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皮 膚 か ら分 離 さ れ たMycobacterium skinskuenseの

細 菌 学 的 解 析
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要 旨:〔 目的〕同定 困難 であ ったMycobacterium skinskuenseの 細 菌学 的解 析 を行 った。 〔対 象 と方 法〕

37歳 女性,右 下肢皮膚潰瘍 よ り分離 された抗酸菌(被 検株753)とM.marinum(ATCC927),M.ulcmns

(ATCC19423),M.skinskuense(ATCC33728)をDDH,16SrRNA法,rpoB法,薬 剤 感 受性 試験,生

化 学的 ・生物学 的検査 を用 いて比較 した。 〔結果〕DDH法 に よって上記の4株 はM.marinumと して判

定 されたが,遺 伝子 配列 の検 索方法(16SrRNA法 ・rpoB法)で はこの被 検株(753)が3菌 種 の うち,

い ずれ であ るか を決定で きなか った。 しか し,16S rRNA法 の 中 のPortaels4)ら の 方法 によって この3

菌種 を分類す るこ とが可能 であった。 この方法 によって被検株(753)はM.skinskuenseと 同 定 された。

薬剤感受性試験 と生化学 的 ・生物学 的性状検査 において も被検株 はM.skinskuenseと 同定 された。 〔考

察〕DDHに てM.msrinumと 同 定 された抗酸 菌で,発 育条件が28℃ 培養 で2週 間かか り,暗 所培養 に

て黄色 の コロニー を形成 するScotochromogenで あ った場合,塩 基 配列 レベ ルの検査 と従 来法 の実 施

が必要であ る。

キーワーズ:Mycobacterium skinskuense,Skin ulcer,DDH,16SrRNA法,rpoB遺 伝 子

は じ め に

Mycobacterium skinskuenseは1982年 に御 子柴 ・東村 ら

によってMycobacterium ulcerans類 似 菌 と して発 表 され

た暗発色 の抗酸 菌である1)。細菌学 的 ・臨床 的な研 究は,

東 村 ・御子柴 に よって計数分類 ・DNA homology analysis

が 行 わ れ,信 大株 は現 在,ATCC33728と し て保存 され

てい る2)。病変が類 似 してい るM.ulceransは,ア フリカ

諸 国にて重篤 な皮膚潰瘍 を引 き起 こす細菌 と して知 られ

て い る3)。M.skinskuenseも 皮 膚 に 潰 瘍 を 形 成 す る。

M.skinskuenseとM.ulceransを 分 け る た め に,東 村 は

DNAハ イ ブ リダイゼー シ ョンで は分 類 で きないが,ミ

コール酸組 成 によって分類 で きると報告 した。 しか し,

今 回,わ れ わ れ はPortaels4)ら の16SrRNA法 を 用 い,

1248,1289,1450か ら1452番 目 に位置す る塩基 を検査 し,

同 時に,確 認 として従 来法を用 いた。

今 回,著 者 らは,新 潟県 長岡中央綜合病 院皮膚科患者

37歳 女性 の皮下潰 瘍組織 か ら分 離 された抗 酸菌 の同定

を試み,本 邦2例 目のM.skinskmseと 同 定 しえ たので

報告す る。

材 料 と方法

材 料

37歳 女性,右 下腿皮膚潰瘍 より分離された菌(被 検株753)

とM.marinum(ATCC927),M.ulcerans(ATCC19423),

M.skinskuense(ATCC33728)を 用 いて比較 した。

DNA-DNAハ イ ブリダイゼー シ ョン法

日本 で は抗 酸菌 の 同定法 としてDNA―DNAハ イ ブ リ

ダイゼーシ ョン法:DDHマ イ コバ クテ リア極東(極 東製

薬)5)が 広 く使 われてい る。 キ ッ トに添付 して いる使 用

説 明書 に従 い,上 記の対象株 について 同定 を実施 した。

このキ ッ トで同定可能 な菌種 はM.tuberculosis complex,

M.kansasii,M.marinum,M.simiae,M.scrofulaceum,M.

gonlonae,M.szulgai,M.avium,M.intracellulaze,M.gastri,
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M.xenopi,M.nonchromogenicum, M.terrae,M.triviale,M.

fortuitum, M. chelonae, M. abscessus,M.peregrinum‚Ì‘S18

菌種 であ る。判 定 には630nmで の 吸光 度で測 定 し,感

度1.9倍 以 上,相 対類似 度70%以 下 の ものを同定結果 と

した。

DNA Sequence法

・16SrRNA法

次 に塩 基 配 列検 索 法 として世 界 的 に使 わ れ てい る

16SrRNA法6)を 行 った。対 象 とな る各 菌 株 につ いて,

卵 培地発育菌1エ ーゼ(3mmの エ ーゼ にて1 l00pful)を

滅 菌蒸留 水500μlに 浮遊 させ,95℃ に て10分 間 加温 し

た。10,000rpmに て10分 間遠 心後,上 清 の ゲ ノムDNA

2.5μlを 用 い てPCRの 反 応 を行 った。PCR反 応 に は10

倍Buffer5μl,10mM dNTP2μl,滅 菌 蒸留水38μl,Ampli

 taq Gold(Roche diagnostics,東 京)0.5μl(2.5units),プ

ラ イマー2μlを 混 和 して反応 溶液 とした。 増幅 に はプ

ライ マ ー264(5'-TGCACACAGGCCACAAGGGA-3')お

よ び プ ラ イ マ ー285(5'-GAGAGTTTGATCCTGGCT

CAG-3')を 各 々3.2pmole使 用 した。PCR反 応 条件 は,

denaturationは94℃30秒,annealing温 度 は60℃30秒 間,

extension 72℃ を1分30秒 間,40サ イ クル行 った。PCR

産 物 をアガロースゲ ル電気泳動 にて確認後,精 製 はスピ

ン カ ラ ム(SUPRECTM-02,TAKARA,TAKARASHU-

ZOCo.,LTD)を 用 いた。 ダイ レク トシー クエ ンス はプ

ライマー285とBig Dye terminator(ABI4303153BigDye

 Terminator cyde Fs Ready Reaction Kit 1000)を 用 い てABI

310に て 実施 し,得 られ た塩 基 配列 デー タはRibosomal

 Differentiation of Microorganisms:RIDOM7)で 塩 基 配列 の

相 同性 を検索 し,98%以 上 の塩基配列一致 をもって菌種

を決定 した。

さ ら に 同 じ16SrRNA法 に てM.marinum,M.ulcerms,

M.skinsku6nseを 分 け るた めPortaels4)ら の 方 法 を用 い,

別 の領域 を検査 した。PCRの プ ライマー は5'-AAGGAG

GTGATCCAGCCGCA-3',5'-AGGAATTCTGGGTTTGA

CATGCACAGGA-3'で 行 い,シ ー ク エ ン ス は5'-TCAT

GTTGCCAGCACGTAATGGT-3',5'-ATCGCAGATCAG

CAACGC-3',5'-GATTACTAGCGACTCCGA-3'の3種 類

を使用 した。

・rpoB法8)9)

塩 基 配 列 をさ らに詳 し く調 べ るため に韓 国のKimら

の 提 案 し たrpoB法(rpoBはDNA依 存 性RNAポ リ メ

ラーゼをコー ドしている遺伝子で あ り,菌 種 によって遺

伝子学 的多型性 を持 っているこ とが報告 されてい る)を

行 った。ゲ ノムDNAの 作 製 とPCR反 応 溶液 は16SrRNA

に 準 じた。ψoBの 増 幅 に は プ ラ イ マ ーP1(5'-CGAC

CACTTCGGCAACCG-3')お よ び プ ラ イ マ ーP2(5'-TC

GATCGGGCACATCCGG-3')を 各 々3.2pmole使 用 した。

PCR反 応 条 件 は,denaturationは1分 。annealing温 度 は

66℃ で1分 間,extension72℃ を1分 間,40サ イ クル行 っ

た。PCR産 物 を確認後,精 製 はス ピンカラム を用い,ダ

イレク トシークエ ンスはプ ライマーP1とP2そ れ ぞれ と

Big Dye terminatorを 用 いてABI310に て 実施 した。rpoB

に つ い て はATCC標 準 株 を用 いて 当研 究所 で作 成 した

rpoBの デ ー タベ ース とGENETYX-PDBVer.4.1(Software

 development社)を 使用 して相 同性 を検索 し,99%以 上 の

塩基配列一致 を もって菌種 を決定 した。

・rpoB Myco-ID10)

7H9培 地 で培 養,集 菌 した抗酸 菌 を,95℃15分 ボ イ

ル した。遠心分 離後,上 清5μlを 用 いて,プ ライマー,

thermal cyclerを 用 い て,rpoB遺 伝 子 増 幅 産 物(360bp)

を得 た。 この産物 を制 限酵素Msp IとHae IIIで 切 断 した

後,15%ポ リアク リルア ミ ド電気泳動 を行 って,遺 伝子

断片の大 きさを比較検 討 した。

・従来法 による生化学的 ・生物 学的検査 法

最終確認 は生化学 的 ・生物学 的方法2)11)に て行 った。

コロニーの形態 は培地上の色調 とスムースお よび ラフ型

に よ り分類 し,発 育 速 度 と発 育温 度域 は直径3mmの

エ ーゼ を用い,半 工一ゼの コロニー を滅菌蒸留水 に浮遊

させ100倍 希 釈 し,そ の0.1mlを1%小 川 培地 に接種 し,

28℃ ・37℃ ・42℃ に て培養 した。培養温 度別 に,3日 ・

5日 ・7日 ・10日 ・2週 間 ・3週 間 ・4週 間 ・6週 間 ご

とに コロニーの形成 を観 察 し,5日 以 内を迅速菌 とし,

7日 は中間型,10日 以 上 を遅発育菌 とした。

光発色試験 は被検菌 を1%小 川培地2本 に接種 し,遮

光 して十分発育 した後,1本 に光 を当 て(60ワ ッ ト1時

間),再 度1晩37℃ に て培養 した。翌 日,暗 所 培養の コ

ロニー との比較 に より色素 を確認 した。

薬剤感受性試験 は各薬剤 の濃 度 を1%小 川培地 に含有

させ,菌 浮 遊液は マク ファー ラ ン ド0.1を 滅 菌蒸留水 に

て100倍 希 釈 し,対 照培地 と薬剤 含有培地 に接種 ・28℃

で培養 した。Urease水 解 試験,ナ イアシ ンテス ト,ア リ

ルス ルファターゼ試験 は東村 の方法 に従 った。

病原性試験

Hartley雌 モ ルモ ッ トに被検株2×106CFUを 皮 下接種

した。7週 間後,解 剖 して病理標本 を作 製 し,病 変の有

無 を調べ た。

結 果

1%小 川 培地発 育 菌 を用 い て行 われたDDHは4株 と

もにM.marinumと 判 定 された。これは東村 もM.ulcerans

とM.shinskmseはDNA homology分 析 で 分 け る こ とは

で きない としてい る2)12)。

シー クエ ンスの結果,16SrRNA法 に よって被検株753

はM.marinum:ATCC927,M.ulcerans:ATCC19423,M.
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Table Characteristics of our clinical isolate and reference strains

shinshuensee:ATCC33728と9851%の 一 致 で こ れ ら の3

菌 種 と 同 種 で あ る と 判 定 さ れ た 。

同 じ16SrRNA法 で あ る がPortaelsら の 方 法 で は 塩 基

配 列 の1248のpositionにM.marinumはA(adenine),M.

ulceransはG(guanine),M.skinshuenseはG,被 検 株 はG

で あ っ た 。1289のpositionに お い てM.marinumnはA,M

.ulceransはC(cytosine),M,skinshuenseはG ,被 検 株 はG

で あ っ た 。 こ の 方 法 に よ っ て 被 検 株 はM.skinshuenseと

同 定 さ れ た 。

rpoB法 で は 被 検 株753はM.marinum:ATCC927と99 .3

%,M.ulcerbns:ATCC19423と99 .3%,M.skinshuense:

ATCC33728と99,7%と な り,99.0%以 上 の 塩 基 配 列 の

一 致 で 同 種 と 決 定 す る こ の 方 法 で は 決 定 で き な か
っ た 。

従 来 法 に よ る 検 査 結 果 はTableの と お りで あ る 。 発 育

速 度 はM.marinumは5日 間,M.ulceransは 非 常 に 発 育 が

遅 く6週 間 か か っ た 。M.shinshuenseと 被 検 株 は2週 間

で あ っ た 。 発 育 温 度 域 は4株 と も に37℃ で は 困 難 で,28

℃ で 旺 盛 な 発 育 を 示 し た 。 さ ら に 光 発 色 性 はM,marinum

は 光 を 当 て た 時 に コ ロ ニ ー が 黄 色 に 着 色 す るPhoto

chromogen,M.ulceransは 光 に 関 係 な く 着 色 し な いNon

photochromogen,M.skinskuenseと 被 検 株 は 暗 所 培 養 で も

コ ロ ニ ー に 着 色 が 見 ら れ るScotochromogenで あ っ た 。 生

化 学 的 性 状 で は,M.mrinumはUrease水 解 試 験 陽 性,

ナ イ ア シ ン テ ス ト陽 性(28℃ 培 養 菌 使 用),ア リル ス ル フ ァ

タ ー ゼ 陽 性 でM.ulcerans,M.skinskuenseか ら分 け る こ と

が で き た 。M.ulceransはEB5μg/ml感 性,INH10μg/ml

耐 性,M.skinskuenseはEB5μg/ml耐 性,INH10μg/ml感

性 で あ っ た 。

rpoB Myco-IDで は,lo5,70,60,45,40bpの バ ン ド

がM.ulcerans,M.skinskuenseで 認 め ら れ た 。 被 検 株 で は

制 限 酵 素MspIで 切 断 し た と き,こ れ ら 以 外 に180bpに

Fig. rpoB Myco-ID analysis of M. ulcerans (ATCC 
19423), M. shinshuense (ATCC 33728) and clinical 
isolate 753.
Lane M:size marker, Lane 1, 4:M. ulcerans (ATCC19423), 
Lane 2, 5:M. shinshuense (ATCC 33728), Lane 3, 6:Clini
cal isolate (753), Lane 1, 2, 3:digestion with Msp I, Lane 4, 
5, 6:digestion with Hae III

バ ン ドが見 られた(Fig .の 矢 印)。

被検株 をモルモ ッ トに皮下投与 した とき,当 該皮膚 に

浅 い潰瘍 を形成 し,肺,脾 な どに肉芽腫 は形成 され なか

った。

考 察

日本 の臨床検査室 で は,抗 酸 菌の同定 にはDDHが 多

く使 われ てい る。 しか し,今 回のM.skinskuenseの よ う

にM.marinumと して判 定 される菌種 があ る。DDHに よ

ってM.marinumと 判 定 され,28℃ 培 養 で2週 間かか り,

暗所培 養で黄色 いコロニーを作 る場合,遺 伝子配列(シ

ークエ ンス)とrpoB Myco -ID ,さ らに確認 として薬剤感

受性試験 と生化学 的 ・生物学的性状検査の実施が有用で

ある。
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興味 あ るこ とに,被 検株 のrpoB Myco-IDに よ る検討

で,180bpの バ ン ドが新た に見つか った。部分 的に,配

列の違いが示唆 され,今 後,さ らに検討す る必要が ある。

M.skinskuenseの 病 理 性試 験 は,動 物 を用 い て行 われ

てい なか った。今回,モ ルモ ッ トを使 用 して検 討 した と

ころ,皮 膚 に浅い潰瘍 を作 るのみで,肺,脾,肝,リ ン

パ 節 に 肉芽 腫 が認 め られ な か っ た。 この こ とか ら,

Mskinskuenseの 病 原 性 は低 い と推 察 され る。 今 後,

Mskinskuenseの 宿 主 に対 す る反応 を,詳 細 に調べ る必

要がある。
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―Original Article―

MYCOBACTERIUM SHINSHUENSE ISOLATED FROM CUTANEOUS ULCER LESION OF 

RIGHT LOWER EXTREMITY IN A 37-YEAR-OLD WOMAN

1Yuko KAZUMI
, 1Koji OHTOMO, 1Mitsuyoshi TAKAHASHI,1Satoshi MITARAI,

1Isamu
 SUGAWARA, 2Junko IZUMI, 2Akiko ANDOH, and 3Hidehiro HASEGAWA

Abstract [Purpose] Second clinical infection case of Myco

bacterium shinshuense was presented
, we tried the identifi

cation of M. shinshuense that is isolated from skin.

[Object] Mycobacteria species isolated from cutaneous 

ulcer lesion of right lower extremity in a 37-year-old woman .

[Method] Identification by DNA-DNA Hybridization, 16S 

rRNA and rpoB method as genomic level and conventional 

method.

[Result] It did not grow on 1% Ogawa's slant medium at 

both 37•Ž and 42•Ž, but grew at 28•Ž. It formed yellowish 

colonies in the dark. It was difficult to distinguish M. shinshu

ense from M. ulcerans and M. marinum by DNA-DNA hybrid

ization (DDH) and DNA sequencing. To identify that it is M.

 shinshuense, growth rate, temperature range of mycobacterial 

growth, light coloration reaction, biochemical and biological 

tests, and drug susceptibility testing were further explored. 

Finally it was identified as M. shinshuense based on these 

results.

[Consideration] For Mycobacteria species which grow 2 

weeks after inoculation at 28•Ž, and which is identified as 

M. marinum by DDH method, it is necessary to identify with 

sequence and conventional method.

Key words:Mycobacterium shinshuense, Skin ulcer, DDH, 

16S rRNA method, rpoB gene
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