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第79回 総会シンポジウム

II. 結 核 基 礎 研 究 の 最 前 線

座長1光 山 正雄2小 林 和夫

キ ー ワ ーズ:結 核,結 核 菌,基 礎 研 究

シンポジス ト:

1. 抗酸菌菌体構成高分子の構造解析 と生物活性

藤田由希子,°矢野郁也(日 本BCG製 造株式会社

中央研究所)

2. 結核菌潜伏感染の分子機構 と新規治療戦略

松本壮吉(大 阪市立大学大学院医学研究科感染防

御学)

3. 結核の病態 と感染防御における各種サイ トカインの

意義

川上和義(琉 球大学大学院医学研究科感染病態制

御学講座分子病態感染症学分野)

4. 結核菌によるTh1サ イ トカイン誘導の意義 と責任分

子

河村伊久雄(京 都大学大学院医学研究科微生物感

染症学)

5. 新たな抗結核ワクチンの作製 と評価

岡田全司(独 立行政法人国立病院機構近畿中央胸

部疾患センター臨床研究センター結核研究部)

ここ20年 程の結核基礎研究を眺めてみると,免 疫応

答機構,結 核菌の抗原や活性リガンドの同定,薬 剤耐性

の分子遺伝学的機構解明などに多 くの進歩がみられ,さ

らにゲノムプロジェク トによって人型菌H37Rv株 の全

ゲノムが解明されてきている。結核菌全ゲノム配列解明

は,こ れまで足踏み状態にあった病原因子の分子遺伝学

的解析に新たなインパク トを与えたが,わ が国ではその

研究は少なく,よ り多 くの研究者の参画が期待される。

現有の抗結核薬が近い将来遭遇するかもしれない高度耐

性菌の蔓延やcompromised hostの さらなる増加による集

団としての感受性の低下などの可能性を想定すれば,結

核菌の病原性 とそれによる病態のメカニズムの解明と,

それを基盤とした新たなワクチン開発や新規免疫療法の

開発が改めて要請されている。

本シンポジウムでは,わ が国における数多 くない結核

基礎研究者か ら代表的な方々を選び,現 時点で重要な

テーマ別にcutting edgeを お話 しいただき,理 解 を深め

ることを目的とした。結核菌細胞壁には他の細菌にはみ

られない脂質や糖脂質が存在 し,結 核菌の特有な性格 と

強い免疫刺激活性 を規定してお り,病 態の理解 と感染の

診断のいずれにも重要である。その構造 と活性の解析に

おける新たな進展,そ の診断への応用について,矢 野郁

也氏(日 本BCG研)に まとめていただいた。結核菌の遺

伝子には,マ クロファージ内での殺菌回避 と細胞内持続

感染,き わめて遅い発育などを規定するものが多数存在

すると思われ,そ れらが特有の感染のみならず,臨 床的

な休眠状態にも関与する可能性がある。松本壮吉氏(大

阪市立大)に は氏が単離 したMDP1の 知見を中心に新規

病原因子候補遺伝子に関する研究の進展をお話 しいただ

いた。臨床家である川上和義氏(琉 球大)に は,各 種サ

イ トカインのうちとくにTh1サ イ トカインの病態や防御

における役割について,マ ウスでの詳細な実験成績に基

づいて臨床での知見への関連を議論いただいた。結核菌

に対 して誘導される強いTh1依 存型免疫応答には,結 核

菌 リガンドに対する宿主TLRを 介 したTh1サ イ トカイ

ン応答が必須 と考えられるが,そ のメカニズムと結核菌

側の責任分子について河村伊久雄氏(京 都大)に 解析の

現状 をまとめていただいた。結核の防御免疫誘導には,

現在のBCGよ りもはるかに安全性 と有効性 に優れた候

補ワクチ ンの開発が求め られている。わが国でも多 くの

リコンビナントBCGワ クチンやDNAワ クチンが開発さ
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れ,一 部はサルでの投与感染実験が実施されている。岡

田全司氏(近 畿中央病院)に はわが国における多数の候

補ワクチンの開発 とその評価の現状をまとめていただい

た。

1. 抗酸菌菌体構成高分子 の構造解析 と生物活性

日本BCG製 造株式会社中央研究所 藤田由希子,°矢野 郁也

結核菌をはじめとする抗酸菌の大 きな特徴は,細 胞壁

に多量のワックス様高分子脂質を含み,こ れ らが菌表層

の疎水性や抗酸性に寄与 し,宿 主体内外における長期間

の菌 自身の生存を可能にしている点である。宿主に対 し

ては,細 胞壁脂質やタンパク抗原の多 くが,感 染初期に

自然免疫を介 して生体防御機能を果たす一方で,過 剰な

免疫反応で肉芽腫形成や空洞化にも関わり,"双 刃の剣"

的な性質を示す。これらの表層成分は,一 般に疎水性の

強い脂質分子であるために親水性の生体反応 とはなじみ

難いものであり,従 って長年の研究にもかかわらず,構

造活性相関は十分解明されていなかった。最近,新 しい

質量分析法やNMR等 を駆使 して網羅的にプロテオーム

やリポ ドーム解析が可能となり,ま た一方で新 しい免疫

学的視点から,こ れらの菌体成分の宿主への作用機作を

明らかにし,診 断薬抗原やワクチン開発 を目指すことに

より,結 核研究の発展に"breakthrough"を 与える可能性

も現れてきた。結核菌細胞壁成分 を中心に,最 近の知見

を紹介する。

<Cord factor(trehalose dimycolate,TDM)>

結核菌病原因子として最も早 くから知られた糖脂質で

あるが,非 病原性抗酸菌にも広 く分布 し,単 独で肉芽腫

形成能があ り,抗 腫瘍性,Th-1ア ジュバ ント活性があ

る。NK細 胞活性化によるIFN-γ やTNF-α 産生を示す。

TDM以 外にtrehalose monomycolate(TMM),-trimycolate

(TTM)等 が 存 在 し,TOF MASS分 析 で は1600前 後

(TMM)か ら2800前 後(TDM)の 分子量の多数の分子種

が検出される。構成 ミコール酸は菌種 により異なり,宿

主の樹状細胞のCD1抗 原提示分子により抗原として提

示 される。結核患者中には,ミ コール酸 を認識する抗

TDM抗 体が高頻度で検出される。

従来,ミ コール酸を含むTDMやTMMの 免疫薬理学

的生物活性は,こ れらを構成 するミコール酸の鎖長が長

いほど活性が高 く毒性 も強いとされてきたが,最 近の研

究では,ミ コール酸の構造 のわずかの違いが菌の表層の

性質にも影響 し,例 えばシクロプロパ ン環の含量が低い

ほど抗酸性が低下 したり,コ ー ド形成が弱 くなり,一 方

ワ ックスエステル ミコール酸 を含む極性の高いTDM

は,結 核菌TDMよ り強力な播種性肉芽腫を形成するこ

とが判って きた。TDMやTMMは その含量が高いこと

か ら も,表 層 構成 分 子 と して菌 種 特 異 性 が 高 い こ とか ら

も,感 染 防御 免 疫 や抗 腫 瘍 性 生 体 防御 分 子 と して は きわ

め て興 味 の あ る物 質 で,こ れ らの構 造 ・免 疫 活 性 相 関 の

網 羅 的解 析 が の ぞ まれ る1)～3)。

<LAM(lipoarabinomannan),LM(lipomannan)お よ び

PIMx(phosphatidylinositolmannosides)>

LAMとLMは 抗 酸 菌 表 層 の 両 親 媒 性 物 質 で,PIMは

coreに 相 当 す る 。 近 年 病 原 因 子 と して の 性 質 と構造 が次

第 に明 らか に され,Tリ ンパ 球 の抑 制,O2ス カ ベ ンジ ャ

ー 活 性
,PL-fusion阻 害 が 報 告 され る一 方,TLR-2依 存 的

にNKT cellを 活 性 化 し,IL-8,TNF-α 産 生,肉 芽 腫 形

成 を 示 す 。LAM(MW 15000～45000),LM(MW 6000

～8500)と も菌種 に よ り構 造 が 異 な り,従 っ て 活性 に も

差 が あ る 。 グ ラ ム 陰 性 細 菌 内 毒 素 と似 て,LAMやLM

の ア ン カー 部 分(PIM)に 主 要 活 性 が あ り,特 にMan 20

mer近 辺 のLMの 活 性 が 注 目 さ れ て い る 。BCG菌 で は,

parietal LAMとcellular LAMでPIMの 脂 質 部 分 の 構 造 が

異 な り,免 疫 学 的活 性(IL-8とTNF-α 産 生 能)に 差 が あ

る。 抗LAM抗 体 や 抗PIM抗 体 の 検 出 も,結 核 の診 断 に

用 い られ る。

LMやLAMも 抗 酸 菌 に広 く分 布 す る 表 層 構 造 分 子 で

あ り,抗 酸 菌 共 通 の構 造 を有 す る もの と菌 種 特 異 的 な構

造 を もつ もの とが あ る が,最 近IL-12産 生 や ヒ ト由 来 食

細 胞 に対 す るapoptosis活 性 はLMに 最 も活 性 が 強 く,マ

ンノ ー ス キ ャ ップ を有 す るLAMに は 必 ず し も強 い 活 性

が あ る とは言 え な い とさ れ る。 これ らの 成 分 は両 親 媒 性

物 質 の た め,抽 出 ・単 離 が 容 易 で な い こ とか ら活 性 構 造

相 関 の解 明 は遅 れ て い るが,生 体 防御 調 節 物 質 と して は

きわ め て興 味 が あ る4)～6)。

<Sulfolipids(2,3,6,6'-tetraacyltrehalose 2'-sulfate,SL)>

結 核 菌 病 原 因 子 と してTDMと 協 同 して 毒 性 を 高 め

る 。 貪 食 を促 進 す る 一 方,PL-fusionを 阻 害 し,細 胞 内

寄 生性 を高 め る。SL-欠 損 株 は,弱 毒 菌 とす る報 告 もあ

る 。

興 味 あ る こ とに,SLはTDMと 同様trehaloseを 構 成 糖

とす る糖 脂 質 で あ る に もか か わ らず ミ コ ー ル 酸 を含 ま

ず,硫 酸基 を有 す る酸 性 糖 脂 質 で あ る が,マ ウ ス に対 す

る致 死毒 性 は な い 。TDMと 同 時 にi.v.投 与 す る と肉芽 腫

形 成 を抑 制 し,体 重 減 少 も抑 制 す る(毒 性 の 中和;Yano
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ら未 発 表)。SL自 身 に は 肉芽 腫 形 成 能 は な く,し か もマ

ク ロ フ ァー ジ の 大 部 分 の 機 能 を 阻 害 す る 点 で,TDMと

は異 な る機 構 で病 原 性 に寄 与 して い る と予 想 さ れ る7)。

<GPL(glycopeptidolipids)とPGL(phenolglycolipid)>

GPLはM.avium complexに 特 徴 的 な 血 清 型 特 異 抗 原

で,lipopeptide coreと 糖 鎖 か らな る 。糖 鎖 は血 清 型 特 異

的,coreは 共 通 抗 原 と してMAC症 患 者IgG抗 体 に 認 識

さ れ,診 断 抗 原 と な る。PGLはM.leprae,M.tuberculosis

の表 層 抗 原 で 血清 診 断 に有 用 で あ るが,い ず れ も構 成糖

は天 然 で は きわめ てユ ニ ー ク なO-メ チ ル化,N-ア シル

化,酸 性 糖 を含 み,構 造 はMS分 析 に よ り解 明 され つ つ

あ る。 ヒ ト末梢 血 で は,PPDや 抗CD3+抗 体 刺 激 に よる

リ ンパ 球 増 殖 抑 制 お よ びIFN-γ 産 生 阻 害 が み られ,血

清 型 に よ り貪 食促 進,PL-fusion阻 害 を示 す 。

近 年,MAC菌 感 染 に よ る非 結 核 性 抗 酸 菌 症 が 増 加 し

て い る の み な らず,AIDS末 期 のCD4リ ンパ 球 減 少 に よ

る免 疫 抑 制患 者 に しば しば重 篤 な感 染 を引 き起 こす こ と

や,結 核 との 合 併 症 が 注 目 され て お り,MAC症 感 染 に

よ る免 疫 抑 制 が,MAC菌 菌 体 の どの よ う な成 分 に よ り

引 き起 こ され る の か は興 味 の あ る点 で あ る8)9)。

<CWS(cell wall skeleton)>

抗 酸 菌 細 胞 壁 は,arabinogalactan mycolateを 主 体 とす

る 巨 大 分 子 で,PGと 共 有 結 合 して 安 定 な疎 水 性 細 胞 壁

を形 成 す る。TDMやLAMと 協 同 して,TLR-2お よ び-4

を介 して 自然 免 疫 に基 づ く抗 腫 瘍 性 や 免 疫 強 化 活性 を示

す 。 天 然 で は特 殊 なara-furanoside,gal-furanosideが 存 在

し,末 端araに ミコ ー ル酸 が エ ス テ ル結 合 して い る。

CWSは こ の よ う に,PGとAG-mycolateを 含 む 巨 大 分

子 で,糖 ・脂 質 ・ペ プ チ ドを構 成 成分 とす る複 合 体 で あ

るた め に,そ の構 造 は な お 完全 に解 明 され た とは言 い難

い 。特 にCWS刺 激 に よ り複 数 のTLRを 誘 導 す る こ と と,

ミ コー ル 酸 やPG部 分 を 除 去 す る と,い ず れ も完 全 に免

疫 強化 活 性 が 失 わ れ る こ とか ら,自 然 免 疫 強 化 活 性 の 中

心 は 親水 性 お よび疎 水 性 部 分 の両 方 に存 在 す る こ とが 予

想 さ れ,ミ コ ー ル 酸 のD-arabinoseへ の エ ス テ ル 化 率 は

抗 酸 菌 表 層 の疎 水 性 の強 さ に反 映 して い る もの と考 え ら

れ て い る10)。CWS投 与 に よ る ヒ ト単 球 細 胞 の サ イ トカ イ

ンmRNA発 現 は,LPS等 と比 べ て 著 し く多 様 性 に とみ,

抗 酸 菌 感 染 と ヒ トの 免 疫 反 応 にお け る多 様 な シ グナ ル の

交 換 は,長 年 に わた る宿 主 ・寄 生体 関係 の 進化 を想 像 さ

せ る。 抗 酸 菌 の細 胞壁 骨格 は,こ の よ うに抗 酸 菌細 胞 の

形 態 維 持 に役 立 って い るだ け で な く,宿 主免 疫 反応 や病

原 性 の 発 現 に も深 く関 わ っ て い る と考 え られ る こ と か

ら,分 子 進化 論 的 に 限 りな く興 味 を そ そ る構 築 分 子 で あ

る11)12)。

抗 酸 菌 の病 原 性 や免 疫 調 節 活 性 は,こ れ ら多 彩 な菌 体

表層構築分子(脂 質とタンパ ク抗原)の 総合的な働 きに

よるものと考えられ,遺 伝子解析後の課題 として,新 し

い細胞壁分子構造の解析法 と最新の免疫学的知見に基づ

く"対 結核新戦略"の 確立が期待される。
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2. 結核菌潜伏感染の分子機構 と新規治療戦略

大阪市立大学大学院医学研究科感染防御学 松本 壮吉

結核と潜伏感染

結核は結核菌(Mycobacterium tuberculosis)による慢性

感染症であるが,菌 の感染が成立 し直ちに発症する一次

結核は5%程 度と稀で,多 くは不顕性の経過をたどる。

一般に,感 染 した菌は終生,生 体から完全に排除される

ことはなく,一 部は休眠菌となり,代 謝の著しく低 下し

た状態で生存 し続けると考えられている。宿主の抵抗性

が低下すると菌は再び増殖を始め,内 因性再燃を引き起

こす。 これを二次結核 と呼び,大 部分の成人型肺結核は

この機序で発症する。現在,人 類の32%に 結核菌が潜

伏感染 してお り,既 感染の健康人で一生の間に約10%

が発病に至る。

増殖の停止 と抗酸菌の病原性

結核菌は,14時 間あま りをかけて分裂するきわめて

増殖の緩慢 な菌である。抗酸菌属菌種中で も,ハ ンセ

ン病の原因菌Mycobacterium leprae,非 結核性抗酸菌症

の主要原因菌であ るMycobacterium avium-intracellulare

 complexな ど,病 原性抗酸菌は,ほ とんどが遅発育性で

ある。遅発育性と病原性の直接の関わ りは明らかでない

が,一 つには,病 原性抗酸菌が細胞内寄生性であり,増

殖緩慢であるがゆえに長期の寄生が可能になると考えら

れる。急速に増殖すれば菌は宿主を殺し,結 果として住

処を失う。休眠はそのさいたる例で,代 謝を著しく抑制

することで,自 身と感染宿主双方の生存を可能にする。

化学療法と休眠結核菌

抗微生物化学療法薬は病原微生物の代謝を阻害する。

そのため代謝がきわめて低下 した休眠菌に対 しては効果

が低い。世界保健機関(WHO)は,標 準抗結核化学療法

として直接監視下短期化学療法(DOTS)に より,薬 剤

を6カ 月間投与することを推奨 している。DOTS戦 略は

一定の成果をあげているが,制 圧に程遠いのが現状であ

る。その原因は,ヒ ト免疫不全ウイルスとの重感染,薬

剤耐性菌の出現,そ して現在人類の32%に 既感染 して

いる潜伏感染菌の存在である。WHOは,今 後20年 間に,

2億 人が結核を発病,7000万 人が死亡すると予測し対策

を喚起 している。このように潜伏休眠菌対策はきわめて

危急度が高い課題であるが,菌 の休眠機構は不明で,効

果的な化学療法は開発されていない。

結核菌の増殖を停止 し得る分子

すべての細胞は,刺 激に対 して的確に反応 し生存を維

持 している。そのため,例 えば,あ る転写因子を活性化

して特定の遺伝子群を発現 させる等,特 異的な応答によ

り恒常性を維持 している。私達は,結 核菌の休眠機構 を

解明するため,"特 異的"な 遺伝子発現調節に関与す る

ものではなく,あ えて"非 特異的"な 核酸結合能を有す

る分子の存在に注 目した。非特異的にすべての遺伝子に

結合 し転写を抑制する分子であれば,生 理的環境下にお

いて凍結するように細胞全体の代謝を停止せ しめ,し か

も遺伝子であるDNAを 損傷か ら守 り得るのではないか

との考えによる。仮説に基づ き私達は,非 特異的核酸結

合性蛋白質mycobacterial DNA-binding protein 1(MDP1)

を同定した。そしてMDP1に 関して以下の事実を明らか

にしてきた。

MDP1の 性状と菌の遅発育性および休眠

MDP1は,遅 発育型抗酸菌の対数増殖期において7～

10%を 占め,定 常期から衰退期にかけて細菌が増殖を停

止した状態においては,さ らにその含有量が増大する。

速育型抗酸菌雌cobacterium smegmatisで は,対 数増殖

期には少量の発現しか見られないが,定 常期から発現が

顕著になる。つまり,抗 酸菌のMDP1の 含有量は,増 殖

速度 と逆相関する。

MDP1の アミノ末端部位は大腸菌のヒス トン様蛋 白質

HUと,カ ルボキシル末端部はヒ トのヒス トンH1と そ

れぞれ部分 的相 同性 を有 する。 この ことか らMDP1

は,一 種のヒス トン様蛋白質 と考えられる。同様の構造

を持つ分子は他菌種には見 られないが,検 討 したすべて

の抗酸菌にはMDPIの 発現が認められることから,抗 酸

菌特異的分子である。

局在:免 疫電顕法により,細 胞壁,核 酸領域,リ ボゾ

ーム領域に反応が見られ,生 化学的分析法により少なく

とも50Sリ ボゾーマルサブユニットに局在 している。

試験管内で,DNA合 成,RNA合 成,蛋 白質合成をい

ずれも強 く阻害する。複製と転写阻害活性は核酸結合性

に依存 し,翻 訳阻害は核酸結合性 に依存 しない。

MDP1を 発現 させることで,Msmegmatisや 大腸菌は

遅発育型菌に形質転換され,遅 発育型菌(BCG)に 大量

に発現させると菌は増殖 を停止する。この活性に,2番

目のアミノ酸アスパラギン酸は重要で,そ の変異により

増殖抑制性は減衰する。

これらの知見か ら,MDP1が 抗酸菌の細胞増殖を負に

調節 し,遅 発育性や休眠状態の導入および維持に関わる

ことが推測 される。

抗酸菌表面のMDP1

MDP1は シグナルペプチ ドや膜貫通領域 を有 しない
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が,細 胞壁にも存在する。私達は,菌 体表面のMDP1が

菌の細胞侵入を促す接着分子 として作用する可能性を検

討 した。その理由は,核酸結合性蛋白質であるMDP1が,

構造類似性から宿主細胞表面の糖 とも結合するのではな

いか と考えたか らだ。細胞は細胞外マ トリックスに表面

を覆われている。グリコサミノグリカン(GAG)は ムコ

多糖ともよばれ,細 胞外マ トリックスの主成分である。

それは,二 糖の繰 り返し構造からなり,構 成糖の種類に

より,ビ アルロン酸(HA),コ ンドロイチン,コ ンドロ

イチン硫酸,ヘ パ リン,ヘ パ ラン硫酸などがある。結核

菌は,GAGを 介 して,特 に非貪食性の上皮細胞に接着

すると報告 されている。結核気道系に最 も多 く存在する

のは,非貪食性の肺胞上皮細胞である。肺胞上皮細胞は,

結核菌に対する増殖抑制能および殺菌能に乏 しく,こ れ

に菌が侵入することで,感染の成立が容易 となる。また,

肺胞上皮細胞への侵入は肺か ら他臓器への菌の伝播を促

し,病 気の重篤化を促進する。肺胞上皮細胞は,潜 伏感

染休眠菌の主要な潜伏細胞でもある。

MDP1は 宿主細胞表面のGAGに 結合する

われわれはまず,MDP1の ヘパリン結合性をカラムに

て解析 した。MDP1は,リ ン酸緩衝液中でヘパリンを吸

着 したカラムに結合 し,NaCl濃 度1Mで 溶出された。

これは,MDP1が ヘパリンに結合することを示唆 した。

次にMDP1と 各種GAGの 結合を,ビ アコアバイオセン

サーを用いて解析 した。その結果,MDP1の ヘパリン結

合性が確認され,ま たさらに,ヘ パラン硫酸,コ ンドロ

イチン硫酸Aお よびC,HAに 結合することが分かった。

一方,結 核菌の上皮細胞への侵入を阻害しない,ア ラビ

ノース,ト レハロースに対 しては結合性を示さなかった。

各種GAGと の結合定数は,10-8～10-12Mで,強 い結合

性 を有することが判明した。

MDP1は,A549ヒ ト肺胞上皮細胞株に接着する

MDP1を 蛍光色素で標識 し,そ れを用いてMDP1が 肺

胞上皮細 胞に接着するかを狭焦点 レーザー顕微鏡 と

FACScanを 用いて観察した。A549ヒ トII型肺胞上皮細

胞株 の培養液に,0.5μMと なるようにMDP1を 加え反

応 させ た。添加後,30分 後 には,90%以 上 の細胞 が

MDP1陽 性 となり,60分 後にはほとんどの細胞に結合 し,

反応は平衡に達 した。この結果か ら,MDP1が,速 やか

に肺胞上皮細胞に結合することが判明した。

実際に,MDP1が 上皮細胞表面のGAGを 介 して細胞

に結合 しているかを検討 した。MDP1が 細胞に結合する

条件下において,ヘ パ リンやHAを 加えると,濃 度依存

的に結合 を阻害 した。MDP1がGAGを 介 して細胞に結

合することが示唆された。

MDP1が 結合す る細胞表面のGAGを 特定す るため,

細胞 を特異的GAG分 解酵素で処理 した後 に,MDP1を

反応 させ,MDP1-細 胞間結合が減衰するか否かを検討

した。HA特 異的分解処理が,MDP1の 結合 をほぼ完全

に阻害 した。MDP1は 細胞表面のHAを 介 して肺胞上皮

細胞に接着することが明らかとなった。

MDP1はDNA結 合領域でGAGと 結合する

酵素抗体法 を用いて,MDP1とGAGと の結合を検討

した。その結果は,ビ アコアバイオセンサーを用いた解

析 と一致 し,MDP1は プレー トに固相化 したHA,コ ン

ドロイチ ン硫酸に結合 した。そ してその結合は,外 部か

らDNAを 加えることでほぼ完全に阻害された。以上の

ことか ら,MDP1はDNA結 合領域でGAGと 結合するこ

とが示された。

上皮細胞への接着 において,実 際にMDP1がDNA結

合サイ トを介 して結合するかを検討 した。蛍光色素でラ

ベルしたMDP1をA549細 胞に加えると,2時 間後には,

95%以 上の細胞がMDP1陽 性 となった。この系にプラス

ミドDNAを 加えるとMDP1-A549細 胞間結合が顕著に

阻害された。このことか ら,MDP1はDNA結 合領域で

細胞表面のHAと 結合することが示された。

MDP1-HA間 結合は,抗 酸菌の細胞への接着を促す

GFPを 発現する組み換えBCG(GFP-BCG)を 作成し,

菌の細胞接着および侵入を共焦点レーザー顕微鏡にて可

視化,ま た感染細胞の比率 をFACScanを 用いて算定す

る試験管内系を確立 した。これを用いて,MDP1が 実際

に,菌 の接着/侵 入 に関わるか を検討 した。 同定 した

MDP1-A549細 胞 間結合 の 阻害物 質 であ るDNAや 抗

MDP1抗 体,ま たMDP1のA549細 胞 上の標 的であ る

HAの 作用 を検討 した。その結果,DNA,抗MDP1抗

体,HAを 加えることで,い ずれもBCG-A549細 胞間の

結合 を阻害す ることが分かった。HAの 阻害活性が,

DNAや 抗MDP1抗 体よりも強いことか ら,BCGは,HA

に対するMDP1以 外の接着物質を有すると考えられる。

また,M.tuberculosis H37Rv株 について,同 様の試験管

内感染実験 を行った結果,GFP-BCGを 用いた場合 と同

様の結果を得た。上記の結果から,MDP1-HA間 結合は,

抗酸菌の細胞への接着を促す ことが明らかとなった。

菌-HA間 結合 と感染防御効果

肺において,菌-HA間 結合阻害の抗酸菌感染に及 ぼ

す影響を,動 物モデルを用いて検討 した。BCGを マウ

ス気道内に注入 し感染を成立 させた。その際,HAの 有

無で肺への定着菌数に変化があるか検討した。感染2週

後の感染菌数を算出した結果,陰 性対照群では40,875±

16,585の 集落形成単位の菌が検出されたのに対 し,HA

投与群では,5,960±4,530で あった。HA-抗 酸菌間結合

阻害が,感 染予防に有効であることが示された。

結語および今後

結核菌は,人 類の3分 の1に 一部休眠状態で既感染 し
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ている。既感染健常人の10%が 再燃 を引 き起こし,今

後20年 間で7000万 人が死亡すると推測されている。休

眠菌に対する化学療法は限られてお り,休 眠菌対策は,

きわめて危急度が高い。しかし,休眠機構 は不明である。

結核発病予備群に対する対策を構築するため,メ カニズ

ムを知る必要がある。

われわれは,生 理的環境において,凍 結するように細

胞全体の代謝を停止できるのは,す べての遺伝子に結合

しうる分子ではないか との発想か ら,結 核菌の非特異的

核酸結合性蛋 白質(MDP1)を 同定 し解析 して きた。こ

の分子は,抗 酸菌特異的ヒス トン様蛋白質で,菌 体内で

はリボゾームや核酸に結合 し,菌 の増殖を停止させる活

性 を有していた。またわれわれは,MDP1は 菌体表面に

も存在 し,菌 の細胞接着/侵 入に関わること,そ の際の

肺胞上皮細胞の標的はHAで あることを明 らかにした。

休眠結核菌はマクロファージのみならず,非 貪食性の肺

胞上皮細胞や繊維芽細胞 にも潜伏すると報告されてお

り,MDP1が 初期感染のみならず,休 眠菌の細胞接着/

侵入 に関わっていると推測 される。このことは,HA-

菌体間の結合を阻害する新たな治療法の創成が可能であ

ることを示唆する。

MDP1は 結核菌を,殺 傷能力に劣る上皮細胞への侵入

にうながす。それと同時に,菌 体内では代謝を阻害し菌

の増殖を抑制 して菌/宿主両方の生存 を確保するように

思われる。そのようにして成立 した潜伏感染巣が二次結

核における主要な菌のリザーバーとなる可能性がある。

今後さらにMDP1の 活性を中心に休眠機構 を探 り,潜 伏

感染戦略の構築に繋げたい。
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結 核 菌 に対 す る 防御 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,Mosmann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 も広 くコ ンセ ンサ ス の得

られ て い る と ころ で あ る。 しか しな が ら十 数 年 前 に は,

マ ウ ス と異 な りヒ トの 結 核 防 御 免 疫 に お け るIFN-γ の

役 割 が 混 沌 と して い た時 期 が あ った 。 一 連 の研 究 で は,

ヒ ト末梢 血 単 球,あ る い はin vitroで 分 化 させ た マ ク ロ

フ ァ ー ジ を 用 い て 結 核 菌 に対 す る 殺 菌 活 性 に 対 す る

IFN-γ の 影響 が検 討 され,影 響 な い か,む しろ これ を低

下 させ る との 報 告 が 相 次 い だ1)～3)。しか し近 年 に な って,

IFN-γ 受 容 体 遺 伝 子 に 変 異 を起 こ し,そ の た め に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 きわめ て 亢 進 して い る

こ と が 明 らか に さ れ て き た4)～6)。こ の こ とか らIFN-γ

は,マ ウ ス の み な らず ヒ トに お い て も結 核 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,IL-12受 容 体 異 常 症 の 症 例 で も報 告

され て い る6)。

最 近 十 数 年 の 間 に,4つ のIFN-γ 誘 導 性 サ イ トカ イ

ン,す な わ ちIL-12,IL-18,IL-23,そ し てIL-27が 発 見

され た。 も と も とNK細 胞 活 性 化 因子 と して 見 出 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 こ とが 知 られ て い る7)。一 方,IL-18は そ れ 自

体Th1細 胞 の分 化 を誘 導 し得 な い が,IL-12と 協 調 的 に

作 用 す る こ とで この 反応 を飛 躍 的 に亢 進 させ る こ とが報

告 さ れ た8)。 しか し,条 件 に よ っ て は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 は当 初 考 え られ て い た よ りも複 雑 で あ る

こ とが予 想 さ れ て い る。 最 近 に な っ て 発 見 され たIL-23

とIL-27は,IL-12と 同様 な ヘ テ ロ ダ イ マ ー 構 造 を して

い る。IL-23はIL-12p40を 共 有 し,IL-12p35と ホ モ ロ ジ

ー を 有 す るp19と ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 構 成 す る9)。 一 方

IL-27は,各 々IL-12p40,p35と ホ モ ロ ジ ー を 有 す る

EBI3,p28に よ っ て 構 成 さ れ て い る。IL-23,IL-27は,

各 々 メ モ リ ーT細 胞 お よ び ナ イ ー ブT細 胞 に 作 用 し

IFN-γ 産 生 を 誘 導 す る10)11)。そ の 生 物 活 性 に は まだ 不 明

な 点 も多 く,結 核 防御 免 疫 に お け る意 義 につ い て は今 後

の解 析 を待 ち た い 。 また,骨 や 腎臓 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 い て 結核 防 御 免 疫

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-γKO(GKO)マ ウ ス,IFN-γ 誘 導 サ イ トカ イ ン

の 中 でIL-12p40,IL-18遺 伝 子 を 単 独(IL-12p40KO,

IL-18KO)ま た は 同 時 に 欠 損(double KO:DKO)し た マ
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Fig. 1 Effect of Th1-related cytokine deficiency on M. tuberculosis infection

A  B

Fig. 2 IL-12, IL-18 and IL-23-independent IFN ƒÁ synthesis after infection with M. tuberculosis

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,IL-18KO《IL-12p40KO<DKO<GKOの 順 に 野 生 型

(WT)マ ウス に比 べ 感 受 性 の 亢 進 が 観 察 さ れ た(Fig.1)

12)13)。 この こ とか ら,IFN-γ 誘 導 サ イ トカ イ ンの 中 で は

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。 ま た,DKOマ ウ ス が

GKOマ ウス よ り も結 核 感 染 に対 し て よ り抵 抗 性 で あ っ

た こ とか ら,IL-12,IL-18,IL-23に 依 存 しな い感 染 防御

機 構 の存 在 が推 察 され た 。 さ らに,結 核 感染 後 の肺,肝,

脾 臓,血 清 中 のIFN-γ 産 生 をELISAに て測 定 した と こ

ろ,肝 臓,肺 で はDKOマ ウス で も明 らか な産 生 が 認 め

られ た(Fig.2A)。 ま た,結 核 感 染 後 の各 臓 器 か らRNA

を抽 出 し,RT-PCR法 に てIFN-γmRNAの 発 現 を調 べ た

とこ ろ,肺,肝,脾 臓 に て 明 らか な発 現 が 観 察 され た(Fig.

2B)13)。 こ れ らの 結 果 は,結 核 感 染 に と も な いIL-12,

IL-18,IL-23に 依 存 しな いIFN-γ の産 生 お よび 感 染 防 御

機 構 が 存 在 す る こ と を示 してい る。この こ とに一 致 して,

DKOマ ウ ス で み ら れ る結 核 感 染 後 の 各 臓 器 で のiNoS

mRNAの 発 現 お よ び 感 染 抵 抗 性 はIFN-γ に 対 す る 中和

抗 体 の 投 与 に よ っ て有 意 に抑 制 さ れ た。IFN-γ 産 生細 胞
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Fig. 3 Role of Th1-related cytokines in host defense to M. tuberculosis

に つ い て は 未 だ 明 ら か で は な い が,DKOマ ウ ス で は

IL-12p40KOマ ウ ス と同 様 にPPD特 異 的 なT1細 胞 が 全

く検 出 で き なか った こ とか ら,獲 得 免 疫 細 胞 よ りもむ し

ろ 自然 免 疫 細 胞 が 関 与 し て い る可 能性 を考 えて い る13)。

わ れ わ れ はCD4陽 性 細 胞 が 部 分 的 に 関与 す る こ とを示

す デ ー タ を得 て お り,自 然 免 疫 の 時 相 にお い て この細 胞

がIFN-γ 産 生 に 関 わ っ て い る もの と推 察 して い る。 さ

らに は,こ のDKOマ ウス で のIFN-γ 産 生 お よ び感 染 抵

抗 性 は 抗TNF-α 抗 体 投 与 に よっ て 有 意 に 抑 制 さ れ た こ

と か ら,TNF-α がIL-12,IL-18,IL-23に 依 存 し な い

IFN-γ 産 生,そ して 結核 感 染 防 御 に関 与 して い る こ とが

示 唆 さ れ た13)。

これ ま で の報 告 と今 回 の わ れ わ れ の 実 験 結 果 を も と

に,現 在 考 え られ る結 核 に対 す るTh1依 存 性 感 染 防 御 免

疫 機 構 につ い て シ ェ ー マ に ま とめ て示 す(Fig.3)。 結 核

感 染 後 に樹 状 細 胞 か らIL-12,IL-18の よ う なIFN-γ 誘

導 サ イ トカ イ ンが 産 生 されT1型 の獲 得 免 疫 が 誘 導 さ れ

る が,感 染 早 期 に は こ れ らの サ イ トカ イ ン に よ っ て

NK,NKT,γ δT細 胞 の よ うな 自然 免 疫 リ ンパ 球 か らの

IFN-γ 産 生 が マ ク ロ フ ァー ジ に よ るNOを 介 した 殺 菌 活

性 を増 強 す る と考 え られ る。IL-23の 役 割 につ い て は現

時 点 で は不 明 で あ る。 これ らの経 路 に加 え て,お そ ら く

樹 状 細 胞 か ら産 生 され るTNF-α がnaive CD4陽 性 細 胞

に作 用 し てIFN-γ 産 生 を誘 導 す る 経 路 の 存 在 も予 想 さ

れ る。IL-27はnaive T細 胞 に作 用 してIFN-γ 産 生 を誘 導

す る との 報 告 が あ り,こ の 経 路 に関 与 して い る可 能性 も

あ る。 この よ う に幾 重 に も準 備 され た メ カニ ズ ム に よっ

て,宿 主 は よ り効 率 的 に結 核 感 染 に対 抗 して い る もの と

考 え られ る。 今 後 は これ らの 機 序 を さ ら に詳 細 に明 らか

にすることで,よ り有効性の高いワクチンやBRMの 開

発へつなげてい くことが期待される。
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4. 結核 菌 によるTh1サ イ トカイ ン誘導の意 義 と責任分 子

京都大学大学院医学研究科微生物感染症学 河村伊久雄

は じ め に

細胞内寄生菌である結核菌は,そ の細胞壁主成分であ

るmannose-capped lipoarabinomannanや,菌 体 表層 に付

着した補体成分 を利用 してマクロファージを活性化する

ことなくその細胞内に侵入することがで きる1)。細胞内

に侵入 した結核菌は,フ ァゴソームとリソソームの融合

を阻害することでマクロファージの細胞内殺菌をエス

ケープし,細 胞内で増殖する。また最近,結 核菌が樹状

細胞(DC)上 のDC-SIGNを 介 してシグナルを細胞内に

伝達 し,積 極的に感染初期の防御反応を抑制するメカニ

ズムがあることが明らかにされてお り,こ れ らはいずれ

も菌のpersistent infectionに関与する重要なステップであ

ると考えられる2)。

一方
,結核菌細胞壁には強いアジュバ ント活性があり,

結核菌の感染ではTh1細 胞を中心とした強い細胞性免疫

が誘導 される。 この感染防御 を担 うT細 胞の分化 は,

DCあ るいはマクロファージによる結核菌の識別および

それ らの抗原提示能に依存することから,防 御免疫の誘

導を阻害し,宿 主体内で生存しようとする結核菌に対 し

て,DCや マクロファージが どのような機序で活性化す

るのかを分子レベルで明らかにすることは,結 核に対す

る感染防御機構 を理解するうえで重要な意味がある。

そこで本稿では,こ れまでに得 られた知見を基に,防

御免疫の誘導における感染初期のTh1サ イ トカイン産生

の重要性 と,そ の誘導にかかわる結核菌因子についてま

とめる。

感染防御誘導における感染初期のIFN-γ 産生

応答の重要性

M.bovis BCGを マウスに感染 させ ると,抗 原特異的

IFN-γ 産生性CD4陽 性T細 胞が誘導 され,こ のT細 胞

が中心 となる強い防御免疫が発現する。一方,BCG死

菌でマウスを免疫 した場合には,生 菌免疫でみられる抗

原特異的IFN-γ 産生性T細 胞の誘導は認められず,防

御免疫 も発現しない3)。しか し,BCG死 菌免疫マウスの

脾細胞は,生 菌免疫マウス脾細胞と同程度に抗原刺激に

対 して強いIL-2産 生応答を示 し,遅 延型過敏反応を惹

起す ることができる。 これ らの結果は,BCG死 菌免疫

でも抗原特異的Th1細 胞が誘導されるが,感 染抵抗性を

担うT細 胞の分化誘導には生菌による刺激が不可欠であ

り,生 菌刺激に対 してのみ誘導される感染初期の宿主免

疫応答が存在することを示すものである。

このT細 胞の分化誘導のメカニズムをサイ トカイン産

生のレベルで解析 したところ,Th1細 胞の分化に関与す

るIFN-γ の産生が生菌刺激では認め られたが,死 菌刺

激では認め られないことがわかった。このIFN-γ を抗

体で中和すると感染抵抗性T細 胞の誘導が阻害されるこ

とか ら,感 染初期に産生 されるIFN-γ がT細 胞の分化

を方向付け,防 御免疫の誘導に重要な役割を果たすこと

が示された。

感染初期のIFN-γ 産生誘導機序

チオグリコレー ト培地で誘導 した腹腔滲出細胞(PEC)

をBCG生 菌で刺激すると,IFN-γ 産生が誘導される。

この実験系 に各種サイ トカインに対する抗体 を加えて

IFN-γ 産生応答を調べた。その結果,抗IL-12抗 体およ

び抗IL-18抗 体の添加によりIFN-γ 産生が抑制されるこ

とがわかった。 また,腹 腔滲出マクロファージをBCG

生菌で刺激 した場合,IL-12p40お よびIL-18の 産生が認

められた。しかし,IFN-γ 産生の誘導は認められなかっ

た。これらの結果およびこれまでの実験成績を踏まえて

BCG生 菌に よるIFN-γ 産生誘 導機 序 をまとめ る と,

BCG生 菌はマ クロフ ァー ジを刺激 してIL-12お よび
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IL-18産 生 を 誘 導 し,そ れ らサ イ トカ イ ンの 刺 激 を 受 け

て主 にNK細 胞 がIFN-γ を産 生 す る こ とが わか っ た。

近 年,マ ク ロ フ ァ ー ジ やDC上 のToll-like receptor

(TLR)が 異 物 識 別 や,そ の 後 の 細 胞 の 活 性 化 に重 要 な

役 割 を果 た して い る こ とが 明 らか に さ れ て い る。 結 核 菌

で は,そ の主 要 な細 胞 壁 成 分 で あ る リポ ア ラ ビ ノマ ン ナ

ンや,フ オ ス フ ァチ ジ ル イ ノ シ トー ル マ ン ノ シ ド,19

kDaリ ポ タ ンパ ク,あ るい は易 熱 性 結 核 菌 体 抗 原 がTLR

2やTLR4分 子 に よ り認 識 さ れ る こ と が 明 らか に さ れ

て い る4)～7)。そ こで,BCG生 菌 が 示 すTh1型 サ イ トカ

イ ン産 生 誘 導 に こ れ らTLR分 子 が 関 与 す るか 否 か を調

べ る 目的 で,TLRノ ッ ク ア ウ トマ ウ スPECのBCG生 菌

刺 激 に対 す るサ イ トカイ ン産 生応 答 を解 析 した 。 そ の結

果,正 常 マ ウ スPECに 比 較 して,TLR2ノ ッ ク ア ウ ト

マ ウスPECで はIFN-γ お よ びIL-12p40産 生 が ほ とん ど

認 め られ ず,BCG生 菌 で 誘 導 され るIFN-γ 産 生 誘 導 に

TLR2が 深 く関 与 す る こ とが 示 さ れ た 。 さ らに,こ の

TLR2の 関 与 を確 認 す る た め,TLR2を 発 現 す るHEK

293細 胞 をBCGで 刺 激 し,NF-κBの 活 性 化 を調 べ た 。

HEK293細 胞 をBCG生 菌 で 刺 激 し て もNF-κBの 活 性

化 は誘 導 さ れ な か っ た が,TLR2を 発 現 したHEK293細

胞 で はBCG生 菌 刺 激 後,強 いNF-κBの 活 性 化 が 誘 導

さ れ た 。 この こ とか ら,BCG生 菌刺 激 後 のIL-12お よび

IL-18産 生 に はマ ク ロ フ ァー ジ上 のTLR2分 子 が 重 要 な

役 割 を 果 た し,TLR2に よ り認 識 さ れ るBCG由 来 因 子

が,防 御 免 疫 を担 うT細 胞 の分 化 誘導 に不 可 欠 で あ る と

考 え られ た。

BCGお よび 結 核 菌 由 来IL-12産 生 誘 導 因子

こ れ まで の解 析 か ら,BCG生 菌 に はIFN-γ 産 生 誘 導

に関 与 す るTLR2リ ガ ン ドが 存 在 し,こ のBCG因 子 が

防御 免 疫 を担 うT細 胞 の分 化 誘 導 に不 可 欠 で あ る と考 え

ら れ た。 ま た,BCG死 菌 のIFN-γ 産 生 誘 導 能 が 生 菌 に

比 較 して 著 し く弱 い こ とか ら,こ の 因子 は 菌体 構 成 成 分

で は な く,菌 の代 謝 に伴 い 産 生 され る成 分 で あ る可 能性

が 考 え られ た 。 そ こで わ れ わ れ は,BCG由 来 の 分 泌 成

分 に 注 目 し,そ の サ イ トカ イ ン産 生 誘 導 活 性 を解 析 し

た 。BCGで マ ク ロ フ ァー ジ を刺 激 し た場 合,培 養24時

間後 に強 い サ イ トカ イ ン産 生 が 認 め られ る こ とか ら,対

数 増 殖 期 のBCGをsorton培 地 で24時 間培 養 し,得 られ

た上 清 を 限外 ろ過 で 濃 縮 してculture filtrateを調 製 した 。

こ の サ イ トカ イ ン産 生 誘 導 活 性 を 調 べ た と こ ろ,IL-12

p40産 生 誘 導 活 性 が 認 め られ た 。 一 方,同 様 の方 法 で 調

製 した死 菌 由来 のculture filtrateにはそ の 活 性 は認 め られ

な か っ た 。 さ ら に,こ の サ イ トカ イ ン 産 生 誘 導 活 性 は

BCGだ け で な く結 核 菌 由 来 のculture filtrateにも認 め ら

れ,結 核 菌culture filtrateでTLR2を 発 現 し たHEK293

細胞を刺激 したところ,NF-κBの 活性化が誘導された。

これ らの結果から,BCGあ るいは結核菌の早期培養上

清中に含 まれる分泌因子が生菌刺激で誘導 されるIFN-

γ産生に関与するものと考えられた。また,こ の培養上

清中のIL-12p40産 生誘導活性は,proteinase K処 理ある

いは加熱処理 により著 しく低下 した ことか ら,BCGや

結核菌が産生するタンパク性因子がこの活性を担うこと

が示された。ハイ ドロキシアパ タイ トカラムを用いてこ

の因子の精製を試みたところ,い くつかの陽性画分が得

られた。そのうち,最 も強い活性は,ハ イ ドロキシアパ

タイ トカラムに吸着し,分 子量100kDa以 上の比較的大

きな分子を含む画分に存在することが示 された。さらに,

この画分のIL-12p40産 生誘導活性はproteinase K処 理に

より失活 したことから,こ の画分に含 まれる分泌性 タン

パク成分がBCGや 結核菌感染後のIFN-γ 産生誘導に関

与する重要な因子であると考えられた。

ま と め

BCGや 結核菌に対する防御免疫の誘導には感染初期

に産生されるIFN-γ が重要な役割を果たしている。 こ

のサイ トカイン産生にはマクロファージ上のTLR2分

子が関与 し,菌 側のリガンドを認識 してサイトカイン産

生応答を惹起する。われわれは菌側の どのような因子が

このサイ トカイン産生誘導に関与するのかについて解析

を行い,BCGお よび結核菌培養早期の上清中に存在す

る分泌性 タンパク因子がその役割を果たす ことを示 し

た。現在 この因子の精製を試みているが,IFN-γ 産生の

誘導にはこのIL-12p40産 生誘導因子以外 に別な因子が

関与することが示唆されており,今後さらに解析 を進め,

これらの因子を同定 して感染初期のサイ トカイン産生誘

導のメカニズムの全体像 を明らかにしてい く予定であ

る。
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5. 新たな抗結核 ワクチンの作製と評価

独立行政法人国立病院機構近畿中央胸部疾患センター臨床研究センター結核研究部 岡田 全司

要 旨:BCGよ りも 強 力 な結 核 予 防 ワ ク チ ンで あ る新 し

いDNAワ クチ ンや リコ ンビ ナ ン トBCGワ クチ ン を開 発

し た 。(1) IL-12 DNA+HSP65 DNA(HVJ-liposomeベ

ク タ ー)の ワ クチ ンはBCGよ りも100倍 強 力 な結核 予 防

ワ クチ ンで あ る こ と を世 界 に先 駆 けて 明 らか に した 。 こ

の ワ クチ ンは キ ラーTの 分 化 を増 強 した 。 結核 吸 入 感 染

系 を用 い,モ ルモ ッ トの 系 で も結 核 菌 数 と病 理 組 織 よ り

有 効 な 結 核 感 染 予 防 効 果 を示 した。(2)IL-6関 連 遺 伝

子 ワ クチ ン は強 力 な治 療 ワ クチ ンで あ る こ と を初 め て 示

し た。(3)ヒ ト生 体 内 抗 結 核 免 疫 解 析 モ デ ルSCID

PBL/huを 初 め て 開発 した 。(4)ヒ トの 結 核 感 染 モ デ ル

に最 も近 い カ ニ ク イ ザ ル を用 い,(1)HSP65 DNA+IL-12

DNAワ クチ ン,(2)リ コ ン ビナ ン トr72f BCGワ ク チ ン,

(3)72f融 合 タ ンパ ク ワ クチ ンの 強 力 な結 核 予 防 ワ ク チ ン

効 果 を得 た。 さ らに 生 存 率 改 善,延 命 効 果 を認 め ら れ

た 。(5)WHO STOP TB VACCINE MEETING:2004年

にWHO会 議 の メ ンバ ー に 選 ば れ,HSP65 DNA+IL-12

DNAワ ク チ ンは き わめ て高 い 評 価 を受 けた 。

は じ め に

い まだ に 世 界 の 人 口 の3分 の1が 結 核 菌 の 感 染 を受

け,そ の 中 か ら毎 年800万 人 の 結 核 患 者 が 発 生 し,200

万 人 が毎 年 結 核 で死 亡 して い る,最 大 の感 染 症 の1つ で

あ る。1998年,米 国CDCお よ びACETは 新 世 代 の 結 核

ワ ク チ ン開発 の必 要 性 を発 表 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 は る か に 強 力 な 新 しい

DNAワ ク チ ン 【Hsp65 DNA+IL-12 DNA】 や リ コ ン ビナ

ン トBCGワ ク チ ン 【リ コ ン ビナ ン ト72f BCG】,サ ブ ユ

ニ ッ トワ ク チ ンの 開発 に成 功 した(Table 1)1)～3)。 これ

らの研 究 成 果 を 中心 に,新 しい 結核 ワ クチ ン作 製 と,評

価 につ い て述 べ る。

方 法 と結 果

(1) 結核 ワク チ ンの種 類

(1)DNAワ ク チ ン,(2)サ ブユ ニ ッ トワ ク チ ン,(3)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1)～3)。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(Table 1)。

(2) DNAワ クチ ン

わ れ わ れ はIL-12 DNA+HSP65 DNAの ワ ク チ ンが 相

乗 効 果 を示 し,HVJ-リ ボ ソ ー ム ま た は,gene gunを 用

い た 遺 伝 子 投 与 でBCGよ り も き わ め て 強 力 な(約100

倍)結 核 予 防 ワ クチ ンで あ る こ とをBALB/cマ ウ ス の 系

で 明 らか に した(Fig.A)。 ワ クチ ン効 果 は,キ ラ ーT細

胞 やTh1細 胞 の分 化 誘 導 やIFN-γ,IL-2,IL-6の 産 生 を

増 強す る こ とに よ っ て発 揮 さ れ た1)～4)。結 核 死 菌 を貪 食

さ せ たJ774.1Mφ を 標 的 細 胞 と し,IFN-γ の 産 生 で キ

ラ ー活 性 を測 定 した。 そ の結 果,ワ クチ ン効 果 と キ ラー

活 性 は見 事 な相 関 が 認 め られ た(Fig.B)。 さ ら に,結 核

吸 入 感 染 系 を用 い,モ ルモ ッ トの 系 で も肺,肝,脾 の 結

核 菌 数 と病 理 組 織 よ り有 効 な 結 核 感 染 予 防 効 果 を示 し

た4)。

さ らに,今 まで のAAVベ ク ター よ り1000倍 発 現 効 率

が よ いAAV(2/5)/HSP65 DNAワ ク チ ン を 世 界 に 先 駆 け

て 作 製 した 。

(3) 治療 ワク チ ン

ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク ター に 導 入 したIL-6関 連 遺 伝 子

(IL-6 gene+IL-6レ セ プ タ ーgene+gp130 gene)はBCG

よ りも強 力 な 治療 ワク チ ン効 果 を示 した(Table 1)。IL-6

関 連 遺伝 子 ワ クチ ンは,結 核 菌 に対 す る キ ラーT細 胞 の

分 化 お よ びIL-2お よ びIFN-γ の 産 生 誘 導 を 増 強 し た

(Table 1)1)2)。

(4) サ ブユ ニ ッ トワ クチ ン

72f fusion蛋 白(Mrb 39とMtb 32のfusion蛋 白)ワ ク チ

ン+BCG Tokyoワ ク チ ン 同 時 接 種 が カ ニ ク イ ザ ル で

BCGよ り も強 力 な予 防 ワ ク チ ン効 果 を示 す こ と を明 ら

か に した(Table 1,Table 2)。 ヒ トの 多 剤 耐 性 結 核 患 者

in vitro系 で も72f等 を用 い てT細 胞 免 疫 応 答(IFN-γ,

IL-2,IL-6生 産 を増 強)が 増 強 した1)2)。

(5) リ コ ン ビナ ン トBCGワ クチ ン

PNN2シ ャ トル ベ ク ター を 用 い,BA51(Ag85A+Ag

85B+MPB51)リ コ ン ビナ ン ト(r)BCGや72f融 合 タ ンパ

ク のDNAを 導 入 した72frBCGの 作 製 に成 功 し,結 核 菌
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Table 1 The development of novel vaccines against tuberculosis

A. Number of M. tuberculosis 10 weeks

 after the challenge of M. TB

B. CTL activity (IFN-ƒÁ activity) of 

splenic lymphocytes against M. TB

Fig. One hundred fold stronger anti-tuberculosis effect of HSP65 DNA+IL-12 DNA vaccine than that 

of BCG Tokyo (mouse) and enhancement of cytotoxic T lymphocyte (IFN-ƒÁ producing) induction.

に 特 異 的 なIFN-γ 産 生T細 胞 数 の 増 強 をElispot Assay

で 明 らか に した1)2)。さ らに,こ れ らのBCGは マ ウス お

よ び モ ル モ ッ トの 結 核 感 染 の系 でBCGよ りも 強力 な予

防 ワ ク チ ンで あ る こ と を示 した(Table 1)。 ま た,融 合

タ ンパ ク31f,88f,59f,71f,72f-85BのDNAを 導 入 し

たrBCGを 作 製 した1)2)。

(6) attenuated結 核 ワク チ ン

わ れ わ れ は(浜 松 医 大 小 出 教 授 と)akt遺 伝 子 を欠

失 させ た 無毒 化 リス テ リア 菌 にAg85A-,85B-,MPB51-

DNAを 導 入 し新 しい結核 ワ クチ ンを 開発 した(Table 1)2)。

(7) 新 しい ヒ ト生 体 内結 核 免 疫 解 析 モ デ ル

SCID-PBL/hu(ヒ ト結 核 菌 ワ ク チ ン解 析 モ デ ル)を 用

い た 評 価:世 界 に先 駆 け,結 核 蛋 白 に 特 異 的 な ヒ トキ

ラーT誘 導 を示 す画 期 的 な,ヒ ト結 核 ワ ク チ ン効 果 評 価

モ デ ル を 開 発 した2)。ESAT-6ペ プ チ ドを投 与 し,こ れ

に特 異 的 でHLA-A2拘 束 性 を示 す ヒ トキ ラ ーTを 生 体

内 で 誘 導 す る こ とに 初 め て 成功 した(Table 1)。

(8) 新 しい結 核 ワ ク チ ンの 臨床 応 用

さ ら に,ヒ トの 結核 感 染 モ デ ル に 最 も近 い 折 り紙 つ き

の カ ニ ク イ ザ ル(NatureMed1996)の 結 核 感 染 モ デ ル を

用 い,HVJ-liposome/HSP65 DNA+IL-12 DNAワ クチ ン,

r72f BCGワ ク チ ン,r72融 合 タ ンパ ク+BCG東 京 ワ ク チ
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Table 2 The development of novel vaccines using cynomolgus monkey anti-tuberculosis effect of 

HSP65DNA+IL-12 DNA vaccine, recombinant 72f BCG vaccine and 72f fusion protein-FBCG

ンの 有 効 性 を得 た1)2)。カ ニ ク イ ザ ル に3回 免 疫 し,最

終 免 疫4週 後 に ヒ ト結 核 菌Erdman株 を経 気 道 投 与 し

た 。 体 重,体 温,血 沈,胸 部X線,ツ 反 お よ び生 存 率

を解 析 し1年 以 上経 過 観 察 した 。 こ れ らの群 で は ワ ク チ

ン抗 原 に対 す る 末梢 血 リ ンパ 球 増 殖 反 応 お よび サ イ トカ

イ ン産 生 の 増 強 が 認 め られ た(Table 2)。 また,胸 部X

線 所 見,血 沈 の改 善 効 果,体 重 減 少 の 阻止 効 果 が 認 め ら

れ た。 さ らに延 命 効 果 も認 め られ た。 す な わ ち,HSP65

 DNA+IL-12 DNAワ ク チ ン投 与 群 お よびr72f BCGワ ク

チ ンは著 明 な 延 命 効 果 を認 め た 。Ag85B-ESAT-6融 合 タ

ンパ ク質(Anderson博 士 ら)ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に85A

 DNAを 導 入 した ワ ク チ ン やr85B BCG(Horowitzら)も

clinical trialが近 い将 来 考 え られ て い る1)。 しか しな が ら,

最 も切 れ 味 の す る どい 臨 床 応 用 ワ クチ ン候 補 の 筆 頭 と し

てHSP65 DNA+IL-12 DNAワ ク チ ンが あ げ られ る。 最

も有 力 な もの と して,(1)HSP65 DNA+IL-12 DNAワ ク

チ ン,(2)r72f BCGワ クチ ン,(3)72f fusion蛋 白 ワ ク チ ン

(す で にphase I clinical trial)+BCG東 京 が あ げ られ る。

考 察

こ れ らの 新 し い 結 核 ワ クチ ンの 開発 研 究 が 高 く評 価

されWHO STOP TB Partnershipお よ びWHO STOP TB

 VACCINE GROUP MEETINGに 選 出 さ れ た。 わ れ わ れ

のHSP65 DNA+IL-12 DNAワ ク チ ン が 高 く評 価 され た

(Table 1)。 当 セ ン タ ー は 呼 吸 器 疾 患(結 核 を含 む)準 ナ

シ ョ ナ ル セ ン タ ー で あ り,日 本 の 結 核 患 者 数 の 約50%

の診 療 を 行 っ て い る 政 策 医 療 呼 吸 器 ネ ッ トワ ー ク を用

い,HSP65 DNA+IL-12 DNAワ ク チ ンお よ びr72f BCG

ワ クチ ンの 臨 床 応 用 を計 画 して い る。

サ ル にお い て はHSP65 DNA+IL-12 DNA,r72f BCG

お よ び72f融 合 タ ンパ ク が 明 らか にす ぐれ て い る こ と よ

り,こ れ らの ワ クチ ンが 結核 の発 症 予 防 や 治療 に役 立 つ

日が 来 る で あ ろ う。
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Abstract During the past two decades, we have observed 

outstanding advance in tuberculosis research including im

mune response, identification of antigens/ligands of M. 
tuberculosis and molecular mechanism of drug resistance. 

Worldwide genome project enabled the whole genome 

sequence of M. tuberculosis H37Rv and has provided a great 

impact on the molecular genetics on virulence mechanism. 

Extensive study by new members is greatly encouraged in our 

country. Though the number of tuberculosis patients has 
decreased comparing to some 50 years ago, there are new 

concerns about the emergence of multi-drug resistant strains 

and a possible increase due to the increase of immuno

compromised population. Now the basic study on the 

pathophysiology, virulence mechanism and vaccine develop
ment are urgently required.

In this symposium, we have invited leading researchers in 

the field of basic study of tuberculosis/M. tuberculosis in order 

to provide general overview of the cutting edge of basic study. 

Mycobacterium is rich in lipids or glycolipids that are quite 

unique in both structure and biological activity, and they 

contribute a lot to the pathophysiology of tuberculosis. Dr. 

Ikuya Yano (Japan BCG) reviewed the major classes of 

glycolipids and presented some applications to clinical and 

bacteriological diagnosis. M. tuberculosis appear to have 

various genes contributing to the slow growth, escape from 

macrophage killing and persistence, however, almost nothing 

has been clarified yet. Dr. Sokichi Matsumoto (Osaka City 

University) discovered MDP1 as a possible mycobacterial 

factor responsible for slow growth. He mentioned that MDP1 

might be involved in the dormancy during the long course of 

disease development after primary infection. Dr. Kazuyoshi 

Kawakami (University of the Ryukyus) presented many inte

resting data on the importance of various cytokines, especially 

Th1 cytokines, to resistance against experimental M. tubercu

losis infection in mice obtained by using cytokine-knock out 

mice. The relevance of animal data to clinical observation was 

discussed. Th 1-dependent cell-mediated immunity is regarded 

as the most effective immune response in the protection. Dr. 

Ikuo Kawamura (Kyoto University) employed animal model 

in which only viable BCG induces protective Th1 cells while 

killed BCG does not, and showed that the difference is due to 

some proteinaceous factor release by viable BCG. He showed 

preliminary data on the purification of such IFN ƒÁ-inducing 

factor from the culture filtrate of M. tuberculosis. BCG is the 

most widely employed live vaccine for tuberculosis in the 

world, however, more effective and safe vaccine is requested 

urgently because of the serious concern about the efficacy of 

BCG vaccination. In Japan, Dr. Masaji Okada (Kinki-Chuo

 Chest Medical Center) has been engaged actively in the 

development of new tuberculosis vaccines. He showed basic 

strategy for construction of new candidate vaccines and also 

presented some preliminary data on the trial using monkeys.

1. Molecular characterization and immunological properties 

of mycobacterial high molecular weight components:Yukiko 

FUJITA and Ikuya YANO (Japan BCG Laboratory)

Mycobacterial envelope contains a great variety of wax-like 

high molecular weight lipids which contribute to its strong 

hydrophobicity or acid-fastness and also play crucial role 

against host phagocytic cells at the early step of infection. 

Cord factor (trehalose 6,6'-dimycolate) and the related myco

loyl glycolipids are one of the most characteristic components 

in mycobacteria and are recognized to be a key molecule for 

pathogenicity and immunity. Recent progress of analytical 
techniques such as MS or NMR reveal the molecular 

structure-activity relationship. Lipoarabinomannan (LAM), 

lipomannan (LM) and core phospholipids (PIMx) are recently 

demonstrated to be one of the virulence factor, however some 

of which are shown to be IL-12 producer and apoptosis 

inducer. Mycobacterial sulfolipids play important role as a 

virulence factor together cord factor, but the mechanism 

seems to differ from TDM. M. avium complex produce 

serotype specific glycolipid (GPL) which suppresses the 

humans T cell response. The core structure is unique and 

carbohydrate shows high antigenicity to determine serotypes. 

Mycobacterial cell wall skeleton (CWS) plays the central role 

for maintaining the rigid structure and shows antitumor or 

infection prevention activities via the stimulation of innate 

immunity. Although at the present, their molecular structure

activity relationship is not fully understood, above components 

may play pivotal roles with the protein antigens for host 

immune responses.

2. Molecular mechanism of M. tuberculosis dormancy:Sokichi 

MATSUMOTO (Department of Host Defense, School of 

Medicine, Osaka City University)

Mycobacterium tuberculosis has remarkable ability to 

persist in the human host and infects both macrophages and 
nonprofessional phagocytes, such as alveolar epithelial cells. 

Glycosaminoglycans are considered as the component of 

mycobacterial adherence to epithelial cells. Mycobacterial 

DNA-binding protein 1 (MDP1) is suggested one of key 

molecules in latent infection. Here we show that extracellular

 MDP1 promotes mycobacterial adherence to A549 human 

lung epithelial cells through hyaluronan. Simultaneous 

treatment of intratracheal mycobacteria-infected mice with
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HA reduced the growth of bacteria in vivo. Taken together, 

anti-MDP1 antibody or hyaluronan has potential as therapeutic 

and prophylactic interventions in mycobacterial infection.

3. A host defense mechanism against Mycobacterium tuber

culosis mediated by Th1-related cytokines:Kazuyoshi 

KAWAKAMI (Division of Infectious Diseases, Department 

of Internal Medicine, Graduate School and Faculty of 

Medicine, University of the Ryukyus)

Th1-related cytokines play a central role in the host defense 

to Mycobacterium tuberculosis infection. IL-12 is a key 

cytokine for development of Th1 cells and IL-18 potentiates 

this response. Recently, two novel IFN-ƒÁ-inducing cytokines, 

IL-23 and IL-27, have been discovered. In a series of studies, 

we demonstrated the important roles of IL-12p40 and IL-18 in 

the host defense to this infection and proposed a possible host 

protective mechanism mediated by IFN-ƒÁ which synthesis is 

independent of IL-12, IL-18 and IL-23. Thus, host is likely 

protected from M. tuberculosis infection by various Th1

 related cytokines in a more complicated manner.

4. Possible involvement of TLR2 ligand derived from M. bovis 

BCG and M. tuberculosis to generate protective immunity by 

inducing endogenous IFN y production:Ikuo KAWAMURA 

(Department of Microbiology, Kyoto University Graduate 
School of Medicine)

IFN-ƒÁ plays a pivotal role for development of protective T 

cells, and both IL-12 and IL-18 which are produced from 

macrophages are necessary to induce IFN-ƒÁ production. To 

identify the mycobacterial factor contributing to the Th1 

cytokine productions, we prepared a culture filtrate from ld

culture of M. bovis BCG and M. tuberculosis, and measured 

the cytokine-inducing activity. These culture filtrates elicited

 IL-12p40 production from peritoneal macrophages. They 

could induce NF-ƒÈB activation in HEK293 cells expressing 

TLR2 and the activity was sensitive to treatment with

 proteinase K and heating. These results suggest that an early 

secreted protein from BCG and M. tuberculosis activates 

macrophages to produce IL-12 via TLR2 dependent pathway. 

It is likely that this is a critical interaction between myco

bacteria and macrophages for the generation of protective 

immunity.

5. Establishment and evaluation of novel vaccine against 

tuberculosis:Masaji OKADA (National Hospital Organi

zation Kinki-Chuo Chest Medical Center, Clinical Research 

Center)
HVJ-liposome/HSP65 DNA+IL-12 DNA vaccination was 

100 fold more efficient than BCG on the elimination of Myco

bacterium tuberculosis (M. TB) in the BALB/c mice. Cytotoxic 

T cells activity against M. TB was augmented. The reco

mbinant (r) 72f BCG vaccine as well as HSP65+IL-12 DNA 

vaccine showed stronger anti-TB immunity than BCG in the 

mice, and guinea pigs. By using these new vaccines (HSP65

+IL-12 DNA, r72f BCG and 72f fusion protein+BCG) and 

the cynomolgus monkey models which are very similar to 

human tuberculosis, the prophylactic effect of vaccines was 

observed. Thus, these novel vaccines should provide a useful 

tool for the prevention of human TB infection.

Key words:Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Basic 

research
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輸送機関の結核感染と予防対策

平成16年6月

日本結核病学会予防委員会

輸送機関における結核感染の予防と対策を明らかにする必要がある。即ち,(1)既 に結核と診断され

ている患者,も しくは結核が疑われる患者 などの搬送に際 しての感染予防と,(2)長距離もしくは長時

間の輸送機関の利用者が直後に結核であることが判明したときの事後措置として結核対策を検討しな

ければならない。航空機内でのインフルエ ンザ等の感染事例はよく知られているが,結 核 については

感染経路が 「空気」であり,かつ,航 空機で高蔓延国を行 き来する利用者が増加 していることなどか ら,

その利用者の結核予防対策は極めて重要である。

註1:本 稿 での用語 は下記 とす る。

患者:こ の見解 で対象 とす る患者 とは,結 核 と診断 され,喀 痰塗抹検査 で中等度(++/Gf3号)以 上の排菌 を認

め,咳 嗽があ るものな ど,感 染危 険度の高い ものをい う。

搬送 と移送:こ の見解で は 「搬送」は,救 急(応 急)処 置や看護等 をしなが ら患者 を運ぶ行為 につ いていい,「移

送」は,「搬 送」の うち,関 係 法令 に基づ き搬送 の対象者 や搬送 の手続 き規定が 明記 され たもの をい う。

1. 結核患者の搬送

既 に結核 と診断されている患者を搬送する際,国 内で

は救急車が使用 されることが多 く,国 外への搬送では航

空機が利用 されることも稀ではない。 しかし,こ れらの

搬送機関で働 く職員に結核が多発 しているか否かの知見

はない。今後特に,日 常結核患者を搬送する機会が多い

と考えられる救急隊員の結核感染 ・発病のリスクについ

て,(1)行 路病者を搬送する機会が多い地域とそれ以外の

地域について比較する,(2)結核以外の感染症の感染 ・発

病のリスクと比較することが必要である。

註2:患 者移送の権限

ここで感染症法と違い,結 核予防法では,患 者の移送を誰が

行うかに関する規定がなく,誰 にも移送の権限がないことを理

解しておく必要がある。感染症法では,1類 ・2類感染症等の

患者に対して知事が入院勧告 ・措置でき,知 事が入院勧告 ・措

置に関する強制力を行使する関係で,入 院時の患者移送も知事

の権限とした。しかし結核予防法では,命 令入所制度に強制力

がないので知事には患者移送の権限もなく,患者の移送を誰が

行うかについての規定もない。ただし,命 令入所の対象患者が

結核専門病院へ入院時の移動に民間搬送機関等を利用した場合

の公費負担制度(都 道府県知事が必要と認めた場合に限る)は

ある。

1. 患者を搬送する手段

(1) 救急車 ・民間搬送車等

1) 自治体が患者搬送目的に用いる車両

2) 病院や自治体以外の民間機関が患者搬送 目的に用

いる車両

3) 患者搬送を目的としない車両等を一時的に使用す

るもの

例:(1) タクシー,(2) ヘ リコプター

(2) 公共輸送機関

1) 航空機

2) 船舶

3) 列車や長距離バス

2. 結核 と診断された患者 を治療する医療機関に搬送す

る際の留意事項

患者を搬送しようとする医師は,適 切な搬送手段 を確

保すると共に感染防止に必要な事項 を指示 しなければな

らない(註3)。

註3:(1)患 者が咳をするときには口をハンカチやタオルで

覆うかあるいは外科マスクやガーゼマスクを装着する,痰 は直

接吐かずティッシュペーパーにとり,ビニール袋等に入れるよ

うに指示する。
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(2) 明らかに感染性がない場合を除き,救急隊員,タ クシー

の運転手,医療関係者,同 乗者等には,N95マ スクを着用させ,

窓を開けるなど,車 内の空気を常に外にだすように指示する。

結核は空気感染であり,N95マスクの着用と十分に換気することが感

染防止に重要である。

(1) 救急車等

1) 事前の協議

行政(保 健所)は 地域における消防本部ならびに民間

搬送機関等 と協議 し,予 めそれぞれの機能分担を明確 に

したうえ,連 携 して適切な患者搬送を行わなければなら

ない。

2) 搬送時の留意事項

搬送を必要 と判断した医師は,下 記による適切な搬送

手段を確保する。

搬送手段

ア. 患者家族等もしくは診断した医療機関の車両に

よる搬送

イ. 救急車等による搬送

救急を要する病状の患者,あ るいは搬送途上で

応急処置等の必要性が高い患者(註4)の 場合は,

医療機関は予め当該地域で定められた搬送機関に

依頼する。この際,患 者が結核患者であることお

よび患者の状態等,搬 送に当た り必要な事項を消

防本部もしくは民間搬送機関に通知するほか,送

り出す側の医療機関の医師または看護師が同乗す

ることとする。

註4:(1) 酸素吸入が必要な状態,心 肺停止のおそれ,心 筋梗

塞,脳 梗塞にある状態,昏 睡状態,喀 血している状態,合 併症

により重症化した患者などの場合。

(2) その他協議のうえ必要と認める場合。

3) 命令入所患者の移送について

入所命令 を受けた患者の移送および移送費用について

は結核予防法に取扱い(註5)が 規定されてお り,地 域

により移送の公費負担制度を実施 しているところもあ

る。 しか し,現 実には法に基づ く移送が行われることは

稀であるので,前 項の注意を払った予防措置を講じたう

えで,搬 送を行うべきである。

註5:(1) 看護および移送

入所命令を受けた患者が看護又は移送を受けようとするとき

は,原 則として事前に,公 費負担の申請を行なうものとするこ

と。ただし,緊急その他やむを得ない理由により事前に申請し

ないで看護又は移送を受けたときは,事 後に療養費の支給の申

請を行なうものとすること。(昭和36年9月22日 衛発第757号

厚生省公衆衛生局通知「結核予防法による公費負担及び命令入

所取扱要領」)

(2) 命令入所患者の移送費用について

移送については入院,転 院又は退院に伴い最小限必要な移送

に限り承認するものとすること。移送費につき支払うべき費用

の額は,最 小限度の実費の額とすること。(昭和36年9月22日

衛発第757号厚生省公衆衛生局通知 「結核予防法による公費負

担及び命令入所取扱要領」)

移送費の支給方法について:現 物給付が望ましいが,療 養費

払いの方法により支給しても差しつかえない。(昭和37年5月

16日衛予第22号 本職通知「命令入所制度運用上の疑義につい

て」)

(2)乗 り合いバス,鉄 道,航 空機等公共輸送手段を利

用するとき

公共の輸送機関等により長時間(長 距離～超長距離)

搬送するときは,原 則的には治療により喀痰塗抹陰性を

確認するなど感染性がな くなったものに限定することと

する。

3. 患者搬送後の措置

救急車等の使用後の消毒等は,通 常行われている方法

(註6)に より行う。

消防署や事業者は,搬 送に従事した者等の定期健康診

断を行う。

註6:患 者搬送後の車内の空気については,十分な換気を行う。

患者が床等に排出した痰あるいは痰等が付着していると思われる救急

車内については,例えば70%以上のエタノールあるいは次亜塩素酸ナト

リウムにより,拭き取るか清拭し感染性廃棄物として処理する。

II. 一般患者の搬送後,あ るいは長時間(長 距離～

超長距離)の 輸送機関の利用者が直後に結核と

判明したとき

1. 一般患者を医療機関に搬送 した後 に結核 と判明 した

とき

(1) 医療機関の対応

消防本部が搬送した患者が後になって結核患者である

と判明 した場合は,搬 送を依頼した医療機関が消防本部

に対 してその旨告知する。また,搬 送された患者を診断

した医療機関は,保 健所への届出にあたって搬送の状況

等についても具体的に記載することが望まれる。

(2) 消防本部,民 間搬送機関や保健所の対応

救急車等の使用後の消毒等は,通 常行われている方法

(註6)に より行 う。

保健所は,必 要に応 じて搬送に従事 した者について健

康診断(註7)等 を行う。

註7:「 感染症の患者の搬送の手引き」(厚生省保健医療局結核
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感染症課 平成11年8月4日,9月27日)の 「5搬 送に携 わっ

た者の健康診断及び健康 観察」等に よる。

2. 長 時 間(長 距 離 ～ 超 長 距 離)の 輸 送 機 関 の利 用 者 が 直

後 に結核 と判 明 した と き

多 くの 人 が 航 空 機 な ど を利 用 し長 距 離 も し くは 長 時 間

の 旅 行 をす るが,こ れ らの 者 に事 前 に医 学 的検 査 を行 う

こ とは 不 可 能 で あ る。 航 空 機 な ど長 時 間 閉 鎖 され た 空 間

を 占拠 して い た 顧 客 また は ス タ ッ フが 結核 で あ っ た こ と

が 判 明 した 事 例 につ い て 幾 つ か の 報 告 が あ る。

世 界 保 健 機 関 は,航 空 機 に よ る結核 感 染 の 予 防 と搭乗

者 が 結核 で あ った と きの 事 後 措 置 な ど に関 して ガ イ ドラ

イ ン を公 に して い る(註8)。

註8:「 結核 と航 空機 に よる旅行:予 防 と対 策の ための 指針」

TUBERCULOSIS AND AIR TRAVEL:GUIDELINES FOR PRE

VENTION AND CONTROL;WHO 1998(WHO/TB/98.256)

(1) 旅客者に対 して

結核 患者 として感染性があ るときには感染性が な くなる まで

旅行 を延期する。

(2) 医師お よび保 健所 に対 して

1) 最近(例 え ば最近3カ 月以 内に),感 染 性結核 が疑 われ,

また診 断 された患者 が航空 機 に搭 乗 した ことが判明 した際 に

は,医 師は保健所 にその旨通報する。

2) この3カ 月内で8時 間以 上搭乗 してい る感染性 の ある結

核 患者がいた ことがわか って いるか どうか,保 健所 は航 空会社

に迅速に問い合 わせ をする。

(3) 航空会社 に対 して

1) 航空会社 は保健所 と十分協力 し,乗 客 と乗務 員 に結核 に

曝露 された可能性 を知 らせ るか どうか,ま た どの乗客 にそれを

知 らせ るかを決定する。

2) 航空会社 は保健所 と十分協力 し,乗 客 と乗務 員に結核 に

感染 した疑 いがあるこ とを知 らせ る。

3) 乗客 に結核 菌の曝露 に よ り将来起 こ りうる健康 リス クに

ついて迅速に知 らせ るため,航 空会社 はすべ ての乗客 に対 し自

宅や勤務 先の住所,電 話番号 を求める(註9)。

4) 航空会社 はすべ ての乗 務員 を十 分訓練 し,乗 客 の 中に結

核 患者がい ることが判明 した時,特 に咳嗽時 には予 防措置 をで

きる ように してお く。 またすべての航空機 には十分 に医学 的な

緊急時 に も対応 した設備,備 品 を確保 してお く(手 袋,N95マ

ス ク,痰 を とったテ ィ ッシュな どを処理 す るバ イオハ ザー ド

デ ィスポーザブルバ ッグ も含 めて)。

5) 航空会社 は伝 染性疾患 に専 門的知 識 を有 し常 に保健所 と

相談 で きる ような医師 と事前 に協議 してお く。

6) 航空機 内で発 生 した病気 や医学 的緊急事態 の全 記録 を少

な くとも3年 間は保存 してお く。

7) 地上待機 は最 小 限の時間 にすべ きで,最 大 の効 率 を持 っ

たHEPAフ ィル ター(0.3ミ ク ロンで99.97%)を すべ て の航空

機に設置し,常 に整備しておく。

註9:日 本において問題となるのは外国の航空会社あるいは国

内の航空会社の国際便である。航空会社は機内の座席位置の情

報は提供できるが,乗 客の住所,連 絡先までは知り得ないこと

が多い。そこで保健所は厚生労働省を通して法務省の協力を求

め,国 際空港の入国審査時の情報をもとに乗客名,住 所,連 絡

先等を確認するのがよい。あるいは,航 空会社がツアー会社や

マイレージカードから乗客名,住 所,連 絡先等を確認し,上記

(3)1),2)の ように保健所と相談し航空会社から乗客に連絡

することも考えられる。

(1) 航空機について

航空機についてはわが国でも世界保健機関のガイ ドラ

インを適用するのが よい。

その際,(1)活 動性結核の感染性,(2)飛 行時間,(3)搭 乗

から患者発見までの期間,(4)発 端患者 と曝露者の座席位

置について調査 し,(1)会社 と保健所への通知,(2)旅 客 と

搭乗員への通知の連絡について留意する。

診断した医師は保健所に連絡 し,患 者登録地の保健所

は,患 者が搭乗 した航空機が着陸した空港を所轄する保

健所および接触者のいる管内保健所 と連携 し,接 触者健

診等を行 う。

(2) 航空機以外の輸送機関について

1) 遠洋航海の船舶

2) 長距離バス

3) 列車

これ らの輸送機関における公式ガイ ドラインはない

が,航 空機による知見より概ね8時 間以上の旅行により

感染する危険が大 きいと考えてよい。

患者が上記輸送機関を利用 していることが判明した際

には,診 断 した医師は保健所に連絡する。

保健所 は発端患者および接触の状況 について調査す

る。

調査事項:(1)活 動性結核の感染性の有無(咳 の有無,

咳の期間),(2)乗 船,乗 車時間,(3)乗 船 ・乗車から患者

発見までの期間,(4)発 端患者 との座席位置

連絡:(1)会 社 と保健所への通知,(2)旅 客 と搭乗員への

通知

連絡に留意 し,上 記情報を基に接触者健診の実施,内

容について検討する。健診を行った際は,事 後措置の徹

底を図る。

患者登録地の保健所は輸送機関のある管内保健所およ

び接触者のいる管内保健所と連携 し事にあたる。
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