
はじめに

感染症は他の疾患と異なり，原因微生物が伝播

していくという特殊性を有しているため，単に一

個人の疾患にとどまらず，病室，病棟あるいは病

院全体，さらに地域全体にまで感染が拡大し，広

範囲にその影響が及ぶという可能性を持っている．

これは，まさに患者にとっても，医療従事者にとっ

ても，また医療経済からみても望ましいものでは

ない．そのため，発症予防や早期診断，治療・患

者管理など一連の感染症対策を系統的に行ってい

くことが求められている１,２）．

日本においては，1990年代からメチシリン耐

性黄色ブドウ球菌（MRSA）が世界に類がない

程高頻度で検出され，しかも高い死亡率がマスメ

ディアで取り上げられた3）．その後も相次いで様々

な細菌による病院感染事例が報道され，今や病院

感染が慢性的なものとして定着した感もある2）．

今日においても日本の病院感染の原因菌はMRS

Aが最も頻度が高いが，これに対し，最近数年間

にわが国でセラチア菌による特異な集団病院感染

事例が大阪府，愛知県，東京都，横浜市で連続し

て発生している3）．

セラチア菌Serratiamarcescens（霊菌）は，

元来病原性も弱く日和見感染菌として位置付けら

れていた4）．本菌は，腸内細菌科に属するグラム

陰性の短杆菌で，水，土壤，食品，塵埃，動物腸

管など自然界に広く分布している．セラチア属は

8菌種に細分され，臨床検体から分離されるのは

Serratiamarcescensが約90％以上を占め，つい

でS.liquefaciensとされている5）．本菌は，水に

不溶の赤い色素prodigiosinを産生するのが特徴
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要 旨

環境汚染菌の代表的存在であり，今後病院感染起炎菌としても重要と考えられているセラチア

菌ではあるが，遺伝子迅速検出法の研究は少ない.このことから，Loop-mediatedisothermal

amplification（LAMP）法による迅速検出法の確立を試みた.プライマー設計支援ソフトにより，

４種のプライマーを設計しLAMP法に応用したところ，DNA増幅は，セラチア菌８株に対して

のみ認め，他４菌種（大腸菌，クレブシエラ，緑膿菌，黄色ブドウ球菌）では認められなかった.

このことから，今回設計したプライマーの菌種特異性は高いことが確認された.セラチア菌液を

種々希釈し，検出感度および検出時間を従来のPCR法を比較したところ，LAMP法が感度の点

でほぼ100倍高く，かつ検出に要する時間もおよそ90分短いことが明らかにされた.これらの結

果から，今回初めて開発されたセラチア菌検出用LAMP法キットは，検出特異性，感度，迅速

性の点からも，臨床細菌学，感染看護の分野に有用であると考えられた.
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であるが，最近は病原性が強いとされる色素非産

生株が多い傾向にあると言われている6，7）．栄養

要求性に乏しく，水分さえあれば比較的低温でも

増殖するため，水回りや湿気のあるところから多

く検出されている6－11）．また，タイルの目地が薄

いピンク色に見えたら確実に見つかるといわれて

いる12）．これらは，病院などで日常的に見られ，

使用頻度も高い部署あるいは物品であることは注

目すべきことである．

セラチアはMRSAと同じく接触感染で伝播し，

菌陽性者や清潔でない病院環境から，スタッフの

手や器具を介して感染する．本菌による感染症と

して，尿路感染症，呼吸器感染症，敗血症，創傷

感染，髄膜炎，眼感染症などがあげられる4,7,8）．

その中で特に多く見られるのは尿路感染で，抗生

物質使用後および尿路カテーテル使用後に多発す

る．また，菌血症も静脈カテーテル，腹腔カテー

テル使用後，火傷後などで起り6），血流感染起炎

菌として重要性は増している．

病院感染の感染源，感染経路を調べる方法とし

て病原体の遺伝子塩基配列の相違識別に基づく分

子疫学的手法は，強力な武器となっていることが

明らかであり，Polymerasechainreaction（PCR）

法はその中心的役割を担ってきた12）．しかし感染

源，感染経路を調べるといういわば後ろ向きの調

査に対して，現在まさに起きているアウトブレイ

クの起炎菌を把握することは，前向き調査として

必要不可欠であると考えられる．そのためには，

迅速性を備えた調査法の開発が期待されていた．

このような中で，2000年に納富らによって新し

い遺伝子増幅法としてLoop－mediatedisother

malamplification（LAMP）法13） が報告された．

その後，この方法の優れた迅速性，特異性，簡便

性が立証され，現在では，SARSコロナウイルス，

レジオネラ菌，サルモネラ菌，腸管出血性大腸菌，

ベロ毒素，大腸菌O-157などを検出するキットが

開発されている14）．しかし，院内感染の原因菌と

して近年注目されているセラチア菌に関してはま

だ開発されていない．

このような背景のもと，本研究ではセラチア菌

を対象として，LAMP法迅速検出キットの開発

を試み，従来からのPCR法と比較検討した．

材料と方法

１．供試菌とその培養

セラチア菌は，新潟大学農学部仲川洋治先生，

及び同大学医学部保健学科寺尾通徳先生より分与

を受けた臨床材料由来の色素産生株4株と色素非

産生株4株の計8株を用いた．セラチア菌以外で

は，グラム陰性菌として大腸菌（ATCC3630），

緑膿菌（ATCC27853）とクレブシエラ（TMPU―

K12），またグラム陽性菌として黄色ブドウ球菌

（ATCC25923）とMRSA（TMPU３７）を用い

た．これらの菌株は，ミューラー・ヒントン・ブ

ロース（MHB，DIFCO）を液体培地として使用

し，３７℃で一晩培養して使用した．得られた新

鮮培養液の一部は，その１μｌに80％グリセロー

ル250μｌを加え－80℃で凍結保存した．

２．菌からのDNA抽出

液体培地を用い，３７℃で一晩培養した菌液を

TE緩衝液（TEB:10mM Tris-HCl,1mM EDT

A,pH8.0）を用いて適宜希釈した．これらを95℃，

５分間の加熱処理後，氷冷して，12,000ｒｐｍ，

４℃，１０分間の遠心した．得られた上清１μｌ

をDNA溶液として下記に示したLAMP法ある

いはPCR法に用いた ．

３．LAMP法 13）

LAMP法プライマー設計支援ソフトを用いて，

4種類のプライマー，FIP，BIP，F3およびB3

を設計した．このうち，F3とB3は，増幅させる

標的遺伝子領域の両外側端領域より設計された

outerprimerである．FIPは，F3より内側領域

であるF1とF2領域，またBIPは，B3より内側

領域である B1と B2領域から設計された

innerprimerである．氷上で，エッペンドルフ

チューブに抽出された菌DNA，４種プライマー，

鎖置換型DNA合成酵素，2×反応混合液に蒸留

水を加え計 25μlとし，Loopampリアルタイム

濁度測定装置 RT-160C（栄研化学）にて，63℃

の一定反応温度でDNA増幅を行った．増幅産物

の経時的変化を，同装置により副産物として生じ

るピロリン酸マグネシウムによる白濁を吸光度グ
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ラフとしてリアルタイムに観察し，最終的には肉

眼的にも白濁の有無を確認した．

感度試験においては，セラチア菌懸濁液を

TEBを用いて6colonyformingunit（cfu）/

test～6×104 cfu/testの5段階の10倍希釈系列

を作製し，それぞれの希釈菌液よりDNAを抽出

しその１μlをLAMP法に用いた．

特異性試験においては，セラチア菌懸濁液は約

6×103cfu/testに希釈し，セラチア菌以外の菌の

菌懸濁液は，約6×105 cfu/testとしてDNA溶

液を作製し検体として用いた．

４．PCR法

全ての菌から抽出したDNAを用いてPCR反

応を行った．PCR法に用いたセラチア菌遺伝子

特異的プライマーは，既報に基づき設定した 15-18）．

PCRの条件は，初回のみ94℃，5分の熱変性

を行い，続けて変性94℃，30秒，アニーリング

55℃，30秒，伸長72℃，１分を25サイクル行い，

72℃，7分の後，4℃で保存した．反応終了後，

サンプル10μｌを2％アガロースゲルにて電気泳

動（100V，50分）し，エチジウムブロマイド染

色後トランスイルミネ－タ－で増幅産物のバンド

を確認し，写真撮影した 18）．

結 果

１．LAMP法とPCR法の比較

１）測定時間

抽出DNAの前処理に，いずれの菌あるいはサ

ンプルにおいても約30分を必要とした．LAMP

法とPCR法の測定時間を比較するために，セラ

チア菌液をTEBで約6×103cfu/testに希釈後抽

出したDNAを用い増幅反応をLAMP法とPCR

法で行った．その結果，LAMP法では約60分以

内に増幅産物であるピロリン酸マグネシウムの白

濁を検出することができた．PCR法においては，

反応時間に約100分，電気泳動に約50分，さら

に反応の確認には，紫外線下でみる必要があり，

特異的な増幅バンドを確認するのに約150分必要

とした．その結果，遺伝子増幅を確認するまでの

全過程において，LAMP法では約90分，PCR法

では約180分を必要とし，LAMP法が90分短い

という結果を得た．両法の時間的比較を図１に示

した．
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図１ LAMP法とPCR法の検出時間の比較

図２ 設計プライマーのセラチア菌DNA検出特異性の検討 ～LAMP法～
S：セラチア菌供試８株
Others：黄色ブドウ球菌、大腸菌、クレブシエラ、緑農菌、MRSA



２）設計プライマーのセラチア菌に対する特異性

（１）菌種別DNAによる検討

セラチア菌として色素産生株4株と色素非産生

株4株，計８株を用い，またセラチア菌以外の菌

として大腸菌，黄色ブドウ球菌，緑膿菌，クレブ

シエラおよびMRSAの５菌種５株も用い，それ

ぞれの菌から抽出したDNAについて，LAMP

法とPCR法を行った．図２に示したように，

LAMP法では，セラチア菌8株の全てで，60分

前後から吸光度グラフの上昇を認め，反応後に増

幅産物による白濁を肉眼的に確認できた．しかし

ながら，大腸菌，緑膿菌，クレブシエラ，黄色ブ

ドウ球菌およびMRSAの５菌種５株においては，

90分経過しても吸光度グラフの上昇，増幅産物

による白濁を確認することができなかった．

PCR法においては，図に示さなかったが，セ

ラチア菌8株の増幅バンドは検出できたが，それ

以外の大腸菌，緑膿菌，クレブシエラ，黄色ブド

ウ球菌およびMRSAの５菌種５株菌では，増幅

バンドは検出できなかった．

（２）セラチア菌DNAに他菌DNAを混合した

場合

セラチア菌液（由来DNAにセラチア菌以外

（黄色ブドウ球菌，大腸菌あるいは緑膿菌）由来

DNAを混合しLAMP法を行い，その結果を図

３に示した．
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図３ LAMP法の特異性の検討～セラチア菌DNAと他菌DNAを混合させた場合～



①黄色ブドウ球菌DNAを混合した場合（図３a）

セラチア菌DNA単独，セラチア菌DNAと黄

色ブドウ球菌DNA混合および黄色ブドウ球菌

DNA単独の３者をLAMP法にかけたところ，

セラチア菌DNA単独およびセラチア菌DNAと

黄色ブドウ球菌DNAの２サンプルのみ，40分あ

るいは45分から吸光度グラフの上昇を認め，ほ

ぼ60分にプラトーに達する増幅産物による白濁

が確認できた．しかしながら，黄色ブドウ球菌

DNA単独のサンプルからは，90分においても吸

光度グラフの上昇，増幅産物による白濁を確認す

ることができなかった．

②大腸菌DNAを混合した場合（図３b）

セラチア菌DNA単独，セラチア菌DNAと大

腸菌DNA混合および大腸菌DNA単独の３者を

LAMP法にかけたところ，セラチア菌DNA単

独およびセラチア菌DNAと黄色ブドウ球菌

DNAの２サンプルのみ，50分から検出されはじ

め，ほぼ70分にプラトーに達する増幅産物によ

る白濁が確認できた．しかしながら，大腸菌DNA

単独のサンプルからは，90分においても吸光度

グラフの上昇，増幅産物による白濁を確認するこ

とができなかった．

③緑膿菌DNAを混合した場合（図３c）

セラチア菌DNA単独，セラチア菌DNAと緑

膿菌DNA混合および緑膿菌DNA単独の３者を

LAMP法にかけたところ，セラチア菌DNA単

独およびセラチア菌DNAと緑膿菌DNAの２サ

ンプルのみ，50分から検出されはじめ，ほぼ70

分にプラトーに達する増幅産物による白濁が確認

できた．しかしながら，緑膿菌DNA単独のサン

プルからは，90分においても吸光度グラフの上

昇，増幅産物による白濁を確認することができな

かった．

④黄色ブドウ球菌，大腸菌および緑膿菌3菌種

DNAを時に混合した場合（図３d）

セラチア菌DNA単独，セラチア菌DNAと３

種の菌DNAの混合，３種の菌DNAの混合の3

者をLAMP法にかけたところ，セラチア菌DNA

単独およびセラチア菌DNAと３菌DNAの混合

サンプルのみから40分あるいは45分から検出さ

れはじめ，ほぼ60分にプラトーに達する増幅産

物による白濁を確認した．しかし，セラチア菌

DNAを含まない3種菌DNAサンプルからは，

90分においても吸光度グラフの上昇，増幅産物

による白濁を確認することができなかった．

上記のように，セラチア菌由来DNAを含むサ

ンプルのみから増幅産物が検出でき，セラチア菌

以外の大腸菌，緑膿菌，クレブシエラ，黄色ブド

ウ球菌およびMRSA由来DNA単独あるいはそ

れらの混合液からは検出できなかったことからも，

今回設計したプライマーは，特異性の面で満足で

きるものと考えられた．

３）検出感度

セラチア菌懸濁液をTEBを用いて，6cfu/test～

6×104 cfu/testの5段階の10倍希釈系列を作製

し，各希釈段階から抽出したDNAを用いLAMP

法を行うと，図４aに示したように，60分以内

に6cfu/testまですべての希釈段階から吸光度

グラフの上昇，増幅産物による白濁を確認するこ

とができた．但し，増幅反応進行の遅速は希釈段

階に依存して，最も希釈段階の低い6×104 cfu/

testでは，40分に吸光度グラフの上昇が観察さ

れ，6×103 cfu/test，6×102 cfu/test，6×101

cfu/test，６cfu/testでは，グラフの上昇の確認

に要した時間はそれぞれ41分，45分，46分と53

分であった．一方図５に示したように，PCR反

応においては，6×104 cfu/test，6×103 cfu/test

および6×102 cfu/testでは増幅バンドが検出で

きたものの，6×101 cfu/testと６cfu/testでは

増幅バンドを検出することができなかった．

LAMP法においては6cfu/test，PCR法にお

いては600cfu/testが検出限界であったことか

ら，検出感度においてLAMP法が，PCR法より

も少なくとも100倍は優れていることが示唆され

た．

図４bのLAMP法と図５のPCR法の電気泳動

のゲル上に観察される増幅バンドパターンにも，

両法の相違は反映し，LAMP法では，反応時間

に形成されたループ数に依存して異なる塩基長を
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図４ 検出感度の検討 ～LAMP法

図５ 検出感度の検討 ～PCR法～
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もった増幅産物がラダー状に観察されたが，一方

PCR法では，179塩基長の単一バンドとして観

察された．

考 察

病院感染として，ある微生物によるアウトブレ

イクが起きた際，感染源や感染経路の特定のため

の方法には，血清型，薬剤感受性パターン，ファー

ジ型などの表現型別とDNAあるいはRNAの塩

基配列に基づく遺伝子型別（分子疫学的手法）が

ある12,18,19）．この分子疫学的手法についての検証

は，上田らが分子疫学的手法であるRandom

amplified polymorphicDNA PCR（RAPD-

PCR）法がセラチア菌院内感染アウトブレイク

発生時の汚染源・伝播経路追求法として，感染看

護への導入の面からも極めて有用であることを報

告している18）．さらに，迅速性に優れた起炎菌の

同定，検出法が加味されればより万全な体制が確

立するものと思われる．しかしながら，迅速性に

視点を当てた研究は少ない．本研究ではセラチア

菌を対象として，簡便・迅速・正確・高い特異性

という特徴を兼ね備えたLAMP法を用いて，セ

ラチア菌汚染の迅速検出について検討した．

多様な臨床材料からの起炎菌の検出に関しては，

従来から材料の直接塗抹標本のグラム染色により

菌種を推定し，培養菌の諸性状から同定するとい

う方法がとられていた．しかし血液培養などでは

少なくとも数日，ウイルスに至っては数週を要す

るという現状があった．この欠点を補うものとし

て遺伝子検出法が開発されてきた12,18,19）．遺伝子

検出法においては，検体に存在する病原体の遺伝

子量は，通常極めて僅かなため，いかに効率よく

遺伝子を増幅するかが最も重要なポイントとなる．

現在，広範な分野で用いられ不可欠な技術として

広く普及している遺伝子増幅法はPCR法であり，

実際２つのプライマーがあれば増幅可能である利

点の反面，反応には温度を段階に調整する装置が

必要であり，増幅産物の確認にはゲル電気泳動や，

別途プローブなどを用いた検出反応を行わなけれ

ばならない．このような中，納富らによって新し

い遺伝子増幅法としてLAMP法が報告された13）．

LAMP法の特徴として，①一定温度で増幅反応

が進行②高い特異性③迅速，高い増幅効率（高感

度）④簡易検出が可能であることが挙げられる．

またLAMP法は増幅反応が一定の温度（60～65℃）

で進行する酵素を用いるため，PCR法のような

高価な温度制御機器は必要とせず，一定温度を保

持できるウォーターバスなどがあれば反応を行う

ことができる19－25）．実際，本研究においても，1

段階の操作で済むLAMP法に対して5段階の操

作を要したPCR法，また検出時間もLAMP法で

はPCR法のそれよりも90分短縮と，LAMP法

の簡便性と迅速性を確認することができた．この

ようなLAMP法の優れた簡便性と迅速性をもた

らす要因として，１つには増幅産物の検出系が考

えられた．検出系として，LAMP法においては

副産物として生じるピロリン酸マグネシウムによ

る白濁を観察する方法が採用されており19－25），煩

雑なPCR法（電気泳動後，エチジウムブロマイ

ドと紫外線照射による可視化）とは著しく異なっ

ている18）．しかも今回，Loopampリアルタイム

濁度測定装置導入により，白濁形成過程を吸光度

としてリアルタイムに観察できたことにより，簡

便性と迅速性が一段と高まったものと考えている．

LAMP法の独自な増幅産物の検出系よりもた

らされた簡便性，迅速性に加え，さらに本法を，

特異性と検出感度の面から特徴付けたものが，プ

ライマーの設計にあるものと考えられた．今回，

セラチア菌遺伝子の塩基配列データーベースを基

に，プライマー設計支援ソフトを用い6領域を認

識する4種類のプライマー，FIP，BIP，F3およ

びB3を作成した．このうち，増幅領域両端でルー

プを形成し，それを起点に増幅産物が反復伸長し

てゆくというLAMP法最大の特徴を付与するの

がFIPとBIPの２種類のプライマーである．即

ち，FIP（BIP）は，F1（B1）とそれよりも外側

領域のF2（B2）を含むプライマーであり，F1

（B1）はDNA２本鎖のもう１本の相当領域と相

補的塩基配列をもつことからループ形成が起こる．

一方，F3とB3の２種類のプライマーは，増幅領

域の両末端を規定するという意味で，PCR法に

用いる2種類のそれに相当するものであり13），こ

れらのプライマーからのDNA伸長が同時に起こ

ることにより，FIP（BIP）プライマーからの増
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幅効率を高めていると考えられた．このようなプ

ライマー設計の特徴を反映して，遺伝子検査をす

る上での最も重要なポイントである特異性と感度

（遺伝子の増幅効率）において，PCR法より格段

と優れているとされている19-25）．

今回設計したプライマーが，LAMP法の測定

原理に合致し，その特徴を反映しうるものか，特

異性と測定感度の面から検討した．特異性試験に

おいて，セラチア菌由来DNAを含むサンプルの

みから増幅産物が検出でき，セラチア菌以外の大

腸菌，緑膿菌，クレブシエラ，黄色ブドウ球菌お

よびMRSA由来DNA単独あるいはそれらの混

合液からは検出できなかった．またデータには示

していないが，レジオネラ検出キットに含まれて

いたレジオネラ菌DNAにおいても同様の陰性結

果を得ている．このことから，セラチア菌以外の

菌種は分類学的には５種と少ないが，今回設計し

たプライマーは，セラチア菌に対する特異性は満

足できるものであると考えられた．次に検出感度

の問題であるが，LAMP法では，標的となる鋳

型DNAを15～60分で109～1010倍程度に増幅す

ることが可能であり，その効率はPCR法の103

倍に及んでいるとされている19-25）．今回設計した

LAMP法プライマーの感度を検討するために，

DNAを抽出菌量を6cfu/test～6×104 cfu/test

の5段階を作製した．その結果，増幅産物である

白濁の検出時間は菌量に依存していたものの，最

終的には6cfu/testという極めて少量のサンプ

ルからでも60分以内に検出することができた．

一方，PCR法においては600cfu/testが検出限

界であった．このことから，LAMP法の方がPCR

法よりも少なくとも100倍は感度が優れていると

考えられた．さらに，増幅産物の電気泳動パター

ンにみられたラダー形成は，設計プライマーが，

適切にループを形成していることの証拠としてと

ることができる．これらの結果を総合して，

LAMP法の測定原理を満足し，その特徴を反映

できるプライマーが設計できたと考えている．

現在，病院感染が起こったときの迅速診断やさ

まざまな疫学調査を主に行っているのは，臨床検

査部であることが多い．高度化，専門化してきて

いる医療分野において，看護職の役割も広がりを

見せており，より多くの知識，技術を習得するこ

とが求められてきている．このような中で，感染

管理看護師（ICN）の役割として，疫学調査など

への積極的な協力も今後より求められてくると考

えられる．また，病院の感染対策としては，医師

や看護師，薬剤師，検査技師などが構成のメンバー

となる感染対策チーム（ICT）が中心となって行っ

ているが，その中で患者に接する機会が多く，現

場に精通している看護師には，感染管理において

中心的な役割を担うことが求められており，それ

らを行うことで病棟全体の感染管理の意識の向上

へとつながり，看護の質を高めることにもなると

考えられる．LAMP法の原理は一見複雑ではあ

るが，方法は簡便であり，反応の有無も確認しや

すいため，看護への導入も可能であると考えられ

た．今後，セラチア菌検出法のキット化に加え，

他菌への応用拡大が展開されることに期待したい．
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Developmentofloop-mediatedisothermalamplification

methodforthedetectionofSerratiamercescens

AyaKOHNO1,NobukoOBI2,MihoYOSHII3,TatsuroMIYAHARA1and

HiroshiOCHIAI1

DepartmentsofHumanScience1,OrientalMedicine2,andFoundamentalNursing3,

FacultyofMedicine,UniversityofToyama,Sugitani2630,Toyama930-0194,Japan

Abstract

Weattemptedtoestablishtheloop-mediatedisothermalamplificationmethod（LAMP）

suitableforthedetectionofSerratiamercescens,arepresentativeenvironmentaland

nosocomialinfection-relatedbacteria,comparingwithpolymerasechainreactionmethod

（PCR）.LAMP-supportingsoftwearwasusedtoenableustoconstructaprimerset（PrS）

consistingof4primers. Thespecies-specificityofconstructedPrSwasconfirmedbythe

trialLAMPinwhichDNA amplificationwasonlypositivein8trainsofSerratia（S.）

mercescens,butnegativeinotherbacteriaspecies（Escherichiacoli,Klebsiellapneumoniae,

PseudomonasaeruginosaandStaphylococcusaureus）.Thesensitivityassayusingvarious

numbersofS.mercescensshowedthatLAMPissuperioratleast100-foldtoPCRforthe

detectionofDNAamplification.Inaddition,timesrequiredforitsdetectionwereshorter

almost90mininLAMPthanPCR. ThesedataindicatethatLAMPsystem suitablefor

thedetectionofS.mercescensisestablishedforthefirsttimeinthisstudyanditsapplication

ontheclinicalmicrobiologyandinfectioncontrolnursingmightbeusefulfromtheaspects

ofsimplicity,rapidity,sensitivity,specificityandtime-consumption.

Keywords

loop-mediatedisothermalamplificationmethod,polymerasechainreaction,DNAamplifica-
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