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Three or more weeks are usually required for detecting Mycobacterium tuberculosis by 
the known culture methods , and therefore, the development of a rapid bacteriological 
diagnostic method for M. tuberculosis has been urgently awaited . Recently, Gen-Probe Inc. 
has developed the "Gen-Probe Mycobacterium Tuberculosis Direct Test (MTD)" , which is 
based on amplification of the ribosomal RNA (rRNA) of M . tuberculosis in clinical 
specimens and hybridization of the amplified rRNA with a M . tuberculosis-specific DNA 
probe, as a rapid direct diagnostic method for tuberculosis.

We therefore compared the sensitivity and specificity of the MTD in detecting M
. 

tuberculosis with the culture methods on Ogawa's egg medium and in the MB Check
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System, using 107 clinical specimens as test material. The results obtained are as follows:

1. Of the 61 clinical specimens which were negative when cultured on Ogawa's egg 

medium, 13 (21.3 %) were positive for M. tuberculosis using the MTD, and of the 48 clinical 

specimens which were negative when cultured in the MB Check System, 8 specimens (16.7 %) 

were positive for M. tuberculosis using the MTD.

2. All of the specimens which yielded growth of M. tuberculosis (identified by the 

DNA probe) either on Ogawa's egg medium or in the MB Check System, except one, were 

positive for M. tuberculosis in the MTD. The only one exception was a specimen which was 

positive for M. tuberculosis in both Ogawa's medium and the MB Check System.
3. Of the 28 specimens which yielded growth of atypical mycobacteria (identified by 

the DNA probe) in cultures, 27 specimens were negative for M. tuberculosis in the MTD.

4. The specimens which were negative both on Ogawa's egg media and in the MB 

Check System but positive for M. tuberculosis in the MTD must have contained few 

tubercle bacilli, because the clinical status of the 6 patients from whom these specimens 

were taken suggested that their tuberculosis was still active.

Based on these results, we concluded that the MTD is a very efficient method of direct 

detection of M. tuberculosis in clinical specimens and for the rapid diagnosis of tuber-

culosis.

Key words: rRNA, MB Check, MTD キ ー ワ ー ズ:リ ボ ソ ー ムRNA,MBチ ェ ッ ク,

rRNA増 幅 結 核 菌 検 査 法

現在,わ が国 の結核菌検査 は通常小川培地 による培養

検査が行われ,塗 抹検査 に比 しかな り感度 が優 れている。

しか しなが らこの方法 は成績判定 までに3週 間以上 を要

し,よ り迅速 で感度 の良 い結核菌検査法 の開発 が望 まれ

ていた。

この た び,米 国Gen-Probe社 にて結核菌 のrRNA

を増幅 し,結 核菌 に特 異的 なDNAプ ローブとこの増

幅 産 物(RNA)が 形 成 したRNA-DNAハ イブ リッ

ドをHPA法(Hybridization Protection Assay)1)

によ り測定 し,臨 床検体 中の結核菌 を直接検 出す る結核

菌検査法(MTD:Gen-Probe Mycobacterium Tu-

berculosis Direct Test)が 開発 された2)。

われわれは,本 検査法 の感度 および特異性 などにつ い

て小川培地 および液体培地(MBチ ェ ック)と の比較 を

中心 に臨床的検討 を行 ったのでその成績 を報告す る。

研究対象ならびに方法

1.　対象検体

対象検体 は1992年11月5日 よ り12月24日(胸 水 の

1検 体 は1993年2月)の 間 に国立療養所東埼玉病院検

査室 に抗酸菌検査 のために提 出され た,入 院 な らびに外

来患者 よ りの喀痰105検 体 および胸水2検 体で ある。

2.　検査方法

1)　前処理 な らびに培養同定方法

喀 痰1-2mlを 目盛 り付 き の遠 心 管 に 入 れ,喀 痰 と

等 量 のNALC-NaOH液(2.94%Sodium Citrate,

1N NaOH 50ml,N-acetyl-L-cystein 0.25g)を

遠 心 管 に 入 れ,20秒 間 撹 拌,室 温 で15分 間 放 置,

0.067Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.8)で10mlま で メ ス ア ッ

プ した。 充 分 撹 拌 し,3,000gで15分 間 遠 心 後 上 清 を 捨

て,0.067Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.8)1mlを 加 え撹 拌

した 。 こ の 液 の0.1mlを2本 の小 川K培 地 にそ れ ぞ れ

接 種,0.2mlを1本 のMBチ ェ ック に接 種 し,残 り は

1mlの チ ュ ー ブ に移 し,-20℃ に て 保 存 しMTD検

査 に供 した。

なお,培 地 は小 川K培 地(極 東 製薬)お よびMBチ ェ ッ

ク(日 本 ベ ク トンデ ィ ッキ ンソ ン)を 用 い,同 定 は アキ ュ

プ ロ ー ブ結 核 菌 群 同 定(中 外 製 薬),マ イ コバ クテ リウ

ム ア ビウ ム イ ン トラセ ル ラー 同 定 用 一DNAプ ロー

ブ 「中 外 」(中 外 製 薬)お よ びDDHマ イ コバ クテ リア

'極東'(極 東 製 薬)を 用 いた
。

2) MTD測 定 方 法

図 に 測 定 操 作 法 を 示 す 。 増 幅 はrRNAを 標 的 と し,

RNA依 存 性DNAポ リメ ラ ー ゼ 活 性,RNaseH活 性

お よ びDNA依 存 性DNAポ リ メ ラー ゼ 活性 の3つ の

酵 素 活 性 を もっ 逆 転 写 酵 素 並 び にDNA依 存性RNA

ポ リメ ラ ー ゼを 用 いて 行 わ れ る。 す な わ ち,プ ライ マ ー

と逆 転 写 酵 素(RNA依 存 性DNAポ リメ ラー ゼ活 性)
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(1)　溶菌処理 (2)　検 出

図 MTDの 操作方法

に よ りrRNAに 相補 的なDNAが 合成 され,逆 転写酵

素(RNaseH活 性)に よ りRNA鎖 が分解 され一本鎖

のDNAと な り,こ のDNAを 鋳型 と して プ ライマー

と逆転写酵素(DNA依 存性DNAポ リメ ラーゼ活性)

に よ り二本 鎖DNAが,つ いで二 本鎖DNAを 鋳型 と

してRNAポ リメ ラー ゼに よ り多量 のRNAが 合成 さ

れ る。 このRNAをDNAプ ロー ブを用 いたHPA法

によ り検 出す る。

MTDの 実 際の操作 は,上 記 の ごとく行 った前処 理済

検 体50μlを,あ らか じめ検体 希釈 液200μlを 添加 し

た溶菌 チューブに採取 し室 温で15分 間超音波処理 を行 っ

た。 この処 理済 検体50μlを,増 幅液(プ ライ マー,

dNTPs,NTPsを 含 む)25μlと 反応 液 をカバ ーす る

目的 で オ イ ル200μlを 添 加 した チ ュー ブに採 取 し,

95℃ で15分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン した後,さ らに

42℃ で5分 間放 置 後上記 の増幅酵素 液(逆 転写酵素,

RNAポ リメラー ゼを含 む)25μlを 添加 し2時 間イ ン

キ ュベ ー シ ョン した。増幅停止液20μlを 加 え42℃ で

10分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョン した後,プ ローブ液100μl

を添加 し60℃ で15分 間 イ ンキ ュベー ションした後,

加 水分 解 液300μlを 加 え60℃ で10分 間イ ンキ ュベー

ションした。 チ ュー ブを室温 で5分 間放 置後 ル ミノメー

タ ーで 化 学 発 光 を 測 定 した。 化 学 発 光 強 度 はRLU

(relative light unit)で 表 し30,000RLU以 上を陽性,

30,000RLU未 満を陰性 と した。

研 究結 果

塗 抹,小 川K培 地(以 下小川 と略),MBチ ェックお

よびMTDと の成績一 覧表 を表1に 示 す。

1.　小川 との比 較成績

表2の ご と く喀痰105検 体 中,小 川 にお いて は陰性

61'(58.1%),陽 性42(40.0%),汚 染2(1.9%)で

あ り培養陽性42検 体 の同定 成績 は結核菌24(57.1%),

M.avium complex(MAC)14(33.3%),そ の他の

非定型抗酸 菌4(9.5%)で あ った。

MTDの 成績 は,小 川 陰性61検 体 中13(21.3%),

結 核 菌 と同定 された24検 体 中23は 陽性であ り,MAC

陽性14検 体 はす べ て陰性,MAC以 外の非 定型抗 酸菌

陽性4検 体 中1検 体 は陽性を示 した。

なお,胸 水2検 体の小 川におけ る結 果 は陰性 であ った

が,MTDは2検 体 とも陽性 を示 した。

また,塗 抹陽性 小川 陰性の検体 が9み られたが,MB

チ ェックの結果 か らこれ らの うち結核 菌が4検 体,結 核

菌以 外の非 定型抗酸 菌2検 体 が判定 され,他 の3検 体 は

MBチ ェ ック も陰性 であ ったため不 明であ った。MTD

では結核 菌 と判定 された4検 体 すべて陽性,非 定型抗酸

菌 と判定 された2検 体 はいずれ も陰性 とな った。

2. MBチ ェ ッ ク との比 較成 績
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表1-1　 喀痰 および胸水 の本 キ ッ トと従来法 との比較1

1)　 数 値 は ガ フキ ー 号 数 を 示 す

2) RLU:Relative Light Unit

3) +:RLU≧30,000,-:RLU<30,000

4) AM: atypical mycobacterium(M.tuberculosis DNAプ ロー ブ 陰性)

5)MAC: M.avium complex

6)　 雑 菌 に よ り小 川 培 地 に よ る同 定 不 能
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表1-2　 喀痰 および胸水 の本 キ ッ トと従来法 との比 較2

1)　 数 値 は ガ フキ ー号 数 を示 す

2) RLU:Relative Light Unit

3) +:RLU≧30,000,-:RLU<30,000

4) AM:atypical mycobacterium(M.tuberculosis DNAプ ロー ブ陰 性)

5) MAC:M.avium complex

6)　 雑 菌 に よ り小 川 培 地 に よ る同 定 不 能

7) M.tuberculosis,MACDNAプ ロ ー ブ陰 性

8)　 胸 水 検 体

表3の ご と くMBチ ェ ッ クで は喀 痰105検 体 中陰 性

48(45.7%),陽 性57(54.3%)で あ り,陽 性 検 体57

の 同定 成 績 は結 核 菌31(54.4%),MAC14(24.6%),

M.szulugae1(1.8%),同 定 未 施 行11(19.3%)で

あ っ た。 同 定 未 施 行 の11検 体 は1検 体(No.73)を 除

き小 川 陰 性 検 体 で あ り,ま た結 核 菌 は否 定 され 以 後 の 同

定 がなされていない検体 である。

これ ら検体 のMTDの 成績 はMBチ ェ ック陰性48検

体 中8(16.796)が 陽性 を示 し,結 核 菌 と同定 され た

31検 体 中30が 陽性で あ り,非 定型抗酸菌 はすべて陰性

で あった。

なお,胸 水2検 体 は陰性,陽 性 それぞれ1検 体認 め ら

―11―
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表2　 小川培地 と塗抹お よび本 キ ットとの検査成績(喀 痰)

表3 MBチ ェックと塗抹 および本 キ ッ トとの検査成績(喀 痰)

表4　 本 キ ッ トにて結 核菌 と判定 された ものの他検査法 の陽性率

(喀痰)

(胸水)

1)　雑菌 により1検 体同定不能

2) M.fortuitum1検 体を含む
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れ た がMTDで は い ず れ も陽性 で あ った。

塗 抹 陽 性MBチ ェ ッ ク 陰 性 は5検 体 見 られ,そ の う

ち1検 体(No.74)とM.fortuitumと さ れ た小 川 培

養 に よ る1検 体(No.19)がMTDで 陽 性 を示 した。

3. MTDの 成 績

喀 痰 で は表4の ご と くMTDで 陽 性 を 示 した もの は

38検 体 で,そ の うち小 川 で は陽 性24,汚 染1を 除 くと,

陽 性 率24/37;64.9%,MBチ ェ ッ ク で は陽 性30で,

陽 性 率30/38;78.9%で あ っ た。

な お,小 川,MBチ ェ ック両 者 陽 性 で 結 核 菌 と同 定 さ

れ,MTD陰 性 が1検 体 認 め られ た(No.58)。 ま た,

小 川 も し くはMBチ ェ ッ ク陽 性 でDNAプ ロ ー ブ法 に

よ り結 核 菌 を 否 定 さ れ た非 定 型 抗 酸 菌28検 体 中MTD

陽 性 は1検 体(No.19;M.fortuitum)あ っ たが,他

はす べ て 陰 性 で あ っ た。

胸 水2検 体 は いず れ も陽 性 を 示 した。

4.　 小 川,MBチ ェ ッ ク と も に陰 性,MTD陽 性 の 菌

株 を 排 出 した 症 例 の 臨 床 的 検 討

こ れ ら の 検 体 は喀 痰 で7検 体(症 例1;No.29,症 例

2;No.38お よ び74,症 例3;No239,症 例4;No.44

お よ び85,症 例5;No.87)5症 例,胸 水 で は1検 体

(症 例6;No.107)1症 例 あ った 。

1)　喀 痰

[症 例1] No.29M.U.45歳,男

入 院:　平成3年3月1日 ～4年4月17日

入 院時X線 学会病型:bII3

入院時塗抹(S)ガ フキー10号,培 養(K)3+で あ り,

Sお よびKと もに陰性化 に9ヵ 月を要 した。MTD検 査

近辺 のSお よびKの 成績 を示 す。

4年 7 8 9 10 11 12

S--－-－-

K+---
--

枠 で 囲 ま れ た時 期 がMTD検 査 時 で あ る。本 例 は

MTD陽 性前11カ 月 間S,Kと もに結核菌陰性で ある

が胸 部X線 で はなおbII3で ある。 なお表 中の平成4年

7月 の培養陽性 はM.szulugaeと 同定 されて いる。

[症 例2] No.38お よ び74H.1.65歳,男

入 院:平 成4年7月1日 ～5年1月10日

入 院 時X線 病 型:bII3

No.38No.74

4年 7 8 9 10 11 12 5年 1 2

S 8 7 3 6-4--

K 3+2+------

本例は培養は陰性化したが塗抹では完全に陰性化して

いない時期 の検体 である。

[症 例3] No.39H.O.70歳,男

入 院:平 成4年9月31日 ～5年4月24日

入 院 時X線 病 型:bII3pl

4年 9 10 11 11 12 5年 1

S------

K+-+---

本例は培養陰性化直後の検体である。

[症 例4] No.44,85N.U.49歳,男

入院:平 成3年6月13日 ～入院中

入院時X線 病型:bI3

3年 6 7 8 9 10 11 12 4年 1 2 3

S 9 2--3 2----

K 3+++-------

No.44, No.85

4年 4 5 6 7 8 9 10 11 12

S---------

K--------

5年 1 2

S--

K--

塗抹,培 養 とも長期 間陰性化 しているが,血?持 続,

肺機能 不 全で入 院中で あり,胸 部X線 で はなおbII3で

あ る。

[症 例5] No.87T.A.41歳,女

入院:平 成4年6月5日 ～5年3月12日

入院 時X線 病型: bII3

4年 6 7 8 9 10 11 12 5年 1 2 3

S 9 8 5 4 4-----

K 3+++-------

本例 は塗抹 が陰性化 した翌月 の検体で ある。

2)　胸 水

[症 例6] No.90お よ びNo.107

12月 の 検 体 採 取 時(No.90)はS7号,小 川 一,MB

チ ェ ック+,MTD+で 結 核 菌 と同 定 され て い る。 また,

同 時 に採 取 し た 喀 痰(No.89)に お いて はS5号,小 川

一
,MBチ ェ ッ ク+,MTD+で あ っ た 。5年2月

(No.107)の 検 体 で は小 川-,MBチ ェ ッ ク ー,MTD

+で あ った 。

5.　 小 川,MBチ ェ ッ ク陽 性,MTD陰 性 を示 した症

例(喀 痰)の 臨 床 的 検 討

No.58 S.I. 56歳,男
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入 院:　平成3年10月21日 ～4年8月9日

入院時X線 病型:bII3

退院後一回 のみ培養 陽性 を示 し,結 核菌 と同定 されて

いる。

考 案

結 核 菌 の 迅速診 断 法 に はMBチ ェ ック,BACTEC

法な どの液体培地を用い ることにより,従 来 の小川培地

に比 しかな り感度があが りかっ判定 まで の期間が短縮 さ

れ たが3),な お2週 間以上 の日時 を要す る。 またよ り迅

速 に判定 しうるBACTEC法 は14CのRIを 使用 するた

めに,わ が国で は市販 されていない。

抗 酸 菌 のDNAを 増 幅 して判 定 す るPCR(poly-

merase chain reaction)法 が広 く研 究 されてお り,

かな り感度 がす ぐれてい るとの報告 も見 られ,従 来法で

陰性 を示 す検 体 の約10%が 陽性 を示 す と言 われ て い

る4)。

しか しなが ら,理 論 的 にDNAは 細 胞1個 あた り1

～数 個含 まれて い るの に対 し,rRNAは 数千個含 まれ

て い る ことか ら,rRNAを ター ゲ ッ トに した方法 がよ

り感度 がす ぐれている と考 え られる。

今 回,rRNAを ターゲ ッ トと して増 幅 し結 核菌 を検

体 中よ り直接検 出する方法(MTD)が 開発 された。

今 回,本 院 の成績 で は小川 で 陰性 と判 定 された喀痰

61検 体 中13(21.3%)MBチ ェ ックで陰 性 と判定 さ

れ た48検 体 中8(16.7%)がMTDで 陽性を示 した。

胸水2検 体 は小川で は2検 体 とも陰性,MBチ ェ ックで

は1検 体陽性,MTDに お いて は2検 体 と も陽性 を示 し

た。

MTDは 結核菌 のみを対象 と しているが,小 川 で陽性,

DDHマ イコバ クテ リア'極 東'でM.fortuitumと 判

定 された1検 体 がMTDで 陽性 を示 した。

少数 ではあるが,こ れ らの矛盾 した成績 について はさ

らに検討 が必要 であろ う。

な お,小 川,MBチ ェ ックいず れ も陰性 でMTD陽

性を示 した胸水を含む8検 体(6症 例)に つ いて は,塗

抹陰性直後の症例の検体が4例,長 期陰性が持続 して は

いたが,な お胸部X線 高度進展 の症例2例 で あった。 こ

れ らの症例 が,感 度 の良 い本法 において陽性 を示す こと

は肯定 しうる ものである。

した が って,MTDは 従来 に比 して感度,特 異性 のす

ぐれ た 検 査 法 で あ り,陽 性 と判 定 す るcut-off値

30,000RLUも 妥 当 と思 われた。本法 は微量 の結核 菌で

も陽性 となるので,結 核 の診断 にきわめて有用 である。

しか しな が ら治 療 開始 後 数 カ月を経 て従 来法 陰性,

MTD陽 性の意義 についてはさ らに検討 が必要 であろ う。

また,喀 痰,胸 水以外 の検体 についての検討 も必要 で

あ る。

MTDの 操 作法 に関 して,本 法 において は増幅か ら検

出 に至 る全行程が1本 の試験管で操作で きるので,手 技

が容易であり,こ の点か らも汚染が少 ないと考え られ る。

MTDが 臨床応用可能 になれ ば検体中 の結核菌 を約4

時間で感度良 く検 出 しうるので,結 核 の診断 の精度が よ

り向上す るで あろ う。

結 論

rRNAを 増 幅 しDNAプ ロー ブを用いたHPA法 に

よ り,臨 床 検体 中 の結 核 菌 を直接検 出す るMTDの 感

度お よび特異性を検討 した。

1:　小 川 で陰性 と判定 された喀痰61検 体中13(21.3

%)MBチ ェ ックで 陰 性 と判 定 され た48検 体 中8

(16.7%)がMTDで 陽性 を示 した。

2.　小川およびMBチ ェック陽性でM.tubercuｌosis

と同定 され,MTD陰 性 の検体 が1検 体存在 した。

3. M.fortuitumと 判定 された1検 体 はMTD陽

性 を示 し,こ れ以外 の非定型抗酸菌27検 体 はMTD陰

性 であ った。

4.　小川 およ びMBチ ェ ック陰性でMTD陽 性 の6

症 例(8検 体)は,そ れ らの臨床検 討 より,微 量 の結核

菌が検体中 に含 まれてい るもの と推 定 された。

以上,MTDは 感度,特 異性 にす ぐれ,臨 床的 に有用

な結核菌検査法 と考え られ る。
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