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The ddY conventional mice were infected aerogenically with a mouse virulent strain 
31 F093T of M. avium-intracellulare (M. intracellulare), using TRI-R Airborn Infection 
Apparatus Model A42. The strain produced a 1,000-fold increase in the number of viable 
mycobacteria recovered from lung, and a two-fold increase of lung weight after fifteen weeks 
of infection. The number of the viable bacilli was retained thereafter essentially on the same 
level with an ever increasing lung weight, which reached a 3-fold value at 28 weeks of infection. 
No deaths due to the infection ensued during the period of observation.

Macroscopic lung lesions consisted of densely scattered small nodular lesions combined 

with dispersed grossly big nodules, which became visible at six weeks of infection. These 

lesions demonstrated histopathologically multiple granuloma formation at six weeks of in

fection, and diffuse proliferative changes thereafter.

The aerogenical pretreatment with an amorphous silica (Aerosil, Degussa, Frankfurt a.M. 

(FRG)) accelerated the disease, which was demonstrated macroscopically as well as micro
scopically beyond nine weeks of infection. The pretreatment, however, could not change 
the disease process to an acute form.

These chronic persistent lung infections in mice, which were aerogenically provoked by 

intracellulare 31F093T, have a few advantages as the models for experimental chemo

therapy besides its being akin to the human infection in view of the route of infection. First, 

the infection procedure is much easier than intravenous and intraperitoneal infections in 

a large scale of experiment; second, a larger number of mice can be dealt with due to easier 

observations aimed only at the lung disease; third, various aerogenical pretreatments can be
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evaluated.
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序 論

Mycobacterium avium-intmcellulare(以 下M.

intracellulare)症 の 治療術式の検討,あ るいはその発

症機転の解明のためには適切な動物実験システムの確

立がぜひとも必要である。著者 らは数年来,ま ずin vivo

にお ける諸種治療術式の比較検 討 に耐 え うる実験 的

感染症の作成 に主眼 を置 き,マ ウスを対象 として継続

検討 し,そ の成績)～5)を 本誌 に報告 した。この中には米

国分離株TMC1469株 を用いた経尾静脈感染2),吸 入感

染3),経 気 管感染4)の 成績が含 まれているが,い ずれの

感染経路 を用いても明らか な進行性病変 を起 こしえた

とは結論で きなか った。 しか し,最 近に至 り,よ り毒

力の強い菌株検索5)の 過程 で,本 邦分離31FO93T株 が

静脈感染ならびに腹腔内感染 で,著 者 らの所期の目的

を一応満足させ る慢性進行性病変 をマウスに惹起する

ことを見出だ した。本菌株の実験的化学療法 を目的 と

した有用性 については,静 脈感染系 を用いた治療実験

の概略 を報告6)し,今 後本菌株を諸種治療術式の比較検

討 に使用する予定であるが,今 回は肺非定型抗酸菌症

の実験モデル としては,そ の感染経路か ら考 えて静脈

感染系 に比 し,よ り人体感染症に近い と思われる吸入

感染系の有用性 につ いて検討 した。

l.　実験材料ならびに方法

1)　実験動物

ddY雄 普通マウス(静 岡実験動物 よ り購入)を 使用

した。3週 齢で実験を開始 し,飼 料は市販の固形飼料

(船橋農場)を 用 いた。

2)　使用菌株

M.intmcellulare 31F093T株5)を 使 用 した。前回報

告 した実験15)に おける第3回 尾静脈感染後7週 の肺還

元菌 を用い,1%小 川培地に発育 した本菌の極微量を

白金線 を用いることによ り,50mlのmodified Dubos

 Tween albumin液 体培地(0.05% Tween 80含 有)

に接種 し,3週 間培養 した菌液(1.00×109v.u./ml)を

冷 蔵庫(4℃)で 約1ヵ 月保存 した ものを使用 した。

3)　吸入操作

吸 入 装 置 と してTRI-RAirborne Infection Appara-

tus Model A42(TRI-RInstruments,Inc.,N。Y.11570

U.S.A.)を 使 用 し た 。Middlebrook7)の 考 案 し た 装 置 の

改 良 型 で 約100匹 の マ ウス に対 して 同 時 吸 入 操 作 が 可 能

で あ る 。本 実 験 で はsilica吸 入 と31FO93T株 吸 入 感 染

の 両 操 作 に 本 装 置 を使 用 し た 。

silica吸 入 に はnebulizing time30分,cloud decay

 time30分,decontamination time15分 で,ま た吸 入 感

染 で はpreheat period15分,nebulizing time60分,

cloud decay time30分,decontamination time20分 で

操 作 し た 。両 者 と もmain air flow28L/min,compres-

sor air flow4L/minの 条 件 で あ る。silica吸 入 前 処

置 は連 日10回 行 な い,前 処 置 終 了 後 直 ち に 感 染 を 実 施

し た が,感 染 操 作 は1回 に 止 め た 。

4)　実験群の編成 とその後の観察

計103匹 のマ ウスで5実 験群を作成 し,前 処置 として

のsilica吸 入,な らびに31F093T株 吸 入感染 を下 記

の要領で実施 した。

第1　群 吸入感染のみ(43匹)

第2群 silicaA10回 吸入後吸入感染(20匹)

第3群 silicaB10回 吸 入後吸入感染(20匹)

第4群 silicaA10回 吸 入 の み(10匹)

第5群 silicaBlO回 吸 入 の み(10匹)

silicaは 無 水 ケ イ 酸(半 井 化 学,径70～100μm)(以

下silicaA)とamorphous silica(Aerosil)(Degussa,

Frankfurta.M.(FRG),径25～50nm)(以 下silicaB).

の2種 類 を使 用 し,そ れ ぞ れ5mg/ml,4mg/mlの 滅 菌

蒸 留 水 懸 濁 液 を吸 入 液 と して 使 用 した 。

な お,31F093T株 吸 入 感 染 に は 上 記 菌 液(1.0×109

v.u./ml)を 直 接 吸 入 用 に使 用 した 。

感染後3日 目に第1群 のマウス3匹 を剖検,臓 器重

量 を観察の上,肺,脾,腎 を定量培養 し,各 臓器(peror-

gan)の 生菌数 を求め,次 いで感染後3週,6週,9週,

15週 に第1,2,3群 の各5匹 のマウス を剖検,臓 器

重量,臓 器 肉眼病変 を観察 し,内3匹 で臓器内生菌数

の測定 を実施 した。更に,残 りの2匹 は病理組織学的

検索に供 した。第4,5群 については感染後3週,6

週,9週,15週 の 時点で同様に病理組織学的検索に供



1984　 年2　 月
117

した。第1,4,5群 の残余のマウスはよ り長期間の

観察に使用 した。なお,実 験群に含まれるマウス以外

に5匹 の同一齢の正常マウスを比較観察に使用してい

る。

臓器定量培養では,3匹 のマウスの肺,脾,腎 をそ

れぞれ一括 し,2%NaOHで10倍 の磨砕懸濁液(日 本

精器ユニバーサル ホモゲナ イザーを使用)を 作成の上,

更 に2%NaOHを 用 いた10倍 希 釈系列 を0.1mlず つ1

%小 川培地に接種,6週 間培養 し発育 した集落数か ら

臓器内平均生菌数 を算定 した。

臓器の病理組織学的検索には,10%ホ ルマ リンで固

定後,Hematoxylin-Eosin染 色 を実施 した。

II.　実 験 成 績

図1,2,3に 体 重および肺,脾 重量の推移 を示 し

た。正常マウス と比較 し,感 染群すべてについて感染

後9週 以後体重増加の抑制が認め られた。3感 染群の

中ではs鰻 餓B(amorphous silica)前 処 置群(第3

群)が15週 の観察で体重の減少傾向が示唆された。肺

重量の推移 をみると,s騰 轍 前処置群(第 焦3群)で

は両者 ともに15週 まで顕著な増加 が続いているが,前

処置な しの感染群(第1群)で は6週 以後肺重量の増

加が15週 までみ られない。脾重量はsilica B前 処 置群

(第3群)の みに15週 でかなりの増加がみられた。silica

吸 入 のみを実施 した2群 の体重ならびに臓器重量の変

Fig.1. Average body weight of mice. Each point 

represents, the average value of 5 mice except. 

where indicated by a number in parenthesis.

Fig.2.,Average lung weights of mice. Each point 

represents the average value of 5 mice except 

where indicated by a number in parenthesis

Fig. 3. Average spleen weights of mice. Each point 

represents the average value of 5 mice except 

where indicated by a number in parenthesis.
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化には特記すべ きものはなかった。

感染後15週 以降の観察は吸入感染のみを実施 した第

1群 のマウスで継続中であるが(図1,2,3に は示 して

Fig.4. Average viable counts of mycobacteria 

from organs of mice air-borne infected with 

M. intracellulare 31 F 093T.

いない),現 在までの最終観察時(感 染後28週)に は平

均体重42.9g,平 均肺,脾 重量 はそれぞれ0.77g,0.2gで,

一 時停止しているかにみ えた肺重量が再 び増加傾向を

示 していた。 なお,長 期観察用のマウス も含め,感 染

後28週 までに死亡 したマウスはなかった。

吸入感染実験群(第1,2,3群)の 肺,脾,腎 の

平均生菌数の推移 を図4に 示 した。吸入感染後3日 の

肺には1.69×104v.u.の 生 菌数が還元され,感 染後15週

で はそれぞれ,3.20×107v.u.(第1群),1.58×107v.u.(第

2群),1.09×108v.u.(第3群)と 増加がみ られる。silica

B吸 入群(第3群)で は9週 から15週 にかけて他の2

群 よ り還元菌数 は多く,感 染後3日 の約6,400倍 に達 し

ている。他の感染群でも1,000倍 前後の増加がみ られた。

感染後3週 以降では脾,腎 か らも次第に生菌数の還元

がみ られ るが,脾 に関しては,silica前 処 置の2群 か ら

の還元が3週 後で早 く,吸 入感染のみの群(第1群)

では還元が遅れる傾 向があった。また,腎 からの還元

はsilica B前 処 置群(第3群)に 最 も早 くみられ6

週 後で,次 いでsilicaA群 の還元がみられるが,第1群

では15週 では じめて還元がみられた。第1群 の長期 間

の観察例(図4に は示 していない)で は28週 後,脾 で

2.67×108v.u.,腎 では2.34×104v.u.の 還 元がみられてお

り,両 臓器でも生菌数の着実な増加が示唆 された。28

週後肺還元菌数は7.05×108v.u.を 示 し,感 染後15週 以

Table1. Macroscopic Pulmonary Lesions of Mice Infected 
Aerogenically with M. in tracellu lare (31 F 093T)
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降,肺 では生菌数はほぼ一定に維持 されていると考 え

られた。

表1に 肺の肉眼病変を記載 した。silica前処 置のない

ヤウスも含め,感 染後6週 以降,感 染マ ウスのすべて

に高度な肉眼病変が認め られた。肺は経静脈感染時の

所見(粟 粒病変)と やや異なり,肺 表面 を密におお う

小結節病変に加 え,多 数の粗大結節病変を示すものが

多かった。肺肉眼病変の発現 はsilica B前 処 置群(第

3群)に 僅かに早 く,感 染後3週 でかな り高頻度 に認

め られた.silica前 処 置のみのマ ウス(第4,5群)に

は明らかな肉眼病変はなかった。 また,silica B前 処

置群(第3群)感 染後15週 の 所見で,そ の1匹 に尾部

の結節,3匹 に陰部か ら瞥部 にかけて潰瘍を伴 う膿瘍

形成が観察 された。

各実験群 ごとの肺組織学的所見は表2に 総括 した。

3感 染群(第1,2,3群)の 肺所見に質的な差異は

な く,(1)気 管 支周辺の単核球浸潤,(2)類 上 皮様細胞の

出現 を伴 う肉芽腫性変化8),(3)び まん性繁殖型病変8)な

どであるが,経 静脈感染時の所見5)に比較すると滲出性

変化の合併が多い印象 をうけた。なお,壊 死性の変化

は認め られなかった。

上記の基本病変は記載 した順序で出現するようであり,

感 染後15週 以 後はびまん性繁殖型病変が リンパ球集籏

巣を伴 って長期間存続すると考 えられた。3感 染群相

互間の比較では,感 染後15週 でsilica B前 処 置群(第

3群)に びまん性繁殖型病変が最 も高度に認め られた。

図5に 代表的な組織所見 を示 した。

III.　考 案

著者 らの選択 したM.intmcellulare 31FO93T株 と

ddYマ ウスを用いて,前 回報告5)し た静脈感染,腹 腔内

感染両系 に加 え,吸 入感染系で も慢性感染モデルを作

成で きた。人体感染症に一歩近づいたモデル といえよ

う。本感染モデルの利点は,(1)密 閉 式でbiohazardを

考 慮 した実験装置 を必要 とはするが,感 染操作が極めて

Table 2. Histopathological Findings of the Lungs of Mice Infected
 Aerogenically with M. intracellulare (31 F 093T)

:
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A

B

C

Fig. 5. Histopathologic findings of the lungs of 

mice infected aerogenically with M.intracellutare

 31F 093T.

容易なこと,(2)実 際上肺に選択的に進行性病変 を惹起

できることで肺病変のみを指標 とした化学療法術式の

評価 を可能 とし,よ り多数匹のマウスの同時処理がで

きること,(3)本 実験で も試みた気道系を介する前処置

が可能であること,な どであろう。

結核菌を用いた吸入感染に関 して,本 邦では 下出

豊原97mの モルモットを用いた検討がある。彼らはINH

高 度耐性 カタラーゼ陰性人型結核菌と同株INH感 受 性

菌 との毒 力の比較で,静 脈内感染ではINH耐 性 菌は

INH感 性 菌に比 し,著 明な毒 力の低 下がみ られたが ,吸

入感染ではINH耐 性 菌の毒力は静脈内感染による場合

の ごとき著明な低下はみられなかった と報告 している。

結核菌よ り毒力が弱いとされるM.intmelliulareの 感

染経路 としては吸入感染の有利 さを推測 させ る成績で

あるが,既 に報告3)し たM.imtracellulare米 国 株TMC

1469株 を用いた吸入感染の試みでは,肺 内生菌数は経

時的増加がみ られず,肺 病理所見も乏 しく,今 回報告

した31FO93T株 で の所見と格段の差があり,菌 株選択

の必要性 を今さらながら痛感 した次第てある。

M.intracellularemouse virulent strain D673を 用

い た 感 染 実 験 の 成 績 はCollinsら11)12)か ,同 様 な毒 力 を

持 つ と され る8330,571-8株 で の 成 績 はGangadharam

ら13)が 記 載 し て い る 。Collinsら12)のD673株 を 用 い た

成 績 で は 吸 入 感 染 後6ヵ 月で 肺 内 生 菌 数 は約100倍 の 増

加 を 示 し て い る 。著 者 ら の マ ウ ス毒 力 株31FO93T株 で

は 感 染 後15週 で 既 に1,000倍 前 後 の 増 加 が み ら れ,実 験

的 化 学 療 法 の た め の モ デ ル と して は よ り有 利 で あ る と

い え よ う。著 者 らの 今 回 試 み た 前 処 置 と して のsilica吸

入 はM.intracellulareと マ ウ スの 組 み 合 わ せ で は 新 し

い 検 討 の1つ と考 え る が,実 験 動 物 感 染 モ デ ル に 気 道

を 介 し てsilica前 処 置 を実 施 した報 告 工4751は既 に あ り,

Tacquetら14)は マ ウ ス また は モ ル モ ッ トをM.kansasii

の 感 染 前 に 炭 粉,石 英 粉 塵 な ど に 暴 露 す る と病 変 の 悪

化 が 認 め ら れ た と して お り,下 出 ら151も モ ル モ ッ ト肺

内 にsilicaをM.kansasii感 染 前 に 注 入 す る こ とに よ

り,比 較 的 長 期 間 の 菌 数 保 持 が 観 察 され た と報 告 し て

い る 。今回の 著 者 ら のsiiica前 処 置 の 方1/1は ,こ ぉ らの

報 告二とは 異 な る と考 え ら れ る が.alnorphouS siliCaで

前 処 置 し た 感 染 群(第3群)で 感 染 後9週 以 降 肺 内 生

菌 数 が 他 の 感 染 群 よ り 多か っ た こ と,ま た,同 実 験 群

で 感 染 後15週 の 肺 病 理 所 見 が 顕 箸 で あ っ た こ と よ り,

M.intmcellulare感 染 に 村 し,amorphous silicaの 前

吸 入が な ん ら か の 影 響 を 与 え た こ と が 示 唆 され る。 ま

た 、感 染 初 期 の 肺 内 生 菌 数 はamorphous silica前 処 置

の 有 無 に よ っ て著 明 な 差 が 認 め られ ず ,む し ろ 感 染 後

か な り 日時 が 経 過 し て か ら差 が 認 め られ た こ と は ,観

察 期 間 の 長 短 は あ る が 下 出 ら15)のM .kansasiiを 用 い

た モ ル モ ッ トの 成 績 と類 似 した 点 で あ り,興 味 深 い 。

ま た,silica前 処 置 群 の 肺 重量 の 増 加 も,感 染 後 比 較 的 後
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期 に顕著であった。本実験で使用 した2種 類のsilicaの

うち,無 水 ケイ酸(半 井化学)の 影響は明らかでなかっ

たが,お そらく両silicaの 粒子径の差それ 自体の要因と,

粒 子径の差が吸入の際の末梢部位への定着に差 を生 じ

させ たという2つ が重 なった結果であろ う。

肺に高度な病変が認め られたにもかかわらず,長 期

観察中の第1群 の残 り10匹 のマウスは感染後28週 に至

る現在 まで死亡 していない。マウス実験的M.intmcel-

lulare症 のpersistencyは 極 めて顕著な特徴 と考えられ,

今 後慢性感染モデルの1典 型 として多くの研究課題に

素材 を提供 しうると考えられる。

amorphous silicaの 吸 入前処置によ り,感染初期 に病

変 を増悪 させ,M.intracellulare感 染 を急性化すること

はで きなか ったが,比 較的感染後期に病変 を修飾する

ことは可能であると思われた。最近,Gangadharamら16)

は,beigeマ ウスを用いてM.intracellulareの 急性感染

モデルを作成 した と報告 したが,compromised hostを

用 いた感染モデル として注目すべ きものである。 しか

し,人 体感染症の多 くでみられる経過によ り類似 した

モデルは,著 者 らの作成 したごとき慢性感染モデルで

あると考 えられ,緊 急の課題はこのモデル を用いた治

療術式の解明であろう。

IV.　結 論

TRX-R Airbome lnfectlon ApparatusModel A42

を用 い,ddY雄 普 通 マ ウ ス に マ ウ ス 毒 力 株31FO93T株

を吸 入 感 染 さ せ,慢 性 進 行 性 の 実 験 的 肺M.intracel-

lulaze症 を作 成 す る こ とが で き た 。

感染後15週 で肺内生菌数は約1,000倍 にな り,肺重量

は2.2倍 に増加 した。一部 のマウスで長期観察 を続 けて

いるが,感 染後28週 に至 って も肺 内生菌数は15週 時 と

同程度維持 された。肺重量は更に増加 し,約4倍 に達

した。 この間マ ウスの死亡は認められなかった。

前処置としてamorphous silicaを10回 吸入 させ るこ

とにより,感 染後9週 以後の肺 内生菌数-,肺 重量は更

に増加傾向を増 し,感 染後15週 ではそれぞれ約6,400倍,

約3倍 に達 した。

肺肉眼病変 としては,密 な小結 節病 変 に 多数の粗

大結節病変の加わった所見 を呈 し,感 染後6週 で全マ

ウスに明 らかになるが,amorphous silica吸 入前処置

群では感染後3週 で既に多 くのマウスで識別可能であ

った。

肺病理組織学的検討では,感 染後6週 の肉芽腫性変

化 と同15週 のびまん性繁殖型病変が主体 をなし,amor-

phous silica前 処 置マウスでは感染後15週 でより高度

の病変が認め られた。

今回著者 らの作成 した吸入感染 モデルは感染経路 と

して,よ り人体肺感染症に近 い利点の他,(1)感 染操作 の

容易さ,(2)肺 所 見のみを指標 にしうることにより,よ

り多数匹のマウスの同時処理が可能であること,(3)気

道 系を介す る前処置が可能であるな どの点で実験的化

学療法に有用性 を発揮す ると考 えられた。
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