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は　じ　め　に

　尿道炎は男性の性感染症のなかで，もっとも頻度の
高い疾患である［1］．尿道炎は古典的に，淋菌の有無に
より淋菌性尿道炎と非淋菌性尿道炎（non-gonococcal 
urethritis: NGU）に分類されてきた［1］．NGUには数多
くの微生物が関与している可能性が高いが，このなか
でもっとも頻度高く分離される微生物がChlamydia 
trachomatisである．おおよそ50%のNGU症例の尿検
体からC. trachomatisが検出され，この尿道炎をクラミ

ジア性尿道炎（chlamydial urethritis）と呼んでいる［1］．
これら以外の尿道炎，すなわち淋菌もC. trachomatisも
分離されない尿道炎は非クラミジア性非淋菌性尿道炎
（non-chlamydial NGU: NCNGU）と呼ばれるようになっ
た［1］．NCNGU症例の尿検体からは，さまざまな微生
物が分離されることが明らかになっており［2］，このな
かでもっとも研究が進み，その病原性が明らかとなっ
ているものがMycoplasma genitaliumである．
　M. genitaliumはMollicutes綱に属する微生物である．
Mollicutes綱には多くの菌種が属し，ヒトを含む脊椎
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要　　　旨：Mycoplasma genitaliumは性感染症である男子尿道炎の原因微生物である．我が国では非淋菌性尿道炎患者
の15-25%の尿から検出される．世界的にマクロライド耐性，キノロン耐性M. genitaliumの出現が，尿道炎治療を行う上
で問題となっている．しかし，わが国ではM. genitaliumを検出するための保険適用を有する検査キットがない．今回，
Seegene社の性感染症関連微生物7種同時検出キット（AnyplexTM II STI-7 Detection; Neisseria gonorrhoeae，Chlamydia tracho-
matis，M. genitalium，Mycoplasma hominis，Ureaplasma urealyticum，Ureaplasma parvum，Trichomonas vaginalisを検出）を用い
て，M. genitaliumの検出に関する検討を行った．本キットの検出限界を検討するため，保存するM. genitalium 17株を用い
た．SP4 mycoplasma mediumで増殖したM. genitalium培養液から，M. genitaliumのDNAを抽出し，M. genitaliumのDNAコ
ピー数を測定した．M. genitaliumのDNA抽出液を101～108倍に希釈した希釈液を作成した．それぞれの希釈液をAny-
plexTM II STI-7 Detectionで反応させ，もっとも希釈した液でM. genitaliumが検出されたものを検出限界とした．17株中14
株で，希釈限界におけるDNAコピー数は10 genome equivalent （geq）/reaction未満で，3株で10 geq/reaction以上であった．
その中でもっとも高いDNAコピー数は48.4 geq/reactionであり，約50 geq/reactionがAnyplexTM II STI-7 Detectionにより保
証されるM. genitaliumのDNAコピー数と考えられた．また，保存する尿検体からDNAを抽出し，MgPa geneの一部を増
幅させるPCR法とAnyplexTM II STI-7 Detectionとで，M. genitaliumの検出率を比較した．両方法での陽性一致率は96.4% 
（27/28），陰性一致率は98.6% （71/72）であった．両方法との間に1例ずつの不一致があったものの，陽性，陰性一致率と
も高かった．Seegene社の性感染症関連微生物7種同時検出キット，AnyplexTM II STI-7 Detectionを培養液，尿検体の面か
ら検証し，M. genitalium検出に関して有用性が高いことが分かった．
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生物，昆虫，植物，下水や土壌の一般環境からも検出さ
れる．ヒトからはMycoplasma属とUreaplasma属に含
まれる種が分離され，その一部はヒトに対して病原性
をもつ．このなかでマイコプラズマ肺炎の原因となる
M. pneumoniaeがもっとも知られているが，その極め
て近縁の種であるM. genitaliumは性器感染症の原因と
なる［3］．M. genitaliumは1980年にTaylor-Robinsonと
Tullyらによりはじめて分離された［4］．その後Taylor-
Robinsonが以下の変法コッホの原則（modified Henle-
Koch postulates）を提唱し［5］，その病原性に対する研
究が行われた．すなわち，1）症状のある患者からは症
状のないものと比較すると高頻度でM. genitaliumが
検出されること，2）何らかの方法でM. genitaliumの抗
体の産生が確認されること，3）M. genitaliumに薬剤感
受性のある抗菌薬が臨床的に有効であること，4）M. 
genitaliumを動物に感染させた時，M. genitaliumが再度
動物から検出されること，さらにヒトと同様な病態を
起こすことであり，基礎的，臨床的な研究をもとに，現
在では男性の尿道炎のほか，子宮頸管炎や骨盤内臓器
感染症において，その病原性が確認されている［3］．
　しかし，1980年にM. genitaliumの標準株であるG37T

とM30が分離されて以降，新たなM. genitalium株は分
離されなかった．当初の予想に反して，その臨床検体
からのM. genitaliumの培養は極めて困難であったから
である．1996年に JensenらがVero細胞を使用した培養
法を開発し［6］，現在までに50数株のM. genitalium株が
確立しているにすぎない［7-9］．我々の経験では，臨床
検体からのM. genitaliumの分離培養成功率は約1%前
後であり，株の確立までに最低6ヶ月を要する［8，9］．
従って，M. genitaliumの検出には，培養法以外の方法が
必要であり，現在，核酸増幅法（nucleic acid amplification 
test: NAAT）を用いた検出法が一般的である．1991年
に最初のM. genitaliumのNAATが報告された［10，11］．
しかし，その後，M. genitaliumの検出キットが世界的
に広まったわけではない［3］．M. genitaliumに対して
マクロライド，キノロン系抗菌薬は高い抗菌活性を有
していたため，NGUを治療する際，C. trachomatisを標
的にこれらの抗菌薬による治療を行えば，同時にM. 
genitaliumも治療できていたのである．しかし，近年，
azithromycin（AZM）による治療失敗例が多数報告され，
その検体からマクロライド耐性M. genitaliumが分離培
養された［12］．加えて，マクロライド耐性M. genitalium
に有効であるmoxifloxacin （MFLX）による治療失敗例
が報告されるようになり［13］，M. genitaliumの検出が
NGUを治療するにあたってひじょうに重要となって
きたのである．我が国においても同様にマクロライ

ドの治療失敗例が報告され［9］，マクロライド耐性M. 
genitalium株は，世界的に蔓延している．我が国では，
旧 三菱化学メディエンス株式会社（現　株式会社LSIメ
ディエンス）が開発したmultiplex PCR法（M. genitalium, 
Ureaplasma parvum, Mycoplasma hominis, Ureaplasma 
urealyticumを同時検出）が使用可能であるが［14］，残念
ながら保険適用がなく，その他の検出法は実験室レベ
ルである．今回，我々は世界数ヶ国で発売されている
Seegene社の性感染症関連微生物7種（Neisseria gonor-
rhoeae, C. trachomatis, M. genitalium, M. hominis, U. urea-
lyticum, U. parvum, Trichomonas vaginalis）同時検出キッ
トを用いて，M. genitaliumの検出を行い，そのキットの
性能および臨床的有用性を検討した．

方　　　　　法

検出キット
　Seegene社（Seoul, Korea）の性感染症関連微生物7種
同時検出キットを用いた．本製品は韓国Seegene社が開
発したキット（AnyplexTM II STI-7 Detection）［15，16］で，
エーディア株式会社（東京）との共同研究にて本研究を
行った．Seegene社製のキットは，real-time PCRと融解
曲線解析を組み合わせ，本キットの試薬で1本のチュー
ブを用いて7種類の微生物（N. gonorrhoeae, C. trachoma-
tis, M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum, U. parvum, T. 
vaginalis）の検出が可能となる．M. genitaliumの検出のた
めの標的遺伝子はgyrase geneである．
　使用したキット製品は，エーディア株式会社（東京）
より供与を受けた．供与された内容は，AnyplexTM II 
STI-7 Detectionによる測定のための測定試薬AnyplexTM 
II STI-7 Detectionキット（Seegene, Seoul, Korea） および
測定機器のCFX96TM Real-Time PCR Detection System
（Bio-rad, Ca, USA）である．

培養液における性感染症関連微生物7種同時検出キット
の検出限界の検討
　培養液における性感染症関連微生物7種同時検出
キットの検出限界（測定保証DNAコピー数）を測定す
るため，産業医科大学泌尿器科で保有するM. genitali-
um 17株を用いた．実験は，産業医科大学泌尿器科の
実験室（P2）にて行った．用いた株は標準株のG37T，日
本由来4株（M6282，M6283，M6284，M6287），デンマー
ク由来4株（M2282，M2300，M2321，M2341），スウェー
デン由来6株（M6257，M6280，M6285，M6286，M6328，
M6489），フランス由来2株（M6090，M6151）である［7，
8］．これらの株は-80°Cにて保存されており融解後，
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液体培地であるSP4 mycoplasma medium［17］に接種後
37°C，5% CO2存在下で培養した．増殖は，pHの変化に
よりSP4 mycoplasma mediumの培地色が赤から黄色
になることにより確認した．増殖したM. genitaliumを
含むSP4 mycoplasma mediumより，3種類のDNA抽出
キット，GeneAll RibospinTM vRD （GeneAll Biotechnology 
Co. Ltd, Seoul, Korea），QIAamp® DNA Mini Kit （株式会
社キアゲン，東京，日本），Chelex® 100 Resin （Bio-rad, 
Ca, USA）によりM. genitaliumのDNAを抽出した．Ge-
neAll RibospinTM vRDとQIAamp® DNA Mini Kitによる
DNA抽出法は，それぞれの製品マニュアルに準じた．
Chelex® 100 ResinによるDNA抽出法は，Jensenらの
報告［18］に準じた．M. genitaliumのDNAコピー数は，
MgPa geneの一部を増幅する real-time PCR法 （MgPa 
gene PCR法）［18］により測定した．MgPa gene PCR法
における最終反応容量は，30 μlに調整した．さらに，そ
れぞれの方法で抽出したDNA抽出液をDNA bufferに
より10倍希釈し，その希釈液を作成し（101～108倍希釈
まで），それぞれの希釈液を，AnyplexTM II STI-7 Detec-
tionの製品マニュアル（Choeらが行った方法［19］と同
様の方法）に準じて検査し，M. genitaliumの検出の有無
を調べた．それぞれの株において，M. genitaliumが検
出された最大希釈液を検出限界とし，希釈していない
DNAコピー数より計算して，検出限界である希釈列に
M. genitaliumのDNAが何コピー存在するかを計算し
た．DNAコピー数はgenome equivalent (geq)/reactionと
して表記した［18］．

尿検体における検討
　Takahashiらの臨床研究［20］に使用され，-80°Cに保
存された尿検体を用いて，性感染症関連微生物7種同
時検出キットによるM. genitaliumの検出の有用性を検
討した．検体はすべて保存し微生物の遺伝子研究に使
用することに各個人の同意を得ている．さらにすでに
個人が特定できないように匿名化されており，保存検
体には検体番号のみが記載され保存されている．こ
れらの尿検体からランダムに100検体を抽出した．尿
検体からはGeneAll RibospinTM vRD （GeneAll Biotech-
nology Co. Ltd, Seoul, Korea）によりDNAを抽出した．
DNAの抽出法は製品マニュアルに準じた．これらの
DNAサンプルを用いて，MgPa gene PCR法とAnyplexTM 
II STI-7 Detectionの2法によりM. genitaliumを検出した
結果を比較検討した．

倫　理　審　査

　本研究は産業医科大学倫理委員会で審査され，その
実施内容は同委員会にて承認された（第H25-158号）．

結　　　　　果

性感染症関連微生物7種同時検出キットのM. genitalium
の検出限界
　17株のM. genitaliumが増殖したそれぞれの培養液か
ら，3方法によりM. genitaliumのDNAを抽出した．17
株すべてについて，3方法により抽出したDNA抽出液
から，AnyplexTM II STI-7 DetectionによりM. genitalium
は検出可能であった．さらにそれぞれのDNA抽出液
の希釈列について，AnyplexTM II STI-7 Detectionにより
M. genitaliumを検出した．Table 1にGeneAll RibospinTM 
vRD（AnyplexTM II STI-7 Detectionにおける推奨DNA
抽出法）にて抽出した17株それぞれのM. genitaliumの
DNAコピー数と，希釈列におけるAnyplexTM II STI-7 
DetectionによるM. genitaliumの検出の有無を示す．希
釈限界におけるM. genitaliumのDNAコピー数は，17株
中14株では10 geq/reaction未満であったが，3株で10 
geq/reaction以上であり，M6286株では48.4 geq/reaction
であった．従って，GeneAll法によりDNA抽出を行っ
た場合，約50 geq/reactionがAnyplexTM II STI-7 Detection
により保証されるM. genitaliumのDNAコピー数と考
えられた．

尿検体からのM. genitaliumの検出
　ランダムに検出した100検体中のAnyplexTM II STI-7 
Detectionによる測定では，N. gonorrhoeae，C. trachomatis，
M. genitalium，U. urealyticumの陽性率は，それぞれ17%，
52%，28%，24%であった．M. genitaliumの検出における
AnyplexTM II STI-7 DetectionとMgPa gene PCR法との比
較をTable 2に示す．陽性一致率  96.4%（27/28），陰性一
致率  98.6%（71/72）と，両方法との間に1例ずつの不一
致があったものの，陽性，陰性一致率とも高かった．

考　　　　　察

　男子尿道炎からのM. genitaliumの検出頻度は，我が
国ではおおよそ15-25%程度である［20-22］． 約50%
の患者からはC. trachomatisが検出され，N. gonorrhoeae
が約30%の患者から検出される．しかし，ヨーロッパ
ではM. genitaliumの検出率が高く，C. trachomatisの分
離頻度とほぼ同じでそれぞれ40%程度である［3］．し
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たがって，ヨーロッパにおいては，我が国よりM. geni-
taliumの重要性が高く，すでにいくつかのM. genitalium
の検出キットが発売されている．その多くはmultiplex 
PCRであり，Bio-rad法（N. gonorrhoeae，C. trachomatis，M. 
genitaliumの同時検出） ［23］や，Amplisens 法（N. gonor-
rhoeae，C. trachomatis，M. genitalium，T. vaginalisの同時検
出） ［24］が使用されている．Seegene社のAnyplexTM II 
STI-7 Detectionもすでにヨーロッパでは使用されてい
るキットである．
　C. trachomatisに対しては，AZMおよびdoxycycline 
（DOXY）はほぼ同様に有効であることが示されている
［25］．M. genitaliumに対してもAZMとDOXYを使用

した多くの randomized control studyが行われ，AZMの
有効性が高いことが示されてきた［3，9］．したがって，
NGUに対しての治療は，世界的にもAZMの使用が高
かった．我が国ではキノロン薬を第一選択薬に使用す
ることがあり［1］，世界的な指針とは異なっている．し
かし，2006年にオーストラリアより，マクロライド無
効症例が報告された．BradshawらはM. genitaliumが検
出された34名（尿道炎患者31名と無症状男性3名）を
AZM 1 gにより単回治療を行った［26］．しかし，9名
（9/32: 28%，2例はdrop out）ではM. genitaliumは除菌さ
れず，さらに3名にAZMを3回追加投与するも無効で
あった．これらの症例からAZM耐性株が検出され，

Table 1.  M. genitalium DNA copy number and reaction of diluted DNA samples to detect M. genitalium by AnyplexTM II 
STI-7 Detection

Strain 
name

DNA copy 
number 
(geq/reaction)

Diluted DNA samples DNA number as 
the detection limit 
(geq/reaction)101 102 103 104 105 106 107 108

G37T 30750000 P P P P P P P N 3.08
M2282 21150000 P P P P P P P N 2.12
M2300 17800000 P P P P P P N N 17.8　
M2321 30300000 P P P P P P P P < 0.30
M2341 16550000 P P P P P P P N 1.66
M6257 24900000 P P P P P P P N 2.49
M6280 10450000 P P P P P P P N 1.05
M6285 13350000 P P P P P P P N 1.34
M6286 4835000 P P P P P N N N 48.4　
M6328 10650000 P P P P P P P N 10.7　
M6489 8750000 P P P P P P P N 0.88
M6090 14400000 P P P P P P P N 1.44
M6151 6000000 P P P P P P N N 6.00
M6282 8600000 P P P P P P P N 0.86
M6283 18500000 P P P P P P P N 1.85
M6284 14650000 P P P P P P P N 1.47
M6287 12850000 P P P P P P P N 1.29

geq: genome equivalent, P: positive reaction, N: negative reaction

Table 2.  The comparison to detect M. genitalium between by Anyplex™ II STI-7 Detection and MgPa gene PCR

MgPa gene PCR Concordant rate

Positive Negative Total

AnyplexTM II STI-7 
Detection

Positive 27 　1 　28 Positive concordant rate  96.4% (27/28)

Negative 　1 71 　72 Negative concordant rate 98.6% (71/72)

Total 28 72 100
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我々はマクロライド耐性がマクロライドの標的部位
である23S rRNAのdomain Vのpoint mutationと関連が
あることを報告した［12］．本変異は，マクロライド耐
性M. pneumoniaeで指摘されている変異と同様である
［27］．この遺伝子変異を持つM. genitalium遺伝子は世
界各国から報告されており，オーストラリア，デンマー
ク，我が国の検討ではほぼ50%に達していることより
［28-31］，M. genitaliumの検出の意義は高まったと考え
てよい．つまり，AZMに感受性の高いC. trachomatisの
みをターゲットにしたNGUの治療は困難になったと
いうことである．オーストラリアではM. genitaliumが
検出され，さらにマクロライド耐性遺伝子も検出さ
れるキットが発売されており，マクロライド耐性M. 
genitaliumに有効なキノロン薬，特にMFLXを選択す
る際に有用であると言われている［31］．しかし，近年
MFLX治療無効症例が増加しており［13］，さらに治療
が困難になると考えられる．我が国では sitafloxacin
（STFX）がマクロライド耐性M. genitaliumに有効であ
り，M. genitalium検出キットが保険適用となれば，さら
にNGUの治療効果は向上すると考えられる．
　性感染症関連微生物7種同時検出キット，AnyplexTM 
II STI-7 DetectionのM. genitaliumの検出限界は，製品
マニュアルによると50 copies/reactionとされており，
NAATとしては高いほうではない．しかし，他の検出
キットでは，本検討のように複数の分離株を使用して
いるわけではなく，標準株であるG37Tのみの検出限界
が示されているにすぎない．また，検出限界を示して
いないキットもある．本検討により，本キットのG37T

の検出限界は3 geq/reactionと考えられ，他の微生物に対
するNAATと比較しても遜色ないものである．臨床検
体における検出率も，世界的に標準であると考えられ
る．尿検体からの検討でもMgPa gene PCR法と比較し
て検出感度はほぼ同等であると考えてよく，AnyplexTM 
II STI-7 Detectionは，男性の尿道炎のM. genitaliumの検
出に十分に使用しうるキットと考えられる．
　本キットの問題点はmultiplex PCRであるという点で
ある． 本キットは7種類の微生物を検出可能である．
このなかでN. gonorrhoeae，C. trachomatis，M. genitaliumの
尿道炎に対する病原性は確立されている．T. vaginalisは
男子尿道炎を引き起こすことは明らかであるが，無症
状の症例が多いこと，男性尿道からのT. vaginalisの分
離頻度が低いことより臨床上有用であるかは不明であ
る［32］．U. urealyticumは尿道炎の原因となりうる病原
体であるが［33］，健常男性からも高い頻度で分離され
ることが知られており，その病原性はいまだ確立され
ていない［34］．また，U. parvum，M. hominisは男性の尿

道炎の病原体ではない．U. parvumは新生児に色々な疾
患を引き起こすとされるが［35］，いまだ明らかとなっ
ておらず，母体膣からのコンタミネーションである可
能性もある．M. hominisは女性性器の手術後に周術期
感染症を起こすことがあるが，尿道炎は起こさない
［35，36］．これら病原性のない病原体を同時に検出し
た場合，その微生物の病原性に関わらず治療される可
能性がある．実際，これらの微生物が検出されたばか
りに，患者が治療を求め，不要と考えられる治療が行わ
れていることが報告されている．我が国で病原性のな
い微生物の検出が，保険適用となる可能性は低いため，
今後，検出する微生物を制限したキットの開発が待た
れる．理想的にはM. genitaliumのみを検出するキット
が必要であると考えられるが，コストや流通の面から
の考慮が必要であると考える．さらに，男性のみでな
く，女性の性感染症への適用も考慮すべきであり，今後
も十分な検討が必要である．

結　　　　　語

　Seegene社の性感染症関連微生物7種同時検出キッ
ト，AnyplexTM II STI-7 Detectionの有効性を培養液，尿
検体の面から考察し，M. genitalium検出に関して有用
性が高いことが分かった．
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Validation of the Kit for Detecting Mycoplasma Genitalium from the Male Urethritis
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Abstract : Mycoplasma genitalium is one of the pathogenic microorganisms in male urethritis as a sexually transmit-
ted infection (STI).  M. genitalium is detected in the urine specimens of 15-25% male patients with urethritis.  The 
emergence of macrolide- or fluoroquinolone-resistant M. genitalium has become a serious problem in the treatment 
of male urethritis worldwide, but there is no commercial-based detecting kits accepted by the national insurance 
in Japan.  In this study, we tested the validity of a molecular kit for detecting seven microorganisms related to STI 
(AnyplexTM II STI-7 Detection which detects Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, M. genitalium, My-
coplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum, Trichomonas vaginalis) produced by Seegene 
company in Korea.  Seventeen M. genitalium strains were used to determine the detection limit of M. genitalium.  
M. genitalium DNA samples were extracted from M. genitalium strains and the diluted DNA samples were reacted 
to detect M. genitalium by the AnyplexTM II STI-7 Detection.  The detection limit was determined as the maximum 
dilution of DNA samples and the number of M. genitalium DNA copies calculated.  In this study, the minimum DNA 
copies to detect M. genitalium by the AnyplexTM II STI-7 Detection was determined to be around 50 per reaction.  
The detection rates of M. genitalium in urine specimens were compared between MgPa gene PCR and the AnyplexTM 
II STI-7 Detection.  The positive and negative concordant rates were high as 96.4% (27/28) and 98.6% (71/72), re-
spectively.  The validity of the kit for detecting seven microorganisms related to STI (AnyplexTM II STI-7 Detection) 
was high and thought to be useful for clinical uses.

Key words: Mycoplasma genitalium, AnyplexTM II STI-7 Detection, detection limit, urine specimen, urethritis.
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