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研究成果の概要（和文）： 

 多剤および超多剤耐性結核の調査が不十分と考えられるアジアの国々のうち、特にミャンマ

ー、バングラデシュならびにネパールに焦点を絞り、臨床分離結核菌株を収集し、リファンピ

シンならびにイソニアジド耐性と遺伝子変異の関係を調査した。ミャンマーの多剤耐性結核菌

のrpoB遺伝子変異ならびkatG又は inhA遺伝子変異保有割合はそれぞれ71.3ならびに72.5％

であった。一方、バングラでシュにおいては rpoB 遺伝子変異ならび katG 又は inhA 遺伝子変異

保有割合はそれぞれ 95.0 ならびに 94.5％であり、ネパールにおいてはそれぞれ 97.2 ならびに

93.8％であった。また、バングラデシュにおいて多剤耐性結核菌 218 株中 7株、ネパールにお

いては多剤耐性結核菌 109 株中 13株の超多剤耐性結核菌を見出した。これらの超多剤耐性結核

菌全てにおいてカナマイシン耐性 rrs ならびに gyrA または gyrB 遺伝子上に変異が見られた。

薬剤耐性と遺伝子変異の相関は国ごとに異なるものであり、遺伝子変異分析を基盤とする結核

菌薬剤感受性試験を実施するにあたっては事前にその相関を調査する必要があるものと結論さ

れた。また、今回の調査により超多剤耐性結核菌の存在がバングラデシュならびにネパールお

いて明らかになったことから、これらの伝播動態調査が急務と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   We have collected clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis and analyzed the 
correlation between rifampicin and isoniazid resistance and gene mutations by focusing 
on Myanmar, Bangladesh and Nepal those where the survey of multi and extensively drug- 
resistant tuberculosis is not sufficient. In Myanmar, mutation rate for ropB encoding 
region of rifampicin resistant M. tuberculosis and that in katG encoding and inhA 
regulatory region of isoniazid resistant M. tuberculosis were 71.3 and 72.5 %, 
respectively. On the contrary, higher correlations were observed in other two countries. 
Those for rifampicin and isoniazid resistant M. tuberculosis were 95.0 and 94.5 %, 
respectively, in Bangladesh and 97.2 and 93.8 %, respectively, in Nepal. In addition, 
seven extensively drug resistant M. tuberculosis were found from 218 multi drug-resistant 
strains, respectively, in Bangladesh. Thirteen extensively drug.resistant M. 
tuberculosis were found from 109 multi drug-resistant strains, respectively, in Nepal. 
All of these isolates carried mutations in rrs and gyrA or gyrB for kanamycin and 
fluoroquinolone resistance, respectively. As correlations between drug resistance and 
gene mutations were different between countries, the elucidation of drug resistance 
associating genes before introducing gene based drug susceptibility tests seemed to be 
important. 
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１．研究開始当初の背景 

結核は全世界で年間約 900 万人の新規登録

患者と160万人の死者を出している疾病であ

り、マラリア、エイズと並んで最も重要な感

染症の一つと考えられている。特にアジア諸

国では多くの結核患者が見られ、全世界の結

核患者の3分の 2がアジアに集中していると

言われている。従って、アジアにおいて適切

な結核対策を講じ、結核を減少させる事は重

要な事である。 

結核治療には、4種類の一次選択薬の同時服

用が標準であるが、その内の特定の２剤以上

が効かない（耐性）ものを多剤耐性結核、さ

らに、これに加えて 7 剤ある二次選択結核治

療薬の特定の 2 剤以上、合計 4剤以上に耐性

のものを超多剤耐性結核と呼んでいる。超多

剤耐性結核の治療には効果的な薬はなく、患

者は社会から完全に隔離され、多くは早期に

死亡する。近年多剤耐性結核菌が世界的に蔓

延しつつあり、既に東ヨーロッパや西アジア

地域では大きな社会問題となっている。一方、

中央アジア、東南アジア、アフリカ、中東地

域では多剤耐性結核は増加しているが、超多

剤耐性結核の報告は多くない。従って、現段

階でアジア地域において多剤耐性結核および

超多剤耐性結核の蔓延を防止する事は社会的

に非常に重要な課題である。 

昨今の交通機関の発達により、国と国の間

の物理的距離が非常に近接している。この事

は、感染症の伝播頻度が上昇している事も同

時に意味している。実際に我が国からアジア

諸国への渡航者が滞在国において結核に罹患

する可能性やアジア諸国からの日本への旅行

者、就労者、留学生から日本人が結核に罹患

する可能性も増加している。結核高蔓延地域

であるアジア諸国において多剤耐性結核およ

び超多剤耐性結核の蔓延を未然に防ぐ事は世

界の他の地域の人々の健康を守る上でも重要

な意味を持つ。更に、これまで結核のワクチ

ンとして接種されてきたＢＣＧはその有効

性が疑問視されており、その予防効果が期待

できないことも、多剤耐性結核および超多剤

耐性結核の蔓延を防止する必要性を増加さ

せている。 

多剤耐性結核および超多剤耐性結核の蔓

延を防止するためには、疫学調査を実施し

て世界的な流行状況を把握する必要がある。

現在、世界的な流行調査がＷＨＯ主導で行

われ報告されているが、国毎に調査の規模

および精度が異なり、包括的な調査がなさ

れているとは言い難いのが現状である。 

２．研究の目的 
本研究では、調査が不十分と考えられるア

ジアの国々のうち、特にバングラデシュ、
ミャンマーおよびネパールに焦点を絞り、
１）対象国において臨床分離菌株を収集し、
当該国において臨床分離菌株バンクおよび
DNA バンクを構築する、２）薬剤含有培地
を用いて薬剤感受性試験を実施し、耐性結
核の流行状況を調査する、３）臨床分離菌
株における薬剤耐性に関与する遺伝子の塩
基配列を分析し、対象各国における耐性と
遺伝子変異の関係を明らかにして、代表者
らが開発した耐性結核菌遺伝子診断キット
を改良し対象国にあった形のキットを完成
させることを目的として調査•研究を遂行
した。また、本研究を通じて薬剤耐性結核
サーベイランスネットワークを構築して本
研究プロジェクトの対象国のみならずその
近隣諸国の結核対策にも貢献することも念
頭に置いた。 
 
３．研究の方法 
１）調査研究実施国・地域及び旅行経路 

 提案代表者・鈴木がこれまでに構築し
てきた研究ネットワークのうち多剤耐性お
よび超多剤耐性結核の調査が不十分と考え
られるアジア地域の３カ国（バングラデシ
ュ、ミャンマーおよびネパール）を対象に



して研究を遂行した。研究代表者はバング
ラデシュ下痢症研究国際共同センター結核
研究室長 Muhanmad Zeaur Rahim 博士、ミャ
ンマー医学研究局免疫研究分野長 Khin Saw 
Aye 博士およびエベレスト国際臨床・研究セ
ンター（ネパール）Basu Dev Pandey博士を
連携研究者として疫学情報の収集、ＤＮＡ
抽出、目的遺伝子断片の増幅を行ない、得
られた結核菌臨床分離株 DNA ないしは目的
遺伝子断片を日本に輸入した。 

２）研究計画を遂行するための研究体制 

菌株収集、薬剤感受性試験、遺伝子診断、
分子疫学的解析が有機的に関連する必要が
ある。また、役割分担として、菌株収集お
よび薬剤感受性試験を海外の共同研究者が
担当し、遺伝子診断および分子疫学的解析
を日本国内の研究者が担当した。 

３）薬剤耐性結核の浸淫度調査のための海外

研究ネットワークの構築 

代表研究者ならびに分担研究者は対象国を

訪問し、各国の連携研究者を通じで薬剤耐性

結核の浸淫度情報と疫学情報を収集するた

めのネットワークを構築した。 

４）バイオリソースの収集とデータベースの

構築 

対象を結核あるいは結核様症状を呈した人

の喀痰としてバイオリソース（病原体バンク、

病原体ＤＮＡバンク）の収集に関して標準手

順書を作成した。代表研究者ならびに分担研

究者は学術調査対象国を訪問し、バイオリソ

ースの収集に関して情報を交換した。更に、

対象国毎にその国の事情にあった形でバイ

オリソース収集の標準手順書を修正し、それ

従ったバイオリソース収集を依頼した。海外

連携研究者は標準手順書に従ってバイオリ

ソースを収集した。 

５） 抗酸菌症原因菌の鑑別 

 通常結核様感染症は多種・多様な抗酸菌

により引き起こされるが、本研究では、その

重要性から結核菌群菌のみを調査対象とし

た。抗酸菌の分類には代表研究者らが開発し

た Loop Mediated Isothermal DNA 

amplification（ＬＡＭＰ）法による低コス

ト・簡便・迅速抗酸菌鑑別法を用いた。また、

結核菌群菌の人型結核菌、牛型結核菌、アフ

リカ結核菌への分類には代表研究者らが開

発したマルチプレックスＰＣＲ法による結

核菌群菌鑑別法を用いた。また、また、必要

に応じて海外連携研究者を日本に招聘して

技術移転を図った。 

６）薬剤性関連遺伝子変異の解析 

 国際標準法にのっとって培養法を用い

た薬剤感受性試験を実施した。対象薬剤は

結核標準化学療法に用いられているリファ

ンピシン（ＲＦＰ）、イソニコチン酸ヒドラ

ジド（ＩＮＨ）、エタンブトール（ＥＢ）お

よびピラジナミド（ＰＺＡ）と超多剤耐性

の判断基準となっているカナマイシン（Ｋ

Ｍ）およびキノロンとした。薬剤含有培地

上に生育した菌株から DNA を抽出し、日本

に輸入し、ＤＮＡを対象にして、薬剤耐性

に関与することが報告されている遺伝子の

塩基配列を決定し、塩基置換を特定した。

ＲＦＰ耐性に対しては rpoB遺伝子、ＩＮＨ

耐性に対してはkatGならびにinhA遺伝子、

カナマイシン耐性に対しては rrs 遺伝子、

キノロン耐性に対しては gyrA ならびに

gyrB 遺伝子を対象とした。 
 
４．研究成果 
１）病原体バンク、病原体ＤＮＡバンクの構
築 
ミャンマー医学研究局、バングラデシュ下痢
症研究国際共同センターならびにネパール•
エベレスト国際臨床・研究センターの連携研
究者と共同して多剤耐性結核臨床分離株を
収集して病原体バンクに格納した。また、こ
れらの結核菌株よりDNAを抽出してＤＮＡバ
ンクに格納した。ミャンマー、バングラデシ
ュならびにネパールにおいて収集しバンク
に格納した結核菌はそれぞれ、109 株、218
株ならびに 178 株、DNA も同数であった。 
２）薬剤性関連遺伝子変異 
 ＤＮＡを対象にして、薬剤耐性に関与する
ことが報告されている遺伝子の塩基配列を
決定し、塩基置換を特定した。ミャンマーよ
り分離された178株の多剤耐性結核菌におい
ては、rpoB 遺伝子変異保有株ならびに katG
又は inhA 遺伝子変異保有株の割合がそれぞ
れ 71.3 ならびに 72.5％であった。これとは
対照的に、バングラデシュで分離された 218
株の多剤耐性結核菌においては rpoB 遺伝子
変異保有株ならびに katG 又は inhA遺伝子変
異保有株はそれぞれ 95.0 ならびに 94.5％に
見出された。また、ネパールにおいて分離さ
れた多剤耐性結核菌においては rpoB 遺伝子
変異保有株ならびに katG 又は inhA遺伝子変
異保有株の割合がそれぞれ 97.2 ならびに
93.8％であった。rpoB 遺伝子上に見出される
変異で最も頻繁な変異は 3 カ国とも共通で、
５３１番目のアミノ酸のセリンをロイシン
に置換するものであり、また、ＩＮＨ耐性に
関連して見出された遺伝子でも3カ国とも共
通で、katG 遺伝子上で３１５番目のセリンを
スレオニンに置換する変異が最も頻繁に検



出された。全体の遺伝子変異率は他のグルー
プから報告があった他国のデータとは異な
っていたが、最も頻繁に検出される遺伝子変
異はこれまでに報告の有る国々の全てにお
いて共通であった。 
３）超多剤耐性結核 
 バングラデシュにおいて多剤耐性結核菌
218 株中 7 株の超多剤耐性結核菌、ネパール
において多剤耐性結核菌 109 株中 13 株の超
多剤耐性結核菌を見出した。これらの超多剤
耐性結核菌全てにおいてカナマイシン耐性
rrs ならびに gyrA または gyrB 遺伝子上に変
異が見られた。 

 リファンピシンならびにイソニアジド耐
性と遺伝子変異の相関は国ごとに異なるも
のであり、遺伝子変異分析を基盤とする結核
菌薬剤感受性試験を実施するにあたっては
事前にその相関を調査する必要があるもの
と考えられた。また、今回の調査により超多
剤耐性結核菌の存在がバングラデシュなら
びにネパールおいて明らかになったことか
ら、これらの伝播動態調査が急務と考えられ
た。 
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