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M ycobacteriumlennflavumの 菌 種 内塩 基 配 列 変 異 に

関 す る研 究

1岩本 朋忠 2中永 和枝 2石井 則久 3吉 田志緒美

4斎藤 肇

要 旨:〔 目的〕Mycobacteriumlennflavumの 菌 種内塩基配列変異 を明 らか にし,優 位に存在す る遺伝子

型 を特定す る。 〔材料 と方法〕肺疾患患者16名 より分離 された16株 を用いて各 菌株の16SrDNA(1471

bp),ITS(282bp),rpoB遺 伝 子(306bp),お よびhsp65遺 伝 子(401bp)の 塩 基配列 を解析 し,各 領

域におけ る塩基配列 の多型性 を調べ た。 〔結果 と考察〕16SrDNA,ITS,rpoB遺 伝 子各 々で2種 類 の

塩 基 配 列 型,hsp65遺 伝 子 で は3種 類 の塩 基 配 列 型 が 認 め られ た。4領 域 を組 み 合 わ せ た 解 析

(multilocussequencetyping,MLST)に よ り,供 試16菌 株 は3つ の遺伝子型,す なわち,MLST2(12株),

MLST3(3株),MLST4(1株)に 分類 され,MLST2が 優 位 な遺伝子型で あった。 遺伝子型 と薬剤 感

受性 との 間には相関は認め られ なかった。

キーワーズ:Mycobacteriumlentptavum,塩 基 配列型,遺 伝子型・Multilocussequencetyping・16SrDNA・

16S-23SITS,rpoB遺 伝 子,hsp65遺 伝 子

は じ め に

MycobacteriumlennflavumはSpringerら(1996年)に よ

りヒ トの脊推椎 間板炎病 巣や諸種 臨床検体か ら分離 され

た,そ れ まで記載 をみ ない1抗 酸菌種で ある%そ の後,

本 菌に よる リンパ節 炎2)～7),中 高 年齢者での肺 感染症が

世 界各地 よ り相次いで報告 され7)～9),易 感染状態 の人の

みな らず健常者 にお ける感染症 もみ られてい る・その分

離 頻度は近 年増加傾 向にあ り,飲 料水供給 システムが感

染源の 一つ と考 え られてい る茎%わ が国で も,岩 本 らll)

に よ り本菌 に よる慢 性肺 疾患患 者の1症 例 が報告 され

た。本菌は生化学 的性状や市販の遺伝 子プローブを用い

た 方 法 で は 同定 不 能 で あ り,そ の 確 定 診 断 には16S

rDNAな どの塩基配列の解析が必要である1}。

本菌種 に対す る分子 遺伝 学的解析結 果か ら,M.lenti-

flavu〃2に は16SrDNAと16S-23SITS(internaltransc「ibed

spacer)の 塩 基配列 に菌種 内変異(sequevar・sqv・)の ある

ことが 認め られて いる12)。したが って・M・IentPtavumの

各 種遺伝子領域 における菌種 内変異 を明 らかにする こと
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で,そ の遺伝子型別分類が可能 とな り,本 菌の遺伝子型

と臨床的意義 ・地域特異性 との関連性 の解 明に寄与す る

もの と思われる。 そこで本研究では,わ が国の肺疾患患

者16名 よ り分離 され たM.ientiiliavumの16SrDNA,ITS,

rpoB遺 伝 子,hsp65遺 伝 子 の菌種内変異 ならびに優位 に

存在す る遺伝 子型につ いて検討 した。 なお,分 離菌の臨

床な らびに細菌学的方面につ いては別途,本 誌へ投稿準

備中である。

材料 と方法

供試 菌:わ が 国の肺疾患患 者16名 の喀疾か ら分離 さ

れ,16SrDNAの 塩 基配列 に よ りM.lennveavumと 同 定 さ

れた16菌 株 を使用 した。

DNA抽 出 ・PCR:小 川 培 地上 発育 菌の1白 金 耳 よ り

ISOPLANT(日 本 ジー ン)で 抽 出 精製 したDNAIngを

PCR反 応 に使用 した。PCR反 応 はTakaraExTaq(タ カラ

バ イ 才)を 用 い て,94℃30秒(denaturation),55℃30

秒(annealing),72℃1分(extension)を35サ イ クル行っ

た。16SrDNAの ほ ぼ全 長(約1500bp)の 塩 基 配列分析
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を 行 う た め,ド 記 の2組 の プ ラ イ マ ー セ ッ トを 川 い て

PCR増1幅 産 物 を 得 たla〕1・1}。プ ラ イマ ー セ ッ ト1=5'.GAG

AGTTTGATCCTGGCTCAG(9-30;aω"の16SrDNA

を 基 準 と し た 位 羅,以 ド岡 様),5'.TGCACACAGGCC

ACAAGGGA(1046-1027)、,プ ラ イ マ ー セ ッ ト2:5'

-TTGTCGCGTTGTTCGTGAAA(590-609)
,5'-AAG

GAGGTGATCCAGCCGCA(1542-1523)c、16S--23S

藍TS領 域 全 長 の 増 幅 に は,16SrDNAの3㌧k端 部 分 を 標

的 と し たITS1(5㌧GATTGGGACGAAGTCGTAAC)

と23SrDNAの5'末 端 部 分 を 標 的 と し た1TS2(5'-AGC

CTCCCACGTCCTTCATC)をJljい た15}nη,θ8遺 伝y-

(348bp)はKimら の 設 計 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト(MF,

5'-CGACCACTTCGGCAACCG;MR,5'-TCGATC

GGGCACATCCGG)をj,llい て 増 幅 したlf・)。12Ψ65遺 伝

子(441bp)の 増 幅 に は,Telentiら の プ ラ イ マ ー セ ッ ト

(TBIl、5㌧ACCAACGATGGTGTGTCCAT二TBl2,5'

-CTTGTCGAACCGCATACCCT)を 用 い た17}。

塩 基 配 列 解 析 ・遺 伝 子 型 別 分 類:PCR産 物 を ス ピ ン カ

ラム(SUPREC・-02,タ カ ラバ イオ)で 精 製 しダ イレク

トシー クエ ンスに用いた。 ダイレク トシー クエ ンスは,

BigDyeTerminatorReadyReactionCycleSequencingキ ッ

ト(ApPliedBiosystems∫apan)を 用 いて,ABB10Genetic

Analyzer(AppliedBiosystemsJapan)で 行 った。塩基配列

の決定はプ ライマー標 的領域 とその近傍 を除 く領域,す

なわ ち16SrDNA(1471bp),ITS全 長(282bp),rpoB遺

伝 子(306bp),hSp65遺 伝 子(401bp)を 対 象 と した。

これ ら4領 域の塩 基配列 に基づ き,供 試16菌 株 を遺伝

子型(multilocussequencetyping,MLST)に 分 類 した。

薬 剤感受性 検査:Middlebrook7H9液 体 培地 を用い た

微量 液体希 釈法 に よるBrothMICNTM(極 東 製薬 工業)

を用 いて,9薬 剤(Table3参 照)の 供試12菌 株 〔MLST2

(9株),MLST3(2株),MLST4(1株)〕 に対 す る最小

発育 阻止濃 度(MIC)を 求 めた。菌液調整 ならびに結果

判定 はキッ トの使用方法に したが った。すなわち,小 川

培 地 で 発 育 した4週 間 以 内 の 新 鮮 な 菌 コ ロ ニ ー を

Middlebrook7H9培 地 を用 いて通常大気(37℃ ±1℃)に

てMcFarlandNo.1に 相 当す るまで培養 した。得 られた菌

液 をMcFarlandO.5に 相 当す る濁度 に調 整 し,調 整 した

菌液110,alを11mlの 滅 菌蒸留水 に加 え希釈撹搾 して接

種菌液 とし,薬 剤乾燥固着マ イクロプレー トにて100,al

ず つ 分注,接 種 した。 マイクロプレー トをプ レー トシー

ルで 蓋 を したの ち,密 封 容器 にいれ通常 大気(37℃ ±

1℃)に て培養 した。培 養7日 目に肉眼的 に有 意の菌発

育が 認め られな い最 小薬剤濃 度 を供 試菌 に対 す るMIC

と した。

塩 基配列 アクセ ッション番号:本 研究にて得 られ た,

16SrDNAsqv・Lsqv・III・ITSsqv・Ib,rpoBsqv.II,hsp65

継f季亥 第83巻 第5母2008殉 …5,響

sqvll,IIIの 塩 基 配 列 はDDBJの ア クセ ッ シ ョン番 り'

AB362380か らAB362385で 登 録 した。

結 果

(匿)塩 基配列分析

16SrDNA:ルf,lentt7iavumの16SrDNAに は異 なる3つ

の塩 基配ダ脳望が 示 されてお りり,そ の塩基配列 の違 いは

抗 酸 菌の 菌種 同定に ・般 的 に用 い られて いる 前'ト部分

(500bp)よ り も,後 半部分(900bp以 降)に 多 く認め ら

れてい る(Table1)。 したが って,本 繭の16SrDNAの 塩

基配列 型の決定に は16SrDNAの ほ ぼ全長 を短 象に塩基

配列分析 を行 う必要がある,,

供 試16菌 株 の うちUN-107株 を 除 く15株 の16SrDNA

塩 基 配 列 は,M.tent(liav傭mATCC51985下 基i準 株(ア ク

セ ッシ ョン番}ナX80769)と100%一 致 し,sqv,1に 分 類

さ れ た(Tablel)。UN.107株 はATCC51988株 と100%

… 致 し
,sqv」IIに 分 類 された(Tablel)。UN-107株 とそ

の他の供試15株 との塩基配列相1酬 生は,Springerら の 解

析 対象 領域 で あ る1421bpで は99,4%(8塩 基 の違 いナ・

今回の解析領域1471bpで は99.5%(8塩 基 の違い)で あ

った。ATCC51986株 の塩 基配列 型であ るsqv.Hに 属 す

る菌株は,検 出 されなかった。

16S-23SITS領 域:M.lent昴 αv"mに お ける16S-23SITS

の種 内変異は,エ イズ患 者での播種性感染の原 因菌 とし

て血液 か ら分離 され た ルf/8η咽 ⑳・即1HL1株 に つ いて報

告 されている12>。今 回われわれの解析 によれば,UNIO7

株 にお いて266番Bの 塩基 にTが 挿入 される新た な変異

が認 め られ(Table1),そ の 他の供試15株 では,HLI株

のITSと100e/e-一 致 した。 これ ら15株 とHL1株 の16S

rDNA配 列 はM.lennflavumの 基 準 株 と100%一 致 して い

るが,ITS全 長 では92.6%の 一 致に と どまって いる。一

方,UN-107株 は基準株の16SrDNAと は8塩 基の違い を

認め るが,ITSで は1塩 基挿入のみの違いであ る。通常,

ITSの 変 異 速度 は16SrDNAに 比 べ て速 い こ とか ら16S

rDNA配 列 の一致す るものが,ITSに よ りさ らに亜 型 に

分類 され る。16SrDNAの 塩 基配 列が基準 株 と一致す る

HLI株 のITS塩 基 配 列が 基 準株 と大 き く異 な る こ とか

ら,16SrDNAで 亜 型 に 分類 され るUN-107株 で は,そ

のITSは さ らに大 き く異 なるのではないか と予想 された

が,予 想 に反す る結果であ った。

一:16SrDNA,rrsに お いて

複 数 の 塩 基 配 列 型 が 確 認 され て い る こ と か ら,M.

1ε畷 βα膨規のrpoB遺 伝 子,hsp65遺 伝 子 にお いて も異 な

る塩 基配列型 の存 在が予想 される。 しか しなが ら,現 在

までに遣伝子 デー タベース上に登録 されている塩 基配列

はrpoB遺 伝 子,hsp65遺 伝 子 ともに,基 準株で あるCIP

105465株 に関す るデータのみであ り18},そ の 多型性 に関
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す る報告 はいまだなされていない。

本研究 に より,rpoBお よび 加p65両 遺 伝子 において も

異 なる塩基 配列 型の存在 が確 認 された(Tablel)。 ηpoB

遺 伝 子 で は,UN-107を 除 く15株 が 遜 準株 とIOOCIe-・致

したがUN-107株 で は墓準株 と6塩 基異なる配列 を示 し

た(sqv.II)。 一 方hsp65遺 伝 子 で は,供 試16菌 株 は3

つ の塩 基 配 列 型 に 分類 され た。 す な わ ち,基 準株 と

100%一 致 した3株(sqv.1;AS-4,UN-122,KKC4),1塩

基 異 な る12株(sqv、II;UN-106,127,i39,AS-10,MA-1,

KKCI-3,5-8),9塩 基 異な る1株(sqv.III;UN-107>で

あ った(Tablel)。

複 数 ロー カス塩 基配列 タイピング:抗 酸菌の系統発生

学的解析に基づ く菌種 同定や分 子疫学的解析 のための遺

伝子型別分類 において,複 数 ローカスを対象に した塩基

配列 の利 用(MLST)が 有 用で あ る18}。わ が 国の臨床 検

体か ら分離 され た 〃.1酬 昴⑳,π栩16株 を16SrDNA,ITS,

rρoB遺 伝 子,hsp65遺 伝 子の4領 域 を対象に解析 を行 っ

た 結 果,Table2に 示 す よ う に,各 塩 基 配 列 型 が16S

rDNA(1)-ITS(ID-rpoBgene(1)-kSp65gene(II)の も

のが12株 を 占めた。M.lentivaavum基 準 株 の遺伝子 型1-

1一ト1をMLST1,1-H-1-IIをMLST2に 分 類 す る と,

MLST1とMLST2は16SrDNAとrpoB遺 伝 子 の塩 基配列

が 一 致 し,ITSの 相 同 性 は92,6%,hsp65遺 伝 子 で は

99.8%(401bp中1塩 基の違 い)で あ った。 さ らに,そ の

他 の 遺 伝 子 型 と して,1-II-1-1(MLST3,3株),III-

Ib-ll-III(MLST4,1株)が 認 め られ た。Mtenttveavum

暴 準株 の遺伝子型であ るMLST1は 検 出 されなかった。

(2)薬 剤 感受性検査

供 試菌12株 か ら得 られた3つ の遺伝 予型(MLST2,3,

4>と 薬 剤感受性 との頻関性 につ いてみ る と,Table3に

示す ように各菌株 によ りMIC穂 は 多少のぱ らつ きを示す

ものの,遺 伝'型 と薬剤感受性 との 問には ・定の相関 は

誌め られ なか った。供 試菌12株 すべ てで,clarithromycin

お よびlevofloxacinのMIC値 は 比較的低 い値 を示 してお

り,M.'θ π昭 醐 〃ηに対す るイf効性が期待 され る。

考 察

Springerらbは 多相分類 学的 解析 に よ り新種 と して記

載 したM.lennflav〃mの3レ ファレンス株(ATCC51985T,

51986,51988)が,3種 の 異 な る16SrDNA塩 基 配 列 型

(sqv。LII,III>を 有 す る こ とを 報 告 した。 そ の 後,

Niobeら12}は,播 種性感染 を起 こ したエ イズ患 者の血 液

よ り分離 されたHL1株 が,本 菌基準株ATCCsl985Tと

同一 の16SrDNA塩 基 配列 を もつ ものの,そ のITS塩 基

配列 は基準株 と大 き く異 なるこ とを報告 しているr」16S

rDNAお よ びITSで の 報 告か ら,M.tenteeavumに は 他 の

遺伝 子領域 において も菌種 内変異 の存在 が示唆 され る

が,こ れ までにその検討結果に関する報告 はなされてい
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Tablo2Multilocusseque轟cetypingof"・'8η'胴 αりκm
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Sequencetypeh

sp65

ATCC51985T!CIP105465T
ATCC51986
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HLl
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KKC7
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H
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H
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A
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N
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1

1
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1

酷
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酷
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n

11
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n

n

11

H

11

11

1

-

1

皿

MLSTI

NA

NA

NA

MLST2

MLST2

MLST2

MLST2

MLST2

MLST2

MLST2

MLST2

MLST2

MLST2

MLST2

MLST2

MLST3

MLST3

MLST3

MLST4

NA,Sequencedataarenotavailablefrompublicdatabase

Table3Drugsusceptibilitytesting

Strain MLST
MIC(μ9!m')

SM EB KM INH RFP LVFXCAM THAMK

UN-106

AS-10

KKC-1

KKC。2

KKC-3

KKC。5

KKC-6

KKC-7

KKC-8

UN-122

KKC-4

UN-107

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

4

5

2

1

0

4

2

1

1

1

4

4

1

2

8

128

4

8

4

4

2

64

8

4

4

128

1

2

i

O,25

05

2

2

0.5

2

0.25

05

2

22

3205

10.5

10.25

10.25

10,25

10.06

10.125

三 〇.5

0.50.25

20,25

320.25

0,25

0.25

0.125

0.5

0.5

0.25

0」25

0.125

0.5

0.5

025

0.25

0.0642

0.125豆62

0.0321

0.0612

0.030.52

0.030.51

0.030.51

0、038蓋

0.0622

0.0614

α03105

0.125161

*streptomycin(SM),ethamわu建01(EB),kanamycin(KM).lsoniazld(INH),rifampicin(RFP),levofioxacin(LVFX} .

clarithromycin(CAM),αhionamide(TH),amikaci翻(AMK)

ない。

今 回,わ が 国の肺疾患 患者16名 か ら分離 された菌株

の16SrDNA,ITS,rpoB遺 伝 子,hSp65遺 伝 子 の塩 基配

列 を解 析 した ところ,16SrDNA,ITS,お よ びrpoB遺

伝 子 で はそ れぞれ2種 類 の塩 基配列型 が,ま た,hsp65

遺 伝 子 では3種 類 の塩基 配列型が認 め られ(Table1),

4領 域 を組 み合 わせ た解 析 に よ り,MLST2(12株),

MLST3(3株),MLST4(1株)の3つ の遺伝子 型に分

類 された(Table2)。 今 回の検討 の限 りでは,わ が国 に

お ける主要遺伝子型はMLST2と 推 察 される。

MLST2お よびMLST3は,播 種性感染 を起 こ したエ イ

ズ患 者 よ り分 離 されたHLI株 と16SrDNA,ITSの 塩基

配列が一致 し,こ の タイプのM.lenrPtavumは ブ ラジルで

も優 位 に存在 してい る遺伝子 型 であ る と考 え られて い

る9)。 これ らの型 に属す る菌 株の16SrDNA塩 基 配 列 は

ATCC51985↑ 基 準株 と完全 に一致す るに もかか わ らず,

ITS領 域 での相 同性が きわめて低 い(92.6%〉 とい う特徴

を有す る。 他方,、基準株 の16SrDNAと の 間で8塩 基 の

違 いが 認 め られ たUN-107株(MLST4)で は,ITS領 域

の相違 は1塩 基挿 入のみであった。 これ らの結 果は,通

常 の16SrDNAとrrSと の 変異 速度 の関係 とは異 なって

お り,そ の変異頻度の食い違い には,時 間的経過 以外の

何』らかの要因が影響 してい ることを示唆する ものであ り

興味深い。



MLST of M. lentiflavumIT. Iwamoto et  al,

Springerら1)は,M、tentiflavumの 基 準 株 と したATCC

51985T株 は 脊椎 椎 間板 炎病 巣 か ら分 離 され,そ の病 際

的 意義 を認 め て い るが,岡 蒋 にAmericanTypeCulture

Collectionに 保 存 されたATCC51986株,ATCCsl987株 。

ATCC51988株 を は じめ と してその他の供試18株 は検体

か ら偶発 的 に,あ るい は汚 染 され た気管 支鏡か ら繰 り

返 し分離 され た病原的 意義 はな い ものであ ろ うと述 べ

て いる。Tortoliら に よる レ トロ スペ クテ ィプ な検il・t7〕で

は,臨 床材料か らの本菌の検出例の うち臨床的 な意義が

確 認 され た の は 約 董0%程 度 で あ っ た とい う。 また。

Tsitkoら10}は 飲 料水供給 システム中のバ イオフ ィルムか

らの分離株 と臨凍分離株 との比 較では,環 境 由来株5株

中4株 はATCCsl988株 と 岡'…一の16SrDNA塩 基 配列 を

示 したの に対 して,病 原的意義のある と思 われ る臨床分

離 株 で は6株 す べ て がATCCsl985丁 株 と 岡'の16S

rDNA塩 基 配列 を示 した とい う。 今回われわれが 供試 し

た16菌 株 は,主 治医 に よ りその肺疾患 との関連性が 疑

われた もの であ り,供 試16株 中15株 がATCC51985丁 株

と同一 の16SrDNA塩 基 配列 を示 した。これ らの結 果は,

M.lentil17avumの 遺 伝子型の違いに よるヒ トへの病原性 の

違 いを示唆す る ものであ ろう。今後,臨 床分離株 ・環境

分離株 での遺伝子型別に関するデー タが蓄積 され るこ と

で,そ の臨床的意義 ・地域特異性 な どとの関連性 が明確

になるこ とが期待 され る。

16SrDNAの 前 半約500bpは 抗 酸菌 の菌種同定 にお い

て有用 ではあるが,Mlentiflavumの16SrDNAsqv.1とII

を 区別することはで きない。このため,本 菌の16SrDNA

塩 基 配列型 を決め るには,16SrDNAの ほ ぼ全長 を対象

に した解析 が必 要である。 また,16srDNAsqv.1はITs

に よ り亜型 に分類 され ることが知 られている12」。さらに,

今 回われ われが行 った16株 の 臨床分離株 に よる解析結

果か ら,rpoB遺 伝 子 とhsp65遺 伝 子 において も異なる塩

基配列 型の存在が明 らか となった。 これ らのこ とか ら,

今 回解析 対象 と した4領 域(16SrDNA全 長,ITS全 長,

rpoB遺 伝 子 部分 配列,hsp65遺 伝 子部分配列)を 利用 し

た遺伝子型 別分類は,M.IentiPUavumの 疫 学 的調査 や地域

的分布の特性,あ るいは臨床的意義 と遺伝子型別 との関

連性 な どの研 究 にとって有用 である と思われ る。 また,

同 一 菌種 内での 異 なる塩 基配列 型 に関す る情報 の蓄積

は,今 後開発が期待 される遺伝子 プロー ブに よる本菌 の

迅速同定法の信頼性 を高める うえで重要 な知見 となるで

あろ う。
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Original Article

INTRASPECIES DIVERGENCE OF  16S rDNA, ITS, rpoB GENE AND  hsp65 GENE 

          SEQUENCE FOR MYCOBACTERIUM LENTIFLAVUM

 1 Tomotada IWAMOTO, 2Kazue  NAKANAGA,  2Norihisa  ISHII,  3Shiomi YOSHIDA, 

                    and 4Hajime SAITO

Abstract [Objective] To clarify the genetic microhetero-

geneity of  Mycobacterium  lentiflavunz and identify the pre-
dominant genotype. 

 [Materials and Methods] Clinical isolates of  M.  lentifiavum 
used in this study were obtained from sixteen patients of lung 

diseases. In order to assess their intraspecies variability, four 

gene fragments, from the 16S rDNA  (1471 bp),  16S-23S ITS 
(282 bp), rpoB (306 bp), and  hsp  65 (401 bp), were sequenced. 

  [Results] Intraspecies variabilities were found in all of the 
four targeting fragments. As multilocus sequence typing with 

these four targets, 16 clinical isolates were divided into 3 

genotypes, i.e., MLST2, MLST3,  and MLST4. Among them, 
MLST2 to which 12 clinical isolates belonged, was a pre-

dominant genotype. Three strains belonged to MLST3 and 
the remaining one strain belonged to MLST4. Drug suscepti-

bility study indicated that there was no clear relation between 

sequence types and drug susceptibility.

 [Conclusion]  Multilocus sequence typing could aid  in 
characterization and in better understanding of the epide-

miology of M. lentiflavum.

Key words : Mycobacterium  lentiflavum, Sequevar, Sequence 

type, Multilocus sequence typing,  16S rDNA,  16S-23S ITS, 
rpoB gene, hsp65 gene
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