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The conventional drug susceptibility tests of Mycobacterium tuberculosis are time

consuming and usually require 2 to 4 weeks to obtain final results. In this study, we 

attempted to develop a novel method for rapid detection of drug—resistant M. tuberculosis 

using hybridization protection assay (HPA).

Clinically isolated strains of M. tuberculosis including seven isoniazid (INH) susceptible 

strains and six resistant strains were used. The organisms grown on Ogawa egg medium 

were inoculated into Middlebrook 7H9 broth and cultured at 37•Ž for one week . Then, the 

inoculum of each strain was prepared as a tenfold dilution of bacterial suspension at 

McFarland No. 0.5. The inocula were mixed with INH solutions to yield final concentrations 

of 0.1 and 1.0ƒÊg/ml, and the resulting bacterial suspensions with or without test drug were 

cultured on the swaying plate at 37•Ž for up to 5 days. At intervals , 50ƒÊl of each sample 

was withdrawn and subjected to the protocol of the HPA using acridinium-ester (AE) 

labeled DNA probe, and then the relative light unit (RLU) was read in a luminometer . In 

the case of the susceptible strains, a significant difference in the mode of increase in RLU
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ratio (% of RLU on day x/RLU on day 0) was observed between the INH-treated and drug-

free control sets within three days of cultivation, while no such differences were seen in the 

case of the resistant strains.

Since this method was not only rapid, safe and simple, but gives the results well 

correlated to those by the conventional methods, it is expected that the method will be used 

widely in many laboratories.
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HPA法

は じめ に

近年,結 核菌に対する分子生物学的技法を応用 した検

出法の進歩は著 しく,す でに臨床の検査室 レベルにおい

て も各種PCR法1)～4),MTD5)～8),ア ンプリコア9)な ど

のDNA診 断法が施行可能 となった。一方,薬 剤感受

性検査に関しても遺伝子 レベルでの解析が進み,す でに

2～3の 薬剤に対する耐性遺伝子の存在が確認されてい

る10)11)。しかし,遺 伝子変異の有無 と薬剤耐性の相関性

はいまだ十分なものではなく12),ま た種々の薬剤に対す

る耐性遺伝子を個別に解明するにはさらに多 くの時間と

労力が必要であると思われる。

従来の薬剤感受性検査には分離培養された結核菌が必

要であり,さ らに結核菌を薬剤含有小川培地あるいは液

体培地にて培養した場合,そ の検査結果を得るまでには

通常2～4週 を要する。今回私たちは結核菌の薬剤感受

性検査をより迅速に行う目的で,本 来は結核菌の同定の

ために使用するアクリジニウムエステル(acridinum

 ester)標 識DNAプ ロ ーブ(AE-DNAプ ロー ブ,

ACCUPROBE, Gen-Probe Inc., San Diego,

 Calif.)を 用いたhybridization protection assay

(HPA法)を 感受性検査に応用 し,従 来法との相関性

や迅速性について比較検討 したので報告する。

材料と方法

1.　供試菌株

結核菌標準株H37Rv(京 都 大学胸部疾患研究所の久

世文幸教授より分与)と,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,isomiazid

(INH)感 受性菌7株(U106,U107,U111,U112,

U115,U118,U125)と 耐性菌6株(T103,T104,U113,

U122,N129,N136)を 使用 した。

2.　最小発育阻止濃度(MIC)の 測定

1)　菌液の調製

Tween80を 含有 したMiddlebrook 7H9 broth

 (Middlebrook ADC enrichmentを 含有,Difco La-

boratories,USA)を 用 い て,結 核 菌 を37℃ で 約1週

間 培 養 した 後,同 培 地 で 希 釈 し,濁 度 がMcFarland

No.0.5に な る よ うに調 整 した。

2)　 薬 剤 濃 度

INH(第 一 製 薬)を 滅 菌 蒸留 水 に溶 解 し,0.125μg/

ml～1024μg/mlま で の14段 階 に わ た る2倍 階 段 希 釈

系 列 を作 製 し,multiple well plates (round bottom,

 CorningTM2580,Iwaki Glass)に 各50μlず つ分 注 し

た後,上 記1)の 菌 液 を50μl加 え て37℃ で培 養 した。

な お,薬 剤 の 最 終 濃 度 は0.063μg/ml～512μg/mlの

14段 階 と な っ た。

3) MICの 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MIC

を 判 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 と もに,硝 酸

塩 還 元 試 験 を行 って 確 認 した。

3. HPA法 に よ る耐 性 菌 の 判 定

1)　 至 適 接 種 菌 濃 度 の検 討

30mlの 滅 菌 ス ク リ ュ ー コ ップ(栄 研)にMiddle-

brook7H9brothを10ml分 注 し,そ の 中 に小 川 培地

上 に発 育 したH37Rvの 数 コ ロ ニー を エ ーゼ で 採 取 して

接 種 した 。 菌 液 を37℃ で2～3日 振 盪 培 養 した 後,数

分 間 静 置 して,菌 塊 を含 ま な い よ う に上 層 か ら約1ml

を 採 取 し10mlの 同brothを 分 注 し た別 の 滅 菌 ス ク

リュ ー コ ッフ。に接 種 して,さ らに37℃ で4～5日 振 盟

培 養 し た 。 得 ら れ た 菌 液 を 同brothを 用 い てMc-

FarlandNo.1に 濁 度 を調 整 し,さ らに1～103倍 まで

の10倍 階 段 希 釈 系 列 を各10ml作 製 した。 その 後,各

菌 液 を37℃ で 振 盪 培 養 し,培 養 開 始 時,3日 目,5日

目お よ び7日 目に各 菌 液 を採 取 し,後 述 の プ ロ トコ ー ル

に従 ってrelative light unit(RLU)と 生 菌 数 を 測 定
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した。

2) INHと 結 核 菌 の培 養

滅 菌 ス ク リュー コ ップ にMiddlebrook 7Hgbroth

を10ml分 注 し,小 川 培 地 上 に発 育 した 各 種 臨 床 分 離

結 核 菌13株 を 接 種 し た 。 前 述 と 同 じ方 法 でMcFar-

landNo.0.5に 合 わ せ,さ らに10倍 希 釈 して接 種 菌 液

を 調 製 した。INHは1,000μg/mlと な る よ うに滅 菌 蒸

留 水 に溶 解 し,さ らにMiddlebrook 7H9 brothで1

 μg/mlお よ び10μg/mlの 濃 度 に 希 釈 した。 上 記 の接

種 菌液 を9mlとINH溶 液 を1ml混 合 す る こ と に よ り,

INHの 最 終 濃 度 を0.1μg/mlお よ び1.0μg/mlと し,

薬 剤 を 含 ま な い対 照 の菌 液 と と も に37。Cで 振 盪 培 養 し

た 。 培 養 開 始 時,3日 目お よ び5日 目 に各 菌 液 を50μl

採 取 して,下 記 の方 法 でRLUを 測 定 した 。 また,INH

感 受 性 菌 お よ び耐 性 菌 の 各1株 につ いて は,後 述 の 方 法

に て経 時 的 に生 菌 数 を測 定 した 。

3) RLUの 測 定

HPA法 の プ ロ トコ ー ル に従 い,以 下 の要 領 で 菌 液 を

処 理 した 。 な お 測 定 は す べ てduplicateで 行 い,そ の

平均 値 を測定 結果 と した。 まず ビー ズが入 つた溶 菌 チ ュ ー

ブ に 菌 液 を50μl,溶 菌 試 薬1お よ び2を 各100μlず つ

混 入 し,20分 間 の超 音 波処 理(Bransonic ultrasonic

 cleaner, modelB2200,ヤ マ ト科 学)に て溶 菌 操 作 を

行 っ た 。 次 に95℃ で10分 間 煮 沸 して 菌 を不 活 化 した

後,DNAプ ロー ブが コー テ ィ ング さ れ て い る プ ロ ー ブ

チ ュ ー ブ に100μlを 移 し,60±1℃ で15分 間 のハ イ

ブ リダイ ゼ ー シ ョ ンを行 った。 次 い で,試 薬3(加 水 分

解 試 薬 を含 有)を300μl加 え,60±1℃ で5分 間 保 温

して 未 反 応 のAE-DNAプ ロ ー ブ を失 活 させ,室 温 で

5分 間放 冷 後,検 出試 薬(0.1%H202/0.001NHNO3,

1NNaOH)を 加 え,化 学 発 光 測 定 装 置(luminome-

ter, LeaderTM50, Gen-ProbeInc., San Diego,

表　供試菌株に対するINHのMIC

Calif.)でRLUを 測 定 した。

4)　 菌 数 定 量

各 培 養 液 よ り500μl採 取 し,Middle brook 7Hg

 brothで 希 釈 して,10～106倍 ま で の10倍 階 段 希 釈 系

列 を 作 製 した。 各 々100μlをNaOHで 中和 した2本 の

3%小 川培 地(栄 研)に 接 種 して,3～4週 後 に発 育 し

た結 核 菌 の コ ロニ ー数 を数 え,原 液 中 の菌 数(cfu/ml)

を算 出 した。

結 果

1)　供試菌株に対するINHのMIC

各菌株に対するINHのMICを 表 に示 した。なお,

INHの 耐 性基準は1μg/mlと し,そ れ未満を感受性菌,

以上を耐性菌と判定 した。

2)　至適接種菌量

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

― 1 1 ―



3 8 0 結 核 第 70 巻 第 6 号

図 2 INH添 加時 と非添加時におけるINH感 受性菌(U106)の 生菌数(A)と

RLU値(B)の 経時的変化

図 3 INH添 加時 と非添加時におけるINH耐 性菌(T104)の 生菌数(A)と

RLU値(B)の 経 時的変化

図1Aに 示 したように,McFarlandNo.1に 調整し

たH37Rv菌 液 の培養開始時の生菌数は8.0×106cfu/

mlで あ り,そ の10倍 階段希釈系列の菌数はいずれも

時間の経過とともに増加 した。 しかもその増加速度は菌

の濃度が低いほど速かった。一方,図1Bに 示 したよう

にRLUの 経 時的変化は生菌数の推移とほぼ一致 し,

McFarlandNo.1で は開始時の値(6.01×105)が7

日目までほとんど変化せず,102～103倍 希釈液では3～

5日 目にかけてRLUが 急激に上昇 した。以上より,菌

数 とRLUの 間には良好な相関関係が認められ,し かも

菌数の変化を忠実にRLUに 反映するにはMcFarland

No.1の102～103倍 希釈液が適当であると考えられた。

他方,HPA法 の結核菌同定時のカットオフ値は3.0×

104で あ り,こ れより低い値は信頼性に乏しいことを考

慮すると,最 終的に薬剤感受性検査に用いる菌液の濁度

はMcFarlandNo.1の102倍 程度の希釈が適当である

と思われた。なお,こ れ以降の実験に関 しては,実 験を

開始するまでの結核菌の培養期間をできるだけ短縮する

ために,McFarlandNo.1の102倍 希釈 とほぼ同等の

菌数を含むと思われるMcFarlandNo.0.5の10倍 希

釈液を用いることとした。

3) HPA法 による耐性菌の判定

INH感 受 性菌で あるU106株 を 用いて,生 菌数 と

RLUを 経 時的に測定 した結果を図2に 示 した。INH

添 加 時(0.1μg/mlお よび1.0μg/ml)で は,生 菌数

(図2A)は 培 養3日 目～5日 目にかけて急激に低下 し

たのに対 して,RLU(図2B)は 培養開始時とほぼ同

じ値で推移 したが,い ずれの場合 もINH非 添加対照菌

液でのこれらの指標 との間に大きな差がみられた。他方,

耐 性菌(T104株)で はINH添 加 にもかかわらず生菌

数およびRLUと もに経時的に漸増 し,INH非 添加対

照菌液との間にまったく差 は認められなかった(図3)。
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図 4 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

次に,同 様の傾向が他の菌株においても観察されるか

否かを知 る目的で,INH感 受 性菌7株 および耐性菌6

株 を用い,INH添 加 および非添加時のRLUを 経 時的

に測定 した(図4)。 なお,培 養開始時のRLUは 各菌

株 によって値が異なつたために,開 始時のRLUを100

%と して各 時点 での菌 液のRLUを 百 分率で算 出し

(RLUratio),全 株 の平均値 と標準偏差を グラフに示

した。INH感 受 性 の7株 では,INH添 加 時のRLU

ratioは3日 目から5日 日にかけても培養開始時のレベ

ルと変わるところはなく,急 激な増加を示 したINH非

添加対照群との問に有意差が認められた。他方,耐 性菌

6株 では5日 目まで対照群との間に有意差は認められな

かつた。

考 察

結核菌に対する迅速な薬剤感受性検査の検討は,従 来

より盛んに行われて きた。蛍光色素を用いた方法13),

BACTECsystemに よる14CO2を 検 出する方法14)～18),

bioluminescenceに よる抗酸菌のATPを 検出する方

法19)な どがその例である。また近年では分子生物学的

技法を応用した新しい方法として,Gen-ProbeDNA

hybridaization systemに よるもの20)や,luciferase

を 用 いた もの21)22),あ るいはrRNAの 増 幅によるも

の23)な どが報告されている。 これらの迅速検査法はい

ずれ も独特 な技法 を用 いた優れた方法ではあるが,

BACTECsystemやGen-Probe DNA hybridai-

zation systemな どは,放 射性同位元素を用いるため

にわが国で使用するのは困難である。また,こ のような

欠点 を改良 した方法として,蛍 光色素を用 いたBAC

TECsystem (BACTEC 9000 TB)や Mycobac-

terium growth indicatortube(MGIT)が 開発され,

本邦においても試験が開始 されつつある。 しかしルチー

ン化されるまでにはさらに詳細な検討 とキット化に至る

技術開発が必要であると考えられる。

そこで今回私たちは,す でにキット化され,広 く抗酸

菌の迅速同定法として用いられているHPA法 に着目し,

それが結核菌の薬剤感受性検査に応用可能かどうかを検

討 した。その結果,結 核菌の菌数 とRLUは 非常に良好

な相関関係を示 し,菌 数の増加がそのままRLUの 上昇

として確認できることが示唆された。 しか しRLUの 値

には上限がみ られ,約107cfu/ml以 上 の菌濃度では培

養中のRLUの 増加はほとんど認められなかつた。この

原因としては,プ ローブチューブにコーティングされて

いるAE-DNAプ ローブの量 はほぼ一定であり,生 菌

数の増加に伴うrRNA-DNA結 合反応の飽和現象がみ

られたものと推測される。 したがって今回の感受性検査

の検討にはこの上限値以下での測定が適切であると考え

られたので,至 適接種菌量の決定を試みた訳である。同

様にINH添 加 培地中で結核菌を培養した場合にも,生

菌数とRLUは よ く相関し,菌 の生死あるいは活動性 と

RLUと の間に関連性があることが示唆された。つまり,

HPA法 によるRLU測 定値 は,菌 体内のrRNAの 絶

対量をほぼ反映 していると考えられ,RLU値 と菌の活

動性の状態 とが密接な関係にあるものと推測された。

HPA法 の特徴は,非 放射性であり安全であることや,

手技が簡単で2時 間以内に測定結果が得 られることなど

である。 しかし本法による薬剤感受性検査は,従 来法と

比べて経済的負担が大きいために,MIC測 定のような

詳細な検討は困難であると思われる。 したがって本研究

で試みたように,薬 剤の耐性基準値を参考にして,2段

階程度の濃度で本法を行うことにより,従 来の検査法に

先だつて耐性菌を迅速に検出することが可能であると考
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え られる。さらに本法では分離培養された菌が必要 とさ

れるものの,薬 剤の選択が自由なことや,結 核菌のみで

なくMycobacterium auium complexに も応用でき

ることなどか ら,今 後一般の検査室においても迅速かつ

簡便な耐性検査法として,利 用価値の高い方法であると

思われる。
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