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 Fifty six clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis were tested for drug suscepti-

bility in Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) containing 0.1ƒÊg/ml of INH, 1.0

ƒÊg/ml of RFP, 3.5ƒÊg/m/ of EB and 0.8ƒÊg/m/ of SM. These results were compared with 

those obtained by testing the same M.tuberculosis isolates by the absolute concentration 

method using 1% Ogawa egg slant containing 0.1ƒÊg/ml of INH, 10ƒÊg/ml of REP, 2.5ƒÊ

g/m/ of EB and 20ƒÊg/m / of SM. Fifty six isolates consisted of 18 pansensitive strains, 

27 multidrug resistant strains and 11 single drug resistant strains. The results for indi-

vidual drugs showed excellent agreement between the MGIT and the Ogawa methods, and 

overall agreement rate of the two methods were 96.4% . The results were just the same 

for all drugs in 48 out of 56 strains studied. The drug resistance could be observed much 

earlier by the MGIT method ( mean 5.9 days) than by the Ogawa method ( more than 21

 days) . In conclusion, the MGIT system could be a promising new drug susceptibility test 

which might become available in Japan replacing the Ogawa method.
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は じめ に

結核症が治癒可能な病気になったのは強力な抗結核薬

剤が開発されたためであり,薬 剤耐性菌の出現はこの状

況を大きく脅かすものである。特にイソニアジ ド(INH)

とリファンピシン(RFP)両 薬 剤に耐性を示す多剤耐

性結核症の治療は現在でも難渋を極める。わが国におけ

る耐性菌の出現頻度を調べた1996年 のHiranoら の報

告では,INH・RFP・ エ タンブ トール(EB)・ ス トレ

プ トマイシン(SM)の 主要4薬 剤のいずれかに耐性を

示 した菌の割合は,初 回治療例で5.5%,既 治療例で25

%で あ った1)。 米 国Center for Disease Control

 and Prevention(CDC)は 初回耐性率が5%を 超 える

地域では全結核症例に薬剤感受性検査を実施すべ きであ

ると勧告 している。

このように,結 核症治療において薬剤感受性を知るこ

とは極めて重要であるが,現 在本邦で多用されている小

川培地を用いる方法では結果判明まで3週 間以上かかる

ため,進 展の急速な例えばHIV陽 性症例等には対応で

きない。欧米で従来よ り汎用されているBACTEC460

システムを用いるとより迅速な結核菌の検出と薬剤感受

性検査が実施可能であるが,放 射性同位元素を用いるた

め使用後の廃棄物の処理の問題 もあり,わ が国で普及す

ることは困難と考えられる。'

最 近米国ベク トン・デ ィッキンソン社で開発 された

BBL(R)Mycobacteria Growth Indicator Tube(MGIT)

は非放射性液体培地を用いなが ら,従 来の卵培地と比べ

抗酸菌の検出感度 ・検出所用日数ともに優れ,結 果の判

定 も簡便 ・明解であると内外で報告 されている2)～5)。

またこのシステムを用い迅速な結核菌の薬剤感受性検査

も実施可能 と言 われている5)6)。 そ こでわれわれは

MGITを 用 い臨床分離結核菌株の上記主要4薬 剤 に対

する感受性検査を実施 し,雑 菌による汚染の頻度と結果

判定までの日数を調べるとともに,従 来の1%小 川 培地

を用いた方法の結果と比較検討 したので以下報告する。

実験材料と方法

1.菌 株

京都大学胸部疾患研究所付属病院呼吸器感染症科並び

に関連病院で最近4年 以内に56人 の肺結核症患者検体か

ら小川培地または工藤PD培 地で分離された56結 核菌

株を用いた。全剤感受性の株はナイアシンテス ト陽性で

あれば結核菌 と判定 し,1薬 剤で も耐性 を示 した株 は

DNAプ ロープ法(ア キュプローブ)を 実施 し,結 核菌

との同定並 びに.Mycobacterium avium complex混

入 の除外を行った。

2.小 川培地による薬剤感受性検査

厚生省監修結核検査指針に準 じ,各 薬剤含有1%小 川

培地上のコロニー数を薬剤を含 まない対照の培地 と比較

することで判定した。

薬剤濃度は以下のとおりである。INH:0.1,1,5μg

/ml,RFP:10,50μg/ml,EB:2.5,5μg/ml,SM:

20,200μg/ml(下 線 は臨床耐性基準濃度)。 今回の比

較検討では不完全耐性 も耐性 と判定 した。

3.MGITに よる抗酸菌の培養

日本ベクトン ・ディッキンソン社(B・D社)よ り提

供を受けたMGITにBBL(R)MGITOADC0.5mlを 加

えたものを完全培地として用いた。MGITは,酸 素に

鋭敏なルテニュウム金属複合体を含むシリコンを底部に

埋め込んだ丸底試験管中に,Middlebrook7H9液 体

培地が4ml分 注 されているもので,発 育促進物質を含む

OADCの 共存下で結核菌が旺盛に増殖 し溶存酸素が消

費され,底 部の金属複合体が蛍光を発するようになるこ

とで結核菌の増殖を感知するシステムである。上記卵培

地上の1-2コ ロニーをMGIT完 全培地中に混入 し,37

℃で培養,経 時的に波長365nmの トランスイルミネー

ターを用い,蛍 光の有無を菌を含 まないMGITを 陰 性

対照として判定 した。菌が発育すると,試 験管の底に明

るいオレンジ色の蛍光と,そ の培地メニスクスへの反射

が明確に観察される。

4.MGITに よる薬剤感受性検査

上記MGITで 菌の増殖が確認されてから7日 以内に

薬剤感受性試験を実施 した。菌の増殖 が確 認された

MGITを よ く撹拌後,菌 を含む液体培地を1.0ml採 取

し,滅 菌生理食塩水4.0ml中 に混入し,5倍 希釈菌液を

作製 した。OADCを 含 む新 しいMGIT5本 に上記5倍

希釈菌液を0.5mlず つ混入し,4本 には所定濃度の各薬

剤を加え,残 りの1本 はコン トロールとしてそのままの

状態で37℃ で培養した。

MGIT用 の各薬剤は,凍 結乾燥 した状態で4℃ で保存

し,使 用時滅菌蒸留水4mlで 溶 解 し(INH:5μg/ml,

RFP:50μg/ml,EB:175μg/ml,SM:40μg/ml),

各0.1mlを 液体培地中に混入 した。蒸留水溶解後の薬

剤は―70℃ で保存 し,必 要時溶解 し一度のみ使用可能と

した。

各薬剤のMGIT中 の最終濃度は次の とお りである。

INH:0.1μg/ml,RFP:1.0μg/ml,EB:3.5μg/ml,

SM:0.8μg/ml。 感受性試験の結果判定はB・D社 の

マニュアルに従い,以 下のとお り行った。つまり薬剤を

含 まないコントロールのチューブが蛍光を発してか ら2

日以内に薬剤含有チューブが蛍光を発した場合当該薬剤

に耐性と判定 し,2日 以内に蛍光を発しなかった場合は

当該薬剤に感受性と判定した。

5.雑 菌混入の有無の確認
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MGITに 希釈菌液を混入時,BBL(R)ト リプチケース

血液寒天培地上に同菌液0.1mlを 同時に接種 し37℃ で5

日間培養することで雑菌の有無を判定 した。雑菌混入が

認められた場合は,MGITに よる薬剤感受性検査を再

施行 した。

6.小 川法とMGIT法 の比較

各菌株,各 薬剤に関して感受性,耐 性の結果が2つ の

方法で一致するかどうかを判定した。小川法では基本的

に最低薬剤濃度(INH:0.1μg/ml,RFP:10μg/ml,

EB:2.5μg/ml,SM:20μg/ml)で の結果を用い,不

完全耐性も耐性と判断した。1薬 剤でも不一致がある場

合には両者の方法を再検 し,再 度不一致の場合を最終的

に不一致とした。

結 果

1.雑 菌の混入

56菌 株に対 して延べ73回 のMGITに よる薬剤感受性

試験を実施 したが,雑 菌混入は3例(4.1%)で あった°

雑菌混入が判明した3例 はすべて再検時には雑菌を認め

ずMGIT操 作 時の混入が疑われた。

2.MGITに よる薬剤感受性検査結果判明までの日数

耐性菌38株 の検査結果の判明までの期間は2-11日,平

均5.2±2.0(SEM)日 間,全 剤感受性菌18株 の結果判

明までの期間は5-19日,平 均7.2±3.2(SEM)日 間で

あった。全56株 では結果判明まで2-19日 間,平 均5.9±

2.6(SEM)日 間の日数を要した。

3.初 回検査時不一致株

初回検査時56株 中14株 で,両 感受性検査結果の不一致

がみられた。その内訳は,INH不 一 致2株,RFP不

一致3株
,EB不 一 致2株,SM不 一 致6株,INHと

EB不 一致1株 である。この14株 中13株 は耐性菌で1株

のみが全剤感受性菌であった。この14株 に対 して両感受

性検査を再施行 したところ,6株 は両検査結果が一致し,

残 りの8株 が最終的に不一致となった(後 述)。 再検 し

一致 した株の内容は
,MGITの 結 果が変化 して一致 し

たのが3株(RFP感 受性から耐性へ2株,INH耐1性 か

ら感受性へ1株),小 川法の結果が変化 して一致 したの

が3株(SM感 受性から耐性へ2株,INH感 受 性か ら

耐性へかつEB耐 性から感受性へ1株)で あった。

4.最 終結果

各菌株の小川培地を用いた最終的な薬剤感受性パター

ンを表1に 示す。以下,各 薬剤 ごとにMGIT法 と小川

法の比較結果を述べる。

1)INH:MGITで 耐性であった35株 中34株 は小川

法で も耐性,残 り1株 は小川法では感受性であった。

MGITで 感受性であった21株 は,全 例小川法で も感受

性であった(表2)。 小川法の結果をgoldstandardと

表1菌 株の小川培地による薬剤感受性パ ターン

総計56

表2小 川法とMGIT法 の比較(INH)

*過 大評価例

表3小 川法とMGIT法 の比較(RFP)

§過小評価例

して計算すると,い わゆる過大評価率(本 当は感受性な

のに耐性と判定する率)と して1.8%,過 小 評価率(本

当は耐性なのに感受性 と判定する率)と して0%と い う

ことである。一致率は98.2%と なる。

2)RFP:MGITで 耐性であった25株 は,全 例小川

法でも耐性。MGITで 感受性であった31株 中30株 は小

川法でも感受性,残 りの1株 は小川法では耐性であった

(表3)。 小川法の結果をgoldstandardと す る と,過

大評価率が0%,過 小評価率が1.8%と い うことである。

一致率は98 .2%と なる。

3)EB:MGITで 耐性であった21株 は,全 例小川法

でも耐性。MGITで 感受性であった35株 中33株 は小川
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表4小 川法とMGIT法 の比較(EB)

§過小評価例

表5小 川法とMGIT法 の比較(SM)

*過 大評価例

表6小 川法での臨床耐性をgold standard

とした時のMGIT法 の結果のまとめ

法でも感受性,残 りの2株 は小川法では耐性であった

(表4)。 小川法の結果をgold standardと す ると,過

大評価率0%,過 小評価率3.6%と い うことである。一

致率は96.4%と なる。

4)SM:MGITで 耐性であった25株 中21株 は小川法

でも耐性であったが,残 りの4株 は小川法では感受性で

あった。MGITで 感受性であった31株 は,全 例小川法

で も感受性であった(表5)。 小 川法の結 果をgold

 standardと す ると,過 大評価率7.1%,過 小 評価率0%

ということである。一致率は92.9%で ある。

5)全 薬剤のまとめ:小 川法をgold standardと し

た場合,MGITに よる薬剤感受性試験全体では,過 大

評価率2.2%,過 小評価率1.3%と なる。4薬 剤全体の一

致率は96.4%で あ り,全56株 中48株 でMGITの 結果は,

小川培地の結果と全薬剤で一致した。残りの8株 では各々

1薬 剤不 一致例で,そ の内訳はINH1株 ・RFP1株 ・

EB2株 ・SM4株 であった。不一致株は全例耐性菌株

で,全 剤感受性菌に関しては不一致例は1株 もなかった。

5.小 川法臨床耐性薬剤濃度での比較

今回の比較では小川法として各薬剤最低濃度の結果を

用いて検討 した。しかし従来本邦では各薬剤毎に臨床耐

性基準濃度を設定 し,そ の濃度で耐性の場合臨床的に薬

剤が無効であろうと判定するのが普通である。そこで小

川法 として臨床耐性基準濃度での結果 を用い,再 度

MGIT法 との比較を行った。その結果,小 川法最低濃

度では各々の薬剤に耐性と判定されたINH10株,RFP

1株,EB11株 が,臨 床的には感受性菌と判断された。

SMに 関しては,臨 床耐性薬剤濃度がもともと最低濃度

であるため結果に変化はない。この数値を基に計算する

と,表6の ような過大評価率 ・過小評価率 ・一致率とな

る。感受性菌18株 に関 しては,臨 床耐性薬剤濃度でも当

然感受性であり,全 薬剤で両者の結果が完全に一致する

ことに変わりはない。

考 察

戦後順調に低下 してきたわが国の結核罹患率と死亡率

は,近 年減少率が鈍化し,ま た塗抹陽性例の微増 または

横這い状態が指摘されている7)。医療従事者を含む国民

全体に結核を過去の病気と考える風潮が根強く,そ れが

発見の遅れ ・病状の重篤化を生んでいると推測される。

たとえ結核症と診断した場合でも,菌 の薬剤感受性検査

を怠 り,ま たは結果の解釈があいまいなまま,漫 然 と治

療を継続するうちに耐性薬剤を増加 させてしまう事例を

散見する。米国では,HIV陽 性 患者を中心 とした多剤

耐性結核症の集団発生が深刻な社会問題 となった。これ

らの事例では,死 亡率が72-89%,発 症 から死亡までの

期間の中央値が4-16週 間 とい う驚 くべ き数字が発表 さ

れている8)。

さらに,報 告された全170症 例 中に6-9%の 医療従事

者を含むHIV陰 性者がいた点が,多 剤耐性結核菌 は感

染力が弱いと漠然と理解 されてきた従来の見解にも一石

を投ずる結果となった。結核症が治癒可能な病気になっ

たのはあ くまでも有効な薬剤が開発されたためであり,

多剤耐性菌の出現は大いなる脅威であることを肝に銘 じ

る必要がある。

従来,本 邦における結核菌の薬剤感受性検査は,中 試

験管内の1%小 川斜面培地を用いた固定濃度法が主流で

あった。1薬 剤に対 して2-3濃 度 を設定 しているが,卵

による吸着,加 熱凝固時や保存時の薬剤力価の低下を見

越 して,MICや 国際的に標準的な固形培地を用いる比

率法と比べて,概 して高めの濃度設定となっている。判

定は薬剤を含まないコントロールの培地の集落数と比較
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し,75%以 上の集落数があった場合を完全耐性,75%未

満5コ ロニー以上の集落数があった場合を不完全耐性,

4コ ロニー以下の集落数の場合を感受性としている。

各薬剤に対 して臨床耐性基準濃度が設定 されてお り

(INH 1.0 RFP 50, EB 5, SM 20 μg/ml),こ の濃

度で耐性の場合は臨床的には効果がまずないと判断され

ている。臨床耐性薬剤濃度以下での耐性の場合も,耐 性

菌で他に薬剤がない場合には臨床的に使用 している現状

であるが薬剤効果は劣 り,こ とにINH 0.1 μg/mlと

EB 2.5 μg/mlで 完全耐性の場合には,臨 床的にはほと

んど効果が期待できないともいわれている。

このいわゆる小川普通法は長い経験の中で臨床経過と

よく相関することが知られているが,近 年,以 下に示 し

たような問題点が指摘されている。

1)各 薬剤に複数濃度を設定しているため検査室の仕

事量とスペースを必要以上に消費する。2)複 数濃度の

設定並びに完全 ・不完全耐性があ り慣れない人間には解

釈が難 しい。3)結 果判定までに培養で結核菌が検出さ

れてから3週 間から4週 間かかるため進展の急速な症例

に対応できない。4)国 際的に一般に用いられている卵

培地の濃度設定 と異なっているため,諸 外国とデータの

比較を行う際に不便である。

1)の 手間とスペースの問題を解決するためマイクロ

タイター法等の簡便法が急速に普及 しているが,精 度管

理や判定の難 しさから,感 受性菌を耐性と判定する過大

評価率が22.7%に なることが昨年度の結核療法研究協

議会の調査でも報告されている9)。 またこの方法で も他

の問題点の解決にはならない。

今回のわれわれの研究結果か ら,MGIT法 は現在の

小川法が持っている問題点を解決する有力候補であると

考えられる。1薬 剤1濃 度で試験管 も小さめであり,特

にMGITで 検 出した菌の感受性を行 う場合はすべて液

体ベースで行えるため,手 技的にも比較的簡単である。

また結果の判定は明確であり,解 釈も用意である。結核

菌の検出から結果の判明まで平均約6日 間であり,約28

日間要していた小川法と比べかなりの時間の短縮が可能

である。特に検出にもMGITを 用いた場合,小 川培地

による検出と比べ斎藤ら3)は平均6日,阿 部ら2)は 平均

5日 早 く結核菌が検出されたと報告してお り,小 川法で

は集落数が少数の場合さらに増菌に時間を要することも

考えると,4週 間から7週 間早 く感受性結果が判明する

と考えられる。結果判明が早いことは,検 査室のスペー

スの問題の解決にもなるものと思われる。

より迅速に薬剤感受性結果が分かることは臨床上極め

て有益なことである。Waltersら は臨床分離結核菌の

INHとRFPに 対する薬剤感受性をMGIT法 と7H10

寒天培地に比率法を用いるCDC法 で検討 し,117株 中

114株 で結果が一致したと報告 している6)。 またPalaci

らは臨床分離結核菌のINH・RFP・EB・SM・Ofloxacin

に対 す る薬剤感受 性 をMGIT法 とLoewenstein-

Jensen培 地 を用いる比率法で比較検討し,25株 す べて

で両者の結果が一致したと報告している5)。 この2つ の

報告のMGITに よる薬剤感受性検査は,わ れわれが今

回用いた方法と全 く同じであ り,MGIT法 の結果が国

際的に標準的な固形培地を用いる方法の結果とよく一致

することを示 している。

今回のわれわれの検討でも,小 川法として各薬剤最低

濃度の結果を用いた場合,MGIT法 の結果との 一致率

は96.4%と 極 めて良好であった。 しかし小川法 として

現在通常用いられている臨床耐性濃度での結果を用いる

と,RFPは 一致率が96.4%と 良好の ままであるが,

INHとEBの 過大評価率が各々17.9%,19.6%と な り,

一致率も各々82 .1%,78.6%に 低下 してしまう。SMは

基準濃度 と最低濃度が一致しており,結 果に変化はない。

INHの 過大評価株10株 のうち8株 は0.1μg/maの 完

全耐性株であ り,先 述 したように臨床的にはほとんど薬

剤効果が期待できないと考えられる。仮にこれらの株 も

臨床耐性として計算し直すとINHの 過 大評価率は3.6

%,過 小評価率は0%,一 致率は96.4%に 向上する。一

方,EBの 過大評価株11株 中やはり臨床的に効果が期待

できないと考えられている2.5μ9/mlの 完全耐性株 は1

株 のみで,仮 にこの株も臨床耐性株 として計算 し直して

も一致率は80.3%で あ る。先に述べ たとお りMGIT法

の結果は固形培地に比率法を用いる国際的に標準的な方

法とはよく一致すると報告されており,本 邦で小川培地

に用いている薬剤濃度が国際的に標準的な方法と比べ概

して高めに設定されていることをあわせて考えると,む

しろ従来の臨床耐性基準では,INH・EBに 関 して過小

評価(本 当は耐性なのに感受性と判定)し ている例が多

いとも解釈できる。今後臨床経過との詳細な照合を行う

とともに,国 際的なharmonizationも 考慮し,か つわ

が国の医療状況にもマッチした薬剤感受性試験と薬剤濃

度を設定していく必要があると思われる。

MGITの 問題点として,小 川培地 と比べて雑菌混入

に弱い点が考えられる。今回の研究では,雑 菌の混入は

延べ73例 中3例 と少数であったが,一 般の検査室で多数

の検体を扱う場合,雑 菌混入の頻度が高まることが危惧

される。雑菌汚染のないように清潔操作に注意を払うと

ともに,精 密管理に十分留意する必要があろう。
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