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レジオネラ属菌は自然界の土壌や淡水に生息するグ

ラム陰性桿菌であり，2001年現在，48菌種が報告され

ている2～7）。この48菌種はレジオネラ肺炎患者から分

離された20菌種と，環境材料から分離された28菌種に

分かれるが，本菌の病原因子が解明されていない現状

ではすべてのレジオネラ属菌がレジオネラ症の原因菌

になり得ると考えられ，病原体のバイオセイフティー

レベル分類でもすべてがレベル2とされている8）。

レジオネラ症の多くは本菌で汚染された水が何らか

の理由によりエアロゾル化し，これを感受性宿主が経

気道的に吸入することによって発症する。臨床例にお

いて感染源が特定されることはまれであるが，クーリ

ングタワー冷却水，温泉，循環式浴槽，噴水，プール，

池，給水給湯設備，加湿器，呼吸管理装置などが感染

源として知られている9，10）。

レジオネラ症の治療では本菌が主にマクロファージ

などの細胞内で増殖するため，in vitroでの抗菌活性
に加えて細胞内への移行性に優れた薬剤でなければ臨

床効果が期待できない。すなわち，現在多用されてい

るβ-ラクタム剤やアミノグリコシド剤は臨床的には

細胞内移行性が悪いために無効であり，エリスロマイ

シン，リファンピシン，ニューキノロンなどが選択薬

となる。しかし，レジオネラ症は臨床診断，菌の培養

ともに困難であることから，重篤化した後に有効抗菌

剤を使用する場合が多い。また，レジオネラ症は症状

の進行が速く，死亡率も高いことから，迅速かつ正確

にレジオネラ属菌を検出し，適切な治療をすることが

必要である11，12）。

今回我々はレジオネラ属菌の16S rRNA遺伝子を標

的として，Legionella micdadeiを除くレジオネラ属菌
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を特異的に検出することができる loop-mediated

isothermal amplification（LAMP）法を構築したので報

告する。

II. 材料・方法
1. LAMPプライマー

標的遺伝子はレジオネラ属菌の16S rRNA遺伝子と

した。レジオネラ属菌としてレジオネラ肺炎患者から

の分離頻度が高い 6菌種（Legionella pneumophila，
Legionella bozemanii, Legionella dumoffii, Legionella
gormanii, Legionella longbeachae, L. micdadei）を選び13），

レジオネラ属以外の菌として市中肺炎の起因菌を含む

7菌種（ Alcaligenes xylosoxidans, Escherichia coli,
Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Staphylococcus epidermidis）を選んで，GenBank
Databaseに登録されているそれぞれの16S rRNA遺

伝子配列を用いたアライメント解析を行った。アライ

メント解析には遺伝情報処理ソフトウェアGENETYX-

WIN （ゼネティックス, 東京）を用いた。レジオネラ

属菌特異的なLAMPプライマーの設計に際しては，

16S rRNA遺伝子がすべての細菌に存在するため，レ

ジオネラ属の菌種間ではホモロジーが高く，レジオネ

ラ属菌とそれ以外の菌との間ではホモロジーが低くな

るように異なる6箇所の領域を選んだ。この6領域の塩

基配列を用いて作製した4種類のプライマー，すなわ

ち，forward inner primer（FIP: 5’末端側にF1 region

と相補的な配列を有し，3’末端側がF2 regionと同じ

配列から成り，リンカー配列はない），backward inner

primer（BIP: 5’末端側にB1 regionと同じ配列を有し，

3’末端側がB2 regionと相補的な配列から成り，リン

カー配列はない），forward outer primer（F3: F3

regionと同じ配列），backward outer primer（B3c:

B3 regionと相補的な配列）をLAMPプライマーとし

た（Fig. 1）。

2. 試験菌株

レジオネラ属菌はL. pneumophilaのserogroup 1～
6を含む6菌種13株を用い，BCYEα寒天培地で37℃，

3日間培養した。レジオネラ属以外の菌（非レジオネ

ラ属菌）はグラム陰性桿菌14菌種，グラム陽性球菌4

菌種，各1株とBranhamella catarrhalis 1株の計19菌
種19株を用いた。これらの菌株のうちH. influenzae
と B. catarrhalis以外の菌種は血液寒天培地を用い，
ブドウ糖非発酵グラム陰性桿菌は30℃で18～48時間，

それ以外の菌は37℃で18時間培養した。H. influenzae
とB. catarrhalisはチョコレート寒天培地で5％ CO2条
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Fig. 1 Nucleotide sequence of Legionella pneumophila 16S rRNA gene used for 
designing the LAMP and PCR primers
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6× 106 CFU/mlおよび約 6× 108 CFU/mlに希釈し

た。これらは95℃で5分間の熱処理後，氷冷して，

12,000 rpm，4℃，10分間の遠心分離を行い，その上

清1μlをDNA溶液として試験に用いた（Fig. 2）。す

なわち，レジオネラ属菌は約6× 103 copies/test相

当，非レジオネラ属菌は約6×103 CFU/test相当およ

び約6×105 CFU/test相当のDNA溶液を検体として

用いた。

LAMP反応は鎖置換型DNAポリメラーゼであるBst
DNA polymerase （New England Biolabs, USA），

プライマー，dNTPs，バッファーおよびインターカレ

ーターとしてethidium bromideを含む反応溶液24μl

に，前記の検体1μlを添加して65℃の等温で120分間

件下，37℃で18時間培養した。試験に際しては，平板培

地上の各菌株のコロニーを生理食塩水中にMcFarland

No. 3.0（約1.2×109 CFU/ml）になるように菌懸濁液

を調製した（Table 1）。

3. 特異性試験

レジオネラ属菌は菌株によって集落が得られるまで

の培養日数に差異があったため，便宜上，精製DNA

を 用 い た 。 精 製 DNAは DNeasyTM Tissue Kit

（QIAGEN, Tokyo）を用いて各菌懸濁液から全DNA

を抽出し，260 nmでの吸光度により各DNA濃度を

27 ng/ml （約6×106 copies/ml）に調製した14）。非

レジオネラ属菌はTE緩衝液（10 mM Tris-HCl, 1 mM

EDTA, pH 8.0）を用いて，各菌懸濁液をそれぞれ約

日本臨床微生物学雑誌　Vol.13 No.1 2003. 21

21

LAMP PCR

Bacterial strains 6×103 CFU/test 6×105 CFU/test 6×103 CFU/test 6×105 CFU/test

（6×103 copies/test） （6×103 copies/test）

Legionella pneumophila ATCC 33152 serogroup 1 ＋ ＋

Legionella pneumophila ATCC 33153 serogroup 1 ＋ ＋

Legionella pneumophila ATCC 33154 serogroup 2 ＋ ＋

Legionella pneumophila ATCC 33155 serogroup 3 ＋ ＋

Legionella pneumophila ATCC 33156 serogroup 4 ＋ ＋

Legionella pneumophila ATCC 33216 serogroup 5 ＋ ＋

Legionella pneumophila ATCC 33215 serogroup 6 ＋ ＋

Legionella bozemanii ATCC 33217 ＋ ＋

Legionella dumoffii ATCC 33279 ＋ ＋

Legionella dumoffii ATCC 33343 ＋ ＋

Legionella gormanii ATCC 33297 ＋ ＋

Legionella longbeachae ATCC 33462 ＋ ＋

Legionella micdadei ATCC 33218 － ＋

Acinetobacter baumannii ATCC 19606 － － － ＊

Acinetobacter lwoffii ATCC 15309 － － － ＊

Alcaligenes faecalis ATCC 19209 － － － －

Alcaligenes xylosoxidans ATCC 27061 － － － －

Branhamella catarrhalis EKN 5652 － － NT NT

Chryseobacterium indologenes ATCC 29897 － － － ＋

Escherichia coli ATCC 11775 － － － ＊

Flavobacterium breve ATCC 43319 － － ＊ ＊

Flavobacterium odoratum ATCC 4651 － － － ＋

Haemophilus influenzae ATCC 9795 － － － －

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 － － － －

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 － － － －

Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 － － ＋ ＊

Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 － － ＊ ＊

Serratia marcescens ATCC 8100 － － － －

Staphylococcus aureus ATCC 25923 － － － －

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 － － － －

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 － － － －

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 － － － －

＋: positive or specific band was observed, －: negative, ＊: nonspecific bands were observed, NT: not tested

Table 1  Comparison between the specificity of LAMP and PCR
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行った（Fig. 2）。LAMP増幅産物の検出にはABI

PRISM® 7700 Sequence Detection System（Applied

Biosystems, Tokyo）を用いて蛍光強度を反応開始か

ら経時的に測定し，反応時間内に一定レベル（⊿Rn =

100）の蛍光強度を示した検体を陽性と判定した

（Table 1）。

PCR反応はレジオネラ属菌の16S rRNA遺伝子を標

的としたJonasらの方法に従い15），反応溶液24μlに前

記の検体1μlを添加して行った。サーマルサイクラー

T3 Thermocycler （Whatman Biometra, Germany）

を用いて熱変性（94℃，1分），アニーリング（57℃，

1.5分），伸長反応（72℃，1分）に至る過程を1サイク

ルとして，これを40サイクル行った。PCR増幅産物の

検出は2％（W/V）アガロースゲル電気泳動で行い，

ゲルには1レーンあたりPCR反応液5μlをアプライし

た。100 Vの定電圧で50分間電気泳動を行い，0.5μg

/mlの ethidium bromide溶液中で電気泳動後のゲル

を染色した。UVトランスイルミネーター下でバンド

の有無と，同時に電気泳動したDNAサイズマーカー

との相対的移動度からPCR増幅産物のサイズを確認し

た。本法で増幅される特異的増幅産物のサイズは386

bpであるため，この特異的増幅産物のバンドのみが認

められた検体を陽性と判定した（Table 1）。

4. 感度試験

L. pneumophila ATCC 33152の菌懸濁液をTE緩衝
液を用いて10倍連続希釈段階系列を作製し，それぞれ

95℃で5分間の熱処理を行った。氷冷後，12,000 rpm，

4℃，10分間の遠心分離を行い，その上清1μlを検体

として用いた（Fig. 2）。菌懸濁液中の菌数はBCYE

α寒天培地を用いた生菌数測定法で確認した。すなわ

ち試験に用いた検体は，6 CFU/test～6×105 CFU

/testの6段階と無添加の陰性対照である（Fig. 3, 4）。

LAMP反応およびPCR反応は特異性試験と同条件で

行った。ただし，アガロースゲル電気泳動によるPCR

増幅産物の検出では，1レーンあたりPCR反応液10μl

をアプライした。

IIII.. 結　果
1. LAMPプライマー

レジオネラ属菌特異的なLAMPプライマーを作製す

るために，L. pneumophilaの16S rRNA遺伝子配列
（GenBank accession number M59157）上の異なる6

領域の塩基配列を用いて4種類のLAMPプライマーを

作製した。LAMPプライマー設計領域における L.
pneumophilaの塩基配列と，その他のレジオネラ属菌
の塩基配列とのアライメント解析の結果，いくつかの

塩基に相異があった。そこで，各レジオネラ属菌との

22

Fig. 2  Components of reaction mixture for the LAMP method and its protocol
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当と，Chryseobacterium indologenes ATCC 29897と
Flavobacterium odoratum ATCC 4651の 約 6× 105

CFU/test相当の場合に特異的増幅産物と同じ386 bp

のバンドのみが認められた。さらに，PCR法では約

6× 103 CFU/test相 当の場合に 2株，約 6× 105

CFU/test相当の場合に6株で386 bpのバンド以外の

非特異的なバンドが認められた（Table 1）。

3. 感度試験

L. pneumophila ATCC 33152は LAMP法では 60
CFU/test，PCR法では6 CFU/testまで検出可能であ

った（Fig. 3, 4）。しかし，検出時間はLAMP法が50

分以内と迅速であったのに対して，PCR法では検出ま

でに約4.5時間を要した。

IIIIII.. 考　察
現在，レジオネラ肺炎の確定診断は培養法あるいは

血清抗体価測定で行われているが16），培養法では特殊

な培地を用いる必要があり，コロニー形成にも3～10

日間を要している。また，血清抗体価測定では発症か

ら抗体検出が可能となるまでに2週間以上を要するた

め，レトロスペクティブな診断にならざるを得ない。

このように，培養法と血清抗体価測定は確定診断とし

ての価値は高いが，診断までにきわめて長い時間を要

している12）。

一方，補助診断として尿中抗原検出法やPCR法を併

用することで診断率が向上してきている。これらの方

法は培養法や血清抗体価測定に比べて感度や迅速性の

面で優れているが，尿中抗原検出法ではL. pneumophila
のserogroup 1しか検出できないキットがあるなど検

出法として満足できるものとはいえない12）。また，

PCR法では2つの領域の認識で反応を行うために特異

性の保証が難しく，特異性確保のためには別途プロー

ブ等を用いたsouthern blotなどを行う必要があり，

反応性を確認しながらLAMPプライマーを改良した結

果，FIPの5’末端から37番目と39番目のAをそれぞ

れR（= A or G）にした FIP-1を用いることで L.
micdadei以外のレジオネラ属菌に対する反応性が向上
した。以上の結果，L. micdadeiを除くレジオネラ属5
菌種12株をすべて50分以内に検出することができる

LAMPプライマーセットを作製することができた

（Table 1）。

2. 特異性試験

L. micdadeiを除くレジオネラ属 5菌種 12株は，
LAMP法およびPCR法のいずれの方法でもすべて遺伝

子の増幅が認められた。しかし，非レジオネラ属19菌

種19株は，LAMP法では約6×103 CFU/test相当お

よび約6×105 CFU/test相当のいずれの場合でもすべ

て遺伝子の増幅が認められなかったが，PCR法では

P. fluorescens ATCC 13525の約 6× 103 CFU/test相
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Marker 1: 6 CFU/test, marker 2: 60 CFU/test,
marker 3: 600 CFU/test, marker 4: 6,000
CFU/test, marker 5: 60,000 CFU/test, marker
6: 600,000 CFU/test, marker 7: No template
DNA control, marker 8: cutoff value （⊿Rn =
100）

Fig. 3. Detection sensitivity of LAMP
for Legionella pneumophila ATCC 33152
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信頼性の高い検査を行うための操作は煩雑である。そ

のため，簡便で安価であることが要求される日常検査

の分野には浸透しているとはいえない17）。

LAMP法は増幅反応が一定の温度で進行する酵素を

用いる。また，6領域を認識する4種類のプライマーを

用いることから，LAMP法によって得られる増幅産物

の特異性はきわめて高いという特徴を有している。こ

のように，LAMP法は簡便・迅速・正確という特徴を

兼ね備え，PCR法と全く異なる新規な技術である17）。

今回我々が構築したレジオネラ属菌に対するLAMP

法では，L. micdadeiを除くレジオネラ属5菌種12株
においてすべて50分以内に遺伝子の増幅が認められ

た。また，非レジオネラ属19菌種19株はすべて120分

の反応時間でも遺伝子の増幅が認められなかった

（Table 1）。以上の結果，L. micdadeiを除くレジオネ
ラ属菌に対するLAMP法は高い特異性を有し，簡便，

迅速な検出方法であることが確認された。

Jonasらが報告したPCR法ではレジオネラ属6菌種

13株において，すべて386 bpのバンドのみが認めら

れたが，非レジオネラ属菌であるP. fluorescens ATCC
13525，C. indologenes ATCC 29897およびF. odoratum
ATCC 4651を対象とした場合にも386 bpのバンドの

みが認められた（Table 1）。データは示さないがこれ

らPCR増幅産物を，増幅領域内を認識する制限酵素で

切断すると，レジオネラ属菌で認められた386 bpの

バンドはすべて予想されるサイズのバンド数本に切断

されたが，非レジオネラ属菌で認められた386 bpの

バンドは切断されなかった。以上のことから，Jonas

らが報告したPCR法で単にPCR増幅産物の有無を検出

するだけでは，レジオネラ属菌と非レジオネラ属菌を

正確に識別することは困難であると思われた。今回の

特異性試験では，LAMP法の方がJonasらのPCR法よ

りも高い特異性を有するという成績が得られたが

（Table 1），LAMPプライマーとJonasらのPCRプラ

イマーでは標的遺伝子上の増幅領域が異なるため，成

績を単純に比較することはできない。

L. pneumophila ATCC 33152を用いた感度試験の結
果 ， LAMP法 で は 60 CFU/test， PCR法 で は 6

CFU/testまで検出可能であったが，検出時間はPCR

法が約4.5時間と長時間を要したのに対し，LAMP法

は50分以内と迅速であった（Fig. 3, 4）。これは，従

来の培養法によるレジオネラ属菌の検出に3日以上の

日数を要していたことを考えると，検出時間の大幅な

短縮である。

LAMPプライマー設計領域におけるL. pneumophila
の塩基配列と，その他のレジオネラ属菌の塩基配列と

のアライメント解析の結果，いくつかの塩基に相異が

認められた。特にF2 regionにおいては，L. micdadei
の塩基配列はL. pneumophilaの塩基配列と比較して22
塩基中5塩基の相異があり，アライメント解析に用い

たL. pneumophila以外のレジオネラ属菌の中では最も
塩基の相異が大きかった。このことが，今回，L.
micdadeiを検出することができなかった原因であると
思われる。現在，L. micdadeiの塩基配列に対応した
プライマーを新たに加えることでL. micdadeiを検出
できるように検討中である。また，今回の特異性試験

において，レジオネラ属菌では便宜上，精製DNAを

用いたが生菌を用いた場合でも全く同じ成績が得られ

ている。このように煩雑なDNA抽出操作が不要であ

ることは，簡便，迅速なレジオネラ属菌の検出に大き

く貢献できると思われる。

今回我々が構築したLAMP法でL. micdadeiを除く
レジオネラ属菌を特異的に，感度良く，50分以内と迅

速に検出することができた。これにより，臨床あるい

は環境検体から簡便，迅速，正確にレジオネラ属菌が

検出可能になると思われる。現在，L. micdadeiを含
むレジオネラ属の他の菌種との反応性の向上，検出感

度の向上および増幅時間の短縮18）を目的に改良を進め

ている。また，今回はreal time PCR用のサーマルサ

イクラーを使用してLAMP増幅産物の定量的検出を実

施したが，LAMP法は目視での定性的検出も可能であ

るので19），高価な検出器を使用しない検出方法の開発

も進めている。今後は検出感度に関する検討を踏まえ

た上で，喀痰などの臨床検体を用いた検討を実施した

いと考えている。
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Rapid and simple detection of Legionella species by LAMP, 
a new DNA amplification method
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Legionella is a common cause of community-acquired respiratory tract infections and occasionally
causes nosocomial pneumonia.  Rapid and accurate detection of legionellae is important for diagnosis
and treatment of patients.  In order to detect legionellae, a new DNA amplification method was
designed and evaluated.  Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method amplifies DNA with
high specificity, sensitivity, and rapidity under isothermal conditions at 65℃.  This method employs a
DNA polymerase with strand displacement activity and a set of four specially designed primers that
recognize a total of six distinct sequences on the target DNA.  The primers targeting 16S rRNA gene
were designed in order to detect a wide range of Legionella species.  We could specifically detect the
clinically important Legionella species including Legionella pneumophila serogroups 1 to 6, Legionella
bozemanii, Legionella dumoffii, Legionella gormanii, and Legionella longbeachae.  The detection limit of the
assay was 60 CFU per test of L. pneumophila strain.  Furthermore, all of the positive LAMP results
could be obtained within 50 minutes.  The LAMP method was able to detect a wide range of
Legionella species with high specificity, sensitivity, rapidity, and a simple procedure.


