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原 著

MycoDotテ ス トを用 い て の 実 験 的 結 核 菌 お よ び ーMycobacterium

auium complex感 染 マ ウ ス で の 抗Lipoarabinomaonao抗 体 の 検 出

佐 藤 勝 昌 ・清 水 利 朗

赤 木 竜 也 ・冨 岡 治 明

島根医科大学微生物 ・免疫学教室

USEFULNESS OF MYCODOT TEST FOR THE DETECTION OF ANTI-MYCOBACTERIAL 

ANTIBODIES AS AN AID IN THE DIAGNOSIS OF EXPERIMENTAL MYCOBACTERIUM 

 TUBERCULOSIS AND MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX INFECTIONS IN MICE

Katsumasa SATO, Toshiaki SHIMIZU, 

Tatsuya AKAKI, Haruaki TOMIOKA*

The MycoDot TM is a new diagnostic kit for tuberculosis which was devised by DynaGen 
Inc., USA. The MycoDot test is based on the detection of anti-mycobacterial antibodies 
in the serum samples of patients by employing plastic combs coated with lipoarabinomannan 

(LAM) antigen which is a highly immunogenic lipopolysaccharide presenting in the cell 
wall of all species of mycobacteria. It has been reported that healthy infected and BCG-
vaccinated individuals do not react to the MycoDot test, while a positive reaction occurs 
in patients with active tuberculosis or atypical mycobacteriosis with good sensitivity and 
specificity. In this study, we evaluated the efficacy of MycoDot test for the detection of 
anti-LAM antibodies in sera of mice infected with Mycobacterium tuberculosis or 
M.avium complex  (MAC). By using the MycoDot test, anti-LAM antibodies were posi-

tive in 2 out of 4 mice infected with  M.tuberculosis 2 weeks  before, while all of 
 M.intracellulare-infected mice were negative at the same phase of infection. On the other 

hand,  anti-mycobacterial (MB) antibodies were detected in the serum samples of mice in-
fected with  M.intracellulare as well as M.tuberculosis by home-made ELISA testing using 
whole cells of test mycobacteria as antigen. In the next experiment, mice were infected 
with M.avium. All the serum samples of mice obtained at 13 weeks after infection were 
negative for anti-LAM antibodies in MycoDot test, whereas they reacted positively to 
anti-MB antibodies in ELISA test. These results indicate that the MycoDot test is capa-
ble of detecting M.tuberculosis infection but not MAC infection induced in mice.
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は じ め に

近 年,結 核 症 あ る い は.Mycobacterium auium

complex(MAC)症 の迅速診断法 として各種 の遺伝子

診断法が導入 されてい るが,こ れ らは特殊 な機器 を必要

と し,操 作 も繁雑であ ること,検 査 費用が高価 であるこ

となどか ら,い まだ一般臨床検査室に普及 している とは

言い難い現状であ る。最近,米 国のDynaGen社 によっ

て結核お よび非結核性抗酸菌感染患者血清 中の抗 マイコ

バ ク テ リ ア抗 体 の 有 無 を,抗 酸 菌 のlipoarabino-

mannan(LAM)を 抗原 として判定する迅速 診 断キ ッ

ト,MycoDotテ ス トが開発 され1),本 邦でもラムコジャ

パ ン社 を介 しての導入が図 られつつある。

本キ ッ トの手技は極 めて簡便 であ り,検 査 時間は約20

分 と短い こと,熟 練 した技術や特殊 な機 器・器具 を必要 と

しない こと,血 清 を検体 とする ことか ら汚染あ るいは感

染 などの危 険が少 な く,か つ検体 を容易 に採取 で き,肺

外抗 酸菌症 の診断 も可能であること,な どの利点がある。

本キ ッ トでは,原 法の血清20倍 希釈法で は約70%の 感度

で1),ま た改 良法 の5倍 希 釈法 で は約80%の 感度2)3)

で結核症の診断が可能であ り,開 発途上 国では塗抹法 に

代わる簡便 法 として使用 されつつある とのこ とである。

今回,わ れわれは このキ ッ トを入手 す る機会 があ り,

実験 的結核 菌あるい はMAC感 染 マ ウス よ りの血清 中

の抗LAM抗 体の検 出 を本 キ ッ トを用 いて試 み た とこ

ろ,前 者では検 出可能 な ものの,後 者 では抗LAM抗

体 を検出する ことがで きないこ とが分 かったので報告す

る。

材料と方法

(1)供 試 菌

結核 菌Kurono株,ーM.auium N-444株(SmT)お

よびM.intraoellulare N-260株(SmT)(い ず れ も臨

床 分 離株)を 用 い た 。 こ れ らは い ず れ も,7H9broth

(Difco社)中 で培 養 した菌 を遠 心 洗 浄 し,0.1%BSA-

PBSに 再 浮遊 させ た後 に-80℃ に 保 存 し,用 時 溶 解 し

て 実験 に供 した 。

(2)マ ウ ス

5～8週 齢 のBALB/c系 雌 マ ウ ス(日 本 ク レ ア)を

用 い た 。

(3)感 染実験

生 食水 に浮遊 した供試菌液(5×107CFU/ml)の0.2

mlを 尾静脈 内へ接種 したマウスを所 定 日に ネ ンブ ター

ルで麻酔 し,心 臓採血 を行 った後 に肺並 びに脾 を摘 出 し

た。採取 した血液 よ り遠心分離 で血清 を分離 し-80℃ に

保存 した。また,臓 器 は蒸溜水5mlで ホモ ジナ イズ し

た後 に2%NaOHの0.5mlを 加 えて約20秒 間処理後,直

ち に0.5NHC1で 中和 して,そ の0.1mlを7H11寒 天 平

板 に接 種 し,37℃,5%CO2下 で2週 間 培 養 後 にCFU

を算 定 した 。

(4)MycoDotテ ス ト

MycoDotTMの 操作 手順 に従 って行 った1)。 す なわ

ち,96well plateに1検 体 につ き検体希釈液(160μl)

と呈色液 をそ れぞれ別途のwel1に 分注 し,血 清の40μ τ

(最終5倍 希釈)を 各検体希釈液のwellに 加 えた 。 「テ

ス トコーム」(96well plateの8well分 に入る ように

歯状 のものが一体成形 され た もの:we11内 に入 る部 分

をコームと呼 び,こ こに固相 化抗 原 と してLAM抗 原

が スポッ ト状 に吸着 させてあ る)を 希 釈血清中に浸 し,

6分 間の反応後 にコーム を取 り出 して洗浄液に て洗浄 し

た。次いで,コ ーム を赤色で着色 された金 コロイ ドで標

識 したprotein Aを 含有す る呈色液 中で10分 間反応 さ

せ ることによ り,コ ー ムのLAMス ポ ッ ト上 に形成 さ

れた抗原(LAM)-抗 体(抗LAM抗 体)複 合体 のFc

部分 に赤色金 コロイ ド-protein Aを 結合 させた。 この

コームを再度洗浄 し,乾 燥後 に発色の有無 を添付 の判 定

色調表 に準 じて判定 した。

(5)ELISAに よる抗マイ コバクテ リア抗体(抗MB抗

体)の 検出

リ ン酸 緩 衝 生 理 食 塩 水(PBS)に 浮遊 させ たM.in－

tracellulare N―260株(SmT)(2×108/ml)の0.1ml

を96-well microtest assay plate(Falcon3912:

Becton Dickinson社)に 加 え750×g,1時 間 の 遠 心

後 に さ ら に1%グ ル タル ア ル デ ヒ ドの0.1mτ を添 加 した 。

10分 間 の イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン後 に,0.05%Tween20-

PBS(Tween-PBS)でwellを 洗 浄,1%BSA-PBS

の0.2mτ を加 え さ らに2時 間の イ ンキュベ ー シ ョンを行 っ

た 後 に再 度Tween-PBSで 洗 浄 した 。次 い で,PBSで

希 釈 した被 検 血 清(10-1～10-4の10倍 段 階 希 釈)の50

μlを 加 え,37℃ で1時 間 イ ンキ ュ ベ ー ト後 にTween-

PBSで 洗 浄 した 。 そ の 後,ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標

識 抗 マ ウスIgGヤ ギ抗 体(Zymed社)の50μlを 加 え,

37℃,1時 間 の イ ンキ ュ ベ ー ト後 に1%BSA-PBSで 再

度 洗 浄 し,p-ニ トロ フ ェ ニ ー ル フ ォス フ ェ ー トを 基 質

と して の 呈 色 反 応 を行 っ た 。発 色 の有 無 は 肉 眼 的 に判 断

した が,対 照well[抗 原(-)あ る い は 一次 抗体(-)]

で は 発 色 は 認 め られ な か っ た 。

結 果

(1)結 核 菌あ るいはMAC感 染 マウス血清 中の抗LAM

抗体のMycoDotキ ッ トでの検 出

Fig.1に は 今 回 供 試 の 結 核 菌Kurono株 並 び に

.M.intracellulare N-260株 のマウス臓器 内 での増 殖 の

様相 を示 したが,い ずれの菌株 ともマウス体 内で旺盛 な
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増殖 を示 した。Table 1に はFig.1の 宿主マ ウスの感染

2週 後 における血清 中 の抗LAM抗 体 と抗MB抗 体 の

有無 を,そ れぞれMycoDot法 とELISA法 で検討 した

成績 を示 した。MycoDotテ ス トでは,結 核菌感染 マ ウ

スで4例 中2例 のマ ウス に抗LAM抗 体 が検 出 され た

が,MAC感 染 マウスではいずれのマウス に も抗LAM

抗体は認め られなかった。

他方,並 行 して行 っ たELISA法 に よる抗MB抗 体

の検出試験 では,結 核 菌感染 お よびMAC感 染 の,ど

ちらの感染マ ウス において も高力価 の抗体が検出された。

この場合,結 核菌感 染 マ ウスの抗 体価 はMAC感 染 マ

ウスのそれ に比べ約10倍 高か った。

(2)長 期 にわた るMAC感 染 で の抗LAM抗 体 お よび

抗MB抗 体の消長

上述 の成績で は,実 験的マ ウス結核症の場合,感 染2

週 目のマウス につ いて もMycoDot法 に よ りそ の50%

は結核菌感染 陽性 と判定 され得 たが,MAC感 染マ ウス

では少 な くともその よ うな感染 早期 に はMAC感 染 陽

性 とい う結果 は得 られないこ とが分 かった。MAC感 染

マウスでは,感 染後2週 とい うphaseで は未 だ十 分量

の抗体 が産生 されてい ない可 能性 も考 え られ るの で,

MAC感 染 マウスについて さらに長期 間の検討を行った。

Table 2に はM.auium N-444株 感染 マウスの感 染8

週後の血清 中の抗LAM抗 体 お よび抗MB抗 体 の出現

の有無 を,そ れぞれMycoDotテ ス トお よびELISAテ

ス トによって測定 した成績 を示 した。感染2週 後 の場合

(Table1)と 同様 に,ELISA法 に よる抗MB抗 体 の検

出 は可能であったが,MycoDot法 での抗LAM抗 体 の

検 出はや は り不可能であった。

感染8週 後 にお いて もなおMycoDotテ ス トでの抗

LAM抗 体の検 出は不可能であ ったので,さ らに観察 期

Time after infection (weeks)

Fig.1 Changes in the number of CFU in

 the lungs (•›) and spleen (•œ) of

 mice infected with M.tuberculosis 

Kurono (A) or M.intracellulare N-

260 (B). Each symbol indicates the

 mean •} SEM (n=4).

間を感染後13週 間に延 ば して抗LAM抗 体 の検 出 を試

み た。Fig.2に は,こ の場 合 のM.auiｕm N-444株 の

マウス臓器 内で の増殖 の様相 を示 したが,本 菌株 におい

て もFig.1に お けるよ うな旺盛 な増殖 を認め る こ とが

で きた。

Table 3に は感染後1日,5,9お よび13週 目に採 取

した被検血清 につ いてMycoDotテ ス トとELISAテ ス

トに よる抗LAM抗 体,抗MB抗 体 の検 出結 果 を示 し

た。ELISA法 では抗MB抗 体が感染5週 後 よ り13週 後

にわ た る全 期 間 に認 め られ てい る に もか か わ らず,

MycoDot法 での抗LAM抗 体 の検 出はいず れの時期 に

Table 1 Detection of anti—mycobacterial antibodies by the MycoDot test

 and ELISA testing in the serum samples of mice infected with 
 M.tuberculosis or M. intracellularel)

1)Mice were infected intravenously with 10 7 CFU of the indicated organisms. MycoDot and ELISA tests 
for the serum of infected mice were performed 2 weeks after infection.

3
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Table 2 Detection of anti-mycobacterial antibodies by the 

MycoDot test and ELISA testing in the serum

 samples of mice during the course of M. avium

 N-444 infection 1)

1) Mice were infected intravenously with 10 7 CFU of M. avium N-444.

Tirne after infection (weeks)

おいて も不 可能であった。

考 察

結核 症の血清診 断はその簡便性 か ら,特 に開発途上 国

では重要な方法であるが,結 核 の発症が少 ない先進 国に

おいて も,結 核診 断のdoctor's delayを 回避で きる利

点が考え られる。今 回,抗 酸菌,特 に結核菌 の血清診断

キ ッ トMycoDotを 評価 す る機 会 を得 たの で,特 に

MAC症 についての有用性 を含 めてマ ウス感染モ デル系

を用 いて検討 した。

Fig.2 Changes in the number of CFU in 

the lungs (•›) and spleen (•œ) of

 mice infected with M. avium N-444.

 Each symbol indicates the mean •}

 SEM (n=4).

MycoDotは 抗LAM IgG抗 体 を検 出す るた め に,

過去 に活動性 の結核症の既往があ る者や非結核性抗酸菌

症 あるいはハ ンセ ン病で も陽性 となる可能性があること,

他方,免 疫不全 を伴 う結核症の場合 には陽性 と判定 され

るほどの抗体量 を産生 してい ない こともあ り,陰 性 と誤

判定 され る可能性があ ることなどが指摘 され てい る1)。

Table 3 Detection of anti-mycobacterial antibodies by the

 MycoDot test and ELISA testing in the serum 

samples of mice during the course of M. avium
 N-444 infection1)'

1) Mice were infected intravenously with 10 7 CFU of M. avium N-444.

4
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結核患者 についての米国での検討では感度70.2%と さほ

ど高 くない こと,ま たHIV抗 体陽性の結 核 で も75%の

陽性率 に とどまってい ることなどが報告1)さ れ てい る。

山中 らの報告2)3)に よれば,わ が 国の活動性結核患 者

での感度 は79%(特 異度 は88%),さ らに活動性 非結 核

性抗酸菌症患者 では陽性率63%で あるという。 したが っ

て,臨 床 的に はMyco Dotの 使 用 に よ り結核 症 ばか り

か非結核性抗酸菌 症 もかな りの陽性率 で検 出可能 である

と言える。

ところが,マ ウス感染 モデル系 を用 いた今 回の検討 で

は,結 核症の場合,Myco Dotテ ス トでの陽性率 は50%

と ヒ トでの成 績 に比 べ て や や低 く,MAC症 で は抗

LAM抗 体 は検 出 し得 ない こ とが 分 か った 。 他 方,

ELISA法 を用いた場合,MAC感 染 マ ウスで も抗体価

は結核菌感染マ ウスのそ れの約1/10以 下 と低 い ものの

有 意 な レベ ル の抗MB抗 体 が 検 出 され て い る の で

(Table1),MAC菌 のLAM抗 原 に対す る抗体 もあ る

程度 は産生 されてい た もの と考 えられ る。

この場合,Myco Dotテ ス トで は抗LAM抗 体 を検出

で きなかった理 由 としては,以 下 の考察が可能であろう。

すなわち,上 述 の抗MB抗 体 の場 合 と同様 に,MAC

感染 マウスでの抗 フLAM抗 体 の抗体 価 も結核 菌感 染マ

ウスのそれの1/10以 下 と低 かった可 能性が考 え られる。

とすれば,マ ウスMAC症 で はMyco Dotテ ス トで の

診断 に必要な量の抗LAM抗 体 が 産生 され てい なか っ

た とい うことになる｡こ れに加 えて,Myco Dotテ ス ト

で は診断の精度 を上げるためにカ ッ トオフ値 を高 目に設

定 してい るとい った事情 も相 まって,MAC感 染 マ ウス

で は抗LAM抗 体が検 出 され得 なか った とい う今 回の

成績 につ なが ったので はなか ろうか。

なお,結 核菌 の強毒 株(Erdman,H37Rv)あ るい

は弱毒株(H37Ra),M.bovis BCGやM.lepraeの

LAMはarabinose-capped LAMの 他 にそ のviru-

lenceと は 無 関 係 に40～70%はmannose-cappea

 LAMが 含 まれている と報 告 され てい る4)～7)。MAC

のLAMに ついての報 告 には未 だ接 し得 な いので その

点については不 明だが,す くな くとも本 キッ トで は活動

性 非結核性抗酸菌症患者 の63%が 陽性2)3)と 判定 され る

ことか ら考えて も,本 キ ッ トに用 い られている結核菌 の

LAM抗 原で もヒ トのMAC症 にお ける抗LAM抗 体

は検出可能である と考え られる。 したがって,今 回の検

討で はLAMの エ ピ トープの 違 いに よってMAC感 染

マ ウスの抗LAM抗 体が検 出で きなか った とい う可 能

性 は少 ない ものの ように思われる｡

第2にMyco Dotテ ス トでは,LAM抗 原 と検 体中の

抗LAM IgG抗 体 との抗原抗 体複 合体 のFc部 分 に,

赤色色素で ラベ ルされたprotein Aを 結合 させ るこ と

に よって呈色 させ ているが,こ のprotein AのIgGへ

の結合 性 は動物 種 に よって異 な り,ヒ ト とマ ウ ス の

IgGを 比較 した場合 のprotein AのIgGへ の結合性は,

ヒ トにおける方が強い ことが知 られている8)。 また,こ

のprotein AとIgGの 結合 性 は両 者のIgGの サ ブク

ラス レベル において も異な ることが知 られている8)9)。

本来,MycoDotテ ス トは ヒ トのIgGとprotein A

との結合 による呈色 を観察す る試験法であるが,今 回の

われわれの実験で はマ ウスのIgGとprotein Aと の結

合 をみてお り,そ の結合反応 は,上 述 したIgGの 結 合

性 の違 いに起 因 して,ヒ トIgGの 場合 ほ ど良好 で は な

か っ た の で は な い か と も考 え られ る。 とす れ ば,

MycoDotテ ス トによってMAC感 染マ ウスの抗LAM

抗体 を検 出 し得 なかった理 由,お よび結核感染マ ウスの

抗LAM抗 体 の検 出率 が ヒ トにお ける場 合 よ り も若干

劣 った理由は,こ の ような ところにあるのか もしれない｡

いずれに して も,MAC感 染 マウスの抗LAM抗 体 を

MycoDotテ ス トで検 出で きなかったのは,感 染宿 主が

検出 し得 るほ どの抗 体量 を産生 していなかった というこ

とに加 えて,本 テス トの検 出系 が ヒ トIgGを ターゲ ッ

トに してい ることに起因する もの と思われる。
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