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PCR-SSCP method to detect genetic mutations in rpoB gene as a marker of rifampi
cin-resistance was developed by Telenti et al., and we have modified it applying non
radioactive PhastSystem for more practical use in the detection of rifampicin-resistance 
of Mycobacterium tuberculosis.

PCR products amplified with the primers specific to rpoB gene using extracted DNA 
from 89 strains of M. tuberculosis were sequenced and the amino acid sequences were 
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Shinjuku-ku, Tokyo 162 Japan.
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morphism was determined by the PhastSystem. The bands were stained by silver staining.

Among 89 strains of M. tuberculosis, 43 were confirmed as rifampicin-resistant (RFPr) 

and 46 were rifampicin-sensitive (RFPs) by the culture on the drug-containing media. All 

of the 43 RFPr strains had one or more mutations in the DNA sequence of rpoB gene, while 

none of the RFPs strains had such mutations. However, by PCR-SSCP, only 20 out of 43

 RFPr strains showed clear differences in the band pattern of electrophoresis from that 

of RFPs strains. Other 23 RFPr strains had only slight differences in the band pattern of 

the PCR-SSCP from that of RFPs strains. But it was noticed that the main bands of RFP r 

strains were distinguishable from the main bands of RFPs strains even their patterns were 

similar. Thus, it is possible to apply a non-radioactive PCR-SSCP for the detection of 

rifampicin resistance of M. tuberculosis with further improvement of the condition of gel 

electrophoresis or staining techniques.
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緒 言

結核菌は分裂速度がきわめて遅 く,現 行の分離培養

法1)で は菌を得るのに4～8週 間を要 し,分 離菌の同定,

ひいては治療方針決定が遅れ,患 者の治療,予 防医療に

も極めて不利益である。結核菌の分離 ・同定は,卵 培地

にかわる液体培地を用いたBACTEC法2),DNAプ ロー

ブ法3)4),DDH法5)6)な どにより迅速化が進められて き

た。最近は,MTD(中 外製薬),Amplicor(日 本 ロッ

シュ)の キット化により核酸増幅法をもちいて臨床検査

室においても患者の検体 より直接結核菌を証明すること

が可能となった7)8)。しかし,核 酸増幅法により結核菌

の存在が証明されても,治 療に必要な薬剤感受性は不明

であるため分離培養は現段階では不可欠である。薬剤感

受性試験は,菌 分離後さらに2～3週 間を要し,治 療方

針決定に関する状況は核酸増幅検査法開発前と少しも変

わっていない。

結核菌の薬剤耐性に関与している遺伝子をPCRに よっ

て検出しようとする試みは,リ ファンピシン(RFP)

のrpoB9)～14),イ ソニアジド(INH)のkatG15),ス ト

レプ トマイシン(SM)のrpsL,rrs16)な どの遺伝子を

標的とした研究の報告がある。

これらの報告ではPCR産 物 のシークエンス,RFLP,

放射 能標識によるPCR-single strand conformation

 polymorphism(SSCP)17)を 用いて耐性遺伝子変異の

有無の検出を行うが,い ずれも,一 般の臨床検査室にお

いて簡単にできる方法ではない。

われわれは,突 然変異の検出系 として開発されたPC

R-SSCP法 をラジオアイソ トープを使用 しないPhast

 SystemTM(Pharmacia Biotech社)に よる迅速 な検

出方法18)に適用してRFP耐 性結核菌検出を試みた。こ

れは,薬 剤感受性試験法の迅速化のために,一 般臨床検

査室でも実施可能な迅速,簡 単,か つ正確な方法の開発

を目的として検討したものである。また,結 核菌のRNA

 polymerase subunit β(rpoB)の 一部のシークエ

ンスを行い,Telentiら の報告と比較したのであわせて

報告する。

材料と方法

1.　供試菌

結核菌 と同定されている当研究室保存菌株および国立

療養所南横浜病院にて分離された臨床分離菌の計89株 を

用いた。供試菌株の薬剤感受性は,す べて薬剤感受性試

験用スペクトル培地(極 東製薬)を 用い,指 示にしたがっ

て2週 間で判定した。

RFP感 受性菌は1%小 川培地2～3週 培養菌 を,R

FP耐 性菌は,RFP50μg/ml含 有1%小 川培地3週 間

培養菌を用いた。

2. DNAの 抽 出

標準株DNAは,小 川培地上の菌塊1白 金耳 をエ ッ

ペンドルフチューブ内で滅菌精製水1mlに 懸濁 し12,000

回転5分 間遠心分離 この沈渣にアセ トンを加え脱脂を

3回 繰 り返 した後,沈 渣をプロティナーゼK(1mg/ml)

を含 む10mMTris・HCl-1mMEDTA緩 衝液(pH

8.0)400μlに 懸濁 し37℃1時 間 反応 させた。これに
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SDSを 終 末濃 度1%に 添 加,60℃2時 間 反応 させ た後,

フ ェ ノ ー ル/ク ロ ロ ホ ルム 処 理,エ タ ノ ー ル沈 殿,乾 燥

後,滅 菌 精 製 水50μlに 溶 解 した 。 お よそ50ngのDNA

をPCRに 用 い た19)。 臨 床 分 離 菌 は,1白 金 耳 の 菌 塊 を

10mMTris・HCl-1mMEDTA-1%TritonX

100緩 衝液(pH8.0)100μlに 懸 濁100℃30分 間 加 熱,

冷 却 後,12,000回 転10秒 間 遠 心 分 離 した 上 清3μlを

PCRに 用 い た20) 2 1 ) 。

3. PCR

PCRは サ ーマ ル サ イ ク ラ ー(日 本 ジ ェ ネ テ ィ ッ クス)

を用 い て 行 った 。 プ ロ メ ガ社 の 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ーゼ を用

い,反 応 液 組 成 は同 社 指 示 に従 った が,反 応 系 は,総 量

50μlを 用 い た 。 供 試DNAは,Telentiら が 報 告9)し

た プ ライマ ーTR-8(5'-TGCACGTCGCGGACCT

CCA-3'),TR-9(5'-TCGCCGCGATCAAGG

AGT-3')を 用 い,熱 変 性94℃1分 間,ア ニ ー リ ン グ

55℃2分 間,DNAの 合 成72℃1分 間 の 条 件 で30サ イ ク

ル の 増 幅 を行 わ せ,2%ア ガ ロー ス 電 気 泳 動 後 エ チ ジ ウ

ム ブ ロマ イ ド染 色 に よ って157bpの バ ン ドを 確 認 後,

PCR-SSCPを 行 っ た 。Willialnsら が 報 告12)し た プ

ラ イ マ ーRif-1(5'-CAGACGTTGATCAACAT

CCG-3'),Rif-2(5'-TACGGCGTTTCGATG

AAC-3')を 用 い,熱 変 性94℃1分 間,ア ニ ー リ ン グ

60℃2分 間,DNAの 合 成72℃1分 間 の 条 件 で30サ イ ク

ル の 増 幅 を行 わ せ,2%ア ガ ロー ス 電 気 泳 動,エ チ ジ ウ

ム ブ ロ マ イ ド染色 に よっ て305bpの バ ン ドを確 認 後,シ ー

クエ ンス を した 。 ま た,M.tuberculosis H37Rvの

rpoBの 塩基 配 列 よ りsenseプ ラ イ マ ーYR-1(5'-

AGTTCTTCGGCACCAGCCA-3'),antisenseプ

ライマ ーYR-2(5'-CTCACGTGACAGACCGCC-

3'),YR-3(5'-GGCACGCTCACGTGACAGA-

3')を 設 計 しPCR-SSCPを 実 施 し た 。 ち な み にPC

R増 幅DNAは,プ ライ マ ーYR-1,YR-2を 用 い

た 時 に は112bpが プ ライ マ ーYR-1,YR-3を 用 い る

と119bpの サ イズ が 増 幅 され た 。

4. PCR-SSCP

プ ライ マ ーTR-8,TR-9を 用 い て 増 幅 し たPCR

産 物1μlに 等 量 の 変 性 液(95%ホ ル ム ア ミ ド,20mM

EDTA,0.05%プ ロモ フェ ノ ー ル ブ ル ー,0。05%キ シ レ

ンシ ア ノー ル)を 加 え,混 合 し95℃ で5分 間 加 熱 後 直 ち

に氷 冷 し1本 鎖 のDNAと した 。

PhastGel homogeneous12.5お よ びPhastGel

 native buffer stripsを 用 い たPhastSystemの 電 気

泳動 に よ り,1本 鎖PCR産 物(0.3μl～0.5μl)を 分 離

した 。試 料 を 添加 す る前 にPhastGelの 前 泳 動 を行 い,

そ の 後30分 間 の 本 泳 動 を 実 施 し た 。 バ ン ドの 検 出 は

PhastGel Silver Stain Kitを 用 い,Phast System

 Development Techniqueに 従 っ て 銀 染 色 を 行 っ た 。

PhastSystemの 機 材 は,い ず れ もPharmacia Biote-

ch社 製 を用 い た 。

5. rpoBの 部 分 シ ー クエ ンス

DyeDeoxyTM Terminator Cycle Sequencing Kit

(P/N401150,Applied Biosystems Japan)使 用

に よ るサ ン ガ ーの ダ イデ オキ シ法 を用 い て シー クエ ンス

を行 った 。 す な わ ち,プ ラ イマ ーRif-1,Rif-2を 用

い たPCR増 幅 産 物 をQIAquick spin PCR Purifica-

tion Kit(フ ナ コ シ株 式 会 社)を 用 い て 精 製 した もの

をテ ンペ レ ー トDNAと し,プ ラ イマ ーRif-1あ る い

はRif-2を 用 い て キ ッ トの 指 示 に従 い 反応 液 を調製 した。

GeneAmp PCR System9600(Perkin-Elmer

 CetusCo.)を 用 い,96℃15秒,50℃1秒,60℃4分 間

を1サ イ クル と し25サ イ ク ル 行 い,反 応 停 止 側 で あ る

ddNTPに4色 の 蛍 光 色 素 標 識 を した 。 シー ク エ ンス 反

応 終 了 後 フ ェ ノー ル/ク ロ ロホ ル ム 抽 出,エ タ ノ ー ル 沈

殿 に よ り未 反 応 の 蛍 光 色 素 を除 去 精 製 した 。 沈殿 をロ ー

デ ィ ン グバ ッ フ ァー(50mMEDTAと 脱 イ オ ン化 ホ ル

ム ア ミ ド1:5混 合 液)に 再 溶 解 し,373A DNA Se-

quencing System(Applied Biosystelns Japan)に

て 電 気 泳 動 、 デ ー タの 解析 を行 っ た 。

結 果

1. PCR-SSCPに よるRFP耐 性 菌の 電気 泳動パ ター ン

PhastSystemに よ る 電 気 泳 動 後,PhastSystem

 Development Techniqueに 従 っ て 銀 染 色 し1本 鎖

DNAの 検 出 を行 っ た もの を図1に 示 す 。 第1レ ー ンは,

サ イズ マ ー カー で あ る が,通 電 を止 め る 目安 と した 。 最

先 端 の バ ン ドは,dsDNAで157bpの バ ン ドで あ る。603

の 矢 印付 近 に3本 の バ ン ドが 見 られ た 。2本 は157塩 基

のssDNAで,1本 は 分 離 し たssDNAの 一 部 が 再 結

合 した バ ン ドで あ る 。RFP感 受 性 菌 で あ るM.tuber-

culosis H37Rvは,第2レ ー ン,M.bovis BCG-Tokyo

は,第8レ ー ンで あ る 。RFP耐 性 菌 は,第3レ ー ン か

ら第7レ ー ン まで で あ る が 感 受性 菌 のパ ター ン と違 い が

み られ た 。

2. PCR-SSCPに よるRFP耐 性 結 核 菌 の検 出

当研 究 室保 存 結核 菌株 お よび 臨床 分 離 株 の計89株 に つ

い て 前 述 した よ うにPCR-SSCPを 行 いRFP耐 性 菌

の検 出 を試 み た 。 そ の 結 果 を 表 に示 す 。PCR-SSCP

に よる判 定 が,薬 剤 感受 性 試 験 の結 果 と一致 した ものは,

66株 で あ っ た 。RFP感 受 性 菌 は46株 で,対 照 と したM.
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図1 PhastSystemに よ る プ ラ イマ ーTR-8,TR-9を 用 い た 結核 菌 の

PCR-SSCPの 電気 泳動 パ ター ン

レーン1:マ ーカー,2:感 受性標準株,3～7:RFR耐 性菌,8:BCG-Tokyo。

()はrpoBの 突然変異位 置を示 す。SはRFP感 受性,Rは 耐性 を示す 。

表　結核菌の薬剤感受性試験とPCR-SSCP判 定結果との比較およびrpoBの 変異 と株数

tuberculosis H37Rvの 電気泳動パターンと一致 した。

薬剤含有培地上で発育を確認したRFP耐 性菌は43株あっ

たが,PCR-SSCPで 薬剤耐性菌であると判定で きた

ものは20株,判 定できなかったものが23株 あった。

3. RFP耐 性菌rpoBの 塩基配列変異位置

供試菌DNAを プライマーTR-8,TR-9よ り広い
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図 2 Telentiら の報告(上 段)と 著者ら(下 段)結 核菌rpoBの 変異位置の比較

領域を増幅するプライマーRif-1,Rif-2を 用 いて増

幅 したPCR産 物のシークエンスを行い,Telentiら が

報告 した結核菌rpoBの 塩基配列187-255(大 腸 菌アミ

ノ酸残基番号511-533の 領域に相当)と 比較した結果を

図2に 示す。供試RFP耐 性結核菌43株 のうち,こ の領

域に変異があったものは41株 あ り,1カ 所 変異を起 こし

ていたものが37株,2カ 所 変異を起 こしていたものが3

株あった。また,こ の領域の変異は1カ 所(248C→T;

Ser→Leu)で あるが下流にさらに1カ 所(376T→C;

Ser→Pro)計2カ 所の変異を起こしていたものが1株

あった。他に,2株 はこの領域に変異がな く,下 流に1

カ所(355C→A;Pro→Thr)変 異 を起こしていたも

のが1株,2カ 所(341A→C; Glu→Ala, 347C→

T; Pro→Leu)変 異 を起こしていたものが1株 あった。

4. rpoBの 変 異 とPCR-SSCPに よるRFP耐 性菌

検出

PCR-SSCPに よる判定結果 とrpoBの 変 異を比較

すると,変 異位置が同じであっても変異の仕方により,

例 えば232C→Tと248C→Tの ように耐性菌であって

もPCR-SSCPで は感受性菌と判定される場合があった。

考 察

Telentiら は,結 核菌の れrpoBの シー クエ ンス を行

い,32Pを 用 いたPCR-SSCP法 によるオー トラジオグ

ラフィーによって検出できたと報告している9)。しかし,

rpoBの シニクエンスを行ったり,放 射ラベル したプラ

イマーを使う方法は,一 般の臨床検査室で簡単に応用で

きる方法ではない。そこで彼 らもラジオアイソ トープを

使わない5'側 を蛍光色素でラベルしたプライマーを用

いたPCR-SSCP法 を報告 している10)。

われわれは,銀 染色法によってDNAを 検 出するPh-

astSystemを 用 いた。この方法は,PCR後 約2時 間で

結果を得ることができ,試 料の添加,電 気泳動,銀 染色

の各行程が自動化されていて非常に簡便である。また,

SSCP法 に とって最 も重要である温度管理にも優れ,再

現性 も非常によい。しかし,薬 剤耐性検査用スペクトル

培地を用いた薬剤感受性試験によりRFP耐 性 菌と判定

された株であっても,PCR-SSCPのPhast System

による電気泳動パターンは,感 受性菌に似たパターンを

とる株が43株 中23株 み られた。これはだれが見ても一

目で違いがわかるパターンを選定 したためで, Telenti

らの ように,耐 性菌と感受性菌を交互に並べて電気泳動

し,泳 動距離を拡大して比較すればもっと検出率は上が

るかもしれない。しかし,分 離菌の薬剤感受性は最初か

らわからないのであえて厳 しく判定した。

図2に 示した領域の両末端に近い部分に変異をもつ株

や,表1に 示したように,変 異位置が同じであっても変

異の仕方により,耐 性菌であってもPCR-SSCPで は,

感受性菌類似の電気泳動のパ ターンをとること,特 に,

248CがTに 変わっている場合は感受性類似のパターン

をとることがわかった。さらに,YR-1,YR-2お よ
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びYR-1,YR-3の2組 のプライマーを用いてPCR-

SSCPを 実施 したがTR-8,TR-9に て区別のつかな

かった株は同様に区別がつかなかった(デ ータ示さず)。

突然変異の検出系 として開発されたPCR-SSCP法 の

泳動パターンは,対 象 とするDNAフ ラ グメン トの塩

基配列に依存 し,ssDNAの とり得る3次 構造は泳動条

件によって変化する18)。さらに詳細な泳動条件の検討に

より判定を容易にすべく現在検討中である。

Telentiら は,結 核菌のrpoBの シークエンスを行い,

すべての変異は,大 腸菌のアミノ酸残基番号511-533に

相 当する領域に存在 し,RFP耐 性菌66株 中64株 が この

領域の内に1カ 所の変異を起こしていたと報告 してい

る9)10)。またWilliamsはRFP耐 性菌の94%が この領

域に変異をもちUniversal Heteroduplex Generator

(UHG)法 により検出できると言っている(Personal

 communication)。

われわれの結果を大腸菌に相当するアミノ酸残基番号

で表すと,RFP耐 性結核菌43株 のうち,ア ミノ酸残基

番号511-533の 領域に変異があった株は41株 であ り,2

株はこの領域の下流に変異を起こしていた。また,1カ

所変異を起こしていたものは37株,2カ 所変異を起こし

ていたものは3株 であった。他に,こ の領域の変異 は1

カ所(Ser531→Leu)で あ るが,下 流 にさらに1カ 所

(Ser574→Pro)計2カ 所の変異を起 こしていた ものが

1株,こ の領域に変異はなかったが,下 流に変異1カ 所

(Pro567→Thr)起 こ して いた ものが1株,2カ 所

(Glu562→Ala,Pro564→Leu)変 異 を起こしていた も

のが1株 あった。

Jinら は,大 腸菌のRFP耐 性 は,rpoBの ア ミノ酸

変異位置によりclusterI(507-533),clusterII

(563と573),clusterIII(687)に 分 けられたと報告 し

ている22)。われわれの成績のアミノ酸残基番号511-533

領域下流の変異位置は,Jinら のclusterII部 分 に相当

すると考えられるが,そ のアミノ酸残基番号 はJinら

の報告とは異なっていた。このように結核菌がRFP耐

性 になるためには,rpoBに 変異を起こし,株 によって

は1カ 所ではなく,い くつかの箇所が変異を起こす場合

もあることがわかった。大野 ら23)は,変 異位置 とMIC

との関係を報告 しているが,今 回われわれが用いたRFP

耐性 菌は,RFP50μg/ml含 有1%小 川培地3週 間培養

菌を用いたので,変 異位置と耐性の程度については不明

である。

ま と め

非放射性PCR-SSCP法 によりRFP耐 性結核菌の

検出を試みた。結核菌89株 のうち現行の薬剤感受性試験

とPCR-SSCP判 定結果が一致 したものは66株 であっ

た。RFP耐 性菌は,43株 中20株 を検出できた。検出率

を上げることができれば分離菌が得られたその日のうち

に結果がわかるPCR-SSCP法 はRFP耐 性 菌の検 出

に有効である。

結核菌7poBの 一 部のシークエンスを行い,Telenti

らの報告と比較した。結核菌のRFP耐 性 は,rpoBの

511-533(大 腸 菌No.)の23ア ミノ酸残基の領域以外 に変

異を起こした場合にもRFP耐 性 になることがわかった。

われわれの方法は,簡 便ではあるが検出率に問題がある。

電気泳動条件などの検討により検出率を高めることが可

能と考えられ,現 在検討中である。

本論文の要旨は第70回 日本結核病学会総会(1995年4

月名古屋市)に て発表 した。また,研 究費の一部はヒュー

マン ・サイエ ンス振興財団の支援によるものである。
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