
513

Kekkaku Vol.56, No.11

原 著

実 験 的 非 定 型 抗 酸 菌 症 に 関 す る研 究

3.　 マ ウ ス を 対 象 と し たM愈cobacterium intracellulare吸 入 感 染 の 試 み

李 英 徹 ・久 世 文 幸 ・前 川 暢 夫

京都大学結核胸部疾患研究所内科学第I

鈴 木 康 弘

京 都 大 学 結 核 胸 部 疾 患 研 究 所 病 理

受付　昭和　56年　5月　26日

A STUDY ON EXPERIMENTAL MYCOBACTERIOSES

 PROVOKED BY ATYPICAL MYCOBACTERIA

3. An Attempt of Airborne Infection with Mycobacterium 

intracellulare to Conventional Mice

Youngchol LEE*, Fumiyuki KUZE, Nobuo MAEKAWA and Yasuhiro SUZUKI

 (Received for publication May 26, 1981)

An experimental attempt to induce Mycobacterium intracellulare infection in white conventional 

mice was made by means of an airborne infection apparatus . Mycobacterium intracellulare, TMC 

1469 strain (provided by the U. S.-japan Cooperative Medical Science Program-NIAID in 1975)
, 

was grown in Dubos Tween albumin liquid medium for ten days and stored at 4•Ž until each airborne 

challenge. The exposure apparatus used was an Airborne Infection Apparatus
, Model A42, TRI-R 

Instruments, INC (New York, U. S. A.). At each airborne challenge, the bacillary culture was diluted 

five fold in distilled water (ca. 1.4•~107 v. u./ml) to be placed in the nebulizer
, and the animals were 

exposed for 40 minutes to a cloud of fine droplet nuclei containing the bacilli . The mice were divided 

in three groups and each group underwent airborne challenge respectively for single
, five and four

teen times. After the airborne infection, mice were sacrificed and quantitative culture of lungs and 

histopathological examinations of main organs were performed at different intervals .

In the single airborne challenge group, the viable units of bacilli in 10mg of lung was 3
.0•~102 

immediately after the challenge, and decreased gradually to roughly one-hundredth of the count at 

fourteen weeks after the challenge. In the groups of five and fourteen times airborne challenges
, the 

number of viable units were between 1.4•~10-3 .1•~103 and 9.3•~102-5.2•~103 respectively during 

the experimental periods. Thus no significant increase in the number of viable units in lungs was 

recognized in the three groups.

The histological changes were exclusively seen in the lungs of mice which underwent five and 

fourteen times airborne challenges. Mononuclear cell aggregates at various sites were most frequently 

seen. One mouse, sacrificed at five weeks after five times challenge, showed a granulomatous lesion . 

Neither proliferative nor diffuse exudative lesions were revealed, and the histological changes were

* From the First Department of Medicine
, Chest Disease Research Institute, Kyoto University, Sakyo-ku, Kyoto 

606 Japan.
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thought to be weaker and less significant compared with those of infection by M. tuberculosis .

In view of these results, further endeavours would be necessary to induce experimental Myco

bacterium intracellulare disease.

序 論

本邦におけ る非定 型抗酸 菌症の大 部分はMycobacteri-

um intracellulare症であ り,そ の内科 的治療 に は 抗結核

薬 の多剤併用 が行なわれ てい るが,臨 床効果 は必ず しも

す ぐれ た ものではないのが現状 である。著者 らは非定型

抗酸菌のin vitroでの抗結核薬に対す る感受性を検討 し

た成績について数 回にわ た り報告1)～3)して きた が,M.

intracellulareに対 し抗結核薬を 単独に作用 させた ときの

阻止力は,結 核菌 の場合に比較す る と格段に弱 く,多 剤

を併用 した場 合に術 式によつ ては臨床的 な効果 もあ る程

度期 待できそ うである とい う印象 を得たに止 まつ てい る。

この ような状 況下 で臨床上 の治療術式 の検討に耐え うる

実 験的非定型 抗酸菌症 の作成 は抗結核薬 の多剤併用の有

効 性を検討 する うえで も,ま た今後期待 され るM.intra-

cellulareに対 する有効 な薬 剤の開発 に関 しても少 なか ら

ぬ意義 を有す る ものと 考 え られ る。私 どもは 前回M.

intracellulareのマウス経尾静脈感染の成績を報告4)し た

が,今 回 は実験的非定型抗酸菌症作成の一環 として吸入

感染装置(Airborne Infection ApParatus Model A42,

TRI-R Instruments,INC)を 用い,マ ウスを対 象 とし

てM.intracellulareを 吸入感染 させ,主 として臓器 内還

元生菌数お よび臓器病理組織所 見を検討 したのでそ の概

要 を報告す る。

I.　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～

8週,体 重25～309の もの を使 用 し,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 Mycoba-

cterial Collection(TMC)に 含 まれ るTMC1469株 を 使

用 した 。 これ は 前 回 の経 尾 静脈 感 染4)に 用 いた もの と 同

一 菌 株 で あ る。1975年7月 に供 与 を うけ てか ら1%小 川

培 地 で継 代 を 重 ね な が ら,-20℃ で保 存 され た 菌 株 で あ

る。 これ はM.intracellulare症 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oleic-albuminagar

培 地 上 の 集 落 形 態 は"Smooth,pyramidal,thick center,

transparent entireedge"と あ る。 今 回 の 実 験 で は あ らか

じめDubos Tween albumin液 体 培 地 で 約10日 間 同 一 条

件 で 培 養 した菌 液(5.0ml)を 多 数 作 成 し,4℃ に て 保 存

した もの を お の お の 吸入 感 染 に際 して滅 菌 蒸 留 水 に て約

5倍 に 希 釈 し て 使 用 し た 。 な お 使 用 菌 液 の 生 菌 単 位 数 は

約1.4×107v.u./mlで あ っ た 。

3)　 吸 入 感 染 装 置

Airborne Infection Apparatus,Model A42,TRI-R

 Instruments,INC(New York,U.S.A.)を 使 用 し た 。

操 作 は 所 定 のstandard operationに 準 じ た 。 す な わ ち

preheat period10分,nebulizing time40分,cloud decay

 time30分,decontamination time15分,main air flow-

meter119(28L/min),compressor air flowmeter70

(4L/min)の 条 件 で あ る 。

4)　 実験方法

M.intracellulare吸 入感染 を1回 あ るいは多数 回(5回

お よび14回)実 施 した マウスを経時 的に屠殺 してそ の主

要臓器(肺 ・脾 ・肝 ・腎)の 重量 を記載 し,肉 眼的病変

を観察す るとともに,10%ホ ル マ リン固定後,Hemato-

xylin-Eosin染 色にて光学顕微鏡下 で病理組織学的に検

索 した。 さ らにマ ウス3匹 または2匹 ずつ の全肺 を一括

して定量培 養を実 施 し,肺 還 元生菌単位数 の経時的変化

を検討 した。1回 お よび14回 吸入感染 マ ウスについ ては

脾 ・肝 ・腎臓 で も定量培養 を行 なつ 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

ルホモゲナイザーを使用)し,さ らに 同 様2%NaOH

を用 いて10倍 希釈系列 を作成 し1%小 川培地に一定量を

接種 し,発 育 した集落 数に よ り臓器 内生菌単位数を算定

した。表1に1回 お よび多数回吸入感染 マウスの第1回

吸入感染 よ り屠殺 までの期間 と屠殺 した マウスの匹数を

示 した。す なわ ち1回 吸入感染 マウスでは吸入感染直後,

1日,3日,1週,2週,4週,6週,8週,10週 におの

お の11匹 を屠殺 しその うち9匹(3匹 の全肺 を一括 とし

て磨砕 したので計3組)で 肺定量培養を実施 し,残 り2

匹は各主要臓器を病理組織学的に検討 した。14週 後は3

匹で肺定量培養を行なつた。多数 回吸入感染 ではまず47

匹の マウスを週約2回 の頻度で3週 間に計5回 吸入感染

を行ない,さ らに この うち16匹 は5週 放 置後に同頻度 で

9回 の吸入感染を追加 し計14回 を13週 間にわ た り吸入感

染 させた。5回 吸入感染 マウス31匹 は第1回 吸入感染後

よ り,6,8,11,13,16週(最 終 吸入感染後 よ り,3,

5,8,10,13週)に それぞれ屠殺 し3匹 の全肺 を一括

して前述の ごとく肺定量培養 を行 ない,さ らに3匹(16

週 のみ4匹)に 関 して病理 組織学的 に検討 した。14回 吸

入感染マ ウス16匹 では第1回 吸入感染後20,23,27週 に

それぞれ屠殺 し,2匹(27週 は3匹)の 全肺 を一括 して

定量培養を行ないそれぞれ3匹 で病理組織学的検索 を行
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Table 1. Experimental Design of Airborne Infection with M. intracellulare (TMC 1469)
-Time relations between the first airborne challenge and each autopsies, and

 number of mice examined-

•õ Weeks after the last challenge.

* Number in parentheses is the number of animals sacrificed at each homogenization for viable units of bacilli in lungs.

V. U.: Viable units.

H. P.: Histopathology.

Table 2. Summary of Mean Body Weight and Weight of Organs
-Airborne challenge with M. intracellulare (TMC 1469), mice-

なつた。 なお実 験中は水 お よび飼料 を自由に摂取 できる

よ うに し,体 重 の変動 も記録 した。

II.　 実 験 成 績

1)　体 重お よび臓器 重量 の変化

表2に1回,5回 お よび14回 吸入感染 を行なつ たマ ウ

スの第1回 吸入感染後 よ りおのおのの剖 検までの期 間を

示す とともに,剖 検 マウスの平均体重,肺 ・脾 ・肝 ・腎臓

の平均重量を表示 した。 さらに肺お よび脾臓 に関 しては

ル ー ト比 肺 重5) √肺(mg)

/体重(g)
×10

,

ル ー ト脾 指数5) √ 脾(g)/
体重(g)

×100

のそれぞれ の平均値 も併記 した。1回 吸入感染 マウスで

は良好 な体重増加を示 したが,14回 吸入感染 マウスでは

1回 お よび5回 吸入感染 マウスに比 べ体 重増加 は少 なか

つた。平 均 肺 重量 は1回 吸入感染 マ ウ ス で は0.18～

0.24gで あ り,14回 吸入感染の20週 お よび23週 ではそれ

ぞれ0.369,0.319と 他 と比 べやや増量 してお り,ル

ー ト比肺重 も10 .31お よび9.13と 比 較的高値 を示 した。

平均脾重量 は全剖検 を通 じ0.1～0.18g(ル ー ト脾指数

では0.5～0.8)で あ り3群 の問に明 らかな 差 は み られ

なかつ た。 なお全経過 中に死亡 した マウスはなかつた。

2)　 臓器 の肉眼的所見

1回 吸入感染 マ ウスでは各臓器に病的所見は認め られ

なかつ た。5回 お よび14回 吸入感染 マウスで少数に 一葉

か ら全葉 にわ たる肺炎様変化がみ られ たが,結 節形成は

認 めなかつ た。 さ らに脾,肝,腎 に に特記すべ き所見は

なかつ た。

3)　 肺定量培養 の成績
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Table 3. Number of Viable Units Recovered from Lungs of Mice after Airborne 
Challenge with M. intracellulare (TMC 1469)

-Viable Units in 10 mg of the Lungs-

516

Fig. 1. Number of viable units recovered from lung of mice after 
airborne challenge with M. intracellulare (TMC 1469).

Reprinted in a modified form from "In vitro and in vivo effects of various drugs against atypical mycobacteria" by 
Kuze et al. in September-October issue (1981) of Rev . Inf. Dis. by permission of The University of Chicago Press .

Table 4. Histopathology of Lung of Mice
-Airborne challenge with M. intracellulare (TMC 1469)-

*Grade of the lesion is shown by(+)and(廾)
.　 †Number of lesions.
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Fig. 2. Lung, five airborne challenges with M. intra

cellulare. Six weeks after the 1st challenge (No. 3). A 

large peribronchial mononuclear cell aggregate (grade 

[++]). (H. E.•~100)

Fig. 3. Lung, fourteen airborne challenges with M. 

intracellulare. Twenty-seven weeks after the lst chal

lenge (No. 8). Showing one large parenchymal mononu

clear cell aggregate (grade [++]), two small subpleural 

and one small perivascular mononuclear cell aggregates 

(grade [+]). (H. E.•~100)

表3お よび 図1に1回,5回,14回 吸 入 感 染 で の 経 時

的 な肺 定 量 培 養 成績 を肺10mg中 の還 元 生 菌 単 位 数 で 示

した。1回 吸 入感 染 で は 吸入 感 染 終 了 直 後 に 平 均3.0×

102v.u2が 還 元 され,6週 後 に は2.5×10v.u.と 約1/10

に 減 少 し,さ らに14週 後 に は約1/100に 減 少 して い る。

5回 吸 入感 染 で 、よ第1回 吸 入 感 染 よ り6か ら13週 まで お

お よそ102～103v,u.以 上 の 還 元 生 菌 数 を示 した が16週

で は1.4×10v.u,と 減 少 した。14回 吸 入 感 染 で は 第1

回 吸 入 感染 後20週 よ り27週 で102か ら103v.u.以 上 の

還 元 生 菌 数 が み られ た。 な お1回 吸 入 感 染 マ ウ スで10週

お よび14週 に脾 臓 に つ い て 同様 に 還 元 培 養 を 行 な つ た が

菌 の発 育 は認 め られ なか つ た。 さ らに14回 吸 入 感 染 マ ウ

ス で各 剖 検 ごとに 脾 ・腎 ・肝 臓 に つ い て定 量 培 養 を 実 施

した が,い ず れ に も菌 は還 元 され なか つ た。

4)　 病 理 組 織 学 的 所 見

1回 吸入 感 染 マ ウ スで は 肺 を 含 め 各 臓 器 に 特 記 す べ き

所 見 はみ られ なか つ た。5回 お よび14回 吸 入 感 染 マ ウス

Fig. 4. Lung, five airborne challenges with M. intracel

lulare. Eight weeks after the 1st challenge (No. 4). 

Peribronchial mononuclear cell infiltration including 

two groups of large mononuclear cells with light 

cytoplasm (shown by arrows). (H. E.•~100)

で は 病 変 は 肺 に 限 られ て 認 め られ脾 ・肝 ・腎臓 に は特 に

所 見 は な か つ た 。 表4は5回 お よび14回 吸 入 感染 マ ウス

の 肺 に み られ た 病 変 を 要 約 した もの で あ る。 最 も頻 回に

み られ た所 見 はmononuclear cell aggregateで あ り,

peribronchiai, perivascular, subpleural,お よび一 見 気 管

支 や 血 管 と関 係 の ない 部 位(parenchymal)で み られ た。

な おaggregateの 大 き さ の 程 度 を(+)と(廾)の2段

階 に 区 別 した 。 図2に5回 吸 入 感染 マ ウ ス でみ られ た

peribronchial mononuclcar cell aggregateを 示 した 。 図

3に は14回 吸 入 感 染 マ ウ ス で み ら れ たparenchymai,

 perivascular,お よ びsubpleuralのmonorluclear cell

 aggregateを 示 した 。granuloma様 の 変 化 は5回 吸 入 感

染 マ ウ スの1匹(No,4)に み られ た(図4)。5回 お よび

14回 吸 入 感 染 マ ウス の お の お の2匹 に一 葉 以上 に 及 ぶ 気

管 支 肺 炎 が み られ た 。 肺 胞 内 にalveolar macrophageが

多 数 遊 離 して い る所 見 は 計4匹 に認 め られ た。 な お対 照

と し て菌 を 含 有 しな いDubos Twcen albumin液 体 培 地

の5倍 希 釈 液 を マ ウス に 同 様 の 方 法 で5回 お よび14回 吸

入 さ せ,そ れ ぞ れ 前述 の時 期 に7匹 ず つ 屠 殺 し肺 の病 理

組 織 学 的 検 索 を 行 な つ た が,計56匹 の うちgranuioma

様 変 化 を示 した もの は な く,軽 度 の気 管 支 肺 炎 が12匹 に

ま た(制2)程 度 のmollonuclear cell aggregateを 示 した

もの が15匹 に認 め られ た。

III.　 考 案

今 日の肺 結核 治療の研 究の進 歩に実験的肺結核症 の果

た した役割 は大 きい。 実験的 結核症 の作成に あたっ ての

感 染経路 としては経静 脈感染 が主 としてそ の簡便 さのた

めに頻用 され てきたが,臨 床的 に肺結核症が経気道感染

に より成立 し,し か も初 回感染部位 が肺 であるこ とが ほ

とん どであ ることか ら,吸 入感染 に よる実験的肺結核症

の作成 も重 要 と考 え られ る。 吸入感染 に必要 な装置につ
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い てはWells6)に よつ て被検菌 を定量的 に か つdroplet

 nucleiと して対 象動物に吸入感染を行なえ るよ うな装置

が考案 され,さ らにRatcliffe,Lurie8)ら に よつて も吸

入感染 による家兎 での結核症が報告 され てい る。今回使

用 した吸入感染装置 はMiddlebrook9)に よつて考案 され

た ものの改良型であ る。マ ウスを用いた実験的非定型 抗

酸2菌症においては従来,経 静脈 感染が多 く行なわれ てい

るが10)～14),吸入 感 染 の 試 み は 少 な く,下 出 ら15)によ

るM.kansasiiを 用いた モルモ ッ トでの吸入感染実験 が

あ るが,私 共は治療実験のための感染モデル作 成をめざ

したM.intracellulareの 吸入感染実 験を試み た。

今回のM.intracellulare1回 吸入感染 での肺還元生菌

数 の観察では,生 菌 数の有意義 と考 え られ る増加 はな く

漸減を示 した。 これは結核菌(H37Rv)を 家兎に吸入感

染 させたLurie16)や モルモ ッ トに吸入感染 させ た下 出17)

らの報告でみ られ る肺還 元生菌数 の推移 と比較 してみ る

と,対 象 とした実験動 物は異 なるが著 しい差がみ られ る。

すなわち結核菌吸入感染の場 合では,肺 還 元生菌数 は感

染 後1週 は増加せず,2～3週 目で著 明に増加 し,3週

以後では平衡状態 とな る。 また下 出 ら15)によるM.kan-

sasiiの モルモ ッ トに 対 す る 吸入感染 での肺還元生菌数

をみ ると感染 後1週 までに軽度 の増加がみ られ た後,漸

次 減少 してい る。私共の検 討 したM.intracellulare吸 入

感 染後の肺還 元生菌数 の推 移はM.intracellulareの 感染

力の弱さを反 映 している ものであ ろ う。今回 の吸入感染

に使用 した同一菌株 で私共 はマ ウスでの経尾静脈感染の

試 み4)を す でに報告 してい るが,肺 還元生菌数の漸減傾

向は経 尾静脈感染 で も同様 にみ られ て い る。M.intrace-

llulareを5回,14回 と頻回に吸入感染を くり返す ことで

肺還 元生菌数 は比較的長期 にわた り10～103台 を持続 し

たが,経 時的 な増加 はみ られなかつた。

肺病理組織 では5回 お よび14回 吸 入 感 染 マ ウ ス で

mononuclear cell aggregatc等 の所見が み られ たが,対

照 としたDubos Tween Albumin液 体培 地 のみの 吸入

群 でも頻度は少ないなが ら同様の変化が,特 に観察経 過

の長い マウスでみ られ てお り,長 時間にわたつた実験期

間 中の非特異的感染に よる影響を考慮す る必要があろ う。

5回 吸入感染 マウスの1匹 にgranuloma様 の変化 がみ

られたが動物 モデル としては満足のい ぐ頻度ではない。

今回み られた肺病理組織所見は マウスに結核菌,特 に強

毒株を感染 させた場合にみ られ るび まん性繁殖 性病 変や,

滲出壊死性病変18)と比 べ るとその病 変は著 しく乏 しい も

のであつた。 これに 関 連 して 人体での.M.intracellulare

症 の肺病理組織は肺結核症 と比 較 して本質的 な差 は認 め

られ ないとい う報告19)があ り,さ らに人体 でのM.intra-

ullulare症 の多 くに何 らかの呼 吸器疾患 また は非呼 吸器

疾 患が既往 症 もしぐは合 併症 として比較的高率 に認 め ら

れ ること20)を考え ると,実 験的M.intracellulare症 作成

に あ た つ て 宿 主 側 の条 件 の 重要 さ が あ らた め て認 識 され

る。

Burjanovaら21)は 実 験 的非 定 型 抗酸 菌 症 で の化 学 療 法

を 論 じた 総 説 の 中 で,実 験的 非 定 型 抗 酸 菌 症 作 成 の困 離

性 を 指 摘 して い る。 す なわ ち 非 定 型 抗 酸 菌 はM.tuber-

culosisと 比 べ 概 して病 原 性が 弱 く病 変 の 自然 消 退 の傾 向

が 認 め られ る こ とが 多 い と い う。 さ らに 同種 類 の菌 で も

菌 株 に よつ て病 原 性 に 差 異 が あ る こ と も指 摘 して い る。

これ に 関連 しDunbarら22)はM.intracellulareで の菌 集

落 形 態 と病 原 性 との相 関 を示 唆 し,smooth thin typeの

比 率 の多 い 菌 株 ほ ど病 原 性が 強 い と報 告 して い る。 さ ら

に 最 近Kajiokaら23)はopaque formがtransparent form

に 比 し て数 種 の 抗 生 物 質 に対 す る感 受 性 が 高 い と報 告 し

てい る。 こ の よ うな 菌 集 落 形 態 と病 原 性 の 関 係 が よ り一

層 明 らか に され,ひ い て は 病 原 性 の 高 い 菌 株 が 確 立 され

る こ とが 実 験 的M.iniracellulare症 作 成 で の 病 原 体 側

の条 件 と して不 可 欠 な こ と と考 え られ る。 ち な み に 今 回

使 用 した 菌 株 のcornmealagar培 地 上 で 検 討 した集 落

形 態 の 観 察 で はtransparent colony15.8%,opaque

 colony84.2%の 比 率 で あ り,諸 家 の 報 告 に よるthin

 transparent colony typeま た は 久世 ら24)が報 告 したIV型

集 落 の 比 率 は 比 較 的 小 さい もの で あ っ た。

実 験 的M.intracellulare症 の作 成 に あ た り,実 験 動 物

のM.intracellulareに 対 す る抵 抗 力 の適 当 な減 弱 化 を 工

夫 す る こ とが 重 要 で あ り,さ らにM.intracellulareの 集

落 形 態 を 中 心 と した病 原 性 の 高 い菌 株 の確 立 も今 後 の課

題 と考 え られ る。

IV.　 結 論

M.intracellulare TMC 1469株(米 国株)を マウスに

吸入感染 させ実験的M.intracellulare症 の作成を試みた。

1)　肺還元生菌数 は,1回 吸入感染では有意義な増加

はみ られず全観察期間 を通 じ漸次減少 した。多数回の吸

入感染 では比較的長期にわた り10～103台 を持続 したが

経時的 な増加 はみ られ なかつた。

2)　肺 病理 組織所見 で はmononuclear cell aggregate

が最 も頻回にみ られ た所 見 で あ り,1匹 でgranuloma

様 の変化がみ られ たが,マ ウスでの実験的肺結核症 と比

べ る と所見 は乏 しい ものであった。

3)　 今回 の試みでは充分な動物 モデルは作成で きなか

つ た。実験動物お よび病原体の両者の条件に関 して さら

に検討が必要 であ ると考え られた。

稿 を終わ るにあた り,病 理組織標本の作成等に御協力

い ただ きま した松下隆寿(病 理部門),本 間 トキ エ,西

尾貞子(内 科1部 門)の 各氏に深謝いた します。

なお,本 論文 の要 旨は第55回 日本結核病学 会総会で発

表 した。
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