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臨 床 分 離 結核 菌株 のPCR-direct sequence法 に よ る

pncA遺 伝 子 変 異 の検 討:Pyrazinamide耐 性 に 関連 して
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pncA GENE MUTATIONS IN CLINICAL ISOLATES OF TUBERCLE BACILLUS 
BY POLYMERASE CHAIN REACTION-DIRECT SEQUENCING METHOD: 
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We screened clinical isolates of tubercle bacillus for mutations in the pncA gene, which 
encodes pyrazinamidase (PZase), by polymerase chain reaction (PCR)-direct sequencing 
method. Sixty-eight strains of tubercle bacillus were isolated from 32 patients with pul-
monary tuberculosis. The patients were treated with antituberculous agents including 

pyrazinamide (PZA) for 2 months. Thirty-two of the 68 strains were isolated from spu-
tum samples collected from the patients before treatment; 29 strains and 7 strains were 
collected after 1 month and 2 months of treatment, respectively. The pncA genes in these 
strains, were assessed for mutations by direct sequencing of PCR products using an auto-
mated sequencer. Similarly, we examined two clinical isolates (ka567 and minami22) of 
tubercle bacillus, determined to be deficient in PZase activity by the Wayne method. A 
PZA-sensitive strain (H37Rv, ATCC27294), and a PZA-resistant strain (H37Rv-PZA-R, 

ATCC35828) were used as negative and positive controls for mutations in the pncA gene, 
respectively. None of the 68 strains demonstrated any mutations in the pncA gene ; how-
ever, the 2 PZase-deficient strains had missense mutations in the pncA gene resulting in 
an amino acid substitution from His82 to Arg in clone ka567, and from Ala171 to Val 
in clone minami22.
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は じ め に

1996年4月 か ら肺結核 初回標準治療法 に,治 療 初期2

カ月間pyrazinamide(PZA)を 含 む短期 化学 療法 が

加 えられた1)。PZAを 含 む短期化学療 法 で菌培 養 陰性

化率の上昇,治 療期間の短縮,治 療終了後 の再排菌率 の

低下が認め られ てい る2)3)。

PZAは 結核菌 に対 して酸性 の環境 下 にて強 力 な殺菌

作用 を有 してい る4)。 その作 用 機序 につ い ては,PZA

が結核菌細胞 内に存在す るpyrazinamidase(PZase)

によって加水分解 されてpyrazinoicacidと な り,殺

菌作用 を示す4)と 考 えられてい る。

結核治療上,PZAに 対 する結核 菌の 薬剤 感受性 試験

が必要 である。 しか し,PZAに 対す る薬剤 感受 性試験

はPZAが 酸性環境 下で抗菌力 を有するため,酸 性 の培

地にて行 わなければな らず,わ が国で広 く用い られてい

る小 川培 地でのPZA耐 性の基準 は提示 されてい ない 。

現在,寒 天培地や14CO2を 使用 したBACTEC radio-

metric method5)な どでの薬剤感 受性 試験 が行 われて

い るが,PZA耐 性 のminimum inhibitory concen-

tration(MIC)値 はpHや 培 地 に よ り異 なる ため,

PZAの 薬剤感受性試験 は確立 され ていない。

1996年 にScorpioら6)に よ りPZaseをcodeす る

pncA遺 伝 子が 発見 され た 。 彼 らは結 核 菌 に お い て

pncA遺 伝子変異 によ りPZaseの 活性消 失が認 め られ,

さ らにpncA遺 伝 子 に変 異 を有 して い た 結 核 菌 は

BACTEC radiometric methodに てPZA耐 性であっ

図1pncA遺 伝 子内に作 成 したprimerの 位置

表 作成 したprimerの 塩基配列

た と報告 した7)。 この ような報告 か ら結核菌 のPZA耐

性 を判定す る方法 として結核 菌 のpncA遺 伝 子変 異 を

検出す ることは有用であ ると考 えられ る。

そ こで今 回,わ れわれ はPZAを 加 えた初 回標準 治療

法 が行 わ れた肺 結核 患者 の治 療 前 後 の喀 痰 よ り検 出

され た臨床分離結核菌株お よびPZase活 性 陰性 の結核

菌株 につ い てpolymerase chain reaction(PCR)-

direct sequence法 を用 いてpncA遺 伝 子変 異 を検討

した。

材料 と方 法

1.材 料

1996年4月 以降,当 院に入院 した肺 結核 患者32名 の喀

痰 より検出 された臨床分離結核 菌68株,お よび国立感染

症研 究所細菌部山崎利雄先生 よ り供与 されたPZase活

性陰性の臨床分離結核菌2株(か567お よび南22)を 対

象 とした。臨床分離結核菌68株 の内訳 は,治 療前の32菌

株(32名)と 同一患者の治療1カ 月後の29菌 株(29名)

お よび治療2カ 月後の7菌 株(7名)で あ る。結 核 菌 の

同定 はAccuProbe法(中 外製薬)に て行 われ た。肺結

核患者 は,年 齢20～84歳(平 均48歳),男 性21名,女 性

11名 の計32名 であった。全例初 回治療例 であ り,初 期2

カ 月 間PZAを 含 むlsoniazid(INH)・Rifampicin

(RFP)お よびEthambutol(EB)ま た はStrepto-

mycin(SM)の4剤 併用 その後,4カ 月間INH・RF

Pあ るいはINH・RFP・EBの2～3剤 を併 用 す る合

計6カ 月間の標準 治療 法が行 われた。

PZase活 性 はPZA培 地に結核 菌株 を接種 し,37℃ に

て4日 間培 養 した後,1%硫 酸(II)ア ンモニ ウム鉄 を

加 え,冷 蔵4時 間後,培 地が ピンク色 に発色 を示 してい

ればPZase活 性 あ りと判断す るWayneの 方 法8)に よ

って行われた。 また,対 照 としてpncA遺 伝子 に変 異

の み られ ないPZase活 性 陽性 の標準 結核 菌 株 と して

H37Rv(ATCC27294)を,pncA遺 伝子 に変異 を有 す

るPZase活 性陰性 のPZA耐 性結核菌株 と してH37Rv

-PZA-R(ATCC35828)を 用 いた。

2.方 法

結核菌 か らDNAを 抽出 し,pncA遺 伝 子内お よび外

部 の特定部位 に設計 したprimerを 用いてPCR法 を行っ

た。その後PCR産 物 を精製 し,sequence反 応 を行 い,

auto-sequencerを 用 いて塩基配列 を決定 した。

1)結 核 菌DNAの 抽 出

山崎 ら9)の 方法 と同様 に小 川培 地か ら結核 菌 の コロ

ニー を1白 金耳採 取 し,ア セ トン,TritonX処 理 を行っ

た後,フ ェノール,ク ロ ロホルム処理,そ の後,上 清 を

エ タノール沈殿 し結核 菌DNAを 抽出 した。

2)pncA遺 伝子のprimer設 計(図1お よび表)
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1996年 にScorpioら6)が 報 告 し たPZaseをcodeす

るpncA遺 伝 子 の塩 基 配 列 に基 づ き,図1の 矢 印 の 箇

所 にprimerを そ れぞ れ 表 の よ う に,Tm60℃ に て 設 計

し,annealingの 温 度 は58℃ と した 。

3)PCR法

PCRの 条 件 はfirst denatureが94℃2分,そ の 後

denature94℃40秒,annealing58℃40秒,extention

72℃1分30秒 を35サ イ クル,final extentionは72℃10

分 と し た 。sence primerと し てpza-1,antisence

 primerと してpza-2を 使 用 した 。

4)PCR産 物 の 精 製

PCR産 物 をSuprec-02カ ラ ム(宝 酒 造株 式会 社)に

て処 理 しprimerとdNTPsを 除去 した 。

5)sequence反 応

pza-1とpza-2を 用 い て,dideoxy chain termi-

nation methodlo)に よ りDye Terminator Cycle

 Sequencing Ready Reaction Kit(Applied Bio-

systems Division,Perkin Elmer Corp.)に て反 応

させ た後,フ ェ ノ ー ル,ク ロ ロ ホ ル ム処 理 とエ タ ノ ー ル

沈 殿 を行 い,auto-sequencer(ABI-PRISM373)を

用 い て 塩 基 配 列 を双 方 向 よ り決 定 した 。sequenceの 一

部が不 明瞭 な検体 に関 しては,pncA遺 伝子 の内側 に作

成 したprimerのpza-3あ るい はpza-4(表)を 用 い

て同様 にsequence反 応 を行 った。さ らに,pncA遺 伝

子の上流域 と終 止codonの 変 異 を調べ る ため,Scor-

pioら7)が 報告 したP1とP6のprimer(図1お よび

表)を 用いて前述 と同 じ条件のPCR反 応 を行 い同様 の

実験 を行 った。

得 られた塩基配列 を対照 と比較 し,遺 伝子変異の有無

を検討 した。

結 果

1)H37Rv,当 院臨床 分離結核 菌の1株 お よびH37Rv

-PZA-Rのsequenceの 比較 を図2に 示 した。 当 院臨

床分離結核菌株 はH37Rvと 同一の塩基 配列 であ った。

H37-PZA-RはScorpioら6)の 報 告 と同様 に256番 目

の塩基Gが 欠失 していた。PZAを 加 えた肺結核初 回標

準治療法が行 われた32名 の患者 の喀痰 よ り検 出 された治

療前32菌 株,治 療1カ 月後27菌 株 および2カ 月後9菌 株

の結核菌計68株 す べ てにお い てpncA遺 伝 子 上 には点

突然変異,塩 基の挿入,欠 失等 は認めず,ま た報告 され

てい る上流域の変異7)11)も み られなかった。

図2H37Rv,当 院 臨床 分 離 結 核 菌 の1株 お よ びH37Rv-PZA-Rのsequenceの 比 較

H37Rv:pncA遺 伝 子変異(-)の 標 準結核 菌株

E37Rv-PZA-R:pncA遺 伝 子変異(+)のPZA耐 性結核 菌株

当院臨床分離結核菌 はH37Rvと 同一の塩基配列 を示す。H37Rv-PZA-Rで は矢印

の部位 に塩基Gの 欠失が認め られ る。

図3H37RvとPZase活 性 陰性 を示 す臨床分離結核菌株(か567)のsequenceの 比較

臨床分離結核菌株(か567)で は245番 目の塩基(矢 印)がAか らGへ 変異 している。
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図4H37RvとPZase活 性 陰性 を示す臨床分離結核菌株(南22)のsequenceの 比較

臨床分離結核 菌株(南22)で は512番 目の塩基(矢 印)がCか らTに 変異 してい る。

2)図3にH37RvとPZase活 性 陰性 を示 す 臨床分

離結核菌株(か567)のsequenceの 比 較 を示 した 。 菌

株 か567で は245番 目の塩基 がAか らGに 変 異(His82

→Arg)し ていた。

同様 に,図4に,H37RvとPZase活 性陰性 を示 す臨

床分離結核 菌株(南22)のsequenceの 比較 を示 した 。

菌株 南22で は,512番 目の塩基がCか らTに 変異(Ala

171→Val)し てい た。2菌 株 ともに他 の部位 で のse-

quenceはH37Rvと 同一であ った。

考 察

PZAに 対す る結核菌の薬剤感受性 試験 は確 立 され て

い ない。結核菌 の薬剤耐性 は染色体上 の突然変異 か ら生

じる と考 え られている。近年,結 核菌 の薬剤耐性遺伝子

の研究が行 われ,RFPの7poBな どの薬 剤耐 性遺 伝子

が報告 されている12)。RFP耐 性結核菌 においては97%

にrpoBの 遺伝子変異 がみ られる と報告 され てお り12),

結核菌 のRFP耐 性 はrpo.B遺 伝子 変異 を検 出する こ と

に よりほぼ可 能である。SM耐 性結核 菌 にお いて はrrs

遺伝子 とrpsL遺 伝 子の変異が70%に 認められている13)。

1997年,Scorpioら7)はpncA遺 伝 子変 異が み られ

た結 核 菌33株 でPZaseの 活 性 消 失 が 認 め られ,

BACTEC radiometric method(pH6.0)に て29株

はMIC900μg/ml以 上 の 高度PZA耐 性,4株 は300

μg/ml以 上のPZA耐 性がみ られた ことを報告 した。さ

らに彼 らはBACTEC radiometric method(pH6.0)

にてMIC600μg/ml以 上 を示 しPZA耐 性 と判 定 され

た 結 核 菌5株 にお い てpncA遺 伝 子 変 異 を 認 め ず

PZase活 性 も陽性であ ったためMIC値 の再検査 を行 っ

た ところ,1株 は200μg/mlか ら300μg/mlの 感受性 と

耐性の境界 を示す濃度あ るい は 低濃度PZA耐 性 を示 し,

4株 は200μg/ml以 下のPZA感 受性 を示 したMIC値

による偽耐性例で あったと報告 している7)。

今 回,PZAを 加 えた初 回標準療法 が行 わ れた32名 の

肺結核患者 の治療前後 の喀痰 よ り検 出された臨床分離結

核 菌計68株 お よびPZase活 性 陰性 の結核 菌2株 にお け

るpncA遺 伝子 変 異の有 無 をPCR-direct sequence

法 を用い検 討 した。sequence反 応 はわれ われが作 成 し

た4つ のprimerお よび これ らprimerの 設定部位 の外

部 に も遺伝子 変異が存 在す る可能性 も否定 で きない た

め,上 流域 と終止codonの 変 異 を調べ る 目的 でScor-

pioら7)が 報告 したP1とP6のprimerを 用 いた。

本検討で は,治 療前の結核菌32株(32名)にpncA遣

伝子変異 はみ られ なか った。 また治療1カ 月後29菌 株お

よび2カ 月後7菌 株の結核菌36株 におい ても同様 に遺伝

子変異 はみられなかった。Sreevatsanら11)はPZA感

受性 を示す結核菌51株 において,pncA遺 伝子変異 が認

め られなかったこ とを報告 している。本検討 の32名 は治

療3カ 月以後 には全例喀痰 の塗抹 ・培養共 に陰性 となっ

た。

PZase活 性 陰性 の臨床分離結核菌2株(か567,南22)

についてのpncA遺 伝 子変異の検討 では,2菌 株 ともア

ミノ酸の置換 を伴 う点 突然 変異 を有 していた 。 菌株 か

567の 変異部位については,こ れ まで報告 されていない。

また,菌 株 南22に 認 め られた変 異部 位 に関 して はAla

171か らProへ の置換は報告7)さ れて い るが,Ala171

か らValへ の置換の報告はみ られ ない 。 これ まで の報

告か ら変異 を起 こす部位 は,pncA遺 伝子の全体 に散 在

してお り,点 突然変異だけで もアミノ酸置換が25種 報告

されて い る7)11)。 今 後,多 数 のPZase活 性 陰性 菌の

pncA遺 伝子変異の検討が行 われ ると,さ らに多 くの ア

ミノ酸置換が報告 されることが予想 され る。pncA遺 伝

子変異 を検 出す るためには,変 異が遺伝子上 に散在 して

いるため,遺 伝子 内塩基 配列 を直接 決 定で きるPCR-

direct sequence法 が正確 な方法 と考 えられる。

今後,PZase活 性 陰性結核 菌 にお け るpncA遺 伝子
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変 異の 頻度,BACTEC methodに よるPZA耐 性 の

MIC値 とpncA遺 伝子変異 との関連 な どにつ いて も検

討す る必要があ る。

現在,臨 床検体 中の結核菌 を直接検 出す る迅速検査法

として,PCR法 を用 いたAmplicorTM(日 本 ロシ ュ)

が用 い られている。今後,治 療初期 に用 い られ るPZA

に対す る結核菌 の耐性 を迅速 に判定す るため臨床検体 よ

り直接,結 核菌 の1ρncA遺 伝子 変異 の有 無 を検 出す る

予定 である。

結 語

PZAを 含 む初 回標準 治療法が行 われ た肺結 核患 者32

名 の喀痰 より検 出 された結核菌68株(治 療前32株,治 療

1カ 月お よび2カ 月後 の36株)お よびPZase活 性 陰性

の臨床 分離 結核 菌2株 を対象 と し,PCR-direct se-

quence法 を用 いpncA遺 伝子 変異 の有無 を検討 した。

68菌 株 はpncA遺 伝 子 の変 異 を認め なか った 。PZase

活性陰性 の2菌 株で は,過 去 に報告 されて い ない ア ミ

ノ酸置換 がみ られた。

本研 究の要 旨は第73回 日本結核 病学会 総会(新 潟)に

て発表 した。
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