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Sequences of the DNA fragments amplified in PCR using a primer pair YNP-1 and 

YNP-2 and template DNAs from various mycobacteria were analysed with the kit 

Sequenase Ver. 2.0. The size of each PCR product was as follows 164 by for M . tuber-
culosis and M. bovis, 137 by for M. kansasii, 109 by for M. intracellulare, 136 by for M . 

gordonae. Homology of the sequences to M. tuberculosis was 100% to M. bovis, 76% to M. 
kansasii, 64% to M. intracellulare, and 74% to M. gordonae . Only 2 of 12 strains belonging 
to M. avium were positive in PCR in this experiment . The sequence of these PCR products 
was 100% homologous to that of M. intracellulare.

RFLP using Mbo I and BstE II was examined in each PCR product . Theoretically, it is 
expected that the product of M. tuberculosis complex is cut into 119 by and 45 by fragments 

by BstE II and 140 by and 24 by fragments by Mbo I M . kansasii is cut by only Mbo I 
into 102 by and 35 by fragments M. gordonae 92 by and 44 by fragments by BstE II and 

112 by and 24 by fragments by Mbo I Neither enzyme can cut the product of M . intracel-
lulare.

The results of the enzyme digestion were consistent with the expectation. Thus , it is 
suggested that the combination of PCR and RFLP would become a  powerful tool for the 

detection and identification of mycobacteria from the clinical isolates within a short time 

as 48 hours.
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緒 口

わが国の結核は,化 学療法剤の開発や,生 活水準の向

上で国民の栄養状態が改善されたことにより,患 者数は

激減 したとはいえ,い まだに年間5万 人の結核患者が新

規に登録されている最大の細菌感染症である。欧米の先

進国においてはAIDSの 流 行に伴い,結 核患者の増加

がみられている。日本ではAIDS患 者数が少ないため

このような傾向はまだ認められていないが,将 来同様な

危険が考えられる。また,結 核感染率の高いアジア諸国

か らの人の流入,日 本か らのこれ ら地域への旅行者の増

加による日本への結核の持ち込みの可能性が増え結核対

策はますます重要になってきた1)。

結核の確定診 断には,菌 の分離 と同定が必要であ

る2)～4)。しかし,結 核菌の発育が遅いため現行の分離培

養法では確定診断に4～8週 間を必要とする。迅速な患者

の発見,治 療の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。近年,Polymerase chain reac-

tion(PCR)法 を使 った抗酸菌の迅速検出法が報告さ

れて きている5)～13)。われわれも喀痰より直接PCR法 を

用いて,抗 酸菌を検出する方法を報告14)し た。Paoら

は結核菌の65kDa抗 原遺伝子の一部をコードするプラ

イマーを用いてPCRを 行 うと抗酸菌の種によって増幅

されるDNA断 片 の大きさが異なると報告 しているが,

今回われわれは,こ れを追試 し確認 した。さらにこの各

種抗酸菌の増幅されたPCR断 片 の塩基配列を決定 し種

問の異同を比較検討した。また,塩 基配列の特異性を利

用 して適当な制限酵素を選択しRFLPに よる菌種の同

定を検討 したのであわせて報告する。

材料と方法

抗酸菌:当 研究室保存菌を用いた。M. tuberculosis

H37Rv NIHJ1633, M. tuberculosis H37Ra NIHJ 

1634, M. bovis BCG-Japan NIHJ1608, M. bovis 

Ravenel NIHJ1607, M. kansasii NIHJ1619, M. 

intracellulare NIHJ1618, M. gordonae NIHJ1617

の5菌 種7株 を,ま た,M.aviumに 関 して は,M.

avium NIHJ1605の ほか,臨 床分 離 株 でGen-probe

法 に よ りM.aviumと 同 定 され た11株,計12株 を そ

れ ぞ れ1%小 川 培 地 に継 代 し,37℃2～3週 間 培 養 し

た菌 を用 い た。

DNA抽 出法:DNA抽 出方法 は,す でに報告14)し

た。すなわち,1%小 川 培地37℃2～3週 間培養菌を

1白 金耳取 り,1.5mlエ ッペ ンドルフチューブ内で滅

菌精製水にて洗浄後,ア セトンにて脱脂,37℃1時 間

プロテナーゼK(1mg/ml)処 理,600℃2時 間SDS

(最終濃度1%)処 理後ウ フェノール法によって抽出,

エ タノール沈殿によって精製 した。抽出したDNA量

を測 定 後,そ の50ngをPCRに 用 い た。

プ ライ マ ー:Paoら は,Shinnickら の報 告6)し た結

核 菌 エ ル ドマ ン株 の65kDa抗 原 遺 伝 子 の塩 基 配 列 を も

と に プ ラ イ マ ー を作 成 し,塩 基 配 列91-254のDNA

断 片 が 増 幅 さ れ る こ とを 示 した5)。 そ の塩 基 配 列 は,セ

ンス 側 が,5'CTAGGTCGGGACGGTGAG

GCCAGG3',ア ンチ セ ンス側 が,5'CATTGC

GAAGTGATTCCTCCGGAT3'で あ る。 わ

れ わ れ は これ らの プ ライ マ ー を合 成 し,そ れ ぞ れYNP

-1 ,YNP-2と 命 名 して 用 い た。 フ.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反 応 は,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940℃1分

間 加 熱 後,DNA変 性94℃1分 間,ア ニ ー リ ング600℃

1分 間,DNAの 合 成72℃1.5分 間 を30サ イ ク ル行 っ

た 後,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 した後,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:U.S.Biochemi-

ca1社 キ ッ トSequenase Ver.2.0(TOYOBO)使 用

に よ る,ジ デ オ キ シ法15)を 用 い た。PCRに よ っ て増 幅

し たDNA断 片 を 電 気 泳 動 後,ア ガ ロ ー ス ゲ ル よ り

MERmaidTMキ ッ ト(BIO101,Inc.)に てDNA断

片 を精 製 し,テ ンペ レー トDNAと した 。Winshipの

方 法17)に よ り,1.5mlエ ッ ペ ン ドル フチ ュ ー ブ中 に テ

ンペ レー トDNA0.25pmol,プ ラ イ マ ー(YNP-ま

た はYNP-2)20pmol,ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド(D

MSO)1μl,Sequence buffer(キ ッ トに含 まれ る もの)

2μl,精 製 水 を 加 え 全 量10μlに し,95℃ で3分 間処

理 し熱変 性 後,直 ち に ドラ イ ア イ ス に接 触 させ 凍 結 す る。

再 融 解 後,こ の チ ュ ー ブ中 で キ ッ トの 指 示 に従 い,0.1

MDDT1μl,Labeling mixture(キ ッ トに含 まれ る

もの)2μl,[a-32P]ATP(10μCi/ml)0.5μl,8倍

に希 釈 したSequence enzyme(キ ッ トに含 ま れ る もの)

2μlを 加 え室 温 に5分 間 放 置 し,標 識 を行 う。ddATP,

ddCTP,ddGTP,ddTTPを そ れ ぞ れ2.5μl入 れ た

チ ュ ー ブ に 標識 済 み混 合 液3.5μlず つ 添 加 後37℃,5

分 間 タ ー ミネ ー シ ョ ン反 応 を行 っ た 。 そ の 後,Stop

solution(キ ッ トに含 ま れ る もの)4μlを そ れ ぞれ の

チ ュ ー ブ に加 え,沸 騰 水 中 で2分 間煮 沸 し,氷 水 中 で急

冷 し,896ア ク リル ア ミ ドゲ ル 内 に て1500Vで1.5～3

時 間 電 気 泳 動 した。 ゲ ルを ガ ラ ス板 か ら はが し,ラ ップ

に 包 み,X線 フ ィル ム を セ ッ ト して-80℃1晩 オ ー ト

ラジオ グ ラ フ ィー を行 い,フ ィル ム を現 像 して 検 出 した。

プ ラ イマ ー はYNP-1ま た はYNP-2を 用 い,セ ンス

側 お よ び ア ンチ セ ン ス側 か らそ れ ぞ れ塩 基 配 列 を読 み,

比 較 して 確 認 した。

RFLP法:　 プ ラ イ マ ーYNP-1,YNP-2に よ り
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増 幅 したDNA断 片 を,制 限 酵 素BstEH(日 本 ジ ー

ン)お よ びMboI(宝 酒 造)で 切断 し た。PCR後 の

反 応 液 を エ タ ノー ル 沈殿 し,精 製 水30μ1に 再 溶 解 後,

そ の8μlに10倍 酵 素 バ ッ フ ァ ー1μl,制 限酵 素1μl

(10unit)加 え,BstEHは60℃1時 間,MboIは,

37℃1時 間.反 応 後,BPBを 加 え,4%ア ガ ロ ー ス電

気 泳 動 を 行 い,そ の パ タ ー ンを比 較 した。

結 果

1. YNP-1,YNP-2に よ っ て 増 幅 さ れ るDNA

断 片 の大 きさ

図1　 抗 酸 菌DNAと プ ラ イ マ-YNP-1,YNP-2

を用 い たPCR

多 く の 抗 酸 菌 はYNP-1,YNP-2を プ ラ イマ ー と

す るPCRに よ って増 幅 され るDNA部 分 を も って い る。

しか しそ の増 幅DNA断 片 の 大 き さ は 菌 種 に よ って異

な り,図1に 示 す よ う に結 核 菌 群 で は予想 され る 大 きさ

の 位 置 に バ ン ドが 見 られ るが,非 定 型 抗 酸 菌 で は,結 核

菌 群 よ りわ ず か に 小 さ なDNA断 片 が 生 じる こ とが知

られ た。Lllで もM. intracellulareは,特 に小 さ か っ

た。 また,M. aviumは 使 用 した12株 中臨 床 分 離 の2

株 だ け が 増 幅 され た が,他 の株 で は プ ライ マ ーYNP-

1,YNP-2に よ ってPCRでDNAが 増 幅 され なか っ

た。 な お,図1のNegative controlに 見 られ る染 色

バ ン ドは,プ ラ イ マ-の 結 合 体 で あ り,約10kbp付 近

に 見 られ る 染 色 バ ン ドは,PCRを 行 わ な い テ ンベ レ-

トDNA(10ng)の み で も出 現 す る の で 抽 出 過 程 で 切

断 され た菌 のDNAで あ る と思 わ れ る。

2,PCR産 物 の シ ー ク エ ン ス-法の 検 討

M13mp系 フ ァー ジやpUC系 プ ラス ミ ドの サ ブ ク ロー

ニ ング作 業 を せ ず,PCRに 用 い た プ ライ マ-を 使 って,

直 接DNAの 塩 基 配 列 を 読 む た め の 条 件 を検 討 した。

Sequenase Ver2.0U, S. Biochemical社 キ ッ トを

用 いWinshipの 方 法 を一 部修 正 して実 施 した。PCR

産 物 のDNA断 片 を テ ン ペ レ-ト と し,YNP-1,ま

た はYNP-2の プ ライ マ ー の モ ル比 を1:80に し,DM

SOを 最 終 濃 度10%に 加 え た 。 す なわ ち,1.5mlエ ッ

ペ ン ドルフチ ュ-ブ 中 に テ ンペ レー トDNAO .25pMol,

プ ラ イ マ ー20pMol,DMSO1μl,5×Sequence

buffer2μl,精 製 水 を 加 え 総 量10μlに した 後,沸 騰

水 中 で3分 間 加 熱 後 直 ち に ドラ イ アイ ス中 で急 冷 した。

Labeling mixture(キ ッ ト中 に含 ま れ る)は,通 常

図2　 プ ラ イ マ ーYNP-1,YNP-2を 用 いたPCR産 物 の塩 基 配 列

一 は,M.fuberculosisの 塩基 配 列 と最 も一 致 率 が 高 くな る よ う に

比 較 した と きの 塩基 の 欠損 部位 を表 す
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表　 プ ライ マーYNP-1,YNP-2に よ るPCR産 物 の シ ー ク エ ンス

5倍 に希 釈 し,プ ラ イ マ ーか ら30bp以 内 を シ ー ク エ ン

ス す る 場 合 は15倍 に希 釈 す る よ う指 示 され て い るが,

10倍 希 釈 が最 もよ い結 果 が得 られ た。 ま た,タ ー ミネ ー

シ ョ ン反 応 を行 わ せ る過 程 に お い て もチ ュ ー ブあ た り

DMSOを0.5μl添 加 し た 。 これ 以外 の操 作 は,キ ッ ト

使 用 説 明 書 に した が って 作 業 を 進 め た 。

3.　 プ ラ イ マ ーYNP-1,YNP-2に よ り合 成 され

るDNA断 片 の塩 基 配 列

1%小 川 培 地 培 養 菌 よ り抽 出 したDNA50ngを フ.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,Mtuber-

culosisH37Rvと 最 も一 致 率 が 高 くな る よ う に して 比

較 した もの を図2に,そ の結 果 を表 に示 した。

M. tuberculosis H37RvのDNA断 片 は,大 き さ

164bp (A27, C54, G57, T26)で あ り,GC含 有 量

68%で あ った。 同様 に してM. bovis RavenelのPCR

増 幅DNAを シ ー ク エ ン ス し,M. tuberculosfs

 H37Rvの 塩 基 配 列 と比 較 した と こ ろ完 全 に一 致 して い

た。 ま た,M. tuberculosis H37Ra, M. bovis BCG

-JapanのDNAの 塩 基 配 列 は,い ず れ もM. tuber-

culosis H37Rvと100%一 致 して い た。M. Ransasii

のDNA断 片 は,大 きさ137bp (A23, C43, G45,

 T26)で あ り,GC含 有 量64%で あ った 。 これ をM.

 tuberculosis H37Rvの 塩 基配 列 と比 較 す る と76%一

致 して い た。M. intracellulareのDNA断 片 は,大

き さ109bp (A22, C37, G34, T16)で あ り,GC

含 有 量65%で あ った。 これ をM. tuberculosis H37Rv

の 塩 基 配 列 と比 較 す る と64%の 一 致 で あ っ た。M

gordonaeのDNA断 片 は,大 きさ136bp (A25, C

40, G47, T23)で あ り,GC含 有 量64%で あ った。

これ をM. tuberculosisH37Rvの 塩 基 配 列 を 比 較 す

る と74%の 一 致 で あ った。

図2に 示 したM. RansasiiとM. gordonaeの 塩 基

配 列 を,M. Ransasiiを 基 準 に して両 者 の一 致 率 が最

も高 くな る よ う に比 較 す る と,M. gordonaeは,83

96一 致 して い た。M. aviumに 関 して は,先 に述 べ た

よ う に テ ス ト し た12株 中2株 を 除 き,プ ラ イ マ ー

YNP-1, YNP-2を そ れ ぞ れ 用 い て のPCRが 陰 性

で あ った 。 そ こで,陽 性 で あ った(こ のPCRに よ っ て

DNAが 増 幅 さ れ た)2株 のPCR産 物 を シー クエ ンス

した と こ ろ,そ の塩 基 配 列 はM. intracellulareと100

%一 致 した。

図3　 プ ラ イ マ ーYNP-1,YNP-2を 用 いたPCR増 幅 産 物 の

BstEII,MboIに よ る制 限 酵 素 マ ッ ピ ング
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図4　 プ ライ マ ーYNP-1,YNP-2を 用 い たPCR増 幅 産 物 の

制 限 酵 素BstEn,MboIに よ る切 断 パ タ ー ン

4. PCR-RFLP法 に よ る抗 酸 菌 の鑑 別

PCR産 物 の シ ー ク エ ンス を確 認 す る た め に,表 に示

し た抗 酸 菌 の 塩 基 配 列 の制 限 酵 素 切 断 部 位 をDNASIS

(宝 酒 造)を 使 って,使 用 可 能 な制 限 酵 素 の検 索 を し,

BstEHとMboIを 選 択 し た 。 図3は,M . taber-

cuZosis, M. bovis, M. Ransasii, M. intracellulare ,

 M, gordonaeのBstEIIとMboIで 切 断 され る部位

を 示 した もので あ る。 した が って 制 限 酵 素 処理 に よ って,

理論 的 に は次 の よ うな 大 き さの 断 片 が生 じる は ず で あ る。

す な わ ち,M. tuberculosis complexは,BstEIIで

切 断 す る と119bpと45bpの 断 片 が生 じ,MboIで は

140bpと24bpの 断 片 が生 ず る。M . Ransasiiは,

BstEIIで は 切 断 さ れ な い が,Mbolで は/02bpと35

bpの 断 片 が生 ず る。M. intracellulareは,BstEHと

MboIの 両 者 に は切 断 さ れ な い 。M . gordonaeは,

BstEIIで 切 断 す る と92bpと4bpの 断 片 が 生 じ,Mbo

Iで は112bpと24bpの 断 片 が 生 ず る。

図4に 実 際 のPCR産 物 をBstEnとMboIで 切 断

した後,5%ア ガ ロー ス電 気 泳 動 の結 果 を示 した。 予想

ど お り の 大 き さの バ ン ドが 得 られ,こ の切 断様 式(RF

LP)を 確認 した。 ま た,PCRとRFLPを 組 み合 わ

せ る こ とに よ り抗 酸 菌 種 の同 定 の可 能 性 が 示 唆 さ れ た。

考 察

塩 基 配 列 を 調 べ る場 合,通 常M13フ ァ-ジ ベ ク タ ー

で サ ブ ク ロ ー ニ ング後,M13の プ ラ イ マ ーを 用 いて シ ー

クエ ンスを行 う15)16)。その 場 合 は ク ロ ー ンを 選 択 した り,

DNAを 精 製 す る と い う手 間 が か か る。 そ こで,PCR

後 のDNA断 片 を 鋳型 と し,プ ラ イマ ー と してPCRに

用 い た も の と同 じプ ラ イ マ ー を用 い る こ と に よ って シー

クエ ンスを行 う方 法 につ いて 検 討 した。 お もにWinship

の 方 法17)に 従 い,Sequenase Ver2 .0 U. S. Bioche-

mical社 キ ッ ト中 の 試 薬 類 を使 う こ とに よ って簡 単 に

シ ー ク エ ンス が で き る よ う に な っ た。 ま た,セ ンス側

(YNP-1使 用)と,ア ンチ セ ンス側(YNP-2使 用)

の両 側 か ら シー クエ ンス が'可能 な の で,よ り正 確 な シ ー

クエ ンス決 定 方 法 で あ る。

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

ら6)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5)し て い る。

わ れ わ れ は,Paoら の 報 告5)に 基 づ い て プ ライ マ ー

を 合 成 し便 宜上YNP-1,YNP-2と 名 付 け た。 これ

を用 い てPCRを 行 い,そ の増幅 され たDNA断 片 の シ ー

ク エ ン ス を 行 っ た。 わ れ わ れ の 結 果 で は,M.tuber-

culosisとM.bovisのPcR産 物 は いず れ も164bp

で,そ の シー ク エ ン スは完 全 に一 致 す る こ とが わ か った 。

さ らに,M. Ransasiiは137bp,M. intracellulare

は109bp,M, gordonaeは136bpで あ る ことが わ か つ

た。

ま た,本 実 験 で 確 認 したM. tuberculosis complex

のDNA塩 基配 列 をShinnickら6)のM . tuberculosis

 Erdman株 の65kDaの 塩 基配 列91～254と 比 較 した

と こ ろ,M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis

 H37Ra, M. bovis Ravenel, M. bovis BCG-Japan

の 各 株 は 完 全 に 一 致 す る こ と が 明 らか と な っ た。M .

 avium NIHJ1605の レフ ァ レンス株 は プ ラ イ マ-YNP
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-1 ,YNP-2で 増 幅 され なか った。 そ こでGen-probe

法 に よ ってM. aviumと 同 定 され た 臨 床 分離 の11株

につ いて 実 験 した と こ ろ,2株 だ けがYNP-1,YNP

-2に よ って増 幅 され たが
,残 りの9株 は増 幅 され な か っ

た。

一 般 に タ ー ゲ ッ トDNAが ,ヘ ア ピ ンル ー プ構 造 を

と る か,G+C含 量 が高 い場 合 は,PCRに よ る増 幅 が

難 しい と言 わ れ,7-deaza-2'-deoxyguanosine tri-

phosphate(C7 dGTP)を 添 加 す る こと に よ って 増 幅

さ れ や す く な る と い う報 告18)が あ る。 そ こ で,M.

 avium NIHJ1605株 のDNAを テ ンペ レー トと し反 応

液 にC7dGTPを 添 加 してPCRを 行 った が,増 幅 さ

れ た バ ン ドは 検 出 さ れ な か った。YNP-1, YNP-2

に よ り増 幅 され たM. avium 2株 の シー ク エ ン スを し

た と こ ろ,大 き さ は109bpで,塩 基 配 列 はM. intra-

cellulareの それ と完 全 に一 致 した。 また,こ の2株 は,

DNA-DNAマ イ ク ロ プ レ ー トハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ

ン に よ る抗 酸 菌 同 定19)～21)キ ッ ト(小 林 製 薬 株 式 会 社)

を 用 い た結 果 で は,相 対 類 似 度 が,そ れ ぞ れ70と94%

で あ りM. intracellulareに 非 常 に近 い株 で あ る と考

え られ る。

プライマーYNP-1,YNP-2は 幅広 く抗酸菌を検

出する。 しか し,本 実験の結果,PCRに よ り増幅され

るDNA断 片 の塩基配列 には種によって差異があり,

大 きさも異なることがわかった。このことは適当な制限

酵素 を選べばその切断様式(RFLP)に よ って,菌 種

の同定鑑別が可能なことを示唆 している。そこで,各 種

抗酸菌のこの部分の塩基配列をコンピュータで解析 し,

制 限酵素BstEIIとMboIを 選 びだした。PCR後 の

DNA断 片 をこれらの酵素で切断 したところ,予 想どお

りの大 きさのバ ンドが生 じた。このことか らPCRと

RFLPを 組 み合わせDNAの 切 断パターンを調べるこ

とにより,簡 便に菌種の同定鑑別が可能であることが示

唆される。

これは,患 者の検体より,抗 酸菌を検出し同定するの

に2日 で完了することを意味 し,実 用化すれば極あて有

利な検査法になるであろう。さらに他のプライマーと制

限酵素の組み合わせを検討中である。
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