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Mycoplasma pneumoniae の抗原検出迅速診断キットに最適な検体採取部位を，Real-time
PCR法による遺伝子量を測定することにより検討した。同一患者の咽頭後壁および，口蓋扁
桃周辺部位をそれぞれ綿棒にて擦過，採取した検体内のM. pneumoniae 遺伝子量をReal-time
PCR法にて測定した結果，PCR法陽性咽頭後壁採取検体のM. pneumoniae 遺伝子量（2.8×104

～2.6×108 copies�mL）は，口蓋扁桃採取検体（4.5×103～1.5×107 copies�mL）より高値の傾向
を示した。次に，咽頭後壁を採取部位としたグループと，口蓋扁桃を採取部位としたグループ
それぞれのM. pneumoniae 遺伝子量を測定した結果，咽頭後壁採取グループ（1.0×105～2.7×108

copies�mL）は，口蓋扁桃採取グループ（6.8×103～1.5×107 copies�mL）より有意（p＜0.01）に
高値であった。M. pneumoniae 遺伝子量が高値を示した場合，その菌数も多く存在すると推
測されたため，PCR法とM. pneumoniae 抗原検出迅速診断キットとの相関を確認した結果，
咽頭後壁採取グループの陽性一致率（79.5％）は，口蓋扁桃採取グループの陽性一致率（22.9
％）よりも高い値を示した。以上の結果から，M. pneumoniae は，咽頭後壁から採取した場
合，菌量が高くなり抗原検出迅速診断キットにて陽性となる可能性が示された。
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は じ め に
Mycoplasma pneumoniae 感染症は，市中非定型肺

炎に分類され，非定型肺炎の約 30～40％，流行年に
は約 60％がM. pneumoniae を起因菌とし，クラミジ
ア肺炎と共に高い割合を占めている１）。感染経路とし
ては，飛沫感染による経気道感染や，接触感染によっ
て伝播すると言われている。感染には濃厚接触が必要
と考えられており，保育施設，幼稚園，学校などの閉
鎖施設内や家庭などでの感染伝播はみられるが，短時
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間の曝露による感染拡大の可能性はそれほど高くはな
い。潜伏期間は 2～3週間とインフルエンザウイルス
やRSウイルス感染症等の他の小児を中心に大きく流
行する呼吸器疾患と比べて長く，初発症状は発熱，全
身倦怠，頭痛などである。本症の特徴的な症状である
咳は，初発症状発現後 3～5日より始まることが多く，
乾性の咳が経過に従って徐々に増強し，解熱後も長期
にわたって（3～4週間）持続する。鼻炎症状は本疾
患では典型的ではないが，幼児では頻繁にみられる。
嗄声，耳痛，咽頭痛，消化器症状，胸痛，さらに皮疹
が見られる場合もある。喘息様気管支炎を呈すること
は比較的多く，急性期には 40％で喘鳴が認められる。
以前はマイコプラズマによる肺炎は，比較的元気で一
般状態も悪くないことが特徴であるといわれていた
が，重症肺炎となることもあり，胸水貯留は珍しいも
のではない。他に合併症としては，中耳炎，無菌性髄
膜炎，脳炎，肝炎，膵炎，溶血性貧血，心筋炎，関節炎，
ギラン・バレー症候群など多彩なものが含まれる２）。
M. pneumoniae 感染症の検査として，患者咽頭ぬ

ぐい液からの培養検査，患者血清を用いた抗体検査が
一般的である。培養検査はM. pneumoniae 自体が特
殊な培地でしか発育しないこと，手技が煩雑で経験を
要することや，最終的な同定は，コロニーへの赤血球
付着試験，PCR法，抗M. pneumoniae 血清を用いた
代謝阻害試験等を実施する必要性があることから，限
られた施設でしか検査できないのが現状であり，また
培養には数週間が必要となる。抗M. pneumoniae 抗
体測定法には，受身凝集反応（PA）法，補体結合反
応（CF）法，酵素抗体（ELISA）法，間接蛍光抗体
（IFA）法，ウェスタンブロット法などがある。血清
診断法では，ペア血清による抗体価の有意上昇により
判定することが望ましいが，臨床経過の中で回復期の
血清が採取できないことも多い３）。PCR法を用い，M.
pneumoniae の検出を行う研究がすでに報告されてい
るが，それらの方法の多くは，検体処理から結果を得
るまでの所要時間がやや長いこと，ルーチン検査へ応
用するには手技が煩雑であるなどの問題点も散見され
る４）。このような現状から，M. pneumoniae を簡便・
迅速に検出する検査法が求められていた。
イムノクロマト迅速診断キットは感染症の簡便・迅
速検出試薬として注目され，インフルエンザウイル
ス，RSウイルス，アデノウイルス，ヒトメタニュー
モウイルス等の診断に広く用いられている５）～９）。近年，
M. pneumoniae イムノクロマト迅速診断キットも開
発に至り，現在 3社（プロラストMyco（（株）LSI
メディエンス 東京），プライムチェックⓇマイコプラ

ズマ抗原（アルフレッサファーマ（株）大阪），リボ
テストⓇマイコプラズマ（旭化成ファーマ（株）東京））
より発売されている。
佐々木は，患者の咽頭粘膜細胞にM. pneumoniae
が付着しているので，咽頭からM. pneumoniae を分
離する場合には，滅菌綿棒で咽頭の後壁を力強くこす
りとることに注意を喚起しており１），国立感染症研究
所発行の病原体検出マニュアルにおいても咽頭の後壁
を強くこすりとることを留意点としている１０）。
そこで今回我々は，同一患者の咽頭後壁，口蓋扁桃
より検体を採取し，Real-time PCR法により，両検体
中のM. pneumoniae 遺伝子量を比較することおよ
び，咽頭後壁から採取したグループと，口蓋扁桃から
採取したグループそれぞれのReal-time PCR法による
M. pneumoniae 遺伝子量とM. pneumoniae イムノク
ロマト迅速診断キットであるプロラストMyco の結
果を比較することによって，M. pneumoniae イムノ
クロマト迅速診断キットのより最適な採取部位を検討
した。

材料と方法
2010 年 11 月から，2013 年 3 月までの東京都，千葉
県，新潟県，福島県の総合病院および，富山市のクリ
ニックにて発熱，乾燥咳嗽が認められ，肺炎マイコプ
ラズマ感染症が疑われた患者を含む小児呼吸器感染症
患者で，本研究に参加の同意が得られた 461 名を対象
とした。肺炎マイコプラズマ感染症の診断は，病原体
検出マニュアル記載のM. pneumoniae p1 遺伝子
Nested PCR法にてM. pneumoniae の DNAが検出さ
れた場合，確定診断とした。
①MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert kit による
M. pneumoniae 遺伝子定量
M. pneumoniae 遺伝子定量に用いるReal-time PCR

法は，MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert kit（Nanogen,
Italy）を使用した。スタンダードDNAとして，M.
pneumoniae FH株（ATCC No. 15531）より，スマイ
テストEX-R&Dキット（（株）医学生物学研究所，長
野）を用いて抽出したゲノムDNAを用いた。スタン
ダードDNAのコピー数は，M. pneumoniae FH株の
ゲノム全長 811,088 bp（GenBank Acc. No. NC_017504）
より 1 fg＝1.1 コピーと換算した。Real-time PCR法の
測定機器はABI PRISMⓇ 7900HT Sequence Detection
System（Applied Biosystems, Foster City, Calif.）を
用い，反応条件はキットの操作説明書に従った。
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図 1.　MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert kit を用いたM. pneumoniae FH株ゲノムDNAのReal-time PCR増幅曲線と標準
曲線
a）増幅曲線
b）標準曲線

a b

②同一患者の咽頭後壁採取検体と口蓋扁桃採取検体
のM. pneumoniae 遺伝子量の比較
284 名（0～15 歳平均 5.1 歳）の同一患者から咽頭
後壁および，口蓋扁桃をそれぞれ綿棒で擦過し，（株）
LSI メディエンス成田研究所にてM. pneumoniae p1
遺伝子Nested PCR法による遺伝子検出および，Real-
time PCR法による遺伝子定量を実施した。
③咽頭後壁採取グループおよび，口蓋扁桃採取
グループにおけるイムノクロマト迅速診断キット
（プロラストMyco）と PCR法との相関と，
M. pneumoniae 遺伝子量

患者咽頭後壁より検体を採取したグループ（93 名 0
～17 歳平均 7.8 歳）または，口蓋扁桃より採取したグ
ループ（84 名 0～14 歳平均 6.1 歳）の各施設にて，プ
ロラストMyco による迅速検査を実施した。抽出液
残検体を－20℃以下にて凍結保存し，（株）LSI メディ
エンス成田研究所にてNested PCR法および，Real-
time PCR法を実施した。

結 果
①MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert kit による
M. pneumoniae 遺伝子定量

MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert kit を用いて，107

～10 copies�test の 10 倍階段希釈M. pneumoniae FH
株ゲノムDNAの Real-time PCR法を実施した結果，
遺伝子の濃度に準じて増幅曲線が描かれた（図 1a）。
また，MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert kit の検出感
度である 10 copies�test に希釈したM. pneumoniae

FH株のゲノムDNAは，Ct 値が 34.966 を示し，107

～10 copies�test の 10 倍階段希釈DNAを元に作成し
た標準曲線は，傾き－3.365，相関係数 0.997 の直線と
なった（図 1b）。
②同一患者の咽頭後壁採取検体と口蓋扁桃採取検体
のM. pneumoniae 遺伝子量の比較
呼吸器感染症罹患患者 284 名の咽頭後壁採取検体か
らは，25 例がNested PCR法および，Real-time PCR
法にてM. pneumoniae の遺伝子増幅が確認された（陽
性率 8.8％）。また，本 25 例の口蓋扁桃採取検体にお
いても 25 例全例が PCR法陽性となり，咽頭後壁と，
口蓋扁桃で PCR法によるM. pneumoniae の遺伝子検
出結果は全て一致した。M. pneumoniae 遺伝子量は，
咽頭後壁採取検体で 2.8×104～2.6×108 copies�mL（中
央値 3.0×106 copies�mL），口蓋扁桃採取検体で 4.5×103

～1.5×107 copies�mL（中央値 1.7×106 copies�mL）で，
25 例中 14 例（56.0％）において，咽頭後壁が口蓋扁
桃より高い遺伝子量を示した。また，咽頭後壁が，口
蓋扁桃部位より 10 倍以上高値を示した例は，7例
（28.0％最大 70.3 倍）認められた一方で，口蓋扁桃部
位が 10 倍以上高値を示した例は認められなかった。
Student の t 検定において検体群間には有意差は認め
られなかった（p＝0.13）ものの咽頭後壁が口蓋扁桃
より高値の傾向を示していた（図 2）。
③咽頭後壁採取グループおよび，口蓋扁桃採取
グループにおけるM. pneumoniae 遺伝子量と，
プロラストMyco と PCR法との相関

Nested PCR法および，Real-time PCR法を実施し
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図 2.　同一患者の咽頭後壁と口蓋扁桃採取検体のM. pneumoniae 遺伝子量

た結果，咽頭後壁採取グループ 93 例中 44 例（陽性率
47.3％），口蓋扁桃採取グループ 84 例中 35 例（陽性
率 41.7％）でM. pneumoniae 遺伝子の増幅が認めら
れ，Nested PCR法および，Real-time PCR法の遺伝
子検出結果はすべて一致した。それぞれのM. pneumo-
niae 遺伝子量は，咽頭後壁採取グループ 44 例が 1.0×
105～2.7×108 copies�mL（中央値 9.1×106 copies�mL），
口蓋扁桃採取グループ 35 例が 6.8×103～1.5×107 copies
�mL（中央値 9.5×105 copies�mL）で，有意差（p＜0.01）
が認められた（図 3）。
咽頭後壁採取グループ 93 例のプロラストMyco 陽
性は 36 例（陽性率 38.7％）で，PCR法との陽性一致
率は 79.5％，陰性一致率は 98.0％，全体一致率は 89.2
％であった。一方，口蓋扁桃採取グループ 84 例のプ
ロラストMyco 陽性は 8例（陽性率 9.5％）で，PCR
法との陽性一致率は 22.9％，陰性一致率は 100.0％，
全体一致率は 67.9％であった。この結果，それぞれ
のグループのプロラストMyco と PCR法の陽性一致
率は，咽頭後壁採取グループが高値を示した（表 1）。

考 察
M. pneumoniae を培養や遺伝子増幅法にて検出す

る場合の臨床材料として，気管支肺胞洗浄液，鼻咽頭
吸引液，鼻腔ぬぐい液，咽頭ぬぐい液，上咽頭吸引液，

痰，気管吸引液，経胸腔針吸引液等が用いられる１）１１）。
咽頭ぬぐい液を用いた PCR法の陽性率は，3.9～52.4％
と差が大きく１１），Real-time PCR法を用いた鼻咽頭ぬ
ぐい液からのM. pneumoniae の検出においては，上
気道感染より，下気道感染の場合にM. pneumoniae
菌量が多いと報告がある１２）。マイコプラズマは，基本
的に咽頭・扁桃などの上気道で盛んに増殖しているわ
けではなく，これらの部位で検出されるマイコプラズ
マは，たまたま痰や咳によって下気道や，肺から運ば
れてきたものであり，そもそも上気道に存在する菌の
量は多くはないとの報告がある１３）。
M. pneumoniae を分離する場合には，滅菌綿棒で

患者咽頭の後壁を力強くこすりとることに注意を喚起
しているため１），PCR法の陽性率の差は，同じ咽頭ぬ
ぐい液といっても採取する場所が異なることに起因す
るのではないかと考えられた。そこで我々は，同一患
者の咽頭後壁，口蓋扁桃より検体を採取し，Real-time
PCR法により両検体中のM. pneumoniae 遺伝子量を
比較することによって，採取部位差を確認した。
病原体検出マニュアル１０）に記載の肺炎マイコプラズ
マ感染症の確定診断は，臨床的に肺炎症状を呈し，胸
部X線像に特有の陰影がみられる症例で，1．培養法
により，M. pneumoniae が分離同定されたとき，2．
抗体検査法により，抗体価の上昇が認められた場合の
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図 3.　咽頭後壁採取グループおよび，口蓋扁桃採取グループのM. pneumoniae 遺伝子量

表 1.　咽頭後壁採取グループと口蓋扁桃採取グループの
プロラストMyco と PCR法との相関

咽頭後壁採取グループ
PCR法

総数
陽性 陰性

プロラストMyco 陽性 35  1 36
陰性  9 48 57

総数 44 49 93
陽性一致率 79.5%
陰性一致率 98.0%
全体一致率 89.2%

口蓋扁桃採取グループ
PCR法

総数
陽性 陰性

プロラストMyco 陽性  8  0  8
陰性 27 49 76

総数 35 49 84
陽性一致率  22.9%
陰性一致率 100.0%
全体一致率  67.9%

他に，3．遺伝子検出法でM. pneumoniae の DNAが
検出された場合とある。また，「M. pneumoniae に感

染していても症状が軽く，肺炎には至らない上気道炎
症例もあるので，胸部X線像の陰影が無くても，M.
pneumoniae の存在，あるいは明らかな抗体上昇を認
めた場合は，M. pneumoniae 感染によるものと診断
できる。」との記載もあることから，今回病原体検出
マニュアル記載のM. pneumoniae p1 遺伝子Nested
PCR法によるM. pneumoniae 遺伝子検出を確定診断
とした。
M. pneumoniae の Real-time PCR法キットは既に

数製品が発売されており，今回我々は，感度に優れた１４）

MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert kit を選択した。
MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert kit は，M. pneumo-
niae p1 遺伝子を測定するReal-time PCR法のキット
であるが，キットにスタンダードが付属していないた
め，キットのみでM. pneumoniae 遺伝子量を定量す
ることはできない。そこで我々は，M. pneumoniae
ゲノムDNA量と塩基配列数から遺伝子コピー数を算
出し，ゲノムDNAをスタンダードに用いることとし
た。
MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert kit の仕様は，検
出感度 10 copies�test，測定対象のCt 値が 35 以下の
場合陽性と判定するとなっている。我々が算出したコ
ピー数から希釈調製したM. pneumoniae FH株ゲノ
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ムDNA 10 copies�test をMYCOPLASMA pn. Q-PCR
Alert kit にて測定すると，Ct 値が 34.966 となり，キッ
トの使用説明書の示す検出感度とCt 値が一致した。
また，107～10 copies�test に 10 倍階段希釈したM.
pneumoniae FH株ゲノムDNAの標準曲線は，傾き
－3.365，相関係数 0.997 の直線となったため，このゲ
ノムDNAをスタンダードに用いることが可能である
と判断された。
呼吸器感染症患者 284 名の咽頭後壁および，口蓋扁
桃から採取した検体それぞれのNested PCR法およ
び，Real-time PCR法を実施した結果，25 名よりM.
pneumoniae 遺伝子が検出された。これら 25 名の咽
頭後壁および，口蓋扁桃検体のNested PCR法およ
び，Real-time PCR法の結果は全例一致し，咽頭後壁
のみまたは，口蓋扁桃のみからM. pneumoniae 遺伝
子が検出された例は認められなかった。
それぞれの定量値は，咽頭後壁採取検体で 2.8×104

～2.6×108 copies�mL（中央値 3.0×106 copies�mL），口
蓋扁桃採取検体で 4.5×103～1.5×107 copies�mL（中央
値 1.7×106 copies�mL）であり，検体群間において遺
伝子量に有意差は認められなかったものの（p＝
0.13），咽頭後壁採取検体に遺伝子量が多い傾向を示
していた。さらに，個々を比較すると，咽頭後壁採取
検体が，口蓋扁桃採取検体より 10 倍以上高値を示し
た例は，7例（28.0％最大 70.3 倍）認められた一方で，
口蓋扁桃採取検体が 10 倍以上高値を示した例は認め
られなかったことからも，咽頭後壁により多くのM.
pneumoniae が存在している可能性が示された。本
Real-time PCRの感度は，10 copies�test と高感度で
あるため，今回は，咽頭後壁採取検体および，口蓋扁
桃採取検体のいずれも陽性となったが，定量値から換
算すると，例えば，感度が 200 copies�test 程度の PCR
法であれば両者の陽性率に差が生じ，PCR法におい
て咽頭後壁からの採取の陽性率が高くなる可能性が示
唆された。これらの結果から，各 PCR法の感度差と
採取場所の差が，Loen らの報告した PCR法の陽性率
の差を示しているのではないかと考えられた。
次に，咽頭後壁採取グループおよび，口蓋扁桃採取
グループのそれぞれの施設にて，プロラストMyco
による迅速検査を行い，残検体を凍結保存した後 PCR
法を実施した。その結果，PCR法の陽性率は，咽頭
後壁採取グループ 93 例で 47.3％，口蓋扁桃採取グルー
プ 84 例で 41.7％と大差は認められなかった。一方
で，プロラストMyco と PCR法の陽性一致率は，咽
頭後壁採取グループで 79.5％，口蓋扁桃採取グループ
で 22.9％と明らかに咽頭後壁採取グループの陽性一

致率が高値を示した。
この異なる採取部位の陽性一致率の差は，PCR法
がプロラストMyco に比較し，100～1000 倍高感度で
あることに加え，咽頭後壁から採取したグループの
M. pneumoniae 遺伝子量が 1.0×105～2.7×108 copies�
mL（中央値 9.1×106 copies�mL），口蓋扁桃部位を採
取したグループが 6.8×103～1.5×107 copies�mL（中央
値 9.5×105 copies�mL）で，有意に咽頭後壁に多くの
M. pneumoniae が存在していた（p＜0.01）ことに起
因したと考えられる。
増幅工程のある PCR法はイムノクロマト法に比較
して検出感度が高いことは言うまでもないが，イムノ
クロマト法はその簡易性，迅速性において PCR法よ
り優れており，陽性となった場合は早期治療に貢献す
ることができる。イムノクロマト法を実施するにあた
り，M. pneumoniae がより多く存在する部位から採
取することで，陽性率が上がり，PCR法との一致率
に飛躍的な上昇が認められた。
PCR法の結果の通り，口蓋扁桃部位にもM. pneu-
moniae は存在するため，菌量が十分であればM.
pneumoniae イムノクロマト迅速診断キットでも検出
は可能である。また，小児の咽頭は狭いため咽頭後壁
の擦過には技量を要するかもしれない。しかしなが
ら，イムノクロマト迅速診断キットを用いたM. pneu-
moniae 感染診断において，より正しい検査結果を得
るには，検体採取の際，咽頭後壁を力強くこすりとる
ことを推奨したい。

利益相反：「申告すべき利益相反なし」
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A study using a Real-time PCR to determine optimal specimen collection sites for detecting
Mycoplasma pneumoniae antigen by a rapid immunochromatographic assay kit
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To consider the optimal specimen collection site in the pharyngeal region when using a rapid immunochroma-
tographic assay kit (Prorast Myco ) to detect Mycoplasma pneumoniae antigen, we quantified the number of M.
pneumoniae genes obtained or prepared from the posterior pharyngeal wall and palatine tonsil collection sites of
patients by real-time PCR. Comparison of the number of M. pneumoniae genes of the same patient group (N＝25)
positive for M. pneumoniae by nested PCR showed a trend toward a higher number of genes obtained from poste-
rior pharyngeal wall specimens than from palatine tonsil specimens. Next, comparison of the number of genes ob-
tained from the posterior pharyngeal wall collection group (N＝44) with those from the palatine tonsil collection
group (N＝35) showed significantly higher concentrations of M. pneumonia genes in the posterior pharyngeal wall
collection group (1.0×105―2.7×108 copies�mL) compared with the palatine tonsil collection group (6.8×103―1.5×107

copies�mL) (p＜0.01). In addition, the positive concordance rates between Prorast Myco and PCR of the posterior
pharyngeal wall collection group and the palatine tonsil collection group were 79.5% and 22.9%, respectively. The
positive concordance rate of the posterior pharyngeal wall collection group was significantly higher than that of
the palatine tonsil collection group. For the detection of M. pneumoniae antigen using Prorast Myco , the optimal
specimen collection site appears to be the posterior pharyngeal wall.


