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は じ め に

結核は開発途上国のみならず先進国でも緊急に対策を

講 じなければならない深刻な再興感染症の一つである.

1993年に WHOは,患者数が750万人で死亡者数が
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250万人にものぼる現実 (ま990年)と世界の幾つかの地

域で結核の制御が困難である事業を踏まえて,｢結核非

常事態宣言｣を発表している.より新しい報告でも死亡

者数は150万人で (1998年),単一の病原体による死亡

者数としては最大である.我が国でも,感巣番数は依然
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図1 結柁蘭の肺胞てケrrファー-ジへしT)浸入とそこで(T)生存

約11万2T･人,死亡者数は約2十Tff人のレベルにあf)

(1997年).学校や高齢者関係施設での酎湘蕗巣や院内

感染などが制御困難な状態で.多利耐性菌の増加も危憤

されることから,厚生省 (当時)は平成u年7月に ｢結

核緊急革懸宣言｣を発来した.新潟県下でも平成11年に

深刻な集団院内感巣が発生している.

ここでは.結柁菌 (抗酸菌)の細菌学.とくに病原性,

迅速診断,分子疫学,藻剤耐性に焦点をあわせ,療近の

知見を紹介し.今後の対策を考える.

1.病 原 性

結核菌は侵入性細菌で,感染での主要な標的は肺胞マ

クロファージである (図 汀 マクロフア-ジに揺する

と,菌体表層蛋白によって細胞のシグナル伝達系を修飾

し,細胞骨格蛋白を帝構築して感簸構造を作 りあげる.

初期の段階では,補体レセプタ-,マンノースレセプタ-,

あるいは T(11様レセプター (TLR)などの関与が考

えられている.シグナル伝達系の修飾は.mce(myeo-

baeteriLullCellentry)遺伝子がコー ドする MeelA

蛋白が司る.結柁菌ゲノムには h:Iceオペロンが4コピー

存在していて,McelA はこのうちの Meelコピーに

存在する A遺伝子 (TnCel▲.4)が コー ド_している.

McelA 配列をもった蛋臼は細胞に強く侵入するように

なる.

結柁蘭の全ゲノム配列が 1998年に解読され/+I.結核

歯は.大腸菌が7七It/トもつ (へ1)コバクタ･-.ピロ1)

でも2セットもつ)TJボ･ノ-ム RNA 遺伝子をたっ

た1七､ソトしかも･･-)ていない.蛋白合成能力の悪い細菌

であることが分かった.また,弱毒性の BCG がもつ

ゲノムとの比較が精力的になされておi)(図2),日強毒

性の)結棺菌の病原性領域 (遺伝+)の同宝が進んでい

ら.

結核菌はマタロファージ内で,殺菌作用に強く抵抗す

る (図1).1つのメカニズムは.促入する部位の膜にコ

レステロールを態梢させることで,77ゴソームの膜に

TACO 蛮自 (tryptophane aspllrt､ate-containing

COatprotein)を簾合させ,結合状態を維持して,77

ゴ､ノームと])ソ､ノームの融合 (p-Ⅰ_,fusio111を阻lLす

ることによる.結核博が死ぬと,TACO蛋白は消失し.

p-Lrusionが起こってしまう.

また,ファゴソームの隈に約70nnlの礼をあけ,α

抗原などの細菌蛋白を細胞質内に注入する.このような

蛋白が p-Lrusiollを阻止している可能性も考えられ

ている.さらに.結核菌はプロトンポンプを含む小胞体
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同 盟 結核菌のゲノムと弱奇怪ワクチン株

BCG(Pasteur亜株)での矢落領域

RD (genolnieregionsofdifference)は

BCGで欠落している領域.例えば,RDlに

は.Teellを活性化し.Teellから IFN-γ

を産生させるEAST-6(earlysecretedant i-

genictarget6-kDa protein)や CFP-10

(Culturefiltrat､eprotein10:別着九:1TSA-10,

M.ftLbprculosis-spec.irieantigen101をコー

ドする遺伝子が含まれる.また,RD7には,

結核菌の細胞侵入と侵入過程でのシグナル伝達

に関与するMcelオペロンのコピー (Mee3オ

ペロン)が存在する.

との融合を阻止することで,ファゴソーム内の pH の

低下を防いでいる.結核菌は,感東によって誘導される

活性酸素(02tlや NO にも抵抗する.

マクロ77-ジは.補体レセプターを介して侵入する

細菌を認識すると,NADPH を活性化させ,活性酸素

を放.-1け る.また.細菌を貧食すると1型サブ七､ソトの

CD4+T細胞 (Thl)に抗原授示して Thlを活性化

させる.活性化 Thlは IFN-γ などのサ イトカイン

を産生してマクロファージを活性化,活性化マクロ77-

- -> 塗沫検査 (伽耽y号数等の決定)

艶味陰性の場合 核酸診断

血清診断

---> 艶味磯塞 くGaffky号数等の決寵)

～､ふ 核酸診断

分離培尊顔査 固形培地 (小川培地)､溌体堵嚢システム
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結核菌,非定型抗酸菌の鑑別 (核酸診断,ナイアシンテス吊

薬剤感覚性検査

薬剤含有固形培地,液体培養システム､(核酸診断)

図3 新しい検査法を含めた診断の流れ

ジはサイトカイン Ⅰし12を産生 して Thlに働きかけ

る.この一連の活性化サイクルの中で,活性化マクロファー

ジは炎症性サイトカイン TNF-αを産生するが,その
他に NO合成酵素を誘導することで殺菌物質 NO を

産生する.強毒菌である結核菌は,感簸過程でこのよう

なシグナル伝達を巧みに逃避 ･抑制している.たとえば,

菌体表層に AraIJAM (アラビノースを付加 したリポ

アラビノマンナン)をもった弱毒性抗酸菌の場合には,

CD14/TL,R から釈i.)込まれると,マクロ77-ジを活

性化してしまう.これに対して,Man‡.AM (マンノー

スを付加したリポアラビノマンナン)を菌体表層にもっ

た結楼蘭の場合には,CD14/TLR には結合せず (別の

TI｣R からとi)こまれて),マクロ77-ジを活性化 し

ない.

2.細菌学的診断

細菌学的な結核診断では,結構菌の検出と同定,結核
菌の薬剤感受性検査,そして宿主側の検査を迅速に行う

(図3).流行が疑われる場合にはさらに分子疫学解析

(後述)を行う.

1) 結柁菌の検HJJと同定

略嬢を塗沫し,抗醸染色してガフキ-号数を決定する.

30分で判定が可能 .

検査システムがより整っている施設では,例えば,暗

痛を2-3倍量の NALC-NaOHで前処理 し (20分),

リン酸緩衝液を加えて中和.遠心 (3000Xg.20分)後,
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洗液に1mlのリン酸磯衝液を加えて再懸濁し,この懸

濁液を使って以下の3項目の検査を行う.

①上記と同様の手順でガフキ-号数を決定する.

②少量 軋5mi)を全自動抗酸菌培養システム (MGⅠT,

M)でObaetel･iLIGrowthlndiLTat(汀 Tut･)(.)に摂取

L,抗酸菌の増殖を検出する.MGIT の場合,1台で

健太960本の検体の増殖監視が可能で,各チスープの

底の蛍光発色をl時間毎に自動記録する.十ユーブ内

で菌が増殖し,液体培地中の醗素を消粁寸■ると.チュー

ブの底の試薬がオレンジ色 (365nm)の蛍光を発す

る仕組みになっている.莱治療で?ガフキ-号数が 7

-10の場合には,摂取後3-･itlL1週間JtLr勺)で発

育が記録され,ガフキ-号数が3前後では2週間程度

での発育が目安となる.非定型抗酸菌,例えば分離頻

度の高い MAC巨II.t71..I.1JT71(.()111PIpx:ユJ.(1HllLm

とーII.E'nlm(､()IIILl(Trt,を含む1LTl場合には7･-1t汗I

が増殖の目安で,結核菌の場合より数日は早く検出さ

れる.

全自動抗酸菌培養システムには他に,BACT琵C

460Sy離em (抗酸菌の標識パルミチン酸代謝により

生じる1･1(102を検‖廿 る),llB/TうacT MiLlrOt)iヱ11

DetectionSystem (抗酸菌の代謝によって産生 され

るC02が潜解した際に生じる水素イオンを検出する)

培地に接 した固形培地上に形成されるコロニーを肉眼

で確認する.結核菌の検出に要する日数は2-3週間

で,非定型抗酸菌で1-3週間.

③以下の市販の榛酸増幅キットを用いて核酸診断を行う,

(a)PCRキット:16Sリボソ-ムRNA遺伝子を標

的にしたもので,結相聞許 し.･1I.ltLわ(7rCILl()LqtL,,の5亜

棟で.JlI.ttLE)(,r(､ulost'Lbt,ーV.わ(雨Lhl.ill.(7frt'(.nntLm.

M.micro露,M.だ肌e痛 を含む)と MAC を検出

する.検出感度 (検出できる最少の菌数)はiO個前後

で,所朋時間は約5時間.しい TMA (､TransL-ription-

MediatedÅ m p lirie a tio n l法 :結相伴博 10こ3-1Ol

個もも･･--ているリボソーム RNA (16SrRNA)杏

標的とする為に感度が高い.この方法では,まず,逮

転写酵素がもつ3つの作用 (RNA に射する相補的

なDNA の合成,RNA 組の分解,DNA に対する

相補的な DNA の合成)で 16SrRNA から2本鎖

DNA を作 りだし,次にこの2本鎖 DNA に RNA

ポ1)メラーゼを加えて.lOOから1000分十もの メ､ソ

センジャー RNA (もとの 16STRNA 相当)を作

り.この 16SrRNA を材料にして.ま/+I1OO倍か

LL)1000倍もの RNA を増幅Lていく.産物 (RNA)

をアタリジニウムエステルで標識した DNA とハイ

ブリダイゼーション (結合)させ,標識ハイプuド

(RNA.DNA)を抽出した後で化学発光させて機械

で読ふとる.検出感度は 1.i)個 -数個の結f幻等仁ぐ.

所桐時間は約3-･川封7JJ.(｡トLCR LLigaseCllain

Reaeもまon)法 :結核菌の DNA に結合した2つのプ

ラ十7-の間を DNA ポリメラーゼとリガーゼでつ

なぎ,PC況 産物と同じような DNA 断片を繰 り返

し作製する.4つのプライマーを用いて (ちなみに

PC民法ではプライマ-の数は2つ),より多くの産物

を作る.増幅産物 (DNA 断片)を EL王SA 法でゲ

イ光発色させて,機械で読みとる.検出感度は約30個

の結核菌で,所周時間は約4時間.

いられる.アタリジニウム且呆テルで標識 した DNA

Lプロ･-ブ)を被検菌の 16SrRNA にハイブリド 欄.:

倉)させ,化学発光させて読みとる.結核菌群と MAC

を鑑別する.DNA プロ-ブ法は,増幅の操作を含まな

いので,少量の蘭つまり噂病中の結核菌の検出には向か

ない一

3.薬 剤 耐 性

轄桟の化学療法には?イソニアジ ド HNH),リファ

ンピシン iRFPl.ストレブ ト､71'シン (S丸い.エ タン

プトール (EMB),ピラジナミド (PZA)の5薬剤が

よく用いられる,化学療法の標準的な処方は3通りである,

丁2HRZSLまたは FJl/LlflR (E を加えてもよいト

治療初期の2ケ月間にイソニアジド,リファンピシン,

ピラジナミド,ス トレプトマイシン は たはエタンプ

トール)の4剤併用療法を行い,その後,維持療法と

してイソニアジド,リファンピシンの2割併用療法を

4ケ月間行う計6ケ月間の治療法.

②6HRSは)/3-6HR二治療初期の 6ケ月間にィ

､ノ二アジド.リ77ンビシン.ストレプ トマ イシン

(またはエタンプ トール)の3剤併用療法を行い,そ

の後の3-6ケ月間にイソニアジド,リファンピシン

の2斉Ej併周療法を行う計9-12ケ月間の治療法.ただ

し ス トレプトマイシンは始めの2-3ケ月間は毎日

で,以降は過2回授与する.

③6-9HR:6-9ケ月間イソニアジド,uフアンピ

シンの2割併用療法を行う,

また,患者 (塗沫陽性者)に接触した人の中で,ツベ
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ルタリン反応で感染者と診断された場合には,準に集団

感毅の場合には,イソニアジドによる化学予防が行われ

る.我が国では6ケ月間の服周 (予防内服)が標準であ

る.ただし,結核菌の臨床分離株の率には,イソニアジ

ド耐性が我が国の場合で4.4%,倣界でも1%存在 して

いる.

イソニアジドは結核菌の細胞壁成分であるミコール,酸

の合成を阻害し,薗体内に有害飽和脂肪酸を蓄積させる

(図4A,左側).イソニアジド由身には抗菌作用がなく,

ヘム結合性カタラーゼ ･ベルオキシダ-ゼ (KatG)の

作用で活性型のイソニアジ ド (‡NH*)に変換される,

活性型イソニアジドの作声臥酎ま,脂肪酸の合成経路で働

くエノイル ACP(acylcaTTierprotein)レダクター

ゼ (InhA)で,InhA･NADHHNH車の強固な複合

体を形成して,InhA の酵素活性を阻害する,

イソニアジド耐性は,①KatG が変異 して活性型へ

の変換が起こらない場合,②InhA が変異してヲ活性型

イソニアジドの作鳳産が少なくなった場合,③アルキル

ヒドロペルオキシダーゼ (AhpC)が変異し,活性が高

まって,過酸化水素やイソニアジドに関連した過酸化物

の還元能力が高くなった場合 (-股に,KatG の活性

が低下すると,AhpCの活性が上昇する)にみられる

(図4A,右側 ;図4鋸,MIC >10pg/mlの高度耐

性には IくatG 変異が関Ej･し.MIC0.ト0.5."ど/nll

の耐性には InhA 変異が関与する場合が多い.耐性変

異は,例えば,王nhA 変異-Ka.tG 変異-AhpC 変異

の様に移行することがある.現在,このような耐性変異

の約 80%を DNA診断することができる.なお,わが

国のイソニアジド耐性基準は 0.2p監/mlである.

リファンピシンは,RNAポリメラ-ゼのβサブユニッ

トに強い親和性をもち,mRNA上の RNAポリメラー

ゼに強く結合して,mRNA合成の開始段階を阻害する.

耐性は,βサブユニットをコ… ドする rpoB 遺伝子
(長さ3516塩基対)の変異による.

ストレプトマイシンはリボソ-ムの30Sサブユニッ

トに結合し,蛋白質の合成を阻害する,耐性の獲得は,

細胞内への透過性の低下,酵素による不活化,uボソー

ムの親和性の低下等による,このうち,リボソ-ムの親

和性の低下は,30Sサブユニットを構成する S12蛋白

や 16SrRNA の変異による.S12蛋白をコ- ドする

rpsL 遺伝子(長さ372塩基対),16SrRNA を3- ド

する rrs遺伝子(長さ1537塩基対)のミスセンス変異に

より高度の耐性が獲得される,

エタンプトールは,細胞壁の主要構成成分であるアラ
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ビノガラ'/タン (alla b illOga la Lltnn,AGlの合成を阻

書Lて結楼蘭を柁滅させる.耐性は.II .･D-arabino-ru

ronos.Vト1-1110nOPhosphoryldecaprenol(Ⅰ)PA)

か らアラビナン (aTab豆man)への転換 を触媒する

aTabinosyltramsfeTaSe遺伝子(emむ勘 長さ3294塩

基対1の変異による.(,mb(1:lB遺伝子領域のコピー数

が増加し.arabinosl･1traIISferaspが過剰発現された

場合にも耐性となる▲

ピラジナミドは,感染マクロプア-ジのファゴソーム

内に入り,そこで蘭体内に取り込まれ,pncA 遺伝子に

コ- ドされた pyrazitlamidsp(PZEISPlによって

pymzinoieacid(POAlに代謝され,この POA が

再度プアゴソ-ム内に蓄積して,殺菌作周を示すと考え

られている.耐性の大部分は pTLCA 遺伝子 (長さ558

塩基対)の点突然変異による.p柁CA が変異した耐性菌

では,pyTaZimamidaseの活性が低下 していて,ピラ

ジナミドが POA に変換されにくくなっている,

耐性変異を標的とした DNA チップの開発が進んで

いる.

4.分 子 疫 学

分子疫学解析を行うことによって,結核が新潟県下で,

わが国で,そして世界でどのような形で広まっているの

かを知ることができる.また,｢同一の感染源が,2家族

以上にまたがり,20人以上に感染した｣結核集団感染が

発生した場合,その集団感染が同一菌による流行である

か否かを知ることができる.

結柁†削まIS6110と呼ぶ挿 入配列 (insertionse-

quence,王S;細胞内で DNA から別な DNA - と

"動きまわる"DNA 断片)を染色体 DNAの上にもっ

ている (図5A),結核菌の場合,菌株転 (患者株毎)に

IS()1110の存在様式が異なる.ILq6110を1偶もつ薗杵も

あれば,20個以上もつ菌株もある.新潟では捌国前後を

もつ株が多い.また,DNA上の挿入位置と挿入方向も

異なる (例,図5B).結果として,患者株の DNA を

分離し,IS6110のまん中を1カ所だけ切断する制限酵

素 (PuuH)で切断し,王S6110をもった DNA 断片の

数とサイズを電気泳動で解析すると,菌株毎に異なった

パターンが得られる.患者株を一つ一つ特定することが

できる為,DNA 指紋法 とも呼ばれている.また,

RFLP (r･pstriL.一ion fragmentlpllgth polymor-

phism)解析とも言う.

図5Cは新潟県下で発生 した家族感染の解析結果を

示したものである‥敷者は舶歳の男性で,その後12歳の
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図4 イソニアジドの作周と耐性メカニズム (A)そして耐性遺伝子のゲ}ム上の位置 (B)
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図5 結佃苛の分子疫学解析に用いる TS6110の構造 (:･＼),ゲノム上での分布 (B),そして新潟での解析例 (C)
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同署の娘が家族検診 宅胸部Ⅹ線検査)管,男性患者と接

触の機会があった別居の68歳の母親が定期検診 (胸部

Ⅹ線検査)で,それぞれ感毅が判明した.この3人から

分離した結構蘭を DNA 診断した結果,父親と娘が同

一株で Hane望&3),祖母の菌株 Hame4)はそれら
とは異なったものであった.娘は父親から,祖母は別の

汚染源から感親したことが判明した.新潟の結核は都市

型で,異なった歯型が多 く存在 していることも分かる

(lane519l.

なお.MA(lは lS6110をも′.)ていないので1､人十の解

析では陰性結果となる.MAC の分子疫学解析には IS

IL)45を用いる.

5.宿主側の横査

学生の入学時 (臨床寛習前)あるいは医療従事者の雇

用時に.ツベルクリン反応検査の 二段階試験 し1-3週

間の間隔をおいた2回C7)ツベルクT)ン反応検査で.ブ･･-

スタ-効果による療太反応健をみる為の試験)を行い,

ベースラインの反応成純を記録する,その後結棺感染源

との接触が願われた場合には再検査をするが,この記録

を緋里として用いる.再検査で発赤径が対照よりIOm111

以上大きくなった場合には結核感染と判断され,予防内

服の対照となる.

ツベルクリン反応では.皮内注射によりて注入された

抗原 (PPn,pul･ifiedproteinderil･ati､･e)に Tcell

が反応し.涯生された IFN-). などのサ イトカインに

よ一･.-てマクロ77･-ジが集積,清作化され.さらにサ 1'

トカインによる遅延型炎症反応が惹超されて.毛細】flt管

増殖と血管拡張による発赤,マクロプア-ジ浸潤や繊維

素析出による硬結,血賛溶出や組織障害による水泡と壊

死といった組織反応が形成される.

平成10年に某産婦人科で発生した新生児劇症結核の症

例では,新生児が肺結核で死亡,感染源として母親 (33

才)が特定された.この母親は,間質性肺炎と診断され

長期間ステロイド投与をうげでいて,(細胞性免疫の低

下をきたして)｢ツ｣反陰性であった.しかし,血清抗

cordfactor抗体測定で強陽性 と判明し,結核と診断

された.さらに月経血で PCR (TB+)と判明した.

現在,このような結様の血清学的な診断法 (S倍rO -

お わ り に

人々の生命を地球的な規模で脅かす新興 ･再興感染症

に対暗する策として,米国のゴア副大統領 (当時)は,

①世界規模での感免疫情報システムの確立,②感染症に

関する研究の充実と研修の実施,③市民の協力による感

梁症の-1･r坊と拡大の阻LL J､国際協力による感染症の制

圧の･-1墳tllをあげている.

再興感簸症である舷梯の場合にも,診断 ･治療 ･予防

の研究が急ピッチで進められていて,幾つかの領域で従

来とは異なった検査システムが確立Lつつある.培養が

自動化され,腐種の診断と薬剤耐性検査が核酸法となり,

/JjL.--1二一疫学は rout､ineの技術とな,-)/+I.ただ,ツ反と

BCG がその役目を終えて初めて結棺対策が新しい段階

を迎えるのであろう,
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5)窺野鶴也:大阪市内で発生した病院内新生児劇症結核

と学校内奥田感染例,第20回 ｢抗治研資料-12｣

司会 新しい話題をわかりやすくお話いただき,あり

がとうございました.どなたかご質問ございませんでしょ

うか?話題が少し勝れでもよろしいでしょうか?結核の

集団感巣には大規模なものから小規模なものまで色々あ
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りますが,これはホスト側に原因があるのか,あるいは

特別な蘭があるのか.しばしば話題になi)ます.特別に

感染を起こしやすい∴芹拍二を起こしやすい蘭というのは

あるのでしょうか?

山本 ほい,結横菌に強轟株が存在するとの考え方も

あります.ただ,高齢者の感毅といった宿主側の問題の

方が薮要なのかもしれません.強轟性という問題につい

ては,BCG と結核菌の比較でどの遺伝子が BCG に

ない,結核菌はこれを持っているから強毒性だというよ
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うなことが現在解析されています.これから分かってく

ると思います.

司会 その他どなたかありませんでしょうか?どうも

ありがとうございまし/+I.それでは3暦日に人i)ます.

ツベルクリン反応や BCG は結桟と関係のないかたで

も良く分か･･つている事だと思いますが.実はこの良く分

かっている事が最近問題になってきております.そのよ

うな点を含めて,丸Llt先生おねがい致Lます.

3) 医療従事者の結核対策

ツベルクリン反応,BCG接種の最近の見解
当院職員のツベルクリン2段階法の結果を中心に
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