
Kekkaku Vol. 68, No.1 5

原 著

マ イ ク ロ プ レ ー ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法

に よ る 抗 酸 菌 同 定 法 の 検 討

山 崎 利 雄 ・ 高 橋 宏 ・ 中 村 玲 子

国立予防衛生研究所細胞免疫部

受付 平成4年7月7日

EVALUATION OF DNA—DNA HYBRIDIZATION METHOD FOR IDENTIFICATION

 OF MYCOBACTERIA USING A COLORIMETRIC MICROPLATE KIT

Toshio YAMAZAKI*, Hiroshi TAKAHASHI and Reiko M. NAKAMURA

(Received for publication July 7, 1992)

DNA—DNA hybridization was applied for identification of mycobacteria and developed 

as a kit "microplate hybridization kit" (refers to MPHD) by Kobayashi Pharmaceutical Co. 

We received test samples of the microplates from the company and examined them for their 
and reliability using 180 mycobacterial strains of 21 species kept in our laboratory. The 

results of identification by MPHD were 100% identical to those of biochemical identifica

tion in the type or reference strains of mycobacteria, showing good reliability of MPHD 

method. Among clinical isolates, there were six M. tuberculosis strains which did not show 

typical characteristics for M. tuberculosis, i. e., niacin test negative or nitrate reduction 

weak positive, but all of these were identified as M. tuberculosis complex by MPHD 

method. Some strains from clinical isolates showed difference in identification between 
MPHD and biochemical methods: M. avium complex, identified biochemically were divided 

into M. avium and M. intracellulare by MPHD, M. fortuitum complex by biochemical
 identification were distinguished as M. fortuitum and M. chelonae by MPHD. Further, M. 

chelonae were separated into M. chelonae subsp. chelonae and M. chelonae subsp. abscessus 

by MPHD. M. peregrinum has been considered as a synonym of M. fortuitum, but we could 

distinguish M. peregrinum from M. fortuitum clearly by MPHD method. Thus, it is 

suggested that M. peregrinum and M. fortuitum are different species.
Keys for getting reliable results using the MPHD kit are (1) appropriate amount of 

bacteria for use, (2) purification of DNA, (3) enough deproteinization, and (4) appropriate 

timing to read colorimetry measurement of the plate.
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緒 言

抗酸菌の生化学的性状による同定検査法1)～7)は,検

査項目が多 く,煩 雑で最終検査結果がでるまでに3～4

週 間という時間がかかる。さらに,分 離当初の菌は人工

培地に発育が悪いために典型的性状を示さないことがあ

り7),現 在市販 されている生化学的性状による抗酸菌同

定キットを用いる方法では,同 定を誤 る場合がある。近

年,Gen-probe法8)9)やPCR法10)11)が 開発され,特

定の菌種については迅速診断が可能になりつっあるがま

だ一般的ではない。

そこで迅速診断法の一つとして最近,ア イソトープを

用 いないで,酵 素によって被検菌DNAを 標識 し,マ

イクロプレー ト内に固定 した基準株DNAと の問でハ

イブリダイゼーションを行 ういわゆるマイクロプレー ト

ハイブリダイゼーション法(MPHD法 と略す)が 江崎

および楠 らによって報告12)～15)され,キ ット化された。

このキット試供品(小 林製薬株式会社)を 用いてわれわ

れは,当 研究室保存の既に同定された抗酸菌株について

MPHD法 の信頼度,そ の有用性,お よび試験手技の検

討をしたので報告する。

材料と方法

被検菌:従 来法1)～8)にて同定 した表1に 示す当研究

室保存19菌 種2亜 種の標準株 と臨床分離株計180株 を

1%小 川 培地,あ るいは,Middlebrook 7H9 Broth

培地 に培養した菌を用いた。遅発育菌は2～3週 間培養

菌を,速 発育菌は3～5日 間培養菌を用い,直 ちに供試

菌 としない場合には,-20℃ に保存し,使 用直前に室

温に戻した菌を供試菌 とした。1%小 川培地に発育 しに

くい菌株は,Middlebrook 7H9 Broth培 地5mlに10

～14日 間培養後遠心分離 して菌塊を集め,精 製水で2

回洗浄後精製水20μlに サスペンドし,全 量を供試菌 と

した。

MPHD法 同定キット:小 林製薬株式会社より試供さ

れた ものを用いた。この中には,DNA抽 出試薬,エ タ

ノール,DNA標 識試薬,DNA変 性試薬-1,DNA

変性試薬-2,ハ イブリダイゼーション液,プ レート洗

浄液(20倍 濃度),発 色酵素,発 色酵素用希釈液,発 色

基質-a,発 色基質-b,発 色 基質用希釈液,マ イコバ

クテ リウム属菌同定用プレー ト,DNA抽 出用試験管,

スピッツチューブ,プ レー ト用シールが含まれている。

マイコバクテ リウム属菌同定プレー トは,既 知の16菌

種2亜 種 の基準株 よりDNAを 抽 出 し,100℃5分 間

加熱後急冷 し,一 本鎖 としたDNA0.5μgを サーモン

DNAで プ レハイブリダイゼーションし50℃ で乾燥さ

せた状態で図1に 示 した位置に固定 してキットに含まれ

ている。

試験方法:プ ロトコールは,基 本的にはキット説明書

に従 った(図2)。 しか し,バ ックグラウンドが高い場

合,あ るいは判定基準に達 しない場合には,後 述のよう

に被検菌DNAを 抽出後,再 フェノール処理をした。

判 定:発 色 後5～10分 以 内 にELISAプ レー ト リー ダ

ー(BIO-RAD社)を 用 い て630nmの 吸 光 度 を 測 定

した 。 す な わ ちKusunoki13)ら にあ る よ う に最 も強 く

反 応 した ウ ェ ル の 吸 光 度(Max.Abs.)が 対 照 ウ ェル

の 吸 光 度(Blank Abs.)の1.9倍 以 上 で か っ,2番 目

に 高 い 吸 光 度(2nd.Abs.)を 示 し た ウ ェ ル の相 対 類

表1　 MPHD法 供試標準菌株
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*:M. tuberculosis complex

図1　 基準株DNAが 固定されている位置

図2　 MPHD法 の操作方法

似度が70%以 下 の時の結果を採用し,こ の基準に達 し

ないものは判定不可とした。相対類似度は次式によって

算出 した。

相対類似度(%)=
2nd.Abs.-Blank Abs.

/ Max.Abs.-Blank Abs.
×100

結 果

1.　標準抗酸菌株を用いたMPHD法 による同定結果

キットの基準株DNAと して プレー トに固定 してあ

る16菌 種2亜 種(図1)に ついて,表1に 示 した,当

研究室保存の各種抗酸菌の標準菌45株 についてMPHD

法で同定を行 った。いずれの株 もそれぞれ相当する基準

株DNAが 固定されているウェル(図1)に 最 も強 く

ハイブリダイズし,こ のキットの信頼性が確認された。

ただしM.africanum,M.bovis,M.microtiに

は特異性が認められず,す べて結核菌と同一に同定され

た。

2.　 従 来 法 に よ る同 定 とMPHD法 に よ る同 定 の比 較

各 種 抗 酸 菌 の 標 準 菌45株 を 含 む 被 検 菌 合 計180株 に

つ い て,従 来 法1)～8)に よ る 同 定 とMPHD法 の 同 定 結

果 を 比 較 し,そ の 結 果 を 表2に 示 した 。 こ の う ちM.

aoium18株 とM.intracellulare6株 は,Gen-probe

法8)9)あ る い は,Accuprobe法 に よ って そ れ ぞ れM.

aoiumま た はM.intracellulareと 同定 さ れ た株 で あ

り,M.aoium complexと 記 載 した14株 は,生 化 学

的検 査 法1)～7)に よ り同 定 され た もの で あ る。

従来法による同定とMPHD法 による同定結果とを比

較すると,被 検菌180株 のうち,169株(93.9%)は 一

致 したが,不 一致が10株(5.6%),判 定 不可が1株

(0.5%)あ った。臨床株中には,ナ イアシン試験(-)

の4株,お よび硝酸塩還元試験(±)の2株 の非典型的

な性状 を示 した結核菌があったが,こ れらはMPHD
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表2　 保存菌株を用いた同定試験結果

*判 定不可1株

法 で は す べ て結 核 菌 群 と同 定 さ れ た。

ま た,臨 床 細 菌 学 的 な簡 易 同定 検 査 法 で は性 状 が類 似

し,区 別 が 難 しい い くっ か の抗 酸 菌 は便 宜 的 にcomplex

と して 一 括 して 呼 称 され て い る。 と ころ がMPHD法 で

はM.avium complex(以 下MACと 略 す)は,M.

aviumとM.intracellulareに,M.nonchromoge-

nicum complexは,M.nonchromogenicum,M.

terrae,M.trivialeに,M.fortuitum complexは,

M.fortuitumとM.chelonaeに そ れ ぞ れ 種 の レベ ル

まで 区別 で きた。 さ らにM.chelonaeは,M.chelonae

 subsp.chezonae,M.chelonae subsp.abscessus

の 亜 種 の レベ ル まで 明 確 に 区 別 で きた。 ま た,現 在M.

fortuitumと 同 義 語 と され て い るM.peregrinumも

MPHD法 に よれ ば明 確 に区 別 で きた 。

3. MACの 同 定 に お け るGen-probe法,Accu-

probe法,MPHD法 の比 較

Gen-probe法 あ る い はAccuprobe法 に よ って 同

定 したMAC24株 に つ い てMPHD法 に よ る 同定 を行

い,両 者 の 結 果 を 比 較 し た も の を 表3に 示 す。M.

aviumは,18株 中17株 が 一 致 し た が,1株 はM.

intracellulareと の 相 対 類 似 度 が70%で 判 定 不 可 で あ

った。M.intracellulareは,6株 中6株 が 一 致 した 。

このMPHD法 に よ る同 定 結 果 は,Gen-probe法 あ る

い はAccuprobe法 と一 致 す る成 績 が 確 認 さ れ た。

4.　従 来の同定法 とMPHD法 による同定の不一致株

について

従来の同定法とMPHD法 に よる同定が一致 しなかっ

た10株 は,い ずれも臨床分離株である。その内訳を表

表3　 Gen-probe法,Accuprobe法 とマ イ ク ロ プ レー トハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン法 との比 較

×:判 定不 可, M.a: M. avium, M.i: M. intracellulare
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表4　 同定結果が不一致であった菌株

4に 示 す 。MAC14株 中2株,M.fortuitum19株 中

5株,M.chelonae subsp.chelonae11株 中2株,

M.chelonae subsp.abscessus13株 中1株 が不 一 致

で あ った 。MACと 同 定 した2株 は分 離 当 初小 川培 地 に

劣 勢 発 育 を 示 し,コ ロニ ー の 色調,光 発 色 お よ び,硝 酸

塩 還 元 試験 も陰性 で あ った が,そ の後,小 川 培 地 に良 く

発育 す るよ うに な る に従 い,集 落 の着 色 を認 め た もので,

MPHD法 の結 果1株 がM.kansasii,他 の1株 はM .

szulgaiで あ っ た。 こ の2株 は,後 日生 化 学 的 検 査 を行

い,そ れ を確 認 した。

M.fortuitum19株 中 一 致 しなか っ た5株 の 内訳 は

M.peregrinum3株,M.chelonae subsp.absces-

sus2株 で あ っ た。 前 者 はM.peregrinumが,M.

fortuitumの 同 義 語 と さ れ た た め に,M.fortuitum

と同定 されて いた もので あ るが 本質 的 に はM .fortuitum

とM.peregrinumは 別 の 種 とす べ き もの と考 え る。

従 来 法 でM.chelonae subsp.chelonaeと さ れ て

い た も の11株 中2株 は,M .chelonae subsp.

absoessusとM.fortuitumで あ り,同 様 にM.

chelonae subsp.abscessusと さ れて い た13株 中1

株 はM.chelonae subsp,chelonaeで あ っ た。 この

ほか,本 実 験 の対 象 外 の 菌 株 に,い ず れ に もハ イ ブ リダ

イ ズ しな い遅 発 育 の 着 色 性 菌1株 を 認 め て い る。

5. MPHD法 試験の適正条件についての検討

われわれは,こ の同定試験を始めた当初は,キ ット使

用説明書に従い作業をしたが,対 照 ウェルの吸光度が高

すぎ,ま た,全 部のウェルが発色 してしまい,判 定基準

をみたすことができなかった。そこで,い ろいろな条件

について検討 した結果,こ のMPHD法 試験の成否は,

被検菌か らいか に純度の高いDNAを 抽 出するかに左

右されることがわか った。

使用説明書には,被 検菌の採取菌量を1/4～1/2白 金

耳量に指示 されている(図2)。 しかし,使 用する白金

耳の大きさによって,被 検菌量が異なる。菌量が少ない

と,抽 出される被検菌のDNA量 も少な く検出できな

い。逆に多すぎるとボルテックス時間を長 くしても除タ

ンパク不足のためにバ ックグラウンドが高くなり,判 定

基準に達 しないことがおこる。そのため,採 取菌量が多

過ぎたときには,菌 破砕時間を90～120秒 に延ばし,抽

出試薬2mlで 抽 出 し,遠 心分離後の上清を再び,フ ェ

ノールにて再除タンパク後,エ タノール沈殿以下の操作

を行ってDNAの 純度を上げる必要がある。

図3 MPHD法 による抗酸菌の同定

1: M. tuberculosis, 2: M. kansasii, 3: M. auium, 4: 
M. intracellulare, 5: M. fortuitum, 6: M. chelonae 
subsp. chelonae, 7: M. chelonae subsp. abscessus, 8: 
M. peregrinum

室温 に5～30分 間放置 し,他 の ウェルに比 べ 肉 眼 的

に明 らか に発色が確認で きたウェルの菌名を同定菌名 と

す ることも可能であ る。
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そこでわれわれは菌を一定量採取するために白金耳の

大きさを,内 径3mm,外 径5mm,厚 さ1mmに 定

めた。この白金耳でR型 菌は1白 金耳を,S型 菌は1/2

白金 耳を採取 し,菌 破砕時間を60秒,抽 出試薬添加後

のボルテ ックス時間60秒,エ タノール沈殿後沈渣をも

う一度エタノール1mlで 洗浄するという手順を確実に

まもることによって,常 に適切な結果を得ることができ

た。また,相 対類似度が比較的高い,M.aviumとM.

intracellulare,あ るいは,M.kansasiiとM.gastri

については,上 記条件で判定基準に達 しない場合には,

DNA抽 出液をRNase(終 末濃度0.1mg/ml)で37℃

30分 処理すると良い結果が得 られた。

図3は,上 記のMPHD法 試験手技の検討後の写真で

ある。このプレー トの吸光度(O.D.630nm)を 測定 し,

判定基準に照らし判定するが,発 色後,長 時間経過する

と判定基準を満たさなくなる場合があるので,5～10

分間 に測定を終了した。

考 察

わが国の抗酸菌同定試験法は,日 本結核病学会抗酸菌

分類委員会報告1)に より体系づけられ,そ の後,内 藤3),

東 村4),斎 藤5),高 橋7)ら により,日 常遭遇する抗酸菌

の簡単な同定法について実用的な方法が報告されている。

また,抗 酸菌同定キットも市販されている。 しかし,い

ずれも最終同定結果が出るのに2～4週 間必要である。

また,分 離当初の菌は,典 型的性状パターンを取 らない

ことも多 く,判 定に経験を要 し誤同定を生じる場合もあ

るように見受けられる。そのため,簡 便,迅 速で客観性

のある同定試験法が望 まれている。われわれは,江 崎

ら14)15)によ り報告 され,楠 ら12)13)によ りキット化され

たMPHD法 を用いた抗酸菌同定キットを用いて,こ の

方法による抗酸菌同定試験の有用性について検討 した。

従 来 の 同定 法 で す で に 同定 さ れ て い る 当研 究 室 保 存 の

21菌 種180株 をMPHD法 で 同 定 し,従 来 の 同定 結 果

お よ びGen-probe,Accuprobeを 用 い た 同定 結 果 と

比 較 検 討 した 。 各 菌 種 の 標 準 株 を 用 い た45株 で100%

一致 した こ と に よ り,こ の キ ッ トの 信 頼 性 が 確 認 され た。

臨 床 株135株 で は,MAC,M.fortuitum complexに

一 部不 一致 が見 られ た(表4)。 この 中 でM .fortuitum

とさ れ て い た3株 は,MPHD法 の結 果 はM.peregri-

numで あ った。 楠 らは,M.fortuitumに 既 知 名 と一

致 しな い株 が 多 くあ っ た と報 告 して い る が,そ の 中で

M.peregrinumと 反応 す る株 が あ る と述 べ て い る12)13)。

本 キ ッ トで は,M.peregrinumの 基 準 株 が 固定 さ れ て

い る。 わ れ わ れ の 扱 った 菌 株 で は,本 キ ッ トを 用 い た場

合,明 らか にM.fortuitumとM.peregrinumの 区

別 が可 能 で あ っ た。M.fortuitumと.M.peregrinum

は,独 立 した別 の菌 種 とす べ き も の と考 え る。

MPHD法 で は,M.tuberculosis,M.africanum,

M.bovis,M.microtiの 各菌は同一の反応を示しTB

 complexと しか鑑別できない。 しか し,現 実的には,

わが国の臨床材料の分離菌でTB complexと 判定した

ものはM.tuberculosisと して初期治療を行っても差

し支えないと考える。従来法では,ナ イアシン試験を行

うために,菌 が分離されても十分な菌量に達するまで同

定検査を待ち,し かも,ナ イアシン試験の他にも,数 種

類の同定試験を行うので,最 終結果がでるまでに長時間

を要 している。MPHD法 の検出に必要な菌数は,青 木

らによれば最低105cfu/ml必 要 とし,喀 痰ではガフキ

-6号 以上必要であると報告 している16)17)。これから計

算するとMPHD法 に必要な菌量は3×106cfuと な る。

内径3mm,外 径5mm,厚 さ1mmの 白金耳を用い

た場合,一 白金耳の菌 量があれば十分検査に足りるの

で,比 較的早期に同定試験を実施することが可能である。

楠 ら は,MPHD法 で は,M.gordonae,M.non-

chromogenicum complexに 判 定 基 準 に達 しな い た

め 判 定 不 可 と な っ た も のが 比 較 的 多 く見 られ た と報 告12)

して い る。 わ れ わ れ も,た だ1例 で あ った が本 実 験 の対

象 外 の 菌 株 で,い ず れ の ウ ェル に も反 応 しな い,遅 発 育

の着 色 抗 酸 菌1株 を 経 験 した 。例 え ば,M.smegmatis,

M.phlei,M.flavescens,M.vaccaeと い った非 病 原

性 の基 準 株DNAは,プ レー トに固 定 され て な い の で,

この キ ッ トに よ って 同 定 で き な い こ と にな るが,い た ず

らに プ レー トに固 定 す る菌 種 を増 や す こ と は,臨 床 検 査

の 目的 に照 ら して現 実 的 で は な い。 分 離 菌 が,人 の病 気

の起 因菌 で あ る可能 性 を考 え あ わ せ て対 処 す べ きで あ る。

MPHD法 は,キ ット化によって,術 者が適量の菌量

を正 しく守って説明書にしたがって作業を行えば,同 定

試験を初めて行う術者であっても簡単に正確な同定がで

きる方法であり,再 現性も良い。また,数 値 として残る

ので,客 観性がある。もし,吸 光度を測定する機械をも

たない施設であっても,肉 眼的に最初に発色し,明 らか

に最 も濃いところを判定すれば,菌 種が同定できる。た

だし,発 色後長時間放置すると,バ ックグラウンドが高

くなったり,相 対類似度が高い菌種では,判 定不可にな

るので注意を要する。

また,供 試菌は,従 来法のように対数増殖時の新鮮菌

を使う必要がなく,多 少古い菌であっても,あ るいは,

-20℃ に凍結保存 した菌であっても使用可能である。

アイソトープを使う必要がなく,同 定試験に必要な時間

は,1検 体なら,3～4時 間で終了するので迅速な同定

法である。現在の臨床検査の同定試験法を迅速化するた

めには,極 めて有用な方法であろうと考えている。

ま と め

MPHD法 に よ る抗酸菌 同定 キ ッ トを もちいて21
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菌種180株 を試験したところ,標 準株は既知名 と一致 し

たが,臨 床株では,菌 種によって一部不一致が見 られた。

現在,M. fortuitum と M. peregrinumは 同義語 と

されているがMPHD法 では明らかに区別でき別の種で

あると考える。 このキット使用による同定の成否は,(1)

適 切 な菌量,(2)DNA抽 出法,(3)十 分 な除タンパク,

(4)発色後の測定時間,に かかっている。これ らを適切に

行えば,通 常の同定法より迅速 ・明確な菌種同定が可能

である。

本研究の要旨は,第67回 日本結核病学会総会(広 島)

にて発表 した。
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