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We developed a new biotyping system for mycobacterial strains. Various chromogenic

substrates were incubated with mycobacterial cell suspensions for four hours at 37•Ž, and

strains were typed by their patterns of hydrolysis of these substrates.

 Commercially available microtiter plate DNA—DNA hybridization system and our

biotyping system with chromogenic substrates were applied for the identification of

clinically isolated atypical mycobacterial strains, and the results were compared with those 

obtained by the usual biological methods. Both new methods were proved to be satisfac

torily quick and reproducible. The DNA probe method could distinguish M. avium from M.

intracellulare and M. nonchromogenicum. Differentiation of these species has been very

difficult by other methods. Our new biotyping system also could not differentiate these 

three species, but could classifiy some mycobacterial species into several subtypes. 

The DNA probe method is quick and accurate but expensive. On the contrary, our new 

biotyping system was found to have the same level of accuracy as the usual methods, but 

much quicker than the usual methods and less expensive than DNA probe method. We 

recommend our new biotyping system to the clinical laboratories which hesitate to accept 

DNA probe method because of its high expences despite of its high accuracy.

*From the Department of Microbiology, Meiji College of Pharmacy 1-35-23 Nozawa,

 Setagaya—ku, Tokyo 154 Japan.
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緒 言

結核症 の減少 に伴 って非定型抗酸菌症 は相対的 に増加

してお り,臨 床上 の重要性が理解 されて独立の疾患 とし

て扱 われ るよ うにな っている1)。結核症を含めて抗酸菌

症の診断には,病 変 が起因菌 に特異的 とは言えな いため,

直接原因菌を検 出す ることが求 め られ る。 したが って,

同定が重要 である。現在,抗 酸菌の同定 は,小 川培地で

発育 した菌について,発 育温度域,発 育時間,集 落の形

態,着 色を基 に,ナ イア シン試験,硝 酸還元,耐 熱 カタ

ラーゼ,ウ レァーゼなどを参考 に して行われて いるが,

同定 に長期間を要 するのが欠点で ある2)。

最近,DNA-DNAハ イブ リダイ ゼイ シ ョ ンによる

同定 法 が確立 され3)4),ま た,結 核菌 を含む い くっかの

抗酸 菌で は,喀 痰 か ら直接PCR法 で検出す る方法 も開

発 され5)6),迅 速 な確定 診 断 も可能 になりっっ ある。 こ

れ とは別に,多 くの酵素定量 のために発色性基質が開発

された結果,菌 株 の生化学的性状 の即 日検査が可能 になっ

てお り,こ れを抗酸菌 の検査 に応用す る事 も可能 になっ

て きて いる7)。

われわれ は,臨 床検体 か ら分離 されたナイアシ ン試験

陰性 の抗酸菌を従来の生物学 的方法 で同定 して いるが,

これ らの株 を最 近市販 されたDNA-DNAハ イブ リダ

イゼイション法を利用 した同定 キ ッ トを用 いて再同定 し,

同時 に,発 色性基質を用いた生物型別 を試 みた。

材料 と方法

菌株:国 立療養所東 埼玉病 院の臨床分離株 と明治薬科

大学微生物学教室の保 存株を用いた(表1)。

DNA同 定 法:極 東 製薬株 式会 社 か ら提 供 を受 けた

DDHマ イ コバ クテ リア 「極 東」 を用 いた。実際 の操作

法 は添付の マニュアルに従 った。 すなわち,菌 株 は小川

培地 で1-4週 間37℃ の暗所 で培 養 し,適 切 な発育 の

ものをか きとって菌体 とした。菌体 を破砕 し,フ ェノー

ル処理 によってDNAを 抽出 し,エ タノール沈殿 によっ

てDNAを 得 た。 これを フ ォ トビオチ ンで標識 し,一

本 化 して,プ ローブDNAが 固定 されて いるマイクロ

タイ ター プ レー トに分 注 して,60℃,2時 間ハイブ リ

ダイゼイ シ ョ ンさせ た。 プ レー トを洗浄後,HRP-ス

トレプ トア ビジ ン液 を加 え,ビ オチ ンDNAと 結合 さ

せた。洗浄後,テ トラメチルベ ンチ ジンと過酸化水素液

を 加 え て 発 色 させ,630nmの 吸光 度 を測 定 した。 発 色

の 見 られ た プ ロー ブに よ って 菌種 を 同定 した。

発 色 性 基 質 を 用 い た生 物 型 別:す で に報 告 した方 法7)

を 用 い た 。 小 川 培地 で培 養 した新 鮮 培 養 菌 を5mg/ml

に滅 菌 蒸 留 水 に 浮遊 し,こ れ を菌 液 と した。 発 色 性 基 質

は20mg/mlのDMSO液 で保 存 し,使 用 時 に,酵 素 反

応 をpH7.4あ る い は6.0で 行 う試 薬 は そ れ ぞ れ のpH

1/15M.Sφrensen's phosphate buffer(pH6.0/7.4)

で,ま たpH8.5で 行 う試 薬 は1/20M Tris-HCl buf-

fer(pH8.5)で そ れ ぞ れ1:10に 希 釈 した。 マ イ ク ロ

タイ タ ー プ レ ー トの 各 ス ロ ッ トに 菌 液,基 質 液 を そ れ ぞ

れ25μlず っ 入 れ,フ ィ ル ム で シー ル して,37。C4-6

時 間 反 応 させ た 。 判 定 に 用 い た生 物 性状,使 用 した発 色

性 基 質,反 応 を 調 べ たpH,結 果 の コー ド表示 法 を表2

に示 した 。

結 果

従 来 の生 物 性 状 に よ る 同 定 結 果 とDDHマ イ コバ ク

テ リア に よ る同 定 の 結 果,発 色 性 基 質 によ る生 物 型 コー

ドを 表3に ま とめ た。 従 来 法 でM.aviumと され て い

た23株 中2株 がM. trivialeお よび,M. nonchromo-

genicumで あ る こ とが 分 か った 。M. intracellulare

と され て い た4株 中1株 がTB complexで あ る こ とが

分 か っ た 。M. kansasiiと さ れ て い た1株 はM.

 marinumと 判 定 され た。 また,M. szulgai,M. che-

lonaeお よ びM. fortuitumと さ れ て い た株 はDDH

法 で は同 定 で き なか っ た。DDH法 で 同 定 可 能 な す べ て

の標 準 株 は正 し く同 定 され た。

DDH法 に よ って 同 定 され た菌 種 の 発 色 性 基 質 に よ る

生 物 型 コ ー ドを表4に ま と め た。 発 色 性 基 質 に よ る生 物

型 別 で は.M. aoiumとM. intracellulareは 識 別 で き

ず,M. nonchromogenicumも こ れ ら と識 別 で きな

か っ た。 た だ,M. trivialeとTB complexは これ ら

と明 らか に区 別 さ れ た。M. auiumは5っ の 型 に区 別

され た。M. gordonaeとM. marinamで は2っ の

生 物 型 が見 い だ さ れ た。 これ 以 外 の菌 種 の 株 で は数 が 少

な い た め に一 っ の コ ー ドしか なか っ た。 それ ぞ れ の コ ー

ドは そ れ ぞ れ異 な っ て お り,上 記 の菌 種 以 外 は,現 在 調

べ た菌 種 で は,コ ー ドに よ って 型 別 のみ な らず 菌 種 も相

互 に識 別 で き た。
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表1　 使 用 菌 株 と そ の 由 来

考 察

抗酸菌症 の確定診断 には起因菌の検出 ・同定が必須で

ある。 しか し,こ れ らの菌 の検出 には数週間以上の期間

を要 し,さ らに,同 定に も,同 じ期 間が必要 である。

最近,微 量のDNAを 検 出で きるPCR法 が開発 され,

細菌の検 査 にも応用 されつつあ る。 この結果,喀 痰 中の

結 核 菌 を 直 接 検 出 で き るよ うに な り,す で にM.
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表2　 使 用 し た 基 質 と コ ー ド 番 号

表4 DDH法 によって同定 された菌種 の生物型 コー ド
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表3　 臨床分離非定型抗酸菌株 の従来法 同定,ハ イブ リダイゼイシ ョン法

同定および発色性基質 による生物型別

tuberculosisの 迅 速 診 断 法 は,少 な く と も研 究 の レベ

ル で は 確 定 し た よ う に思 わ れ る8)。 しか し,非 定 型 抗 酸

菌 に っ いて は,ま だ,再 現 性 の 良 いPCR法 の 系 は な く,

DNAハ イブ リダイゼイシ ョンを利用 した系 しか開発 さ

れていないのが現状 である。 しか し,こ れで も同定 に要

す る期 間 は短 縮 で き るので,有 用で あ る。現 在,M.
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aviumの み を検 出す るキ ットと16種 を同定で きるキ ッ

トが市販 されて いる。 そこで,わ れわれ は,臨 床分離非

定 型抗 酸菌株 に16種 同定 キ ットを用 いると同時 に,判

定 に要する時間 はこのキ ットとあまり変わ らず,し か も,

安価 であるわれ われ の開発 した発色性基質を用 いた生物

型別系 も用 いて,同 定 ・型別 を試み た。 これ によって,

従来 の同定法 と,こ れ らの方法の得失が判定で きるもの

と期待 した。

DNAフ.ロ ーブを用 いたハ イブ リダイゼイシ ョン同定

系 は習熟 すればかな り再現性が良 いことが分か った。 し

か も,こ れまで識別 の困難で あったM. aviumとM.

 intracellalareを 良 く識別 で き るな ど,多 くの長 所 を

持 っている。 しか し,検 査 キ ッ トが高価で あ り,高 い検

査 料 が必要 である。―方,DNAプ ローブ法 とは比較 に

な らないほど安価 な発色性基質 を用 いた生物型別法 は,

やは りM. aviumとM. intracellalareを 識別す る事

がで きなかった。 しか し,1っ の菌種 をい くっ かのグルー

プに分け ることがで き,菌 種 の識別 に も,あ る程度参考

にな ることは確認 で きた。

すなわち,こ の生物型別法 は従来 の同定法程度 には同

定 としての役割 を果 たすのみな らず,さ らに分離株 を型

別 して,そ れぞれの感染 の疫学調査 を可能 にする もの と

期待 で き る。 しか も,検 査 に要 す る時 間はDNA法 と

同 じで あ って,手 間 はDNA法 よ りは るかに容易 であ

るか ら,多 くの検 体を こなせ る迅速診 断法 として,特 に,

一般 の検 査室 でDNA法 の利 用が難 しい施設 では十分

に参考 にで きるもの と思われた。
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