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リフ ァマイシ ン系抗生物 質 リフ ァブチ ンの

結核 へ の使用 につ いて

(「結核医療 の基準」の見直 し 一2008年 へ の追補)

平成20年8月

日本結核病学会治療委員会

日本結核病学会治療委員会は,本 年4月 に 「結核医療

の基準」に関する見解を発表したところである。この中

でリファンピシンについては,「多 くの薬剤 との薬物相

互作用があるので注意が必要である。特 にHIV感 染者

において抗ウイルス剤投与を必要とする場合にはリファ

ンピシンに代わ りリファブチンの使用を検討する」と記

載 した。 リファンピシンと同じリファマイシン系の抗生

物質であるリファブチンは,そ の薬物相互作用がリファ

ンピシンよりも弱 く,上 記の抗ウイルス剤との併用も可

能であ る。 この度,リ ファブチ ンが抗結核薬 として

2008年7月 に承認され,今 後薬価収載 される見込みで

あるので,結 核治療における本剤の使用について先の見

解に追加する。

〔リファブチンの使用を検討すべ き状況〕

結核治療においてリファンピシン感受性菌による感染

であってリファンピシンの使用に支障がない場合にはリ

ファンピシンを使用するが,以 下の場合にはリファンピ

シンに代えてリファブチンの使用を検討する。

①薬剤相互作用のためリファンピシンの使用が制限され

る場合,特 に,抗HIV薬 であるプロテアーゼ阻害薬,

非核酸系逆転写酵素阻害薬使用時

②副作用のためリファンピシンが使用できない場合

〔用 法 ・用 量 〕

5mg!体 重kg,1日 最大 量300mg,1日1回 。

用 量 は抗mv薬,特 に エ フ ァ ビ レ ン ツ等 の 使 用 に よ

りリファブチンの血申濃度の低下が予想されるとき,そ

の他必要なときには,1日 最大量450mgま で増量を検討

する。

なお,HIV非 感染者においては,週2回 または3回 の

間欠療法に用いてよい。用量は毎 日投与 と同じとする。

〔使用上の留意点)

①肝酵素誘導による薬物相互作用はリファンピシンより

は弱いが,リ ファブチンにも存在するので考慮する必

要がある。

② リファブチンとリファンピシンの副作用は肝障害,体

液の着色等について同様である。その他の副作用も共

通の部分が多いので,副 作用のため リファンビシンに

代えてリファブチンを使用する場合には,慎 重な観察

が必要である。

③ リファンピシンに耐性の結核菌は一部を除きリファブ

チンにも耐性である。多剤耐性結核菌への本剤使用に

ついては,そ の薬剤感受性検査の方法等 も含め今後も

経験を蓄積 してゆく必要がある。
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第83回 総会シンポジウム

皿.臨床抗酸菌学の最前線

座長1鎌 田 有珠 2御手洗 聡

キ ー ワ ー ズ ニTherapeuticdrugmonitoring,遺 伝 子 検 査,感 受 性 検 査,細 胞 内 寄 生,BCG

シンポジス ト:

1.結 核治療とTDM

花田和彦(明 治薬科大学薬剤学教室)

2.遺 伝子検査による抗酸菌感染症の迅速診断

大楠清文(岐 阜大学大学院医学系研究科病原体制

御学分野)

3.抗 酸菌の感受性検 査

仲宗根勇(琉 球大学医学部附属病院検査部)

4.結 核菌の病原性機序一細胞内寄生戦略

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.BCGワ クチンの分子特性 と今後の課題

関 昌明(日 本BCG研 究所)

本邦における抗酸菌感染症学は,基 本的に結核病学を

中心に発展を遂げてきたが,特 に社会構造の変化に伴う

ハイリスクグループ(高 齢者や社会的弱者)の 増加や,

HIVIADS患 者,免 疫抑釧剤の使用,悪 性疾患の合併等

の宿主側の感染や発病に関与する要因も変化 してお り,

病原体疫学的には非結核性抗酸菌症の相対的増加など,

抗酸菌感染症の実情は日々変化 している。また最近では

耐性結核菌の問題 もクローズアップされてお り,特 に多

剤耐性/超 多剤耐性結核菌の拡大に関しては世界保健機

関も重点的な対策を求めてお り,そ の診断 ・治療にはこ

れまでの 「集団」的な結核予防治療対策に加えて,個 々

の症例を 「個別」に解析 ・理解するためのオーダーメー

ド的医療が求められる。そこで今回 「臨床抗酸菌学の最

前線」と題したシンポジウムを企画した。これは臨床細

菌学的観点を中心に抗酸菌 く結核)感 染症を見直すこと

を意図したものである。

抗酸菌の感染病理を理解することは,適 切な予防 ・治

療戦略の決定に不可欠である。抗酸菌の感染や発病のメ

カニズムを,感 染症の本質である細菌側の因子と宿主側

の免疫防御機構の相互関係から理解するため,結 核菌が

細胞内寄生して宿主免疫を回避するメカニズムが重要で

ある。この点について,現 在までに明らかとなっている

事実を京都大学の河村伊久雄先生にお話しいただいた。

次に,希 少菌種を含めた非結核性抗酸菌の分離が増え

ている現在,適 切な感染制御や治療のために起炎菌の迅

速な同定が必要不可欠である。岐阜大学の大楠清文先生

には,近 年特に発展の著しい遺伝子検査による抗酸菌感

染症の迅速診断についてご発表いただいた。培養分離株

だけではなく,ハ ウスキーピング遺伝子の核酸増幅法を

用いて検体から直接菌種を同定することにより,逆 に適

切な培養法を決定するなど,迅 速診断システムが重要と

なっている。

従来の結核菌の感受性検査である比率法は,あ る一定

濃度以上で発育する結核菌の被験菌集団中での割合を調

べるものであ り,基 本的に 「定性的」な検査法であって,

菌株個々の細菌学的特性を意味 しない。また,非 結核性

抗酸菌の標準的な感受性検査法も存在しないため,臨 床

的には大変不便な状態にある。琉球大学の仲宗根勇先生

には,感 染症治療にとって最も重要な薬剤の選択におけ

るキーポイントの一つである,非 結核性抗酸菌を含めた

抗酸菌の感受性検査の現状と問題点について発表してい

ただいた。

オーダーメー ド医療や治療効果の保証の観点か ら

TherapeuticDrugMonitoring(TDM)の 概念は重要であり,

Pharmacokinetics/Pharmacodynamics(PK!PD)に 基づ く治

療設計が必要である。また副作用の防止など,現 在では

1独立行政法人国立病院機構札幌南病院呼吸器科,2財 団法人結
核予防会結核研究所細菌検査科

連 絡 先:御 手 洗 聡,結 核 予 防 会 結核 研 究所 細 菌検 査 科 ,〒204-
8533東 京 都 清 瀬 市 松 山3-1-24(E.mail:mitarai@jata .or.jp)
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臨床薬理学的介入の有用性が期待 されている。明治薬科

大学の花田和彦先生には,結 核治療 とTDMに ついてご

発表いただいた。

ワクチ ンも臨床的対抗酸菌戦略の重要事であるが,最

近ではM.bovisBCGの 遺伝的詳細やBCGの 分子特性解

明の必要性,BCG亜 株間/内 での遺伝的な違いが明らか

になってきている。日本BCG研 究所の関昌明先生には,

BCGワ クチンの分子特性 と今後の課題 として,こ れま

でに解明されていることを踏 まえて,今 後のBCGの 課

題についてご発表いただいた。

各々のテーマは基本的に独立 しているものの,臨 床細

菌学的には相瓦に密棲に連関しており,対感染症(患 者)

戦略を考えるうえでは霊要な内容であったと考える。

1.結 核 治療 と'rDM

明治薬科大学薬剤学教窺 花田 和彦,緒 方 宏泰

結核治療を成功させるためには,感 受性のある薬剤を

適切に選択 し,適 切な用法 ・用量を使用 して治療を開始

し,中 断なしに完了させる必要がある。治療の成功を担

保するために,患 者のadherenceを 向上させるDOTに よ

る介入が行われはじめてきている。このように服薬率の

向上を確立したうえで治癒率や再発率の問題に対 してそ

の患者にあった薬剤の用法 ・用量設定を考えていく必要

がある。

薬物による効果 ・副作用は,投 与 された薬物,特 にタ

ンパク等 と結合 していない遊離形薬物が作用部位に到達

するphl㎜aco㎞etics(PK)と,作 用部位に到達した薬物

が作用を発現するpharmacodynamics(PD)上 の過程を経

て発現 される。 これ らPKとPDを 区別 して特性を明ら

かにし,そ の両者を統合することにより,合 理的な薬物

療法を行うための投与設計が可能であると考えられる。

結核治療においては,こ れら薬物治療の過程の中で特

に服薬の確認,用 法 ・用量の設定,副 作用の回避などに

対 して,臨 床薬理学的な介入が期待される。本発表では

適切な用法 ・用量の設定に関する臨床薬理学的考察,な

らびに薬物治療モニタリング(TDM)の 有用性と今後の

課題について検討 した。

1.用 法 ・用量の設定に関する1例

pyrazinamide(PZA)は,結 核 菌 中 の酵 素 に よ り,活 性

体であるピラジン酸に変換 され作用すると考えられてい

るが,作 用機序は明確になっておらず,PK1PDに 関する

情報(並 に血中薬物濃度と抗菌効果の関係)は 得られて

いない。本邦の添付文書中には,PZAを1日1～3回 に

分けて投与することが記載されているが,欧 米では 蓋日

1回 投与になっている。この点に着 目し,PZAの 用法と

効果 ・副作用の関係をレトロスペクティブに調査 した。

PZA1日1回 および2同 投与の患者を対象 として,用 法

と効果 ・副作用について比較調査 した結果を紹介する

(Nakazonoetal.,inpreparation>。

治療開始前の患者背景において,胸 部X線 所見では

1回 投与群でよ り両側肺に病 変が認 め られ,さ らに

isoniazid(INH)とethambutol(EB)の 投与量は2回 投与

群のほうが有意に高かった。喀疾i塗抹お よび培養の陰性

化を指標 とした効果には,2カ 月目に1回 投与群のほう

が効果の高いこと(P<O.IO),一 方,PZAに 特後的な肝

障害および関節痛などの副作用は両群問で差は認められ

ず,ま た副作用全体としても有意な差は認められなかっ

た(Table)。 今回の調査はレトロスペクティブ研究であ

るが,1回 投与群で対象 とした患者ではX線 所見上,有

意に両側肺が多かったことなどを考慮すると,PZAは 分

割投与よりも1回 投与のほうが優れている可能性が示唆

される。

この用法の差異はなぜ,効 果に影響 したのかをPK1

TableComparisonofonceandtwiceadailydoseofpyrazinamideontheefficacy

andadverseeffectsinpatientswithlungtuberculosis

Onceadaily Twiceadaily P

Negativesputumsmearandculture

After2months

After6months

Recurrence

Adversedrugreactions

Liverfunctionabnormality

Arthriticpain

Totalevents

36/57(63%)

46/47(98%)

5146(11%)

4(6%)

9(15%)

24(39%)

25/48(52%)

38139(97%)

3!38(8%〉

6(10%)

4(7%)
19(33%)

0.088

0.809

0.720

0.330

0.180

0.497
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PDの 面か ら考 えるため,1日1回 投与 と2回 投与後の

血中PZA濃 度の時間推移をシミュレーションした(Fi&

1)。定常状態下では,い ずれの用法でもほぼMICを 維

持していることがわかった。一方ピ・・一ク濃度は1回 投与

のほうが高 く,こ のピーク濃度の差異が効果の差異に結

びついてい るもの と推察される。 これ らの結果か ら,

PZAは 濃度依存性の抗菌効果を示す薬剤であると考え

られ,分 割投与より1回 投与を行 う必要性が示された。

この ように,結 核治療においても,一 般細菌 と同様に

PK1PDの 考え方に基づいた臨床薬理学的介入が有用であ

ることを示 した。

2.抗 結核薬の血中薬物濃度モニタリングの例

最近になって,Jayaramら はrifampicin(RFP)とINHと

もに,ピ ーク濃度あるいはAUCとMICの 比が抗菌効果

と相関していることを動物モデルにおいて示 した(AAC

2003;47二2118.2004;48=2951 .)。この関係から,RFP

の抗菌効果を十分発揮するためにはピーク濃度あるいは

AUCを 維持する投与が必要とされると考えられる。

感受性が確認 されてお り,標 準的治療が開始 された

124名 の患者を対象 として,治 療に対する反応性が不良

な患者をみいだし,血 中濃度モニタリングを行い,必 要

であれば投与量の増量を行ったMehtaら の研究報告を紹

介する(Chest.2001;120:1520.)。 採血は空腹時投与後

の1.5～2,5時 間の間で行われている。124名 中.6名 が

反応不良と判断され,そ れらの患者のモニタリング値は

想定される濃度よりも低 く,投 与量を増量することでそ

の濃度 も想定 したターゲット濃度内に到達 させた(Fig.

2)。 さらに治療のアウ トカムも改善されたことが報告 さ

れている。このことから,標 準治療を行っても反応性が

不良の患者に対 して,血 中薬物濃度モニタリングを行う

ことは有用であると考えられる。その場合に注意すべき

こ ととして,結 核 治療 は多剤併用療法 であるため,

rifampicinのみならず他の薬剤の変動の可能性 も考慮す

る必要がある。さらにモニタリングを行う場合には採血

する時間やポイント数も,得 られる濃度を解釈するうえ

で重要となって くる。

RFPを 食前服用 した後の血中濃度の時間推移(Fig.3)

をみると,患 者間で血申濃度の立ち上が りの速度(吸 収

速度)が 異なる。例えば,ピ ークが速やかに表れている

例では,投 与後3時 間では消失する相を測定しているこ

とになる。一方,非 常に吸収速度が遅い例では,未 だ吸

収が継続 していることになり,RFPの 血中濃度をモニタ

リングする際には1点 のみの採血では判断できないこと

が示唆される。

また感受性結核菌に対する一次薬による通常の治療で

は菌の陰性化率が非常に高いという事実から,こ のよう

なモニタリングは,反 応性の低い症例に限定されるもの

と思われる。
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二次薬 においては,特 に安全性の観点か ら,TDMの

有用性が示唆されている。作用メカニズムが不明確な藥

物が多 く,PKIPDの 情1報がほとんど得られておらず,ま

た治療の選択肢が限られている。そのため,治 療効果を

担保 しつつ副作用による中断を圃避 し,適 切な用法用量

で治療が行えるように今後前向きな臨床研究によリモニ

タリングの必要性を明 らかにしてい く必要がある。

3.抗 結核薬による肝障宿に関する考察

副 作 用 に よる服 薬 の 中 断 も適 切 な治 療 を遂 行 す る うえ

で 障 害 と な る。INHの 代 謝 酵 素 で あ るNAT2の 遺 伍 子

多 型 が 肝 障 害 の 予 測 因 子 の1つ と して報 告 され,特 に 代

謝L活性 の 低 いslowacetylator(SA)に お い て 肝 障 霧 の 頻

度 が 高 い こ と が 示 さ れ て い る(lntJTubercLungDis.

2㎜;4:256.)。 他 の 報 告 で はacetylhydrazinを さ らに 代

謝 す るCYP2E1の 遺 伝 子 多 型 が 関 与 す る とい う報 告(Eur

JCIinPharmacol、2006;62:423.)も み られ,遺 伝 子 多 型

を投与薗に判断し,個 々人における投与量の股定を行 う

ところまでは到逮 していないのが現状である。遺伝子

多型に関しては確かに大きな代謝能の分類はで きるが,

岡じ群内において も大きな個体差がみられ,多 型聞の重

なりも認め られている(EurJCIinPharmacol。2007;63:

633.)た め,遺 伝子多型の診断のみによる投与量の設定

の意義は,臨 廉上は限られると想定され,血 中濃度を確

認することは有用と考える。

以上,一 般細鮪治療 と同様,結 核治療 においても臨

床薬理学的介入が必須であ り,あ る条件下では血申薬

物濃度モニタリングは有用であると考え られる。ただ

し,そ の介入の有用性 を総含的に評価する研究が必要で

あ り,今 後の課題と思われる。また治癒率の向上のみな

らず,治 療期間をより短縮する試み(AntimierobAgents

Chemother.2007;51:2994、)も なされ始めてきてお り,

より積極的な治療方法の介入が艶まれる。

2.遺 伝子検査による抗酸菌感染症の迅速診断

岐阜大学大学院医学系研究科病原体制御学分野 大楠 清文,江 崎 孝行

は じめ に

感染症の原因微生物検索における遺伝子学的診断法に

は,① 臨床材料から直接,病 原体に特徴的な遺伝子領域

や病原因子に関わる遺伝子を検出する,② 培養にて分離

された菌株の菌種同定1),も しくは病原因子や耐性遺伝

子を検索する,の2つ に大別される。本稿では狭義の感

染症の遺伝子検査である前者,臨 床検体から分離培養を

経ることな く病原体を検出する系を中心として,現 状の

遺伝子解析技術を整理 しなが ら,抗 酸菌感染症の迅速診

断におけるその適応について実際に経験 した臨床検体の

解析事例をもとに概説 してみたい。

1.遺 伝子鰯析技術の潮流

1990年 代からPCRを はじめとする遺伝子増幅による

感染症の迅速診断技術は急速な進歩を遂げてきた。PCR

法は迅速性に優れ,検 出感度および特異性 も高いことか

ら,そ の有用性に関する論文が数多 く報告され,今 目に

至っている。 しかし,PCR法 は研究室や外注ラボでは頻

用されているものの,病 院検査室では専用の機器 ・試薬

を用いる結核菌やMycobacteriumaviumcomplex(MAC)

などの検出を除き,遺 伝子検査法が感染症診断に広 く利

用されていないのが実情である。すなわち,こ れまでの

PCRに よる遺伝子検査は病院検査室で簡便 に行えるレ

ベルまで進化していなかったのである。

では,PCR法(conventiona1PCR)が 感染症診断に広

く利用されなかった要因は何であろうか。技術的な側面

から鑑みるに,①1反 応で1病 原体のみの検出,② 増幅

産物の検出 ・確認にゲル電気泳動が必要で手技が煩雑,

③正確な定量解析を行うことができない。などの限界と

問題点を抱えていたからであろう2》。近年,こ れらの課

題 を打開するべ く,技 術革新の恩恵を受けなが らPCR

に様々な改良が加えられ,感 染症の診療に生かされる遺

伝子検査の実用化がみえてきた。すなわち,ど んな細菌

のDNAで あっても1対 のプライマーで増幅することに

よって想定外の起炎菌をも検出 ・同定できるbroad。range

PCR,PCR増 幅産物をリアルタイムに検出 して,遺 伝子

の定量を簡便かつ迅速に行うことが可能なreal-timePCR

法,1回 の反応 で2～5種 類 の病原体 検 出を試 みる

multiplexPCR法 が適宜活用 されることに期待を寄せて

いる。従来のPCRか ら進歩向上 しているこれ ら3つ の

PCRバ リエ1-一一ションのうち,抗 酸菌感染症の起炎菌検出

と同定に有用なbroad-rangePCRの 特徴 を次に紹介する。

2.ブ ロ ー ド ・レ ン ジPCR

通 常 のPCR法 が 菌 種 あ る い は 病 原 因 子 の特 異 的 な塩

基 配 列 領 域 を 増 幅 す る の に 対 し て,broad-rangePCRで

は 細 菌 に 共 通 な16SrRNA領 域 を 増 幅 す る(Fig.1)。1
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組 の プ ラ イマ ー で多 種 類 の細 菌 をユ ニ バ ー サ ル に検 出 で

きる こ とが 最 大 の 利 点 で あ る。 増 幅 され たrRNAに は特

定 の 細 菌 にお い て 特 徴 的 な 可 変 領 域DNAを 含 む た め,

ATCGの 塩 基 配 列 を 決 定 し(sequencing),そ の 配 列 を

GenBank,RIDOM3〕,EzTaxon4)な どの デー タベ ー ス と比

較 して,系 統 解 析 す る こ とに よ っ て菌 種 を特 定 す る こ と

が で き る。 高 速 な 自動DNAシ ー ク エ ンサ ー の 普 及 とあ

い ま っ て,DNA塩 基 配 列 解 析 に よる 微 生 物 の 同 定 が 数

時 間 で 実 施 可 能 で あ る。 通 常 は 無 菌 的 な 検 体 で あ る髄

液,関 節 液,胸 水,リ ンパ 節 ほ か の組 織 や 膿 汁 か らの微

生 物 検 出 にbroad-rangePCRが 活 躍 す る余 地 は 非 常 に大

きい5)。 と りわ け感 染性 心 内 膜 炎,リ ンパ 節 炎 の よ うな

起 炎 菌 が バ リエ ー シ ョンに 富 む 感 染症 の診 断 にお い て威

力 を発 揮 す る。 さ ら に,broad-rangePCRは 培 養 が 困 難

あ る い は培 養 で きない 病 原 体 の 検 出,新 菌 種 の 検 出 ・同

定,未 知 の病 原 体 発 見 にお い て も きわ め て重 要 な役 割 を

果 た して い る。

抗 酸 菌 の 同 定 に お い て は,16SrRNA遺 伝 子 の 塩 基 配

列 だ けで は,属 レベ ル まで の 同 定 が 困 難 な場 合 が あ る。

た と え ば,MycobacteriumkansasiiとM.gastri,M.muco-

genicumとM.phocaicumの 各 々 は16SrRNA遺 伝 子 塩 基 配

列 が 完 全 に一 致 してお り,ど ち らの種 で あ るか 識 別 で き

な い6)。 また,M.marinumとM.ulcerans,M.intracellulare

とM.chimaere,M.absce∬USとM.bolletii,M.porcinumと

M.neworleansenseで は 各 々 で16SrRNA遺 伝 子 の 塩 基 配

列 の 相 同性 が きわ め て 高 く(99.9%),お 互 い を区 別 す る

こ と は 困 難 で あ る。 そ こ で,近 年,16SrRNA遺 伝 子 以

外 の ハ ウ ス キ ー ピ ング遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 基 づ く菌種 の

同 定 が検 肘 ・報 告 され て い る(Table)。 箪 者 らは抗 酸 菌

を検 出 ・同定 す る際 に は,16SrRNA,rpoB,hsp65遺 伝

子 を増 幅 後,各 塩 基 配 列 の シ ー クエ ン ス解 析 と デ ー タ

ベ ー ス に よる 相 同性 の 検 紫 を実 施 して い る。 こ れ ら3遺

伝 子 の系 統 的 な位 置 か ら総 合 的 に判 断 して 菌種 の 同 定 を

行 って い る。 なお,rpoB,hsp65遺 伝 子 に関 して は,抗

酸 菌 群 すべ て の菌 種 を各 々1組 の ブ ライ マ ー セ ッ トを 用

い たPCRで 増 幅 で き るの で,狭 義 のbroad・rangePCRと

解 釈 で きる。

3.感 染症の診断における遺伝子検査の遁応

著者らは,全 国の病院から培養法や免疫学的抗原検出

法ほかの日常検査法で診断できなかった症例の検体解析

を依頼 されている。2007年6月 末までに,約80病 院か

ら280症 例以上(最 近の1年 間で約160症 例)の 臨床検

体を前述の遺伝子解析法にて精査 して きた。このうち,

22症 例が抗酸菌感染症の診断に結びついた。解析結果

の報告は大半の症例で検体到着日に,遅 くとも2～3日

以内に行っている。ここでは抗酸菌感染症の遺伝子検査

の適応を探るうえで,実 際にどのようなケースで診断に

結びついたかについて提示 しておきたい。

(1)化 膿性 リンパ節炎7)

16S-23SSpaccrRcg且on.

5'.

糸{Jl.500bp

d1502505(,0650900
VIV2V3V4V5V6

糸IJ2,9`1(lbp

105011501300

V7V8VgVl〔1

干勺1()(lhp

15(1〔;hP

阻■■=■]■[■=--■ 「 ー コー3'
8UAprimer

口 翫 酷 。、_■ 昌灘 、〔樹1〔)}

14SsBpnmcr

8UAprlmer'5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'

1485Bpnmer:5㌧TACGGTTACCTTGTTACGAC-3'

Fig.1Structuralorganizationofthebacteriall6SrRNAgene,wnhconservedanddivergentregions

TableSeveralhousekeep血99enesforphylogeneticclassificationand

identi血cationofルfycobacteriu〃 軍species

遺伝子名 正式名/機 能 ・活性 塩基 数(b) 系統解析 用塩基数(bp)

16SrDNA

rpoB

加ρ65

dnaJ

sodA

gyrB

recA

secA1

16SribosomalRNA

RNApolymeraseβsubunit

65-kDaheatshockprotein

chaperonewithDnaK

superoxidedismutase

DNAgyrasesubunitB

DNArepairproteinRecA

Sec。dependentproteinSecAl

1,541

4,029

1,642

1,131

621

2,415

1,062

1,947

>1,300

395

424

1,100

400

1,000

500

700
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皮膚組織および頸部リンパ節の病理組織学的検査にて

抗酸菌が観察されたが,抗 酸菌用液体培地で2週 間培養

するも検出できないとのことで凍結していた組織の精査

を依頼された。遅速発育抗酸菌全般を検出可能なプライ

マー(16SrRNA遺 伝子)と 抗酸菌の種同定に用いられ

るrpoBとhsp65遺 伝子を増幅するプライマーを用いて

PCRを 実施 し,増 幅産物を得ることができた(Fig,2)。

これ らの増幅されたDNAの 塩基配列を決定 した結果,

Mycobacteriumhaemophitumで あることが判 明。本菌種

は至適発育温度が30℃ 前後で,さ らにヘ ミン(鉄)要

求性の抗酸菌であるため汎用されている抗酸菌用液体培

地や小川培地 には発育 しない。血液寒天培地やX因 子

添加の抗酸菌培地を用いて培養した結果,本 菌を分離培

養することに成功した。

(2)皮 膚潰瘍s}

右耳介部の結節から採取された膿汁の抗酸染色で菌体

が観察 され,7Hl1培 地,小 川培地,血 液寒天培地を用

いて培養を開始。2週 間経過後も集落形成を認めなかっ

たため,膿 汁の遺伝子解析依頼があった。膿汁から直接

抗酸菌DNAの 検出と同定を試みたところ"Mycobacte-

riumulceranssubsp.shinshuense"で あることが判明。培

養の温度を27℃ に変更 してもらい再度培養を開始。9週

目に数コロニーが得られた。分離菌の遺伝子解析でも本

菌種 と同定された。

(3)新 種による肺非結核性抗酸菌症

HIV感 染の米国人男性,喀 疾の塗抹でガフキー2号 で

あったが,ア ンプリコア法はすべて陰性。抗酸菌全般を

増幅するプライマー3種 類(16SrRNA,rpoB,hsp65gene)

を用いてPCRを 実施 した結果,す べての遺伝子が増幅

された。増幅産物の塩差配列を決定後,系 統解析を行っ

たところ,既 存のMycobacterium属 菌 とは異なる新種で

あった。後に培養で分離された菌株 も同じ坦蕃配列をも

つことが証明された。

以上の3症 例は検体の遺伝子解析緒県が分離培養条件

の変更をも示唆する有益な情報を提供し,さ らには新菌

種の登鎌や生化学性状検査 と薬剤感受性実施のための生

菌そのものを得ることに結びついた貴重な亭例といえる。

(4)尋 常性狼瘡9)

皮膚組織の病理組織学的検査にて抗酸菌が観察された

が外注検査所 に依頼 した抗酸菌検出のPCRが 陰性 で

あったとのことで,皮 膚組織の精査依頼。前述の3症 例

と同様な解析手法にてM.tubereutosisの 遺伝子を検出で

きた。真性皮膚結核の診断となる。

(5)腸 結核

剖検の回盲部組織の病理組織学的検査にて抗酸菌が観

察されたが,数 年前の症例で組織自体は保存されていな

かった。 よって,培 養で生えてこなかったのではなく培

養を実施できなかった症例といえる。パラフィン切片を

入手 してキシレンで溶解 した後,DNAを 回収 した。

PCR法 にて抗 酸菌の検 出 を試 みた結果,16SrRNA,

rpoB,hsp65遺 伝 子がすべて増幅 され た(Fig.3)。M.

tuberculosisの塩基配列であることが判明 した。

(6)BCG骨 髄炎の3症 例

近医の小児科で抗菌薬による治療が行われるも症状の

改善をみなかったため,大 学病院小児科に紹介入院と

なった3症 例である。症例1iO)(岐 阜大学)は1歳5カ

月の男児で左脛骨の骨透亮像 と骨膜肥厚,症 例2川(千

葉大学)は4歳 女児で左肋骨融解像と皮下腫瘤,そ して
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CCGTACCGCGTCGAGCAGCTCCGCA
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GGCCCACGGGATATCCGTCCAGCAG
TGCCCGGGCTAAGACCCGCCCATGT

CGGTCGAGAGCCCGTTCGATGATGT

CAGCGGGCGCCTCGGAGTGCCCAGG
TGATCGAGCACGGCCCCAACCAGTT

GGTCCTTGGTGCCGAAGTGACGAAA

CACCAGCCCGTGGTTGACCTTGGAT

CGAG

M.b:401bp,M.t:401bp

ATCGTTCACGGACA㏄CGTAGTTCG

TCACCGGTCAGCTCGTCGATACCCG

TCGCCGAGC㏄AGCAT(}GGCCCAAA

GAGCCGCCAACCGAATTGCAGCGCA

AGGGCGTGCGCGACCGCCAGCCGCG

CGCCCAAGTCGCTGTCGTAGCGAGG

CCGTACCGCGTCGAGCAGCTCCGCA

ACATTGGGAAATCGCTGTTGCAGCT

GGCCCACGGGATATCCGTCCAGCAG
TGCCCGGGCTAAGACCCGCCCATGT

CGGTCGAGAGCCCGTTCGATGATGT

CAGCGGGCGcCTCGGAGTGCAACA

GTCTGGTCAG(■TCGTGCCcA

GGTGATCGAGCACGGCCCCAACCAG

TTGGTCCTTGGTGCCGAAGTGACGA

AACACCAGCCCGTGGTTGACCTTGG

ATCGAG

Fig.4Detectionandidenti丘cationofM「.bovisBCGTokyostraininthepusspecimenbyPCRwith

thespeci症cRDl6primers;thevaccinestrainhadanRD16regionwhichwas22basepairsshorterthan

allotherM.tuberculosiscomplexstrains

症例312)(鹿 児島大学)は 左前胸部の皮下腫瘤 と左 第6

肋骨の溶骨性変化を認めた。症例2と3は 検査室で実施

の 結 核 菌 群PCR法 が 陽 性 と な っ た がM.tuberculosisと

BCG株 を含 むM.bovisと の 鑑 別 は で き ない こ とか ら精 査

依 頼 さ れ た。 この よ う な ケ ー ス に お い て は,BCG株 で

は欠損 している遺伝子領域RD1の 両端に特異的なプラ

イマーを使用 してPCRを 実施する。増幅産物が得 られ

ればBCG株 であることが確認できる。さらに,BCG東

京 株 は他 国 で 使 用 さ れ て い るBCG株 やM.tuberculosis,

M.bovisに 存 在 す るRDI6領 域 に22塩 基 分 が 欠 損 して い

る とい う特 徴 が あ る。 よ っ て,こ のRDl6領 域 の 遺 伝 子

をPCRで 増 幅 した 後,産 物DNAの 長 さ(379bp)あ る

い は 産 物 を シ ー一クエ ンス解 析 してBCG東 京 株 で あ る こ

と を確 認 して い る(Fig.4)。
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お わ り に

以上,診 断に難渋 して臨床検体の解析を依頼された疲

例を紹介しながら,抗 酸菌感染症診断における遺松予解

析技術の適応について取 り上げた。遺伝子検査がかなり

身近な存在になったものの,検 無い 同定試薬が市販され

ている結核菌やMAC以 外の抗酸菌による感染癒を迅速

診断するのは困難な状況である。現時点では塗抹鏡検,

培養法を主体とした日常検査の結果を中心 として診断を

行いなが ら,遺 伝検査を活用するのはどのような症例 も

しくは臨床経過であるかを適切に判断したうえで,外 注

ラボやしかるべ き研究竈を利用すれば診断率の向上につ

ながるであろう。遺伝子解析技術を用いた感染症の診断

において も,臨 床医と検査する側との緊密なコミュニ

ケーションがきわめて重要である。
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3.抗 酸 菌 の 感 受 性 検 査

琉球大学医学部附属病院検査部 仲宗根 勇

は じ め に

臨床検査で実施 される細菌薬剤感受性試験は大 きく,

一般細菌薬剤感受性試験 と抗酸菌薬剤感受性試験の2つ

があ る。わが国では一般細菌 につ いてはClinicaland

LaboratoryStandardslnstitUte(CLSI)の 推奨する試験法お

よび判定ブレイクポイントを採用する施設が大部分であ

る。それに比べ抗酸菌薬剤感受性試験は自施設で実施す

る施設も少なく,一 般細菌に比べ統一された方法やその

試験法についてはあまり議論されていない。本シンポジ

ウムでは抗酸菌薬剤感受性試験について一般細菌薬剤感

受性試験方法の違いと問題点について述べる。

1.薬 剤感受性試験方法の違い

抗酸菌の薬剤感受性試験 と一般細菌の薬剤感受性試験

方法 との大きな違いは,測 定培地の組成 を除けば,用 い

る接種菌液の作成方法と判定方法にある。通常,一 般細

菌は増殖スピー ドが速いため培地面に発育 した菌集落を

肉眼的に観察し,同 一とみなされる菌集落の3～5集 落

を釣菌して接種菌液を作成する。 または集落を純培養,

増殖 させて菌液を作成する方法が採用されている。

それに対 し,抗 酸菌特に結核菌に対しては迅速な結果

報告を目的に分離培地から発育菌体をかきとり,あ るい

は濃縮操作で接種菌液が作成 されているのが現状であ

る。このことは抗酸菌の薬剤感受性試験 に接種されてい

る菌は集落単位ではなく,発 育菌集団として接種菌液を
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作成するproportion法 である。このことが一一般細菌 と異

なる点である。

抗酸菌薬剤感受性試験でproportion法 が採用される理

由は結核菌感染症の感染部位は多様な菌集団から構戒 さ

れると考えられること。多様な菌集団のうち1%以 上が

測定薬剤に耐性を示す菌集団が存在 した場合には耐性 と

判定され,臨 床的な治療効果が期待できない。

また感性 とは測定薬剤に耐性を示す集団は1%以 下で

95%が 臨床的に反応する,と されている。それに対 し,

一般細菌での耐性の意味は個々の菌株が測定薬剤に耐性

を示す意味であ り,集 団ではな く1個 の菌株 を意味す

る。proportion法 による抗酸菌薬剤感受性試験での耐性

とは分離菌株の薬剤耐性を意味するのではなく臨床的耐

性を意味し,一 般細菌でいう耐性 とは異なる解釈である。

2、接種菌濃度作成の問題点

抗酸菌の分離には液体培地や小川培地が汎用されてい

る。いずれの培地 も抗酸菌の検出に主眼がおかれている

分離培地である。液体培地は発育性 には優れるものの混

在する抗酸菌は区別で きない,小 川培地も培地形状や面

積から多数発育 した場合には同様に個々の抗酸菌集落が

区別できない欠点がある。迅速な報告を目的に多 くの検

査室では,こ れらの培地から直接,発 育菌体をかきとり

または濃縮 して薬剤感受性試験 に用いられている。この

接種菌液作成方法では初代分離培地に耐性菌 と感性菌が

混在 した場合には耐性菌 と判定 され,ま た個 々の薬剤

に対 し単剤耐性菌の組み合わせで混在 した場合には多

剤耐性 として判定される危険がある。例えば,isoniazid

(INH)単 剤耐性株とrifampicin(RFP)単 剤耐性株が混在

して存在 した場合に,発 育集落または菌濃縮による接種

菌での薬剤感受性成績は多剤耐性株 と判定される。われ

われは新規結核患者を含 む10人 の結核患者の臨床検体

に含 まれる結核菌を,直 接寒天培地上で集落を形成させ,

単離 した個々の集落についてプロス ミックMTB-1(極

東製薬)に よる薬剤感受性 と染色体DNA挿 入配列を解

析し,臨 床材料にいかなる結核菌集団が含まれるかを検

討 した。その結果10症 例中7症 例では同一の材料から

分離 されたすべての集落での各薬剤に対するMIC値 は

±2管 差以内であったが,3症 例では分離された個々の

集落間でMIC値 に有意の差が観察 された。薬剤感受性

試験による表現型streptomycin(SM),ethambutoi(EB>,

INH耐 性に関与する遺伝子変異の有無およびRFLP解 析

結果か ら,3つ のグループに大別された。薬剤感受性試

験結果と類以度の高いRFLPパ ターンからモノクローナ

ルな細胞集団,薬 剤感受性試験は近以するもののRFLP

パターンの類以度から複数の結核細胞から構成される集

団,薬 剤感受性 もRFLPパ ターンも明確に異なる結核菌
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細胞集団で構成される集団を含む検体であった。

また,薬 剤感受性が岡一でも遺伝子型は多様な細胞集

団であり,表 現型 と遺伝子型との間には必ず しも普遍性

をもった相関が認めない縮果も確認された。

このように臨旅検体から検崩される緒核菌は多様な細

胞集団から構成されることから,日 常検査での薬剤感受

性試験での偽耐性の報告を避ける必要がある。抗酸菌を

集団として接種する日常検査では確実に接種菌液は単一

であるという確認PurityCheckの 案施が必要である。近

年増力lllしている液体培地分離 法による検出方法,特 に治

療中患者検体からは定常発育株 と遅発育株が混在する危

険を検査室は常に念頭に検査を進める必饗がある。

3.測 定薬剤の閻題点

結核菌薬剤感受性試験のもう一つの問題は検査室測定

で測定される薬剤は単独薬剤なのに対 し,治 療に使用さ

れる薬剤は常に複数薬剤併用であることである。このこ

とは検査室で測定される単独薬剤の測定では耐性を示す

菌株でも複数薬剤併用時の相乗または拮抗の判定ができ

ない測定法である認識が必要である。また抗酸菌のヒ ト

感染部位は細胞内,低 酸素環境であるのに対し,測 定試

験環境は通常大気 または炭酸ガス環境で培養 ・測定さ

れ,細 胞内,細 胞外(血 清中)と は薬剤濃度も異なる環

境である。このようなことから検査室測定の抗酸菌薬剤

感受性成績は抗菌薬治療を直接的に反映しない場合があ

り,日 常検査で実施される抗酸菌薬剤感受性試験結果は

測定薬剤に耐性を示す抗酸菌検出試験法と位置づけられ

る。

4.non-tuberculosis薬 剤 感 受 性 試 験

わ が 国 に は結 核 菌 以外 の抗 酸 菌 を対 象 と した 薬 剤 感 受

性 試 験 方 法 の 標 準 方 法 は な い 。 「結 核 菌 検 査 指 針2007」

で は,Mycobacteriumkαnsasi似 外 の 非 結 核 性 抗 酸 菌 で は

薬 剤 感 受性 試験 結 果 と治 療 効 果 に は 関連 を認 め ない ため

小 川 培 地 を用 い た 薬 剤 感 受性 試 験 は行 わ な い と して い

るQNationalCommitteeforClinicalLaboratoryStandards

(NCCLS,現CLSI)で は結 核 菌 以 外 の 抗 酸 菌 に対 し,そ

の 発 育 速 度 か ら大 き く3つ に 区別 して薬 剤 感 受 性 試 験 の

測 定 方 法 と測 定 薬剤 を提 示 して い る。 第1の グ ル ー プ は

迅 速 発 育 菌 群Myc・bacteriumfortuitumgr・up(M.fortuitum ,

M・peregrinum,M・fortuitumthirdbiovariantcomplex) ,Myco-

bacteriumche'・nae,Myc・ わacteriumaわ ∫Cε∬配5,Myc・わacteri・

umsmegmatisgr・up(M・smegmatis,M.9・ ・die,M.w・linskyi)

と,そ の 他 の 臨 床 的 に重 要 な 迅速 発 育 発 色 菌 を含 む 。 こ

れ らの 菌 群 を 対 象 と し た 薬 剤 感 受 性 試 験 法 はMueller.

Hintonbrothを 用 い た微 量 液 体 希 釈 法 で あ る。 測 定 薬 剤

はAmikac㎞,Cef・xitin,Cipr・fl・xacin ,Clarithr・mycin,
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Doxycycline,Imipenem,Sulfamethoxazole
,Tobramycinに

ブ レ イ ク ポ イ ン トが 設 定 され て い る。 第2の グ ルー プ は

Mycobacteriumaviumcomplexを 申 心 と し た 菌 群 でM .

kansasiiとMンcobacteriummarinumが 含 ま れ る。 ルf,avium

complexの 測 定 法 はMiddlebrook7Hgbrothで のmicr◎titer

dilution,M・kansasiiで はpropo而onmethodま た はmicro・

dilution法 で のClarithromycin,Azithromycinの ブ レ イ クポ

イ ン トが 設 定 され て い る。M.marinumを 対 象 と したH常

検 査 で の 薬剤 感 受性 測 定 は推 奨 され て い ない 。 第3の グ

ル ー プ は そ の 他 の 遅 発 育菌 群 でMycobacteriumterrae1non-

chromogenicum,Mycobacteriumxenopi,Mycobacterium

malmoense,Mycobacteriumsimiaeな どを含 む グ ルー プで あ

る。 薬 剤 感受 性 試 験 法 はproportionmethodま た はmicro・

dilution法 で の 測 定 法 が 推 奨 さ れ て い る 。 こ の よ う に

CLSIは グ ル ー プ ご とに 薬 剤 感 受 性 試 験 方 法 を提 示 して

い るが,そ の 測 定 方 法 と測 定培 地 は 多岐 に わ た る。 これ

らの 方 法 を わが 国 の 検 査 室 で す べ て準 備 す るの は困 難 で

あ り,さ らに測 定 され た薬 剤 報 告 に も例 外 が 設 定 され て

い る。IPMに つ い て はM.chelonaeとM.abscessusに は 報

告 しな い,TobramycinはM.chelonaeに のみ 報 告す るな ど,

わが 国 の 臨床 検 査 とは異 な る嗣 約 が 設定 され てい る。 こ

の よ う にCLSIの 推 奨 す る測 定 方 法 をす ぐに受 け 入 れ る

の は 困難 な状 況 で あ る。

近 年non-mbeτculosisの 検 出 は増 加 傾 向 で あ る。 しか し

わが 国 で は測 定方 法 が 統 一 され て い な い事 実 か ら薬 剤 感

受性 デ ー タの 互換 性 に欠 け,治 療 お よび疫 学 集 計 等 に も

支 障 を きた して い る の が 現 状 で あ る。 現 在,non-tubeT-

culosisを 対 象 と した 薬 剤 感 受 性 測 定 方 法 はmicrodilution

法 に よ る プ ロ ス ミ ッ クNTM〈 極 東 製 薬)の み 市 販 され

て い る が,他 の迅 速 発 育 株 につ い て もそ の標 準 的 測 定 方

法 と測 定 薬 剤 の確 立 が 必 要 で あ る。

5,薬 剤感受性試験の精耀管理

臨床検査で最 も重要な項 闘に測定法の精度管理があげ

られる。「紬核繭検査指針2007」 およびCLSIと も結核菌

の薬剤感受性試験精度管理用菌株 としてM,t"berculOsis

ATCC27294(H37Rv)が 指定されている。しか し指定株

は現往設定される抗緒核薬の薬剤濃度に対 しすべて非発

育を示す感性株のため,発 育を麗めた場合のみ検査の異

常が判断できる。このことは現在の小川培地,CLSI推

奨法での湖定薬剤濃度では感性を示 し,す べて発育なし

と物定される。その結果,検 査窒では使用培地の発育支

持能力,接 種菌濃度のチェック等が正しく判定できない

こととなる。通常,薬 剤感受性の精度管理菌株の設定に

は測定濃度域を含むように設定されるが1濃 度法の場合

には,こ の設定ができないこと,さ らに抗酸菌の場合に

は2剤 以上に耐性 を示す株は危険なため使用することは

推奨されないことが測定方法の精度管理を困難にしてい

る。

さらに最も大きな抗酸菌の検査室精度管理実施の障害

は,精 度管理菌株の入手が困難なことである。多 くの検

査室 は三種病原体(結 核菌),四 種病原体(INH,RFP

耐性)を 取 り扱 う設備がないのがわが國の検査室の現状

であろう。このため精度管理菌株の入手 ・保存を最 も困

難な状況にしている。このような背景が一般細菌 に比

べ,抗 酸菌の試験精度管理を困難にしている。

お わ り に

結核菌を中心に抗酸菌の薬剤感受性試験方法の問題点

を述べた。抗酸菌の薬剤感受性試験方法は測定方法のみ

ならず,一 般細菌に比べ検査環境も変化 し自施設で測定

を実施する施設 も激減 しているのが現状である。このよ

うな状況はわが国の抗酸菌検査の衰退が懸念されること

から,早 々に問題点の解決をはかる必要がある。

4.結 核菌の病原性機序一細胞内寄生戦略

京都大学大学院医学研究科微生物感染症学准教授 河村伊久雄

結核菌の殺菌抵抗性

(1)フ ァ ゴ リ ソ ソー ム融 合 阻害

結 核 菌 は宿 主体 内 に侵 入 後,肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ.樹

状細 胞(dendriticcell,DC)あ る い は単 球 に積 極 的 に 侵 入

す る。 この 細 胞 内 侵 入 に は マ ク ロ フ ァー ジ表 面 の 補 体

レセ プ タ ー や マ ン ノー ス レセ プ ター な ど様 々 な レ セ プ

ターが 関与 す る こ とが 知 られ て い る。 また,結 核 菌 は菌

体 表 面 のmycobacterialmammaliancellentryproteinIAや

mycobacterialDNA-bindingproteinlを 介 して 非 貧 食 細 胞

で あ る肺 胞 上 皮 細 胞 に侵 入 す るn2}。 こ れ ら結 核 菌 侵 入

因 子 が マ ク ロ フ ァー ジへ の 感 染 に どの 程 度 関 与 す るの か

は 明 らか で は な い が,病 原 体 を排 除 す る 能 力 が 弱 い上 皮

細 胞 へ の 侵 入 は,結 核 菌 の 宿 主 体 内 で の 長 期 生 存 を よ り

容 易 にす る もの と考 え られ る。

マ ク ロ フ ァー ジ に侵 入 した 菌 は フ ァ ゴ ソー ム 内 で 生 存
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増 殖 す る。 通 常,フ ァ ゴ ソー ム の 成 熟 が 進 む と,ワ ァゴ

ソー ム は リソ ソー ム と融 合 して フ ァ ゴ リ ソ ソー ム が形 成

され る。 この フ ァ ゴ リ ソ ソ ー ム内 の 環 境 は 結核 菌 に とっ

て も殺 菌 的で あ る。 しか し,結 核 菌 は フ ァ ゴ リ ソソ ー ム

融 合 を 阻 害 す る こ とで,細 胞 内 寄 生 性 を発 揮 して お り,

こ れ は結 核 菌 が マ ク ロ フ ァー ジ 内 で 生 存 す る た め の 最

も重 要 な機 序 で あ る。 最 近,こ の 抑 欄 機 序 に,結 核 菌 細

胞 壁 に豊 富 に存 在 す る リボ 多 糖 体 成 分 で あ るlipoarabi-

nomannan(LAM)が 重 要 な役 割 を果 た して い る こ とが 報

告 され て い る。Kangら は,病 原 性 の 強 い 株 に存 在 す る

Mannose-capPedLAMと 細 胞 表 面 の マ ン ノ ー ス レ セ プ

ター との結 合 が,フ ァゴ リソ ソー ム 融 合 阻 害 に 関与 す る

こ とを示 した3)。 ま た,そ の 機序 と してVergneら は,フ ァ

ゴ ソ ー ム と リ ソ ソ ー ム の 融 合 に はphosphatidylinosito1

3・kinase(PI3K)に よ り合 成 さ れ る フ ァ ゴ ソ ー ム膜 上 の

phosphatidylinositol3-phosphate(PI3P)が 重 要 で あ る が,

LAMの シ グナ ル はPI3Kの フ ァゴ ソ ー ムへ の 動 員 を抑 制

す る た め,フ ァゴ ソー・ム 上 のPI3Pの 合 成 が 抑 え られ る

こ と で発 揮 され る こ とを 示 した4)。 さ ら にVergneら は,

結 核 菌 が 産 生 す るlipidphosphataseで あ るSapMがPI3P

の 脱 リ ン酸化 を引 き起 こす こ とで,フ ァ ゴ リ ソソ ー ム融

合 を抑 制 す る こ と も 明 らか に した5)。 こ れ らに 加 え て,

Scherrら は,結 核 菌 が真 核 細 胞 の プ ロテ イ ン キナ ー ゼ 類

似 の タ ンパ ク質 で あ る プ ロ テ イ ンキ ナ ー ゼG(P㎞G)を

産 生 す る こ とを 示 した 。 さ ら に彼 らは,こ のP㎞G欠 損

変異 株 の 感染 で は,フ ァゴ リソ ソー ムが 形 成 され,菌 が

殺 菌 処 理 され や す い こ と を示 し,P㎞Gが 結 核 菌 に よ る

フ ァゴ リ ソソ ー ム融 合 阻害 に関 与 す る こ とを 明 らか に し

た6)。 さ らに,Jayachandranら は,マ ク ロ フ ァー ジ に 存

在 す るcoronin1が 結 核 菌 を含 む フ ァ ゴ ソー ム に 集積 し,

Ca2+依 存 性 フ ォス フ ァ ター ゼ で あ るcalcineurinを 活 性 化

す る こ とで,フ ァゴ リ ソ ソー ム 融 合 が 阻 害 され る こ と を

示 した7)。 今 の と こ ろ,coronin1を フ ァゴ ソー ム 上 に 維

持 す る た めの 菌 側 因子 につ い て は 明 らか に され て い ない

が,そ れ が 菌 の 病 原 性 にお い て 重 要 な役 割 を果 たす こ と

は 間 違 い な い。 またMacGumら は,結 核 菌 の 分 泌 装 置

で あ るESX-1変 異 株 の 感 染 で は,感 染 後 の フ ァ ゴ リ ソ

ソ ー ム 融 合 が 阻 害 さ れ な い こ と を 明 らか に し た8)。

ESX-1を 構 成 す る遺 伝 子 群 は,菌 の病 原 性 に重 要 なRD1

領 域 に存 在 す る。 こ の領 域 に はESX-1よ り分 泌 さ れ る

重 要 なT細 胞 抗 原 で あ るearlysecretedantigenictarget-6

(ESAT-6)とculturefiltrateantigen10kl)(CFP-10)が 存 在

す る が9),し か し,こ れ らの 欠 損 変 異 株 を 感染 させ て も

フ ァゴ ソ ー ム リソ ソ ー ム融 合 が 生 じる ため,こ れ ら因 子

の フ ァゴ リソ ソ ー ム融 合 阻害 へ の 関 与 は否 定 的 で あ る 。

しか し,ESX-1を 介 して 分 泌 され る 因子 はESAT-6/CFP-

10以 外 に も報 告 され て お り,そ れ ら の 中 に フ ァ ゴ リ ソ
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ソーム融合阻害に関与する因子が存在することが示唆さ

れる。このように,結 核菌はマクロファージのファゴソ

ーム内で生存増殖を行う細胞内寄生戦略をとるが,フ ァ

ゴソームの成熟過程を阻害するためには,エ フェクター

分子を細胞質内に放幽する必要がある。このため,結 核

菌の分泌装鷹は,グ ラム陰性菌が有する分泌装置と同様

に,菌 が感染を成立させるための重要な役割を果たして

いるもの と考えられている。

(2)ア ポ トーシスの抑制

マクロファー一ジに結核菌弱毒株(H37Ra)を 感染させ

ると,ア ポ トーシスが誘導されるが,カ スパーゼ阻害剤

を添加 してアポ トーシスの誘導を抑制すると,菌 の細胞

内増殖が改善 される。一一方,結 核菌強毒株(H37Rv)の

感染ではH37Ra感 染 と比較 して,ア ポ トーシスが抑制

され,菌 は細胞内で増殖することが示されている。この

結果は,ア ポ トーシスが菌の細胞内生存に影響すること

を示す ものである。また,緒 核菌由来19kDaリ ポタン

パク質のToll-likereceptor2(TLR2)を 介 した認識が細

胞のアポ トーシスを誘導することから,感 染後に誘導さ

れるアポ トーシスは結核菌に対するひとつの宿主初期防

御反応と捉えることができる。 しか し,病 原性の強い菌

は,抗 アポ トーシス因子であるMcllの 発現を誘導する

ことでアポ トーシスを抑制することが示 されている10)。

結核菌の有するアポ トーシス抑制活性は,菌 にとって増

殖の場を確保するという意味で重要な機序であ り,細 胞

内寄生を可能にするために必須であると考えられる。

最近,結 核菌を感染させたマクロファージにオー ト

ファジーを誘導すると,細 胞内菌数が減少することが示

された。 また,マ クロファージをinterferon。γ(IFN一γ)

で刺激 した場合には,LRG47(P47GTPase)の 誘導を介

してオー トファジー機構が活性化される。その結果,菌

を含むファゴソームは才一 トファゴソームと融合 し,さ

らにリソソームと融合 してオー トリソソームが形成さ

れ,菌 が殺菌処理 されることが示されている助。オー ト

ファジーは,細 胞の恒常性維持に必要 と考えられてきた

機構であるが,こ の結果は,オ ー トファジーが結核菌の

細胞 内殺菌にも関与することを示すものである。 しか

し,結 核菌は感染後にオー トファジーの誘導に必要な

PI3K活 性 を抑制することで,オ ー トファジーの誘導を

抑制するものと考えられ,こ の抑制機序を解除するため

にIFN一γによる刺激が必要となる。

マクロファージやDCの 機能制御

マクロファージやDCの 感染局所への動員,あ るいは

結核菌食食後のマクロファージの活性化は結核菌に対す

る初期防御反応だけでなく,特 異的免疫応答の誘導にお

いても重要である。マクロファージやDCは 細胞表面の
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TLRを 介 し て 結 核 菌 を認 識 す るaTLR2はLAM,フ オ

ス フ ァチ ジ ル イ ノシ トー ル マ ン ノシ ド(phosphatidylinosi・

tolmannoside,PIM),あ る い は19kDaリ ポ タ ンパ ク 質 を

認 識 す る。 ま た,易 熱 牲 結 核 菌 体 抗 原 はTLR4に よ り識

別 され,炎 症 性 サ イ トカ イ ンが 産生 され る。 一・方,鯖 核

菌 は こ れ らTLRか らの シ グ ナ ル伝 違 を修 飾 す る 能 力 が

あ る こ とが 最 近 明 らか とな っ て きた。 結 核 菌 の虫 要 なT

細 胞 抗 原 で あ るESAT-6は,こ れ ま で そ の病 原 性 にお け

る機 能 は 明 ら か に さ れ て い な か っ た が,Pathakら は,

ESAT-6がTLR2に 結 合 す る とAktキ ナ ー ゼ が 活 性 化 さ

れ ・ そ の 結 果TLRの ア ダ プ タt・…一分 子 で あ るMyD88と

IRAK4の 会 合 が 阻 害 され る た め,TLRを 介 した シ グナ ル

が 抑 制 され る こ とを示 した12)。また,結 核 菌 由 来 熱 シ ョ

ック タンパ ク質hsp70が,DCの 分化 を陽害 す る と と もに,

DCか らの 抗 炎 症 性 サ イ トカ イ ンで あ るIL-10産 生 を 充

進 させ る こ とが 示 され たi3)。さ ら に,病 原 性 の 強 い 結 核

菌 やBCGのLAMは そ の先 端 にマ ン ノー ス残 基 が 付 加 し

て お り(Man-LAM),非 定 型 抗 酸 菌 のLAMと は構 造 的

に異 な る 。 このMan-LAMはDC上 に存 在 す るDC-SIGN

(DGspeci丘cintracellularadhesionmolecule-3grabbing

nonintegrin)を 介 して セ リ ン1ス レオ ニ ンキ ナ ー一ゼ で あ る

Raf・・1の活性 化 を誘 導 す る。 活 性 化 され たRaf-1はNF-rcB

p65サ ブ ユ ニ ッ トの ア セ チ ル 化 を 誘 導 し,そ の 結 果,

TLR4を 介 した 刺 激 に よ りIL-10産 生 が 充 進 す る こ とが

示 さ れ て い る14}。ま た,こ のMan-LAMはDCの 分 化 を

阻 害 す る こ と も明 らか に され て い る15)。この よ う に,結

核 菌 の 菌 体 成 分 はマ ク ロ フ ァ ー ジやDCの 機 能 を修 飾 す

る こ とが で きる。 さ らに,こ れ ら糖 脂 質 や タ ンパ ク成 分

は 菌 体 よ り遊 離 してexosomeの 形 で 細 胞 外 に 放 出 され,

近 接 した 細 胞 に取 り込 まれ る こ とが報 告 され て い る16)17)。

同様 の 過 程 は,ア ポ トー シス にお い て観 察 され,ア ポ トー

シス 小 胞 に よっ て 運 ば れ た 菌 体 成 分 は 効 率 よ く抗 原提

示 さ れ る(crosspriming)こ とが 示 され て い る。 しか し,

exosomeを 介 して細 胞 外 に放 出 さ れ た成 分 が 同様 に 抗 原

提 示 され るの か,あ るい は 取 り込 ん だ細 胞 の 機 能 に影響

を及 ぼす のか につ いて は不 明 で あ り,今 後 明 らか に して

いか な けれ ば な ら ない 。

防御免疫成立後の結核菌の抵抗性

感染の進行に伴い,感 染病巣部には肉芽腫が形成され

る。肉芽腫内部は酸素分圧が低 く,偏 性好気生菌である

結核菌には非常に苛酷な環境 と考えられる。 しかし,結

核菌はその代謝系を環境に適応 したものに切 り替えて,

感染を成立させるものと考えられている。McKle㎜eyら

は,結 核菌が持続感染を成立させるためにはイソクエン

酸リアーゼ(isocitratelyase,ICL)が 重要な役割を果たす

ことを示 した18)。ICLは脂質を材料 とした糖の生合成経
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路,グ リオキシル酸サイクルの酵索の一つである。肉芽

腫 内に存雀する結核園のICL活 性が菌の生存 に重要で

あるということは,菌 が酸素分圧の低い環境では脂質を

炭繁源として利用することを示すものである。その他,

熱 ショックタンパ クのWt稲 であるa-crystallinやnitrate

reductase,ま たはEig(Enhancedintracellularsurvival)や

KatGな ど多 くの阪子が細胞内増殖や持続感染に関与す

ることが報告 されており,菌 が宿主体内で長期間生存す

るためには,複 雑なメカニズムが働いていると思われ

るφ

一方,結 核閣の活発な増娘が認め られる組織 では,ネ

クローシスに陥った細胞が多数認められる。これ までの

解析から,細 胞内で増殖 した菌が感染を拡大するため,

菌は感染細胞のネクローシスを誘導することが示されて

いる。 この ネクロー シス誘導 には結核 菌ゲノム上の

RD1領 域が重要な役割を果たしてお り,こ の領域に存在

する遺伝子産物が,ミ トコンドリア膜障害に関与 し,そ

の結果として細胞内ATP濃 度が減少するため,細 胞が

ネクローシスに陥ることが示されている韮%ま た,結 核

菌感染初期には,増 殖に必要な細胞内環境を維持するた

め,菌 はカスパーゼ9の 活性化を誘導してネクローシス

を抑制することが示唆 されているCO》eこのような結核菌

による感染マクロファージの細胞死の制御が,生 体内で

の生存増殖に寄与するところは大 きいと考えられる。

お わ り に

結核菌はヒ トを宿主として共生することに最も成功し

た微生物の一つであり,ヒ トへの感染の歴史は紀元前に

まで遡ることができる。一方,結 核菌の有する宿主防御

免疫の回避機構については,今 のところ断片的にしか明

らかにできていない。 しか し,ig98年 に結核菌のゲノ

ム配列が明らかにされ,遺 伝子発現の網羅的な解析が可

能になって以来,こ の研究分野において多くの成果が発

表されている。今後さらなる研究成果の蓄積が,結 核菌

の病原性の解明だけでなく,新 たな予防ワクチンの基礎

となり,結 核の撲滅に結びつくものと期待される。
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日本BCG研 究所 関 昌明,本 田 育郎,藤 田

矢野 郁也,山 本 三郎,小 山

勲

明

BacillusCalmette-Gu6rin(BCG)は 結 核 予 防 の た め の

唯一 の弱 毒 化 生 菌 ワ クチ ンで あ る。 パ ス ツー ル研 究 所 の

CalrnetteとGu6rinに よ って 牛 か ら分 離 さ れ た毒 力 の強 い

結 核 菌Nocard株 を1908年 か ら1921年 に か け て230代 継

代 す る こ と に よ り得 られ た。1924年 か らは 世 界 各 国 に

分 与 され て 独 自 の 亜 株 と な り今 日に 至 っ て い る 。 現 在

ワ ク チ ン の 製 造 に 用 い ら れ て い る 主 なBCG亜 株 は,

Danish株,Glaxo株,Pasteur株,Moreau株,Japan株 お よ

びRussia株 で あ る1)。

BCGワ ク チ ン はBCG亜 株 間 で 異 な っ た コ ロ ニ ー 形 態

を示 し,さ らに は 同一 の 亜 株 内 に も異 な る もの が 複 数 存

在 す る こ とは以 前 か ら知 られ て い たが2)'-4},コ ロニ ー 形

態 以外 に も生 菌 数1),抗 原 タ ンパ ク 質(MPB64,MPB70

等)の 産 生(量>5)お よ び メ トキ シ ミ コ ー ル 酸 の合 成 に

関 与 す る遺 伝 子(mma3)の 点 突 然 変 異6}の 有 無 等 に違

い が あ る 。

結 核 菌M.tuberculosisH37Rvの 全 ゲ ノ ム塩 基 配 列 が 解

読 され る と7),BCGとM.tuberculosisH37Rvの ゲ ノ ム の

違 い を調 べ る た め の 研 究 が 開 始 され た。 そ の 結 果,M.

tuberculosisと 比 較 してBCGに は全 部 で16カ 所 のRD(も
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と も と は欠 損 領 域:deletionregionの 略,現 在 で は異 な っ

た領 域:regionofdifferenceの 略 と して 用 い られ る こ と

が 多 い)が 存 在 す る こ とが 明 らか に な っ た が 鵬,こ の

数 は そ の 後 増 加 して い るゆ。 また,タ ンデ ム 複 製 に関 す

る違 いが あ る こ と も分 っ て きたll)。

8CGの 初期分与株と後期分与株

Fig.にBCG各 亜 株 の 由 来 に つ い て 示 す9)Io)Q1908年 か

ら1921年 に か け て230代 継 代 培 養 さ れ た が,BCGが 結

核 ワ クチ ン と して 確 立 さ れ る過 程 で,RD1の 欠 損 が 起

こ り,こ の こ とがBCGの 弱 毒 化 に 一 部 関 与 して い る と

考 え られ て い るi2》。1924年 か ら1925年 に か け て,現 在

のRussia,Japan,Brazil(Moreau)の 元株 が 分 与 され た。

こ れ らの 株 に は そ れ ぞ れ 欠損 した 領 域 が あ る。Japan株

に はRDI6に 含 まれ る6個 の 遺 伝 子 の う ちRv4305cの 一

部(22bp)が 欠損 して い る もの(1型 〉 と欠損 して い な

い もの(ll型)の2種 類 が 存 在 し,前 者 が 多 数 を占 め て

い る13}。Russia株 に も2個 の 遺伝 子 に 関連 す る特 徴 的 な

欠損 領域 が あ る10)。こ れ らの株 はIS6110の コ ピー を2個

も っ て い る14)が,1926年 と1927年 の 分 与 に 由 来 す る,

Birkhaug株 とSweden株 に はIS6〃0が1個 し か な い9)。

従 っ て,1925年 か ら1926年 の 間 にIS6〃0が1個 欠 損 し

た と考 え られ る。 ま た,1931年 以 降 に分 与 さ れ た す べ

て の 株 か ら はRD2が 欠 損 して お り9),こ の 欠 損 はig27

年 か ら1931年 の 間 に 鑑 じた と考 え られ る。 こ れ ら の 遺

伝 的 な 欠 損 の パ ター一一#eンは1931年 を境 に 大 き く2種 に 分

類 され る こ とか ら,そ れ 以 薗 の 分 与 に 由 来 す る株 は初 期

分 与 株(earlystrains),そ の 後 の もの は 後期 分 与 株(late

strains)と 呼 ば れ て い る9)(Fig、)。

サブポピュレーション

BCG璽 株 にはこれらの欠損による変巽に加えてタン

デム複製DU2の 変異があり,Japan株 での1型 およびll

型と岡様に同一亜株内でサブポビュレーションを形成し

ている13)IS}。

(1)タ ンデム複製DU2

タンデム複製DU2は すべてのBCG亜 株に存在する

が,複 製の生 じた位鷹の違いにより,4種(1～rv)に

分けられる15)(Table>◎この領域には,グ リセロPtル の

代謝に必要なglpD2遺 伝子が含まれているが,BCGは

炭素源としてグリセロールをよく利用 し,こ れを含む培

地で継代 されてきたので,こ の遺伝子が複製 されたこと

で増殖に有利になった可能性が考えられている15,。

Pasteur株 とDanish株 にはタンデム複製DU2の コピー

数が2と3の2種 類が認め られ,コ ピー数が増加する傾

向があることが示唆された15}。このコピー数の変動がワ

クチンの効果にどのような影響を及ぼすかは,今 のとこ

ろ不明である。
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Fig・HistoricalphylogenyanddeletienregionsamongBCGsubstrains

Verticalaxisindicatesdistributiontime.
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Tab夏eCopynumberandlengthofduplicatedregiensinfourDU2groupsinBCG甜bstrai雄s

Group BCGsubstrains Copynumber Length(about) Yearobtained

DU2-1

DU2.II

DU2-III
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」
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轟
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(2)Japan株 に存在する1型,∬ 型

Japan株 にコロニー形態が異なったものが存在するこ

とは以前から知 られていたが,こ れまで,コ ロニー形態

と遺伝子の関連性については知 られていなかった。最

近,こ のコロニー一形態 と,遺 伝子型(1型,∬ 型)と の

間に,強 い関連性があることが明らかになった13)。

Japan株 を用いた日本のワクチンは,他 の国のワクチ

ンと比較 して,重 量当りの生菌数が多 く,熱 に安定であ

る等の性質を有しているが,日 本のワクチンの性質をよ

り理解するためには,1型BCGとll型BCGの 違いにつ

いてさらに詳細な検討をする必要があろう。

BCGPasteur株 の全ゲノム解読によるBCG亜 株間の

詳細な遺伝的違いの解明

2007年 にはBCGPasteur株 の全塩基配列が解読され

た15)。その結果初期に分与 された株は,後 期に分与され

た株 よりも遺伝的な変異が少ないことがさらに明らかと

なった。

CrpはRv3676に よってコー ドされる転写制御遺伝子

であるが,初 期分与株に比較 して後期分与株でSNPが

2個 になっており,後 期分与株において機能を喪失 して

いると考えられているi6)。転写開始因子であるsigK遺 伝

子は,抗 原 タンパク質MPB70とMPB83の 発現に関与

している1フ)が,この遺伝子のスター トコ ドンが後期分与

株ではSNPに よってメチオニ ンからイソロイシンに置

換 している。このため,こ れらの抗原の発現量が低 くな

っていると考えられる。

後期分与株ではRD2が 欠損 しているが,こ の領域に

は制御因子をコー ドするRv1985c遺 伝子,抗 原タンパク

質であるMPB64を コー ドする遺伝子等が含 まれている

ため,こ れらの機能は失われている。

Pasteur株で欠損 しているRD14に は11個 の遺伝子が

含 まれているが,こ の中には転写を制御するRv1773遺

伝子が存在する。

後期分与株では初期株 と比べてIS6110が1個 欠損 し

ているが,こ の遺伝子の上流には結核菌で毒力に関連し

てい る2遺 伝子phoPrphoRが ある1s,。このIS6110の 欠

損がphoP遺 伝子の発現に影響 しており,Japan株 に比較

してPasteur株 ではこの遺伝子の発現量が低下 してい

る15)。ま た,Danish株 とGlaxo株 で はphoR遺 伝 子 に

10bpの 欠損があ り,こ の遺伝子の機能に影響があると

考えられている塵5》。

このように,初 期に分与されたBCG亜 株に比べて後

期に分与されたBCG亜 株では,発 現や制御に関する遺

伝子に多 くの変異が生 じてお り,ま た,DU2領 域のコ

ピー数にも変動がみられる。

これらの遺伝的性質の違いと南アフリカで行われた臨

床試験の結果19)等から,初 期 に分与された株のほ うが

後期に分与された株 よりもワクチンとしての効果が高い

のではないかと推測 されているIS)。

今後の課題

Japan株 に存在する1型 と1【型の微生物学的な違い,

Japan株 と他のBCG亜 株 との遺伝的違いに基づいた詳細

な検討を行う必要がある。

初期分与株のほうが後期分与株よりも遺伝的な変異が

少ないために,ワ クチンとしての効果が高いという仮説

を証明するためには,初 期分与株のゲノムの全塩基配列

を決定 し,後 期分与株であるPasteur株 の配列 との比較

によるより詳細な解析を行うことが必要である。現在わ

れわれはこのための作業をJapan株 について行 ってい

る。 この結果に基づいた,よ り詳細なBCG亜 株間のワ

クチ ン効果の違い等を比較検討する必要がある。

また,BCGワ クチ ンの品質 に対する信頼性をより高

めるためには,製 造中の遺伝的安定性を調べる検査方法

の開発 と確立が必要である。
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Miocmbiol.2001;4L179-187、

DavidsV,HanekomWA,MansoorN,e嘘a亘.:Thceffect

ofBacilleCalmette-G犠6rinvaccinest面nandmu釦eof

administrationonindロcedimmmerespOnsesinva㏄ ㎞aIed

inf㎞ts.JInfbctDis。2006;193:531-536.
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AbstractThesymposiumwasdesignedtoreviewthemyco・

bacterialinfectionsfromtheviewpointofcUnica】pr紐ct量ces,

andwascomposedoff量veμesentationscoveringbothbasic

andclinicalaspects.

Firsdy,DLK烈wamuraexplainedthetopicofpathological

inteπela髄onof"・ 伽わerculosisa籠dhostce11,f6rthepathogen

tosur》iveinthehost.Thebacteriuminhib虻sthefUsio薮

ofphagosomeswith董ysosomesthroughsecreti◎nofsome

bacterialcomponentsandmodulationofhostcell壼ntracellula【

signa藍ingpathways,Dr.Okusushowedtheusefulnessof

rapidmycobacteriumidenti員cationsystembythedetection

ofsomehouse-keepinggenebynucleicamplification

method,DLNakasoneexp董ainedthecurrentmethodologies

ofdrugsusceptibilitytestingfbrM・ ∫駕わerculosisandclarified

thediffbrentmeaningofproportionmethodandordinary

susceptibilitytestingfbrgeneralbact釘ia.Healsoe斑phasized

theimportanceofdonalityoftestedmycobacteriafbrthe

co酊ectinterpfetationoftestresultTherapeuticdmgmonitor-

ingwillbec㎞ica1至yimportantconsideringtheappr◎priate

andindividualtreatmentofルf.tuわel℃ulosゴ5infection.1獄

Dr.Hanada'spresentatioR,theeffectofdosagereg㎞en

ofpyτazina謡deontheef髄cacyandadverseevents,and

c㎞icalsignificanceofthefapeuticdrugmonitoringa盤d

pharmacogenomicswerediscussed.Interyentionofclinical

phamiacologyconceptshouldbeapPliedtophamacotherapy

oftuberculosisinoτder宝oconfirlndnユgcompliance,a(動ust

dosage郵egimentneach油dividuals,andavoidadveτsednユ9

reactions.Finally,D∫.Sek韮describedthedetai監ofgenetic

differencesamongBCGsuレstrainsandemphasizedthe

importanceoftheirdifferentiaほonandco面mati◎nofgenetic

stab皿ityasvaccine,HealsosuggestedthatearlyBCGvaccines

mightcvenbesupe】 【iortothelateπones,

Thccontentsof藪vepresentatioRsarebasicallyindependent,

but血eyarerela葛edtoeachotherintheclinicalpractices.The

symposiummaypτovidecomprehensiveideatounderstand

thecunrentandfbtueclmicalstra裏egyagainsttuberculosis.

1.Phamacotherapyof加beτculosisandtherapeuticdrugmon-

ito血g:KazuhikoHANADA,Hh・oyasuOGATA(Department

ofBiophamaceuticsandClinicalPhannacoldnetics,Meiji

PharmaceuticalUniversity)

Selectionofapprepriatedrugs,adjustmentofdoseand

dosageregimen,andcompletionoftheirregimenwithout

discontinuationareveryimportantforasuccessfUltuberculosis

pharmacotherapy.Ingenera1,efficacyandadversereactions

ofdrugsweredeterminedbybothpharmacokUetic(PK)and

pharmacodynamic(PD)factors.Itispossibletodetemine

rationalindivi(hUaldosingregimenbycharacte血gtheinter一

andintra。patientvariationofPKIPDrelationship」ntervention

ofclinicalphamacologyconceptshouldbeappliedω

phamacotherapyoftube郵cロ10sisinorder重oco曲mdmg

compliance,a(嚇 ロstdosageregimenineachindividuals・and

avoidadversedn」greactions,Inthispresentation,effectof

dosageregimenofpyrazinamideontheef丘cacyandadverse

even重s,anddinicalsignificanceoftherapeu重icdmgmoniωr-

ingandphamacogenomicswerediscussed,

2、Moleculardiagnosticsinmycobacterialinfectionsl

KiyofロmiOHKUSU,Takay櫨i£ZAKI(Departmentof

Microbiology,GifuUniversity(iraduateSchoolofMedicine)

㎞recentyears,molec曲'1nicrobiologytechniqueshave

beenprove益tobeロse負11supPlementtoconventiona董assays

notoniytocharacterizeorganismsfromcu篁ture,butalsoto

dhrectlydetectpathogensfromclinica茎samp1es.PCR-based

seqllencinghasbecomethegoldstandardforidentificationof

mycobacterialspecies.Thetargetmostcommonlyusedisthe

genecodingfbrthe16SrRNA.A正though16SrRNAgene

sequencesmaybeemployedsuccessfUllytoidentifymany

mycobacterialspecies,theylacks憾f丘cientd藍sc血 ゴnation

todifferentiateceminisolatesfrornsomespec孟es(e.9.,M.

kOnsas"andMgastr「i,ルt.marin麗 〃置andル 藍 離'c8ハ7ns).Inthese

circumstances,sequenceanalysisofhousekeepinggenessuch

asη フoβ,hsp65,anddnaJ「,inadditiontothel6SrRNAgene

量ncreasestherobusmessandpowerofdisc血tnation沁

provideamoreaccurateidentificatio轟.WhencultUrefesults

remainnegativedespi塾ehighclinicalsuspicionforirrfection,

broad-rangePCRandDNAsequencingcanbeextremely

use血1.㎞addition,somepathogensmaynotbed面cultto

cultivateb鵬mayrequirespecialmedia,growthconditions,

orIengthyincほbation.Therefbremoleculardetectionand

identi行cat童onshouldbeconsideredtoisolatetheseorganisms,

notablyinsettingswherebactetiaweremicroscopically

visibleinclinicalsamplesbuthad蕊otbeencul1町ed.This

reviewisinte臓dedtoexploretheapplicationofmolecular

diagnostictechniquesformycobacterialinfectionsince血in

clinicalcontexts.Finally,weshouldputemphasison山e

pointthatclosecollaborationbetweenphysicianandclmical

microbiologistisrequiredinallcaseswheremolecular

diagnosticsiscontemplatedbecauseassaysneedtobe

individualizedaccordingtotheclinicalsetting.

3.ProblemoftheMycobacteriasensitivitytest:Isamu

NAKASONE(ClinicalLaboratories,UniversityHospital

oftheRyukyus)

Thelaboratorytestmethodofgrowthbacteriaorconcen-

trateddirectlyinoculum,antimicrobialsensitivitytestofthe
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rapidresultreporしInthismethoditisinoculated,when

asensitivityandresistancebacteriawasmixod,asensit垂vity

recordbecomesaresistance・Itisaresistanceproporti◎n

inthegrowthgroup,anditdoesn'tmeanthcresistance

ofthebacteriastrainasoftheresistancethcルdンcobaご ∫8武如 ,

Thestandardmethodsofnon-tuberculosisc烈n'tgetthe

interchangeabilityofthedatabecausehowtoexamineitisn't

presented.Withtherecommendedquali毛yco煎olstmin,

thereisalimitincontrolofqualityoftheoneconcentration

method.Then,theobtainme飢ofthequalitycontrolstrainsis

inthedifficultconditions,

4.Advancesinunderstandingofthevimlencemechanism

of1吻 ω わαc'er加 η'μわereulosis:IkuoKAWAMURA(Depa質 一

mentofMicrobiology,KyotoUniversityGraduateSchoolof

Medicine)

ルリco加cterゴ μ拠tuberculosis(MTB)isanintracellular

padlogentllathasevolvedstrategiestoenablegrowthin

macrophages.Thebacteriumisabletoinhibitfにsionof

pllagosomeswithlysosomesthroughsecreti◎nofs◎me

bacterialcomponentsandmodulationofhostcelli轟tracellular

signali籠gpathways.Furthermore,ithasbeenshownthat

pレagos孟tosedMTBiskUledwit㎞macrophagesaftertreat-

mentwithIFN一 γ 加vごtro.Howev釘,viru茎entMTB韮scapable

ofsurvivinginmacrophagesinvfvoandpersistsinhost

evenafteracquiredimmunityhasdeveloped.Thesedata

sugges窒thatMTBhasdevelopedasophisticated㎞ π}une

evasionmechanism.Inthisissue,thestrategiesofMTBfbr

㎞ 甘aceUul肛s画valandimmufieevasion,whichhave加en

unraveledsofarareshownandthemechanismsarediscussed.

produc重ionandfUturoconsidoration8二Ma8剛dSEKI,Ikuro

HONDA,IsaoFUJITA,IkuyaYANO,SaburoYAMAMOTO,

AkiraKOYAMAσapanBCGLaboratory)

Inadditiontothediffe爬nceofcolonymorp盤010gyanlo織9

BCGsロbstrains,thediffb顧onceofcopynumberofIS6〃O

andproductionofantigenicproteinswe鵬a180known.

Furthermore,manygeneticdi脆 蹄ncosamo簸gBCG5"bstratns

havebecomeclea剛bycompara垂ivogenomics加dic8、

Also,ithasbeonknownthatBCG5ロb部ra鳩con8i醜of

subpopulationswlthdlff砺entgonotype&Therefb鵬,iti6

necessarytodevelopmethodsfbrdif琵rem三 飢io緻ofBCG

substrainsandconfirma£ionofgeneticsIab韮1髭ydu】 雌ngva㏄ine

productio1L

ThecompletegenomesequenceofBCGPa鵬urwasdete`-

mined,andtheauthorssuggestedthatear童yBCGva㏄ 血鳩8

mayevenbes叩eriortothelatero織es・

Keyword5:Therapeuticd田gmonitoring,Gene滋cexami織a-

tion,Drugsuscept蓋bilitytest藍ng,】 【ntrace皇Marinf㏄ 樋on,BCG

藍Depa顧 ㎞entofRespiratoryMedic㎞e
,NationalHospi観

OrganizationSapporoMinamiNat意omlHospi繊1,2Bactetio-

logyDivision,Dep罎mentofMycobacte貞umRefヒren㏄,

Resea釦chInstituteofTubercuiosis,JapanAnti-TuberculosiS

Association
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5.Molecularcharac{erizationofBCGstrainsfbrvaccine




