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研究要旨 

 本学で開発したマイコプラズマ検査系の実用化とウイルス検査系の自動化に関する取り組み

を行った。マイコプラズマ検査系(遺伝子配列から 142 種類のマイコプラズマ属を検出可能と推

測される：TMDU 法)は日本・欧州・米国の 3極薬局方記載の 9種類を含む 17 種類のマイコプラ

ズマを 5 cfu/reaction の感度で検出可能なことが示された。また、現在汎用されているリアル

タイム PCR 法を応用したマイコプラズマ検出キット（MycoSEQ: Lifetechnologies）との比較試

験を行った結果、TMDU 法は結果の解釈がより簡便であり、感度・直線性・特異性などは同等で

あるため、実用化すべき十分な性能を持つことが示された。また、QIAGEN 社の QIAsymphony を

使用したウイルス・マイコプラズマの自動検査の構築を目指し研究開発を進め、DNA ウイルス 13

種類の自動検査が可能であることを、模擬サンプルを使用した実験により確認した。    

 

A．研究目的 

  

 再生医療に使用する細胞製剤は、生体

材料から得た組織・細胞を培養すること

により調製し、生きた状態で投与される

ため、原材料あるいは最終製品を滅菌処

理することにより安全性を確保すること

は事実上不可能である。したがって、再

生医療を実用化するためには、微生物汚

染の問題を克服し、安全な治療用細胞製

剤を供給する体制を整えることが極めて

重要である。生体には細菌・真菌・ウイ 

 

 

ルスなど多くの微生物が持続感染してい

るため、培養工程中の外来微生物の混入

の防止を徹底するだけでは微生物汚染の

問題を回避するには不十分であり、患者

に投与する最終製品を全数検査して治療

の安全性を担保することが必要と考えて

いる。 本分担研究では、１．ヒトに持

続感染することが知られているウイルス

を主とした検査対象ウイルスのリストア

ップ ２．それらを網羅的に検出可能な

検出系の作成 ３．関節関連組織及び滑
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膜由来間葉幹細胞の微生物検査データの

蓄積、４．検査系の自動化 ５．滑膜由

来間葉幹細胞を使用した軟骨再生医の微

生物安全検査法の確立を目的に研究を行

っている。本年度は、これまでに開発し

たマイコプラズマ検査系(遺伝子配列か

ら 142 種類のマイコプラズマ属を検出可

能と推測される：TMDU 法)のバリデーショ

ン試験（今回は感度検定試験）と、現在

汎用されているリアルタイム PCR 法を応

用したマイコプラズマ検出キット

（MycoSEQ: Lifetechnologies）との比較

試験、およびキアゲン社の QIAsymphony

を用いたウイルス・検査系の自動化を目

指した研究開発を実施した。 

 

 

B．研究方法 

 

１．TMDU 法によるマイコプラズマの検出 

核酸の抽出は、使用した QIAGEN 社のキ

ットの説明書に従って実施した。マイコ

プラズマの検出は、本学で開発した 142

種類のマイコプラズマ属が検出可能なマ

ルチプレックス PCR 検査系により、マイ

コプラズマ属の 16S リボソーム・23S リボ

ソームおよびそれらのスペーサー領域に

設定したプライマー・プローブ（合計 15

種類）を使用し、マイコプラズマゲノム

の当該領域を増幅した。 

・核酸抽出： QIAampMinElute virus spin 

kit (QIAGEN：以下 QIAGEN 法と記載) 

・PCR 装置：LightCycler480 (ロッシュ)  

・PCR 反応：95℃10 分処理の後、95℃15

秒,60℃60 秒の反応を 45 サイクル 

・PCR 試薬：PCR 試薬：AmpliTaqGold & Gold 

Buffer（アプライドバイオシステムズジ

ャパン） 

・プライマー：通常の合成 DNA を使用 

・プローブ：Taqman Probe を使用 

・バリデーションに使用したマイコプラ

ズマ（17 種類）Mycoplasma arginine, 

Mycoplasma buccale, Mycoplasma faucium, 

Mycoplasma fermentans, Mycoplasma 

gallisepticum, Mycoplasma genitalium, 

Mycoplasma hominis, Mycoplasma 

hyorhinis, Mycoplasma lipophilum, 

Mycoplasma orale, Mycoplasma pneumonia, 

Mycoplasma primatum, Mycoplasma 

salivarium, Mycoplasma synoviae, 

Ureaplasma urealyticum, Acholeplasma 

laidlawii, Spiroplasma citri 

 

２．MycoSEQ によるマイコプラズマの検出 

マイコプラズマ検出キットとして発売

されている MycoSEQ (Lifetechnologies）

は以下の 2つのコンポーネントからなる。 

・MycoSEQ Mycoplasma Detection Kit 

 (PCR assay 用) 

・PrepSEQ Nucleic Acid Extraction Kit 

 (核酸抽出用) 

核酸抽出および検出操作は MycoSEQ の説

明書に従って行った。 
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３．添加回収試験の実施方法 

添加回収試験の実施に当たってはマイ

コプラズマ試験法開発の標準細胞として

採用されている CHO 細胞 DG44 株と添加す

る指標マイコプラズマとして Mycoplasma 

orale (E3329121020)を使用した。 

 

４．QIAsymphony を使用した検査の自動

化 

使用キット： QIAsymphony DSP DNA 

Minikit192 Version1 

qPCR: LightCycler480 (ロッシュ) 

・検査対象ウイルス種 

HSV1, HSV2, CMV, VZV, EBV, HHV-6, HHV-7, 

HHV-8, BKV, JCV, HBV, ParvoB19（PVB19）, 

ADV の 13 種類 

・PCR 反応：95℃10 分処理の後、95℃15

秒,60℃60 秒の反応を 45 サイクル。 

・PCR 試薬：AmpliTaqGold & Gold Buffer

（アプライドバイオシステムズジャパン） 

・プライマー・プローブ：固相化 DNA ウ

イルス検出ストリップ（日本テクノサー

ビス）を使用 

 

（倫理面への配慮） 

倫理的な問題が生じるような研究は実施

しなかった。 

 

C．研究結果 

 

１．マイコプラズマ検出の感度検定 

方法に記した 17種類のマイコプラズマ属

の菌種について、5 ～1000 cfu/reaction

の範囲で検出感度の検定を行った。その

結果、n=3 の実験で、17 種類すべての菌

種をいずれの濃度でもれなく検出するこ

とが可能だった。したがって、TMDU 法は

最低 5 cfu/reaction の検出感度を持つこ

とが示された。 

 

２．キットとの核酸抽出結果の比較 

prepSEQ と QIAGEN 法の 2 種類のマイコ

プラズマ検出法に関し、標準プロトコル

による核酸抽出効率を比較した。なお、

抽出に要した時間・最大細胞数は、

MycoSEQ:3 時間、1.0 x 106 細胞、QIAGEN

法 1 時間、5.0 x 106 細胞だった。1.0 x 106 

cells CHO 細胞 DG44 株 1.0 x 106 細胞に

Mycoplasma orale 100 cfu を添加し、DNA

を抽出したところ、 DNA の回収量は

prepSEQ では 20μg、QIAGEN 法では 12μg

であり、prepSEQ の方が高い回収率を示し

た。 

 

３．MycoSEQ による添加回収試験 

QIAGEN 法および prepSEQ によりマイコ

プラズマ添加 CHO-DG44 細胞から抽出した

DNA を 使 用 し 、 MycoSEQ Mycoplasma 

Detection Kit によりマイコプラズマの検

出を行った。その結果、QIAGEN 法で抽出

した場合には Cp 値 31.25 で、prepSEQ を

使用した場合には Cp 値 31.64 でシグナル

の上昇が見られた。シグナル強度は

QIAGEN 法で抽出した核酸を使用した方が
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相化ストリップと QIAsymphony を使用し、

被験ウイルス陰性が確認されている細胞

の DNA 0.5μg に各ウイルスのスタンダー

ドを 10～10000 コピー加えた測定用サン

プルを各種ウイルス毎に作製し実験を行

った。 

その結果、検討した 13 種類のウイルス

をすべて 10 copies/reaction の検出感度

で自動測定が可能なこと、10～10000 コピ

ーまで検量線は直線的で十分に定量的デ

ータを得ることが可能であることが示さ

れた。 

 

 

D．考察 

 

１．TMDU 法によるマイコプラズマ検出の

感度検定 

TMDU 法によるマイコプラズマ検出にお

いては、遺伝子配列からは 142 種類のマ

イコプラズマを特異的に検出できること

が示されている。この性能を実証するた

め 17 種 類 の マ イ コ プ ラ ズ マ 属

(Acholeplasma, Spiroplasma, Ureaplasmaを

含む）の菌株を使用し、検出可能なこと

が実証され、またいずれの菌種について

も 5 cfu/reaction の感度で検出可能な

ことが示された。日本・欧州・米国薬局

方に記載されているマイコプラズマ属の

菌種は合計 9 種類であるが、すべて今回

使用した 17 種類の中に含まれるため、

TMDU 法は 3 極薬局方の検出要件を満たし

ていると考えられる。 

２．マイコプラズマ検出における MycoSEQ

と TMDU 法の比較 

一般に汎用されているリアルタイム

PCR を応用したマイコプラズマ検査キッ

ト MycoSEQ と我々が開発した TMDU 法との

比較試験を行ったところ、抽出時間が

TMDU 法の方が 2 時間早く抽出でき、最終

産物を検査する場合には非常に有利であ

ると考えられる。また、MycoSEQ を使用し

た添加回収試験において、QIAGEN 法で回

収したDNAを使用した場合の方がprepSEQ

で回収した DNA を使用した場合に比べ、

Cp 値は変わらないもののシグナルが 3 倍

以上高かったのは、prepSEQ で抽出した

DNA 量が QIAGEN 法で抽出した DNA 量より

も多いことが影響している可能性が考え

られた。しかし、TMDU 法でマイコプラズ

マの検出を行った際にはシグナルの高さ

はほとんど変わらず、TMDU 法の方がサン

プルの量の変動に対する許容性が高いた

めと考えられる。 本研究でも確認され

たように、MycoSEQ では、陰性サンプルを

測定した場合でも 36cycle 以降にシグナ

ルの立ち上がりが観察されることがあり、

しかも Tm値解析でもそのシグナルが陽性

を示すのか陰性を示すのかを確定できな

いことが経験される。MycoSEQ では検出に

SYBR Green を使用しているためそのよう

な問題を回避することは容易ではないが、

その点我々の開発した TMDU 法では検出に

蛍光プローブをしているため、MycoSEQ で
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観察されるようなシグナルの立ち上がり

は全くなく、結果の判定がより正しく行

えると考えている。一方、これまでに得

られている結果では、MycoSEQ と TMDU 法

の間では検出感度・直線性・特異性にお

いてほぼ同様な性能であるとの結果が蓄

積されている。どちらの方法も 3 極薬局

方の 9 種類のマイコプラズマ種をもれな

く検出できることも確認されており、現

時点では TMDU 法は実用化するために十分

な性能を持つと判断している。今後は、

我が国の公的機関からリリースされる予

定のマイコプラズマの標準品を使ったバ

リデーションを行い、実用化するに足る

十分な性能を持つことをデータにより明

確に示していくことが重要である。 

 

３．ウイルス検査系の自動化 

QIAGEN 社と共同研究契約を締結し、

QIAsymphony を使用したウイルス・マイコ

プラズマの自動検査の構築を目指し研究

開発を進めている。本研究により、DNA ウ

イルス 13種類の自動検査が可能であるこ

とが模擬サンプルを使用して確認された。

今後は、RNA ウイルスとマイコプラズマ測

定の可否、プログラムの最適化を進める

必要がある。さらに、実用化を目指し実

際のサンプルの測定によるデータ取得を

進める予定である。 

 

 

 

E. 結論 

 

 これまでに開発したマイコプラズマ検

査系(遺伝子配列から 142 種類のマイコプ

ラズマ属を検出可能と推測される：TMDU

法) は日本・欧州・米国の 3 極薬局方記

載の 9種類を含む 17 種類のマイコプラズ

マを 5 cfu/reaction の感度で検出可能な

ことが示された。また、現在汎用されて

いるリアルタイム PCR 法を応用したマイ

コ プ ラ ズ マ 検 出 キ ッ ト （ MycoSEQ: 

Lifetechnologies）との比較試験を行っ

た結果、我々の開発した TMDU 法は結果の

解釈がより簡便であり、感度・直線性・

特異性などは同等であるため、実用化す

べき十分な性能を持つことが示された。

また、QIAGEN 社の QIAsymphony を使用し

たウイルス・マイコプラズマの自動検査

の構築を目指し研究開発を進め、DNA ウイ

ルス 13種類の自動検査が可能であること

が模擬サンプルを使用した実験により確

認した。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 

報告すべき健康被害、健康危険情報はな

い。 
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