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We developed the rapid detection and identification method of mycobacteria, involving 

amplification of mycobacterial 16S rRNA gene by nested PCR and identification of M. 

tuberculosis complex or M. avium-intracellulare complex (MAC) by hybridization 

protection assay (HPA) using the acridinium-ester (AE) labeled DNA probe. The specificity 

of the nested PCR combined with DNA probe test was excellent in terms of detection of 

mycobacterial organisms and identification of M. tuberculosis or MAC. The detection 

limits of the present method were 10fg DNA for M. tuberculosis, and 100fg DNA for 

MAC, respectively. We further investigated on the optimum temperature for hybridization 

in HPA with AE labeled DNA probe because there was the difference in the mode of DNA-

RNA hybridization from that of DNA-DNA hybridization. In our method, the optimum 

temperature of hybridization was estimated as 55•}1•Ž. In preliminary experiments on two 

clinical cases, we practically detected and identified M. tuberculosis and MAC in clinical 

specimens, such as sputa, by using this newly devised method. We concluded that this 

method is useful for rapid detection and identification of M. tuberculosis and MAC in 

clinical specimens.

*From the Second Department of Internal Medicine, Nagasaki University School of

 Medicine, 1-7-1, Sakamoto, Nagasaki 852 Japan.
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は じめ に

近年,本 邦では結核症の減少傾向が鈍化するとともに,

非定型抗酸菌症 も漸次増加の傾向にある。さらに今後は

免疫不全患者の増加によって,抗 酸菌症の臨床上に占め

る重要性 は大 きくなるものと考えられる1)。また,非 定

型抗酸菌の中で も,各 種抗結核薬 に耐性を示すM.

avium complex の分離頻度が増加の傾向にあるため2)

結核菌と非定型抗酸菌とを区別することは極めて重要な

問題になろう。両菌種の鑑別には通常ナイアシンテス ト

が用 いられるが、結果が得られるまでには4～8週 を要

するため,よ り迅速な同定法の開発が強く望まれてきた。

近年の分子生物学の進歩に伴い,DNAプ ローブ法3)

やPCR法4)が この目的の達成のために積極的に応用さ

れは じめた。 しか し,前 者の欠点は結核菌の菌数が105

CFU/100μl以 上必要であることから,臨 床検体からの

直接の菌検出は困難である。また,後 者では高感度に菌

の検出は可能であるが,同 定にはそれぞれの菌種別のプ

ライマーを使用 しなければな らず,さ らにSouthern

 blot hybridizationに よる確認に時間を要するなどの

問題点がある。そこでわれわれは,こ れまでに当教室で

報告 してきたnested PCR法5)と アクリジニウムエス

テル(以 下,AEと 略す)標 識DNAプ ローブ法6)を 併

用することにより,簡 便かっ迅速な抗酸菌の検出および

同定を試みたので報告する。

材料と方法

1.　使用菌株

1)　各種抗酸菌

各 種抗酸菌 の うち,以 下 の11菌 種 を用 いた。M.

tuberculosis (KMC T101, H37Rv), M.bovis (TMC

404), M.avium (臨床分離株), M.intracellulare

(臨床分離株), M.chelonae (ATCC19977), M.

scrofulaceum(TMC1316),M.fortuitum(ATCC

19709),M.kansasii(ATCC12478),M.gordonae

(臨 床 分離 株), M.simiae (臨床 分離株), M.non

chromogenicum (臨床 分離株)。

遅発育抗酸菌は,1%小 川培地上で37℃,2～3週 間

培養した菌を,迅 速発育抗酸菌は,1%小 川培地上で3

日培養 した菌を用いた。なお,臨 床分離株にっいては

DDHマ イ コバクテリア極東によって同定 したものを用

いた。

2)　一般細菌

一般細菌の中か ら以下の10菌 種を用いた
。Staphy

lococcus aureus (ATCC25923),Streptococcus

 pneumoniae (臨 床 分 離 株), Staphylococcus epi

dermidis(ATCC12228),Haemophilus influenzae

(ATCC35056),Klebsiella pneumoniae(ATCC
13883),Pseudomonas aeruginosa(ATCC27853),

Escherichia coli(ATCC25922),Acinetobacter

 calcoaceticus (臨 床 分 離 株), Proteus mirabilis

(臨床分離株), Serratia marcescens (ATCC8100)。

2. DNA抽 出

DNA抽 出 方 法 はSambrookら の 方 法 に 準 じた7)。

抗 酸 菌 の 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 ー ブ内 で 滅 菌 蒸 留 水1mlに 懸

濁 し,ガ ラ ス ビ ー ズ(0.2μm)を100mg混 入 した 後

に,10分 間 超 音 波 処 理 した 。 そ の 後,20mg/mlプ ロ

テ ナーゼK溶 液20μlと10%SDS溶 液40μlを 加 え て,

60℃ で30分 間 溶 解 し た。 さ らに,フ ェ ノ ール/ク ロ ロ

フ ォル ム処 理 に て除 蛋 白 を お こ な っ た後,エ タ ノ ール に

てDNAを 抽 出 し た 。DNAは 乾 燥 後 に 滅 菌 蒸 留 水

50μlに 再 溶 解 さ せ,そ の 中 の20μlをPCRに 用 い た。

一 方
,一 般 細 菌 の場 合 はTE buffer(10mM Tris

-HCI,1mM EDTA)に 溶 解 後,5分 間 煮 沸 し,グ ラ ム

陽性 菌 に対 して はlysostaphin(最 終 濃 度5U/ml)を,

グ ラ ム陰 性 菌 に はlysozyme(最 終 濃 度1mg/ml)を

加 え て 溶 解 し,そ の後 抗 酸 菌 と同様 の処 理 を お こ な っ

た 。

3.　 プ ライ マ リー お よ びPCRの 反 応 条 件

Mycobacterium 属菌を広 く検出するために,16S

rRNAを コ ー ドす る遺 伝 子 の一 部 を特 異 的 に増 幅す る

nested PCRを 設定 した 。1stPCR,お よ び そ の 内側

の フ ラ グ メ ン トを 増 幅 す るnested PCRの プ ライ マ ー

は,以 下 の よ うな 塩 基 配 列 の も の をDNAシ ンセ サ イ

ザー (380B DNA synthesizer, Foster City,Calif.)

で合成 した。

1st PCR:

 5'-CAT GCA AGT CGA ACG GAA AG-3'

(17-36)
5' CGG TGC TTC TTC TCC ACC TA-3'

(437-456)
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2nd PCR:

5'-TAC TCG AGT GGC GAA CGG GT-3'

(50-69)
5' CGG ACC TTC GTC GAT GGT GA-3'

(398-417)

PCRの 反 応 液 は付 属 の マ ニ ュ ア ル に 従 い50mM

 KCI,10mM Tris HCI,1.5mM MgCl2,ゲ ラチ ン,

200μM dNTP,Taqポ リメ ラー ゼ,プ ライ マ ー,お よ

び20μlのtemplate DNAを 混 合 して総 量100μlと

した 。PCRの 反 応 条 件 は,初 め に94℃ で10分 間加 熱

し た 後,annealingは63℃ で1分30秒,extension

は72℃ で1分,denatureは94℃ で1分 と し,以 上

を34サ イ クル 繰 り返 した 。

4. AE標 識DNAプ ロ ー ブ法

本 法 はGen-Probe社 のAccuprobe MTB(AE-

DNA-MTB,結 核 菌 同 定 用),AccuProbe MAC

(AE-DNA-MAC,M. avium complex 同定用)の

2種 類 のDNAプ ロ ー ブを 用 いて 施 行 した 。

Nested PCR法 にて 増 幅 したPCR産 物 を5分 間 煮

沸 し,す ぐに氷 冷 して 一 本 鎖DNAと した後,AE標 識

DNAプ ロ ー ブが コ ー トされ て い る反 応 用 チ ュ ー ブ に移

し,50℃ か ら60℃ ま で の5段 階 で15分 間 ハ イ ブ リダ

イ ゼ ー シ ョ ン反 応 を 行 っ た 。 そ の 後,未 反 応 のAE標

識DNAプ ロ ー ブ を 加 水 分 解 試 薬(テ トラ ホ ウ酸 ナ ト

リ ウ ム緩 衝 液)で 失 活 さ せ て,AE標 識DNA-DNA

ハ イ ブ リ ッ ドを選 択 的 に残 した。 ハ イ ブ リ ッ ド中 のAE

の化 学 発 光 は,検 出試 薬(0.1%H2O2/0.001N HNO3,

1NNaOH)を 加 え,ル ミノ メ ー タ ー にて 測 定 し,化 学

発 光 値(Relative Light Units;RLU)が30,000以

上 を 陽性 と判 定 した。

5. PCRお よ びDNAプ ロ ー ブ の感 度 測 定

M.tuberculosis,M.avium,M.intracellulare の

そ れ ぞ れ の 菌 株 よ り抽 出 したDNAの10倍 希 釈 系 列 を

作 り,そ れ らをtemplate DNAと してnested PCR

を行 った。さらにそのPCR産 物 を用 いて,AE標 識

DNAプ ローブと反応させRLUを 測定 した。

6.　臨床症例の検討

本法による抗酸菌の検出および同定が,臨 床検体に対

しても有用か否かを,以 下の2症 例を対象 として検討 し

た。なお,臨 床材料よりのtemplate DNAの 調製法

は宮崎 らの方法5)に 準 じた。

1)　症例1:80歳,男 性

主訴:喀 痰

現病歴:出 血性脳梗塞の診断で近医に入院中に,喀 痰

よりGaffky2号 が検出されて当科に紹介入院となった。

職業歴:30～50歳 まで炭坑夫。

現症:体 温35.9℃ で,呼 吸音清明。心雑音なく,表

在 リンパ節は触知 しなかった。

検査所見:血 沈25mm/1時 間値,白 血球4200/mm3

(好中球44%,好 酸球2%,好 塩基球296,リ ンパ球

40%,単 球12%),CRP0.29mg/ml,ツ 反35×25/

48×45(mm)。

2)　症例2144歳 女性

主訴:咳 嗽

現病歴:狭 心症で外来通院中に咳嗽や労作性呼吸困難

が出現 し,胸 部X線 上異常陰影を認め,気 管内採痰で

Gaffky2号 が検出されたために,治 療目的にて入院と

なった。

現症:体 温36.2℃,右 下肺野でfine crackleを 聴取

し,チ アノーゼはなかった。

検査所見:血 沈51mm/1時 間値,白 血球2800/mm3

(好中球37%,好 塩基球1%,好 酸球2%,リ ンパ球

55%,単 球5%),CRPo.27mg/mL,ツ 反0×0/10×5

(mm)

結 果

1.　検出感度

Table 1 に示 したように,AE-DNA-MTBプ ロー

Table 1 Detection Limit of AE-DNA Probe for Mycobacteria
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Fig. 1 Specificity of the Nested PCR for 

Common Bacteria

M; molecular size markers, 1; M. tuberculosis, 2;
M. auium, 3; M. intracellulare, 4; S. aureus, 5; S.

 pneumoniae, 6; S. epidermidis, 7; H. influenzae. 8; K.
 pneumoniae, 9; P. aeruginosa, 10; E. coli, 11; A.
 calcoaceticus, 12; P. mirabilis, 13; S. marcescens

ブにおける M.tuberculosis の検出感度は,DNA量

が10fg以 上 な らば す べ てRLUは30,000以 上 の 陽 性

を 示 した 。 ま た,AE-DNA-MACプ ロー ブに お け る

M.aviumと M.intracellulare の検出感度は,い ず

れ もDNA量 が100fg以 上 で 陽 性 を 示 した 。

2.　 特 異 性

一 般 細 菌10株 と抗 酸 菌11株 よ り抽 出 したDNAの

そ れ ぞれ1ngを 用 いてnested PCRを 行 った 。 一般

細 菌10株 に 対 し て は す べ て 増 幅 され ず に陰 性 で あ った

(Fig,1)。 一 方,抗 酸 菌11株 に対 して は,Fig.2に 示

した よ うに M.tuberculosis,M.bouis,M.auium,

M.intracellulare,M.hansasii,M.gordonae,M.

nonchromogenicum に お いて368bpの バ ン ドを 認 め

た が, M.chelonae,M.scrofulaceum,M.fortui

turn,M.simiae で は バ ン ドは認 め られ なか っ た。

さ らに このPCR産 物 を用 い てAE-DNA-MTBお

よ びAE-DNA-MACの 反 応 性 を 検 討 し た。AE-

DNA-MTBの 示すRLUは M.tuberculosis com

plexに 対 して の み30,000以 上 の 陽 性 値 を示 し,AE-

DNA-MACの 示 すRLUは M.avium と M.intra

 cellulare に対 して の み 陽性 値 を 示 した(Table 2)。

3.　 ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ン温度

AccuProbeの 添 付 プ ロ トコ ー ルで は,60±1℃ を ハ

イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンの 適 正 温 度 と設 定 して い るが,本

法 で は そ の 温 度 条 件 で はMAC同 定 用 プ ロ ー ブに お い

Fig. 2 Specificity of the Nested PCR for Myco

bacterial Species

Lanes: M; molecular size markers, 1; M. tuberculosis,
 2; M. boots, 3; M. avium, 4; M. intracellulare, 5; M.

 chelonei, 6; M. scrofulaceum, 7; M. fortuitum, 8;
 M. hansasii, 9; M. gordonae, 10; M. simiae, 11

 M. nonchromogenicum

てMACを 検 出できなか った。そこで,ハ イブリダイ

ゼーションの温度を50℃ までの各段階で検討 した結果,

55±1℃ がMAC同 定 用プローブにおける適正なハイ

ブリダイゼーション温度 と判明し,さ らに特異性におい

ても問題ないことが確認 された(Fig.3)。

4.　臨床症例の検討

1)　症例1

入院後経過;当 科入院時の喀痰で塗抹陰性であったが,

本法により結核菌が検出および同定され,珪 肺結核症 と

診断 した。その後,8週 培養にて結核菌が陽性 と確認さ

れた。

2)　症例2

入 院後経過:当 科にても気管内採痰でGaffky2号 を

認め,さ らに本法にてMACと 同定 された。その後,

同時期の喀痰培養で2回 続いて陽性結果が得られたため,

非定型抗酸菌症診断基準から肺非定型抗酸菌症 と診断し

た。のちに培養菌株のナイアシンテストが陰性であった

ことから,非 定型抗酸菌が確認された。

考 察

近年,DNA診 断 の進歩が著 しく,抗 酸菌に対 しても

非放射性物質を用いたDNAプ ローブ法や各種プライ

マーを用いたPCR法 が開発されている。今回,わ れわ

れが用いた方法は,高 感度に抗酸菌を検出できるPCR

法 と,特 異的に抗酸菌を同定できるDNAプ ローブ法
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Table 2 Relative Light Units (RLU) of AE-DNA Probes 
Test for Type Strains of Mycobacteria

を併用したもので,臨 床材料から直接,抗 酸菌を検出 ・

同定することを目的としたものである。

まず,検 体中に抗酸菌が存在するかどうかをPCRで

検出するためには,で きるだけ多くの抗酸菌 と反応する

PCRの プ ライマーを設定する必要がある。 さらに,そ

のPCR産 物を用いて結核菌群とMACと を同定する手

段 としては,す でに市販されているAccuProbeの 応用

を試みた。 したがって,こ の2つ の条件を満足するため

の増幅対象遺伝子としては,抗 酸菌の16SrRNAを コー

ドす る遺伝子の一部をターゲットとした。細菌の16S

rRNAの 塩基配列は系統分類学上の重要な指標であり,

抗酸菌に関 しても20菌 種の16SrRNAの シークエン

スが報告 され8),す で にPCR法 での遺伝子増幅の報告

も多 くみられる9)。

AccuProbeは1個 の抗酸菌の中に数千 コピー存在す

るrRNAを ターゲ ットとして抗酸菌を同定するための

方法であり,今 回われわれが検討 したPCR産 物 を対象

としたものではない。 したがって,そ の反応条件に関 し

ては若干 の検討が必要であった。まずDNAプ ローブ

とのハイブリダイゼーションの温度条件を検討したとこ

Fig. 3 Relative Light Units (RLU) of AE-DNA
 Probe on Different Hybridization Tem

perature

ろ,通 常の温度より5℃ 低い,55±1℃ が適正である

ことが分かった。つまり一般的に理解されているように

DNA-DNA二 本 鎖 はRNA-DNA二 本 鎖 よりも約
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5℃ 低 い温度で安定であるという知見10)11)に一致 した

ものと考え られた。さらに,感 度の面からは,nested

 PCRを 用 いたことから結核菌は10fg,MACは100fg

まで検出が可能であった。つまり,抗 酸菌が数個存在す

れば検出することが可能であり,実 際の臨床材料におい

ても良好な成績が得 られた。

一方 ,ア ンプ リコアTMマ イコバクテリアキッ トや

MTDキ ッ トなどが近年開発されて,遺 伝子診断が一般

の臨床検査施設でも安易に施行できるようになった。 し

かし,こ れらのキットは検体中の抗酸菌の有無をスクリー

ニングした後に同定するわれわれの方法とは違い,提 出

されたすべての検体を最後まで処理せざるをえないため

に経済的な問題が懸念される。また,MTDキ ッ トは結

核菌のみに対 して反応するもので,非 定型抗酸菌に反応

するキットの開発が今後期待される。

なお,MACのDNA診 断 に関 しては,喀 痰より本菌

が検出されても,必 ず しも肺非定型抗酸菌症とは診断で

きない。 しかし,臨 床検体が血液や リンパ節などの場合

は,臨 床診断に対 しても極めて有用な検査法になり得る

ものと考えられる。つまり,今 後増加が予測される後天

性免疫不全症候群患者でのMAC感 染症に対 して,早

期診断のための新 しい補助診断法となりうる可能性が示

唆された。
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