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原 著

Line Probe Assay(LiPA)に よ る リフ ァン ピ シ ン耐 性 結 核 菌 の検 出
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A recently described reverse hybridization—based line probe assay is used for the rapid 

detection of the mutations in the rpoB genes of rifampin-resistant Mycobacterium tuber

culosis and for the identification of the M. tuberculosis complex. A multicenter study 

that included 5 laboratories was performed to evaluate the line probe assay in compari

son with the in vitro susceptibility test. A total of 406 mycobacteria isolates which were 

composed of 103 rifampin-resistant and 230 rifampin—susceptible M. tuberculosis isolates, 

and 73 mycobacteria other than tubercle bacilli (MOTT), were subjected to this study. 

All 333 M. tuberculosis isolates were discriminated correctly from MOTT bacilli by a line 

probe assay. Concordance rates with sequencing results for five wild-type probes (S 

probes) and four specific mutations (R probes) for detecting the mutations in the rpoB 

genes were both 100%. The overall concordance rate with the in vitro susceptibility test
ing results was 98.5% (328 of 333 isolates). These results indicate that a line probe assay 

kit may be useful for the rapid diagnosis of rifampin-resistant tuberculosis.
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は じ め に

1970年 代 まで結核罹患率 は順調 に減少 して きたが1980

年 頃よ りその減少速度 に鈍化がみ られ,こ こ1～2年 は

その傾向が よ り顕著 になった。 また集団感染や病院内感

染 も年 々増加 してい る。さらに一番恐れ ていた薬剤耐性

菌 による感染,と りわけイソニアジ ド(INH)と リファ

ン ピシン(RFP)の 両者 に耐性 を獲 得 して いる多剤 耐

性結核菌(MDR-TB)に よる集 団感染 も報 告 され て

いる。厚生省 はこのよ うな結核 の状況 を踏 まえ1999年7

月に結核 緊急事態宣言 を発表 した。

わが国では,結 核菌 の薬剤感受性試験 を結核菌検査指

針(1979年;厚 生省 監修)に 基づ き1%小 川法 で行 っ て

いる。 しか し,培 地製造 中お よび保存 中に起 こる卵培地

への薬剤 の吸着や試験結 果が得 られるまでに要 する時 間

の長 さが問題に されている。

近年分子遺伝 学的手法の導入に より結核 菌の薬剤耐 性

に関与す る遺伝子がINH1)2),RFP3)～8),ピ ラジナ ミ

ド(PZA)9)10),ス トレ プ トマ イシ ン(SM)11),エ タ ン

ブ トール(EB)12),カ ナマイシン(KM)13),フ ルオロキ

ノロン耐性菌14)な どで明 らか にされて きてい る。RFP

耐性 について は,耐 性菌の95%以 上がRNAポ リメラー

ゼの βサ ブユニ ッ トをコー ドしてい るrpoB遺 伝子 に変

異がみ られ る。 しか もその変異 は23個 の ア ミノ酸(69

bp)か らなるホッ トスポ ッ ト領域 に集 中 して い るこ と

か ら遺伝子 による検査が可能であ る。

Innogenetics社(ベ ル ギ ー)に よ り開 発 さ れ た

INNO-LiPA Rif.TBは,リ バースハイブ リダ イゼ ー

シ ョン法 に基づ いたline probe法(LiPA)に よる結

核菌群の鑑別 に加 え η)oB遺 伝子の ホ ットスポッ ト領域

の変異 を検 出す るキ ッ トで あ る15)～18)。検 出に要 す る

時間 は,遺 伝 子 の増幅 を含 め約5時 間で あ り迅 速 に

RFPに 対す る感受性 が判定 で きる。今 回,多 施設 共 同

でINNo-LiPA Rif.TBの 有用性 を評価 した。

材料 と方法

1.使 用菌株

1997年2月 か ら1999年11月 までの間に結核 予 防会複

十字病院,国 立療養所南横浜病院,国 立療 養所 刀根 山病

院,大 阪府立羽曳野病院で分離 された結核 菌333株 お よ

び非結核性抗酸菌73株 を研 究 に用いた。抗酸菌の鑑別 ・

同定 はアキュプローブ結核菌群お よびマ イコバ クテ リウ

ム アビウム コ ンプ レックス 鑑別試 験 とDDHマ イ

コバ クテ リアキ ットで行 った。

2.感 受性試験

RFPに 対す る結核菌 の感受性試験 につ いて,各 施設

では従 来か らの絶対 濃度 法(基 準値:50μg/ml),結

核予 防会結核研 究所 では 日本結核病学会 か ら新 しく提案

された比率法19)(基 準値:40μg/ml)を 用いて行った。

3.PCRに よるrpoB遺 伝子 の増 幅

小川培地全面か ら約1/2エ ーゼの菌を採取 し,0.5ml

のTE緩 衝液(10mM Tris-HCI,1mM EDTA,

pH8.0)に 懸濁 した。100℃ で10分 間処理後PCRに 用

いた。rpoB遺 伝子の256bp増 幅 のた めに5'末 端 を ビ

オチ ン標識 した次の2つ の プライマー を使用 した;IP1

(5/-GGT CGG CAT GTC GCG GAT GG-3')

とIP2(5'-GCA CGT CGC GGA CCT CCA GC

3')。 増幅の ため に,95℃ 60秒 間 の熱変 性,55℃60

秒 間のアニーリング,72℃ 60秒 間 の合成 の 反応 を30

サ イクル行 った。最後 に72℃ に10分 間保 った。 得 られ

た増幅産物 をLiPA試 験 に用いた。

4.LiPAに よる変異 の検 出

line probe法 はリバ ースハ イブリ ダイゼ ーシ ョンの

原理 に基づ いた方法 であ る。 大 きさが3×50mmの ス

トリップに特異 的オ リゴヌクレオチ ドが コー トされてお

り,厳 しい条件下 に ビオチ ン標識PCR産 物 との間でハ

イブ リダイゼーシ ョンが行 われ た。 結合 したDNAは

アル カ リフォス ファターゼ標識 ス トレプ トア ビジ ン と

BCIP/NBT発 色 液 を用 いる系 で検 出 した。ハ イブ リダ

イ ゼ ー シ ョ ン反応 は0.1% SDSを 含 むSSC緩 衝 液

(0.15M NaCl+0.015Mク エ ン酸ナ トリウ ム)を 用 い

62℃ で行 っ た。 ハ イブ リダ イゼ ーシ ョンを含 む一 連

の 検 出 反 応 に 自 動 化 シ ス テ ム(AUTO-LiPA,

Innogenetics,ベ ルギー)を 用 い た。 詳細 な操作 手順

をTable 1に 示 した。

ス トリップには発色 を確 認す るためのプローブ と結核

菌群特異的 プロー ブお よび9種 のrpo-B遺 伝 子プローブ

が コー トされてい る(Fig.1)。19～23個 の塩基 か らな

る部分的 に重複 した5種 のSプ ローブ(S1～S5)は

野生型塩基配列 とハ イブリダイズす る。 もしこれ らの領

域 に変異が存在す れば相 当す るプローブとは反応 しない。

加 えて高頻度 にみ られる変 異 を確 認 す るため に4種 の

Rプ ロー ブ(R2:Asp-516-Val,R4a:His-526-

Tyr,R4b:His-526-Asp,R5:Ser-531-Leu)がS

プローブの下 に固定 されている(Fig.2)。

5.塩 基 配列 の決定

rpoB遺 伝 子 の塩基 配列 はGene Rapid SEQ4×4 

personal sequencing system(Amersham Phar

macia Biotech)を 用いて決定 した。

結 果

対象 と した結 核菌333株 と非 結 核 性 抗 酸 菌73株 の

INNo-LiPA Rif.TBキ ッ トに よる結核菌群 の鑑 別結

果 をTable 2に 示 した。結核 菌 はす べ て結核菌 群特 異

―8―



2000年10月 577

Table 1 Assay procedure

Fig. 1 Positions of S and R probes on the rpoB gene of M. tuberculosis. 
The wild—type (WT) nucleotide sequences in the 69—bp hyper—variable region of the 
rpoB gene are presented as described by Telenti et al.4). Si through S5, probes for 
WT sequences. Probes for specific mutations were as follows: R2, Asp-516—Val; R4a,

 His-526—Tyr; R4b, His-526—Asp; R5, Ser-531-Leu.

プロー ブと陽性反応 を示 したが非結核性抗酸菌 はすべ て

陰性であ り,特 異性は100%で あった。

分離結核菌 について,各 施設では従 来か らの絶対濃摩

法でRFPに 対する感受性 試験 を行 った。耐性菌 はすべ

て結核 予防会結核研 究所に送付 され,日 本結核病学会 か

ら新 し く提案 された比率法で再検査 された。4施 設 で分

離 された結核菌333株 の うち230株 はRFP感 受性 であ

り,103株 はRFP耐 性 であった。

LiPAに よ り試験 した結核菌333株 の結 果 をTable 3

に示 した。感受性 試験 でRFP耐 性 の 表現型 を示 した

103株 のうち99株(96.1%)はLiPA試 験で も変異型 を

示 したが4株(3.9%)は 野生型 の プロ フ ァイルで あっ

た。一方RFP感 受性230株 の99.6%(229株)はLiPA

試験 で も一致 した結果(野 生型 プロファイル)で あった。

感受性試験 とLiPAの 結果 が一 致 しなか った5株 につ

いてrpo -B遺 伝子のホ ッ トスポ ッ ト領域 の塩基 配列 を調

べた。感受性試験で耐 性であったに もかかわ らずLiPA

で野生型の プロファイル を示 した4株 はすべ て野生型 の
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Fig. 2 Representative hybridization patterns obtained with 
line probe strips. 
The conjugate control line (Conj. Ctrl) provides an internal 
control for the color development reaction. The TB line is 
a specific probe for the M. tuberculosis complex. The S 
and R probes are described in the legend to Fig. 1.

Table 2 Identification of the M. tuberculosis

 complex by line probe assay

塩基配列 であった(Table4)。 またRFPに 対す る感受

性試験 で感受性 の表現型 を示 したにもかか わらずLiPA

試 験 で ΔS1変 異 の結 果 を与 えたサ ンプ ルNo.100は

511番 目のコ ドンにctg→cCgの 変異(ΔS1)を 持 って

いた。1%小 川培 地で最小発育 阻止濃度 を調 べ た と き,

サ ンプルNo,100のMIC値 は40μg/mlで あ り,RFP

低 度耐性 菌である ことが分 かった。

培養に よる感受性 試験 との比較 で,RFP耐 性株 の検

出キ ッ トLiPAの 感度 は96.1%,特 異性 は99.6%,全

体の一致率は98.5%で あった。

考 察

世界 保健機 関(WHO)と 国際結 核肺 疾患 予防 連 合

(IUATLD)は1994年 に世 界 的規模 で薬 剤耐 性結核 の

サーベイ ランス を開始 し,こ れ まで に35の 国 と地域 か

らその成績が報告 された20)。MDR-TBの 頻 度が 比較

的高い国がい くつかあ り,こ れ らの国では結核対策 プロ

グラム を遂行する うえで脅威 となっている。結核療法研

究協 議会の1997年 の成績21)に よる と,わ が 国で も5年

前 と比べてMDR-TBの 頻度が上昇 してい る こ とが明

らか になった。MDR-TB患 者の 治療 は非常 に困難で

あ り,よ り強力 な治療 と高額 な治療費を必要とす る22)23)。

一般 にRFP耐 性の頻度はINH耐 性 やSM耐 性 よ り低

いが20),RFP耐 性菌は しば しばINH耐 性 を伴 う24)25)。

それ ゆえ適切 な患者の治療 と結核対策のため に,迅 速で

信頼性の高い結核菌の検 出お よび薬剤感受性 試験 法の開

発が望 まれてい る。

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。RFP耐 性 結核 菌

の約95%は,β サ ブユニ ッ トをコー ドしているrpoB遺
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Table 3 Comparison of the results of the line probe assay
 with the in vitro susceptibility test

Table 4 Discrepant results between in vitro suscepti

 bility test and line probe assay

伝 子の約69塩 基対 か らなる ホ ッ トスポ ッ ト領 域 に変異

を持つが,感 受性株 には変異がみ られない ことが報告 さ

れてい る。INNOLiPARif.TBは リバ ースハ イ ブ リ

ダイゼー シ ョンに基づいた方法であ り,れrpoB遺 伝 子 の

変異 を迅速 に検出す るキッ トであ る。結核菌臨床分離菌

333株 の うち328株(98.5%)はLiPAキ ッ トで正 し く

RFP感 受性 またはRFP耐 性 に判定で きた(Table 3)。

しか し培養法で耐 性で あ った4株 はLiPAで 感受性 の

プロフ ァイル(野 生型)を 示 した。これ ら4株 について,

rpoB遺 伝子 のホ ッ トスポ ッ ト領域の塩基配列 を調べ た

が,変 異 は認 め られずLiPAと 一致 した結果で あ った 。

これ らの患者 は治療成績 か らも多剤耐性結核 と診 断され

てお り,分 離菌 はRFP耐 性 であった 。RFP耐 性 結核

菌の約5%は ホ ッ トスポ ッ ト領域 に変 異を検 出で きない

ことが他の報告に もみ られる。 これ らの結 果 は,rpoB

遺伝子のホ ッ トスポ ッ ト領域の変異に加 え,他 領域 の変

異 また はrpoB遺 伝子以外の遺伝 子がRFP耐 性 に関与

す ることを暗示 してい る。同時 に,こ のホ ッ トスポ ッ ト

領域 を用い た試験で は野生型 と判定 された株 の中 に5%

程度RFP耐 性菌が含 まれ ることを留意す る必要が あ る

こ とを示 している。

培養法 で感受性 であった結核菌230株 のうち1株(0.4

%)はLiPAで 耐性 のプロファイル(ΔS1)を 示 した

(Table 3とTable 4)。 塩基配列 の分析成績 もア ミノ酸

置換(Leu511 Pro)を 示 してお り,LiPAの 結果を支持

していた。培養法 による感受性試験 と異 なる結果 を示 し

たサ ンプルNo.100に 対す るRFPのMIC値 は40μg/

ml(1%小 川培地 による試験)で あ り,RFPに 低 度 の

耐性 を獲得 している菌 であるこ とが分 かった。この患者

は既治療 例であったが,分 離株 は他 の抗結核 薬すべ てに

感受性であ り標 準化学療法で菌陰 性化で きた例 である。

Table 5に 示 した ように,高 頻度 に変異がみ られ た コ

ドンはSer-531(54.4%,56/103),His-526(7.8%,8/

103)お よびAsp-516(10.7%,11/103)で あ った。 主

にヨーロッパ とアフ リカで分 離 され た結核 菌 を調べ た

Rossauら15),ア ジア諸 国で分離 された結核菌 を用いた

Hiranoら16),台 湾で分 離 され た結核 菌 を調 べ たLiu

ら18)およびニューヨーク市で分 離 され た結 核 菌 を分 析

したCookseyら17)の 成 績 も同様 で あ り,分 離 され た

国に よる偏 りはみ られなかった。このこ とはこれ らのコ

ドンでは高頻度に突然変 異が起 こるこ とを示 している。

2つ の コ ドンに変異 を持 つ培養 がLiPAに より6例 検

出 され,変 異は塩基 配列 の分析 か らも確 認 された。また

野生型 とR5の プロ ファイル を示 した株(1株)は,遺

伝子型の異な る菌の混在 を示 してお り,こ の ような場合

で もLiPAに よ り変異の検出が可能であ ることが分かっ

た。RFP耐 性結核菌分離株のrpoB遺 伝子 の ホ ッ トス

ポ ッ ト領域 に挿入変異あ るい は欠失変異 を持つ株が存在

す ること5)16)17),これ らの中でPhe-514の 挿 入変 異 を

LiPAキ ッ トで検出で きない16)17)こ とが報 告 され てい
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Table 5 Frequency of mutations in rifampinresistant isolates reported by five groups

る。 しか し,こ の種の変異 を持つ結核菌は今回検討 した

333株 に含 まれてい なか った。

AUTOLiPAは ハ イブ リダイゼーシ ョンか ら発色 ま

での操 作 を完全に 自動化 したシステムであ る。INNO

LiPA Rif.TBは,菌 株 の入 手後PcRに よるrpoB

遺伝 子の増 幅(3時 間),そ の後AUTOLiPAに よる

変異の検 出(2時 間)ま で約5時 間でRFPの 感受 性 を

検査 で きる迅速 キ ッ トである。加 えて培養法 との比較で

98.5%と 非常 に高 い一 致率 を示 した。1993年 に米 国の

CDCは 鑑別 ・同定 と薬剤感受性 を含め たすべ ての検 査

成績 を4週 間以 内に臨床医の もとに報告すべ きであ ると

勧告 した26)。 わが国で は従来か ら小川 培 地 を初 代分 離

お よび薬剤感受性試験 に用いてお り,す べての検査結果

が得 られ るまで に早 くて も2ヵ 月 を要 してい た。ILiPA

は重要 な抗結核薬の1つ であ るRFPに 対す る感受性 を

数時間で検査で きることか ら,初 代分離 に小 川培地 を用

いた場合で もCDCの 勧 告が満た され,そ の使 用は臨床

の場で非常 に有用 と考え られる。
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