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In order to establish an animal model for disseminated M. avium complex (MAC) 

infections frequently encountered in AIDS patients, we studied growth of M. intracellulare 

in visceral organs (lungs, livers, spleens, kidneys), in blood, and in footpads of mice with 

defined immunodeficiencies, such as SCID mice with T and B cell—defect, BALB/c athymic 

nude mice with matured T cell—defect, and beige mice with NK cell—defect. In addition, 

Sprague-Dawley rats with acquired immunodeficiency induced by cyclosporine-treatment 

were also examined. The following results were obtained.

1) SCID mice: First, SCID mice were infected sc with 6.1x106 CFU of M. intracellulare 

N-260 (virulent SmT colonial variant) into the hind footpad. The organisms grew in the 
footpad remarkably during the 12 weeks after infection in SCID mice, where the growth rate 

was much greater than that in CB-17 strain mice with the same genotype as SCID mice and 

in BALB/c mice with Begs genotype (CB-17 and BALB/c mice are MAC-susceptible). 

Furthermore, in SCID mice, bacteremia and dissemination of organisms to the visceral 

organs were observed but not in the two control strains of mice.

Second, SCID mice were infected iv with 4.8 x 106 CFU. The bacterial loads in the 

viscera of SCID mice after infection were larger than those of CB-17 mice except for livers. 

However, the incidence and the degree of gross lung lesions were much less in SCID mice 

compared to CB-17 mice, presumably due to the defect in T cell-mediated immune 

reactions in SCID mice.

*From the Department of Microbiology and Immunology, Shimane Medical University, 

Izumo 693 Japan.
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2) BALB/c athymic nude mice and beige mice: Various strains of mice (BALB/c athymic 

nude, beige, SCID, CB-17, BALB/c euthymic) were infected iv with 4.8X106 CFU of M. intra

cellulare N-260. The severity of the pulmonary lesions and the size of bacterial loads in the 

lungs were the greatest in beige mice. On the other hand, the bacterial loads in the spleens 

and kidneys of SCID mice and BALB/c athymic nude mice were similar and higher when 

compared to those in beige, CB-17, and BALB/c mice.

3) Cyclosporine-treated Sprague-Dawley rats : In the cyclosporine-treated rats, iv 

infection with 2.1x107 CFU of M. intracellulare N-260 resulted in a slight increase in the 

bacterial loads in the lungs and spleens during the first 8 weeks after infection. This 

suggests that persistent infection was inducible in the cyclosporine-treated rats. In 

contrast, organisms were gradually eliminated from lungs and spleens in normal rats.

These findings indicate that a systemic infection can be induced by challenging M. 

intracellulare into the footpad of SCID mice. This experimental system may serve as a 

model for the disseminated MAC infections seen in immune compromised hosts such as 

AIDS patients.
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緒 口

Mycobacterium avium complex(MAC)は,AI

DSな どの免疫不全患者にしば しば感染 ・発症し,近 年

特に米国において極めて重大な問題となっている。本菌

群は一般に諸種の抗結核剤に対 して耐性で,こ れによる

感染症は難治性,予 後不良であることは周知のところで

あ る1)。したが って,MAC症 に対する新 しい化学療法

剤の探索が急がれるところであるが,こ の際,薬 剤のin

 vivoの 実 験系での効果判定 にはMACに 対する易感染

動物モデルを用いることが望ましい。そこで,今 回われ

われ は,種 々の免疫不全 マウスおよびラッ トにM.

intracellulareを 感 染させ,主 として感染部位,内 臓

および血中の生菌数の推移を追跡 し,こ れらの点を勘案

してこれ らの動物のMAC易 感染動物 としての価値の

検討を行った。

材料と方法

1)　供 試 菌

MAC症 患 者 よ り分 離 され,当 教 室 にお い てDNAプ

ロ ー ブでM.intracellulareと 同定 さ れ たN-260株

(SmT variant)をMiddlebrook 7H9 broth中 で,

OD540nm=0.15/に な る ま で 培 養 後,3,000rpm,15分

間 遠 心 して 得 ら れ た 菌 を 同 種brothに 浮 遊 させ,さ ら

に1,000rpm,5分 間 遠 心 し て 大 き い 菌 塊 を 除 い た上

清 を 超 音 波処 理(Handysonic,ト ミー精 工)し,7H9

brothに よ りOD540。m=0.03～0.6に 調 整 した菌 浮 遊 液

(4.8×106～2.0×108生 菌単 位)を 用 い た。

2)　動物および感染実験

(1)　 マ ウ ス

日本SLC(静 岡)よ り購入 したSCID(Tお よびB

細胞欠損2))お よびそのバ ックグラウンドCB-17マ ウ

ス並びにathymicBALB/cお よびBALB/c系 マウ

ス,鐘 淵化学工業生物化学研究所より分与されたbeige

マ ウ ス(NK細 胞 欠損3))の いずれも6週 齢の雌を用い

た。これらの動物のうちSCID,athymic BALB/cお

よ びbeigeの 各 マウスは,納 入時か ら実験終了時まで

ビニールアイソレーター内で滅菌 した水と飼料で飼育さ

れた。

感染 は以下の経路で行 った。

a)　足蹠内接種:SCID,CB-17お よびBALB/cの

各 マウスの右後肢足蹠皮下へ供試菌の0.03ml(6.1×

106生 菌単位)を 接種 し1日,4,8お よび12週 後 に屠

殺,剖 検 し,足 蹠,内 臓および血液(1ml)中 の還元

生菌単位を計測した。

b)　 静 脈 内接 種:SCID,CB-17,athymicBALB

/c,BALB/c,お よ びbeigeの 各 マ ウ ス の尾 静 脈 内 へ 供

試 菌 の0.2ml(1.8×105～1.8×107生 菌 単 位)を 接 種

し,1日,4,8お よ び12週 後 に,屠 殺,剖 検 して,臓

器 の 肉 眼 的病 変 の有 無 な い し程 度 の観 察 並 び に生 菌 単 位
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の計測を行 った。

(2)　 ラ ッ ト

感 染2週 間 前 よ り実 験 終 了 時 ま で,cyclosporine

(サ ン ド薬 品)の20mg/kgを 週2回,40mg/kgを 週

1回 の サ イ ク ル で 繰 り 返 し 皮 下 投 与 したSprague-

Dawley系8週 齢 雄 ラ ッ トを 宿 主 と した。cyclospo-

rine投 与 開 始2週 後 の ラ ッ トに 供 試 菌 の1ml(2.1×

107生 菌 単 位)を 尾 静 脈 内 接 種 し,1日 お よび8週 後 の

肺 お よ び脾 内 の 生 菌 単 位 を 計 測 した 。

上記各動物における生菌単位の測定には,足 蹠組織あ

るいは臓器(肺,肝,脾,腎)を ガラスホモジナイザー

を用いて5～10mlの 生 食水で均等化 し,2%NaOH

を1/10量 加 えて20秒 間処理後,直 ちに0.5NHC1で

中和 し,蒸 留水で10倍 段階希釈 したものの0.1mlを

Middlebrook7H11寒 天平板上にひろげ,CO2孵 卵器

(5%CO2-95%空 気,37℃)内 で2週 間培養後の発

生集落数を読みとった。血液は,ク ロロホルムで麻酔 し

た動物の心臓より,ヘ パ リンナ トリウム(1,000単 位/

ml)で 内筒をぬらした注射器を用いて採取 し,同 量の

滅菌水を加えて20秒 間超音波処理 し細胞を破壊 したも

のの0.1mlを7H11寒 天 平板上 にひろげ,上 述 したと

同様にして培養 し発生集落数を読みとった。

結 果

1.　マウス足蹠内接種

足蹠内での菌数はSCIDマ ウスでは感染後4,8お よ

び12週 と時間の経過 とともに増大 したのに対 して,CB

-17お よびBALB/cマ ウスでは感染4週 以降では時間

の経過 とともに減少 した(Fig.1)。 次 に感染12週 後

においては,こ れらマウスの内臓からの還元生菌単位は

Table1に 示 すよ うである。これからわかるように,

腎 か らはSCIDマ ウ スのみ に菌が検出 され(4.32±

0.61生 菌単位),ま た,表 には示さなかったが,血 液で

はSCIDマ ウスにおいてのみ4匹 中2匹 ではあるが,

Fig. 1 Changes in the bacterial loads in the

 footpads of SCID (•Z), CB-17 (•œ) and 

BALB/c (•¢) mice during the course of 

M. intracellulare infection. Animals

 were infected s. c. with 6.1x106 of M.

 intracellulare into the right hind footpad.

そ の1ml中 よ り10お よ び20生 菌 単 位 が 検 出 され た。

さ らに肺,肝,お よ び脾 で は いず れ の マ ウ ス にお い て も

菌 は検 出 され たが,SCIDマ ウ ス にお いて はCB-17お

よびBALB/cマ ウスにお け る よ り も肺 で0.4～0.6オ ー

ダ ー,肝 で2.0～3.0オ ー ダ ー,脾 で1.7～2.3オ ー ダ ー

高 い還 元 生 菌 単 位 が 得 られ た。 なお,BALB/cとCB

-17マ ウ ス の 肺 ,肝 お よ び脾 よ り の還 元 生 菌 単 位 に は

有 意 差 は み られ なか っ た。

2.　静脈内接種

(1)　実 験1:免 疫 不 全 マ ウ ス(SCID,athymic BA

Table 1 Number of CFUs Recovered from Mice 12 Weeks after
 Subcutaneous Infection into Footpad with M. intracellulare 1)

1) Mice were infected subcutaneously with 6.1x106 of M. intracellulare into the right 

hind footpad.

3) Lower than detectable level (=1.77).

2) Statistically significant differences were noted between the values for SCID mice and
 those for other strain mice except for lungs.
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Table 2 The Incidence and Degree of Gross Lung Lesions in Various Strain

 Mice Infected with M. intracellulare1) Intravenously

1) Mice were infected with 4.8•~106 CFU of M. intracellulare N-260 intravenousely.

2) Lung lesions were scored as described in Table 2.

Table 3 Effect of Cyclosporine Treatment on the Growth of

 Organisms in the Organs of Sprague-Dawley Rats

 Infected with M. intracellulare1) Intravenously

1) Rats were infected with 2.1•~107 CFU of M. intracellulare N-260 intra

 venously.

2) Cyclosporine was administered subcutaneously at 20 mg/kg twice a week 

 and at 40mg/kg once a week, starting at 2 weeks before infection and 

 continuing till the end of the experiment.

LB/c,beige),CB-17,BALB/cマ ウス に つ い て の検

討(Table2参 照)。M.intracellulareN-260株 の

4.8×106生 菌 単 位 静 脈 内 接 種 時 の肺 に お け る結 核 結 節

様病 変 は感染4週 で はbeigeマ ウス の み に み られ(2+),

8週 お よ び12週 と時 の経 過 と と もに病 変 の程 度 も高 度

と な っ た(3+～4+)の に 対 し てSCID,お よ び

atymicBALB/cマ ウ ス で は結 核 結 節 様 病 変 の発 現 頻

度 は低 く,そ の程 度 も軽 か っ た 。 ま たCB-17お よ び

BALB/cマ ウ スで はbeigeマ ウ ス と これ らマ ウ ス と の

中 間 的 病 変 が み ら れ た 。 臓 器 内生 菌 単 位 は,Fig・2に

示 す よ うに,beigeマ ウ ス の肺 で は感 染 早 期 よ り著 しい

菌 の増 殖 推 移 を示 し,他 の マ ウ ス を大 き く凌 駕 し,感 染

12週 後 に は感 染1日 後 に比 べ て3.5オ ー ダ ー の増 大 が

み られ た。 肺,脾 お よ び腎 で は,す べ て の マ ウ ス にお い

て感 染 後,時 間 の経 過 と と も にそ の増 大 が み られ たが,

SCIDお よ びatymicBALB/cマ ウ ス にお いて,感 染

12週 後 にバ ック グ ラ ウ ン ドのCB-17お よ びBALB/c

マ ウス にお けるよ りも菌 の増 殖 が 著 しか っ たの に対 して,

肝 で は いず れ の時 期 の いず れ の マ ウ ス にお いて も,そ の

増 大 の 程 度 に 大 差 は み られ なか っ た。 ま た,感 染12週

後 のSCID,athymicBALB/cお よ びbeige各3匹

の マ ウ ス 全 例 の 血 中 よ り菌 が 検 出 さ れ1ml中 のlog

CFU値 は そ れ ぞ れ3.09±0.10,2.74±0.09,2.28±

0.10で あ っ た が,こ れ ら マ ウ ス系 統 間 に 大 差 はな か っ

た。 一 方,CB-17マ ウ ス よ り は3匹 中1匹 に 血 中 よ り

菌 が 検 出 され(10gCFU/ml=1.60),BALB/cマ ウ ス

で は菌 は検 出 され な か った 。

(2)実 験2:cyclosporine投 与 ラ ッ トに つ い て の 検

討(Table3参 照)。cyclosporine非 処 置 ラ ッ トのM.

intracellulareN-260感 染8週 後 の肺 に お い て,感 染

1日 に お け る よ り も1オ ー ダー の,ま た脾 に お い て1.5

オ ー ダ ー の 菌 の 減 少 が み られ た の に対 して,cyclospo-

rine投 与 ラ ッ トに お い て は菌 の 減 少 傾 向 は み られ ず,

持続 感 染 の様 相 を呈 した。
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Time after infection

Time after infection

Fig. 2 Changes in the number of colony forming units (CFU) of 

organisms recovered from visceral organs of various

 strain mice infected i. v. with 4.8x106 of M. intracellulare.

 Symbols; •Z, SCID; A, Athymic BALB/c; • , Beige; •œ 

CB-17; •£, BALB/c. Each symbol and bar indicate the

 mean and standard error (n=3), respectively.

考 察

SCIDマ ウスは,T細 胞 とB細 胞の機能が前駆細胞の

遺伝的酵素異常により欠如 しており,胸 腺や痕跡程度の

所属 リンパ節は存在 してはいるが成熟T細 胞はな く,循

環血液中の血球はほとんどが好中球である2)。與儀 ら4)

は らい菌のSCIDマ ウ ス足蹠内接種により,感 染部位

での著 しい菌の増殖と,全 身への散布を認め,SCIDマ

ウスがらい菌の感染モデル動物として優れていることに

ついて報告している。

今回,わ れわれの.M.intracellulareN-260足 蹠 内

接種実験でも,SCIDマ ウスのバックグラウンドである

CB-17マ ウス並びにBALB/cマ ウスにおいては,感

染後の時間の経過 とともに感染部位よりの菌の排除 ・減

少がみられたのに対 して,SCIDマ ウスではこれらとは

逆に感染部位での菌の増殖がみられ,内 臓への菌の散布

も前2者 に比して著しかった。ことに静脈内接種では,

SCIDマ ウ スにおいては肺の肉眼的結核結節様病変は
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CB-17マ ウスに比 して軽度であったが,肺 並びに腎よ

りの還元生菌単位は感染8週 以降CB-17マ ウスにおけ

るよりも多かった。また,別 途 に1.8×105～1.8×107

生菌単位の菌を接種 した実験では,両 マウスの差は菌の

接種量に依存しており,感 染後の時間的経過 とともに大

きくなった(未 発表データ)。

以上の結果より,SCIDマ ウスでは感染菌が局所より

全身へと散布 しやすいと思われ,こ れらの病態は自然界

に広 く存在す ると考え られるMACがAIDS患 者 に感

染し,や がては全身播種性感染へと進展 していく過程と

似てお り,こ のことはSCIDマ ウ スがMAC感 染 モデ

ル動物となり得る可能性を示唆 しているものと思われる。

各種免疫不全マウスへのM.intracelｌulare N-260

静脈 内接種では,NK細 胞が欠如 し,CD8+T細 胞 の機

能が低下 している5)beigeマ ウスの肺で感染早期より著

しい菌の増殖がみられた。 これは今後の検討にまたねば

な らないが,こ のことがあるいはMAC感 染進展にお

けるNK細 胞あるいはCD8+T細 胞 の重要性をうかが

わせるものか もしれない。また,Brownら の方法6)に

よりcyclosporineを 投与 したラットでは,菌 は排除 ・

減少されることなく持続感染の様相を呈 したが,こ のこ

とはあるいはMAC感 染進展におけるCD4+T細 胞 の

重要性を示唆しているものかもしれないが,こ れも今後

の検討にまちたい。一方,SCIDマ ウスとathymicBA

LB/cマ ウスの内臓における菌の増殖の程度に大差がな

かったことより,MAC感 染進展におけるB細 胞の役割

は小さいものといってよいのではあるまいか。

beigeマ ウスは,MAC感 染 モデル動物 として報告さ

れたものであるが3),わ れわれの今回のM.intracelｌu-

Zareに つ いての本動物を用いた検討では,肺 における

菌の増殖の程度はSCIDお よびathymicBALB/cマ

ウスといった他 の免疫不全マウスあるいは対照のCB-

17お よびBALB/cマ ウスを凌駕 したが,脾 および腎

におけ る菌 の増殖 の程度 は,SCIDお よ びathymi c

BALB/cマ ウスの方が著しく,し たがってbeigeマ ウ

スは全身播種性感染モデル動物としては必ず しも満足す

べきものとはいえないのではなかろうか。

今後,こ れらの問題点を踏まえて,よ り適切なMAC

全身播種性感染モデル動物開発についての研究を進める

ことが必要であろう。

結 語

SCID,athymic BALB/cお よびbeigeマ ウス並び

にcyclosporine投 与 ラットに.M.intracellulareを

足蹠皮下あるいは静脈内接種 し,こ れらの動物の全身播

種性感染モデルとしての有用性について検討 し,概 要以

下の知見を得た。

1. SCIDマ ウスへの足蹠内接種では菌の感染部位で

の増殖および血流中への出現並びに内臓への菌の散布が

顕著であった。

2.　静脈内接種により,beigeマ ウスでは感染早期よ

り肺内での,ま たSCIDマ ウス,athymic BALB/cマ

ウスでは脾および腎内での著 しい菌の増殖がみられた。

3. cyclosporine投 与 ラットへの静脈内接種により肺

および脾では,持 続感染の様相を呈 したのに対 して,正

常 ラットでは感染後8時 間の経過 とともに菌の減少がみ

られた。
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