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The two types of colonial variants of Mycobacterium avium complex,SmT(smooth,

transparent,irregular)and SmD smooth,opaque,dome-haped)variants,were examined 

for their triggering activity for macrophage(Mƒ³)respiratory burst,based on 

chemiluminescence(CL).SmD variants elicited an intense CL from zymosan A—induced 

M s in a dose•|ependent manner,although SmT variants induced much lower M CL.

The M s could steadily phagocytose SmT variants,although the phagocytizing rate was 

considerably lower compared to the case of SmD variants.Treatments of SmD variants 

with Tween 80,pronase and some endoglycosidases such as a—amylase,cellulase,dextranase 

and pectinase,heating(100•Ž,15 min),and delipidation by CHC13—methanol extraction 

resulted in a marked reduction in the Mƒ³ CL—triggering activity of the SmD variants.

Thus,the M CL—triggering ligand(s)seems to possess glycolipoprotein-like moieties.

Tween 80-treatment of SmT variants,which is known to deprive the polysaccharide outer 

layer specific to the colonial variants,failed to recover the M CL—triggering activity of 

SmT variants.Therefore,the remarkably reduced Mƒ³5CL—triggering ability of the SmT 

variants may be caused by the extremely lowered expression of the Mƒ³ CL—triggering 

ligands rather than by masking of the CL—triggering ligands by SmT—specific outer layer.
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は じ め に

Mycobacterium aviumcomplex(MAC)に は,

SmT(平 滑,扁 平,不 整,透 明),SmD(平 滑,ド ー

ム状,円 形,不 透 明)並 び にRG(粗 糧,不 整,不 透 明)

の集 落variantsが 存 在 し1)2),こ れ ら の 集 落 変 異 は 菌

の ビ ル レ ンス の 変 異 を も伴 い3)4),マ ウ スに 対 す る ビル

レ ン ス はSmT=RG>SrnDで あ る こ と が 知 られ て い

る4)。

そ こ で,わ れ わ れ は,こ の 点 をSmTお よ びSrnD

variantsの 宿 主 マ ク ロ フ ァ ー ジ(Mφ)と の 相 互 作 用

の 観 点 か ら解 明 す る こ と を 企 図 して,Mφ の こ れ ら

variantsと の接 触 お よ び貧 食 に伴 う呼 吸 爆 発 の 様 相 を,

特 に そ の化 学 発 光 を指 標 と して 検 討 した ので 以 下 報 告 す

る。

材 料 と方 法

1.供 試 菌:M.aviumcomplexN-235,N-257,

N-260,N-275お よ びN-279の 各 菌 株 のSmT並 び に

そ の7H10寒 天 平 板 上 数 代 継 代 す る こと に よ っ て え られ

たSmD variantsを7H10寒 天 平 板 上7～10日 培 養 し,

そ の 蒸 留 水 に よ る 菌 浮 遊 液 を 洗 浄 後Handysonic

(ModelUR-20P;ト ミー精 工)で15秒 間超 音 波 処 理

した もの を1,000rpm,5分 間遠 心 に よ り粗 大 菌 塊 を 除

去 後,さ らに15秒 間 超 音 波 処 理 す る こ とに よ って可 及

的 均 等 な 菌 浮 遊 液 を調 製 した。 な お,供 試 菌 液 中 の菌 数

はMiddlebrook7H10寒 天 平 板 上 で のcolonyfor

-mingunit(CFU)計 測 法 に よ り算定 した。

ま た化 学 的 処 理 菌 体 は10,000rpm,20分 遠 心 洗 浄 に

よ り集 菌 す る こ と に よ って,処 理 前 の 菌 数 の減 少 を可 及

的 少 な くす る よ う努 め る一 方,実 験 に よ って は定量 的 塗

抹 標 本(ゼ ラ チ ンコ ー ト した ス ラ イ ドグ ラ スに10μlの

菌 液 を 径9mmの 円 に塗 抹 し,Ziehl-Neelsen染 色 し

た)に つ いて 菌 数 を算 定 した 。

2.Mφ の化 学 発 光 測 定 法:C3H/He(MAC感 染 抵

抗 性 系 統)マ ウ ス よ り採 取 し たzymosamA(1mg/

マ ウ スi.p.注 射 後4～5日)誘 導 腹 腔Mφ(2.5xlo6/

mZ)を10mMN-2-hydroxyethylpiperazine-N'-

2-ethansulfonic　 acid(HEPES)並 び に01rnMlu-

mino1加Hanks液(pH7.4)に 浮 遊,こ れ にMAC

菌 体(8×107～2×109)を 添 加 した 系(1mZ)を37

℃の 恒 温 槽 中 に保 ち,10分 間 に わ た ってMφ よ りの化 学

発光(CL)をATPlumicounter(ModelATP-237,

東 洋 科学 産 業)で 測定 した。

3.Mφ のMAC貧 食 能:化 学 発 光 計 測後 のMφ 細

胞 をHanks液 で5回 洗 浄 後,10%ウ シ胎 児 血 清 加

RPMI培 地(1mZ)に 浮 遊 させ,14mm径 の プ ラ ス

チ ック シ ー トを 入 れ たculturewell(16mm)に 加 え,

5%CO2フ ラ ン器 中 で37℃,30分 間 保 っ こ とに よ っ

て 調 製 し たMφ モ ノ レイ ヤ ー のZiehl-Neelsen染 色

標 本 を鏡 検 してMφ 内 の菌 数 を 計 測 した 。

結 果

1.SmT及 びSmDvariantsに よ る誘 起MφCL

MACN-260株 の両 集 落variantsに よ り誘 起 され る

MφCLは,Fig.1に 示 す よ う にSmDvariantで は

6.3×108/tubeの 添 加 に よ っ て著 しい増 大 が み られ た の

に 対 して,SmTvariantで は8.5×108/tubeの 添 加 に

よ って もそ の増 大 は ほ とん ど み られ な か っ た。

Fig.2は,MφCL測 定 系 に お け る 菌 の 添 加 量 を変

え た 場 合 に誘 起 され るCLの 成 績 を示 した もの で あ る。

Fig.1.M CL induced by SmD and SmT 

variants of MAC N-260 strain.•›

, SmD variant (6.3x108/tube);•œ, SmT variant(8.5x 

108/tube).

Fig.2.M CL induced by varying doses of 

SmD and SmT variants of MAC N-260strain.

•›,SmD variant;•œ, SmT variant.
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Fig.3.Phagocytosis of SmD and SmT vari-

ants of MAC N-260 strain by Mƒ³s during 

10—min incubation for CL measurement.•›

SmD variant;•œ.SmT variant.

こ れ か ら分 か るよ うに,SmDvariantで は用 量 依 存 性

にCLの 誘 起 が み られ た の に対 して,SmT variantで

は8.5×107～1.7×109/tubeの 添 加 で は そ の誘 起 が ほ と

ん どみ られ な か った。

こ の よ う にSmTvariantのMφCL誘 起 活 性 が

SmDvariantの そ れ に比 べ て極 め て低 い こ とは上 述 し

たMACN-260株 の み な らずN-235,N-257お よ び

N-275株 で も同 様 に認 め られ る と ころ で あ った。

な お,デ ー タ に は示 さ な か っ た が,こ う したSmT,

SmD菌 に よるCLtriggering活 性 の差 異 は,C3H/He

マ ウ スよ りのMφ の み な らずC57B9L/6(感 受 性 系統)

マ ウ ス よ り のMφ で もみ られ た が,MφCLの 程 度 は

前 者 が後 者 に比 べ て大 きい こ とが分 か った。

Fig.3は,Fig.2の 実験 に 用 い たMφ のSrnTお よ

びSmD両variantsに 対 す る貧 食 能 を示 した もの で あ

る。 す な わ ち,SmD variantで はMφCL系 へ の菌 の

添加 量依 存性 に貧食 菌数 の増 加 が み られ,こ の増 加 パ ター

ン はMφCLの そ れ と よ く符 合 す る もの で あ った が,

SmTvariarltで もSmDvariantに 比 べ る とそ の程 度

こそ 低 か った が 添加 菌 数 に 依存 した 貧 食 菌数 の増 加 が み

ら れ た 。 した が って,SmTvariantに お け るMφCL

誘 起 能 の極 め て 低 い とい う現 象 は 単 に 菌 のMφ へ の被

貧 食 性 の 欠如 に起 因 した もの で はな い と考 え られ る。

2.N-260SrnDvariantの 菌 体 表 層 に表 現 さ れ て

い るMφCLtriggering ligandの 性 状

Fig.4はSmD菌 体 を諸 種 の物 理 ・化 学 的処 理 を行 っ

た 場 合 のMφCL誘 起 活 性 に及 ぼ す効 果 を示 した もの

で あ る。 こ れ か ら分 か るよ うにHCHO処 理 で は著 変 は

み られ な か っ た が,100℃,15分 の加 熱,pronase消

化,ク ロ ロホ ル ム ・メ タ ノー ル(2:1)抽 出 に よ って活

Fig.4.Effects of some physical and chemical 

treatments of MAC  N-260 SmD variant on its 

M CL—triggering activity .

Untreated:, formalin treatment(3%,2 hr);

heating(100•Ž,15 min);•œ,pronase digestion(0 .8 mg 

pronase Pi ml,37•Ž,2 hr);•£,delipidation(CHC13—

methanol extraction).Intact or treated organisms were 

added to the incubation mixture at a density of 3x108/

tube.

性 の著 しい低 下 が み られ た。

次 に,各 種 のendoglycosidase処 理 を 行 ったSmD

菌 体 で のMφCLはFig.5に,ま たTween80(1%)

処 理 に よるそ れ はFig.6に 示 した。す な わ ち,cellulase,

pectinase,d-amylase並 び にdextranaseの 各 処 理

に よ って そ の著 しい低 下 が,ま たchitinaseやisoamy-

lase処 理 に よ って 中等度 の低 下 が み られ たが,hyalhro-

nidase,pullulanase並 び にlaminarinase処 理 で は

その低 下 はみ られ なか った。 他 方,Tween80処 理 に よ っ

て はMφCL誘 起 活 性 は50%程 度 低 下 が み られ た 。

以 上 の 成 績 か ら,MACN―260SmDvariantの 菌

体 表 層 に 表 現 さ れ て い るMφCLtriggering ligand

は,glycolipoprotein様 のlnoietyを 有 す る もの の よ

うに思 わ れ る。

3.SmTvariantのMφCL誘 起 活 性 欠 損 機 構

Fig.7に 示 す よ うに,MφCL測 定 系 にSmT並 び

にSmDvariantsの 混 合菌 液 を添加 した場 合 のMφCL

はSmD菌 体 の み を添 加 した場 合 にお け る よ り もや や 低

下 の傾 向 がみ られ た に過 ぎず,し たが ってSmTvariant

にお け る低CL誘 起 能 がSmTvariantの 菌 体 あ るい は,

そ の 分 泌 成 分 に よ るMφCLの 阻 害 作 用 に よ る もの で

あ る とい う可 能 性 は少 な い もの の よ う に思 わ れ る。

SlnTvariantの 菌 体 表 層 に は多 糖 体 よ りな る外 層 が

存 在 す る と い う報 告 が あ る5)。Fig.6に 示 した よ う に,

こ れ を 破 壊 ・除 去 す る こ とが 知 られ て い るTween80

(S.Naik,Wadsworth Center for Laboratories
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Fig.5.Effects of treatments of SmD variant of 

MAC N-260 with various endoglycosidases on its 

M CL—triggering activity.

A:•›,control (untreated);•¡,hyaluronidase(500 units/ml,

pH7.0,37•Ž,2 hr);•¡,isoamylase(50 units/ml, pH 7.2, 40•Ž,

2 hr);•£,dextranase(10 units/ml, pH 5.0, 40•Ž,2 hr);A, 

a-amylase(50 units/ml, pH 7.2, 40•Ž,2 hr);•œ,cellulase(10 

units/ml, pH 4.0, 30•Ž,2 hr).

B:•›,Control(untreated);•¢,laminarinase (0.5 units/ml, pH 

5.0,40•Ž,2hr);••œ,pullulanase 1 unit/ml, pH 5.0, 30•Ž, 2hr);

•¡,chitinase(5 units/ml, pH 6.5, 37•Ž,2hr);•£,pectinase

(50 units/m/, pH 4.0, 25•Ž,2 hr).Organisms were added to the 

incubation mixture at the density of 1x109/tube.

Fig.6.Effect of Tween 80—treatment(1%, 

37•Ž,6 hr)on M b CL—triggering activity of 

SmD and SmT variants of MAC N-260 strain.

Fig.7.Change in the M q5 CL in response to 

SmD variant by the addition of SmT variant.

•›,SmD variant (3x108/tube);•œ,SmT variant(4x108

/tube);•£,SmD variant(3 X 108/tube)+SmT variant(4x 

108/tube).
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andResearch,USA,よ りの 私 信)で 菌体 を 処 理 して

も,ま たデー タ に は示 さな か った が,諸 種 のendoglyco-

sidase(a-amylase,isoamylase,dextranase,

cellulase,pectinase,chitinase,hyaluronidase,

pullulanase,laminarinase),HCHO,pronaseあ る

い は 加 熱(100.C,15分)処 理 し て もSrnTvariant

のMφCL誘 起 活 性 の 回 復 は み られ な か った。 他 方,

SmTvariantを 脱 脂処 理 した場 合,約5倍 に及 ぶMφ

CL誘 起 活 性 の 充進 が み られ た が,こ れ とて も非 処 理 の

SmD菌 体 の 活 性 の1/8に 過 ぎな か った。

考 察

如上 の成 績 より,MACのSmDお よびSmTvariants

を マ ウ ス 腹 腔Mφ の 培 養 系 に加 え た場 合,前 者 で は強

いMφCLを 誘 起 した の に 対 して,後 者 は極 め て軽 微

で あ る こ とが 分 か っ た。 この こ とは宿 主Mφ はSmD

variantと の相 互 作 用 に よ って は強 い呼 吸 爆 発 が 誘 起 さ

れ る こ とに よ り.酸 素 依 存 性 の殺 菌 の メ カ ニ ズ ム の発 動

が 効 率 よ く行 わ れ る6)～8)の に対 して,SmTvariantで

は そ の発 動 は極 め て不 十 分 で あ る こ と を示 唆 して い る も

の と思 わ れ る。 著 者 らは,別 途 に行 っ た実 験 で,両 集 落

variantsを マ ウ ス の 腹 腔residentMφ に貧 食 さ せ て

培 養 し た 場 合,Mφ 細 胞 内 でSmTvariantはSmD

variantに 比 べ て顕 著 な増 殖 を示 す こ とを 観 察 して い る

(未 発 表)が,こ の こ と は上 述 した考 え 方 で,あ る程 度

説 明 し うる ので は なか ろ うか 。 ま た,こ の 実 験 成 績 は,

ひ い て はSmTvariantとSmDvariantの マ ウ ス に対

す る ビル レ ン ス の 差 異 に係 わ る 問 題 の よ う に考 え られ

る9)10)。

SrnD菌 体 の 物 理 ・化 学 的,あ る い は酵 素 処 理 の成 績

よ り,SmD菌 体 表 層 に表 現 さ れ て い るMφCLtrigV

gering ligandは,易 熱 性 で,pronase,endoglyco-

sidase(特 に α-amylase,dextranase,cellulase,

pectinase)並 び にTween80処 理 に 感 受 性 で ク ロ ロホ

ル ム ・メタ ノー ル に よ り抽 出 され る成 分 よ りな るglycO-

lipoprotein様 のmoietyを 有 す る もの の よ うで あ り,

さ ら にendoglycosidase処 理 の 成 績 は,α-1,4,

α-1,6あ る い は β-1,4グ ル コ シ ド結 合 を 有 す る糖

鎖 の重 要 性 を示 唆 して い る もの の よ うに 思 わ れ る。

一 方 ,MφCL誘 起 能 を ほ とん ど持 た な いSmT菌 体

をTween80処 理 して,そ の 菌 体 外 層 を 部分 的 に 除 い た

場 合 で も,ま た諸 種 のendoglycosidaseで 処 理 して菌

体 表 層 の 多 糖 体 に損 傷 を 与 え た場 合 で も,SmT菌 体 の

低MφCL誘 起 能 の 回 復 され る傾 向 は全 くみ られ な か っ

た。 した が っ て,SmT菌 体 のMφCL誘 起 能 がSmD

菌体 よ りも著 しく低 い現 象 は,SmT菌 体 に存 在 す る外 層

によ ってSmT菌 体 上 に 表 現 され て い るCL triggering

ligandが マ ス ク さ れ て い る こ とに起 因 した可 能 性 は少

な く,む しろ そ の表 現 量 自体 がSmTvariantに お いて

はSrnDvariantに お け る よ りも著 し く少 な い こ と に よ

る もの と考 え られ る。 ま た,SmT菌 体 の 脱 脂 処 理 に よ っ

て 多 少 のMφCL誘 起 活 性 能 の 回 復 が み られ た が,そ

の説 明 と して これ は あ くまで も推 察 の 域 を 出 な いが,リ

ピ ド層 がCL-triggeringligandを マ ス ク す る物質 と

して 働 い て い る 可 能 性 よ り は,む しろnativeな 状 態 で

はtriggering活 性 を も た な い何 らか の 成 分 が ク ロ ロホ

ルム ・メ タノ ール処 理 に よ って 何 らか の 構 造 変 化 を 来 し,

新 た なtriggering ligand moietyが 出 現 し た こ と に

よ る も ので は なか ろ うか と考 え られ る。
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