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研究要旨  
結核感染拡大阻止に向けて、結核菌の遺伝子解析とそれに対する免疫反応の解析をフィリピン、

中国、日本の検体を用いて行った。マニラにおける、マニラ型の流布を確認した。また中国の検

体では北京型特異的な抗体反応の存在を認めた。我が国の検体では潜在性結核・活動性結核の鑑

別に関する研究を行った。 

 
 
Ａ．研究目的 

フィリピン、中国、日本における結核菌

（MTB）遺伝子型の同定によりアジア諸国間

での結核菌の感染ルートを解析し感染の拡大

を阻止する手立てを講ずることを目指した。

またバイオマーカーを用いて各国の結核患者

の免疫反応の特徴を特定し適切な結核治療ガ

イドラインの作成に役に立つと思われる。北

京型特異的配列を有する Rv0679c抗原の変

異・非変異型蛋白、あるいは変異領域を含む

overlapping peptideでMTBの北京型と非北

京型を宿主反応から検出することを目標にした。 

 

B．研究方法 

フィリピン・マニラのサンラザロ病院（50

人の結核患者と 30人の正常人）、上海公衆衛

生臨床センター、復旦大学と金山病院（45人

の肺結核患者、26人の肺外結核患者、16人

のエイズ/ 結核患者と 39人の正常人）、複十

字病院、東北大学病院（35人結核患者、6人

潜在性結核、15正常人）の検体を用いて

Rv0679c抗体と 30種以上のバイオマーカー

を測定した。フィリピンの患者の喀痰を用い

て結核菌をLAMP法で確認し、spoligotyping

法で遺伝子型を同定した。 

日本の結核患者、潜在性結核感染者、正常

人の末梢血リンパ球を ESAT-6, CFP-10, 

HBHA, ACR, MDP-1, Ag85A, Ag85B結核

菌由来抗原の 20アミノ酸配列 overlapping 

peptideで刺激し、ELISPOT法で IFN-γを

測定し、潜在性結核特異的な抗原を同定する

こと目指した。 

 

（倫理面への配慮） 

本 研 究 内 容 は 東 北 大 学 倫 理 委 員 会

(2010-442号、2012-1-597号、2012-1- 

322号)、複十字病院倫理委員会（免疫刺激状

態の個体における galectin-9及び他のバイ

オマーカー・サイトカインの発現様式研究。

2012-7-6号で上海の復旦大学と金山病院に

よって承認され、2013年）サンラザロ病院

倫理委員会（Molecular typing and detection  

of biomarkers among HIV-TB patients in 

the Philippines, 2011）で研究許可を得た。 

 

C．研究結果 

フィリピンの未治療結核患者の喀痰を用い

て DNAを抽出し、LAMP法ですべての 53

例において結核菌感染症を同定した(図１)。

同じ DNA検体の spoligotyping解析によっ

てすべてマニラ型結核菌が検出された。 

結核グループと正常人との間の最も特徴的

なバイオマーカーを同定するため、多変量判

別方法で判別関数解析を行った。OPN、IP-10、

好中球、IL-6、IL-8、TNF-α、MCP-1、血

小板、gal-9、と WBCが高い判別性があった。 



 100

 

図 1 Loop isothermal amplification assay 

 (LAMP 法)の結果 

 

 

 

 

図 3 IFN-γ ELISPOT の結果 

 

 

これらのマーカーの組み合わせによって、す

べての結核患者と健常者の 96.3％が正しく

識別できる。 

中国の結核遺伝子型を血清学的に識別する

ため我々は大腸菌を用いて Rv0679cの遺伝

子を導入することによって精製した組換え蛋

白質 Rv0679cを得て、ELISAを行った。ま

たこの ELISA法の結果を抗 TBGL IgG・IgA

抗体測定キットとの比較分析を行った。正常

人に比べて肺結核患者において高値の抗

Rv0679cIgA抗体が検出された。多くの肺結

核患者では抗 Rv0679cの Lys型に対しての

IgG抗体は見られたがAsn型に対するIgG抗

体は低値であった。また抗 Asn型 IgGと抗

Lys型IgGとの間では相関は認められなかっ

たが、Asn型の IgAと Lys型 IgAとの間で相

関関係（P<0.0001、R=0.71）を認めた。  

Rv0679cのタイターと臨床バイオマーカー

との分析を行い、Rv0679c-Lysの IgGのタ 

イターは、炎症性因子である C反応性蛋白質

レベルと相関していることが分かった(図２)。 

0.0

0.5

1.0

1.5

Lys 0.65

Asn 0.51

3/45 24/45

p<0.0001

O
D

45
0 

nm

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Asn/Lys 0.39

10/45 12/45

O
D

45
0 

n
m

A                                                                          B

IgG                                                                                    IgA

Rv0679c Rv0679c

Asn142                         Lys142                                                  Asn142                        Lys142

 

図 2 Rv0679c 抗体反応の比較 

 

 

 

図 4 潜在性結核特異的な抗体の反応 

 

 

我が国の感染者の潜在性結核感染者（L）と

結核患者（T）のリンパ球を用いて、種々の

結核菌由来抗原を用いて、T-Spotを行った。

ESAT-6に対する結核患者の反応は潜在性結

核感染者に比べて高かった。CFP-10の反応

性は ESAT-6に比べて劣った。年齢とともに

ESAT-6 の 反 応 は 下 が り 、ESAT-6 と

ESAT-6/CFP-10の反応はリンパ球数に依

存していることが分かった（図３）。 

HBHAに対しての反応は結核患者に比べて

正常人グループでは有意に高かった。ACR, 

Ag85A, Ag85Bの陽性反応はそれぞれのグル

ープで陽性に出たが、有意差は見られなかっ 

た。日本など、BCG接種が日常的に使用され

る国では、HBHA、ACR、Ag85Aと Ag85B

の診断ユーティリティは低いと考える。

MDP-1と MDP-1H37Rvによって我々は潜

在性感染者と結核感染者を鑑別できた（図４）。 

 

D．考察 

フィリピンでは近代以降の数百年間に、中
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国人、日本人、スペイン人などがフィリピン

と交流し、様々な結核菌型の輸入に影響を与

えた可能性があると考える。しかし、ここで

示した均一な菌の流布は結核がむしろ小さい

コミュニティの中で伝染しているとも考えら

れる。またマニラの中心に居住する患者は古く

からのフィリピン在住人である可能性が高い。 

潜在性結核の休眠期で発現する 

MycobacterialDNA binding protein 1 

(MDP1）は全細胞タンパク質の 7％の主要な

細胞タンパク質である。我々の結果を踏まえ

て MDP-1と MDP-1H37Rv抗原は、潜在性

結核感染の断に用いられことが期待される。 

多数の北京型結核に感染している中国では、

大部分の患者は北京型結核特有なタンパク質

Rv0679c Lys142に対する免疫を生ぜるとい

う推測が上海のサンプルの実験に示された。   

すなわち、45人の中、24人は Rv0679c 

Lys142に対する高いレベルの IgGを検出し

た一方、４人は Rv0679c Asn142 IgGを検出

できなかった（図 2）。しかし、上海のサンプ

ルの菌株を同定できず、Lys142 IgGで北京

型結核を診断できるという直接の証拠は得ら

れなかった。Rv0679c Asn142と Lys142両

方に対する IgA抗体を検出した。Rv0679c

の抗体ではクラススイッチを生ずる可能があ

る。さらに、マウス抗体を用い Rv0679cを

epitope mappingして、2つの epitopesを発

見した。つまり、Rv0679c Asn142と Lys142

の共通epitopeであるRv0679cの31-50ア

ミ ノ 酸 間 の 直 線 epitope と Rv0679c 

Asn142Lysを含む conformational epitope

である。ちなみに、人間でも Rv0679c IgA

は共通 epitope を 認 識す るば かり か、

Rv0679c IgGはAsn142とLys142それぞれ

conformational epitopeを識別できると期待

される。そのうえ、Lys142 IgGは CRPに相

関があるのは北京型結核感染が炎症を関連し

やすくて、重症をもたらすと考えられた。 

 

E．結論 

LAMP法と spoligotyping法は途上国の結

核をさらに低価格で平易に monitoringでき

る方法である。診断法として使用することを

我々は提案し、その導入の最終決定を得るた

め準備を進めている。 

結核の発病をより効果的に防止するため潜

在性結核感染者を同定することは必要だ。

Screening された休眠期抗原の中MDP-1は

潜在性結核感染の診断に用いられことは期待

する。 

北京型結核が流行する地域において、多数の

患者は Rv0679c Lys142 IgGが検出された。

そのような結果は北京型結核に感染するのに

間に合うかどうか将来の実験に確かめなけれ

ばならない。長い時間がかかる菌培養で北京

型を spoligotypeに診断する伝統な方法を避

け、北京型の特徴なタンパク質に基づく簡易

な実験方法の開発を続ける。 

 

F．健康危険報告 

なし 
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