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Loop-Mediated Isothermal Amplification（LAMP）

法は日本で開発された，迅速，簡易，精確な遺伝子

増幅法である 5）。この方法ではサンプルと試薬を混

合し，一定温度（65℃付近）で反応が進み，検出ま

での工程を1ステップで行える。特別な試薬，機器

を使用せず，コストの低減等，ベッドサイドや途上

国において非常に有望な検出法で，日本のみならず

国際的にも注目されている。我々はLAMP 法によ

るblaGESおよびカルバペネム分解能を有するblaGES

の迅速検出法を開発したので報告する。

1．はじめに

Guiana extended-spectrum（GES）型β- lactamase

は2000年にフランス領ギアナではじめて報告され

たclass A型の基質拡張型β- lactameseで 1），表1に

示すように我が国でも分離が報告されている。GES

型βラクタマーゼ遺伝子（blaGES）のうち，単一のミ

スセンス変異（G493A）を有するものはカルバペネ

ム分解能を有し，我が国でも問題になっている 2-4）。

薬物耐性の迅速かつ確実な同定は臨床において重要

であるが，標準的に用いられるのは培養法であり，

様々なバリアントの同定には直接シークエンス法に

よる塩基配列決定が必要である。
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表1　我が国のGES型多剤耐性菌による院内感染事例

GES- type（菌種） 発症年および事例

GES- 4　（肺炎桿菌） 2009-10  三次病棟院内感染 2）

GES- 5　（緑膿菌） 2013-4  慢性期病棟院内感染 3）

GES- 24　（Aeromonas hydrophila） 2016   一般病床 4）
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2．対象及び方法

1）blaGESのコンセンサス配列に対してLAMP プラ

イマーの設計を行い，blaGESを含む8つのβ- lacta-

mase遺伝子を有する基準株を用いて，設計された

プライマーの特異性を評価した。また，検出限界は，

精製したDNAおよびDNAを添加した臨床サンプル

（尿，痰，および血液）を使用して評価した。さらに，

2003年から2012年の間に世界中の様々な地理的環

境から分離・収集され，次世代シークエンサーによ

りその特徴が明らかにされたβ- lactamase遺伝子を

有する臨床分離株計14株 6）を用い，LAMP法の臨床

的評価をおこなった。結果は従来法であるPCR法 7）

と比較した。

2）blaGESに単一のミスセンス変異（G493A）を有

するバリアントを検出するため， PCR の変法である

Amplification Refractory Mutation System（ARMS）

をLAMP プライマーの設計に応用した 5）。blaGES

（blaGES -1, 5, 7, 9, 19/20）産生菌6株，およびその他のβラ

クタマーゼ産生菌16株を用いて評価した。

3．結　果

1）表2および3に結果を示す。blaGESのLAMP検

出法の特異性は良好で，反応当たりの検出限界は

DNA 10コピーまでとPCR法より10倍優れていた。

臨床分離株を用いた評価でもblaGESのみを正確に検

出した。LAMP法の感度は，尿，痰，および血液へ

DNAを添加し，鋳型として用いた場合でも，精製

したDNAと同様にblaGESを検出した。 PCR法は血

液サンプル中のblaGESを検出できなかった。 

2）blaGESに単一のミスセンス変異（G493A）を有

するバリアントのLAMP検出法では，最小DNA 104

コピーまでの検出が可能で，メロペネムに耐性を示

すblaGES（blaGES - 5, 19/20）のみを検出したが，その他の

βラクタマーゼとの交差反応は示さなかった（表2）。

4．考　察

本研究では，blaGESを検出する新たなLAMP検出

法を開発した。blaGESのうち複数のバリアントはカ

ルバペネム分解能を有し，また，β -ラクタマーゼ

遺伝子は伝達性のプラスミドにより他の菌株や菌種

に，伝達，拡散する。したがって，グラム陰性桿菌

がこのタイプのβ -ラクタマーゼを獲得すると，致

命的な院内感染症を引き起こす可能性がある。抗菌

薬の適正使用のためには，薬物感受性の迅速かつ確

実な識別が必要である。

本研究で開発されたblaGES のLAMP検出法はPCR

法と同等の高い特異性とPCR法より10倍優れた検

出限界を示した。DNAを添加した臨床サンプルを

鋳型として用いた場合であっても，LAMP反応は問

題なく進行し，精製されたDNAを鋳型として用い

た場合に匹敵する結果であった。対照的に，PCR反

応では，血液採取の際に用いるヘパリンとタンパク

質等による阻害が認められ，検出不可能であった。

さらに，本研究ではARMSを用いてblaGESのミス

表2　臨床緑膿菌分離株を用いた評価

緑膿菌臨床

分離株no.
Origin of Isolate

Genotype Meropenem
Assays

地域 Anatomical site PCR blaGES -LAMP Carba-blaGES-LAMP

blaGES-producing strains

14831 南米 気道感染 blaGES-1 （S） （＋） （＋） （－）

14948 南米 腹腔内感染 blaGES-5 （R） （＋） （＋） （＋）

13856 インド unknown blaGES-7 （S） （＋） （＋） （－）

13848 インド unknown blaGES-9 （S） （＋） （＋） （－）

13880 メキシコ unknown
blaOXA-2,blaGES-19, 

blaGES- 20- like
（R） （＋） （＋） （＋）

Nine other β- lactamase-producing strains （－） （－） （－）

表3　PCRおよびLAMPアッセイの検出限界

PCR blaGES-LAMP

Purified DNA 102 copiesa 10

DNA Spiked specimens 尿 b 102 10

          喀痰 c 102 10

          血液 c ＞105 10

a Amount of DNA per reaction; b Supernatant data obtained af-
ter boiling and centrifugation; c Samples prepared via Loo-
pampTM PURE DNA extraction kit（Eiken Chemical Co.）．
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センス変異（G493A）に特異的なプライマーを設計

した。 ARMSは1989年にPCR法で初めて用いられ，

2007年に，池田らがLAMPのプライマー設計に適

用し，特定の点突然変異の検出に成功している 5）。

変異特異的プライマーの検出限界はやや高めである

が，カルバペネム分解能を有するバリアントが

LAMP法によって検出可能であることが示された。

臨床応用には，より多くのblaGESのバリアントを有

するサンプルを用いた検討が必要である。

従来のblaGESの検出法は，ランニングコストが高

く，設備の整った研究室が必要であったが， LAMP

法はこれらの問題を解決することができることか

ら，臨床現場や途上国での応用が期待される。

5．結　語　

LAMP法によるblaGESおよびカルバペネム分解能

を有するblaGESバリアントの迅速診断法を開発した。

開発されたblaGES検出法は感度 , 特異度ともに高く , 

血液や喀痰DNAなどに含まれる反応阻害物質の影

響も受けにくいことが示された。LAMP法はPCR法

に比べ簡便かつ迅速であり，迅速診断の有用なツー

ルとなる可能性が示唆された。
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