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は じめ に

泌尿器科領域の性感染症(STD)に は,淋 菌,

クラ ミジア,ウ イルス等,各 種微生物 による感

染があるが,最 も頻度 の高い疾患 は,淋 菌,ク

ラミジァを起炎微生物 とす る尿道炎である.さ

らに,近 年40歳 以下 の急性精巣上体 炎はそのほ

とん どが,STD性 であ り,ク ラ ミジア を原 因

とする ものが,5Q%以 上 を占る とされている1).

クラミジアの診断 は当初細胞培養法が行なわれ

ていたが,そ の後 さまざまな簡易診断法が開発

され一般化 し,DNA診 断法 も含め よ り特 異的

で より簡便 な方法へ と進 んでいる.今 回我々は,

淋菌,ク ラミジアに関 して}診 断法の進歩,お

よびそれ らの特徴 について考察 したので報告す

る.

1.淋 菌(表1)

表1淋 菌 の検 出法

1.直 接鏡検 法

2.培 養同 定法

3.酵 素抗 体法(EIA)

Gonozyme

4.DNAProbe法

Gen-Probe

1)従 来 の診断法

a.直 接鏡検法

分泌物 をスライ ドグラスに塗抹 し,グ ラム

染色後 に鏡検 し,淋 菌 を検索する.本 法は,

比較的簡便 で,迅 速でスク リーニ ング検査 と

しては有用であ るが,分 泌物中に他の細菌が

混入 した場合,淋 菌の確認 は容易で はないの

で,検 出感 度 が劣 る.ま た,淋 菌 以 外 の

Neisseria属 が混入 す るこ ともあ り,・特異性

に も問題がある。

b.培 養 同定法

本法 は最 も確実な方法であるが,淋 菌の取

り扱いが一般 の細 菌 と異 な り煩雑で簡便性 に

欠ける.す なわち,淋 菌 は温度変化,乾 燥 な

どに抵抗力が弱 く,栄 養要求性が複雑で普通

寒天培地 には発 育 しない.培 養 にはCO2が

必要で,同 定 はグラム染色性,形 態(双 球菌),

オキシダーゼ反応,糖 分解能試験 によ り行な

われる.

本法は2日 間かか るので迅速性で劣 るが,

菌株の保存がで き,薬剤感受性,β ラク タマー

ゼ産性等の検索 の点か ら重要 な方法であ る.

19



2)酵 素抗体法(ゴ ノザイム)

a.原 理

表面 を特殊処理 した ビーズ表面 に検体 中の

淋菌抗 原走吸着 させ,次 にウサギ抗 淋菌抗体

を,さ らにペ ル オキ シダーゼ標識 抗 ウサギ

IgGヤ ギ抗体 を結 合 させ,最 後 に基質 と して

オル トフェニ レ ンジア ミンを加 え,ビ ーズに

結合 したペル オキシ ダーゼを基質の発色反応

で測定す る.

b.特 徴

抗 原の免 疫学 的検出法 のため死菌 の状態で

も検出可能で あ り,培 養 法の よ,うに検 出採 耶

後 直 ち に培 地 に接 種 し,培 養 しな け れ ば な ら

な い と い う時 間 的制 約 が な く,保 存 液 の入 っ

たチ ュ ー ブ内 で 検 体 の保 存 が可 能 で あ る.操

作 は簡 便 で,結 果 も3～4時 間 で判 明 し迅 速

で あ る.

問 題 点 と して,本 法 はポ リク ローナ ル抗 体

を使 用 して お り,他 のNeisseria属 や,E.coli

な ど,107/mε 程度 の多 量 菌 が 存在 す る場 合 交

差 反応 を起 こ し,false-positiveと な る可 能性

が あ る.

3)DNAProbe法(Gen-Probe)

a.原 理

化 学 発 光 物 質 であ る ア ク リ ジニ ウ ムエ ス テ

ル を標 識 と した1本 鎖DNAで,淋 菌 の1本

鎖 リボ ゾー ムRNAに 相 補 的 に な って お り,

DNA-RNAハ イ ブ リ ダイ ゼ イゼ ー シ ョ ンに 基

,づ き,淋 菌 の リボ ゾ ー ムRNAを 検 出す る.

b.特 徴

菌 体 中 に は,DNAは1つ かせ いぜ い 数 コ

ピー しか 存 在 してい ない のに対 し,リ ボ ゾ ー

ムRNAは,約104コ ピ㌣ も存 在 して い る ため,

標 的 をDNAか ら,リ ボ ゾ ー ムRNAに した こ

とに よ り,特 異 性 を維 持 した ま ま検 出感 度 が,

数 千 培 に増 感 され た.結 果 も約2時 間 で判 定

で き迅速 で,ま た,非 ア イ'ソ トー プで標 識 し

て い る点 で,簡 便 とい え る2).

c.臨 床 的 検討(表2)

表2淋 菌検 出によるDNAProbe法 と培養法の比較

DNAProbe法

陽性 陰性 計

培養法

陽性 15 o 15

陰性 0 63 83

計 15 $3 78
一

(田 中 ら3)西 日 本 泌.Vo153,516-520,1991.)

田 中 ら3)の,男 子 尿 道 炎78例 に お け るDNA

Probe法 と培 養 法 の 比較 検 討 で は,培 養 陽性15

例 中全 例 がDNAProbe陽 性 で,陽 性 一 致 率 は

100%で あ っ た.一 方,培 養 陰性63例 中 全例 が

DNAProbe陰 性 で 陰 性一 致 率 も100%で あ ろ た

と報告 されて い る.

2.ク ラ ミジ ア(表3)

表3ク ラ ミジア検 出法

1.細 胞 培養法

2.蛍 光 抗体法(直 接 塗抹法)

MicroTrak

3.EIA法

Chlamydiazyme

IDEIAChlamyd'sa

4.DNAProbe法(直 接検 出法)

5.PCR法

1)細 胞培養法

培養 し:たMcCoycellも しくはHeLacellを

基 に破砕処理 した検体 を接種 し,メ タノール

で固定後Giemsa染 色 を行 ない,封 入体 の有

無 とその数 を測定す る,本 法は もっとも確実

な方法 とされているが,実 施にあたっては細

胞培養,検 体処理等,特 殊 な技術 と設備が必

要であ り,ま た最低で も2日 間 と,判 定 まで

に時間を要 する.し か し,薬 剤感受性 を検討

で きる利点がある.

2)直 接 塗 抹 蛍光 抗体 法(MicroTrak)

検 体 をズ ライ ドガ ラス に塗 布 しFITC標 識

抗C.trachomatisモ ノ クロ ーナ ル抗体 を反応

させ 蛍光 顕 微 鏡 で観 察 し封 入体 を検 出す る.
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蛍 光 顕微 鏡 さえ あ れ ば短 時 間で 判定 可能 で あ

る もの の 観 察 に 一定 の熟 練 を要 し,多 量 の 検

体 を処 理 す る に は,適 当 で は ない4)

3)Enzymeimmunoassay(EIA)法

a.ChlamycEiazyme

ポ リ ク ロー ナ ル 抗 体 を 用 い た 方 法 でi

specimendilutionbufferに て 検 体 を処 理 し,

処理 ビ ーズ を反 応 させ,抗chlamydiaウ サ ギ

血 清,peroxidase標 識 抗 ウサ ギIgGヤ ギ血 清,

o・phenylenediamine(OPD)基 費 を反 応 させ

吸 光度 を測 定す る.

比 較 的短 時 間で,多 量 の検 体 の判 定 が 可 能

で そ の結 果 も客 観 的で は あ るが,検 出限 界 ,

cutoffleve]の 設 定,他 の 微 生 物 との 交 差 反

応 等 が 問題 とな る5)

b.IDE正Achlamydia

モ ノク ロー ナ ル抗 体 を用 い る方 法 で 検体 を

煮 沸 し,抗 体 固相 の ウエ ル に分 注 し,酵 素 標

識 モ ノ ク ロ ー ナル抗 体,基 質 液 を反 応 させ 吸

光 度 を測 定 す る.モ ノク ロー ナ ル抗 体 を用 い

て お り感 度 にす ぐれ,男 性 の 尿 道 炎 に お い て

は 初 尿 を検 体 と して ク ラ ミジ ア を検 出 し得

る.し か し,・特 異 性 の 点 で は,Chlamy-

diazyme同 様 検 出限 界,cutofflevelの 設定r

交差 反応 等 が問 題 とな る6).

tein遺 伝 子 の 一 部 の塩 基 配 列 に7相 補 的 な2

種 類 のolygonucleotideをprimerと して 設 定

し,DNApolymeraseに よ りinvitroでDNA

増 幅 をお こな う方 法 であ る.

検 体 よ りproteiiiaseKに よ りDNAの 抽 出

を行 な い,C,trachomatis血 清 型L2株 のma-

joroutermembraneprotein遺 伝 子 に対 す るプ

ライ マ ー を用 い,変 性,ア ニ ー リ ング,伸 長

の温 度サ イ クル を繰 り返 し反応 させ る.

PCR後,2%ア ガ ロー ス ゲル にて 電気 泳動

を お こ ない,ethidiumbromide染 色 にてDNA

のbandを 検 出す れ ば陽性 と判定 され る .

操 作 は簡 便 で 極 め て 高 い特 異 性 を有 す る高

感 度 の検 査 法で あ るが,と きに コ ン タ ミネ ー

シ ョンの 可能 性 が あ る8).

b,臨 床 的検 討(表4)

表4C.trachomatis検 出 に お け るPCR法 と

Chlamydiazymeの 比 較

PCR法

陽性 陰性 計

Chlarrsydiazyme

陽性 41 0 41

陰性 4 29 33

計 45 29 74

(出 口 ら9)感 染 症 誌Vo166,層172-175,1991.)

4)DNAProbe法

C.trachomatisの リボ ゾ ー ムRNAを 標 的 と

し,arcidiniumesterと い う化 学発 光物 質 でt

DNAProbeを 標識 したliquidhybridization法

で あ る。検 出 はrRNAの 抽 出,hybridization,

hybrid形 成 核 酸 の みの選 別,化 学発 光量 の検

出 の4段 階 の プ ロセ ス よ りな る.特 異 性 にす

ぐれ,全 行 程の 所 要 時 間 は2～3時 間 と短 く゜

迅 速 性 に もす ぐれ い て る.し か し測 走 感 度 に

つ いて は,C.trachomatis4×103/assayとEIA

法 の それ と比 較 し若 干 劣 る とされ て い る7).

5)PCR法

a.原 理 と特 徴

Ctrachomatisのmajoroutermembranepro・

出 口 ら9)の 尿 道 擦 過 材 料 か らのPCR法 と

Chlamydiazymeの 比 較 検 討 で は,PCR法 で

は,74例 中45例 が 陽性 と判定 され たの に対 し

て,Chlamydiazymeで は,74例 中41例 が 陽性

と判定 され て い る.Chlamydiazymeで 陽性 の

41例 す べ て でPCR法 陽 性 で あ り,Chlamy-

diazyme陰 性 例33例 中,29例 でPCR法 陰 性

で,4例 でPCR法 陽 性 で あ った.

PCR法 のChlamydiazymeに 対 す る陽 性 一

致率100%,陰 性 一 致 率87.9%で,全 体 で の

一致 率 は94 .6%と 良好 な一 致性 をみ る と とも

にPCR法 の感 度 の高 い こ とが示 され て い る.
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ま とめ

STDの 患 者数 は,田 中 ら10)の 報告 では1987

年 のAIDSシ ョック以後 一次 的 に は減 少 した

が,こ れ以後 明 らかな減少傾 向はみ られていな

い.守 殿 ら11)は,前 回の 本研 究 の報告 におい

て男子STD性 尿 道炎の受診 は,三 次医療機 関
ノ

(神戸大学泌尿器科)で は一年 間で12例 と少な

い もの のa一 次医療機 関(原 泌尿器科病院 三

田 ・寺杣 泌尿 器科医院)で は一年 間で169例 と

多数で あることを報告 してい る.

STDの 病 原体 で最 も高頻度 にみ られ る微 生

物 は グラ ミジ ァ;淋 菌であ り,泌 尿器科領域で

は クラ ミジアは尿道炎のみな らず,精 巣上体炎

の原 因微生物 と して も重要 である1).ク ラ ミジ

アの検 出法は,従 来の細胞培養法で は特殊 な技

,術,設 備,時 間を要 していたが,そ の後,蛍 光

抗 体法,酵 素抗 体 法,DNAProbe法 等,よ り

簡便です ぐれた方法が開発 され一般 化 された.

最 近で はPCR法 に よる診 断 も行 なわれる よう

にな りつつある.

淋菌 の診断において も直接鏡検法,培 養同定

法 かち 酵素 抗 体 法,ま たDNA診 断 法 で あ る'

DNAProbe法 も普及 している.

今 回,1ク ラ ミジ アで はPCR法,淋 菌 で は

DNAProbe法 につ いて の他 法 と比 較 した成 績

を示 したが,ど ち らも従来の方法 と高い一致性

を示 し診断法 として有用であ ると思 われた.

また,ク ラ ミジアにおけ るPCR法 は一部の

EIA法 と同様,初 尿沈査か らも検 出可能である

こ と,DNAProbe法 は'1回 の擦過 に よ りクラ

ミジア,淋 菌両方 の診断が可能であることは,

より非侵襲的 な診 断への志向 と して大 きな意義

をもつ もの と言え る,

今後STDの 診断法 は高感 度, 、特 異的,非 侵

襲的,簡 使迅速 な ものが求め られDNAProbe,

PCR法 等のDNA診 断法 はこれ らの点か らもさ

らに一般化 されてい くもの と思 われる.し か し,

EIA法 に も長所 があ り・,また培養 法はこれ ら微

生物の疫学的背景や薬剤感受性 をみる上で重要

な方 法 であ るこ と も理解 してお くべ きとい え

る.
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