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染性人工関節再置換術 における超迅速メチシリ

ン耐性ブ ドウ球菌診断法の開発
一超音波処理 とマイクロフィルター濾過を用 いた リアルタイム

PCR法 の応用一

横浜市立大学 整形外科 Jヽ林 直実

はじめに

人工関節置換術後の感染は最も重篤な合併症の一つであり、その治療には難渋するこ

とが多い。感染の確定診断として、細菌培養法は現在一般的に行われている方法である

が、問題点として迅速性が十分ではない点が挙げられる.また近年、通常の細菌培養だ

けでは菌の存在が証明できない、いわゆる “low grade infection"と 言われる不顕性

の人工関節周囲感染の存在が注目されている 10,14.21.22

Polymerase Chain Reaction(PCR)法 はその迅速性や簡便性から多くの研究がな

されており、整形外科領域での臨床応用も増加している20。 Real―time PCR法の迅速性

は従来の細菌培養法と比べ極めて優れているが、検体の準備段階でのDNA抽出には 2

3時間を要し、術中診断は不可能であった。 われわれは超音波処理によるDNA遊離

効果に注目し、簡易的で迅速性に優れた前処置を行い、その後メチシリン耐性ブドウ球

菌 (MRS)に特異的な PCRを施行するという新しい方法により感染の術中判断を可能

とした。

本研究の目的は、1.超音波処理と Real―time PCRに よる細菌同定法の検出限界を明

らかにすること、 2.本 方法を実際に臨床応用しその有用性を検討することである。

対象および方法

<超音波処理による検出限界>
細菌培養により起炎菌が同定されている組織

または貯留液 26検体を用いて、超音波処理後

にPCRを 行った群 (超音波群)と従来のDNA
抽出後にPCRを行つた群 (DNA抽 出群)に 分

けそれぞれの PCR増幅開始点 (CrOssing
Point)に ついて比較した。対象とした組織の

培養結果はmethicnlin― resistant Staphyl∝ ∝―

cus aureus(MRSA)が 6検体、methicillin― re―

sistant Staphyloc∝ cus epidellllidis(N【RSE)

が 2検体、その他の MRS(Staphylococcus
horninis)力 4`検体、 S. aureusが 6検体、

Streptoc∝ cusが 8検体であった.それぞれの

検体を同一量 (組織 :1辺約 5mm、 貯留液 :約

200ul)に 2分割し、1つは滅菌水 1000ulと 共

に滅菌プラスティック袋に入れ超音波処理を5

分間行い (超音波処理群)、 もう1つ はDNA抽
出を行った (DNA抽出群)。 その後MecA―gene

をターゲットとするMRS特異的 Real― time

PCR(MRS―PCR)を施行した。超音波処理群

とDNA抽出群におけるCrossing Pointの相

19



違を比較した。

<術中鰺晰の日床応用>
2007年 1月 から2008年 4月 までに当科で

手術を施行した感染性人工関節30例 を対象と

した。 手術の内訳は人工股関節 (THA)抜 去

が 12例、THA再 置換が 9例、人工藤関節

(TKA)抜去が 3例、TKA再置換が 3例、そ

の他が3例であつた。これらの手術中に検体を

採取し、超音波処理後にマイクロフィルターを

用いたpurificationを 行い、その後 Real time

PCRを行つた (Fなure l)。

■青菫饉凛併用輌中リアルタイムPCR

電r一 l■―帯イ

… …
… …

F:ctre l

また同一部位の検体に対し痢理担繊評価およ

び日菌培姜を施行した。Real‐■m,PCRの結果

はその他の検査結果と合わせて人工関節再置換

か抜去かの判断の材料とした。基本的にMRS
感染陽性と判断された場合は人工関節再臓換術

を施行せずにバンコマイシン充墳ハイトロキシ

アパタイトプロックまたはセメントスペーサー

の留置を行い2期的再置換術を第一選択とし

た。

結 果

<燿音波処理による検出口昇>
超音波処理群とDNA抽出群とのCrossing

諭 tの相違は、MRS PCRで平均28(04～4.1)

サイクルであり、超音波処理群では検出サイク

ルの運延を認めた。DNA抽出群で陽性となっ

たにもかかわらず超音波処理群で陰性となった
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ものを5検体認め、いずれも組織検体であつた。

<輌中鰺晰の日床応用>
術中リアルタイム PCR錮菌18姜、病理所見

の全結果を Table lに示す。日菌培姜では

MRSAが 2例、MRSEが 2例、MRSが 2例検

出され、これらのうち4例で術中PCRは鵬性を

示した。術中PCRが陽性で日菌培養陰性であつ

たものを2例認めたが、これらはいずれも病理

所見で急性炎症反応の所見を認めた。日菌培養

でMRS以外の日菌が薇認されたものが 5例認

められたが、これらのいずれもPCRは陰性で

あった。

日菌培養でMRSが●38さ れた例をMRS感染

ありと診断した場合、超音波処理機 Real time

PCRの感度は67%.特異度は 92%であった。

<代表症例>
73歳の女性で、他院にて人工骨頭置換術後

の近位mtratiOnに対して人工股関節再■換術

が施行されたが、術後数年でゆるみを認め当科

紹介受診となった。初鰺時の単純X線像にて臼

董コンポーネント周囲の骨透亮像を認めた。血

液検査上CRP値は304mg/dlと 上昇を88め た

が、局所炎症所見や全身熱発など感染を疑わせ

る所見は認めなかった。人工殷目節ゆるみの診

断で手術を施行した。術中に採取した検体に対

して超音波処理機にReal ume PcRを施行し

た。MRS‐ PCRに おいて陽性であつたため

(Fture 2)、 人工関節抜去術を施行した。

ε

ｔ

●
メ
●
８
う
■

，
Ｅ

―
―

Fiau(e 2



No. Prosthesis

Tabに 1 全症例における PCR、 細菌培養、病理所見結果
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人工関節抜去時 術中 ReJ― ume PcR結 果 2検

体でPCR陽性が確認され、MRS感染と診断した

約 6ヵ 月の待機期間の後、術中 Real― time

PCRお よび迅速病理診断により感染が沈静化

していることを確認し、再置換術を施行した。

術後 6ヵ 月現在、感染の再燃は認めていない。

<考 察>
人工関節周囲感染の診断は時に困難な場合が

あり、いくつかの検査所見を合わせた慎重な判

断を要する116。 特に再置換術の際には1期的再

置換を行うか、または2期的再置換として人工

関節抜去を行うかの判断や、感染が沈静化して

いるか否かの判断は非常に重要である。本研究

では Real―time PCR法 を臨床応用し、MRS感

染の有無について術中に判断を行った。

本研究で用いた迅速診断法における最も大き

な特徴は、検体に対して通常のDNA抽出を行

わず、超音波処理により簡易的に細菌性 DNA
を遊離させ、それを精製することにより微量な

DNAを検出する点である。Realtime PCRと

してはMRSに特異的な MRS―PCRを用いた。

検体採取から結果を得るまでに約 80～ 90分

という迅速性を実現させ、一般的な人工関節再

置換術の術中に感染の有無、起炎菌 (MRS)の

確認を行うことができる。MRS感染が確定す

ればバンコマイシン充填アパタイ トブロックな

どを留置し、術直後よリバンコマイシン、また

は感染程度によってはリネゾリドの全身投与を

開始する。

整形外科領域感染症におけるPCR法の臨床

応用としてはMarianiに よる報告Hが最初であ

り、TKA後の関節液に対してPCRの有用性を

述べている。その後いくつかの研究が報告され

ており2,19、 従来の Conventional Universal

PCR法については否定的なもの4,15を 散見する

ものの、近年は様々な新しい方法と組み合わせ

た方法による臨床応用の可能性が注目されてい

る5,7,13。 Real―time PCR法 は比較的近年に開発

されたPCR法であるが、その迅速性と簡便性

の点で様々な分野での臨床応用が報告されてい

る。特に血液培養ボ トルにおけるMRSA迅速

診断に関する研究は盛んに行われている 17,18

が、整形外科領域における臨床応用は少なく

6.8,9、 Realtime PCR法 を用いて術中に起炎菌

同定を行うという試みは本研究が初めてである

と思われる。

超音波処理により細菌性DNAが遊離される

ことは過去に報告されているが 3,12、 本研究で

は従来のDNA抽出法と比較した場合は感度が

低下することが示され、本方法の限界の一つで

ある。膿や関節液などの液状検体においては超

音波の効果は波及しやすく、感度低下は少な

かつたが、組織検体では感度の低下により検出

不能であった症例を認めた。またPCR法は細

菌性DNAを検出するので、既に活性を失つた

死菌を検出する可能性がある。そのため抗菌薬

投与下で細菌培養が陰性 となる場合で も、

PCRは陽性となる可能性は十分にある。Real―

time PCRの 結果はあくまで一つの判断材料で

あり、必ず病理組織、肉眼所見、その他の術前

検査所見を加味することが重要である。本方法

ではDNA抽出を行わないために感度は若千低

下するものの、術中診断という画期的な迅速性

を得ることが可能となり、感度 90%、 特異度

78%は臨床応用において十分許容されるもの

であると考える。今後さらに迅速性を高める工

夫とともにより高い感度、特異度を実現するた

めの研究が必要である。

<ま とめ>
超音波処理後にMRSに特異的な Real time

PCRを施行し、人工関節再置換術中に起炎菌

同定を試みた。感度は67%、 特異度は92%で

あった。DNA抽出を行つた場合と比べ、感度

の低下を認めるが、高い特異性を示し、その迅

速性による術中起炎菌同定は臨床的意義が高

く、今後のさらなる感度、迅速性改善のための

研究が必要である。
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