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要約 マイコプラズマの汚染を迅速 ・正確に検出することを目的に、ネステッドプラ

イマーを用いた2段 階のPCR法(ネ ステッ ドPCR法)を 利用 した検出

系を開発した。2段 階のPCRは 検出感度を高めると同時に、1段 階目のPCR

の特異性を確認できる利点がある 。 陽性コン トロールとしてMycoplasma

orale　DNAを 用い、テンプレー トDNA濃 度3～10fg/μ1(1反 応あた り2-

6コ ピー)が 検出限界であることが明 らかになった。更に、PCR法 で増幅され

たDNAを 回収 し、塩基配列を決定 した結果、細胞に感染しているマイコプラ

ズマ菌種を確実に同定することができた。この一連の方法の開発により、培養細

胞に汚染しているマイコプラズマの検出感度、迅速性、また、信頼性を高め、細

胞バンクの品質管理を向上させることが可能となった。

キー ワー ド　 マイ コプラズマ 、ネステ ッ ドPCR、DNA蛍 光 染色法 、塩基配 列決定

序 文

培養細胞 の品質管理 に当 たって、マ イコプ ラズ

マ汚染 を迅 速 に検 出す るこ とは、最 も基本 的な課

題 の一一つであ る。マ イコプラズマ汚染 は、培 養細

胞 に様 々な影響 を与 える。例 えば、細胞の形態(核

濃縮 、細胞 の空胞 化等)、 増殖動態 に対 す る影響、

分子 生物学 的解析 に与 える影響 、細胞 の代 謝産物

(イン ター フェロ ン産生等)に 対す る影響 な どがあ

る11。 この ようなマ イ コプラズマ に よる細胞 変性

は、研 究成績 に大 きな影響 を与 え問題 となる。

園 立医 薬品 食品衛生研究 所 ・細 胞 バ ン クで は、

培養細 胞の品質管理の 一つ として、マ イコプ ラズ

マ検 査 をDNA蛍 光染色法 によ り実施 してい るが、

マ イコプ ラズマ汚 染の程 度が低 い場 合や被検細 胞

の生存 率が低 く、死細胞 片が多 く混在す る場 合 に

は、判定が困難で熟練 を要す る。

そ こで、我 々はマ イコプラズマ微 量検 出法 であ

る ネステ ッ ドPCR法5・6)を 導 入 し、数年前 か ら培

養細胞 の品質管理 に利用 して きた。従来PCR産 物

のバ ン ドサ イズのみか ら種 の同定 をす る ことは 困

難であ ったが、本報で示す ように、PCR増 幅 され

たDNAを 回収 し、塩基配列決定 を行 なうことに よ

り、マ イコプ ラズマ種 を正確 ・迅速 に同定す るこ

とが可能 となった。

本報告で は、マ イコプラズマ に汚染1、たGOTO

細胞 を例 として、 ネステ ッ ドPCR法 と塩 基配列 決

定 を組み 合わせ た 方法の特 色 ・利点 を中心 に検 討
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す る。

材料と方法

被 検 細 胞 と してJCRBO612GOTO細 胞(Lot.

112495)を 用 いた。 この細 胞 は過去 にマ イコプラ

ズマ汚 染が あ り、除染作 業 した後 、供給 されて い

た細胞で あるが、DNA蛍 光染色法 に よ り再 び陽性

と判定 され た細胞 で ある。因み に、マ イコプラズ

マ汚染 のあるLot .112495をMC-210(大 日本製薬

製、細胞 培養用 マ イコプラズマ除去剤)を 最 終濃

度05μglm1に な る様 に培 地 に添加 して3週 間培 養

す る こ とによ り、DNA蛍 光染色 法 、 ネス テ ッ ド

PCR法 と もに陰性 となるよ うに、 除染す る ことが

で きた。今 回、DNA蛍 光染色法 とネステ ッ ドPCR

法 の両手法 を比 較す るため に、 以下の方法で検 出

を行 なった。

1)DNA蛍 光 染色法2-4)

①被検 細胞 は、抗 生物 質 を含 まない培 地で少 な

くとも3代 以上継代 し、con伽entに なって か

ら培 地交換 を しない で7日 問培養す る。

② トリプシ ンは用 いず 、ス クレイパ ーで細 胞 を

掻 き取 り、12,000rpm,10分 間40Cで 遠心 し、

培 地の量 を調整 して細胞数 がおお よそ106個/

mlと なる ようにす る。

③ ②の細胞懸濁液100-200μ1を 指標細胞 である

VERO細 胞(実 験前 日に104個/2cm2の 密度で

4wellス ライ ドチ ャ ンバ ー に播 種)に 添加 し

て5日 間培 養後、固定標本 を作 製す る(固 定

液;酢 酸:メ タノー ル=1:3)。

④ 標本 をヘキス ト33258で 染色 して蛍 光顕微 鏡

で観察 し(対 物 レンズ20倍 お よび100倍)、 汚

染の有無 を判 定 した。

2)ネ ス テ ッ ドPCR法5"8)

①7日 問培養 した被検細胞 の培 養上清600μ1を

等 量の フェノールで抽 出 し、上清 をエ タノー

ル沈殿 して乾燥 、注射用蒸 留水 に再懸濁 して

最終 的 に10倍 濃縮 したDNAの5μ1(PCR反

応 液の10%)をPCRの テ ンプレー トと した。

表1に 反応 液組成 を示 した。陽性 コン トロー

ル としてMycoplasmaoraleDNAを 用い た。1

段階 目のPCRプ ライマーは、マ イコプラズマ

の16SrRNA遺 伝 子 と23SrRNA遺 伝子 間ス

ペ ーサ ー領域 で、マ イコプラズマ種 に共通 し
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た配列か ら1対 設定 されてお り、 さ らにそ の

内側 に2段 階 目PCR用 としてネステ ッ ドプラ

イマーが設定 されている(図1)。

②PCR反 応 は、 図2に 示 した条 件 で30サ イ ク

ル、2段 階で行 なった。PCRに はTAKARA

PCRThermalCyclerMP(モ デ ル:TP3000)

を使用 した。

③2段 階 目のPCR反 応終了後、PCR産 物IOIul

に6倍 濃 縮 色素 液2μ1を 混 合 して2%ア ガ

ロースゲル電 気泳動 し、ゲル をエチ ジウムブ

ロマ イ ド染色 した後 、UV照 射下 で検 繊 され

るDNAバ ン ドの有無で判定 を行 なった。

3)塩 基配列の決定

検 出 され たマ イ コプ ラ ズマDNAの 塩 基 配 列 を決

定 す るた め に、GENECLEANn(BIO1011nc.、 で

ゲ ル か らPCR増 幅 さ れ たDNAを 回 収 精 製 し、

O.36pmol(60ng/約250bp断 片)を シ ー ケ ン シ

ング 反 応 の テ ン プ レー トと して 用 い た 。2段 階 目

の 片 側 のPCRプ ラ イマ ー3.2pmolとDyeDeoxy

TerminatorCycleSequencingKit(PEBiosystems)

の プ レ ミ ッ ク ス8μ1を 用 い て ダ イデ オ キ シ ダ イ

ター ミネ イ ター 法 に よ りシー一クエ ン シ ン グ反 応 を

行 な い 、ABIPRISM310GeneticAnalyzer(PE
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Biosystems)で 塩基 配列 を決定 した(図3)。

結 果

DNA蛍 光 染色 法 で は、被 検 細胞 を対物 レンズ

20倍 で検鏡 した場合 には判定 が 困難で あ ったが 、

100倍 で は明 らか にマ イコプラズマ汚染 陽性 と判定

で きた(図4)。

PCR法 での陽性 コ ン トロールの検 出限界 は、 テ

ンプ レー トDNAの 濃度 が3～10fgtμ1で あ った

(図5)。 この こ とは、マ イコプラズマ のゲ ノムサ

イズ を約80万 塩基対*と した時 に、1段 階 目PCR反

応 液の 中 にマイ コプ ラズマDNAが お よそ2～6

コ ピー含 まれていれ ば検 出で きる ことを示す。

被検 細胞DNAを テ ンプ レー トとして2段 階の

PCRの 後、2%ア ガロースゲ ルで電気 泳動 した結

果 、GOTO細 胞 で は230bp付 近 にバ ン ドが検 出

され た(図5)。 このバ ン ドサ イズか ら、GOTO細

胞 を汚 染 して い る マ イ コプ ラ ズ マ種 は、Myco-

ptasmahominis(M.hominis)あ るいはMycoplasma

*マ イ コプラズマ菌 種の コンプ リー トゲ ノム サイズは 、

Mycop'asmapnθumoniaeM129を 例 にあげると

816,394bp(UOOO89)で あ る。

arginini(M.arginini)で あ る と予 想 され た(表

2)7・8)。

塩 基 配 列 を 決 定 し 、DNAデ ー タ ベ ー ス

(EMBL)上 で ホ モ ロ ジ ー サ ー チ した 結 果 、M.

hominisと は98.2%の ホ モ ロ ジ ー(図6)が あ り、

M.argininiと は82.0%の 一 致 で あ っ た。 そ の他 マ イ

コ プ ラ ズ マ 種 と の 検 索 結 果 は 、Mycoplasma

salivariumと75.2%、Mycoptasmaarthritidisと61」

%、Mycoplasmaoraleと60.3%、 ルlycoplasma

fermentansと60.2%で あ っ た・

以 上 の結果 か ら、GOTO細 胞 を汚 染 して い るマ イ

コ プ ラズ マ種 はMycoplczsmahominisと 同 定 で きた。

考 察

DNA蛍 光染色法 とネステ ッ ドPCR法 の特徴 を比

較 し、表3に 示 した。

DNA蛍 光染色法 は、簡便で信頼性 も高 く安定 し

た結 果が得 られる。 しか し、結果が でる まで に日

数がかか り、DNAを 含む細胞断片あるいはマ イコ

プラズマ以外 の感 染性微生物 と、マ イコプラズマ

汚染 との弁 別 な ど、結 果の判定 に熟練 を要す る。

一方、 ネステ ッドPCR法 は検 出感度、迅速性で優
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図5.ネ ステ ッ ドPCR法 に よるGOTO細 胞 に混入 したマイ コプラズマの検出

2段 階 目PCR産 物 を296ア ガ ロースゲル電気泳動 し、エチ ジウムブロマイ ド染色後UV照 射 によ りDNAの

バ ン ドを検出。ゲルの両端 はMarker(φ ×174RFDNAHaellldigest)、 レー ン11滅 菌蒸留水(陰 性対照)、

レー ン2,3:JCRB104.2Ku812F細 胞Lot.081194、 レ ー ン4,5:JCRBo612GoTo細 胞

Lot.112495、 レー ン6,7:JcRBo254MKN45細 胞Lot.111795、 レーン8～11は 陽 性対照;レ ー

ン8:ルfycopl∂smaoraleDNA30fg/μLレ ー ン9:Mycopl∂smθora'eDNA10fg/μ1、 レー ン10:

Mycopt∂smaora'θDNA3fg/μ1、 レーン11:Mycoplasm∂ora/eDNAlfg/μ1

れて お り、 ゲル染色 に よる判定 も容 易であ る。

DNA蛍 光染色 法は感 染可能 なマ イコプラズマの存

在 を前提 と して お り、 そ の感 度 はCFU(colony

formingunit)で 表 され る。標 的細胞 で増殖 したマ

イコプラズマDNAを 蛍光染色 して検出することに

な る。 我 々の実 験 で は、CFUを 算 出す る実験 は

行 って いないので 、文献1)か ら引用す る と、試

料(培 地)lm1あ た り100CFUで 検出可能である
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図6.2段 階目PCR産 物の塩基配列とマイコプラズマ塩基配列のデータベース比較例

上段(2nd-PCR):2段 階目PCR産 物 と下段(Mho16s):Mycoplasm∂hominisDNAの16S-23S

rRNAオ ペロンスペーサー領域の塩基配列の一致部分を示す。

ホモロジー:98,296

とい う。

一方
、われわれは、マ イコプラズマのDNA量 を

用 いてネステ ッ ドPCRの 感度 を検討 している。マ

イコプラズマの大 きさを約800Kbpと して検出感

度 を計 算す る と、1段 階 目で は1.1×105copies/ml

試料(1pg/μ1)、2段 階 目まで は400_1200copies/

m且(3-10pt91μ1)試 料 となる。 また、Harasawaet

aL7)はCFUで 検定 したサ ンプルを用 い、本報告 と

同 じネステ ッ ドPCR法 で検出感度 を算出 し、 萱段

階 目にIO4CFU!ml試 料 、2段 階 目の検出感度は102

CFU/ml試 料であると報告 している。 これ らの検 出

感度の結 果を炎4に まとめた。比 較す る と生物学

的活性 を基に した1CFUが 、DNA量 を基 に計算

した約10コ ピーに相 当す るこ とが示唆 された。細

胞 に感染 して増殖 す るため には1細 胞 あた り複数

個 のマ イコプラズマの感染が必 要であ る と考 える

と、 ネステ ッ ドPCR法 及びDNA蛍 光染 色法はほ

ぼ等 しい感 度 を有 する と考 え られ る。

一一般 にマ イコプラ ズマ に汚染 した細 胞 の培 地は

104-IO"CFUlmlの マ イコプ ラズマ を含 むと報 告 さ

れてい るVo本 報告では培地中か らのDNA精 製に

おい て試料 を10倍 濃縮 してい るが 、細 胞 バ ンクで
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扱 われてい る培養細胞で はネステ ッ ドPCR法 の一

段 階 目で検 出 され る もの は扱 ってい ない。 この こ

とか ら、DNA精 製の効 率等 問題 ではあるが 、試料

調製 の濃 縮 を勘定 にいれ る と培 地 中のマ イコプラ

ズマは103CFUlm1あ るいは104copies/mlよ り低 い

と考 え られ る。 一方、マ イコプラズマで汚染 され

た培養細 胞についてDNA蛍 光染色法 とネステ ッ ド

PCR法 で の検 出結果 は常 に一致す る。 しか し、 ま

れ に は染 色法 だけで は、判 断 に迷 う こ とが あ る。

これ らの結果 に よ り、われわれ は、細 胞バ ンクで

扱 ってい る細胞 のマ イ コプラズ マ汚染 が低 レベ ル

で あ り、検 出感 度限界 に近い汚染 を扱 って いる と

考 えてい る。

しか し、 ネステ ッ ドPCR法 は感度 が高 い ため

に、操作 過程で のマイ コプラズマDNAの 混 入等 、

擬 陽性 が でる可 能性 があ り、サ ンプル調製 、陽性

コ ン トロールの扱 い、エ アゾルに よる操作時 の ク

ロス コン タ ミなどに注 意が必要 であ り、安定 した

結果が得 られる ようになる までには熟練 を要す る。

マ イコプラズマ菌種 の同定 は、染色 法で は困難 で

ある。 しか し、本報 告で示 した ように、PCR増 幅

DNA断 片 の塩基 配列 を、2段 階 目のPCRプ ラ イ

マ ー を用 いて決定す る ことに よ り、簡便 で確実 に

菌種 を同定す る ことが で きた。表2に 示す ように、

PCR増 幅DNA断 片 の長 さ、 あるい は制 限酵 素断

片 の長 さを用 いて菌種 を同定する方法 もある8)。 し

か し、本報告 で示 した直接 的な菌種 同定の方法 は、

従来 の ものに比 して より確実 、迅速 な ものであ る。

ネステ ッ ドPCR法 と塩基配列決定 によるマ イコプ

ラズマ菌種 同定 は、マ イコプラズマの感染経路 の

解 明 に も役立 つ こ とが期 待 される。 また、細胞 バ

ンクにお いて、 ネステ ッ ドPCR法 の迅速性 と高感

度性 は、経時 的 に除 染作 業 の進行 をモニ ターす る

目的に も有用 であ る。 しか し、培 養細胞 が同時 に

複数のマイ コプラズマ に汚染 されている場 合には、

この方法 で塩 基配列 を決定 し、菌種 の同定 をす る

こ とは難 しい と予想 され る。

検 出の 正確 を期 す ため には、一 つ の事 象 を異

なった方法で独立 に捉 えてお くこ とが重要である。

マ イ コプラズマのDNA蛍 光染色 法、 ネステ ッ ド

PCR法 は、それぞれ に異 なった特質 を もつ。細胞

バ ンクにおいて は、 この二重検 出 システ ムによっ

て高 品質の細 胞 を供給で きる もの と考 える。特 に

シー ドス トックのマ イ コプラズマ検 査 にお いて 、

両手法 の特 徴 を理解 し、相互 に補 って併用す るこ

とが重 要であ る。
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