
ヒトの非結核性抗酸菌症の原因となる菌種のう

ちほぼ 70～75％をMycobacterium avium（M. avi-

um）とM. intracellulare が占める1）．両者は遺伝学

的には全く異なる菌種に属するが，どちらも種々

の抗生物質や抗結核剤に対して抵抗性を有し，治

療は困難である2）．患者から分離されるM. avium

とM. intracellulare の地域による分離率の頻度に

は差がみられ，前者は東日本で多く分離され，逆

に後者は西日本で多く分離される1）．

抗酸菌に対する宿主の抵抗性は，マクロファー

ジを中心とした貪食細胞が関わる自然抵抗性とT

細胞が関わる獲得抵抗性とに大別される．抗酸菌

感染に対する自然抵抗性の一部はマウスにおいて

は第一染色体上にある NRAMP-1（Natural resis-

tance associatted macrohage protein-1）遺伝子に

よってコントロールされることが分かってい

る3）～6）．我々は，M. avium に感受性を示すC57

BL�6 マウスに抵抗性のDBA�2 マウスから同遺
伝子を戻し交配によって導入し，同菌感染に対し

て抵抗性を示す NRAMP-1 コンジェニックマウ

スを作出し，同コンジェニックマウスがC57BL�6
マウスに比べてM. avium に抵抗性を示すこ

と7），同遺伝子の影響は感染の後期にまで及ぶこ

とを示した8）．NRAMP-1 遺伝子による抵抗性が

どういった種類の抗酸菌に効果を及ぼすのか，そ

の全貌はあきらかではないが，ヒト型結核菌やウ

シ型菌の強毒株は NRAMP-1 遺伝子型に関係な

く，いずれの系統のマウスでも菌はよく増殖し個

体をたおす一方，弱毒結核菌やBCGに対するマ
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ウスの感受性は NRAMP-1 遺伝子の支配を受け

る3）．一般に非結核性抗酸菌の病原性は結核菌よ

りも弱く，ヒトではHIV感染者，基礎肺疾患を有

する者や高齢者に日和見感染として発症すること

が多いとされる9）．宿主側の諸要因が抗酸菌によ

る感染症の病状を左右することは，これまでの多

くの研究によって明らかにされているが，原因菌

が本来どの程度のビルレンスを保有しているの

か，菌種（株）間にどの程度のビルレンスの差異

があるのかはよく分かっていない．もし非結核性

抗酸菌においても結核菌のようにビルレンスにつ

いての評価が可能となれば，今後の治療法や予防

法の研究に貢献できるのではないかと思われる．

そこで今回，ヒトの難治性呼吸器性疾患を有する

非結核性抗酸菌症患者から分離されたM. intra-

cellulare とヒトエイズ発症患者から分離された

M. avium について，我々の開発したマウス感染系

を利用して，それぞれの菌がもつビルレンスにつ

いて比較検討した．

材料と方法

マウス：九動株式会社（熊本）より購入したC

57BL�6（NRAMP-1s以下 Sマウス）と，同系をバッ

クグラウンドとした NRAMP-1 コンジェニック

マウス（NRAMP-1r以下Rマウス）を実験に供し

た7）．後者は宮崎大学で系統維持しているマウス

を用いた．すべてのマウスは 23℃，SPF環境下で

アルミケージにて飼育し，餌は固形飼料（九動株

式会社，熊本）を，飲料水は水道水をそれぞれ常

時与えた．

使用菌株：非定型抗酸菌症患者より分離された

M. intracellulare 5 株（No. 1～No. 5）は国立療養所

宮崎病院（宮崎県児湯郡川南町）難波煌治博士よ

り分与をうけたもので，いずれも難治性呼吸器疾

患の患者肺から分離されたものである．またエイ

ズ患者由来のM. avium No. 10，13，14，36，38 およ

び 48―3 の計 6株は東京大学医科学研究所中田光

博士より分与をうけたもので，こちらも患者の肺

から分離されたものである．いずれの株もビルレ

ンスの低下を防ぐため，人工培地による継代を最

小限にとどめた．すなわち 1％小川培地上で集落

を単分離した後，10％にOADC enrichment を添

加したMiddlebrook7H9 液体培地（Difco Labora-

tories，Detroit，Mich.，USA）に接種して，37℃

1 週間培養したものを－70℃に保存し，感染実験

には同保存菌液をそのまま使用した．

感染方法および臓器内菌数の測定：保存菌液を

滅菌蒸留水で 5×106cfu�ml となるように希釈し，
そのままマウス尾静脈内に 0.2ml 接種した．すべ

ての菌株につき感染後 24 時間目と 4週目の 2回，

無菌的に脾臓，肝臓，肺を摘出し，臓器内の生菌

数を還元培養法により求めた．すなわち，臓器重

量を測定した後，一部をガラスホモジナイザーで

磨砕し，滅菌蒸留水で 10 倍希釈の乳剤とした．そ

れを適宜，滅菌蒸留水で 10 倍段階希釈し，適当希

釈液を 0.05ml づつ 10％OADC enrichment 添加

Middlebrook7H10 Agar（Difco Laboratories，De-

troit，Mich. USA）に接種し，37℃ 2 週間培養後，

形成されたコロニー数を数え臓器あたりの生菌数

を算定した．

ビルレンスの評価：我々はかつて，非結核性抗

酸菌症により死亡した患者から分離されたM.

avium Mino 株が Sマウスの脾臓や肝臓でよく増

殖し最終的にマウスを倒すが，Rマウスではほと

んど増殖がみられないことを報告した8）．そこで

感染後 4週目の臓器内菌数を感染 1日目の菌数で

除した値を各株の（菌）増殖率とし，Mino 株のマ

ウスにおける同値（Table-2 参照）と比較した．最

終的に Sマウスの 2臓器以上，またはRマウスの

1臓器以上で 10 以上の値を示した場合，その株は

病原性を示す（ビルレンス株）と判定した．

長期感染実験：M. intracellulare No. 5 について

は再度同量を SならびにRマウスに感染させ 1

日目と 3，8および 12 の各週にそれぞれのグルー

プにつき 4匹ずつ肝，脾，肺内の菌数をしらべた．

結 果

マウスの各臓器における菌増殖率：結果を

Table-1 と 2 に示す．1菌株につき Sマウスおよ

びRマウスそれぞれ 6匹を用い，感染後 24 時間

目に 3匹の，4週目に残る 3匹の臓器内菌数と標

準偏差値を求めて比較した．M. intracellulare 5 株

のうちNo. 1，No. 4 およびNo. 5 の 3 株は Sマウ

スの脾臓，肝臓，肺で増加し，特に肺での増加率
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Table 1 � 1　Mean cfu and growth rate of M. intracellulare in the spleen of mice

Growth 
rate

NRAMP-1r＊Growth 
rate

NRAMP-1s＊
Strains

4 w24 h4 wa）24 ha）

1.0 5.28 ± 0.085.28 ± 0.0414.86.43 ± 0.07   5.26 ± 0.18b）No. 1

0.183.95 ± 0.464.70 ± 0.11 1.85.04 ± 0.154.79 ± 0.06No. 2

0.564.44 ± 0.144.69 ± 0.05 4.25.28 ± 0.144.65 ± 0.13No. 3

2.5 5.05 ± 0.334.65 ± 0.2327.56.32 ± 0.184.88 ± 0.14No. 4

1.2 5.07 ± 0.064.99 ± 0.1344.76.50 ± 0.084.85 ± 0.13No. 5

Table 1 � 2　Mean cfu and growth rate of M. intracellulare in the liver of mice

Growth 
rate

NRAMP-1rGrowth 
rate

NRAMP-1s
Strains

4 w24 h4 wa）24 ha）

0.074.94 ± 0.026.09 ± 0.092.136.35 ± 0.29   6.02 ± 0.03b）No. 1

 0.0033.12 ± 0.445.64 ± 0.180.084.55 ± 0.095.67 ± 0.11No. 2

 0.0033.05 ± 0.545.57 ± 0.070.325.19 ± 0.135.68 ± 0.04No. 3

2.345.85 ± 0.215.48 ± 0.123.236.07 ± 0.175.56 ± 0.04No. 4

0.235.16 ± 0.145.79 ± 0.115.256.48 ± 0.155.76 ± 0.02No. 5

Table 1 � 3　Mean cfu and growth rate of M. intracellulare in the lungs of mice

Growth 
rate

NRAMP-1rGrowth 
rate

NRAMP-1s
Strains

4 w24 h4 wa）24 ha）

69.25.62 ± 0.293.78 ± 0.19234.46.24 ± 0.19   3.87 ± 0.09b）No. 1

　0.09＜ 1.782.81 ± 0.39　 0.111.69 ± 0.002.65 ± 0.53No. 2

 1.73.10 ± 0.562.86 ± 0.04　5.63.96 ± 0.303.21 ± 0.13No. 3

17.44.79 ± 0.513.55 ± 0.40 81.35.11 ± 0.273.20 ± 0.16No. 4

57.54.91 ± 0.393.15 ± 0.04218.85.31 ± 0.232.97 ± 0.51No. 5

＊ Mouse genotype（s : susceptible, r: resistant）
a）Times（h : hours, w : weeks）after infection
b）Mean number of cfu per organ（log 10）± standard deviation of three mice

が著明であった．残る 2株はいずれの臓器におい

ても増殖は認められなかった．Sマウスで増殖し

た 3株は Rマウスの脾臓と肝臓ではほとんど増

殖せず，横ばいもしくは減少した．Sマウスほどで

はないが，菌はRマウスの肺では増殖を示し，特

にNo. 1 と No. 5 は高い菌増殖率を示した（Table

1―1，1―2，1―3）．

M. avium6 株のうちNo. 10 と No. 48 の 2 株だ

けが Sマウスの脾臓で比較的よく増殖し，増殖率

はそれぞれ 50.1 と 30.9 であった．しかし，他の 4

株を含めてすべての株が同マウスの肝臓および肺

では増殖できず，増殖率は 0.5 から 0.01 とあきら

かな減少傾向を示した．またRマウスでも 6株す

べてが増殖できず，わずかにNo. 10 が肺で横ばい

の菌数を示したほかはすべて減少した（Table 2―

1，2―2，2―3）．

長期感染マウスにおける肝，脾，肺内菌数の推

移

M. intracellulare No. 5 については，感染 1日目

と 3，5，8および 12 週目に，体重に占める脾重量の

割合と肝，脾，肺内の生菌数をしらべた．Sマウス

では感染経過とともに脾臓の腫大が顕著となり，

12 週目にはRマウスの約 2倍になった．Rマウス

では脾の腫大は感染期間を通じてみられず，値も
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Table 2 � 1　Mean cfu and growth rate of M. avium in the spleen of mice

Growth 
rate

NRAMP-1r＊Growth 
rate

NRAMP-1s＊
Strains

4 w24 h4 wa）24 ha）

0.204.23 ± 0.214.93 ± 0.08 50.16.57 ± 0.07   4.87 ± 0.12b）No. 10

0.164.27 ± 0.185.06 ± 0.11　2.5 5.4 ± 0.154.99 ± 0.05No. 13

0.194.62 ± 0.085.34 ± 0.07　4.95.93 ± 0.085.24 ± 0.12No. 14

0.114.41 ± 0.155.36 ± 0.07　1.45.39 ± 0.095.23 ± 0.06No. 36

0.094.25 ± 0.185.29 ± 0.12　3.55.72 ± 0.105.17 ± 0.07No. 38

0.354.63 ± 0.135.08 ± 0.26 30.96.81 ± 0.085.32 ± 0.11No. 48

1.125.28 ± 0.205.23 ± 0.26204.27.52 ± 0.125.21 ± 0.11Mino

Table 2 � 2　Mean cfu and growth rate of M. avium in the liver of mice

Growth 
rate

NRAMP-1r＊Growth 
rate

NRAMP-1s＊
Strains

4 w24 h4 wa）24 ha）

0.645.75 ± 0.255.94 ± 0.085.7 6.68 ± 0.14    5.92 ± 0.08b）No. 10

0.024.33 ± 1.346.12 ± 0.030.115.21 ± 0.146.16 ± 0.08No. 13

0.075.03 ± 0.246.19 ± 0.100.044.89 ± 0.466.26 ± 0.21No. 14

0.054.98 ± 0.206.26 ± 0.030.075.15 ± 0.226.28 ± 0.05No. 36

0.145.43 ± 0.066.28 ± 0.130.555.95 ± 0.136.21 ± 0.03No. 38

0.255.63 ± 0.146.23 ± 0.074.5 6.92 ± 0.106.27 ± 0.03No. 48

0.896.25 ± 0.286.30 ± 0.0758.9　8.01 ± 0.176.24 ± 0.03Mino

Table 2 � 3　Mean cfu and growth rate of M. avium in the lungs of mice

Growth 
rate

NRAMP-1r＊Growth 
rate

NRAMP-1s＊
Strains

4 w24 h4 wa）24 ha）

1.512.90 ± 0.512.72 ± 0.10 3.33.27 ± 0.172.75 ± 0.13b）No. 10

0.042.06 ± 0.503.49 ± 0.22　0.041.89 ± 0.053.29 ± 0.19No. 13

0.112.61 ± 0.473.58 ± 0.10　0.092.42 ± 0.213.44 ± 0.04No. 14

0.062.69 ± 0.593.89 ± 0.23　0.192.59 ± 0.193.32 ± 0.15No. 36

0.082.40 ± 0.583.51 ± 0.20　0.232.52 ± 0.133.16 ± 0.04No. 38

0.072.55 ± 0.223.67 ± 0.08　0.633.34 ± 0.143.54 ± 0.16No. 48

1.073.80 ± 0.453.77 ± 0.2314.14.95 ± 0.203.80 ± 0.11Mino

＊ Mouse genotype（s : susceptible, r : resistant）
a）Times（h : hours, w : weeks）after infection
b）Mean number of cfu per organ（log10）± standard deviation of three mice

ほぼ横ばいで推移した．臓器内菌数についてみる

と，Sマウスでは脾臓，肝臓および肺いずれの臓器

でも経日的に菌数は増加したのに対し，Rマウス

では肺でのみ，菌数の著しい増加がみられた（Fig.

1）．

考 察

今回用いたエイズ患者由来株は，一部感受性マ

ウスの脾臓でこそ増殖するが，Rマウスでは増殖

が完全に抑えられた．しかも肺では両マウスとも

に菌が増殖しなかった．これらの結果をもって我

が国においてエイズ患者から分離されるM.

avium はすべて病原性が弱いと断定することはで

きない．今回使用した株に限っていえば，Mino

株に比べマウスに対する病原性を欠き，おそらく

エイズ患者のように著しい免疫力の低下をきたし

たような宿主内ではじめて急激に増加するといっ
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た程度のビルレンスを保持していたということで

あろう．米国のある例では，エイズ患者から分離

された菌株の多くがその他の抗酸菌症患者から分

離された株よりもマウスに対して強い病原性を示

したという10）．

一方，今回調べたM. intracellulare のうち 3株は

マウスに対しMino 株と同等かそれ以上のビルレ

ンスを保持していた．今回調査対象とした 5株の

なかでNo. 1，No. 2 およびNo. 3 の 3 株は 10 年以

上排菌を繰り返し，最終的に呼吸不全で死亡した

患者から分離されたものであるが，単一菌種の排

菌が繰り返されたのはNo. 1 のみで，他の 2株は

M. tuberculosis との混合排菌を繰り返した患者か

ら分離されたものであった．またNo. 4 と No. 5

が分離された 2名の患者についてみると，排菌期

間は短いが，単一菌種によって肺炎が生じた症例

であった．これらの事実とNo. 1，No. 4 それにNo.

5 の 3 株が残りの 2株とマウスに対するビルレン

スを異にしていることとは無関係でないように思

われる．今回我々が設定した基準でビルレントと

判定された株は，いずれも Sマウスの脾臓や肝臓

で増殖し，結節性病変を形成する一方，Rマウスの

これら臓器における菌増殖率はわずかかむしろ減

少し，菌増殖率は両マウスの間で明らかな有意差

を示した．またそのうちの 1株を長期間感染させ

た場合でも，Sマウスの肝，脾，肺における菌数の

増加とRマウスの肝ならびに脾における菌増殖

抑制が長期間に及ぶことを確認した．以上の実験

成績はM. intracellulare もまたM. avium 同様マウ

スの NRAMP-1 遺伝子によって感受性�抵抗性が
支配される可能性を強く示唆している．肺におけ

るM. intracellulare のビルレント株の増殖率は S,

R 両マウスともに高く，わずかに Sが Rを上回っ

たもののその増殖パターンは脾臓や肝臓のそれと

は異なっていた．NRAMP-1 遺伝子がかかわる宿

主抵抗性の機能の一部がRマウスの肺でうまく

作動しなかった可能性が考えられる．マウスにお

いては肺のマクロファージにおけるNRAMP-1

Fig. 1 Proliferation ofM. intracellurare No. 5 in spleen, liver and lungs of S（●）and
R（○）mice. Mice were infected with 1×106 viable bacteria and the growth in these

organs was determined at intervals. Each symbol and vertical bar indicates the

mean±standard deviation（n＝4）.
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遺伝子の発現は他臓器マクロファージにおけるそ

れと比較して低い11）ために増殖抑制がうまくでき

なかったのかもしれない．あるいは呼吸器病患者

から分離される抗酸菌と他から分離される抗酸菌

との間にはもともと病原因子に差異があって，そ

れが臓器親和性の違いとなって発現している可能

性も考えられる．実際人工培地上に適応した菌と，

細胞内で継代した菌を比較感染させると，同一株

であるにもかかわらずマクロファージへの侵入性

や増殖性が異なり，菌に対するマクロファージ側

の受容体発現にも違いが生じるという12）．臓器に

よってマクロファージの抗菌機能が異なる可能性

を指摘した論文は数少ないが，ヒトでは結核症や

非定型抗酸菌症が肺に多発するという事実と照ら

し合わせて考えると非常に興味ある知見といえ

る．ただし，マウスの抗酸菌に対する防御機構は

必ずしもヒトのそれと同じではない可能性がある

ことにも充分留意する必要がある．最近の研究に

よれば，マウスではCD8＋T細胞はM. avium の感

染をほとんど防御できないという13）14）．さらにヒ

トの NRAMP-1 遺伝子がM. intracellulare やM.

avium の感染に対する抵抗性に貢献しているとい

う直接的なデータも現在のところ見当たらな

い15）．従ってマウスで得られた成績をそのままヒ

トの臨床症例に当てはめることはできないかもし

れない．しかし今回のように菌が保有するビルレ

ンスを推定する指標として，マウスは充分にその

役目を果たす有用な動物モデルであると思われ

る．

今回の検査結果から患者から分離される非結核

性抗酸菌のビルレンスは株間でかなり異なるこ

と，抵抗性が低下した個体ほど，よりビルレンス

の低い菌が容易に感染し，増殖し得る可能性が強

く示唆された．非結核性抗酸菌症は難治性疾患で

あり，菌の病原性をあきらかにし，有効な治療薬

の開発や治療法の研究が期待されている．マウス

を使った感染モデルが自然抵抗性をはじめとする

感染防御機構の解明ならびに治療法開発の一助と

なるのではないかと我々は考えている．
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Pathogenicities ofMycobacterium intracellulare andM. avium Strains to the Mice
which were Isolated from Non-tuberculous Mycobactriosis Patients

Yoshitaka GOTO, Akira IWAKIRI & Toshiharu SHINJO
Department of Veterinary Microbiology, Faculty of Agriculture, Miyazaki University

The virulence of 5 strains of M. intracellulare and 6 strains of M. avium to mice were examined.
The former bacteria were obtained from the patients with mycobacterial pulmonary disease and the
latter were from AIDS patients respectively. C57BL�6（NRAMP-1 susceptible）and its NRAMP-1 con-
genic mice（resistant）were used to evaluate the virulence of these bacteria. Three of the 5 strains of
M. intracelllulare showed a relatively high virulence. They grew in the liver, spleen and lungs of sus-
ceptible mice and even in the lungs of resistant mice. On the other hand, none of 6 strains of M. avium
could grow in either susceptible or resistant mice. In conclusion, our mouse model may be a useful
tool for evaluating the virulence of bacteria isolated from mycobacteriosis patients.
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