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The polymerase chain reaction (PCR) was used to detect mycobacterial DNA sequences 
in the cultured or the clinical specimens. Four oligonucleotide primers derived from the 

sequence of a gene coding 65—kilodalton antigen of Mycobacterium tuberculosis amplified 

DNA samples of all the 11 species of mycobacteria tested.

Serial dilution of M. bovis BCG showed that DNA extracted from only 12 bacilli was 

enough for the detection by PCR method. However, mycobacteria in sputum were detected 

by PCR when more than-103 bacill were present. The PCR method may become a useful tool 

for the rapid diagnosis of mycobacterial infections.
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抗 酸 菌 の 迅 速 検 出

1.　 緒 言

抗酸菌感染症の原因であ る結核菌 は,分 裂速度が きわ

めて遅 く,鑑 別同定 には長期間を要 してい るのが現状で

あ る。そのため迅速な鑑 別,同 定法の開発が望 まれてい

る。1987年Saikiら に よってDNAポ リメラーゼ反応

によ り,あ る特 定 のDNA領 域 だけを増幅 し検出す る

Polymerase Chain Reaction(PCR)法 が発 表 さ

れ1),こ のPCR法 を使 って細 菌の新 しい迅速検 出法が

報 告 され るよ うになって きた2)～9)。臨床検体 よ り抗酸 菌

の分離 培 養 をせず に抗 酸菌 のDNAを 抽 出 し,PCR

法 によって抗酸菌の存在を証明 し鑑別 同定 す ることがで

きれば1～2日 で診断が可能 にな る。 しか し,抗 酸 菌は,

細胞壁が強固であ り,微 量 の抗酸 菌を含 む検体 か ら効率

よくDNAを 抽出す る方 法を検討 しなければな らない。

そ こでわ れ われ は,喀 痰 か ら直接PCR法 によ って

抗酸菌,特 に結 核菌 を検 出す ることを 目的 として,ま ず,

培養 菌 を用 いてDNAの 抽 出方法 を検討 し,そ の後,

喀疾材料 か ら結核菌 の検 出を試 みたので報告す る。

2.　材料 と方法

抗 酸 菌:　 当研 究 室 保 存 菌 を もち い た。M.tuber-
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図1 DNA抽 出法

closis H37Ra NIHJ1634 (ATCC 25177), M. tuber-

culosis H37Rv NIHJ1633 (ATCC 27294), M. bovis 

BCG-JapanNIHJ1608, M. bovis Ravenel NIHJ 

1607, M. kansasii NIHJ1619 (ATCC 25414), M. 

aviumNIHJ1605(ATCC 25291), M. intracellulare 

NIHJ1618 (ATCC15984), M. scrofulaceum NIHJ 

1626(ATCC 19981), M. gordonae NIHJ1617 (ATC

C 14470), M. nonchromogenicumNIHJ1622 (ATC

 C19530), M. szulgaiNCTC 10831, M. xenopi NIHJ 

1638(ATCC 19250), M. fortuitum NIHJ 1615 (ATC

C 19542)の11菌 種13株 で ある。遅発育抗酸菌 は,1

%小 川培地,37℃,2～3週 培養 菌 を,速 発育抗酸菌

は,1%小 川培地,3日 培 養菌 を用 いた。

喀痰材料:国 立療養所東京病院,結 核予 防会複十字病

院 より提供 された喀痰を用いた。喀痰を2倍 量のアルカ

リ処理 液(NaOH2.25%,ク エ ン酸 ナ ト リウ ム1.45%,

N-ア セ チル-L-シ ス テ イ ン0.5%)で 処 理 し37℃30

分 間放 置後,Tween80加 変 法 培 地(NGTP培 地)と,

3%小 川 培 地 に そ れ ぞ れ0.1ml接 種 し,そ の 残 り1.5

mlを エ ッペ ン ドル フチ ュ ー ブ に と り,12,000回 転,5

分 間 遠 心 分 離 し,沈 渣 をDNA抽 出 用 の 材 料 と した。

DNA抽 出 条 件:DNA抽 出方 法 を図1に 示 した 。 培

養 菌 を用 い る場 合 は,1%小 川 培 地 上 の菌 塊 を1白 金 耳

と り,エ ッペ ン ドル フチ ュ-ブ 内 で滅 菌 精 製 水1mlに

懸 濁 し12,000回 転5分 間 遠 心 分 離,こ の沈 渣 に ア セ ト

ンを 加 え 脱 脂 を3回 繰 り返 した 後,沈 渣 を プ ロテ ナ ー ゼ

K(1mg/ml)を 含 むTEバ ッ フ ァー300μlに サ スペ

ン ド し37℃1時 間 反 応 さ せ た。 これ にSDSを 終 末 濃

度1%に 添 加,60℃2時 間 反 応 させ た後,エ タ ノ ー ル

沈 殿,乾 燥 後,滅 菌 精 製 水50μlに 溶 解 した。 お よ そ50
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表1　 プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブの 塩 基 配 列

ngのDNAをPCRに 用 いた。 喀痰 を材料 とする場合

に は,ア ルカ リ処 理 した喀痰 の約1.5mlを 遠心 し沈渣

を アセ トン処理 して培養 菌 と同 じ操作 でDNAを 抽 出

した。最 後 に滅菌精製水50μ1で 再溶解 させ,そ の5～

10μ1をPCRに 用 いた。

プ ラ イ マ ー,プ ロ ー ブ の 合 成:プ ラ イ マ ー,プ ロ ー

ブ の シ ー ク エ ン ス を 表1に 示 す 。 い ず れ もShinnick

ら10)の 結 核 菌 の65kDa抗 原 を コ ー ドす る 遺 伝 子 の 塩

基 配 列 に基 づ き,Hanceら2)が 作 成 した383bpを 増 幅

す る プ ラ イマ ー(YGP-1,YGP-2と 命名)と そ の

プ ロ ー ブ(383P/Tと 命名)を 用 い た。 ま た,Paoら3)

の165bpを 増 幅 す る プ ラ イ マ ー(YNP-1,YNP-

2と 命 名),そ の プ ロー ブ(165P/Tと 命 名)を 用 い た。

プ ラ イ マ ー,プ ロ ー ブの 合 成 は,株 式 会 社 種 橋 器 械 店

(東 京)に 依 託 した。

PCRの 条 件:試 薬 類 は,DNA Amplification Re-

agent Kit(PERKIN ELMER CETUS社;宝 酒 造)

の も の を 用 い た。PCR反 応 は,総 量50μ1の 系 で 行 っ

た。PCR反 応 の条 件 は,初 め に94℃,5分 間 加 熱 後,

DNA変 性94.C1分,ア ニ ー リ ング550C1分,DNA

の合 成720C1分,最 後 は,720C10分 間 でDNAの 合

成 を 行 った 。 増 幅 回 数 は,培 養 菌 で は30回,喀 疾 材 料

で は40回 で あ る。 機 械 は,DNAサ ー マ ル シー クエ ン

サ ー(岩 城 硝 子 社TSR-300型)を 用 い,増 幅反 応 物

は,10μ1を1.5%ア ガ ロ ー ス電 気 泳 動 後,エ チ ジウ ム

ブ ロマ イ ド染 色 に よ り検 出 した。

サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン:PCR反 応 で増 幅 し

たDNAを 電 気 泳 動 し,ナ イ ロ ンメ ンブ ラ ンに トラ ン

ス フ ァー した 後,32Pで ラ ベ ル した プ ロ ー ブ(表1に 示

す)と サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを行 い,オ ー トラ

ジ オ グ ラ フ ィ ー にて 検 出 した。

3.　 結 果

PCRの 検 出 感 度:1%小 川培 地3週 間 培養 のM.

bovis BCG(日 本株)を 白金耳 でか きとり,ホ モ ジナ

イザ ーにて ホモ ジナイズ後,滅 菌精 製水 を加 えて懸濁液

とし日立 分光光度計(EPO-B型,540nmフ ィル ター)

A.　増幅回数30回

B.　増幅回数30回 と40回 の比較

図2 BCGの 連続希釈 によるPCR検 出感度

にてO.D.1.0(菌 数1×108cfu/ml)に 調整 した。 こ

の菌 液 を滅菌 精製 水で10倍 段階希釈を し,各 希釈段 階

よ り1mlを エ ッペ ン ドル フチ ュー ブに とり,図1に 示

した 方 法 に よ ってDNAを 抽 出 した。各希 釈段 階 の

DNAを50μ1の 滅菌精製水 に溶解 しその5μ1のDNA

溶液 と,プ ライマ ーYGP-1,YGP-2を 用 いて先

に述 べ た条 件 でPCRを 行 い,検 出感 度 を調 べた。 図

2のAに み られ るよ うに増 幅回数30回 では,10-5希 釈

液(菌 数 は103cfu,集 落表 示 は卅)ま で,ま た図2の

Bに み られ るよ うに増 幅回数40回 では10-7希 釈液(菌

数12cfu)ま で,増 幅 されたDNAの バ ン ドが確認 さ

れた。

プ ラ イ マ ー に よ る増 幅 部 の 確 認:.M.tuberculosis

 H37Rvと,M.bovis BCGよ りそ れ ぞ れDNAを 抽

出 し,プ ラ イ マ ーYGP-1,YGP-2お よ びYNP

-1 ,YNP-2の2組 の プ ライ マ ー を用 い てPCRを

行 っ た 。 対 照 と して λDNA(宝 酒 造 キ ッ ト)と プ ラ イ

マ ー#1,#2(宝 酒 造 キ ッ ト)に よ るPCRを 行 っ た。

増 幅 さ れ たDNAの 大 き さ は,図3のAに 示 す よ う に

M.tuberculosis H37Rvと,M.bovis BCGに 関 し

て は プ ラ イ マ ーYNP-1,YNP-2を 用 い た系 で は
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A.　 プ ライ マ ーの 違 いに よ る

電 気 泳 動 パ ター ン

B.　 プ ロ-ブ383P/Tの サザ ン ハ イ ブ リ

ダ ィ ゼ-シ ョン結 果

図3 PCR増 幅産物の確認

165bpの バ ン ドが,ま た プ ラ イマ ーYGP-1,YGP

-2を 用 い た 系 で は383bpの バ ン ドが 検 出 され た。

λDNAと プ ラ イ マ-#1,#2を 用 い た 系 で は500bp

の 大 き さの バ ン ドが 検 出 され た 。

図3のAの 写 真 撮 影 後 の 同 じゲ ル よ り,増 幅 され た

DNAを ナ イ ロ ンメ ン ブ ラ ン に トラ ンス フ ァー し,32P

で ラベ ル した結 核 菌 プ ロ-ブ383P/T3)を 使 った サ ザ ン

ハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ンの結 果 を図3のBに 示 す 。 この

プ ロ ー ブ はYGP-1,YGP-2に は さ まれ たDNA

シー クエ ンスを 検 出す る。 プ ラ イ マ ーYGP-1,YGP

-2を 用 い た383bpの バ ン ドは プ ロー ブ383P/Tと ハ

イ ブ リダイ ズ した。 した が って,こ の バ ン ドが結 核 菌 の

65kDa抗 原 遺 伝 子 の一 部 で あ る こ とが 確 認 され た。

各 種 抗 酸菌DNAと プ ライ マ ーYGP-1,YGP-

2お よ びYNP-1,YNP-2を 用 い たPCR:1%

小 川 培 地,37.C,2～3週 間 培 養 の 各 種 抗 酸 菌 よ り図

1に 示 し た 方 法 に よ ってDNAを 抽 出 し,お の お の50

ngのDNAと プ ラ イ マ ーYGP-1,YGP-2お よ

びYNP-1,YNP-2を 用 い てPCRを 行 っ た。

YGP-1,YGP-2を 用 い る と テ ス トした すべ て の抗

酸 菌 で 結 核 菌 と同 じ383bpの バ ン ドの位 置 に検 出 され

た(図4-A)。YNP-1,YNP-2を 用 い た場 合 は,

結 核 菌 群 で は,165bpの バ ン ドが 検 出 さ れ た が,非 定

型 抗 酸菌 で は,菌 種 に よ って は,や や小 さ な サ イ ズの バ

ン ドが検 出された(図4-B)。

喀痰 材 料 よ り抽 出 したDNAのPCRと 培 養 結 果 と

の 比 較:喀 痰79例 か ら抽 出 したDNAに つ い て プ ライ

マ ーYGP-1,YGP-2お よ びYNP-1,YNP-

2を 用 い て 増 幅 回 数40回 のPCRを 行 い,反 応 液 の10

μl(1/5量)を1.5%ア ガ ロー スゲ ル で電 気泳 動 した。

PCR結 果 と,3%小 川 培 地 培 養 結 果 の 比 較 を 表2に 示

した。PCR陽 性 は70例 あ り,そ の う ち培 養 陽 性61例,

培 養 陰 性9例 で あ っ た。PCR陰 性 は9例 あ り,培 養 陽

性4例,培 養 陰 性5例 で あ っ た。PCR陰 性 で 培 養 陽 性

で あ った4例 の 検 出 さ れ た コ ロ ニ ー数 は,そ れ ぞ れ1,

5,10,60で あ っ た 。PCR陽 性 の 材 料 はYGP-1,

YGP-2ま た は,YNP-1,YNP-2の ど ち らの プ

ライ マ ー ・セ ッ トを 用 い た場 合 に もいず れ もバ ン ドが 検

出 され た。

塗抹 検 査結 果 とPCR結 果 の比 較:塗 抹 検 査 の結 果 と

PCRの 結 果 を比 べ た もの を 表3に 示 す。YGP-L

YGP-2お よ びYNP-1,YNP-2の2組 の ブ ラ イ

マ ーを 用 いて 抗 酸 菌 特 異 的 バ ン ドを 検 出 した。 ガ フキ ー

0号 の 喀 痰 は15例 あ り,PCR法 で は11例 に バ ン ドが

検 出 さ れ たが,4例 は検 出 され な か った 。 また これ らの

培 養 法 に よ る成 績 は,培 養 陽 性 が7例,培 養 陰 性 が8例

で あ った 。 ガ フ キ ー1号 の 喀 痰 は,9例 中5例 がPCR

法 で陽 性 で あ ったが,4例 は陰 性 で あ った 。 この9例 は,
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図4　 抗 酸菌DNAと 結核菌の65kDa抗 原遺 伝子山来の

プライマ ーを 用いたPCR

表2　 喀痰 材料か ら抽 出 したDNAのPCRと 培養 の比較

培 養 法 で は すべ て が陽 性 で あ っ た。 ガ フ キ ー2号 の喀 疲

は11例 あ り,PCR法 で10例 が 陽 性,1例 が 陰 性 で あ

った 。 培 養 法 で も10例 が陽 性 で1例 が陰 性 で あ った。

ガ フ キ ー3号 以 ヒの 喀 疾 は44例 テ ス ト したが,PCR

陰 性 例 は1例 も なか っ た。

4.　 考 察

臨床 にお いては結核菌が検出 されて,は じめて結核の

診断が確定す る。 しか し,現 在の臨床検査の方法で は結

核菌の検出 には時間がかか るので,結 核の疑いの まま治
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表3　 塗抹検査の ガフキー号数 とPCRの 結果

療が開始 されているのが現状で ある。 そ こで,結 核菌特

異 的DNAの 塩基 配列 だ けを増幅す るプ ライマーを用

いてPCR反 応 を行 わせ,増 幅 されたDNAの バ ン ド

が検 出されれば,結 核菌 の検 出を待 たずに結核 とい う確

定診 断を下 す ことができる。

PCR法 を用 いた抗酸 菌 の検 出の報 告11)12)は最近増

えて きた が,臨 床 材料 よ り抽 出 したDNAを 用 いた も

の は少 な い。 これ は,抗 酸菌 のDNAが 非常 に抽 出 し

に くい ことに一 因があ ると思 われ る。抗酸菌 の細胞壁 は

脂質成分 に富んでい るので,わ れわれは酵素 処理をす る

前に,ア セ トンで細 胞壁 の脱脂 を行 った。酵 素 は,プ ロ

テナーゼK(1mg/ml),リ ゾチーム(1mg/反 応液)

あ るい はア ク ロモペ プチダーゼ13)(250Unit/反 応液)

を検 討 した が プロ テナ ーゼKが 有効 であ った。 また,

SDS処 理 は600C2時 間が最 もよか った。 さらに温度

を高 くす ることによって より迅速化が可能 にな るかを検

討中で ある。

M.bouis BCG(日 本株)の10倍 段階希釈液 より抽

出 したDNAの 検出感度 は,増 幅回数30回 で は,菌 数

103cfu,40回 で は,12cfuま で の菌が存在す ると,383

bpの バ ン ドを検 出す る ことがで きた。 理論上,1fg

(菌1個)のDNAが 存在 す れば増 幅 されたDNAの

バ ン ドが検 出 され る はず で あ る8)14)15)が,増 幅回数 を

40回 以上 に上 げ る と,非 特異 的 なバ ン ドも出現 して く

る可能 性 も高 くな るので,増 幅回数 は40回 を限度 とし

た。

喀疾材料 では塗抹 陽性培養 陰性(SPCN)の2例 にっ

き,PCR法 で抗酸菌 の存在 が検 出で きた。 またガ フキ

ー0の 検体15例 中,11例 がPCRで 陽性 とな った。 こ

れ らの結果 はPCRが 診 断法 と して優 れてい ることを

示 して い る。 ただ しSPCNの 場 合,菌 が死 菌であ る可

能性 も考 え られ る。PCRで は菌が死 菌であ って も陽性

となるので,菌 の生死鑑別 のために,培 養法 との併用が

必要 である。塗抹検査 で菌 が多数認 め られる検体で は,

最 近報 告 され たFDA染 色法16)と の併用 を行 えばよ り

迅速 な診 断が下 せ るであろ う。一方,わ れわれの成績で

PCR(-)9例 中培 養(+)が4例 あ り,ま た,微 量

排 菌例(ガ フキー1,2号)20検 体 中PCR(-)が5

例 あ った。 この不 一致 の原 因 の一 つ は,抗 酸菌 か らの

DNA抽 出の困難 性にあ ると考 え られ る。DNA抽 出法

を さらに検討す ることが必要 であ る。

今回使用 した プライマー は,抗 酸菌を広 く検 出す るプ

ライマ ーであ る。菌の迅速同定のために菌種特異 的なプ

ライ マーの 開発 が望 まれ る。す で に,永 井 ら9)は,19

kDaを,Sjobringら12)は,38kDaを コー ドす る遺伝

子 の塩基配列 の一部 よりプライマ ーを作 って結核菌群の

みを検 出で きるという報告 を して いる。われわれ もこれ

を追試 し,培 養菌 にっ いて は同 じ結果を得た。 さらに菌

種特異性 の高 い部分 を増幅 させ るプライマーを検索中で

ある。

本研究 の要 旨は,第66回 日本結核病学会総会(京 都)

にて発表 した。
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