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The Gen-Probe Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct Test (MTD) has been 

widely used as a rapid test for the identification of Mycobacterium tuberculosis complex 

in clinical samples, and several research groups have verified its clinical  usefulness. How

ever, most of the specimens they tested were sputum, and there have been few reports 

on other specimens. In particular, there have been no reports on assessments of methods 

of preparing samples other than sputum for the MTD.

We assessed methods of preparing samples other than sputum and the influence of a 

local anesthetic and an anticoagulant that may be present in samples, and also evaluated
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the MTD as a means of detecting M. tuberculosis in pleural fluid, bronchial lavage fluid, 

cerebrospinal fluid, urine and ascitic fluid.
1. Assessment of three sample preparation methods, i.e., the NALC-NaOH method, the 

GuSCN-Diatom nucleic acid extraction method, and the ultrasonication method, revealed 

that the combination of the NALC-NaOH method and the ultrasonication method, wide
ly used to prepare sputum samples, is also a valid method of preparing other samples.

2. The local anesthetic and the anticoagulant used clinically and remained in specimens 

did not affect the results of the MTD.

3. Seven (36.8%) of 19 pleural fluid samples from patients diagnosed as tuberculous 

pleurisy were positive for M. tuberculosis by the MTD, while five (27.8%) of 18 pleural 
fluid samples cultured for bacteria were positive for M. tuberculosis complex. None of 

the 20 pleural fluid samples from patients diagnosed as non-tuberculous pleurisy were 

positive for M. tuberculosis complex either by MTD or culture.
4. Eight (32.0%) of 25 bronchial lavage samples from patients diagnosed as pulmonary 

tuberculosis were positive for M. tuberculosis complex by the MTD, while 3 (12.0%) 

were positive by culture. None of the 18 bronchial lavage samples from patients diagno

sed as non-tuberculous disease were positive for M. tuberculosis complex either by the 

MTD or culture.
Based on these results, it is concluded that the MTD is a very useful method of de

tecting M. tuberculosis in clinical samples other than sputum because it is more sensitive 

than culture on Ogawa's egg medium in detecting M. tuberculosis complex in pleural fluid 

samples, bronchial lavage samples, and so on, with the same preparation method as used 

for sputum.

Key words: Pleural fluid, Bronchial lavage 

fluid, MTD, Sample pretreatment, Local 

anesthetic, Anticoagulant

キーワーズ:胸 水,気 管支洗浄液,MTD,検 体 の

前処理法,局 所麻酔,抗 凝固剤

は じめ に

結核症の迅速診断法 として,DNAプ ローブ 「中外」-

MTDが 開発され,実 際に臨床検体中の結核菌の検出に

使用 されるに至っている。この検査法は,核 酸(結 核菌

リボソームRNA)増 幅法 と核酸ハイブリダイゼーショ

ン法を応用したものであり,結 核菌の同定を検体採取 日

に行うことを可能にした。すでにその有用性に関しては

多数報告がなされている1)～5)。しかしながら,そ の多 く

は喀痰を検体として用いたものであり,喀 痰以外の検体

の報告は少な く6)7),と くに,喀 痰以外の検体の前処理

に関する検討報告はなされていない。喀痰以外の胸水,

気管支洗浄液等は喀痰と成分が異なり,前 処理法につい

ては個々に検討すべきである。

今回われわれは,検 体の前処理法の基礎検討およびそ

の方法を用いた際の結果の臨床的有用性を評価 し,前 処

理法の妥当性を検討する目的で,共 同研究を実施 したの

で成績を報告する。また,検 体採取の際に使用される局

所麻酔剤8)お よび同一検体を細胞診で使用する施設で検

体採取後に添加される可能性のある抗凝固剤9)の 測定結

果への影響も検討 したので,そ れも併せて報告する。

材 料 と方 法

1.　検体前処理および核酸の抽出

1)使 用菌株の調製

実験 にはMycobacterium bovisBCG日 本 株

(BCG)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14日 目の全培養からMcFarland

 No.0.5の 濁度の菌液を調製 し,超 純水 にて希釈系列を

作製した。

2)　前処理法および抽出の基礎検討

実験には,培 養で結核菌陰性であるが,肺 結核を合併

し,抗 結核剤で改善がみられたため結核性胸膜炎 と診断

された症例の胸水,お よび培養で結核菌陰性であるが肺

結核に特徴的な画像所見があり,抗 結核剤で改善がみら

れたため肺結核と診断された症例の気管支洗浄液,そ れ
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それ1検 体を用いた。いずれの検体 もMTDキ ッ トで

指示されている操作方法に従い測定し,陰 性であった。

検体0.5mlに 希釈菌液を添加 し,前 処理終了後の最終

菌濃度が105～102CFU/mlと なるように作製した。 ま

た,対 照としては菌液を添加 していない超純水を用いた。

MTDキ ッ トで指示 されているN-ア セチル-L-シ

ステイン ・水酸化ナ トリウム法(NALC-NaOH法)10),

グアニジニウムチオシアネー トとダイア トン(Sigma)

を用いた核酸抽出法(GuSCN-Diatom法)11)お よび

MTDキ ッ トの操作に含 まれる超音波法のいずれか1法

またはこれら3法 の組み合わせで前処理法および抽出の

基礎検討を行った。

(1) NALC-NaOH法 は,調 整済検体0.5mlに 等 量の

NALC-NaOH溶 液(2%NaOH,1.45%ク エ ン酸ナ

トリウム,0.5%NALC)を 加 え,混 和後室温で15-20分

放 置した。この処理液に0.067Mリ ン酸緩衝液(pH6.8)

14mlを 加 え転倒混和 し,4℃ で3,000gに て20分 間遠心

した。上清を注意深 く除去後,沈 渣を超純水に懸濁した。

(2) GuSCN-Diatom法 は,検 体100μlにGuSCN

試薬(500mMGuSCN,50mMTris-HCl,20mM

EDTA,0.1mMTriton-X100)900μlお よびダイ

ア トン懸濁液(diatomaceous earth10g/H2O50ml,

32%HCl500μl)20μlを 添加 し,直 ちに5秒 間攪拌後

10分 間室温で放置 し,再 度攪拌した後12,000gで15秒 間

遠心 し上清を除去 した。沈渣を洗浄液(GuSCN120g/

0.1MpH6.4Tris-HCl100ml)で2度 洗浄し,つ い

で70%エ タノールで2度,ア セ トンで1度 洗浄 した。ア

セ トン上清を除去 した後56℃ で10分 乾燥 した。チューブ

に緩衝液(1mMEDTA/10mMpH8.OTris-HCl)

100μlを 添加 し56℃ に10分 間保温 し核酸を溶出した。

(3)　超音波法は,MTDキ ッ トの操作法に従い行った。

MTDキ ッ トに添付されている溶菌チューブに検体希釈

液200μlを 分注後,検 体50μlを 加えキャップをし,ボ

ルテックスミキサーで3秒 間攪拌,溶 菌チューブを超音

波洗浄器にて15分 間処理した。

上記3法 の組み合わせにより,前 処理および核酸抽出

法を検討 した。NALC-NaOH法 のみ行ったものをA,

NALC-NaOH法 とGuSCN-Diatom法 を組み合わ

せたものをB,NALC-NaOH法 と超音波法を組み合

わせたものをC,GuSCN-Diatom法 のみ行 ったもの

をD,超 音波法のみ行ったものをEと し,そ れぞれ処

理済検体をMTDに 供 した。使用 した4検 体のうち1

例 を表1に 示 した。

2.　検体採取時に用いる試薬の影響の検討

1)　局所麻酔剤の影響

気管支洗浄液の採取の際に一般に広 く用いられている,

2%塩 酸 リドカインを用いて行った。

2%塩 酸リドカイン2mlで 麻酔後に生理食塩水10ml

を用いて気管支洗浄液を採取 した場合を想定 し,MTD

キ ッ トに添付の増幅陽性コントロール液(AP)を 用 い

て検討 した。2%塩 酸 リドカイン2mlに 生 理食塩水10

mlを 添加 し攪拌の後,そ の1mlを 上記NALC-NaOH

法で処理 した。その処理液 を用いAPの10倍 希 釈系列

を作 り,MTDキ ッ トで3回 測定した。対照としてMTD

キ ッ トに添付の検体希釈液によるAPの10倍 希 釈系列

を用いた。

2)　抗凝固剤の影響

抗凝固剤 として用いられているヘパリン-ナ トリウム

(ヘパ リン-Na,Sigma)お よびエチレンジアミン四

酢酸-ニ ナ トリウム(EDTA-2Na,和 光純薬)を 用

いて検討 した。一般に使用 されているヘパ リン-Na

(90IU)あ るいはEDTA-2Na(10.5mg)の 入 った容

器に胸水1mlを 採取 した場合を想定 し,APを 用 いて

検討 した。 リン酸緩衝液および検体希釈液で,上 記

NALC-NaOH法 を行う場合と同様な濃度にヘパリン-

Naあ るいはEDTA-2Na溶 液 を調製し,こ の液を用

いAPの10倍 希釈系列を作 り,MTDキ ッ トでそれぞれ

3回 測定した。対照としてヘパリン-Naお よびEDTA-

2Naを 含 まない液を調製し,こ の液によるAPの10倍

希釈系列を用いた。

また,ヘ パリンおよびEDTA塩 が含 まれるアンチク

ロット/ET(ア スカ純薬)の 影響 も検討した。

検体1mlに ア ンチクロット/ET1滴 を添加 した場合

を想定し,APを 用いて検討 した。

精製水1mlに ア ンチクロット/ET1滴 を添加 し上記

NALC-NaOH法 で処理,そ の処理済液でAPの10倍

希釈系列 を作 り,上 と同様 にMTDキ ッ トで3回 測定

した。対照 としてAPの 検体希釈液による10倍 希釈系

列 を用いた。

3.　臨床検体

臨床検体は,1994年7月 から95年4月 の間に国立療養

所東埼玉病院,国 立療養所東京病院および国立療養所南

横浜病院で採取された,入 院ならびに外来患者の気管支

洗浄液44検 体,胸 水39検 体,髄 液3検 体,尿2検 体およ

び腹水1検 体を用いた。

気管支洗浄液を採取する場合は,区 域枝ない し亜区域

枝にスコープ先端をウェッジし,生 理食塩水20mlを 注

入 した後回収 した。スコープ先端をウェッジする前に,

必要に応 じて2%塩 酸リドカイン(2%キ シロカイン:

藤沢)1～3mlを 表面麻酔剤 として当該気管支分岐部

に使用 しているが,す みやかに吸引,回 収し,粘 膜から

の吸収,気 管支洗浄液への混入は最小限になるようにし

― 3 ―



4 9 8 結 核 第 7 1 巻 第 9 号

表1　 検体前処理および核酸抽出の違いによるMTDの 感度への影響

A:NALC-NaOH法B:NALC-NaOH法,GuSCN-Diatom核 酸抽 出法

C:NALC-NaOH法,超 音波法 D:GuSCN-Diatom核 酸抽出法

E:超 音波法

た。胸水,尿,腹 水は10～20mlを 採取,遠 心分離 した

後MTDに 供 した。気管支洗浄液は5～10ml,髄 液 は

2～3mlを 遠心分離 した後MTDに 供 した。また,胸

水検体材料の一部にはヘパ リンおよびEDTA塩 が 含ま

れる抗凝固剤(ア ンチクロット/ET:ア スカ純薬)を 用

いた。

4.　臨床材料の細菌学的検査

1)　塗抹検査

検体を3,000gに て15分 遠心 し上清を除去 し,そ の沈

渣をチール ・ネールゼン法と蛍光染色法に供 した。

2)　培養検査

塗抹検査に供した残 りの材料は小川法で培養 した。ま

た,菌 種の鑑別同定はアキュプローブ結核菌群(中 外),

アキ ュプローブ ・マイコバクテリウム ・アビウム ・コン

プレックス(中 外)ま たはDDHマ イ コバクテリア`極

東'(極 東)を 用いて行った。

3) MTD

MTDキ ッ トの操作法に従い測定した。なお,前 処理

済検体が測定値に影響を与えるかどうかを確認する目的

で,104CFUのBCG菌 を含む検体 を調製 し,こ れも

あわせて測定した。

結 果

1.　検体前処理および核酸の抽出法の検討

10倍 階段希釈菌液を用い菌濃度が105～102CFU/ml

表2 2%塩 酸 リドカインのMTD測 定結果への影響

となるように材料を作製 し,検 体の前処理および核酸抽

出法の検討材料とした。

表1に 示すように,NALC-NaOH法 とGuSCN-

Diatom法 と組み合わせたB,NALC-NaOH法 と超

音波法を組み合わせたCお よびGuSCN-Diatom法

のみ行ったDで は菌量103CFU/mlま で測定値がMTD

のカ ットオフ値である30,000RLU(Relative Light

 Unit)以 上 と陽性 となり,検 出感度に差がみられなかっ

たが,NALC-NaOH法 のみ行ったAお よび超音波法

のみ行ったEで は,菌 量104CFU/mlで 測 定値がそれ

ぞれ19,235RLU,6,862RLUと す でに陰性 となり,検

出感度が明らかに低かった。なお,菌 液を添加 していな

い対照は,い ずれの方法でも陰性であった。

操作の実用性を考慮 し,以 後の臨床検体を用いた検討

ではMTDキ ッ トの添付文書で示された方法と同様の,

NALC-NaOH法 と超音波法を組み合わせた方法を採

表3　 ヘパリン/EDTAのMTD測 定結果への影響1
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表4　 ヘパリン/EDTAのMTD測 定結果への影響2

用することとした。

局所麻酔剤である塩酸 リドカインで調製 したAPの

MTD測 定結果への影響を表2に 示 した。コントロール

はAPの100,000倍 希釈で14,064RLUで あ り,ま た塩酸

リドカインを加えたAPは100,000倍 希釈で82,609RLU

であった。なお,本 検討ではMTDを そ れぞれ3回 測

定 したが,コ ントロールのAP,リ ドカイン添加APと

も10,000倍 希釈で1回 陰性,100,000倍 希釈で2回 陰性

となった。通常臨床に用いる塩酸リドカインの使用量で

はMTD測 定 に影響を与えないことがわかった。

抗凝固剤であるヘパリンーNaあ るいはEDTA-2

Naで 調製 したAPのMTD測 定結果への影響を表3に

示 した。コン トロールは10,000倍 希釈で706,423RLUと

陽性,100,000倍 希釈で11,476RLUと 陰性,ヘ パリンー

Naは10,000倍 希釈で247,278RLUと 陽性,100,000倍

希釈で1,047RLUと 陰性,EDTA-2Naは10,000倍 希

釈で73,498RLUと 陽性,100,000倍 希 釈で13,624RLU

と陰性といずれの場合も同様な感度であった。通常用い

られるヘパリン-Naお よびEDTA-2Naの 使 用量で

はMTDの 測定値に影響を与えないことが確認された。

抗凝固剤であるアンチクロッ ト/ETで 調製 したAP

のMTD測 定結果への影響を表4に 示した。コントロー

ルでは10,000倍 希釈で145,132RLUと 陽性,100,000倍

希釈で14,064RLUと 陰性,ま たアンチクロット/ETで

も10,000倍 希釈で759,369RLUと 陽性,100,000倍 希 釈

で3,504RLUと 陰性となり,ど ちらも同様な感度であっ

た。通常用いられるアンチクロッ ト/ETの 使用量では

MTD測 定 に影響を与えないことが確認された。

2.　喀痰以外の臨床検体の検討

喀痰以外の89検 体について,従 来の塗抹検査,小 川培

地を用いた培養検査の結果およびMTDの 結 果を表5

に示 した。

1)　前処理済検体の測定結果への影響

前処理済検体 に104CFUのBCG菌 が含 まれるよう

に調製 した検体の測定値 はすべてMTDの カ ットオフ

値である30,000RLUを 超 える値であった。 しかしなが

ら,そ の測定値は47,890～1,399,008RLUと 幅が広 く,

検体の種類が同じで もMTDの 結果に与える影響がさ

まざまであることが確認された。なお,本 検討に使用し

たリーダ-Iで は,通 常測定値約1,300,000RLUが 最 大

であった。

2)　喀痰以外の検体の従来法およびMTDの 結 果の

臨床的評価

(1)　胸水

胸水39検 体についてまとめた結果を表6に 示 した。39

検体中19検 体 の症例が結核性胸膜炎 と診断され,20検 体

の症例が非結核性疾患 と診断された。なお,胸 水の培養

で結核菌陽性 または同時に肺結核を伴うか胸水ADA

高値 のいずれかの所見があり,心 不全や悪性腫瘍などの

他疾患が除外でき,抗 結核剤で改善がみられた場合に結

核性胸膜炎と診断した。結核性胸膜炎19検 体中MTD

陽性 は7検 体(36.8%),結 核性胸膜炎19検 体のうち培

養が施行 してあった18検 体中培養陽性は5検 体(27.8%)

であった。非結核性疾患症例の20検 体はすべてMTD,

培 養共に陰性であった。

(2)　気 管支洗浄液

気管支洗浄液43検 体についてまとめた結果を表7に 示

した。43検 体中25検 体 の症例が肺結核と診断され,18検

体は非結核性疾患 と診断された。なお,喀 痰あるいは気

管支洗浄液の培養で結核菌陽性または画像で肺結核に特

徴的な所見があり,抗 結核剤で改善がみられた場合に肺

結核 と診断した。肺結核25検 体中MTD陽 性 は8検 体

(32.0%)で あった。肺結核25検 体すべてに培養が行 わ

れ,培 養陽性は3検 体(12.0%)で あった。非結核性疾

患の18検 体はすべてMTD,培 養共に陰性であった。

(3)　髄 液

髄液は3検 体あったが,い ずれも髄液所見に異常がみ

られず,髄 膜炎の存在は否定された症例であった。この

3検 体は,MTD,培 養共にすべて陰性であった。

(4)　尿

尿は尿路結核1症 例の2検 体があり,そ のうち1検 体

はMTD,培 養共に陽性であり,残 り1検 体は治療後の

ものでMTD陰 性,培 養は未施行であった。

(5)　腹水

腹水は2検 体あり,1検 体は,他 の時期に採取 した腹

水の培養により結核性腹膜炎 と診断された症例,残 り1

検 体は癌性腹膜炎の症例のもので,い ずれもMTD,培

養共に陰性であった。

考 案

リボソームRNAを 増 幅するMTDに よる結核症の

迅速診断については,喀 痰では既に多数の臨床例で行わ

れており高い評価が得 られている。喀痰以外の検体につ
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いても,理 論的には非常に有用 と考えられるが,実 際の

臨床例について十分な検討が必要である。前処理につい

ては,検 体の種類によって性状がかなり異なるため,で

きるだけ鋭敏に結核菌のリボソームRNAを 検 出でき,

かつ,操 作が煩雑にならない方法を見いださねばならな

い。また,気 管支洗浄液,胸 水,腹 水などの検体では,

その採取の際あるいは検体保存の際などに混入する可能

性のある麻酔液や抗凝固剤などの影響も検討する必要が

表5-1　 喀痰以外の臨床検体の従来法とMTDと の比較
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表5-2　 喀痰以外の臨床検体の従来法とMTDと の比較
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表6　 胸水のMTDお よび培養成績

*N
.D.:培 養 未 実 施

表7　気管支洗浄液のMTDお よび培養成績

ある。

今 回われわれが行った検体前処理法の検 討では,

NALC-NaOH法 とGuSCN-Diatom法 を組み合わ

せた方法,NALC-NaOH法 と超音波法を組み合わせ

た方法,GuSCN-Diatom法 のみ行う方法の3方 法が

検出感度でほとんど差がなく,NALC-NaOH法 のみ

行った方法および超音波法のみ行った方法では,感 度が

明らかに低 くなった。実際の臨床検査の場では検体によっ

て前処理を変えることは操作が煩雑になるため,検 体の

種類によらず,喀 痰で行われているNALC-NaOH法

と超音波法を組み合わせた方法で,前 処理および溶出を

行 うことが妥当であると考えられた。

2%塩 酸 リドカイン2mlに 生理食塩水10mlを 添加 し

た検体では測定結果に悪影響を及ぼさないことが示され

たが,気 管支洗浄液採取の際は,通 常麻酔剤 として2%

塩酸リドカインを1～4ml局 所 に投与後 に生理食塩水

20ml以 上 を注入して回収する。したがって,検 体 に混

入する塩酸リドカインの濃度はせいぜい生理食塩水10

mlに 対 して2%塩 酸 リドカイン2mlで あ り,通 常の気

管支洗浄液採取法でMTDの 測定結果には影響がほと

んどないと考えられる。

同一検体を細胞診で使用する施設では,検 体 を抗凝固

剤の添加 してある容器に,採 取あるいは採取後に抗凝固

剤を添加 した後,MTD用 に分注することがある。ヘパ

リンに関 しては,PCR法 において核酸増幅 を阻害する

との報告があるが12),今 回抗凝固剤 を加えた材料 を

NALC-NaOH処 理 した結果,ヘ パ リンとEDTAは

MTDの 測定結果に影響 しないことが示された。

結核性胸膜炎と診断された症例より得られた胸水19検

体について,MTD陽 性 は7検 体(36.8%),19検 体 の

うち培養が行われた18検 体中培養陽性は5検 体(27.8%)

であ り,MTDは 培養よりも検出率が優れていた。非結

核性疾患の胸水20検 体はすべてMTD,培 養共に陰性で

あり,偽 陽性はみられなかった。肺結核と診断された症

例 より得 られた気管支洗浄液25検 体について,MTD陽

性 は8検 体(32.0%),培 養 陽性は3検 体(12.0%)で

あ り,MTDは 培養 よりも検出率が優れていた。非結核

性疾患の気管支洗浄液18検 体はすべてMTD,培 養 とも

に陰性であり,偽 陽性はみられなかった。

髄液,尿,腹 水については,検 討 した臨床検体数が少

なく,そ の評価は今後の課題である。髄液については,

結核性髄膜炎の重篤性,早 期治療の必要性から,特 に核

酸増幅法による迅速診断が期待 される。豊田ら6)は,

MTDに よ り迅速診断された2症 例 を経験 し,そ の有用

性を報告 しているが,今 後の症例の積み重ねが必要であ

る。

結 論

MTDに ついて喀痰以外の検体の前処理法および検体

に混入する可能性のある局所麻酔剤,抗 凝固剤のMTD

に対する影響の基礎検討を行うとともに,実 際に臨床的

に得 られた胸水,気 管支洗浄液,髄 液,尿,腹 水の臨床

的検討を行った。

1.　前処理法 として喀痰 と同じNALC-NaOH法 と

超音波法を組み合わせた方法が妥当であった。

2.　通常使用される量の局所麻酔剤,抗 凝固剤はMT

Dの 測定結果に影響 しなかった。

3.　胸水,気 管支洗浄液の臨床的検討では,MTDは

小 川培地を用いた培養よりも検出率が優れていた。
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以上,MTDは 検体の種類によらず喀痰と同じ前処理

で胸水,気 管支洗浄液などから優れた感度で結核菌を検

出することができ,臨 床的に有用であると考えられる。
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