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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と中国の検体

を用いて行った。 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。 抗 PCR 法も用いた。 フィリ
ピンでは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。 
 
 
A. 研究目的 
中国東北部 （ハルビン医科大学）、 南部 （上海・

復旦大学）、 フィリピン （マニラ・サンラザロ病院） 
との共同研究を通して同地の結核菌の分子遺伝子学
的に特性、 薬剤耐性、 免疫応答性の解析によって
日本に輸入感染症としての危険性を把握し対策を立
案する。  
北京/非北京型の結核菌を新たな Rv0679c 
multiplex PCR 法を用いて平易で、 さらに低価格
でモニターできる方法の開発を目指した。 さらに 
Rv0679c 抗体を測定することによって血清学的に
活動性結核患者と潜在性結核感染者の結核菌の遺伝
子型を同定する。  
フィリピンに loop isothermal amplification 
assay (LAMP)を導入し、 その有効性を実証する。 
Spoligotyping 法を用いてアジアに多く流布する北
京型結核菌感染をマニラにおいて確認する。 各遺伝
子型の特徴な免疫反応を 40 種以上のバイオマー
カーを用いて明らかにする。 さらに適切なカットオ
フを同定し、 将来の診断方法に用いられるマーカー
とマーカーの組み合わせを明示する。  
 
B. 研究方法 
１．ハルビン医科大学で収集した 44 例の喀痰から
の結核菌を培養し、抽出した DNA の分析が日本で
行った。PCR を用いて Rv0679c, RD105, RD207, 
TbD1 の領域を調べた。 複旦大学で肺結核 45人、 
肺外結核26人、AIDS 結核16人を含め、87 例の
結核患者 39 例健康者ともに血漿中の Rv0679c 
IgG と IｇA 抗体を ELISA 法で測定した。  
 
２．サンラザロ病院の未治療結核患者 （37 例） の
喀痰と血漿を集めた。 喀痰から DNA を抽出し、 
現場で LAMP 法を用いて MTB complex を確認 
した。 また日本において spoligotyping 法で結核
菌遺伝子型を同定した。 血漿中の 38 種のサイト
カインとケモカインを Luminex 法で、       
osteopontin (OPN), galectin-9 (gal-9) と  
TBGLIgG・IgA を ELISA 法で測定した。  
 
 

C. 研究結果 
１．中国・黒竜江省の結核菌の解析では 44 例中 
42 例(95%)は北京型であり、その中 2 例は新たな
北京型を同定した。 他の 2 例(5%)はまだ分類され
ていない新たな非北京型のサブタイプであった。 さ
らに薬剤耐性結核の解析を行い黒竜江省の結核菌の
解析では 1,230 株の解析を行い、 通常の抗結核剤
あるいはフルオロキノロンに対する抵抗性を検討し
た。その結果、通常の抗結核剤に対する抵抗性は 
2007 年から 2011 年までの薬剤耐性株は 58.4%
で MDR は 23.3%であった。耐性株の比率は 
2009 年が最も高く、2011 年が最も低かった。 
2011 年では新規患者の 8.1%が、治療歴のある患
者の 31.9%が MDR-TB であった。 期間全体では、 
何らかの薬剤耐性を示したものが 35%、 MDR が 
23%であった。  
さらに Rv0679c 点突然変異を検出するため単

純な multiplex PCR 法を開発し、 619 臨床分離
株に適用した。 この法によって非北京型と北京型の
株を 100％の正確さで鑑別できる。 この迅速なか
つ費用対効果の高い multiplex PCR 法を北京型結
核菌感染の有病率を監視するために使用することが
できた。  
復旦大学に所属する上海公衆衛生臨床センターで 
200 検体の結核患者及び正常人のサンプルを検索
した。 肺結核中 TBGL-IgG 抗体の検出感度及び
特異度はそれぞれ 67.4%と 81.0%であった。 また 
TBGL IgA 抗体の検出感度及び特異度はそれぞれ 
45.7%と 89.7%である。 Rv0679c 蛋白の BCG 
型 (Asn)と北京型(Lys)との IgG・IgA 抗体を検索
した。肺結核患者中に Rv0679c-Asn IgA 及び 
Rv0679c Lys IgA の高値を検出した。空洞と胸水
のある症例では Rv06769c-Asn IgA 及び 
Rv0679c Lys IgA が低い傾向があった。上海での
４５例の肺結核中の２４例(53.3%)は Rv0679c 
Lys142 に対する IgG 抗体を検出した一方、４例
(8.9%)は Rv0679c Asn142 IgG を検出しなかっ
た。 Lys142 IgG と C-Reactive Protein (CRP) 
の相関を初めて発見した。 
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２．フィリピン・マニラのサンラザロ病院の抗酸菌
染色陽性菌は 100% MTB complex であることを 
LAMP 法で確認した。Spoligotyping によって結核
菌の遺伝子型は全てマニラ型であることを明らかに
した。 判別関数解析およびレシーバオペレータ特性
曲線分析によってバイオマーカーの予測能力を評価
し、 最大限に検討グループ間を区別検体のセットを
選択するカットオフ値を同定した。OPN, IP-10 と
好中球は結核発症のマーカーとして使用できた。 ま
た OPN, IP-10, 好中球, IL-6, IL-8, TNF-α, 
MCP-1,血小板, gal-9, 及び白血球数との組み合わ
せで結核を 96.3%正確に予測できた。 フィリピン
においては TBGL IgG の適切なカットオッフは 4 
U/ml が妥当と思われた。  
 
E. 考察とD．結論 
中国とフィリピンにおける結核の共同研究体制を

確立した。 この３年間のデーターをもとに、 結核
菌の北京型同定のための抗 Rv0679c 抗原に対す
る血清診断の試みと IgA 抗体産生機序とその意義
についてさらに研究を行う。 さらにインドネシアの
検体も Human security course の教育経由で入手
が可能であり、既に LTBI, TB 患者由来の血漿は
入手済みである。 さらにインドネシアの留学生結核
患者の結核菌も現在解析中であり、 その遺伝子型の
解析にも努める。 また東北地方はの外来結核菌の侵
入程度を検索するための東北地方の結核菌の遺伝子
型も検索する。  
 
この研究において、中国における北京型・薬剤耐

性の頻度が極めて高いことが再確認された。 またフ
ィリピンにおいては北京型がいまだに確認されてお
らず、その理由の解明も必要である。今後我が国の
結核菌型も同定しながら、 我が国に留まらず近隣諸
国の結核感染阻止対策を提言したい。 
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