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We evaluated usefulness of the rapid diagnostic method for detection of rifampicin

 (RFP)-resistant Mycobacterium tuberculosis, which was based on polymerase chain 
reaction. The MICs of RFP were measured for 38 clinical isolates of Mycobacterium 

tuberculosis which were suspected to be RFP-resistant organisms, and 12 strains were 
found to be resistant to RFP.

The PCR primers used were the same as those reported by Telenti et al, which were 

targeting the RNA polymerase 13 subunit gene (rpoB). We confirmed that this gene was 

possessed by all the strains tested. Eight strains out of the 12 strains with RFP-resistant 

phenotype were demonstrated to have a point mutation or some alteration in the rpoB gene 
on the basis of PCR-single strand conformation polymorphism (SSCP). Thus, the 

sensitivity of our method was calculated as 67%. In addition, we could not detect any 

alterations in rpoB gene by all RFP—susceptible strains.

These results indicated that rapid detection of the RFP-resistant Mycobacterium
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tuberculosis was possible directly from clinical specimens by using PCR-SSCP technique.

Key words: Rifampicin-resistant Mycobac

terium tuberculosis, RNA polymerase ƒÀ 

subunit, Point mutation, PCR-single strand 

conformation polymorphism analysis
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緒 言

近年の分子生物学にお ける技術 的な進歩 は著 しく,各

種遺伝性疾患を はじめ として,悪 性疾患 や代謝性疾患 な

どに対す る遺伝子 レベルでの診 断や治療法 が開発 されつ

つ あ る。な か で も,Saikiら に よ り報告 されたpoly-

merase chainreaction (PCR)法1)は,人 工的な遺

伝子 の増幅法 と して は画期的な発見であ り,こ の方法 を

利用 した各種感染症の遺伝子診断が,多 くの施 設で開発

され,臨 床 の場で も応用 されてい る。 とくに結核症にお

いて は,PCR法 を用 いる こ とにより菌検出がわずか1

～2日 で可 能 となり,従 来の培養法 と比較 して迅速診 断

とい う意味での貢献度 は大で ある。

しか し一方で,結 核症の診断が早期 に確定 して も,病

原菌 の薬剤感受性検査 を施行す るた めには,菌 が培養 さ

れて い る ことと,最 低で も1～2週 間の培養期間が必須

条件 である。 もし菌が培養 されて いない症例で は,薬 剤

感受性 の情報 を得 ることは全 く不可能で ある。

そ こ で 私 た ち は,PCRを 応 用 してrifampicin

 (RFP)耐 性遺伝子 の迅速検 出を行 い,耐 性菌の早期判

定法 として,ま た培養陰性 の場合 の補助検査法 と しての

有用性 を検討 したので報告す る。

対象な らびに方法

1.　供試菌株

当科 および関連施設 において臨床検体か ら分離 され た

結 核 菌 の うち,RFPに 対 して耐 性 が疑 われ た38株 を

使 用 した。 また対照(以 下 コン トロール)と して結核菌

標 準株H37Rvを 用 いた。

2.　供試薬剤

RFP(第 一製薬)を 用 いた。

3.　薬剤感受性試験

1)　菌液の調 整

2倍 濃度のtween80を 含有 したMiddlebrook7Hg

Broth (Middlebrook ADC Enrichmentを 含 む)

(DIFCO LABORATORIES, USA)に て,結 核菌 を

37℃ にて約1週 間培養 した後,混 濁度 がMacFarland

0.5(約106CFU/mlに 相当)に な るよ うに菌液 を調整

した。

2)　 薬 剤 濃 度

RFPを 少 量 のdimethyl sulfoxideに 完 全 に溶 解 し

た後,滅 菌 蒸 留 水 を加 えて0.125μg/ml～1024μg/ml

の14段 階 の2倍 希 釈 系 列 を 作 製 し,Multiple Well

 Plates (Round Bottom, CORNING25850)に,各

50μlず つ 分 注 した。 ま た,薬 液 を分 注 した 後,上 記1)

の 菌 液 を50μl加 え て37℃ にて 培 養 した。 した が って

薬 剤 の最 終 濃 度 は0.063μg/ml～512μg/mlの14段 階

とな った。

3)　判 定

培 養 開 始 後7日 目 と10日 目 に プ レー トを観 察 し,薬

剤 非添 加 の培 地 に十 分 な菌 の発 育 を認 め た時 点 で 判 定 を

行 い,最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 決 定 し た。 判 定 は

そ れ ぞ れ のwellに お け る菌 の発 育 状 況 を コ ン トロ ール

のwellと 比 較 す る と同時 に,硝 酸 塩 還 元 試 験 に よ って

行 った。

4. DNA抽 出法

小 川 培 地上 に発 育 した結 核 菌 集 落 よ り約1/2白 金 耳 程

度(湿 菌 量 と して 約10mg程 度)の 菌 を 採 取 し,500

μlのTE bufferに 浮 遊 さ せ,煮 沸 お よ び超 音 波 破 砕 を

行 った 。 次 に,lysozymeとproteinaseKを いず れ

も 最 終 濃 度 が1mg/mlと な る よ う に 加 え,そ れ ぞ れ

37℃ お よび60℃ で,90分 お よ び30分 間 培 養 した。 そ

の 後phenol/chloroform処 理 に てDNAを 抽 出 し,

ethanol沈 殿 を 行 った後,200μlのTE bufferに 再 浮

遊 させ,そ の 中 の10ngをPCRに 使 用 した。

5. PCR法

1)　 結 核 菌 同 定 の た め のPCR法

Sj6bringら2)が 報 告 した,M. tuberculosisの38

kDa蛋 白(protein antigen b, Pab)を コー ドす る遺

伝 子 を特 異 的 に増 幅 す る プ ライ マ ー を用 い,す で に報 告

した 方 法3)4)に よ りPCRを 施 行 した。 得 られ た増 幅 産

物 は,2%ア ガ ロ ー スゲ ル(SEAKEM ME agarose,

 FMC BioProducts)内 電 気 泳 動 後,ethidium bro-

mide染 色 に よ り419bpの バ ン ドと して確 認 した。

2) RFP耐 性 菌 同 定 の た め のPCR法

Telentiら5)6)の 報 告 に よ る結 核 菌 のRNA poly-
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merase β subunitを コー ドす る遺 伝 子(rpoB)を タ

ー ゲ ッ ト と し ,そ の 中 の157bpを 増 幅 す る プ ラ イ

マ ー(塩 基 配 列 は5'-TGCACGTCGCGGA CCTCC

-3' ,5'-TCGCC GCGATC AAGGA GT-3')をDNA

 synthesizer (Model380B,Applied Bio systems)

にて 合 成 した。PCRの 条 件 は,annealingの 温 度 を

55℃ に変 更 し た以 外 は 前 記 した方 法 に準 じた 。 増 幅 産

物 は2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 内 電 気 泳 動 後 に,ethidium

 bromide染 色 に よ り157bpの バ ン ドを 確 認 した。

さ ら に 増 幅 さ れ たDNAフ ラ グ メ ン ト内 のpoint

 mutationを 検 出 す る た め に,村 上 の方 法7)に 準 じて

PCR-single strand conformation polymorphysm

 (SSCP)法 を施行 した。 前 記 の プ ラ イ マ ー の5'末 端 を,

[γ-32P]ATP (370MBq/ml, PB10168, Amersham)

に て 標 識 し,総 量5μlのPCR反 応 液(50mMKCl,

 10m MTris-HCl, 1.5mMMg Cl2, 100μg/ml

gelatin,400μMdNTP,5μMeach RI-labeling

 primer,0.13UTaq polymerase, 1μl template

 DNA)で,denaturation94℃1分 間,annealing

55℃1分 間,extention72℃1分 間 の条 件 に てther-

mal cycler (Perkin-Elmer Cetus)を 用 いPCRを

40cycle施 行 した。

そ の後 増 幅産 物 を10ading buffer(95%deionized

 formamide,0.05%bromophenol blue,0.05%

xylene cyanol FF,20mMEDTA)で100倍 に希 釈

し た 後,30μlを 別 の マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に移 し,94～

100℃ で10分 間加 熱 後 に急 冷 した。 そ の 中 の3μlを6

%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 内 で電 気 泳 動(6Wに て約5

時 間)し,そ の後 オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー に て バ ン ドの

位 置 を確 認 して,各 バ ン ドの移 動 度 を コ ン トロー ル と比

較 した。

結 果

1.　 薬剤 感 受 性 試 験

結 核 菌38株 に対 す るRFPのMIC値 を 測定 し,そ の

結 果 をFig.1に 示 した 。RFP耐 性 の基 準 は 一 般 的 に

50μg/ml以 上 の 濃 度 に て発 育 が認 め られ る場 合 とさ れ

て い るた め,今 回 の 検討 で は64μg/ml以 上 の濃 度 で発

育 が 認 め られ た もの を耐 性 菌 と判 定 した。

耐 性 菌 は38株 中12株 で あ り,512μg/ml以 上 の高

度 耐 性 を 示 した もの は6株 み られ た。

2.　 Pabお よびrpoB遺 伝 子 の検 出

今 回 検 討 され た38株 の抗 酸 菌 は,す べ てPab遺 伝 子

を有 す る こ とをPCRに て 確認 し,結 核 菌 で あ る こ とを

証 明 した 。 ま たFig.2に 示 した よ うに,38株 す べ て に

お い て157bpの バ ン ドが 確 認 さ れ,rpoB遺 伝 子 の欠

損 株 はみ られ なか った 。

Fig. 1 Relationship between Drug-susceptibi

lity and Genetic Alteration

Point mutation was suspected in 8 strains (8/12=67%) of 
RFP-resistant M. tuberculosis.

Fig. 2 Detection of RNA Polymerase ƒÀ Subunit 

Gene of M. tuberculosis by PCR

Agarose gel electrophoresis, and ethidium bromide stain. 

M: pHY marker. C: control (M. tuberculosis H37Rv) 

Lane 1, 2, 6, 7, 8, 9: RFP-resistant strain.

 Lane 3, 4, 5: RFP-susceptible strain.

3. PCR-SSCP法 によ るrpoB遺 伝子 内のpoint

 mutationの 検出

Fig.3にPCR-SSCP法 によるpoint mutationの

検 出例 を示 した。PCR-SSCP法 の原理 を簡単 に述べ

ると,遺 伝子の塩基配列上 に仮 にpoint mutationな

どの突然変異 が生 じて も,DNAが 二本鎖 のときはその

変異 とは関係な く安定化 した構造 を保 ってお り,ア ガロー

スゲル内電気 泳動 にて も変異 の有無 は判定で きない。 し

か し,DNAを1本 鎖 に変性 させる と,そ の塩基配列 に

特異的な一本鎖DNAの 高次構造 を形成す る。 したが っ

て変異 が存在 すれば高次構造 に も変化 が表 れ,ポ リアク
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Fig. 3 Detection of RFP resistant M. tuberculosis by PCR-SSCP

Lane 1, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13: RFP-resistant strain.
Lane 2, 3, 4, 5, 11: RFP-susceptible strain.
C: control (M. tuberculosis H37Rv)

リル ア ミ ドゲ ルの よ うな 分 解 能 の 高 い ゲ ル で分 離 す る と

変 異 の な いDNA鎖 と は 明 確 に 区 別 で き る と い う もの

で あ る7)。

泳 動 時 に はPCR産 物 のDNAは 一 本 鎖 に変 性 され て

い るた め,オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィ ー後 に 検 出 され る バ ン

ドの 数 は,extra bandの 存 在 が な け れ ば 通常2本 の バ

ン ドと して 確 認 され る。 た とえ ばFig.3でlane6,7,

10の バ ン ドを み る と,lane6で は2つ の フ ラ グ メ ン ト

の 移 動 度 が わ ず か な が ら コ ン トロ ー ル と違 って お り,

lane7で は2つ の フ ラ グ メ ン ト間 の 距 離 が コ ン トロ ー

ルの そ れ に比 し開 大 して い るの が わ か る。

またlane10で は明 らか に コ ン トロー ル に 比 して 移

動 度 が 異 な っ て い る の が わ か り,gene内 のpoint

 mutationが 示 唆 され た。 またlane8,12,13で は1

本 の バ ン ド しか 認 め られ な いが,こ れ は2つ の 一 本 鎖

DNAの 移 動 度 が 偶 然 に 同 じだ っ たか,あ るい は非常 に

近 接 したた め と考 え られ た 。 しか しい ず れ に して も,コ

ン トロ ール に比 較 す る と移 動 度 に関 して は相 違 が 認 め ら

れ た。

これ ら6株 は いず れ もRFP耐 性 株 で あ った が,lane

1はRFP耐 性 株 で あ る に もか か わ らず,DNAの 移 動

度 は コ ン ト ロ ー ル と同 じで あ っ た。 一 方,RFP感 受 性

株 に お い て は,す べ て の 株 でDNAの 移 動 度 は コ ン ト

ロー ル と同 じで あ っ た。

以 上 の結 果 か ら,rpoB遺 伝 子 内 の 変 異 が 示 唆 され た

株 は8株 に認 め られ,そ のす べ て の株 がRFP耐 性 株 で

あ っ た(Fig.1)。 し た が って 耐 性 株 に 占め る変 異 株 の

割 合 は67%(8/12)で あ っ た。

考 案

PCR法 を 用 い た結 核 症 の診 断 に関 して は,各 施 設 で

の 研 究 や 開 発 が 盛 ん で,当 教 室 のMIYAZAKIら も特

異 的 で 高 感 度 の方 法 をす で に報 告 した4)。 しか し,結 核

菌 の 薬剤 感 受 性 検 査 に つ いて は,従 来 の よ う に菌 が 培 養

さ れ て い る こ とが必 要 条 件 で,さ らに数 週 間 と い う長 い

検 査 期 間 を要 す る。 一 方,結 核 菌 の 薬 剤 に対 す る耐 性 獲

得 に は,耐 性 遺 伝 子 の存 在 が 従 来 よ り示 唆 され て き た。

す で にRFPを 含 め てisoniazid(INH)8)9)や,stre-

ptomycin(SM)lo)な ど に対 す る耐 性 遺 伝 子 の検 出 法 が

報 告 さ れ て い る が,未 だ 臨床 に応 用 され る まで に は至 っ

て は い な い。

今 回 私 た ち は,PCR法 を 用 い たRFP耐 性 結 核 菌 の

迅 速 検 出 に 関 す る 検討 を行 い,臨 床 的 な有 用 性 が 期 待 で

き る か ど うか を検 討 した。 結 核 菌 のRFPに 対 す る耐 性

化 の機 序 に は,rpoB遺 伝 子 内 の突 然 変 異 に よ るRNA

 polymeraseβsubunit構 造 の変 化 が 重 要 で,Telenti

ら はす で に この遺 伝子 の塩 基 配 列 を明 らか に し,一 部 の

領 域 で の特 異 的 か つ高 頻 度 のpoint mutationの 存 在

を報 告 した5)6)。

今 回私 た ち の検 討 で は,耐 性 株 中 にpoint mutation

が 示 唆 さ れ た 株 の 占 め る割 合 は67%で あ っ た が,90錫

以 上 の 耐 性 菌 が こ の 方 法 で 検 出 で きた とす る報 告11)も

あ る。 この よ うに 頻度 の違 い が生 じた原 因 は明 らか で は

な い が,手 技 的 な 問題,あ る い は今 回 われ われ が 検 討 し

た 株,す な わ ち 日本 に お け るRFP耐 性 株 に お いて は,

RFP耐 性 化 に 関 わ るrpoB内 のpoint mutationを

は じめ とす る何 らか の変 異 が,今 回 のPCRの 設 定 部 位

の 外 部 に 存 在 した 可能 性 も考 え られ る。

ま た頻 度 と して は低 い な が ら も,rpoB内 に塩 基 の挿

入(3%)や 欠 失(4%)が あ った との報 告11)も み ら

れ るが,わ れ わ れ が今 回使 用 したprimerに よ り増 幅 さ

れ たPCR産 物 は,す べ て157bpの と こ ろ に観 察 され

た た め,そ れ らの変 異 は な か った と考 え られ る。 今 後 こ

れ らの 問 題 に つ い て は,primerを 遺 伝 子 内 の他 の部 分

に も設 定 した り,実 際 にPCR産 物 の シ ー ク エ ンシ ング

に よ り,pointmutationの 部 位 を確 認 し,ア ミノ酸 レ
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ベルでの変化を検討す ることも重要 であ る。 またpoint

 mutation以 外 の挿入や欠 失な どの変異 の有無 さ らに

日本 とアメ リカの株での相 違点な どを確認 し,よ り適切

か っ高頻 度 にRFP耐 性株を検 出で きるようなprimer

の設定を検討す る予定であ る。

また,従 来法 による耐性検査の判定結果 は今回の検討

に影響を及 ぼす重要な因子で ある。 この点 に関 して は,

1回 目の薬剤感受性検査 にて耐性が疑われた株を収集 し,

再度感受性検査 に供 し判定を行 った ため,得 られた検査

結果 は信頼で きるもの と考え る。

一 方 ,今 回応 用 したPCR-SSCP法 は,Oritaら12)

によ り開発 され た,遺 伝子 のpoint mutationを 検出

す る画期的な方法であ り,す でに フェニルケ トン尿症13)

な どの遺伝 子疾 患 や,癌 抑制 遺 伝子 内の変異 の検 出14)

などに応用 されている。今回 の私 たちの検討で もその有

用性 が示 されたが,こ の方法 を用 いて もなお検 出で きな

い耐性株 が存在す る可能性 は否定で きず,今 後 の新 たな

検 出法 の検討 など も必要で ある。

今回の検討では,予 想 された変異 の頻度 よ りやや低か っ

た ものの,約70%の 確率 でRFP耐 性株 を検 出で きた

ことは,将 来 的に臨床検体 か ら直接RFP耐 性菌 を迅速

に検出する ことが可能 である ことが示唆 された。今後 は

臨床 検 体 で の検 討 と,非 放 射性 物質 を用 い たPCR-

SSCP法 について もあわせて検討 してい く予定 である。

結 語

今回 われ われ は,PCR法 を用 いたRFP耐 性結核菌

の迅 速検 出法 につ いて検討 した結果,耐 性菌12株 中8

株 で陽性 とな り,約70%の 株 が この方法 で検 出で きる

ことが判明 した。今後 さ らに感度 と簡便化 を検討 し,臨

床検体か らの結 核菌の検 出 と薬剤耐性 の判定 を短 時間で

同時 に施行で きる方法 を開発 す る方針 である。
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