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The application of molecular biology techniques for the rapid detection of mycobacteria 

in clinical specimens was evaluated. The DNA probe method was found to be accurate and 

rapid for identification of mycobacteria, but its low sensitivity needs improving. The nested 

polymerase chain reaction (PCR) targeting Pab gene was specific and sensitive enough for 
rapid detection of Mycobacterium tuberculosis in clinical specimens. The overall sensitivity 

and specificity of this method were excellent, 97% and 92%, respectively. Additionally, a 
novel method for the rapid detection of mycobacteria other than M. tuberculosis was 

developed using a combined method of PCR and DNA probe. The gene encoding 16S 

ribosomal RNA in mycobacteria was first amplified by PCR, and then PCR products were 
identified using an acridinium-ester labeled DNA probe. This method was as useful as that 

of the PCR for M. tuberculosis described above. The DNA probe method was also applied 

for drug sensitivity testing, which needs three to four weeks by conventional methods. The 

quantity of ribosomal RNA in mycobacteria cultured with or without the addition of drugs 
was compared. Three days after the start of culture, the strains sensitive for isoniazid or 

 rifampicin showed remarkable decreases of ribosomal RNA, compared with the drug-free 

samples, while the resistant strains showed no difference. Another method for determining 

the drug resistance of mycobacteria consists of detection of the gene which is related to the 

resistance. The deletion of catalase-peroxidase gene suggested a gene related to isoniazid 
resistance was observed in 15% of isoniazid-resistant strains. On the other hand, mutation 

in the RNA polymerase gene relating to rifampicin resistance was detected in 67% of 

rifampicin-resistant strains. The application of molecular biology techniques may be an 

useful future strategy for the diagnosis of mycobacteriosis.

*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

先人の多大 な功績によ り世界 の結核症 は順調 に衰退 し,

21世 紀早 々に は撲 滅宣 言 が聞 かれ るの も夢 ではない。

ところが,近 年 におけ る結核 の歴 史は新 たな局面 を迎 え

ようとしてい る。 つま り,全 世界 に は開発途上 国を中心

として未だに年 間1000万 人 もの発病 者が出てい ること,

エイ ズ患 者 の爆発的な増加 に伴 う抗酸菌症の流行1),多

剤耐性結核菌の蔓延2)な ど,解 決すべ き問題 は今なお山

積 して いる。 いずれ に して も,結 核 の予防対策,早 期診

断,早 期治療が重要で あることに変 わりはな く,抗 酸菌

に対す る優れ た薬剤 の開発 とと もに,診 断 の面で も従来

の技術 を上回 る,迅 速で正確 な診断法 の確立が強 く望 ま

れてきた。

私 たちの教室 では,抗 酸菌 に対す る新 しい迅速検 出法

として,近 年進歩 が著 しい分子生物学 の技術 を応用 した

方法 を検討 してきた。本講演 では これまでの教室 の成績

を中心 に発表 する とともに,今 後 さ らに種 々の検査 に対

す る応 用の可能性 も含 めて,将 来 の展望 について述 べた

ものであ る。

1.　結核の現状

日本での結核症 は1950年 代 には300万 人,60年 代 に

は160万 人 と多数の患者が発生 したが,化 学療法の普及

と ともに以後 は毎 年10%の 割合で罹患率 は低下 した。

しか し,1980年 頃か ら減少傾向 に鈍化がみ られ は じめ,

85年 以降 の年 間患 者発生 数 は約5万 人台 を推移 し,ほ

とんど横 ばい状態 が続 いている。 しか も,こ の傾向が若

年者 に強 い とい うことは,と くに注 目すべ き問題 といえ

る。

同様の傾向は私 たちの教室 において もみ られた(図1,

2)。1975年 か ら約18年 間の入 院患 者数 と,そ の中に

占め る30歳 未満の若年者数 を調 べてみる と,85年 以 降

の患者数 と若年者数 はいずれ も減少傾 向が鈍化 し,若 年

者の 占め る割合 もほとん ど横ばい状態で,む しろ上 昇の

傾向 さえ うかがえ る。平成4年 の結核サ ーベイ ランス年

報 により提起 された問題点 もや はり同様で,小 児結核 は

著 しく減少 して先進国並みの罹患率 に低下 した ものの,

未 だに中高齢者 の罹患率が非常 に高 く,し か も活動性 ・

感染性 の肺結核患者 の割合が年 々増加 して いることは,

他人 への感染 の機会 も多 くなったことを物語 って いる。

実際に20歳 代 や30歳 代 の若者 に罹患率 の小 さな ピーク

図1　 長崎大学第2内 科に入院した結核症患者

総数の年次推移と若年者結核症患者数

図2　 長 崎大学第2内 科 に入院 した若年者

結核症患者 の割合 の年次推移

が み られ,中 高年者 と接す る機会の多い若者が,排 菌者

か ら容易 に感染 して発病す る危険性が示唆 されてい る。

そのほか,今 後増加す ると予測 され るエイズ患者での抗

酸菌症,移 民 ・難民 ・ホーム レスの人々の結核,さ らに

それ らの人 々に蔓延す る多剤耐性結核菌な ど,予 期せぬ

事態 が起 こり始 めている。

2.　結核菌の検 出法

約100年 前 コッホによ り結核菌 が発見 されて以来,染

色法や培養技術 は急速 に進歩 した。 しか し,残 念 なが ら

その後 の新 しい診 断技術 の進歩 はほ とんどな く,菌 体成

分を検出す るための各種 クロマ トグ ラフ ィー法 は広 く普

及す るに は至 らず,ま た免疫学 的に抗体 を検 出す る方法

も感染早期の診断に は検討 の余地 を残 している。

Ziehl-Neelsen染 色 に よ る抗酸 菌 の塗抹検査 は安価
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で簡便 で,ど この施設 で も容易 に施行す ることがで きる

優 れた方法 である。 しか し,低 い感度 と菌 の同定が不可

能 である とい う欠点 は避 け られ ない。 また,そ の後 に開

発 された蛍光法 は感度 の点で はやや改善 された ものの,

非特異的 な反応 に対す る経験的な熟練を要す る。

一方
,培 養検査 には小川培地が通常用い られて きた。

感度 は良好 なものの,培 養期間が長いために臨床 的な迅

速診 断 に は不 適当であ る。 また,近 年 開発 されたBAC

TEC法 は培養 期 間が約 半分に短縮 で きる優 れた方法 で

はあるが,放 射性同位元 素を使 用す るために広 く普及 す

るには至 っていない。 さらに近年,小 川培地 に変 わる新

しい培養 法 と して期 待 され ているのがMBチ ェ ックで

あ る。 液体 培地 と固形培地 の両者 の利点 を活 か した方法

として注 目されているが,や は り培養期間 の大幅 な短縮

は困難 なよ うである3)。

3.　抗酸菌の遺伝子(DNA)診 断

近年 の分子生物学 における技術の進歩 は著 し く,と く

に遺伝子 の解析技術が急速 に進み,各 分野での応用が盛

ん になった。私 たちも抗酸菌,レ ジオ ネラ,嫌 気 性菌,

マイコプラズマな どの各種感染症の起炎菌検 出のために

応用 し,い わ ゆ る微 生物 の遺 伝子診 断 あ るいはDNA

診断法を開発 して きた。 この方法 は迅速性 や特異性 に優

れてお り,塗 抹 ・培養法を しの ぐ検査法 とい って も過言

で はない。

(1) DNAプ ロー ブ法

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,ACCUPROBEと よばれ る非放 射性の キッ ト

が市販 され,操 作法や器具の簡略化 とともに短時間での

抗 酸 菌 同 定 が 可 能 と な っ た。結核 菌群 とMycobac-t

erium avium complex (MAC)の ribosomal

RNAを それぞれ特異的 に検出す るプロー ブが使用 され,

結核菌で は従来の生化学法 との問に100%の 一致率 がみ

られた。 また,従 来法 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 ことが判 明 し,よ り正

確な同定のためには欠 かせない方法 であると思 われた4)。

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 ではあるが,欠 点 と して感度 の低 さが挙 げ

られ る5)。つ ま り正 確 な同定 の ためには最低で も105～

106CFUの 菌数 が必要 で,実 際 の臨床 検体か ら直接抗

酸菌 を検 出す るには不向 きで ある。 この ような欠点を補

うことを目的 と して,次 にPCRの 応用を検討 した。

(2) PCR法

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

作法や器具が簡便なために,短 期 間の うちに広 く普及 す

るに至 った。近年 では感染症 の分野 において も盛ん に応

用 され始 め,と くに分離 ・培養 が困難 なウイルスなどに

対 す る開発 が盛 んである。 そ こで私 たちは,培 養 に長期

間 を要 する結核菌 に対す るPCRの 応用 につ いて検討 し

た。

PCRで 最 も重要 な因子 はprimerの 設定で,こ れ に

よ り感度 と特異性が 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 しだ いに明 らか になる中で,す で

に古賀 らが 報告 したように,38kDaの 蛋白抗原を コー

ドす る遺 伝 子(Pab遺 伝 子)を 目的 と したPCRが 結

核 菌群 に対 して最 も特異的であ った6)。一方,感 度 に関

して は,Pab遺 伝子 はゲ ノム中 に1コ ピー しか存在 し

ない ため に,第1段 階のみのPCRの 検 出限界 は結核菌

DNA量 で10pg(菌 数 によ る検討 では100CFU)程 度

であ った。 そ こで,臨 床応用 のためには少 しで も感度 を

上 げ る工夫 が必要 とな り,第2段 階 のPCRを 行 う,い

わゆ るnestedPCRを 計画 した。 これによって感度が

約1000倍 上 昇 し,10fg(菌 数 に よ る検 討 で は0.1

CFU)ま で検 出が可能 となった。

このPCR法 を用 いて,Miyazakiら は各種臨床材料

か ら得 ら れ た417検 体 中 の 結 核 菌 の 検 出 を試 み た

(表1)7)。 各検体 とも塗抹 ・培養が陽性の場合 は,PCR

もほとん ど陽性の結果が得 られた。一方,塗 抹 ・培 養の

陽性率が低 いといわれて いる胸水,髄 液,腹 水,血 液,

尿 な どの体液で は,塗 抹 ・培養 は陰性 で もPCRが 陽性

の検体が少なか らず発 見 された。 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 か らの もので,抗

結核 薬 に よる治療 に も反応 した ことか ら,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。総

合的 には,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 うち約8

%はPCRが 陽性 で特異 性 は92%で あり,い ずれ にお

いて も優 れた成績が得 られ た。

この 中で と くに興 味深 か った症 例 と して は,腹 水 の

PCRが 陽性 を示 した結 核性 腹膜 炎の症例8),あ るいは

習 慣 性 流 産 の 女 性 で,掻 爬 時 の子宮 内膜 と月経 血 の

PCRが 陽性 であ った子宮内膜結 核症 の症例9)な どがみ

られ た。 これ らの症例 はいずれ も後 日培 養陽性 の結果 が

確認 され,PCRの 早 期診 断に対 する有用性 が示唆 され

た。

一方
,平 成5年4月 か ら約3カ 月間,宮 崎 らが フィ リ

ピ ンでPCRを 指導 する機会 を得 た。当然 のことなが ら

国によ って結核症 の頻度や検体 の種類 はかな り異な る。

フィ リピンでは小児 の結核性髄膜炎が多 いことか ら,検

体 と して は髄液が最 も多 くみ られ た。PCRが 検討 され

た44検 体 での特異性 は94%と 高か った ものの,偽 陰性
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表　各種臨床検体からの結核菌検出法の比較

が3検 体 にみ られ感度 は77%と 低値を示 した。 この原

因につ いて検討 したところ,私 た ちの教室で は採取 され

た検体 は直 ち に-20℃ 以下 に保存 され,遅 くとも1週

間以 内に検査 が施行 され たのに対 し,フ ィ リピンで は多

くの検 体 が-20℃ 以 上で長期間放置 され たた めに偽陰

性率 が23%と 高 い値 を示 した ものと推測 され た。つ ま

りPCRの 検体 はできるだけ低温 で短期間 の保存 に留 め

る必要があ るとい う貴重 な経験 が得 られた。 しか し一方

で,塗 抹 ・培養が陰性 で もPCRが 陽性 の検体 は両国 と

も7～8%の 頻度 に み られ,PCRは いずれ の国におい

て も有用であ ることが再確認 された。

PCRの 有 用性 は体 液中の結核菌を検 出す るのみでな

く,結 核性 リンパ節炎や腎結核な どの生検組織 や古 い病

理標本などか らの菌検出 にも応用が可能であ る。 さらに,

菌 の証明 のみで な く菌 の局在や生体側の免疫反応を観 察

す るた めに,DNAプ ロー ブ法 を組 織学 的 に応用 した

in situ hybridizationを 施行す ることもで きる。 この

方法 を用 い る と,Ziehl-Neelsen染 色で は同定で きな

か った抗酸菌 も,菌 種特異 的なプローブによ り同定が可

能 となることか ら,今 後 さ らに詳細 な検討 が期待 され る。

4. PCR法 とDNAプ ローブ法を併 用 した

抗酸 菌の迅速 同定法

PCRに よ る結 核菌 の迅速検出 とともに,近 年増加傾

向にある非定型抗酸菌症 に対 して も迅速診 断が期待 され

て いる。種 々の抗酸菌 に対 して別々のprimerでPCR

を施行 する方法 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 にも無駄が

多い。 そ こで,橋 本 らはPCR法 とDNAプ ローブ法の

それぞれの利点 を活 か して併用 した,新 しい抗酸菌の迅

速検 出な らびに同定法を考案 した10)。つ ま り,第1段 階

と して検 体 中に存在 す るす べて の抗酸菌 を検 出で きる

PCRを 施 行 し,陽 性 の検体 のみを選択 する。次 に第2

段階として,増 幅されたPCR産 物を用 いてDNAプ ロー

ブ(ACCUPROBE)法 に よ り同定 す る とい う方 法 で

あ る。PCRに 用 い たprimerは 抗 酸 菌 の16Sribo-

somalRNAを コー ドす る遺伝子を 目的 とした もので,

一般細菌 や一部 の抗酸菌で は陰性で,結 核菌群や ヒ トの

非定型抗酸菌症 で頻度 の高 いMACやM4.kmsa翻 に

対 しては陽性 を示 した。本法 の感度 は良好で,結 核菌に

対 して は10fgま で,MACに 対 して は100fgま で検出

が可能で,臨 床 的に も良好 な成績が得 られて いる。

5. DNAプ ローブ法を用いた抗酸 菌の

薬 剤感 受性検査

抗酸菌の検出 ・同定 とともに,臨 床 的に極 めて重要 な

検査 は菌の薬剤感受性検査であ る。通常 は薬剤 を含有 し

た小川培地 に菌を接種 して3～4週 後に コロニーの有無

で判定 す る。 この検 査 を迅速 に行 うたあに,宮 本 らは

DNAプ ローブ法 の応用 を検討 した。図3の ように,薬

― 3 8 ―



1 9 9 5 年 2 月 1 2 5

図 3 ACCUPROBEに よ る薬剤感受性検査

剤無 添加 群 とINHを 添加 した群 のACCUPROBEに

対す る反応性 を比較 した結果,感 受性菌で は3日 目か ら

無添加群 との間に大 きな差 がみ られたのに対 し,耐 性菌

ではほとんど差がみ られなか った。 この方法 を用 いると,

早 くて3日 日までに感受性 の判定 がで きる ものと期待 さ

れ,現 在 さらに詳細 に検討 中である。

6.　薬剤耐性結核菌 の遺伝子診 断

DNAプ ローブ法の応用で薬剤感受性検査 の迅速化 が

確立で 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 でPCR陽 性

の検体で は薬剤感受性検査 は施行 で きない。 そ こで,大

野 らはPCRを 用いた耐性菌の判定法 について検討 を行 っ

た。長 崎 大 学 中 央 検 査 部 細 菌室 お よび関 連施設 か ら

INHあ るいはRFPに 耐性が疑われた結核菌41株 を集

め,microtiter法 によ る感 受性 検査 を施 行す るととも

に,PCRに よ るINHあ る いはRFPの 耐 性遺 伝子 の

検 出 を試 みた。 まずINH耐 性 との関連が報告 されてい

るcatalase-peroxidase遺 伝 子 の欠 損 を検 出す る た め

のPCRを 行 っ た11)。 そ の結 果,図4の よ う に症 例2,

3,4の 株 で 遺 伝 子 欠損 が発 見 され,こ れ らの株 は いず

れ もINHのMICが64μg/ml以 上 の 高度 耐 性 菌 で あ っ

た。 一 方,RFPに 対 す る耐 性 化 とRNApolymerase

遺 伝 子 との 関 係 も注 目 され て お り,結 核 菌 や大 腸 菌 で は

こ の遺 伝 子 内 のpoint mutationが 耐 性 化 の原 因 で あ

る と報 告 され て い る12)。近 年,point mutationを 容 易

に 検 出 で き る 方 法 と して,一 本 鎖DNAの 電 気 泳 動 度

を比 較 す る方 法,い わ ゆ るsingle-strand conforma-

tion polymorphism analysis(SSCP)2去 が考 案 され

た。 この方 法 に よ り全 菌 株 のRNApolymerase遺 伝

子 内 の変 異 の有 無 を検 討 した 結 果,図5の よ うに耐 性 菌

で は コ ン トロー ル と比 較 して 明 らか に泳 動 度 の 異 な るバ

ン ドが 出現 した13)。

以 上 の結 果 を ま と め る と(図6),ca七alase- peroxi-

dase遺 伝 子 の欠 損 率 はINH耐 性 菌 の 中 の15%で,と

くに 高度 耐 性 株 に欠 損 が 多 くみ られ た。 しか し,欠 損 株

図 4 PCRに よ るcatalase-peroxidase遺 伝 子 欠 損 の検 出
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図5 SSCP法 に よ るRNA polymerase遺 伝 子 内 の

point mutationの 検 出

図6 INHとRFPに 対す る薬剤感受性成績 と

耐性遺伝子 との関係

の頻度 が予想 よ りも低か ったために,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

るいは全 く異なる遺伝子(inhA gene14)な ど)と の関

連 性 につ いて も検討 が必要 で あ る と思われ る。一 方,

RFP耐 性菌 では67%にRNApolymerase遺 伝子内

の変異 が検 出され た。頻度 と して はかな り高 いもので,

臨床応用 も充分可能で あると思われ,今 後 さらに変 異の

部位 や塩基配列を決定す る予定で ある。

7.　その他の補助診断

以上 のように,遺 伝子 による抗酸菌の同定や薬剤耐性

の判定法 につ いて検討 し,臨 床的 にも良好な成績が得 ら

れた。 しか し,検 体の中 にはいかな る方法を用いて も結

核菌が証明 出来な い場合 も少な くない。 そのよ うな症 例

に対 しては,補 助的診断法 と して ツベル ク リン反応や血

中抗体価の測定な ど,免 疫学 的な方法 に頼 らざるを得 な

い。小川 らは結核症 における特 異的な免疫反応 の検討を

目的 と して,結 核性 胸膜炎患 者の胸 水中のサイ トカイ ン

の定量 と,免 疫 担当細 胞中のmRNAの 検 出を試 みた。

mRNAの 検 出方 法 と して は,cDNAを 合 成 してか ら

PCRを 行 う,い わ ゆ るreverse transcription-

coupled PCR(RT-PCR)法 を用いた。胸水中のサ

イ トカインの中ではTNFα が高値 を示 した症例が多 く,

癌性胸膜炎 との鑑別 において も,ま た血清中濃度 との比

較 に お い て も有 意 な上 昇 を認 めた。 これ を単 核球 の

mRNAレ ベルで検討 してみると,結 核性胸膜炎で は他

の疾患 に比 べ て,強 いTNFα のmessageが 胸 水中あ

るいは末梢血中の単核球で観察 され た。今後 この方法が

実際に補助 的診 断法 と して有用か ど うか,さ らに多 くの

臨床例 で検討 を進 める予定で ある。

お わ り に

分子生 物学 の進 歩 に よりDNAの 取 り扱いが極めて

容易にな り,PCRに よる微生物 の検出が可能 とな った。

しか し,PCRの 感 度 の良 さは長所で あると同時 に,一

歩 問違 うと欠点 となる微妙 な もので ある。すなわ ち,極

めて微 量 のDNAが 汚 染 して も偽 陽性 の結果を生む原

因 とな り,検 査室 において は深刻 な問題 に発展す る。不

注意 な操作 による汚染,エ ロゾルによる飛散な どを出来

るだけ未然 に防 ぐために,分 子生物学的技法に対 す る取

り扱 い者 の安易 な心構 えを止 し,塗 抹 ・培養の時 と1司様

の慎重 さで操作す ることが必要であ る。

結核 の歴史 の中に,分 子生物学の導入 という新たな1

ペー ジが加 わろ うと して いる。塗抹 ・培養か ら同定 と薬

剤 感受 性検 査 の結 果が得 られ るまで に2～3ヵ 月を要 し

た時代 か ら,今 まさにすべてを1日 で判定す る時代に変

わ りつ つある,と 言 って も過言で はない。 そ して1日 も

早 くその日が来 ることを 切望 して,本 講演の結 び とした。

(終わ りに,座 長の労 をお取 り頂 いた 日本結核病学会
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理事長,青 柳 昭雄先生,な らびに本研究 に協力頂 いた教

室 の諸先生方 に心 か ら感謝 申 し上 げます。)
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