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ラインプローブ法による抗酸菌同定および結核菌
薬剤感受性判定の臨床評価
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は じ め に

　結核は，全世界の人口の 3分の 1が感染し，毎年920

万人が発病し，毎年170万人の患者が亡くなる世界最大

の感染症である1)。日本において結核の発生者数は緩や

かに減少しているが，世界的に見るとアジア，アフリカ

を中心にして増加している。その要因となっているのが

HIV/AIDSと多剤耐性結核（MDR-TB）である。

　MDR-TBとは，結核治療に重要なイソニアジド（isonia-

zid ; INH）とリファンピシン（rifampicin ; RFP）の 2剤に

少なくとも耐性である結核菌の総称である。最近，超多

剤耐性結核（XDR-TB）が問題になっているが，XDR-TB

とは，INH，RFPのほかにフルオロキノロン系（fluoro-

quinolones ; FQ）ならびにアミノグリコシド系を中心と

する注射剤に耐性のMDR-TBである。MDR-/XDR-TBは，

治療の失敗によってつくられるのみならず，感染拡大も

する。2011年 3月に医療機関におけるXDR-TBの集団感

染が国内で初めて報告された。従って，MDR-/XDR-TB

を迅速に診断し感染対策を行うことが重要である。しか

しながら現在，通常の結核菌の薬剤感受性検査は結果が

判明するまでに早くても 1カ月の期間を要しており，結

核菌の薬剤耐性遺伝子変異を早急に検出し対応できる方

法が必要になっている。また，抗酸菌排菌患者の結核症

疑いに対する，結核感染対策としての隔離入院は，患者

個人の貴重な時間を束縛するのみならず医療経済上も大

きな負担である。迅速に結核症を否定し非結核性抗酸菌

症と診断することにより，不必要な結核隔離入院を回避

できることは医療経済上，そして患者の人権上有用であ

る。

　近年，結核菌の薬剤耐性に関与する遺伝子が明らかに

なってきており，RFP耐性結核菌では約95%が rpoB遺

伝子に変異があることが知られている2)～4)。INH耐性に

関与する遺伝子には複数の報告があり，なかでもkatG遺

伝子や inhA遺伝子のプロモーター領域の変異が高頻度
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要旨：〔背景〕多剤耐性結核（MDR-TB）や超多剤耐性結核（XDR-TB）は治療が困難なことから問

題とされているが，結核菌の薬剤感受性検査は培養株が得られてから 3～4週間を要するため，迅速

な検出方法が求められている。〔目的〕今回，菌種同定と薬剤感受性試験を同時に実施できる新規ラ

インプローブアッセイ（LiPA；ニプロ株式会社）の評価を行った。〔対象と方法〕臨床検体163例を収

集し，LiPAにて菌種同定，結核菌群RFP，INH，PZA，LVFX感受性判定を行った。〔結果〕臨床検体

から直接検出するうえで十分な感度で結核菌，Mycobacterium avium，M. intracellulare，M.kansasiiの同

定が可能であることが確認できた。また，結核菌における薬剤感受性については INH感受性では一部

の検体で乖離した結果となったが，RFP，PZA，LVFXについては全て一致した結果であった。〔考察〕

LiPAによる迅速な菌種同定と薬剤耐性判定は，適切な薬剤による治療の早期開始と感染リスクの予

防に有用と考えられる。

キーワーズ：多剤耐性結核，迅速診断，ラインプローブアッセイ



Fig.　Design of NTM/MDR-TB strip, INH strip, PZA strip and FQ strip.
S probes are designed to detect the wild-type sequence of M.tuberculosis, whereas R probes are designed 
to detect the mutant sequence frequently found in drug-resistant M.tuberculosis.
NTM: nontuberculous mycobacteriosis　MDR-TB: multi-drug resistant tuberculosis
INH: isoniazid　PZA: pyrazinamide　FQ: fluoroquinolone
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でみられる5)～7)。ピラジナミド（pyrazinamide ; PZA）耐

性結核菌ではpncA遺伝子に，FQ耐性結核菌ではgyrA遺

伝子に変異があることが知られている8)～10)。

　これらの薬剤耐性遺伝子に加えて新たな遺伝子領域を

追加したラインプローブアッセイ（LiPA）に基づいた

新しい遺伝子変異検出キット（ニプロ株式会社）が開発

され，今回，臨床上の有用性を確認するために臨床検体

を用いた試験を行った。

方　　　法

（ 1）供試検体

　2009年 7月から2010年 4月までに結核予防会複十字

病院，国立病院機構（NHO）東京病院，NHO近畿中央

胸部疾患センター，NHO茨城東病院，東京都立多摩総

合医療センターならびに大阪府立呼吸器・アレルギー医

療センターにて，結核患者94名，Mycobacterium avium症

患者 20名，M.intracellulare症患者 14名，M.kansasii症患

者11名，その他の非結核性抗酸菌症患者 3名および陰

性対照者21名の計163名から採取された臨床検体163例

を収集した。収集した検体は全て結核予防会結核研究所

に送付され，結核菌検査指針2007に従って塗抹検査実

施後，N_アセチルL_システイン・水酸化ナトリウム

（NALC-NaOH）処理を行った。

（ 2）同定と培養および薬剤感受性検査

　結核菌群の検出としてコバス アンプリコア マイコバ

クテリウム ツベルクローシス（ロシュ・ダイアグノス

ティクス；以下，PCR法）を行い，コバス アンプリコ

ア マイコバクテリウム アビウム・イントラセルラー（ロ

シュ・ダイアグノスティクス；以下，PCR法）にてM. 

aviumおよびM.intracellulareの検出を行った。同定しえ

なかった検体はDDHマイコバクテリア‘極東’（極東製

薬工業）を用い，必要に応じて16S rRNAのシークエン

ス解析を行った11)。

　また，培養は 2%小川培地ならびにBDバクテック

MGIT 960（日本ベクトン・ディッキンソン）を用い，培

養陽性となった検体はキャピリアTB（日本ベクトン・

ディッキンソン）にて結核菌の確認を行った。結核菌の

薬剤感受性試験はRFP，INHおよびレボフロキサシン

（Levofloxacin; LVFX）に対しては1%小川培地を用い，

PZAに対してはMGITシリーズ ピラジナミド（日本ベ

クトン・ディッキンソン）を用いた。

（ 3）ラインプローブアッセイ

　ラインプローブアッセイ（LiPA）はニプロ株式会社が

開発した以下の 4種のストリップ（Fig.）を用いた12)。す

なわち，NTM/MDR-TBストリップではM. tuberculosis，M.

avium，M.intracellulareおよびM.kansasiiの菌種同定，結

核菌群 rpoB遺伝子の検出および結核菌群 inhA，katG遺

伝子の検出を行い，INHストリップでは結核菌群 inhA，

fabG1，furAおよび katG遺伝子の検出を行い13)，PZAス

トリップでは結核菌群pncA遺伝子の検出を行い 14)，FQ

ストリップでは結核菌群gyrA遺伝子の検出を行った 15)。

結　　　果

（ 1）菌種同定



Table 1　LiPA results with NTM/MDR-TB strips for detection of TB, M.avium, 
M.intracellulare and M.kansasii compared to smear, culture and PCR tests

Table 2　Results of LiPA for drug susceptibility 
with NTM/MDR-TB strips (A), INH strips (B), 
PZA strips (C) and FQ strips (D)

Smear 
result    n

LiPA Culture PCR
Positive Negative Positive Negative Positive Negative

3＋
2＋
1＋
±
Negative

Total

  18
  44
  17
  15
  45

139

  18
  44
  11
  10
  26

109

  0
  0
  6
  5
19

30

18
35
  8
  6
20

87

  0
  9
  9
  9
25

52

18
41
13
  6
18

96

  0
  3
  4
  9
27

43

Drug susceptibility 
test result n

LiPA result with NTM/
MDR-TB strip

Mutation Wild type
RFP

INH

Resistant
Susceptible

Resistant
Susceptible

  4
55

  7
52

3
0

3
1

  0
52

  3
45

(A)

Drug susceptibility 
test result n

LiPA result with INH strip
Mutation Wild type

INH Resistant
Susceptible

  7
52

3
3

  1
39

(B)

Drug susceptibility 
test result n

LiPA result with PZA strip
Mutation Wild type

PZA Resistant
Susceptible

  5
53

4
0

  0
52

(C)

Drug susceptibility 
test result n

LiPA result with FQ strip
Mutation Wild type

LVFX Resistant
Susceptible

  7
52

7
0

  0
48

(D)

LiPA: line probe assay　PCR: polymerase chain reaction

RFP: rifampicin

LVFX: levofloxacin
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　NTM /MDR-TBストリップではM.tuberculosis，M.

avium，M.intracellulareおよびM.kansasiiを検出する。喀

痰検体163例のうち検出対象となる菌種を含む139例に

ついて，塗抹検査成績と比較したものをTable 1に示す。

塗抹検査 2＋以上の陽性例では全例検出されたが，1＋，

±ではそれぞれ17例中6例，15例中5例が陰性となった。

また，塗抹陰性例では45例中19例が陰性となったが，

26例は陽性となり，菌種を特定することが可能であっ

た。全139例では109例（78.4%）が陽性となり，菌種も

全て一致した。また，この139例で培養陽性およびPCR

陽性となったのは87例（62.6%），96例（69.1%）であっ

た。

（ 2）薬剤感受性検査

①リファンピシン（RFP）

　結核患者から採取した臨床検体 94例のうち，NTM/

MDR-TBストリップを用いたLiPAによるRFP感受性判

定がなされたのは81例であった。一方，培養陽性とな

り，RFP感受性検査結果が得られたのは59例であった。

LiPAおよび培養の両者でRFP感受性結果が得られた55

例の結果を比較すると，3例が rpoB変異型すなわちRFP

耐性，52例が rpoB野生型すなわちRFP感受性と判定さ

れ，RFP感受性検査の結果と比較して感度・特異度共に

100%であった（Table 2A）。

②イソニアジド（INH）

　NTM/MDR-TBストリップを用いたLiPAでは 75例が

INH感受性の判定がなされ，このうちの52例については

培養陽性となり INH感受性検査結果が得られた。INH耐

性であった 6例はLiPAでは 3例が変異型すなわち INH

耐性と判定されたが，3例は野生型すなわち INH感受性

と判定された（感度50%）。INH感受性であった46例中

45例はLiPAで INH感受性と判定されたが，1例は INH

耐性と判定された（特異度97.8%）（Table 2A）。

　また，INHストリップおよび INH感受性検査の両者で

結果が得られた46例では，INH耐性であった 4例につい

てLiPAでは 3例が INH耐性と判定されたが，1例は INH

感受性と判定された（感度75%）。INH感受性42例では

LiPAで39例が INH感受性と判定され，3例が INH耐性

と判定された （特異度92.9%）（Table 2B）。

　NTM/MDR-TBストリップは INH感受性判定プローブ

8本であるのに対し，INHストリップは INH感受性判定

プローブ46本を備えており，NTM/MDR-TBストリップ

では検出しえない変異を検出することが可能である

（Fig.）。それぞれのストリップおよび INH感受性検査の

判定結果が一致しなかった乖離例をTable 3に示す。

③ピラジナミド（PZA）

　PZAストリップを用いたLiPAによる感受性判定がな

されたのは76例であった。一方，培養陽性となり，PZA



Table 3　Discrepant results between in vitro INH susceptibility test and LiPA 
with NTM/MDR-TB strips or INH strips

Sample 
No.

INH 
susceptibility 
test result

LiPA result for INH susceptibility
Mutation

NTM/MDR-TB strip INH strip

  10
  80
148
    8
  78
144

Resistant
Resistant
Resistant
Susceptible
Susceptible
Susceptible

Wild type
Wild type
Wild type
ΔinhA-S6
Wild type
Wild type

ΔkatG-39
ΔkatG-37
Wild type
ΔinhA-2
ΔfabG1-1
ΔfabG1-1

katG T2093C
katG G1795T
katG T571C, G1079A
inhA C-15T
fabG1 G609A
fabG1 G609A
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感受性検査結果が得られたのは58例であった。LiPAお

よび培養の両者でPZA感受性結果が得られた56例の結

果を比較すると，4例がpncA変異型すなわちPZA耐性，

52例がpncA野生型すなわちPZA感受性と判定され，PZA

感受性検査の結果と全て一致した（感度・特異度共に

100%）（Table 2C）。

④レボフロキサシン（LVFX）

　FQストリップを用いたLiPAによる感受性判定がなさ

れたのは77例であった。一方，培養陽性となり，LVFX

感受性検査結果が得られたのは59例であった。LiPAお

よび培養の両者でLVFX感受性結果が得られた55例の

結果を比較すると，7例がgyrA変異型すなわちFQ耐性，

48例がgyrA野生型すなわちFQ感受性と判定され，LVFX

感受性検査の結果と比較して感度・特異度共に100%で

あった（Table 2D）。

考　　　察

　結核菌検査のゴールドスタンダードは，塗抹検鏡，培

養検査であり，菌株から得られた薬剤感受性試験であ

る。しかしながら抗酸菌，特に結核菌の場合は培養に日

数を要し，そこから得られる薬剤感受性試験の結果は，

固形培地で約 2カ月，液体培地でも約 1カ月を要する。

XDR-TBの集団感染が報告された現在において迅速に感

受性を判定できることは重要である。また，喀痰塗抹陽

性患者の場合に非結核性抗酸菌症であるか結核症である

かの迅速な判断が必要とされる。

　本邦で検出される非結核性抗酸菌ではM.avium，M.

intracellulareおよびM.kansasiiの 3菌種が主要なもので

あり，非結核性抗酸菌の約90%を占める16)。結核菌を含

めたこれらの 4菌種139例について培養陽性87例（62.6

%），PCR陽性 96例（69.1%）に対し，LiPAでの陽性は

78.4%（109/139）であった。LiPAでは死菌も検出され

うるが，今回の培養検査については検体収集から保管・

移送の影響があった可能性が考えられ，また，PCR法で

はM.kansasiiが検出対象外であることから単純な比較は

できないが，PCRおよび培養いずれかの方法で陽性とな

った検体は 80.6%（112/139）（data not shown）であり，

LiPAは臨床検体から直接検出するうえで十分な検出感

度であった（Table 1）。

　LiPAにより判定することができたRFP，PZAおよび

LVFX薬剤感受性については，培養による感受性検査の

結果と全例一致しており（Table 2），臨床検体からの直

接検出であっても陽性であれば正しく薬剤感受性を判定

できることが確認された。今回収集した臨床検体からは

薬剤耐性結核菌数は少ないが，RFP耐性菌の約 95%が

rpoB遺伝子に4) 10)，PZA耐性菌の72～95%がpncA遺伝子

に10) 17) 18)，FQ耐性菌の 75～94%が gyrA遺伝子に変異を

もっていることが知られており10) 19)，LiPAを用いること

で同様の感度で臨床検体から迅速に薬剤感受性を判定で

きると考えられる。

　INH耐性結核菌で高頻度にみられる変異は katG遺伝

子の315番目のSerに該当する部位であり，次いで inhA

遺伝子上流_15番目および_8番目の変異が知られてい

る10) 20) 21)。この領域を標的としたNTM/MDR-TBストリ

ップでは INH耐性菌の 3例は耐性と正しく判定された

が，3例では変異が検出されず感受性と判定された

（Table 2A）。感受性と判定された 3例はいずれも検出領

域外のkatG遺伝子に変異があることが確認されており，

そのうち 2例は INHストリップで変異が検出され，INH

耐性と判定された（Table 3）。また，inhA遺伝子上流C-

15Tの変異をもつ 1例は，NTM/MDR-TBストリップ，

INHストリップどちらも変異を検出しているが，感受性

検査では感受性と判定された。inhA遺伝子上流域の変異

をもつ場合は最小発育阻止濃度（MIC）が低いことが知

られている22)。さらに INHストリップでは INH感受性と

判定された検体の中に fabG1遺伝子変異を 2例で検出し

ている（Table 3）。fabG1遺伝子G609A変異は inhA遺伝

子上流域の変異と同程度にMICが低いと考えられる。

　RFP耐性の場合，他の薬剤にも耐性である場合が多

い 23) 24)。NTM/MDR-TBストリップは頻度の高い INH耐

性変異を検出するが，RFP耐性・INH感受性と判定され

た場合，より多くの変異を検出する INHストリップを用

いることで INH耐性変異を検出できる可能性がある。

　MDR-TBでは治療が困難で予後は不良である。治療開
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始と感受性試験結果が得られるまでにタイムラグがある

ため，薬剤耐性遺伝子を検査することで迅速に感受性を

判定することは，適切な薬剤を選択するうえ，ならびに

迅速な感染対策を行ううえで重要な情報となりうる。

　喀痰塗抹検査にて陽性であった場合に，結核症を念頭

におき隔離入院が行われる。抗酸菌排菌NTM症患者に

対する念のための感染対策上の結核隔離入院は，患者個

人の貴重な時間を束縛するのみならず医療経済上も大き

な支出である。このNTM/MDR-TBストリップにより迅

速に結核症を否定し非結核性抗酸菌症と診断すること

で，不必要な結核隔離入院を回避でき，医療経済上，患

者の人権上において恩恵を得られる可能性が十分に考え

られる。
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Abstract　[Background] Multidrug resistance (MDR) 
involves resistance to both isoniazid and rifampicin, which 
makes the treatment of tuberculosis very difficult. Extensive 
drug resistance (XDR) occurs when, in addition to isoniazid 
and rifampicin resistance, the microorganisms are resistant to 
a fluoroquinolone and an injectable agent (e.g., kanamycin, 
amikacin, or capreomycin). 
　Generally, drug susceptibility testing takes more than 3_4 
weeks after the initial cultivation. There is an urgent need to 
identify methods that can rapidly detect both the presence of 
Mycobacterium tuberculosis and the status of drug resistance.
　[Purpose] This study was aimed at evaluating the line probe 
assay (LiPA; Nipro Co.), for the identification of Mycobacte-

rium species and detection of mutations associated with anti-
tuberculous drugs.
　[Results] We found that LiPA enabled the rapid identifica-
tion of M.tuberculosis, M.avium, M.intracellulare, and M.

kansasii. When the results of the LiPA and conventional 
drug susceptibility tests were compared, there was no differ-
ence in the susceptibility to rifampicin, pyrazinamide, and levo-
floxacin; however, there was a difference in the susceptibility 
to isoniazid.

　[Conclusion] Thus, LiPA can be used for the rapid identi-
fication of Mycobacterium species and the determination of 
susceptibility to drugs, which can help in the early initiation of 
appropriate treatment, leading to a reduction in infectiousness.

Key words : Multidrug-resistant Mycobacterium tuberculo-

sis, Rapid diagnosis, Line probe assay
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