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ド
1.IMMUNITYANDALLERGYOFTUBERCULOSIS*

Chairman:YUichiYAMAMURA(TheThirdDepartmentofInternalMedicine,Osaka

UniversitySchoolofMedicine)

Reporters:MasahikoYONEDA(ResearchInstitutefromMicrobialDiseasesOsakaUni-

versity)

IchiroAZUMA(TheThirdDepartmentofInternalMedicine,Osaka

UniversitySchoolofMedicine)

ShiroSOMEYA(TheInstituteofPublicHealth)

YoshihiroYAMAMURA(NationalSanatoriumToneyamaHospital)

ShunsakuOSHIMA(ChestDiseasesResearchInstituteKyotoUniversity)

MitsuoHORI(ResearchInstituteforMicrobialDiseasesOsakaUni-

versity)

Inthissymposium,wediscussedonthechemicalinvestigationsofimmunityandallergyof

tuberculosis.

YonedareportedthepurificationsofimmunogenicsubstancewhichwasdesignatedCULF

fromBCGshakingculture.TheCULFconsistsofprotein(70%),lipid(22%)andtraceof

sugarandnucleicacid.Themediansurvivaldaysofmicevaccinatedwith5mgofCULFin

FreundincompleteadjuvantwerecomparabletothoseofmicevaccinatedwithO.1mgofliving

BCGwhenchallengedwithO.015mgtoO.03mgoflivingRavenelstrain.

Azumadescribedthepurificationoffourkindsofpolysaccharides,glucan,mannan,

arabinomannan,andarabinogalactan,fromdefattedcells,culturefiltrateandwaxDofhuman

tuberclebacilli.Inguineapigssensitizedwithheat-killedtuberclebacilli,arabinomannan

andarabinogalactanprovokedanaphylacticshockwheninjectedintracutavenously;andArthus

typereactionwheninjectedintracutaneously.Ontheotherhandtuberculinactivepeptide

(TAP)showeddelayedtypeskinreaction.

SomeyashowedtheadjuvanteffectofwaxDfractionoftuberclebacilliusingtuberculin

activepeptide(TAP),bis-diazo-benzidinTAP(BDB-TAP)andPPDsasantigen.Inguinea

pigssensitizedwithTAPorBDB-TAPandwaxDsubfractioninFreundincompleteadjuvant,

tuberculinreactioncouldnotbedevelopedwhentestedwithPPDs,however,whenimmunized

withPPDsandwaxDsubfraction,tuberculinreactionwasdeveloped.Themechanismof

developmentoftuberculinhypersensitivitywasalsodiscussedbySomeya.

Yamamurareportedtheeffect$ofdesensitizationwithbacterialcells,culturefiltrate,pro-

teinC,tuberculinactivepeptide(TAP),mycolicacidandmycobacterialpolysaccharide.Cavity

formationandtuberculinreactionwerepreventedbydesensitizationwithproteinandTAP

*FromtheThirdDepartmentofInternalMedicine ,OsakaUnivertySchoolofMedicine,
Kita-ku,Osaka,Japan.
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fractionsbutcouldnotbepreventedbypolysaccharideormycolicacid.

OshimaandHoridiscussedonthepassivetransferofdelayedhypersensitivity.Oshima

showedtheposibilityofpassivetransferoftuberculinallergybytheextractofalveolarexuda・

tivecellsobtainedfromsensitizedrabbit.Twokindsoffractionsobtainedfromsensitized

rabbitandhumanplasmashowedthetransferactivityaswellastheextractofalveolar

exudativecellsofsensitizedrabbit.

However,Horireportedthatitwasimpossibletotransferthetuberculinallergybythe

serumofsensitizedrabbit.

ま【 じ め に

座 長 山 村 雄 一

Introduction

Chairman:YuichiYAMAMURA

結核の免疫 とア レルギーに関す る研究は古 くか ら数多

くの研究者 に よつて行なわれ てきてお り,枚 挙 にい とま

のない程 であ る。 このシンポジウムにおいてそ のす べて

を論ず るこ とは不 可能であ るので化学的 な研究 に焦点 を

おいて シ ンポジウムを まとめたい。

すなわちBCGに 比 肩できる防御 抗原性物質(米 田)

の研究は結核 の免疫 に関す る もので,ア レル ギーに関す

る研究 としては沈 降抗原 または即時型 ア レルギ ー反応を

惹起す る抗原 としての菌体多糖体 の純 化精 製(東),ア ジ

ュバ ン ト活性 を有す る蝋 質 の 役割(染 谷),空 洞形成阻

止をパ ラメーター とす る結核脱 ア レルギー物質 としての

蛋白 またはペ プチ ドの 役割(山 村),ツ ・ア レルギーの

受身伝達活性物質 の追 求 と批 判(大 島,堀)な どについ

て相互に有機的に関 連づけなが ら論ず る。

1.BCG振 盈培養より得た可溶性画分の実験的マウス

結 核 症 に 対 す る 防 御 効 果

大阪大学微生物病研究所 米 田 正 彦

1.InductionofProtectioninMicebyVaccinationwithaSoluble

ProductDerivedfromBCGShakingCulturesagainst

ExperimentalTuberculosis

MasahikoYONEDA

BCG生 菌 に よるワクチ ン接 種 は,現 在,結 核菌 感染

防御におけ る最 も有効な手段の一つ と して実験的 に証明

され また実際 に も普及 してい るが,そ の反面,こ の感染

防御が いか なる機構 で成立す るかはほ とん ど明 らかにさ

れ てい ない。 しか し,た とえその機構が いかなる もので

あろ うとも,BCG生 菌 ワクチ ンに よる感染 防御 は,結

局はそ の生菌 の作 る特定の物質ない し物質群 の作用に対

す る生体 の反映をあ らわす もの と考 え られ よう。 したが

つて,ま ず この様な"も の"を 見つけ 出 し取 り出 してそ

の性格 を調ぺ,感 染防御におけ る菌側 の物質的背景 を明

らか にす る ことがその機構解 明へ の有 力なアプ ローチの

一 つ となる もの と思われ る
。

また,こ の様な方向の研究 は,生 菌に代わ る,し か も

よ り優れ た利点を もつ"も の"と しての ワクチ ンを開発

す る うえで重要な意義 をもつ ものであ る。われわれは以

上述べ た如 き考え方お よび意図の もとに感染防御物質 の

探 索を進 めつつあ るが,最 近,BCGの 振邊培養 か ら得

た可溶性 の粗画分が,少 な くとも わ れ わ れ の 用 い た

assaysystemで は,BCG生 菌 とおお よそ比肩 のできる

防御効果を示す事が 明 らかにされて きた ので,ま だ研究
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Table1.PreparationofCULF

ShakingculturesofBCG

AgitatedinWarringblenderfor3min.

Centrifugeat10,000×gfor20min.

▽ ↓

SupernatantCells

}Filteredthr。ughSeitzfilter
Y

Filtrate

↓(NH・)2S・ ・8・percentsaturati・n

Precipitate

Dialyzedagainstaboratephosphate

buffer(pH8.3,μ ニ0.1)
Y

Dialyzedmaterial

Centrifugeat105,000×gfor60min.

↓
CULF

↓
Insolublesubstances

IGel-filtrati・ninSephadexG-2・ ・

▼ ▼ ▼ ▼

FIF2F3F4

途上の段 階ではあるが,以 下その結果 を 要 約,報 告 す

る。

実験材料および方法

1)菌 株:教 室保存 のBCGお よびM.bovisRavene1

株。

2)振 盟培養でのBCGの 発育 と性状

1%のTween80を 含む カザ ミノ酸培地を用い37。C,

ユ20rpmの 条件下で回転振盗培養す ると,BCGは 約22

時 間のdoublingtimeで 約150時 間 まで指数的に発育

し次いで減速期に入 る。 この指数期では,菌 は個 々に分

散されほ とん ど凝塊を作 らず また一方,全 菌数 ・生菌数

お よびODに よる発育曲線はすべて併行 し特に生菌数/

全菌数 の比は0.96で ほ とん どすべての菌 がviableで

あ るこ とを示 してい る。Ravene1株 で も同様な結果が得

られた。そ こで この指数期の振量培養 を,BCGで は 生

菌 ワクチ ソとして,Ravene1株 では攻撃菌の材料 として

用いた。 また,BCGで は,減 速期に入 る と 培養濾液中

にmacromoleculesの 蓄積が始 まるが以下述べ る画分は

この時期の培養か ら調製 した ものであ る。

3)可 溶性粗画分(CULF)の 調製

OD約10～12のBCG振 盤培養を と りミキサ ーで約

3分 間か き回 した後,10,000×g,20分 間遠沈 して 菌体

を除 く。

上清をザイ ツ濾過器で濾過 し,得 た無菌濾液に硫安 を

80%飽 和にな るよ うに加えて生ず る沈 殿を集 めborate

PhosPhatebufferで 透析す る。 透析内液 を集め105,000

×960分 間遠沈 して 不溶性画分 を除い た後,Millipore

血lter(HA,0.45μ)で 除菌 して得た透明な濾液 を 粗可

溶性画分(CULF)と した(表1参 照)。

4)感 染防御活性の 測定(assaysystem)
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Table2.ProceduresforVaccination

andChallengeInfection

CFlmouse

↓Female;age・5weeks;・7-・89:

Vaccination

Test:InjectedsubcutaneouslywithO.25ml

ofvaccine-vaccineFreund'sincomplete

adjuvantmixture

2weeks

Contro1:InjectedsubcutaneouslywithO.25

mlof1%Tween80-Freund'sincomplete

adjuvantmixture

BCG:InjectedintraperitoneallywithO.1mg

↓(02m1)oftheBCGpreparedfromexponen-
tlallygrowingshakingcultures

Challengeinfection

InjectedintravenouslywithO.2mlofthedi-

1utedculturespreparedfromexponentially

growingshakingculturesofstrainRavene1

(M.bovis)

試 料 の 感 染 防 御 活 性 は,CF1系 マ ウス(d;))を 用 い,

1)対 数 増 殖 期 のRavenel培 養 に よ る攻 撃 後 の 延 命 効

果,2)比 較 的 小 数(1～2×105)のRavenel生 菌 感 染

後 に お け るマ ウス臓 器 こ とに 肺 に お け る攻 撃菌 数 の 消 長

を定 量 す る こ とに よ りBCG生 菌 ワ クチ ンの それ と対 比

しな が ら測定 した。 ワ クチ ン接種,Ravenel菌 に よる攻

撃 の方 法,期 間 な どは表2に 要 約 した。 こ の場 合,BCG

生 菌 ワ クチ ンは'マウ ス 当 り0.1mg(こ の量 は 本 系 に お

け る至 適 量 と して実 験 的 に 求 め られ た)を 標 準 量 と して

腹 腔 内 に,他 の試 料 はFreundの 不 完 全adjuvantと 共

に背 部 皮下 に 注 射 し てvaccinationし,2週 間 後 に

challengedoseresponseの 実 験 に よ り定 め られ た 量 の

Ravenel培 養 を尾 静 脈 に 注 射 す る こ とに よ り攻 撃 した 。

また ワクチ ン接 種 に よ る 延 命効 果 はmediansurvival

timesで,invivoに おけ る感 染 菌 発 育 抑 制効 果 は1%

小 川 培 地 を用 い て算 定 し た 臓 器 乳 剤 中 のviableunits

数 で それ ぞれ 統 計 処理 後 判 定 した 。 なおnegativecon-

trolと して,Freund不 完 全adjuvant一 振 盈 用培 地 混

合 物 を注 射 した マ ウ スが 用 い られ た。

実験成績および考案

1)延 命 テ ス トに よ るCULFお よびBCG生 菌 の 防

御 活 性 の比 較

実 験 方 法 の項 で述 べ たCULF標 品(乾 量,240mg/

ml)を 燐 酸 緩 衝 液(M/15,pH7.0)で 適 当 に希 釈 し(4,

12,40,120お よび240mg/ml)等 量 の 不 完 全adjuvant

と混 じた 後,そ の乳 剤 を マ ウ ス 当1)0・25mlず つ 背 部 皮

下 に 注 射 し,2週 間 後,BCG(0.1mg)接 種 群 お よび 対

照 群 と共 に0.015お よ び0.03mgのRavene1菌 で 攻

撃 した 後 のそ れ ぞれ のmediansurvivaldaysを 比 較 し

た 。 そ の 結果,表3に 示す 如 く,1.5mg以 上 のCULF
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Table3.TheEffectoftheSizeoftheVaccinating

DoseofCULFontheSurvivalofCFlMice

ChallengedwithStrainRavenel

Table4. ImmunogenicActivityofRibosomal

RNADerivedfromH37Ra

Vaccinating
dose(mg)

0.0

0.5

1.5

5.0

15.0

30.0

Challenging
dose(mg)

0.015

Mediansurvival
day(95%

cofidencelimits)

CULF

Vaccine

21

36

50(Approx.)

36

Ribosomal

RNA

Non-

vaccinated

BCG

Vaccinating
dose

19μ9

57

190

0.1mg

Challenging
dose(mg)

BCG

0.02

IMediansurvi.
valdays(95%
confidence

limits)

¶1

1
乙

9
臼

2

2

2

22

40
(Approx.)

0.0

0.5

1.5

5.0

15.0

30.0

0.03

16

17

19

22

一
20

19

Fig.2.DistributionofCumulative・Percentof

DeathsofControl&VaccinatedMice

0.1

100

0.015 45

…1…3 23

接種群 はす ぺて非接種群 よ り延命 し,更 に5mgの 場合

で は0.1mgBCG生 菌 とほぼ同程度の延命効果 の あ る

こ とが 明 らか となつた。 ここで興味あ る事実 は,そ れ 以

上CULFを 増量す ると延命効果が減ず るこ とで ある。同

様 な現 象はBCG生 菌(腹 腔i内接種)に よるvaccination

の場合 も観察 されてい る(デ ー タ省略)。 現在,こ の 現

象の機 構が いわゆ るimmunologicalparalysisに よ る

ものかあ るいはBCG菌 体やCULFに 存 在す るか も知

れない毒性因子が生 体のvaccinationに 対す る反応能力

を弱め るために起 こるものか は不明であ る。 それは とも

か く以上の結果は,CULFが その 適量接種(5mg/マ ゥ

ス)に よつてBCG生 菌(0.1mg/マ ウス)と ほぼ 同 等

の防御 活性 を現わす ことを明 らか に示 してい る。 われ わ

れの研究室 では このassaysystemで 旧 ッベル ク リン,

非加熱静置培養濾液,α お よび β蛋 白抗原,細 胞壁 標品

Fig.1.
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な ど種 々の結核菌培養 画分 についてそれ らの防御活性を

調べてい るが,現 在 までの ところCULFの そ れに匹敵

す るものは未だ見つけ られ ていない。 最近Youmansら

はH37Ra菌 よ り得たribosomalRNAが 高度の防御抗

原性 を もつ ことを報告 している。 しか し表4に 示 した様

に,わ れわれのassaysystemで は,H37Raribosomes

(図1左)由 来のRNA(図1右)は,全 く防御活性を示

さず その接種 群は非接種群 と全 く同 じ態度 を示 した。

Density-GradientSedimentation●Analyses(sucrose;

5.20%o)ofRibosomeandRibosomalRNAPreparedfrom

H37RaCellsinHitachiUltracentrifuge

50S

I

0.2

0.1

Ribosome(10-4MMgCl2)

37,000rpm(150min)

RPS40Arotor

O.6
30S

0.4

0.2

RibosomalRNA

24,000rpm(17hr)
RPS25Arotor

16S

0510152025051015202530

Fractionnumber

2)CULFの 防御活性発現に おけ るadjuvant

の必要性

従来報告 され ている結核 感染防御抗原た とえ

ばYoumansの 画分 な どはその効果の発現に油

性adjuvantの 存在が必要 である といわれてい

るが,CULFの 場合 も全 く同様 であつて少な く

ともFreundの 不完全adjuvantな しではその

防御 活性は全 く現われない。 図2は,等 量 の

Freund不 完全adjuvantを 添 加 したCULF

お よび無添加の同標品(そ れ ぞれ5mg/マ ウス)

でvacclnatlonし た マウ ス の0.015mgRa-

vene1菌 感染後 におけ る死亡累積 曲線 を示 した

ものであ る。

この図か ら明 らか な よ うにCULFの 防 御活
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性 の発 現 は,adjuvant添 加 の有 無 に よつ て全 く異 な り,

adjuvant添 加CULEでvaccinationし た マ ウス(×

一 ×)がBCG接 種 マ ウ ス(★ 一 ★)以 上 にRavenel

菌 の攻 撃 に 耐 え て 生 残 した の に対 し,adjuvant無 添 加

のCULFでvaccinationし た マ ウ ス(○ 一 〇)は 対 照

マ ゥ ス(● 一 ●)と 同 様,攻 撃 後17日 か ら24日 の 間 に

全部 結 核 死 した 。 現 在,燐 酸 ア ル ミ,百 日咳 ワ クチ ンな

どの如 くい わ ゆ るadjuvant効 果 を示 す もの に つ い て,

これ らがCULFの 防 御 活性 の発 現 に い か な る 影 響 を 与

え るか を 検 討 中 で あ る。

3)CULFvaccinationの 感 染菌invivo発 育 に及 ぼ

す 影響

1),2)の 実 験 か ら,延 命 効 果 の 点 で は,CULF(5

mg/マ ウ ス)がBCG生 菌 と匹 敵 す る 防 御 活 性 を示 す こ

とが 明 らか に さ れ た 。 そ こで,こ の防 御 効 果 が 感 染 菌 の

マウ ス体 内 に お け る発 育 に 対 して どの よ うに反 映 して い

るか を調 べ るた め に 次 の 実 験 を行 な つ た 。 まず マ ウ ス群

(1群24匹)を あ らか じめ5mg/マ ウ ス のCULF(Fre-

undの 不 完 全adjuvantを 等量 添 加)お よ び0.1mg/

マ ウ スのBCG生 菌 で そ れ ぞれvaccinationし,2週 間

後,1.8×105viableunits/マ ウス の対 数 増 殖 期 に あ る

Ravenel培 養 で攻 撃 した 。 な お 対 照 と し てFreundの

不 完全adjuvant一 振 盈 培 地 混 合 物 を注 射 した マ ウ ス(群)

も同様 攻 撃 し,攻 撃 後1,3,7,11,14,18,21お よび24

日 目にそ れ ぞ れ の 群 か ら3匹 ず つ の マ ウ ス を無 作 意 に 取

り出 し,そ の 臓 器(脾,肝,肺)内 のviableunitsを

測 定 した 。 そ の 結 果 は 図3に 示 した 。 こ の 図か ら明 らか

な よ うに,CULFあ るい はBCG生 菌 接 種 ・マウ ス群 で は・

攻撃 後 少 な くと も1週 まで は 肺 内 で の菌 の増 殖 は 全 く認

め られ ず,3週 後 に お い て もそ の 数 は 対 照 群 の そ れ に 比

Fig.3.ChangeinViableUnitsinLungsof
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べ て約210gs少 ない。同様な実験 を3回 繰返 し行 なつ た

が,実 験結果 はほ とん ど一致 し,CULF接 種 マ ウス群 の

肺 内菌 数1よ対照 群のそれ に比 べ1・3～2・010gs低 い値を

示 した。脾,肺 におけ るviableunitsも ノ(体肺 に おけ

ると同様 な傾 向がみ られ る。 ともか く以上 の結果は,延

命 テス トにおけ る と同様,inl'ivo発 育抑制 テス トに お

いて もCULFがBCG生 菌 と同程度の防御活性 を もつ

ことを示 してい る。

4)air-borne感 染に よる実験的'マウス結 核症 に対す

るCULFの 防御効果

小数の結核菌 を噴霧 させた閉室 内に マウスない しモル

モ ッ トを放置 しその肺に直接,結 核菌 の感染 を起 こさせ

る方法は,自 然感染に最 も近い実験的手技 として推奨 さ

れ また2,3の 研究者に よ り実際に用い られてい る。そ

こでわれわれは,CULFに よるvaccinationが こ の様

な感染方法で引 き起 こされ る実験的結核症に対 しどの程

度の防御効果を示す ものかを 明 らかに しよ う と 考 え,

Smith教 授(Wisconsin大 学)と の協 同研究 の もとに

以下の実験 を行なつた。 使用 したマ ウスは生後5週 目の

Swissalbinoで まず これ らの マウス を4群 に 分け次の

如 き方法でvaccinationし た。1)BCG生 菌(0.1mg/

マ ウス)を 背 部皮下に注射,2)Freund不 完全adjuvant

を背部皮下に注射,3)CULF-Freund不 完全adjuvant

混合物(CULF5mg/マ ウス)を 背 部 皮下注射,4)3)

の混合物を2回,5週 間隔で注射。以上 のvaccination

後3週 目に下記の如 き条件下でマ ウスをair-borne感 染

室に入れH37Rv株 に よる攻 撃を 行 なつた。 攻撃菌浮遊

液:3.45×105viableunitlm1,噴 霧に用 い た 菌浮遊液

量1.49g,攻 撃菌 との接触時間:15分 間。また感染防

御 効果 の判定 は感染後4週 目におけ る肺 お よび脾におけ

るviableunitsを 測定す ることに よ り行 なつた。

その結果 は表5に 示 した。 この表に見 ら れ る 様 に,

CULF接 種 マウス肺 および脾 の生菌数 ばいずれ も対照 マ

ウスのそれ よ り少な く,特 にCULF1回 接種群 で のそ

れ は約1.310gs少 な く明 らかにCULFの 防御 効果 が現

われ ている。 また予想 した如 くCULF2回 接種 で はそ

の防御 効果が 極めて弱 く発現 した。 ともあれ 以上 の実験

結果 は使 用マウス,攻 撃菌株 さ らに感 染方法におけ る大

Table5.TheEffectofCULF-vaccinationon

theNumberofViableUnitsinLungs&
SpleenafterAir-borneInfection

(FromDr.Smithdate)

Vaccine

BCG(0.1mg)

Oil(Non-vaccinated)

CULFonce(5mg)

CULFtwice(5mgx2)

LogloLo9■o

LungVC(MeanSpleenVC(Me一

土std.dev.)an土std,dev)

3.461土1.95

5.853土0.71

4.564土1.43

5.206土0.63

2.180土1.42

2.857土1.27

1.918土1.54

1.907土1.50
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Table6.ImmunogenicActivityofGel-filtration

FractionsDerivedfromCULF-0.05

Vaccine

CULF-

0.05

Vaccinatingdose

F139μg

F260μg

F332μg

F417μg

Challenging
dose

0.02mg

Mediansurvi・

valdays(95%

co】【lf.1imits)

2

ー
ム

(U

9
臼

9
臼

9
臼

つ
り

9
臼

Non-vaccinated 20

BCG 0.1mg 34

きな違いに拘 らずCULFのvaccinationに よつて感染

防御が成 立す ることを示す もの として意義が あ る。 なお

このairborne感 染に よる実験的結核症 でのCULFの

防御効果 につ いては現在 さ らにそ のvaccination量 に関

し検討 しつつあ るのでその結果 は改 めて報告 したい。

5)9e1-filtrationに よるCULFの 分 画 と各画分の防

御活性

種 々の濃度 のTween80を 含む培地でBCGを 振 邊

培養 しその全 培養か らCULFを 調製 してその防御 活性

を調べ た結果,0.05%Tween80を 含む培地での 培 養

よ り得たCULFは,収 量が少 ない反面,約100～200μg/

マ ウスの量 で従来のCULF(5mg/マ ウス)と ほぼ同程

度 の活性 を示す 場合のあ るこ とが 明 らかにされ た(表 を

省略)。 そ こで この新 しく開発 したCULF(0.05)を 原

材料 としgelfiltrationに よるその分画 を行 ない活性画

分 の分離 を試 み た。gelfiltrationは2×90cmのse・

phadexG-200columnで 行 な いboratephosphate

buffer(0.1μ,pH8.3)で 溶 出 した。gelfiltrationの

結果,溶 出され る画分は4つ のpeak(OD280mμ で測

定)と なつてelutiondiagram上 に現われ る。 そ こ で

それ らの画分 を溶出され る順に従つてF1,F2,F3お

よびF4画 分 と名づ けそれぞれの画分について マウス延

命 テス トに よる防御活性の測定 を行 なつ た。vaccination

お よび感染 の条件 は実験1)と 同様であ る。表6は その

代表的結果 を示 した。 ここに見 ら れ る よ うに4画 分中

F3画 分 のみが 防御 活性 を示 し,こ の画 分でvaccination

したマ ウスではそ の延 命時 間(中 央値)は,BCG生 菌

ワクチ ンのそれ(34日)に か な り近接 した値(30日)

となつてい る。 しか もこの様 な効果 を現わすF3画 分の

量 がマ ウス当 り32μ9(蛋 白と して)で あるこ とは活性

成分 の分離をge1丘ltrationに よ りか な りの程度 まで行

結 核 第43巻 第8号

Table7.SomeCharacterizationofF3

FractionofCULF-0.05

Protei11
%

Lipid
%

70 22

Sugar
%

2.5

RNA
%

DNA

% lE2S・!26・

…1…1・ ・26

Theweightofsampleswasestimatedbydryingmeas-

uredvolumestoconstantweightat100C.Protein,Sugar,

RNAandDNAcontentsofsamplesweremeasuredby

Lowry's,Scott's,Mejbaum'sandBurton'smethodg

respectively.TotallipidwasextractedbyFolch'g

methodandthecontentwasexpressedasdryweight.

ない うるこ とを期 待させ るもので あ る。 予備的段階では

あ るが表7にF3画 分の化学組成 を示 した。 これか ら判

断す るとF3画 分は リボ蛋白が主体 となつてい ると思わ

れ る。 さて このF3画 分(CULFO.05も 同様な傾向が

み られ る)の もつ 難点の一つは,標 品に よつてその防御

活性にか な りのば らつ きが見 られ るこ とであ る。 このば

らつ きが いか なる原因に由来す るか現 在明 ら か で な い

が,原CULFが 常 に安定 した防御活性 を示 す ことか ら

考 える と,原CULFに 存在す るF3画 分 とは別の物質

がそ の防御 活性 の発 現に何等か の役割を演 ず る,つ ま

り,そ の共存が必 要であ るのか も知れ ない。

以上,BCG振 湯培養か ら得た 可 溶性粗画分(CULF)

の結核菌感染 防御 効果 につい てわれわれ が行なつてきた

研究結果 を要約述 べたが,こ の研究 は よ うや く緒につい

たばか りで,1)防 御活性 の特異 性,2)CULF構 成因子

の協 同作用,3)防 御因子の化学的実 体,4)防 御因子 と

菌体構造 との関連性,5)防 御効果 とdelayedtyPehy・

Persensitivityと の関係な どなお多 くの未解 明の問題 が

残されてい る。 今後 これ らの問題 について研究を進める

考 えであ る。

(協同研究者:堀 三津 夫,山 之内孝尚,福 井良雄)

結果の統計処理に ご助 力下 さ つ た 結核予 防会大阪府

支 部,西 窪博士に感謝す る。
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)3
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2.結 核 菌 菌 体 成 分 と ア レ ル ギ ー

多 糖 体 抗 原 を 中 心 に

大阪大学医学部第三内科 東 市 郎

2.ChemicalandImmunologicalStudieson

MycobacterialPolysaccharides

IchiroAZUMA

結核菌菌体成分 の うち,蛋 白,多 糖 体,燐 脂 質,糖 脂

質(ロ ウD),リ ポ蛋 白等が結核 の免疫 と アレルギ ーに

重要な役割を果た している と考 え られ るが,著 者は結核

菌多糖体 の化学的,免 疫学的研究 に関す る最近の知見を

著者 らの研究 を中心 に述 べ る。

(1)菌 体 多 糖 体1)2)

ヒ ト型結核菌青 山B株 の脱脂菌体 を1N-NaOH溶 液

Table1.FractionationofPolysaccharide
ExtractedfromHumanTubercleBacilli

(AoyamaBstrain)

Fraction

1AB-20

2AB-35

3AB-50

4AB。66

5AB-75

6AB-80

7AB-80S

Ethylalcohol
added(%)

0～20

20～35

35～50

50～66

66～75

70～80

Supernatantfluid

Polysaccharide
recovered

Wt(9)1%

1.7

3,5

0.3

3.8

1.8

5.1

1.2

9.5

19.6

1.6

21.3

10.1

28.6

6.7

で70。C,24時 間 抽 出 し,遠 心 後 上 清 を酢 酸 で 中 和 し遠

心 す る。 上 清 を 流水 で4日 透 析,濃 縮 後5倍 量 の エ タ ノ

ール を加 え て粗 多糖 体 を 得 た。 粗 多糖 体 を 水 に 溶 解 し,

エ タ ノール に よる分 画 を し表1に 示 す 結 果 を 得 た 。

各 画 分 はDowex50,DEAEcelluloseカ ラ ム を使 用

して イ オ ソ交 換 ク ロマ トに よ り精 製 し,更 にSephadex

G-75,G-200に よ る ゲル 濾 過 で 分 画 し た,精 製 多糖 体

の化 学 分 析 の 結 果,Table1に 示 す よ うに,各 多 糖 体 は

ほ とん ど蛋 白 を 含 まず,[α]D,構 成 糖 か らこれ ら主 と し

てglucan,mannan,arabinomannan,arabinogalactan

の4種 の 多糖 体 か らな る こ とが 明 らか に され た。

これ ら4種 類 の 多 糖 体 の 血 清 反 応 活 性 は 死菌 で 免疫 し

て 得 た 兎 抗 血 清 に つ い て 検 討 され た(Table3)。

Glucan,mannanは 沈 降 反 応,間 接 血 球 凝 集 反 応 等

の 血 清 反 応 に お い て 弱 い抗 原 価 し か 示 さ な か つ た が

arabinomannanお よびarabinogalactanは 強 い 血 清 反

応 を 示 した 。 結 核 患 者 に おけ る 皮 内 反 応 で これ ら4種 類

の 多 糖 体 は い ず れ も ツ ベ ル ク リソ型 の 皮 内 反 応 活 性 は 陰

性 で あ つ た 。 また 死 菌 で 免 疫 し た モル モ ッ トに 対 し

arabinomannanお よびarabinogalactanを 静 注 す る と

Table2.ChemicalPropertiesofPurifiedPolysaccharides

Fraction

1AB-20Aa

2AB-35Aa

3AB-50Aa

[α]B5(inwater)

Turbid

十160.9(c=0,943)

Turbid

Elementaryallalysi9(%)

Notanalyzed

C,41.98
H,6.53
N,trace

Notanalyzed

Sugarcomposition(ratio)

4AB-66Aa

5AB-75Aa

6AB-80Aa

7AB-80S

十81.0(c=1.052)

十67.8(c=1.055)

十25.4(c=0.986)

十14.1(c=1.101)

C,41.56
H,6.32

N,trace

C,40.91
H,6.50
N,O

C,40.73
H,6.67
N,O

Notanalyzed

Glucose
Arabinose(trace)

Glucose

Arabinose

Mannose

Glucose

Mannose

Arabinose

Arabinose

Mannose

Arabinose

Galactose

Arabinose

Galactose

(0.6)
(1.0)
(6.7)

(trace)

(1.6)
(1.0)

(4.8)
(1.0)

(6.5)(1
.0)
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Table3.ImmunologicalActivitiesofPurifiedPolysaccharides

Polysaccharide

AB-35Aa(glucan)

AB-66Aa(mannan)

AB-75Aa(arabinomannan)

AB-80Aa(arabinogalactan)

Precipitin

reaction

(Agtiter)α

1:4,000

1:32,000

!1:256,000

1:1,024,000

Complementfixationtestb

Notexamined

Notexamined

AgO.024μg(Ab1320)

AgO.012μg(Ab1640)

Passive

hemagglutina。

tiontest`

1;40

1:160

1:5,120

120,480

TuberCuli五 『『

activity

at100μgd

Negative

Negative

Negative

Negative

α

δ

6

Antigentiterwasdeterminedbythe"ringtest"usingrabbitantiserum.

Resultsarecxpressedasmicrogramsofantigennecessaryfor50%1ysisinthesystem.

Thetiterisexpressedasthehighestdilutionofrabbitantiserumwhichgavepositivegrade2十.

Skinreactionwascarriedoutinthetuberculouspatients.

Table4.AnaphylacticShockActivityofAB-

80AaandAB-75AainSensitizedGuineaPigs

Fraction
Doses

(mg)

Symp。

tomsa

Fig・1・SkinReactionofAB-75Aa,AB-80Aa ,

andTuberculin。activePeptide(TAP)

inSensitizedGuineaPigs

AB-75Aa(Arabinomannan)

AB-80Aa(Arabinogalactan)

9
θ
ー
ム
ー
1

5

FD

5

噌1

¶1

0

「⊥

-
占
0

0

0

0

0

帯

aSymbols:帯,deathasearlyas5minaftertheadmi-

nistrationofantigen;→ 十,guineapigsdidnotdiedes・

piteserioussymptoms;十,mildsymptoms;一,no

symptomsofanaphylaxis.

強 い ア ナ フ ィ ラキ シ ー シ ョ ッ クを 引 き起 こ し た(Table

4)。

兎 抗 血 清 を使 用 し,モ ル モ ッ トでPCA反 応,逆 ア ナ

フ ィラ キ シ ー シ ョッ クの 誘 起 も可 能 で あ る。 死 菌 で 免 疫

した モル モ ッ トお よび 兎 に お い てarabinogalactanお

よ びarabinomannanは ア ル サ ス型 の 皮膚 反 応 を 示 し,

一 方 山村 らの 方 法 で 精 製 し たTuberculinActivePe・

ptide(TAP)で は遅 延 型 の 皮 膚 反 応 を 示 した(Fig.1)。

更 に 著 者 ら は ウ シ型 結 核 菌 牛10株,M.phlei,M.

smegmatis,非 定 型 抗 酸 菌P1株 の 脱脂 菌 体 に つ い て も

多 糖 体 を 分 画 し,そ の 化 学 的,免 疫 学 的 性 状 を 明 らか に

した が,そ の い ず れ の 菌 体 か らも,ヒ ト型 結 核 菌 青 山B

株 の場 合 と同 様 に91ucan,mannan,arabinomannan,

arabinogalactanの4種 の 多 糖 体 が 精 製 さ れ,arabino-

mannanお よびarabinogalactanは 強 い血 清 反 応 活 性

を示 した。 また これ らの 菌 体 か ら精 製 され た多 糖 体 は 強

い 交 叉 反 応 を 示 し,arabinomannanお よ びarabino-

galactanは これ らmycobacteriaの 共 通 抗 原 で あ ろ う

と考 え られ る。

(2)培 養 濾 液 の 多糖 体3)'-5)

山村 ら3)は ヒ ト型結核 菌青 山B株 の培養濾液の エタノ

ール50%沈 殿上清か ら多糖 体を精 製 し,こ の多糖体が

死菌免疫 のモルモ ッ トに対 し強 いアナ フ ィラキ シーシ 。

10

。
竃

」
ぞ

ε

一
。

①
N
唄

の

Hours

B-AG:AB-80Aa(arabinogalactan)purifiedfrombacte・

rialcellsofhumantuberclebacilliAoyamaBstrain .

B-AM:AB-75Aa(arabinomannan)puri五edfrombacte・

rialcellsofAoyamaBstrain .TAP:tuberculin-active

peptidepurifiedfromthebacterialcellsofAoyamaB

strain.

ッ ク活 性 を有 す る こ とを報 告 した 。 著 者4)は この 多糖 体

を 更 に 精 製 し,arabinogalactanが 活 性 多 糖 体 で あ る こ

とを 明 らか に した。

最 近 ・ 著 者 ら5)は ヒ ト型 結 核 菌H37Rv株 の 培 養 濾 液

を分 画 し,先 に述 べ た脱 脂 菌 体 か らの 多 糖 体 の 場 合 と同

様 に ・glucan,mannan,arabin・mannan ,arabin・gala・

ctanの4種 の 多糖 体 を精 製 し
,そ の うち,arabinoman・

nanお よ びarabinogalactanは 免 疫 学 的 に 活 性 で あ る

こ とを 明 らか に した 。 これ ら多糖 体 は す べ て ッ ベ ル ク リ

ン活 性 は陰 性 で あ り,感 作 モ ル モ ッ トに 皮 内 注 射 す る と

arabinomannanお よびarabinogalactanは アル サ ス型
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の皮膚反応 を示す。

(3)WaxD多 糖 体

WaxDはmycolicacid,多 糖 体 お よ びalanine,

glutamicacid,diaminoPimelicacid等 を 主 とす るペ プ

タイ ドで 構 成 され る結 核 菌 の特 異 な 糖脂 質 で あ り,免 疫

反 応に お け る ア ジ ュ パ ソ ト活 性,ラ ッ トに お け る実 験 的

関 節点 な ど の生 物 活 性 を 有す る こ とが 知 られ て い る。

WaxDの 化学 構 造 に つ い て は 著 者 ら6)はmycolic

acidがWaxDの 多 糖 体 のarabinoseに エ ス テ ル 結 合

して い る こ とを 明 らか に したが そ の 他 の構 造 に つ い て は

明 らか で な い 。 著 者 ら7)は 今 回WaxD多 糖 体 の 化 学

的 免 疫 学 的 性 質 に つ い て検 討 した。

青 山B株WaxDを 田 中 らの 方 法 に よつ て 無 水 酢 酸 で

アセ チル 化 後,珪 酸 カ ラ ム で ク ロマ トを 行 な い,D1,D2,

D3,D4の4画 分 に 分 画 した 。 ペ ブ タ イ ドはD3お よ び

D4画 分 に 存 在 しア ジ ュパ ソ ト活性 もD3,D4活 性 に 認 め

られ た。 青 山B株WaxDに お い て ペ フ.タイ ドを 含 ま な

い(ア ジ ュ ・ミソ ト活 性 を有 しな い)画 分 は 全 体 の70～

80%に も及 ぶ 。 著 者 らはD2画 分 を アル カ リ 水 解 し,

水 溶部 を透 析 後 エ タ ノ ール で沈 殿 さ せ て 得 た 多 糖 体 を

DEAE--celluloseの イオ ソ交 換 ク ロ マ トで 精 製 して 得 た

多 糖体 に つ い て 検 討 した。 上 記 の方 法 で精 製 した青 山B

株WaxDのsub-fractionD2画 分 の 多糖 体 は[α]D=

十22.2,構i成 糖 と してarabinoseとgalactoseを2・8:

1.0の 割 で 含 む。 本 実 験 で 得 られ たarabinogalactanは

死菌 で免 疫 して 得 られ た 兎 抗 血 清に 対 し強 い 血 清 反 応 を

示 した 。WaxDを 加 水 分 解 して 得 られ る 多 糖 体 は 中性

構 成糖 と してarabinose,galactoseの ほ か にmannose

も含む 。 寒 天 ゲル 内 沈 降 反 応 でWaxD多 糖 体 と し て

上 記arabinogalactanの ほ か にarabinomannanも 含 ま

れ る こ とが 明 らか に され た 。 しか しWaxD多 糖 体 の大

半 はarabinogalactanで 構 成 さ れ,mycolicacidは

arabinogalactanの 末 端arabinoseに 一 ス テル 結 合 して

い る もの と考 え られ る。 ペ プ タ イ ド部 分 に つ い て は ア ジ

ュパ ソ ト活 性 発 現 の た め に は 必 須 と考 え られ るが そ の構

造 そ の他 の 化 学 的 免 疫 学 的 性 状 に つ い て は 明 ら か で な

いo
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結 核菌 の 培養 濾 液 お よび 脱 脂 菌 体 の 多糖 体 を分 画 し,

glucan,mannan,arabinomannanお よ びarabinogalac-

tanの4多 糖 体 を 精 製 した 。 また 結 核菌 の特 異 な糖 脂 質

で あ るWaxDの 多 糖 体 部 分 は 主 と し てarabinogalac・

tanで あ り,少 量 のarabinomannanも 含 ま れ る こ と

を 明 らか に した。 これ ら4種 類 の 多糖 体 の うち,arabi-

nomannanお よびarabinogalactanは 死 菌 で 感 作 した

兎 抗 血 清 に対 し強 い血 清 反 応 を 示 す 。 免 疫 モル モ ッ トに

両 多糖 体 を静 注 す る と強 い ア ナ フ ィラキ シ ー シ ョ ック を

引 き起 こす 。 ま た 免疫 モ ル モ ッ トに 皮 内 注 射 す る と ア ル

サ ス型 の 皮膚 反 応 を示 す。Arabinomannanお よ びara・

binogalactanは 結 核 菌 の み で な く,そ の 他 のmycobac-

teria,非 定 型 抗 酸 菌 の菌 体 多 糖 体 と して も 分 画 精 製 さ

れ,上 に 述 べ た青 山B株,H37Rv株 か ら 分 離 さ れ る

arabinomannan,arabinogalactanと 同 様 の 免 疫 活 性 を

有 して お り,各 菌 株 の 間 に強 い 交叉 反 応 が 認 め られ る こ

と か らarabinomannanお よ びarabinogalactanは

mycobacteriaお よび 非 定 型 抗 酸 菌 に 共 通 な 血 清 反 応,

ア ナ フ ィラキ シ ー シ コ ッ ク抗 原 で あ ろ うと考 え られ る。

)1

)2

)3

)4

)5

)6

)7
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3.結 核菌Wax画 分のア ジ ュバ ン ト効果に関す る研究

国立公衆衛生院 染 谷 四 郎

3.StudiesonAdjuvantActivityofWaxDFractionofMycobacteria

ShiroSOMEYA

1.研 究 目 的

結核菌体成分特 に精製蝋 のアジ 。。パ ソ ト作用に関 して

はRaffel1)2)の 研究以来数多 くの 報告がな されてい る。

Ledererら3)4)お よ び 田中 ら5)6)は人型 結核菌蝋質画分

(WaxD)の 実験動物 において卵白アルブ ミソに対す る

血 清抗体産生,卵 白アルブ ミソに対す る角膜反応 さ らに

動 物の脳物質注射 に よる脳 脊髄炎の惹起 などか ら,結 核

菌 体 と同様 のアジ ュパ ソ ト作用を有す るこ とを報告 し,

その化学的構造 を明 らかに してい る。

本研究にお いては結核菌の各種蝋質 と ツ 活 性 ペ プチ

ド,Bis-Diazo-BenzidinTAP(BDB-TAP)ま たはPPDs

とを混合 し,こ れ らを用いて,動 物を免疫 し,ツ 反応 の

発 現状況を観察 し,ツ ・ア レルギー産 生の機序について

検 討 した。

II.実 験 方 法

本 研究に使用 したWax画 分 お よびTAPは 人型結核

菌 青山B死 菌体 よ り精製 した ものであ り,BDB-TAPと

共 に大阪大学山村教授 よ り分与 を受け たものである。実

験動物 としては白色毛,体 重350g前 後の ♀ モルモ ッ

トを用 いた。TAP,PPDsお よびBDB-TAPは 生 食 水

に溶解 し,Wax画 分はArlacel--A(2容)とDrackeol

No.6(8容)と の混合液に溶か し,水 溶 液 と アジュパ

ソ トとを等量宛 混合,water-in-oilemulsionと して,

モル モ ッ トの大腿筋 肉内に接種 した。

各種Wax画 分の うち単独では ツ感作原性 を示 さない

画分 を選 び,こ れ らとTAP,BDB-TAPお よ びPPDs

とを混合 し,ア ジ ュバ ソ トとを混合 して モル モ ッ トを免

疫 した。Wax画 分の精製法は表1に 示 した。

III.研 究 結 果

1.Wax画 分の アジ ュバ ソ ト効果について実験 した。

4種 類 のWax画 分単独お よびPPDsO・1mgと の混合

液 に よ りモルモ ッ トを免疫 し,そ の後の ツ反応発現状況

を観察 した。 その成績は表2お よび3に 示す 通 りで あ

る。表 で明 らかな よ うにWaxIは 単独免疫に よ り著明

な ツ反応陽転 を示 したが,Wax皿 お よびWaxNの 両

画分には著 明なア ジュパ ソ ト効果 のあるこ とが 知 られ

るo

2.ア ジュパ ソ ト作用の明 らか なWax皿 画 分 を 用

い,こ れ とTAPお よびBDB-TAPと の混合液 によ り

モルモ ッ トを免疫 し,ツ ・ア レルギ ーの発現状況を観察

した。 その成績は表4に 示 す通 りで ある。表 に示す よ う

に,PPDs(0.1mg)+Wax皿 免疫 モルモ ッ トでは 明 ら

かな ツ反応の陽転が認 め られ たのに 反 し,TAP(3mg)

+Wax皿 お よびBDB-TAP(3m9)+Wax皿 免疫群で

は全 くツ反応陽転 は起 こらなかつた。 す な わ ち,TAP

も更にTAPが 結 合 して よ り大 きな粒 子 とな つ て い る

BDB-TAPも ア ジュバ ン ト作 用の著明 なWax皿 と混合

してモルモ ッ トを免疫 して もツ ・ア レル ギーを発現 しえ

なかつた。

Table1.PreparationofWaxFractions

Acetone-driedhumantuberclebacilli,Aoyama

Bstrainextractionwithalcoholandether(1:1)

↓

Residue

↓

Extractionwithchloroform

↓

Chloroformsolublefraction

↓

FiltrationthroughSeitzfilterpad

↓

Chloroformwasevaporated

↓

Driedmaterial

↓

Dissolvedinether

↓

Precipitatedwithmetanol

↓

Purifiedwaxcomponents

↓

Twoextractionswithboilingacetone,eachtime

for4hours

↓

Acetoneinsolublematerial

↓

Acetylationfor24hrsat37。Cwithpyridingand

anhydrousacetycacid.Aftercoolingprocipita-

tionbytheadditionof5volumesofethanol

↓

Acetylatedwaxfractions

↓

Silicicacid-celite(1:1)columnchromatography

WaxIWax皿

ElutedwithElutedwith

BenzeneChloroform-

methanol

(95:5)

Wax皿

ノノ

〃

(9:1)

WaxN

〃

,,

(8:2)
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Table2.TuberculinReactionsElicitedbyTAP(25mcg)andPPDs(5mcg)inGuineaPigs

ImmunizedIntramuscularlywithVariousKindsofWaxFractionsAloneandwith
PPDsatthe4thand8thWeekafterImmunization(1)

Antigen
usedfor

immunization
(doge)

No.of

g中ea
Plgs

4thweek

WaxI

(3mg)

1

2

3

4

5

6

7

8

8thweek

24hours

TAP

Mean

7×8

18×14

11×9

14×14

15×14

15×15

15×12

20×19

PPDs

13.6

17×18

22×15

22×14

13×17

23×14

22×18

21×14

21×21

18.3

WaxI

(3mg)

十

PPDs

(0.1mg)

Wax皿

(3mg)

9

0

1

2

3

4

5

6

■
⊥

-
↓

-
⊥

-
↓

-
↓

-
⊥

-
⊥

Mean

7

8

9

0

1

2

3

4

1

1

1

2

2

2

2

2

17×16*1

14×13

18×18*

19×17

17×12

17×15

18×12

19×16

16.1

Mean

0

0

0

0

0

0

0

0

0

Wax皿

(3mg)

十

PPDs

(0.1mg)

5

6

7

8

9

0

1

2

2

2

2

2

2

3

3

3

Mean

10×10

5×5

0

10×10

0

0

0

0

3.1

27×26*

25×23*

16×16*

18×17

22×16

25×24*

21×20*

24×20*

21.3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

PPDs

(0.1mg)

3

4

5

6

7

8

9

0

3

3

3

3

3

3

3

4

Mean

13×12

0

0

14×10

0

0

0

0

3.1

0

12×12

0

0

0

0

0

0

1.5

0

11×11

0

0

0

0

0

0

1.4

48hours 24hours 48hours

TAP PPDs TAP

0

14×9

8×7

0

11×10

10×9

12×10

17×11

15×11

17×13

14×13

16×12

17×16

18×16

14×12

16×16

0

17×14

13×12

0

13×13

17×16

0

20×15

PPDs TAP PPDs

8.0

14×12*

11×10

16×12

13×13

11×10

11×10

11×10

13×11

11.8

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

14.8 9.6

24×20*

20×19*

17×13*

17×15*

19×18*

18×13*

20×16*

19×17*

17.8

0

0

0

0

0

0

0

0

0

7×7

0

0

0

0

0

0

0

0.9

17×16

15×14

15×11

18×14

16×15

20×16

16×14

17×15

15.6

0

0

0

0

0

0

0

0

0

14×14

14×13

0

15×12

0

0

15×13

0

6.7

0

9×9

0

0

0

0

0

0

1.1

0

8×7

0

0

0

0

0

0

0.9

13×13

15×15

0

0

14×14

0

0

0

5.3

19×14

16×15

15×15

0

12×11

20×17

17×13

15×14

11.9

7×6

6×6

11×10

14×13

15×13

14×12

0

4×4

8.1

12×12

14×13

13×12

12×12

13×12

17×16

0

12×12

11.3

23×19

25×19*

16×15*

21×19

16×14*

21×20

22×17

19×17

18.9

0

0

0

0

0

0

0

0

15×14

14×14

12×12

12×12

13×12

18×17

12×11

14×11

13.7

0

15×15

0

0

14×13

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

13×10

0

0

9×8

0

0

12×10

0

21×18

18×17*

14×13

16×15

17×16*

20×16

16×15

20×19

17.0

2.3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

3.9

0

0

0

0

15×14

0

0

0

1.3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

13×12

0

0

12×12

0

0

0

0

3.1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

*:Hemorrhageornecrosis

Numeralsindicatethesizeofinduration.

Tuberculinreactionswereobservedat24and48hoursafterinjectionofTAPandPPDs.
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Table3.TuberculinReactionsElicitedbyTAP(25mcg)andPPDs(5mcg)inGuineaPigs

ImmunizedIntramuscularlywithVariousKindsofWaxFractionsAloneandwith

PPDsatthe4thand8thWeekafterImmunization(2)

im舗 難 。nl轟nε五
(dose)Plgs

4thweek 8thweek

24hours 48hours 24hours

TAP PPDs TAP PPDs TAP PPDs

1

2

3

4

5

6

7

8

4

4

4

4

4

4

4

4

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

12×10

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

48hours

TAP PPDs

Wax皿

(3mg)

Mean 0 0 0 0 1.4 0

Wax皿

(3mg)

十

PPDs

(0.1mg)

9

0

1

2

3

4

5

6

4

5

5

5

5

5

5

5

Mean

15×14i

18×171

14×131
　

23×161

17×151

12×11

17×15

16>d51

1
15・51

21×20

24×23

12×11

20×15

27×22

22×21

18×17

16×16

19.1

Wax】V

(3mg)

7

8

9

0

1

2

3

4

5

5

5

6

6

6

6

6

0

0

0

0

0

7×6

0

0

0

0

0

0

0

5×5

0

0

12×10

13×10

10×9

8×9

10×9

7×7

12×10

12×9

10.0

Mean 1.6 1.4

0

0

0

0

0

0

0

0

0

18×17i16×15

17×16*121×16
　

8×713×13

9×717×15

19×14,14×12

14×10;17×12

14×1118×15

14×1416×14

13.1 15.8

20×18

22×19

15×14

15×13

16×15

20×13

19×17

17×16

16.7

0

0

0

0

0

0

0

0

0

12×10

0

0

0

0

0

14×14

11×9

4.6

0

0

0

0

0

0

15×14

0

3.3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

5

6

7

8

9

0

1

2

6

6

6

6

6

7

7

7

19×14

17×15

15×14

16×14

16×11

20×17

24×22

15×15

23×22

22×15

20×18

20×19*

20×20

20×20

20×18

20×19*

11×10

5×5i

19×111
1

11×11

8×7

12×11

15×12

11×10

16×15

14×13

10×8

12×12

11×11

13×11

14×13

14×13

12.6

Wax】!

(3mg)

十

PPDs

(0.1mg)

Mean 17.1 19.8 9.9

16×15

17×16

16×14

17×16*

16×15

16×15

17×15

16×14*

16.0

18×14

17×14

18×18

18×15

17×14

15×15

18×14

17×16

16.1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

17×161

15×13

17×16

16×15

19×16

21×18

20×20

18×17

17.1

13×13

14×12

14×13

14×13

16×14

13×10

18×15

14×14

13.8

0

0

0

0

0

0

0

0

0

20×18

17×16

12×11

10×9

15×14

16×14

16×16

16×13

14.6

0

0

0

0

0

0

0

0

0

15×12

14×13

15×14

15×12

17×16

17×15

18×17

15×14

14.9

零:HemOrrhageOrneCrOSiS

Numeralsindicatethesizeofinduration.

Tuberculinreactionswereobservedat24and48hoursafterinjectionofTAPandPPDs .

このTAPの ツ感作原性の ないこ とについてはすでに

著者 ら7)に よつて詳細に報告 してい るところであるので

ここでは省略す る。

3.考 察

結 核菌蛋 白が ツ感 作原性を発揮す るための条件 と して

蛋 白質以外の結核菌体成分 の存在が必要であ り,そ の主

役 は結 核菌WaxD画 分が演 じている ことについては一一

般 に 認 め られ て い る とこ ろ で あ る。

Ledererら3)4)お よび 田 中 ら5)6)に よれ ば 結 核 菌Wax

D画 分 の ア ジ ュバ ソ ト作 用 は結 核 菌 多 糖 体 と結 合 してペ

プチ ドを形 成 して い るalanine,glutamicacid ,meso一

αα!-diaminopimelicacidの 存 在 に よ る もの で あ る と

い う。

本 研 究 に お い て単 独 で は ツ感 作 原 性 を示 さ な か つ た 量
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Table4.TuberculinReactionsElicitedbyTAP(25mcg)andPPDs(5mcg)inGuineaPigs

ImmunizedIntramuscularlywithBDB-TAP(BisdiazobenzidineTAP),TAP,PPDs,

BDB-TAP十Wax皿,TAP十WaxIVandPPDs十Wax皿atthe

5thand7thWeekafterImmunization

Antigen
usedfor

immunization
(Dose)

BDB-TAP

(3mg)

No.ofl
guinea
Plgs

Observationperiods
afterimmunization

5thweek 7thweek

(TAPIPPDs25mcg)・(5mcg)1(,9k9,)
PPDs
(5mcg)

im艦翫n轟 諾
(Dose)Plgs

Observationperiods
afterimmunization

5thweek 7thweek

¶⊥

9
臼

り0

4

FD

TAP

(3mg)

TAP

(3mg)

十

Wax皿

(3mg)
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■
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9
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ハり

7
5
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ゾ
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-
⊥

-
⊥
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9
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(U

O

O

O

(U

O

(U

(U
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(U

O

O

O

O

0

0

(U

O

(U

0

5×5

0

0

0

6

0

×

0

0

0

6

0

5×5

0

0

0

(U

O

(U

(U

(U

0

(U

O

O

O

(2黙9)屠 識)
TAPPPDs

(25mcg)(5mcg)

0

0

(U

O

O

PPDs

(0.1mg)

0

(U

(U

O

(U

PPDs

(0.1mg)

十

Wax皿

(3mg)

ー
ム

n∠

O
J

4

に
り

9
臼

9
臼

9
白

り
臼

9
臼

0

(U

ハU

O

O

0

0

0

4×4

0

5×5

0

0

0

0

1

26

27

i28

129

130
0

0

0

0

(U

Wax皿

17×15

11×11

12×10

10×9

14×13

(3mg)

1310

324×4

1330

1341・1

350
〕

20×20

17×15

18×17

21×16

22×20

0

0

7×6

0

0

24×21

24×24

20×20

16×15

23×21

0

0

(U

O

(U

(U

(U

O

O

(U

28×26

30×25

24×22

23×20

26×25

0

5×5

0

0

0

Wax皿:H614一 皿 一2

Numeralsindicatethesizeofinduration.

Tuberculinreactionswereobservedat24hoursafterinjectionofTAPandPPDs.

(0・1m9)のPPDsがWax画 分 の存在 によつ て,ツ ・

ア レルギー産生能 を発揮 したの に 反 し,TAPま た は

BDB-TAPで は ツ感作原性 を示 しえなかつた こ とにつ い

て,次 の理 由が考え られ る。その一つはPPDsとTAP

とが化学的に異な る蛋 白質ではないか とい う こ と で あ

る。 この事実 は著者 ら8)9)がす で に 報告 しているよ うに

ツ反応性,赤 血球凝集お よび溶血反応の抗原性にお いて

PPDsとTAPと が異な る性状 を示す ことか らも予想 さ

れ るところであ る。その2は 結核菌蛋 白が ツ感作原性 を

発揮す るためには,こ れ らが結核菌体 内で他の菌体成分

と形作つている複合体 としての一定 の構造が必要で ある

のではなかろ うか とい うこ とで ある。 これ らの点につ い

ての解明については今後 さ らに研究 を行 な う考 え で あ

る。

本研究は,公 衆 衛生院動物実験 中央研 究室 山崎省二,

小山憲次朗 らとの共 同研究 に よ り実施 され た も の で あ

る 。
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4.結 核 空 洞 形 成 阻 止 と 脱 ア レ ル ギ ー

国立療養所刀根山病院 山 村 好 弘

4.PreventionofTuberculousCavityFormationbyDesensitization

withVariousMycobacterialComponents

YoshihiroYAMAMURA

結 核性 空洞が侵入 した結核菌 と宿主 に形 成された抗体

との間のア レルギ ー反応 の結果形成 され るこ とは,す で

に阪 大山村雄一教授お よび本院 の研究陣 に よつて実験的

に 明 らかにされてい る。 さてッベル クリンを頻 回に結核

感作動物 に注射す ると,ツ ベル ク リン反応が抑制 され,

いわ ゆる 脱感作が 成立す るこ とはKoch以 来述べ られ

て きた ところであ る。そ して山口 らは この方 法を利 用 し

て,家 兎に ツベル ク リンの頻 回注射 を行なつて,空 洞形

成が実験 的に阻止 され るこ とを認めた。 今回は この空洞

形成を結核 ア レル ギー反応 をあ らわす1つ のパ ラメー タ

ー として
,い かな る菌体成分が脱感 作にあず か るかを化

学 的に解析 し,同 時に空洞形成阻 止 とッベル ク リ ソ 反

応,血 中抗体 との関係に ついても考 察を加えたので ここ

に 報告す る。

1.各 種菌体成分 による脱感作(筋 注法)

1)空 洞形成に与 える効果

動 物 としては体重2～3kgの 家兎を用い,8～20匹 を

もつて1群 と した。そ してこれ らの家兎に牛型結核菌三

輪 株の生菌10mg(湿 量)ま たはBCG生 菌50mgを

生理 的食塩水(以 下生食水 と略 記)に 懸濁 して筋 肉内に

注射 して感作 を行 なつ た。そ して40日 後に ッベル ク リ

ソ反応(以 下 「ツ」反応 と略 記)が 陽 転す るのを確 認 し

て のちそれぞれの群につ いて次 の如 き菌体成 分を注射 し

て脱感 作を行 なつ た。 まず第1群 は結核菌 加熱培養濾 液

1～2mlを 毎 日筋肉内注射,第2群 は武谷 の法で調製 し

た ッベル ク リン蛋 白 πS3～5mg,第3群 は結核菌 より

抽 出 した ミコール酸10mg,第4群 は 山村 教授 よ り分与

され た結核 菌体 よ り抽 出され たッベル ク リンペプ タイ ド

で あるTAP(TuberculinActivePeptide)を それぞ

れ流 動 パラ フィソ(以 下流 パラ と略記)と 脱 水ラ ノ リン

(以下脱 ラ と略 記)混 液(3:1)に 溶解 して家 兎の筋 肉

内に1週1回 注射 した。 この場合培養濾液 を用 いた場 合

には 「ツ」反応 の陰 性化す るのは脱感作 を開始 してか ら

70日 を要す るが,第2～ 第4群 の方 法では30日 で 「ッ」

反応が陰性化す る。 そ こで この脱感作に よ り 「ツ」反応

が陰性化 したのを確 かめ て の ち 結核加熱死菌三輪株5

rngを0.1mlの 流 パラ ・脱 ラ混液に懸濁 して家兎 の両

側の肺内に注射 した。 そ して30～60日 後に屠殺剖見 し

た。なお脱感作処 置は家兎屠殺時 まで継続 した。 また同

様 の方法お よびス ヶジュール で感作,肺 注 を行なつた家

兎で脱感作操作 を行 なわ なかつた家兎を対照群 とした。

その結果は表1に 示す如 くである。 すなわ ち培養濾 液,

ツベル ク リン蛋 白 πS,お よび ツベル ク リン ・ペプ タイ

ド;TAPで 脱感作 した場合には空 洞形成の 阻 止 を認め

Table1.RateofCavityFormationintheLungs

ofRabbitsDesensitizedwithorwithout

VariousMycobacterialComponents

Expt1.No.

1

2

3

4

Substanceusedfor

desensitization

None

Culturefiltrate

None

πS

None

Mycolicacid

None

TAP

Sacrificedtime

30days 60days

2/5*

1/5

6/9

2/11

3/4

5/8

3/4

4/10

4/6

0/6

2/3

0/7

4/4

6/8

4/4

3/9

Mycobacterialcomponentswereinjectedintramuscular・

1yorsubcutaneously.

*Numerator
,numberofral)bitswhichproducedcavity

intheirlungs;denominator,numberofrabbitswhich

wereusedintheexperiment.
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るが,ミ コール酸 で脱 感作 した場合には対照 と差 を認 め

ず空洞形成阻止 作用は認め られなかつた。

2)「 ツ」反応に 及ぼす 影響

上記実験におけ るTAPで 脱感作を行なつた家兎 と対

照家兎 との 「ツ」反応 の平均 値の推移は図1に 示す如 く

である。す なわ ち結核 生菌 の注射 に よ り陽転 した 「ツ」

反応は脱感作に よつ て漸 次弱い反 応に転 じてい くが,結

核菌 の肺内注射に よつ て再 び漸次陽 性化す る傾向が認め

られ るが,対 照家兎に比べ て一般に 弱い反応 を示 してい

るよ うであ る。 なお πS,培 養濾 液で 脱感作 を行 なつた

家兎で も同様な傾向を認め たが,ミ コール酸 で脱感作 さ

れた家兎 と対照 家兎 との間には 「ッ」反応 の間に大 きな

差を認めなかつた。

3)血 中抗 体価に及ぼす影響

Seibertの 蛋白Aを 抗原 と して100mcg/mlを ×1液

として抗原希 釈に よ り家兎血清 との間に高層沈降反応を

行ない,沈 降線 の認め られ た抗原の最大希釈濃度を もつ

て抗体価 を表現 した。使用 した血 清はTAPで 脱感作 さ

れた家兎血清 と非脱感作対照家兎血 清であ る。 その結 果

は図2に 示す如 く脱感作群 と対照群 とでは血 中抗体価に

大 きな差 を認め なかつた。 なお培養濾液脱感 作群 お よび

ミコール酸脱感作群で も同 じよ うに対照群 と差 を認めな

かつた。 したがつて脱感作処 置では血 中抗体価 に全 く影

響を与 えない よ うに思われ る。

2.菌 体お よび菌体成分に よる脱 感作(静 注法)

1)結 核菌体の静注に よる脱感作

今までの実験成績か ら培養濾液,ツ ベル ク リン蛋 白お

よびペ プタイ ドでは脱感作が可能であ り,空 洞形成が阻

止され るので更に結核菌体で脱感作が可能か ど うかにつ

いて検討 した。 まず対照 群 は 結核加熱死菌20mgを 流

パラ ・脱ラ混液1mlに 懸濁 して1週 間隔にて2回 筋注

したのち30日 後に人型結核菌H37Rv株 の 加 熱死菌5

Fig.2.EffectsofDesensitizationwithTAP

onCirculatingAntibody

lh
』

量 ×80

三X40

三
%×20

ヨ
<×10

へ
く
↑

◎一一一一 ・QControlrabbits

+一 一 一+Rabbitsdesensitized

withTAP

24681012141618weeks

TuberculinProteinAwasusedasanantigenandthe

serawereobtainedfromtherabbitsdesensitizedwith

orwithoutTAP,andtheprecipitationreactionwas

observed.
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mgを 流パ ラ・脱 ラ混液0.1mZに 懸濁 して両側の肺内に

注射 し,30日 後に屠殺剖見 して空洞形成 の有 無を観 察 し

た。 実験群 と しては,同 様の感作,肺 注を行 なつ た家兎 に

感 作前15日 前 よ りH37Rv株 の加熱死菌3mgを 生食水

に懸濁 して1週 間に3回 の割合にて屠殺時 まで静脈 注射

を行 なつた。 さ らに別の対照群 として同様に結核菌 の感

作 ・肺 注を行なつた家 兎に結核 加熱死菌の代 りにStaphy-

lococcusaureus加 熱死菌5mgを 生食水に懸濁 して1

週間に3回 の割に て同様 のスケジ ュールで静脈 注射を行

なつた。その結果は表2に 示す如 く結核菌 の頻 回静注に

よる脱感作 を行なつた群では対照非静注群 に比べ て空洞

形成は抑制 されてい るが,Staphylococcusaureusの 静

注群では空洞形成の抑制は認め られ ない。 このよ うな結

果 か ら結核菌 体の静注で も脱感作に よる空洞形成阻止効

果 は認め られ,ま たStaphylococcusの 静注ではその効

果 は認 め られ ない ことか らあ る程 度の抗原特異性のあ る

こ とが考 え られ る。 なお結核菌 の静注に よ り空洞形成が

Table2.EffectsofRepeatedIntravenousInjections

ofBacterialCellsonTuberculous

CavityFormationinRabbits

Bacteriainjected
Lesionsinthelungs

1Cavern・u・INecr・ti・1(論 鶴 曾

None

Heat-killed

tuberclebacilli

Heat-killed

staphylococcus

aureUS

○○○○○
○○○

○○○

○○○○○
○○

○○

○○○○

○○○○○

Fig.3.PreparationofTAPbyYamamura'sMethod

Aceton-driedheat-killedtuberclebacilli

IE
xtractedwithO.1NHCIat37。Cfor72hrs.

1T
hroughSeitzfilter

lN
eutralizedwith5NNaOHandkeptfor2hrs.

atroomtemperature

I

lIP

pt.Sup.

I
Addedequalvolumeofpicricacidand

keptovernight

_ll

lS
up.Ppt.

I
Dissolvedindistilled、vaterandadded

10volumesofaceton

IIS
up. Ppt.

lD
ialyzedagainstdistilledwater

Non-dialysableTAP
lTAP
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Fig.4.PreparationofAnaphylacticShock

Substance(Polysaccharide)

Culturefiltrateofhumantuberclebacilli,
strainAoyamaB

I
Addedequalvolumeof20%TCAandcentrifuged

I
lI

Ppt. Sup.
i

Dialyzed
IAdd

edequalvolumeofalcohol
andcentrifuged

i

し

ー

D
▲

P
i

Sup.

I

Dialyzedandlyophilized

I

4sI

ChromatographedonDowex50

lEl
utedfractionbydistilledwater

lR
echromatographedonDEAE-cellulose

l

Il
AαAβ

AS:Shocksubstance

阻 止された家兎の肺は一般に肥大 し,強 い繁殖性 の炎症

が認め られた。なお結核菌体 の頻 回の筋 肉内注射 に よる

脱感作 を試みたが この場合には 多少 の空洞形成阻 止効果

を認め るが,静 注法に比べ て遙 かに その阻 止効果 は弱か

つた。

2)菌 体成分 の静 注に よる脱感作

以上 の実験か ら静 注に よる脱感 作方法が効果的であ る

ので,他 の菌体成分 について も静注に よる脱 感作効果に

ついて検討 した。 まず 対照 群 は 結核加熱死菌5mgを

0.1mlの 流パ ラ ・脱 ラ混液に懸濁 して両側の肺 内 に 注

射 し4週 後に屠殺 剖見 した。 実験 群は結核 菌の肺 注2週

前 よ り屠殺時 までNon-dialysableTAP,TAP,蛋 白C,

アナフ ィラキシー物 質(多 糖体)を おのおの2mgず っ

生食水に溶解 して1週2回 の 割 に て 静 注 し た。Non-

dialysableTAP,TAPの 抽 出法は 図3に 示す 如 くで,

Non-dialysableTAPはTAPよ りもやや分子量 の 高

いペ フタイ ドであ る と考 え られ る。 アナ フィラキ シー物

質の抽出 法は図4に 示す如 くであ り,こ の物質は結核感

作モルモ ッ トに注射す る とアナ フィラキシーを起 こさせ

るが,家 兎には アナフ ィラキシーを起 こさせない。 この

物質をDowex50,DEAEセ ル ローズ,ヵ ラム クnマ ト

グ ラフィーで精製す ると2つ の物質 に分け られ,ア ラ ピ

ノー スを主成分 とす る多糖体 である と考 え られ る。 その

結 果は 表3に 示 さ れ る 如 くNon-dialysableTAP,

TAPが 最 も効 果的に空洞形成を阻止 し,「 ツ」反応 を抑

制す る。 また蛋白Cで もあ る程度の抑制効果が認 め られ

るが,多 糖 体の静法では空洞形成や 「ツ」反応の抑制効
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Table3.EffectsofRepeatedIntravenous

AdministrationofVariousMycobacterial

ComponentsonCavityFormation

Substance
injected

None

None-

dialysable

TAP

TAP

ProteinC

Anaphylactic
substance
(Poly-
saccharide)

Lesionsinthelungs

Cavityor
necrOSIS

○○○○○
○○○○○

○○○

○○○○○
○○○○○

Granuloma-
touslesion

○○○○○
○○

○○○○○
○○

○○○○○
○

Tuberculin

reaction

一粁卦卦朴

一 一 一 土

一 一 一 十

一++十 ト什

一:0～5mm±:6～10mm十:11～15mm

什=morethan16mm

Table4.EffectsofIntravenousAdministration

ofMycobacterialComponentsonAllergic

ReactionsinCavity-formedLungs

Substance
injected

1mgof
heat-killed

BCG

Deathtime

afterlst

intravenOUS

i】njection

16hrs.

18hrs.

23hrs.

4days

4mgof
ProteinC

4mgof

TAP

12hrs.

14hrs.

14hrs.

Norabbit

died.

Histologicalfindings
inlungs

Hype-
remic

十

十

十

十

Exu・IProlife・

dativelrat三ve

什

帯

什

+

十

十

十

土

土

Mycobacterialcomponentsweresuspendedordissolved

insalineandinjectedintravenouslyintotherabbits

whichhadpreviouslyreceived8mgofheat-killedBCG

intothelungsonemonthbefore.

果は認 め られ なかつた。 したが つて多糖体では脱感作効

果は ない よ うに思われ る。

3)菌 体成 分静注 とア レル ギー反 応

以上 の実験 か ら,結 核菌体,ツ ベル ク リン蛋白お よび

ペ プ タイ ドに脱感作効果が認 め られ るので,こ れ らの菌

体成分 の注射 とア レルギ ー との関係について検討 した。

す なわ ち8mgの 結核 加熱死菌 を0.1mlの 流パ ラ ・脱

ラ混液に 懸濁 して家兎の両側 の肺 内に注射 し,30日 後に

病巣が形成 され てか ら,BCG加 熱死菌1mgま た は 蛋

白C4mgま たはTAP4mgを 生食水に懸濁 また は 溶

解 して2日 間隔 にて静注 した。 その結 果は表4に 示 され

る如 く,加 熱死菌,蛋 白Cを 静 注 した家 兎ばす べ て12

時間か ら4日 以 内に死 亡 し,肺 には強 い充血 と滲出性炎

症を認めた。 これに対 してTAPを 静注 した群 では死亡
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Table5.EffectsofDesensitizationbyVarious

MycobacterialComponentsonCavity

Formation,TuberculinReaction,

CirculatingAntibodyandOther

AllergicReactions

Substanceinjected
Cavity

forma・

tion

Tuber・

CU】in

reaction

Circula・
ting

antibody

Allergic
reaction

Bacterialcells

Culturefiltrate

ProteinC

Tuberculin

activepeptide

Mycolicacid

1
-
1
↓
▼

l
l
l
壱
▼

1
ー
ー
↓
▼

l
l
l
↓
▼

↓

↓

↓

I11壱▼

⇔

⇔

⇔

⇔

一・← 一→〉 〈 一 今〉 く 一 →炉

Polysaccharide

(Anaphylacticく → 一 く→-

substance)

十

十

十

(一)in
rabbits

例は皆 無で,上 記の よ うな炎 症は認め られなかつた。 こ

の よ うな結果か ら結核菌体,蛋 白Cで は強 いア レルギー

反応が認 め られ るが,ペ プ タイ ドでは全 くア レルギー反

応は認め られ ない よ うに思わ れる。

学 的に分類 し て,空 洞形成,「 ツ」反応,血 中抗体,ア

レルギー反応に及ぼす効果を表示す ると表5の 如 くであ

る。 すなわち空洞形成,「 ッ」反応は結核菌体,培 養 濾

液,ツ ベル ク リン蛋白お よびペ プタイ ドの頻回注射に よ

つて抑制 され るが,ミ コール酸 多糖体の注射に よつて

ば影響を受けない。そ して空洞形成 と 「ッ」反応の強 さ

はほぼ平行す るよ うに思われ る。 これに対 し血中抗体は

脱感作処置に よつて全 く影響 されない。 したがつて脚 惑

作にあずか る物質は蛋白 またはペ ブタイ ドであ ると考え

られ る。 この場合,蛋 白を用いた場合にはかな り強いア

レルギ ー反応が現われ るが,ペ プタイ ドを用いた場 合に

は ア レルギ ー反応が全 く現われなかつた。 したがつて脱

感作処置に よつて空洞形成の阻止を行な う場合には,ツ

ベル ク リン蛋白 よ りもペ フタイ ドを用い ることが副作用

が少な く効果的であ ると思われ る。

本研究にあた りご指導 とサ ンプルの分与をいただいた

山村雄一教授お よび ご協力 を賜わつた山 口寿刀根山病 院

長に深謝す る。

(協同研究者:小 川弥栄,仁 士賢一,山 縣英彦,遠 藤

一 男,山 口正民)

3.総 括

今までの結果から脱感作処置にあずかる菌体性分を化

5.ツ ベ ル ク リ ン ア レ ル ギ ー のtransfer

京都大学結核胸部疾患研究所 大 島 駿 作

5.PassiveTransferofTuberculinHypersensitivity

ShunsakuOSHIMA

ツベル ク リソ ・ア レルギ ーのpassivetransferに つ

いては、Chase以 来多数 の研究 報告が あ り,感 作動物の

リソパ節細胞,脾 細胞あ るいは腹腔滲出細胞を正常動物

に注射す ることに よ りッペル ク リソ感受性を伝達 しうる

こ とは周知 の事実であ る。ただ し,そ の実験条件 として

は生細胞 を用い ることが必須の条件 とされ,破 壊 した細

胞 材料や抽 出液 をもつてす る伝達は不可能 であ ると信 じ

られ ていた。

1955年Lawrencei)は ヒ トの 末梢血 白血球破砕液 を

用いて初めて 「ツ」 ア レル ギ ー のpassivetransferに

成 功 した と報 告 し,そ の活性 因子 を"TransferFactor"

と命名 した。 このtransferfactor(T.F.)に つ いては

その後Baramら2)に よる詳細 な研究が行 なわれ,そ の

結果2種 類の活性因子が存在す ると報告 した。す なわち

adenine,guanine,cytosineを 含 む がuracilを 含 まな

いpolynucleotideと,他 の 一 つ は γGを 含 むglobulin

お よびRNAに 由来 す る と推 定 され るriboseを 含 む 画

分 であ る。 した が つ て 「ツ」ア レル ギ ー のpassivetrans-

ferは ヒ トに 関 す る限 り,細 胞 抽 出液 の一 定 分 画 を用 い

て も 可能 で あ る と見 な され るに 至 つ た。

一 方 動 物 につ い ては ,破 壊 した細 胞 材 料 中 よ り 「ッ」

ア レル ギ ー のtransferfactorを 証 明 した とい う信頼 で

き る 報 告 は な か つ た。1964年 我 々はBCG死 菌 に よ り

感 作 お よびchallenge(死 菌 静 注)を 行 な つ た ウサ ギ

(以 下"VCウ サ ギ"と 呼 ぶ)の 肺 胞 滲 出 細胞 抽 出 液 よ

り 「ツ」 ア レル ギ ーを 伝 達 し うる活 性 分 画 の 分 離 に 成 功

してJ.Immunology誌 上3)に 報 告 した。 す な わ ち 細胞

を 冷 凍 融 解 操 作 に よ り破 壊 して 作 製 した 抽 出 液 を セ ロ フ
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Table1・SummaryofPassiveTransferExperiments

withAlveolarMacrophagesorThoseFractions

ObtainedfromRabbitsSensitizedand

ChallengedwithHeat-killedBCG

1・Livingcells(十)

2.Disruptedcells(Freezing&thawing)(一)

3.Cellularextract(Supernatantaftercen-

trifugation20,000g,90min.)(一)

Dialysisthroughcellophanemembrane

againstdistilledwater(24hrs.,4。C)

{認 騰 響1::臨;1;
4.RNAfractionofcellularextract

(Kirby'smethod)(一)

5.Fractionsofcellularextracto『btainedby

zoneelectrophoresis

α一globulin(十)

β一910bulin(一)

γ一910bulin(一)

6.``FC3"ofcellularextractobtainedl)y

sephadexG200gelfiltration(十)

　PC1"ofFC30btainedb
ysephadexG

25gelfiltration(十)

TransferfactorMolecularweight15,000～70,000

SedimentationcoeMcient3.2S

U.V.absorptionmaximumat280mμ

アン膜 を用いて蒸留水 中で24時 間透析 した後,そ の透

析 内液に よる伝達実験を行 なつた。実験方法はすべて材

料 を実験物物の静脈内あ るいは腹腔内に注射す るいわゆ

るsystemlcpasslvetransfereこ よつた。その結果透析

内液投与群 では注射後3日 目に明瞭に 「ツ」 感受性を認

めたが,透 析 しない同細胞抽出液投与群では反応はすべ

て陰性 の結果 を得 た。 更に この透 析内液に再び外液 を添

加 した材料を投与 した動 物では 「ツ」 感受性をほ とん ど

証明 しえなかつた。 この実験成績 よ り我 々は細胞抽 出液

中にはT.F.と 共 にその活 性 阻害因子"inhibitor"が

存在 し,透 析に よつ てinhibitorが 除去 されたた め透析

内液中のT・F・ の活性 が顕 われた もの と考え て い る。

したがつて,従 来多 くの研究報告に見 られ るよ うに細胞

抽 出液それ 自身に よるpassivetransferが すべて 不 成

功 に終 つた理由 と しては,こ のinhibitorの 存在を挙げ

なければ な らない。

細胞 中のT・F・ につ いては殿粉 カラムに よ る 分域電

気泳動やSephadexG-200お よびG-25に よる ゲル濾

過に よる分画実験 を行なつた結果,表1に 総括 した よ う

な成績を 得た。 すなわちT・F・ の本体 は低分 子 の 蛋 白

と推定 され る。

一方VCウ サギの血清 中か らも細胞抽 出液 中のT .F.

と同一 と思われ る活性 因子 を分離 しえた。す なわ ち血清
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Table2.SummaryofPassiveTransfer

ExperimentswithSerumorSerum-

fractionsofRabbits

VC:Rabbitssensitizedandchallengedwithheat-killed

BCG

V:Rabbitssensitizedwithheat-killedBCG
N:Normalrabbits

1.

Treatment

Serum

Dialysis

Inner

fluid

Supernatant

Percipitate

Outerf【uid

N V VC

十

Contro1(beforedialysis)

2.FractionsofVCserum

a.Fractionsobtainedbyzoneelectrophoresis

Albumin(一)

α一910bulin(十)

β一910bulin(一)

γ一910bulin(一)

b.FractionsobtainedbysephadexG200

gelfiltration

FS1(mainly19Smacroglobulin)(十)?

FS4(Molecularweightlessthan

70,000)(十)

c.FractionsobtainedbysephadexG25

gelfiltration

FS4∫P1懸'a「weightmo「etha?+)ヒ
P2(Molecularweightlessthan

10,000)(一)

ThetransferfactorfoundinVCrabbit-serum

(FS4.P1)andVCrabbit-alveolar-macrophage-
extract(FC3.P1)seemstobethesame.

を細胞抽出液の場合 と同様,殿 粉 カラムに よる分域電気

泳動あ るいはSephadexG-200お よびG-25を 用いた

ゲル濾過に よ り分画 した結果,細 胞抽 出液の場合 と同一

の分画(FS4-P1)にT.F.と しての活性を証明 した。

この実験成績を表2に 総括 した。表 中に見 られる ように

このT・F・ はVCウ サギ血清中にのみ証 明され,正 常

ウサギ(以 後Nウ サギ と呼ぶ)や 感 作 の み 行 な つ て

challengeを 行 なわ ないウサギ(以 後Vウ サギ と呼ぶ)の

血清 中に は証 明され なかつた ことよ り,お そ らく細胞 由

来 のT・F・ がchallengeと い う特殊 な処置に よつて一

時流血 中に放 出され た もの と考 え ら れ る。Kochan&

Bende14)の モルモ ッ トにおけ る実験 でOTな い しOT

で感作 した ヒツジ赤血球 を感作動物の静脈内に注射す る

か,あ るいはinvitroで 感作細胞をOTで 処理す ると

感作細胞 中のT.F.が 細胞か ら遊離す る とい う報 告 は

challengeに よ り細胞か ら血液 中へT.F.が 放 出 さ れ

る とい う我 々の考え方を支持す る もの と して興味深 い。

また血清中には細胞抽 出液 の場合に認め られ なかつた
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Table3.ResultsofPassiveTransferofTuberculinHypersensitivitywithDialyzedHumanSerum

Donor:TuberculinpositivedonorswereinjectedintracutaneouslywithO.1mlof1:1000T.

Twodaysaftertheinjectionserumofthedonorswascollectedanddialysedthroughcellophane

membraneagainstdistilledwaterfor2411rs.(4℃)

Transfer:IntracutaneousinjectionofO.5mlofthemateria1.

Recipient

(age,sex)

Tuberculinreaction(Diameter(mm)ofinduration
48hrsafterPPDinj.)

Donor(age,sex)

♀ 6

Dayoftestafterinjection Judge

0 1

♀42

0×0

3 7 21

0×0 0×0 0×Oi 0×0

♀14
十

32×25

838 6

十

12×12 31×22

十

14×13

十

28×20 26×17
十

8
0×0 16×15 17×15

十

18×17
十

Tuber-

culin

posltlve

346

1
614

1

十

15×15

十

13×13

十

18×14

十

12×12

十

13×12
十

δ14

～
±

6×6

1 十

11×111

十

11×11

648 ♀15
0×0

δ 9
0×0

0×0

0×0

0×0

0×0

朴1升
22×2221×21

十

324

0×0 0×0

0×0 0×0

1

♀10
0×0

Tuber-

culin

コ
negative

61

33

δ 6

a 5

0×0

0×0

0×0

♀4

0×0

0×0

し

♀ 4 i

」
0×0 0×0

0×0

0×0

0×0

一

.

*_

0×0

0×0 0×0

0×0

0×0

土

0×0

0×0

*_

0×0 0×0

ホTuberculinreactionon10thday .

Table4. MaterialandProcedureonExperimentsof"Inhibitor"

Experimentalmaterial:

1.Extractsofalveolarmacrophagesfromrabbitssensitizedandchallengedwithheat-killedBCG

2.Serumfromrabbitssensitizedandchallengedwithheat-killedBCG・ ・

3.Serumfromnormalrabbits

4.Serumfromnormalgoats

Startingmaterial

Dialysisthroughcellophanemembraneagainstdistilledwater

ofthesamevolumewiththematerialfor16hrs.(4℃)

l
Innerfluid

Dialysisagainstdistilledwaterof10times

8hrs.(4⊂C)

Centrifugation(20,000G,90min.,0。C)

1
0uternuidロ

volumefor:Lyophilization

``Outerfluidfraction"

IIS
upernatantSediment

・`Water-solublefraction""Water-insolublefraction"

Testmaterialwasmixedwithanactivefractioncontaining"transferfactor"andkeptinarefri・

geratorfor24hours.Thematerialwasintravenouslyinjectedtonormalrabbits.Tuberculinskin

testswereperformedwith1:100T.
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Table5.FractionationofSerumProteinUsingAmmoniumSulfate

Rabbitserum

Addedwithhalfvolumeofsaturated(NH4)2SO4solution(33%finalsaturation)

Centrifugation(10,000r.p.m.,30min.,0。C)

t

Sediment

Rinsed3timeswith33%satu-

rated(NHギ2SO4solution

Dissolvedinsaline(1/30riginal

volume)

Dialyzedthroughcellophane

membraneagainstsaline

FractionA

Supernatant

Added1/3volumeofsaturated(NHO2SO4so1u-

tion(50%finalsaturation)

Centrifugation(10,000r.p.m.30min.,0℃?

Sediment

Rinsed3timeswith50%satu-

lrated(NH4)2SO4solution

Dissolvedinsaline(1/30riginall

vOlume)

・Dialyzedthroughcellophane

、membraneagainstsaline
　

FractionB

Supernatant

Dialvzed
Ithrough

cellophane
A

membrane

lagalnst

lsaline
ト

FractionC

Table6. PassiveTransferofTuberculinHypersensitivity

withFractionsofVCRabbitSerum

Fractionof

＼℃serum

一一一

Tubercullnreaction丸Diameter

lmmlofrednessat24hrs.,

1:100T)

Judge
Dayoftestafterinjection

0 1 3 7

A

18/15

±

一 『 24<21

十
±

二
一 一 18<18

十
『

一 一 一 一 一

B

Immediate
type

一 18×14

十

25・:19

十
十

Immediate
type

一 15140

十

10×9

十
十

19×18

十

18x15

十

22×20

十

19×17

十
十

C

一 『 一 22.<20

十
一

一 一 『 一 一

'一 曹 一 一 23×17

十

一

Control

(S・ ・rum)

1

Antibodvtiter

(Middlebrook-Dubos
haemagglutination)

5120 十

Electrophoretic
pattern

(Celluloseacetate
electrophoresis)

1280

80

10240

十

0

0

+A
.-A

十

0

別 の 因 アがFS1分 画 す な わ ち19Smacroglobulin分

画 中 に 証 明 され た。 しか し本 分 画 は 未 だ 精 製 不 十 分で あ

つ て,多 量 の"conventionalantibody"の 混 在 を 認 め,

か つ この 分 画 を 注 射 した動 物 の 反 応 が典 型 的 な遅 延 型 で

な く即 時 型 の 混 在 が 疑 わ しい た め,そ の 本 体 に つ い て は

更 二{1尉 を 必 要 とす る。

更 に 我 々は ヒ トに お い て も 「ツ」 ア レル ギ ー のT・F・

の検索を 行なつ た,す なわち 「ツ」 陽性者を更にOT皮

内注射す ることに よ り血 清透 析内液にT.F.と して の活

性を証 明 しえた。表3は この実験成績 を示 した ものであ

るが,こ の場ri動 物実験 と異な る点はrecipientが 長期

間(最 長51週 間)に 亘 つて 「ツ」感受性を獲 得す る こ
ゆ

と で あ り,こ の点 で は 先 にLawrencei'5)が 報 告 した 成

績 と同 様 で あつ た。
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Table7. InhibitoryEffectsofVariousFractionsofCellularExtractsof

SerumagainstTransferFactorActivity

Materia】

FractionBof

VCrabbit

serum

(30ml)

Dialyzedalveolar

macrophage

extractofVC

rabbit(5ml)

``Outerfluidfraction"of

VCrabbitserum

"Water -insolublefraction"

ofVCrabbitserum

(Sediment)

``Outerfluidfraction"

(VCserum)十
``「Wアater -insolublefraction"

(VCserum)

``Outerfluidfraction"of

VCrabbitmacrophage
extract(5ml)

Tuberculinreaction(Diametermmof
rednessat24hrs.,1:100T)

Dayoftestafterinjection Judge

0 1 3 7

Immediate

type

Immediate

type

19×18

十

30×22
十

Immediate

type

18×15

十

1

``Outerfluidfraction"of

VCrabbitmacrophage
extract(10ml)

Immediate

type

20×20

十

18×16

土

14×22
±

20×20

土

15×13

土

15×13

十

20×20

十

19×12

土

19×15

土

23×22
土

25×25

十

18×14

十

15×10

十

22×20

十

125×19
1十
1

10×9

十

119×17

[+

土

十

土

±

土

十

十

十

Immediate

type

17×17

十

23×20

十

28×24

十
十

十

以上の実験 成績 よ り我 々は従来不可能であ るかの如 く

考え られ ていた細胞抽 出液あるいは血 清材料に よる動物

の 「ツ」 ア レルギーのPassivetransferに 成 功 し,そ

のT.F.に ついて ある程度 まで性質 を明 らか に しえた。

一方透析 によつ て除去 され るinhibitorに ついては次の

よ うな実験 を行なつた。

すなわ ち実験方法 としては表4の 如 く,試 験 材 料 を

T.F,活 性分画 と混合 してrecipientで ある正常 動物に

静脈注射 した。注射後前述 のtransfer実 験 と同 じ方法

でrecipientの 「ツ」反応 を経時 的にテ ス トし,注 射

直後,1日 目お よび3日 目の反応 がすぺ て陰性 の場合,

混合 した材料にInhibitorと しての活性 がある と判定 し

た。

実験動物 と しては ウサ ギを用 いた。実験成績 の確 実を

期す るため,T.F.活 性 分画 と してはVCウ サギの肺胞

滲 出細胞抽 出液透析 内液 の他 に血 清硫安 分画B(1/3飽

和硫安液中で可溶性 で1/2飽 和液 中で沈殿す る分画……

表5)を 用いて両者 の実験成績 を比較 検討 した。 この血

清硫安 分画Bは 表6に 見 られ る よ うに著明なT.F.活 性

を有 し,か つconventionalantibodyの 大部 分 を 含 む

多量 の來雑物が除去 され ている ことが電気泳動や抗体価

測定 の実験成績か ら明 らかである。 本分画を更に蒸留水

中 で透析 した後,そ の透 析内液 をT.F.活 性分画 として

実験に使用 した。.

細胞抽 出液 あるいは血清 をセ ロファン膜 を用いて蒸留

水中で透析す ると表4の 如 く ① 透 析内液水可溶性分画

(上清),② 同水不溶性 分画(沈 殿),③ 透 析 外液分画

の3分 画を得 る。 この うち ② お よび ③ の両者に ついて

T.F.活 性阻 害作用を試験 した。その実験成績 は表7の

如 く,透 析外液分画に著 明な阻害作用 を認めたに も拘 ら

ず沈殿分画にはほ とん ど阻害作用を認め なか つた。 この

血清あ るいは細胞抽出液の透析 外 液 中 のinhibitorは

VCウ サギのみな らず,Nウ サ ギ血清や ヒ ツジ血清 の透

析外液について も認め られた ことよ り本因子 は免 皮学的

特異性を有 しない もの と思われ る。

更に このinhibitorの 性 質を明 らかにす るため,Nウ
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Table8.

280mμ

OD

2.0

"O
uterfluidfraction"

ofalveolarmacrophage

extractofVCrabbit1
.0(P

ackedcellvolume

18m')

0

2.0

"O uterfluidfraction"
ofVCrabbitserum1.0
(300m')

SephadexG25

columesize4×11㎝

phosphatebufferedsaline

Lysozyrne,MSH,Tyrosine

15,0002,097181
o一

6

一

P1 P2

直畠

110i
1.

20
1

30 Tu30TubeNo.

OD
0 口

0 日

P1 P2

0 o 　 ρ

10 120
■. 1

30
▼

Tub
, 1

OD2
.0

"Outerfluidfraction"
ofNrabbitserum1.0
(169ml)

0

PIP2

TubeNo.

蝦 嘲殉 ・

、

10 20 30TubeNo.

一

Tuberculinreaction(Diameter
・
F

mmofrednessat24
Transfer

Inhibitor hゴ81100T)

factor Dayoftestafterinjection
Judge

0 1 3一 7

卿 24×20 14×12 一 十
十 十

Subfractionof
P1

一 20×19 一 十
"outer価dfractioバ 士

9

一=

ofVClrabbitserum 一 一 『 一 軸

響 P2
一 一 二 20×21 鴨

一一 一 十 一一
9

FractionB

ofVCrabbit
serum Subfractionof

"

P1

一

一

17×14

±

一

i7×16

十

17×20
十

17×15
±

一

十

十
・

(30m') outerfbidfractioバ
輯

亀

10x10 一 層 十

ofNrabbitserum
P2

±
『

一 10×10
十一 一

『 幽 土

一 一 21×20 18×15 十
Control 十 ±

一 12×12
十

11×9

±

10×9
±

十
,

Dialyzed Subfractionof P1 died

alveolar 」
outerfluidfractioバ 曾

macrophage ofVCrabbit
一 一 一 『 閏

extractof

VCrabbit
macrophageextract P2

i3×i1
(5m')

一 幽 一

十
一

一,

一 一 16×15 一 十
■甲6直

Control
廟 11×10

±

十

1444
十

鞠 十
.

サ ギ血清,VCウ サギ血清お よび肺胞滲 出細胞抽 出液 の

それぞれ の透 析外液についてSephadexG-25ヵ ラムに

よるゲル濾過 を行なつて分画 し,各 分 画 中 のinhibitor

に ついて試験 した。 表8は その実験成績 を示 した もので

あるが,各 材 料についてそれ ぞれP1お よびP2と 呼ぶ

2分 画を得た。 これ ら各分画に よるT・F・ 活性阻害作用

は表の如 く,3種 類の実験材料 のす ぺてにおいて比較 的

分子量の小 さい分画P2に 著 明な阻害 作用を認めた。 こ

の阻害作用は100。C30分 の加熱に安定 であ り,か つ本因

子の分子量 が極 めて小 さい ことよ りその本体 と して簡単

な化学構造を有す る塩 類を想像 させ るのであ るが,本 因

子が免疫学的特 異性 を有 していない こととあ わ せ 考 え

て,こ の因子のみが いわ ゆるinhibitorの すべて とは考

えがた く1inhibitQrの 全貌を明 らかにす るため に は 更

に研究が必要 である。

以上我 々が行なつた 「ツ」 プ レルギーのT・F・ お よび

inhibitorに 関す る実験成績について記 述 したが,最 近

Dunn&Patnode6)は 結核感 作モルモ ッ トの肺胞滲出細

胞 腹腔滲 出細胞 脾 細胞 お よび末梢血白血球 よ り細胞

抽出液を作製 し,我 々と類似の方法 でSephadexゲ ル

濾過に よ り分画 して,「 ツ」 ア レル ギーのT・F・ と して

2種 類 の活性 因子すなわち分子量50・000以 下の蛋 白様

因子 と分子量10,000以 下のRNA様 因子を証明 した と報

告 してい る。

ま たRothman&Lid6n7)は モ ル モ ッ トを 用 い て

DNCB接 触 ア レル ギーお よび 「ツ」 ア レルギーのT.F.

について実験 を行 ない,感 作 モル モ ッ トの血 清 より分離

したIgAの 投与に よ りDNCB接 触 ア レル ギー にお い

ては6匹 中6匹,「 ツ」 ア レルギ ー に お いては6匹 中3

匹のtransferに 成功 した。

この よ うな実験報 告は,「ッ」ア レル ギ・一におけるT.F.

の本体に ついては蛋白あ るいは核酸 とい う点で必ず しも

一・致 していないけれ ども
,い ずれ も感 作動物の細胞抽出

液 あるいは血 清 よ り活性因子を分離 し,か な りの程度 ま

で これを精製 しえた とい う点で我 々の実験成績 と軌を一

にす る ものであ る。T.F.の 化学構造 を決定で きる可能

性 が現実 の もの となつて きた現在,こ の方向か らの アプ

ローチが遅 延型反応機構の解 明に重 要な鍵を提供す るこ

とを期待 している。
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特 別 発 言

ツ ベ ル ク リ ン ア レ ル ギ ー の 受 身 伝 達 の 研 究

大阪大学微生物病研究所 堀 三 津 夫

StudiesonthePassiveTrallsferofTuberculinAllergy

MitsuoHORI

Chaseに よる ツ ・ア レルギ ーの受身伝達の成功は,遅

延型ア レルギ ーの機作の研究に一つ の有 力な手段 を もた

らしたので我 々もまた以下の よ うな観点か らツ ・ア レル

ギーの機作の研究を行 なつ てきた。

その第1は,ツ ・ア レル ギーの受 身伝達 には感 作動物

の生細胞を用いな くては な らないか,も しそ うだ とす る

な らばその理 由は如何,で あ り,そ の第2は 感 作動物 の

死細胞を用いて もッ ・ア レル ギーの受 身伝達 が可能 なの

ではないか,も しそ うだ とすれば この伝達 に関与す る因

子を細胞か ら取 り出 しえないか,ま た このよ うな因子 は

抗体様物質であ ろ うか,そ れ ともLawrenceの い わゆ

るtransferfactorの よ うな ものであろ うか,の 問題 で

ある。

過去数年来の我 々の研究は もつぱ ら第2の 問題に集約

されてきたが,結 論的にいつて,陽 性の成績は得 られ て

いない。今 日まで得 られた成績の主要な ものを要約す る

と以下 の様であ る。

1)細 胞を殺す方法あ るいは破砕す る方 法 としては,

凍結乾燥 あるいは音波に よる方法が優れ ている ようであ

り,比 較的 しば しば陽性 の結果が 得 られ たが,冷 アセ ト

ソ処理,凍 結融解 あるいは単 なる蒸 留水処理 な どでは,

陽性の成績 はほ とん ど得 られ なか つた。

2)死 細胞 あるいは破砕細胞 な どで ッ ・ア レルギーの

受身伝達 を検す る実験手技 と して,Prausnitz-KUstner

(P・K・)法を利用す るこ とは,資 料 が少量 で済む こと,ま

た比較 的高率に陽性成績が得 られ る ことか ら,有 用な方

法 と思われ るが,こ の方 法がこの種 の研 究に果 た して適

切な方法であるか否か は現在 なお明 らか でな く,現 段 階

ではあ くまで資料 が受身伝達能を もつ可能性をscreen-

ingす る方法に止 めるべきであ り,ま たP.K.反 応 の場

合には非感作動物 の細胞を 用いて もあるい は ツ の 代 り

にブイ ヨンを用いても,弱 いなが らも陽性 反応 が得 られ

ることがあるので,こ の点 は常 に留意されね ば な ら な

い0

3)我 々の実験では感作動物 の血清を用 いての ッ ・ア

レルギ ーの受身伝達は不成功に終わつてい る。

考 察

ツベル ク リシ ・ア レルギ ー のpassivetransferの 動

物実験 に際 しては,常 に少な くとも以下の ような諸事項il

が考 慮され なければ な らない。

1)能 動感作 を否定 し うるか

市販 の実験 用小 動物には ごく微弱な ツベル ク リン(ツ)

反応 陽性を示す動物が含 まれ てお り,ま た 旧 ツ,PPD

な どは弱いなが らも動物に対 して ッ ・ア レルギ ー感作能

を もつてお り,recipientの 動物にtransfer材 料を投与

す る前後には必ず ッ反応を実施 しなければな らないが,

この ことに よつて動物をactiveに 感 作す ることがない

か,更 にはまたtransfer材 料に は微量 である として も

抗 原物質が含 まれ てい ることも考え られ るので,こ の も

のが動物をactiveに 感作す るのではないか,な どが常

に考慮 され ねばな らない。 ことに感作動物(donor)の 細

胞破砕物 または抽出液,血 清な どには抗体産生を促進す

る物質が含有 され てい るとす る人 もあ り,も しそ うであ

るとす るな らば,recipientの 動物にみ られ るツ ーア レ

ルギ ーがJones-Mote型 の遅 延型過敏 症である可能性 も

考えにいれ ることが必要であろ う。

これ らの事柄を考慮す ると,こ の種の実験に用い る抗

原(反 応原)と しては,で きるだけ単一物質で しか も動

物 に対す る感作能の極めて弱いか または認め られない抗

原が使用 され ることが望 ま しい。 この意味において,現

時点では,山 村教授のtuberculinactivePePtide(TAP)

が反応原 と して優れてい ると思われ る。

またtransfer材 料 に抗原物質が混入す るおそれの 多

いchallengeと い う操作(donorの 動物 の静脈 内 に 結

核死菌を注射す る)は 原則 と して さけ られ る べ き で あ

る。

2)Arthus型 の反 応を否定 し うるか

遅 延型 ア レルギーの抗 原一抗体反応では,determinant

grOUPの 存在 よ りもむ しろ抗原,抗 体の蛋白 部分の一 次
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構 造が重視 され ている。 したがつて体液抗体 とは反応 し

が たい抗原に よつ て も遅 延型の皮膚反応は惹起 され る。

結核死菌で感作 され たdonorの 動 物の体液中には当

然種 々の抗体が存在す るか ら,transferの 材料 と して血

清 を用い ることは好 ま しい とはいいがた く,む しろよく

洗源 された細胞材料が用 い られ ることが望 ま しい。 ど う

して も血清を用い ることが必要 であるな らば,recipient

の動物 にみ られ る皮膚反応にArthus型 の反応 の関与を

で きるだけ さけ るために,1)の 項 に述 べた よ うな 反 応

原が実 験に用い られ るこ とが必要 であ り,こ の場 合 も血

中抗体 との反 応が極めて弱い とされ てい るTAPの 使 用

が優れ ている と考え られ る。

なおArthus型 お よび遅 延型の組織反応は病理組織学

的 にそれ ぞれ ある程 度の特徴を示す事が知 られて いるの

で,欲 を いえば反応 局所の経時的な組織像があわせて追

求 され るこ とが希望 され,単 に時 間のfactorだ け で局

所 の皮膚反応が遅延型 である と断定する ことは さけ られ

るべ きであ る。

3)局 所の反応 の特異性 の問題

Passivetransferに よるツ反応 もその基 底は抗原一抗

体 反応で あるか ら,recipientの 動物におけ るツ反 応 に

も この意味での特異性が 求め られ なければ な らない。

donorの 動物の血清,こ とにchallengeと い う操 作

を行なつた後に得 られた血清 には,ヒ スタ ミン,セ ロ ト

ニ ソ,ア セ チル コリン様物質 な ど,あ るいはMenkinの

炎 衝因子(ネ クロシソ,リ ュー コタキシ ンな ど)更 に は

血 管の透過性を変化 させ る蛋 白 性 の 物 質,た と え ば

LNPF(1ymphnodepermeabilityfactor),GF(globulin

factor),PF/di1.(血 清をdilutionす るこ とに よつて得

られ るpermeabilityfactor),等 々がかな りの量に含ま

れてい るこ とが推 測 され るの で,こ の よ うな材料を投与

されたrecipientの 動 物では血管系 の透過 性の変化をは

じめいろい ろの反 応性の変化が起 こ り うることは想像に

か た くな く,し たが つて反応原を注射 され た局所の炎衝'マ

が非 特異 的に増強 され る事 もあ りうる と考 え られる。 こ

の ような場合には局所に注射 され る反応原が特異物質で

な くて も反応が現われ うるので,十 分な実験対照をお く

こ とが要望 され,ま た特異反応 原 もで きるだけ単一物質

あ るいはそれ に近 い ものであ るこ とが望 ま しい。 また

challengeと い う操 作 も,も しそれが絶対 に必要でない

か ぎ りは,さ け るべ きであろ う。

更に またtransfer材 料 を 静脈 内に投与す る場合は,

材料の投与 と反応原の局所 注射 との時間的間隔が短時間

であ るか らShwartzman現 象様 の反応 も考慮す ること

が必要 である と思われ る。

我 々はツ ・ア レルギ ーのPassivetsansferの 実 験に

際 して,抗 体様 物質 あ る い はLowrenceのtransfer

factor様 物質 の存在 を否 定 しさるもの では な く,正 直な

ところ何かあ るの ではないか とい う希望を持つ て研究を

続けてい るが,我 々の実験 では,先 に成績 の一端 を示 し

た よ うに,donorの 動物 の腹腔 細胞の凍結乾燥標品,音

波処理破砕物 などで一応transferが で きた とみえ るよ

うな場合 もあ るが,成 績の再現性 に乏 しく,上 記の討論

の よ うな検討を行な うには遙かに遠 い段 階 とい うのが現

状 であ る。
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The43rdAnnu'alMeetingSymposium

III. PRIMARYDRUGRESISTANCEINTUBERCULOSIS*

ChairmanMasukazuNAITO(ChestDiseaseResearchInstitute,KyotoUniversity)

ReportersAtsushiSHINODA(ResearchInstituteforDiseasesoftheChest,Faculty

ofMedicine,KyushuUniversity)

AkioAOYAGI(FacultyofMedicine,KeioUniversity,Tokyo)

ToshioOHSATO(JapanAntituberculosisAssociation,Tokyo)

HitoshiNAKAI(ChestDiseaseResearchInstitute,KyotoUniversity)

ItaruKAWAMURA(TheInstituteofPublicHealth,Tokyo)

Isn'tPrimaryDrugResistanceinTuberculosisDuetotheInfectionofNaturalResistant

Bacilli?

(Shinoda)Becausewecanfindthemarkeddifferenceinthefrequenciesofprimaryresistance

betweeninthecasesofyoungandoldage,webelieve,thegreatpartoftheprimarily

resistantcasesareduetotheinfectionofaquiredresiミtantbacilli・

ChronologicalProgressoftheFrequencyofPrimaryDrugResistanceinTuberculosis

(SM,PAS,INH)

(Aoyagi)Thefrequencyofatleastonedrugresistantcasesathospitalizationinthedataby

the"Ryoken"(TBResearchCommitteesupportedbytheMinistryofHealthandWelfare)

was11.9%,in1957,15.8%in1959,19.3%in1961,15.0%in1963and13.9%in1966.

(Shinoda)Forthepasteightyearswehavefoundthefrequenciesbetween10・6～11・5%and

therewasnomarkeddifference.

(Ohsato)Accordingtoourstudiesthemeanvaluewas10.8%andwecouldnotfindatendency

tolncrease.

(Nakai)Atpresentwecannotfindatendencytoincreaseandthemeanvalueisoverten%.

ChronologicalProgressoftheFrequencyoftheCaseswithResistantBacilliasSource

ofInfection

(Aoyagi)Thefrequencyofthecaseswithresistantbacilliassourceofinfectionathospita-

lizationwas54.0%in1957,58・1%in1959,62・3%in1961,65.4%in1963and62.3%in1966.

(Shinoda)Onlyrecentlythefrequencyisdecreasingalittle.

*FromChestDiseaseResearchInstitute,KyotoUniversity,Saky6-ku,Kyoto
,Japan.
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(Ohsato)From1958to1963thefrequencywasincreasing.

ChronologicalProgressoftheFrequencyofPrimaryDrugResistanceintheCaseswith

roentgenologicallyfreshlesion.

(Aoyagi,Nakai)Recentlywecannotfindanyincrease・

ChronologicalProgressoftheFrequencyofPrimaryDrugResistanceinYoungCases

(Aoyagi)Noincreasingatpresent.

VirulenceofINH-ResistantBacilli

(Shinoda)ThefrequencyofprimaryINH-high-resistancecomparingwiththefrequencyofthe

caseswithINH-resistantbacilliassourceofinfectionisespeciallylow.

(Ohsato)ThevirulenceofINH-high-resistantbacilliagainstguineapigdecreases.Selection

ofINH-low-resistantorsensitivebacilliisrecognizedinguineapigs.

(Kawamura)AccordingtomyexperimentthevirulenceofINH-resistantbacilliagainstguinea

pigdecreases.

RegionalDifferences

(Aoyagi)Wherethefrequencyofthecaseswithresistantbacilliassourceofinfectionis

highinJapan,thefrequencyofprimaryresistanceisalsohigh.

InOkinawa

(Ohsato)From1963to1965wefoundthere,thefrequencyofprimaryresistancewas9.8%,

lowerthanintheinland.HoweveronlythatofINH-resistancewashigherthaninthe

homeland.

(Nakai)In1967thatofSM-resistanceincreasedandthatofINH-resistanceandPAS-resistance

decreased.

TheDifferencebetweeninJapanandinWesternCountries

(Ohsato)ApParentlythefrequencyofprimaryresistanceinourcountryishigherthanin

Westerncountries,butthelaboratorymethoddiffersfromcountrytocountry.

DiscussionoftheLaboratoryMethods

(Kawamura)Intheresearchbythe``Ryoken"thedrugresistancewastestedatseveral

centrallaboratoriesinwholecountry(BacilliCenter)besidestestingateachhospita1.On

thewholethedataateachhospitalshowedhigherresistancethanthoseatBacilliCenter.

(Nakai)Followingourexperimentsthedataofthedrugsensitivitytestvaryowingtothe

kind,preparationandperservationofculturemedium,preparationofbacillisuspensionand

inoculumsize・Weusuallytaketwoinoculainsizes,10-1mgand10-3mg.

(Shinoda)Actualcountmethodshowsagoodreproducibility.

ErrorowingtoIncompleteAnamnesis

(Aoyagi)Wecannotneglectit・

ShouldtheLowResistancebeNeglected?

(Ohsato)TheeffectofSMismarkedlydecreasedagainstthetuberculosisofguineapig,which

isinfectedwith1・Omcg/mlSMresistantbacilli.ButINHiseffectiveagainstthetuber-

culosisofguineapig,whichisinfectedwithO.02mcg/mlINHresistantbacilli.

(Kawamura)Afterthetripleregimenforfourweeksinoriginaltreatment,SMresistance

wasfoundonlyinonecaseamong17.

NiacinTestNegativeMycobacterium

(Nakai)1.2%in1,049strains.

ExogenousReinfection

(Nakai)Inourstudywefound96cases,whosetuberculinreactionshadbeenalreadypositive

withoutBCGvaccinationbeforetheapPearanceofthedrug.Amongthemwecanfind

fivecasesofprimaryresistance・Thisfactishighlyindicativeofexogenouslyinfected

cases.
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(Aoyagi)We五ndalsoalwaysafewsuchcases.

(Shinoda)Wehavealsosomesuchexperiences.

(Goto)Fouramong12casesofprimaryresistanceinemployeeinhospitalswerehighlyin-

dicativeofexogenouslyinfectedcases.

TheEffectofChemotherapyintheCaseswithPrimaryResistance

(Aoyagi)OfcoursetheeffectinthosecasesisrelativelylowbutimprovedbyapPlicationof

secondarydrugs.

PrimaryResistanceintheCaseswithoutBacilliinSputum

(Nakai,Aoyagi)Wecan丘ndsometimessuchcases.

PrimarySecondary-DrugResistance

(Kawamura,Shinoda,Nakai)Thefrequencyofsuchcasesisverylowyet,butwemustpay

attentiontotheprogress.

ProspectofPrimaryDrugResistanceinOurCountryintheFuture

(Naito)Iwishtosummarizetheviewsofallthespeakers.

Theincreaseofthefrequencyofprimarydrugresistanceinthepastiswithoutdoubtdue

toincompleteandunsuccessfulchemotherapy.Butwhythefrequencyremainsonthealmost

samelevelforseveralyears,itisverydif五culttoanswer.

ThedecreaseofthevirulenceofINH-high-resistantbacillimightplayapart.

Howeverwecannotdeclarethatthefrequencyofprimaryresistancedoesnotincreasein

thefuture.

Theconclusionsofthissymposiumarefollowing.

1)Wemustreexaminethelaboratorymethodsforsensitivitytestforthepurposeofdis-

cussiononprimarydrugresistanceintuberculosis.

2)Allthedoctorsmustagreeintheopnionthattheyshouldnotproduceanycasewith

drugresistantbacilliandtheyshouldisolateallthecasesbeforehand,whoareafraidtobe。

cometodischargedrugresistantbacilli.

緒 言

座 長 内 藤 益 一

薬剤耐性結核 菌感染 とい う問題 の持つ意義の 内で最 も

重要な ものは,あ る患者で今 までかつて使われた事の な

い結核化学療 法剤の通常期待 され る効果が低下 ない し消

滅 してい る恐れがあ るとい う点であ ろ う。われわれ の 日

常に これは大変な問題であ るが,も しそ のよ うな症 例が

ふえて くると,社 会的に も結核 の治療に重大 な支障を来

たす事に もな るか ら,本 問題 の疫学的研究 は一 国の結核

対策の根幹 となるべ き資料を提供す る事になる。

また この問題 は結核化療術 式の効果 比較 の研究に重大

な る誤差 の原因 とな り,旧 くしてなお新 しい結核の外因

性再感染可能性の究明に一つの手がか りを与え るか も し

れない。

また薬剤耐性結核菌の人体に対す る毒 力が感性菌 とは

変化す る可能性のあ るものか ど うか とい う,極 めて重要

な問題 を包含 している。

ところで本 シ ンポ ジウムの メンバ ー各位の提出 された

成績 は,最 初大部分が広範囲の調査結果であ り,か つ各

位 の間に大 きな意見の相違が なかつた ので,数 回に亘 る

打合せの上,種 々のサ ブテーマにつ き成績 をま とめて も

らいあ るいは新 しい調査や実験を 開始 しても らい,こ の

大 きな主題を皆 で協 同 して取上げ る とい う事 に した次第

であ る。

まずいわゆ る一次抗結核薬 の耐性 結核菌 感染 の疫 学的

調査 の成績か ら論 じていただ きたい と思 うが,そ れに先

立つ てお こ とわ りしておかね ばな らない事は,本 問題 を

疫学的 に検討 しよ うとす る場合,化 療開始前におけ る喀

疾 中結核菌陽性 例中の未使用薬剤耐性菌検出例すなわち

初 回耐性 証明症例の頻度を取上げざ るを えなかつた事で
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あ る。

さて最初 に当面す る最 も素朴 な疑 問は,そ の よ うな初

回耐性 例が 自然耐性菌感染例 ではある まいか とい う事で

あ ろ う。

自然耐性菌か

〔篠 田〕 現在の未治療耐性例(化 療 開始前の耐性検査

でSM,PAS,INHの いずれ か1剤 以上に耐性を有す る

もの)が 自然耐性菌に よる感染か,獲 得耐性菌 に よる感

染かを検討 す るため,ま ず未治療例 の うち ツ自然陽 転時

期判 明の46例 についてみ る と,こ の うち8例 の耐性 例

は全例抗結核剤 が本邦で比較的広 く常用 され始 めた昭25

年 以降 の陽 転者か らであつた。

これ ら46例 中44(95.7%)は25歳 までに 自然陽転

してお り,こ の結 果を全例に敷衛す るこ とはいささか危

険で あるが,少 な くとも昭25年 当時25歳 以上,す なわ

ち大正13年 以前 出生者の大多数は抗結核剤が常用 され

る以前,い わゆ る獲 得耐 性菌が出現す る以前に ツ反既陽

転 であつた こ とが推 測され る。

この推測に基づ き,昭36年 以降の対象307例 を大正

13年 以前お よび 以降 出生 の2群 に分け,両 群の耐性菌

感 染頻度を比較す る と,4.9%(4/82):13.8%(31/225)

と両 群間には5%の 有意水準下 に有意差 がみ られた。

これ らの ことよ り,も し耐性菌感染例 の全 例が 自然耐

性菌 に よる感染 と仮定す ると,昭25年 当時 を境 として

それ 以後耐性菌感染頻度に有意差を生ず るほ ど急激 な 自

然耐性菌 の増 加が発現 した ことにな り,か か るこ とは事

実上極 めて考 えがたい ことであ る。

これ よりすれ ば現在の未治療耐性例はいわゆ る獲得耐

性菌に よる感染 が主体をな してい ると見なすのが妥 当で

あろ う。

一次抗結核薬初 回耐性頻 度の薬剤別,年 次別推移

〔座長〕 疫学的に 日本 の一 次抗結 核薬の初回耐性を最

も広 範に検索 した もの として療研 の成績 がある。 その結

果 の中か らまず薬剤別,年 次別推移 を取 上げる。

〔青柳〕 私は療研の成績を 中心 として,そ の うち年次

的推移 をは じめ とする臨床的,疫 学的分野を担 当 して報

告す る。

療研におい ては昭32年 よ り隔年 ごとに入院時薬剤耐

性 の調査を行 なつ てきたが,昭41年 度には,入 院前化

療 の有無の再確認 を より確 実にす るため にprospective

な調査 に切 りかえ ると同時 に各地 区に15の 菌 検査 セ ソ

ターを設 けて,各 施設にて分離 された結核菌 について耐

性検査を再検す る こととした。

したがつ て昭41年 度 の入院時薬剤耐性検査成績は,

各施設 におけ る成績(現 地成績)と 菌検査セ ンターにお

け る成績(セ ソター成績)と に ついて別個に集計を行な
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つ た 。

薬 剤 耐 性 の基 準 は 現 行 医 療 基 準 に よ り,医 療 基 準 に達

しな い 耐 性 を低 耐 性 と判 定 した 。

入 院 前 化 療 を 受 け た こ との な い調 査 対 象 患 者 は 昭32

年772,34年1,094,36年1,004,38年1,501,41年

1,783例 で あ り,耐 性 例 は そ れ ぞ れ92(11.9),173

(15.8),194(19.3),225(15.0),249例(13.9%)で

あ る。

した が つ て 化 療 な し群 の年 次 的 推 移 を み る と,昭36

年 を ピー クに して 減 少 の傾 向 が み られ て い る と い え よ

う。

しか しな が ら昭41年 の2剤 以上 の 耐 性 の 頻 度 は4.5

%で,38年 の4.4%に 比 して 減 少 の値 を 示 して い ない 。

薬 剤 別 に耐 性 の 年 次 別 推 移 を み る と,SMで は 昭32

年6.4,34年8.3,36年9.4,38年8.9,41年9.4%で

あ り,PASで は そ れ ぞ れ6.3,7.8,10.2,7.1,6.0%

で あ り,INHで は そ れ ぞ れ4.2,4.2,6.8,4.5,3.8

%で あ る。

した が つ てSMで は 減 少 の 傾 向を 示 さず,PAS,INH

で は 減 少 傾 向 が み られ て い る。

ま た 各 薬 剤 の 高 度 耐 性 の年 次 別 推 移 を み る とSMで は

減 少 を示 さず,PAS,INHで は 著 明 に 減 少 した 値 を示 し

てい る。

〔篠 田〕 九 州大 学 胸 研 お よび 関 連 施 設 に お け る 昭34

～42年9年 間 の 未 治療 耐 性 例 頻 度 は ,九 大胸 研耐 性 基

準(胸 研 基 準:SM3mcg100%,10mcg10%,100

mcg1%,PASlmcg100%,3mcg30%,10mcg10

%,INHO.1mcg100%,0.3mcg30%,1mcg10%以

上 の 耐 性 分 布 を 示 す 場 合)で11.3%(47/417),現 行 医

療 基 準 で8.2%(34/417)で あ る。

年 次 的 に34～36,37～39,40～42年 の3年 毎 平 均 頻

度 の推 移 は,胸 研 基 準 で11.4,10.6,11.5%,医 療 基

準 で7.3,7.5,9.0%と 有 意 の増 減 の 傾 向 は 認 め られ な

いo

しか し上 記3年 毎 に つ い て み た 未 治療 患 者 喀 出 菌 集 団

の 耐 性 菌 分布(各 例 の 喀 出 菌 に つ き対 照 培 地 集 落 数 に 対

す る 各薬 剤 耐 性 培 地 上 の 集 落 数 の百 分 率 よ り,た とえ ば

INHO・1mcg未 満 の菌,あ る い は0.1～<1mcg等 の

菌 が 排 菌 の何%を 占 め るか を 算 出 し,そ の 平 均 を 求 め

た もの)に は あ る程 度 の変 動 が 認 め られ る。 す な わ ち

SM耐 性 菌(3mcg以 上)は4.7 ,3.0,9.1%,PAS耐

性 菌(1mcg以 上)は5.6,5.6,7.2%と こ の 最 近3

年 間 に 共 に 増 加,INH耐 性 菌(0.1mcg以 上)は6.5,

7・4,4.9%と 減 少 の 傾 向 に あ る。

更 に 各薬 剤 耐 性 菌 に つ きそ の 内 容 を み る と,SMで は

100mc9以 上 高 耐 性 菌 が40～42年 の3年 間 に 急 激 に 増

加 して お り(34～39年0%,40～42年5.3%),PASで

は100mcg以 上 高 耐 性 菌 は37年 頃 よ り姿 を 消 し,SM
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とは反対に1～<10mcg低 耐性菌が増加 し(34～36年

2.7%,37～39年4.5%,40～42年5.5%),INHで は

10mcg以 上高耐性菌 はPAS同 様37年 頃 よ り姿を 消

し,次 いで1～<10mcg耐 性菌が次第に減少の傾向(37

～39年3.7%,40～42年1.4%)を みせて いる。

〔大里〕 昭33～42年 の10年 間の都内予防会施設の

1,550例 の初回耐性は平均10.8%,年 次別 に は6.3～

13.9%で 多少の変動を示すが特に増加傾 向 を 認め るこ

とはで きなかつた。

〔中井〕 演者は昭37年 以来,京 大胸部研お よび研究

協力施設に 入院 した 未治療肺結核患者 の 治療開 始 前 の

分離菌株を京大胸部研に集めて,同 一の方法で耐性検査

を行ない,耐 性菌感染の実態を 明 らかに し よ う と企て

た。

後述す る様な理 由か ら,演 者は耐性検査に常に培地1

本当 り10-1mgと10'3mgの2種 類の接種菌量を用い

ているが,い ずれの接種菌量の場合 も,耐 性菌感染の頻

度は昭38年 を最高 としてその後著明な増加が見 られず,

概ね十数%当 りの ところで横ばい といつて よい成績で

ある。

感染源とみられる側の耐性の年次別推移

〔座長〕 大体10%か ら十数%で,少 な くとも最近は

増加の傾向が見 られ ない といえそ うであ る。

では感染源 と見 られ る側の患者の内の耐性菌喀出者の

頻度は年次別に どう変わつてい るであろ うか。

〔青柳〕 癌 研の成 績で化療あ り群の耐性の年次別推移

は昭32年54.0,34年58.1,36年62.3,38年65・4,41

年62.3%で あ り,逐 年的に増加がみ られた耐性 の 頻度

は41年 度には減少 の傾向がみ られている。

化療な し群 にみ られ る耐性症 例が,化 療あ り群 の耐性

症例よ りの感染,発 病 の結果 である とすれば,化 療 な し

群の耐性の頻度 は化療 あ りの耐性頻度 に よつて大 きく左

右される ことは当然考 え られ る。 そ こで化療 な し,化 療

あ りの薬剤 の濃度別 の耐性 の率 の関係 をみる と,両 群 に

密接な相関が存す るこ とが認 め られ るが,INH高 度 耐

性のみは化療 な し群 におい て極 めて低率 である。化療 あ

り群に比 して化療 な し群 にお いてINH高 度耐性 の率 の

み低い値 を示す こ とはINH耐 性菌 の毒 力の問題 と関連

して興味あ るこ とであ り,こ の成績は 各年 次に おけ る調

査成績 において常に認め られ てい る。

しか しなが ら化療な し群 の耐性 の頻度に影響を与 える

因子が,化 療あ り群の耐性 の頻度 のみで あるとすれば,

昭36年,38年 の化療な しと化療あ りの成績は矛盾がみ

られる。

そこで調査年度の菌陽性者総数でその年度の耐性の総

数を除 した値 を年次別にみ ると,こ の年次別推移は初 回

耐性の年次別推移 と同様な傾向を示す ことを認めた。
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したがつて初回耐性 の頻度 に影響 を与 える感染源の因

子 と しては,調 査年度 の化療 あ りの耐 性の率 の み で な

く,化 療あ り,な しを含めた耐性 の率 も問題 になる と思

われ る。

〔篠田〕 自宅 よ り入院 した既治療患者(感 染原群 と見

なす)の 耐性菌喀出頻度は,昭37～42年 の207例 中,

胸 研基準で70.5%(146例),医 療基準 では59.4%(123

例)で,未 治療群に比 し ×6～ ×7の 耐性菌保有率 であ

る。

3年 毎の平均頻度は胸研基準で37～39年73・3,40～

42年68.6,医 療 基準で37～39年64.0,40～42年56・2

%と この3年 間 にやや減少 の傾 向にある。

感染 源患 者喀 出菌 集団の3年 毎の耐性菌分布率を各薬

剤 についてみる と,SM耐 性菌は37～39年34.9,40～

42年35.4%と 横ば い状態,PAS耐 性菌は34～36年

35.7,37～39年35・4,40～42年22.9%と この3年 間に

減少 の傾 向がみ られ る。INH耐 性菌 は 他の2剤 よ り高

率 に存在す るが,年 次的には34～36年50.4,37～39年

と59.6,40～42年51.3%と37～39年 に増加 した もの

が この3年 間 で再び減少 の傾 向を示 している。

更に 各薬剤耐性菌 の内容 は,SM耐 性菌 では この3年

間に3～<10mcg耐 性菌の増加(37～39年9.5,40～42

年18.1%),100mcg<～ 耐性菌の減少(37～39年15.7,

40～42年6.8%)が み られ,SM耐 性菌の横ぽいは この

両者の相殺に よるものであ り,前 述の未 治療群 におけ る

100mcg<～ 高耐性菌 の増加 とは逆の推移にあ る。PAS

耐性菌では100mcg<～ 耐性菌 の 逐 年的減少(34～36

年7.1,37～39年4.9,40～42年2.4%)が み られ,ま

た1～<10mcg低 耐性菌が40～42年 の間に前3年 間

に比 し著明に減少(37～39年22.9,40～42年12・9%)

し,こ れ も未治療群 とは逆の現象にあ る。INH耐 性 菌

は各程度耐性菌共37～39年 に増加 した ものが40～42年

にはやや減少の傾向にあ るが,い ずれの年次にあつて も

未治療群 とは異な り10mc9<～ 高度耐性菌の高率な存

在がみ られ る。(34～36年15.2,37～39年19.4,40～

42年17.9%)

厚生省結核実態調査成績よ りみた耐性菌感染の分析

〔大里〕

在 宅治療中の感染性患者は33年 →38年 は123,000→

73,000で あ り,こ の うち耐性を有 す る 例 は55,000→ ・

40,000と 推定 され るが,在 宅感染性患 者 は566,000→

284,000と 減少著 しいため,在 宅感染性患者中の耐性菌

保有率は9.7%→14.1%に 増加 してい ると推定 され る。

しか し薬剤別にみ るとSM耐 性は1.5倍 に,PAS耐 性

は1.1倍 に増 加 した がINH耐 性ば3倍 に激増 してい る・

と考 え られ る。INH耐 性菌に 毒力の 低下があ るとすれ

ば上記 の耐性 率の増 加は耐性菌 感染の増 加に結び付かな:
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い可能性 があ る。 ま た 年 間の新発生は29年0・37,34

年0.23,39年0.17と 減 少 しているが,新 発生の年齢構

成は漸次高年層 に移 行 してお り,こ れは初回耐性 を低下

させ る方向に作用 してい る因子 と考え られ る。

〔座長〕 もちろん感染 と菌検 出との間 の年 月は千差万

別であ ろ うか ら,対 象をせぽめて ツ陽転後比較 的短期間

の 初 回耐性頻 度の 年次的変遷 を 見た かつたが,適 当な

調査成績 がなかつた。 次善 の 手段 として,比 較 的 新鮮

なX線 的病 型を選んで見 ていた だ く事 と若 年者 と小児に

お ける 初回耐性頻度を 年 次別に 見ていただ くことに し

たう

新鮮病型におけ る初 回耐性 の年次別推移

〔青柳〕 昭41年 の調査成績で学研病型別に初回耐性

の 頻度をみ ると,A型 においてはB型,C型 よ りもやや

高率であ り,セ ンターの成績では この傾向は更に 明 らか

とな る。

発病 よ り発見 までが比較 的新 しい と思われ る学研AB

E型 な らびに非硬化壁空洞 を有す る症例のみを選び,耐

性の年次別推移 をみ たが,こ れ らの群に特に高率 とな る

傾 向は認 め られ ない。

〔中井〕 学研 分類 のA,B型 で硬化壁空洞を持た ない

症 例 を,比 較的 新鮮な病巣を有す るもの と して選び 出 し

て,耐 性菌感 染の頻度を検討す ると,古 い病型を も含 め

た場合 よりも,耐 性菌感染の頻度は高 くな る。 しか しそ

の年 次推 移はやは り増加の傾 向がみ られ ない。

年齢 別初回耐性 の年次別推移

〔青 柳〕 化療な し群の耐性状況を年齢別に年 次的 にみ

る と,各 調査年次においては若年者 は一般 に高率で高年

者 は低率であ るが,若 年者 にお いて年 次別 に増 加を示す

傾 向は認め られない。

化療あ り群では逆に 高年 者に高率である ことが認 め ら

れ てい る。

小児におけ る初 回耐性

:,.大里〕12歳 未満 の未 治療小 児結核 例 より分離 さ れ

た 結核菌を全国の参加施設 より集め一 次3剤 の耐性検査

を実施 してい るが,耐 性 例については治療歴 の再調査 と

耐 性の再検査を実施す る ように し,そ の結果 対象 よ り除

外された もの もあるが,現 在 までの95例 の うち13例

13.7%に 初回耐性が認 め られ た(医 療基準)。

うち1剤 耐性11.6,2剤 耐性2.1%で,薬 剤 別にはSM

7.4,PAS5.3,INH3.2%を 示 した。感染源 は 約2/3

の例において判 明 してい るが,患 児 と感染 源の発見がほ

ぼ 同時 期の場合は23例 中に患 児の耐 性を認めた ものは

な く,こ れに比 し患児の結核発見前か ら感染源 であつた

もの一多 くは 治療歴が ある と思われ る一では12例 中7,

58.3%の 小児 に耐性 が認め られた。 感染源 の 菌の耐性

の判 明 して いる例 におけ る耐性 と小児側の耐性 との関係

をみ る と,治 療歴 のあ る8例 ではPASお よびSMの 耐
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性はか な り密接 な関連が認め られ たが,INHの 耐 性 は

小児側に おいて少な く,ほ とん ど関連は認 め られ なかっ

た。未 治療感 染源で耐性の ない例お よび,既 治療例で も

耐性 のない場合には小 児の耐性を認めた もの は な か っ

た。感染源 の結核 自覚率 は34・3%(発 見時期 明 らか な

35例 中12)で,38年 実態 調査の感染性患者 の 自 覚 率

58・2%よ り低 く,小 児結核 の発生には家族的,社 会 的

因子の関与す る可能性 か考え られた。そ こで都 内対象E2

例の家族,住 居,収 入な どの調査を管轄保健所 の協力の

下 に実施 した。 この うち5例 は 日赤産院 の集 団発生例で

あるが,こ れを対照 として他の27例 の状態をみ ると,

偶 発発生27例 では,ア パ ー ト居 庄,1部 屋 のみ,8畳 未

満 の ものの率が高 く,家 庭年収 入は50万 円未満の率が

高 く不良な社会条件に偏つ ている と思われ る結果が得 ら

れ た。 これ らの成績は年次別 に比較 で きるほ どの症例数

に達 していないので年次別 の分 析はさ しひかえ る。

INH耐 性菌の毒力の変化

〔座長〕 以上種 々の角度か ら見 て,初 回耐性頻度はあ

る所 まで上昇 して,現 在は横ば い,あ るいは多少低下の

傾 向が見 られ,少 な くとも次第 にふ える傾向は窺われな

い。 これ が何に よるものか,そ して将 来の見通 しは どう

であろ うか,こ れ こそ本 シンポジウム最大の課題 であろ

うが,こ れについては最後に メソパー各位の ご意見をま

とめ る事にす るが,こ こに1つ 極 めて重大な問題が既に

現 われてい る。すなわち療研の 成績をは じめ として,既

治療患者中のINH高 度耐性群 の頻度に比べて未治療患

者中のINH高 度耐性群 の頻 度が 目立つて低い事である。

これの説明の1つ の可能性 としてINH耐 性菌の毒力の

変化 とい う問題が浮 び上 がつて くるのであ る。

〔篠田〕INH高 度耐性菌 の 「ひ と」に対す る毒(菌)

力を 昭34～42年 の9年 間に 我 々が 対象 と した 感染源

群お よび 未治療群 の 耐性菌 分布率比の 点 よ り検 討 し

た。

各薬剤別にみ た 「未治療 群」対 「感染源群」 の耐性菌

分布率比はSM1.5.4(6.5%.35.2%),PAS1:4.8

(6.4%:30.4%)と 両 者はほぼ類似の値 を示す が,INH

では1:9.1(5.9%:53.4%)と 未治療群 の耐性菌分布

率は感染源群に比 しSM,PASよ り有意差 を以 て 低 率

であ る。更に この低率の原因が どの程度 のINH耐 性菌

に よるものであ るか検討す る と,INHO.1<1mcg耐

性菌 では1:6.7(3.7%:24.7%),ま た1～<10mcg耐

性菌 では1:6.3(1.8%:11.4%)とSM3～ 〈10mcg

耐性菌(1:5.5),10～<100mcg(1:7.8),100mcg

<～(1:4.2),PAS1～<10mcg耐 性菌(1:3.6),10

～ 〈100mcg(1:6.7) ,100mcg<～(1:9.2)と ほぼ

同様の値を示 すが,INH10mcg<～ 耐 性 菌 で は1:

43・3(0・4%:17・3%)と 未 治療群にあつ て は 感 染源 群
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に比 し極めて低 い分布率を示 して お り,INH耐 性菌 分

布率比の低率であ る原因は10mcg以 上 高耐性菌 に起因

するものであ ることがい える。

未治療群において 回収 され た菌 が感 染源群の保有す る

菌によつて感染が行 なわれ た代表 であ ると見な し,か つ

各耐性菌 の 「ひ と」 に対す る感 染あ るいは感染 よ り発病

に至るまでの態度が ほぼ同様であ ると仮定す るな らば,

未治療群対感染源群 の各薬剤各耐性菌 の分布率比はほぼ

同値を示す ことが予想 され,現 にINH10mcg以 上 耐

性菌以外はほぼ同率比を示 してい る。 しか るにINH10

mcg以 上耐性菌 のみが有意差 を以て低比率 であ る こ と

は 「ひ と」に対す る感染お よび発病に至 るまでの態度が

SM,PAS耐 性菌あ るいはINH10mcg以 下 の耐性菌 に

比べ異な ることを示唆す るものであ り,こ れを比較的漠

然 と菌の毒力 と見なすな らば,少 な くともINH10mcg

<～ 耐性菌は 「ひ と」に対 して毒力(菌 力)が 低下 して

お り,「ひ と」に対 して感染を起 こ しえないか,あ る い

はた とえ感染を起 こ しえた としても 「ひ と」 の体 内で淘

汰 されやす く,す でに発病時 には回収 され えないのでは

ないか と推測 され る。

(注:今 回はINHO.1,1,10mcgの3濃 度段 階 に

つき検討を行 なつ てい るので,上 記 の結果 を得たが,未

治療患者耐性検査にお いて,す でに3～5mcg程 度に集

落の発育をみ るこ とが少 な く,こ の程度のINH耐 性菌

においても毒 力が低下 している ことが予想 され る)

〔大里〕 初 回耐性 においてINH高 度耐性例の少ない

ことは興味のある ことであるが一 予防会の成績で もINH

耐性例中の6%が5mcg完 全耐 性であつたがSM耐 性

例中の54%が100mcg完 全耐性を示 した一 この 原 因

につ き幾つかの仮説 を設 定 し実験 を行なつた。

1・ 感染源におけ るINH5mcg完 全耐性は必ず しも

少なくないが,ル チ ンの検査 では完 全耐性 とされた場合

でもfullpopulationで ないこ とが 多いのではないか一

とい う仮定の下 に5～9株 に ついてSM100mcg完 全

耐性株 と比較 してpopulationを 調ぺたが,INH耐 性株

にfullpopulationで ない株 が多い とい う成績は得 られ

なかつた。

2.INH耐 性菌 のreversemutationの 可能性 の 検

討:INH5mcg完 全耐性菌の感染を受 け て も 体 内 で

reversemutationが 起 こ り,発 見時 の菌は低耐性 と し

て表現され る可能性を仮定 し,invitrO,inviVOの 実

験を行なつた。invitroでSM・INH2剤 耐性菌(Schacht

株)の 微量(推 定1.4個)の 継代培養を行なつたDubos

培養菌液10本 につ いてSM,INHの 耐性 分布を調 ぺた

が,reversemutationは 認 め られ なかつた。1nvlvoで

は この株 とINH50mcg耐 性H37Rvの2株 をモルモ ッ

ト(皮 下1mg),・ マウス(0・1～0・001m9静 脈 内)に

接種 し9カ 月 まで観察 したが,9カ 月で モルモ ッ ト臓器
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か ら菌 の分離 された ものは な く,マ ウスでは肺か ら多故

の菌が分離 されたがreversemutationは 認 め られなか

つた。

3.INH高 度耐性菌 の実験動 物に対す る毒力の検討:

前述 の保存株2株 を接種 した モルモ ッ トでは内臓に肉眼

病変 を認 めず毒 力は明 らか に低下 していたが,マ ウスで

は肺 に進 行性病 変を認め9カ 月で も多数の菌 が 分 離 さ

れ,両 種動物 に対す る毒力は異なつていた。患者分離の

50mcg耐 性の6株 を接種 した モル モ ットでは 明 らかに

肉眼病 変を認めたが.感 性株に比 し軽度であ り,か つ菌

株 間の差 が著 明であつた。50mcg完 全耐性株 を 接種 し

たモルモ ッ トの臓 器内の菌のINH耐 性は変動を示 さな

かつたが,1mcg100%,5mcg74%,50mcg7.8%耐

性株を接種 したモルモ ッ トの臓器内菌の耐性は明 らかに

低下を示 し(肝 内菌一1mcg15.4,5mc913.2,50mcg

2%,肺 内菌一1mc90.4,5mc90.2%,脾 内菌一1mcg

O.2,5mcgO.2%),低 い耐性へ のselectionが み られ

た。

4.INH高 度耐性菌のモルモ ッ トに対す る毒力 を 増

強す る試 み

(1)菌 の条件を変化 させた場合

(a)5%CO2下 で3代 培養 したINH50mcg耐 性

H37Rvの 皮下,吸 入感染を行なつたが毒力 の増強 は認 め

られなかつた。

(b)5%CO2培 養菌 と普通培養 の前記耐性菌 をマウ

スに静脈感染 し,4週 後肺を均等化 した 濾液一invivo

菌一 をモル モ ット皮下 に接種 したが 毒力の増強は認め ら

れなかつた。

(2)動 物 の条件を変化 させ た場 合

(a)プ レ ドニゾ ロソ投与:前 述 保存耐 性2株 を接種

し,1月 後 よ り1～2月 間プ レ ドニ ゾ'ロソを投与 し9カ 月

まで観察 したが 内臓病変 の形成 は認 め られなかつた。

(b)ツ ベル クリソ感作:INH50mc9耐 性H37Rv

株皮下接種 ではモル モ ッ トの内臓 に肉眼病 変を認めなか

つたが,3週 間ツ注射(100倍OTO.2ml→10倍OTl

mlに 漸増)一 感染一 ツ続行3週 剖検,3週 間 ツ注射一感

染一放 置6週 剖 検,1週 間ツ注射一 感染一 ツ続行6週 剖

検,感 染一10倍 ツ注射6週 剖検の各群では肺あ るいは

肝 に肉眼病変を認めた ものがかな りあつた。

結 論:以 上 の実験成績か ら,INH高 度耐性菌 の 毒 力

の低下(し たがつて感染発病には生体側の条件が必要 と

思われ る),生 体内での低い耐性へ のselectionな ど の

因子が影響 し,そ の結果 と して,INH高 度耐性菌 の 感

染が少な く表現 されてい るものと考 え られ る。

未治療結核患者か ら分離 したINH耐 性菌 のモルモ

ッ トに対す る毒力 〔川村〕

初回耐性の研究(療 研)で 演者の手許に集められた約
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1,000菌 株(関 東甲信越)の 中か ら,感 性 菌1とINH

に種 々な耐性度を示 した5菌 株 を選びモル モ ットに対す

る毒力を検討 した。

1・ 静脈 内感染後 早期におけ る脾 内増殖

感染翌 日の脾 のv.uを1と し,12日 後 のそれ を見 る

と,感 性菌 では約300倍 になつてお り,わ れわれ の従来

の実験 の強毒 菌のそれにほぼ一致す る。

これ に対 して0.1mcg不 完全耐性菌株は 約70倍,1

mc9不 完全耐性菌株 は約50倍,1mc9完 全耐 性菌株は

約25倍,5mc9不 完全耐性菌株は約20倍 であつて,こ

の範囲では耐性度 と増殖速度 の平行関係は 顕 著 で あつ

た。

ただ,1mc9完 全耐性菌株 のみはその順序をはずれ約

10倍 に止 まつ たが,こ の菌株 が,培 地内で も発育 が か

な り悪 く,集 落が やや滑であ ることとも関係す ると考え

られ る。

2.皮 下感染 後6週 の剖検所見

前記 の6菌 株 について見た剖検所見の強弱は,前 項 の

増殖速度 と平 行関係にあ る成績が得 られた。 しか し,増

殖速度,剖 検所 見 とも最低 であつ た1mcg完 全 耐性 の

菌株 で もか な りの病変を作つてお り,感 染発病を起 こす

に必要 な毒 力は保持 されてい るとい うべ きもの と考 え ら

れた。

3.初 回耐性例にINH高 度耐性菌が少 ないこ とに関

す る考察

5mc9完 全耐性菌株は,上 記6菌 株 の母集 団である約

1,000菌 株にはなかつた のであるが,体 内増 殖速度 が よ

り一 層低下 してい るとすれば,BCGやSM依 存菌のそ

れ とも考えあわせ ると,宿 主 の特殊 な抵抗 力の減弱な ど

を前提 と しなければ,発 病 の機 会は当然極 めて低率にな

る もの と考え られ る。

初回耐性の地域差

〔座長〕 以上IN且 耐性菌 の毒 力につ いて示唆 に富 む

研 究成績が提出 されたが,次 に初 回耐性 の地域 差を取上

げ る。

療 研成績におけ る地区別耐性

〔青 柳〕 昭41年 調査におい て最 も低率 な地 区は東 北

で,最 も高率な地区は近畿 であ り,こ の傾 向 は 化 療 な

し,化 療 あ り群共に認め られ る。 したがつ て化療 な し群

の耐性 は化療あ り群 よ りの獲得耐性菌に よる感染 ・発病

で ある ことが推定 され る。

沖縄 におけ る初回耐性

〔大 里〕 昭38年4月 ～40年6月 に未治療例か ら分離i

され た菌 の耐性 は184例 中18,9.8%(6週 判定一医療

基 準)で,同 時 期の予防会の11・5%に 比 しやや低い。

SM耐 性2.7,PAS3.3,INH5.4%で 予防会の成績に

比 しSM,PAS耐 性は少な く,INH耐 性率 は 高い。1
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剤 耐性 は8.7%で 予防会 の8.2%と 大差 はないが,多 剤

耐性 は1%で 予防会 の3.3%に 比 し低かつ た。

〔中井〕 那覇保健所 の ご協力に よ り,昭41年 の暮か

ら42年 夏頃 までに,沖 縄 の主 として那覇市お よびそ の

周辺の未治療患者か ら得 られた菌株を,京 大胸 部研に集

めて耐性検査を行 なつ た。 この成績を42年 の内地の耐

性菌 感染頻度 と比較す る と,SMは ほ ぼ同 じ,PAS,INH

は内地 よ り低頻度 であつ た。 更に38～40年 に大里博士

が 沖縄の耐性菌感染 をお調べになつた成績 と比 較 す る

と,SMは 増加,PASは 減少,INHは やや減少 とい う

成績 である。

欧米各国におけ る初回耐性成績

〔大里〕 欧 米の代表的文献は英(M・R・C.)の4.1%～

仏(Canetti)の9.8%の 開 きがあ るが,ほ ぼ同時期の

療研 の15%に 比 し低 い耐性頻度を示 している。欧米の

耐性基準は 日本 よ り低 いが,培 地を含 めた手技 を同一に

して検討す る必要が あ り,頻 度のみを比較す るこ とは無

理であ ろ う。

耐性検査法の吟味

〔座長〕 国が代われば 耐性 検査法 も違 う。 ど こ が 多

い,ど こが少 ない とい う前に検査方法を吟味 しなければ

な るまい と思われ る。それ を含めて耐性検査法 そのもの

を吟味 していただ くことにす る。

一次3剤 に対する初回耐性の研究(療 研)に おける

耐性検 査の再検査成績 〔川村〕

療研 の前4回 の成績はすべて全 国70の 参加入院施設

が それ ぞれ に実施 した 日常検査成績 の集積であつた。欧

米 の1研 究 室に菌株を集めて の報告 に比 し,こ の点に精

度 の上 での問題を指摘 され るこ とが あつたのは止む をえ

な い。 この点を解明す るため,療 研 は5回 目にあたる今

次研究 では,全 国15の 専門研究機 関を菌検査セ ンター

とし,こ れ に全菌株 を集めて耐性検査再 検査 を 行 な つ

た。

こ こでは,入 院施設の 日常検査成績 とセ ンターの再検

査成績 が照 合 しえた1,320菌 株につ いて両成績 の相互関

係 を中心 とす る報告を行な う。

1)耐 性 検査再検査の方法につ いて

検査 方法はほぼ検査指針に よるものであ るが,継 代に

小川培地 ・Dubos培 地 のいずれ を用い るか,耐 性検査を

通気 の有無 いずれ の条件で行な うかは各 セ ソターの選択

に まか され た。 しか し得 られた耐性度分布 は,継 代培地

の種類(菌 液 作製 法)お よび通気 の有無 に よる差を全 く

示 さなかつ た。

また対照培地 の発 育菌量 も,か な りの幅(接 種生菌単

位で25～10万 前後に及 ぶ)が あつたが,3剤 共それに よ

る耐性度分布 の差 はみ られなかつた。
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2)両 成績の相互関係

相 関表に示す よ うに,3剤 共全体 と しては両成績が よ

く一 致 してい るが,極 端に食 い違つ てい る例 もあ り・一
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般に,入 院施設成績の方が高い耐性度を示す傾向がみ ら

れ る。

この相関表 で一段違 いまでを一致 としてみ る と,一 致

率 は3剤 共95%前 後 の高率 となる。

また医療基準 の線でみ る と,入 院施設成績が基準 以上

で あつた のにセソター成績 では基準 よ り低 く な つ た 例

は,SMで は116例 中41.4%,INHで は39例 中74・4

%,PASで は66例 中57.6%で,INHに 特に高い。そ

の逆 の,セ ンター成績 で基準以上に変 る例は3剤 共1%

程 度の低率 であつ た。結局医療 基準 の線での初回耐性の

率 は,SMで は8.8%と6.3%,INHで は2・9%と1・4

%,PASで は5.0%と3・2%と な り,3剤 総合でみて

も12.8%と8.5%で あつて,い ずれ もセ ソター成績の

方が低い。両成績の差の原因 と しては,セ ソター成績は.

すべて間接法であ ること,継 代が2代 前後多い こと,耐

性 検査培地保存期間が1週 以内に限定 されてい ることが

あげ られ よ う。

なお現行の耐性検査は再現性 とい う面か らみた場合,

感性例では99%に 及ぶ 高い信頼度が あるが,耐 性 とな

つた例にはかな り慎重な態度 で対処す る必要が あるこ と

にな ろ う。

3)対 象菌株の選定な い し検 査条件 を変化 させた場合

の初 回耐性 の率 の変 化について

療研 の成績 には,2週 程度 までの短期 間化療 を受 けた

患者 の菌 も,従 来 の成績 に差が み られ なかつたために含

まれ てきた。 しか し今回の研究 では,薬 剤別で も3剤 総.

合 でも,化 療 全 くな しのもの よ りも高い傾向があ る。

す なわ ち 青柳 の 報 告にある1,783例 の入院施設成績

は13.8%で あるが,そ の うちの化療全 くな し1,343例

な らば13.0%と な り,同 じ入院施設成績で もセ ソター

に集め られ同定整理 された1,320例 では13.1%,そ の

うちの化療全 くな し990例 な らば11.8%,更 に こ の

1,320例 のセ ソター成績を とれば8.5%,そ の うちの化.

療全 くな し990例 な らば7.9%と な る。

どれが,わ が国の初回耐性 の真 の姿に近い数字 である

かは簡単に決定 しに くいが,菌 株 の蒐集整理 の過程 で約

1%,対 象を化療全 くな しに限定す るこ と で 約1%,両

検査で約4%減 少 し,も し,最 後 の7.9%を とれば,数

字 の うえだけか らは,欧 米の初 回耐性 の率に比 し著 しく

高い ものではない とい うことになろ う。

4)欧 米 との検査 法,耐 性 基準 の相違 について

欧 米で使用されてい る7H10・L6wensteinな どの培

地 と小川培地 を,そ れぞれ のSM慣 用耐性基準濃度で

比較 し,阻 止力は小川培地の20mcg(添 加濃 度)が 最

も弱 く,L10mcg,7H102mcgの 順 に強い とい う成

績を得てい る。 この よ うな点に十分な検討が加 え られな

ければ初回耐性を各国の間で正 しく比較す るこ とは困難

であつて,今 後の結核対策の評価のために も,よ り立ち
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入つ た研究が進め られ るこ とを望みた い。

耐性検査手技 について 〔中井〕

以前に 演者 らは,研 究協力施設の 耐 性検 霞成績に 基

づいて,耐 性菌感 染の 頻 度を 検索 した事があ るが,そ

れ ら施設におけ る耐性 検査 が どの様な方法で行なわれ,

また,そ れが 耐性検査 成績に どの様に 反映 してい るか

を知 るた め,人 為的に 耐性菌を 混合 した 菌株,お よび

患者分離菌株 を12の 施設に 送付 して 耐性 検 査を 依頼

し,そ の成績 と,耐 性検査方法 とについて調査を行なつ

た。人為 的に作製 した耐性 株 の 組 成 は,A株 はSM

10,000mcg耐 性菌 を10%,PAS50mcg耐 性 菌 を1

%,INH5mcg耐 性菌を0.1%の 割合にH37Rv感 受

性株 に混 じた ものであ り,B株 は上述SM耐 性 菌 を1

%,PAS耐 性菌を▼0.1%,INH耐 性菌を10%の 割 合

にH37Rv株 に混 じた ものであ り,C株 はSM耐 性株 を

0.1%,PAS耐 性株 を10%,INH耐 性株を1%の 割合

にH37Rv株 に混 じた ものである。演者 らは,こ れ ら供

試 菌株に混 じられた耐性株が いずれ も不完 全耐性 として

判定 され るこ とを,つ ま り10%に 混 じた耐性株 が完全

耐性 と判定 され ないこ と,お よび0.1%に 混 じた耐性株

が感受性 と判定 され ない ことを期待 したのであ るが,12

の施設にお いて,A,B,Cの3株 の うちの3種 の耐性菌

につい て,完 全耐性 と判定 されたのが21,感 受性 と 判

定 された のが8,不 完全耐性 と予期通 りの判定を得たの

が79で あつた。 どち らか といえば,不 完全耐性を完全

耐性 に誤 られ る場合の方が,不 完全耐性を感受性に誤 ら

れ る場 合 よりも多かつたのであ る。

次 に これ ら耐性検査成績の差異が,ど の様な原因に よ

つ て 起 るのかを 明 らかにす るために,各 施設 での 耐性

検査 方法を調査 したのであ る。培地の側の要因 と して,

培地作製 法,添 加薬剤の種類,添 加量,培 地保存期間な

どと,菌 の側の要因 と して,菌 液作製法,菌 液濃度判定

法,接 種菌量な どについて調査 した。 添加薬剤 と し て

は,INH,PASに ついては問題が なかつ たのであるが,

SMは 衛生検査指針所載 のDihydrostreptomycinを 使

用せず,複 合SMを 使用 していた施設 が3カ 所 あつ た。

薬剤添加量については,SMは2倍 量,PASはNatrium

塩 を使用す るため1・38倍 量を培地に 入れ るのが検 左指

針 に示 されてい る方法で あるが,SMを3培 量 入れ てい

た施設が2カ 所,PASを1倍 量入れていた施設が10カ

所 あつた。更に この耐性 検査 はす べて間接法で行な う様

依 頼 したのであつたが,1%小 川培地 を使用 したのが5

施設,3%小 川培地を使 用 したのが7施 設であつた。

菌液作製法では10施 設が指針 に示 され てい るガ ラス

玉 コルベ ンを使用 していたが,他 の2施 設 は試験 管壁で

白金耳を用いて菌塊 を擦 り潰 していた。 菌液濃度判定法

については,0.15mg/mlの 硫酸 バ リウム液 と比濁す る
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検査指針 の方法を採 用 していた のは3施 設 で,他 は標準

液 として結核菌 を秤 量 して作つ た菌 液 を 使 用 した3施

設,チ フス診 断液を使用 した1施 設,1白 金耳 を2mg

と して換算 した4施 設な どで,1施 設 は不定 とい う回答

であつ た。接 種菌量について は10'imgが3施 設,10噛2

mgが4施 設,10口3mgが4施 設,10-5mgが1施 設で

あつた。

以上 の如 く種 々の要因につ いて調 べ ると,各 施設での

耐性検査方法 にはかな りの差異が あ り,衛 生検査指針 と

全 く一致 した方法を とつてい た施設 は1つ もなかつたの

である。

この様 な耐 性検査法の差異 は当然 その成績に現われて

くる と考 え られ るのであ るが,そ の中で検査 成績に最 も

大 きな影響を与え る要因は,接 種菌 量であろ うと推定 さ

れた。接種菌 量が大で あれば耐性 は比較的高 く 表 現 さ

れ,逆 に接種菌量が小で あれ ば耐性 は比較的低 く表現さ

れ る様であ る。そ こで演者 らは耐性 検査をすべて2種 類

の菌量,つ ま り培地1本 当 り10-1mgと10-3mgと の

両方を接種 して,そ れぞれ耐性 検査 の 目的に従つてその

成績を使いわけてい るので ある。 化学療法の治療術式を

比較 検討す る様な場合には,少 しで も耐性の疑わ しい症

例は除外す るために,i接 種菌量 の大 きい方 の耐性検査成

績を と り,ま た,そ の薬剤 が まだい く らか有効 であ るか

ど うかをみ る場合 には接種菌量の少ない方 の成績を とる

とい うのがそ の1例 であ る。

前述 の如 く耐性 検査 成績はその手技 の差異 によつ てか

な りの変動を来 たす ものであ るか ら,耐 性 を比較す るに

は,同 一 の方法 に よつて検査 された成績 を比較す る必要

があ ると考 え られ る。 このため演者 らは,昭 和37年 以

来,未 治療株 はす べて京大胸部研に集 めて,同 一一の方法

で耐性検査を行 なつ て,耐 性菌感染 の実態 をよ り正確に

把握 しよ うと努 めて きたのであ る。

耐性検査手技差による耐性検査成績の差 〔篠田〕

耐性 検査の 目的が病巣内菌 の耐性populationを 知 る

ため と解釈す るので,我 々は従来 より直接定量培養法を

行 なつてい るのが,間 接法 の場合 もこれに準 じ,い ずれ

の場合で も対照培地 のcolony数 が50～500,理 想的に

は100～200と な る様,す なわちcolonycount可 能な

如 きいわゆ るaCtUalCOUnt法 を行なつてい る。使用耐

性 培地は 自家製で,作 製後室温 保存1週 以内に使用 し,

止むをえぬ場 合で も2週 以内を限度 と してい る。

かか る一定の手技方法 で未冶療患者の耐性検査を実施

した場合の検査成績差に つ き1,2の 検討を 行なつた。

なお この検討では小川鶏卵培 地を用い,耐 性判定 は胸研

基準に よつた。

(1)直 接 法 と間接法 との成績差

21例 につ き直 接法で行なつた結果 と,そ の対照培 地に
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発育 した菌 を材 料 として再び間接法で行 なつた結果 とを

比較する と,SMは 全例一致PAS,INHで は共 に1例

のみ不一致であつた。

(2)間 接法2回 実施時 の成績差

34例 につ き間接法で 行なつた結果 と,更 にその対照培

地発育菌を 材料 と して再度実 施 した結 果では,SM,PAS

は全例一致,INHで は1例 のみ不一致であつた。

これ らの結果か ら,一 定 の手技 方法で正確に耐性検査

を行な う場合は,耐 性検査 自体が 未治療 耐性頻 度に影響

を及ぼすほ ど重要 な因子 とな り うる ことはな い と 考 え

る。

アナ ムネーゼの信頼性

〔座長〕 初 回耐性 を論ず る場合の最 も基礎的な重要問

題は耐性検査 方法にあ るべ きであ るが,こ の点に もまだ

まだ検索すべき問題 が残つてい る様にみえ る。

次は よく指摘 され るアナムネ ーゼの信頼性 を 取 上 げ

る。

〔青柳〕 菌検査 セ ソターで感受性の低下が認め られた

158例 について既 往の化学 療法の再確認を行なつた とこ

ろ,12例(7.6%)が2週 以上の化療を受けていた こと

が判明 した。 これ らの症例の薬剤別,濃 度別の耐性状況

をみると,INHで は高度耐性が多 く,SM,PASで は低

濃度の耐性が多い ことが認め られた。

〔座長〕 さて我 々は一定の人工的な線を引いて,耐 性

菌 と感染菌 とい うふ うに分けてい るし,初 回耐性 の問題

も今まで この考え方 で論 じて きたが,は た してそれで良

いのか,現 行医療基準で明 らかな耐性 と出ない程度 の低

耐性菌をはた して無視 して良いか とい う問題を取上げた

い。

低耐性菌に関す る実験的研究

〔大里〕 野性株200株 の薬剤培地発育状況は株に よつ

てかな りの差がみ られた。 またSM10mcg耐 性菌 の含

有率 も1/1.35×102～0/1,17×107の 開 きがみ られ,INH

O・1mc9で は1/8.9×103～0/1.75×106の 含有率 を示 し

た。 また これ らの培地に発育 した菌 の耐性 をみ る とSM

100mcgあ るいはINH5mcgに 完全耐性 を示す もの も

み られた。 したがつ て,こ れ ら低耐性菌 を高率 に含有す

る例に対 して不十分 な化学療法が実 施され た場 合には,

高度耐性菌が 出現 しやす く,治 療 効果 の劣る可能 性を否

定で きないが,臨 床的 にはこれ の検討 はほ とん ど不可能

であ る。 そ こで低耐性菌 を感染 した動物に対す る当該 薬

剤の治療効果を検討 す ることに した。

1)SM低 耐性菌感染:SMlmcg含 有Dubos培 地

発育 クロノ株をモル モ ヅト(0・01mg),マ ウス(0・1mg)

の静脈内に接種 し,3週 放 置後4週 間SM,KM,VM,

CPMの 治療を行ない剖検 した。モル モ ッ トの 肉眼病変,

》比脾重,脾 臓 内生菌数を指標 とした 場 合,SM10mg
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の治療効果は認め られ なかつ た(KMは 効果 あ り)。マ

ウスで も4比 肺重,肺 内生菌 数よ り見た場合,SMlmg

の効果は認め二こくく,再 実験 でも同様 の結 果を示 した。

これ ら動物の臓器 内菌 のSM耐 性 は,接 種菌 に比 して10

mcg耐 性菌 の率が高 くなつてお り,こ の 傾向は放置群

において も認め られ,SM耐 性菌 は体 内で高い耐 性への

selectionの 起 こる可能性を否定で きなかつた。

2)INH低 耐性菌 感染:INHO.02mcg含 有Dubos

培地に発育 した クロノ株 を静脈 内に接種 し,3週 放置後

4週 間のINH治 療を行ない剖検 したモル モ ッ ト,マ ウ

スではINHの 効果が 明 らか に認め ら れ た(INH2mg

お よび0.5mg/モ ル,0.2mgお よび0。05mg/・ ■ウス)。

この場合モルモ ッ ト脾臓,マ ウス肺臓内 の菌のINH耐

性は低下 し,接 種菌は0.02mcg耐 性菌 を64%に 含有

したが,臓 器内の菌にはO.02mcg耐 性菌はほ とん ど見

出 されなかつた。

結論:SM低 耐性菌感染動物はSMの 治療 効果 を 認

めに くく,同 様の関係はKM,VM,CPMの 低耐性菌 感

染の場合に も認め られたが,INH低 耐性菌感染 の 場 合

にはINHの 治療効果は 明 らかに認 め られた。 このこ と

はSMは 体 内で高次耐性へ の,INHで は低 い耐性へ の

菌のselectionが 起 こること と関連を有す るもの と考 え

られ る。治療効果の面か ら一特に単独 治療 の場合に は一

低耐性菌感染 も十分考慮に入れてお く必要が ある と思 わ

れ る。

〔座長〕 ここに も我 々は反省すぺ き大 きなものを痛 感

す る。

次 の問題 として,4週 間 位の化学療 法で耐性 ははた し

て どの程度変化す るものか を検索 していただいた。

短期 間の化学療法 と初 回耐性 の関係

〔川村〕2週 程度 の化療 を受けてい るとされた患者か

らの分離菌株 を,初 回耐性 の研究対象に含めて よいか ど

うか の問題 を考究す る資料を得 る目的で,シ ソポ ジウム

の メソバ ーが行なつた共同研究の結果は次の 通 りで あ

る。

全 く結核の化療を受けた ことがない患者で,一 次3者

併用を受けなが ら開始後4週 まで毎週結核菌 の分離に成

功 した症例について,化 療開始前 の菌株を含む5菌 株 の

耐性を同時に検査 した。検査法は指針に準拠 したが,わ

ずかな耐性度変化を も把握す るた めに,薬 剤濃度 は下記

に よ り,10-1mgの 大量菌接種 をも平行 して行なつた。

SM1.5mcg,3mcg,6mcg,10mcg,100mcg

PASO.1mcg,0.2mcg,0.4mcg,1mcg,10mcg

INHO.05mcg,0.1mcg,0.2mcg,1mcg,5mcg

集 め得た対 象患 者17例 の 中には,3例 の初回耐性例

(SM100mcg耐 性 の2例 とSMIOmcg,PAS10mcg,

INHO.1mcg耐 性の1例)が あつたが,そ れ らを も 含

めて16例 までは,化 療 開始前 お よび後(1～4週)の5
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分離 菌が,発 育をみた最 高濃度 とその発育菌量の対照に

対 す る割合におい て,か な り微細な点にいた るまで一致

し,こ の期間内 の耐性が 意外なほ ど変化 しない ものであ

る ことを示 した。

ただ1例 におい て,開 始前SMに1.5mcg不 完 全で

あつたのに1週 で3mcg不 完全,2,3週 で10mcg不

完 全 とい う成績を得た。か な り急速 な耐性上 昇 とい うべ

きであ るが,こ の例で も他 の2剤 の耐性度 は低 くか つ全

く不変であ り,4週 以後は排菌陰性 となつてい る。

以上の成績は,正 確 な既往歴が得が たい事 と共 に,前

記 の問題が極めて微妙 であるこ とを示す ものであろ う。

〔座長〕 仮に アナムネーゼ において結核 化学療 法を受

け た事な しが正 しかつた としても非結 核性 疾患に対す る

SM注 射が初回耐性を示す原 因 とな る可能性はない もの

であろ うか。

慢 性呼吸器疾患に対す るSMの 影響(療 研)

〔青 柳〕 入院前に非結核性疾患 に対 してSMを 注射 し

た 既往のあ る症例は24例 である。 これ らの症 例のSM

の耐性状況を菌検査 セ ンターの成績 よりみる と,SM100

mcg完1例,3mcg完1例 ,3mcg不 完4例 であ り,

低 濃度におい て感受性 の低下せ る症例がやや高率である

傾向が認め られた。 したがつ て潜 在性肺 結核 を有する症

例に,非 結核性疾患 治療 の 目的 でSMを 注射する事 に よ

り,病 巣中結核菌は低濃度 の耐性上昇 が起 こ り うるもの

であ ると考え られ る。

非定型抗酸菌の頻度

〔座長〕 非定型抗酸菌 を万一無視 した ら,ア メ リカ辺

りでは初回耐性の頻度は大変高 いものになろ う。わが 国

ではいかがであ ろ うか。

〔中井〕 昭和37年 か ら42年 まで の間 に得た未治療株

1,049株 中ナイア シンテ ス ト陰性 の 株は13株1.2%

であつた。

〔大 里〕 当所 におけ る昭和42年1月 ～11月 の培養件

数24,480件 の うち結核菌検出数 は1,938,7.9%(入

院14.5%,外 来3.0%)で あ るが,結 核菌 と紛わ しい非

着色性 の抗酸菌(非 定型抗酸菌 と同意義ではない)の 検

出数は261,1.1%(入 院0.5%,外 来1.5%)で あ っ

た。 したがつ て非着 色性の抗酸菌(含 結核菌)検 出件数

2,199の うち結核菌 以外の菌は261,11.9%を 占め(入

院3.5%,外 来33%)て いた事 にな る。 これ らの菌は抗

結核薬に 自然耐性 を示す ことが多いのであ るか ら,分 離

菌株の鑑別を慎重 に行なわ ない場合には初回耐性の頻度

にかな りの影響 を与える もの と考え られ る。

外因性再感染の疑濃厚な症例

〔座長〕 耐性菌 はいわばラベル した様な菌であ るか ら

外 因性再感染ない し重感染,広 い意味で外因性再感染問

結 核 第43巻 第8号'

題 を窺 う一 つの眼鏡 と して初回耐性問題が利 用できるの

では ないか と思われ る。

〔中井〕 昭和37年 か ら42年 までの未治療菌陽性肺結

核患者 の うち,ツ ベル ク リン反応 の陽転時期の 明らかな

ものが200例 あ り,こ の うちに薬剤 の市販以前,つ ま り

SMで は昭和22年,PASで は昭和25年,INHで は昭和

27年 以前に ツベル ク リソ反応がBCGに よらず に陽転 し

ていた ものが96例 あ り,そ の中 に耐性 菌感染であつた

症例が5例 発見 され た。 これは外 因性 再感染が非常に疑

わ しい症例 である。

〔青柳〕 ツベル ク リソの陽転時期別 に耐性 の状況をみ

ると,常 に昭和27年 以後に陽転 した群 に高率であ り,

昭和19年 以前に陽転 した症例の うち よ り常 に耐性例が

数例認め られ てい る。

昭和41年 調査 では昭 和19年 以前に陽転 した症例の5

ち既往にBCGな しが明 らかで菌検査 セ ンターの成績が

耐性を示 した症例は1例 であつた。

〔篠 田〕 既述 の如 く我 々の対象 と した未治療患者の う

ち,耐 性菌感染 の可能性 が極めて少ない と目され る大正

13年 以前 出生者82例 中,初 回耐性は4例(SM100mcg

完2例,INHlmcg完1例,PASlmcg完,10mcg

不完お よびINHO.1mcg完1例)で あ るが,こ れ らの

胸部 レ線像は今回発病 の新鮮病 巣 と共に硬化病巣あるい

は石灰化巣が 明瞭に併存 してお り,一 応外因性再感染が

疑われ る例であ る。 しか もこれ らの 症例が 発病時58～

67歳 と比較的高年齢に 属す る もののみで あ ることは,

外因性再感染の成立に一つ の示唆 を与え るも の で あ ろ

う。 次に 感染源が 判 明 してお り(家 族内感染),し か も

外因性再感染 と思われ る症 例を経験 したので報告 してお

く。

感 染源 は父(発 病時39歳)で,被 感染者はその長男

(13歳)で ある。長 男は昭和35年 小学 校入学時 「ツ」反

応既陽性 で,41年5月 肺結核 を発 見され るまで毎年の学

校 健診で異常を指摘 され たこ とは ない。 父は生来健康で

あつたが,37年6月 喀血,自 宅に てSM,PAS,INHの

治療 を受けた。38年6月 の検疾 成績はGVI号 で あつ

たが,そ の後は無治療の まま41年5月 住民健診(こ の

時GVIII号 。 この間常時排菌 であつた と推測 され る)で

入 院再治療を強要 され るまで放 置 していた。長男は生来

父 と別居 した ことはない。

我 々は41年5月 父の再治療 前お よび長男の初回治療

前 の喀 出菌につ き耐性検査を行 なつた が,両 者 のSM,

PAS,INH,KM,TH,CS6剤 の耐性populationは よ

く類 似 してお り(共 にPASお よびINHに 対 し耐性)

またcatalase反 応(共 に ㊥),peroxydase反 応(共 に

O)も 同保の性状を呈 していた。 これ らの ことか ら長男

は一度誰かか ら感染を受けた後,更 に 父の常時喀出す る

菌に よつ て再感 染を受けた と見なすのが最 も妥当 と考え
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られ る。

この症 例か らは 外因性再感染の成立に関 し,ま た別 の

示唆が与え られ ると思 う。

医療従事者に見 られた薬剤耐性結核菌 感染,特 に外

因性再感染発病の疑濃厚 なるものについて 〔後藤〕

我 々が九州地区の国立結核療養所 の協同研究の一 つ と

して9年 間に亘 り初回耐性 例の調査 研究を行なつて きた

が,そ の間に16例 の医療従事者 を発見 した。 その うち

の12例 が一次抗結核剤 に対 し結核予防法に示す基準以

上の耐性を示 した。12例 の職 業は医師2名,看 護婦8

名,疾 コップ消毒婦,洗 濯夫それぞれ1名 であ り,薬 剤

別耐性 は3剤 耐性3例,SM,PAS2剤 耐性2例,SM

単独4例,PAS単 独3例 であつた。

我 々は この12例 の うちの4例 を外因性再感染発病の

疑濃厚なるもの と解釈 した。 その根拠の第1は 以前に全

く抗結核剤 を使 用 していない こと。第2は 入院時,化 学

療法を開始す る以前 の検疾 成績においてすでに一次抗結

核剤に耐性 を有 してお り,そ の耐性度は予防法の基準以

上を示 していた こと。 第3はBCG接 種を受けた ことな

く,ツ 反応陽転 より発 病 までの期間がほ とん ど10年 以

上であ り,ツ 反応 陽転の時期は一次抗結核剤がそれぞれ

漸 く使用 し始め られた時期あ るいはそれ以前 であるとい

うこと,な どである。

〔座長〕 終戦 後第1回 の近畿地方会で今は亡 き今村荒

男先生が耐性菌感染 が外因性再感染の可能性を証明す る

手掛 りを与えるか も知 れぬ と私に言われたのを感慨深 く

思い出す。

初回耐性例に対する化学療法の効果

〔青柳〕1)耐 性薬 剤を変更 しない群 の治療成績

昭和36,38年 に入院時薬 剤耐性 を調査 した症例の う

ち入院前 化療 な しでB型 非硬 化壁空洞 を有 しSM,PAS,

INHの3者 併用療法を 行 なつ た1,059例 に つ い て,

入院時の菌 量別,耐 性 程度別に培養陰性化率 を 検 討 し

た。

a)入 院時 培養 什 以上の群:こ の群の治療6カ 月の

培養陰性化率は.耐性群75.4%,低 耐性群89.2%,感 受

性群92.5%で あ り,耐 性群の うち1剤 耐性群81.6%,

2剤 以上の耐性群53.3%で あ り,1剤 耐性 群 の うち

SM耐 性77.8%,INH耐 性83.4%,PAS耐 性87.5%

である。

b)入 院時 培養 什 以下の群:こ の群の治療6カ 月後

の培養陰 性化率は耐性 群92・1%,低 耐性群97.8%,感

受性群98.1%で あ る。

したがつて耐性薬剤を変更 しない初 回薬剤耐性症 例の

菌陰性化率は感受性群に比 して有意 の差 で劣る ことは 明

らかであ り,特 に入院時培養成績 が 帯 以上の 群 では顕
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著 であ り,耐 性薬剤別ではSM耐 性が最 も劣つた成績 を

示す ことが認め られた。

2)耐 性薬剤 を変 更 した症 例を含む群 の治療 成績

昭和41年 の調査対 象患 者の うち入院前化療な しで学

研病型B型 で菌検査 セ ンターで耐性 と判定 された症例を

選 び,こ れ とな るべ く同一施 設 内 で 年齢,入 院時菌所

見,空 洞 の性状 がmatchす る感受性症 例群 との治療効

果 について検討 した。

症例はそれぞれ50例 であ り,耐 性例中には2剤 耐性

が28%含 まれてお り,二 次薬への変更率は6カ 月まで

に37.8%,9カ 月までに57.8%で あ る。

両群の背景因子を比較す ると多量排菌者,NTA高 度

の症例が感受 性群にやや高率であ る。

感受 性群,耐 性群の治療3,6,9,12カ 月の培養陰性

化率はそれぞれ75.6%,60%;100%,85.7%;94.8%,

97.3%;100%,94.2%で あ り,治 療3,6,9カ 月 の感

受性群,耐 性 群の全X線 の中等度以上改善率はそれぞれ

13.6%,4.4%;43.2%,27.9%;55.5%,56.7%で あ

る。

したがつて耐性薬剤を二次薬に変更 した症例を含めた

群 の治療 成績は二次薬への変更率の高率 とな る6カ 月以

降 において感受性群にほぼ近い優れた成績を示す こ とが

認 め られた。

治療7カ 月 までの耐性薬剤の二次薬への変更率は昭和

36年12.5%,38年33・1%,41年52%と 逐年的に高率

となつているか ら,初 回耐性の治療成績は今後 さ らに 向

上す る と思われ る。

喀疾中結核菌陰性者の耐性菌感染

〔座長〕 さて初回耐性を発見 しえた ら薬剤変更等然 る

ぺ き手段が講 じられ る道があ るが,初 回に結核菌 が培養

陽性でない例が も し耐性菌感染 例であつた ら,耐 性不明

の ままに無効なあ るいは性能の低い化学療法が長期 間続

け られ る恐れがあろ う。 また事実菌陰性 の耐性菌 感染例

は必ず存在す るはずで ある。

〔中井〕 排菌陰性のため,耐 性検査に よつ て直接証 明

す ることはで きなかつたが,耐 性菌感染 の疑われ た症例

が2例 あつた。いずれ もSM,PAS,INHの3者 併用で

は臨床症状の改善を見ず,二 次抗結核薬 を含む 併用療 法

に変えた ところ著 明に好転 したので,SM,PAS,INHの

い くつかの耐性菌感染 であろ うと考 え られ た。

〔青柳〕 菌陰性 の肺結核患者 または結核性肋膜 炎,脳

膜炎 な どで結核菌 の培養陰性 の症例に初回耐性 例が どの

位 の頻度に存す るかは 治療上 大 きな問題 であ り,私 も右

湿性肋膜炎 でSM,PAS,INH,Steroidの 治療に も拘 ら

ず,赤 沈,胸 部X線 所 見の改善が みられず,入 院2カ 月

後に肺野に新陰 影を生 じた症例を経験 してい る。

療 研では常にNTA病 型別に耐性 の頻度を検討 してい
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るが,化 療 あ り群 ではNTA高 咳の症例では耐性 の率は

高率 であ ろが,化 療 な し群 ではNTA病 型 別に耐性の率

に差 がみ られない。 したが つて菌陰性者 またば菌 倹出不

能 の結核患者の未治療耐性 の頻度 は菌陽性 未治療 肺結核

患者 の率 と同 じく10%以 上存す るもの と推定 され る。

二次薬耐性菌感染

〔川村〕 二次薬に対す る初 回耐性 は,現 在 の成績 を正

確 に把 握 しておかない と,将 来に 向かつ ての出発点が 不

明確 にな る危険があ る。療研は全 国の菌検査 セ ンターに

集 まつた未治療患者か らの分離菌1,320菌 株 の うち約5

分 の1(228菌 株)を 抽出 し,表 の6剤 につ いての耐性

を検査 した。

Drugs Concentrationaddedmcg/ml

KM

VM

CPM

TH

CS

EB

12.52550

12.52550

12.52550

12.52550

102040

1.252.55

100

100

100

100

80

10

二 次 薬 に 対 す る実 際 的 な 耐性 基 準 は,医 療 基 準 に 記 載

され て い る も の を も含 め て,未 確 立 の もの が 多 い た め,

わ れ わ れ は,228菌 株 が6剤 に対 して 示 した 耐性 度 の 分

布 か ら,KM・VM・CPMの3剤 は す ぺ て50mcg,TH

は25mcg,CSは40mcg,EBは5mcgの それ ぞれ 完

全 耐 性 を,ま ず 妥 当 な基 準 と考 え た。 そ の線 で 初 回 耐性

とす べ き も のはKM・CPMは2例 ず つ(0.9%),TH・

CSは1例 ず つ(0.4%),VM・EBは0と な つ た。 す な

わ ち2～3の 二 次 薬 に対 す る初 回 耐性 は,低 率 な が らす

で に な い とは い えぬ 状 態 で あ る こ とが 示 され た。

〔篠 田〕 昭 和41～42年 入 院 の未 治 療 患 者 喀 出菌 の う

ち,KM,TH,CS耐 性 検 査 には107株,VM,CPM,EB

耐 性 検 査 に は52株 を 用 い た 。 検 査 方 法 は1%小 川 培 地

使 用,間 接 法 で あ る。 な お この 項 に お け る薬 剤 濃 度 は す

べ て培 地 添 加 濃 度 で あ る。

これ ら菌 株 のKM,VM,CPM～<20mcg,20～<50

mcg,50～<100mcg,100mcg<～ 耐 性 菌 の 分 布 率 は

KM(61.0,36.8,2.0,0.2%),VM(59.8,35.3,4.2,

0.7%),CPM(63.6,33.3,2.9,0.2%)と 類 似 した状

態 に あ り,各 薬 剤 共95%以 上 は50mc9以 下 の 菌 に ょ

つ て 占め られ て い た。THで は92.5%が20mcg以 下,

99.4%が50mcg以 下 で100mc9以 上 の 菌 は 見 られ な

い。CSで は68.1%が20mcg以 下,89.4%が30mcg

以 下,98.9%が50mcg以 下 で,EBで は84.3%が2

mcg以 下,99.7%が3mcg以 下 で あ り,5mcg以 上 の

菌 は 存 在 して い な い 。

これ ら未 治 療 患 者 喀 出菌 が 耐 性 と判 定 され る薬 剤 別 頻

結 核 第43巻 第8号

度は,我 々の胸 研耐性基準(KM:30mcg90%,50mcg

50%,100mcgO%,TH:20mcg40%,30mcg15% ,

50mcg5%,100mcgO%,CS:20mcg70%,30mcg

25%,50mcg1%,EB:2mcg100%,3mcg50%,5

mcg10%以 上の耐性分布 を示 す場合)に よ る とKM

o・9%(1/107),TH1・9%(2/107),CS14・9%(16/

107),EBO%で,現 行医療基準 ではKM,TH共0%,

CS4週 培養0%,6週 培 養21・4%,VM4週 培養25

%,6週 培 養50%で あ る。す なわちKM,TH,EBで

ばいず れの耐性基準におい ても無ない し極めて低率で現

時点 では獲得耐性菌に よる感染 が生 じてい るとはいえな

い頻度 であるが,CS殊 にVMの 耐性頻度は極めて高率

である。 しか しこれは両剤 の耐性 検査 方法あ るいは耐性

判定基準 に多分に問題が存在す るため と思われ,今 後 こ

の点 の検討 を繰返 す必 要があ るで あろ う。

昭和41年 に我 々は福岡市お よびそ の周辺在住 の登録

在宅患者の一部につ き調査 を行ない,そ の際菌を回収 し

えた47例 の耐性検査 を実施 したが,薬 剤別にみた耐性

の頻度は胸研i基準 でKM17%(8/47),TH2.1%(11

47),CS12.8%(6/47),医 療基準 ではKM12,8%(6/

47),THO%,CS17.0%(8/47)とTH,CSの 耐性頻

度は未治療患者 と有意差 はな く,ま た未治療患者お よび

在 宅患者両群菌集団 の耐性菌分 布 も極めて類似 した状態

にあつた。 しか しKM耐 性 のみ は有 意差を もつて在 宅

患 者に高率であ り(胸 研基準 で17.0%:0.9%,医 療基

準で12.8%:0%)し か も在宅 患 者 群 で は1,000mcg

以上高耐性の存在 が み られ(耐 性菌 分布:在 宅患者群

4.6%,未 治療群0%),も しKM高 度耐性菌が 「ひ と」

に対 し既述のSM高 度耐性菌 と同様の感染,発 病の態度

を とるな らば,今 後KM1,000mcg以 上高度耐性菌に

よる感染発病が徐 々に 出現す る事 も予想 され,更 に感染

源 側に対す る十分の対策 を講ず る必 要があろ う。

〔中井〕 川村博士 と同 じ耐性基準(KM50mcg完 全,

または50mcgお よび100mcg不 完全:CS40mcg完

全 または40mcgお よび80mcg不 完 全:TH25mcg

完 全 または25mcgお よ び50mcg不 完 全:EB2・5

mcg完 全 または2.5mcgお よび5.Omcg不 完全:VM

50mcg完 全 または50mcgお よび100mcg不 完 全 ・

いずれ も添 加濃度)を とる と,初 回耐性 と考え られた も

のはKMO・2%,CSとTHと は0%,EBO.5%,VM

1・5%で,い ずれ も非常に低率で あつ た。

〔座長〕 以上で メソパ ーの方 々の発 言を一一応終わ り,

フ ローアか らの追加をお願いす る。

印刷工業界におけ る耐性 菌保有状況(最 近5年 間の

集団検診 成績か ら)〔 千葉胤夫 ・他3〕

38年 以来郵送培養法 を利 用 して,結 核高率地帯 の印刷

業界 の検診 を行ない,3年 間の成績を昨年 の本学 会に発
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表,耐 性菌感染の実例を揚げ幾 つか の問題 点 を 指 摘 し

た。引続 き耐性患者の発掘 と職場か らの排 除に努 めた結

果,よ うや くこの2年 間に予期通 りの成績 を治めえたの

で追加す る。要医療率 は0.6%台 か ら0.2%台 に減 じ,

殊に未治療新発生 率は0.11%ま でに減 じた。培 養陽性

率で14%か ら4%に 著減,う ち未治療新発見 と既治療

再発見の減少が主であつて,就 業治療例はい まだ減 らす

までに至 つていない。 したがつて培養陽性の耐性保有率

も下降を示 さず,中 で も就業治療者ではすぺ て が 耐 性

で,こ の5年 間の平均で も80%,既 治療再発見で50%,

その うえ未治療新発見に至つては平均30%の 高率を維

持 している。 この事は依然事業所内での耐性菌の感染源

となつてい る事を示す。それゆえ今 もなお就業治療者の

周辺か ら新発生の実例に接す る。耐性患老の強力な探索

と共に,就 業治療を続け る主治医の猛省を促 したい。

今 後 の 見 通 し と む す び

座 長 内 藤 益

本 シソポ ジウムの最大の課題は初回耐性頻度があ る と

ころまで上昇 して後現在大体横這いを続け ているのは何

に原因するのか,そ して将来いかな る変遷を辿 るであ ろ

うか とい う点にあろ うと考え る。 これについて メンバー

各位のお考えをま とめて座 長か ら述べ る。

まず初回耐性 率の上 昇の要因 と,こ れを阻止す る要因

とを分けて考えてみる。

初回耐性率 上昇の要 因

1)在 宅感染性患者 中の耐 性菌喀 出患者頻 度の増加

療研や実態調査 の成績か らみて,少 な くとも少 し以前

までの ところ増加 の傾 向を示 しているのが事実 である。

これはい うまでもな く,化 学療 法の普 及,殊 に隔離 され

ずに行なわれた不完全 な治療 に起 因す る。

2)在 宅感染性患者 の中で特 に耐性菌喀 出患者 の感染

危険度が高 くなつて きた場合

療研 の成績で化療あ り群に重症患者がふ えて くる傾 向

がみ られ る。

初回耐性上昇阻止の要因

1)在 宅感染性患者中の耐性菌喀出患者頻度の減少

その原因 としては,a)化 学療法が励行 されねば減 る

であろ う。極端にいえば化学療法が行なわれな くなれば

著明に減 るであろ う。 しか しこの よ うな事は将来共に考

え られない。b)治 療法の成功 とで もい うか,少 な くと

も喀疾中結核菌培養 陰性持続に成功 した症例の頻度がふ

えれば減少するであろ う。 この場合二次薬の適切な使用

が一役演 じるであろ う。c)以 上に失敗 して も隔離が厳

重 に実施 されれば され る程減少す るであろ う。

然 し今回報告の範 囲では在宅耐性患者の頻度は少 し以

前 までの ところふえているのが現実であるのは上述の通

りである。

2)無 自覚無治療 放置感染性患者に比べて化学療法施

行患者の方がた とえ耐性菌を喀出 していて も咳蹴喀疾減

少お よび本人の注意に よ り他人に感染 させ る頻度を少な

くしているかも しれ ない。 も しこの傾向が年 と共に強 く

なつてきた と仮定すれ ば,耐 性菌感染率上昇阻止に幾分

役立つてい るか も しれな い。

3)INH高 度耐性菌の毒力 の 低下がINHl耐 性菌に

よる感染発病菌喀出に至 る患者を少な く してい るか も し

れない し,同 時にINH高 度耐性 となつたSMやPAS

の耐性菌に よる感染発病菌喀出に至 る患者を少な く して

い るか もしれ ない。

4)INH耐 性菌 に感染 した場合,上 述 と同 じ 原因に

よ り混在 したINHの 比較 的低い耐性菌や感受性菌だけ

が喀 出 され るに至る,す なわちselectionを 受け,実 際

には相 当高いINH耐 性菌 を含む菌群 の感染を受けてい

なが ら,感 受性菌感染 を受けた症 例であるかの如 く表 現

され る場合 も考 え られ る。

5)こ れ は単 に見せかけ だけ の事 であるが,ア ナムネ

ーゼ の確実性が高 まつ てくると
,初 回耐性率が よ り正確

な価を示 し,そ のため外見上減少 を示す 可能性が十分 あ

ろ う。

6)感 染 と発病の時間的距離が長 くな り,新 発見患者

の年齢構成が高年層に移動 しつつあ る事は,化 学療法発

現以前 の感染例の増加を想像 させ,初 回耐性証 明例 の上

昇阻止の方向に影響 してい るか も しれない。

以上考えた要因その他 ここに考え及ばなか つ た 要 因

が,両 方の側にあつて互いに牽制 し合つた結果が,初 回

耐性率の変遷 と して現われてい るもの と思われ る。

将来 ど うなつてい くであろ うかについては全 く予想が

つかない。わが国の医師の努力に よ り,隔 離 しないで不

完全な化学療法を実施す る事を絶滅すれば耐性菌感染率

を低下せ しめ る事は十分可能であ り,ま たそ うしなけれ

ばな らない とい う点については メンバ ー各位の意見は一

致 したけれ ども,昔 と違つて感染か ら菌喀出に至 る期間

のかな り長い年月の者が多 くなつてい る事を考え合わせ

て,現 在 までの時点におけ る不完全不成功の化学療法 の

結果がか な り遠い将来 に初 回耐性 発見 例の増加 を来たす

か も しれぬ とい う警 告も出た。

私 自身 の考 えでは初 回菌陽性例 中の耐性例 の頻度 もさ

る事 なが ら,感 性菌 感染 も減 らしたい し,耐 性菌 感染 も
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減 らしたい,た だ し後者 の方 に,医 師 の反 省と努 力 とに

よる実 りが よ り多いであ ろ うと思 う。

現在帳面 づ らでは初回耐性十数%で 横這い と出たけれ

ども,は た して残 りの八十数%の 治療効果は15年 前の

同 じ治療法 の効果 と全 く等 しいであろ うか,現 行の治療

効 果判定方法 の範 囲では著明な差異はない様に,私 自身

漠 然 と考えては いるものの,も し遙 かに精 密な もの さし

が あつた ら,治 療効果 が じりじりと低下 しているのを見

せ つけ られ るのではあ るまいか とい う証拠 のない不安 を

感 じるものであ る。 これは全 く私 の個人的 な考 えにす ぎ

な いが,今 眼の前に見てい るものは,海 面 に浮ぶ氷 山の

大 きさであ り形にす ぎない のではないか とい う不安を禁

じえ ないのである。

最後に本 シ ンポ ジウムの結論 と して,次 のステ ップを

いかにふみ出すべ きか とい う問題を討議 した結果 を申し

上 げ る。

第1に 耐性菌感染の究 明を 目的 とした耐性検査法の技

術面 におけ る再検討が望 まれ る。

第2に は全 国の医師が心を合わせ て耐性菌喀 出患者を

作 らない事,第3に は作 る恐れがあ る場 合や不幸 にして

作つて しまつた ら隔離す る事,以 上の3項 とい う極めて

あ りふれた結論 であ る。




