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rpoB遺 伝 子 と16SrRNA解 析 による抗酸菌 同定 の試み

鹿住 祐子 前田 伸司 菅原 勇

要旨:〔 目的〕抗酸 菌の同定 にrpoB遺 伝 子 シー クエ ンス を利用で きるか評価 を行 うため に16SrRNA

シー クエ ンス(RIDOM)と 比 較 し,さ らにこの2つ の方法 を使い分 けてDDH法 にて菌種不 明で あっ

た38臨 床 分離 株 を 同定 した。 〔対 象 お よ び方法 〕ATCC標 準 菌株 を中心 と した抗 酸菌(106株)と

Nocardia属,Rhodococcus属,Gordona属 合 わせ て計112株 を用 いて,rPoB遺 伝 子 シー クエ ンス と16S

rRNAシ ー クエ ンスを行 った。 そ してDDH法 不 明菌38臨 床 分 離株の シークエ ンス結果 を2つ の方法

のデー タベースで相 同性 を調べ,菌 種 を決定 した。 〔結 果 ・考察〕研究対象 となった112株 の うち16S

rRNAシ ー クエ ンス(RIDOM)で は69,6%,rpoB遺 伝 子 シークエ ンスでは89｡3%が 同定可能であった。

16SrRNAシ ー クエ ンス(RIDOM)で は 同定で きないM.kansasiiな ど11菌 種 をrpoB遺 伝 子 デー タベー

スで は分 けるこ とが可能 であったが,2つ の シークエ ンスを用 いて もM.tubereulosisな ど12菌 種 を分

ける ことがで きなか った。DDH法 不 明菌種の38株 はM.heckeshomense,M.branderiな ど21菌 種 とし

て同定 され,両 方の方法を組 み合 わせ ることに よって97.4%が 同 定可能で あった。

キーワーズ:抗 酸菌の同定,16SrRNA,シ ー クエ ンス,RIDOM,rpoB遺 伝 子,DDH法 判 定不能菌

は じ め に

抗酸菌 の同定 は従来の生化学的 ・生物学的方法(以 下,

従 来法)だ けでは困難 になって きて いる｡近 年,遺 伝 子

を用 いた方法が抗酸菌の研究 に取 り入れ られるようにな

り夏)2),抗酸 菌は現在100種 類 以上同定で き,そ の威力 を

発揮 してい る｡同 定方法 として16SrRNAの 塩 基配列の

相 同性 を調べ る方法3)4),ミ コー ル酸 を分析す る高速液

体 クロマ トグラフィ(HPLC)5),PCR産 物 を嗣 限酵素で

切 断 して電気泳動す るhsp65(65-kDaheatshockprotein)

パ ター ン解析6),日 本 の一般 の病 院検査 室や検査セ ンタ

ーな どで は16Sリ ボ ゾームRNAの 塩 基配列 の違 いを利

用 したAccuProbe法7),基 準 株 のDNAと 被 検 株 のDNA

をハ イブリダイゼーシ ョンし,相 対類似 度に よって菌種

を決定す るDDHマ イ コバ クテ リア極 東8)(以 下DDH法

とす る),目 的 とす る菌種(例 え ば結核菌群)のDNAを

PCR後 に 同定す るア ンプ リコアマイ コバ クテ リウム9),

被 検 株 のRNAを 逆 転 写 酵 素 でDNAに し て 同 定 す る

MycobacteriumtuberculosisDirecttest(MTD)1｡)な ど の 遺

結核予防会結核研究所抗酸菌レファレンスセンター

伝子検査,培 養菌が得 られれば結核菌群であるか どうか

の判 定が15分 で で きる免疫 クロマ トグラフ ィ法の キャ

ピリアTBII)な どが行 われてい る｡そ れぞ れの方法 には

特徴があ り,時 問 も従 来法 よりはるか に短縮 される よう

になった｡し か しなが ら,抗 酸菌 にはこれ らの方法 を用

いて も同定で きない菌種がなお多 く存在す る｡今 回われ

われは一般的 に広 く使 われてい る16SrRNAシ ー クエ ン

ス のR皿)OMデ ー タベ ー ス に よ る解 析 とDNA依 存 性

RNAポ リ メ ラーゼ βサ ブユ ニ ッ トを コー ドして い る

rpoB遺 伝 子12)～14)のデ ー タベース の利点 を生 か し,よ り

精度 の高 い抗酸菌の同定を試 みた｡

材 料 と方法

使用菌株:AmericanTypeCultureCollection(ATCC)96

菌 種104株,DcutscheSammlungvonMikroorganismenund

ZellkulturenGmbH(DSMZ)2菌 種4株,Mycobacterium

gordonaeグ ル ー プ別臨床分離株3株,M.Ieprae1株,計

112株(標 準 菌株:Typestrainは99株)を1%小 川 培地 に

発 育 させ て研究材 料 とした｡た だ し,1%小 川培 地 に発
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TablelMycobacteriaandotherorganismsusedforthe16SrRNAandrpoBsequencedatabaseinthisstudy
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IdentificationofMycobacteria/Y.KazumietaL

育 困 難 な菌株 はMiddlebro｡k7H9液 体 培 地 にて培 養 し,

M.IepraeはDNA抽 出液 を供与 されたためこれを用いた｡

Table1に 用 いた菌種 の内訳 を示 した｡

(1)DNAの 抽 出

L5m1用 の ビーズ入 りプラスチ ックチ ューブに,10%

Sodiumdodecylsulfate(SDS)600μ 」を入 れ,小 川培地 発

育菌の1白 金耳を加え,液 体培 地発育菌は遠心 沈殿 した

後の沈渣 を加 え,95℃,10分 間加温 した｡こ れに600μ 」

の フェノール ・クロロホ ルム等量混合 液 を加 え,80秒

間撹絆 した｡さ らに4,200rpm5分 間遠心沈殿｡上 清500

,alを と って別 の容器 に移 し,ク ロロホルム500μ 伽 え

て混和,3,000rpm5分 間 遠心 沈殿｡上 清 を360μ ∫別 の

容器 に移 し,ク ロ ロホ ル ム360μ 」加 え,10,000rpm10

分 間 遠 心 沈殿｡上 清250μ ∫にエ タ ノ・・`…ル500Ptl加 え,

-80℃ に て20分 間 静置｡10
,000rpm10分 間遠 心沈殿｡

エ タノ ー ル を捨 て,風 乾 し,TE100μ ∫に浮 遊 させ て

DNA抽 出液 として使用 した｡

(2)16SrRNAシ ー クエ ンス ・RIDOMデ ー タベース解

析15)

16SrRNA遺 伝 子 は染 色体DNAの1/1,000程 度 で,全

長が約1,500bpほ どあ り,今 回 シークエ ンスを調査 した

のは このうちの446bpで あ る｡

DNA抽 出 液のゲ ノムDNA2.5μZを 用いてPCRの 反 応

を行った｡PCR反 応 には10倍Buffer5,al,10mMdNTP2

μ」,滅菌蒸留水38μ1,AmpliTaqGold(RocheDiagnostics,

東 京)0.5μ 」(25units),プ ラ イマー2μ1を 混和 して反

応溶液 とした｡増 幅 にはプライマー264(5'.TGCACA

CAGGCCACAAGGGA-3')お よびプライマ・-285(5'

-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')を 各 々0 .lnmol

使 用 した4)｡PCR反 応 条件 は,94℃30秒 聞,60℃30秒

間,72℃1分30秒 聞 を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,TAKARASHUZOCo.,

LTD)を 用 い た｡ダ イ レク トシー クエ ンス はBigDye

teminator(ABI4303153BigDyeTeminatorcycleFsReady

ReactionKit1,000)4μ1,3.2pmolプ ラ イマー285を2μ1,

5×Buffer2Ptl,滅 菌蒸留水11,ul,精 製 されたPCR産 物1

μ1を混 和 し,添 付 のプ ロ トコール どお りに行 い,ABI

310に て 実 施 し,得 られ た塩 基配列 デ ー タはRibosomal

DifferentiationofMicroorganisms(RIDOM)(http://www.

ridom-rdna.de/)に て 相同性 を調べ,98%以 上 の一致 をもっ

て,そ の菌種 として同定 した｡

(3)rpoB遺 伝 子 シー クエ ンス ・rpoB遺 伝 子デー タベー

ス解析

M.tuberculosisのrpoB遺 伝 子 は全 長 が3,519bpあ り,

RNAポ リメラーゼの βサブユニ ッ トをコー ドしている｡こ

の多型性 を抗 酸菌の同定に利用 した｡Kimら の報 告13)14)

鯛

に よるrpoB遺 伝 子上 のア ミノ酸 で444か ら454番 目(大

腸菌 での番号)のHighlyconservedregions(HCR)5領 域

内 にプ ライマ ーP1,547か ら577番 目のHCR6領 域 内

にプ ライマ ーP2を 設計 し,306bpの シ ークエ ンス の決

定 を行 った｡

PCR反 応 溶液は16SrRNAシ ー クエ ンスの方法 に準 じ

た｡ηpoBの 増 幅13)に は プライマーP1(5'-CGACCACTT

CGGCAACCG-3')お よ び プ ラ イ マ ーP2(5'-TCG

ATCGGGCACATCCGG-3')を 各 々3.2pmol使 用 した｡

PCR反 応 条件は,94℃1分 間,66℃1分 間,72℃1分 間

を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PIとP2そ れ ぞ れ をBigDyete㎜inatorを 用 い てABI

310に て 実施 した｡η=70B遺 伝 子 シー クエ ンス について は

GENETYX..WINVer.5.2(SoftwareDevelopment社)に て

当研 究所 にて作成 した 脚 β遺伝子 デー タベー スを使 用

し,GENETYX-PDBVer.4.1(SoftwareDevelopment社)で

相同性 を調べ,99%以 上 の塩 基配列 の一一・seをもって菌種

を同定 した｡

(4)DDH法8)

市 販 キ ッ トの使用説明書(DDHマ イ コバ クテ リア`極

東':極 東 製 薬)に 従 って行 った｡フ ェノール ・ク ロロ

ホルム試 薬キ ッ トによってDNAを 抽 出 し,ビ オチ ンで

標識,1本 鎖 に した後,こ れ を予 めマイ クロプ レー トに

固定 され ている以下 の18菌 種 の基準 株 と2時 間ハ イブ

リダ イゼー シ ョンを行 った｡固 定 されて い る菌 種 は,

M.t"berculosiscomplex(結 核 菌 群:BCG),M.kansasii,

M.〃 三〇r伽 鵬 砿 伽iae,〃.scr⑳laceam,〃.gordonae,

M.sz"lgai,M｡avi"m,M.intrace〃utare,〃.8astri,〃.xenop',

M.nonchromo8enicum,M.terrae,M.triviale,M.fortuitum,

M.chelonae,M｡abscess"s,M.peregrinumで あ る｡洗 浄 を

繰 り返 し,発 色試薬を加 え,630㎜ で吸光度 を測定 した｡

1番 強 く発色 した ウエ ルと2番 目に強 く発色 したウエ ル

の吸光度の相対類似度が70%以 下 である とき,1番 強 く

発色 した ウエルの基準株 と被検株が同 じ菌種 である と判

定 し,18菌 種 の うちの1つ の菌名 に決定 した｡な お,

この とき,1番 強 く発色 した ウエ ルの吸光度 と対照 ウエ

ル(大 腸菌 のDNA)の 吸 光 度の差が1.9倍 な ければ な ら

ない｡技 術 的誤 りがな く,以 上2つ の条件 を満 たさない

場合,DDH法 判 定不能菌 と判定 した｡

結 果

(1)16SrRNAシ ー クエ ンス ・RIDOMデ ー タベース解

析の結果

Table1の112株 の う ちRIDOMデ ー タ ベ ー ス で は

M.kansasiiとM.gastriの よ うに100%一 致 す るため 分 け

ることがで きなかった株 をTable2とTable3に 示 した｡
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Table2Comparisonofhomologyby16SrRNAandrpoBsequencing

16SrRNAsequencing(RIDOM) rpoBsequencing

Homology Homology

100%M.kansasiiandルt.8astri

100%ルf.abscessusandハ4.cゐelonae

lOO%M.ノbrtuitumATCC49404andルf.percinum

100%M.peregrinu〃landルt.septicu栩

↓

↓

↓

↓

100%M・far℃ino8enes,M.senegalenseandM .プ～)rtuitu栩 →

ATCC49403

100%M.kansasiivs93.8%ノ レf.gastri

100%M.abscessusvs97.1%M.chelonae

100%M｡プ'ortesitumATCC49404vs96%〉 ルt.por℃inum

100%ルt.peregrinu〃zvs97.4%ハ4.septicum

100%ルt.fo℃inogenesvs94%>1し41.senegalense/98%M、 プ'ortaitum

ATCC49403

Table3Listofunidentifiedstrainsby16SrRNAandrpoBsequencing

100%sameH｡m｡1｡gy

1.ルf・tuberculosis,〃Lbovis,M.africanumandM.1蛎 αりti

2・M・aviu〃 霊subsp・avium,1レf.aソiu〃zsubsp.silvaticum,ルf.aviu〃1subsp.``suis"andノ 匠.aviu〃zsubsp・ 、par「atuberculosis

3.ルt.marinumandルf.ulcerans

4.〃.プiOrtuitu〃2(ATCC6841)andルf.ノiOrtuitumsubsp｡aceta〃zidolyticum

Table2はRIDOMデ ー タベースに よって解析 で きなかっ

たがrpoB遺 伝 子 デー タベ ース において菌種 決定可能 で

あ った株 で,Table3はRIDOMデ ー タベー ス とηpoB遺

伝 子 デー タベ ース の両方 を用い て も分 け るこ とので き

ない4つ の グループであ る｡Table2と3のRIDOMの 結

果 はTure㎜eら3)と 同 じで あ った｡さ らにM.celatumil

(ATCC51130),M.chelonaeche】movarniacino8enes,M｡

montefiorense,M.lactis,M.noviumはRIDOMデ ー タベース

に登録 されてい ないため これ らを同定す るこ とはで きな

か った｡N.asteroides,R.equi,G.aichiensis,G.aurantiaea,

G.bronchialis,G.terraeは 抗 酸 菌 で は な い た めPCRで

DNA産 物 が生成 され なか った｡

従 ってTable1の112株 の うち,相 同性 が100%一 致 し

て い るた め分 け られ ない23株(Table2と3)とRIDOM

に登 録 されていない5株,そ して抗酸菌では ない6株 計

34株 が 同定で きなかった ため,同 定可能 な株 はTable1

に記 載 されている菌株 の69.6%で あ った｡

(2)rpoB遺 伝 子 シークエ ンス ・ηpoB遺 伝 子データベー

ス解析 の結果

RIDOMデ ー タベ ー スで は同 定で きないTable2の11

株 と抗酸菌 で はない6株 をrpoB遺 伝 子 デー タベ ースで

分 ける こ とが で きた｡し か しなが ら,Table3の12株 に

ついて は分 けるこ とはで きなかったため,Table1の112

株 の うちrpoB遺 伝 子 デー タベ ースで分 ける ことが可 能

であったのは89.3%で あ った｡

(3)DDH法 に よ り判 定不能 であ った臨床分 離株の 同

定

これ ら2つ の シー クエ ンス を決 定す る方法 を用 いた

DDH法 判 定不能の38臨 床分離株 の同定結果 をTable4に

示 した｡Teble4のRIDOMデ ー タベ ースの結果 は相同性

が98%以 上,rpoB遺 伝 子 デ ー タベ ー スにお いて は99%

以 上 の菌種 を示 した｡

以 前,わ れわれ は ηpoB遺 伝 子 シー クエ ンス を用 い て

M.gordonaeを4つ の グ ル ー プ に 分 け た16)｡今 回 のM.

gordonae5株(No、60,330,353,469,528)はRIDOMデ ー

タベ ースでM.80rdonaeと 同定 したが,rpoB遺 伝 子 シー

ク エ ンス を用 い た 方 法 で はATCC14470(ATCCType

Strain)と 一・致せ ず,Bグ ルー プ1株,Cグ ル ープ2株,

Dグ ル ープ2株 であった｡

No.728はRIDOMデ ー タベ ース に よってM.malmoense

とM.sz"lgaiが 候 補 となっ たが,rpoB遺 伝 子 デー タベ ー

スで は99.79eM.malmoenseでM.sz"lgaiと の相 同性 は90 .5

%と な りM.szulgaiは 除 外 された｡No.600はRDOMデ ー

タベ ー ス で はM.porcinum(ATCC33776)とM .fortuitum

(ATCC49404)の 両 方 と99.76%の 塩 基配列 が一致 し,相

同性 が100%で あ ったた め決定 で きなか った｡し か し,

rpoB遺 伝 子 デ ー タベ ー ス にお い てM.fortuitum(ATCC

49404)と の一 致率 は94.12%と 低 く,M.fbrtuimmは 除 か

れた｡

しか し,RIDOMデ ー タベー スに よって 同定可能 であ

ったが,脚 β遺伝 子デ ー タベ ース にお いて不 明 とな っ

た例が あ った｡No.660はRIDOMデ ー タベ ー スに よっ

て99・7%M・terraeと 同 定 され たが,rpoB遺 伝 子 デ ー タ

ベースではATCC15755(ATCCTypeStrain:M .terrae)と

は96.1%で あ った｡Table5にNo.660とATCC15755の 塩

基配列 の比較 を示 した｡No.660(上 段)とATCCI5755

(下 段)に は12カ 所 の塩 基配 列 に違いが あ り,306塩 基

の うち一致 した数が294塩 基(96.1%)で あ った ため不一

致 と判 断 した｡そ して他 に もこの株 と99%以 上 一致 し

た菌種が な く,菌 種不明 となった｡

RIDOMデ ー タベ ース にお いて該 当な し とな った1株

(No.481),抗 酸 菌で はなかった ためPCRで き なか った
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Table4CandidatemycobacteriadetemlinedbyDNAsequencinganalysesofthe16SrRNA

geneandηpoBinunidentifiedoneswithDDHmethod.
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1株(No.85),そ して相 同性 が 同 じ候 補が複 数あ った4

株(No.374,405,521,600)を 除 き,今 回のDDH不 明菌 の

38株 中32株(84.2%)が 同 定可 能であった｡ま た ηpoB遺

伝 子 デー タベー スで は38株 か ら該 当 な しとな った1株

(No.660)と 相 同性 が 同 じ候 補が複 数あ ったNo.521を 除

いた36株(94.7%)が 同定可能 であった｡そ してRIDOM

デ ー タベー ス と ワoβ遺伝子 デー タベー スの両方,ま た

はいずれかで同定で きたの は97.4%で あ った｡

考 察

RIDOMデ ー一タベ ー ス で検 索 で き る抗 酸 菌 は154株

(109種 類)と 抗酸菌 の多 くを同定す るこ とが で き,イ ン

ター ネ ッ トで誰 で もア クセスで きるため世界 に広が っ

ている｡遺 伝子検査 の利点 として,① 従来法 による同定

試験 では数 カ月を要 した｡し か し,シ ー クエ ンス を決定

す るこ とに よっ て1日 ～2日 で検 査結果 を得 る こ とが

で きる｡② 従 来 法 に は大 量 の菌 量 を必 要 とす るがM.

malmoenseの よ うに卵培 地 に お ける発 育 の悪 い株 もあ

り,必 要な菌量が得 られないこ とが ある｡遺 伝 子検査 の

中で も特 にPCRな ど を利用 す る場合,微 量 で検査が可

能であ る｡③ 従 来法は鑑別培地へ の接種す る菌量 ・判定

が難 しい とい う欠点を もつ が,遺 伝子検査法 は手技 がマ

ニ ュアル化 されている｡な どが あげ られ る｡

しか しなが ら,従 来法17)''"19)を否 定す ることはで きな

い｡RIDOMデ ー タベー スと ηpoB遺 伝 子 デー タベ ースで

同定で きない菌が従 来法 で同定可能 な場合がある｡例 え

ば,M.shinshuenseはM.marinum・M.ulceransと は1塩 基

違いで非常 に近 く,RIDOMデ ー タベ ース とrpoB遺 伝 子

デー タベースを用 いて もこれ らか ら明確 に分ける ことが

で きないが,光 発色試験 ・発育速度 ・アリルスル ファタ

ーゼ試験 ・薬剤 に対す る感受性パ ター ンなどが大切 な鍵

となる20)｡ま た,16SrRNAシ ー クエ ンスで分 ける こ と

ので きないM.kansasiiとM.gastriも 光 発色試験 と硝酸還

元試験が大変参考 となる｡し か し,遺 伝 子検査 と従 来法

の 結 果 が 一 致 す る と は 限 らず 〔M.cheronaechemovar

niacinogenes(ATCC35750)は ナ イ ア シ ンテ ス ト陽性 で

あ っ た が,Table4のM,cheπonaechemovarniacinogenes

と同 定 され たNo｡374と405は 陰 性 であ った〕,特 に検 出

稀 な菌種が得 られた ときは コロニー形態 ・生物学的性状 ・

生化学的性状 ・薬剤感受性 試験 のパ ター ンな どを標準菌

株 と比較 しなが ら確認す る必要がある｡

rpoB遺 伝 子 デ・一タベースは,①RIDOMデ ー タベース

では分 けることので きないTable2の 菌 種 を同定で きる｡

②RIDOMデ ー タベ ースで 複数 の候補 が あげ られたM.

Z8η塀 αソ励2な どを1菌 種 に しぼることが可能である｡③M.

celatumH(No.481)とM.ehelonaechemovarniacino8enes

(No.374,405)と 抗 酸 菌 で は な いGaichiensis(No.85)
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の ようにRIDOMデ ー タベース に登録 されてい ない菌種

の 同 定 に役 立 つ｡④ 以 前,わ れ わ れ はM.gordonaeを

rpoB遺 伝 子 シー クエ ンス に よって4つ の グル ープ に分

けM.80rdonaeに は遺伝学的多型性が あると考 えた・そ し

てM.terraeに もM.gordonaeの よ うな多 型性 の可 能性 が

あ る と考 え られ,M.terraeのDSM43540,DSM43541と

DSM43542はRIDOMデ ー タベ ースに よってATCC15755

と分 け るこ とがで きなか ったが,rpoB遺 伝 子 シー クエ

ンスで はこの4株 を分 け る こ とがで きた｡rpoB遺 伝 子

シークエ ンスはこのような多型性の分類 に役立つ と思 わ

れる｡

しか し,rpoB遺 伝 子 シークエ ンスデー タベ ースはNo.

221,229の 候 補 と な っ たM.Iacticolaの よ う にRIDOM

デ ー タベ ース に登 録 され ていて,当 研 究所 のrpoB遺 伝

子デー タベースにデー タの ない菌種 はこれ によって 同定

する ことがで きない｡今 後,さ らなるデー タ蓄積が望 ま

れる｡

非結核性抗酸菌 の病原性 について は不明 なもの も多い

が,今 回の研 究で菌種の判 明 したTable4の 菌種 について

は,文 献2)2藍)による とM.cetatumの 初 め ての分 離 は2名

のHIV患 者 か らであったが,日 和見的 に病原性がある と

言われる｡M.conspicuum6免 疫 不全者か ら分離 され,M.

porcinumと い う菌 は1983年 に 東村 に よって ブ タに結核

の ような リンパ節炎 を起 こ した として発表 された｡発 育

の速いM.wolinskyiは 骨 折後の骨髄炎 に関係 し,M.szulgai

は稀 にヒ トに肺結核類似症 を引 き起 こす｡そ して肺疾患

患 者か ら分 離 され たM.shimoideiも ヒ トに対 して病 原性

があ る と考 え られ てい る｡コ ロニーが黄 色 く色 の つ く

M.lenaflavumは1996年 に 脊椎椎 間板 炎病 巣か ら検 出 さ

れ,さ らに汚染 された気管支鏡の使用が原因 と考 えられ

た臨床材料か らも分離 され,胃 液 ・喀疾 ・尿か らも得 ら

れている｡M.triplexは 肝 臓移植 を受けた若い女性の心嚢

液 と腹水 か ら検 出され,そ して免疫機能正常 な肺疾患患

者か らも分離 された ことがあ る｡さ らに肺感染症の原因

と考 え られ たM.malmoense22)とM.intermedium23),右 肺

の 空 洞 病 変 の あ る患 者 か ら分 離 され こ とが あ る砿

branderi24),1993年 に ヨ・・・…ロ ッパ で右上肺 葉 に空洞 のあ

る30歳 の 女 性 の 喀 疲 か ら検 出 され たM,xenopi-likeは

2000年 にM.heckeshomense25)と して発表 され,こ の時,

病 原性が あった と考 え られ た26)｡M"mucogenicumに つ い

ては検査 室内 汚染2bと も言 われ るが,免 疫機 能 に異常

の ない82歳 と23歳 の男 性 の髄液 か ら検 出 され,2症 例

と も入院後短期間で死亡 したと報告 された27)｡こ の よう

に稀 な非結核 性抗酸菌の中 にも病原性 をもつ ものが少 な

くな く,特 に患者側の免疫機能低下 によって原因菌 とも

な りうる｡こ の ようなことか ら非結核 性抗酸菌の同定 は

重要性 を増す もの と考 えられ る｡
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ま と め

結核蔓延時代には結核菌 と他の抗酸菌という分け方で

あったが,近 年は枠を超えて結核菌だけでな く非結核性

抗酸菌の同定も重要性を増 して きている｡現 在 までにわ

れわれの研究所で所有 しているrpoB遺 伝子デー一・一タベー

スはATCC・DSMのTypestrain(Table1)が 主であるが,

今後の課題として検出の稀な菌種とこれらの方法によっ

てもまだ菌種不明とされた株のデータの蓄積を行い,不

明菌の解析に努めたい｡

医療機関の実験室 ・検査室でこれらの方法を用いて同

定を行 うとき,16SrRNA'rpoB遺 伝子のシークエンス

の決定は微量のDNAか ら同定することがで きるため

非常に有用であるが,PCRを 使 うため,実 験室内汚染

(Crosscontamination)を 常に考慮 しなければならない｡

さらに1本 の培地上に抗酸菌が複数種類混在する可能性

もあ り,こ のため検体の種類と検出回数 ・コロニーの形

態学的特徴 ・分離培養時の状況も重要な情報となる｡

最後にRIDOMデ ー タベースに登録されている154株

とわれわれのηpoB遺伝子データベースに登録されてい

る112株 の菌の種類に違いがあ り,こ の2つ の方法の特

徴を理解 したうえで利点を使い分け,従 来法にて確認す

ることで分析能力 を増すことができると考えられる｡
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Original Article

IDENTIFICATION OF MYCOBACTERIA BY SEQUENCING 
         OF rpoB GENE AND  16S rRNA

Yuko KAZUMI, Shinji MAEDA, and Isamu SUGAWARA

Abstract [Purpose] To classify a specific Mycobacterium 

among various mycobacteria utilizing sequencing of rpoB 

gene. To classify mycobacteria not identified by DNA-DNA 
hybridization (DDH) using sequencing of rpoB and 16S rRNA 

gene. 
 [Objects and methods] Classification of 106 Mycobacteria 

strains, one Nocardia strain, one Rhodococcus strain, four 
Gordona strains was made by using partial sequencing of 

rpoB and 16S rRNA (RIDOM). Thereafter, 38 mycobacteria 

clinical strains not identified by DDH were classified utilizing 

the DNA sequencing data. 

  [Results] Pairs of M. kansasii and M. gastri, M. abscessus 
and M. chelonae,  M.  fortuitum (ATCC49404) and  M.  polcinum, 

M. peregrinum and M. septicum,  M  farucinogense and M. 

senegalense and  M.  fortuitum (ATCC49403), Rhodococcus, 

Nocardia and Gordona strains were classified using  sequenc-

ing of  rpoB gene. Even though sequencing of rpoB and 16S 

rRNA gene was utilized, it was impossible to classify M. 
tuberculosis complex, M. avium family, M. marinum and M. 

ulcerans, and  M.  fortitum subsp. fortuitum and  M.  fortuitum 

subsp.  acetamidolyticus. 

 The 38 mycobacteria clinical strains not identified by DDH 

were successfully classified using sequencing of both rpoB 

and 16S rRNA. These sequencing analyses showed that M. 
 heckeshornense, M. branderi, M. intermedium, M. shimoidei,

M. wolinskyi, M. malmoense and M. lentiflavum could be 

identified. Thirty six clinical isolates  (94.7%) and 32 clinical 

isolates (84.2%) were identified by rpoB sequencing and 16S 

rRNA sequencing (RIDOM), respectively. 

 [Conclusion] The classification ratio of mycobacteria 
including Nocardia, Rhodococcus and Gordona is  69.6% 

for sequencing of 16S rRNA and  89.3% for sequencing of 
 rpoB gene. Sequencing of  rpoB is useful for classification 

of mycobacteria due to its genetic diversity, but has some 

limitation in its application. In order to classify mycobacteria 

more accurately, it is important to combine sequencing of 
rpoB and  16S rRNA and biochemical/biological tests. 

Key words : Identification of mycobacteria, 16S rRNA, 

Sequence, RIDOM, rpoB gene, Unidentified strain 
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