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抗酸菌貧食に伴 うマウス腹腔マクロファージの

スーパーオキサイ ド産生および抗酸菌の細胞内増殖に

及ぼすスーパーオキサイ ドの影響
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The superoxide anion (O2-) production of mouse peritoneal macrophages associated with 

the phagocytosis of mycobacteria was measured by superoxide dismutase (SOD)-inhibita

ble cytochrome C reduction. O2-release was siginificantly higher following exposure to the 
mouse avirulent strain of M. avium-intracellulare complex (KMC3211) than to the mouse 

virulent strain (31F093T). However, there was no significant difference in O2-release 

between by resident and by LPSelicited macrophages following exposure to various
 mycobacteria. Heat-treatment of mycobacteria did not alter O2 release from macro

phages. Exogenous SOD increased intracellular multiplication of mycobacteria (KMC3211 
and 31F093T), and this effect was more conspicuous on the avirulent strain (KMC3211) than 

on the virulent strain (31F093T). Virulence of mycobacteria may be related to their 

capacity of triggering O2 release from macrophages, and O2 produced by macrophages 
may play an important role in the host defense mechanisms against mycobacterial infec

tions.

Keywords: Atypical mycobacteria, Macro

phages, Superoxide anion, Intracellular multi

plication

キ ー ワー ズ:非 定 型 抗 酸 菌,マ ク ロ フ ァ ー ジ,ス
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は じめ に

抗酸菌感染に対する宿主の防衛反応の担い手として

マクロファージが重要 な役割 を果た していることはよ

く知 られているが,そ の防衛機序の詳細については不

明な点が多い。一方,諸 種細菌の感染に際 し,貧 食細
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胞より産生される活性酸素が殺菌機序の中で大 きな位

置を占めていることが明らか とされてきた1)。著者は,

抗 酸菌の貧食に伴 うマウス腹腔マ クロファージのスー

パーオキサイ ド・アニオン(以 下02-)産 生 を抗酸菌の

病原性 との関連で検討するとともに,抗 酸菌の細胞内

増殖に及ぼす02一 の影響 を検討 した。

材 料 と 方 法

1)　 マ ク ロ フ ァ ー ジ

4週 齢 の 雌ICRマ ウ ス の腹 腔 を滅 菌 生 食 水5mlで 洗

浄 し腹 腔 内 細 胞 を採 取,PBSで2回 洗 浄 後,10%FCS

加Eagle'sMEM培 地 に 浮 遊 さ せ た 。 径16mmのdish

(Nunc(R))に1×106cells/wellでplatingし,5%CO2

-Air
,37℃ で90分 培 養 後,PBSに て 各dishを3回 洗 浄

し非 付 着 性 細 胞 を 除 き,更 に16時 間 培 養 した 。 同 様 の

手 技 に よ り,lipopolysaccharide(LPS)30μg腹 腔 内 投

与 後4日 目 のLPS―elicitedマ ク ロ フ ァ ー ジ を得 た 。

2)　 使 用 菌 株 と菌 液 の 作 製

Mycobacterium tuberculosis (H37Rv), M. kansasii

 (KMC1113), M. avium intracellulare complex

 (KMC3211, 31F093, 31F059)の5菌 株 を使 用 し た 。M.

avium-intracellulare complex に含 まれ る2菌 株

(31F093, 31F059)で はtransparent colonyを 示 す

substrains (31F093T, 31F059T>と,opaque dome-

shaped colonyを 示 すsubstrains(31F093D,

 31F059D)2)で 比 較 し た 。な お, M. kansasii (KMC1113)

と M. avium-intracellulare complex の31F093T,

31F059TはddYマ ウスに対 し病原性が強 く,M. avium

-intracellulare complex のKMC3211(TMC 1467),

31F059D,31F093Dの3株 は 病 原 性 が 弱 い3)(31F093D

の 病 原 性 に つ い て は 未 発 表)。

各 菌 株 と も4℃ で 保 存 され て いDubos Tweenalbu-

min 10日 培 養 菌 液 よ り,実 験 の 都 度,新 た なDubos

 Tween albumin液 体 培 地50mlを 含 む100ml用 コ ル ベ

ン に0.1mlず つ 継 代 し,37℃ 培 養10日 目に 実 験 に 供 し

た 。実 験 直 前 に菌 を3,000rpm×10分 で 遠 心 分 離 し,培

地 を 除 去 し た 後KRPD(Krebs-Ringer phosphate

 buffer,ブ ドウ 糖2mg/m/含 有)で 稀 釈 し,菌 浮 遊 液 を

作 製 し た 。 実 験 の 都 度,Klett-Summerson

 photoelectric colorimeterに よ り,各 菌 液 が 同 一 濁 度

と な る よ う調 整 し た 。

3) O2-の 測 定

Superoxide dismutase (SOD)-inhibitable cyto-

chrome Creductionに よ り測 定 した4)。 各 試 薬 の 濃 度

はcytochrome C 80μmole/ml,SOD 30μg/ml,PMA

 (phorbol myristate acetate)2μg/mlと し,所 定 量 の

菌 液 を加 え た 全 反 応 量 を0.5mlと した 。PMAあ る い は

菌 液 を 加 え 所 定 時 間 の 経 過 後 反 応 液 を 採 取,遠 沈

(15,000rpm×5分)し,上 澄 の550nmに お け る 吸 光 度

を 測 定 し た。 各 測 定 はtriplicateで 行 な い 吸 光 係 数

△E550=21.0×103M-1cm-1に よ り還 元 型cytochrome

C量 を求 め た 。Lowry法 に よ り各dishの 蛋 白量 を 求 め,

マ ク ロ フ ァ ー ジ 蛋 白 量 当 りでO2-産 生 量 を 表 わ し た 。

4)抗 酸 菌 の 細 胞 内増 殖 に 及 ぼ すO2-の 影 響

Zlotnikら の 方 法5)に 準 じ,31F093Tお よびKMC3211

の2菌 株 に つ いて 検 討 した 。マ ウ ス腹 腔 細 胞 を10%FCS

加RPMI1629培 地(LMOX0.2μg/ml含 有)に1×107

ells/mlで 浮 遊 させ,径35mmのpetri dish (Falcon

 (R))の5点 に 各 点200
μ/ず つplatingし た 。5%CO2-Air,

37℃ で90分 培 養 後 非 付 着 性 細 胞 を 除 き,1mlの 培 地 を

加 え 更 に16時 間 培 養 し た。 上 記 の 要 領 で 作 製 した 菌 液

各2μlを 加 え90分incubateし た後,PBSで5回 洗 浄 し,

1日 お き に培 地 を更 新 しつ つ 培 養 を継 続 した 。 培 養 終

了 後,3%グ ル タ ル デ ヒ ドで 固 定,PBS・ 蒸 留 水 で 各2

回 洗 浄 し,乾 燥 させ た 後,Ziehl-Neelsen染 色(cold

 stain),メ チ レ ン 青 後 染 色 を行 な っ た 。鏡 検 下(油 浸,×

Fig. 1. Phagocytosis of M. avium-intracellulare by mouse peritoneal macrophages 

(A: 31F093T, B: KMC3211, turbidity: 126).
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1,000)に 各 細 胞 内 に 含 まれ る抗 酸 菌 数 一を計 測 した。1dish

中 の5点 につ い て,各 点200個 の 細 胞 に つ い て 細 胞 内 菌

数 を計 測 し た 上 でscore化 し,そ のscoreに よ りマ ク ロ

フ ァー ジ200個 当 りの 細 胞 内 菌 数 を算 出 した(細 胞 内 菌

数:score;0個:0,1イ 固:1,2～5個:3.5,6

～10個:8 ,11～20個:15.5,21個 以 上:21)。O2-の

影 響 は,培 地 へ のSODの 添 加 の 有 無 に よ る 差 違 に よ り

検 討 し た。SOD濃 度 は30μg/mlと し,SODは 菌 の 添

加 直 前 に培 地 中 に加 え られ た 。

実 験 成 績

1)抗 酸菌貧食に伴 うマ クロファージのO2-産 生

M. avium-intracellular eの2株,31F093Tお よ び

KMC3211の 各菌液100μlを 加 え,90分incubateし た

際の鏡検像(油 浸,×1,000)を 図1に 示 したが,マ ウ

ス腹腔マ クロファージの貧食能には両菌株で大きな差

違を認めなかった。

31F093T,KMC3211の 菌 液を各100μ1加 えた際にマ

クロファージから放 出される0ゼ 量の時間経過を図2に

示した。挿入図には細胞浮遊液 を用い,貧 食早期のO2-放

出 を検討 した結果を示 したが,毎 分当 りの02一 放出量は

KMC3211で31FO93Tの 約5倍 であった。また,O2－ 放

出量は,両 菌株 とも90分 でピー クあるいはプ ラ トーに

到達 した。

図3に,31F093T,KMC3211の 添加菌液量 を変 え,90

分incubateし た際のO2-放 出量 を示 した。いずれの菌

Fig. 2. Time-course of macrophage O2-release by
 two strains of M.avium-intracellulare(31 F 093 T

and KMC 3211). In the inset, 02- release was stu-

died with suspended peritoneal cells.

Fig. 3. Macrophage 02 release with changing dose 

of bacillary solution.

Fig. 4. Macrophage O2-release by PMA and two strains of M. avium-intracellulare (31F093T and 
KMC3211).
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液量においてもKMC3211の 方 が31F093Tに 比べ,高

いO2-放 出 を促 した。また,菌 液量100μlを 超える点でO2-

放 出量はプラ トーに達 した。

これらの結果により,以下の実験では添加菌液量100μl,

incubation time 90分 で行 なった。図4にPMAあ る

いは31F093T,KMC3211の 各 菌液 を加 えた際の02-放

Fig. 5. Macrophage O2-release by various strains of mycobacteria.

Fig. 6. Macrophage O2-release by different colony-formers of M. avium-intracellulare (T: trans

parent colony-former, D: dome-shaped colony-former).

Fig. 7. Macrophage O2-release by heat-treated M. avium-intracellulare (31F093T and KMC3211).
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出 を検 討 した 結 果 を 示 した 。 実 験 は4回 行 な っ た が,

O2-放 出 はPMAに よ る刺 激 で はresidentマ クロ フ ァー

ジ に 比べ,LPS-elicitedマ ク ロ フ ァー ジで 有 意 に 高 か

っ た が,両 菌 液 の 貧 食 に 際 し,マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら放 出

さ れ るO2-量 は マ ク ロ フ ァ ー ジ のelicitationの 有 無 に

よ る 差 違 を 認 め な か っ た(31F093T:P<0.4,

KMC3211:P>0.5;pairedt-test,以 下 同 じ)。 ま た,

両 菌 株 の 比 較 で は,KMC3211に よ る マ ク ロ フ ァー ジ の

02-放 出 量 が31F093Tに 比 べ 有 意 に 高 か っ た(resident

マ ク ロ フ ァ ー ジ:P<0.025,LPS-elicitedマ ク ロ フ ァ

ー ジ:P<0 .01)。

図5にKMC1113, H37Rv, 31FO93T, KMC32114菌

株 に よ る02一 放 出 を検 討 した 結 果 を示 した が,病 原 性 の

弱 いKMC3211に よ る02一 放 出 が,病 原 性 の 強 い

H37Rv,31F093Tに 比 べ 高 い傾 向 を認 め た。

M.auium-intracellulare2株 に つ い て の コ ロ ニ ー 形

態 別 のsubstrain間 の 比 較 で は(図6),病 原 性 の 強 い

T-substrainよ りも病 原 性 の 弱 いD-substrainでO2-放

出 が 高 い 傾 向 を 認 め た 。

31F093T,KMC3211両 菌 株を80℃,15分 間加熱処理

した際のO2-放 出 を検討 したが(図7),両 菌 株 とも加

熱処理による差違は認め られなかった。

2)抗 酸菌の細胞内増殖 に及ぼすO2-の 影 響

31F093T,KMC3211の2菌 株について検討 したが,

両 菌株 とも培養5日 後には著 しい細胞内菌数の増加 を

認めた(図8)。

図9に,SOD添 加 の 有 無 に よ る 細 胞 内 菌 数scoreの

推 移 を示 し た が,両 菌 株 と も培 養5日 後 の 細 胞 内 菌 数

scoreはSODの 添 加 に よ り有 意 に増 加 した(31FO93T:

P<0.05,KMC3211:P<0.005:student'st-test)。

培 養5日 後 のscoreを 培 養 初 日のscoreと の 比 で表 わす

と,31F093Tで はSODを 含 ま な い 系 で12.1倍,SOD

を含 む 系 で18.6倍 で あ り,KMC3211で は そ れ ぞ れ4.6

倍,14.2倍 で あ っ た 。SODを 含 ま な い 系 で の 細 胞 内菌

数 の 増 加 はKMC3211に 比 し,31FO93Tで 高 く,細 胞

内 菌 数 の増 加 に及 ぼすSODの 影 響 は31FO93Tに 比 し,

KMC3211で 大 きか っ た 。

Fig. 8. Intracellular multiplication of M. avium-intracellulare. (A: 31F093T, B: KMC3211)
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Fig. 9. Effect of O2- on intracellular multiplication of M. avium-intracellulare (31F093T and 
KMC3211).

考 按

抗酸菌感染に対する宿主の防衛機序の中でマクロフ

ァージが重要な役割を果た していることは明らかである

が,そ の防衛機序の詳細については まだ不明な点が多

い。今 回,著 者 は主 に病 原 性 の異 な る M. avium-

intracellulare の2菌 株(31FO93Tお よびKMC3211)

を用 い,こ れ ら2菌 株の貧食に際 しマ クロファージか

ら放 出されるO2-量 およびこれら2菌 株の細胞内増殖に

及ぼすO2-の 影響 を検討 した。

M. avium-intracellular eの2菌 株の貧食に際するマ

ウス腹腔マ クロファージからの02一 放出は,病 原性の強

い31F093Tに 比 し,病 原性の弱いKMC3211で 有 意に

高 く,M. tuberculosis (H37Rv においてもO2-放 出の低

い傾向が認められ,こ れ らの抗酸菌の病原性 とマ クロ

ファージによるO2-放 出刺激 との間に相 関のあることが

示 唆 され た。Gangadharamら も6),M. intracellulare を

用いた成績で,マ ウスに対する病原性が強い程マ ウス

腹腔マクロファージからのO2-放 出量が低 くなると報告

している。

M. kansasii, KMC1113, M. avium- intracellulare,

 31F093T ‚ÆL M. tuberculosis, H37Rv 3 菌種相互間の病

原性の比較については,前 に報告 した著者 らの成績7)が

あるが,ddYマ ウスの尾静脈感染の結果,体 重,肺 ・

脾重量ならびに臓器の病理組織学的所見の推移 よ り,

H37Rvが 最 も病 原 性 が 強 く,次 い で31FO93T,

KMC1113の 順 に病原性が弱 くなる傾向を示 した。しか

し,こ の 実 験 で は31FO93Tの 接 種 生 菌 単 位 数 が

KMC1113の 接種生菌単位数 よりかな り大 きく,両菌株

の病原性の比較については再度検討 を要すると考 えて

い る 。

著 者 の 成 績 で は,病 原 性 の 強 いT-substrainに 比 べ

病 原 性 の 弱 いD-substrainでO2-放 出 が 高 か っ た が,

Gangadharamら は6)コ ロニ ー 形 態 別 のsubstrainsの 間

で は マ ク ロ フ ァ ー ジ のO2-放 出 に差 が な い と して い る。

著 者 とGangadharamら との 成 績 が 解 離 し た 原 因 と し

て は,Tお よ びD-substrainを 純 粋 に 継 代 維 持 す る こ

とが 困 難 で あ る 点 な どが 考 え られ るが,コ ロニ ー 形 態

別 のsubstrainに よ るO2-放 出 の 差 違 に つ い て は,今 後

更 に 検 討 を 重 ね る 必 要 が あ ろ う。

Residentマ ク ロフ ァー ジ とLPS-elicitedマ ク ロフ ァ

ー ジ と で 抗 酸 菌 貧 食 に伴 い,放 出 され るO2-量 に 差 違 を

認 め なか ったが,Gangadharamら は6), M. intracellulare

によるO2-放 出はactivatedマ クロファージで有意に高

い としている。一般 に他の菌種 を用いた系においても,

residentマ クロファージに比 し,activatedマ クロファ

ージで活性酸素の産生が亢進するとする報告8)9)が多 く
,

著者が用いた菌株に特異的な現象であるか否か,今 後更

に検討す る必要があろう。いずれにせ よ,病 原性の低

い菌株 においてはresidentマ クロファージか らもかな

りの量のO2-が 放 出されることは事実であ り,抗酸菌感

染 における免疫感作成立前の宿主の防衛反応を考える

上で興味ある知見 と考える。

加熱処理 した菌 と無処理の菌 とでマ クロファージに

よるO2-放 出に差違 を認めなかったが,菌 側のO2-放 出

を促す因子が熱に安定な何 らかの菌体成分である可能

性 も考 えられる。菌 自体のSOD活 性 を検討するととも

に,O2-放 出 を促す(あ るいは妨げる)菌 体側の因子が

存在する可能性 を検討することが今後の課題 となろう。

病原性の強い31FO93T,病 原性の弱いKMC3211両
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株 とも,培養系にSODを 加 えO2-の 影 響 を除去す るこ

とで細胞内菌数は有意に増加 し,こ の影響は病原性の

弱いKMC3211で 顕著であった。これまでO2-が 抗酸菌

の細胞内増殖に抑制的に働 くことを直接 に証明 した報

告はな く,病 原性の弱い菌株でマ クロファージか らの

O2-放 出が大 きく,且つO2-に よる細胞内増殖の抑制効

果が大 きいという結果 は,抗 酸菌感染に対する宿主の

防衛反応においてマ クロファージによるO2-産 生が重要

な役割 を果たしていることを示唆するものであろ う。

O2-の 他 に,抗 酸菌感染におけるマクロファージの防

衛機序に関与する因子 として,過 酸化水素(H2O2),ハ

イ ドロキシル ・ラデ ィカル(・OH)な どの活性酸素に

加 え,免 疫グロブ リンなどの液性 因子の関与 も考慮さ

れなければならない。 M. tuberculosis の病原性と菌の

catalase活 性 との 関 連 は 古 くか ら論 じら れ て い るが10),

Lowrie11)は, M. tuberculosis に つ い て はO2-よ りむ し

ろH202が その防衛機序の中で重要な役割 を果たすとし

ている。また安藤 ら12)は,肺 洗浄液に含まれる液性因子

によりBCGの 細 胞内増殖が抑制 されることを報告 して

いる。

しか し,今 回得 られ たSOD添 加 の有 無 に よ る

31Fo93TとKMc3211両 菌株の態度からは,(i)O2-と

他 の酸素代謝産物がマ クロファージの抗酸菌に対する

殺菌機構 に何 らかの関与 をしているであろうこと,(ii)

病 原 性の強い31FO93Tは マ クロファージのO2-産 生 を

阻害する何 らかの機構 を持っているであろ うことの2

つ を推測するに止 った。

著者の今回の成績では抗酸菌の病原性 とマ クロファ

ージの02一 放 出との間に相関のある可能性が示唆された

が,Salmonella typhiで は病原性の強い株で多核球 の

酸素消 費が減少 し13),Candidaで は病 原性 の強いC.

albicansに 比べ,C.parapsilosisで マ クロファージの

02一放出が高 く8),Nocardiaasteroidesで は病原性が

強い株でマクロファージのacid―phosphatase活 性 が低

下 し14),Leishmania donovaniで は細胞 内増殖型の

amastigotesに 比 し,pramastigotesでH2O2放 出が高

い9)とされている。Parasitesの 病 原性の差違によりhost

cellsの 反 応が異なることは,一 般的な現象である可能

性 も考えられよう。

M. avium-intracellulare の病原1生の強弱によってマ

クロファージのO2-産 生 が異なる機序については現在の

ところ明 らかでない。M. avium-intracellulare におい

て は,一 般 的 に 病 原 性 の 強 い 菌 株 は,cornmealglycerol

agarな ど の 寒 天 培 地 上 で 透 明 集 落(transparent)を 作

り,病 原 性 の 弱 い菌 株 は不 透 明 集 落(opaque)を 作 る

こ とが 知 られ て い る。ま たM.auiumを 用 い た これ ら両

菌 株 の 電 顕 に よ る観 察 で,透 明 集 落 を形 成 す る菌 体 は

polysaccharideよ りな るouter layerを 持 っ て い る と

した 成 績15)が あ る。著 者 ら は こ のlayerの 存 在 を病 原 性

と関連づ けて論 じているが,こ のlayerの 存在が一方で

マクロファージの接触時におけるO2-産 生 の差 を生ぜし

めた要因である可能性は考 えられる。

最後に, M. intracellulare は,catalase活 性 は低 い に

も か か わ らず,H2O2に 対 し て, M. tuberculosis よ り も

強い抵抗性を示す という成績16)が最 近報告されてお り,

M. auium-intracellulare の殺菌機構の今後の解析に示

唆を与えるものであることを追加 したい。

総 括

病原性の異なる諸種抗酸菌株 を用い,こ れら菌株の

O2-産 生 を検討 した ところ,病 原1生が強い株でO2-放 出

が低 く,病原 性が弱い株でO2-放 出が高い傾 向を認めた。

また,抗 酸菌の細胞内増殖はO2-に よ り抑制され,病 原

性の弱い株でその傾向が顕著であった。抗酸菌の病原

性 とマ クロファージのO2-放 出 との間に関連があり,抗

酸菌感染 に対す る宿主の防衛機序の中でマ クロファー

ジによるO2-産 生 が重要な役割を果たしている可能性が

示唆 された。
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