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クラミジアニュウモニエ（（Ⅵね〝び血ク〃g〟〝柑〃ねg）検出での  

PCR法（3つのプライマー対の感度）の検討  
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り供与されたクラミジア ニュウモニエAR錮株の精製粒子  

（particle；以後pと表示）．2．1×10ソnllを陽性コントロールに使  

用した。   

2．DNA抽出   

鋳型DNAはクラミジア ニュウモニエAR：用株；2．1×10㌧p／  

nllの10倍段階希釈検体，10っ希釈，10t希釈，105希釈を作成  

し，各希釈検体20O［LlをQIAGEN社のDNA MiniKitを用いて  

抽出し最終容量を200〟1とした。   

3．PCR及び電気泳動   

PCRはワシントン大学のCampbellら2）のプライマpHL・1  

（5′－GTTGTTCATGAAGGCCTACT：う′），HR・1（5′－TGCATA  

ACCTACGGTGTGTT－：う′）対，ジョン・ ホプキンス大学の  

GEly〔losら＝のプライマpC．PnA（5′TTGACAACTGTAGAA  

ATACAGCL：3′），C．PnB（5′CGCCTCTCTCCTATAAAT－3′）  

対，川崎医科大学のKubotaら1’のプライマ．5：i－1（5′ATGTC  

GCG〔うTTTCTGTTGGCCA一：i′），5ニト2（5′一GAGCGACGTTTT  

GTTGCATCTC－：う′）対を用いて各濃度の鋳型DNA，5LLlから  

PCR産物を得た。PCRはEx Taq DNA Polymerase（タカラバ  

イオ）を使用し，表1の反応系で行った。PCR産物10／上1を2．0％  

アガロースゲルにて電気泳動し，エチジュウムブロミドで染色後  

水洗（脱色）しトランスイルミネ一夕一にて泳動像を確認した。  

Ⅰ はじめに  

クラミジア属の一つであるクラミジア ニュウモニエはヒトか  

らヒトヘ飛沫感染する偏性細胞内寄生微生物で，無症状で持続感  

染し時には重篤な肺炎または気管支炎を引き起こすと言われる。  

最近，小児においては喘息との関連も注目されている。また，成  

人においては動脈硬化症＝との関連も示唆されている。クラミジ  

ア ニュウモニエは細胞培養による検出において熱練した技術と  

時間を必要とし，その診断には迅速性を欠く。pOlyrneraSe  

Chain reaction（PCR）法は感度や特異性にすぐれ 比較的簡  

便で迅速に診断できる試験法である。しかし，クラミジア ニュ  

ウモニエ検出においては種々のプライマー間で感度や特異性に少  

なからず問題があるとされる。この度，米国のCDCの推奨する  

Campbell，Gaydosらの2つのプライマーとKubotaらのプライ  

マーの感度について検討したので報告する。  

Ⅱ 材料および方法  

1．検 体   

プライマーの感度の検討には埼玉医科大学小児科，山崎先生よ  

表l．PCR反応系  

PCR反応液（tota150〃1ノ）  

Campbell等の系  Kubota等の系   〔てaydos等の系  

primer濃度  

prlmerl  
prlmer2   

PCR条件  

initialdenaturation  

denaturation  
annealing  
Prlmer eXtenSion  
サイクル数   

aRer40cyclesor  
amT〕1iflcation  

20pmoles／LLI 50pmoles／LLl 
ku531 0．5JII． CpnA O，5LLI 
ku532 0．5〃Ⅰノ  Cpntう  0．5〃1 

95こC  90s  

50pmoles／〃tノ  

‖I－1  0．5〃Ⅰ  
†iRl O．5〃1  

94℃   5nュ  

95℃   1m  9′4℃   1m  

56℃）  30s  55Cc  lm  
72℃  1m  72Cc  lm  

94℃   lm  

55〔c  lm  

72Cc  lm  

10cycles  √10cycles  30cvcles   

72てC  5m  72℃  5m  
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い結果が得られなかった。（図l）GaydosらのPCR産物につい  

ては彼らのプロトコールどおりにSDSPAGEを実施したが101  

希釈でバンドをかろうじて認める程度であった。PCR条件の違  

いが感度に影響している可能性もある。今後，臨床検体で3つの  

プライマーの感度を検討し，PCR法による診断法を確立したい。  

Ⅲ 結果および考察  

3つのプライマーCampbell，Gaydos，Kubotaらについて検  

討した結果，感度はCampbellraらのプライマー，Kubotaらの  

プライマーの順で，Gaydosらのプライマーについてはあまり良  

図13つのプライマー対の感度の比較   

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M  

I, 500bpp 500bp→  

2％アカ◆ロースケ●ル電気泳動  

N0．1．4．7（1050p／5JJl）、No，2．5．8（105p  
／5〟l）、N0．3．6．9（10．5p／5〟l）  
No．1～3ニCampbeIIら：437bp  

N0．4～6：Kubotaら；499bp  
No．7～9：Gaydosら ニ463bp  
M二Marker100bpラダー   

by polymerase chain reaction．JClinMicrobio1992；  

30：434－439  

3）Gaydos CA，Quinn TC，EidenJJ．：Identification of   

Chlamydia pneumoniae by DNA amplification of16S  

rRNA gene．JClin Microbio1992；30：796L800  

4）Kubota Y，：A new primer pair for detection of  

Chlamydiapneumoniae bypolymerase chain reactio11  

Microbiolimmun011996；40：27r32  

5）松本 明：感染症の診断・治療・疫学のおける遺伝子検査   

クラミジア ニュウモニエ；臨床と微生物1999；26：058  

061  

6）山崎 勉・岸本 寿男：技術講座 微生物 異型肺炎の検査  

法；検査と技術 2002；30：449－453  

7）坂内 久一・菰田 照子：クラミジア感染症の診断の最近の  

動向；化学療法の領域 2004；20：N0．3 26－32  

謝 辞  

研究をすすめるにあたりご指導してくださった埼玉医科大学・  

山崎勉先生，感染症研究所・岸本寿男先生，安藤秀二先生，脅加  

志津子主席研究員，橋本博之研究員に感謝します。  

参考文献  

1）Saikku P，et al．：Serologicalevidenceofanassociation  

Of novelChlamydia，TWAR，With chronic coronary  

heart disease and acute myocardialinfarction．Lancet  

2：983－986，1988  

2）CampbellLA，Perez Melgosa M，Hamilton DJ，Kuo CC，  

GraystonJT．：Detection of Chlamydia Pneumoniae  

－32－   




