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1. 概要 

背景と目的 

早産の原因は様々であるが, 特に在胎 32 週未満の早産児の約 50%に絨毛膜

羊膜炎が存在する . 従ってそのコントロールは早産の予防に重要と考えら

れている . 絨毛膜羊膜炎の起因菌のひとつであるウレアプラズマは , 炎症

性サイトカインの産生を介して母体の破水 , 流早産 , 新生児の慢性肺疾患 , 

脳室内出血 , 壊死性腸炎の原因となる . ウレアプラズマはβラクタム系抗

菌薬に耐性であり , 適切な抗菌薬の投与には正確な診断法が重要である . 

現在, ウレアプラズマの検出には, 培養法と PCR 法が一般的である.しかし, 

培養法は, 操作が煩雑で判断に熟練を要し, また迅速性に乏しい. したがっ

て , ウレアプラズマの検出法は PCR 法が一般的である . しかし , Universal 

primer を用い 16SrRNA を増幅後にシークエンス解析で同定する方法は高価

である. 一方, ウレアプラズマに特異的なプライマーを用いる方法は, 迅速

だが操作が煩雑で , 臨床医が実務と並行して行うのは困難である . 我々は , 

Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) 法を用いてウレアプラズマ

を検出する方法を開発した.  

方法 

Ureaplasma. parvum (U. parvum) と Ureaplasma urealyticum (U. urealyticum)

にそれぞれ特異的な ureaseB 遺伝子を増幅する LAMP 法の 6 つのプライマ
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ーを作製した. U. parvum の 4 つの株, U. urealyticum の 5 つの株, ウレアー

ゼを有するまたは腟の常在する 14 の細菌でそれらのプライマーを評価し

た . 46 人の妊娠経過に特に異常のない妊婦の腟スワブサンプルを用いて

LAMP 法, 培養法および PCR 法を比較した. 

結果 

U. parvum に対する LAMP 法のプライマーは, 4 つの U. parvum の株すべて

を検出可能であった. U. urealyticum に対する LAMP 法のプライマーは, 5 つ

の U. urealyticum の株すべてを検出可能であった. それらのプライマーは, 

14 の細菌に対し交差反応を認めず, 検出感度は 100 copies/reaction で PCR 法

と比べ 100 倍優れた感度であった. 46 人の妊婦における培養法, PCR 法お

よび LAMP 法によるウレアプラズマの検出頻度は, それぞれ 26.1% (12/46), 

17.4% (8/46), and 26.1% (12/46)であった. 培養法を対照とし LAMP 法の感度, 

特異度, 陽性的中率および陰性的中率は, 100% (12/12); 100% (34/34); 100% 

(12/12) および 100% (34/34)であった. 一方, PCR 法の感度, 特異度, 陽性的

中率および陰性的中率は , 66.7% (8/12); 100% (34/34); 100% (8/8)および 

89.5% (34/38)であった. 

結論 

LAMP 法によるウレアプラズマの検出法は, 培養法および PCR 法より優れ
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ていた. LAMP 法によるウレアプラズマの迅速な検出により正確な診断し適

切な抗菌薬が可能となる . ウレアプラズマによる絨毛膜羊膜炎に対する適

切な介入が周産期予後の改善につながる可能性がある. 
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2. 緒言 

近年 , 周産期領域における医療技術の進歩は目覚ましく , 特に我が国にお

ける妊産婦死亡率 , 新生児死亡率は世界的にもっとも低値となっている . 

一方, 我が国を含む先進国では出生数が減少傾向すると同時に，女性の高等

教育と社会進出による結婚年齢の上昇 , ひいては高齢出産の増加 , さらに

生殖補助医療の進歩による多胎妊娠の増加やいわゆるモデル体型を理想と

する痩せブームなどにより早産児, 低出生体重児の出生率が増加している. 

早産の原因は, 様々であるが, 前置胎盤からの出血, 常位胎盤早期剥離, 胎

児機能不全, 子宮内胎児発育遅延, 母体疾患 (妊娠高血圧症候群, HELLP 症

候群, 局所あるいは全身感染症など) などが重要である. 特に, 32 週未満の

早産児の約 50%において絨毛膜羊膜炎 (Chorioamnionitis: CAM) が存在する

とされ, 1 CAM のコントロールが早産予防に重要である可能性が高い. しか

し, CAM の原因は多岐にわたり, 出生前の起因菌の同定や有効な抗菌薬の

決定が難しいことから , 明らかな感染徴候のない切迫早産に対する予防的

抗菌薬投与は推奨されない. 

CAM の起因菌のひとつであるウレアプラズマは, 他にも流早産・破水・死

産・新生児の種々の合併症との関連が示唆されるが, 感染者が非常に多く, 

無害な常在菌の一つとする考え方もある. 
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＜ウレアプラズマの分類＞ 

ウレアプラズマ属細菌 (Ureaplasma species, 以下 U. spp.と訳す) はマイコ

プラズマ科に属し最も小さな自己複製能を持つ微生物である . 細胞壁がな

いのでβ -ラクタム系抗菌薬に自然耐性を示す . 以前は Ureaplasma 

urealyticum の 1 種 1 属で, 表現型や遺伝子型の違いにより 14 の血清型に分

けられていたが, 2002 年以降遺伝子型の違いにより Ureaplasma urealyticum 

(血清型 2, 4, 5, 7-13) Ureaplasma parvum (血清型 1, 3, 6, 14) の 2 種に再分類

された. 2 

＜ウレアプラズマの疫学＞ 

ヒトにおいて U. spp は性交渉により感染し, 無症状のまま泌尿生殖器に常

在する細菌であるが , 男性の非淋菌性尿道炎の起因菌となることが少なく

ない. 女性では尿, 腟から検出される. 子宮頸管と腟分泌物の培養から妊娠

可能な女性では 72.1 %, 妊婦では 72.3-82 %で U. spp が検出されるという報

告がある. 3-7 

＜ウレアプラズマの母体への影響＞ 

腟や胎盤からの U. spp の検出は CAM, 流早産 , 前前期破水  (Preterm 

Premature Rupture of Membrans: pPROM) に関連があるとされる. 難波らは, 

32 週未満の流早産児の胎盤では約 42%で U. spp を検出し, U. spp 陽性胎盤
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の 83%で CAM を認めた. 一方 U. spp 陰性胎盤では CAM は 30%と有意に低

く, U. spp は CAM の危険因子の 1 つであった. 8 また, 妊婦の腟での多数の

コロニー形成は CAM, 早産の独立した危険因子であったとの報告もある. 9 

前向き研究では, 子宮頸管での U. spp の陽性母体は切迫早産だけでなく早

産自体とも関連が 報告された . 10 Ureaplasma parvum (U. parvum) と

Ureaplasma urealyticum (U. urealyticum) の違いに関しては, 妊娠初期の腟に

おいて, U. parvum のみが後期流産と早産に関連していたとする報告がある. 

11 前向きの観察研究では, pPROM の腟において 72.41％が U. spp 陽性と最

も頻度が高かった. 12 さらに, pPROM 母体の帝王切開または羊水穿刺の際

に得られた羊水を検討では, U. spp 陽性はその他の微生物陽性と比べ, 有意

に羊水中の炎症反応の上昇を認めたという. 13 

＜母体への治療＞ 

U. spp は細胞壁を有さず, βラクタム系抗菌薬に耐性で, エリスロマイシン

やアジスロマイシンなどのマクロライド系またはクリンダマイシンなどの

リンコサミド系が有効である. 

症例報告では, 羊水中に U. spp 陽性母体に対しエリスロマイシンの投与に

より妊娠期間の延長が可能であったとの報告がある. 14, 15 小規模の検討で

は, 未破水の妊娠 26-34 週の腟で U. spp 陽性母体にエリスロマイシンを投与し
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た 18 例と同様の条件で抗菌薬を投与しなかった 17 例の比較では, エリスロマ

イシン投与群は有意に妊娠期間の延長が可能であった. 16 

1990 年台に入ると消化器症状の合併症が軽減されたアジスロマイシンが登場し

た. U. spp を腹腔内に注射したアカゲザルの切迫早産モデルでは, 静脈注射によ

るアジスロマイシン投与で羊水中に十分移行し, U. spp は除菌可能であった. 17  

以上のように, 起因菌が U. spp であることが強く示唆された場合, 羊水や

胎盤への薬剤移行性が十分であれば , 抗菌薬の投与による予後の改善効果

が得られる可能性はある . 一方 , 妊娠初期のマクロライド系抗菌薬の投与

は流産と関連するとの報告もあり , 18 今後も慎重に検討していく必要があ

る.  

＜ウレアプラズマの検出法＞ 

U. spp は乾燥や温度変化に弱い . 細胞壁をもたないためグラム染色で染色

されず , また通常の培地で増殖しないため通常の培地では分離培養が難し

い. 同定過程では U. spp がウレアーゼ活性を持ち尿素を栄養素として必要

とする性状を利用する . すなわち尿素とフェノールレッドを含む液体培地

で 24～72 時間培養し U. spp 陽性であればウレアーゼが尿素を分解しアルカ

リ性となるため培地が赤変する . 培地になんらかの色調の変化があった場

合, 培養液を硫酸マンガン入りの寒天培地に塗布し 72-96 時間培養する. U. 
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spp であれば濃茶色に変色したコロニーとなり, Mycoplasma hominis であれ

ば大きい目玉焼き状の白色コロニーとなる . コロニーの確認は目視では不

可能で光学顕微鏡で行う. U. spp と Mycoplasma hominis を区別する必要があ

り判断には熟練を要する. 培養法は, 陽性の場合は生菌の存在を示唆し, 感

受性試験を行える点は利点である . 近年 , マクロライド耐性ウレアプラズ

マの報告もあり, 感受性試験の重要性は高まっている. よって培養法は, い

まだウレアプラズマの検出の gold standard である. 

PCR 法は 3-5 日間を要する培養法よりも迅速に同定が可能で, 菌が少量で

あっても死滅していても検出できる. さらに細菌に共通な 16SrRNA を増幅

し特定の領域の塩基配列を同定し , その塩基配列をデータベースと比較し

菌種を特定できる . 生物型や血清型に特異的なプライマーを用いる方法も

ある. この方法は, 16SrRNA を用いる broad range PCR より安価で検体採取

から 24-48 時間, 検査室によってはより迅速に同定が可能である. 19 PCR は

thermal cyclerを必要とし, 反応の確認のための電気泳動も必要である. これ

らは試験全体の煩雑性を高めている. 

＜LAMP 法とは＞ 

ループ介在等温増幅 (Loop-Mediated Isothermal Amplification: LAMP) 法は, 

栄研化学の納富らが開発した核酸増幅法である. 20 6 領域を認識するプライ
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マーを用いるため増幅効率および特異度が高い . よって迅速 , 安価かつ簡

易であり現在多くの細菌やウイルスの検出法として用いられている. 21-23  

LAMP 法は標的遺伝子の 6 領域に対して 4 種類のプライマーを設計する. 標

的遺伝子の 3‘末端から F3c, F2c, F1c, B3, B2, B1 という領域を設定し, 図 1

に示すような FIP, F3, BIP, F3 という 4 種類のプライマーを設定する. LAMP

法の最も特徴的なプライマーは, インナープライマーと呼ばれる FIP と BIP

の 1 組のプライマーである. FIP は標的遺伝子の F2c に相補的な F2 とその 5

‘末端に F1c を持つように設計されたプライマーである. さらに F1-F2 間と

B1-B2 間に FL, BL という 1 組のループプライマーを設定することとにより

増幅効率を大幅に短縮することができる.  

具体的には, FIPのF2領域の3’末端を起点として鋳型DNAと相補的なDNA鎖が合

成される. 次にFIPの外側に設計したF3プライマーからの伸張反応によって, 先

に合成されているFIPからのDNA鎖が剥がされ1本鎖となる. そのDNA鎖に対し

てBIPからのDNA合成が起こり, 同様にB3プライマーからの伸長により剥がさ

れた結果, 両端にループを持ったダンベル様構造をした1本鎖DNAが生成される. 

このダンベル用構造が, LAMP法による増幅反応の起点となる. ダンベル様構造

で, 3’末端のF1領域を起点として自己を鋳型としたDNA合成が伸長する. 更

に、3’末端側のループのF2c領域は1本鎖であるためFIPがアニールすることがで
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き, そのF2領域の3’末端を起点として, F1領域から先にDNA合成が伸長する.BIP

も同様の反応を起こす. つまりダンベル様構造となることとFIP, BIPが鍵となり

自己を鋳型にした反応が可能となり高い増幅効率を実現している. 

また DNA 伸長に鎖置換型 DNA polymerase を使用する点も LAMP 法の特徴

である. 鎖置換型 DNA polymerase は鋳型 DNA に相補的な DNA 鎖を合成す

る際に, 伸長方向の 2 本鎖を解離しながら相補鎖合成を継続できる. これに

より等温で核酸合成を継続することが可能で thermal cycler を必要としない. 

LAMP 法は 15～60 分で 109～1010 まで増幅可能で, その増幅の副産物として

ピロリン酸イオンも大量に生成される . 結果的にマグネシウムイオンと結

合したピロリン酸マグネシウムが白濁を形成し , 電気泳動などの追加の工

程を要せず目視でも結果を確認できる . それ以外にはリアルタイムに濁度

を測定する方法や蛍光色素による検出方法もある. 

また, 高い増幅率が故に, 核酸増幅阻害物質である biological substances の影

響を受けにくい. つまり biological substances を多く含む簡易の DNA 抽出法

でも検出可能である. このように LAMP 法は, 高い増幅効率により迅速に

検出でき, DNA 抽出,核酸増幅及び結果判定に関して簡便性が高い方法であ

る. 

日本では 2005 年には在胎 26 週以上であれば 95％以上の児が, 在胎 24, 25



11 
 

週でも 85％以上の児が救命されている. しかし, 在胎 22, 23 週の児では, な

お 40％以上の児が新生児期に死亡している. 在胎 22，23 週の切迫早産の妊

娠期間を数週間でも延長し , 出生後速やかに的確な集中治療をすることが

生存率を上げ合併症なき生存を増やすと考えられる . つまり , 切迫早産患

者に簡便な方法で迅速に U. spp を検出し適切な抗菌薬を投与することで絨

毛膜羊膜炎をコントロールし妊娠期間の延長を図る . たとえ数週間の妊娠

期間の延長であっても周産期予後の改善につながる可能性がある . このよ

うに簡便かつ迅速な U. spp の検出法は現在の周産期医療の課題である在胎

22，23 週の予後の改善に寄与する可能性がある． 

以上の如くウレアプラズマは母体または新生児の様々な合併症と関連する

にも関わらずウレアプラズマへの介入が周産期予後を改善するかは議論が

続いている . それは , ウレアプラズマの理想的な検出法はないことも一因

となっていると考えられる . そこで著者はウレアプラズマの迅速かつ簡便

な検出法として LAMP 法に着目し, プライマーを設計した. さらに LAMP

法と PCR 法および培養法を比較し LAMP 法の有効性を検討した.  

 

 

 



12 
 

3. 対象と方法 

<細菌株> 

LAMP 法の感度と特異度を評価するために 4 つの U. parvum の株, 5 つの U. 

urealyticum の株, 8 つの腟粘膜から検出される頻度の高い細菌および 6 つの

urease 遺伝子を有する細菌を使用した.それらの遺伝子の提供元は, 表 I に

示す. 

<遺伝子のテンプレートの作成>  

上記に示した 23 の細菌の DNA の抽出には, QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, 

Valencia, CA) または Maxwell RSC (Promega Corporation, WI, USA) を使用し

た. 

感度を調べるためにクローニングした U. parvum (SV3F4)と U. urealyticum 

(F24)の ureaseB 遺伝子断片をテンプレートとした. クローニングは以下の

ように行った. 2 セットのプライマー (U. p F, 5ʹ- 

ATGGAAGGGGCAAGAGATGGTAAG -3ʹ; U. p B, 5ʹ- 

CATTCCCATACCTTCACGTAGGGT -3ʹ; U. u F, 5ʹ- 

AGTGGAAGGGGCAAGAGATG -3ʹおよび U. u B, 5ʹ- 

CATCCCCATACCTTCACGTAGA -3ʹ) を用い, U. parvum と U. urealyticum の

ureaseB 遺伝子を含む領域を増幅した. それらの増幅した断片を Wizard® 
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SV Gel and a PCR Clean-Up System (Promega, Fitchburg, WI)で精製し, pCR-

TOPO pUC57 cloning vector from the TOPO® TA Cloning Kit (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA) を用いクローニングした. DNA のコピー数を計算

するために, まず Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) でクローニング

した遺伝子断片の濃度を測定した. つづいて PCR により増幅した断片の塩

基数とベクターの塩基数からクローニングした遺伝子断片の塩基数を求め

た. (U. parvum の遺伝子断片は 4691 bp, U. urealyticum の遺伝子断片は 4692 

bp.)これより DNA のコピー数を計算した.  

<U. parvum と U. urealyticum のプライマーの作成> 

National Center for Biotechnology Information の Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST) を使用し, 相同性検索を行った. ureaseB from U. parvum 

(GenBank accession no. AF085732.1)を BLAST し, U. parvum のすべての

serovar で完全に一致した. ureaseB from U. urealyticum (GenBank accession 

no. AF085726.2)を BLAST し, U. urealyticum のすべての serovar で完全に一

致した. さらに U. parvum と U. urealyticum の ureaseB の配列は 92％一致し, 

8%は異なる配列で, 他に高い一致率の菌は認めなかった. U. spp に特異的

で U. parvum と U. urealyticum を判別可能な ureaseB を標的遺伝子とした. 

Primer Explorer V5 (https://primerexplorer.jp/lampv5/index.html) を使用しルー
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ププライマー (LF, LB) を含む LAMP 法のプライマーの候補を作製した. 

(表 II, III, IV, V) PCR 法のプライマーは過去の報告から採用した. (表 VI) 

すべてのプライマーは Hokkaido System Science (札幌, 北海道, 日本) に合

成を依頼した. 

<U. parvum と U. urealyticum の LAMP 法の反応> 

LAMP 法の反応は合成 25 μl で以下の組成で行った. (5 μl template, 8 U of 

Bst DNA polymerase, 25 mM deoxynucleoside triphosphates, 4 M betaine, 1.5 M 

Tris-HCl (pH 8.8), 2.5 M KCL, 1 M (NH4)2SO4, 1 M MgSO4, and 20% Tween 

20.) また, プライマーは以下の濃度で使用した.: 1.6 μM (each) FIP and BIP, 

0.2 μM (each) F3 and B3, 0.4 μM (each) LF and LB. 作製した混合液を 63 ℃

で 1 時間培養し, その後酵素反応を終了するために 80 ℃で 2 分間加熱し

た. 結果は Loopamp EXIA (Eiken Chemical, 東京, 日本) を使用しリアルタ

イムに濁度を測定した. 吸光度を移動平均微分法で演算した値の最大値で

ある Differential calculation (Df 値)が 1 時間以内に 0.1 以上となったものを

陽性と判定した. または目視により確認した. 

<U. parvum と U. urealyticum の PCR 反応>  

PCR 法の反応は合成 25 μl で以下の組成で行った. ( 5 μl template, 0.5 U of 

TaKaRa Ex Taq, 0.2 mM deoxynucleotide mixture and 10× TaKaRa Ex Taq 

Buffer.) U. parvum PCR には, プライマーの UPF と UPR をそれぞれ 0.8 μM
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に調整し使用した. U. urealyticum PCR にも, 同様に UUF と UUR をそれ

ぞれ 0.8 μM に調整し使用した. 24 反応条件は以下通りとした: はじめの熱

変性 94 ℃ 1 分, 30 サイクル (94 ℃ 30 秒, 55 ℃ 30 秒, 72 ℃ 1 分), 伸

展反応を 72 ℃で 1 分とした. 陽性コントロールには U. parvum DNA また

は U. urealyticum DNA を使用し, 陰性コントロールには nuclease-free water

を使用した. PCR 後, 電気泳動の代わりに microchip electrophoresis system 

(MCE-202 MultiNA, SHIMADZU, 京都, 日本) を使用し分析した. 

<LAMP products の解析> 

U. parvum と U. urealyticum LAMP products は, BigDye® Terminator V3.1 

cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) と 3130xL Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems) を使用しダイレクトシークエンスを行い確認

した. ダイレクトシークエンスのためには以下のプライマーを使用した. U. 

parvum F2; 5ʹ- GCAATTAATTTCGCTAGTGGTG-3ʹ, U. parvum B2; 5ʹ- 

GCGTTCTTTATCTTCATTTCCTT-3ʹ, U. urealyticum F2; 5ʹ- 

ATTAACTTCGCTGAAGGCG-3ʹ および U. urealyticum B2; 5ʹ-

CGTTCTTTGTCTTCGTTTCC-3ʹ. 

<臨床サンプル> 

2016 年 10 月から 2017 年 5 月の期間に A 病院で妊娠経過に異常のない妊婦
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46 人の腟スワブを採取した. なお本研究の開始にあたり日本大学医学部

の倫理委員会 (承認番号: 28-5-0) および A 病院の倫理委員会 (承認番号: 

2016-001) の承認を受けた. 本人から文書による同意を受けて, 妊婦 1 人

から 2 本の腟スワブを採取し, universal viral transport (UVT) media (Becton 

Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) に入れウレアプラズマは温度

変化に弱いため日本大学医学部へ常温で輸送した. UVT はアンホテリシン

B とバンコマイシンを含み, 真菌およびグラム陽性菌の発育を抑制するた

め, ウイルス, クラミジア,マイコプラズマおよびウレアプラズマの輸送に

適していると考えた. UVT は室温(20-25°C)と冷蔵(2-8°C)の両者で少なく

とも 48 時間は生存率が保たれる. よって 48 時間以内に輸送した. 

2 本の腟スワブのうち 1 本は, PCR 法および LAMP 法の反応に使用した. ま

ず UVT のメディウムの 1 ml を 1.5 ml のチューブに移し, 20,000 g で 20 分

遠心した. 上清をデカンテーションした. ペレットを含む 50 μl を 

Loopamp SR DNA extraction kit (Eiken Chemical, 東京, 日本) を使用し DNA

を抽出した. その抽出した DNA を PCR 法または LAMP 法に用いた. 

残りの 1 本の腟スワブは, BML (川越, 埼玉, 日本) に直ちに輸送し U. spp

の培養を行った. 培養法のプロトコールを以下に示す: Ureaplasma agar 

medium (Apple Kagaku Company, 東京, 日本) をメディウムとし, 35 ℃かつ
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5 % CO2 で 4 日間培養した. 培養後に顕微鏡下で発育した濃茶色のコロニ

ーを確認し U. spp を同定した. 培養陽性の検体は三重包装し日本大学医学

部に輸送した. 培養法は U. parvum と U. urealyticum を区別できないため

LAMP 法または PCR 法を行い 2 種を区別した. 

ウレアプラズマのコロニーを白金耳で搔き, 1.5 ml チューブ内の 1 ml の

phosphate-buffered saline (PBS)に懸濁した. 遠心後, 上清をデカンテーショ

ンした. ペレットを含む 50 μl を Loopamp SR DNA extraction kit (Eiken 

Chemical)を用い DNA を抽出した. 抽出した DNA を PCR 法または LAMP

法に用いた. 臨床検体の検討は duplicate で行った. その他の実験は

duplicate で異なる日に複数回行った. 

＜周産期予後の検討＞ 

46 人の妊婦のうち, 3 人は臨床経過を追跡不可能であったため除外した. 臨

床経過を追跡可能であった 43 人をウレアプラズマ陽性群とウレアプラズ

マ陰性群に分けた. まず, 2 群間の年齢, 妊娠回数, 出産回数, 検体採取時期

に関して検討した. さらに, 周産期予後に関して在胎週数, 中絶の有無につ

いて検討した. それ以外には, 腟培養で Lactobacillus species, Candida 

species, Streptococcus agalactiae 陽性, Chamydia trachomatis 陽性, 子宮頸部

細胞診との関連について検討した. 
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＜統計＞ 

培養法と比較し PCR 法および LAMP 法の臨床感度, 臨床特異度, 陽性的中

率および陰性的中率を求めた. 95 %信頼区間は, 検体数が少ないため

Wilson interval または Jeffreys 事前分布により求めた. 25 周産期予後の検討

には, JMP® 13 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) を使用し, Mann-Whitney U 

test または Chi-squared test で解析した. なお p 値＜0.05 を有意差ありとし

た. 
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4. 結果 

＜感度と特異度＞ 

前述の如くクローニングした U. parvum と U. urealyticum の ureaseB 遺伝

子断片を使用し 106, 105, 104, 103, 102, 10, 1 copies/μl の希釈段階を作製し

た. その希釈段階を使用した. U. parvum LAMP の候補の感度は, U.p 6 は 102 

copies/reaction, U. p 2 と U. p 7 は 106 copies/reaction であった. それ以外の候

補は 106 copies/μl 以下をすべて検出できなかった. (表 II) U. urealyticum 

LAMP の候補の感度は, U. u 4 は 102 copies/reaction, U. p 2 は 105 

copies/reaction であった. それ以外の候補は 106 copies/μl 以下すべて検出で

きなかった. (表 IV) U. p 6 と U. u 4 が 102 copies/reaction ともっとも優れた

感度を有しそれぞれのプライマーに決定した (表 VII, 図 2 (A), (B)) . U. 

parvum と U. urealyticum LAMP の実際を図 3 と図 4 に示した. 一方, U. 

parvum と U. urealyticum PCR の感度は, 104 copies/reaction であった (図 5, 

6). LAMP 法 は, PCR 法と比べ 100 倍優れた感度を有していた. LAMP 法の

結果は, Loopamp EXIA と目視で完全に一致していた.  

U. parvum と U. urealyticum LAMP プライマーの特異度を評価するため, 9

つの U. spp の株と 8 つの腟粘膜から検出される細菌と 6 つのウレアーゼを

持つ細菌 (Haemophilus influenza, Haemophilus parainfluenzae, Klebsiella 
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pneumoniae, Helicobacter pylori, Proteus mirabilis および Streptococcus 

salivarius)を使用した. それぞれ DNA の濃度は, 106 copies/μl に調整した. 

U. parvum strains (SV3F4, B7, S55 および OMC-P162) のうち 4 つすべて U. 

parvum LAMP プライマーで 30 分以内に陽性となった. 一方, non-U. parvum

は, 60 分以内ですべて陰性であった. U. urealyticum LAMP も同様の結果で

あった. U. urealyticum strains (F24, F7, S18, S59 および S100) のうち 5 つす

べてで陽性で, non-U. urealyticum はすべて陰性であった. 

LAMP products はダイレクトシークエンスを行い, 結果は予想された配列

と完全に一致していた. (data not shown) 配列は標的遺伝子と比較した. 標

的遺伝子は下記に示す. (U. parvum の ureaseB 遺伝子配列の 540 から 713 塩

基と U. urealyticum の ureaseB 遺伝子配列の 546 から 715 塩基. LAMP プラ

イマーの F2 から B2 の間)  

＜臨床検体での検討＞ 

培養法では, 12/46 samples (26.1%)で U. spp.が陽性であった. 培養陽性の検

体の U. parvum と U. urealyticum を区別するために, PCR 法と LAMP 法を

行った. 

U. parvum は 10/46 culture samples (21.7%), U. urealyticum は 2/46 samples 

(4.3%) であった. LAMP 法の結果は培養法の結果と完全に一致していた. 
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一方, 培養陽性の 7 サンプルは, U. parvum PCR-陽性 (7/12, 58.3%) であっ

た. 培養陽性の 1 サンプルは, U. urealyticum PCR-陽性 (1/12, 8.3%) であっ

た. 残りのすべてのサンプルは PCR 陰性であった. 

すべての LAMP 法, PCR 法, 培養法の結果を表 VIII に示した. LAMP 法の

感度, 特異度, 陽性的中率および陰性的中率は,培養法を対照としそれぞれ

100% (12/12 specimens; 95% CI, 81.5–100%), 100% (34/34; 95% CI, 92.9–

100%), 100% (12/12; 95% CI, 81.5–100%) および 100% (34/34; 95% CI, 92.9–

100%)であった. 一方, PCR 法の感度, 特異度, 陽性的中率および陰性的中

率は, 培養法を対照とし, 66.7% (8/12; 95% CI, 38.8–87.5%), 100% (34/34; 

95% CI, 92.9–100%), 100% (8/8; 95% CI, 73.8–100%) および 89.5% (34/38; 

95% CI, 79.7–99.2%)であった. 

＜周産期予後の検討＞ 

ウレアプラズマ陽性群と陰性群の 2 群間で背景 (年齢, 妊娠回数, 出産回

数, 検体採取週数)には有意差を認めなかった. (表 IX) また, 周産期予後 

(在胎週数, 中絶の有無) にも有意差を認めなかった. さらにそれ以外のす

べての因子に関しても 2 群間で有意差を認めなかった. (表 X) 
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5. 考察 

ウレアプラズマ感染は, 母体および新生児の合併症を引き起こし周産期予

後に大きな影響を及ぼす重大な問題である. ウレアプラズマの迅速な検出

は, 適切な抗菌薬投与を可能にする. しかし, 培養法や PCR 法は時間がか

かり操作も煩雑で臨床医が実務と並行して行うには困難がある. 

ウレアプラズマの LAMP 法による検出の報告は, 本研究が初めてであり, 

著者は感度, 特異度および腟スワブサンプルを用いて臨床検体での有用性

について検討した.  

母体または新生児の検体で, ウレアプラズマ検出の gold standard は培養法

である. 26, 27 培養法の利点としては, 抗菌薬の感受性を知ることができ費

用が最も少ない. しかし, 培養結果の判明までに 3-5 日間を要し抗菌薬感受

性の結果にはさらなる日数を要する. また, 培養法は U. parvum と U. 

urealyticum を区別することができない. 一方, PCR 法は, U. parvum と U. 

urealyticum を区別できる. 24 PCR 法は培養法と比べ優れた感度と特異度を

持ち, 迅速である. PCR 法の臨床感度は 94-95 %, 臨床特異度は 91-98 %と

報告されている. 28, 29 Liquid PCR や nested PCR はさらに感度および特異度

を改善する可能性がる. 28-30 PCR 法は培養法の代替となりえるが, thermal 

cycler や電気泳動装置を必要としその工程も臨床医にとっては煩雑である. 
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LAMP 法は, PCR 法とは異なった拡散増幅法で, 簡便で biological substance

による影響を受けにくい. 20, 31 コスト面では培養法より高いが PCR 法と

LAMP 法はほぼ同額である. 本研究では, より簡便な工程となるように

Loopamp SR DNA extraction kit を使用した. この方法は簡便に DNA を抽出

できるが biological substance を従来の方法より多く含む. LAMP 法は, これ

らの物質に阻害されることなく増幅可能である. これら利点により LAMP

法は臨床医がベットサイドで検査を行うのに適していると考えられた. 

LAMP 法は, すでに Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma pneumoniae お

よび Streptococcus pneumoniae などの様々な細菌の検出に応用されている. 

21-23 研究室の Pham らは, 便検体から Campylobacter spp.の検出において

LAMP 法の感度は PCR 法より優れ, 特異度は同等であることを報告してい

る. 32 

著者の開発したウレアプラズマの LAMP 法による検出法は, 簡便性, 迅速

性, 感度および特異度を考慮すると, 培養法や PCR 法より優れた方法とな

る可能性が高い. 

しかし, このシステムでは, U. spp だけしか検出できず, Escherichia coli, 

Gardnerella vaginalis および Streptococcus agalactiae など CAM の原因とな

る他の細菌を同時に検出することはできない. 細菌性腟症の患者では, U. 
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spp だけでなくしばしばその他の細菌も同時に検出される. 従って, U. spp

だけでなく他の細菌も検出でき, 薬剤感受性も行える培養法は, いまだ重

要な検査である. 

本研究は LAMP 法が優れた感度, 特異度, 陽性的中率及び陰性的中率を示

したが , 検体数が少なく単一施設での検討である点が影響した可能性があ

る. それ以外に生菌率を保つため著者は常温で UVT を使用し輸送したため

対象とした培養が PCR を上回る検出率であったことも一因と考えられる. 

また, LAMP 法で陽性, 培養法で陰性の場合は死菌を検出している可能性が

ある. ウレアプラズマの標準化 DNA の希釈段階を LAMP 法で検討し, 結果

をリアルタイム濁度測定装置で評価する. Df 値が 0.1 以上となり陽性と判

定された時間とウレアプラズマの濃度を検量線で作成する. その近似式か

らウレアプラズマの濃度の推定は可能かもしれない. しかし, 生菌か否か

は現時点では培養法の結果を待つ必要がある. 切迫症状があり LAMP 法陽

性の場合には暫定的にマクロライド系抗菌薬を投与し, 培養法の結果が陰

性の場合は抗菌薬の中止を検討するのが現実的である. 

本研究でウレアプラズマが周産期予後に与える影響について検討したが, 

治療によるウレアプラズマの除菌率に関しては検討していない. 今後, 本
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方法は多施設共同で十分な検体数を用いて LAMP 法の有効性およびウレア

プラズマの除菌が周産期予後の改善につながるのかを検討する必要がある.  

著者は, 迅速, 簡便で感度および特異度に優れたウレアプラズマの検出法

を開発した. これにより迅速な診断と適切な抗菌薬の選択による周産期予

後の改善が期待される. 
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6. まとめ 

LAMP 法によるウレアプラズマの検出法を開発した. 本方法は, 迅速性に

優れ, 臨床検体でも優れた感度を有する. 本方法を用いることでウレアプ

ラズマの迅速かつ正確な診断でき, 周産期予後の改善につながる可能性が

ある. 今後は, 多施設での検討および新生児検体での検討を計画している. 
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8. 表 

表 I. Reference samples.  

Species Strain 

Ureaplasma parvum a SV3F4 
 B7 
  S55 
  OM-P162 
Ureaplasma urealyticum a F7 
  F24 
  S18 
  S59 
  S100 
Enterobacter cloacae b JCM 1669T 
Escherichia coli c DH5α 
Gardnerella vaginalis b JCM 11026T 
Haemophilus influenza d RD 
Haemophilus 
parainfluenzae e 

IID991 

Helicobacter pylori b JCM 12093T 
Klebsiella pneumoniae Clinical isolate 
Mycoplasma hominis a N59S1 
Neisseria gonorrhoeae f NIID9 
Proteus mirabilis b JCM 1669T 
Pseudomonas aeruginosa g ATCC7700 
Staphylococcus aureus b JCM 20624T 
Streptococcus agalactiae h IID1625 
Streptococcus salivarius g ATCC 7073 

a 大阪母子医療センター(大阪, 日本)から譲渡を受けた. 

b 理化学研究所バイオリソースセンター微生物材料開発室(茨城, 日本)から購入した. 
c Thermo Fisher Scientific(Waltham, MA)から購入した. 
d American Type Culture Collection から購入した. 
e 東京大学医科学研究所(東京, 日本)らか譲渡を受けた. 
f 国立感染症研究所(東京, 日本)から譲渡を受けた. 
g 日本大学歯学部細菌学教室(東京, 日本)から譲渡を受けた. 
h 九州大学歯学部(福岡, 日本)から譲渡を受けた. 
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表 II. Ureaplasma parvum に対する LAMP 法の候補 primer   
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表 III.Ureaplasma parvum に対する LAMP 法の候補 primer sequences 
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表 IV. Ureaplasma urealyticum に対する LAMP 法の候補 primer 
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表 V. Ureaplasma urealyticum に対する LAMP 法の候補 primer sequences 
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表 VI. 本研究の PCR primer sequences. 

U. parvum PCR primer (Sequence 5'-3') 塩基数 

UPS CAG GAT CAT CAA GTC AAT TTA G 22 

UPA AAC ATA ATG TTC CCC TTT TTA TC 23 

U. urealyticum PCR primer (Sequence 5'-3')  

UUS CAG GAT CAT CAA ATC AAT TCA C 22 

UUA CAT AAT GTT CCC CTT CGT CTA 21 
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表 VII. 本研究の LAMP primer sequences. 

U. parvum LAMP primer (U. p 6) (Sequence 5'-3') 塩基数 

F3 TCAAGTCAATTTAGTCCAGGTA 22 

B3 GGAATATCGAAACGTCGTCC 20 

FIP GACGGTCCCCAGTATTTTTAATACTGCAATTAATTTCGCTAGTGGTG 47 

BIP CAAGTTGGATCACATTTTCACTTGTGCGTTCTTTATCTTCATTTCCTT 48 

LF AATTACTTTTGCCTCTCTACC 21  

LB TGAAGTGAATAGTGCATTAG 20 

U. urealyticum LAMP primer (U. u 4) (Sequence 5'-3')  

F3 GGTAAATTAGTACCAGGAGCA 21 

B3 AACGACGTCCATAAGCAA 18 

FIP AGGACGGTCACCAGTATTTTTAAT-ATTAACTTCGCTGAAGGCG 43 

BIP CCAAGTTGGATCACATTTCCACTT-CGTTCTTTGTCTTCGTTTCC 44 

LF GCTTCTCTACCTTCGTTCAT 20 

LB AGTGCATTAGTATTCTTTGATGA 23 
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表 VIII. 腟スワブサンプルにおける LAMP 法, PCR 法および培養法の比較. 

a Pos は, Ureaplasma species が検出されたことを示す. また Neg は, 

Ureaplasma species が検出されなかったことを示す. 

b PPV, positive predictive value, 陽性的中率 

c NPV, negative predictive value, 陰性的中率 

Detection of  

U. parvum or 

U. urealyticum 

Culturea 

Sensitivity 

(95% CI) 

Specificity 

(95% CI) 

PPVb  

(95% CI) 

NPVc  

(95% CI) Pos Neg Total 

LAMPd 

Pos 

12 

(2)e 

0 

12 

(2) 

100% 

(81.5–100) 

12/12 

100% 

(92.9–100) 

34/34 

100% 

(81.5–100) 

12/12 

100%  

(92.9–100) 

34/34 Neg 0 34 34 

PCRf 

Pos 

8 

(1) 

0 

8 

(1) 

66.7% 

(38.8–87.6) 

8/12 

100% 

(92.9–100) 

34/34 

100% 

(73.8–100) 

8/8 

89.5%  

(79.7–99.2) 

34/38 Neg 

4 

(1) 

34 

38 

(1) 

 Total 12 34 46     
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d Pos は, U. parvum LAMP または U. urealyticum LAMP で増幅が確認された

ことを示す. Neg は, U. parvum LAMP と U. urealyticum LAMP でともに増幅

が確認されなかったことを示す. 

e 培養陽性の検体のうち LAMP 法または PCR 法で U. urealyticum と確認で

きた検体数を示す. 

f Pos は, U. parvum PCR または U. urealyticum PCR で増幅が確認できたこと

を示す. Neg は, U. parvum PCR と U. urealyticum PCR でともに増幅が確認で

きなかったことを示す. 
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表 IX. ウレアプラズマ陽性群と陰性群の臨床背景  

  

ウレアプラズマ陽性群 

(n=11) 

ウレアプラズマ陰性群 

(n=32) 
p 値 

 Mean±SD  
年齢 (歳) 30.0±4.4 31.0±5.3 0.53 

妊娠回数 1.7±1.5 1.1±0.9 0.22 

出産回数 1.5±1.4 0.7±0.8 0.11 

検体採取週数 25.0±11.8 23.1±9.0 0.42 
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表 X. ウレアプラズマ陽性群と陰性群の周産期予後   

  

ウレアプラズマ陽性

群 

(n=10) 

ウレアプラズマ陰性

群 

(n=31) 

p 値 

 Mean±SD  

在胎週数 38.8±1.4 39.2±1.2 0.28 

        

 

ウレアプラズマ陽性

群 

(n=11) 

ウレアプラズマ陰性

群 

(n=32) 

p 値 

中絶 1 (1/11, 9.1 %) 1 (1/32, 3.1 %) 0.42  

Lactobacillus species 陽性 7 (7/11, 63.4 %) 20 (20/32, 62.5 %)     0.95 

Candida species 陽性 3 (3/11, 27.3 %) 5 (5/32, 15.6 %) 0.39 

Streptococcus agalactiae陽性 0 (0/11, 0 %) 5 (5/32, 15.6 %) 0.16 

Chamydia trachomatis 陽性 0 (0/11, 0 %) 1 (1/32, 3.1 %)  0.55 

子宮膣部細胞診陽性 0 (0/11, 0 %) 0 (0/32, 0 %)  - 
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9. 図 

図 1 
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図 2  
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図 2  
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図 3 
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図 4 
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図 5 
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図 6 
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10. 図説 

図 1. LAMP 法の標的遺伝子とプライマーセット 

標的遺伝子の 3‘末端から F3c, F2c, F1c, B3, B2, B1 という領域を設定し

FIP, F3, BIP, F3 という 4 種類のプライマーを設定する. 

図 2. U. parvum の ureaseB 遺伝子配列における LAMP 法のプライマー 

(A) U. urealyticum の ureaseB 遺伝子配列における LAMP 法のプライマー 

(B) 

U. parvum (GenBank accession no. AF085732.1) と U. urealyticum (GenBank 

accession no. AF085726.2)の配列を使用しプライマーの配列は矢印で示めす. 

図 3. U. parvum LAMP の感度 

クローニングした DNA を使用し希釈段階を作製した. 結果は, 目視または

Loopamp EXIA (Eiken Chemical, 東京, 日本)を使用し確認した. U. parvum 

LAMP の感度は 102 copies/reaction であった. 

図 4. U. urealyticum LAMP の感度 

クローニングした DNA を使用し希釈段階を作製した. 結果は, 目視または

Loopamp EXIA (Eiken Chemical, 東京, 日本)を使用し確認した. U. 

urealyticum LAMP の感度は 102 copies/reaction であった. 

 



47 
 

図 5. U. parvum PCR の感度 

LAMP 法を行った検体を同時に PCR 法でも検討した. 最も左の Lane が size 

marker で, 左から 2 番目の Lane が陰性コントロールとした. LAMP 法で使

用した DNA の希釈段階を使用した. 増幅産物は, 421 bp で, 感度は, 104 

copies/reaction であった. 

図 6. U. urealyticum PCR の感度 

LAMP 法を行った検体を同時に PCR 法でも検討した. 最も左の Lane が size 

marker で, 左から 2 番目の Lane が陰性コントロールとした. LAMP 法で使

用した DNA の希釈段階を使用した. 増幅産物は, 412 bp で, 感度は, 104 

copies/reaction であった. 
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