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The diagnosis for mycobacteriosis is decided by the detection and identification of 

mycobacteria in specimens. However it takes about two months to know the data at present 

and so more rapidly diagnostic method has been desired for long time.

On the other hand, it needs to get good samples including mycobacteria and good 

sample could not be got in some cases with active tuberculosis disease.

In regard to these points, above described subjects were selected in this symposium.

Dr. KURASHIMA reported that the frequency of cases which could be diagnosed by 

fiberoptic bronchoscopy (FBS) only and more rapidly diagnosed by FBS were 9.4 % and 6.7 % 
respectively, and the Japanese popularization of FBS might influence a part of Japanese 

epidemic stastical analysis of mycobacteriosis.

Dr. MAEKURA reported that the detection of IgG antibodies against cord factor 

(trehalose 6, 6'—dimycolate prepared from H37Rv) was useful for the differential diagnosis

*From the National Sanatorium Higashisaitama Hospital, 4147, Kurohama, Hasudashi, 

Saitamaken 349-01 Japan.
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between active and inactive pulmonary tuberculosis patients.

Dr. ABE reported that biophasic (MB—check) and radiometric (BACTEC) liquid-based 
culture system were higher on recovery rate and shorter on detection time compared with 

those of 3% ogawa and ogawa K medium.

Dr. ARAI reported that the primer system by Eisenach et al.on PCR was most sensitive 

and the sensitivity was as same as culture results on ogawa's medium for the detection of 

mycobacterium tuberculosis in sputa compared with other four primer systems.

Dr. KOGA reported that the nested PCR for detection of gene coding protein antigen b 

of mycobacterium tuberculosis complex showed excellent specifity and sensitivity, and ten 

percent of cases with negative results by smear and culture were diagnosed by only nested 
PCR, and results of identification by DNA probe agreed well with those of the biochemical 
method.

Dr. EZAKI reported that quantitative DNA—DNA hybridization method in microdilu

tion plate was newly developed to identify 22 mycobacterial species and ten percent of 

clinical isolates did not belong to any of the established 22 species, and M. abscessus and M. 

pregrinum were independent species, and the combination of PCR and DNA probe might be
 efficaciously used in detection and identification of mycobacterium  from clinical samples.

Key words: Bronchoscopy, Cord factor, 

PCR, BACTEC, Microplate hibridization 

method
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倉島 篤行(国 療東京症)

2.　血[清診断法

前倉 亮治(国 療刀根山病)

3.　液体培地による抗酸菌の迅速診断

阿部千代治(結 核予防会結研)

4.　PCR法

新井 俊彦(明 治薬大微生物)

5.　抗酸菌症に対するDNA probe法 とPCR法

古賀 宏延(長 崎大医2内)

6. DNAを 使った抗酸菌の迅速同定

江崎 孝行(岐 阜大医微生物)

抗酸菌感染症は,検 体中より抗酸菌を証明し同定する

ことにより診断が確定する。現在,抗 酸菌の同定判明ま

でに約2ヵ 月を要 し,よ り迅速に判明する方法が望まれ

てきた。

一方,す ぐれた検査法が確立 したとしても抗酸菌を含

んだ検体を採取することが必要であり,ま た活動性の結

核にり患 していても結核菌を含む検体が得られぬ場合も

ある。 したがって,抗 酸菌感染症の迅速診断には,検 査

法の迅速化の確立に加えて総合的臨床診断が必要となる。

これ らの点を考慮 して,本 シンポジウムにおいては上記

課題が選ばれ,そ れぞれの第一人者により報告された。

倉島は,気 管支鏡(FBS)の み によって確定診断が

可能であった例は9.4%,診 断が早まったと考えられる

例は6.7%で あ ることを示 し,FBS下 抗酸菌検索は全

抗酸菌陽性例の約16%に 有用であり,わ が国の新登録

患者の うち1982年 か ら塗抹陽性患者が増加 しているこ

との要因 として,FBSの 普 及が影響 していることを推

測した。

前倉 は,精 製 されたcordfactor(trehalose-6.6'

 dimycolate)に 対するIgG抗 体 を活動性肺結核症,

―22―



1992　 年12　 月 769

不活動性肺結核,非 結核性患者,健 康成人にて,ELISA

法 にて測定 し,活 動性肺結核では他群に比 して有意に高

値 を示 し,感 度85%,特 異 性96%で あ り,cord

 factorに 対するIgG抗 体 の測定は活動性結核の診断に

有用であることを示 した。

阿部は卵培地である3%小 川培地と基礎培地が液体培

地である二相性のMB-checkとradiometric法 であ

るBACTEＣ との3種 の培地を比較検討し,結 核菌群

の陽性判明 までの期間 は,BACTEC 13.4日,MB-

check 19.1日,3%小 川培地21.7%で あ り,陽 性率も

それぞれ93%,94.2%,75.6%でBACTEC, MB-

checkは 抗 酸菌の検出率 も高 く,よ り迅速に判定 しう

ることを示した。

新井はPolymerase Chain Reaction(PCR)法 に

よる抗酸菌の検出法を検討 し,既 に報告された5種 類の

primerの う ちEisenachら に よ って報 告 され た

Primer系 が喀痰中の結核菌の検出率が高 く,通 常の培

養成績 と同程度であることを示 した。

古賀は結核菌群の38 KDA蛋 白(Pab)を コー ドす

る遺伝子の塩基配列を特異的に増幅するprimerを 作

成 しnested PCR法 により臨床検体からの結核菌の検

出を行い,感 度98%,特 異 性90%(従 来法で陰性であ

った172検 体 の うち17検 体がPCRで 陽性)で あり,

また,抗 酸菌の同定法 として,DNA-probe法 が従来

の生化学的同定法と比較 され,結 核菌群同定用DNA-

Probeは 感 度,特 異性 ともに100%,MAC同 定 用

Probeは 特 異性100%,感 度9496(従 来 法でMAC

と判定 された101株 の うち6株 が陰性)で あることを示

した。

江崎はフォトビオチンをDNAの 標識に利用 し,定

量的DNA-DNAハ イブリダイゼーションをELISA

用 の マイクロプ レー トで実施することにより,22の 抗

酸菌種を一遍に同定する方法を確立 し,3時 間以内に臨

床分離株 の90%を 同定 し得,ま た,。M. abseessus,

 M. pregrinumは 独立 した菌種であることを認めた。

また,抗 酸菌属 のすべての菌種のDNAを 検 出す る

primerを 使用 して喀痰中の抗酸菌のDNAを 増幅し,

増 幅されたDNAを 種特異性DNA-probeに より同

定する系について報告された。
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1. DIAGNOSTIC ROLE OF FIBEROPTIC BRONCHOSCOPY

 FOR MYCOBACTERIAL DISEASES

Atsuyuki KURASHIMA* and Tomoko TAKANO

 (Received for publication August 14, 1992)

From 1981 to 1991, 5,572 patients underwent bronchoscopic examination, in this series 

3,754 patient's samples were sent for determination of mycobacterial isolation. In the 506 

samples, mycobacterial bacilli were detected with smear or culture.

In the low tuberculous incidence area like northern part of America , many reporters 

supported the opinion that routine bronchial aspirate detection for tuberculosis was not

 cost-effective.

 Inversely, in the high tuberculous incidence area like Hong Kong, M. lp et al .claimed the 

usefulness of routine bronchial aspirate examination for mycobacterial bacilli. Japan was 

regarded as moderate tuberculous incidence area.

We review a ten—year experience with fiberoptic bronchoscopy for mycobacterial 

isolation. Our results suggest that in an area with a moderate prevalence of tuberculosis , 

bronchoscopic examination for mycobacterial disease is useful in the selected hospitals for 

the selected cases. In Japan, the smear positive prevalence has been on the increase from 

1982. We estimate that the Japanese popularization of fiberoptic bronchoscopy may 

influence a part of the Japanese epidemic statistical analysis of mycobacteriosis.

Key words: Bronchoscopy, Mycobacteriosis, 

Tuberculosis, Prevalence

キーワーズ:気 管支鏡,抗 酸菌症,結 核,罹 患率

肺結核の診断は,一 般に喀痰中の抗酸菌の有無を指標

に行われる。

これは組織内の抗酸菌存在が喀痰に反映されるという

前提で行われるが,近 年気管支鏡の発達により,喀 痰で

はなく直接組織内の抗酸菌にアプローチできるようにな

った。

この気管支鏡を用いた抗酸菌検索が,実 際の結核診断

にどの程度貢献 したのかについて明らかにするため下記

*From the Department of Respiratory Diseases , National Tokyo Chest Hospital, Takeoka 

3-1-1, Kiyose city, Tokyo 204 Japan.
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図1　 肺結核における初診から気管支鏡診断

にいたる過程

1例 につ きすべての検体種別あ るもののみ

図2　 検体種別による抗酸菌最高度陽性頻度

の検討を行 った。

対象は1981年 か ら90年 まで10年 間の国立療養所東

京病院新規入院の抗酸菌陽性例2,330例 とし,さ らに詳

しい検討を88年 か らの最近3年 間の新規入院抗酸菌陽

性例618例 にっき行 った。

気管支鏡を用いた抗酸菌検索は,図1に 示すような過

程で行われる。

すなわち,初 診時,喀 痰塗抹陽性例は一般には気管支

鏡検索にはまわ らず,そ のまま抗酸菌症として化学療法

が開始される。

初診時喀痰塗抹陰性例が培養結果を待っことなく早期

診断あるいは確定診断目的で気管支鏡検索を受けること

になる。

これらの中で気管支鏡下塗抹陽性は,抗 酸菌症 として

診断が確定するが,こ れらの時間的な経過 としてはおよ

そ2週 間以内が一般的である。さらに喀痰で培養4週 間

が陰性であっても気管支鏡下検体4週 間が陽性ならば診

断が早まったといえる。

図2は 抗酸菌検索で気管支鏡摂取 も含め,ど の検体が

最も有効か検討したものである。

まず検体種別を気管支鏡前の喀痰,気 管支鏡時のブラ

シ塗抹,気 管支洗浄液の塗抹,培 養,気 管支鏡後の喀痰

と5つ に分けた。同一例でそれ ら5種 類の検体すべてが

図3　 気管支鏡下の抗酸菌検出推移

そろった1988年 以 降の抗酸菌陽性43例 にっき,検 討を

行った。

塗抹,培 養別に同一人で5種 類の検体の中で最高菌量

を示 した検体種別に1ポ イントを与え同様に43例 につ

き算定 し,グ ラフとした。すなわち,あ る例で,気 管支

洗浄液の培養が他の喀痰等より最 も多くの菌量を示 した

時,検 体種別としての気管支洗浄液が一点を示す。

塗抹でみると気管支洗浄液が最も有効であり41.7%

で最高菌量を示 している。

培養でみて も気管支洗浄液が46.596を 占め,気 管支

鏡検索は抗酸菌診断において明 らかに最も有効な手法で

あることを示 している。

ブラシ塗抹が必ずしも優れていないのは,気 管支鏡検

索が行われる例が,通 常喀痰では診断 しがたい小病巣例

が多く,ブ ラシ的中が困難であることを反映 していると

考えられる。これに反 し,気 管支洗浄液は,よ り広範囲

の病巣を反映するとともに,洗 浄がすべての操作の最

後に行われるという有利さを持っているためと考えられ

る。

また予測されることではあるが,気 管支鏡後の喀痰は,

特 に塗抹検査で通常喀痰に優る有効な検体であることも

示 している。

図3は1981年 よ り10年 間 の気管支鏡検査総数とその

内訳を示 している。

年度により多少の変動はあるが総数5,572例,年 間平

均557例 に気管支鏡検査が行われ,そ のうち3,754例

(67.4%)に 抗 酸菌検索が行われ,さ らにそのうち506

例,気 管支鏡検査総数に対 して9.1%に 陽性結果が得 ら

れている。

図4は 新入院抗酸菌陽性例数に対する気管支鏡下の抗
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図4　 新入院抗酸菌陽性例数に対する気管支鏡下
の抗酸菌検出推移

図5　 3年 間の肺結核気管支鏡診断の内容

(新入院抗酸菌陽性に対して)

酸菌陽性を示 している。

10年 間の傾向をみると新規入院陽性例は漸減傾向に

あるが,年 間平均233例 で ありTotal 2,330例,こ れ

に対 し気管支鏡下陽性例は年間平均50.6例Tota l506

例で あり特に減少傾向はみ られていない。

図5で は資料のそろっている1988年 か ら90年 までの

3年 間の内訳をより詳細に検討していた。

この3年 間の新規入院抗酸菌陽性例は618例 であり,

そのうち気管支鏡検査を受けることなく化療に入 った喀

痰塗抹陽性培養陽性は356例(57.6%)で あ った。

また喀痰塗抹陰性培養陽性は132例(21.4%)で あ

った。 この喀痰塗抹陰性はさらに130例(21 .0%)が

気管支鏡検査にまわっており,こ のうち52例(8.4%)

は気管支鏡下で塗抹陽性 となっている。

この52例 の うち40例(6.5%)は 培養陽性であり,

ブ ラシ塗抹のみ陽性は12例(1.9%)の みであった。

さ らに気管支鏡検索で塗抹陰性培養陽性 は78例

(12.6%)で あ った。

図6　 塗抹陽性罹患率の推移

この全体を通 して気管支鏡でのみ確定診断された例は

58例(9.4%)で あった。また気管支鏡検索により診断

過程が,喀 痰と比較 し1ス テップあるいは2ス テップ向

上 した,す なわち診断が早まった例は42例(6.7%)

で あった。

考 察

気管支鏡による抗酸菌検索の有用性は広く知 られてお

り,す でに多くの報告がされている。 これら内外の報告

のいずれもが,各 種検体の内で気管支洗浄液が最 も高率

に抗酸菌を検出するという点で一致 しており,本 検討で

も同様であった。

しかし本邦報告の多 くは,粟 粒結核のような診断困難

例や,喀 痰塗抹陰性例に対する早期診断の観点か らが多

く,全 抗酸菌陽性例に対 して,実 際に,気 管支鏡検索が

どの程度有用なのかは,意 外に明らかにされていない。

この点について,北 米のように結核低蔓延国では,

Jettら は気管支鏡施行6,879例 の気管支洗浄液の60%

で抗 酸菌検索を行い34例(0.49%)に 陽性であったと

し1),Russelら は1,399例 中25例(1.8%)に 陽性で,

全体としては極めて低 く,費 用対効果の点から,ル ーチ

ン検査 としては否定的な見解を示 している2)。これに対

して,Hong Kongの よ うな高等度蔓延国(1987年 の

結核罹患率 は人 口10万 対129.5で 同 じ年度の日本の罹

患率は約45)のM. lpら は1,784例 の気管支鏡施行に

対 して全例 に抗酸菌検索を行い144例(8.1%)の 陽性

所見を得,ル ーチン検索の有用性を強調 している3)。

本邦は中等度蔓延国であるが,わ れわれの検討では,

施設の特異性や,対 象症例を限定 している点があるが,

5,572例 中506例(9.1%)に 陽 性であ り,気 管支鏡で

の抗酸菌検索は目的意識的に行われれば,十 分に有用 と

考え られた。近年開発されたDNA診 断を気管支洗浄

液の検索に有効に用いればさらに感度 と迅速性において
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期待できると考えられる。

近年,結 核疫学統計で1982年 か ら次第に塗抹陽性患

者が増加 していることが指摘されている(図6)。 本検

討では,通 常喀痰で陰性であっても,気 管支鏡下検索を

行 うことにより8.4%多 く陽性所見がその時点で得 ら

れている。

本邦では,フ レキシブル気管支鏡が1970年 代後半か

ら導入され1980年 代 を通 じて非常に広範囲に普及 して

来たことを考えれば,塗 抹陽性患者の増加において気管

支鏡検査による疫学的な要因は無視できないと考え られ

る。

結 語

1.　抗酸菌検索において気管支鏡は塗抹培養とも通常

喀痰より優れた陽性頻度を示 した。

2.　1981年 か ら1990年 までの10年 間 で新入院抗酸

菌陽性例総数は2,330例 であり,こ のうち気管支鏡

による検索陽性例は506例(21.7%)で あ った。

同 じ10年 間で気管支鏡検査総例数は5,572例 でそ

のうち抗酸菌検索が行われたのは3,754例 であり,

さらにこの中で抗酸菌陽性例 は506例 で気管支鏡下

抗酸菌検索3,754例 に対しては13。596で あ った。

3.　1988年 以降の3年 間では新入院抗酸菌陽性例総

数618例 に対して気管支鏡下抗酸菌陽性例は130例

で21.0%で あ った。

このうち気管支鏡のみによって確定診断可能であ

った例 は58例(9.4%)で あ り,さ らに気管支鏡

によ って診断が早まったと考 えられ る例は42例

(6.8%)で あ った。喀痰塗抹陰性で気管支鏡によ

り塗抹陽性は52例(8.4%)で あった。

4.　気管支鏡下抗酸菌検索 は全抗酸菌陽性例の約16

%に 有用であったが,す でに広 く行われている検査

手技であることを考えると,結 核疫学統計に影響を

及ぼし得ると考えられた。
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2. SEROLOGICAL DIAGNOSIS
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Detection of IgG antibodies against purified cord factor (trehalose-6 , 6'-dimycolate) 
prepared from Mycobacterium tuberculosis H37Rv was carried out by the method of enzyme

-linked immunosorbent assay (ELISA) and its diagnostic usefulness was also evaluated in 

this study. Sera from 65 patients with active pulmonary tuberculosis, 58 patients with 
inactive pulmonary tuberculosis, 36 patients with diseases other than tuberculosis and 66 

healthy adults were examined. Patients with active pulmonary tuberculosis showed 

significantly higher titers of IgG antibodies against cord factor than other groups (p

<0.001). Patients with inactive pulmonary tuberculosis also showed significantly higher 
titers of IgG antibodies against cord factor than patients with diseases other than 

tuberculosis and healthy adults (p<0.001). An antibody titers of greater than 0.29 were 

established as a positive ELISA test. For patients with active pulmonary tuberculosis, the 
ELISA had a sensitivity of 85% and a specificity of 96%. From these results , it is concluded 
that the detection of IgG antibodies against cord factor is useful for the serodiagnosis of 

active or inactive pulmonary tuberculosis.

Key wards: Serodiagnosis, Pulmonary tu

berculosis, Cord factor, Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA)

キーワーズ:血 清診断 肺結核,コ ー ドファクター,

酵素免疫測定法(エ ライサ法)

緒 筒

肺結核症の診断には,喀 痰中の抗酸菌を塗抹標本にて

証明するか,ま たは分離培養により菌を証明することが

必要である。 しか し,塗 抹標本では検出率が低 く,分 離

培養には長時間必要であることなど欠点も多く,結 核症

の迅速診断法(血 清診断法)の 開発が強く求められてい

る。結 核 の 血 清 診 断 法 と して は,Middlebrook-

Dubos, Boyden,高 橋 らの方法があるが,現 在使用さ

れることは少ない1)～6)。

*From the Toneyama National Hospital, 5-1-1, Toneyama, Toyonaka-shi , Osaka 560

 Japan.
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しか し,最 近EILISAに よ る血.中抗体測定法が開発

され,PPDや 結 核菌体蛋白を抗原として結核患者の血

清抗体価を測定 し,結 核の診断と病状の判定に有用であ

ることが報告されている7)～11)。

最近われわれは,結 核菌およびその類縁菌の細胞壁に

特異的に含まれるCord factor(CF: trehalosedi-

mycolate)に 対 す る抗体が,肺 結核患者血清中に存在

することを発見 し,こ のCordfactor抗 体が結核の血

清診断に有用であることを明らかにした12)。本 シンポジ

ウムでは,抗CF抗 体価上昇と臨床的背景の関連につい

て報告する。

対象および方法

1.　対象血清

活動性肺結核例 として結核菌排菌陽性化療前肺結核患

者53名 および6カ 月以上持続排菌肺結核患者12名,非

活動性肺結核例 として排菌陰性後1年 以上経た肺結核患

者36名,結 核の明らかな既往を持っ陳旧性肺結核例22

名,お よび非結核例102名 の血清を対象 とした。

非結核例の中には,結 核以外の呼吸器疾患患者17名

と呼吸器疾患以外の患者19名,2次 検診および家族検

診者14名,健 康成人52名 が含まれる。

2.　 方 法

Cord factorの 調 整 は,人 型 結 核 菌H37Rv株 の 加

熱 死 菌 を ク ロ ロ フ ォ ル ム ー メ タ ノ ー ル に よ り抽 出 し,

silica-gel G薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ り精 製 した 。

EILISA法 は,抗 原 と してCord factor 2.5μg/well

を 用 い,被 検 血 清160倍 希 釈50μ1/wellと 室 温 で1時

間 反 応 後洗 浄 を行 い,50μ1のperoxidase標 識 山 羊 抗

ヒ トIgG抗 体 を加 え室 温 で1時 間 反 応 後 洗 浄 を行 い,

50μ1のO-Pheny lenediamineを 添 加 し室 温 で10分

反 応後,50μ16N・HC1で 反 応 を停 止 し,microplate

readerでOD(429-630nm)を 測 定 した。

表1に,各 群 の年 齢,男 女 比 お よ び学 会 分 類 病 型 を示

した。

結 果

1.　非 結 核 群 の抗CF抗 体 価 が0.09±0.10で あ る の

に対 して,結 核 患 者 各 群 と もに化 療 前 群1.19±0.93,持

続 排 菌 群1.80±0.98,排 菌 陰 性 化 群0.39±0.43,お よ

び 陳 旧 性 群0.26±0.20と 有 意(p<0.001)に 高 値 を示

し た。 持 続 排 菌 群 が 最 も 高 い抗CF抗 体 価 を示 し,化

療 前 群 も排 菌 陰 性 群 お よ び 陳 旧性 群 に比 して有 意(p<

0.001)に 高 値 を示 した(表2,図1)。

表1　 対象と学会分類

表2　 肺結核例と非結核例の抗CF抗 体価とその比較
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図1　 結核患者と非結核例各群との抗CF抗 体価の比較

しか し,化 療 前 群 の 中 で も低 値 を示 す例 が数 多 くあ り,

これ らに つ い て,次 に検 討 を行 った。

2.　 化 療 前 群 の 中 で,発 症 か ら採 血 時 ま で の期 間 に つ

い て 抗CF抗 体 価 を 比 較 す る と,1カ 月未 満 が0.75±

0.74と2～3ヵ 月1.88±0.81,3カ 月以 上 が1.69±0.88

と有 意(p<0.01)に 低 値 を示 し,1～2ヵ 月 も0.98±

0.95と2ヵ 月 以 上 の 群 と比 較 し有 意(p<0.05)に 低 値

を 示 し た(図2)。 次 に学 会 分 類 の病 型 に よ り抗CF抗

体 価 を 比 較 す る と,皿 型 で0.68±0.76とI型1.48±

0.94よ り 有 意(p〈0.05)に 低 値 を 示 し,II型1。25±

0.94よ り低 値 を 示 す 傾 向 が み られ た(図3)。

3.結 核 患 者 菌 陰 性 化 後 の 抗CF抗 体 価 の 変 動 は,1

～2年 で0 .79±0.49,2～3年 で0.37±0.33と な り,

3年 以 上 で0.11±0.10と ほ ぼ 非 結 核 例 の 抗 ℃F抗 体 価

と同 じ レベ ル に まで 低 下 した(図4)。

4.　 非 結 核 例 各 群 の 抗CF抗 体 価 は,非 呼 吸 器 疾 患 患

者0.10±0.08,非 結 核 呼 吸 器 患 者0.18±0.11,検 診 者

0.18±0.16,お よび 健 康 成 人0.03±0.03と 各 群 と も化 療

前 結 核 患 者 に 比 して 有 意(p<0.001)に 低 値 を 示 した

(図1)。

5.　 非 結 核 例 の 平 均 抗CF抗 体 価0.09に2SDを くわ

え た0.29をCut off値 と して,抗CF抗 体 価 に よ る肺

結 核 症 の 診 断 率 を み る とSensitivity 85%, Specifi-

city 96%で あ っ た(表3)。

図2　 化療前群における発症から採血までの期間

による抗CF抗 体価の比較
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図3　 化療前群における各病型別
抗CF抗 体価の比較

表3　 抗CF抗 体 に よ る肺 結 核 症 の 診 断 率

Cut off=0.29

考 察

Cord-factorに 対 する抗体産生 は,加 藤らによりマ

ウスで報告されている13)14)。Cord factorは,結 核菌

の細胞壁表面に存在しており,肺 結核患者において異物

抗原物質として働き,宿 主の免疫担当細胞を刺激したも

のと考えている。

肺結核患者の抗Cord factor抗 体価は,非 結核例に

比較 し有意に高値を示 し,結 核の血清診断に有用である

と考えた。ただ し,発 症より採血までが2ヵ 月未満の症

例31例 中10例 で低値を示 し,こ のうち8例 は経過中に

抗体価は上昇 した。故に,抗Cord factor抗 体 による

血清診断には,経 過をみて検査をする必要がある。特に

胸部X線 撮影上,空 洞病変を伴わない皿型の患者の診断

は慎重に行 うべきである。

図4　 菌陰性化後の抗CF抗 体価の変動

抗体価は,菌 陰性化後低下傾向を示 し,3年 以上でほ

ぼ非結核例のレベルに低下する。また,病 変がI～IVへ

改善するに従い抗体価は低下 し,抗Coad factor抗 体

価は病状をよく反映する可能性 も,示 唆された。

しかし,陳 旧性結核例の中にも高値を示す症例があり,

もっとも高い2例 は,肺 結核の診断で入院し,排 菌陰性

で肺癌と診断された。また,家 族検診者の中に高値を示

す例があり,今 後結核菌感染のスクリーニングや補助診

断としての有用性も検討する必要がある。
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The rate of recovery and time to the detection of mycobacterla from clinical specimens

were measured for blphaslc and radiometric llquid-based culture systems and egg-based

media(3%Ogawa and Ogawa K). From the 245 sputum speclmens processed, a total of 86

(35.1%)mycobacterlal isolates were detected. Of these,81(94.2%)and 80(93.0%)1solates

were detected with the MB-Check and BACTEC systems, respectively, and 65(75.6%)

isolates were detected with the 3%Ogawa egg method. The dlfference m the percentages of

 positlve cultures between the two systems based on llquld media and the 3%Ogawa egg
method was significant(P<0.01). Thls dlfference was even greater among smear-negatlve

speclmens. The detectlon tlme was shorter wlth the liquld-based systems. The mean tlmes

to the detectlon of the Mycobacterium tuberculosis complex were 19.1 days wlth the MB-

Check system,13.4 days wlth the BACTEC system, and 21.7 days wlth the 3%Ogawa egg

method. These results indicate that both the MB-Check and the BACTEC systems, based on

liquid medla, are efficient for the recovery of mycobacteria.

Keywords:Mycobacterla,BACTEC,MB-

Check

キ ー ワー ズ:抗 酸 菌,ラ ジオ メ ト リ ノク法,二 相性

培 養 シ ス テ ム

小 川 培 地 やLoewensteln-Jensen培 地 に 代 表 さ れ

る卵培 地 か,ミ コバ ク テ リア の培 養 に長 い 間使 わ れ て き

た。1958年 にMlddlebrookとCohn1)は,生 き た ミ

コバ クテ リア を よ り早 く検 出 す る た め に寒 天 培 地 を開 発

した。 しか し,依 然 と して 臨床 材 料 か ら ミコバ ク テ リア

を 検 出 す るの に ま だ平 均3週 間 を要 した。

1969年 にDeLandとWagner2)は 細 菌 か 培 地 中 の

14C標 識 基 質 を 脱 カ ル ホ キ シ ル 化 す る 際 に 遊 離 す る

14CO
2を 測 定 して,細 菌 の 代 謝 を 自動 的 に検 出 す る技 術

を 開 発 し た。Cummlngsら3)は1975年 に 同 じ原理 か

結 核 菌 の 増 殖 の 測 定 に も 利 用 で き る こ と を 示 した。

Mlddlebrookは こ の技 術 を さ らに改 良 し,ミ コバ クテ

* From the Research Institute of Tuberculosis, Japan Anti-Tuberculosis Association, 3-1-24,

Matsuyama, Kiyose—shi, Tokyo 204 Japan
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リアの増殖 を促す14C標 識 基質 を含 む7H12液 体培地

(BACTEC)を 発表 した4)。この培地の患者材料からの

勝れた ミコバクテ リアの分離能にっいては著者 らもすで

に確認 している5)。さらに近年液体培地による増殖促進

と寒天培地によるコロニーの検出の両者を兼ね備えた二

相性培養システム(MBチ ェック)が 開発 された。

今回液体培地を基礎 としラジオアイソトープ標識基質

を用いたBACTEC法 および液体培地 と寒天培地の二

相からなるMBチ ェックと,従 来からの卵培地を用い

る小川法で患者材料からの ミコバクテ リアの分離率およ

び検出までに要する時間を測定 し,そ れらシステムの間

で比較した6)。

材料および方法

患者材料と処理法

結核予防会複十字病院(東 京都清瀬市)を 訪れた外来

患者および入院患者から得られた喀痰材料245を 実験に

用いた。それ らの うち65は 塗抹陽性,180は 塗抹陰性

であった。すべての材料はNaOH法 で前処理 された。

すなわち喀痰材料に2倍 量の4%NaOHを 加 え,短 時

間チ ューブ ミキサーで混和後室温で15分 間処理 した

(Fig.)。 アルカリ処理材料の0.1mlは 中和せずにその

まま3%小 川培地に接種された。残りの処理材料には約

10倍 量の10mM燐 酸緩衝液が加えられ,3,000×gで

4℃,20分 間遠心濃縮された。上清は注意深く捨てられ,

沈渣 は1mlの 緩 衝液に懸濁され,3種 の培地に接種さ

れた。

培地と培養法

新 しく開発されたMBチ ェックは,液 体と寒天から

なる二相性培養 システムである。液相部 はMiddle-

brook7H9(20ml)を 基礎培地とし,他 にオレイン酸,

ア ル ブ ミン,グ ル コー ス,カ タ ラー ゼ,グ リセ ロ ー ル,

塩 酸 ピ リ ドキ シ ンお よ び ポ リオ キ シ エ チ レ ン-40-ス テ

ア レー ト,と 選 択 剤 と して次 の5種 の薬 剤,ポ リ ミキ シ

ンB,ア ン フォ テ リシ ンB,ナ リジ キ シ ン酸,ト リメ ソ

プ リム,ア ズ ロシ リ ン(頭 文 字 を取 ってPANTAと 略)

を含 ん で い る。 固型 部 は3パ ドルか らな り,そ れ らに は

Middlebrook7H11寒 天 培 地,結 核 菌 と非 結 核 性 抗 酸

菌 の 問 を 分 別 す るNAP(p-mitro-α-acetylamino-

β-hydroxypropiophenone)試 薬7)8)を 含 むMid-

dlebrook7H11寒 天 培 地 と チ ョコ レー ト寒 天 培 地 が 分

注 さ れ て い る。

BACTEC 12BはMiddlebrook 7H9液 体 培 地(4

ml)を 基 礎 培 地 と し,他 に カ ゼ イ ン水 解 物,ウ シ血 清

ア ル ブ ミン,カ タラ ーゼ,14C標 識 基 質(パ ル ミチ ン酸),

ポ リオ キ シ エ チ レ ン-40-ス テ ア レー トとPANTAか

らな って い る。

二相性MBチ ェックは日本ロシュか ら,BACTEC

12Bは 日本ベクトン・ディッキンソンから分与された。

3%小 川培地 と小川K培 地は極東製薬より購入 した。

すべての材料は4%NaOH(終 濃度,2.6%)で 処理

され,そ の0.1mlは 直接3%小 川培地に接種された。

アルカ1)処 理後希釈濃縮された材料のうち0.1mlは 小

川K培 地に,MBチ ェックとBACTECボ トルには0.4

mlず つ接種された。すべての培地は37℃ で培養され,

週2回 観察された。MBチ ェックの場合はスライ ド上に

コロニーが観察されるまで観察毎に培地を転倒 し,液 体

と寒天を接触 させ,コ ロニーが観察された時点で培養陽

性と判定した。BACTEC法 ではGI(growth index)

値が20に 達 した時点で培養陽性 とした。

NAPテ ス ト

NAPは ク ロラムフェニコールの合成の中間化合物で

Fig. Pretreatment of Specimens
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結核菌群に属する抗酸菌の増殖をほとんど完全に抑制 し,

他 の抗酸菌はほとんどまたは全 く抑制 しない。BACTEC

12Bバ イ アルのGI値 が50を 越 え100以 内の場合は薄

めずに培養液の1mlを5μgのNAPを 浸透させたデ

ィスクを含むバイアルに注入 し,37℃ に培養 した。残

りの培養液は対照として使用するためにそのまま培養 し

た。次の日より毎日GI値 を測定 し,前 日とのGI値 の

差をもとめ2っ のボトルの間で比較 した。

分離 ミコバクテ リアの鑑別同定

す べ て の 分 離 株 はチ ー ル ・ネ ル ゼ ン染色 で確 認 し,続

いてM.tuberculosis complexとM.auiumお よ び

M.intracellulare鑑 別 同 定 用DNAプ ロー ブキ ッ ト

(中 外 製 薬 よ り分 与)と 従 来 か らの 培 養 法 ・生 化 学 的方

法 で 鑑 別 同 定 した 。

結 果

アルカリで前処理された材料は卵を基礎とした3%小

川および小川K培 地 と液体培地を基礎としたMBチ ェ

ックおよびBACTECボ トルに接種され,37℃ で培養

された。

喀 痰 材 料245例 を4シ ス テ ム で 培 養 し,合 計86株

(35.1%)の ミ コバ ク テ リアが 分 離 され た(Table1)。

こ れ らの う ち3%小 川 法 陽 性 は65(75.6%),MBチ ェ

ック法 陽 性 は81(94.2%),BACTEC法 陽性 は80(93.0

%)で あ り,液 体 培 地 を基 礎 と した2シ ス テ ムの 分 離 率

が3%小 川 法 と比 べ 有 意 に高 か っ た(P<0.01)。 液 体

に は生 え ず に3%小 川 法 の み 陽 性 例 が2例 あ っ た。86

分 離 株 の うち49株 はM.tuberculosis complex,31

株 はM.auiumcomplexで あ り,こ れ らで 総 分 離 株

の93.0%を 占 め て い た。MBチ ェ ック とBACTECシ

ス テ ム はM.tuberculosis complex総 力離 株 の95.9%

を 検 出 し た が,3%小 川 法 で は これ らの79.6%を 検 出

した にす ぎ なか っ た。 各 シ ス テ ムで 得 られ たM.auium

complexの 検 出割 合 はM.tuberculosis complexで

得 られ た それ と類 似 して い た。

MBチ ェ ックは65塗 抹陽性材料か ら分離 された37

M.tuberculosis complex分 離株の100%を,180塗

抹 陰性 材料 か らの12分 離 株 の83.3%を 検 出 した

(Table2)。 一方3%小 川法の検出割合は89.2%と50.0

%で あ った。なお,BACTECの 分離率 はMBチ ェッ

クのそれと類似 していた。塗抹陽性材料からの非結核性

抗酸菌(MOTT)18株 の100%,陰 性材料からの19分

離株の84.2%はMBチ ェ ックで陽性であったが,小 川

法 の陽性率は94.4%と47.4%で あ った。すなわち塗抹

陽性 と陰性材料の両者からの ミコバクテリアの分離率は

液体を基礎 とした2シ ステムが従来からの卵を基礎とし

た培地より勝れており,こ の差は塗抹陰性例でより顕著

であった(P<0.01)°

塗 抹 陽 性 材 料 と 陰 性 材 料 か ら のM.tuberculosis

 complexの 検 出 ま で に要 す る平 均 日数 はBACTECで

12.6日 と16.0日 で あ っ た(Table3)。 これ に対 し3%

小 川 法 で は20.9日 と26.3日 で あ った。MBチ ェ ック シ

ス テ ムで の 検 出 ま で に要 す る 日数 は3%小 川 法 よ り3～

4日 短 か っ た がBACTECよ り は 劣 っ て い た 。 ま た

MOTTの 検 出 に要 す る平 均 日数 はBACTEC5.1日,

MBチ ェ ッ ク12.2日,3%小 川 法18.6日 で あ った。

培 地 の 汚 染 は3%小 川 法 で5.3%に み られ た が,MB

チ ェ ック,BACTEC,小 川Kで は1%以 下 で あ った。

対 照 と して 用 いた 小 川K培 地 は,ミ コバ クテ リア の 分

離 率 と検 出 日数 にお いて3%小 川 培 地 の そ れ と差 はみ ら

れ なか っ た。

BACTECで 陽 性 を 示 し た ボ トル につ い て,GI値 が

50を 越 え た 時 点 で す べ て がNAPテ ス トに供 され た 。

テ ス トの 判 定 は全 例5日 以 内 にで きた 。NAPテ ス トで

M.tuberculosis complex(NAP5μg/ml感 受 性)

Table 1 Isolation of Mycobacteria from 245 Sputum 

Specimens with Different Media
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Table 2 Recovery of Mycobacteria from 245 Smear—positive and

 Smear—negative Specimens with Different Media

Table 3 Average Number of Days to Positive Cultures

ど鑑別 された株 はすべてDNAプ ローブキットおよび

従来からの生化学的方法で も同様 に鑑別された。また

NAP5μg/mlに 耐性の株はすべてMOTTと 鑑別され,

NAPテ ス トとDNAプ ローブキットおよび生化学的

方法による結果は完全に一致 した。

考 察

ミコバクテ リア症の確定診断には原因菌の分離が要求

される。日本では臨床材料からの ミコバクテ リアの分離

にこれまで長い間小川卵培地のみを使用してきた。この

研究の目的は,液 体を基礎とした二相性(MBチ ェック)

およびラジオメトリック(BACTEC)培 養 システムと,

従 来からの卵を基礎 とした培地 を比較することであっ

た。

この研 究 で液 体 培 地 を基 礎 と した2シ ス テ ムが 臨 床 材

料 か らの ミ コバ ク テ リア の回 収 に お い て卵 培 地 よ り勝 れ

て い る こ とが 明 らか に な った。 これ ら培 養 シ ス テ ム に よ

るM.tuわerculosis complexの 分 離 率 の差 は統 計 学

的 に有 意 で あ っ た 。 こ の 結 果 はIsenbergら9)お よ び

Giger & Burkardt10)の 結 果 と一 致 して い る。 しか し

Anarogyrosら11)はBACTECま た はMBチ ェ ッ ク

シ ス テ ム と卵 培 地 を用 い る 従 来 法 との 間 にM.tuber-

culosis complexの 分 離 率 に有 意 の差 を 認 め て いな い。

この研 究 で み られ た2っ の培 地,液 体 と卵 の間 の ミコバ

ク テ リア の分 離 率 の差 は塗 抹 陰 性 材 料 で よ り顕 著 で あ っ

た(P<0.01)。

液体を基礎 とした培地の高い分離率の説明の一つとし

て接種量の多さがあげられる10)～12)。すなわちMBチ ェ

ックボ トルは20mlの 培地 を含んでいることから1ml

あるいはそれ以上の材料の接種が可能である。BACTEC

で も0.5mlま で接種可能であるが,従 来法では0.1ml

が限度である。それ以上に液体培地を基礎 としたシステ

ムと3%小 川法によるミコバクテ リアの分離率の間の顕

著な差は次のことにあると考えられる。(i)液 体培地

は ミコバクテ リアの増殖を高める。(ii)液 体培地を基

礎としたシステムではアルカリで処理後に希釈濃縮され

た。そのために前処理の間にミコバクテリアに与えるダ

メージが軽減された。
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塗 抹 陽 性 と塗 抹 陰 性 材 料 か らのBACTECに よ るM.

tuberculosis complexの 検 出 に要 す る 日数 が3%小

川 法 よ りそれ ぞれ8.3日 と10.3日 短 縮 で きた 。Morgan

ら13),Robertsら14),Anargyrosら11)も 同 様 の 結 果

を 報 告 して い る。MOTT株 の 検 出 にお いて は さ ら に大

き な差 が み られ,13.5日 早 く検 出 可 能 で あ った 。MBチ

ェ ック シ ス テ ム に よ る検 出 まで に要 す る 日数 は3%小 川

法 の それ よ り短 か っ た。 液 体 を 基 礎 と した シ ス テ ムで は

接 種 量 を多 くす る こ とが で き た こ とが,こ れ らの 差 の 一

部 を説 明 して い る と考 え られ る。

3%小 川法を用いて培養 した時の汚染率は5.3%で あ

った。一方BACTECで の汚染率は0.8%,MBチ ェ

ックのそれは0.4%で あ った。3%小 川法でみられた汚

染率はIsenbergら9),Giger&Burkardt10)が 卵培地

を用 いた方法で得 られた結果 とほぼ類似 している。

BACTECお よびMBチ ェックシステムと小川K培 地

で得 られた汚染率の低さは過剰な汚染除去操作によると

いうよりはむ しろ希釈後の遠心により洗い去 られたもの

と考えられる。

このようにBACTECシ ステムは臨床材料からの ミ

コバクテリアの分離において勝れたシステムである。 し

か し培地中に放射性物質を含むために,そ の使用はRI

利用のための設備を完備した施設に限られる。その上使

用済みボトルの廃棄のこともあり,日 本で臨床検査に取

り入れるのは困難と考えられる。 このシステムを用いる

ことにより迅速に結果が得られることから基礎研究の分

野では有効であろう。特に抗結核薬のスクリーニングに

は最適と考えられる。

MBチ ェックもBACTECと 同様勝れたシステムで

ある。このシステムは非 ラジオメ トリックという利点の

みならず炭酸ガス培養が要求されないという利点 も併せ

持っている。日本でも多くの病院や検査センターで少 し

ずつ取り入れられてきており,将 来は普及するものと考

えられる。

分子生物学の進歩に伴い,ミ コバクテリアの分野でも

DNAレ ベルで研究が進められ,多 くのことが解明され

てきている。 しかし結核菌の抗結核薬に対する耐性につ

いて はDNAレ ベルではまだ何の情報 も得 られていな

い。患者を効果的に治療するためには分離されたミコバ

クテ リアの薬剤感受性についての情報は重要である。

PCRな ど遺伝子操作技術により,患 者材料か ら直接 ミ

コバクテ リアを検出する試みがなされているが,耐 性が

DNAレ ベ ルで明らかになっていない現在,ミ コバクテ

リアの分離培養は避けて通れない。

また結核菌は伝染性があるので,他 のミコバクテリア

と分別することは非常に重要である。液体培地を基礎と

した培養 システムは,結 核菌の検出感度と培養速度の点

で従来からの卵培地 と比べ数段勝っており,そ の使用は

その後のDNAハ イ ブリダイゼーション,菌 種特異モ

ノクローナル抗体,HPLCに よる菌種の同定を一段と

迅速化し,早 期 の診断および治療に寄与することが期待

される。また,臨 床細菌検査の分野で問題にされていた

培地の品質管理と検査の精度管理の面に,大 いに貢献す

るものと考えられる。
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Polymerase chain reaction was applied to the diagnosis of mycobacterial infections. 

This reaction could detect bacteria in clinical specimens within a few hours. Sensitivities of 

the five primer systems reported in 1990 were compared. It was proved that the primer 

system reported by Eisenach et al. was as sensitive as culture on Ogawa's medium for the 

detection of Mycobacterium tuberculosis in sputa. Other systems were found to be less 

sensitive than this system, and the nested PCR should be applied to make these systems 

highly sensitive.

For the practical application of PCR method, we should improve the detection system 

to fit for the practice in clinical laboratory. High cost of PCR system could be another 

barrier for the practical application.

Key words: Mycobacterium, Polymerase 

chain reaction, DNA, Identification

キ ー ワー ズ:抗 酸 菌,PCR,DNA,同 定

は じめ に

肺結核症は,現 在年間5万 人の新患者が発生する疾患

である。その診断は,喀 痰などの臨床材料からの結核菌

の証明によって行われている。結核菌の培養には4～6

週間が必要であり,同 定のため性状検査にも2週 を要す

る。 しかし,感 染症には早期治療が良 く,そ のためには,

早 期診断が必要である事は論を待たない。

PCR法 は ごく少数の細菌のDNAを 増幅,同 定でき

る方法であり,短 時間で検出を可能 にす る1)。すでに

1990年 には,抗 酸菌検出のために5っ の独立な検出系

の報告があり,そ れぞれ異なった特徴を持っている2)～6)。

* From the Department of Microbiology, Meiji College of Pharmacy, 1-35-23 Nozawa ,
 Setagaya—ku, Tokyo 154 Japan.
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そ こで,こ れらを比較 して,簡 便,迅 速,高 感度,正 確

で実用的な方法を確立することを試みることにした。

Eisenachら の方法2)は,結 核菌の染色体が持つ繰り

返 しDNA配 列7)を 検 出する方法で,1つ の細胞当た

り数十個の配列が含まれるので感度の良い方法として紹

介された。 これはM.tuberculosisとM.bovisの み

に特異的であると報告されている。Paoら の方法3)は,

染色体上に1っ しかない配列を調べるので感度は悪いが,

すべての抗酸菌が検出できるものとして報告されている。

Patelら の方法4)お よびHermansら の方法5)は,そ

れぞれ特異な抗酸菌種を検出するものである。Bodding-

hausら の方法6)はribosome RNA の DNAを 検 出

する方法で,DNAの 検 出は感度が悪いが,RNAを 検

出するシステムを用いれば高感度な方法となる。また,

この方法では,増 幅後にハイブリダイゼーションを行 う

ことによって,全 抗酸菌種を同定できることが強みであ

る。

材料と方法

1)検 体:抗 酸菌種の標準菌株は表2に 示したものを

使用 した。患者喀痰は東埼玉病院の臨床材料で,培 養検

査のために処理 した材料を一20℃ に保存しておいたも

図1　 DNA精 製法

図2　 DNA抽 出法
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表1　 使 用 プ ラ イマ ー

の を,2同 に分 け て調 べ た。 全部 で127検 体 を調 べ た。

2)DNAの 抽 出 ・精 製:感 度 測 定 用 の精 製DNAは

Eisenachら の 方法2)7)に 従 ってMiddlebrook7H9培

地 で 培 養 した 菌 体 か ら調 製 した(図1)。 生 菌 数 計 算 に

よ る感 度 の測 定 に は,小 川 培 地 で 培 養 した 菌 を 蒸 留 水 に

浮 遊 し,NaOH処 理 に よ って 均 一 に懸 濁 した 菌 液 か ら

図2に 示 した 方 法 に よ っ てDNAを 抽 出 した。 これ ら

のDNAは,各 検 出 系 の 陽 性 域 を 調 べ るの に も用 い た。

喀 痰 か らのDNAの 抽 出 も この 方 法 に よ った。 この 場

合,懸 濁 菌 液 をDNaseI処 理 して 混 入 す る組織 細 胞 の

DNAを 除 い た。

3)PCR試 験:代 表 的抗 酸 菌 の精 製DNAで の検 出

感 度 の試 験 には表1に 示 す5種 の プ ライ マ ー を川 い た が,

1はEisenachら,2はPaoら ,3はPatelら,4

はHermansら,5はBoddinghausら の プ ラ イマ ー

で あ る 。 検 出 域 の 検 討 お よ び患 者 喀 痰 で の 検 索 に は

Eisenachら お よ びPaoら の プ ラ イ マ-の み を用 い た。

反 応 は,0.5mlの チ ュ ー ブ に,5μlの 被 験DNA液 ,

5μlの5X Reaction Mix (335mM Tris-HCI(pH

8.8),1mM dNTP,83mM (NH4)2 SO4 ,1mg/ml

 gelatin,2.25% Triton X-100),2μl 25mM MgCl2,

各1μMの プ ラ イ マ ー お よ び2単 位 のTaqp oly-

meraseを 加 え て 水 で25μlと し,良 く混 合後 ,そ れ に

25μlのparaffin oilを 重層 して ,Zymoreactor(ア

トーKK,東 京)で 行 っ た 。 変 性 は940℃ ,2分,プ ラ

イ マ-結 合 は60～68℃,2分,複 製 は72℃,2分 と し,

これ を25回 行 っ た 。 最 終 産 物 は2%ア ガ ロー スゲ ル電

気泳 動 し,エ チ ジ ウム プ ロ ミ ドで染 色 後,長 波 長 紫 外 線

で 生 成 さ れ たDNAの バ ン ドを観 察 した。 分 子 量 マ ー

カ-に は φX174 RF DNAのHaeIII断 片 お よ びHinf

プ ラ イ マ ー1 プ ライ マ ー2

図3　 精製DNAで の結核菌検出感度
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図4　 小川培地菌のDNAで の結核菌検出感度

1断 片 を 用 い た 。

結 果

検 出感 度:Middlebrook 7H9培 地 で 培 養 した菌 体

か ら調 製 したDNAで 調 べ た プ ラ イ マ ー1お よ び2に よ

る 検 出 限 界 は,そ れ ぞ れ100fgお よ び10pgで あ っ た

(図3)。 ま た,小 川 培 地 培 養菌 液 を出 発 材 料 に した もの

で も,菌 液 の 培 養 で そ れ ぞ れ 集落10個 お よ び1,000個

で あ った(図4)。

菌 種 域:標 準 菌 株 の小 川 培地 培 養菌 体 で 調 べ た プ ライ

マ ー1(図5)お よ び2を 用 いたPCRの 結 果 を 表2に

示 した。 しか し,プ ラ イ マ ー1で は,再 結 合 温 度 を 下 げ

る と他 菌 種 株 で も,異 な る サ イ ズ の 増 幅DNAが 検 出

され た。 プ ライ マ ー2は 広 く各 菌 種 で 陽 性 で あ っ た が,

BCG株 は陰 性 で あ り,幾 つ か の菌 種 で は 目 的 と は 異 な

る サ イ ズのDNAが 増 幅 さ れ た。

そ の 他 の プ ラ イマ ー:一 部 の 菌 株 に つ い て プ ラ イマ ー

3,4お よ び5を 用 い たPCRを 試 み た。 これ ら も感 度

は低 く,プ ラ イ マ ー5を 除 いて 菌 種 域 も狭 か った 。

患 者喀 痰 か らの検 出:表3お よ び4に 喀痰 材 料 の成 績

を示 した。 材 料 はGaffky号 数,培 養 に よ って分 け,プ

ラ イ マ ー1お よ び2で のPCRの 成 績 を調 べ た。 また,

最 後 に,同 定 の結 果 に よ って 整 理 した。 培 養 陰性 の もの

は同 定 で きな い が,以 前 の 培 養 でM.tuberculosisが

図5 PCR法 に よる抗酸菌検出

検 出 され て い る もの はM.tuberculosisの 成績 に加 え

た。 これ らの 成 績 を ま とめ た のが 表5で あ る。

考 察

精 製 結 核'菌DNAを 用 い た 検 出 限 界 は,プ ラ イマ ー

1お よ び2で は100fgお よ び10pgで あ った 。 これ は

そ れ ぞ れ 細 胞10個 お よ び1,000個 に相 当 す る。 また,

小 川培 地 培 養 菌 液 を 出 発材 料 に した も の で も 菌 液 の 培

養 で そ れ ぞ れ 集 落10個 お よ び1,000個 で,DNAで 調

べ た 結 果 と同 じで あ った 。 した が って,1回 のPCRで

得 られ る検 出 感 度 は生 菌 で は この 程 度 で あ る と結 論 で き

る。

プ ラ イマ ー1の 菌 種 域 はEisenachら の 報 告 通 りM.

tuberculosisお よ びM.bovisに 特 異的 で あ った。 し

か し,再 結 合 温度 を下 げ る と,他 の菌 種株 で も異 な る サ

イ ズ の 増 幅DNAが 検 出 され,68DCと 高 い温 度 で 行 う

必 要 が あ った 。 プ ラ イマ ー2は 広 く各 菌 種 で 陽性 で あ っ

た が,BCG株 で 陰 性 で あ り,幾 つ か の 菌 種 で は 目的 と

は 異 な る サ イ ズ のDNAが 増 幅 され た 。 その 他 の プ ラ

イ マ ー で も,感 度 は プ ライ マ ー2と 同 程 度 で あ り,検 出

菌種 域 もそ れ ぞ れ の 報 告通 り狭 か った。 ブ ラ イマ ー2お

よび これ らの プ ラ イマ ー を 第1選 択 で 使 用 す る必 要 が あ

る時'に は,1回 のPCRで は十 分 な 増 幅 が 得 られ な い の

で,2回 以 上 の 操 作 を 繰 り返 すnested PCRが 必 要 で
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表2　 PCRに よ る検出

ある。

患者喀痰のPCR検 出では,培 養による検出とプライ

マー1に よるPCR検 出の一致率を調べた。Gaffky号

数 が5以 上では培養が陰性でもPCRは 陽性であるが,

それ以下では培養が陰性であるとPCRも 陰性になった。

一方,培 養陽性の ものはGaffky号 数 が0で あっても

PCR陽 性 であった。 これは生菌 と死菌ではPCRの 検

出限界が異なり,生 菌では少数の菌でも検出できるが,

死 菌では多数の菌体が存在 しないとPCRは 陽性になら

ないことを示 している。プライマー2の 成績が良 くない

のは感度が低いことによるもので,2回 以上の操作を繰

り返すnestedPCRが 必要なのであろう。

現在では,さ らに多 くのMycobacterium検 出用の

プライマーが報告されているが,ま だ単純なPCR操 作

では,Eisenachら より感度の高いプライマーはなく,

いずれも感度を上げるためにnestedPCRに よってお

り,Boddinghausら の方法6)で は,逆 転写操作を必要

としている。しかし,こ の操作を行えば,こ の方法が現

在報告されている方法中では最 も高感度であると考えら

れる。

良いプライマーを選べば,抗 酸菌検出にPCR法 が迅

速,高 感度,正 確であることは示すことができた。 しか

し,検 出方法が現在の検査室の一般的方法 とは異なるの

で,検 出方法を検査室向けに改良する必要がある。また,

PCR法 がパテ ントによって縛られているので経費を安

くできないことも問題であろう。

ま と め

表1に 示したEisenachら のプライマー(1)とPao

らのプライマー(2)を 用 いてPCR法 で簡単迅速に結核

菌と他の抗酸菌の識別検出が可能であることが示された。

また,PCRに よる迅速検査が,実 用上は培養に匹敵す

る感度 があることが患者喀痰で も証明された。他 に

Patelら およびHermansら の プライマー(3お よび

4)が あるが,検 出域が結核菌とその他の抗酸菌の識別

に適 当 で なか った。また,Boddinghausら(5)は

rRNAを 材 料にして,菌 種 レベルの同定系を開発して

いる。感度は良好であるが,検 出にPCR系 に加えて逆

転写系を用いるので,経 費が高くなりすぎ,実 用的でな

いと考えられた。PCR法 の実用上の弱点は,経 費がか

さむことである。また,検 査室に導入するには検出方法

にも改良が必要であろう。
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表3患 者喀疾からの検出(1)

結 核 第67巻 第12号

検体 患者名 検査日
番号 (検 鏡 検 出Gaffky号数)駿 検 出 プ ラ イ.マ2rR惨 臨_2菌 種

・
2
3
4
5
7
含

9
碧

捲

診

揖

写

r
羽
釜

%
欝

29
3・
設

置
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ぎ
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器

得

娼
謎

豊

誓

罫

得

5。
器

韻

ノ

ノ

6

4

0

1

2

7

2

7

2

1

2

2

2

3

4

5

4

3

1

1

1

2

3

4

5

旭

8

7

7

泌

U

8

B

5

4

葺

蛎

B

8

8

5
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2
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=

=

=

=
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=
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=
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4

4

6

6

6

4

6

4

6
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2

9

2

2

6

2

2
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1

1

1
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一

一

一

一

一

一

一

一

[

6

4

6

4

4

3

4

4

4

4

2

5

8

0

4

0

1

6

1

2

1

1

2

1

1

一

一

一

一

一

一

一

一

一

6

4

4

4

4

4

4

4

4

2

1

8

8

1

1

8

8

8

7

2

2

1

1

↓⊥

一

一

[

一

一

一

一

一

一

一

一

6

4

5

4

5

4

4

4

4

5

4

4

8

6

0

イ⊥

2

一

一

一

一

6

4

6

4

9

0

3

4

1

1

1

【

一

一

一

4

4

6

4

7

5

8

8

0

「⊥

ー
ム
ー

一

一

」

一

…

4

4

4

4

4

9

9

9

9

8

8

8

8

8

8

7

7

7

7

6

6

5

5

5

5

5

4

4

4

4

3

3

3

3

2

2

2

2

2

2

2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

8

7

5

5

5

3

2

2

0

7

4

2

0

0

十

十

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

?
.
+

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

+

+

+

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
・+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

±

±

+

+

+

±

+

±

±

十

十

十

十

十

十

十

十

±

±

+

+

+

?

+

+

+

+

+

+

?

+

+

?

?

?

+

?

?

+

+

?

?

一

一

(ソ
・
?
.

[

?
.
9
.
?

?
.
9
.
?

?
.
9
.
?

?

9
.
+

一

÷

一

+

+

+

+

+

?

・

一

一

(ソ
・

(ソ
・

一

一

?
.

十

}

?
・

(ソ
・

十

十

マ

マ

マ

マ

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

?

?

?

T

T

T

?

T

T

T

?

?

?

?

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

?

?

?

?

T

?

T

T

T

T

T

A

A

A

A

A

A

A

A

A

I

I

I

I

I

一46一



1992年12月

表4患 者喀疾からの検出(2)

検体
番号

患者名 検査 日
検鏡検出 培養検出

(Gaffky号 数)

PCR検 出 菌 種

プ ラ イマ ー1フ 。ラ イマ ー2

7

2

2

4

0

8

0

1

1

1

3

6

3

5

7

0

3

4

2

4

9

3

2

7

1

6

2

0

7

2

3

4

6

9

3
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5

6

8

8

1

7

4

0

9

8
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1
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4
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2
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表5　 患者喀疾からの検出率(合 計)
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The DNA probe and polymerase chain reaction (PCR) technique for detection and

 identification of mycobacteria were compared with the conventional smear and culture 

method.

 The results of identification by DNA probe agreed well with those of the biochemical 

method. Moreover, six percent of Mycobacterium avium complex (MAC) were revealed to 
be mycobacteria other than MAC by DNA probe.

The nested PCR for detection of gene coding protein antigen b of Mycobacterium 

tuberculosis complex showed excellent specificity and sensitivity. Then we applied this 

technique to rapid detection of M. tuberculosis in 222 clinical samples. The agreement 

between nested PCR and the biochemical method was excellent, and 17 cases were diagnosed 

by only nested PCR in spite of negative results by smear and culture. These cases were 

unlikely to have yielded false positive results since their clinical features were compatible to 

tuberculosis.

From these data, it was considered that the DNA probe and PCR technique were 
extremely useful strategies and would contribute to rapid diagnosis of mycobacterial 

infectious diseases.

Key words : Mycobacteria, DNA probe, 

PCR, Rapid diagnosis

キ ー ワ ー ズ:抗 酸 菌,DNAプ ロ ー ブ,PCR,迅
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は じめ に

1950年 代 には300万 人,1960年 代 には160万 人 と猛

威をふ るったわが国の結核症も,1989年 には約24万 人

に減少 し,一 見順調に低下 しているかにみえた。ところ

が1985年 か ら5年 間の年間患者発生数をみてみると,

いずれ も5万 人台を推移 し,ほ とんど横ばいか,わ ずか

なが ら増加 しており,と くに若年者での減少速度の鈍化

が目立っ。また全世界的にみて も,未 だに年間1,000万

人 の結核患者が発病 し,と くに開発途上国においてその

傾向が著明である。さらに今後は患者の老齢化やcom-

promised hostの 増加,AIDS患 者 での発症1)な ど,

結核症あるいは非定型抗酸菌症の病態がさらに複雑化す

ることが予想され,そ の早期診断法 と有効な治療法の確

立が強 く望まれるところである。

結核症の診断は,臨 床症状,ッ ベルクリン反応,X線

検査,結 核菌検査などによりなされるが,こ れらの技術

は100年 も前に開発されたもので,そ の後 目新 しい診断

法の進歩はみられていない。確定診断には検体中の結核

菌の証明が重要であり,そ の最 も迅速な方法が塗抹検鏡

である。 しかし抗酸菌がみえても結核菌か非定型抗酸菌

かをすぐには同定出来ないことや,ガ フキー陰性例 も多

いことから,い ずれにせよ培養検査も同時に施行 しなけ

ればならない。ところが小川培地にコロニーが確認でき

るようになるまでには最低でも1～2カ 月を要 し,そ の

後にナイアシンテストや同定検査が可能となるなど,一

連の検査が終了するまでには長期間を要する欠点があ

る。

一方
,1970年 代 に入 りウイルス学や腫瘍学の分野に

おいて,分 子生物学の技術が急速に進歩 し,し だいに他

の分野でも応用されるようになってきた。感染症の分野

でも微生物の各種遺伝子の解明が進む一方で,こ のよう

な技術を臨床診断にも応用することが考え られるように

なり,ま ずはじめにDNA probe法,次 いでpoly-

merase chain reaction(PCR)法 が開発された。目

的とする微生物に特異的な核酸の塩基配列を検出しよう

とする試みは,理 論的にも,ま た実際の臨床検体に対 し

てもその優れた有用性が示されており,わ れわれも今回

さらに高感度のPCR法 について若干の検討を試みた

のでその結果を報告する。

材 料 お よ び方 法

I. DNA probe法

1)　供 試 菌 株

長 崎大 学 第2内 科 お よ び そ の 関連 施 設 に て 臨床 材 料 か

ら分離 され,生 化 学 的 に 同定 さ れ た抗 酸 菌240株(M.

tubercalosis 109株,.M.avium complex 101株,

M.gordonae 7株,M.fortuitum 6株,Mscro-

fulaceum 6株,M.nonchrornogenicum 5株,M

Ransasii 3株,M.chelonae 1株,M.xenopi 1株,

M.szulgai 1株)を 使 用 した。

2) DNAprobe

Gen-Probe社 で 開 発 され た 抗 酸 菌 同 定 用 のDNA

probe(Rapid diagnostic system)2)3)を 用 い,付 属

の マ ニ ュ ア ル に準 じ,以 下 の よ う な手 順 で 検 査 を 施 行 し

た 。1%の 小 川 培 地 上 に 分 離 培 養 され た抗 酸 菌 を2ml

の 滅 菌 蒸 留 水 に 浮 遊 させ,菌 量 をMcFarland No.1

に調 整 した。100μlの 菌 浮 遊 液 を15分 間 超 音 波 処 理 後,

125Iで ラベ ル したDNA probe溶 液1mlを 加 え
,

72℃ で1時 間培 養 した。 そ の後4mlの 分 離 液 を加 え,

同 じ条 件 下 に5分 間反 応 させ た後,3,000gで2分 間 遠

心 し,上 清 を捨 て,も う一 度 洗 浄 後 に沈 渣 の放 射 活 性 を

γカ ウ ン ター に て1分 間測 定 した。 この計 測 値 と全 放 射

活 性 の比 か ら%ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン値 を算 出 し,こ

の値 が10%以 上 を 陽性 と した。

II. Nested PCR法

1)　供 試 菌 株

使 用 した抗 酸 菌 は,当 教 室 の保 存 株 お よ び京 都 大 学 胸

部 疾 患 研 究 所 の久 世 文 幸 教 授 か ら分 与 さ れ た以 下 の9菌

種 を 用 い た。M.tuberculosis (KMc T101,H37Rv),

.M. bovis (KMC T210,BCG), M.scrofulaceum

 (ATCC19981), M.gordonae (ATCC1470), M.

aviam (KMC3101), M.intracellulare (ATCC

13950), M.xenopi (ATCC19156),M.malmoense

(ATCC22619), M.haemophilum (ATCC27501)。

一 般 細 菌 は標 準 菌 株 お よ び 臨 床 分離 株 の下 記8菌 種 を用

いた 。S. epidlermidlis (ATCC12228),S. aureus 

(ATCC25923),E. coli (ATCC25922), E. cloacae

 (ATCC23355), S. marcescens (ATCC8100), P.

 aeruginosa (ATCC27853), A. calcoaceticas(臨 床

分 離 株),P.mirabilis(臨 床 分 離 株)。 抗 酸 菌 はMid-

dlebrook 7H9 broth(Difco Laboratories)で,一

般 細 菌 はLB medium4)に て 培 養,増 菌 させ た 。.M.

tuberculosisの 一 部 は 菌 数 定 量 を 行 い,10倍 希 釈 系列

を作 成 後,104CFUか ら10-4CFUま で の 範 囲 で そ れ

ぞ れ 後 述 す るPCRを 施 行 し,菌 数 に よ る検 出 限 界 を 検

討 した。

2)　 菌 体 か らのDNA抽 出お よ び臨 床 検 体 の 処 理

Table1に 示 した よ う に,培 養 菌 か らのDNA抽 出

は基 本 的 にManiatisら4)の 方 法 に準 じて 行 った 。M.

tuberculosisか ら抽 出 したDNAの 一 部 は,Fluoro-

meter(Model 450,Sequoia-Turner corporation)

に てDNA量 を 測 定 し,10倍 希釈 系列 を作 成 後,1ng

か ら1fgま で の 範 囲 で そ れ ぞ れPCRを 施 行 し,DNA

量 に よ る検 出限 界 を検 討 した。

各 種 臨床 検 体 の 内訳 は喀 痰70検 体,胸 水48検 体,胃
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Table 1 Preparation of DNA from Bacteria and Clinical Samples

液31検 体,肺 胞洗浄液25検 体,髄 液16検 体,腹 水4

検体,血 液6検 体,尿8検 体,骨 髄4検 体,生 検組織6

検体,膿4検 体の計222検 体 で,各 々について塗抹,培

養およびNestedPCRを 施行 し比較検討 した。なお,

同一症例から複数回提出された同一種類の検体で検査結

果が異なる場合は,陽 性所見が得 られた時の検体を代表

して1検 体 とみなした。すべての検体はlysozyme,

proteinaseK処 理 を施行 し,phenol,chloroformに

て全DNAを 抽 出後,ethanol沈 殿 にて回収 した。な

お,検 体が喀痰の場合のみ上記処理の前にDithioth-

reitolと 反応させた。

3)　 プ ライ マ ー の作 成 お よ びPCRの 条 件

Table2に 示 した よ うに,Bengard Andersenら5)

が報 告 した,M.tuberculosisの38KDa蛋 白(pro-

tein antigen b,Pab)を コー ドす る遺 伝 子 の塩 基 配 列

を 特 異 的 に 増 幅 す る プ ラ イ マ ー を 作 成 した。 第1段 階

PCR用 に はSjobringら6)が 報 告 した プ ライ マ ー の塩

基 配 列 と同 じ もの を,第2段 階PCR用 に は そ の 内側 の

塩 基 配 列 を 参 考 に して18塩 基 の プ ライ マ ー を考 案 し,

そ れ ぞ れDNA synthesizer(Model 380B,Applied

 Biosystems)に て合 成 した。

PCRの 反 応 液 お よ び条 件 はTable2に 示 した もの を

用 い,DNA Thermal Cycler(Perkin Elmer Cetus)

に て 増 幅 した。 第1段 階PCRが 終 了 後 に,そ の増 幅 産

物 を 含 ん だ 反 応 液 を10μl採 取 し,新 しい90μlの 反 応

液 と混 合 し,1回 目 と同 じ条 件 下 に第2段 階PCRを 施

行 した。 終 了 後 の増 幅 産 物 の検 出 に は,3%ア ガ ロ ー ス

ゲ ル 内電 気 泳 動 を施 行 し,ethidium bromide染 色 に

て バ ン ドを確 認 した。 検 出 さ れ たバ ン ドが 目的 とす る遺

伝 子 に 特 異 的 な も の か ど うか を判 定 す る た め に は,M.

 tuberculosis (H37Rv)か ら得 られ た第2段 階PcR産

物 をprobeと して用 い,検 体 の第1段 階PCR産 物 を

ECL gene detection system(RPN2101, Amersham

 International plc)を 用 い たSouthern blot hybrid-

izationを 施 行 し,バ ン ドの有 無 で 特 異 性 を確 認 した 。

結 果

I. DNAprobe法

生化学的同定結果とDNA probe法 による同定結果

とを対比 してTable3に 示 した。結核菌群同定用DN A

probeは 生 化学法の結果 とよ く一致 し,感 度および特

異性ともに100%で あった。

またM.avium complex(MAC)同 定用DNA

 probeは,生 化学的にMACと 同定された101株 に対
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Table 2 Synthetic Oligonucleotides and PCR Condition

Table 3 Comparative Result of Biochemical Identification

 and DNA probe

し,95株 に は陽 性 を示 した が,残 りの6株 に は陰 性 で,

感度 は94%,特 異 性 は100%で あ った。

II. NestedPCR法

1) PCRの 特 異 性

各 種 抗 酸 菌 に対 す る特 異 性 を 検 討 した 結 果,Fig.1

に示 した よ うに,4190pの 第1段 階PCR産 物 は,結 核

菌群(.M.tuberculosis,.M.bovis)の み に検 出 さ れ,

そ の 他7菌 種 の 抗 酸 菌 に は 認 め ら れ な か っ た。M.

xenopiの レー ンに分 子 量 が異 な る バ ン ドが み られ た が,

Southern blot hybridizationの 結 果,目 的 とす る遺

伝 子 断 片 で は な い こ とが確 認 さ れ た。 ま た一 般 細 菌 の8

菌種 に対 す る特 異 性 をFig.2に 示 した。E.coliやE,

cloacaeな ど に 対 して 分 子 量 が 異 な る 数 本 のバ ン ドが

検 出 さ れ た もの の,Fig.3に 示 したSouthern blot

hybridizationの 結 果 こ れ ら の バ ン ドは 消 失 し,非 特

異 的 な もの で あ る こと が確 認 され た。

2) NestedPCRの 感 度

(1)　菌 数 に よ る検 出限 界

Fig.4に 示 した よ うに,第1段 階PCRの 検 出 限 界 は

.M.tuberculosis 102 CFUで あ っ たが,続 いて 第2段
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Fig.1 Specificity of PCR against 

Mvcobacteria

Fig.2 Specificity of PCR against Gram

-Positive and-Negative Bacteria

Fig.3 Southern blot Hybridization 

of PCR Product Showed in Fig. 2.

階PCRを 行 うと1,000倍 感 度 が上 昇 し,10-1CFUま

で検 出可 能 と な った。

(2) DNA量 に よ る検 出限 界

Fig. 4 Sensitivity of First and Second PCR 

by Serial Dilution of M. tuberculosis

Fig. 5 Sensitivity of First and Second PCR 

by Serial Dilution of DNA Extracted from 

M. tuberculosis

Fig.5　 に示 した よ う に,第1段 階PCRの 検 出限 界 は

10pgのDNA量 で あ っ た が,続 いて 第2段 階PCRを

行 う と や は り1,000倍 感 度 が.上昇 し,10fgま で 検 出 可

能 とな っ た。

3)　臨床検体からの結核菌検出

Table4に は各種臨床検体別のPCR,培 養,塗 抹検

鏡の結果を示 し,Table5に は全検体についてのPCR

法 と従来法(塗 抹,培 養)と の相関を示 した。従来法に

て陽性であった検体は,1例 を除いてすべて陽性で,感

度は98%で あ った。また従来法で陰性であった172検

体 のうち,155検 体はPCRで も陰性であったが,17検

体は陽性を示し,特 異性は90%で あ った。
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Table 4 Relationship between Smear, Culture 

and PCR of Clinical Samples

考 察

10数 年前か ら急速 に発達 した分子生物学は,各 種疾

患の診断技術や治療法の進歩に大きな影響を与えたと言

える。遺伝性疾患の診断のみならず,遺 伝子組換えによ

るインターフェロンなどの薬剤開発が行われ,す でに多

くの症例が恩恵を被 っている。感染症診断の分野におい

ても例外ではなく,細 菌,マ イコプラズマ,ク ラミジァ,

リケッチア,ウ イルス,マ ラリア,ニ ューモシスチスカ

リニなどに対するDNA診 断法が盛んに開発されつつ

ある。今回われわれ は抗酸菌に対するDNA診 断 とし

て,DNA probe法 とPCR法 を検討 し,い ずれも良

好な成績が得られた。

Gen-Probe社 で 開発 され た抗酸菌 同定用DNA

 probeは,従 来 の生化学的同定法と良好な相関性が認

められ,し かも短時間のうちに結果が得 られるという点

で優れた検査法であった。また従来はMACと 同定さ

れていた菌株の中に もMACで はない菌株が約6%含

まれていたことが判明し,よ り正確な同定のためには今

後も欠かせない方法であると思われた。

しか し本法の問題点として,検 出過程に放射性同位元

素を用いることや,あ る一定量以上の菌量を必要 とする

ことなどが挙げられる。前者の問題点は,近 年非放射性

物質(化 学発光物質,ア クリニジウムェステル)を 標識

したDNA probe7)～9)が 開発され,従 来のRI法 と良

好な相関が得られており,ほ ぼ解決 されつつあると思わ

Table 5 Comparative Result of

Smear, Culture and PCR

れる。 しかし後者の問題は重要で,実 際の臨床検体は微

量な場合 も多く,ま た十分な菌量が常に含まれていると

は限 らない。近年BACTECシ ス テムなどの導入によ

り,こ れと組み合わせて検出感度を高める工夫 も検討さ

れてはいるが,や はり最低105～106CFUの 菌量は必

要であろう。 したがって,本 法は,臨 床検体か ら直接抗

酸菌を検出するにはまだ開発の余地が残されているよう

に思われる。

このようなDNA probe法 の欠点を補 うことを目的

として,次 にPCRの 応 用が考えられ始めた。1988年

Saiki10)ら によって報告されたPCRは,目 的とする遺

伝子の一部を試験管内で短時間のうちに希望する量だけ

増幅することができるという,極 めて画期的で優れた方

法であり,当 初遺伝性疾患や癌遺伝子の研究に用いられ

てきた。近年では感染症の分野において も盛んに応用さ

れ始 め,と くに分離,培 養が困難なウイルス感染症
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(HIV, HTLV-1, HCVな ど),カ リニ肺炎,あ るい

は培養に長期間を必要とする抗酸菌症などに対 して開発

が盛んである。

そこでわれわれは,結 核菌に対 して本法を試みること

を考えた。各種抗酸菌に特異的な抗原蛋白およびそれを

コー ドする遺伝子の研究は盛んで,そ の塩基配列もしだ

いに明 らかになりつつある。現在までに65kDa, 38

kDa, 19kDa, DnaJな どの遺伝子の解明が進み,そ

れらがPCRに よ る菌検出にも利用 されている11)～13)。

われわれは各遺伝子に対する数組のプライマーを作成 し

てその特異性について検討 した結果,Sjobringら6)が

報告 した,38kDaのPabの 一部を増幅するプライマ

ーが最 も特異性に優れており,結 核菌群に対 してのみ反

応することを確認 し,以 後 これを本研究に応用 した。

NestedPCRは2段 階にPCRを 行 う方法で,1段

階だけのPCRよ りも感度を上げることを目的としたも

のである。HTLV-114)やHBV15)な どを血中か ら検

出する方法 としてすでに報告されているが,わ れわれも

同様の方法を用いて結核菌の検出について検討 した。そ

の結果,2段 階PCRは,菌 量およびDNA量 のいずれ

においても1段 階PCRよ り感度が1,000倍 上昇 し,菌

量 としては0.1CFUま で検出可能であった。 しか し菌

の培養液内には死菌や破壊された菌のDNA断 片が含

まれている可能性があり,正 確な検出限界とは言い難い

かもしれない。そこでDNA量 に よる検出限界を検討

した結果,結 核菌の2CFU分 に相当する10fgで 測定

可能であったことから,感 度の点では結核菌が数個でも

存在すれば検出できる程度の満足できる成績であると思

われた。

以上の基礎的検討をもとに,各 種臨床検体222検 体 に

ついてNested PCRを 施行 し,従 来法(塗 抹,培 養法)

と比較検討 した結果,感 度,特 異性ともに良好な成績が

得 られた。 とくに従来法で陰性,PCRで 陽性を示 した

17検 体をみてみると,胸 水,髄 液,生 検標本などが多

く,培 養陽性率が低い検体が多い。またこれ らの症例は

病歴や臨床症状,あ るいは他の検査所見などから,い ず

れも結核症が強 く疑われ,抗 結核剤の投与後に臨床的に

も改善 した症例がほとんどで,PCRが 早期診断と早期

治療に大いに貢献 したものと思われた。

PCRの 感度の良 さは長所であると同時に欠点となる

場合 もある。すなわち,極 めて微量のtarget molecule

が混入 しても疑陽性の結果が出る原因となり,真 の陽性

かcontaminationか の判断に苦慮することが多い。

したがって,ベ ッドサイ ドにおける検体の採取か ら検査

室 における処理段階に至るまで,contaminationの 防

止には慎重に対処 しなければならない。可能であれば,

検 体処理,試 薬の調整,PCR産 物 の電気泳動などの各

過程はすべて別々の部屋で行 ったり,最 近開発された,

contaminationの 原 因 で あ るPCR産 物 を 選 択 的 に 分

解 処 理 す る キ ッ トを 用 い る こ と も必 要 で あ ろ う。

感染症治療の第一歩は起炎菌を早期に決定することに

始まる。PCR法 は従来法と比較して優れた感度と迅速

性を有 し,こ の目的達成のためには有力な手段となる可

能性が高い。とくに結核菌などのように分離,同 定が困

難かっ長時間を要 し,一 端治療を開始すると長期に投薬

が必要な疾患などが良い適応となろう。今後は,従 来法

で陰性の症例の中から,よ り多 くのPCR陽 性症例を発

見できるように検討を重ねたい。

ま と め

抗酸菌に対するDNA probe法 とPCR法 について

検討 し,以 下の結果を得た。

1) DNA probeに よる同定結果は,従 来の生化学

法の結果 とよ く一致 した。生化学法でMACと 同定さ

れた菌株 の中に,約6%の 頻 度でMACで はない菌株

が含まれていた。

2)　結 核 菌 のPabを コ ー ドす る遺伝子 に対す る

NestedPCRは,結 核菌群のみに反応 し,他 の非定型

抗酸菌や一般細菌には反応せず,特 異性に優れていた。

また感度に関 しても,結 核菌が数個あれば十分検出でき

る程度の良好な成績であった。

各種臨床検体222検 体 に対 し本法を施行 した結果,従

来の塗抹,培 養法の結果とよく一致 し,し かも従来法で

陰性であった17症 例 において結核菌が証明され,早 期

診断と早期治療に有用であった。

以上 のように,抗 酸菌症 に対するDNA診 断 は非常

に有用なものであることが示唆され,今 後さらなる改良

と適応の拡大が期待された。

なお本研究 の一部 は,文 部省の科学研究費補助金

(03670404)の 助成を受けた。
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6. RAPID GENETIC IDENTIFICATION SYSTEM OF MYCOBACTERIA

Takayuki Ezaki*
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Rapid colorimetric hybridization method was applied for the identification of 

mycobacteria and phylogenetic detection and identification system of mycobacteria by 

polymerase chain reaction method was designed.

Quantitative DNA—DNA hybridization in microdilution plate was used to identify 22 
mycobacterial species. This method could identify 90% (178 amnong 194 trials) of clinical 

isolates within 3 hr. Ten percent of clinical isolates did not belong to any of the established 

22 species.

Through this work, we found Mycobacterium abscessus is genetically independent from 
M. chelonae and proposed M. abscessus as a distinct species. M. pregrinum had been 

classified as M. fortuitum, however, it was also found as a independent species. Thus the 

name M. peregrinum was officially revived and aquired the taxonomic position.

Highly sensitive genetic detection system of mycobacteria was designed by using 

polymerase chain reaction (PCR) method.
 Common mycobacterial sequence of 16S ribosomal RNA gene was first amplified by a 

single paires of PCR primers from staining negative sputum and the amplified DNA was 

identified by species specific DNA probe because the amplified fragment contained species 

specific sequence.

Key words: Microdilution plate hybridiza

tion method, M. pregrinum, PCR

キ ー ワ ー ズ:マ イ ク ロ プ レー トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ

ョ ン法,M.pregrinum,PCR

これまで結核菌に代表される抗酸菌の感染症の際,菌

体が証明されない場合には確定診断に少なくとも1ヵ 月

が必要とされてきました。

ところが,DNA診 断法を利用すれば菌の分離培養を

行わずに直接検体中の抗酸菌のDNAを 検出できます。

このDNAの 検 出診断に要す る時間は通常数時間です

*From the Department of Microbiology, Gifu University School of Medicine, 40 Tsukasa

machi, Gifu 500 Japan.
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ので,診 断にかかる時間が大幅に短縮されます。また分

離された菌株が遅発育型の非定型抗酸菌の場合には,そ

の株の同定にさらに1ヵ 月以上かかっていました。この

分離株の同定にも遺伝子同定法を使えば数時間で同結果

が得 られるようになりました。DNAを 使 った菌種の同

定と検出が可能になった背景を説明し,各 々の方法を紹

介ます。

材料と方法論

1.　 定 量 的DNA-DNAハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ンに

よ る菌種 の分 類 と同定

細菌のDNAは,ヒ トの染色体DNAと 同様2本 の

鎖か らなっています。このDNAは,100℃ で加熱す

るか,ア ルカ リ液にひたしておきますと2本 の鎖が1本

ずつの鎖に分かれます。 ところがDNAの 入 った液を

室温 あるいは中性 のpHの 条件 に戻すと,分 かれた

DNAは,も とのDNAと 同 じ部分が対になって2本 の

鎖をつ くります。

この原理が,現 在では菌種の同定や検出に利用される

ようになりました。

細菌のDNAは,菌 種 ごとにその塩基配列が異なり

ます。独立 した菌種のDNAを1本 の鎖 にして別の菌

のDNAと 反応させると,DNAの 配列が類似していれ

ばいるほど,多 くのDNAが2本 の鎖を作ります。細

菌分類学者は,こ の原理を菌種の同定に利用してきまし

た。1987年 になって国際命名委員会の中の特別委員会

は"あ る菌株のDNAの70%以 上 が別の菌株のDNA

と安定した2本 鎖をつくれば両者の株は1つ の菌種であ

る"と する考え方を示 しま した。この類似度を測定す

る方法として定量的DNA-DNAハ イブリダイゼーシ

ョンを現在の段階で最 も信頼性高い方法であると報告を

しています。

この考えに沿 って,わ れわれの研究室では菌種の同定

を定量的ハイブリダイゼーションで行 う方法論を作成 し

てきま した1)。はじめは菌体の溶菌が簡単なグラム陰性

菌で方法論を作成 し,つ いでグラム陽性球菌に応用 して,

抗酸菌をのぞくすべての細菌の同定に利用できるように

なりました。ところが,抗 酸菌は通常の方法では溶菌さ

せ るのは困難で,DNAの 抽出方法を工夫 しなければな

りません。酵素による方法をやめガラスビーズを使って

物理的に抗酸菌を壊す方法を採用 し2),抗 酸菌のDNA

を簡単に抽出する方法を作成しました。

この方法で抽出した微量のDNAをbiotinで 標識 し,

す でに精製 してある基準株のDNAと 反応させる方法

をとりました。

未知株のDNAが 既存 のどれかの菌種 と強く反応す

れば,そ の株は少なくとも使用 した基準株のなかで,ど

の菌種に近いかが判定できます。 この方法はDNAの

抽出から結果がでるまで2時 間で終了できるように設定

しました2)。

この方法のために基準株22株 と臨床分離株1株 の合

計23株 のDNAを 標 準 としてプレー トに固定 し,臨 床

材料から分離 された菌株の再同定を行いました。

2.　検体か ら抗酸菌の リボソームRNAの 遺伝子を

増幅 し,そ のDNAを 特 異プローブで同定する方法の

作成

抗酸菌群の リボソームRNAの 遺伝子配列か ら抗酸

菌群20菌 種に共通な配列を増幅するprimersを 作成

し,増 幅 したDNAを,そ の中に含まれ る菌種特異配

Fig. Identification of mycobacteria by micro

plate hybridization. No. of horizontal lane 
indicates the well immobilized reference DNAs 

of 23 different species. Vertical lane indicates 

relative homology value. The well which emitted 

the strongest fluorescence was calculated as 
100%. (Top) a strain hybridized to No. 1 well , 
where the DNA M. tuberculosis is fixed. Thus 

the strain was identified as M. tuberculosis. 

(Second, column from the top) a clinical strain 
hybridized most strongly to No. 2 well, where 

the DNA of M. kansasii was fixed but also 

hybridized to No. 12 well, where the DNA of M. 

gastri was fixed.
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列で菌種同定する方法を作成 し評価 しました。

結果と議論

1. DNA-DNAハ'イ ブリダイゼーションによる同

定方法の評価 と分類上の問題点

Table1に 実 際に使用 した菌種をこの方法で同定 した

例を示 します。

ほ とん ど の菌 種 は この方 法 で 区別 す る こと が で き ます

が,M. tuoerculosis, M. bovis, .M.africanum,お

よ びM. microtiの4菌 種 か らな る.M. tuberculosis

 complexは90%以 上 の 類 似 度 を 示 す た め,こ の方 法

で は区別 で きま せ ん。

現在の細菌分類学では70%以 上 のDNAの 類似度を

示す菌株は同一種に属するとしていますので,こ れらの

菌種 は一つの菌種に再分類 され るべき菌群だと考えま

す。

Fig.に は具体的な同定例を示しました。

M. RansasiiはFig.に 示 したようにM. gastriと

非常に近縁な種であることがこの方法で明らかになりま

した。この反応は厳しい条件で行ってあります。 したが

って54～61%の 類 似度を示すこの2菌 種は,最 適条件

で実験を行えばさらに類似度があがると考えられますの

で分類学的な評価が必要と考えます。

一 方 生 化 学 的 性 状 で 識 別 しに く いM .intracellulare

と.M. aviumは 遺伝学的にも近い菌種ですが,独 立し

た菌種として認められています。

DNA-DNA類 似 度が44～53%に なり,こ の方法で

区別することができます。

こ の方 法 で は.M. chelonaeの2つ の亜 種chelonae

とabscessusはDNA-DNA類 似 度 は30%以 下 しか

な く,ま っ た く異 な る菌 群 で あ る こ とが わ か り ま した 。

した が って 両 者 は亜 種 と して で は な く,独 立 した 菌 種 に

す べ き で あ る と,国 際 命 名 委 員 会 に提 案 し認 め られ,

M. chelonaeは 独 立 した菌 種 に昇 格 しま した3)。

ま たM. peregrinumは か っ て 独 立 した菌 種 と理 解

さ れ て き ま し た が,数 値 分 類 学 に よ る評 価 を うけ,M.

 fortuitumと 同 じで あ る と さ れ て い ま した。 と こ ろが

この方 法 でM. fortuitumと ま った く異 な る菌 種 で あ

る こ とが 判 明 し,新 し い菌 種 と し て正 式 に提 案 しま し

た3)。

2.　患者由来株の再同定

従来法で同定された菌株をマイクロプレー ト法で再同

定を行 ってみました。

Table2に 示 す よ うにM. tuberculosお,M. Ran-

Sasii, M.marinum,M. Simiae,.M. xenopiな ど は

従 来 法 で の 同定 と完 全 に一 致 しま した。

と こ ろ がM.aviumcomPlex, M. scrqfulaceum,

 M.chelome,. M. nonchromogenicumと 従 来 法 で 同

Table 2 Identification of 209 Human Clinical Strains by Microplate Hybridization
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定されていた菌株には間違って同定されていた株がたく

さんあることがわかりました。また使用した基準株 と反

応 しない菌株が209株 の うち15株 あ りました。

生化学的性状で誤同定 された株の性状を調べて,そ の

原因を調べてみますと,通 常 と異なる性状を示す菌株で

あ ることがわか りま した。例えば遺伝学的には-M.

 gordonaeで すが,生 化学的性状でS. scrofulaceum

と同定された株は黄色い色素を産生するためM. Scro-

fulaceumと して同定されたと考えます。

またM. abscessusの3株 は硝酸塩を還元 したために

M.fortuitumと 誤同定されました。抗酸菌の分類には

40種 類以上 の性状が使われていますが,同 定の目的に

は通常 は12項 目ほどの性状 しか使われていません。そ

のため一つの性状が非特異反応を示せば正確な同定は難

しくなくなる訳です。

新たな問題点は,こ れまでの方法で同定された菌株が,

同定された菌種の基準株とまったく反応しない株が含ま

れていたという点です。

これらは新 しい菌種の可能性が高 く,分 類学的な検討

を行 う必要があります。例えばM. gordoniiと 同定さ

れる菌株のなかには,こ の基準株 とまったく反応 しない

株が多数分離されました。 このことは,M.gordonii

と同定される菌種は遺伝学的に単一菌種か ら構成されて

いないということになります。

従来法 とDNA--DNAハ イ ブ リダイゼーションのい

ずれで も未同定の株も多数ありました。これ らは人に病

原性がないとされている菌群の一部なのか,そ れともこ

れ らも新 しい菌群なのかは今後も詳細に追跡する必要が

あります。

3.　喀痰か らの抗酸菌の遺伝子の直接検 出と増幅

DNAの 同定

分離 された菌株をこれまで述べた方法を使い数時間以

内に同定できるようになりましたが,こ れだけでは抗酸

菌感染症の診断の迅速化は十分ではありません。

定量的DNA-DNAハ イ ブリダイゼーション法は,

分離された菌株の同定作業を迅速化する方法で,菌 株が

分離されるのにすでに1ヵ 月を費や しているか らです。

診断の迅速化には分離培養を行わず喀痰か ら直接病原

体の遺伝子を検出する方法が必要になります。

結核菌群に特異的な遺伝子を検出するためのPCR用

のprimersが 数多 く発表されています。PCR法 は数

時間でDNAを100万 倍 に増幅させる極 めて感度の高

い方法ですので,こ れらを使えば,喀 痰中の結核菌を半

日で検出できます。

PCR法 については本 日は新井先生が詳細に報告され

ますので,私 どもが見方をかえた新 しい方法を使って実

施 している検出原理を簡単に説明します。

これ ま で 報 告 さ れ て い るPCR法 のprimersは,菌

種に特異的な遺伝子を検出する方法が中心になっていま

す。 この方法では結核菌群による感染症を疑えばそれ ら

を検出するDNAのprimersを 使 えばよいわけですが,

そ の他 の抗酸菌感染症 を疑えば,さ らに別の菌種 の

primersを 準備 し実験を行う必要がでてきます。

私 どもは1回 のPCR反 応で抗酸菌属のすべての菌種

のDNAを 検 出することができるprimersを 使用 し,

増 えたDNAを 使 って菌種を識別する方法をとりまし

た。

これ らの方法ではPCR法 で増えたDNAを,電 気泳

導法で確認するだけではなく,菌 種に特異的なDNA

プローブと反応させます。

実 際 に は.M. tuberculosis, M. Ransasii, M.

avium, M. intracellulareの 特 異DNAプ ロー ブを準

備 す れ ば,9割 以 上 の ケ ー ス で上 記 の ど れ か の菌 種 と し

て 同定 で きま す。 そ の ほ か の菌 種 は と りあ え ず上 記 の菌

群 以 外 の 抗 酸 菌 群 のDNAが 増 幅 で き た と の報 告 で治

療 を 開始 して も らい,後 の培 養 結 果 を ま って菌 種 名 の確

認 を して も らお うと い う考 え方 で す 。

このPCR法 で は喀痰中に抗酸性染色で菌体が見つか

らなくとも検出できる感度がありますので,ガ フキー0

号で も検出ができます。この検出方法が可能になったの

には抗酸菌の16S ribosomal RNAの 塩基配列の決

定が大きく貢献 しています4)。

細菌の16S ribosomal RNAの 塩基配列の情報は

微生物学の分類体系を変えようとしています。現在まで

約1,000菌 種 に及ぶRNAの 配列が決定 され,RNAの

塩基配列を各微生物で比較することで,生 物が地球に誕

生 して以来,37億 年 間にどのようにして進化 してきた

かを議論することができるようになりました。

抗酸菌属でも約20菌 種の抗酸菌のribosomal RNA

が決定され,菌 種や属に特異的な配列がわかってきまし

た。この配列を使い,抗 酸菌属 の菌種のDNAを 増幅

します。その中には菌種に特異的な配列が含まれていま

すので,特 異プローブで増幅させたDNAを 検出 しま

す。この方法論はすべての生物の検出に応用することが

できます。

今後蓄積される16S ribosomal RNAは,微 生物

の系統分類の再編成のみではなく,微 生物の検出と感染

症の迅速診断に広 く利用されるようになるでしょう。

お わ り に

塗抹で抗酸菌が陰性の喀痰か ら抗酸菌のDNA検 出

を数時間で行 うPCR法,分 離された菌株を数時間で同

定するDNA-DNAハ イ ブリダイゼーション法の両方

は技術的に完成されましたので,近 い将来のうちに一般

検査室で日常的に利用されるようになるで しょう。
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抗酸菌感染症の診断と治療で今後期待されるものには,

薬剤感受性と耐性の情報を遺伝子診断法で予測できない

かという課題があります。現在の段階では難 しい課題で

すが,有 効薬剤の選択の基準になる方法論の確立は増加

しっっある抗酸菌感染症の治療に重要な貢献ができると

信 じて.次 の重要な研究課題の一っとして取り組んでい

ます。

最後になりましたが,今 回の発表の機会を与えてくだ

さいました座長の青柳先生,お よび会長の斎藤先生に深

くお礼を申しあげます。
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