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緒言 

 

 非結核性抗酸菌（ non-tuberculosis mycobacteria; NTM ） 1, 2) は、抗酸菌

（mycobacteria、マイコバクテリア）の中で、結核症の起因菌である結核菌

Mycobacterium tuberculosis とハンセン病の起因菌であるらい菌 Mycobacterium 

leprae 以外の菌種の総称で、現在 190 種類以上の菌種が確認されており、その数

は年々増加している。NTM はその増殖速度から、孤立集落を形成するように希

釈された新鮮菌液を卵培地に接種した場合に、肉眼的集落発生までに 1 週以上

を要する遅発育抗酸菌（slowly growing mycobacteria）と、25℃および 37℃で 1 週

以内に肉眼的集落の観察可能な迅速発育抗酸菌（rapidly growing mycobacteria）に

分類される。NTM は環境菌として土壌、水系、および動物などの自然環境に加

えて、上水道、浴室、シャワーヘッド、農地、庭などの土壌、およびハウスダス

トなどの生活環境に広く生息している 3-7)。本邦ではこれまでに 30 種類以上の

抗酸菌種による感染症が報告されている 8)。特に臨床的に問題となる原因菌種は

限られており、Mycobacterium avium、Mycobacterium intracellulare、Mycobacterium 

kansasii、および Mycobacterium abscessus complex の 4 菌種が大部分を占める 9, 

10)。このうち M. avium と M. intracellulare は性状が類似しているため、併せて

Mycobacterium avium complex（MAC）と呼ばれる。M. avium には subsp. avium、
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subsp. paratuberculosis、subsp. silvaticum、および subsp. hominissuis の 4 亜種が報

告されており、ヒトからは主に M. avium subsp. hominissuis が分離される。また

M. abscessus は subsp. abscessus、subsp. bolletii、および subsp. massiliense の 3 亜

種に分類される。M. abscessus subsp. massiliense はマクロライド療法に反応が良

好であるのに対して、前二者は反応が乏しいため、これらの亜種同定は重要であ

る。 

 NTM 症の多くは呼吸器に発症する肺 NTM 症である。NTM 症はヒト－ヒト感

染により伝播される結核菌とは異なり、基本的にヒト－ヒト感染はない。そのた

め、感染症法に基づく届け出対象疾患ではなく、患者登録制度も整備されていな

いため、正確な患者数をはじめとする疫学情報を把握することが困難な疾患で

ある。2014 年に日本医療研究開発機構（AMED）の研究班（研究代表者、阿戸

学）による調査が行われ、肺 NTM 症の罹患率は 14.7（対人口 10 万人）と報告

され、菌陽性結核の罹患率（人口 10 万対 10.7）を超えていることが示された 9)。

起因菌には地域性があり、東日本では M. avium が多く、四国以西では M. 

intracellulare が多い 9, 10)。また、M. kansasii は近畿で多く、M. abscessus complex

は九州・沖縄に多いことが併せて報告されている。 

 多くの場合、NTM の侵入門戸は口腔・鼻腔と皮膚である。健常人の口腔常在

菌層にも含まれ 11)、頭頚部ではリンパ節炎を引き起こすことが多い 12-16)。とこ
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ろで、NTM は水環境を好むことと関連し、歯科診療ユニットの水路から検出さ

れている 17-20)。小児歯科診療室で M. abscessus 感染症が集団派生した事例も報告

されている 21)。このように NTM は歯科領域においても無視のできない病原体

である。 

 結核菌の病原性因子が多く研究されてきたことに対して、NTM の病原性に関

しては不明な点が多い。また、NTM は抗結核薬の多くに耐性を示すことが多く、

薬物療法に難渋する症例も散見されるが、薬剤に耐性を示す機構にも不明な点

が多い。これらを明らかにするためには遺伝学的解析によるアプローチも必要

である。遺伝学的解析に汎用されている遺伝要素のひとつにプラスミドがあり、

これまでに多くの病原細菌の研究に用いられている。結核菌とらい菌ではこれ

までにプラスミドは見つかっていないが、NTM では多くのプラスミドが見つか

っている。M. avium 由来のプラスミド pLR722)と pMAV2223)、Mycobacterium 

fortuitum 由来の pAL500024)、pJAZ3825)、および pMF126)、そして Mycobacterium 

ulcerans の pMUM00127)が代表的なものである。現在、抗酸菌の研究では pAL5000

を骨格に構築されたものが汎用されている。NTM の研究において pAL5000 から

派生したプラスミドは、M. abscessus28, 29)、M. avium23)、M. intracellulare30)、

Mycobacterium chelonae28)、Mycobacterium terrae28)、M. kansasii31)、Mycobacterium 

smegmatis32)、Mycobacterium marinum33)、および Mycobacterium yongonense34)など
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の菌種で応用されている。しかし、pAL5000 以外のプラスミドを応用した例は

これまでに乏しい。Goto らは Mycobacterium scroflaceum 由来の pMSC26235)と大

腸菌用プラスミド pACYC17736)を元に pYT937 を構築し、Mycobacterium bovis 

bacille de Calmette et Guérin（BCG）で複製されることを報告している 37)。その後

Qin らは、pYT937 は BCG に加えて Mycobacterium phlei、と M. fortuitum で複製

されるが M. smegmatis では複製されないことを報告している 38)。興味深いこと

に同じ報告の中で、pYT937 よりも広い領域の pMSC262 由来断片を含む pYT923

では M. smegmatis の中での J15CS 株は複製されるが、同じ M. smegmatis でも

mc2155 株では複製されないことが示されている 38)。さらに pMSC262 は BCG に

おいて、pAL5000 から派生した pYUB75 と不和合性を示さないことも報告され

ている 38)。 

本研究では、多くの NTM 菌種において pAL5000 を骨格としたプラスミドと

ともに使用可能な、汎用性のあるプラスミドの作製を目的とし、pYT937 に含ま

れる pMSC262 由来断片を骨格とした新規プラスミドを作製し、臨床において分

離頻度の高い M. abscessus と M. avium への導入を試みた。 

 

 

材料ならびに方法 

1．供試菌株と培養条件 
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供試菌株として、M. abscessus subsp. abscessus の標準株 ATCC 19977 株と、臨

床分離株である 38 株および 39 株を使用した。また M. avium subsp. hominissuis

の標準株 104 株と、臨床分離株 545 株および 552 株を使用した。臨床分離株は

独立行政法人国立病院機構近畿中央呼吸器センター吉田志緒美博士より恵与さ

れた。本研究で使用した菌株とプラスミドを表 1 に示した。 

大腸菌 Escherichia coli（E. coli）DH5株の培養には Luria-Bertani（LB）液体

培地（ナカライテスク、京都、日本）と LB 寒天培地を使用した。なお必要に

応じて培地には、カナマイシン（Km）｛終濃度：20 g/mL（Meiji Seika ファル

マ、東京、日本）｝とカルベニシリン｛終濃度：50 g/mL（ナカライテスク）｝

を添加した。 

M. abscessus と M. avium の培養には、10% ADC｛アルブミン 50 g/L（富士フ

イルム和光純薬、大阪、日本）・デキストロース 20 g/L（ナカライテスク）・カ

タラーゼ 40 mg/L（Sigma-Aldrich、MO、USA）、pH7.9｝と Tween80｛終濃度：

0.05%、（Becton Dickinson、NJ、USA）｝を添加した Middlebrook 7H9 液体培地

（Becton Dickinson）（7H9-ADC-Tween80 液体培地）および 10% ADC を添加し

た Middlebrook 7H10 寒天培地（Becton Dickinson）（7H10-ADC 寒天培地）を使

用した。なお必要に応じて培地には、ゼオシン｛Zeo、（Invitrogen、CA、

USA））｝、ハイグロマイシン（Hyg、富士フイルム和光純薬）、および Km を添

加した。 

 

2．選択薬剤の検討 
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 M. abscessus と M. avium を 7H9-ADC-Tween80 液体培地を用いて 37℃で振盪し

ながら培養した。培養開始から 24 時間後に培養物の濁度を濁度計（CO8000 

Biowave, Biochrom, England）を用いて測定した後、培養物を 7H9-ADC-Tween80

液体培地で希釈し、OD600=1.0 に調整した。調整した菌液を同じ培地を用いて 10

倍希釈を繰り返すことにより、OD600=1.0×10-3 の菌液を得た。希釈した菌液 100 

L を各濃度の抗菌薬（Km：20 g/mL、50 g/mL、あるいは 100 g/mL、Hyg：

100 g/mL または 200 g/mL、Zeo：10 g/mL または 20 g/mL）を含有する 7H10-

ADC 寒天培地に播種し、37℃で培養した。M. abscessus は 5 日後に、また、M. 

avium は 14 日後に増殖の有無を判定した。対照として抗菌薬を含有しない 7H10-

ADC 寒天培地を用いた。 

 

3．遺伝子操作 

 特別な記載がない限り遺伝子操作は分子生物学実験で使用される通法に従っ

た。なお、本研究で使用したプライマーを表 2 に示した。 

 

4．プラスミドの構築 

本研究で用いたプラスミドの作製の概略を図 1 に示す。 

Hyg 耐性遺伝子（Hygr）はプライマーHygNde と HygPst を用いて、また Zeo 耐

性遺伝子（Zeor）はプライマーZeoNde と ZeoPst を用いて、それぞれの Open 

Reading Frame（ORF）を PCR 法で増幅した。得られた PCR 産物を NdeI と PstI

で消化し、pNPP39)の同じ制限酵素サイトに挿入することにより、pNPP-Hyg と



8 

 

pNPP-Zeo を構築した（図 1A）。 

EGFP 遺伝子（egfp）はプライマーEGFPNde と EGFPPst を用いて、また DsRed

遺伝子（ds-red）はプライマーDsRedNde と DsRedPac を用いて、それぞれの ORF

を PCR 法で増幅した。そして egfp の PCR 産物は NdeI と PstI で消化し、また ds-

red の PCR 産物は NdeI と PacI で消化し、それぞれ pNPP の同じ制限酵素サイト

に挿入することにより pNPP-EGFP と pNPP-DsRed を構築した（図 1B）。 

大腸菌－抗酸菌シャトルベクターを構築するため、はじめに pYT937 を PstⅠ

と HindⅢで消化し、抗酸菌内で機能する複製起点 oriM を含む 2.3 kb の断片を得

た。得られた断片を大腸菌用クローニングベクターpBlueScript II SK (-)の同じ制

限酵素サイトに挿入することにより pYTSK を得た（図 1C）。次に pYTSK を SpeI

で消化後、ウシ小腸由来アルカリホスファターゼ｛Alkaline Phosphatase（Calf 

intestine、CIAP）｝を用いて脱リン酸化処理を行い、pNPP-Hyg あるいは pNPP-Zeo

を XbaI で消化することにより得られた Hygr 発現カセットあるいは Zeor 発現カ

セットを挿入することで pYT-Hyg および pYT-Zeo を得た。さらに pYT-Hyg と

pYT-Zeo を XbaI で消化後、CIAP を用いて脱リン酸化処理を行い、pNPP-DsRed

を XbaI で消化することにより得られた DsRed 発現カセットを挿入することで

pYT-HygDsRed と pYT-ZeoDsRed を得た（図 1C）。 

pAL5000 の複製起点を含み、EGFP を発現する大腸菌－抗酸菌シャトルベクタ

ーpNN2-EGFP は、pNPP-EGFP を XbaI で消化して得られた egfp 発現カセット

を、XbaI で消化後に CIAP を用いて脱リン酸化処理を行った pNN228)に挿入する

ことで得た（図 1D）。 
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5． 抗酸菌へのプラスミドの導入 

M. abscessus と M. avium へのプラスミドの導入は電気穿孔法により行った。M. 

abscessus と M. avium を 7H10-ADC 寒天培地上で培養後、7H9-ADC-Tween80 液

体培地を用いて 37℃、24 時間の振盪培養を行った。培養後、室温下 500 rpm、

10 分間の条件で遠心分離を行い、菌塊を形成した菌を除去して菌液とした。こ

の菌液の濁度を OD600＝0.1 に調整後、再度 37℃で振盪培養を行った。24 時間後

に 3,000 rpm、4℃、10 分間の条件で遠心分離を行い、集菌した。上清を除去した

のち、エレクトロポレーションバッファー｛72 mM mannitol、2 mM sodium-

phosphate buffer（pH 7.1）、0.05 % Tween 80（EP バッファー）｝で菌を懸濁した。

再度同じ条件で遠心分離を行い、上清を除去したのち、EP バッファーを用いて

濁度を OD600＝1.0（1.0×108 CFU/mL）に調整した。この菌液 100 L と 1 g/L

濃度のプラスミド 5 L を混合後、氷上に 30 分静置した。静置後、1.0 mm gap キ

ュベット（ネッパジーン、千葉、日本）に全量を入れ、ECM399（BTX、MA、

USA）を用いて電界強度 1.7 kV/mm の電気パルスを与えた。再度、氷上で 60 分

静置後に 7H9-ADC-Tween80 液体培地を 100 L 加え、37℃で回復培養を行った。

M. abscessus は 6 時間後、M. avium は 24 時間後に抗菌薬含有 7H10-ADC 寒天培

地に播種し、37℃で培養を行った。使用した抗菌薬の濃度は、Km は M. abscessus 

ATCC 19977 株に対しては 50 g/mL、38 株と 39 株には 100 g/mL、M. avium 104

株には 20 g/mL、545 株と 552 株には 100 g/mL とした。Zeo は M. abscessus の

3 株に対して 20 g/mL とした。そして、Hyg は M. avium 104 株には 100 g/mL、
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545 株と 552 株は 200 g/mL とした（図 2）。 

プラスミド導入実験は各 3 回行い、その平均値を転換効率とした。 

 

6. 集落の観察 

集落の観察は、蛍光顕微鏡（BX51 OLYMPUS、東京、日本）を用いて行っ

た。可視光および波長 510 nm と 575 nm の蛍光で観察した。 

 

結果 

1．選択薬剤の検討 

 プラスミド保持菌の選択に使用する抗菌薬を決めるために、供試菌株の Km、

Hyg、および Zeo に対する感受性を調べた。結果を図 2 に示す。M. abscessus は

Km に対して、 ATCC 19977 株では 50 g/mL、38 株と 39 株では 100 g/mL 以上

で集落は形成しなかった。Hyg に対しては 200 g/mL でも集落を形成した。そ

して、Zeo に対しては 3 株ともに 20 g/mL 以上で集落は形成しなかった。M. 

avium は Km に対して、104 株では 20 g/mL、545 株では 100 g/mL、そして 552

株では 50 g/mL で集落は形成しなかった。Hyg に対しては、104 株では 100 

g/mL、545 株と 552 株では 200 g/mL で集落は形成しなかった。また、Zeo で

は 3 株ともに 20 g/mL で集落は形成しなかった。 

これの結果をもとに、M. abscessus におけるプラスミド保持の選択には Km と

Zeo を使用し、M. avium において Km と Hyg を使用することにした。なお、培

地に添加する抗菌薬の濃度は、材料および方法の項に示した濃度を使用した。 
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2．大腸菌－抗酸菌シャトルベクターの構築 

 材料および方法の項に示したとおりに蛍光タンパク質を発現する 3 種類の大

腸菌－抗酸菌シャトルベクター、pYT-ZeoDsRed、pYT-HygDsRed、および pNN2-

EGFP を構築した。構築途上に作製された、egfp と ds-red がサブクローニングさ

れた pNPP の派生プラスミドである pNPP-EGFP と pNPP-DsRed を保持した大腸

菌は、それぞれ緑色蛍光と赤色蛍光を発色していた。さらに最終構築物である

pNN2-EGFP は緑色蛍光を発色し、pYT-ZeoDsRed と pYT-HygDsRed は赤色蛍光

を発色していた（図 3）。これらのことから、蛍光タンパク質遺伝子の発現のた

めの構築は正しく行われたことが示された。 

 

3．抗酸菌への大腸菌－抗酸菌シャトルベクターの導入 

 M. abscessus 標準株 ATCC19977 株と臨床分離株である 38 株と 39 株に pNN2-

EGFP を電気穿孔法で導入したところ、緑色蛍光を発色した集落がみられた（図

4A）。菌数 1.0×107 CFU を使用した際のプラスミド 1 g あたりの転換効率は、

ATCC19977 株、38 株、および 39 株それぞれ 3.81×10±1.19×10、5.24±2.41、およ

び 6.38±3.22 であった（表 3）。同様にこれら 3 株に pYT-ZeoDsRed を導入したと

ころ、赤色蛍光を発色した集落がみられた（図 4B）。転換効率は、ATCC19977 株、

38 株、および 39 株それぞれ 1.18×103±3.44×10、6.84±1.42、および 1.03×10±1.95

であった。次に M. avium 標準株 104 株と臨床分離株である 545 株と 552 株に

pNN2-EGFP を導入したところ、緑色蛍光を発色した集落がみられた（図 5A）。
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菌数 1.0×107 CFU を使用した際のプラスミド 1 g あたりの転換効率は、104 株、

545 株、および 552 株それぞれ 3.08×102±2.03×10 、 7.63±0.93 、および

3.26×10±1.04×10 であった。同様にこれら 3 株に pYT-HygDsRed を導入したとこ

ろ、赤色蛍光を発色した集落がみられた（図 5B）。転換効率は、104 株、545 株、

および 552 株それぞれ 7.62±2.86、4.18±1.60、および 5.51×10±1.37×10 であった。 

 

4．プラスミドの不和合性 

M. abscessus と M. avium における pMSC262 を骨格としたプラスミドと

pAL5000 を骨格としたプラスミドの不和合性を検討した。このため、pYT-

ZeoDsRed を保持する M. abscessus 株に pNN2-EGFP を導入したところ、標準株

と臨床分離株 2 株のいずれにおいても緑色蛍光と赤色蛍光を同時に発色する株

を得た（図 6A）。また pYT-HygDsRed を保持する株に pNN2-EGFP を導入したと

ころ、M. avium 標準株と臨床分離株 2 株のいずれにおいても緑色蛍光と赤色蛍

光を同時に発色する株を得た（図 6B）。以上のことから、pMSC262 を骨格とし

たプラスミドと pAL5000 を骨格としたプラスミドは M. abscessus と M. avium に

おいて不和合性を示さないことが示された。 

 

考察 

本研究で pMSC262 を骨格とした pYT-ZeoDsRed と pYT-HygDsRed は、M. 

abscessus 標準株と臨床分離株、および M. avium 標準株と臨床分離株それぞれの

中で複製すること、またこれらの菌株において pAL5000 を骨格とした pNN2-
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EGFP と共存し、不和合性を表さないことが示された。pAL5000 を骨格としたプ

ラスミドが M. abscessus と M. avium で機能することはこれまでにも報告されて

いるが、pMSC262 を骨格としたプラスミドがこれらの菌種で機能することは、

我々の知る限り、今回が初めての報告である。 

pMSC262 の複製起点の領域の塩基配列は Qin らによって決定され 38, 41)、その

後、この領域を含むプラスミド pYT923hyg の全塩基配列が同じグループによっ

て決定されている 42, 43)。この中で 1,546 bp を複製に必要な最小領域としている

38)。彼らはこの領域に ORF1 から ORF5 までの 5 つの ORF を見出しているが、

特に ORF2 は複製に必須の遺伝子としている 38)。 

本研究では pMSC262 を骨格としたプラスミドと pAL5000 を骨格としたプラ

スミドを使用したが、いずれも菌種により複製に必要な領域が異なることが報

告されている。pYT923 では BCG、M. smegmatis J15CS 株、および M. smegmatis 

mc2155 株の 3 株間で、pAL5000 は M. fortuitum と M. smegmatis で異なる 38, 44)。

このことは、プラスミドが保持される宿主であっても、導入する領域が複製に必

要な領域であるかは各菌種で試みる必要がある。今回使用した pMSC262 の部分

は pYT937 に用いられた領域で、BCG、M. phlei、および M. fortuitum、では複製

されるが M. smegmatis では複製されない領域である 38)。本研究の結果、pMSC262

を骨格としたプラスミドは M. abscessus と M. avium においても複製可能である

ことが明らかとなった。他の NTM についても今後試行する必要がある。 

プラスミド保持菌の選択マーカーには薬剤耐性遺伝子が使用されることが多

い。抗酸菌では Km 耐性遺伝子（Kmr）と Hygr が汎用される。次いでゲンタマイ
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シン耐性遺伝子が使用されるが、ゲンタマイシン耐性遺伝子の選択性は前 2 者

と比較すると低い。Raghunand らは Zeor が有効であるとしているが 45)、その後

の報告はほとんどない。今回の供試菌株において Km、Hyg、および Zeo の感受

性を調べたところ、M. abscessus の 3 株はいずれも高濃度の Hyg に対して耐性を

示したものの、Km は 100 g/mL で、また Zeo は 20 g/mL で増殖しなかった。

このことから M. abscessus 用の選択マーカーとしては Kmr と Zeor が使用可能と

推測され、実証された。一方、M. avium では供試した 3 株とも Km は 100 g/mL

で、Hyg は 200 g/mL で、また Zeo は 20 g/mL で増殖しなかった。このことか

ら M. avium 用の選択マーカーとしては Kmr、Hygr、および Zeor のいずれもが使

用可能と推測された。費用の観点から Kmr と Hygr を使用したところ、両者は有

効であることが示された。 

Qin らは、pMSC262 の複製起点を持つプラスミドと pAL5000 の複製起点を持

つプラスミドは、BCG において不和合性を示さないことを報告している 38)。し

かし、他の抗酸菌では報告が無く、本研究で NTM の中で起因菌としての検出頻

度の高い M. abscessus と M. avium で実験的に確認されたことは、解明が進んで

いない両菌の病原因子を遺伝学的に解析していくうえで、大きな意味を持つも

のと考えられる。 

本研究ではプラスミド保持菌はすべて抗生物質含有培地で増殖された。しか

し、形質転換された菌株を感染実験などに応用する場合には、抗生物質が存在し

ない状況であることが一般的である。抗生物質が存在しない場合、プラスミドが

脱落する可能性がある。今後の課題として、抗生物質非存在下においてプラスミ
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ドが維持されるか、すなわち、プラスミド脱落率を計測する必要がある。 

 

結論 

pYT プラスミドは pAL5000 プラスミドとともに、NTM の遺伝子解析に有用

なプラスミドであることが示唆された。 
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図の説明 

図 1 蛍光タンパク質発現プラスミドの作製 

A．Hyg（Zeo）耐性遺伝子発現カセットは．NdeI と PstI サイトを付与したプラ

イマーを用いた PCR 法で増殖した Hyg（Zeo）耐性遺伝子 ORF を NdeI と PstI で

消化したのち、プロモーターとターミネーターを有する pNPP プラスミドの同じ

制限酵素サイトに挿入することで構築した。B．EGFP（DsRed）遺伝子発現カセ

ットは同様に．NdeI と PstI（DsRed 遺伝子では NdeI と PacI） サイトを付与し

たプライマーを用いた PCR 法で増殖した EGFP（DsRed）遺伝子 ORF を NdeI と

PstI（NdeI と PacI）で消化したのち、pNPP の同じ制限酵素サイトに挿入するこ

とで構築した。C．pYT937 の複製起点を含む PstⅠ - HindⅢ 2.3 kb を pBlueScript 

II SK(-)の同じ制限酵素サイトに挿入することで pYTSK を構築した。次に A で

作製した pNPP-Hyg（pNPP-Zeo）を XbaI で消化して得られた Hyg（Zeo）耐性遺

伝子カセットを、SpeI で消化した pYTSK をライゲーションすることで pYT-Hyg

（pYT-Zeo）を構築した。さらに pYT-Hyg（pYT-Zeo）の XbaI サイトに、B で作

製した pNPP-DsRed を XbaI で消化することで得られた挿入することで pYT-

HygDsRed（pYT-ZeoDsRed）を構築した。D．EGFP 発現プラスミド pNN2-EGFP

は、B で作製した pNPP-EGFP の EGFP 遺伝子発現カセットを含む XbaI 断片を

pNN2 の XbaI サイトに挿入することで構築した。 

 

図 2 選択薬剤の検討 

OD600=1.0×10-3 に調整した菌液 100 L を各濃度の抗生物質を含有する 7H10-
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ADC 寒天培地に播種し、37℃で M. abscessus は 5 日間（A）、M. avium は 14 日間

培養した（B）。 

 

図 3 構築したプラスミドの大腸菌への導入 

 構築した pYT-ZeoDsRed、pYT-HygDsRed、および pNN2-EGFP を E. coli DH5

に導入し、抗菌薬含有寒天培地に播種した。培養後、形成された集落を蛍光顕微

鏡を用いて観察した。スケールバー：500 μm 

 

図 4 M. abscessus のプラスミド導入株の蛍光顕微鏡像 

 電気穿孔法によりプラスミドを導入し、抗菌薬含有寒天培地に播種した。培養

後、形成された集落を蛍光顕微鏡を用いて観察した。スケールバー：500 μm 

A．M. abscessus の標準株、臨床分離株に pNN2-EGFP を導入した集落。 

B．M. abscessus の標準株、臨床分離株に pYT-ZeoDsRed pNN2-EGFP を導入した

集落。 

 

図 5 M. avium のプラスミド導入株の蛍光顕微鏡像 

 電気穿孔法によりプラスミドを導入し、抗菌薬含有寒天培地に播種した。培養

後、形成された集落を蛍光顕微鏡を用いて観察した。スケールバー：500 μm  

A．M. avium の標準株、臨床分離株に pNN2-EGFP を導入した集落。 

B．M. avium の標準株、臨床分離株に pYT-HygDsRed を導入した集落。 
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図 6 pYT プラスミドと pAL5000 プラスミドを導入した株の蛍光顕微鏡像 

pYT プラスミド導入株へ pAL5000 プラスミドを導入し、抗菌薬含有寒天培

地に播種した。培養後、形成された集落を蛍光顕微鏡を用いて観察した。スケー

ルバー：500 μm 

A．pYT-ZeoDsRed を導入した M. abscessus の標準株、臨床分離株に pNN2-EGFP

を導入した集落。 

B．pYT-HygDsRed を導入した M. avium の標準株、臨床分離株に pNN2-EGFP を

導入した集落。 
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表 1．本研究に使用した菌株とプラスミド 

大腸菌 E. coli   

 DH5 クローニング用宿主 ニッポンジーン 

M. abscessus subsp. abscessus 

 ATCC 19977 

  38 

 39  

標準株 

臨床分離株 

臨床分離株 

 

近畿中央呼吸器センター 

近畿中央呼吸器センター 

M. avium subsp. hominissuis 

  104 

  545 

  552 

標準株 

臨床分離株 

臨床分離株 

 

近畿中央呼吸器センター 

近畿中央呼吸器センター 

大腸菌プラスミド 

pBlueScript II SK (-) 

pNPP 

pNPP-Hyg 

 

pNPP-Zeo 

 

pNPP-DsRed 

 

pNPP-EGFP 

 

Ampr, cloning vector 

Ampr, cloning vector 

Ampr, cloning vector 

containing hygr ORF 

Ampr, cloning vector 

containing Zeor ORF 

Ampr, cloning vector 

containing DsRed gene ORF 

Ampr, cloning vector 

containing EGFP gene ORF 

アジレントテクノロジー 

Fujiwara et al.39) 

本研究で作製 

 

本研究で作製 

 

本研究で作製 

 

本研究で作製 

 

抗酸菌・大腸菌シャトルベクター 

pNN2 

pNN2-KmGFP 

 

 

pYT937 

pYT-Hyg 

pYT-Zeo 

pYT-HygDsRed 

 

 

pYT-ZeoDsRed 

 

Ampr, Kmr, shuttle vector 

Ampr, Kmr, shuttle vector 

containing EGFP expression 

cassette 

Ampr, Kmr, shuttle vector 

Ampr, Hygr, shuttle vector 

Ampr, Zeor, shuttle vector 

Ampr, Hygr, shuttle vector 

containing DsRed expression 

cassette 

Ampr, Zeor, shuttle vector 

containing DsRed expression 

cassette 

Ohara et al.40) 

本研究で作製 

 

 

Goto et al.37) 

本研究で作製 

本研究で作製 

本研究で作製 

 

 

本研究で作製 
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表 2．本研究で使用した PCR プライマー 

名称 配列（5’ – 3’） 

HygNde 

HygPst 

ZeoNde 

ZeoPst 

EGFPNde 

EGFPPst 

DsRedNde 

DsRedPac 

CCCCATATGACACAAGAATCCCTGTTACTTC 

CCCCTGCAGTCAGGCGCCGGGGGCGGTGTC 

GGGCATATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTC 

GGGCTGCAGTCAGTCCTGCTCCTCGGCCACGAAGTG 

CCCCATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG 

AAACTGCAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATG 

CCCCATATGGACAACACCGAGGACGTCATC 

CCCTTAATTAACTCTACTGGGAGCCGGAGTGG 

下線は制限酵素サイトを示す 
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表 3．プラスミドの転換効率 

 

 
蛍光集落数 蛍光を発色した集落数 

使用菌数 1×107 CFU 

転換効率は、使用したプラスミド 1 g あたりに得られた蛍光集落数の値とした。 

値は平均±標準偏差を示す。N=3 

 

 

 

 

 

 

 

菌 種 菌 株 プラスミド 
蛍光集落数 

/使用菌数 
転換効率 

M. abscessus ATCC19977 

pNN2-EGFP 

1.90×10-5 3.81×10±1.19×10 

 38 2.57×10-6 5.24±2.41 

 39 3.11×10-6 6.38±3.22 

M. avium 104 

pNN2-EGFP 

1.54×10-4 3.08×102±2.03×10 

 545 3.76×10-6 7.62±0.93 

 552 1.63×10-5 3.26×10±1.04×10 

菌 種 菌 株 プラスミド 
蛍光集落数 

/使用菌数 
転換効率 

M. abscessus ATCC19977 

pYT- ZeoDsRed 

1.64×10-3 1.18×103±3.44×102 

 38 1.24×10-6 6.84±1.42 

 39 5.57×10-6 1.03×10±1.95 

M. avium 104 

pYT-HygDsRed 

3.42×10-6 7.62±2.86 

 545 4.00×10-7 4.18±1.60 

 552 2.73×10-5 5.51×10±1.37×10 



Ampr

pNPP

3.2 kb

oriE
XbaI

EcoRI, SacI, 
KpnI, SmaI, 
BamHI, XbaI

NdeI,PacI,PstI
Hygr（Zeor）PCR産物

NdeI – PstIで末端を消化

NdeI – PstI消化物

Ampr

oriE

XbaI

EcoRI, SacI, KpnI, 
SmaI, BamHI, XbaI

NdeI

pNPP-Hyg

（pNPP-Zeo）

PstI

Hygr（Zeor）

Ampr

pNPP

3.2 kb

oriE
XbaI

EcoRI, SacI, 
KpnI, SmaI, 
BamHI, XbaI

NdeI, PacI,PstIegfp（ds-red）PCR産物

NdeI – PstI（PacI）で末端を消化

NdeI – PstI（PacI）消化物

Ampr

oriE

XbaI

EcoRI, SacI, KpnI, 
SmaI, BamHI, XbaI

NdeI
pNPP-EGFP

（ pNPP-DsRed）

PstI
(PacI)

egfp（ds-red）

図 1

A

B

Tmk-a

PaphII

Tmk-a

PaphII

Tmk-a

PaphII

Tmk-a

PaphII
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Ampr

KmrpYT937

5.9 kb

oriE

oriM

HindIII

HindIII

PstI

PstI
XbaI

BamHI

Ampr

pBluescript II SK (-)

3.0 kb

oriE

BssHII, KpnI
MCS

f1 ori

SaxcI, BssHII

MCS; BssHII, SacI, 
SacII, NotI (EagI), 
XbaI, SpeI, BamHI, 
SmaI, PstI, EcoRI, 
EcoRV, HindIII, 
ClaI, SalI, XhoI, 
ApaI, KpnI, BssHII

PstI – HindIII

2.3 kb断片
PstI – HindIII

消化物

Ampr

pYTSK

5.3 kb

oriE

f1 ori

HindIII, ClaI, SalI, XhoI, ApaI, KpnI, 
BssHII

oriM

BssHII, SacI, SacII, NotI
(EagI), XbaI, SpeI, BamHI

Ampr

pYT-Hyg

（pYT-Zeo）

oriE

f1 ori

HindIII, ClaI, SalI, XhoI, ApaI, KpnI, 

BssHII

oriM

BssHII, SacI, SacII, NotI
(EagI), XbaI, (SpeI/XbaI)

SpeI消化、CIAP処理

(XbaI/SpeI),BamHI

Hygr（Zeor）

図 1

C

Ampr

oriE

XbaI

XbaI

NdeI

PstI

Tmk-a

PaphII

pNPP-Hyg

（pNPP-Zeo）

Hygr（Zeor）

XbaI消化

XbaI消化、CIAP処理

30



Ampr

pYT-HygDsRed

（pYT-ZeoDsRed）
oriE

f1 ori

HindIII, ClaI, SalI, 

XhoI, ApaI, KpnI, 

BssHII

oriM

BssHII, SacI, SacII, NotI
(EagI), XbaI

(XbaI/SpeI), BamHI

Hygr（Zeor）

Ampr

oriE

XbaI

XbaI

NdeI

PstI

Tmk-a

PaphII

XbaI消化

pNPP-DsRed

ds-red

XbaI, (SpeI/XbaI)

ds-red

図 1

C（続き）
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Ampr

pNN2

6.3 kb

oriE

BamHI, XbaI, 
SalI

oriM

EcoRI, SacI, 
KpnI, SplI

Kmr

HindIII

図 1

D

Ampr

oriE

XbaI

XbaI

NdeI

PstI

Tmk-a

PaphII

XbaI消化

pNPP-EGFP

egfp

XbaI消化, CIAP処理

Ampr

pNN2-EGFP

oriE

BamHI, XbaI

oriM

EcoRI, SacI, KpnI, SplI

HindIII

XbaI, SalI

egfp

Kmr
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図3
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明視野 510 nm
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図6
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