
VOL. 59 NO. 5 遺伝子解析技術の潮流と感染制御への適応 441

【総 説】

遺伝子解析技術の新たな潮流と感染制御への適応

大 楠 清 文・江 崎 孝 行
岐阜大学大学院医学系研究科病原体制御学分野＊

（平成 23年 7月 8日受付・平成 23年 7月 11日受理）

遺伝子解析技術は，検体から直接，微量な病原体の遺伝子を増幅・検出して感染症の迅速診断と治療
に貢献しているのみならず，分離菌株の迅速な菌種の同定，病原因子や薬剤耐性遺伝子の検出にも威力
を発揮している。さらに，感染源の特定や感染拡大を防ぐために，分子疫学的な解析にも利用されてい
る。本総説では近い将来，医療関連感染管理の現場で活用が期待される遺伝子解析技術の新たな潮流を
紹介しながら，その適応について実際に解析した事例も交えて解説したい。

Key words: molecular diagnostics，infection control，molecular epidemiology，multiplex PCR，
microarray

PCR法をはじめとする遺伝子増幅法やシグナル増幅法を
用いた感染症の迅速診断技術は急速な進歩を遂げている。近
年， PCR法とは原理の異なる等温核酸増幅法が実用化され，
自動核酸抽出装置と試薬キットも普及していることから，技
術的には感染症の遺伝子診断がより身近なものになりつつあ
る１）。一方，適切な感染制御を行うためには，感染症の原因微
生物を迅速に特定することが重要である。遺伝子解析技術の
医療関連感染制御への適応には，①分離された菌株に対する
もの，②臨床検体から直接，病原体に特徴的な遺伝子領域を増
幅する系の 2つに大別される。前者では 16S rRNA遺伝子の
塩基配列による菌種の同定，病原因子検索，薬剤耐性遺伝子の
検出，病原体の型別などがその実用例としてあげられる。後者
では感染症の迅速診断のみならず，培養が不可能か困難な病
原体あるいは遅発育性病原体の検出，抗菌薬先行投与後の病
因診断に威力を発揮する。本稿では，遺伝子解析技術や全自動
遺伝子検査に関する最近の動向をまとめながら，感染制御に
おけるその適応と今後の展望について紹介したい。

I． 感染症遺伝子検査の新たな潮流
遺伝子検査の基本的なステップは，①検体採取と搬送

（保存），②核酸（DNA�RNA）の抽出，③増幅反応，④
増幅産物の検出，⑤結果の判定と報告，の 5つからなる。
各ステップの特徴と解析技術の新たな潮流は以下のとお
りである。
1．検体採取と搬送（保存）
どんなに高感度な検出系を用いても，ないものからは

何も検出できない。したがって，適切な材料の採取と保
存が何より重要であることはいささかも変わらない。
検出対象の核酸が RNAの場合は，検体保存と搬送に

とりわけ注意が必要である。すなわち，RNAはヒトや病

原体の細胞に存在する RNaseによって分解されるため
DNAと比べて非常に不安定であり，検体採取から測定
までの管理を厳格に行うべきである。検体採取後は可及
的すみやかに核酸抽出を行う。組織や細胞の搬送には
RNAlaterⓇ（アンビオン社）や PAXgeneTM Tube（キアゲ
ン社）に入れておくと安定である。材料をすぐに処理で
きない場合には，チオシアン酸グアニジンで細胞膜を可
容化すると同時に RNaseを不活化し，DNAが酸性フェ
ノールに溶け込むことを利用して RNAを回収後，
－20℃あるいは－80℃で凍結保存する。
2．核酸（DNA�RNA）の抽出
検体からの核酸抽出は遺伝子検査の最初のステップで

あるが，自動化に関しては最後のステップとして取り残
された感があった。しかし近年，磁気ビーズやシリカ膜
を用いた自動核酸抽出装置が販売されている（Table 1）。
機器は数百万規模の初期投資が必要であるが，省力化が
可能である。今後は，血液のみならず広範囲の検体種に
対応した抽出試薬の普及が期待される。なお，核酸の抽
出から増幅，検出までを全自動で行うシステムが最近開
発され，販売されているので，その詳細を後の章で紹介
したい。
3．核酸増幅反応
臨床検体や病原体から目的とする微量な DNAあるい

は RNAを探し当て，検出できるレベルまでに増やす技
術は，①標的の核酸そのものを増幅する“ターゲット核
酸増幅法”，②目的の核酸を探し当てるためのプローブを
増幅する“プローブ増幅法”，③プローブの目印として標
識したシグナルを増幅する“シグナル増幅法”の 3つに
大別される。各増幅技術に関する個々の原理や詳細に関
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Table　1.　Summary of automated nucleic acid extraction systems

Instrument

PRISM 6100 

Nucleic Acid 

PrepStation

NucliSens 

miniMAG

NucliSens 

easyMAG
QuikGene-810

BioRobot EZ1 

Advanced

MagNA Pure 

Compact System

Manufacturer ABI
bioMerieux/

Kainos
bioMerieux FUJIFILM QIAGEN Roche

Isolation kits
BloodPrep 

Chemistry

NucliSens Lysis 

Buffer, Magnetic 

Extraction 

Reagents

NucliSens 

easyMAG Lysis 

buffer, Extraction 

buffer, Magnetic 

silica

QuickGene DNA 

Blood Kit S

EZ1 DNA Blood 

kit

MagNA Pure 

Compact Nucleic 

Acid Isolation 

Kit I

Isolation technique
Silica vacuum 

manifold plate

Magnetic silica 

particles

Magnetic silica 

particles
Porous membrane

Magnetic silica 

particles

Magnetic silica 

particles

Type of nucleic acid DNA or RNA DNA & RNA DNA & RNA DNA DNA DNA & RNA

Type of specimen Blood

Blood, CSF, 

Sputum, Stool, 

Urine

Blood, CSF, 

Sputum, Stool, 

Urine

Blood Blood Blood

Time required (min.) 30 45/12 samples 40/24 samples 6/8 samples 15―20 15―30/8 samples

Sample bach size 

(no. of specimens)
96 12 24 8 6 8

Table　2.　Comparison of isothermal amplification methods

Amplification

method

NASBA

(Nucleic Acid 

Sequence 

Based 

Amplification)

TRC

(Transcription 

Reverse transcription 

Concerted 

Amplification)

LAMP

(Loop-mediated 

Isothermal 

Amplification)

SDA

(Strand 

Displacement 

Amplification)

ICAN

(Isothermanl and 

Chimeric primer-

Initiated Amplifica-

tion of Nucleic acids)

Target ssRNA ssRNA dsDNA dsDNA dsDNA

Product ssRNA ssRNA ssDNA dsDNA dsDNA

Reaction 
Temperature

41℃ 41℃ 65℃ 54℃ 55℃

Enzyme AMV-RT

RNaseH

T7-RNA poly.

AMV-RT

RNaseH

T7-RNA poly.

Bst DNA poly. Bst DNA poly.

BsoBI

Bca DNA poly.

RNaseH

しては既刊の総説２，３）があるので，参照されたい。
目的の核酸そのものを増幅する方法として，PCRが頻

用されている。 PCR法はサーマルサイクラーを用いて，
3段階の反応温度を周期的に変更する必要がある。この
問題点を解決するべく国内外で開発された核酸増幅法
（Table 2）に共通しているのは，一定の温度（等温あるい
は定温）で反応が進行し，短時間（30～60分）のうちに
高感度な検出が可能なことである。
新規の核酸増幅法が実用化される一方で，PCR法自体

もこの約 20年間にさまざまな改善が加えられ，発展を遂
げている。すなわち，PCR増幅産物をリアルタイムに検
出して，簡便かつ迅速な遺伝子の定量が可能な real-time
PCR法と 1回の反応で複数の病原体検出を試みるmul-
tiplex PCRであり，それぞれ順に概説する。
1） Real-time PCR法
Real-time PCRの実施には，サーマルサイクラーと螢

光測定器が一体化した専用の装置が必要である。ABI

社の 7500 Fastや LightCyclerⓇでは PCRの温度サイク
ルを高速に行うことができ，典型的な 30～40サイクルの
PCRが約 30分で完了する。Real-time PCRの増幅産物
は，2本鎖 DNAに入り込んで螢光を発する SYBRⓇ

Green Iや TaqManⓇ，Molecular Beaconなどのプローブ
を用いてリアルタイムに検出できる（Fig. 1）。Real-time
PCRの特徴を整理すると，① PCR後の電気泳動と染色
操作が不要，②目的とする病原体が検体中に多く含まれ
る場合には測定途中でも陽性反応が確認できる，③段階
希釈の既知濃度 DNAサンプルを同時に測定することで
定量解析４）が可能，などがあげられる。サイトメガロウイ
ルス（CMV），EBウイルス（EBV），水痘・帯状疱疹ウ
イルス（VZV），ヒトヘルペスウイルス 6型などの潜伏し
ているウイルスの病態（潜伏状態もしくは活性化，顕在
化ないし感染）の把握や DNA定量値の経時的なモニタ
リングにより，抗ウイルス薬治療の効果判定や予防的な
治療介入の判断に利用できる。以上のように，real-time
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Fig.　1.　Typical real-time PCR amplification monitored with SYBR Green I.

(A) Amplification curves, (B) A standard curve, (C) Derivative melting curves
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Case B (purple); 4×103 CFU/mL 
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PCR法は迅速性，操作性，定量性において優れているも
のの，サーマルサイクラーと螢光測定器が一体化した専
用の装置が高価（200万～500万円）であることが欠点で
ある。
2） Multiplex PCR法
Multiplex PCRは，1つの反応チューブに 2組以上の

プライマー対を含み，一度の反応で複数病原体あるいは
病原因子が検出可能である５，６）。病気の原因が病原体の出
す毒素に由来する場合には，その病原体の検出・同定と
同時に毒素産生遺伝子の有無を確認することが感染症の
迅速診断において重要である。さらに，メチシリン耐性
黄色ブドウ球菌（MRSA）の mecA，バンコマイシン耐性
腸球菌（VRE）の vanA，vanBなどのように，特定の遺伝
子の存在が確認されれば薬剤耐性であることが強く示唆
される場合がある。菌種の特定と耐性遺伝子の検出が同
時に行えるようになり，抗菌薬選択の参考にできるだけ
でなく，感染制御の面からもMRSAや VREなどの迅速

な検出に有用である。移植後あるいは免疫不全患者の感
染管理において想定される複数病原体（CMV，EBV，
VZVなど）のスクリーニング検査も可能である。また，
院内感染対策上も診断が必要な呼吸器感染症の病原体に
ついては，網羅的な検索ができる試薬キットが市販され
ている（Table 3）。呼吸器感染症を惹起する可能性が高い
10～20種類のウイルスや細菌を一度に検出できるのが
特長である。また，免疫クロマトグラフィー法が実用化
されていないウイルスの検出にとりわけ有用である。た
だ，現在のところ保険収載されておらず（研究用試薬），
試薬代として 1検体で約 1万円のコストがかかることが
普及を妨げている要因であろう。しかしながら，網羅的
な病原体の検出に約 1万円のコストをかけたとしても，
実施した検査の結果で投与が不要となった抗菌薬や抗ウ
イルス薬の費用削減，入院期間の短縮，医療関連感染の
防止など，費用対効果の向上を念頭においた検査体制が
今後ますます重要になると考える。
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Table　3.　Commercially available multiplex assays for the diagnosis of respiratory pathogens

Assay name

CycleavePCR

呼吸器系感染症
起因菌検出キット

CycleavePCR

呼吸器系感染症
起因ウイルス検出キット

Seeplex RV15 OneStep ACE 

Detection

xTAG Respiratory 

Viral Panel

Manufacturer TaKaRa TaKaRa Seegene Luminex

Amplification

method
Multiplex real-time PCR Multiplex real-time PCR Multiplex PCR Multiplex PCR

Detection

method
Cycling probe Cycling probe Capillary electrophoresis Bead-based hybridization

No. of targets 6 11 15 20

Pathogens

detected

Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae

Mycoplasma pneumoniae

Chlamydophila pneumoniae

Legionella pneumophila

Streptococcus pyogenes

Respiratory syncytial virus 

subtype A

Respiratory syncytial virus

subtype A

Respiratory syncytial virus 

subtype A

Respiratory syncytial virus 

subtype B

Respiratory syncytial virus 

subtype B

Respiratory syncytial virus 

subtype B

Parainfluenza virus 1 Influenza A virus Parainfluenza virus 1

Parainfluenza virus 2 Influenza B virus Parainfluenza virus 2

Parainfluenza virus 3 Parainfluenza virus 1 Parainfluenza virus 3

Metapneumovirus Parainfluenza virus 2 Parainfluenza virus 4

Influenza A virus Parainfluenza virus 3 Metapneumovirus

Influenza B virus Parainfluenza virus 4 Influenza A virus

Adenovirus Enterovirus Influenza A virus (H1)

Bocavirus Metapneumovirus Influenza A virus (H3)

Rhinovirus Bocavirus 1/2/3/4 Influenza A virus (H5)

Adenovirus Influenza B virus

Rhinovirus A/B/C Adenovirus

Corona virus OC43/HKU1 Bocavirus

Corona virus 229E/NL63 Rhinovirus

Enterovirus

SARS corona virus

Corona virus NL63

Corona virus 229E

Corona virus OC43

Corona virus HKU1

Multiplex PCR法の欠点は，プライマーのアニーリン
グ温度や反応液組成の濃度調整など，至適反応条件の設
定が複雑となること，シングル反応に比して検出感度が
低下する傾向にあることなどである。しかし，近年，mul-
tiplex PCRを実施するための最適化（至適化）された反
応キット（マスターミックス）が普及しており，反応系
の構築が容易になってきた。プライマーの設計について
は，アニーリング温度の関係から，各プライマーの Tm
値の差をできるだけ小さくすること，プライマー同士が
どれも相補的でないこと，増幅産物の長さも短くするこ
となどが肝要である。また，非特異的増幅の有無や検出
感度が低下しないかを，あらかじめ確認しておくことが
大切である。
4．増幅産物の検出
増幅された産物（アンプリコン）が，目的のものであっ

たかを確認する方法を以下に概説する。
1） アンプリコンの長さを調べる
最も古典的で簡便な方法である電気泳動を用いる。

DNAは，外部から電場をかけると，アガロースゲルのな
かでは－極から＋極に向かって移動する。長い DNAは
遅く，短い DNAは速く長い距離を移動して，ふるいにか

けられる。泳動後は二本鎖の DNAに入り込むエチジウ
ムブロマイドで染色し，紫外線をあてる。DNAがオレン
ジ色に光ってバンドとして観察される。
アガロース電気泳動法に替わる新しい方法として，マ

イクロチップを利用したキャピラリー電気泳動装置が島
津製作所やアジレント社から販売されている。専用の機
器と試薬を必要とするが，アンプリコンのサイズと量を
正確に計測できるのが特長である。
2） ハイブリダイゼーション法
相補的な配列をもつ核酸の鎖が再び互いに結合して二

本鎖になることをハイブリダイゼーション（雑種形成）と
よぶ。互いが相補的な配列の場合にだけ二本鎖を形成す
るということは，2つの鎖の塩基配列は相補的であるこ
との確かな証拠となる。この性質を利用して目的の塩基
配列を探し当てる道具をプローブ（probe）とよんでい
る。このプローブには一般に，アンプリコンのなかほど
約 25-bpと相補的な DNA配列を用いる。プローブが結
合したかどうかを探るために，プローブに目印をつけて
おく（標識：labeling）。プライマーとプローブの特異性
が高いほど，増幅された DNAの特異度も向上する。プ
ローブの標識には，蛍光色素，ビオチン，ジゴキシゲニ



VOL. 59 NO. 5 遺伝子解析技術の潮流と感染制御への適応 445

Fig.　2.　Liquid bead suspension microarray from Luminex.
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Fig.　3.　The Verigene® System from Nanosphere.
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ン（DIG），酵素などを用いて，発光や発色の有無をシグ
ナルとして検出する。PCR反応液のなかに螢光色素で標
識したプローブを混ぜておき，増幅と同時にプローブの
螢光を測定するのが real-time PCRである。ハイブリダ
イゼーションを行う媒体は，反応液（液相），メンブレン
（固相），細胞・組織の 3つに大別される。近年，注目さ

れている検出法として，液相ではフローサイトメトリー
と原理をともにする螢光マイクロビーズアレイ法，固相
ではマイクロアレイ法があげられる。前者は LuminexⓇ

システム７）が利用可能である（Fig. 2）。本測定システムは
100種類に色分けされたポリスチレン製ビーズを使用す
る。ビーズ表面にオリゴプローブを固定化し，ビオチン
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Fig.　4.　The FilmArray® System from Idaho Technology: work flow.

Fig.　5.　The FilmArray® System from Idaho Technology: PCR amplification & detection.
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標識した DNA増幅産物とハイブリダイゼーションさ
せ，螢光標識したストレプトアビジンを反応させる。各
ビーズ表面にレーザー光を照射してビーズを識別しなが
ら，螢光量を測定する。1本のマイクロチューブ内で最大
100種類の反応を同時に測定できる。
マイクロアレイ法では今年（2011年），アメリカの 2

社から注目すべき解析技術が開発されている。これらの
システムで最大の特長は，その検出技術のみならず，核
酸抽出から増幅反応，ハイブリダイゼーションが全自動
で 1～2.5時間以内に完了することである。
1つ目は，Nanosphere社によって開発され，実用化さ

れている VerigeneⓇシステムである（Fig. 3）。標識に金ナ
ノ微粒子を用いてシグナル増幅した後，各プローブのシ

グナルを光分散によって検出する。光分散による検出は，
これまでの螢光法より 1,000倍以上感度が高い。金ナノ
微粒子の表面に，DNAのかわりに抗体を結合させて，生
体の微量なタンパクを直接検出するといった多様な測定
系が構築できるのも特長の一つである。実際，アメリカ
では心筋梗塞の早期診断に，超高感度なトロポニン Iの
定量検査（検出限界；0.2 pg�mL）が FDAの承認を得て，
実用化されている。2011年 7月現在，わが国では呼吸器
感染症のウイルス 8項目を同時に検出可能な系（約 2.5
時間）と血液培養が陽性となった後に培養液からグラム
陽性菌の同定と薬剤耐性遺伝子の 15項目を検出・同定
できる系（約 2.5時間）の 2種類のカートリッジが販売さ
れている（国内の販売元は Finggal Link社）。双方ともに
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Fig.　6.　Principle of dye-terminator cycle sequencing of DNA.
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その臨床的な有用性に関する検討が国内で実施されてい
る。今後は血液培養陽性時のグラム陰性菌同定用，Clos-

tridium difficile毒素検出用，呼吸器病原体検出用（Myco-

plasma pneumoniaeを含む），そして腸管感染症の病原体
検出用（ノロウイルスを含む）カートリッジの販売が予
定されている。
2つ目のシステムは，Idaho Technology社が開発・販

売している FilmArrayⓇである（Fig. 4）。凍結乾燥した試
薬がフィルム製のパウチに装填されており，自動的に検
体の破砕（Fig. 5ステップ①），核酸の精製（Fig. 5②，③），
multiplex PCRによる DNAの増幅（Fig. 5⑤），産物の
100倍希釈後，2回目の PCR（nested PCR）が行われて，
各病原体の DNAをアレイ上のそれぞれ 3カ所で再び増
幅した後，融解温度の解析によって検出する（Fig. 5⑦）。
名前のごとくすべての反応がフィルムパウチ内で行われ
る画期的な全自動検査システムである。アメリカでは呼
吸器病原体 21項目用の網羅的検出試薬がすでに FDA
で承認され，実際の医療現場において，他の測定システ
ムとの比較・検討結果が報告８）されている。本システム
は，検体を専用の試薬容器に溶解したシリンジと試薬溶
解用の水を入れたシリンジを双方パウチに挿入するだけ
のわずか数分の操作（hands-on time）のみで，かつ 1
時間で測定が完了することから，point-of-care testing
（POCT）として外来診療やベッドサイドでの実施が現実
味をおびてきた（Fig. 4）。なお，現在（2011年 7月），わ
が国での FilmArrayⓇシステムの販売は未定である。
3） アンプリコンの塩基配列を決定する
どのような産物が増えてきたかを知るには，DNAの

塩基配列を決めることが最も確実な方法である。DNA

を構成する 4種類の ATCGの配列を読みとることを，
シークエンシング（Sequencing）という。蛍光シークエ
ンス法の原理を Fig. 6に示す。DNAの基本単位である 4
種類のヌクレオチドの一部を改変したジデオキシヌクレ
オチド（ddNTP）と DNA合成酵素である DNAポリメ
ラーゼを用いる。現在では，4種の塩基を別々の蛍光色素
（ddATP-R6G：緑，ddTTP-TAMURA：黄，ddGTP-R
110：青，ddCTP-ROX：赤）で標識して 1本のチューブ
内で反応させる色素終結法（Fig. 6）が，操作性の簡便化
と高速な自動シークエンサーの普及に伴って頻用されて
いる。
シークエンス解析技術で注目すべきは，生物発光を応

用したパイロシークエンス法９）の実用化である。この方法
は DNA合成時に生成するピロリン酸を ATPに変換
し，ATPとルシフェラーゼによりルシフェリンが発光す
ることを利用して塩基配列を解読する方法である（Fig.
7）。実際には dNTPを 1種類ずつ加えて発光量を測定
し，余剰な dNTPを除去することの繰り返しで配列を決
定する。すなわち，DNAの合成を監視しながら塩基配列
を決定する方法である。PCR反応産物を加工することな
く，そのままシークエンスが可能であり，大幅な省力化
と自動化が特徴である。すでにこの原理は第二世代シー
クエンサーにも応用されており，半日で数百メガ塩基を
解読できる状況となっている。

II． 分子疫学的な解析法の潮流
ここでは細菌の分類と同定，タイピングに用いるゲノ

ムの基礎的な知識を整理しながら，分子疫学的な解析で
主 流 と な り つ つ あ るmultilocus sequence typing
（MLST）について解説を加えたい。細菌のゲノムサイズ
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Fig.　7.　Principle of pyrosequencing.
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Fig.　8.　Strategies for the molecular identification and genotyping of bacterial pathogens.
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は最も小さいMycoplasma genitaliumの 580 kbから，最
も大きい Streptomyces coelicolorの 8,668 kbまで約 15倍
の開きがあるが，基本的には Fig. 8のようにさまざまな
遺伝子を保有している。16S rRNA，rpoB，hsp65，dnaJ

遺伝子などは代謝機能をつかさどり，菌生存の根幹にか
かわるため，ハウスキーピング遺伝子とよばれている。
これらの遺伝子の塩基配列を各菌種の基準株のそれと相
同性を比較したり系統解析を行うことで菌種の同定ある
いは属レベルの決定が可能である１０）。細菌分類の変遷や
最近の動向に関しては既刊の総説１１）があるので参照され

たい。
ある菌種だけを特異的に検出する場合には，それぞれ

の病原細菌に特徴的な遺伝子領域や病原因子を支配する
遺伝子がターゲットとして使用される。例えば，肺炎球
菌では肺炎球菌のみ保有する自己融解酵素（lytA

gene）を，黄色ブドウ球菌ではコアグラーゼを支配する
遺伝子をターゲットとする。
以上は細菌の属や菌種レベルの同定であるが，株レベ

ルのタイピングではパルスフィールドゲル電気泳動法
（PFGE法）に代表される制限酵素断片多型（RFLP）解
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Fig.　9.　PCR assays for genes and toxins associated with antimicrobial resistance.
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Fig.　10.　PCR detection of Pseudomonas aeruginosa in CSF from a patient with meningitis.
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析が主流である。PFGE法は現在でもタイピングのゴー
ルドスタンダードであるが，操作が煩雑で解析に長時間
を要するという欠点がある。近年，前述したように DNA
塩基配列の決定が容易となり，高速化と低コスト化の潮
流のなかで，細菌の 5～7領域のハウスキーピング遺伝子
をそれぞれ 400～600塩基を解読して，これらの配列を比
較することでタイピングを行うMLST法が普及してい
る。識別したい菌株ごとに複数遺伝子の塩基配列の差異
をパターン化（allele）して系統解析を行う。MLST法の
最大の特長は，主要な病原細菌や食中毒菌の解析プロト
コールがWebサイト（http:��www.mlst.net�）で公開さ
れており，世界中の研究室や検査室で配列データが比較

可能なことである。
その他の遺伝子タイピング法としては，細菌の反復配

列（tandem repeats）の多型を解析する反復配列多型分析
法（VNTR法）がある。細菌ゲノム上の繰り返し配列領
域を PCR法によって増幅して，その産物の大きさから繰
り返し配列のコピー数を調べる方法で，おもには結核菌
のタイピングに利用されている。
自動細菌タイピング装置は，rep-PCR法１２）を原理とし

た DiversiLabⓇシステムがシスメック・ビオメリュー社
から販売されている。DNA抽出から自動結果解析まで
の所要時間は 4時間と迅速かつ簡便で，日常検査の現場
での活用が期待される。MRSAや緑膿菌など約 35菌種
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Fig.　11.　PCR analysis based on polymorphism of IS6110 for typing of Mycobacterium tuberculosis strains.

Lane A1: Hospital A-1 (October 2006)
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のタイピング試薬キットが入手可能である。
III． 遺伝子解析技術の感染制御への適応事例

1．薬剤耐性遺伝子の検索
菌株の薬剤感受性試験の結果から想定される薬剤耐性

遺伝子を PCR法によって検出する。具体的には，MRSA
の mecA，VREでは vanA，vanBなど，多剤耐性緑膿菌
（MDRP）で は blaIMP-1，blaVIM-1な ど，ESBLで は blaCTX-M
の各グループを検索している（Fig. 9）。また，院内感染で
問題となる C. difficileの毒素産生遺伝子（tcdA，tcdB）の
検出を試みるケースがある。
2．MDRPによる髄膜炎症例１３）

患者は 45歳，男性で某年 12月 8日 37.5度の発熱，全
身倦怠感，歯肉出血を認めた。近医受診したところ，白
血球増加，芽球を認めたため急性白血病疑いにて入院と
なった。急性前骨髄球性白血病と診断し，寛解導入療法
を行い翌年 1月 15日寛解に達した。1月 23日から地固
め療法を行った。1月 31日，便秘後の排便から肛門部に
裂肛を生じた。2月 1日 38.7度の発熱を認め，各種抗生剤
治療を行うも治療抵抗性であり，発熱持続し頭痛が著明
となった。便および肛門部病変からMDRPが検出され
た。項部硬直を認め，髄液所見では細胞数 440 cells�mm3

の上昇を認めたが，培養は陰性。コリスチンによる治療
が必要と判断され，病院の倫理委員会で承認を得てコリ
スチン点滴が開始された。さらに，感染源である肛門部
周囲膿瘍のデブリードマンを施行。2月 16日，髄液検査
で細胞数 910 cells�mm3と悪化を認めたため，髄液の遺
伝子検査を依頼された。解析の結果，緑膿菌の DNAが検
出された（Fig. 10）。コリスチン点滴治療では不十分であ
ると考え，コリスチン髄注が開始された。2月 19日，髄
液検査で細胞数 102 cells�mm3とコリスチン髄注は著効
し意識状態および麻痺症状も改善した。その後，肛門病
変は著明に改善し，3月 2日頭部MRIにて髄膜脳炎の改
善を認めた。3月 7日，ふたたび 38.5度の発熱を認め髄

液検査を行ったところ細胞数 1,950 cells�mm3と増悪し
たため，アミカシン，アズトレオナム，コリスチン点滴，
髄注およびリファンピシンに変更した。その後，解熱し
髄膜炎症状の改善を認めていたが，3月中旬から四肢の
痺れ，ミオクローヌスが出現したため，MRIを施行した
ところ，中脳，橋，延髄から胸髄，腰髄にいたる広範囲
な T2高信号の異常所見を認めた。髄液の緑膿菌検出の
PCRは陰性であり髄膜炎症状は改善していたため，コリ
スチンによる薬剤性髄膜炎脊髄炎と診断，コリスチンの
髄注および点滴は減量中止した。以後，発熱もなく CRP
も陰性で経過しており，四肢の痺れ，ミオクローヌスの
改善を認めた。髄液の迅速遺伝子検査がMDRP髄膜炎の
診断とコリスチン点滴・髄注の効果判定に活用され，救
命できたケースであった。
3．結核病棟担当の看護師から分離された結核菌のタ
イピング

結核病棟を担当していた女性看護師が 2007年 7月に
肺結核を発症した。結核病棟の担当になった 2006年 10
月より 2007年 5月までに入院患者から分離された結核
菌 4株とのタイピングを依頼された。PCR法を用いて
IS6110の多型に基づく解析１４）を行った結果（Fig. 11），看
護師から分離された結核菌（Fig. 11の A5）と病棟患者か
ら分離された結核菌（A1～A4）とはバンドパターンが異
なっていたことから，院内感染ではない可能性が示唆さ
れた。なお，同居している父親に結核の既往があり，家
族内伝播が疑われた。
4．結核菌 PCR陽性の骨髄炎例：検体から直接 BCG
株であることを証明１５）

近医の小児科で抗菌薬による治療が行われるも症状の
改善をみなかったため，大学病院小児科に紹介入院と
なった症例である。4歳女児で左肋骨融解像と皮下腫を
認めた（Fig. 12）。検査室で実施の結核菌群 PCR法が陽
性となったがMycobacterium tuberculosisと BCG株を含
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Fig.　12.　PCR amplification and sequencing of the RD16 region for detection & identification of M. bovis 

BCG Tokyo strain.
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Fig.　13.　Detection of human adenovirus DNA from a conjunctival swab using PCR.
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むMycobacterium bovisとの鑑別はできないことから精
査依頼された。このようなケースにおいては，BCG株で
は欠損している遺伝子領域 RD1の両端に特異的なプラ
イマーを使用して PCRを実施する。増幅産物が得られ
れば BCG株であることが確認できる。さらに BCG東京
株は， 他国で使用されている BCG株やM. tuberculosis，
M. bovisに存在する RD16領域に 22塩基分が欠損して
いるという特徴がある。よって，この RD16領域の遺伝子
を PCRで増幅した後，産物 DNAの長さ（379 bp）を調
べる，あるいは産物 DNAをシークエンス解析して BCG
東京株であることを確認している（Fig. 12）。起炎菌が
BCG株であることを検体から直接，迅速に証明すること

によって内服薬による外来治療が可能となったケースで
ある。
5．外来勤務をしている看護師のアデノウイルス結膜
炎の迅速診断と血清型の決定１６）

大学病院の外来勤務の看護師が流行性結膜炎
（EKC）の診断にて，アデノウイルス検出の依頼があっ
た。眼脂から抽出した DNAを用いてアデノウイルスを
特異的に検出する PCRを実施した結果，陽性であった
（Fig. 13）。看護師の子供が通う保育園で EKCの流行が
あり子供も罹患していたことから，家族内伝播が疑われ
た。検体から直接に血清型を決定するべく，アデノウイ
ルスの hexon（conserved region，loop 1，loop 2）や fi-
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Fig.　14.　Sequence homology searched using BLAST.

Hexon (conserved region)

Human adenovirus 53 ; 99.1% (884/892) 

Human adenovirus 37 ; 99.2% (885/892)
GCGCACGACACCAACGACCAGTCCTTCAACGACTACCTCTCGGCCGCCAACGCNACCTACCCCATCCC 
GGCCAAGGCCACCAACGTGCCCATTTCCATCCCCTCGCGCAACTGGGCCGCCTTCCGCGGCTGGAGTTT 

CACCCGGCTCAAGACCAAGGAAACTCCCTCCCTTGGCTCGGGTTTTGACCCCTACTTTGTCTACTCGGG 
CTCCATCCCCTACCTCGACGGGACCTTCTACCTCAACCACACCTTCAAGAAGGTTTCCATCATGTTCGA 

CTCCTCGGTCAGCTGGCCCGGCAACGACCGGCTGCTTACGCCGAACGAGTTCGAGATCAAGCGCAGCG 
TCGACGGGGAGGGCTACAACGTGGCCCAATGCAACATGACCAAGGACTGGTTCCTCGTCCAGATGCTC 
TCCCACTACAACATCGGCTACCAGGGCTTCCATGTGCCCGAGGGCTACAAGGACCGCATGTACTCCTTC 

TTCCGCAACTTCCAGCCCATGAGCAGGCAGGTGGTCGATGAGATCAACTACAAGGACTACAAGGCAGT 
CACCCTGCCCTTCCAGCACAACAACTCTGGCTTCACCGGCTACCTGGCACCCACCATGCGTCAGGGGCA 

GCCCTACCCCGCCAACTTCCCCTACCCGCTCATCGGCTCCACCGCAGTGCCATCCGTCACCCAGAAAAA 
GTTCCTCTGCGACAGGGTCATGTGGCGCATCCCCTTCTCCAGCAACTTCATGTCCATGGGCGCCCTCAC 

CGACCTGGGTCAGAACATGCTCTACGCCAACTCGGCCCACGCGCTCGACATGACCTTCGAGGTGGACC 
CCATGGATGAGCCCANCCTCCTCTATCTTCTCTTCGAAGTTTTCGACGTGGTCAGAGTGCACCAGCCG

Hexon (Loop 1)

Human adenovirus 53 ; 100% (706/706) 

Human adenovirus 22 ; 99.6% (703/706)
ACCGCGGTCCCAGCTTCAAACCCTACTCGGGCACGGCTTACAACAGCCTGGCCCCCAAGGGCGCCCCT 

AACTCCAGTCAGTGGGCGCAGAAAAAGACTGGTGAAGACAATCAAACTGAAACACGCACATTTGGTGT 
GGCCGCTATGGGTGGAATACTTATTGATAAAAATGGTCTTCAGATTGGAACAGATGAAACTAAACCCG 

ATAACAAGGAAATTTATGCAGACAAAACATTCCAGCCAGAACCTCAAAAAGGTGAAGAAAACTGGCA 
AGATGGAGATGTTTTCTATGGAGGCAGGACTATTAAAAAGGAAACCAAAATGAAGCCATGCTATGGCT 

CATTTGCCAGACCCACTAATGAAAAGGGAGGTCAGGCAAAATTTAAAACTAATGCCGAAGGTCAGCCC 
ACAGAGGAGTTAGACATTGACCTGAACTTCTTTGATATTAATGGAGGGGCAGGTGATAATGAATTTAAC 
CCAGACATGGTCATGTATGCTGAGAATATGAATCTGGAGACGCCAGATACACATGTGGTGTACAAACC 

TGGAACTTCAGATGACAGTTCTGAAGCTAACTTAGCGCAGCAGTCCATGCCCAACAGACCAAACTACA 
TTGGCTTCAGAGACAATTTTGTGGGGCTCATGTACTACAACAGCACTGGCAACATGGGTGTGCTGGCTG 

GTCAGGCATCTCAGTTGAATGCTGT

Hexon (Loop 2)

Human adenovirus 53 ; 100% (304/304) 

Human adenovirus 22 ; 100% (304/304)
TGGCCTGGAGGTTAATCTCCATGGCATAGATGTTGCCCTTGCAAATTTGGTTCTGAGCAGCAACATTTG 
GATCTTTTTCCCATCCATTCTGAGCAGCTGTTTCTTTAACCCCTTGGTATGTAGAATTGGTGCCAGTGCC 

ATCCAATGGGAAGCAATAGTTTGGAAGTTCATCTTCCACACCGTGATTCTCAATGATCCTGACATCGGG 
ATCATAGCTGTCCACCGCAGAGTTCCACATGCTAAAGTATCTTGTTCTGTCACCCAGAGAATCTAGCAA 
GAGCTGGTAAGACAGCTCAGTATTTCT

Fiber

Human adenovirus 53 ;100% (874/874) 

Human adenovirus 8 ; 100% (874/874)
AATTAACAGTTAATACTGAACCACCTTTGCATCTTACAAATAACAAATTAGGGATAGCTTTAGACGCTC 

CATTTGATGTTATAGACAATAAGCTTACACTATTAGCAGGCCATGGCTTGTCTATTATAACAAAAGAAA 
CATCAACACTGCCTGGCTTGGTTAATACTCTTGTAGTATTAACTGGAAAGGGTATTGGAACAGATTTAT 

CAAATAATGGTGGAAATATATGTGTTAGAGTTGGAGAAGGCGGCGGCTTATCATTTAATGACAATGGA 
GACTTGGTAGCATTTAATAAAAAAGAAGACAAACGCACCCTATGGACAACTCCAGACACATCTCCAAA 

TTGCAGAATTGATCAGGATAAGGACTCTAAGCTAACTTTGGTCCTTACAAAGTGTGGAAGTCAAATATT 
AGCCAATGTGTCATTAATTGTTGTAGCTGGAAGGTACAAAATTATCAATAACAATACTAATCCAGCTCT 
TAAAGGATTTACCATTAAATTGTTGTTTGATAAAAATGGAGTCCTTATGGAATCTTCAAATCTTGGTAA 

ATCATATTGGAACTTTCGAAATCAAAATTCAATTATGTCAACAGCTTATGAAAAAGCTATTGGTTTTAT 
GCCTAATTTGGTAGCCTATCCAAAACCTACCACTGGCTCTAAAAAATATGCAAGAGATATAGTTTATGG 

AAACATCTACCTTGGCGGAAAGCCACATCAACCAGTAACCATTAAAACTACCTTTAACCAGGAAACTG 
GATGTGAATACTCTATTACATTTGATTTTAGTTGGGCCAAAACTTATGTAAATGTTGAATTTGAAACTAC 
CTCTTTTACCTTTTCCTATATTGCCCAAGAATAAAGGATAAATAAACG

ber領域の DNAを増幅した後，シークエンス解析で塩
基配列を決定した（Fig. 14）。その結果，53型であること
が判明した。アデノウイルスの血清型はこれまで 1～51
型が登録されていたが，この数年で新しい型がいくつか
登場した。すなわち，胃腸炎からの 52型，EKCからの
53型と 54型である。特筆すべきは，53型は異なる血清
型間（37型，22型，8型）で組み換えが起こったタイプ
である。本症例は各遺伝子領域のシークエンス解析の結
果から，3つの血清型のハイブリッドタイプであること
を，ウイルス分離することなく実証できた。

IV． お わ り に
現在，利用可能な遺伝子解析技術の特徴をまとめた後，

実際に解析した症例を紹介しながら感染制御領域におけ
る適応について取り上げた。遺伝子検査がかなり身近な
存在になったものの，病院検査室で導入するには簡便性，
自動化，そして費用対効果の面から克服すべき問題はま
だ残されている。現時点では塗抹鏡検，抗原検出法，培
養法を主体とした日常検査の結果を中心として診断を行
いながら，遺伝子検査を活用するのはどのような症例あ
るいは臨床経過であるかを適切に判断したうえで外注ラ
ボやしかるべき研究室を利用すれば，診断率の向上や適
切な感染制御につながるであろう。今後は核酸の抽出か
ら増幅そして検出までの全自動遺伝子検査機器の汎用化
と網羅的な診断試薬キット１７）の普及によって，抗菌薬・
抗ウイルス薬の適正使用，入院期間の短縮，医療関連感
染の予防など，医療の費用対効果のさらなる向上を期待
したい。
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Update on molecular diagnostic and typing techniques and their use
in the control of infectious diseases
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Molecular microbiology techniques have been proven to be a major technological advance that can make a
positive contribution to healthcare. They are useful supplements to conventional techniques not only in di-
rectly detecting pathogens from clinical specimens, but also in characterizing organisms from cultures. In
addition, molecular methods are an essential tool in epidemiology by providing strain-typing information
that support outbreak investigations, and reduce the risk of nosocomial transmission within healthcare facili-
ties. It is anticipated that molecular methods will soon be adapted by laboratories for routine use. This re-
view will focus on emerging molecular technologies and their clinical utility for the identification and char-
acterization of pathogens with a focus on those that cause hospital-acquired infection.


