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第80回 総会シンポジウム

III抗酸菌症研究の最前線

座長1岡 田 全司 2白川 太郎

キーワーズ:結 核,抗 酸菌症,基 礎研究

シンポジス ト:

1.結 核感染症例のSNP解 析

白川太郎(京 都大学大学院医学研究科健康増進行

動学)

2.MAC症 の疾患感受性遺伝子研究

慶長直人(国 立国際医療センター研究所呼吸器疾

患研究部)

3.生 体の抗酸菌症感受性 と結核ワクチン研究

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)

4.抗 酸菌の病原性に関する分子遺伝学的研究

谷口初美(産 業医科大学医学部微生物学教室)

5.結 核菌の薬剤耐性に関与する遺伝子

阿部千代治(日 本ベクトン ・ディッキンソン株式会

社)

6.Toll-likereceptorと結核感染

竹田 潔(九 州大学生体防御医学研究所発生工学

分野)

結核菌を含む抗酸菌に対する宿主側の抵抗性は主とし

てT細 胞免疫によって担われている｡事 実,HIV感 染症

やT細 胞免疫不全(生 体の抗酸菌感受性)に 伴 う結核感

染合併が大きな問題 となっている｡し たがって,T細 胞

免疫を増強するワクチ ン療法や免疫療法が理論的のみで

なく,実 際的にも開発されつつある｡

一方,自 然免疫系の作動メカニズムはほとんど理解さ

れていなかった｡最 近,T｡ll｡likereceptor(TLR)フ ァミ

リーが病原体の構成成分の認識に関与していることが,

明らかになってきた｡結 核菌に対する生体防御において

も,TLRフ ァミリーによる結核菌の認識が重要な役割を

果たす可能性が考えられる｡本 シンポジウムでは,竹 田

潔が自然免疫系による結核などの病原体の生体内への侵

入を察知するメカニズムをTLRを 中心 とした受容体 の

解析から明らかにし,結 核感染における免疫系作動の分

子機構を包括的に理解することを目的とし,特 に,TLR

を介 したシグナル伝達機構を中心に解析 した｡

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｡岡 田全司はBCGよ りも100倍 以上強力な結核予防

ワクチン効果 を示す新 しいDNAワ クチン(Hsp65DNA

+IL.12DNAワ クチン)や リコンビナントBCGワ クチン

を開発 した｡し たがって,さ らに岡田全司は結核患者の

T細 胞免疫低下解析 とT細 胞免疫増強ワクチンの研究成

果を中心に,新 しい抗結核 ワクチンの臨床応用への動 き

と課題について検討 した｡

さらに,宿 主側の多因子疾患の感受性遺伝子を同定す

る方法として,多 型マーカーとの連鎖不平衡を利用 し,

大規模な領域 を関連解析でスクリーニングする手法が広

く検討 されている｡本 研究では,多 型性に富むマイクロ

サテライ トをマーカーとして利用 し,非 結核性抗酸菌症

と関連す る一塩基多型(SNP)を 同定する研究を慶長直

人が発表 し,結 核菌症と関連するSNP同 定の研究は白

川太郎が報告 した｡本 解析 により,未 だ確実な方法論の

ない疾患感受性候補領域の絞 り込みから感受性遺伝子の

同定に至る戦略を確立 し,それをシステム化することで,

今後,抗 酸菌症の疾患感受性遺伝子の同定が可能となる

と期待される｡

一方,抗 酸菌側か ら見た薬剤抵抗性や宿主の免疫力に

対する抵抗性について,阿 部千代治 は抗酸菌における

象独立行政法入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,2京 都大学大学院医学研究科健康増進行動学
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種 々の薬剤感受性遺伝子の長年にわたる解析をクリアー

カ ットに講演 した｡ま た最近,谷 口初美は結核 菌の

m田Fお よびその近傍遺伝子の放線菌の遺伝子 との類似

性に着 目し,こ れ らの遺伝子が抗酸菌 の増殖やphase

variationに与える影響 を明 らかにしつつある｡こ れによ

り休眠状態への変換機序を明らかにする手掛か りを得た

ことより,今 まで不明であった,結 核菌が宿主の抵抗性

をエスケープするメカニズム解明につながる研究が紹介

された｡

1.結 核感染症例のSNP解 析

京都大学大学院医学研究科健康増進行動学 白川 太郎

1.は じめ に

Commondiseaseあ るいは多因性疾患 と呼ばれる糖尿

病,虚 血性心疾患,高 血圧 といった疾患の病態形成にお

いては遺伝要因が重要であることが広 く認識されてい

る｡結 核などの感染症も例外ではなく,そ の発症には宿

主側の環境衛生 ・生活栄養状態といった要因に加え,免

疫反応に影響をもたらす遺伝要因が深 く関わることがこ

れまでに強 く示されてきた｡特 筆すべきは,近 年,非 定

型抗酸菌やBCGに よる致死性の重症感染 をきたした家

系や小児患者群から,イ ンターロイキンー12(IL-12)お

よびインターフェロンーγ(IFN一γ)と いったTH1免 疫

反応の中心を担 うサイ トカイン関連遺伝子の欠損 ・変異

が相次いで見出された点である｡こ れら一連の報告によ

り,i著 しいTH1活 性の低下が抗酸菌症 をはじめ とした

細胞内寄生性病原体への選択的易感染性をきたすことが

明 らか とな り,"Mendeliansusceptibilitytomycobacterial

disease"(MSMD;MIM)と いう新たな疾患概念が確立さ

れるに至った｡

2.結 果

これらの知見をふまえ,わ れわれは独 自の多型解析の

結果,IL-12受 容体β1鎖(ILI2RB1)に3カ 所 の ミスセ

ンス多型が あることを見出 し,そ の リス クアリルが

IL-12(お よびU-23)の 受容体 に対す る反応性 を低下さ

せ,最 終的にIFN一γを介 したTH1免 疫反応が減弱する

ことで結核感染への感受性に寄与 していることを報告し

た｡ま た,そ の後のわれわれの行った関連解析では他の

TH1反 応に関連 した候補遺伝子については結核感染 との

相関は認めなかった｡

一方で,ヒ トやマウスのゲノム情報の整備に伴い,こ

れ まで様々な遺伝解析手法を駆使 して抗酸菌感染症の感

受性遺伝子(座)の 同定が試みられてきた｡代 表的に用

い られてきたのは,3つ の手法,す なわち①動物モデル

を使った解析,② 候補遺伝子アプローチ,③ 全ゲ ノム連

鎖解析,で ある｡マ ウスの解析から同定された例として

は,NrampIが よく知 られてお り,そ の後の患者対照研

究でも,ヒ トにおけるNRAMP1の 遺伝子多型と結核 と

の強い相関が確認 されている｡ノ ックアウトマウスの解

析か らも宿主の感染防御に関わる遺伝要因の研究が進め

られてお り,例 えば■h12欠 損マ ウスはBCGや 結核感

染により感受性が高いことが知 られている｡関 連解析を

用いた研究か らはNRAMP1以 外の有力な候補遺伝子と

して,MHCclassII,vitaminDreceptor(VDR),mannose

bindinglectin(MBL),ILlRAIILlB,IL12RB1な ど が 報

告 されている(Table1)｡ま た全ゲノム連鎖解析 によっ

て,主 として2q35(1>RAMP1領 域),15ql1-13,Xq27の

3領 域が結核 と連鎖のある遺伝子座 として同定 されてい

る｡し か し,こ れまでに見出されたこれ らの候補遺伝子

は結核感染における宿主側の全遺伝要因の一部を説明し

ているにすぎず,今 後さらなる結核感受性遺伝子同定へ

向けての幅広い研究が必要である｡

このような状況を踏まえてわれわれは,す でに発表さ

れた結核の感受性遺伝子11個 における18SNPに ついて

われわれのサンプルを用いて検討を行うこととした｡サ

ンプルは和歌山のサンプル,東 京のサンプル,九 州のサ

ンプルの,3地 域のサ ンプルを用い合計764名 ,各 々の

地域での正常対照を用いて解析 を行 った｡そ の結果,

NRAMP1遺 伝子(GTとSNP)とIL12RB1遺 伝子 に関連

を認めたが,す べてのサンプルにおいて関連を認めたの

は,NRAMPI遺 伝子内のSNPの みであった｡こ れ らの

結果は,す でに発表 された論文の結果 と一致するもの

で,現 在世界で人種を超えて関連を認めている遺伝子は

NR,4Mpiの みである｡し か しなが ら,そ の機能的な意

味は現在のところ不明である｡

結核感染の特殊な例 として,薬 剤耐性の問題が次にあ

げられるが,本 来この問題は,結 核菌側の問題 として処

理されてきた｡し か し,集 団発生例 において,一 部に薬

剤酎性が生 じることか ら,一 部には宿主側の問題 もある

と考えられる｡そ こで,薬 剤耐性を獲得 した症例におい

てどのような遺伝子が関与するかの検討が必要 と考えら

れた｡
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Table Relationshipbetweentuberculosisandcandidategenesinmanypopulations

Candidate

gene
ChromosomeAlle豊icgene/Polymolphism Population

SampleOddsratio

(patients/normal)/pvalue

Refer-

ence

MIO

ILIRAALIB

皿.IRA

NRAMPl

NRAMPl

NRAMPl

NRAMPl

IL8

1L12B

HLAclassI

HLA-DRBl

HLA-DRBl

HLA-DRBl

HLA-DQBl

MBL

MBL

SP

VDR

VDR

IFNG

P2×7

1L12RBl

IL12RB1

1q31-q32

2ql4-14.2

2q14-14.2

2q35

2q35

2q35

2q35

4q13-q21

5q31.1-q33.1

6p21.3

6p21.3

6p213

6p21.3

6p21.3

10q11.2-21

10qll.2-21

10q22-q23

12q12-14

12q12-14

12q14

12q24

19p13.1

19p13.1

一1082A→C

ILIRAA2-IILIB(十3953)Al十

allele2

1NT4C十3'UTRde1

3'UTR

5'(GT)n,Asn543Asp

INT4C

-251T→A

(ATT)8

A1,Cw6,Cw7

DRBI*1501

DRB1*1501

DRB1*1501

DQB1*0503

R52c,G54D,G57Q

G54D

lA3

codon352(tt)

FokIfforundetectableVD

874A→T

-762T→C

R214-T365-R378

-2C→T

Gambian358/106
GujaratiAsian54/65

Gambian>400/400
Gambian410/417
Korean192/192
Japanese267/202
Guinea-Conaky44pedigree
White/AfricanAmericanl67/180
HongKongChinese
Indian
NorthIndian
SouthIndian
Mexican
Cambodian
Indian
SouthAfrican
Mexican
Gambian
GujaratiAsian
SouthAfrican
Gambian
Japanese
Moroccan

516/514

235/289

20/46

126/87

50/95

78/49

202/109

91(64)/79

107/101

408/414

71/42

313/235

323/347

98/197

101pedigree

1.8(1.2-2.9)

0.028

0.03
4.1(1.9-9.1)

1.8(1.1-3)

1.9(1.3-2.6)

<0,04

3.5(1.5-8.1)

2.1(15-3.2)

<0.001

4.8(1-23.3)

2.7(1.3-5.9)

7.9(2.7-23.1)

0.005

0.008

)

)

)
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)

)

)
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5
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7

8

9

1

1

1

1

1

1
<0.017(<0.002)16)

9.3(1.6-53.4)

O.01

5.1(1.4-18.4)

0、0055

0.55(0.32-O.93)

25(1,2-5.0)

2.7(1.2-6.1)

17)

18)

19)

20)

21)

22)

23)

ILIRA,IL-1receptorantagonist;NRAMP1,naturalresistance-associatedmacrophageproteinl(SLCIIAI);MBL,mannosebinding

lectin;SP,surfactantprotein;VDR,vitaminDreceptor;IFNG,IFN一 γ;P2×7,P2×7purinergicreceptor;】[L12RB1,】L-12receptorβ1
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2003,23)Remusetal.JInfectDis,2004.
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以上のような状況を踏まえて,結 核患者において薬剤

耐性現象が生じる理由として,

(i)結 核菌に対する感受性あるいは耐性が異なると考

える

(ii)結核菌への感受性 は同 じであるが,単 に薬剤への

感受性が異なる

以上の2つ が考えられる｡こ の2つ の仮説のどちらが

正 しいかを解決するには,

(i)こ れまでの感受性遺伝子群について解析を行 う

(ii)薬剤感受性については,全 ゲ ノムで解析を行 う

以上2つ の作業を行 うことで解決が可能であると考え

られる｡

3.ま とめ

上記の討議を踏まえて解析を行ってお り,結 核感受性

遺伝子群では,NRAMP1のSNPパ ター ンに違いが見 ら

れる可能性があ り,ま た耐性結核患者との比較でもこの

遺伝子のみが関連すると考えられる｡こ の理由として細

胞内処理の違いが関係する可能性があることが認められ

た｡

2.MAC症 の疾患感受性遺伝子研究

国立国際医療センター研究所呼吸器疾患研究部 慶長 直人

は じ め に

免疫関連遺伝子変異研究によって,感 染の成立,発 症,

病型にどれだけの遺伝子多型がどの程度関与するかが明

らかになれば,難 治であるヒ トMAC症 など抗酸菌感染

症の新たな予防,治 療戦略へ道が開けるものと期待され

る｡動 物モデルや細胞生物学的な研究により,抗 酸菌症

研究は,大 きな進歩を遂げたが,複 雑な人における感染

症の病態を解析する有効な手段は未だに限られてお り,

遺伝子多型を用いたアプローチは,ま さに人を対象とす

るその直裁性 と解析方法の客観性の点から,抗 酸菌症研

究においても,重 要な位置を占めつつある｡

今日,感 染症の免疫遺伝学研究が盛んに行われる背景

には,候 補遺伝子アプローチの基礎 となる多型情報が十

分,公 共データベース上に蓄積 されてきたこと,ゲ ノム

ワイドアプローチによる新規疾患関連遺伝子の局在の推

定が技術的にも比較的手軽に行われるようになったこと

があげられる｡い ずれ も,ヒ トゲノムプロジェク トの発

展がもたらした産物である｡抗 酸菌感染症の候補遺伝子

は,サ イ トカイン,ケ モカインやそれらのレセプターな

どオーソドックスな免疫関連分子,マ ウスを中心 とした

動物モデルから得られた疾患関連分子のヒト相同性遺伝

子,ノ ックアウトマウスにおける感染実験の結果などか

ら選択 されている｡

そもそも感染症における疾患感受性,抵 抗性に関連す

る遺伝素因として最 も医学的によく知 られている事例

は,マ ラリア抵抗性 を示す遺伝性異常ヘモグロビン症で

あろう｡遺 伝的に異常のあるヒ トの赤血球は,マ ラリア

原虫にとって,感 染,生 育 しづ らいi環境を与えることに

なる｡こ の例は,遺 伝要因が感染症の発症に対 して,と

きとしてきわめて顕著な働 きを示すことがあること,ま

た遺伝子変異の選択圧として感染症が大 きな役割を果た

してきたことを推測させるものである｡

このような特殊な例だけでなく,お そらく一般集団に

おいても,宿 主側の遺伝要因が,感 染症の疾患感受性に

重要な役割を果たすものと推測されている｡多 くの感染

性疾患では家族内集積の傾向が見 られる｡遺 伝要因が存

在すれば,一 般人口における発症危険率に対 して,発 症

者の同胞 に同一疾患が発症する危険率(λs)が 高 くな

る｡た とえば,1型 糖尿病や,多 発性硬化症 などではこ

の値は15～20く らいとされている｡感 染症では,同 一

家族内では,同 一環境で,同 一病原体へ曝露 されやすい

ことか ら,λsは 過大評価 されやすいものの,多 くの場

合,1近 くから10程 度と考えられている!)｡

感染症発症に関する双生児研究や養子研究において

は,環 境要因の関与をできるだけ一定 にした状態で も,

遺伝要因の関与が十分認められることが報告 されてき

た｡一 卵性 と二卵性双生児の研究では,結 核症の一卵性

双生児における発症頻度の高さが知 られている｡人 種集

団間の有病率の差異は,し ばしば遺伝素因が発症に関与

する根拠 とされる｡た だし,多 くの環境要因,病 原微生

物の株にも,地 理的分布の違いが認められるため,こ の

解釈 は慎重である必要がある｡家 系研究の結果か らは,

これまで感染症は,多 因子疾患ではあるものの,主 要な

少数の感受性遺伝子と病態を修飾するそれ以外の多 くの

遺伝子の存在が示唆されている｡

MAC症 の候補遣伝子アプローチ

感染症 の疾患感受性遺伝子研究 として,急 速に発展

し,現 在でも,最 も頻繁に行われている手法は,候 補遣

伝子の遺伝子多型頻度を症例対照群間で比較して,関 連

解析により,疾 患感受性,抵 抗性を明らかにしようとす
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TableSearchforpredisposingfactorsinpulmonaryMACdisease

A.Candidategene

SporadicpulmonaryMACdisease

(1)HLA-DR6(TakahashiM,etal.;KuboK,etaL;A工RCCM2000)

(2)ハIRAMPI(ourstudy)

Familialrr}ycobacterialdisease

(1)IFNγ 一receptor1(NewportMJ,etal.;NEJM」996)

(2)IFNγ イeceptor2(DormanSE,etal.;JCL1998)

(3)STAT1(DupuisS,etal.;Science.2001)

(4)IL42p40subunit(PicardC,etal.;AJHG.2002)

(5)IL-12receptorβ1(AltareF,etal.;deJongR,etal・;Science・1998)

B.Genome-widesearchforpredisposinggenes

[lndividualGenotyping]

Sample1

Sample2

Samp夏e3

Sample4

Length(bp>

1902σ021O ム
,100samples×20,000m、arkers×2

[===〕 〔 亙====コ=4・OOO・OOOPCRs一一一=
●
O
O

Sample100 一 〔
AlleleA

〔PooledGeno

Cases

Samp}e1--100

Controls

BCDEF

Sample1,-100,

AlleleA BCDEF

1pooledDNA×20,000markers×2
=40

,000PCRs

Fig.Principleofpooltypingofmicrosatellitemarkers

るアプローチである｡感 染症の候補遺伝子を選択する際

には,感 染症の免疫機構の解明に伴い,重 要 と認識され

た分子,す なわち,HLAお よび抗原提示機構 に関連す

る分子群,サ イ トカイン,ケ モカインなどを対象にする

ことが一般的である｡次 に動物(主 にマウス)に おける

病原体感受性に関わる遺伝子がポジショナルクローニン

グなどにより同定された場合,そ のヒト相同遺伝子が候

補になっている｡細 胞内寄生細菌抵抗性に関わるヒ ト

NRAMP1遺 伝子 と結核との関連が よい例である2)｡

MAC症 に関 しては,単 一遺伝子による,免 疫不全 を

伴 う全身性播種性のMAC感 染症の家系が国外か ら報告

されている(Table)｡Thlサ イ トカインに関連 した遺伝

子の異常 によるものがほとん どである｡こ の ことは,

MAC症 においても,結 核その他の肉芽腫性疾患同様,

Th1系 免疫応答が感染防御に重要な役割を果たしている

ことを示している｡

一方
,明 らかな全身免疫異常を伴わない,中 高年女性

に多 く見 られるMAC症 孤発例について,症 例を集積 し

て,症 例対照研究の形で,候 補遺伝子の遺伝子多型の頻

度が,症 例群に有意に高い(疾 患感受性),有 意に低い

(疾患抵抗性)こ とを検討 している報告 は,限 られてい

る｡オ ッズ比2程 度までの弱い関連を示す遺伝子多型の

有意差を再現性よく検出するには,そ れに相応 したサ ン

プル数が必要であ る3>～6}｡MAC症 においては,HLA-

DR6と の関連が報告 されているが,検 討は必ず しも十分

ではなく,多重比較の補正の問題をクリアしたとしても,

DR6自 体の機能が,MAC症 発症 と関連するのか,肌A

領域にあるHLA遺 伝子以外の免疫関連遺伝子が,MAC

症の疾患関連遺伝子となっているか,不 明な点は多い｡

MAC症 と候補遣伝子との関連性

われわれは,国 立病院機構東京病院との共同研究によ
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り,2001年 より,MAC症 の候補遺伝子関連解、析 を開始

して,こ れまで,自 然抵抗性関連マクロファージ蛋自

(NRAMP1),ビ タミンDレ セプター(VDR),マ ンノー一

ス結合 レクチ ン(MBL)な ど,結 核症ですでに関連が報

告されたことのある主な遺伝子多型について,症 例111

例,対 照177例 で検討 を行い,NRAMPI遺 伝 子多 型 と

MAC症 との間に有意な関連 を認めた(田 中:投 稿準備

中)｡

MAC症 とゲノムワイ ド関連解析

われわれは,さ らに国立病院機構近畿中央胸部疾患セ

ンターを中心 とした多施設研究 によって得 られた300症

例のMAC症 検体を用いて,東 海大学猪子英俊教授 との

共同研究により,同 教授の開発 されたpo◎ledsamplesに

よる,約2万 マーカーのゲノムワイ ドマイクロサテライ

ト関連解析を実施 した(Fig.)｡3段 階のスクリーニング

に よ り,抽 出 され た43マ ー カ ー につ い て,現 在,

individualtypingを行っている｡有 意なマーカーが得られ

れば,そ の周辺にMAC症 感受性遺伝子の存在が期待さ

れる｡

お わ り に

抗酸菌感染症の疾患感受性,抵 抗性 に影響を与える遺

伝 因子の詳細は,ま だ十分に解明されたとはいえず,現

在,他 の多因子疾患同様,罹 患同胞対解析やゲノムワイ

ド関連解析などの方法が試行されている｡感 染症関連遺

伝子多型の解明は,現 存の生物が病原微生物に対する防

御機構 を進化させてきた道の りをたどる研究で もあ り,

その長期にわたる攻防を垣間見ることにより,こ れまで

に予想されなかった,新 たな予防,治 療法が開ける可能

性もあり,今 後の進展が期待 される｡
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3.生 体の抗酸菌症感受性 と結核ワクチン研究

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 岡田 全司

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

万人が死亡 している,最 大の感染症の1つ である｡

結核菌に対する宿主側の抵抗性は主 としてT細 胞免疫

によって担われている｡事 実,HIV感 染症やT細 胞免疫

不全(生 体の抗酸菌感受性)に 伴う結核感染合併が大き
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Tab且eSurvivalofcynomolgusmonkeysimmunizedwithHVJ-liposome/

Hsp65DNA十IL-12DNAvaccineandrecombinant72fBCGvaccine

Vaccination
Total

monkeys
Survival %Survival

HVJ-liposome1Hsp65DNA

十 皿112DNA

Recombinant72fBCG

BCGTokyo

Saline

4

4
.
4

4
.

2

つ
」

(∠

0

50

《
ゾ

0

0

7

5

Cynomolgusmonkeys(4monkeys/group)wereimmunizedthreetimes(every3weeks)

with(1)HVJ-liposome/Hsp65DNA十IL-12DNAvaccine,(2)r72fBCGvaccine,(3)

BCGTokyoand(4)salineascontrolgroupasdescribedinSection2.Onemonthafter

lastimmunization,M.TB(Erdmanstrain5×102)waschallengedbyintratracheally

instillation,Survivalwasstudiedmorethanl4months.

な 問題 とな って い る｡し たが っ て,T細 胞 免 疫 を増 強 す

る ワ ク チ ン療 法 や 免 疫 療 法 が 理 論 的 の み で な く,実 際 的

に も開発 さ れつ つ あ る1)～4)｡

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100倍 以 上 強 力 な結 核 予 防

ワ ク チ ン効 果 を示 す 新 しいDNAワ ク チ ン(Hsp65DNA

十IL-12DNAワ クチ ン)や リ コ ン ビナ ン ト72fBCGワ ク

チ ンを 開発 した(Fig.)｡し た が っ て,結 核 患 者 のT細 胞

免 疫 低 下 解 析 とT細 胞 免 疫 増 強 ワ クチ ンの研 究 成 果 を 中

心 に,新 しい抗 結 核 ワ クチ ンの 臨床 応 用 へ の動 き と課 題

につ い て 検 討 す る｡

方法と結果

〔A〕生 体 の 結核 菌 抵 抗性

CD8+T細 胞 が結 核 菌 で 感染 したMψ をFas-independent,

granule-dependentの 機 構 で 溶 か し,最 終 的 に は 結 核 菌 を

殺 す こ とが 報 告 され て い る｡こ の キ ラーTの 穎 粒 内 の蛋

白で あ るgranulysinは 直接 細 胞 外 の 結 核 菌 を殺 す｡

多 剤 耐 性 結 核 患 者 末 梢 血 リ ンパ 球 をPPDで4日 刺 激

して,リ ンパ 球 のgranulysinmRNAをRT-PCRに て 定 量

した｡そ の結 果 多 剤 耐 性 結 核 患 者 で は健 常 人 に比 し著 明

な低 下 が 認 め られ た｡ま た,糖 尿 病 合 併 の 難 治 性 結 核 で

は キ ラ ーT細 胞 低 下 例 が 認 め られ た｡

〔B〕結 核 ワ ク チ ン

[1]HVJ-liposome/Hsp65DNA十 皿.-12DNAワ ク チ ン

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)｡わ れ わ れ は ①

Hsp65DNA十IL-12DNA(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IFN一 γ,IL-2,IL6の 産 生 を

増 強 した｡

〔治 療 ワ ク チ ン〕さ ら に,Hsp65DNA+IL-12DNAワ

クチ ンは治 療 結 核 ワ ク チ ン効 果 も示 し た｡欧 米 で は 治 療

ワ ク チ ンは未 開発｡

[II]リ コ ンビ ナ ン ト72fBCGワ クチ ン
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Mtb39とMtb32の72f融 合 蛋 白DNAを 導 入 したr72f

BCGワ ク チ ン はマ ウス お よび モ ル モ ッ トの系 でBCGよ

り も強 力 な ワ クチ ンで あ る こ と を示 した｡

[III]モ ル モ ッ ト(結 核 菌 吸 入 感 染 系)を 用 い たHsp65

DNA十IL-12DNAワ クチ ンの 有 効 性

Hsp65DNA十IL-12DNAワ ク チ ン はBCGワ ク チ ン に

比 較 して有 意 差 を も って 肺 の 結 核 肉芽 腫,病 理 所 見 の 改

善 を認 め た(granulomaindexの 改 善 効 果)｡結 核 菌 に特 異

的 なIFN一 γ産 生T細 胞 数 の 増 強 をElispotAssayで 明 ら

か に した1)2)｡

[IV]新 しい ヒ ト生 体 内 抗 結 核 免 疫 解 析 モ デ ルSCID・-

PBL/hu〔IL-2レ セ プ タ ー γ鎖 ノ ッ ク ア ウ トNOD-SCIDに

ヒ トPBLもi・p投 与 して作 製 した 〕を初 め て 開 発 した｡

こ れ を 用 い て もHVJ-liposome/Hsp65DNA+IL-12DNA

ワ クチ ン効 果 を解 析 中で あ る｡

(1)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 ・-TSt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(Fig.)｡

(2)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(NatureMed.1996)の 結核 感 染 モ デ ル を

用 い.HVJ-liposome/Hsp65DNA+IL-12DNAワ クチ ン,

r72fBCGワ ク チ ンの有 効 性 を得 た1)2)5)｡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｡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-12DNAワ クチ ン投 与 群 お よびr72fBCGワ クチ

ン は著 明 な延 命 効 果 を認 め た(Table)5)｡Ag85B-ESAT-6

融 合 タ ンパ ク 質(Anderson博 士 ら)ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス

に85ADNAを 導 入 した ワ ク チ ンやr85BBCG(Horowit2

ら)もclinicaltrial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Hsp65DNA+IL-12DNAワ ク チ ンが あ げ ら

れ る｡最 も有 力 な もの と して,①Hsp65DNA+IL-12

DNAワ ク チ ン,②r72fBCGワ クチ ン,③72ffUsion蛋 白

ワ ク チ ン(す で にphaseIclinicaltrial)+BCG東 京 が あ げ

られ る｡

[VI]WHOSTOPTBVACCINEMeeting

2004年4月 にWHO会 議 が 開催 され 新 しい結 核 ワ ク チ

結核 第80巻 第9号2005年9月

ン の 報 告 が な さ れ た｡(1)Hsp65DNA+IL-12DNAワ

ク チ ン は き わ め て 高 い 評 緬 を受 け た｡(2)r72fBCGワ

クチ ンと とも に期 待 さ れ て い 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WHOSTOPTBPartnershipお よ びWHOSTOPTB

VACCINEGROUPMEETINGに 選 出 され た｡わ れ わ れ の

Hsp65DNA+IL-12DNAワ ク チ ン が 高 く 評 価 さ れ た

(Table)｡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.

Hsp65DNA+IL-12DNAワ ク チ ンお よ びr72fBCGワ ク

チ ンの 臨床 応 用 を計 画 して い る｡
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博 士 ら との 共 同研 究｡厚 生 労 働 科 学 研 究 費 新 興 ・再 興 感

染 症 研 究 事 業 の支 援 を受 け た｡

文 献

1)岡 田 全 司:結 核 感 染 と サ イ トカ イ ン,医 学 の あ ゆ み.

2004;209-213.

2)岡 田 全 司:結 核 菌 症 の 病 態 解 明 に 基 づ く新 た な 治 療 法

等 の 開 発 に 関 す る 研 究:[抗 結 核 キ ラ ーTリ ン パ 球 ・

結 核 殺 傷 蛋 白 に よ る 病 態 解 明 に 基 づ く結 核 ワ ク チ ン

(サ ブ ユ ニ ッ トー ・DNA・ 一・リ コ ン ビ ナ ン トBCG一 ワ ク

チ ン)・ 化 学 療 法 剤 の 開 発 に よ る 新 し い 治 療 ・予 防 ・

診 断 法].厚 生 科 学 研 究 費 補 助 金 実 績 報 告 書 ・研 究 報 告

書.2004;1-128.

3)OkadaM,TanakaT,lnoueY,etal.:Novel(recombinant

BCGandDNA-)vaccinationagainsttuberculosis .Thirty・-

SeventhTuberculosisandLeprosyResearchConference.

2002;171-175.

4)OkadaM,YoshimuraN,KaiedaT ,etal.:Establishmentand

characterizationofhumanThybridcellssecretingimmuno-

regulatorymolecules.ProNatAcadSciUSA.1981;78:

7718-7721.

5)KitaY,TanakaT,YoshidaS,etal.:NovelrecombinantBCG

andDNA-vaccinationaga㎞sttuberculosisinacynomolgus

monkeymodel.Vacc血e.2005;23:2132-2135.



Symposium/FrontierofMycobacteriumResearch 621

4.抗 酸菌の病原性に関する分子遣伝学的研究

産業医科大学医学部微生物学教室 谷口 初美

は じ め に

結 核 菌 の増 殖 に 関 す る 因子 お よび そ の 遺伝 子 に 関 して

は既 に多 くの報 告 が あ る｡ま た 菌 の休 眠状 態 に 関 す る 増

殖 制 御 系 の遺 伝 子 群 の報 告 も近年 相 次 い で い る｡

わ れ わ れ は 放 線eeStreptomyceskasugaensisのoiプ3,

oげ5遺 伝 子 が 増 殖 の 制 御 に 関 す る 遺 伝 子 で,結 核 菌 の

mlHF,Rvl390と ア ミノ酸 レベ ル で 高 い ホ モ ロ ジー を 有

す る とい う情 報 を得 た(fromK.Akagawa、personalcommu-

nication)｡そ こ で 結 核 菌 のintegrationhostfactor(mlHF)

とそ の近 傍 遺 伝 子 をMycobacteriumsmegmatisJ15CS株 に

導 入 し,こ れ らの 遺伝 子 がJ774細 胞 内で のM.smeg〃zatis

の増 殖 を制 御 す る とい う現象 を見 出 した の で報 告 す る｡

材料と方法

(1)形 質 転 換 体 作 成

大 腸 菌 ・抗 酸 菌 シ ャ トル ベ ク ター と して,pYT923i)

にhygromycin耐 性 を組 み 込 ん だ改 良 型 のpYT923hygα

を,宿 主 に はM.s〃zegmatisJ15CS株 を用 い た｡ヒ ト型 結

核 菌M.tuberculosisH37RvのmlHF,〃3澱 盈8厭 一Rv1390遺

伝 子 を含 む 断 片 を ベ ク タ ーpYT923hygaに 挿 入 し,こ

れ ら組 換 え体 をM.smegmatisJlsCS株 に形 質 転 換 して,

J15CS/pYT923hygα,J15CS/mlHF,J15CS/m1HF-8mk-

Rv1390を 得 た｡

(2)Invitro実 験

普通 寒 天培 地 で の培 養 とziehl-Neelsen染 色 を行 っ た｡

Tween80加L-broth,37℃ で 培 養 し,増 殖 曲 線 を 作 成 し

た｡普 通 寒 天 培 地 上,7日 培 養 の コ ロ ニ ー につ い て は,

走 査 型,透 過 型 電 子 顕 微 鏡 観 察 を行 っ た｡

(3)Exvivo13S験

マ ウス マ ク ロ フ ァ ー ジ 系J774細 胞 をLab-Tekchamber

slideあ る い は24wellplateにmonolayerに 調 整 し た｡普

通 寒 天 培 地 で7日 間培 養 した後,5μmの フ ィル ター で

ろ過 し,106～7CFU/wen感 染 させ た｡3時 間 食 菌 後,2

回洗 浄 し,amikacin200μ9/ml加RPMI1640mediumで さ

らに2時 間培 養 し,細 胞 外 の 菌 を殺 菌 した｡medium交

換 後,5%CO2incubatorで37℃3日 間 培 養 し た｡Ziehl-

Neelsen染 色 と細 胞 内 生 菌 数 を計 測 し た｡ま たM.smeg-

matisJ15cs/pYT923hygα,J15cs/h21HF-8mk-Rvl390の

感 染2日 目 の 細 胞 に つ い て 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 し

た｡

結 果

M.sme8matis∫15CS,J15CS/pYT923hygαtJ15CS/

mlHF,J15CS/mlHF-gmk-Rvl390の 普 通寒 天培 地 上 で の コ

ロニ ー の 大 き さ,Ziehl-Neelsen染 色 に よ る 菌 の 大 き さ,

抗 酸 性,液 体 培 地 で の増 殖 曲線 に 差 は な か っ た(Fig.1)｡

走 査 型 電 子 顕微 鏡 像 に違 い は認 め られ な か っ た が,透 過

型 電 子 顕 微 鏡 で菌 体 内微 細 構 造 を観 察 した 結 果,Jl5CS/

mlHF-gmk-Rv1390の 細 胞 壁 の 内側 が 肥 厚 して い た｡

」774細 胞 感 染 直 後 の 取 り込 み に差 は な か っ た｡し か し

1日 培 養 後 に はJ15CSImlHF-gmk-Rvl390以 外 の 形 質 転
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換 体 は菌 の伸 長 が 認 め られ,細 胞 内で 生 残 し,明 瞭 な抗

酸 性 を示 して い たが,J15CSImlHF-gmk-Rvl390は 菌 の伸

長 が 認 め られ ず,抗 酸 性 も低 下 して い た｡3日 目に は こ

の 差 は 顕 著 で あ っ た｡ま た 宿 主 のJ774細 胞 も変 化 して

い た(Fig.2)｡JI5CS/pYT923hygα,J15CS/mlHF-gmk-Rv

1390を 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 した 結 果,菌 がJ774細

胞 の 食 胞 内 に取 り込 ま れ て い る像 が 認 め られ た｡J15CS/

pYT923hygα は小 さな 食 胞 内 に正 常 な菌 が 観 察 され た｡

しか しJ15CS/〃ilHF-gmk-Rv1390は 大 き な 食 胞 内 に 変 化

した菌 が 認 め られ た｡菌 体 内 に膜 様 構 造 の 形 成 が 認 め ら

れ,電 子 密 度 の低 い 内 容構 造 が 見 られ た｡し か し,こ れ

らの 細 胞 内 生 菌 数 を 計 測 した 結 果,差 は 認 め られ ず,

J15CS/mlHF-gmk-Rv1390は 」774細 胞 内 で 生 残 し て い る

こ とが 確 認 され た｡

考 察

M.smegmatisJ15CSはJ774細 胞のみでなく,ヒ ト肺胞

上皮細胞であるA549細 胞でも取 り込まれ,生 残 した｡

しか し,小 川培地で培養 した菌は容易に殺菌され,生 残

するためには感染させる時の菌の状態が重要であった｡

遺伝学的背景が同じ結核菌であっても,感 染性が異なる

ことが知られてお り,ヒ ト側の感受性遺伝子の解析等が

行われているが,菌 側の要因として,こ の現象の解明は

貴重な情報を提供すると考えられる｡

結 核 菌 のmlHF-gmk-Rv1390の3つ の 遺 伝 子 を破 壊 す

る こ と な くM.smegmatisJlsCSに 挿 入 し た も の は,in

vitroで は差 が なか っ たが,電 子 顕 微 鏡 で は細 胞 壁 の 内側

が 肥 厚 して い る像 が 観 察 され た｡こ の 部 位 は 結核 菌 の 細

胞 壁 のペ プチ ドグ リカ ン層 の位 置 で あ っ た｡こ の 物 質 に

つ い て は現 在 解 析 中 で あ る｡

」774細 胞,A549細 胞 内 増 殖 に 関 して は,3日 目に は

mlHF-gmk-Rvl390を 有 す る 菌 は 空 洞 内 で 休 眠 状 態 に な

っ た結 核 菌 の像 と酷 似 して い た｡透 過 型 顕微 鏡 に よ る微

細 構 造 で は,J15cs/pYT923hygα は 狭 い 食 胞 内 に 正 常

な菌 体 が 認 め られ,細 胞 内 寄 生性 細 菌 で あ る レ ジ オ ネ ラ

が 細 胞 内 で分 裂 ・増 殖 して い る 時 の 像 に似 て い た｡し か

しJ15CS/mlHF-gmk-Rvl390の 場 合 は,食 胞 が 広 く,そ

の 中 に い る菌 は菌 体 内構 造 が 変 化 し,膜 様 構 造 が 形 成 さ

れて い る ものが あ っ た｡

S.kasu8aensisのORF5はRNApolymeraseの ωsubunit

で あ る と報 告 され て い る2)｡ωsubunitはRNApolymerase

の立 体構 造 維 持 に重 要 な 役 割 を して お り,σfactorと の

相 互 作 用 に も影 響 を与 え る もの で あ る｡ス トレス 下 で は

ωsubunitに 変 化 が 生 じ,σfactorも 定 常 状 態 とは 異 な る

も の が 選 ば れ,合 成 され るmRNAも 異 な っ て く る と思

わ れ る｡結 核 菌 のRvl390タ ン パ ク はS.kOsugaensisの

ORF5と 高 い相 同性 を示 し,結 核 菌 の ωsubunitで は ない

か と考 え られ る｡一 方,mlHFタ ンパ クはstationaryphase
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で 合 成 が 始 ま り,菌 の 生 存 に必 須 の 遺 伝 子 で あ る こ とが

M.smegmatisを 用 い た 研 究 で 明 ら か に な っ て い る3)｡

S.kasu8aensisのORF3タ ンパ ク は結 核 菌 のmIHFタ ンパ

ク と 高 い 相 同性 を 示 し,増 殖 様 式 の 変 換 に,ORF5と と

も に 重 要 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る｡結 核 菌 の

Rvl390単 独 か,ま た はmlHF-gmk-Rv1390の3つ の 遺 伝

子 が 関 連 してM.smegmatisの 増 殖 を休 眠状 態 に 誘導 して

い る こ とが示 唆 され,さ らに解 析 が 必 要 で あ る｡

結 核 菌 は増 殖 が遅 く,凝 集性 が 強 く,バ イ オハ ザ ー ド

の面 か ら も実 験 上 の 制約 が大 きい｡さ ら に カル タヘ ナ 議

定 書 の批 准 に伴 い,組 換 えDNA実 験 は2004年 よ り法 規

制 と な っ た｡結 核 菌 を用 い た組 換 えDNA実 験 は大 臣 承

認 と な り,さ らに実 験 上 の厳 しい 規 剃 が 生 じた｡こ こで

紹 介 したM.smegmatisJ15CSとpYT923hygaの 宿 主 ベ ク

ター 系 を用 い た 結 核 菌 のmlHF-gmk-Rv1390遺 伝 子 の研

究は,結 核菌の細胞内増殖性,休 眠状態への移行を分子

遺伝学的に研究するうえできわめて有用な系であると考

える｡
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5.結 核菌の薬剤耐性に関与する遺伝子

日本ベク トン・ディッキンソン株式会社 阿部千代 治

壌.薬剤耐性結核の現状

1994年 に世界保健機関(WHO)は 国際結核肺疾患予防

連合(IUATLD)と 協力 し,薬 剤耐性結核の広が りを調

べることを目的とした世界規模のプロジェク トを開始 し

た｡こ れまでにWHOAUATLDか ら3つ の報告が出され

た1}～3)｡サーベイランスの成績は,薬 剤耐性は世界の至

る所で起 こっていることを示 している｡

第3報 には62力 国77地 域の成績が載せ られている｡

初回治療例で主要4薬 剤のいずれかに耐性の頻度が25%

以上の国または地域が13地 域あ り,こ れ らのうち4地

域は35%以 上であった(カ ザフスタン57.1%,ウ ズベキ

スタンのカラカルパクスタン48,1%,中 国の遼寧省42.1

%,ロ シアの トムスク州37.3%)｡耐 性頻度の高い4地 域

は,治 療が困難なMDR-TBの 頻度 も10%以 上であった｡

また初回治療例で耐性頻度の高い地域は既治療例の耐性

も高頻度であった｡多 変量解析の結果,初 回治療例の全

体の耐性およびMDRは 再治療例の割合 と正,GDPな ど

の経済的な因子と負の関連がみられた｡し かし,DOTS

の遂行やHIV感 染の割合 と有意の関連はみ られなかっ

た｡

わが国の結核療法研究協議会は5年 毎に入院時に分離

された結核菌の薬剤耐性頻度を調査 して きた｡2002年

のサーベイランスの成績が2005年5月 に報告された4)｡

初回治療例の主要4薬 剤のいずれか1剤 に対する耐性の

頻度は8.2%,MDRは0!7%で あ り,WHOAUATLDか ら

報告された中央値 よりいくぶん低い頻度であった｡既 治

療例 のそれらは22.8%と9.8%で あ り,1997年 のサーベ

イランスの成績より大分改善がみられたが世界の中央値

(いずれか:18.4%,MDR:7.0%)と 比べて高い頻度であっ

た｡こ れ らのことは,わ が国でも薬剤耐性結核は大 きな

問題であることを示 している｡

2.薬 剤耐性の分子機構

抗酸菌の薬剤耐性は自然に生ずる突然変異によるもの

と結論されている｡こ れ らの耐性菌は薬剤と接触前の結

核菌集団に含まれてお り,抗 結核剤による治療中に耐性

菌が選択される｡結 核菌の薬剤耐性 を支配する遺伝子は

ゲノム性と考えられてお り,一般 細菌でみられる耐性プ

ラスミド分離の報告はない｡

多 くのINH耐 性菌 にカタラーゼ活性の減弱がみられ

ること,高 度耐性分離株では完全に消失していることが

知られている｡カ タラーゼ とパーオキシダーゼの両者を

コー ドしているkOtG遺 伝子の欠失は結核菌の高度耐性

と関連 している5}｡INH耐 性菌でkOtG遺 伝子内に変異の

存 在 す る株 もみ つ か って い る｡こ れ らの こ とは,

prodrugで あ るINHは 活性化 のためにKatGが 必要であ

り,KatGの 変異はINH耐 性を導 くことを示 している｡

INHの 標的 として細胞壁 ミコール酸生合性 に関与する

NADH-dependentenoylACPreductaseを コー ドしてい る

inhAが 同定された6}｡耐 性の発現にはInhAの アミノ酸置

換 または'η崩 オペロンの変異が関係 している｡
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RFPは 細 菌 のDNA-dependentRNApolymeraseに 結 合

しmRNAの 合 成 を 妨 害 す る｡RFP耐 性 結 核 菌 分 離 株 の

93%以 上 はrpoB遺 伝 子 に 変 異 を持 ち,特 に ク ラ ス タ ー-

1に 属 す る81bpか ら な る ホ ッ トス ポ ッ ト領 域 に変 異 が

集 中 し て 認 め られ る｡一 方RFP感 受 性 株 に は こ の 領 域

に 変 異 が み られ な い｡分 離 され た 地 域 に よ り若 干 異 な る

が,約50%の 耐 性 菌 はSer-531に 変 異 を持 つ｡続 い て

His-526とAsp-516で あ り,耐 性 分 離 株 の80%以 上 は こ

れ ら3ア ミノ酸 の 置換 と関 連 して い る7)｡

PZA耐 性 結 核 菌 臨 床 分 離 株 は 通 常 ピ ラ ジ ナ ミ ダ ー ゼ

(PZase)活 性 を欠 い て お り,PZA耐 性 と酵 素 活 性 の 損 失

の 間 に相 関 が み られ る｡PZase陰 性 結 核 菌 の95%以 上

はPZaseを コ ー ドし て い るpncA遺 伝 子 に変 異 が み られ

る8)9)｡変 異 は 遺 伝 子 全 般 に 分 布 し て お り,RFP耐 性 菌

に み られ る よ う なホ ッ トス ポ ッ ト領 域 は 認 め られ ない｡

PZase陽 性 株 に は 変 異 が み られ ない こ とか ら,pncAの 変

異 はPZase活 性 に 関与 して い る こ とが 考 え られ る｡

SMは ア ミノ グ リコ シ ド抗 生 物 質 で あ り,30Sリ ボ ソー

ム の サ ブ ユ ニ ッ トと作 用 し,タ ンパ ク合 成 に影 響 を与 え

る｡変 異 の 主 要 な部 位 は リボ ソー ム タ ンパ クS12を コ ー

ドして い るipsL遺 伝 子 で あ る｡SM耐 性 結 核 菌 分 離 株 で

は,S12タ ンパ ク のLys43とLys-88の ア ミ ノ 酸 置 換 が

頻 度 の 高 い 部 位 で あ る｡SM耐 性 の 第2の 機 構 はrrs(16S

rRNA)の 変 異 で あ る｡SM耐 性 結 核 菌 で は,16SrRNA

の530領 域 ル ー プ と ル ー プ に近 接 す る915領 域 に 変 異 が

集 中 して認 め られ る｡

EBは 抗 酸 菌 細 胞 壁 の 主 要 な 多 糖 で あ る ア ラ ビ ノ ガ

ラ ク タ ン の細 胞 壁 ア ラ ビ ナ ン の 重 合 を 阻 止 し,ア ラ ビ

ナ ン生 合 性 の 中 間生 成 物 で あ る β一D-arabinofuranosyl-・p-

decaprenolを 蓄 積 す る｡EB耐 性 結 核 菌 の65%は ア ラ ビノ

ガ ラ ク タ ン の 重 合 を 仲 介・す るarabinosyltransferaseを

コ ー ドし て い る 遺 伝 子embBに 変 異 が 認 め ら れ,EmbB

の 変 異 は 高 レベ ル 耐 性 と関 連 し て い る｡EmbBの コ ドン

306領 域 の 変 異 は 明 らか にEB耐 性 と関 連 して い る｡

オ フ ロキサ シ ン耐 性 結 核 菌 で はDNAgyraseAサ ブユ ニ

ッ トの 構 造 遺 伝 子 で あ るgyrAに 点 突 然 変 異 が み られ る｡

CS耐 性Mycobacteriumsmegmatisで はD-alanineracemase

を コー ドして い る α姐 の プ ロモ ー ター 部 に変 異 が 認 め ら

れ る｡KM耐 性 にrrs遺 伝 子,TH耐 性 にinhA遺 伝 子 の 関

与 が 知 ら れ て い る｡MycobacteriumaviumやMycobacte｡

riumintracellulareに 有 効 な 薬 剤 で あ るCAM耐 性 に23S

rRNAの 変 異 が 関与 して い る こ と も報 告 さ れ て い る｡

複 数 の薬 剤 に耐 性 を持 つ 臨 床 分 離 株 で は耐 性 の発 現 に

少 な くと も2つ 以 上 の 遺 伝 子 が 関与 して い るjO)｡こ れ ま

で 複 数 の薬 剤 に耐 性 を付 与 す る遺 伝 子 の 報 告 が な い こ と

か ら,1つ の細 胞 で 個 々 の 薬 剤 に対 す る耐 性 の 発 現 が 独

立 して 起 こ る もの と考 え られ て い る｡

結核 第80巻 第9号2005年9月

3.遺 伝子を用いる薬剤感受性検査

結核菌の遺伝子変異の検出法 として,ラ インプローブ

法,DNAチ ップ法,分 子 ビーコン法などが開発 されて

いる｡一 部の薬剤についてはキットによる検出も可能と

なった｡フ ィノスLiPA・RifTB(ニ プロ)は ラインプロー

ブ法 を採用 した結核菌rpoB遺 伝子の変異,す なわち,

RFP耐 性結核菌を検出す る試薬である7)11)｡結核菌群の

検 出でみた感度 と特異性は100%で あ り,RFP耐 性菌の

検出でみた感度 と特異性は96.1%と99.6%で ある｡RFP

耐性菌の80%以 上はINHに も耐性,す なわち治療困難

なMDR-TBで あることから,早 急にRFP耐 性菌 を検出

する意義はある｡研 究試薬 としてOligoArray(日 清紡)

が開発 されたω｡DNAチ ップにより遺伝子変異 を検出

する方法であり,こ のキットで検出可能な耐性菌の割合

は,][NH80%,RFP95%,SM80%,EB70%,KM70%

とされている｡

結核菌の薬剤感受性検査では結核菌集団に占める耐性

菌の割合が1%以 上の場合 を耐性,1%未 満の場合 を感

受性 と覇定 している｡し かし上記のキットではその臨界

点の判定は不可能である｡さ らに,耐 性菌の検出感度 も

臨床に用いるには十分 とはいえない｡こ のように現段階

では,遺 伝子による薬剤感受性検査 を採用 したとしても

同時に培養法による検査 も行 う必要があ り,今 後の研究

開発の進展が望 まれる｡
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6.Toll-likereceptorと 結 核 感 染

九州大学生体防御医学研究所発生工学分野 竹田
黎噛

マ

は じ め に

感染防御の中心を担う免疫系は,自 然免疫系(1㎜ate

I㎜unity)と 獲得免疫系(AcquiredImmunity)の2種 の

免疫系から成 り立っている｡ど ちらの免疫系も,病 原体

の生体内侵入を非 自己として識別 し,そ れを排除するシ

ステムであるが,20世 紀 までは獲得免疫系 を中心 とし

た非自己の認識機構が詳細に解析されてきた｡獲 得免疫

系では,脊 椎動物にのみ存在するB細 胞やT細 胞がそれ

ぞれ免疫グロブリン(lm㎜unoglobulin),T細 胞受容体 に

より,樹 状細胞などの抗原提示細胞によって提示された

ペプチ ド由来の抗原(antigen)を非自己として認識する｡

これに対 し,自 然免疫系が認識する非自己は外界の異物

そのものであり,例 えばグラム陰性菌の細胞壁の構成成

分のリポポ リサッカライ ド(LPS)の ように病原体の構

成成分によりマクロファージや樹状細胞などの自然免疫

担当細胞が活性化される｡し か しなが ら,自 然免疫系に

よる病原体の認識機構は,獲 得免疫系における抗原認識

機構の ようには理解 されていなかった｡20世 紀 の終わ

りにToll-1ikereceptor(TLR)が 発見 され,そ の機能解析

か ら,TLRが 自然免疫系における非自己の認識受容体で

あることが明 らかになった｡そ してTLRを 介 した自然

免疫系の活性化機構が急速に明らかになった｡

自然免疫系の活性化機構

1996年 に獲 得 免 疫 系 の 存 在 し な い シ ョ ウ ジ ョウ バ エ

のToll受 容 体 の変 異体 の 解 析 か ら,Tollを 介 した シ グ ナ

ル が真 菌 感 染 防 御 に必 須 の 役 割 を果 たす こ とが 明 らか に

な っ た1)｡続 い て,哺 乳 類 のTollホ モ ロ グが1997年 に初

め て 同 定 され,こ の シ グナ ルが 種 々 の炎 症 に 関 与 した 遺

伝 子 を誘 導 す る こ とが 示 され た2)｡そ の後,フ ァ ミ リ ー

分 子 がToll-likereceptor(TLR)と し て 次 々 と発 見 され,

現 在 ま で に11種(TLR1-TLRII)が 論 文 に 報 告 さ れ て い

る｡そ してTLRフ ァ ミ リー が,病 原 体 の 構 成 成 分 を 特

異 的 に 認識 す る こ とが,お もに ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス を用

い た解 析 か ら明 らか に な っ て きた(Fig.1)3)｡

TLRが 病 原体 を認 識 す る と,自 然 免 疫 系 に属 す る樹 状

細 胞 や マ ク ロ フ ァー ジ は 種 々 の 遺 伝 子 発 現 を誘 導 す る｡

そ の 中 に は,IL-12な どの 炎 症 性 サ イ トカ イ ン.CD40な

どの副 刺 激 分子 の 遺伝 子 が 含 まれ る｡樹 状 細 胞 や マ ク ロ

フ ァー ジ は 従 来 病 原体 を貧 食 す る細 胞 と して知 られ て い

た｡こ れ らの こ とか ら,自 然 免 疫 系 の 細 胞 は,貧 食 に よ

る病 原体 由 来 の 抗 原 の ナ イー ブT細 胞 へ の提 示,そ して

TLRを 介 した 炎 症 性 サ イ トカ イ ンや 副 刺 激 分 子 の 遺 伝

子 発 現 に よ り,抗 原 特 異 的 な獲 得 免 疫 系,特 にTh1細 胞

分 化 を誘 導 す る こ とが 明 らか に な っ た(Fig.2)4)｡こ の

よ うに,TLRに よ る 自然 免 疫 系 の 活 性化 が,感 染 防 御 応

lipopeptidelipopeptidedouble

fromfromstrand

MycoplasmabacteriaRNA

single

flagellumstrand

proteinRNACpGDNALPS

Fig.1ActivationofinnateimmunitythroughTLR
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Fig.3PathwayofsignaltranductionthroughTLR

答の トリガーとしてきわめて重要な役割を担っているこ

とが明らかになってきた｡

TLRを 介したシグナル伝達経路

そ こでTLRに よる病原体の認識から遺伝子発現 にい

たる分子機構を解析するため,TLRを 介 したシグナル伝

達経路を解析 した｡TLRを 介したシグナルは,す べて各

TLRの 細胞質内に保存 されたTIRド メインから開始され

る｡そ の下流で も,同 じTIRド メ インを持 った分子群

(MyD88,TIRAP,TRIF,TRAM)が 重要な役割 を担 っ

ていることがノックアウ トマウスの解析か ら明らかに

なってきた4)｡

MyD88は,す べてのTLRを 介 した炎症性サイ トカイ

ンの誘導シグナルに必須である｡し か しその後の解析か

ら,TLR4を 介 したシグナルには,MyD88依 存性の炎症

性サイ トカインの産生に必須のシグナルと,MyD88非

依存性のシグナルが存在 し,こ のシグナルではIFN一β

お よびIFN誘 導性遺伝子が転写因子IRF3の 活性化 を通
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して誘導 されることが明らかになった｡ま た,TLR3を

介 したシグナルでも,MyD88非 依存性にIRF3の 活性化

が誘 導 され,IFN一 βが産 生 され る｡TRIFは ・TLR3・

TLR4を 介 したMyD88非 依存性の経路に必須の役割を

果たす｡TIRAPは,TLR2とTLR4に よるMyD88を 介し

たシグナルに特異的に関与 している｡TRAMはMyD88

非依存性(TRIF依 存性)経 路の中で,TLR4を 介 したシ

グナルに特異的に関与 している｡こ のように,TIRド メ

インを有する分子群が,TLRを 介 した細胞内シグナル伝

達経路において極めて重要な役割を担っていることが明

らかになった(Fig.3)｡

TLRを 介 したシグナルの結核感染防御における役割

このような中で,TLRに よる自然免疫系活性化の,生

体 レベルでの結核感染防御における役割について現在解

析 している｡こ れまでに,MyD88欠 損マ ウスで,結 核

菌やBCGの 感染に対 し感受性がやや高まることが報告

されている｡私 たちは,TLRを 介 した自然免疫系の活性

化が消失するMyD88/TRIF二 重欠損マウスを用いて,結

核感染における自然免疫系の関与について検討 した｡正

常 マ ウス,MyD88欠 損マ ウス,TRIF欠 損マ ウスで は

BCG感 染による肺病変は観察されないが,MyD88/TRIF

二重欠損マウスの肺では,多 数の壊死性病変が観察され

た｡こ の結果は,TLRを 介した自然免疫系の活性化が結

核感染防御にも生体 レベルで重要な役割を担っているこ

とを示 している｡BCG感 染においては,Th1応 答が感染

防御に重要な役割を担 っている｡MyD88欠 損マウスで

は,BCG感 染後のTh1応 答が正常 と比べて3分 の1程 度

に低下す るが,MyD88/rRIF二 重欠損マウスでもTh1応

答の障害は同程度 しか認められなかった｡こ の結果は,

TLRを 介 した自然免疫シグナル以外にもTh1誘 導機構iが

存在 し,さ らに自然免疫系がTh1誘 導以外の分子機構 に

より結核感染 を制御していることを示唆 している｡

ま と め

以上,TLRを 介 した自然免疫系の活性化が結核感染防

御に関わっていることが明らかになってきた｡し か し,

TLR非 依存性のThl誘 導機構 も結核感染ではあることが

示され,今 後の解析の進展が待たれる｡
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 The  80th Annual Meeting Symposium  

FRONTIER OF MYCOBACTERIUM RESEARCH 

            Host vs. Mycobacterium 

  Chairpersons :  iMasaji OKADA  and 2Taro SHIRAKAWA

Abstract During the past decade, we have observed advance 

in tuberculosis research including novel vaccines, innate 

immunity (TLR), SNIP analysis and molecular mechanism of 

drug resistance. Worldwide genome project enabled the whole 

genome sequence of host resistant against tuberculosis as well 
as the whole genome sequence of M. tuberculosis H37Rv. 

DNA technology has also provided a great impact on the 

development of novel vaccine against TB. 

 In this symposium, we have invited leading researchers in 

the field of the frontier study of Mycobacterium research in 

order to provide general overview of the cutting edge of 

frontier research. 

 Molecular mechanism of drug resistance of M. tuberculosis 

has been clarified. On the other hand, molecular  mechanism 

of host-defence (insusceptibility of host) against M.  tuberculo-
sis has not yet elucidated. Dr. Taro Shirakawa (Kyoto Univer-

sity) reviewed the susceptibility genes of host in TB infection 

and presented candidate genes associated with multi-drug 

resistant tuberculosis. Dr. Naoto Keicho (International Medical 

Center of Japan) tried to identify host genetic factors involved 

in susceptibility to pulmonary Mycobacterium avium complex 

(MAC) infection by candidate gene approach and genome-
wide approach. 

 In Japan, Dr. Masaji Okada (National Hospital Organization 

 Kinki-Chuo Chest Medical Center) has been engaged actively 
in the development of new tuberculosis vaccines  (HVJ-

liposome/Hsp65  DNA  +  IL-12 DNA vaccine and recombinant 

72f BCG vaccine). He showed basic strategy for construction 

of new candidate vaccines and also showed significant 

efficacy on the protection of tuberculosis infection using 

cynomolgus monkeys, which are very similar to human 

tuberculosis. 

 Dr. Hatsumi Taniguchi (University of Occupational and 

Environmental Health) presented that M. tuberculosis mIHF 

and the neighbor genes went into a dormacy-like state of M. 

smegmatis in J774 macrophage cells. This study might 

provide a weapon for elucidating the mechanism of dormacy 
of M. tuberculosis and the development of novel therapy. 

 Dr.  Chiyoji Abe (Nippon Becton Dickinson Co.) reviewed 

the molecular basis of the resistance to anti-tuberculosis drugs. 

Most cases of resistance are related to simple nucleotide 

substitutions rather than to acquisition of new elements. 

 Dr. Kiyoshi Takeda (Kyushu University) showed interesting 
 finding. He analyzed whether Toll-like receptor (TLR)  — 

mediated activation of innate immunity in host defense 

against  mycobacterial infection. MyD88/TRIF double defi-

cient mice showed high sensitivity to mycobacterial infection,

indicating that innate immunity is involved in anti-mycobacte-
rial infection. 

 1. SNP (single nucleotide polymorphism) analysis in associa-
tion with Mycobacterium tuberculosis : Taro SHIRAKAWA 

(Department of Health Promotion & Human Behavior, Kyoto 
University Medical School, and  RIKEN SRC Center) 

 Candidate gene approach was made on 18 SNPs in  11 genes 
in association with M. tuberculosis. Patients with multi-drug 

resistance against M. tuberculosis are also subjected. SNPs in 
 NRAMP  1 gene were associated with the disease, and drug 

resistance, its mechanisms remain unknown. 

2. Search for genes susceptible to pulmonary Mycobacterium 
avium complex infection : Naoto  KEICHO (Department of 
Respiratory Diseases, Research Institute, International Medical 
Center of Japan) 

 Interaction among pathogens and host factors is important 
for development of infectious diseases. We are trying to 
identify host genetic factors involved in susceptibility to non-
immunocompromized pulmonary Mycobacterium avium  com-

plex (MAC) infection by candidate gene approach and genome-
wide approach. Elucidation of functional significance of 

susceptibility gene polymorphisms will lead to a new strategy 
for control and prevention of the disease. 

3. T cell immunity against Tuberculosis in host and the 
establishment of novel vaccine : Masaji OKADA (Clinical 
Research Center, National Hospital Organization Kinki-Chuo 
Chest Medical Center) 

 T cell (CTL,  Thl) immunity including granulysin play an 
important role in host defense against tuberculosis (TB) in 
human. Patients with TB or Multi-drug resistant TB showed 
suppression of all these immunities. 

 HVJ-liposome/Hsp65  DNA  +  IL-12 DNA vaccination was 
100 fold more efficient than BCG on the elimination of 
Mycobacterium tuberculosis (M. TB) in the BALB/c mice. 

Cytotoxic T cells activity against M. TB was augmented. 
By using these new vaccines (Hsp 65  DNA  +  IL-12 DNA, 
recombinant 72f 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. 

4. Mycobacterium tuberculosis mIHF and the neighbor genes 

go into a dormancy-like state of M. smegmatis  J15CS in J774
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cells : Hatsumi TANIGUCHI (Department of Microbiology, 

School of Medicine, University of Occupational and Environ-

mental Health) 

 Mycobacterium smegmatis J15CS transformants harboring 

the mIHF gene or the  mIHF-gmk-Rv1390 genes showed no 

difference in in vitro growth and acid-fastness. However, 

transformants harboring mIHF-gmk-Rv1390 formed short-rod 

cell morphology and decreased acid-fastness in the mouse 

macrophage-like cell line J774 compared to those of the other 

 transformants, and the nuclei of the infected J774 cells also 

changed. Nevertheless, the colony forming units were similar. 

 These indicate that mIHF and the neighbor genes of M. 

tuberculosis might regulate a growth of mycobacteria in 

macrophages. 

5. Molecular basis of the resistance to anti-tuberculosis  drugs  : 

Chiyoji ABE (Nippon Becton Dickinson Company, Ltd.) 

 Considerable progress has been made toward understanding 

the molecular basis of the resistance to anti-tuberculosis 

drugs. Most cases of resistance are related usually to simple 

nucleotide substitutions rather than to acquisition of new 

elements. Multi-drug resistant isolates of Mycobacterium 
tuberculosis arise a consequence of sequential accumulation 

of mutation conferring resistance to single therapeutic agents. 

The basis of resistance is not able to be explained yet in a 

substantial percentage of strains for other anti-tuberculosis 

drugs than rifampin and pyrazinamide. Further studies are 

required to fully understand the molecular mechanisms of 

resistance. 

6. Toll-like receptors in anti-mycobacterial immune  responses  :

Kiyoshi TAKEDA (Department of Molecular Genetics, Medi-

cal Institute of Bioregulation, Kyushu University) 

  Toll-like receptors (TLRs) play an essential role in the 

recognition of specific patterns of microbial components. 

TLRs mediate activation of innate immunity and further 

development of antigen-specific adaptive immunity. In TLR 

signaling pathways,  Toll/IL-1 receptor  (TIR) domain-contain-

ing adaptors, such as MyD88,  TIRAP, TRIF, and TRAM, 

have been shown to play pivotal roles. Thus, the molecular 

mechanisms for  TLR-mediated activation of innate immunity 

have been largely understood. We analyzed whether TLR-

mediated activation of innate immunity is involved in host 

defense against mycobacterial infection.  MyD88/TRIF double 

deficient mice, in which TLR-dependent activation of innate 

immunity is abolished, showed high sensitivity to mycobac-

terial infection, indicating that innate immunity is critically 

involved in anti-mycobacterial responses. 
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