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　TRCReady® CT/NG の開発
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1．はじめに

　クラミジアトラコマチス（Chlamydia trachomatis、

CT）感染症（以降、クラミジア感染症）は性感染症

の中でも最も罹患率の高い感染症である 1）。クラミジ

アトラコマチスは主に泌尿生殖器に感染し様々な症状

を引き起こすことが知られている。女性で重症化した

場合は、不妊症、流産、早産といった後遺症を残したり、

出産の際に新生児に感染したりすることもある。ただ

し、女性の場合、感染しても症状を呈しないことも多

いため、感染を自覚することが少ない。しかしながら、

無症候であっても感染者は性的パートナーに感染させ

る可能性が高く、合併症を発症するリスクが高い 2）。

一方、男性の場合は、尿道炎が大分部を占め、その他

に急性精巣上体炎、直腸炎などを呈することもあるた

め 2）、疾患負担の低減のために早期の治療開始が求め

られている。

　近年、咽頭感染例も増加しているが、咽頭のクラミ

ジア感染症は特徴的な症状に乏しい 2）。このため、ク

ラミジア感染症と診断されて適切な治療を受ける例が

少なく、クラミジア感染症の感染源となっていると指

摘されている。

　淋菌（Neisseria gonorrhoeae、NG）感染症は厚生

労働省の定点調査によると 2016 年まではクラミジア

に次いで最も感染報告の多い感染症であり 3）、淋菌性

尿道炎の患者において、クラミジアトラコマチスも

20 〜 30％程度検出されるなど、混合感染が比較的多

く認められる 2）。

　淋菌に感染すると、男性では主に尿道炎を呈し、重

症化した場合、不妊症となることがある。女性では主

に子宮頸管炎の症状を呈する 4）。また、クラミジア感

染同様に、淋菌においても咽頭感染が問題となってい

る。女性の淋菌感染者のうち、58％が咽頭より淋菌が

検出され、21％が咽頭及び性器から淋菌が検出された

と報告されている 3）。

　咽頭は唾液や飲食によって表面が常に洗浄されてい

る部位であるため、クラミジアトラコマチス、淋菌と

も他の部位に比べて、上皮に存在する菌体数が少ない

ことが推察されている 3）。よって、咽頭検体において

は高感度に菌体を検出する核酸増幅法による検査が推

奨されている 5）。

　淋菌は抗菌薬を用いた治療において、薬剤耐性を

獲得しやすいことが知られており、現在淋菌に確実

に有効な抗菌薬は限定的であり、当該抗菌薬の多用に

より耐性菌が増加することは世界的な脅威とされてい

る 6）。クララミジア感染症の治療に推奨されているマ

クロライド系抗菌薬に耐性を持つ淋菌も報告されてお

り、両者を鑑別し、適切な抗菌薬を選択することは非

常に重要である。

2．クラミジア／淋菌 rRNA 検出試薬 TRCReady® 

　　CT ／ NG の開発

　クラミジアトラコマチスの鑑別には抗体検査や核酸

増幅検査が用いられるが、感度が高いことなどから核

酸増幅検査が推奨されている 5）。一方、淋菌の鑑別に

は鏡検法や核酸増幅法、分離培養法などが用いられる

が、核酸増幅法はクラミジアトラコマチスとの同時検

査が可能で感度が高いとされている 5）。鏡検法は臨床

現場で検査したその場で結果がわかるが、子宮頸管擦

過物など検体によっては、夾雑物が多く検査が難しい

とされている。また、女性の子宮頸管炎の感染診断に

あたっては、尿の使用は言及されておらず、子宮頸管

擦過物を採取することとされている 5）。

　再診率が低いとされている性感染症患者に対して治

療を来院当日中に開始するために、検査結果をより迅

速に報告するニーズが存在するが、既存の核酸増幅検

査は数時間の検査時間を要するという課題が存在す

る。

　そこで、迅速性を有し、簡便で高感度な検査を可能

とする TRCReady® − 80 システムを用いて、クラミジ

アトラコマチスと淋菌の同時検出を可能とする検出試

−技術資料−



94

TOSOH  Research  &  Technology  Review  Vol.62（2018）

薬の開発を試みた。検出系の設計にあたっては、他

の類縁菌と交差反応を示さず、高感度に検出するた

めに、クラミジアトラコマチスは 23S rRNA を、淋菌

については 16S rRNA を増幅対象として選択し TRC

法 7）、8） による「クラミジア／淋菌 rRNA 検出試薬 

TRCReady® CT ／ NG」を開発した。ここにその試薬性

能を報告する。

3．基本性能

　自動遺伝子検査装置 TRCReady® − 80 システム（以

下、TRCReady® − 80）9）では、自動的に核酸精製から

増幅、検出まで行われる。また、結果の判定においては、

増幅されたクラミジアトラコマチス核酸および淋菌核

酸とそれぞれ特異的に結合して蛍光増感する INAF プ

ロ ー ブ（INtercalation Activating Fluorescence probe）

の蛍光をリアルタイムに検出し、それぞれの蛍光強度

に関して一定時間内に蛍光強度から算出された蛍光強

度比がカットオフ値以上を示したとき、陽性と判定し

た。

［1］迅速性

　TRCReady® − 80 における本試薬を用いた検査は、検

体採取後、前処理を実施し、装置にセットしてから約

40 分で結果報告可能であった。

［2］最小検出感度・特異性

　in vitro で合成したクラミジアトラコマチス rRNA

（以下、CT 標準 RNA）および in vitro で合成した淋菌 

rRNA（以下、NG 標準 RNA）の希釈溶液を調製し、

本試薬で測定した。その結果、本試薬は 1 テストあた

り CT 標準 RNA 3 × 102 分子相当、NG 標準 RNA 1 ×

103 分子相当まで検出されることが示された。

　また、クラミジアトラコマチス培養物（ATCC No. 

VR − 1500）を健常人尿検体に添加し希釈系列を作成し、

既存の核酸増幅検査と比較した結果を表１に示す。検

査は各キットの添付文書に従い実施した。TRC 法に

おける核酸抽出は TRCR® 核酸精製キットを利用し、

TRCR® 核酸精製キットの取扱説明書に従い精製操作

を実施した。

　表１より既存の核酸増幅検査と同等以上の感度が示

された。

　本試薬を用いて Neisseria 属菌 15 種の培養抽出物

及び、人体に感染する恐れのある Chlamydophila 属菌

2 種の 23S rRNA の配列を有する合成 RNA 溶液（1 ×

109 分子相当／テスト）の 3 重測定を実施した。培養

抽出物は TRCR® 核酸精製キットにそれぞれ表２に記

載の菌量を添加し、抽出物を得た。

　試験結果を表２に示す。検討した 17 菌種全てを陰

性と判定された。これよりこれらの菌に対して交差反

応性を示さないと考えられた。

　また、本試薬はクラミジアトラコマチスおよび淋菌

を同時に検出する試薬であるため、2 菌種が同時に検

出された場合（混合感染）を想定し、片方の菌が大量

に存在した際のもう一方の菌の検出感度について標準

RNA を用いて評価した。結果を表３に示す。これより、

クラミジアトラコマチスまたは淋菌標準 RNA が 1 ×

106 分子相当存在した際も、それぞれの最小検出感度

濃度の標準 RNA が検出されることが示された。

4．臨床評価

［1］方　　法

（1）対照試薬に関して

　本試薬との相関性を評価する既承認体外診断用医

薬品としては、SDA 法試薬および TMA 法試薬を用い

た。両試薬共に、核酸を増幅し検出するものであるが、

TMA 法は本試薬と同じ rRNA を増幅対象とし、SDA

法は DNA を増幅対象としている。

（2）検体採取に関して

　宮本町中央診療所にて採取された検体（子宮頸管擦

過物検体、尿道擦過物検体、男性尿検体、咽頭検体（咽

頭擦過物、うがい液））について、SDA 法、TMA 法

及び TRC 法（本試薬）でそれぞれ測定した。検体採

103

培養物
希釈倍率

＋
＋
＋

＋
＋
＋

＋
＋
＋

3×103
＋
＋
＋

＋
＋
＋

＋
＋
＋

104
＋
＋
＋

＋
＋
＋

＋
＋
＋

3×104
＋
＋
＋

＋
＋
＋

＋
－
＋

105
－
＋
＋

－
判定保留
－

－
－
－

3×105
－
－
－

－
－
－

－
－
－

判定 判定 判定

TRC法 TMA法 SDA法

表１　クラミジアトラコマチス希釈系列に
おける各検査法比較　　　　

＋は陽性、－は陰性の判定結果を示す。
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Neisseria cinerea 14685
106

CFU／ test

－
－
－

25295
107

CFU／ test

－
－
－

14221
107

CFU／ test

－
－
－

13120
107

CFU／ test

－
－
－

23970
107

CFU／ test

－
－
－

25999
107

CFU／ test

－
－
－

29256
107

CFU／ test

－
－
－

49275
107

CFU／ test

－
－
－

13077
106

CFU／ test

－
－
－

BAA－335
106

CFU／ test

－
－
－

31275
106

CFU／ test

－
－
－

700532
106

CFU／ test

－
－
－

13113
106

CFU／ test

－
－
－

35559
106

CFU／ test

－
－
－

35561
106

CFU／ test

－
－
－

・
109

分子相当／ test

－
－
－

・
109

分子相当／ test

－
－
－

ATCC  No.検討菌種 濃度 判定

Neisseria elongata

Neisseria flava

Neisseria flavescens

Neisseria lactamica

Neisseria mucosa

Neisseria sicca

Neisseria subflava

Neisseria meningitidis 
 

Neisseria meningitidis 
 

Neisseria meningitidis 
 

Neisseria meningitidis 
 

Neisseria meningitidis 
 

Neisseria meningitidis 

Neisseria meningitidis 
 

Chlamydophila pneumoniae

Chlamydophila psittaci

＋は陽性、－は陰性の判定結果を示す。CFUは colony forming unit
を示す。

表２　交差反応性に関する検討結果

 
Serogroup A 

Serogroup B

 
Serogroup C 

 
Serogroup C, serotype 2a

 
Serogroup D

Serogroup W-135

Serogroup Y 

合成 RNA

合成 RNA
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取に際しては各試薬に付随する採取キットを使用し、

添付文書に従い測定を実施した。本試薬測定用の検体

は TRCR® 核酸精製キットの変性試薬にそれぞれ規定

量を添加し、精製物を得た。精製操作は TRCR® 核酸

精製キットの取扱説明書に従い実施した。

（3）本試薬の結果の判定に関して

　本試薬においてクラミジアトラコマチスまたは淋菌

に由来する蛍光強度比がカットオフ値を超えたものを

それぞれ陽性と判定した。

［2］結　　果

（1）クラミジアトラコマチス核酸検出に関して

1）本試薬と SDA 法との相関性について

　臨床検体 501 例（子宮頸管擦過物検体：123 例、尿

道擦過物検体：36 例、男性尿検体：182 例、咽頭検体：

160 例）における全体一致率は 97.4％（488 ／ 501）で

あり、高い相関性を示した（表４）。

2）本試薬と TMA 法との相関性について

　臨床検体 438 例（子宮頸管擦過物検体：106 例、尿

道擦過物検体：36 例、尿検体：179 例、咽頭検体：117 例）

における全体一致率は 96.6％（423 ／ 438）であり、高

い相関性を示した（表５）。

（2）淋菌核酸検出に関して

1）本試薬と SDA 法との相関性について

　臨床検体 501 例（子宮頸管擦過物検体：123 例、尿

道擦過物検体：36 例、尿検体：182 例、咽頭検体：160 例）

における全体一致率は 96.8％（485 ／ 501）であり、高

い相関性を示した（表６）。

2）本試薬と TMA 法との相関性について

　臨床検体 438 例（子宮頸管擦過物検体：106 例、尿

道擦過物検体：36 例、尿検体：179 例、咽頭検体：117 例）

における全体一致率は 98.4％（431 ／ 438）であり、高

い相関性を示した（表７）。

濃度
［分子相当／ test］

CT NG

表３　クラミジアトラコマチスまたは淋菌が大量に
　存在した際の最小検出感度に関する検討

CT

3×102

3×102

3×102

3×102

3×102

0

103

104

105

106

NG

0

103

104

105

106

103

103

103

103

103

判定

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

－　－　－

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

判定

－　－　－

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋は陽性、－は陰性の判定結果を示す。

本試薬

陽性

陰性

合計

陽性

92

6

98

陰性

7

396

403

SDA 法

合計

99

402

501
全体一致率　　97.4％
陽性一致率　　93.9％
陰性一致率　　98.3％

表４　全検体（クラミジアトラコマチス核酸の検出）

本試薬

陽性

陰性

合計

陽性

95

12

107

陰性

3

328

331

TMA法

合計

98

340

438
全体一致率　　96.6％
陽性一致率　　88.8％
陰性一致率　　99.1％

表５　全検体（クラミジアトラコマチス核酸の検出）

本試薬

陽性

陰性

合計

陽性

78

13

91

陰性

3

407

410

SDA 法

合計

81

420

501
全体一致率　　96.8％
陽性一致率　　85.7％
陰性一致率　　99.3％

表６　全検体（淋菌核酸の検出）

本試薬

陽性

陰性

合計

陽性

80

6

86

陰性

1

351

352

TMA法

合計

81

357

438
全体一致率　　98.4％
陽性一致率　　93.0％
陰性一致率　　99.7％

表７　全検体（淋菌核酸の検出）
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5．考　　察

［1］クラミジアトラコマチス核酸検出における本試薬

との不一致例に関して

　本試薬で陽性となり SDA 法で陰性となった乖離検

体 7 例のうち、4 例は TMA 法で陽性と判定された。

残り 3 例は増幅産物の配列を解析したところクラミジ

アトラコマチスの塩基配列が確認された。

　本試薬で陽性となり TMA 法で陰性となった乖離検

体 3 例は増幅産物の配列を解析したところクラミジア

トラコマチスの塩基配列が確認された。

　本試薬で陰性となり SDA 法で陽性となった乖離検

体 6 例のうち、5 例は TMA 法で陰性と判定された。

　本試薬で陰性となり TMA 法で陽性となった乖離検

体 12 例のうち、11 例は SDA 法で陰性と判定された。

それぞれの残り 1 例については、SDA 法及び TMA 法

にて陽性と判定された。本検体は子宮頸管擦過物検体

であり、菌体の局在の影響、もしくは陽性が否定でき

なかった。

［2］淋菌核酸検出における本試薬との不一致例に関して

　本試薬で陽性となり SDA 法で陰性となった乖離検

体 3 例のうち、2 例は TMA 法 にても陽性と判定された。

残り 1 例は増幅産物の配列を解析したところ淋菌の塩

基配列が確認された。

　本試薬で陽性となり TMA 法で陰性となった乖離検

体 1 例は増幅産物の配列を解析したところ淋菌の塩基

配列が確認された。

　本試薬で陰性となり SDA 法で陽性となった乖離検

体 13 例のうち、12 例は TMA 法で陰性と判定された。

　本試薬で陰性となり TMA 法で陽性となった乖離

検体 6 例のうち、5 例は SDA 法で陰性と判定された。

それぞれの残り 1 例については咽頭擦過物検体であ

り、同時期に採取したうがい液からは本試薬陽性と判

定された。これより、咽頭中の菌体の局在の影響を受

けているものと推測された。

6．まとめ

　迅速、簡便にクラミジアトラコマチスおよび淋菌を

同時検出可能な試薬を開発した。感度においても既存

品と同等以上の性能を有していることが示された。ま

た、臨床検体を用いた評価においても高い感度、特異

度が示された。
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