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GENECUBEで偽陽性反応を示した非結核性抗酸菌の 2症例
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今回我々は，抗酸菌 PCR検査機器であるGENECUBEで Mycobacterium avium complex
（MAC）偽陽性反応を示した非結核性抗酸菌の 2症例について本邦で初めて報告する。症例 1
は 80 代女性。喀痰から抗酸菌が検出され，GENECUBEでMAC陽性となったが，小川培地
上では黄色の発色コロニーを形成した。遺伝子解析の結果，Mycobacterium lentiflavum と同
定された。症例 2は 30 代男性，不特定多数の異性・同性との性的接触歴があり，HIV感染症
と診断された。血液培養，骨髄液，喀痰，便検体から抗酸菌が検出され，いずれもGENECUBE
でMAC陽性となったが，半年以上培養しても小川培地に未発育であった。遺伝子解析の結果，
Mycobacterium genavense と同定された。検査材料や液体培地培養液からの PCR測定は迅速
である反面，集落所見との妥当性が評価できない欠点がある。PCR法による迅速報告後にも，
臨床所見や他の関連検査項目にも留意し，総合的に結果を最終判断することが重要である。
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序 文
抗酸菌検査において，polymerase chain reaction

（PCR）法などの遺伝子検査は，結核菌群及びMyco-
bacterium avium complex（MAC）を数時間で検出
することができるため，数週間に及ぶ培養期間を待た
ずに治療方針の決定や感染対策実施の判断を可能とす
る重要な検査法の一つである。
東洋紡株式会社から製造・販売されているGENE-
CUBEは核酸抽出，増幅，検出の 3つの工程が全自
動かつ短時間で可能な遺伝子検査機器であり，PCR

法による標的核酸遺伝子の増幅と蛍光標識プローブ
（Q-probe）を用いた検出法を原理としている１）。
当院では 2013 年 4 月に抗酸菌 PCR検査機器として
GENECUBEを導入した。GENECUBEにはMAC検
出用試薬として「ジーンキューブMAC」（MAC試薬）
と「ジーンキューブMAI」（MAI 試薬）がある。MAC
試薬はMACを検出し，MAI 試薬はMycobacterium
avium 検出用試薬（MAV試薬）とMycobacterium in-
tracellulare 検出用試薬（MIN試薬）の 2種類の試薬
から構成される。今回，GENECUBEで偽陽性反応を
示した症例を 2例経験したので報告する。

症 例
1．症例 1
患者：80 代，女性
主訴：発熱，盗汗
既往歴：肺結核（15 歳時，治療歴不明），高血圧，
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表 1.　症例，材料毎の抗酸菌検査結果

Case Specimen
Ziehl-
Neelsen 
stain

Culture GENECUBE

Sequencing 
result

Liquid 
medium/days 
to culture 
positivity

2% 
Ogawa’s 
medium

Test 
sample MAC MAV MIN

1
Sputum (－) (＋)a/23 (－) Bacterial 

culture 
medium

(＋) (－)＊＊ (－) M. lentiflavum

2

Blood NA (＋)b/40-50 NA Bacterial 
culture 
medium

(＋) (－)＊＊ (＋) M. genavense

Bone marrow (3＋) (＋)c/44 (－)＊ Bone 
marrow, 
bacterial 
culture 
medium

(＋) (－)＊＊ (＋) M. genavense

Stool (1＋) NA (－)＊ Stool (＋) (－)＊＊ (＋) M. genavense
Sputum (1＋) (－)c (－)＊ Sputum (＋) NA NA NA
Urine (－) (－)c (－) Urine (－) NA NA NA

(＋), positive; (－), negative; NA, not analyzed.
＊, Cultured over the six months.
＊＊, The result was negative but the non-specific reaction was shown at low-temperature area.
a, Cultured by BactT/ALERT 3D system.
b, Cultured by BACTEC FX system.
c, Cultured by BACTEC MGIT 960 system.

胃癌
家族歴：結核の家族歴は不明
現病歴：8年前より高血圧性腎硬化症による慢性腎
不全のため腎臓内科へ通院していた。入院の 5ヵ月前
より盗汗を伴う 38℃台の発熱を認めるようになり，
胃癌の治療歴もあることから，フルオロデオキシグル
コース（FDG）を用いた Positron Emission Tomogra-
phy（PET）が施行された。傍大動脈・腸間膜・腎門
部リンパ節と第 5腰椎に異常集積を認め，肺野には活
動性病変は認められなかった。結核性リンパ節炎およ
び脊椎炎または転移性腫瘍が鑑別疾患として考えら
れ，喀痰の抗酸菌検査が 3回施行された。
微生物学的検査：1回目に提出された喀痰の Ziehl-
Neelsen 染色，PCRおよび固形培養は陰性であった
が，培養 23 日目にMP抗酸菌培養ボトル（MPボト
ル：シスメックス・ビオメリュー株式会社）が陽性と
なった。MPボトル培養液を用いてGENECUBE測定
を実施したところ，MAC陽性となったが鑑別のため
にMAI 試薬を用いた測定ではM. avium，M. intracel-
lulare ともに陰性であった（表 1）。M. avium は陰性
の判定であったが，蛍光曲線グラフで通常のMAV試
薬の判定温度である 54℃から 64℃よりも低温度領域

の 50℃から 54℃付近にピークを認めた（図 1. a）。
MPボトル培養液を 2%小川培地（日水製薬株式会社）
に接種し 35℃で 3週間培養すると黄色コロニーが観
察された。2%小川培地に発育したコロニーを用いて
16SrRNA遺伝子，dnaJ 遺伝子，hsp65 遺伝子のシー
クエンス解析を実施した結果，Mycobacterium lenti-
flavum と同定された。その後，2回目，3回目に提出
された喀痰から抗酸菌は検出されなかった。
経過：M. lentiflavum に関しては 1回のみの検出で
あったためコンタミネーションと判断された。
2．症例 2
患者：30 代，男性
主訴：発熱，頭痛，腹痛，下痢
現病歴：5年前より不全型ベーチェット病と診断さ
れ，プレドニゾロン，アダリムマブで治療されていた。
入院 4週間前より，発熱，腹痛が増悪し入院となった
が，治療抵抗性であり，関節炎や皮疹も伴っていた。
Computed Tomography（CT）検査および PET-CT
では両側鎖骨上窩，縦隔，大動脈周囲を含む後腹膜，
腸間膜，右鼡径部にリンパ節腫大とFDG集積亢進を
認めた。内視鏡検査で新規病変として，十二指腸下降
脚以遠に多発する発赤びらんを認めた。不特定多数の
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図 1.　GENECUBE蛍光曲線グラフ（症例 1，2）

a. MAV

b. MIN

同性・異性との性的接触歴があったことより，human
immunodeficiency virus（HIV）感染症に関する検査
が行われた結果，HIV-RNAウイルス量 1×107コピー/
μL 以上，HIV-1 ウエスタンブロット陽性，CD4 陽性
細胞数は 10 /μL で同感染症と診断された。HIV感染
症と腹部症状，内視鏡所見より，播種性非結核性抗酸
菌症が疑われ，血液，喀痰，尿，便および骨髄液検体
が抗酸菌検査に提出された。

微生物学的検査：入院 4日目から 18 日目の間に
BACTEC Myco/Fボトル（血液培養ボトル：日本ベ
クトン・ディッキンソン株式会社）が 3本，喀痰，尿，
便および骨髄液検体が抗酸菌検査に提出された。喀
痰，便，骨髄液検体にて Ziehl-Neelsen 染色陽性，
GENECUBEでMAC陽性となり，鑑別測定の結果M.
intracellulare 陽性となった（表 1）。しかしながら，
いずれの材料も固形培養は陰性で，半年以上延長培養
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したものの，菌の発育は認められなかった。培養 44
日目に骨髄液検体のMycobacteria Growth Indicator
Tube（MGIT：日本ベクトン・ディッキンソン株式
会社）が陽性となり，また，血液培養ボトルも培養 40
日から 50 日目に 3本全て陽性となった。MGITおよ
び血液培養ボトル培養液からGENECUBE測定を実
施したところ，いずれもMAC陽性で，鑑別の結果
M. intracellulare 陽性となったが，MGITおよび血液
培養ボトル培養液を 2%小川培地に接種し半年以上培
養しても菌の発育は認められなかった。尿以外の全て
の検体でM. avium は陰性の判定であったが，蛍光曲
線グラフで通常のMAV試薬の判定温度である 54℃
から 64℃よりも低温度領域の 47℃から 51℃付近に
ピークを認め（図 1. a），MIN試薬では通常，M. intra-
cellulare 陽性と判定される 52℃から 60℃の温度域
内でピークを認めた（図 1. b）。MGIT培養液を用い
た 16SrRNA遺伝子，dnaJ 遺伝子，hsp65 遺伝子の
シークエンス解析によりMycobacterium genavense
と同定された。
経過：播種性非結核性抗酸菌症の診断となり，

clarithromycin（CAM），rifabutin（RFB），ethambu-
tol（EB）での治療が導入され，播種性非結核性抗酸
菌症の病勢が安定した後，抗HIV療法が開始された。
基準株を用いた検討
結核予防会結核研究所より提供されたM. lentifla-
vum ATCC 51985 及びM. genavense ATCC 51234
を用いて，MAC試薬及びMAI 試薬との反応性を検
証した。その結果，M. lentiflavum ATCC 51985 は，
MAC陽性，M. avium 陰性，M. intracellulare 陰性で
あった。M. avium は陰性の判定であったが，蛍光曲
線グラフで通常のMAV試薬の判定温度である 54℃
から 64℃よりも低温度領域の 50℃から 54℃付近に
ピークを認めた（図 2. a）。M. genavense ATCC 51234
は，MAC陽性，M. avium 陰性，M. intracellulare 陽
性となった。M. avium は陰性の判定であったが，
MAV試薬で 47℃から 51℃付近の低温度領域にピー
クを認め（図 2. a），MIN試薬では通常，M. intracellu-
lare 陽性と判定される 52℃から 60℃の温度域内で
ピークを認めた（図 2. b）。

考 察
M. lentiflavum および M. genavense が GENE-

CUBEでMAC陽性反応を示した事例を経験した。い
ずれもGENECUBEでMAC陽性となったが，小川
培地にてMAC様集落は認められず，培養所見や遺伝
子解析結果より交差反応による偽陽性と考えられた。

GENECUBEで偽陽性を示した報告は今回が初めてで
ある。
GENECUBEは PCR法による核酸増幅とQ-probe
による標的核酸検出を原理としている。Q-probe は消
光プローブであり，標的遺伝子と結合している時は蛍
光を発さず，解離した際に蛍光を発する性質を持つ。
GENECUBEではプローブと反応後，低温から高温へ
徐々に温度を上昇させて継時的な蛍光値の変化を測定
し，最大の蛍光変化量とピーク検出時の温度から標的
遺伝子の有無を判定する１）。今回，M. lentiflavum，
M. genavense ともにMAV試薬では陰性であった
が，通常より低温度域で蛍光値のピークを認めた。こ
れは検体中の抗酸菌DNAとプローブが結合したもの
の配列にミスマッチがあり，通常よりも低い温度でプ
ローブが解離し蛍光を発したためと考えられた。MAC
試薬，MIN試薬ではこのような反応温度の変化は認
められず（図 1. b），M. lentiflavum はMAC試薬の
プローブと，M. genavense はMAC試薬，MIN試薬
のプローブとミスマッチなく通常どおり結合・反応
し，陽性と判定されたと考えられる。
GENECUBEは dnaJ 遺伝子領域をターゲットとし
ているが，他の遺伝子領域を対象とした検査法でも同
様にM. lentiflavum における偽陽性反応の報告があ
る。16SrRNA遺伝子領域をターゲットとしたコバス
TaqMan MAI（ロシュ・ダイアグノスティックス株
式会社）においてもM. lentiflavum は M. intracellu-
lare 検出用試薬で偽陽性を示すことが報告されてい
る２）。また，長野らはDDHマイコバクテリア‘極東’
（DDH法：極東製薬工業株式会社）で，M. lentiflavum
の 14 株中 7株がM. intracellulare を含む他菌種に同
定されたと報告しており３），偽陽性反応に対する情報
の蓄積，共有と対策が望まれる。M. genavense は過
去に PCRでの偽陽性反応の報告例はないが，比較的
最近報告されてきている新菌種であること４），日本で
の分離が非常に稀であることから現在市販されている
試薬における検証が不十分な可能性がある。東洋紡株
式会社が公表している特異度試験のデータではM.
lentiflavum はMAI 試薬との交差反応は認められな
いことは示してあるが，MAC試薬との反応性につい
ては表記されていない。また，M. genavense はMAC
試薬，MAI 試薬ともに交差反応を調べた菌種の中に
含まれておらず，反応性について明確になっていな
い。しかしながら，今回，M. lentiflavum，M. genavense
の当院臨床分離株においてGENECUBEでMACに
交差反応を示すことが確認された。また，我々の検証
により基準株でも同様の結果を示すことが明らかに
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図 2.　GENECUBE蛍光曲線グラフ（基準株）

a. MAV

b. MIN

なった。今後，複数の臨床分離株においても同様の反
応が認められるか更なるデータの蓄積が必要と考え
る。
M. lentiflavum は 1996 年に Springer らによりヒト

の脊椎椎間板炎病巣から分離された非結核性抗酸菌
で５），Runyon 分類で II 群に分類される発色菌である。
今回の症例では固形培地の集落観察により偽陽性反応

に気付くことができ，MACと誤報告することはな
かった。M. lentiflavum は，リンパ節炎６）や肺感染症７）

などの報告があるが，本菌は環境からも分離される菌
で偽アウトブレイクの報告もあるため８），起炎菌かど
うかの解釈には注意が必要である。本症例では 3回の
喀痰検査のうち 1回のみの分離であったため，コンタ
ミネーションと判断された。
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M. genavense は Böttger らにより acquired immu-
nodeficiency syndrome（AIDS）患者による播種性感
染症の原因菌として 1992 年に報告された４）。Runyon
分類で III 群に分類され，卵や寒天をベースとした抗
酸菌分離用培地に発育しないという特徴がある。今回
の症例でも提出された全ての材料で 2%小川培地には
未発育であった。本症例はAIDS 患者における播種性
M. genavense 感染症であったが，検体材料からの
PCRでMACと誤報告されたため，播種性MAC症
として治療がなされていた。固形培地にも未発育で
あったために偽陽性と気付くのが遅れ，最終的な菌種
の同定に半年以上も要した。しかしながら，M.
genavense 感染症の治療はCAM，rifampicin，RFB，
EB，amikacin のうち 2剤から 3剤を併用する播種性
MAC症に準じた治療が実施されていることが多
く９）～１１），幸いにも誤同定による治療への影響は無かっ
た。検査材料や液体培地培養液からの PCR測定は迅
速である反面，集落所見を確認して妥当性を評価でき
ない欠点があり，菌種同定には複数の方法による総合
的な結果判断の重要性を認識した症例であった。播種
性M. genavense 感染症患者では発熱や体重減少の他
に，腹痛や下痢等の腸管症状がみられることが多いこ
とが報告されている４）１１）１２）。Thomsen らは播種性M.
genavense 感染症患者の方が播種性MAC感染症患
者よりも便での塗抹陽性率が有意に高いことを報告し
ている１２）。また，M. genavense 感染症では培養陽性
率が低く，培養陽性になったとしても発育までに長期
間を要する４）１０）～１２）。HIV患者における播種性非結核性
抗酸菌症では臨床所見にも注意し，便での塗抹陽性例
や塗抹陽性にもかかわらず培養陰性の場合には，本菌
も念頭において検査する必要がある。
M. lentiflavum および M. genavense の菌種同定は

従来の集落形態の観察や生化学的方法では困難であ
り，DDH法等の市販の同定キットにも対象菌種とし
て含まれていないため，最終的な菌種同定には遺伝子
解析による判断が必要となる。さらにM. genavense
感染症例では培養陰性のため検査材料からのダイレク
トシークエンス法により菌種を確定する例が多
い１０）１１）。今回の症例でも喀痰，便検体は培養陰性であ
り，N―アセチル―Lシステイン・水酸化ナトリウム法
による前処理後の検体を用いた遺伝子解析も実施し
た。
今 回 発 見 さ れ たM. lentiflavum お よ びM.
genavense におけるMAC偽陽性反応はMAC試薬
測定のみでは気付くことが困難であり，MAC試薬で
陽性となった場合は固形培地集落の確認や臨床所見，

MAV試薬，MIN試薬測定時の蛍光曲線グラフで蛍
光値のピークを示す反応温度にも注意して総合的に結
果を判定する必要がある。

利益相反：申告すべき利益相反なし。
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Two cases of non-tubeculosis mycobacteria misidentified as Mycobacterium avium
complex with GENECUBE

Yuka Yamashita 1) , Yuiko Morokuma1) , Tomomi Mochimaru 1) , Ruriko Nishida 1) 2) , Makiko Kiyosuke 1) ,
Taeko Hotta 1) , Masayuki Murata 3) , Nobuyuki Shimono 4) , Dongchon Kang1) 5)
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ences

We report two cases of non-tuberculosis mycobacteria misidentified as Mycobacterium avium complex (MAC)
with GENECUBE (Toyobo), which is an instrument used for mycobacterium polymerase chain reaction (PCR).
The first case is an 80s female. Acid-fast bacilli (AFB) were detected in a liquid medium of sputum culture after 23
days of incubation. A GENECUBE analysis of the isolate indicated MAC. However, the strain was slow-growing
and formed yellow-pigmented non-tuberculosis mycobacteria colonies on a two percent Ogawa’s medium. This
strain was identified as Mycobacterium lentiflavum by 16SrRNA, dnaJ and hsp65 gene sequencing. The second
case is a 30s male with human immunodeficiency virus infection. Ziehl Neelsen staining of bone marrow, sputum
and stool were positive. AFB were detected in blood culture and a liquid medium of bone marrow. A GENECUBE
analysis of the specimens and isolates indicated MAC, but in all samples, the cultures on solid media did not show
any colony formation over the six months. These strains were identified as Mycobacterium genavense by 16
SrRNA, dnaJ and hsp65 gene sequencing. This is the first report about misidentifications of MAC with GENE-
CUBE in Japan. PCR reaction has a merit in its rapid reaction directly from samples and culture bottles, but also
has a demerit not to confirm validity by colony observation. We should make final identification in a comprehen-
sive manner by paying attention to clinical findings and other examination results.


