
2 7 9

Kekkaku Vol. 58, No. 5

原 著

経 気 管 感 染 に よ る マ ウ スM. intracellulare症

実 験 モ デ ル 作 成 の 試 み

李 英 徹

京都大学結核胸部疾患研究所内科学第I(
主任教授:前 川暢夫)

受付 昭和57年11月 4 日

A TRIAL OF INTRATRACHEAL INFECTION WITH 

MYCOBACTERIUM INTRACELLULARE TO CONVENTIONAL MICE

Youngchol LEE*

(Received for publication November 4, 1982)

A trial to induce Mycobacterium intracellulare infection in white conventional mice suit

able for the evaluation of experimental chemotherapy was presented. Mycobacterium intracel

lulare, TMC 1469 strain (provided by the U.S.-Japan Cooperative Medical Science Program

NIAID in 1975), grown in modified Dubos Tween albumin liquid medium for ten days was 

used for intratracheal instillation. For comparison, Mycobacterium tuberculosis (H37Rv strain) 

was also inoculated to mice by the same method.

Each inoculum was administered by a syringe into the cervical trachea of the mouse which 

had been slightlyanesthetized with cholroform and secured supine to expose cervical trachea 

through a small skin incision. Mice were sacrificed at two days, one week, three weeks, six 

weeks, nine weeks, twelve weeks and twenty weeks after the infection and quantitative cultures 

as well as histopathological examinations of lungs, spleen, liver and kidney were performed.

Seven mice infected with M. intracellulare and eighteen mice infected with M. tuberculosis 

died during the experimental period with a mortality rate of 13.5% and 31.6%, respectively

. Increase of body weight was suppressed until three weeks after M. intracellulare infection and 

until nine weeks after M. tuberculosis infection, when compared to those of mice which admin

istered either Dubos Tween albumin liquid medium or normal saline by the same route. In the 

mice infected with M. intracellulare, the viable units of bacilli in 10mg of lung was 2.9•~105 at 

the second day, 4.5•~104 at the third week and 2.7•~102 at the twentieth week after the infection, 

and failed to show a phase of logarithmic multiplication which was seen in the mice infected 

with M. tuberculosis between the first to third week (1.0•~104 to 8.4•~106v.u.) after the infec

tion. Histopathological changes became remarkable three weeks after the infection. In the mice 

infected with M. intracellulare, fairly extensive infiltrations of mononuclear cells in the lungs

 were observed in approximately one half of the mice and epithelioid cell granulomas in the 

lungs were seen in four mice. While, in the mice infected with M. tuberculosis, almost all the 

mice sacrified between the third to twentieth week after the infection showed severe extensive 

infiltrations of mononuclear cells and macrophages in the lungs, as well as epithelioid cell 

granulomas in the liver which were not recognized in the mice infected with M. intracellulare.

By this intratracheal instillation method, it was possible to administer a large size of in

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

606, Japan.



2 8 0
結 核 第 5 8 巻 第 5 号

oculum of M. intracellulare to lungs, and the viable units of bacilli in the lungs were higher 

than the viable units of bacilli in spleen. In this regard , the intratracheal route of infection was 
thought to be superior to the ordinary intravenous route. However, in view of these results , it 
was again evident that M. intracellulare is considerably less virulent than M . tuberculosis. Studies 
on colony morphology of M. intracellulare might contribute to obtain virulent strains . Further 
endeavors and mandatory to obtain a suitable experimental model of M. intracellulare infection.

序 論

本邦における非定型抗酸菌症の大部分はMycobacte

rium intracellulareに よ るものであ り,抗 結核薬の多

剤併用が内科的治療の主体 をなしているが,そ の薬剤

感受性の低 さのために治療効果は充分な ものではない。

よりよい治療術 式の検討のために治療効果の評価 を可

能にするような実験的M. intracellulare症 の作成は,

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 きたのと同様重要であ

ると考え られる。著者 らはマウスを対象 としたM . in

tracellulare吸 入感染の成績1)をさきに報告 したが,肺

か らの還元生菌数 は比較的低値 にとどまり,か つ肺の

病変は軽度であった。今回は多量の菌を経気道的に接

種 できる方法 として,dd-white conventional miceで

頸部気管 より直接M. intracellulare菌 液 を注入す る方

法 を用 い,主 として臓器内生菌数および臓器の病理組

織所見 を同様 な方法 を用 いた結核菌(H37Rv)感 染群

における所見 と比較検討 したのでその成績 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-white conventional miceで 雄 の生後6週 ,

体 重29～30gの ものを使用 し,飼 料 は市販の固型飼料

を用 いた。

2)　接種菌株

今回使用 したM. intracellulareは1975年7月 にTru

deau Instituteよ り供与 されたTrudeau Mycobacterial

 Collection (TMC)に 含 まれるTMC1469株 で,1960

年 にM. intracellulare症 患者の喀痰から分離されたも

のであ り,先 に報告 した吸入感染1)に 使用 したものと

同一の菌株である。今回の実験ではDubos Tween al

bumin液 体 培地で10日 間培養 した菌液 を使用 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。

結核菌は研 究室保存のH37Rv株 で1%小 川培地で

継代を重ね-20℃ で保存されてきたもので,M. intra

cellulareと 同様Dubos Tween albumin液 体 培地で10

日間培養 した菌液 を使用 した。使用菌液の生菌単位数

は約3.0×106V.U./mlで あった。

3)　菌接種方法お よびその後の操作

マウスをクロロホルムで麻酔 し,四 肢を仰臥位で固

定 した後,前 頸部正中線上で皮膚に小切開を加え,無

菌的に気管を露出した。次に0.25mlの 注射器 を用いて

菌液0.01mlを 気管内に注入 した後,皮 膚 を縫合 した。

なお対照 として菌を含まないDubos Tween albumin液

体 培地および生理的食塩水 を,そ れぞれ0.01mlず つ 同

様の方法で気管内に注入 した。

接種後は2日,1週,3週,6週,9週,12週 ,20

週 目に表1に 示 したように各群2～6匹 ずつ屠殺剖検

した。剖検時に体重 を測定 し,肺 ・脾 ・肝 ・腎臓の重

量を記載す るとともに肉眼的病変 を観察 した。M. intra

cellulareお よびM. tuberculosis接 種群 では2～3匹

を用い肺の定量培養を実施 した。 さらに3ま たは6週

目よ り脾 ・肝 ・腎臓の一部で定量培養を行 なった。2

%NaOHで 臓器 を10倍 に磨砕希釈(日 本精機製ユニバ

ーサル ・ホモヂナイザー使用)し
,さ らに同様2%Na

OHを 用 いて臓器懸濁液の10倍 希釈系列を作成 しこれ

を1%小 川培地で培養 し臓器内生菌単位数 を算定 した。

残余の2～3匹 および対照群 のDubos Tween albumin

液体 培地,生 理 的食塩水注入群の全てのマウスは肺 ・

脾 ・肝 ・腎臓 をホルマリン固定後,Hematoxylin-Eosin

染色 を行なって光学顕微鏡下での病理組織学的検 索に

使用 した。

II.　実 験 成 績

1)　気管内注入処置による死亡マウス

204匹 のマウスで前述のごとく気管内注入 を試みた。

このうち9匹 が麻酔 中に,2匹 が出血によりそれぞれ

死亡 し,残 余の193匹(94.6%)で 気管内注入が成功 し

ている。

2)　実験経過中の死亡マ ウス

図1に 実験経過 中に死亡 したマウスの匹数 と死亡時

期 を示 した。M. intracellulare接 種 群では52匹 中7匹

(13.5%),M. tuberculosis接 種群 では57匹 中18匹(31 .6

%),Dubos Tween albumin液 体 培地注入群では45匹

中9匹(20.0%),ま た生理的食塩水注入群では39匹 中

7匹(17.9%)が それぞれ死亡 した。

3)　体重の推移

剖検時のマウスの平均体重を図2に 示 した。対照群

のDubos Tween albumin液 体培地および生理的食塩水

注入群 では1週 以後より良好な体重増加がみ られた。
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Table 1. Numbers of Sacrificed Mice

The numbers in the parentheses denote the numbers of mice examined for 
viable units of lungs.

Fig. 1. Number of mice died during the experiment. 

Each symbol represents one dead mouse.

M. intracellulare接 種群 では3週 まで,ま たM. tuber

culosis接 種群では9週 までそれぞれ体重増加が抑制 さ

れていた。

4)　 臓器の肉眼的所見

M. tuberculosis接接種群 では3週 目の剖検時よ り両肺

に高度の粗大結節性病変が全例に認められ,青 木 らの

分類2)に よるIV,IVbま たはVに それぞれ相 当する病変

であった。M. intracellulare接 種群,Dubos Tween al

bumin液 体 培地注入群 さらに生理的食塩水注入群では

3週 目以後の剖検例の一部に肺の充血や部分的な肺炎

様変化がみ られたに とどまった。脾 ・肝 ・腎には全群,

全経過 を通 じ特記すべ き所見はなかった。

5)　各臓器重量 とルー ト比肺重およびルー ト脾指数

表2に 各群の肺 ・脾 ・肝 ・腎臓の平均重量 とルー ト

比肺重およびルー ト脾指数のそれぞれ平均値 を示 した。 Fig. 2. Body weight.
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Table 2. Mean Weights of Organs (g), and Root Indices of

 Lung and Spleen

青 木3)に よ る ル ー ト比 肺 重(√ 肺(mg)/体重(g)×10)は マ ウ ス の 実

験 的 結 核 症 で,ル ー ト脾 指 数(√ 脾重(g)/体重(g)×100)はモ ル モ ッ

トで の 実 験 的 結 核 症 で そ れ ぞ れ 病 変 の 客 観 的 評 価 に 有

効 と の こ とで あ る。M. intracellulare接 種 群 で は ル ー

ト比 肺 重 が3週 目に10.55と 比 較 的 高 値 を 示 し た以 外

は 全 て10以 下 に と ど ま っ た。 こ れ とは 対 照 的 にM. tu

berculosis接 種 群 で は3週 目 よ り20週 目 ま で ル ー ト比

肺 重 は 全 て10以 上 の 高 値 を 示 し た。Dubos Tween al

bumin液 体 培 地 お よ び 生 理 的 食 塩 水 注 入群 で は ル ー ト

比 肺 重 は 全 経 過 を 通 じそ れ ぞ れ7.50～9.74,お よ び

6.52～8.92の 間 で あ っ た。 ル ー ト脾 指 数 に 関 し て は3

週 目以 後 でM. tuberculosis接 種 群 は0.77～0.95を 示 し

他 の3群 と比 較 し高 値 を 示 した 。

6)　 臓 器 内還 元 生 菌 数 の推 移

表3お よ び 図3,図4にM. intracellulare接 種 群 とM. 

tuberculosis接 接種 群 で の 肺 ・脾 ・肝 ・腎 臓10mg中 の 還

元 生 菌 単 位 数 を示 し た。 肺 か ら の 還 元 生 菌 数 はM. in

tracellulare接 種 群 で は 接 種 後2日 に 最 高 値2.9×105

V.U.が 還 元 さ れ た が,そ れ 以 後 は 多 少 の 増 減 は み られ

る も の の い ず れ も2日 目よ りは 低 値 で20週 目 で は2.7×

102V.U.が 還 元 さ れ た 。一 方,M. tuberculosis接 種 群 で

は 接 種 後2日 に5.0×103V.U.が 還 元 され,1週 後 も1.0

×104V.U.と ほ ぼ 同 程 度 の 還 元 生 菌 数 が み ら れ た が,3

週 後 で は8.4×106V.U.と 著 し い 増 加 が み ら れ,20週 後

で も105台 の 還 元 生 菌 数 が 保 た れ て い た 。脾 お よ び 肝 臓

か らの 還 元 生 菌 数 はM. intracellulare接 種 群 で はM. tu

berculosis 接種群に比べ,い ずれ も低値であった。 さ

らに接種後12週,20週 に 腎臓での定量培養 を行なった

が,M. tuberculosis接 種 群では少数 ながら菌 は還元さ

れたが,M. intracellulare接 種 群では菌は還元 されな

かった。

7)　病理組織学的所見

表4に 肺 ・脾 ・肝臓の病理組織学的所見の うち主な

ものを示 した。肺病変に関 しては,対 照 としたDubos
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Table 3. Average Viable Counts of Mycobacteria from 10mg of Organs of Mice Infected with 

M. intracellulare (TMC 1469) and M. tuberculosis (H37Rv)

The numbers in the parentheses represent the numbers of mice sacrificed at each 
homogenization for viable units of bacilli.

Fig. 3. Average viable counts of mycobacteria from 

organs of mice infected with M. intracellulare (TMC 

1469).

Tween albumin液 体 培地および生理的食塩水注入群 で

それぞれ1週 および2週 以後に好中球 ・単核球の胞隔

内や気管支 ・血管周辺への軽度の浸潤がみられた。 こ

れに対 してM. intracellulare接 種 群 では3週 よ り単核

球の中等度の浸潤(図5)や 軽 度ながら肺胞macrophage

の 出現 がみ られている。 さらに類上皮細 胞性 肉芽腫

(epithelioid granuloma)(図6)の 形成が,3週,12

週,20週 目に計4匹 でみ られた。M. tubemulosis接 種

群 では1週 目の1匹 で好中球 ・単核球の浸潤による胞

隔の軽度の肥厚(図7)が み られ,6週 目以後ではほ

ぼ全例で単核球 ・肺 胞macrophageの 混 在 したびまん

性繁殖性(図8),一 部 限局性 の肉芽腫病変(図9)が

み られた。

脾ではM. intracellulare接 種 群 の6週 以後のマウス

少数で,ま たM. tuberculosis接 種群 では3週 以後の全

Fig. 4. Average viable counts of mycobacteria from 
organs of mice infected with M. tuberculosis (H37Rv).

例で明 るい細胞質 をもった大型の単核 球(epithelioid

 cell)の 小集合がみられた。

肝ではM. tuberculosis接 種群 の6週 以後の全例に小

さな類じ上皮細胞性肉芽腫が 多数認め られた。その他,

対照 を含め少数 のマウスで軽度の脂肪変性や中心性壊

死がみ られた。

腎では2日,1週 目のほ とん どのマウスで尿細管内

のhyaline円 柱 の形成がみられた。 さらに6週 以後の一

部のマウスで尿細管上皮の変 性,血 管周辺への単核球

の浸潤および軽度の間質性腎炎等がみられたが,こ れ

らの所見は両菌種 を接種 した以外のマウスにも認めら

れたので有意の所見ではないと考 えられた。

Ziel-Nelsen法 に よる抗酸菌染色 では,M. intracel

lulare接 種 群においては肺の類上皮細胞性 肉芽腫の部

位 にのみ少数の抗酸菌が認め られた(図10)。M.tuber
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Table 4. Histopathological Findings

culosis接 種群 では肺の種 々の病変部位に多数の抗酸菌

が認められ(図11),さ らに肝での類上皮細胞性肉芽腫

や脾での類上皮細胞の集合 を示す部位で も抗酸菌が少

数認め られた。

III.　考 察

経気管感染による本実験の成 績を同一菌株(TMC

1469)に つ いて吸入感染装置を使用 したマウス吸入感

染の成績1)と 比較すると,肺 内還元生菌数は感染後6

週 以後で多数 回吸入感染の場合 とほぼ同様の102～103

台で あ り,今 回行 なった気管内接種が肺内生菌数 の維

持 ・増殖に特に優れていたとは思われない。 しか し6

週 および9週 以後で脾 ・肝臓でそれぞれ少数なが ら菌

が還元 されたこと,さ らに病理組織所見で一部 のマウ

スに脾臓で類上皮細胞の集合がみ られた り,肺 で単核

球および類上皮細胞のびまん性浸潤がみ られた点か ら

吸入感染での肺病理組織所見に比べびまん性繁殖性変

化4)の 傾向が強い印象を得た。気管内接種によ り肺に

比較的高濃度の菌が投与で きたこ とが大 きな要因であ

ったと考 えられる。

感染経路による差異 を臓器還元生菌数か らみると,

久世 ら5)のM. intracellulare (TMC1469)の マ ウス経

尾静脈感染では脾臓で104台,肺 で102～103台 と脾臓か

らの還元生菌数が肺か らの還元生菌数よ り多かったが,

今 回の気管内接種 では肺内還元生菌数の方が脾臓より

も約10～102多 か った。さらに脾重量では使用菌株 は異

なるが久世 ら6)のM. intracellulareの マ ウス経尾静脈

感染マウスでルー ト脾指数が0.69～1.4で あったのに

対 し今 回の実験では0.4～0.72と 比較的低値であった。

このように経静脈感染に比べ,気 管内接種 では肺から
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Fig. 5. Lung, 3 weeks after intratracheal infection with 

M. intracellulare (TMC 1469). A large aggregation com

posed of proliferating small round cells and large mono

nuclear cells with light cytoplasm in the peripheral area.

(H.E.•~100)

Fig. 6. Lung, 12 weeks after intratracheal infection 

with M. intracellulare (TMC 1469). Showing peribron

chial epithelioid granulomas. (H.E.•~100)

Fig. 7. Lung, one week after intratracheal infection 

with M. tuberculosis (H37Rv). Showing slight septa] 

thickening.

(H.E.•~100)

の還元生菌数が脾臓か らの還元生菌数 よりも多く,ま

た脾臓の重量増加は少なかった。

今回の実験でのM.intracellulare接 種群およびM.tu-

Fig. 8. Lung, 6 weeks after intratracheal infection with 

M. tuberculosis (H37Rv). Diffuse, extensive infiltration 

of large mononuclear cells and macrophages, including 

aggregates of small round cells.

(H.E.•~100)

Fig. 9. Lung, 9 weeks after intratracheal infection with 

M. tuberculosis (H37Rv). A large tubercle with prolifer

ation of mononuclear cells. Macrophages show abundant 

foamy cytoplasm.

(H.E.•~100)

berculusis接 種群 の成績を比較するこ とにより,M.in

-tracellulareの 病 原性の程 度をM.tuberculosisと 対 比

してあらためて認識す るこ とができた。即 ち前者では

肺還元生菌数は接種後2日 が最高であったのに対 し,

後者では人工培地での菌の増殖曲線に類似 してお り,

接種後1週 よ1)3週 の間に約103倍 の著明な増加を示す

log phaseが み られ,佐 藤 ら7)の 経 気管感染によるハツ

カネズ ミの実験的結核症 と同様の成績であった。 さら

に肺病理組織ではM.intracellulare接 種群 のわずか半

数に一単核球 を主体 とした浸潤がみ られたのに対 し,M.

tuberculosis接 種群 では6週 以後の全マウスで単核球・

肺胞macrophageを 混 じたびまん性浸潤,一 部 結節状

の集合か ら成る強度のびまん性繁殖型の所見がみられ

てお りM.intracellulareの 病 原性がM.tuberculosisに

比 べ,は るかに弱いことが改めて認識 された。

今回のM.intracellulare経 気管感染では経静脈感染

の場合 と同様に動物 モデルとして使用するには肺病理

組織所見は充分なものではなかった。 しか し多量の菌

を肺に投与でき,さ らに肺での還元生菌数 を脾臓での
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Fig. 10. A small number of acid fast bacilli presented 

in a epithelioid granuloma of the lung. The same mouse 

shown in figure 6.

(Acid fast and Hematoxylin stain, •~400)

Fig. 11. A large number of acid fast bacilli presented 

in a tubercle of the lung. The same mouse shown in 

figure 9.

(Acid fast and Hematoxylin stain, •~400)

そ れ よ り も 多量 に 保 つ こ とが で き る とい う点 で は 有 用

で あ ろ う。 今 後,実 験 的M.intracellulare症 作 成 に あ

た っ て は,M.intracellulareの 集 落 形 態8)～10)を 中 心 と

した 病 原 性 の 高 い 菌 株 の確 立 や,実 験 動 物 のM.intra-

cellulareに 対 す る抵 抗 力 の 減 弱 化 の工 夫 が 課 題 と考 え

られ る。

IV.　結 論

M. intracellulare , TMC1469株(米 国 株)を マ ウ ス に

経気管的に感染 させ実験的M.intracellulare症 の作成

を試みた。同時にM.tuberculosisに つ いても同様の実

験 を行ない両者の病原性 を比較検討 した。

1)　肺還元生菌数は菌接種後2日 に最高値2.9×105V.

U.を 示 したが以後20週 までこれより増加することはな

かった。 これに対 しM.tuberculosis感 染群 では感染後

1週 より3週 の問に約103倍 の著明な還元生菌数の増

加がみられた。

2)　経静脈感染 と異なり肺か らの還元生菌数は脾から

のそれよ り約10～102倍 高値 であった。

3)　肺病理組織所見では感染後3週 以後の一部のマウ

スで単核球 を主 とした浸潤がみ られ,4匹 で類上皮細

胞性肉芽腫の形成がみられたが,M.tuberculosis感 染

群 での強度のびまん性繁殖性変化 と比較す ると病変は

軽度であった。

4)　多量の菌を肺に投与できしか も肺還元生菌数 を脾

でのそれよりも多く保 てる点では有用な感染方法と考え

られたが,今 回の試みでは充分 な動物モデルは作成で

きなかった。今後,実 験動物 と菌株の病 原性の両方の条

件の改良に関 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,終 始御指導 を頂きました前川

暢 夫教授をは じめ当研究室の各位,さ らに病理部門 ・

鈴木康弘助手の各氏に深謝 いたします。

(本論文の要 旨は第58回 日本結核病学会総 会において

発表 した。)
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