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ア ン プ リ コ アRマ イ コバ ク テ リ ウ ム コ ン トロ ー ル

サ ー ベ イ(2000年)

331施 設の集計結果報告―

1日暮 芳己2三 宅 一義1*奥 住 捷子3*長 沢 光章

4*渡辺 正 治5**立 花 勇一

要旨:ア ンプリコアRマ イコバクテリウムキットは現在 日本で最 も多 く使用されているPCR法 を用

いた測定キットである。私たちは,本 キットのユーザー331施 設を対象 に,日 常検査 における測定値

の信頼性について,模 擬検体を配布 し調査を行った。

模擬 検体 は NALc-NaoH 処 理 を した喀痰 に,菌 数 の明 らか なMycobacterium bovis, Mycobacterium

 intmcellulare の 菌 液 を加 えた もの を試料 と して配布,測 定 を依頼 した。

陰性試料 を陽性と報告 した偽陽性 は331施 設中6施 設(1.8%)で あった。陽性試料 を陰性 と報告 し

た偽陰性は7施 設(2.1%)あ り,試 料 ごとの内訳は TB-H で331施 設中1施 設, TB-L で331施 設中5

施設,MINで は316施 設中1施 設であった。また, COBAS 法と MWP 法において正解率に差は見 ら

れなかった(χ2検 定:P>0.05)。 また,不 正解の報告 をした施設と陽性コントロールが低値であっ

た22施 設に対 して,検 査環境 と操作面についてアンケー ト調査を実施 した。その結果,PCRを 行 う

際,基 本的操作が守られていないケースが指摘され,こ れが不正解に結びついた可能性が示唆された。

アンプリコアRマ イコバクテリウムキットは抗酸菌の迅速診断キットとして日常検査 に十分な精度

を有 していると考えられた。
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同研究

は じ め に

結核菌感 染症 は Re-emerging infectious diseases の1つ

として,近 年注 目され る疾患 の1つ である。結核菌 は空

気感染 によ り感染 が拡大 するため,感 染拡大 の防止 には

迅速 な検 出が要求 される。

結核菌群の遺伝子をターゲットとした核酸増幅法を用

いた検出法が臨床検査に導入.実 用化され,特 に,抗 酸

菌塗抹検査陽性時には,結 核菌であるか否かを迅速に判

断することが臨床上および感染制御学的にも重要である。

しか し,現 在の核酸増幅による結核菌検出法には偽陽性,

偽陰性の事例が皆無ではない1)。本研究会はアンプリコ

アRマ イコバクテリウムキット(以 下,本 キット;ロ ッ

シュ.ダ イアグノスティック㈱:東 京)を 日常検査に導

入している病院内検査室および検査センターにおいて,

精度の高い検査結果を臨床医に報告 しているか否かを調

査するために同一模擬検体を配布し,測 定依頼を行った。

また,そ の測定結果を解析 し,日 常検査技術の実態を把

握 し,本 キット操作上の注意点などの業務改善を図るこ

とを目的とした。

方 法

(1)実 施内容

全国331施 設の参加,協 力があった。測定法 はPCR
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を用 いた核酸増幅 とマイクロプ レー トでの検 出反応 を用

手法 で行 う Micro Well Plate 法(MWP法:吸 光 度測 定

450nm)90施 設,核 酸増幅か ら検 出までを全 自動測定装

置 COBAS Amplicor で 行 う COBAS 法(吸 光度 測定660

㎜)241施 設 であ った。

配布検体 はNALC-NaOH処 理 済検体 を4本(陰 性検体,

高 濃度結核菌群陽性検体,低 濃度結核菌群陽性検体 お よ

びMycobacterium intracellulare 陽 性 検体)を 各150μl分

注 し(測 定1回 分),2000年9月6日 ～14日 に冷凍 配布

した。 同年9月25日 を締 め切 り日と して各 検体 の吸光

度 や判定結果,測 定 時の陽性.陰 性 コン トロールの吸光

度な どを解答項 目として回収 した。

(2)検 体の作成方法

①陰性検体

本 キ ッ トにて,結 核 菌群, Mycobacterium avium, M

intmcellulare の 陰 性お よび内部 コン トロールの陽性 を確

認 した NALC-NaOH処 理 済 の喀痰 を用 いた。

②陽性検体

陰性検 体100μlに,結 核 菌 群 と して Mycobacterium

 bovis,非 結 核 菌群 と してM.intracellulare 菌 液 を50μl

加 え,陽 性検体 とした。 なお,そ れぞ れの添加菌液の生

菌数 は,高 濃度結核菌群 陽性検体(TB-H)2×103cfu/ml,

低 濃 度 結 核 菌 群 陽 性 検 体(TB-L)2×10cfu/ml,M

inimcellulare (MIN)2×104cfu/mlで あ った。

(3)フ ォ ロー アップア ンケー ト

コントロールサーベイの結果報告で,偽 陰性,偽 陽性

お よび陽性 コン トロールで低吸光度を報告 した22施 設

について検査環境 操作面等の調査依頼を行い,回 答の

あった施設 を対象 に集計 した。なお,有 意差 検定 はχ2

検 定(Yatesの 修 正 に よる)を 用 い,P<0.05を 有 意 とし

た。

結 果

(1)作 成 模 擬検体 の確認(Table1)

作成 した4種 類の配布試料か らランダムに各20本 ず

つ,計80本 を抽出 し,リ ファレンスラボにて MWP 法

および COBAS 法の2法 で測定を行い,吸 光度の測定.

確認を行った。

(2)模 擬 検体 ごとの報告成績(Table2)

配 布 した 模 擬 検 体 の 全 体 の 平 均 正 解 率 は99%

(98.2～99.7%),ま た,不 正解率 は1.0%(0.3～1.8%)で

あ った。不正解 の内訳 は,陰 性検体 を結核菌群陽性 と報

告 した偽 陽性 が6施 設(1.8%),陽 性 検 体 を陰性 と報告

した偽陰性 は, TB-L 検 体 で5施 設(1.5%), TB-H お よ

び MIN 検 体 で各 々1施 設(0.3%)の 計7施 設で あった。

(3)測 定系別 の成績(Table3)

MWP法 を 用 い た90施 設 の う ち,正 解 は98.6%

(97.8～98.9%),不 正 解 は1.3%(5施 設)で あ った。不

正解 の内訳 は,陰 性検体 で2施 設,TB-L,TB-Hお よび

MIN検 体 でそ れぞれ1施 設 であ った。 また,COBAS法

を用 いた241施 設 の うち,正 解 は99.2%(98.3～100%),

不 正 解 は0.8%(8施 設)で あ った。 その内訳 は,陰 性検

体 で4施 設,TB-L検 体 で4施 設で あった。 なお,MWP

法 お よびCOBAS法 の測定法 に よる違いで解答 に有意差

はなかった。(χ2検 定:P>0.05)

(4)偽 陰性報告施設 の解析(Table4-1,4-2)

Table 1 Results for each samples determined at the reference laboratory

[MWP method]

[ COBAS method]

MTB: M tuberculosis, MIN: M intracellurare

TB-L: Low concentration of M bovis suspension is 2X 10 cfu/ml.

TB-H: High concentration of M bovis suspension is 2 X 103 cfu/ml.

MIN: M intracellulare suspension is 2X 104 cfu/ml.
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Table 2 MTB and MIN test results for each samples

*1 331 laboratories reported M tuberculosis results

*2 316 laboratories reported M intracellulare results

MTB: M tuberculosis, MIN: M intracellurare

TB-L: Low concentration of M bovis suspension is 2 •~ 10 cfu/m/.

TB-H: High concentration of M bovis suspension is 2 •~ 103 cfu/m/.

MIN: M intracellulare suspension is 2 •~ 104 cfu/m/.

Table 3 Results for each samples by assay method (MWP and COBAS)

*1 MWP: Micro well plate method

*2 COBAS: COBAS Amplicore method

MTB: M tuberculosis, MIN: M intracellurare

TB-L: Low concentration of M bovis suspension is 2 •~ 10 cfu/m/.

TB-H: High concentration of M bovis suspension is 2 •~ 103 cfu/m/.

MIN: M intracellulare suspension is 2 •~ 104 cfu/m /. 

Statistical significance between MWP and COBAS disagreement group was determined by 

use chi-square test (the Yates correction). Value of p < 0.05 was considered significant.

Table 4-1 Background data from 7 laboratories reported false-negative results

The wavelength for measurement of optical density value used 660 nm with COBAS method and 450,nm with MWP 

 method.

 * Standard value is optical density value •† 2.0 measured by 450 nm or 660 nm. Originally, the result reported from 

 FN-1, FN-4 and FN-7 are invalid.

**Internal control value of result reported FN-6 and FN-7 was •† 0 .34 measured by 450 nm. 

Marked * and ** laboratories predicted the result reported false-negative, if follows a standard procedure for re-

examination and the opportunity of the re-examination.

TB-L: Low concentration of M bovis suspension is 2 •~ 10 cfu/m/.

TB-H: High concentration of M bovis suspension is 2 •~ 103 cfu/m/.

MIN: M intracellulare suspension is 2 •~104 cfu/ml.
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TB-L,TB-Hお よ びMIN検 体 を陰性 と報告 した7施

設 につ いて報告成績 の詳細 を調査 した。COBAS法 で は

4施 設 あ り,い ず れ もTB-L検 体 で あ った。 この うち2

施 設(FN-1,FN-4)は 陽性 コン トロール の吸光度 が基準

値以下で あった。MWP法 で は3施 設 あ り,TB-L,TB-H

お よびMIN検 体 での報告 であった。 陽性 コン トロール

は1施 設(FN-7)で 基 準 値以下 であった。 さ らに,内 部

コ ン トロールが陰性 の施設 が2施 設(FN16,FN-7)あ っ

Table 4-2 The used conditions of Oligotex 

with laboratories correct and incorrect reported

Statistical significance between correct and incorrect of 
unused Oligotex laboratories were determined by use 
chi-square test (the Yates correction). Value of p< 0.05 
was considered significant.

た。また,本 キ ッ トに よる核酸抽 出の際 に,検 体 の視認

性確保 のために使用 が勧 め られているオ リゴテ ックス に

つい ては,7施 設 中5施 設で未使 用 であ った。TB-L,

TB-Hお よびMIN検 体 をそれ ぞれ陽性 と報告 した施 設

324施 設 中,193施 設(59.6%)が オ リゴテ ックス未使用

であ った。オ リゴテ ックスの使用 による結 果報告へ の影

響 はなか った。(χ2検 定:P>0.05)

(5)偽 陽 性報告施設の解析(Table5)

陰 性 検体 をM.tuberrulosis陽 性 と報告 した6施 設 の報

告成績 の背景 を調査 した。COBAS法 を用い た4施 設で

は,陰 性検体の吸光度が0.499～0.749に 分 布 してお り,

陰性 コン トロールの吸光度 は全ての施設で基準値0.25以

下 であ った。MWP法 を用 いた2施 設 は,陰 性検体 の吸

光度が0.357お よび1.550を 示 し,陰 性 コン トロールはそ

れぞれ,0.065(基 準 値以下)と0.329(基 準 値以上)で あっ

た。 陰性 コン トロー ルが 基準 値 以 上 を示 した1施 設

(FP-6)に つ いて は偽 陰性 同様,本 来 は再検 査 の対 象 と

な り誤報告 は防げた と考 え られる。

(6)フ ォローア ップア ンケー トの集計

①検査 環境(Fig.1-1)

キ ッ ト使 用経験 は1年 未満か ら3年 以上 に分布 し,「3

Table 5 Background data from 6 laboratories reported false-positive 

results

The wavelength for measurement of optical density value used 660 nm with

COBAS method and 450 nm with MWP method.
*The standard value for a decision which should be made positive is Z 0 .35 by 

measurement of 450 nm or 660 nm.
** The standard value of negative control which should be made negative is 

•† 0.24 by measurement of 450 nm or 660 nm.
*** This laboratory reported negative control with the positivity .

(1) Period of using Amplicor (2) Number of technologist (3) Frequency of assay per weekly

Fig. 1-1 Results of follow-up questionary from the laboratories reported "false-negative",
"false-positive" and "low positive control datas"; Environment (n=22)
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Not close tube-cap by each tube

Not change pipet tips when injecting reagent

Not mix when adding reagent or sample

Careless treatment of PCR product

Sprayed Hypochlorite for cleaning

Treated reagent and sample without gloves

No.of laboratry

Fig. 1-2 Results of follow-up questionary from the laboratories reported "false-
negative","false-positive" and "low positive control datas", Operation (n=20)

年未満」が15施 設(68%)で あ った。検査担当者は 「1名」

か ら 「3名以上」に分布 し,「2名 以 内」が18施 設(82%)

で あ った。 またキ ッ トの使用頻度 は 「週1回 以上」が18

施 設(82%)で あ った。

②操作 面(Fig.1-2)

試験結果に重大な影響 を与えたか否かについては不明

であるものの,作 業台などの清拭の際に 「次亜塩素酸 を

スプレーで使用」(偽 陰性,陽 性コン トロール低値の原

因となる可能性がある),本 キット操作時に 「手袋を着

用せず」,PCR後 の 「増幅産物の取 り扱い不注意」(偽

陽性,陰 性コントロール高値の原因となる可能性がある),

試薬分注時等の 「撹拌操作の未実施」などの基礎的操作

が遵守されていないことが不正解の原因となった可能性

が示唆された。

考 察

遺伝子増幅により目的菌の遺伝子を検出する方法は,

研究室 レベルから日常の臨床検査の一手法 として既に広

く導入 されている。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 汚染による偽陽性や,臨 床材

料の種類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 も同時に報告されている2)。私たちは既報3)に

続 き本キットを使用 している全国331施 設を対象に模擬

検体を配布 し,各 参加施設で行われている方法および手

順で測定を依頼 した。なお,各 施設の現状を正確に把握

するため1回 のみの測定値を報告 してもらい集計 した。

臨床的に特 に問題 となる 「偽陽性」 は,55施 設 を対

象 とした既報3)ではCOBAS法 およびMWP法 の2法 で

全 く認められなかった。 しかし,今 回の調査では,6施

設(1.8%)が 陰性模擬検体 を陽性 と報告 した。 これら6

施設から報告 された模擬検体の吸光度値は,0.357～1.55

に分布 し,吸 光度0.35以 上を陽性 とする本キットの判定

基準に従えば 「陽性」の判定に誤 りはない。 しかし,日

常的に経験する陽性臨床検体の多 くは,吸 光度値が高値

を示す場合が多い。今回の調査で 「偽陽性」の報告をし

た6施 設のような測定値が得 られた場合は,グ レーゾー

ンと考え,積 極的に再検査を行い,臨 床所見やエ ックス

線所見などを併せた総合的な検討を慎重に行って判断す

べ きである1)。

また,「 偽陰性」は7施 設から報告され,3種 の陽性

模擬検1体で発生 し,MWP法COBAS法 ともに見 られた。

これらのうち,陽 性コン トロールの吸光度値が基準値塔

下を示 した施設が3施 設あり,各 検体の吸光度値は0.35

未満であった。

核酸増幅法の問題点 として,核 酸による汚染からくる

偽陽性,増 幅反応の阻害物質からくる偽陰性がある4)。

今回の調査では,COBAS法 およびMWP法 ともに 「偽

陽性」 と 「偽陰性」が発生 した。本キットは定性試験で

あり,臨 床側への報告は 「陽性」または 「陰性」の2種

類に限られ,そ の結果に対する検査側の判断過程を考慮

されることは少ない。特に,臨 床材料を対象とした場合

に判断過程が問題 とな り,勧 告1)に従い塗抹検査および

培養検査を併行 して行い,さ らに臨床所見やエックス線

所見などを併せた総合的な判断の必要性が示唆される結

果であった。

また,フ オローアップアンケートに回答を得た施設の

検査環境に問題を探ることはできなかったが,操 作面に

おいて基礎的操作が遵守されていないことが不正解の原

因となった可能性が示唆された。不正解の施設のうち,

希望のあった10施 設 には試料の再配布 を行い,操 作 を
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確認 した上で再測定を実施 した。その結果,再 測定を希

望 した10施 設で測定結果の改善が見 られ,基 礎的操作

が重要である旨を再確認する結果であった。

ま と め

アンプリコア(R)マイコバクテリウムを日常検査 に利用

している331施 設 を対象に疑似試料を用いてサーベイを

行った。

(1)平 均正解率は99%(98.2～99.7%),ま た,不 正解

率 は1.0%(0.3～1.8%)で あ り,臨 床診断キッ トとして

十分な性能 と検査結果に対する信頼性が確認された。こ

の信頼性の保証 は陽性,陰 性 コン トロールのほかに

PCR増 幅反応を確認する内部 コン トロールを活用する

ことで検体中の阻害物質だけでなく,操 作中の次亜塩素

酸の混入などによる偽陰性 もチェックすることが可能で

ある。

(2)偽 陽 性 は6施 設(1.8%)か ら報告 された。

(3)偽 陰 性 は低濃 度結核 菌群 の試料(TB-L)で5施 設

(1.5%),高 濃 度 結 核 菌 群 の 試 料(TB-H)お よ びM.

intmcellulmで そ れぞれ1施 設(0.3%)報 告 された。

(4)本 キットの添付文書を遵守 した判定 と併せ,施 設

内での再検基準を設けるなど,臨 床所見などと併せて総

合的に検討 し結果報告 を行 う必要性が確認 された。

(5)核 酸増幅法を操作する際の基本的操作が行われて

いない施設が見受けられた。検査担当者の引き継 ぎ時な

どには作業手順書などを作成 し,基 本的操作手技の確実

な伝達が望まれる。
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RELIABILITY OF AMPLICOR(R) MYCOBACTERIA KIT FOR DETECTION OF

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX AND MYCOBACTERIUM INTRACELLULARE: 

RESULTS OF COOPERATIVE STUDY AMONG 331 LABORATORIES IN 2000

1Yoshimi HIGURASHI
, 2Kazuyoshi MIYAKE, l*Katsuko OKUZUMI, 

3*Mitsuaki NAGASAWA
, 4*Masaharu WATANABE, and 5**Yuichi TACHIBANA

Abstract Amplicor(R) Mycobacterium Kit (Roch Diagnostics: 

Japan) is the most widely used kit in Japan for the diagnosis 

of mycobacteria infections, especially those caused by Myco-
bacterium tuberculosis, Mycobacterium avium and Mycobac-

terium intracellurare. We evaluated the reliability of the kit in 

co-operation with 331 laboratories using the kit in routine 

examination.

We distributed specially prepared 4 test samples to each 

laboratories. The negative sample was NALC-NaOH treated 

sputum which showed "negative" when tested by this kit and 

positive samples were NALC-NaOH treated sputum contain-

ing M bovis or M intracellurare.

False-positive results were reported in 6 out of 331 labora-

tories (1.8%) and false-negative results were reported from 7 

laboratories (2.1%). (The details were 1 out of 331 labs for 

TB-H sample, 5 out of 331 labs for TB-L sample and 1 out of 

316 in MN sample.) Statistical significance between MWP 

method and COBAS method was not significant.

 After receiving and evaluating the test results on the 4 sam-

ples, the follow up questionnaires were sent out to 22 labora-
tories which reported incorrect results and low optical density 

 (O.D.) on positive control. Results of this questionnaire 

suggested that it was important to follow the package insert 

instructions and to follow the correct procedures for PCR 

assay.

These results suggested that Amplicor Mycobacterium Kit 

is reliable for rapid diagnosis of Mycobacteria infections.

Key words: Amplicor, Mycobacteirum spp., PCR (polymer-

ase chain reaction), Co-operative blind study
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