
【全般的な注意】
1．本品は体外診断用医薬品です。それ以外の目的には使用

しないで下さい。
2．疾病の診断は、本キットの試験成績と併せて、他の関連

する検査や臨床症状等の総合的な所見から、最終的には医
師により診断されるものです。

3．電子添文に記載された操作方法以外については保証いた
しません。

4．DNA抽出試薬（A-1）には、フェノール、クロロホルム
が含まれていますので皮膚、衣類に触れないよう取扱いに
は十分注意して下さい。万一、付着した場合は直ぐに洗い
流して下さい。

5．発色酵素用希釈液（B-1）には、防腐剤としてエチル水
銀チオサリチル酸ナトリウム0.05％を含有していますの
で、製品及び廃液等の取扱いには十分注意して下さい。

6．発色基質用希釈液（C-1）、発色基質-a（C-2）には、
N,N-ジメチルホルムアミドが含まれていますので、皮膚、
衣類に触れないよう取扱いには十分注意して下さい。

【形状・構造等（キットの構成）】
1． DNA抽出試薬（A-1）

フェノール 250μL/mL
クロロホルム 240μL/mL

2． エタノール（A-2）
3． DNA標識試薬（A-3）

N-（4-アジド-2-ニトロフェニル）-N'-（N-d-ビオチ
ニル-3-アミノプロピル）-N'-メチル-1,3-プロパンジ
アミンアセテート

4． DNA変性試薬-1（A-4）
5． DNA変性試薬-2（A-5）
6． ハイブリダイゼーション液（A-6）
7． マイコバクテリウム属菌同定用プレート（A-7）（※1）
8． プレート洗浄液（20倍濃度）（A-8）
9． 発色酵素用希釈液（B-1）
10．発色酵素（B-2）

パーオキシダーゼストレプトアビジン
11．発色基質用希釈液（C-1）
12．発色基質-a（C-2）

3,3',5,5'-テトラメチルベンジジン
13．発色基質-b（C-3）

過酸化水素水（30％）　　5μL/mL
（※1）マイコバクテリウム属菌同定用プレート

ウェルNo. 菌 種ウェルNo. 菌 種ウェルNo.

11. M. gastri （基準株）
12. M. xenopi （基準株）
13. M. nonchromogenicum（基準株）
14. M. terrae （基準株）
15. M. triviale （基準株）
16. M. fortuitum （基準株）
17. M. chelonae （基準株）
18. M. abscessus （基準株）

1. Escherichia coli （基準株）
2. Mycobacterium bovis （BCG株）
3. M. kansasii（基準株）
4. M. marinum （基準株）
5. M. simiae （基準株）
6. M. scrofulaceum（基準株）
7. M. gordonae （基準株）
8. M. szulgai （基準株）

⑰
⑱
⑲
○
○
○
○
○

⑨
⑩
⑪
⑫
⑬
⑭
⑮
⑯

①
②
③
④
⑤
⑥
⑦
⑧

19. M. peregrinum（基準株）9. M. avium （基準株）
10.M. intracellulare （基準株）
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1ウェル中 上記菌株DNA 0.18μg

【使用目的】
抗酸菌の同定

【測定原理】
被検菌株から抽出したDNAをビオチンで標識し、1 本鎖

DNAとした後、あらかじめ抗酸菌各菌種の基準株より抽出
精製した1 本鎖DNAをそれぞれ固定してあるマイクロプ
レートの各ウェル内でハイブリダイゼーションを行います。

各ウェル内で形成されたハイブリッドDNAの比率をビ
オチン－アビジン反応を用いて測定することによって比較
し、被検菌DNAと最も反応したウェルの菌種を被検菌の
菌種と同定します。

【操作上の注意】
1． DNA抽出試薬（A-1）を加える操作までは、セーフ

ティキャビネット内で行い、感染予防に十分注意して
下さい。

2． DNA抽出試薬（A-1）は二層に分離していますので、
使用直前によく振り、完全に白濁した状態で使用して
下さい。DNA抽出試薬（A-1）を添加攪拌後、管壁等
に付着している被検菌を殺菌するため、抽出用試験管
を上下に 4 ～5 回振とうして下さい。

3． DNA標識試薬（A-3）は光に不安定ですので、操作は
手早く行い長時間袋から出したままにすることは避け
て下さい。

4． DNA標識用の光源としては、カラー写真撮影用ライト
でも同等の効果が得られます。

5． 発色酵素液及び発色基質液は、使用直前に調製して下
さい。

【用法・用量（操作方法）】
1． 試薬の調製法

（1）プレート洗浄液（20倍濃度）（A-8）は、蒸留水また
はイオン交換水で、20倍希釈し使用して下さい。

（1 検体使用量＝ 5mL：95mL）
（2）発色酵素（B-2）は、使用直前に発色酵素用希釈液

（B-1）1 本に対し、10μLを混合して使用して下さい。
（3）発色基質-a（C-2）、発色基質-b（C-3）は使用直前に

発色基質用希釈液（C-1）1本に対し、それぞれ60μL
ずつ混合して使用して下さい。

2． 必要な器具・器材・試料等
マイクロピペット

（10、50、100、500、1000μL が量りとれるもの）
ピペット（3mLが量りとれるもの）
遠心機（3000r.p.m.）
チューブミキサー
水銀灯又はカラー写真撮影用ライト（300～500W）
インキュベーター（37℃）
水浴（55℃）
マイクロプレート洗浄機又はプラスチック製洗浄瓶
ペーパータオル
マイクロプレート用吸光度計（630nm）
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3． DNAの抽出
本欄の（2）の操作が終了するまでは感染に注意して

適切な操作を行って下さい。
（1）DNA抽出用試験管に被検菌を1/2 ～ 1 白金耳量（内

径約 3mm）とり、チューブミキサーで約60秒間激し
く菌体を破砕します。

注) 試験管には付属の検体シールを貼り付け
て下さい。菌体が破砕されているかを
チェックし、破砕が不十分な時はさらに
ミキシングして下さい。

（2）DNA抽出用試験管のキャップを少しゆるめ、注射器等
でDNA抽出試薬（A-1）※1を 2mLとり、キャップのゴ
ムを通して試薬を加えます。（試薬分注後はキャップを
締めて次の操作に移って下さい）
チューブミキサーで約60秒間混合した後、試験管を4
～ 5回上下に振とう※2します。

※1 DNA抽出試薬は二層に分離しています。
使用直前によく振り、完全に白濁させた
状態で使用して下さい。

注1) 本試薬にはフェノール、クロロホルムが
含まれています。皮膚等に触れないよう
取扱いに注意し、万一付着した場合は、
直ぐに洗い流して下さい。

注2) 廃液は有機溶媒として廃棄して下さい。
※2 フェノール、クロロホルムに菌が触れる

ことにより、菌は完全に死滅します。
（3）3000r.p.m.で 5 分間遠心します。
（4）上層（ 水層 ）を500μLとり、付属のスピッツチューブ

に移した後、エタノール（A-2）を1mL加え軽くチュー
ブミキサーで混合します。

注1) 抽出用試験管内の溶液は三層に分離して
います。中間層（変性した蛋白質）や下
層（有機溶媒）を吸い込まないよう注意
し、上層のみを分取して下さい。
誤って中間層、下層を吸い込んだ場合は、
再度遠心して上層を分取して下さい。

注2) 水層分取後、DNA抽出用試験管の検体
シールをスピッツチューブに貼り替えて
下さい。

（5）3000r.p.m.で15分間遠心します。
（6）静かにエタノールを捨て、チューブを逆さまにして

ペーパータオル上に放置し、水分を切ります。
（1分以上放置）

注) 勢いよくエタノールを捨てると、DNAが
チューブの底からはがれ回収できない恐
れがあります。

●回収されたDNAをより精製するために、以下の手順で
エタノール（A-2）によるリンスを行うことをお勧めし
ます。

① （6）の操作後、エタノールを1mL壁面に沿って加えます。
② 3000r.p.m.で10分間遠心します。（エタノールを静

かに加えたならば省略可）
③ 静かにエタノールを捨て、チューブを逆さまにして

ペーパータオル上に放置し、水分を切ります。
4． DNAの標識と 1 本鎖化

肉眼では見えませんが、抽出されたDNAはスピッツ
チューブの底に付着しています。試薬をスピッツチュー
ブに加えるときは、確実にチューブの底に入るように操
作して下さい。

（1）DNA標識試薬（A-3）を100μL加え、チューブミキ
サーで20秒間混合します。

注) DNA標識試薬は遮光して保存し、操作は
手早く行い長時間遮光袋から出したまま
にしないで下さい。

（2）300～500Wの水銀灯下（チューブの底から15cm位
の距離）で10分間光を照射します。

注1) カラー写真撮影用ライトを使用する場合
は、熱によるチューブの変形に注意して
下さい。

注2) 水銀灯は点灯直後光量が安定しないもの
がありますので、使用前に点灯しておく
ことをお勧めします。

注3) 多検体を同時に処理する場合は、光照射
が均一になるよう時々チューブスタンド
を移動させて下さい。

（3）DNA変性試薬-1（A-4）を50μL加え、チューブミキ
サーで10秒間混合します。

（4）DNA変性試薬-2（A-5） を50μL加え、直ちにチュー
ブミキサーで10秒間混合します。

5． ハイブリダイゼーション
（1）スピッツチューブにハイブリダイゼーション液（A-

6）を 3mL加え、直ちにチューブミキサーでよく混合
し、マイクロプレート（A-7）のNo.1 ～ No.19の各
ウェルに100μLずつ分注します。

注1) スピッツチューブの検体シールをフレー
ム外側に貼り替えて下さい。

注2) 使用しないプレートモジュールは、アルミ
袋に入れて密封し、湿気を避けて保存して
下さい。

（2）乾燥を防ぐため、プレートの表面にプレート用シール
を貼り、プレートの入っていたアルミ袋に入れた後し
っかりとチャックを閉め、55℃の水浴中に沈め2時間
静置します。

注) ウェルの乾燥を防ぐため、プレート用
シールは各ウェルのふちに十分密着させ
て下さい。

6． 検出
（1）ハイブリダイゼーション後、直ちにプ

レート用シールをはがし、フレームの中
央部をしっかり持ち、ウェル内の液を流
し等に勢いよく捨てます。

（2）調製したプレート洗浄液※1を各ウェルに
確実に満たし、上の操作と同様にウェル
内の液を捨てます。
この操作を 3 回繰り返します。※2

※1プレート洗浄液の調製法
プレート洗浄液（20倍濃度）（A-8）は、
蒸留水またはイオン交換水で、20倍希釈
し使用して下さい。

（1 検体使用量＝ 5ｍL：95ｍL）
※2プレート洗浄機を使用すると、迅速に洗

浄操作が行えます。
注）勢いよく洗浄液をプレートに分注すると、

ウェル内に気泡が残り十分洗浄できない
ことがありますので静かに分注して下さい。

（3）ペーパータオルの上で叩くようにし、十分にウェル内
の水切りを行います。

500µL

水層

変性
タンパク

有機溶媒



（4）調製した発色酵素液※1100μLを各ウェルに分注し、
37℃で10分間インキュベートします。

※1 発色酵素液の調製法
発色酵素液は、使用直前に発色酵素用希
釈液（B-1）1 本に対し、発色酵素（B-
2）10μLを混合して使用して下さい。

（5）ウェル内の液を捨て、調製したプレート洗浄液を各ウ
ェルに確実に満たし、ウェル内の液を捨てます。
この操作を3回繰り返します。

（6）ペーパータオル上で叩くようにし、十分にウェル内の
水切りを行います。

（7）調製した発色基質液※1100μLを各ウェルに分注し、
室温に放置します。

※1 発色基質液の調製法
発色基質液は、使用直前に発色基質用
希釈液（C-1）1 本に対し、発色基質-a

（C-2）、発色基質-b（C-3）をそれぞれ
60μLずつ混合して使用して下さい。

（8）室温に放置後、通常2～5分間で発色が観察できます
ので、発色が確認できた時点で630nmにおける吸光度
を測定します。
発色が弱い場合は、最長30分後まで観察して下さい。

注1) 吸光度を測定するときは、プレートをよ
く揺すりウェル内の溶液をよく混合して
から測定して下さい。

注2) 最大吸光度が0.8を超えない間に測定し
て下さい。

【測定結果の判定法】
以下の判定基準に照らして菌種の同定をします。

判定基準：
（1）最も発色したウェルの吸光度（Max. Abs.）が対照ウェ

ル（ウェルNo.1）の吸光度（Blank　Abs.）の1.9倍
以上であること。

（2）2 番目に強く発色したウェルの吸光度（2nd. Abs.）の
相対類似度が70％以下であること。
肉眼的に明らかに発色が確認できる場合は、吸光度を
測定せずにそのウェルの菌種と同定してもよい。

相対類似度は次式によって計算します（吸光度が0.8以
下の値に用いること）。

17. M. chelonae
18. M. abscessus
19. M. peregrinum

⑰
⑱
⑲
○
○
○
○
○

9. M. avium
10. M. intracellulare
11. M. gastri
12. M. xenopi
13. M. nonchromogenicum
14. M. terrae
15. M. triviale
16. M. fortuitum

⑨
⑩
⑪
⑫
⑬
⑭
⑮
⑯

1. 対照
2.  complexTB ※

3. M. kansasii
4. 
5. M. simiae
M. marinum

6. M. scrofulaceum
7. M. gordonae
8. M. szulgai

①
②
③
④
⑤
⑥
⑦
⑧
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×100
2nd. Abs.-Blank Abs.

相対類似度（％）＝
Max. Abs.-Blank Abs.

※：このウェルにはM. tuberculosis complex（M. tuberculosis、
M. bovis、M. africanum、M. microti）が反応します。

＜基準株間の相対類似度＞
各基準株を被検菌として、本法による試験をしたとき、

下表の相対類似度を示しました。
被 検 菌

プレート上の菌種

ウェルNo 菌種名

－
－
－
－
－
－
－
－
－
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－
－
－
49
－
－
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－
－
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－
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－
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－
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2. M . bovis
3. M . kansasii
4. M . marinum
5. M . simiae
6. M . scrofulaceum
7. M . gordonae
8. M . szulgai
9. M . avium
10. M . intracellulare
11. M . gastri
12. M . xenopi
13. M . nonchromogenicum
14. M . terrae
15. M . triviale
16. M . fortuitum
17. M . chelonae
18. M . abscessus
19. M . peregrinum

－：30％以下
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＜データの整理例＞
発色基質を分注し、5 分後にマイクロプレート・リー

ダーで吸光度（630nm）を測定し、次の様な結果が得ら
れたとします。
ウェルNo. Abs. ウェルNo. Abs. ウェルNo. Abs.

1. 0.080 9. 0.268 17. 0.077
2. 0.083 10. 0.153 18. 0.063
3. 0.103 11. 0.105 19. 0.073
4. 0.095 12. 0.106
5. 0.088 13. 0.090
6. 0.119 14. 0.082
7. 0.086 15. 0.072
8. 0.096 16. 0.083

被検菌のDNAはNo.9のウェルに固定されたM. avium
基準株のDNAと最もよく反応しています。対照ウェルの吸
光度との比は、0.268/0.080＝3.4となります。被検菌
のDNAと各ウェルに固相された基準株のDNAとの相対類
似度を左記の式より求め、上表を表すと次のようになりま
す。

相対類似度％

ウェルNo. ％ ウェルNo. ％ ウェルNo. ％

1. 0 9. 100 17. －
2. 1.6 10. 38.8 18. －
3. 12.2 11. 13.3 19. －
4. 8.0 12. 13.8
5. 4.3 13. 5.3
6. 20.7 14. 1.1
7. 3.2 15. －
8. 8.5 16. 3.2

－：0％以下

上表のように、2 番目に高い値を示したウェル 10
M. intracellulare の相対類似度は38.8％と計算されます。
以上のように、この結果は対照ウェルの1.9倍以上であり、
2 番目に高い吸光度を示したウェルの相対類似度が70％
以下であるので、被検菌はM. avium と同定することがで
きます。

＊＊



【性能】
＜性能＞
弊社において本品を操作方法に従い下記の試験を行った場
合、以下の規格に適合します。
1． 感度試験

マイコバクテリウム属菌同定用プレートに固定した
菌株を被検菌として試験を行うとき、相当するウェ
ルの630nmにおける吸光度は、対照ウェル（ウェル
No.1）の吸光度の1.9倍以上を示します。

2． 正確性試験
感度試験と同様の試験を行うとき、2番目に高い発色
を示すウェルの相対類似度は70％以下を示します。

相対類似度は次式によって計算します。

相対類似度（％）＝
2 番目に高い吸光度－対照ウェルの吸光度

×100
被検菌の相当する
ウェルの吸光度 －対照ウェルの吸光度

3． 同時再現性試験
同一検体を 3 回同時に試験するとき、感度試験およ
び正確性試験の規格値に適合します。

＜相関性試験成績＞
保存抗酸菌236菌株を被検菌として、生化学的性状試験

による「極東　抗酸菌同定キット」との間で相関を検討し
ました。

全体では、本法の同定率は89％（211/236）、従来法
との一致率は84％（199/236）でした。

菌種ごとでは従来法でM. scrofulaceum と同定される抗
酸菌の27％（7/26）、同様にM. gordonaeの27％（4/15）、
M. nonchromogenicum complexの48％（11/23）、
M. fortuitum の7％（2/29）、M. chelonae の10％（1/10）
が本法では反応しませんでした。

これら以外の菌種では、一致率および同定率は100％を
示しました。

【使用上又は取扱い上の注意】
1．取扱い上（危険防止）の注意

（1）微生物の取扱いに習熟した人の指導のもとにバイオハ
ザード対策を実施した上で使用して下さい。

（2）本品を取扱う場合には、必ず白衣、マスク、保護メガネ、
手袋等を着用して下さい。

2．使用上の注意
（1）有効期限切れの製品は使用しないで下さい。
（2）容器の破損、試薬への異物混入が認められるものは使用

しないで下さい。
（3）本キットの容器、付属品は他の目的に転用しないで下さ

い。
（4）誤って凍結させた試薬、プレート及び凍結した恐れのあ

る試薬、プレートは使用しないで下さい。品質が変化
して正しい結果が得られません。

（5）キット内の試薬は正確な反応が得られるように組み合
わせてありますので、ロット番号の異なる試薬を組み
合わせて使用しないで下さい。

（6）DNA標識試薬（A-3）は遮光して保存して下さい。
（7）発色基質-a（C-2）は光により変色することがありま

すので、長時間光のあたる場所に置かないよう遮光し
て保管して下さい。また、操作中、水銀灯の光があた
ることの無いよう十分注意して下さい。

（8）使用していないプレートは袋のチャックをしっかり閉
め湿気を防いで保存して下さい。

3．廃棄上の注意
（1）検体処理等に使用した器具類は必ず高圧蒸気滅菌

（121℃、30分以上）後、適切な処置を行ない廃棄し
て下さい。

（2）試薬及び器具等を廃棄する場合には、廃棄物の処理及び
清掃に関する法律、水質汚濁防止法等の規制に従って
処理して下さい。

（3）DNA抽出試薬（A-1）には、フェノール、クロロホル
ム、発色酵素用希釈液（B-1）には防腐剤としてエチ
ル水銀チオサリチル酸ナトリウム、発色基質用希釈液

（C-1）、発色基質-a（C-2）には、N,N- ジメチルホル
ムアミドが含まれていますので、製品及び廃液などの
取扱いには十分注意して下さい。使用後の廃棄方法に
ついては、各自治体毎の医療用産業廃棄物又は医療用
一般廃棄物並びに産業廃棄物・一般廃棄物の区分けが
異なる為、各自治体の指示に従い廃棄して下さい。

【貯蔵方法・有効期間】
1．貯蔵方法：2 ～ 8℃で保存
2．有効期間：6 ヶ月

【包装単位】
コードNo. 品名 包装

10030 DDH　マイコバクテリア‘極東’ 8 検体

【主要文献】
1） Ezaki T，et al.：Fluorometric Deoxyribonucleic 

Acid-Deoxyribonucleic Acid　Hybridization in 
Microdilution Wells as an Alternative to Membrane 
Filter Hybridization in which Radioisotopes Are 
Used To Determine Genetic Relatedness among 
Bacterial Strains．Int J Syst Bacteriol.1989，
39，3，p. 224-229．

2） 楠　伸治，他：マイクロプレートハイブリダイゼー
ション法によるMycobacterium 属菌の同定．臨床病
理．1990．38，p.321．

3） Kusunoki S，et al.：Application of Colorimetric 
Microdilution Plate Hybridization for Rapid Genetic 
Identification of 22 Mycobacterium Species．J. 
Clin Microbiol．1991．29，8，p.1596-1603．

4） 山崎　利雄，他：マイクロプレートハイブリダイゼー
ション法による抗酸菌同定法の検討．結核．1993．
68，1，p.5-11．

【問い合わせ先】
極東製薬工業株式会社　営業学術部
〒103-0024　東京都中央区日本橋小舟町 7-8

電話　03（5645）5664
FAX　03（5645）5703

＊


