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The minimum inhibitory concentrations ( MICs) to the fluoroquinolones, ofloxacin 

(OFLX), ciprofloxacin (CPFX), sparfloxacin (SPFX), norfloxacin (NFLX), balofloxacin 

(BLFX) and CS-940, were determined in 100 clinical isolates of Mycobacterium tubercu

losis. The MICs were determined with 1% egg-based Ogawa or agar -based Middlebrook 

7H10 and each of them supplemented with oxidation-reduction color dye, 2,3-diphenyl

5-thienyl-(2)-tetrazolium chloride (STC) by using the microculture technique. The MICs 

determined with Ogawa medium were approximately two to four-fold higher when 

compared to those determined with Middlebrook agar medium. The supplement with STC 

slightly increased the MICs, probably as a result of easily recognizing small initial 

colonies. Among the six fluoroquinolones, CS-940 and SPFX showed the greatest antimy

cobacterial activities with inhibition of 50% of all the isolates at the concentrations 

between 0.25 to 0.5ƒÊg/ml. OFLX, CPFX and BLFX followed in potency at 0.5 to 2.0ƒÊg

/ml. NFLX was less potent requiring 8 to 1612g/m/ to inhibit 50% of the isolates.

* From the Department of Laboratory Medicine, Kumamoto University Medical School, 1

1-1, Honjo, Kumamoto 860 Japan.
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は じ め に

Human immunodeficiency virus(HIV)感 染者

での多剤耐性結核菌 の出現 とその拡が りに伴 い,こ れら

の耐性結核菌 に も有効 な抗結核剤 の開発が緊急 の課題 と

して取 り上 げられている1)～3)。わが 国にお いて は,初 回

治療時 の耐性頻度 は低 い ものの,治 療 中あるいは治療後

に分離 された菌株 の耐性頻度 は比較 的高 く,治 療 に抵抗

す る4)。Rifamycin誘 導体(KRM-1648)な どの新 し

い抗結核剤が 開発途上 にあるが5),当 面 の対 応 として,

これまで一般細菌 による感染症 に広 く投与 されて きたい

くつかのニューキノロ ン系抗菌薬 の適用 が検討 されてい

る。これ までわが国の検査室 では,専 ら市販 された小川

培 地での薬剤 感受性試験 が実施 されて きたため,常 用 さ

れ る抗 結核 剤 のみ が試験 され,そ れ 以外 の抗 菌剤 の

Mycobacterim tuberculosis(M. tuerculosis)

に対 する抗 菌活性 はほ とん ど測定 されていない。

今回われわれは,新 たに開発 された2剤(Balofloxa-

cin,CS-940)を 含む6剤 のニ ュー キ ノロ ン系抗 菌 薬

を対象に,わ が国で常用 されている小 川培地と寒天培地,

Middlebrook7H10寒 天培地 を用い,そ れぞ れの抗 菌

薬での最小発育阻止濃度(minimum inhibitory con-

centration;MIC)を 測定 したので報告す る。

材料 と方法

[対 象抗菌薬]

MIC測 定の対象 とした ニ ュー一キ ノ ロ ン薬 は以下 の6

剤である:Ofloxacin(OFLX;第 一製薬),Ciprofloxacin

(CPFX;バ イエル 薬品),Sparfloxacin(SPFX;大

日本製薬),Norfloxacin(NFLX;杏 林製薬),Balo-

floxacin(BLFX;中 外製薬),CS-940(三 共)。 いず

れ もそれぞれの製造元 よ り原薬 を分与 され,そ の指示 に

従 って一定濃度 の水溶液 を調整 した。

[試 験菌株]

熊本大学 医学部 附属病 院中央検査部お よび国立療養所

再春荘病 院 にて分離 同定 されたM.tuberculosis臨 床

分離株100株 を試験対象 とした。また精度 管理 の 目的で

American Type Culture Collection (ATCC,Rock-

ville, MD,U.S.A.)よ り分与された感性株,M.tuber-

losisATCC27294を 使用 した。

[試 験方 法]

1%小 川培地お よびMiddlebrook7H10寒 天 培地 の

2種 類の培地でMICを 測定 した。 また,菌 発育 の有 無

をよ り簡便 に,正 確 に行 う目的で,そ れぞれの培地 に酸

化還元反応呈色色素,2,3-dipheny1-5-thieny1-(2)-

tetrazolium chloride(STC)を50mg/l濃 度 に添 加

した培地6)で も試験 を行 った。

先 に報告 したマイクロプレー ト培養 法 を用 い7),2倍

濃度希釈系列 の試験薬剤 を含 むそれ ぞれ の培 地0.2mZ

を各 ウェルに分注 して試験培地を作成 した。試験にあたっ

ては,ま ずMcFarland#1濁 度(～3×107CFU/ml)

に調整 したM.tuberculosis菌 浮遊 液 を滅菌蒸 溜水 に

て10倍 希釈 し,接 種菌液 とした 。調 製 した菌 液0.02ml

ず つを各 ウェルに分注 し,小 川培地法で は通常大気で,

Middlebrook7H10寒 天培地法で は5%CO2培 養 した。

いずれ も2週 間の培養 の後,菌 発育 の有無 を判定 し,菌

発 育のまった く認め られない最小薬剤 濃度 をMICと し

た。

各試験薬剤の測定濃度域 はOFLX,CPFX,BLFXは

0.06～4.0μg/ml,SPFXは0.03～2.0μg/ml,NFLXは

0.25～16μg/ml,CS-940は0.015～1.0μg/mlで ある。

結 果

1.　異なる培地組成,STC添 加 による影響

6種 類のニューキ ノロ ン薬 につい て測定 されたMIC

を,小 川培地法,Middlebrook寒 天培 地法 お よびそ れ

ぞれの培 地 にSTC色 素 を添加 した時の条件 で比較 した。

table 1に は,STC添 加 の 有 無 別 に,小 川 培 地法 と

Middlebrook寒 天培地法で測定 されたMICを 比 較 し

てい る。STC添 加の有無にかかわ らず,小 川 培 地法 の

MICはMiddlebrook寒 天培 地法 と比 べ,高 い傾 向 が

観察 された。6～7%の 頻度で小 川培 地 法のMICが 低

く測定 されてい るが,64%(STC無 添加)～68%(STC

添加)は 小川培地法でのMICが 高 く,全 体の50%以 上

は2～4倍 高いMICを 示 した。

Table 2で は,同 一の培地でSTC添 加の 有無 に よる

MICへ の影響 を解析 してい る。すべてのMICは1/4～

4倍 以内 に分布 してい るが,い ずれの培地 につい て も,

STC添 加の培地で測定 されたMICが 若干高い傾向 を示

している。STCを 添加 して い ない培 地 と比 べ,2倍 高

いMICが28.8%(小 川培地法),32.2%(Middlebrook

寒天培地法)の 頻度で観察 された。
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Table 1 Comparison between the MICs Determined with Ogawa and Middlebrook 7H10 Agar Media 

Without STC

With STC

Table 2 Influence of STC on the MIC Determination with the Respective Culture Media 

Ogawa media

Middlebrook 7H10 agar media
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Table 3 Correlation and Linear Equation between the MICs Determined 

with the Respective Culture Media

Each linear equation' and correlation coefficientb were calculated on the basis of log2 (MIC).

Table 4 MICs of Fluoroquinolones against Clinical Isolates of Mycobacterium tuberculosis

Table 3に は異 なる4種 類 の試験 培 地で測 定 され た

MIC相 互の相関係数 と一次直線回帰 式 をまとめてい る。

相関係数は同 じ培地間(小 川培地vs小 川培 地/STC添

加,Middlebrook寒 天培地osMiddlebrook寒 天培地

/STC添 加)で 比較的高い値 を示 し,そ れぞれ0.915,

0.927で あ った。それぞれの組み合 わせ で得 られ た一次

直線 回帰式 は,Middlebrook寒 天培 地法でのMICが,

小川培地法のMICと 比べ若干低 い値 を示 し,y-切 片

は負の値(-0.56～-1.22)と な った。 またいず れの培

地 について もSTC添 加 の培地 で得 られたMICが 若干

高い傾向 にあ り,そ のy-切 片は正の値(+0.52,+0.29)

を示 した。

2.　各 ニューキノロン薬に対す るMIC分 布

Table4に は今 回試験対象 と した6剤 で のMIC分 布

をその試験方法別 にまとめてい る。先の解析 か らも示 さ

れたように,す べ ての薬剤 について小川培 地法が より高

いMICを 示 し,ま た,特 に小 川培 地法 で はSTCの 添

加 によってさ らに高 くなる傾向が観察 された。

Fig.に はそれぞれの 試験培 地 での各 薬剤 のMIC累

積分布 を示 している。試験 した6剤 のニ ューキ ノロン薬

はおおむね3つ のグループに大別す ることがで きる。い

ず れの試験方法 で も最 も高い抗菌活性 を示 す のがCS-

940とSPFXで,MIC50,MIC90,は それぞれ0.25～0.

5,0.5～2.0μg/mlに 算出 された。第2の グルー プはB

LFX,OFLX,CPFXの3剤 で,CS-940,SPFXと

比べ4～8倍 高 いMICを 示 し,MIC50,MIC90は それ

ぞれ0.5～2.0,2.0～>4.0μg/mlに あ った 。NFLXは

検討 した薬剤 の な かで 最 も抗 菌 活 性 が 劣 り,MIC50
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Fig. Cumulative distributions of the MICs determined with the respective culture media against 

clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis.

•œ-•œ:OFLX; •œ-•œ: CPFX; •£-•£: SPFX; •¢-•¢: NFLX; •Ÿ-•Ÿ: BLFX; •ž-•ž: CS-940

(a) MICs determined with Ogawa media. (c) MICs determined with Middlebrook 7H10 agar media. 

(b) As (a), but media supplemented with STC. (d) As (c), but media supplemented with STC.

も8.0～16μ9/rnl,MICgoは 測定域 の 上限 を越 えた

(>16μ9/ml)。

考 察

今回のわれわれの検討 は,ま ずニューキノロン系抗菌

薬 を対象 とするin vitro薬 剤 感受性 試験 を基礎 的 に検

討する ことに最初 の 目的がある。これまで検査室 で試験

されて きたRifampicin, Isoniazidな どの抗結核剤は,

既 に長年の使用経験 か ら小 川培 地での試験薬剤濃度 が決

定 され,Middlebrook7H10寒 天培 地での判 定結 果 と

互換性 をもたせる ことも可能 となっている7)。 しか し小

川培地では薬剤の種 類 によって卵成分に よる吸着,失 活

の程 度 が大 き く異 な り,用 いる培 地 の種 類 に よっ て

MICが 変動 して くる8)。したが って,ニ ューキノロ ン薬

の抗菌活性(MIC)を 測定 す る際 に も,ま ず培 地 に よ

る差異が どの程度観察 され るのか確 認する必要がある。

われ われの検討で は,Middlebrook7H10寒 天培 地 と

比べ,小 川培地で得 られ るMICは2～4倍 高 い値 を示

した。この ことは,ニ ューキ ノロン薬 について も小 川培

地法では若干の薬剤 の吸着あるいは失活が避 け られない

ことを示唆 してい る。

酸化還元反応呈色色素,STCを 培 地 に添加 す る方法

で もMICは 若干高い値 を示 した。小 川培 地,Middle-

brook寒 天培地,い ずれ につ い て もこの傾 向が観 察 さ

れている。すで に報告 したわれわれの成 績6)7)で も,同

じ現象が確認 されてお り,STC添 加 に よって菌 苔が紅

色 に着色す ることか ら,ウ ェル内 に発育 した菌 コロニー

の観察が容易 とな り,そ のためSTC無 添加 で は見逃 さ

れていた微小 な菌発育 を識別 してい ると考 えられる。

今 回検討 したニ ューキノロン薬の一部 については,内

外 か らMIC測 定成 績が報 告 され てい る。 米 国で の成

績9)10)をMIC90で 比較する と,SPFXが 最 も高 い抗 菌

活性 を示 し,0.25μg/ml,次 いでOFLX,CPFXの1.0

μg/ml,NFLXの8.0μg/mlで あ り,今 回の われ われ

の成績 と比較 する と2～4倍 低 い値が報告 されてい る。

これは,す でにこれ らのニューキノロン薬が臨床で広 く

使用 される ようになっていること,ま た今 回われわれが

使用 した菌株 は結核症治療 の既往 のある患者 由来の もの
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が含 まれてい ることに原因が求め られるものと思われる。

今回新た に評価 した2剤 のニューキノロン薬,BLFX,

CS-940で は,特 にCS-940でM.tubermlosお に対

する高い抗菌活性 が示 された。そのMICは ほぼSPFX

と同等であ り,MIC50/MIC90は0.25～0.5/0 .5～1.0

μg/mlに 評価 された。CS-940は,一 般細菌 につ い て

もOFLX,CPFXと 同等 の抗菌活性 を もつ とされ,特

にグラム陽性球菌,偏 性嫌気性菌 に有効 とされている 1 1 ) 。

M.tuberculosisを 対象 とした抗菌活性測定の成績 はわ

れわれの報告が最初で あ り,今 後,結 核症 を対象 と した

臨床評価が待 たれる。

す でにこれまでの臨床経験か ら,ニ ューキノロン薬の

単剤投与,ま た長期間排菌の継続す る患者で は,投 与 さ

れたニューキノロン薬 に対す る耐性菌が早期 に出現 して

くることが観察 されてい る。 しか し現在の ところ,臨 床

的 ニーズが高 まってい るにもかかわ らず,検 査室では こ

れ らの薬剤 を対象 とした薬剤感受性試験 が まった く実施

で きない状態 にあ る。今後の多様な抗結核 薬の開発,応

用 を考 えた場合,簡 便で,柔 軟性のある薬剤 感受性試験

を早期 に開発す ることが急務 と考える。

結 語

1%小 川培 地,Middlebrook7H10寒 天培 地,お よ

び これ らの培 地に酸化 還元 反応 呈色 色素,STCを 添加

した培 地 を用いて,臨 床分 離株M.tuberculosis100株

でのニューキノロ ン薬,6剤 のMICを 測定 した。

1.　用いた培 地の種類 によるMICの 差異 は,小 川培

地法がMiddlebrook寒 天培 地法 と比較 して2～4倍 高

い傾 向を示 した。また微小 な菌発育 も容易 に識別で きる

こ とか ら,STC添 加 した培地 で も若干高 いMrCが 得 ら

れた。

2.　検討 した6種 類 のニューキノロン薬は3つ のグルー

プに大別 された。SPFX,CS-940は 最 も高い抗菌活性

を示 し,50%MICは0.25～0.5μg/mlで あ った 。次 い

でOFLX,CPFX,BLFXの3薬 剤が,SPFX,CS-

940と 比べ,4～8倍 高いMICを 示 した。NFLXは 検

討 した薬剤の 中で最 も抗菌活性が劣 り,ほ とん どの菌株

のMICは8.0μg/ml以 上であ った。

以上,in vitroで 測定 されたMICの 分布 からすると,

SPFX,CS-940な どのニ ューキ ノロン薬は十分臨床効

果が期待 され る成績である。 しか し予想 されるニューキ

ノロン薬耐性の菌株 を正確 に検 出する意味か らも,早 期

に薬剤感受性試験 が開発 される必要があろ う。
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