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リ ア ル タ イ ム PCR を 用 い た 小児化膿性股関節炎 の 診断
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要 旨 小 児化Il自性股関節炎の治療は 迅速な診断 と 起炎菌の 同 定が要求 さ れ る . 今回我 々 は 化脳

性股関節炎が疑われ切開封1:股術を施行 し た 6 例 に お い て ， 術 中採取組織 に 対 し 細 菌培養検査 よ り 感

度 と 迅速性 に優れ る リ ア ル タ イ ム polymerase chain reaction (PCR) を 施行 し た. リ ア ル タ イ ム PCR

に は メ チ シ リ ン 耐性 プ ド ウ 球菌 (MRS) に特異的な PCR と 全市111 闘 を 検出 す る Universal PCR を 使用

し ， 細菌培養検査 の 結果 と 比較 し た . 細菌培養検査では 2 例で イ ン フ ル エ ン ザ梓菌を 同定 し た が，

そ の他の 4 例 は 陰性であ っ た . MRS 特異的 PCR は l 倒で陽性であ り ， Universal PCR は 5 例で陽

性であ っ た . Universal PCR の制!�脱出l線に よ る グ ラ ム |場性， 陰性菌の鑑別 で は 1 17Uが グ ラ ム 陽性菌，

4 例が グ ラ ム 陰性菌感染 と 診断 し た . リ ア ル タ イ ム PCR に よ る 剤u菌感染診断 は細菌培養検査 よ り も

感度に優れ， MRS の特異的診断や グ ラ ム |場性， 陰性の判定が可能であ り ， 本疾患の診断， 治療 に 有

用 な検査で あ る と 考 え る .

序 文

小児化膿性股関節炎の 治療 に は迅速な診断 と 起

炎菌の 同定が要求 さ れ る . 一方で細菌培養検査で

は結果が出 る ま で に 2 日 以上 を 要 し ， さ ら に抗菌

薬投与後の症例では菌の 同定が困難であ る こ と が

多い. 本研究の 目 的は ， 従来確定診断 と し て施行

さ れて い る 細菌培養検査 よ り も 迅速性お よ び感度

に優れた リ ア ル タ イ ム polymerase chain reaction 

(PCR) の小児化膿性股関節炎の診断 に お け る 有用

性を評価す る こ と であ る .

MRI 所 見 よ り 股関節液 の 貯留 を 認 め た た め 化膿

性股関節炎の疑 い に て切開排膿術 を施行 し た 6 例

であ っ た . 5 例が紹介受診であ り ， そ の う ち 4 例

が来院H寺 に既に抗菌薬投与後であ っ た . 平均年齢

は 7 歳 (0""14) で， 症状出現か ら 手術 ま での平均

期 間 は 14 日 (2""39) で あ っ た . 術前発熱の有無，

血液検査結果 と 術中 所見， 術中採取組織 に 対す る

細菌培養検査， 病理組織検査， リ ア ル タ イ ム PCR

結果を 調査 し た.

対象 ・ 方法

対 象 は股関節の痛み， ま た は 歩行困難 を 訴 え ，

Kocher お よ び Caird の診断基準1)6) を 用 い て ，

術前体温 38 . 50C 以上 を 発熱 と 定義 し ， 血液検査値

は 術前血液 中 の 白 血球数が 12000/ml 以 上， C 反

応性蛋 白 (CRP) が 2 . 0 mg/dl 以上， 赤 血球沈降速

度 (ESR) が 40 mm/h 以 上で あ っ た 場合， 化!膿性

Key words : septic arthritis of the hip in children (小児化膿性股関節炎) ， iclentification of bacterium (起因菌同定) ， reaJ­
time PCR ( リ ア ル タ イ ム PCR) ， melting curv巴 (融解曲線)
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表 1. 術前， 術中所見， 術後組織検査結果

術前所見 術中所見 術後所見

例 年lüiî
制I前

抗菌業
38 . 5"( 以 上 白 血球数 CRP ESR 

ll自の貯留投寸ト の発熱 (/m/) (mg/d) 1 ( I11m/h) 

病理
リ ア ル タ イ ム

調11菌培養 組織
PCR 

検査

l 14y + 10 . 800 ※ 5 . 8  N/A + 

2 l l y  + + 1 1 . 200 1 . 3 ※42 + + 

3 10y + 2 . 700 ※ 10 . 5  ※94 + 

4 3y6m + ※ 13 ， 800 ※ 1 1 . 3  N/A + イ ン フ ル エ ン ザt�![笥 + + 

5 2ylOm + ※ 13 守 700 1 . 6  ※62 + 

6 9m + ※ 16 . 900 ※ 17 . 2  ※97 + イ ン フ ルエ ン ザ梓菌 + + 

※ 白 JfrL球数 は 12 . 000/ml 以 上 を ， CRP は 2 . 0 mg/dl 以 上 を ， ESR は 40 mm/h 以 上 を 陽性 と 定義 し た.

股関節炎を 疑 う |場性所見 と し た. 術中所見 と し て

は 股関節内 の膿貯留 を 感染の陽性所見 と し た .

採取組織に対す る 病理組織検査で、 は組織内への

好中球の浸潤を 急性炎症反応の所見 と し ， 感染を

示唆す る 陽性所見 と し た8) リ ア ル タ イ ム PCR で

は DNA 自 動抽 出機 Bio Robot EZ1 DNA investi­

gator kit (Qiagen Inc.， Valencia， CA) を 用 い て

DNA を 抽 出 し ， LightCycler@ system (Roche di­

agnostics， Mannheim， Germany) を 用 いて， メ チ

シ リ ン 耐性 ブ ド ウ 球菌 (MRS) 特異的 PCR お よ び

全 細 菌 を 検出 す る Universal PCR を 同 時施行 し

たの7) Universal PCR で は， タ ー ゲ ッ ト と し た

DNA の PCR 反応 中 の 一本鎖状態 の割合 を ?品度

に 対 し て 示す融解曲線か ら ， グ ラ ム 陽性， 陰性菌

の判別 を 行 っ たの.

結 果

全例 に お け る 術前抗菌薬の投与の有無， 術前体

祖， 血液検査結果 と 術中所見， 術中採取組織に対

す る 細菌培養検査， 病理組織検査， リ ア ル タ イ ム

PCR 結果を表 l に示す.

細菌培養検査で は 2 例 に て イ ン フ ルエ ン ザ梓菌

を 同定 し た が， そ の他の 4 例 に お い て は細菌楕養

検査に よ る 起因菌の 同定 は で き な か っ た. 調m菌;情

養陰性の 4 例 は 術前 に抗菌薬の投与が行われて い

た症例で あ り ， 細菌培養陽性の 2 例 は術前の抗菌

薬投与が行われて い な い症例で あ り ， こ の 2 例で

は 術前体温， 血液検査結果の い ずれ に お い て も 感

染 を 示唆す る 値であ っ た .

リ ア ル タ イ ム PCR の結果 と し て， MRS 特異的

PCR は l 例 に お い て 陽性 と な り ， UniversaJ PCR 
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は 5 例 に お い て 陽性 と な っ た . Universal PCR に

お け る 融解 曲 線 の 解 析 結 果 か ら ， MRS 特 異 的

PCR が陽性で あ っ た l 例 を グ ラ ム 陽性 菌 と 診断

し ， 4 例 を グ ラ ム 陰性菌であ る と 診断 し た (図 1 ) .

考 察

細菌培養検査 は結果が出 る ま でに 数 日 を 要す る

た め， 迅速性 を 要 す る 化膿性股関節炎の診断は主

に |臨床所見や l血液検査結果， MRI 所見 に よ っ て 行

われて き た l凡 一方で， 菌の 同定 は確定診断お よ

び投与す る 抗菌薬の選択に重要で、あ る が， 細菌培

養検査の 感度 は 34% か ら 82% と 報告 さ れ， 確定

診断 と し て 十分 な 感 度で は な い? さ ら に 術前抗

菌薬投与例では， 細菌培養 の み では な く ， 術前|臨

床所見， 血液検査結果 も 偽陰性 と な り う る .

近年， 小児化膿性股関節炎の診断 に お い て ， リ

ア ル タ イ ム PCR が有用 で、 あ る と 報告 さ れて お り ，

従来行われて き た細菌培養検査単独での診断 よ り

も ， よ り 迅速 に 高い感度で起I�I 菌の 同定が可能で

あ る と 報告 さ れて い る 2)3) リ ア ル タ イ ム PCR 法

は タ ー ゲ ッ ト と す る DNA の特定の領域 を 同定す

る 事が可能で あ る た め， MRS が有す る mec A 遺

伝子領域の 同 定 に よ る MRS 感染の診断や， 全細

菌が有 す る 16srRNA 遺伝子領域 の 同 定 に よ る 細

菌感染の診断が可能で あ る . 我 々 は こ れ ま で、 に 人

工関節周 囲 感 染 の 診断 に お い て ， リ ア ル タ イ ム

PCR は細菌培養検査 で は 陰性 と な る 例 に お い て

も 起因菌の検出が可能で、 あ る こ と ， リ ア ル タ イ ム

PCR は抗菌薬の投与 に よ る 殺菌後 の 死 菌 由 来 の

DNA も 検出 す る た め 抗菌薬投与後 の症例 に お い
て も 細菌感染の診断が可能であ る こ と ， ま た 副!解
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図 1. 症例 : 2 歳 10 か月 ， 男 児
近医 よ り 他院へ紹介受診後 に ぎl 院へ紹介受診 し た
a 近医受診H寺両股関節正面単純 X 線像. 大腿骨頭 に 宵透亮{象 を認め る .
b : 他院紹介受診I時両股関節正而 X 線像. 大腿骨密iの 外方 へのTIEJJ)�臼 を 認 め る .
c 当 院来院H寺 MRI T2 強調像 : 股関節 お よ び周 回]1次音11組織に 高信号な領域 を 認 め る .
d : 切 開。1:腿術後 リ ア ル タ イ ム PCR 結果. *1fI菌府養検査結果 お よ び病理検査結果 は 陰性で

MRS-PCR 結果 も 陰性で あ る が Univ巴rsal PCR で陽性 を 認め る .
巴 : Universal PCR 副l�終曲線. 副拍手曲線の ピ ー ク 1則立は 56'C で あ り ， 起因一歯を グ ラ ム |食|生菌

と 診断す る .
f 術後 4 か月 両股関節 X 線像.

制片

l明 ら か な続発症を認め な い.

し か し ， 菌量が少 な い場合， ま た採取 し た 組織が

感染 し て い る 部位か ら 採取 さ れな か っ た 場合は，

感染例 に お い て も 細 菌培養や リ ア ル タ イ ム PCR

が陰性に な る 可能性があ る た め， よ り 確実な組織

診断 に は術中組織の マ ル チ フ。ルサ ン プ リ ン グが必

要で あ る と 考 え る .

小児化)脚I�I:股関節炎は感染の診断 に 難渋す る こ

と が多 い た め ， 様 々 な検査 を 組み合 わ せ て行 う 必

要があ る . 1臨床症状， 血液検査所見や画像所見 は

�I�侵襲的 に感染 に よ る 炎症所見 を 同定で き る 検査

であ り ， 感染の判定 に 有用 で あ る 一方で， 治療 に

必要な菌の 同定は困難であ る . リ ア ル タ イ ム PCR

法 は細菌l音養検査 と 同様 に 関節液や検体採取の た

め に 患部への侵製的 な 処置 を 必要 と す る が， 細菌

培養検査 と 比較 し て 高 い 感度で感染の診断が可能

であ り ， MRS 特異的 PCR や Universal PCR を 用

い る こ と に よ り ， 起因菌の判別 が可能で抗菌薬の

決定 に有用で あ る . ま た さ ら に本疾患の診断， 治
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i曲線を用 い る こ と で， 起因菌の グ ラ ム |場性， 陰性

の判別 が可能 で あ る こ と を 報告 し た5) 10) さ ら に

本 方 法 で は MRS 特 異 的 PCR と Universal PCR 

を 同 時に施行す る こ と が可能であ り ， 迅速に起因

菌の グ ラ ム 陽性， 陰性の判別， さ ら に は MRS で

あ る か ど う かの判定が可能であ る .

本研究 で は ， 6 例 中 4 例 に お いて細菌l音養検査

が陰性で， 起因菌の 同定が行 え な か っ た . し か し ，

4 f9ll �1二' 3 例 で は リ ア ル タ イ ム PCR に よ る 感染の

診断が可能で、 あ り ， 2 例 は グ ラ ム 陰性菌， 1 例 は

MRS 感染 と 診断す る こ と がで き た た め ， 投与抗

菌薬の決定に有用で、あ っ た. 一方で:. 1 例で は細菌

培養検査 と リ ア ル タ イ ム PCR に よ る 起因 菌 の 同

定 は 出来ず病理組織検査のみ陽性であ っ た .

症例では， 術前の画像， 血液学的， 理学的所見か

ら は感染が強 く 示唆 さ れ た が， 細菌培養検査 ま た

は リ ア ル タ イ ム PCR に よ る 起因 菌 の 同定 を 確定

診断 と し た 場合， 細菌感染の診断 と な ら な か っ た .

こ の



療 に は迅速性が要求 さ れ る が， 今回我 々 が行 っ た

リ ア ル タ イ ム PCR 法 は検体採取か ら 全検査終了

ま で を 3 時間で完了で き る た め， 細菌培養検査 と

比較 し て 迅速性 に 優れ た 検査で あ る9) 特 に 抗菌

薬投与後の症例 で は細菌培養検査は偽陰性を 示 す

可能性が高 い た め， 本方法 を 使用 し た 感度の高い

診断が必要で あ る と 考 え る .

ま と め

小児イじ膿性股関節炎 6 例 に 対 し て リ ア ル タ イ ム

PCR に よ る 細菌感染診断 を 行 っ た . 細菌培養検査

で陰性であ っ た 4 例 中， 3 例 に お い て 本方法での

診断が可能で あ っ た. 本方法で は MRS 感染， グ

ラ ム 陽性， 陰性菌の判別が可能であ り ， 細菌培養

検査 と 比較 し て迅速性 に優れて い る た め ， 本疾患

の診断お よ び治療 に 有用 な検査であ る .
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Septic Arthritis in the Hip in Children Diagnosed Using Real-Time PCR 
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The aim of this study was to evaluate the e任iciency of reai-time PCR as a technique instead of 
microbiological culture. to diagnose septic coxitis in children. A total of 6 children with suspected 
septic arthritis in the hip who underwent surgical treatment were prospectively enrolled in this 
study. Th巴 intraoperative tissue specimens were examined using microbiological culture and real­
time PCR inciuding methicillin-resistant Slaþhylococcus specific PCR and pan-bacterial univ巴1'sal
PCR. Mic1'obiological culture found only two cases of Haemoþhilus influenza. while MRS-PCR was 
positive in one case and universal PCR was positive in the oth巴l' five cases. The analysis of the 
melting peak in th巴 fiv巴 cases of positive unive1'sal PCR found that one case was Gram-positive and 
the other four were Gram-negative. These findings sugg巴sted that reaJ-time PCR could be a 
sensitive tool for the diagnosis of septic arthritis in children-ev巴n in those with n巴gative culture 
results. Moreover， reaHime PCR was effective in identifying MRS infection and in differentiating 
between Gram-positive and G1'am-negative cases. 
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