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The therapeutic effects of three combined antituberculous regimens were evaluated in vivo for 

conventional mice (dd white strain) infected intravenously with Mycobacterium intracellulare, TMC 1469 

strain. The three regimens evaluated were SM• PAS•EINH, KM•EEB•EINH and KM•ERFP•ETH•E

CS•EEB, which were all administered to the animals in dosages roughly comparable with clinical use 

except INH. Successive viable units of bacilli in the right lungs as well as in the spleens of mice were 

counted on 1% Ogawa media using 10-fold dilution technique of the homogenized organs at one, 

three, six, nine and fifteen weeks after challenge of the bacilli, while the administration of the drugs 

was continued for eight weeks, in six days a week, starting one week after challenge. The histopath-

ological findings were observed in gross pathology and in histologic sections of lung, liver, spleen and 

kidney as well.

The control untreated mice retained ca.4•`5•~104 viable units of bacilli in 10mg of spleen 

during entire experimental period, while the viable units of bacilli in lung spontaneously regressed to 

roughly one fifth of the count at the end of the experiment, which was ca. 1.6x103 at the start of 

the treatment. In spleen, the treatments of all three regimens resulted in considerable decrease of 

viable unit of bacilli as the treatments went and the viable units of bacilli in 10mg of the organ 

were roughly one fifteenth in the regimen SM• PAS•EINH, one tenth in KM• EB•EINH and one 

hundredth in KM• RFP• TH•ECS• EB, respectively of the count at the time immediately before 

treatment. In lung, the difference in the decreases of the viable  units of bacilli was less among the 

three regimens in the range of one twentieth to one fortieth, though the  counts went down more 

rapidly compared with the successive counts of the control untreated group of mice.

*The First Department of Medicine , Chest Disease Research Institute, Kyoto University, Sakyo-ku, Kyoto 606
 Japan.
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Minimal or moderate therapeutic efficacy was obtained at least in the regimen of KM• RFP• TH

 CS.EB, however ca. 8x102 viable units and ca. 7•~103 viable units of bacilli still remained in lung 

and spleen, respectively, at the time of discontinuation of the treatments. Moreover, the gradual 

increase of the bacilli after the discontinuation of the treatment observed in the final period of the 

experiment suggested that even the five-drug regimen of KM• RFP• TH CS•EEB was not potent 

enough to manage M. intracellulare infection.

The main histopathologic findings of the organs of mice infected with TMC 1469 strain were 

thickening of alveolar septa, peribronchial cell infiltration, microglanuloma in lungs and both 

mononuclear cell aggregates and multiple minute granulomas in liver and spleen. No significant 

differences were noticed among the untreated and three treated groups.

Mycobacterium intracellulare, TMC 1469 strain, used in this study was one of the strains which 

were kindly provided by the U.S.-Japan Cooperative Medical Science Program-NIAID in 1975. 

The brochure which was simultaneously provided by NIH described the colony morphology of the 

strain as smooth, pyramidal, thick center, transparent entire edge. The colony morphology which 

was again observed by us at the time immediately after the challenge to mice confirmed thin 

transparent colony in 15.8% and the remaining colonies showed thick opaque dome-shaped type.

序 論

本邦におけ る非定 型抗酸 菌症(以 下AM症)の 大部 分

を占めるMycobacterium intracellulare症の内科的治療は,

抗結核薬 の多剤併用 が主体 をな しているが,そ の起炎菌

であるM. intracellulareの抗結核薬に対す るin vitroで

の感受性が結核菌の場合 と異な りは るかに低い ことを反

映 して,臨 床効果 も乏 しいのが現状であ る。私 どもは非

定型抗酸菌(以 下AM)の 抗結核薬 に対 す るin vitroで

の感受性を併用効果 も含め数回にわたつ て報告1)剛3)して

きたが,M. intracellulareに対 し抗結核薬 を単 独に作用 さ

せた とぎの阻止力は,結 核菌を対 象 とした場合 と比 較す

ると格段に弱 く,3剤 を同時に作用 させた場合,術 式に

よつては臨床的な効果 も或程度 期待 できそ うである とい

う印象を得たに止 まってい る。M. intracellulareに対 して

有効な薬 剤の開発 が現在 の急務 であるのは勿論 であるが,

抗結核剤の併用効果 の有効性の限界 を明 らか にす る こと

も現時 点においては重要 な課題 であると考え る。 マウス

を対 象 とした実験的結核症が臨床上の治療術式の決定 に

重要 な役割 を果 た してぎた ことは周知 のことであ り,私

どもは前回,経 尾 静脈 感染を 用いてAMの マウスに対

す る病原性の検討成績 を一部報告4)した。 この成績 では

結核菌 と比 較する とAMの 病原性 は明 らかに弱 く,臨

床 上の治療 術式の検定 に耐 え うる実験的非定型抗酸菌症

の作成 には今後多 くの問題 を残 してい ることが明 らかに

なつ たが,Burjanovaら14)も 述べ てい るごと く,卓 越 し

た感染 モデルが な く,現 状ではAMが 比較的病原性を

強 く示す マウスを用い て,治 療に よる臓器内還元菌数を

指標 とす る方法が まず手近 なものであ ろ う。今回私 ども

は抗結核薬の多剤併用を対象として,経 尾静脈感染マウ

スの臓器内生菌単位の消長を観察した。

1.　 実 験 材 料 な らび に 方 法

1)　 実 験 動 物

均 一系dd雄white conventionalマ ウス で生 後5週

で体 重27g前 後 の もの を 用 い た 。 飼 料 は市 販 の固 型 飼

料 を用 いた 。

2)　 使 用 菌 株

Trudeau Instituteよ り供 与 され たTrudeau Myco-

bacterial Collection (TMC)に 含 まれ るTMC 1469株

を 用 い た 。1975年7月 に 供 与 を うけ て か ら1%小 川 培 地

で3代 継 代 を重 ね,-20℃ で 保 存 され た 菌 株 で あ る。

M. intracellulare疾 患 者 喀 痰 か らの 分 離 株 で,分 離 は1960

年,送 付 時 の 記 載 に よ る とOAA培 地 上 の 集 落 形態 は

"Smooth
, pyramidal, thick center, transparent entire

edge"と あ る。

3)　実 験方法

上記 マウス20匹 ずつ4実 験群 を作成 し,M. intracellulare

(TMC 1469株)の 濃厚菌液0.2ml(生 菌単位数ca. 3

×109)を すべ てのマ ウスの尾静脈 に接種 した。接種菌液

は1%小 川培地 よ りDubos Tween Albumin液 体培地

に移 し10日 間培 養 した ものか ら上清 を除去 して濃厚に し

た ものを使用 した。接種生菌単位 の算定には使用 した濃

厚菌液 を滅菌生食水 にて10倍 希釈 を施 し1%小 川培地に

一定量 を接種 し
,発 育集落に よ り行なつた。

菌接種後1週 間 マウスを無処置 で放置 した後,各 実験

群 に対 して次 の治療 を開始 した。

第1群 　無治療対照群
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第2群  SM 400μg/mouse(注)・PAS 4μg/mouse・

INH 20μg/mouse

第3群  KM 800μg/mouse(注)・EB 400μg/mouse・

INH 20μg/mouse

第4群  KM 800μg/mouse(注)・RFP 200μg/mouse・

CS 200μg/mouse・EB 400μg/mouse・

TH 200μg/mouse

治療はいずれ も週6日 投与法で,注 射薬 であるSMと

KMは1回 注射量 が0.2mlに こな るごとく調整 して背部

皮下に投与 し,他 の薬 剤はいずれ も経 口投与で,投 与量

が全体 として0.2mlに な る よ うに混合懸 濁 液を作成

くRFPを 含 む懸濁液作成 には少量 のア ラビア ゴムを使用)

し経 ロ ゾンデで 胃内に投与 した。

治療開始直前 と治療開始後2週,5週,8週 と経 時的

に平均体重 の推移 を観察す るとともに,各 群 よ り3匹 ず

つ のマウスを屠殺剖検 し,臓 器 の肉眼的観察を行ない,

更に右肺,脾 の1/2の 定量培養を実施 した。定 量培養は

2% NaOHで 臓器 を10倍 に磨砕希釈(日 本精機ユ ニバ ー

サル ・ホモ ゲナイザー使用)し,更 に同様2% NaOH

を用いて10倍 希釈系列を作 成 し1%小 川培地上 へ接種 の

上 発育 した集落数に より臓器 内生菌単位算定 を行 なつた。

同時に左肺,残 りの脾(1/2),肝,腎 は病理組織学的検

索 のために使 用 した。

治療はいずれ も8週 間継 続 した うえで中止 し,更 に全

群 を無処 置で更に6週 間放 置 し,同 様 の検索 を行 ない全

実 験を15週 で終 了 した。

なお上記 の実験 に先立 ち,今 回の使用菌株TMC 1469

を含むTMC 5株 につい て前回報告1)～3)と同様な方法で

SM, PAS, INH, KM, EB, TH, CS, RFPのin vitro

制菌 力 と,SM・PAS・INH, KM・EB・INH, KM・RFP・

TH・CS・EBの3併 用術式の同様in vitroで の制菌力を

検討 した。 この場合併用比(重 量)は ほぼ臨床投与量に

準 じてい る。マ ウスへ の薬 剤投与量 もINHを 除 き同 じ

く臨床投与量に準 じている。 マ ウス実験的結核症に おい

てINH投 与量を臨床投与量 に準 じた場合,投 与量が過

量にな り併用薬 剤の効果 判定 を困難 にする場合が あつた

のを考慮 したためである。

II.　実 験 成 績

1) TMC 1469株 を含むTMC 5株 に対 する試験管

内併用効果

表1に その成績を示 した。表 中黒 色の棒 の長 さはいず

れ も初管 よ り数え発育阻 止のみ られた試験管数(倍 数希

釈で20管 まで作成)を 示 してお り,各 薬 剤お よびそ の併

用術式の阻止力を比較 した ものであ る。各薬 剤の初管濃

度 は左欄の括孤内に示 した。いずれの菌株 も,SM,KM,

RFP,EBに 比較的感受性があ り,3種 の併用術式相互間

では,1株 を除 ぎSM・PAS・INH併 用術式 が 僅か なが

らKM・INH・EBよ り良好で,KM・RFP・TH・CS・EB5

者併用(以 下5者 併用)がSM・PAS・INH併 用術 式 に

比べ て僅か にご優れ てい る株がTMC 1469を 含め て2株

認 め られた。TMC 1469に お いて発育阻止 のみ られた

試験管数 は,お のおのSM8管,INH 1管,KM 6管,

EB 6管,RFP 10管,SM・PAS・INH 10管,KM・INH・

EB 9管,KM・RFP・TH・CS・EB 12管 であつた。

2)　 治療効果

Table 1. In Vitro Effects of Multiple Drug Combinations to M. intracellulare-aviurm
 complex (TMC strains)

Dubos Tween Albumin Medium, Inoculum: 0.01mg

*:The concentration of the drug in the first test tube
.

•õ:The length of each bar represents numbers of the test tubes which showed no growth of mycobacteria.
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Fig. 1. Body weight.

Table 2. Macroscopic Findings at Autopsy

N: Several small nodules.
*:Lu=Lung , Li=Liver, S=Spleen, K=Kidney†;±,+,廾,卅:Grades of macroscopic pathological findings

•õ•õ:The number of mice which showed the respective pathology.

(i)　 体重 と観察

図1に 体重 の経過を示 した。全経過を通 じて5者 併用

が最 も良好 な経過 を示 してい る。 しか し,治 療直前すで

に他 の治療群 ならびに無処置群 と僅かに差 が認め られ る

ので他 の要 因も作用 してい ると思われ る。無処置群 は治

療群 と比べ,治 療中は僅かに体重増加が抑 制 されている。

なお,実 験全経過中死亡 した マウスはなかつた。

(ii)　臓器の肉眼的観察

表2にご総括 して示 した。病変の程度は ±か ら卅の段階

に分け て表示 した。実験的肺結核症におけ るごとく肺 に

明 らか な結節性病変を示 した ものはな く,全 屠殺 マ ウス

中3匹 に小結節がおのおの数個み られたのみで,多 くは

1肺 葉か ら全肺葉にわた る軽度 か ら中等度 のびまん性 の

肺炎様 の病変(充 血,硬 化)で あつ た。全治療群 とも,

無処置対照群 と比較 し明 らかな差 はなかつた。脾は腫大

が主た る変化であ るが,こ れ も各群間 に差は認め なかつ

た。腎の変化はやや浮腫 状で腎膿瘍 を疑わせ る所見 をも

つ数匹に止 まつた。
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Table 3. Average Viable Counts of Mycobacteria from 10mg of Organs of Mice
 Infected with M. intracellulare (TMC 1469)

*Each number represents the average value for 3 mice .

Fig. 2. Average viable counts of mycobacteria 
from organs of mice infected with M. intracellulare 

(TMC 1469). Each point represents the average 
value for 3 mice.

(iii)　臓器 内生菌単位数 の推移

表3に 肺 と脾の10mg中 か ら還 元 され た 生菌単位数

の経時 的推移 を表 示 し,図2に は これを図示 した。無処

置対照群 では脾において治療開始後5週 目に一過性に軽

度 の生菌単位 の減少 があ るが,全 期間 中約4～5×104程

度 の生菌単位 数が保 たれ ている。一方肺 では治療開始後

2週 目に治療開始直後の1/5程 度に生菌単位の減少がみ

られ,そ の後かな りの回復がみ られ るものの実験終了時

には再び治療開始直前の約1/5に 減少 してお り,治 療に

関係な く生菌 単位数の自然 減衰が うかがわれ る。 これ ら

Fig. 3. Small granulomas in liver. H.E.•~200

を治療群 と比較する と,治 療群 では実験開始時 に比べ肺

において治療終 了直後 約1/20か ら1/40に,脾 では1/10

か ら1/100程 度 の減 少がみ られた。

図2で 各治療群 の成績 を概 観的に比較す ると,い ずれ

の治療 でも治療継続 とともに非治療群 と差 を生 じ,概 略

SM・PAS・INH併 用 群とKM・INH・EB併 用群はほぼ 同

程度 の,ま たKM・RFP・CS・TH・EB5者 併用群は上記

2治 療群 よりゃや優れた生菌単位の減少効果を示 してい

る。今回 倹討 した3治 療群 とも軽度 の治療効果がみ られ

た と考え るのが妥当であ ろ う。 しか し,KM・RFP・TH・

CS・EB5者 併用 を8週 間 実施 した 後に も臓器全体(肺

0.2g,脾0.2g)と して概算す ると肺には約8×102,脾 に

は約7×103の 生菌単位が残存 してい ることが推定 で きる

ことか ら治療効果は不充分であ る。なお脾において治療

終 了後5者 併用群 に再び生菌単位の上昇傾向がみ られた。

(iv)　 臓 器 の病 理 組 織 学 的 所 見

表Aは 全 屠 殺 剖 検 マ ウ スの 病 理 組 織 学 的 所 見 を簡 単 に

総 括 した も ので あ る。肺 で は 気 管 支 周 辺 の 軽度 の単 核球

の 浸 潤(Peribronchial Cell infl.)と 肺 胞 壁 の び まん性 肥

厚(Septal thickening)が 主 な 所見 で ご く まれ に 肉芽 腫

(Granuloma)の 形 成 が 認 め られ た に す ぎ な い。 肝 にお

い て は 図3に お け るご と き小 さ いepithelioid granuloma

様 の 変 化 が か な り多 数存 在 して い る の が認 め られ た。 肺
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Table 5. Histopathologic Findings in the Liver

*:6 weeks after discontinuation of treatment . 

t: Number of granuloma in three (10X10) visual fields (average of three mice)

においては各治療群 の間 に所見 の差は認 め られ なかつた

が,上 述 した肝のいわゆ るgranulomaは む しろ治療群

に多い傾向がみ られた。 肝 のgranulolnaの 個数を各 マ

ウス3視 野 ずつ計9視 野 の平均 で表示 したものが表5で

ある。

III.　考 案

実験的非定型抗酸菌症の作成にご関 しては,序 論に も述

べた ごと く現状では種 々の問題点があ る。 まず使用 する

実 験動物の種類であ るが,現 在 までにモルモ ッ ト,マ ウ

ス,ウ サギ,ハ ムスター,ニ ワ トリ,サ ルを使用 し,種

々な接種 方法 でそ の病原性 を検討 した報告 は多 くある。

しか し,実 験 の便利 さの点 と病原性が比較的強 く表れ る

マウスが中 でも多 く検討 され てい る。なかんず く薬 剤の

in vivoに おけ る治療効果判定 にこ実験的AM症 を用いた

報告5)～10)ではマ ウスを対象 とした ものが圧倒的に多い。

私 どもも前回の報告4)に 続ぎ,ま ず マ ウスを用 いて検討

を開始 した次第 である。次 に使用菌種 な らび に菌株 の毒

性 の問題があ る。前述 の諸報告 を概観 した ところでは,

M. kansasiiとM. mrinumを 使用 した場 合 は,マ ウス

尾静脈 への接種 で薬剤 の効果判定 に耐え うる実験的AM

症が 一応作成 された 印象が 得 られ るが,M.kmsasiiよ

り一般に弱毒 であ るとされ てい るM. intracellulareにつ

い ては報告数 も少 な く,実 験手技更には治療効果判定 の

有用性につい てなお疑問があ ると考え られ る。加えて,

同一菌種 もし くはRunyonの 同一菌群に含 まれ る菌株相

互間の毒性の強弱4),11)～13)もす でに指 摘 さ れ て い る。

Burjanovaら14)は 実験的AM症 を論 じた総説 の 中 で,

AMが 弱毒性な るがゆえの病 変の 自然 消退 が治療効果 判

定 を誤 らせ る危険性 を指摘 し,少 な くとも臓器 内生菌単

位 に よる判定 が必要 であろ うと示唆 している。

M. intracellulareの 集 落 形 態 に7H10と かcorn meal-

glycerol-agarを 用 い た 場 合,smooth thin (transparent)

 typeとsmooth thick(dome shaped opaque)typeな

らび に 頻 度 は 少 ない がrough typeが み られ る こ とは す

で に 記 載15)さ れ て お り,私 ど も も これ を確 認 し報 告16)し

た が,す で にDunbarら17)は 上 記 の集 落 形 態 とマ ウ スに

対 す る病 原 性 の間 に 相 関 のあ る こ とを 認 め,smooth thin

 typeの 比 率 の多 い 菌 株 ほ ど病 原 性 が 強 い と報 告 し,更 に

患 者 分 離 株 は 最 初 ほ とん どthin-colony typeを 示 す が,

in vitroで の継 代 に よつ て次 第 にdomed-colony typeが

増 加 す る と とも にご病 原 性 も低 下 す る こ とを示 してい る。

更 に最 近 のKajiokaら18)の 報 告 で は,opaque form は

transparent typeの 変 異 に よ る も の で,数 種 の抗 生 物 質

に対 す る感 受 性 の検 討 結 果 ではopaque formがtrans

parent typeに 比 して よ り感 受 性 が 高 い と い う興 味 あ る

結 果 を 記 載 して い る。 これ らの 検 討 は 同一 菌 種 間 の マ ウ

ス に対 す る病 原 性 の差 を あ るい は説 明 す る も のか も知 れ

な い。 私 ど も で は この点 に関 す る詳 細 な検 討 が ない が,

本 実 験 に 使 用 したTMC 1469株 はcorn meal-glycerol

 agar上 で は15 .8%が 私 共 の報 告 したIV型16)を 示 し,

諸 家 の報 告 に よ るthin transparent-colony typeに 相 当

す る も の と考 え られ た 。 した が つ て,M. intracellulareと

して は比 較 的 病 原 性 の弱 い 菌 株 で あ つ た こ とは推 測 で き

る。

も う一つの問題点 として,M. intracellulareにつ いて本

邦株 と米国株 との問に感受性の差 があ る可能 性のある こ

とであ る。私 どもは主 として抗結核薬 と数種 のア ミノグ

リコシ ッ ド系 抗生物質 を対象 とした検討3)19)で,両 者 の

間にかな りの感受性の差 を認 めている。私 どもは これ を

継 代回数 に よる集落形態 の差 ではないか と推測 したが,

確 認は していないので理 由は不 明である。

以上 の諸点 を考慮 して私 どもの今回 の成績 を考案す る

と,比 較的病原性が弱 く本邦株 よりは抗結核薬に対 して

感受性 の高 い可能性 のあるM. intracellulareを使用 した

と考 え られる。経時的 な肺 と脾 の還元生菌単位 の観察で

はSM・PAS・INH,KM・EB・INH,KM・RFP・TH・CS・

EBの 併用術式 でそれぞれ治療効果 は あつた と考え られ,
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ご く僅 かの差 ではあるがKM・RFP・TH・CS・EB5者 併

用 が最 も効果 があ るとい う印象を受けた。 しか しなが ら,

実験終了時 の成績か らは これ らの術式全 てにつ いて治療

効果は不充分であ り,臓 器 内生菌 の根絶 には程遠い成績

であつて,諸 家の臨床での観察を裏 付け る と考 え られ た。

ア ミノグ リコシ ッド系薬 剤を主 な対 象 と したin vitro

の感受性の検討 した成績19)では,前 述 した ごとく全般的

に米国株が本邦株に比べて感受性が よ り高い ことが認 め

られたが,両 者においてSMの 感受性にか な りの差 が

あ るの も特徴の一つで あ つ た。 すなわ ち,本 邦株 では

SMはKMに 劣 りか な りの懸隔があ るのに 反 して,米

国株 ではSM,KM両 者 ともほぼ同程度の制菌力が認め

られ てい ることであ る。今回検討 したTMCI469株 で

も同様 で,こ の場合SMはKMよ り制菌力にお いて優

れ ていた。in vivoでSM・PAS・INH3者 併 用 術 式 が

KM・EB・INH3者 併用術式 と治療終了時還元 生 菌 単位

数であ ま り効果の差が認め られなかつた要 因の一つ であ

ろ う。

以上,現 在手近で可能 な方法を用いたM.intracelluare

感染 マ ウスのin vivoに おけ る抗結核薬 の併用効果は,

明 らか な限界が ある ことが認め られ,よ り強力 な新薬剤

開発 の必要 が改 めて認識 された。

基礎 的な問題 としては,M.intracellulareの 集落 の変異

に関連 して,病 原 性 と薬 剤感受 性の変化 を より詳細 に検

討す ること,更 に本邦株 と米 国株 との薬 剤感受性 の差 に

ついてその原因を究明 し,こ れ らの結果 に基 づいてAM

感染実験 モデルの作成に取 り組む ことが必要 と考え られ

る。

IV.　結 論

M.intracellulare TMC 1469株(米 国 株)を 尾 静 脈 よ

り感染 した マ ウス を用 い て,主 と してそ の臓 器 内生 菌 単

位 数 の経 時 的 な 消長 に よ り,抗 結 核薬 併用3術 式(SM・

PAS・INH,KM・INH・EB,RFP・KM・TH・CS・ER)の 治

療 効果 の観 察 を試 み,次 の結 果 を得 た 。

1)　 無 処 置 対 照 群 と比 較 す る と,SM・PAS・INH,

KM・INH・EB,RFP・TH・CS・EB・KMの3併 用 術式 と

も,臓 器内生菌単位数の経時 的減少 よりみて,軽 度 もし

くは中等度の治療効果があ ると判定 された。

2)　 実験終了時の臓器内残存生菌 単位数 よりみて,治

療効果はいずれの術式 とも不充分であ ると思わ れ,諸 家

の臨床上の観察を裏付け ると考え られた。

3)　 本術式に よる実験的AM症 は,マ ウス臓器内病

変 の僅少 さか らみ て,感 染 モデル としては不完全な もの

と考 え られた。

4) M.intracellulareの集落 の変異に よる病原性 と薬剤

感受性 の変化 にご関す る文献 を考察 し,今 後 の基礎的検討

の必要性を論 じた。
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