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リ フ ァ ン ピ シ ン耐 性Mycobacteriumkansasiiに お け る

rpoB変 異 の 解 明

1吉田志緒美1鈴 木 克洋1露口一 成4岩 本 朋忠
2富田 元久1岡 田 全司3坂 谷 光則

要 旨:〔 目的〕M.kansasiiに お けるRFP耐 性 機 序の解明。 〔方法〕2001年1月1日 か ら2005年11月30

日の 期間 中,独 立 行政法人 国立病 院機構近 畿中央胸 部疾患セ ンター にて分離 同定 されたM.kansasii

314株 を対 象に薬剤 感受性試験 を実施 し,RFP耐 性 と判定 されたM.kansasiiに つ いてrpoB遺 伝 子解析

を行 った。 〔結果〕薬 剤感受性 試験 の結果RFP耐 性 と判 定 され たM.kansasiiは314株 中3株(0.96%)

で あ り,最 小発育阻止濃度(MIC値)は すべ て1μ9/ml以 上 を示 した。rpoB遺 伝 子変異の シー クエ ンス

解析 にお いて,RFP耐 性 菌株 すべ てに ηpoB遺 伝 子領 域の変 異 を認 めた(コ ドン513,516)。 〔考察〕

M.kansasiiのrpoB遺 伝 子変異 は結核 菌 と同 じhotspot領 域(69bp)に あ り,結 核菌 同様RFP耐 性 と強

い関連性が示 された。

キーワーズ:Mycobacteriumkansasii,RFP耐 性,rpoB遺 伝 子,薬 剤感受性試験

は じ め に

Mycobacteriumkansasii(M.kansasii)は 非 結核性抗酸菌

(NTM)の 中 では,Mycobacteriumaviumcomplex(MAC)

に次 いで全 国的に広 く症例報告 されてい る菌種 であ り1),

病 原 性 も他 のNTMに 比 べ て 強 い と され てい る 一方,

NTMの 中 で最 も化 学療 法 の有効性 が認 め られてい る｡

結 核菌 に準 じた薬剤感受性試験 は通常NTMに 対 して臨

床 的に有効な成績 が得 られないが,唯 一一一一一M.kansasiiの リ

フ ァンピシン(RFP)感 受 性 検査結果 は臨床上有益 であ

る2)～4}｡し か しM.kansasiiのRFP耐 性 化 における遺伝子

変異の メカニズムの報告 は少 ない5)｡そ こで今回われ わ

れ はM.kansasiiの 遺 伝 子 レベ ルで のRFP耐 性 機 序 を解

明す るため,現 行 の薬剤感 受性試験 でRFP耐 性 と判定

された菌株 の 脚 β遺伝子変異解析 を行 った｡

方 法

対 象

独立行政法人国立病 院機構近畿中央胸 部疾患 セ ンター

にて2001年1月1日 か ら2005年11月30日 の期 間中に分

独立行政法人国立病院機構近畿中央胸部疾患センター1臨 床研

究センター,2臨 床検査科,3一内科,4神 戸市環境保健研究所

離同定 されたM.kansasii314株｡す べ ての菌株 の鑑 別 ・

同定 は,ア キ ュプ ローブ マイ コバ クテ リウム カンサシ

研究用(極 東製薬)で 行 った｡

薬 剤感受性試験

小川培地 を用いるニチビー抗酸菌検査用 ウエ ルパ ック

培 地S(日 本 ビーシー ジー)と 液体培地 を用い る抗酸 菌

薬剤感受性検査プ ロス ミックNTM(極 東 製薬)で 実施 し

た｡

コ ン トロール菌液の作成

感受性 コン トロール としてM.kansasii標 準 菌株ATCC

12478をBBLミ ドル ブ ル ック7H9プ ロ ス4mlに 培L養 し

た菌液 を用いた(KCHK1001S)｡ま た耐性 コン トロール

と して 使 用 す るた め,わ れ わ れ は誘 導RFP耐 性M.

kansasii(KCHKIOOIR)を 作 成 した｡ま ずKCHK1001S同

様,同 標準 菌株 をBBLミ ドルブ ル ック7H9プ ロ ス4m1

に接 種 し,McFarlandNo.05に 調 整 した菌液 を滅菌生理

食塩水 で5倍 希釈 した｡次 にバ クテ ックMGIT960結 核

菌薬剤感受性試験用 ミジッ トシ リーズの リファンピシン

を含 むMGITチ ュ ーブ(最 終薬 剤濃度1.0μ9/ml)を2倍

希釈 して128倍 までの薬剤濃 度系 列 を作成 した(リ フ ァ
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ンピシ ン保存 溶液)｡後 はバ クテ ックMGIT960結 核 菌

薬剤感受性試験用 ミジッ トシリーズの説明書に記 載 され

たプロ トコールに従 い,菌 液500μ1と 希釈 された リフ ァ

ンピ シ ン保存 溶 液100,Ptlを 通 常 のRIFと 表 示 され た ミ

ジッ トチ ューブ に無菌的 に添加 した｡バ クテ ックMGIT

960に て37℃ で培 養 し,陽 性 を示 した最高濃 度の菌液を

用いて再度希釈系列 にて培養 を継続 した｡最 終的 にプ ロ

ス ミックNTMのRFP感 受性検査 でMIC値 が32μ9/mi以

上 の値 を示す まで継代培 養 を続 け,耐 性 コ ン トロール と

した｡

PCRに よ る ηpoB遺 伝 子増幅

小 川培 地か らエーゼで2～3mm径 コ ロニt…一一一2個 分 を

圏安 として採取 し,15m1マ イ クロチューブ に分注 した

インス タジー一ンDNA精 製 マ トリックス(BIO-RAD)200

μ'に懸濁 した｡56℃,15～30分 処 理後10秒 間vo質exし,

正 確 に100℃,8分 間処 理 した後 直ち に放冷 した｡10秒

間vortexし,12000rpm,3分 遠 心 した上清 をpolymerase

chainreaction(PCR)に 用 い た｡ηpoB遺 伝 子増 幅 の ため

に,次 のプ ラ イマー を使用 した;MK1:5'-GCGGAT

GACCACCCAGGACG-3'とMK2:5'-GCGCGG

TCCTCICIT]TCGTCGGC-3'｡PCR条 件 は95℃3分

の熱変性 の後,94℃1分,60℃1分,72℃1分 を30サ

イ クル行 った｡最 後 に72℃7分 聞伸 張 した｡得 られ た

PCR産 物 は,15%ア ガ ロースゲル電気泳動で確認 した｡

PCR産 物 のDNAシ ー クエ ンス

rpoB遺 伝 子 の塩基 配列 は,290bpのPCR産 物 を用 い

てBigDyeTeminatorv1.1CyclesequencingKit(ABI)に

て 決定 した｡

ブ イノスLiPARifTB

フ ィ ノスLiPARifTB(ニ プ ロ)は 抗酸菌か ら抽出,増

幅 され たビオチ ン化DNAを 用 いて,結 核 菌群 のrpoB遺

伝 子 内の 変異 を検 出す るLineProbeAssayで あ る6)｡10

」種類の プローブを固相化 したス トリップにNaOH変 性 し

た検体 を添加 して,ハ イブ リダイズする｡洗 浄後,ビ オ

チ ンーアビジ ン結合 を行 い,基 質(NBTIBCIP)を 用 いた

発色 反応 か ら,検 体が 結合 した プロー ブ部位 が発 色す

る｡発 色 したプロー ブの位置か ら,結 核 菌群 の検 出なら

ぴに ηフoB遺 伝子 内の変異の有無の判 定 を行 う｡今 回M・

kansasiiに 対 して も結核 菌 同様,同 キ ッ トに よるrpoB変

異 の検出が可能か どうか検討 した｡

結 果

薬剤感受性試験のR戸P耐 性 判定基準値は,結 核 菌に準

拠 したウエ ルパ ック法で は40μ9/mlだ が,プ ロス ミック

NTM法 で は,NationalCommitteeforClinicalLaboratory

Standards(NCCLS:現ClinicalLaboratoryStandardslnsti-

tute[CLSI])の 半ll定基 準 か ら1μ9/mlと した7)8)｡ウ エ ル

パ ック法,プ ロス ミックNTM法 と もにRFP耐 性 と判定

されたM.kansasiiは314株 中3株 であ った｡菌 株Aは ウ

エルパ ック法,プ ロス ミックNTM法 共 に耐性 と判 定 さ

れ,MIC値 は2μ9/mlだ っ た｡菌 株B,Cは,両 薬剤感受

性試 験 で耐性 と判定 され,MIC値 は そ れぞ れ16μgrml

と32μ9/mlで あ っ た｡菌 株KCHK1001SはRFP感 受 性

(MIC値O.06μ9/ml)で あ った(Table)｡ま た今 回 ウエ ル

パ ック法 とプロス ミックNTM法 の 間でRFP感 受性 結果

の相違 は認め られなかった｡

シ ー クエ ンス解 析 の結 果,菌 株KCHKIOOISのrpoB

遺 伝 子のhotspot領 域(69bp)の 塩 基 配列 は結 核菌 の塩

基配列 と87%の 相 同性 が見 られ(GenBank#L27989),す

で に報告 され てい る η=70B遺伝 子 の塩 基 配列 と同 一 で

あった(GenBank#AFO60301)｡

薬 剤 感 受性 試 験 でRFP感 受 性 と半1]定され たM.kan-

sasii45株 に つ い て シー クエ ンス解 析 を実施 した結 果,

rpoB遺 伝 子 変異 を認 め な か った｡し か しRFP耐 性M.

kansasiiのrpoB遺 伝 子 の塩 基 配列 は薬 剤感 受性 試 験 で

RFP耐 性 と な ったM.kansasii3株 お よび,菌 株KCHK

1001Rす べ て に変異 を認め た｡菌 株Aは コ ドン516に お

いて ア スパ ラ ギ ン酸 か らア ラニ ンへ の 変異 を認 め た

(GAC→GCC)｡菌 株B,Cは コ ドン513に お いて グルタ

ミンか らグル タミン酸へ の変異を認めた(CAG→GAG)｡

菌 株KCHKIOOIRは コ ドン526に お いて ヒスチ ジ ンか ら

アルギニ ンへの変異 を認 めた(CAC→CGC)(Fig.1)｡

フ ィ ノスLiPARifTBの 結 果,RFP感 受 性 な らび に

RFP耐 性M.kansasii,KCHKIOOIS,KCHK1001Rす べ て

Tab夏eResultsofRFPsusceptibilitytestingandsequences

Strains Wellpack*
BrothMICNTM

(MIC)
Sequence

A

B

C

RFPres

RFPres

RFPres

IKCHKlOOlR

KCHKlOOlS

Sξant

stant

stant

R(2μ9/ml)

R(16μ9/ml)

R(32μg/ml)

codon516(GAC→GCC)

codon513(CAG→GAG)

codon513(CAG→GAG)

RFPresstant

RFPsusceptible

R(32#g/mの

S(O.06#g/mの

codon526(CAC→CGC)

*Ogawamediumbaseddrugsusceptibilitytest

RFP:rifampicinR:rifampicinres量stanceS:rifampicinsusceptible
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Rifampicin-susceptibleisolates

TB
controlt51

1

CAGAACIY1C.CCGCCG.IZCGGGG[['T'GACC(;△1CAAGCGCCGAATG工 ΩGGCG(}皿

CTCTCCCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGCCTCACCCACAAGCGCCGGCTTTCGGCGCTG

1、ecSerG】hPheMetAspGlnAsn麺ProI幽GlyI£uThr旦iLsLysArgArgLeu錘Ala塾

533

Rifampicin-resistantisolates

・・,a・｡A… … ・一 一一国 一 一

Ala

…a・・B一一一Eト ー一・一 一 一 一 ・… 一 一一一 一一… 一・一… 一 一

G!u

…a・・C-一 一日 一 一一 ・一 一一 … … ・一 一 一一 一 ・・… 一 …

Glu

Controlz・ 一 … 一 一・ ・ 一 ・ 一 ・ ・ 一 ・ ・ 一 一 ・ ・ 一一
… 一'囹 一騨 …'…'一'墨'…

Arg

Fig.1η フoBgenesequencesofonerifampicin-susceptibleandfourrifampicin-resistantstra血sofルlycobacterium

kansasii,withtheルfycobacteriumtuberculosis(M.tuberculosis)sequenceshownforcomparison .

1:KCHKlOOlS(rifampicin-susceptiblecontrol)

2:KCHKIOOlR(rifampicin-resistantcontrol)

Underlinecodonsinル グ.tuberculosis:commoncodonsinvolvedinrifampicin-resistancestrains

においてTBプ ローブ.野 生型(S)な ら びに変異型(R)

プ ロー ブに発色 を示 さなかった(Fig.2)｡

考 察

結核 菌のRFP耐 性 化 にはrpoB遺 伝 子 の突然変異が 強

くかかわってお り,RFP耐 性 結核菌 の約95%が,β サブ

ユ ニッ トをコー ドしているrpoB遺 伝 子 のhotspot領 域 に

変異 を認め てい る9)｡今 回 検討 したRFP耐 性M.kansasii

につ いて も,結 核菌 と同 じhotspot領 域 にrpoB遺 伝 子変

異 が確 認 され,RFP感 受 性M.kansasiiはrpoB遺 伝 子 変

異が認め られ なかった｡Kleinら は,RFP耐 性M.hansasii

のrpoB遺 伝 子変異 は,結 核 菌のRFP耐 性 に強 く関与が

証 明 されて いるrpoB遺 伝 子 変異 と同 じ領域 に存 在 し,

M.kansasiiに つ い て もrpoB変 異 とRFP耐 性 とに強 い関

連性 がある と報告 してい る5)｡今 回のrpoB変 異 の シー ク

エ ンス解析 で ,菌 株B,Cは コ ドン513の 変 異が あ り,

Kleinら と 同 じ遺伝子 変異 を もった タ イプであ ったが,

菌 株Aは コ ドン516の 変 異 を もち,Kleinら とは違 う変

異部位で あった｡ま た,Kleinら は 臨床菌株3例,環 境

分離菌株1例 にコ ドン531の 変 異が見 られた と報告 して

いるが,今 回われ われの検証で は,コ ドン531の 変異 は

認 め られ なか った｡コ ドン531は 結 核 菌で頻繁に変異 し

やすい部位であ ることか ら10},今 後 デー タの蓄積 に よ り

コ ドン531に 変 異 を もった菌株 や ,異 な る変異 部位 を

TBline-一 一 一 う

Sprobes

Rprobes

紅

TB

Ψ
看

.

8

=

S

・

1

=
1

L
℃

雫

一
一

R

Fig.2Thepattemsofrifampicin-susceptibleandresistant

strainsofルf.kansasiibyLineProbeAssay.

TB:ル1.tuberculosis(H37Rv)indicatedthereactionoftheTB

lineandthefiveSprobes

S:KCHKIO01S(rifampicin-susceptiblestrainofルf .kαnsasi～)

R:KCHKI001R(rifampicin-resistantstrainofル1 .kansasの
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もっ た違 うタイプのM.kansasiiの 存 在 も認 め られるであ

ろ う｡ま たわれわれが作成 した菌株KCHKIOOIRの 変 異

は コ ドン526で あ っ た｡Kleinら が 作 成 した誘導RFP耐

性M.kansasiiは 今 回わ れわれがMGIT960結 核 菌薬剤 感

受性検 査用 ミジ ッ トシ リーズ の リフ ァンピシ ン感受性

検査 用チ ューブ を用 いた方法 とは違 い,ミ ドル ブル ッ

ク7Hl1培 地 を用 いた手法 で作成 されてい るが,同 じコ

ドン526の 部 位 に変異 を もっていた5)｡以 上 の こ とか ら

invitroでRFP耐 性 を獲 得 したM.kansasiiは,コ ドン526

の 遺 伝 子部 位 に変 異 を起 こ しやすい可 能性 が考 え られ

る｡同 様 に,菌 株KCHK1001Sな らび にRFP感 受 性M.

kansasii45株 は すべ てシA-・一一一クエ ンス解析 においてhotspot

領 域 にrpoB遺 伝 子 変異 を認め なか った こ とか ら,RFP

感 受 性 試験結 果 とrpoB遺 伝 子変異 の強い関連性 が示唆

された｡

ま た,結 核 菌群 と同 じ69bpのhotspot領 域 に変異 を

もつRFP耐 性M.kansasiiが 結 核 菌 群 と同 じ遺伝 子 変異

をもつな らば,結 核菌群 に特異的なプ ローブ と反応す る

可能性が あ る｡そ こでわれ われは結核菌群 の 脚 β遺伝

子のhotspot領 域 の変異 を検 出す るキ ッ トであ るフ ィノ

スLiPARifTBを 用 いて,RFP耐 性M.kansasiiの 反 応 を

検討 した｡し か しM.kansasiiに 対 してプロー ブの検 出が

全 く認め られなかった(Fig.2)｡Fig」 で 示 したシークエ

ンス解析結 果か ら,M.kansasiiは 結 核 菌 と同 じア ミノ酸

配列 を有 す る,poB領 域 をもつが,塩 基配列 では結核菌

と違 う構造 を もつため,M'.kansasiiは 同 キ ッ トで は反応

しなかった もの と思 われ る｡

M.kansasiiの 野 生株 は基本 的にRFP感 受 性であ り,治

療 中 に耐性 を獲得す る といわれ ている4}ll)｡今 回 の検証

では全M.kansasiiに 占 めるRFP耐 性 菌 の割合 は314株 中

3株(0.96%)で あ り,1989年 か ら1992年 の 間 に実 施 さ

れた米 国テ キサス州 での大 規模 な疫 学調査(464株)で

RFP耐 性M.kansasiiの 占め る割合が17株(4%)4)だ っ た

結果 と比較 して も耐性率 はか な り低 い｡実 施期 間の違 い

や地域差 を考慮 す る必要 があ るが,薬 剤感 受性試験 を

ルーチ ンとしてすべてのMkansasiiに 実 施す ることは非

効率 と考 え られ る結果 とな った｡今 後 コス ト面 での対応

も含 めて考 えてい く必要があろ う｡

今 回RFP耐 性M.kansasiiは,結 核菌群 と同 じhotspot

結核 第81巻 第7号2006年7月

領域 にrpoB遺 伝 子変異 を認 めたが,RFP感 受 性M.kan-

sasiiはrpoB遺 伝 子 変異 を認 めなか った｡こ れ らの こ と

か ら,RFP耐 性M.kansasiiとrpoB遺 伝 子 変 異 との 間 に

強い関連性が証明 された｡
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DETECTION OF rpoB MUTATIONS IN RIFAMPICIN-RESISTANT 

 MYCOBACTERIUM  KANSASII
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 2Motohisa  TOMITA,  1Masaji OKADA, 3Mitsunori SAKATANI

Abstract [Purpose] To detect rifampicin-resistant mutations 

in Mycobacterium kansasii (M. kansasii). 

 [Methods] We examined the M. kansasii isolates from 
sputum of patients at National Hospital Organization Kinki-

chuo Chest Medical Center from January  1, 2001 to Novem-

ber 30, 2005 using drug-susceptibility testing, and analyzed 

69-bp fragment of rpoB gene in rifampicin-resistant strains. 

 [Results] Three strains from 314 isolates were determined 

as rifampicin resistant using drug-susceptibility testing. Those 

strains showed a rise in minimum inhibitory concentration 

(MIC), and had the mutations in rpoB gene. These point 
mutations in codons 513 and 516 were common mutations 

found in rifampicin-resistant clinical isolates of M.tuberculosis. 

 [Discussion] We verified the association between rpoB

gene mutations and rifampicin resistance in M. kansasii. 
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rpoB mutations, Drug-susceptibility test 

1Clinical Research Center, 2Department of Clinical Laboratory, 
3Department of Respiratory Medicine

, National Hospital 

Organization Kinki-chuo Chest Medical Center,  4Kobe 

Institute of Health 

Correspondence to: Shiomi Yoshida, Clinical Research Center, 

National Hospital Organization Kinki-chuo Chest Medical 

Center,  1180 Nagasone-cho, Kita-ku,  Sakai-shi, Osaka  591— 

8555 Japan. (E-mail :  dustin@kch.hosp.go.jp)




