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M. intracellulare 感染症の実験的研究(1)

Tween添 加培地 よる発 育促進 とCF1マ ウスに対す る病原性 につ いて
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Comparative studies on the growth of 16 strains of Mycobacterium (M.) intracellulare on Ogawa's

 egg medium (Ogawa's medium) supplemented with or without 1% Tween 80 were carried out. Eleven 

 strains of M. intracellulare, mostly isolated freshly from patients of atypical mycobacteriosis (AM), showed

 excellent growth on the medium supplemented with Tween but not on Ogawa's medium without 

Tween. Three strains of M. intracellulare showed almost the equal growth on the both media and 2 

strains showed less growth on the medium containing Tween 80 rather than Ogawa's medium. 

These 5strains had been maintained by passing Ogawa's media without Tween more than at least 4 

generations.
Freshly isolated M. intracellulare showed higher virulence to CF1 mice in comparison with those

 maintained on Ogawa's medium for long time periods. Several passages on Ogawa's media without 

 Tween reduced the virulence of the bacteria. However, passages on media with Tween did not reduce

 virulence. These findings suggest that Ogawa's medium with Tween is useful for isolation of M. infra

 cellulare from AM patients and from experimentally infected animals for the sake of getting better growth

 and of maintaining bacterial virulence. Based on these observations, it becomes possible to make 

 the mouse model of M. intracellulare infection, which will be described in a subsequent paper, and vir

ulent strains of M. intracellure may benpracticable for establishment of experimental AM model.

序 論

我が国の非定型抗酸菌症(AM症)の なかで最も症例

が多い のは Mycobacterium intracellulare (M. intracellulare)

に よ る肺 疾 患 であ る1)2)。 しか しAM症,と りわ けM.

intracellular に対す る治療法は,現 在の ところ確 立 され て

い な い。 こ の理 由 のひ とつ は,こ れ まで M. intracellulare

に対す る感染 モデルの作成が必ず しも成 功 しなかつたた

め と考 え られ3),in vivo, in vitroと もに よりよい実験系

の確立が望 まれ てい る。

*From the Department of Tuberculosis , National Institute of Health, 2-10-35, Kamiosaki, Shinagawa-ku, Tokyo 
141 Japan.



5 2 0 結 核 第 57 巻 第 10 号

現在,我 が国では結 核菌の分離培 養,薬 剤感受性 テス

トな どに小川培 地が多用 されているが,AM症 患 者か ら

菌を分離す る場合に も小川 培 地 が 用 い られ る。 しか し

分離 当初のM.intracellulareは 小川培地での 発 育が一般

的に悪い。 一方,1976年 に平峰が結核菌の分 離 培 養 に

Tween80添 加卵培地(Tween培 地)が す ぐれている

こ とを報告 した4)。 我 々もその後結核菌,と くに患者か

ら分離 した新鮮菌 が,小 川培地 よ りもTween培 地です

ぐれた 発育を 示す ことを 認 め た が5),今 回我 々は この

Tween培 地を 用 いる ことに よつ て,小 川培地では発育

の悪 いM.intracellulareが 短期間に 分離培養 され ること

を確認 した。

そ こでTween培 地 を用 い てCF1マ ウス 内のM.

intracellulare増減 を調べ た結果,菌 力の比較的高い株を

見 つけ ることが できた。 さらに 培地継代 に よ り起 こる

M.intracellulareの 菌 力低下 はTween培 地 よ り小川培

地 のほ うが著 明であるこ とを見 出だ した のでそれ らにつ

いて報告す る。

I.　 材料 と方 法

培地:1%小 川培地(小 川培地)な らびにTween80

添加凝固卵培地(Tween培 地)を 用 いた。Tween培 地

は平峰 の処方4)に 従つた。す な わ ちKH2PO41g,グ

ルタ ミン酸Na2g,Tween803g,グ リセ リン2ml

を100mlの 蒸留水に溶解 し,200mlの 全卵 と6mlの

2%マ ラカイ トグ リーンを加えた。 両 培 地 は いずれ も

6mlず つ 中試に分注 し,90℃60分 加温凝固,斜 面培地

とした。

菌株:実 験 に用いたM.intracellulare各 株 の 名称お よ

び実験 に使用以前 の小川培地での継代数を表1に 記す。

小川培地 で 長期継代 されたATCC15984(NIHJ-1618)

の保存株(No.1),AM症 患者か ら分離 された13株(No.

2～No.14),お よび ブタ由来 の2株(No.15,No.16)の

合計16株 を用 いた。患者分離株は小川培地で数回継代 さ

れた ものか ら分離後 間 もない ものまでが含 まれ,ブ タ由

来 の2株 は新鮮分離 の ものであ る。

培地 上での発 育:16株 のM.intracellulareを 新たに小

川培地 に接種 し,37℃14日 間培養 した ものを 滅菌蒸留

水で菌浮遊液 とした。1,000回 転3分 間遠心 して凝集塊

を除 き比濁計でO.D.0.08～0.1に 調整 した。調整後菌

液を滅菌蒸留水で10倍 段 階希釈 して,適 当希釈 を1希 釈

濃度につ き小川培地な らびTween培 地各3本 ずつ にそ

れぞれ0.1ml接 種 した。接種後37℃ で2週 間お よび

4週 間培養 して両培地 の発 育の程 度を比較 した。高濃度

菌液を接種 した ところでは菌の肉眼 的な発育量 で判定 し,

-(発 育な し),+(軽 度発育),++(中 等度発育),+++(高

度発育)の4段 階で表示 した。一方,希 釈 した菌液を接

種 した ところでは形成 された集落数を カウン トし,そ の

表示 は小川培地上 の集落平均を100と した場合のTween

培地上 の集落平均を指数で示 した。

感染方法 と菌 の定量培養:前 述 した方法で作成 した菌

液 を4週 齢 の雄 のCF1マ ウスの 尾静脈に接種 した。 接

種 後1日 目と21日 目にマウスを殺処分 して,脾(一 部は

肝)を 重量測定後,一 部 をガ ラスホモジナイザーで磨砕 し,

表1M.intracellulare16株 の小 川 ・Tween両 培 地 で の 発 育差

-: 発育せず +: 軽度発育 ++: 中等度発育 +++: 高度発育
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滅 菌蒸留水で1:10希 釈 の乳剤 とした。 さ らに滅菌蒸 留

水 で10倍 段階希釈 して,適 当希釈 を0.1mlず つ小川 ま

た はTween培 地 に 接種 し,37℃4週 間以上培養 のの

ち形成 され た集落数 よ り臓器 あた りの生菌数を算定 した。

臓器 内菌増殖率:M.intracellulare各 株 の マ ウス に対

す る病原性 の強弱を脾内生菌数の増減に よ り判定す るこ

ととし,感 染21日 目の生菌数を感染1日 目の生菌数で除

した値 を菌増殖 としてあ らわ した。

II.　成 績

M.intracellulareの 小川培地な らびにTween培 地 での

発 育

16株 のM.intracellulareの 小川お よびTween培 地 に

おけ る発育 は表1に 示す とお りであ る。 す なわ ち105～

106の 生菌数を接種 した場 合,培 養2週 後の菌発育は,

保存株を含む5株(No.1～No.5)が 小川培地 で 升 とか

な りの発育を示 した。残 る11株(No.6～No.16)は いず

れ も小川培地 に比 べTween培 地 での発育がはやかつた。

特に小川培地 で3代 お よび初 代培養 のMino, Teshiogl,

YP-7,YP-10(No.13～No.16)の4株 は小川培地上には

菌発育が認め られ ない のに対 して,Tween培 地では+

の発育が認め られた。16株 の うち保存株(No.1)とK2

(No.2)の2株 はTween培 地 より小川培地 での発 育が

優 つていた。16株 の両培地 上での発育差 は,培 養4週 後

におい ても2週 目とほぼ同様の傾 向 を 示 し た。 さ らに

希 釈 した 菌 液 を接 種 した 場 合 の両 培 地 に お け る発 育 集 落

数 を 比 較 す る と,Twecn培 地 で の 発 育 が よ くな か つ た

保 存 株(No.1)とK2株(No.2)の2株 は 小川 培 地 に 比

べ て集 落 数 が 少 な か つ た が,他 のK3株(No.3)～YP-

10株(No.16)の14株 で は 両培 地 に殆 ん ど差 が なか つ た 。

集 落 の大 き さは 保存 株(No.1)～K6株(No.5)の 5 株

は培 養4週 で径3～5mmで 両培 地 に殆 ん ど差 が なか つ

た が,残 る11株 はす べ てTween培 地 の集 落 の ほ うが 大

き く,Tween培 地 で3～4mmで あ る の に対 して 小

川 培 地 で1～2mmで あ り,と く にMino(No.13),

Teshiogi(No.14),YP-7(No.15), YP-10 (No.16) の 4

株 は1mm以 下 で あ つ た。

CF1マ ウ スに対 す る病 原 性

つ ぎにM.intracellulare16株 を 各 群6匹 のCF1マ ウ

ス の尾 静脈 に 接種 し,1日 目お よび21日 目に脾 内 生 菌 数

を測 定 す るこ とに よ り菌 増 殖 率 を調 べ た 。 脾 か ら の還 元

培 養 に は保 存 株(No.1)とK2株(No.2)に つ い て は

小 川 培 地 が 菌 分 離 に す ぐれ てい る こ とか ら これ を用 い,

他 は す べ てTween培 地 を用 い た。 結 果 を表2に 示 す。

株 に よ り脾 内 菌 増殖 率 に は 著 しい差 が 認 め られ た。16株

中10株 が脾 内 で増 殖 した が そ の程 度 は2.18～48.0と さ

ま ざ ま で あ つ た 。 そ の な か でK4株 (No.4), Mino

(No.13),Teshiogi(No.14), YP-7 (No.15), YP-10 (No.

16)の5株 が 比 較 的 高 い 増 殖 率 を 示 した 。 一 方 ,保 存 株

(No.1),K6(No.5), K10 (No.8), K14 (No.9), K16

表 2 M.intracellulare16株 のCF1マ ウスに 対 す る病 原 性

a: 2匹 の平 均(log10)

b: 4匹 の 平 均(log10)±S.D.

c: 菌増殖率=
21日 目の生菌数(平 均)

/1日 目の生菌数(平 均)
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(No.10),Tanabe(No.12)の6株 は菌増殖率が1.0以 下

で,そ の値 は株間 で大 きな差がみ られ,と くに 保 存 株

(No.1)の 菌増殖率 は0.004と 極めて低かつた。

マウス通過後 のM.intracellulareの 小 川 培 地 な らび

Tween培 地 での発 育

さきの 実験で感染21日 目の マ ウスの 脾 よ り分離 した

16株 のM.intracellulareの うち 保 存 株(ATCC15984),

K2,Tanabe, Toshiogiの4株 を再度CF1マ ウスに感

染 させ3週 後に小川培地 とTween培 地を用いて脾 よ り

菌 を分離 し,両 培地上 での分離菌 の発育 を 調 べ た。 対

照 として小川培地継代株 を用 いた。 いずれ も生 菌 数 が

104～105/0.1mlに なる ように調整 して 接種 した。 結果

を表3に 示す。マ ウスを通過後分離 したK2とTanabe

は小川培地を 継代 した 同株に比べて小川,Tween両 培

地での発育が悪かつた。 と くに マウス通過後のTanabe

株の小川培地での発育は極めて悪 く集落 は微小であつた。

しか し,保 存株 およびTeshiogiの マ ウス通過株 と小川

培地継代株 とを 比べ る と,保 存株 は 小川培地 で 優 性,

Teshiogiは 劣性発育を示す株 であるが,継 代方法の違 い

に よる発育速度,集 落の大 きさに関す る変化はみ られな

かつ た。

マウス通 過後,小 川培地継代株 と発育速度な らび集落

性状の異なつたTanabe株 について,原 株 の小川培地継

代株 とCF1マ ウスに対 ず る病原 性を比較 した。そ の結

果は表4に 示す とお りで脾内菌増殖 率は小川培地継代株

の0.06に 対 してマ ウス通過株は7.59と 高 く,著 明な差

がみ られた。

Tween,小 川各培地継代菌のCF1マ ウスに 対 す る病

原性 の比較

マ ウスを通 過す るこ とによ り菌 増 殖 率 が 高 くなつた

Tanabe株 を用 いてTween,小 川各培地継代に よる菌増

殖 率に与え る影響 を調べ た。 マウスを通過 したTanabe

株を,1継 代期間3週 間の割合 でTween培 地 と小川培

地にそれぞれ5代 ずつ継 代 し,5代 目の両培地 の菌をそ

れぞれCF1マ ウスに 感染 させた。 感染1日 と21日 目に

脾内生菌数を測定 し菌増殖率を調べた。そ の結果 は表5

に示す とお りで,Tween培 地継代 では菌増殖率 が8.9

であつた のに対 して小川培地継代では1.21で,Tween

培地継代菌に比べ て菌増殖率が低かつた。

III.　考 察

小川培地 は結核菌 の分離 ・培養に優れた培地 としてひ

ろ く用 い られ ている。 さきに平峰,東 村 らは結核菌 の分

離 ・培 養の向上を 目的 として 卵培地 にTween80を 添

表3　 小川培地継代株 とマウス通過株 の小川培地 とTween培 地 での発育差

-: 発育 せず +: 軽度発育 ++: 中等度発育 +++: 高度発育

測定不能:微 細集落 のため計測で きなかつた。

表4　 培地継代 とマ ウス通過後 のTanabe株 のCF1マ ウスに対す

る病原 性の比較

a: 2匹 の 平 均

b: 4匹 の平 均 ±S.D.

c: 菌増殖率=
21日 目の生菌数(平 均)

/1日 目の生菌数(平 均)
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表5　 マウスを通過 させたTanabe株 のTween,小 川各培地継代

後 のマウスに対す る病原性

a: 3匹 の平 均 ±S.D.

b: 4匹 の 平 均 ±S.D.

c: 菌増殖率=
21日 目の生菌数(平 均)

1日 目の生菌数(平 均)

加 した培地を考案 した4)6)。この培地 は小 川 培 地 に比 べ

発育支持力が優れ てお り,か つ長期間培養 して も菌 の死

滅が少ない ことが 認め られ てい る。 またTween80を

添加 した寒天培地で も,結 核菌お よび抗酸菌の分離 ・培

養にす ぐれた結果が得 られた ことを 水野 ら7),Youmans

ら8)が 報告 してい る。Tween80は 菌 の体積 を 増 加 さ

せ9),グ リセ リンよ りも炭素源 としてよ り優れ て いると

い う。

今回我 々は,M.intracellulareの 分離培 養に 小 川 培 地

を用い ると 長期間を 要す るところか ら,Tween培 地 と

の比較を行なつた。その結果,多 くの菌 株につ いて,集

落数 の うえでは両培地の間に有意差 が認 め られないが,

集落 の出現 日数がはや く,か つ集落が一様に大 型化す る

点でTween培 地のほ うが優れてい ることを認 めた。実

験に用いた16株 を,培 地 継代数 か ら長期 間継代 した保存

株(表1,No.1)(A),4～10代 継代 したK2(No.2)～

Tanabe(No.12)の11株(B),1～3代 継代のMino(No.

13)～YP-10(No.16)4株(C)の3群 に分け てみ る と,

継代数の さほ ど多 くないB群 で11株 中7株,分 離後間 も

ないC群 では全株が小川培地 よりもTween培 地 で良好

な発育を示 した。逆にTween培 地 より小川培地 で優れ

た発育を示 したのは,継 代数 の多いA(保 存株)とB群

のK2株 の2株 だけであつ た。 これは 繰 り返 し小川培

地 に継代 されたために小川培地へ 適応 したため と考 える。

我 々は,分 離当初には小川培地上 で微 細集落 しか形成 し

なかつたM.intracellulareを 小川培地 で 長期間継代 ・培

養す ると,微 細集落に混 じて大型 集落が 出現す るのを し

ば しば認めてい る。 これ らの ことか ら分 離 当 初 のM.

intracellulareは栄 養条件 の よいTween培 地 では接種 し

たすべての菌 が一様に発育す るのに対 して,小 川培地 で

は多 くの菌は充 分に発育できず,長 期 間継代 ・培養 され

た場合のみ培地 に適応 した一部の菌 が選択的 に優位 に発

育す るのではないか と考える。

この ようなTween培 地 を用 いる ことに より,我 々は

感染マ ウスの臓 器中の生菌数 を的確 に把握す ることが で

きた。そ して16株 のM.intracellulareの うち10株 までが

CF1マ ウスの脾内で 増殖す ることを 認めた(表2)。 各

菌株 の脾 内菌増殖率 と培地継代 との 関係を 前 に 述 べた

A,B,Cの 分類 を用 いてみ ると,長 期継代菌であ るAが

最 も菌増殖率が低 く,B群 の11株 中5株 が増殖率1.0以

下 であつた 。B群 の残 り6株 とC群 の全株が2,18～48.0

の増殖率 を示 しているが,新 鮮分離 のC群 のほ うが培地

継代 のB群 に比べ て菌増殖率 の高い傾向がみ られ る。 ま

た最初増殖率が0.24を 示 したTanabe株 が小川培地継

代後 には0.06と 低下 した のに対 し,マ ウスを通過 した

場合 は7.59と 高 くなつた(表2,4)。 さらにマ ウスを

通過 したTanabe株 を小川,Tween両 培地を5代 継代

した のち,脾 内菌増殖率を比較 した実験におい て,小 川

培地継代株 は1.21と 低下 したのに対 し,Tween培 地継

代株 は8.90と 菌増殖率 の低下が抑制 された。 これ らの

こ とか ら,小 川培地で継代す ることに よ り菌力が低下す

る可能性が示唆 された。M.intracellulareを 含むあ る種の

抗酸菌は人工培地 でしば しば集落変更を生 じ10),し か も

この変異に よつ て動物に対す る病 原 性 が 低下す る11 ), 1 2 )

とい う報告があ るが,小 川培地では発育の良い菌が選択

された結果,菌 力 の弱い集落が優位に増殖 したのではな

いか と考え る。

長期間小川培地 で継代 された保存株 の菌力がマ ウスを

通過す ることに よ り回復す るか ど うかは明 らかでないが,

マウスを通過 したTanabe株 の菌増殖率が高 くなつた こ

とか ら,継 代数 の少ない菌はマ ウスを通過す ることに よ

つ て菌力を 回復で きるものと考え る。 したがつて,菌 力

の維持には マウスで の継代を基本 として,人 工培地は小

川培地や寒天培地に代わつてTween培 地 を用 い,さ ら

に継代は最小限に とどめ るのが良い方法であ ろ う。

な お,本 研究では宿主 としてCF1マ ウスを用 いたが,

これはCIF1マ ウスが結 核菌13),お よびBCGの ような

弱毒菌に対 しても高い感受性を示すためであ る。今回の

成績には示 さなかつたが,M.intracellulareを 感 受 性の

高い マウスの 静脈内に接種す ると,接 種菌の95%以 上

が肝 ・脾に定着 し,肺 には数%以 下が定 着ず るにす ぎな

いが,6カ 月以上観察す ると肺に粟粒結核 と同様の病変

を作 ることを認めてお り14),今 までAM症 のモデル動

物 とはな りに くい と考え られて きた マ ウ ス が,系 統 を
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選択 しさえすればAM症 の有用な モデル動物にな りう

ると考え る。 現在数種類の近交系マ ウスを 用 いて,M.

intracellulareに対す る感受性を検討中であ るが14),今 回

はCF1マ ウスに増殖 率の高い菌株 を用 い,脾 内生菌数

を追求ず ることで一応 モデル系を確立で きた と考え る。

IV.　 結 論

長期間小川培地で継代培養 された株お よび新 鮮分離株

を含む16株 のM.intracellulareに ついて,小 川 培 地 と

Tween培 地上の 培養性状 の比較 と,CIF1マ ウスの脾 内

の菌増殖率 を調べ,以 下 の結果を得た。

(1)　新鮮分離株は小川培地で の発育が極めて悪いが,

Tween培 地では よ く発育す る。

(2)　16株 のM.intracellulare中10株 はマ ウスの脾内で

増殖 し,増 殖率 は新鮮分離株が小川培地継代株に比べて

高 い傾 向を示 した。

(3)　マ ウスを通過 させ るこ とに よ り,培 地継代株の脾

内菌増殖率 を高め るこ とが できた。

(4) Tween培 地上での継代は 小川培地 に比べて菌増

殖率 の低下 を来 しに くかつ た。

(5) M.intracellulareの マ ウス 感 染 モデル系を 確立で

きた。

稿 を終わるにあた り,菌 株 を提供いただいた三重県桑

名市 民病院 の吉本 錬一博士 に感謝いた します。

本 研究の一部は文部 省科学研究費 の援助を受けた。
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