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〔目的〕細菌感染症において起炎菌を同定する方法の gold standard な方法は培養法である。

培養法では、臨床検体を採取してから微生物が同定されるまでに数日を要し、患者は不適切な

広域抗菌薬を投与されることがある。より迅速に起炎菌を同定する方法が期待されている。

Melting Temperature(Tm) mapping 法は、リアルタイム PCR 法を利用した起炎菌同定

方法であり、成人の場合、採血後 3 時間以内に細菌の同定が可能である。しかし、小

児の細菌感染症患者の臨床検体から起炎菌を検出できるかどうかを検討した研究はな

い。本研究では、市販用に向けてプライマーセットを新たに設計し、より多くの菌種

を含むデータベースを構築した。Tm mapping 法を用いて小児の様々な臨床検体から起

炎菌の検出が可能か培養検査と比較し有用性を徹底的に検討した。 

 〔方法〕感度試験では、細菌（7 菌種）を培養し、フローサイトメーター（Beckman 

Coulter CytoFLEX）を用いて各試料の菌細胞数を調整し、血液と混入し特定の菌濃度

を作成し、その後、ガラスビーズ法で破砕し、Tm mapping 法を用いて同定が可能かを

確認した。臨床試験では、Tm mapping 法と従来の培養法との検出率を比較し Tm 

mapping 法の有用性を評価する単施設前向き研究を行った。対象は 2015 年 1 月から

2020 年 4 月に埼玉県立小児医療センターの 18 歳未満で細菌感染症を疑われた患者を

対象とした。血液検体は、培養法用と Tm mapping 法用に検体を同時、または別々に

採取し、24 時間以内の検体の比較を許容した。非血液検体は採取後に培養法用と Tm 

mapping 法用に分割してそれぞれ検査を行い比較した。培養法は一般的な手順で行

い、院内検査室で分離株の同定を実施した。Tm mapping 法の手順は、細菌の DNA を抽

出後に、Niimi ら（Sci Rep.2015;5:12543）の報告をもとに、新しく設計したプライ

マー用に条件を設定して検査を行った。培養法と Tm mapping 法との同定結果が不一

致であった場合に解釈の基準として、「true pathogen」、「possible pathogen」、

「indeterminate pathogen」、「contaminate pathogen」をそれぞれ定義した。ま

た、過去に陽性となった血液培養陽性ボトルを調査し、データベースと照合したボト

ル、および菌種のカバー率を検討した。 

〔成績〕感度試験では、0<D≦0.26 は完全一致（37/37=100%）、0.26<D≦0.53 は完全

一致（34/35 = 97%）とミスマッチ（1/35=2.9%）となり、臨床検体では 0<D≦0.53 を

同定とした。臨床検体では 156 名（年齢中央値 2 歳）の小児で計 256 検体を使用し

た。Tm mapping 法と培養法の一致率は、陽性・陰性検体ともに血液検体で 76.4％

（126/165）、非血液検体で 79.1％（72/91）であった。血液および非血液検体の培養

法による同定結果を報告するまでの期間の中央値は、それぞれ 6.39 日、3.07 日であ

った。DNA 抽出から Tm mapping 法の結果を報告するまでの平均時間は 3.6 時間であっ

た．Tm mapping 法で菌種が検出された 56 検体のうち、 32 検体が培養法陰性であっ

た。Tm mapping 法が陰性で培養法が陽性の検体は 2 検体であった。Tm mapping 法と



 

培養法の両者で同定された菌種の不一致がみられた検体は 2 検体であった。カバー率

の調査では、細菌が同定された血液培養陽性ボトルの数では 605 ボトルのうち 588 ボ

トル（99％）がデータベースでカバーされていたが、菌種でみると 46 菌種のうち 42

菌種（91％）がカバーされていた。 

 〔総括〕小児の臨床検体において、また、血液に限らず非血液検体でも、Tm mapping 法が

培養法より迅速で高い検出率を示した。培養法が同定不可で Tm mapping 法のみで同

定された 41 検体のうち、true と分類されたのは 13 検体のみであった．そのほかは、

16 検体、9 検体、3 検体がそれぞれ、possible、contaminate、indeterminate と分類

された。Tm mapping 法では細菌を貪食した白血球を多く含むバフィーコートが採取さ

れるため、抗菌薬投与後でも死菌を検出したことで同定率が向上したと推測された。

個々の症例報告では、抗菌薬の de-escalation や医療費の削減につながったことを報告し

た。以上より、Tm mapping 法は小児科領域における細菌感染症の起炎菌の迅速同定に

有用であり、特に培養陰性例に対する抗菌薬適正使用に有用であると考えられた。一

方で、稀な菌種の同定が可能かデータベースの拡充による検証が必要なこと、複数菌

の同定は有意な細菌のみしか検出できないことが限界であった。少量検体から行える

ことからも、Tm mapping 法は小児の細菌感染症の迅速同定から最適な診断、治療に結

び付く検査方法として期待される。 
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