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原 著

マ ウス 実験 的 目Mycobacterium aviumcomplex感 染 症 に

対 す るKRM-1648のin vivo治 療 効 果 な らび にサ イ トカ イ ン

遺伝 子発 現 に及 ぼ す接 種 菌量 の 影響
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PROFILES OF EXPRESSION OF THE THERAPEUTIC EFFICACY OF 

KRM-1648 IN MICE INFECTED WITH MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX

 AT DIFFERENT CHALLENGE DOSES
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Studied were made on the profiles of the therapeutic efficacy of KRM-1648 (KRM) 

against Mycobacterium avium complex (MAC) infection, which was induced in mice at

 different challenge doses, in reducing bacterial growth in the visceral organs and altering 

the profiles of cytokine mRNA expression at the sites of infection. First, bacterial 

growth in the lungs of mice infected with either high or low challenge doses of MAC, 

was reduced due to KRM treatment. This effect was noted even in the early phase of

 infection (week 4) in mice, that were given a high-dose infection. Second, marked thera

peutic efficacy of KRM was observed in mice, that were given low—dose MAC infection, 

in terms of the reduction in bacterial loads in the spleen. However, in mice given a high—dose 

bacterial challenge, KRM did not exhibit such an efficacy. Third, the expression of both 

proinflammatory cytokines (TNF-ƒ¿, IFN-ƒÁ) and anti-inflammatory cytokines (IL-10, 

TGF-ƒÀ) in mRNA levels were increased at 4 weeks after infection. Notably, all of the 

cytokines tested for the mRNA expression levels were higher in mice given a low—dose MAC 

infection as compared to those in mice given a high-dose infection. KRM treatment 

increased the mRNA levels of these cytokines at week 4, while TGF-ƒÀ mRNA expression 

at week 8 was conversely decreased by KRM treatment. These findings suggest that the 

profiles of the therapeutic efficacy of KRM vary in mice given low-or high-dose MAC 

infection.
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は じ め に

われ われ は先 に,ベ ン ゾ キサ ジ ノ リ フ ァマ イ シ ン

KRM-1648(KRM)は マ ウスで のMycobacterium

 avium complex(MAC)感 染症 に対 して感染 初期 で

は優 れた治療効果 を示 し,感 染マ ウスの生存 日数の著明

な延長 が認 め られるが,本 薬剤 の投与 に もかか わらず死

亡 したマウスの臓器 内生菌 数は,か えって薬剤非投与 マ

ウスのそれ よりも1～2オ ー ダー多 くな る傾 向が認 め ら

れる ことを報告 した1)2)。 同実験 で は,比 較 的多 量 の

MAC菌(約107CFU)を 静脈 内接 種 す るこ とに よ り

MAC感 染 症 を惹起 してお り,上 述の ような不可思 議 な

現象は,こ の ような ところ(特 に高接種 菌量)に 起 因 し

た ものであ る可能性 が考 え られ る。 また,わ れ われ は

MAC感 染マ ウスの脾臓 と肺 における諸種 のサイ トカイ

ン(CK)の 発現の様相 について調 べ たが3)4),薬 剤 非

投与マ ウスでの各種CK発 現 の様 相 に関 して は再現性

の よい成績が得 られた ものの,KRM投 与の影響 につい

ての成績 は,実 験条件(特 にマ ウスへの感染菌量)に よ

りか な り変動す る傾向が認め られた5)。

今 回は上述の ような問題点 についての考察 を加 えるべ

く,高 ・低 両接種 菌量 で惹起 した実験 的マウスMAC感

染症 にお けるKRMの 治療 効果 につ いて 比較検 討 す る

とともに,KRM投 与 あるいは非投与 の感染マ ウスの脾

臓 におけるサイ トカイン遺伝子 の発現 の様相が接種菌量

の違いに よって どのよ うな影響 を受 けるのかにつ いて も

若 干の検討 を加 えた。

材料 と方 法

1.供 試 菌:MAC患 者 よ り分 離 され たM.intra-

cellulare N-260株(血 清型16)を 用い た 。本 菌株 は

マ ウス に対 して強い ビル レンス を有 している6)。

2.供 試薬剤:KRM(鐘 淵化学工業)は2.5%ア ラ ビ

アゴム加0.2% Tween 80水 に懸濁 させた ものを用いた。

3.マ ウス実験的MAC感 染:6週 齢 のBALB/c系 雌

マ ウス(日 本ク レア)にMACの5×103 CFUあ るい は

1×107CFUを 静脈内感染 させ,感 染6日 後 よ り臨床 投

与量相 当(50mg/kg)のKRMを ゾ ンデ を用 い て週1

回宛 て8週 間にわたって経 口投与 した。所定 日にマ ウス

を屠殺 ・剖検 し,肺 な らびに脾 を摘 出 し生理食塩水 中で

ホモジナイズ し,そ の還元生菌単位(CFU)を7H11寒

天平板 上で計測 した。

4.感 染 マ ウス脾 臓 で の各 種CKのmRNA発 現

MAC感 染4お よび8週 後 の マ ウ ス よ り脾 臓 を摘 出 し,

既 報 の 方 法4)に 準 じて,TNF-α,IFN-γ,IL-10,

TGF-β のmRNA発 現 をRT-PCR法 で 測 定 した 。

す なわ ち,脾 臓 よ りtotal RNAを 抽 出 し,oligo-dT 

primerとSUPERSCRIPT II逆 転 写 酵素(ラ イ フテ ッ

ク オ リエ ン タ ル)を 用 い てcDNAを 調 製 し,次 い で 各

CKに 特 異 的 なprimerを 用 い て のPCR(94℃,1分;

58℃,2分;72℃,2分:25サ イ ク ル)を 行 い,2%

agaroseゲ ル電 気 泳 動 に よ り増 幅 バ ン ドを検 出 した 。 な

お今 回 は,下 記 のprimerを 使 用 した:TNF-α:AGC

CCACGTCGTAGCAAACCACCAA/ ACACCCAT

TCCCTTCACAGAGCAAT; IFN-γ: GAAAGCC

TAGAAAGTCTGAATAACT/ ATCAGCAGCGA

CTCCTTTTCCGCTT; IL-10: TGACTGGCATGA

GGATCAGCAG/ ATCCTGAGGGTCTTCAGCT

T; TGF-β: AGCCCTGGATACCAACTATTGCT

TCAGCTCCACAG/ AGGGGCGGGGCGGGGCG

GGGCTTCAGCTGC.

結 果

1.高 ならび に低菌量感 染 マ ウスにお け るKRMの 治

療効果発現

Fig.1,2は,高 な らびに低菌量 のMACを 感 染 させ

たマ ウス に週1回 宛てKRMの 経 口投 与 を行 った場 合

の治療効果発現の様相 を臓器内生菌数の推移 を指標 とし

て比較 した もので ある。肺内生菌数 を指標 とした場合,

高菌量感染 マウスではKRM投 与 に よる治療効 果 は既

に感染4週 後 か ら認 め られるが(Fig.1A),低 菌量感染

マウスでは感染8週 になって初 めてそう した治療効果が

認め られるこ とが分 かった(Fig.1B)。 なお,感 染8週

後における非投与対照群 の肺 内生菌数 に対す る,KRM

投 与マウスの同生 菌数の減少率,す なわちKRMの 治療

効果発現の程度は,接 種 菌量 の多寡 に より変 わるこ とは

なかった(Fig.1A,1B)。

これ に対 して,脾 内生菌数の推移 を指標 としてみた場

合(Fig.2),高 菌量感染マ ウスで は感 染4週 後 のみ な

らず8週 後 において もKRM投 与 によ る治 療効 果 はほ

とんど認め られ なか ったが(Fig.2A),他 方,低 菌量 感

染マ ウスで は感染8週 後 にはKRM投 与 に よる脾 内生

菌数 の減少が 明確 に認め られた(Fig.2B)。

2.高 な らびに低 菌量 感染 マ ウスの脾 臓 にお け る諸種
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A B

Fig. 1 Profiles of bacterial growth of MAC in the lungs of infected mice 

treated (•œ) or not treated (•›) with KRM. Mice were infected with a 

high dose (1•~107 CFU) (A) or a low dose (5•~103 CFU) (B) of MAC.
*

, **: P<0.25 and P<0.1 vs the control mice (Student's t—test).

A B

Fig. 2 Profiles of bacterial growth of MAC in the spleen of infected 

mice treated (•œ) or not treated (•›) with KRM. Mice were infected with 

a high dose (1•~107 CFU) (A) or a low dose (5•~103CFU) (B) of MAC.

 *
, **: P<0.1 and P<0.01 vs the control mice (Student's t-test).

CK発 現 とKRM投 与 の影響

抗MAC免 疫 の誘導 ・発 現 に及 ぼすKRM投 与 の影

響 について調べ る 目的 で,高 な らびに低 菌量 のMAC

を感染 させ たマ ウスの脾 にお ける炎症性CK(TNF-α,

IFN-γ)お よび抗炎症性CK(IL-10,TGF-β)の

mRNA発 現の様相 につい て検討 した。Fig.3に は,

RT-PCR法 によって得 られた成績 を示す。 まず炎症性

CKに ついて は,(1)TNF-α mRNAは,特 に感染4週

目の低菌量感染マ ウスで多 く発現する こと,さ らに接種

菌量の多寡 によらずKRM投 与 は感染4週 目で の発 現

を増強 させ,感 染8週 目で は逆 に低 下 させ る こと,(2)

IFN-γ mRNAの 発 現は,低 菌量 感染 マウスの 感染4

週 目の脾臓 のみに認 められ,上 述のTNF-α の場合 と同

様,KRM投 与 によ り増強 され ることが明らかになった。

また,抗 炎症性CKに ついて は,(3)IL-10 mRNA

発現 は,接 種菌量の多寡 にかかわ らず感染4週 目に認め

られ,低 菌量感染で よ り顕著であ ること,さ らにいずれ

の場合 ともKRM投 与 による発現 増強 が認 め られ る こ

と,(4)TGF-β mRNAは,い ずれの接種 菌量 感染 の

場合 とも,感 染4週 後か ら8週 後にかけて発現増 強が認

め られ,い ずれのphaseで もその程 度 は低菌 量 感染 マ

ウスで より著 しいこ と,さ らにKRM投 与 は接種 菌量

の多寡 にかかわ らず,感 染4週 目では遺伝子 の発現増強

を,逆 に感染8週 目では発現低下 を引 き起 こす こ とが分
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TNF-α

IFN-γ

IL-10

TGP-β
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Fig. 3 Profiles of the expression of TNF-ƒ¿, IFN-ƒÁ, IL-10, TGF-ƒÀ 

mRNAs in the spleen of MAC-infected mice at different challenge 

doses. In parentheses, the ratio of each cytokine band/ƒÀ-actin band is 

indicated.

かった。

考 察

今 回の検討 に より,MAC感 染 マウスに対 す るKRM

の治療効 果の発現 の様 相には,接 種 菌量 の多寡 に より若

干の差 異が認め られる ことが明 らかになった。特 に肺 内

生 菌数 を指標 とした場 合,低 菌量感染では明確 でなかっ

た感染4週 目におけるKRMの 治 療効 果が 高菌 量感染

においては っきりと認め られている。従って,肺 内生菌

数 を指標 とす るな らば,高 菌量感染モデル を用いた方が

KRMの 治療効果 を感染の よ り早期か ら評価で きる。他

方,脾 内生菌数 を指標 とした場合 には,感 染8週 におい

て もKRMの 治療効果が明確 で は なか った高 菌量 感染

マ ウス に対 して,低 菌量感染マ ウスで は有意 な治療効果

を認 めた。従 って,脾 内生菌数 の推移 を指標 とす る場合

は,低 菌量 でのMAC感 染 モ デル の方が 高菌 量 での感

染 モデルに比べ て,薬 剤 の治療効果 をよ り鋭敏 に反映 し

うる もの と考 え られる。なお,こ の成績 は静脈 内感染系

につ いての ものであるが,経 気道感染 モデルにお いて も

同様 な可能性が考 え られ る。 土井7)は 経気 道 感染 系 と

静脈 内感染系 とを用 い,い ず れの場 合 とも接 種菌 量 を

106 CFUと してKRMのin vivo抗 結核 菌活 性 を比較

検討 しているが,KRMの 治療効果 は経気道 感染 モデル

において より明確 に認め られる と報告 している。 この場

合,経 気 道感染 モデルでの接種 菌量 を少な くした場合 に

はKRMの 治療 効果発 現に は どの ような影響 が 現れ る

のであろ うか。興味深い問題である。

難治性感染症 としての抗酸菌症の特異な病像 を規定す

るもの は,概 ねMACを 含 む抗酸 菌 の持つ極 めて強 い

マ クロファー ジ内殺菌抵抗性 と免疫原性の2つ であ り,

これ に起 因す る強力 なTh1タ イプの免疫誘 導が 宿 主抵

抗性発現 と病態形成 に重要 な関わ りを有 してお り,さ ら

にはTh2タ イプの抑制性CKネ ッ トワークの活 性化 が

抗酸菌感染症 の難治化 に重要 な意味 を持 ってい るもの と

考 え られる8)～10)。今回は こうした問題 との関連 で,接

種菌量 の異 なるMAC感 染 マ ウス で の各種CKの 発現
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の様相,さ らに,こ れ らCK発 現 に及 ぼすKRM治 療の

影響 について比較検討 した訳であ るが,興 味深いことに,

TNF-α やIFN-γ な どの炎症性CKの みな らずIL-10

やTGF-β な どの抗炎症性CKのmRNAの いず れ も

が,低 菌量感染 マ ウスの場 合 に高菌量感染 マ ウスに比 べ

て強 く発現 した。 この ことは,高 菌量 感染系 では,何 ら

かの原因に よる免疫不応性 が感染 のかな り早期 に誘導 さ

れている可 能性 を示 唆 している。先 に報告 したよ うに,

107～108と い う高菌量 のMACの 静脈 内感染 を受 け た

マウスでは,感 染2～3週 後 に脾臓 に強力なサプレッサー

マ クロファージの誘導 とそ れ に起 因 したT細 胞 の マ イ

トゲ ン応答能の低下が認め られ るが11)12),こ の よ うな

免疫抑制性マ クロファージの働 きによる免疫不応性 も高

菌量感染マ ウスでの感染病態 を考 える上で重要 な問題 と

な ろ う。 因み に,MAC感 染 後 の 各種 サ イ トカイ ン

mRNAの 発現 の推移 について特に,TNF-α とIL-10

についてはいずれの接種 菌量 の場合 も感染4週 後 に増 強

される ものの,8週 後 には低下す る といった現 象 がみ ら

れてお り,同 様 の成績がELISA法 でこれらCKの 蛋 白

レベルで の発 現の推移 を追跡 した場合 に も得 られ て い

る3)。MAC感 染4週 以後のphaseで こうした現象 が起

こる原因 と して は,(1)感 染4週 以降 のphaseに 発現 量

を増すTGF-β あ るい は感染 後2～4週 に発現 量 を増

すIL-10な どの免疫抑制性サイ トカイ ンに よるマ ク ロ

ファージ機 能の抑 制3)や(2)MAC感 染後2～4週 で誘導

されるサプ レッサーマ ク ロフ ァー ジに よる抑 制,特 に

Th1応 答 のdown-regulation11)12)な どが考えられる。

今 回の検討 でのMAC感 染 マ ウスの脾臓 にお ける感

染4週 お よび8週 後で の各種CKのmRNA発 現 の様

相 は,接 種菌量の多寡 を問 わず,先 のELISAを 用 いた

蛋 白レベル にお ける発現成績3)4)と 概ね軌 を一 にす る も

のであ った。 しか しなが ら,感 染4週 後のマ ウス にみ ら

れた各種CKのmRNA発 現 に及 ぼすKRM投 与 の影

響については,今 回の検 討で得 られた成績 と先の検 討で

得 られたそれ3)4)と の間に若干 の乖離 が認められている。

現在 この乖離現象 を解 明す るために,感 染 マウスの肺 で

の各種CKのmRNA発 現 の測定 の み な らず,別 の抗

MAC抗 菌剤(特 にクラリス ロマイシン)を 供試 して の

検討 を含め てさらに詳細 な研究 を進めつつあ るが,そ の

成績 について は別途報告 したい。

ま と め

高 ・低 両接種 菌量MAC感 染 マ ウス でのKRMの 治

療効 果発現 の様相 を臓器(肺 ・脾)内 生菌 数の推移 と各

種CK発 現 を指標 として比較検討 した ところ,以 下の成

績が得 られた。(1)感 染 マウスでの肺 内生 菌数 を指標 と

した場合,高 菌量感染 マ ウスで はKRMの 治療 効 果が

低菌量感染マ ウス に比 べ て よ り早期 に認 め られ た。(2)

脾内生菌数 を指標 に した場合 には,KRMの 治療効果は

低菌量感染系でのみ認め られた。(3)感 染 マ ウス にお け

る炎症性CK(TNF-α,IFN-γ)お よび免疫抑 制性

CK(IL-10,TGF-β)のmRNA発 現 は,感 染4週 後

に増 強 したが,い ずれ のCKと も低 菌量 感染 マ ウス で

の発現 が高菌量感染 マウスでの発現 に比べ て著 しく強い

こ とが分 かった。また,こ れ らのCKのmRNA発 現は,

KRM投 与 によ り少 なか らず増強 されたが,感 染8週 後

で のTGF-β 発現 は逆 に減 弱 した 。以 上,MAC感 染

モ デルで は,接 種菌量 の高低 に よ りKRMの 治療効 果

発現の様相が若干異 なる可能性が示唆 された。
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