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A newly developed DNA probe for Mycobacterium avium and M. intracellulare(Gen-

Probe(R);Gen-robe Corp.,San Diego, Calif.U.S.A.)was evaluated for its applicability 

for identification and classification of M.avium complex(MAC),using reference strains of 

serovars 1 to 28.The DNA probe for M.avium was found to hybridize to ribosomal RNA 

of MAC belonging to serovars1•`6,8•`11,and 21,showing the % hybridization values of 

33.7 to 43.3%.On the other hand,the DNA probe for M.intracellulare hibridized to the 

MAC belonging to serovars 7,12•`20,and 25 at the level of 30.3 to 35.9%.The organisms 

of MAC belonging to serovars 22-24 and 26•`28 failed to bind any of the two DNA probes 

at the% hybridization rate greater than 10%,which is a borderline for positivity of specific 

hybridization.Therefore,on the basis of the extent of specific hybridization with the 

Gen-Probe(R)MAC is thought to be divided into three groups;the organisms belonging to 

M.avium(serovars, 1•`6,8•`11 and 21),those belonging to M.intracellulare(serovars,7,

12•`20 and 25),and those differentiated from the above two species.The Gen-Porbe 

Diagnostic System for MAC using the DNA probes was confirmed to be very useful from 

the viewpoints of accuracy and reproducibility of the data and easiness and rapidness of the 

assay procedures.
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Mycobacterium auiumとM.intmcellulareと は

極 めて 近 似 した 諸 性 状 を 示 し,明 確 に鑑 別 す る こ とは一

般 的 に困 難 と され,一 括 してM.auium(M.auium-

M.intmcellulare)complex(MAC)と よ ば れ て い

る が,一 方,ト リ,ウ サ ギ に対 す るvirulenceや45℃

で の 発 育,ア リル スル フ ァ ター ゼ(14日 法),亜 硝 酸 還

元 能 な どの 生 物学 的 性 状,交 差 ツベ ル ク リン皮 内反 応 や

抗 原 構 造(血 清型)の よ うな 免疫 血 清 学 的性 状 に よ り,

あ る 程 度 の 鑑 別 が 可 能 で あ る と い われ て い る1)～5)。 こ

れ らの うち,血 清 型 に つ い て はM.auiumは3型(1～

3),M.intmcellulareは25型(4～28)に 型 別 され て

い る6)7)が,最 近Baess8)はDNA:DNAhybridiza-

tion試 験 成 績 よ りM.intmcellulare血 清 型4,5,6及

び8の 菌 株 は 実 はM.auiumで あ り,血 清 型9の 菌 株

は いず れ の 菌 種 に 所 属 す るか 明 らか で な い と述 べ,ま た

Magnussonはsensitin試 験9)で これ と よ く一 致 した

成 績 を 得 た とい う。

最近,米 国 におい てM.auium並 び にM.intmcellu-

lareの 各 々 よ り のribosomalRNAに 特 異 的 な125I-

標 識 単 鎖DNA probeを 利 用 し たMAC迅 速 同 定 キ

ッ ト(Gen Probe(R),GenProbe社,San Diego,

USA)10)が 市 販 さ れ る よ うに な っ た。 本 法 はMACの

同 定 上 極 め て 有 用 か つ 簡 便 な方 法 と され て お り10)11),

我 々 も これ を 入 手 し,若 干 の検 討 を行 う機 会 を得 た の で

以 下 紹 介 した い 。

供 試 菌 株 はMAC1～28の 血 清 型 別 標 準 菌 株28株

(A.Y.Tsang,National JewishCenter for Immu-

nology and Respiratory Medicine,USAよ り受 領)

の 他 にM.tuわerculosisH37Rv株,M,nonchromo-

gmicum ATCC19530株,M.triuialeATCC23292

株,M.terme ATCC15755株 及 びM.fortuitum

ATCC6841株 の1%小 川 培 地 上37℃,3～4週 間 培 養

菌 を 用 い た 。DNAprobe試 験 はMAC迅 速 同 定 用

Gen-Probe(R)を 用 い て 概 略 次 の よ うに して行 った。 即

ち,Mc Farland硫 酸 バ リ ウ ム標 準 液No.1の 濃 度 に

調 整 し た 蒸 留 水 菌 浮 液100μlを"Bacterial lysing

reagent"(ガ ラ ス 玉 とlySing agentよ り な る)に 添

加 →70℃,15分 間 超 音 波 処 理 →1251-標 識M.auium

あ る い はM.intracellulare"DNA probe solution"

1mlを 添 加 ・混 和 →72℃,60分 静 置 →"Separation

 Suspension"(0.02%NaN3含 有緩 衝 液浮 遊hydroxy

 apatite)4ml添 加 ・撹 拌 → 恒 温 槽 中72℃,5分 静 置→

再 度 撹 拝 →1,500×g,2分 遠 心 分 離 → 沈 渣 を"Wash

 solution"(0.02%NaN3含 有 緩 衝 液)4rnlに 浮 遊 →

Voltexmixerで20秒 振 盤 ・撹 拌 →1,500×g,2分 遠

心 分 離 → 沈 渣 中 の 放 射 活 性 をGammacounterで1分

間 計 測 →%hybridizationを 算 出。

%Hybridization

Samplecpm:上 述 の沈 渣 のcpm

Totalcprn:DNAprobe液100μ1l分 間 のcprnx10

(≧10,000cpmのDNA probe液 を用 い る)

Background cprn:gamma tubeのcprn

TableはMAC28株 並 び に対 照 菌5株 につ いて 得 られ

た成績 を一 括示 した もので あ る。 これ か ら分 か る よ う に,

M.auium-DNAprobeを 用 いた場合 に は,M.auium

血 清 型1～3並 び にM.intmoellulare血 清 型4～6,8

～11 ,21の 菌 株 で は33.7～43.3%の 陽 性 判 定 値(10%)

以 上 のhybridizationが み られ た の に 対 して,血 清 型

22～24,28の 菌 株 で は5.2～7.2%の 低 い値 が,ま た 血

清 型7,12～20,26～27の 菌 株 で は0.5～2.8%の よ り

低 い 値 が 得 られ た。 他 方,M.intracellulare-DNA

probeを 用 いた場 合 に は,M,intracellulare血 清 型7,

12～20及 び25の 菌 株 で は30.3～35.8%のhybridiza-

tionが み られ た の に対 して,血 清 型1～6,8～11,21～

24,26～28の 菌 株 で は0.7～1.8%の 著 し く低 いhybri-

dizationが み られ た に 過 ぎ な か っ た。 な お 対 照 と して

供 試 したMAC以 外 のnonphotochromogenicな 抗 酸

菌 菌 株 で は,M,auium並 び にM,intracellulareの

い ず れ のDNAprobeと の間 のhybridizationも 陰 性

値(0.6～1.1%)を 示 した。

以 上 の 成 績 か ら,DNA probeと のhybridization

を 指 標 と した 場 合 に は,M.auium血 清 型1～3並 び に

。M.intraoellulare血 清 型4～6,8～11及 び21の 菌 株

はM.auiumに,ま たM.intracellulare血 清 型7,

12～20及 び25の 菌 株 はM.intmoellulareと 判 定 され

た 。 と こ ろ で22～24及 び28血 清 型 別 標 準 菌 株 で はM.

intracellulare-DNAprobeと は 殆 どhybridization

がみ られ なか った の に対 して,M.auium-DNAprobe

との 間 で は陽 性 判 定 値 以 下 で あ っ たが,通 常 の 陰 性 値 に

比 べ る と や や 高 いhybridization(5.2～7.2%)が み

られ た 。 従 って,こ れ らの菌 株 で はribosomalRNA

上 にM.auium-DNAprobeと の 問 に不 完 全 な が ら も

若 干 の相 同性 を有 す る塩 基 配 列 が 存 在 す る もの の よ うに

思 わ れ る。 これ に対 して,血 清 型26及 び27の 両 菌 株 で

はM.auium及 びM.intracellulareの いず れ のDNA

probeと の問 のhybridization値 も極 め て 低 く(0.5～

0.9%),か っ これ ら菌 株 は明 らか なscotochrornogenic

な 集 落 色 調 を 有 し,果 た してMACで あ るか 否 か は再

度 検 討 を 要 す る も の と思 わ れ る 。 従 ってMACの 凝 集

反 応 に よ る血 清 型 別 成 績(1～3型 はM.auium,4～28

型 はM.intmcellulare)6)7)と,上 述 したDNAprobe

を用 い て得 られ た 同定 成 績(血 清 型1～6,8～11,21は
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Table Percent Hybridization of 125 I-labelled DNA Probes to Various

 Orgnaisms of M.avium Complex

*Refer to reference7 .

M.auium,血 清型7,12～20,25はM.intraoellulare

血 清 型22～24,26～28は 同 定 不 能)と は必 ず し も一 致

しな い こ と にな る。 今 回 得 られ た 我 々 の成 績 はBaess8)

のDNA:DNA hybridizationに よ っ て 得 ら れ た

―未 だ 部 分 的 成 績 で は あ るが ― 血 清 型4～6及 び8

の 菌 株 はM.intracellulareで は な くM.auiumと す

る所 見 と軌 を 一 にす る もの で あ る。 ま た最 近 のG.P.

Kubica博 士(Centers for Disease Control,USA)

の 私 信 に よ れ ば,MACはgene probe試 験,DNA:

DNA hybridization,glycolipidの 高 速 液 体 ク ロマ ト

グ ラ フ ィ ーで の流 出パ タ ー ンの分 析 成 績 よ り血 清型1～

6,8～11の 菌 株 はM.auium,7,12～19の 菌 株 はM.

intracellulare,血 清 型22～28の 菌 株 は そ れ らの い ず

れ の 菌 種 か 未 だ 明 らか で は な いが,血 清 型20及 び,あ

る い は21はgeneprobe試 験 成 績 よ りM.auiumの よ

う に思 わ れ る とい う。

Drakesら10)及 びKiehr,Edwards11)はGen-

Probe(R)を 用 い たMAC迅 速 同 定 法 は そ の 特 異 性 が高
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い上 に操作 も極 めて簡便 ・迅速であ り,菌 液の調製か ら

放射活性の測定 まで2時 間で完了す ると述べ,我 々の僅

かな経験か らしてもその感を深めることがで きた。 また本

同定法 は再 現性に も優れてい るといわれ,我 々の検討 で

も実験 日を異 に しての 測定 でのS.E.M.は0.8～2%

と極 めて低 い ことが確認 された。従 って,本 同定法 は

MAC感 染症 の迅速 な細菌学的診断 を行 う上 に極 めて有

用 な方 法 となるであろ うと思 われる。今後gene probe

に よ り同定 されたM.auiumとM.intracellulare間

の生物 学的 ・生化学的諸性状や実験動物 に対す るviru-

lenceの 比 較 な ど興味 ある検討を要す る多 くの問題点が

残 されてお り,こ れ らにつ いて現在検討中であ る。
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