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第82回総会 会長講演

結核院内感染対策とQFT

坂谷 光則

要旨:本 邦での結核院内感染の機会は稀ではな く,結 核病棟の有無にかかわらず,看 護師を筆頭にし

て病院職員の結核罹患率は依然として高い。これまで,病 院職員の結核感染の有無の判定は,ツ ベル

クリン皮内反応の推移ないし反応絶対値で判断 してきているが,新 しい診断方法であるQFT検 査が

より特異的であり精度も高いと考えてよい比較試験結果を得た。院外の接触者検診におけるツベルク

リン反応検査との比較検討で も,QFT検 査結果のほうが,よ り正確に実勢を反映 しているものと考え

られた。病院職員の検診にQFT検 査を導入することは,結 核院内感染対策上で有益な手段にな りう

ると考える。

キーワーズ:結 核院内感染対策,ツ ベルクリン反応検査,QFT検 査

は じめ に

本邦における結核罹患率は順調に低下しつつあり,こ

れまでのように一般市民に広 く見られる疾病 というより

も,ハ イリスク集団に注 目すべき疾患にな りつつある。

その集団の一つである,医 療従事者における発病事例,

院内感染事例は未だ多 く,こ の集団はデンジャーグルー

プとして蔓延対策上でも重要な位置を占めている。医療

従事者の健康管理の一環としての特別検診あるいは一般

病棟で患者発生時の接触者検診で,結 核感染の有無の判

定は,通 常はツベルクリン反応で行われているが,新 し

い検査法のQFr検 査の,こ の領域での有用性について

検討した。

職種別 にみ ると,看 護職では73.2と 最 も高 く,次 いで

検査技師等 コメデ ィカル群での35.7で あ り,医 師職 では

10.4と 低 値 を示 した。性 別 ・年齢で患者数 をみ る と,看

護職 の多 い女性例 では20歳 代 に多 く,男 性 例で は40歳

代が最 も多い年齢層であった。発病発見動機 は,定 期検

診 と定期外特別検診 での胸部 エ ックス線撮影 による もの

が24例(62%)と 最 も多 く,検 診の有用性 が認め られる

ものの,症 状 があ って受診 し診断 され た例 も11例(28

%)と 低 率 ではない(図1)。

病院職員のツベルクリン反応検査とQFT検 査

当院(近 畿中央胸部疾患センター)で は,職 員の健康

管理の一手段 として,新 規採用者に対 してツベルクリン

病院職員における結核発病

国立病院機構所属 の病 院146施 設 にア ンケー トを実施

し,88施 設 か ら回答 を得 た(回 収率60.3%)。 上 記施 設

職 員28431名 に おけ る,平 成17年 ま での3年 間での 結

核患者発 生数は39名 であ り,罹 患率 は45.7(対10万 人)

と なる。 この罹患率 は結核病床 を有する施設群 では86.4

と,よ り高率の傾向 を示 した。結核 病床 を もたない病 院

で は,27.3と 低 値であ ったが,本 邦 での平均罹患率(平

成15年 で24.8)よ り も高値 である。

有症状11

その他 不明

他疾患211

定期外検診5

図1結 核発症例の発見動機

定期検診19
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反応検査を 二段階法で実施し,採 川時の基礎値 として記

録 しているが,反 応の程度による例数分布は,年 度ごと

にばらつ きが大きい、,そこで,平 成18年 度当初に全職

種を対象(259名)に してツ反測定を実施 し,乍 齢階層
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別あるいは職種や結核病棟勤務年数による結核感染率の

推測値(同 年齢厨における本邦での理論値の2倍 と推

計)と 合致するかを検討 した。同 じ対象者で,結 核感染

の有無を判断する検査として近年普及が進んでいるQ臼 「

検査を,川 嘔 こ実施した、、QFT検 査は対象者の新鮮血を

検体として仙川 し,紬 核菌に狩異的な2種 の抗原蛋白を

加えて培養する,,体 内に結核菌を有する個体では,血 中

の免疫担'11細胞が抗原に反応 し,培 養ll清 中にサイ トカ

インを分泌する、,特にガンマ ・インターフェロン濃度を

測定 し,そ の増加」1:によって陽性か陰性かを判断する。

ツ反検査は,図2の ド段に示すように,年 齢が高 くな

るほど反応が強 くなる傾向を見るものの,50歳 以tに

なるとかえって反応が弱くなり,相 関に有意差は認め ら

れ ない。対象者全体での強陽性(強 反応1者 比率 は

533%と なり,感 染者比率の推計値 を大きく11まわって

いた。過去のBCG接 種によってツベルクリン反応が陽

性となっているうえに,職 場で結核菌吸入の機会がある

のでブースター効果が加わって,強 い反応の幽る職員が

少なくないと推測される。一一一方,QFT検 査の結果(図2

上段)で は,年 齢との相関に有意差を認め,全 体での陽

性率 も13%と 妥当な数値に収まった。職種別(図3)の

陽性比率,治 療歴や予防歴の有無との相関,結 核病棟勤

務歴 との相関(図4)な ども,ツ 反検査よりもQFr検 査

のほうが,予 測される結果とよく合致していた。ツ反検

査結果 とQFr検 査結果の関連性を図5に 示すが,ツ ベ

ルクリン反応が強いほどQFr検 査陽性率は高 くなるも

職 種 ご とのQFr結 果=
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のの,そ の相関程度は低 く,水 庖 を形成する強い反応が

見 られる例において初めて,80%ほ どの確率でQFT検

査も陽性 となり,両 検査結果に一致性が見られる程度で

ある。結核感染を確実に判断できる検査方法(ゴ ールデ

ン ・スタンダー ド)は 未だ存在しないが, -L記の結果か

らも,ツ反検査よりはQFr検 査のほうが感染有無の実態

をより正確に表しているであろうと考えられた。

接触者検診におけるツベルクリン反応検査と

QFT検 査

神戸市において,結 核菌喀痕塗抹陽性患者発生に伴っ

て同市保健所が実施する接触者検診の際に,ツ 反検査と

QFr検 査を同時に行った。事例 且は,特 別養護老人ホー

ムでの排菌者発生(ガ フキー2号 ×2カ 月)で,検 診対
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図5ツ 反程度とQFr結 果
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図6事 例1:ッ 反 発 赤 径

Indexcase;83歳 男 性,bm2Pl,ガ フ キ ー2号 ×2カ 月

検 診 対 象者=特 別養 護 老 人ホ ー ム従 業 員58名(20～60歳)

35

敦 者 は56名(20～60歳)。 ツ反検 査 で径30mm以kの

発赤 を示 した16名(28%)中,3名(5%)がQFr検 査 陽

性 で あった(図6)。 事 例2は,警 備 貝の 集団 におけ る

儲 発生(ガ フキー 碍 ×6カ 月)で,検 診対縮 は同

僚27名(38～73歳)。 ツ 反 発 赤 が70mmの 且名 と・

30mm台 の5名 中2名 お よび29mm以Fの21名 中6名

がQFr検 査 陽性(33%)で あ る(図7)。 事 例3は ・塾教

師が肺結核(ガ フキー1号 ×1カ 月)を 発病 し,接 触 者

検診(小 ・中学生73名 お よび成 人2名)で,ッ 反発赤 が

30mm以 上 の者が14名(1ga/,)あ っ たが,QFr検 査 は全

員が陰性 であ った(図8)。 い ず れの事 例 にお いて も,

患 者の感染危険度か ら推計 され る伝染の実態 は,ツ 反 よ

りもQFr検 査 結果 に,よ り正確 に示 され てい る と考 え

られ た。 なお,対 象者 に対す る予防服薬 の勧奨 は,両 検

査結果 を勘案 して行われ,こ れ まで のツ反結 果のみを判

断基準 に した判断 よりも,服 薬勧奨対象者数 は少 な くな

り,ほ ぼ確実例のみに絞 られた と考 え られる。

院内感染対策とQFr検 査

結核に限 らず,院 内感染対策は,基 礎に管理的対策

(システム)を 置き,そ の上に衛生工学的対策(施 設機

人
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図7事 例2:ツ 反 発 赤 径

Indexcase=63歳 男性,rll2Pl,ガ フ キー6号 ×6カ 月

検 診 対 象 者:警 備 員27名(38～73歳)
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図8事 例3:ツ 反 発 赤 径

Indexcase:58歳 男 性,～H2,ガ フ キ ー1号 ×1カ 月

検 診 対 象 者:小 ・中 学 生73名,成 人2名,GFr陽 性 者 な し
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図9結 核院内感染防ll策

器整備)と 個人的対策(乎 洗い,高 性能マスク着用)を

組み上げて実施される(図9)。 結核感染舛策の場合,

この諸対策の最後に,結 核(特 に多剤耐牲結核)懲 者 と

接触する機会の多い職種に,BCGワ クチ ン接種を繍え

ることもあったが,本 邦のように乳幼児期に既に接種を

受けている地域での,成 人に対する追繍接種のイf効性は

否定的である。 また1謡己したように,患 者と接触後の感

染の有無を判断するための特別検診におけるツ反検査の

判定にバイアスが入り,明 確に判断できなくなってしま

うことになる。結核感染判定に使用される新しい検査方

法であるQFr検 査は,菌 検査陽性で確定診断を受けた

患者群において も10%程 度の偽陰性者が存在 し,乳 幼

児や免疫能低下者では偽陰性に傾きやすい,ま た結核菌

が体内から消失した後 も陽性反応が長期間継続する例が

あるなどの問題点は残るが,ツ 反検査と比較 して,現 時

点では感度 ・特異度ともに優れていると判断されること

から,積 極的に病院職員の検診に利用されてよいものと

考える。すなわち図9に おける,結 核院内感染対策の管

理的対策の中に含めて実施する,あ るいは有効性が不確

実な採用時のBCG接 種を省き,定 期的なQFr検 査に置

き換えることは,院 内感染対策Lで 重要な部分を占める

病院職員の緒核感染の早期診断と発病を未然に防ぐ効果

において,優 れているのではなかろうか。

お わ り に

結核院内感染対策面で重要な部分である,職 賃におけ

る撒患率の実梢,ま た感染者を特定するためのツベルク

リン反応検査 とQFT検 査の有用性比較,併 せて一v-一・一般的

な接触者検診における両検査の比較検討結果などについ

て報告し,QFT検 査を奉邦における病院職畏検診の中に

積極 的に取 り入れることを提 案 した。 嘱院職輿 での

QFT検 査の経年的変化に関して,分 析検討を継続する予

定である。
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The82ndAnnu窺IMeetingPres董denILec血re

THEQFT-TEST, ANEWTOOLFORCONTROLOF

INFECTIONOFTUBERCULOSIS

NOSOCOMIAL

Mi網norlSAKATANI

AbstractInJapan,nosocomialtraRsmissionoftuberculosis

frompatientstohospitalworkersisnotrareyet.Themorbid-

ityrateoftuberculosisamongworkersinnationalhospit紐lsis

higher(45.7in2003--2005)thantheJapaneseaverager翫te

(24.8in2003).Ther蹴eisespeciallyhigharaongn田'ses,indi-

c飢ing73.2in3yearsfrom2003to2005.

Althoughtheindivisualswithlatenuuberculosisinfection

(LTBI)areusuallydαectedbytuberculinskintestinco臓tact

investigation,determi舩tio籍isnotstricti緻BCG-v紐ccinated

indMsuals.Anoveldiagnosticmethod(QFr-2G;QFT-test)

candetectTBinfectiofiregardlessp毅sthistoryofBCG

v訊ccination。ThetuberculinskintestandQFr-testwere

concurrentlystudiedwith259work釘si轟NationalH◎spital

OrganizationKinki-chuoChestMedicalCenter.Itisco嶽jectur-

edfromthestudy-resultsthauheQFTイestisamoreaccur飢e

toolfbr(圭etectingLTBLSimilarstudiesas3co1ltactinvestiga一

tionsinKobe-cityals{)cameIothesameinference・
ゆ の

Ahh(》ughQFT-testisstlllnew,andsomequesIlonsrema垂n

tobeanswered,th飢isaロse佃testinrnedicalexamination

fbrhospitalworkers,providinganewtoolfbrcontrolof

nosocomialinfectionofTB。

Keywords:Measロresagainstnosoc(》mial

tuberculosis,Tuberculintest,QFTtest

NationaiHospital

Center

transm垂ss垂onof

OrganizationKinki-ch纏oChestMedica1
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V.多 剤 耐 性 結 核

鈴木 克洋

キーワーズ:多 剤耐性結核,化 学療法,院 内感染対策

は じめ に

結核の克服においてイソニアジ ド(INH)と リファン

ピシン(RFP)の 果たした役割はきわめて大きいn従 っ

て両者に耐性以上の結核を多剤耐性結核(MDRTB)と

呼ぶ。MDRTBが 治療 しがたいことは説明するまでもな

いi)2〕。従来MDRTBは 「作 られる」疾患 といわれてき

た。 しかし近年 「うつ される」疾患であることも明らか

になった。本稿では結核化学療法の基本とMDRTBが ど

の よ うに 「作 られ る」の か を まず概 説 し,つ いで

MDRTBの 院内集団感染事例を通 して 「うつ されない1

方策を述べる。最後に当院の臨床データの一部を紹介し

なが らMDRTBの 治i療・予後について考えてみたい。

結核化学療法の基本と薬剤耐性の誘導

現在の結核化学療法の基本は,1970年 代か ら80年 代

に多数行われた臨床研究の結果に各種実験の結果と理論

的考察を併せて完成された。空洞を有する喀疾塗抹陽性

の肺結核であれば,体 内に1億 か ら10億 の結核菌が存

在しその大部分は分裂の盛んな菌である。他に少数のま

れに分裂する菌とわずかな休止状態の菌(パ ーシスター)

が存在すると考えられている(Fig.1)。 初期2カ 月間は

菌量が多 くかつ薬剤感受性 も不明であるため,INHと

RH)を 中心に3～4剤 投与する。INHは 分裂の盛んな菌

を殺菌する力が最も強 く,化 学療法開始2週 間で生体内

の菌量は100分 の1以 上に激減 し,急 速に感染性を失 う

とともに耐性菌が誘導 される危険性 も徐々になくなる

(後述)。 治療2カ 月以降では盛んに分裂する菌はほぼ無

くな り,ま れに分裂する菌が主体となる。RFPは まれに

分裂する菌に対する殺菌効果に優れており,以 後4～7

カ月湖INHとRFPを 投7す ることで まれに分裂する菌

が消失し臨床的な治癒 となる(二 相治療ノ∫式♪。 しか し

パーシスターを殺菌する薬荊は現在のところないため,

再発を完全に防 ぐことはできない。

本来自然界には耐性結核菌は存在せず,単 剤治療が行

われて初めて出現する。多剤耐性結核は治療の失敗によ

り作 られるわけである。1990年 代 に主要な抗結核薬に

対する耐性遺伝 チが相次いで発見された(Table)。 耐性

結核菌はゲノムDNAの 突然変異により生 じる。幸い各

薬剤の耐性遺伝子は独立しているのでいきなり多剤耐性

結核 になるこ とはない。INHは100万 回分裂 に1回,

RFPは1億 回分裂に1回 突然変異で自然に耐性菌が生 じ

ることが知られている。先に述べたように患者体内には

10億程度の結核菌が存在する。従って化学療法開始時

点では常に極少量なが ら単剤耐性菌が存在することにな

るが,多 剤併用療法が行われていれば単剤耐性菌だけが

増殖することはない。 しか し例えばINHの 単剤投与が

行われた場合,INH耐 性菌以外は急速に殺菌されるため

突然変異で生 じた少量の耐性菌のみが増殖 し,1～2カ

月のうちに耐性菌だけとなってしまう。これが単剤治療

による耐性菌の誘導である。最初は単剤耐性菌である

が,同 様の失敗を繰 り返すことで多剤耐性菌が誘導され

る。このように治療の途中で耐性になることを獲得耐性

と呼ぶ。世の中に獲得耐性による耐性菌が蔓延 してくる

と,最 初から耐性結核菌の感染を受ける者が出てくる。

これを初回耐性と呼ぶ。実際には初めて結核の治療を受

けた際に既に耐性の場合初回耐性と,以 前結核の治療歴

があ り再発 ・再治療時に耐性になっていた場合獲得耐性

と判断する・ しかし結核の再感染はまれではなく,再 治

療例の一部に再感染による初回耐性がまぎれていること

国立病院機構近畿中央胸部疾患センター 連絡 先:鈴 木 克 洋 ・ 国立 病 院 機 構 近 畿 中央 胸 部 疾 患 セ ン ター ,
T591-8555大 阪府 堺 市 北 区長 曽根 町1180

(E-mail:ksuzuki@kch.hosp.go.jp)

(Received50ct.2007)
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TableDrugresistantgenesofル1.tuberc〃osis

Rateof

「esistance

も求め られてい る(後 述)。

DrugGeneFunction

catalase-peroxid縫se50%

enoyl-acylreductase20%

a韮kylhydfoxyperoxidase15%

RNApolym釘ase95%<

ribosomalprotei籍S1250%

16SribosomalRNAlO%

arabinosyltransferase47-65%

pymzinamidase72--97%

MDRTBの 院内感染

INH

即

M

R

S

A

B

Z

E

P

㎞'G

inh4

ahpC

rpoB

rpsL

rr5

embB

pncA

SM(streptomycin)

が現在証明されている。

先にも述べたとおり治療初期の菌量が多い時期に薬剤

耐性が誘導されやすい。こんな時期に単剤投与すること

は実際にはあ りえないことと思われるが,薬 剤感受性が

不明な時期にINH+RFP+ス トレプ トマイシン(SM>

を投与 したところ,後 にINHとSMの 耐性菌であること

が判明するという事例は決 してまれではない。結果的に

RFP単 剤投与と同 じ状態となっている。われわれはこの

状況でRFPに 耐性が誘導され,多 剤耐性結核 となった

症例を報告している3)。同様の薬剤耐性の誘導は副作用

のため薬剤の中止 を余儀な くされる状況でも起こりう

る。 このように結核 を単剤で治療することは禁忌であ

り,常 に有効薬が2剤 以上投与されるように配慮するこ

とが結核化学療法の基本中の基本である。薬剤感受性結

果判明までに従来長期間要 していたことも耐性菌誘導の

一因となってきた。現在液体培地を用いることで1カ 月

以内の感受性結果判明が可能となり,ま た4薬 剤で開始

するレジメンをできるだけ選択するため,先 述 したよう

な事例は減少している。 しか し現在のレベルに満足する

ことなく薬剤耐性遺伝子変異を検索することで感受性検

査の一一層の迅速化を図ることが,院 内感染対策の上から

「結核の再感染はない。MDRTBは 感染 しない」とい

うドグマがわが国では従来支配的であった。これは結核

が蔓延していた時代の表面的な観察に基づ く感想にすぎ

ない。分子疫学の発展 と結核患者の激減が実態 を明らか

にした。結核の再感染は今や世界的な常識である し,

MDRTBが 感染することを否定する人もいない。むしろ

いつまでも多量に排菌が続 くMDRTBは,化 学療法を開

始すると速やかに感染性を失う通常の結核 よりうつ りや

すいと考える必要がある。われわれは病院内で全剤感受

性結核治療中の患者にMDRTBが 重感染 した事例を報告

した4,。再三記述 しているので詳細は引用 した文献に譲

る。今やMDRTBの 院内感染対策の手抜 きは許されない

時代 となった。MDRTB患 者は空気管理された個室に収

容するのが常識であり,薬 剤感受性結果がすべて一致 し

た患者以外は決して同室にしてはならない。MDRTBを

中途半端な治療で作 らないことはもちろん,MDRTBを

院内でうつさない配慮が現在重要な課題となっている。

われ われ は保存結核菌株 に分子疫学的手法 を用い,

MDRTBと 全剤感受性菌のクラスター形成率や北京型の

比率に差がないことを報告 したs}。MDRTBが 通常の結

核 と同様にうつることを示唆する間接的な証拠である。

問題は喀疲抗酸菌塗抹陽性の肺結核患者を全員空気管

理された個室に収容する余裕がわが国ではないという事

情である。本来であれば薬剤感受性が判明するまで全員

をMDRTBと して扱 うのが理想である。治療が不十分で

再治療 となった例などMDRTBの 危険性が高い少数例は

とりあえず陰圧個室に収容 しておく。大部分を占める初

回治療例ではMDRTBの 危険性は高々0 .8%6,程 度であ

る。しかし思いもよらない患者が後にMDRTBと 判明す
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ることが後を絶たない。次善の策は,薬 剤耐性遺伝子変

異検出キ ットによりRFP耐 性の有無を可及的速やかに

調べ,耐 性 と判明した場合個室隔離することである。現

在ジェノスカラー ・RifTBが 保険適応となってお り利用

できる7〕。RFP耐 性者の大部分はMDRTBで あるが,後

の薬剤感受性結果でMDRTBが 否定されれば,個 室隔離

を解除すればよい。

MDRTBの 治療

MDRTBの 治療は薬剤感受性結果で有効な薬剤を,ピ

ラジナミド,エ タンブ トール,ニ ューキノロン,ア ミノ

グリコシド,エ チオナ ミド.サ イクロセリン,パ スの順

から4～5剤 選択 し一気に投入することで行う。最後の

治癒のチャンスと患者 ・主治医 ともに覚悟を決め,少 々

の副作用では薬剤を中止しない。空洞が1肺 葉に限局し

ているなど,外 科の適応がある場合は積極的に外科治療

を加える。以上を達成するには初期2～3カ 月間の入院

治療が必須である。経過が良 くて外来治療になっても決

して治療をゆるめず,喀 疲培養が陰性化 してから2年 以

上化学療法を続けなければならない。当院でMDRTB用

病棟が整備 された初期40例 の経過と耐性薬剤数の関係

をFig.2に 表示 した。耐性薬剤数が多いほど予後が悪い

ことは明白である。治療の失敗でMDRTBと なった場合

は有効薬剤がかな り残っている。この段階で上記した治

療を 「腹を据えて」行えば十分治癒のチャンスはある。

ここでさらに中途半端な治療をするといよいよ治癒の可

能性は遠のく。最初からMDRTBに 感染 ・発病 した例で

は,有 効薬剤がほとんどない例が多 く,む しろ治療に難

渋する。MDRTBを 院内でうつさないことが大切なゆえ

んである。

お わ り に

結核罹患率が低下すればMDRTBも 減少する。罹患率

の低下に気を抜 くことなく現在の結核対策を続ければ,

少な くともわが国では,MDRTBは 大きな問題にはなら

ないと著者自身は考えている。今後は少なからず存在す
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る慢性排菌患者の在宅治療の可能性 を議論する必要があ

ろう。
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第82回 総会シンポジウム

ll.抗 酸 菌 検 査 法

座長1高1鳴 哲也2樋 口 武史

キーワーズ:迅 速検査,精 度保誕,採 疲指導,同 定検査,遺 伝子検査,感 受性検査

シンポジス ト:

1.わ が国における抗酸菌検査の現状と精度保証

御手洗聡(結 核予防会結核研究所抗酸菌 レファレ

ンスセンター細菌検査科)

2.今 回の結核菌検査指針改訂のポイント

阿部千代治(日 本ベクトン ・ディッキンソン㈱)

3.良 質な検体とは一喀疾採取の方法等について一

樋口武史(京 都大学医学部附属病院検査部)

4.抗 酸菌の培養 ・同定に関する最新情報

斎藤 肇(広 島県環境保健協会)

5.遺 伝子検査の現状 と将来展望

長沢光章(東 北大学病院診療技術部)

6.薬 剤感受性成績を30日 以内に報告するためには

小栗豊子(順 天堂大学医学部附属練馬病院臨床検

査科)

2000年 に本学会抗酸菌検査法検討委員会は,結 核菌

検査診断技術の目覚ましい進歩 と普及に鑑みて,「新結

核菌検査i指針2000jを 刊行 した。その後 も相次いで,感

度 ・特異度ならびに迅速性の向上を目指 した検査法が開

発 ・導入 されている。そこで本委員会は,7年 ぶ りに結

核菌検査指針の改訂を行い,現 状に即 した内容に整理す

ることになった。「結核菌検査指針2007」 は,塗 抹検査

を24時 間以内に,結 核菌の分離 ・同定を21日 以内に,

そ して薬剤感受性結果 を30日 以内に報告することを求

めたCDC勧 告に沿った迅速検査体制の構築と抗酸菌検

査の精度管理の普及に主眼をおいて執筆された。本シン

ポジウムは,こ のr結 核菌検査指針2007」 の改訂の主旨

を広 く知っていただくことを目的に企画 した。

迅速検査体制の柱 となる液体培養法や,液 体培地を用

いた薬剤感受性検査あるいは遺伝子検査などがどの程度

まで普及 しているのか。また,近 年の高度な手技が要求

される抗酸菌検査の精度管理がどの程度まで行われてい

るのか。その現状を知ることは今後の抗酸菌検査の方向

性を議論するうえできわめて重要である。これらの点に

ついて結核予防会結核研究所の御手洗聡先生から「わが

国における抗酸菌検査の現状と精度保証 」と題 してご講

演いただいた。阿部チ代治先生から 「今回の結核菌検査

指針改訂のポイント」と題して抗酸菌検査の意義,安 全

管理,検 査材料,検 査の回数などの臨床現場での留意点

や,CDC勧 告に合致する迅速検査体制など,今 回の改

訂ポイン トを総論的にご講演いただいた。検査感度の向

上のために,本 指針では検体の品質管理にも力点を置い

た。結核の約8割 を占める肺結核の喀疲検査の感度向上

は治療 ・診断のみならず感染対策上も重要であり,そ の

ためには検体検査として適切な喀疾を採取することが重

要である。この点に関して臨床検査に従事 し,現 場の課

題を熟知 している京都大学医学部附属病院の樋口武史

先生か ら「良質な検体 とは一喀疾採取の方法等につい

て一」と題 して,採 疾指導の有用性を中心 にご講演をい

ただいた。抗酸菌検査の迅速性 と感度の向上の観点か

ら,培 養 は液体培養法が推奨され,同 定は遺伝子検査法

か ら,よ り迅速 ・簡便な免疫クロマ トグラフィー法へと

移行 している。広島県環境保健協会の斎藤肇先生か ら

「抗酸菌の培養 ・同定に関する最新情報 」と題 して,培

養 と菌種同定に関する最新の話題をご提供いただいた。

核酸増幅法に代表される遺伝子検査法は今や結核診療に

おいて不可欠であ り,培 養感度に匹敵する新 しい遺伝子

検査法 も登場 している。東北大学病院の長沢光章先生か

ら「遺伝子検査の現状 と将来展望 」と題 して,最 新の

1大阪府立呼吸器 ・アレルギー医療センタ・-s2京 都 大学医学部

附属病院検査部
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8507京 都 府 京 都 市 左 京 区聖 護 院川 原 町54

(E-mail:higuchit@kuhp.kyoto-u.ac.jp)
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遺伝子検査法とその留意点についてご講演いただいた。

今圃の迅速検査体制構築の要である薬剤感受性検査法に

ついて,本 指針では迅速性に便れる液体培地法を推奨 し

た。順天堂大学医学部附属練馬り酋院の小栗豊子先厘か ら

「薬剤感受性成績を30日 以内に報告するためには」と題

して,液 体培地を用いた迅速薬剤感受性検査のイ∫用性 と

その課題についてご講演いただいた。結核菌検査は早期

診断 ・早期治療や薬剤感受性検査紬果に藩ついた適疋医

療の普及などの診療上だけでな く,院 内感染対策や結核

対策のツールとしても必須であ り,そ の精度向上は重要

である。そして,現 状の入院期間短縮への方向性を鑑み

ると,わ が圏において もCDC勧 告に澱った迅速検査体

制の構築は急務であ り,今 回の 「結核菌検査指針2007」

は時宜を得た改訂といえる、結核 菌検査の精度管理の向

上と迅速性に陶けての本シンポジウムでの議論はわが図

の結核医療のさらなる前進に寄与するものと期待する。

1.わ が国における抗酸菌検査の現状と精度保証

糸骸f防 会結核研究所抗酸菌レファレンスセンター細 撒 翻 斗 御手洗 聡

結核を含む抗酸菌感染症の診断において,細 菌学的検

査が重要であることはよく認識されているが,そ の精度

に関する臨床的関心は決 して高いとは需えない。臨床的

な関心の低さと実践上の困難性から,抗 酸菌検査の精度

保証活動は,内 部精度管理を含めてあまり実施されてい

ないのが現状と思われる。今回,結 核菌検査指針が改訂

されるにあたって,あ らたに 「精度保証jの 項が設けら

れており,シ ステムとしての精度保証が発展することが

望まれる。ここでは,ま ず日本における抗酸菌検査と精

度保証の現状について検討した。

わが国における抗酸菌検査は,そ のほとんどが旧国立

療養所等の院内検査室お よび衛生検査所(検 査センタ

ー)で 実施されているものと思われた。そこで,結 核病

床を有している病院および微生物検査実施を届け出てい

る検査センターを対象とし,抗 酸菌塗抹,培 養,同 定,

感受性検査,核 酸増幅法にかかる一連の抗酸菌検査実施

状況や精度保証活動内容を把握するためのアンケー ト調

査を実施 した。具体的には,病 院および検査センター用

に2種 類の調査票を準備し,各 設問に対 して選択式の回

答を得た。 また,そ の際調査の信頼性のため,調 査結果

については一切匿名化 し,施 設名は公表しないことを文

書にて明示 した。2003年 時点で結核病床を有 している

病院390施 設および微生物検査実施を届け出ている検査

セ ンター397施 設を対象として調査依頼を行い,そ れに

より,鰻終的に291(74.6%)の 病院検査窺 と288(725%)

の検査センターから圃答を得た。平均は73.6%(5791787)

であった。

結果 として,病 院検査室の99.7%(290/291)が 抗酸菌

検査を実施していたが,塗 抹から培養 ・同定 ・薬剤感受

性検査および核酸増幅法をすべて自施設で実施していた

のは27.1%(79!291)で あった。塗抹 ・培養 は80%以 上

の施設が実施していたが,同 定や薬剤感受性検査を実施

していたのは半数以下であった。検査センターについて

は288施 設から回答を得たが,そ のうち150施 設(52.藍%)

では微生物検査を行っているものの,抗 酸菌検査は実施

されていなかった。他の138の 検査センターでは1施 設

を除いて塗抹検査 を実施 してお り,培 養検査 も87.09。

(120/138)で 実施されていた。 しかしなが ら,薬 剤感受

性検査は65施 設(47.1%)の みで実施されてお り,核 酸

増幅検査については47施 設(34」%)で のみ実施 されて

いた(Tablel)。

病院検査室と検査センターの両者を合計すると,2002

年の全国の検査実施数は,塗 抹検査が143万 件,培 養 が

夏51万件,菌 種同定が9。1万件,薬 剤感受性検査が7,4万

件,核 酸増幅法が約60万 件であった。アンケー ト回収

率から,こ れが日本全国のおよそ4分 の3を 反映 してい

ると仮定すると,塗 抹 ・培養検査は年間約200万 件実施

されていると考えられた。

TablelTypeoflaboratoryandexaminationsperformed(multipleanswer)

Examination
Numberoflaboratory(%)

Hosp垂ta1(n=243) Commercial(n=i38>

Smearmicroscopy

Culture

Speciesidentification

Drugsusceptibilitytesting

NucleicacidamplificatioR

243(玉00)

211(86,8)

122(50,2)

134(55.1)

96(39.5)

137(99.3)

120(87、0)

77(55.8)

65(47.1)

47(34.1)
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続 い て各検 査法について検討 した。塗抹検査 について

は,迅 速性 のために直接 法 を実 施 している施設は病院 と

検査 セ ンターで それぞれ70.8%(172/243)と81,0%(lll/

137)で あ っ た。 … 方,集 菌 法 実 施 が そ れ ぞ れ40.3ele

(981243)と29.9%(41!137)あ り,醐 方を実施 してい る施

設 もそれぞれll.1%と10、9%で あ った。定期 的な染色液

のチェ ックは病院で は33.0%,検 査 セ ンター では69、3%

で行 われ ていたが,病 院 では72.8%(177/243)で 検 査時

染色 コン トロール を実施 していない と回答 した。塗抹検

査 の結果 は,病 院で は975%(234/240),検 査 セ ン ター

では80.3%(llO/137)で24時 間以内 に報告 されていた。

培 養検 査 につ いては,回 答(複 数 圓答)を 得 た病 院検

査室206施 設 と検 査セ ンター-118施 設 の全施 設で國型培

地 を利 用 してお り,病 院で は43.7%〈901206),検 査 セ ン

ター一で も28、oele(331118)で 液体培地 も使用 されていた。

塗抹 陽性 にお け る培 養陽性 率が90%以 下 の施 設が病 院

で49.7%(103/207),検 査 セ ンター で33、0%(381115)あ

り,雑 菌 混入 率 が適 正 な値 とい われて い る2～5%と

な っていたのは病院検査室 で43.1%(90/209),検 査 セ ン

ターで39.0%(46!118)で あ った。培養陽性の結果報告 ま

での期 間が平均2週 間以内であ ったのは,病 院で15.3%

(32/209),検 査 セ ンターで4.2%(5/118>で あ った。病 院

の96.69e(1991206)お よび検査 セ ンターの72.4%(761105)

で培 養 コン トロー ルが実施 されていなか った。

抗酸菌菌種同定検 査につ いては遺伝子ベースでの同定

が推奨 されているが,病 院検査室 の15.6%(19/122)と 検

査 セ ンターの75.8%(50!66)で い まだ にナ イアシ ンテス

トが実施 されていた。 これは臨床か らの要求 によるもの

と考 えられた。

薬剤感受性 検査 時に標準株 をコ ン トロー ルとして同時

に試験 していた施設は病院 で31,8%(41/129),検 査 セ ン

ター で43.6%(17139)で あ った。 感受性検 査結果の報 告

は米 国CDCの 勧 奨 では1カ 月以 内 とな ってい るが,こ

れ を満足 したのは,病 院で は173%(23/133),検 査 セ ン

ターでは18.8%(9/48)で あ った。

核酸増幅法 につ いてみ る と,こ の 当時多 くの施設はア

ンプ リコアを利用 して お り,陽 性 ・陰性 の反応 コ ン ト

ロー ル を毎 回実施 してい るの は病 院 で82,3a/o(79!96),

検 査 セ ンターで96。2%(25!26)で あ った・

外 部精度評側 の実施 につ いてTable2に 示 した・ 病院

検 査 豊 の60,0%(145/243),検 査 セ ンター の46・7%(64!

137)が 外 部精 度訴価 の実施 な しと圖 答 したが,塗 抹 検

壷で は検査セ ンターの40.9%(56/137>が,核 酸 増幅法で

は病 院 の34,6%(84/243)と 検 査 セ ン ター・一の23・4%(32!

137)が 参 加経験 あ りと剛鰺 した。核 酸増 編法 で外 部精

度評価の箋施が比較 的多 かったの は,精 度評価 を行 う研

究会の存在 と,検 体 の準備が比較的容易で あるこ とに よ

るもの と思われた。

精度保舐の 環 として検査察環境 につ いて質 問 した結

果,細 菌検査 室 を分 離 ・独立 させ てい る施 設は病 院 で

92、6%(225!243),検 査 セ ン ター一で100%(138/138)で あ

った。安 全 キ ャビネ ッ トの使 用率 は病 院で80、2%(194/

242),検 査 セ ンターで79,3%(107/135)で あ ったが,薬

剤感受性検査 を実施す る際の安全 キャビネッ ト使用 はそ

れぞれ93.3%(1251134)と90.6%(58/64>で あ った。 しか

しなが ら,検 査技 師の健康診断 を実施 してい ないと回答

した施 設 が病 院 で13.2%(3董 ノ235>,検 査 セ ン ター で も

9.0%(12/133)あ っ た。抗 酸菌検 査 に関す る トレーニ ン

グについて も,定 期的 に参加 しているのは病 院では0%

(01226),検 査 セ ンターで も3,2%(4!124)で あ った。

2003年 時 点 での抗 酸菌検査 実施状 況 につ いて調 査 し

た ところ,集 菌法の実施が増加 してお り,液 体培 地での

培養実施 も進んでいた。 この傾向 は現在 も続いてい ると

考え られる。抗酸菌検査精度保証の実態は,内 部精度管

理 ・外 部精度 評価 と もに不 十分 な もので あ り,特 に塗

抹,培 養,薬 剤 感受性検査 におけ る精度管理用検査 コ ン

トロールの実施 は低率で あった。外部精度評価 は核酸増

幅法では比 較的高率 に実施 されて いたが,他 の検査 につ

いては低 率であった。 これはパ ネルテス ト等 に関す る具

体的 な方法が確 立 されていないことや,実 施 に必要 な経

費等の問題に よる もの と考 えられ た。 また,検 体 の質の

保証,検 査 コン トロールの重要性 の認識,ト レーニ ング

(初 期 あるいは リフ レッシュ)に 対 す る意 欲 な ども不 十

分か と思われた。

Table21mplementationofexternalqualityassessment(multipleanswers)

£xamination
NumberofEaboratory(%)

Hospital(n==243) Commercial(n=137)

Smearmicroscopy

Culture

Speciesidentification

Drugsusceptibilitytesting

Nucleicacidamplification

NOeXtemalaSSeSSment

18(7,4)

6(25)

9(3。7)

10(4.1)

84(34。6)

145(60.0)

56(40.9>

18(13.1)

14(IO.2)

24(17.5)

32(23.4)

64(46.7)
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精度保証の基本は,再 検査やパネルテス トによる現状

の把握を実施し,そ の結果に越ついて改善活動を行い,

再度テス トを行って改善を確認し,こ れを ・つのサイク

ルとして繰 り返すことにある。抗酸菌検査は現窟も広範

に実施されてお り,感 染症法の改↓Eにも鑑みて,安 全な

検査環境と系統的な精度保証システムが必要と考えられ

た。

2.今 回の結核薗検査指針改訂のポイント

li本ベ ク トン ・ディツキ ンソン株式斜i:阿 部 千 代 治

1.安 全管理

結核菌検査にはエアロゾル発坐頻度の高い操作が多い

こともあり,濃 厚な検査材料を毎ll取 り扱 う検査技師の

結核発病率は一般の人より数倍高い。結核菌検恋に関す

るバイオセーフティマニュアルにみるように,結 核菌群

に属する菌はバイオセーフティレベル3,ほ とんどの非

結核性抗酸菌はレベル2に 分類されている。また公布さ

れた感染症法では結核菌は4種 病原体,多 剤耐性結核菌

は3種 病原体に分類されてお り,結 核菌検査はクラスil

の安全キャビネットを備えたレベル2以 上の設備のもと

で行わなければならない。検査室内では専用のガウン.

N95マ スク,デ ィスポーザブル手袋を着用する。作業に

当たってはエアロゾル発生の最 も少ない方法を選択す

る。作業終了後に安全キャビネットや実験台を噴霧消毒

し,そ の後殺菌灯を点灯する。使用後の材料や器具は高

圧蒸気滅菌処理をする。またバイオテロを防ぐために分

離された結核菌は鍵のかかる部屋または保管庫で保存 し

なければならない。検査に従事する検査技師は採用時ま

たは細菌検査室への配置前にQuantiFERON-TB検 査を受

ける。ハイリスクグループでは年2回 の定期健診を受け

る。

2.検 査の方法

(1)検 査材料および検査回数

提出された喀疾が適切なものかどうかは検査の精度を

保持するうえで重要である。第2章 「検査材料jの 項に

「採疫指導」が加え られた。8～24時 間間隔で3回 喀疲

を採取,少 なくとも1回 は早朝疲を採取する。但 し初回

の検査で2+以 上であれば3回 の検査は必要ない。幼児

や高齢者などで喀疲の排出が困難な場合に誘導喀疲や胃

液の検査をすることは有効である。3回 の塗抹検査が陰

性の場合に塗抹および培養検査を行った日とは別の日に

気管支鏡を用いた検査を保険診療で行うことができる。

(2)塗 抹検査

均等化 ・遠心集菌材料の塗抹を勧める。本指針では剥

離対策のために剥離防止処理したスライドの使用を勧め

ている。f新 結核菌検査指針2000」 で推奨 したことで塗

抹検査に蛍光法を取 り入れた施設が増加 した。蛍光染色

として,オ ーラ ミン0染 色に,新 たにアクリジン才レ

ンジ染色法が取 り止げられた。オーラミンは菌体周囲の

脂質を染色するのに対 し,ア クリジンオレンジは核酸を

染色する違いがある。

(3)検 体の前処理

前処理の目的は検査材料を消化 ・均等化し,含 まれる

雑菌を殺 し抗酸菌のみを選択的に培養することにある。

NALC-NaOH処 理のみでは汚染が除去できない検体が

あること,1つ の検体を一般細菌の培 養にも使用する

ケースがあることなどから,セ ミアルカリブロテアーゼ

による消化 ・均等化が推奨されている。また遠心補助剤

を使用 した前処理法など新たに開発された前処理法の有

効性が証明されており,こ の改訂書に加えられた。

(4)培 養検査

迅速な検査結果の報告が求められている。発育インジ

ケーター付液体培地として,KRD培 地が加え られた。

抗酸菌 自動培養 システムとして,BACTECMGIT960,

バクテアラー ト3D,BACTEcgooe自 動血液培養システ

ムが取 り上げられている。本検査指針では初回分離に液

体培地と卵培地(固 形培地)を 玉本ずつ用いることを勧

めている。しかし,検 査室の受容力や液体培地の価格の

問題があることから施設内で検討する。3回 の培養に液

体培地のみを用いるのでなく,1回 は固形培地を用い

る。

(5)分 離抗酸菌の鑑別 ・同定

結核菌と非結核性抗酸菌の早期の鑑別は適切な患者管

理 と治療のうえで重要である。結核菌群特異抗原をイム

ノクロマ トグラフィーにより検出す るキャピリアTBは

簡便であり,液 体培地 と併用することにより迅速かつ簡

便に結核菌 と非結核性抗酸菌を鑑別でき有用である。液

体培地の導入により非結核性抗酸菌の分離頻度が高 まっ

た・現在100種 以上の抗酸菌種が報告されてお り,従 来

からの培養 ・生化学的性状や市販の遺伝子診断キットで

それらを同定することは不可能である。複数の遺伝子の

塩基配列を決定し同定する方法が報告されている。検査
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可能な施設に同定を依頼する必要がある(第5単 「抗酸

菌の同定」を参照)。

(6)遺 伝子検査

初回診断時の3[1闘 の塗抹および培養検査に加え,核

酸増幅法による検査を1回 保険診療で行うことがで き

る。喀疲塗抹陽性例では患者符理のうえで結核か非結核

性抗酸菌かを早急 に鑑別する必要があ り,検 体人f後1

～2日 で結果が得 られる核酸増幅法による検査は有効で

ある。「新結核菌検査指針2000」 の出版後に体外診断薬

と して承認,保 険収載 され た コバ スTaqMamMTB,

TRCRapidM.TB,結 核菌群 リファンピシン耐性kS伝U一同

定検査が改訂嵜に加えられた。"非 結核牲抗酸薦症の診

断において核酸増幅法はあ くまで補助的診断であ り診

断基準に含めない"と する非結核性抗酸菌症対策委員会

の見解から,塗 抹陰性の場合に砿 副`棚 または 砿'η瑠 一

cellulareの検査は行わない。

(7)薬 剤感受性検査

日本結核病学会が小川培地を用いる比率法を承認し,

標準法として使っている。小川培地を用いる比率法は結

核菌ならびにM.kansasiiの 抗結核薬に対する感受性検査

法である。M.kansasii以 外の非結核性抗酸菌について,

小川培地を用いる薬剤感受性検査は行わない。これは感

受性検査結果 と臨床硲答との問に関連はみられないから

である。

薬剤感受性検査は最も精度管理の難しい検査である。

米国のCLSIは 精度を保持するために寒天培地または液

体培地の使用を勧めている。わが国でも検査精度に加 え

迅速性が重視され,液 体培地が取 り人れ られつつある。

この改訂轡で もBACTECMGIT960AST,マ イクロプ

レ・…nyトを川いるMIC洲 定法などが取 りLげ られた(2

(8)}ド尚jS[t呆i毒匠

検査精度をチェックするために精度管理テス トは必須

である。 口僧行う内部精度管理に加え,定 期的に外部施

設による精度管理も取 り人れる必要がある。実施 してい

る施設と連絡先が記述された。

3.今 求められている検査

1980年 代の中期から1990年 代の初期にかけて米国の

結核罹患率が急増 した。特 に田V感 染に伴う結核は診

断が難 しいうえに病気の進行が速いこともあり,米 国の

CDCは 検査室に迅速な結果報告を求めた。その日標は,

塗抹の結果を24時 間以内 ・培養の結果を21日 以内 ・感

受性結果を30日 以内に担当医に報告するというもので

ある。現在入院期間の短縮が求められている。そのため

には感受性結果をできるだけ早く報告する必要がある。

検査結果は患者管理や治療に結びつ くことから迅速性

に加え高い精度が要求される。精度の善し悪 しは新たに

耐性菌を作ることにもつながる。定期的な内部精度管理

が求められる。

3.良 質な検体とは一喀疾採取の方法等について一

京都大学医学部附属病院検査部 樋口 武史

は じ め に

良質な喀疲の採取方法として採疾指導を取 り上げ,そ

の有用性 について解説する。 また 「結核菌検査指針

2007」の第2章 「検査材料」,お よび第3章 「塗抹検査」

の変更点についても併せて概説する。

採疫の原理

細気管支などの末梢付近にある喀疲を体外に排出する

には,そ の気管支の奥(肺 胞側〉に空気を送 り込み,腹

筋などを利用することにより空気を圧縮 して喀疾を気管

支のほうへ押 し上げて排出する方法と,気 管支を拡張さ

せて肺胞まで空気を十分に送 り込み,気 管支内壁に付着

した喀疫を剥 ぎ取るようにして排出する方法がある。い

ずれの方法 も,深 呼吸によって肺全体の容積を拡張させ

十分に空気を取 り入れることがポイントである。肺のす

みずみまで十分に空気が取 り込まれた状態から腹筋を一

気に収縮させ咳徽させる。このとき,約200cmH20に 高

め られた気道内圧で気管に生 じる気流速度は,細 働

km/hに 達することが知 られてお り,こ れはジェ ット気

流に匹敵する速度である。この気流を効率よく利用する

ことで,喀 疲は気道へと押 し上げられ体外に排出される

(Fig.)。この原理に基づいた呼吸運動を行わなければ容

易に疲を排出することはできない。具体的には疾を排出

させる手段としてスクイージングなどの理学療法を習得

することがポイントになる。

採痩指導の有用性

2000年9月1日 か ら2001年8月31日 の1年 間に呼 吸

器 内科外来 を受診 した患 者163入(指 導無 群)と200董 年

9月1日 か ら2002年8月31日 の1年 間に 同外 来 を受 診

した患者161人(指 導 有群)か ら採取 した喀疾 につ い て
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採 疲 指 導の 有用性 を評価 した。 その 結果,M1お よび

P1喀 疲 は,指 導無群 では215%,2L5%,指 導 有群では

8.1%と36.6%で あ った。M2,P2,P3喀 疲 は両群 で大

きな差 を認 めなか った。塗 抹陽性 率 は,指 導 無群10.4

%,指 導 有群21.璽%で あ った。M2,P1,P2の 肉眼的性

状別での陽性 率は,指 導無群で1Ll%,11.4%,30.8%で,

指 導有群では17.6%,28.8%,26.3%で あ った。 これらの

塗抹陽性 患者(指 導無群17名,指 導有群34名)で の空洞

の有無 病 巣 の拡 が りか ら判定 した胸部X線 所 見 で,

指 導無群 は指導有群 に比べ て空洞型で中～高範囲の病巣

を有す る重症型を多 く含 んでい た。 この結果か ら採疲指

導有群で見 られた喀疲 の肉眼的性状や塗抹陽性 率の向上

は,患 者重症度の差に由来す る可能性は否定 された。採

疾指導 は,塗 抹陽性 率 を向上 させ るの に有用であるこ と

が証 明された。

「結核菌検査指針2007」 の変更点

第2章 「検査材料」の変更点

検体の品質管理が重要であることを強調 し,特 に喀疾

採取の方法として採疾指導の項 目を付記 した。検体およ

び菌株の輸送に関する項目を第8章r精 度保証」へ移動

した。

第3章 「塗抹検査」の変更点

塗抹標本の剥離対策として推奨していたタンパク液に

替え,MASコ ー トやAPS(シ ラン〉コー トなどの剥離防

止処理 したスライ ドガラスの使用を推奨 した。染色は

オーラ ミン0蛍 光染色法を推奨した。ただし,オ ーラ

ミン0は 発癌性物質であるため,試 薬の安全性,安 定

性が優れているアクリジンオレンジ染色法を新たに追加

した。塗抹結果の記載法の一部を訂正 した。

ま と め

結核の確定診断には,感 染病巣か ら採取された検体を

用いて細菌学的に結核菌を証明することが重要である。

喀疾は品質管理上最 も重要かつ難しい検体であ り,医 療

従事者は患者の病態を反映した検体が採取できるように

最大限努力する必要がある。 したがって,採 痩指導など

のいろいろなアプローチを行い,積 極的に喀疲採取に関

与することが抗酸菌検査の精度向上に大 きく関与する。
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4.抗 酸菌の培養 ・同定に関する最新情報

は じ め に

広島眼現境保健協会 斎藤

抗酸菌の分離培養は,塗 抹染色よりも感度が高 く菌を

検出でき,ま た分離菌の鑑埆 ・岡定や藁剤感受性試験な

どを行うことができる。以下にこれらのうち,分 離培養

法ならびに従来法による分離菌の鑑凋 ・同建法につい

て,最 新情報をまじえながら述べる。

1.分 離培養法

〔A.前 処理法〕

喀疾 などの汚染検体 を消 化 ・均 質化 し,混 在す る抗酸

菌以外の細菌 を殺 して(decontamination),抗 酸 菌のみを

選択 的 に培養 す る方法 で,NALC-NaOH法 が 広 く用い

られ てきた。最近では,検 体 をあ らか じめセ ミア ルカリ

プロテアーゼ(商 品名:ス プ タザ イム,プ レソルブ)で

溶解 ・均 質化 し,NALC-NaOH溶 液 が 効率 よ く作用 し,

かつ,分 離培 地の雑菌汚染の低減 を図ろうとす る方法が

推奨 されてい る。分離培養 を行 うにあたって は,所 定濃

度の水酸化ナ トリウム溶液を用 い,か つ検体の処理時問

に留意すべ きであ る。

(1)N一 ア セチ ルーL一 シス テイ ン ・水酸化 ナ トリウム

(NALC-NaOH)法

NALC-NaOH(終 末1～2e/。)溶 液で喀疲 を消 化 ・汚染

除去 し,リ ン酸緩衝液で希釈後,3,000×g,20分 遠 心 し,

沈 渣 を少量の同種緩衝 液に再 浮遊 させて,培 地へ接種す

る方 法で あ る。NALC-NaOH液 に 加 えてあ る クエ ン酸

ナ トリウムは喀疾 中 に存 在 す るであ ろ うNALCの 不 活

化重金属 イオ ンをキ レー トし,NALCに 安 定性 を 与える

もの であ る。本法 は米国CDCで 開発 され,推 奨 される

方法である。

(2)抗 酸菌検 出用 キ ッ ド ニチ ビー"(ニ チビー法)

CC-Eキ ッ ト(前 処理液)と 遠心集菌剤 くK-8)よ りな る。

CC-Eキ ッ トはCC-E液(喀 疾i膨 潤 剤 加2%NaOH)と

CC-B助 剤(長 期 安定型NALC溶 液)か らな り,喀 疾 処

理時 間の短縮 と処理能 の増強 とを図 った ものであ る。処

理喀疾 をリ ン酸緩 衝液 で希 釈 し,K'-8(塩 化 ポ リアル ミ

ニウム)を 加 える と,陰 性 荷電 の菌 体 と陽性荷電 のK-8

とが 凝集物 を作 るため,菌 を低速(1,600×g),短 時 間(5

分)で 濃縮 で き,沈 渣 をリン酸緩衝液 に再 浮遊 後,培 地

へ接種す る。

われ われが本法 お よびNALC-NaOH法 で 処理 した喀

疲380検 体 をMGIT960シ ス テムお よび2%小 翔培 地 で

肇

培養 した際の抗酸菌検出成績は,lihj検体処 理法澗にイi意

差を偲めなかった。

(3)抗 酸菌検査∫ll喀擁醜処理キットセントラップMB

「ニツスイ」

喀疲 をA試 薬(NALC-NaOH溶 液)で 処理後,B試 薬

(吸若拠体生成試薬)を 加え,生 じた白濁不溶牲沈殿物

を2,000×9,10秒 闘遠心 し,沈 渣をC試 薬(懸 濁試薬)

へ再浮遊 し,培 地へ接種する。

〔B、培地〕

わが国で用いられている抗酸菌の分離培地は,閻 型培

地としては小川培地,液 体培地としてはMG董 丁が広 く用

いられているが,マ イクロコロニーの早期検出と形態観

察,集 落形成単位(CFU>の 測定には寒天をベースとし

た平板培地が有用である。この場合,COzふ らん器内で

の培養が必要である。

われわれは,NALC-NaOH処 理喀疾431例 についての

KRD培 地 酪ニチビー"(液 体培地)に よる抗酸菌分離培

養成績がBACTBC960MG董Tシ ステムと遜色な く,小 川

培地よりも有意にす ぐれていることを報告 している。

初診時における3回 連続検疾に屠いる培地の組合せは

検査施設の事情により異なるが,発 育支持能と迅速性に

す ぐれた液体培地と固型培地(2%小 川培地)と の併用

が望ましく,以 下のような組合せが考えられよう。

①3回 とも液体培地と小川培地の供用,②2回 は液体

培地 と小川培地の餅用 ・1回は小川培地 のみ,⑤1回 は

液体培地と小川培地の併用・2回は小川培地のみ。他方,

液体培地使用困難な施設では小瑚培地を主軸とし,塗 抹

陰性であっても結核の疑いが強い場合,あ るいは塗抹陽

性であっても治療上あるいは疫学上,結 核菌を早期に検

出 ・同定することが強 く望まれる場合には液体培地を併

用することが望ましい。

皿.同 定

抗 酸 菌 を 迅 速 に 同 定 す る こ と は,患 者 の 治 療 方 針 の 決

定 の た め の み な ら ず,疫 学 面 か ら も き わ め て 重 要 で あ

る 。

〔A.抗 酸 菌 種 〕

承 認 ・提 案 さ れ て い る 抗 酸 菌 種 を ヒ トに 対 す る 起 病 性

別 に み る とTable1に 示 す よ う で あ る 。

1.Mycobacteriumtuberculosiscomplex(結 核 菌 群)

M・tuberculosis・M・bovis,M.africanum,ルi .microtiに 加 え,

近 年M・canettii(vanS・ ・lingenD,etal.1997>,M .pinnipedii
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"R
unyon'sclassification.(Hajime・Saito.2007}、

(CousinsDV,etal.2003),M.caprae(ProdingerWM,etal.

2005)が 報 告 さ れ て い る 。 い ず れ も ヒ ト に 対 して 病 原 性

を 有 す る 。

2.Nontuberculousmycobacteria(非 結 核 性 抗 酸 菌)

主 と して,肺 結 核 類 似 症 の 原 因 菌 と して,稀 に 分 離 さ

れ る 抗 酸 菌 に つ い て,自 験 例 を 中 心 に 簡 単 に 述 べ る 。

(1)1群 菌

新 種 と し てM.intermedium(MeierA,etal,1993)が 報

告 さ れ て い る が,集 落 は 光 発 色 性 で は な く,暗 発 色 性 で,

ll群 菌 で あ る 。 著 者 ら も そ の1例 を 報 告 して い る 。

(2)ll群 菌

①M.lentilf7avum(SpringerB,etaj.1996)1脊 椎 椎 間 板

炎病巣か ら分離 ・命名 された。岩本 ・著者 らは肺疾患患

者の喀疾 ・気管支洗浄液か ら分離 された8株 を本 菌 と同

定 し,こ れ らを3遺 伝子型 に分類 した。

②M・heckeshomen.se(RothA,etal.2000):M.xenOpiに

きわめて近似 した表現型性状 を有 し,ま たDDHテ ス トで

はM・xenopiと 同定 され る。著者 らは,わ が 国で分離 ・保

存 され てい るM.xenopi12株 中6株 をM .heckeshornense

と 同定 した。 両菌種 はア リル スル ファ ターゼ テス ト(3

日法),16SrDNA配 列 決定 によ り鑑別可能 である。

③M.ulcerans(MacCallumP,etal.1948)とM.shinshaense

(TsukamuraM,MikoshibaH,1982):M .shinshuenseとM.

ulceransの 異 同性 につ いては未 だ明 らか でない。共 に毒
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性 脂 質マ イコラク トンを塵生 し,ヒ トの進行性皮膚潰瘍

をお こす。両者 は,地 理的分布,若 干の生化 学的 ・分 子

遺伝 学 的性状 を異 にす る。M.shinshuenselwa染 症 は 日本

(4例,う ち1例 はNHO東 広 島医療 セ ンター症例)お よ

び中 国(1例)か らの報告例が ある。

(3)m群 菌

①M・aviumcomplex:MACに はM,aviuni(subsp,avium,

subsp・paratubei℃ulosis,subsp,sitvaticum,subsp.hominissuis),

M,intracetl"lareお よびM.chimaera〈TortoliE ,etal.2004)

が 含 まれ る。M.avium肺 感 染症は東 ・北 繍本に,M,intra-

cellulare肺 感染症 は西H本 に多いことを著者 ら(1989隼)

が は じめ て明 らか に し,諸 家 によ り追認 されて きたが,

佐 藤(名 古屋市 大)が2001年 お よび2007年 の2圃 にわた

り行った全国ア ンケー ト調 査で,西 旧本で も照 α蜘 趨感

染症の増 加が 認め られている。

最近,岩 本 ・著者 らによ り,MACの う ち,MACプ ロ

ープ反応性 ・両種特異 プロー ブ非反応性菌株 の分類学的

研究 が進 め られてお り,興 味あ る知見が得 られている。

②M.malmoense(Schr6derKH,Juhlinl,1997):自 験 例

は,発 育 至 適 温 度30℃,M.malmoense基 準 株ATCC

29571と100%一 致 した16SrDNA配 列,M.malmoenseの

ミコール酸のHPLCパ ター ンを示 した。

③M.celatum(ButlerWR,etal.1993):自 験3症 例か ら

の分離菌 は,い ずれ も,S型,25～45℃ で 発育,ミ コー一

ル酸 のHPLCパ ター ンはM.celatumに 近 似,16SrDNA

配 列 はM.celatumN224(臨 床 分離 株,2型)と99.8%,

同ATCC51131(基 準 株,1型)と97.3%の 相 同性 を示 し,

M.eetatum2型 と同定 された。

④M,trip'ex(FloydMM,etal.1996):tfx験2例 よ りの

分離 閾 は,と もにS型,25・-37℃ で 発 育,ミ コー ル酸

のHPLC分 析 で はM,simiaeに 近 似パ ター ンを示 したが,

16Srl)NA配 列 はM,triptexATCC700071と100%の 相 同

性 を示 した。

⑤M.genaven,se(B6ttgerEC,etaL1993)1低 免 疫 グ ロ

ブ リン血漉,金 身 リンパ節腫 大を有する患 者の頸部 リ ン

パ節 のtk検 で,無 数の抗酸 菌 を認め たが,2%小 川 培 地

には発育せず,MGITに 発 育 した。諸種 液体培 地 な らび

にマ イコバ クチ ン加Mlddlebrook7HH寒 災(微 小 集 落)

に 継 代 町 能 で あ った。M,genayenseWeeO268/96の16S

rDNA配 列 と100%の ・致 をみた、、

⑥Mycobacteriumsp、 わ が国で12例 の肺疾患 患 者喀疲

よ り分離 され,培 養 ・生化 学 的 性 状,ミ コ ー ル酸 の

HPLC分 析,16SrDNA配 列 決定 な どの 諸成績 よ り,未

だ記載をみ ない抗酸菌 と決定 した。

(4)W群 菌

Mma8eritense(DomenechP,etal.1997):膿 胸 の患 者

喀疾か ら分離 された,S型,非 光発色性,25～42℃ で発

育す る迅速発育菌で,生 化学 的 ・分子遺伝学的諸性状 よ

りM.mageritenseと 同 定 した。

〔B.非 結核性抗酸 菌の鑑別上有用 な培養 ・生 化学的性

状〕

①発育速 度,② 集 落形態,③ 色素 産生,④ 光発色性,

⑤ 発 育温度,⑥Tween80水 解,⑦ ウ レアーゼ,⑧ 硝酸

塩還元,⑨ 半 定量 カ タラー ゼ,⑩68℃ 耐 熱性 カ タラー

Table2Aflowchartoflaboratorydiagnosisofmycobacteria
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ゼ,⑪ ア リル スル フ ァターゼ(311法),⑫ サ プ リメ ン

ト(ヘ ミン,マ イコバ クチ ン」な ど)要 求牲,⑬ キ ャ ピ

リアTBテ ス ト,な ど。

〔C.抗 酸菌検査の フローチ ャー ト〕

Table2に 示 した。
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5.遺 伝子検査の現状 と将来展望

東北大学病院診療技術部 長沢 光章

は じめ に

現在,抗 酸菌用の遺伝子検出試薬には対象菌種や原理

の違いのほかに,臨 床検体直接検出用(核 酸増幅法)や

分離菌同定用など種 々の方法がある。 したがって,「新

結核菌検査指針2000」 では核酸増幅法として扱っていた

が,本 指針では第6章 「遺伝子検査法」として掲載する

ことにした。遺伝子検査法には,研 究レベルのものまで

含めると多くの種類や方法があるが,本 章ではわが国で

体外診断薬 として承認 ・市販され,診 療保険点数が認め

られているキットについて記述した。

今回,「結核菌検査指針2007」 における改訂の概要と

遺伝子検査の現状,将 来展望について報告する。

1.種 類 と用途

現在,市 販 されている抗酸菌用遺伝子検 出キ ットを表

豆に示 した。 なお,指 針である ことか ら詳細な原理等は

文献お よび各キ ッ トに添付の文書 を参照 していただ くこ

とに した。核酸増 幅法は,コ バ スア ンプ リコア マ イコ

バ クテリウム(PCR法1表2),コ バ スTaqManMTB(リ

ア ル タ イムPCR法),DNAプ ロ ー ブ 「FR」-MTD(TMA

法)お よびTRCRapidM.TB(TRC法)に つ いて記載 した。

また,分 離 菌株の同定用 であ るDDHマ イ コバ クテ リア

`極東'(DNA -DNAハ イ ブ リダイゼ ーシ ョン法:表3),

ア キ ュプローブ結核菌群 同定(HPA法)に ついて記載 し

た。その他に,結 核 菌群 リフ ァンピシン耐性 遺伝子 の検

出が可 能 なフ ィノ スLiPAIRifTB(PCR法+LiPA法)も

記載 した。

また,現 在開発中または発売予定の遺伝子増幅法を表

4に 示 した。

2.核 酸増幅法検査の依頼 と検体採取 ・保存

現在,遺 伝子検査は大規模病院を除き多くの施設が臨

床検査センターへ外部委託を行っている。これら外部委

託時の注意事項を含む検査の依頼,採 取,保 存について

記載した。

核酸増幅法検査の依頼は,日 本結核病学会の提言 ・勧

告である ①診断時に1回 行う,② 核酸増幅法 を治療中

の患者の経過判定には使用 しない,③ 検体中の菌量を知

ることはできないので,非 結核性抗酸菌症の診断基準と

の関連を考えたときに塗抹陰性検体へのM.aviumお よび

M.intraceltulare用の核酸増幅法検査の使用は留意するこ

となどを考慮し,原 則として,① 塗抹陽性の場合,② 塗

抹陰性であるが臨床的に結核を強く疑 う場合,③ 塗抹陰

性で結核を否定する場合とした。

また,検 査材料の採取 ・保存法として,① 検体は十分

量採取 し,コ ンタミネーションのないよう注意する,②

喀疲では,唾 液の混入をさけ,膿 性部分を採取する,③

胸水などはフィブリンの析出により採取後に凝固するこ

とが多いため,ク エン酸ナ トリウムまたはEDTAを 添加

した容器を使用する,④ ヘパ リンは阻害物質のため使用

しない,⑤ 血液は阻害物質 となるため,混 入はで きるか

ぎり避ける,⑥ 検査室で指定された滅菌容器に採取 し,

乾燥 を避け,冷 蔵保存を行い,特 に検体が外部に漏れな

いように完全に密封することを記載 した。

外部委託時の注意事項 として,① 塗抹検査は院内検
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表1遺 伝子検出試薬キットー覧(抗 酸菌) 1城18年12月 現在

対象菌種 診療保険点数の
名称 製晶名 販売(製造〉会祉 原 理*1

対象

臨床検体
(直接検出)

分離菌
同定

1吻co加c緋 如襯(結 核菌群

を含む抗酸菌18菌 種)

抗酸菌群核酸同定
精鱗検査

DDHマ イコバ ク テ リ ア`極 東' 榔 榔 睦楽1:業 DDH
榊 ○

〃VCOわ4C'ε'」 翻〃3'ε4わ♂ハρ躍105'5
「

complex(結 核 菌群)

結核菌群核酸増幅
i司定検査

アキュプロー・ブ結核菌群同定
極 東 製楽 【=業

(Gen・Probe)
HPA

一一 ○

(コ バ ス)ア ンプ リコ ア マ イ コ

バ クテ リウム ツベ ルクロー シス ロ シュ ・ダ イア

グ ノス テ ィク ス

PCR ○ ○

コ バ スT"qMa"MT呂 T毯qManPCR ○ ○

DNAプ ロ ー一ブ 「FR」。MTD
富Lレ ビオ

(Gen・Probe>
TMA&HPA ○ 一

結 核 菌群rRNA検 出 塵1べ薬

TRCRapidM.TB
東 ソー TRC ○ ○

〃ycoわ αd酬 脚 α吻'7禦

complex マイコバクテリウ

ムアビウム ・イン

トラセルラー核酸

同定精密検査

アキ ュ プロ ーブ マ イ コバ クテ リ

ウム ア ビウ ム コ ンプ レ ックス

極 東 製 薬 ∫二業

(Gen・Prob¢)
HPA

一 ○

DNAプ ロー ブ 「FR」-MACダ イ

レ ク ト

冨 士 レ ビオ

(Gen-Probe)
TMA&HPA ○

〃vco勿d6r'期1αv如 潮嘗

(コ バ ス)ア ンプ リコ ア マ イ コ

バ クテ リウ ム ア ビウム ロ シュ ・ダ イア

グ ノス テ ィク ス
PCR

○ ○

〃vcoわ ααぞr∫粥η加'鵡c6〃 駕'αだ
■

(コ バ ス)ア ンプ リコア マ イ コ

バ クテ リウム イ ン トラセル ラ ー
○ ○

結核菌群RFP耐 性遺伝子
結核菌群 リファン

ピシン耐性遺伝子

醐定検査

ブ イ ノスLiPAIRIfTB ニ プ ロ

(lmogenetiCS

N.V.}

LipレA 一 ○

ジ ェ ノス カ ラー ・RifTB PCR&LiPA ○ ○

*1DDH=蓋)NA一 茎)NAHybrid韮zation
,HPA:HybridizationProtectionAssay,PCR:PolymeraseChai糠Reactior監,

TMA:TranscriptionMediatedAmplification,TRC:Transc巾tionReverseTranscゆtionConcertedReaction,

LiPA=L重neProbeAs8ay

査,遺 伝子検査は外部委託の場合,塗 抹検査で抗酸菌陽

性の場合は必ず情報を提供すること,② 輸送時に検体容

器の破損がないように指定の容器に採取 し,担 当者に依

頼する,ま た,菌 株の同定依頼時には培地にパラフィル

ムを巻き,ビ ニール袋に入れ,検 体輸送用容器に入れて

提出する,な どがある。

3.測 定方法

各測定 ・試薬キ ットの添付文書を熟読 し,操 作マニュ

アル(手 順書)を 作成 しておくことが必要である。本指

針にはPCR法(コ バスアンプ リコア)とDDH法 の喀疲

検体の一般的な測定法を掲載した。

4.施 設設備およびバイオハザード対策

核酸増幅法による遺伝子検査を行 う場合は,試 薬調

整,前 処理および増幅検出区域を別々にし,使 用する器

材 も区域専用 とする。また,結 核菌などを扱う場合は空

気感染予防策を実行 し,ク ラス∬以上の安全キャビネッ

ト,安 全装置付 きの遠心器は必ず整備する必要があ り,

使い捨て手袋やN95マ スクの装着な どを して十分に熟

練 した臨床検査技師が行う必要がある。特に,ピ ペット

操作時におけるエアロゾルの発生には注意する。検体や

(1)

表2塗 抹検査,培 養検査 とPCR法 の比較

n瓢372例
塗 抹

『 十

ア ンプ リ コ アTM

マ イ コ バ ク テ リ ウ ム

一

十

168

77

9

118

青 木 ら(1994),竹 内 ら(1996),清 水 ら(1999)の デ ー タを集 計

(2)

塗抹 培養 例数 PCR陽 性 例数(%)

十
[

一

十

亡

36

24

54

34(94.4)

17(70.8)

9(16.7)

前倉 ら(肺 結核患者:1998>

増幅産物は0.5%次 亜塩素酸に浸潤後に廃棄する。また,

実験台や器具の 日常清掃や汚染 時にも0,5%次 亜塩素酸

でよく拭 き取 り,紫 外線照射を十分に行う。

また,本 学会,日 本臨床微生物学会および 日本臨床衛

生検査技師会の3学 会で作成 したf結 核菌検査に関する

バイオセーフティマニュアル2005」 を参照すること。

5.内 部 ・外部精度管理

内部精度管理として,機 器や器材の点検や核酸増幅法
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表3生 化学的同定法とDDH法 の相関

生化学的1司定法 検紺株数 ・致 株 数 不 ・・致 株 数 DDH法 での岡定菌種(株 数)

〃.tuberUCU'osis 122 122 0

〃.kans`lsii

〃.mar'num

〃 、si〃1iae

5

10

10

4 畳㍉
}
ノ0

6

4 (U

(U

A
U

〃.3cπ 吻'Clこぞ二棚

〃.80～'donae

〃 、sz〃8ai

ツ
「

4

4

凶
鱒

2

Ω
0
3

4

2

2

Q
ぜ
-
轟

AU

晦 ・〃・膨(9),同 定不 霞旨(5),伽 伽(4)・M・f・nuitum(1)

ルf、aソium(D

ル1.aviumcomplex

〃.8astr'

M..xenopi

M.nonchrom`,genicum

〃,'errae

ルf.'riり'aie

142

5

7

31

2

4

135

5

7

15

2

3

7

(
り
0

6

hU

-

岡 定 不 能(4),〃F,kansaS"(1),M.sz〃ga'(D,〃 ・chelonae(1)

ルf,terrae(8),1司 建 不 能(6),砿 〃iviale(2)

〃.ノbr伽"闘 η置

ルf.chelonae

ルt.absce∬ 鯉s

〃.pere8rinum

同 定 不 能

60

殉
∠

00

つ
」

2

1

35

樽
1

7

砲
」

25

《
ゾ

ー

AU

M.fortuitum(D

M.peregrin"m(H),岡 定 不 能(5},M・abscessus(3)

〃 澄 加'onae(3)。M.'ntrace〃"tαre(2),M.ayi"〃i(1)

M.ahscessus(2},同 定 不 能(2},ルt.ノbrt"imm(1)

ルf,chetρnae(1)

20 18 2 M,9Ct・stri(1),ルf.xenopi(1)

表4開 発中または発売予定の遺伝子増幅法(細 菌関連〉

1.LAMP(Loop・-mediatedIsothermalAmplification)法/栄 研 化 学:結 核 菌 群,他

2.BDプ ロ ー ブ テ ッ クET(SDA法)/日 本 ベ ク ト ン ・デ ィ ッキ ン ソ ン:結 核 菌 群

3.リ ア ル タイ ムNASBA(Nucleicacidsequence-basedamplification)法

/日 本 ビ オ メ リ ュ ー:抗 酸 菌,呼 吸 器 感 染 症 パ ネ ル,院 内 感 染 症 パ ネ ル

4.ICAN(lsothermalandChimericprimer-initiatedArnplificationofNucleicacids)法

、/宝 酒 造:結 核 菌 群,淋 菌,他

表5遺 伝子検査,塗 抹鏡検および培養検査の結果から考えられる解釈

臨床材料から
の核酸増幅法
(結核菌群)

塗抹鏡検
(抗酸菌染色)

培 養

(液体培地,

小川培地)

分離菌からの
遺伝子検査
(結核菌群)

検査結果の解釈

陰性 陰性 陰性 ㎝ 結核菌群陰性

陰性 陰性 陽性 陰性

陰性 陽性 陽性 陰性
陰性 陰性 陽性 陽性

結核菌群陽性(菌 量少数)
陽性 陰性 陽性 陽性

陽性 陽性 陽性 陽性 結核菌群陽性

陽性 陽性 陽性 陰性
結核菌群(菌 量少数)と 非結核性抗酸菌が混

在の可能性あり

陽性 陽性 陰性 一 死菌(結 核菌群)の 可能性あり

陽性 陰性 陰性 一 死菌(結 核菌群)の 可能性 または菌量少数 ま

たはコンタミネーション

にお ける陽性 お よび陰性 コ ン トロー ル,イ ンターナルコ

ン トロール(PCR法 の み)の 使用 な ど,精 度管理の重要

性の認識 を高める必要 がある。 また,外 部精度管理 に も

積極 的に参加すべ きである。

PCR感 染 症検査研 究会 の2004年 度 調 査(367施 設)で

は,コ ン トロールの使用 方法 は33の パ ター ンに分類 さ

れ,す べての コン トロールをすべ ての項 目で使用 してい

る施 設 は76施 設(20.7%)で,コ ン トロー ルを まった く

使 用 しない8施 設(2.2%),陰 性 コ ン トロー ル を使用 し

ない10施 設(2,7%)が あ り,精 度管理の重要性 の認識 を

高める必要が ある。

6.遣 伝子検査による結果の解釈

核酸増幅法には,反 応系を阻害する物質(ヘ パ リン,

血液など)の 存在や不適切 な検体などによる偽陰性,コ

ンタミネーションによる偽陽性などの問題がある。また,
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死菌やBCG株 でも陽牲結果になることを念頭に入れ,

臨床症状,X線 検査,塗 抹 ・培養検査,ツ ベルクリン反

応またはQuantiFERON-TB検 査結果などを総合的に判断

して確定診断を行うことが重要である。遺伝f検 査,塗

抹鏡検および培養検査の結果から考えられる解釈を表5

に示した。

すべての遺伝子検査において,結 核菌は結核菌群とし

て同定され,結 核菌とは断建できない。ただ し,統 計学

的には95%以 上が結核菌であ り,胸 部X線 像。既往歴

など臨床所見と併せて判断する。また,核 酸増幅法でも,

菌量が少ない場合や検査材料の質,菌 の局在などにより

検出できないことがある。さらに,鵬 害物質により検出

できない場合がある.

結 語

遺伝 」曳検査法は,感 染症領城における診断 ・治療に大

きく責献し重要な検査法であるが。様々な課題があるこ

とも認識し,臨 床側 との{・分な連携の1"に 検査を行うこ

とが大切である。そして,塗 抹 ・培養検査および免疫学

的検査法なども含め,そ れぞれの施設に合った感染症検

査システムを構築 ・運用することが必要である。

6.薬 剤感受性成績を30日 以内に報告するためには

順天堂大学医学部附属練馬病院臨床検査科 小栗 豊子

は じ め に

抗酸菌の薬剤感受性検査は長期の日数を要するため,

検査結果を初期治療に役立てることは不可能であった。

1994年,CDCは 結核菌検査の迅速化 を具体的な目標で

示 し,検 査関連施設に改革を勧告 した韮,。薬剤感受性検

査では 「15～30日 以内の報告」が目標 とされ,こ れを契

機に検査法の改良 ・開発はめざましい発展を遂げ,現 在

ではこの目標達成に十分対応できる検査法が開発され普

及している。

一・方,わ が国では2000年 に 「新結核菌検査指針」が出

版され,臨 床検査室に大きな反響を呼び起こし,抗 酸菌

検査の刷新と施設問差の是正が図られた2,。これに続 く

今回の改訂で最も重点を置いたことは 「迅速化」である。

初期治療 に役立てるためには迅速報告が不可欠である。

また,検 査対象の抗酸菌 も広 く取 り上げることは見送

り,ア ウ トブレイクや多剤耐性菌の問題で最も深刻な

「結核菌」に限定 した。薬剤感受性測定法の標準法は以

前の指針に採用された1%小 川培地を用いる比率法を踏

襲し,日 常検査法 としては迅速に成績が得られる液体培

地を用いる方法を推奨することになった。本稿では薬剤

感受性検査が不可欠とされる所以である耐性菌の現状に

触れたのち,標 準法,な らびに日常検 査法として推奨さ

れる方法の特徴や注意点について述べる。

1.結 核菌の薬剤耐性菌の現状

結核療法研究協議会の2004年 の調査報告3jによると,

結核菌での主要4薬 剤の耐性率は,既 治療患者由来株で

は,初 回あるいは治療4週 以内(以 下,初 回治療)の 患

者に由来する株の2～Il倍 高率であったことが報告され

て い る(図1)。 ま た,主 要4種 の薬剤(INH:isoniazid,

RFP:rifampicin,SM:streptomycin,EB:ethambutol)の

いずれかに耐性 の頻度 も既 治療 例では初回治療例の約3

培 と高率であ り,さ らに,多 剤耐性結核菌は,初 回治療

例で は0.7%で あ ったのが,既 治療例 ではその約13倍 の

9.8%と 高 率 であ った(図2)。 耐 性 菌出現 の背 景 には医

%

20

15

10

5

0

■ 初 回治療 群(n・2705)口 既 治療 群{n・417)

INHα21NHLORFP SM EB

図1初 回 治 療 群 と 既 治 療 群 に お け る 耐 性 菌 出 現 率

の 比 較(結 核 療 法 研 究 協 議 会,2004年 調 査 報告>

INH:isoniazid,RFP:rifampicin,SM:streptomycin ,
EB:ethambutol

主要4種 の薬剤のいずれ

(%}か に耐性菌あり
25

20

15

10

5

0 初回治療群

22.8

8.2

1

一

既治療群

(%}
12

10

8

6

4

2

0

多剤耐性結核菌の
出現頻度

9.8

0.7

初回治療群 既治療群

図2薬 剤耐性菌の出現頻度
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師の不適切な薬剤処方,結 核患者の不規則な抗結核薬の

服用,治 療の脱落などのほか,輸 人感染症としての発症

例があげられる。また,検 査側の要因として薬剤感受性

結果報告の遅延も関係していると思われる,,

多剤耐性結核菌 とはINHとRFPの 両剤に耐性を示す

株であ り,こ れらの耐性繭による結核の治療は嗣難をき

わめ,ま た,経 済的負担 も大きい4}-b)、多剤耐性紬核で

は感受性検査の有用性がきわめて高いとされている。耐

性株増加を阻むためにも患者分離株を用いた迅速な薬剤

感受性検査結果の報告が不可欠である。特に既治療例で

は耐性株が多いことか ら迅速報告が要求される、、

2.薬 剤感受性検査法

現在,わ が国で用いられている結核菌の薬剤感受性測

定法の概要を表1に 示した。

L測 定法の種類

(1)標 準法:標 準法は種 々の簡易法開発の基準として

用いられている。この方法の欠点は判定までに約4週 問

(281の を 要 し,分 離培 地 か らの継代 菌株 を用 い る場合

は さらに2～3週 を要す ることか ら,ト ー タルで6～7

週(42～49日)を 要す る こ とに な り,先 のCDCの 勧 告

を満たす ことはで きない。 さらに,小 川培 地は鶏卵 を含

むため,一 部の抗結核薬 では薬荊 の塘 地へ の吸着が起 こ

り,薬 剤の添加濃度 と実際の抗 菌活性 を有する薬剤濃度

とに遊を生 じるな どの問題点 がある。 このほかに も培地

に添魏 する鶏卵 やマ ラカイ ト緑 は培地 晶質のバ ラツキの

鳳閃 となる。 アメ リカ臨権検 査標 準委楓会(NCCLS・ 現

在 はCLSI)の 比 率 法 で は 寒 天培 地(Middlebrook7HIO

agar>が 川 い られて いる。 しか し,わ が捌 での寒 天培 地

をJIIいた 検肘は不i・分であ るこ とか ら,現 在 も1%小 川

培 地(試 験管)を 用いた方法が標雌法であ る。

(2>液 体 培地 を用い るノi法:BACTECMG蓋T960結 核

菌 薬 剤 感 受 牲 検 査 ∫llシス テ ム(BectonDickins《 》n)1ま

Middlebrook7H9培 地 を用 い,1"1動 検llsewを 使Jtlす る の

で,検 査の所要時間が著 しく短縮(4～12H)さ れ る7・吻 。

この方法は迅速性 に優 れているが,判 定に尊用の機械 を

表1結 核菌の抗結核薬感受性検査法ならびに耐性遺伝子検出法

検査法 製造所 使用培地 検査所要日数 抗結核薬 方法の概要

結核菌感受性1濃 度 極東製薬 小川培地
培地

約4週 間 SM,INH,EB,RFP,

TH,KM,EVM,CS,

PAS

結核菌を対象,小 川培地を使用,36

±1℃で培養

バ ク テ ッ クMGIT960ベ ク トン ・Middlebrook

結 核 菌 薬 感 受 性 検 査

用 ミジ ッ トシ リー ズ

ス トレプ トマ イ シ ン,

イソニ ア ジ ド,リ フ ァ

ン ピ シ ン,エ タ ンブ

トー ル

デ ィ ッキ ン7H9

ソ ン

4～12日 SM,INH,EB,RFP 結核菌を対象,Midd1ebrook7H9を 用

いた試験管法で,自 動検出機を用い

た方法

ウエ ルパ ック培 地S日 本 ビー-STC加 工 藤PD3～4週 間

シ ー ジー 培 地

SM,INH,EB,RFP,

TH,KM,EVM。CS,

PAS,LVFX,PZA

結核菌を対象,特 殊マイクロ トレイ

を用いたSTC呈 色による判定法,集

落の算定可能

結核菌感受性 ビット 極東製薬STC加 小川培地2～3週 間

スペクトルーSR

SM,INH,EB,RFP,

TH,KM,EVM,CS,

PAS,LVFX

結核菌を対象,特 殊マイクロ トレイ

を用いたSTC呈 色 による判定法,集

落の算定は不可能

結核菌感受性PZA液 極 東製薬Middlebrook

体培地7H9

フ日 PZA 結核菌を対象,PZAを 含む液体培地
で検査する試験管培地法

バ クテ ックMGIT960ベ ク トン ・Middlebrook

結核菌薬感受性検査

用ミジットシリーズピ

ラジナミド

デ ィ ッキ ン7H9

ソ ン

4～12日 PZA 結核菌を対象Middlebrook7H9を 用

いた試験管法で,自 動検出機を用い

た方法

プ ロス ミッ クMTB-1極 東 製 薬Middlebrook

7H9

7日 SM,INH,EB,RFP,

KM,LVFX,SPFX,

CPFX

結核菌を対象とした微量液体希釈法

ル シ ミッ クMTR-SR極 東 製薬Middlebrook

7H9

5日 SM,INH,EB,RFP,結 核 菌 を対 象,菌 体 内 のATP量 を測

KM定,専 用 ル ミノ メ ー ター

ブイノスLiPA・RifTBニ プ ロ 2時 間 結核菌を対象,ラ インプローブ法,喀

疾または分離菌株を用いる,結 核菌群

リファンピシン耐性遺伝子(脚 β)検

出,前 処理に約4時 間,遺 伝子検出

に2時 間を要する

TH:ethiona組ide,KM:kafiamycin,EVMlenviomycin,CSlcycloserlne,PAS:para-aminosalicylicacid、

LVFX:1evonoxacin,PZA:pyrazinamjde,SPFX:spa甫oxacin,CPFX:ciprofioxacin



Symposium!MycobacterialTests

必要 とし,試 薬も高価である。 しか し,薬 剤耐牲結核の

場合は,治 療開始後1カ 月以内に薬剤感受性結果の報告

を受けて適切な治療方式へ変更することが治療成否の要

であり,そ の点で本法の迅速性はきわめて有珊である、,

マイクロプレー トを川いたMIC測 定法はMiddlebreek

7H9培 地 を用いた微量液体希釈法によるMIC瀾 定法で

あ り,市 販品(プ ロス ミックMTB4,極 東製薬)が 利川

できる1{い12}。菌を接種後,密 閉容器に人れ,711問 炭

酸ガス培養 を行い,判 定する。本法は迅速に成績が得 ら

れるが,作 業に空気感染の危険性を伴う1二税があるの

で,取 扱いには細心の淀意が必要である。

(3)結 核菌群リファンピシン耐性遺伝チ検査:RFP耐

性株の約95%以 上は1つ の遺伝チ上の限られた領域に変

異がみられることから耐性遺伝 チ検査が耐性菌同定に利

用可能となった13)"一一1S}。市販品にはフィノスLiPA・Rif

TB(ニ プロ)が あ り,喀 疲から直接に,ま たは分離菌株

を用いて検査できる。検査の所要時間は,本 キットを用

いる前に行われる検体の前処理や被検菌株か らのDNA

の抽出,お よびrpoB遺 伝子の増幅に要する時間を含め

ると約数時間が必要である。RFP耐 性株の80%以 上は複

数の薬剤に耐性であることから,本 キットによりこれら

の耐性菌を迅速に検出 し,適 切な治療により治療期間の

短縮や治療の成功率の上昇を図ることができる。

(4)そ の他の方法:従 来からの簡易法であるウエルパ

ック培地S(日 本ビーシージー),結 核菌感受性 ビット

スペク トルーSR(極東製薬)な どがあ り,概 要は表1を 参

照されたい。

2.実 施上の注意点

結核菌の薬剤感受性検査で最 も重要な点は接種菌液を

均一に調製する点である。菌液の調製法は,① 固形培地

(小川培地など)の 集落を用いて調製する方法と,② 液

体培地に増菌培養 した菌液を用いる方法がある。①は操

作が煩雑であり,危 険度が高 く,ま た,菌 塊が混入しや

すいなどの問題点がある。これに対 し,② は操作が簡単

で,よ り安全性が高 く,菌 塊の混入を避けやすいなどの

表2薬 剤感受性検査の注意点

①安全装備と正しい手技

②新鮮な培養菌

③接種用菌液一菌塊の混入を避ける

④判定のタイミング

①雑菌混入がないか

②菌種の同定ミスはないか

耐性菌 ③培地や試薬の期限切れはないか

検出 ④検査過程に問題はないか

⑤過去のデータはどうであったか

⑥圭治医に連絡
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点で優れている。均…・の濃度の菌液を川いることは正確

な結果を得るうえで電要なことから,詳 細な規定が要求

される。 また,培 餐は注意深 く観察 し,最 適の時期に判

定すること,面粥噛 が検lhさ れた場介のチェックポイン

ト(表2)な どにも注意が必要である。

3。 その他

薬剤感受性検沓には直接法と間接法がある。1麓接法は

結果が早く得られることや耐性閣と感受性菌との構成比

が判定できるなどの利点があるが,・ 方,礁 確な濃度の

菌液調製が困難であること,材 料の前処理操作が薬剤に

影響する可能性があること,ll{確 な成績が得難いことか

ら本指針では推奨しないことに決定 した。

ま と め

薬剤感受性検査に関する今圃の改訂では,① 検査の対

象を結核菌に絞ったこと,② 標準法は1%小 川培地を用

いた比率法としたこと,③ 結果の迅速報告のため,最 も

迅速に成績が得 られ,か つ,国 内,国 外でf一分検討され

た液体培地を用いた方法を推奨 したこと,④ 接種菌液の

調製法を具体的に記述 したこと,⑤RFPの 耐性遺伝子

検出法を加えたこと,を あげることができる。
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MYCOBACTERIALTESTS

Chailpersons:iTetsuyaTAKASHIMAand2Takeshi田GUCHi

AbstractTuberculosisisab翁ct釘ialdiseasecausedby

organismsofthe〃.tuberculos'scomplex,whichistransmitted

primar韮yby段irbomedropletnuclei。Rapidandaccurate

detectionofthebacilliiscrucialfbrbreakingthechainof

transmission.Therefbre,mycobacteriologylaboratorieshavea

majorro韮etoplayinit.Inthisyear,"theguidelinefb宜est-

ingof〃.'uberculosis,2007"hasbeenp鑑 」blished。Here,itis

emphasizedthatmycobacteriologylaboraIoriesmustoptimize

theirproceduresfbrreportingresultsonthebasisofcurrent

CDCrecomrnendation:ωreportsofacid-fastexaminationof

specimenswithin24hoursofspecimencollect量on,(ii)identi-

ficationofルf.tuberculosiswithin21daysofspecimencollec-

tion,and(iii)repo1重sofdrugsusceptibilitytestswithi轟30days

ofspecimencollecdon.However,rapidmycobacteriology

practicesusingliquidculturemediumhavemanyaeroso1-

generatinghandlings.Safetyprocedures,usingaclassHb韮o-

logicalsafetycabinetandsoon,m嫉stbeenfbrcedfb叩rotect-

inglaboratorypeTsonneLAstheimprovedtechnologyavail-

ablefbruseinmycobact釘iologylaboratories,suchasnucleic

acidamplificationtestsandothers,arequitecomp豆icated,

qualitycontτolismuchmoreimportan重thanbefore.

Inthissymposium,the6writersof◆ 鋤theguidelinefbr

testingof〃.tubercu/05'5,2007のhavedescribedtherevised

pointsofeachchapters.We,asthechairperso鍛softhissympo-

sium,hopethatthissymposiumwouldmoveas重epfbrward

towardrapidandaccuratemycobacteriologypracticesin

Japan.

1.Mycobacterialexaminationsandqualityassurance:Satoshi

MITARAI

Itiswellrecognizedthatthemycobacterialexaminations

requirecarefulqualityassurancestoperfbrmhighlyreliable

andsafelaboratoryexaminations.Asof2003,aquestioRnaire

surveywasconductedtoinvestigatetherealstateoflaboratory

examinationsfbrmycobacterium.Atotalof5791aboratories

(2910f390hospitalsand2880f397prlv撮ecommerc垂al

laboratories)8enttherepHes,andtheresultswereana且ysed

fromthepointsofqualityass繕rance,ManylabOratories

adoptedthesampleconcentrationmethodandliquidcロ1ture

methods.Mea織while,thequalityassロranceactivitiesfbrali

examinationswerenotgoodenoロghtokeep皇hequalityand

reliab韮lity.Aneffectivequa韮ityassurancesystemshou量dbe

necessarytomaintainthegoodlaboratoりyperformances・

2.Revised"Theguidelinefbrtestlngofルf.tesberculos'∫.

2007":Chiy(項ABE

Rapiddetection,speciesidentification,andtestingferdr雛g

reslstancearenecessarytocontrohubercロ 嚢os護samongPatients

andpopulations.Tuberculos丘scontroloffic蓋alsandc蓋in孟cians

needaccesstopromptandrehable加berculosislabOratory

serv装ces.

3.Theva夏ueofpropersputumcollection量nstmc婁ionindeteひ

tionofacid-fastbacillus:TakeshiHIGUCm

Moderntechniquesi織cludingmolec臓larbio叢ogyhavebeen

appliedtoroutinelaboratoryworksforrapiddetection,identi-

fication・anddrugsusceptibilitytestingofmycobacteria .£ven

inusingsロchtechniques,however,poorqua且i重yspecimens

yieIdonlypoorresults・Togetahighqualityspecimen,

paτticularlysputumsamples,isveryimport鋤t.Therefb爬,

1aboratorytechniciansinourhosp養talhavedirectlytaught

eachpatienthowtoexpectorategoodqロalitysputasince2001 .

TheteachingofpatientshasimprovedtherateofPlsamples

from215%to36.6%byMillerandJonesvisualscoreof

sputum.Theteachinghasalsoimprovedtherateofsmear

P・sitivePlsamplesfr・m11・4%t・28.8%.T・teachpatient

howtogetgoodsputaseemsfbrusefulfbrkeepingthelabo -

ratoryqualityhigh.

4.Thelatestinfbrmationfbrcultureandtheidentificationof
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acid-fastbacillus:HajimeSAITOH

Culturemethodsaremuchmoresensitivethansmearones

todetectmycobacteriainthespecimens、However
,the

durationofisolationbysolidmediumsisconsiderablylong .

Contemporaryliquidculturemelhodsallowforther劉pid

detectionof〃,tuherc・ulos'scomplex,especiallyinsmear

positivesamples.Therefbre,iガ'theguidelineforIesting{》f〃.

'uberc〃osis,200プ,werecommendtheroutineuseofliquid

mediumsuchasMGIT(Mycobacteri縞Growthhdicator

Tube)orKRDinclinicallaboratories.We繍1sorecommend

theuseofasimpleimmunochromatogr"phicassay,Capi口ia

TB,fbrrapidconfim、 蹴ionofthe〃.'溜 わぞ汽・`〃で,3細complexin

liquidcultures.

9methodstha重 綾reusedinIhesusceptib翻itytestof"ン ω 一

hac'eri"mareinTablel.TheCommlIteefbrMycobacterial

Examinationconsideredlhata甜scepIibiliIytestwasattached

greatlmp・rtancet・rapidlyrep・rting・(1)Thetarget・f

・rganilmf・rsusceptibili1ytestisMycoba`惚rium'"her(り"・ ・$'is

cΩmplexoniy,(2)ThestandardmethodlsproporIionmethods
り ゆ

using・gaw段me伽m.(3)Thein・culumsuspensi`)nls「ecom'

mended甜bcultロregrow1hinbro窪h、(4)Rapldbr{,IhmeIhods

forsusceptibili重ytestingof〃 、'κberc"tosisarerecomme轟ded

susceμlb翻ityresu肚sforルf、t配berc"tosiscomplexco睡ldbe

reportedwithin28days(》frecelptofthespecimeninthe

labo蹴Iory.(5)ThedαecIionofrpoBgeneisaddedtothenew

method,

5.Thepresentcond揃onofmoleculardetectionandidentト

fication,andafutureview:MitsuakiNAGASAWA

`'Th
eguidelinefbrtes重ingof〃.'uberc〃os's,200プandthe

presentconditionofgeneticscreening,andafuturevlewwere

described.Itdescribedaboutthekindofmoleculardetection

andidentificationk盆ofMycobact釘ia,results,ani轟spection

祀quest凱ndextractionofasample,preservation,andthe

measureagainstabiohazard.Moreover,itdescribedalsoabout

qualityassuranceandtheinterPretationofaresult.

6.SusceptibilitytestingofMycobac旋 ～riu栩tubereulosis:

ToyokoOGURI

Includedbelowisasummaryinsusceptibilitytesting.The

Keywords:Rapiddetection,Quahty段ssumnces,Sputum

collectioninstruction,Ide飢i行cadon,M《)1ecul勘rdetectiom,

Susceptibilitytest
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