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A total of 31 clinical isolates of mycobacteria consisting of 21 strains of M. avium

-intracellulare complex (ten strains each of M. avium and M. intracellulare identified by 

specific 124—labeled DNA probes and one strain of M. avium—intracellulare complex 

identified by conventional biochemical tests) and 10 strains of M. tuberculosis (identified 

by a specific 125I-labeled DNA probe) were subjected to identification by hybridization 

protection assay (HPA) with an acridinium—ester (AE) labeled DNA probe. The results thus 
obtained were in complete agreement with those obtained by  125I-labeled DNA probes (30 

strains) or by conventional biochemical tests (one strain). HPA by the AE—labeled DNA 

probe is safe, simple and rapid, and can be done with ease in any clinical laboratory.
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近年, immunocompromised hostの 増加に伴い,

重要な日和見感染症の一つとして非定型抗酸菌症を含む

抗酸菌症が再び注目を集めている。特に本邦では,抗 酸

菌症のうち結核症は減少 しているが,非 定型抗酸菌症は

増加 しており1),そ の迅速診断の重要性が高まりつつあ

る。

これ らの菌種の同定には生化学的検査を組み合わせる

方法が用いられてきたが,DNAプ ローブ法の進歩によ
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り抗 酸 菌 の 同 定 が 高 感 度,迅 速 に 行 え る よ う に な っ

た2)～4)。

しか し,一 般 の 臨 床 検 査 室 に お け る放 射 性DNAプ

ロー ブ の利 用 に は一 定 の制 限 が あ る。 最 近,非 放 射 性 の

化 学 発 光 物 質Acridinium-Ester(以 下,AE)標 識

DNAプ ロー ブを利 用 したHybridization Protection

Assay(以 下,HPA)が 開 発 さ れ た。 わ れ われ は今 回,

HPAの 有 用 性 にっ い て検 討 を行 っ た ので,そ の結 果 を

報 告 す る。

HPAはAccu ProbeTM Culture Confirmation

 Reagent Kit(GenProbe社,USA)を 用 い5)6),キ ッ

ト添付 の標 準 マ ニ ュ ア ル に従 い,次 の よ うに して 行 っ た。

す な わ ち,添 付 の溶 菌 用 チ ュ ー ブ にMcFarlandNo.1

濃 度 に 調 整 した 検 体0.1ml,お よ び 緩 衝 液 を加 え撹 拝

し,60～70℃,15分 間 の 超 音 波 処 理 を行 い リボ ソ ー ム

RNAを 抽 出,煮 沸 処 理 を 行 う。 こ の 抽 出 液 を.M.

 aviumcomplex,ま た はM. tuberculosiscomplex

の そ れ ぞ れ に特 異 的 なAE標 識 単 鎖DNAプ ロ ー ブ を

コ ー ト した 反 応 用 チ ュ ー ブ に 分 取 し,各 特 異DNAプ

ロ ー ブ と 相 補 的 な リ ボ ソ ー ムRNAと の 間 でAE-

DNA・RNAハ イ ブ リ ッ ドを 形 成 さ せ る た め,60±

1℃ で15分 問 イ ンキ ュ ベ ー トした。

次に未反応のプローブに基づく化学発光を除 くため加

水分解試薬を加えた(ハ イブリッドを形成 している場合

はインターカレーションによりAEが 加水分解反応か

ら保護 される)。 ハイブリッド中のAEの 化学発光は検

出試薬を加え,ル ミノメータ(リ ーダー1,中 外製薬)

を 用 いて測定 し,こ の化学発光値(RelativeLight

Units;RLU)30,000以 上 を陽性 と判定 した。

対 象 と した菌株 は1988年 か ら1991年 に 臨床 分 離 さ れ,

生 化 学 的検 査 お よ び1251標 識DNAプ ロー ブ に よ って 同

定 され たM. avium10株,-M. intmcellulare10株,

M. tuberculosis10株,そ して生 化 学 的検 査 で はM.

 aviumcomplexと 同定 され た が,再 検 を行 って も3

種 の1251標 識DNAプ ロ ー ブ(M. avium,-M. intra-

cellulareお よ びM. tuOerculosis complex)の いず

れ と も反 応 しな か った1株 の計31株 で あ る。 ま た,標

準 菌 株 と してM. aviumATCC25291株,M. intra-

cellulare ATCC15985株,お よ びM. tuberculosis

H37Rv株 を使 用 した。

実 験成 績 をTableに 示 した。

使 用 したHPA用 非 放 射 性DNAプ ロー ブは上 記 の2

種 類(M. aviumcomplex同 定 用,お よ びM. tuOer-

culosiscomplex同 定 用)で あ り,結 果 を菌 株 毎 に表

示 した 。 実 験 成 績 は1251標 識DNAプ ロ ー ブに よ る 同

定 の 結 果 と一 致 し,特 異 性 は きわ め て 良好 で あ った。 ま

た,生 化 学 的 検 査 で-M. avium complexと 同定 さ れ

た が,1251標 識DNAプ ロー ブで はす べ て の プ ロー ブに

陰 性 で あ っ た1株 は,AE標 識M. avium complex同

定 用 プ ロ ー ブ と陽 性 の 反 応 を 示 した。

AE標 識DNAプ ローブを利用したHPAは それぞれ

の菌種に対 して特異性が高い方法であることが最近報告

されており7)～9),われわれもこの結果を確認 した。検出

限界は10-17～10-18モ ルであって,1251標 識DNAプ ロー

ブとほぼ同程度の感度 とされている5)6)が,実 際の測定

では陽性株と陰性株の化学発光値に約100倍 の差が生 じ

るため,1251標 識DNAプ ローブで判定不能であっても,

AE標 識DNAプ ローブにより判定可能となる可能性が

考えられる。

今回のわれわれの成績でも,こ のことを示唆する1株

が存在 しており,本 法の有用性を支持するものと考えら

れた。本法の有用性としてはさらに,標 識物質が非放射

性であることがあげられ,そ の管理,な らびに操作にお

ける制限は著 しく軽減されている。

実験操作においても,本 法は加水分解試薬により未反

応のプローブを失活させるため,形 成されたハイブリッ

ドと未反応のプローブの分離操作が不要である。また,

固形培地か ら直接釣菌することも可能であり,試 験管内

ですべての操作を行い得る利点がある。

しか しなが ら,本 法 で は-M. aviumとM.intmcel-

lulareの 分 別 同 定 が 不 可 能 で あ り,こ の 点 に つ い て の

改 善 が 望 まれ るで あ ろ う。

以上 より,AE標 識DNAプ ローブを利用したHPA

は迅速,簡 便であり,さ らに放射性物質を使用していな

いため臨床検査室用のDNAプ ローブ法としてすぐれ

た同定法と考えられる。
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Table Relative Light Units (RLU) of AE—DNA Probes 

for Different Strains of Mycobacteria
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