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Profiles of the invasion and intracellular growth of M. tuberculosis (MTB) and M. 

avium complex (MAC), which had been adapted to intramacrophagic environment, within 

Mono Mac 6 human macrophages (MM6-MƒÓs) and A-549 human type II alveolar 

epithelial cells (A-549 cells) were studied. In this study, we used the organisms grown in 

MM6-MƒÓs (intracellularly-adapted :1-type) and those passaged in 7H9 liquid medium 

(extracellularly-adapted: E-type). First, I-type MTB was less efficient than E-type 

MTB in invading into MM6-MƒÓs, while I-type MTB invasion into A-549 cells was 

greater than of E-type MTB. On the other hand, I-type MAC was more efficient than 

E-type MAC in entering both into MM 6-MƒÓs and A-549 cells. Second, the ability of 

MTB and MAC to replicate within MM 6-MƒÓs was increased by intracellular passage of 

these organisms through MM6-MƒÓs. In contrast, the ability of these organisms to grow 

within A-549 cells was decreased to some extent by intramacrophagic passage. These 

 findings suggest that growth within MƒÓs changes the efficiency of MTB and MAC in 

invading and replicating in MƒÓs and type II alveolar epithelial cells.
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は じめ に

結核菌やMycobacterium avium complex (MAC)

は宿主の肺胞内への侵入後す ぐに肺胞マクロファージ

(Mφ)や 好中球などの貧食細胞や肺胞上皮細胞 に接触

するものと考えられる。肺内でのprimaryな 感染の場

としての肺胞Mφ の役割については,現 在 までに多 く

の知見が得 られているが,肺 胞上皮細胞については 加

vivoで 結核菌がこの細胞内へ侵入するか否かも含めて,

未 だにその役割は明らかになっていない。 他方,in

vitroの 実、験系では結核菌やMACはMφ 系の細胞ばか

りでなく,non-professional phagocyteで あるA-549

ヒ トII型肺胞上皮細胞(A-549細 胞)1)～4)や 上皮細胞

株へ も侵入 し,増 殖することが報告5)～7)され ている。

ところで,従 来結核症やMAC症 の基礎 的検討で用

いられている菌株のほとんどは培地中での培養菌,す な

わち細胞外順化菌(E型 菌)で あり,Mφ 内で増殖 して

Mφ 内の環境に順化 した菌(I型 菌)を 用いての検討 は

ほとんど行われていない。ちなみに,こ のような1型 結

核菌のin vitroで のA-549細 胞への感染性や1型MAC

菌 のMφ への感染性はE型 菌におけるよりも高いこと

が報告 されているが1)8),こ れ らの菌の細胞内での増殖

動態の違いについては未だ検討されていない。今回はI

型 の結核菌やMAC菌 の ヒ トMono Mac 6 Mφ 細 胞

(MM6-Mφ)お よびA-549細 胞 内への感染性 と細胞

内増殖性についてE型 菌 との比較検討を行った。

材料 と方法

1. 供 試 菌:結 核菌Kurono株 お よ びMAC(M.

avium)N-444株 を用いた。

2.供 試細胞:成 熟 した単球の性状をもち,My4, M42,

LeuM3, Mo2な どのマーカーを有するMM6-Mφ9)～11)

(German Collection Microorganisms and Cell

Cultures,ド イッ)とA-549細 胞(American Type

Culture Collection,米 国)を 供試 した。

3. E型 菌の調製:結 核菌あるいはMACを 各 々7H9

培 地中,37℃ で10日 あるいは5日 間培養 し,遠 心 ・洗

浄後に1%牛 血清アルブミン(BSA)-PBSに 浮遊させ,

次いで超音波処理を施した ものをE型 菌として実験に

供した。

4. I型 菌の調製:5% FBS-RPMI 1640培 地中に浮遊

させたMM6-Mφ にE型 結核菌(MOI=5)あ る いは

MAC菌(MOI=50)を 感染させ,37℃ で24時 間培養

後,2% FBS-HBSSで5回 遠心 ・洗浄し非感染菌を除

去 した。次いで,こ の細胞 を1% FBS-RPMI 1640培

地 中で さらに5日 間培養後,PBSで2回 遠心 ・洗浄

(150×g, 5分)し,細 胞 を低張水中での超音波処理(ト

ミー精工,Model UR-20P,最 大 出力にて20秒)に

より溶解した。次いで,得 られた細胞溶解液に9倍 量の

蒸留水を加えて遠心 ・洗浄(2000×g,15分)し,さ ら

に,同 じ洗浄操作 を再度行い,回 収 された菌 を1%

BSA-PBSに 浮遊させ,超 音波処理を施 したものをI

型菌として実験に供した。

なお,鏡 検では,こ のようにして得られたI型 菌液中

に未破壊細胞を認めなかった。

5.感 染菌の細胞内動態の測定:

(1) MM6-Mφ 内増殖動態

MM6-Mφ(4×105cells/ml)に 結 核 菌あるいは

MAC菌 を各々MOI=3あ るいはMOI=10で4時 間感

染させた後,非 感染菌を5回 の遠心 ・洗浄(150×g,5

分)で 除去 し,得 られた感染細胞 を抗菌剤不含有1%

FBS-RPMI 1640培 地に浮遊 させ,そ の200μl(4×104

cells)を96well culture plate(丸 底)中 で7日 間

培養 した。次いで,0.23% SDSの80μlを 加えて培養

細胞を溶解させ,さ らに20%BSA(120μl)でSDSを

中和 した後に,得 られた細胞溶解液中のCFUを7H11

寒天培地上で計測した3)4)。

(2) A-549細 胞内増殖動態

96 well culture plate(平 底)を 用いて5%FBS-

Ham'sF-12K培 地中で18時 間前培養 したA-549細

胞の単層培養(4×104cells/wells)に,結 核菌あるいは

MAC菌 を各々MOI=3ま たはMOI=10で 加 えた。3

時 間培養後に,非 感染菌を洗浄 ・除去(3回)し て得 ら

れた感染細胞を抗菌剤不含有1% FBS-Ham's F-12K

(200μl)中 で7日 間培養 し,MM6-Mφ の場合 と同様

な方法で細胞内局在菌のCFUを 計測した。

結 果

Table 1, 2は,結 核菌およびMACの 各 々を7H9培

地 中で培養 して得られた細胞外順化菌(E型 菌),な ら

びにこれらをMM6-Mφ 細胞内で増殖 させて得 られた

細胞内順化菌(1型 菌)を,各 々MM6-Mφ あるいはA-

549細 胞 に感染させた場合の供試菌の感染性お よび細胞

内での増殖性をみたものである。まず結核菌についてみ

ると,MM6-Mφ へ の感染性はI型 菌<E型 菌である

傾向であったのに対 して,A-549細 胞への感染性は逆に

I型 菌>E型 菌 であった(Table 1)。 他方,MACに つ

いては,MM6-Mφ,A-549細 胞 いずれの細胞への感

染性 もI型 菌>E型 菌 であることが分かった(Table 2)。

次に,細 胞内増殖性については,結 核菌およびMAC

いずれの場合 とも,MM6-Mφ 細胞内での増殖性は1型

菌>E型 菌であるのに対 して,A-549細 胞 内での増殖

性は逆にI型 菌<E型 菌 である傾向にあることが分かっ

た(Table 1, 2)。
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Table 1 Invasion of MM6-MƒÓs and A-549 cells by M. tuberculosis 

organisms adapted to extracellular (E-type) or intracellular (I-type) 

environment, and intracellular growth of the organisms in these cells

Table 2 Invasion of MM6-MƒÓs and A-549 cells by M. avium organ

isms adapted to extracellular (E-type) or intracellular (I-type) envi

ronment, and intracellular growth of the organisms in these cells

このように,結 核菌お よびMACのI型 菌とE型 菌

とでは,そ の細胞感染性および細胞内増殖性に若干の差

異がみられることが明らかとなった。

なお,E型 菌をMM6-Mφ あるいはA-549細 胞へ感

染 させる際に,I型 菌標品に残存 していると同量のcell

debrisを 加 えてみたが,結 核菌お よびMAC菌 のいず

れともその感染性および細胞内増殖性には特に大 きな影

響は認められなかった。このことより,上 述のI型 菌 と

E型 菌 とのMM6-Mφ およびA-549細 胞への感染性や

細胞内増殖性の差異が,I型 菌標品に残存 しているcell

debrisの 影響によるという可能性は否定された。

考 察

ヒト単球由来Mφ にE型 あるいは1型MAC菌 を感

染させた場合,Mφ へのそれらの感染性はI型 菌のほう

がE型 菌よりも高いことが報告 されているが8),マ ウ

スJ774.1Mφ 細胞にE型 あるいはI型 結核菌 を感染さ

せた場合には,そ のような差異は認められていない1)。

他方,ヒ トA-549細 胞 の場合では,I型 結核菌はE型

結核菌よりも高い感染性を示すことが報告されている1)。
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今回のわれわれの検討では,ヒ トMM6-Mφ への結核

菌の感染性はI型 菌のほうがE型 菌に比べて低いのに

対 して,MAC菌 の場合では逆にI型 菌のほうがE型 菌

よりも高いという成績が得 られてお り,MAC菌 につい

ての成績は既報のもの8)と 軌 を一 にしている。 ところ

で,Bermudezら8)はMACのE型 菌 とI型 菌ではヒ

ト単球由来Mφ への感染性 にかかわるレセプターが異

なることを見いだしている。すなわち,E型 菌のMφ へ

の侵入は周知のごとく主にCR1, CR3, mannoseレ

セプターを介するものであるが12)13),I型 菌 の侵入には

transferinレ セプターやβ1 integrinの 果 たす役割が

大 きいという。従って,今 回の検討で見いだされた結核

菌のE型 とI型 菌のヒトMM6-Mφ へ の感染性の違い

も,こ れらの菌のMφ 内への侵入にかかわるMφ 側の

レセプターの違いに基づくものと考えられる。

A-549細 胞 では,MAC菌(E型 菌)の 細胞内への

侵入についてはvitronectinレ セ プターやVLA-4以

外 のβ1 integrinが そのレセプターとして働いてお り,

transferinレ セ プターの関与は少ないことが報告され

ている2)。われわれも別の実験で,結 核菌(E型 菌)の

A-549細 胞への侵入は,主 にCR3,β1 integrinあ る

いはmannoseレ セ プター を介する こと,な らびに

MAC菌(E型 菌)の 侵入は,CR3やmannoseを 介

することを見いだしている(未 発表)｡今 回の検討では,

結核菌とMACの 別 なく,I型 菌 のA-549細 胞 への感

染性はE型 菌に比べて著 しく高かったが,こ の差異 もI

型菌とE型 菌のA-549細 胞内への侵入にかかわるレセ

プターの違いに起因したものである可能性が高い。

さて,開 放性結核患者よりの感染を考えた場合,感 染

菌は主に空洞の乾酪物質内で増殖 したE型 菌であろう

から,Table 1に 示す結果から考えて,肺 胞Mφ やII型

肺胞上皮細胞への感染性は特に高いものではないが,肺

胞Mφ 中で増殖することによりMφ 内環境に順化 したI

型菌はII型 肺胞上皮細胞への感染性が増強されるので,

肺胞Mφ からII型 肺胞上皮細胞への感染カスケー ドが

効率よく回転することになるものと考えられる。他方,

こうしたI型 菌はMφ への感染性が減弱するため,肺 胞

Mφ から別の肺胞Mφ への感染カスケードや,肺 胞Mφ

から結核菌抗原に対する免疫応答の成立に深 くかかわる

間質Mφ14)へ の菌の受け渡しといったプロセスはあまり

効率よくは進まないものと考えられる。なお,MAC菌

の感染についても,そ のほとんどは自然環境生存菌(ア

メーバ中で増殖 している可能性 を考 えなければE型 菌

と見なし得る)の 感染であろうから,そ のようなMAC

菌 も一度肺胞Mφ に取 り込まれ,そ のMφ 中で増殖 し

Mφ 内環境に順化することによりII型肺胞上皮細胞への

感染性が増強され,そ の結果として,肺 胞Mφ からII

型肺胞上皮細胞への感染カスケードが効率よく回転する

というシェーマが考えられる。

以上,今 回の検討よりMφ 内環境に順化 した結核菌

やMAC菌 のMφ やII型 肺胞上皮細胞への感染性 と細

胞内での増殖動態は,細 胞外環境に順化 したものとは異

なる様相を呈することが明らかとなったが,こ の現象の

メカニズムについては上述のレセプターとの関連を含め

現在検討を進めつつあるので,別 の機会に報告 したい。
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