

ヒトの結核症でのIL-10の 意義はまだ不明な点が多い

が,そ の生物活性からIL-10の 大量の分泌は結核免疫で

宿主に不利となる可能性が推測される｡多 剤耐性結核,

AIDSで は結核免疫でのIL-10の 役割が検討されており,

Fujiwaraら29)は 多剤耐性結核症(以 下,MDRTB)

患者 と薬剤感受性結核(以 下,DRTB)患 者 のPBMC

を結核菌で刺激,培 養上清 中IL-10産 生 を検討 し,

MDRTB患 者のPBMCで はIL-10産 生がDRTB患 者

より充進していること,健 常者のPBMCに よ るIL-10

産生は多剤耐性結核菌菌体刺激による場合がより著 しい

こと,抗IL-10抗 体の添加で減弱した結核菌刺激 リンパ

球幼若化が増強することを報告している。

またZhangら30)はHIV抗 体 陽性患者のPBMCを

結核菌で刺激し,HIV抗 体 陰性患者に比べHIV陽 性患

者ではIFN-γ 産生能,結 核菌刺激によるリンパ球幼若

化反応が著明に減少しており,減 弱していたリンパ球幼

若化反応が抗IL-10抗 体 の添加で著明に回復するが抗

IL-4抗 体では回復はみ られないことを観察 してお り,

これらの報告はIL-10が 結核症難治化に関与している可

能性を示唆 していると考えられる。

一方
,本 検討では,対 照群に比べて栄養状態正常な肺

結核患者末梢血付着分画のIL-10分 泌充進と排菌陰性化

後減弱が認められた｡分 泌されたIL-10は 病初期の肺結

核患者リンパ球のTH1様 反応を抑制 している可能性が

考えられ,基 礎疾患をもたず,栄 養状態 も良好な患者で

もIL-10分 泌の充進が肺結核発症進展 と何 らかの関連性

をもつ可能性が考えられる。また非付着分画IL-10産 生

能高値が持続していた栄養正常患者では排菌期間が有意

に長 く,IL-10に よるTH1様 反応抑制の持続が肺結核

の遷延に関与 している可能性が考えられ,こ のように

IL-10は 肺結核の発症と臨床経過に何らかの影響 を持つ

可能性が示唆された｡

以上より活動性肺結核患者 においてTH1/TH2様 サ

イ トカインバランスと疾患の関連性を示唆することがで

きた。

なお本論文の要 旨の一部 は第71回 日本結核病学会

(1996年3月,東 京),1996年 度 アメリカ胸部疾患学会

(1996年5月,ニ ューオリンズ)に て発表 した｡
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