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研究要旨 
 これまでに台湾で分離された INH 耐性結核菌で、既存の耐性検出用 DNA プローブに
含まれていない katG遺伝子の変異で、かつ耐性との関連が明らかにされていない 235番
目の GAの挿入、C1436A、C317T、G332Aの変異、ahpCの C-10T、ndhの T203Cの変異
を見出した。C317T、G332Aの変異は、in silicoの解析から酵素の活性中心のアミノ酸残
基を置換させることで酵素活性を低下させ、INH の活性化を阻害して耐性化に関与して
いることが分かった。今後、これらの変異蛋白の機能を解析し、実際に耐性に関与して
いるかどうかを解析する。そして INH耐性結核菌を検出する検査法の改良を目指す。台
湾を始めアジア各国で結核罹患率の高い国で薬剤耐性結核の迅速診断に役立つことが期
待される。 
 NDM 型カルバペネマーゼ産生菌は、日本においてはこれまで輸入事例を中心に 10 例
ほど報告があるのみだが、ベトナムにおいては医療機関で頻繁に分離されている。ベト
ナムで分離された NDM 型遺伝子陽性菌株を用いて、従来メタロ--ラクタマーゼ産生菌
の迅速検出法として用いられてきた SMAディスク法がNDM型カルバペネマーゼ産生菌
に応用できるか検証した。メロペネム、セフタジジム、及び SMAディスクの組み合わせ
で検出が出来ることが分かった。またベトナムで分離された NDM 型遺伝子陽性
Acinetobacter baumannii１２株について、Multilocus sequence typing法により遺伝子型を調
べたところ、うち１１株は非流行タイプだった。ベトナムでは院内感染に関する対策が
十分でないことが背景として考えられる。日本国内においては、途上国に旅行中に現地
の医療機関に入院し、帰国して国内の医療機関に入院する患者について、特に NDM 型
のような外国で蔓延している耐性菌について注意を払う必要があると考えられる。 
 The emergence of drug resistant tuberculosis is a public health concern. The resistance to 
isoniazid (INH) can be detected by a convenient PCR-based amplification and reverse blotting 
assay. However, discordant results have been observed for several resistant strains isolated in 
Taiwan. Some INH resistant strains carried new mutations, C-10T of ahpC gene, C1436A, C317T, 
G332A, and insertion of GA at 235 of katG gene, and T203C of ndh. Among them, C317T and 
G332A of katG gene were shown to be associated with alteration of enzyme activity by in silico 
analysis. 
 The collaborative study with NIHE aimed at evaluating the SMA test for detecting NDM-1 
producers among Enterobacteriaceae and Acinetobacter baumannii. A collection of 16 NDM-1−
positive bacterial isolates (5 Escherichia coli, 4 Klebsiella pneumoniae, 1 Enterobacter cloacae, 1 
Citrobacter freundii, and 4 A. baumannii), obtained from hospitals in Vietnam in 2010, and 1 K. 
pneumoniae isolated in Japan in 2010, were used. SMA test using both MPM and CAZ disks was 
shown to be the most suitable for screening carbapenem-resistant isolates for NDM-type MBL 
producers. We further determined genotype of NDM-type carbapenemase-producing 
Acinetobacter baumannii isolated in hospitals in Vietnam by multilocus sequence typing (MLST). 
Among 12 NDM-positive A. baumannii strains examined, 11 belonged to MLST types different 
from the clonal complex 92 which is known as the worldwide epidemic lineage. This is in contrast 
to the situation in Japan where OXA-type carbapenemase-producing CC92 type strains are 
dominant and cause nosocomial infections. 
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A. 研究目的 
 薬剤耐性結核菌は世界の深刻な社会問題の一つ
である。治療薬であるイソニアジド(INH)に対する
耐性菌はよく分離されるが、耐性は katG、ndhなど
の遺伝子の変異による。これらの変異を標的とした
DNA プローブによる迅速検出法が実用化されてい
るが、台湾 CDCでは、その DNAプローブに含まれ
ない変異を持つ耐性株が分離されている。台湾 CDC
との共同研究では、台湾 CDC で収集されたこれら
の株を用いて感染研で新たな遺伝子変異を見出す
とともに、それらの変異が実際に耐性に関与してい
るかどうかについても感染研で解析することとし
た。 
 NDM型カルバペネマーゼ産生菌は、2008年にイ
ンド、パキスタンで見いだされてから世界中に拡散
している。NDM 型カルバペネマーゼ産生菌は、日
本においてはこれまで輸入事例を中心に 10 例ほど
報告があるのみだが、ベトナムにおいては医療機関
で頻繁に分離される。発展途上国では医療機関だけ
でなく環境中にも蔓延していることが報告されて
いる。ベトナム NIHEとの共同研究では、これまで
メタロ--ラクタマーゼ産生菌を簡便に検出する
SMA ディスク法が NDM 型カルバペネマーゼ産生
菌にも応用できるかどうか検証することとした。ま
た収集した NDM 型カルバペネマーゼ産生
Acinetobacter baumanniiの遺伝子型別を行い、どのよ
うな型が拡散しているのかを調べる事とした。 
 
B. 研究方法 
 台湾CDCにおいては、INH耐性結核菌を収集し、
加熱死菌を感染研に送付し、感染研ではゲノムDNA
を抽出したのち、katG、ndh 遺伝子の変異を調べ、
過去に報告がないものを選び出した。 
 ベトナム NIHEにおいては、医療機関からカルバ
ペネム耐性菌を収集し、NDM 型カルバペネマーゼ
産生菌を分離した。分離された NDM型遺伝子陽性
の A. baumannii ４株、大腸菌５株、Klebsiella 
pneumoniae ４株、 Enterobacter cloacae １株、
Citrobacter freundii１株、及び日本国内で分離された
K. pneumoniae １株を用いて、従来メタロ--ラクタ
マーゼ産生菌の迅速検出法として用いられてきた
SMAディスク法で SMAによる阻害効果が見られる
かを観察し、この方法が NDM型カルバペネマーゼ
産生菌に応用できるか検証した。また、NDM 型カ
ルバペネマーゼ産生 A. baumannii １２株について
Multilocus sequence typing (MLST)により遺伝子型別
を行った。 
 
倫理面への配慮 該当なし。 
 

C. 研究結果 
 台湾 CDC で収集した結核菌で、INH 耐性のもの
について遺伝子の変異のスクリーニングを実施し、

過去に耐性との関連が証明された変異部位以外の
変異を持つ株について加熱死菌を感染研に送付し
てもらった。感染研にて、ゲノム DNA を抽出した
後、katG遺伝子、ndh遺伝子の変異をスクリーニン
グした。結果を Table 1に示す。これまでに報告が
無い新規の変異で新たに見つかったのは、katG遺伝
子の 235番目のGAの挿入、C1436A、C317T、G332A、
ahpCの C-10T、ndhの T203Cの変異だった。うち、
katG遺伝子で挿入によるものは frame shift、塩基の
mutation のものではアミノ酸残基で Ala106Val、
Gly111Aspの変異に相当する。In silico解析で、これ
らのアミノ酸残基は、蛋白の活性中心に存在するこ
とが分かった(図１ A, B)。 

 
図１ A、KatG全体像 

 
図１ B KatGの活性中心部分 
 
 このことから、これらの変異は KatG 蛋白の酵素
活性に影響を与えていることが推測された。 

Ala106 

Gly111 



 ベトナムハノイ市内の医療機関で分離された
NDM 型カルバペネマーゼ産生腸内細菌及び A. 
baumanniiを用いて、SMAディスク法の評価を行っ
た。通常、SMA ディスク法で推奨されているセフ
タジジム(CAZ)ディスクの他、イミペネム(IPM)ディ
スク、メロペネム(MPM)ディスクと SMA ディスク
による組み合わせの結果を Table 2に示す。CAZで
は、16株中７株でのみ SMAの阻害効果が認められ、
検出可能であった。NDM 型カルバペネマーゼ産生
菌は、多くの場合 SMA ディスクに阻害を受けない
他のタイプの-ラクタマーゼも同時に産生するこ
とが報告されており、このため検出率が低かったと
考えられる。IPM では１４株、MPM では１５株で
SMA による阻害効果が認められ、陽性と判定され
た。MPM及び IPMで陰性と判定された株では CAZ
で陽性と判定された。この株は OXA-48型カルバペ
ネマーゼ遺伝子も同時に持っていた。OXA-48 型カ
ルバペネマーゼは、SMA により阻害を受けないた
め、この影響で IPM、MPM いずれでも検出できな
かったと考えられる。そして OXA-48型カルバペネ
マーゼは CAZの分解能が低く、NDM型カルバペネ
マーゼの SMAによる阻害がCAZでのみ観察された
と考えられる。また、ベトナムで分離された NDM
型カルバペネマーゼ産生 A. baumannii １２株の
MLST 型別を行った。A. baumannii は、MLST によ
り世界的な流行タイプ CC92とそれ以外のものに分
けられる。CC92 は、多剤耐性株が多く、また特に
院内感染を起こしやすいという特徴がある。日本国
内で院内感染によるアウトブレイクを起こすのは、
ほとんどの場合 CC92タイプである。ベトナムで分
離されたNDM産生株１２株のMLST型を調べたと
ころ、１１株が non-CC92タイプだった。 
 
 
D. 考察 
結核菌の INH 耐性株で、これまでに報告がない

katG遺伝子の変異を見いだした。INHは菌体内に取
り込まれた後、KatG 蛋白により代謝され活性形に
変換される。In silicoによる３次元構造の解析から、
これらの変異により KatG 蛋白の活性が失われるこ
とで INH耐性が誘導されていると推測された。今後、
実際に蛋白を精製し、活性の測定を行う予定である。
これらの変異が実際に耐性に関与していることを
確認した上で、現行の INH耐性結核菌を検出する検
査法の改良につなげる予定である。 

NDM 型カルバペネマーゼ産生菌については、従
来推奨されていたCAZディスクに加えてMPMディ
スクを使用する事で、検出が出来る事が分かった。
ここで、SMAディスク法は NDM型カルバペネマー
ゼ産生菌だけでなく、IMP 型や VIM 型など他のメ
タロ--ラクタマーゼ産生菌も陽性となる。SMA デ
ィスク法は安価で簡便なため、本法をまずスクリー
ニングとして用い、PCR等で遺伝子を確定すること
で、NDM 型カルバペネマーゼ産生菌を効率的に検
出出来ると考えられる。NDM型耐性菌については、

日本ではまだ稀であるものの、ベトナムでは医療機
関で蔓延状態にあることが分かった。これらの株は、
流行タイプ CC92ではなかった。ベトナムではベッ
ドは、複数の患者が共有しているようであるし、グ
ローブや予防衣の着用などの基本的な感染対策も
十分にされていないようなので、一旦耐性菌が病棟
に持ち込まれると速やかに院内に拡散し、蔓延して
しまうと推測される。また、市中の薬局で処方箋な
しで抗菌薬が購入出来るので、国民は比較的頻繁に
抗菌薬を服用しているようである。このようなこと
も、耐性菌を社会で拡散させる一因であると考えら
れる。 

 
E. 結論 
 台湾で分離された INH 耐性結核菌において katG
遺伝子に新たな遺伝子変異を見いだした。 
 NDM 型カルバペネマーゼ産生菌のスクリーニン
グに、SMAディスク法が応用出来る事が分かった。 
ベトナムで分離された NDM型カルバペネマーゼ産
生 A. baumanniiは、ほとんどが非流行タイプであり、
様々な遺伝子型株が混在していたこのタイプは、仮
に日本国内に持ち込まれても通常の感染対策がし
っかりと実施されていれば、大きな院内感染を起こ
す可能性は低いと思われるが、日本において医療機
関が海外渡航歴のある患者を受け入れる場合には
注意を払う必要があると考えられる。 
 
  
F. 健康危機情報 
 途上国を旅行中に現地の医療機関に入院し、帰国
して国内の医療機関に入院する患者については、特
に NDM型のような外国で蔓延している耐性菌につ
いて注意を払う必要がある。 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 
  なし。   
2. 実用新案登録  
  なし。  
3. その他 
  なし。  



 
Table 1. 

No. of 
isolates 

  Mutation 
 Codon  Amino Acid Notes 

Gene Nucleotide No. 

1 katG G→T position 388  CGG→CTG Arg463Leu 

2 katG T→C position 271  TGG→CGG Trp91Arg 

katG G→T position 1388  CGG→CTG Arg463Leu 

3 katG G and A inserted after position 235 - Frameshift novel mutation 

7 katG A→G position 413 AAC→AGC Asn138Ser 

katG G→T position 1388  CGG→CTG Arg463Leu 

8 katG G→T position 1388  CGG→CTG Arg463Leu 

katG C→A position 1436  GCG→GAG Ala479Glu novel mutation 

ndh T→C position 203 ATC→ACC Ile68Thr novel mutation 

10 katG A→C position 884 CAG→CCG Gln295Pro 

katG G→T position1388  CGG→CTG Arg463Leu 

11 katG C→T position 317 GCG→GTG Ala106Val novel mutation 

G→A position 332 GGC→GAC Gly111Asp novel mutation 

G→T position1388  CGG→CTG Arg463Leu 

12 katG G→T position1388  CGG→CTG Arg463Leu 

13 katG C→T position 357 CGC→CGT 
Arg119Arg 
(silent) 

    G→T position1388  CGG→CTG Arg463Leu   
 
 



Table 2. Inhibitory activity of sodium mercaptoacetate (SMA) disks for New Delhi 
metallo--lactamase (NDM)-1producing bacterial isolates 
Bacterial isolates Antibiotic disks  

Ceftazidime 
(CAZ) 

Imipenem (IPM) Meropenem (MPM) 

E. coli V-22 + + + 
E. coli V-48 + + + 
E. coli V-91  + + 
E. coli V-102  + + 
E. coli V-134  + + 
K. pneumoniae MRY10-722 +  + 
K. pneumoniae V-17 + + + 
K. pneumoniae V-21 + + + 
K. pneumoniae V-90  + + 
K. pneumoniae V-182  + + 
E. cloacae V-87 +   
C. freundii V-868  + + 
A. baumannii V-275  + + 
A. baumannii V-303 + + + 
A. baumannii V-320  + + 
A. baumannii V-357  + + 

(+), positive; (), negative; E. coli, Escherichia coli; K. pneumoniae, Klebsiella pneumoniae; E. cloacae, 
Enterobacter cloacae; C. freundii, Citrobacter freundii; A. baumannii, Acinetobacter baumannii 
 
 
 
 


