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2症 例 か ら細 菌 学 的 に 同 定 さ れ たMycobacterium

heckeshornenseに つ い て

1鹿住 祐子1菅 原 勇2和 田 雅子3木 村 清延

4糸納 秀司

要 旨:〔 圏的〕51歳 女性(症 例1)と72歳 男 性(症 例2)の 喀痰 か ら検 出された抗酸菌を同定す る。 〔対

象お よび方法〕症例1の 患者 は1986年 か ら1990年 の 間に喀疾 の塗抹(抗 酸性染色)陽 性 培養陰性が16

回 あ り培 養陽性が4回 あった。 この うち2株 が従 来法 にてM.xenopi-1ikeと 同 定 され,-80℃ に て保

存 された。 症 例2の 患 者 は じん肺患 者で,2003年 に定期検査 の喀痰 か ら抗酸 菌が分離 され当研究所

に同定依頼があった。 これ ら2症 例2株 において同定試験 として16SrRNA遺 伝 子・rpoB遺 伝 子 のシー

クエ ンス と従 来法が行 われた。 〔結果 ・考 察〕2株 とも遺伝子検査 に よってM.heckeshomenseと 同定

され,従 来法にて確認 された。 発育 に4週 間かかる遅発育菌で,コ ロニーは暗所培養 にて黄色 に着色

す るScotochromogenで あ った。M.heckeshomenseを 遺 伝 子学 的に類似 してい るM.xenopiか ら分 け る

ため に16SrRNA遺 伝 子 とrpoB遺 伝 子の シークエ ンス,そ して アリルスルフ ァターゼ法が有用 であっ

た。 ヒ トへの病原性 は不 明であるが,症 例1は 排 菌期 間が長 いため患者への影響 は否定で きない。 塗

抹陽性培 養陰性 の結果が得 られ たときは検体処理方法の改善が望 まれる。

キーワーズ:Mycobacteriumheckeshomense,M.xenopi,16SrRNAシ ー クエ ンス,rpoB遺 伝 子,塗 抹陽

性培養陰性

は じ め に

Mycobacteriumheckeshomenseの 最 初 の分 離 は,ヨ ー

ロ ッパで1993年 に右肺 上葉 に空洞 のあ る30歳 の白入女

性の喀疾 か らであ る｡分 離時は従 来か らの生化学的性状

に よってMycobacteriumxenopi-likeと 同 定 され たが,そ

の後,2000年 にHigh-PerformanceLiquidChromatography

(HPLC)を 用 いた ミコール酸パ ターンの解析や16SrRNA

塩 基 配列 の決 定な どによ りM.heckeshomenseと して発表

された1)2)｡ま た,vanHestら3)は 免 疫機 能の正常 な男性

の肺組織 か ら本菌 を検出 し分析 した結果,病 原性が認め

られた と してい る｡こ のM.heckeshomenseに 類 似4)の 生

化学的性状 をもつM.xenopiは1957年 に ア フ リカッメ ガ

エ ル(Xenopuslaevis)の 皮 膚 の傷 か ら初 めて分離 され,

ヒ トに対 して も肺結核 類似 病変 を引 き起 こす こ とが知 ら

れている｡こ の菌は病 院の水 道水 などか らも検出 され5)6),
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日本で もまれ に患者か ら分離 され る7)病 原性の抗酸菌で

あ る｡今 圓,著 者 らは,結 核予防会複十字病院の症例1

と北海道岩見沢労災病院の症例2の 喀疾か ら分 離された

抗酸菌 の同定 を試み,M.heckeshomenseと 同 定 しえたの

で報告す る｡

材 料 と方法

(1)使 用 菌株

以下 に示す症 例1か ら分 離 された被検株No.50と 症

例2か ら分離 され た被検株No.759,そ して対照 と して

M.heckeshomense(DSMZ44428/Typestrain)とM.xenopi

(ATCC19250/Typestrain)を 用 いた｡

症 例1(被 検 株No.50)は51歳 の女性 であ り,1986年

に他病 院にて悸肋部痛 ・胆石 と診断,喀 疲 の抗酸性染色

陽性 のため結核予防会複十字病 院を受診 した｡以 前 に結

核 の治 療 を3年 間受 けた 既 往 歴 が あ る｡1986年 か ら
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1990年 の間に喀疾検査が定期的に行われ,こ の間に塗

抹陽性培養 陰性(ガ フキー1号2回,2号3回,3号4

回,4号5回,5号1回,6号1回)が16回,塗 抹陽性

培養陽性が2回,塗 抹陰性培養陽性が2回 あった｡な お

塗抹標本は直接塗抹法で作製 し,チ ール ・ネールゼン染

色 した｡培 養は喀疾 を水酸化ナ トリウム(NaOH法)で

前処理後,2%小 川培地とピルビン酸ナ トリウム加小川

培地に直接接種する方法で行われた｡培 養は8週 間以上

行われ,培 養陽性4回 のうち1988年 と1990年 に分離さ

れた2株 は結核研究所でM.xenopi-likeと 同定 された｡

M.xenopi-1ikeと した理由は主な生化学的 ・生物学的性状

はM.xenopiと 一致 したが,ア リルスルファターゼ試験

でM.xenopiが 陽性であったのに対 して被検株No.50が

陰性 を示 したためであ る｡1991年2月 に喀疾培養で

趣ρe碧ゴ伽5加2∫8伽5カミ培養 され,RATest陽 性,末 梢血

液学的には異常を認められなかった｡レ ントゲン所見は,

両肺尖部に硬化性陰影があり,中 肺野にわずかに散布陰

影がみられた｡自 覚症状 として頻回の喀血があった｡治

療はkanamycin(KM),ethambutol(EB),rifampicin(RFP)

を断続的に数年間治療 したが,2000年 に慢性呼吸器不

全にて死亡した｡

症例2(被 検株No.759)は72歳 男性であり,じ ん肺管

理4の 患者で2003年10月 に定期検査にて喀疾i塗抹抗酸

菌陽性 となった症例である｡レ ン トゲン所見で1996年

頃から右上肺野に空洞陰影が見 られたが,菌 が検出され

た2003年 当時,抗 酸菌症を思わせる所見はなかった｡

喀疲をNALC-NaOH法 による前処理後に遠心集菌 し,沈

渣 を塗抹 し蛍光法により観察 したところ2003年10月 か

ら11月 にかけての3週 間で9回 抗酸菌陽性 となった｡

内訳は,ガ フキー1号1回,2号1回,5号4回,8号

1回,9号2回 であった｡さ らにこの沈渣の培養は小川

培地 とMGIT液 体培地で行われ,塗 抹陽性9回 のうち8

回が培養陽性 となった｡ガ フキー1号 の喀疾による培

養のみ陰性であった｡患 者はCRP正 常 ・自覚症状なし

のため治療が行われなかった｡そ の後,塗 抹 ・培養が陰

性となった｡

(2)生 化学的 ・生物学的性状検査8)9)

発育速度と発育温度域は1/2白 金耳量のコロニーを滅

菌蒸留水に浮遊 させ100倍 希釈 し,そ のO.1mlを1%小

川培地に接種 し,28℃ ・37℃ ・42℃にて培養 しコロニー

の性状を観察 した｡生 化学的性状 として硝酸塩還元試

験,Urease試 験,Tween80水 解試験,テ ルライ ト還元試

験,ア リルスルファターゼ試験3日 法を行った｡主 要4

抗結核薬に対する感受性はバクテックMGIT960結 核菌

薬剤感受性検査用 ミジットシリーズ(MGIT法:日 本ベ

ク トン ・ディッキンソン)を 用い検査 した｡

(3)遺 伝子検査10)

結核 第81巻 第10号2006年10月

遺 伝子検査 と して一般的に使 われている16SrRNAii)12)

とKimら の 提案 したrpoB遺 伝 子13)14)の塩 基 配列 を決定

し,標 準株 との間で相 同性 を比較 した｡卵 培地発育菌 の

1白 金耳 を滅 菌蒸 留水500μ 」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2.5

,alを用 いてPCR反 応 を行った｡16SrRNAの 増 幅 にはブ

ライマー-264(5'-TGCACACAGGCCACAAGGGA-3')

お よ び プ ラ イ マ ー285(5'-GAGAGTTTGATCCTG

GCTCAG-3'),rpoB遺 伝 子 の増 幅 に はプ ライ マ ーPl

(5'-CGACCACTTCGGCAACCG-3')お よび プライマー

P2(5'.TCGATCGGGCACATCCGG｡3')を 使 用 した｡

PCR反 応 は,16SrRNAに つ い て は94℃30秒 間,60℃

30秒 間,72℃1分30秒 間 で40サ イ ク ル行 っ た｡ま た

rpoB遺 伝 子 について は94℃1分 間,66℃1分 間,72℃1

分 聞で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(SUPREC

TM-02,TAKARA,TAKARASHUZOCo.,Lt(1.)で 行 っ

た塩 基配列 の決定 はBigDyeTerminator1.1(ABI)を 用

いてABI310に て 実施 した｡得 られた16SrRNAの 結 果

はRibosomalDifferentiationofMicroorganisms:RDOMを

用 い,98%以 上 の塩基配列一致 をもって,同 一菌種 と決

定 した｡rpoB遺 伝 子 につ いて は当研 究所 にて作成 した

rpoB遺 伝 子デー タベースを使用 して相 同性 を調べ,99%

以 上 の塩基配列一致 を もって菌種 を決定 した｡

(4)病 原性試験

試験 には4株 が使 用 され,Hartley雌 モ ルモ ッ トを用

い,被 検菌 の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

標 準株 として用 いたM.xenopi(ATCCl9250)お よびM.

heckeshomese(DSMZ44428)と 被 検 株2株 の 生物 学 的 ・

生化学 的性 状の検査 結果 をTable1に 示 した｡被 検2株

とも42℃ の発 育 が認め られ発育速 度 は42℃ にて4週 間

で あ った｡コ ロニ ー の性 状 は被 検2株 と も標 準株M.

heckeshomenseと 同 様で あ り,ス ムース型 であ った｡こ

れ に対 し標準株M.xenopiは ラ フ型 に近 いス ムb・一ス型 で

あった｡光 発 色試験の結果,4株 とも暗発色 であ り黄 色

の着色が見 られた｡硝 酸塩還元試験,Tween80水 解 試験,

Urease試 験,テ ル ライ ト還 元 試験 はすべ て陰性 で あっ

た｡し か し,ア リルスル ファターゼ試験3日 判定では被

検2株 とM.heckeshomenseは 陰 性 で あ っ た がM .xenopi

は 陽 性 であ った｡こ れ らの結果 は,被 検2株 の生物 学

的 ・生化 学 的性 状 はM.xenopiよ りM.heckeshomenseに

近 い ことを示 している｡isoniazid(INH)は4株 とも耐性,

RFPとstreptomycin(SM)の2薬 剤 につ い て は4株 と も

感 受性で あった｡EBに つ いて はM.xenopiと 被 検株50は



IdentificationofM.heckeshornense/Y.Kazurnietal. 砺

TablelCharacteristicsofourclinicalisoIateandreferencestrains

M.xenoρi

ATCCI9250

M.heckeshornense

DSMZ44428

Clinicalisolate

No.50

Clinicalisolate

No.759

Growthat28℃

Growthat37℃

Growthat42℃

GrowthRate(at42℃)

Pigmentation

Colonies(Rough/Smooth)

Colourofcolony

Urease

TweenHydrolysis

3-dayAlylsulfatase

TelluriteReduction

Susceptibilitytest(MGIT)

Isoniazid(O.1μg/m1)

Rifampicin(1.0μg/mの

Ethambutol(5,0μg/ml)

Streptomycin(1.Opt9/ml)

十

十

4weeks

Scotochromogen

Rough/smooth

Yellow

十

Resistance

Sensitive

Resistance

Sensitive

十

十

4weeks

Scotochlomogen

Smooth

Yellow

Resistance

Sensitive

Sensitive

Sensitive

十

十

4weeks

Scotochromogen

Smooth

Yellow

Resistance

Sensitive

Resistance

Sensitive

十

十

4weeks

Scotochromogen

Smooth

Yellow

Resistance

Sensitive

Sensitive

Sensitive

Table21dentificationoftwoclinicalisolatesby16SrRNAandワoBgenessequenci皿g

Gene Typestrain
Similarity(%)

StrainNo.50 StrainNo.759

16SrRNA

rpoB

M.xenopi

M.heckeshomense

M.beenopi

ル1.heckeshomense

94.43

100

4

7

《
」

0
/

Q
/

Q
ノ

94.23

100

95.l

lOO

耐 性 であ ったがM.heckeshomenseと 被 検 株No.759は 感

受性であった｡

抗 酸菌の分類や 詳細 な菌種 の同定 のために16SrRNA

な ど遺伝子の塩基配列 の相 同性 を比較す る方法が用 い ら

れてい る｡こ の研究で は16SrRNAとrpoB遺 伝 子 を選 び,

塩 基配列 を比較 した｡Table2に 示 した ように16SrRNA

の 塩 基 配列 でみ る と被 検 株No.50はM.heckeshomense

と の 相 同性 は100%,M.xenopiと は94.43%で あ っ た｡

rpoB遺 伝 子 の塩基 配列でみ る とそれぞれ99.7%と95.4%

で あ った｡被 検 株No.759はM.heckeshomenseと の16S

rRNAの 塩 基 配列 に よる相 同性 は100%,〃 濡επ0ρ'とは

94.23%で あ った｡rpoB遺 伝 子 の塩 基配列 で みる とそれ

ぞれ100%と95.1%で あ った｡遺 伝子検 査 の結果 は,被

検株No.50とNo.759はM.heckeshomenseと して同定 さ

れることを示 している｡

M.xenoρi,M.heckeshomenseの 標 準菌株 とNo.50,No.

759の 病 原性 をモ ルモ ッ トに皮下接種 し,7週 後 に解剖

して調べ た｡肉 眼 では,肺 に 肉芽腫 病変 が不著 明 だっ

たが,4株 と も,肺 組織 に微小 な肉芽腫 が認 め られ た

(Fig.)｡Fig.に 典 型 的な リ ンパ球,類 上 皮細胞 か らなる

肉芽腫が示 されている｡

Fig.Pulmonaryhistopathologyoftheguineapig.

Hematoxylin&eosinstain.×40.

考 察

喀疾 の検 査 で 塗 抹 陽性 培 養 陰性(Smear-positiveand

Culture-negative:SPCN)の 結 果 が 得 られ た 場 合,原

因15)16)と して,① ガラス面の傷 や他 の細菌 を顕微鏡で見

誤 った,② 喀疾 を培地 に接種す る前の雑菌処理が強す ぎ

て抗 酸菌 も処 理 されたな どの技術的問題,③ 栄養素 の変

化 した低 活性 菌,④ 化学療法 による死菌,な どが考 えら

れる｡症 例1の 検査 では喀疾の消化 ・雑菌処理のために
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NaOH法 が 用 い られていた｡非 結核性抗酸菌 の中 にはア

ルカ リの影響が強す ぎて,塗 抹 陽性 であったにもかかわ

らず 培 養 陰性 あ るい は生 菌 数 を減 らす こ とが あ る｡

NALC-NaOH法 と集菌法 を採用 してい る症例2で はほと

ん どの塗抹 陽性が培養 陽性 になってお り,検 査技術の進

歩が大 きく影響 している と考え られる｡

この他 にSPCNの 原 因 としてその菌の発育温度域が あ

る｡著 者 は以前Mycobacteriumshinshuensei6)の 培 養 を経

験 した ことが あ り,こ のM.shinshuenseは28℃ に おいて

2週 間で発育可能 であったが,37℃ にお ける培養 は陰性

(あ るいは非常 に困難)で あ った｡非 結核 性抗酸 菌の場

合,必 ず しも37℃ にお ける培 養 が優 性 とは限 らず,M.

marinum,M.chelonae,M.shinshuenseな どの ように低 め,

逆 にM.xenopi,M.heckeshomenseの よ うに37℃ よ り高

い 温 度 の ほ うが 優 性 とい う こ とが あ る｡今 回 のM.

heckeshomenseに つ いて,症 例1で はSPCNが 頻 回見 ら

れ,菌 の発 育 は37℃ よ り42℃ の ほ うが優性 で,28℃ で

は陰性 で あった｡SPCNの 結 果が得 られた時,発 育温度

域が37℃ より高 めあるいは,低 めであ る可能性 がある｡

これ まで抗酸菌 の菌種鑑別 ・同定のために培養法 と生

化 学 的性 状 試験 が用 い られて きたが,臨 床 分離株 の 中

に は典 型的 で ない性 状 を示 す株 もある｡そ の上 これ ま

でに報告 されて いる菌種 は100種 以 上 もあるこ とか ら従

来法 での 鑑 別 ・同定 は 容易 で ない｡Bergey'sManualof

SysternaticBacteriologyに よ れ ば 細 菌 の 分 類 は染 色 体

DNAの 相 同性 に基 づ くべ きと してい る｡今 日,被 検菌

株 の16SIRNA,ropB,dna1,HSP65,DNAジ ヤイ レース

遺伝子 の塩基配列 を決定 し,標 準株 との間で相 同性 を比

較す る方法が菌種の 同定 に用い られている｡こ の研究 で

は被検菌株 の同定 に16SrRNAと ηpoB遺 伝 子 の塩基配列

を用 い た｡Table2に 示 した ように遺伝子検 査 で生化学

的 性状 が類 似 して い るM.heckeshomenseとM.xenopiを

明 確 に分 けることがで き,被 検2株 をM.heckershornense

と 同定で きた｡日 本 では抗酸 菌の同定 に1回 の検査で18

菌 種 もの抗 酸菌 の中か ら1菌 種 を決定 で きるDDH法18)

が 広 く用 い られ てい るが,M.heckeshomenseは 対 象 に

なってお らず,同 定不 明あ るい はMxenopiと 判 定 され

るこ とがあ る｡DDH法 でM.xenopiが 疑 われた とき,ア

リルスル ファターゼ試験3日 法は両者を分 けるうえで有

用 と考 える｡

症 例1に ついては過 去に結核 の既往 があ り,塗 抹検査

では陽性 が続いたに もかかわ らず培養が 陰性 だったため

診断で きなかった｡そ の後,ア スペ ルギルス症 を併発 し

たためM.heckeshomenseが 原 因菌か どうか不明で ある｡

しか し,排 菌 していた期 間が長 いためこの影響 を否定す

るこ とはで きない｡症 例2は 日本結核病学会 の肺非結核

性抗酸菌症 の診 断基準 の細菌学 的基準 を満足す る症例で
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あるが,CRP正 常 ・自覚症状 なしのため治療が行われ

ず,そ の後,塗 抹 ・培養が陰性となった｡モ ルモッ トの

病原性試験の結果からM.heckeshernenseの 病原性 は低い

と推察されるが,宿 主の免疫機能が低下すると病変が悪

化すると考えられる｡今 後,M.heckeshomenseの 宿主に

対する反応を,詳 細に調べる必要がある｡

ま と め

抗酸菌は現在100種 以上あ り,従 来か らの培養 ・生化

学的性状による非結核性抗酸菌の同定は困難になってき

ている｡以 前に従来法でM.xenopi-likeと 鑑別・同定 した

菌株 を16SrRNAとrpoB遺 伝子の塩基配列決定により

M.heckeshomenseと 同定しえた｡

なお,本 論文の趣旨は第149回 日本結核病学会関東支

部会 ・第168回 日本呼吸器学会関東地方会合同学会(2006

年2月,東 京)で 発表した｡
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Original Article

  MICROBIOLOGICALLY IDENTIFIED ISOLATES OF 

MYCOBACTERIUM HECKESHORNENSE IN TWO PATIENTS

 1 Yuko KAZUMI, 1Isamu SUGAWARA,  1Masako WADA, 2Kiyonobu KIMURA, 

                   and  2Hideji ITONO

Abstract [Purpose] To identify mycobacteria isolated from 

sputa of a  51-year-old female and a 72-year-old male patient 
with pneumoconiosis. 

 [Object and method] Mycobacteria species were isolated 
from sputa of a  51-year-old female. The culture was always 

negative in spite of positive smears before the final isolation 

in 1988. A 72-year-old male patient suffered from pneumo-

coniosis and the acid-fast bacillus was isolated by routine 

sputum examination in 2003. These two strains of acid-fast 

bacilli were identified as Mycobacterium heckeshornense by 

partial sequencing of 16S rRNA and rpoB and conventional 
methods (biochemical and routine culture methods). 

 [Result] These two strains grew on 1 % Ogawa's slant 
medium at  37°C and 42°C, but not at  28°C. They formed 

yellowish colonies in the dark (Scotochromogen). They were 
classified as a slowly growing Mycobacteria. As it was 

difficult to distinguish M. heckeshornense from M. xenopi by 

conventional methods including growth rate, temperature 

range of mycobacterial growth, light coloration reaction, 
biochemical and biological tests, virulence using guinea pigs 

and drug susceptibility test were further explored. Finally two

were identified as M. heckeshornense by summing of these 

results. 

 [Conclusion] Mycobacteria species that grow at  42t for 
four weeks, imply M. xenopi with a DDH method. It is 

essential to perform both sequencing of  16S rRNA and rpoB 

gene and a biochemical method for the purpose of distinguish-
ing M.  heckeshornense from M. xenopi. 

Key words : Mycobacterium  heckeshornense, M. xenopi, 

 16S rRNA sequence, rpoB gene, Smear-positive and culture-

negative 
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