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The Amplicor Mycobacteria, a PCR-based assay, is a rapid test for the detection of 

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium and Mycobacterium intracellulare in 

clinical samples. To estimate the reliability and reproducibility of the method, a coopera-

tive blind study was conducted among 9 laboratories. Materials used for testing consisted
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of 105 sputum and 30 water samples containing known numbers of M. bovis BCG, M. avium, M. 

intracellulare, and samples without bacteria. Only 2 out of the 9 laboratories correctly identified 

the presence or absence of mycobacterial DNA in all 135 samples. In sputum samples, 6 out of 

the 9 laboratories detected mycobacterial DNA in all positive samples, and 4 out of the 9 labo-

ratories correctly reported the absence of DNA in the negative samples, indicating the need for 

good laboratory practice and development of reference reagents to monitor the performance of 
the whole study, including pretreatment of clinical samples. The main problem was lack of speci-
ficity rather than lack of sensitivity. From about half of the laboratories, false—positive results 

were reported, however, the ratio was below 6 % ; 1 % (1/105 sputum samples) in 3 laboratories,
 1.9% (2/105) in 2 laboratories, and 5.7% (6/105) in one laboratory, respectively. These results 

indicate that the Amplicor Mycobacteria is quite useful for a rapid diagnosis of tuberculosis.
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operative blind study
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は じ め に

結核菌 を含 む抗酸菌の検査 は,従 来,塗 抹染色法 と培

養法 を用 いて行 われ てきた。近年液体培地 を基礎 とした

培養法が 開発 され臨床検査 に導入 され るように な り,患

者材料 か らの結核菌 の分離率 をあげることがで きるよう

にな り,さ らに検 出までの時間 も短縮可能 とな った1)2)。

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 の間で遺伝子 を用 いた診 断に関す る研究が 目覚 まし

く進歩 した。抗酸菌 の検 出において も核酸 を用いた方法

が 開発され3)～10),日常検 査 に使 われ て きてい る。 これ

らの検査 法を用いる ことに より,検 出までの時 間が短縮

可 能にな り,早 期診 断早期 治療 に貢献 で きるようになっ

た7)～10)。しか し一方で は偽陽性 や偽 陰性 の結 果 も報 告

されてお り,日 常検 査への導入について多 くの研究者 に

より議論 されて きてい る11)|3)。

今回発売後1年 以上たち,多 くの施設 で 日常検査 に取

り入れてい る日本 ロシュ社のア ンプ リコア(R)マイコバ ク

テ リウムキ ッ トの有用性 を検討す る目的で共同研究 を実

施 した。

材料 と方法

1.共 同研究参加施設

アンプリコア(R)キッ トをすで に検査 に導入 している検

査セ ンター7社,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 ピー ・エム ・エル,株

式会社保健科学研究所,株 式会社三菱化学 ビーシーエル,

塩野義製薬株式会社 シオノギバ イオメデ ィカル東京 ラボ

ラ トリー,住 友金属バ イオサ イエ ンス株式会社 と日本ロ

シュ株式会社鎌倉研究所お よび結核予防会結核研究所の

計9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 は採取後ただちに塗抹 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 りは一30℃ に保存

した。使用時 にすべての検査で陰性 の喀痰 をプール し,

マグネチ ックス ターラーで均一化の後連続分注器を用い

て200μ1ず つそれぞれの施設指定のス クリュー キ ャ ップ

付 きチュ ーブ に分 注 した 。 血 液 成 分 はpolymerase

chain reaction(PCR)に よる核酸の増幅 を阻害す る

ことが知 られていることか ら,肉 眼的 に血液の混入が観

察 された喀痰 は除外 した。喀痰の分注操作 は同一条件下

に安全 キ ャビネ ッ トの中で行 った。

3.使 用 水

フィル ター濾過超純水(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 した。

4.使 用菌 とサ ンプルの調製

安全性の点か ら共同研究 には毒力 の強 い結核菌 の使用

を避け,Mycobacterium bouisBCG日 本株 を用 い

た。 またGen-Probe社 の アキュ プ ローブDNA鑑 別

キ ッ トに よ り同定 され た臨床 分離株M.miumと-M.

intracellulareを 評価 に用 いた 。 それ ぞれ の菌 は ミ ド

ルブルック7H9液 体培地で培 養 され た。 全培 養菌 か ら

McFarlandNo.0.5濁 度の菌液 とその1:100希 釈液 を

調製 した。連続分注器 を用い次の12種 のサ ンプルを調 製

した。それ らは,① 超純水 のみ(1施 設当た り10サ ンプ

ル),② 超純水+102個 のBCG(10サ ンプル),③ 超純

水+104個 のBCG(10サ ンプル),④ 喀痰 のみ(15サ ン

プル),⑤ 喀痰+102個 のBCG(15サ ンプル),⑥ 喀 痰

―10―



1997年4月 183

+104個 のBCG(15サ ンプル),⑦ 喀 痰+102個 のM.

auium(10サ ンプル),⑧ 喀痰+104個 のM.auium(10

サ ンプル),⑨ 喀痰+102個 のM.intracellulare(10サ

ンプル),⑩ 喀痰+104個 のM.intracellulare(10サ ン

プル),⑪ 喀痰+102個 のBcG+102個 のM.auium

+102個 の-M.intracellulare(10サ ンプル),⑫ 喀痰+

104個 のBCG+104個 のM.aoium+104個 のM.

intracellulare(10サ ンプル)で あった。

材 料は調 製後ただちに4℃ に保存 され,1施 設 当た り

135サ ンプル輸 送 された。

5.サ ンプルの前処理

喀痰 サ ンプルの前処理は米国のCDC14)15)が 喀痰材 料

の前 処理に推奨 しているN-ア セチ ル-L-シ ステ イ ン ・

NaOH法(NALC-NaOH)で 行 った。 この前処 理法

は,ア ンプ リコア⑪キ ッ トで も指示 されている方法 であ

る。

喀痰サ ンプル(200μ1)に2倍 量 のNALC-NaOHを

加え10秒 間チ ューブ ミキサーで混和 し,室 温 に15～20分

間放置 した。10mlの 滅菌 リン酸緩衝 液を加 え,転 倒混

和 後3,000gで20分 遠心 した。 用 いた遠心 力 は施設 によ

り異な った。上清 を注意深 く捨て,沈 渣を200μ1の リン

酸緩衝 液 に懸 濁 した 。超純水材料 について はNALC-

NaOHに よる前処理 を省いた。

6。 検体の調製

検体洗浄液の500μ1に 前処理済材料 または超 純水 サ ン

プルの100μ1を 加 え,混 和後13,000gで10分 間遠心 洗 浄

した。沈渣 に100μ1の 溶菌試薬 を加 え,分 散後60℃ で45

分間保温 した。100μ1の 中和試薬 を加え,増 幅の ため の

検体 とした。

7.ア ンプリコアによる増幅 と増幅産物の検出

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。

結 果

1。 超純水サ ンプル

増幅お よび増幅産物の検 出の工程の精度 を調べるため

に,BCGを 含 む超純水サ ンプル を調製 した 。試験 の た

め に,超 純水 のみ10サ ンプ ル と,BCGを100個 お よび

10,000個 含 む もの,そ れぞれ10個 の計30サ ンプル を用 い

た。 この試験 にはNALC-NaOHに よる前 処理 を要 求

しなか った。Table1に 示 したように,BCGを 含 まな

いサ ンプルで いずれ の施設 からも偽陽性の結果 は報告 さ

れ なか った。100個 のBCGを 含 むサ ンプルで,施 設2,

3,4,6は 陰性 の結果 を報告 した。特 に施設3と4の 陽

性率 は50%以 下 であ った 。 また施 設3は,10,000個 の

BCGを 含 むサ ンプルで も低 い陽性率(40%)で あった。

この施設 では,超 純水サ ンプルをリン酸緩衝液で希釈後

に遠 心 操 作 を行 っ て い た。 しか し施 設3以 外 の8施 設 は

前 処 理 を省 き,溶 菌 工 程 よ りキ ッ トに指 示 され た 方 法 で

増 幅操 作 を行 っ た 。施 設2,4,6で み られ た 偽 陰 性 につ

い て,そ の理 由 は不 明 で あ る。 残 りの5施 設 で は,感 度

と特 異性 の両 者 と も100%で あ った 。

2.喀 痰 サ ンプ ル

す べ て の喀 痰 サ ン プ ル はNALC-NaOHに よ る前 処

理,溶 菌試 薬 に よ る検 体 の調 製 後 に増 幅 工 程 に まわ され

た 。 喀痰 の み15サ ン プ ル,100個 の 抗 酸 菌 を 含 む サ ン プ

ル45と10,000個 の抗 酸 菌 を含 む サ ン プ ル45の 計105サ ン

フ。ル を試験 に用 い た 。9施 設 か ら得 られ た成 績 をTable

2とTable3に 示 した 。100個 のBCG,M.auiumま た

はM.intracellulareを 含 むサ ン プ ル を試 験 し た 時,4

～8%の サ ンプ ル に施 設2 ,4,8か ら陰 性 の 結 果 が 報 告

され た 。施 設8で は10,000個 のBCGを 含 むサ ン プ ル に

つ い て も陰性(2.2%)の 報 告 が み ら れ た。 しか し,そ

の 他 の5施 設(施 設1,3,5,6,7)の 検 出 感 度 は100

%で あ った(Table2)。

各 施 設 か ら報 告 さ れ た偽 陽 性 例 をTable3に 示 した 。

施 設9で は 喀痰 の み の15サ ンプ ル 中1サ ン プ ル に結 核 菌

群(TB)陽 性 の 報 告 を し た 。 施 設1は100個 の.M.

intracellulareを 含 みBCGを 含 ま な い サ ン プ ル でM.

inracellulareとTB陽 性,施 設2で はBCGを 含 む1

ザ ン プル を.M.auium陽 性,.M.aviumを 含 む1サ ン

プ ル をTB陽 性,施 設4はBCGの み を含 みM.auium

を含 ま ない サ ン プ ル でTBとM.auium陽 性 の 報 告 を

した。 また 施 設8はBCGの み を含 む3サ ン プ ル をTB

とM.intmcellulare陽 性 と して,さ ら に-M.auium

のみ を含 む3サ ン プ ル をM.auiumとM.intracellu-

lare陽 性 と して 報 告 した 。 偽 陽 性 は3種 の 増 幅 の い ず

れ か ら もみ られ,偏 って い な か っ た 。 こ れ に対 し,約 半

数 の施 設(施 設3,5,6,7)か ら は 偽 陽 性 の 結 果 は報

告 さ れ なか った 。

Table 1 Numbers of AMPLICOR
 Mycobacteria Positive Results
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Table 2 Numbers of AMPLICOR Mycobacteria—False
 Negative Results for Samples Distributed to

 9 Different Laboratories

TB: M. tuberculosis„ AV : M. avium, IN : M. intracellulare

Table 3 Numbers of AMPLICOR Mycobacteria—False 
Positive Results for Samples Distributed to

 9 Different Laboratories

*a: No bacteriaTB
*b: M. intracellulareM. intracellulare + TB
*c: BCGM. avium, M. aviumTB
*d: BCGTB+M. avium
*e: 3 BCGTB + M. intracellulare 

3 M. aviumM. avium + M. intracellulare

考 察

核 酸の増 幅に基づいたキ ッ トが発売 され,多 くの病院

で 日常 の検 査に取 り入れている。 しか し従来 の検査法 と

比べ検 出感度が高い ことか らDNAの 汚 染 に よる偽 陽

性例 と,臨 床材 料に よっては材料 中に含 まれ る増幅阻害

物 質に よる偽陰性 例 も同時に報告 されている。発売後1

年 がたち,キ ッ トの取 り扱 いに も熟練 している検査セ ン

ターを含む9施 設で,ア ンプ リコア(R)マイコバ クテ リウ

ムキ ッ トの検査精度を調べ るために共 同研究を計画 した。

この研 究はキ ッ トの精度のみな らず施設 の検査精度 を

調べ る ことを 目的 としている ことか ら,試 験サ ンプルが

特 別に扱 われることを避け るためサ ンプル数を多 くした。

抗酸 菌を含 まないサ ンプル も含め合計135を 調 製 した 。

同時に試験サ ンプルを日常検査 と同様の流 れで扱 うこと

を条件 とした。 ここに参加 した7検 査 セ ンターは,施 設

に より異 なるが毎 日50～300例 の臨床材料 をア ンプ リ コ

ア(R)キッ トまたはMTDキ ッ トで試験 している。

米国のCDC14)15)は,培 養のための喀痰 の 前処理 に等

量のNALC-NaOHに よる処理 を推 奨 して いる 。 しか

し4%NaOH処 理 と比較 して汚染率が高い ことか ら,

著者2)は 倍量 のNALC-NaOHに よる処理 を勧 め てい

る。またCDC15)は アル カリによる処理時間を20分 以 内

に とどめるこ とを勧めてい る。Kolkら5)は 核 酸増 幅 の
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ため のNALC-NaOHに よる前 処理 は30分 を勧 め てい

る。多 くの場合病 院で培養 のための材料 と核酸増幅法に

よる検査材料 を別の容器 に採取 して,検 査セ ンター に検

査 を依頼 しているのが現状 である。核酸増幅法 による検

査 のみの依 頼の場 合には,十 分な量 のアルカリの使用 と

十分 な処理 時間 を設定する ことが感度をあげる上で重要

である。

前記CDCの マニュアル15)による と,NALC-NaOH

処理後 に含 まれ る抗酸菌の95%以 上 を回収す るためには

3,000gで15分 の遠心が必要で ある 。 これ と同等 の遠心

効力 を得 るため には2,500gで 約25分,2,000gで 約30分

の遠心が必要であ る。冷却式の遠心機 を用いる ことに よ

り,こ こに示 した遠心時間 は多少短縮で きる。一部の施

設 を除 き,こ の研究 に参加 した大部分の検査セ ンターは

最大3,000rpm(2,000～2,200g)の 多架遠 心機 を使 用

してお り,遠 心 時間は施設 によ り異 なっていた。

Table1に 示 したよう に,施 設3で 得 られ た超純水

サ ンプルの検 出感度 は極端 に低 かった。 しか し同 じ菌数

を含 む喀痰材料 か らは偽 陰性 が認 め られ なか った。 この

施設 は,他 の施設 と異 なる方法 で超純水材料 を処理 した。

す なわち,NALC-NaOH処 理 は省 いたが,そ の 後 は

喀痰材 料 と同様に リン酸緩衝 液で希釈,3,000rpmで23

分遠心 を行 った。喀痰材 料については同 じ遠心力 を用 い

て も含 まれ る物質 との共沈作用に より,高 い遠心力が得

られた もの と考 えられ る。 しか し,材 料に より性 質が一

定で ない ことか ら,超 純水材料 について も効 果的な遠心

力 を確保す ることが重要であ る。

施設3以 外の8施 設 は,前 処理 を省いて超純水 サ ンプ

ルの試験 を行 っ た。施 設2,4,6に おい て,100個 の

BCGを 含 むサ ンプルの中で数%に 陰性の結 果が 得 られ

た ことか ら,ア ンプ リコア(R)TBキ ッ トの検 出感度 は

100個 前後 と考 え られる。オランダの グ ルー プに よ り報

告 されたPCRに 関する共 同研究11)13)も検 出感度 につ い

ては同様 の成績 であった。これに対 し,1995年7施 設の

参加 の もとに著 者 ら12)が行 ったMTDキ ッ トの評価 研

究 では,100個 のBCGを 含 む超 純水 サ ンプ ルのすべ て

で陽性 の結果が報告 された。

生物学 的検査に100%を 期待する ことはで きない 。核

酸増 幅法 も診断のための補助手段 の1つ である。 しか し

他の細 菌学的検査 と比べ検出感度が高い ことか ら,核 酸

増幅法の結果が確定診断 に用い られ る例がある。それゆ

え,検 査の特異性が よ り重要であ る。 この研 究で,9施

設の なかで5施 設か ら偽陽性(945喀 痰 サ ンプ ルの11)

の結果が報告 され た。DNAの 汚染 による偽陽性 を防 ぐ

ため に,種 々の注意が払 われてい る。それぞれの施設は

アンプリ ミックスの調製室,材 料 の前処理室,増 幅お よ

び検 出室 を別の部屋 にす るか,ま たは部屋が同 じで も扱

う場所 を定めて行 った。 またア ンプ リミックスの調製 と

材料 の前処理 は,ク リー ンベ ンチ または安全キ ャビネ ッ

トの中で行 った。作業場所 を清潔に保つため に終了後 に

次亜塩素酸 ナ トリウム溶液で拭 き,さ らに一定時間紫外

線灯 照射 を行 った。い くつかの施設で は,作 業前 にも次

亜塩素酸 ナ トリウム液 による清掃 を行 った。 もちろん,

作業着な どはそれぞれの部屋専用 と してい た。

この ように十分 な注意が払 われ たにもかか わらず,施

設1,2,4,8,9か ら偽 陽性 の結果が報告 された。偽陽

性 はTB,M.avium,.M.intracellulareの3者 でみ

られた ことか ら,汚 染は試験 の操作 中に起 こった もの と

考 えられ る。 しか し4施 設において は105喀 痰 サ ン プル

のいずれか らも偽陽性 の結 果は報告 されなかった。この

こ とは,キ ッ トの特異性 の点に問題 はない ことを示 して

いる。同様 に調製 されたサ ンプルを同 じキ ッ トを用いて

試験 して も,施 設 によ り感度 と特異 性に差がみ られた。

偽 陰性 の結果 を報告 した施設か ら,同 時に偽陽性 の結果

も報告 された。この ことは,こ れ らの施設においては施

設設備 または検査の操作の上で改良の余地があ ることを

示 している。また精度管理のため に内部チ ェックを定期

的に行 うこ とが必要で ある。検査セ ンターでは独 自の再

検査システムを作 り,こ れ らの問題 に対処 してい るのが

現状である。

キ ッ トについては,増 幅 のため の陽性お よび陰 性コン

トロールは添付 されているが,材 料 中の増幅阻害物質 の

存在 をチ ェックするための内部 コン トロールはまだ開発

されてい ない。 また,血 液 な どのよ うに阻害物 質を含 む

と考 えられている臨床材料 の簡便 な前処理法 の開発 も早

急 に求め られている。 この ようにまだ改 良の余地 は残 さ

れているが,ア ンプ リコア(R)キッ トの導 入は結核 の診 断

のための補助手段 として有効であろ う。
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