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第 1章 緒言 

 近年、エボラウイルス病や重症急性呼吸器症候群（severe acute respiratory 

syndrome, SARS) などの新興感染症が出現し脅威となっている。このような状

況のなか、十分な設備がなくても迅速かつ正確な診断を可能にする感染症検査

手法の必要性が高まっており、臨床現場即時検査（point of care testing, 

POCT) という検査システムの概念が注目されている(1)。これは被験者の傍らで

医療従事者が行う検査システムのことで、コンパクトで操作が簡便であり検査

時間の短縮などにより迅速適切に医療、看護、予防に寄与するという利点を有し

ている。一方、感染症診断において核酸増幅検査法（nucleic acid amplification 

test, NAAT) は重要な検査法であり、特に polymerase chain reaction (PCR) 

法は先進国において幅広く普及しているが、開発途上国など資源に限りのある

地域においては、一定の設備と熟練が必要なためその導入には制限が生じてい

る(2)。 

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 法は迅速、簡易、精確な

革新的 NAAT として、納富らにより報告された技術であり(3)、2000 年に提唱さ

れて、1000以上の論文が報告されている。この方法では、PCR 法のように熱変性

のステップを繰り返す必要がないため、一定温度で自己増殖的に目的領域の遺

伝子を高効率に増幅することが可能である。反応にサーマルサイクラーが不要

で、また、6種類の遺伝子領域を認識するプライマーを設計することで特異性が

http://www.abbreviationfinder.org/ja/acronyms/naat_nucleic-acid-amplification-test.html
http://www.abbreviationfinder.org/ja/acronyms/naat_nucleic-acid-amplification-test.html
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非常に高く、さらに、判定には電気泳動も不要であり、反応液の混濁で判定が可

能である (図 1）。LAMP 法は検査法として汎用性が極めて高く、限られた検査環

境においても実施可能な実用性の高い検査であることから、開発途上国での検

査や、日本も含めた先進国における POCT としての活用が一層期待されている。

この LAMP 法はすでにいくつかの感染症診断に応用されており、SARS コロナウイ

ルスに始まり(4)、以降、H5亜型インフルエンザウイルス(5)、A型インフルエン

ザウイルスおよび A (H1N1) pdm 09 インフルエンザウイルス(6)、レジオネラお

よびマイコプラズマ(7)、肺結核における結核菌群検出等に応用され(8)、体外診

断用医薬品として承認、販売されている。また、マラリア(9, 10)、皮膚リーシ

ュマニア(11)、ニューモシスチス肺炎(12)などでの臨床応用例が報告されてい

る。さらに、LAMP 法の周辺技術の開発により、本法は格段に簡易、迅速な検査

になりつつある。特に procedure for ultra rapid extraction (PURE) 法によ

る DNA 抽出キット(8)は、熱処理した検体から多孔質吸着体により DNAをきわめ

て簡易に精製する技術であり、LAMP 法と組み合わせることにより迅速な診断を

可能にする (図 2)。この PUREキットはプラスチック製のチューブに充填された

密閉構造となっており、検体間のコンタミネーションや検査室汚染、検査者への

病原体暴露を防ぐことができ、結核蔓延国の顕微鏡検査を実施している施設で

も利用することが可能で、顕微鏡検査に代わるあるいは顕微鏡検査を補強する



3 

 

検査として、WHOの推奨を受けている(13)。 

筆者は、この PURE-LAMP法をさらなる感染症診断に応用するべく、肺外結核

の診断ならびに bacillus Calmette-Guérin (BCG) の検出同定に応用を試み

た。 

肺外結核は世界の結核例のうちおよそ四分の一に達しており、HIV 感染症例

においてはさらに高い比率を占めている(14, 15)。薬剤耐性結核菌が増加して

いるという観点からも結核症の迅速で正確な診断が重要となっている。塗抹検

査と培養検査が現在の結核診断のゴールドスタンダードであるが、肺外結核症

例のうち塗抹検査での陽性率は 1～37％、培養検査は 12～80％とされており

(16)、塗抹検査は感度に欠け、培養検査は時間を要するという問題を抱えてい

た。一方、PCR法は肺結核のみならず肺外結核例においても迅速で正確な結核

菌検出が可能であるが(17, 18)、前述のように医療資源の乏しい地域において

はその導入には限界がある。 

BCG は、ウシ型結核菌 (Mycobacterium bovis: M. bovis) を長期間にわたり

継代培養して得られた弱毒株であり、我が国では小児の重症結核症である結核

性髄膜炎や粟粒結核の発症予防に有効なワクチンとして使用されている(19, 

20)。一方、BCGは膀胱癌および尿管癌などの尿路上皮癌の再発・進行予防の目

的で、低コストの薬剤としてすでに臨床応用されている(21, 22)。しかし BCG



4 

 

ワクチン接種および膀胱内投与後には全身的な有害事象として、骨炎(23)、泌

尿・生殖器感染症、肝炎および肺炎(24)などが報告されている。さらに、播種

性の BCG 感染症を引き起こした場合の予後は極めて不良であり、特に免疫不全

患者や後天性免疫不全症候群 (AIDS) 患者でその傾向が顕著である(25, 26)。

また、現状の臨床検査では BCGの同定が困難であることから、適切な病原体診

断が遅れることが多く、最終的には治療薬投与の遅れがさらに本症の予後を悪

化させる要因になると考えられている(27)。 

これまで、結核菌群 (M. tuberculosis complex: M. tuberculosis, M. 

africanum, M. bovis, M. microti) 同定のゴールドスタンダードは、小川培

地を用いた培養検査後に各種生化学的検査を加える検査法であり、現在でも臨

床の現場で用いられている(28, 29)。しかしながら、この方法では結核菌群の

中で正確な菌種判別ができない上、判定までに 1か月以上を要することが欠点

であった。近年では結核菌培養は自動化され (BACTEC mycobacterial growth 

indicator tube: MGIT 960) 、同定までの時間短縮には成功しているものの、

やはり結核菌群の菌種同定は不可能である(30)。そのため、BCGを含めた正確

な診断を得るためには、ファージ型別検査(31)、高速液体クロマトグラフィー 

(32)、 IS1081 フィンガープリンティング(33)、そして PCR法(34)などが用い

られてきたが、いずれの方法も一定の設備技術を要し、検査室内で容易に実施



5 

 

できる臨床検査としては普及していない。BCGは市中流行の微生物ではなく

BCG投与歴のある患者に感染が限定されており、BCG 投与後にみられた病態に

おいて結核菌群が証明されれば、臨床的には BCG感染症が疑われるものの、医

療科学と言う見地から確定診断と疫学的情報収集は欠かせない。 

従って、簡便かつ迅速に実施可能な BCGの同定法の開発は臨床上の重要な課

題であり、BCGを用いた治療に伴う有害事象を POCT 診断技術として対応できる

検査方法が望まれている。 

BCG は、結核菌 (M. tuberculosis) と比較して染色体遺伝子上に 16の遺伝

子領域に欠失が存在することが報告されている(35)。そのなかでも、詳細な説

明は後述するが、region of difference 1 (RD1) といわれる領域の欠失は BCG

に極めて特異的であり、分子生物学的種同定には最も信頼できる標的遺伝子で

あると考えられている。PCR法を活用した様々な方法でこの欠失を検出し、種

同定を行う検査技術がこれまで報告されてきたが(36-38)、その実用性に問題

が残されていた。 

筆者は、LAMP法とその周辺技術である PURE法に注目し、PURE-LAMP法が喀

痰のみならず様々な組織検体に対しても適応できるのではないかと考えた。本

研究では、1）PURE-LAMP 法が肺外結核症例の診断に対しても有用であるかどう

か検討した。次に 2）BCGを迅速に検出同定する LAMP 法を独自に設計し、臨床
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疑似検体を用い、それを PURE法と組み合わせた際の有用性を検討した。最後

に 3）BCG同定 PURE-LAMP 法を実際の臨床症例に応用し、その有用性を検討し

た。
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第 2章 PURE-LAMP法の肺外結核症例への応用 

 

第 1節 目的 

PURE 法を用いた簡易 DNA抽出キットと一体化された結核菌群診断キットは、

喀痰を試料とした肺結核の診断への有用性が報告されているが、喀痰以外の試

料に対する有効性は検証されていない。本章では PURE-LAMP法結核菌群診断キ

ットの肺外結核診断に対する有用性を臨床例から検討した。 

 

第 2節 方法 

（1）症例（対象） 

 2014年4月から2015年3月の間に防衛医科大学校病院において、BacT/ ALERTⓇ 

three-dimensional microbial detection system (bioMerieux, Nurtingen, 

Germany) を利用した培養法、ならびに Cobas TaqMan MTB test kit (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Germany) を利用した PCR 法で確定診断された肺外結

核患者を対象とし、その残余検体を用いた。 

（2）PURE 法を用いた DNA抽出法 

 組織懸濁液 60 µL または蒸留水を用いて作成した拭い液 100 µL を、

Loopamp® PURE DNA抽出キット (Eiken Chemical, Tokyo, Japan) に付属して
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いる緩衝液 960 µLに混入、攪拌し、ヒートブロックを用いて 100 ℃、5分で

加熱した。その後多孔質吸着体を用い、溶液から 30 µLの DNA抽出液を得た。 

（3）LAMP 法による核酸増幅と判定方法 

 LAMP 法による核酸増幅は Loopamp®結核菌群検出試薬キット (Eiken 

Chemical) の添付文書で推奨されている通り、67 ℃、40分の条件で施行し

た。増幅の判定については、蛍光イルミネーター（ECX-F15.M, Eberhardzell, 

Germany）を用いた紫外線励起（312 nm, 10000 µW/cm2）による蛍光の肉眼的評

価または LA-200濁度計 (Eiken Chemical) を用い、リアルタイムに濁度計測

を行い判定した。 

（4）倫理的な配慮 

本研究計画はヘルシンキ宣言を遵守しており、臨床情報の解析に関しても本

校の倫理委員会の承認を得ている （防衛医科大学校倫理委員会承認番号 

2098）。 

 

第 3節 結果 

（1）患者背景 

 当該期間中に培養ならびに PCR 法で肺外結核と確定診断された患者は 3 例で

あった。3例の臨床情報を表 1に示す。1例目は頸部リンパ節結核と診断された
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フィリピン国籍の患者で（図 3a）、生検リンパ節割面の拭い液を検査に用いた。

2 例目は脊椎カリエスと診断された日本国籍の患者で（図 3b、c）、L5 椎体周囲

に形成された膿瘍の穿刺吸引検体を用いた。3例目は肺門、縦隔リンパ節結核と

診断されたガーナ国籍の患者で（図 3d、e）、超音波気管支鏡下穿刺吸引検体を

用いた。すべての症例において HIV 罹患はなく、肺結核の既往も確認できなか

った。 

（2）結果 

全症例で PURE-LAMP 法による核酸増幅法を用い、40分の増幅反応後には蛍光

の肉眼目視判定で結核菌遺伝子の検出が可能であった。また、症例 2および 3

においては濁度計を用いて陽性と判定できた。検体処理から結果判定までに要

した時間は、90分程度であった。代表的な結果として、症例 2における目視判

定結果および濁度計による判定結果を図 4に示す。 

 

第 4節 小括 

本研究では病変拭い液および膿瘍を用いた PURE-LAMP法により、3症例全例が

肺外結核と診断できたことから、PURE-LAMP法は喀痰以外の検体にも応用が可能

であると考えられた。また、その工程は簡便で、検体処理から結果判定まで 90

分程度で施行可能であり、POCT検査として有用と思われた。 
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第 3章 PURE-LAMP法を用いた BCGを迅速同定する遺伝子検査方法の開発 

 

第 1節 目的 

第 2 章において PURE-LAMP法は喀痰以外の検体においても病原体検出に有用

と考えられた。この PURE-LAMP法を用い、BCGに特異的にみられる RD1の欠失

の検出を行うことで、簡易で迅速に BCGを同定する遺伝子検査の開発が可能と

考え、検討を行った。 

 

第 2節 方法 

（1）BCG 遺伝子の精製 

 BCG 株を小川培地 (Kyokuto Pharmaceutical, Tokyo, Japan) で培養したの

ち、Isoplant キット (Nippon gene, Toyama, Japan) を用いてその添付文書に

従って染色体 DNAを抽出した。精製した DNAは、TE バッファーを用いて最終濃

度が 1.0 fg/µLから 1.0 ng/µLになるように調整した。なお、DNA は実験に使

用するまで-20 ℃で凍結保存した。 

 

（2）プライマー設計と LAMP反応条件の構築 

LAMP 反応に用いるプライマー設計のため、GenBank データベースから RD1領
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域を含む BCGの遺伝子情報 (GenBank accession no. AP010918.1) を抽出し、

他の抗酸菌群の遺伝子情報とともに BLAST検索により相同領域を同定した(図

5)(39)。最終的に、Web 上に公開されている LAMP プライマー設計支援ソフト

である PrimerExplorer 4 を用い(40) 、F1プライマーの 5’末端側が欠失を跨

ぐようにプライマーを設計し、RD1領域の欠失をもつ BCGに対してのみ特異的

に増幅する LAMP反応系を構築した (図 6)。設計したプライマーの塩基配列は

表 2に示した。  

LAMP 反応には、Loopamp DNA Amplification Reagent Kit (Eiken Chemical) 

を用いた。LAMP反応産物の検出には、リアルタイム濁度測定装置 (以下、濁度

計) (Loopamp EXIA, Eiken Chemical) を用いてリアルタイムかつ定量的に

LAMP反応を検出したほか、肉眼目視での定性的判定、ならびに反応産物を蛍光

物質により発色させ、より明瞭な肉眼的定性判定についても検証した。反応液

の組成は、1. DNAサンプル (1 µL)、2. FIP・BIP プライマー (40 pmol)、3. 

F3・B3 プライマー (20 pmol) および 4. Bst DNA polymerase (1 µL) のほ

か、reaction buffer (20 mM Tris-HCl, 10 mM KCl, 8 mM MgSO4, 10 mM 

(NH4)2SO4, 0.1％ Tween 20, 0.8 M betaine, 1.4 mM each dNTP) を添加した。

蛍光発色の際には、さらに蛍光発色試薬 (fluorescent detection reagent, 

Eiken Chemical) を 1 µL添加した。最後に蒸留水を加え、反応溶液を 25 µL
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に調製して LAMP反応を行った。至適反応温度を明らかにするため、LAMP反応

温度は 61 ℃、 62 ℃、 63 ℃、64 ℃でそれぞれ複数回反応させ、最も高感度

に増幅が得られた温度を至適温度とし、最終的に 64 ℃を反応至適温度と決定

した。 

（3）感度の検証 

 上記項目で作成した 1.0 fg/µLから 1.0 ng/µLに段階希釈した BCGの精製

DNA溶液を用い、LAMP 反応の検出感度を解析した。反応は至適温度である

64 ℃で行い、DNAの検出限界濃度を検証した。 

（4）特異性の検証 

 先に設計した LAMP プライマーセットが、BCG以外の病原体 DNA に交差反応し

ないことを確認するため、目的とする配列を含まないグラム陽性菌、陰性菌、

真菌の子嚢菌、担子菌等微生物各科、属から代表的な微生物を 44 種 49株選別

し (表 3)、ナショナル・バイオリソース・プロジェクトの中核拠点である国立

大学法人岐阜大学研究推進・社会連携機構 微生物遺伝資源保存センターより

譲渡を受けた精製 DNA 10 ng/µLを用い、今回設計したプライマーにおける交

差反応を検証した。検証には RD1遺伝子に欠損がみられない結核菌群である M. 

tuberculosis と M. microti を含めた。 

 次に、LAMP反応物が BCG株菌の遺伝子配列に特異的であり、非特異的増幅や
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プライマーダイマーではないことを検証した。LAMP 法の増幅産物によるコンタ

ミネーションを防ぐため、反応後のチューブ開封を要する制限酵素での処理や

電気泳動、塩基配列決定を避け、リアルタイム PCR システムであるライトサイ

クラー (Roche LightCycler LC480 System, Roche Diagnostics) を用いて

LAMP反応を行い、増幅産物の熱解離曲線に基づく解析を行った(12)。反応は

96ウェル・プレートを用い、Tth pyrophosphatase (20 mU/mL) (New England 

Biolabs, MA, USA) と YO-PRO-1 (0.25 µg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) を添加し LAMP反応を行うことで、リアルタイムにインターカレーターで

ある YO-PRO-1の蛍光を定量的に測定することで解析を実施した。反応は 64 ℃

で 60分間行い、BCGの精製遺伝子は 1 ng/反応から 1 fg/反応まで段階希釈し

たものを用いた。最終的に熱解離曲線による解析を行うため、LAMP 反応終了後

に 60 ℃から 80 ℃まで毎秒 0.2 ℃の加熱速度で 96 ウェル・プレートを加熱さ

せながら断続的に蛍光を測定し、ライトサイクラーに付属のソフトウエアを用

いて熱解離曲線を作成した。 

（5）疑似検体を用いた PURE-LAMP法による検出感度の検証 

今回設計した BCG同定のための LAMP 反応について、実際の臨床検体への応

用の可能性を検証するため、菌液から迅速かつ効率的に LAMP反応に使用でき

る純度の DNAが PURE キットにより抽出できるか検討した(41)。このキットに
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よる抽出効率の検証には、MGIT液体培地で培養した BCGの懸濁液を作成し、生

理食塩水及び全血、血清、尿、脳脊髄液 (Biopredic International, Saint-

Gregoire, France) と-80 ℃で保存されていた非結核患者に施行された気管支

肺胞洗浄液の残余検体を用いて、マクファーランド比濁法により菌液濃度を

1.0 × 101 ～ 1.0 × 107 cells/mL に調整した臨床疑似検体を作成した。続

いて、これら菌液 (100 µL) を PURE キット付属の抽出液 (960 µL) に混じ、

100 ℃、10分間加熱処理をした。その後、キット添付の使用説明書に従いその

全量をパッケージングされた高分子吸着体に加え、十分に攪拌したのちフィル

ター抽出し、DNAの粗抽出液を得た。これを各菌種につき 3検体を別個に PURE

法により DNA精製を行い試料とした。得られた DNA 粗抽出液 1 µL を鋳型 DNA

とし、先に検証した蛍光発色 LAMP法での BCG遺伝子の検出感度を検証した 。 

（6）倫理的な配慮 

 この検査で用いた気管支肺胞洗浄液を本研究で用いることについては本校の

倫理委員会の承認を得ている （防衛医科大学校倫理委員会承認番号 2310）。 

 

第 3節 結果 

（1）感度の検証 

濁度計で増幅産物を検出した場合には、30分の反応時間で 1 pg/反応の遺伝
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子まで検出することができた (図 7)。一方、蛍光試薬を添加し、60分の反応

ののち肉眼判定で増幅産物を検出した場合には、10 pg/反応の遺伝子まで検出

することができた (図 8)。 

（2）特異性の検証 

 44種 49株の細菌ならびに真菌に対してはいずれの遺伝子でも今回設計した

LAMP反応において非特異的な増幅はみられなかった。濁度計を用いた実験結果

の一部を図 9に示す。 

 ライトサイクラーでは 1 pg/反応までの DNA濃度で増幅が可能であり(図

10a)、熱解離曲線解析では、全ての DNA濃度においてアニーリングピークを与

える温度は同一であり、この結果から、LAMP反応生成物が均一な特異的増幅産

物であることが示唆された (図 10b)。 

（3）疑似検体を用いた PURE-LAMP法による検出感度の検証 

PURE キットを用いた DNA簡易精製・抽出法と LAMP 法とを組み合わせること

で、生理食塩水を用いて作成した BCG の懸濁液は 1.0 × 103 cells/反応まで

検出できることが明らかとなった。尿、脳脊髄液および気管支肺胞洗浄液を用

いた臨床疑似検体に対しても同等の結果を得られたが、血清を用いた疑似検体

では、この菌数においては、3検体中 1検体が陰性となった。また、全血の混

入した疑似検体に関しては、生食を用いて 2割に希釈した検体は同等の菌数の
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BCGを検知できたが、4割希釈の検体から検出感度が低下し始め、希釈率が低

まるに従ってさらに検出感度は低下し、希釈のない全血においては 1.0 × 106 

cells/反応の検出同定も不可能であった（表 4）。 

 

第 4節 小括 

本研究では、BCGで極めて特徴的にみられる RD1 遺伝子の欠失を含む配列を

認識し、特異的に検出可能な LAMP反応系を独自に構築した。さらに細菌、BCG

を除く抗酸菌、真菌に交差反応を認めないことを 44 種 49株の微生物検体で確

認したほか、増幅産物が BCG配列特異的であることを検証した。この検出系の

開発により、BCGの迅速な同定と治療導入が可能となるだけでなく、LAMP法に

より遺伝子欠失の有無を判定できる可能性を明らかにした。さらに、PUREキッ

トを組み合わせた場合にも、臨床疑似検体において BCGを検出同定することが

可能で、検体処理から遺伝子同定まで迅速かつ簡易的に検査が実施可能である

ことを明らかにした。 
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第 4章 BCG同定 PURE-LAMP法の臨床症例への応用 

 

第 1節 目的 

第 3 章において構築した BCG同定 PURE-LAMP法は臨床検体への応用が可能と

考えられた。そこで著者は、この PURE-LAMP法を実際に BCG感染症症例へ臨床

応用することを試みた。  

 

第 2節 方法 

（1）症例 

   防衛医科大学校病院において、膀胱癌に対し BCG 膀胱注入療法を受けた後、

BCG尿路感染症を発症した患者を対象とし、その残余尿検体を用いて研究を行っ

た。 

（2）PURE 法を用いた DNA抽出法 

 患者随時尿 10 mLから尿沈渣を作成した後、PURE キット (Eiken Chemical)

に付属の 960 µLの緩衝液に攪拌し、ヒートブロックを用いて、100 ℃、5分で

加熱した。その後多孔質吸着体を用い溶液から 1 µLの DNA抽出液を得た。 

（3）LAMP 法による核酸増幅と判定方法 

 LAMP 法による核酸増幅は第 3章の通り 64 ℃の条件で実施した。増幅の有無
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については、蛍光発色させて、肉眼で判定を行った。 

（4）倫理的な配慮 

本研究計画はヘルシンキ宣言を遵守しており、臨床情報の解析に関しても本

校の倫理委員会の承認を得ている（防衛医科大学校倫理委員会承認番号 

2246）。 

 

第 3節 結果 

(1) 症例 

 患者は 76歳の男性。膀胱癌に対し、防衛医科大学校病院泌尿器科で経尿道

的切除術を施行された。病理組織学的診断は尿路上皮癌 pT1および上皮内癌で

あった。術後、外来にて、BCG（Tokyo 172 strain）80 mgの膀胱内注入療法

を、週 1回、8週間施行された。その 2年後に、血尿、頻尿、排尿時痛が出現

し、尿検査で結核菌に対する PCR法が陽性であったため、尿路結核の疑いで当

科を紹介された。 

(2) 結果 

 PURE-LAMP法により尿検体から BCG の同定が直接可能であった。検体の処理か

ら判定までに要した時間は、1時間以内であった。イソニアジドとリファンピシ

ンによる治療経過において、経時的に BCG遺伝子の有無をモニターしたところ、
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治療開始前から治療開始後 30日まで BCGの同定、検出が可能であった （図 11）。

LAMP 法の検出感度は PCR 法と同等程度であり、実用化の可能性を有することが

示された。患者は治療開始から 30 日で自覚症状が改善し、60 日で LAMP 法及び

PCR 法が陰性となり、2 剤を計 180 日投与して治療を終了した。その後、BCG 感

染症の再発を認めていない。 

 

第 4節 小括 

 BCG 尿路感染症患者から採取した随時尿 10 mLから PURE法により DNA溶液を

簡易精製したのち、LAMP 法により BCG を検出同定することが可能であった。こ

の LAMP 法では臨床検体の処理から判定までが 1時間以内に実施可能であり、今

後同様の症例は速やかに BCG 感染症と確定診断し、適切に治療を開始すること

ができるものと考えられた(42)。 
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第 5章 考察 

 本研究により 2つの目的に対する PURE-LAMP法の有用性が検討できた。すな

わち 1 つは肺外結核への診断応用、2つ目は BCGの検出同定法の開発である。 

 肺外結核は鑑別診断が悪性腫瘍や様々な感染症など多岐にわたり、診断が困

難な疾患である。また、本邦における肺外結核患者数は 2012年で 7125人、

2015年で 6241人と低下傾向にあるが、全結核症例に対する割合は 2012年で

33.4％、2015年で 34.1％を占めている(43)。また、他の先進国においては、

むしろ全結核症例に対しての肺外結核患者数の割合が増加していることも報告

されており(44-46)、注意が必要な疾患である。診断は針吸引生検や切除検体

を塗抹、培養、病理検査することによってなされるが、塗抹検査による感受性

は 0～77.8％、培養検査では 8～80％、PCR法では 33～94.6％とされ(47, 

48)、PCR 法を組み合わせることで感度を上げることができると報告されている

が(49)、それには PCR が実施できる設備が必要である。肺結核に対する LAMP

法の感度は、塗抹及び培養陽性の喀痰検体では 98.2％、塗抹陰性培養陽性の喀

痰検体では 55.6％とされており(8)、PCR法と同等の結果が得られており

(50)、肺外結核診断においても LAMP 法は PCR法に代替できる可能性があると

思われた。また、LAMP 法にも検出限界がみられるものの、本研究では塗抹陰性

の 2つの検体でも LAMP 法により結核菌検出が可能であったことに加え、さら



21 

 

には検体処理から判定まで 90分で実施できるという利点があげられ、設備の

乏しい環境はもとより、設備の整っている先進国においても PURE-LAMP法のよ

うな POCT 診断技術の開発、臨床応用は有益と思われる。実際に LAMP 法が POCT

検査として成果を上げている報告としてはエボラウイルス病がある。エボラウ

イルス病は治療的アプローチ開始の観点から、6時間から 3日までの間に診断

することが望ましいとされているが、既存の ELISA 法や RT-PCR法では発症か

ら診断までに 3日から 10日を要しており、POCT診断技術の開発が望まれてい

た(51)。長崎大学が開発したエボラウイルス病に対する RT-LAMP法はポータブ

ルデバイスと組み合わせることで、15分でエボラウイルス病を診断が可能で、

感度・特異度はともに 100％であり、エボラウイルス病に対する POCT 検査とし

て活用が期待されている(52) 。 

 BCG の検出同定法においては、分離培養した BCG から精製した DNA 溶液では

濁度計もしくはライトサイクラーを用いた場合 1 pg/反応まで、蛍光を用いた

肉眼判定では 10 pg/反応までの検出が可能であった。既報告では M.bovisの

DNAに対する PCR法の検出感度は 10 pg、16S ｒRNA を標的とした LAMPでは 1 

pgとされており(53)、本研究の結果はそれと同程度の感度を有するものと思わ

れた。また、LAMP法は PCR法と比べて反応阻害物質のコンタミネーションに強

く(13)、PURE法との組み合わせが可能である。PURE 法と組み合わせた場合で
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も、本反応系は 1000 個の BCGを検出でき、BCG分離培養株を同定するには十分

な感度を有していることに加え、臨床検体に対して直接 PURE-LAMP を実施でき

る可能性がある。尿、気管支肺胞洗浄液、脳脊髄液から作成した疑似検体なら

びに患者の尿沈渣から PURE-LAMP法で BCGを直接検出同定することが可能であ

ったが、血清および全血の混入した疑似検体での感度が低下、もしくは検出不

能となったことから、臨床検体への直接応用については手法の改善など、今後

も慎重な検討が必要と思われた。 

 核酸増幅法において試料を精製するうえで、その阻害物質に注意が必要であ

る。核酸増幅阻害物質が妨げとなる機序として、直接的な DNAへの作用、DNA

ポリメラーゼやマグネシウムへの作用、細胞溶解の処置への作用(54)があげら

れる。PCR法での検討において、核酸増幅阻害物質として胆汁(55)、多糖類

(56)、コラーゲン(57)、ミオグロビン(58)、メラニン(59)、蛋白分解酵素(60, 

61)、カルシウム(61)、尿(62)のほか、本研究でも阻害作用を認めた全血(63)

および血清(64)が報告され、全血や血清に含まれる IgG(64)、ヘモグロビンや

ラクトフェリン(65)がその主要な阻害因子とされている。IgGは一本鎖 DNAに

作用することで、ヘモグロビンおよびラクトフェリンは鉄イオンを介して DNA

合成に作用することで核酸増幅を阻害する。そのため、DNA精製の過程で、こ

れらの阻害物質をいかに除去するかが核酸増幅法の実施において重要である。
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LAMP法はこれらの阻害物質に対する抵抗性を有することからも注目され、阻害

物質の混入を防げない簡易な DNA抽出法でも遺伝子増幅に問題が無いことが期

待されたが、その検出感度は鋳型 DNA の抽出精製効率に影響されることには

PCR法と同じく変わりがない。血液の混入した試料から PURE-LAMP 法により

BCGを検出可能にするには、PURE法を行う前に反応阻害物質を除去することに

より、細菌由来の DNA の抽出精製効率を上げる方法が挙げられる。近年、直接

血液から血流感染を診断する PCR法に対して開発された阻害物質を除去する方

法としては、MolYsisTM (Molzym GmbH, Bremen, Germany) (66)および Polaris 

(Biocartis N.V., Mechelen, Belgium) (67)が報告されている。MolYsis は、

カオトロピック剤及び界面活性剤を用いて、哺乳類細胞を選択的に溶解させ、

カオトロピック剤や界面活性剤に影響されない DNase を用いヒト由来 DNAを消

化し病原体成分だけを残すことができる。Polaris はヒト由来の細胞とその

DNAを化学的に劣化させる。このような手法を PURE-LAMP法に組み合わせるこ

とが、血液検体および血液が混入した試料からの BCG 検出感度を改善させる可

能性があるが、このように精密な核酸抽出手法を組み合わせると、簡便性とい

う PURE-LAMP法の利点を損なうことが懸念される。一方、このような手法は以

下に述べる BCG血流感染のように重篤で、迅速な診断が望まれる症例への適応

が期待される。 
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 BCG 膀胱内注入療法を施行され、BCG 尿路感染症を発症した症例において

は、BCG 投与後から発症まで 2年間が経過している。BCG投与後に BCG感染症

を発症した 8例と既報告 33例について報告した文献では、1時間以内から 3か

月以内に発症した早期発症例 25例と 1年以上かけて発症した晩期発症例 16例

に分けて患者の特徴が検討されている(68)。早期発症例は発熱などの全身症状

を伴い、ほとんどが肺や肝臓および血流感染で発症し、発症のメカニズムとし

ては投与時の血行性散布と過敏症の病態関与が考えられている。一方、晩期発

症例のうち 12例は局所感染で発症しており、その内訳は尿路感染症 5例、血

管の感染 4例、脊椎感染 2例、胸壁感染 1例であった。この晩期発症には BCG

感染が成立した部位において BCGが再活性化する病態が考えられるが、本症例

の特徴もこの晩期発症者のそれに合致している。臨床疑似検体を用いた BCG同

定検出 PURE-LAMP法の検出感度の検討において、尿による感度の低下は見られ

ておらず、このような晩期発症の BCG 尿路感染症の診断に対して有用であるこ

とが期待される。 

 また、BCGは内因性に抗結核薬であるピラジナミドに耐性を有しており

(69)、BCG感染症の治療としてはピラジナミドを除いたイソニアジドとリファ

ンピシンの 2剤を中心とする多剤併用療法が行われるが、M. tuberculosis 感

染症との鑑別ができない場合にはピラジナミドも投与されることがある。しか
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し、BCG 感染症早期発症者の半数においてはトランスアミナーゼの上昇を認め

ており(68)、さらに結核治療においてベースラインのトランスアミナーゼの上

昇はピラジナミドによる重篤な肝障害の危険因子となることも報告されている

(70)。BCG同定 PURE-LAMP法により血流感染など早期発症 BCG感染症の迅速な

診断が可能となれば、有害事象を引き起こし得るピラジナミド投与を回避する

ことで、重篤な肝障害の発生を防ぐことができると考えられた。 

 また、本研究で筆者が開発した BCG 同定 LAMP法は、単に標的遺伝子を増幅

しているだけでなく、遺伝子の欠失を検出しているという意味も有している。

このような可能性を追究し、今後、同様の手法を利用して遺伝子領域の挿入、

欠失、一塩基多型などの差異を検出する、より高精度な LAMP法による性質診

断法の開発が期待できるのではないかと考えられた。 
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第 6章 結論 

1. 肺外結核の診断に PURE-LAMP法は有用であり、喀痰以外の検体に対しても

PURE-LAMP法は適応が可能と考えられた。 

2. BCG を他の結核菌群と鑑別同定するための LAMP 法を開発することに成功し

た。同法は 1～10 pgの BCG DNA 検出感度を有しており、特異性も高く、結

核菌群を含めたほかの細菌、真菌に対して交差反応を認めなかった。ま

た、PURE法と組み合わせた場合でも、各種臨床疑似検体に対して 1.0×103 

cells/反応までの感度で BCGの検出同定が可能であった。 

3. BCG 同定 PURE-LAMP 法を臨床検体に直接応用できる可能性が示された。 
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図 1：LAMP法の原理概略図 

 

標的遺伝子の 6領域に合わせ、4種のプライマーを作成する。 

また、ダンベル構造の 5’末端側のループの 1本鎖部分（B1領域と B2領域の

間あるいは F1領域と F2領域の間）に相補的な配列を持つループプライマー

（それぞれループプライマーB、ループプライマーF）を用いることにより、

DNA合成の起点を増やすことが可能となる。 

 

① 2 本鎖 DNA が動的平衡状態となる温度では、いずれかのプライマーが相補

的領域にアニールし、そこから伸展するため 1本鎖 DNA となる。そのため LAMP

法は PCR 法のように 1 本鎖に熱変性する過程を要さない。以下は FIP がまず結

合するものとして説明する。 

② FIP の F2領域の 3’末端を起点として鋳型 DNAと相補的な DNA 鎖が合成さ

れる。 

③ FIP の外側に F3 プライマーがアニールし、その 3’末端を起点として、先

に合成されている FIP からの DNA鎖を剥がしながら DNA鎖が伸長する。 

④ F3 プライマーから合成された DNA 鎖と鋳型 DNA が 2本鎖となる（青矢

印）。F3 プライマーからの DNA伸展によって剥がされた先に合成された DNA

鎖は、1本鎖 DNAとなる。この DNA鎖は、5’末端側に相補的な領域 F1c、F1

を持つため、自己アニールを起こしてループを形成する（赤矢印）。 

⑤ BIP の B2領域の 3’末端を起点として鋳型 DNAと相補的な DNA 鎖が合成さ

れる。 

二本鎖 DNA プライマー 
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⑥ BIP の外側に B3プライマーがアニールし DNA鎖が伸長し、B3プライマー

から DNA 鎖と鋳型 DNA が 2本鎖となる（青矢印）。BF3 プライマーからの DNA

伸長によって剥がされた DNA鎖は、1本鎖 DNAとなる（赤矢印）。 

⑦ 剥がされた DNA鎖は両端で自己アニールし、増幅の起点となるダンベル構

造となる。 

⑧ ダンベル構造では自己アニールした F1領域から DNA伸長が起こる。ま

た、F2c領域は一本鎖であるため FIP がアニールでき、アニールすると F2末

端から DNA伸長が起こる。 

⑨ FIP からの進展によって一本鎖となった F1領域から伸長した DNA は、FIP

によって伸長した DNA 鎖をはがす。はがれた DNA鎖は⑦と相補的な配列を持

つダンベル構造となり、新たな起点となる（青矢印）。B2c領域は一本鎖であ

るため BIPがアニールでき、アニールすると B2領域から DNA伸長が起こる。

以後同様の DNA伸長が新たな起点を作りながら進んでいく。 

⑩ また、ループプライマーFはダンベル構造の F1 領域と F2領域の間、ルー

ププライマーBは B1領域と B2領域の間にアニールすることにより、すべての

ループが増幅の起点となることで、増幅時間を短縮させることが可能であ

る。 
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図 2：PURE DNA抽出キットとその原理の概略図 

 

1. 検体を検体処理チューブに添加し、煮沸する。チューブ中の抽出試薬

が、検体中に含まれる細菌及びウイルスを破砕することにより、核酸

が溶液中に遊離する。 

2. 1.の溶液を、吸着剤チューブ中の多孔質体と混合することにより、検

体中に含まれる核酸増幅反応の阻害物質等が除去される。 

3. 2.の混合物を、滴下注入キャップ中のメンブレンフィルターに通すこ

とにより、核酸溶液のみが抽出される。 

  

Step 1. 検体の溶解 

煮沸 
検体処理チューブ 

  

Step 2. 多孔質吸着体処理 

LAMP 法へ 

検体 煮沸処理後検体 

吸着材チューブ 

Step 3. 抽出 
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図 3：対象患者における画像所見 

(a) 症例 1：頸部造影 CTでは周囲にのみ造影効果を伴う複数の腫大したリンパ

節を認めた（矢頭）。 

 

(b) 症例 2：腰椎 MRI の T2強調像で L4/5の椎間板ならびに L5椎体周囲に高信

号領域を認めた（矢頭）。 

(c) 症例 2：拡散強調像では同領域に拡散制限を認め（矢頭）、膿瘍形成が示唆

された。 

 

(d) 症例 3：胸部エックス線写真では左肺門部の腫脹を認めた（矢頭）。肺野に

は陰影を認めなかった。 

(e) 症例 3：胸部造影 CTでは内部不均一に造影効果を伴う縦隔（矢印）および

左肺門部の腫大したリンパ節（矢頭）を認めた。  

a 

 

 

b 

c 

e 

 

d 

 

症例 1 症例 2 

症例 3 
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図 4：肺外結核患者症例 2における LAMP法判定結果 

(a) 目視による判定結果  

 40分後の反応後に、陽性コントロール及び患者検体において LAMP 陽性と判定

した。 

(b) 濁度による判定結果 

 陽性コントロールおよび患者検体において反応開始 15分程度から濁度上昇を

認め、LAMP陽性と判定した。 
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図 5：BCG を含む各種抗酸菌群における、9500塩基の RD1遺伝子近傍の塩基配列

の相同性と LAMP 法実施プライマー領域。BCG に特異的に RD1 遺伝子の欠失がみ

られ、M. tuberculosis、 M. bovis そして M. microti では、ボックスで囲ん

だ RD1 遺伝子が存在することを示している。配列の下に示す下線は、プライマ

ー設計に用いた F1、F2、F3領域と、B1、B2、B3領域に相補的な配列である B1c、

B2c、B3c 領域、およびループプライマーF および B がアニールする領域を LF、

LBとした 8領域を示している。FIPは F2領域を 3’末端側に持ち、5’末端側に

F1領域と相補的な配列である F1cの配列を持つように設計した。BIP は B2領域

を 3’末端側に持ち、5’末端側に B1c 領域と同じ配列を持つように設計した。

F3 プライマーとループプライマーB は図の F3 および LB の領域の配列、B3 プラ

イマーとループプライマーF は図の B3c および LF の領域と相補的な配列を持つ

ように設計した。F3から B3c が、また F1自体が欠失する RD1遺伝子領域を跨ぐ

ようプライマーを設計し、BCG特異的に増幅する系を構築した。 

*： 結核菌群で共通の塩基配列を示す。  
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図 6：RD1領域の欠失特異的に増幅するプライマーの設計図 

 

1：F1 から B3cの設計領域全体が M. bovis BCGに欠失する RD１領域を跨ぐ。 

2：F1 プライマーの設計領域も M. bovis BCGに欠失する RD１領域を跨ぐ。 

 

プライマー設計は通常 F2領域の外側～B2領域の外側までの距離は 120～180塩

基、F2 と F3領域間、B2と B3領域間は 0～20塩基程度が目安であるが、この

プライマーの設計領域が跨いでいる RD1領域は 9500 塩基の長さを有してい

る。このため、RD1領域が存在する場合には遺伝子増幅は起こらない。またこ

れに加えて、RD1領域が保たれている場合には F1プライマーがアニーリングを

起こさないように設計を工夫し、RD1 領域欠失の場合にのみ特異的に遺伝子増

幅が起こるように設定した。 
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図 7：精製 BCG DNAに対する濁度計を用いた LAMP反応の検出感度の検証。1 

pg/反応まで遺伝子の増幅を検知できた。  
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図 8：精製 BCG DNAに対する蛍光目視判定を用いた LAMP反応の検出感度の検証。

60分の反応後の結果。濁度計より検出感度が低下し、10 pg/反応まで遺伝子の

増幅を検知できた。NC, negative control. 
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図 9：濁度計による交差反応の検証。44種 49株の微生物のうち、結核菌群であ

る M.tuberculosis および M. microti を含む細菌、抗酸菌、真菌から代表的な

12種の結果を示す。各微生物および陽性コントロール（BCG）については精製 DNA 

10 ng/µL を、陰性コントロールには蒸留水を用いた。30分の反応で、陽性コン

トロールのみ濁度の上昇を認めている。44種 49株の微生物に対して同様の結果

が得られ、設計した LAMP 反応において交差反応がみられないことを確認した。 
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図 10：精製 BCG DNA に対するライトサイクラーを用いたリアルタイム LAMP法の

結果。(a) 検出感度を検証し、精製 BCG DNA 1 pg/反応まで遺伝子増幅を検知で

きた。(b) 熱解離曲線を用い LAMP増幅産物の特異性を検証した。いずれの濃度

における増幅産物も、アニーリングピークを 91 ℃とする熱解離曲線を示し、反

応が非特異的もしくはプライマーダイマーではないことが示唆された。 
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図 11：対象症例の臨床経過と BCG尿路感染症に対する PURE-LAMP 反応の結果。 

随時尿 10 mLの尿沈渣を PURE法で簡易精製したのち、LAMP法による核酸増幅を

蛍光目視で判定し、BCG を検出同定することが可能であった。経時的には治療開

始前から、イソニアジドとリファンピシンによる治療開始後 30日まで BCGの同

定、検出が可能であった。イソニアジドとリファンピシンによる治療開始から 30

日で自覚症状の改善を認め、60日で LAMP法及び PCR 法が陰性となった。2剤を

計 180 日投与し治療を終了した。 
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*EBUS-TBNA; endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle 

aspiration 

+, 病原体陽性 

-, 同陰性 

 

 

表 1：患者背景と各種検査結果 

3症例が対象となり、いずれも LAMP 法により肺外結核と診断しえた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

番号 年齢（国籍） 診断 検体 塗抹 培養 PCR LAMP 

1 
41 

（フィリピン） 
結核性リンパ節炎 頸部リンパ節割面拭い液 + + + + 

2 
84 

（日本） 
脊椎カリエス 

L5椎体周囲膿瘍の 

経皮穿刺吸引検体  
- + + + 

3 
23 

（ガーナ） 
結核性リンパ節炎 

縦隔リンパ節穿刺吸引

(EBUS-TBNA*)検体 
- + + + 
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表 2：設計した LAMPプライマーの塩基配列 

F3 および B3: アウタープライマー, FIP 及び BIP: インナープライマー, LF 

および LB: ループプライマー 

 
＊FIP は F2領域を 3’末端側に持ち、5’末端側に F1 領域と相補的な配列である

F1cの配列を持つように設計した。 

 
＊＊BIP は B2 領域を 3’末端側に持ち、5’末端側に B1 領域と相補的な配列であ

る B1c 領域と同じ配列を持つように設計した。 

 

 

プライマー 塩基配列 (5′ - 3′) 塩基長 

F3 GCTACGCTCGCGTTCG 16 

B3 ATGCCGGAGGCCAACC 16 

FIP＊ ATCCGGGCGGCTGGATGTGTGGTGGAGCGGATTTGACG 38 

BIP＊＊ AGCATCTGTCTGGCATAGCTGCATCTGGCGGTTTGGGGAG 40 

LF CGTCGACCAGAAGCACGA 18 

LB CCGTCGGCCTGGTAATACT 19 
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表 3：LAMP反応の特異性検証に用いた菌株 

表で示す 44種 49株のグラム陽性菌、陰性菌、真菌の子嚢菌、担子菌等微生物各

科、属から代表的な微生物の DNA溶液 10 ng/mL を特異性の検証に用い、すべて

の微生物において交差反応を認めなかった。 

 
*GTC, Gifu type culture: 岐阜大学微生物遺伝資源保存センター管理番号 
**IFM, Institute of Food Microbiology: 千葉大学真菌医学研究センター管理

番号 

***CI, 臨床分離株 

  

細菌 (GTC* 番号： 菌名) 真菌 (IFM** 番号： 菌名) 

CI*** Mycobacterium tuberculosis 4924 Aspergillus fumigatus 

12853  microti 41398  niger 

00614  kansasii 5366  flavus 

00603  avium 5505 Cryptococcus neoformans 

00612  gordonae 61880  gattii 

00613  intracellulare 4949 Candida albicans 

00616  marinum 5489  glabrata 

15340  chelonae 5462  krusei 

15378  fortuitum 5464  parapsilosis 

15673  scrofulaceum 5446  tropicalis 

00980 Streptococcus pneumoniae 40507 Mucor circinelloides 

01524 Staphylococcus aureus 40515 Rhizopus oryzae 

15087 Klebsiella pneumoniae 0138 Nocardia farcinica 

03814 Haemophilus influenza 55089 Spirotrichum purpureum 

03941  influenza 49269 Basidiobolus  meristosporus  

10424  influenza 5279 Trichophyton  violaceum 

10426  influenza 40746 Epidermophyton  floccosum 

14643 Acinetobactor baumanii 41980 Microsporum  ferrugineum 

00745 Legionella pneumophila 4805 Cladosporium  carrionii 

3p0017 Burkholderia  pseudomallei 40081 Malassezia  furfur 

3p0025  pseudomallei 46458 Madurella  mycetomi 

3p0056  pseudomallei 4856 Fonsecaea  pedrosoi 

03411 Escherichia coli 40732 Trichophyton  rubrum 

13866 Pseudomonas aeruginosa CI*** Pneumocystis jirovecii 

14757 Proteus mirabilis    
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NC： 陰性コントロール（PUREキットを介さず蒸留水を添加した） 

 

表 4：各種 BCG疑似検体における反応結果 

各条件 3検体で反応を行い、結果を陽性数/3として表に示す。生理食塩水を用

いて作成した BCGの懸濁液は 1.0 × 103 cells/反応まで検出できた。尿、脳

脊髄液および気管支肺胞洗浄液を用いた臨床疑似検体に対しても同等の結果を

得られた。血清を用いた疑似検体では、この菌数においては、3検体中 1検体

が陰性となった。全血の混入した疑似検体に関しては、4割希釈の検体から検

出感度が低下し始め、希釈率が低まるに従ってさらに検出感度は低下し、希釈

のない全血においては 1.0 × 106 cells/反応の検出同定も不可能であった。 

試料 
作成した BCG懸濁液の濃度 (菌数 cells/反応) 

NC 100 101 102 103 104 105 106 

生食 100 µL 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

生食 80 µL/全血 20 µL 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

生食 60 µL/全血 40 µL 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 3/3 3/3 

生食 40 µL/全血 60 µL 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 3/3 3/3 

生食 20 µL/全血 80 µL 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 3/3 

全血 100 µL 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 

血清 100 µL 0/3 0/3 0/3 0/3 2/3 3/3 3/3 3/3 

尿   100 µL 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

脳脊髄液  100 µL 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

気管支肺胞洗浄液 100 µL 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3 


