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は じ め に 
 
 

  現在，米国で発生した炭疽菌事件により国内での種々の体制強化が課題とな

っています。Bacillus anthracis（炭疽菌）は，我が国ではバイオセーフティレベ

ル 3 に分類されているが，元来は家畜の感染症の原因菌であり，ヒトへの感染

は稀であること，臨床経験が殆ど無いことから，病院等の検査室では検出，同

定されたことがなく混乱を来たしている現状です。 

  炭疽は，4類感染症に分類されており，検査材料は一般的にはクラスⅡレベル

の安全キャビネット内で，グラム染色，溶血性，運動性などを行えば推定は可

能です。しかし，生物テロの場合は通常では考えにくい感染経路であること，

臨床材料以外のものも検査対象となっていること，感染初期には検査材料から

の検出が難しいことなどの問題があります。 

  日本臨床微生物学会では，教育委員会内にワーキンググループを組織し，炭

疽菌の検査法を中心としたマニュアルを日本臨床衛生検査技師会および日本臨

床検査医学会と作成することに致しました。 

  本マニュアルは，病院検査室および臨床検査センターにおける「臨床材料を

対象とした検査法」を取り上げました。 

  なお，郵便物や白い粉末などの臨床材料以外のもの，炭疽が疑われる患者の

診療・治療については，厚生労働省，日本感染症学会，米国疾病対策センター

（CDC）などのガイドライン，広報などをご覧ください。 

  本邦では，日頃より危機管理が薄く，検査室の体制も例外ではありません。

本学会マニュアルにより，最低限の防御設備，グラム染色等の基本的操作，連

絡体制の整備などを考えていく参考になれば幸いです。 
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（社）日本臨床衛生検査技師会 
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１．バイオハザード対策 
 
 1．検査室の基準 
  Bacillus anthracisの取り扱いは CDCで“バイオセーフティレベル2”の設備のあるところ
で扱うよう分類されており，検体の取扱いには以下の注意が必要である。 
  なお，国立感染症研究所病原体等安全管理規定では，炭疽菌は“バイオセーフティレベル
3”に分類されており，取扱いにはP3の施設が必要とされているが，患者の検体の取扱いに
は検査室の現状を踏まえて“バイオセーフティレベル2”以上の設備のもとに，細心の注意
を払って検査を行う。 
  炭疽菌が我が国ではレベル3取扱い，炭疽を疑う材料の取扱いはクラスⅡレベルの安全キ
ャビネット内（P2）相当でも可能という文部科学省の病原体取扱い安全指針の解釈です。 
  1）作業は安全キャビネット（クラスⅡA以上）内で行う。 
 2）検査に際しては，予防衣，手袋，マスク（N95 マスクが望ましい），キャップを着用す 
    る。 

  3）空気感染によるヒト－ヒト感染は起こりにくいため患者の個室管理は必要ない。しか 
     し，病巣に接触した場合は皮膚から感染する場合があるので注意する。（病巣に接触し 
     た場合は直ちに石鹸と流水にて洗浄する。） 
  4）使用（汚染）した器具はオートクレーブで滅菌する。滅菌するまでは消毒薬に浸して 
     おく。あるいは，使用（汚染）した再利用しない用具類は，高圧蒸気滅菌用耐熱性袋 
     に入れ可及的速やかに滅菌処分する。 
 
 2．安全キャビネットについて 
  1）安全キャビネットの構造概説 
     安全キャビネットは，作業区域内が陰圧であること，および前面開口部のエアーカー 
     テンにより作業者の感染や環境汚染の危険度は低い。安全キャビネットの排気は 
     HEPAフィルターを通じて外部へ排気される（室内廃棄型，排気ダクト接続型がある）。 
  2）安全キャビネットとクリーンベンチとの相違 
     クリーンベンチは，作業区域が陽圧となっており，作業区域内の気流は外部へ放出さ 
     れる。このため，作業区域の清浄度は保たれるが作業者の感染防止はできない。むし 
     ろ作業区域内の病原菌などが作業者へ向かって排出されるため，感染防止には役立た 
     ない。  
  3）効果的な使用法 

a） 作業開始前に最低5分間はファンを回しておく。 
b）キャビネット内に物を置きすぎない。 
c） 空気取入口，排気口の上には何も置かない。 
d）バーナーを使用する場合は気流の乱れを最小限に抑えるため，パイロット付バーナ
ーを使用する。 

e） 作業終了後，２～3分間ファンを作動したままにしておき作業域の空気中に存在する
汚染物を除去する。 

f） 殺菌灯を点灯する。 
  4）保守管理 
     安全キャビネットの性能を維持するには，適切な時期に，適切な方法で検査を実施す 
     ることが必要である。検査項目は密閉度試験，HEPAフィルターの透過率試験，気流 
     バランス試験等がある。日常検査では頻繁に気流のチェックをすることが大切である 
     （細切りティッシュペーパーを用い，前面開口部から中方向へティッシュペーパーが 
     靡くことを確認する）。 
 
 3．予防衣，マスク，手袋，キャップの着用 
  1）予防衣 
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 実験室内では感染防止のため着用し，実験室から出るときは実験室内で脱いでおいて 
 おく。 

  2）マスク 
 安全キャビネットを使用しないで作業を行う場合はマスク（N95マスクが望ましい） 
 や必要に応じてゴーグル等を着用する。安全キャビネットで作業する場合もマスクを 

     着用する事が望ましい。 
  3）手袋 
     作業するときは手が検査材料や汚染表面・機器に触れなうよう着用する。なお，予防 
     衣の袖口も手袋で覆い皮膚が出ないようにする。 
  4）キャップ 
     髪の毛（特に長髪）はエアロゾールや病原微生物の飛沫が付着し，他へ運ぶ危険があ 
     る。作業者および環境の感染防止のために着用することが望ましい。着用する場合は 
     髪をすべてキャップで覆うようにする。 
 
 
 
２．検体採取方法 
 
 1．皮膚炭疽：水疱期（破れていない水疱を穿刺し，滅菌綿棒で採取する。） 

            瘢痕期（痂皮を取り除かないようにして痂皮の端の部分から滅菌綿棒を 
                    挿し回転させる。） 
            発熱，全身症状がある場合は血液も採取する。 

 
 2．肺 炭 疽：喀痰（一般の喀痰容器に採取する。検出は稀である。） 

            鼻腔前庭（滅菌綿棒にて左右別々に採取，一過性保菌調査用。） 
            原則的に血液培養も併用する。 

 
 3．腸 炭 疽：糞便，血液培養も併用する。 
 
 4．髄膜炭疽：髄液，血液培養も併用する。 
 
＊血液培養は通常の培養ボトルを用いて2本採取するが，直接塗抹染色のために抗凝固 

      剤（血算用検体でも可）を加えて採取し，そのまま検査室へ届ることが望ましい。 
 
 
 

３．作業上の注意 
 
  検査にあたっては，手順よく作業を進めるために安全キャビネット内に使用する白金耳
（ディスポを用意），ピンセット，スライドグラス，カバーグラス，滅菌スポイト（小容量
のもの），あるいは，ピペットとチップなどの器具類，使用する培地類，墨汁（小分けにし
て用意），使用した白金耳入れ（0.5%次亜塩素酸ナトリウム約 100ml を入れた容器），使用
済みスポイト類などを入れる小さなゴミ袋，0.5%に希釈した次亜塩素酸ナトリウム入り洗
浄ビン（ノズル先端を切断し太くしておく。遺伝子検査の時に利用しているものを流用）。
キムタオルなどの吸湿性の強いものを手元に用意してから作業を開始する。 
検査報告終了後には，培地類は高圧滅菌処理後廃棄する。標本類は 0.5%次亜塩素酸ナト
リウム液に一昼夜浸し，高圧滅菌処理後廃棄する。とくに運動性を観察する生標本の取り扱
いには注意する。キャビネット内で標本作製後，顕微鏡下に運ぶ時や，観察中，観察後など
に標本を落としたり破損したりして飛散させないように細心の注意払い操作する。スライド
グラスで手袋，手指を傷つけないよう注意する。 
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４．直接塗抹（グラム染色） 
 
  B. anthracisは，グラム陽性，竹の節様の大きな桿菌で，患者検体中では 2～4個のレンサ
がみられることが多い。芽胞の形は卵円型で偏在性，芽胞により菌体が膨隆することはない。 
  血液や脳脊髄液はそのまま直接塗抹標本をグラム染色し，その後分離培養と増菌培養を実
施する。これは，B. anthracisによる菌血症時の血中菌数が，一般的細菌による菌血症の菌
数より大幅に増加する場合が多いからであり，そのため直接塗抹標本の鏡検が優先される。 
 
 

 
５．使用培地と培養方法 
 
 1．検査材料別使用培地（使用培地はすべてビニール袋に入れ，密封して保管する） 
  1）常用培地（各種材料） 
         5％ヒツジ血液寒天培地 
         マッコンキー寒天培地 または BTB乳糖加寒天培地 
         増菌培地：HK半流動，GAM半流動，チオグリコレート培地など 
         選択培地：PLET（ポリミキシン‐リゾチーム‐EDTA‐タリウム）寒天培地＊ 
  2）血  液 
         常用培地（炭疽菌による敗血症では血液中の菌数が多い場合があるため） 
         但し，増菌培地は血液培養ボトルを用いる。 
  3）糞  便 
         常用培地 
         ＋ PEA（フェニールエチルアルコール）加血液寒天培地＊＊ 
 
      ＊  新 細菌培地学講座－下Ⅱ－＜第二版＞参照 
     ＊＊ 常在菌などの混入が多い検査材料にも使用する。 
 
 2．培養条件 
      3 5～37℃，好気培養，18 時間 
      但し，約 8 時間でコロニーを形成する場合があるので観察する。 
 
 
 

６．Bacillus anthracisの同定法 
 
 1．B. anthracisと鑑別を要する菌種 

Bacillus属は Mannual of Clinical Microbilogy (ASM, 1999)では B. subtilis group, B. cereus 
group, B. circulans group, B. megaterium, B. coagulans, B. stearothermophilus, B. denitrificansが記
載されている。B. anthracisはこれらのうちの B. cereus groupに属しており，①B. anthracis，
②B. cereus,③B. mycoides, ④B. thruringiensisが含まれる。これらの 4菌種の性状は非常によ
くにている。B. cereus groupに日常検査でしばしば検出される B. subtilisを加えた 5菌種の
性状を表 1に示した。B. cereusは食中毒の原因菌であり，また，日和見病原菌としてもしば
しば検出される。B. cereusと B. anthracisとは血液寒天培地でのβ-溶血の有無，周毛性鞭毛
の有無などで異なる。B. thruringiensisは昆虫の病原菌で，その性状は B. cereusと非常によ
く似ているが，2-5日の培養菌のグラム染色で parasporal crystalが認められる点で異なると
されている。B. thruringiensisとB. anthracisとはB. cereusの鑑別点と同様の点で鑑別される。
B. mycoidesは血液寒天培地で非溶血，鞭毛を欠くことなどでは B. anthracisと全く識別でき
ないが，仮根状集落（Rhizoid colony）を形成すること，および病原性の点で異なるとされ
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ている。このように B. anthracisは B. mycoidesとの鑑別が困難であるが，田村らの資料（炭
疽菌検査法に関する講習会，資料 2）ではγ-ファージテストにより鑑別が可能であり，ま
た，PCR法（莢膜遺伝子と毒素遺伝子の検出）でも可能であると考られる。 
日常検査では B. anthracisは B. cereusとの鑑別が問題となる。これら 2菌種の鑑別点を表

2に示した。B. anthracisの最も確実な同定は形態学的性状および血液寒天培地の溶血性に加
え，①PCR法で莢膜遺伝子および毒素遺伝子が検出されること，又は②γ-ファージテスト
陽性が確認できれば B. anthracisと決定してよいと考えられる。パールテストも B. anthracis
の同定に用いられるが，ペニシリン耐性株では陰性と判定されるので注意を要する。 
 アスコリテストは同定検査というよりは炭疽の診断用テストであり，患者検体より直接検
査を行い，陽性の場合は炭疽が強く疑われる。しかし，炭疽の診断には B. anthracisの分離
が最も確実な診断法である。 
 
 2．B. anthracis性状検査の方法 
  1）血液寒天培地上での集落性状および溶血性 
   ヒツジ血液寒天培地で 35～37℃，15～24時間培養した培地で観察する。B. anthracisの 
  集落は 2～5mm, 平坦または凸状，辺緑は僅かに波形をした不規則な円形，光沢はなくス 
  リガラス様である。集落の辺縁にコンマ状の突起が観察され Medusa head（縮毛状）と表 
  現される。β-溶血はない。これに対し B. cereusや B. thuringiensisはβ-溶血が見られる。 

  ヒツジ血液寒天培地の B. anthracisは強い粘稠性があり，白金耳で触れると泡立てた卵 
白のように立ち上がり糸をひく。 

 集落の周囲に明瞭なβ-溶血が観察された場合は B. anthracisではない。 
 
  2）集落のグラム染色による形態 
   B. anthracisはグラム陽性，竹の節様の大きな桿菌で，培養菌は長い連鎖が見られる。 
  芽胞の形は卵円型で偏在性，芽胞により菌体が膨隆することはない。なお，芽胞の観察は 
  芽胞染色を行ってもよいが，グラム染色でも観察可能である。 
 
  3）莢膜の確認 
    墨汁法，レビーゲル染色が推奨されているが，墨汁法について述べる。 
 ・墨汁法（インディアインク法） 
   5～10μlの検体をスライドグラスに滴下し，カバーグラスをかける。5～10μlのイン 
  ディアインクをカバーグラスの縁から加える。インクが検体全体に拡散した後，オイルを 
  カバーグラス上に載せ，油浸レンズで鏡検する。莢膜陽性対照菌として Klebsiella  
  pneumoniae, 陰性菌の対照菌として Escherichia coliを用いる。塗抹標本の消毒には次亜塩 
  素酸を用いる。 
    莢膜は生体内で形成されやすいので，患者検体（血液，培養ビン増菌培地，髄液など） 
  を用いるのがよい。やむを得ず培養菌を用い，莢膜が不明な場合は，次のような莢膜を増 
  強させる方法を行った後に墨汁法を行うと確認できる場合がある。次の 2法がある。 
  (1)ウマ脱線維素血液 1～2mlを滅菌小試験管に取り，これに被検菌を接種して 6時間～1 
     昼夜培養し，塗抹標本を作製して莢膜を確認する。なお，血液は他の動物のものでも 
     よい。 
  (2) 0.7%炭酸水素ナトリウム加普通寒天培地に接種し，35～37℃，5～7%炭酸ガス環境で 
     培養した菌を用いる。 
グラム染色性，形状が B. anthracisに一致し，厚い明瞭な莢膜が認められれば 
B. anthracisの可能性は極めて強い。しかし，莢膜が認められないからといって 
B. anthracisの否定はできない。 
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表１  B. anthracisおよび鑑別を要する菌種の性状 

菌種 
性状 

B. anthracis B. cereus B. mycoides B. thuringiensis B. subtilis 

菌の長さ（μm） 1.3 1.4 1.3 1.4 0.8 

莢膜 ＋ － － － － 

連鎖 ＋ ＋ ＋ ＋ － 

運動性 － ＋ － ＋ ＋ 

芽胞形態 楕円形 
楕円形 
円筒状 

楕円形 
楕円形 
円筒状 

楕円形 

芽胞の位置 偏在 中央，偏在 偏在，中央 偏在 中央，偏在 

芽胞部位菌体膨隆 なし なし なし なし なし 

Parasporal crystal － － － ＋ － 

仮根状発育* － － ＋ － － 

羊血液寒天培地 
（β-溶血）* 

－ ＋ －** ＋ D 

γ-ファージ感受性* ＋ － － － － 

パールテスト* ＋ － ？ ？ ？ 

嫌気条件での発育 ＋ ＋ ＋ ＋ － 

卵黄反応 ＋ ＋ ＋ ＋ － 

カゼイン分解 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

デンプン分解 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

アルギニン分解 － V (－) V ＋ － 

インドール反応 － － － － － 

ゼラチン液化 （＋） ＋ ＋ ＋ ＋ 

硝酸塩還元試験 ＋ （＋） （＋） ＋ ＋ 

炭水化物からの 
ガス産生 

－ － － － － 

D-アラビノース － － － － － 

グリセロール － ＋, V ＋ ＋ ＋ 

グリコーゲン ＋ ＋, － ＋ ＋ ＋ 

イヌリン － － － － (＋)  

マンニット － － － － ＋ 

サリシン － ＋, － (＋) (＋) ＋ 

D-トレハロース ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 
＋：>85%陽性，(＋)：75-84%陽性，V：26-74%陽性，(－)：16-25%陽性，－：0-15%陽性 
*田村ら：炭疽菌の検査法に関する講習会資料 2より，その他はManual of Clinical Microbiology, ASM, 1999
より引用．表中の太字は特に重要な鑑別性状．**Mannal of Clinical Microbilogy(1995)では弱い溶血と記載． 
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表 2  B. anthracisとB. cereusの鑑別に役立つ性状 

性状 B. anthracis B. cereus 

運動性 － ＋ 

血液寒天培地での溶血性 － β-溶血 

莢膜 ＋（生体内） － 

γ-ファージによる溶菌 ＋ － 

パールテスト 
＋ 

（ペニシリン感性株） 
－ 

アスコリテスト ＋ － 

PCR テスト 
（莢膜および毒素遺伝子） 

＋ － 

 
 
  4） 運動性テスト 
    Bacillus属の多くの菌種は周毛性鞭毛により運動性があるが，B. anthracisは鞭毛を欠く 
  ことから，重要な鑑別性状のひとつである。生鮮標本による方法と半流動培地を用いる方 
  法とがある。前者の方が確認しやすく，迅速に実施できる。 
  (1) 生鮮標本を用いる方法：寒天培地上の新鮮培養菌をブイヨン（Trypticase soy brothな 
     ど）0.5～1mlに接種し，35～37℃，40分～数時間培養する。これを 1滴スライドグラ 
     スに取り，カバーグラスをかけて 400倍または油浸系で鏡検する。 
  (2) 半流動培地を用いる方法：SIM培地や Motility test mediumが用いられる。被検菌を接 
     種後，35～37℃，18～24時間培養する。これらの培地で運動性が確認できた場合は「運 
     動性あり」としてよいが，有鞭毛菌でも陰性に判定される場合もあるので注意を要す 
     る。この場合は生鮮標本でも確認する。陰性の場合はさらに培養を続けてみる（7日）。 
     一般に運動性の検査は低温（室温～30℃）の方が確認し易い。 
運動性ありと判定された場合には B. anthracis以外としてよい。 

 
  5） γ-ファージテスト 
    γ-ファージは特異的に B. anthracisを溶菌する。被検菌をブイヨンに培養するかまたは 
  新鮮培養菌をブイヨンに懸濁させて菌液を調製する。これを普通寒天培地に平等に塗布  
  （コンラジ棒などを用いる）し，表面を乾燥させる。これにγ-ファージ液を 1白金耳ス 
  ポットし，37℃，数時間から 1昼夜培養する。ファージ液をスポットした部分に溶菌が認 
  められ，丸く抜けて見えれば陽性と判定する。ファージ液は独立法人農業技術研究機構 
動物衛生研究所（℡:0298-38-7707）から購入できる。 

 
  6） パールテスト 
    B. anthracisはペニシリンに感受性のため，微量のペニシリンに接触すると，菌体が円 
  形化したプロトプラストとなる。これがパールに似ているためこのように呼ばれる。ベン  
  ジルペニシリンを 0.05単位/mlおよび 0.5単位/mlになるようにを添加した普通寒天培地 
  を用意する。これに被検菌を接種し，2～4時間培養後，寒天平板の小片をスライドグラ 
  スに取り，カバーグラスをかけて鏡検する。B. anthracisであれば菌体が真珠状またはブ 
  ドウの房状にみえる。 
  また，ペニシリンディスクを用いる簡便法もある。 
パールテストは B. anthracisの同定に用いられるが，ペニシリン耐性株では
陰性に判定されるので注意。 
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  7） アスコリの熱沈降反応 
   炭疽の迅速診断法のひとつである。患者検体に 3～4倍量の生理食塩液を加え乳鉢です 
  りつぶして乳剤とする。これを沸騰水中で 30分間加熱し，遠心後，上清をミリポアーフ 
  ィルターで濾過したものを抗原とする。抗原と抗炭疽血清を毛細管の中で重層し検査する。 
  数分以内に白濁沈降体が生ずれば陽性と判定する。本法は血液または臓器からの乳剤に適 
  し，土壌からの検査は不適とされている。 
 
  8） PCR 法 （炭疽菌検査法に関する講習会資料１，阪大微研 森石より抜粋） 
    実施にあたっては生菌の含まれる可能性のある検体のボルテックスの使用を禁止する， 
  チップはフルター付きを使用する，コンタミネーションに注意，安全性を重視し新しいフ 
  ィルターチップを用いる，陰性および陽性コントロールを用いる，検体を入れないサンプ 
  ルを用い試薬等にコンタミネーションがないことを確認する，などの注意が必要である。 
 
  試薬 ： ・TaqDNA polymerase (GIBCO:10342-020) 
       ・2.5M dNTPmix (Amersham Pharmacia:27-2035-01) 
        ・primer----各自でカスタム合成DNAをオーダーし，10pmol/μlの濃度に溶解する。 
       ・10xPCR buffer (Taq DNA polymeraseに添付されている) 
 

表 3  プライマーの種類と塩基配列 
プライマー 増幅遺伝子 塩基配列 増幅DNA長 

PA5 
PA8 毒素遺伝子 tcctaacactaacgaagtcg 

gaggtagaaggatatacggt 596bp 

CAP1234 
CAP1301 莢膜遺伝子 ctgagccattaatcgatatg 

tcccacttacgtaatctgag 846bp 

 
  方法 ： ①普通寒天培地の新鮮培養菌 1白金耳を 500μlの滅菌蒸留水に懸濁する。 
         ②95℃，15分間加熱処理し，4℃までさます。 
         ③12000rpm, 10min 遠心。上清 5μlを検体として用いる。 
  注．○多数の芽胞が混入している粉末状の検体は 10倍量の蒸留水で希釈し，上記②お 
        よび③の操作を行う。 
○臓器に混入している場合は臓器 0.1mgを細断し，0.5mlの A液｛10mM Tris- HCl  
  (pH7.8), Proteinase K(200mg/ml), 100mM NaCl, 5mM EDTA, 0.5%SDS｝を加えて， 
  55℃で 1時間反応させる。その後，フェノール・クロロホルム処理し，12000rpm, 10 
  分間遠心する。その上清に 5.0μlの 3M酢酸ナトリウム（pH5.0）と 1mlのエタノ 
  ールを加えて-20℃で 20分間置く。12000rpm, 10分間遠心し，80%エタノールで遠 
  心洗浄し，風乾する。乾いた沈澱を 50μlの滅菌蒸留水に溶かす。 

 
  反応液 ： 全量 50μlで行う。詳細は以下のとおりである。 
 

表 4  反応液の組成 
添加物 添加量（μl） 
滅菌蒸留水 31.5 
2.5mM each dNTP 4 
50mM MgCl2 (GIBCOの Tagに添付) 1.5 
10pmol/μl Sense Primer 1 
10pmol/μl anti Sense Primer 1 
10x PCR buffer (GIBCOの Tagに添付) 5 
Taq DNA polymerase (2.5unit/μl) 1 
処理検体 5 
Total 50 
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   3本のコントロールが必要である。 
   コンタミネーションをさけるため次の順に行う。 
   1）処理検体，2）検体の代わりに蒸留水のみ，3）陰性対照，4）陽性対照 
＊3）の陰性対照としては B. cereus (細菌中の非特異的増幅がないことを確認するため) 

4）の陽性対照としては B. anthracis（手技上，誤りのないことを確認のため） 
 
  増幅の温度設定 ： 最初に 92℃，5分を 1回行い，以下のスケジュールを 35回繰り返す。 
 

表 5  PCR の反応条件 
温度 時間 
92℃ 0.5分 
50℃ 0.5分 
74℃ 0.5分 

 
  増幅産物の検出 ： 
    10μlの溶液を 1レーンにかける。1%アガーロースゲルで泳動後，1μg/mlエチジウム 
    ブロマイド-TAE溶液で 15分間染色し，UV下で判定する。 
 
 3．B. anthracisの検査手順 
  図 1に B. anthracisの検査手順を示した。 
 
 4．検査結果の報告 
  B. anthracisの検査手順にしたがい結果の報告について述べる。 
 
 第１日  ： 次の 2つの結果が得られる。 
  ①「中間報告 1」：検体の塗抹検査で「グラム陽性，竹の節状の大桿菌」が陽性の場合は 
     推定同定が可能であり，図 1の中間報告 1に準じて報告する。 
  ②「中間報告 2」：検体から直接 PCR法を行い，莢膜遺伝子および毒素遺伝子が陽性にな 
     った場合は図 1の中間報告 2に準じて報告する。「B. anthracis陽性」と決定する。 
     但し，PCR 法は false positive, false negative の結果が得られる場合があるので， 
     慎重に対処する。 
 
 第２日  ： 次の 2つの結果が得られる。 
  ①「中間報告 3」：分離培地の集落性状とグラム染色所見から Bacillus属を疑う細菌が検 
     出された場合は「中間報告 3」に準じて報告する。 
  ②「最終報告 1」：分離菌株について PCR法を行い，莢膜遺伝子および毒素遺伝子が陽性 
     になった場合は最終報告 1に準じて報告する。「B. anthracis陽性」としてよい。 
     なお，第１日に検体より直接 PCR法を行って陽性の場合は菌株から行う必要はない。 
  付：B. anthracisと確定した菌株およびその疑いのある菌株は他施設（保健所など）への分 
     与を考慮して必要な本数分を菌株輸送培地（ネジ栓付き斜面培地など）に接種してお 
     く。 
 
 第３日  ：  
  「最終報告 2」：PCR法を実施せず生物学的性状検査で同定した場合は第 3日の最終報告 
    2に準じて報告する。 
  付：薬剤感受性成績も同時に報告する。菌株輸送用培地はカギ付きのロッカー内など安全 
     な場所に保管する。 
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塗抹検査 
グラム染色 
莢膜染色 

検体 

分離培養 
血液寒天 
BTB 乳糖寒天 
（PEA 寒天） 
など 

増菌培養 
臨床用 TGC 培地など 

中間報告１ 好気培養 

①溶血性(－) 
②集落(スリガラス様，辺緑不規則) 
③グラム陽性竹の節状大桿菌 

最終報告 2 

菌株保存 
同定検査 ＊ 
薬剤感受性検査 

陰性の場合はさらに 
培養を延長 
陽性の場合は第１日 
の“分離培養”以下 
に続く 

第１日 第１日 

第３日 

第２日 

図 1 炭疽菌( Bacillus anthracis )の検査手順 

★担当医に連絡 
発育の悪い菌や菌数が少ない場合は，上記よりも 成績の報告が遅延することがある． 

菌株保存， 
専門機関に同定依頼 

＊ 
炭疽菌の同定検査：①レシチナーゼ反応，②γファージテスト，③パールテスト，④API 50CH 

PCR 検査 

中間報告３ 
必要に応じ 
集落より 
PCR 検査 

最終報告 1 

中間報告２ 
莢膜 炭疽菌の疑い 
(＋) ★ 極めて強い 
(？) Bacillu s sp .の疑い有り 
(－) Bacillu s sp .の疑い有り 

PCR 炭疽菌の疑い 
(＋) ★ 炭疽菌陽性 

(－) PCR では陰性，他  
の検査結果を待つ 

グラム陽性竹の節状大桿菌 

PCR 炭疽菌の疑い 
(＋) ★ 炭疽菌と決定 
(－) 炭疽菌以外と決定 

運動性 莢膜 卵黄反応 γ-ファージ 炭疽菌の疑い 
(－) (＋) (＋) (＋) ★ 炭疽菌と決定 
(－) (？) (＋) (＋) ★ 炭疽菌と決定 
(＋) (－) (－) (－) なし 

運動性 莢膜 炭疽菌の疑い 
(－) (＋) ★ 極めて強い 
(？) (＋) ★ 強い 
(－) (？) あり 
(－) (－) あり 
(？) (？) あり 
(＋) (－) 炭疽菌以外 
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７．薬剤感受性試験 
 
  薬剤感受性試験は B. anthracisが疑われた時点で同定検査と同時に実施する。薬剤感受性
試験は，ミューラーヒントン培地を用い，NCCLS 法に準拠したディスク拡散法または微量
液体希釈法で検査する。現在のところ，実施方法および判定基準がないため，暫定的に米国
に準じてブドウ球菌のものを採用する。 
 
 1．試験薬剤 

1) 必ず実施すべき抗菌薬：CPFX (LVFX)，MINO (DOXY)，PCG，ABPC (AMPC)その他 
   臨床医の要望により実施する。 
2) 二次的実施すべき抗菌薬：EM, AGs, VCM, IPM, CET, CEZ, CP, CLDM, TC, 広域ペニシ 
   リンは in vitro での B. anthracisに対する効果が知られており，理想的な抗菌薬が不足 
   している場合や，入手不能な場合には使用が考慮される薬剤であり，検査薬剤に加え 
   ることができる。 
3) 不必要な抗菌薬：B. anthracisは CXM, CTX, CTRX, CAZ, AZT などに耐性であり，炭疽 
   の治療に用いられない。 

 
 2．試験薬剤と判定基準（NCCLS ブドウ球菌用） 
  1）ディスク拡散法 
    ――――――――――――――――――――――――――― 
             耐性（Ｒ）   中間（Ｉ）   感性（Ｓ） 
       ――――――――――――――――――――――――――― 
     ABPC    ≦28            －            ≧29 
          PCG      ≦28            －           ≧29 
          CPFX     ≦15          16-20          ≧21 
          LVFX     ≦13          14-16          ≧17 
          MINO    ≦14           15-18          ≧19 
          DOXY   ≦12           13-15          ≧16 
      ―――――――――――――――――――――――――――― 
                                                        mm 
 
  2）微量液体希釈法のＭＩＣのカテゴリー分類 
      ―――――――――――――――――――――――――――― 
             耐性（Ｒ）   中間（Ｉ）   感性（Ｓ） 
      ―――――――――――――――――――――――――――― 
     ABPC     ≧0.5            -          ≦0.25 
          PCG      ≧0.25           -          ≦0.12 
          CPFX     ≧4             2          ≦1 
          LVFX     ≧8             4          ≦2 
          MINO     ≧16            8          ≦4 
          DOXY    ≧16            8          ≦4 
      ―――――――――――――――――――――――――――― 
                                                       μg／ml 
 3．その他 
  現在，多くの臨床検査の現場では，自動細菌検査装置により同定と薬剤感受性試験が組 
  み合わせて試験する機能をもつ機器により感受性試験が行われている。2001年 11月現在 
  では，これらの自動細菌検査装置による B. anthracisの薬剤感受性試験を実施しないこと 
  が望ましい。 
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８．菌株の保存 
 
 B. anthracisを疑う菌株または決定された菌株は保存しなければならない。 
寒天培地の新鮮培養菌を 1mlのブイヨン（Heart infusion brothなど）に濃厚に懸濁し，これ
に滅菌グリセリンを等量混合し，密栓して，-60℃以下で凍結保存する。またはマイクロバ
ンクに入れ，凍結保存してもよい。これらの菌株は，万一，災害に遭ったとしても，外部に
漏れないように，缶に入れ密栓して保存する。缶内にはガラス容器が破損した場合は液が吸
収できるようなもの（綿または紙）で満たしておく。数日間の室温保存の場合は，ネジ栓付
き試験管の斜面培地に接種し，先のように缶に入れ，鍵つきのロッカーなどに保管する。 
 
 
 
９．消毒と滅菌 
 
  滅菌とはすべての微生物を完全に殺滅することである。熱または消毒薬などの化学薬品に
最も抵抗性の強いのは細菌の芽胞である。その芽胞を完全に不活化可能な方法としての滅菌
操作に高圧蒸気滅菌や，γ線照射，プラズマ滅菌，エチレンオキサイドガス滅菌などがある。
エチレンオキサイドガスによる滅菌は，近年，安全性や滅菌所要時間の点から使用頻度が少
なくなってきている傾向がある。 
 消毒とは，感染の危険がほとんどなくなるまで病原微生物を不活化する処置をいう。消毒
は，滅菌と比較して，芽胞の不活化は全く出来ないか例えできても不十分であることを念頭
におく。一般に消毒薬は，存在する微生物を完全に不活化するものでなく，タンパク質の存
在下で効果が低下することや，効果判定温度は室温で評価されておりそれより低温では効力
が薄れる。また消毒薬との接触時間により効果を評価し，効力を発揮するまでに時間がかか
ることがある。また有効濃度を長時間持続することが困難な消毒薬もあることなどが知られ
ている。 
 B. anthracisは，芽胞形成菌であるので，検査室内や医療施設内で利用される消毒薬は，
次亜塩素酸ナトリウムやグルタールアルデヒドが，滅菌には高圧蒸気滅菌（オートクレーブ）
が利用される。 
 
 1．消毒 
    検査室内において行われる消毒は，以下のものがある。 
  1）塗抹標本作成，培養後の実験台 
       キムタオルなどに 0.5%次亜塩素酸ナトリウムをしみ込ませ，ふき取り後感染性医 
     療廃棄物容器に捨てる。あるいは，検査済み培地などの滅菌処分用容器にいれ一括高 
     圧蒸気滅菌後処分する。次亜塩素酸ナトリウムは，金属を腐食するので残留塩素がな 
     くなるようにさらに水で丁寧にふき取る注意が必要である。 
  2）容器から漏れたり，こぼしたりした場合 
       静かに汚染箇所に洗浄ビンのノズル先端から 0.5%次亜塩素酸ナトリウムを周囲か 
     ら注ぎ，その上をキムタオルなどで覆っておく。5分以上 30分位そのまま置きふき 
     取る。蛋白質の濃度が高いと消毒効果が薄れること，低温では，消毒効果が劣化する 
     ことを考慮し，冷蔵庫内の汚染などには，処理時間を 1時間以上おく。 
  3）使用済みピンセットなど 
       安全キャビネット内のバーナーで標本を火炎固定する際に簡単にバーナーで炙る。 
     使用した器具類は滅菌するまで消毒液につけておくとされているが，再利用しない用 
     具（スポイト，白金耳類）はゴミ袋に入れておき作業終了時に纏めて高圧滅菌用容器 
     にいれ滅菌後処分する。 
  4）手指 
       作業終了後，着用していた手袋を外し，手袋は滅菌処分用容器に捨てる。手指は丁 
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     寧に流水で洗いとくに消毒は必要としない。誤って検体などが皮膚についた場合は 
     0.01%次亜塩素酸ナトリウム液（又は手洗い用ポピドンヨード）でふき取り，水洗後 
     石鹸で十分洗い落とす。 
  5）予防衣など 
       大量の菌体に汚染された時以外通常の洗濯で特別の消毒は必要ないものと思われる。 
     いずれの場合もスタンダードプリコーションであわてず慎重に対処する。 
 
 2．滅菌 
    高圧蒸気滅菌オートクレーブの保守管理に注意する。現在多くの施設で使用されている 
高圧蒸気滅菌機は自動化されている。滅菌中に機体内に残留した空気により滅菌不十分と 
なる場合がある。とくに大容量の高圧滅菌袋中に残留空気がみられ内部が滅菌できていな 
いことがある。使用時に脱気可能なように滅菌袋の上部を開放したり，耐熱性の袋の一部 
で脱気口を塞ぐことがないように注意して滅菌物を入れ滅菌する。使用している高圧蒸気 
滅菌を評価する方法は，バイオケミカルインジケーターとしてＢacillus stearothermophilus 
を利用する方法がある。Ｂ. stearothermophilusの芽胞浮遊液を濾紙に付着乾燥させた物が 
紙袋に入っている。そのバイオケミカルインジケーターを滅菌物の中にいれ，滅菌後取り 
出し，トリプトソイブイヨンに無菌的に投入し 55℃にドライバスを設定して１週間培養 
評価する。 

    微生物検査室の廃棄物の中で，検査済みの検体や検査に使用した培地などが高圧滅菌処 
理後に排出される。地方自治体や，病院の経営管理者によって異なるが，①滅菌廃棄物を 
産業廃棄物扱いにしている施設と，②滅菌後の培地成分を下水に流すことを禁止している 
施設（下水に流すことにより，高濃度の栄養分で下水の生物汚濁の危険がある），③高圧 
滅菌により培地容器が変形し，形状が不均一なため培地成分が残存し易くなり，それに環 
境中の微生物の付着と再増殖が起こり，悪臭が発生するため，感染性医療廃棄物扱いとし 
焼却処分としている施設もある。 

 
 
 
10．法的な届出 
 
  炭疽は４類感染症（全数把握）に指定されており，診断から 7日以内に都道府県知事（実
際には保健所）へ届けることが義務付けられている。 
  平成 13年 10月 11日付けの厚生労働省健康局結核感染症課より各都道府県・政令市・特
別区に出された事務連絡「国内における生物テロ事件発生を想定した対応について」で，「米
国での状況等も踏まえ，感染者（疑われる感染者を含む）を診察した場合は，直ちに最寄
りの保健所に届け出を行っていただくと同時に国立感染症研究所にご相談，情報提供をお願
いします。」となっている。また，11 月 16 日付けで「炭疽菌のおそれのある場合の対応に
ついて」を通知している（図 2）。 
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図 2  厚生労働省「炭疽菌のおそれのある場合の対応について（別紙 8）」より抜粋 

 

 ①、② 
 ③ 
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11．各施設内でのマニュアル作成 
 
 1）検体提出 

 検体は一般細菌検査依頼のラベルを貼り，炭疽 
  菌の検査が必要であることを記し，検体と一緒に提 
  出する。検体は所定の密栓容器（日常用いている微 
  生物検査用のもの）に入れて提出する。血液はカル 
  チャーボトルでよいが，直接塗抹染色のために抗凝 
  固剤（血算用検体で可）でも採取し検査室へ届る。 
 

 2）検体受付，細菌学的検査の実施 
    検体の直接塗抹鏡検，分離培養 
    発育コロニーの観察・鏡検 
    各種生化学試験，キットによる同定 
    PCR，薬剤感受性試験 
   検体のグラム染色による塗抹検査は即日報告する。 
   培養検査，薬剤感受性検査は 3～4 日を要する。 
                                
 3）炭疽菌検出時 
 炭疽菌が検出された場合は，微生物検査室主任から 
担当医，検査部技師長に連絡する。 
   また，菌株を保存し保健所の要請に備える。 
 
 4）連絡ルートと菌株分与 
 検査部技師長は管理課に連絡する。保健所より管理 
課に菌株分与依頼が来る。管理課から検査部技師長に， 
さらに微生物検査室主任に菌株分与の件を連絡する。 
微生物検査室主任は保健所に菌株を分与する。 
 
 
 
 
 
 
 
                                                    図 3 各施設でのマニュアル作成 
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