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研究要旨 台湾 CDC との共同研究として、ハンセン病の血清診断及びハンセン病の起因菌であ 
るらい菌の薬剤耐性に関する研究を実施した。台湾のハンセン病患者血清を用い、らい菌由来抗 
原 MMP-I 及び MMP-II の血清診断を行った結果、従来法で用いている PGL-I 抗原での結果よりも 
いい成績を得た。らい菌の薬剤耐性に関する研究では 13 例の検体から抽出した DNA を用い、9 
例でらい菌由来 DNA を検出し、そのうち 2 例がダプソン耐性変異を示した。検出した変異と耐 
性の相関を明らかにするために速発育性抗酸菌であるスメグマ菌（M. smegmatis）にらい菌の耐 
性関連遺伝子を挿入し、その薬剤に対する影響をみることで証明することができた。さらに、ら い菌
の薬剤耐性の検出に新しい簡易遺伝子変異検出法（Hp-rPCR 法）を検討した。 

 
 

A. 研究目的 ハンセン病対策は世界保健機関
（WHO）が 

1981 年より推奨してきた多剤併用療法が効を 
奏して感染者の発症数は激減してきた。しか 
し、今なお世界の登録患者数及び新患発生数 
は約 20 万人を数え、最近では新患発生の減少 
傾向も見られなくなっているのが現状である。 
また薬剤耐性菌の関与が疑われている再燃や 
再発などの難治例も無視できない状況である。 
多くの東南アジア諸国は登録患者の数値では 
ハンセン病流行国としての登録からは外れた 
国も多いが、未だにインド、ミャンマー、イ ンド
ネシア、フィリピン、ベトナムなどでは 患者の多
い地域が存在し、それぞれの国全体 の感染症
対策においてもまだ重要な対象感染 症となっ
ている。この現状を踏まえ、新患数 を減少させ、
さらには難治性ハンセン病を治 療するために
は、ハンセン病の早期診断、治 療経過のモニ
タリング、薬剤耐性菌の調査、 

発生源となりうる感染者の発見と感染予防、 
発症前予防などが必要と考えられる。台湾と 
の協力研究では第１に、我々がこれまで確立 
してきたハンセン病の血清診断法を用い台湾 
のハンセン病患者由来血清の試験を実施して 
きた。また第２に、各国から報告が散見され る
薬剤耐性菌調査を台湾の患者由来 DNA で実 
施してきた。その中で、薬剤耐性の存在が疑 
われる患者由来のらい菌における遺伝子変異 
を数例検出してきた。そこで第３にその変異 
が実際に耐性をもたらすということを確認す る
ために速発育性抗酸菌であるスメグマ菌 
（M.  smegmatis）にらい菌の耐性関連遺伝子を 
入れ、その薬剤に対する影響をみた。第４に 
耐性変異の迅速検出法を開発し検討を加えた。 
以上の協力研究を通じ、日台での技術共有を 
目指した。 

 
B. 研究方法 



 
精 製 し た ら い 菌 膜 タ ン パ ク 抗 原 Major 

membrane protein-I (MMP-I)と MMP-II のハン 
セン病患者血清との反応性を ELISA 法で確認 
後、精製を行った。その精製抗原を用い、台 
湾のハンセン病患者血清 98 検体について 
ELISA 試験を行った。本血清は台湾市郊外に 
ある元ハンセン病療養所を持つ病院、楽生療 
養院が保存している患者血清である。特異性 
や感度あるいは病型、臨床症状との相関性に 
ついて解析した。 

抗らい菌薬のダプソン, リファンピシン及 
びオフロキサシンに対する薬剤耐性を惹起す 
る遺伝子変異は、folP1, rpoB そして gyrA 遺伝 
子で、その耐性とかかわる遺伝子変異が集中 
する領域を Drug Resistance Determining Region 
(DRDR)と呼ぶ。台湾で得た１３検体を用いて 
DRDR における変異を検出を試みた。ハンセ 
ン病患者由来の生検材料は台湾 CDC が収集 
し DNA 抽出を行い、その一部を分与された。 
DNA から各遺伝子を個別に PCR 増幅し、 
DRDR における変異の有無を直接シーケンス 
することにより検出した。 

変異と耐性の相関を明らかとする実験では、 
台湾サンプルで検出された folP1 遺伝子の変 
異を試験した。まず、らい菌 folP1 遺伝子を発 
現ベクターにクローニングし、M.     smegmatis 
に導入した。次に M. smegmatis の folP1 遺伝 
子を破壊するための温度感受性ファージを作 
製し、らい菌 folP1 遺伝子導入 M. smegmatis 
にこれを作用させて、染色体上に存在する M. 
smegmatis   folP1 の破壊を試みた。また、らい 
菌 folP1 に変異を加えたものと加えないもの 
を使用して同様の実験を行い、得られた菌株 
を用いてダプソン感受性を 7H10 培地を用い 
て試験した。 

耐性変異の迅速検出のために今回用いた方 
法は結核菌の薬剤耐性変異検出のために以前 
報告された方法で、リアルタイム PCR 法を一 
部改変した方法を用いている。PCR 産物であ 
る 2 本鎖 DNA がサイバーグリーンで蛍光標識 
される反応系を用い、ABI の Step One Plus を 
用いて測定を行った。Forward Primer はそれ自 
身が構造的にヘアピンを形成するような配列 
にするのが特徴である。Reverse Primer は通常 
の PCR に 使 用 す る よ う な 配 列 に す る 。 
Forward Primer の 3’末端の塩基が変異の有無 

を調べる標的部位にくるように設計する。そ 
の標的部位の塩基が４種の塩基 G, A, T, C の 
いずれかを知るために、その 3’末端が異なる 
４つの塩基となる４つの Forward Primer を作 
成する。ここでは本法を Hp-rPCR（Hairpin 
primer real time PCR）法と呼ぶ（図１）。それ 
ぞれを Reverse Primer と PCR を行い、いずれ 
との PCR がもっとも効率良く PCR 産物を産 
生するかを見ることでサンプルの持つその標 
的部位の塩基を決定し変異の有無を判定する 
ものである。 

 
図１Hp-rPCR(Hairpin-primer realtime PCR)法 

 

 

  
 

  
 

  
 

  
 

  
 

 
（倫理面への配慮） 本研究は動物実験を含まな
い。分担研究、共 同研究者の所属する両施設の
倫理委員会の承 認を得て行った。検体の採取
は通常の菌検査 において実施される方法であ
り、その方法は 特段の侵襲性を有するものでは
なく、菌の解 析は患者のプライバシーには抵触
しない。患 者に対しては目的を説明し、同意が
得られた 場合にのみ検体の採取を実施した。 

 
C. 研究結果 台湾のハンセン病患者由来血清

サンプル  98 
検体の ELISA を３種の抗原を用いて行った。 
カットオフ値は我々が保存している陽性血 清コ
ントロールの値の    10%とし、それ以上の 値を
示すものを陽性とした。その結果、表１ のよう
に従来法で用いられる抗原  PGL-I で 62%

陽性であるのに対し、MMP-II で 87%と高 



 
い陽性率を示した。また、新しく調整した抗 
原 MMP-I では 91%ともっとも高い陽性率を 
示した。 

 
表１ 

 
 

台湾で採取及び DNA 抽出された 13 検体に 
ついて薬剤耐性変異を調べた。これまでに、 
ダプソン耐性をもたらすことが知られている 
folP1 遺伝子のコドン 53 位と 55 位、リファン 
ピシン耐性の rpoB 遺伝子４カ所（441 位、451 
位、456 位、458 位）及びキノロン耐性の gyrA 
遺伝子２カ所（89 位、91 位）の変異の有無を 
検出した。 

 
表 2 

 

 
T53R: folP1 遺伝子の 53 位トレオニンが 

アルギニンに変異 

NA: not amplify,    NR: could not read 

 
13 検体を用い、９検体の結果を得た（表 2）。 
NTU004 は folP1 遺伝子の 53 位のアミノ酸ト 
レオニンに変異がありアルギニンとなり、そ 
のコドンは ACC から AGA に２塩基に変異が 
生じた。この変異によってダプソン耐性をも 
たらすことが推察された。他は変異が認めら 
れず、各薬剤に対して感受性であることがわ 
かった。NTU012 の変異は再現性がなく、次 
の実験では対象外とした。 

folP1 遺伝子の 53 位が ACC の wild タイプ 
と AGA の NTU004 タイプの遺伝子を作成し、 
M. smegmatis の染色体に挿入し、M. smegmatis 
が自然に持っている folP 遺伝子を破壊した。 
得られた M. smegmatis で、53 位が wild タイプ 
のらい菌 folP1 遺伝子持つ菌（Wild type ACC） 

と NTU004 タイプを持つ菌（ T53R mutant 
AGA）の増殖をダプソン入り培地及び薬剤無 
しの培地での増殖の違いを検討した結果、図 
２で見られるように、薬剤の入った 7H10 培 
地でも T53R mutant AGA は増殖できることを 
確認した。すなわち NTU004 で見られた変異 
が明らかにダプソン耐性をもたらすことが示 
された。 

 
図２.組換え M.  smegmatis を用いた薬剤 感受

性試験 

 

 
 

薬剤耐性変異の多数迅速同時検出において 
図３は Zensho-2 の folP1 遺伝子 55 位コドンの 
2 番目の塩基を標的とした Hp-rPCR 法を示し 
た。Forward プライマーの 3’末端が T のプラ 
イマーの Ct 値が最も小さいことから Zensho-2 
の folP1 遺伝子 55 位のコドンは CTC であり、 
ダプソン耐性変異であることが確認できた。 同
様に Thai-53 を用いて行った folP1 遺伝子 3 カ
所の結果は 53 位の 1 番目の塩基は A、2 番 目
は C、そして 55 位の 2 番目が C であり、確 か
に感受性菌での配列であることが確認でき た。
rpoB 及び gyrA の結果は示していないが、 い
ずれも本法により標的部位の塩基の判定が で
きた。 

次に前述の表２にあるように耐性変異を示 
した NTU004  を用い、本法を試みた。最初は 
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臨床検体から得た DNA であることから非常 
に DNA が少なくクリアーな結果が得られな 
かったので、マルチプレックス PCR 法を行い、 
その後 Hp-rPCR 法を行うこととした。その結 
果、クリアーな結果を得ることができた。 
NTU004 は folP1 遺伝子の 53 位のアミノ酸ト 
レオニンに変異がありアルギニンとなり、そ の
コドンは ACC から AGA に２塩基に変異が 
生じていたことはこれまでに確認されている。 
この変異によってダプソン耐性をもたらすこ 
とが推察された。 

 
図３. folP1 遺伝子 55 位のコドン２番目の 塩

基 C の変異を持つらい菌 Zensho-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

数字は Ct 値 
 
D. 考察 

血清診断試験では、従来法に使用する PGL-I 
での値に比べ MMP-II はより高い陽性率であ 
り、他の東南アジア諸国で得られた結果とほ 
ぼ同様であった。血清の少菌型、多菌型の区 
別がわからないので従来法より少菌型が高い 
値を示したかどうかはまだ判定できないが、 
いい結果が期待できるだろう。MMP-II よりい 
い結果を MMP-I が示したことは大変興味深 
く、また期待もできそうであるが、結核患者 や
健常人のデータを揃え特異度を検討し、今 

後正確な評価をする必要がある。 
13 検体中、明らかなダプソン耐性変異が 

NTU004 で検出された。このトレオニンからア 
ルギニンへの変異はコドンの ACC が AGA に 
変わる変異であった。同じコドンにおいても 
耐性変異が 1 塩基変異で生じている例と今回 
のように２つの塩基が変化している例がある こ
とからそれらの違いが耐性の度合いに影響 
する可能性も示唆され、大変興味深い結果で 
あった。また、患者データからも NTU004 は 
多菌型患者であり、臨床的にも薬剤耐性が疑 
われた例であることが台湾 CDC からの情報 
でわかり、この変異検出の有用性をお互いに 
再認識することができた。 

Hp-rPCR 法が標的である 9 カ所の変異の 
有無を確実に判定できることを、コントロー ル
の菌においても臨床由来の菌においても可 
能であることが明らかとなった。DNA 回収が 
非常に悪いことが多い臨床検体においてもマ 
ルチプレックス PCR 法との併用により非常に 
高感度に判定することができた。マルチプレ 
ックス PCR 法と Hp-rPCR 法を併用した場合に 
要した時間は DNA 抽出から判定までで、約 5 
時間であり、迅速性についても良好な結果だ 
ったと考えられる。NTU004 の持つ ACC から 
AGA の変異はトレオニンからアルギニンの 
変異であるが、Hp-rPCR  法で判定されるのは 
2 番目の C が G であっただけであることから、 
ACC から AGC への変異の可能性もあること 
になり、その場合アミノ酸の変異はトレオニ ンか
らセリンへの変異になる。この場合の変 異と耐
性の関係は証明されていないので、厳 密には
判定に間違いを冒す可能性があること になる。
これは今後の課題である。 

 
E. 結論 台湾ハンセン病患者血清を用い、血清

診断 
法の評価を行った結果、従来法で用いている 
PGL-I 抗原での結果よりも MMP-II 及び MMP-I 
でより好成績を得た。今後、健常人及びらい 
菌と同じ抗酸菌である結核菌による感染で生 
じる結核患者の血清を用いて、本法のハンセ 
ン病血清診断法としての特異度・感度を測定 
する予定である。 

薬剤耐性変異の検出では 13 例中 9 例の結 
果を得ることができ、得られた変異が確かに 
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28 

G 

25 

C 

19 



 
耐性と相関していることが証明できた。 

Hp-rPCR 法をらい菌の耐性変異検出のため 
に利用することが可能であることが証明出来 た。
マルチプレックス PCR  法との併用で迅 速・簡
便に多数標的箇所の同時判定ができた。 

上記、結果を台湾のパートナーと共有し、 
使用した様々な技術に関しても共有すること 
ができた。 
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