
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　
　

　

【請求項２】
　前記加熱温度が、７０℃以上１００℃未満である請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記加熱時間が、１～３０分である請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
　前記加熱条件が、９６℃で１０分間の条件である請求項１記載の方法。
【請求項５】
　前記液体のｐＨが、ｐＨ７．０～１２．０の範囲である請求項１から４のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項６】
　前記液体中の前記非イオン界面活性剤の濃度が、０．０１～１０重量％である請求項１
から５のいずれか一項に記載の方法。
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抗酸菌の遺伝子を特異的に増幅又は検出する方法であって、
非イオン界面活性剤を含み、かつ、金属キレート剤を含まない液体中において、前記液

体の沸点未満の温度で前記抗酸菌を加熱することにより溶菌して前記抗酸菌から遺伝子を
抽出する工程、及び、

前記抽出工程において得られた試料をそのまま使用して、前記試料中の遺伝子を特異的
に増幅又は検出する工程を含む方法。



【請求項７】
　非イオン界面活性剤が、ｄ－ソルビトール脂肪酸エステル、ポリオキシエチレングリコ
ールソルビタンアルキルエステル及びポリオキシエチレングリコールｐ－ｔ－オクチルフ
ェニルエーテルからなる群から選択される少なくとも一つである請求項１から６のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項８】
　

【請求項９】
　

【請求項１０】
　
　

　

【請求項１１】
　
【請求項１２】
　
【請求項１３】
　

【請求項１４】
　
【請求項１５】
　

【請求項１６】
　前記脂質分解工程及び前記加熱工程が、緩衝液中で実施される

に記載の方法。
【請求項１７】
　前記脂質分解工程及び前記加熱工程が、閉鎖系の同一容器内で実施される

に記載の方法。
【請求項１８】
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溶菌対象となる抗酸菌が、鳥型結核菌（ M.avium）、エム・イントラセルラレエ（ M.int
racellularae）、エム・ゴルドネエ（ M.gordonae）、ヒト型結核菌（ M.tuberculosis）、
エム・カンサシイ（ M.kansasii）、エム・フォルツイツム（ M.fortuitum）、エム・ケロ
ネエ（ M.chelonae）、ウシ型結核菌（ M.bovis）、エム・スクロフラセウム（ M.scrofulac
eum）、パラ結核菌（ M.paratuberculosis）、チモテ菌（ M.phlei）、エム・マリヌム（ M.
marinum）、エム・シミエー（ M.simiae）、エム・スズルガイ（ M.szulgai）、らい菌（ M.
leprae）、エム・キセノピ（ M.xenopi）、エム・ウルセランス（ M.ulcerans）、鼠らい菌
（ M.lepraemurium）、エム・フラベセンス（ M.flavescens）、エム・テレエ（ M.terrae）
、エム・ノンクロモジェニクム（ M.nonchromogenicum）、エム・マルメンス（ M.malmoens
e）、エム・アシアティクム（ M.asiaticum）、エム・ヴァケエ（ M.vaccae）、エム・ガス
トリ（ M.gastri）、エム・トリビアル（ M.triviale）、エム・ヘモフィラム（ M.haemophi
lum）、エム・アフリカヌム（ M.africanum）、エム・サーモレジスタブル（ M.thermoresi
stable）及びスメグマ菌（ M.smegmatis）からなる群から選択される少なくとも一つであ
る請求項１から７のいずれか一項に記載の方法。

抗酸菌を含む生体試料が、痰、髄液、糞、唾液、血液、組織及び尿からなる群から選択
される少なくとも一つである請求項１から８のいずれか一項に記載の方法。

抗酸菌の遺伝子を特異的に増幅又は検出する方法であって、
前記抗酸菌をリパーゼで処理する脂質分解処理と、非イオン界面活性剤及び０～２．０

ｍＭの金属キレート剤を含む液体中において、前記抗酸菌を加熱する加熱処理とにより抗
酸菌を溶菌して遺伝子を抽出する工程、及び

前記抽出工程において得られた試料をそのまま使用して、前記試料中の遺伝子を特異的
に増幅又は検出する工程を含む方法。

前記脂質分解工程を行った後、前記加熱工程を行う請求項１０記載の方法。

前記加熱工程が、前記リパーゼの失活工程を兼ねる請求項１１記載の方法。

脂質分解工程の条件が、ｐＨ４～８、温度３７～６０℃で５～３０分間の条件であり、
前記加熱工程の条件が、温度３７～１００℃で５～３０分間の条件である請求項１１又は
１２記載の方法。

前記脂質分解工程及び前記加熱工程を同時に行う請求項１０記載の方法。

前記脂質分解工程及び前記加熱工程の条件が、ｐＨ４～８、温度３７～６０℃で５～３
０分間の条件である請求項１４記載の方法。

請求項１０から１５のい
ずれか一項

請求項１０か
ら１６のいずれか一項



　

【請求項１９】
　

【請求項２０】
　

【請求項２１】
　

【請求項２２】
　

【請求項２３】
　

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗酸菌の溶菌方法およびそれを用いた遺伝子増幅若しくは検出方法に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　結核は、今なお、世界的に重要な細菌性疾患であり、その治療方法のみならず診断方法
は極めて重要である。結核の最終的確認は、培養法により行われるが、結核菌の増殖速度
は極めて遅いため、培養法の前段階で実施される予備的診断方法の確立が望まれている。
このような予備的診断方法として、注目されているのは、ポリメラーゼ　チェーン　リア
クション（ＰＣＲ）法を適用した方法である。この方法は、結核菌の遺伝子に特異的なプ
ライマーを用い、結核菌の遺伝子を増幅して検出することにより、結核菌の有無を判定す
る方法である。
【０００３】
　前記ＰＣＲ法を適用した予備的診断方法では、その前処理として結核菌を溶菌して遺伝
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前記緩衝液中のリパーゼの濃度が、１０～１００００ｕｎｉｔｓ／ｍｌである請求項１
６又は１７記載の方法。

前記非イオン界面活性剤が、ｄ－ソルビトール脂肪酸エステル、ポリオキシエチレング
リコールソルビタンアルキルエステル及びポリオキシエチレングリコールｐ－ｔ－オクチ
ルフェニルエーテルからなる群から選択される少なくとも一つである請求項１０から１８
のいずれか一項に記載の方法。

前記緩衝液中の前記非イオン界面活性剤の濃度が、０．０１～１０重量％である請求項
１６から１９のいずれか一項に記載の方法。

前記金属キレート剤が、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、グリコールエーテルジ
アミン四酢酸（ＥＧＴＡ）及び１，２－シクロヘキサンジアミン四酢酸（ＣｙＤＴＡ）か
らなる群から選択される少なくとも一つである請求項１０から２０のいずれか一項に記載
の方法。

溶菌対象となる抗酸菌が、鳥型結核菌（ M.avium）、エム・イントラセルラレエ（ M.int
racellularae）、エム・ゴルドネエ（ M.gordonae）、ヒト型結核菌（ M.tuberculosis）、
エム・カンサシイ（ M.kansasii）、エム・フォルツイツム（ M.fortuitum）、エム・ケロ
ネエ（ M.chelonae）、ウシ型結核菌（ M.bovis）、パラ結核菌（ M.paratuberculosis）、
チモテ菌（ M.phlei）、エム・マリヌム（ M.marinum）、エム・シミエー（ M.simiae）、エ
ム・スクロフラセウム（ M.scrofulaceum）、エム・スズルガイ（ M.szulgai）、らい菌（ M
.leprae）、エム・キセノピ（ M.xenopi）、エム・ウルセランス（ M.ulcerans）、鼠らい
菌（ M.lepraemurium）、エム・フラベセンス（ M.flavescens）、エム・テレエ（ M.terrae
）、エム・ノンクロモジェニクム（ M.nonchromogenicum）、エム・マルメンス（ M.malmoe
nse）、エム・アシアティクム（ M.asiaticum）、エム・ヴァケエ（ M.vaccae）、エム・ガ
ストリ（ M.gastri）、エム・トリビアル（ M.triviale）、エム・ヘモフィラム（ M.haemop
hilum）、エム・アフリカヌム（ M.africanum）、エム・サーモレジスタブル（ M.thermore
sistable）及びスメグマ菌（ M.smegmatis）からなる群から選択される少なくとも一つで
ある請求項１０から２１のいずれか一項に記載の方法。

抗酸菌を含む生体試料が、痰、髄液、糞、唾液、血液、組織、スワブ、胃洗浄液及び尿
からなる群から選択される少なくとも一つである請求項１０から２２のいずれか一項に記
載の方法。



子を抽出する必要がある。従来の溶菌方法としては、例えば、有機溶媒等を用いた化学的
方法、超音波や凍結・融解を繰り返す物理的方法等がある。しかし、結核菌は、その細胞
壁の脂質含量が高く、従来の溶菌法では、遺伝子の抽出を十分に行うことができなかった
。また、十分な抽出を行うためには、処理条件を過酷なものにする必要があり、それに伴
い、特殊な装置や試薬を使用する必要があり、これに加え、処理時間の長期化や操作の煩
雑化等の問題があった。このような溶菌の問題は、結核菌を含む抗酸菌全体の問題でもあ
る。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、このような事情に鑑みなされたもので、特殊な装置や試薬を用いることなく
、簡単かつ短時間に抗酸菌を溶菌できる方法の提供を、その目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　前記目的を達成するために、本発明の は、

である。
【０００６】
　また、前記目的を達成するために、本発明の は、

である。
【０００７】
　本発明の第１の方法によれば、非イオン界面活性剤溶液中で、抗酸菌を、例えば、９６
℃で１０分間加熱するだけで、十分に遺伝子を抽出することができ、その後の遺伝子増幅
若しくは検出方法を簡単に実施できる。また、加熱温度が、前記液体の沸点未満であるた
め、突沸して試料が飛び散ることが無く、また温度コントロールが容易になって、特別の
加熱器を必要としない等の利点がある。
【０００８】
　また、本発明の第２の溶菌方法は、抗酸菌の細胞壁が脂質を高濃度で含んでいることに
着目し、これに基づき到達したものである。すなわち、本発明の第２の溶菌方法では、脂
質分解工程によって抗酸菌の細胞壁を脆弱化し、加熱工程によって溶菌するのである。
【０００９】
　本発明の第１および第２の溶菌方法は、カオトロピック試薬等の特別の試薬および超音
波装置等のような特別の装置を用いることなく、簡単かつ短時間に溶菌処理を行うことが
でき、しかも化学的手法であるから試料の飛散の恐れも少なく、安全な方法である。また
、本発明の第１および第２の溶菌方法は、遺伝子の精製を行うことなく、そのまま遺伝子
増幅若しくは検出処理に移行できる。なお、本発明の第１および第２の溶菌方法は、遺伝
子の増幅・検出方法だけでなく、例えば、遺伝子操作等のその他の分野にも適用できる。
【００１０】
　（図面の簡単な説明）
　図１は、本発明の一実施例の溶菌効果を確認した結果を示す電気泳動の写真であり、図
２は、本発明のその他の実施例の溶菌効果を確認した結果を示す電気泳動の写真であり、
図３は、本発明のさらにその他の実施例の溶菌効果を確認した結果を示す電気泳動の写真
である。
【発明を実施するための最良の形態】
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第１の方法 抗酸菌の遺伝子を特異的に増幅又
は検出する方法であって、非イオン界面活性剤を含み、かつ、金属キレート剤を含まない
液体中において、前記液体の沸点未満の温度で前記抗酸菌を加熱することにより溶菌して
前記抗酸菌から遺伝子を抽出する工程、及び、前記抽出工程において得られた試料をその
まま使用して、前記試料中の遺伝子を特異的に増幅又は検出する工程を含む方法

第２の方法 抗酸菌の遺伝子を特異的に
増幅又は検出する方法であって、前記抗酸菌をリパーゼで処理する脂質分解処理と、非イ
オン界面活性剤及び０～２．０ｍＭの金属キレート剤を含む液体中において、前記抗酸菌
を加熱する加熱処理とにより抗酸菌を溶菌して遺伝子を抽出する工程、及び前記抽出工程
において得られた試料をそのまま使用して、前記試料中の遺伝子を特異的に増幅又は検出
する工程を含む方法



【００１１】
　以下に、本発明の第１の溶菌方法および第２の溶菌方法をさらに詳しく説明する。
【００１２】
　まず、本発明の第１の溶菌方法について説明する。
【００１３】
　本発明の第１の方法において、前記加熱温度は、７０℃以上１００℃未満が好ましく、
より好ましくは８０℃以上１００℃未満であり、最適には９６℃である。また、加熱時間
は、例えば、１～３０分であり、好ましくは１０分間である。前記液体のｐＨは、例えば
、ｐＨ７．０～１２．０の範囲であり、好ましくはｐＨ８．０である。前記液体中の前記
非イオン界面活性剤の濃度は、例えば、０．０１～１０重量％であり、好ましくは０．５
～２．０重量％であり、より好ましくは１．０重量％である。
【００１４】
　前記非イオン界面活性剤としては、例えば、Ｓｐａｎ２０、Ｓｐａｎ４０、Ｓｐａｎ６
０、Ｓｐａｎ６５、Ｓｐａｎ８０、Ｓｐａｎ８５等（以上、ナカライテスク社製等）のｄ
－ソルビトールの脂肪酸エステル、Ｔｗｅｅｎ２０、Ｔｗｅｅｎ２１、Ｔｗｅｅｎ４０、
Ｔｗｅｅｎ６０、Ｔｗｅｅｎ６５、Ｔｗｅｅｎ８０、Ｔｗｅｅｎ８１、Ｔｗｅｅｎ８５等
（以上、ナカライテスク社製等）のポリオキシエチレングリコールソルビタンアルキルエ
ステル、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００等（以上、ナカライテスク社製等）のポリオキシエチレ
ングリコールｐ－ｔ－オクチルフェニルエーテル等がある。これらは、単独で使用しても
よいし、２種類以上で併用してもよい。このなかで、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、Ｔｗｅｅ
ｎ２０、Ｔｗｅｅｎ２１が好ましく、より好ましいのはＴｒｉｔｏｎＸ－１００である。
【００１５】
　本発明の第１の方法において、さらに、前記液体が、金属キレート剤を含むことが好ま
しい。試料中には、ＤＮａｓｅ等の遺伝子分解酵素が含まれており、金属キレート剤は、
これによる遺伝子の分解を防止する作用等を発揮する。前記液体中の前記金属キレート剤
の濃度は、例えば、０．１～１００ｍＭであり、好ましくは１．０ｍＭである。前記金属
キレート剤としては、例えば、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコー
ル－ビス（β－アミノエチルエーテル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（ＥＧＴＡ）、ジ
アミノシクロヘキサン四酢酸、ｏ－フェナンスロリン、サリチル酸等がある。これらは、
単独で使用してもよいし、２種類以上で併用してもよい。このなかで、好ましいのは、Ｅ
ＤＴＡ、ＥＧＴＡであり、より好ましいのは、ＥＤＴＡである。
【００１６】
　本発明の第１の溶菌方法の対象となる抗酸菌としては、例えば、鳥型結核菌（ .
）、エム・イントラセルラレエ（ . ）、エム・ゴルドネエ（ .
）、ヒト型結核菌（ . ）、エム・カンサシイ（ . ）、エム・フォル
ツイツム（ . ）、エム・ケロネエ（ . ）、ウシ型結核菌（ . ）、
エム・スクロフラセウム（ . ）、パラ結核菌（ . ）、チモ
テ菌（ . ）、エム・マリヌム（ . ）、エム・シミエー（ . ）、エム・
スクロフラセウム（ . ）、エム・スズルガイ（ . ）、らい菌（ .

）、エム・キセノピ（ . ）、エム・ウルセランス（ . ）、鼠らい菌（
. ）、エム・フラベセンス（ . ）、エム・テレエ（ . ）、
エム・ノンクロモジェニクム（ . ）、エム・マルメンス（ .
）、エム・アシアティクム（ . ）、エム・ヴァケエ（ . ）、エム・ガス
トリ（ . ）、エム・トリビアル（ . ）、エム・ヘモフィラム（ .

）、エム・アフリカヌム（ . ）、エム・サーモレジスタブル（ .
）およびスメグマ菌（ . ）等がある。

【００１７】
　本発明の第１の方法において、抗酸菌を含む生体試料としては、例えば、痰、髄液、糞
、唾液、血液、組織、尿等がある。
【００１８】

10

20

30

40

50

(5) JP 3910198 B2 2007.4.25

M avium
M intracellularae M gordonae

M tuberculosis M kansasii
M fortuitum M chelonae M bovis

M scrofulaceum M paratuberculosis
M phlei M marinum M simiae

M scrofulaceum M szulgai M lep
rae M xenopi M ulcerans M
lepraemurium M flavescens M terrae

M nonchromogenicum M malmoense
M asiaticum M vaccae

M gastri M triviale M haemophi
lum M africanum M thermoresi
stable M smegmatis



　つぎに、本発明の第１の方法は、例えば、以下のようにして実施できる。すなわち、ま
ず、前記所定ｐＨの緩衝液に、必要に応じてＥＤＴＡ等の金属キレート剤を添加し、さら
に非イオン界面活性剤を添加して溶菌試薬液を調製する。前記緩衝液としては、Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌバッファー、ＨＥＰＥＳバッファー、ＭＯＰＳバッファー、ＨＥＰＰＳバッファ
ー、ＴＡＰＳバッファー、リン酸バッファー等がある。この溶菌試薬液は、オートクレイ
ブにより高圧蒸気滅菌することが好ましい。他方、試料液を調製する。例えば、喀痰検体
を、Ｎ－アセチル－Ｌ－システイン－ＮａＯＨ法（ＮＡＬＣ－ＮａＯＨ法）等により、均
質化および雑菌処理して、これを試料液とする。これを遠心分離して上清を除去し、残っ
た沈殿物（ペレット）に前記溶菌試薬を添加する。そして、ヒートブロック等を用い、前
記所定の温度で加熱することにより、溶菌処理を行う。なお、加熱方法としては、前記ヒ
ートブロックの他に、例えば、ウォーターバス、マイクロウェーブオーブン、エアーバス
等がある。
【００１９】
　このようにして溶菌した検体は、そのまま、若しくは前処理を施して遺伝子増幅若しく
は検出処理を行うことができる。前記遺伝子増幅若しくは検出方法としては、例えば、Ｐ
ＣＲ法、ＲＴ－ＰＣＲ等のＰＣＲの変法等がある。また、分析対象となる遺伝子としては
、ＤＮＡ、ＲＮＡがある。
【００２０】
　つぎに、本発明の第２の溶菌方法について説明する。
【００２１】
　本発明の第２の溶菌方法において、前記加熱工程が、前記リパーゼの失活工程を兼ねる
ことが好ましい。このようにすれば、特別の工程を設けることなくリパーゼを失活でき、
溶菌処理につづく遺伝子の増幅若しくは検出処理等に影響を与えるおそれがない。
【００２２】
　本発明の第２の溶菌方法において、前記脂質分解工程および前記加熱工程が、緩衝液中
で実施されることが好ましく、より好ましくは同一の緩衝液中で実施されることである。
緩衝液は、特に制限されず、例えば、Ｔｒｉｓ緩衝液、ＨＥＰＥＳ緩衝液、リン酸緩衝液
、グリシン緩衝液、マッキルバイン緩衝液等があげられ、このなかで、Ｔｒｉｓ緩衝液、
ＨＥＰＥＳ緩衝液が好ましい。
【００２３】
　本発明の第２の溶菌方法において、前記脂質分解工程および前記加熱工程が、閉鎖系の
同一容器内で実施されることが好ましい。閉鎖系であれば、試料の飛散が防止でき、同一
容器内であれば、処理効率が良くなる。
【００２４】
　本発明の第２の溶菌方法において、前記脂質分解工程を行った後、前記加熱工程を行っ
てもよく、前記両工程を同時に行ってもよい。前者の場合、例えば、前記脂質分解工程の
条件は、ｐＨ４～８、温度３７～６０℃および処理時間５～３０分間の条件であり、前記
加熱工程の条件は、温度３７～１００℃で５～３０分間の条件であり、好ましくは、前記
脂質分解工程の条件は、ｐＨ６～８、温度３７～５０℃および処理時間５～２０分間の条
件であり、前記加熱工程の条件は、温度８０～１００℃で５～２０分間の条件であり、よ
り好ましくは、前記脂質分解工程の条件は、ｐＨ６．５～７．５、温度３７～５０℃およ
び処理時間１０分間の条件であり、前記加熱工程の条件は、温度９０～９８℃で１０分間
の条件である。後者の場合、前記脂質分解工程および前記加熱工程の条件は、例えば、ｐ
Ｈ４～８、温度３７～６０℃および処理時間１０～３０分間の条件であり、好ましくは、
ｐＨ６～８、温度３７～５０℃および処理時間１０～２０分間の条件であり、より好まし
くは、ｐＨ６．５～７．５、温度４５～５０℃および処理時間１０～２０分間の条件であ
る。
【００２５】
　前記緩衝液中のリパーゼの濃度は、例えば、１０～１００００ｕｎｉｔｓ／ｍｌであり
、好ましくは、１００～２０００ｕｎｉｔｓ／ｍｌ、より好ましくは、２００～１０００
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ｕｎｉｔｓ／ｍｌである。使用するリパーゼは、特に制限されないが、例えば、商品名リ
パーゼＲ「アマノ」Ｇ、商品名リパーゼＭ「アマノ」１０、商品名リパーゼＧ「アマノ」
５０、商品名リパーゼＡＹ「アマノ」３０Ｇ、商品名リパーゼＡ「アマノ」６等（以上、
全て天野製薬 (株 )製）があり、これらは、単独で使用してもよいし、２種類以上で併用し
てもよい。このなかで、好ましいのは、商品名リパーゼＧ「アマノ」５０、商品名リパー
ゼＡＹ「アマノ」３０Ｇであり、より好ましいのは、商品名リパーゼＡＹ「アマノ」３０
Ｇである。
【００２６】
　前記緩衝中の前記非イオン界面活性剤の濃度は、例えば、０．０１～１０重量％であり
、好ましくは０．１～２．０重量％であり、より好ましくは０．５～１．０重量％である
。
【００２７】
　前記非イオン界面活性剤としては、例えば、Ｓｐａｎ２０、Ｓｐａｎ４０、Ｓｐａｎ６
０、Ｓｐａｎ６５、Ｓｐａｎ８０、Ｓｐａｎ８５等（以上、ナカライテスク社製等）のｄ
－ソルビトールの脂肪酸エステル、Ｔｗｅｅｎ２０、Ｔｗｅｅｎ２１、Ｔｗｅｅｎ４０、
Ｔｗｅｅｎ６０、Ｔｗｅｅｎ６５、Ｔｗｅｅｎ８０、Ｔｗｅｅｎ８１、Ｔｗｅｅｎ８５等
（以上、ナカライテスク社製等）のポリオキシエチレングリコールソルビタンアルキルエ
ステル、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００等（ナカライテスク社製等）のポリオキシエチレングリ
コールｐ－ｔ－オクチルフェニルエーテル等がある。これらは、単独で使用してもよいし
、２種類以上で併用してもよい。このなかで、Ｔｗｅｅｎ２０、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００
が好ましく、より好ましいのは、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００である。
【００２８】
　前記加熱工程において、非イオン界面活性剤に加え、さらに、金属キレート剤の存在下
で、加熱処理を行うことが好ましい。試料中には、ＤＮａｓｅ等の遺伝子分解酵素が含ま
れており、金属キレート剤は、これによる遺伝子の分解を防止する作用等を発揮する。前
記液体中の前記金属キレート剤の濃度は、例えば、０．１～２．０ｍＭであり、好ましく
は０．５～１．０ｍＭである。前記金属キレート剤としては、例えば、エチレンジアミン
四酢酸（ＥＤＴＡ）、グリコールエーテルジアミン四酢酸（ＥＧＴＡ）および１，２－シ
クロヘキサンジアミン四酢酸（ＣｙＤＴＡ）等がある。これらは、単独で使用してもよい
し、２種類以上で併用してもよい。このなかで、好ましいのは、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡであ
り、より好ましいのは、ＥＤＴＡである。
【００２９】
　本発明の第２の溶菌方法の対象となる抗酸菌としては、前記第１の溶菌方法と同様であ
る。また、本発明の第２の溶菌方法において、抗酸菌を含む生体試料は、前記第１の溶菌
方法と同様である。
【００３０】
　つぎに、本発明の第２の溶菌方法は、例えば、以下のようにして実施できる。すなわち
、まず、前記所定ｐＨの緩衝液に、リパーゼ、非イオン界面活性剤、必要に応じてＥＤＴ
Ａ等の金属キレート剤を添加して溶菌試薬液を調製する。この溶菌試薬液は、オートクレ
イブにより高圧蒸気滅菌することが好ましい。この溶菌試薬液に、試料を添加し、まず、
４５℃で１０分間インキュベーション（脂質分解工程）し、つづいて９６℃で１０分間イ
ンキュベーション（加熱工程）する。前者のインキュベーションにより、抗酸菌の細胞壁
が脆弱化し、後者のインキュベーションにより抗酸菌が溶菌すると共に、リパーゼが失活
する。前記両インキュベーションの方法は、ヒートブロック、ウォーターバス、サーマル
サイクラー等により行うことができる。なお、この方法の他に、前記溶菌試薬液に試料を
添加し、３７～５０℃で１０～２０分間インキュベーションすることにより、脂質分解工
程と加熱工程を同時に行ってもよい。
【００３１】
　前記試料は、例えば、喀痰検体を、Ｎ－アセチル－Ｌ－システイン－ＮａＯＨ法（ＮＡ
ＬＣ－ＮａＯＨ法）等により、均質化および雑菌処理して調製してもよい。この試料を遠
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心分離して上清を除去し、残った沈殿物（ペレット）に前記溶菌試薬を添加する。
【００３２】
　このようにして溶菌した検体は、そのまま、若しくは前処理を施して遺伝子増幅若しく
は検出処理を行うことができる。前記遺伝子増幅若しくは検出方法としては、例えば、Ｐ
ＣＲ法、ＲＴ－ＰＣＲ等のＰＣＲの変法等がある。また、分析対象となる遺伝子としては
、ＤＮＡ、ＲＮＡがある。
【実施例１】
【００３３】
　つぎに、本発明の実施例について比較例と併せて説明する。なお、実施例１－１、１－
２、１－３、１－４は、本発明の第１の溶菌方法の実施例であり、実施例２－１、２－２
、２－３、２－４は、本発明の第２の溶菌方法の実施例である。
【００３４】
　（実施例１－１、比較例１）
　臨床分離結核菌株を、商品名マイコブロス（極東製薬社製）にて McEarland#1の濁度に
なるまで 37℃で培養し、この菌株をリン酸緩衝液（ｐＨ６．８）で希釈して 10倍希釈系列
（１０ 2倍希釈～１０ 5倍希釈）を作成して被験菌液を調製した。前記各濃度の菌液を１０
０μＬづつスクリューキャップ付きチューブに分注し、遠心分離（１００００ｇ、１５分
間）してペレット化したものを溶菌反応に用いる試料とした。他方、 TE緩衝液（ 10mMの ED
TA、 25mMの Tris-HCl： pH8.0）に 3重量 %の濃度で商品名 TritonX-100（ナカライ社製）を溶
解して溶菌試薬液を調製し、これをオートクレイブで高圧蒸気滅菌したものを使用した。
【００３５】
　前記試料のそれぞれに、前記溶菌試薬 50μ Lを添加し、ヒートブロックにて 96℃で 10分
間加熱し、溶菌処理を行った。また、比較例１として、商品名アンプリコア検体前処理キ
ット（日本ロシュ社製）を用い、前記試料を溶菌した。
【００３６】
　このようにして得られた実施例１－１および比較例１の各溶菌試料液 37.5μ Lに、商品
名アンプリコア増幅検出キット（日本ロシュ社製）の pre mixture 50μ L及び 12mM酢酸マ
グネシウム 12.5μ Lを添加し、前記キットの操作説明書どおりコバスアンプリコアにてＰ
ＣＲ法による増幅・検出を行った。
【００３７】
　前記増幅・検出の結果、実施例１－１および比較例１共に、１０ 7倍希釈までは陽性で
あり、それ以上の希釈倍率では陰性であった。この結果から、実施例１－１の溶菌処理は
、従来の方法（比較例１）と同等の感度（溶菌効率）といえる。さらに、実施例１－１の
溶菌方法は、従来の方法（比較例１）に比べ、処理時間が半分に短縮された。
【００３８】
　（実施例１－２、比較例２）
　臨床分離結核菌株を、商品名マイコブロス（極東製薬）にて McEarland#1の濁度になる
まで 37℃で培養した。この培養菌株を、商品名スプタザイム（極東製薬社製）で均質化し
た非結核性喀痰で希釈して 10倍希釈系列（１０ 0倍希釈～１０ 1 0倍希釈）を作成し、これ
らを試料とした。他方、 TE緩衝液（ 10mMの EDTA、 25mMの Tris-HCl： pH8.0）に 3重量 %の濃
度で商品名 TritonX-100（ナカライ社製）を溶解して溶菌試薬液を調製し、これをオート
クレイブで高圧蒸気滅菌したものを使用した。
【００３９】
　前記希釈試料のそれぞれ（ 100μ L）に、前記溶菌試薬 50μ Lを添加し、ヒートブロック
にて 96℃で 10分間加熱し、溶菌処理を行った。また、比較例１として、商品名アンプリコ
ア検体前処理キット（日本ロシュ社製）を用い、前記試料を溶菌した。
【００４０】
　このようにして得られた実施例１－２および比較例２の各溶菌試料液 37.5μ Lに、商品
名アンプリコア増幅検出キット（日本ロシュ社製）の pre mixture 50μ L及び 12mM酢酸マ
グネシウム 12.5μ Lを添加し、前記キットの操作説明書どおりコバスアンプリコアにてＰ
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ＣＲ法による増幅・検出を行った。
【００４１】
　前記増幅・検出の結果、実施例１－２および比較例２共に、１０ 4倍希釈までは陽性で
あり、それ以上の希釈倍率では陰性であった。この結果から、夾雑物の影響下であっても
、実施例２の溶菌処理は、従来の方法（比較例２）と同等の感度（溶菌効率）であるとい
える。さらに、実施例１－２の溶菌方法は、従来の方法（比較例２）に比べ、処理時間が
半分に短縮された。
【００４２】
　（実施例１－３、比較例３）
　患者より得られた喀痰検体 90例を、ＮＡＬＣ－ＮａＯＨ法（日本結核病学会編纂「新結
核菌検査指針２０００」）にて、均質化および雑菌処理を行った。前記処理後の喀痰検体
100μ Lを 13,000gで 10分間遠心し、上清除去後、沈殿物（ペレット）を回収した。他方、 T
E緩衝液（ 10mMの EDTA、 25mMの Tris-HCl： pH8.0）に 1重量 %の濃度で商品名 TritonX-100（
ナカライ社製）を溶解して溶菌試薬液を調製し、これをオートクレイブで高圧蒸気滅菌し
て使用した。すなわち、前記ペレットに、前記溶菌試薬液 50μ Lを加えて懸濁させた。こ
の懸濁液をヒートブロックにて 96℃で 10分間加熱し、溶菌処理を施した。他方、比較例３
として、商品名アンプリコア検体前処理キット（日本ロシュ社製）を用い、前記試料（ペ
レット）を溶菌した。
【００４３】
　このようにして得られた実施例１－３および比較例３の各溶菌試料液 12.5μ Lに、商品
名アンプリコア増幅検出キット（日本ロシュ社製）の pre mixture 50μ L及び 12mM酢酸マ
グネシウム 37.5μ Lを添加し、前記キットの操作説明書どおりコバスアンプリコアにてＰ
ＣＲ法による増幅・検出を行った。また、前記試料（ペレット）について、常法により、
培養検査を行った。
【００４４】
　これらの結果、喀痰検体 90例中、従来の方法（比較例３）で処理した場合、結核陽性が
41例、陰性は 49例であり、本発明の第１の方法（実施例１－３）で処理した場合、結核陽
性が 41例、陰性は 49例であり、両方法の結果は一致した。また、培養検査での結果は、 42
例が結核陽性、 48例が陰性であり、実施例３および比較例３との一致率は略１００％（９
７．８％）であった。このように、本発明の方法の溶菌効果は、従来の方法と同程度であ
り、実際の臨床検査においても有用であるといえる。また、実施例１－３の方法は、比較
例３の方法より、溶菌処理時間が３０分間も短縮された。
【実施例２】
【００４５】
　（実施例２－１、実施例１－４）
　商品名リパーゼ G「アマノ」 50（天野製薬社製）および商品名リパーゼ AY「アマノ」 30G
（天野製薬社製）を 10mM HEPES Buffer(pH7.0)に溶解させてリパーゼ試薬液を調製した。
また、溶菌試薬液は、 TE buffer（ 10mM Tris、 1mM EDTA、 pH8.0）に、 TritonX-100（ナカ
ライ社製）を添加して調製し、オートクレーブ滅菌して使用した（以下、 TE-Triton試薬
という）。試料となる培養 BCGは、抗酸菌増殖用液体培地（商品名： MycoBroth、極東製薬
工業社製）にて、菌液がマックファーランド１相当の濁度になるまで培養し、これを必要
に応じて希釈して調製した。
【００４６】
　前記ＢＣＧ菌液を、リン酸緩衝液（ｐＨ６．８）を用いて段階希釈（ 10- 4、 10- 3 . 5、 10
- 3、 10- 2 . 5、 10- 2）して被験菌液を調製した。前記各濃度の菌液を 100μ Lずつスクリュー
キャップ付きチューブに分注し、遠心（ 10,000g、 15分間）してペレット化したものを溶
菌反応に用いるサンプル（試料）とした。前記リパーゼ試薬液は、その濃度が、 100、 500
、 1000、 2000、 3000（ units/mL）の５段階濃度となるように調製した。前記試料に前記各
濃度のリパーゼ試薬液を 50μ L添加し、ボルテックス後、軽く遠心して 37℃、 30分間イン
キュベーションした。次に、 TE-Tirotn試薬（ Triton濃度２％） 50μ Lを添加し、 96℃、 20
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分間で加熱して溶菌処理した。他方、リパーゼ処理を行わない以外は、同様の処理を行っ
たものを実施例１－４とした。
【００４７】
　細胞が溶解されたことを確認するため、上記の処理によって得られた溶菌液 100μ Lのう
ち、 2μ Lを templateとしてＰＣＲを行った。ＰＣＲは 94℃で 1分間の変性後、９４℃で３
０秒間、６０℃で１分間、７２℃で１分間の熱サイクルを３０回行った。プライマーの配
列、反応液の組成は次の通りである。
【００４８】
　（ＰＣＲ反応組成）
　 10 x Ex-Taq Buffer            2.5μ L
　 2.5mM dNTP Mixture            2.0μ L
　 100μ M プライマー１            0.125μ L（配列番号１）
　 100μ M プライマー２            0.125μ L（配列番号２）
　 Ex-Taq(5u/μ L)                0.125μ L
　 D.W.                         18.125μ L
　
　　　合計                      25.0μ L
【００４９】
　前記の増幅反応による産物各８μ Lについて、３％アガロースゲル電気泳動を行った。
その結果を図１に示す。なお、同図のレーン番号に流したサンプルは、以下のとおりであ
る。
【００５０】
　（図１の説明）
（１） TE-Triton試薬中での熱処理のみ。
（２）リパーゼＧ「アマノ」５０で処理後、ＴＥ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬中で熱処理。
リパーゼ濃度１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ
（３）リパーゼＧ「アマノ」５０で処理後、ＴＥ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬中で熱処理。
リパーゼ濃度５００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ
（４）リパーゼＧ「アマノ」５０で処理後、ＴＥ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬中で熱処理。
リパーゼ濃度１，０００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ
（５）リパーゼＡＹ「アマノ」３０Ｇで処理後、ＴＥ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬中で熱処理。
リパーゼ濃度１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ
（６）リパーゼＡＹ「アマノ」３０Ｇで処理後、ＴＥ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬中で熱処理。
リパーゼ濃度５００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ
（７）リパーゼＡＹ「アマノ」３０Ｇで処理後、ＴＥ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬中で熱処理。
リパーゼ濃度１，０００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ
※図中のＭ印は１００ｂｐラダー分子量マーカーである。
※（１）～（７）の領域は、全てレーン左から 10- 4、 10- 3 . 5、 10- 3、 10- 2 . 5、 10- 2の菌サ
ンプル。
【００５１】
　図１からわかるように、 TE-Triton試薬中での熱処理のみの場合 (（１）、実施例１－４
)であっても十分に溶菌できたが、リパーゼによる前処理を行った場合 (（２）～（７）、
実施例２－１ )の方が、さらに溶菌作用が向上した。
【００５２】
　（実施例２－２、実施例２－３）
　前記ＢＣＧ菌液を、リン酸緩衝液（ｐＨ６．８）を用いて段階希釈（ 10- 4、 10- 3 . 5、 10
- 3、 10- 2 . 5）したものを被験菌液とした。各濃度の菌液を 100μ Lずつスクリューキャップ
付きチューブに分注し、遠心（ 10,000g、 15分間）してペレット化したものを溶菌反応に
用いるサンプル（試料）とした。他方、前記 TE-Triton試薬にリパーゼ AY「アマノ」 30Gを
500units/mLの濃度になるように添加したものを溶菌試薬液として用いた。前記試料に前
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記溶菌試薬 100μ Lを添加し、ボルテックス後、軽く遠心した後、 45℃でインキュベーショ
ンした。インキュベーションの時間は 10分間、 30分間の２通り行った。続いて、それぞれ
96℃、 10分間で加熱して溶菌処理を行った（実施例２－２）。また、リパーゼ処理と熱処
理とを同時に行った（４５℃、１０分間）以外は、前述と同様の操作を行ったものを実施
例２－３とした。
【００５３】
　細胞が溶解されたことを確認するため、上記の処理によって得られた溶菌液 100μ Lのう
ち、 2μ Lを templateとしてＰＣＲを行った。ＰＣＲの条件は、実施例１と同様である。前
記ＰＣＲ増幅反応産物各８μ Lを３％アガロースゲル電気泳動法により確認した。その結
果を図２に示す。なお、同図のレーン番号に流したサンプルは、以下のとおりである。
【００５４】
　（図２の説明）
　（１）リパーゼＡＹ「アマノ」３０ＧとＴＥ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬との混合試薬中でのリ
パーゼ処理と熱処理との同時処理（実施例２－３）。
　（２）リパーゼＡＹ「アマノ」３０ＧとＴＥ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬との混合試薬で処理。
４５℃、１０分間→９６℃、１０分間
　（３）リパーゼＡＹ「アマノ」３０ＧとＴＥ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬との混合試薬で処理。
４５℃、３０分間→９６℃、１０分間
　（４）リパーゼＡＹ「アマノ」３０Ｇで３７℃、１０ｍｉｎ処理後、ＴＥ－Ｔｒｉｔｏ
ｎ試薬を添加して９６℃で１０分間熱処理。
　（５）リパーゼＡＹ「アマノ」３０Ｇで３７℃、１０ｍｉｎ処理後、ＴＥ－Ｔｒｉｔｏ
ｎ試薬を添加して９６℃で１０分間熱処理。
※図中のＭ印は１００ｂｐラダー分子量マーカーである。
※（１）～（７）の領域は、全てレーン左から 10- 4、 10- 3 . 5、 10- 3、 10- 2 . 5の菌サンプル
。
【００５５】
　図２に示すように、脂質分解処理と加熱処理を同時に行っても（実施例２－３）、十分
に溶菌した。また、脂質分解処理と加熱処理を分けて行うと（実施例２－２）、さらに溶
菌効率が向上した。なお、脂質分解処理のインキュベーション時間の影響は認められず、
非イオン性界面活性剤とリパーゼとを同一の緩衝液に溶解させても、問題がなかった。
【００５６】
　（実施例２－４）
　 TE buffer（ 10mM Tris、 1mM EDTA、 pH8.0）および Tris Buffer（ 10mM Tris、 pH8.0）に
、それぞれ TritonX-100（ナカライ社製）を１％の濃度になる様に添加し、オートクレー
ブ滅菌し、ＥＤＴＡ含有試薬およびＥＤＴＡ無しの試薬を調製した。これらを、以下、そ
れぞれ TE-Triton試薬（ＥＤＴＡ含有）および Tris-Triton試薬（ＥＤＴＡ無し）という。
試料となる培養 BCGは、抗酸菌増殖用液体培地（商品名： MycoBroth、極東製薬工業社製）
にて、菌液がマックファーランド１相当の濁度になるまで培養し、これを必要に応じて希
釈して調製した。
【００５７】
　前記ＢＣＧ菌液を、リン酸緩衝液（ｐＨ６．８）を用いて段階希釈（ 10- 4 . 5、 10- 4、 10
- 3 . 5、 10- 3、 10- 2 . 5）して被験菌液を調製した。前記各濃度の菌液を 100μ Lずつスクリュ
ーキャップ付きチューブに分注し、遠心（ 10,000g、 15分間）してペレット化したものを
溶菌反応に用いるサンプル（試料）とした。前記 TE-Triton試薬および Tris-Triton試薬に
、それぞれリパーゼ AY「アマノ」 30Gを 500units/mLの濃度になるように添加した。この溶
液１００μＬを前記試料に添加し、ボルテックス後、軽く遠心した後、 45℃でインキュベ
ーションした。インキュベーションの時間は１０分間および３０分間の２通り行った。続
いて、それぞれ 96℃、 10分間の熱処理を行った。
【００５８】
　細胞が溶解されたことを確認するため、上記の処理によって得られた溶菌液 100μ Lのう
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ち、 2μ Lを templateとしてＰＣＲを行った。ＰＣＲの条件は、実施例１と同様である。前
記ＰＣＲ増幅反応産物各８μ Lを３％アガロースゲル電気泳動法により確認した。その結
果を図３に示す。なお、同図のレーン番号に流したサンプルは、以下のとおりである。
【００５９】
　（図３の説明）
（１）～（３）：リパーゼＡＹ「アマノ」３０ＧとＴＥ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬との混合試薬
で処理（ＥＤＴＡあり）。４５℃、１０分間→９６℃、１０分間
（４）～（６）：リパーゼＡＹ「アマノ」３０ＧとＴｒｉｓ－Ｔｒｉｔｏｎ試薬との混合
試薬で処理（ＥＤＴＡ無し）。４５℃、１０分間→９６℃、１０分間
※図中のＭ印は１００ｂｐラダー分子量マーカーである。
※（１）～（７）の領域は、全てレーン左から 10- 4 . 5、 10- 4、 10- 3 . 5、 10- 3、 10- 2 . 5の菌
サンプル。
【００６０】
　図３に示すように、ＥＤＴＡを用いない場合（（４）～（６））であっても、十分に溶
菌できた。また、ＥＤＴＡを使用すれば（（１）～（３））、さらに溶菌効率を上げるこ
とができた。
【産業上の利用可能性】
【００６１】
　以上のように、本発明の溶菌方法は、特殊な装置や試薬を用いることなく、簡単かつ短
時間に抗酸菌を確実に溶菌できる方法である。したがって、本発明の方法を、例えば、遺
伝子の増幅・検出法による抗酸菌検査の試料の前処理に適用することにより、検査の効率
化を簡単に実現できる。
【図面の簡単な説明】
【００６２】
【図１】図１は、本発明の一実施例の溶菌効果を確認した結果を示す電気泳動の写真であ
る。
【図２】図２は、本発明のその他の実施例の溶菌効果を確認した結果を示す電気泳動の写
真である。
【図３】図３は、本発明のさらにその他の実施例の溶菌効果を確認した結果を示す電気泳
動の写真である。
【配列表フリーテキスト】
【００６３】
配列番号１：プライマー１の塩基配列
配列番号２：プライマー２の塩基配列
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【配列表】
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