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DNA probe testing for Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare and 

Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) was performed using Gen-Probe (R)Rapid 
Diagnostic System (Gen-Probe Inc., San Diego , Calif., U.S.A.). By DNA probe test 
carried out blindfold for 48 mycobacterial strains with code numbers obtained from Kyoto 

University (Prof. F. Kuze), 13, 7, and 5 strains were identified as to be M . avium, M. 
intracellulare, and MTC, respectively. The diagnostic specificity and sensitivity of this 

testing were 100%. In this experiment, % hybridization of M. avium complex (MAC) and 
MTC were 25-55% and 45-52%, respectively.

DNA probe test for 54 MTC strains including M. tuberculosis , M. bovis, M. africanum 
and M. microti revealed that 53 strains, except for one strain donated as a niacin–negative 

M. tuberculosis, reacted with MTC probe but not with MAC–probes . The one exceptional 
strain reacted with both the MTC and M. avium–probes. However, when ten colonies 
randomly isolated from this strain on 7H11 agar plate were subjected to the DNA probe 

test again, all of these colonies reacted with M . avium probe, but not with MTC 
probe. Moreover, one representative colony was found to have a-antigen specific for the 
MAC.

*From the Department of Microbiology and Immunolo
gy, Shimane Medical University, 

Izumo, Shimane 693 Japan.
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ヒ トの 抗 酸 菌 感 染 症 の 主 要 な 起 因 菌 は,今 日で も,

Mycobacterium tuberculosisで あ る こ とに か わ りは

な い が,他 方,従 来 ほ とん ど重 要 視 さ れ て い な か った非

結 核 性("非 定 型")抗 酸 菌 に よ る感 染症 が 多少 と も増

加 の 傾 向 にあ る1)こ と は,注 目に 値 す る。 と こ ろで,抗

酸 菌 は一 般 に発 育 が 遅 く,そ の 同 定 に は熟 練 を 要 す る こ

と もあ って,簡 便 か っ 迅 速 に行 い う る同 定 法 が 望 まれ て

き た。 最 近 、 遺 伝 子 工 学 の 発 達 に伴 って 抗 酸 菌 検 査 の 分

野 に もDNA hybridizationを 利 用 した遺 伝 学 的 同 定

法 が開 発 さ れっ つ あ り2),米 国 で はGen-Probe社 よ り

16S rRNAに 特 異 的 なDNAプ ロ ー ブ を用 い た抗 酸 菌

の迅 速 同定 キ ッ ト(Gen-Probe(R)Rapid Diagnostic

 System)3)～6)が 市 販 さ れ て お り,本 邦 で の市 販 も間 近

い もの の よ うで あ る。

と こ ろ で,本 キ ッ トはM.tuberculosis complex

(MTC)(M.tuberculosis,M.bouis,M.africanum

お よ びM.microti)に 特 異 的 なDNAプ ロー ブを利 用

す る も の6),お よ びM.avium並 び にM.intracellu-

lareに そ れ ぞ れ 特 異 的 なDNAプ ロ ー ブを 利 用 した も

の と が あ る3)。 われ わ れ は い ち早 く本 同 定 キ ッ トを 入 手

し,特 にMr.avium,M.intracellulare同 定 キ ッ トを

用 い て のM.avium complex(MAC)血 清 型 と の 関

係7)8),M.avium並 び にM.intracellulareの 薬 剤 感

受 性9),本 邦 にお け る地 域 的分 布10),ア リル ス ル フ ァ ター

ゼ 活 性11),さ らに は本 同定 キ ッ トの実 際 の使 用 に 当 た っ

て の 使 用 条 件12)な ど に つ い て はす で に報 告 す る と ころ

が あ った 。

今 回 は,従 来 の 培 養 ・生 化 学 的 な 方 法 に よ って 同 定 さ

れ たMAC並 び にMTCを 含 む 諸 種 抗 酸 菌 に つ い て,

そ の一 部 は コ ー ド番 号 の み を 付 して 分 与 を 受 けた 菌 株 を

DNAプ ロ ー ブ テ ス トに供 して,本 テ ス トの 感 度 な ら び

に精 度 を盲 検 に よ り検 討 した ので 以 下 報 告 す る。

供 試 菌 株 は久 世 文 幸 教 授(京 都 大 学)よ りコ ー ド番 号

の み を付 け て分 与 を受 け たMAC,MTCを 含 む諸 種 抗

酸 菌 の 計48株 と,高 橋 宏 博 士(国 立 予 防 衛 生 研 究 所)

よ りMTCと して 分 与 を 受 け た抗 酸 菌12株 並 び に教 室

保 存 のMTC42株 の計54株 を 用 い た。 久 世 教 授 よ り分

与 を 受 け た 菌 株 に っ い て はDNAプ ロ ー ブテ ス トの成

績 を 送 付 し,既 分 類 との 一 致 率 の 回 答 を え た 。

DNAプ ロ ー ブ テ ス ト はGen-Probe(R)Rapid

 Diagnostic System(Gen Probe社,USA)に 添 付 の

標 準 法 に従 って 行 っ た(Gen-Probe Inc.,Gen-Pro-

be,Mycobaoterium avium Complex,Mycobacte-

rium TB Complex,Rapid Diagnostic System,

Package Insert)。 す な わ ち,各 供 試 菌 株 の1%小 川 培

地 上37℃,3～4週 間 培 養 菌 を ガ ラス ビー ズで 分 散 さ

せ,蒸 留 水 でMcFarland No.1の 濃 度 に 調 整 し た菌 液

の0.1mlを"Bacterial Lysing Reagent"(ガ ラ ス

ビー ズ とlysing agentよ りな る)と 混 じ,55～59℃,

15分 間,sonicator bath中 で 超 音 波 処 理 後,M.

avium,M.intracellulareま た はMTCの"DNA

 Probe Solution"の1mlを 加 え,72℃,60分 間静 置

してhybridizationを 行 った 。 次 いで,"Separation

 Suspension"(0.02%NaN3含 有 緩 衝 液 中hydroxy-

apatite浮 遊 液)の4mlを 添 加,撹 拌 し,72℃,5分

間 保 温 後,再 び 撹 拌 後 遠 心(3,000rpm,3分)し た。

そ して そ の沈 渣 に4mlの"Wash Solution"(0.02%

NaN3含 有 緩 衝 液)を 加 え,撹 拌 後,遠 心 し,沈 渣 中 の

放 射 活 性 をGarnma counterで 計 測 した。%hybrid-

ization値(陽 性 値;≧10%)は 次 式 よ り算 出 した。

Sample cpm-Background cpm

/ Total cpm
×100.

そ の結 果,久 世 教 授 に よ り培 養 ・生 化 学 的 性 状 に よ り

同 定 され,コ ー ド番 号 を 付 して 分 与 を 受 けた 抗 酸 菌 計48

株 のDNAプ ロー ブによ る盲 検 で は,13株 がM.avium,

7株 がM.intracellulare,し た が ってMACは 計20

株(%hybridization値 は25～55%),5株 がMTC

(同 値 は45～52%)と 同定 さ れ,従 来 法 とDNAプ ロ ー

ブ法 と の 間 の 一 致 率 は100%で あ り,ま た,い ず れ の

DNAプ ロ ー ブ に 対 して も陰 性 の23株 は上 記 以 外 の菌

種 で あ った(Table1)。

次 に,Table2に 示 す よ うに,MTCと して分 与 あ る

い は 保 存 さ れ た 供 試54菌 株 中53株 はMTCのDNA

プ ロ ー ブ と の み 陽 性 値(%hybridization値 は42～52

%)を 示 し,M.aviumお よ びM.intracellulareの

プ ロ ー ブ と の反 応 は陰 性 で あ っ た。 ま た,残 りの1株 は

3回 の繰 り返 し実 験 でMTCの み な らずM.aviumの

プローブ と も陽 性 に反 応 す る こと が分 か った(%hybrid-

ization値 は30～46%)。 この 株 は患 者 か ら分 離 さ れ た

ナ イ ア シ ン陰 性 のM.tuberculosisと し て分 与 を受 け

た も の で あ る が,7H11寒 天 平 板 上 で 画 線 培 養(5%

CO2下,37℃,2週 間)し た と ころ,い ず れ もSmooth

 Tの 集 落 の 発 育 が み られ た。 そ の うち10集 落 を 任意 に

釣 菌 し培 養 してDNAプ ロ ー ブ テ ス トを 行 って み た と
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Table1. Identification of MTC and MAC by DNA Probe Test Using

 48 Mycobacterial Strains with Blindfold Code Number

Table2. Identification of MTC by DNA Probe Test Using 54 Strains

 Donated or Stocked as MTC

a) This strain was donated as a niacin—negative M. tuberculosis strain.

b) Contains M. tuberculosis (31 strains), M. bovis (15 strains), M. africanum

 (6 strains) and M. microti (1 strain).

こ ろ,全 例 と もM.aviumと 同 定 され た。 さ らに,そ

の うち の1集 落 菌 につ いて は α抗 原 分 析13)を 行 いMAC

と同定 さ れ た。

今 回 の 盲 検 に よ る 実 験 に お い て,M.avium,M.

intracellulareお よ びMTC各 プ ロ ー ブ は こ れ ら の 対

応 菌 種 と のみ 特 異 的 に100%の 一 致 率 で 反 応 し,他 種 抗

酸 菌 と は全 く反 応 せ ず,正 確 に同 定 で き る こ とが分 か っ

た。 この 成 績 は 先 の わ れ わ れ の成 績14)を 追 認 しえ た も

の で あ り,同 様 な こ と は 後 藤 ら15)に よ って も報 告 さ れ

て い る。 ナ イ ア シ ン陰 性 のM.tuberoulosisと して分

与 を 受 け た1菌 株 は3回 の繰 り返 し行 った試 験 に よ って

MTC並 び にM.aviumの 両 プ ロ ー ブ と反 応 す る と こ

ろ か ら,Musialら6)が 報 告 して い る と 同様 のMACの

DNAプ ロ ー ブ に も反 応 性 のM.tuberculosisと も考

え られ た が,7H11培 地 上 で の 画 線 培 養 よ り任 意 に釣

菌 し た10集 落 と もM.aviumプ ロ ー ブ と の み 反 応 し

MTCプ ロ ー ブ との反 応 は いず れ も陰 性 で あ っ た こ とか

ら,こ の菌 株 は元来 はM.aviumで あ り,こ れに少量

のMTCが 混入 した もののよ うに思 われ る。先 に報告 し

た よ うに12),MAC供 試菌 への1/10以 下 の割合 で混入

したMTCで も本DNAプ ロー ブテス トで は十分 に検

出可能 であ る。 また本菌株 は分与 当初 か らナイアシ ン陰

性 とされ てお り,こ の点 も この結 論 とよ く合致 して い

る。

わが 国の抗酸菌感染症 の主要 な起因菌が,M.tuber-

culosis,っ い でMAcで あ り,本DNAプ ローブを用

いたテス トによって,こ れ らの菌 を極 めて高 い精度で同

定 しうることか ら,近 い将来本法 は主要抗酸菌同定上の

主要 な検査法 の一っ になるで あろうことが期待 され る。
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