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塗抹陰性肺結核の診断における核酸増幅法検査の限界
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Study objectives: To assess the usefulness of commercial kits of nucleic acid amplifica

tion test (NAAT) for diagnosis of smear negative (SN) pulmonary tuberculosis.
Design and patients: Retrospective study of patients who were diagnosed as, or sus

pected of pulmonary tuberculosis during 3 years from January 1996 to December 1998 in
 Fukuiuii Hospital which has 100 beds for tuberculosis patients.

Measurements and Results: 145 smear-negative culture-positive pulmonary tuberculosis 

patients are entered to our analysis. The DNA-based amplification test kit (Amplicor 
Mycobacterium Tuberculosis Test (AMPL), Roche Diagnostic Systems, Basel, Switzer

land) detected 39.2% (20/51, 95% confidence interval (CI): 25.8-52.6%) of smear—nega

tive culture-positive (SNCP) pulmonary tuberculosis cases. The RNA—based amplification 

test kit (Gen-Probe Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct Test (AMTDT), Gen-

Probe Inc., San Diego, Calif., USA) detected 40.5% (15/37, 95% CI: 24.7-56.3%) of 

SNCP pulmonay tuberculosis cases. For both NAATs (AMPL and AMTDT), between two 

groups with and without the NAAT at diagnosis of SNCP pulmonary tuberculosis, there 
was statistical difference in culture-positive rate (proportion of positivity in sputum cul

ture tests at diagnosis), but no statistical difference in maximum number of colony of 
Mycobacterium tuberculosis (MTB). When stratified for the culture-positive rate, ad

justed sensitivity for SNCP patients was 44.2% (AMPL) and 40.4% (AMTDT) respec
tively. On the other hand, among 245 patients with sputum AMPL positive results during 

the 3 years, 8 were smear-negative culture-negative (SNCN), only one out of these 8 

cases was judged as true active tuberculosis without treatment. Among 89 patients with 

sputum AMTDT positive results, 7 were SNCN, and 3 out of them were judged as true
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active tuberculosis without treatment.
Conclusion: Usefulness of commercial NAAT kits (AMPL and AMTDT) to diagnosis 

SN pulmonary tuberculosis is limited in the point of sensitivity.
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背景 と目的

結核の確定診断 は結核菌の検 出によるのが基本である。

従来 日本での臨床 にお ける結核菌検出のための検査 はほ

とんどの場合,塗 抹検査お よび小川培地での培養検査 に

限られてい た。塗抹検査 は安価で迅速性 に優れ るものの

感度 の点で は満足 のい くもので は な く1),ま た結核 菌

であるこ との確認 には培養検査 を経 た同定検査が必要 と

される。培養検査 は感度 の点で は塗抹検査 に優 るものの,

従来 日本 で繁用 されて きた前処理お よび小川培地 による

培養 では陽性判定 までに3週 か ら8週 を要 し迅速性 の面

で満足 のい くものではな く,ま た培養 陽性 の場合 に も結

核菌 であるこ との確認 のためにやは り同定検査 を必要 と

する。

無論 これ ら従 来の検査 は戦後 日本 の結核対策 において

重要 な役割 を担 って きた。 しか し最 近の新規結核患者数

減少 速度の鈍化 や逆転,集 団感染 や院内感染事例 が人々

の耳 目を集めている状 況の中では,よ り迅速 で感度 の良

い結核 菌検査 が求め られている。 この ような状況 の中で

近年臨床の場に広 く登場 して きたのが核 酸増 幅法検査 で

ある2)3)。

核 酸増幅法 は結核菌 に特異的な遺伝 子配列 を直接検 出

す る検査であ りこの際培養検査での菌増殖 を経由せず遺

伝子のみ を直接増やす(増 幅す る)。 この ため核 酸増 幅

法検査 は数時 間以内 に結果 を知 ることがで き,ま た直接

結核菌の検 出を行 うため同定検査 も不要で,迅 速性 に優

れる検査で ある。また感度 の点で も実験室 レベ ルの検討

では僅 か1個 以下 の結核菌で も検 出可能 との報告4)も あ

り,感 度の点 において も優 れてい る とされている5)～9)。

これ らの核酸増幅法 は市販 の検査 キ ッ トとしてい くつ か

の種類 が発 売 され てお り,日 本 におい ては現 在DNA

ベースの核酸増 幅法 検査 で あ るAmplicor Mycobac-

terium Tuberculosis Test (Roche Diagnostic

 Systems社 〔Basel,Switzerland〕/以 下AMPL)お

よびRNAベ ー スのGen-Probe Amplified Myco-

bacterium Tuberculosis Direct Test (Gen-Probe

社 〔SanDiego,Calif.,USA〕/以 下AMTDT)の2

種類のキ ッ トが利用可能である。 これ らのテス トは,実

験室 レベルでの検 討結果 を基に して,一 般臨床家の間で

非常 に鋭敏なテス トである と考え られる傾向にある。 し

か し結核菌培養陽性 臨床 検体 にお け る陽性 率 は一般 に

40～70%前 後2)3)と されてお り,感 度の点でそれほ ど鋭

敏で はない可能性が指摘 されてい る。 また実際の臨床の

現場で は核酸増幅法 に提出す る検体の培養検査の結果は

判明 してい ないのが普通であ り,塗 抹陰性の結核患者 に

おいて核酸増幅法検査 を施行 した場合の有用性の検討 は

あま りなされ てい ない。

以上か ら,本 稿 は,塗 抹陰性の肺結核患者 にお ける市

販検査 キ ッ トでの核酸増幅法検査 の有用性 を検討 し,臨

床 にお けるその適切 な使用 に資す ることを 目的 と した 。

対象 と方法

塗抹 陰性肺結核 の定義 は化学療法 開始 か ら2週 間以前

のすべ ての喀痰塗抹検査が 陰性 の もの とした。培養検査

陰性/陽 性 の定義 も同時期 の検査 による もの とす る 。調

査 は以下 の2つ のRetrospective studyと しAMPL

お よびAMTDTに 分 けて行 った;

A)1996年1月 か ら1998年12月 までの3年 間 に結核

予防会複十字病院(以 下,当 院)で 喀痰 塗抹 陰性培養 陽

性肺結核 と診断 された患者の うち,診 断時の核 酸増 幅法

検査の陽性率 を調査す る。すべての患者に核 酸増幅法検

査が行われてい るわけではないため,核 酸増幅法の陽性

率 に影響 を与 えると思われ る最大培養 コロニー数お よび

培養陽性率(二 化学療法開始2週 間以前 に行われた喀痰

検査 にお ける培養陽性喀痰検体数/同 時期 に行 われ た喀

痰培養検査 回数)に つ いて階層化 して検討す る。

B)1996年1月 か ら1998年12月 までの3年 間 に結 核

予 防会複十字病 院で喀痰 の核酸増幅法検査陽性で あった

患者 の臨床情報 を収集 し,喀 痰塗抹 陰性培養 陰性結核 に

おける核 酸増 幅法陽性 の臨床 的意義 を調査す る。
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統 計

半定 量 的デ ー タの比較 はMann-Whitney U test

 (Significance level 5%)に よった。核酸 増幅 法 陽性

率の比較 はChi-square test (Significance level 5

%)に よった。

結核菌検査

塗抹検査 は直接塗抹 で行 い,Ziehl-Neelsen法 で染

色 した。鏡検 は熟練 した技 師に よって行 われた。培養 は

4%NaOHで 前処理 した後2%小 川変法培 地で行 われ,

8週 間観 察 とした。 同定 検 査 はAccu probe(Gen-

Probe社/前 出)に て行われた。

核酸増幅法検査 は,通 常塗抹培養検査に出 された検 体

とは別個 に採取 され,4℃ で保管 し検査会社(SRL八

王子 ラボ ラ トリー,東 京)に 外注 された 。SRLで は,

キ ャリーオーバー等 に よる コンタミネイシ ョンを防 ぐた

めの空気流調整が行われている特 別な検査 室で,各 キ ッ

トの使用説明 に沿った検査 が行われた。報告は通常検体

提 出か ら5～7日 で行われた。当院では,各 患者 での核

酸増幅法検査施行の有無 は主治医(呼 吸器専門医)に ま

か されてい るが,,画 像等か ら菌量の少 ない と予想 され る

患者 に多 く行 われる傾 向にあ る。 また原則的 に診断以外

には核酸増幅法 は用 いられてお らず治療のモニ タリング

には使用 されていない。なお,同 一患 者で 同一種 類の核

酸増 幅法検査 が行 われている場合 には最初 に提 出された

検査 のみを分析 の対象 とした。

Table 1a AMPL positive rate among SNCP cases

Table 1b AMTDT positive rate among SNCP cases
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結 果

A.塗 抹 陰性培養 陽性肺結核患者 における核酸 増 幅法 陽

性率

結核菌検査台帳 の調査 か ら,結 核菌培養陽性者の うち

塗抹 陰性患者 は271人 であ った。 これ らの患者 すべ ての

カルテお よび胸部 レン トゲ ン等 を調査 した結果,こ の う

ち肺外結核患者が37人,培 養 偽 陽性 も しくは 臨床診 断

未確認の患者14人,化 学療法 終 了後 の再発 とは見 な さ

れないいわゆるIsolated positive cultureの 患者1人 ,

多剤 耐性 結核 に よる慢性排 菌患 者20人,前 医で 塗抹 陽

性 であった患者43人,当 院転 院時 すで に2週 間 以上化

学療法 が施行 されている患者11人 を排 除 し残 り145人 の

塗抹 陰性培養 陽性肺結核患者 を以下 の調査の対象 とした。

結果 の要約 をTable 1aお よび1bに 示す。表 中Rは

培養陽性率(=化 学療法開始2週 間以前 に行 われ た喀痰

検査 にお ける培養陽性喀痰検体数/同 時期 に行 われ た喀

痰培養検査回数)を 示 し,Cは 培養陽性検体中の最大 コ

ロニー数 を示す。Rは 標 準 的 な3連 痰 を想 定 して3つ

に階層化 し,Cは 便 宜的に30個 を境 に して2つ に階 層

化 した。

145人 の喀痰 塗抹培養検査 回数 は平 均3 .01(range 1

～9)で あった。AMPLは51人 に,AMTDTは37人

に施行 されていた。どち らの核酸増幅法検 査においても,

核酸増幅法検査施行群 と非 施行 群 では後者 で 有意 にR

が高か った(Mann-Whitney U test,AMPLでZo

=3 .27,P<0.001。AMTDTでZo=3.40,P<0 .001)。

Cに つ い て は有 為 な差 は な か っ た(Mann-Whitney U

 test,AMPLでZo=0.197 ,P=0.84。AMTDTで

Zo=0.942,P=0.92。 なお こ の 際,コ ロ ニ ー 数 が カ ウ

ン ト不 能 な もの は分 析 の 対 象 外 と した)。

塗 抹 陰 性 培 養 陽 性 肺 結 核 患 者 にお け る核 酸 増 幅 法 検 査

の 陽 性 率 はAMPLで39 .2%(=20/51,95% confi-

dence interval (CI): 25.8～52.6%),AMTDTで

40.5%(=15/37,95% CI:24 .7～56.3%)で あ っ た 。R

の 階 層 別 に 見 た場 合,ど ち らの核 酸 増 幅法 検 査 に お い て

もR>0.67以 上 の 群 で は,0.34<R≦0 .67の 群 お よ び

R≦0.34の 群 よ り も有 意 に核 酸 増 幅 法 陽 性 率 が 高 か った

が(Chi-square test,P<0.05),後 の2群 間 で は差 が

な か っ た(Chi-square test,AMPLでP=0 .87,

AMTDTでP=0.86)。Cに つ い て 見 る と,ど ち ら の核

酸 増 幅 法 検 査 にお い て も,C<30の 群 と30≦Cの 群 で

は 核 酸 増 幅 法 陽 性 率 に 差 は な か っ た(Chi-square

 test,AMPLでP=0.95,AMTDTでP=0.09,ま た

群 を 二分 す る境 界 を10,20,40に して もCの 値 が 高 い

群 が核 酸 増 幅法 検 査 の 陽性 率 が有 意 に高 い とい う結 果 は

出 な か っ た)。 以 上 か らRに つ い て 階層 化 し全145人 の

患 者 に外 挿 して計 算 した場 合 の塗 抹 陰 性 培 養 陽 性 肺 結 核

患 者 にお け る核 酸 増 幅 法 陽 性 率 はAMPLで44 .2%〔=

(38×0.294+53×0.318+54×0.667)/145〕,AMTDT

で40.0%〔=(79×0.380+49×0.389+17×0 .500)/145〕

で あ った 。

Table 2 Result of analysis of NAAT positive cases

Among (A)

Among (B)
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Table 3 Sensitivity of AMPL and 

AMTDT for smear—negative culture—

positive specimens in previous reports

B.塗 抹 陰性培養 陰性肺結核患者 における核 酸 増幅 法陽

性 の意義

検 査 台 帳 の記 録 か ら,調 査 対 象 期 間 中 に喀 疲 の

AMPLが 陽性 であった患者 は245人,AMTDTで は89

人であ った。 これ らの患 者す べ ての カルテ お よび胸部

レン トゲ ンを検討 し,核 酸増幅法陽性 時の状 態を調査 し

た。結果の要約 をTable 2に 示す。

AMPL陽 性で塗抹培養 とも陰性であ った8例 の うち,

3例 は化学療法開始後の肺結核患者であ り,1例 は抗 結

核化学療法後数 ヵ月の状態でその後 も臨床的再発 は見 ら

れてお らず,3例 は臨床経過 よ り偽 陽性 と判 断 され(1

例 は肺化膿症,他 の2例 は肺炎,い ず れ も抗結核剤 を投

与せ ず1年 以上経過観察 中であるが発症 な し),真 の未

治療 活動性肺結核 と判 断された例 は1例 のみであった。

よって未治療 の患 者においては塗抹培養 とも陰性の場合,

真の陽性は25%(1/4)で あった。

同様 にAMTDT陽 性で塗抹培 養 と も陰性 で あっ た7

例の うち,1例 は臨床経過不明,3例 は化学療 法 開始 後

の患者であ り,残 り3例 が真の未治療活動性肺結核 と判

断 され,偽 陽性 と判断 された例 はなか った。分析 可能 な

未治療 の患者 におい ては塗抹培養 ともに陰性の場合,真

の陽性 は100%(3/3)で あ った。

考 察

本研究 はRetrospective studyで あ り,全 例 に核 酸

増 幅法検査 が行 われているわけではないため,塗 抹陰性

の肺結核 における核酸増 幅法検査 の真 の陽性率 を厳密 に

知 りうる調査 ではない。当院においては,臨 床 医は菌量

の少ない と予想 された患 者において好 んで核酸増 幅法検

査 を提出する傾向があるため,本 調査 で算 出 した陽性 率

は実際 よりも低 くなっている可能性がある。 このため,

核酸増幅法の陽性率 に影響 を与える因子 をすべ て考慮 し

た わけで はない ものの,最 も強い影響の考え られる培 養

陽性率(R)お よび培養最大 コロニー数(C)で 階層化 し

て検討 した。 われ われの検討で は複数回行われた検痰の

培養最大 コロニー数(C)は 核 酸増 幅法 陽性 率 に影響 を

与 えないようであ るが,こ の培養 最大 コロニ ー数(C)

は患者 の排菌量 の指標 とはな りえていない可能性もある。

しか し培養 陽性率(R)は 有意 に核酸 増幅 法 の陽性 率 に

影響 を与 え,こ れに よって全塗抹 陰性培養 陽性肺結核患

者に外挿 して計算 された各核酸増 幅法 陽性率(AMPL,

AMTDTで そ れぞ れ44.2%,40.0%)は 基 の デ ー タ

(AMPL,AMTDTで それぞれ39.2%,40.5%)と そ れ

ほど異 なっていない。

Table 3に これ まで の報告3)5)7)9)～18)での塗 抹 陰性

培養陽性検体 にお ける核酸 増 幅法 陽性率 を示 す 。 この

Table 3の 各数値 は培養 陽性 で あ る検 体 その もの での

検討 であ り,患 者ベ ースでの検討で はない ことに注意が

必要 である。この中で特異 的に高 い陽性率 を報告 してい

る文献9を 除 く報告 では陽性率 は高 くて も70%前 後で

あ り,総 説等2)3)に おいては塗抹 陰性培養 陽性検体 にお

ける核 酸増 幅法陽性 率は一般 に40～70%程 度 とされる。

この70%と い う報告は,わ れ われの検 討 でのR>0.67

の群 における陽性 率 とほぼ一致 している。 また塗抹 陰性

培養陽性の肺結核 患者 において さらに核 酸増幅法検査 を

1回 追加 した時の陽性率 は,培 養陰性検体 にお ける核 酸

増幅法検査陽性の可能性 を無視すれば,核 酸増幅法検査

に提 出 した検体が培養陽性であ る確率 に培養陽性検体で

の核酸増幅法陽性率 を掛 け合 わせて計算 され る。 われ わ

れの検討 では塗抹陰性 培養 陽性 肺結核 患 者 にお けるR

の平均値 は約65%で あ り,よ って塗 抹 陰性 肺 結核 患者

での1回 の核酸増幅法検 査 の陽性 率 は単純 計算 で65%

×70%=45.5%と なる。 これ はわ れわ れの今 回 のデ ー

タとほ ぼ一致 す る値 で あ る。従 って本調 査 はRetro-

spective studyで あるための基本的制約 がある ものの,

おお よその実情 をあ らわ してい るもの と思われる。

喀痰塗抹陰性培養陽性の肺結核 患者において核 酸増 幅

法検査 を1回 実施 した場合の 陽性率 が約40%と い う今

回の結果 は,核 酸増幅法検査が非常 に鋭敏である とい う

11
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一般の期待 とは大 き くか け離れた ものであ り
,核 酸増幅

法陰性 をもって は塗抹陰性培養陽性の肺結核患者である

可能性 をそれ ほど否定で きない とい うことになる。

また塗抹培養 とも陰性の肺結核 を核酸増幅法検査 によっ

て診断 しうる可能性 も今回の調査か らはそれほ ど高 くな

い ことが予想 され る。排菌量の少 ない と予想 され る患者

において よ り頻繁 に核酸増幅法検査が提出 される傾向に

あ るにもかかわ らず,結 核 専門病院である当院において,

核 酸増幅法で診断可能であった塗抹培養 ともに陰性 の肺

結核 患者は3年 間で わず か に1例(AMPL)お よび3

例(AMTDT)で あ った。 特 にAMPLで は,抗 結核

薬の投 与 を受けていない塗抹培養 ともに陰性 であった患

者においての核酸増 幅法 陽性 は,多 くの場合偽 陽性 を意

味 してお り,塗 抹培養 ともに陰性 の患者 においては核酸

増 幅法 陽性 の解釈 には慎重 であるべ きであることを示唆

している。今 回AMTDTで は偽陽性 は見 られなか っ た

が,他 の検体 では偽 陽性 も経験 されてお り,AMTDT

がAMPLよ りも偽陽性が少 ないのか どうか は今後 の検

討課題 である。

以上 の調査 よ り,少 な くとも現在市販 されてい る検査

キ ッ トでの結核菌核酸増幅法検査 は塗抹陰性の肺結核の

診断感度 に関 して はそれ ほど高 くな く,そ の限界が示唆

され る。 よって塗抹陰性結核 におけ る核酸増幅法の有用

性 は多 くの場合その迅速性 に求め られる ことに なろ う。

しか し自施設で依頼 に応 じてその都度す ぐに核 酸増幅法

検査 を施行す るには ランニ ングコス トの面か ら困難であ

り,ほ とん どの施設では週 に数回 まとめて検査 せ ざる を

得ないのが現状 であろ う。 また核 酸増幅法におけるキ ャ

リーオーバー コンタミネイシ ョンの制御 には空調等 に多

額の設備投 資 を必要 とするため,精 度の高い検査 のため

にはほ とん どの施設で外 注検査 に頼 らざるを得 ず,迅 速

性 の面で もやや後 退せ ざるを得 ない。

ATS (American Thoracic Society)か ら最 近 出

された結核診 断に関 す るstatement19)で は,「 現 時点

では核酸増 幅法 を どのような場合 に如何 に用 いるか は各

症例 に応 じて個 々に判 断せ ざるを得ず」,ま た 「結 果 を

鵜呑 みにす るこ とな く他 の臨床所見 を勘案 して判断す る

こ と」 としてお り,例 えば免疫不全状態 の患者 などで可

及 的迅速 な診 断が必要 な場合 などで の有用性 を挙 げてい

る。 しか し今 回のわれわれの検討 か らは少 な くともスク

リーニ ング として核酸増幅法検査 を行 うことは費用や効

率 の面 か ら言 って も避 けるべ きであろう。

結核 臨床 の基本 は現在 で もや は り塗抹培養検査で ある

こ とには変 わ りない。近年 日本 で も導入 の進 んでい る液

体培 地で は培 養陽 性 までの期 間が1～3週 間 とか な り

短 縮 され,か つ 固形培 地 よ り も感 度 に お い て も優 れ

てお り19),塗 抹陽性患者で は培 養後 の 同定検査 や 主要

4剤 に対する薬剤 感受性 試験 まで含 めて も2週 間程 度 で

完了する例 も珍 しくない。今 回のわれわれの検討か らは,

核 酸増幅法検査 を広 く行った り自施 設での検査 の導入 を

行った りする よりも,む しろ液体培 地システムの導入 の

優 先 を検 討すべ きである ことが示唆 されよう。
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