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A comparison was made on the susceptibility of 9 strains of mice against infection with 2 virulent 

strains of M. intracellulare. C57BL/6, BALB/c and CF1 mice were found to be susceptible; number 

of colony-formers increased in the livers and the spleens of these mice when inoculated with 107 viable 

bacilli intravenously. Histopathologically a large number of granulomas appeared in the livers and 

the spleens of mice when tested on the 21st day after infection. Other 6 strains of mice (A/J, ASW, 

CBA, C3H/He, DBA/2 and ddY) were resistant; number of colony-formers did not increase in the 

livers and the spleens, and only small numbers of granulomas could be detected at the 21st day after 

infection. From these results, it was thought that the different susceptibilities in different mouse strains 

were controlled genetically by non-H-2 linked gene(s), because mice with the same H-2 haplotype, 

BALB/c and DBA/2, showed different susceptibility to M. intracellulare.

C57BL/6 mice were susceptible against low virulent M. intracellulare; number of colony-formers 

in the spleens and the lungs decreased once 3 weeks after infection, and then continued to increase 

till 45 weeks of observation period. Severe granulomatous lesions appeared in the livers, the spleens 

and the lungs at the later stage of infection.

序 論

非定型 抗酸菌 症(AM症)の 研究 には適当なin vivo実

験系 が必要 である。今 までに種 々な抗酸菌 とマウスを用

いた感染実験が報告 され てい る1)～4)が,M. intracellul a r e

とマ ウスの組 み合わ せに よるAM症 実験モデル作成 は

困難 である と指摘 され てい る2)。 そ の理由 と し て は,

M.intracellulareが一般に毒力が弱い うえに,人 工培地 に

よる培養 で集落変異 を 起 こ し,容 易に毒力の低下を来

す5)こ とが挙げ られ よ う。 この点については前報告6)に

おいて,Tween加 卵培地 に継代す るこ とに よ り毒 力低

下 を防止 しうることな どを示 した。 しか しこの他 に,従

来 宿主側 の遺伝 的な感受 性の差 につ いての考慮が なされ

ない こともそ の一因 として挙げ るべ きであろ う。抗酸菌

の感染 に対す るマ ウスの系統 図の感受性 の差については.

人型結核菌7),BCG8)9),そ らい菌10)11)を用いた感染実験

で よく知 られ ている。そ こで我 々はM. intracellulareに

対 し,高 感受性 を示す マ ウスの検索を試みた。我 々は さ

きにAM症 患者 か ら分離 され たM. intracellulareがCF1

マ ウスの脾臓 で増加す るこ とを報告 した6)。 今回はその

うち2株 を用 いて7系 統 の近交 系 マ ウス とCF1マ ウス

を含む2系 統 の雑系 マウス感 に染 させ,臓 器内生菌還元
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培 養 と病理組織学的検索に よ り感受 性の違 いを比較 した。

I.　材料 ・方法

マウス:6週 ない し8週 齢の近交 系な らびに雑 系の雌

マ ウスを用いた。A/J,AswとCF1は 自家繁殖の もの,

BALB/c,C57BL/6,C3H/He,D8A/2お よびddYは

静 岡実験動物 よ り,ま たCBAは 大 村実験動物 よ り購入,

実験 に供 した。飼料は固型飼料(船 橋農場)を,水 は水

道水 を与 えた。

菌:AM症 患 者 より分離 され たM. intracellulareのう

ちMino株 とTanabe株 を用 いた。Mino株 は小川培

地 で分離,培 養 した も の をTween培 地6)で37℃,20

日間培養後感染実験 に供 した。Tanabe株 は小川培地 で

継代 された もの(Tanabe-O株)と マウスを2回 通過後

Tween培 地 で分離培養 した もの(Tanabe-M株)を 再

度,前 者 は小川培地 で,後 者はTween培 地でそれぞれ

37℃,20日 間培養後実験に供 した。

感染 ・定量培養:各 系統 マウスの感受性を比較す る短

期 感染実験 には,Mino株 とTanabe-M株 を用 い,3

週 間の観察 を行 なつた。 また慢性期 の病変をみ るため,

長期 感染実験 には小川培地 に継代 して菌力が低下 してい

と考え られ るTanabe-O株 を 用い,45週 まで観察 し

た。培 養菌 は滅菌蒸 留水 で菌浮遊液 とし,1,000回 転3

分 間遠心 後,そ の上清 を適 当希釈 して接種液 と した。接

種 液0.2mlず つマ ウス尾 静脈 に接種 した。 短期感染実

験 の場合は,1～2×107/匹 を,長 期 感染 の場 合は5×106/

匹 を感染せ しめた。 この感染菌量 は,接 種液 を10倍 段階

希釈 して適当希釈 を0.1mlず つTween培 地 に接種,

37℃,4週 間培養後形成 された集落数 よ り算定 した。各

系統 のマウスの感受性は感染後1日 と21日 目の肝 お よび

脾 内生菌数を測定す ることに よ り調べた。 また長期感染

実験 では感染直後,3,7,12,16,45週 目に肝 ・脾 お よ

び肺 内の生菌数を調べた。雑菌汚染を避けて採取 した臓

器 を重量測定後,一 部を ガラスホ モジナ イザーで磨砕 し,

10倍量 の滅菌蒸留水を加え て乳剤 とした。 さらに滅菌蒸

留水で10倍 段階希釈 して各希釈液を0.1mlず つTween

培地 に接種 した。37℃,4週 間培養後,形 成 された集落

数 か ら臓器 あた りの菌数を算定 した。

病理組織学的検索:培 養 の残 りの臓器を リン酸緩衝生

食 ホルマ リン水 で数 日間固定後,水 洗,脱 水 してパ ラフ

ィン包 埋 と し た。 ミクロ トームで4μmに 薄 切 し,

Hematoxylin-Eosin染 色を行 なつた。菌検索にはZiehl-

Neelsen染 色を行なつ た。

II.　成 績

各系統 マ ウスのMino株 とTanabe-M株 に対す る感

受 性の比較

Mino株 とTanabe-M株 を各系統 のマ ウスにそれぞれ

1匹 当た り1～2×107集 落形成単位感染 させた。感染後

1日 と21日 目に肝 お よび脾 内の生菌数を測定 し増加率を

調べた(表1)。Mino株 を感染 させた場合(表1上 段),

最 も菌増加が著明であつたのはC57BL/6とCF1マ ウ

スで,肝 では45倍,脾 では90倍 に増加 した。次い で

BALB/cマ ウスが肝 で9.5倍,脾 で66倍 で増加 し た。

A/J,C3H/He,C8A,DBA/2,ddYの5系 統 の マ ウ

スでは肝 ・脾 ともに菌 の増加はほ とん どみ られ な か つ

表1　 マ ウス系統間 にみ られた菌増殖 の差

a: 2匹 の平均(log10) b: 4匹 の平均(log10)±S.D c: 増加率=
21日 目の生菌数(平 均)

/1日 目の生菌数(平 均)
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図1　 臓器 内生菌数 の推移TanabeO株5×106
c.fu./マ ウスi.v.各 点 は4匹 の平均,縦 線はS.D.

を示す。

た。

Tanabe-M株 を感染 させた場合(表1下 段),CF1の

肝 で39倍,脾 で100倍 以上の菌増殖がみ ら れ た。ASW

は脾 で4倍 程度 の菌増殖がみ られたが肝では減少 した。

C3H/He,ddYは 肝 ・脾 ともに菌数は横ばいか む し ろ

減少 した。 これ らの成績か らCF1,C57BL/6,8ALB/c

の3系 統が他 の6系 統に比 べて感受性が高い ことが知 ら

れ た。

長期感染実験

近交系 マウスのなかで感受性の高いC57BL/6に5,0

×lo6集 落形成単 位のTanabe-O株 を感 染 さ せ,感 染

直後,3,7,12,16,45の 各週 に肝 ・脾 および肺 内の生

菌 数は感染後3週 には感染直後の1/10の105に 減少 し,

以後16週 までほぼ横ばいの菌数 であつたが,45週 では

107.5に 増加 した。脾 お よび肺 も肝 同 様,感 染後3週 目

にはそれぞれ104,102と 感染直後の1/10の 菌数に減少

したが,以 後徐 々に増加 して45週 目には脾 ・肺 と もに

109に 達 した。

病理学的検索

感染後21日 目の各系統 のマ ウスの肝 ・脾 な らびに長期

間感染 させたC57BL/6マ ウスの肝 ・脾 ・肺 につい て肉

眼 的お よび組織学 的検索 を行 なつ た。

(1)　感染21日 目のマ ウスの肝 ・脾所見

菌 が著明に増殖 した系統 のマ ウスでは感染1日 の同系

統 のマウスに比べ,CF1の 肝 で2.1倍,脾 で8.0倍 に,

C57BL/6で は肝2.0倍,脾6.7倍,BAL8/cで は肝1.3

倍,脾3.6倍 とそれぞれ腫大 していた。 これ ら3系 統の

マ ウスの病理組織所見 はほぼ 同様 で,肝 では全葉に ヘマ

トキシ リンに淡染 す る大型核 を もつ マク ロフ ァージよ り

成 る径100～150μmの 肉芽腫 が多数認 め られ た(写 真

1,2)。Ziehl-Neelsen染 色では肉芽腫1個 あた り数個 の

菌 が証明 された。

脾では リンパ球お よびマ クロフ ァージの増加に伴 う濾

胞の拡張や赤脾 髄,脾 洞の拡張 がみ られた。濾胞 内や濾

胞辺縁 帯にはマク ロファージよ り成 る肉芽腫が多数認め

られ,Ziehl-Neelsen染 色 で肉芽腫 内に菌が証明 された。

一方,菌 増殖 の乏 しかつた残 る6系 統の マウスでは,

肝 ・脾 の腫大 はほ とん どないかあつ ても軽度で,病 理組

織所見 で も肝 ・脾 ともに肉芽腫数は少なかつた。肉芽 腫

の大 きさは50～100μmと 小型 で,/周 囲に リンパ球浸潤

を伴 うもの もあつた(写 真3)。 肉芽腫内に菌はほ とん ど

認 め られ なかつ た。

(2)　長期感染 マ ウスの病理所見

Tanabe-O株 をC57BL/6マ ウスに感染 させ,4匹 は

45週 まで観 察を続けたが死亡す るものはなかつた。 しか

し45週 目には4匹 とも削痩,衰 弱 していた。 また3匹 の

尾部 に小豆大 の結節が数個認 められ,結 節の一部が壊死

に陥つ ている もの もあつた。

感染期間 を通 じて肝 の肉眼的変化は明 らかでなかつた。

病理組織所見 では,感 染後16週 目までの個体では,周 囲

に リンパ球浸潤 を伴つた大型 の肉芽腫が少数認め られ た

だけ であつたが,感 染後45週 目の個体では肉芽腫が多数

認 め られ 内部に多数 の菌が証明 された。

脾 は感染後12週 で腫大が認め られ,300～400mgと 正

常 マ ウスの3～4倍 の重量を示 した。以後菌数 の増加に

伴つ て よ り腫大 し,重 量 も感 染 後45週 には600～800

mgと 増加 した。感染後45週 の個体では肉眼的に白色壊

死斑が認 められた。病理組織所 見では,感 染 後12週 目の

個体 では 濾胞内や濾胞辺縁帯に多数の肉芽腫 が み られ

た。Ziehl-Neelsen染 色では び まん性繁殖像を呈 したマ

ク ロフ ァージ内に多数の菌 が証明 され た。 感染後45週 目

の個体にみ られた白色壊死部は薄い結 合織性の膜 で包ま

れたabscessで,膜 の内側 は中心 の壊 死組織を囲んで大

型 のマク ロファー ジがみ られ,細 胞内には菌 が充 満 して

いた。

肺の肉眼的病変は感染12週 以降の個 体に認 め られ た。

全葉に粟粒大の灰白色結節が形成 され,16週,45週 と結

節数は増加 した。肺 全体に硬度 を増 し,特 に45週 目の個

体では肺葉が完全に灰白色結節 におきかわつ ていた。病

理組織所見では感染後3週 目の個 体では病変が認 め られ

なかつたが,7週 目の個体 では肺胞 中隔 にマク ロフ ァー

ジと リンパ球か ら成 る小集 簇巣がみ られ た。12お よび16

週 目には肺胞 中隔 に大小 の肉芽腫が散見 され,肺 胞腔に

は大型 のマ クロファージが,ま た気管支血管周 囲には リ

ンパ球が浸潤 していた。45週 目にはこれ らの所見に加え

て肺 葉全体にマ クロファージがびまん性 に繁殖す る像が

み られ(写 真4),ziehl-Neelsen染 色で細胞質 内に多数

の菌が認 められた。
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写真1 C57BL/6マ ウスの肝。 感染後3週 目。 多数の

肉芽腫形成 を 認 め る。HE染 色(写 真中 のス ケールは

20μm)

写真3 CBAマ ウスの肝。感 染3週 目にみ られ た 小 型

の肉芽腫。H.E.染 色(写 真2と 同拡大)

III.　考 察

AM症 の実 験感染 系の確立には,菌 側 の要 因 として宿

主に対 す る病原性(菌 力)が 挙げ られ るが,こ の ことに

ついて我 々はAM症 患者由来の新鮮分離株 は小川培地

継代菌 よ りもマ ウスに対す る菌 力か強い こと,一 度菌 力

の低下 した菌 で もマ ウスを通過 させ ることに よつ 〓菌 力

を増強 し うることを前に報 告 した 6 ) 。

一方
,宿 主側か らすればM. intracellulareに対 する感

受性 の高 いことが望 まれ る。人型結核菌 をは しめ,BCG,

そ らい菌な ど抗酸菌 に対す るマ ウスの感受 性は系統に よ

り著 しい差かあ ることが知 られ て い る7)～11)。そ こて今

回,我 々は7種 類の近 交系 と2種 類の雑 系,計9系 統 の

マウスのM.intracellulareに 対す る感受性 を調べた。そ

の結果,近 交系 のC57BL/6,BALB/cと 雑系 のCF1マ

ウスが高 い感受性を示 した。残 る6系 統 のマ ウスては,

菌 はほ とんど増加 しないか,む しろ減少す るところか ら

感受性は高 くないと考え られ る。 この実 験か ら高感受 性

マウスに菌力 の強いM. intracellulareを大量(107)静 脈

写 真2　 マ ウス の肝 。 写真1の 拡 大 図。

写真4 C57BL/6の 肺。感 染45週 目。 マ クロファー ジ

のひ まん性繁殖に よ り肺胞腔は消失 し無気 とな る。右上

方 の気管支腔には壊死細胞を含む炎4生滲 出物か充 満 して

い る。

感染 させ ることに よつて,3週 目には これ らマ ウスの肝 ・

脾て確実に菌か増殖 し,病 変を形 成させ うることが分 か

つた。 したがつて短期間の実験系 として利用 しうる もの

と考え る。

マ ウスの系統間にみ られたM.intmcellulareに 対す る

感受性 の差は,自 然抵抗性 と菌 に対 す る特異免疫 の成立

発現 とい う2つ の要因の総和の差 に よるもの と考 え られ

る9)12)。最近,近 交 系マ ウスを用 いて種 々の病原微生物

に対す る感受性や免疫応答の遺伝 的解析がすすめ られ て

お り,そ れ らがマ ウス主要 組織適合性遺伝 子領域 によ り

コン トロール されてい るとい う報告13)14)と,こ の遺伝子

領域には リンクしていない遺伝子 に よりコン トロールさ

れ てい るとい う報告15)16)とがあ る。 また本研究部 におい

て,BCGに 対す る低応 答1生マ ウスては,BCG特 異的サ

プ レッサーT細 胞が優 位に出現 してお り,そ れ を コン ト

ロールす る遺伝子はH-2に リンクしていない とい う知

見が報告 され てい る9)17)18)。Grosらに よればBCGに 対

す る自然抵抗性はH-2と は異なつ た優4生で常染 色休上

に位置 した単一の遺伝 子に よ リコン トロールされ ている
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とい う19)。今回の我 々め実験ではH-2タ イプが 同 じd

で あるBAm/c乏DおA/2が 前者 ぽ感受性,後 者はむ

しろ抵抗性を示 した ところか ら,少な くとも感染切期(21

日 まで)の 系統間にみ られた感受 性差 にはH-2と は リ

シクしない遺伝子の関与が示唆 され る。Forgetら に よれ

ばBCGに 対 してC57BL/6,BALB/cア ウス は感 受性,

A/J,cBA,c3H/He,DBA/2マ ウス は抵抗性 を示 し,

これは我 々のM. intracellulareに対 す る近交系 マ ウスの

成 績 と一致ず る8)。雑系CF1マ ウスにつ い て は 彼 らの

成績 と我 々の成績は一致 しなか つたが,我 々のCF1マ

ウスは長期間 クローズ ドそ飼育 され,BCGや 結核菌に

対 して感受性の高い ものが選択 され てきたためか もしれ

ない。M. intracellulareに対 す る抵 抗性を コン トロールす

る遺伝 子は興 味あ る問題 であ るが,ヒ トのAM症 は遺

伝 的素因 よ りむ しろ二次的肺機能障害 に伴 う合併症 であ

ろ うとされ20),マ ウスの発病機序 とは異 なつた要因 も考

慮 すべきであろ う。

病理組織では,感 染 後3週 目の肝 ・脾 に人型結核菌や

BCG感 染に よつて形成 され る ような肉芽腫 が 認 め られ

た。 肉芽 腫は感受性の高いC57BL/6,8ALB/c,CF1マ

ウスでは他の6系 統 のマ ウスに比べ て大型 で数 も多かつ

た。 この ように肉芽腫病変 もまた マ ウスの系統に よつ て

差 がみ られた。 肉芽腫形成には細胞性免疫 の関与が考え

られ るが,H-2が 同 じであつ ても肉芽腫 の 大 き さ,数

が異 なる ところか ら,肉 芽腫形成 に もH-2と は異なつ

た別 の遺伝子 の関与が示唆 され る 2 1 ) 。

菌 力の低下 したTanabe-O株 をC57BL/6マ ウスに感

染 させ長期 間観 察 した結果,肝 ・脾 ・肺 で菌が増殖す る

ことが知 られ た。実験期間 中に死亡 した例はなかつたが,

後期 の肉眼的 お よび病理組織学的所見は,マ ウスの菌に

対 す る抵抗性 の著 しい低下 を示 し,長 期間を要す るけれ

ども実 験的 に肺 に重 篤な肉芽腫病変を作 らせ ることがで

きた。

これ らの ことはマウスの系統 と菌力 の強弱を選択す る

ことに よつて,短 期 ・長期 のAM症 のin vivoモ デル

作 成が可能 であ ることを示 してい る。

IV.　結 論

菌 力の強いM. intracellulare2株を近交系,雑 系 合 わ

せて9系 統 のマ ウスに静脈 よ り感染 させ,3週 後にマ ウ

スの菌 に対 する感受性を調べた。そ の結果,C57BL/6,

BALB/c,CF1の 肝 ・脾 で菌は よ く増殖 し,病理組織学的

に もこれ らの臓器 に多数 の肉芽腫がみ られ,こ れ ら3系

統のマ ウスは感受性 の高いこ とが分かつた 。しか しA/J,

ASW,C3H/He,CBA,D8A/2,ddYの6系 統のマ ウ

スでは菌 はほ とん ど増殖 しないかむ しろ減少 し,病 変 も

軽微 であつた。 また高感受性 のC57BL/6マ ウスでは菌

力の低下 したM. intracellulareでも長期間 の観察に よ り

菌は脾 ・肺で著明に増殖 しゴ これ ら臓器 に重篤な肉芽腫

病 変が形成 ざれた。感受性の高いマ ウスを選択的に用 い

るととに よつ てAM症 のin vivo実 験系を 確 立 しうる

ことが示 された。

稿を終お るにあた り,松 矢徳太郎館 の技 術的援 助に

感謝 いた します。

なお,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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