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Abstract: Cytokine productions of peripheral blood lymphocytes (PBLs) and 

monocytes (PBMs) from patients with Mycobacterium avium-intracellulare complex (MAC) 

infection were assessed. 

PPD-S prepared from M. tuberculosis， PPD-B from M. intracellulare， and PPD-Y from 

M.初 nsasii，were used as stimulants. 

PBLs from patients with active MAC did not produce 1FN-γto a significant extent upon 

stimulation with any of three PPDs， while PBLs from patients with inactive MAC showed 

higher responses to each PPD with the maximal response to PPD-B antigens. On the other 

hand， PBLs from healthy controls produced 1FN-γwith the maximal response to PPD-S. 

Spontaneous release of both TNFαand 1L-6 by PBMs from patients at the active stage 

was higher than those by the cells of the inactive stage patients or healthy controls. When 

PBMs were stimulated with MAC-derived PPD (PPD-B)， increased TNFαproduction was 

obtained for PBMs of the active stage and decreased 1L-6 production was seen for the cells 

of both the active and inactive stages 

Moreover， the 仇 vitroincreased production of TNFαupon stimulation with PPD-B 

seems to be related to persistent MAC infection， resulting in exhausted nutritional status. 

These results suggest that in vitro ability of both PBLs to produce IFNγand that of 

PBMs to produce TNFαand 1L-6 are closely related to the clinical stage of MAC infection. 
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緒言

近年難治性肺結核症の増加と共に非定型抗酸菌症の増

加が報告されている 1). 本邦では今後呼吸器疾患を基礎

とする非定型抗酸菌症はさらに増加することが予想され，

acquir巴dimmunodeficiency syndrome (AIDS)末期の

日和見感染症としても重要視されている.しかしヒト非

定型抗酸菌感染における生体防御機構については不明な

点が多い.

非定型抗酸菌は結核菌などと同様に細胞内寄生細菌に
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属する.これら細胞内寄主主細菌感染に対し， T細胞を中

心とする細胞性免疫応答が生体防御の中心であることは

よく知られている.マウスの結核菌感染時には結核菌抗

原に反応応、する CD4+T細胞の int匂巴rf巴臼r印-刀-ongamma (αIFN一

γω〉産生能が結核免疫の機能的なマ一カ一になるとの報

告

する単球/マクロフア一ジの細胞内殺菌活性に重要な役

割を果たすとされているが， ヒト非定型抗酸菌感染での

役割については不明な点が多い3)-').

一方単球/マクロファージ自身から産生される各種サ

イトカインも直接的または間接的に細胞内殺菌活性化に

関与することが報告されている.

tumor n巴crosisfacor alpha (TNFa)， int巴rleukin

6 (IL-6)はともに単球/マクロファージを主な産生細胞

とするサイトカインで，多機能を有し共通する作用も多

く8)，結核菌をはじめとした抗酸菌に対するマクロファ

ージの細胞内殺菌活性にも関与すること 9)が知られてい

る.しかし，これらのサイトカインのヒト非定型抗酸菌

感染における役割は不明な点が多い3)則的10)11).

そこで非定型抗酸菌症のなかで最も高頻度の

11今cobacteriumavium-intracellulare compl巴x(MAC) 

感染症と IFNγ，TNFα およびIL-6との関連を検討

する目的で MAC症患者のリンパ球および単球

(monocytes)を分離し，以下の検討を行った.1)リンパ

球の各種抗酸菌由来purified protein derivatives 

(PPD)抗原刺激下の IFN-y産生能を測定し， リンパ球

の各種PPD抗原に対する反応性の解析を試みた. 2) 

MAC由来の PPDに対する抗原刺激下における単球の

TNFa， IL-6産生能を測定し， MAC感染の臨床病態と

これらサイトカインとの関連を解析した.その結果新し

い知見を得たので報告する.

対 象

1985年国立療養所非定型抗酸菌症共同研究班の診断

基準叫を満たす MAC症 20例を対象とした.抗結核薬

を投与しても 3か月以上略疲培養陽性を持続し，自覚症

状をはじめ臨床学的に改善が認められない例を活動例

(14例， 62.6土12.1歳入抗結核薬投与で自覚症状をはじ

め臨床的に改善が認められ略疾培養が陰性化した後3か

月以上陰性が持続している例を非活動例(6例， 65.3土

17.3歳入これらの症例と年齢を合致させた健常者(11

例， 69. 7:t8.5歳〉を対照とした.対象とした MAC症患

者は全例全身性基礎疾患のない患者であり，抗結核薬投

与中であった.

方 法

A)リンパ球IFNγ産生能の測定

1)末梢血リンパ球の分離

ヘパリン加採血した静脈血に，同量のリン酸緩衝生理

食塩水(PBS，PH 7.4)を加え混和後， Fico11-Hypaque比

重遠心法(400g， 30分間〕で、単核球(mononuc1earc巴11)

分画を採取し， PBSで3回洗浄後， 10 % fetal calf 

serum (FCS) (GIBCO社， Grand Island， N. Y.， UK)を

加えた RPMI1640培養液(GIBCO社， Grand Island， N. 

Y.，UK)に浮遊させた.MAC感染時に誘導されることが

知られている抑制性マクロファージ聞の影響を少なく

するためにこの細胞浮遊液から付着細胞を除去した.す

なわち FCSにてコーティングしたプラスティックベト

ディッシュ (CORNING社 25020， N. Y.， UK)を用いて

3TC， 5 % CO，のもとで 1時間静置培養し付着細胞を除

去した.回収した非付着細胞を PBSで3回洗浄， 10 % 

FCS加 RPMI1640培養液で 10'/mlに調整し，リンパ球

分画とした.

なおこの操作で調整した非付着細胞分画には平均 3-

5%単球が含まれることを flowcytometry解析で確認

した. この割合は健常人と患者との非付着細胞分画にお

いて有意差は認められなかった.

2)培養上清の回収

10'/mlに調整したリンパ球浮遊液 100μlを96穴平

底プレート (CORNING社 25860，N. Y.， UK)に分注し，

20μg/mlの濃度に培養液で調整した各種抗原 PPD-S

(M. tuberculosis由来，日本 BCG社，東京)， PPD-B(M. 

intracellulare由来)， PPD-Y(M. kansasii由来〉を 100

μl添加し， Tsuyuguchi14)らの方法に従って 3TC5%

CO，下で 24時間培養して得た上清を回収し， -80'Cで

測定まで保存した.対照には PPD抗原非添加の培養上

清を用いた.この上清中の IFNγ活性を，各リンパ球の

PPD抗原に対する特異的 IFNγ産生能とした.なお

PPD B， PPD Yは田坂15)より精製したものを恵与され

た.

3)IFN-y活性の測定

MEDGENIX社の enzyme linked immunosorbent 

assay(ELISA)キットを使用した.ヒト IFN-γ モノクロ

ナーノレ抗体を困層化してある 96穴マイクロプレートに

各サンフ。ル， hors巴radishp巴roxidase(HRP)標識抗ヒト

IFN-yモノクロナーノレ抗体制|慎次反応させ，最後にこの

反応により形成した複合体中の酵素活性を測定すること

により IFN-y活性を測定した.なおこのキットの測定

限界は0.1IU/mlであった.
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B)単球TNFa，IL-6産生能の測定

1)末梢血単球の分離

リンパ球分離の過程で得た付着性細胞を単球成分とし

て用いた.末梢血単核球を分離し， PBSで3回洗浄後

10 % FCSを加えた RPMI1640培養液に浮遊させた.あ

らかじめ FCSをコーティングしたプラスティックベト

リディッシュ (CORNING社 25020)を用いて細胞浮遊

液を 3TC5% CO2下で 1時間静置培養した.培養後

PBSにて 3回洗浄し非付着細胞を十分に除去した.その

後 0.2% ethylendiamine tetraacetic acid， disodium 

salt(EDTA 2 Na)， 0.5 % FCSを添加した PBSを5ml

加え 40C15分間静置し，ピベッティング操作で付着細胞

を回収した. PBSにて十分に洗浄した後， 10 % FCS添

加 RPMI1640培養で 5XI0'/mlに調整し，単球分画と

した.回収細胞の 97%以上がベノレオキシターゼ染色陽性

でラテッグス粒子貧食性を示した.

2)培養上清の回収と添加抗原

5XI0'/mlに調整した単球浮遊液 100μlを96穴平底

プレート (CORNING社 25860)に分注， 20μg/mlの濃

度に培養液で調整した PPD-B抗原を添加または非添加

の後24時間培養し，上清を回収した.上清中の TNFa

およびIL-6活性を各々の産生能とした.

3)TNFa， IL-6活性の測定

いずれも ELISA法を用いて測定した.まずTNFa活

性にはMEDGENIX社の測定キットを使用した.ヒト

TNFaモノクロナーノレ抗体を困層化してある 96穴マイ

クロプレートに各サンフ。ル， HRP標準抗ヒト TNFaモ

ノクロナーノレ抗体を順次反応させ，最後にこの反応によ

り形成した複合体中の酵素活性を測定することにより

TNFa活性を測定した.IL-6活性にはトーレ・フジバイ

オニクス社の測定キットを使用した. ヒト IL-6モノク

ロナーノレ抗体を困層化してある 96穴マイグロプレート

に各サンフソレ， ピオチン標識抗ヒト IL-6モノクロナー

ノレ抗体，アピジン HRP複合体を順次反応させ，最後に

この反応により形成した複合体中の酵素活性を測定する

ことにより IL-6活性を測定した.なお測定限界は

TNFa活性は1.9 pg/ml， IL-6活性は 10pg/mlであっ

Tこ.

4)臨床像の指標

1)活動例の略疾排菌陽性期間・検討施行までの排菌持

続期間とした

2)栄養状態の指標:著者ら1叩 7)は各種栄養状態の指

標のうち血媛アミノ酸インバランスの指標である Fis-

ch巴r比(分枝鎖アミノ酸(BCAA)/芳香族アミノ酸

(AAA))がヒト抗酸菌症の栄養障害の重要な指標である

ことを報告しているので， MAC症の栄養障害の指標と

してこの Fischer比を吉川ら17)の方法に準じて測定し

た.

5)統計学的処理

測定値は平均士標準偏差で示し，統計学的検討には

Stud巴ntt検定を用い，危険率両側 5%で有意とした.

結 果

A)リンパ球IFNγ産生能

1)抗原非添加時の IFN-y産生能(Fig.1)

健常者の IFNγ 産生能は 0.7士0.2IU/ml，活動例

(active MAC)患者では 0.6土0.2IU/ml，非活動例Cin.

active MAC)患者は1.5士0.7IU/mlで，非活動期患者

のリンパ球は活動期例や健常者のリンパ球に比べて産生

能は高い傾向があった.

2)各種抗原添加時の IFNγ産生能(Fig.2)

a)健常者の場合

PPD-S抗原刺激時に IFNγ産生能は 11例中 6例は

充進傾向にあり，さらにそのうち 3例ではPPD-Y抗原

添加時にも充進が見られた.健常者の約半数で PPD-S

に対し反応する T細胞が存在していると考えられた.し

かし，各種抗原添加によっても IFN-γ産生の充進がみ

られない症例もあった.

b)活動期患者の場合

用いた 3種いずれの抗原刺激に対しても充進はみられ

なかった.

c)非活動期患者の場合

PPD-B抗原刺激時に産生能は PPD-S，PPD-Y刺激

時と比較して全例で充進していた.特に6例中 2例では
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(IU/mり

2 

healthy 
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(n=14) 

inactive 
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Fig. 1. Spontan巴ousIFN-y production by PBLs. 
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Fig. 2. IFN-y production by PBLs stimulated by PPDs from three 

mycobacteria (PPD-S; M. tuberculosis， PPD-B; M. intracellulare， PPD 

-Y ; M. kansasii) 
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Fig. 3. Spontaneous TNF a production by PBMs. 
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Fig. 4. Spontaneous IL-6 production by PBMs. 

Table 1. Comparison of IFN一γproductionby PBLs 

stimulated by PPD-B among the active and 

inactive MAC patients， and healthy controls 抗原添加時の IFN-y産生能には特に有意差は認められ

Mean士SDCIU/ml) なかったが，非活動期患者で 38.6:t40. 4 IU/mlと最も

a ) Healthy controls 

b ) Active MAC 

c) Inactive MAC 

11.2土11.9

9.7土16.2

38.6士40.4

高値で活動期患者の約 4倍の値を示した(Table1). 

B)単球 TNFa，IL-6産生能

1)抗原非刺激時の TNFa，IL-6産生能の検討

l)TNFa産生能の比較(Fig目 3)

著明な允進がみられ，この 2例では PPD-S，PPD-Y添 活動例(1601土1290pg/mJ)が最も克進し，非活動例

加時にも元進がみられた (517士281pg/mJ) ，健常者(289士177pg/mJ)に比して有

3)PPD B抗原刺激時の IFN-γ産生能の比較 意に高値であった(p<O.Ol).

3群間〔活動期患者，非活動期患者，健常者〉の PPD-B 2)IL-6産生能の比較(Fig.4)
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活動例(488:i::390pg/mJ)が最も充進し，健常者(229土 て活動例(1702士381pg/mJ)，非活動例(1839士288pg/ 

179 pg/mJ)に比して有意に高値であり (p<0.05)，非活 mJ)ともに有意に低下していた(p<O.Ol).

動例(202土190pg/mJ)に比しても高値であった III)活動例の排菌期間と PPD-B刺激下での TNFa，

II)PPD-B刺激下での検討 IL-6産生能との関係

l)TNFa産生能の比較(Fig.5) 排菌期間 l年未満(4例〉と 1年以上(10例〉との 2群に

活動例(5182土2300pg/mJ)が最も充進し，健常者 分けて比べると，TNFa産生能は排菌期間 l年末満例

(3182:i:: 1324 pg/mJ)に比して有意に高値であった(p< (2629土1507pg/mJ)では健常者(3182土1324pg/mJ)と

0.05)が，非活動例(4661土1938pg/mJ)とは有意差がな はあまり変わらず，排菌期間 l年以上の症例(6178士1740

かった pg/mJ)では健常者や排菌期間 1年未満例に比して各々

2)IL-6産生能の比較(Fig.6) 有意に允進が認められた(Fig.7)(p<0.0l). IL-6産生能

TNFaとは異なり，健常者(3988士982pg/mJ)に比し は健常者(3988土982pg/mJ)に比していずれの患者群と

も有意に低かったが(p<O.Ol)，排菌期間 l年未満例

TNF"， 
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Fig. 5. Production of TNF a by PBMs stimulated by 

PPD-B. 
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Fig. 6. IL -6 production by PBMs stimulat巴dbyPPD-B

(1555土310pg/mJ)と排菌期間 1年以上の症例(1758土

198 pg/mJ)とに有意差は認められなかった(Fig.8)

IV)Fischer比と TNFa，IL-6産生能との関係

活動期に PPD-B刺激下での TNFa産生能と Fis.

cher比と有意な逆相関が認められ(r二一0.634)(p< 

0.05) (Fig. 9)，栄養障害が高度なほど TNFa産生が充

進していることが認められた.なお抗原刺激下での IL-6

産生能と Fischer比とは有意な相関は認められなかった

(Fig.10). 

考察

IFN-yは活性化 T リンパ球や NK細胞から産生され

るサイトカインとして知られ18)，マクロファージ19)やT

リンパ球の活性化20)作用を有している. Dalton et a1.4) 

はIFN-y遺伝子をノックアウトしたマウスを用いた実

TNFα10000 
(pg/ml) 

healthy 
co円trols

(n=11) 

N s 

p<O.Ol 

aClve 
MAC(S) 

(n=4) 

active 
MAC(L) 

(n=10) 

(S): culture positive < a year (L)・culturepositive孟 ayear 

Fig目 7目 R巴lation between TNF a p，・oduction

stimulated by PPD-B and duration isolated 

MAC from sputa. 
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Fig. 9. Relation betw巴巴n TNF a production by 

PBMs stimulated by PPD-B and Fischer's 

ratio in active MAC stage. 

IL-6 2600 

験から抗酸菌感染に対する生体防御での IFN-yの重要 (pg/ml) o 

性を報告している.一方，冨岡・斉藤3)はマグロファージ

の抗酸菌に対する殺菌能允進作用は単独では発現せず，

他のサイトカインも必要ではないかと推察している.

MAC感染症における IFN-γ の役割は未だ定かではな

い5)-7)が，これらの事実は IFNγ がMAC感染に対す

る生体防御と密接に関与している可能性を示唆するもの

である.

一般に BCG菌体成分は IFN-y産生を誘導し得るこ

とが知られ叫叫，マウス結核菌感染時には結核菌抗原に

反応する CD4+T細胞の IFN-y産生能が結核免疫の機

能的な7 ーカーになる2)との報告がなされている.そこ

で著者はまず MAC感染者末梢血リンパの 3種の抗酸菌

に由来する PPD抗原に対する反応性を IFN-y産生能

を指標として検討し，ヒト MAC感染の T リンパ球機能

の解析を試みた.抗原非添加時の IFNγ産生能の比較

から非活動症例患者リンパ球は α vzvoでも一部活性化

されていることが認められた.また非活動症例では特に

M. intracellulare由来の PPD抗原(PPD-B)に対し，ま

ずこ健常人では M. tuberculosis由来の PPD抗原(PPD

S)に対しでも反応性を示し， IFN-y産生能が允進して

いた.一方，活動例患者リンパ球の IFN-y産生能は 3種

いずれの PPD抗原に対して有意の IFNγ 産生能が認

められないとし、う新知見を得た.抗酸菌菌体成分による

細胞性免疫抑制作用の存在間-25)も知られており， MAC 

活動期患者の IFNγ産生能低下と何らかの関連がある

ものと思われた.特に MAC活動期患者の PPD応答性
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Fig. 10. Relation between IL-6 production of PBMs 

stimulat巴dby PPD-B and Fischer's ratio in 

active MAC stage目

の低下は PPD-Bに特異的ではなかったことから， MAC

感染で誘導されると報告されているサプレッサー細胞の

存在26)27)によって， CD 4+ T細胞機能が非特異的に抑制

されているものと考えられた.

TNFa， IL-6はともに<'f7戸ファージまたは単球を主

な産生細胞とするサイトカインで，抗酸菌細胞内殺菌活

性に関与することが知られている.ヒト細胞を用いた zn

vitroにおける MAC細胞内殺菌活性に直接及ぼす作用

に対しては TNFaは活性充進をもたらすが， IL-6は活

性を抑制する 5)6)10)と報告されている.しかし TNFaは

この殺菌反応を活性化しない3) とL、う報告や， IL-6は間

接的には殺菌反応を允進させる 11)との報告もみられる.

塚口 28)らは肺結核患者の末柏、血単球の TNFa，IL-6産
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生能を測定し， これらの産生能は肺結核病態と深く関連 PPD抗原反応性低下をはじめとした T細胞機能抑制と

していると報告している • TNFa， IL-6ともに， MAC感 深く関わっている可能性が推測された.

染と密接な関わりを持つと考えられているが，ヒト 本研究の結果から MAC感染活動期にはT細胞の

MAC感染に対する作用は不明な点も多い.そこで著者 PPD非特異的 IFN-y産生能の低下， MAC由来 PPD抗

は活動期，非活動期患者の末梢血単球の TNFa，IL-6産 原刺激下での単球の TNFa産生能充進と IL-6産生能

生能を検討し臨床像との関連を中心にヒト MAC感染症 低下が存在し， MAC感染の病態の活動性と深い関連が

における役割を検討した. あること，TNFaの産生能充進の持続と栄養障害や排菌

まず TNFa産生能は抗原非刺激時と抗原刺激下いず 期間と関連が認められ， MAC感染の持続と密接な関連

れも排菌持続例に充進が認められるとし、う新たな知見を があるなどの新しい知見が得られた.また非活動期には

得た.この排菌持続例では抗原刺激下の TNFa産生能 T細胞の PPD反応性の回復，単球の TNFa産生充進の

は排菌持続期聞が1年未満では正常者の産生能とほぼ等 低下傾向が認められMAC非活動型状態への変化と深い

しかったが，排菌期間 1年をこえる長期排菌例では 関わりがあるとの新しい知見も得た.

TNF日産生能の著明な充進が認められた MAC症に対する生体防御機構と病態の把握という観

MAC症の栄養障害の指標となる Fischer比と排菌持 点から PPDに対する T細胞反応性の回復や単球の

続例の抗原刺激下 TNFa産生能とは有意な逆相関が認 TNFa産生尤進の正常化が病態改善の契機であるのか

められた.つまり栄養障害が高度なほど TNFa産生が 結果としての現象であるのかを解明することが今後の課

允進し， MAC感染と栄養障害との関連を初めて明確に 題である.

した.生理的濃度では TNFaはMACの細胞内増殖を

抑制する 5)6)10)が，過剰な TNFa産生は肺結核患者の栄
結 語

養障害加や，敗血症時の組織障害29)を引き起こすことが l)A今cobacterium avium intracellulare compl回

報告されている.本研究の結果から，TNFaはMAC感 (MAC)症患者におけるリンパ球の各種抗酸菌由来 PPD

染初期に MAC殺菌活性充進のため誘導されるが，感染 抗原(M.tuberculosis由来の PPD-S，M. intracellulare 

が持続すると TNFaが生理的濃度を越えて産生され， 由来の PPD-B， M. kansasii由来の PPD-Y)抗原特異的

過剰な TNF配による栄養障害の悪化など生体への悪影 IFN-y産生能を解析した.

響を招き， MAC病態持続はさらには悪化を助長してい 非活動期 MAC症患者リンパ球は exvzvoにおいて弱

るものと思われる. いながらも活性化が認められた.各種PPD抗原刺激下

IL-6産生能は抗原非刺激下では活動例のみに産生允 では健常者リンパ球はPPD-S抗原に対しまた非活動期

進が認められた.しかし抗原刺激下では活動例，非活動 MAC患者リンパ球は PPD-B抗原に対し反応性がみら

例とも健常者に比べ産生能の低下が認められ，抗原刺激 れたが活動期 MAC症患者のリンパ球は三種いずれの

時と非刺激時との結果が異なる傾向を示した.IL-6は急 PPD Vこ対しても反応性は認められなかった.

性反応物質の肝臓での産生を尤進させ，血清の IL-6値 2)末梢血単球 TNFaおよびIL-6産生能を MAC由

は生体の炎症反応との関連があること叫が知られてい 来の PPD(PPD-B)抗原刺激または非刺激下で測定し，

る.活動期患者の単球のみ抗原非刺激時において， 臨床像との関連を検討した.非刺激下では TNFa産生

TNFaのみならず IL-6の産生能允進が認められたこと 能は活動例，非活動例，健常者の順に高く， IL-6産生能

は， MAC感染活動期患者における炎症反応を反映した は活動例，健常者，非活動例の順が高かった.抗原刺激

結果であると考えられる.健常人単球は MACの菌体成 下では，まず TNFa産生能は活動例に允進し特に排菌

分に反応して IL-6を産生し得ること 31)が報告されてい 持続期聞が長期の症例ほど充進しており，栄養障害の指

る.本研究で明かな様に，健常者単球がPPD-Bに反応し 標である血祭アミノ酸インパランスの指標である Fis【

てIL-6を有意に産生したにもかかわらず活動期および cher比(BCAA/AAA)と有意な逆相関が認められた.IL 

非活動期患者の単球ではPPD-B刺激に対する IL-6産 -6産生能は活動例，非活動例とも対照例に比べ有意な産

生低下が認められた.IL-6は上述のように急性炎症反応 生能低下が認められた.

に関与するだけでなく， T細胞の分化誘導，特に IFNγ産生能からみた MAC症患者リンパ球の PPD

cytotoxic T細胞の誘導をもたらすこと叫も報告され， 抗原に対する反応性は，活動期患者でいずれの抗酸菌由

この IL-6産生誘導の低下は，本研究ですでに明かにし 来 PPD抗原に対しても健常者や非活動期患者と異なり

たMAC感染活動期における T細胞での非特異的な 低いことが認められ，単球 TNFa産生能は活動期に最
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も克進し，排菌期間が長期なほどまた栄養不良例ほど高 growth. Eur. J. Immunol. 21 : 391-395， 1991 

値であった.IL-6産生能は健常者に比べ活動期，非活動 6) Shiratsuchi， H.， Johnson， J. L. and Ellner， J. 

期ともに低下が認められるなどの新しい知見を得ること J. : Bidirectional eff巴ctsof cytokines on th巴

ができた growthof 11今cobacteriumavium within human 

なお本論文の要旨の一部は第 68回日本結核病学会総

会(1993年4月東京)， 1994年度アメリカ胸部疾患学会

(1994年 5月ボストン〉にて発表した.
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