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抗酸菌PCR検 査の前処理法の新たな工夫

1,2正木 孝幸2江 崎 孝行

要 旨:迅 速 検 査 で あ るAmplicore Mycobacterium法 は そ の 検 体 の前 処 理 法 が 短 時 間 で 終 わ る よ う に工

夫 さ れ て い る。 そ の た め 喀 痰 の 溶 解 やPCR反 応 阻 害 物 質 の 除 去 が 不 完 全 な場 合 が あ る。 著 者 らは,

喀痰 の 溶 解 にsemi-alkaline proteaseを 使 用 す る こ とで そ の 問 題 を解 決 した 。2001年4月 か ら2001年8

月 まで にTB-PCR検 査 の依 頼 が あ っ た261検 体 の検 討 結 果 は21件8.0%がPCR反 応 陽性 で あ り,こ の

すべ て の 検 体 の 間接 塗 抹 法 は 陽性 で あ り,培 養 ・同定 検 査 で はM.tubmulosisで あ っ た 。PCR法 陰 性

で培 養 陽性 で あ っ た27例 の すべ て の株 はM.tubmulosis以 外 の抗 酸 菌 で あ っ た。

キ ー ワ ーズ:結 核 菌PCR,セ ミア ル ヵ リプ ロ テ ア ー ゼ,PCR前 処 理 法

は じ め に

今 日,Amplicore Mycobacterium法(以 下,AM法)は

結 核 症 の迅 速 な診 断 の た め に必 要 不 可 欠 な検 査 と な って

い る。

AM法 は,検 体 の前 処 理,遺 伝 子 増 幅 お よび 目的 遺 伝

子 の検 出 の各 パ ー トに分 け られ,そ れ ぞ れ の 正 確 な操作

に よ り感 度 な らび に信 頼 性 を維 持 す る こ と が 可 能 と な

る。検 体 の 前処 理 以 降 の操 作 は ほ ぼ機 械 的 で あ る た め に,

検 体 の前 処 理,す な わ ち集 菌 操 作 が 十 分 に実 施 され て い

る か 否 か に よ り本 検 査 の 成 否 が 左 右 さ れ る と考 え られ

る。

現 行 に お け る喀 痰 の 前 処 理 法 は,N-Acetyl-L-Cysteine

NaOH法(以 下,NALC-NaOH法)で あ り,NALCは 喀痰

の 粘 着 性 の 原 因 で あ る ジス ル フ ィ ド結合 を開 裂 させ 可 溶

化 す る働 き を持 ち,NaOHの 高 い ア ル カ リ性 は喀 痰 の 可

溶 化 と雑 菌 を殺 傷 す る働 き を有 す る。 しか し,NALCの

喀痰 溶 解作 用 は短 時 間 で す べ て の 喀痰 を完全 に漿 液 化 す

る もの で は ない 。 この こ とは微 量排 菌例 が多 い今 日,喀

痰 中 の 菌 分 布 が 一様 で な い こ と を考 え合 わせ る と問題 と

な る。既 に,Satoeta1))はAmplicore法 とMTD法 の比 較

検 討 に 液 体 培 養 法 で あ るSepti-Check(日 本BD)を 用 い

各 々 の 偽 陰 性 が5/37(13.5%),6/37(16.2%)見 られ た

こ と を示 した 。 また,古 賀 ら2)はLCR法 の検 討 にお い て

小川培 地法 との比較 でLCR法 偽陰性 が20/179(11.2

%)あ り,今 後の検討課題としている。 さらに,膿 性喀

痰では漿液化が不十分となりやすく,PCR阻 害が起 きる

場合 も散見 されている3)。

これらの各論文の考察により,遺 伝子増幅検査は感度

的には十分であるものの,ル ーチン検査に使用する際の

前処理法が喀痰の条件により十分に機能 していないこと

が示唆 された。す なわち,NALGNaOH法 で は検体の

1mlを 使用す ることになっている。 このことは,喀 痰

中の菌量が少ない場合,検 体中の結核菌が増幅用検体の

中にうまく入 らず増幅がかか らない場合が考えられる。

従って,今 回はこの欠点を喀痰の全量溶解均一化によ

り補 うこととした。そのため,本 法の重要なポイントで

ある全量使用 という点を活かすために検体の一部 しか必

要 としないNALC-NaOH法 との直接 的な比較はで きな

かったが,塗 抹検査成績 とGoldStandardで ある培養検

査成績 との一致率で今回の評価を実施 した。

材料および方法

(1)供 試材料

2001年4月 か ら8月 までにAM法 依頼のあった喀痰

のみの検体261件 を供試した。

(2)Amplicore Mycobacterium法

結核 菌群PCR法 は 日本 ロ ッ シュ㈱ のAMPLICOR
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Mycobacterium kitを用いた。喀痰の前処理法以外につい

ては説明書どおり使用 した。

今回の変更点はFig.に 示す。すなわち,供 試 された

喀痰の全量 と同量のsemi-alkaline proteaseであるスプー

タザイム(極 東製薬)を 加え,よ く混和後1晩 以上冷蔵

庫の中に放置 し,そ の溶解液 を喀痰の膿性が強ければ

0.5ml,そ うでなければ1.0ml採 取して,そ の10倍 量の

滅菌生理食塩水 を加えた。その遠心沈渣に1mlの 滅菌

生食水を加えたものを前処理喀痰 として使用した点であ

る。

(3)塗 抹,分 離培養および同定検査

すべての検体 についてZiehl-Neelsen染 色による材料

の直接塗抹標本鏡検ならびに再浮遊する前の遠心沈渣を

用い作成 した間接塗抹標本鏡検を実施した。

分離培養は被検材料の遠心沈渣に塩化セチルピリジニ

ウム法による培養前処理 を施し,4%NaOHaqに て中和

した検体4)の0.1mlを 工藤PD培 地(BCGサ プライ㈱)に

接種 して8週 間37℃ で培養を実施 した。

菌発育が見 られたならば抗酸菌であることを確認後,

同定検査 としてナイアシンテス ト(極 東製薬)お よび抗

酸菌同定キット(極 東製薬)に よる生化学的同定検査,

またはキャピリアTB(日 本BD)使 用 によるMPB64の

検出を実施 した。いずれのキットも添付の説明書 どお り

に使用 した。

成 績

(1)喀 痰の溶解性

今回のプロトコールによって作成 された標本では細菌

成分と自血球のみの存在が認められるだけであり,他 の

残渣物の存在は認められなかった。これは検体のどの部

分をとっても同様な所見であった。

(2)AM法 と鏡検成績の比較

AM法 陽性は261件 中21件8.0%で あった。

この21件 における塗抹検査成績 との比較では,直 接

塗抹鏡検陽性例は10件47.6%が 陽性であ り,直 接塗抹

標本陰性例は11件52.4%が 陽性であった。

直接塗抹標本陰性例において,今 回改良した集菌操作

を実施 した間接塗抹標本陽性例ではTableに 示す よう

に,全 視野に少なくとも1個 以上の抗酸菌が証明された。

すなわち,PCR法 陽性例はすべて直接 もしくは間接塗

抹染色により抗酸菌陽性であった。

(3)AM法 と培養成績の比較

AM法 陽性例における培養成績との比較では,直 接塗

抹標本Gaffkyが1号 以上あった10例 では1+(50コ ロ

ニー)か ら3+ま での多量排菌例 であった。 しか し,

Tableに 示す集菌法でのみ塗抹陽性11例 では平均出現コ

ロニー数が20コ ロニー(レ ンジは2～30コ ロニー)と

微量排菌例 と考えられた。

(4)AM法 と同定成績の比較

AM法 で陽性とされた喀痰より分離された抗酸菌21例

はいずれかの方法においてすべてM.tubmulosisと 同定

された。また,AM法 で陰性と判定された喀痰 より分離

された抗酸菌27例 は,す べてM.tubmulosis以 外の抗酸

菌であった。

考 察

AM法 は既に確立された方法であ り,多 くの検討成績

が報告されている5)6)。それによるとM.tubemlosis浮 遊

液を用いた希釈法による本法の感度は約20cfu/mlと さ

れている6)。ところがPCR成 績 と培養成績の比較では必

ずしも一致する成績ではな く,さ らに,膿 性検体の場合

PCR法 を阻害する報告もなされている5)。

著者 らはこの点 に着 目し,semi-alkaline proteaseであ

るスプータザイムの喀痰溶解性 を利用 し喀痰の漿液化 を

図ることにより前処理過程の問題解決が可能と考えた。

また,Amplicore Mycobacterium法 の説明書による方法で

は喀痰の1mlを 使用す ることになっているが,今 日の

微量排菌例の増加や喀痰中の菌分布が一様でない点も考

慮 して,依 頼検体の全量 を使用 し漿液化 した検体を0.5

～1ml使 用することとした。

AM法 と塗抹染色の比較では,直 接塗抹標本では約半

数が塗抹陰性 との成績であったが今回改良 した喀痰前処

理法では少なくとも全視野に1個 以上の抗酸菌を観察す

ることができ,AM法 陽性で塗抹染色陰性例は観察され

Fig. The point of difference with the standard method
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TableComparisonofTB-PCRpositivecaseswithindirect-smearordirect-smearpositivecasesandculture
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な か っ た 。 こ の こ とは今 回 の喀 疾 前 処 理 法 は喀 疾 の漿 液

化 が ほ ぼ完 全 で あ り,十 分 な集 菌 効 果 を示 した もの と考

え られ た。

青 木 ら5)の 未 治 療 例167例 お よ び 既 治 療 例157例 に つ

い て の詳 細 な検 討 で はAM法 の 陽 性 率 は95.8%(68/71),

98.7%(77/78)で あ りAM法 と直接 塗 抹 染 色 成 績 の比 較

で は71.0%(66/93),78.0%(85/109),同 じ く液 体 培 養

成 績 の 比 較:で は87.1%(81/g3),7g.8%(87/10g)と い う

成 績 を示 した。 ま た,後 藤 ら6)は各 種 臨床 検 査 材 料70検

体 を用 い た検 討 で,AM法 が 陽 性 で あ っ た6例 以 外 に25

例 がAM法 陰性 に もか か わ らず 培 養 でM..tuberculosisが

分 離 され た こ と を報 告 し,こ の 考 察 と して検 体 の抗 酸 菌

分 布 の 不 均 一 さが 原 因 と考 え られ る と記 して い る 。

ま た,本 法 の 検 体 感 度 は 後 藤 ら6)がM.tuberculosis

H37Rv株 を 用 い た 検 出 感 度 の 検 討 で,AM法 は2.5×

10cfu/m1のOD値 が2.233お よ び2.617と 陽性 で あ り,

10cfu/m1で は,0.057お よ び0.067と 陰 性 を示 し,本 法

の検 出 感 度 を2.5×10cfu/mZと した が,著 者 らの 臨 床 材

料 を用 い た検 討 で はAM法 陽 性 検 体1001接 種 時 の 最

小 発 育 コロ ニ ー 数 は2個 で あ り,喀 疾 中 で は約20cfu/m1

が本法の感度の限界 と考えられ,後 藤 ら6)とほぼ同様の

成績であった。

今回の著者 らの成績はいずれの項 目においても良好な

成績であ り,NALC-NaOH法 による喀疾の前処理に比 し

スプータザイムを使用 した方法が優れていることを示唆'

するものである。また,AM法 における増幅阻害の原因

は特定されていないが,今 回の方法ではAM法 における

阻害は認められなかった。これは,喀 疾の溶解が十分で

あるために検体の遠心沈渣作成時に阻害物質が除去され

ることが推測 された。これは,高 嶋 ら3)が培養陽性AM

法陰性の5例 の材料が膿性であ り,溶 解した材料の希釈

により3例 がAM法 陽性となったことからも裏付けられ

る。 ところが,本 法は261例 の検討で偽陰性がなく,阻

害が認められなかった点は評価できる。ただ,臨 床的に

迅速性が必要とされる場合 は従来のNALC-NaOH法 に

よらなければならない。しかし,従 来法による前処理に

より実施したAM法 と臨床的な診断に乖離が見 られた場

合,ま た,本 邦 の大多数 の施 設が週 に1～2回 程度

PCRを 実施される現状7)では,一 晩以上の放置も問題に

はならないと考えられる。
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今回の方法は簡便かつ費用の負担が非常に少ない方法

であるため,多 くの施設で検討するに値するものと考え

られた。
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A NEW METHOD OF SPUTUM PRE-TREATMENT FOR PCR PREPARATION
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Abstract A rapid sputum processing method was developed 

for PCR. As a protocol prepared for commercial kit is too 

much simplified, PCR inhibitor is not completely removed 

from sputum. We developed a new semi-alkaline protease 

method to dissolve sputum. From April 2001 to August 2001, 

 261 sputum samples were treated with our new method. 

Twenty-one cases (8.0%) were PCR positive and all the 

results perfectly coincided with the results of the conventional 

culture method.
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