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Line Probe Assay(LiPA)に よ る リ フ ァ ン ピ シ ン耐 性

結 核 菌 群 の 喀 痰 か らの 直 接 検 出
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要 旨:〔 目的〕リファンピシン(RFP)耐 性 結核 菌群検 出試薬 「フ ィノスLiPA・Rif TB」(以 下,LiPA)

を用 い,喀 痰 か ら直接結核菌群 の検 出な らびにRFP感 受性 判定 についての可能性 を評価 した。 〔方法〕

喀痰130例 を収 集 し,「LiPA」 な らびに 「アンプリコア マイ コバ クテ リウム ツベル クロー シス」(以 下,

ア ンプリコア)に て結核 菌群の遺伝 子検 出 を行 った。 また,培 養陽性 となった もの に関 して はRFP感

受 性試験 を行い,「LiPA」 で の判定結果 と比較 した。 〔結 果〕結核 菌群84例 中82例 は 「LiPA」 で 陽性 と

な り,喀 痰 か ら結核 菌群が検 出 され た。非結核性 抗酸菌 な らび に陰性46例 はすべ て陰性 であ った。

検 出感度 は「アンプリコア」と同等 の成績 であった。培養陽性42例 のRFP感 受性 試験 の判 定結 果では,

RFP耐 性 菌22例 は すべて 「LiPA」 で 変異 型 と判 定 された。RFP感 受性 菌20例 で は19例 が 野生型であ っ

たが,1例 は野生型 と変異型 の混在 を示 した。 〔結論〕 「フィノスLiPA・Rif TB」 を喀痰 に用い ること

でRFP耐 性 結核患者 を早期 に発見 で きれば臨床上非常 に有用 と考 え られる。

キーワーズ:結 核菌,rpoB遺 伝 子,リ フ ァンピシン耐性,ラ インプロー ブアッセ イ,喀 痰

は じ め に

結核 菌 の薬剤 感 受性試 験 は,1%小 川 培 地 やMiddle

brook7H10寒 天 培地が使用 されて きたが,最 近ではその

迅速性か ら液体培 地が使 用 されて きてい る。 しか しなが

ら,い ず れ も薬剤 含有培地 での培養 による ものであ り,

結 果が得 られ るまで に数 日か ら数週問の時間 を要 してい

る。

近年,遺 伝子学 的手法 に より結核 菌の薬剤耐性 に関与

する遺伝 子が イソニ アジ ド(INH)1)～3),リ フ ァンピシ ン

(RFP)4)～9),ピ ラ ジナ ミ ド10)～12),ス ト レプ トマ イ シ ン

(SM)13)～15),エ タ ンブ トー ル16)17),カ ナ マ イ シ ン18)19),

フ ル オロキノロ ン20)などで明 らか にされて きてい る。 な

か で もRFP耐 性 について は,耐 性 菌の約95%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,そ の変異 は23個 のア ミノ酸(69bp)

か らなる領域(ホ ッ トスポ ッ ト領域)に 集 中 している。

「INNo-LiPA Rif TB」(INNoGENETIcs社,ベ ルギー)

は,リ バースハ イブ リダイゼー シ ョン法 に基づ いたline

probe assay(LiPA)に よ り,結 核 菌群 の鑑別 に加 え

rpoB遺 伝 子 の ホ ッ トス ポ ッ ト領 域 の 変異 を検 出 す る キ ッ

ト21)～25)であ り,本 邦 には 「フィノスLiPA・Rif TB」(ニ

プロ株式会社,大 阪)と して導入 されている。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。

一般 にRFP耐 性 の 頻度 はINH耐 性 やSM耐 性 よ り低

いが26),RFP耐 性 菌 はしば しばINH耐 性 を伴い27)28),そ

れ ゆ え患者の適切 な治療 と結核対 策のために,迅 速で信

頼性 の高い結核 菌群 の検 出お よび薬剤 感受性試験法 の開

発 が 望 まれ て い る。 そ の た め,「 フ ィ ノスLiPA・Rif

 TB」 を 喀痰 に用 い る こ とでRFP耐 性 結核患 者 を早 期 に

発見 で きれば臨床上有用 である と考 え られる。

「フ ィノスLiPA・Rif TB」 は培 養分 離菌株 を検査 の対

象 としているが,今 回,3施 設 よ り喀痰130例 を収集 し,
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喀痰 か ら直接 の結核 菌群 の検 出 な らびにRFP感 受 性 判

定 につ いての可能性 を評価 した。

材料 と方法

(1) 検 体

2003年1月 か ら2003年10月 ま での間 に結核予 防会大

阪府支部大阪病 院,大 阪府 立呼吸器 ・ア レルギー医療 セ

ンター,国 立病院機構 刀根 山病 院の各施設 で確 定診 断 さ

れた患者か ら喀痰130例(結 核84例,非 結核性抗酸菌10

例,陰 性36例)を 収集 した。喀痰 はスプー タザ イム(極

東製薬工 業,東 京)で 均一化 した もの をN-ア セチ ル レ

システイン水酸化ナ トリウム処理後,均 一化検体 を3等

分 し,結 核 菌群遺 伝子 の検 出 な らび に培 養検査 に供 し

た。

(2) 結 核 菌群遺伝子の検出

喀 痰 か らの 結 核 菌 群 遺 伝 子 の 検 出 は,「 フ ィ ノス

LiPA・Rif TB上 お よび 「ア ンプ リコア マ イコバ クテリウ

ム ッベル クロー シス」29)(ロ シ ュ ・ダイアグノステイッ

クス株式会社,東 京)に て行 った。 また,培 養陽性 とな

った ものにつ いて も同様 に結核 菌群遺伝子 の検 出を行 っ

た。

(3) 培 養

前処 理 した喀痰 の一 部 を 「Mycobacteria growth indica

tortube(MGIT)/BACTEC MGIT960シ ス テ ム」30)(日 本

ベ ク トン ・ディ ッキ ンソン株 式会社,東 京)に よ り培 養

を行 っ た。培 養 陽性 検 体 につ い て は 「BACTEC MGIT

960AST結 核 菌薬剤感受性 検査 用 ミジッ トシリーズ」(日

本ベク トン ・ディッキ ンソン株式会社,東 京)に よ りRFP

に対 す る感受性 を判定 した。

(4) rpoB遺 伝 子の増幅

喀痰 か らrpoB遺 伝 子 を増幅す る にあ たって は以下 の

方法 を用 いた。

まず,均 一化検 体 を12,000rpmで15分 間 遠 心 し,上

清 を捨 て,Tris-EDTA(TE)bufferを100μl加 え た。 再

度12,000rpmで15分 問 遠 心 し,上 清 を捨 て,TE buffer

を50μl加 え,よ く混和 した後,95℃ で30分 間加熱,次

いで30分 間 凍結 した。

次い で,rpoB遺 伝 子 を増幅 す る ため に,outer primer

を用 いて 一度増幅 した後,再 度inner primerで 増 幅す る

nested-PCRを 行 った。す なわ ち,「 結核 菌群rpoB遺 伝 子

増幅試 薬(喀 痰用)」(ニ プ ロ株式会社)を 用い て,上 記

の 処 理 を した サ ンプ ル5μlか らrpoB遺 伝 子 の増 幅 を

行 った。 さらにそ の増 幅産物1μlを 使用 し,「 結核 菌群

rpoB遺 伝 子増 幅試薬」(ニ プロ株 式会 社)を 用 いて,再

度rpoB遺 伝 子の増 幅 を行い,LiPAの 検 体 と した。

(5) Line Probe Assay

「フ ィノスLiPA・Rif TB」 は,結 核菌 群特異 的プ ロー

ブTBお よ び9種 のrpoB遺 伝 子 プ ロ ー ブ(S1～S5,

R2,R4a,R4b,R5)が 固 定 され た ス トリップ に増 幅

したDNAを ハ イブ リダイズさせ,変 異の有無 を検 出す

る。す なわ ち,ビ オチ ン化 して増幅 したrpoB遺 伝 子 を

ス トリップ ヒのプローブにハ イブ リダイズ させ る。塩基

配列が 一致 した プロー ブに増幅DNAが 結 合 す る。 ス ト

リップを洗浄 した後,ア ル カリフォス ターゼ標 識ス トレ

プ トアビジンを結合 させ,基 質 を加え ることで発色 をみ

る。

プ ローブS1～S5は 野 生型 の塩 基配 列 に対 応 し,野

生 型の結核 菌群 の場 合 には プロー ブS1～S5の5種 す

べ てに発色 がみ られ,RFP感 受性 と判 定す る。変異が存

在す る場合,変 異部位 に相 当す るプローブでの発色 はみ

られず,RFP耐 性 と判定する。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 用 意 されてお り,こ れ らの変異型 の結核 菌群で

は該当するRプ ローブが発色 す る25)(Fig.(a))。

(a)

(b)

Fig. Representative hybridization patterns obtained with line 

probe strips. 
(a) The control line (Control) provides an internal control for 
the color development reaction. The TB line (TB) is a specific 

probe for M. tuberculosis complex. The S and R probes are 
described in "Materials and Methods". 

(b) LiPA profile of RFP-resistant M. tuberculosis (No. 119). 
Probe S5 does not disappear completely, and probe R4a and 
R4b show false positive reaction.
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Table 1 Identification of M. tuberculosis complex from sputum

Table 2 Comparison of the results of the line probe 

assay with the in vitro susceptibility test

Table 3 Discrepant results between line probe assay, Amplicor and in vitro 

susceptibility test

結 果

収 集 した喀痰130例 の 「フィノスLiPA・Rif TB」(以 下,

LiPA)な らびに 「ア ンプ リコア マイ コバ クテ リウム ツ

ベル クロー シス」(以 下,ア ンプ リコア)に よる結核菌

群 の検 出結果 をTable 1に 示 した。結核菌群84例 のうち,

陽 性 を示 したの は両者 ともに82例 であ り,2例 は陰性

であ った。 また,非 結核性 抗酸菌10例 お よび陰性36例

はすべ て陰性 で あった。LiPAで 陰 性 とな った2例(No.

101,130;Table3)の う ち,一 方(No.101)は ア ンプリコ

アでは陽性 であ った。 もう一方(No.130)は ア ンプリコ

アで も陰性で あったが,培 養陽性であ った。 アンプリコ

アで陰性 となった2例(No.21,130;Table 3)の う ち,一

方(No.21)は,LiPAで 陽性 と検 出 されていた。

LiPAで のRFP感 受 性 の判 定結 果 を評価 す るた め に,

結 核 菌群 として 同定 され た82例 の うち培 養 陽性 となっ

た42例 につい て培 養 に よるRFP感 受 性 試,験の結果 と比

較 した(Table 2)。RFP耐 性 菌22例 はLiPAで すべ て変異

型で あ る と判 定 され,RFP感 受 性 菌20例 で は19例 が 野

生型 と判定 された。1例 は培 養前 のLiPAで は 野生型 と

変異 型(R5)が 混 在 してい る結 果 を示 したが(No.78;

Table 3),培 養 菌株 で は野生型 のみ で,変 異型(R5)の

発 色 はみ られ なかった。

また,喀 痰130例 の うち,培 養 陽性 とな り分離菌株 が

得 られた もの は結核 菌群43例,非 結核 性抗 酸菌5例 の

計48例 存 在 し,LiPAに よ る結 核 菌 群 の 同定 な らび に

RFP感 受 性の判定 はすべ て一致 した。 さ らに,喀 痰 と培

養菌株 でのLiPAの 結 果 を比較 す ると,ほ ぼ一致す る結

果が得 られ た(Table 4)。 培 養後,結 核菌群 陽性 となっ

た43例 中42例 は 喀痰 か ら直接 陽性 と判定 され,喀 痰 か

ら検 出 され なか ったの は1例(No.130;Table 4)の み で

あった(Table 4(a))。RFP感 受 性判 定 に関 して もほぼ一

致 してお り,喀 痰 と培養 菌株 で結果 が異 な ったの は42

例 中1例 のみであ り(Table 4(b)),喀 痰 中に野生型 と変

異型 の混在 を示 した もの(No.78;Table 3)で あ った。

考 察

RFPの 作 用機構 はRNAポ リメ ラーゼ の βサ ブユ ニ ッ
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Table 4 Comparison of the results of the line probe 

assay from sputum and from cultivated strain

(a)

(b)

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 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。

今回,確 定診断がなされた患者か ら収集 した喀痰130

例か ら直接検出を行い,RFP感 受性判定の可能性 を検討

した。喀痰130例 のうち,培養陽性となったのは48例(結

核42例,非 結核性抗酸菌6例)で あった。液体培地を使

用 したにもかかわらず培養陽性数が少ないのは,耐 性菌

の中には培養されにくい場合があることや,施 設問の検

体の保存や輸送状態が必ず しも良 くなかったことなどが

原因と思われる。

喀痰130例 中128例 はLiPAで 正 しく判定 され,ア ンプ

リコアでの検出感度 と同等であることが示された(Table

 1)。 また,LiPAで 喀痰から直接RFP感 受性判定をした

結果と培養菌株から判定 した結果では,42例 中41例 は

正 しく判定 された。結果が異なった1例(No.78)は,

LiPAで は野生型 と変異型の混在 を示 したが,培 養 によ

る薬剤感受性試験では感受性であった。これに関して

は,培 養後のLiPAの 結果は野生型を示 していた。喀痰

中には野生型と変異型が混在 していたものの,野 生型に

比べて変異型は発育速度が遅いことがあり,培 養するこ

とにより旺盛 に発育 した野生型に変異型が隠されて し

まったためと考えられる。

また,RFP耐 性結核菌群のうち1例 のLiPAの 結果で

は偽陽性のみ られるものがあった(No.119,Fig.(b))。

この検体ではプローブS5が 同時に試験 した野生型のも

のよりも明らかに発色が弱 く,か つプローブR4a,R4b

での弱発色がみられた。これに関しては,再 試験 を行っ

て も同様の結果であ り,rpoB遺 伝子の塩基配列中で533

番 目のTの 欠損(533cTg→c-g)が あることが判明した。

また,培 養 陽性であ り,RFP耐 性 であった(Table 4)。

このような発色パター ンは533番 目のアミノ酸部位 に変

異がある場合 によくみ られることが知 られてお り21),

DNAの 二次構造による非特異結合のために弱発色する

ものと考えられている。今回認め られた欠損変異はこれ

までのところ他に報告例はなく,稀 な変異株であると考

えられるが,こ のような場合があることを念頭において

判定する必要がある。

LiPAに 関しては,こ れまで培養菌株を検体 とした報

告は数多 くなされており,本 邦でも阿部 らがその有用性

を報告している25)が,喀 痰か らの直接検出を行った報告

例27)31～33)は少ない。今回,「 フィノスLiPA・Rif TB」 を

喀痰 に用いるにあたって,培 養菌株からでは1回 の増幅

で十分なところ,DNAを 十分量増幅するためにPCRを

2度 行 うnested-PCRに て増幅 し検出を行 った。そのた

め,結 果を得るのに1～2日 要するが,培 養 を待たずに

RFP感 受性の判定を喀痰の段階で行うことができ,RFP

耐性結核患者を早期に発見することができると考えられ

る。
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DIRECT DETECTION OF RIFAMPICIN RESISTANT MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
IN SPUTUM BY LINE PROBE ASSAY (LiPA)

1T
akeshi HIGUCHI, 2Takeshi FUSHIWAKI, 2Nakako TANAKA, 3Seigo MIYAKE,

3Takeshi
 OGURA, 4Hiroko YOSHIDA, 5Tetsuya TAKASHIMA, 6Masaru NAKAGAWA,
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 MAEKURA, 6Toru HIRAGA, and 7Toshinori SUETAKE

Abstract [Objectives] To examine the direct detection of 

rifampicin (RFP) -resistant Mycobacterium tuberculosis in 

sputum by Line Probe Assay (LiPA).

[Materials and methods] We collected 130 sputa and ana
lyzed both by LiPA and the Amplicor M. tuberculosis assay. 

For culture-positive samples, RFP resistance testing was per

formed and compared with the results by LiPA.

[Results] Eighty two out of 84 M. tuberculosis samples were 
detected by LiPA and all of 10 Mycobacteria other than M. 
tuberculosis (MOTT) samples and 36 negative samples were 

negative by LiPA. The detection rate is same as Amplicor. For 

culture-positive samples, LiPA showed mutation pattern for 

all of 22 RFP-resistant strains and wild type pattern for 19 of 
20 RFP-sensitive strains. The one remaining showed mixed 

pattern of wild type and mutation pattern.

[Conclusion] The use of LiPA for sputum coould enable 
early detection of RFP-resistant tuberculosis and seems to be 

useful for the control of tuberculosis.
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