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図 1　NTM 175種の系統樹
環状に示された分類は外側から 5 つの亜属分類（Gupta et al., 2018 に基づく），増殖タイプの迅速発育菌（Rapid：緑）およ
び遅発育菌（Slow：黄）の分類，３つのアセンブリ配列の由来（新規決定：濃灰色，再解析：灰色，公開データ：淡灰色），
ヒトや家畜に対する病原性（病原性有：赤，病原性無：青，動物への病原性：紫，不明：緑）についてそれぞれ色別に示す．

図 2　MLSTにおける特異度の評価
A：種レベルでの特異度．16S rRNA 遺伝子の相同性（左）および mlstverse データベース上の 184 遺伝子を用いた場合

（右）の評価．16S rRNA 遺伝子では高い相同性を共有する種が多く，それに比べ 184 遺伝子を用いた場合には 1 対 1 のみ
の高い相同性スコアとなる．B：M. abscessus 亜種同士のプロファイル類似性の評価．3 種の亜種間でのみ高い相同性スコ
アが共有されており，他の亜種に対しては低いスコアが維持され，亜種特異性が高いことが示されている．



中村昇太ら非結核性抗酸菌の迅速その場同定

─ 6 ─

国内外医療機関でのフィージビリティ研究
　このクラウドによる同定システムを使用する臨床現
場としては病院等の検査室が想定されたため，菌体か
らの DNA 抽出やライブラリ調製過程もできるだけ簡
便化を行った．必要な器具装置類はすべて持ち運べる
サイズのものを選択し，ノート PC と持ち運び実験器
具セットを医療機関に持ち込めば実験を実施できるよ
うに工夫を行った（図 3）．この同定セットを国内外の
協力医療機関に導入し，NTM 同定のフィージビリ
ティ研究を継続している（図 4）．各医療機関によって
ネットワークの問題やライブラリ調製の失敗等，さま
ざまな課題に直面したが，システムやプロトコルを
アップデートし解決してきた．現在では国内 9 機関，
海外 1 機関にこのシステムを使用していただきなが
ら，さらなる改良を続けている．このような取り組み

のなかで，稀少な肺 NTM 症例の菌種同定にこのシス
テムが役立ち，新種の発見につながった例があったの
で最後に紹介する．

1）Mycolicibacterium toneyamachuris の症例（Kuge 
et al., 2020）
　特に既往のない 44 歳の女性が慢性的な気道症状の
繰り返す悪化のため刀根山医療センターに紹介受診と
なった．胸部 CT では中葉，両下葉に小葉中心性分布
の小結節影および気管支拡張が見られ，肺 NTM 症に
合致する CT 所見を呈した．エリスロマイシンによる
内服加療を行うも症状は悪化し，喀痰より同定不能迅
速発育菌が繰り返し分離されたため，同定不能菌によ
る肺 NTM 症と診断した．その後の全ゲノム解析によ
り，同定不能菌は Mycolicibacterium mucogenicum に
遺伝的に近い新種であることが判明し，病院名から
Mycolicibacterium toneyamachuris と 種 名 を 提 案 し
た．薬剤感受性試験の結果を参考に，クラリスロマイ
シン，モキシフロキサシン，アミカシン，イミペネム/
シラスタチンの併用療法を開始し，症状および画像所
見は改善した．

2）Mycobacterium senriense の症例（Abe et al., 2022）
　慢性閉塞性肺疾患のある 74 歳の男性が，数日前か
らの発熱と呼吸困難のため受診した．慢性呼吸器症状
の悪化を繰り返し，何度も入院を要した既往があっ
た．胸部 CT では，両側肺気腫が著明で，左上葉に浸
潤影，左下葉に軽度の気管支拡張を認めた．一般細菌
培養は陰性であったが，小川培地による抗酸菌検査に
て同定不能菌が分離された．16S rRNA 遺伝子の塩基
配列から，この菌株は Mycobacterium avium complex
に属する種およびそれらの近縁種に類似していること
が示された．全ゲノム解析により，同定不能菌は My-
cobacterium vulneris に遺伝的に近い新種であること
が判明し，地名の千里から Mycobacterium senriense
と種名を提案した．

3）Tsukamurella toyonakaense の 症 例（Kuge et al., 
2022）
　特に既往のない 59 歳の女性が胸部 X 線所見異常の
ため紹介受診となった．胸部 CT 所見で中心小葉結節
と気管支拡張症が認められた．経過観察中に咳嗽とと
きおり喀血が出現した．喀痰からは M. chelonae が繰
り返し確認された．エリスロマイシンと去痰薬による
治療を開始した．2 年後，M. chelonae は喀痰から消

図 3　持ち運び実験器具セット
写真右より MinION シーケンサー，ラップトップ PC，卓
上遠心機，ブロックヒーターが含まれる．

図 4　トレーニングの様子
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失した．しかし，症状や X 線所見は徐々にではあるが
着実に進行し，8 年間にわたり喀痰から同定不能迅速
発育菌が繰り返し検出された．培養株はチールネルゼ
ン染色陽性であった．全ゲノム解析により，同定不能
菌は Mycobacterium 属ではなく Tsukamurella 属で
あり，T. paurometabola に遺伝的に近い新種である
ことが判明し，地名の豊中から Tsukamurella toyon-
akaense と種名を提案した．

おわりに
　コアゲノム MLST による迅速その場同定の方法論
と新種がかかわるいくつかの症例を紹介したが，この
方法論にはまだ課題がある．この方法論では単離され
た株からの DNA を出発材料としているため，培養過
程が必要である．菌種によっては，4 週間以上の時間
が培養に掛かるものもあり，同定過程全体の迅速化と
しては課題が残る．現在，臨床検体から直接抽出した
DNA を出発材料として解析を行い，同定を迅速化す
るプロトコルの開発を行っている．また今回，大阪府
下の病院の症例からのみでも複数の新種が見つかった
ことから，日本はもとより世界には，われわれがまだ
把握していない多様な抗酸菌が存在しているものと推
測される．今後，本稿で紹介したような網羅的同定法
が普及していくことで，抗酸菌の真の多様性が把握で
き，効果的な治療につながっていくものと期待され
る．
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Rapid on-site identification of non-tuberculous mycobacteria 
—Current status and future prospects of microbial genome analysis in clinical practice—

Shota Nakamura, Yuki Matsumoto, Kiyoharu Fukushima and Tetsuya Iida 
Department of Infection Metagenomics, Research Institute for Microbial Diseases, The University of Osaka

  “Non-tuberculous mycobacteria” (NTM) is a generic name for more than 200 Mycobacterium species, excluding seven 
species of the M. tuberculosis complex and M. leprae.  NTM are widely distributed in soils, rivers, and the oceans, and 
some are pathogenic to humans.  The majority of illnesses caused by NTM are pulmonary non-tuberculous infections.  
These intractable respiratory diseases require long-term drug treatment due to its inability to respond to antibiotics.  
They have been associated with an aging population.  In Japan, the incidence rate increased from 3.7 per 100,000 
population in 2002 to 14.7 per 100,000 in 2014.  Although PCR, DNA–DNA hybridization, and MALDI-TOF mass 
spectrometry have been used to test for pulmonary NTM disease, the slow growth of NTM means a long culture time, 
and there is no test method that covers their species diversity.  Here we introduce a method of rapid on-site 
identification of NTM using core genome multi-locus sequence typing, and report some cases caused by novel NTM 
species identified by this approach.


