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研究成果の概要（和文）：Eukaryote made Taq DNA polymerseの安定した生産体制を確立し,子宮感染症に対して羊水
中マイコプラズマ、細菌の迅速同定プロトコールを提案した。次に、16SリボソームDNAに対してリアルタイムPCRから
各melting temperature (Tm)値を算出するTm mapping法を開発し、敗血症患者の血液から直接100菌種以上を同定し血
液培養法と高い一致率を得た。次に、蛍光相関分光法(FCS)によるNF-kB活性化定量法を開発し、SIRS病態の早期診断有
用性を明らかにした。Tm mapping法とNF-kB活性定量測定の組み合わせは敗血症早期治療に有用となる。

研究成果の概要（英文）：The earliest possible identification of pathogenic microorganisms is critical for 
selecting appropriate antimicrobial therapy. We developed a nested-PCR-based assay for detecting 
Mycoplasma and other bacteria in amniotic fluid samples using eukaryotic, thermostable DNA polymerase. 
Next, a "melting temperature (Tm) mapping method" was developed for identifying a broad range of 
bacteria. Employing primer sets for a 16S ribosomal gene, more than 100 bacterial species can be 
identified. Nuclear transcription factor-kappa B (NF-kB) activation plays a key role in the regulation of 
immune responses to inflammation. We developed an experimental apparatus for detection of NF-kB 
activation based on fluorescence correlation spectroscopy (FCS), which permits analysis of DNA-protein 
binding in the liquid phase. FCS was performed using the single-molecule fluorescence detention system. 
We have integrated Tm mapping and the FCS based NF-kB assay and are conducting clinical trials in sepsis 
patients.

研究分野： 臨床検査
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１．研究開始当初の背景 
重篤な感染症発症患者を救命するためには、

検体中の起因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

在の検出法では同定までに数日を要し、広範

囲スペクトラム抗菌薬の結果、多剤耐性菌出

現も問題となっている。従って臨床現場の要

求に応じて、感染症迅速検査法開発競争が熾

烈化している。例えば細菌抗原検出や質量分

析法が注目されているが、培養コロニーから

の診断であるため結果を得るまで 10～24 時

間を要する（ Annu. Rev. Anal. Chem. 

1:71-93, 2008）。さらに敗血症に至ると全身

反応性炎症症候群(SIRS)を呈し救命率が著

しく低下する。我々は、問題解決のための新

検査システム構築に挑戦する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、検体採取後２時間以内に感

染症起因菌同定と全身炎症性症候群の炎症

病態をリアルタイムにモニタできる検査シ

ステムの臨床実用化することである。我々は

独 自 開 発 に よ る eukaryote-made Taq 

polymerase を用いた高感度化と融解温度

（melting temperature：Tm 値）組合せを図

式化した同定法により２時間以内に感染微

生物を網羅的検索するシステムを確立する。

さらに全身性炎症反応症候群(SIRS)病態の

鍵を握る転写因子 NF-κB 活性の迅速解析法

を確立し両者を統合し総合評価することで、

適切な抗菌薬選択と SIRS 病態を迅速に把握

できるようになり、我が国の敗血症由来

SIRS 救命率向上に貢献することができる。 
 
３．研究の方法 
(1) 血液検体からリンパ球分離と血漿中細菌

DNA 迅速簡便抽出法：EDTA-2Na 採血管採

血後溶血剤で白血球吸着フィルター膜にて

リンパ球を分離回収し、核蛋白を抽出する。

その残余血漿を遠心し、上清を再度 2 万回転

以上で高速遠心後に得られる沈渣物に細菌

DNA 検出用抽出溶液に加え、細菌 16S 

ribosomal DNA プライマーを利用した PCR

にて細菌 DNA を検出する。 

(2) バクテリアフリーeukaryote-made Taq 

polymerase の安定した生産体制確立：真核

生物をホストとしたリコンビナント Taq 

polymerase を独自開発し、バクテリア DNA

フリーの Taq 酵素作成に初めて成功した。

Eukaryote-made Taq polymerase がバクテ

リア DNA コンタミフリーとするために全工

程で抗菌薬を作用させた生産体制を確立す

る。 

(3) 起因菌同定 Tm マッピング法検索精度向

上：起因菌同定ソフトウェアは７つの Tm 値

の平均値からの距離を測定し、データベース

の距離と比較することで、Buffer や機器によ

る測定誤差を補正する。７つの Tm 値が 2 次

元で描く“形”の解析で未知の起因菌を同定

する。検体種毎にデータベースを分け、Tm

値の入力時に検体種を選択出来るシステム

にすることでより利便性を高くし、データベ

ース充実による検索システムを向上させる。 

(4) 感染症の患者検体を血液（敗血症）、羊水

（胎児子宮内感染症）で検討する。とくに羊

水中のマイコプラスマ、ウレアプラスマ、細

菌、真菌感染検査のプロトコールを作成する。 

(5) FCS を基盤にした生物試料中からの特異

的 NF-κB 活性化測定法の確立と改良：生物

試料中の核蛋白から直接 NF-κB 量を測定す

るために、蛍光標識プローブに対し、非標識

NF-κB 特異結合プローブ過剰量入れた競合

反応並進拡散時間と蛍光標識プローブに対

し非標識 NF-κB 非結合プローブを過剰量入

れた並進拡散時差で特異的 NF-B 結合量を

測定する。 

(6) 血液検体から起因菌同定 Tm マッピング

法と FCS による転写因子活性化定量測定を

融合した検査システムを構築する。 
 
４．研究成果 

(1) バクテリアフリーeukaryote-made Taq 

polymerase の安定した生産体制確立 



バクテリアフリーの eukaryote-made Taq 

polymerase は純水を PCR100 サイクルでも

コンタミネーションは検出されなかった。 

(2) Tm マッピング法による計算式から Tm

値の図式化による評価法の確立 

７つの Tm 値の平均値からの距離を測定し、

データベースの距離と比較することで、

Buffer や機器による測定誤差を補正できた。

７つの Tm 値が 2 次元で描く“形”の解析で

未知の起因菌を同定できた。検体種毎にデー

タベースを分け、Tm 値入力時に検体種を選

択出来るシステムにして、利便性を高くし、

データベース充実による検索システムを向

上させた。 

(3) 羊水（胎児子宮内感染症）のマイコプラ

スマ、ウレアプラスマ、細菌、真菌感染検査

のプロトコールを作成した。 

胎児子宮内感染症疑い300検体を本プロトコ

ールに則り、培養法との一致率を解析した結

果、マイコプラスマ検出 93.3 % (280/300)、

ウレアプラスマ検出 89.3 % (263/300)、細菌

検出 99.7 % (299/300)の高い有用性が確認で

きた。 

(4) 敗血症血液検体の Tm マッピング法解

析：100 菌種程度の細菌を迅速に同定する。

我々は、敗血症が疑われた患者から全血 200

検体を本法で解析した。85.5％（200 検体中

171 検体）において、陽性と陰性を合計した

結果が血液培養法と一致した。Tm mapping

法で 130 検体が陰性であり、128 検体が培養

法で陰性 98.5%(128/130）が両者一致した。 

 

 
(5) FCS を基盤にした生物試料中からの特異

的 NF-κB活性化測定法確立 

蛍光標識プローブ（1 nM）：非標識 NF-κB

特異結合プローブ過剰量（50 nM）の競合反

応並進拡散時間と蛍光標識プローブ（1 

nM）：非標識 NF-B 非結合プローブ過剰量

（50 nM）の競合反応並進拡散時間の差が特

異的 NF-κB 活性量として定量測定できるこ

とを確立した。この方法の臨床応用として、

がん患者の周術期における NF-κB 活性化定

量解析を行った。2 症例は手術中 2 時間でリ

ンパ球中の NF-B 活性化が上昇し、全身性

炎症反応症候群(SIRS)に罹患した。 

(6) 血液検体から起因菌同定 Tm マッピン

グ法と FCS による転写因子活性化定量測定

を融合した検査システムの構築 
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