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We have identified a novel Mycobacteria, which was not previously identified by DNA-DNA hybridization methods (DDH 

Mycobacteria ), using nucleic acid sequence determination of the 16S ribosomal RNA (16S rRNA) gene and RNA polymerase 
B (rpoB) genes. 
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は じ め に 

臨床検査における抗酸菌の検出と同定は, 従来から培養

により生化学的性状を検査する方法１）で行われてきたが，

同定までに時間がかかることから, 一般の検査室では迅速

性の高い核酸を標的とする市販のキット２）が繁用されてい

る．しかし，市販のキットは, 同定可能な菌種が限られて

おり, これらの方法では同定できない非結核性抗酸菌の存

在が指摘されている．そこで，今回当研究室において, ヒ
トから分離された非結核性抗酸菌のうち, 市販キットで同

定できなかった株について , 16S リボゾーマル RNA 
(rRNA) 遺伝子並びに, RNA ポリメラーゼ B サブユニット

遺伝子（rpoB）の解析による菌種同定を試みたので, その

成績を報告する． 
実 験 方 法 

１．材料 

平成 12 年度から 16 年度の 5 年間に，当研究室におい

てヒト由来検体から分離された非結核性抗酸菌 38 株を用

いた． 
 

２．培養並びに生化学的性状検査 

抗酸菌同定のフローチャートをFig.1に示した．生化学

的性状検査は，新結核菌検査指針2000 第5章「抗酸菌の同

定」１）に従って，小川培地における集落の性状，光発色性

及び発育速度の観察を行ったほか, ナイアシン試験，硝酸

塩還元試験，ツイーン80水解能試験，ウレアーゼ産生能試

験を行った． 

 

３．DDH マイコバクテリア法 

遺伝子解析による迅速同定法であるDNA-DNAハイブリ

ダイゼーション法（以下，DDH 法と略す）として，市販さ

れているキット「DDH マイコバクテリア極東（極東製薬）」

を用いて実施した．実験手技はキットに添付されているマ

ニュアルに従って行った．すなわち，小川培地に培養した

菌体を 1/2 白金耳量採取し, DNA 抽出用試験管に移し, ミ
キサーで粉砕後, DNA 抽出試薬 2 ｍL を添加した．ミキサ

ーで 60 秒間混和した後, 3,000 rpm, 5 分遠心し，上層をスピ

ッツチューブに移した．これにエタノール 1 mL を添加，

混和し 3,000 rpm, 15 分遠心後, 沈殿物をさらにエタノール

で洗浄し, DNA を得た．これに DNA 標識試薬を添加，混

和して，10 分間光照射した．変性試薬添加及び中和試薬添

加後, ハイブリダイゼーション液を 3 mL 添加し, マイコバ

クテリウム属菌同定用プレートの各ウエルに 100 μL 分注

し, 55℃で 2 時間ハイブリダイゼーションを行った．反応

終了後, ウエルの液を捨て, 洗浄試薬で3回洗浄し, 発色酵

素液を各ウエルに 100 μLずつ分注し, 発色後 630 nmでの

吸光度を測定した．最も強く発色した菌種の吸光度が対照

菌種の 1.9 倍以上で, かつ 2 番目に吸光度の高かった菌種

との相対類似度が 70％以下である場合に，該当する菌種に

決定した．DDH 法で同定できなかった菌種は，16S rRNA
の塩基配列より同定を行い，この方法で同定ができなかっ

た菌種は，さらに rpoB 遺伝子の塩基配列から同定を行った． 
 
４．DNA シークエンス 

 菌からの DNA 抽出は, プロテナーゼ K・SDS・フェノー

ル・クロロホルム法で行った３）．16S rRNA 遺伝子の塩基

配列の解析は, Kirschner4）らの方法により，16S rRNA 遺伝

子の超可変部 A （大腸菌での塩基配列 130-210 bp）と B (塩
基配列 430-500 bp) を含む領域を, primer 263 (5`-TGC ACA 
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CAG GCC ACA AGG GA-3`) と, 285 (5`-GAG AGT TTG 
ATC CTG GCT CAG-3`) を用い, 94℃・1 分, 60℃・1 分, 72
℃・1 分の 40 サイクルの PCR 反応を行い, 領域の DNA を

増幅した．DNA を，Montage PCR Centrifugal Filter Devices 
(MILLIPORE 社) を用いて精製した後，primer 263，285，
また r325-305 (5`-CCC CAC TGC TGC CTC CCG TAG-3`)，
p635-655 (5`-CTG GTG TAG CGG TGG AAT GC-3`) を

シークエンス用プライマーとして用い，Dye Terminater 法

でサイクルシークエンスを行い，ABI PRISM310 (Applied 
Biosystems 社) を用いて，塩基配列を決め，この塩基配列

と各種抗酸菌の塩基配列との相同性をデータベース上で検

索し，菌種を決定した．16S rRNA 遺伝子の相同性解析で同

定困難な菌株は，rpoB 遺伝子の解析により決定した．すな

わち，Kim5）らの方法により，MF (5`-CGA CCA CTT CGG 
CAA CCG-3`)， MR (5`-TCG ATC GGG CAC ATC CGG-3`)
の両プライマーを用い，94℃・1 分，60℃・1 分，72℃・1
分を 30 サイクル行ない，rpoB 遺伝子を増幅後，MF あるい

は MR をシークエンス用プライマーとして用いて，16S 
rRNA 遺伝子と同様の方法で塩基配列を決定した． 

 

５．DNA 塩基配列を用いた菌種の同定 

DNA シークエンスで得られた 16S rRNA の塩基配列を，

RIDOM (http://www.ridom.de/) を用いて相同性を検索し，

99％以上の相同性を示すものをその菌種と決定した．98％

以下のものは，rpoB 遺伝子の塩基配列について，DDBJ 
BLAST Search (http://www.ddbj.nig.ac.jp/search/blast-j.html) 

を用いて，相同性を検索した．相同性の高い菌種が認めら

れた場合，その標準菌株の塩基配列情報を The Entrez 
Nucleotides database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/  

query.fcgi?db=Nucleotide) から取得し，GENETYX (Software 
development co.) を用いて被検菌株と比較，解析した． 
 

 
 

結果及び考察 

１．分離株の集落及び生化学的性状並びに DDH マイコバ

クテリア法での判定結果 

Table 1 に示したとおり，平成 12 年度から 16 年度の間

に，当研究室においてヒトの検体より分離された非結核

性抗酸菌 38 株のうち，小川培地上での集落の性状，生化

学的性状並びに DDH 法で同定できたものは 32 株であっ

た．そのうち最も多いのが，M. avium で 16 株，M. gordonae 
5 株，M. kansasii，M. chelonae，M. scrofulaceum がそれぞ

れ 3 株，M. nonchromogenicum，M. xenopi がそれぞれ 1 株

ずつあった．同定できなかった株は 6 株で，それぞれ患

者１，患者２由来の 3 株ずつであった． 
 

 
Table 2 に示したように，患者１由来の 3 株（以下 No. 1

株）は，すべて遅発育の暗発色菌で，集落は S 型，ナイ

アシン試験陰性，硝酸塩還元試験陰性，ツイーン 80 水解

陰性，ウレアーゼ陰性であった．患者 2 由来の 3 株（以

下 No. 2 株）はすべて遅発育の光発色菌で，集落は S 型，

ナイアシン試験陰性，硝酸塩還元試験陽性，ツイーン 80
水解陽性，ウレアーゼ陽性であった． 

 

 

 

Table 3 に示すとおり，No. 1 株は DDH 法では，M. triviale
に対してもっとも高い吸光度を示したが，M. avium，M. 
intracellulare，M. nonchromogenicum，M. fortuitum，M. 
peregrinum の各菌種と 70％以上の相対類似度を示したた

め，判定不可であった．No. 2 株は，DDH 法では M. kansasii
に対してもっとも高い吸光度を示したが，M. avium，M. 
gastri の各菌種と 70％以上の相対類似度を示し，この株も

判定不可であった．対照として用いた BCG は M. bovis に
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対してもっとも高い吸光度を示し，他の菌種との相対類

似度はいずれも 30％以下であった． 

 
２．16S rRNA 並びに rpoB 遺伝子の相同性 

No. 1 株及び No. 2 株の，16S rRNA 遺伝子超可変部 A，B
を含む塩基配列約 600 塩基対を解析し，RIDOM で検索し

た．Table 4 に，相同性の高かった 4 菌種を示した. No. 1
株は，M. lentiflavumに97.7％と最も高い相同性を示したが，

99％以上の相同性は示さず，16S rRNA 遺伝子の解析のみで

は同定不可能であった．No. 2 株は M. kansasii 並びに M. 
gastri の両菌種に 99.5％と高い相同性を示し，コロニーの

性状も本菌と一致したことから，M. kansasii と考えられた． 

 

 

 

そこで，rpoB 遺伝子の塩基配列約 330 塩基対を解析し，

DDBJ BLAST Search で検索した．Table 5 に No. 1 株及び

No. 2 株と相同性の高かった菌種を示した．No. 1 株は，M. 
lentiflavum と 100％，No. 2 株は，M. kansasii と 100％の相

同性を示した．これらの結果と，集落並びに生化学的性状

から，No. 1 株は，M. lentiflavum，No. 2 株は，M. kansasii

と同定された． 

 

 

ま と め 

 DDH 法は操作の簡便性並びに迅速性から，検査室にお

いて非結核性抗酸菌の同定に広く使われている．一方，

本報で報告した M. lentiflavum のように，ごくまれに分離

される菌種で，このキットでは同定できない抗酸菌の菌

種がある．また，このキットの対象としている菌種であ

っても，M. scrofulaceum の 27％，M. gordonae の 27％， M. 
nonchromogenicum の 48％， M. fortuitum の 7％， M. 
chelonae の 10％の株が，このキットでは同定できないこ

とが報告されている６）．本報で報告した No. 2 株のよう

に，培養性状並びに，生化学的成績から，M. kansasii と考

えられるが，DDH 法では，M. avium，M. gastri とも強く

反応し，判定不可能となった菌株も存在する．今回，我

々は 16S rRNA と rpoB 遺伝子の解析により，DDH 法で同

定不可能であった M. lentiflavum 並びに， M. kansasii を同

定することができた．今後 DDH 法では判定不可能となる

ような他の菌株に対して本法による同定を試み，その有用

性を評価したうえで，日常の検査に活用していく予定であ

る． 
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