
1008

Polymerase Chain Reaction (PCR)法

の感染症診断への応用

― 結 核 性 髄 膜 炎 の 迅 速 診 断 に つ い て ー

新潟大学脳研究所神経内科掌教憲を主任：辻省択教授）

金 子 清 俊

Application of Polymerase Chain Reaction (PCR)
for the Diagnosis of Infectious

Diseases-Rapid  diagnosis  of  Tuberculous  Meningitis-
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We have developed a rapid and highly sensitive method for the diagnosis of tuberculous

meningitis utilizing polymerase chain reaction (PCR).

A crucially important point with this method is how to prevent contaminations without

decreasing the sensitivity of PCR. We could successfully avoid DNA contaminations, keeping

the high sensitivity as confirmed with the result that we could detect as few as 3copies

of microbial genome DNA.

Using this method, we detected the Mycobacterium tuberculosis genome in CSF of 5

of 6 patients with clinically diagnosed tuberculous meningitis. We further applied the method

for the analysis of CSF" from patients with meningitis of undetermined agents, and detected

the Mycobacterium tuberculosis genome in CSF of 2 of 29 patients with clinically suspected

tuberculous meningitis.

Thus, the method is highly sensitive and rapid to detect the Mycobacterium tuberculosis

genome in CSF, and furthermore should be applied for the diagnosis of meningitis caused

by various agents.
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は じ め に

結核性髄膜衆は早期より適切な治療が行われない場合,

重箱な障害を惹起 したり時に致死的とな巧得るため早期

診断が極めて董要な疾患であるが,臨床症状,ademosime

deaminase(ADA)値を含めた髄液所見,及び画像所

見などによる鑑別診断は必ずしも容易でない場合が多い.

さらをこ確定診断の限拠となる結核菌培養による髄液から

の結核菌検出を封豊最低 4- 8週を質せる上,偽陰性も少

なからず認められるなど結核性髄膜衆の腎臓診断はその

麓資性にもかかわらず困難な状況をこあったま)望〉

近年,polymerase chainreactiom法 (最下 PC民

法)3)が実周化されるにいたり,細菌,ウ11レスなどの

病原体ゲノム DNAの同定が鋭敏かつ迅速に可能とな

り,感染症の臨床診断における有周性が注目されつつあ

る増)5).車でも結核菌感染症に関 しては暗疾,胃液, リ

ンパ節生検組織,膿癌からの結核菌ゲノム DNA同定

が試みられていたが6)7),脳脊髄液からの結核菌ゲノム

DNA同定に関 しては検出率が低く従来法に比較 して有

用とは言えない状況にあった8㌧

他方,特に微量の核酸を PCR法,サザン解析によ

り増幅 し糖輿的に検出しようとする場合には最下の点に

ついて十分な配慮が要求される.すなわち PCR法に

よる検出感度,サザン解析に周いるプ首コープの特異性,

及び陽性試料かど)の汚染などに起関する偽陽性の問題に

ついての検討が必要である,

これらの点に〆)き検討した上で,我利 ま結核性髄膜炎

の迅速診断に応用可能と考えられる方法を開発し予実際

に臨床応用を試みたところ有用との結果が得られたため

報告する.

対象および方法

P(~'1く浩はi'挿欄浩 上'二jJ基 .L--_同様自 j--,上 汁 ｣固 い.

50勘 31の対象患者髄液に2()fllの10% sodium dodeey且

sulfate(SOS)及び6FLlの proteimaseK は0mg/ml)

を加え65℃で 1時間加温,さらに37℃に5時間以上加温

した後,フェノ-ル-タtjtコホルム抽出を行った.その

後‥V_けり/･(JL//(･]･iltJJltll/,(.]･(7L晶 Zヾ■= 1L.日､■.tl.lll/･(,)･rIt/(,,ヾ付

特異蛋白である MPB64蛋白遺伝子9)に対応するプラ

イマ- 甘 -TCCGCTGCCAGTCGTCTTCC及び 57-

GTCCTCGCGAGTCTAGGCCA)25pmoiずつ及び50

/Elハ二汎･1Nこl(_)八°を加え∴汁11し'-:rJt一晩: Al/--′i沈

澱を行-･,I,}二.l'('ltLELJ,oI11＼'11く(1.1()111＼･lTI-is-HC1両 1

試料採取

鋳型1_〕情(])
抽出 ･精製

I-〕(二,R法

サザ ン 解析
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(PCF‖)rimerと薫に)

熱変性 MJc 1分

アンリンク､､ rlnLt 2分

伸長反応 71｡C 2分

了が口-一浩､'ル電気泳動

ニト醜購-ス膜への転写

かトラシ'､離すラブ中一

聞 及 髄液中結核菌ゲノム DNA検出法の図解

(1(-1''1､1).'rtl'.及こ†ご二_'.{)uTlitrlIl/ド(巾･111(.t･ilトー､{･･ltTL.-

50lLlの反応系にて, 勲変性94℃ 且分,アニ--))ング60

℃2分予伸長反応7i℃2分を穏0回繰 り返 し DNA 増幅

を行った,PCR産物は 乱%アガロースゲル電気泳動後,

ニ トロセルロ-ス操に転写 Lサザソ解析を行った.サザ

ソ解析のプローブとして,増幅された MPB6嶺遺伝子

DNA 配列の中東部に対応凍 る17merのオリゴヌクレ

オチ ド 甘 宣m CAACCCGGGGGAGT)5′未満を 32p

標識 L用いた.-イブリダイゼ-ショソは 6XSSC,0,05

%ピロ燐酸ナ トリウム存在下で損2℃18時間行い,最終的

に同組成の溶液中で50℃30分間の洗浄を行った後れ -ト

ラジオグラフィーにて解析 した.

本法検出感度に関する検討は,Mum弧 L抑 油otrophic

VirusType弓 偏TLV-1)感染細胞である MT-2ceH

limeを用いて行った.MT-2ce青首もimeの-プロイドゲ

′∴予言二り1-IL'･-1ハ tiTI.＼'1P｢い＼rirこ11I)N̂ ハ組

込みがあると仮麗 し,30,000コピ州,3,0輔 :1ピ-,3榊

まproviralDNA希釈剤を作成ア正常対照ヒトゲノム

DNAlf昭 と共に PCR法にて増幅後,サザン解析に

.いIrrl'u･,'Iprい＼･irこ11I_)NALり検.Li-1限料 二･-)き検定を



1(ll()

行ったIO).サザソ解析に済いたプロ-プの特異性をこつ

Uては,probeの塩基配列から計算される Tm 鰻6℃)

を中心をこ50℃から3℃ずつ62℃まで洗浄の温度を変化さ

せた壌倉のシグナルの減衰率から推定 した.汚漁などをこ

起因一二トラ;)疑陽性し-)対処しとこして.I)NA i.E仙丹､!､､Ⅰ'(:1く法

をこ至る堂ての段階をこおける陽性対象の完全隔離,対療の

2倍以上の陰性対象の同時換討,繰 り返 し窯駿による結

果の確認,可能な限りディ弟ポ-ザプルな製品の健周な

どハ対策を講 L一守こ.

次に轟法の有済性を検討するためチ当料をこおいて結核

町里1し嘩樟脳'ヂ沌虫液}:':旧い 1-rIく法に十モ工1I./Itht･7-rIt/雨J

I,∫′∴ I)N人 柱畑を行･､た.さ(.にそしり後､l往J･及こド関

連の施設より結核性髄膜炎の可能性ありとして検索を依

擬された18例,同様に他施設より検索を依椀きれた息且例

ハ計Li)9例(･r).脳脊髄池しい),･11.fzth(,)-HtIり.tt■JJ･~;Lノ∴ I)NA

を試みた,陽性対照捌 孟肺結核患者の曙療培養コロこ…

よこ‖漣出 t_た :II./JJ/)(,7･(.ll/()th.t■.<L7'L/∴ i)NA を,陰性

対照には正常者の莱櫓血白血球由来のゲノム DNA を

用いた.

結 果

本法(:Tl検出感度に関する検討tJl結果･.A,rr-2cL,lltin(､

のハブ四イドゲノムあたり3コピ-の HTLV-1が存在

すれば再現性よi検出可能であり戸隠床試料からの微塵

祷酸の検出をこ応関するをこ当た吟十分な感度が得 られ る還

特異性については,その塩基配列から計算 きれ る Tm

(56＼'C)を境に洗浄L])混度L,rlI:昇に伴い,急激 なシ グナ

ルの減衰が認められた点からその特異性に問題はないも

cp')と考えた.また汚染左!-:に起関する疑陽性Ll)問題に関

Uては,方法の項因で述べた種々の対策を窯行すること

以上の検討を行った上で,陽性対照として肺結核患者

の曝疾培養由来結核菌 コロニ-より抽出した DNA を

周いて検出を試みた結果,予測 されたサイズに M.

iubercuiosgsゲ jム DNA 由来のバンドが再現性よく

検.i_lJ.さitた (図 3).さE,--'に過去当f車こおいて結核性髄

膜炎と診断された6例の崩脅髄液を同様をこ検索したとこ

ら,5例 (83%)において陽性対照と同じサイズをこM.

tuberc甜iosgsゲ ノム DNA 由来のバンドが検出された

那 (図 4),非結核性髄膜炎10例及び正常対照10例の脳

脊髄液からは全例検出されなかった.また髄液結核菌培

養陽性2症例をこおいて PCR 技監より陽性結果が待ち

れたことは,本法陽性例が細菌学的をこ私結核性髄膜炎で

ある事を証明するものと考えられた く素 見).

さらをこ結核性髄膜炎の可能性があるため検索を依解さ

れた29例殿髄液をこつき同様をこ検討 した結鼠 2例の髄液

図 2 HTI,V-IprovimlDNA 希釈列を
用いた 1)(.~'R 法による敵恩核慨ハ

検出限淋し･'1検討

MT-2celllim,(:I)hEIPIoidge n 川 †1eあたり1
ニEビー-1の llTIノ＼･Llpr･｡ヽ･iral1)NA ハ組込jtがある
と仮定 した.lanes1-2:30,000コピ-,lanes
3-･:i:3.OHO:~Lビ--,lanes5--6:こ丸10二二Jビー.I.1とlneS

O:1ビ-,(･7)r･rl､1__＼!-Iproヽrirati)N̂ をIE常対照
ヒ卜㌔.'+ノノ､r)NA 1,lLg に混 入LI)(~'tく法にて増幅
した結果を示す.
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.い).:II./J†/Ii,)･rlI/()高 上･rtl/ム T)N八 両栗と考:い､､来る

バソドが薦現性良 く検出され 結核性髄膜炎の可能性が

強く示唆された (図 3).

考 察

PCR法は精製 DNA を鋳型として涌いた場合には理

論的には 1コピ-の DNA 検出が可能なほどの極めて

鋭敏な方法である.寛際我々の検討においても,3コピ-

LFni=e 1 2 3 4 5 6 7 8

図 3 結核性髄膜炎疑診例の髄液を履いた
PC民 法,及びサザン解析の結果

はmes1-3は PC民 法による髄液 DNA 増幅産

物をアガロ-スゲル電気泳動練エチジウムブロマイ

ド染色 した屯の.旦anes嶺-6はそのサザン解析の

オ- トラジオグラフィ-.畳aneM:DNA サイズ

~1'-.lJ--ILiII/fzLITITdigL､Sl恒,.I,.YL7･lJI(IE,lildig(､stll,
且ames1,4は結核性髄膜炎疑診例 (義 iの症例 6)
髄液,ianes2,5は正常対照髄液,はnes3夕6ほ
陽性対照として結核菌培養 コロニ-を済いた結果を
示す.

il遜ilil

までの教畳核酸の検出が可能であり,その感度に関して

は臨床応欄をこ当たって問題はないものと考えられた,た

だ臨床材料を DNA の抽出,精製段階を経ずをこ直接周

いた場合は感度低下を来す場合があることが知られてい

る叫 が, この点に関 して屯本法は DNA の抽出,精

製をおこなっているため問題ないと考えられる,しかし

PC民 法はその姦宛敏さゆえ極めて徽豊の試料汚染によっ

ても偽陽性が生 じ得ることサ さらに本法では DNA 抽

出の操作が加わることもあいまって,偽陽性が深刻な問

願となり得る中我々は髄液採取,DNA 抽出,PCR 及

び SoutheTn解析の全工程における陽性対象試料の完

全隔離,試料数の2倍の陰性対照の検索,繰り返 し実験

による結濃の確認,可能な限 りディスポ-ザプルな製品

を健周するなどの対策且2)畳3)によりこの問題に対処した.

J ､

図 壇 結核性髄膜炎と診断きれた症例の髄

液を履いた PCR 法,及びサザン

解析の結果

lanes2-7は抗結核剤をこよる治療前の結核性髄

膜炎症例の髄液,畳ame呂は 五ケ月開抗結核療法施
行後の髄液を履いた結果を示す.上段は PCR 法

による髄液 DNA 増幅産物をアガロ-スゲル電気

泳動後エチジウムブロマイ ド染色 したもの.下段は

そのサザン解析後のオ- トラジオグラフィ-.lame
M:l二)N̂ サ (ー[:.pJ--IJ- LjIlIlJZL11日 (iigビSt.ト('･
Xl7-1LIIEzt･llllliきエー､Sい.
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豪 且 PCR 法をこより結核性髄膜炎と診断された7例の髄液所見

* 尿より舷梯薗検出(+) 率率 リンパ節盤塊をこて結横薗検出(+)

***気管支洗浄液,胃液より結核菌検出(+)

確診 :2例は髄液結横磯培義陽性例.髄の3例は臨床症状及び髄液所魔に加え,抗結核剤に

よる治療効果穿他臓器をこおける結核病巣の存在より結核性髄膜衆と診断された症例.

疑診 :臨床症状,髄液所見より結核性髄膜炎が疑われた症例.

ゲノム DNA の検出率は,以前の他施設報告では望0%

弱であった7)那,従来法の10倍以上の脳脊髄液を周い

さざ)をこ rBNA を抽出 し,綿製ずる挽作を加えた著者ら

の改良法8日こより鮒%を越える検出率が達成され 脳

脊髄液をそのまま用いる従来法をこ比較 して現在凝屯実用

的な方法であると考えられる書そこで寒法の臨床応欄を

試みた結鼠 鯨按性髄膜嚢の否定できない29症例や2例

ハ髄液 圭一Iyl美際に .tI.fllI,tY(ll/')>./LiJ･:'ノ∴ I)N八 が検

出 十日 ∴ 結桔性髄膜束L･Ll)早期診断が可能て苦りた.今

回検索をおこなった症例の大部分は結核性髄膜衆が強く

疑われた症例ではなく,遷延性の経過や脳底部髄膜炎で

ある点などから結播性髄膜炎を否定できない為に検索を

依醸 された症例であったた軌 陽性率が低かった屯のと

考えれたが, 2例において結核性髄膜炎の早期診断が実

際をこ可能であったことは泰法の有用性を実証するものと

考え∴,ナ豆二.

近年,抗癌剤や免疫抑制剤の使鳳敬老など壁体の免疫

不全状態.A(.(luilでd iTl川1ulM(1(､riL,iぐ=Lly sHlぐlroH1(I

(A‡Ds)などにおける結核性疾患の増加が報告されて

きており,特をこAⅠDsにおいては肺以外の臓器におけ

る結核性疾患の頻度が高いことが知 られているl畑 こ

れらの点からも,結核性疾患の軍報診断の必要性 は 今 後

と私ますます高まる屯のと考えられ予ここをこ報告したB

稿を終えるにあたり予終始御指導いただき,御校

閲を勝りました辻 省次教授に心かど)深謝致します.

御助力いただきました畠中芳美嬢,諸橋でネ子嬢に

感謝します書また予研究の遺を与えて下さいました

嘗武 技教授に澄んで感謝の窓を表します.

綬蜜に御協力いただきました太田熱海病院神経内

科 緋弱明子発生,茨城県立中東病院神経内科 天

馬賢二先盤,吉沢和戯発生学国立精神神経センタ-

神経内科 車林 治究盤予黒川徹先生,取手協同病

院神経内科 新谷周三党生,九州大学神経内科 山

本和秀先生,大入未森政発生,野村拓某先生,国立

国府台病院神経内科 塩谷奈美発生,山本剛司先生,

滋賀医科大学第3内科 仲川孝彦発生に深謝致しま
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