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Macrophage chemiluminescence (MƒÓCL)-triggering activities of Mycobacterium avium 

complex (MAC) strains belonging to various serovars were examined. When SmT colonial 

variant (smooth, transparent, irregularly shaped) of M. intracellulare N-260 strain was 

compared with its SmD variant (smooth, opaque, dome-shaped) for MƒÓ CL—triggering 

function and resistance to antimicrobial activity of murine resident peritoneal Mcbs, the SmT 

variant showed much lower MƒÓ CL—triggering activity accompanied by its high resistance 

to MO microbicidal functions. Thus, difference in the virulence of the two MAC clolonial 

variants seems to be originated from their different activities in MƒÓ—triggering to be 

stimulated state in terms of O2-dependent antimicrobial functions.

When disease-associated MAC strains belonging to serovars 1, 14, 16 (major serovars 

seen in Japan), 8 (intermediate serovar) and 9 (minor serovar) were challenged to mice, 

their virulence, in terms of mortality of host animals and growth of the organisms in the 

lungs, was nearly in the order of serovar 16, 14, 8, 1 and 9. However, there was found no 

obvious serovar—dependent difference in MO CL—triggering activity of these MAC strains. 

Thus, no significant correlation was found between virulence of the MAC strains of various 

serovars and their triggering activities for MƒÓ active oxygen production, which is 

important for the O2-dependent microbicidal mechanisms of host MƒÓs.

When M. avium and M. intracellulare from human or environmental sources were 

examined for virulence to mice in terms of incidence and degree of gross pulmonary lesions 

or behavior of the organisms in the lungs, human-derived M. intracellulare caused most 

progressed state of gross lung lesions in all test mice, with average 2.6 Log—increase in 

bacterial CFU in the lungs. This was followed by environmental M. intracellulare, which 

caused less degree of lesions in 15 of 19 mice and 1.3Log—increase in pulmonary CFU. On
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the other hand, human-derived M. avium caused much weaker lesions in a small part of 

test animals and environmental M. avium caused no lesions. In the case of the M. avium 

infection, there was substantially no bacterial growth in the host lungs. These results 

indicate that the virulence of the MAC was in the order of human-derived M. intra-

cellulare, enviromental M. intracellulare, human-derived M. avium and environmental M. 

avium. On the contrary, there was found no obvious difference in MƒÓ CL—triggering 

activity among these MAC species from the two types of sources.

Thus, at least among SmT variants of the MAC, there seems to be no relationship 

between their activity to induced MO respiratory burst and virulence to mice. Therefore, it 

is thought that O2-dependent antimicrobial mechanism in host Mcbs plays only minor roles 
in the host resistance to the SmT colonial variants of the MAC.
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緒 言

Mycobacterium avium  complex(MAC)に は,

SmT(平 滑,透 明,扁 平 ・不 整形 集落),SmD(平 滑,

不 透 明,ド ー ム 型 ・円 形 集 落)並 び にRG(ラ フ,不

整 形 集 落)の3種 の 集 落 変 異 株 が 存 在 し,ニ ワ ト リや マ

ウ ス に対 す る ビル レ ンスを 異 に す る こ とが 知 られ て い

る1)。 先 に わ れ わ れ2)3)は,MACの マ ク ロ フ ァ ー ジ

(Mφ)化 学 発 光(CL)誘 起 能 は,そ の 集 落 形 態 に よ り

著 し く異 な り(SmD>SmT),マ ウ ス に対 す る ビル レ

ンス と の 問 に 負 の 相 関 が 存 在 す る こ と,ま たMAC菌

・体 に はglycolipoprotein moietyを 有 す るMφCL-

triggeringligan4が 存 在 し,こ の もの の菌 体 表 面 上

の表 現 量 はSmD>SmTで あ る こ とにつ い て報 告 した。

今 回 は, M. avium および M. intracellulare の

SmT集 落株のマウスに対するビルレンスの比較並びに

これ ら両菌種の1血清型4)5)と ビルレンスとの関連性につ

いて検討するとともに,血 清型を異にするMACSmT

集落 株のMφCL誘 起 能 とマウスに対するビルレンス

との間の相関性についての比較検討をも併せ行 った。

材料と方法

1)　供試菌株

わが国におけるヒトの肺 M. avium 症患者よりの分

離 菌 計22株(血 清 型1,4,8,9)並 び に M. intra

 cellulare 症患者よりの分離菌計23株(血1清 型7,13,

14,16)SmT集 落 変 異 株 を 用 い た が, M. intracel-

lulare  N-260株 ではSmD集 落変異株をも併せ用い

た 。

MAC菌 株 の血清型別は,わ れわれの教室で調製され

た供試 菌液 につ いてD.J.Dawson博 士(Queensland

 Department of Health,Australia)に よ っ て な さ れ

た6)。 ま た,MACの M. avium あるいは M. intra-

cellulare の 同 定 はGen-Probe(R)Rapid Diagnostic

 System for the MAC(Gen-Probe Inc.,San

 Diego, Calif., U. S. A.)を 用 い て 行 っ た7)8)。

2)　実 験的マウス感染症

7H9培 地 中,37℃ でOD540-0.15に な る ま で 培 養

し た 菌 を超 音 波 処 理 後,1,000rpm,5分 間遠 心 し,そ

の 上 清 をOD=0.1に 調 整 し た もの の0.1ml(0.7×106

～6 .5×106CFU)をMAC感 受 性(Bcgs)C57BL/6

系 マ ウ ス9)(5週 齢,雌)の 尾 静 脈 内 に 接 種 し,112あ

る い は363日 間 にわ た って 動 物 の 生 死 を 観 察 し,死 亡 時

に は そ のつ ど,ま た生 残 マ ウ スで は屠 殺 ・剖 検 して,肺

の肉 眼 的 病 変 の有 無 な い し程 度 を観 察 後,肺,脾 の 各 全

量 を ガ ラスホ モ ジナ イ ザ ー を用 いて 生 食 水 中 で 均 等 化 し,

得 ら れ た ホ モ ジ ネ ー トの生 食 水 に よ る10倍 階 段 希 釈 液

の0.1mlを7H11寒 天 平 板 上 に接 種 し,37℃ で2週 間

培 養 後 の還 元CFUを 計 測 した。

3) Mφ のCL測 定法

既 報 の 方 法2)に 準 じて 行 った 。 す な わ ち,C57BL/6

(Bcgs)お よ びC3H/He(Bcg「)マ ウ ス9)(9～12週

齢,雌)よ りのzymosanA誘 導 腹 腔 浸 出 細 胞10)(Mφ

:60～70%)の2.5×106を0.1mMlumino1,10mM

HEPES加 ハ ン ク ス液(pH7.4)1mlに 浮 遊 し,被 検

MACの6×108～5×109CFUを 加 え,Mφ よ り生 ず る

CLをATPLumiphotometer(東 洋 科学 産 業,東 京)

で 測 定 し た 。 こ の 場 合 被 検MACは,7H9培 地 中 で

37。C,2週 培 養 菌 を遠 心(3,000rpm,15分),洗 浄 し

て蒸 留 水 に浮 遊 し,HandySonic(ト ミー精 工,東 京)
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で15秒 間超音波処理後,1,000rpm,5分 間遠心 して

可及的大きい菌塊を除いたものを用いた。

4)　マウス腹腔Mφ 内でのMACの 挙動

BALB/c(Bcgs)マ ウ ス9)(8～12週 齢,雌)よ り

採 取,調 製 し た 腹 腔 細 胞10)(Mφ:50～60%)の

5×105と M. intracellulare N-260株 のSmT集 落株

(2.3×106)あ る い はSmD集 落 株(1.0×106)をpoly-

stylenetube(10×100mm)中 で0.5mlの10%牛 胎 児

血 清 加RPMI1640培 地 に浮 遊 さ せ,37。C,4日 間 振

盪 培 養後,蒸 留 水 処 理 でMφ を 溶 解 し,7H11寒 天 平 板

上 に接 種 してCFUを 計 測 した11)。

結 果

(1) SmTお よびSmD集 落株のマウス腹腔Mφ 内で

のCFUの 推移

Table1は, M. intracellulare N-260株 のSmT

集落株とSmD集 落株の宿主腹腔常在Mφ 内でのCFU

の推 移を比較 したものである。SmD株 は容易に殺菌さ

れたのに対 して,SmT株 で は培養日数の経過にっれて

多少 とも増殖 し,こ れ ら両菌株間にはMφ の殺菌作用

に対する抵抗性に大きな差異がみられた。

(2) SmTお よびSmD集 落株 のマウス腹腔MφCL

誘起能

Fig.1に 示 すように,C3H/He系(Bcg「)マ ウス

あるいはC57BL/6系(Bcgs)マ ウスよりのMφ の別

なく,SmD株 はSmT株 に比べてより強い化学発光誘

起能を有 し,上 記(1)の 成績を併せ考える時,こ れら集

落変異株のMφCL誘 超能 とMφ の殺菌作用に対する

抵抗性 との間には,逆 相関があるもののようである。他

方,SmT株 で はC3H/He系(Bcg「)とC57BL/6

(Bcgs)マ ウス由来Mφ のCL誘 起 能には差はなく共に

弱か ったが,SmDに よ り誘起されたCLは 前者におい

て後者におけるよりも高かった。

(3) MAC血 清 型 と マ ウ ス に対 す る ビル レ ンス

Table1. Behavior of SmT and SmD Colonial Variants of 

M. intracellulare N-260 in Mouse Resident Peritoneal MqSs

C3H/He MƒÓ C57BL/6 MƒÓ

Fig. 1. MƒÓ CL-triggering activity of SmT and SmD colonial variants 

of M. intracellulare N-260. (A) C3H/He MOs: SmT, 8.5x108 CFU ; 

SmD, 6.3x108 CFU. (B) C57BL/6 MOs: SmT, 1.7•~109 CFU; SmD, 1.3

•~109 CFU.

―3 ―



4 結 核　第67巻　 第1　 号

Table 2. Virulence of Various Serovar Strains of M. avium and M. intracellulare against C57BL/6 Mice

a) Observation was done immediately  after death of each mouse or on day 363 for survivors.
b) Criteria for gross pulmonary lesions:-,no lesion ; 1+, less than 20 small nodules ; 2+, more than 20 small nodules ; 3+, 

many small nodules with a few large ones ; 4+, confluent nodules.

Table2は, M. avium 並びに M. intracellulare

(いず れ もSmT変 異株)の 血清型 とマウスに対するビ

ルレンスとの関係をみたものである。M. avium で は,

1型 菌 計7株(N-289, N-356, N-357, N-364,

 N-445, N-458, N-461)あ る い は9型 菌 計2株

(N-254, N-302)の 各 群6匹 宛 の 感 染 マ ウ ス(計54

匹)で は363日 間 にわ た る観 察 期 間 中 死 亡 例 は皆 無 で あ

り,ま た,同 じ く M. avium に属す る8型 菌計5株

(N-307, N-339, N-361, N-444, N-463株)

の感 染 マ ウ ス(計30匹)に つ いて も,わ ず か にN-339

株 感 染 マ ウ ス の6匹 中3匹 が 感 染355日 後 に死 亡 した に

過 ぎ ず,残 りの マ ウ ス(27匹)は 全 例 生 存 した。 した

が って,M. avium感 染 マ ウ ス の死 亡 例 は全 供 試 マ ウ

ス84匹 中 わ ず か に3匹(3.5%)に 過 ぎ な か っ た こ と

に な る。

これ に対 して, M. intracellulare では14型 菌計6

株(N-244, N-245, N-256, N-291, N-299,

 N-349株)お よ び16型 菌 計7株(N-241, N-260,

 N-283, N-284, N-285, N-292, N-477)の 各6

匹 宛 の 感 染 マ ウ ス で は,そ の死 亡 例 は前 者 で は36匹 中

21匹(58%)お よ び後 者 で は42匹 中36匹(86%)で

M. avium感 染 の 場 合 に比 べ る と有意 に 多 く,ま た死

亡 マ ウ ス の 平 均 生 残 日数 に つ い て み て も,N-349株

(14型)お よ びN-292株(16型)で の 観 察 期 間(363
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日)に お け る 死 亡 例 が 皆 無 で あ っ た も の を除 け ば,14

型 菌 で は103～351日(平 均247日),16型 菌 で は129～

300日(平 均224日)で あ り, M. intracellulare 感染

マ ウ ス全 体 と して は103～300日(平 均234日)で あ り,

M. avium の8型 菌感染マウスでは355日 であったの

に比べるとはるかに短かった。

これら感染マウスの肺の肉眼的病変にっいてみると,

M. avium のN-364株(1型 菌)お よ びN―302株

(9型 菌)に はそのみ られなかった動物 もあったが,そ

の他のMAC菌 株 では M. avium と M. intracellu-

lare のいずれを問わず全例に病変がみられ, ま た,そ

の程度は M. intracellulare (14,16型 菌)に お い て

M. avium (1,8,9型 菌)に お け る よ りも強 い も が

多 い よ うで あ っ た。

さらに,こ うしたMAC血 清型別 とマウスに対する

ビル レンスとの相関を感染 マウスの肺内CFUを 指標

と して み る と, M. intracellulare の16型 菌で最も増

殖 能 が 高 く(LogCFU:8.86～9.43,平9.23),次

いで 同14型 菌 が 高 か った(LogCFU:7.14～9.35,

平 均8.73)の に対 して, M. avium ではその最も高か

った8型 菌 で もLogCFUは5.52～9.16,平 均7.74で

あ り,1型 菌(LogCFU:4.27～8.27,平 均6.29)お

よ び9型 菌(LogCFU:2.92～6.73,平 均4.82)で は

そ れ よ り も さ ら に低 か っ た。 ま た,脾 内CFUの 推 移

に つ い て も肺 に お け る と同様 な傾 向 が み られ た。 以 上 の

成 績 を考 え合 わ す時,MACの マ ウ ス に対 す る ビル レ ン

ス は16お よ び14型 (M. intracellulare), 8,1お よ

び9型 (M. avium) の順 と い え よ う。

(4)　患者並びに自然環境分離の M. avium お よ び.M.

intracellulare の マ ウ ス に対 す る ビル レ ンス

Table3は,MAC感 染症患者並びに自然環境より分

離された M. avium 並びにM. intracellulare のSmT

集落株の感染112日 後のマウスの肺の結核結節様肉眼病

変の有無と程度並びに肺,肝 および脾内CFUの 消長か

ら菌種の由来 ビルレンスの比較成績を示 したものであ

る。 ま ず M. intracellulare についてみると,肺 病変

Table 3. Virulence of M. avium and M. intracellulare Isolated from MAC Patients 

and Enviromental Sources against C56BL/6 Mice

a) Observation was done on day 112 after infection. No mice died during the first 112 days.
b) In parenthesis, CFU on day 1 after infection is indicated.
c) Not counted.
d) Not tested.

―5―



6 結 核　第67巻　 第1　 号

は患 者 由 来 菌 で最 も出 現頻 度 が 高 く,供 試 計6株(N-

237, N-256, N-260, N-283, N-292, N-310)

各 接 種 の1群4～5匹,計30匹 の い ず れ の マ ウ スに も

病 変 が み られ,そ の 程 度 もN-292株 を 除 い て は中 等 度

な い し強 度 と強 か った 。 また,感 染112日 で の 肺 内Log

CFUも,N-292株 の よ う に 例 外 的 に低 い もの もみ ら

れ たが,5.47～9.18に 分 布 し,本 菌 群 全 体 と して は平 均

7.31±0.54,さ ら に肺 内 感 染 菌 の増 殖 の 程 度 を表 す 指 標

と して の △Log CFU (=Log CFU [day 112]-Log

 CFU [day 0])も 患 者分離の M. intracellulare では

1.22～4.14,平 均2.6±0.5で 他 のMAC菌 群 に比 べ て 最

も高 か った。

次に自然環境分離の M. intracellulare では,供 試

4株(N-409, N-410, N-411, N-414)中N-

411株 全 感 染 マ ウ ス とN-409株 感 染 マ ウス5匹 中1匹

を 除 く計19匹 中14匹(74%)に 肉 眼 的 肺 病 変 が見 ら

れ,そ の程度は上述の患者由来 M. intracellulare に

次 ぐもので あ った。 ま た感 染112日 後 に お け る肺 内Log

 CFUお よ び △Log CFU値 は各 平 均6.14±1.00お よ び

1.4±1.0で,と も に患 者 分離 M. intracellulare のぞ

れに次いで高か った。 しか し本菌群では患者分離 M.

 intracellulare 群におけると同様 ビル レンスの強い菌

株(N-414)か ら,肉 眼的肺病変を全く惹起しえず肺

内増殖のみ られない菌株(N-411)ま で,菌 株により

マウスに対するビルレンスの強さを異にした。

他方,患 者由来 M. avium で は,供 試5株(N-254,

 N-289, N-302, N-307, N-364)中N-289株 感

染 マ ウ ス の4匹 中4匹 とN-307株 感 染 マ ウ ス4匹 中1

匹 に肺 病 変 が み られ た に す ぎず,し た が って これ らの菌

の 感 染 マ ウス計23匹 中5匹(22%)に 軽 度 な い し中 等

度 の肺 病変 が み られ た に す ぎな か った こと に な り,ま た,

感 染112日 後 の肺 内Log CFUお よ び △Log CFUは,

3.68～6.68(平 均5。25±0.52)お よ び 一1.34～1.63(平 均

0.4±0.5)で M. intracellulare におけるよりも低かつ

た。次に,自 然環境由来の M. avium では,供 試4株

(N-395, N-396, N-415, N-424)の 感 染 マ ウ ス

計19匹 中N-395株 感 染 マ ウ ス の わ ず か1匹(5%)

に軽 度 の 肉 眼 的 肺 病 変 が み ら れ た に す ぎず,ま た感 染

112日 後 の肺 内Log CFUお よび △Log CFUも 各

1.96～4.60(平 均3.68±0.60)お よ び-2.52～0.54(平

均-0.5±0.7)で 供 試MAC菌 群 中最 も低 か った。

以上,MACの マウスに対するビルレンスは,患 者分

離 M. intracellulare, 環境分離 M. intracellulare,

患者分離 M. avium, 環境分離 M. avium の順である

と考えられる。

(5) MAC血 清型 とMφCL誘 起能

Fig.2は,わ が国におけるヒト肺MAC症 患者由来

の M. avium 8株(血 清 型1,4,9)並 び に M. intra-

cellulare 7株(血 清 型7,13"14,16)のSmT集 落 計

15株 のMφCL誘 起 能についてみたものである。いず

れも2回 の実験成績を示 したが,バ ラッキが大きくわず

かに7型(N-242株)と13型(N-249株)で は他の

¥血清型菌に比べて低値を示したという点を除いては,血

清型 とMφCL誘 起 能との間の相関性にっいては一定

Experiment 1 Experiment 2

Fig. 2. M95 CL—triggering activity of various serovar strains of the 

MAC. The intensity of My5 CL induced by the orgainsms added at the 

concentraiton of 5•~109 CFU/ml is indicated. Each plot indicates MO 

CL induced by each of test MAC strain.
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の結論を得るにいたらなかった。

(6)　患者並びに環境分離の M. avium および M. in-

tracellulare のMφCL誘 起能

Fig.3は,患 者並びに自然環境分離の M. avium と

M. intracellulare (いずれもSmT集 落株)のMφCL

誘起能をみたものである。N-307株 を除 く患者 由来の

M. avium (N-254, N-302)で は,環 境 由来 の2株

(N-395, N-424)よ り も低 いMφCL誘 起 能 を示 し,

また M. intracellulare では環境 由来の3株 中2株

(N-409, N-410)に お いて 患 者 由 来 の3株(N-237,

 N-256, N-283)よ り もや や 高 いMφCL誘 起 能 を

示 した。 した が って, M. avium と M. intracellulare

のいずれを問わず,ヒ ト由来株のMφCL誘 起 能は自

然環境由来株におけるよりも多少とも い傾向にあるよ

うに見受けられた。 しかしながら, M. avium, M. in-

tracellulare 両菌種問にはMφCL誘 起能に有意な差

異を認め得なかった。

考 察

以上の成績 より,マ ウス腹腔Mφ 内の殺菌作用に対

す るMAC集 落株の抵抗性はSmT>SmDで あるが,

他方MφCL誘 起能 にはこれとは逆の相関がみ られ,

SmD株 で はMφ とのinteractionに よ り強 いCLが

誘起 されるが,SmT株 で はそうしたことがほとんど起

こ らな い ことが 明 らか にされた(Fig .1)。 一 般 に

MACに 対 する宿主抵抗性の発現には,Mφ のエフェク

ター細胞としての役割が大きいことが知 られており12),

こ の ことよ りすれば,今 回の成績 は,SmTお よ び

SmD集 落株のMφCL,す なわち呼吸爆発誘起能,ひ

いては活性酸素の産生に連動 したMφ 殺菌メカニズム

の発動 と,そ れらマウスに対するビルレンスとの間には

逆の相関性がみられるという先のわれわれの成績3)と よ

く符合するものである。 したがって,こ うしたことが,

両集落株のマウスMφ 内での殺菌機構に対する抵抗性,

ひいてはマウスに対するビル レンスの異なる主要な原因

をな しているものと考えられる。以上,MACのSmT,

SmD集 落 株間のビルレンスの差異1)は,大 きくはこれ

ら集落株のMφ に対する活性酸素産生能の誘起能の違

いに起因したものと考えて大過なかろう。

他方,MACSmT集 落株間ではTable2お よび3

に示 す よ うに, M. avium 並びに M. intracellulare

菌種あるいは血清型の違いに基づいたビルレンスの差異

が見 られ,MAC菌 株 のマウスに対するビルレンスの程

度は M. intracellulare >M. avium で あ り,こ の 場

合,患 者分離菌〉環境分離菌であり,血 清型では16,14,

8,1,9型 菌 の順といった成績が得 られた。ところが,

これ らMACのMφCL誘 起 能の強弱(Figs.2,3)

とその ビルレンス の間には一定の相関は認められず,

Fig. 3. MO CL—triggering activity of M. avium 

and M. intracellulare isolated from MAC patients 

and natural sources. The others are the same as 
in Fig. 2.

SmT集 落 菌株間におけるビルレンスの差異はMφ に対

する活性酸素産生能の誘起能の違いに基づくものではな

く,こ れとは別のビルレンス因子が関与 しているものの

ように思、われる。

米国においてAIDS患 者 からの分離頻度の最 も高い

8型 菌ではsuperoxide anion産 生能を指標とした場

合 のMφ 活性酸素産生誘起能が最 も強いという報告

(Gangadharamら13))は 今回のわれわれの成績 とは

馳背す るものである。本実験においてわれわれはSmT

集落 変異株のみを供試 しているのに対 して,Gangad-

haramら の報告ではそれに関する記載がなく,こ の点,

直接の比較は困難なように思われる。

以上,MACに 対 するMφ の殺菌機構において は,

酸素依存性の殺菌メカニズムが一定の役割を演 じてはい

るもののようであるが,SmT集 落株間でのビルレンス

の違いを左右するほどの重要性はないもののようである。

別途,最 近われわれが行 った検討では,IFN-γ または

TNF-α でin vitro処 理 して活性化 したMφ はいずれ

も強い活性酸素産生能を獲得 したにもかかわらず,前 者

で処理 して得 られたMφ のみにその抗MAC抗 菌活性

の増強が認められた(Tomioka, Sato & Saito,論 文

執筆中)が,こ れは上述のわれわれの考え方を支持する

ものである。 したがって,SmT集 落株のビルレンス因

子 としてはMφ 内での酸素非依存性の殺菌メカニズム

や,T細 胞によって担われる宿主免疫応答の成立 ・発現
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のプロセスに拮抗するような類の別の因子を探すことが

重要課題であろう。

結 語

血清型を異 にするMAC菌 株 のMφCL誘 起能につ

いて検討 し,概 要以下の知見を得た。

(1) SmT集 落株のMφCL誘 起能はSmD集 落株に

おけるよりも極めて低 く,こ のことはマウス常在Mφ

内での殺菌メカニズムに対するSmT集 落株の抵抗性と

よく相応 したものといえよう。

(2) MACSmT集 落株のマウスに対するビルレンス

の程度 は,16,14,8,1,9血 清型菌の順であったが,

これ らMAC菌 株 のMφCL誘 起 能には特 に血清型と

の関連はみれなかった。

(3) M. avium ならびに M. intracellulare のSmT

集落 株のマウスに対す るビル レンスは, M. intracel-

lulare において M. avium よりも強く,ま た患者分離

株において環境分離株におけるよりも強かった。これら

MAC菌 株 のビルレンスとそのMφCL誘 起 能 との間

には特に一定の相関はみられなかった。

(4) MAGのSmT集 落株間でのビルレンスの差異は

MAC菌 株 のMφCL誘 起能の違いに起因するもので

はなく,こ れとは別の因子が関与 している可能性が示唆

された。
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