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BACTEC system is a reliable and rapid drug susceptibility test for mycobacteria and is 

widely accepted in Europe and in the United States of America. In Japan, it is impossible to 

introduce the BACTEC system in clinical laboratories because of strict regulations for the 

use of radioactive substances in Japan. To resolve this dilemma, we adopted alpha-antigen 

(ƒ¿-antigen), a widely distributed secretory protein of mycobacteria, as the index substance 

replacing the radioactive substance14C in BACTEC system.

Alpha-antigen was detected by reverse passive latex agglutination (LA), using latex 

sensitized with rabbit anti-ƒ¿-IgG.

Susceptibility of 17M. tuberculosis strains isolated from patients, grown on Ogawa 

egg medium and then cultured in 7H9 medium, and of 46M. tuberculosis strains freshly 

isolated from patients by 7H9 medium of MB check system, was tested for four 

antituberculosis drugs, isoniazid  (INH), rifampicin (RFP), streptomycin (SM) and etham

butol (EB). Ninety four percent of the control cultures were positive for ƒ¿-antigen within 7 

days after the inoculation. The MIC values of H37Rv strain in 7H9 medium determined by 

the method of Heifets were 0.05ƒÊg/m/ for INH, 0.03ƒÊg/ml for RFP, 0.25ƒÊg/ml for SM and 

1.9ƒÊg/ml for EB.

In 17 strains from Ogawa egg medium, the results obtained from all but 4 strains for 

SM, 1 for INH, 1 for RFP and 7 for EB were concurrent with that obtained by the method 

using 1% Ogawa egg medium. No strains were determined to be resistant to any drug by the 

ƒ¿-antigen method and be sensitive by the Ogawa medium method. In 46 strains cultured by 

the MB check system, the results of 42 strains for SM, 35 for INH, 39 for RFP and 36 for
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EB coincided with those determined by the Microtiter method. Among the strains 

determined to be resistant by Microtiter method, 1/2 for SM, 10/14 for INH, 4/17 for RFP 

and 8/10 for EB were determined to be sensitive by ƒ¿-antigen LA method. The disagreement 

was seen mostly in strains which were determined to be resistant by the method using egg 

medium, while sensitive by the ƒ¿-antigen LA method. The discrepancy might originate 

from the difference of critical concentration due to heat inactivation of the drugs and 

absorption in the egg medium. However, some instability was observed in latex agglutina 

tion and its cause should be examined further.

This method of utilizing 7H9 medium for culture and ƒ¿-antigen as the index of 

mycobacterial growth can be an expedient and economical drug susceptibility test because it 

does not use radioactive substance as in the case of BACTEC system.
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は じめ に

抗酸菌の薬剤感受性検査については,培 地中の薬剤の

有効濃度の低下など多 くの問題点が指摘されている。ま

た,そ の結果の信頼性や迅速性の他にも手技が簡単かど

うか,経 済性はどうかといったことも大きな問題となる。

日本で広く利用されてきた小川培地を用いる方法は,長

期培養のため薬剤力価の低下がおこるという大きな問題

点がある。このため大量菌接種による迅速な方法 として

マイクロタイター法が普及してきた。しかし,こ れも卵

培地を用いることか ら,培 地の加熱,凝 固による薬剤の

失活1)と いう問題点は克服できていない。

欧米で普及 しているBACTEC法2)は 薬 剤失活の問

題 も少なく,信 頼性,迅 速性とも優れている。 しか し,

検 出系 として放射性物質14Cを 用 いることが普及のさま

たげとなり,日 本では日常の検査 として取 り入れること

はできなかった。 これに対 し,14Cの 代 わりの指標 とな

る物質としてluciferaseや 種々の蛍光物質を用いる3 ) ～ 5 )

などいくつもの方法が検討されている。これらは,い ず

れも非放射性物質を用い,迅 速に結果が得 られるという

利点をもっているが,そ れに要する費用面を考えると問

題があるものも多い。特に,結 核が多い発展途上国での

利用には経済性は大きな問題であろう。

このような点を考慮 し,BACTEC TB460system

に準 じた手法を用い,検 出系 として14Cの か わりに

Mycobacteriumが 産 生す る特異的な α抗原6)を 用い

たラテックス凝集反応を利用する方法を検討 した。

方 法

(1)　抗 α抗体の精製

α抗原で免疫 したウサギのpolyclonalな 抗 α抗体

か ら,33%飽 和硫酸 アンモニウムでIgG分 画 をα-T

抗原結合sepharose columnを 用いたaffinitychro-

matographyを 行 って精製した。

(2)　感作ラテックスの作製

精製抗 α-T抗 体20mcg/mlに 等量の0.5%ラ テッ

クス(SDL48GE,武 田薬品)を 混和 し撹絆 しながら

37℃,2時 間反応 させた。その後0.5%に なるように

ウシ血清アルブミンを加え,4℃,一 夜攪拌 しブロッキ

ン グを 行 った7)。遠 沈,洗 浄後,緩 衝 液 を0.02M

glycine緩 衝生理食塩水(pH8.6)に 置換 した。

(3)　逆受身ラテックス凝集反応

96穴 のマイクロプレート(v型)を 用いて抗原液25

μlと 感作ラテ ックス液25μlを 攪拌 し,室 温に8時 間

以上放置 した後,凝 集の有無ないし程度を判定 した。

(4)　抗原液の作製 とα抗原の検出

H37Rv,ま た国立療養所広島病院の結核入院患者か

らの結核菌株(小 川培地)をMiddlebrook7H9培 地

(Difco)で 前 培養 し,OD650nm=0.328と な った菌液

0.1mlを7H9培 地4mlに 接種(control1),ま た菌

液を生理食塩水またはPBSにTween80を0.1ml/200

mlの 割合 に加えた希釈液で100倍 または50倍 に希釈

した液0.1mlを7H9培 地4mlに 接 種 して(control

2)培 養 し,日 を追 ってその培養液のOD650nmと 感作

ラテックスによるα抗原の凝集価を観察 した。

薬剤含有培地 は,BACTEC法 に準 じて7H9培 地4
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(A) (B) (C)

Days from inoculation

Fig. 1 Bacterial growth of some M. tuberculosis strain in 7H9 medium as measured in 

terms of OD650nm (A) H37Rv strain; (B) clinical isolates (susceptible to all tested drugs); 

(C) clinical isolates (resistant to at least 3 drugs including INH and RFP. •›

, •¢, • , Growth in medium (4ml) planted with 0.1ml of original inoculum(OD650nm=0.3);•œ, •£, •¡, 

growth in medium (4ml) planted with 0.1ml of 100-fold dilution of the original inoculum.

mlに そ れ ぞ れSM(明 治 製 菓 製 注射 用硫 酸 ス トレプ ト

マ イ シ ン)6.0μg/ml,INH(第 一 製薬)0.2μg/ml,

RFP(第 一 製 薬)2.0μg/ml,EB(日 本 レ ダ リー)7.5

μg/mlと な る よ う に調 整 した もの を使 用 し,こ れ に菌

液0.1mlを 加 え た 。対 照 に 肉 眼 的 に 濁 り を 認 め

(OD650nm≧0.1,お お む ね0.2前 後)た ら各 培 養 液 の2

倍希 釈系 列 を 作 り,逆 受 身 ラテ ッ クス凝 集 反 応 を行 った。

H37Rvに つ い て はHeifetsら8)の 方 法 に よ りMIC

の 測 定 を 行 った。

(5)　臨 床 検 体 か らの 菌 の薬 剤 感 受 性 試 験

患 者 喀 痰 をMBチ ェ ッ ク シス テ ム 「ロ シ ュ」(日 本 ロ

シ ュ)で 培 養 して 得 た7H9の 菌 液 を使 用 して 同様 の観

察 を 行 つた。 一 方,同 じ患 者 喀痰 か ら小 川 培 地 で分 離 さ

れ た 菌 につ い て従 来法 ま た は マ イ ク ロ タイ ター法9)に よ

る薬 剤 感受 性試 験 を行 い,そ の結 果 を本 法 と比 較 した。

従 来 法 は1%小 川 培 地 を基 礎 培 地 と し,検 査 濃 度 はSM

は20お よ び200μg/ml,INHは0.1, 1.0, 5.0μg/

ml,RFPは10,50μg/ml,EBは2.5お よ び5.0μg/

mlと した 。 マ イ ク ロ タイ ター法 は極 東 結 核 菌 感 受 性 ス

ペ ク トル検 査 用 培 地 で検 査 濃度 は SM20, 200μg/ml,

INH0.1,5.0μg/ml,RFP10, 50μg/ml, EB2. 5

お よび5.0μg/mlの もの を使 用 した。

結 果

H37Rvと 臨 床 分 離 株 の7H9培 地 に お け る増 殖 曲線 は

Figure1の ご と くで あ った。 ま た,OD650nmと ラテ ッ

クス凝 集 反 応 に よ る α抗 原 検 出 の 関係 はFigure2に 示

す よ うで,重 相 関係 数R値 は0.84で あ り(P<0.001),

OD650nmが0.05(肉 眼 で は わ ず か に 濁 りが 認 め られ る

程 度)に な る と α抗 原 を検 出す る こと が で き た。 す な わ

ち,H37Rvと 感 受 性 臨 床 株 は接 種 菌 液 が1倍 希 釈 で は

3日 目,100倍 希 釈 で は7日 前 後 で α抗 原 を検 出す る こ

Fig. 2 Correlation between the extent of 

bacterial growth of M. tuberculosis H37Rv 

in 7H9 medium measured in terms of OD650nm 

and that estimated by ƒ¿-antigen detecting 

method.

と が で き た。 耐 性 菌 株 で は1倍 希 釈 で6日 目,100倍 希

釈 で は13～19日 目 に α抗 原 検 出 可 能 で あ った。

H37Rv株 のMICはSM0.25μg/ml,INH0.05μg/

ml,RFP0.03μg/ml,EB1.9μg/mlで あ り,Heifets

らの7H12に お け るもの8)と 同程度 で あ った(Table 1)。

小 川 培 地 で の 臨 床 分 離 株 に つ い て の 結 果 はTable 2

に示 す よ うに,小 川 培 地 法 と本 法 の 判 定 が 一 致 した の は

17株 中SM感 受 性9株,耐 性4株,INH感 受 性5株,

耐 性11株,RFP感 受 性7株,耐 性9株,EB感 受 性9

株,耐 性1株 で あ つ た。 不 一 致 で あ つた の はす べ て小 川

培地 で耐 性 とされて 本 法 で は耐 性 と され な か つた もの で,

SM4株,INH1株,RFP1株,EB7株 で あ った。

喀 痰 か らMBチ ェ ック で 培 養 した 菌 液 を使 用 した場

合 の 結 果 はTable 3に 示 す 。 マ イ ク ロ タ イ ター法 で の

感 受 性 菌23症 例26株,4剤 の い ず れ か の薬 剤 に耐 性 を

示 した10症 例20株 につ い て の 検 討 が行 え た。 マ イ ク ロ
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Table 1 Comparison of MIC values of 4 antimicrobials 

for M. tuberculosis determined by the a-antigen-detecting 

method with those estimated by the BACTEC method1)

1) MICs of test drugs for M. tuberculosis H37Rv are indicated. 

 The MIC value was read from the data of bacterial growth 

measured on the basis of ƒ¿-antigen agglutination titer.

2) MICs of the drugs for 17 clinical isolates of M. tuberculosis 

were previously determined by Heifets et al.3) using the 

BACTEC 460TB System.

Table 2 Detection of bacterial growth by the ƒ¿-antigen detecting method for 

various M. tuberculosis strains with different profiles of drug-resistance in 

7H9 medium with or without addition of some antimicrobials

a) ƒ¿-Antigen titration was done for indicated strains in 7H9 medium containing SM (6ƒÊg/ml), INH (0.2ƒÊg/ml), 

RFP (2.0ƒÊg/ml), or EB (7.5ƒÊg/ml), or not.

b) Drug resistance profiles of test strains determined by the conventional method using Ogawa egg medium are 

indicated.

c) The control (drug-free) medium  (4ml) was planted with 0.1ml each of 50-fold dilution of the original 

inoculum (OD650nm=0.3).

d) Drug-containing medium was planted with 0.1ml each of the original inoculum.

タイ ター法 で の耐 性 基 準 はSM20μg/ml,RFP50μg/

ml,EB5μg/mlと した。INHに つ い て は マ イ ク ロ タ

イ ター法 で の検 査 濃 度 が0.1μg/mlと5μg/mlの み

で あ り,今 回 は0.1μgを 基 準 と した。

― 1 0 ―
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Table 3 Detection of bacterial growth by the ƒ¿-antigen detecting method for 

clinical isolates of M. tuberculosis in 7H9 medium with or without addition 

of some antimicrobials

a) The control (drug-free) medium (4m1) was planted with 0 .1ml each of (1), the original inoculum; (2), 
50-fold dilution of the original inoculum; (3), 100-fold of the original inoculum .

b) Drug resistance profiles of test strains determined by the Microtiter method5 using Ogawa egg 

medium are indicated.

― 1 1 ―
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Table 4 Comparison of days required for drug susceptibility test 

using ƒ¿-antigen method and Microtiter method

Table 5 Critical drug concentrations determined in different media

a) In parenthesis, the methods for drug susceptibility testing using individual media are indicated.

本法で100倍 希釈対照 と同等以上または50倍 希釈対

照より一段階下以上の抗体価を示 したものを耐性とする

と,マ イクロタイター法と本法が 一致 したのは46株 中

SM感 受性41株,耐 性1株,INH感 受 性31株,耐 性

4株RFP感 受性26株,耐 性13株,EB感 受性34株,

耐性2株 であった。不一致のものはマイクロタイター法

耐性で本法では耐性 とされなかったものが多 く,薬 剤別

ではSM1/2(本 法感受性株数/マ イクロタイター法耐

性株数),INH10/14,RFP4/17,EB8/10で あ った。

マイクロタイター法で感受性菌とされた26株 のうち,

本法で耐性と判定されたものは3株,延 べ7剤 あった。

検査は培地に肉眼で混濁が認められるようになった時

点で行 うこととしたが,喀 痰からの分離菌の場合実際に

は数検体をまとめて検査することになり,大 半は菌液接

種後7日 目に検査を行った。すなわち,大 半の菌は7日

以内に判定可能であった。一部多剤耐性菌では14日 前

後を要 した。 日を追 っての結果の判明状況を,同 じ症例

から得た菌についてのマイクロタイター法での結果判明

状況と併せてTable 4に 示 す。

考 案

結核菌の薬剤感受性試験に際して,日 本で多く利用さ

れている卵培地を用いる方法では薬剤の失活という問題

があるが,本 法はBACTECTB460systemに 準 じた

方法で液体培地の7H9を 使 用するものであり,こ のよ

うな問題は小さい。検査所要 日数 もBACTEC法 に準

じておおむね7日 以内であって,14日 程度を要するマ

イクロタイター法の1/2程 度 の所要時間短縮が可能であ

り,迅 速性も期待できる。

今回の検討では小川培地法またはマイクロタイター法

でEBに ついての耐性がある株について,本 法で耐性と

判定されるものの率が低かった。またSMに ついても,

卵培地で耐性とされたもののうち半数しか本法で耐性 と

判定されなかった。小川培地法,マ イクロタイター法 と

の不一致は,方 法も耐性検査濃度も異なることから一部

にあっても当然であろう。マイクロタイター法を含め,

卵培地を用いる方法は宿命的に薬剤の有効濃度の低下が

おこるため,特 にSMとRFPに つ いては耐性濃度が著

しく高 く設定 されている(Table 5)。 液体培地である

7H9培 地 を用いる本法ではこのような問題点はなく,

マイクロタイター法との相違はこのためとも考えられる。

また,マ イクロタイター法は少量の培地に対 しての大量

菌接種法であり,接 種菌量の適否や耐性菌検出の可能性

などの問題が影響 していたかもしれない。しかし,EB,

SMに つ いては本法とマイクロタイター法の差が大 きい

ので,今 後7H9培 地 や7H11培 地 などを用いた他の方

法 と本法 との比較を行い,本 法の感度や問題点を明らか

にしていく必要がある。

本法の問題点 としては,BACTEC法 と異なる検出系

である凝集反応に際しての不安定要因が考えられる。同
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じ症例か らの菌株で,結 果が検査毎に異なるものがある

ことか らも,凝 集反応に際 して非特異的な要素の介入が

考え られる。また,対 照の抗体価から考えて,Table 3

に示すものの一部では凝集反応実施のタイミングが遅す

ぎた可能性もあるが,今 回は検討できなかった。

なお,H37Rv株 の薬剤感受性検査結果でcontrol1

(×1)を 接 種 した場合に,INH,EB含 有培地の菌液で

軽度ながら凝集がみられたが,こ れは両剤が細胞壁合成

阻害剤であるため接種菌液中の菌体からα抗原も流出す

るためではないかと思われる。 しか し,こ れは接種菌量

を50倍 または100倍 に希釈することで解決 された。

抗酸菌の迅速検出法には既に広 く使用されているアク

リジニ ウ ムエス テル標識DNAプ ローブを用 いた

hybridization protection assay ,ま たBACTEC

9000TBSystemやMycobacterium Growth Indi-

catorTube(MGIT)等 が開発されており,薬 剤感受

性試験への応用 も試み られている10)～12)。しかし,こ れ

らの方法は従来法と比較するとかなりの費用がかかり,

広 く使用されるには問題があると考えられる。今回検討

した,α-抗 原を菌の増殖の指標 とする方法は培養設備

と試薬を含めたキットがあれば特別に新たな機器を必要

とせず,簡 便で経済的である。また,マ イコバクテリウ

ムに特異的な α-抗原という物質を指標とする点は,非

特異的な菌の代謝の結果である酸素消費を検出しようと

するMGIT等 より有利であると考えられる。

本法は種々の検討課題はあるが,INH,RFPに つい

ての耐性は従来の方法とよく相関しており,実 用性にも

期待がもてる。器具の工夫等による手技の単純化,ま た,

不安定要因の特定,排 除ができればBACTEC法 の代

替 として迅速で経済的な検査法となる可能性を持ってい

ると考えられる。

ま と め

BACTECTB460systemの 検 出系 として,14Cの

かわりにマイコバクテ リウムが産生するα抗原を使用す

ることで,薬 剤感受性検査が可能であった。凝集反応に

際しての多少の不安定要因の検討と,よ り多 くの臨床分

離株についての経験が必要であろうが,今 後非放射性で

迅速な経済的薬剤感受性検査法として期待できる。

なお本論文の主旨は第68回 日本結核病学会総会,お

よび第69回 日本結核病学会総会において発表 した。
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