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Recently, a new kit to detect and indentify mycobacteria in clinical specimens was

developed by Japan Roche Co. Limited. The new method is based on amplification of DNA

of mycobacteria in clinical specimens by PCR and hybridization of amplified DNA b
.

microwell plate hybridization method, which is the "AmplicorTM Mycobacteria , Roche.
 (AMP-M)". Cooperative study was organized with 15 tuberculosis hospitals and institu

tions throughout Japan, and 349 clinical specimens from newly admitted tuberculosis 

patients and/or suspects were collected during July and August, 1993. All the specimens

were examined by smear microscopy (Ziehl-Neelsen's staining), culture on Ogawa egg 

media, culture on variant 7H9 liquid media and by AMP—M. Excluding 25 specimens which 

had failed to identify the species of mycobacteria because of contamination, disability to

multiply on the transplanted solid media and so on, the results of the examinations in 324 

specimens consisting of 167 specimens  from previously untreated cases and those of 157 

specimens from previously treated cases were analysed. Main results obtained were as 

follows;

1. Of 70 smear positive specimens from previously untreated cases , culture positive on 
Ogawa media and 7H9 media, and by AMP—M positive were 59 (84.3%), 61 (87.1%) and 66

 (94.3%), respectively. Of 97 smear negative specimens, culture positive were 20 (20.6%), 22

 (22.7%) and 27 (27.8%), respectively. The AMP-M showed the highest positive rate in both
 2roups.

2. The sensitivity and the specificity of AMP—M in previously untreated cases were 

calculated by assuming that positive on Ogawa and/or variant 7H9 media is "positive". The 

sensitivity was 95.8% (68/71) and the specificity was 94.8% (91/96) for M. tuberculosis in

previously untreated cases. The sensitivity and the specificity for M. avium and M. 

intracellulare were all 100%, although the numbers observed were small. 

3. So-called false positive of the AMP-M were observed in 5 cases out of 96 culture

negatives on both Ogawa and variant 7H9 media. However, all 5 cases were positive by 

repeated AMP-M, 3 become culture positive later, and another 2 showed clinical findings

consistent with tuberculosis. Hence, the authors considered that the false positive rate of 

the AMP-M method is to be very low in previously untreated cases. 

4. Of 86 smear positive cases with history of previous chemotherapy, the positive

culture on Ogawa media, variant 7H9 media and that by AMP—M method were 64 (74.4%), 

77 (89.5%) and 85 (98.8%), respectively. In the smear negative cases, culture positive was 10 

out of 71 (14.1%), 13 (18.3%) and 24  (33.8%), respectively.

5. The sensitivity and the specificity of the AMP-M were 98.7% (77/78) and 81.0% 

(64/79) for M. tuberculosis in previously treated cases calculated by the same method as in 

previously untreated cases. They were  77.8% (7/9) and 100% (148/148) for M. avium, and
 100% (4/4) and 100% (153/153) for M. intracellulare. 

Based on these results, the authors concluded that the AMP—M is a very efficient and

rapid method to detect and identify M. tuberculosis, M. avium and/or M. intracellulare in 

clinical specimens. This method will be useful to diagnose tuberculosis and diseases caused 

by mycobacteria other than M. tuberculosis rapidly.

*From the Research Institute of Tuberculosis , JATA, 3-1-24, Matsuyama, Kiyose—shi,

 Tokyo 204 Japan.
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緒 言

現在,わ が国では抗酸菌 の検 出は主 にチー ル ・ネルゼ

ン染色によ る塗抹検査 と小川培地での培養検査 により行

われてい る。前者 は簡便 で迅速で あるが,感 度 と再現性

に問題を残 す。後者 は簡便 で低 コス トな方法で あ りなが

ら培 養 に4～8週 を要 し,感 度 も十分 とは言 えない。迅

速性 と感 度 を両立 させ る 目 的で,液 体培地 を用 いる方

法1)(MBチ ェ ッ ク)や 放 射性 標識 物質 を導 入 した方

法2)(バ クテ ック)が 開発されたが,コ ス トや操作性,

安全性 の問題か ら一般に普及 するには至 って いない。培

養分離 され た抗酸菌 は,そ の生化学 的性状,あ るいは,

核酸 の相同性 を利用3)し て同定 され るが,こ れ らはいず

れ も菌 の分離が前提であ り,迅 速な菌種 同定 に は問題が

残 されている。

一方
,1985年 にPCR法 が初めて報告4)さ れて以来,

遺伝子増 幅による菌 の遺伝子検出 は研究室 レベルで は日

常 の もの とな っている。 しか し,PCR法 の実施 にあっ

て は偽陽性 の 問題5),感 度 ・特異性の問題,コ ス トの問

題,処 理可能 な検体数 の問題等が あり,一 般病院で の日

常検査に は未 だほ とんど導入 されて いな い。

今 回,PCR・ マイ ク ロウエル プ レー ト(MWP)ハ

ィ ブ リダイ ゼー シ ョ ン法6)を 用 い,抗 酸菌DNAを 増

幅 して検 出,同 定 す るキ ッ ト(ア ンプ リコアTMマ イコ

バ クテ リウム,日 本 ロシュ,以 下本 キ ッ ト)が 開発 され

たので,わ れわれ はその臨床 的諸 問題 を検討す る目的で

共 同研究 を実施 したので,そ の成績 を報告す る。

研究対象 な らびに研究方法

1.　研究対象お よび検体

研究対象 と した検体 は共同研究 者あ るいはその関連 の

15施 設 に,1993年7月9日 か ら8月31日 までの問に新

たに入院 した結核患者お よび同疑い例,さ らに主 に入院

1カ 月以 内の患者か ら採取 された喀痰 また は気管 支洗浄

液(以 下BALF)で あ る。未治 療例183検 体,既 治療

例166検 体 の計349検 体で あり,こ の うち328検 体 は喀

痰 で,BALFは21検 体 の みで あ った。BALFは 例数

が少ないので喀痰 の成績 に加 え分析 した。なお,BALF

21例 の成績 は付1(p.602)に 再掲 した。

2.　検査方法

1)　前処理(CDC変 法7))

喀痰 は全量を50ml容 量の コニカル遠沈管 に採取 し,

BALFは 全 量 を50mlの コニ カル遠沈管 で遠心 し,そ

の沈渣を用いた。 まず,4%水 酸化 ナ トリウム溶液 と1

%NALC(N-acetyl-L-cystein)溶 液の等量混 合液

を検 体 の2倍 量加 え5～20秒 混 和 した。15分 間室温に

て放 置後,0.067M燐 酸緩衝液(pH6.8)を トップ リン

グまで加えて転倒混和 し3000rpmに て15分 遠心 した。

上清 を除去 した沈渣 を0.2%牛 血清 アル ブ ミン(BSA)

1mlに 懸 濁 して下記 の検査 に用 い,一 部 は再検査用 に

一80℃ にて凍結保存 した
。

2)　塗抹検査

処理菌体懸濁液0.1mlをpoly-L-lysineコ ー トを

施 したス ライ ドグラスに塗布 し,常 法通 りチール ・ネル

ゼ ン染色 して検鏡 した。判定結果 は検 出菌数 に応 じ,ガ

フキー号数 で報告 した。

3)　小川培地 での培養

市販の小川培地(極 東製薬)2本 に処理菌体懸濁液各

0.1mlを 接 種後37℃ で培 養 した。4週 後 に肉 眼で コ

ロニー形成の有無を観察 し,コ ロニ ーが形成 された場合

にはチール ・ネルゼ ン染色で抗酸菌の判定を行 った。4

週 目に陰性の場合 はさらに4週 後,も う一度同様 に判 定

した。8週 の時点で肉眼で コロニ ー形成が認め られない

場 合 を陰性 と したが,こ れ らは念のため12週 まで観 察

を継続 した。

4) 7H9変 法培地(以 下液体培地 と略)で の培養

市 販 の7H9変 法培 地(MBチ ェ ックボ トル,ベ ク ト

ンデ ィッキ ンソ ン)1本 に処理菌体懸濁液0.1mlを 接

種 後,37℃ で 培養 した。4週 間経過時 に,肉 眼で培地

の混濁 の有無 を観察 し,混 濁 が確認 された場合 には培養

液1mlを 遠心 し,沈 渣 をチール ・ネルゼ ン染色 して抗

酸菌 の判定 を行 った。4週 で陰性 の場合 はさ らに4週 後

もう一度 同様 に判定 した。8週 で混濁 が認 め られない場

合 を陰性 と したが,こ れ らは念 のため12週 まで観察 を

継続 した。

5)　菌種の同定

菌種の同定 は市販 のDDHキ ッ ト(DDHマ イ コバク

テ リア`小 林',極 東製 薬)を 使 用 して行 った。小川培

地で陽性だ った もの は培地上の菌体 を用いた。小川培地

で陰性かつ液体培地のみ陽性の もの は,培 養液の遠心沈

渣を小川培地 に接種 し,発 育 した菌体を用いた。検体処

理,検 出操 作,判 定 はDDHキ ッ トの添付 文書 に準 じ
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図 臨床検体からの研究実施方法

た。小川培地での培養で明 らかに形態 の異 なる2種 類以

上 の集 落が増 殖 した場 合 は,そ れ ぞれをDDHに 供 し

同定 した。

6)　抗 酸 菌DNA検 出キ ッ ト(以 下 本 キ ッ トまたは

ア ンプ リコアと略)で の検 出

処 理菌体 懸濁 液0.1mlを ア ンプ リコア喀疾処理 キ ッ

ト(日 本 ロシュ)で 処理 した。得 られたDNA溶 液200

μlの うち50μlを 増幅反応 に供 した。増幅 はすべて の

抗 酸菌 に共通 のプライマーを用 い,DNA溶 液50μlと

ア ンプ リミックス50μlを 専用 チューブに加 え,添 付文

書 に指定 の条件でPCRを 実施 した。反応終了後,抗 酸

菌属,M. tuberculosis, M. avＩumお よびM. intra-

cellulare用 それ ぞ れ のア ンフ.リコア検 出試薬 セ ッ ト

(日本 ロシュ)で 増幅DNAを 検 出 した。

なお,検 査実施方法の概 略を図示 すると上図 のとお り

である。

採取 され た検体 は株式会社 エス ・アール ・エルにて収

集 され,前 処理 に供 された後,対 照検査 は同 ラボラ トリー

にて実施 され,ア ンプ リコアによる検査 はブライ ン ドに

よ り,日 本 ロシュ株式会社のPCRラ ボ ラ トリーにて実

施 された。

研 究 成 績

検 体総数349検 体 の うち25検 体 は,次 の理 由によ り

菌種 同定が不能だ ったため,以 下 の分析 か ら除外 した。

すな わち,(1)培地汚染 ・溶解 のためDDH不 能(5例),

(2)液体 培地 のみ 陽性 で増菌 培養 できずDDH不 能(16

例),(3)DDHと 本 キ ッ トが異 な る菌種 と判定 し分類で

きな か った もの(3例),お よび(4)菌の分離 はで きたが

DDHで 同定不 能(1例)の 計25検 体 である。 これ ら

につ いて は別途論ず る。 この ため,分 析 に用いた検体 総

数 は324検 体で あった。未治療,既 治療別,塗 抹陽性,

陰性別 に対象数 をみ ると,表1の とお りであ る。

1.　未治療例での各検出法の比較

検討 を行 った未治療患者の167検 体 にっ いて各検査法

で の検査結果の関係をみ ると表2の とお りであ る。 この

成績 をまとめ,そ れぞれの検査法 による陽性,陰 性別に

ほか の検査法 による陽性率をみ ると,表3お よび表4の

ごと くで ある。未治療塗抹陽性の70例 で は,小 川培地,

液体 培地,本 キ ッ トの陽性率 は84.3,87.1,94.3%,

塗抹陰性97例 で はそれぞれ20.6,22.7,27.8%で,本

法 による陽性率が もっとも高か った。小川培地で陽性 と

され た検 体 の96.2%は 本 キッ トで陽性であ り,陰 性例

で も19.3%が 陽性 とされ,塗 抹検査あ るいは液体培地

よ り高率で あった。 また,液 体培地で陽性 とされた例の

97.6%は 本 キ ッ トで も陽性 で あ り,陰 性 とされた例で

も14.3%が 本 キ ットで は陽性 とされた。

表1　 既往治療有無 塗抹検査成績別

主要 な分析 に供 した検体数

(除外例別掲)

()は 分析から除外 した検体数で別掲
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表2　 未治療例(167例)に お ける各検査法別(培 養 一同定)成 績

＊のうち1例 は小川培地で分離培養 は出来 たが,継 代 して増菌す ることは不能であ った。

MOTT=他 の抗酸菌

表3　 各検 出法 で陽性例 の,他 の検出法 での陽性率

(未治療例)
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表4　 各検 出法で陰性例の,他 の検 出法 での陽性率

(未治療例)

本 キ ッ トで陽性 とされた93例 でみ ると,塗 抹検査,

小川培地,液 体培地 の陽性率 はそれぞれ71.0,81.7%,

87.1%で あ った。本 キ ッ トで陰性だ った74例 では,ほ

かの検査で陽性 とされた ものはいずれ も少数のみであ っ

た。

2.　小川/液 体培地 いずれかで陽性例 との比較(未 治

療例)

未治療例167例 につ いて,小 川培地 または液体培地 の

いずれかで陽性 だったものを 「培養陽性」 とし,本 キ ッ

トの成績 と比較す ると表5の とお りであ る。 ただ し,こ

こでは結核菌 につ いて検討す るときに は結 核菌以外 の抗

酸菌が陽性 で も 「結核菌陰性」 としM. aviumお よび

.M. intracellulareで も同様 に扱 った。

未 治 療 例 総 数 で み る と,結 核 菌 で は 「培 養 陽 性 」71

例 中68例,95.8%が 陽 性 と さ れ た 。 感 度 は95.8%

(68/71),特 異 性94.8%(91/96)と い う こ と に な る。

塗 抹 陽 性 例 で は 感 度100%(51/51),特 異 性84.2%

(16/19),塗 抹 陰性 例 で は感 度85.0%(17/20),特 異 性

97.4%(75/77)で あ った。

M. aviumお よびM. intracellulareは いず れ も例

数 が少 な か っ た が,感 度,特 異 性 と もに100%で あ っ た。

3.　 既 治 療 例 で の各 検 出法 の比 較

検 討 を行 っ た既 治 療 患 者157例 につ いて 各 検 査 法 で の

検 査 結 果 の関 係 を み る と表6の と お りで あ る。 この 成 績

を ま とめ,そ れ ぞ れ の検 査 法 に よ る陽 性,陰 性 例 別 に,

ほ か の検 出法 に よ る陽 性 率 をみ る と表7お よ び表8の と

表5　 未治療例/小 川培養 また は液体培地培養のいずれかで陽性 の場合 を陽性例 と して ア ンプ リコアとの比較
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お りで ある。既治 療患者で塗抹陽性の86例 で は小川培

地,液 体培地,本 キ ッ トの陽性率 はそれぞれ74.4,89.5

お よび98.8%,塗 抹陰性 例71例 で はそれぞれ14.1,

18.3お よび33.8%で 本 キ ットでの陽性率が もっとも高

か った。小川 培地 で陽性だ った検体の98.6%は 本 キ ッ

トで 陽性 であ り,陰 性例で も43.4%が 陽性であ った。

また,液 体培 地で 陽性 とされた例の96.7%は 本 キ ッ ト

で も陽性 であ り,陰 性例で も32.8%が 陽性 であ った｡

本 キ ッ トで陽性 とされ た109例 で見 ると,小 川培地 で

陽性67.0%,液 体培地陽性79.8%で,い ずれ も未治療

例 の同様 の率 よ り低か った。 また,本 キ ッ トで陰性 とさ

れ た48例 で は,小 川培 地で陽性 とされた ものは1例,

2.1%の みで あった。

4.　小川/液 体培地 いずれかで陽性例 との比較(既 治

療例)

既治療例157例 につ いて,小 川培地 または液体培地 の

いず れ か で陽 性 の もの を 「培 養 陽 性 」 と し,本 キ ッ トの

成 績 と比 較 す る と表9の と お りで あ る。

結 核 菌 で は感 度98.7%(77/78),特 異 性81.0%(64/

79)で 未 治 療 例 に比 して 特 異 性 が や や 低 か っ た。 塗 抹 陽

性 例 で は感 度98.5%(66/67),特 異 性63.2%(12/19),

塗 抹 陰 性 例 で は 感 度100%(11/11),特 異 性86.7%

(52/60)で あ っ た。

M. aviumあ るい はM. intracellulareの 培 養 陽 性

例 は9例 ま た は4例 と少 なか っ たが,本 キ ッ トで はM.

 aviumの2例 が 陰 性 だ っ た た め,既 治 療 例 のM.

 aviumの 感 度 は77.8%(7/9)と や や 低 か っ た が,特

異 性 は100%で あ っ た。 既 治 療 の.M. intracellulare

で は感 度,特 異 性 と もに100%で あ った 。

5.　 本 キ ッ トと他 検 出 法 との 不 一 致 例

1)　 いわ ゆ る偽 陽 性 例

未 治 療 患 者 で は表5で み た よ う に,小 川 培 地 お よ び 液

表6既 治療例(157例)に おけ る各検査法別(培 養 一同定)成 績

MOTT=他 の抗酸菌
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表7　 各検出法で陽性例の他の検出法での陽性率

(既治療例)

表8　 各検出法で陰性例の他の検出法での陽性率

(既治療例)

表9　 既治療例/小川培 養または液体培地培養 のいずれかで陽性の場合を陽性 としてア ンプ リコアとの比較
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表10　 未治療,従 来培養法陰性,本 キ ッ ト陽性(結 核菌)例

G:ガ フ キ ー 号 数,.M. tb:. M. tuberculosis

表11既 治療,従 来培 養法 陰性,本 キ ッ ト陽性(結 核菌)例

w: week, M: month, Y: year, G:ガ フ キ ー号 数M. tb: M. tuberculosis, nd: not done

体培地で培 養陰性 だ ったのに,本 キ ットで は陽性の例 が

5例,5.2%(5/96)あ り,既 治療 例で は表9で みたよ

うに同様 の例 が15例,19.0%(15/79)認 め られた。 こ

れ ら培養陰性 で本 キ ッ ト陽性例の検査結果および臨床事

項をみ ると,表10(未 治療例)お よび表11(既 治療例)

の とお りである。 これ らにつ いて は,本 キ ッ トで再検査

が行われてお り,さ らに念の ため本キ ッ トとは別の遺伝

子(Superoxide dismutase gene, SOD-gene)を 標

的とするPCR法 で も検 出を行 って いるが,SOD-PCR

によ る成績 は本分析 には加えず,参 考 に表示 す るに とど

めた。

表10　にみ るよ うに,未 治療 例 で は5例 中3例 は2日

以 内にほかの検査法で も陽性 とな ってお り,既 治療例 で

は化学療法開始前 には培養陽性で,治 療 開始後 に培養 陰

性,本 キ ッ トは陽性 だったものが15例 中10例 あ り,残

り5例 の うち塗抹陽性が2例,以 前 に塗抹陽性 が2例,

さらに,前 日組織診断で結核 と確定 してい るものが1例

であ った。

2)　本 キ ッ トでの陰性例

小川培地 または液体培地で は培養陽性で,本 キ ッ トで

は陰性 だった例 は,表5あ るいは表9で み たように未治

療例,既 治療例各 々に3例 ずつ認 め られ た。既治療例の

3例 中の1例 は結核菌,ほ か の2例 は.M. aviumで あ

る。

これ ら症例 の各検査 の成績 および臨床事項をみ ると,

表12お よび表13の とお りで ある。表の改良抽出 は,処

理 検体 に洗浄試薬 を加 えて遠心す る際,洗 浄試薬25ml

に ラテ ックス試薬(オ リゴテ ックスTM,日 本合成 ゴム,

日本 ロ シュ)20μlを 加 えて共沈効果 と沈殿の可視化を

試みたものである。 この方法 の成績 も当分析 には加えず,

参考 のためここに表示す るにとどめ た。

未治療例で本 キッ ト陰性の3例 中2例 は塗抹陽性であ っ

たが,小 川 培地 で は15コ ロニー以下の少数の コロニー

のみ が認 め られ た もので あ る。既 治療 の3例 中2例 は
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表12　 未治療,従 来培養法陽性,DDH=結 核菌,本 キ ッ ト陰性例

G:ガ フキ ー号 数,M. tb: M, tubmulosis, nd: not done

表13　 既治療,従 来培養法陽性,本 キ ッ ト陰性例

w: week, M: month, G:ガ フキ ー号 数,.M, tb: M, tuberculosis, M. Av: M, Avium, nd: not done

M. aviumで あり,い ずれ も液体培地 で は陽性 であ っ

たが,小 川培地で は1例 で4コ ロニーを認めたのみであ っ

た。

付1BALF21例 中,培 養,本 キ ッ トとも陽性 は1

例,本 キ ッ トのみ陽性 は2例 で あった。 この2例 中の1

例 は同時採取 の喀痰で も塗抹陽性,他 の1例 は組 織診 で

結核 と診断 された もので あった。

付2主 要分析 か ら除外 した25例 につ いて

研究成績 の項 の最初 に述べ たように,総 検体数349例

中25例 は菌種 の 同定 ができなかったため分析か ら除外

した。 この うち5例 は培地 の汚 染 ・溶解 の ためDDH

が不能 だ った ものである。液体培地 のみ陽性で増菌で き

ず,DDHが 不 能 だ った16例 の検査成績,臨 床事項 は

表14に,DDHと 本 キ ッ トの菌 種 同定結 果が異 なり,

いず れ と も決 め られな か った3例 は表15に 示 した。 ま

た,小 川 培地 で菌 は分 離 で きたがDDHで 判定基準 を

満 たせず,判 定不 能 だ った1例 の検査成績 は表16に 示

した。

表14　 液体培 養のみ陽性 なが ら,小 川培地で増菌培養で きず,DDH実 施不 可だ った例

Y: year, w: week, M: month, G:ガ フキ ー 号 数,M. tb: M. tuberculosis
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表15　 本 キ ッ ト陽性例で,DDHと 不一致例

w: week, M: month, G:ガ フキー号数.M, tb:. M, tuberculosis, M. Av: M, Avium, M, int: M. intracellulare, M.?: DDH判 定不能, nd: not done

表16 DDHで 同定不可能,本 キ ッ ト陰性例

G:ガ フキー号 数,nd: not done

考 察

結核症 はもちろん,す べての抗酸菌症の診断 には,抗

酸菌 の検 出,同 定が最重要であ ることはこてに述べ るま

で もない。わが国で は従来,塗 抹検査 と小川培地 による

培養が専 ら用 いられて きたが,そ の検 出率,検 出 までの

時間 には問題があ った。

今 回,PCR法 を 用 いた抗 酸菌 の検 出 ・同定 キ ッ ト

(ア ンプ リコアTMマ イ コバ クテ リウム,日 本 ロシュ)が

開発 されたので,そ の感度,特 異性,問 題点 などを検討

す る目的で本研究 を実施 した。

1.　未治療例 での成績

小川培地 または液体培地 のいず れかで陽性 だった もの

を 「培 養陽性」 として本 キ ッ トの結果 と比較 した成績 は

表5に みた とお りである。本 キ ッ トによる抗酸菌DNA

の検 出 ・同定 は迅速性 に優れ,感 度 の面で は小川培地で

の培養 に勝 り,液 体培地 による培養 と比べて もまった く

遜色 のない成績で あった。 また,本 キ ットのみ陽性の5

例 も,少 な くとも3例 は表10で みた ように,本 キ ッ ト

の偽陽性 とは言 い難 いと考え られた。未治療例で は,真

の意味 の偽陽性 は極めて少な く,治 療前の検査法 として

極 めて有用性の高い ものであ ると結論 で きよ う。

2.　既治療例での成績

既治療例で は表9で みたよ うに,本 キ ッ トの感度 は未

治療 例 と同様,極 めて高いが,特 異性 が63～80%と や

や低い点 が注 目された。 しか し,既 治療例 では化学療法

によ り,菌 自体 が増菌能力 を失 い,あ るいは減退 してい

る可能 性 が あ る し,本 キ ッ トが死菌 のDNAを 検 出 し

て い る可能 性 も考 え られた。表11に 示 した各症例 の詳

細 もこの考 え方 を支持 している。

既治療例 につ いて,塗 抹,小 川,液 体培地お よび本キ ッ

トの成績の関係を表6で みたが,本 キ ッ トによる抗酸菌

DNAの 検 出 ・同定 は,既 治療例 にお いて も感度 の面 で

は現行の培養法 に比べて遜色な く,検 査 に要す る時間が

はるか に短 い点で優れた方法 と考え られた。

3.　菌種同定不能で除外 した例

349検 体 中25検 体 は,培 地 汚染,増 菌不能,あ るい

は,菌 種 同定 で結論 が得 られなか ったため分析 か ら除外

した。 これ らの うち,菌 は分 離 で きたがDDHで 同定

で きなか った1例(表16)は,DDHで 同定 可能 な18

菌種以外 の菌種 と考 え られたが,こ れ以上 の検討 はで き

なか った。

ア ンプ リコアとDDHで 菌 種 の判 定 が一致 しなか っ

た3例(表15)中 の2例 は,培 養で2種 類の異な る抗酸

菌が検 出され た もので ある。本 キ ットで は結核菌のみが

検 出されて いる。

液体培地の培養液の遠心沈渣で抗酸菌を認めたが,小

川培 地で は増菌で きず,し たが ってDDHが 行えなか っ

た ものが16例 み られた ことは表14に みた とお りであ る。

液体培地で培養後 にも小川培地 で増菌不能 だ った菌 につ

い て今回 は これ以 上 の検 討 は行 わ なか ったが,こ れ ら

16例 中14例 は培養液の遠心沈渣 を用 いた本 キ ッ トで も

陰性 であ った。

これ ら菌種 同定 が不能 または不一致 だった ものは数が

少 な く,主 な分析 か ら除外 して も結論 には影響 しないと

考 え られたが,今 後 さ らに検討が必要で あろう。

4.　本 キ ッ トの特徴

本 キ ッ トは,臨 床 検 体 か ら直 接DNAを 抽 出 し,

PCR法 を利 用 して抗酸菌 の遺伝子 を増幅 し,各 菌種 に

特異 的 なDNAプ ロー ブを固相化 した マイクロウエル
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プ レー ト上でハイ ブ リダイゼー ションさせ菌種 の鑑別 ・

同定 を行 うものであ る。増 幅の対象 となる遺伝子 は,ゲ

ノム中の16SrRNAの 配 列で,抗 酸菌 の菌種 問で保存

された領域(conserved region)に 相補 的な配列 を持

っ1組 のプライマーで増幅す る。 その後 に,菌 種 に特異

的な領域(specific region)に 相補 的な配列 を持っ プ

ロー ブで鑑別す る。本 キ ットの特徴を列挙 す ると次 の と

お りである。

(1)　検体 採取 か ら菌種判定 まで5～6時 間 と極 めて短 時

間 に終 了 す る。20検 体/バ ッチの実際の所要 時間 は,

検体前処理30分,DNA抽 出60分,増 幅115分,検 出 ・

判定135分 であ った。従来法 に比 し極めて短時間で判 定

で きる。

(2) PCR法 に必要 な試薬(プ ライマー,酵 素,基 質な

ど)が すべて事 前に調整 されたア ンプ リミックスと して

供 され るため,調 合 ミスや汚染 を最小限 におさえ得 る。

また,液 状試薬で半年以上 の有効期 限があるので 日常検

査 に好都合であ る。

(3)　1検 体 につ き1増 幅反応 であ りなが ら,3種 類 の抗

酸 菌DNAを 同時検 出 ・鑑 別 で き るパ ネルア ッセイを

採用 している。 これ まで は,培 養時の集落 の外観 で菌種

のお よそ の予測 を行 い,確 定 に は コロニ ー毎 にDDH

などを行 う必要が あった。1検 体につ き1増 幅反応 で複

数 の抗酸菌 が同定可能 なキ ットは現代で は他に類 をみな

い。

(4) PCRで は,以 前 に 増 幅 され たDNAのcarry

 over contaminationに よる 「偽陽性」が,試 薬成績

の信頼性上 で大 きな問題 となって いる。本キ ッ トで は,

基質 として通常 のdTTPの 代 わ りにdUTPを 用い,

マスター ミックスにurasil-N-glycosylase (UNG)

を導 入 す る8)こ とで,以 前 に増幅 され たDNAを 特異

的 に分解す るシステムを導入 し,こ の偽陽性問題を ほぼ

解 消 して いる。 日常,検 査室 で,増 幅 したDNAを 逐

次完全 に分解 して コン トロールする ことは事実上不可能

であ り,本 システムは遺伝子増 幅を伴 う検査技術 には必

須 の ものと考え る。

PCR法 を利用 した菌検出 は,現 状 では菌数 の多少 に

かかわ らず陽性 とな ること,死 菌で も生菌 と同様 に陽性

とされる ことなどの問題があ り,こ れ らについては今後

の検討 が必 要で あろう。 しか し,PCR法 の最大 の欠点

とされた偽陽性 の問題 はほぼ解決 し,感 度,特 異性 とも

に極 めて優 れ,し か も短時間で検出 ・同定を行 うことが

で きる本キ ッ トは,結 核 およびほかの抗酸菌症の診 断に

極めて有用な ものであると考え られ た。

結 語

1. PCR・ マ イク ロウ エルプ レー ト(MWP)ハ イ

ブ リダイゼ-シ ョン法 を用 い抗酸菌DNAを 増 幅 して

検 出,同 定 す る 目的で開 発 され たキ ッ ト(ア ンプ リコ

アTMマ イ コバ クテ リウ ム,日 本 ロシュ)の 臨床 的諸 問

題 を検討す るため共同研究を行 った。本キ ッ トは,結 核

菌,M. avium,お よび.M. intracellulareを 検出 し,

鑑別 ・同定す る もので ある。

2.　未治 療 の結核 ま たは,同 疑 い例 の主 として喀痰

167検 体,既 治療例157検 体 につ いて,塗 抹検査,小 川

培地および7H9変 法液体培地で の培養,な らびに本キ ッ

トでの検 出を行 った結果,感 度,特 異性 ともに小川培地

よ り優 れ,液 体培地 と比較 して も遜色 ないもので あるこ

とが確認 で きた。

3. PCR法 で問題 となる偽 陽性 は未治療例で はほと

ん ど認め られず,実 際上 問題 になる とは考 え られなかっ

た。

4. PCR法 で は,発 育不 良の菌 あ るいは死菌 も生菌

と同様 に検 出す るので既治療例 で は特異性 が63～86%

とやや低か った。 これ らの臨床的意義については今後 な

お検討が必要で あろう。

5.　本 キ ットによる抗酸菌の検出 ・同定 は,検 体採取

か ら判 定 まで5～6時 間で完了で き,結 核症 また はほか

の抗酸菌症 の診断 に極 めて有用で あると考え られた。
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