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原 著

肺 胞 上 皮 細 胞 お よびマ ク ロ フ ァー ジ内 で の結 核 菌 と

Mycobacteriumn aviunz complexの 増 殖 能 につ い て
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Profiles of internalization and replication of Mycobacterium tuberculosis (MTB) or M . 

avium complex (MAC) within A-549 human type II alveolar epithelial cell line (A-549 

cells) were studied and the results were compared with the mode of internalizing and 

 proliferative behaviors of the organisms within murine peritoneal macrophages (MO s) 

and various MO—like cell lines (murine J774A . 1, human THP-1, and human MONO—MAC-6

). First, MTB and MAC internalized not only in peritoneal MOs and MƒÓ-like cell lines 

but also in A-549 cells. Secondly, MTB and MAC replicated within A-549 cells and these 

organisms displayed much more vigorous intracellular multiplication in A-549 cells than 

in murine peritoneal Mgbs and J774A . 1 MƒÓ-like cell line. Human MƒÓ-like cell lines (TH-1

, MONO—MAC-6) allowed the growth of MTB and MAC equally or occasionally more 

rapidly, as compared to the case of A-549 cells .
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は じ め に

結核 菌 やMtcobacterium aviumncomplex(MAC)

な どの 抗 酸 菌 は 貧 食 細胞 に よっ て貧 食 され るの み な らず ,

non-professionalphagocyteで あ る培 養 上 皮 細 胞 株

(HeLa,HT-29,HEp-2)へ も内 在 化 す る こ と が 知 ら

れ て お り1)～5),Shepard2)は 結 核 菌 のHeLa細 胞 へ

の 内在 化 と ヒ トお よ び動 物 に対 す る病 原 性 と の 間 に は相
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関がみられることを報告 している。結核菌のHeLa細

胞への内在化をコー ドするDNA断 片 はすでにクロー

ニングされ4),mce遺 伝 子 として登録 されているが

(GenBank/EMBL,accession no.X70901),こ の遺

伝子はHeLa細 胞 への菌の内在化を付与するのみなら

ず,マ クロファージ(Mφ)に よる菌の取 り込み能とそ

の後の菌の生存性のいずれをも高めることが大腸菌の形

質転換体を用いた実験で明らかにされている4)。 また,

MACのHEp-2細 胞への内在化に関与するクローン化

DNA断 片 についても報告されている5)。

最近,結 核菌やMACが ヒ トH型 肺胞上皮細胞株(A-

549細 胞)へ も内在化し,増殖することが報告された6)～10)。

これらの菌が実際にinvivoで もH型 肺胞上皮細胞へ内

在化し,そ の中で増殖しているという確証は得られてい

ないが,in vitro実 験系での結果は,抗 酸菌症の発症

と進展においてH型 肺胞上皮細胞が何らかの関わ りを有

している可能性を示唆 している。結核菌やMACのII

型肺胞上皮細胞への内在化については,電 顕によって証

明されているが6)～8),こ れ ら抗酸菌のII型 肺胞上皮細

胞と他のMφ 系細胞内での増殖性についての詳細な比較

検討は行われていない。そこで今回は,主 として結核菌

およびMACの これら細胞内での増殖性についての検

討を試みた。

材料と方法

(1)供 試菌:結 核菌Kurono株,H37Rv株,H37Ra

株;Mf.aviumnN-444株 お よびM.intracellulare N-

260株 を用いた。いずれ も7H9培 地 中,37℃ で7～10

日間培養 し,遠 心 ・洗浄後 に1%牛 血清アルブ ミン

(BSA)含 有 リン酸緩衝生理食塩液に浮遊させた。次い

で,超 音波処理によって可能な限り単個菌液とした後に

-80℃ に保存した。用時 にこれ ら菌液 を溶解 し,再 度

の超音波処理後に実験に供 した。

(2)細 胞:以 下の細胞を供試した。

マウス腹腔Mφ(腹 腔Mφ):BALB/c系 メ スマウス

(8～12週 齢:日 本クレア)の 腹腔にZymosanAの1

mgを 腹腔内投与 して誘導 した。

J774A.1マ ウスMφ 様細胞株(J774-Mφ):Ameri-

canType Culture Collection(ATCC)(米 国)よ り

入手した。

THP―1ヒ トMφ 様細胞株(THP-Mφ):ATCCよ

り入手した。

MONO-MAC-6ヒ トMφ 様細胞株(MM6-Mφ):

German Collection Microorganisms and Cell

 Cultures(ド イツ)よ り入手 した。

A-549ヒ ト豆型肺胞上皮細胞株(A-549細 胞):ATCC

より入手した。

付着性細胞である腹腔Mφ,J774-Mφ お よびA-549

細胞 は10%牛 胎児血清(FBS;Bio Whittaker,米 国)

を添加 した2mM L-グ ル タミン含有Ham'sF-12K

(大 日本製薬,大 阪)培 地中で,浮 遊性細胞であるTHP

-Mφ は10%FBSを 添加 した2mML-グ ルタミン含有

RPMI1640(日 水 製薬,東 京)培 地中で,ま た同じ浮

遊性細胞のMM6-Mφ は この10%FBS-RPMI1640培

地 にさらに1%non-essential amino acids(Bio

 Whittaker),1mMピ ル ビ ン酸 ナ トリウム(Bio

 Whittaker)お よび9μg/ml牛 インシュリン(和 光純

薬,大 阪)を 添加 した培地中で,そ れぞれ37℃,5%

CO2イ ンキュベーター内で前培養 した。

(3)感 染 菌の細胞内動態の測定:細 胞内生菌数の計測

は以下のように行ったが,本 実験系で得 られた値は細胞

内菌数を反映したものであることが確かめられている10)。

腹腔Mφ の場合:腹 腔細胞 を5%FBS-Harn'sF-

12K培 地 に1×106細 胞/mlと なるように浮遊させ,そ

の1mlを24ウ ェルプレート(平 底)に 加 え,2時 間培

養 した。細胞の単層培養を2%FBS加 ハ ンクス氏液

(HBSS)で3回 洗浄後(こ の時の付着細胞を腹腔Mφ

とし,ギ ムザ染色 して細胞数を計測 したところ1～2×

105細 胞/ウ ェルであった),供 試菌を浮遊 させた培地

(500μl)中 で2時 間培養 した。 次いで,2%FBS―

HBSSで 細胞外非感染菌を洗浄 ・除去後,1mlの1%

FBSーHarn'sF-12K培 地 を添加 し(0-day),7口 間

にわたって培養 した。所定 口に各 ウェルに0.23%ド デ

シル硫酸ナ トリウム(SDS)の400μlを 加えて細胞 を溶

解 した後,こ れを20%BSA(600μl)と 混 じることに

よりSDSを 中和させた。次いで,結 核菌の場合は0.05

%Tween80水 で,MACの 場合は,Tween80を 使用

すると集落がdiffuse型 となり,顕 微鏡下でのCFU計

測が困難になるので蒸留水で,10倍 階段希釈を行い,そ

の10μlを7H11寒 天培地上にスポットし,5～10日 培 養

後に細胞内菌数を計測 した。

J774-Mφ とA-549細 胞 の場合:細 胞を5%FBS-

Harn'sF-12K培 地 に2×105細 胞/mlと なるように

浮遊させ,そ の1mlを24ウ ェルプレー ト(平 底)に 加

え,18時 間培養 した。細胞の単層培 養 を2%FBS-

HBSSで3回 洗浄後,供 試菌を浮遊させた培地(500μl)

中で2時 間培養 した。次いで,2%FBS-HBSSで 洗浄

し細胞外非感染菌を除去 した後に,1%FBS-Ham's

 F-12K培 地(1ml)中 で7日 間にわたって培養 した。

所定日に前述の腹腔Mφ の場合 と同様の方法で,細 胞内

菌数を計測した。

THP-Mφ とMM6-Mφ の場合:細 胞 を5%FBS-

― 2―



1999年9月 657

RPMI1640培 地 に浮遊(8×105細 胞/m♂)さ せた後,

このものの5mlを 同培地での供試菌浮遊液の等量 とと

もに75cm2の 組織培養用フラス コ(Corning,米 国)

に加えた。これらを3時 間培養後に回収し,細 胞外の菌

を除去するために2%FBS-HBSSで5回 遠心(150×

g,5分)・ 洗浄 した後,最 終的に得 られた細胞 を1%

FBS-RPMI1640培 地 に浮遊 させて細胞数 を2×105

細胞/mlに 調整 した。次いで,こ れらの200μlを96ウ ェ

ルプレー ト(U底)へ 加え,7日 間にわたって培養 し,

前述の付着性細胞の場合 と同様の方法で(SDS,80μl;

20%BSA,120μl),細 胞 内菌数を計測 した。

なお,細 胞当たりの感染菌数(MOI)は 細胞 と感染

菌の組合せ毎に異なっている。

結 果

1)結 核菌とMACのA-549細 胞への内在化

結核菌とMACのA-549細 胞への内在化については

McDonoughら6),Bermudezら7!,Mehtaら8)の

電顕的検討により確かめられているが,今 回はこの点に

ついて生菌数算定により検討 した。

その結 果,結 核 菌H37Rv株(MTBRv)と 同

H37Ra株(MTBRa)お よ びM.aviumnN-444株

(MA)とM.intracellulare N-260株(MI)をMOI=

10でA-549細 胞 と腹 腔Mφ へ 感 染 させ た 場 合 の 細 胞 内

生 菌 数(CFU/100細 胞:n=3,平 均 値 ±SEM)は,A

-549細 胞 に お け る よ り も腹 腔Mφ に お け る ほ う が 多 く
,

そ れ ぞ れ,A-549細 胞;22.2±2.20(MTBRv),12.9

±0.72(MTBRa),0.93±0 .05(MA),0.95±0.05

(MI):腹 腔Mφ;322±21.9(MTBRv),86.2±11.2

(MTBRa),11.8±0.25(MA),37.2±1.59(MI)の

ご と くで あ っ た。 な お,別 の 実 験 で,結 核 菌Kurono

株 をA-549細 胞 とJ774-Mφ へ 感 染 させ た場 合 に も,A

-549細 胞 に対 す るMOI(0
.25)はJ774-Mφ へ のMOI

(0.045)よ り多 い に もか か わ らず細 胞 内 菌 数 は 少 な か っ

た(A-549細 胞;2.35±0.14:J774-Mφ;36.5±2.02)。

次 に,M.aviumnN-444株(MA)とM.intracellu-

lareN-260株(MI)をMOI=25でA-549細 胞 とJ774

-Mφ へ 感 染 させ た場 合 は そ れ ぞ れ
,A-549細 胞;5.27±

0.97(MA),5.17±0.43(MI):J774-Mφ;188±8.34

(MA),55.3±0.83(MI)の ご と くで あ っ た 。

以 上 の成 績 は,結 核 菌 とMACはA-549細 胞 に 内 在

化 す る こ と を示 してい るが,professionalphagocyte

で あ る他 のMφ 系 細 胞 株 へ の そ れ と比 較 して そ の 程 度 は

弱 い もの で あ った 。 なお,こ の 関 係 は供 試 したMφ 系 細

胞 が プ ラス チ ッ ク ウ ェル へ の 付 着 性 を も った 細胞 の 場合

にの み 成 立 す る もの で あ り,Mφ が 浮 遊 性 で あ るTHP-

Fig. 1 Growth of M. tuberculosis in A-549 human type II alveolar epithelial cells (A),

 Zymosan A—induced murine peritoneal MOs (B)
, J774A. 1 murine MƒÓ-like cells 

(C), THP-1 human MƒÓ-like cells (D), and MONO—MAC-6 human MO—like cells

 (E). Results are shown in log units increase in the growth index of intracellu-

lar organisms. Each plot shows the mean (n=3). The SEM fell within a range

 of 0.01 to 0.10 (average SEM, 0.03). The values of Log CFU/well at 0—time of 

the organisms residing in tested cells were as follows, respectively (the value 

in the parentesis shows MOI) : H37Ra (•‹); A: 4 .21•}0.01 (10), B: 4.13•}0.01 (2),

C: 4.73•}0.07 (1), D: 2.80•}0.07 (37.5), E: 3.50•}0.01 (50). Kurono (•œ); A: 3.62•}

0.05 (0.25), B: 3.68•}0.03 (0.032), C: 4.73•}0.07 (0.045), D: 2.84•}0.04 (0.5), E:

 3.25•}0.01 (0.5).
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Fig. 2 Growth of M. avium complex in A-549 human type II alveolar epithelial cells 

(A), Zymosan A-induced murine peritoneal MOs (B), J774A. 1 murine MO-like

 cells (C), THP-1 human MƒÓ-like cells (D), and MONO-MAC-6 human MƒÓ-like

 cells (E). Results are shown in log units increase in the growth index of intra-

cellular organisms. Each plot shows the mean (n=3). The SEM fell within a

 range of 0.01 to 0.12 (average SEM, 0.04). The values of Log CFU/well at 0-

time of the organisms residing in tested cells were as follows, respectively (the 

value in the parentesis shows MOI): M. avium N-444 (a); A : 4.97•}0.01 (100), B:

 4.86•}0.04 (7),C: 5.24•}0.01 (3.5), D: 2.40 •} 0.10 (50), E: 2.69 •} 0.06 (25). M.

 intracellulare N-260 (•œ); A: 4.61•} 0.02 (100), B: 4.84 •} 0.03 (20), C: 5.00 •} 0.04

 (10), D: 2.40•}0.06 (50), E : 2.58•}0.03 (50).

Mφ とMM6-Mφ の場 合 で は,抗 酸 菌 の こ れ らへ の 内在

化 は む しろA-549細 胞 に お け る方 が 高 い傾 向 に あ っ た 。

す な わ ち,結 核 菌Kurono株 をMOI=0.5で 感 染 させ

た場 合 は そ れ ぞ れ,A-549細 胞;5.58±0.43:THP-

Mφ;1.77±0.16:MM6-Mφ;4.41±0.12の ご と くで

あ り,M.intracellulare N-260株 をMOI=50で 感 染

させ た場 合 は,A-549細 胞;9.83±0.96:THP-Mφ;

0.72±0.16:MM6-Mφ;1.05±0.08の ご と くであ った 。

2)供 試 菌 の細 胞 内 で の 増 殖動 態

次 に,結 核 菌 とMACのA-549細 胞 内 で の 増 殖 能 を

他 のMφ 系 細 胞 で の 場 合 と比 較 検 討 した 。 この場 合,培

養 開 始 時 点 で の 細 胞 内 菌 数 を可 能 な か ぎ りそ ろ え る た め

に,感 染 菌 のMOIは 各 供 試 菌 と細 胞 の 組 合 せ ご と に 調

整 して い る。 なお,以 下 の 実 験 で は 結核 菌H37Rv株 よ

りもマ ウス に対 して よ り強 毒 で あ るKurono株 を供 試

した11)。

Fig.1に は結 核 菌 の 細 胞 内 増 殖 動 態 に つ い て の 成 績

を示 した。 結 核 菌Kurono株 お よ びH37Ra株 の い ず

れの 場 合 も,A-549細 胞 内 で の 菌 の 増 殖 は 腹 腔Mφ や

J774-Mφ 内でのそれに比べてより旺盛であるが,MM6

-Mφ 内でのそれとはほぼ同程度であった。供試細胞中,

THP-Mφ 内での結核菌の増殖が最も旺盛であった。次

に,結 核菌の強毒株(Kurono)と 弱毒株(H37Ra)

の各細胞内での増殖性について比較 してみたところ,い

ずれの結核菌株 ともA-549細 胞 内ではそのビルレンス

の別なくほぼ同程度の増殖能を示 した。他方,Mφ 系細

胞内では,腹 腔Mφ では強毒株のKurono株 の増殖能

は弱毒株のH37Ra株 のそれの約2倍 であり,同 様な傾

向はTHP-Mφ とMM6-Mφ の場合にも認められた。

これに反して,J774-Mφ の場合では逆に弱毒株 の方が

強毒株 よりも細胞内増殖性が高かった。

Fig.2に はMACの 細胞内増殖性 についての成績を

示した。いずれのMAC菌 株 ともA-549細 胞 内での増

殖は腹腔Mφ やJ774-Mφ 内でのそれよりも旺盛である

が,THP-Mφ やMM6-Mφ 細 胞内における増殖 と比

べてより緩徐であった。次に,マ ウスに比較的ビルレン

スの弱いM.aviumn N-444株 と ビルレンスの強いM.

intracellulare N-260株12)の 各種細胞内増殖性の違い

についてみてみると,感 染細胞の如何にかかわらず,後
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者 は常に前者よりも旺盛な細胞内増殖性を示 した。

考 察

今回の検討では,結 核菌お よびMACはnon-pro-

fessional phagocyteで あるA-549ヒ トH型 肺胞上皮

細胞株へある程度内在化することが確かめられたが,そ

の程度はプラスチックウェルへの付着性を有するMφ 系

細胞内への内在化に比べてより低いことが分かった。こ

の成績は,結 核菌のH型 肺胞上皮細胞への内在化の際に

働 く細胞レセプターは,Mφ 系の細胞へのそれに関わる

レセプターとは異なる,と いうこれまでの知見によって

ある程度の説明が可能 と思われる7)13)～15)。 しか しな

がら,A-549細 胞 とプラスチックウェル非付着性の浮

遊性Mφ 系細胞について比較すると,前 者への抗酸菌の

内在化の程度は後者へのそれよりもかえって高く,上 述

したA-549細 胞 とプラスチックウェル付着性のMφ 系

細胞 との間で認められたものとは逆の関係が成立 してい

た。これは,A-549細 胞 および腹腔Mφ とJ774-Mφ が

付着細胞であることから細胞表面の面積が大きいのに対

して,THP-Mφ とMM6-Mφ は付着能を有さない浮遊

細胞であることから細胞表面の面積がかなり小 さく,単

位細胞当たりの菌の接触数は前者の方が後者より多 くな

ることに起因するもの と思 われる。Wrightら16)の

MM6-Mφ とJ774-Mφ についての研究でも同様な傾向

が認められている。

Bermudezら5)は,HEp-2細 胞 への結核菌の内在化

能はMACの それよりも弱 く,こ れは供試 した結核菌

株(H37RvとH37Ra)が 業 室株であ り,野 生株 をも

ちいればさらに内在化能は高まるであろうと報告 してい

るが,今 回のわれわれのA-549細 胞 を用いた検討では

逆に結核菌H37Rv株 とH37Ra株 における方がMAC

より強いことが分かった。 こうした成績の違いは供試

MAC菌 株 のビルレンスの差に起因するかもしれない。

あるいはビルレンスに差がない場合,HEp-2細 胞 は咽

頭上皮細胞に由来するのに対 して,A-549細 胞 は肺胞上

皮細胞に由来すること,ま た結核菌のほとんどの感染部

位が肺であることなどを考えると,両 細胞の結核菌に対

する感受性の差に起因した可能性 もあるように思われる。

結核菌やMACのA-549細 胞 への内在化後の細胞内

増殖動態については,THP-Mφ を除 くMφ 系細胞にお

ける場合と比較 して,概 して旺盛かあるいは同等である

ことがわかった。したがって,in vivoで もH型 肺胞上

皮細胞に内在化 したこれらの抗酸菌は,旺 盛な細胞内増

殖を示す ものと考えられる。ところで,今 回はヒトMφ

としてTHP-Mφ とMM6-Mφ を供試 して,そ れ らの

中に局在する供試抗酸菌の増殖動態についても比較して

みたが,結 核菌とMACの いずれでもTHP-Mφ 内で

の菌の増殖性はMM6-Mφ 内でのそれよりも高いこと

が分かった。このことは,MM6-Mφ の方がTHP-Mφ

よりも殺菌活性が強いこと,す なわち,よ り成熟 した

Mφ であることを示唆 している。

われわれは以前よりMM6-Mφ とA-549細 胞 を用い

て,KRM-1648な どの リファマイシン誘導体では ,

MAC感 染マウスに投与した場合,そ のin nvitro抗 菌

力から期待 されるほどの治療効果は得 られないという現

象17)～19)の原 因解明の一環として,そ れら細胞内での

結核菌 とMACに 対する抗菌剤の抗菌活性の発現の様

相についての比較検討を行っている。この一連の検討に

より,リ ファマイシン系薬剤のA-549細 胞 内に局在す

るMAC菌 に対する抗菌活性の発現は,MM6-Mφ 内 に

局在するMAC菌 に対するものよりも著 しく減弱 して

しまうことが見出されている10)。 この現象 はリファマ

イシン系薬剤のin vitro抗 菌活性 とin vivo治 療効果

との乖離現象を解 くための一つのキーポイントとなる可

能性が考えられる。現在,こ れら2つ の細胞 をモデルと

してリファマイシン系薬剤のみならず他の薬剤を供試 し

ての詳細な検討を進めつつある。
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