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臨床 材 料 か ら直 接 抗 酸 菌 を検 出す るMTD法 と

Amplicor Mycobacterium法 の評 価
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EVALUATIONS OF MTD AND AMPLICOR TM MYCOBACTERIUM FOR 

DIRECT DETECTION OF MYCOBACTERIA FROM CLINICAL SPECIMENS
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Miki OKAZAKI, and Bun-ichi UMEDA

MTD (GEN-PROBE AMPLIFIED MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS DIRECT 
TEST TM) for Mycobacterium tuberculosis, and Amplicor TM Mycobacterium for Mycobacteria 

(AMP-M. tb for M.tuberculosis, AMP-M. av for M. avium and AMP-M. in for M. intracel-
lulare) were used for the detection of relevant Mycobacterium. Their sensitivity and 

specificity were evaluated. Total 244 clinical specimens including 164 sputa were examined 

by the above two tests. The results were compared with those obtained by the conven-

tional methods.

Of 244 samples, number of the M.tuberculosis positive samples by microscopy, cultural 

test, MTD and AMP-M. tb were 32, 33, 38 and 35, respectively. Among 33 culture posi-

tive samples, 25 were MTD positive and 26 were AMP-M. tb positive. Therefore, sensitiv-

ity of MTD and AMP-M. tb were 75.8% and 78.8%, and their specificity were 93.8% and 

95.7%, respectively. When only sputa were used for the tests as the clinical specimens, 

both sensitivity of MTD and AMP-M. tb were increased to 94.4%.

For MAC, positive samples of M.avium complex by culture, M.avium by AMP-M. av 

and M.intracellulare by AMP-M. in were 13, 16, and 8, respectively. Sensitivity and 

specificity of AMP-M. av/M. in were 100% and 95.2%, respectively.
Clinical findings of the patients whose MTD tests were positive but negative by culture 

were reexamined. Three of 9 specimens were also positive in AMP-M. tb. From the 

records of the isolations of tubercle bacilli or other important pathogens from the other 

kind of clinical specimens, smear tests and patients' response to tuberculosis chemother-

apy, four of 9 specimens were confirmed as true positive, three were suspected as posi-

tive, and two other specimens were false positive which might be caused by contamination.
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From these observations, it could be concluded that MTD and AMP—M. tb are more 

sensitive than conventional culture method, and MTD is more sensitive than AMP—M. tb 

but needs more careful treatment to avoid the contamination.
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緒 言

日本 の結 核 罹 患 率 の減 少 速 度 の鈍 化 と,非 結 核 性 抗 酸

菌 症 の増 加 傾 向が 続 い て い る1)2)。 新 しい迅 速 検 出 法 の

開発 が 望 ま れ て きた 。近 年 開発 さ れ たPCR法 は結 核 菌

の検 出 に も応 用 さ れ たが,操 作 に煩 雑 さ が多 か っ た3)。

1994年,操 作 が容 易 な2種 類 の核 酸 迅 速 診 断試 験 キ ッ

トが 市 販 さ れ た 。 一 つ は,結 核 菌 のrRNAを 増 幅 し

Hybridization protection assay法4)(HPA法)

で検 出 す るMTD法(Gen-Probe Amplified Myco-

bacterium tuberculosis Direct TestTM,Gen-Probe

 Inc,中 外 製 薬)で あ り,も う一 つ は16srRNA遺 伝 子

の抗 酸 菌 に共 通 な部 位 を増 幅 し,3種 類 のDNAプ ロ ー

ブ を用 い て.Mycobacterium tuberculosis,M.avium,

.M.intmcellulareを 検 出 す るAmplicorTM Myco-

bacterium法(Roche Diagnostic Systems Inc,

日本 ロ シ ュ,各 々AMP-M.tb,AMP-M.av,AMP

-M .inと 略 し,全 体 をAMP法 と略記 す る)で あ る 。

MTD法 の 結 核 菌 群 特 異 性 に つ い て はJonasら5),

Abeら6)お よ び青 柳 ら7)が 報 告 し,AMP-M.tb法 に

つ い て は青 木 ら8)お よ びChinら9)が 報 告 して い る 。

また後 藤 ら10)はMTD法 とAMP-M.tbで 結 核 菌 の

検 出 を比 較 して い る 。AMP法 の利 点 は 結 核 菌 の 他 に2

菌種 の 非 結核 性 抗 酸 菌 を同 時 に検 出 で きる 点 にあ る。 私

た ち は,MTD法 と3種 類 の プ ロー ブ を用 い たAMP法

に つ い て検 討 した 。

材料 お よび 方 法

1)臨 床検 体

同 一 患 者 の 同 一種 類 の 検 体 は1件 と して,病 院 の 臨 床

検 体125件(喀 痰45,気 管 支 洗 浄 液37,胸 水12,髄 液7,

膿5,肺 穿 刺 液5,胃 液3,尿3,血 液2,気 管 支 擦 過 液

2,腹 水2,リ ンパ 節 穿 刺 液1,心 嚢 液1),お よ び 保 健

所 の 結 核 登 録 患 者 の 喀 痰119件,合 計244検 体 に つ い て

試 験 した 。

2)検 体 の 前 処 理 方 法

検体1～2mlに1～2倍 量 のNALC-NaOH液(1N

NaOH50ml,2.94W/V%Sodium citrate 50ml,N-

acetyl-L-cystein250mg)を 加 えて攪拌,室 温 で15-

20分 間静置 して 「NALC処 理液」 とした。この処 理液

に0.008%BTB(pH指 示薬)添 加 の1%H2SO4と,M/

15リ ン酸 緩衝 液(pH6.8)を 加 え3,000rpmで20分 間

遠心 した。沈渣 に滅菌水8mlを 加 えて再 び遠心 し,そ

の沈渣 に滅菌水500μlを 加 えて 「前処 理済 み 中和液 」

とした。

3)塗 抹検査方法

検体 および前処理済 みの遠心沈渣 をチール ・ネルゼ ン

法 で染色 し鏡検 した。いずれかの材料 で陽性 の ものは塗

抹 陽性 とした。

4)培 養 方法

NALC処 理 液100μlを 工藤PD培 地(日 本 ビー シー

ジ ー)に 接種 した。 また前 処理 済み 中和 液100μlを

Bacto Middlebrook 7Hll agar(Difco,USA,7H11

agar)に 接種 し,37℃ で培養 した 。い ずれ かの培 地 で

菌の発 育 を認めた もの を培養 陽性 とした。

5)分 離菌株 の同定方法

分離株 の コロニー性 状 を参照 して,AccuProbe法4)

と生化学的試験 法11)を 用いて同定 した。

6)MTD法

プ ロ トコール(中 外 製薬)とJonasら5)の 方法 に従っ

て実施 した。

7)AMP法

プ ロ トコール(日 本 ロシュ)に 従 って実施 した。前処

理済みの中和液100μlを 試験液 とし,GeneAmp PCR

 System 9600-RTMを 用 いて抗酸 菌属 に共 通 なヌ ク レ

オチ ド部位 を増 幅 した 。 このPCR増 幅産物 とM.tu-

berculosisお よびM.avium,M.intracellulareに

特異的 な各々の プローブとハ イブリダイゼーシ ョンを行 っ

た。

8)検 体希釈法 による感度の比較

塗抹検査で抗酸菌陽性であ った肺結核患者の喀痰3検

体 について,前 述の ように前処理 を行 った。 この液 を原
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Table 1 Comparison of Genetic Identification Techniques with Conventional Methods 

for M. tuberculosis or M. avium complex in Various Specimens

Table 2 Genetic Identification of M. tuberculosis and M. avium complex 

from Various Culture Positive or Negative Specimens

M. tb: M. tuberculosis, MAC: M. avium, complex

液 として,滅 菌蒸留水 を加 えて10倍 希 釈系 列 を調製 し

た。 この希釈 した試料 を用いて分離培養法お よびMTD

法,AMP-M.tb法 を実施 して感度 を比 較 した 。培 養

菌数の表示法 は 「結核菌検査指針」11)に 従 った。

結 果

1)喀 痰164件 を含 む臨床材料13種244件 につ い て,

塗抹成 績 を基準 に して の結核 菌 の分 離培 養,MTD,

AMP-M.tbの 成績,並 び にM.avium complexの

分離培養,AMP-M.av,AMP-M.inの 成績 をTable

1に 示 した。MTDとAMP-M.tbの 感 度 は塗抹 陽性

検体,陰 性検体共 に分離培養 とほぼ同程度 か若干高 かっ

た。分離菌株 のM.aviumとM.intmcellulareはM.

avium complexと 同 定 し た の でAMP-M.avと

AMP-M.inの 成績 も合算 して分離 培養 の成 績 と比べ

る と,塗 抹 陽性検体 では培養 とほぼ同程度 であったが,

陰性検体 では分離培養 より高い感 度を示 した。

2)臨 床材料244件 について,分 離培養 の成 績 を基準

に して感度 を比較 した(Table2)。 結核 菌分 離培 養 陽

性33件 中,MTD陽 性 は25件,AMP-M.tb陽 性 は26

件 であった。MTDとAMP-M.tbの 感度 は75.8%と

78.8%,特 異度は93.8%と95.7%で ほぼ同程度であった。

培養陰性の検体で はMTDはAMP-M.tbよ り高 い陽

性数 を示 した。一方,「AMP-M.av/AMP-M.in」 で

は感度100%,特 異度95.2%で あ った。

3)検 体 を喀痰 に限 った と きの成績 をTable3に 示

した。MTDとAMP-M.tbは 共 に感 度94.4%,特 異

度95.2%で あった。[AMP-M.av/AMP-M.in]の 感

度 と特異度 は各 々100%,96.7%で あった。

4)病 院の患者 由来 の検体 で,分 離培養 陰性 に もかか

わ らず,MTDあ るいはAMP-M.tbが 陽性 で あ った

検体 は8人 の患者 か ら9件 あった。その患者 の臨床診 断

を再検討 した(Table4)。 患者1)2)3)は,化 学 療法

下 での回復状態 や他 の検体 か らの結核 菌の分離状 況か ら

明 らか に肺 結核 症 であ り,そ の患 者 か らの4検 体 の

「MTD陽 性」 は真 の陽性 と思 われた。患者4)と5)は

各 々結核 の疑 い と診 断 され,患 者の検 体は真の陽性 の可

能性 が高い と思 われた。患者6)は 結核性 の疑 い もある

とした。患者7)と8)で は同一検 体の再 検査 が 陰性,

後 日採取 された検体 も陰性 で あ り,胸 部XP像 に も変

化 が観 られなかった ことか ら,初 めの 「MTD陽 性」 は

コンタミネーシ ョンの可能性 があ ると思われた。

5)結 核 菌陽性喀痰 を希釈 し,こ れ を試料 として感度

を比較 した成績 をTable5に 示 した。菌量 の多 いNo.1
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Table 3 Genetic Identification of M. tuberculosis and M. avium complex 

from Culture Positive or Negative Sputa

M. tb: M. tuberculosis, MAC : M. avium complex

Table 4 Clinical and Laboratory Findings of Eight Patients Whose MTD 

or AMP-M. tb Were Positive but Culture Were Negative

*1: being under treatment for sequelae of pulmonary tuberculosis, *2: M . tuberculosis was isolated 
from the sputum, *3: M. tuberculosis was isolated from the pulmonary pus, *4: Aspergillus sp. 
was isolated from the pulmonary pus, *5: Bacteroides distasonis was isolated from the blood.

Table 5 Comparison of Detection Limits of Culture, MTD and AMP-M. tb in 

Diluted Samples of Smear Positive Sputum

In culture, œO:•†200 colonies; +: Actual colony number observed on a slant medium was shown.

の試料で は3法 共 に10-5ま で陽性 であった 。 菌量 が少

ないNo.2お よびNo.3で はMTD法 の検 出 感度 が最

も高か った。

6)臨 床検体の種 類別 陽性 数 をTable6に 示 した 。

喀痰164件 中塗抹陽性22件,分 離培養で結核菌陽性18件,

MAC陽 性12件 あ った。MTDとAMP-M.tbで は各 々

24件 陽性で,核 酸診 断法 の高 い陽性 率 が観察 された 。

「AMP-M.av/AMP-M.in」 も培養 よ り高 い陽性 率
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Table 6 Number of Positive Samples in Different Clinical Specimens Tested with Genetic 

Identification Techniques and Conventional Methods for Detecting Mycobacteria

M. tb: Mycobacterium tuberculosis, MAC: M. avium complex, M. av: M. avium , M. in: M. intracellulare, 
BALF: bronchoalveolar lavage fluid, CSF: cerebrospinal fluid.

を示 した。気管支洗浄液 と胸水か らの結核菌の検出では,

分離培養が一番高い陽性率 を示 した。その他の臨床材 料

10種 類31検 体での陽性件数は,鏡 検6(4種 類),結 核

菌分離培養6(4種 類),MTD9(6種 類),AMP-M.tb

6(5種 類)で あった。種類 別 試験例 数 は十 分で は ない

が,両 核 酸診断法は各種 の検体 で使用 が可能である と思

われた。

考 察

MTDとAMP-M.tb,並 び に 「AMP-M.av/AMP-

M.in」 の感度 と特異度 を検討す るため に,喀 痰164件

を含 む13種 類合計244件 の臨床検体 を用い て試験 し,分

離培養 の成績 と比較 した。

全種類の検体 にお けるMTDの 陽性 数 は38,そ の 中

のAMP-M.tb陽 性数 は30,MTD陰 性206中 のAMP-

M.tb陰 性 は201で,MTDとAMP-M.tbの 一致率 は

94.7%で あ った。MTDとAMP-M.tbの 特異度 は93 .8

%と95.7%で あ った。 しか し,感 度は各々75.8%と78 .8

%で,そ れほ ど高 くはなか った(Table1お よびTable

6)。

検体 の種類 を喀痰 に限った場合,感 度 は両者共 に94.4

%,特 異度 も共に95.2%と 高い値 を示 した(Table3お よ

びTable6)。 この値 は喀痰 についての多 くの報告5)～10)

とほぼ同値 であった。す なわち,各 種 の検体 を含 む場合

と喀痰 だけの場合 とで感 度 に約20%の 差 が あっ た。 こ

の差は核 酸抽 出の効 率あるいはイ ンヒビターの除去 の効

率が検体 の種類 に より異なるためか もしれない。最 近開

発 されたAMP法 の付属 製 品で あ る 「内部 コ ン トロー

ル」(日 本 ロ シュ)を 使 用 して み る と,各 種 検 体 の

DNA抽 出液 中にイン ヒビターの含有 を示す 「内部 コ ン

トロール陰性」例が あった。データは示 していないが,

このような例 は喀痰で は極 く少数 であったが,胸 水や便

では多か った。

核酸診 断法の喀痰以外 の検体 につ いての応用例 は少 な

い12)。 高嶋 ら13)は細胞成分の多い検体で はAMP法 の

溶菌操作法だ けで は不十分 なケ ース を認めてい る。 また

豊 田ら14)は,MTDの 核 酸抽出法 に改善 を試み てい る。

各種検体か らのDNA抽 出法の確 立が望 まれ る。

.M.avium complexの 分離培養 と比較 した 「AMP-

M.av/AMP-M.in」 の感度は100%,特 異度は97.0%

であった。この感度 は,結 核菌 を検 出す るAMP-M.tb

のそれ よりも高かった。 この感度の差 は,主 には検体 の

アルカ リ処理 に関係 があるのか もしれない。結核 菌はア

ルカ リ処理 に比較 的高い抵抗性 を示 すが,MACの そ れ

はそれほ ど高 くないので微量菌 の場合 は培養 陰性 とな り

やす い15)16)ので,培 養 陽性 を示 した検体 中 には比 較 的

菌 が多 数存 在 して いた こ とに な る 。 「AMP-M.av/

AMP-M.in」 の感度 は培養成績 を基準 に して比較 した
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ので,高 い値が得 られた一面 がある と考えている。

また個 々の検体 では,環 境 中の コンタミネーシ ョンの

影 響 の可 能性 も完全 にぬ ぐい去 る こ とは で きな い 。

MACは 環境 中に も存在 してい ることが知 られてお り,

日本結核病 学会予 防 ・治療合同委 員会17)は 鏡検 と分 離

培養 を必ず併用する よう勧 告 して い る。 山崎18)も 同様

な指摘 をしている。非結核性抗酸菌の微量菌の検 出は必

ず しも病状 を反映 してい るとは言 えない ことか ら,診 断

基準が設け られてい る19)。 これ は分 離培養 で の菌 の検

出 を基準 にしてい るの で,培 養 陰性 ・「AMP-M.av/

AMP-M.in」 陽性の結果の解釈 は現在では困難である。

今後臨床例 を積み重ね てい けば,核 酸診 断法 による診 断

基準の設定が可能 になるか もしれない。

分離培養陰性 ・MTD陽 性 を示 した9検 体 の患者8人

の臨床診断 を再検討 した結果,3人 の患者 か らの4検 体

の 「MTD陽 性」 は真 の陽性 と思 われた。他 の2人 の患

者 は初期結核 の疑 い,他 の1人 は化学療 法下での回復状

況 か ら結核性髄膜炎 の疑 い,他 の1人 は尿路結核 症の疑

い と診 断 された。

しか し,他 の1人 は 同一検体 のMTDの 再検査 のが

陰性 であ り,そ の検 体 か らAspergillus sp.が 分離 さ

れ,後 日の検 体でのMTDの 成績はいずれ も陰性であっ

たので,初 めの 「MTD陽 性」 は,阿 部 らの指 摘20)の

ような コンタミネー ションの可能性があ るとみ な し,肺

アスペルギルス症 と診断 された。 もう1人 の髄液,血 液

胸水,喀 痰,肺 膿瘍 についての再検査 はいずれ も抗酸菌

陰性であ り,胸 部XP像 に も変化 が観 られ なか っ た。

後 日,血 液培養でBacteroides distasonisが 分離 され

たので菌血症 と診断 され た。

す なわ ち,MTD陽 性9検 体 中の4件 は真 の陽性 で あ

り,核 酸診断法,と りわ けMTD法 の高 い感 度 を反 映

してい ると思 われた。他 の3件 も真 の陽性 の可 能性 が高

い と思 われたが,他 の2件 はコ ンタ ミネーシ ョンの影響

と思 われた。コンタ ミネーシ ョンの影響 の可能性 が疑わ

れる ときは,再 試験 に よって誤診 は避け られる と思われ

た。

培養 陰性 ・核酸診 断法陽性 の検体 については,一 般 に

菌量 が少 ない場合 が想 像 されてい る6)～8)。 この こ とを

確 かめるために,結 核 菌陽性喀痰 を希釈 し,そ の試料 を

用 いて感度 を比較 した。菌量が少 ない試料で は,分 離培

養 陰性 であって も核 酸診断法だけが陽性 になることが観

察 された。

核 酸診断法の偽陽性偽陰性 について は多 くの報告が あ

る。MTDに ついて はJonasら5),阿 部 ら20)の報 告が

あ る。Jonasら は,758件 中偽陽性 は4件,偽 陰性 は24

件あ り,偽 陰性24件 中6件 は検 体 中の イ ンヒ ビター に

よると報告 してい る。阿部 らは6施 設 の共 同研究 で超純

水 で も偽陽性 を示 した例や,菌 を添加 した喀痰 で偽陰性

を示 した例 を報告 して い る。AMP-M.tbに つ い ては

Chinら9),阿 部 ら21の 報告が あ る。Chinら の偽 陽性

は0.8%で,有 用性が高い と してい る。 阿 部 らはMTD

の評価試験 と同様 な調査で,菌 を添加 した喀痰で偽陰性

の例があ ったが超純水で偽陽性 を示 した例 はAMP-M.

tbで は認めていない。今 回の私 た ちの試 験成 績や 上記

の文献 を参照す る と,AMP-M.tbはMTDよ り若干

感度 は低 いが,そ のぶ ん偽 陽性 も少 ないようである。

AMP法 の もう一 つの利 点は,主 要3菌 種 が検 出で き

る点である。244検 体 の うち塗抹 陽性 は32件 あ った 。 こ

の中か ら分離培養 で結核 菌17件,MAC7件 が陽性 で あ

り,MTDで20件,AMP-M.tbで18件,そ して 「A

MP-M.av/AMP-M.in」 で8件 が陽性 であっ た。 環

境 か らの影響 についての配慮は必要ではあるが,全 国的

にMAC症 の増加傾向2)が 見 られ てい る中 で,結 核 菌

とMACと の迅速な区別の意味か らも,AMP法 による

迅速診断の要望は今後 ます ます高 まると思われた。
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