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 HIV-1 infection is a major cause of worldwide epidemic of tuberculosis. In Japan, the 

cumulative number of the patients reported is 131 by the end of 1999 with 10 to 20 an

nual new cases. Most of Japanese cases are advanced AIDS patients with low CD 4 number 

less than 100/p 1. The peak age of Japanese patient is 40 to 60 years old, whereas that 

of foreigners is 20-30 years old, suggesting that most Japanese cases are recurrent tuber

culosis. There is increasing clinical evidence that coinfection with M. tuberculosis acceler

ates progression of AIDS. We found that, in vivo, HIV-1 load and mutation increase in 

involved lung segments in patients with pulmonary tuberculosis. We also reported that 

Mycobacterium tuberculosis stimulates HIV-1 replication by enhancing transcription on 

the 5' LTR in a macrophage cell line, THP-1, in vitro. In contrast, HIV-1 replication is 

suppressed by M. tuberculosis infection of monocytes derived macrophages (MDM) or  dif

ferentiated monocytic THP-1 cells. We observed that HIV-1 5' LTR function was re

pressed in PMA differentiated THP-1 cells after co—infection with M. tuberculosis. Point 

mutations in C/EBP-ƒÀ binding domains of the HIV-1 LTR negative regulatory element 

(NRE) abolished promoter repression. Monocyte-derived macrophages and differentiated

 THP-1 cells increased expression of the 16 kDa inhibitory form of C/EBP-ƒÀ after M. tu

berculosis coinfection. Bronchoalveolar lavage cells obtained from normal controls and al

veolar macrophages from uninflamed lung of tuberculosis patients also expressed the 16
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kDa inhibitory form of C/EBP-ƒÀ. However, alveolar macrophages from lung segments 

involved with pulmonary tuberculosis had markedly reduced C/EBP-ƒÀ expression. These 

data suggest that 16 kDa isoform of C/EBP-ƒÀ plays an important role  for the control 

of HIV-1 replication in macrophages. We propose derepression of HIV-1 LTR mediated 

transcription as one mechanism for enhanced HIV-1 replication observed in pulmonary 

tuberculosis.

Key words: HIV, AIDS, Tuberculosis, 

 C/EBP-ƒÀ, HIV-LTR

キ ー ワ ー ズ:HIV,エ イ ズ,結 核,転 写 因 子,

LTR

は じ め に

WHOの 推計に よれば,結 核 とエ イズの合併 は1990年

の時点で全患者数の4.2%(31万5000人)で あったが,

95年 には8.4%(73万8000人)ま で増加 し,2000年 に は

13.8%(141万 人)に 達す ると推定 されている(Fig.1)。

地域別で はアジア,ア フ リカが2000年 の推 計 でそ れぞ

れ,57万7000人,60万4000人 であ り,こ の2地 域 で全

体 の83%を 占め る。 これ らの地域 で は結核 がAIDS患

者 に とって主要 な合併症で ある1)。

先進 国において も大都市 を中心 に小流行がみ られた。

91年 にニュー ヨークで新 たに報告 された3673人 の 結核

患者 の うち,約40%がHIVに 感染 してお り,多 剤 耐性

結核 菌に よる結核症 では85%がHIV陽 性 であった。91

年に入院 した結核患 者の うち,麻 薬 常習 者が 約60%,

HIV感 染率は55%で,約70%が ホーム レスで あ り,貧

困 と麻薬 とHIV感 染が大都 市における結核流 行 の重要

な要因であ った2)。 その後,ニ ューヨーク市で は,DOT

(Directly Observed Therapy)と 呼 ば れ る 治療 法

(投薬 日ごとに看護婦 などが患者 に直接会 い,薬 を投 与

す る方法)が 行 われ,患 者 数 は,99年 まで に半 減 した

が,HIV感 染 との合併率 は依然 と して30%あ る。

「厚生省 エイズ時代の結核管理 に関す る研究班」(代表:

森 亨,結 核研 究所所長)集 計 による と99年 まで にわが

国におい て報告 されたHIV感 染 と結核 の合併 は 累計

131例 である。 もちろん,こ の数は報告 に上 った もの だ

けであるか ら,実 際には この数倍 には達 しているだろう。

報告例は,93年12例,94年15例,95年19例,96年20例,

97年25例 と漸増傾向 を示 したが,98年,99年 は,-一 転

して16例,10例 と少 なか った3)。 この突 然 の減少 は,

HIV感 染 に合併す る非定型抗酸 菌症 で も一 致 して い る

こ とか ら,HIVの 治療 として普及 したHAARTに より,

重症 の 日和見感染症 を合併す る患者が減少 したことに原

因があるのか もしれない。 永井 らに よれば,HAART

施行以前 と以後では,エ イズ合併結核 の予後 が大 きく変

わって きてお り,結 核治療後 にHAARTに よる抗 ウ イ

ルス療法 を受 けた患者 の予 後 は改善 して きて い る4)。

地域 的には関東地 区が 全体 の86%を 占め,国 籍 は外 国

人が約30%を 占めている。注 目すべ きことは,全 体の53

%が 結核 が診 断された後 にHIV感 染が発 見 され てい る

こ とである。血 中CD4数 では,100/μZ以 上 の者 は全

体の18%し かない。HIV感 染 の リス クフ ァク ター と し

ては,異 性 間交渉が48%,同 性 間が17.6%,麻 薬 によ

る ものは3%で あ り,麻 薬に よる感染 が多 い米 国 と異 な

る傾向であ る。 また,日 本人のエイズ合併結核 の年齢分

布 は,40～50代 にピー クがあ り,外 国人の それ は20代

にピークがあ るの と対照的である。 これは,日 本人の結

核が高齢者の既感染の再燃 によるものが多い こととも合

致 してい る。

当然の こととはい え,HIV感 染 の比 較 的初期 か ら結

核菌 に対す る防御免疫 は著 しく減弱す ることが知 られて

いる。ツベルクリン反応が陽性 に転化 したHIV感 染 者

の うち,1年 に約10%が 活動性の結核 を発病する。また,

アフ リカや合衆 国における疫学調査 か ら,結 核菌 に暴露

された場合,HIV感 染者 は非 感染 者 に比べ て25～170

倍 も活動性結核 にな りやすい。こ うした疫学調査 の中で

注 目されるのは,95年 に発表 された予後のprospective

studyで あ る。合併 した ことのあるHIV抗 体 陽性者101

人 とそれ以外 の陽性者105人 を対象 とした予後の 追跡調

査で は,両 群の調査開始時の血中CD4数 に差が み られ

ない に もかか わらず,ま た,有 効 な抗結核 療法が行われ

たに もかか わ らず,結 核 を合併 した ことのあ る患者 はコ

ン トロール群 に比べ て有意 に予後が悪 くな ってい る5)。

この理 由の1つ として,前 者で は結核治療後 に結核以外

の 日和 見感染 の頻 度がコ ン トロール群 に比べ て1.4倍 も

増加する ことが指摘 されている。

結核炎症局所 におけるHIV産 生の亢進

結核菌が感染 したマ クロファー ジか らはTNF-α,

イ ンターロイキン(IL-1, IL-6)な ど炎症性 のサ イ ト
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Fig. 1 Estimated tuberculosis incidence and HIV attributable 
tuberculosis cases in 1990, 1995, and 2000, by region (Rom 
WN, Garay SM, Bloom BR: Clinical Aspects. In: Tuberculosis. 
Little, Brown Co., New York, 1995, pp444.)

カイ ンが放出 されるが,こ れ らはマ クロ フ ァー ジやT

細胞 に作 用 し,様 々な核内 因子 を誘導す る。特 にTNF-

αはNF-κBとI-κBの 解離 を促 進 し,NF-κBの

核 内移 行 を促 進する。細胞 にHIV-1が 感染 している と

ウイルスゲノムのLTR(longterminalrepeat)NF-

κBが 結合 し,HIVの 転写 を促進す る6)。 す なわ ち,

細胞 内でのHIVの 産生が亢進す る。

in vivoに お いて も結核 を合併 したAIDS患 者の血中

のウイルス量 は合併症の ない患者 に比べて,有 意 に高 く

なることが報告 されて い る7)。 筆 者 らは結核 炎 症局所

において ウイルス産生 が亢 進す るこ とを見 出 し報 告 し

た8)。 結核 を合併 したHIV-1抗 体 陽性者11人 と肺 に

合併症の ない陽性者10人(血 中CD4数 を合わせた コン

トロール群)に 気管支肺胞洗浄(BAL)を 行 い,回 収

された洗浄液中の ウイルス量 と変異 を解析 し,比 較検 討

した結果,HIV-1量 は結核 炎症 部 か らのBALで 合併

者の非炎症肺,コ ン トロール群 か らのBALに 比べ て著

しく増加 していた(Fig. 2)。 同時に血 中のHIV量 を測
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(A) (B)

Fig. 2 HIV-1 in BAL fluid from pulmonary tuberculosis. (A) HIV-1 RNA
 particles/m/ BAL fluid. There is a significant increase in HIV-1 RNA parti

cles in BAL fluid from radiographically involved segments compared with 
uninvolved segments (p<0.01) or in a HIV-1-infected comparison group 
with no lung disease (p<0.01). (B) HIV-1 p24 pg/m/ BAL fluid. Closed 
circles, HIV-1 involved lungs; open circles, HIV-1 uninvolved lung; open 
triangles, HIV-1 patients with no lung disease. (from reference 8).

Table HIV-1 Concentration in BAL and Plasma

定 した合併者5例 全 例 にお いて炎 症部 のBAL中HIV

量 は血 中のそれをはるかに凌駕す る(Table)こ とか ら,

炎症部 のウイルスの増加 は単 に血漿 中か らウイルスが沁

みだ して きた ものではな く,ウ イルスの局所産生 の増大

の結果である ことが示 唆 された。また,3例 の合併 者 を

結核 治療開始後に定期的にBALを 行 ってそのウイル ス

量 を調べた ところ,治 療が進むにつれ減少 してい くこと

が確認 された(Fig. 3)。 結核炎症部のBAL中 のTNF

-α
, IL-6量 が コン トロール群 に比べて増加 してお り,

BAL中HIV量 とTNF量 との 間 には非常 に強 い相 関

がみ られ る(Fig. 4, r=0.996, p<0.001)。 これ に対 し

てIL-6と の間の相 関は著 明ではない。

結核菌感染 とウイル ス変異

結核 による炎症 はウイ ルス の変異 も促 進す る8)。 上

記 の研 究でBAL中 のウイルス変異 を変異 の起 こ りやす

い膜蛋 白のV3領 域 のア ミノ酸配列 について調べ る と,

コン トロール群,お よび結 核合 併者 の非 炎症 部 か らの
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Fig. 3 HIV-1 RNA particles/ml BAL fluid 
decline with treatment for pulmonary tu
berculosis. BAL fluid from three patients 
coinfected with HIV-1 and tuberculosis 
demonstrates a decline in HIV-1 RNA par
ticles/ml after antituberculosis therapy 
(from reference 8).

BAL中 の アミノ酸配列は血漿中のそれ に比 べ て よ り均

一であ る(Fig .5,つ ま り変異が少 ない)。 これに比 べ

て結核炎症部のBALに おける アミノ酸配列は不 均一 で

あ った。(envelope V3領 域 ア ミノ酸配 列 のsimilar-

ityのmedianは 血漿 中79%,結 核 炎 症部86%,結 核

非炎症部92%,コ ン トロール群BAL 94%:こ れ らの数

値 が高いほ どウイルスの変異が少な く均 一 であ る。)つ

まり,炎 症部ではウイルスの変異が促 進 されている と考

え られる。 また,こ の変異に より強毒 なウイルス株 の割

合 が高 くなる ことも示 唆 されている。また,こ うした遺

伝子解析 か ら基本 的にBAL中 のHIVは 血漿 中 のそ れ

とは異なるウイルスであるこ とが確認 された。つま り,

ウイルス産生 と変異 は局所 で行 われている と思 われる。

抗酸菌 の重感染 によるマクロファージか らの

HIV-1産 生の変化

これ まで の研 究 か ら抗酸 菌 感 染 の炎 症 部 にお い て

HIV-1を 産生 している細胞 は主 としてマ クロ ファー ジ

であることが確認 されている9)。 そ こで,わ れわれ は,

マ クロファージのin vitroに お けるHIV-1と 結核 の

重感染が ウイルス産生 に及 ぼす影響 を培養マ クロファー

ジを用 いて検討 した。

マ クロファージ腫瘍細胞株で あるTHP-1にHIV-1

とM. tuberculosis H37Raを 重感 染 させ る と,菌 量

依存的 にウイルスの産生 充進 が お こる。 この こ とは,

HIV-1の プロモーター遺伝子LTRの 下流にchloram-

(A) Tumor Necr Osis Factor-α

(B)Interleukin-6

Fig. 4 Correlation of HIV-1 RNA parti
cles/m/ BAL fluid to cytokines. (A) TNF a. 
There is a significant correlation (r2=0.99, 
p<0.01) between HIV-1 RNA particles/m/ 
BAL fluid and TNF a concentrations. (B)

 IL-6. There is significant correlation (r2
=0 .43, p=0.05) between HIV-1 RNA parti
cles/m/ BAL fluid and IL-6 levels (from 
reference 8).

phenicol acetyltransferase (CAT) reporter gene

結 合 させ た プ ラ ス ミ ドをtransfectし たTHP-1細 胞

にお い て も確 認 され た 。

一 方
,THP-1に マ ク ロ フ ァ ー ジの 分 化 を誘 導 す る作

用 が 知 られ て い る化 合 物phorbol myristate acetate
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Fig. 5 Phylogenetic tree of BAL HIV-1 cDNA from HIV

-1/TB coinfected patients. Patients M, N, and X have viral 

cDNA clones from plasma (P, no box), involved lung seg

ments (•¡), uninvolved lung segments (• ). The genetic 

distance scale is the percent amino acid substitution 

between different isolates (from reference 8).

(PMA)を 添加 し,付 着性 の マ クロ フ ァージ に分化 さ

せた後に重感染 させる と逆に菌量 依存 的にHIV-1産 生

を抑制す ることがわかった。次に単球由来マ クロ ファー

ジに重感染 させ る と,PMA刺 激THP-1と 同様 に菌

量依存的 にウイルス産生 を抑制 した10)(Fig.6)。 この傾

向 は感染後,4～10日 の 間で変 わ りな く,ま た結核 菌

H37Rv株,BCG,M.smegmatisに おいて も同程度 に

抑制 されたが,H37Raの 死菌では効果が弱 く,結 核 菌

の膜成分であ るLipoarabinomannanで は全 く効果が

なかった。前述 のHIV-1 LTR CAT THP-1をPMA

で刺 激 して分化 させ た場 合 で も,MOI 1.0で33%の

MOI 10で は66%のCAT活 性 の抑 制が見 られた。

C/EBP結 合部位 と転写抑制 の関係

HIV-1 LTRのnegative regulatory element

 (NRE)が 転写抑制に関与 している ことが知られている。

HIV-1 LTRに はC/EBPβ 結合部位が3カ 所 あ るが,

そ れ ぞ れ に変 異 を加 えたHIV-1 LTR luciferase
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(A) (B)

Fig. 6 HIV-1 Replication and HIV-1 LTR 
Function in Differentiated Macrophages. (A) 
Monocytes were differentiated with M CSF 
and infected with macrophage-tropic HIV

-1 strain BaL (n) or ADA (1). Cells were 
infected with M. bovis BCG with a multi
plicity of infection (MOI) of 0.1, 1 and 10.

 HIV-1 p24 was measured six days post 
co-infection. (B) BF-24 cells are THP-1 
cells with an integrated copy of HIV-1 
LTR. CAT. BF-24 cells were differentiated

 with PMA and infected with M. tuberculo
sis H37Ra with an MOI of 0.1, 1 and 10. 
CAT expression was measured 48 hours 
after infection (from reference 10).

(A) (B)

Fig. 7 Time course of HIV-1 LTR pro

morter activity in stably transfected THP-

1 cells. (A) Wild type HIV-1 LTR. M. 

tuberculosis (•œ) or LPS (•›) produces 

a striking decline in reporter activity in 

THP-1 macrophages between 24 and 72 h. 

(B) HIV-1 LTR with mutated (mut) C/

EBPƒÀ sites. M. tuberculosis (•œ) or LPS (•›) 

produces a moderate increase in reporter 

activity in THP-1 macrophages.

constructとwild typeのconstructをtransfectし

たTHP-1細 胞 を用 い てPMAと 結 核 菌 に よ る 刺 激 実

験 を行 った 。wild typeのTHP-1で はreporterの 発

現 が24時 間 後 に刺 激 前 の14倍 に な り,そ の 後 抑 制 さ れ

て48時 間 後 に ピー ク の50%と な っ た 。 一 方,C/EBP

変 異 のTHP-1で は刺 激 後 の活 性 が 弱 い が48時 間 後 の

抑 制 が 見 られ なか った(Fig.7)。 つ ま り,PMAで 分 化

した マ ク ロ フ ァー ジの 重 感 染 に よ るHIV産 生 抑 制 に は

C/EBPβ が 関 与 して い る こ とが 示 唆 され た 。

単 球 由来 マ ク ロ フ ァ ー ジ,分 化 したTHP-1細 胞,

肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジに 発 現 して い る16kDaの

C/EBPβ isoform

C/EBPβ はC/EBP familyに 属 す る 転 写 因 子 で あ

り,多 くの サ イ トカ イ ンの プ ロモ ー ター に結 合 し炎 症 反

応 の 発 現 に重 要 な役 割 を果 た して い る 。inhibitoryお

よ びstimulatoryformのC/EBPβ は 単 一 のmRNA

よ り作 ら れ て お り,stimulatory formは37Kdと

33Kdか ら なっ て い る 。ribosome translationを 最 初

あ る い は2番 目 のAUGか ら 開 始 す る こ と に よ っ て

stimulatory formsが 作 ら れ,こ れ ら はDNA bind

ing domain,dimerization domainお よ びtran

scriptional activating domainを も つ 。16Kdの

inhibitory formはribosomeが3番 目 のAUGよ り

tranSlationを 開 始 す る こ と に よ っ て も た ら さ れ,

DNA binding domainとdimerization domainの

み を もち,dominant negative transcription factor

と して作 用 す る11)。

C/EBPβ は マ クロ フ ァー ジ に 発 現 して お り,HIV-1

LTRの 亢 進 と抑 制 の 両 方 の作 用 が あ る こ と が 知 られ て

い る が,こ の 転 写 因 子 が 結核 菌 の刺 激 下 で どの よ うな働

き を もつ か を明 らか に す る た め に,抗C/EBPβ 抗 体 を

用 い た細 胞 抽 出 液 のimmunoblotを 行 っ た 。 単 球 を

M-CSFの 存 在 下 で培 養 す る と,16kDaのC/EBPβ

isoformが 発 現 す る が,結 核 菌 で 刺 激 す る と こ の 発 現

は さ らに 増 強 され る(Fig.8)。 ま た,THP-1細 胞 を

PMAで 刺 激 す る と16kDaのC/EBPβ isoformが 細

胞核 に発 現 して くる の に12日 間 もか か る が,こ の 系 に

結 核 菌 の 刺 激 を さ ら に加 え る と,早 く も48時 間 後 に

16kDaのisoformが 発 現 して くる 。 これ に対 して 結 核

菌 だ け の 刺 激 で は16kDaのisoformは 発 現 して こ な

い 。健 常 者 の肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ に発 現 して い る の は結

核 菌 とPMAで 刺 激 したTHP-1のC/EBPβ isoform
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(A) PMA (B) M. tuberculosis (C) PMA+M. tuberculosis

Fig. 8 C/EBPƒÀ Expression in THP-1 cells. (A) PMA. C/EBPƒÀ expression was un

changed over 72 hr but at 12 days both 37 kDa and 16 kDa isoforms were induced 

on immunoblots with polyclonal anti C/EBPƒÀ antibody. (B) M. tuberculosis 

H37Ra. M. tuberculosis induced only a 37 kDa C/EBP isoform over 72 hr . (C) PMA 

and M. tuberculosis H37Ra. The combination of PMA and H37Ra induced both 37 

kDa and 16 kDa C/EBPƒÀ isoforms over 48 hr.

Fig. 9 C/EBPƒÀ Expression in Bronchoalveo

lar Lavage (BAL) Cells. BAL cells from a 

normal control revealed marked spontaneous 

expression of 37 and 16 kDa C/EBPƒÀ isoforms 

in a Western blot with anti-C/EBPƒÀ poly

clonal antibody. BAL cells from a HIV-1 

negative patient with pulmonary tuberculosis 

revealed both C/EBPƒÀ isoforms in the radio

graphically uninvolved lobe (Un) but only 

slight expression of the 37 kDa isoform and 

no expression of the 16 kDa isoform in the 

radiographically involved lobe (In). BAL 

cells from an uninvolved lobe of a HIV-1 

positive patient with pulmonary tuberculosis 

demonstrated marked enrichment of 37 kDa 

and 16 kDa isoforms in adherent cells (Ad) 

compared to non-adherent cells (Non).

patternに 非常 に よ く似 てお り,16kDaのC/EBPβ

isoformが 発現 してい る。胸部X線 上結 核 非感 染肺 か

らの気管支肺胞洗浄液細胞 に発 現 して いるisoformも

全 く同様 なパ ター ンである。 ところが,結 核 感染肺 か ら

の細胞 ではすべ てのC/EBPβ isoformの 発 現が 非常

に弱 くなっている(Fig.9)。 このこ とは,HIV合 併結

核 で も非 合併結核 で も傾 向は変 わ らなかった。また,気

管 支肺胞 洗浄液細胞 を付着性 と非付着性細胞 に分 けて発

現 を観 る と,付 着性細胞 にほ とん どの発現が あったこと

か ら,C/EBPβ は肺胞 マクロフ ァー ジ由来 と考 え られ

た。

以上 のこ とか ら,結 核非病巣部のBAL細 胞 に発 現 し

ているC/EBPβ short form(16kDa)がHIV-LTR

のnegative regulatory element(NRE)に 結 合 し,

HIV-1の 転写 を抑制す るとい う機序が想定 され るが,

このことを証明す るために,結 核病巣部 と非病巣部の細

胞か ら蛋 白を抽 出 し,NRE特 異的 なoligonucleotide

プ ロ ー ブ を 用 い てElectromobility shift assay

(EMSA)を 行 った。結核病巣部 の細 胞 で は,NREと

蛋 白の明 らかな複合体 の形成 は認め られなか ったが,結

核非病巣 部の細胞 では,明 らか な複合体の形成 を示すバ

ン ドを認 め,こ のバ ン ドはC/EBPβ 特異的 な抗体 の添

加 でsuper shiftを したこ とから,NREと 複 合体 を形

成 している蛋 白は確 かにC/EBPβ で あることが証 明 さ

れた(Fig.10)。 以上 のこ とか ら,結 核 病 巣部 で は,c/

EBPβ による抑 制が何 らか の機 序 に よ り解 除 され てお

り,そ のためにHIV産 生が亢進 している こ とが予 測 さ

れた。

AIDSに 合併 する結核 の臨床像

肺 病変は全HIV-結 核合 併例 の75%に み られ るが,

肺 外病変の頻度 も高い。わ が国 の症例 で は,全 体 の57
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Fig. 10 C/EBPƒÀ in BAL cells from Pulmonary Tuberculosis. Binding to the HIV-1 LTR Nega

tive Regulatory Element (NRE). Electromobility shift assays were performed with 25 by of the 

HIV-1 LTR containing the NRE. Lane 1 demonstrates a specific C/EBP NRE/protein complex 

in an uninvolved lobe (TB Uninvolved) that is competed effectively with 100 fold excess 

unlabeled NRE probe (lane 2) but not 100-fold excess unlabeled mutant probe (lane 3). Anti

C/EBPƒÀ antibody supershifts the complex (lane 4). TB involved lobes demonstrate a faster 

migrating specific NRE/protein complex (lane 5) that is competed effectively with 100 fold 

excess unlabeled NRE probe (lane 6) but not 100-fold excess unlabeled mutant probe (lane 7). 

Anti-C/EBPƒÀ antibody does not supershift the complex (lane 8).

%に み られ,一 般の肺 結核 症例 の頻 度14%に 比 べ て著

しく高い。全身播種 も22%に 報 告 され てい る。胸 部X

線像では,最 も多いの は肺門,縦 隔 リンパ節腫大で,70

%以 上 にみ られ る。 これ に対 し,空 洞 は18%に す ぎな

い。浸潤影は肺尖部や上葉 に25%,下 葉 に10%あ り,

び まん性お よび粟粒影 はそれぞれ7%に み られる。

しか しなが ら,こ う した病像は患者の免疫低下の程度

に大 き く左 右 される。CD4数 が300/μl以 上の 比較 的

免疫能が保たれた結核の病像 はX線 上 上肺 野 に浸潤 と

空洞 を呈す るような典型例が多い。これに対 して,CD4

数が300/μl以 下 のAIDSに 合併す る結核 の病像 は多彩

であ る。 この ような症例で は,肺 門お よび縦隔 リンパ節

の腫脹が頻繁 にみ られ る(Fig.11)。 こうした リンパ節

の病理組織像で は,多 数のマ クロファー ジの浸潤が観察

され るが,結 核病巣 に特徴的 な乾酪壊死や類上皮細胞や

巨細胞形成がみ られ ない。 しか しなが ら,チ ールニール

セ ン染色で は霧 しい数の結核菌が検 出され る。 この よう

に,AIDSに 合併す る結核で は,通 常み られる結核 性肉

芽腫の ラメラー構造の構築がな く,そ れがゆえに菌を局

所 に封 じ込め ることがで きな くて,血 行性,リ ンパ行性

Fig. 11 A typical extrapulmonary tuberculo

sis in a patient coinfected with HIV and 

tuberculosis. The chest CT scan reveals rim 

enhancement of the mediastinal lymph nodes 
with central necrosis.

に菌が播種 し,重 症化 しやすいのでは ないか と思われる。
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III.細 胞 内 寄 生 菌 の 感 染 機 序 と 免 疫 防 御
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The 75th Annual Meeting SymposiumIII

. MECHANISMS OF PATHOGENICITY AND HOST DEFENSE IN INFECTIONS 

BY INTRACELLULAR PARASITIC MICROBES

Chairpersons: 1*Masao MITSUYAMA 
Katsuhiro SUZUKI

1* Department of Microbiology, Kyoto University Graduate School of Medicine, 
Kinki Chuo Hospital

Mycobacterium tuberculosis is one of the intracellular parasitic bacteria escaping the 

intracellular killing inside macrophages. The aim of this symposium was to get some 

insight into the mechanism of pathogenicity and host defense in M. tuberculosis infection, 

which has not yet been elucidated well, by the presentation of up-to-date knowledge on 

these aspect in infection with different intracellular parasitic microbes.

Dr. Yoshikai (Nagoya Univ.) indicated that TLR is involved in the initial response of 

host against S. choleraesuis. Among the cytokines contributing to the induction of spe

cific immunity, the importance of IL-15 was emphasized, based on their own experimen

tal data using IL-15 transgenic mice and the application of and-IL-15 antibody in 

vivo.
Dr. Yoshida (Kyushu Univ.) reviewed the mechanisms of intracellular growth of 

Legionellae. Several genes so far identified as essential genes in intra—macrophage growth 

appeared to be similar to those encoding type 3 secretion system observed in Shigellae. 

There is a significant strain difference in the growth of L. pneumophila inside macro

phages and such difference seemed to be under the control of a gene at chromosome 13, 
Lgn 1. The investigation of difference in the mode of escape among various Legionella. 

spp. may provide a novel mechansim in bacterial invasion and escape.

Dr. Kawamura (Kyoto Univ.) summarized some new reports on the molecular mechanism 

of the inhibition of P—L fusion by M. tuberculosis. He emphasized the importance of the 

alteration in phagosomal maturation as indicated by the accumulation of TACO protein. 

The possible involvement of TLR in the recognition of Mycobacterial cells and its LAM 

was discussed.

〒606-8501京 都府京都市左京区吉田近衛町 Yoshida Konoe-cho, Sakyo-ku, Kyoto-shi, Kyoto 
606-8501 Japan.
(Received 21 Jun. 2000)
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Dr. Kawakami (Ryukyu Univ.) first discussed the possibility that Cryptococcus neo

formans, a fungal pathogen, could be regarded as one of the intracellular parasitic 
microbes. His presentation mainly focused on the TH 1-TH 2 balance in the expression 

of host defense against C. neoformans in mice. From their experimental infection using 

attenuated strain TC-13 in various cytokine-knock out mice, the pivotal role of both 

IL-12 and IL-18 was clearly indicated.

Key words: Intracellular parasitic bacteria, 

Salmonella, Legionella, Mycobacteria, Cry

ptococcus

キ ー ワー ズ:細 胞 内 寄 生 菌,サ ル モ ネ ラ,レ ジ オ

ネ ラ,抗 酸 菌,ク リプ トコ ツカ ス

結核菌 は代表 的な細胞 内寄生菌 であ り,マ クロフ ァー

ジ内ではphagosome-lysosome fusionを 阻害 して

殺菌 を免 れ生存増殖す るこ とが で きる。結核菌 の病原性

は,主 と して細胞 内殺菌か らのエスケ ープ能 と抗酸菌細

胞壁特有の各種糖脂質のサ イ トカイン誘導能 に依存す る

が,抗 酸菌が宿主マ クロファージ内で殺菌 をエスケ ープ

す る因子の分子遺伝学的解明 は進んでい ない。一方,結

核菌以外の各種細胞内寄生菌の うち,リ ステ リアについ

てはそのエスケー プ機構 が分子 ・遺伝子 レベルで詳細 に

解明 され,そ の他の菌について も徐 々 に解析 が進んでい

る。各種 細胞 内寄生菌は,分 類細菌学的には極めて異なっ

た位置にあるが,エ スケープの戦略は類似 しているので,

他 菌種 の細胞 内寄生の機構 や免疫応 答についての研 究の

現状 を知 る ことに より,今 後 の抗酸 菌感染機構 の解 明に

何 らかの示唆 が得 られる もの と考 え られる。そこで本 シ

ンポジウムではテーマを抗酸菌 に限 らず その他 の細胞 内

寄生菌 も含 めて講演 をお願 い し,理 解 を深 めるこ とを 目

的 と した。

1.サ ル モネラに対 する早期感染防御機構

吉開泰信(名 大 ・医 ・病態研)

1)マ クロファージの細菌認識 レセ プ ターの1つ と し

てTLRフ ァミリーがあげ られ る。TLR-4はLPSシ

グナル伝達 に重要であ り,TLR-2はLPS以 外 に もグ

ラム陽性細菌の タイコ酸や結核菌のペ プチ ドグリカンに

結合する。われわれはマウスのTLR-2が マ クロファー

ジ のみ な らず,γ δ型T細 胞,腸 管 上 皮 問T細 胞,

NKT細 胞 にも発現 してい ることを見出 した。 これ らの

細胞はTcR非 依存性 にlipidAに 反 応 してINF-γ

を産生 した。サルモネ ラ感染防御 において これ ら早期誘

導免疫 を担 う細胞群はTCRの みな らず,TLR-2を 介

するシグナルで活性 化 される と考え られる。

2)早 期誘 導免疫 に関与す るサ イ トカ イ ン と して,

IL-15が あげ られる。IL-15はIL-2とIL-2Rβ/γc

を レセプターと して共有するサイ トカインでマクロファー

ジか ら産生 され,NK,γ δT細 胞,NKT細 胞,上 皮

系Tリ ンパ球の分化増殖 因子 と して働 く。 サ ルモ ネ ラ

弱毒株(S.choleraesuis 31N-1)感 染 で は,感 染 早

期 に感染局所でマ クロファー ジか らのIL-15の 産生 と

NK,NKT細 胞 さらにγδ型T細 胞の増加が認 め られ

た。抗IL-15抗 体前投与 による内因性IL-15の 中和 に

よ り,サ ルモネ ラ感染後のNK,NKT細 胞 とγ δ型T

細胞 の増加 が抑 制 された。 さらに,血 中のIFN-γ レベ

ルの低 下 とともに菌の排 除が阻害 された。一方,わ れわ

れが作 成 したIL-15ト ランス ジェニ ツク(Tg)マ ウス

では,サ ルモネラ弱毒株 に対 して強い抵抗性 を示 した。

このマウスでNK細 胞 とメモ リーCD8T細 胞 の増 加が

著 しく,さ らにサ ルモネラ特異 的CD4Th1細 胞 の産生

増加が認 め られた。抗CD8抗 体投 与 に よるCD8T細

胞の消去 はIL-15Tgマ ウスの 感染抵 抗性 を減弱 させ

ることか ら,CD8T細 胞が早期 感染免 疫 を担 っ てい る

ことが明 らか となった。感染後増加 して くるCD8T細

胞 ポ リクローナルであ り,サ ルモ ネラ抗 原特 異性 は認

め られず,invitroのIL-15ま た はIL-2の 刺 激 で

IFN-γ を産生 した。 メモ リーCD8T細 胞 は 内因性 の

IL-15やIL-2に よってby standerに 活性化 され ると

考 えられ る。

3)サ ルモ ネ ラの早期 感染 防御 を担 う細 胞群 と して

NK,NKT,γ δT細 胞 に加 えてメモリータイプCD8T

細胞が考 え られる。 これ らの細胞 群 はサ ルモ ネ ラ感染

防御機構 において,自 然免疫 と適応 免疫のギ ャツプ を埋

めるのみな らず,IFN一 γな どを介 してサルモ ネ ラ特 異

的CD4Th1細 胞の誘導に重要な役 割 を担っている と考

え られる。 またNKレ セプ ターやTCRに 加 え てTLR

ファミリー もこれ ら細胞 群のサルモネ ラ認識に関与 して

いる と推 定 される。
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2.レ ジオネラのマクロファージ内増殖機構 と宿主防御

吉 田真一(九 大 ・医 ・細菌学)

1)L.pneumophila(Lp)は ヒ トの単球 マクロファー

ジ(Mφ)系 細胞,自 由生活 アメーバ,繊 毛虫 に貧 食 さ

れ,あ るいは上皮系細胞 に侵入 して増殖す ることがで き

る。Lpは 補体 やオプソニ ン抗体 を介 してMφ に貪 食 さ

れるかcoilingphagocytosisと 称 される様 式 で取 り

込まれるこ とがある。取 り込 まれた細菌 は食 胞 内のPh

低 下を抑 制 しリソソーム との融合 を阻害す る。一方小胞

の融合 は,ミ トコンドリアの接 近,食 胞膜へのリボ ソーム

の付 着がお こる。本菌 は食胞内 にとどまって増殖 しMφ

を殺 して細胞外へ 出るがその ときは鞭 毛が形成 され細胞

へ の感染 力 も強 くなっている。Mφ 内増殖 能が脱落 した

トラ ンス ポ ゾ ン挿 入 変 異 株 の 遺 伝 子 解 析 か らicm

 (intracellular multiplication)やdot(defect in

 organella trafficking)な どの遺伝 子群が同定 され て

いる。それ らの遺伝 子の大部分は,S.sonneiが 接 合 の

際 に プラス ミ ドDNAを 伝 達す る の に 使 うsecretion

 systemの タ ンパ ク を コ ー ドす る 遺 伝 子 群 やC.

burunetiiの 遺伝子 と相同性がある。 また,LpがMφ

内で増殖す るの に必要な遺伝 子群の大半がアメーバ内増

殖 に必要 な遺伝子群であ り,Mφ 内増殖能は哺乳類 出現

の はるか以前 アメーバ と出会 った ときに獲 得 した もの と

考 えられ る。 アメーバ内で増殖 したLpはMφ 感染性 ・

増殖能が高 まるとの報告があ る。

2)Lpに 対 する生体 防御 は細胞性免疫 であ りIFN-γ

によ り活性化 されたMφ に依存 す る。 活性 化Mφ で は

菌 を取 り込 んだ食胞 とリソソーム との融合能が出現 して

殺菌力が亢進 し,ま たtransferrin receptorのdown

 regulationに よ りMφ 内の鉄 イオンを減少 させ るこ と

によ り静菌力が亢進す る。老化マ ウス はIFN-γ の産生

が低下 し個体 レベ ルの抵抗性が減弱す る。抗体は活性化

Mφ 出現後 にはオプソニ ン抗体 と して生体防御 に機能 す

る。実験動物のMφ がLpの 細胞内増殖 を許すか否か に

関 してはMφ 側 に種差系統差 が あ り,モ ル モ ッ ト,ハ

ムス ター,ラ ッ トのMφ は増殖 を許すがマ ウスで はA/

J系 以外 の多 くの系統のMφ は増殖 を許 さない,わ れわ

れはこのマ ウスの系統差が13番 目の染 色体 上 にあ る一

遺伝 子 に支 配 され てい る こと を見 出 しそ の 遺 伝 子 を

五gπ1と 名づ けた。この遺伝子産物が 間 もな く明 らか に

されよう としている。

3)ヒ トか ら分離 された レジオネラ属20菌 種 の比較 研

究ではその細胞 内増殖様式 は多様 であ りLpは む しろ例

外 的である場合 もある。 系 統 を問 わずマ ウス のMφ 内

で増殖 で きる レジオネラ属菌 はL.bozemanii,L.mi

cdadeiな ど20菌 種 中11菌 種 もあ り,し か もMφ 側 の

菌の増殖 を制御す る遺伝子Lgn1に 支 配 され るの は20

菌種 中Lpと.L.jordanisの みであ った。Lpの 食胞 に

はリボソームが配列す るが,多 くの菌種 は食胞 に粗面小

胞体が接近す るタイプであ る。LpはMφ の食胞 内 に と

どまって増殖す るが,L.dumoffiiやL.feeliiな ど細

胞質 にエス ケー プす る菌 もあ る。L.pneumophilaの

上皮系細胞への侵入性 は弱いがL.dumoffiiの 侵入性 は

強 くしか もreceptor-mediated endocytosisで 侵 入

す る。これ らレジオネラ属菌が示す多様 な現象の研究 は

細胞 内寄生菌の新 しい細胞内侵入 ・増殖機序 を見出す可

能性が ある。

3.抗 酸菌の エスケープ機構 と宿主免疫応答

河村伊久雄(京 大 ・医 ・微生物感染症学)

結核菌 や 日和見感染 を起 こす非定型抗酸菌 は生体内で

は細 胞 内寄生 性 を示 し,マ ク ロ フ ァー ジ に よ る殺 菌

に強 く抵抗 す る。 この抵抗 性 の メ カ ニズ ム と して活

性 酸素 の産生抑制 と消去,フ ァゴゾ ーム 内pH低 下の

抑 制,inflammatory cytokineの 産 生抑 制,あ る い

はP-L fusionの 抑制 な どがある。 菌 の この ようなエ

スケープ機構 に関与 するい くつ かの因子がす でに報告 さ

れているが,最 も重要 な因子 は細胞壁 の主要成分で ある

リポア ラビノマ ンナ ン(LAM)で あ る。LAMは 活性

酸素の産生抑 制やその ス カベ ンジ ャー と して,ま た は

inflammatory cytokine産 生のmodulationな ど様々

な機 序 を介 して菌 の殺菌抵抗性 に関与す るこ とが知 られ

ている。最 近BCGを 取 り込 んだフ ァゴゾームの周 りに

宿 主由来のtryptophane aspartate-containing coat

 protein(TACO)が 集積 し,P-L fusionを 阻害 す る

ことが報告 されている。TACOを 動 員す るため の菌側

の因子は今 の ところ不 明であるが,そ の因子 が殺菌抵抗

性の発現において非常 に重要 な役割 を果た しているこ と

は間違いないであろ う。一方,抗 酸菌 に対す る宿主 防御

免疫の主体は細胞性免 疫であ り,そ の発現 は感作T細 胞

が産生するサイ トカイ ンに よるマクロフ ァージの感染局

所への動員 と活性 化 に よる。 防御免 疫 の 中心 はCD4+

T細 胞であるが,サ イ トカイ ン産生能 を有する細胞 障害

性CD8+T細 胞や,感 染早期には γδT細 胞 が 防御免

疫の発現 に関与する ことが示 されている。 また,菌 体抗

原がCD1分 子 を介 して αβ型CD4-CD8-Tに 提示

され ることが報告 されてお り,こ の組胞 も宿 主免 疫応答

に関与 してい ると考 えられ る。 これ らの細胞がそれぞれ

の機能 を発揮 し,お 互い に協調す ることが,抗 酸菌に対

す る感染防御 には必要である。一方,こ れ らの細胞 が組

織障害 にどの程度関与するか を明 らかにする ことも結核

の病態 を考え る上で重要なポイ ン トである。 また最 近,
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LPSレ セ プターと して同定 されたToll-like receptor

(TLR)の うち,TLR2が ファゴ ゾー ムの周 囲 に早 期

に動員 され ることや,TLR2が 抗 酸菌 刺激 に対 して シ

グナル伝達で きることが報告 されてい る。 これ は抗酸菌

に対す る初期防御反応,あ るいは感染防御免疫の誘導 に

この レセ プターが関与す る可能性 を示す ものであ る。 ま

た,マ ウス を用いた実験感染モデルでは,結 核 に対す る

新た な予防手段 と して のDNAワ クチ ンの有効 性が 示

されてお り,ECGに 代わ りうる ワクチ ン としての効 果

が期待 されてい る。

4.ク リプ トコッカス感染防御 にお ける

Th1-Th2バ ランス とその制御

川上和 義(琉 球 大 ・医 ・一内)

クリプ トコッカスCryptococcus neqformans(Cn)

は酵母様真 菌であ り,多 くはエイズな どの細胞性免疫低

下患 者に致死 的髄膜 炎 を発症 す る こ とで 問題 に なる。

Cnは 元来細胞外増殖 菌 と考え られているが,近 年,本

真 菌が細胞 内で も増殖 しうるこ とや,Cnが 食 細胞 内 で

のP-L fusionは 抑 制 しない もののphagosome内 の

酸性環境 に抵抗性 を示 す こ とが 明 らか にされ てい る。

Cnに 対す る生体 防御 は主 として細胞性免 疫 に よって担

われるこ とが知 られてお り,一 部 の報告 を除 き液性免疫

や好 中球 による防御機構 はほ とん ど無効 と考 え られてい

る。われわれは,Cnを 経気管 的にマウスに接種す る こ

とによ り肺 ク リプ トコ ッカス症 モデルを作製 しその感染

防御機構 について解析 を行 ってきた 。弱毒 株(YC-1)

をCD4遺 伝子欠損(KO)マ ウスに接種す る と,CD4

抗体 を用 いた従来 の報告 と異 な り,肺 内生菌数 は野生型

マウス との間に差 を認 めなか っ た。 これは,CD8+T

細胞,DNT細 胞 などがCD4+T細 胞 の機 能 を代償 し

ている可能性が考 えられ る。一方,Th1サ イ トカイ ン

の役 割 を解 析 す る た め に,YC-13をIFN-γKO

(GKO)マ ウスに接種 したところ感染の明 らか な悪化が

観察 され,IFN-γ の重要性が再認識 された。Th1細 胞

の分化誘導 にはIL-12が 重要であ り,さ らにIL-18に

よってIL-12の 作 用が著明 に増強 され る こ とが報 告 さ

れている。われわ れはIL-12p40KO,IL-18KOそ し

てIL-12p40/DKO,IL-18KO(DKO)マ ウス にYC-

13を 感染 させ たところ,DKO,IL-12p40KO,IL-18KO

マ ウスの順 に感染 の悪化 が認め られた。また,DKOマ

ウスではGKOマ ウス と同程 度であった。従 って,IL-

12とIL-18は ともにCn感 染 防御 に重要 で あ るこ とが

明 らかになった。次 に,IL-18の 作用 機序 と して,Cn

特異的Th1細 胞 の分化 誘導 にお け る役 割 につ い て検

討 した。YC-13で 感作 されたIL-12p40KOマ ウス の

細胞 を抗原 で再刺激 して産生 されるIFN-γ を測 定 し

た ところ,全 く産生 がみ られず,ま た感作 の時点でIL-

18を 追加投与 して も同様 であった 。 しか し,IL-12投

与 では明 らかなTh1細 胞 の誘導が観 察 され た。 一方,

IL-18KOマ ウス につ い て も同様 の 解析 を行 った とこ

ろ,脾 細 胞 の再刺 激 に よ り少量 のIFN-γ 産生 が み ら

れ,1L-12の 追加投与 で もわず か に産生 が増 強 され る

のみであった。IL-18投 与で は,野 生型 マ ウス由 来脾

細胞 と同程度 のIFN-γ 産生 がみ られ た。 以上 の結 果

か ら,Cn感 染 にお いてもTh1細 胞の分化誘導 にはIL-

12が 必須であ り,IL-18単 独で はTh1細 胞 を誘導で き

ず,む しろIL-12の 作用 を増強す るよ うに働 くこ とが

明 らか になった。

一方
,致 死的感染 を起 こす強毒 株(YC-11)を 用 い

た研究で は,感 染局所 にお いてTh1-Th2バ ラ ンスが

Th2側 にシフ トしてお り,IL-12を 投 与す る こ とでバ

ランスがTh1側 に是正 されマ ウスは致 死 的感染 か ら免

れ ることがで きた。 またIL-4はIL-12/IL-18投 与 に

よってTh1-Th2バ ランスがTh1側 へ是正 され るの を

解除 し感染 を再び悪化 させる方向 に働 いた。 さらに興 味

深い ことには,Cn自 身がマ クロ ファージか らのIL-12

産生 を抑制す ることでTh1-Th2バ ラ ンス を 自己の生

存 に有利 な方向 に修飾 している可能性 を示 す実験結 果 も

得てい る。
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ピラジナ ミ ド感受性試験 法の提案

平成12年8月

日本結核病学会抗酸菌検査法検討委員会

ピラジナ ミ ド(PZA)は 主要な抗結核 薬の1つ であ り,半 休 止期 の結 核 菌 に殺 菌 的 に働 く薬 剤 で

あ る1)。 わが国では世界各 国か ら数年遅れ た1996年 にPZAを 含 む6カ 月 の短期 化学 療法 が標 準治

療法 に加 えられた2)。 近年PZA耐 性菌 の出現が報告 され てい るが,か か る場合 は治療期間 をさ らに

3～6カ 月延長す る必要がある。従って,PZAに 感受性 であるか否かを知るこ とは適切 な治療 のた め

に重要であ る。PZAの 最小発育阻止濃度(MIC)は 測定に用いる培 地のpHに よ り大 き く左 右 され

ることもあ って,こ れ まで標準 となる感受性 試験 法は確 立 されていなかった。

治療 によ り出現 したPZA耐 性結核 菌は ピラジナ ミ ダーゼ(PZase)活 性 を欠 くこ と,ま た通常

PZase活 性の消失 とPZA耐 性発現の間に相関が見 られる ことが明 らかになった3)～6)。PZaseの 役

割 は,細 菌細胞内でPZAを 殺菌活性 を持つ ピラジ ン酸(pyrazinoic acid)に 変 えるこ とにあ り,

PZA耐 性結核菌やMycobaoterium bovis(subtype bovis)はPZase活 性 を欠 くためPZAに 耐

性 を示す と考 えられてい る。 日本結核 病学会抗 酸菌検査 法検 討委員会 では,PZA感 受 性 の判定 法 と

して ピラジナ ミダーゼ試験の導入 を考え,Wayneの 方法 を用いて検討 を重 ねて きた7)8)。 そ の結果

本法 は再現性 に優れてい ることが分か り,委 員会ではPZA感 受性試験 法 としてWayneに よ り開発

された ピラジナ ミダーゼ試験 を提案する ことに した。ただ し,こ の試験 の感度はあ まり高 くないこと,

結核菌集団の中 に占め る耐性菌の割合 を知る ことがで きない ことな どの不 十分 な点 もあるこ とか ら,

今後 よ り優れた試験法が開発 された場合にはなお検 討の余地がある。

1.試 験培地

ミ ドル ブルック7H11寒 天培地粉末1.9g(BBL)ま

た は2.1g(Difco)に グリセ リ ン0.5ml加 蒸 留水100

mlを 加 え,加 熱溶解 する。これ にピ ラジナ ミ ド10mg

とピルビン酸ナ トリウム200mgを 加 え混和 ・溶解 後,

ス クリューキャップ付小試験管(16×125mm)に5ml

ずつ分注,キ ャップを緩 め121℃ で15分 間高圧蒸 気 滅

菌す る。滅菌後 キャップを締め,試 験管立て に立て,固

まらせ る(斜 面に しない)。4℃ に保存 した とき6カ 月間

使用可能であ る。

2.試 験法

固形培地培養ので きるだけ若い培養 菌(2～3週)を

接種菌 と して用い る。大量の菌(山 盛 り1～2白 金耳量)

を試験培地の表面 に広 げて接種 し,37℃ で培養す る。培

養4日 目に使用直前 に調製 した1%硫 酸鉄(II)ア ンモ

ニウム溶液 を1ml加 え,室 温 に30分 間放 置,寒 天表 面

に現 れるピンクない し茶褐色のバ ン ドを観察す る。バ ン

ドが見 られ ない陰性試験管は4℃ に4時 間放置後 に再 度

判定す る。色調は室内灯落下光線の もとで後ろに白色 の

紙 などを置いて観察す ると検出が容易 である。

3.結 果の判定

寒天培 地表層 に ピンクない し褐色 のバ ン ドが見 られた

場合 を陽性,見 られない場合 を陰性 と判定す る。また陽

性 か陰性 かの判 定が困難 な例 は± と判定 し,そ の場合 は

再試験 する。

4.PZA感 受性 の判 定 と記録

ピラジナ ミダーゼ試験 陽性例 はPZA感 受性,陰 性例

はPZA耐 性 とする。

留意点

(1)試験培 地へ のOADC添 加 の有無は結果 に影響 しない。

(2)菌接種 前に寒天培 地の表面 に滅菌蒸留水 を1滴(50～

100μl)滴 下する ことに より菌接種 が容易 に行 える。

(3)判定 し難い場 合は4℃ に保存 し翌 日判定す る。陽性試

験管では前 日表面に検 出 された着色 が培 地の中に拡散

して見える。

(4)鑑別 ・同定の 目的で使用する場合,培 養4日 目の成績

が陰性 の場合 は培養7日 目に判定 するこ とになってい

るが,こ の試験 の 目的は感受性 を知 るこ とであ り培養

4日 目に判定す る。
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