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(Received 24 September 1996)

In Japan, the laboratory diagnosis of mycobacterial infection has traditionally been 

based on staining and culture using Ogawa's medium. Staining is a low sensitivity 

though rapid method while Ogawa's method has acceptable sensitivity but requires up to 

4 weeks for detection of mycobacteria.

Accordingly, the development of new bacteriological diagnostic methods for 

mycobacteria has long been eagerly awaited.

BACTEC method has markedly reduced the detection time for mycobacteria, but 

general use is prohibited due to nuclear waste disporsal regulation in our country. 

Currently, MGIT is anticipated to serve as superior new liquid medium.

The application of molecular biological techniques to diagnosing mycobacteriosis has 

advanced in the past decade.

*From the National Sanatorium Higashi Saitama Hospital, 4147 Kurohama, Hasuda-shi, 

Saitama 349-01 Japan.
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DNA probes and DDH for  identification of mycobacteria are already commercially 

available and have expedited identification.

In 1992, a method of directly detecting mycobacteria based on amplification of 

nucleic acid from specimens was developed. Furthermore, since 1994, two new methods, i. 

e. MTD and AMPLICOR, based on amplifing rRNA and DNA, respectively, have become 

established diagnostic procedures and have been covered by the national health insurance 

program. Thereafter, the frequency at which these methods are utilized has since been 

increasing. Consequently, the problems of false positive and negative cases, with these 

techinique, have been pointed out.

Recently, a method for predicting drug resistance by the detection of gene alterations 

related to antituberculous drug resistance was developed.

This symposium focused on these issues. Let me summarize the reports presented by 

each speaker, according to the main point.

1. Rapid method using liquid media 
MGIT (Mycobacterium Growth Indicator Tube) is superior to traditional media in that 
the time needed to detect bacilli is markedly shorter, the test tube is small and a CO2 
incubator is not needed (ABE).
2. Nucleic acid amplification method

1) Basic study
(1)False positive; The causes of false pisitive results are carry over, cross contmination, 

bacilli killed by drugs and lack of proper culture technique. MTD and home made PCR 

yielded positive results identical to these of living bacilli for BCG treated with RFP, 
high pressure sterilization ans UV irradiation. False positives were obtained when a 5% 
concentration of blood was included in the reactive solution (Yamazaki).

(2)False negative; Complete removal of substances altering the reactions necessitates 
thorough washing (Yamazaki).

Some specimens were negative even when positive control were added (Kajiki).
2) Results on clinical specimens
(1)Comparison between MTD, AMPLICOR and home made PCR; No significant 

differences were recognized between MTD and AMPLICOR in terms of the detection 
sensitivity for in vitro bacilli (Yamazaki, Koga). For clinical specimens, the sensitivity 
of MTD was superior or equal to that of AMPLICOR (Abe, Yamazaki). As to sputum 
and gastric juice, the sensitivity of AMPLICOR was superior to that of MTD. In 
bronchial specimen, MTD was superior to AMPLIKOR (Koga).

(2) False positive; (a) Tubercle bacilli; the number of smear and culture negative 
specimens which were positive by the amplification method was 10 in 256 specimens for 
home made PCR, 22 in 306 for MTD and 15 in 284 for AMPLICOR while true positive 
cases identified clinically were 1, 4 and 2, respectively (Koga). The number of smear and 
culture negative AMPLICOR positive was 48 among 1672 and there was one true false 

positive case in pleural fluid (Kajiki).
The number of culture (by both Ogawa and MB check) negative MTD positive 

specimens was 21 in 225 and there was one true positive case for sputum (Ohsumi). (b)
 MAC; Although 31 smear and culture negative specimens were AMPLICOR positive, no 

true false positive cases were seen (Kajiki).
(3) False negative; The number of smear or culture poitive specimens which were 

negative by the amplification method on tubercle bacilli accounted 6 of 22 for home made 
PCR, 3 of 22 for MTD and 3 of 18 for AMPLICOR (Koga), 9 of 56 for AMPLICOR

 (Kajiki) and 6 of 69 (Ogawa and/or MB check positive) for MTD (Ohsumi). It was 
noted that most of these specimens included only a few bacilli (Ohsumi).

There were 16 of 72 culture positive specimens with M. intracellulare and 15 of 26 
with M. avium undetected by AMPLICOR (Kajiki).
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3) Results on the course after chemotherapy

It was reported that the negative results of both MTD and AMPLICOR provide a 
rapid prediction of negative culture after the initiation of tratment (Ohsumi, Kajiki). In 
analyzing the period from conversions to negative by the culture and amplification 
methods, the difference between culture and MTD was smaller than that of AMPLICOR. 

This result could be explained by the observation that the amount of rRNA remaining in 
the test tube after addition of RFP had gradually decreased, while the DNA content was 

unchanged (Koga).
4) Results of specimens other than sputun

 The sensitivity of AMPLICOR for broncial alveolar lavage was equal to that of 

culture (Koga, Kajiki), while that of MTD for these specimens was higher than that of 
traditional culture (Koga, Ohsumi). The positive MTD and AMPLICOR rates for pleural

 fluid were higher than that of culture (Ohsumi, Kajiki). The efficacy of MTD in 
detecting tubercle bacilli from spinal fluid was described (Ohsumi).

3. Drug sensitivity test

1) DNA—probe method; The results of sensitivity to RFP, INH, SM and EB could be 
determined smiquantitatively within a 3 days, using accuprobe (Koga).

2) A methods of sensitivity testing based on molecular biological techniques.
Gene alterations related to resistance to INH, RFP, SM, TH and CFLX can already 

be determined and have been applied to determining drug resistance (Abe). Resistance to 
RFP could be predicted at a rate exceeding 90% by PCR—direct sequencing analysis of a 
69 bp core region in the rpoB gene of tubercle bacilli (Koga).

4. Results of questionnaire survey on the present status of examinations for Mycobacteria

Answers were obtained from 593 institutions. Two million specimens were examined 

over a one year period. The frequency of utilization of nucleic acid amplification methods 
has increased from 12% in 1995 to 27.8% in 1996. It was pointed out that amplification 
methods have several disadvantages such as high cost, requirements for increased trained

 staff numbers, the necessity of improving equipment, the complexity of the techniques, 

etc. However, these methods are advantageous in terms of rapidity and high sensitivity. 
Improved cooperation between clinicians and laboratory staff is needed to resolve 

problems related to false positive and negative results (Kurashima).

Key words: MGIT (Mycobacterium Growth 

Indicator Tube), MTD, AMPLICOR, rpoB 

gene, Questionnaire survey on the examina-

tion for mycobacterium

キ ー ワ ー ズ:ミ ジ ッ ト,MTD,ア ン プ リ コ ア,

rpoB遺 伝 子,抗 酸 菌 検 査 の ア ンケ ー ト調 査

シ ンポ ジ ス ト

1.新 しい抗酸菌検査法の現状 と将来

阿部千代治(結 核予防会結核研究所)

2.新 しい抗酸菌検査法の手技上の問題点

山崎 利雄(国 立予防衛生研究所細菌部)

3.抗 酸菌感染症に対する分子生物学的検査法の臨床的有用性

古賀 宏延(長 崎大学医学部第二内科)

4.PCR法 による抗酸菌検査法の診断治療上の位置づけ

加治木 章,他(国 立療養所大牟田病院)
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5.新 しい抗酸菌検査法に関するアンケート調査成績

倉島 篤行(国 立療養所東京病院呼吸器科)

特別発言:各 種臨床検体におけるMTDの 成績およびMTDに よる効果判定の可能性につい

ての検討

大角 光彦,他(国 立療養所東埼玉病院)

結核症 の診 断は検体 よ り結核菌 を証 明することである。

このためには現在 一般 に行 われている方法 は塗抹,培 養

検査 である。塗抹検査 は短時間で判 明す るが感度が劣 り,

培養検査 は菌の発 育 までに2～3週 間を要す る。

したがって より迅速で感度の高い抗酸菌検査法 の開発

が望 まれていた。

BACTECは す ぐれた検査 法であるが,わ が国で は放

射 性廃棄物の問題で一般には使 用が許可 されず,液 体培

地 としてMGITが 検討 され有望視 されている。

抗酸菌の遺伝子診断法では同定法 としてDNAプ ロー

ブ,DDHが 市販 されその時間が短縮 した。1992年 頃 よ

り検体 中の核酸 を増幅 して抗酸菌 を直接検出す る方法が

開発 され,RNAを 増 幅す るMTDとDNAを 増幅 す

るアンプリコアが1994年 に保険適応 となった。培養 と比

較 して遜色 ない感度 を有 し短時間で判定可能であ るので

使用頻度が増加す るとともに偽陽性,偽 陰性例の報告が

散見 されるようにな り手技上の問題点 も指摘 され るよう

になった。

一方
,RFPの 耐性遺伝子が明 らか とな り,こ れ を応

用 した核酸菌 の耐性検査 の報告が見 られ てい る。

この ような現状 にて本 シンポジウムが行 われ た。本抄

録 では各演者 よ りの報告 を項 目別 に要約す る。

1.液 体培 地に よる迅速診 断法

MGIT (Mycobacterium Growth Indicator Tube)

の平均 発育 日数は従 来の液体培 地に比 し迅速 で,小 試験

管である,炭 酸ガス培養 の不要 などの利点がある(阿 部)。

2.核 酸増幅法検査

1)基 礎 的検討

(1)偽 陽性 二核酸増幅法の偽陽 性は,(1)キ ャリオーバ ー,

(2)クロス コンタミネー ション,(3)化 療 後の死菌体,(4)培

養法の不備 などで,抗 結核 薬,高 圧滅菌,UV照 射処理

後の菌(BCG)で もMTD,自 家 製PCRで 生 菌 なみ

に陽性 を示す こと,血 液が反応液中 に5%以 上ある際は

陽性 となる(山 崎)。

(2)偽 陰性:検 体 中の反応阻害物質(血 液,ヘ パ リン,

喀痰溶解剤,SDS)を 除去 す るため に洗 浄操作 を充 分

に行 うことが必要であ る(山 崎)。 ア ンプ リコア検査 で

陽性 コン トロールを添加 して も陰性の喀痰があ る(加 治

木)。

2)臨 床検体での検討成績

(1)MTD,ア ンプリコア,自 家 製PCRの 比較:試

験管内結核菌検出感度はMTD,ア ンプ リコアに有意差

は認め られ ない(山 崎,古 賀)。 臨床検 体 につい て も 自

家製PCR(プ ライマ ーはIS6110)とMTD(阿 部),

自家製nestedPCR(Pab遺 伝子)とMTD,ア ンプ

リコア とMTD(山 崎),自 家 製nestedPCR(Pab遺

伝子),MTD,ア ンプリコア(古 賀)の 比 較成 績が な

され,感 度 はMTD>PCR(阿 部),MTD=PCR(山

崎),喀 痰,胃 液 ではアンプ リコア>MTD,気 管 内採

痰 ではMTD>ア ンプリコア(前 者で は治療後の検体 が

多い,古 賀)な どの成績が示 され た。

(2)偽 陽性:(1)結 核菌 … 塗抹,培 養陰性 核酸 増 幅法

陽性 は自家製PCR256検 体 中10,MTD306中22,ア ン

プ リコア284中15検 体 で,真 の偽陽性 はそ れぞれ1,4,

2検体(全 検体 に占める頻度 は0.3%,1.2%,0.7%)(古

賀),塗 抹,培 養 陰性 ア ンプ リコア陽性48検 体29例 中,

胸水 の1例(加 治木),小 川,液 体培 地 とも陰性MTD

陽性21検 体15例 中1例(大 角)が 真 の偽 陽性 である。治

療中の検体では従来法陰性核酸増 幅法 陽性 が高率 である

(古賀,加 治木)。(2)MAC… 塗抹,培 養 陰性 ア ンプ リ

コア陽性 は31検 体,26例 であるが真の偽 陽性 は見 られな

い(加 治木)。

(3)偽 陰 性:塗 抹 培 養 陽 性 で核 酸 増 幅 法 陰性 の検 体 は

PCR22検 体 中6(27.3%),MTD22中3(13.6%),ア

ン プ リ コ ア18中3(16.7%)(古 賀),ア ン プ リ コ ア で 結

核 菌56検 体 中9(16.1%),M.intracellulare72中16

(22.2%),M.avium26中15(57.7%)(加 治 木),小 川,

MBチ ェ ック の いず れ か が 陽 性69検 体 中MTD陰 性 は6

(8.7%)で いず れ も微 量 排 菌 の 検 体 で あ る(大 角)。

わずかであるが真 の偽陽性例の見 られ ること,ま た核

酸増 幅法 の感度 は培養 に比 し高いが,核 酸増幅法陰性必

ず しも培養 陰性 に直 結せ ず,こ れ はア ンプ リ コア法 の

MACで 高率 である。

3)経 過 を追った成績

結核 治療 開始 より経 過を追って塗抹,培 養 と比較 した

成績では,核 酸増幅法が長期 に陽性 を示す例 もあるが,

MTD,ア ンプ リコア とも培養 陰性 を迅速 に予 測 しうる

(大角,加 治木)。

MTDは ア ンプリコア よりも塗抹,培 養 の陽性期 間 の

の差が一致 し,こ れは薬剤 添加 後試 験管 内 に含 まれ る
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DNAは 不変で あるがrRNAは 低下す る成 績 と一致 し

た(古 賀)。

4)喀 痰以外の検体の成績

アンプリコアで は気管内採痰,BALの 感 度 は培養 と

同率 であるが(古 賀,加 治木),MTDで は高率 で あ る

(古賀,大 角),胸 水で はPCR,MTDと も培養 に比 し

陽性率が高 い(大 角,加 治木),結 核性 髄膜 炎 の診 断 に

髄液 のMTD検 査が有用で あった(大 角)。

3.薬 剤感受性検査

1)DNAプ ローブ法

菌 の増殖 の程度 をAccuprobeを 用 い てrRNAを 半

定量 してSM,INH,RFP,EBの 耐 性 を3日 以 内 に

判定す るこ とが 出来 る(古 賀)。

2)薬 剤耐性遺伝子による感受性検査

INH,RFP,SM,TH,CFLXに 対 す る耐 性 遺 伝

子が判明 している(阿 部)。

直接塩基 配列 決定法 にて,rpoB遺 伝子 の変 異の好 発

部位 である69bpの 塩基配列 を決定 し,ア ミノ酸 の変異

の部位や種類 とRFPのMICと の関係 を検 討 し,変 異

の部位 よりRFPのMICが90%以 上 予測 可能 で あっ た

(古賀)。

4.抗 酸菌検査 の現状 に関す るア ンケー ト結果

全国593施 設か らの回答成績 で,抗 酸菌検査 は年 間200

万検体行われている。核酸増幅法検査 は1995年12%,96

年 には27.8%が 導入 されている。この検査 の迅速性 は高

く評価 されているが,コ ス トの高 さ,人 員,設 備 の必要

性,検 査手技の繁雑 さな どいっそ うの自動化 が望 まれて

い る。 また従来法や臨床像 との不 一致例 な どの評価 のた

め に臨床 と検査双方のいっそ うの協力 が求 め られている

(倉島)。

1.新 しい抗酸菌検査法の現状と将来

結核予防会結核研究所 阿 部 千代治

1.分 離培養法

正 しい方法 で実施 された抗酸菌 の分離培養の成績 は塗

抹染色 の成績 より高 く,抗 酸菌症 の診断や治療 に重要 な

情報 を与 えて くれる。抗酸菌が分離 されることでその後

に菌種 の同定や感受性試験 の実施が可能 になる。 わが国

で標準法 として用 いて きた水酸化 ナ トリウム液 による前

処理 と3%小 川培地 による培養法 は諸外 国で用 い られて

いる方法 に比べ て,排 菌量 の多 い場合 には増殖支持力,

雑 菌の汚染 か らの防止,作 業能率 の点 で勝 っていた。 し

か し化学療 法が広 く行 われていることもあり,塗 抹陽性 ・

培養 陰性菌 の出現 が多 く見 られるようにな り,も っと栄

養豊富な培 地の使用 が要求 されるようになって きた。こ

こ数年来外 国ではエイズに伴 う結核が増加 している。エ

イズ患 者においては結核 の病変 の進展 が早 いこ とか ら迅

速な診断が要求 される1)。

これ までに も液体培 地の有効性 を否定す る研究者 はい

なかったが,同 時に前処理後 に も材料 中に生残す る抗酸

菌以外 の微 生物 の増殖 も高めるこ とが予想 されることか

ら,わ が国では使 われなかった。この間欧米諸 国にお い

て,多 くの研 究者 が選択培 地の開発 に力 を注 ぎ,5種 の

薬剤 か らなる抗菌補助剤 を確立 した。その結果,寒 天培

地,液 体 培 地 と寒天培 地 の二相 か らな るMB-Check

(Septi-Chek),放 射性基 質を用 い たBACTECな どが

開発 され,初 代 分離に用 い られる ようになった。寒天培

地 またはSepti-Chekを 用いるこ とによ り患者材料 か ら

の抗酸菌の検出率 をあげる ことがで きる ようになった2)。

しか し従来か らの小 川法 と比べ仕事 が煩雑 であるこ と,

炭酸 ガス インキュベー ターを必要 とすること,培 養スペー

ス を多 く必要 とする ことな どのため,わ が国では一般 に

広 まってい ない 。BACTEC460シ ステ ム は14CO2の 産

生 を検出す ることに より抗酸菌の存在 を検 出する方法 で

あ る。 この方法 を使用する ことに より検 出までの時間 と

薬剤感受性試験が短縮可能になった2)。 しか しわが国 で

は使用後のボ トルの廃棄の問題 があ り,日 常 の検査 に用

い ることは不可能であ る。諸外 国において も同様 の問題

があ り,使 用国 と使用施設に制限が見 られる。

近年増殖 している菌の迅速検 出のための非放射性培養

システ ム,BBL(R)MycobacteriaGrowthIndicator

Tube(MGIT)が 米国ベ ク トン ・デ ィ ッキ ンソ ン社 に

よ り開発 された3)。 この システムはMiddlebrook7H9

液体培地 を分注 してあ る小試験 管(16x100mm)の 底

に溶存酸素 に鋭敏 な蛍光セ ンサー(ル テニ ウム金属複合

体)を 埋め込 んだ培養 システ ムで ある 。365nmの 波 長

の トランス イル ミネー ターで蛍光 を観察する ことに より

陽性試験管 を検出で きる。

4培 養 システムで305例 の喀痰 材 料 を培養 した成績 を

Table1に 示 した。液体培地 を基礎 と したMGITま た

はSepti-Chekの 検出率は84.3%で あったのに対 し小川

法 の検 出率 は60.2%と 低か った。 この検出率の差は有 意

であった(p<0.001)。 塗抹陽性材料 は も とよ り塗抹 陰

性材料か らもMGITとSepti-Chekで 高率 に菌 を検 出
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Table 1 Recovery of Mycobacteria from 305 Smear-positive and

 Smear-negative Specimens with Different Media

Table 2 Mean Time to Detection of Patients Who

 Were Positive for All Methods

で きたが,小 川培地 を用いた時 に塗抹陰性 材料か らの検

出率 は低か った。 この傾向 は結核菌群のみな らず非結核

性抗酸菌で も同様であ った。

抗酸菌の検 出まで に要す る日数 を,4培 養 システ ムす

べ て で検 出で きた例 につ い て 比 較 した(Table2)。

MGITに よる結核 菌 の検 出 まで に要 す る平 均 日数 は

12.9日,非 結核性抗酸菌で は7.4田 であ った 。 これ に対

しSepti-Chek,小 川法 の結核 菌 の検 出 まで に要 す る

日数は21日 であ り,MGITよ り1週 間多 い 日数 を必要

とした。このMGITは 小試験管 を使 用 して いる こ とか

ら培 養に場所 を取 らないこ と,試 験管 ラ ックごと トラン

スイル ミネー ターにのせ 短時間の うちに観察で きること,

検出感度は小 川法 と比べ 有意に高いこ と,し か も迅速 に

結果が得 られる ことな どか ら将来広 く利用 される もの と

期待 される4)。 この培 地は臨床材料 か らの抗酸菌 の検 出

のみ ならず,薬 剤感受性 試験 に も利用 可能であ り,約1

週間で感受性の結果が得 られる。

2、 核酸 を用いた検 査法

近年,分 子遺伝学的手法 を用いた診断法が急速に進歩

し,短 時 間の うちにインビ トロで多量 のDNA,RNA

を増幅す ることが可能 となった。数 コピーの核 酸では検

出不可能であ るが,増 幅後で は容易 に検出で きる。 これ

らの手法 は結核 の臨床検査 に応用で きる段階 まで きてお

り,す でに2社 か ら診断の ための キッ トが発売 されてい

る。「ア ンプ リコア」 キ ットはDNAの 増幅 に基 づ いた

ものであ り,「MTD」 キ ッ トはRNAの 増 幅 に基づ い

た ものである。これ らのキ ッ トは指示 された設備 を備 え

た施設で,指 示 された操作法で試験 したとき高い特異性

が期待 で きる。

Table3に,染 色体DNA上 に複 数 コ ピー存 在 す る

因子(IS6110)の 配列 に基 づ いた ヌ ク レオチ ドをプ ラ

イマー として用いたPCRとMTDを 臨床材料 に応用 し

た ときのわれわれの成績5)を 示 した。塗抹 陽性 ・培 養陽

性例の ほとん どすべてはPCRとMTDで 検出できたが,

培養陰性 ・塗抹陽性例のなかにPCRま たはMTDで 検

出で きなか った例が見 られた。 また培 養 陰性例 でPCR

またはMTD陽 性例 も見 られ た。 これ らの例 はいず れ

も結核の臨床所見 を示 していた。非結核性抗 酸菌の検 出

された例のすべてがPCRとMTDの 両者 とも陰性であっ

た。

結核菌 の検 出のためのPCRとMTDの 全体の感度は

84.2%と91.9%で あった(Table4)。 また塗抹 試験 の

それは71.9%,Septi-Chekを 用い た培養 で は96.9%,

小川培 地では75.0%で あった。 アンプリコアで も同様 の

成績 であった。このように臨床材料か らの結核菌の検出

のためのPCRとMTDの 感度 は卵培地 を用いた培養法

より勝れていたが,液 体培地を用いた培養法 と同等であっ

た。 しか し核酸 の増 幅に基づ いた両法 は臨床材料か ら直

接結核 菌 をしか も迅速に検 出で きるこ とから結核菌の検
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Table 3 Comparison of Two Systems Based on Nucleic Acid Amplification

 with Conventional Smear and Culture Examinations in Sensitivity

 of Detection of M. tuberculosis in Clinical Specimens

Table 4 Comparison of Two Systems Based on Nucleic Acid Amplification

 with the Conventional Smear and Culture Examinations

* Figure in parenthesis indicates the number of positive specimens with
 Ogawa egg medium.

Table 5 Molecular Mechanisms of
 Drug Resistance

出率が低 い肺外結核例や迅速 な診 断が要 求 され るHIV

感染例の診断 に有効で ある。

分子遺伝学的手法の導入 によ り結核菌の薬剤耐性 に関

与す る遺伝 子 も少 しず つ明 らか に なって きた 。INH,

RFP,SM,ETH,CFLXに 対する耐性遺伝 子 が調 べ

られ報告 されてい る。それぞれの薬剤に対する耐性 に関

与す る遺伝子は独立 してお り染色体性 と考えられている。

また薬剤耐性は個々の薬剤の間で複数の機構6)に よ り発

現 される ことも明 らかになって きた(Table5)。 これ ら

耐性 に関与する遺伝 子の変異はその領域 をPCR法 で増

幅 後 に電 気 泳 動 す る こ と(PCR/Singlestranded

conformationalpolymorphismanalysis)に よ

り7),あ るいは検体のPCR産 物 と感受 性株 のPCR産

物の間のハイブリッ ドの電気泳動(PCR/Heteroduplex

formationanalysis)パ ターンによ り8)迅速 に検 出で

きる。これまで に明 らか にされた遺伝子の変異 と耐性発

現 の関係 を調べてみ るとINH耐 性株 とSM耐 性株 で は

60～70%の み が 既 知 の 遺 伝 子 に変 異 が 見 られ る が,

RFP耐 性株 について はその90%以 上は変異 がRNAポ

リメラーゼの β-サ ブユ ニ ッ トをコー ドして い るrpoB

遺伝子内の70ベ ース領域内に見 られる8)こ とが わか り,

RFP耐 性株の迅速検 出のために有効であ るこ とが明 ら

か になった。今後 さらに耐性 遺伝 子の解 明が進 めば,臨

床検査への応用が可能 となろ う。

3.検 査法 の将来

核 酸増 幅法に より定量 的に核酸 の増幅 を行 うことは理

論的に可能であるが,現 在市販 されているキ ッ トではそ

れがで きない。結核 の対策 の上 で患者 の排菌量 を知 るこ

とは重要 であ り,そ の意味で塗抹検査 は省 くことので き

ない検査 である。

全体 の抗酸菌症 に占める非結核性抗酸菌症の割合が年々

増 えている9)。 これ ら菌種 の間で治療 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。 また上

述 の ように耐性 に関与す る遺伝子 について も日常検査 に

応用 で きるほ どの情報 はない。 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 ってい ない ことを示
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している。非放射性MGITシ ステム は現 在多 くの施設

で評価中であ り,有 効性 が確 かめ られれば将 来卵培地 に

加 えて広 く使われ るようになろ う。

喀痰以外の材料か らの結核菌の検出は まれである。増

幅酵素 阻害物質の問題 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。 また病気の進

行 の速 いHIV感 染例や確定診断が早急 に要 求 され る例

へ の導入 も有効 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 ること

か ら,核 酸増 幅法の導入 の価値 は余 り高 くない と考 えら

れる。塗抹 と培 養検査 の重要性,検 査技 師の仕事量,経

済性 を考えた とき,す べ ての材料 に使用するのではな く,

有効 と考え られる例のみ核 酸増幅法が使 われる もの と考

える。 これ ら生物学的検査に完全(100%)を 期待 で き

ない。それぞれは補助手段の1つ であ り,結 核 の診断は

他の検査の結果 を加 え総合的 に行われ るもの と考える。
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2.新 しい抗酸菌検査法の手技上の問題点

国立予防衛生研究所細菌部 山 崎 利 雄

は じ め に

近年,新 しい抗酸菌検査 法 としてPCR法1)が 開発 さ

れ,研 究室で は,臨 床材料中の抗酸菌の検出 ・同定が一

日で可能 になった2)が,手 技の煩雑 さ故 に,一 般の臨 床

検査室で は用い られてい なか った。 ところが,一 昨年,

逆転写酵素 とRNAポ リメラ ーゼ を用 い てRNAを 増

幅 し,Hybridization pmotection assayに よ り検 出

す るDNAプ ローブ 「中外」-MTDキ ッ ト(中 外製薬,

以下MTDと 略)が 市販 され,結 核 の迅 速診 断 に利 用

される ようになった3)℃続 いてPCR増 幅DNA産 物 を

Microwell plate hybridization法 によって検 出す る

Amp1icorキ ッ ト(日 本ロ ッシ ュ)が 市販 され,一 般

の 臨床 検 査 室 で もMycobacterium tuberculosis, M.

avium, M.intracellulareの3菌 種 を迅 速 に検 出 す る

こ とが可 能 に な っ た4)。 しか し,新 しい 抗 酸 菌 検 査 法 に

は,い くつ か の手 技 上 の 問題 が あ り,こ れ ら につ い て 検

討 を行 っ た の で報 告 す る 。

核酸増幅検査の偽陽性について

核酸増幅法は,理 論 的には菌1個 の核酸 が増幅 反応系

に存在すれば検出で きる高感度検 出法である。そのため,

菌の核酸混入 によ り偽陽性が出やすい。偽 陽性 の原因 と

して は,① 増幅反応系に混入 した核酸によるキャリーオー

バ ーコンタミネーシ ョン,② 検体間での クロス コンタミ

ネーシ ョン,③ 化学療法後の死菌体か らの検出,④ 培養

―30―



1996年12月 685

法の不備,が 考 えられる。前処理時のNaOH濃 度が高

す ぎた り,放 置時間が長す ぎた場合,ま た,培 地の不備

によ り菌は生 きているが,培 地上に コロニーを形成 で き

ない場合 に培養陰性 と判断 され,偽 陽性 と判定 される場

合が考 えられ る。

核酸増幅検査の偽陰性について

偽陰性の原因には,① 抗 酸 菌DNA抽 出 の困難 性が

あ る。結核菌の細胞壁 は,非 常 に強固で,DNA抽 出方

法 によって陰性 になる場合 がある。②増幅 あるいは検 出

時の反応阻害物質の存在 である。現在知 られているのは,

血液(ヘ モ グロ ビン),ヘ パ リン,喀 痰溶解剤,SDS等

である。③ 検査 法の検 出限界 がある。MTDで は,反 応

系に1.7cfu存 在 すれば陽性 になった。吉村 らは,1.2cfu

が検出限界 といっている5)。Arnplicor-TBキ ットの場

合は3.1cfu,自 家製PCRで は12cfuで あ ったが,実 際

の臨床 各種検体 か らの検 出感度 は,上 記①,② の原 因も

加 わ りこれ より低 くなる。④検 出用 プローブの特異性で

ある。増 幅は されるが,プ ローブ とハ イブリダイズ しな

い塩基 配列 である場合 には最終 的に検 出されない。各 々

のキ ッ トで使 われているプローブの場合,現 在 どの程度

この種 の結核菌 が存在す るのか不明 である。M.avium

とM.intracellulareの 中間にあるMACは,Amplicor

 Kitに て検 出されない可能性があ る。⑤洗浄操作の不 備

で試料流 出,粗 雑洗浄操作等が あげられ る。

核酸増幅法による生菌および死菌の検出

核酸増幅法で は,検 体 中に存在す る菌の生死 に関係な

く菌 の核酸増幅が行 われる。そ こで,MTDに よる生菌,

死菌 の検 出感度 の差 を調べ るため に,M.bovis BCG

表1MTDに よる生菌 お よび死菌 の検 出

表2血 液の存在がMTDの 判定結果に与える影響

Tokyo株 の1mg/mlの 菌液 の10倍 段階希釈系列 を作 り,

各濃度の菌液 を4分 割 し,そ れぞれ未処理,抗 結核薬処

理(RFP10μg/ml3週 間),高 圧滅菌処理(121℃15

分間),UV照 射処理(30cmの 高 さか ら30分 間)を 行っ

た。各濃度の処理済み菌液について検 出を行 った結果 を

表1に 示す。未処理で10-6希 釈液 まで検 出 され るサ ン

プルで は,RFP処 理,UV処 理を して も10-6ま で,高

圧滅菌処理では,10-4ま で検 出 された。この結 果 よ り,

MTDは,死 菌であって も検 出 し,そ の程度 は,生 菌 な

みであ ることがわかった。 この傾 向は,自 家製 のPCR

で も同様であった(デ ー タ示 さず)℃ この よ うに,死 菌

が存在 して も検査陽性 となる核 酸増 幅法を治療 中の患者

由来検体 に適用する場 合には,時 期 に よって死菌が検 出

され る場合 もあるので注意が必要 である。

検体中の血液の影響

MTD,Alnp1icor両 キ ッ トともCDCの 推 奨す る前

処理方法 を行 うように指示 している。血液 は,増 幅酵素

の活性 を著 しく阻害す るのでフェノール精製が望 ましい。

しか し,キ ット使用の場合,作 業 簡略化 のために,PBS

懸濁液が,直 接 反応系 に入 る。そこでPBSに て0,2.5,

5.0%に なる ように血液 を添加 し,BCGを25cfu/反 応 に

加 えた系 について,血 液 の影響 を調べ た結果 を表2に 示

す。

血 液 が5.0%存 在 す る と,PBSの み の 判 定 は,

22,523RLUで 陰性 でcut off値30,000RLUに 近い 価

を示 した。このこ とは,血 液が,反 応 液 中に5.0%よ り

高濃 度に存在す る と,偽 陽性 になる可能性があ ることを

示 唆 している｡BCG 25cfu/反 応 で は,2.5%ま で は陽

性 と判定 されたが,5.0%で は陰性 となっ た。 この こ と

は,試 料 中の菌数が,検 出限界 に近 い検体で は,偽 陽性

になる可 能性が あることを示唆 してい る。

Panaccioら に よれば,血 液 は,1%以 下 の 濃 度 で,

Taq polymeraseの 活性 を完全 に阻害す る と報 告 して

いる6)。 このようにMTDを 用い る場合の血液混入は結

果 に大 きく影響す るが,検 体 のNALC-NaOH処 理 を

忠実 に実施す れば,血 液 は溶血 し,逆 転写酵素の活性 を
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表3同 一検体 のAMPLICOR-TBと

MTD結 果 の比較

喀痰、気管支洗浄液68例

表4同 一喀痰培養結果 と塗抹検査 、MTD、PCR

結 果の比較

喀痰110例

阻害す るヘ モグロビンは,除 去す ることがで きる。

Amplicorの 場合 は,PBSに よる洗浄操 作 が特 に重

要である。Amplicorの プロ トコール では,PBS懸 濁

液 をさらに1回 喀痰洗 浄液 によ り洗浄操作 をす るので,

PBS洗 浄操作 を丁寧 に行 うこ とによ り血 液 の影響 をほ

とん ど取 り除 くことがで きる。血液 に限 らず,阻 害物質

に よる偽陰性 をで きるだけ防 ぐた め には,PBS洗 浄操

作 を丁寧 に行 うことが最 も重要 である。

Amplicor-TBキ ッ トとMTDキ ッ トの比 較

喀痰,気 管 支洗 浄計68例 につ い て,Amplicor-TB

とMTDの 両キ ッ トを用 い て検 出 した同一検 体 の成績

を表3に 示す。MTD陽 性 は16例 あったが,Amplicor-

TBで は14例 が陽性,2例 は陰性 で あ った。MTD陰 性

は52例 あ ったが,Amplicor-TBで は4例 が 陽性,48

例 は陰性であ った。MTDのAmp1icor-TBと の陽 性

の一致率 は77.8%,陰 性 を含めた完全一致率 は91.2%で

あった。

MTD陽 性Amplicor-TB陰 性2例,MTD陰 性

Amp1icor-TB陽 性 の4例 の計6例 に食 い違 いが み ら

れたが,こ れ らは塗抹検査,培 養検査のいずれ も陰性で

あ り,両 キッ トは,お おむね同程度の検出能力 を持 って

いることが確認 された。キ ッ トの手技,装 置の特殊性 な

ど,一 長一短があ り,優 劣 は付 け難か った。キ ッ ト化 に

より,手 技が簡略化 されて も偽陽性が出やすい事実は改

良 されてお らず,検 査結果の解釈が重要 となる。

同一検体の培養結果 と塗抹検査,MTD,

自家製PCR結 果 との比 較

患者喀痰 で,非 定型抗酸菌が分離 された喀痰 を除いた

110例 について,培 養結 果 と塗抹 検査,MTD,自 家製

PCR(38kDaのpaB遺 伝子7)を 標 的 にしたNested-

PCR)の 各結果の比較 を表4に 示 す 。塗 抹検 査 の感度

は59.5%特 異度は83.3%で あ った。MTD,PCRと も

感 度 は,94.6%で あ ったが,特 異度 がMTD69.4%,

PCR72.2%と 低い値であった。 これは,治 療 開始2～

6週 間の入院患者の喀痰70例 が含 まれているので,治 療

によ り殺菌 された菌 を検出 したため に,培 養 陰性,核 酸

増幅検査陽性例が増 え,特 異度が下がった もの と考え ら

れる｡こ の結果 よ り,結 核の治療中の経過判定 目的に,

核酸増幅検査法 を使 うの は,問 題があ ると考 えられた。

ま と め

核酸増 幅法 は,分 離培養 の結果 を待たず に結核菌の存

在 を証 明する事 がで きる｡そ のため,操 作の全過程 にお

いて手技 上の問題 に よる偽 陽性,偽 陰性 を出さぬ よう細

心の注意が必要である。また,核 酸増幅検査法 は,死 菌

であって も生菌 と同程度に検 出す るので,必 ず核酸増幅

法 と分離培養法は並 行 して行 い核酸増幅法 の結果 を,分

離培養結果で確 認する必要がある｡
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3.抗 酸菌感染症に対する分子生物学的検査法の臨床的有用性

長崎大学医学部第二内科 古 賀 宏 延

は じ め に

近年の分子生物学の技術進歩は,遺 伝 病,悪 性疾患,

感染症 などの診断や治療 に盛ん に応用 される ようになっ

た。私た ちは1989年 よ り抗酸菌 症へ の応 用 を考 え,結

核症の遺伝子診断 あ るいはDNA診 断 の臨床 的 有用性

を検討 して きた。本 シンポジウムでは,現 在 までの当教

室での成績 と今後の展望について発 表 した。

1.核 酸 増幅法による抗酸菌 の検 出

結核 菌 の 遺伝 子 同 定 法 と して,DNAプ ロ ー ブ法 が 開

発 され,短 時 間 で の抗 酸 菌 同定 が 可 能 と な っ た1)2)。 し

か し,本 法 に よる 臨床 検 体 中 の抗 酸 菌 検 出 は 困難 で あ っ

た こ とか ら,私 た ち はpolymerase chain reaction

(PCR)の 応 用 を考 え て 臨床 的検 討 を行 っ た。

1)PCRに よ る抗 酸 菌 の検 出

PCRを 施 行 す る に は まず 標 的 遺 伝 子 を決 定 し,適 切

な プ ラ イ マ ー を合 成 す る必 要 が あ る。 私 た ち は結 核 菌 に

対 して は38kDaの 蛋 白抗 原,protein antigen b(Pab)

を コ ー ドす る遺 伝 子 を標 的 と したnestedPCRを3)4),

ま た非 結 核 性 抗 酸 菌 に は16srRNAを コ ー ドす る 遺 伝

子 のPCRを 検 討 し5)6),す で に そ れ らの 臨 床 的 有 用 性

を本 学 会 で 報 告 した 。

2)抗 酸 菌 検 出キ ッ トの 検 討

平 成6年 か ら2種 類 の 抗 酸 菌 迅 速検 出 キ ッ トが市 販 さ

れ,私 た ち も従 来 の 塗 抹 ・培 養 法,Pab遺 伝 子nested

PCR法(Pab-PCR)3)4),rRNAを 増 幅 す る キ ッ トで

あ るGen-Probe amplified Mycobacterium tuber-

culosis direct test(MTD,中 外 製 薬 株 式 会 社)

7)～10)
,お よ び16srRNAを コ ー ド して い るDNAを 増

幅するア ンプ リコアTMマ イコバ クテリウム(Amplicor,

日本 ロ ッシュ株式会社)11)～13)の4種類の方法 を比較検討

した。その結果,in vitroの 結 核 菌検 出感度 は,Pab-

PCRとAmplicorが1.8×10-1CFU,MTDが1.8

CFUで,各 検査法 間に有意差 はみ られ なか った。 また,

呼吸器感染症患者163症 例か ら得 られた410検 体(喀 痰

214,気 管 内採痰100,胃 液50,胸 水27,尿9,そ の他10)

を用 いた検討で は,塗 抹 ・培養法 との比較において,各

検査法の感度,特 異性,一 致率 に有意差はみ られなかっ

た(表1)。 不一致例 として,偽 陰性例 と偽陽性例 が表1

の ようにみ られたが,偽 陰性の原因 として核 酸増 幅阻害

物質の存在や検体中の菌量の問題な どが考え られた もの

の,詳 細は不明である。一方,偽 陽性 は偽 陰性 より多 く

み られたため に,各 症例の臨床経 過を検討 した ところ,

明 らか に結核 症 とは考えに くい症例 か ら得 られた検体,

つ ま り,真 の偽陽性 と考え られた検 体 はPab-PCRが

10例 中1例(全 検 体中に占める頻度 は0.3%),MTDが

22例 中4例(1.2%),Arnplicorが15例 中2例(0.7%)

であった。

また,検 体 の種類別 の陽性率 を比較す るため に,肺 結

表1各 検査法における感度および特異性の比較
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図1検 体別の各検査法の陽性率

図2遺 伝子診断法 と塗抹 ・培養法 との陽性

期 間の比較

核確 診例17症 例か ら得 られた,治 療前後 での喀痰 など56

検体 を用いて検討 を行った(図1)℃ これ らの検体 の 中

には塗抹 ・培養陰性化後の検体 も多数含 まれていたため

に,全 体 と しての陽性率はか なり低値 であった。喀痰 お

よび胃液 での陽性率 はAmplicorが 最 も高 く(そ れぞ

れ55%と46%),ま た気管内採痰で はMTDが 最 も高 い

成績(50%)で あった。これらの結果が各検査法の感度

の差に よる ものか否 かは検体数が少 ない ため に明確で は

ない。 しか し一つの可能性 として,喀 痰や 胃液 には治療

によ り死滅 した菌が多数含 まれている と仮定す れば,こ

の ような検体 に対 して はDNAを 増 幅 の対象 と して い

るAmplicorの 感度が高 く,逆 にほ とん どが塗抹 ・培

養 陰性例 に施行 された治療開始直前の気管内採痰 では,

生菌 の排菌量が非常 に少 ない ため に,コ ピー数 の多 い

rRNAを 増幅 の対象 としてい るMTDの 感度 が高 い も

の と推測 された。これ らの成績か ら,臨 床検体の種類 に

よって適切な検 出法 を選択す る必要性が示唆 され たが,

その結論 を得るには さらに多 くの検体 での検討 を要す る

と思われた。

一方
,遺 伝子診断法 を治療 効果判 定に用 いるこ との是

非が大 きな問題 として問われている。図2に は肺結核症

例 か ら得 られた喀痰(5例)と 胃液(2例)を 用い,治

療 開始前後 で2週 間毎 に各遺伝子診断法 を施行 し,そ の

陽性期 間 と塗抹 ・培養 の陽性期 間との差 を検討 した もの

である。MTDで は6症 例 か らの喀痰や 胃液 はいず れ も

塗抹 ・培養 とほぼ同時期 に陰性化 し,平 均0.1カ 月の差

であ った。 これ に対 し,Amplicorで は症例 に よ って

は6カ 月 も長 く陽性期間が持続 し,平 均2.5カ 月 の差が

みられ た。 なおPab-PCRで は平均0.6カ 月であった。

以上 の結果 よ り,Amplicorは 生菌 の持続 排 菌 を判

定す るには不 向きと考 えられたが,MTDは 塗抹 ・培 養

法 の結果 とよ く一致 したため に,治 療効果判定への応用

の可 能性 が示 唆された。この現象 をin vitroの 実験 系

で確 認するために,結 核菌(H37Rv株)を 薬剤 添加 や

表2死 菌に対する遺伝子診断の判定
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図3酸 性条件下および薬剤添加時のDNA量 の変化

酸性条件下(胃 液内 を想定)で 培養 し,1週 間毎 に菌 液

のMTDとPab-PCRを 施行 した(表2)。 その結 果,

塗抹 ・培養 は培養開始時のみ陽性でその後は陰性化 した

の に対 し,MTDとPab-PCRは 培養4週 間後 まで す

べ て陽性であ った。つ ま り,微 量の核 酸 を検出する遺伝

子診断法 は,試 験管内で はた とえほ とん ど死菌であって

も陽性 とな り,死 菌 と生菌の差 を遺伝 子診断法で明確 に

す ることは困難であ った。

しか し,実 際 に試験 管 内 に含 まれ て い るDNAと

RNAの 量 に差 はないか どうか を検討 した ところ(図3,

4),DNA量 はpH3.0条 件下や薬剤添加にて も4週 目ま

で ほ ぼ10～20μg/mlで あ った の に 対 し,rRNAを

hybridization protection assay(HPA)法 で半 定

量 してみ ると,pH3.0の 条件下で はrelative light unit

(RLU)は 約104で ほぼ一定であったのに対 し,薬 剤 添

加時 にはRLUの 測定限界以下 と思われる103程 度 に低

下 した 。 つ ま り,薬 剤 添加 に よ り死 菌 とな っ た 時 の

rRNA量 は明 らか に低下 していた こ とか ら,試 験管 内

で はMTDの 結果 に差は み られなか っ た もの の,生 体

内で はrRNA量 を良 く反映 し,治 療後 の塗抹 ・培 養 陰

性化の時期 とMTDの 結 果が よ く一致 した もの と推測

された6

II.DNAプ ロ-ブ 法 による薬剤感受性検査

抗酸菌の検 出 ・同定 とともに,臨 床 的に重要 な検査 は

菌の薬剤感受性検査である。通常 は3～4週 間を要す る

感受性検査 を迅速に行 うために,DNAプ ローブ法 の応

用 を試みた。つ まり菌の増殖の程 度を,AccuProbeを

図4酸 性条件下お よび薬剤添加時のrRNA量 の変化

用 いたrRNAの 半定量(RLU値)で 判定す るもの で,

INHとRFPに 対す る有用 性 に関 して はすで に宮本 ら

が報告 している14)15)。図5,6に は同様 の 方法 を用 いた

時のEBとSMに 関す る結果 を示 した｡EBで は培養 開

始3日 目以降に,SMで は1日 目以降 に感受性の判定 が

可能であった。この方法 を用 いることによ り主要 な抗結

核 薬4剤 に対す る培養結核菌 の感受性 を1～3日 で判定

する ことがで き,し か も非放射性で安全,か つ操作 も簡

便 な ことか ら,結 核菌 の迅速薬剤感受性検査法 として有

用 である と考 え られた。

III.薬 剤耐性遺伝子 による薬剤感受性の推定

DNAプ ローブ法 の応用で,薬 剤感受性検査の迅速 化

が期待 で きる として も,そ の ため には菌が培養 されてい

るこ とが前提条件 である。たとえば,培 養 陰性,PCR

陽性 の検体 では薬剤感受性検査 は施行で きない。そこで,

PCRを 用 いた耐性菌 の判定法 について検討 した。

RFP耐 性にはRNA polymeraseβsubunit(rpoB)

遺伝子 内のpoint mutationが 深 く関与 して いる こ と

がす でに報告 されてい る16)｡し か し同様 の現象 が わが

国の耐性株 で もみ られ るか否か,ま たpoint mutation

の部位や種類 と耐性 レベル には関係 はあ るのかな ど,不

明確 な点 も多い 。

教室の 大野 らはPCRを 用 い た直接 塩基 配列 決定 法

(PCR direct sequence)に て,rpoB遺 伝 子 内の変 異

の好発部位で あ る69bp(core region)の 塩基 配列 を

決定 し,ア ミノ酸の 変異 の部位 や種 類 とRFPのMIC

との関係 を検討 した17)18)(図7)。 その結果,変 異の部位
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図5 EB感 受性菌 と耐性菌 のRLU ratioの 比較

図6 SM感 受性 菌 と耐性菌 のRLU ratioの 比較

図7 RFPのMICとrpoB遺 伝子内変異部位 との関係
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図8ア ミノ酸 の変異部位 によるRFP耐 性頻度

や種類 はTelentiら の報告16)と ほ ぼ一致 し,し か も変

異 の部位 によ りRFPのMICが あ る程 度予 測可 能で あ

るこ とが示唆 された。 つ ま り,図8に 示 した ように,

pointmutationが コ ドン531番 に存 在 す る場 合 に は

RFPのMICが50μg/ml以 上の確 率 は100%,526番

では80%(残 りの20%もMIC1μg/ml以 上),516番 で

は50%(残 り50%もMIC1μg/ml以 上)と な り,い ず

れに して も非常 に高 い確率で耐性菌であ ることが予測で

きた。一 方,コ ドン515番や533番 の変異,あ るい は変異

のない株 では,90%以 上がMIC1μg/ml以 下 の感受 性

菌であった。

以上 より,多 少繁雑 ではある ものの,rpoB遺 伝子 の

塩基配列 を知る ことに よりRFP耐 性 の予測が可能 な こ

とか ら,現 在では これを喀痰 な どの臨床検体 に直接応用

し,結 核 菌の検 出 と同時にRFP耐 性 の予測 を行 う方法

を検討中である。今後 この ような方法 は,INH耐 性 に

関与す るcata1ase-peroxidase遺 伝 子19)やinhA遺 伝

子20)などに対 して も検討が必要である と思 われる。

結 語

結核症 に対す る遺伝子診断の有用性 は高い。 しか し,

核酸汚染 による偽陽性や,増 幅阻害物質に よる偽 陰性 の

問題,あ るい は治療経過判定への応用の是非な ど,未 解

決 の問題 を積極的 に解決 してい く必要がある。

(最後 に,発 表の機会 を与 えて頂いた片 山透 会長,座

長 の労 をお取 り頂 いた青柳昭雄先生,本 研 究 に御協力頂

いた教室 の諸先生方 に感謝致 します。)
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4.PCR法 による抗酸菌検査法の診断治療上の位置づけ

国立療養所大牟田病院 加治木 章 ・横 山 俊 伸 ・二 宮 英 昭

丸 山 正 夫 ・北 原 義 也 ・原 田 泰 子

原 田 進 ・田 中 靖 ・高 本 正 紙

石 橋 凡 雄

は じ め に

細菌 の肺抗酸菌症 の疫学上の問題点 と して,肺 結核症

の発生 数の減少傾 向の鈍化 と非定型抗酸菌症の増加が指

摘 されている。

今後 は,さ らに患 者 の高齢 化,HIVな どcompro-

mized hostに お ける抗酸菌症,国 際化 に伴 う外国人 の

抗酸菌症の問題 など複雑化が予想 される。

感染症の診断治療 は早期診断,早 期治療が必須 であ り,

結核の場合 も,特 に周囲への二次感染の防止 とい う意味

で も早期診断が強 く望 まれ る｡現 在 までの肺抗 酸菌症 の

診断 は,胸 部X線 写真な どの画像診 断,ッ ベル ク リ ン

反応 などの補助診断,喀 痰な ど検体 の塗抹培養検査 な ど

で行われて きた。 しか し,こ れか らの複雑化 した状況下

では,画 像上非典型例 の増加 が予想 され,ま た,一 般 臨

床医の抗酸菌症への認識不足 もあ り,診 断の遅 れが懸念

される。塗抹検査 は早期 診断に有用 であるが,感 度が低

い こと,結 核 菌 と非定型抗酸菌 の鑑 別が 出来 ないことが

問題である。培 養検査 は感度 は高 いが,診 断まで通 常4

～8週 必要であ り早期診 断はで きない。

最近,医 学 の分野 において分子生物学 の技術が急速 に

進歩 してお り,感 染症 で もその臨床応用が進 んでい る。

抗 酸菌の診 断において も,遺 伝子分析 によ り直接検体 よ

り抗酸 菌を検 出す るPCR法 とMTD法 が保険適用 とな

り,日 常診療 に応用 され始 めた。 これ らの方法 は,感 度

に優 れ,早 期診 断が可能で あ り,診 断上の有用性が報告

されている1)2)。しか し,偽 陽性,偽 陰性 の 問題,死 菌

や発育不良菌 の検 出の問題 などが指摘 されてい る。

われわれの施設で は全抗酸菌症入院患者中約20%を 非

定型抗酸菌症が 占め てお り,そ の大部 分 はMAC症 で

あるため,こ れ らの菌 も検出で きるPCR法 に よる抗酸

菌DNA検 出キ ッ ト(ア ンプリコアTMマ イ コバ ク テ リ

ウム)を 採用 した｡平 成6年12月 より臨床応用を開始 し,

この方法の利点,問 題点 について検 討 を試みた。
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対象および方法

平成6年12月 よ り平成7年11月 までに入院あるいは外

来受診 した抗酸菌症例および抗酸菌症の鑑別が必要であっ

た症例計586症 例1,831検 体 について検討 した。検 体 の

内訳 は,喀 痰1,669検 体,気 管支肺胞洗 浄液(BAL)122

検体,胸 水27検 体,胃 液5検 体,膿5検 体,尿1検 体,

髄液1検 体,組 織1検 体であ った。

PCR法 は 日本 ロ ッシ ュ社 製 の キ ッ ト,ア ンプ リ コ

アTMマ イコバ クテ リウムを用い,塗 抹 法 は蛍光法,培

養法 は1%小 川培地 を用 いた 。検体 は2%でNAOHで

処理 し,塗 抹培養 を行 い残 りの検 体 を使用 書 に従 って

PCR法 を行 った。た だ しN-Acetyl-L-Cystein法 は

行 わなかった。

結 果

全 検 体 に つ い て の 各 検 査 法 の 陽 性 率 はPCR11.3%

(塗 抹 培 養 と同 一検 体 に つ い て は11.4%),塗 抹3.2%,

培 養8.6%で あ っ た 。 菌 種 別 の 陽 性 検 体 数 はM.tuber-

culosis107検 体,M.intmcellulare92検 体,M.

avium17検 体 で あ っ た 。検 体 別 にみ る と,喀 痰 は 全 検

体 とほ ぼ 同 様 で あ り,BALはPCR10.0%,塗 抹3.3%,

培 養10.8%,胸 水 はPCR7.7%,塗 抹,培 養 は い ず れ

も陽 性 例 は なか った(表1)｡

同一 検 体 でPCR,塗 抹 培 養 検 査 が 行 わ れ た1,672検 体

表1陽 性 率

表2塗 抹培養との比較(全 検体)

について,PCRと 塗抹培養検査 との比較検 討 を行 った

(表2)。MAC以 外の非定型抗酸菌は塗抹培 養陰性 と し

て検討 した｡PCRの 感度 は81.1%,特 異度 は94.6%で

あった。

塗抹培養検査 とPCRの 不一致例 についてみる と,偽

陰性 は,25検 体19症 例で あった。結核 については,9検

体9症 例 であった。このうち4検 体 につ いて はinhibi-

torの 検討 を行 った。inhibitorは 検体 に測 定 キ ッ トの
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表3塗 抹培養との比較(未 治療検体)

表4結 核菌陰性化後 もPCR陽 性であった症例

陽性 コン トロールを添加 し測定 して も陰性であった もの

をinhibitor陽 性 と した。 この結果,4検 体中3検 体 に

inhibitorが 陽性であ った。9症 例中6症 例 で は2回 以

上検査 を してい たが,こ の うち3症 例では別の検体で陽

性 であった。MACに つい ては,16検 体10症 例が偽陰 性

であった。7検 体 につ いてinhibitorの 検 討 を行 い,4

検体 にinhibitorを 認 めた。2回 以上検査 した10症 例 中

6症 例 は別 の検体 で陽性 であった。

塗抹培養 陰性PCR陽 性例 は76検 体56症 例であ った。

結核 では48検 体29症 例で あ り,明 らか な偽 陽性 と考 え

られた ものが1検 体1症 例 あった。 この症例 は癌性胸膜

炎の症例 で検体 は胸水 であった。 また,MAC症 確診 例

の1例 で結核菌 のPCRが 陽性で あった。 この症例 は真

の偽 陽性 か どうか経過観察 中である｡そ の他の症例 はす

べ て肺結核症,陳 旧性肺結核症 の症例であ り,偽 陽性 と

表5肺 結核確診未治療例

は判 断 しなか った。MACに ついては31検 体26症 例 が 塗

抹培養 陰性PCR陽 性であ った。 この うちMAC症 確 診

例 は12症 例,疑 診例8症 例,陳 旧性肺結核症2症 例,肺

結核症3症 例,肺 結核症疑診例1症 例であ り,こ れ らも

偽 陽性 とは判 断 しなか った。

これまで示 した結果 は治療の有無 にかかわ らず全症例

についての ものであったが,抗 酸菌症の診断への寄与 と

い う観 点で検討す る場合,未 治療検体での解析 が必要 と

なる。表3に 未治療検体878検 体 につ いて の塗抹 培養 検

査 との比較成績 を示す 。陽性率 はPCR8.1%,塗 抹3.1

%,培 養8.8%で あ った。PCR法 の感 度 は80.9%,特

異度は98.0%で あった。感 度 は全症例 につい ての もの

とほぼ同等 であったが,特 異度 はさらに高 くなっている｡

これは治療後培養 陰性 となった後 もPCR陽 性の ものが

多い ことを表 している。表4に 結核菌 陰性化 後 もPCR

が陽性 であった症例 の一覧 を示す 。最長 は菌陰性化後29

カ月 目の検体でPCR陽 性 であった。この症例 は培養 は

陰性であったが,画 像 な ど臨床 的に再発が疑 われた症例

であ った。残 りの症例 は菌 陰性化後1カ 月 目か ら6カ 月

―40―



1996年12月 695

後PCR陽 性であった。

肺結核症確 診例29症 例の治療前 のPCR,塗 抹培 養検

査の結果 を表5に 示す。症例1か ら症例27ま では喀痰 の

成績であ り,症 例28は 胸水,症 例29は 胃液 の成績 で あ

る。喀痰 については,PCR陽 性 は27症 例 中17症 例 で,

陽性率は63%で あ った。陰性であった10例 中5例 は治療

経過 中PCR陽 性検体が得 られ,そ の うち4例 は入 院翌

月陽性であ った。培養陽性は27症 例中22症 例 で,陽 性率

81.5%で あ った。当院では抗酸菌症が強 く疑 われる症例

について は,3～7日 間の連続培 養 を行 っている。 連続

培養の結果 を加 えると培養陽性 率は27症 例 中26例,96.3

%と 非常 に高い値 を示 した。

考 察

抗酸菌検 出にお けるPCR法 の最大の利 点は早期 診 断

が可能であ るとい うことは論 を待 たない。 しか し,問 題

点 と して,偽 陽性,偽 陰性の問題がある。偽 陽性 につい

ては,ア ンプ リコアの キ ッ トで はcarry over con-

taminationの 問 題 は解 決 され て お り,残 る 問題 は

cross contaminationで あ る。今回の検 討では,明 ら

か な偽陽性 は1例 のみであ り,実 際の臨床上は問題 とな

ることは少 ない と思 われ る。一方,偽 陰性 について1は

一部 の検体 につ いて はinhibitorの 存在が示唆 された。

胸水,血 液 などで はinhibitorの 存在が報告 され,洗 浄

操作 などDNA抽 出法 の工夫 によ りinhibitor除 去 が

可能 とされてい る3)4)。本報告の検体は喀痰であったが,

その一部 につい ては,検 体の洗浄操作 を繰 り返す ことに

よ りPCRが 陽性 となった もの もあ った。 また,他 の 検

体 で陽性 となった もの も多 く,保 険医療上の制約はある

ものの,症 例 によって は頻回の検査 をす ることも必要で

あろう。いずれ に して も,臨 床医は検査室 と密接な連携

を とり,臨 床上疑念があれ ば,再 検 などで問題解決 を計

るべ きで ある。

塗抹培養 との比較 において,未 治療検体 に比較 して全

検体で は特異度が低か った。 これ は,既 治療例では菌陰

性化後 もPCRが 陽性 となるものがあ ることを示 してい

る。治療 開始前 から治療 開始後,連 続的 にPCR,塗 抹

培養 の経過 を追 えた症例で は,培 養陰性 と同時 にPCR

も陰性 となる もの,い ったん陰性 となった ものが再び陽

性化す る もの,培 養陰性 となって も,PCR陽 性 が持 続

す る ものな どさまざまであった。最終排 菌後 最長 で は,

29カ 月後 にPCR陽 性 となったもの もあ った(表4)。

結核病学会予 防 ・治療合 同委員会の勧告5)で は結核 の

治療 中の経過判定 にPCRな ど核酸増幅法 を用い ない こ

ととしている｡し か し,本 症例で は画像上再発が疑われ

たことよ り,PCRの 結果が治療 開始の一つ の判 断材料

とな り,そ の後の経過 に有用であった。 また,治 療 開始

後PCRが 陰性化 した場合は退院時期決定の判 断材 料 と

なると思 われ る｡も ちろん,PCR陽 性 のみ で退 院 させ

ないとい うの は論外であ る。塗抹 培養陰性PCR陽 性 に

つ いては,発 育不良菌や死菌が含 まれている と思われる

が,こ れ らの症例 について1は 単純 に死菌 と判 断せず,

今後十分 その経過,予 後 を観察 し,そ の臨床的意義を検

討す る必要があ る。

PCRの 感 度 につい て は,陽 性率 を全 検体 でみ る と

PCR11.4%,培 養8.6%とPCRが 最 も高い値 を示 した

が(表1),未 治療 検体 で はPCR8.1%,培 養8.8%と

培養 のほうが高か った(表3)。 さ らに,表5に 示 す よ

うに,連 続培養の結果 も考慮 に入れ ると,診 断 まで時間

が かかるという欠点があ るものの連続培養法の有用性 の

高 さは特記すべ き結果であ った。

先 の結核病学会の勧告5)で はさらに気管支鏡検体の 取

扱 いにつ いての注意 も述べ られてい るが,わ れわれの症

例 ではcontaminationと 思われ る症例 はなか った。 定

期 的な気管支鏡 の汚染のチ ェック,気 管支鏡症例の綿密

なチェ ックでcontaminationは 防 げると思われる。

PCR法 は従来 の検査法 と併用す ることによ り,結 核

症,MAC症 の早期診断 に極めて有用であ るが,臨 床 医

はPCRの 結果 を他 の臨床所見 とあ わせ総合的 に判 断す

る必要 がある。
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5.新 しい抗酸菌検査法に関するアンケー ト調査成績

国立療養所東京病院呼吸器科 倉 島 篤 行

目 的

最近数年 間の遺伝子工学の著 しい進歩 を反映 し,結 核

菌発見後100年 間以上 も基本的 に変化 の なか った抗酸 菌

検査 の現場 に も,菌 種 同定 と してのDNAハ イブ リダ

イゼイシ ョン法や核酸増幅 と してのPCR法,MTD法

がやつ ぎばやに導入 され,か つて ない変貌の 中にあ ると

いえる｡こ のような中で,わ が 国の抗酸菌検査の基本 と

されて きた喀痰塗抹 と小川培地 を中心 と した固形培地培

養検査法 が,現 在 どのような規模,ど の ような方法で行

われているか?新 しい検査法が入 って くる中で検査者

自体 が どの ような意義 を認 め,ど の ような意識 を持 って

検査 を行 っているか?臨 床側 の要求 に対 して検査全体

として どの ように応 えているか?今 後の動向 は?

これ らの点を明 らかにす るため1995年2月 第一次 アン

ケー ト調査 を行 い,さ らに1996年2月 追加調査を行った。

従来か らこの種 の調査 は さまざまな機 関,特 に抗酸菌検

査 を多 く抱 える国立療養所 で しば しば行 われて きたが,

本研 究では従 来調査 が把握 し得 なかった大学付属病 院,

民間病院 を含む全国の広 範囲な医療施設 を対象 としてい

る点 と,実 際に多 くの検査 を実施 している検査 セ ンター

を網羅 している点で画期的 といえるであろ う。

方 法

自由意見記載含め合計111項 目か らなる ア ンケ ー トを

作成,す べての大学付 属病院,600床 以上 の病 院,40床

以上の結核病床 を有する病院の どれかに該 当する全 国の

580病 院 と全国425の 臨床検査 施 設合 計1,005施 設 に送付

し,1995年2月 末 日締め切 りで回答 を集計,解 析検討 を

行 った。 また1996年2月 には第1回 調査 回答施設に検体

直接核酸増幅法 についての追加ア ンケー ト調査 を行った。

結 果

回答 は593施 設(59%)か らあ り,事 前 の予測 で は病

院の2/3,検 査施設の1/3か ら回収 しうると考え たが,

この予測数528を 上回 る回収 を得た。 これ らの うち 自施

設 内で抗 酸 菌 検 査 を実 施 して い る施 設 は,447施 設

(44.5%)で あ った。以下 この447施 設 を解析 の対象 とし

た。447の うち病院 は350施 設(78.3%),検 査 セ ンター

は97施 設(21.7%)で あ った。回答の単純集計では,全

国で 月間172,465検 体の抗酸菌検査依 頼が あ り,こ れは

年 間にす ると約200万 検体以上 にの ぼる。 この うち約57

%が 検査 セ ンターで施行 されている。以下 アンケ ー ト項

目に沿って病 院(左 列)と 検査 センター(右 列)に 分 け

回答結果を提示 する。

項 目 病 院 検査 セ ンター

350施 設97施 設

・抗酸菌検査に携 わる専任 人員1人 以上

175施 設65施 設

・毎 日検査実施

288施 設81施 設

・自施設検査実施内容

塗抹348施 設95施 設

培養346施 設84施 設

ナイアシン243施 設68施 設

感受性271施 設65施 設

・生化学的菌種同定

109施 設38施 設

・DNA菌 種同定

137施 設31施 設

・RNA ,DNA増 幅

28施 設25施 設

・月 間依頼検体数

平均218検 体1,067検 体

この内新技術法平均

19.9検 体247.9検 体

・陽性検体比率

従来法6.8%3.7%

新技術法19.0%7.3%

・検体 数傾 向

従 来法 不変 不変

新技術 増加 増加

・採取 か ら検査 開始 まで の時 間

従 来法

平均9時 間16.時 間

条件 室温 冷蔵

新技術 法

平均48.4時 間32.9時 間

条件 冷蔵 凍結

・喀痰 の占める率

従来法87.3%84.9%

新技術 法79.5%81.8%
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・検体(喀 痰)良 否報告

す る15施 設28施 設

・塗抹方法

チール274施 設91施 設

蛍光110施 設41施 設

・培養前処理

NaOH260施 設71施 設

4%133施 設37施 設

平均時間16分20分

他方法129施 設21施 設

・培地

3%小 川153施 設38施 設

1%小 川128施 設25施 設

工藤PD84施 設17施 設

K培 地49施 設19施 設

2%小 川43施 設6施 設

ビッ ト41施 設1施 設

小川 変法22施 設

MB12施 設

・培 地本 数

3本11施 設3施 設

2本281施 設60施 設

1本50施 設24施 設

・2本以上の場合の組み合わせ

同一159施 設52施 設

異 なる141施 設14施 設

・S,R報 告

す る68施 設16施 設

・菌種 同定

極東95施 設41施 設

DDH88施 設28施 設

・感受性検査

試験管法145施 設32施 設

マイクロ タイター法

117施設39施 設

ウェルパ ック法

19施 設2施 設

・一般抗 菌薬感受性

する26施 設1施 設

・新技術 法専任1人 以上

17施 設17施 設

・新技術法現在体制で可能1日 検体 数

平均12.6検 体63検 体

・核酸増幅法依頼検体種 別

喀痰73.2%84.3%

他の体腔液24.0%9.5%

・今後 の動向

従来法確実15施 設0施 設

併用必要175施 設44施 設

全面移行15施 設8施 設

考 察

今 回(95年2月)の 調査か らは,月 間約17万 件 にのぼ

る抗酸菌検査の57%が 臨床検査施設で行われている こと

が分 かった。病院で は50%,検 査施設では68%が 専 任担

当者 をお き,塗 抹培養 はほぼすべての施設で行われてい

る。月間依頼検体数で見 ると病院 は平 均218検 体 に対 し

検査施設 は平均1,067検 体であ った｡病 院で は,検 体 採

取 か ら室温保存,平 均9時 間以内 に検査開始 されてい る

が,検 査施設 では,冷 蔵保存,平 均32.9時 間で開始 され

ている。従 来法 の代表 的な形態は,上 記条件の検体 をチー

ルネルセ ン染色 で塗抹,報 告 を行 い,培 養 は,4%NaOH

で16な い し20分前処理後2本 の3%小 川培地 に分離培 養

する,と い うものであるが病 院では検査施設 に比ベバ リ

エ イシ ョンが大 きい 。 一部 に は8%NaOH30分 とい う

前処理 も見 られた。感受性検査 は病 院の77,4%,検 査施

設の67%で 行われ,試 験 管法,マ イクロ タイ ター法が ほ

ぼ同数で行 われてい る。菌種 同定は病院検査施設 とも39

%で 行 われてい るが,こ の分 野 ではDNAハ イブ リダ

イゼ イシ ョン法 を用い る施設が生化学的同定法 を用いる

施設 に匹敵 してきてい る｡

検体直接核酸増幅 は1995年2月 の時点では,病 院では

8%で あるが,検 査施設で は既 に26%が 導 入 して いる｡

月当た りの全検体172,465検 体 中15,020検 体(8.7%)が

核酸増 幅法 で行 われている。依頼検査の傾向で見 ると従

来法 は不 変ない し微減 であるが,核 酸増幅法 は明 らか に

急 速な増加傾 向を示 している。 しか し病 院で専任の担当

者 をお くところは17施 設(4.9%)で あ り,現 在の体 制,

測定キ ッ トでは1日 可 能な検体 数は病 院で平均12.6検体,

検査施設で平均63検 体 となっている。今後 の動 向で は,

圧倒的 な施設が,従 来法 との併用 の必要性を答えてお り,

その最大の理由は感受性検査 での培養 の必要 か らきてい

る。

抗酸菌検査の特徴の一つは陰性確 認検体 が多いこ とで

あ り,今 回の調査で も陽性比率は,病 院で6.8%,検 査

施設で3.7%で あ る｡極 めて危険 な病原 体検 出検査 で あ

るか らこれ 自身重要 な意義 を持っているが,ス クリーニ

ングと して大量検体 に迅速簡便 に行 える検査 として塗抹

法 は依然高 く評価 されてお り,ま た感染危険 を評価 で き

る定量性 は核酸増幅法 にない決定的 な利点であ り今後 も

必須検査 と考 えられ た。

培養 は比較 的鋭敏 とされ てきた検査法であ るが,固 形

培 地の感度の低 さ,8週 間にも及ぶ培養期 間は現 代 医療

の要求する感度,迅 速性 にそ ぐわない ものであ るが,感
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受性検査 を前提 とす るとどうして も必要であ り培養法,

感受性検査その ものの技術革新が求め られているが,現

実 にはコス ト問題が主要 と考え られるが圧倒 的に小川 固

形培地が用い られている。

1996年2月,既 述ア ンケー ト回答施設に さらに検体核

酸直接増幅法 についてのみの追加 ア ンケー ト調査 を行 っ

た。95年2月 では全施設の12%に 導入 されていたが,96

年2月 で は,27.8%の 施設に導入 された。導入施設の う

ち60%が アンプリコア法,33.8%がMTD法,6.2%が

独 自のPCR法 であ った。 これ らによ り全検 体の11.6%

が核酸増幅法 によ り行われ るようにな った。

検体直接核酸増幅法 は,迅 速性は高 く評価 されている

が,コ ス トの高 さ,人 員設備の必要性,前 処理技術 の複

雑 さは改善 を求め られてお り,臨 床検査の現場で用いる

にはいっそ うの 自動化が期待 されてい る。感度について

は他 の多 くの研究で明 らか にされ ると思われるが,現 行

のシステムで はおお むね従来法 を上回 るものの培 養法に

達 しない場合 もあ り診断上留意すべ きである。 これ ら従

来法 との不一致,あ るい は臨床像 との不一致 に関 し臨床

側 の学会,文 献デ ータの蓄積が未だ不十分で,結 果の解

釈 に時 に混乱が生 じてい る。 したが って核 酸増幅法の実

施 に当たっては,従 来法 にま して臨床側 と検査側の密接

な協力が要請 され てい る。多 くの施設で は 核酸増幅法

実施 の適応 を含め,こ れ らの問題 に対す る適切 なガイ ド

ライ ンを期待 している。

現 時点 では抗酸菌検査 に トータルに応 えるには従来法

と新技術 の異 なった2系 統の技術 を維持せ ざるを得ず,

人員,コ ス トの面 で多 くの施設が苦慮 している。しか し,

現代 の医療 は感染症診断 において も従来 にない迅速性が

要求 されている。HIV感 染合併 結核 で は診 断 に4週 待

つこ とも許 されない。抗酸菌検査技術 もあ らゆる点で見

直 しが必要 であ り,今 後,核 酸増幅法で はさらに新 しい

手法 の登場,ま た培養法 で も種 々の高感度液体培地の登

場 が予想 されてお り臨床,検 査双方のい っそ うの努力が

要求 されるであろう。

結 論

抗酸菌検査 は,現 在全 国で年 間約200万 検 体 以上 が実

施 されてお り,そ の うち約57%が 検査施設で行 われてい

る。塗抹,培 養検査法 は,種 々のバ リエ イシ ョンはあ る

ものの大多 数で検査指針 に準 じた方法 で行 われ てい る。

依頼側,検 査側双方 に急速 に核酸増幅法が期待 され,全

検体 の11.6%が 本法 で行 われているが,従 来法や臨床 像

との不 一致例等 の新 たな問題が生 じてお り,デ ータの集

積,解 析 と臨床側 と検査側双方 のよ りいっそうの協力が

求め られている。なお本研究 は,厚 生省厚生科学研究健

康 政策調査研 究 「結核 の診 断技術評価 に関す る研究」研

究費 によった。

多忙 中,煩 雑 なアンケー ト調査 に協力 して頂 いた全 国

の抗酸菌検査担当者,特 に時期的 に一致 した阪神震 災地

区か ら も多 くの協力 を頂 き深謝する｡

〔添 付 資 料 〕

以下 に検査現場 の実態,検 査担当者の意識な どより明

らかに反映 してい ると思 われ る自由意見記載の内容 を要

約,列 挙す る。

・1日検体数 か らいって全部核酸増幅 に切 り替 え るのは

困難 。DDHは 導入す る予定だがBCG投 与泌 尿器検

体 ではTB complex+と なるため困 る。

・G(+)で 転 院 してきても当方で否定多い。臨床細 菌

学 を きちん と出来 る技師が育て られてい ない,検 査依

存 で結果 の真偽 を検証 出来 ない医師等問題あ り。採算

重視 で結核症検査が きちんと出来 ない現状 は驚 くばか

り。従 来法 で も融解後集菌操作 を加 える等 まだ陽性率

をあげる方法が あるが 目下細菌室で はMRSAに 振 り

回 されている。

・すべ て塗抹 と増 幅法 同時 に出され るの は疑問。

・すべ て請 求が とおるか不明。

・従 来法で も早 ければ2週 で陽性化,検 体 をプール し週

1回PCRと 現 実的に どれだけの差か?結 核 病棟 で

の浮遊菌でのクロスコ ンタ ミ可能性 は?過 去 にTB,

現在 非定型抗 酸菌 症 で,PCRで はTB+other AFB

の結果 もあ り｡従 来法 で37度 のみの培養 はTBし か考

えず問題 。7H9で も発育 しないのはどうす るか?

・時代の移 行はそ うであるが 。

・検 体 をある程 度集めてか らでない とロス多 い,結 果 を

判定で きる専 門医が少 ない,人 員要,試 薬単価高 く保

険点数あ まりつ りあわない。

・細菌検査 依頼の多 くは特定感染症疑 いで出されるので

な くス クリーニ ング と して全項 目チ ェ ックで くる。

MRSAに す ぐVCM投 与計画す るDr.も 少 な くない

とい う臨床側の感染症 に対す る無理解 の中では核酸増

幅法は保険医療 費増大 の危 険性有 り検査対象 を明確 に

制限 した方が良い。

・臨床側が迅速希 望時のみ対応 で可 。

・死菌の問題,臨 床側の統 一見解要,人 員が増 えない と

迅速性活かせない。

・MTDで 入退院早 くなった。月1 ,1患 者 の しば りあ

り。

・臨床か らの要望強い,コ ス ト人員要,併 用す る と点数

赤字?結 果 を臨床側 が絶対診 断 として しま う問題が

あ る。

・核酸菌検査標準化望 まれる。
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・近 い将来,検 査Targetと しての結核 は増加 するか も

しれない。他の分野で はDemand pullとTechno1.

ogy pushが うま く連関 し新 しい検査技術 が普及 した

が感染症検査 は例外的 に古典的形態 を脱皮で きない。

しか し感受性検査 を通 じ治療支援機能 を発揮 して きた

ことは他 の検体検査 に無い特徴。結核 の場合,新 薬 の

登場が なけれ ば遺伝子増幅法 も従来の抗 酸菌検査 の欠

陥 を補 うだけで治療 に与 える インパ ク トは限定的だろ

う。コス ト低減や 自動化が極めて進みスク リーニ ング

に使 えるようになれば別だが。

・人,設 備,部 屋で併用困難。増幅法+の み検体再提 出

はどうだろうか?

・微生物検査最大の課題である迅速化の為 には導 入すべ

きだが小規模細菌室では採算性低 い｡点 数改定 と結核

病棟 を有す る病院検査室への助成 を期待 。

・検査指針 に標準法提示要｡新 しい液体培 地評価要 。

・陽性検体少 な くコス トあわない。

・塗抹培養が基本。肺外結核 の場合 は例外 。包装単位 が

大 きす ぎる。RNA増 幅の陽性 数値解釈 に問題 あ り。

汚染 心配｡

・臨床医が保険点数有用性 を患者に説明要 。 コス ト低下

期待。 自動化期待。

・核酸増幅 一培養+1例 ,そ の逆2例 あ り｡

・極めて優れた方法だが,死 菌,汚 染,従 来法 との不一

致例解釈 などは現在以上に臨床側 との密接 なコ ンタク

ト要 になる。

・増幅法導入検討 したが1人 専任 要なので外注 とした。

病院検査室 としては非定型分離同定 も重要 で2系 統 の

検査維持 は労力 コス ト大変で悩 み。

・迅速性 は素晴 らしいが1件 当た りコス ト高 く検査 に長

時間要す る。

・臨床か らの要望は強いが現状 ではまだ無理 。指針 に載

り,法 的 に位置付 け られれば病 院へ要請 強 く出来る。

・コス ト高い,診 断迅速化 は入院期 間の大 幅な短縮 医療

費削減 につながる,導 入に良い環境,条 件 を作 ってほ

しい。

・臨床側の要望少ない。 リス トラで増 幅法 は外注 に頼 る

が外注 ラボのデー タにば らつ きあ り｡

・3日 の続で も請求で きるのか?直 接増幅 で結果 を出

し培養菌でDNA同 定 した場 合 の請求 は?臨 床 側

は理解が不十分。

・呼吸器系学会はRNA ,DNA増 幅 どちらなので し ょ

うか。

・臨床側 と十分 に話 し合 いは しているので導入予定 だが

試薬 コス ト高 く保存期 間短 いのが困る。環境改善 も要。

・PCRは 定量性がな くガフキー号 数のほうが良 い。 発

育速度2-3日 とい う研 究はないのか。

・検体 数が少 ないと試薬有効期限や コン トロールばか り

多 くな り採算 あわな い,い ろい ろなDNAを 扱 う と

汐テ染 が心配｡

・生化学 的同定 は時 に不安で期待 は してい る。

・PCR陰 性が培養陰性 と一致す る な らばPCR法 を培

養す るか どうか の指標 になるので は?

・8週 という途方 もない時 間は短縮で きるが信頼 性 まだ

不 明。

・全検体 に核酸増幅 は不要 と考 える。施設毎 に適応症例

ガイ ドライン設定が重要｡

・水道の汚染時,コ ス ト,痰 以外の検体で問題有 り。検

査指針 で標準法示 して欲 しい。

・陽性検体約100例 検討 した が全面 的 にPCRに 頼 る と

いう訳 には行か ない｡ち ょうど検討中 なので集計結果

知 りたい｡

・臨床 的には結核疑診例や抗菌 剤 でdamage受 け た例

に有効 。

・予 防法 申請 は増幅法で もOK?毎 月の経時追跡 は併

用 して もいいのか?

・負担大 きいが結核病棟持つ所では院内実施必要。

・培養無 しの感受性検査法期待。

・コス ト,人 員で採算 とれ ない0偽 陽性での入院があ り

うる。

・少数検体 に対応 して欲 しい。

・院内塗抹+外 注PCRで 一再度外注で+の 経験 あ り｡

安全 キャビネッ ト設置 は義務づけ られていないのか?

・まだ日常検査向 きで ない,手 技簡素化,コ ス ト低減期

待 。

・包装単位が大 きす ぎる｡

・保険点数の取 りかたが複雑 ,予 防法 との関連不 明,細

菌部 門はピペ ッ ト操作不慣 れで検 査室全体 の体 制で考

えたい｡

・感受性要,外 注で は結果2W位 かか り核 酸増 幅メ リッ

トない。

・感受性の ため培養要。死菌の問題。非定型菌用 の耐性

培地の市販期待。

・診断困難例 に限定 した方が良い と考える。

・10年1日 の培養か らは脱却 したいが抗酸菌 にかん して

は情報不足,培 地間の差等 や感受性検査等 の文献が見

つか らない｡

・確立 された ら大いに有用,塗 抹 上PCR+を 臨床 が ど

うあつか うか興味あ り｡

・不向 きな検体 もあ り。死 菌は臨床側 の理解要 ｡

・検査指針で新法 も示 して欲 しい。

・メリッ ト大 きい｡ま す ます広 がるだろ う。

・一部の医師はDNA検 査 を確 定診 断 として扱 って い

る｡
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・診断基準 に加 え られれば有用 。医療費削減効果 を考 え

れば高 くない｡過 大評価 されている しやや混の あ り｡

適切な材料不 可欠で採取 か く痰 の精度管理要。 臨床側

とconsensus不 十分｡

・培地購 入が保 険点数にな らない。従 来法 で も点数低す

ぎる｡労 力 を要する細菌検査 の存続 が危機 。

・検体前処理が精度 に影響,試 薬が高価,材 料 別の前処

理方法の確立要,操 作法簡素化要。

・新技法が万能かつ絶対 との見方が一部に有 り問題,コ

ス ト体系がreasonableで ない,診 断薬メーカー主導

の 印象強い,臨 床側検査側の協力要。

・偽 陽性3% ,偽 陰性4%(100例 中)あ り(BAL,胸

の で)増 幅 の感度が良い とは言 えない｡

・1日 で結果 出るので期待す るが従来法 と不一致 もあ り

危 険。

・コス ト軽減 ,前 処理簡素化要 。

・一般抗菌剤 の感受性検査 を点数化希望(非 定型抗酸菌

症治療 な どで)。

・コス ト面でかな り検体 数がない と利益 ない｡

・新技術 法に対 する信頼 感定着 していない｡

・点数が高 く知識あるDr .は患者負担 を多 くしてまで増

幅法 をしない｡

・健保収載で増 えるだろ う,多 量処理 困難 でコス トダウ

ン困難,菌 有無だけなので非定型では診 断困難 だが全

体的 には有効 な情報｡

・結核病棟あ り新患多いが増幅法は外注 と決 まった。組

織,便,血 液検体か らの同定期待。

・試薬 コス ト高 く集 団検診へ参入出来 ない。

・迅速 に結果返 したいが患者減少の中で高価設備導入ちゅ

うち ょ。

・迅速法 として有用 だが データ蓄積無 く結果の解析 に慎

重要 。

・臨床細菌 として生 きた細菌 その ものを扱 ってい ないの

は不 安。

・前処理に時間要で多数処)困 難 。汚染心配 。検査材料

の品質管理,良 否が問題だが臨床側 が徹底 していない。

偽陽性,偽 陰性の明確 な判断基準 がない｡

・従来法の な じみ,点 数,料 金等 か ら思ったほ ど新技術

法依頼増 えてい ない。試薬高価 なので今後点数ダウン,

しば り等お きない事 を期待。

・検査 センターと して は新技術主体で アピール したいが

コス トで苦慮 してい る。

・情報不足 。精度管)は どの ようにす るのか?今 思案

中｡

・外注 で も3日 で結果 出るので臨床ニ ーズにあっている。

メーカーに より処理可能検体が異 なるの はやや困 る。

・迅速のみな らず病 原因子 の検 出 も可能で将来性あるが,

汚染に よる偽 陽性 の問題,定 量不可 で治療効果判定 出

来ない。PCRの 場合独 占特許 で試薬高価,臨 床側 の

過信等種 々の問題有るが微生物検査領域で核酸利用 は

普及努力要｡

・早期 に確 定診断で きるのは臨床側 で大変 な意義が ある

が検査科がルーチ ンとして行 うには人員要 かつ簡便化

が期待 され る。

・コス ト低減,完 全 自動化期待｡

・遺伝子診断法 に関 しては何等かの指針必要なのでは?

検査結果 に対す る判断基準 も要。臨床か らは結核 を疑

えないが+の 報告 をどの ように解釈す るのか?と 問い

合せ あ り。

・直接核酸増幅法 の利点 について医師 によってかな り)

解 に開 きあ り｡試 薬 はもちろん,必 要器具,コ ントロー

ル も含 める とコス ト高 い。培養+の 時核酸同定 を勧め

ているが医師か らの依頼受 けること少 な く結核か否か

の確 定診断は どうしているのか?

・感度が良す ぎて臨床所見 と一致 しない事 あ り。指針の

確 立早急に望 まれる。痰 以外 の検体 か らの簡便 な核酸

抽出法開発期待｡

特 別 発 言

各種臨床検体におけるMTDの 成績およびMTDに よる

効果判定の可能性についての検討

国立療養所東埼玉病院 大 角 光 彦 ・豊 田 丈 夫

川 城 丈 夫 ・青 柳 昭 雄

は じ め に

抗酸菌の迅速検査 として各研 究室 レベルでPCR法 が

試 み られ1)～4),優 秀 な成績 が報 告 され る一方,精 度 管

理 が で きな い状 況 が 続 い て い た5)。1994年 核 酸 増 幅 法 を

応 用 し,臨 床 検 体 よ り直 接 抗 酸 菌 を検 出 す る2つ の キ ッ

トが実 用 化 さ れ た6)～8)。

演 者 らは1992年 よ りGen-Probe AmplifiedMyco-
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bacterium Tuberculosis Direct Test(MTD)の 臨

床 的意義 を評価す る 目的で研究 を行 って きた。喀痰225,

胸水36,髄 液9お よび気管支洗浄液41検 体 について塗抹

検査,小 川 培地 並 び にMB-Checkに よる培養 検査 と

MTDを 同時に行 い,そ の成績 を比較検討 した。そ の中

で培養結 果 とMTDの 不一 致例 が少 なか らず認 め られ

た。かかる不一 致例が偽 陽性 あるいは偽陰性 に相当す る

か否かについて,臨 床 的背景 を検討 した。 また肺結核20

症例 につ いて経 過 を追 って喀 痰 の塗 抹,培 養 お よび

MTDを 施行 し,MTDが 経過判定 に使 えるか 否か につ

いて も検 討 を加 えた。

結果/考 察

まず喀痰 についてであるが,第69回 本総会で報告 した

如 く,小 川で結核 菌が検 出された54検 体 中50検 体,ま た

MB-Checkで 結核 菌が検 出 され た65検 体 中60検 体 は

MTDで 陽性 を示 した。培養 で結核菌 陽性 でMTD陰 性

例はすべて微量排 菌の検体 であった。小 川,MB-Check

ともに結核菌陰性の検体 は156(105症 例)あ り,う ち

MTD陽 性は21(15症 例)認 め られたが,全 例以前 に結

核菌が証明されている症例であった。小川 あるいはMB-

Checkで 結核菌が検 出 された検体 に対 し,MTDの 感

度 は63/69=91%,同 じく特異性 は135/156=87%で あっ

た。培養陰性 ・MTD陽 性 例について臨床 的に検討 を加

えた結果で見 ると,MTDの 感度は93%,特 異性 は99%

と考 えられた(表1)｡

次 に喀痰以外の臨床検体 についての成績 であるが,今

回胸の36,髄 液9お よび気管支洗浄液41検体で検討 した｡

結核 性胸 膜 炎 におけ る胸の か らの菌 の検 出 率 は2.1～

28.3%と 報告 されてい る9)10K。したがって診断の多 くは,

胸水の性状,細 胞成分,ADA等 の生化 学的デー タ,胸

膜生検,画 像検査や ツ反お よび抗結核 薬に対する反応 を

含 めた臨床経過等 によ り行われている。胸の36検 体(31

症例)中,最 終的 に結核性 と診断 され化療 された ものは

20検 体(16症 例)あ り,う ち培養陽性が4(4症 例)に

対 しMTD陽 性 は7(5症 例)と 高率であった。

結核性髄膜炎 において は髄液 よ りの菌検 出率が低 く,

しか も診断 と治療が緊急性 を要す る。髄液9検 体(9症

例)にMTD検 査 を行 った ところ,MTDの 結果は臨床

診 断お よび培養結果 と完全 に一致 した。粟粒 結核 で髄膜

炎 を合併 した2症 例の髄液でMTDが 陽性 であ ったが,

その後小川の地 あるい はMB-Checkで の培 養で 結核 菌

が検 出された。結核症であ るが髄膜炎が存 在 しない3例

はMTD陰 性で,対 照群 もMTD陰 性であった。

気管支洗 浄液41検 体(39症 例)に ついては,培 養で結

核菌 陽性 の1検 体,塗 抹 陽性培養陰性の1検 体お よび培

養 で結核菌 陰性 の6検 体 がMTD陽 性 を示 した 。 これ

らはすべ て活動性肺結核 として矛盾 しなか った。

また,MTDの 臨床 的応用の一つ と して,化 療開始 後

経 過 を追ってMTDを 施 行 した場合,塗 抹 あ るい は培

養結果の推移 と比較 し,治 療効果の判定材料 と成 りうる

か を検討 した。肺結核 で入 院中の20症 例(う ち初回治療

例で入院時 より調査 した もの10例)に ついて,定 期的 に

喀痰の塗抹,培 養 お よびMTD検 査 を行 った｡延 べ 総

検体数は105検 体 であ り,MTD陰 性 の61検 体 中小川 で

結核菌陽性は2検 体(3.3%)の みで,MB-Checkを 含

めて も培 養陽性 でMTD陰 性 は4検 体(6.6%)で あ っ

た(表2)｡し たがってMTD陰 性 の場 合90%以 上 は培

養陰性 と判断が可能である。逆 に塗抹培養 と も陰性の63

検体でMTD陽 性 は6検 体(9.5%)あ り,治 療 開始 時

よ り計算 して3カ 月後1,4カ 月後2,5カ 月後2,10カ

月後1検 体であった。 これ らのほ とん どは入 院時大量排

菌の重症結核 の症例 がであった｡

ま と め

1.各 種臨床検体について喀痰 の場合 と同様 の方法で

MTDを 施行 した ところ,MTDの 感 度は小川 培地 よ り

優れ,MB-Checkと 比較 して も遜色 なかった｡

2.培 養陰性でMTD陽 性 を示 した検 体 が喀痰 で2ユ

検体(15症 例),胸 ので4検 体(3症 例),気 管 支洗 浄液

で7検 体(7症 例)存 在 したが,全 例 について臨床 的検

討 を行 った結果,明 らかな偽 陽性 は認め られなかった｡

3.培 養で結核菌 陽性 でMTD陰 性例 が 喀痰 で6検

表1MTDの 感度 ・特異性 に関す る検討

(喀痰225検 体)

#1小 川の地汚染の3検 体 は小川(上)と して計算
#2培 養結果に関 しては結核 菌 のみ を(+)と し,NTMが 検出

された場合 は(ｰ)

#3小 川培地,MB-Checkの 双 方 あ るいは いずれ か一 方で結
核菌 が検 出された場合 を(+)#

4(上 記#3の 基準で培養陽性の場合)あ るいは(MTD陽 性
かつ臨床 的に結核症 と診断 され た場合)を(+)

#5小 川培地でM.fortuitumが 検 出された検体
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表2肺 結核20症例の経時的全検査成績

#1小 川培地,MB-Checkの 双方 あ るい はいず れか 一方 で結核 菌
が検 出された場合 を(+)

体(6症 例),胸 水 で1検 体(1症 例)存 在 したが,い ず

れ も微 量排 菌の検体 であった｡

4.化 療開始後経 過を追ってMTDを 施 行 した場合,

MTDに より菌の陰性化 を早期 に判定 で きる と考 え られ

た｡
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