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血液培養液の遠心上清を用いる新たな直接遊離型コアグラーゼ試験の検討
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血液培養液の遠心上清液を試料とする新たな直接遊離型コアグラーゼ試験（Direct Tube Coagulase
Test：DTCT，以下本法）について検討した。対象は，当院の血液培養検査にて検出された，Staphylococcus
aureus（S. aureus）63例および，Coagulase negative staphylococci（CNS）50例とした。試料は，血液培
養原液および培養上清液を用いた。ウサギ血漿は，『ブドウ球菌コアグラーゼ型別用免疫血清「生研」（以下，
デンカ）』と「ウサギプラズマ‘栄研’（以下，栄研）」を用いた。検査条件には，両ウサギ血漿 500 μLに培
養原液または培養上清液をそれぞれ 100，300，500 μLずつ添加する 12条件を設定した。添加，混和後，37℃
孵卵器にて 0.5，1，2，4，24時間培養し，フィブリン析出や凝固を認めた場合，DTCT陽性とした。各々
の条件および判定時間における感度を比較し，最も迅速かつ高感度に判定できる条件を検討した。また，血
液培養条件（好気，嫌気）間，メチシリン耐性の有無で DTCTの感度に差が生じるか解析した。その結果，
デンカウサギ血漿 500 μLに培養上清液を 300 μL添加する条件（以下，本条件）が，他の条件と比較し，い
ずれの判定時間においても感度が上回っていた。また，本条件における，血液培養条件間およびメチシリン
耐性の有無による DTCT感度に差はなかった。さらに，CNS 50例について，本条件による DTCTを行っ
たところ，全例陰性であった。本法は，従来の DTCTと比較し，迅速性および感度に優れ，血液培養から
の直接 S. aureus 鑑別法として有用であった。
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序 文
敗血症は，感染によって発症した全身性炎症反応症候群と
定義され，発症早期に適切な抗菌薬治療が行われなければ，
重症敗血症や敗血症性ショックへと連続的に重症化し，最終
的に多臓器機能不全症候群に至る１）～３）。Staphylococcus
aureus（S. aureus）は，敗血症の主要な原因菌であり，Ku-
marらは，原因菌が同定された敗血症性ショック 4,056例の
うち 14.7％で S. aureus が原因菌であると報告した４）。一方，
Coagulase negative staphylococci（CNS）は，皮膚常在菌層
を構成する主要細菌であることから，血液培養採取時におけ
るコンタミネーションの原因菌としてしばしば分離されるも
のの，敗血症を引き起こすことは比較的少ない５）。また，敗
血症へ至った症例においても，その死亡率は他の菌種と比べ
低いことが報告されている６）。すなわち，血液培養検査陽性
例で，ブドウ球菌が疑われた場合，速やかに S. aureus か否
か鑑別し報告することは，臨床上極めて有益な情報であり，
患者の予後にも大きな影響を与える。

Clinical Microbiology procedures handbook 4th（Ameri-
can society for microbiology）では，その迅速鑑別法として，
血液培養液とウサギ血漿を用いた直接遊離型コアグラーゼ試
験（Direct Tube Coagulase Test：DTCT）を推奨している７）。
しかし，その中で，DTCTに用いる試料，およびウサギ血
漿の量や判定時間など，検査条件に関する詳細な記載がされ
ていない。さらに，現在まで，血液培養液からの DTCTは
いくつか報告されているが８）～１１），いずれも，血液培養液をそ
のまま使用しているため，血球成分の混入により，反応早期
に観察される微弱なフィブリン析出の判定が困難である。す
なわち，設定される検査条件次第で，DTCTの成績が変動
する可能性がある。実際，多くの先行研究では，検査条件が
各々で異なっており，いずれも特異度は良好であるものの，
感度にはばらつきが大きい８）～１１）。さらに，既報における DTCT
の感度の多くは，試験開始後 2時間時以降の成績であり，よ
り早期判定の検討が必要である。そこで今回，従来の DTCT
（以下，従来法）の問題点を解決するため，血液培養液の遠
心上清を試料とする新たな DTCT（以下，本法）を考案し，
2法の結果を比較した。また，本法において，最も迅速かつ
高感度に判定できる最良条件の設定を試み，その有用性につ
いて評価したので報告する。

材料と方法
当院において，2016年 5月から 2017年 5月の間に，血液
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表 1.　培養原液におけるDTCTの感度の比較（n＝63）

判定
時間

感度（%）
デンカウサギ血漿 栄研ウサギ血漿
培養原液 培養原液

100 μL 300 μL 500 μL 100 μL 300 μL 500 μL
0.5 hr 18 16  8 27  5  5
1 hr 32 29 11 35 10  5
2 hr 44 35 22 60 13 10
4 hr 64 46 40 70 19 11
24 hr 79 81 81 91 75 70

DTCT：Direct Tube Coagulase Test
（デンカおよび栄研ウサギ血漿500 μL：培養原液 100，300，500 μL）

表 2.　培養上清液におけるDTCTの感度の比較（n＝63）

判定
時間

感度（%）
デンカウサギ血漿 栄研ウサギ血漿
培養上清液 培養上清液

100 μL 300 μL 500 μL 100 μL 300 μL 500 μL
0.5 hr 35 78 68 37 33 32
1 hr 46 86 75 51 40 37
2 hr 56 94 89 68 68 62
4 hr 65 97 95 81 95 95
24 hr 87 100 100 97 100 100

DTCT：Direct Tube Coagulase Test
（デンカおよび栄研ウサギ血漿 500 μL：培養上清液 100，300，500 
μL）

培養検査陽性となり，質量分析装置MALDI-Biotyper（ブル
カージャパン：神奈川）により直接同定された，S. aureus
63例および CNS 50例を対象とした。血液培養ボトルは，好
気用に「BDバクテック TM 23F好気用レズンボトル P」，嫌
気用に「BDバクテック TM 22F嫌気用レズンボトル P」（い
ずれも日本 BD：東京）を用い，S. aureus 63例のうち，33
例が好気ボトル，30例が嫌気ボトルで検出された。対象菌
種はすべて，血液培養液からの直接同定後，サブカルチャー
で得られたコロニーをMALDI-Biotyperによって再度同定
し，同一菌種であることを確認した。なお，本検討は当院臨
床研究審査委員会の承認（整理番号；292-194）を経て，実
施した。
1．試料
試料は，血液培養陽性ボトルから採取した血液培養液（以
下，培養原液）と，培養原液を 15,000 rpm，5分間遠心（himac
CF15RXII，工機ホールディングス：東京）した後の血液培
養上清液（以下，培養上清液）の 2種とした。
2．ウサギ血漿
ウサギ血漿は，市販されている『ブドウ球菌コアグラーゼ
型別用免疫血清「生研」』（デンカ生研：東京，以下デンカウ
サギ血漿）と，「ウサギプラズマ‘栄研’」（栄研化学：東京，
以下栄研ウサギ血漿）の，2種とした。各ウサギ血漿凍結乾
燥品は，添付文書に従い溶解後，DTCTに使用した。
3．DTCTの条件と方法
DTCTの試料およびウサギ血漿混合量の条件は，デンカ
あるいは栄研ウサギ血漿 500 μLに対して，培養原液または
培養上清液をそれぞれ，100，300，500 μLずつ添加する 12
条件を設定した。ウサギ血漿に試料を添加し混和後，37℃
孵卵器でインキュベートを行った。判定は，インキュベート
後 0.5，1，2，4，さらに 24時間で行い，フィブリンの析出
あるいは凝固を認めた場合，DTCT陽性すなわち S. aureus
とした。一方，フィブリンの析出および凝固を認めなかった
ものを，DTCT陰性と判定した。
4．最良条件の決定
各条件における感度を比較し，24時間判定時に最も高感
度を示した条件の中で，0.5時間判定時の感度が最も良好な
条件とした。
5．血液培養条件による影響
DTCT判定に，血液培養条件が影響をおよぼすか否か検

討するため，S. aureus 63例について，最良条件による好気
および嫌気ボトルにおける DTCTの感度を比較した。
6．メチシリン耐性の有無による影響
DTCT判定に，メチシリン耐性の有無が影響をおよぼす
か否か検討するため，S.aureu s 63例について，最良条件に
よるmethicillin-susceptible S. aureus （MSSA）および
methicillin-resistant S. aureus（MRSA）における DTCT結
果を比較した。なお，MSSAおよびMRSAの鑑別は，PCR
法による mecA 遺伝子の有無および CLSIに準拠した微量
液体希釈法にて行った。
7．CNSにおける DTCT
CNS 50例について，最良条件にて DTCTを実施し，反
応性を確認した。
8．統計解析
DTCT結果の有意差検定には，Fisher’s exact testを用い
た。また，統計学的有意性は P＜0.05で有意差ありとした。
解析には，StatFlex ver.6を用いた。

結 果
1．培養原液と培養上清液における DTCTの成績の比較
培養原液における成績を表 1，培養上清液の成績を表 2に
示した。まず，培養原液における 24時間判定時の感度は，栄
研ウサギ血漿に対し培養原液 100 μL添加時が 91%と最も高
かった。一方，培養上清液における 24時間判定時の感度は，
デンカおよび栄研ウサギ血漿いずれも，培養上清液を 300あ
るいは 500 μL添加した条件で 100%を示し，明らかに培養
上清液を用いた方が良好な成績であった。そこで，デンカお
よび栄研ウサギ血漿に培養上清液をそれぞれ 300および 500
μL添加する 4条件について，0.5時間判定時の感度を比較し
た。その結果，デンカウサギ血漿に対し，培養上清液を 300
μL添加する条件が，78%で最も高感度であり，これを最良
条件と決定した。
2．血液培養条件による DTCT成績の比較（表 3）
好気ボトルと嫌気ボトルによる DTCTの感度に違いがあ
るか否か確認した。結果，24時間判定時ではいずれも 100％
であった。一方，0.5，1，2，4時間判定時では，好気ボトル
で若干高い傾向であったが有意差は認められなかった。
3．メチシリン耐性の有無による DTCT成績の比較（表 4）
S. aureus 63例のうち，MSSA 37例，MRSA 26例であっ



血液培養液の遠心上清を用いた DTCT 9

日本臨床微生物学会雑誌 Vol. 29 No. 1 2019. 9

図 1.　培養原液における判定
デンカウサギ血漿 500 μL に対して，培養原液を 300 μL 混和し，
37℃ 30分間インキュベート後，判定を行った。血球成分の混入で
背景が赤色に濁るため，反応早期における微弱なフィブリン析出
を捉えることができず，DTCT陰性と判定された。

図 2.　培養上清液における判定（〇内が微弱フィブリン）
デンカウサギ血漿500 μLに対して，培養上清液を300 μL混和し，
37℃ 30分間インキュベート後，判定を行った。血球成分を沈殿除
去した培養上清液を用いることで，背景が透明化し，反応早期の
微弱なフィブリン析出を捉えることが可能となり，DTCT陽性と
判定された。

表 3.　好気および嫌気ボトルにおけるDTCTの感度の比較（n＝63）

判定時間
感度（%）

P値
好気ボトル（n＝33） 嫌気ボトル（n＝30）

0.5 hr 82 73 0.55
1 hr 94 80 0.14
2 hr 100 90 0.10
4 hr 100 93 0.22
24 hr 100 100

DTCT：Direct Tube Coagulase Test

表 4.　MSSAおよびMRSAにおけるDTCTの感度の比較（n＝63）

判定時間
感度（%）

P値
MSSA（n＝37） MRSA（n＝26）

0.5 hr 76 81 0.76
1 hr 81 92 0.29
2 hr 92 96 0.64
4 hr 97 96 1.0
24 hr 100 100

DTCT：Direct Tube Coagulase Test

た。メチシリン耐性の有無で DTCTの感度に違いがあるか
否か確認したところ，24時間判定時においてはいずれも
100%であった。一方，0.5，1，2，4時間判定時では，同等
あるいはMRSAで若干高い傾向であったものの有意差は認
められなかった。
4．CNSにおける DTCT成績
CNS 50例について，最良条件により DTCTを行ったと

ころ，全例が陰性を示し，偽陽性はなかった。

考 察
今回我々は，DTCTに用いる試料において，以前の培養
原液から培養上清液に変更することで，反応早期における陽
性判定の感度が向上することを想定し，検討を行った。その
結果，培養原液よりも培養上清液において感度が高く，その
中でもデンカウサギ血漿 500 μLに対して，培養上清液を 300
μL添加する条件が，最も迅速かつ高感度に判定できること
が確認された。
DTCTは，試験管内にてウサギ血漿と血液培養液を混和
し，インキュベート後，フィブリンの析出あるいは凝固の有
無をもとに判定する。培養原液を試料とした場合，ウサギ血
漿に，コアグラーゼ成分とともに血球成分が混入するため，
背景が赤色に濁り，目視による反応早期の微弱なフィブリン
析出判定を妨げる（図 1）。一方，血液培養液を遠心し，血
球成分を沈殿除去した上清液を使用する本法では，背景が透
明化され反応早期，すなわち 0.5，1時間時における感度が
向上したと示唆された（図 2）。なお，遊離型コアグラーゼ
は酵素成分の一種で，遠心後の上清に残存するため，培養上
清液を試料として用いた場合も反応に影響を与えない。既報
による DTCTの感度は，2時間判定時：34～80％，4時間判
定時：65～85％，24時間判定時：94～97％である８）～１１）。一
方，本法における 2，4，24時間判定時の感度は，それぞれ，

94，97，100％であり，既報に比べ明らかに良好な成績であっ
た。また，より早期である 0.5および 1時間判定時の感度は，
これまで報告されていないが，我々の検討ではそれぞれ 78，
86％で，既報における 2～4時間判定時と同等もしくはそれ
以上の感度を有していた。すなわち，本法では，従来法より
も，迅速かつ高感度に S. aureus を鑑別できることが明らか
となった。
培養上清液の最良添加量は，コアグラーゼ量がより多いと
予想される 500 μLではなく，それよりも少ない 300 μLで
あった。血液培養ボトル内には，抗凝固剤として Sodium
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Polyanethol Sulfonate（SPS）を含有しており，これは DTCT
反応に阻害的な影響を与えることが知られている。当院で使
用している血液培養ボトル内には，0.05％濃度の SPSを含
有している。すなわち，ウサギ血漿 500 μLに対して培養上
清液を 300,500 μL混和した時の SPSの終濃度はそれぞれ，
0.01875，0.025%となり，0.00625%の濃度差があると推定さ
れる。Varettasらは，0.0008％という極めてわずかな SPS
濃度が，DTCT反応に影響を与えると報告しており１２），培養
上清液 300 μLと比較し，500 μLでは試験に供されるコアグ
ラーゼ量が増えるものの，SPSの量も増加するため，DTCT
の感度が低下した可能性が考えられた。一方，培養原液を用
いた条件では，100 μLの感度が他の添加量の感度を上回っ
た。これは，血球成分の混入が多くなるほど，反応に影響を
与える可能性が考えられたが，詳細は不明であった。
各社のウサギ血漿については，デンカウサギ血漿が栄研ウ
サギ血漿を用いた場合より優れた成績であった。栄研ウサギ
血漿は，精製水のみで溶解するのに対し，デンカウサギ血漿
では，生理食塩水で溶解後，専用の希釈液で希釈しているた
め，溶媒の組成の違いが要因として考えられたが，詳細は不
明であった。
培養条件およびメチシリン耐性の有無により，DTCTの
結果に差が生ずるか否かは，DTCTを行う上で重要な情報
である。これまでの培養原液による検討では，Qianらが，
S. aureus が検出された好気ボトル 32例，嫌気ボトル 32例
を用いて DTCTを行い，その感度に有意差がなかったこと
を報告した８）。また，Speersらは，MSSAとMRSA間にお
いて，DTCTの感度に有意差がなかったことを報告してい
る１３）。我々の解析では，試料に培養上清液を用いても，培養
条件あるいはメチシリン耐性の有無により，DTCTの感度
に影響がないことが確認された。
上述のように，DTCTの感度は検査条件の違いによりば

らつきがみられるが，いずれの報告でも特異度は良好で，偽
陽性はほとんど認められない。本条件でも，CNS 50例につ
いて DTCTを行ったところ，偽陽性はなく特異度 100％で
あった。しかし，Qianらは，わずかな偽陽性例を報告（特
異度：99.7％）しており，これらは S. aureus 以外のコアグ
ラーゼ陽性ブドウ球菌に起因するものであると考えられた８）。
コアグラーゼ陽性ブドウ球菌には，S. aureus 以外に，Staphy-
lococcus intermedius や Staphylococcus pseudintermedius
など，いくつかの菌種が存在する１４）１５）。これらを DTCTで
S. aureus と鑑別することは難しく，DTCTの限界と言える。
しかし，S. aureus 以外のコアグラーゼ陽性ブドウ球菌のほ
とんどは動物由来であり１６）１７），ヒトから分離される頻度は少
ない。そのため，血液培養から検出されることはまれであり，
通常 DTCTの結果を解釈する上で問題はないと考えられる。
実際，当院において，過去 5年間に，S. aureus 以外のコア
グラーゼ陽性ブドウ球菌の血液培養検出例は存在しなかった。
また，DTCTは，従来法，本法によらず，判定が目視で

あるため，少なからず検査者間差が生ずる。簡便な方法では
あるものの，微弱なフィブリン析出判定に起因し，検査者間
で判定感度に差が生じることが報告されている８）９）。培養上清
液を用いることで，従来法と比較し判定はさらに容易となっ
たが，より微細な陽性反応を素早くとらえるために，検査者

のトレーニングは必須である（図 1，2）。
血液培養にて S. aureus が検出され，迅速かつ適切な抗菌
薬治療が行われなかった場合，死亡率の増加や在院日数の延
長をきたす１８）。敗血症をきたした症例において，治療開始が
1時間遅れる毎に生存率が 7.6％ずつ減少するという報告３）も
あり，血液培養液からの迅速かつ正確な菌種同定は患者生命
に大きく寄与する。そのため，近年普及しつつある質量分析
装置を用いた血液培養液からの直接菌種同定法は非常に有用
である１９）が，機器が高価であり，導入できる施設は限られる。
その現状を加味すると，安価かつ簡便である DTCTは，さ
らに検討され普及すべき検査法である。今回我々が検討した，
血液培養液の遠心上清を用いる，新たな DTCTとその最良
条件は，従来法よりも，迅速性および感度に優れていた。さ
らに，偽陽性の可能性はまれであるため，DTCT陽性と判
定された段階で，「血液培養 S. aureus 陽性」という治療上
極めて有益な情報を，速やかに臨床に提供することができる。
以上，本法は血液培養液からの直接 S. aureus 鑑別法として
有用であり，敗血症の早期治療に貢献できると考えられる。

利益相反：申告すべき利益相反なし
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Investigation of New Direct Tube Coagulase Test using Centrifuged Supernatant of Blood Culture
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It is very important to identify Staphylococcus aureus rapidly from a bottle that has become positive for blood culture. In
the Clinical Microbiology procedures handbook 4th, Direct Tube Coagulase Test (DTCT) have been recommended for testing
the identification of S. aureus from a blood culture bottles. However, there are two problems in this method. One of that
there is no definition about the test condition such as sample volume and reaction time. And the other, it is difficult to judge
at an early point due to contamination of the blood cell component. Thus, we evaluated usefulness of the new DTCT using
culture supernatant as a specimen. Sixty-three blood culture specimens that detected S. aureus were tested. As a result, it
was shown that the best condition of new DTCT was to mix 500 μL of rabbit plasma with 300 μL of culture supernatant.
The sensitivity of detection at 0.5, 1, 2, 4 and 24 h time points of the new DTCT using the best test condition was 78, 86, 94,
97 and 100%, respectively. On the other hand, the specificity of detection at 24 h time point was 100%. Furthermore, the sen-
sitivity of new DTCT was no significant difference between aerobic and anaerobic culture. Similarly, there was no significant
difference between methicillin-susceptible S. aureus and methicillin-resistant S. aureus . In conclusion, the new DTCT was
useful as direct identification method of S. aureus from blood culture and suggested that contribute to prompt treatment of
sepsis.


