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結 核 菌 のrpsL遺 伝 子 内 変 異 と

ス ト レ プ トマ イ シ ン 感 受 性 の 検 討
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RELATIONSHI PBETWEEN STREPTOMYCIN SUSCEPTIBILITY AND rpsL
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The relationship between streptomycin(SM)susceptibility and rpsL mutations of My-

cobacterium tuberculosis strains was studied. Of 18 clinically isolated SM-resistant

.M.tuberculosis strains,mutation was suspected in 9 strains(50%)with SM MICs of≧

256μg/ml by PCR-single strand conformation polymorphism targeting rpsL gene.On the

 other hand,using PCR-direct sequence method,amino acid substitution caused by single

 nucleotide point mutation in rpsL gene was demonstrated in 11 out of 18 strains(61%).

 The same amino acid substitution at codon 43(Lys→Arg)was observed in all 11 strains

 with SM MICs of≧256μg/ml.In addition,PCR products obtained from these 11 strains

 could not be cut by a restriction enzyme,Mbo II,while H137Rv strain and the other 32

 strains with SM MICsof<256μg/ml were cutinto 2 fragments.In conclusion,ourre-

sults suggest that highly SM-resistant M.tuberculosis strains with MICs of≧256μg/ml

 could be rapidly and easily detected by the restriction enzymatic method.
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ン,rpsL遺 伝子,点 変異

た1)2)。 また,結 核菌の薬剤耐性の判定に関しても,従

来の1～2カ 月を要する検査法に代わって,種 々の迅速

な方法が考案されている3)～10)｡し か し,こ れ らの方

法はすべて臨床検体から菌が分離培養された場合にのみ

は じ め に

結核症の診断に関しては,近 年の分子生物学的技法の

応用により,き わめて迅速な菌の遺伝子検出が可能となっ
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可能であり,た とえば塗抹や遺伝子診断が陽性でも培養

陰性の検体では施行できない。一方,薬 剤耐性に関与す

る遺伝子がしだいに解明されるようになり,isoniazid

(INH)11)12)やrifampicin(RFP)13)に 対 する耐性遺

伝子の変異がすでに報告されている。当教室の大野らも,

RFPに 対するrpobB遺 伝子の変異の種類 と最小発育阻

止濃度(MIC)と の関係 を検討 し,あ る一定の関連性

を報告 した14)15)。

今 回私たちは,同 様の検討をstreptomycin(SM)

耐性遺伝子に関して行い,そ の変異とMICと の関係 ,

さらに制限酵素切断による変異の迅速な検出法を検討 し

たので報告する。

材料と方法

1.供 試菌株

当科および関の施設において,臨 床経過や各施設の耐

性検査から薬剤耐性が疑われた臨床分離結核菌41株 を対

象 とした。また,コ ントロール菌株 としては結核菌標準

株H37Rvを 用 いた｡

2.供 試薬剤

明治製菓株式会社(東 京)よ り分与されたSMを 用

いた。

3.薬 剤感受性検査

薬剤感受性検査は既に報告 した微量液体希釈法により

行った14)。 その概略は,小 川培地上の結核菌の数 コロ

ニ ーをADCを 添 加 したMiddlebrook7H9broth

 (Difco,Detroit,USA)に 接種 して37℃ で約1週 間

培養し,濁 度がMcFarlandNo .0.5(結 核 菌の約106

CFU/mlに 相 当)に なるように菌液 を調整 した。SM

は滅菌蒸留のに溶解 して0.5μg/mlか ら4096μg/mlま

での濃度の2倍 階段希釈系列を作製 し,96穴 の マイクロ

プレート(Cell Wells25850;Corning GlassWorks ,

Corning,NewYork)に 各々100μ1ず つ分注 した｡

さらに各ウェルに前記の調製菌液を100μlず つを加えて

37℃ で培養 した。したがって,SMの 最終濃度は0 .25μg

/mlか ら2048μg/mlと なった。MICの 判定は,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

ウェルに十分な結核菌の増殖を認めた時点で,菌 の発育

が認められないウェルにおけるSMの 最低濃度をMIC

とした。また同時に硝酸塩還元試験を行って菌増殖の有

無を確認した。

4.DNA抽 出法 とPCR法

小川培地上の結核菌のコロニーを約1/2白 金耳採取し,

すでに報告 したフェノール,ク ロロホルム法にてDNA

を抽出し1)14),10ngを1回 分のPCRに 使用 した。

PCRは2種 類の遺伝子を標的として行った。1つ は

供試菌株が結核菌であることを証明するためのPCRで,

Sjobringら が 報 告 した結 核 菌 の38kDa蛋 白抗 原(pro-

teinantigen b,Pab)を コ ー ドす る 遺 伝 子 を 特 異 的

に増 幅 す る プ ライ マ ー を用 い て 行 った1)。 ま た,SM耐

性 遺伝 子検 出 の た め のPCRは,Meierら16)が 報 告 し

た結 核 菌 のribosomal protein S12を コ ー ドす る遺 伝

子(rpsL)の 塩 基 配 列 を参 考 に して,私 た ち が デ ザ イ

ン した360bpを 増 幅 す る プ ラ イマ ー(RPS1:5LATGC

CAACCATCCAGCAGCT-3',RPS2:5LCTTAGCG

CCGTAACGGCTGC-3')を 用 い て行 っ た。 す べ て の

プ ライ マ ー はDNA synthesizer (Model380B
,Ap-

plied Bio systems,Foster City,California)で 合

成 し,PCRに はDNAthermal cyclerAPJ2000

Perkin-ElmerCorp .,Foster City,California)を

使 用 した 。 反 応 条 件 はdenaturationが94℃1分 ,an-

nealingが60℃1分,extentionが72℃1分 で ,40サ イ

ク ル 反応 させ た 。得 られ たPCR産 物 は2%ア ガ ロ ー ス

ゲ ル(SEAKEM ME agarose ,FMCBioProducts,

Rockland)内 で 電気 泳 動 後,ethidium bromide(EB)

染 色 に よ り,そ れ ぞ れPab遺 伝 子 は419bp,rpsL遺 伝

子 は360bpの バ ン ドの 有 無 を確 認 した 。

5.rpsL遺 伝 子 内 変 異 の検 出

rpsL遺 伝 子 内 変 異 の 検 出 の た め に,PCR-single

 strand conformation polymorphysm(PCRrSSCP)

法,PCR-direct sequencing法,お よ び制 限酵 素 切 断

に よ る判 定 法 の3種 類 の 検 査 を行 い,標 準 株H37Rvと

臨 床 分 離41株 の 検 査 結 果 を比 較 検 討 した 。

1)PCR-SSCP法 に よる 変 異 の検 出

PCR1SSCP法 は,先 に述 べ た 加s五 遺 伝 子 か ら得 ら

れ たPCR産 物(360bp)を1μ1採 取 し,4μ1の 変 性 液

(20mMEDTA,0.05%bromophenolblue ,95%

formamide,0.05%xylene cyanol)と と も に95℃ で

5分 間加 温 す る こ と に よ り変 性 させ ,そ の 後 直 ち に 氷 冷

した 。変 性 したPCR産 物 はPhastgel Homogeneous

20を 用 い たPhastSystem(Pharmacia Biotech
,

Uppsala,Sweden)に よ り電 気 泳 動 を行 い,次 い で

PhastSystem Development Techniqueに 従 っ て 銀

染 色 を施 行 した 。 バ ン ドの パ ター ンはH37Rvを コ ン ト

ロー ル と し,供 試 菌株 の バ ン ドと比 較 して 変 異 の 有 無 を

判 定 した 。

2)PCR-direct sequencing法 に よ る変 異 の検 出

PCR産 物 の 塩 基 配 列 決 定 に は ,TagDyeDeoxy

 Terminator  Cycle Sequencing FS kit(Applied

 Biosystems Division,Perkin-ElmerCorp .)を 用

い た 。 具 体 的 に は ,Suprec上02(宝 酒 造株 式会 社,滋 賀)

で精 製 したPCR産 物1.5μl,3 .2pmo1の プ ラ イ マ ー

(5'-ATGCCAACCATCCAGCAGCT-3'),5倍 濃 度

のTerminatorAmmonium Cycle Sequencing
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buffer 4μl,dNTP1μl,4種 の 塩 基 に蛍 光 標 識 した

dideoxynucleotide dyedeoxy terminator 1μl,4U

のTaq polymeraseを 混 合 し,mineral oilを1滴 重

層 して,cycle sequencing反 応 を25サ イ ク ル(dena-

turationが96℃30秒,annealingが50℃15秒,exten-

tionが60℃4分)行 った 。 得 られ たPCR産 物 に70%

エ タ ノー ル を74μl加 えて 氷 中 に30分 間 静 置 した 後,室

 温 にて14000rpmで20分 間 遠 心 し,上 清 を捨 て た あ と沈

渣 を5分 間 空 気 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後10ading buffer

(deionized formamideと,blue dextran50㎎/ml

を含 有 した25mMEDTA溶 液 の5:1混 合 液)6μ1を

加 えて,90℃ で2分 間 加 温 した あ と氷 上 に 静 置 した 。 こ

の 溶 液2.5μ1を 用 い てABI PRISM377 DNA Seq-

uencerの4% acrylamide ge1内 電気 泳動 を行 い,指

定 の マ ニ ュア ル に従 っ て塩 基 配列 の デ ー タを解 析 した 。

3)制 限 酵 素 を用 い た 変 異 の検 出

前 記 のPCR-direct sequencing法 で 得 られ た 塩 基

配 列 の デ ー タ を も とに,変 異 の み られ た 部位 の塩 基 配 列

を特 異 的 に 認 識 して切 断 す る 制 限 酵 素,MboIIを 使 用

して,変 異 の 迅 速検 出 法 の有 用 性 を検 討 した 。4.で 得

られ たPCR産 物1μgを 新 しい マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 移

し,.MboII10units,反 応 液5μl(10mMTrisHCI,

10mMMgC12,1mMDTT,pH7.5),DDW24μ1を

加 え て合 計50μlと し,37℃ に て1時 間 加 温 してDNA

を切 断 した 。そ の 後,3%ア ガ ロ ー ス ゲ ル(Nusieve3:1

agarose,FMC BioProducts)に て電 気 泳 動 を行 い,

EB染 色 に てDNAの 切 断 の有 無 を確 認 し,コ ン トロ ー

ル のH37Rvと 比 較 した 。

結 果

今回検討 した結核菌41株 は,当 科および関連施設にお

いてすべて生化学的に結核菌と同定されたものであった

が,確 認のために行ったPab遺 伝 子およびrpsL五 遺 伝

子に対するPCRも すべて陽性であったことから,全 株

結核菌 として以下の検討を行った。

41株 のSM感 受性成績と3種 類のrpsL遺 伝子の変異

検出法の結果を図1に 示 した。液体培地でのSM耐 性

基準をSiddiqiら17)に 従 って10μ9/ml以 上 とすると,

SM耐 性菌は41株 中18株(43.9%)で あ った。

PCR-SSCP法 によるrpsL遺 伝子内の変異の有無の

検討(図2)で は,41株 中9株 にコントロール と異なる

バンドがみられ,こ れらの株に対するSMのMICは い

ずれも256μg/ml以 上であった。PCR-SSCP法 で検出

された耐性菌の頻度は全耐性菌の50%(9/18)で あった。

一方
,rpsL遺 伝子のPCR-direct sequencingの 結

果(図3),41株 中11株 にpoint mutationが 検出され,

その変異はすべてLys-43(AAG)がArg一43(AGG)

に変 わった点変異であることが確認 された。 また,

codon88に は変異は全 くみられなかった。 この11株 に

対するSMのMICは すべて256μg/ml以 上で,変 異の

検出率は全耐性菌の61.1%(11/18)で あ った。

また,上 記の点変異がすべて同一部位の同一内容の変

異であったことから,こ の変異部位を特異的に認識して

DNAを 切断する制限酵素,MboIIを 使用 し,点 変異

の有無が酵素切断により簡便かつ迅速に検出可能かどう

かを検討 した。その結果,標 準株H37Rvお よび変異の

●:変 異がみ られた株

O:変 異がみ られない株

sequence(MboII)

図1SMのMIC分 布 と3種 類の変異検出法の比較
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図2PCR-SSCP法 による検出例

C:コ ン トロ ール(H37Rv),1:SMのMICが

0.25μg/mlの 菌,以 下 同 様 に,2:256μg/ml

3:0,25μg/ml,4:2048μg/ml,5:0.5μg/ml,

6:1μg/ml,7:2μg/ml。1,3,5,6,7は コ ン

トロ ー ル と 同 じ泳 動 度 を示 したSM感 受 性 菌,

2,4は 泳 動 度 が 異 な るSM耐 性 菌 。

ない 臨 床 分 離 株 で は,36bpのPCR産 物 がMboIIに

よ り138bpと222bpに 切 断 され た の に対 し,点 変 異 が み

られ た11株 で は全 株 切 断 され なか った(図4)。 したが っ

て変 異 の検 出 率 はPCR-direct sequencing法 と 同 じ

く61.1%(11/18Kで あ っ た。

考 案

近年,欧 米ではAIDS患 者 やホームレスの増加 とと

もに,薬 剤耐性結核菌感染症の蔓延が報告されている18)。

Concatoら によると,ホ ームレスの結核患者では1剤

のみ耐性の頻度が14%,多 剤耐性が16%で,明 らかに耐

性菌感染の頻度が高いことを示 し,そ の原因は治療失敗

例が約半数にみられたためとしている19)。SMに 対す

る耐性結核菌の分離頻度は約20～30%を 上 限として各国

でさまざまな報告がみられる20)～24)。 わが国では幸い

1977年 か ら92年 にかけて約6%の 頻度で推移 し,SM耐

性 菌の増加はみられていない25)。 しか し,SMは 結核

症に対する標準的な治療薬であるとともに,ethambuto1

の代わりに使用する症例 も多いことから,SMに 対 する

原因菌の感受性 を分子生物学的に迅速に予測することは,

治療薬の選択に際して意義があると思われる。

今回私たちは臨床分離結核菌のSM感 受性 と耐性遺

伝子変異との関係を明確にし,各 種変異検出法の有用性

を検討した。その結果,ま ず第1にMICが256μg/ml

以上のSM高 度耐性菌ではrpsL遺 伝 子内点変異が全株

にみられ,し かもその変異の部位 と種類はすべて同一で

あった(Lys-43か らArg-43へ のアミノ酸変異)。SM

耐性菌に占めるrpsL遺 伝 子内変異の頻度は,Heym

らは52%26),Morrisら は57%27),Sreevatsanら は

54%%)と 報告しており,私 たちの61%も これらと類似

した成績であった。

また,ア ミノ酸変異の種類 も他の報告27-29)と 同様

に,す べてがLysか らArgへ の変化であった。これ ら

の結果より,わ が国における結核菌のSM耐 性化の分

子生物学的メカニズムも,欧 米諸国と類似 していること

が推測できた。しか し,同 じrpsL遺 伝 子内のcodon88

の変異が,今 回の私たちの検討株では全 く認められなかっ

たことは他の報告28)と 矛盾する点でもある。 この現象

図3PCR-direct sequencing法 に よる検 出例

MICが2048μg/mlのSM耐 性 菌 で,Lys-43か らArgへ の ア ミ ノ酸 変 異 が み られ た 。
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図4制 限 酵 素 法 に よる検 出例

C:コ ン トロー ル(H37Rv),1:SMのMICが

0.25μg/m♂ の 菌,以 下 同 様 に,2:256μg/ml,

3:0.25μg/rnl,4:2048μg/ml。1と3で は 切

断 され,2と4は 切 断 され て い ない 。

が国レベルの地域差によるものなのか,あ るいは日本国

内レベルでの差によるものなのか,今 後,株 数を増や し

て検討する必要があろう。

第2に,SM耐 性菌に対する各検査法の変異検出率は,

PCR-SSCP法 が50%,PCR-direct sequencing法 と

制限酵素法がいずれも61%で あった。これらの結果より,

PCR.direct sequencing法 が最 も確実な変異の検出法

ではあるものの,MIC256μg/ml以 上のSM耐 性 結核

菌のみに限れば,検 査の費用や迅速性の面からは制限酵

素法がより安価で簡便であることが示唆された。一方,

PCR-SSCP法 に関 しては,手 技そのものは比較的容易

ではあるものの,2株 で変異が確認できず,Heymら26)

も指摘 しているように,検 出感度にやや難点がみられた。

また,同 法では変異の種類が判別できないことなどから,

今後 さらに特異性 と感度を高めた新 しい方法の開発が必

要であろう。

SM耐 性関連遺伝子はrpsL遣 伝子のみでなく,16S

rRNAを コードする遺伝子(rrs)も 報告されている16)30)。

 また,低 濃度SM耐 性(MICが10μg/ml以 上)と 高濃

度SM耐 性(MICが160μg/ml以 上)で は関与す る遺

伝子が異なるとの報告もみられる29)31)。今 回の私たち

の検討はrpsゐ 遺伝子のみであるが,rrs遺 伝 子 も約10

%の 頻度で変異がみられることから26)27),こ の遺伝子

について も同様の検討を行えば,よ り正確で迅速なSM

耐性の推定が可能になるものと思われる。今後さらに供

試菌株を増やす とともに,分 離培養菌からのみでなく,

臨床検体から直接SM耐 性遺伝子を検索する方法 も検

討する予定である。

ま と め

SM耐 性 結 核 菌 に お け るrpsL遺 伝 子 内変 異 につ い て

検 討 し,以 下 の 知 見 を得 た 。

(1)PCR-SSCP法 に よ るrpsL遺 伝 子 内 の 変 異 の 検

出 の 結 果,18株 中9株(50%)に 変 異 が み られ,SMの

MICは9株 す べ て256μg/ml以 上 で あ っ た 。

(2)PCR上direct sequence法 に よ るrpsL遺 伝 子 内

の 変 異 の 検 出の 結 果 で は,18株 中11株(61%)にpoint

 mutationが 検 出 され,そ の ア ミ ノ酸 変 異 はす べ てLys-

43か らArg上43へ の 点 変 異 で あ り,SMのMICは す べ て

256μg/m♂ 以 上 で あ っ た 。

(3)制 限酵 素 法(MboII)に よ るrpsL遺 伝 子 内 の 変

異 の検 出 の結 果 で は,18株 中11株(61%)で 酵 素 に よ る

切 断 が み られず,酵 素 認 識 部 位 のpoint mutationが

予 測 され た 。 ま た,こ れ ら の 株 は す べ てPCR上direct

 sequence法 にてpoint mutationが 検 出 され た株 と一

致 した 。

以 上 よ りPCR法 を用 い た ス トレ プ トマ イ シ ン耐 性 結

核 菌 の 迅 速 な 検 出 が 可 能 で あ る こ とが 示 唆 され た 。
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