
Annual Review 神経 2011

2011 年 1 月 25 日 発行

中外医学社



150　　Annual Review 神経 2011　III．各種疾患　1．感染・炎症疾患

　要　旨
　現在，結核性髄膜炎 tuberculous meningitis

（TBM）の臨床診断における最大の問題点は，
“Gold standard” である細菌学的手法が時間を
要する上に診断率が低いことにある．実地臨床の
場では従来の細菌学的手法に替わる新しい診断的
検 査 法 が 望 ま れ て お り， 近 年，polymerase 
chain reaction（PCR）法をはじめとする各種の
結核菌の核酸増幅法が髄液を用いた簡便で迅速な
検査法として臨床応用されている．しかし，その
陽性率は施設や測定方法によりいまだ一定してい
ない．現在，その検出感度の向上を図るべく様々
な取り組みが成されており，中でも，Nested 
PCR法の導入が画期的な成果を挙げつつある．
さらに，定量性を加味した新しいTBMの迅速・
高感度診断法として，Quantitative Nested Real-
time（QNRT）PCR法の開発などの大きな発展
と成果が報告されつつある．

　動　向
　結核は長年，我が国における死亡原因の主座を
占めて来たが，近年の環境の整備や栄養状態の向
上，さらに抗結核薬の普及に伴いその死亡率は
2006年には1.8人（人口10万人対）と著減して

いる1）．しかし，世界保健機関（WHO）の2007
年の報告では，年間で推計約880万人が新規に結
核に罹患し，約160万人が結核で死亡している2）．
さらに，それらの大部分（約80%）はアジア・
アフリカ地域の発展途上国にて占められており，
その主たる原因として貧困や栄養失調，HIV/
AIDSの流行等が挙げられている2）．したがって，
結核は世界的には依然として死亡原因の主座を占
めており，人類の重大な脅威であり続けている．
　 中 枢 神 経 系 結 核， す な わ ち 結 核 性 髄 膜 炎
tuberculous meningitis（TBM）は主としてヒト
型結核菌（Mycobacterium tuberculosis）の中
枢神経系への感染により生じ，結核の最も重篤な
病態の一つとされる．その死亡率はいまだ約
30%と高率であり，さらに重篤な合併症・後遺
症 を 残 す 場 合 が23%の 患 者 に 認 め ら れ る3）．
TBMは亜急性の経過を取る髄膜炎の代表的なも
のであり，治療を開始するまでの時間が直接予後
に大きく影響する，内科的緊急疾患の一つとされ
る．しかし，TBMは初期には髄液所見が典型的
でないことも多く，従来の “Gold standard” で
ある髄液の塗抹・培養による結核菌の検出は，そ
の検出率が20〜30%程度と低く，加えて結核菌
の培養には4〜8週と時間を要することから，現
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在でもTBMの診断は依然として困難である場合
が多い4,5）．したがって実地臨床の場では，従来
の細菌学的手法に替わるTBMの迅速かつ確実な
新しい診断法が期待されている．近年，poly-
merase chain reaction（PCR）法をはじめとする
各種の結核菌の核酸増幅法が，髄液を用いた簡便
で迅速な検査法として臨床応用されている6-42）．
現在，これらの核酸増幅法の一部は保険適用を受
け，商業的展開により急速に普及している6-12）．
しかし，その陽性率は施設や測定方法により一定
しておらず，検出感度の向上を図るべく多くの施
設で様々な取り組みが成されている．本稿では
TBMに対する迅速・高感度診断法について，核
酸増幅法の進歩と展開をPCR法を中心に概説す
る．

A．結核菌の核酸増幅法

　結核菌の核酸増幅法とは，喀痰や髄液等の臨床
検体から結核菌群のDNAあるいはRNAを抽出・
増幅して結核菌の存在を証明する検査法のことで
あり，前者の代表がPCR法である．また，現行
の核酸増幅法の中には，検査キットや全自動化測
定システムとして商業ベースで大規模に展開され
ているものもある6-12）．ここでは，PCR法の原
理を中心に，その最近の発展について概説する．

　1．PCR法の原理
　PCR法の原理の概略を図1Aに示す．2本鎖
DNAは水溶液中で高温になると変性し，1本鎖
DNAに分かれる．変性により1本鎖となった
DNAを含む溶液を冷却すると，相補的なDNA鎖
が互いに結合し再び2本鎖となる（アニーリン
グ）．PCR法では，増幅対象となる鋳型DNA，
DNAポリメラーゼ，およびプライマーと呼ばれ
るオリゴヌクレオチドを予め混合し，前述の変性
とアニーリングを反復して行う．すなわち，鋳型

となる1本鎖DNAへプライマーがアニーリング
し，その部位を起点にDNAポリメラーゼが作用
して鋳型と相補的な2本鎖DNAが合成される．
この温度差を利用した，変性・アニーリング・2
本鎖DNA合成の工程を1サイクルとし，これを
n回（通常20〜30回）繰り返すことで，対象と
なるDNA断片を指数関数的（2のn乗）に増幅
し得る．その際，Taq®ポリメラーゼなどの好熱
菌の耐熱性DNAポリメラーゼの使用により，高
温の変性を反復しても連続反応が可能となる．増
幅したDNA断片をアガロースゲルで電気泳動
し，その分子量に応じて分離する．その後，臭化
エチジウムを溶解した核酸染色溶液にゲルを浸漬
する．臭化エチジウムで染色されたDNA断片は
紫外線を照射すると蛍光を発するので，その存在
が確認できる．

　2．PCR法の発展
　a．Nested PCR法
　Nested PCR法は，外側と内側の2組のプライ
マーペアを使用して，2段階のPCRを連続して行
う手法である（図1B）．すなわち，目的とする
DNA領域に設定した外側のプライマーペアで第
1段階のPCRを行う．次いで第1段階のPCR産
物を鋳型として，内側のプライマーペアで第2段
階のPCRを行う．その後，前述のごとく電気泳
動を行い，目的とするDNA断片の増幅を確認す
る．
　「Nested」の名前の由来は，外側と内側のプラ
イマーペアにより，DNAの増幅が「入れ子式の箱」
のように内向きに重ねて行われるためとされる．
そもそもPCR法は,プライマーペアの特異性に基
づき目的とするDNA断片を増幅する手法であ
る．しかし，時にプライマーの類似配列によりミ
スアニーリングが生じ，目的とするDNA断片の
増幅以外に非特異的な増幅が起こる場合がある．
このような非特異的断片を含むPCR産物を鋳型
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にして第2段階のPCRを行うと，第2プライマー
に類似した配列が非特異的断片中に存在する確率
は極めて低くなるため，非特異的断片は増幅され
ず，目的とするDNA断片のみを増幅させること
ができる．Nested PCR法は2段階の増幅により，
充分な量の目的とするDNA断片を得ることがで
きるのに加え，非特異的断片の増幅を少なくし，
標的配列に対する特異性を飛躍的に高める優れた
手法と言える．

　b．Real-time（定量）PCR法
　Real-time PCR法は，PCRによるDNA断片の
増幅過程を経時的（real-time）に測定することで，
その増幅率に基づき最初の鋳型DNAを定量する
手法である．この定量は蛍光色素を用いて行われ，

2種類の方法がある．すなわち，2本鎖DNAに特
異的に挿入（インターカレート）して蛍光を発す
る色素（SYBR green）を用いる方法と，増幅す
る塩基配列に特異的なオリゴDNAに，蛍光色素
を結合させたプローブを用いる方法（TaqMan®

法）とである（図1C）．前者は全ての配列に対し
て同じ試薬（SYBR green）を使用するので安価
で汎用性も高いが，非特異的な2本鎖DNAも計
測してしまう欠点がある．
　一方，後者では，TaqMan®プローブが増幅領
域内に相補的に結合する様に設定され，5ʼ 末端
に蛍光レポーターが，3ʼ 末端にクエンチャー（励
起エネルギー吸収剤）が結合している（図1C）．
したがって，未反応の状態ではクエンチャーによ
り蛍光レポーターの励起は抑制されている．PCR

図1　各PCR法の原理の概略図
A. PCR法の基本原理．
B. Nested PCR法の原理．
C. Real-time（TaqMan®）PCR法の原理．
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を開始し鋳型DNAが1本鎖化すると，プローブ
はプライマーと共にアニーリングする．DNAポ
リメラーゼがプライマーを起点として相補鎖の合
成を開始し，それがプローブの結合部位に達する
とDNAポリメラーゼの5ʼ→3ʼエキソヌクレアー
ゼ活性によりプローブは分解され，相補鎖はその
まま「上書き」される．プローブの分解により蛍
光レポーターはクエンチャーと分離するので蛍光
を発する（図1C）．PCRの進行と比例して蛍光
レポーターの分離が起こるので，蛍光強度は正確
に指数関数的に増加する．この蛍光強度をPCR
の各サイクル毎に測定し，増幅率を算定すること
で鋳型DNAの最初の量を正確に定量することが
可能となる．TaqMan®法は，増幅する塩基配列
に特異的な蛍光オリゴプローブを用いるので，目
的のDNA断片のみを正確に定量可能な極めて優
れた手法である．

　3．商業ベースで展開されている核酸増幅法
　a．PCR法を応用した検査法
　現在，商業ベースで広く普及しているPCR法
を応用した結核の検査法は2種類があり，何れも
製 造 元 はRoche Diagnostics社（Switzerland）
である．
　1）Amplicor® Mycobacterium Tuber-
culosis Test（Amplicor®法）: 本検査法は，専
用のキットで検体からDNAを抽出し，それを鋳
型に結核菌DNAの16s rRNAのコード領域の配
列に特異的なプライマーを用いて，PCR法によ
り標的配列を増幅する．増幅した16s rRNAの
コード領域の一部を，同部位に特異的なオリゴ
DNAプローブを用いてハイブリダイゼーション
法により検出する．Cobas Amplicore™は本検
査キットを用いた専用の全自動化測定システムで
ある．

　2）Cobas® TaqMan® MTB（Cobas® 
TaqMan®法）: 本検査法は上述のAmpricor®法
キットの後継品である．前者と同様に結核菌
DNAの16s rRNAのコード領域を標的とし，そ
の一部をReal-time（TaqMan®）PCRにより増
幅する．増幅した標的配列は，同部位に特異的な
TaqMan®プローブを用いて各増幅サイクル毎に 
リアルタイムにモニターしつつ測定される．
Cobas® TaqMan® 48は本検査キットを用いた専
用の全自動化測定システムである．
　b．RNAを増幅する手法: MTD法
　　（Gen-Probe® Amplified™ Mycobacte-

rium Tuberculosis Direct（MTD） 
Test）

　本検査法は，結核菌群の16S rRNAの単一温度
転写増幅法と液相ハイブリダイゼーション法を組
み合わせた手法であり，製造元はGen-Probe社

（USA）である．単一温度転写増幅法とは，43℃ 
の一定温度下で逆転写酵素とRNAポリメラーゼ
が協奏的に作用し，逆転写反応と転写反応のサイ
クルが形成され，指数関数的に標的RNAを転写
増幅する手法である．増幅した16S rRNAは配列
特異的なオリゴプローブを用いてハイブリダイズ
し検出される．

　上記3法は，何れも米国食品医薬品局（FDA）
の認可を受けており，我が国でも保険適用（410
点）となっている．何れの手法も，結核が疑われ
る症例から採取した呼吸器由来の検体（＝喀痰）
のうちで，抗酸菌塗抹陽性のものでは95%以上
の感度で検出するが，塗抹陰性のものでは60〜
90%の感度とされる．これら3法の髄液検体での
感度やTBMの診断への評価については後述する．

B．PCR法による結核性髄膜炎の診断

　PCR法を中心とした核酸増幅法によるTBM
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の診断について，過去の報告を表 1 にまとめ
る 6-42）．PCR法の長所は，反応に要する時間が
数時間であり，電気泳動の時間も含めて，ほぼ1日
以内で結果が得られる点である．PCR法を用い
たTBMの診断で最も問題となるのは，その感度
と特異度であるが，両者を同時に向上させるため
には，検体である髄液からの結核菌DNAの抽出・
精製と，それを特異的かつ効率的に増幅可能なプ
ライマーの設定が最重要の課題となる．前述のご
とく，PCR法の原理は比較的単純で，検体中に
目的とするDNAが1コピーでも存在すれば，そ
の増幅と検出が理論的には可能である．しかし，
実際には検体中に一定量以上のDNAが含まれて
いないと検出は困難である．そもそも，髄液中に
含まれる結核菌量は極めて少なく，それが従来の
細菌学的手法による結核菌の検出とTBMの診断
を困難にしている最大の理由である．したがって，
髄液中の少量の結核菌体から如何に効率的に
DNAを抽出し回収するかが，PCR法による検出
の決め手となるため，これまで多くの研究者がこ
の問題に精力的に取り組んできた．1990年代に
Shankarら14），Kanekoら13）， お よ びLinら20）

により，髄液からの結核菌DNAの抽出・精製法
の改良が相次いで報告された．それらによると，
proteinase Kと 界 面 活 性 剤 と し てsodium 
dodecyl sulfate（SDS）とを含む細胞溶解液で髄
液を処理した後，フェノール/クロロフォルム法
でDNAを抽出し，エタノール沈殿で精製する手
法が良好な成績を挙げている．我々は，従来の報
告を参考にさらに改良を加え，エタノール沈殿時
に共沈剤であるEthachinmate®（Nippon Gene: 
Japan）を加えることで，さらなる回収率の向上
を図った．しかし，上記のような従来型の抽出・
精製法は，手間と時間が掛かりすぎるとして，
す で に 汎 用 さ れ て い るQIAmp Blood Kit®や
QIAmp DNA Mini Kit®（QIAGEN, USA）など
の市販のDNA抽出キットを使用した報告もあ

る35）．しかし，これらの抽出キットは髄液中の少
量の結核菌DNAの抽出・精製には向いておらず，
我々の検討でも，その成績は従来型に比べて不良
であった．
　現在，結核菌DNAに特異的な塩基配列として，
IS6110，65kDa antigen，16S rRNA，MPT64
の4領域が広く知られている（表1）6-42）．それらの
中で，PCR法で最も汎用されているのはIS6110
である15,16,18,19,21,22,24,25,28,34,36,37,39）．この領域
は，反復挿入配列であることから増幅効率が良好
で，過去の多数の研究にて概ね高い検出感度（70
〜98%）が報告されている．また，16S rRNAの
コード領域は，前述のRoche社のAmpricor®法，
ならびにCobas® TaqMan®法の標的配列であ
る．しかし，過去の報告にて，何れの手法も髄液
からの結核菌DNAの検出成績は不良であった

（18〜60%）6,8,10）．その最大の理由は，Roche社
のPCR検出キットは，何れも結核菌が比較的多
量に含まれる喀痰検体からの検出を主たる目的と
しており，髄液検体からの少量の結核菌DNAの
検出には適合しないためと考えられる．加えて，
16S rRNA自体を検出するGen-Probe社のMTD 
testでは，その髄液検体に対する検査感度は
Roche社のそれとほぼ同等であった7,9,11,12）．ま
た，MTD testは多数の施設でその改良が試みら
れており，いずれも良好な感度と特異度を示した
と報告されてはいるが，それらは各施設内での使
用に止まっている．近年のメタ解析では，TBM
の診断において，上述の商業ベースで普及して 
いる結核菌の核酸増幅法は，感度56%，特異 
度98%であり，特に感度の点でTBMの診断を確
定 す る に は 不 十 分 と 評 価 さ れ て い る10）． 一 
方，MPT64は， 結 核 菌 に 特 異 的 なMPB64タ 
ンパクのコード領域で，結核菌ゲノム上に1カ所
しか存在せず，特異性の点では最も優れてい 
る 13,14,16,17,20,23,26,27,32,33,38,40,41）．Leeら 16）は
主要3領域を比較検討し，PCR法を用いたTBM
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表1　Performance of PCR-based assays for the diagnosing TBM
Author reported

year
Assay Technique Specimens and Cases  Sensitivity

%
Specificity

%
Reference

Commercially available NAA assays
Bonington A, et al. 1998 Roche Amplicor PCR 83 CSF / 69 patients  (40 

TBM, 29 non-TBM) : 
South Africa

60 100 6

Lang  AM, et al. 1998 Modified Gen-Probe MTD 84 CSF and chidren (24 
TBM, 60 non-TBM) : 
Dominica

83 100 7

Bonington A, et al. 2000 Roche  Cobas Amplicor 
PCR

83 CSF / 69 patients  (40 
TBM, 29 non-TBM) : 
South Africa

17.5 100 8

Chedore P, et al. 2002 Gen-Probe MTD 311 CSF : Canada † 93.8 † 99.3 9
Pai M, et al. 2003 Review and Meta-Analysis 14 studies with 

commercial NAA assays
56 98 10

Thwaites GE, et al. 2004 Gen-Probe MTD 341 CSF / 152 patients 
(73 TBM, 79 non TBM) : 
Vietnam

38 99 11

Cloud JL, et al. 2004 Modified Gen-Probe MTD 27 CSF specimens spiked 
with M. tuberculosis

17〜100 100 12

Other PCR-based Assays
Kaneko K, et al. 1990 MPT64 Single PCR 26 CSF and patients (6 

TBM, 20 non-TBM) : 
Japan

83.3 100 13

Shanker P, et al. 1991 MPT64 Single PCR 85 CSF and patients (34 
TBM, 51 non-TBM) : India

65 88 14

Donald PR, et al. 1993 IS6110 Single PCR 43 CSF / 20 TBM chidren  
: South Africa

80 - 15

Lee BW, et al. 1994 IS6110 / 65kDa antigen / 
MPT64  Single PCR

27 CSF and  patients 
(6 TBM, 21 non-TBM) : 
Singapor

100 / 83
 / 83

38 / 67 
/ 90

16

Liu PY, et al. 1994 MPT64 Nested PCR 100 CSF and patients 
(21 TBM, 79 non-TBM) : 
Taiwan

90 100 17

Folgueira L, et al. 1994 IS6110 Single PCR 25 AIDS patients (11 
TBM, 14 non-TBM) : 
Spain

82 100 18

Scarpellini P, et al. 1995 IS6110 Nested PCR 68 CSF / 36 AIDS patients 
(12 TBM, 24 non-TBM) : 
Italy

100 100 19

Lin JJ, et al. 1995 MPT64 Single PCR 47 CSF / 45 patients (18 
TBM, 27 non-TBM) : 
Taiwan

70 100 20

Kox LF, et al. 1995 IS6110 Single PCR 42 patients (24 TBM, 
18 non-TBM) : The 
Netherlands

48 100 21

Nguyen L, et al. 1996 IS6110 Single PCR 136 TBM patients : 
Vietnam

32 100 22

Seth P, et al. 1996 MPT64 Single PCR 89 CSF and patients (40 
TBM, 49 non-TBM) : India

85 94 23

Wei CY, et al. 1999 IS6110 / 65kDa antigen / 
MTP40 multiplex Nested 
PCR

11 CSF and patients (5 
TBM, 6 non-TBM) : China

60 66 24

Caws M, et al. 2000 IS6110 Nested PCR 131 TBM patients : United 
Kingdom

† 75 † 94 25



156　　Annual Review 神経 2011　III．各種疾患　1．感染・炎症疾患

の迅速診断においてMPT64が感度と特異度で最
も優れた標的配列であると報告している．
　上述のごとく，PCR法によるTBMの診断精度
の向上を図るため，これまで様々な改良が行われ
てきた13-42）．しかし，それらを上回る感度・特
異度の飛躍的向上をもたらす画期的な手法とし

て，前述のNested PCR法の導入が挙げられる．
Liuら17）は，臨床的にTBMが疑われた21症例
から採取した髄液を対象に，MPT64を標的とし
てNested PCR法 を施行し，24時間以内に感度
90%，特異度100%でTBMを診断し得たと報告
している．しかもその際，従来の1段階のPCR

Author reported
year

Assay Technique Specimens and Cases  Sensitivity
%

Specificity
%

Reference

Martins LC, et al. 2000 MPT64 Nested PCR 73 specimens (30 PF, 26 
PB, 17 CSF) : Brazil

† 70 † 88 26

Brienza VM, et al. 2001 MPT64 Nested PCR 91 patients (41 TBM, 50 
non-TBM) : Brazil

53 100 27

Narayanan S, et al. 2001 IS6110 / TRC4 Single PCR 96 CSF and patients (67 
TBM, 29 non-TBM) : India

80.5 /
 91

79 / 76 28

Desai MM, et al. 2002 pKS10 Single PCR 120 CSF and patients (105 
TBM, 15 non-TBM) : India

31 100 29

Rafi A, et al. 2003 Single PCR (target not 
available)

36 CSF and patients (29 
TBM, 6 non-TBM) : Iran

86.2 100 30

Kulkarni SP, et al. 2005 38 kDa protein Single 
PCR

60 CSF and patients (30 
TBM, 30 non-TBM) : India

90 100 31

Takahashi T, et al. 2005 MPT64 Nested PCR 29 CSF and patients (9 
TBM, 20 non-TBM) : 
Japan

100 100 32

Takahashi T, et al. 2006 MPT64 QNRT-PCR 29 CSF and patients (9 
TBM, 20 non-TBM) : 
Japan

100 100 33

Quan C, et al. 2006 IS6110 Single PCR 74 CSF and patients (25 
TBM, 49 non-TBM) : 
China

75    93.7 34

Desai D, et al. 2006 Single PCR (target not 
available)

57 CSF and patients (30 
TBM, 27 non-TBM) : India

66.7 100 35

Rafi W, et al. 2007 IS6110 Single PCR, 
MPT64 / 65kDa antigen 
Nested PCR

176 CSF and patients (75 
TBM, 101 non-TBM) : 
India

98 / 91
 / 51

100 / 91
 / 92

36

Rafi W, et al. 2007 IS6110 uniplex (Single) 
PCR

945 CSF and patients (677 
TBM, 268 non-TBM) : 
India

76.4    89.2 37

Takahashi T, et al. 2007 MPT64 QNRT-PCR 63 CSF / 28 patients (8 
TBM, 20 non-TBM) : 
Japan

55.8 100 38

Deshpande PS, et al. 2007 IS6110 Single PCR 80 CSF and patients (51 
TBM, 29 non-TBM) : India

91.4    75.9 39

Takahashi T, et al. 2008 MPT64 WR-QNRT-PCR 96 CSF / 53 patients (24 
TBM, 29 non-TBM) : 
Japan

95.8 100 41

Haldar S, et al. 2009 devR qRT-PCR 167 CSF and patients (81 
TBM, 86 non-TBM) : India

87.6  92 42

NAA : nucleic acid amplification, CSF : cerebrospinal fluid, PF : pleural fluids, PB : pleural biopsies, 
QNRT-PCR : quantitative nested real-time PCR,
WR-QNRT-PCR : wide range quantitative nested real-time PCR, pRT-PCR : quantitative real-time PCR, 
†  : Results versus culture as gold standard
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法（Single PCR）はほとんど検出感度に達せず，
し た が っ て 従 来 のSingle PCR法 に 比 べ て，
Nested PCR法は感度が約1000倍も優れている
と報告している17）．実際，我々はLiuら17）と同
様にMPT64を標的にプライマーを設定し，臨床
的に高度にTBMが疑われた自験9症例から採取
した髄液に対してNested PCR法を施行したとこ
ろ，その感度と特異度は共に100%であった32）．
一方，培養とSingle PCR法の陽性はともに2症
例のみであった（22.2%）32）．さらに，Nested PCR
法の最小検出感度についても検討し，同法は精製
した結核菌DNA 1-10コピー相当まで検出可能で
あ り， 従 来 のSingle PCR法 に 比 べ て1000〜
10,000倍 高 感 度 で あ っ た32）． ま た， 抗 結 核 
薬治療とPCR法の感度との関連については，Lin
ら20）が Single PCR 法で，Scarpellini ら19）が
Nested PCR法で検討している．特にScarpellini
ら19）は，連続的に髄液を採取し得た7症例に対
し，IS6110を標的として経時的にNested PCR
法を行い，治療が奏効した4症例では経過中に同
法が陰性化し，残る死亡した3症例では陽性のま
まであったことから，Nested PCR法は治療効果
の判定にも有用であると報告している．我々も，
抗結核薬治療中の7症例から経時的に採取し得た
27髄液検体に対してNested PCR法を施行した
ところ，11検体で陽性（40.7%）であり，さらに，
治療が奏効した6症例では，その臨床症状の改善
と相関して同法の陰性化を認めた32）．以上のご
とく，Nested PCR法は感度・特異性ともに優れ，
従来の結核菌培養やSingle PCR法が陰性である
症例に対してその威力を発揮するので，TBMの
迅速診断に加え抗結核薬治療の効果判定にも有用
であり，その優位性は明らかである．
　以上より，実地臨床におけるNested PCR法の
広汎な普及が期待されるところであるが，実際に
TBMの診断目的に同法を施行可能な施設は本邦
ではいまだ極めて少ないのが現状である．その大

きな理由として，同法が従来法に比べてはるかに
鋭敏である反面，その手順が複雑であり，そのた
めにコンタミネーションが起こりやすく,精度管
理が困難である点が挙げられる．そこで我々は，
徹底したコンタミネーションの防止に加えて，
Nested PCR法の手順を可能な限り規格化・標準
化し同法の改良を図った．そして，その成果を背
景に国内の臨床検査企業への技術移転に成功し
た．すなわち，メデカジャパン・ラボラトリー社

（現: 保健科学 東日本）にて2007年5月から髄液
に対する結核菌DNA（MPT64）のNested PCR
法の受託検査が開始となった．TBMの診断を目
的に臨床検査としてNested PCR法が商業ベース
で展開されたのは，本件が本邦初で，かつ唯一の
実施例である（ただし，保険適用は受けていない）．

C．結核性髄膜炎に対する迅速・高感度診
断法の新規開発

　Nested PCR法の導入がTBMの迅速診断と抗
結核薬治療の効果判定に飛躍的な進歩をもたらし
たことは前述の通りである32）．しかし，Nested 
PCR法は定性的検査法であり，定量性は有さな
い．近年，我々は，Nested PCR法の高感度と
Real-time PCR法 の 定 量 性 を 組 み 合 わ せ た
Quantitative Nested Real-time (QNRT) PCR法
を考案した33,38）．さらに，QNRT-PCR法を改良し，
より安定的に正確で広汎な検出範囲を有する
“Wide Range (WR)” QNRT-PCR法（WR法）を
新規に開発した40,41）．すなわち，WR法は基本
的にNested PCR法の原理を応用し，その第2段
階をReal-time PCR法に置き換えている40,41）（図
2A）.
　WR法で最も重要なのは，髄液検体からの
DNAの抽出効率と，2段階のPCR増幅を定量的
に評価し補正するための内部標準の開発であ
る 40）．我々は，まず，結核菌DNAのMPT64の
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図2　Wide Range Quantitative Nested Real-time PCR（WR-QNRT-PCR）法の原理と各データ
A. WR-QNRT-PCR法の原理の概略図　　B. 内部標準: New Mutationプラスミドの概略図
C. 結核菌DNA検出用の標準検量線　　  D. 内部標準検出用の標準検量線
E. 103コピーに設定したNew Mutationプラスミドの増幅曲線
F. TBM 10症例における結核菌DNAのコピー数の経時的変化とANOVAでの解析結果
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配列の一部（239塩基対）をサブクローニングし
（図2B），次いで，このプラスミドを基に，外側
と内側のプライマーペアとTaqMan®プローブの
アニーリング部位の計5カ所を，全て人工的なラ
ンダム配列に置換したNew Mutation（NM）プラ
スミドを作成した40）（図2B）．この5カ所の人工
配列は，何れもMPT64と互いに塩基数，塩基組
成は完全に同じであるが，配列のみがランダムに
異なるように設定されている40）．したがって
MPT64とNMプラスミドに対する各プローブと
2組のプライマーは，アニーリング効率が互いに
等しいとみなすことができる40）．WR法では，
髄液検体中の結核菌DNAと内部標準（NMプラ
スミド）は同時に抽出され，アニーリング効率の
等しいプライマーとTaqMan®プローブにより，
増幅・検出される．したがって，理論上，内部標
準との増幅比から髄液検体中の結核菌DNAのコ
ピー数を正確に算定することが可能である40）．
　WR法では，結核菌DNAと内部標準を定量的
に検出するための2本の標準検量線が必要であ
る40）．結核菌DNA検出用の標準検量線では，そ
の増幅効率は99.7%であり（図2C），一方，内
部標準検出用のそれでは，増幅効率は101.8%と

（図2D），ほぼ一致し，その信頼性が十分に担保
されている40）．さらに，内部標準であるNMプ
ラスミドを103コピーに設定したところ．1〜
105コピー相当の結核菌DNAに対して，統計学
的に有意に均一な増幅を示した（F ＝1,086）40）

（図2E）．内部標準が結核菌DNAのコピー数に影
響されず常に一定の値を取ることは，安定的に正
確で広汎な検出範囲を担保する上で極めて重要で
ある40）．
　我々は，1998〜2005年の間に，自施設およ
び他施設にて高度にTBMの疑われた24症例から
採取した総計67髄液検体を対象にWR法を施行
し，その有用性を検討した41）．この内の43髄液
検体は自験10症例から抗結核薬治療中に経時的

に採取し得たものである．24症例の入院時（治
療前）に採取した髄液検体に対するWR法の成績
は，23例で陽性で，感度95.8%，特異度100%
であった41）．また，その内の8症例は，髄液の
結核菌培養が陽性の診断確定例であったが，その
全てでWR法も陽性であった．加えて，多変量ロ
ジスティック回帰分析にて，WR法で算定した結
核菌DNAのコピー数8000/ml髄液以上は，TBM
の予後不良に対する独立した危険因子（OR＝
16.142, 95%CI＝1.192-218.79, ＊p＝0.0365）
とみなしうることが示唆された41）．さらに，抗
結核薬治療中に10症例から採取した43髄液検体
に対して，WR法は25検体で陽性（58.1%）を
示した．その際，同法で算定したコピー数は，
10症例の全てで著明な経時的変動を認め，かつ
その変動のパターンはANOVAにて抗結核薬治療
の有効群と無効群の間で著明な有意差（＊p＝
0.0041）を示しており（図2F），治療効果の判
定にも極めて有用であった41）．

　むすび
　近年，従来の細菌学的手法に替わり，TBMを
より迅速かつ高感度に診断すべく様々な取り組み
が成されてきた．本稿ではそれらについて，特に
核酸増幅法の進歩と展開をPCR法を中心に概説
した．その中でも，Nested PCR法の導入がTBM
の診断に飛躍的な進歩と改善をもたらした点は特
筆に値する．現在，Nested PCR法の高感度と
Real-time PCR法の定量性を組み合わせた，新し
いTBMの迅速・高感度診断法（WR-QNRT-PCR
法）が報告されてはいるが，いまだ一般には普及
していない．定量性を加味した高感度検査法は，
TBMの迅速かつ正確な診断のみならず，予後の
予測や抗結核薬治療の効果判定に対しても有用で
あり，今後の実地臨床における普及が期待される．
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