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研究成果の概要（和文）：　我々はeukaryote-made Taq polymerase、および７つのTm値の二次元mappingを菌のフィン
ガープリントとする新たな同定方法（Tm mapping法：特許第4590573号、EP1997886）を開発して、検体採取後３時間以
内に不特定の起炎菌の種属レベルでの同定を可能とした。
　試験した２００検体中、Tm mapping法陽性かつ培養陽性が４３検体（同定一致が４１検体）、Tm mapping法陰性かつ
培養陰性が１２８検体、Tm mapping法陽性かつ培養陰性が２７検体、Tm mapping法陰性かつ培養陽性が２検体であった
。以上の結果、実用的に運用可能と確認した。

研究成果の概要（英文）：We developed the novel IT system (Tm mapping method) for rapidly identifying the 
dominant bacteria in a clinical sample. Employing only seven primer sets, more than 100 bacterial species 
can be identified. Moreover, this method can be used to rapidly diagnose the absence of bacteria in 
clinical samples.
We tested the Tm mapping method using 200 whole blood samples obtained from patients with suspected 
sepsis, 85% (171/200) of which matched the culture results based on the detection level. A total of 130 
samples were negative according to the Tm mapping method, 98% (128/130) of which were also negative based 
on the culture method. Meanwhile, 70 samples were positive according to the Tm mapping method, and of the 
59 suitable for identification, 100% (59/59) exhibited a “match”with the culture or sequencing results. 
These findings were obtained within three hours of whole blood collection. The Tm mapping method is 
useful for identifying infectious diseases requiring prompt treatment.

研究分野：感染症検査方法の開発

キーワード： 敗血症　感染症　遺伝子検査　PCR　迅速検査
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１．研究開始当初の背景 
感染症において、不特定の起炎菌を迅速に
同定することは、臨床的にも社会的にも非常
に重要である。近年、がん治療や臓器移植な
どの医療の高度化に伴い、重篤な感染症のリ
スクが増えている。実際、入院患者における
主たる死因は敗血症などの重篤な全身感染
症である。適切な抗菌薬治療を行い、重篤な
感染症患者を救命するためには、患者検体中
の起炎菌を可能な限り迅速に検出・同定する
ことが臨床上重要である。しかし、現在の一
般的な生化学的性状検査法では、検体提出か
ら起炎菌の同定まで通常２～３日を要する。
そのため、結果が判明するまでの間は経験に
基づく治療（empiric therapy）を施行せざる
を得なく、同定結果の無いままに抗菌薬の選
択を余儀なくされていることが現状である。
その結果、広域スペクトルの抗菌薬使用によ
る多剤耐性菌の出現や、抗菌薬の選択ミスに
より重篤患者が致死的となる危険性等、感染
症早期の治療においては未だ重大なリスク
を抱えている。 
従って、社会的にも、そして臨床の現場か
らも、感染症早期に起炎菌を迅速同定する検
査方法の確立が求められている。検体からス
タートして２～３時間で起炎菌を同定する
システムの構築が可能ならば、感染症早期に
同定結果に基づいた適切な抗菌薬選択が可
能となり、上記の問題解決につながる。 
 
２．研究の目的 
我々は eukaryote-made Taq polymerase、
および７つの Tm 値の二次元 mapping を菌
のフィンガープリントとする新たな同定方
法（Tm mapping 法：特許第 4590573 号、
国際特許 EP1997886）を併用することによ
り、検体採取後３時間以内に不特定の起炎菌
を種属レベルで同定することを可能とした。
本法では起炎菌の検出・同定だけではなく、
検体が無菌（陰性）であることも迅速に報告
することができる。また、菌を高感度に検出
できるため、新生児のごく微量（1 ml程度）
な血液検体からでも検査可能である。 
 今回、我々は Tm mapping法を培養検査と
比較検討し、その正確性を評価する目的で、
院内での試験運用を行った。 
 
３．研究の方法 
感染症起炎菌迅速同定システムの概要 
感染症起炎菌迅速同定システムの概要を
図１に示す。本システムでは患者検体から直
接抽出した微生物 DNA を鋳型とし、複数の
universal primerを用いて nested PCRを行
い、melting 解析（HRM 解析ではない）で
得られた複数のmelting temperature（Tm）
値を二次元に mapping して、その“形”を
データベースと照らし合わせることで迅速
に同定する。PCRにおいては、1st PCR、2nd 
nested PCR共に増幅曲線が plateauになっ
た時点でストップさせる。この方法により、

検体採取から３時間以内で、検体中に最も多
く存在するバクテリア（起炎菌）が同定され
る。データベースとの照合・同定には、起炎
菌同定ソフトウェアを Web 上で使用する。
また、bacterial universal primerを用いた起
炎菌の PCR検出には、（株）北海道三井化学
と 共 同 開 発 し た eukaryote-made Taq 
polymerase9) （真核生物をホスト細胞として
作成した Taq polymerase）を用いる。これ
はbacterial DNA contamination-freeを初め
て実現した Taq polymeraseであり、患者検
体より直接、高感度で正確なバクテリアDNA
の検出を可能とする。また、感度・特異度を
更に高め、夾雑物による Tm値への影響を排
除するために、本システムでは nested PCR
を採用した。 
現在のシステムでは７つの bacterial 

universal primer、１つの fungal universal 
primer、そして１つのmecA（メチシリン耐
性遺伝子）primerの計９つの primerを用い
ている。これにより、バクテリアの有無と種
属の同定、真菌およびメチシリン耐性の有無
とが迅速に判定できる。これらの primer は
バクテリア・真菌、mecA にそれぞれ特異的
に 反 応 し 、 ヒ ト の genomic DNA や
mitochondrial DNAとは全く反応しない。こ
のようなプライマーの特異性は、患者検体か
らの直接検出において重要である。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 

 
新たな起炎菌迅速同定方法；Tm mapping法 
 複数の Tm 値を二次元に mapping し、そ
の mapping した Tm 値が描く“形（Tm 
mapping shape）”を菌種特異的な形として
同定する新たな方法を、我々は Tm mapping
法と命名した。この方法は培養や sequencing
を用いないため、迅速・簡便・安価な同定が
可能である。本システムの場合、７つの Tm
値が２次元に描く Tm mapping shape が星
座のように菌種毎に異なる（図 3e）ことを
利用して同定する。以下、Tm mapping法に
ついて具体的に説明する。 
 先ず、16S ribosomal RNA遺伝子の８か所
の conserved region に、７つの bacterial 
universal primer（全てのバクテリア DNA
を検出する primer）セットを設計した（図
2a）。これらの primerを用いた nested PCR
の結果、７つの amplicon が得られる。
ampliconは７つ以上でも、またそれ以下であ
ってもシステム構築は可能である。しかし、
多菌種の同定には amplicon の数が生み出す
多様性が必要であり、といって多過ぎても系



が煩雑かつコスト高となるため、実用的に７
つを適当と判断した。次に、ampliconそれぞ
れの Tm 値を測定する。得られる７つの
ampliconは、菌種によってその塩基配列が異
なる。従って、7 つの amplicon それぞれの
Tm値は菌種毎に異なる。ここでいう Tm値
とは、二本鎖 DNAの 50％が一本鎖に解離す
る時の温度である。Tm 値は一般的に考えら
れているような、DNA中の GC含有率（%）
のみで決まる訳ではない。最近接塩基法によ
り、塩基配列の横の並びもまた Tm値に影響
することが説明されている。例えば“AGCT”
が“ACGT”に変化すると、GC%は変わらな
いが Tm 値は変化する。この原理に従えば、
塩基配列の多様性がTm値に十分反映される
ことが分かる。Tm 値そのものの多様性と、
その多様な７つの Tm 値を二次元に
mappingして並べることで、菌それぞれの塩
基配列の相違が Tm mapping shape として
反映される。 
ところで、リアルタイム PCR機器での Tm
値の測定には常に測定誤差を伴う。Tm 値を
フィンガープリントとして同定に利用する
以上、測定誤差は正確な同定にとって大きな
問題となる。Tm 値の測定誤差には、施行間
誤差とサンプル間誤差という２つの誤差が
含まれる。施行間誤差とは、施行回毎に Tm
値全体が上下することであり、７つの Tm値
に同様に生じるため、Tm mapping shapeに
は影響しない。問題はサンプル間誤差であり、
Tm mapping shapeそのものに影響する。従
って、Tm mapping法を用いて同定するため
には、サンプル間誤差を出来るだけ小さくす
ることが重要となる。そして、そのサンプル
間誤差とは測定機器自体の性能に依存する。
一般的なリアルタイム PCR 機器のサンプル
間誤差は±0.3℃前後であるが、それでは Tm 
mapping shapeは崩れてしまい、正確な同定
は出来ない。我々はエアバス式の温度制御で
サンプル間誤差の少ない Rotor-Gene Q 
(QIAGEN)を用い、更に Eva greenを用いた
melting解析（HRM解析ではない。Melting 
curve の形状の解析と本方法とは全く異な
る）を行うことで、サンプル間誤差を安定的
に±0.1℃以内に収められるようにした。サン
プル間誤差が±0.1℃以内であれば、Tm 
mapping shapeを用いて、起炎菌を種属レベ
ルで正確に同定することが可能となる。 
最後に、得られた Tm mapping shapeを“形”
として測定するために、次のような計算を行
う。まず７つの Tm値の平均値を算出し、７
つのTm値それぞれの平均値からの距離を計
算する（図 2b）。平均値より大きければプラ
ス、小さければマイナスとする。すると、平
均値からの７つの距離のそれぞれは、Tm 
mapping shapeを反映する。従って、起炎菌
を同定するには、それら７つの距離のそれぞ
れの値が、データベースのそれと最も近いも
のを求めれば良い。計算式で表すと、「７つ
の距離それぞれのデータベースとの差」の総

和（= Difference Value（D）と表す）が最も
０に近い菌が、Tm mapping shapeの最も相
似した菌であることを意味する（図 2c）。す
なわち、それが同定結果である。尚、サンプ
ル間誤差が±0.1℃であれば、Difference 
Valueは理論上 0.24以下となり、同定結果の
正確性を判定する１つの指標となる。 
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起炎菌同定ソフトウェア 
 我々は上記の計算式にて Difference Value
を自動的に計算し、同定結果を瞬時に表示す
る起炎菌同定ソフトウェアを（株）北見情報
技術と共同開発した（図 3）。本ソフトウェア
の使用により、専門性やトレーニングを必要
とせず、誰でも簡単に起炎菌の同定が行える。
ソフトウェアはクラウドで作成しており、
Web 上で何処からでも使用できるシステム
となっている。データ・インプット画面（図
3a）に臨床検体から得られた未知の起炎菌の
７つの Tm値をインプットし、searchボタン
を押す。すると、瞬時に Difference Valueの
０から近い順にデータベース上の菌が表示
される。（図 3b）。この結果、Difference Value
が最も０に近い菌が起炎菌と同定される。ま
た、info（information）ボタンを押すと、そ
の菌の概要や臨床症状、治療薬選択について
の情報を得られると共に、Tm mapping 
shapeのデータベースとの相同性を視覚的に
確認することができる（図 3c）。図左が Tm
値の実測値での比較、右が双方の平均値を
adjust して重ねた図形である。これにより、
視覚的にも Tm mapping shape がほぼ一致
したことが分かる。逆に起炎菌以外の菌をチ
ェックしてみると、Tm mapping shapeが重
なり合わないことが視覚的にも明らかであ
る（図 3d）。データベースは現在、富山大学
附属病院で過去５年間に検出された１０７
菌種を sequencing で確認した後に登録して
いる。データベース内の Tm mapping shape
の一部（18菌分）を示す（図 3e）。菌種毎に
それぞれの Tm mapping shape が異なるこ
とが分かる。但し、菌によっては必ずしも７
つの bacterial universal primerの全てが結
合する訳ではなく、Tm 値が７つ未満となる
場合もある。その場合は primer の結合しな
いパターン同士で起炎菌を検索するシステ
ムとなっているため、primerが結合しないこ



ともまた菌の特徴として利用される。 
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４．研究成果 
本システムの判定基準と正確性の評価 
 Tm mapping法による起炎菌同定を正確に行
うために、我々は先ず Difference Value を
基にした判定基準を作成した（Table 1）。サ
ンプル間の測定誤差を考慮すると、
Difference Value 0.3 未満の同定結果が２菌
種得られた場合、どちらも共に起炎菌の可能
性がある。この場合、同定結果は「共に起炎
菌の可能性あり」と判定するに留まる。但し、
0.3 未満に 2 菌種入る場合の殆どは
Staphylococcus 属であり、2菌の属が異なる
ことは殆どない。正確性のテストにおいて、
Difference Value 0.3 未満に 2菌種が同定さ
れ、そのうち 1 菌種が sequencing の同定結
果と一致した場合、我々は“broad match”
という表現で定義した。また、Difference 
Value が最小でも 0.5以上の場合、Tm mapping 
shape はデータベースと明らかに異なる（デ
ータベースに存在しない）ため、起炎菌を同
定しないことにした。この場合、「臨床検体
中にバクテリアが存在する」と判定するのみ
である。 
 我々は本システムにおける起炎菌同定の
正確性を評価するために、以下の３つのテス
トを行った（Table 2）。先ずデータベース登
録に用いた１０７菌種のバクテリアDNAを用
いて、ブラインド・テストでの同定を試みた。
その結果、match が１０６菌、broad match
が 1 菌であった。また、この時の Difference 
Value は 0.15 ± 0.05（SD = 0.021）であり、
理論値（D ≤ 0.24）の範囲内に収まった。こ
のことは、Tm 値のサンプル間誤差が±0.1℃
の範囲内であったことを意味する。 
 次に、150 の培養コロニー（51 菌種）から
それぞれ DNA を抽出し、Tm mapping 法を用い

て菌の同定を試みた。そして、sequencing と
の一致率、すなわち正答率を算出した。その
結果、Difference Value 0.5 以上の 10 コロ
ニーを除いた 140 コロニー中、match が 115
コロニー、broad match が 11 コロニー、
mismatchが4コロニーであり、matchとbroad 
matchを合わせた正答率は97％であった。尚、
broad match の全ては Staphylococcus 属であ
り、mismatch は全て複数菌の存在が認められ
た。 
最後に、42 症例の臨床検体からそれぞれ
DNA を抽出し、Tm mapping 法を用いて３時間
以内での菌の迅速同定を試みた。そして、
sequencing との一致率、すなわち正答率を算
出した。検体種は血液、羊水、髄液である。
その結果、Difference Value 0.5 以上の 8検
体を除いた34検体中、matchが30検体、broad 
match が 3 検体、mismatch が 1 検体であり、
match と broad match を合わせた正答率は
97％であった。尚、broad match の全ては
Staphylococcus 属であり、mismatch の 1 菌
はデータベース中に登録されていなかった。 
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Tm mapping 法の利点および今後の課題 
 Tm mapping法ではデータベースを組み込ん
だ起炎菌同定ソフトウェアを用いるため、デ
ータベースの修正・拡張などの更新が容易で
ある。従って、例えば mutant strain が新た
に見つかった場合、直ぐにデータベースに加
えさえすれば、迅速に同定に反映される。こ
れは、固相の抗体やオリゴプライマーを用い
た方法と比較してより優れた点である。また、
プライマー数を７つに固定して広範な菌種
を同定出来ることは、同定菌種がプライマー
数に依存する、特異的プライマーを用いる方



法と比較してより優れた点である。更に
eukaryote-made Taq polymeraseを用いたPCR
により、臨床検体から直接、高感度にバクテ
リア DNA を検出でき、sequencing も必要とし
ないため、検体採取後 3時間以内での迅速同
定が可能となる。これは、一般的にバクテリ
ア・コロニーからスタートする質量分析法と
比較して、より優れた点である。 
 Tm mapping 法では、検体中の最も多い菌を
同定する。もし、検体中に複数の菌が同程度
存在すれば、Tm 値が重なってしまい、同定す
ることが出来ない。従って、Tm mapping 法に
適している検体種とは、通常無菌的で常在菌
が存在せず、感染後も１～２菌しか検出され
ないような検体ということになる。そのよう
な検体は例えば血液や髄液であり、我々の検
査室でも血液検体の 9割以上は 1菌のみの検
出である。仮に複数の菌が存在したとしても、
1 菌のみが数的に優位であれば同定は可能で
ある。複数の菌が同程度存在するような検体
では迅速同定とはいかず、コロニーからの同
定となる。 
 Tm mapping 法では培養法を用いないため、
迅速であることに加え、コンタミ菌を見分け
られるという利点がある。培養では菌毎に増
殖の速さが異なり、また、長時間の培養では
菌の多少に関わらず、増殖後の菌量が同程度
に plateau に達することにより、起炎菌とコ
ンタミ菌との判別がつかなくなる。しかし、
本法では最も多い菌のみを同定するため、少
量のコンタミ菌を起炎菌として迅速同定す
ることは無い。 
 真菌については現在、有無のみの確認を行
っている。しかし、真菌もバクテリアと同様、
Tm mapping 法による同定が可能である。バク
テリアと比較して病原性真菌の種類は少な
いため、より少ないプライマーセットでの同
定が可能だろう。また、耐性遺伝子について
は現在、メチシリン耐性遺伝子 mecA のみの
検出を行っているが、病院内のその時々の流
行に従って選択するようにしている。 
 今後、Tm mapping 法を臨床検査でルーチン
化するには、登録菌種を適宜、増やしていく
と同時に、検体種毎にデータベースを分ける
必要がある。また、PCR buffer の塩濃度が大
きく異なるとTm mapping shapeに影響する。
従って、同じデータベースを同定に用いるな
らば、７つの bacterial universal primer、
eukaryote-made Taq polymerase、そして PCR 
buffer の組成を固定した上でキット化する
ことが望ましい。 
 
おわりに 
 以上、迅速検査法として新たに開発した Tm 
mapping 法について、方法論と正確性、今後
の課題などについて執筆した。正確である限
り、検査は早ければ早いほど治療に役立つ。
重篤な感染症の患者にとって、迅速検査は直
に救命につながる。特に迅速検査を必要とす
る医療現場においてこそ、Tm mapping 法を役

立てるようにしたいと考えている。 
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