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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
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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

―16―



1997年12月 665

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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