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は　じ　め　に
　Mycoplasma pneumoniae（以下M.pneumoniae）によ
るマイコプラズマ肺炎は，市中肺炎の主な起因病原体の
一つである。原発性異型肺炎の30－40％がマイコプラズ
マ肺炎であり，患者は若年層に多いがすべての年齢層で
発症する１）。
　診断法には培養法，血清学的検査法，PCR法などが
あるが，感度・特異度のほか，検査工程，経済性，迅速
性などに問題があった２）。
　そこで今回我々は，新たに発売されたマイコプラズマ
抗原迅速診断キット２製品とLoop-mediated Isothermal 
Amplification（以下LAMP法）を比較し，加えてLAMP
法におけるQIAGEN抽出と簡易DNA抽出試薬のDNA
抽出法の比較検討を行ったので報告する。

対　　　　　象
　2013年10月～2014年３月までのマイコプラズマ肺炎が
疑われた症例46件を対象とした。

原 理 ・ 方 法
１）マイコプラズマ抗原迅速診断キット
　プライムチェックマイコプラズマ（アルフレッサ
ファーマ社，以下プライムチェック）とリボテストマ
イコプラズマ（旭化成ファーマ社，以下リボテスト）

の２社を使用した。
①プライムチェック
　イムノクロマト法を原理とし，M.pneumoniae の
P1蛋白を認識する。付属の綿棒で採取した咽頭拭
い液を検体として，専用の抽出液に浸し，規定量を
テストプレートへ滴下，15分後に陽性ラインを目視
判定した。
②リボテスト
　イムノクロマト法を原理とし，M.pneumoniae 内
のリボソーム蛋白 L7/L12を認識する。付属の綿棒
で採取した咽頭拭い液を検体とし，専用の抽出液中
で２分間静置後規定量をテストプレートに滴下，15
分後に陽性ラインを目視判定した。

2 ）LAMP法
　LAMP法は，６領域を認識する４種類のプライマー
と鎖置換活性を有するDNA合成酵素との組み合わせ
により，65℃付近の一定温度において標的遺伝子配列
を高感度に効率よく増幅する方法である３）。
　DNA抽 出 は 従 来 法 のQIAamp DNA Mini Kit
（QIAGEN，以下QIAGEN抽出）と新しく発売され
た簡易DNA抽出試薬　SR DNA抽出キット（栄研化
学，以下 SR DNA抽出）の２種類で行った。
①QIAamp DNA Mini Kit によるDNA抽出
　２種の抗原キットの抽出液の残りを混合し，SR 
DNA抽出キット用のサンプルを採取したのち遠
心，沈渣を含む検体200μl を採取し，核酸抽出精製
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装置QIAcube（QIAGEN）にてDNA抽出を行った。
② SR DNA抽出キットによるDNA抽出
　２種の抗原キットの抽出液の残りを混合したもの
に綿棒を浸し，300μl の生理食塩水に再懸濁したも
のをサンプルとし，DNA抽出を行った。
　LAMP反応には Loopamp リアルタイム濁度測定
装置RT-160C（栄研化学）を用い，反応副産物で
あるピロリン酸マグネシウム（白色沈殿物質）の濁
度を測定し，M.pneumoniae を検出した。また，内
部標準物質としてリアルタイム PCRにてβ-globin
の検出も行った。
　各法の特性を表１に示した。

結　　　　　果
1 ）マイコプラズマ抗原迅速診断キットと LAMP法の
比較（表 2）
　46件中，プライムチェックの陽性件数は４件（8.7％）
であり，LAMP法との一致率は73.9％，感度25.0％，
特異度100.0％であった。また，リボテストでは陽性
件数11件（23.9％），LAMP法との一致率は71.7％，
感度43.8％，特異度86.7％であった。
2 ）QIAGEN抽出と SR DNA抽出の比較（表 3）
　QIAGEN抽出と SR DNA抽出における一致率は
93.5％，感度81.3％，特異度100.0％であった。また，
リアルタイム PCRにてβ-globin の検出では，SR 
DNA抽出がQIAGEN抽出に比べ，平均３から４サ
イクル増幅曲線の立ち上がりが遅かった。

考　　　　　察
　マイコプラズマ肺炎は，肺炎球菌を代表とする「細菌
性肺炎」に対し，異型肺炎と呼ばれることが多い。治療
にはマクロライド系抗菌薬を第一選択薬とすることが推
奨され，早期診断が重要となる４），５）。しかし，マイコプ
ラズマ肺炎の診断として一般的な血清抗体価検査法で
は，感染初期には抗体価の上昇が見られない症例や既往
感染で高力価の抗体価が持続している症例などがあり，
感度・特異度の面で問題があった。一方，PCR 法や培
養法においては検査結果報告まで数日を要するため，早
期診断が難しかった。
　マイコプラズマ抗原迅速診断キットによるマイコプラ
ズマ抗原の検出は，咽頭拭い液を検体とするため患者に
とって低侵襲であり，操作も簡便で検査所要時間も約20
分程度と短い。波多野らによると，プライムチェックと
PCR法の一致率は89.8％，感度90.0％，特異度89.5％
と報告されている６）。しかし，今回の我々の LAMP法
と比較した検討では，一致率は約２割，感度は約４割低
かった。マイコプラズマ肺炎は，下気道に分布する線毛
上皮に接着することで感染が成立し増殖するため，上気
道は下気道と比較すると菌量が少なくなってしまう。さ
らに，波多野らによると，病日別の PCRとプライム
チェックの相関性で第１～２病日では感度の低下が見ら
れたと報告している６）。よって，検索の結果には検体採
取法の相違や検査を行うタイミングが重要と考えられる。
　LAMP法は PCR法と同様，連続的に遺伝子の増幅反
応を行い，検体中の微量の標的遺伝子を検出する高感度
の遺伝子診断法であり，結核菌やレジオネラ属菌の検索
にも利用されている。近年では，M.pneumoniae の検出
にも応用され，2011年10月より保険収載されている。
PCR法と比較すると，反応時間は約１時間と短く，操
作手順が簡便でコンタミネーションによる偽陽性の可能

表 ２　マイコプラズマ抗原迅速診断キットと LAMP法
の比較（n=46）　　　　　　　　　　　

Ａ．プライムチェックマイコプラズマ

LAMP法
合　計

陽　性 陰　性

プライムチェック
マイコプラズマ

陽　性 4 0 4

陰　性 12 30 42

合　　　　　計 16 30 46

感度 25.0%（4/16）　特異度 100.0%（30/30）　一致率 73.9%（34/46）

Ｂ．リボテストマイコプラズマ

LAMP法
合　計

陽　性 陰　性

リボテスト
マイコプラズマ

陽　性 7 4 11

陰　性 9 26 35

合　　　　　計 16 30 46

感度 43.8%（7/16）　特異度 86.7%（26/30）　一致率 71.7%（33/46）

表 ３　QIAGEN抽出と SR DNA抽出の比較（n=46）

QIAGEN
合　計

陽　性 陰　性

SR DNA抽出
キット

陽　性 13 0 13

陰　性 3 30 33

合　　　　　計 16 30 46

感度 81.3%（13/16）　特異度 100.0%（30/30）　一致率 93.5%（43/46）

表 １　各検査法の比較

プライムチェック
マイコプラズマ

リボテスト
マイコプラズマ LAMP法

原理 イムノクロマト法 イムノクロマト法 LAMP法

検体 咽頭拭い液 咽頭拭い液 咽頭拭い液または
鼻咽頭拭い液

認識部位 P1蛋白 リボソーム蛋白
L7/L12

SDC1遺伝子の
一部

反応時間 15分間 15分間 60分間
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性が少ない。また，反応温度が一定であるため，増幅に
必要な機器が簡略で安価なこと，増幅が進むと反応液が
濁るため目視でも結果が判定できることなどが利点とし
て挙げられる７）。しかし，簡略で安価とはいえ，LAMP
法には専用の測定機器が必要となるため，検査を行うこ
とができる施設は限られてしまう。また，DNA抽出工
程を含めるとさらに１時間程度要するため，マイコプラ
ズマ抗原迅速診断キットと比較すると迅速性に欠けてし
まう。SR DNA抽出を利用することでDNA抽出を約20
分程度に短縮することが可能であったが，今回の検討で
はQIAGEN抽出で陽性，SR DNA抽出で陰性となる症
例が３例みられた。同一サンプルから検出した内部標準
物質のβ-globin の結果から，SR DNA抽出はQIAGEN
抽出の１/10程度のテンプレートDNA量と推測される。
このことからマイコプラズマの菌量が少ない検体の場
合，SR DNA抽出で偽陰性となってしまったと考えら
れる。一方，SR DNA抽出のみ陽性となった症例が１
例みられたが，LAMP反応で不規則な増幅曲線を描き，
さらに再測定では陰性となったことから偽陽性反応と考
えられた。
　リボテストはプライムチェックより２割程度高い感度
を示したが，やや特異性が低く，偽陽性と思われる症例
が４例みられた。リボテストを利用する場合は，臨床症
状やその他の検査結果も併せて，総合的な判断が必要と
思われた。

ま　　と　　め
　M.pneumoniae の検出には，それぞれの検査法の特
性を理解し，施設の運用に合わせた検査法を選択するこ
とが重要と考えられた。
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