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研究成果の概要（和文）：現在使用しているリアルタイムPCR法の最大の特徴はメチシリン耐性菌、グラム陽性菌、陰
性菌の判別が可能であることであり、人工関節周囲感染における治療方針決定の際に重要な情報となり得る。細菌培養
陰性例では起炎菌を推定する唯一の情報ともなり得る。検査としての精度、迅速性ともに改善の余地があり、さらによ
り一般的な普及に向けて、手技の簡便化、再現性の高いプロトコールの作成も急務である。

研究成果の概要（英文）：Molecular diagnostic techniques can contribute to the diagnosis of periprosthetic 
joint infection (PJI). We have developed a new multiplex real-time polymerase chain reaction (PCR) assay. 
The most prominant feature of our PCR assay is specific detection of methicillin-resistant staphylococcus 
(MRS) and distinguish between Gram-positive and -negative bacteria.
This novel multiplex real-time PCR system has several advantages compared to previously reported methods 
and has potential uses in the diagnosis of PJIs, particularly those caused by viable but non-culturable 
organisms.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 人工関節周囲感染　診断　PCR
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１．研究開始当初の背景 
人工関節置換術は変形性関節症や関節リウ
マチなどに広く施行され、その手術件数は
年々増加傾向にある。インプラントデザイン
や材料の改良により安定した長期成績が実
現されているが、一方で人工関節周囲感染
（periprosthetic joint infection; PJI）は依然
困難な問題として存在する。PJI に関わる問
題として大きく予防、診断、治療があるが、
中でも診断は予防や治療の効果や成績を評
価する上でも重要である。細菌培養検査では
検 出 さ れ な い 、 い わ ゆ る viable, but 
non-culturable (VNC)と呼ばれる状態の細
菌が存在することが報告されており、主に環
境衛生や食中毒に関わる細菌において研究
されてきたが、近年ではインプラント感染で
最も問題となるStaphylococcusでもVNC感
染を生じることが報告されている。われわれ
がこれまでにPJIの診断に臨床応用してきた
リアルタイム polymerase chain reaction 
(PCR)法は細菌性 DNA を検出するため、細
菌培養に依存せず、原理的にも VNC 感染を
検出し得る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はPJIを中心とする整形外科領
域の感染症に対して，新たに導入した
Multiplex リアルタイムPCR法の有用性を検
討し，さらに臨床分離菌株を用いて，現在使
用しているプライマー，プローブの菌種の検
出範囲を検討することである． 
 
３．研究の方法 
2012 年 4 月〜2015 年 3 月に採取した 71 例
（感染 30 例，非感染 41 例）の関節液およ
び組織 152 検体（感染 60 検体，非感染 92
検体）を対象とした。感染の診断基準は MSIS
基準を基本として、関節液が採取不可の場合、
それ以外の小項目 2つ以上を満たすものを感
染と診断した。 さらに 2014 年 11 月〜2015
年 4月に当院検査室より分離された臨床分離
菌株 27 種類(表 3)に対して PCR を施行し検
出範囲とグラム陽性菌および陰性菌の判別
能について調査した。 
PCR は LightCycler nanoⓇ (Roche 
Diagnostics)を使用し、反応条件は 95℃ 600s
でDNAの熱変性を行ったのち,60℃ 30sでア
ニーリング、伸長反応、95℃ 10s で DNA の
熱変性を合計 40 サイクル行った。本 PCR 法
の特徴は 2 種類の PCR を同時に施行するこ
とであり、一つは mecA 遺伝子をターゲット
にしてメチシリン耐性ブドウ球菌(MRS)を
特異的に検出する MRS-PCR で、もう一方は
multiplex プライマー，プローブを用いて一
般細菌を検出しグラム陽性および陰性を判
別 す る Universal-PCR で あ る 。
Universal-PCR の陽性判定は陰性コントロ
ールとの増幅開始サイクルの差(⊿Ct)による
定 量 評 価 を 行 い ， receiver operating 
characteristic (ROC)解析を用いカットオフ

値を決定した。 
 
４．研究成果 
細 菌 培 養 検 査 陽 性 は 52 検 体 で ，
Staphylococcus aureusが21検体と最も多く、
MRS は 11 検体、その他のグラム陽性菌は 29
検体、グラム陰性菌は 12 検体であった（表
１）。これらのうち混合感染を 4 検体に認め
た。 
 MRS-PCR の感度は 91％、特異度は 98%
で⊿Ct カットオフ値を 2.4 とすると
Universal-PCRの感度は 87%、特異度は 83%
であった(表２)。 
表３に臨床分離菌株における PCR の結果を
示す．MRS-PCR の感度，特異度は共に 100％
でありグラム陽性菌，グラム陰性菌は全て検
出可能であったが， Stenotrophomonas 
maltophilia のみ判別が不能であり，グラム
陽性陰性の判別一致率は 96％であった。 
 
表１培養陽性例の分離同定菌種 

菌種 検体数 

MRSA 8 
MRSE 3 
Staphylococcus aureus 21 
Staphylococcus epidermidis 2 
Streptococcus agalactiae 5 
Mycobacterium tuberculosis 1 
E.coli 4 
Proteusmirabilis 3 
Corynebacterium 2 
Bacteroides fragilis  2 
Pseudomonas aeruginosa 1 
total 52 
MRSA; methicillin resistance 
staphylococcus aureus 
MRSE; methicillin resistance 
staphylococcus epidermidis 
 
表２ 
    感度 特異度 陽性的中率  陰性的中率 

MRS-PCR 0.91 0.98 0.83 0.99 
Universal-PCR 0.87 0.83 0.78 0.89 
 
 
表３ 臨床分離株 27菌種におけるPCRのグ
ラム陽性、陰性判別 
 菌種 PCR 判定（グラム陽性・陰性） 

グ
ラ

ム
陽

性
菌

 

Staphylococcus epidermidis (MRSE) 陽性 

Staphylococcus aureus (MRSA) 陽性 

Staphylococcus haemolyticus (MRS) 陽性 

Staphylococcus aureus 陽性 

Staphylococcus epidermidis 陽性 

Staphylococcus hominis-hominis 陽性 

Streptococcus agalactiae  陽性 

Streptococcus sanguis 陽性 



Streptococcus pneumoniae 陽性 

Enterococcus casseliflavus  陽性 

Enterococcus faecalis  陽性 

Enterococcus faecium 陽性 

グ
ラ

ム
陰

性
菌

 

Escherichia coli 陰性 

Pseudomonas aeruginosa 陰性 

Klebsiella pneumoniae 陰性 

Enterobacter cloacae 陰性 

Haemophilius influenzae 陰性 

Moraxella catarrhalis 陰性 

Serratia marcescens 陰性 

Enterobacter aerogenes 陰性 

Klebsiella oxytoca 陰性 

Haemophilus parainfluenzae 陰性 

Citrobacter freundii 陰性 

Citrobacter amaloniticus 陰性 

Proteus mirabilis 陰性 

Morganella morganii 陰性 

Stenotrophomonas maltophilia 陽性* 
* Stenotrophomonas maltophilia のみ PCR
でグラム陽性菌と誤判定 
 
われわれはこれまでにメチシリン耐性遺
伝子の特異的検出や超音波処理を併用し
た術中迅速診断など PJI 診断におけるリ
アルタイム PCR 法の有用性について報
告してきた。リアルタイム PCR 法の有用
性の一つである定量評価は感染の程度を
把握することが可能であり 1 期的または
2 期的再置換術の選択や感染沈静化の判
断の補助的診断となり得る。現在用いて
いる multiplex PCR では臨床分離株 27
菌種で検出可能であり、そのうち 26 菌種
（96%）でグラム陽性、陰性の判別が可
能であった。このように広範囲のグラム
陽性および陰性菌を検出範囲としてカバ
ーしており、PJI のみでなく脊椎感染や
小児化膿性関節炎への応用も可能で、整
形外科領域感染症全般における迅速診断
法として今後の普及が期待される。 
 
まとめ 
PJI診断におけるリアルタイムPCR法の
有用性と今後の課題について論述した。
われわれが用いているmultiplex PCRは
これまでの方法と比べて遜色のない感度
および特異度を示し、MRS の特異的検出
とグラム陽性菌、陰性菌の判別という特
徴を有する。今後の課題としては PJI に
おける VNC 感染の実態について解明す
る必要があり、VNC 細菌の確実な検出方
法としての PCR 法やその他の分子生物
学的手法のさらなる進歩が待たれる。 
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