出國報告（出國類別：研究）
「結核病新診斷技術合作研習」出國報告書
服務機關：行政院衛生署疾病管制局
姓名職稱：莊珮君 副研究員
派赴國家：日本
出國期間：民國101年9月2至8日
報告日期：民國101年11月28日
摘要
本次奉派赴日本國立感染症研究所 (National Institute of Infectious Diseases, NIID) 的漢生病研究中心 (Leprosy Research Center) 、細菌第二部 (Department of Bacteriology II) 及結核預防會 (Japan Anti-Tuberculosis Association, JATA) 結核研究所 (Research Institute of Tuberculosis, RIT) 研習，乃由於本局目前與以上單位有國際合作計畫進行，藉此機會進行技術交流、進度資料比對與確認。研習期間 (包含路程) 自101年9月2日至9月8日。研習內容包括：(1) 與日本國立感染症研究所的漢生病研究中心Dr. Masanori Kai討論有關漢生病血清學檢測之陽性值設定基準及利用重組Mycobacterium smegmatis菌株模式進行抗藥基因突變對藥物最低抑制濃度試驗方法；(2) 與國立感染症研究所細菌第二部Dr. Keigo Shibayama針對結核菌抗藥相關特定蛋白研究討論；(3) 與結核預防會結核研究所Dr. Shinji Maeda討論東亞盛型結核菌株MIRU (mycobacterial interspersed repetitive unit) 基因型及SNP (single nucleotide polymorphism) 應用研究。本次並順道拜訪國立感染症研究所免疫部 (Department of Immunology) Dr. Kazuo Kobayashi討論其在非結核分枝桿菌 (Non-tuberculous mycobacterium, NTM) ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 的研究開發，做為漢生病血清學檢測方法制定的參考。藉由本次研習除了與結核研究所的合作計畫是實驗室較為熟悉的領域外，與國立感染症研究所的合作研究都是新的起步，相對也是我們要積極建立的檢驗方法與應用研究。經由本次的研習，也進一步建立與日方的友善於合作關係，對日後的國際交流與合作延續皆有實質的幫助。
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壹、目的
1. 與日本國立感染症研究所漢生病研究中心Dr. Masanori Kai討論改善分子檢測M. leprae抗藥基因分析及血清學ELISA檢測陽性設定基準；研習重組M. smegmatis菌株模式以分析抗藥基因序列突變對特定藥物最低抑菌濃度試驗。
2. 與日本國立感染症研究所細菌第二部Dr. Keigo Shibayama討論有關結核菌一線藥物抗藥性相關基因之特定突變位點與蛋白質體結構差異之相關性研究。
3. 與日本結核預防會結核研究所Dr. Shinji Maeda討論MIRU及SNP位點之最適性選擇應用於東亞盛行之基因型別分析。
貳、過程
一、行程與工作紀要
	日期
	工作紀要

	9月2日(日)
	啟程 (台北(日本東京)

	9月3~4日(一~二)
	日本國立感染症研究所細菌第二部、免疫部研習

	9月5日(三)
	日本結核預防會結核研究所研習

	9月6-7日(四~五)
	日本國立感染症研究所漢生病研究中心研習

	9月8日(六)
	返程 (日本東京(台北)


二、內容
本次研習緣由主要為針對本實驗室目前與日本國立感染症研究所執行的2項台日合作研究計畫：(1) Molecular studies on virulence and drug resistance of leprosy；(2) Drug-resistant mechanism, pathogenesis and genomics of tuberculosis及自2010年起參與日本結核預防會結核研究所主持的亞洲地區結核病分子流行病學研究計畫進行相關技術交流、進度報告及資料比對與確認。
本次赴日本東京研習的單位包括：(1)位在東村山市 (Higashimurayama) 的國立感染症研究所漢生病研究中心；(2) 位在戶山 (Toyama) 的國立感染症研究所免疫部；(3) 位在武藏村山市 (Musashimurayama) 的國立感染症研究所細菌第二部；(4) 位在清瀨市 (Kiyose) 的日本結核預防會結核病研究所。
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(1) 日本國立感染症研究所漢生病研究中心研習主要內容如下：
漢生病研究中心包含8個實驗室，Dr. Masanori Kai為第三實驗室的室長，該實驗室主要專攻分枝桿菌毒性因子及抗藥機制相關的分子研究。雙方合作起源於2010年初經由日本結核研究所Dr. Shinji Maeda引見本局研究檢驗中心分枝桿菌實驗室周如文博士與Dr. Masanori Kai初識，建立了未來合作研究的構想。2010年中推薦本實驗室黃偉倫助理研究員至該實驗室研習漢生病鑑定檢驗及抗藥性檢驗技術，為日後台日雙邊合作計畫奠定基礎。今年 (2012年) 本實驗室亦將漢生病分子及抗藥性檢驗技術研習成果落實於例行檢驗業務中。本次乃延續黃助理研究員所研習的技術，除了漢生病血清學檢測陽性設定基準的討論外，並與該實驗室的Dr. Noboru Nakata針對利用重組M. smegmatis菌株模式分析抗藥基因序列突變對特定藥物最低抑菌濃度試驗方法進行討論。
首先在血清學ELISA檢測方法學的部分，日本漢生病研究中心已利用MMP-II (major membrane protein II) 蛋白質進行漢生病血清學的診斷。MMP-II為Mycobacterium leprae的bfrA (ML2038c) 基因所表現的蛋白質，總共包含159個胺基酸。該實驗室將此全序列的159個胺基酸於E. coli中表現重組蛋白質，純化後進行plate coating做為ELISA檢測的抗原，以應用於漢生病血清學的檢驗。本實驗室亦已利用Dr. Masanori Kai提供的MMP-II進行血清學方法的建立及初步測試，唯受限於陰性對照組的樣本數目及陽性設定基準決定的不確定性，因此就該議題與Dr. Masanori Kai進行討論。我們先選擇10個陰性對照組檢體進行血清學實驗，結果發現其中1個感染M. marinum的血清檢測值與陽性pooled血清檢測值相當，推測應為交叉反應所造成 (如下圖所示)，因此應自陰性對照組中排除。
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對於ELISA檢測方法陽性判定標準則是將病人檢體與陰性檢體檢測值利用MEDCALC軟體ROC curve analysis進行計算後，再考量敏感度與特異度後決定之。
在研習期間也順道拜訪位在東京新宿區戶山 (Toyama) 的國立感染症研究所免疫部的Dr. Kazuo Kobayashi，請教其在Mycobacterium avium complex ELISA方法學建立的經驗，做為漢生病血清學陽性設定基準制定的參考。Dr. Kazuo Kobayashi所研發的快速診斷試劑已商品化，並於去年八月通過日本FDA規範，且於美國亦完成第一期臨床試驗。該試劑主要適用對象為HIV(-)的病人。Dr. Kazuo Kobayashi指出該臨床診斷試劑乃以可達特異度100%之值做為陽性設定基準，主要是因為臨床醫師的需求，希望臨床診斷實驗室在提供檢驗數據時，陽性就是陽性，不會有偽陽性發生，才可對病人正確治療，故以可達特異度100%之值做為陽性設定基準。以Dr. Kazuo Kobayashi的Mycobacterium avium complex ELISA 檢測為例，特異度達100%的cut-off值為0.7 U/ml，敏感度仍可達84.3% (如下圖所示)。
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(資料來源：Am J Respir Crit Care Med 177: 793–797, 2008)
Dr. Kazuo Kobayashi也強調臨床診斷試劑的開發與應用應該以符合臨床醫師及臨床治療的需求為目的。目前Mycobacterium avium complex ELISA血清學檢驗乃為針對B細胞反應進行檢測，對於利用T細胞的免疫反應開發的檢測試劑由於對分枝桿菌的免疫機制尚未完全清楚，因此目前仍有困難需要克服才可在不同的研究得到統一的答案。在B細胞抗體反應檢測中，以Mycobacterium avium complex為例又以IgA的檢測方法最敏感，可能是與其為呼吸道感染所引發的免疫反應有關。而在漢生病研究中心所進行的漢生病血清學檢測則是以檢測IgG為主。除了MMP-II抗原之外，漢生病研究中心也有使用PGL-I (phenolic glycolipid I) 進行ELISA檢測，唯以MMP-II為抗原檢測之敏感度較PGL-I高，目前該中心也進行以MMP-I為抗原之檢測方法評估。期望在未來能建立敏感度與特異度更高的檢測試劑。
本次研習的另一個重點是為了解漢生病研究中心所建立的以重組M. smegmatis菌株模式，進行藥物相對最低抑菌濃度 (MIC) 測定。主要是我們在漢生病抗藥相關基因突變分析中發現了新的突變，欲了解該突變是否確實與抗藥有關，可利用此體外活體試驗模式分析抗藥基因突變與相對MIC的關係，以提供臨床治療用藥參考。這個部分主要是與該實驗室的Dr. Noboru Nakata進行討論。Dr. Noboru Nakata在此檢測系統領域有相當豐富的經驗，特別是應用在漢生病，主要是因為M. leprae無法在體外進行培養，目前抗藥性的檢測仍須用老鼠之foot pad進行測試，除了須有配合的硬體設施，且相當的費時費力。
以Dr. Noboru Nakata在M. leprae folP1基因突變與dapsone抗藥研究為例，利用重組M. smegmatis菌株模式，將wild type與特定位點突變的mutant基因序列分別送入M. smegmatis，以進行體外藥物敏感性試驗 (如下圖所示)。當mutant的MIC值與wild type的MIC值比值達4倍以上時，可判定該mutant與抗藥性有關。
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欲檢測的folP1基因突變位點
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重組M. smegmatis菌株模式
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各突變位點之相對最低抑菌濃度 (MIC) 測試結果
(資料來源：Antimicrobial Agents and Chemotherapy 55: 762–766, 2011)

由於全基因體定序技術的普及，M. leprae標準菌株也已定序完成，包括M. leprae TN strain、Br4923 strain。除了可應用在臨床診斷檢測方法上之外，對於M. leprae基因型別的研究或菌株的傳播研究都可做為未來研究的方向。M. leprae基因型別的研究自2005年開始國際間已有研究發表，2009年Dr. Stewart T Cole研究團隊利用SNP基因型別分析方法，針對全球收集的M. leprae菌株進行研究，可了解各SNP基因型的分布情況，結果顯示SNP基因型的分部有地域上的差異 (如下圖所示)。
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M. leprae基因型全球分布情況

(資料來源：Nature Genetics 41: 1282, 2009)
日本國立感染症研究所漢生病研究中心也開始利用全基因體定序方法進行M. leprae基因型研究，Dr. Masanori Kai指出M. leprae全基因體定序的結果不僅有助於M. leprae基因型更深入的研究，對於漢生病藥物及診斷試劑的開發亦將有所助益。而本局在結核病的基因型別研究具備相當的實力與基礎，在未來也是可以做為雙方合作的議題。

(2) 日本國立感染症研究所細菌第二部研習主要內容如下：

國立感染症研究所細菌第二部共包含5個實驗室。本次研習拜訪細菌第二部部長Dr. Keigo Shibayama，主要討論計畫內容有關結核菌一線藥物抗藥性相關基因之特定突變位點與蛋白質體結構差異之相關性研究。該實驗室主要利用晶體結構方法分析可與抗結核藥物產生交互作用的結核菌基因產物，以進一步探討該基因特定位點的突變是否與抗藥性有關。
該實驗室著重在與細菌代謝機制有關的基因功能研究，並利用抗結核藥物篩選找到可與藥物產生交互作的的蛋白質diadenosine 5’,5’”-P1,P4-tetraphosphate (Ap4A) phosphorylase。此蛋白質為結核菌Rv2613c基因所表現，屬於histidine triad (HIT) motif superfamily，該family包含ApnA hydrolases及Ap4A phosphorylases。此蛋白質之胺基酸序列與功能較接近ApnA hydrolase而非Ap4A phosphorylase。經由晶體結構分析得知Rv2613c基因產物在水溶液中為homotetramer，有別於ApnA hydrolase的homodimer及Ap4A phosphorylase的monomer。研究並發現此蛋白質的胺基酸Asn139、Gly146、Ser147為重要的active site residues，且Asn139在catalysis中扮演決定性的角色，而Trp160則是與Ap4A結合的必需胺基酸 (如下圖所示)。
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Rv2613c基因產物在水溶液中呈現之homotetramer
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Rv2613c基因產物active site residues：胺基酸Asn139、Gly146、Ser147
(資料來源：J Mol. Biol. 410: 93-104, 2011)

經由Rv2613c的研究經驗，Dr. Keigo Shibayama實驗室利用同樣的研究策略發現與Pyrazinamide (PZA) 抗藥性有關的基因Rv1330c (pncB1)，該基因產物主要參與NAD的代謝機制，推測Rv1330c基因的突變可能與PZA抗藥有關，故試圖尋找PZA抗藥但pncA無突變的菌株進行定序分析，以了解Rv1330c基因突變是否與PZA抗藥性有關。然因PZA抗藥菌株在日本臨床病人中比例較少，又PZA抗藥但pncA無突變的菌株到目前為止並未找到，故難以驗證Rv1330c與PZA抗藥的關聯性。
在抗結核一線藥物基因突變分析的研究中發現，相較於RIF抗藥性菌株約有95%皆可找到rpoB基因突變，與isoniazid (INH) 抗藥相關的基因則較非單一性，目前已知與INH抗藥有關的基因包括：katG、inhA、inhAr、oxyR-ahpC，然仍有約10%的INH抗藥性菌株須仰賴傳統的藥敏方法檢驗 (如下圖所示)。
[image: image17.emf]
利用分子檢測RIF與INH抗藥與傳統藥敏試驗之比對結果

(資料來源：J Clin. Microbiol. 47: 2520-4, 2009)

本實驗室在2010、2011年的初步研究也發現在katG、inhA、inhAr、oxyR-ahpC 以外的7個新的基因定序分析中有12個新的突變位點可能是與INH抗藥性有關。由於Dr. Keigo Shibayama實驗室具有豐富的抗藥性相關基因產物晶體結構分析經驗與實力，故在雙方的合作計畫中，試圖利用晶體結構分析來驗證其關聯性，並驗證與抗藥機制有關的代謝途徑。另並針對已進行所有目前已知與抗藥有關基因定序結果皆為wild type的INH抗藥性菌株進行全基因體的序列分析，以篩選出新的與INH抗藥有關的候選基因。
國立感染症研究所第二部除了進行結核病的研究，並負責全國院感染及抗藥性監測。因此於研習期間，Dr. Keigo Shibayama並熱心介紹有關國立感染症研究所的JANIS (Japan Nosocomial Infections Surveillance) 院感染及抗藥性監測系統，此監測系統直接隸屬日本厚生勞動省管轄，由國立感染症研究所細菌第二部負責執行，可直接經由網頁http://www.nih-janis.jp/ 查詢 (如下圖所示)，目前僅有日文版。

[image: image18]
JANIS (Japan Nosocomial Infections Surveillance) 院感染及抗藥性監測系統畫面

該監測系統為自願性參加，凡醫院規模達200床以上皆可自由參加。目前在具此規模2500家左右的醫院中，約有1000家醫院參與。該監測系統會定時 (月、季、年) 統計全國參加醫院各種類細菌之各種藥物抗藥性比例，並會將參與的醫院自己的數據與全國性平均或中位數資料比較回饋給各醫院，但資料僅提供給該醫院不公開，以讓參與的醫院清楚了解自家醫院抗藥性現況與嚴重程度，以做積極的控制並管制臨床醫師用藥 (範例如下圖所示)。
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(資料來源：http://www.mhlw.go.jp/stf/shingi/2r9852000000unaw-att/2r9852000000unxi.pdf)
(3) 日本結核預防會結核病研究所研習主要內容如下：

日本結核預防會結核病研究所自2010年起為執行東亞地區結核病分子流行病學研究，探討日本及鄰近東亞國家結核菌盛行菌株，特別是北京型基因型別的差異，邀請東亞各國包括台灣、韓國、中國北京、上海、香港參與，包含結核菌北京基因型MIRU的研究及SNP的研究，並於每年舉行「結核病分子流行病學研討會 (The conference of molecular epidemiology in tuberculosis)」進行研究交流與討論。本次研習拜訪該計畫負責人Dr. Shinji Maeda，討論MIRU及SNP位點之最適性選擇應用於東亞盛行之基因型別分析。
Dr. Shinji Maeda並邀請大阪市大學的Dr. Takayuki Wada前來一同討論。Dr. Takayuki Wada在結核菌的MIRU基因分型研究有豐富的經驗。大阪市是日本結核病發生率最高的城市，該市的發生率約在50/100,000，主要感染族群為遊民。大阪市大學Dr. Takayuki Wada實驗室接受大阪市衛生局委託，進行該市結核菌MIRU基因型別分析。其所使用的MIRU位點與Dr. Philips Supply所發表的位點並不完全相同，主要是因為日本盛行的菌株以Atypical Beijing為主，故其發展日本適用的JATA(12) MIRU組合，必要時會再進行hyper-variable VNTR(4) MIRU位點。本次亦就MIRU技術面與Dr. Takayuki Wada討論，獲益良多。
本次研習並進行SNP研究的討論，期望能利用22個SNP的基因分型方法對結核菌Atypical Beijing、Typical Beijing、non-Beijing基因型進行快速鑑別。此外並就Dr. Takayuki Wada與Dr. Shinji Maeda共同發表的研究 (Infect Genet Evol. 12: 1392-6, 2012) 進行討論。由該研究亦再次證明目前全球的共識，MIRU基因分型的結果僅能得到grouping的結論，但是無法像SNP基因型可做演化上的推測與分析 (如下圖所示)。


[image: image22]
(資料來源：Infect Genet Evol. 12: 1392-6, 2012)
由於本實驗室在2010年已於Infect Genet Evol. 10(4): 459-66及J Clin Microbiol. 48(11): 4245-7期刊分別發表「Single nucleotide polymorphisms in cell wall biosynthesis-associated genes and phylogeny of Mycobacterium tuberculosis lineages」及「Single-nucleotide polymorphism in the fadD28 gene as a genetic marker for East Asia Lineage Mycobacterium tuberculosis」研究成果，且自2010年起與日本結核預防會結核病研究所維持良好的互動，在每次的討論過程中皆有收獲。Dr. Takayuki Wada亦提到並示範其所開始進行Next generation sequencing (NGS) 的研究，由於該技術越來越普及，此技術已廣泛應用在各病原體的研究，儘管結核菌全基因體包含400萬個核苷酸，目前的技術已能駕輕就熟，更有助於結核菌比較基因體學的研究。
参、心得
本次研習在日本國立感染症研究所Dr. Masanori Kai、Dr. Keigo Shibayama、Dr. Kazuo Kobayashi及結核預防會結核病研究所Dr. Shinji Maeda 的盛情款待及頃囊教授下，儘管行程緊湊，但是研習內容充實且獲益良多。本次研習包括漢生病檢驗方法學的建立、檢測基準的制定；結核菌抗藥相關基因晶體結構的研究；結核菌基因型別的研究都有更進一步的學習。
經由本次的研習也發現無論是日本國立感染症研究所或是結核預防會結核病研究所、大阪市大學，皆已開始進行結核菌NGS的研究。此項利器的應用已勢在必行，包括對抗藥性研究、抗結核藥物開發、結核病及漢生病診斷試劑開發、結核病及漢生病基因分型及族群演化研究皆有所助益。
在本次研習中，非常感謝日本國立感染症研究所漢生病研究中心Dr. Masanori Kai及Dr. Noboru Nakata分別對漢生病血清學檢測及利用重組M. smegmatis菌株模式進行藥物相對最低抑菌濃度 (MIC) 測定方法學的詳盡解說；非常感謝日本國立感染症研究所細菌部第二部部長Dr. Keigo Shibayama及博士後研究員Dr. Shigetarou Mori在抗結核藥物相關基因晶體結構研究的討論；非常感謝Dr. Kazuo Kobayashi在百忙之中撥空分享其M. avium complex ELISA檢測試劑方法開法的經驗；非常感謝結核預防會結核病研究所Dr. Shinji Maeda及大阪市大學Dr. Takayuki Wada針對結核菌基因分型方法的熱烈討論。
經由本次研習機會除了基因分型研究的精進外，也同時學習了血清學及晶體結構學的研究方法，對於未來結核病與漢生病檢驗技術的開發與整合都有實質的幫助。除了技術面的學習，在做人處事上也深深感受到日本學者的熱情、謙卑、積極學習。這對於我們同樣處在研究與應用發展的工作環境下，更應該努力有所做為。無論是在實驗室、公衛單位，防疫人員應該要有遠大的志向與抱負，也應該要深深體認自己所肩負的責任。國際的合作交流與學習可以增廣自己的視野，更重要的是要將所學貢獻回饋並持續學習，才能真正完成傳染病防疫的使命。

肆、建議事項
1. 持續進行與國立感染症研究所之台日雙邊合作計畫，及與結核預防會結核研究所維持研究交流，並鼓勵同仁積極參與國際合作事務，包括技術與經驗交流，增廣國際視野並了解國際趨勢進展。
2. 招募新進人員除考量公衛、檢驗、研究專長外，應延攬積極、熱誠之人才，並對傳染病防治有認知與認同者。
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[image: image42.png]Definitions of sublineages of Beijing family M. tuberculosis in this study.
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