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薬剤耐性結核菌は以前から治療面で大きな問題になっている。ところが、今日の薬剤耐性試験はその結果が得られるまでに２～３週

間の長い期間を要するという欠点がある。この欠点を補うためのより迅速な検査法の開発が切望されている。�

薬剤耐性のうちでも、リファンピシン耐性遺伝子についてはTelentiらによりrpoB遺伝子の一定の領域の塩基置換と耐性が相関するこ

とが報告されている。 本研究では、このリファンピシン耐性に着目し、わが国の耐性結核菌においてもTelentiらの報告と同様な相関性

が認められるかについて検討する目的で実験を進めた。�

リファンピシン耐性株は広島由来５株、大阪由来23株、東京およびその他由来19株、感受性株は広島由来５株、大阪由来 6 株、東京
およびその他由来６株を用いた。�
また、結核菌標準菌株 H37Rv,  H37Ra,   Aoyama B, および  ATCC - 35416 株を陰性対照とした。�

 1) 菌体懸濁液（小川培地の１コロニー）をエーゼでガラスビーズ( 直径0.5mm のもの1ml )の入つたスクリユーキヤツ  
  プバイアルにとる。�
 2) Lysis buffer ( 0.3M Tris,  pH 8.0,  0.1M NaCl, 6 mM EDTA ),  0.5 ml, クロロフォルム 0.5 mlとともにビーズビーター 
  で高速振とうし破壊する。�
 3) 遠心分離を行い、上清の 0.5 ml をとる。 これに 50μl の３M 酢酸ナトリウムと1 ml のエタノールを加えDNAを沈殿させ 
  る。遠心分離後、沈殿物を100 μ l のTEバッファー に溶解する。　�
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 
  耐性菌株のDNAは,リファンピシンを含む小川培地に生育したコロニーより上記の方法で抽出した。�

Telentiらの報告にしたがってプライマーを合成した。�
Dynabeadsを用いて、より迅速に塩基配列を決定するためにプライマーの一方をビオチン化したものを作製しPCRに用いた。�
�
  TR1 : TACGGTCGGCGAGCTGATCC�
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　�
  TR2b : ビオチン - TACGGCGTTTCGATGAACC�
�
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塩基配列の決定�

PCR産物の精製は Dynabeads M-280 Streptavidinを用いて行った。�

すなわち、PCRで増幅した後、 Dynabeads M-280 Streptavidin に結合させ、磁石を用いてエツペンドルフチューブ内に集めた。�

固相化DNAを水酸化ナトリウムにより変性して一本鎖とした後これを鋳型とし、A.L.F.オートシークエンサーにより、下記プライマー

TR3Fを用いて塩基配列の決定を行つた。�

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　�

　　　　　TR3F : FITC-GGTGCACGTCGCGGACCTCCAGCCC

わが国で分離されたリファンピシン耐性株および感受性株のrpoB遺伝子の500番目から600番目のアミノ酸をコードする領域の塩基配

列を決定し、比較検討したところ、表１に示す結果が得られた。この結果は、Telentiらの報告に述べられている表２の成績と同様に
511Leuから533Leuをコードする遺伝子領域に集中して塩基置換が見られた。�

�

図１はオートシークエンサーのチャートである。�

レーン 1 は結核菌標準株H37Rv,レーン 2 はリファンピシン感受性臨床分離株、レーン 3 および 4 はリファンピシン耐性臨床分離株の

データである。チャート上の矢印でマークした箇所が変異した塩基を示す。この結果から、わが国における臨床分離結核菌においても

この領域の塩基置換を見い出すことにより、リファンピシン耐性株であると判断できる可能性を示すものである。�

　�

3.　結果�
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わが国におけるリファンピシン耐性株および感受性株のrpoB遺伝子の塩基配列を検討した結果、511Leuから533Leuをコードする遺伝

子領域に集中して塩基置換が見られたが、今回塩基配列を決定した47 株のうち3 株（6.4 ％）においてはこの領域に塩基の置換

が見い出せなかった。このような例外は、Telentiらが行った実験においても見い出されている（ 66 例中 2 例、3.0 ％ ）。大腸菌では 

687 番目と146 番目のアミノ酸置換がリファンピシン耐性の原因となっていることも報告されている。 今回塩基置換が見い出されな

かった�

3 例については、687 番目と146 番目のアミノ酸置換についても検討を加える必要があるものと考えられる。今回得られた結果は、わ

が国における臨床分離結核菌においてもこの領域の塩基置換を見い出すことにより、リファンピシン耐性株であると判断できる可能

性を示すものである。 従来、PCR産物をEcoR  Iと Hind III により切断した後、  同一の制限酵素で切断したpUC18に導入してクロ

ーニングし、塩基配列を決定していた。しかしこの方法はその全行程に少なくとも３日を要するという欠点があった。   そこで、迅速に

リファンピシン耐性結核菌を検出するために、Dynabeads M-280 Streptavidinを用いてPCRで増幅した後直接塩基配列�

の決定を試みた。�

リファンピシン耐性株および感受性株について検討したところ、  PCR産物を一度クローニングした後塩基配列の決定を行ったものと

同一の結果が得られた。 Dynabeads M-280 Streptavidinを用いることにより、DNA の抽出を行ったその日のうちに塩基配列決定

反応まで行うことができる。�

したがって、Dynabeads M-280 Streptavidinを用いることにより、確実で、迅速なリファンピシン耐性結核菌の検出法の確立が可能

になると考えられる。�
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