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RAPID DIAGNOSIS OF TUBERCULOSIS
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Two systems, the newly developed Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) and 

biphasic  Septi-Chek AFB based on liquid media, proved to be significantly better than the 

egg-based solid media for the isolation of mycobacteria from clinical specimens. The dif-

ference in the rates of isolation of bacteria between the two groups of media was more 

remarkable with smear—negative specimens. The isolation of the Mycobacterium tubercu-

losis complex by MGIT occurred 8 days previous to the isolation by the conventional 

Ogawa method. The mean time for detecting M. tuberculosis complex by Septi-Chek AFB 

was similar to those of the Ogawa method. A greater difference in isolation time was 

observed for mycobacteria other than M. tuberculosis (MOTT) isolates. These results in-

dicate that the MGIT and Septi-Chek AFB systems based on liquid media are efficient 

for the recovery of mycobacteria.

PCR and other nucleic acid amplification methods are widely used for the detection of 

M. tuberculosis in clinical specimens. Although the sensitivities of the Gen-Probe Ampli-

fied Mycobacteria Direct Test (MTD) and Amplicor Mycobacteria for the detection of 

the M. tuberculosis complex appear to be similar to the sensitivity of the culture method 

using the Septi-Chek AFB, the two methods should be quite useful for rapid detection of 

M. tuberculosis infections. On the other hand, two cooperative blind studies conducted be-

tween 6 to 9 laboratories to estimate the reliability and reproducibility of these two 

commercially available kits revealed the necessity of good laboratory practice and devel-

opment of reference reagents to monitor the performance of the whole assay, including

 pretreatment of clinical specimens.

Considerable progress has been made in recent years toward understanding the molecu-

lar basis of the resistance to antituberculosis drugs, isoniazid (katG, inhA, ahpC),

 rifampin (rpoB), pyrazinamide (pncA), streptomycin (rpsL, rrs), ethambutol (embB), 

and fluoroquinolones (gyrA). Most cases of resistance are related usually to simple nu-

cleotide substitutions rather than to acquisition of new genetic elements. Multidrug-resis-

tant isolates of M. tuberculosis arise as a consequence of sequential accumulation of
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mutations conferring resistance to single therapeutic agents. The basis of resistance is 

not able to be explained yet in a substantial percentage of strains ( > 90% ) for other 

antituberculosis drugs than rifampin. Further studies are required to fully understand the 

molecular mechanisms of resistance.

Key words: Rapid diagnosis, MGIT, 

Amplicor, MTD, Genes involved in drug re-

sistance

キーワーズ:迅 速診断法,MGIT,ア ンプリコア,

MTD,薬 剤耐性 に関与す る遺伝 子

1.は じ め に

全世界 で新 たに発生す る結核患者 は年間約800万 人で,

約300万 人が結核で死亡 してい ると見積 もられてい る1)。

それらの約2/3は アジアの人で 占め られてい る。単独 の

感染症 による死亡で見 るとマ ラリアの約2倍 で第一位で

あ る。 わが国 において も年間約3,000人 が結核 で死亡 し

てお り,平 成7年 度 は43,078人 が新患者 として登録 され

てい る2)。 結核罹患率 減少 速度 の鈍 化,非 結核性 抗酸

菌症の増加,塗 抹陽性者の増加,在 日外 国人の結核,高

齢者の結核 など結核 の現状は これ まで とは大 きく様 変わ

りして きた。

結核の罹患率が低いオ ランダや フランスな どヨーロ ッ

パ諸国や米国な どでは ここ数年の間に結核患者 が増加 し

てい る。その原因 として外 国人の結核 とエイズに伴 う結

核 の増加があげ られている。米国な どではエイズ患者 の

間 に多剤 耐性結核 菌に よる集団感染3)が 多 発 して い る。

これ らは最 も効 果 的 な抗 結核 薬 で あ る イ ソ ニ ア ジ ド

(INH)と リファンピシ ン(RFP)の 両者 に耐性 を獲得

している菌に よる感染 であ り,死 亡率 は極端 に高 く,し

か も病気 の進行 が速 く,結 核 の診 断か ら死亡 までのメジ

ア ンも4～16週 間 と非常 に短い。このこ とは迅速 な診断

法 と迅速な感受性試験 法の開発 が急務 であるこ とを示 し

ている。

Ⅱ.分 離培養法

わが国で標準 法 として用 いて きた水酸化 ナ トリウム液

による前処理 と3%小 川培 地に よる培養法 は諸外 国で用

い られている方法に比 べて,排 菌量 の多 い場合 には増殖

支持力,雑 菌の汚染 か らの防止,作 業 能率 の点 で勝 って

いた。 しか し化 学療 法が広 く行 われているこ ともあ り,

塗抹陽性 ・培養 陰性 菌の出現 が多 くみ られるようになり,

もっ と栄養豊富な培 地の使用 が要求 されるよ うになって

きた。

これまでにも液体培地の有効性を否定する研究者はい

なかったが,同 時に前処理後にも材料中に生残する抗酸

菌以外の微 生物の増殖 も高めるこ とが予想 され,わ が 国

では使われなかった。欧米諸国においては選択培地 の開

発 に力が注がれ,5種 の薬剤 か らなる抗菌補助 剤が確 立

された。 これは新 しい培養 システムの開発を可能に した。

抗 酸菌の検 出に新 しい考 えを取 り入 れた培養法 を以下 に

述べ る。

1.新 しい培養 システム

1)セ プ テ ィ チ ェ ック(Septi-Chek)AFB

液体培地 と固形培地 の二相か らなる培養 システムであ

り4),ロ シュ社 により開発され,現 在 はベク トン ・ディッ

キ ンソ ン社 か ら発売 されている。 液体培 地部 分 は20ml

の ミ ドルブル ック7H9液 体培地 が分注 してあ るボ トル

に,使 用前 に凍結 乾燥 してあ る抗 酸菌 培養 用抗 生物 質

(ポ リミキシンB,ア ンフォテリシンB,ナ リジ クス酸,

トリメ トプリム,ア ズ ロシ リ ン:PANTA)と 発育促

進物質 を溶解 して加 えることによ り調製する。ス ライ ド

には3種 類の 固形培地がすで に固め られてい る。それ ら

は,ほ とんどの抗酸菌の発育 に適す る改良 ミ ドルブル ッ

ク7H11寒 天培地,卵 培地,抗 酸菌以外の雑 菌 の汚染 を

調べ るためのチ ョコレー ト寒天培地か らなっている。ア

ルカリ処理材料 を中和することなしに直接セプティチェッ

クボ トルへ接種す ることはで きない。臨床材 料か らの抗

酸菌の分離率 を上 げ るた め に前 処理 法 としてNALC-

NaOH法 を用い ることを勧 め る。 最初 は週 に2～3度

観察 し,汚 染の状況 と迅速発育抗酸菌の発育 をチェ ック

す る。その後 は週 に1度 観察 し,コ ロニーがみ られる ま

で観察時 にシステ ムを転倒す る。通常 は8週 までみて固

形培地上の コロニ ーの有無 と液体培地 中の菌の発育 を検

査す る。

2)BACTEC法

ラジオメ トリック法であ り4)5),ベ ク トン ・デ ィ ッキ

ンソン社 によ り開発 された。細菌の迅速検出のため に,

産生 されるCO2を 測定す る方法が取 られて い る。抗 酸

菌 は脂肪酸 を好 んで利用す ることが知 られてお り,な か
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で もパ ルミチ ン酸の取 り込みが特 に高い。14Cで 標識 さ

れたパルミチ ン酸が抗酸菌 によ り代謝 されたとき14CO2

が産生 される。産生 された14CO2をBACTECTB460

で測定す ることで抗酸菌 を迅速に検 出する培養法である。

この システムでは代 謝すなわち菌の増殖 と考 え検出す る。

培地は ミ ドルブル ック7H9液 体 培 地(4ml)を 基礎

培地 として,他 に抗 酸菌培養用 抗生 物 質(PANTA)と

発育促 進物 質,14C標 識 基 質か らなって いる 。NALC-

NaOH法 で前処理 した臨床 材料 を最 大0.5mlま で この

培 地に接種 で きる。最初 の2週 間は週 に2回,そ の後の

4週 間は週 に1回 ボ トルの頭 部 に蓄積 され た14CO2を

TB460で 測定す る。Growth Index(GI)値 が10以 上

を示 した時 を陽性 と して,培 養の一部 を注射器で採取 し,

塗抹抗酸性染色 によ り抗酸菌の有無 を確 認する。

この培養 システムは ラジオアイ ソ トープ を使 うことか

ら,そ の使用は結核 菌 とアイ ソ トープの2つ のハ ザー ド

の使用が可能な施設に限 られる。 また使用後 のボ トルの

廃棄の問題 もあ り,日 本 では 日常検査 に導入す ることは

で きない。

3) Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT)

溶存酸素 に鋭敏 なセンサ ーを用いた非放射性抗酸菌迅

速検 出システムで あ り6),ベ ク トン ・デ ィ ッキ ンソ ン

社 に よ り開発 され た。 蛍 光 物 質 で あ るTris4,7-

diphenyl-1, 10-phenantroline ruthenium chloride

は酸素の ない状態で蛍光 を発す るが,酸 素の存在 下では

その蛍光が消 され る。菌が培 地中で増殖 して培 地の溶存

酸素 を消費 した とき,培 地の酸化還元電位 は負 の方 向に

移動するため酸素に よる蛍光 の発光 阻害 は低下す る。そ

の結果,蛍 光が発せ られる。 蛍光 は365nm波 長 のUV

トラ ンスイル ミネーターまた は長波 長UV光(ウ ーズ

ラ ンプ)で 測定 で きる。

小試験管(16×100mm)の 底部 にシ リコ ンで蛍光 物

質 を埋 め込 んで いる。水 はシリコンを通過で きないが,

酸素分子 は自由に通過で きる。培地は,ミ ドルブル ック

7H9液 体培地(4ml)を 基礎 培地 として,他 に抗 酸菌培

養用抗生物質(PANTA)と 発育促 進 物質 か らな って

い る。NALC-NaOH処 理 した臨床 材料 を最 大0.5ml

まで接種可能である。陽性 のシグナル(オ レンジ色)が

見 られた場合 に,培 養 の一部を採取 して塗抹染色法 によ

り抗 酸菌 を確 認する。37℃ のイ ンキュベーターを内蔵 し,

蛍光 の測定 を自動 で行 うコンピューター制御の測定機が

開発 されている。この中に1,000本 の試験管 を収納で き,

陽性 のシグナルを示 した時点でその試験管 を取 り出 し,

次の試験 に移 ることがで きる。

4) MB/BacT Microbial Detection System

抗酸 菌の代謝 時に産生 されるCO2に 鋭 敏 なセ ンサ ー

を用 いた抗酸菌迅速検 出 シス テムで あ り7),オ ルガ ノ

ンテクニカ社 によ り開発 され た。 ボ トルの底 部 にC02

センサ ーが取 りつ けられてお り,半 透性の膜で培地 と仕

切 られている。水素 イオンや培地成分 を含む イオ ンは膜

を通過で きないがCO2は 自由 に通過で きる。増殖 に伴

い産生 され るCO2は 膜 を通過 しセ ンサ ー のあ る部分 に

入 り,水 に溶けた時 に次の ような反応 が起 こる。

CO2十H20⇔H2CO3⇔H+十HCO3論

産生 されたH+が セ ンサ ー と反応 す る。 アル カ リ性

状態の時には青色 ない し暗緑色 であるが増殖 に ともない

H+イ オンの濃度が高 ま り,pHは 下が って くる。 そ の

結果セ ンサーは淡緑色 に変 わ り,最 終的 に黄色 になる。

発せ られた光 をフォ トダイオー ド(Photodiode)を 用

いた検 出器 で検 出す る。

培地 は発育促進物 質 を含 む変法 ミ ドル ブル ック7H9

液体培地(10ml)で あ り,他 に抗 酸菌 培養 用抗 生物 質

(PANTA)を 含 んでい る。NALC-NaOH前 処 理 した

材料の0.5mlを 注射器でボ トルに接種 する。ボ トルをイ

ンキ ュベー ター,シ ェーカ ー,検 出器 を備 えたMB/

BacTに セ ッ トする。その後 は コンピューターで管 理 さ

れ る。陽性 のシグナル を示 したボ トルか ら培養 の 一部 を

採取 して,抗 酸 性の染色 に より抗酸菌 を確認す る。

5)MBREDOX

酸化還元 のイ ンディケーターを用い た抗酸菌培養 シス

テムであ り8),ビ オテス ト社 に よ り開発 された 。溶 存

酸素 によ り有機物が酸化 され,培 地は正の酸化還元電位

を示す。 しか し微生物が増殖 し酸素の消費がみ られた と

き,こ の電位 はよ り負の方向に動 く。

基礎培地 としてキルヒナー培地 を用いてお り,スクリュー

キ ャップ付 き中試験 管(16×130mm)に4ml分 注 され

ている。MB-REDOX培 地は他 に血清 と抗酸 菌培 養 の

ための抗 生物 質(PACT)お よび酸化還元 インディケー

ター(テ トラ ゾ リウム塩)を 含 んで い る。NALC-

NaOH前 処理材料 の0.1～0.5mlを キャ ップの ゴム栓 を

通 し注射器 でまたはキャ ップをはず しピペ ッ トで この試

験管 に接種 できる。抗酸菌 を含 む試験管では増殖に伴い,

インディケーターは還元 され ピンク,赤 または青紫色 に

変 わる。陽性サ ンプルで は着色 した粒 子(菌 塊)が 観 察

され る。場合 によ り培養全体が着色する こともある。最

初の観察は培 養開始24時 間後に行 う。その後 は週に2回

行い,4週 後か らは週1回 観 察する。陽性 のシ グナルが

見 られた時点で塗抹染色 によ り抗酸菌 を確認す る。

2.新 しい培養法 による臨床材料か らの抗酸菌の分離

新 しく開発 されたMGITシ ステム につ い て,臨 床材
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Table 1 Isolation of Mycobacteria from 305 Sputum Specimens 
 with Different Media

MOTT: Mycobacteria other than M. tuberculosis

For detection of M. tuberculosis complex; Septi-Chek vs Ogawa: p< 0.01

For detection of MOTT; MGIT vs Ogawa: p<0.01, MGIT vs Modified Ogawa: p<0.05
 Septi-Chek vs Ogawa: p<0.05

For detection of total mycobacteria; MGIT or Septi-Chek vs Ogawa: p< 0.001

Table 2 Recovery of Mycobacteria from 305 Smear-positive and

 Smear-negative Specimens with Different Media

For detection of M. tuberculosis
from smear—positive specimens; Septi-Chek vs Ogawa: p< 0.05

from smear—negative specimens; Septi-Chek vs Ogawa: p< 0.05

For detection of MOTT

from smear—positive specimens; MGIT vs Ogawa: p< 0.05

from smear—negative specimens; MGIT vs Ogawa: p< 0.01

Table 3 Mean Time to Detection of Patients Who Were Positive for All Methods

料か らの抗酸菌の検 出率 と検出 まで に要す る日数 を同 じ

液体培地 を基礎 と したセ プティチ ェック,従 来か らの小

川法 お よび液体培地へ の接種 の場合 と同 じ方法で処理 し

た材料 を接種 した小川変法 の成績 を比較 した9)。4培 養

システムで305例 の喀疾材料 を培養 した成績 をTable1

に示 した。液体培地 を基礎 としたMGITま たはセプティ

チ ェックの検 出率 は84.3%で あ ったの に対 し小川法 の検

出率 は60.2%と 低か った。 この検 出率の差 は有意で あ っ

た 。 塗抹 陽性 材 料 は も とよ り塗 抹 陰性 材 料 か ら も

MGITと セプテ ィチェ ックで高率に菌 を検 出で きたが,

小川培地 を用いた時に塗抹 陰性材料 か らの検 出率は極端

に低か った。 この傾向 は結核菌のみ ならず非結核性抗 酸

菌 で も同様で あった(Table2)。

結核菌群 の検 出までに要す る 日数 を4培 養 シス テムす

べ て で検 出で きた例 につい て比較 した(Table3)。

MGITに よる結核 菌の検 出 まで に要 す る平 均 日数 は
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12.9日,非 結核性抗酸菌では7.4日 であ った 。 これ に対

し,セ プテ ィチ ェック,小 川法の結核 菌の検 出 までに要

す る日数は21日 であ り,MGITよ り1週 間多い 日数 を

必要 とした。

雑 菌に よる培 地の汚染 は新 しい培養 法を臨床試験 に応

用する上で重 要である。小川 法の培 地の汚染率 は4.9%,

アルカ リ処理後,希 釈濃縮材料 を接種 した小川変法 の汚

染 率は4.6%で あった。これに対 し,液 体 培地 を基礎 と

した2シ ステムで は3%以 下であ った。

このMGITは 小試験管 を使用 してい る ことか ら培 養

に場所 を取 らないこ と,試 験管 ラ ックごと トランス イル

ミネーターにのせ短時 間の うちに観察で きること,検 出

感度 は小川法 と比べ有意 に高い こと,し か も迅速 に結果

が得 られ ることなどか ら将来広 く利用 され るもの と期待

され る。すで に開発 されてい る全 自動培養 ・測定機 を使

うことによ り観察のための作業は短縮 され る。

MB/BacTシ ステム は検査 システ ム と して確 立 され

た ものであ り,評 価中の成績 はBACTECやMGITシ

ステム と検出感度お よび検 出 までに要する 日数の点でほ

ぼ同等である ことを示 している。 またMB-REDOXに

ついては臨床試験 への応用 について現在 評価 中である。

3.MGITシ ステムに よる薬剤 感受性試験

MGIT培 地 中で の薬 剤 の 最 終 濃 度 はINHO.1μg/

ml,RFP1μg/ml,SM0.8μg/ml,EMB3.5μg/ml

である。これ らは7H11寒 天培地 やBACTECに よる試

験 で用 いている濃度 に相 当す る もので ある。

臨床分離結核菌 を用 いて,MGITシ ステ ム と小 川法

を比較 した。INHに 対す る感受性試験 につ いてみ る と,

日本 でこれまで臨界濃度 として用 いてきた小川培 地 の1

μg/mlとMGITを 比 較 した と き低 い一 致率 であ った

が,0.1μg/mlで 比 べ た と き高 い 一 致 率 を 示 した

(Table4),、 またRFPに つ いて,小 川 法の50μg/ml

とMGITの 間 に高 い相関 がみ られ た。 小川 法 のINH

O.1μg/ml,RFP50μg/ml,SM20μg/ml,EMB

2.5μg/mlで 得 られた感受性試験 の成 績 とMGITの 成

績の比較の まとめ をTable5に 示 した 。結核 病 学会 の

薬剤耐性検査検討委員会か ら新 しい試験濃度が提 案 され

た。それ らはINHO.2μg/ml,RFP40μg/ml,SM

10μg/ml,EMB2.5μg/mlで あ り,諸 外 国で用 い ら

れている濃度 とほぼ同等の濃 度である。 これ らの濃度 で

比較 した時はINH,RFP,SMに ついて は2方 法 の 間

に高い相関がみ られる。 しか し小川 法でEMB耐 性 と判

定 された株 の38%はMGITで 感受性 と判 定 され る こと

か ら,EMBに ついては今後検討す る必要が あろう。

97%の 株 では10日 以内に判定が可能 であ り,2週 以内

に100%の 株 の感 受 性 試 験 が 終 了 す る 。 この よ う に

MGITシ ステムによ り小川 培地 を用 い た方法 と相 関す

る成績が迅速 に得 られるこ とか ら,薬 剤感受性試験 にも

応用 されるこ とが期待 される。残 るは培地の価格であ る

が,こ の問題 は別 のところで議論すべ きであ ろう。

皿.核 酸増幅法による結核の迅速診断

数時間のうちに試験管内で多量のDNAやRNAを

Table 4 Comparison of MGIT and Ogawa Methods

Table 5 Comparison of MGIT System with Ogawa Method on Drug 

Susceptibility Testing of M. tuberculosis

―15―



664 結 核 第72巻 第12号

増幅す る技術 が開発 された。数コ ピーの核酸 を検 出す る

ことは困難であるが,増 幅後(106個 以上)で は容 易 に

検 出で きる。 これ らの手法は多 くの分野で用 い られてお

り,培 養困難 な微生物の検出や迅速な診断が要求 される

例で特 に有効であ ることが報告 されてい る。結核 菌の検

出のためのキッ トもすで に2社 か ら発売 されている。

1.核 酸増幅法

結核菌 のDNAま たはRNAの 増 幅の ため の方 法 と

して,次 の6方 法 が報告 されて い る;①Polylnerase

 chain reaction (PCR)10), ‡A Transcription-medi-

ated amplification (TMA, MTD)11), ‡B Strand dis-

placement amplification (SDA)u), ‡C Oligonu-

cleotide ligation amplification (OLA, LCR )13),

 ‡D Reporter phage system14), ‡E Q-beta replicase

amplification15)。 こ れ らの 増 幅 法 の う ちPCR(ア ン

プ リ コ ア ・マ イ コ バ ク テ リ ア,ロ シ ュ 社)とTMA

(DNAー プ ロー ブーMTD,中 外 製 薬)は す で に キ ッ ト と

して 開発 され,市 販 され て い る。 この2キ ッ トにつ い て

は後 で 詳 し く述 べ る。 またSDA(ベ ク ト ン ・デ ィ ッキ

ンソ ン社)とLCR(Ligase chain reaction,ア ボ ッ

ト社)は キ ッ トと して 開発 さ れ,現 在 臨 床 材 料 を用 い て

評 価 中 で あ る 。 こ れ ら評 価 中 の2キ ッ トの感 度 お よ び特

異性 は市 販 中 の2キ ッ トの そ れ ら とほ ぼ 同等 で あ る こ と

が 報 告 さ れ て い る 。Reporter phage systemとQ-

beta replicase amplificationは キ ッ トに 向 け て研 究

中 で あ る。

2.市 販 の キ ッ ト

1)ア ン プ リ コ ア ・マ イ コバ クテ リア

PCRを 用 いた増幅法であ り,結 核 菌群,M.avium

とM.inracellulareの 検 出同定のためのキ ットである。

16SRNAを コー ドす る584bpDNAが 標 的で あ り,

このDNA内 に存在 す る結核 菌群,M.aviumま た は

M.inracellulareに 特異 的配列 をプローブ とした捕 捉

プローブ法で増 幅産物 の検 出 をす る。dTTPの 代 わ り

にdUTPと ウラシルDNAグ リコシラーゼ を用 いる こ

とによ り,DNAコ ンタミネーシ ョンの中で一番 問題 と

なる 「以前 に増幅 した産物か らくる コンタミネーシ ョン

(carryover)」 を完全 に防 ぐシステム を採用 してい る。

増幅のため には3段 階の温度変化 をプログラムできるサー

マ ル ・サ イクラー,増 幅産物の検出のため にマイ クロプ

レー ト ・リーダーが必要であ る。

培養菌 を用い て調べ たこの キッ トの検出感度は10個 以

下 である。また他の抗酸菌種 を含 む39種 の微生物 を標的

とした ときに陽性反応 は認め られ ない。

2)DNAプ ローブ 「中外」-MTD

結核 菌のrRNAの 増 幅 に基 づ いた増 幅法 で あ る。1

個の菌 に存在 するrRNAの コピー数は染 色体DNAに

あ る遺伝子の コピー数の100倍 以上であ る。 それ ゆ え標

的 と してrRNAを 用い ることは感度 を上 げる うえで有

効であ る。Gen-Probe社 で開発 したMTD法 は逆転写

酵素 とRNAポ リメラーゼ を用い る増幅法であ り,約2

時 間で106個 のRNAを 増幅で きる。増幅産物は アク リ

ジニウムエ ステル標識DNAプ ローブを用い,HPA法

で検 出す る。増幅 には高価 なサ ーマル ・サ イクラー は必

要 とせ ず,42℃ に2時 間保 つ こ とでRNAの 増 幅 が行

Table 6 Comparison of Two Systems Based on Nucleic Acid Amplification 
with Conventional Smear and Culture Examinations in Sensitivity of 

Detection of M. tuberculosis in Clinical Specimens

*: Number of specimens
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Table 7 Numbers of MTD Positive Results

Table 8 Numbers of Amplicor Mycobacteria—False Positive Results 

for Samples Distributed to 9 Different Laboratories

*a: No bacteria •¨ TB

*b: M. intracellulare •¨ M. intracellulare + TB

*c: BCG •¨ M. avium, M. avium •¨ TB

*d: BCG •¨ TB + M. avium

*e: 3 BCG •¨ TB + M. intracellulare

 3 M. avium •¨. M. avium + M. intracellulare

われる。増 幅ステ ップ終 了後 にcDNAを 分解 す る操作

と増 幅か ら検 出 まで1本 のチューブで試験す るこ とで コ

ンタミネーシ ョンを極力抑 えるように工夫 されている。

臨床分離結核菌4株 を用 い て調べ たMTDシ ス テ ム

の検 出感度 は10個 以下 である16)。 また23種 の抗 酸 菌 と

10種 の肺 の疾患 に関連す る微生物 を用い て調べた とき,

結核菌群 に属す る菌 を鋳型 と して用いた ときのみ陽性反

応がみ られ,他 の微生物で は陽性反応がみられなかった。

3.核 酸増幅法による臨床材料からの結核菌の検出

結核 菌 のIS61NOの541bpDNAを 増 幅 す る た め の

PCRとMTDの 検出感度 を従来か らの塗抹 法 と液体培

地 と固形培地の二相か らな るSepti→Chekを 用いた培養

法 と比べた16)。Table6に 示 した ように塗抹 と培 養 の

両者 とも陽性例では両システム ともほぼ全例 陽性 の反応

を示 したが,材 料 中に菌の少 ない塗抹 陰性 ・培養陽性10

例 中PCRで5例,MTDで3例 陰性 であった。 同様 の

成績が アンプリコア ・マ イコバ クテ リアで も得 られた。

す なわち核酸の増幅 に基づいた これ らキ ッ トの検出感度

は従来の塗抹法や卵培地 を用いた培養法 よりは高いが,

液体培地 を用いた培養法 とは同等である。

4.核 酸増幅法の評価

核 酸増幅法の検 出感度は液体培 地を用 いた培養法 を越

える ものではない。欧米 で報告 されている成績 も同様 で

ある。今後 さらに感 度を上 げるためには,材 料の前処理,

核 酸の抽 出法,酵 素活性 阻害物 質の除去 の検討が必要で

ある。また材料 が少 ない場合 には2～3日 分 をまとめ て

検査 する ことも重要 である。

臨床検査一に応用す る うえで大 きな問題 は,反 応 中に起

こるコ ンタ ミネーシ ョン をいか に防止 す るかで あ る。

PCR反 応 にお いて はdUTPとUNGの 使 用 に よ り一

部解除 されたが,根 本的 には反応液の調製室,臨 床材料

の処理 ・核酸抽 出室,増 幅 ・検出室 を独立 した部屋 にす
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るこ とが必須 である。使用する水や容器な ども核酸フリー

の もの を選ぶ必 要がある。また感度 が高 い検査 であるこ

とか ら材 料の採 取(内 視鏡 の使 用)に も十分 な注 意が払

われねばな らない。

われわれが他 施設(検 査 セ ンター)と 行 っ たMTD

キッ トの精度管理 に関す る共同研究17)で,延 べ90の 陰

性サ ンプル(超 純水)中5サ ンプル(5.6%)が 陽性 と

報告 された(Table7)。 偽陽性 例 に加 えて偽 陰性例 も

報告 された。同 じ偽 陽性 と偽 陰性結果が アンプリコア ・

マ イ コバ ク テ リアを用 いた共 同研 究18)で も得 られ た

(Table8)。 偽 陽性 の結果を報告 した施設 か ら偽 陰性 の

結果 も報告 された。 この ことは施設(独 立 した部屋)と

設備(安 全キ ャビネ ッ ト,3,000xgを 確 保で きる遠 心磯)

の完備 はもとよ り検査技師の熟練お よび注意深い操作が

必要で あ り,定 期的 な精度管理が必須であ ることを示 し

ている。検査 センターで は独 自の再検査 シス テムを作 り

これ らの問題 に対処 しているのが現状 である。これまで

に精度管理のための共同研 究を計3回 行 った。施設 間で

意見の交換 も十分に行った結果,研 究 を繰 り返す度に検

査精度 に大 きな改善がみ られた。

結核の対策の うえで塗抹検査は重要であ る。 また正 し

い治療 をす るうえで菌種の同定 と感受性試験 も重要であ

り,そ の ため培養検査 は欠かせ ない試験で ある。それ ゆ

え,従 来 か らの検査 を一切省 き,そ れ らを核酸増幅法で

代行 するこ とはで きない。米 国のCDCも 同様 のコ メン

トを発 表 している。 しか し増 幅酵素 阻害物 質の問題 は残

るが,結 核 菌の検 出が まれな喀痰 以外 の材料 や結核 の病

気の進行が速いエ イズ患者の診断への核 酸増幅法の導入

は有効 と思われ る。

IV.結 核菌の薬剤耐性 に関与 する遺伝子

1.薬 剤耐性 の基礎

抗結核薬に対する耐性は結核の治療中あるいは治療後

に発現すると考えられていた。しかし薬剤に曝される前

にも耐性が存在するとする証拠も示され,そ の後の研究

の積み重ねから抗酸菌の薬剤耐性は自然に生ずる突然変

異によるものと結論されている。これら耐性菌は薬剤と

接触前の結核菌集団に含まれている。変異は染色体性と

考えられており,こ れまで結核菌からの耐性プラスミド

の分離の報告はない。

2.薬 剤耐性の分子機構

分子遺伝学的手法の導入により結核菌の薬剤耐性に関

与する遺伝子の研究が進み,少 しずつ明らかになってき

た。

1)INH耐 性

多 くのINH耐 性 菌にカ タラーゼ活性 の減 弱が み られ

ること,高 度耐性分離株で は完全 に消失 している ことが

知 られてい る。カタラーゼ とパ ーオキ シダーゼの両者 を

コー ドしている遺伝子,katG遺 伝子の欠失 はあ る結 核

菌のINH高 度 耐性 と関連が あ り,INH耐 性Myco-

bacterium smegmnisと 結核 菌 にkatGを 導入 す る

ことによりINH感 受性 を授与 で きる19)。INH耐 性菌

でkatG遺 伝子内 に変異の存在 する株 もみつかった20)。

変異 は点突然変異,1塩 基の欠失,1～3塩 基 挿 入で 遺

伝子のい たるところで起 こって い る。INH耐 性 分離株

の10～25%の みが カタラーゼ陰性 で あ る こと,INH耐

性株 を調べkatGの 欠失 は約20%,katG内 の 変異 は約

30%で ある ことも報告 されてい る20)～22)。 これ らの こ

とはINH耐 性 にはkatG以 外 の他 の因子 も関与 して い

る ことを示 している。

低 レベルのINH耐 性 とカ タラーゼ活性 の消 失 とは関

連がみ られ ない。 カタラーゼ活性 を持つ菌で低 レベルの

INH耐 性 とエチ オナミ ド耐性の両 者 を獲得 してい る株

が みつ かった。INH耐 性 の表現 型 を付 与 す るの に十 分

な遺伝子 が分離 され,inhAと 名付 け られた23)。 耐 性

の発現 にはInhAタ ンパ クのア ミノ酸置換 またはinhA

遺伝 子のオペロ ンの変 異が関係 している。

INH耐 性臨床分離株 の約30%はknGに もinhAに

も変異がみ られない。M.smegmatisに 低 度のINH耐

性(MIC:2～4μg/ml)を 付与す る遺伝子 をINH耐

性M.bovisの ゲ ノムライブラリーか ら分離 した 。 この

遺 伝子 はalkyl hydroperoxide reductaseを コー ド

している遺伝子 αhρCと 高 い相 同性 を持 って いた24)。

変異はINH耐 性 菌にのみみ られ,感 受性 菌 には み られ

ない。

2)RFP耐 性

RFPの 作用機構 は,RNAポ リメラー ゼの βサ ブユ

ニ ッ トに薬剤が結合 す る こ とに よ りRNAの 伸 長 と転

写 に影響 を与 える もの と考 えられ てい る。鍵 となるアミ

ノ酸 が置換 される と三次元構造が変化 し,薬 剤の結合が

不可能になる。Telentiら25)は 主 に ヨー ロ ッパ とア フ

リカで分離 された66株 のRFP耐 性結核菌 のRNAポ リ

メラー ゼの βサ ブユ ニ ッ トを コー ドして い る 遺伝 子

rpoBを 調べ,97%の 株 に変異 を認めている。変 異 は23

個 のア ミノ酸(69bp)か らな るホ ッ トス ポ ッ ト領域 に

集 中 してみ られる。一方,RFP感 受性株 で はホ ッ トス

ポ ッ ト領域 に変異 はみ られない。4グ ループに よ り報 告

された変異の分布 をTable9に 示 した 。Telentiら25)

は 主 に ヨー ロ ッパ と ア フ リ カ で 分 離 さ れ た 株,

Williamsら26)は 主 に ア メ リ カで 分 離 さ れ た株,

Suzukiら27)は 日本で分離 された株,Abeら28)は アジ

ア諸 国で分離 され た株 を調 べ てい る。3～7%のRFP
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Table 9 Frequency of Mutations in Rifampin-resistant Isolates 

Reported by Four Groups

*1:Insertion,*2:Deletion,*3:Doublemutation

Table 10 Mutations in the pncA Gene of the M. tuberculosis Complex

耐性株 はホ ッ トス ポ ッ ト領域 に変異がみ られ ない ことか

ら,こ れらの株で はrpoBの 別の領域あ るい はβサ ブユ

ニッ ト以外 に変異が存在す るもの と考 えられ る。

3)PZA耐 性

PZAは1950年 代の初め に結核 の治療 に導入 された。

治 療 後 に出 現 した 耐性 結核 菌 は ピ ラ ジ ナ ミ ダ ー ゼ

(PZase)活 性 を欠 くことが明 らか に され た29)。 通常

PZase活 性 の消失 とPZA耐 性発現 の間に相 関がみ られ

る。不 思議な ことに結核 菌 と近縁 のMf.bovisはPZA

に 自然耐性 であ り,PZase活 性 を欠 いている。PZA耐

性結核菌 は,PZaseとnicotinamidase活 性 を失 うこ

とか らPZaseはnicotinamidaseと 同 じもの と考 え ら

れている。PZaseの 役割 は細菌細胞 内でPZAを 殺菌活

性 を持 つpyrazinoicacidに 変換 す る こ と にあ り,

PZA耐 性結 核 菌やPZA自 然 耐性Mf.bovisはPZase

活性 を欠 くためPZAに 耐性 を示す と考え られている。

PZAに 対する結核 菌 のMIC値 はpHに よ り大 き く

左右 される こともあ り,感 受性試験法 はまだ確立 されて

い ない。PZase陰 性結核 菌 で はpH6.0の 条 件 下 で

PZAに 対 するMICを 測 定 した と き800μg/ml以 上 の

値 を示 す。 しか しPZase陽 性菌で は200μg/ml以 下 で

ある。PZase陰 性結核菌で はPZaseを コー ドしてい る

pπcA遺 伝子 に変異 がみ られ る30)～32)。 変 異 はpncA

遺 伝子 全般 に分布 してみ られ る。PZase陽 性 株 で は

pncA遺 伝 子 内に変 異 が み られ な い こ とか ら変 異 は

PZase活 性 に関与 してい ると考え られ る(Table10)。

PZA耐 性菌の なか にPncA遺 伝 子内に変 異 がみ られ な

い株 の存在 お よび試 験管 内で作 製 したPZA耐 性 菌 は

PZase活 性陽性でPncA遺 伝 子に変 異 がみ られ ない32)

ことか らPZA耐 性の発 現にPncAの 変異以外 の機構 が

関与 している ことが考え られる。

4)SM耐 性
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SMは ア ミノグ リコシ ド抗生物質であり,30Sリ ボソー

ムのサブユニ ッ トと作用 し,タ ンパ ク合成 に影響 を与 え

る。結核 菌の リボソーム タンパ クS12を コー ドして い

る遺伝 子(rpsL)を 調べ てみる と,耐 性 菌 では42番 目

または88番 目のLysがArgま た はThrに 置換 され て

い る。感受性株 には変異が認め られない ことか らこの変

異がSM耐 性 に関与す るもの と考え られている。

リボ ソームS12タ ンパ クと16SrRNAの530領 域 が結

合す る とす る証 拠 もあ る。S12が 結合 す る ことに よ り

530ス テム(stem)と ル ー プ(looP)内 の特異 的塩基

が保護 され る。SM耐 性菌の中 にS12タ ンパ クには変 異

がみ られず,16SrRNA(rrs)の530ル ー プ内 に変 異

が認 められる株 もみつか った鋤 。 さらにSM耐 性結 核

菌 で16SrRNAの866番 目に変異 を認め てい る35)。

SM耐 性菌 ではrpsLとrrsの 変異が明 らか に なっ て

いるが,SM耐 性 を含 む多剤耐性菌 ではこれらの領域 に

変異がみつか らない株が約30%あ るこ とか ら他 の耐性機

構 も考え られる(Table11)。

5)EMB耐 性

抗酸菌はユニークな細胞壁構 造を取 ってお り,表 層 の

ミコール酸はarabinogalactan(AG)を 介 してペ プ

チ ドグリカンと結合 している。EMBは 細胞壁AGの 重

合 を阻 害 し,結 果 と して リ ピ ドキ ャ リア ー で あ る

decaprenol phosphoarabinoseの 蓄積 を導 く。 この

ことは,EMBが 細胞壁 アクセ プターへのア ラビ ノース

の輸送 を妨害す ることを示 唆 してい る。AGの 重合 を

仲介す るarabinosyl transferasesを コー ドして い る

embABが 同定 された36)。EmbBタ ンパ クは12の 膜 通

過 ドメイン とC末 に400個 のアミノ酸か らなる球 状領 域

を持 つ必須 の膜構造 タンパ クで ある37)。EMB耐 性 菌

ではEmbBの306番 目のMetがLeuま たはValに 置

換 されているがEMB感 受性株 ではア ミノ酸置換 はみら

れ ない38)。 この こ とは,EmbBの ア ミノ酸 置換 が

EMBと タンパ クの相互作用 を変 える こ とに よ りEMB

耐性 を引 き起 こす ことを示 してい る。 しか しEMB耐 性

菌 の約30%はEmbBに 置換がみ られない こ とか ら他 の

耐性機構 も考 えられ る。

6)キ ノロン耐性

キノロ ン剤 は結核菌 に活性 を持つ ことか ら,現 在で は

多剤耐性結核 の治療 に用 いられている。抗酸菌以外の細

菌では,キ ノロ ン剤耐性 はキノロンの細胞 内標的であ る

DNA gyraseのAサ ブユ ニ ッ トの構 造 遺伝 子で あ る

gyrAの 変異 と関 連 して い る 。 二 次 抗 結 核 薬 に加 え

OFLXに よる併用療 法 を受 けた患 者 か ら分 離 さ れ た

OFLX耐 性結核 菌(MIC:32μg/ml)のgyrAに 点突

然変異が認め られ てい る39)。 またCFLXに 低 度耐性

(MIC:8μg/ml)を 示 した結核菌 はGyrAタ ンパ クに

アミノ酸置換がみ られ ることが報告 されてい る40)。 キ

ノロン剤耐性結核菌のgyrBに 変異がみ られない ことか

ら,結 核菌の キノロン耐性 にgyrBの 関与はない もの と

考 え られ る。

7)多 剤耐性

多剤耐性 は,複 数 の薬剤 に耐性 を付与す る遺伝子座 に

おける変異 あるいは薬剤 の標 的をコー ドしてい る遺伝子

の個 々に変異 が起 こるこ とによ り発現する と考えられる。

これ まで多剤耐性 を付与す る遺伝子 の報告 はないこ とか

ら,耐 性 の発現 は個 々の薬剤 で独立 して起 こ り,多 剤耐

性の場合はそれ らの集積 と考え られる20)。

3.耐 性菌の検出

薬剤感受性試験 は精度管理の難 しい試験の1つ である。

多 くの国で はproportion法 を採用 しているが,日 本で

はこれまで小 川卵 培 地 を用 い るabsolute concentra-

Table 11 S12 (rpsL) and 16S rRNA (rrs) Mutations in Streptomycin-
resistant M. tuberculosis Isolates in Different Countries
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Table 12 Antituberculosis Drug Concentrations (ƒÊg/ml)

 for Susceptibility Testing

tion法 が用い られて きた。 日本で用 い てい る試験 の方

法,薬 剤 の濃度,判 定法について結核専 門医の間か ら疑

問が投げ られていた。結核病 学会 では薬剤感受性試験検

討委員会 を設 置 しこの 問題 につ いて検 討 した 。Table

12に 示 した試験 濃度 と1%小 川培 地 を用 い るpropor-

tion法 が委員会 より平成9年6月 の結核 病学 会総 会 で

提案 された。耐性菌の割合 が1%を 超 えた場合 は臨床 的

に効果が期待で きない と考え られているこ とか ら,耐 性

/感受性の判定の臨界点は耐性 菌の割合 を1%と して い

る。

遺伝 子 を用いた耐性 菌の検 出についての研究 も進 んで

いる。耐性 に関与 す る遺伝子 をPCRで 増 幅後 にsin-

gle-strand conformation polymorphism分 析41)

またはhetero-duplex formation分 析26)に よ り検 出

で きる。RFP耐 性 については93%以 上 はrpoB遺 伝 子

のホ ッ トスポ ッ ト領域 に変異 がみ られるこ とよ り,遺 伝

子 を用いる検 出は臨床 の場 で非常 に役立つ と思 われる｡

しか しINHを 含 む他 の薬剤 に対す る耐性 は複 数 の遺伝

子 と関連 している ことよ り,臨 床試験 に応用 できるまで

には今後 多 くのハー ドルを越 えねばな らないだろう。

V.お わ り に

小 川法は前処理が簡便であ り,諸 外国で用いているレー

ベ ンシュ タイ ン ・イエ ンセ ン培地 を用 いた方法 と比べ検

出率に差 がな く,そ の上汚染率 も低 い とされ 日本で は今

日まで用 い られて きた。 しか し卵培地 には限界が あるこ

とは以前 か ら認識 されてお り,外 国ではよ り効果的 な培

地の開発 を進 めて きた。ここに記述 したシス テムを導入

するこ とに より,こ れまで問題 にされてきた検 出率の低

さ と報告 までの時間が大 きく改善 されると考 える。米国

で は,結 核菌の初代分離か ら同定,感 受性 試験 まで含 め

たすべ ての検査 を3週 間以内,遅 くとも4週 間以内に終

えることを目標 に してい る。液体 を基礎 とした培 地 と核

酸 による同定 を組み合わせ ることにより,4週 間以内 に

終了す ることが可能であ る。現在臨床 に役 立つ検査 が求

め られてい る。上記の培養法 を日常検査 に導入 した とき

検査室 の仕事量 は増 えることが予想 され る。 しか しそれ

以上 の臨床的 メリッ トも期待で きるであろ う。

遺伝子技術の進歩 には目を見張 るものがあ る。 ここで

は核酸増幅法 による結核菌の検出 と抗結核 剤 に対 する耐

性 に関与す る遺伝子 について述べた。遺伝 子の特異性 と

遺伝子 を用いた検査の特異性 とは異なる ものである。特

に核酸の増幅 に基づいた診断は,高 感度ゆえに偽 陽性 の

心配 も必要であ る。核酸増幅法は塗抹や培 養試験 と同等

の補助手段の1つ と考 え用い るべ きであ り,診 断は臨床

症状 なども含め総合的 に下 され るものであろ う。
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