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第77回 総会シンポジウム

結 核 免 疫 学 の 動 向 と課 題

座長1光 山 正雄2赤 川 清子

キ ー ワ ー ズ:結 核 免 疫,TH1,サ イ トカ イ ン,ワ クチ ン

このシンポジウムの狙い

結核は免疫学的疾患であるといっても過言ではない。

遅延型過敏反応の成立,肉 芽腫性炎症,空 洞形成のいず

れにもマクロファージやTH1細 胞が深 く関与している。

BCGワ クチンは確かにPPD特 異的な免疫応答を誘導す

るが,そ れが どこまで防御免疫に役立つかについては必

ず しも明確ではなく,CTLの 関与についてもコンセンサ

スは得 られていない。結核における病態形成と宿主防御

には,サ イ トカインを中心としたT細 胞応答のどのよう

な発現のバランスがか らんでいるのであろうか?こ の

シンポジウムでは,結 核に関わる免疫学的研究が現在 ど

のような地点にあ り,何 が明らかで今後何が解明されな

ければならないかを明確 にすることを目的とし,現 在の

わが国においてそれぞれ中心的立場で研究を推進してい

る方々に分担テーマに関連した新 しい知見の紹介を頂い

た。

1.結 核菌菌体成分に対する炎症および免疫応答

小林和夫(大 阪市大.医)

生物活性を示す結核菌菌体成分 として脂質,糖 脂質や

蛋白質が知 られている。結核菌ゲノム解析か ら脂質や脂

肪酸代謝に関連する酵素は約250種 存在 し,大 腸菌では

約50種 であることを考慮すると,脂 質/糖 脂質は結核菌

に特徴的である。そこで,結 核菌/抗 酸菌に特徴的な細

胞壁脂質成分が惹起する宿主炎症.免 疫応答の分子機序

を明 らかにす る目的で,細 胞壁 由来糖脂 質(trehalose

 dimycolate: TDM や sulfolipid: SL)を 実験動物 に投与し,

宿主炎症.免 疫応答(遅 延型足踪腫脹反応,肉 芽腫炎症,

血管新生や機能分子:サ イ トカイン/ケ モカイン)を 解

析 した。

TDMは マウスに遅延型足蹟腫脹反応を惹起 し,か つ,

免疫群において非免疫群に比 し,増 強 していた。無胸腺

マウスにおける足蹟腫脹反応は免疫群 と非免疫群間で差

異 を認めなかった。TDM静 脈内投与 は肉芽腫炎症 を誘

導 したが,免 疫群は非免疫群に比 し,顕 著であった。他

方,無 胸腺マウスでは免疫機作による肉芽腫炎症の増強

を認めなかった。病変構成細胞 として,免 疫群でCD4

陽性細胞が増加 していた。病変部サイトカイン解析では

早期に単球走化性ケモカインおよび炎症惹起性サイ トカ

イン,そ の後,1型 ヘルパーT(Th1)/細 胞性免疫誘導

性サイトカイン(interleukin-12:IL-12やinterferon-γ:IFN-

γ)蛋 白発現 を認めたが,い ずれのサイトカイン発現 も

免疫群は非免疫群に比 し,顕 著であった。しか し,Th2

サイ トカイン(IL-4)は 両群共 に発現せず,実 際,液 性

(Th2)免 疫応答の指標である抗TDM抗 体 を産生 しな

かった。すなわち,結 核菌細胞壁由来糖脂質TDMは 炎

症お よび細胞性(Th1)免 疫応答を選択的に誘導する。

TDMは 血管新生因子(IL-8や 血管内皮増殖因子)を 発現

させ,そ の結果,肉 芽腫炎症周囲血管新生を惹起 した。

家兎TDM誘 導肉芽腫 は類上皮細胞や多核巨細胞を多数

含み,ヒ ト結核病変に類似 し,か つ,免 疫担当細胞(胸

腺や脾)に アポ トーシスを誘導 した。他方,SLは 肉芽腫

や血管新生をほとん ど誘導せず,SLの 炎症惹起性は軽

度であった。

結核菌由来糖脂質,特 に,TDMは 非特異的炎症応答,

加えて,特 異性および記憶を特徴とするTh1細 胞性免疫

応答 も惹起すること,さ らに,T細 胞依存性抗原である。

すなわち,結 核性肉芽腫炎症は異物性および過敏性機序
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の関与 した混合性病変である。TDMは,肉 芽腫炎症に

加えて,血 管新生やアポ トーシスも誘導し,結 核菌-宿

主関係 における多機能分子である。TDMが 抗結核免疫

の主要な機能分子であるTh1関 連サイ トカイン:IL-12

やIFN-γ を誘導 したことは,TDMが 防御抗原の側面 も

有 し,ワ クチ ンなど免疫介入療法の候補になる可能性を

示 している。結核菌由来糖脂質の医学応用には,そ の構

造-活 性連関を解明し,機 能的に抗菌防御と病変形成誘

導活性を分離することが必要である。

2.結 核感染防御免疫におけるサイ トカインの役割

菅原 勇(結 核研)

結核菌感染肺組織から単核細胞 を得,経 時的に出現 し

て くる細胞をフローサイトメータで同定すると,CD4,

CD8陽 性細胞,NK細 胞,穎 粒球,肺 胞マクロファージ

が様々な割合で現れる。結核菌で刺激されたこれらの細

胞はサイ トカインを分泌し,慢 性特異性炎症である結核

の病像を複雑にしている。結核の初期病変にサイトカイ

ンがどのように関与 しているかを明らかにするために,

マウス結核モデルを用いた実験を行い,以 下の知見が得

られた。

(1)結 核 の発病 にはIFN-γ,TNF-α が重要である。

IFN-γ,TNF-α をそれぞれ欠損 したマウスに毒性の強い

結核菌(黒 野株)で 吸入感染を施行 したところ,結 核菌

誘導肉芽腫が誘導 されず に多発性壊死病変が誘導され

た。灰白色の小結節でヒトの粟粒結核に対応すると考え

られる。これらの病変からRNAを 抽出しIFN-γ,TNF-

α以外の主要なサイ トカインmRNA発 現を調べ ても,

発現 レベルに野生マウスと有意差はなかったのでIFN-

γ,TNF-α 単独欠損で非常 に重篤な結核病変を引 き起

こすことが明 らかになった。IFN-γ,TNF-α が肺胞マク

ロファージを刺激 し,一 酸化窒素(NO)を 産生させて結

核菌を殺す と考えられる。事実,IFN-γ,TNF-α 欠損マ

ウス由来肺胞マクロファージを単離 して結核菌を加えて

もNOが ほ、とんど産生されないことが証明できた。この

ように,結 核菌感染 におけるTNF-α の重要性について

TNF-α 欠損マウスを用いて初めて明らかにされた。

(2)IL-1,IL-18も 結 核 菌 感 染 防御 に 一 定 の 防 御 的 役

割 を 演 じて い る 。IL-1,IL-18は 活 性 化 マ ク ロ フ ァー ジ

よ り産 生 され るサ イ トカイ ンで あ る。 これ らの 欠損 マ ウ

ス に結 核 菌 感 染 を誘 導 させ て も壊 死 病 変 は誘 発 され ず,

よ り大 きな 肉芽 腫 が 認 め られ た 。培 養 上清 中 のTNF-α,

IFN-γ レベ ル も正 常 範 囲 内 で,病 変 組 織 で もTNF-α,

IFN-γmRNA発 現 が 野 生 マ ウ ス と比 べ て 正 常 に 保 た れ

て い た。 従 っ て,IL-1,IL-18欠 損 マ ウス で 重 篤 な結 核

が誘 導 で きな い の は,IFN-γ,TNF-α レベ ルが 正 常 だか

ら と考 え られ る。IL-18欠 損 マ ウ ス で はIL-12が 正 常 に

産 生 され て お り,こ の こ と もIL-18欠 損 マ ウス で 結 核 が

重 篤 化 しない 原 因 と考 え られ た 。

(3)IFN-γ 欠損マウスに少量のBCGを 吸入感染させ

ると初期空洞結核が誘導でき,ヒ ト結核 に類似する。通

常のマウスを用いて結核を誘導すると肉芽腫はできるが

中心性壊死を欠いている。空洞性結核 も誘導できないと

いう弱点があった。このマウス結核研究における難点を

克服すべ く,IFN-γ 欠損マウスに10,000cfuの 少量BCG

を感染させて経過観察したところ,中 心性壊死を伴 う肉

芽腫が作製できた。膠原線維に囲まれた初期結核空洞を

も認めた。繁殖性炎の段階にある肉芽腫に,ヒ ト結核で

認められるLanghans型 多核巨細胞 も認め られた。多核

巨細胞が形成される機序は不明である。IFN-γ欠損マウ

スに結核菌を感染させたときに認められたが,TNF-α,

IL-1,IL-18欠 損マウスに結核菌を感染 させたとき,多

核細胞は認め られなかった。多核巨細胞形成にはIFN-

γの低下が関係することは確かである。 このように,

IFN-γ欠損マウスを用いればヒト結核 と類似 した病変を

誘導することができた。

3.結 核感染とTH1応 答:基 礎実験成績から臨床への

展開

川上和義(琉 球大 ・医)

ツベルクリン反応を代表とする結核免疫の主体が細胞

性免疫であることは周知の事実である。また,Mosmman

らによるTh1-Th2パ ラダイムの発見以来,細 胞性免疫

の分子基盤がTh1サ イトカインであることもコンセンサ

スの得 られているところであろう。マウスと異な りヒト

の結核防御におけるIFNの 役割が混沌としていた時期も

以前にはあったが,近 年になって,IFN-γ 受容体遺伝子

に変異 を起こしIFN-γ が うまく作用 しない症例が見出

され,こ のような患者では抗酸菌感染に対する感受性が

極めて先進 していることが明らかにされた。このことか

らIFN-γ は,マ ウスのみならず ヒ トにおいても抗酸菌

感染防御の中心的な役割を担 うサイ トカインであること

が認識 された。同様な現象 は,IL12受 容体異常症の症

例でも報告されている。

最 近10年 間 に3つ のIFN-γ 誘 導 性 サ イ ト カ イ ン,

IL-12,IL-18,そ してIL-23が 発 見 さ れ た。IL-12はTh1

細 胞 の 分 化 誘 導 に お い て必 須 な サ イ トカ イ ンで あ る。

IL-18は そ れ 自体Th1細 胞 分 化 を 誘 導 し な い が,IL-2の

作 用 を増 強 す る こ とで働 くと考 え られ て い る。 しか し,

IL-18がTh2サ イ トカ イ ンの 産 生 に も関 与 す る と の報 告

もみ られ る よ うに な り,そ の作 用 は もう少 し複 雑 な よ う

で あ る。IL-23はIL-12とp40サ ブ ユ ニ ッ トを共 有 してお
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り,両 者間で生物活性の類似性が予測 されているが詳細

は今後の解析 を待ちたい。また,骨 や腎識の分野で研究

されて きたオステオポ ンチ ン(OPN)がIL-12の 産生誘

導能 を有するとの報告がなされ注 目されている。OPN

遺伝子欠損(KO)マ ウスを用いた検討ではBCGや リス

テリア感染の悪化が観察されている。

わ れ わ れ は遺伝 子 欠 損 マ ウス を用 が て 結核 感染 防御 に

お け る各 種Th1関 連 サ イ トカ イ ンの 役 割 を解 析 して い

る。IFN-γ 誘 導 サ イ トカ イ ンの 中 で,IL-12p40,IL-18遺

伝 子 を単独(12p40KO,18KO)ま た は同 時 に欠 損(DKO)

した マ ウス を用 い て 結核 感染 に対 す る 感 受性 を比 較 した

と こ ろ,野 生 型(WT)<18KO<<12P40KO<DKOの

順 で あ っ た 。 こ の こ とか ら,IL-12が 最 も重 要 で あ り,

IL-18の 役 割 はIL-12に 比 べ る と 限 定 して 考 え ざ る を得

ない 。 しか し,IFN-γ 産 生 お よびTh1細 胞 分 化 がWTマ

ウ ス に比 べ18KOで 明 らか に 低 下 して が る こ と,IL-18

トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス で は 感染 防御 能 が充 進 して い

る こ と か らIL-18を 無 視 して 考 え る こ とは で き な い。 こ

こ で,12p40KOマ ウ ス はIL-12の み な らずIL-23も 産 生

し な が た め,IL-23が どの 程 度 関 与 して くる の か は今 後

の検 討 課 題 とな る。BCGお よび リス テ リア で報 告 の あ っ

たOPNiKOマ ウ ス で は,わ れ わ れ は今 の と こ ろ結 核 感

染 の 悪化 を観 察 で きて い な い 。

結核 症 例 で はIFN-γ,IL12,IL-18の 産 生 が 充 進 して

い る こ とが 知 られ て い る。 わ れ わ れ の検 討 で は,治 療 反

応 群 と難 治 化 群 との 比 較 で,後 者 に お い てIFN-γ 産 生

が 低 下 して い た 。 ま た,血 漿OPN濃 度 あ る い はIFN-γ

に よ っ て 産 生 誘 導 さ れ るELR.CXCケ モ カ イ ンIP-10の

濃 度 は健 常 群 に比 べ 肺 結 核 患 者 に お い て有 意 に上 昇 して

お り,そ の値 は病 変 の拡 が り と よ く相 関 して い た。 さ ら

に,IP-10は 化 学 療 法 に よ っ て有 意 な低 下 を示 した 。 こ

れ らの結 果 は,ヒ トに お い て もTh1関 連 サ イ トカ イ ンが

結 核 の病 態 に深 く関 わ っ て い る こ とを強 く示 唆 す る もの

で あ る。

基礎研究から得 られた成果が臨床の場に盛んに取 り入

れられようとしている。IFN-γ を用いたアジュバント療

法が非結核性抗酸菌症や難治性結核症例で試み られ始め

てお り有効 とする報告 もみられる。昨年には,IL-12が

ヒ トの結核治療に有効であったとする報告がなされた。

今後,Th1関 連サイ トカインが結核治療に応用 される機

会 も増えてくるものと予想される。そのためにも安全 な

投与法がより一層模索されなければならない。

4.結 核菌DNAに よる免疫賦活の機序と応用

山本三郎(国 立感染研)

カルメットとゲランがウシ型強毒結核菌か ら13年 間

に及ぶ長期培養 を行って弱毒化 したBCGワ クチ ンは,

結核に対する唯一のワクチ ンとして80年 近 くにわたり

使用 されている。 このBCG生 菌を癌の免疫療法に用い

る試みが60年 代後半から世界的に行われたが,そ の結

果,膀 胱癌の治療剤 として実用化された。一方,BCG

菌体から抗腫瘍活性を持つ水溶性画分を得 ようとの研究

の中か ら,核 酸画分(MY-1)が 見出され,さ らに核酸の

うちCpGモ チーフを持つオリゴDNAが 活性の中心であ

ることが解明されてきた。一方,動 物や植物DNAは 免

疫活性がな く,ま たCpGモ チーフもメチル化の頻度が

高 いこ とか ら,細 菌DNAあ るいは非メチ ル化CpG-

DNAが 免疫増強活性を持つDNAと して広 く認知される

こととなった。たとえば5ノーAACGTT-3'の ような免疫増

強性配列を遺伝子上流に組み込んだプラスミドを投与す

ると,有 効配列が分子内アジュバントとしてTh1免 疫応

答の増強とTh2応 答の抑制をもたらすことから,喘 息や

花粉症などではIgEの 減少,IFN-γ の誘導,IgG2a産 生

の増加が報告されている。また免疫増強性配列 を含んだ

ミコバクテリア抗原プラスミドでモルモットを免疫する

と有毒結核菌噴霧感染 に対 し臓器内菌数の減少,モ ル

モ ットIFN-γ やTNF-α 産生誘導等の感染抵抗性の増強

がみ られた。免疫増強性CpG-DNAが どのように細胞へ

結合し,取 り込まれ,エ ンドソームへ移行 し,サ イ トカ

イン産生誘導をもたらすか,詳 細なメカニズムはいまだ

に明 らかではないが,オ リゴDNAを リポフェクション

によって細胞に取 り込ませると,IFNα/β の産生を著 し

く増加 させ るこ と,細 胞上 のMac-1分 子や スカベ ン

ジャーレセプターへの結合は非活性なオリゴヌクレオチ

ドを共存 させると阻割されることより,細 胞への結合 と

取 り込みに塩基特異性はないことが示唆 される。 また取

り込 まれた免疫増強性DNAはNF-κBの 活性化 を起こ

してサイ トカイ ンmRNAの 転写が開始 されるが,ク ロ

ロキンなどのエ ンドソーム阻割剤は,免 疫増強性DNA

によるNF-κB活 性化を完全に抑制することが見出され

てがる。一方,い くつかの微生物 関連分子パ ター ン

(PAMPs)がToll Like Receptor(TLR)に よって認識され

ることが明 らかとな り,CpG-DNAはTLR9の リガンド

である可能性が示 されている。 この ように免疫増強性

DNAの 作用機構解明に向け精力的な研究が進め られて

いることから,今 後,臨 床医学へのさらに多 くの応用が

期待されている。

5.新 しい抗結核ワクチン開発の現状

岡田全司(近 畿中央病院)

1998年,米 国CDCは 結核 に対する政府 ・学術機関 ・

企業が一体 となって新世代のワクチン開発の必要性を強
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く主張する発表をした。また,ACETは 国民の健康に対

する大敵である結核撲滅のためには,有 効なワクチ ンが

必要であることを示 した。しかしなが ら,BCGに 代わ

る結核 ワクチンは欧米でも臨床応用には至っていない。

われわれはBCGよ りも強力な新 しいサブユニットワク

チン,DNAワ クチンやリコンビナントBCGワ クチ ンの

開発に成功 した。新 しい抗結核ワクチン開発の現状は,

以下のようにまとめることができる。

(1)結 核 ワ ク チ ンの種 類

サ ブ ユ ニ ッ トワ ク チ ン,DNAワ ク チ ン,リ コ ン ビ ナ

ン トBCGワ クチ ン(弱 毒 化 結 核 菌 を含 む)に 大 別 さ れ る。

DNAワ ク チ ン の ベ ク タ ー と し て,genegun,plasmid,

adenovirus vector,HVJ-lipposome,改 良 型HVJエ ンベ ロ ー

プベ ク ター も計 画 中。 ワ クチ ン と して α抗 原[Antigen85

B],ESAT-6,種 々 の サ イ トカ イ ン(γ-IFN-多 剤 耐 性

結 核 患 者 に 症 例 報 告 あ り),HsP65,38kd,19kd lipo-

protein,Mtb-8.8,-9.9,-32,-39,MDP1等,サ ブ ユ ニ ッ トー,

DNA-,rBCG-ワ ク チ ン の 形 で 多 くの 報 告 が 主 に マ ウ ス

の結 核 感 染 の系 で な さ れ て い る。 マ ウス で はBCGワ ク

チ ンを は るか に凌 駕 す る新 しい 結核 ワ クチ ンは きわ め て

少 な い。 わ れ わ れ はHSP65DNA+IL-12DNA治 療 に て

BCGワ ク チ ンの100倍 強 力 な ワ ク チ ンの 開発 に 成 功 し

た。

(2)サ ブユ ニ ッ トワ クチ ン

Corixa研 究 所Dr.Reedら は72f fusion蛋 白(Mtb39と

Mtb32のfusion蛋 白)の サ ブ ユ ニ ッ トワ ク チ ンが カ ニ ク

イ ザ ル の レベ ル でBCGよ り もは るか に 強 力 な予 防 ワ ク

チ ン効 果 を示 す こ と を 明 らか に し た。 ヒ トのin vitro系

で も72fを 用 い て免 疫 応 答 が 増 強 し,ヒ トへ の 臨 床 応 用

が 最 も近 い結 核 ワ ク チ ンの 開発 に成 功 した。 種 々 の結 核

蛋 白geneの ク ロ ー ニ ン グ に 成 功 し,サ ブ ユ ニ ッ トワ ク

チ ン でinvitro刺 激 す る こ と に よ り多 剤 耐 性 結 核 患 者 の

T細 胞 免 疫 能 の 増 強 が み られ て い る。

(3)DNAワ クチ ン

HVJ-liposomeを ベ ク タ ー に用 い た 場 合Hsp65DNA単

独 でBCGよ り も有 効 で あ る こ と をマ ウ ス の 系 で 明 らか

に した 。IL-12DNA+Hsp65DNAの ワ クチ ンは相 乗 効 果

を示 し,gene gun投 与 に よ りBCGよ り も強 力 な結 核 予

防 ワ クチ ンで あ る こ とを 明 らか に した。 ア デ ノ ウ イ ル ス

ベ ク タ ー に 導 入 したIL-6関 連 遺 伝 子(IL-6gene+IL-6レ

セ プ タ ーgene+gp130gene)お よ び γ-IFN DNAもBCG

よ りも強 力 な治療 ・予 防 ワ クチ ン効 果 を示 した。 こ れ ら

の 効 果 はキ ラーT細 胞 の分 化 誘 導 を増 強す る こ とに よっ

て 発 揮 され る こ とが 示 され た 。

(4)リ コ ン ビナ ン トBCGワ クチ ン

BA51(Ag85A十Ag85B十MPB51)リ コ ンビナ ン トBCG

はBCGよ り も強 力 な ワ ク チ ンで あ る こ と を気 道 感 染

の 系 で 明 ら か に し た。 ま た,IL-2rBCG,IL-6rBCG,

γ-IFNrBCG,HSP65rBCGの 作 製 に成 功 した 。

(5)新 しい ヒ ト生 体 内 抗 結 核 免 疫 解 析 モ デ ルSCID-

PBL/hu(ヒ ト結 核 ワ クチ ン解 析 モ デ ル)の 作 製

世 界 に先 駆 け て 開発 したSCID-PBL/huマ ウ ス の 系 で,

ESAT-6ペ プ チ ドに よ る 免 疫 でESAT-6特 異 的 な ヒ トキ

ラ ーT誘 導 を示 す,生 体 内 ヒ ト免 疫 解析 モ デ ル を開発 す

る こ とが で きた。

(6)最 も有 力 な も の と して,Mtb72f fusion蛋 白 サ ブ ユ

ニ ッ トワ ク チ ン,わ れ わ れ のHVJ-liposome/HSP65DNA

+IL-12DNA(カ ニ ク イ ザ ル で 解 析 計 画),85B-ESAT-6

 fusion蛋 白 が 上 げ られ る。 臨床 応 用 ワ クチ ン候 補 の 筆 頭

と してMtb72fサ ブ ユ ニ ッ トワ ク チ ン が あ げ ら れ,1年

以 内 に 臨床 応 用phase I studyが 計 画 され てい る。さ ら に,

わ れ わ れ はMtb72f DNAをBCGま た はHVJ-liposomeに

組 み 込 み,き わめ て 強 力 な ワ クチ ン開 発 を 目指 して い る 。
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The 77th Annual Meeting Symposium

UP-TO-DATE UNDERSTANDING OF TUBERCULOSIS IMMUNITY

Chairpersons: 1Masao MITSUYAMA and 2Kiyoko AKAGAWA

Abstract This symposium was organized to provide the up

to-date knowledge on tuberculosis immunity, especially on 

the understanding of cytokines or Th1 cells involved in 

pathophysiology/protective immunity and vaccine develop
ment.

Dr. Kazuo Kobayashi (Osaka City Univ.) reported their 

findings on the immune response to bioactive lipid component 

from M. tuberculosis, trehalose-dimycolate (TDM) and sulfo

lipid (SL) in mice. Their unique and novel finding was that 

TDM is capable of inducing T-dependent immune response 

in euthymic mice. The specific immune response in TDM

immune mice was consisting of CD4+cell response and 

expression of chemokines, inflammatory cytokines and then

 TH1-related cytokines. In contrast, SL did not show such an 

activity. TDM may be one of the protective antigens and may 

modulate the specific immune response of the host.

Dr. Isamu Sugawara's group (JATA) has examined the in

volvement of various cytokines in the host response to aero

solic infection with virulent strain of M. tuberculosis by using 

cytokine-knockout mice. The single deletion of IFNƒÁ or 

TNF a resulted in a severe lesion of multiple necrosis with

out granuloma, and cytokine mRNA level other than knocked 

out cytokine was normal, suggesting that IFN ƒÁ and TNF a 

are principally important cytokines. In knockout mice for 

IL-12 or IL-18, necrotic lesion was not induced after infection 

and the pathological change was not so significant as in IFN

ƒÁ/TNF a knockout mice. By using IFN ƒÁ knockout mice, 

it became possible to generate a granulomatous lesion with 

central necrosis and cavity resembling the lesion in humans. 

These mouse model appeared to be useful in the analysis of 

pathophysiology of human tuberculosis.

Dr. Kazuyoshi Kawakami (Ryukyu Univ.) reported the im

portance of TH1 cytokines in anti-tuberculous immunity. By 

using IL-12, IL-18 knockout mice or double knockout mice, 

it was shown that IL-12 exhibits more important role than 

IL-18 in the protection. A possible contribution of IL-23 was 

also suggested. In most of the clinical cases of tuberculosis, 

the production of IL-12, IL-18 and IFN ƒÁ is increased, how

ever, the group of relatively lower cytokine production did 

not respond well to the treatment. In addition, the plasma lev

el of one of the chemokines,  IP-10, was shown to be an indi

cator for the severity of the disease. Thus, some cytokines

appear to be employable for the novel treatment in the near 

future.

Dr. Saburo Yamamoto (NIH) summarized the recent ad

vance in the understanding of biological function of CpG 

motifs. Immunostimulatory DNA is effective in the modula

tion of TH1/TH2 polarity and the enhancement of protective 

immunity to M. tuberulosis in animals. CpG motif (immuno

stimulatory DNA) appears to exert its activity by signaling 

cascade via TLR9 resulting in NF KB activation and cytokine 

gene expression. Analysis of basic mechanism of action by 
CpG motif should pave the way to the clinical application in 

the future.

Dr. Masaji Okada (Kinki Chuo Hospital) reported the cur

rent situation in the development of novel vaccines against 

tuberculosis. They have extensively constructed and exam

ined the efficacy of various types of vaccines including sub

unit, DNA and recombinant BCG vaccines. Various vector 

systems have been tested for DNA vaccine. As immunizing 

antigens, a-Ag, ESAT-6, HSP65, 38kD-lipoprotein and so on 

have been employed. A large body of experimental data are 

accumulating for final evaluation, and among them, it is note

worthy to mention that HSP65DNA+IL-12DNA was 100 

times more effective than conventional BCG in animal model. 

Among subunit vaccines, Mtb72f vaccine appears to be one 

of the promising candidates. In addition to the trial with 

various candidates, they have established a new mouse model, 

SCID/human PBL. This model animal has been employed for 

the development of vaccine effective for the induction of 

ESAT-6-specific human T cells.

Key words: Anti-tuberculous immunity, TH1, Cytokine, 

Vaccine
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第77回 総会シンポジウム

結 核 治療 の 成 功 の た め に

座長1桜 山 豊夫2山 下 武子

キ ー ワ ー ズ:院 内DOTS,ふ れ あ いDOTS,コ ホ ー ト観 察 簿,コ ホ ー ト検 討 会,費 用 対 効 果

は じ め に

結核対策とは結核患者の治療を成功 させ,結 核患者を

なくすことにある。治療失敗や脱落中断を防止 し,多 剤

耐性 をつくらない工夫が必要である。 しかし,わ が国の

治療成績は平成3年 ～8年(6年 間)の 平均治療成功率

が79.9%と 低 く,WHO目 標の85%に 達 していない。 し

かも地域格差はますます増大 し,結 核患者の高齢化によ

る死亡率の増加は治療成功率低下に大きく影響 してい

る。前記調査で,0～69歳 の治療成功率は84.3%,死 亡

率6.1%に 比 し,70歳 以上の治療成功率は69.8%と 低 く,

死亡率は23.5%と 高い。また,結 核患者の30.2%は70歳

以上であり,高 齢化はます ます増加の傾向にある。

一方,大 都市では中断率の増加が治療成功率の低下に

影響 を及ぼしている。平成8年 の治療成功率を県別で見

ると最高86.7%,最 低54.4%と 格差が大きい。治療失敗

率 で は最 高13.6%,最 低1.3%,脱 落 中 断率 は最 高

10.6%,最 低0%と10倍 の地域格差が見 られる。

このような現状の中で,本 シンポジウムでは 「結核治

療の成功のために」地域の特色を生かした効率のよい,

しかも質の高い活動報告 と費用対効果などの討論がなさ

れた。

1.院 内DOTSの 実際については,斎 藤ゆき子看護師

(財団法人結核予防会複十字病院)が 複十字病院入院中

の結核患者全員に 「院内DOTS」 を実施,そ の評価につ

いて報告 した。院内DOTSを 受けた患者55人(DOTS群)

と受けていない患者61人(未DOTS群)に ついて服薬状

況についてアンケー ト調査を行ったところ,「入院中に

薬 を飲 み忘 れた」は,未DOTS群 は20%,DOTS群 は

0%で あった。退院後「飲み忘れた」はDOT群0%に 比し,

未DOTS群 は45%も あった。結核 についての知識度 も

DOTS群 のほうが良かった。「退院後DOTSな しで最後

まで薬を飲みきれると思わない」が13%見 られ,退 院後

の患者へのDOTSの 必要性を示唆 してがる。

2.「 ふれあいDOTS」 の実際について,有 馬和代保

健師(大 阪市保健所)が 紹介 した。大阪市の結核罹患率

は平成12年95(人 口10万 対)で 全国平均31の3倍 も高

い。そこで 「大阪市結核対策基本指針」を策定し,住 所

不定者と肺結核喀痰塗抹陽性患者を対象 とした 「あいり

んDOTS・ ふれあいDOTS」 および 「コホー ト検討会」を

最重要戦略として結核患者の治療成功の推進を図ってい

る。233名 の患者に面接で195名(83.7%)の 同意が取れ,

ふれあがDOTSを 実施 した。同意率は医療機関によって

差があり,保 健所 と連携が取れている病院では,同 意率

が93%と 高い。行政が主体的に実施す ることによ り保

健師の活動は活発化 し,院 内DOTSを 実施する医療機関

も増えつつある。他の自治体への影響が出てきた。

3.コ ホー ト観察簿を使った患者管理について,永 田

容子保健師(板 橋区保健所)が コホー ト観察簿を使 って

患者管理 を評価 した。平成12年 板橋区新登録肺結核喀

痰塗抹陽性初回治療患者59名 の治療成功率は,治 癒21

名(35.6%),完 了20名(33.9%),そ の他5名(8.5%),

中断1名(1.7%),死 亡10名(16.9%)で あった。喀痰検

査結果の確認が十分できていない。保健師の患者本人面

接率も初回88.1%が,2カ 月 目は45.5%と 半減 し,月 の

経過 とともに面接がおろそかになっていることがわかっ

た。一方,コ ホー ト観察簿を活用 した平成13年 には中

断は見 られなかった。面接率も5カ 月目でも48.3%と 改

善が見 られた。各セ ンターの結核担当保健師が集まり,

患者支援策の検討会を月1回 開催,コ ホー ト観察簿を持

1東京都八王子保健所
,2結 核予 防会結核研究所 連 絡 先:桜 山豊 夫,東 京 都 八 王 子 保 健 所,〒192-0083東 京 都

八 王 子 市 旭 町13-18

(Received 11Nov.2002)
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ち寄 り,記 入漏れのチェック,服 薬支援困難な事例には

お互いに助言をし,支 援のポイントや工夫などの共有化

を図っている。さらにコホー ト観察簿に服薬支援のポイ

ントを加え,初 回面接時,各 月ごとに要点を明確にし服

薬手帳を活用するなど均等化 して質の高い患者支援を試

みてがる。

4.白 井千香医師(神 戸市保健所)は,行 政は治療の

徹底 と治療成績の判定を行い結核対策を評価する必要が

あると述べた。神戸市の目標 を治療成功率85%・ 中断と

失敗合わせて5%未 満 ・本人面接2週 以内90%・ 菌所見

の把握(培 養 ・同定 ・感受性)100%・ 接触者健診100%

に設定 し,「コホー ト検討会」を積極的に実施 した。治

療成績の改善について,平 成3～8年 の中断率 と失敗率

は11%で あったが,平 成12年 には4%に 減少 し改善が

見 られたと報告 した。

今後の課題 として,① 発生動向調査上のコホー ト観察

との連動,② 服薬支援の強化(DOTS),③ 記録の効率化,

④医療機関への標準治療の徹底,⑤ 患者支援における関

係機関の連携,⑥ 結核診査協議会の機能強化,⑦ 医療機

関との連携,な どについてさらに改善を要すると強調さ

れた。

5.追 加発言①で,木 村 もりよ医師(結 核研究所)が

わが国におけるDOTSの 費用対効果分析を大阪市住所不

定者を1モ デル集団として解析 し,1993年 より1995年

までに登録された,あ いりん地区の塗抹陽性新登録患者

529名 を非DOTS群 とし,2000年 に登録された大阪市の

住所不定者(DOTS実 施)で,塗 抹陽性新登録患者209名

をDOTS群 として,費 用対効果分析を行った。結果,非

DOTS群 の治療失敗 中断率は25.7%に 比 し,DOTS群 は

4.8%と 低 下 して い る。 費 用 対 効 果 を見 る と,非DOTS

群 は2305万 円/QALY/人 で,DOTS群 は113万7000円

/QALT/人 と,DOTS群 が は る か に 費 用 対 効 果 が 良 い。

効 果 につ い て は,非DOTS群 が0.84(QALY)で,DOTS

群 が0.93(QALY)とDoTS群 が 優 れ て い る が,2者 の

費 用 対 効 果 比 の 差 は 主 に 経 費 の 差 か ら きて い る 。 つ ま り

DOTSを 導 入 す る こ と に よ っ て1人 あ た り年 額90万 円,

209人 全 体 で 約1億8810万 円の 経 費 を節 約 す る こ とが で

きた とい え る 。 一 方DOTSの 費 用 が1人 約240万 円 を超

え る と費 用 対 効 果 は な くな る 。

しかしこの結果をもたらしたのは,大 阪市の取 り組み

である住所不定者に対するDOTS事 業が病院と保健所,

福祉の密なる連携のもとに患者の住居確保などの働 きが

あったからであ り,そ の意義は大きい。今後わが国の結

核対策はDOTSを 徹底 し,DOTSに よって節約された費

用を社会下層構造の改善に寄与させるべ きである,と の

発表は印象深いものがあった。

6.追 加発言②は,黒 須功医師(国 立療養所兵庫中央

病院)か ら,当 院での院内DOTS実 施について報告があ

り,患 者間での不平等をな くし,「DOTSは 標準治療で

ある」ことを強調 し直接服薬することを確認することに

患者全員の理解を得ることが重要であると発表があっ

た。また,入 院早期 より患者との信頼関係を作る必要が

あ り,看護師は患者 との信頼を深める努力が必要である。

また,患 者情報を提供 し保健師,看 護師,福 祉 との連携

が必要。保健師・看護師連絡会やDOTSカ ンファレンス,

コホー ト検討会など定期的な会を持つことがDOTS成 功

の鍵と思われる,と 院内DOTSの 重要性について述べ ら

れた。

The 77th Annual Meeting Symposium

TOWARDS SUCCESS OF TUBERCULOSIS TREATMENT

Chairpersons: 1 Toyoo SAKURAYAMA and 2Takeko YAMASHITA

Abstract The most important aim of tuberculosis control is 

to increase treatment success rates. Therefore, it is necessary 

to prevent unfavourable outcomes and multi-drug resistant tu

berculosis to achieve the goal. Our national average figure of 

tuberculosis success rates between 1991 and 1996 has been 

79.9 percent, which did not reach the WHO recommended 

success rate of 85 percent. The geographical discrepancy be

came bigger by years and the high death rate among the elder

ly owes very much the low success rates. There are two major 

factors that contribute the relatively low success rates in 

Japan. One factor is age and another is high incidence rate in 

urban area. Our previous study showed that 30.2 percent of

 the total tuberculosis patients were over 70 of age with the 

higher death rate and lower success rate than those younger 

than 70. High default rates in urban area have greatly contrib

uted to the low success rates. There was huge difference of 

highest success rate and lowest one, 86.7 and 53.4 percent, 

respectively.

Lively discussion towards tuberculosis elimination was 

done in this symposium. The major topics were unique re

gional activities and cost-effective analysis of DOTS in urban 
setting.

1. Hospital DOTS was presented by Ms. Yukiko Saito,
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RN. She shared the experience of her DOTS practice and 

evaluation method of hospital DOTS in the Fukujuji hospital.

 Their questionnaire results showed that DOTS group had low

er percentage of imperfect pill taking and indicated the impor

tance of hospital DOTS for the smooth transition to outpatient 
DOTS.

2. Ms. Kazuyo Arima, RN presented her health center 

DOTS strategy (Fureai DOTS) in Osaka city. Osaka city has 

the highest tuberculosis incidence rate that is equivalent to 

that of Nepal due to the high incidence among street persons. 

Tuberculosis control has been the city's rolling cry. The com

ponents of Osaka tuberculosis control are; (1) indiscriminate 
DOTS for street people and smear positive patients (Airin 

DOTS and Fureai DOTS) and (2) the patients follow up meet

ing (Cohort Kaigi). The number of health care providers who 

adopted DOTS has been increasing because of their active 

campaign of DOTS. This also stimulates the motivation of 

public health nurse to involve tuberculosis control.
3. The patient management using follow up chart (Cohort 

Kansatsubo) was presented by Ms. Yoko Nagata, RN in 

Itabashi Ward Health Center. The results of follow-up obser

vation in 2000 revealed low success rate (72.3 percent), high 

proportion of bacteriological non-confirmation, and low pub
lic health nurse involvement rate. These figures ameliorated in 

accordance with the introduction of their unique follow-up 

method. The better outcome may be because of better collabo

ration among public health nurses according to Ms. Nagata. 

Their next ambition is to establish the standardized care for 

tuberculosis patients throughout the Itabashi ward.

4. The endeavour of Kobe city was presented by Dr. Chika 

Shirai, MD. Kobe city set up their goals by conducting follow 

up meeting (Cohort Kentoukai); 85 percent of success rate, 

less than 5 percent of default and failure, 90 percent of pa

tients with the public health nurse encounter, 100 percent in 

bacteriological confirmation and indiscriminate contact inves

tigation. The default/failure rates reduced from 11 to 4 per

cent. She also emphasized on the prospective plan, e. g., com

bination of their cohort based follow up chart and tuberculosis 

surveillance system, DOTS, reporting and recording system 

up date, expansion of standardized tuberculosis treatment, col

laboration with other organization for patients follow-up, and

 integration of tuberculosis diagnosis committee. 

5. The cost-effectiveness analysis of Japanese DOTS 

among homeless persons in Osaka city was presented by Dr. 

Moriyo Kimura, MD in the Research Institute of Tuberculo

sis. The results showed that DOTS was more cost-effective 

than non DOTS mainly due to low default rate and short hos

pitalization. However, the success of DOTS is not simply be

cause of implementation of DOTS strategy but the person to 

person relationship between public health nurses and tubercu

losis patients is the most important issue. In other words, 

DOTS would be highly cost-effective only if public health 

nurse involvement existed. This presentation also suggests 

that DOTS in slum area may reduce the burdens of poverty 

that is an important factor of tuberculosis.

6. Final presenter, Dr. Isao Kurosu, MD, shared his experi

ence in his hospital. He emphasized the importance of DOTS 

implementation as the standardized treatment. The most im

portant point for the DOTS introduction is that each patient 

understands that DOTS equalizes patients opportunities and 

confirms their pull taking, according to him. His presentation 

was concluded with that the collaboration with other health 

personnel such as nurses and public health nurses should be 

the key for the success of hospital DOTS.

In summary, DOTS is an important and highly cost-effec

tive strategy for tuberculosis control in Japan. The establish

ment of human relationship between patients and health care 

providers is the key issue. Doctors should collaborate with 
other health personnel to make the Japanese DOTS success

ful.

Key words: Hospital DOTS, Outpatient DOTS, Cohort chart, 

Cohort meeting, Cost-effective analysis
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抗酸菌検査の精度管理(1)

市販培地の発育試験成績について

平成14年10月

日本結核病学会抗酸菌検査法検討委員会

は じ め に

先の薬剤耐性検査検討委員会(委 員長 斎藤 肇)に

よる結核菌薬剤感受性検査法の改訂に引き続 く,前 抗酸

菌検査法検討委員会(委 員長 阿部千代治)に よる新結

核菌検査指針2000の 上梓から,は や2年 が経過 したが,

わが国の臨床施設への新検査指針の普及には目覚ましい

ものがある。例えば,わ が国の培地メーカーでは,ほ と

んどの薬剤感受性試験用培地が,新 結核菌検査指針に則

り比率法のそれに置き換えられてきている。ところで,

抗酸菌検査の精度の善 し悪 しは患者の治療および管理に

直接影響すること,他 方,検 査の精度は検査技師の熟練

度,検 査に用いる培地や試薬,検 査材料により左右され

ることは周知の事実であ り,今 回は前委員会からの申し

送 り事項に従い,新 結核菌検査指針に則った抗酸菌検査

法の精度管理試験を進めることとし,その第一歩 として,

わが国の市販卵培地の発育試験 を複数の施設で行い,得

られた成績の比較検討を試みることとした。

本報告書は,今 回の発育試験で得 られた成績について,

平成14年4月15日 開催の抗酸菌検査法検討委員会お よ

び4月17日 開催の培 地メーカー3社 か らのオブザー一

バー3名(い ずれ も結核病学会会員)を 含む抗酸菌検査

法検討委員会小委員会での協議内容を基に作成 したもの

である。

材料および方法

1.供 試菌株

結核予防会結核研究所 より送付 された Mycobacterium

 tuberculosis  H37Ra株(ATCC25177株), M.kansasii ATCC

12478株, M.scrofulaceum  ATCC19981株, M.intracel-

lulare  ATCC13950株 お よ び M.fortuitum  ATCC6841株 の

標準5菌 株を用いた。

2.供 試培地

3培 地メーカーから提供された以下の5種 の卵培地,

すなわち,2%小 川培地-極 東(極 東製薬工業),2%小

川培地-極 東(S)(極 東製薬工業),極東2%ビ ット培地(極

東製薬工業),工 藤PD培 地"ニ チビー"(日 本BCG製 造)

お よび2%小 川PS培 地 「ニッスイ」(日 水製薬)の 各同

一ロットの培地が実験参加者 に配付された。 ところで,

今回の試験に用いた培地は,既 にメーカー側で無菌試験

を済ませたものであるが,輸 送中での トラブルによる汚

染の可能性を考慮 し,NCCLSの 「製造ロットの1～3%

の培地を無菌試験に用いる」とする勧告 を参考にして,

1検 体について各2本 ずつの培地を無菌試験用に供試 し

た。なお,今 回供試のいずれの培地にも雑菌汚染は認め

られなかった。

3.接 種 菌 浮 遊 液 の調 製

白金 耳 で小 川 培 地 培 養 菌(4週 以 内)の 数 コ ロ ニ ー 分

を か き取 り,0.05%Tween80加Middlebrook7H9液 体 培

地(5ml)を 分 注 した ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ付 中試 験 管 に

接 種 した。 こ の際,ガ ラス ビ ーズ は使 用 せ ず に,菌 塊 を

試 験 管 壁 で こす りつ ぶ し なが らOD540が0.03～0.05程 度

とな る よ う に分 散 させ る こ と に よ り供 試 菌 を接 種 した 。

そ し て,遅 発 育 菌 は36±1℃ で5～10日 間,迅 速 発 育

菌 は36±1℃ で2～3日 間保 ち,McFarland No.0.5程 度

に な る まで 培 養 した 。培 養 終 了後,ボ ル テ ック ス ミキ サ ー

で 撹 拌 後,30分 間放 置 し大 き な菌 塊 が 沈 む の を まっ て,

上 部 の 菌 浮 遊 液 を別 の 試 験 管 に移 し,McFarland No.0.5

(OD540=0.1)の 濁 度 に 調 整 し た。 これ を接 種 菌 原 液 と

して,冷 滅 菌 蒸 留 水 で1:100(10-2),1:1,000(10-3),

1:10,000(10-4)に 希 釈 し,こ れ ら を接 種 用 菌 液 と して

用 が た。

4.供 試卵培地への菌液の接種

各 メーカーの卵培地 を1試 験菌株ごとに計6本 用意

し,上 記の接種用菌液(10-2～10-4希 釈1を 各々2本 ず

つの培地に接種 した。菌接種 に際しては,予 め試験管を

逆さにし凝固水 をアルコール綿で受けて除いた培地に,

各希釈菌液 の0.1mlず つ を接種後,培 地全面 に広 げ

キャップを少 し緩めて,斜 面台に並べ36±1℃ で培養
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裏1集 落初発所要 日数を指標とした場合の供試5種 卵培地の発育支持能の優劣につがての各施設ごとの比較

*集 落初発所 要 日数 を指標 とした場合 の各培地 の発育 支持能。集落検 出 までの所要 日数が少 ない培 地 ほど供試抗酸 菌 に対す る発

育 支持能 が高 い もの と看做 される。
**1～VIIIは 今 回の発育試験 に参加 した施設 を匿名化 した番号で ある。

***A ,B,C,D,Eは 今回供試 した卵培地 を匿名化 した番号である。

した。培養2～3日 後に培地表面が乾いた時点でキャッ

プを締め,試 験管立てに立てて,さ らに培養を続けた。

5.培 養結果の観察および記録

Mfortuitumは 培養開始翌 日より毎 日,ま たM.tuber-

culosis以下4種 の遅発育菌は隔日観察を行い,集 落が肉

眼で観察されるまでに要 した日数(集 落初発所要 日数)

を求めた。なお,観 察 日が土曜,日 曜にかかる場合は月

曜 日に観察 し,そ の時点で初めて集落形成がみられた場

合には,集 落初発 日は月曜 日とみなした。さらに今回の

検討では,培 養2週 目または3週 目(迅 速菌は1週 目)

における集落の数 と大 きさの観察 ・記録をも併わせ行っ

た。

結果および考察

1.発 育試験の成績

(1)集 落検出までの所要 日数

表1は,今 回供試 したA～Eの5種 類の市販卵培地

(培地の番号は匿名化 してある)に 供試5菌 株 を接種 し

た場合の,集 落初発所要 日数を指標としての各卵培地の

発育支持能の優劣について比較 した成績を,参 加施設ご

とにまとめたものである(参 加施設の番号 も匿名化して

ある)。 なお,こ の表には200個 未満の集落数がみられ

た希釈系列での成績を示 した。その結果,供試菌種によっ

て成績は若干異なるものの,全 体 としてはE培 地での集

落形成が最も早 く,C培 地では他の培地に比べて集落形

成がやや遅れる傾向が認められた。 しかしながら,培 地

問での集落初発 日数の差は多い場合で も高々2～3日

にすぎず,さ らに集落検出の最も速やかなE培 地にして

も,こ の培地での発育菌を用いて菌種の同定や薬剤感受

性試験を行うためには,結 局は他の培地と同程度の更な

る培養期間が必要であるので,集 落発育の検出期間が短

いことがすなわち抗酸菌検査において特に有利であるも

のとは看做し難い。従って,集 落初発所要日数を指標 と

してみた場合には,全 体的には,各 培地間での供試抗酸

菌の発育支持能には大きな優劣の差はみられないものと

結論付けられよう。なお,迅 速発育菌であるM.fortui-

tumの 集落初発所要 日数には,今 回供試 した5種 の培地

間での差は全 くみられなかった。

(2)発 育集落数

詳細な成績は省 くが,今 回供試 した5種 の卵培地での

発育集落数については,い ずれの施設の成績でも,各 培

地間には特に大きな差は認められなかった。 ところで今

回の発育試験では,全 施設において同一のプロ トコール

に準拠して接種菌を調製したにもかかわらず,各 施設間

で M.kansasii‚ÆM.intracellular の 発育集落数に大きな

差がみ られた。例えば M.kansasii については8施 設中2

施 設(施 設IIとVII),ま た M.intracellulare に つ い て は8

施設中2施 設(施 設IIIとVI)の 報告 した集落数は,他 施

設のそれに比べて1/20～1/100程 度 と極めて少ないもの

であった。これらの施設では,何 らかの原因で接種菌の

発育が不良な状況が招来されたのであろうが,興 味深い

こ と こM.intracellulare の 成 績 につ い てみ る と,施 設III,

VIの いずれにあっても,培 地Dを 用いた場合では他 の

4種 の培地を用いた場合に比べて10倍 以上の集落が検

出されている。いずれにしても,今 回供試 した卵培地間

の抗酸菌発育支持能の優劣パターンは,菌 種によりかな

り変動するもののようである。 これに関連 して,M.in-

tracellulareには良好な発育支持能を示 した培地Dは,結

核菌に対 しては特に優れた発育支持能を示 してはおらず

(表1),菌 種 と培地 との組み合わせには何 らかの相性が

あるのかも知れない。これらの点については今後さらな
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 表2供 試5種 卵培地上に発育 した集落の大きさの比較

る検討が必要 となろう。

(3)発 育集落の大きさ

発育集落の大 きさは,培 地に発育 した集落数により大

きく左右されるので比較は容易ではないが,表2に は培

地間で比較 した成績を報告 した3施 設(施 設1,III,VIII)

の結果を示 した。表より明らかなごとく,各 施設ごとの

評価はかなり異なってお り,一 定の結論を得ることはで

き な か っ た。 し か し な が ら, M.tuberculosis‚âM.intra-

cellulare などの菌種 については,C培 地上での発育集落

が他の培地でのそれに比べてやや小 さい傾向が認められ

ている。

2.そ の他の特記事項

今回の発育試験を実施 した各委員より寄せ られた意見

および特記事項,な らびにそれ らに対する培地メーカー

側か らの回答は以下のとお りである。

(1)試 験管のサイズ

試験管のサイズについては,供 試卵培地間で若干の差

があ り,培地BとDは 培地Aお よびEよ りわずか(1mm

以下)で あるが太い。

(2)試 験管のキャップ

キャップがきつすぎるものと逆に少 し緩めのものがあ

る。培地CとDは きつす ぎるのに対 し,培 地AとEは

緩めである。これは試験管の太さと関連 しているのか も

知れない。緩めのキャップを使用 した場合,保 存中に凝

固水の蒸発が起こりやす く,一 方,あ まりにもきつすぎ

るキャップの場合は作業効率が著 しく低下するので好ま

しくないが,培 養中の安全性などの面も考慮すると,や

やきつめのキャップの方が良いのではながかと考えられ

る。

(3)培 地の外観

供試卵培地間で培地の斜面の長さにかなりの差がみら

れた。培地CとDは 他 の3培 地 と比べ斜面の長さが短

かった。

(4)凝 固水の量

今回供試のいずれの培地とも良好であったが,今 回供

試 した卵培地はすべて培地メーカーから試験用に分与さ

れたものであり,そ れなりに良い条件のものが配付 され

た可能性は否定できない。例えば,市 販ルー トで入手 し

たものには往々にして凝固水の少ないもの,あ るいは全

くないものがある。この凝固水の問題については,培 地

メーカー側 より,メ ーカーによっては培地を寝かせて箱

詰めして発送することがあり,こ の場合は凝固水は乾燥

してなくなっている訳ではなく,培地中にしみ込んだか,

あるいは培地と試験管のガラス面との間に溜まっている

ものと考えられるとの回答があった。しかし,こ の回答

に関連 して,キ ャップの緩めの試験管の培地では,そ れ

を立てた状態で入手された場合にあっても,こ のような

ことがまま見られるとの意見が寄せ られている。

(5)培 地の硬 さ

昨今の卵培地は昔の ものに比べて柔 らか くなってお

り,白 金耳を用いての植菌時に傷がつ きやすい。この点

については,培 地メーカーより,培 地の凝固法(多 段式,

熱風式)に より凝固の条件が異なるし,ま た,発 育支持

能が最良になるように凝固の温度管理をすると,ど うし

ても培地は少 し柔 らか くなって しまう傾向があるとの回

二答を得ている。

(6)培 地 のpH

今 回 の発 育 試 験 に参 加 した 委 員 よ り,1社 の培 地 は

pHの 記 載 が あ る が(pH6.5),他 の2社 の 培 地 に は そ う

した 記 載 が な く,マ ラ カイ トグ リー ンの色 調 か らみ て や

や 低 め な よ うな 感 じが す る との 意見 が あ っ た。 こ れ に対

して,培 地 メ ー カ ー か らは,① マ ラ カ イ トグ リー ンは試

薬 メ ー カ ー に よ り色 調 が 違 うの で,pHの 違 い を 直 接 反

映 す る もの で は な い,② 培 地 のpHは 従 前 の検 査 指 針 の

記 載 に若 干 問題 が あ っ た の で,表 記 してい ない メー カー

もあ る,③ メ ー カ ー と し て は,pHは 凝 固 前 の 培 地 に つ

い て 測 定 し て お り,常 にpH6.5～6.8に 調 整 し て い る,

との 回答 が あ った 。 なお,こ の 回 答 に対 して は,凝 固後

の 凝 固水 に つ い て のpH測 定 も必 要 な の で は ない か との

委 員 の 意 見 が 寄 せ られ て が る 。

(7)培 地の卵成分の季節変動

発育試験に参加 した委員 より,夏 場には卵成分が冬場

に比べて大 きく変化 してお り,問 題があるのではないか

との疑問が呈されたが,こ の点については,培地メーカー

より,① 確かに夏場 は卵が水 つぽ くな りpHが0.2ほ ど
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低下するが,発 育支持能が 目に見えて低下するようなこ

とはない,ま た,② 培地成分については,バ ッチごとに

製品管理を行つているが,そ の成績が出るころには実際

には出荷 し終わっていることが多い,との回答があった。

結 論

今回実施した市販卵培地の発育試験の結果,以 下の結

論が得 られた。

1)今 回の試験に用いた5種 の卵培地は,い ずれも凝固

水が十分に残ってお り,保 存状態は良好であった。

2)新 鮮臨床分離株 を用いた場合にはある程度の差が出

る可能性 も否定できないが,少 なくとも標準株を用いた

かぎりでは,発 育 日数,集 落の大 きさ,発 育 した集落数

の点からみて,各 培地間の抗酸菌発育支持能には特に大

きな優劣の差はみられなかった。

以上の成績から考えて,現 在わが国で市販されている

卵培地については,い ずれの培地を使用 しても遜色ない

培養結果が得 られるものと思われる。
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