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緒 言

抗酸菌症の確定診断には抗酸菌を分離培養 し,同 定す

ることにあることは今さらいうまでもない。この場合,

なかでも結核菌は発育が遅 く,初 代分離には少なくとも

3週 間,そ の最終判定には8週 間を要する。さらに分離

菌の同定,薬 剤感受性試験成績を得るまでにはさらに数

週間を要するので,必 要とするこれ らの情報をうるまで

にはかなりの長期間を要することになる。他方,結 核菌

の分離培養 において,な かんず くrifampicinの 登場

以来,塗 抹陽性 ・培養陰性菌の存在,さ らに近年,米 国

においてHIV感 染者における結核患者の増加あるいは

多剤耐性結核菌 による集団発生1),Mlycobacterium

 avium complex(MAC)に よる日和見感染2)が 注目

されている。

このような背景のもとに結核(抗 酸菌症)の 早期診断 ・

治療を行うために結核菌の早期検出と検出率の向上を企

図して,培 地や培養法の改良が種々こころみられている。

近年,米 国 を は じめ とす る欧米諸国 において は,

radiometricなBACTEC 460 TB System3)4)が 導入

され,本 法は抗酸菌の早期検出と検出率の向上並びに分

離菌の鑑別と薬剤感受性試験のためのすぐれた方法とし

て推奨されており,ま た本法を改良 し,一 般検査室で も

容易に行いうるようなnon-radiometric systemの

開発が試みられている。他方,最 近の分子生物学的新技

術の抗酸菌領域への導入 により,DNAプ ローブ法や

polymerase chain reaction(PCR)な どによる抗酸

菌(結 核菌)の 迅速診断が臨床検査にひろく利用される

ようになるのであろうことが期待されている。

以下,抗 酸菌,な かんず く結核菌並びにMACの 細

菌学的検査法についての最近の進歩の一端を私の研究室

においてえられた知見を中心 として紹介 したい。

* From the Department of Microbiology and Immunology, Shimane Medical University,

 Izumo 693 Japan.
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A.　 抗 酸 菌 培 養 法

I. BACTEC 460 TB System

抗 酸 菌 の検 出 にradiometric法 を は じめ て導 入 した

の はCummingsら5)で あ る。 そ の 後,Middlebrook

ら6)は14Cパ ル ミ チ ン 酸 と 選 択 複 合 抗 菌 剤PACT

(polymyxin B, amphotericin B, carbenicillin,

 trimethoprim)含 有7H12培 地 を 用 い た 喀 痰 か らの結

核 菌 のradiometricな 検 査 に よ り,Lowenstein-

Jensen培 地 や7H10培 地 を用 いた 従 来 法 よ り も検 出 率

の 向上,検 出所 要 日数 の短 縮 され る こ とを 報 告 した。 本

法 はそ の 後 改 良 が加 え られ,近 年 に な ってSiddiqi3)に

よ るBACTEC 460 TB Systemの 開 発 に至 った 。

BACTEC 460 TB Systemで の 菌 の 分 離 培 養 に は

Middlebrook 7H9培 地 に カ ゼ イ ン水 解 物,14Cパ ル ミ

テ イ ト,選 択 複 合 抗 菌 剤PANTA (polymyxin B,

 amphotericin B, nalidixic acid, trimethoprim,

 azlociliin)お よ び 発 育 促 進 物 質POES(polyoxy-

ethylene stearate)を 加 え たMiddlebrook 7H12培

地(BACTEC 12B培 地)バ イ ア ル に(前 処 理)検 体

を 接 種 し,CO2環 境 下 で 培 養 し,抗 酸 菌(結 核 菌)の

増 殖 に伴 って バ イ エル 内 に遊 離 す る14CO2をBACTEC

460自 動機 器 で測定 し,そ の放 射 能 の量 をGrowth index

(GI)で 表 し,菌 増 殖 の有 無 ・程 度 を知 ろ うとす る も の

で あ る。 ま た,本 シス テ ム で はBACTEC12B培 養 菌

を 用 い てNAP(p-nitro-α-acetylamino-β-hy-

droxy-prpoiophenone)1.25μg/mlに 対 す る感 受 性

差 を利 用 して結 核 菌 群(感 受 性)と 非 結 核 性 抗 酸 菌(耐

性)と の 鑑 別(NAPテ ス ト)並 び に薬 剤 感 受 性 試 験 も

容 易 か っ短 期 間 に行 い う る し,ま た コー ド形 成 の有 無 も

観 察 で き る。

以 下,私 の 教 室 で行 った本 シス テ ム と小 川 法 に よ る患

者 喀 痰 よ りの 抗 酸 菌検 査 の比 較 成 績 を示 す。

1.　 検 査 法7)

供 試 喀 痰 の 直 接 塗 抹 標 本 を 作 製 後,4倍 量 の4%

NaOHで 約2分 間前処理 し,そ の0.1mlを3%小 川培

地へ接種す る。残 りの前処理喀痰にはPR含 有 リン酸

緩衝液を加え,HCIで 中和後,さ らにリン酸緩衝液を

注加 して遠心 し,え られた沈渣を少量のリン酸緩衝液に

浮遊 し,そ の0.5mlをBACTEC12Bバ イアル(5%

CO2-95%空 気環境)へ 接種 し,37℃ で培養する。そ

して,BACTEC法 で はGI≧10と な ったものを培養陽

性 とし,GI≧50と なった培養液をNAP5μg含 有ディ

スクの入 ったBACTEC NAP感 受性テストバイアル

へ接種 しGI値 の増大の有無による結核菌群と非結核性

抗酸菌 との鑑別,GI≧999に な った培養液を用いた

DNAプ ローブテス ト,ま た1%小 川培地継代菌並びに

3%小 川培地初代分離培養菌についても上述の諸性状の

検査をも行 って分離菌を同定 した。

2.　成 績

(1)　抗酸菌検出率

Table 1に 示 すように供試179検 体 のうち抗酸菌培

養陽性例 は,小 川法では56検 体(31.3%),BACTEC

法 で は78検 体(43.6%)で,BACTEC法 において小

川法におけるよりも有意に多かった。これ らのうち,直

接塗抹陰性 ・培養陽性例は小川法では21検 体(11.7%),

う ち14検 体 か ら結核菌群 が分離 されたのに対 して

BACTEC法 で は39検 体(21.8%),う ち27検 体から

結核菌が分離されたことは注目に値する。これに対 して,

塗抹陽性 ・培養陽性例では両法問に大差はなかった。な

お,BACTEC法 陰性 ・小川法陽性検体は1例 もなかっ

た。

いま,結 核菌群およびMACの 累 積培養陽性率につ

いてみると図に示すように,1週 後では結核菌群では

BACTEC法 で32.1%,小 川 法 で0%,MACで は

BACTEC法 で91.3%,小 川法で096,2週 後 では結

核菌群ではBACTEC法 で64.1%,小 川法で5.4%,

MACで はBACTEC法 で100%,小 川法で11.1%,

また4週 後では結核菌群ではBACTEC法 で96.2%,

小川法で83.7%,MACで はBACTEC法 で100%,

Table 1 Isolation of Mycobacteria from 179 Sputum Samples by Ogawa Method and BACTEC System

*: Number of positive cultures/179 test samples•~100.
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図　小川法並びにBACTEC法 による累積培養陽性率

小川法で88.8%で あ った。いま100%陽 性 となるに要

する期間についてみると結核菌群ではBACTEC法 で

5週 間,小 川法で7週 間,ま たMACで はBACTEC

法で2週 間,小 川法で6週 間であった。

(2)　検 出所要日数

Table 2に 示すように,結 核菌群と同定された小川

法分離37菌 株では12～49日(平 均26日)で あったの

に対 して,BACTEC法 分離53株 で は3～35日(平 均

14日)で あり,BACTEC法 において小川法における

よりも平均12日 の検出所要 日数の短縮がみられた。こ

の うち,塗 抹陰性検体 についてみると,小 川法分離14

菌株では平均28日,BACTEC法 分離27菌 株では平均

18日,ま た塗抹陽性検体についてみると,小 川法分離

23菌 株では平均25日,BACTEC法 分離26菌 株 では

平均9日 であった。他方,MACと 同定された小川法分

離18菌 株では14～42日(平 均24日)で あったのに対

して,BACTEC法 分 離23菌 株では3～10日(平 均5

日)で あり,BACTEC法 において小川法におけるより

も平均19日 の検出所要 日数の短縮がみられた。 このう

ち,塗 抹陰性検体についてみると,小 川法分離6菌 株で

は平均27日,BACTEC法 分離10菌 株 では平均6日,

ま た塗抹陽性検体についてみると,小 川法分離12菌 株

では平均22日,BACTEC法 分離13菌 株では平均3日

であった。

(3)　培地汚染率

小川法で2.8%,BACTEC法 で1.1%で あ った。

(4) NAPテ ス ト

BACTEC法 で分離された78菌 株(Table 1参 照)

についてのNAPテ ス トでは表は省略 したが,結 核菌群

と同定された53菌 株はすべてNAP感 受性,MAC(23

株),M.kmsasii(1株)並 びにM.scrqfulaceum

(1株)と 同定された菌株はすべてNAP抵 抗性であっ

たことより,本 テス トは結核菌群と非結核性抗酸菌の鑑

別上極めて有用な方法といえよう。

II. MBチ ェ ックシステム

MBチ ェックシステム 「ロッシュ」 はF.Hoffmann

-La Roche社(Basel
,Switzerland)に よ って最近

開発 された抗酸菌の迅速診断法である8)。本法と小川法

による抗酸菌症患者喀痰よりの抗酸菌の比較検査成績に

ついてはすでに私たちの報告 したところであり,要 約す

ると以下のようであった9)。

1) MBチ ェ ックシステムは小川法に比べ菌検出率が

多少なりとも高 く,集 落初発所要日数を約1週 間短縮 し

えた。

2) MBチ ェ ックシステムでのNAPテ ス トは結核菌

群と非結核性抗酸菌との鑑別上役立たない。 これは本法

では上述のBACTEC 460 TB Systemに おけるNAP

テ ス トと異 なり,長 期間(7～28日)の 培養のため,

そ の間にNAPの 失活がおこり,そ の選択性を失うも

のと思われる。

III. Middlebrook7H9変 法培地培養法

PANTAお よびPOES(前 頁参照、)を添加 した7H9

培地 に前処理喀痰(前 頁参照)を 移植することによって,

小川法におけるよりも結核菌(抗 酸菌)の 検出率の向上

並びに検出所要日数の短縮をすることができた10)。

Table 2 Recovery Day of M. tuberculosis Complex and M . avium Complex from 179 Sputum Samples, 

Using Ogawa Method and BACTEC System

In parentheses, mean days are indicated.
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B.　 抗 酸 菌 同 定法

I. DNAプ ロー ブ

近 年,DNAプ ロ ー ブ に よ る抗 酸 菌 の 迅 速 同 定 法 が

Gen-Probe社(San Diego, Calif., U. S. A.)に よ っ

て 開 発,商 品 化 され,私 達 もい ち 早 くそ の 有 用性 に つ い

て報 告 す る と こ ろ が あ っ た11)12)が,最 近 に な って わ が

国 で もそ のあ る もの はす で に実 用 化 の 段 階 に入 って い る。

(1)　種 類

M. tuberculosis complex, M. avium, M. intracel-

lulare並 び にM.gordonaeの 各 々の 標 的 菌 よ りの

rRNAに 相 補 的 な125I標 識DNAプ ロ ー ブを 用 いた

Gen-Prpbe(R) Rapid Diagnostic System, M. tu-

berculosis complex, M. avium complex 並 び にM.

gordonaeの 各 々 の 標 的 菌 よ り のrRNAに 相 補 的 な

acridinium ester標 識DNAプ ロー ブを用 い たAccu-

ProbeTM Culture Confirmation Test並 び にM.

kmsasii,M.aviumお よ びM.intraceuulareの

AccuProbeTM Culture Identification Testが あ る。

(2)　原 理

標 的菌 株 よ り抽 出 したrRNAと 上 述 したDNAプ

ロー ブ とを反 応 さ せ る。 放 射 性 プ ロ ー ブで はhybridize

したDNAをhydroxyapatiteに 吸 着,遠 心 分 離 し,

沈 渣 中 の放 射活 性 をgamma counterで 計 測 して%

Table 3 Reactivities of Various Mycobacteria with DNA Probe Specific 

for M. tuberculosis Complex, M. avium or M. intracellulare
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hybridizationを 算 出 し,そ の値 が10%以 上 の もの を

も って 陽性 とす る。 他 方,acridinium ester(AE)を

用 い たAccuProbeのhybridization protection

 assayの 原 理 は 以 下 に 述 べ る よ う で あ る。AE標 識

DNAプ ロ ー ブ は相 補 的 な タ ーゲ ッ ト領 域 とハ イ ブ リッ

ドを形 成 し,こ の と きDNAプ ロー ブの ア ク リジ ン骨

格 はハ イ ブ リ ッ ドの 塩 基 対 間 に イ ン ター カ レイ シ ョ ンす

る と考 え られ て い る。 い ま加 水 分 解 液(テ トラホ ウ酸 ナ

ト リ ウ ム)を 加 え る と未 反 応 のAEは エ ス テ ル結 合 が

切 れ て 失 活 す るが,ハ イ ブ リ ッ ド中 のAEは 隣 接 塩 基

対 問 に イ ン ター カ レイ シ ョ ン して い る た め,加 水 分 解 作

用 を 受 け る こ と な く選 択 的 に 保 護 さ れ る。 この 場 合

H2O2を 加 え る とAEよ り シ ク ロ デ ィオ キ シ エ タ ン中 間

体 が 形 成 され,本 物 質 は化 学 反 応 に よ るエ ネル ギ-を 蓄

え て い るが,非 常 に不 安定 で あ るた め安 定 な メ チ ル ア ク

リ ドンに 変 わ り,こ の と き放 出 さ れ るエ ネ ル ギ ー が発 光

と し て 検 出 さ れ る 。 この 化 学 発 光 のRLU(relative

 light unit)を ル ミノ メ ー タ ー で測 定 し,30 ,000RLU

以 上 の もの を も って 陽 性 とす る。

(3)　検 討 成 績

(1) M.tuberculosis complex,M .aviumお よ び

Mintracellulare各Gen-Probeと 諸 種抗 酸 菌 との

反 応 性

Table 3はM.tuberculosis complex (M .tuber-

culosis, M.bovis, M.africamm, M.microti)菌

株 はM.tuberculosis complexのGen-Probeと の

み,M.avium菌 株 はM.aviumのGen-Probeと

のみ,ま たM.intracellulare菌 株 はM .intracel-

lulareのGen-Probeと の み反 応 し,他 菌 種 との 問 の

反応 はみ られ な か った。 した が って,こ れ らの プ ロ ー ブ

は わ が 国 に お い て 臨 床 上 しば しば遭 遇 す るM.tuber-

culosis, Mf.aviumお よ びM.intracellulareの 鑑

別 ・同定 上 極 め て有 用 な もの と考 え られ る。

(2)　肺 抗 酸 菌 症 分 離 抗 酸 菌 の 同 定

国 立 療 養 所 広 島 病 院 入 院 患 者 喀 痰 よ りの 小川 培地 上 初

代 分 離 の8週 間 培 養 菌 につ いて のGen-Probeテ ス ト

に よ る同 定 成 績 と当 該 病 院検 査 室 で の従 来 法 に よ る 同定

成績 との 問 に は完 全 な一 致 が み られ た(Table 4参 照)。

(3)　本 邦 由来MACのGen-Probeに よ る同 定 成 績

わ が 国 の主 と して国 立 療 養 所 入 院 患 者 よ り分 離 され,

生 物 学 的 ・生 化 学 的 諸 性 状 に よ ってMACと 同 定 され

た菌 株232株 のM.avium・M .intracellulareGen-

Probeに よ る同定 成 績 はTabie 5に 示 す よ うに,従 来

法 と比 較 して 感 度99%,特 異 性100%で あ り,極 あ て

す ぐれ た 同 定 法 と い え よ う。 な お,本 邦 由来MACに

はM.avium, Mf.intracellulareあ る い はMACの

い ず れ の プ ロー ブ と も反 応 しな い菌 株 が1～2%存 在 し

て い る が,現 在 の と ころ か か る菌 株 の分 類 学 的 位 置 づ け

に つ い て は全 く不 明 と い わ ざ る を え な い。

(4) Scotochromogenic抗 酸 菌 のGen-Probeテ ス

ト

Table 6はAIDS患 者(米 国)並 び に非AIDS患

Table 4 Gen-Probe Test for Disease-Associated Mycobacterial Strains

•\National Sanatorium  Hiroshima Hospital•\

Table 5 Correlation between Conventional Identification Test 

and Gen-Probe Assay for the M. avium complex

Mycobacterium avium complex 

Conventional culture/Biochemical test
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者(本 邦)由 来 のscotochromogenic抗 酸 菌 のGen-

Probeテ ス ト並 び に α抗 原13)検 査 成 績 を示 した もの で

あ る。 これ らか ら分 か るよ うにALDS由 来 の い ず れ の

血 清 型 菌 もGen-ProbeでM.aviumと 同定 さ れ,

MACの α抗 原 を有 した が,非AIDS由 来 菌 に はか か

る菌 株 は な く,存 在 す る α抗 原 よ りM.scrofulaceum

あ るい はMf.gordonaeと 同 定 され た 。AIDS由 来M.

avium株 にscotochromogenicな 抗 酸 菌 の あ る こ と

は留 意 す べ き で あ ろ う。

(5) M.kmsasiiお よ びM.gordonaeのAccu-

Probe

Table 7に 示 す よ うに,M.kmsasiiのAccuProbe

はM.kansasiiと の み 反 応 し,他 種1群 菌(M.

simiae, M.asiaticum, M.marinum)並 び にII群

菌(M.scrqfulaceum, Mgordonae, M.flave-

scens)の い ず れ と も反 応 した も の は な く,ま たM.

gordonaeのAccuProbeはM.gordonaeと の み 反

応 し,他 種II群 菌 並 び にI群 菌 の いず れ と も反 応 した も

の は な く,こ れ らの プ ロ ー ブ の有 用 性 が示 さ れ た。

(4)　 問 題 点

今後 わ が 国 で ひ ろ く用 い られ る よ うに な る で あ ろ う と

思 われ るM.tuberculosis complex, MAC, M.

kansasii並 び にM.gordonaeの 各AccuProbeに

よ って わ が国 に お け る肺 抗 酸 菌 症 の 原 因 菌 の少 な く と も

95%以 上 は迅 速 か っ 正 確 に 同 定 す る こ とが 可 能 で あ ろ

う。 先 に私 た ち10)が 報 告 した よ う に,BACTEC 460 TB

 Systemで のBACTEC 12B培 地,あ る い は7H9変

法 培 地 で の 発 育 菌 を 用 い てDNAプ ロ ー ブ テ ス トを 行

う こ とに よ り,小 川 培 地 上 発 育 菌 を用 い る現 行 法 に お け

る よ り も早 期 に菌 種 の 同定 が可 能 で あ る。 しか し,現 在

ま で の と こ ろ は い ず れ も培 養 菌 同定 用DNAプ ロ ー ブ

に限 られ て お り,将 来 的 に は喀 痰 中 の抗 酸 菌 を 直接 同定

し うる よ う な プ ロ ー ブの 開 発,ま た 望 む ら く はわ が 国 の

肺 抗 酸 菌 症 の 原 因 菌 と して 稀 に 分 離 され る こ との あ る

M.scrofulaCeum, M.szulgai, M.nonchromoge-

nicumcomplex, M.fortuitum complexな どの プ

ロー ブの 開発 が期 待 さ れ る。

II. Polymerase chain reaction(PCR)

臨 床 材 料(喀 痰,髄 液 な ど)中 の結 核 菌(抗 酸菌)の

DNAを 抽 出 し,polymerase chain reaction(PCR)

に よ って,菌 を培 養 す る こ とな く検 体 中 の結 核 菌(抗 酸

菌)の 有 無 の判 定,同 定 が 出 来 れ ば1～2日 で結 核 の診

Table 6 Gen-Probe Test of Scotochromogenic Mycobacteria

Table 7 Reactivity of Representative Group I and Group II 

Organisms to M. kansasii and M. gordonae AccuProbe
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断が可能となる。しかし,現 在までのところ,微 量排菌

検体については必ずしも満足すべき成績はえられていな

い14)。これは抗酸菌の細胞壁が一般細菌におけるよりも

強固であるためで,検 体中の微量の抗酸菌か ら効率のよ

いDNA抽 出法を検討 し,反 応感度 をより高める必要

があると考 え られ る。 したが って,現 在われわれは

Middlebrook 7H12培 地(非 放射性パルミテイト含有)

で前処理喀痰中の抗酸菌を多少とも増菌 し,そ れについ

てPCRを 行 う検討を進めている。

III.　そ の 他

ブロモフェナシルエステル ミコール酸のhigh-per-

formance liquid chromatography (HPLC)分 析 に

よる抗酸菌の同定法15)が 米 国においてすでに実用化の

段階にある。

む す び

抗酸菌,な かんず く結核菌の迅速診断法は,結 核を早

期に診断 し,治 療あるいは未感染者への感染防止の上に

極めて重要な課題であり,わ が国でもこの方面の研究が

活発に行われることが望まれる。
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