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人工痰を使用したパネルテストスライドによる抗酸菌塗抹検査外部精度評価を試行し，本邦
における抗酸菌塗抹検査の精度を評価するとともに，パネルテストの実践性そのものを評価し
た。参加施設は病院検査室（83施設）および検査センター（病院内ブランチラボを含む・4施
設）の計87施設で，使用された染色法はチール・ネールゼン （Z–N） 法が56施設，蛍光法
（オーラミンO染色，オーラミン・ローダミン染色，アクリジンオレンジ染色）が31施設で
あった。また2施設が蛍光法とZ–N法の両方の結果を報告していた。陽性度既知の塗抹スライ
ド5枚を各施設に送付し，435枚分の検査結果（100％）を受領した。標準予定結果との比較で
判定一致405枚（93.1％），低偽陰性26枚（6.0％），低偽陽性2枚（0.5％），高偽陽性・陰性各 
1枚（各0.2％）という結果であった。またZ–N法が蛍光法に対して陽性検出感度がやや低い
傾向が認められた。今回のパネルテストの結果から，全体として抗酸菌塗抹検査の質が高精度
に維持されており，さらに人工痰を用いた抗酸菌パネルテストスライドを使用することで，各
検査室の抗酸菌塗抹検査の精度を比較的容易に評価できることが示された。
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序　　　文
今日の抗酸菌検査において，遺伝学的手法や免疫学

的手法が導入されたことで，検査結果が得られるまで
の迅速性は飛躍的に向上した 1）, 2）。その中において
も，迅速・簡便・安価で実施可能な塗抹検査は，なお
も結核患者を発見するための重要な検査法の一つであ
る。また，塗抹検査も他の検査と同様に，質の高い検
査結果を臨床へ提供するためには，その精度が保証さ
れなければならない。外部精度管理 （External quality 
assessment, EQA） にはパネルテスト （Panel testing），
再検査試験 （Cross re-checking），そして検査室立ち入

り評価 （On-site evaluation） の三つの方法がある。パ
ネルテストは検査室の総合的な技量に関する基本的な
データを収集するのに役立つ 3）。
わが国において，薬剤感受性検査のパネルテストは
実施されているものの 4），塗抹検査におけるパネルテ
ストは実施されていない。これは塗抹検査において再
現性の高い，安全で簡便な標本を作製する手法がない
ためと考えられる 5）。しかし近年，結核研究所にて開
発した，人工痰および人工痰にホルマリン固定済み結
核菌を混ぜて作製した試料にて，標本を作製すること
で －，±，1＋，2＋，3＋ の五つの陽性度を正しく再
現することが可能となった 6）～8）。
今回われわれは，この人工痰を用いた抗酸菌パネル
テストスライドによる抗酸菌塗抹検査外部精度評価を
試行し，パネルテストにより抗酸菌塗抹検査の精度を
評価するとともに，パネルテストの実践性そのものを
評価した。
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対象と方法
1.　施設の参加要件
今回の抗酸菌塗抹検査外部精度評価を実施するにあ

たっては，実施要項に同意し，定められた期間内に結
果を返送可能であること，また参加を希望する施設
は，①施設名，②担当者名，③通信用メールアドレス
をコーディネーターに連絡可能であることを条件とし
た。

2.　検査に使用する検体
結核研究所で開発した人工痰，あるいは人工痰にホ

ルマリン固定した結核菌を混じた試料を作製し，これ
をスライドガラス（MASコートスライド：Matsuna-
mi）に塗布し，乾燥・火炎固定した5枚のパネルテス
トスライドを参加施設に郵送にて送付した。各パネル
テストスライドの菌量は0 cfu/ml（陰性相当），約1×
104 cfu/ml（±相当），約1×105 cfu/ml（1＋相当），約
1×106 cfu/ml（2＋相当），約1×107 cfu/ml（3＋相当）
に調整した。

3.　検査方法
上記のスライドをそれぞれの施設で通常使用してい

る抗酸菌染色法にて染色し，鏡検した。鏡検の方法は
各施設の標準法に従った。結果は結核菌検査指針にし
たがって，簡易法（－，±，1＋，2＋，3＋）にて記
録し 9），ガフキー号数は解析が複雑化することから不
可とした。

4.　結果の報告
パネルテストを実施する場合，繰り返し検査による

バイアスを回避するため，結果回収までの時間を制限
するのが一般的であることから，検査結果の返送は検
体受領後1週間以内とした。上記の方法で記録した結
果をフォーマットに従ってスプレッドシートに入力し，
電子メールにてコーディネーターに送付した。結果の
返送を受けて，標準予定結果を各施設に報告した。

5.　結果の評価
それぞれのスライドの判定結果について，標準予定

結果と比較評価した。External Quality Assessment for 
AFB Smear Microscopyの基準 5）に従って，結果が一致
している場合と，陽性度が1段階異なる場合を「一
致：Correct」と判定した。陽性の判定であって，陽
性度に2段階以上の差がある場合「定量エラー：QE 
（quanti�cation error）」とした。さらに陰性検体を
「±」と判定した場合は「低偽陽性：LFP （low false 

positive）」，「±」を陰性と判定した場合は「低偽陰
性：LFN （low false negative）」とする。陰性検体を
「1＋」以上と判定した場合は「高偽陽性：HFP （high 

false positive）」，「1＋」以上の陽性度の検体を陰性と

判定した場合は「高偽陰性：HFN （high false nega-
tive）」とし，標準予定結果に対する各施設判定の評
価を表1参照に示した。集計の利便のため，HFN，
HFPおよびLFPに0点，LFNとQEに5点，Correctに
10点を付与し，合計の点数を評価した。また間違い
の起こりやすさの傾向など評価した。

6.　結果の解析
すべての参加施設のデータについて，陽性度別一致
率などを総合評価した。統計解析には JMP 6.0.3 （SAS 
Institute, CA, USA）を使用してカイ2乗検定を実施
し，p＜0.05を有意差ありと判定した。

結　　　果
今回研究に参加したのは病院検査室（83施設）お
よび検査センター（病院内ブランチラボを含む・4施
設）の計87施設であった。平成24年2月23日に結核
研究所より郵送にて検体を発送し，同年3月8日まで
に1施設を除きすべての施設より結果の報告を受け
た。また残り1施設についても同年3月13日には結果
の報告を受けた。
総計としてスライド435枚分の検査結果（100％）

を受領した。塗抹検査に使用された染色法はチール・
ネールゼン （Z–N） 法が56施設，蛍光法（オーラミン

表1.　パネルテスト結果と標準予定結果との比較
（全体）

施設判定
標準予定結果

－ ± 1＋ 2＋ 3＋

－ 84 26 1 0 0
± 2 58 4 0 0

1＋ 1 3 63 2 0
2＋ 0 0 19 74 1
3＋ 0 0 0 11 86

参照：パネルテストスライドの標準的判定システム
（世界保健機関）

施設判定
標準予定結果

－ ± 1＋ 2＋ 3＋

－ Correct LFN HFN HFN HFN
± LFP Correct Correct QE QE

1＋ HFP Correct Correct Correct QE
2＋ HFP QE Correct Correct Correct
3＋ HFP QE QE Correct Correct

LFN＝low false negative, HFN＝high false negative, LFP
＝low false positive, HFP＝high false positive, QE＝
quanti�cation error
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O染色，オーラミン・ローダミン染色，アクリジンオ
レンジ染色のいずれか）が31施設であった。また2施
設が蛍光法とZ–N法の両方の結果を報告していた。
一部の施設からスライドに記載した番号が読みづらい
との指摘があったが，最終的にはすべての番号が予定
（配布）番号と一致し，評価が可能であった。また送
付に関連して検体の破損や紛失は報告されていない
が，一部の地域で遅配があった可能性があった。
表1にすべての施設・検体に対する標準予定結果と
の比較を示した。全体では判定一致405枚（93.1％），
低偽陰性26枚（6.0％），低偽陽性2枚（0.5％），高偽
陽性・陰性各1枚（各0.2％） という結果であった。 
評価点数を見ると50点（満点）が59施設（67.8％），
45点が25施設（28.7％），40/35/30点がそれぞれ1施
設（各1.1％）であった。平均点は48.0±3.4 （30～50）
であった。また±を陰性（－）と判定した施設が26
施設（当該陽性度の29.9％）認められた。
検査方法をZ–N法と蛍光法に分けた結果を表2およ

び表3に示した。Z–N法による結果は56施設 （280枚）
分であり，蛍光法は31施設 （155枚） 分であった。

Z–N 法による結果を見ると，判定一致 253枚
（90.4％），低偽陰性23枚 （8.2％），低偽陽性2枚 （0.7％），
高偽陽性・陰性各1枚 （各0.4％） という結果であっ
た。評価点数を見ると50点が31施設 （55.4％），45点
が22施設 （39.3％），40/35/30点がそれぞれ1施設（各

1.8％） であった。平均点は47.2±3.9 （30～50） であっ
た。また±を陰性 （－） と判定した施設が23施設 （当
該陽性度の41.1％）認められた。
これに対して，蛍光染色による鏡検を実施した施設

は31施設あり，判定一致152枚（98.1％）と低偽陰性
3枚（1.9％） という結果であった。評価点数を見ると
50点 が28施 設（90.3％），45点 が3施 設（9.7％） で
あった。平均点は49.5±1.5 （45～50）であった。また
±を陰性（－）と判定した施設は3施設（当該陽性度
の9.7％）認められた。Z–N法と蛍光法で低偽陰性
（±を陰性と判定する誤り）率を比較したところp＝

0.007（カイ2乗検定・Yates補正値）であり，統計的
に有意差を認めた。陽性・陰性の判定だけで比較した
と こ ろ，Z–N法 の 感 度（陽 性 検 出 率） は65.6％ 
（147/224） であり，蛍光法の感度は72.6％ （90/124）
であった。

考　　　察
今回本邦で初めてとなる，人工痰を使用した抗酸菌
パネルテストスライドによる抗酸菌塗抹検査外部精度
評価を試行した。抗酸菌検査の中で塗抹検査は，最も
多くの検査室で実施されている検査法である 10）。ま
た標本作成から結果判定まで，その工程の多くが用手
法によるものである。こうしたことからも検査の質の
保証が強く求められる。しかし適切な標本を作製する
ことが困難であることから，わが国では抗酸菌塗抹検
査のパネルテストは実施されてこなかった。今までに
報告されたパネルテストスライド作製法は，抗酸菌陽
性および陰性の患者喀痰を集めるため，陰性喀痰が確
実に陰性であることの難しさ，また大量の陽性喀痰を
扱う危険性，さらに標本中に含まれる菌量の標準化が
困難であるなどの問題点があった 5）, 6）。
今回われわれは結核研究所で開発した，ポリアクリ
ルアミドを基材とし培養THP-1細胞を用いた人工痰
と，ホルマリン固定した培養結核菌を用いてパネルテ
ストスライドを作製した。これは人工痰に混ぜ合わせ
るホルマリン固定済み結核菌の量を調整することで，
正確に3＋～陰性までの各グレードのパネルテストス
ライドを作製することが可能である 7）, 8）。また用いる
結核菌はホルマリン固定されているため，標本作製の
際のバイオハザードへの配慮も不要で，一般的な実験
台の上で作業が可能である。このためパネルテストス
ライドを100施設（500枚）分準備（塗抹）したが，
ボランティア7名でおよそ2時間の作業により作製が
可能であった（人工痰と定量したホルマリン固定済み
結核菌は事前に準備した）。また参加ボランティア施

表2.　パネルテスト結果と標準予定結果との比較
（チール・ネールゼン法のみ）

施設判定
標準予定結果

－ ± 1＋ 2＋ 3＋

－ 53 23 1 0 0
± 2 32 4 0 0

1＋ 1 1 46 2 0
2＋ 0 0 5 51 1
3＋ 0 0 0 3 55

表3.　パネルテスト結果と標準予定結果との比較
（蛍光法のみ）

施設判定
標準予定結果

－ ± 1＋ 2＋ 3＋

－ 31 3 0 0 0
± 0 26 0 0 0

1＋ 0 2 17 0 0
2＋ 0 0 14 23 0
3＋ 0 0 0 8 31
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設からの申し込みおよび結果の報告にはすべて電子
メールを使用したため，一部の施設で文字化け・セ
キュリティ上の問題による添付ファイルの開封などに
問題があったが，大きな問題は生じなかった。さらに
検体の送付も郵送によったためコスト上の問題も低く
抑えることが可能であった。
総合的な結果として，Z–N法（1,000倍鏡検）が蛍
光法（200倍鏡検）に対して陽性検出感度がやや低い
傾向が認められ，特に±の検体について明確であり， 
Z–N法と蛍光法の間には統計的に有意な差が認めら
れた。これは鏡検倍率の違いによる観察面積の差に由
来するものと考えられた。1,000倍での実視野面積は
視野数26.5の場合の1視野で0.0552 mm2であり，同
様に200倍ではその25倍の1.3789 mm2となる。今回
の検体は2×3 cmサイズで作製しているので，全体の
面積は471.2389 mm2となり，1,000倍および200倍で
それぞれ300および30視野観察を行うと，観察範囲
は1,000倍・300視野観察で全体の3.5％，200倍・30
視野観察で全体の8.8％となる。つまり蛍光法で鏡検
した場合，Z–N法のおよそ2倍の面積を検査している
ことになり，検出感度は上昇する。なお1×2 cmサイ
ズで塗抹を作製した場合，1,000倍・300視野でも全体
の10.5％を観察することが可能と考えられる。しかし
塗抹サイズを小さくした場合，塗抹作製の際の乾燥に
要する時間が長くなり作業効率が低下すると思われ
る。
また今回蛍光法で1＋を2＋と判定した施設が14施
設あったが，これは作製したパネルテストスライドの
濃度（1＋: 約100,000 cfu/ml）が日本の基準 8）では2＋
にオーバーラップするためであると考えられ，実際に
は定量の間違い（QE）ではないと思われた。
今回大きな間違いはほとんど認めなかったものの，

Z–N法で検査された検体で偽陽性3件と偽陰性1件が
認められた。検体を結核研究所に再送付してもらい原
因を調べたが，明確な理由は不明であった。一般的な
可能性としての偽陽性の原因としては染色液の汚染や
夾雑物の誤判定が考えられ，また偽陰性の原因として
は染色液の濃度や質，さらに染色温度や時間の影響が
考えられたが，今回のパネルテストではそこまでの情
報を収集していないため，詳細は不明であった 11）, 12）。
さらに顕微鏡の質も結果に影響する可能性があること
から 13），各施設の試薬や顕微鏡の種類および管理方
法，また検査手順についての情報を得る必要があると
考えられた。
今回本邦では初めての抗酸菌塗抹検査外部精度評価

を試行した。パネルテストはその属性から，日常の検

体ではなく試験であることが明確であり，最大能力評
価であると考えられている。今回のパネルテストでは
各施設の情報を収集していないため，どのような状況
で検査が実施されたか不明であるが，比較的短期のう
ちに回答を求めたことから，ある程度日常の検査を反
映しているのではないかと思われる。今回の成績のみ
の限定的な情報ではあるが，全体の96.5％の施設で評
価点数45点以上を示したことから，抗酸菌塗抹検査
の質が高精度に維持されていると推察された。さらに
人工痰を用いた抗酸菌パネルテストスライドを使用す
ることで，各検査室の抗酸菌塗抹検査の精度を比較的
容易に評価できることが示された。また，一般に高精
度と信じられていた抗酸菌塗抹検査においても偽陽
性・偽陰性が認められており，継続的・拡大的実施が
必要と思われた。
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External Quality Assessment for Direct Acid-Fast Bacilli Smear Microscopy
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A panel testing was conducted to assess the laboratory performance of smear microscopy examination for the detec-
tion of acid-fast bacilli （AFB）, and its feasibility. A total of 87 volunteer facilities, including 83 hospitals and 4 private 
laboratories, attended the external quality assessment （EQA） trial. �e conventional Ziehl–Neelsen （Z–N） and �uores-
cent （i.e. auramine-O, auramine-rhodamine, or acridine orange） staining methods were used in 56 and 31 facilities, re-
spectively. Two facilities reported the results of Z–N and �uorescent staining methods. Five unstained slides with known 
AFB smear positivity which were prepared using arti�cial sputum specimen were sent to each volunteer facility by mail, 
and the total of 435 reading results （100％） was reported. Comparing to the standard results, 405 （93.1％） results were 
correct, while 26 （6.0％）, 2 （0.5％）, 1 （0.2％） and 1 （0.2％） were low false negative, low false positive, high false posi-
tive and high false negative, respectively. Z–N was relatively less sensitive than �uorescent staining method in general.  
�e EQA for AFB smear microscopy was implemented. It was relatively easy to conduct using standardized panel testing 
slides, and showed generally high quality of performance in the participating facilities. �e activity could be further ex-
panded to monitor the general quality of smear microscopy in Japan.


