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The application of molecular biology techniques to the diagnosis of mycobacteriosis 

was evaluated. The hybridization protection assay (HPA) was found to be accurate and 

rapid in the identification of mycobacteria. The nested polymerase chain reaction (PCR) 

targeting the Pab gene was specific and sensitive enough for the rapid detection of 
Mycobacterium tuberculosis in clinical specimens. The overall sensitivity and specificity of 

the nested PCR were excellent, 97% and 92%, respectively. In addition, a novel method 

combining the PCR and the HPA for the rapid detection of MAC and M. tuberculosis was 

developed. This method was as useful as the nested PCR for M. tuberculosis above 

mentioned. The clinical usefulness of two commercially available mycobacteria detection 

kits, the MTD and the Amplicor, was evaluated and compared with that of the 

conventional smear and culture methods. The MTD showed the highest sensitivity, while the 
Amplicor showed the highest specificity. The HPA was also applied to drug susceptibility 

tests, which require 3 to 4 weeks by conventional methods. By this method, the results of 
resistance to isoniazid or rifampicin could be obtained after three days incubation. Another 

method for determining the drug resistance of mycobacteria is the detection of gene 

alterations related to the drug resistance. The deletion of the catalase-peroxidase gene 

related to isoniazid resistance was observed in 15% of isoniazid—resistant strains. On the 

other hand, point mutations in the RNA polymerase 13 subunit (rpoB) gene relating to
 rifampicin resistance were detected in 31% of rifampicin-resistant strains by the non-

radioisotope PCR-SSCP analysis. In contrast, the PCR—direct sequencing analysis of a 69bp

 fragment in the rpoB gene of M. tuberculosis was useful in predicting rifampicin-resistant 

phenotypes. The application of molecular biology techniques may be a useful strategy for 
the diagnosis of mycobacteriosis in future.

*From the Second Department of Internal Medicine, Nagasaki University School of Medicine,

 1-7-1 Sakamoto, Nagasaki 852 Japan.
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は じめ に

1930年 代 より,一 部の物理学者によって創始された

分子生物学は,生 命の神秘に迫る学問として大いに魅力

に満ちたものであった。 しか しその反面,学 問の進歩は

その後約40年 間ほとんどみられず,唯 一1953年 の ワト

ソンとクリックによるDNAの 二 重 らせんモデルの提

唱が脚光を浴びたにとどまった。ところが,1970年 代

を迎えた頃か らこの分野での急速な進歩が訪れ始めた。

なかでも制限酵素の発見,サ ザンプロット法の開発,塩

基配列の迅速決定法やPCR法 の開発など,DNAの 解

析技術が急速に進み,遺 伝病や悪性疾患などの分野で盛

んに応用されるようになった。

私たちも1989年 よ り感染症の分野において,抗 酸菌,

レジオネラ,嫌 気性菌,マ イコプラズマなどの検出にこ

れらの技術的な応用を考え,い わゆる微生物の遺伝子診

断あるいはDNA診 断 の臨床的有用性を検討 してきた。

I. DNAプ ローブ法による抗酸菌の同定

結核菌の遺伝子診断法として,ま ずはじめに開発され

たのがDNAプ ローブ法である。当初 は放射性同位元

素を使用 したために取 り扱いがかなり制限されたが,現

在ではAccu Probeと よばれる非放射性のキットが市販

され,操 作や器具の簡略化とともに,短 時間での抗酸菌

同定が可能となった。 このキットの感度と特異性は優れ,

結核菌では従来法との間に100%の 一致率がみられた1)。

また,生 化学法でMACと 同 定された菌株の中に別の

菌種が約1%含 まれていたとする報告2)な どもみられ,

よ り正確な菌種同定のためには欠かせない方法であると

思われる。

このように,抗 酸菌の同定手段として,DNAプ ロー

ブ法は優れた方法であるが,欠 点として検出感度の低さ

が挙げられる。最低でも105か ら106の 菌数が必要なた

め2),実 際 の臨床検体から抗酸菌を直接検出するには不

向きである。このような欠点を補 うために,私 たちは

PCRの 応用を考えて臨床的検討を行った。

II. PCRに よる抗酸菌の検出

PCRは1988年 に はじめて報告 された新 しいDNA

の増幅技術で,極 めて画期的で優れた方法のわりには,

操作法や器具が簡便であったために,短 期間のうちに広

く普及するようになった。

PCRで 最 大のキーポイントはプライマーの設定で,

これにより感度と特異性はほぼ決定する。抗酸菌に特異

的な各種遺伝子の塩基配列が次第に明らかになる中で,

38kDaの 蛋白抗原をコー ドする遺伝子,protein anti-

gen b(Pab)遺 伝子が結核菌に最 も特異的であったた

めに,私 たちはこれを標的遺伝子 としてPCRの 検討を

開始 した3)4)。

PCRの 特異性 とともに重要な因子は感度である。私

たちが目的としたPab遺 伝子は,結 核菌群のゲノム中

に1コ ピーしか存在しないために,第1段 階PCRの 検

出感度はDNA量 で約10pgで あ った。この感度では

臨床検体からの結核菌の検出率は塗抹 ・培養よりも低かっ

たために,臨 床応用するには少 しでも感度を上げる工夫

が必要となり,続 いて第2段 階PCRを 行 う,い わゆる

nested PCRを 検討した。 これにより,感 度は1,000

倍上昇 し,10fgま で検出できるようになった。10fgの

DNA量 は結核菌の2個 分に相当するもので,臨 床的に

も応用可能な感度が得られた。同様に,菌 数による検出

限界を検討 した結果,第1段 階PCRで は100CFU,

第2段 階では0.1CFUで あ った。

以後,私 たちはこのPCRを 用 いて臨床的な検討を行

い,各 種臨床検体中の結核菌の検出を試みた。塗抹 ・培

養が陽性の検体では,PCRも ほぼ陽性の結果が得 られ,

塗抹 ・培養の陽性率が低いといわれる胸水,髄 液,腹 水,

血液,尿 などの体液からも高頻度にPCR陽 性 の検体が

認められた4)。 これらの検体は,い ずれも臨床的に結核

症が強 く疑われた症例のもので,抗 結核薬による治療に

も反応 し,PCRが 早 期診断と早期治療に大いに貢献 し

た もの と評価できる。417検 体 のまとめでは,偽 陰性は

わずか2検 体のみでPCRの 感度は97%,ま た塗抹 ・

培養が陰性であった検体の中で,約8%はPCRが 陽性

で特異性は92%と,い ずれも優れた成績が得 られた。

III. PCRとDNAプ ローブ法を併用した

抗酸菌の迅速検出 ・同定法

一方,近 年増加傾向にある非定型抗酸菌症に対 しても,

迅速診断が出来れば好都合である。そのためには,各 種

抗酸菌に対する個々のPCRを 施 行するという方法 も考

え られるが,未 知の抗酸菌に対 して複数のPCRを 行 う

ことは,操 作上 も経済的にもむだが多い。そこでPCR

とDNAプ ローブ法の,そ れぞれの利点を活かして併

用 した,抗 酸菌の迅速検出ならびに同定法を考案 した5)。
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表1　 検体別各検出法の陽性率

臨床検体:肺 結核症12症 例 か ら得 られた46検 体

つまり,検 体中に含まれ る多種の抗酸菌を検出できる

PCRを 施 行し,陽 性の検体のみをまず選択する。次に,

増幅 されたPCR産 物を用いて,前 述 したAccuProbe

で同定するという方法である。PCRに 用 いたプラィマー

は,抗 酸菌の16SrRNAを コー ドする遺伝子を標的と

したもので,検 出感度は結核菌で10fg,MACで は100

fgで あ り,臨 床的に も十分応用可能な感度であると判

断された。現在,す でにこの方法を用いて,臨 床検体中

の抗酸菌の検出を行っており,従 来のPCRと 同様に良

好な成績が得 られている。

IV.　抗酸菌迅速検出キットの検討

PCRが 臨床的にも有用な迅速検出法であることに疑

問の余地はないとしても,そ の検査手技はいささか繁雑

で,と ても多 くの一般検査室 レベルで施行することは困

難である。幸い,平 成6年 の8月 以降,2種 類の迅速検

出キットが市販され,保 険点数も認められるようになっ

た。これを機会に私たちはこれらのキットを含めて各種

検出法の臨床的な有用性に関する比較検討を行った。

従来法としての塗抹 ・培養法,私 たちの教室で施行中

のPab遺 伝子に対するnestedPCR法 (Pab- PCR),

rRNAを 増幅するMTD法(中 外製薬株式会社),お

よびrRNAを コー ドしているDNAを 増 幅するAm-

plicor(日 本 ロッシュ株式会社)の4種 類の方法を比較

した。その結果,in vitroに お ける各迅速検出法の感

度は,Pab-PCRとAmplicorが 1.8×10-1 CFU,

MTDが1.8CFUで,各 検査法間に有意差はみられな

かった。一方,臨 床検体の陽性率を各検査法問で比較 し

てみると(表1),喀 痰ではMTDが72%と 最 も高 く,

胃液ではAmplicorが78%と 最 も高い成績で,Pab-

PCRは いずれの検体においても2っ のキットの中間の

成績を示した。

また,従 来法に対する各検査法の感度,特 異性,一 致

率を検討 した結果(表2), Pab-PCR と Amplicor

は特異性に優れており,そ のために高い一致率を示 した。

表2　 各検査法における感度および特異性の比較

一方,MTDは 従来法で陰性であった検体からも15例

で結核菌を検出したために,感 度は優れたものの特異性

と一致率は劣る成績であった。これ らの成績から,臨 床

検体の種類によって適切な検出法を選択する必要性が示

唆されたが,そ の結論を出すにはさらに多 くの検体での

検討を要すると思われる。

V. DNAプ ローブ法による薬剤感受性検査

抗酸菌の検出 ・同定 とともに,臨 床的にも極めて重要

な検査は菌の薬剤感受性である。通常は薬剤を含有 した

培地に菌を接種 し,3～4週 後に増殖の有無で感受性を

判定す る。 この検査 を少 しで も迅速 に行 うために,

DNAプ ローブの応用を試みた6)。つまり菌の増殖の程

度を,AccuProbeに よ るrelative light unit(RLU)

の値 で判定す るもので,図1に 示 したように生菌数と

RLUの 変化はほぼ良好な相関関係がみられた。つまり,

菌 の生死あるいは活動性の程度は,AccuProbeに よる

rRNAの 定 量によって もある程度判定可能であること

が示唆された。

この方法を用いて,薬 剤添加による感受性菌 と耐性菌

の鑑別が可能かどうを検討した。図2はINHを0.1あ

るいは1μg/ml添 加 した時のもので,感 受性菌では培

養3日 目には薬剤非添加の対照群よりも有意に低い

RLUを 示 した。 しか し,耐 性菌では対照群と全く同様
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(A) (B)

図1　 種々の接種菌量におけるH37Rvの 生菌数(A)とRLU値(B)

の経 時的変化

(A) (B)

図 2 INH添 加時と非添加時におけるINH感 受性菌7株(A)お よびINH

耐性菌6株(B)のRLUratioの 経時的変化

(A) (B)

図 3 RFP添 加時と非添加時におけるRFP感 受性菌5株(A)お よび

RFP耐 性菌4株(B)のRLUratioの 経時的変化

のRLUを 示 した。

一方 ,図3に はRFP添 加 時のものを示 したが,感 受

性菌ではINHの 場合よりもさらに強くRLUが 低下 し,

耐性菌では対照群と全 く差はみられなかった。この方法

により,INHお よびRFPに 対 する結核菌の感受性成

績を早 くて3日 目に判定することが可能であると考えら

れた。 しかも,こ の方法は非放射性で安全であり,操 作

も簡便なことから,今 後結核菌の迅速な薬剤感受性検査

法になりうるものと思われた。

VI.　遺伝子検索による薬剤感受性判定

DNAプ ローブ法の応用で,薬 剤感受性検査の迅速化
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図 4 RFPのMICとrpoB遺 伝子内の

点突然変異 との関係

○:ropB遺 伝子内の点突然変異株

◎:silent mutatiOn株
*:非 放射性SSCP法 による異常株

が期待できるとしても,そ のためには菌が培養されてい

ることが前提条件である。たとえば,培 養陰性,PCR

陽性の検体ではいかなる薬剤感受性検査 も施行できない。

そ こで,PCRを 用 いた耐性菌の判定法にっいて検討 し

た。

たとえば,RFP耐 性 にはRNApolymeraseβ

subunit(rpoB)遺 伝子内のpoint mutationが 深 く

関与 していると報告されている7)。近年,pointmuta-

tionを 簡便 に検出で きる方法として,一 本鎖DNAの

電 気泳動度をコン トロールのDNAと 比較する方法,

いわゆるsingle-strand conformation polymor-

phismanalysis(SSCP)法 が考案された。私たちは

非放射性SSCP法 と,PCR産 物を用いた直接塩基配列

決定法(PCR direct sequence)を 比 較し,そ の有用

性について検討した。その結果,図4に 示 したように,

SSCP法 で異常がみ られた菌株は,RFPのMICが64

μg/ml以 上 の13株 中4株(31%)の みで,す でに報

告 した放射性SSCP法 においても67%程 度 の検出率で

あった8)。また,SSCP法 で異常がみられたが感受性菌

であったものが2株 認められた。

さらに変異の部位を確認するために行った塩基配列決

定の結果か らは,ほ とんどの変異の部位 と種類はTe-

lentiやKapurら の報告とほぼ一致 したものの,い く

つかの新 しい知見が得 られた。第一に,MICが64μg/

ml以 上 の耐性菌13株 では,す べてに516番526番 あ

るいは531番 の いずれかのコドンにpoint mutation

がみ られた。とくにコドン531番 にpoint mutationが

あ った7株 はすべて64μg/ml以 上の耐性菌であった。

第2に,7株 で コドン526番 にpoint mutationが み

られた ものの,従 来の報告のようにtyrosineへ の変異

は1株 も存在しなかった。おそらくこの相違は地域差に

よるものと推測されるため,今 後さらに多数の菌株での

検討が必要であると思われる。第3に,コ ドン515番 と

533番 にpoint mutationが み られた株がそれぞれ1

株 と2株 あったが,こ れらの3株 はいずれも感受性菌で

あった。つまり,こ の2つ のコ ドンにpoint mutation

がみ られても,必 ず しも耐性菌になるとは限 らないこと

が示唆された。

以上より,SSCP法 の臨床応用は感度と特異性の面で

いまだ不十分であるため,多 少繁雑ではあるものの,

rppoB遺 伝 子の直接塩基配列決定法の方が有用であると

思われた。

一方 ,INH耐 性 との関係が深い遺伝子はcatalase-

peroxidase遺 伝 子で,そ の欠損により耐性化すると報

告されている9)。私たちの検討でも,こ の遺伝子の欠損

株はすべてINHのMICが64μg/ml以 上 の高度耐性

菌であったが,こ の遺伝子の欠損率はINH耐 性菌の約

15%に す ぎなか った。今後は同 じ遺伝子内の別の部位

での欠損や,point mutationの 有無,あ るいはinh

A10)な どの全 く異なる遺伝子 との関連性についても検

討が必要であると思われる。

結 語

21世 紀早々にも結核の根絶宣言が聞かれるのは夢で

はない。 しか しそのためには,結 核の予防対策 とともに,

早期診断と早期治療が重要なことは言 うまでもなく,こ

の目的のために分子生物学的技術を利用する意義は大き

い。結核菌の検出から同定 ・薬剤感受性検査に至るまで,

すべてを1日 で判定できる日が来るのも遠 くはないと思

われる。

(最後に,本 研究に御協力頂いた教室の諸先生方,な

らびに御指導を賜 りました原 耕平名誉教授に感謝する

とともに,発 表の機会を与えて頂いた青木国雄会長,座

長の労をお取り頂いた久世文幸教授,な らびに今村賞選

考委員の諸先生方に心より深謝致 します。)
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