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The sensitivity tests of Mycobacteria against various drug concentrations most vital for deter

mining drugs for choice, but here in this report the auther studied whether it is possible or not 

to differentiate the species of Mycobacteria by observing the results of routine drug sensitivity 

tests and thereby intended to establish resistance pattern of each species without having the aid 

of any specific reagent or implementation of other procedures.

Observation was made on the results of sensitivity tests on 6 different species frequently 

isolated at clinical laboratories in Japan: namely, M. tuberculosis (55 strains), M. kansasii (7

 strains), M. scrofulaceum (14 strains), M. gordonae (4 strains), M. avium-intracellulare complex 

(24 strains) and M. fortuitum (7 strains) for the following 8 kinds of drugs at various concentra

tions; SM, PAS, INH, KM, CS, TH, EB and RFP, on the commercial 1% Ogawa egg media.

As a result, 2 to 5 different resistance patterns peculiar to each species were established by 

selecting 8 different concentrations of 5 kinds of drugs which showed conspicuous difference in the 

results of sensitivity tests on the following combinations of various drugs: PAS 1 (Pg/ml), INH

 0.1, 1 and 5, SM 20, EB 2.5, CS 20 and 40. The possibility of differentiating each species thus 

obtained were: M. tuberculosis 70. 1%, M. kansasii 100%, M. scrofulaceum 42.9%, M. gordonae 

100%, M. avium-intracellulare complex 78.2% and M. fortuitum 100%. Among the strains tested, 

those misidentified or unidentified accounted for 29.7%.

The above-given resistance pattern for 5 different kinds of drugs proved that they were fully 

acceptable as a preliminary method for differentiating 6 species of Mycobacteria frequently isolated 

in Japan.

緒 言

抗酸菌の鑑別および同定を行なうには,抗 酸菌の生物

学的,生 化学的性状等の総合的な検査を必要とする。ま

た,抗 酸菌種の抗結核剤に対する耐性も抗酸菌鑑別の情

報の一つとなりうる。即ち,耐 性検査は治療効果を予測

するものとして重要であるが,ま た特別な試薬や器材を

用いることなぐ,抗 結核剤に対して発育の有無を肉眼で
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観 察 す る だ け で よ く,そ れ ら各 菌 種 の薬 剤 耐 性 パ タ ー ン

を設 定 す る こ とに よつ て,抗 酸 菌 種 鑑 別 の 情 報 と して 活

用 し よ う とい うも の で あ る。

この こ とは また 臨 床 的 に も患 者 の 管 理,治 療 を 迅 速 か

つ 的 確 に 行 な うた めに 有 用 であ る。

実 験 方 法 お よ び 成 績

関 東 中央 病 院 臨 床 検 査 科 で 分 離 した 抗酸 菌 で す で に菌

種 同定 が な さ れ て い る,Mycobacterium tuberculosis 

55株,M. kansasii 7株,M. scrofulaceum 14株,M.

 gordonae 4株,M. avium-intracellulare complex 24

株,M. fortuitum 7株 の 計111株 を用 い,市 販 の1%小

川 耐 性 培 地 に 培 養 し,1～4週 間 後 に 判定 した。 耐 性 に 、

つ い て東 村1)は 詳細 に述 べ て い るが,こ こでは 対 照 と同

じ発 育 状態 を示 した完 全 耐 性 を もつ て耐 性 と した 。

使 用 した 抗結 核 剤 名 お よ び培 地 中に 含 まれ た 薬 剤 濃 度

は(μg/ml)で 次 の ご と くで あ る。SM20,200, PAS1,10,

 INH 0.1, 1,5, KM25,100, CS20,40, TH (1314) 25,50,

 EB2.5,5, RFP10,50の8剤17濃 度 で あ る。

各 抗酸 菌 種 に関 す る抗 結 核 剤 耐 性 検 査 の成 績 を 耐 性 率

で示 す と表 の よ うに な る。 これ ら薬 剤 に 対 す る各 菌 種 の

耐 性 態 度 を観 察 し,菌 種 間 に お け る耐 性 率 の差 の著 し い

もの を選 びだ した 。 は じめ にSM20μg/mlでM.for-

tuitumお よびM.avium-intracellulare complexは 全

株 耐 性,あ る い は 高 い 耐 性 率 を示 し,M. tuberculosis 

や M. gordonaeは 低 い 耐 性 率,あ るい は 感 受 性 を示 し

た。 ま たSM200μg/mlで は 高 い 耐 性 率 を示 し た菌 種 は

認 め な か つ た 。

pAS1μg/mlで はM.tuberculosisを 除 い ては,ど の

菌 種 に おい て も全 株 が 耐 性 で あ つ た 。PAS 10μg/mlで

はM. kansasiiが 全 株 耐 性 を 示 した 。

INH 0.1μg/mlで はM. tuber6ulosisを 除 い て は,ど

の菌 種 も全 株耐 性 や極 め て 高 い 耐 性 率 を 示 し,ま た

INH 1μg/mlで はM.kansasiiが 感 受 性 に 変 化 を み せ

た 。INH 5μg/mlはM.fortuitumの み が 全 株 耐 性 を

示 し,M.gordonaeが 感 受 性 に変 化 した。

KM 25μg/mlで はM.avium-intracellulare complex

が 高 い 耐 性 率 を,M.tuberculosisとM.gordonaeが

低 い 率 と感 受 性 を 示 した 。KM 100μg/mlはM.avium

-intracellulare cdmplexの み が や や 高 い 耐'性率 で あ つ

た 。

CS 20μg/mlで はM. fortuitumとM. avium-intra-

celluare complexが 全 株 耐 性 や 高 い 耐 性 を ,ま たM.

 kmsasiiの み が 感 受 性 を示 し,CS 40μg/mlで はM.

 fortuitumの み が 全 株耐 性 で あつ た。

EB 2.5μg/mlはM. avium-intracellulare complex

とM. scrofulaceumが 全 株 耐 性 や 高 い 耐 性 率 を示 しM.

 kansasiiとM. gordonaeは 感 受 性 を 示 し た。EB5

μg/mlで はM.avim-intracellulare complexが 全 株

耐 性 で あつ た 。

TH(1314)は25μg/ml ,50μg/mlと も各 菌 種 間 に耐

性 率 の著 し い差 は認 め な か つ た 。

Table. Prevalence of Resistance of Various Species for Different Drugs with
 Different Concentrations (%)

* M
.intracellulare=M.avium-intracellulare complex.
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REP l0μg/ml,50μg/mlと もM.fortuitumとM.

avium-intracellulare complexに 全 株 耐 性 と高 い 耐 性

率 を 認 め た。

(RFP耐 性 測定 株 はM.tuberculosis 48株,M.kmsasii

 5株,M.scrofulaceum 12株 で あ る。)

考 察

抗結核剤に対 して,抗 酸菌種の感受性が異なるとい う

多くの報告2)3)16)があ り,ま たその他にも抗結核剤につ

いての交叉耐性,非 定型抗酸菌に対する有効薬剤の検索

等,広 い意味で耐性を論 、じてい る報告1)4)～9)もまた多

い。

薬剤耐性検査の目的は治療効果を予測するものである

から,本 来の抗酸菌種の鑑別,同 定に用いられる生物学

的,生 化学的性状検査とは異な り,鑑 別力は劣るものと

考えられるのは当然である。ただ耐性を観察することで

充分 とい うものでなく,あ くまでも抗結核剤耐性を一つ

の情報群 として,抗 酸菌鑑別の緒 口に活用 しようとする

ものである。

すなわち,ど の薬剤耐性を利用するのが適当であるの

か,ま たどのような耐性パターンを設定することで抗酸

菌種をより鑑別しやすくするかを検討した。

各抗酸菌種の鑑i別に有 効 と認 め た薬 剤 は,SM 20

μg/ml,PAS 1μg/ml,INH 0.1,1,5μg/ml,CS 20,40

μg/mlお よびEB 2.5μg/mlの5薬 剤8濃 度であつた。

これ らを棒 グラフにして示 したのが図1と 図2で ある。

KM,TH,RFPを 採 らなかつたのは次の理由による。

KMで はSMと 同 じア ミノグル コシ ド系であ り,よ く

似た耐性率を示 したが,SMの 方がよくわかれる成績を

認めたためである。またTHで は各菌種に対する耐性

の差異を認めなかつたことによる。RFPに ついては1

%小 川耐性培地を使用した場合,各 菌種のRFPに 対 す

る感受性が低かつたことによる。

抗酸菌の大多数を占めるM.tuberculosisと 他の菌種

を選別できるものとして,PAS 1μg/mlを 選んだ。PAS

 1μg/mlに 対 するM.tubemlosisの 耐'性率は16.4%に

止 まつているのに対して,他 の菌種はいずれ も100%の

耐性率を示し,両 者の間で最も著 しい差を認めた。 この

ことからPAS 1μg/mlに 感受性を示す菌株はM.tuber-

culosisで あ ると推測しうる。またM.tuberculosisを よ

り確認する意味で,INH 0.1μg/mlの 感受性 を追 加 し

た。 すなわちM.tuberculosisはINH 0.1μg/mlで の

耐性率は25.4%と 低 いが,他 の菌種はいずれ も92～100

%と 高い耐性率を認めたの℃,PASお よびINHに 感

受性を示す菌株はM.tubermlosisと いえよう,その場合

M.tuberculosis菌 株中の70.1駕 が ここにふくまれた。

次に,M.tuberculosis以 外の菌株はPAS 1μg/mlに

耐性であるので,PAS 1μg/ml耐 性株のものでINHに

対する耐性を検討した。

INH 0.1μg/mlの みに耐性を示 して,INH 1μg/mlに

感受性であつた菌株にはM.kansasii全 株がふ くまれて

いたのが大きな特徴であつた。

Fig. 1. Resistance Pattern of Various Species for PAS and INH (%)
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Fig. 2. Resistance Pattern of Various Species for SM, EB and CS (%)

INH 1μg/mlま で 耐 性 で,INH 5μg/mlに 感 受 性 の

菌 株 に はMscrofulaceum-M.gordonaeお よびM.

aviurn-intracellulare complexの 大 多 数 の 株 が ふ く まれ

て いた 。

INH 5μg/mlに 耐 性 を示 した 菌 株 に はM.fortuiturn

全 株 が ふ くまれ てい た 。

以 上,抗 酸 菌 全 株 に つ い て,PAS 1μg/ml,INH 0.1,

1,5μg/mlに 対 す る耐 性 の有 無 を観 察 す る こ とで,M.

tuberculosis,M.kansasii,M.fortuiturnの 各 菌 種 とそ

の他 の群(M.scrofulaceum,M.gordonaeお よびM

avium-intracellulare complex)の 四 つ に 大 別 す る こ と

が あ る程 度 可 能 で あっ た。

そ の他 の群(M.scrofulaceum,M.gordonaeお よび

M.avium-intracellulare complex)と され た も のか ら各

菌 種 に 再 分別 す る の に,SM 20μg/mlに 対 し てM.

aviurn-intracellulare complexは 高 い耐 性率 を示 し た

の に 反 し,M.scrofulaceum,M.gordonaeは 低 い 耐 性

率 や あ るい は 全 株 が 感 受 性 を示 し,SM 20μg/ml耐 性 で

M.avium-intracellulare complexの ほ とん どを分 別 で

き る。 またM.scrofUlaceumとM.gordonaeを 分 別 す

るの にEB 2.5μg/mlを 選 んだ 。M.scrofulaceumは

EB 2.5μg/mlに 高 い 耐 性 率 で あっ た が,M.gordonae

は 全 株 感 受 性 で あ つ た 。

PASとINHで は 分別 しえ な かつ たが,SM 20μg/ml

とEB 2.5μg/mlの 耐 性 の有 無 を観 察 す る こ と で,M.

avium-intracellulare complex,M.scrofulaceum,M.

gordonaeの それ ぞれ を か な り分 別 で き る。

菌 種 を よ り確 実 に す る意 味 でCS耐 性 を あ て てみ た 。

す な わ ち,CS 20μg/ml感 受 性 株 にM.kansasiiを,ま た

CS 40μg/ml耐 性株 にM.fortuitumの 全 株 が 含 まれ た

の で,CSを 追 加 す る こ とで両 菌 種 を よ りた しか に 鑑 別

で き る。

各 抗酸 菌を 鑑 別 す るに あた り,抗 結 核 剤5剤,8濃 度

の耐 性 の有 無 をそ れ ぞ れ2本 か ら5本 の耐 性 培 地 を 用 い

る こ とに よつ て,わ が 国 で臨 床 材 料 か ら分 離 され る可 能

性 の あ る抗酸 菌 種,M.tuberculosis, M.kansasii, M.

scrofulaceum, M.gordonae, M , avium-intracellulare

 complexお よびM.fortuitumの 鑑 別 が あ る程 度 可 能 で

あ る。

各 抗 結 核 剤 の 耐 性 率 か ら抗酸 菌種 を鑑 別 す る のは 困難

で あ るが,順 序立 て て薬 剤 を組 み合 わ せ る と菌 種 鑑 別 に

有 用 で あ るが,こ の よ うな 組合 せ の大 切 さをKubica17)

も報 告 して い る。

設 定 した 抗 結 核 剤 の耐 性 パ タ ー ンを 図3に 示 した 。

M.tubemlosisに 対 す るパ タ ー ンはPAS 1μg/mlお

よびINH 0.1μg/mlの2本 に 感 受 性 を 示 す 菌 株 で,こ

の場 合M.tuberculosisの70.1%を 鑑 別 しえ た 。

M.kansasiiの 耐 性 パ タ ー ン はPAS 1μg/ml耐 性,

INH 0.1μg/ml耐 性,INH 1μg/ml感 受 性,EB 2.5

μg/ml感 受 性,CS 20μg/ml感 受 性 を 示 し,こ の よ うな

菌 株 はM.kansasiiと 鑑 別 し うる。下 出10)はM.kmsa-

siiはPAS,KM耐 性,INH,EB低 耐 性,CS感 受 性 と
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Fig. 3. Differentiation of Species by Resistance Pattern
* M.intracellulare=M. avium-intracellulare complex.

報 告 してい る。

M.scrofulaceumで の耐 性 パ タ ー ンはPAS 1μg/ml耐

性,INH 1μg/ml耐 性,INH 5μg/ml感 受 性,SM 20

μg/ml感 受 性,EB 2.5μg/ml耐 性 と した が,こ の パ タ

一 ンを示 す 菌 株 はM . scrofulaceumの42.9%で あ っ た 。

東 村11)はscotochromogensの うちEB 5μg/ml耐 性 で

あ る こ とに よ り,M.scrofulaceumの90%をM.gordonae

か ら区別 し うる と して い る。

M.gordonaeの 耐 性 パ タ ー ン をPAS 1μg/ml耐 性,

INH 1μg/ml耐 性,INH 5μg/ml感 受 性,SM 20μg/ml

感 受 性,EB 2,5μg/ml感 受 性 と 設 定 し た が,M.gor-

donaeは 全 株 この パ タ ー ンに含 まれ た。

M.avium-intracellulare complexの 耐 性 パ タ ー ンは

PAS 1μg/ml耐 性,INH 1μg/ml耐 性,INH 5μg/ml

感 受 性,SM 20μg/ml耐 性 と した が,こ の4本 の耐 性 培

地 を 観 察 す る と,わ が 国 の代 表 的 な非 定 型 抗 酸 菌 であ る

M.avium-intracellulare complexの79.3%を 他 か ら区

別 す る こ とが で き た。 久世 ら12)もIII群 は 概 して抗 結 核 剤

に対 す る耐 性 が高 い と報 告 して い る。

M.fortuitumの 耐 性 パ タ ー ンはPAS 1μg/ml耐 性,

INH 5μg/ml耐 性,CS 40μg/ml耐 性 と設 定 した が,こ

れ に よつ てM.fortuitumの 全 株 が こ の パ タ ー ンを 示 す

群 に含 まれ た。 久世 ら13)もrapid growersは 薬 剤 耐 性 が

極 め て 高 い と,ま た木 下 ら14)も ど の抗 結 核 剤 に も高 い 耐

性 を 有 す る と述 べ て い る。 東 村15)はM.fortuitumを 鑑

別 す るの にCS 500μg/ml耐 性 で あ る ことか ら利 用 で き

る と して い る。

抗酸 菌111株 の うち,今 ま で述 べ た 各 菌 種 特 有 の 性 状

を 示 さず,他 の菌 種 に見 誤 つ た も のが16株,14.4%み ら

れ,ま た途中でどの耐性パターンにも属さず,判 定不能

になった菌株は17株,15.3%認 められ,両 方を合せると

33株,29.7%が 抗結核剤耐性の観察では菌種の区別がで

きなかつた。

なお,菌 の接種量を培地面に数えられる程度を少なく

した り,あ るいは5(+)位 に増量 して耐性の変化を観察

したが,接 種菌量の差による耐性の変動は認められなか

つた。

以上,抗 結核剤5剤 の耐性の有無を観察 し,耐 性パタ

ーンを設定することで,わ が国の臨床材料から分離され

る可能性のある,抗 酸菌6菌 種の分離株中42.9～100%

は他菌種から鑑別が可能 と思われ,抗 酸菌鑑別の緒口に.

活用しうるものと考えられた。

結 論

抗 結 核 剤 耐 性 の 観 察 に よる抗 酸 菌 鑑 別 の情 報 と して,

SM,PAS,INH,EBお よびCSの5薬 剤8濃 度 の耐 性.

培 地 を応 用 し,各 菌 種 の耐 性 パ タ ー ン を設 定 した 。

薬 剤 耐 性 パ タ ー ンに した が つ て 分 類 し た と き,M.

kansa5ii,M.gordonae,M. fortuitumの 全 株,M.aviuml-

intracellulare complexの79.3%,M.tuberculosisの

70.1%,M.scrofulaceum 42.9%が 他 の菌 種 か ら鑑 別 さ

れ た 。

この 判 定 法 で 誤 つ て他 菌 種 と判 定 され る も の,判 定 不 二

能 の もの が29.7%に み られ た。

しか し,日 常 行 な われ る薬 剤 耐 性 検 査 の成 績 を 観 察 す

る こ とに よ り,抗 酸 菌 鑑 別 の た めに,か な り有 用 な情 報

が 得 られ る こ とを示 した。
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本論文の要旨は第53回 日本結核病学会総会において発

表 した。

この研究を終わ るにあた り,結 核予防会結核研究所

高橋昭三先生に御指導,御 校閲を賜わり心から感謝いた

します。また本論文を推薦 していただいた国立公衆衛生

院 川村達先生,ご 後援いただいた東京逓信病院 古家

尭先生,当 院の野坂謙二部長にお礼を申し上げます。
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