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PCR products amplified with the primers YNP-1 and YNP-2 and template DNA from 

various mycobacterial species showed differences in molecular sizes. By sequencing the PCR 

products, we found that the DNA fragment from M. tuberculosis and that of M. intra-
cellulare have different DNA sequences. The former was 164 bp, composed of 27 A, 54 C, 57 

G, and 26 T, while the latter was 109 bp, composed of 22 A, 37 C, 34 G, and 16 T. We 

compared these sequences and selected a nucleotide sequence unique to M. intracellulare and 

used as primer YNP-7. Antisense primer, YNP-8, was constructed from the complementary 

sequence of YNP-2 which is located about 270 b downstream of YNP-7. Results of PCR 

using the primers YNP-7 and YNP-8 and template DNA of various mycobacteria showed 

that positive results were only with the template DNA from M. intracellulare. Bacterial 

DNA from those other than mycobacteria but appear in sputum were tested in PCR with 

the primers YNP-7 and YNP-8. None of them showed positive results. Specificity of the 

PCR products was determined with a specific probe MIP which was constructed using a 

sequence between YNP-7 and YNP-8 to confirm the specificity of PCR by Southern 

hybridization. Only the products from M. intracellulare hybridized with the probe MIP, 

indicating the specificity of YNP-7 and YNP-8 to M. intracellulare. The PCR product 

 amplified with YNP-7 and YNP-8 was sequenced and it was found that this product is 271

 by in size, composed of 58 A, 87 C, 86 G, and 40 T. This study shows a possibility of species 

identification in mycobacteria by PCR.
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緒 言

抗酸菌症の確定診断には,病 因菌の分離 と同定が必要

である。 しか し,抗 酸菌の発育 は遅 く現行の分離培養

法1)～3)では確定診断 に4～8週 間を必要 とするので,

患者を早期に発見 し治療するために迅速な菌の検出,鑑

別同定法の開発が望まれている4)。Polymerase chain

 reaction(PCR)法5)は この目的として有望な方法の

1つ である。われわれはすでに培養菌や喀痰よりPCR

法を用いて,広 く抗酸菌を検出できることを報告6)し た

が,さ らにPCRに よ り菌種の同定をも行うことを目的

として研究を行 っている。PCR法 で は,使 用プライマー

の菌種特異性が重要である7)。広 く抗酸菌を,ま たは結

核菌群のみを検出するプライマーは,す でにかなりの数

の報告8)州)が あるが,非 定型抗酸菌を検出するプライ

マーの報告は少ない13)14)。われわれは,新 しいプライマー

を作成す ることにより,PCRを 用 いてM. intracel-

lulareを 特 異的に検出す る方法を開発したので報告す

る。

材料と方法

使用菌: 当研究室保存菌で レファレンス株である抗酸

菌21菌 種24株 と,DNA-DNAハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ

ン15)16)法 同 定 キ ッ ト(極 東 製 薬)に よ り同 定 した臨 床

分 離 株 を 用 い,M. intracellulareの 一 部 は結 核 予 防 会

結 核 研 究 所 阿 部千 代 治 博 士 よ り恵 与 さ れ た株 を用 い た。

1%小 川 培 地 に継 代 し,そ れ ぞ れ の菌 の至 適 温 度 で,発

育 菌 は3～5日 間,遅 発 育 菌 は,2～3週 間培 養 菌 を用

い てDNAを 抽 出 した 。E. coli, Pseudomonasは,

L-ブ ロ ー ス に て 一 晩 培 養 後DNAを 抽 出 した。Ba-

cillus, Mycoplasma, StaphylococcusのDNAは,

当研究 所生 物製剤 管 理 部 佐 々木 裕 子技 官 よ り恵与 さ れ た。

抗酸菌のDNA抽 出法: 培養菌または喀痰材料からの

DNA抽 出方法は,わ れわれがすでに報告した方法6)に

従った。

プ ラ イ マ ー: Paoら に よ り報 告8)さ れ たShinnick

ら17)のM. tuberculosis Erdman株 の65kDa抗 原

遺 伝 子 の 塩 基配 列91-254を 増 幅 す る プ ライ マ ー は,広

く抗 酸菌 を検 出す る。 わ れ わ れ は先 に報 告6)し た よ うに,

こ の プ ラ イ マ ーをYNP-1,YNP-2と して用 い た。

そ の塩 基 配 列 は,YNP-1が,5'CTAGGTCGG

GACGGTGAGGCCAGG3',YNP-2が,5'

CATTGCGAAGTGATTCCTCCGGAT3'

で あ る。M. intracellulareを 検 出 す る プ ラ イマ ー に つ

い て は本 文 中 に記 載 した。 それ ぞれ の プ ラ イ マ ーの 合 成

は,株 式 会 社 種 橋 器 械 店(東 京)に 依 託 した。

PCR:  PCRは,培 養菌より抽出したDNA50ngを

鋳 型 と し,総 量50μlの 系 で行 った。DNAサ ー マ ル シ ー

ク エ ン サ ー(岩 城 硝 子 社,TSR-300型)を 用 い,初 め

に94℃1分 間 加熱後,DNA変 性94℃1分 間,ア ニ ー

リング60℃1分 間,DNAの 合 成72℃1.5分 間 を30

サ イ クル 行 った 後 に,72℃10分 間DNAの 合 成 を行 っ

た。PCR反 応 終 了 後10μlを2%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。

増幅DNA断 片 のシークエンス法: Sequenase Ver.

2.0U. S. Biochemical社 キ ッ ト(TOYOBO)使 用 に

よ る,ジ デ オキ シ法18)でPCR増 幅 に用 いた プ ラ イマ ー

に て 直接 シー ク エ ンス を行 っ た。 シ ー ク エ ンスの 方 法 の

詳 細 は す で に報 告 した19)。

サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン: ECL 3'-

オ リゴ ラベ リン グ ・検 出 シス テ ム(ア マ シ ャム ・ジ ャパ

ン株 式会 社)(ECLキ ッ トと略 す)を 用 い た。ECLキ ッ

トを 用 い て 標 識 した プ ロー ブMIP(本 文 中 に記 載)と,

PCR増 幅DNAと の ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン温 度 は

63℃ で お こ な い,洗 浄 はECLキ ッ トの指 示 に従 った

が,温 度 は63℃ にて ス ト リン ジ ェ ン シー を コ ン トロー

ル した。

結 果

1.　 プ ラ イ マ ーYNP-1,YNP-2に よ り合 成 され る

DNA断 片 の 直接 法 に よ る塩 基 配 列 の決 定

M. tuberculosis NIHJ1633株 とM. intracellu-

lare NIHJ 1618株 の1%小 川 培 地 培 養 菌 よ り抽 出 した

DNA50ngを 鋳 型 と し て プ ラ イ マ ーYNP-1,

YNP-2に よ ってPCRを 行 い,そ の増 幅 さ れ たDNA

断 片 の 塩 基 配 列 を 調 べ た 。 セ ン ス側(YNP-1),ま た

は ア ンチ セ ン ス側(YNP-2)か ら塩 基 配 列 を読 み,

比 較 して 確 認 し,そ の 結 果 を 表1に 示 した。M. tuber-

表1　 プ ライ マ ーYNP-1, YNP-2に よ るPCR産 物 の シ ー ク エ ン ス
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図1  M. tuberculosis NIHJ 1633 と M. intracellulare NIHJ 1618 の

プ ライ マ ーYNP-1,YNP-2に よ るPCR産 物 の 塩 基 配 列 の比 較

culosis は,大 き さ164bp,塩 基 組 成 は,A27b, C54

b, G57b, T26bで あ り,GC含 有 量68%で あ った。

そ の塩 基 配 列 は,Shinnickら の報 告17)に よ るM. tu-

berculosis Erdman 株の65kDa抗 原遺伝子の塩基配

列91～254と 完 全 に一致 した。 M. intracellulare か ら

抽 出 したDNAを 鋳 型 と し,YNP-1, YNP-2を 用

い たPCRで 増 幅 され るDNA断 片 は,大 き さ109bp,

組 成 はA22b, C37b, G34b, T16bで あ り,GC

含 有 量65%で あ った。 ま た, M. tuberculosis とM.

 intracellulare を相同性一致が最大になるように比較

す る とそ の一 致 率 は,64%で あ っ た。

2. M. intracellulare 特異的プライマーおよびプ

ロー ブの作 製

M. intracellulare 特異的プライマーを選択するため

に, M. tuberculosis NIHJ 1633 株と M. intracel-

lulare NIHJ1618 株の塩基配列を比較 したものを図1

に示す。図1よ り,両 者の塩基配列が異なる M. tuber-

culosis の25～62を 選 び,DNASIS(宝 酒造株式会社)

を用 いて プ ライ マ ー を設 計 し,塩 基 数20b,GC含 有 量

65%,Tm値71.7℃ の プ ライ マ ー をYNP-7と 命 名

しセ ン ス側 の プ ライ マ ー と した。 ア ンチ セ ンス側 の プ ラ

イマ ー と して は,Shinnickら17)の 結 核 菌 の65kDa抗

原 遺 伝子 に基 づ い て,Hanceら9)が 報 告 したセ ン ス側

プ ライ マ ー の コ ンプ リメ ンタ リー な塩 基 配 列 が 適 当 で あ

る と考 え,こ れ をYNP-8と 命 名 した 。YNP-8,塩

基 数20b,GC含 有 量60%,Tm値67.2℃ の プ ライ

マ ー で あ る。 また,図1のM. intracellulareの 塩 基

配 列 よ り,M. intracellulmに 特 異 性 の高 い塩 基 配 列

(92～140)を プ ロ ー ブMIPと した 。MIPは,塩 基 数

20b,GC含 有 量55%,Tm値70.3℃ で あ る。YNP-

7, YNP-8, MIPそ れ ぞ れ の塩 基 配 列 を表2に 示 し

た。

3.　 プ ラ イ マ ーYNP-7,YNP-8に よ るPCRの

特 異 性

M. tuberculosis, M. avium,M. intrmllulareの

培 養 菌 よ り 抽 出 したDNAと プ ラ イ マ ーYNP-1,

YNP-2を 用 いてPCRを 行 った 結 果 を 図2Aに 示 す。

M. tuberculosisお よびM. intracellulmは, YNP

-1 , YNP-2に よ り増 幅 さ れ,前 者 が164bp,後 者

が109bpで あ るPCRバ ン ドが 見 られ る。M. avium

は, YNP-1, YNP-2で は増 幅 さ れ な か った。YNP

-7 , YNP-8を 用 い る と,M. tuberculosisとM.

 aviumで はPCR増 幅 バ ン ドは見 られ な い が,M. in-

tracellulareで は,約270bp(後 に271bpと 判 明)の

大 き さ の バ ン ドが 見 られ た。 図2A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ECLキ ッ トに よ り ラベ ル した プ ロー ブ

MIPを 用 いて サ ザ ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ンを行 った。

プ ロ ー ブMIPは,レ ー ン4お よび レー ン8～12のM .

 intracellulareと の み ハ イ ブ リダ イ ズ し,こ の バ ン ド

の 特 異 性 が確 認 され た(図2B)。 さ らに,Gen-probe

法,あ る い はDNA-DNAハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法

表2　 プライマーとプローブの塩基配列
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A　 2%ア ガ ロ ー ス電 気 泳 動 に よ る検 出

B　 プ ロー ブ'MIPの サ ザ ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ン結 果

図2　 プ ラ イマ-YNP-1,YNP-2お よ び プ ラ イマ ーYNP-7,

YNP-8に よ るPCR産 物 の確 認

に よ りM. intracellulareと 同 定 し た臨 床 分 離 菌12株

よ りDNAを 抽 出 し,プ ラ イ マ ーYNP-7.YNP-8

を 用 い てPCRを 行 っ た と こ ろ,12株 す べ て に 約270

bpの バ ン ドが 増 幅 さ れ た。 これ らのバ ン ドは,プ ロ ー

ブMIPに よ る サ ザ ンハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ンに よ り確

認 した 。

4.　 各 種 抗 酸 菌DNAを 鋳 型 と したPCRに お け る プ

ライ マ ーYNP-7,YNP-8の 特 異 性 の 確 認

抗 酸 菌21菌 種24株 の1%小 川 培 地 培 養 菌 よ り抽 出 し

たDNA50ngを 用 い てPCRを 行 い,プ ラ イ マ ー

YNP-7, YNP-8の 特 異 性 を調 べ た。 そ の結 果 は,

表3に 示 す よ うに,M. intracellulareの み にYNP-

7, YNP-8に よ り増 幅 さ れ た バ ン ドが 検 出 され た。

しか し,そ の 他 の テ ス ト し た す べ て の 抗 酸 菌 で は,

YNP-7, YNP-8に よ っ て 増 幅 され た バ ン ドは検 出

され なか った。 ま た, Bacillus subtilis, Escherichia

coli, Mycoplasma orale, Mycoplasma pneu-

moniae, Mycoplasma salivalium, Pseudomonas

 aeruginosa, Staphylococcus aureus のDNAを 用

い た 場 合 もプ ライ マ ーYNP-7, YNP-8に よ って増

幅 され た バ ン ドは見 られ な か った。

5. M. intracellulareのDNAとYNP-7,

 YNP-8を 用 い たPCR産 物 の 塩 基 配 列

M. intracellulare NIHJ1618DNAと プ ラ イ マ ー

YNP-7, YNP-8を 用 い たPCR産 物 の 塩 基 配 列 を

前 述 の 直接 シー クエ ンス法 に よ り調 べ た。 そ の 全塩 基 配

列 を図3に 示 す 。DNA断 片 の 大 き さ は271bp,塩 基

組 成 はA58b, C87b, G86b, T40bで あ った。
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表3 YNP-1,YNP-2お よ びYNP-7, YNP-8に よ るPCRの 菌 種 特 異 性

図3　 プ ライ マ ーYNP-7, YNP-8を 用 いたM. intracellulare

DNAのPCR増 幅産 物 の塩 基 配 列
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考 察

結 核菌 の65kDa抗 原 遺 伝 子 の塩 基 配 列 は,Shinnick

ら17)に よ り明 らか に され た が,Paoら は,こ の塩 基配

列91～254を コ ー ドす る プ ラ イマ ーを 用 い て,結 核 菌 群

で は165bp,非 定 型 抗 酸 菌 で は そ れ よ り20～40bp小

さなバ ン ドが検 出 され る と報 告8)し て い る。 わ れ わ れ は,

す で に報 告6)し た よ うにPaoら の報 告 に基 づ いて プ ラ

イ マ ー(YNP-1,YNP-2)を 合 成 し,こ れ を用 い

てPCRを 行 い,各 菌 種 の増 幅 さ れ たDNA断 片 の シ ー

ク エ ンス を行 った19)。 われ わ れ の 結 果 で は,M. tuber-

culosisのPCR産 物 は164bpでM. intracellulare

は109bpで あ っ た(表1)。 さ らに両 者 の塩 基 配 列 に は

図1に 示 す よ う な相 異 が あ る 。 そ こ で,M. intracel-

lulareに 特 異 的 な塩 基 配 列 を プ ライ マ ー とす る こ とに

よ りM. intracellulareの み をPCRで 検 出 す る こ と

を 試 み て,YNP-7, YNP-8を 作 製 した 。 この プ ラ

イ マ ー を 用 い たPCRの 結 果 は,テ ス ト した す べ て の抗

酸 菌 の 中 でYNP-7, YNP-8でDNAが 増 幅 さ れ る

の はM. intracellulareの み で あ る こ とが 確 認 さ れ た。

ま た,喀 痰 中 に出 現 す る可 能 性 の あ る抗 酸 菌 以 外 の テ ス

ト し た 細 菌 に つ い て もYNP-7, YNP-8を 用 い た

PCRの 結 果,増 幅 バ ン ドが 見 られ る もの は な か った。

さ らに プ ローブMIPに よるサ ザ ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ

ン結 果 で は,プ ロ ー ブMIPは,増 幅 され た.M. intra-

cellulare DNAと の みハ イ ブ リダ イ ズ した(図2B)。

以 上 の 結 果 は,こ のPCRに よ りM. intracellulareを

特 異 的 に検 出 で き る こ とを示 して い る。 ま た,わ れ わ れ

は,M.intracellulare NIHJ1618 DNAと プ ライ マ ー

YNP-7, YNP-8を 用 い たPCR産 物 の 塩 基 配 列 を

調 べ,DNA断 片 の 大 き さ が,271bpで あ る こ と を決

定 した(図3)。 この 塩 基 配 列 をShinnickら の.M.

 tuberculosis Erdman株 の65kDa抗 原遺 伝 子 の 塩 基

配 列105～442と 比 較 した と こ ろ,最 大 一 致 率 は76%で

あ った。 ま た,同 じ65kDa抗 原 遺 伝 子 の540ア ミノ酸

タ ンパ ク か らな る オ ー プ ン ・ リー デ ィ ング ・フ レー ム

(ORF)のATGメ チ オ ニ ン開 始 コ ドンの塩 基 配 列252

以 降442番 目 ま で と,図3の83以 降271番 目 を最 も一

致 率 が 高 くな る よ う に して比 較 す る と97%一 致 して い

た(デ ー タ未 発 表)。

結 核菌 群 を 特異 的 に増 幅 す る プ ライ マ ー は,永 井 ら11),

Sjobringら に よ り報 告12)さ れ て い るが,MACを 増 幅

す る プ ライ マ ー の報 告 は少 な い。 わ ず か に北 浦 ら13)の,

α抗 原遺 伝子 よ りM. intracellulare特 異 的 プ ラ イ マ ー

を,ま た,Friesら の,.M. aviumに 特 異 的 プ ライ マ ー

の 報 告14)が あ る程 度 で あ る。 今 回 わ れ わ れ は,Paoら

が 報 告8)し た,M. tuberculosisの65kDa抗 原 遺 伝

子 の一 部 を コー ドす る プ ラ イマ ー によ って増 幅 さ れ る部

分 が,抗 酸 菌 に よ って そ の大 き さが 異 な るの で,こ の 部

分 の塩 基 配 列 を調 べ.M. tuberculosisとM. intracel-

lUlareと を 比 較 す る こ と に よ りM. intraCellulare特

異 的 な,新 しい プ ライ マ ー を作 製 した。 非 定 型 抗 酸 菌 症

で特 に 多 い もの は,M. avium, M. intracellulare,

 M. kansasiiな どの感 染 で あ る。M. aviumと.M.

 intracellulareは,生 化 学 的 同 定検 査 法 で は,生 物 学

的 類 似 性 が 高 い た め,M. avium-intracellulare

 complex(MAC)と 称 され,鑑 別 が 困 難 で あ った。 近

年,Gen-probe法20)やDNA-DNAハ イ ブ リダイ

ゼ ー シ ョ ン法15)16)等 の 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り両 者 の

鑑 別 同定 が可 能 に な っ て き た が,い ず れ も菌 の 培 養 が 必

要 で あ る た め 同定 ま で に時 間 が かか る。 こ れ らの菌 種 を

もPCRで 同定 す る こ とが で き れ ば,結 核 症 の迅 速 診 断,

治 療 に と って有 効 で あ る こ とは 明 らか で あ る。 本 研 究 は

PCRに よ りM. intracellulareを 同定 す る可 能 性 を示

す もの で あ る。 現 在 喀 痰 な ど臨 床材 料 に つ い て今 回報 告

した.M. intracellulare特 異 的 プ ライ マ ー に よ る検 出

を検 討 中 で あ る。

本 研 究 の 要 旨 は,第68回 結 核 病 学 会 総 会(東 京)に

て発 表 した。
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