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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

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



5 7 4 結 核 第 57 巻 第 11 号

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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