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Protection of hosts against tuberculosis depends on expression of cellular immunity . To 

express cellular immunity, interleukin-12 (IL-12) has been shown to play an important 

role. Although Mycobacterium tuberculosis is known to induce IL-12 from macrophages

 (Mq5s), the mechanism for the induction is still unclear. 

 To understand the mechanisms of IL-12 induction from Mcbs by M . tuberculosis, the IL-1

2—inducing ability of substances derived from M. tuberculosis was investigated in vitro . 

Production of IL-12 in culture medium of Mg5s was measured by ELISA system using spe-

cific antibodies. Live M. tuberculosis H37Rv induced slightly higher IL-12 production than 

live M. tuberculosis H37Ra upon stimulation of human or mouse alveolar macrophages

 (hAMOs or mAMcbs) . Heat—killed M. tuberculosis failed to induce IL-12 production of al-

veolar macrophages (AMƒÓ). The responses of hAMcbs and mAMcbs to M . tuberculosis 

were remarkably different. mAM cb s produced five times larger amount of IL-12
, com-

pared with that from hAM 95 s. Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) ob-

tained by the density gradient centrifugation were also used for induction of IL-12
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production. Although production levels of IL-12 from PBMC stimulated with M. tubercu-

losis were below the detectable level, addition of interferon- y (IFN- ƒÁ ) or neutralizing 

antibody against IL-10 augmented the production of IL-12 from PBMC, suggesting that 

IFN- y and IL-10 regulate the production of IL-12 from M 0 positively and negatively, 

respectively. 

To characterize the physicochemical properties of IL-12-inducing molecules, M. tubercu-

losis H37Rv was disrupted by pressing with 1,000 bar and centrifuged and separated into 

cytosol and cell wall fraction. The culture filtrate was also examined on IL-12-inducing 

activity. Among the three subjects examined, cytosol was found to induce the highest 

production of IL-12 from mAMcbs 1 day after the stimulation. Addition of IFN- y to the 

cytosol fraction markedly increased the production of IL-12 from mAM 0 s. The molecu-

lar weight of IL-12-inducing substance was shown to be more than 30kDa by fractionat-

ing with molecular filters. Treatment of 30kDa-fraction with IL-12-inducing activity by 

proteinase K completely abolished the activity. Furthermore, approximately 90% of IL-12

-inducing activity of 30kDa-fraction was lost by proteinase K treatment even in the pres-

ence of IFN-ƒÁ. These results indicate that the major component of IL-12-inducing activ-

ity is a protein. The identification of this IL-12-inducing active substance may provide 

a new therapeutic tool for tuberculosis.
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は じ め に

先進諸国 におけ る結核 症は,抗 結核 薬の開発 に伴 い劇

的 な減少 を示 して きたが,全 世界では年間290万 か ら300

万人が結核症で死亡 し,そ の多 くは発展途上国に集中 し

てい る1)。

しか し近年,わ が 国で も多剤耐性結核菌の出現 による

再燃 や再発,ま た単発的 に報告 され る集団感染や若年齢

層 での初感染患者 の増加等 によ り,結 核の減少 に鈍化が

示 されている2)3)。 また,米 国ではHIV感 染 に伴 う合

併症 として結核患者 の増加がみられ重要な社会問題となっ

ている4)。

一般的に感染 症の防御 にはワクチ ン接種が有効 である

が,成 人結核 に対する決定的なワクチ ンは今 の ところ報

告 されてい ない。 このため欧米諸国は結核 に対 するワク

チ ンの開発 に主力 を注 ぎ,特 に米国 においては,米 国内

の細菌学者 と免疫学者の総力 を結集 した新たな展開が始

め られている5)～7)。 わが国では,結 核 ワクチ ン として,

BCGを 長期 間使用 して きたが,そ の有効性 は幼 児期 接

種で15年 程 と考 えられてい る。 しか し成人でのBCG効

果 に関 しては議論の余 地が残 されて お り8),有 効 な結

核 ワクチ ンの開発 は米国 同様 に重要 な課題であ る。

結核 に対す るワクチ ン効果の 中心的役割 として,個 体

の細胞 性免 疫 を特異 的 に増強 す る こ とが 考 え られ て

い る9)～11)。幾つかの報告 に示 される ように結核 菌 は,

生体 に感染 した後 マ ク ロフ ァージ(Macrophage:以

下Mφ と略す)に貧 食 され,結核菌 を貧食 したMφ は分

子量7万 のヘテロ ダイマー として機 能するIL-12を 産生

してナ イーブT細 胞 をTh1細 胞 に分化 させ るl2)～16)。

このTh1細 胞はIFN― γを産生 し,レ ジ デ ン トMφ は

活性化 され,結 核菌 に対す る殺菌能 を発現する。事 実,

マウス の結核菌感染モデル実験で は,IL―12を 投 与 した

マウスの生存 日数が延 びることが報告 されてい る17)。

このTh1細 胞 を介す る細胞性免疫 にお いて必 須 のサ

イ トカイ ンであるIL-12と,結 核菌 との関連については,

特 定の結核菌体成分 でMφ を刺 激 した時 にIL-12産 生

が誘導 されるこ とが報告 されている18)。

われわれは,Th1細 胞分 化 とIL-12が 主要 な反応 関
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係 に あ る こ とか ら,IL-12産 生 を誘 導 す る結 核 菌 体 成 分

を解 析 し,そ の機 構 を分 子 レベ ル で 明 らか に して,新 た

な ワ ク チ ン開発 の可 能 性 を検 索 す る こ と を 目的 と して 本

研 究 を 開始 した。

材 料 と方 法

1.肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ(Alveolar macrophage:

以 下AMφ と略 す)の 分 離

ヒ ト肺胞 マ クロ フ ァー ジ(human alveolar macro-

phage:以 下hAMφ と略 す)は,当 研 究 所 付 属 複 十 字

病 院 に お い て 臨床 的 治療 目的 で肺 胞 洗 浄 を行 っ た際 の 回

収 液(bronchoalveolar lavage fluid:以 下BAI.F

と略 す)か ら7mlを 採 取 して使 用 した。 肺 胞 洗 浄 は 右

中葉,左4番,左5番,舌 区の い ず れ か につ いて行 った。

症 例 は 間質 性 肺 炎(IP:interstitial pneumonia),特

発 性肺 線 維 症(IPF:idiopathic pulmonary fibro-

sis),好 酸 球 増 多 を伴 っ た 肺 浸 潤(PIE:pulmonary

infiltration with eosinophilia)お よび サ ル コイ ドー

シス で あ った 。 分 取 した肺 胞 洗 浄 液 は800回 転4℃ で10

分 間 遠 心 した 後,10%牛 胎 児 血 清 を 含 むMEMメ デ ィ

ウ ム で 細 胞 数5×105/mlに 調 整 し た 。Lab-Tek

 Chalnber Slide中 で一 晩培 養 した後,非 付 着 性 の 細 胞

をHBSSメ デ ィウ ム で3回 洗 浄 して 除去 した。

マ ウ ス 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ(mouse alveolar

macrophage:以 下mAMφ と 略 す)の 採 取 に は6～

10週 齢 のBALB/c雌 マ ウ ス30匹 を使 用 した 。BAL操

作 は37℃ に保 温 したPBSを 使 用 して 行 っ た 。BALFは

プ ー ル して800回 転4℃ で15分 間 遠 心 した 後,10%牛 胎

児 血 清 を含 有 す るMEMでmAMφ を5×105/mlに 調

整 し,ヒ トと同 様 に培 養 後 使 用 した 。hAMφ の 同 定 は

CD71(ト ラ ン ス フ ェ リ ンreceptor)とHLA-DR

(MHCClass∬)に 対 す る抗 体 を使 用 して免 疫 組 織 化

学 染 色 を行 っ た 。mAMφ は エ ス テ ラ ー ゼ染 色 を行 った。

これ らの細 胞 染 色 法 に よ り実 験 に使 用 したhAMφ お よ

びmAMφ は ほ ぼ100%Mφ で あ る こ と を確 認 して 使 用

した 。

2.ヒ ト末 梢 血 単 核 球(Peripheralbloodmono-

nuclearce11:以 下PBMCと 略 す)の 分 離

PBMCは 健 常 人 の 静 脈 血 か ら比 重 遠 心 法 で 分 離 回 収

し,10%の ヒ トAB型 血 清 を含 む 培 養 液RPMH640で

1×106/mlに 調 整 した 。

3.AMφ にお け るIL-12産 生 誘導

1)結 核 菌 で の刺 激

M.tuうerculosis H37Rv(ATCC:27294)とH37Ra

(ATCC:25117)はMiddlebrook7H9液 体 培 地 で3

週 間培 養 後 に5×108CFU/mlに 調 整 し,-80℃ で 凍 結

保 存 した生 菌 と加 熱 処 理 し た 死 菌 を用 い て 刺 激 した 。

hAMφ また はmAMφ 培 養 系 に 最 終 濃 度 比1:10の 割

合 に な る よ う に 接 種 し てIL-12の 産 生 を 誘 導 した 。

H37RvとH37Raの 培 養 上 清 もILー12産 生 誘 導 に使 用

した 。AMφ を37℃,5%CO2イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で

72時 間 培 養 した 後 に 上 清 を 回 収 し,0.22μmの フ ィ ル

タ ー で ろ過 滅 菌 してIL-12測 定 まで 一80℃ で 保存 した 。

IL-12測 定 は キ ッ ト[ヒ トIL-12(p40+p70);

BioSource International Camarillo,CA,USA,

マ ウ スIL-12(p40+p70);Bio Source Interna.

tional Camarillo,CA,USA]を 使 用 し てELISA

で(p40+p70)を 測 定 した 。本 キ ッ トに お け る検 出 限

界 値 は,マ ウス で は2pg/ml,ヒ トで は1pg/mlで あ っ

た 。 また,併 用 効 果 が 報 告 され て い るIFN-γ19)も 実

験 に 併用 し,培 養 時 間 と濃 度 に 関す る条 件 の検 討 も行 っ

た 。IFN-γ はPharMingen(San Diego,CA,

USA)の 製 品 を使 用 した 。培 養 上 清 の 保 存 とIL-12の

測 定 は結 核 菌 体 で刺 激 した時 と 同様 に行 った 。

2)結 核 菌 体 成 分 に よ る刺 激

菌 体 成 分 の調 製 で はMiddlebrook7H9液 体 培 地 で

H37Rvを3週 間 培 養 し,3,000rpm,4℃ で15分 間 遠 心

後,上 清 を廃 棄 して 牛 胎 児 血 清 を 含 ま な いMEM培 地

に再 浮 遊 した 。 この 時 のMEM培 地 の 液 量 は,増 菌 培

養 に使 用 した7H9培 養 液 と等 量 と した 。MEM培 地 に

再 浮 遊 した 結核 菌 を超 音 波処 理 で分 散 した後,バ イ オハ

ザ ー ド環境 の安 全 キ ャ ビ ネ ッ ト内 に 設 置 し た ミ ニ ラ ボ

(Rannie)を 使 用 して,1,000barで 菌 体 を破 砕 させ た。

この破 砕 操 作 を2度 行 っ た後 に,27,000×gで4℃,30

分 間遠 心 して,cytosol成 分 とcell wall成 分 に分 離 し

た 。Cell wallは 分 離 回 収 したcytosolの 液 量 と 同 量

の無 血 清MEM培 地 に再 浮 遊 した 。 こ れ らの 操 作 で 得

た菌 体 成 分cytosolとcell wallをmAMφ の 培 養 系

に添 加 してIL-12の 産 生 誘 導 を行 った 。

3)分 子 量 で 分 画 を行 った 菌 体 成 分 に よる刺 激

分 子 量 で の 分 画 は,cytosolを ミ リポ ア社 製 の分 子 ふ

る い フ ィ ル タ ー(ウ ル ト ラ フ リ ー)を 使 用 し て7,000

rpm,4℃ で20～30分 遠 心 して行 ろ た 。分 子 量 に よって,

5kDa以 下,10kDa以 下,30kDa以 下,30kDa以 上

の4分 画 に分 け た 。 各 々 のcytosol分 画 はmAMφ 培

養 系 に添 加 し,1)と 同様 に培 養 してそ の 上 清 を 一80℃

に保 存 し,ELISAでIL-12(p40+p70)を 測 定 し た 。

一 部 の 実 験 で は
,マ ウ スIL-12(p70)測 定 キ ッ ト

(GenzymeCambridge,MA,USA)を 使 用 してIL-

12(p70)も 測 定 した 。p70の 測 定 限 界 値 は5pg/mZで

あ った 。

分 子 量30kDa以 上 の 分 画 に つ い て は,hAMφ に 対 し

て も刺 激 を行 い,培 養 上 清 を回 収 して前 述 と同様 にIL-

12を 測 定 した 。 こ こで はp40+p70とp70単 独 を 測 定
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した 。 ヒ トIL-12(p70)の 測 定 は キ ッ ト(Endogen,

Inc.Woburn,MA,USA)を 使 用 して 行 っ た 。 この

キ ッ トの 測 定 限 界値 は3pg/mlで あ っ た 。

IL-12産 生 刺 激 に 用 い た 菌体 成分 の 量 は各 々10μl/ml

を使 用 した 。

4)蛋 白 消 化 酵 素(ProteinaseK)処 理 を 行 っ た 分

子 量30kDa以 上 の 分 画 で の 刺 激

500μlのcytosol(分 子 量30kDa以 上 の 分 画)に20

mg/mlのproteinaseK50μlを 添 加 し,waterbath

で37℃,1時 間処 理 した後,阻 害 物 質 と して ウ シ 胎 児 血

清 を添 加 して 反 応 を 中 止 させ た 。 こ の 酵 素 処 理 した

cytoso1分 画 でrnAMφ を刺 激 してIL-12産 生 量 を測 定

し,IL-12誘 導 活 性 画 分 が蛋 白 質 で あ る か 否 か に つ い て

検 討 した 。

4.PBMCに お け るIL-12産 生 誘 導

1)結 核 菌 お よび 非 定 型抗 酸 菌 で の刺 激

菌 体 は,Mycobacteriumn aviumn-intracellulare

complex(MAC)症 患者 の 喀 痰 か ら分 離培 養 した28菌

株(M.aviumn:以 下MAと 略 す,お よ びM.intrace-

llulare:以 下MIと 略 す)と,結 核 患 者 か ら分 離 した26

菌 株 につ い て加 熱 滅 菌 した 後 に,PBSで10mg/ml(湿

性 重 量)に 調 整 した 。 これ らの 菌 体 は使 用 時 に超 音 波 処

理 を して用 い た 。H37RvとH37Ra株 も 同 様 の 処 理 を

して 用 い た 。

臨 床 分 離 結 核 菌 株 の うち10菌 株 は 多 剤 耐 性 菌(MDR

-TB:RFP
,INH,EB,SM,KM,CPM,TH,CS,

PASの う ちRFP,INHを 含 む5剤 以 上 の 薬 剤 に完 全

耐 性 菌),16菌 株 は薬 剤 感 受 性(DS-TB:RFP,INH,

EB,SM,KM,CPM,TH,CS,PASの9剤 す べ て

に 感 受性 菌)で あ っ た 。

PBMCに 対 して結 核 菌 は100μg/ml,MAC菌 は50

μg/ml添 加 した 。 同 時 に ヒ トリ コ ン ビナ ン トIFN-γ

(1,060U/ml)お よび抗 ヒ トIL-10抗 体(5μg/ml)を

加 えてinvitroで24時 間 培 養 し,培 養 上清 を 回 収 した 。

PBMCか ら のIL-12産 生 量 は,WistarInstituteの

Dr.Trinchieriか ら供 与 さ れ た ヒ トILー12特 異 的 モ ノ

ク ロ ー ナ ル抗 体(C11.79とC8.6)を 使 用 して,(p40+

p70)の 量 と して測 定 し た 。 測 定 限 界 値 は80pg/rnlで

あ っ た 。

結 果

1.結 核 菌,cellwall,cytosolお よ び 結 核 菌 培 養

上 清 に よるAMφ の刺 激 とIL-12産 生

結核 菌 刺 激 に よるrnAMφ のILー12産 生 誘 導 量 は,3

回 の 繰 り返 し実 験 の 代 表例 をFig.1に 示 し た 。 培 養 液

対 照 群 で は検 出 限 界 値 以 下(0)で あ っ た が,H37Rvの

Fig.1 IL-12 production of human and mouse alveolar 

macrophages by stimulation with mycobacteria. Al-

veolar macrophages of human (•¡), and mice (•¡)

 were stimulated with mycobacteria for 3 days. The

 production of IL-12 was measured by ELISA.
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生 菌 にお い て は30pg/ml,死 菌 で は10pg/mlを 示 し,

H37Raの 生 菌 で は19pg/ml,死 菌 で は10pg/mZを 示 し

た。

mAMφ によるIL-12産 生誘導 につい て は,H37Rv

生菌はH37Ra生 菌に対 して1.6倍 の高誘導 を示 したが,

死菌 で は両者 共 に同様 の低誘 導 であ っ た 。hAMφ を

H37Rv生 菌で刺激 した時のIL-12産 生 は6P9/mZで あ

り,H37Ra生 菌の時は3pg/mlで あった。加 熱処 理 し

た死 菌においては両菌株共 に検 出限界値以下であ った。

特 に結果 として示 さないが,結 核菌培養上清 による刺激

では,hAMφ お よびmAMφ のIL-12産 生 は測 定 限界

値以下で あった。

次 にPBMCを 結核菌で刺激 し,回 収 した培養 上清 中

のIL-12を 測定 した。PBMCに おけ る菌体 刺激 の結 果

をFig.2に 示す。

何人かのDonorに ついて1回 ずつ行 った実験 の代 表

例 を示 した ものである。MAC菌 単独 ではIL-12誘 導 は

検出限界値以下であったが,IFN-γ(1,000U/mZ)を

添加 した時IL-12の 産生量 は増加 し,IFN-γ と抗IL-

10抗体(5μg/mZ)を 同時に添加 した時はIL-12の 産生

量 は さらに増加 した。

Fig.3は3人 のDonorに ついて各々duplicateで 行っ

た結果 をmean±SEMで 表 した。抗IL-10抗 体存在下

においてMDRTB:10菌 株,DSTB:16菌 株MA:14

菌株,MI:14菌 株で,健 常人PBMCを 刺激 した結果で

ある。図に示す ようにIL-12の 産生量 には大 きな個人差

が ある。 また,各 菌体 による誘導能 にも ドナー間で個 人

差が あ り,MACの 方が結核菌群 よ り高い場合 と低 い場

合があ り,一 定の傾向は見 られ なかった。

次 に,IL-12の 産生誘導に併用効果が報告 され てい る

IFN-γ の作用19)を確 認する ため に,H37Rvの 生 菌 と

死菌お よび生 菌体 成分 のcy七〇solとcellwallを 各 々

rnAMφ 培養系 に添加 し24時 間刺激 した。

Fig.4は3回 の実験 の代 表例 であ るが,培 養上清 中

のIL-12産 生量 は,IFN-γ 単独 とメデ ィ ウム単独対 照

群 では各 々測定 限界値 以下 の0を 示 したが,H37Rv生

菌 にIFN-γ を加 えた群 では80pg/mZ,死 菌 にIFN-γ

を加 えた群 では34pg/mlで あっ た。 この値 は生 菌単 独

(19pg/ml)時 の4.3倍,死 菌単独(6pg/ml)時 の6倍

の誘導 を示 している。 また,CytosolとcellWall各 々

にIFN-γ を加 えた群で は,cytosolで105P9/ml,cell

wal1で は34pg/mlで,各 々 の 単 独 刺 激(cytosol:

Fig.2 IL-12 production by human peripheral blood mononuclear cells (PBMC)

 stimulated with mycobacteria.

 PBMCs were prepared from a healthy donor . Cells were (•¡): stimulated 

with mycobacteria and IFN-ƒÁ (1,000U/m/), (•¡): with mycobacteria in the

 presence of and antibody (5 pg/ml),(•¡): with mycobacteria and

 IFN- y (1,000U/m/) in the presence of anti-IL-10 antibody (5ttg/m/) .(•¡)

: Mycobacteria alone. Negative controls were not stimulated with 

mycobacteria in the presence of IFN- ƒÁ (1,000U/m/), anti-IL-10 antibody

 (5 g/ ml), IFN- y (1,000U/m/) and anti-IL-10 antibody (5 da g/ml), or none.
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Fig.3 IL-12 production by peripheral blood mononu-

clear cells (PBMC) stimulated with mycobacteria.

 PBMC were prepared from three donors. Cells

 were stimulated with the indicated mycobacterial 

strains. (•¡): Stimulated with MDRTB (n=10

 and 100,ag/m/)(• ): with DSTB (n=16 and 100

 g/ ml)(•¡),(•¡): with M.auium (n=14 and 50 ƒÊg/ml),

: with M.intracellulare (n=14 and 50,ag/ml).

Fig.4 IL-12 production of mouse alveolar macrophages 

stimulated with Mycobacterium tuberculosis H37Rv,

 cytosol, and cell wall component.

 Cells were stimulated with mycobacteria, myco-

 bacterial component alone (•¡)or component with

 IFN-ƒÁ (100U/ml) (• ). Negative controls were cul-

tured with IFN-ƒÁ(100U/ml) alone, and medium 

alone, respectively.

18pg/ml,cellwal1:9pg/ml)に 対 し て は5.8倍 か ら

3.8倍 高 いIL-12産 生 誘 導 を示 した。

さらに,こ の実験系 に添加す るIFN-γ 量 の至適 濃度

を決定する ことを目的 として,cytosolを10μl/ml添 加

―6―



1998年9月 537

したmAMφ 培養系 に,IFN-γ を100U/mlか ら1.56U

/mlま で倍々希釈 して添加 した。

結果は2回 の繰 り返 し実 験 の代表 例 としてFig.5に

示 す。Cytosol10μl/mlの 単独 刺 激で は,IL-12産 生

量 は21pg/mlで あった。 この実験 系 に2段 階希 釈 した

IFN-γ を添加 した群 では,cytosol単 独刺 激 時の4倍

か ら4.8倍のIL-12産 生 を示 したが,IFN-γ の濃 度変 化

に伴 う顕著 な影響 は認 め られ なか った。 しか し,IFN-

γ添加濃度 とIL-12産 生量 の関係 にお いて,IFN-γ を

12.5U/ml添 加 した時 にIL-12の 産生量 は103pg/mlを

示 し,こ こをピークにIFN-γ の最 低濃 度1.56U/mlか

ら最大濃度100U/mlに か けてIL-12産 生量 は緩 やか に

減少 した。

また,刺 激時間 に関 して も3回 の実験 の代 表例 として

Fig.6に 示す ように,cytosol単 独刺激 した群 では24時

間,72時 間,120時 間の時点でIL-12産 生 量 に有意 差 は

見 られなか ったが,IFN-γ を添加 して刺 激 した群 で は

24時 間の時点で ピークのIL-12産 生が確認 された。

2.菌 体成分の分 画に よるMφ 刺激

3種 類 の分 子ふるいフ ィルターを使用 して分子量 によ

る分画を行 ったcytosolを,mAMφ 培養系 に各 々20μ

l/ml添 加 した。結果 は特 に示 さないが,分 子量30kDa

以下の画分 による刺激 ではIL-12産 生 は測定限界値 以下

であった。 しか し,分 子量30kDa以 上の分 画 に よる単

独刺激群 ではIL-12の 産生 は87pg/mlを 示 し,こ れ に

IFN-γ を10U/ml添 加 した群では227pg/mlの 高いIL

-12産 生誘導 を示 した
。 この結果 に基 づ きmAMφ 培養

系 に対 して分子量30kDa以 上の 分画 を5,10,15,20

(μl/ml)ず つ添加 した4群 を設定 し,各 々 の群 に対 し

てIFN-γ を2.5,5.0,10(U/ml)添 加 した実験 を行

い,30kDa以 上の分画刺 激 とIFN-γ 刺 激 との 関連 を

検討 した。

Fig.7は3回 の実験 の代 表例 である。IFN-γ 単独 刺

激では,ど の濃 度において も測定 限界値以下であったが,

30kDa以 上の分 画単 独刺 激 では5μl/mZの 濃度 で32

pg/mlのIL-12,10μl/lnlで は72pg/mlのIL-12産 生

があ り,添 加 した分画 の容量依存性 にIL-12産 生量 も増

加 し,20μl/mlで は99pg/mlを 示 した。これ らに対 し

て濃度 の違 うIFN-γ を添加 した場合,ど の群 も分画 単

独刺激 よ りも高 いIL-12産 生 を示 した が,30kDa以 上

の分画量が 同一の群で は,IFN-γ 濃度 の違 い はIL-12

産生量 に反映 されず,30kDa以 上 の分 画量 の増加 と と

もにIL-12産 生量 も増加 した 。本 実験 で は30kDa以 上

の分画20μl/mlの 群 にIFN-γ を10U/ml添 加 した時に,

IFN-γを2.5U/ml添 加 した時 の2倍 のIL-12産 生 量

(1689pg/ml)を 示 したが,他 の群 にお いて はIL-12産

生量の増加 とIFN-γ 濃度増加 とのはっ きりした 関連 は

認め られ なかった。

Tableは,30kDa以 上 の分 画 で特 発 性 肺 線 維 症

(IPF)の 患者2例 とサル コ イ ドー シス の患 者1例 の

Fig.5 Dose-kinetic study of IFN- y on IL-12 production. 

Mouse alveolar macrophages were stimulated with

 cytosol of Mycobacterium tuberculosis H37Rv in the

 presence of various concentrations of IFN-ƒÁ. Cytosol 

of H37Rv (10/2//m/) was added to all the IFN-ƒÁ 

concentration.
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Fig.6 Time-kinetics of IL-12 production from mouse alveolar

 macrophages.

 Cells were stimulated with cytosol (10ƒÊl//ml) or cytosol

 (10ƒÊl/ml)+IFN-ƒÁ(10U/m/) for 24 hours (•¡), 72 hours(•¡

), 120 hours(•¡), respectively. IL-12 production was

 measured by ELISA.

Fig.7 Synergistic effect of cytosol and IFN -ƒÁ on IL-12 

production from mouse alveolar macrophages.

 IFN- y was diluted two-hold as 10U/m/ ), 5.0U

 /ml (• ), 2.5U/ml (•¡) and 0U/ml(•¡). And each

 concentration of IFN- y was added to the respec-

tive cytosol concentration groups. Negative con-

trols included IFN-y alone without.
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Table Induction of IL-12 (p404-p70 and p70 alone) in mouse or human alveolar
 macrophages stimulated with mycobacterial cytosol (30kDa)

Cells (5x i05/m/) were stimulated for 24 hours . 
Donor 1 and 3 were patients of IPF (Idopathic pulmonary fibrosis) , and Donor 2 was a pa-ti

ent of sarcoidosis. Thirty mice were used in each experiment for mAM 
Mouse experiment: Representative results of 10 experiments . 
For one donor : table shows the results of a single experiment .

BALFか ら分取 したhAMφ とmAMφ を刺 激 した結

果 である。上清 中のIL-12はp40+p70お よびp70を 測

定 した。

Donor1お よび3は メデ ィウム対照 にお い て もIL-

12(p40)の 産生 を確認 し,Donor2に お い ては測 定

限界値以下であ った。30kDa以 上の分画刺 激でDonor

1は,P40+P70とP70の 産生 を示 したが,Donor3で

はp40の み産生 した。

また30kDa以 上 の分画 にIFN-γ を添加 して刺 激 し

た時,Donor1とDonor3で はp40+p70お よびp70

の産生 を確認 したが,Donor2で はP70の 産生 は いず

れの場合 も測定限界値以下であ った。

mAMφ で は30kDa以 上の分画単独刺激で もIFN-γ

を添加 した刺激で もp70の 産生 を確 認 した。 これ らの結

果は結核 菌体成分中の高分子物質が,hAMφ に対 して

もIL-12産 生 を誘導 する事 を示 唆 している。

3.IL-12産 生誘導活性物 質の特性

結核菌 のcytoso1に 存在す るIL-12産 生誘導活性物質

の特性 を調べ るため,分 子 量30kDa以 上 の分 画 を蛋 白

質分解酵素 であるproteinaseKで 処理 を行い,mAM

φを刺激 してIL-12産 生量 を測定 した。

3回 の実験の代表例 をFig.8に 示 す 。未 処理 の分 子

量30kDa以 上 の分画 単独刺 激 で は114pg/mlで あ った

IL-12(p40+p70)産 生 はproteinase K処 理分 画刺激

では測定限界値 以下で,活 性 のほぼ100%消 失 した 。 ま

た,IFN-γ 共存 下では935pg/mlで あったIL-12産 生は,
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proteinase K処 理に より活性 の90%以 上 が失われた。

考 察

結核菌 に対す る生体防御 は,細 胞性免疫の発現 に依存

している。そ して,こ の細胞性免疫成立 に不可欠 なサ イ

トカイ ンであるIL-12は,結 核 菌感 染 に よ りMφ か ら

産生 される ことはすでに知 られてい るが20),そ の機 序

に関 しては依然 として明 らかではない。

われわれは結核 菌体成分中の細胞 質成分 に着 眼 して,

Mφ か らのILー12産 生 誘 導 の 解析 をhAMφ お よび

mAMφ を用い たinvitro培 養系で開始 した。

M.tuberculosis H37RvとH37Ra生 菌 刺激 によ る

肺胞 マクロフ ァージのIL-12産 生量 は,マ ウスで は ヒ ト

の約6倍 高 く,ま た生菌 の方 がIL-12産 生誘導刺激 が強

い ことを示 している。 これ らの結果 は,結 核菌 に対す る

動物種の反応性の違い を顕著に示 しているが,AMφ に

対 してIL-12産 生 を効率的に誘導す る菌株 はH37Rv生

菌で あることも示唆 してい る。 また加熱処理に より結核

菌 のMφ に対す る刺激能 に変化 が生 じた こ と も示唆 さ

れる。

臨床検体 か ら分 離 され た結核 菌 あるい はMAC菌 単

独 に よるIL-12誘 導 は検 出限界値以下 であったが,IFN

-γ を添加 した時IL-12産 生量 は増加 し,IFN-γ と抗

IL-10抗 体 を同時 に添加 した時はIL-12の 産生 量 は さ ら

に増加 した。 しか し本実験では,H37Rv刺 激 群 にIFN

-γ を添加 してもIL-12の 産生 は検 出 限界値 以下 で あっ

たが,必 ず しも別のDonorの 実験結果 と一致す る もの

で はなか った。その理由は よ くわか らないが,個 体 お よ

び菌種 の違い によってPBMCか ら誘導 されるサ イ トヵ

イ ンの差が あ り,そ れが反映 してい るのか もしれない。

いずれに しろ ヒ トPBMCは 菌体単独刺激 で はIL-12

産生誘導 をせ ず,IFN-γ および抗IL-10抗 体 が存在 す

ることにより,IL-12を 産生 する。 この こ とは,IL-12

の産生がIFN-γ とIL-10に より,そ れぞれ正 と負 の方

向 に調節 されてい ることを示唆 している。

ま た,健 常 人PBMCを 抗IL-10抗 体 存 在 下 で

MDRTB(10菌 株),DSTB(16菌 株),MA(14菌 株),

MI(14菌 株)で 刺激 した時,IL-12の 産生 は菌株 に特異

的 な傾向 は見 られ な か っ た 。 こ れ は,各Donorの

PBMCを 構成す る細胞集団の プロフィール と反応性 の

差 によるもの と考 えられる。主なIL-12産 生細胞 は単球

であ ると考 えられ るが,PBMCは 単球 以外 の細胞 も含

み,そ れ らの細胞がIL-12産 生制御 に影響 を及ぼ して い

る可能性 もあるため,今 後 はPBMCか ら単球 を分離 し

て検討 を行 いたい 。

IL-12産 生誘 導 に併 用 効 果が 報告 され てい るIFNー

γ19)の作用 について追試 した実験 では,IL-12産 生量 は

H37Rv生 菌 と死菌お よびcytoso1とcellwa11にIFN

-γ を加 えた群で,そ れ らの単独刺激 の時よ りも高 いIL

-12産 生 を示 した 。 また,IL-12産 生量 はcytoso!に

IFN-γ を添加 した場合 が最 も高 く,IL-12産 生 に は

cytoso1中 の成分が大 き く関与 してい ることを示唆す る

結 果 となった。同時 に,今 後のmAMφ に対 してIL-12

産 生 を 高値 に誘 導 す る菌 体 成 分 の解 析 は,照 準 を

F ig.8 Abolishment of IL-12 inducing activity of myco-

bacterial cytosol fraction by proteinase K treat-

ment.

 Concentration of cytosol was 20,a ƒÊl/ml. Cells were

 stimulated with cytosol only (•¡), and cytosol

 plus 10U/m/ of IFN-ƒÁ(•¡). Negative controls 

included medium or IFN- y only.
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cytosolに 絞 り込むこ とを示唆す る結果 となった。

IFN-γ量 の至適濃度決定 のた め,cytosolを 添加 し

たmAMφ 培養系 に倍々希釈 したIFN-γ を添加 した実

験で は,cytoso1単 独刺激に対 して4倍 強のIL-12産 生

を示 したが,IFN-γ の濃 度変化 に依 存 的なIL-12産 生

量の変化 は認め られなかった。ここで使用 したIFN-γ

添加量 は,Kaufmannら がC57BL/6マ ウス骨 髄 由来

Mφ で使用 している量19)の1/10か ら1/600低 い濃度 で

あ ったが,IL-12産 生量は彼 らの結果に近い値 であった。

本実験結果 はmAMφ の実験系 では添加す るIFN-γ 添

加濃度は,1.56～100U/rnlの 範 囲 で使用 可能 であ る こ

とを示 した。

また,刺 激 時間に関 してはcytosolとIFN-γ で刺 激

した場合24時 間の時点でIL-12産 生は ピーク にな り,72

時間,120時 間では減少す る傾向が示 された。mAMφ を

使用 した実験系においては,IL-12産 生誘 導 を顕著 に示

すIFN-γ の添加量 と刺激 時間は,こ れまでの報告19)21)

に見 られるよ りも遥 かに低濃度かつ短時間の刺激で可能

であるこ とを確認 したが,こ の理由 としては使用 したマ

ウスstrainやMφ の種類の違いが考え られる。

Cytosolを 分子量で分 画 した実験 で は分子 量30kDa

以下の画分刺激で,mAMφ によるIL-12産 生 が測 定限

界値以下であったが,分 子 量30kDa以 上 の分 画で は単

独刺激群 で も強いIL-12の 産生 を示 し,IFN-γ 添加 群

ではさ らにこれ を増強 させ た。 す なわ ち,mAMφ の

IL-12産 生 を特異的 に高める結核 菌体成分は,30kDa以

上のcytosol画 分 に存 在する ことを強 く示 唆 して い る。

また,mAMφ に添加 した30kDa以 上 の分画 量 を,

各々4群(5,10,15,20μl/ml)設 定 し,各 群 にIFN

-γ を(2 .5,5,10U/ml)添 加 した時のIL-12産 生は,

30kDa以 上の分画量 とIFN-γ 濃 度 との 関連 を示 唆 す

る結果 となった。30kDa以 上の分画 単独刺 激 で は,添

加 した分画量の増加 とともにIL-12産 生量 が増加 した。

これに濃度の違 うIFN-γ を添加 した場合,い ず れ も分

画単独刺激 より高 いIL-12産 生 を示 したが,分 画量 が同

一 の群 内では
,IFN-γ 濃度の増加 はIL-12産 生 量 の増

加 に反映 されず(例 外的 に分画20μ〃mlの 群 にIFN-γ

10U/ml添 加 した時 に限 りIL-12産 生に顕著 な増加 が み

られた),IL-12産 生量の増加 は分 画の量 に依存 的であっ

た。

したがって,一 定濃度以上 のIFN-γ が存在す る時 ,

IL-12産 生 は30kDa以 上の分画の量 に依存するといえる。

さらに,IFN-γ 存在下であ って も結核 菌体 成分 非存在

下で はIL-12の 産生誘導は起 こらないことが明 らかになっ

た。

Tableに 示 したIPFの2例 とサ ル コイ ドーシス1例

において,hAMφ を30kDa以 上 の分画で刺激 した場合,

mAMφ より高いIL-12(p40+p70)の 産生が見 られた。

結核 菌刺激 では,mAMφ の方がhAMφ よ り遥か に高

い産生量 を示 したが,30kDa以 上 の分 画 では反対 の結

果 を示 したことは大変興味深い ことである。

Donor1お よび3は メデ ィウム対 照 にお いて もIL-

12(P40)産 生 を確 認 した が,こ の原 因 と して両 者 は

IPF由 来AMφ で,そ の疾患 に付随的 にIL-12(p40)

産生が誘導 されている ことが考え られるが,p40ホ モ ダ

イマー はIL-12の 作 用 を阻止す るこ とが 報告 され て お

り22)23),IPF成 因 との関連性 から考 えて興味深 い結

果であ ると思われる。

Donor2は サル コイ ドーシス由来 の もので,メ デ ィ

ウム対照 では測定 限界値以下 であった。 これ らの反応 と

疾患 との関連性 は,今 後 さらに症例 を増や して検討す る

必要が ある。

30kDa以 上の分画で刺激 した場合 ,Donorに よ って

は,p40+p70お よびp70の 産生 に差 が見 られた。また,

IFN-γ添加 の影響 に も個体差が見 られた。 これ らの結

果はMφ のoriginがIL-12の 産生 に影響 して い るこ と

を示 していて,そ の機序 をさらに解析す ることが必要で

ある。

Cytoso1の 特性について,30kDa以 上の分 画中のIL

-12誘 導活 性は蛋白質分解酵素 であ る
proteinaseKに

感受性 であ り,こ の結 果 は,IL-12産 生 誘導 活性 物 質

の主体が蛋 白質であ るこ とを強 く示唆 してい る 。従 来

Mφ を活性 化する結核 菌体成分 として,細 胞壁成 分 の脂

質 に注 目されていたが,最 近Leiskmnania生 菌 由来 の

蛋 白質がMφ 等の抗原提示細胞 を活性化 し,IL-12産 生

を誘導する ことが報 告 されている24)。 同様 に蛋 白質 と

考え られる30kDa以 上 の結核菌体成分 は,IL-12産 生 を

誘導 するこ とか ら免疫調整物質 となる可能性があ る。

ヒ トでの一部の例外 を除 き,IFN-γ 単独刺激で はIL
-12産 生 は測定限界値以下であ ったが

,30kDa以 上 の分

画が加わ ることによりIL-12産 生 が上昇 した。すなわち,

菌体あるいは菌体成分 によってIL-12産 生経路が活性 化

し,続 いてIFN-γ で誘導 されるIL-12産 生 経路 が活 性

化 されるこ とを示唆 している。

今後 はこの物質の分 子解 析 とア ミノ酸 解析 を行 い,

DNA配 列 を決定 して,結 核 に対 する細胞性免疫賦 活物

質 として活用で きる方向に進めたい。
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