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During five years since the last survey of drug-resistant tuberculosis in Japan , features 
of tuberculosis in Japan have been changed. A nationwide survey was conducted by the 

Tuberculosis Research Committee of Japan. A total of 38 hospitals in various districts of 

Japan participated in the cooperative study. Each collaborating laboratory sent all 
mycobacterial cultures isolated during 1 June to 30 November , 1992 to the reference 
laboratory of the Committee, where species of the isolates were identified and drug 

susceptibility of Mycobacterium tuberculosis isolates were reexamined . The reference 
laboratory received a total of 1,236 cultures. Among them, 290 cultures were excluded from 

further examinations by various reasons, such as contamination (52 cultures) , non-viabil
ity (53), growth of nontuberculous mycobacteria (182) and other reasons (3) . Thus, drug 
susceptibility test results were available for 946 cultures, including 26 cultures from 

non-Japanese persons. In the local laboratories, two methods, the absolute concentration 
method using 1% Ogawa egg slant (standard method , 26 hospitals) and its modified method 
using a microwell plate (microtiter method, 12 hospitals) , were used for drug susceptibility 
testing, and the standard method was used in the reference laboratory . The results in the 
local laboratories were compared with those in the reference laboratory . The overall 
coincidence rate between drug susceptibility results reported from the local laboratories and
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those from the reference laboratory was 92.5%. A high coincidence rate (94.3%) was seen 

when the standard method was used in both local and reference laboratories. On the other 

hand, the coincidence rates between the results with the microtiter method in the local 

laboratory and those with the standard method in the reference laboratory were lower 

(standard method vs microtiter method ; P<0.01). Out of 19 hospitals, when the isolates 
were tested by the standard method 17 (89.5%) showed high coincidence rates (over 85%). 

Three hospitals using the microtiter method showed the coincidence rate over 90%, while 

other three showed lower rate (less than 80%) with high overestimation rates (over 19%), 
indicating that there are variations among facilities in performing the microtiter test. A 

part of the results concerning the resistance patterns to  five antituberculosis drugs will be 
reported elsewhere.
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は じめ に

わが国の患者分離結核菌の薬剤耐性の頻度を調べる目

的で,結 核療法研究協議会は1957年 以来過去10回1)～11)

にわたり,2年 ないし5年 毎に入院時に患者から分離さ

れた結核菌の薬剤に対する耐性状況について調べてきた。

前回の調査からすでに5年 が経過 し,そ の間にわが国で

は高齢化社会の結核,在 日外国人の結核など新たに種々

の要因が増え結核も様変わりしてきた。当然薬剤耐性頻

度にも変化が起きていることが予想 されることから,最

近の動向を明らかにする目的で結核療法研究協議会 は共

同研究を計画 した。

結核菌の細菌学的検査の中で最も精度管理の難しい検

査 は薬剤感受性試験で ある。国によりさまざまな方

法12)～16)が採 用 されている。わが国でも複数の方法が取

り入れられており,施 設によりその方法が異なる。成績

の比較は同一の方法で試験されてはじめて可能である。

今回の共同研究では,各 施設で従来か ら行われている方

法で試験された菌を結核予防会結核研究所(以 下結研と

記載する)に 集め,そ こで普通法で再検査 した。ここで

は各施設で得られた成績 と結研の成績の比較について述

べる。

肺結核患者から分離 された菌の耐性頻度については別

誌17)に報告される。

材料と方法

調査対象

療研委員の所属する施設のなかで,38施 設がこの共

同研究に参加 した。1992年6月1日 から同年11月30

日までの6カ 月間に入院した抗酸菌症患者で菌が分離さ

れた例を対象とした。各施設において,感 受性試験が終

了 した時点で調査個人票が作成された。分離培養または

感受性試験の対照培地上の培養のいずれかの菌株は郵便

法に定あられたように缶またはプラスチックの容器に入

れられ,調 査個人票と一緒に結研に送付された。汚染の

チェックと増菌培養の目的で到着後直ちにミドルブルッ

ク7H9液 体培地で培養 した。その全培養を凍結用チュー

ブに移 し,使 用時まで一30℃ に保存 した。

分離菌の同定

分離菌の同定は施設により異なる方法で行われていた。

結研では送付された菌の鑑別同定をアキュプローブ法

(中外製薬),DDHマ イ コバクテリア法(極 東製薬)お

よび従来からの培養 ・生化学的方法により行った。

薬剤感受性試験

薬剤感受性試験の方法 も施設により異なっていた。結

研では送付された菌の薬剤感受性試験を1%小 川斜面培

地を用いる固定濃度法(普 通法)で 行 った。薬剤含有培

地は結研で作られ,作 製後2週 以内に試験に供 された。

接種用の菌は,ミ ドルブルック7H9液 体培地で540nm

における比濁度が0.1(McFarlandNo.0.5に 相 当)

に到達するまで培養された。その全培養の100倍 希釈菌

液の0.1mlを 薬剤含有培地および薬剤を含まぬ培地に

接種 し,37℃ で培養 した。観察は3週 目と4週 目に行

われたが,判 定は4週 目の成績によった。試験は結核菌

検査指針18)に 記載されている濃度について行われたが,

感受性 ・耐性の判定は次の薬剤濃度で行った;イ ソニア

ジド(INH):1μg/ml,リ ファンピシン(RFP):50

μg/ml,ス トレプ トマイシン(SM):20μg/ml,エ タ
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ンブトール(EMB):5μg/ml,カ ナマイシン(KM):

100μg/ml。 薬剤を含まぬ対照培地における発育と比較

し,対 照培地 のコロニー数の75%以 上 のコロニー数が

薬剤含有培地にみられた場合に,そ の薬剤に対 して耐性

と判定 した。各施設の結果 も同様の基準で判定 し,記 録

した。

集計および解析

送付された資料および得 られた成績の集計に,ソ フ ト

ウエアーLet's Iris Ver.3.0を 用 いた。送 られた個

人票の薬剤感受性試験の項に対照培地の成績の記載がな

いためコード化できなかった例と,検 査法が普通法また

はマイクロタイター法以外でその他と記載された例は,

各施設と結研の薬剤感受性試験の成績の比較から除いた。

また施設により試験 された薬剤の種類 と数が異なること

から,比 較可能な例数は薬剤の種類により異なった。

成績の一致率,過 大評価率,過 小評価率は検査評価例

数に対する一致例数,過 大評価例数(各 施設では不完全

または完全耐性とされていたが結研では感受性 とされた

もの,お よび各施設では完全耐性とされていたが結研で

は不完全耐性であつたもの),過 小評価例数(各 施設で

は感受性または不完全耐性とされていたが結研では完全

耐性であったもの,お よび各施設では感受性とされてい

たが結研では不完全耐性とされたもの)の 割合として表

した。統計学的有意差の検定 はχ2試験により行った。

結 果

共同研究のために1,236例 の個人票 と抗酸菌が結研に

送付されてきた。そのうち886例(71.7%)が 男性で,

350例(28.3%)が 女性であった。在 日外国人の結核患

者の増加が指摘されているが,今 回調査 した1,236例 の

中で外国人は26例(2.1%)で あ った。全体の平均年

齢 は56.1歳(14～96歳)で あ り,男 性 は56.3歳(15

～93歳) ,女 性 は55.8歳(14～96歳)で あった。

参加38施 設の中で32施 設(84.2%)は 鑑 別同定検

査 にナイア シン試験 を用いて いた(表1)。 次 いで

DNAプ ローブ法が22施 設(57.9%),パ ラニ トロ安

息香酸(PNB)培 地上の発育試験法が19施 設(5096),

その他(培 養 ・生化学的方法,DDH-マ イ コバクテリ

ア)が13施 設(34.2%)で 用 いられていた。 これらの

方法を単独で使用 している施設は少なく(ナ イアシン試

験のみは7施 設,DNAプ ロ ーブ法のみは4施 設),多

くの施設は2つ 以上の方法を組み合わせて鑑別同定を行 っ

ていた。

結研では,送 付された菌株の鑑別同定をアキュプロー

ブ結核菌群同定,ア キュプローブ ・マイコバクテリウム ・

アビウム ・コンプレックス,DDH-マ イコバクテリア

および従来からの培養 ・生化学的方法により行った。送

表1各 施設で用いた同定試験法

*:培 養 ・生化学的方法,DDH-マ イコバクテリア

表2　 各施設か ら送付された培養の中で

結研で培養できた菌の内訳

付された1,236例 の中で結研で培養が可能であったのが

1,131例(表2),培 養不能例が53例 であった。残 りの

52例 には抗酸菌以外の微生物による汚染がみられたこ

とか ら,そ の後の研究か ら除いた。培養できた1,131例

の内訳は M. tuberculosis complex が949(肺 外結核

か らの3例 を含む),非 結核性抗酸菌が182例 で あった。

非結核性抗酸菌例の79%は M.avium complex であ

り,14.3%は M.kansasii であ った 。 残 り は M.gor-

donae, M.chelonae subsp. abscessus, M.fortui-

turn, M.szulgai, M.nonchromogenicum で あ っ

た。

各施設から報告された成績 と,結 研の同定試験の成績
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表3　 各施設の同定試験の成績と結研の成績の間の不一致例

の間に不一致例がいくつかみられた(表3)。 各施設か

ら M. tuberculosis complex として報告された11株

の菌のうち,結 研での試験で3株 は M. kansasii, 7

株は M. avium complex, 1株 は M. nonchromo-

gemcum と鑑別同定された。また各施設か ら非結核性

抗酸菌 と報告された5株 の中の2株 は結研で M. tuber-

culosis complex と鑑別された。

多くの施設は感受性試験に市販の培地を用いていたが,

38施 設 の中で8施 設は自家製の培地のみまたは市販の

培地 に加え自家製培地を試験に用いていた(表4)。 ま

た23施 設 は感受性試験を小川斜面培地を用いた固定濃

度法(普 通法),9施 設 は少量培地による固定濃度法

(マイクロタイター法),3施 設 は上記の両者,3施 設は

その他の方法を用いていた(表5)。

肺結核患者946例 中143例 は,材 料 と方法の項で述べ

た種々の理由(対 照培地の成績の記載なし,検 査法の記

載が 「その他」など)か ら,各 施設と結研の成績の比較

から除かれ,803例 が比較された。そのうち80.8%は

表4　 各施設で感受性試験に用いた培地

表5　 各施設で用いた感受性試験法

*1:斜 面培地 による固定濃度法

*2:少 量培地 による固定濃度法

表6　 肺結核患者分離菌の抗結核薬に対する耐性頻度

各施設の普通法と結研の普通法の比較

*1:各 施設 で5薬 剤試験 され た検体数

*2:数 字 は耐性菌株数,括 弧 内は耐性頻度
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表7　 各施設で普通法で試験された検体について

結研の普通法による成績との薬剤別の比較

表8　 肺結核患者分離結核菌の抗結核薬5剤 に対する耐性頻度

各施設のマイクロタイター法と結研の普通法の比較

*1:各 施設で5薬 剤試験 され た検体

*2:INHは 各施 設,結 研両者 とも0.1μg/ml濃 度 の成績 を示 した。

結研 でINH1μg/ml濃 度 の成績 は化療 な し例 は2.6%,化 療

あ り例 は16.7%で あ った。

普通法で,19.2%は マイクロタイター法で試験されて

いた。調べた全薬剤について,各 施設か ら報告された薬

剤感受性試験の成績と結研の成績の一致率は92.5%,

過小評価率は1.3%,過 大評価率は6.2%で あ った。

試験法別に分けて解析してみると,普 通法の一致率は

94.3%,マ イクロタイター法の一致率は84.0%で あ り,

マイクロタイター法では約10%低 い一致率であった。

各施設で普通法で試験が行われた検体の中で5薬 剤すべ

てが試験 された検体は化療な し例450例,化 療あり例

145例 であった。

合計595例 についての結核病学会治療委員会見解19)

の基準濃度による薬剤耐性頻度の比較を表6に 示 したが,

化療なしと化療ありの両者 とも各施設 と結研の成績の間

に差はみ られなかった。各施設の成績と結研の成績の 一

致率,過 大評価率,過 小評価率を表7に 示した。それぞ

れの薬剤の高濃度の成績と比べ低濃度の成績の一致率が

低い傾向がみられた。しかし結核病学会治療委員会見解

に記載された耐性の基準濃度で比べたとき,い ずれの薬

剤について も95%以 上の高い 一致率であった。またこ

の基準濃度では,過 小評価率も過大評価率 も低値であっ

た。

各施設でマイクロタイター法で試験された検体につい

て,薬 剤別耐性頻度 と各施設 と結研の成績の一致率を表

8と 表9に 示 した。マイクロタイター法のスペク トル培

地にはINHの1μg/mlの 濃度がないため,0.1μg/ml

の成績を示 した。普通法については1μg/ml濃 度 の成
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表9　 各施設でマイクロタイター法で試験された検体について

結研の普通法による成績との薬剤別の比較

表10　 各施設で普通法で試験された検体について

結研の普通法による成績との施設別比較*1

*1:比 較症例数が少な い場合 に極端な数値 にな りかねないので5例 以下の施設 は

表か ら除かれた。

*2:1薬 剤当た りINH(3濃 度)を 除 き2濃 度試験 された。すべてが比較可能

であれば1症 例で11と な る。

績を参考までに括弧の中に示 した。化療なし例について

みると,INHとRFPの 成績に差はみられなかったが,

SM,KMに 対する耐性頻度はマイクロタイター使用群

で約2倍,EMBに 対 しては約4倍 高かった。化療あり
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表11　 各施設でマイクロタイター法で試験された検体について

結研の普通法による成績 との施設別比較*1

*1:比 較症例数が少ない場合に極端な数値になりかねないので5例 以下の施設は

表から除かれた。
*2:1薬 剤当たり2濃 度で5薬 剤試験された。すべてが比較可能であれば1症 例

で10と なる。

表12　 各施設または結研で耐性(R)と 判定された分離株の

結研または各施設における検査成績

*1:結 核病学会治療委員会見解 の基準濃度 による耐性の総評価数

*2:INHの 判定には,マ イク ロタイ ター法 は1μg/mlの 濃度 が

ないたあ0.1μg/mlの 濃度 の成績 を,普 通法 については基準

濃度であ る1μg/mlの 成績 を用 いた。

例についてもINHとEMBで マイクロタイター法が

約1.5倍 高 く判定されていた。各施設のマイクロタイター

法 と結研の普通法との問の全体の一致率は74.7%で あ

り,普 通法同士 の一致率と比べ低い値であった(P<

0.01)。 マイクロタイター法では22.7%の 例で過大評価

されていた。またRFPの 低濃度とEMBの 両濃度 は

80%以 下 の一致率であ った。 これらの例ではマイクロ

タイ ター法の過大評価率 は19.3%以 上 であ った。

RFP,SM,KMに つ いて前記の治療委員会見解の耐性

の基準濃度で比べてみると,い ずれも90%以 上 の一致

率であり,過 大評価率 も6%以 下であった。

各施設で普通法で試験された検体について結研の普通

法 による成績 との施設別比較を表10に 示 した。比較症

例数が少ない場合に偏りを生ずる恐れがあることから,

比較例数が5例 以下の5施 設は表から除いた。施設16

と施設20の2施 設を除き19施 設の成績は結研との比較

で85%以 上 の高い一致率を示 した。同じ施設別比較を

マイクロタイター法 についても行った。表11に 示 した

ように,比 較 された7施 設のうち3施 設は80%以 下の

低 い一致率であり,こ れらの施設の過大評価率は19%

以上 であった。 しかし同じマイクロタイター法を用い試

験 した3施 設の成績は結研との比較で90%以 上の高い

一致率を示 した。

各施設または結研で治療委員会見解の基準濃度で耐性

または感受性と判定された分離株の結研または各施設に

おける検査成績を表12と 表13に 示 した。なおINHの
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表13　 各施設 または結研で感受性(S)と 判定 された分離株の

結研または各施設における検査成績

*1:結 核病学会治療委員会見解め基準 濃度による耐性 の総評価数

*2:INHの 判定 には,マ イクロタイター法 は1μg/mlの 濃度が

ないため0.1μg/mlの 濃度 の成績 を,普 通法 につ いて は基準

濃度 である1μg/mlの 成績 を用 いた。

判定 にはマイクロタイター法は1μg/mlの 濃度がない

ため0.1μg/mlの 濃度 の成績を,普 通法については基

準濃度1μg/mlの 成 績を用いた。各施設でそれぞれの

薬剤に対 して耐性と判定された中で,結 研でもそれぞれ

の薬剤に対 して耐性と判定されたものの割合は72.0%

で あ った。普通法(74.4%)に 比 べマイクロタイター

法の一致率(66.7%)は 低 値であった。 しかしこの差

は統計学的に有意ではなかった。 一方,結 研で耐性と判

定 された例では80%以 上 は各施設でも耐性と判定され

ていた(表12)。 これに対 して,各 施設または結研で感

受性と判定 された例では試験法の別に関係なく,約98

%以 上 の例で結研または各施設でも感受性と判定されて

いた(表13)。

考 察

すべての抗酸菌がナイアシンを産生する。結核菌はナ

イアシンを代謝 しないので培地中に蓄積されることか ら,

ナイアシン試験は結核菌の鑑別に用いられている。 しか

し, M. africanum, BCG のある菌株(BCG日 本株)

や M. ulcerans, M. simiae は陽 性 で あ り,ルf.

 chelonae subsp. chelonae, M. avium complex,

 M. kansasii などでナイアシン試験陽性の菌株 も2～

3%存 在する。またPNB培 地上の発育試験 も日本では

結核菌の鑑別に用いられている。 しかし,結 核菌のみな

らず大多数の M. marinum, M. gastri, M. xenopi

と一部の M. kansasii もPNB500μg/mlに 感 受 性20)

で ある。それゆえ結核菌の鑑別をナイアシン試験や

PNB培 地 による試験単独で行った場合に誤 って鑑別さ

れることがある。一方核酸のハイブリダイゼーションに

基づいた鑑別同定のためのキットも開発され市販されて

いる。結核菌鑑別のためのDNAプ ローブ法の感度 と

特異性 は100%21)で あ り,少 量の菌で短時間のうちに

鑑別できる。共同研究参加38施 設のなかで約60%の 施

設 は,従 来か らのナイアシン試験やPNB培 地上の発育

試験に加えて,DNAプ ローブ法を結核菌の鑑別同定試

験に用いていた。

今回の研究で,各 施設の同定の結果と結研の成績の間

の不一致例が16例 み られた。そのうち,結 研で行った

試験で非結核性抗酸菌 と鑑別同定された11株 は,そ れ

それの施設では M. tuberculosis complex として鑑

別されていた。またそれぞれの施設で非結核性抗酸菌と

診 断 された2例 は,結 研 の検査で M. tuberculosis

 complexと して鑑別 された。 これらの例は,ナ イアシ

ン試験のみあるいはナイアシン試験にPNB培 地上の発

育試験およびその他の生物学的性状の試験を加えた方法

で鑑別同定されていた。結核菌群に属する菌株とM.

 kansasii を除く他の抗酸菌は抗結核薬に感受性が低 く,

結核菌の感受性試験に用いている濃度では,多 くの非結

核性抗酸菌は耐性 と判定される。今回(1992年)の 調

査17)で 初 回治療例の耐性の頻度は5.6%と 低 いレベル

にあり,こ のような集団への非結核性抗酸菌の混入は,

薬剤耐性結核の頻度を大きく変えるに違いない。それゆ

え薬剤耐性結核の調査において,菌 の鑑別は非常に重要

である。

結核菌の細菌学的検査のなかで,精 度管理の最も難し

い検査は薬剤感受性試験である。国により感受性試験の

方法12M6)や 用 いる培地の種類は異なり,そ こで得られ

た成績は異なることが予想される。試験に同 じ培地と同

じ方法を用いたときのみ耐性頻度の厳密な比較は可能と

なる。わが国においては大部分の検査室は1%小 川卵培
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地を用いる絶対濃度法を使用 しており,実 際には斜面培

地を用いる普通法または簡便法であるマイクロタイター

法で試験 している。共同研究参加38施 設の中で26(68

%)施 設 は試験を普通法で,12(32%)施 設 はマイク

ロタイター法で行っていた。各施設の普通法と結研の普

通法による成績 とを比較 したとき88%以 上の一致率で

あった。

各薬剤について比較濃度を,結 核病学会治療専門委員

会見解の耐性の基準濃度に限ってみたとき一致率は95

%以 上,過 小評価率は1.5%以 下,過 大評価率は3%以

下であり,非 常に良好な成績であった。 これに対 し,各

施設のマイクロタイター法 と結研の普通法との全体の一

致率 は低 く,そ の値は84%で あ った。普通法同士の全

体 の一致率(94.3%)と 比較 し,そ れ らの間の差は統

計学的に有意であった(P<0.01)。 特 にINHとEMB

の一致率がマイクロタイター法では低 く,そ れは過大評

価率の高さと結びついていた。マイクロタイター法では

普通法と比べ培地量が少ないにもかかわらず接種菌量が

多いため,判 定最適日を越えてから成績の判定をした場

合には薬剤の種類により感受性菌を耐性菌 と読む傾向が

ある。

表10に 示 したように各施設の普通法の成績と結研の

成績を施設別に比較 したとき,一 致率は81.8%～99.1

%の 範 囲にあり,施 設により少 し差がみ られた。試験に

用 いる菌量 は判定結果 に影響することが報告22)さ れて

いる。また培地製造後使用までの保存期間の長さも結果

に大きく影響することが知られており,薬 剤含有培地 は

製造後1ヵ 月以内に使用することが勧められている。 こ

こでみられた,施 設による差の理由については明らかで

ない。しかし21施 設の うち19施 設は85%以 上 の一致

率であ り,残 りの2施 設の一致率 も80%以 上 であるこ

とから,普 通法で試験された施設の成績には施設問に大

きな差はないと言える。

マイクロタイター法で試験 した7施 設の中で,3施 設

は80%以 下 の低い一致率であった。特に表11の 施設1

の一致率 は65.2%で あ った。これら3施 設の過小評価

率は3%以 下であったが,過 大評価率は19%以 上 と高

値であった。これに対 し同じマイクロタイター法を用い

た他の3施 設 の一致率 は93.5%以 上,過 大評価率は

6.1%以 下 であり,結 研 との比較で非常に良好な成績で

あった。マイクロタイター法による試験の場合,上 述の

理由や培地上の菌の増殖の度合いの判定の困難さなどの

ため,薬 剤の種類により過大に評価される例が多くみら

れる。

現在テトラゾリウム塩の酸化還元反応を利用 し,発 育

菌を赤色に染め分けることで増殖の度合いを迅速に判定

できる培地が開発23)さ れ,そ の有用性が評価されてい

る。感受性試験に用い有効であることが確かめられれば,

上記のいくつかの問題は解決するものと考えられる。
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