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3.　結核免疫学の進歩

安藤 正幸(熊 本大1内)

4.　新抗結核剤への期待-タ ーゲッティング療法を含めて

冨岡 治明(島 根医大微生物 ・免疫)

最近 におけ る結核研究 の進歩 の トピックスと して上記

の4題 が とりあげ られ,そ れ らの研究 の現況 と将来 の展

望について報告,討 議 された。

1.　抗酸 菌検査法 の進歩

(1) BACTEC 460 TB System,Biphasic MB-

Checkに よ る臨床 材料 中 の結核 菌検 出法 は小川法 よ り

も優 ってお り,特 に塗抹 陰性標本 において顕著 である。

わが国で も現行法 の改変 に 目を向ける時が来 ていると思

わ れ る。(2)最近,PCRに よる臨床材料 よ りの結核菌 の

早期検出 ・同定 が試 み られているが,そ の有用性が証明

された。(3)わが 国で も近年 抗酸 菌 の同定 にM.tuber-

culosis complexお よびM.avium complex

 AccuProbe Culture Confirmation Testが 普及 しつ

つあ るが,そ れ らの特異性,感 度 ともに100%で あった

といい,そ の有用性 が追認 された。 またDDH-Myco-

bacteriaで は臨床分離株 の90%が 同定可能 であ った と

い う。(4)結核 の疫学 的研究 にIS986を 用 いたRFLP分

析の有用性がわが国におけ る結核 の小流行例 について明

らか にされた。

2.　結核菌研究におけ る遺伝子工学 の進歩 とその応用

最近10年 間 に結 核菌 の遺伝学 は新 しい遺伝学 的技術

の導入 によって著 しい進 歩がみ られた。 ここでは抗酸菌

遺伝学の進歩を,特 に遺伝子 クローニ ング,宿 主 ・ベク

ター系の樹立,染 色体DNA,プ ラス ミドDNAお よび

抗酸 菌 ファー ジDNAの 構造解 析,薬 剤耐性 の遺伝子

レベ ルで の 解 明,な どの 問 題 を 中心 に解 説 さ れ た。

3.　 結 核 免 疫 学 の 進 歩

結 核 の初 感 染 と再 感 染 にお け る感 染 防御 機 構,結 核 免

疫 の 主 役 を 演 ず るTリ ンパ 球 の サ ブ セ ッ ト,特 に γ/δ

細 胞 な ら び に 細 胞 障 害 性CD4+細 胞 の動 態 と機 能 な い

し役 割,マ ク ロ フ ァ ー ジの 活 性 化 と各 種 サ イ トカ イ ン と

の関 連 性 並 び に活 性 化 マ ク ロ フ ァー ジの細 胞 内殺 菌 に お

け るreactive oxygen intermediatesお よ びreactive

 nitrogen intermediatesの 役 割,さ らにAIDSと 結

核 の問 題 につ いて も解 説 が 加 え られ た。

4.　 新 抗 結 核 剤 へ の 期 待-タ ー ゲ ッテ ィ ン グ療 法 を含

めて

近 年 に お け る結 核(MAC症)治 療 の 新 薬 と して は

Rifamycin誘 導 体,New quinolone,New macro-

lideが あ る。Rifamycin誘 導体 に はRifabutin,

 Rifapentineな どが あ り,わ が国 で はKRM-1648が

開 発 途 上 に あ る が,い ず れ も主 と してMACを 対 象 と

して 検 討 され て い る もの で あ る。New quinolonesに

は諸 種 の 薬 剤 が 開 発 さ れ て い る が,い ず れ も結 核 菌,

M.fortuitumに 対 して 優 れ た 抗 菌 活 性 を有 す る。New

 macrolide,な か で もClarithromycinは 優 れ た抗

MAC活 性 を もつ。 薬 剤 をliposome, lipid micro-

sphere, microcapsuleな ど に封 入 ・投与 す る こ とに

よ り,よ り優 れ た治 療 効 果 を 期 待 され る ター ゲ ッテ ィ ン

グ療 法 につ いて は今 後 の 臨 床 的 応 用 が 期 待 され る。
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I.　 結核研究の進歩―State of Arts(1)

1.　 抗 酸 菌 検 査 法 の 進 歩

阿 部 千代治

結核予 防会結核研究所

受付 平成5年8月16日

ADVANCES IN DIAGNOSTIC METHODS FOR MYCOBACTERIA

Chiyoji ABE *

(Received for publication August 16, 1993)

Two systems, biphasic MB—Check and radiometric BACTEC, based on liquid media 

proved to be significantly better than the egg-based solid media for the isolation of 

mycobacteria from clinical specimens. The difference in the rates of isolation of 

mycobacteria between two groups of media was more remarkable with smear—negative 

specimens. The time to the detection of the Mycobacterium tuberculosis complex with MB— 

Check was shorter than that with the 3% Ogawa egg method but longer than that with 

BACTEC.

A total of 135 sputum specimens were examined by the polymerase chain reaction 

(PCR) using oligonucleotides based on the repetitive sequence (IS986) of M. tuberculosis as 
a primer. The PCR gave an overall positivity rate of 84.2%, as compared with 71.9% by 

smear and 96.9% by culture in the liquid medium, MB—Check. Although the sensitivity of 

the PCR appeared to be similar to that of culture with the MB—Check system, the PCR 

should be very useful for rapid detection of M. tuberculosis infections.

DNA probe technology facilitates a rapid and specific identification of microorganisms. 

The diagnostic specificity and sensitivity of the nonradioactive Accuprobe M. tuberculosis 

complex and Accuprobe M. avium complex culture confirmation tests were nearly 100%. The 
results of the colorimetric microdilution plate hybridization test (DDH—Mycobacteria) for 

 identification of mycobacteria were consistent with those of biochemical identification. 

About 90% of clinical isolates could be identified by the DDH kit. Both of these methods 

may contribute to the rapid diagnosis of mycobacterial infections.

Epidemiological studies with techniques which allow differentiation of strains within 

M. tuberculosis groups are important for limiting the dissemination of the disease. We 
analyzed six groups of small outbreaks of M. tuberculosis infections by restriction

 fragment length polymorphism (RFLP) analysis. Five showed identical fingerprints within 

each group, but one which was also suspected to have a common source of infection showed 

 different banding patterns, emphasizing that RFLP analysis using 1S986 as a probe is useful

* From the Research Institute of Tuberculosis, Japan Anti-Tuberculosis Association ,

 Kiyose—shi, Tokyo 204 Japan.
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in epidemiological studies of tuberculosis.

Key wards: MB-Check, BACTEC, Poly-

merase chain reaction, DNA probe techno-

logy, RFLP analysis

キ ー ワー ズ:MB-チ ェ ッ ク,BACTEC,DNA増

幅 法,DNAプ ロ ー ブ診 断,RFLP解 析

1.　患者材料か らの抗酸菌 の分離培養

全抗酸菌症のなか に占め る非結核性抗酸菌症 の割合 は

年 々増えてお り,こ れ らの菌 は比較的 アル カ リに弱い こ

と,塗 抹陽性 ・培養陰性結核菌が増加 して いること,塗

抹陰性検体か らの菌 の分離率 の低 いこと,欧 米諸国で は

HIV陽 性者(エ イ ズ患 者)の 抗 酸菌症 の診断が難 しい

ことなど,抗 酸菌 の分離培養 を含 む検 出の面で まだ多 く

の問題 が残 されている。

この研究 で液体培地 を基礎 とした ラジオアイ ソ トープ

標識 基質 を用 い たBACTEC法 お よ び液 体培地 と寒天

培地 の二 相か らな るMBチ ェ ックと従来 か らの卵培地

を用 い る小 川 法 で患 者 材 料 か らの抗 酸 菌 の 分 離 率 お よび

検 出 ま で に要 す る時 間 を測 定 し,そ れ らシ ス テ ム の間 で

比 較 し た1)2)。245例 の 喀 痰 を処 理 して86(35.1%)例

か ら抗 酸 菌 が 分 離 さ れ た(Table1)。 こ れ らの う ち3

96小 川 法 陽 性 は65(75.6%),BACTEC法 陽 性 は80

(93.0%),MBチ ェ ック法 陽性 は81(94.2%)で あ り,

液 体 培 地 を 基 礎 と した2シ ステ ムの分 離 率 が3%小 川 法

と比 べ 有 意 に 高 か った(P<0.01)。 液体 培 地 に は生 え

ず に3%小 川 法 の み 陽 性 は2例 み られ た。86分 離 株 の

うち49株 はM.tuberculosis complex,31株 はM.

avium complexで あ り,こ れ らで 総 分 離 株 の93.0%

を 占 め て い た 。MBチ ェ ッ ク とBACTECシ ス テ ム は

Table 1 Isolation of Mycobacteria from 245 Sputum 

Specimens with Different Media

75.5

Table 2 Recovery of Mycobacteria from 245 Smear—Positive 

and Smear—Negative Specimens with Different Media
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M.tuberculosis complex総 分 離 株 の95.9%を 検 出

した が,3%小 川 法 で は これ らの79.6%を 検 出 した に

過 ぎ なか っだ 。

MBチ ェ ッ ク は,65塗 抹 陽 性 材 料 か ら分 離 され た37

M.tuberculosis分 離 株 の100%と,180塗 抹 陰 性 材'料

か ら の12分 離 株 の83.3%を 検 出 した(Table2)。 一

方,3%小 川 法 の検 出 割 合 は89.2%と50.0%で あ った。

塗 抹 陽 性 材 料 か ら分 離 され た非 結 核 性 抗 酸 菌(MOTT)

18株 の100%,陰 性 材 料 か ら のMOTT分 離 株19の

84.2%はMBチ ェ ッ ク陽 性 で あ った が,小 川 法 の 陽性

率 は94.4%と47.4%で あ った 。 す な わ ち塗抹 陽性 と陰

性 材 料 の 両 者か らの 抗 酸 菌 の 分 離 率 は,液 体 を 基礎 と し

た2シ ス テ ムが 従 来 か らの 卵 を 基 礎 と した培 地 よ り勝 れ

てお り,こ の 差 は塗 抹 陰 性 例 で よ り顕 著 で あ った.

M.tuberculosis complexの 検 出 まで に要 す る平 均

日数 はMBチ ェ ッ クで19.1H,BACTECで13.4日,

3%小 川 法 で21.9日 で あ った,培 地 の 汚 染 は3%小 川

法 で5,3%に み られ た が,MBチ ェ ッ ク,BACTEC,

小 川K培 地 で は1%以 下で あ った。

こ れ ら の 結 果 は,液 体 を 基 礎 と したMBチ ェ ッ クと

BACTECシ ステ ム が 臨床 材料 か らの抗 酸 菌 の 分離 に非

常 に 有 効 で あ る こ とを示 して い る。BACTECシ ス テ ム

は培 地 中 に放 射性 物 質 を含 む た め 日本 で 臨 床 検 査 に取 り

入 れ る の は困 難 と考 え られ るが,MBチ ェ ック はす で に

多 くの病 院 検 査 室 で取 り入 れ られ つつ あ る。

2.　 PCRに よ る 臨 床 材 料 中 の結 核菌 の検 出

こ こ数 年,PCRに よ る抗 酸 菌 属 あ る い は結 核 菌 の 迅

速 検 出 の報 告 が され て い る。

わ れ われ は その 存 在 がM.tuberculosis complex

に 属 す る菌 に 限 られ て い る因 子,IS9863)の 配 列 に 基 づ

い た オ リゴ ヌ ク レオ チ ドをPCRの た め の ブ ラ イマ ー と

して 用 い た。 臨 床 分 離 株 の 問 でIS因 子 の コ ピ ー数 は1

～19と 変 化 が あ るが ,大 部 分 の 株 は8と15コ ピーの 問

で あ るD。 これ ら オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 使 用 はPCRの

感 度 を 上げ る 上 で 有 効 で あ る。 ミ ドル ブ ル ック7H9液

体 培 地 培 養 菌 を 用 い た感 度 試 験 でPCRは10CFU以 下

で 陽 性 で あ っ た 。 ま た,結 核 菌H37Rvか ら精 製 した

DNAを 用 い た 試 験 で は,検 出 限 界 は1fgで あ り

(Fig.1),こ れ は約1個 の 菌 に 存 在 す るDNA量 に相

当 す る。

23種 の 臨 床 的 に 重 要 な 抗 酸 菌 の 標準 株 を 用 い た試 験

で541bpDNAはM.tuberculosis complexに 属 す

る菌種 か らのDNAを 鋳 型 と した と きの みPCRに よ り

増 幅 さ れ た が,他 菌 種 か らのDNAを 用 い た と き に は

PCR産 物 は認 め られ な か った。

PCR反 応 に お け るDNAコ ン タ ミネ ー シ ョ ンの ソー

スと して,(1)操 作中 に サ ンプ ル間 で起 こ る コ ン タ ミネ ー

シ ョ ン,(2)実 験 室環'境 か らの プ ラ ス ミ ドの混 入,(3)以 前

に 増 幅 した産 物 や プ ラ イマ ー の持 ち込 み な どが 考え られ

るが,そ の 中 で(3)が 主 要 な ソ ー ス で あ る。dTTPの 代

わ り にdUTPを 用 い て もPCR産 物 は得 られ る。 そ の

結 果 得 られ た ウ ラ シル を 含 むDNAはPCR反 応 前 に ウ

ラ シ ルDNAグ リ コシ ラー ゼ(UNG)と の反 応 に よ り

完 全 に 分 解 され る(Fig.2)。

こ の よ う にdUTPとUNGの 使 用 に よ りcarry-

overコ ン タ ミネ ー シ ョ ンを防 ぐこ とが 可 能 とな った が,

根 本 的 に はPCR反 応 液 の 調 製 室,臨 床 材 料 の 処 理 ・

1 2 3 4 5 6

Fig. 1 Endpoint determination of the PCR 

amplification of purified DNA. 

Lane 1, HaeIII-digested ƒÓX174 DNA; Lanes 2 to 

5, the products after PCR amplification of 1pg, 

100fg, 10fg, 1fg and 0.1fg of purified DNA 

from M. tuberculosis H37Rv.

1 2 3 4 5

Fig. 2 Agarose gel analysis of PCR-amplified 

DNA from two subsequent runs, using incor-

poration of dUTP and incubation with UDG. 
Ten microliters of amplified It. tuberculosis and 

 M. bouis DNAs (lanes 2 and 3) from the first 
PCR runs were treated with dUTP and UDG, 

and used for the second PCR runs for reampli-

fication (lanes 4 and 5).
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DNA抽 出室,DNA増 幅 ・検出室の3室 を独立 した部

屋 にす ることが必須で ある。 また使用す る水,容 器な ど

もDNAフ リーのものを選 ばね ばな らない。

135喀 痰材料 が試験 された。32は 塗抹陽性であ り,50

は 培 養 陽 性 で あ った。分 離 抗 酸 菌 の うち32はM.

tuberculosis complexと して,16はM.avium

 complexと 同定 された。MBチ ェ ックで31例 か らM.

tuber culosisを 検 出で きたが,小 川法 陽性 は24例 にす

ぎなか った。培養陽性32例 の中で26例 はPCR陽 性 で

あ った が6例 は陰 性 であ った(Table3)。 一方培養陰

性例 の 中で,塗 抹陰 性5例 と塗抹 陽性1例 の計6例 が

PCR陽 性 で あ った。 これ らの例 はいずれ も結核の臨床

所 見 を示 して いた。非結核性抗酸菌の検出 された18例

の材料 か らは,PCR産 物 は得 られ なか った。結核菌の

検 出 のた めのPCRの 全体 の感度 は84.296(32/38),

塗抹試験 のそれは71.9%(23/32)で あった。 このよう

に,臨 床材料 か らの結核菌 の検 出のためのPCRの 感度

は,卵 培地 を用いた培 養法 よ りは勝 れていたが,液 体 を

基 礎 とした培地 を越 え る もので はなか った5)。しか し

PCR法 は臨床 材料 か ら結核菌を直接 しか も迅速 に検 出

で きることか ら,迅 速な診断が要求 され る例 において,

特 にHIV感 染者な どの診断 に有効であ ろう。

3.　核酸の相同性 を利用 した菌種の鑑別同定

非結核性抗酸菌症 の中に占めるM.avium complex

(MAC)症 の割合 は約70%で あ り年 々増加傾向 にある。

MACに 属 す る菌 は多 くの抗結核薬 に耐性 を示す ことか

らMAC症 においては結核症 やM.kansasii症 とは異

な る治 療 法 が 取 られ て い る。 それ故,結 核 菌 お よび

MACの 迅速鑑別 は重要 であ る。

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology6)

に よ れ ば,細 菌 の 分 類 は全 染 色 体DNAの 相 同 性 に基

礎 を 置 く事 と さ れ て お り,1つ の 種 は60%以 上 の

DNA相 同 性 を持 つ菌 株 を含 むべ き とす る考 え が 示 され

て い る。 これ らの宝義 に従 え ば,定 量 的 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー

シ ョン に よ り菌 種 の鑑 別 同定 が可 能 とな る。 プ ロ ー ブ と

して 全 染 色 体DNAを 用 い る ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン

法 と特 異 性 の 高 い プ ロ ー ブ を 用 い る方 法 が あ る。M.

tuberculosisとM.avium complexの 問 の鑑 別 に全

染 色 体DNAを 用 い た ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 が利

用 で き る こ と をRobertsら7)は 報 告 し た 。 さ ら に

Imaedaら8)は,一 部 の抗 酸 菌 の 間 の 鑑 別 を 除 い て大

部 分 の 菌 種 の 同 定 は 全 染 色 体DNAで で き る こ とを 示

し た。 一 方,標 的 と し て 染 色 体DNAの 代 わ り に リボ

ソ ー ムRNA(rRNA)を 用 い る方 法 が あ る。1個 の菌

体 に 存 在 す るrRNAの 分 子 数 は染 色 体DNAの 上 に あ

る遺 伝 子 の コ ピ ー数 の100倍 以 上 で あ る。 そ れ故,標 的

と してrRNAを 用 い るRNA:DNAハ イ ブ リダ イ ゼ ー

シ ョ ン法 が,標 的 と してDNAを 用 い るDNA:DNA

ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 よ り高 い 反 応 が 期待 で き,材

料 中 に含 ま れ る菌 量 が 少 な い場 合 に は よ り有 効 で あ る。

Gen-Probe社 で開発 され たM.tuberculosis com-

plexお よ びM.avium complex迅 速 鑑 別 キ ッ トは リ

ボ ソ ー ムRNAの 菌 種 特 異 領 域,約40ベ ー ス に相 補 的

DNAを プ ロー ブ と した キ ッ トで あ る。 これ まで の キ ッ

トは1251標 識 プ ロー ブを 用 い て い た た め,そ の使 用 は放

射 性 物 質 の 使 用 が 可 能 な検 査 室 に 限 られ て い た。 そ の検

出 も放 射 性 物 質 標 識 か ら ア ク リ ジ ニ ウム エ ス テ ル標 識

(化 学 発 光 シ ス テ ム)に 代 わ り,バ イ オ ハ ザ ー ド対 策 の

面 で改 善 さ れ た。M.tuberculosis complex鑑 別 同定

Table 3 Comparison of Polymerase Chain Reaction with Conventional 
Smear and Culture Examinations in Sensitivity of Detection 

 of M. tuberculosis in Clinical Specimens
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Table 4 Identification of Mycobacterium tuberculosis Complex Isolated 

from Culture Using the Accuprobe M. tuberculosis Complex 

Culture Confirmation Test

用 ア キュ プローブキ ッ トの特 異性 と感度 は両者 とも100

%で あ った9)(Table4)。 またM.avium complex

キ ッ トのそ れ らは100%と99%で あ った。操作 は簡便

でその判定 も容易 であ り,約2時 間で同定結果 が得 られ

る。 しか しア ッセイにはまだ最低106個 の菌が必要で あ

り,こ のキ ッ トの使用 は培養菌 に限 られる。他方,抗 酸

菌の検 出の項 で も記述 したよ うに,液 体培地 は抗酸菌の

増殖 と検 出において卵培地 よ り勝れて いることか ら,こ

のキ ッ トとの組 み合わせ による迅速診断 も可能であ る。

Kusunokiら10)は,標 準株 の全 染色体DNAを マイ

クロプレー ト上にあ らか じめ コー トしてお き,そ れ とフォ

トビオチン標識検体DNAの 間のハイ ブ リダイゼー ショ

ンにより抗酸菌菌種を同定す るマイ クロプ レー ト法 を開

発 した。抗 酸菌 標準 菌株 間 の相 対類似度 をTable5に

示 した。 この キ ッ トの使用 によ り抗酸菌18菌 種 の同定

が可能であ り,4～6時 間以 内にすべての工程が終了,

同定結果 が得 られ る。 マニュアルに従 い測定 した時臨床

材 料 か ら分 離 され る菌株 の80%以 上 は,こ の方法で同

定 が可能 である。 しか し少数 の菌種で は,従 来か らの培

養法 ・生化学的方法で同一 の菌種 と して鑑別同定 された

菌 株 のなか に,DNAで 別の菌種 と して同定 され る菌株

が見つか って いる。菌種内 にサ ブタイプがあ るのか,あ

るいは菌種内で相対類似度が連続的 に変化 してい るのか

はまだ明 らかで はな く,今 後の検討が必要 であ る。 キ ッ

トの操作 にあた り,抗 酸 菌 の菌種 によ りDNAの 比較

的精製 しやすい もの とそ うでない もの とがある。完全 な

溶菌,DNAの 抽出のために は適正 な量 の菌 を使 うこと

が重要 であ る。 また特異性 を保持 す るためにはハイブ リ

ダイゼー ション温度 と時間を厳守 せねばな らない。

4. Restriction Fragment Length

 Polymorphism(RFLP)分 析

感染個体か ら分離 した菌株 の型別 は,感 染源を追跡す

る上で重要である。 この種の目的 のため,こ れ まで ファー

ジ型別 と薬剤感受性パ ター ンの比較が用い られて きたが,

詳細 な分析 には用を なさなか った。

染色 体DNAの 上 に は種 々 の情報 を コー ドしている

遺伝子が あり,通 常 はそれぞれの遺伝子 は1～2コ ピー

存在 す る。 しか しその 中に2個 以上 存在 する挿入配列

(IS)も 見 つ か った。 抗酸 菌で もい くつか報告 され てい

る。 これ らのISはDNA再 配列 の際 に転位す ると考え

られてお り,世 代 を重 ねる問に増減が見 られ,染 色体上

の挿入部位 に も変化 が生 じる。 このように複数 コ ピー存

在 し,転 位部位 に も変化 が見 られることか ら,制 限酵素

で切断 後 ア ガ ロース電気泳動で分離 して調べ るRFLP

解析 によ り,結 核菌群 に属す る菌の型別(亜 分類)が 可

能 となる。

IS986を プ ロー ブと した解析か ら,次 のよ うな ことが

明 らか にされ た。 アフ リカな ど結核蔓延地域 で分離 され

た結 核 菌の 間で はそのRFLPパ ター ンに類似性 がみ ら

れ るが結核の罹患率が低 く,結 核症 の大部分 は以前 に感

染を受 けた菌によ る再燃 と考 え られているオ ランダで分

離 された菌 は多形性 に富んで いる11)。わが国 で分離 され

た菌株については地域 間に多形性 がみ られるが,Fig.3

に示 したよ うに同一 地域 内 で はパ ター ンが類 似 して い

た4)。この結果 は,日 本 ではオ ランダと比べ罹患率が相

対 的に高 い ことを暗 に裏づ けているものと思われ る。転

位 の頻度 はまだ明 らかで はないが,そ れ ほど高 いもので

はない。

疫学的調査か ら,集 団感染や小規模感染の疑 われた件

で,多 くはそれぞれの問で全 く同一のパ ター ンを示 し,

共 通 の感 染 源 の 特 定 に は有 効 で あ る(Fig.4)。M.

bovis BCGサ ブス トレイ ン問で 日本株,ロ シア株,ブ

ラジル株 はバン ドが2本 でそれ らは共通 である(Fig.5)

が,パ スツール株,グ ラクソ株 など他 の株 は2本 の うち

1本 の みが検 出 される4)。この違 いが生物活性 やタ ンパ
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Table 5 Identification of 18 Reference Strains of Mycobacteria by Microdilution Plate Hybridization Method

(Kusunoki et al., 1991. J. Clin. Microbiol.)

クの産生性 に関わ るか どうか はまだ明 らかでな い。 これ

らと共通 のバ ンドはM.tuberculosisに み られな いこ

とか ら,M.bovis(BCG)とM.tuberculosisと の

鑑別 に有効 である。

5.　その他 の検査法

ミコール酸 のHPLCパ ター ン12)や全 菌体脂肪酸 のガ

スクロパ ターンの コンピュー ター解析や α抗原分析,菌

種特異的 タ ンパ クお よびモノクローナル抗体な どによる

菌種 の同定,あ るい は矢 野 らによ る血 清 中の抗TDM

抗 体価 の測 定 によ る抗 酸菌症 の診 断13)な ど新 しい検査

法 の開発 も進 め られてきている。

文 献

1) Abe C, Hosojima S, Fukasawa Y, et al.: 

Comparison of MB—Check, BACTEC, and

 egg-based media for recovery of mycobac-

teria. J Clin Microbiol. 1992; 30: 878-881.

2) 阿部千代治, 細 島澄子: 液体培地 による抗酸菌の

速診 断 結核. 1990; 67: 781-786.

3) Kolk AHJ, Schuitema ARJ, Kuijper S, et

 al.: Detection of Mycobacterium tuber-

 culosis in clinical samples by using poly-

merase chain reaction and a nonradioactive 

detection system. J Clin Microbiol. 1992;

 30: 2567-2575.

―30―



1993年11月 707

Fig. 3 DNA fingerprints of M. tuberculosis isolated in the Kanto district. 

Lanes 1, 2 and 3, isolated at A hospital; lanes 4, 5 and 6, at B hospital; lanes 7 

and 8, at C hospital; lanes 9, 10, 11, 12 and 13, at D hospital; lane 14, at E 

hospital, respectively.

Fig. 4 RFLP analysis of epidemiologically related M. tuberculosis from 

tuberculosis patient. Groups 1, 4 and 5, the small outbreak in the office; groups 

2 and 3, the small outbreak in the school; group 6 , familial infection, respec-
tively.
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Fig. 5 DNA fingerprint of various M. bovis BCG and M. bovis strains and 

RFLP analysis of clinical isolates of M. bovis BCG. Lane 1, BCG—Pasteur; 

lane 2, BCG—Glaxo; lane 3, BCG-Sweden; lane 4, BCG—Copenhagen; lane 5, 

BCG—Tice; lane 6, BCG—Moreau; lane 7, BCG—Russian, lane 8, BCG—Tokyo; 

lane 9, isolate from a bladder cancer patient with BCG instillation therapy; 

lanes 10, 11 and 12, isolates from individuals with lymphadenitis developed after 

BCG vaccination; lane 13, M. bovis Ravenel; lane 14, M. bovis Neotype JATA 

1201, respectively.
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In the last decade, a great deal of advances in the genetics of Mycobacterium tuber-

culosis have been made by the introduction of new genetic technologies. In this review, a 

brief discussion of the progress in mycobacterial genetics, especially, gene cloning, develop-

ment of host—vector systems, structural analysis of chromosomal DNA, plasmid DNA and 

mycobacteriophage DNA, IS element, and drug resistance mechanism was presented.
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ング,宿 主 ・ベ クター系,挿 入 因子,塩 基配列,薬

剤耐性機構

は じ め に

結核菌 は増殖 に長時間を必要 とす る,厚 い細胞壁 のた

めDNAの 抽 出が困 難 であ る,な ど遺伝学 の材料 とし

て はあまり好適でない こともあ り,遺 伝子工学 の手法 が

多 くの微生物に適用 され るよ うにな った後 も,し ば らく

の問 はその遺伝学 的研究 はほ とん ど手 つかずの状態 で残

されて きた。 しか し感染症 としての結核 の重要性 を再認

識 す る動 きに も支 え られ,結 核菌 を中心 とする抗酸菌 の

研究 が盛 んになるにつれ,新 しい技術 を駆使 した遺伝学

的な仕事 が多数 の研究者 によ って行 われるよ うになって

きてお り,近 年 の進歩 には目覚 ま しい ものが ある。

その研究 内容 は多 岐にわたるが,本 シ ンポジウムにお

いては,他 の演者 と重複 する可能性 のある部分を除 いて

結核菌 に関する遺伝学的 な研究 の現状 につ いて紹介 し,

併 せて将来 に期待 される研究 の成果 につ いての予測 も試

みてみたい。

(なお,紙 面 の制 約上,引 用文献の数を代表的な もの

のみに限 らせ て頂 いたことを御容赦頂 きたい)。

1.　クローン化 された結核菌の遺伝子

結核菌 をは じめ とす る抗酸菌の遺伝子 は,特 にその上

流の プロモーターとよばれ る部分の構造 の違 いか ら,大

腸菌の中で は情報発現を行 わない ことのほ うが多 い。 し

*From the Department of Microbiology , University of Occupational and Environmental

 Health, Japan. Yahatanishiku, Kitakyushu 807 Japan.
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たが って大腸 菌等 の宿主 ・ベ クター系を用い,結 核菌 か

らあ る特定の遺伝子 を クロー ン化 す るに は,そ れな りの

工夫が必要 とな る。 これ まで,以 下 に述べ るような4つ

の方法が主 と して用 いられて きて いる(た だ し,こ れ ら

の方法を用 いて も結核菌 のすべての遺伝子 をクロー ン化

す ることは困難で ある)。

その第1は,λgtllフ ァージのよ うな発現 ベクターを

用 いる ことによ り強制 的に情報発現 を行 わせておき,特

定 の蛋 白に対する抗体を用い,そ の抗体 と反応 するク ロー

ンの検 出を行 うものであ る1)。第2の 方法 は特定 の機能

を欠損 させた大腸菌の変異株を宿主 菌 として用い,こ の

菌 に結核 菌 のDNAを 導 入 して その欠 損 した機 能を補

うクロー ンを選 び出す ことにより遺伝子を分離す るもの

で あ る2)。結 核 菌 のプロモーターが大腸菌で機能す る場

合 には,こ の方法 を用 いることがで きる。第3の 方法 は

蛋 白の構造 か ら推定 されるオ リゴヌク レオチ ドプローブ

を作製 し,こ れを用 いてハイブ リダイゼー ションによ り

遺 伝子 を釣 り上 げ るものであ る3)。第4は ク ロー ン化 さ

れた他菌種 の遺伝 子を プロー ブとして用い,3と 同様 に

遺伝子を分離す る方法であ る4)。

これ らのいずれかの方法を用 いて これ まで に多 くの結

核菌 の遺 伝子 が クロー ン化 され,そ のうちの20を こす

遺伝子について は塩基配列が明 らか にされて きた(表1,

表2)。 それ らに は,一 連 の熱 シ ョック蛋 白(70kD,

65kD,12kD)や α抗原 を含 むantigen 85 complex

等 の分泌 蛋白,各 種 の酵素 蛋白(mecA,SOD,alcohol

 dehydrogenase等)の 遺伝子 な どが含 まれてい る。 こ

れ らの蛋白の中 には結核の免疫に重要 な役割 を演 じてい

る可能性の あるもの も含 まれてい るが,そ の点について

の説明 は今回 は省略 したい。

これ らのクロー ン化 の研究 の中で特 に重要 と思われ る

もの を1つ 挙 げて お く と,Zhangら によるカタラーゼ

遺 伝子 に関す る仕事 が挙 げ られる5)。彼 らは結核菌か ら

カ タラーゼ遺伝子 を クロー ン化 し,イ ソニア ジ ド耐性 と

なった結核菌にこのカタラーゼ遺伝子 をベ クター系 を使 っ

て導入 した ところ,イ ソニ アジ ド感受性が元 に戻 ること,

この遺伝子を導入 された大腸菌 もイソニアジ ド感受性 が

高 まることを見 いだ した。 さ らに高度耐性 にな った結核

菌 はこのカタラーゼ遺伝子 を欠損 して いることも併せて

報告 している。

イ ソニア ジ ド耐性 がカ タラーゼ活性 の減弱 または消失

と関係 してい ることは古 くか ら知 られている ところであ

るが,彼 らの研究に よりイ ソニア ジ ド感受性 とカ タラー

ゼ活性が直接関係 して いることが遺伝子 レベルで明確 に

示 され たことになる。恐 らくイソニアジ ドはその ままで

は抗菌 力が な くイ ソニ ア ジ ドのperoxidationが 活性

型 を誘導す る もの と思 われるが,こ の活性化 され たイソ

ニア ジ ドがその作用機序 といわれる ミコール酸 の合成阻

表1　 クロー ン化 された結核菌蛋 白遺伝子(そ の1)

害 とどのよ うに結 び付 くのかが今後 に残 された問題であ

ろ う。

2.　抗酸菌 を宿主 とす る宿主 ・ベ クター系の開発

大腸 菌の宿主 ・ベク ター系のみで抗酸菌 の遺伝的 な解

析を行 うのに は限界 があ り,ど うして も抗酸菌 その もの

を用 いた宿主 ・ベ クター系 が必要 で ある ことに加 え,

Bloomに よ りBCGを 用 いた多 用途 ワクチ ンのアイデ

アが発表 された ことで6),こ の方面 の研 究は急速 な発展

を遂げるようになった。1988年,Snapperら はMlyco-

bacterium fomtuitum由 来 のプ ラス ミ ドpAL5000と

大腸菌 のプ ラス ミ ドか ら作製 した組換え プラス ミドを電

気 穿孔法 を もちいてBCGに 導入 したところ,安 定 に複

製 が行 われ,し か も大腸菌 に由来す るカナマイシ ン耐性

の遺伝子 が抗酸菌 で も発現 する ことを見 いだ し,こ の研

究 に道 をつ け ることにな った7)。その後,わ れわれ も含

めた い くつかの グルー プか らも抗酸菌 で複製可能 な組換

え プラス ミドにつ いての報告が行 われている8)9)。

抗酸菌 の宿主 ・ベ クター系が得 られた事 によ り,結 核

菌 の病原性 や,感 染防御免疫を支配す る遺伝子の解析 が

可 能 にな ってきたが,さ らにBCGを 宿主 とす る多用途

ワクチ ンの開発 も可能 になって きた。特 に後者 に関 して

は,い くつ かの グル ー プが ヒ ト免疫不全 ウイル ス遺伝

子9),マ ラ リア原虫 の抗 原遺 伝子10),破 傷 風毒 素遺 伝

子11)等 をBCGに 導入 し,情 報発 現 を行 わせて いる。

―34―



1993年11月 711

表2　 クロー ン化 された結核菌の遺伝子(そ の2)

欄外 は結核菌以外,も しくはクロー ン化 され ただ けで構造 の解析が行われていない もの。

情報発現 を起 こさせ るためには,単 に遺伝子を導入 した

だけで は不十分で あり,こ れ らの遺伝子の上流部分 に抗

酸菌 の遺伝子 のプロモーターを連結す る必要があ る。 い

ず れにせ よ,将 来 これ らの系を用 いた多価 ワクチ ンが実

際 に使 われ るよ うになることが期待 され る。

また結核菌や非定型抗酸菌 の遺伝子をM.smegmatis

やM.tubemculosisに 導入 して その発現を行わせた報

告 も認 め られ るようになった。前述の イソニアジ ド耐性

の機序 につ いての研究 はその代表的 なもの といえ よう。

3.　抗酸菌の染色体の構造の解析

パ ルスフ ィール ド電気泳動法が開発 された ことにより

数 百 キ ロベー ス(kb)を 越 す ような巨大DNA分 子を

電気泳動 によ り分離同定す ることが可能 にな り,多 数の

病原菌 で染色体 の構造 を明 らか にす る研究が行われ るよ

うになった。 ただ しこの方法 を抗酸菌 に応用す るため に

は,寒 天 のブロ ック内で全 く外力 を加えず に菌を効率 よ

く溶解 し,無 傷 の染色 体DNAを 取 り出す方法を開発

する ことが必要 となる。抗酸菌 をグ リシ ンの存在下で培

養 し,リ ゾチー ムやその他 の溶菌酵素,プ ロテイナーゼ

k,SDS等 を用 いて処 理 す る とい った方法等 を用 いる

ことによ り,そ の 目的が達成 されるよ うになってきた。

このよ うに して抽 出 され た染 色体DNAを 適当 な制

限酵素 で処理 した後,電 気泳動 にかけることによ り,菌

の染色体が どのよ うな断片 か ら構成 されているか,そ の

サイ ズはどの程度 であ るか,そ れ らの断片 の相互間 の位

置関係,ま たそれ らの断片 の上 にどのよ うな遺伝子が存

在 してい るか,な どの解析 が可能 となる。

実際 に染 色体DNA断 片 の数 と個 々の断片 のサイズ

を測定す ることによ り,各 種 の抗酸菌 のゲノムサイズが

明 らか にな って きた。そ れ によるとM.tuberculosis

で は3.0～4.2メ ガベース(Mb)12),M.fortuitumnで

は4.2～5.0Mb, M.smegmatisで は6.0～7.0Mbと

い う数字が得 られてい る。 またハイブ リダイゼーシ ョン

に より,い くつかの遺伝子(α 抗原遺伝子 など)が どの

断片 に存在す るか も知 られるよ うになってきた。

また,DNA断 片 の電気泳動パ ター ンの違 いか ら,同

一菌 種 にお け る菌株 間 の型別 も考 え られ,実 際 にM.
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tubemculosis13)やM.fortuitumnで その可能性が示 さ

れた。 われわれはM.smegmnatisを 用 い,2つ の異 な

る菌株 とその間か ら得 られた接合 による組換 え体 につ い

て調 べた ところ,親 株 ど うしのパ ター ンに差が見 られ る

こと,組 換 え体 は片方 の親株 のい くつ かの断片が もう一

方 の親株 か らの遺伝子断片 によ って置 き換 え られて いる

こと,そ の 断片 の長 さの合計 は数百kbに 及ぶ ことなど

を見 いだ してい る。

このような染色体 の構造解析 の研究 に加 え,こ こでは,

もう1つIS elementに ついて説 明を加 えてお く必要 が

あ る。IS elementと は一定 の構造 を持 った転移可能 な

DNA断 片 の ことをいい,染 色体 やプ ラス ミドのいろい

ろな所に組み込まれ,突 然変異 を起 こすな どの機能 を持

つ ことが知 られてい るが,こ れまでの研究 によ り種 々な

抗酸菌種 にこのIS elementが 存在 す ることが見 いださ

れて いる14)。

それ らを表3に 示 したが,こ のIS elementは 菌株 に

より組み込まれてい る場所やその コピー数が異 な るため,

その位置や コピー数を知 ることによ り菌の型別 に使 うこ

とが出来 る15)。その ほか特定の遺伝子 に変異を起 こさせ

たり,染 色体への組み込みのベ クターにも用い ることも

可能で あり,今 後の抗酸菌の遺伝解析 に重要な役割を演

じる ことが期待 され る。

4.　抗酸菌の ファー ジお よびプ ラスミ ドの遺伝学

フ ァージやプラス ミドは,菌 の染色体 よりず っと小 さ

い遺伝の単位であ る。 したが って,そ の解析 は菌 の染色

体 の解析 よりはるかに容易であ る。事実 これまでに抗酸

菌 のプラス ミドの うち,宿 主 ・ベ クター系 に しば しば用

い られ るM.fortuitum由 来のプ ラス ミドpAL5000

につ いて はその全 ヌクレオチ ド配列 が解析 され,ま たそ

の中 の どの部 分 が複製 に必 要で あ るか も報 告 されてい

る16)。

われわれ は,や はりベ クター系に用いたM.scrofu-

laceum由 来の プラス ミドpMSC262か らその複製 に必

要な最小 の領域を決定 し,そ の構造を明 らかに して きた。

その結 果,複 製 に必 要な領域 は約1.5kbの 範 囲に含 ま

れる こと,そ の領域の中 には恐 らくプラス ミドの複製 に

必 要 なDNA結 合 蛋 白を コー ドす る遺 伝子に加 え,複

製開始領域 と考 え られ る繰 り返 し構造 に富む部分がある

ことを明 らか に した。 これ らの結 果 は抗酸菌におけ る

DNAの 複製 の機構 を明 らか にす る上で重要であ る。

一 方,Hatfullら は道 家 により分離 されたL5フ ァー

ジの全 ヌク レオチ ド配 列(52,297塩 基対 よりな る)を

明 らか に した17)。大腸菌 のフ ァージ以外で全 ヌクレオチ

ド配列 が明 らかにされ たのはこれが初 めてであ るが,そ

れ によ る と,GC含 量 は63.2%,88個 の遺伝子が存在

してお り,そ の遺伝子 の構成や配列 は λファージと類似

した所 があ ると報告 されている。 その遺伝子の い くつか

については機能 も明 らかになって おり,こ の解析の結果

か ら多 くの情報 が得 られる ことになった。将来,こ こで

得 られた情報 を基 に,大 腸菌 における λフ ァージのよう

表3　 抗 酸 菌 に み られ るIS Element

―36―



1993年11月 713

に抗酸 菌 の遺伝子操作 のベクターと してこのL5フ ァー

ジが利用 で きる可能性 が大 きい ものと思 われ る。

5.　結核菌の遺伝学の将来

これまでに述 べてきたよ うに,結 核菌 を中心 とす る抗

酸菌 の分子遺伝学的研究 は急速 に発展 しつつあ る。そ こ

で今後 に予測 され る,あ るいは期待 され る研究の方向に

ついて考 えてみたい。

その1は,結 核菌 の病原性 を支配す る遺伝子の分子 レ

ベルでの解 明である。 もとよ り単1の 遺伝子 によって支

配 されている とは考 えに くいが,例 え ば弱毒 にな った結

核菌 の強毒菌 との比較,あ るいは強毒菌か らの遺伝子の

導入 による毒力 の復帰 といった方法 などにより,そ の解

析 は可能 であると考 え られ る。

第2は,薬 剤耐性機構 の分子 レベルでの解明で,す で

にイ ソニアジ ド耐性 につ いて は説明 したが,最 近 リファ

ンピシン耐性 につ いて もその機構 が明 らか にされて きて

い る18)。今後 さ らに種 々の化学療法剤 に対す る耐性の機

構 の解 明が期待 され る。

第3は 感染防御 を担 う抗原の遺伝子 レベルでの解析で

ある。 これ が明 らか にされれば,よ り有効な ワクチ ンの

開発 が可能 になるものと思われ る。 また他の微生 物由来

の遺伝子 を組 み込んだ多用途 ワクチ ンの開発 もそ う遠 く

ない将来 に実用化 され る可能性が高 い。

第4は,よ り特異性の高 い抗原や遺伝子 プロー ブを用

いた結核症診断へ の応用であ り,既 にハイ ブ リダイゼー

シ ョン法やPCRな どによる検討が行われてい るが,今

後一層 の進歩が期待 され る。

む す び

遺伝子工学の手法が抗酸菌へ応用 され るよ うにな って,

これ までの細菌学で は解析不能であ った ことが次 々 と明

らか にされ るようにな って きた。全 く新 しい世界 をわれ

われ に切 り開 いて くれた ことにな る。今後 のますますの

発展が期待 され る。
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Protection and pathogenesis of tuberculosis greatly depend on specific T lymphocytes. 

Recent evidence suggests the existence of at least two pathways of acquired specific 

resistance to M. tuberculosis infection; The first consists of cytokine-mediated activation 

of infected host cells by protective CIA+ T cells, which are currently believed to mediate 

antimicrobial activity via the release of macrophages activating cytokines such as IFN

-ƒÁ and TNF-ƒ¿ . The second involves the lysis of these infected cells by cytotoxic effector 

CD4+ T cells, which is class II MHC restricted, requires cell-to-cell contact mediated by the 

ICAM-1 and LFA-1 ligand pair, and appears to be independent of lymphotoxins and 

through the direct cell interaction by adhesion molecles such as LFA-1 and ICAM-1 but not 

cytokines.

On the other hands, ƒÁƒÂ T cells might be part of the primary response to infection with 

live M. tuberculosis. ƒÁƒÂ T cells have the potential to express cytotoxity for mononuclear 

phagocytes pulsed with mycobacterial antigens, and are capable of secreting a variety of 

cytokines, including IL-2 and IFN-ƒÁ.

Intracellular killing mechanisms by activated macrophages are still unkown. Recently, 

increasing attention has been focused on the role of NO as a mediator of a number of 

physiological reaction. Activated macrophages appear to exhibit some antimicrobial actions 

as well as antitumor effects via generation of NO, which depends on the L-arginine oxida-

tion pathway. However, it is still unknown whether or not human macrophages generate 

NO radicals.

Active tuberculosis is now recognized as a frequent and serious complication of 

infection with the human immunodeficiency virus (HIV), the causative agent of AIDS. 

Defects in T lymphocyte function result from direct HIV infection of cells expressing the 

CD4 epitopes, and can severely limit the production of macrophage activating cytokines 

capable of inducing an anti-mycobacterial state in cells of monocyte lineage. In addition, 

macrophage themselves are susceptible to HIV infection, and have been shown to be

* From the First Department of Internal Medicine, Kumamoto University School of Medicine , 

Kumamoto 860 Japan.
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defective with respect to a variety of host defense functions. Thus, HIV infected individuals 

underlies the unique susceptibility of HIV infected to tuberculosis.

Key words: Cellular immunity, Cytotoxic T 

cell, Intracellular Killing mechanisms, AIDS

キーワーズ:細 胞性免疫,細 胞障害性T細 胞,細 胞

内殺菌機序,エ イズ

緒 言

近年,結 核 の免疫学 を進歩 させ た2つ の大 きな事柄が

あ る。1つ は分子生物学的手法 をは じめとす る種 々の技

術 の進 歩 であ り,他 の1つ はAIDSの 世界的蔓延で あ

る。結核免疫 の ドグマは細胞性免疫で あ り,こ れにはT

細胞 とマ クロファー ジが主役 を演 じている。す なわち,

T細 胞 はマ クロファー ジによ り提供 された結核菌体成分

(抗原)を 認識 して活性化 し リンホカイ ンを産生す るが,

この リンホカイ ンはマ クロファー ジを活性化 してその殺

菌能を亢進 させ る。諸種 の技術 の進歩 は これ ら細胞間 の

ネットワークをより詳細 かっ正 確に解析 す る手段 を与 え,

多 くの研究が進展 した。

一方
,HIV-1は,T細 胞(CD4細 胞)の みな らずマ

クロフ ァージにも感染 してその数 と機能を著 しく低下 さ

せ るために,AIDS患 者 にお いて は結核感染2防 御機 構

が破綻 して重症結核を招来 し,現 在世界的 に多 くの問題

を引 き起 こして い る。不 幸 に もAIDSは,上 述の結核

免疫 の ドグマが正 しいことを臨床的 に実証 した出来事 と

いえる。

本 シンポ ジウムにおいて演者 に与え られ た目的 は,結

核免疫 の最近 の進歩 につ いて概説す ることで あるので,

まず結核免疫 の成 り立 ちにつ いて簡単 に述べ,つ いで最

近研究 が盛 んに行 われているT細 胞 のサブセ ッ トとその

機能,な らびにマクロフ ァージの細胞 内殺菌 の分子機序

につ いて最 近 の研究 の進 歩 を述 べ,最 後 に結核免疫 と

AIDSに ついて概説 する。

結核 免疫 の成 り立 ち

結核感染 は,多 くの場合飛沫感染 によ り起 こる。 すな

わ ち,患 者か ら喀出 された結 核菌 はつば きを介 して直接

的 に,あ るいは塵埃 として間接的に気道 に侵入 するが,

結核病変の主座であ る肺胞 にまで到達す る菌数 は通常 は

わずか数 個 で あると考え られて いる1)。これ らの結核菌

は,肺 胞内 に常在す る肺胞 マクロファージにより貧食 さ

れ殺菌,処 理 され る。 しか し,結 核菌の数が多か った り,

あるいは毒力が強 い場合 には,結 核菌 はマクロファージ

内で増殖 し,マ クロフ ァージを破壊 して さ らに増殖進展

する(感 染 の成立)。

これを防御 するために末梢血 よ り単球が遊走 して菌を

貧食 す るが,こ のマク ロフ ァージは機能的 に幼弱であ る

ために殺菌 し得ない。 これ らの幼若 マクロフ ァージが結

核菌を殺菌す るためには,機 能的 に活性化 され る必要が

あ る。その役割をなすのがT細 胞 である。す なわち,T

細胞 は活性化 して リンホカイ ンを産生 し,こ の リンホカ

インによって活性化 されたマ クロファー ジが結核菌 を殺

菌,処 理す ることによ り個体 は発症 を免 れる2)3)。

一方
,初 期防御 に失敗す ると結核菌 はさ らに血行性 か

らリンパ行性 に散布す るが,リ ンパ節 ではT細 胞 がマク

ロファージにより提供 された抗原を認識 して活性化 され,

早晩細胞性免疫が成立す る。一度成立 した細胞性免疫 が

なん らか の理 由で破綻 し,病 巣内に遺残 した結 核菌 があ

ると これが再増殖 して再発が起 こる(内 因性感 染)。

T細 胞サブセ ッ ト

マ クロファージは結核菌 を貧食 し,抗 原を細胞膜に保

有 し,こ れをT細 胞へ提示す る。 この場合,T細 胞 は特

異 的 レセプ ター(TCR)を 介 して マクロフ ァージの抗

原情報 を うけ とる。T細 胞 の活性化 には,マ クロフ ァー

ジが 産生 す るIL-1が 必要 である。IL-1はT細 胞を刺

激 してIL-2の 産生 を促 す。T細 胞 か ら産生 され たIL-

2は,さ らにT細 胞 の増殖 を促 す。T細 胞が活性化す る

とマ クロファー ジの分化 を促 し,反 応性 を高 める液性因

子,す なわち リンホカイ ンを産生 する。 このよ うな陽性

フ ィー ドバ ックによ り,さ らに免疫反応が進行す る4)～6)。

このように,結 核免疫の本 態 はT細 胞 が担 っている。

このT細 胞(CD3+)は さ らにCD4+細 胞(ヘ ルパー/

イ ンデ ューサ)とCD8+細 胞(サ プレッサー/キ ラー)

に分け られ る。CD4+細 胞 はさらに結核感 染に防御 的な

作 用をす るT細 胞(CD4+感 染防御性T細 胞)と 結核抗

原 を保有す るマクロフ ァージに殺細胞的 に作用す るT細

胞(CD4+細 胞障 害性T細 胞)に 分 けられ る7)。また,

T細 胞 レセ プター(TCR)の 面 か らは αβT細 胞 とγδ

T細 胞 とがある。 こ こで は結核免疫 にお いて最近話題 と

な って いるCD4+感 染防 御性T細 胞,CD4+細 胞障害

性T細 胞 およびCD3+γ δT細 胞について述 べ る。

(1) CD4+感 染防御性T細 胞

T細 胞 の結核病巣 にお ける分布をみ ると,CD4+T細

胞が病巣中心部か ら辺縁部 にかけて広 く分布 しているの

に比 べ,CD8+細 胞 は辺縁部 にのみ存在 する ことか ら,
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Table Percentages of Cells in Tuberculous Granulomas by Phenotype

(Barnes PF et al J Immunol 142: 1114, 1989)

Fig. 1 T cell Subsets in Tuberculosis

Fig. 2 Cytokines in Tuberculosis

結 核免 疫 の主役 を な して い るT細 胞 はCD4+細 胞であ

る こ とが わか る。 ま た,memory T細 胞 は病巣の中心

部 に集積す るのに対 して,naiveT細 胞 は辺縁部 にみ ら

れる(Table)8)。 マウスを用 いた結核感染 モデル にお い

Fig. 3 Cytokines and Macrophage Activation

て,抗CD4+抗 体 を投 与 してCD4+細 胞 を除去 され た

マ ウ スは結 核死 す るの に対 し,抗CD8+抗 体 を用 いて

CD8+細 胞 を除去 して も結核感染 の経過 になん ら影響 を

与 えないことか らも,CD4+細 胞 の重要性 を知 る ことが

で きる(Fig.1)9)。

結核病変の場ではT細 胞 のみな らずさまざまなサイ ト

カイ ンが産生 され るが,結 核感染 モデルマウスにおいて
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IFN-γ,TNF-α を 連 続投 与 され た動 物 は感 染 死 を免

れ るの に 対 し,IL-2を 投 与 した 場 合 に は そ の効 果 が認

め られ な い こ と(Fig.2)か ら,結 核 感 染 防 御 に重 要

なサ イ トカ イ ンはIFN一 γ やTNF-α で あ る こ とが わ

か る10)。 ま た,後 述 す る よ う に,IFN-γ,TNF-α,

GM-CSFは マ ク ロ フ ァー ジを 活 性 化 させ 殺 菌 系 分子 の

産 生 能 を高 め る こ とがin uitroに お いて 知 られ て い る

(Fig.3)11)～13)。 ま た,IFN-γ は マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ

るDR/la表 出 を 増 加 させ 免 疫 応 答 に有 利 な 状 態 を 付与

す る こと も知 られ て い る。

(2) CD4+細 胞障害性T細 胞

最 近CD4+細 胞 障害性T細 胞 の結核 免疫 にお ける役

Fig. 4 Monocytes Infected with Live M. Tuber

culosis as Targets for CDT T—cell Cytotoxicity

Fig. 5 The Effect of Depleting CIA+ or CD8+ 

Lymphoblasts Respectively, on the Ability of 

PPD Stimulatedeffector Cells to Kill Autologous 

Macrophage Targets

割 が注 目をあびてい る14)。す なわち,あ らか じめ結核菌

を貧食 させた マ クロフ ァージを51Crで 標識 したあ と活

性化 リンパ球 とともに培養す ると,マ クロフ ァージは リ

ンパ球 に よ り障害 され51Crの 放 出が見 られ る(Fig.

4)15)。 この際抗CD4+抗 体 で リンパ球 を処理す るとそ

の作用 が著 しく低下 す るの に対 して,抗CD8+抗 体処

理 では変化 がない ことか ら,こ の際見 られる細胞障害作

用 はCD4+細 胞 であ ることがわか る(Fig.5)16)。 この

CD4+細 胞 障害性T細 胞 の作用 は,抗IFN-γ 抗体,抗

lymphotoxin抗 体,あ るいは抗TNF-a抗 体で処理

して も消失 せず,抗ICAM-1抗 体 や抗LFA-1b抗 体

で処理す ると失活 す ることか ら,接 着分子 を介 した細胞

間の直接作用で あ り,サ イ トカイ ンは関与 して いな い15)。

CD4+細 胞障害性T細 胞の結 核感染 防御 における役割

と して は結核菌を もはや細胞内で殺 菌 し得ないほどに多

量 に貧食 しマ クロファージを障害す ることによ り結核菌

を細胞外 に放出 させ,そ の周囲に存在す る活 性化 マ クロ

フ ァージに新 たに食菌 させ ることによりマ クロファー ジ

による殺菌,処 理を より有効 にさせ ることが考え られ る

Fig. 6 Mycobacterial Antigen Specific CD4+ 

Cytotoxic T cells

(Fig.6)。 しか しこの機 序 は一方 で は細胞 壊死 による

空洞形成機序 に関与 して いることが考え られ る。

(3) CD3+γ δT細 胞

T細 胞 には αβT細 胞 レセプ ター(TCR)保 有細胞

と γδT細 胞 レセプター保有細胞が あ り,結 核感染防御

に は,上 述 したように,CD3+,α β+,CD4+,CD8-

T細 胞 が主 役 を な している ことが知 られているが,γ δ
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Fig. 7 Proliferative Response of ƒÁƒÂ T cells and

 CD4+ T cells to Mycobacterial Antigens

T細 胞 の役割 につ いて は未だ不明 な点が多 い。 しか し最

近 の報 告 では,初 感染結核病巣内 に γδT細 胞が増加す

るが,再 感染 時に は増加 をみない こと17),こ の γδT細

胞 の増 加 は生菌 でみ られ菌 体成 分 で はみ られない こと

(Fig.7)18),T細 胞 や マ ク ロフ ァー ジの増 殖 と活性化

に必要 な各種 のサイ トカイ ン(IL-2,IL-3,IFN-γ,

TNF-γ,GM-CSF)を 産生す ること,細 胞障害性作

用 を有す ること,な どか ら初感染時の防御作用の主役を

な してい る と考 え られ る(Fig.8)19)20)。 しか し,γδ

T細 胞 はmemory機 能を持たず,事 実再感染時の病巣

にはほとん ど認 め られな いことか ら,そ の作用 はあ くま

で も非特異的で あると考え られて いる。

マクロファー ジの細胞内殺菌の分子機序

結核免疫 の主役 をなす細胞 はT細 胞であ ることはすで

に述べ たが,最 終的 に結核菌を殺菌,処 理す るの は活性

化 マクロフ ァージであ り,し たが ってマ クロファー ジの

Fig. 8 Activation and Function of  CD3+ ƒÁƒÂ T 

cells

活 性 化 と細 胞 内殺 菌 機 構 の解 明 は きわ めて 重 要 で あ る。

これ ま で の諸 家 の報 告 で は,マ ク ロ フ ァー ジを 活 性 化 さ

せ るサ イ トカ イ ンと して はIFN-γ,TNF-α,GM-

CSFが 重 要 で あ り11)～13),細 胞 内 殺 菌 系 物 質 と し て は

02ラ デ ィ カ ル,NOラ デ ィ カ ル,リ ソ ゾ ー ム酵 素 が 関

Fig. 9 Difference in Susceptibility among Three 

MAC Strains toward Nitric Oxide Produced by 

Acidification of Nitrite
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Proposed interaction of T lymphocytes and macrophages at a 
nidus of mycobacterial infection in the HIV setting 

(Rose RH Bull Int Union Tuberc Lung Dis 66: 15, 1991)

Fig. 10 TB in the AIDS Setting : Shematic

与 す る こ とが知 られて い る。 と くに最 近 で は,NOラ デ ィ

カル の重 要 性 が,動 物 を用 い た結 核 感 染 モ デ ルで 明 らか

に さ れ て い る(Fig.9)13)21)～23)。1)わ れ わ れ もIFN

-γ で活性 化 した ラ ッ トの肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジがmyco

bacterium avium complexの 細 胞 内増 殖 を抑 制 す る

こ と,ま た菌 種 に よ りNOラ デ ィ カ ル の感 受 性 が 異 な

る こ と を 明 らか に して い る24)° し か し,ヒ トの マ ク ロ

フ ァー ジ がNOラ デ ィ カ ル を 産 生 す る か否 か につ いて

現 在 多 くの検 討 が な さ れ て い る に もか か わ らず,明 確 な

結 論 は出 て い な い の が現 状 で あ る。 い ず れ に して もマ ク

ロ フ ァ ー ジの細 胞 内結 核 菌殺 菌 機序 の分 子 機 序 は依 然 と

して 謎 で あ る。

結 核免疫 とAIDS

HIV感 染 はCD4細 胞の進行性の消耗 と機能不全 であ

り,マ ク ロフ ァー ジと単 球 の機能 の低下 を伴 う25)〃27)。

T細 胞 とマクロファージは結核感染防御の中心的役割 を

にな って い るの で,HIV感 染 患者で は初感染発病 な ら

びに再感染 の危険が高 くな る。 この ことは,す で に疫学

的に証明 されて いる。すなわ ち,AIDS患 者の結核の頻

度 は一 般 の500倍 で あ り,肺 外結核がAIDS患 者で70

%以 上,HIV感 染者で25-45%と 高 い。 ツ反応陽性者

の うち活動性結核 になる危険性 は8%に も及ぶ。 また,

ツ反応 は陰性の ことが多い20)。AIDS患 者 の気管支肺胞

洗 浄液(BALF)中 に はCD4+細 胞 が減少 し,か わ っ

てCD8+細 胞 が増加 してい る ことが知 られて いる。 こ

れ らのCD8+細 胞 は,感 染 マ ク ロフ ァージに対 して細

胞 障害性 に働 き,肺 局所免疫 を低下 させ ている ものと考

え られ る(Fig.10)。 この よ うなAIDS患 者 にみ られ

る結 核の特徴 は,結 核感染 防御機構 の重篤 な破綻 による

結末であ る。

お わ り に

先進国で順調 に減少 していた結 核罹 患率 も,AIDSの

出現 により再 び増加傾向 にあ る。AIDS患 者にみ られ る

結核 は従来 のもの とは異な り全身播種性であ り,薬 剤耐

性 にな りやす いなどはな はだ難治性 であ る。 まさに,結

核 における免疫 の重要 さを如実 に示す不幸 な出来事 であ

る。 これ らの免疫不全状態 にあ る患者にいかに免疫 を付

与す るかが,今 後 の大 きな臨床的課 題であろ う。有効 な

ワクチ ンの開発 も含 めた結核免疫の研究が大切 であ る。
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EXPECTATION OF NEW ANTITUBERCULOUS DRUGS AND TARGETING

 THERAPY FOR TREATMENT OF MYCOBACTERIAL

 INFECTIONS

Haruaki TOMIOKA *
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Recent AIDS endemic causes the worldwide increase in intractable mycobacterial infec
tions including extrapulmonary tuberculosis due to drug resistant organisms and 

disseminated Mycobacterium avium complex infections . Therefore, new antituberculous 

(antimycobacterial) drugs and development of regimens and protocols for clinical 
treatment of such mycobacterial infections are urgently needed . Here, I described the 
present situations of new antituberculous agents, in particular new rifamycin derivatives 
including rifabutin and benzoxazinorifamycin (KRM-1648) , new macrolides such as 

clarithromycin and azithromycin, and new quinolones including sparfloxacin, ofloxacin , 
ciprofloxacin, fleroxacin, AM-1155 and so on . Their in vitro antimycobacterial activities,

 therapeutic efficacy against experimental infections induced in animals especially in mice , 
and clinical trials using these drugs are summarized by referring to recent studies by 
worldwide investigators including us. Moreover , this paper dealt with some of recent 
attempts for chemotherapy of mycobacterial infections employing the drug delivery system 

using liposomal microvesicles as a carrier of drugs.

Although these new drugs and development in new regimens appreciably potentiated the 
efficacy of controlling mycobacterial infections, in particular M. avium complex infections , 
it remains very difficult to achieve a complete elimination of the organisms from the sites 
of infection, even if provided multi-drug regimens using new drugs having excellent 
antimycobacterial activity and sufficient dosages. Therefore, it seems important to make 
an effort to elucidate the mechanisms of induction of immuno-unresponsiveness in hosts in 

progressed state of mycobacterial infection, as well as to develope new drugs possessing 
more potent antimycobacterial activity.

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

 Izumo, Shimane 693 Japan.
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緒 言

肺結核の初回治療においては,rifampicin(RFP)+

INHにstreptomycin(SM)ま た はethambutol

(EB)を 併用す る方式が確立 されてい るが,短 期化学療

法 あるいはそれに伴 う再発 の防止,多 剤耐性結核菌によ

る難治 性肺 結核 の治療,ま たAIDSを は じめ とす る宿

主免疫能 の低下 に起因す る結核やM.avium complex

(MAC)症 に対 処 す るため に も,強 力 かっ交差耐 性の

ない新 抗結 核剤 の開発 が望 まれる。今 回は,基 礎 ・臨床

での評 価が進め られつつあ る種々の新抗結核剤 と抗酸菌

症の ターゲ ッテ ィング療法の試みについて,私 たちの こ

れ まで に得 られた成績を ま じえなが ら最近の動 向を紹介

したい。

A.　 新 抗 結 核 剤

1. Rifamycin誘 導 体:Rifabutin (RBT), rifa-

pentine, FCE 22807, CGP 40/469A並 び にKRM-

1648(KRM)な どが 新 た に 開発 さ れ,あ る い は そ の途

上 に あ るが,い ず れ もRFPよ り も優 れ たin uitro抗
の

菌活性を有する。Table 1はKRM,RBTお よびRFP

のin uitro抗 菌活性 を比較 した ものであ るが,KRM

の供 試 遅 育 抗 酸 菌 に対 す るMICは,RFPの1/8～

1/512,RBTの1/8～1/32と 極 めて低 い1)。KRMお よ

びRBTと も に結 核 菌 に対 して は程 度 の差 こそあ れ

RFPと の間 に交差 耐性 が み られ るが,RFP耐 性結核

菌 に対す るKRMお よびRBTの 抗 結核作 用について

は検討 の余地 が残 されて いるもの と思われ る。

上 記 の薬剤 の 中で も特 にKRMが 優れた抗菌活性を

有 し,経 口投与下 での吸収性,肺 などへの組織移行性お

よび毒性な どの点 ではRFPやRBTな どとほぼ同等

で あり2),結 核やMAC症 などへの臨床応用が期待 され

ている。久世 らによれば,マ ウス実験結核 に対 してKRM

単 独投与 はRFPよ りも優れた治療効果 を,ま たKRM

+INH+EBの3剤 併 用 はRFP+INH+EBの3剤 併

用 よ りも優 れ た治療効果 を有す るという3)。私 たちの予

備 検討 の成 績 に よれば,KRMに はRFP100γ 耐 性菌

によ るマ ウス実験結核 に対 して も優れ た治療効果がみ ら

れてお り,現 在 これに関する詳細 な検討 を行 って いる。

またBALB/c系,beigeお よびSCIDマ ウス,免

疫 不 全 ラ ッ ト並 び に ウサ ギで のMAC感 染 に対 して

KRMはRFPやRBTに 比べて優れた治療効果 を有

す る2)4)。Fig. 1はbeigeマ ウスでの.M.intracellu-

lare感 染 に対す るKRMの 治療効果をみた ものであ る

が,肉 眼肺病変 出現阻止,肺 内感染菌の増殖阻止を指標

とした場合,KRMは 単独で も極 めて優れた治療効果を

Table 1 MICs of KRM, RBT, and RFP against Various Mycobacteriaa)

a) MICs were determined by the agar dilution method using 7H11 agar medium.
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Fig. 1 Therapeutic efficacy of KRM against M. intracellulare infection induced 

in beige mice. Drugs were given to mice infected iv with M . intracellulare by 

gavage, daily six times per week from day 1 to the end of experiment.

Fig. 2 Therapeutic efficacy of KRM alone or in combination with other drugs 

against M. avium infection induced in BALB/c mice. Drugs were given to mice 

by gavage, daily six times per week from day 1 to the end of experiment.

示す ことが分か った。 さらに,ウ サギのM.avium感

染 症 で は,KRM投 与 で はRFPやclarithromycin

(CAM)に 比 べて著 しい延命 効果,生 残 動物 での肺 内

生 菌 数の減少,血 中よ りの菌 の消失 がみ られた4)。また,

Fig.2に 示 すよ うにKRMに はCAM,clofazimine

(CFZ)ま た はSMと の間 にマウス実験的MAC感 染

に対す る有意 な併用効果が あり,ま た久世 ら3)はKRM

+kanamycin(KM)+EBの3剤 併用 にお いてKRM

の代 わりに,RFPま たはRBTを 用 いた併用時 よりも

優 れた治療効果 を有す ると述べ てお り,近 い将来本剤の

結核 やMAC症 の多剤併用療法への応用が期待 される。

次 に臨床面で の治療効果 につ いて,KRMは 未 だ臨床

試験 段 階前 に あるのでお くと して,RBTに ついてふ れ

たい。AIDSあ るいはNon-AIDS患 者 におけるMAC

症 お よび難治 性結 核 に対 す るRBTの 有効率 は18～37

%と い う報 告 が あ り5),RBTは 結 核 のみ な らずMAC

症 へ の適用 も期待 される ところであるが,最 近HIV感

染者へのRBTの それ らに対す る予防的投与が試み られ,
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Table 2 MIC50s of Various Drugs for M. avium complex: BACTEC 

460 TB System

Fig. 3 Therapeutic efficacy of multi-drug regimens containing CAM and KRM 

against M. intracellulare infection induced in BALB/c mice. Drugs were given 

to mice by gavage daily six times per week from day 1 to the end of experiment.

良好 な成 績 が得 られてい る6)。また,AIDS患 者 におけ

る全身播 種性MAC症 に対 して は,CFZを 含む多剤併

用 剤 にさ らにRBTを 加 えることにより,多 少の延命効

果,血 中か らの感染菌 の一過性 の排除 がみ られてはいる

が,未 だ満 足す べ き もので はな く全身播種性MAC症

の治療の難 しさが うかがわれ る。

2.　新 マ クロライ ド:CAMを 中心 に,CAMお よび

azithromycin(AZI)が 有望視 されている。CAMは

特 にMACに 対す るin vitro抗 菌力 に優れ7),胃 酸 に

安定で消化管か らの吸収 ・組織移行性 に も優 れてお り8),

マ ウス実験的MAC感 染に対 して はCAM,AZIと も

ほぼ同等 の治療効果を有 し,AIDS患 者 にお けるMAC

日和見感染 の予防 あるいは全身 播種性感染の治療 におい

て良好 な成績 が得 られている。

CAMは 結核 菌以外 の抗酸菌菌種 に対 しては比較的抗

菌 力が強 く,そ のMICはerythromycinやroxi-

thromycinの 各1/16～1/32,1/8～1/16と 低 く,特 に

MACに 対す る抗菌活性 が強い。

Table 2はBACTEC460TBSystemに よるMIC

値 を示 した もので あるが,CAMの 抗MAC抗 菌力 は

RFPと ほぼ同等で あ り,MBC/MIC比 は8～64と 大 き

くその抗菌 力はbacteriostaticな 傾向が強 い。 またそ

のMIC値 は供試 培地 のpHに よ り大 き く左右 され,そ

の測定 にあた って はこの点 に留意 すべ きである。

CAMとAZIの マ ウス実験的.M.avium感 染症 に対

す る単独 な らびに他剤 との併用治療効果を肺 ・脾内生 菌

数 を指標 としてみたKlemensら9)10)の 検討で は,200

mg/kgのCAM単 独投与 で有意 な治療効果が み られ,

CAMとRBTま た はCFZと の間に併用効果 が,さ ら

にCAM+CFZ+EBで はより優れた併用効果 が認 め ら
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Table 3 Chemotherapy of Disseminated MAC Patients Using CAM and AZI

a) Adverse effects of CAM and AZI: GI tract pain, liver enzyme •ª, hearing loss.

b) +EB, CFZ, aminoglycosides.

c) Resistant strains emerged within 10 W, when CAM was given alone .

d) +RMP, CFZ, INH, EB.

Table 4 MIC5os of Various Quinolones for Mycobacteriaa)

a) MICs were determined by the agar dilution method using 7H11 agar medium.
b) MIC values were determined by several repeated experiments.

れ てい る。 われ われ もマ ウ ス実 験的MAC感 染症 に対

す るCAMとKRMを 含 む多 剤併 用治療効果 を肺内生

菌数 を指標 と して検討 し,CAM+KRMにEBあ るい

はsparfloxacin(SPFX)ま たはその両者 を加 えた場

合にはより強い併用効果のあることをみて いる(Fig. 3)。

Table 3は1992年 の米国のVailで のMACに つ い

ての シンポ ジウム6)で のCAMとAZIのMAC患 者

に対 する治療効果 につ いて の報告 をまとめたものであ る

が,全 身 播種 性MAC症 で は血中CFUの 減少,MAC

肺感染症で は喀痰培養 の陰性化がみ られて いるが,単 独

投与 を続 けると,高 頻度 に耐性菌が出現 し,今 後他剤 と

の併用治療効果 の検討が必要であ ろう。

3.　新 キノロ ン剤

新 キ ノ ロ ン剤 の 代 表 的 な もの と して は,OFLX, SP

FX, ciprofloxacin (CPFX),fleroxacin (FLRX),

tosufloxacin (TFLX),AM-1155な ど が挙 げ られ よ

う 。Table 4は 諸 種 キ ノ ロ ン剤 の 抗 酸 菌 に 対 す るin

 uitro抗 菌 活 性 の比 較成 績 を示 した もの で あ る。 なか で

もCPFXとAM-1155が ほ ぼ 同等 の抗 菌 活 性 を示 し

た 。 新 キ ノ ロ ン剤 は薬 剤 に よ り差 は あ る が,結 核 菌,

M.kansasii, M.fortuitumに 対 して一 般 に強 い抗 菌

活 性 を 有 す る特 徴 が あ るが,MACに 対 して は それ 程 有

効 な も の で は な い よ う で あ る。 ま た キ ノ ロ ンのMBC/

MIC比 は2～16とCAMの8～64よ り は低 く,そ の 抗

菌 力 に はbactericida1な 要 素 が大 き い よ うで あ る。

マ ウス実 験 結 核 に対 す るOFLXのin viuo抗 菌 活 性
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Table 5 Attempts of Controlling Mycobacterial Infections 

with Liposome—encapsulated antimicrobials

a) SM, streptomycin; AMK, amikacin; RFP, rifampicin; GM, gentamicin; 
KM, kanamycin.

Fig. 4 Change in the viable number of M. intracellulare in the visceral organs 

of mice with or without liposome—entrapped KM treatment. KM in free or 

liposomal form was given at the dose of 70 to 80 ƒÊg/mouse/injection. •Z, None;

•œ empty liposome; •¢, KM; •£, liposome mixed with KM;•¡ liposome-

entrapped KM.

に つ いて は,東 村11)の 報 告 で は1mg/mouseの 投 与 で

肝 内 生 菌 数 の減 少 が,ま たTruffot-Pernot,Gros-

set12)の 成 績 に よ れ ば,150mg/kg投 与 で マ ウ ス の 生

残 率 の増 加 と脾 内CFUの 若 干 の 低 下 が 認 め られ て お り,

OFLXの マ ウ ス 実 験 結 核 に対 す る有 効 性 につ い て は現

在 で は 一 応 意 見 の 一 致 が み られ て い る。 ま た,斎 藤

ら13)に よれ ば,M.fortuitum感 染 に対 して はCPF

X, OFLX, norfloxacin(NFLX)の 順 に優 れ た治 療

効 果 が み られ た とい う。 ま たOFLXはM.kansasii

感 染 症 に対 して は か な り有 効 で あ る が14),MAC感 染 症

に は あ ま り有 効 と は言 え な い と い う成 績 も得 られ て い

る15)。

以 上,近 年 種 々 の新 キ ノ ロ ンが 相 次 いで 開 発 され,ま

た今なおその途上にあ るよ うであるが,こ れ らは既存の

抗結 核剤 との間 に交差 耐性 を示 さず16),OFLXを 含 む

多剤併用 による治療 によって難治性結核の持続排 菌例 の

14～50%に 培養 陰性化 した とす る報告 があ り17),さ ら

に抗 菌力の優 れたキノロ ンの開発が待 たれ るところであ

る。

B.　抗酸菌症の治療におけるターゲ ッテ ィング

療法の試み

近年,リ ボソームなどのmicrovesicleに 封入 した薬

物 によるdrug delivery system(DDS)が 開発 され,

amphotericin B,SM,sisomycinな どの薬剤を リポ

ソームに封入 して感染症 の治療へ の応用 が試 み られ,良
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好 な成 績 が得 られている。DDSは 薬剤 の放出 の制御お

よび薬剤 の部位到達 と細胞膜 などの障壁透過を 目的 とし

たいわゆる ターゲ ッテ ィングといった2つ の機能要素か

らな って い る。DDSの 利用の必要性 と利点 には薬剤の

毒性 の軽減,薬 効 の持続,薬 剤の細胞内,臓 器内 ・病巣

内への移行性 の増加 などが あり,特 に リボソー ム製 剤の

場合,ア ミロペクチ ンや プル ランな どの多糖 コーテ ィン

グ リポソームで は肺や肝への移行性が選択的に高まる こ

とが知 られてい る18)。また,細 胞内への移行性 の低 い薬

剤で あるpenam, cefem,ア ミノ配糖体抗生物質 など

は リボソームへ封入す ることによ り膜細胞 内への取 り込

みが増強 され る18)。

抗生剤封入 リボソー ムによ る感染 に対 する治療 の試 み

と して は実 験的 マ ウスLeishmania,真 菌,Salmo-

nella, Listeriaお よびLegionella感 染症 などが報告

されてお り,封 入薬剤 のin vivo抗 菌活性 の増強 ある

いは毒性の軽減 が報告 されている。Table 5は 抗生剤封

入 リボソームによる実験 的マウス抗酸菌感染 の治療 につ

い て の主 な報 告 例 を ま と めた もので あ るが,結 核 と

MAC感 染 には特 に リボ ソーム封入 ア ミノ配糖体抗生物

質 についての検討 が主で あるが,い ずれ も著効がみ られ

て いる。Fig. 4は われわれが19)リ ボソーム封入KMに

よ るマ ウスMAC感 染治 療実 験 を行 った成績を示 した

ものであるが,臓 器内,特 に肝内生菌数の減少 か らみて,

KMを リボ ソームへ封 入 す る ことに よってその治療効

果 が増 強 され ることが明 らかであ り,こ の効果 はRFP

を リボソームに封入 した場合20)よ りも大 きか った。

以上,リ ボ ソームはmicrovesicleの サイズや脂質組

成を変え るか,多 糖で コーテ ィングする ことなどでその

組織 移行性を制御 す ることが可能 であ り,さ らにMDP

やIFNな ど のbiological response modifier

 (BRM)を 組 み込 んだ リボ ソームを用 い る ことによ り

宿主の免疫能の亢進 を も十分 に期待 できる ものと思われ,

今後難治性抗酸菌症 の治療 には この方面 の検討 も必要 と

なろ う。

結 語

新抗結核薬 の現況 につ いて の最近の知見を,著 者 らの

成績 をま じえなが ら解説 した。
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医療関係者 の結核予防対策 につ いて

日本結核病学会予防委員会

近年,医 療関係者の結核感染 ・発病の リスクが一般住民のそれよりも高いことが知 られ

るようになってきた。これは若年者の中の未感染者の割合が増大 したこととあいまって,

結核の診断が遅れがちになっていること,重 症で発病する結核患者が一向に減 らないこと,

そ して恐 らくはBCG接 種による免疫が不十分な者の割合が多くなっていることなどがそ

の背景にあるものと考え られる。

このように医療関係者は結核に感染 し発病する危険が大きい一方,他 に感染を及ぼす恐

れの大きい職種であることか らも,そ の結核予防に関しては特別の措置が講ぜられるべき

である。当委員会は関連する現状を分析 した結果,今 後の予防対策の指針を示す こととし

た。

平成5年9月

日本結核病学会予防委員会

委員長 志 村 昭 光

委 員 荒 川 正 昭,五 十里 明,石 橋 凡 雄

大 島 駿 作,鎌 田 達,久 世 彰 彦

佐 藤 博,*森 亨,柳 川 洋

(*印:前 委員長)

前委員 永 井 明 彦,本 宮 雅 吉
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1.　対策の現状

ここで対象 とす る 「医療関係者」 に は医療 に携 わるす

べて の職種 を含む。

医療関係者 には他の職種 と区別 され る結核予 防のたあ

の特別 な法的 な規制 はな く,結 核予防法に定め られた以

外 の結核予防対策の実施 は管理者の裁量にゆだね られて

いる。 その結果,医 療関係者の入学時 ・採用時な らびに

定期健康診断 の実状 は内容的 にかな り不十分な施設 の多

い ことが懸念 される。

また医療機関 で結核患者が発生 した場合,患 者 と濃密

な接触 があ り感染 の危険度が大 きい職員 に対 して は当然

なん らかの措置 が必要 であるが,定 期外健康診断 などの

実施 は十分 な もの とはいい難 い。

2.　勧 告

(1)　対策実施 の義務 と監督責任 につ いて

1.　医療機 関の管理者 は,結 核予 防法及 び労働安全衛

生法な どに基づ く各種 の健康診 断の受診機会 を確保 し職

員な どの安全衛生管理 の徹底 を図 らなければな らない。

2.　医療関係者養成施設(看 護学校 など)の 管理者 は,

結核未感染者の増加に鑑み医療機 関な どでの実習前 にツ

ベル ク リン反応検査及びBCG接 種 な どの必要 な措置 を

講 じなければな らな い。

3.　医療機 関 にお いて は 「結核感染防止委 員会」(仮

称)ま たはこれ に相当す る組織を設 置 し,結 核感染 の未

然 の防止 と患者発生時の組織的な対応 にあた ることが望

ま しい。

4.　保健所長 は医療機関 にお いて結核患者が発生 した

際 には,「 結核 定期外 健康診断 ガイ ドライン」 に基づ き

適切 な措置 を講 じなけれ ばな らない。

(2)　定期健康診断 ・予防接種

医療機 関などにあ っては法令 に基づ く健康診断の確実

な実施 は もとよ り,結 核 の感染 な らびに発病 の防止の効

果を一層確 かな ものにする方策 を講ず べきで ある。

(1)　医療 関係者 養成施設(看 護学校 など)

1.　入学 時に結 核の既往歴 な らびに過去 における結核

の定期及び定期外健康診 断 と予 防接種 の成績 を把握す る。

2.　入学時の健康診 断に はツベル ク リン反応検査 を実

施 し,そ の結果が陰性及び結核未感染 と考 え られる者 に

はBCG接 種 を行 い翌年再度 ツベル ク リン反応検査 を行

う。

3.　入学 時 な らびに定期 健康 診断 に際 して は,年 齢

(19歳 未満 の者 を含 む)及 びツベ ルク リン反応検査の成

績 にかかわ らず胸部 エ ックス線検査を実施す る。

(2)　医療機関

1.　採用時 に結核 の既往歴 な らびに過去 にお ける結核

の定期及 び定期外健康診断 と予防接種 の成績 を把握 する。

2.　雇入 時の健 康診 断 に際 し30歳 未 満の者 にはツベ

ルク リン反応検査を実施 し,そ の結果が陰性及 び疑陽性

の場合 は概 ね2週 間後 に再度 ツベル ク リン反応検査 を行

い,再 び陰性 及 び結核未感染 と考え られ る者にはBCG

接 種 をす る。 このときBCG接 種を受 けた者には1年 後

にツベルク リン反応検査 を実施す る。

雇入時 な らびに定期健康診断 に際 して は,法 令の定 め

によ り全員 に胸部 エ ックス線検査を実施す る。

(3)　定期外健康診断

医療 関係者 が結核 を発病 した場合,ま たは受診中の患

者が結核 と診 断され職員 への感染 の危険度が大 きい場合

は,管 理者 は所轄保健所 へ通報す るとと もに院内 に設置

した結核感染防止委員会 で検討 に付す る。

委員会 は感染源の確認,未 発見患者 の追求,被 感染者

の発見,関 連 した情報 の収集,今 後 の対策 などにつ いて

検討す るが感染源の人権 とプ ライバ シーに十分 な配意 を

要す る。

これ らは保健所が 「結核定期外 健康診 断ガイ ドライ ン」

に基づ いて行 う―連の措置への積極 的な協 力の―環 とし

て行 う。

(4)　化学予防

1.　30歳 未 満 の者 で あ って,入 学 時また は採 用時の

胸部 エ ックス線検査で陳 旧性結核の所見を認めかっ治療

歴 もしくは化学予防歴 のない場合,及 び ツベル ク リン反

応 検査 の発赤径 が40mm以 上 あり発病の危険が大 きい

と考 え られる場合 には必要 により化学予防を行 う。

2.　医療機 関での患者発生 に際 して の定期外健康診断

で結 核感染 の疑 いがある者 には年齢 にかかわ らず化学予

防を実施 す ることが望 ま しい。

(5)　流行 監視

1.　結核感染防止委員会 は,当 該施設関係者 の入学時,

雇入時及び定期健康診 断の受診状況及 び結果 を毎年精査

し院内感染の有無を判定 す る。

2.　院内 に結核感染を認 めた場合 は直ちに所轄保健所

へ通報 し,関 係者 に対 し必要 な措 置を行 わなければな ら

ない。

3.　そ の 他

(1)　医療機関内感染防止対策マ ニュアルの作成

医療関係者 の結核感染及 び結核発病の未然防止 と集団

感 染 防止 の観点 か ら,「感染防止対策マ ニュアル」の作

成 を本委員会 において も検討す る。

(2)　結核菌検査 などに関す る感染防止
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結核菌 や結核菌 を含 む検体 を扱 う職員 の感染防止 につ

いては,設 備 ・操作 の面 に関 して 日本細菌学会及 び日本

病理学会 の安全基準 などを遵守す る。

(3)　医療関係者 に対す る啓発

都道府県 は医師会 などの協力を得て,結 核対策特別促

進事業 などの活用 を図 ることにより,医 療関係者 に対す

る例 えば次 のよ うな研修会 などを実施す る。

1.　医師に対する結核講演会の計画的な開催

地区医師会単位の講演会,二 次医療圏単位の講演会,

県下全域の講演会

2.　医療関係職種に対する実務的研修会の計画的な開

催

検査技師の結核菌検査手法,看 護婦 ・保健婦・衛生管

理者などの結核関連研修

以 上
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