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ポリアクリルア ミドを用いた人工痰 の長期保存 と

塗抹鏡検所見の再現性

1山田 博之　 2松本 宏子 1御手洗 聡　 3藤木 明子

要旨:〔目 的〕ポ リアクリルアミド,THP-1細 胞,BCGPasteur株 を材料 として調製される人工痰の長

期保存安定性 と鏡検における陽性度の再現性を検討した。〔方法〕人工痰 を室温,冷 蔵(4℃)お よ

び冷凍(-20℃)で9カ 月まで保存 した後,塗 抹標本を作製 し,染 色前後の肉眼所見と染色標本の

顕微鏡所見を検討 した。また,一 定レベルの塗抹検査習熟技術をもつ技師により作製された4種 類の

陽性度の塗抹標本でその再現性 を検討 した。〔結果〕長期保存安定性については,顕 微鏡所見で線維

成分にわずかな変化が認められることがあったが,い ずれの温度条件で保存された場合でも9カ 月ま

で当初の陽性度を保って利用可能であることが示された。また,塗 抹検査習熟技術をもつ技師により

作製された標本は,陽 性度±の標本36枚 中3枚 が陰性 と判定され一致率が92%で あったが,残 りの

異なる陽性度の人工痰 標本はすべて100%の 一致率であった。〔考察)本 人工痰 は,作 製後最低半年

は保存可能であ り,一 定レベルの塗抹検査習熟技術を有する技師による標本作製によって陽性度の高

度な再現性 を有することが実証 され,塗 抹検査技術の精度管理や鏡検訓練での有用性が期待 され

る。

キーワーズ:塗 抹検査,人 工痰,長 期保存,再 現性

は じ め に

抗酸菌塗抹検査,特 に直接塗抹 による検査は,喀 疾

1rnl中に約10,000個 以上の菌,す なわち,喀 疾標本を採

取,塗 抹する1白 金耳(約lO」btl)あ たり100個 以上の菌

が存在すれば,検 査対象標本中の抗酸菌の存在を確認で

きることがわかっておりり,顕 微鏡の他に白金耳,ス ラ

イドグラスと染色試薬一式があれば実行可能な安価かつ

迅速な検査である。 しか も,結 核菌塗抹陽性の結果は他

への感染性 とも相関し,接 触者検診や入退院の際の重要

な基準 となる。 したがって,こ の検査そのものの精度管

理および検査にかかわる技術者の トレーニ ングはきわめ

て重要である。

これらの目的には,既 知量の結核菌を含む疫を用いて

作製 されるパネルテス トスライドが有効である。 しか し

なが ら,こ れまで,こ れらの目的を遂行するに当たって

は,結 核患者由来の喀疲を使 うことが一般的であ り,そ

の場合,用 いられる喀疫に含まれる結核菌数を正確に把

握することは困難で,高 度に再現性をもったパネルテ

ス トスライ ドセットを作製することはさらに困難であっ

た2)～5}。

そこでわれわれは,実 際の喀疲の性状に類似 した人工

的な疲(以 下,人 工疲)を,培 養細胞(THP-1細 胞),

培養抗酸菌(BCGPasteur株)お よびポリアクリルア ミ

ドを原材料として作製することに成功 し5),その有用性

を検証 してきた。今回,こ の人工疲の有用性 をさらに検

討するため,そ の長期保存における安定性について検討

した。また,同 じ人工疲を用いて作製された塗抹標本の

鏡検所見の再現性について,複 数の技師により詳細に検

討 した。

材料と方法

(1)人 工疲作製 方法5}

(i)175cm2の 培 養 用 フ ラス コに10%ウ シ 胎仔 血 清,
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penicillin(100U!m'),streptomycin(1eOpt9!m')を 含 む2

mML-glutamine含 有RPMI1640(lnvitrogen)を 約180m'

入 れ,こ こに ヒ ト単球 由来のTHP-1細 胞 を5×10%el1

添 加 して3～4週 間培養 後,細 胞培 養液 を50mlポ リ ブ

ロピレンディスポーザ プル遠心管 に移 して,1 ,200rpmで

15分 間 遠 心 した。Stericup(poresizeO、2μm,Millipore)

で 濾 過 した0.IMリ ン酸 緩 衝液(PB,pH、7,4)で 細 胞 ペ

レ ッ トを洗 浄,1,200rpmで15分 間遠 心 し,こ れ を3圃

繰 り返 した。1フ ラス コ分の細 胞を最終的に4本 の遠心

管 に等分 した。最後のペ レッ トは,上 滴 を捨 てた後,安

全 キャビネ ッ ト内で遠心管 をペーパー タオル上 に傾倒 し

て余剰の水分 を除玄 し,約10分 閥 乾燥 させ た。

(ii)菌 の 調製:抗 酸 菌は病 鳳性が 低 く,鯖 核 菌 と形

態学 的 に類 似 してい るMvcobaCteriumbevisBCGPasteur

株 を 用いた。7H9液 体 培地で約2週 間培 養 し,十 分増菌

が確 認 され たところで,Acrodiskfilter(#4650,poresize

5.0μ 磁,PallCorPoration,Cornwall,UK,日 本 ジェネテ

ィクス株式会社)で 濾過 して菌の集塊 を除去 し,分 散 し

た単個菌 を得 た。単個菌の再凝 集 ・集塊形成 を防 ぐため

に,こ の濾 過菌 液は直 ちに氷上 に置 いた。濾 過菌液 を

1%小 川培 地 に接種,4週 聞後 にCFUを カ ウ ン トし,5

×107CFUlml以 上 の菌濃度 であることを確認 した。今回

用 いた菌 液の原 液は1×108CFU/mlで,3+用 に はこの

菌 液の3倍 希 釈液 を,2+用 に は冷PBに て50倍 希 釈 液

を,1+用 には500倍 希 釈 液を,± 用 には5,000倍 希 釈液

を用 いた。

(iii)ポ リ アクリル ア ミドの調 製:22.29ア ク リルア ミ

ド,0.6gN,N'一 メ チ レンビス アク リルア ミ ドを蒸留水

に溶解後,IOOmlに メスア ップした。 これを原液 として,

遮 光 して4℃ で保存 した。 ポリアクリルア ミドの調製は,

この ア クリルア ミ ド原液1.75mlに,0.2μmブ イルター

で濾 過 した蒸留 水6.25ml,同 じ く0.2μmフ ィル ターで

濾過 した5×TBE2ml,直 前 に調製 した10%ペ ル オキソ

ニ硫酸 ア ンモニ ウム(過 硫酸 アンモニ ウム)0.lmlを 加

え,撹 拝 し,氷 上 に置 いた。

(iv)人 工 疾 の調製 と保存1前 記 の乾燥THP-1細 胞 遠

心 筒2本 分のペ レッ トに菌液200μ1を 混合 した後,上 記

ア クリルア ミ ド混合 液 に重 合加速剤 であ るN,N,N',

N'-tetramethylethylenediamine(TEMED>を8μ'加 えよ く

掩絆 し,速 やかに200,alを 上 記の細胞 と菌の混合液 に加

え,十 分に撹拝 する。1～2日 実験台の上で通常の光(昼

間の 間接太陽光 または室内照明)が 当たる状態で放置 し

て粘性 と曳糸性 を与 えた。 陽性 度の再現性の検討で は,

4種 類(±,1+,2+,3+,Tablel)の 陽 性 度 の 人工

疲 を調 製 し,長 期保存 安定性の検討 には,2+の 人 工疲

を計9本 の50ml遠 沈 管 に調 製 し,こ れ を3本 ずつ に分

け,ジ ップロ ックバ ッグに入れ て,室 温(実 験 室 内〉,
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冷蔵(4℃ 冷蔵庫内),冷 凍(-20で 冷凍庫内)に 鷹き,

3カ 月,6カ 月,9カ 月閥保存した。これらの人工疵の保

存後の性状,肉 眼所見をFujikiの方法6》により評価 した。

(2)塗 抹漂本作製,染 色,鏡 検

上配のとお り作製,保 存 した人ヱ疾の粘性の高い部分

から1白 金耳分(約10、 μ1)を とり,シ ランコー トスラ

イド(S8443,松 浪硝'チ工業株式B?M:)に2×3cmの 楕

円形に塗抹 し,僧 法に従い,乾 燥,火 焔固定の後,ziehレ

Neelsen(ZN)染 色を行った。乾燥後,カ バー,・・…グラスで

封入し,対 物100倍 の油浸 レンズで鏡検,写 真搬影を行

った。各保存条件,保 存期間について,最 低3枚 の塗抹

標本を作製 し,100視 野観察 し,ZN染 色陽性菌数を計

数した。各条件における1視 野あた りの平均陽性菌数を

糞出 し,新 鮮人工痩塗抹標本の値と比較 し,独 立2試 料

無作為化検定法?}により有意差検定を行った。

(3)人 工疾の鏡検所見の再現性の検討

4段 階の人工疫陽性度が塗抹,染 色,鏡 検するスタッ

フごとに再現性をもって維持されるかどうかを調べるた

め,当 研究所の国際研修結核対策細菌検査マネージメン

トコースに参加 した研修生のうち,研 修中の試験で塗抹

標本の作製,鏡 検に関してFujikiの 方法6,による評価で

合格点を獲得 した研修生4名 と,そ の指導者1名 の計5

名に,4段 階の陽性度の人工疲の塗抹,染 色,鏡 検を依

頼し,陽 性度の再現性を調べた。

結 果

(1)人 工疾の長期保存安定性

陽性度2+相 当の人工疲を室温,冷 蔵,冷 凍の3段 階

の温度条件で,3カ 月,6カ 月,9カ 月間保存 して,各

時点で人工疲そのものの肉眼所見,さ らに,常 法に従い,

塗抹標本を作製 し,染 色,鏡 検して,塗 抹標本の肉眼所

見と顕微鏡観察による陽性度の検証を行った。長期保存

人工疾の肉眼所見はFig.1に 示すとお りである。室温,

冷蔵で保存された人工疾は最長9カ 月までの保存で,変

化は見 られなかったが,冷 凍保存 した人工疲の肉眼所見

は,細 胞成分を含む白色ゲル状部分とそれ以外の液体部

分が明瞭に分離していた。

次に,塗 抹染色標本の肉眼所見,顕 微鏡所見をFig.2

Tab豆e1 DefinitionofthepositivitygradesbyIUATLDscale

Grade Definition

一(negative)

±

1十

2十

3十

NoAFBfoundinatleastlOOfields

1-9AFB1100fields

10-99AFB1100丘elds

1-10AFB!丘eldinatleast50丘elds

>10AFB!丘eldinat嚢east20f}elds

AFB;Acid-fastbacilli
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に示す。塗抹染色標本では,肉ll艮的にはいずれの保存条

件,保 存期間の標本でも差異は見られなかったが,顕 微

鏡所見では,室 温で6カ 月以1・.保存 した人工疾の塗抹憬

本で線維成分の減少が観察された。 しか し,そ の他の点

では人工痕に求められる塗抹および抗酸菌と他のi!轟質成

分の染色の再現性について支障はないと考えられた。艮

期保存人工疲 とその塗抹標本の肉眼所見,顕 微鏡所見に

ついてFujikiの 方法61で総合的に評価 した結 果をTable2

にまとめた。

表に示すように,冷 蔵で長期保存した人1:疲およびそ

の塗抹標本は肉眼所見,塗 抹標本の顕微鏡所見のいずれ

においても作製直後の人工疲 と岡様の特徴を保持 してい

た。室温および冷凍保存した人工疲およびその塗抹標本

に関しては,室 温で長期保存した場合,顕 微鏡所見にお

いて線維成分の減少が見られた。また,冷 凍長期保存人

工疲の肉眼所見が細胞成分と液体部分の分離を呈 してい

たが,塗 抹標本は新鮮調製標本と同様であった。これら

の所見は,保 存条件の違いにより生 じた変化であるが,

人工疾の本来の要件を減 じるものではなく,利 用者が念

頭に置いておけば大きな問題は生 じないと考えられる。

さらに,人 工疾の塗抹染色標本に見られる抗酸菌の陽

性度がこれらの保存条件と保存期間を経た後でも再現性

を有するかどうかを検討 した。Fig.3に 示すように,各

保存条件,保 存期間を経た人工疾の塗抹橡本3枚 でそれ

ぞれ100視 野観察 し,そ こで観察された抗酸菌染色陽性

菌数を300で 除 した1視 野あた りの平均陽性度は,あ る

程度広が りをもっているが,新 鮮人工疲の塗抹染色標本

と比収 して,有 意な差を示す条件はなかった。

(2)陽 性度の再現性に関する検討

本人1二疲は調製が容易であり,非 病原性抗酸菌を用い

ていることに加えて,最 大の長所は,陽 性度の調節が任

意に11∫能であることである。しかし,こ れまでの検討は

告者によるものだけであったため,今 回実際にフィール

ドで本人1二疲を用いて塗抹様本を作製した場合に.陽 性

度が再現されるかどうかを検討した。この検討に当たっ

て,当 研究所で実施している国際研修結核対策細菌検査

マネージメントコースに参加 した研修1kの うち,研 修中

の試験で…定 レベルの技術 を有すると判断された研修生

と指導者の計5名 に,4段 階の陽性度の人1二疾の塗抹,

染色,鏡 検を依頼 した。結果はTable3に 示すとお りで

ある。4段 階の陽性度(±,1+,2+,3+)に ついて,

5人 で合計91枚 の塗抹標本を作製して,鏡 検 した結果,

±人工疫の一致率のみが92%で あったが,残 りの陽性

度の人工疾では,1+の 人工疲では3枚 が±と判定され,

2+の 人工疾では1+,3+と 判定された標本が各1枚 ず

つあったが3+の 人工疲はすべて3+と 判定され,1+,

Tab豊e2Scoresofartificialsputumqualitiesinlong-termstorage

Condition

Tem(Months} 3

RTstorage

6 9

Coldstorage(4℃)

369

Frozenstorage(-20℃1

369

MacroscopicapPearanceof

arti丘cialsputum

MacroscopicapPearanceof

stainedsmearsamples

MicroscopicapPearanceof

stainedsmearsamples

100100100

100100100

1009080

100100100

100100100

100100100

606060

100100100

100100100
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Fig.3Reproducibilityofpositivityinsmearspreparedfromlong-termstoredartificialsputa.AFB:acid-

fastbacilli.Originalposltivityofthearti丘cialsputumwassetas2十,ie,ltogAFBpervisiblefieldshould

beobserved.DottedlineindicateslOAFB/行eld,whichdiscriminatesbetween2十and3十
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Table3Ex劉minationresultsofsmearspreparedfromtheartificial

sputumstockspecimenwithfourpositivegrades

Stock

speClmen

±

1十

2十

3十

Smearre甜1鵬 串

1十 2十 3十
Totat

Tota1 3 36 17 17 18 91

*Cerrectresultswerewithintheboldline .

Tab墓e4ConsistencybetweenpreparedgradesofstockartificlaI

sputu鵬andexami鵬dsmears

GradeofstockNumberof
smearsartificialsputumConsistency Consistence(%}

±

+

+

+

1

2

つ」

10

0
/

0
1

月-

{」

-
五

-
翼

ー
ユ

織」

0
/

0
1

η1

礎
」

雀監

讐
二

喉
且

92*

loo

100

100

*3smearsweredeterminedasnegative .

2+,3+の グ レー ドに関 して は 董00%の 一一致 率 で あ っ

た。 陽性 度 ±の人工痕 の不 一致 は36枚 中3枚 が陰性 と

判断 された ものであった(Table4)。

考 察

結核菌塗抹検査は,結 核患者を検出するための手段 と

して,迅 速かつ安価な優れた方法である。抗酸菌塗抹陽

性結果は感染性や入院適応の判断に必須である。 した

がって,こ の検査の精度保証や検査に携わるスタッフの

技術標準化 トレーニングは重要である。そのためには,

標本内に含まれる抗酸菌染色陽性の菌量が明らかな材料

から作製 され,陽 性度に高精度の再現性があるパネルテ

ス トスライ ドが必要である。 しか し,こ れまで,こ れら

の条件を満たす材料を得ることは困難であった。われわ

れが開発 した人工疲は,そ の肉眼所見,顕 微鏡所見が実

際の喀疾に類似 しているだけでなく,添 加する菌量を調

節することにより陽性度の設定が容易であ り,な おかつ

非病原性の抗酸菌を使用していることから,パ ネルテス

トスライ ドの作製にきわめて有用であることを既に報告

している5)。今回,こ の人工疲が,途 上国を含む一般検

査室で用いられることを考慮して,作 製後いくつかの温

度条件で,異 なる期間にわたって保存した場合,性 状な

らびに当初の陽性度が維持されるかどうかを検討した。

その結果,室 温,冷 蔵,冷 凍の温度条件で,最 長9カ

月まで保存 した人工疾の性状,お よび塗抹標本の顕微鏡

所見は,調 製直後の人工疾 と顕著な差がなく,Z-N染 色

後の陽性度も維持されていることが明らかになった。

また,今 回の人工疾を当研究所で作製 し,途 上国など

に送付した後,現 地のスタッフが塗抹標本を作製,染 色

した場合に,当 初の陽性度が維持され,必 要とするパネ

ルテストスライドセットの作製が可能かどうかを調べる

ために,当 研究所国際研修結核対策細菌検査マネージメ

ントコースに参加 した研修生と指導者に本人工疲を用い

て,塗 抹標本の作製,染 色,鏡 検を依頼 し,当 初の陽性

度に応じた結果が得 られるかどうかを検討した。その結

果,4段 階の陽性度で,± の人工痩で一致率が92%で あ

ったが,1+,2+,3+の 人工疲はすべて100%の 一致

率であった。このことか ら,本 人工痩は,一 定レベルの

技術を有するスタッフにより塗抹標本が作製されれば,

当初の陽性度が維持され,現 地でのパネルテス トスライ

ドセ ットの作製が可能であることを示 している。

これらの結果は,本 人工疲が,こ れまでに報告されて

いるメチルセルロ・・・…一ス法9}や,実 際の抗酸菌陽性喀疲 と

陰性喀疾 を用いる方法で作製される人工疲9)と比較 し

て,人 工疾そのものの性状のみならず,そ の陽性度の再

現性の高さ,調 製の容易さ,バ イオハザー ドレベルの低

さなど,あ らゆる面で優れていることを示 している。本

人工疾は,基 質がポリアクリルアミドであるため,添 加

した抗酸菌は調製後数日以内に死滅 し,培 養技術の評価

には用いられないが,反 面,室 温で保存 した場合でも雑

菌の増殖,コ ンタミネーションが生ずる危険がな く,長

期保存に適 していると考えられる。 さらに,NaOH法 や

NALC法 で実際の抗酸菌陽性疾を用いる場合のように9),

あらかじめ材料をホルムアルデヒドのような毒性の高い

試薬により固定する必要がないので,有 害な薬品の暴露

を受ける危険もない。
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本人工疾作製に関する唯一一の問題は,細 胞培養に必要

な培地に添加するウシ胎仔血清が高価な点である。現

在,無 血清培地を用いてTHP-1細 胞を培養す る方法を

検討申であ り,これが可能になれば,わ れわれの試算で,

当初塗抹標本1枚 あた り約120円 必要であった経費が,

半分以下の50円 を切ることができる。

これらの点か ら,本 人工痕は塗抹検査の外部精度騨

価,検 査室のスタッフの トレーニングのためにきわめて

有用であり,今 後広く応用されることが期待される。
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STABILITY FOR LONG-TERM STORAGE AND REPRODUCIBILITY OF 

   POSITIVITY IN THE PANEL TEST SLIDE PREPARED WITH 

     THE POLYACRYLAMIDE-BASED ARTIFICIAL SPUTUM

1 Hiroyuki YAMADA, 2Hiroko MATSUMOTO, 1Satoshi  MITARAI, and  3Akiko  FUJIK1

Abstract  [Objective] A novel artificial sputum has been 

developed using polyacrylamide, cultured  THP-1 cell and 

BCG-Pasteur. Smears prepared with this artificial sputum 

are similar to actual sputum and has feasibility to set any 

positivity grades. Long-term storage and reproducibility of the 

positivity was examined to support further availability. 

 [Method] The artificial sputa were stored for up to 9 months 
at room temperature,  4r and —  20r . Then, smears were 

prepared and their macroscopic and microscopic appearance 
were examined compared with smears from freshly prepared 

artificial sputum. Furthermore, smears with different positivi-

ties  (  ±,  1  -I-, 2  + and 3  ±) were prepared and examined by 

several trained technicians, and the reproducibility of the 

original sputum positivity was determined. 

 [Results] Macroscopic and microscopic appearance of 
smears prepared from long-term stored artificial sputum 

showed little changes compared with smears of freshly 

prepared artificial sputum. The positivity of these smears fell 
in their original grade. A total of 91 smears were prepared 

from artificial sputum with different positivity and examined 

by trained technicians. Although 3 out of  36 ± smears were

determined as negative, all of the remaining smears were 

evaluated correctly. 

 [Discussion] This study confirmed that the artificial sputum 

and the smears have long-term storage stability and reproduci-

bility in the positivity. These results suggest that the artificial 

sputum can be widely used to perform external quality 

assessment in many countries, including high prevalence 

countries.

Key words : Smear examination, Artificial sputum, Long-

term storage, Reproducibility
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