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The Gen-Probe Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct Test (MTD) is a rapid
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test for the detection of Mycobacterium tuberculosis, utilizing the rRNA amplification 

method. For assessing the reliability and reproducibility of the method, a co-operative 

blind study was conducted among 6 laboratories. Materials for test were sputum and water 

samples containing known numbers of Mycobacterium bovis BCG or Mycobacterium avium, 

and samples without bacteria. From three of 6 laboratories, false-positive results were 
reported for bacteria negative samples, however, the ratio was below 10% 8.3% (3/36 

 samples), 5.6% (2/36), and 2.8% (1/36), respectively. It indicates the indispensability of 
negative controls for sample pretreatment and RNA extraction stages in the routine MTD 

test. In every laboratory, all the samples with 102 BCG in water and 104 BCG in sputum 

were found to be MTD positive. For the sputum samples with 102 BCG, positive results 

with the ratio above 80% were reported from 4 laboratories. These results indicate that the 

MTD test based on rRNA amplification method is quite useful for the rapid diagnosis of 
M. tuberculosis infection.

Key words: rRNA amplification method 

(MTD) , Detection of M. tuberculosis, Coope

rative blind study
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出,盲 検共同研究

は じ め に

非結 核性 抗酸 菌症 の増 加,HIV感 染(エ イズ)に 伴

う抗酸菌症1)な ど抗酸菌症 はこれ まで とは大 きく様変 わ

りして きてお り,分 離培養を含む抗酸菌の検 出の面 でよ

り有効 な方法が要求 され るようにな った。液体 培地 を基

礎 と した二相性MB-チ ェックを用 いることによ り従来

か らの卵培地を用 いる小川法 に比べ患者材料か らの結 核

菌 の分離率を有意 に高 める2)こ とが可能にな った。 しか

しそれで も検出 まで には2週 間以上を要す る。

こ こ数 年 核 酸 増 幅 法 に よ る結 核菌 の迅 速検 出 の報

告3)～8)がされ て い る。迅速 診 断法 としての有効性 と同

時 に偽陽 性,偽 陰性例 も報告 されてお り,日 常検査への

導入 には疑問が あった。昨年わが国で2社 より核酸増幅

法 による臨床材料か らの結核菌検出のためのキ ッ トが発

売 された。 これ らキ ッ トの有効性 と再現 性を検討す る目

的 で共同研究 を実施 した。 この研究で はすで に多 くの施

設 で臨 床 検 査 項 目 に取 り入 れて い るDNAプ ロー ブ

「中外」-MTDを 評価 した。安全性 の点か ら研究 には毒

力の強 い結核菌 の使用 を避 け,M.bovisBCGを 用 い

た。

材料 と方法

1)　共 同研究参加施設

MTDシ ステムによる検査 をすで に検査項 目に取 り入

れている5検 査 セ ンター,株 式会社 エスアールエル,株

式会社大塚東京 ア ッセイ研究所,株 式会社 シオノギバ イ

オメデ ィカル東京 ラボラ トリー,株 式会社 ピー ・エム ・

エル,株 式会社三菱化学 ビーシーエルと結核予防会結核

研究所 の6施 設 が共同研究 に参加 した。

2)　喀 痰

非感染性呼吸器疾患患者か ら得 られ た誘導喀痰を用い

た。 喀痰 は採取後 ただちに染色,培 養,核 酸増幅法 によ

り結核 菌 の存在 を チェ ック し,残 りは-30℃ に凍結保

存 された。使用時 に喀痰 はプールされ,マ グネティ ツク

ス ター ラーで均 一化 の後連続分注器で200μlず っ スク

リューキ ャップ付 きチューブ(1.5ml)に 分注 され た。

血 液成分 は核酸増幅反応 を阻害す ることが知 られて いる

ことか ら,血 液 の混入 が肉眼的 に観察 され た喀痰 は除か

れた。 喀痰 の分注操作 は同一 の条件下 に安全 キャ ビネ ッ

トの中で行 われた。

3)　使 用 水

フィル ターろ過超純水(オ ルガノ,ピ ュー リックR

型)を 実験 に用 いた。超純水 は採取後高圧蒸気滅菌 を行

い使用時まで保存 された。

4)　使 用菌 と材料 の調製

実験にはMycobacterium bovisBCG日 本株 と

Mycobacterium avium臨 床分離株1株 を用 いた。菌

は ミ ドル ブル ック7H9液 体培 地 で培養 された。培養7

～14日 目の全培養か らMcFarlandNo.0.5濁 度 の菌液

とその1:100希 釈 菌液 を調製 した。連続分注器 を用 い

菌液 を分 注 し,次 の7種 の検査材料 を調製 した。(1)喀

痰 の み,(2)喀 痰+102個 のBCG,(3)喀 痰+104個 の

BCG,(4)喀 痰+103個 のM.avium,(5)喀 痰+103個
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のM.avium+102個 のBCG,(6)超 純水,(7)超 純水

+102個 のBCG

材料 は調 製後 直 ちに-20℃ に保存 され,冷 凍状態で

各施設 に輸 送 され,各 施設 では使用時 まで-20℃ に保

存 された。

5)　材料 の前処理

喀痰 材料の前処理 は米 国のCDCが 喀痰材料 の前処理

に推奨 してお り,こ のキ ッ トで も指示 されて いるN-ア

セ チルーL-シ ステイ ン ・NaOH法(NALC-NaOH)9)

で行 われ た。喀痰 材料(200μl)に200μlのNALC-

NaOH液 を加 え,チ ューブ ミキサーで混和後室温で15

分 間処 理 した。500μlの0.067Mリ ン酸 緩衝液を加え

混 和後微量高速遠心機 で10,000～12,000RPMで10分

間遠心 した。上清 を注意深 く捨 て,1mlの リン酸緩衝

液 を加 え混 和後 再度 同 じ条件 で遠心 濃縮 した。沈渣を

200μlの 超純水 に懸濁 し,そ の50μlを 溶菌の ステップ

に用いた。超純水材料 にっ いて は前処理の工程を省 いた。

6) MTDに よる増幅 と増幅RNAの 検出

キッ トのマニュアルに従い増幅および検出の操作を行 っ

た。施設Fは 検 出に リーダー1を 用 いたが他の5施 設で

は リーダー450を 用 いた。

結 果

1)　試験 のための施設お よび設備

核酸増幅法 を日常の臨床検査 に取 り入れ る上 で,そ の

目的 にあった施設お よび設備の確立 はバイオハザー ド対

策並 びに検査の精度を保つ上で重要 であ る。

前処理の ための部屋の構造にっいて,6施 設 すべてが

陰圧 の部屋でその中 に安全キ ャビネッ トを設 置 し処理 を

行 って いた。遠心操作 はエアゾール発生 の危 険の高 い作

業の一っである。施設A,B,Fの3施 設 はバイオハザー

ド対策遠心機を備え,前 処理 に使用 していた。

このキ ッ トは増幅か ら増幅産物 の検 出まで一連 の操作

になってお り,そ の操作中に反応 チ ュー ブか ら他 のチュー

ブへの反応液の分注作 業はない。 そのためすべての施設

が増幅 と検出 と同 じ部屋 で行 っていた。5施 設 は前処理

室と増幅 ・検出室を別室 にしていたが施設Cは 同室 で行 っ

ていた。

作業場 所を ク リー ンに保 っ ことは重要で ある。核酸 の

汚染の除去 には塩素系 の薬剤 が効果 的である。6施 設す

べてが塩素 系の薬剤 を汚染除去 に用 いていた。他 には消

毒用 アル コール も用 い られていた。5施 設 は使用前後 に

作業場所 や使用器具 を薬剤で消毒 して いた。1施 設 は作

業後 のみ行 っていた。 また使用済み のチ ップな どは塩素

系 の薬剤(有 効塩素濃度約196)の 中 に少 な くとも1時

間以上放置後 に廃棄 していた。作業着 はそれぞれの部屋

専用 としていた。

2) MTDに よ る結核菌 の検 出

MTDシ ステ ムの評価 のために次 のよ うに超純水 また

は喀痰 に種々の濃度 に菌 を含 む材料 が調製 され た。超純

水 のみ15検 体,超 純 水+102個 のBCG15検 体,喀 痰

の み15検 体,喀 痰+102個 のBCG21検 体,喀 痰+104

個のBCG15検 体,喀 痰+103個 のM.avium6検 体,

喀痰+103個 のM.avium+102個 のBCG5検 体 の計

92検 体 が各施 設 に送付 された。各施設 において材料 と

方法 に記載 された方法 でMTD試 験 が行 われ た。

BCGを 含 ま ない超純水 のみの材料 で3施 設 は偽陽性

の報 告 を した。1施 設 は15検 体 の中の3検 体(20%)

を,2施 設 はそれぞれ1検 体(6.7%)をMTD陽 性と

報告 した(表1)。 超純水+102個 のBCG15検 体 はいず

表1水 材料 のMTD陽 性数の施設別比較

れの施設 もすべて陽性で あった。 また得 られた化学発光

強度(RLU)も すべて高 い値であ った(成 績 省略)。

喀痰材料 の検出成績を表2に 示 した。 共同研究参加6

施設 の中で1施 設 はBCGを 加 えて いない喀痰材料21

検体(喀 痰 のみ15検 体,喀 痰+M.avium6検 体)中

の1検 体 をMTD陽 性 と報告 したが他 の5施 設 は21検

体 すべ て を陰性 と報告 した。104個 のBCGを 含 む喀痰

材料 はいずれの施設 もすべて陽性 であ った。試験 喀痰材

料 中 に102個 のBCGを 含 む21検 体 の成績 を表3に 示

したが,こ の ようにBCGの 数が少 ない検体 では施設 に

よ り成績 が異 な った。特 に施設Bは26検 体 の中で12

(46%)はMTD試 験陰性であ った。 これに対 し施設C,

D,E,Fの4施 設 は検体 の80%以 上 にMTD陽 性の結

果 を得 た。成 績 は示 さなか ったが,104個 のBCGを 加

え た 材 料 で はす べて が リー ダー450で200～300万 の

RLU値 を,ま た リーダー1で100万 以上 の値 を示 した

の に対 し,含 まれ る菌数 が少 ない例 では50万 以下の値

が多数み られた。 なおMf.aviumはMTD試 験 に影響

を示 さなか った。
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表2　 喀痰 およびM.aviumを 含 む喀痰材料のMTD陽 性数の施設 別比較

表3 BCGを102個 含む喀痰材料 のMTD試 験

*Relative Light Units

考 察

十数年前 と比べ結核 の様子 も様変わ り して きてお り,

それに伴 い結核 の迅速診断 の要求性 も高 まって きた。近

年 核酸 増 幅法 が結核 の診 断 に有効 であ る3)～8)とす る成

績 が多数報告 されている。 同時 に核酸 の汚染か らくる偽

陽 性,増 幅反応 の阻害物質 の存在 か らくる偽陰性 につ い

て も報告 されてい る。 オ ランダのグループによ り計画 さ

れ た国を越 え てのPCRの 評 価 に関 す る共 同研究10)は

各国 で独 自に開発 された結核菌検 出のためのPCRに は

感度 と特異性 に大 きな差 があることを示 して いる。それ

ゆえ核酸増 幅法 を 日常 の臨床検査 に導入す る前 に多 くの

研究者の評 価が要求 される。

核酸増幅法を用いた結核菌 の検 出のためのキ ッ トが現

在わが国で2社 より発売 されてい る。 これ らのキ ッ トを

臨床検査 に応用す る上で感度 と特異性 が十分 であるかど

― 1 0 ―
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うかを調べ る目的で共同研究が計画 された。 この研究 で

はこれ まで に多 くの施設で臨床検査項 目に取 り入 れてお

り,し か もす で に試 験 の例数 も多 いMTDシ ステムが

選 ばれ評価 された。

日常 検査 にお いて材料 は15mlの チ ュー ブに採取 さ

れ,そ の中で前処理 され る。 この研究で は材 料の保存 な

らびに輸送 の都合か ら日常の検査で行われてい る方法 の

一部が変更 された。すなわ ち喀痰 は1.5mlの スク リュー

キ ャップ付 きチューブに分注 され,輸 送 され,材 料 と方

法 に記載 された方法で各施設 にお いて前処理 された。

102個 のBCGを 含 む材 料 を試験 した とき,前 処理が

省 か れた超純水材料で は試験 された材料すべてがMTD

陽性 で,し か も高 いRLU値(リ ーダー450で 測定 した

とき300万 前後,リ ーダー1で100万 以上のRLU値)

を示 した(成 績 省略)。 これ に対 しNALC-NaOH法

で前処 理 され た喀痰材料で は50万 以下 のRLU値 を示

した例 が多数 み られ,施 設 によつて はカ ットオフ値前後

のRLU値 を示 し再試験 の必要 な例がみ られ た。 これ ら

の結果 は,喀 痰材料 については増幅酵素 の阻害物質の存

在 は否定で きないが,遠 心操作 を含 む前処理法が結核菌

の検出感度 を高め る上 で重要 である ことを示 して いる。

しか しこれ まで の報 告 と比 べ高 い感度 を示 したことは

NALC-NaOH法 はMTDの た めの前 処理 に有効で あ

ることを示 してい る。

Noordhoekら の共同研 究10)に お いて前処 理,核 酸

の抽出精製,増 幅,検 出は研究者独 自の方法 で行 われた。

増 幅酵素 の阻 害物質を含 まない水材料 を試験 した時102

個 のBCG(103個 のBCGか ら抽 出 されたDNAの10

～20%が 反 応 に用 い られた)が 存在 する材料 の検 出感

度 は60～80%で あ った。 今回 のMTD研 究 で同 じ102

個 のBCGを 含む水材料を試験 した とき,そ の検 出感度

は100%で あ つた。 この こと はMTDシ ス テムの検 出

感 度 はこれ まで報告 されたPCRと 比 べてい くぶん高 い

ことを示 して いる。 この研究で は詳 しい検討 は しなか っ

たが喀痰材料 につ いて は102個 の菌がMTDシ ステムの

検 出限界 と考え られ る。

超純水 のみの材料で3施 設,喀 痰材料で1施 設 は偽 陽

性 の報告 を した。偽陽性の結果の原因 は明 らかでない。

増 幅 および検 出の陽性お よび陰性 コン トロール はMTD

キ ッ トに含 まれて いる。 しか し材料の前処理,核 酸 の抽

出の工程 における汚染の チェックはキ ッ トに含まれてい

ない。偽陽性が1施 設で はBCGを 含んでいない材料 の

8.3%(3/36)に もみ られた ことは前処理,核 酸の抽 出

工程 のチェ ックのための陰性 コン トロール は必 須であ る

ことを示 している。

同 じ臨床材料 の検査 に同 じキ ットを用 いて も施設によ

り得 られた検 出感度 と特異性 に差がみ られた。報告 され

た部屋 の構造,設 備や使用器具,汚 染の防止 方法に大 き

な差が み られ ないことか ら前処理を含む増幅操作 に施設

問で違 いが あることが考え られ る。 しか し1施 設 を除 く

5施 設 では,感 度お よび特異性の両者 とも良好 な成績 を

示 した。 このことは結核の診断のための補助手段 として

MTDシ ステムは有効で あることを示 してい る。

塗抹 陽性患者 は感染源 となる危険が高 いのみな らず,

これ らの患者 か ら感染 を受 けた場合 には塗抹陰性患者か

らの感 染 よ り も発病 率が 高い1Dと いわれて いる。理論

的には,定 量 的に核酸増幅法 を行 うことは可能であ る。

しか し現在市販 されているキ ッ トは結核菌 を定量的 に測

定で きない。 この ことは結核 の対策 をす る上で塗抹検査

は省 くことがで きない検査 であることを示唆 して いる。

抗結 核薬 に対 する耐性 に関与す る遺伝子 につ いて研究

が進め られて きている。 しか し日常検査 に応用で きるほ

どの遺伝 的情報12)の 蓄積 はまだない。非結核性抗酸菌

による感染症 が少 しずつ増 えている。 これ ら菌種 の問で

治療 は異な ることか ら正 しい治療 をする上 で菌種 の同定

は重要であ る。 これ らの ことは,培 養試験 は臨床 の場で

今なおその重要性 を失 つていない ことを示 している。

日常の臨床検査 への核酸増 幅法 の導入 に関 して議論 は

あまりされていない。上述 の理 由か ら,結 核 の対策 およ

び治療の上で,従 来か らの塗抹検査 と培 養検査 を省 くこ

とはで きな い。喀痰以外の材料 か らの結核菌 の検 出は稀

で ある。増幅酵素阻害物質 の存在 の問題 は残 るが これ ら

の材料への核酸増幅法の導入 は結 核の診 断に有効 である。

外国で はエイズに伴 う結核が増加1)し てお り,エ イズ患

者 において は結核の病変の進展が早 い ことか ら,核 酸増

幅法 を含 む迅速な診断が要求 され る。 また呼吸器疾患 の

診断 に当 たって,結 核性疾患か否かの確 定診 断が早急 に

要求 され る例が多数あ る。検出感度が高 くしか も迅速 に

結果 が出る核酸増幅法の これ らの例への導入 は有効 であ

る。 しか し塗抹陽性例 につ いて は,液 体 培地 を使用 する

ことによ り早急 に結果が得 られ る2)こ とか ら,核 酸増 幅

法 の導入 の価値 は低 いといえ るので はなかろ うか。今後

この点 に関 して は,引 き続 き議論が必要であ ると考 え ら

れる。
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