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薬剤 感 受性 検 査 でRFP感 受性,lineprobeassayで

RFP耐 性 とな る結核 菌 の検 討

1吉田志緒美　 1鈴木 克洋　 1露口一 成　 2富田 元久

1岡田 全司　3板 谷 光則

要旨:〔目的〕薬剤感受性検査でRFP感 受性,lineprobeassayでRFP耐 性となる結核菌の検討・〔対象〕

国立病院機構近畿中央胸部疾患センターにおいて分離され,薬 剤感受性検査でRFP感 受性 と判定 さ

れたにもかかわらず,臨 床的に同薬剤に対する治療効果が乏しい肺結核症患者由来の6株 と,判 定結

果が薬剤感受性検査間で一致 しない9株 の合計15株 。〔方法〕3種 類の薬剤感受性検査を実施 し,遺

伝子診断としてジェノスカラー ・RifTBを 使用した。同時にシークエンス解析によるrpoB遺 伝子変

異領域部位の特定を行った。〔結果〕薬剤感受性検査の結果,15株 すべてはいずれかの方法でRFP感

受性 もしくは判定保留を示 した。プロスミックMTB-1法 を用いた最小発育限止濃度(MIC)は0.25～

4μg/mlの 範囲であった。一方ジェノスカラ 一・RifTBに おいてすべての株は変異型を示 し,シ ーク

エンス解析でもrpoB遺 伝子領域に変異が確認されRFP耐 性と判定された。〔結論〕今回われわれは通

常の薬剤感受性検査で耐性 と判定されない低 レベルのRFP耐 性結核菌に対 して薬剤耐性遺伝子検査

を行 うことにより正しい感受性結果を得ることができた。

キーワーズ:結 核菌,薬 剤感受性検査,薬 剤耐性遺伝子,rpoB,MIC

は じ め に

多剤耐性結核菌(MDR・ ・TB)の 出現 と蔓延を防止する

ためには,有 効な薬剤の選択を可能 とする迅速かつ正確

な結核菌の薬剤感受性検査の実施が欠かせない。一次抗

結核薬剤の1つ であるリファンピシン(RFP)の 迅速な

感受性判定は多剤併用療法を施行 してい くうえで非常に

重要であるが,正 確な感受性判定には一定の熟練が必要

である。また結核菌の発育速度が遅いため判定までに時

間がかかるという問題点 もある。一方,近 年結核菌の薬

剤耐性に関連する遺伝子の解明が進んでお り,遺 伝子変

異の有無 を検出することによって迅速な薬剤感受性判定

を可能とする各種キットが開発 されている1)～3)。今回わ

れわれは独立行政法人国立病院機構近畿中央胸部疾患セ

ンターにおいてRFP感 受性 と判定されたにもかかわ ら

ず,R]■)の 臨床効果が乏 しい肺結核症6症 例 を経験 し

た。そこで,こ れらの症例由来の臨床分離菌株に対 して
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最小発育阻止濃度(MC)を 測定し,lineprobeassayを 応

用 したRFP耐 性結核菌検出キ ット4}を用いてrpoB遺 伝

子中の変異の検出を行った。さらにシークヱンス解析に

よるrpoB遺 伝子変異領域の特定を行い.薬 剤感受性判

定の正確性を検討 した。また比率法で判定される薬剤感

受性検査では判定結果が菌の発育状況に左右 されやす

く,と くに長期治療中の肺結核症患者からの分離菌株で

不安定な場合があることからs},RFP感 受性結果が複数

回の薬剤感受性検査ごとに異なる症例についても同様の

方法でRFP感 受性判定を試みた。

対象と方法

〔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

において薬剤感受性検査でRFP感 受性と判定されたにも

かかわらず,RFPの 臨床効果が乏しい肺結核症6症 例由

来の臨床分離菌6株 をグループ1と した。グループ1の

連 絡 先:吉 田 志 緒 美,独 立 行 政 法 人 国 立 病 院 機 構 近 畿 中 央 胸 部

疾 患 セ ンタ ー 臨床 研 究 セ ン ター,〒591-8555大 阪 府 堺 市 北 区

長 曽 根 町1180(E-mail:dustin@kch.hosp.go.jp)

(Received4Feb,2008/Accepted28Apf.2008)



578

うち5症 例 は 初 回 治 療 例 で あ っ た が,1痙 例(No,6)に

つ い て は前 回 治療 歴 が あ り,そ の 際実 施 した薬 剤 感 受 性

検 査 結 果 はRFP感 受 性 と判 定 され て い た が,IOカ 月後,

再 排 菌 を起 こ し再 入 院 す る に 璽 っ た。 しか し爵治 療 特 に

お け るRFPの 臨 床 的 効 果 が 芳 し くな か っ た た め,こ の

症 例 に お け るRFPに 対 す る感 受 性 の 変 化 を検 財 す るた

め に前 回 入 院 時 の 菌 株6$に つ い て も岡 様 に 調べ た。

RFP感 受 性 結 果 が 薬剤 感受 性 検 査 ご とに 興 な る も し く

は 発 育 不 良 で 判 定 不 能 と な っ た 臨 床 分 離 鯖 核 蘭9株(3

症 例)は グ ルー一プ2と して,罰 様 にRFPに 対 す る感 受 性

検 査 を実 施 した。

耐 性 結 核 菌 検 出 キ ッ トの 精 度 評 価 と して 上記 以外 に,

薬 剤 感 受性 検 査結 果 と臨床 的効 果 に相 関 が 認 め られ た肺

結 核 症 例 由 来 菌 蓋5株(RFP感 受 性7株,RFP耐 性8株)

とH37Rv株 を コ ン トロー ル対 照 と して用 いたe

〔方 法 〕

菌 株 の 同定 は結 核 菌 群 同 定用 ア キ ュプ ロー ブ 結核 菌群

同定 キ ッ ト(極 東 製 薬 工 業)と 結核 菌 群 同 定 試 薬 キ ャ ピ

リアTB(日 本 ベ ク トン ・デ ィ ッキ ンソ ン)で 行 っ た。

薬 剤 感 受 性 検 査 は 液 体 培 地 を 用 い るBACTECMGIT

960AST結 核 菌 薬剤 感受性 検 査 用MGITシ リー ズ(MGrr-

AST法,日 本 ベ ク トン ・デ ィ ッキ ンソ ン)と 小 川 比 率 法

に基 づ く ウエ ルパ ック培 地S(H本 ビー シー ジー サ プ ラ

イ),Middlebrook7H9液 体培 地 を 用 い た微 量 液 体 希 釈 法

に よ る プ ロ ス ミ ックMTB.1(極 東 製 薬 工 業)を 用 い た。

RFPの 耐 性 基 準 濃 度 はMGIT・AST法 で は1.Opt91ml,ウ エ

ル パ ッ ク培 地S法 で は40μ9加1,プ ロ ス ミ ッ クMTB4

法 で は4.OPtglmlと し,プ ロ ス ミ ッ クMTB-1法 の み 判 定

保 留 域 と して,0.06～2.0μ91mlの 基 準 を 設 け,0.03μ91

ml以 下 で 感受 性 と判 定 した。MIC測 定 に は プ ロス ミ ック

MTB.1法 を用 い た。

RFP耐 性 結 核 菌 検 出 と して,lineprobeassayを 用 い た

結 核 菌rpoB遺 伝 子 の 変 異 検 出 用 試 薬 ジ ェ ノ ス カ ラ ー ・

RifTB(ニ プ ロ)を 使 用 説 明 書 に準 拠 して 用 い た。 まず

臨床 分 離 菌 株 か らイ ンス タ ジー ンDNA精 製 マ トリ ック

ス(BIO-RAD)を 用 い てDNAを 抽 出,精 製 し,結 核 菌群

rpoB遺 伝 子 増 幅試 薬(ニ プ ロ)を 使 用 してrpoB遺 伝 子 の

polymerasechainreaction(PCR)増 幅 を行 った 。 得 られ た

PCR増 幅 産物 をLiPA検 体 と して,ジ ェ ノ ス カ ラ ー ・Rif

TBに てrpoB変 異 部 位 の 検 出 を行 っ た。

本 試 薬 は発 色 確 認用 コ ン トロ ー ル,結 核 菌 群 特 異 的 プ

ロ ー ブ お よ び9種 類 のrpeB遺 伝 子 プ ロ ー ブ が 固 相 化 さ

れ た ス トリ ップ に,増 幅 され たDNAを ハ イ ブ リダ イ ズ

させ,得 られ た 発 色 パ ター ンに よっ て結 核 菌 の 同 定 な ら

び にrpoB遺 伝 子 型 の 判 定 を行 う。rpoB遺 伝 子 プ ロ ー ブ

は19～23個 の 塩 基 か ら な る 部 分 的 に重 複 し た5種 類 の

野 生 型 プ ロー ブ(S1～S5)と,RFP耐 性 結 核 菌 に 見 られ
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るrpoB遺 伝子変異のうち頻度の高い4種 類の変異の変

異型プローブ(R2,R4a,R4b,R5)か ら構成 されている。

プロ1・…■ブSl～S5は 野生型の塩基配列に対応 し,検 体の

DNA配 列が野生型の場合5本 の発色が見 られ,RFP感

受性 と糊定する、変異が存筏する場合は相嶺するブロー

ブに発色が見られず,RFP耐 性と甥定する。またD516V,

H526Y,H526D,S531Lの 変異が存在する場合はそれぞ

れのRプ ローブが対応 し,発 色する。

すべての磯株に対 してPCRに よるrpoB遺 伝子変異領

域(69bp)の シークエ ンス解析 を行った。同時にvan

Embdenら6}の 方法に準拠 してIS6〃ORFLP法 を施行 し,

菌株の異岡を検附した。

結 果

薬剤感受性検査

供試菌15株 の薬剤感受性検査の結果は3方 法のうちい

ずれかの方法にて感受性 もしくは判定保留 と判定され

た。グループ1の6症 例においては,MGIT-AST法 とウ

エルパック培地S法 で感受性 と判定されたが,プ ロス ミ

ックMTB4法 では判定保留 もしくは耐性 と判定され,

MIC値 はO.25～4μglmlで あった。また症例6の 場合,再

入院時において排菌された菌株6が 判定保留を示 してい

たが,前 回治療時の保存菌株6sは3方 法すべてに感受

性 と判定され,MIC値 は0。03μ9ん㎡であった(Table1)。

グループ2の3症 例(1,2,3)に おけるMIC値 はe.25

～4μglmlで あった。そのうち症例1に おける菌株1の

MIC値 は0.25μ9加'を 示 したが,藍7カ 月後に分離された

菌株2で は4μ9!mlと 上昇していた(Table2)。

一

コ ン トロ ー ル 対 照 の15株 とH37Rv株 は ジ ェ ノ ス カ ラ

ー ・RifTBで 薬 剤 感 受 性 検 査 と 同 じ結 果 を示 した
。 一 方,

グ ル ー プ1お よ び2に お け る15菌 株 す べ て は ジ ェ ノ ス

カラ ー ・RifTBで 耐性 と判 定 され,変 異 の パ ター ン はs1

欠 損,S2欠 損,S3欠 損,S4欠 損 と多 型 性 を 認 め た 。 そ

の うち 薬剤 感 受 性 検 査 結 果 が 不 安 定 な グ ル ー プ2の 症 例

1,2,3に お い て は 菌 株 閥 で キ ッ トご との¥lj定 結 果 は 変

わ らな か っ た 。 グ ル ー プ1の 症例6に お け る前 回 治 療 保

存 菌 株6$は 野 生 型 を示 し,感 受 性 と判 定 さ れ た。

シ ー ク エ ンス 解 析 の 結 果,供 試 菌15株 す べ て はrpoB

遺 伝 子 領 域 に 変 異 が 確 認 で きた 。 そ の う ちRFP耐 性 株

の8株 はS5領 域 に 変 異 の 認 め ら れ た株 が4株,S3領 域

に お い て は2株,SlとS4領 域 に各1株 認 め られ た。 グ

ル ー プ1に お け る 症 例1,2,3は3症 例 と もに 共 通 し

て ア ミ ノ酸 コ ドン526部 位 に ヒス チ ジ ン(His)か らセ リ

ン(Ser)へ の遺 伝 子 変 異 を 認 め た。 症 例4は516部 位 に

ア ス パ ラ ギ ン酸(Asp)か らチ ロ シ ン(Tyr)へ,症 例5

は511部 位 に ロ イ シ ン(Leu)か らプ ロ リ ン(Pro)へ,症
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TablelGroup1:Rifampicin-resistantisolatesbythelineprobeassay,despitesusceptible

bythed!ugsusceptibilitytestings(6cases)

Patient

No・MGIT-ASTa

Drugsusceptibilitytesting RFPm麟isεancc・con£erringlmut飢ion

Wellpack-SbBrethMICMTB・1c:MIC(μg加')
Lineprobe

assay
Ami灘oacldaf艶c釦 診dlAmlnoacidchango
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aResstanttorifampicinat1ゆ μglm'byBACTECMGIT960AST
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cResistanttorifampicinat4
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$Strainsfromthecase6duringfromthefirsttherapy

Tab旦e2Group2:Rifamp垂cin-resistantisolatesbythelineprobeassay,whereasthedifferentdeterminalions

bythedrugsusceptibilitytest垂ngs(3cases)

PatientStrain

No.

Drugsusceptibilitytesting RFPresist瓠ce-confe㎡ 箆gm厩ation

MGIT-ASTaWellpack-SbBr・ 血MICMTB4c:MIC(μ91mり
Lineprobe
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Aminoacidaffectedi:Aminoacidchange
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#
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R
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4
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△Sl
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CAC(His)→TGC(Cys)

CAC(His)→TGC(Cys)

CAC(His)→TGC(Cys)
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CAC(His)→TGC(Cys)

0

4

1

4

0

2

3

3

4

*NotgmwnNDlNotdetem加edS:SusceptibleR:ResistantI:Intemediate

aRess伽t10rifampcinat1
.0μglmlbyBACTECMGIT960AST

bResstanttorifampci無at40μg1mlbytheproportionmethodonegg-basedOgawamedi騒m
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例6の 菌株6は526部 位 に ヒス チ ジ ン(His)か ら ロ イ シ

ン(Leu)へ の 変 異 を認 め た 。 しか し症 例6の 前 回 治 療

保 存 菌 株6$に つ い て はrpoB遺 伝 子 領 域 に変 異 は 認 め ら

れ な か っ た(Table1)。

グ ル ー プ2に お い て,症 例1は522部 位 に セ リ ン(Ser)

か ら ロ イ シ ン(Leu)へ の 変 異,症 例2は509～511の 欠

失 を認 め た。 症 例3は526部 位 に ヒ ス チ ジ ン(His)か ら

シス テイ ン(Cys)へ の 変異 が認 め られ,菌 株 間 の遺 伝 子

変 異 に変 化 は認 め られ なか っ た(Table2)。

RFLP法

グ ル ー プ1の 症 例1,2,3は 同 じRFLPパ ター ン を

示 した 。 症 例6の2菌 株 も互 い に 同 じパ タ ー ン を示 し

た。 グ ル ー・・一一プ2の 症 例1,2,3に つ い て は 治 療 中 に 排

菌 され た 菌株 のRFLPパ ター一ンは変 化 を認 め なか った 。

考 察

わが国で従来広 く用いられている薬剤感受性検査は,

長らく小川培地を用いた絶対濃度法であったが,1gg7年

に日本結核病学会薬剤耐性検査検討委員会が提案した比

率法が標準となった7}。しかし操作の煩雑 さや試験結果

が得 られるまで時間がかかることが問題とされている。

MDR-TBに おいては時折発育がとても遅い菌が存在する

場合があるために正確な判定が困難となることがある。

分子遺伝学的手法の導入により,結 核菌の薬剤耐性に

関与する遺伝子の研究が進んでいる8)""12)。RFPの場合,

RNAポ リメラーゼ βサブユニ ットをコー ドしている

rpoB遺 伝子に変異が見られ,特 にho{spot領 域(69bp)

の変異がRFP耐 性結核菌の95%に 認められる13)。ジェノ

スカラー ・RifTBは このηワo・B遺伝子変異 を検出する試

薬であ り,迅 速なRFP感 受性判定が可能である1)2)4}14)。
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そこでわれわれは生物学的手法を用いる薬剤感受性検査

で起 こりうる,臨 床経過 とRFP感 受性検査 との問の翻

舶が生 じる症例や,複 数回の感受性結果が変動するため

RFP感 受性判定が困難な症例を対象として,迅 速かつ明

確な判定が可能なRFP耐 性結核菌検掲キットを用いた遺

伝子レベルでの感受性糊定の有益性の検討を行った、

今回グルt・・m・・プ1に おける6症 例は,い ずれかの薬剤感

受性検査でRFP感 受性,も しくは判定保留域 と判定さ

れた。 しかしプロス ミックMTB.1法 で得1られたMIC値

は比較的高い値(0、25～4μg!ml)を 示したため,通 常の

薬剤感受性検査では耐性 と判定 されない低レベルのRFP

耐性 と考えられた。症例6の 場合,再 発時における菌株

6のMIC値 は初回発病時における菌株の値 よりも上昇

が認められた(O.03Pt9!m'か ら0.25μ9!ml)こ とからRFP

の耐性化による再燃が考えられた。このような結核菌は

通常の薬剤感受性検査では見過ごされやす く,薬 剤耐性

結核菌の早期発見のうえでもMIC値 測定の重要性が示

唆された。

グループ2に おける3症 例のうち,症 例1の 菌株1に

ついてはMGIT-AST法 が当セ ンターに導入される前に

検出された検体であったため実施されていなかったが,

ウエルパ ック培地S法 ではRFP感 受性,プ ロス ミック

MTB-1法 ではMIC値0.25Ptglmlの 判定保留域であった。

17カ 月後に排菌された菌株2に おいてはMGIT-AST法

では菌の発育不良による判定不能となり,他 の2法 では

RFP耐 性 と判定されMIC値 も4μ91m1と 上昇していた。

初回治療の場合と違って,い ったん排菌が停止された後

に再度排菌し治療を開始するときには耐性結核の頻度が

高いことから15},薬剤感受性検査を実施することは必須

である。またAmericariThoracicSociety(ATS)の ガイド

ラインでも患者が3カ 月の治療の後にも培養陽性の喀疾

を呈し続ける場合や,培 養陰性の後に培養陽性となった

場合には薬剤感受性検査を繰 り返さなければならないと

している16)。今回のグループ2の 検討で長期持続排菌症

例にRFPの 耐性化が認められたことか ら,長 期持続排

菌症例 に対 しては低 レベル耐性結核菌の可能性を考慮

し,薬 剤感受性検査を繰 り返す必要があると考えられた。

ある患者の生体内において感受性菌と耐性菌が混在し

ている場合,薬 剤感受性検査で耐性菌の割合が1%を 超

えると治療効果が乏 しいという臨床的根拠からcritical

pointを1%と して採用している。遺伝子検査ではDNA

の割合の優勢なほうがより増幅されるという特徴があ

る。 したがって薬剤感受性検査と遺伝子検査は相関性が

良好であると考えられる。稀なケースではあるが,薬 剤

感受性検査でRFP耐 性 と判定されたがジェノスカラー ・

RifTBでwi韮dtypeと 判定され,シ ークエンス解析では感

受性菌と耐性菌が混在していた1菌 株をHiranoら は報告
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しているの、阿部 らは,薬 剤感受性検査で耐性 と甥定 さ

れたにもかかわらずジェノスカラーeRifBと シークエ

ンス解析 でwildtypeと 判定 された4株 を報告 し,rpoB

以外の遺伝子がRFP耐 性に関与 している可能性を述べ

ている助。今回の検討ではこのような例は含まれていな

かったが,遺 伝子検査を行ううえでは十分留意すべ き点

である。

阿部らは230株 中 蓋株に低 レベルRFP耐 性菌があ り,

通常の薬剤感受性検査で感受性,ジ ェノスカラ1…up・Rif

TBと シークエ ンス解析で耐性 となったとしている17,。

この症例は標準化学療法で菌陰性化に成功したが,今 画

のグルー一プ1の6症 例はいずれも臨床的効果が乏 しかっ

た。臨床的経過をgoldstandardと 考えるならば,遺 伝子

解析による感受性判定が生体内での薬剤感受性を正確に

反映 している可能性が示唆 された。 しかし薬剤耐性の機

序はまだまだ未解明な面が残されており,薬 剤感受性検

査と併用することが重要である、薬剤感受性検査におい

ても卵培地上で発育の悪い菌が液体培地上で発育する場

合や,そ の逆の例 もある。今回各薬剤感受性検査問で結

果に不一致が生 じた要因として,低 レベルRFP耐 性の

可能性 と同時に菌の発育状況が使用培地によって左右さ

れることも十分考えられる。そのような場合,遺 伝子検

査結果を参考にすることは非常に有益であろう。

rpoB変 異領域を5分 類したうえで遺伝子変異の起こる

頻度について検討 したRossauら によると,RFP耐 性菌

193株 中103株(53.4%)にS5領 域の変異を認め,つ いで

S4領 域(31.19(e>,S2領 域(10.4%)の 変異と続 き,S3領

域は3.6%,S1領 域はL6%の 割合で変異が認められると

している18}。今回コントロール対照のRFP耐 性株8株 中

S5領 域に変異の認められたのは4株 で,次 いでS4領 域

に2株,S3領 域 とS1領 域に各1株 認め られた。 しか し

供試菌15株 では一・番高頻度に変異が認め られるS5領 域

に変異は認められなかった。

MDR-TBは 薬剤耐性遺伝子の変異が多重に蓄積され

た菌株である。薬劇耐性獲得は菌の適応度(フ ィッ トネ

ス)を 低下 させるものであり,適 応に払 う犠牲(フ ィッ

トネス ・コス ト)を 最小限に抑えられた菌株が耐性結核

として優勢に出現するとも考えられている19}。Cavusoglu

らはrpeB遺 伝子変異は コ ドン531,つ いで526,516,

511に 多 く認められたと報告 している。そのなかでコド

ン531(S5領 域〉ではTCGか らTTGへ の変異,511(S1

領域)で はCTGか らCCGへ の変異が高率に出現するこ

とから,こ の変異型は菌の生存するうえでの適応度が高

い(フ ィットネス ・コス トが低い)た めに優勢的である

のだろうと推察している20}。今回,グ ループ1の 症例5

でコドン511に 同様の変異を認めた。この菌株はフィッ

トネス ・コス トが低い可能性 が考え られた。続 いて
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Cavusogluら は コ ドン526と516に は多 様 な変 異 型 が 認 め

られ,こ れ らの変 異 を もつ 歯 株 は 高 レベ ルRFP耐 性 で あ

る こ とか ら もtO)21),様 々 な塩 基 に容 易 に 変化 で きる た め

高 い 薬剤 耐 性 を獲 得 す る能 力 を もつ の で あ ろ う と して い

る20)。今 回 の 結 果 で は コ ド ン516の 変 異 は1株 し か な

か っ たが,コ ドン526で は3種 類 の遺 伝 子 変 異 を認 め た 。

グ ル ー プ2の 症 例3に お け る2塩 基 変 異(CAC→TGC)

は他 の報 告 で も見 られ たが2。)22),グル ー プ1の 症例S,2,

3で 認 め た変 異 は今 まで に報 告 は な い 。rpeB遺 伝 子 変 異

の 多 くはpointmutationで あ る が,少 数 な が ら コ ドンの

欠 失,挿 入,2塩 基 変異 な どが様 々 な ア ミ ノ酸 部 位 に報

告 さ れ て い る2)2。)21)23)。コ ド ン526の 変 異 の 多 様 性 か ら

考 えて,今 回 の 変異 も十分 妥 当 な もの で あ る と考 え られ

る。 また 耐性 を獲 得 した と考 え られ る グル ー一・一プ1の 症 例

6に お い て コ ドン526の 変 異 を 認 め た こ と は この ア ミノ

酸 変 異 の 獲 得 耐 性 能 力 の 高 さ を示 唆 す る もの で あ る。

今 回 グ ルー プ2の 症例1で は,MIC値 が 上昇 して い た

に もか か わ らずrpoB遺 伝 子 の 変 異 は522(S3領 域)の み

で 変 化 が な か っ た。Cavusogluら は30株 に 多 重 な ア ミ ノ

酸 変 異 を 認 め て お り,う ち2株 は コ ド ン522～525の 欠

失 と,515と533のdoubiemutationを 認 め た が,残 り28

株 は 高 頻 度 に表 れ る 変 異(531,526,516,511)の いず

れ か を伴 っ て い た2。)。ま た コ ド ン522の 変異 はpointmu-

tationが ほ とん どで あ り,他 の 領 域 の変 異 を伴 う と い う

報 告 は 現 在 の と こ ろ見 当 た らな い4)9)18)20)一一22)24)。したが

っ て,今 回 の コ ドン522の 変 異 は多 重 に変 異 を 蓄積 しや

す い と思 われ る高 頻 度 変 異 とは連 動 せ ず に,耐 性 レベ ル

を上昇させている可能性がうかがえた。

今回の結果ではコ ドン531変 異は見 られなかったが・

高い耐性獲得能力をもつコ ドン526,5亘6変 異や,適 応

能力に優れたコドン511の 変異を認めたことから,低 レ

ベルRFP耐 性菌はRFP治 療継続により高レベルのRFP

耐性菌へと移行する危険性 も考えられた。また今回検体

数が少なかったことと,コ ドン526と531のdoublemuta・

tionが現時点で報告 されていることか ら20)22},今後コ ド

ン531変 異が検出される可能性 も考えられる。低 レベル

RFP耐 性結核菌とrpoB遺 伝子変異が起こる部位に何 ら

かの菌側の遺伝的背景が関連しているかもしれないと考

え,今 後菌株数を増や して低 レベルRFP耐 性菌に特徴

的な変異部位の詳細な検証を計画申である。

RFLP法 による検討では,グ ループ1に おける症例1,

2,3のRFLPパ ターンが一致 し,薬 剤感受性検査結果

ならびに脚 β遺伝子解析結果も一致していた。 これ ら

の症例を示 した3患 者は居住地が近接 し発病時期 も近か

ったことか ら,疫 学的にも同一菌株による感染 と推測 さ

れた。

Smallら は薬剤感受性検査とRFLPの 比較で,再 発 し

た肺結核症17症 例のうち6症 例にRFLPは 不変だったが

薬剤感受性検査に変化が見られたことから,内 因性再燃

による再発 と報告している25》。グループ1に おける症例

6は 初診,再 発の菌株間でRFLPパ ターンが一一致 し,再

治療時における菌株のMIC値 が上昇 して耐性化 してい

ることから同一菌により耐性を獲得し,再 燃したという

考えがRFLP法 から更に示唆された。グループ2に おけ
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る症例1,2,3のRFLPパ ターンは症例ごとに岡じで,

同一の菌による持続感染 と考えられた。

RFP耐 性結核菌の多 くはイソニアジ ド(INH)耐 性 を

併せもつことが報告されており26)27},今圃,Table3で 示

したINHとRFPの 薬剤感受性検査縮果で も,供 試繭15

株はすべて3種 類の薬剤感受性検査のいずれかでINH耐

性と判定されていた。2002年 の結核療法研究協識会によ

る全国調査では,初 回治療例のO,7%,既 治療例の9、8%

でMDR-TBが 認められたと報告されてお り29},大多数の

MDR・TBは 不確実な服薬や中断により耐性を獲得 したと

考えられている。 しか し今回グループ1の6症 例のうち

5症 例は初回治療例であ り,rpoB遺 伝子変異が存在する

けれども,薬 剤感受性検査で耐性と判定されないため見

逃されている比較的初期のMDR-TBの 存在が うかがわ

れた。このような場合,RFP感 受性菌と過小評価された

まま治療が続行され,再 発 した際にはより深刻なMDR-

TBに 進行 している危険性が少なからず存在すると考え

られた。HIV陰 性者におけるMDR.TBの 外来性再感染

事例29》一一32)が報告されてお り,低 レベルRFP耐 性結核菌

を早期に検出することはMDR.TBに よる院内感染 を防

ぐためにも非常に重要である。本キットにより適切な治

療法の迅速な選択が可能となり,治 療成績を高められる

効果が期待で きる。

ま と め

RFPに 対する通常の薬剤感受性検査結果と臨床効果と

の間に乖離がある症例や,長 期排菌症例で薬剤感受性結

果が不安定な場合,低 レベルRFP耐 性結核菌による感

染の可能性がある。その際MIC値 の測定や1ineprobe

assayに よる遺伝子変異の有無の検討が臨床的に有用で

あることが示唆された。
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Original Article

EVALUATION OF THE DISCREPANT MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS STRAINS 

      BETWEEN ANY ORDINARY SUSCEPTIBILITY TESTING AND 

         rpoB GENE ANALYSIS BY THE LINE PROBE ASSAY

 1 Shiomi YOSHIDA,  1Katsuhiro SUZUKI,  1Kazunari TSUYUGUCHI, 2Motohisa TOMITA, 

              1Masaji OKADA, and 3Mitsunori SAKATANI

Abstract [Purpose} Evaluation of rifampicin-resistance by 

the line probe assay, for rifampicin-susceptible Mycobacte-

rium tuberculosis strains which were classified as rifampicin-

resistant by the phenotypic drug susceptibility testings. 

 [Materials and Methods] A total of 15 clinical isolates from 
NHO Kinki-chuo Chest Medical Center consisting of 6 

rifampicin-resistant strains by the line probe assay despite 

susceptible result by the drug susceptibility testings, and 9 

clinical isolates which showed the fluctuating results on 

repeated drug susceptibility testings. After we conducted 3 

drug susceptibility testings and the line probe assay, we have 

examined the sequence analysis for confirming mutations in 

the rpoB gene. 

 [Results] All strains were determined rifampicin-suscepti-
ble or intermediate by the  drug susceptibility testings with 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) which ranged from 

0.25 to  4  iteml by BrothMIC MTB-1, whereas these isolates 

indicated rifampicin-resistance by the line probe assay and

revealed mutations in the hot-spot region (69 bp) by the 

sequence analysis. 

 [Conclusion] We verified that the line probe assay might 
be useful for the correct determination of drug susceptibility, 

especially about the low-level rifampicin-resistant M.tubercu- 

losis strains. 

Key words :  M.  tuberculosis, Drug susceptibility testing, 

Resistance-conferring mutation, rpoB, MIC 
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