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In order to establish a small animal model of Mycobacterium avium-intracellulare infection 
suitable for in vivo evaluations of chemotherapeutic regimens, ten strains were elaborately 
studied on the virulence to ddY conventional mice. The Log Ratio of the multiplication of 
bacilli in lung during the period of four weeks, from three to seven weeks of intravenous 
infection, was used as a main index for selection of a suitable strain for the model. After 
three consecutive repetitions of the same intravenous infection with the all ten strains, one 
of the strains, 31F093T, revealed itself to be reasonably virulent to the mice. The mice con-
stantly showed  miliary lung lesions, which became grossly visible at seven weeks of infection, 
with the mean Log Ratio of 2.3. Moderate to marked enlargement of both spleen and liver 
with gross diseases was also usual findings at the seventh week of infection.

Three mycobacterial strains, M. tuberculosis (H37Rv), M. kansasii (KMC 1113), and 
M. avium-intracellulare (31F093T), were injected intravenously to ddY conventional mice. 
Histopathologic findings as well as other parameters were evaluated in these three myco- 
bacterial infections in mice. The murine infection with 31F093T strain was obviously more 
chronic and persistent than the murine tuberculosis caused by H37Rv. The histopathologic 
findings of the mice infected with M. avium-intracellulare 31F093T were those of granulo-
matous to diffuse proliferative changes in lung with extensive granuloma formation in both 

spleen and liver. No necrotic changes were demonstrated in the lungs of mice infected with
 31F093T strain, while the changes were frequently observed in the lungs of  moribund mice
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infected with H37Rv. No deaths due to the infection ensued in the mice infected with M 

avium-intracellulare 31F093T during the who'e period of 23 weeks . M. kansasii KMC 1113 

provoked the disease earlier than 31F093T strain, and a spontaneous regression of the disease 
was suggested in kidney and liver beyond eleven weeks of infection , though the disease in lung 
persisted until the end of the observation.

Five different strains of mice, ddY, C31-1/1-1e, ICR, BALB/c , and C57BL/6, were evaluated 
for their susceptibilities to 31F093T strain. Besides the intravenous model with ddY strain , 
both intravenous model with BALB/c and intraperitoneal model with C57BL/6 also demon- 

strated their probable usabilities for the infection models of murine M. avium-intracellulare 
infection.

Key words: M avium-intracellulare, Experimental infec-

tion in mice, Mouse virulent strain
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序 論

本邦でみ られ る非定型抗酸菌症(AM症)の なかで最

も罹患頻度の高いMycobacteriu mavium-M.intracel-

lu/aze症(以 下M.intracellulare症)の 治療が,そ の原

因菌の諸種抗菌薬 に対する感受性の低 さ,ま たoppor-

tmistic pathogenと しての傾向の強さなどにより,種 々

の困難に遭遇 していることは周知 のことである。有効

な治療術式の検索 とともに本症の発病 にかかわる種 々

な要因の解析が現在の重要な課題 と考 えられ るが,こ

のためにはまず適切 な実験動物感染モデルの作成が必

要であろう。

私 どもは数年来,in vivoで の 治療術式を評価するに

適 当な実験動物感染モデル作成を目指 し検討を続け,

M.intzacellulamの マ ウスに対する病原性,実 験的化学

療 法の試み などについて報告1)2)したが,今 回はM.

intmcellulareの 毒 力(virulence)に 主 眼を置 き,本菌の

集落形態,感 染マウスの病理組織所見,マ ウス系統別

の感受性の差異などの検討 を加 えることにより,い わ

ゆるマウス毒力株(mouse virulent strain)の 検 索 を試

みた。その結果,検 討 した1菌 株で,肺,脾 内生菌数の

推移,各 臓器の肉眼的ならびに病理組織学的所見の総

合評価から,所 期の 目的を一応満たすマ ウス慢性感染

モデルを作成で きた と考 えられたのでその成績 を報告

する。

実験材料な らびに方法

(1)実 験動物

実験1と 実験2で はddYconventional雄 マ ウスを

使用 し,実 験3で はddY, C3H/He, ICR, BALB/c,

 C57BL/6の 計5系 統のSPFマ ウスを用いた。5系

統 とも静岡実験動物より購入 したものである。感染操作

はすべて4週 齢で実施 した。飼料 は市販の固形飼料(船

橋農場)を 用いた。

(2)使 用 菌 株

M.intracellu/are10株 とM.tuberculosis(H37Rv),

M.kansasii(KMC1113)の 計12株 を用 い た 。い ず れ も臨

床 材 料 よ り分 離 後,あ る い は他 施 設 よ り供 与 を う け て

か ら1%小 川 培 地 に 平 均 年2回 の 頻 度 で 継 代 し,一20℃

で保 存 され た もの で あ る 。M.intmceJlu/are (M.avium

-intncellulare)の 内 訳 は
,5株(TMC702, TMC1411,

 TMC1419, TMC1467, TMC1469)がTrudeau

 Mycobacterial Cuiture Collection(TMC)に 含 まれ る

菌 株 で,1975年 米 国 よ り供 与(U.S.-Japan Cooperative

 Medical Science Program-NIAID)を 受 け た もの で,

分 離 時 期 は1936年 か ら1967年 で あ り,実 験 開 始 ま で に

最 低14年 間 保 存 さ れ て い る 。TMC702の み は 鶏 よ り分

離 さ れ た 菌 株 でM. miumと して 供 与 され た もの で あ る

が 他 の4株 は 臨 床 材 料 よ り分 離 さ れ た も の でM。

intrace//ulanと し て 供 与 さ れ た 。他 の5株(31F049, 31

F059, 31F093, 31F122, 31F135)は 京 大 結 核 胸 部 疾 患

研 究 所 入 院 患 者(M. intmcellulaze症)の 喀 痰 分 離 株

で,分 離 時 期 は1972年 よ り1974年 に わ た り7年 か ら9

年 の 保 存 期 間 を経 て い る。M. kansasii (KMC1113)は,

1978年 当 施 設 で のM. kansasii症 患 者 喀 痰 よ りの 分 離

株 で,M. tuberculosis(H37Rv)は1975年 米 国 よ り

TMC102株 と して 供 与 され た も の で あ る。 こ れ ら1%

小 川 培 地 上 の 発 育 菌 をmodified Dubos Tween al-

bumin液 体 培 地(0.05%Tween80含 有)に 継 代 し,更 に

再 度 同 培 地 に 継 代 した2週 間培 養 菌 液 を直 接 マ ウ ス感 染

菌 液 と し て 使 用 し た 。 使 用 ご と に滅 菌 生 理 的 食 塩 水 で

そ の10倍 稀 釈 系 列 を 作 成 し,そ の0.1rnlず つ を1%小

川 培 地 に 接 種,培 養 す る こ とに よ り感 染 菌 量 を求 め た 。

(3)　 実 験 方 法

1)　実 験1.― マ ウ ス 毒 力 株 の 検 索―

前 述 し たM. in tmcellulare 10株 の 菌 液0.2mlを そ れ

ぞ れ10匹 ず つ の マ ウ ス 尾 静 脈 に 接 種 し,接 種 後3週

に3匹,7週 に 残 余 の7匹 を 屠 殺,剖 検 し,臓 器 重 量,



1984年1月 15

臓器肉眼病変を観察するとともに3週 には屠殺 した全

マウス(3匹),7週 に は7匹 中3匹 のマ ウ スを臓器

内生菌数算定に使用 した。即ち,各3匹 のマウスの肺,

脾 をそれぞれ 一括秤量 し,そ れに9倍(V/W)の2%

NaOHを 加 え,ホ モゲナイザー(日 本精機ユニバーサル

ホモゲナイザーを使用)で 磨砕,更 に同様2%NaOHで

臓 器の10倍 稀釈系列 を作成 し,1%小 川培地3本 ずつ

に0.1mlず つ接種,6週 後発育集落数 より臓器内平均

生菌数 を算定 した。

上記の感染実験 を3回 繰 り返 したが,第2回 目,第

3回 目には前回で得 られた感染後7週 の肺還元 菌をそ

れぞれmodified Dubos Tween aibmin液 体 培地に

継代 したものを使用 した。肺 か らの還元 がで きなか

った場合は脾か らの還元歯で代用 した。 また,第1回

感染に使用 したもの と同一の菌液を用い,肉 眼的比濁

により10-3mg接 種 での1%小 川培地上の抗結核薬に対

す る感受性検査 を実施す ると共に,第1回 と第3回 目

に使 用 した菌 液 の100倍 稀 釈 液 を用 い,cornmeal

 glycerol agar平 板培地上 に2定 量白金耳(マ イクロル

ー プ2号 ,1/200ml,MWE社 製)を 接種,3週 間培養

後弱拡大で鏡検することによ り,各 菌株の集落形態 を

観察 した。1菌 株に複数の集落形態の認められた場合

には,500集 落 を観察することにより,各 集落形態の概

略の比率 を算定 した。

使用 した保存菌株 と第3回 感染後7週 の肺還元菌 に

ついては,発 育 日数,集 落の着色(含 光発色試験),ナ

イアシンテス ト,硝 酸塩還元試験,Tween80水 解試験,

ウ レアーゼ試験,PAS分 解 試験,ピ クリン酸培地発育

試験,半 定量カタラーゼ試験,ア リルスルファターゼ

試験を実施することによ1)すべてM. avium-intracel-

/ulareで あ ることを確認 した。

2)　実験2.―31F093T株 感染マウスの主 として病理

組織学的検討―

実験1で 選択 したM. iｎtracellulareマ ウス毒力株

31F093Tを 経 静脈感染 させ たときのddYマ ウスの臓

器病変をより詳細に検討 す るため,M. tuberculos露

(H37Rv)とM. kansasii(KMC1113)を 比 較対照の

ために使用 し,同 じ日に入手 した同一週齢のマウス30

匹 ずつにこれらの3菌 種 を尾静脈 より接種 し,経 時的

に5な いし6匹 ずつ屠殺剖検 し,臓 器肉眼病変,臓 器

重量 ならびに臓器病理組織学的所見を観察 した。他に

無処置の18匹 の正常マウス も同様経時的に2な い し4

匹 を剖検 し比較検討に供 した。観察は23週 まで実施 し

たが,H37Rv感 染マ ウスのみは4週 で終了した。剖検

時マウスの肺,肝,腎,脾 は10%ホ ルマ リンで固定,

後病理切片 を作成 し,ヘ マ トキシ リン ・エオジン染色

をほ どこす ことによ り病理組織学的所見を観察 した。

3)　実験3.-M. intmcellulare31F093T株 に対す る

マウスの系統別感受性―

5系 統のSPFマ ウス(ddY, ICR, BALB/c, C3H/He,

 C57BL/6)を15な い し16匹 ず つ使用 し,全 マウスに一

様に31F093T株 の3.40×107v.u.を 接種 した。ddY, ICR,

 BALB/cの3系 統 には尾静 脈感 染 を,C3H/He,

 C57BL/6の2系 統には腹腔内感染を実施 した。感染

後3週 にそれぞれ3匹 のマウスを,8週 後には残余の

マウスを屠殺剖検 し,臓 器重量,臓 器肉眼病変 を観察

す るとともに3週 目には全マ ウス(3匹)を,8週 後

には残余のマウスの3匹 を用 い肺,脾 の生 菌数 を求め

た。8週 後に屠殺剖検 したマウスのうち生薗数算定に用

いた残 りのマウスはすべ て病理組織学的検索に供 した。

実 験 成 績

実験1.― マウス毒力株の検索―

表1に 実験 に使 用 したM. intracellulare10株 の性状

を示 した。1%小 川培地上での2週 培養の発育状態は,

TMC株 のすべ てと本邦分離株2株(31F122, 31F135)

の 計7株 はeugonicで,集 落は大 きく相互に融合性で

あり,残余の本邦分離株3株(31FO49, 31FO59, 31FO93)

はdysgonicで,微 小集落が密に発育 しているが相互の

融合傾向はなかった。これ ら微小集落に混 ざって少数

のeugonicな 大 型集落が認められた。cornmeal glycer-

olager上 の集落形態の観察では,上 記のdysgonicな

発 育を示 した3株 は大部分(79～96%)がsmooth trans-

parent colony(T集 落)で 占められてお り,こ れに少

数(8～21%)のsmooth dome-shaped opaque coiony

(D集 落)が 混在 しているのが観察 された。TMC1411,

 TMC1419, TMCI467の3株 は殆んどD集 落で占めら

れ,ま たTMC702はrough colony(R集 落)の み を,

TMC1469はintermediate coiony(IM集 落)を 示すの

が観察 され,31F122と31F135の2株 はそれぞれ1M集

落 と少数のD集 落ならびにR集 落の混合,夏M集 落 と

少数のR集 落 との混合 であった。図1に 各集落形態を

例示 した。 また,表1に 示 したごとく,1%小 川培地

での抗結核薬に対す る感受性検査では,殆 ん どD集 落

を示すTMC1411, TMC1419, TMC1467の3株 がRFP

に完全に感受性 を示すのが注 目された。他の菌株はす

べてRFPに 対 して耐性 を示 した。

表2に 感染実験の成績 を総 括 した。接種 生菌数 は

1.1×106v.u.か ら8.5×108v.u.と かなりばらつきがある

が培養菌液 を直接接種 したため と考えられ,そ れぞれ

時期の異なることによる培養条件の差 と考 えられる。

感染後3週,7週 の肺,脾 の還元菌数(log10)を み る

と,3回 の 反復実験 ともにTMC1411, TMC1419,

 TMC1467の3株 では7週 での還元菌数が他の菌株に比

較 し,明 らかに少な く,増 殖率(Log Ratio=log10〔7

週 での還元菌数/3週 での還元菌数〕)でみて も,臓器 内

生菌数の著明な減少傾向が示唆され,毒 力は弱い と考

えられた。7週 後肺平均還元菌数が107v.u.以 上 を示 し
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Table 1. Characteristics of 10 Mycobacterium avium-intracellulare

Definitions of abbreviations: CMG=cornmeal glycerol medium, T =smooth transparent, IM=intermediate,

D=smooth dome-shaped opaque, R=-rough, OM=1% Ogawa medium, D=dysgonic, E=eugonic, S=susceptible,

 P=partially resistant, R=resistant.

*% in 500 colonies

•õT Micrograms per milliliter

•öColony form(%) on cornmeal glycerol medium of bacilli recovered from lungs after third passage through mice.

Fig. 1. Representatives of the four different colony forms of M. intracellulare on 

cornmeal agar medium (3 weeks).

A: Smooth transparent colonies of 31F093 strain.

B: Smooth dome-shaped opaque colonies of 31F093 strain.

C: Intermediate colonies of 31F122 strain.

D: Rough colonies of 31F122 strain. (Original magnification;•~40)
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Table 2. Virulences of 10 Mycobacterium avium-intracellulare

た菌株は31FO59(7.22)と31FO93(7.52)の2株 で,同 様

脾ではTMC1469(7.23)と31F093(7.25)の2株 であっ

た。増殖率の平均 でみると31F059は 肺,脾 とも31F093

に劣 り,更 に31F093は7週 後の平均肺,脾,肝 重量 と

もに最 も大 き く毒力の強 さが示唆 された。

表3に 肺肉眼病変 を示 したが,還 元生菌数,臓 器重

量か ら得 た結論 を裏付 けてお り,こ とに第3回 感染で

の31F093の 所 見は菌力の強 さを明らかに示すもの と考

えられた。なお表1に 示 したように最終回感染後7週

剖検時の肺還元菌 は,31F093, 31F049, 31F059 3株 と

もcornmeal glycerol agar上 で すべてT集 落 を示 し

ていた。

小括すると,M. intmcellulare31F093株 は,T集 落 形

成菌で5.0×106～1.8×108v.u.の 尾静脈感染で感染後

3週 から7週 の期間に肺内生菌数は102倍 程度増加 し,

7週 後肺,脾,肝 の重量は正常マウス(通 常肺0.2g,

脾0.1g,肝1.5g)の それぞれ2倍,6倍,2倍 に増加

した。本菌株 を仮に31F093T株 と名付け, mouse viru-

lent strain(マ ウス毒力株)と して以下の実験に供する

ことに した。

なお,こ の実験で使用 した接種菌量の範囲では,接

種菌量 と病変 との相関は明らかではな く,ま たマ ウス

通過 による毒力の増加 についても評価 できなかった。

Table 3. Macroscopic Lesions of Lungs

Symbols of gross pathology of lung:-=no macroscopic lesion

+=scattered small nodules;++= many small nodules;

++=innumerable small nodules(miliary pattern)

++++=innumerable small nodules with a few big nodules

•õdied at 6 weeks after challenge
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実験2.　 ― マウス毒 力株31F093T感 染マ ウスの主

として病理組織学的検討―

(i)　体 重ならびに臓器重量 と死亡数

体重ならびに各臓器重量の推移 を図2,3,4,5,

6に 示 した。菌接種後3週 までは3菌 種感染群 とも正

常マウス と同様,体 重の増加が認められる。それ以降

はそれぞれ様相 を異に した体重の減少が認められた。

M. tubem/osis(H37Rv)感 染 マウスでは急激な体重増

加の停止 と減少がその直後 にみられ,感 染後3週 か ら

4週 の間に30匹 中12匹(40%)が 死亡 した。M. kansasii

 (KMC1113)感 染 マウスでは感染後15週 で30匹 中1匹 の

死亡が認め られたのみで,実 験期間中の死亡数は無視

しえた。感染後11週 から17週 まで体重増加の停止がみ

られるが,そ れ以降は正常マウス と比較すると差 は認

め られ るが増加傾向が続いている。

M. intracellulare(31F093T)感 染マウスでは感染後6

週 で体重増加は停止 し,11週 まで正常マ ウスと比較 し

3g前 後の差 を保つた後かな り急速に減少 し,実 験開

始時の体重に近づ き,感 染後17週 か ら23週 まではほぼ

横ばいの状態が続 いた。11週 目に30匹 中1匹 の死亡

がみられたのみであった。31F093T感 染 によ り慢性で

persistentの 傾 向のある感染症の成立が示唆された。こ

れに対 し,H37Rv感 染 マウスでは亜急性の致死病変が

成立 した と考 えられた。

肺重量の推移(図3)も 上 記の観察 を裏付けた。死亡

Fig. 2. Average body weights of three groups of 

mice infected with M. tuberculosis(H37Rv) (9.6•~

107v.u.), M. kansasii(KMC1113) (5.0•~106v.u. , and 

M. avium-intracellulare (31F093T)(1.8•~108v.u.). 

Average body weights of normal mice were 

plotted for comparison. Numbers of mice were 

shown in the parentheses.

Fig. 3. Average lung weights of three groups of 
mice infected with M. tuberculosis (H37Rv), M.

 kansasii(KMC1113), and M. avium-intracellulare 

(31F093T).

Fig. 4. Average spleen weights of three groups of 
mice infected with M. tuberculosis (H37Rv), M. 
kansasii(KMC1113), and M. avium-intracellulare 
(31F093T).
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Fig. 5. Average liver weights of three groups of mice 

infected with M. tuberculosis (H37Rv), M. kansasii 

(KMC1113), and M. avium-intracellulare (31‚e093T).

率40%を 示 した4週 後H37Rv感 染 マウスの肺重量は正

常マウスの約2.8倍 を示 し,こ の前後 に致死的な要因が

働 くもの と考 えられた。31F093T感 染 マウスでは,体

重の観察で示唆 された慢性病変 は感染後11週 でper-

sistentな 状 態 になると考えられ,こ の病変 は実 験期

間中保持 され るようであった。実験終 了時肺重量は正

常マウスの約2.7倍 で あった。KMC1113感 染 マウスで

は全実験期間中かなり緩慢な肺重量の増加がみられたが

実験終了時の肺重量は正常マウスの約2.4倍 で31F093T

感染 マウスの増加 には及ばなかった。

脾重量の推移(図4)で は,初 期の増加傾向は肺重量

の場合 とほぼ 同様であるが,31F093T感 染 マウス と

KMC1113感 染マ ウス両者のそれぞれ17週,11週 以降の

急激な減少が注 目された。また,31F093T感 染マウス

の17週 目脾重量はH37Rv感 染 マウスの死亡前 後の脾

重量 と同 じであった。

肝重量の推移(図5)も 脾重量の推移 と基本的に同様

な傾向を示 した。

腎重量の推移(図6)は,肺,脾,肝 と異なり,感 染

後11週 まで感染菌種問の差異はな く,正 常マウス と

同様増加が認め られたが,感 染後11週 以 降で は減 少

傾向が認め られ,体 重の減少 と相関するように考 えら

Fig. 6. Average kidney weights of three groups of 
mice infected with M. tuberculosis(H37Rv), M. 
kansasii (KMC1113), and M. avium-intracellulare 
(31F093T).

れた。

(ii)　臓器 肉眼病変 ならびに病理組織学的所見

表4に3菌 種 による感染マウスの肉眼病変を記載 し

た。肺,肝 は微小結節 を主体 とする粟粒病変,脾 は脾

腫 と時にそれに伴 う粟粒小結節 を示 し,腎 は肉眼的に

は腎膿瘍 と考 えられる病変であった。

31F093T感 染 マウスでは,感 染後3週 目よ り肺表面

に微小結節が出現する。6週 目に至 ると上記結節は殆

んどのマウスで無数 とな り,肺 は硬 度 を増 し,正 常

肺の光沢を失い実質性 となる。17週 以降になると肺全

面が微小結節でおおわれ,灰 白色 を呈する。時に粗大

な結節の混在が認められた。即 ち感染後6週 以降では

全マウスに明 らかな肺肉眼病変が認められ,病 変の肉

眼判定は容易であった。H37Rvな らびにKMC1113感

染マウスに も同様粟粒病変が認められたが,31F093T

に よ る病変 と比較すると結節はより粗大な傾 向があ り,

病変発現は早かった。

H37Rv感 染4週 後のマウスでは肝,腎 の肉眼病変の

頻度 は低かったのに対 し,KMC1113感 染 マウスでは6

週 で全マウスに腎病変が,31F093T感 染 マウスでは23

週 で83%(肝),67%(腎)に それぞれの病変が出現 した。

しか し,KMC1113感 染マウスでは,6週 以降肝,腎 病



20 結 核　 第59巻　 第1号

Table 4. Macroscopic Lesions of Murine Mycobacterioses

* Symbols of gross pathology of lung:-=no macroscopic lesion ; += scattered small nodules;
++=many small nodules ; *= innumerable small nodules (miliary pattern);

++++= innumerable small nodules with a few big nodules

+ No. of mice with gross lesions/No. of mice autopsied

Table 5. Histopathology of Murine Mycobacterioses

Abbreviation•FC.agg. = aggregation of mononuclear cell, Gr.= granulomatous lesion, Prol. = diffuse proliferative change,

Nec.= necrotic change, Hd. = hyaline drop degeneration in tubular epithelium

*: grades of histopathology

変の消退傾向がうかがわれた。

表5に 各臓器の病理組織学的所見 を総括 した。なお,

図7に 代表的な病理組織像 を示 した。

31F093T感 染 マウスにみられた肺病変は,単 核細胞

(リンパ球 とマクロファー ジ)の 集族巣,類 上皮様細胞

の出現を伴 う肉芽腫性変化3),泡沫 細胞の出現 を伴 うび

まん性繁殖型病変3)な どであり,感染後6週 では肉芽腫

性病変(図7;A)が 主 なものであるが,11週 で は全マウ

スにびまん性繁殖型病変が出現 し,23週 までこの傾向

は続いた。また,23週 では リンパ球の集簇巣がかな り
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Fig. 7. Representatives of histopathologic lesions of murine mycobacterioses.

A: Granulomatous lung lesions at 6 weeks(31F093T).

B: Diffuse proliferative lung lesions at 23 weeks,

with foamy cells and lymphocytes aggregates

 (31F093T I.

C: Necrotic lung lesions at 4 weeks ( H37R v).
D: Granulomata in spleen at 23 weeks (31F093T).

E: Extensive granuloma formation in liver at 23 weeks 

(31F093T ).
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Table 6. Susceptibilities of 5 Different Strains of Mice to M . avium-intracellulare

 (31F093T)•\Macroscopic Findings•\

l noculum; 3.4.107 v.u.

Table 7. Susceptibilities of 5 Different Strains of Mice to M . avium-intracellulare

 (31F093T)•\Bacteriological and Pathological Findings•\

l noculum: 3.4•~107 v. u.

み られた(図7;B)。 KMC1113感 染 マウスでも同様な

所見がみられるが,11週 でみ られたびまん性繁殖型病

変は17週 以降消退傾向がみ られた。H37Rv感 染 マウス

では強いびまん性繁殖型病変に広範な壊死(図7;C)が

伴 っていたが,31F093TとKMC1113感 染 マウス肺で

は23週 に至るまで壊死の出現 は認め られなか った。

肝,脾 では,い ずれの菌種の感染マウスで も肉芽腫

性病変が認め られたが,31F093T感 染 マウスでは他の

菌種の感染マウスに比べ,病 変は より広範であった(図

7;D,E)。
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腎病変は,膿 瘍,間 質性腎炎,肉 芽腫性病変 などが

主であったが,H37RvとKMC1113感 染 マウスでは病

変発現の頻度は比較的低 く,表5に は記載 しなか った

が,H37Rv感 染 後3週 のマウス3匹,1匹 にそれぞれ

間質性腎炎,膿 瘍が,ま た感染後4週 のマウス5匹 に

間質 性腎炎が認められた。 そのうち1匹 には腎膿瘍の

合併がみられた。KMC1113感 染 マウスでは肉眼病変の

頻度が高かつたにもかかわらず特異的な病理組織学的

所見にやや乏 しい印象 をうけたが,31F093T感 染17週

以降のマウスでは比較的高頻度に肉芽腫性病変の発現

とhyaline drop degenerationが 認め られた。

実験3.-マ ウ ス毒力株31F093Tに 対す るマ ウス系

統別感受性-

表6,7に 実 験成績を総括 した。本実験ではC3H/He

とC57BL/6の2系 統で腹腔 内感染 を試 み たが,実

験的化学療法のための感染 モデル としての実際的な見

地から,こ とにC57BL/6を 使 用 した場合,む しろ静脈

感染系(ddY)を 凌 駕する感染モデル作成が可能である印

象 をうけた。

臓器重量 と肉眼病変(表6)の 検 討で,肺 重量の増加

がBALB/c,C3H/He,C57BL/6の3系 統 で,他

の2系 統に比較 して少な く,こ の点は肺重量を指標 と

す る場合難点の1つ と考 えられるが,感 染後8週 のル
ー ト比肺重4)はC3H/Heを 除 いて4系 統間に顕著な

差はな く,ま た肺肉眼病変 はいずれ も明瞭に識別でき

るので有用性の面では余 り問題 はないと考 えられる。

今回検討 した系統間でよ り明瞭な差を認めたのは脾の

所見であり,BALB/cとC57BL/6の2系 統で感染後

3週 で既に顕著な脾腫 がみ られたのが注 目された。ル

ー ト脾指数4)で もこの傾 向は明らかであった。表6に は

脾の肉眼病変 として単なる脾腫のみのものは除き明ら

かな結節病変 を有するもののみ を記載 したが,こ の点

でもBALB/cとC57BL/6の 病 変が高度であることは

明 らかであった。 また,こ の2系 統では肝肉眼病変 も

顕著であった。腎肉眼病変は腹腔内感染の2系 統では

認め られていない。

表7に 示 した臓器内生菌数からみると,肺 では感染

8週 後,C57BL/6, BALB/c, ddYの3系 統で還元菌

数が多い。増殖率(Log Ratio)はC57BL/6とddYで

大 きく,これら2系統の利点と考えられた。また,BALB/c

とC57BL/6の2系 統では8週 後の脾還元菌数 も多か

った。最後に感染後8週 の各臓器の病理組織学的所見

であるが,肺,脾,肝,腎 とも肉芽腫変 化が殆んどを占

め,ddY, BALB/c, C57BL/6の3系 統ではいずれも

肺,脾,肝 に広範 な病変が認められた。BALB/cで は

脾が,C57BL/6で は脾,肝 ともに他の系統に比較 し,

病 変は高度であった。腎病変は全系統で軽度であった。

なお,実 験期 間 中,感 染 後3週 か ら8週 の期 間 に

C3H/Heに5匹,C57BL/6に2匹 の死亡 がみ られ

たが死亡マウスの剖検は実施 していない。

M. intracellulare マウス毒 力株31F093Tを 用 いるこ

とによ り,ddY, BALB/c2系 統 の静脈感染,な らび

にC57BL/6の 腹腔内感染でいずれも良好な慢性感染モ

デルの作成が可能 と考えられた。

考 案

AM症 のなかで適切な治療術式がいまだ解明されて

いない M. intracellulare 症では諸種薬剤の in vivo
で

の治療効果の検討は極めて重要な課題 であるが,一 般

的にM. intracellulareが 結核菌 と比較すると実験動物

に対 して毒力が弱いため,従 来感染モデル作成に際して

の種々の困難が指摘 されてきた。私 どもは,本 報告 の実

験1で も再検討 したTMC1469株 を用いたddYマ ウスの

治療実験2)を 報告 したが,明 確 な臓器肉眼病変の欠除,

実験期間中臓器内生菌数の増加が認め られなかったこ

とな ど よ り, M. intracellulare 感染 モデルに関 して,よ

り詳細な検討の必要性を痛感 してきた。その後感染経

路 を変更 し,同 一菌株 を用い,吸 入感染5),経 気 管感染6)

を試みたが所期の成果を達成することがで きなかった。

現在までの M. intracellulare の病原性に関する報

告7)～9)は, M. kansasii と比較す るとマウスなどに対 し

て一般 的に毒 力が弱 い ことを示 して いるが,本 邦

で の 松 本 ら10)11),東 村12)の 成 績 を み る とnonphoto-

chromogen(お そ ら く M. intracellulare) の な か に は,

マ ウ ス に対 して か な り毒 力 の強 い菌 株 が あ るこ とが 示 唆 さ

れ て い る 。一 方,米 国 か ら の 報 告 でDunbarら13)の 記 載

し たstrain Tampa#673を は じめ とす るsmoothtrans

- parent colonyを 示 す M. intracellulare 数株は毒力の

強 さ で 注 目 す べ き 菌株 と考 え られ,Collinら14)はD673

株(上 記strain#673と 同 一?)をmouse virulent

 strainと して 感 染 実 験 に 使 用 し て い る 。 ま た,こ の 菌

株 と 同程 度 の 毒 力 を 示 す 菌 株 と し てGangadharam

ら15)は8330株 と571-8株 を 記 載 し て い る。 最 近 後 藤

ら16)17)はTweeu加 小 川 培 地 で 菌 の 毒 力 を維 持 し,感

受 性 の 高 い 系 統 の マ ウ ス を用 い る こ とに よ り進 行 性 の

感 染 症 を作 成 し た と し て い る。

上記の諸成績は菌株選択の重要性を示唆しており,

私 どもも実験1で10株 の M. avium-intracellulare につ

いて寒天培地上の集落形態,抗 結核薬 に対す る感受性

も含め,ddYマ ウスに対す る毒 力の詳細 な検 討 を実

施 したわけであ る。結果 として当研究室分 離の1株

31FO93Tが マウスに対 し慢性進行性 の病変 を惹起する

ことを見出だ したのであるが,こ の間得 られた知見に

つき以下順次考察 したい。

まず,集 落形態 と毒力の関係であるが,今 回の実験

1で,小 川培地ではdysgonicで,cornmeal glycerol

 agarで はT集 落形成菌が,こ とに肺病変 を指標 とした

とき毒力が強いことが見出だされた。従来,T集 落形成
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菌がD集 落形成菌 より実験動物に対 して毒力が強いこ

とはDunbarら13)の 報告以外にも多くの報告18)～20)があ

る。今後の問題 としてはR集 落ならびにIM集 落形成

菌の検討が必要であろ うし,ま た私 どもの長期保存株

(TMC株)と 本邦分離株 との比較検討成績からみると毒

力維持の問題 も重要な課題である。実験1で 検討した

TMC3株 は殆 ん どD集 落 で 占めち れ てお り,Mc

 Carthy21)の 成績 に示 されているようにT集 落形成菌が

人工培地上でかなり高頻度でD集 落形成菌に自然変異

するのが事実 とすれば,毒 力株の人工培地上での保存

は極めて慎重 を要する。実験1で 示唆されたようにマ

ウス体 内通過によ り,当 初20%以 上 のD集 落が混合 し

ていた31F093株 が実際上T集 落のみに変化しているの

が観察されたことから,私 どもは31F093T株 をマ ウス

体 内で継代 しているが,後 藤 ら16)のTween加 小 川培地

での継代も試みるべき方法であると考えられる。Kajioka

ら22)の成 績では,T集 落形成菌 は比較的高濃度(0.5%)

のTweenの 存 在下 でD集 落形成菌 のgrowth con-

stantに 近づ くとしている。しか し,種々の濃度のTween

含 有培地での自然変異の検討は今後必要 であろう。 ま

た,実 験的化学療法 を目指すには感染モデル作成菌の

薬剤感受性の把握 は,ゆ るがせ にできない。今回の検

討でD集 落形成菌がRFPに 対 して完全に感受性 を示し

た点は注 目すべ きである。

実験2で は M. intracellulare (31F093T) 感染マ ウス

が, M. tuberculosis (H37Rv), M. kansasii (KMC1113)
の両感染マウスに比 してよ り慢性の経過 をとること,

病変は進行性ではあるが,肺 に高度の病変を生 じた後

も長期間生存することが示 された。脾,肝 の病変はそ

の広範さにおいてH37Rvに よる病変 を凌駕する印象が

あったが,感 染後23週 までの観察では,肺 病変の病理組

織学的検討の結果,肺 のびまん性繁殖型病変はH37Rv

感染 におけるように壊死 に移行す ることはなく長期間

経過することが示された。文献上 M. intracellulare 感

染マウスの病理組織学的検討は少 ないが,後 藤 ら17)の記

載 した肺所見は基本的に私 どもの得 た所見 と同様であ

る。31F093T感 染 マ ウスでは感染後7週 か ら8週 で全

マ ウスに肉眼的に明 らかな粟粒病変が認め られ,多 く

の場合感染後3週 で も肉眼観察が可能 となるので,こ

の点私 どもの作成 したモデルは実験的化学療法には有

利なモデルであると考 えられる。実験2で 検討 したM.

kansasii (KMC1113) は む し ろ M. intracellulare (31

F093T)よ り毒力の弱い印象があ り,両菌種の病理像の

比較は今後継続検討の必要がある と考 えられた。

ddY普 通 マウスと31F093T株 を用いた静脈感染モデ

ルは実験的化学療法の評価に十分耐えられると考えら

れるが,よ りす ぐれた実験系の検索のためマウス系統

別の検討を行 なったのが実験3で ある。抗酸菌感染に

対するマウス系統別の感受性の差については数編の報

告23)～25)が あ る 。 M. intracellulare に つ い てはGanga-

dharamら15)はAKR, DBA/2, BDF1, CBA/N, Swiss

 Webster(S/W)を 使 用し,そのなかでS/Wを 感受性の面

で評価 している。最近,後 藤 ら17)は 自家繁殖のA/J,

 ASW, CF1に 加 え,BALB/c, C57BL/6, C3H/He,

 DBA/2, ddY, CBAと 多種類のマウスで感受性の差

を検討 し,患 者分離2株 の使用で肝,脾 内生菌数の検

討か ら,CF1, C57BL/6, BALB/cが 他 の系統 に比べ,

感受性が高かったとしている。C57BL/6, BALB/c2

系統 は私 どもの成績で も同様感受性が高い可能性が示

唆されているが,肺 病変に関 してはddYも 上記2系 統

と比較 し顕著な差はない結果 を得ている。 しかし,私

どもの検討は感染後3週 と8週 の所見のみを観察 した

ものであ り,い わゆる系統間の感受性の差は,マ ウス

系統の 自然抵抗性 と免疫応答の両者を考慮に入れねば

ならず,私 どもの成績 は結論するに不十分である。

実験的化学療法 を本格的に実施するには多数の動物

の処理が必要であ り,入 手容易 な小動物 を使用するの

が実際的である。私 どもがddYマ ウスを主 として検討

して きたゆえんであ り,ddYマ ウス と31F093Tを 用 い

て治療術式の評価 を開始す ることが現在の課題である

と考えている。 この感染系 を用いて既 に諸種治療術式

の評価 を試みているが,一 応 その目的を達 してお り,

その成績26)は順次報告の予定である。

結 論

本 邦 分 離 株5株 とTMC株5株 の 計10株 の M.

 avium-intracellulare をddY普 通マウスの尾静脈に感

染させ,臓 器 内生菌数,そ の増殖率(Log Ratio),臓 器

重量,肉 眼病変な どの観察により,本邦患者分離の1株

(31F093T)が 慢性進行性の病変 を起すこ とを見出だ し

た。本菌はT集 落形成菌でその5.0×106～1.8×108v.u.

の 尾静脈感染で感染後3週 か ら7週 の期間に肺内生菌

数は102倍 に増加 し,7週 後肺,脾,肝 の重量はそれぞ

れ正常マウスの2倍,6倍,2倍 に増加 した。感染後

7週 から8週 で全マウスに高度な肺肉眼病変(粟 粒病変)

が認め られ,病 変は以後persistentな 様 相を示 した。

病理組織像は,脾,肝 の広範な肉芽腫 と肺での比較

的感染早期(感 染後6週)の 肉芽腫性変化 とそれ以降の

びまん性繁殖型病変に代表 され,マ ウスは高度 な病変

を保 ちつつ長期間生存 した。比較のため検討 したH37

Rv感 染 マウスでは,感 染後4週 で肺 に壊死が認められ

たが,31F093T感 染 マ ウスでは23週 まで肺 に壊 死の

出現は認め られなかった。

マウス系統別の検討では,本 菌によるBALB/cを 用

いた静脈感染,C57BL/6を 用 いた腹腔内感染が ともに

ddY静 脈 感染系 と同じく実験的化学療法のための良好

な感染モデル とな りうることが示 された。
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