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入院時薬剤耐性に関する研究:1997年 度の各施設と結研の成績の比較
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A STUDY ON RESISTANCE OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS TO FOUR 

FIRST-LINE ANTI-TUBERCULOSIS DRUGS IN JAPAN: COMPARISON OF RESULTS 

IN THE LOCAL FACILITIES AND IN THE REFERENCE LABORATORY, IN 1997
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(Chair: Teruo Aoyagi)

Five years after the last survey of drug-resistant tuberculosis in Japan, a nationwide 

survey was conducted by the Tuberculosis Research Committee (Ryoken). A total of 78 

hospitals in various districts of Japan participated in this cooperative study. Each 

collaborating laboratory sent all the isolated mycobacterial cultures during June 1 to 
November 30, 1997 to the Research Institute of Tuberculosis (RIT), which is one of the 

Supranational Reference Laboratories of the WHO/IUATLD Global Project on Anti

tuberculosis Drug Resistance Surveillance. At RIT identification and drug susceptibility 

of Mycobacterium tuberculosis isolates were reexamined. The RIT received a total of 

2, 167 cultures. Among them, 523 cultures were excluded from further examinations 

because of various reasons, such as growth of mycobacteria other than tubercle bacilli 

(MOTT, 453), mixed cultures of M. tuberculosis and MOTT (16), and contamination or 
non-viability (54). Thus drug susceptibility test results were available for 1,644 cultures, 

including 47 from foreign-born people. In the local laboratories, the absolute concentration 

method using 1% Ogawa egg slant (standard method, 26 hospitals), its modified methods 

using a 48-well plate (Microtiter method, 29 hospitals) and a 16-well plate (Well-pack 
method, 7 hospitals), combination of above 2 or 3 methods (13 hospitals), and other 

method (3 hospitals) were used for drug susceptibility testing, and the proportion 

method using 1% Ogawa egg slant was used in the RIT. The results in the local labora

tories were compared with those in the RIT. A high concordance rate (over 90 %) was 

seen in the testing for 1 ug/ml of isoniazid (INH), rifampin (RFP) and streptomycin

 (SM), but the rate was lower (under 90%) in the testing for 0.1 ti g/ml of INH and
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ethambutol (EMB). However, there was no significant difference in the concordance rates 
according to the test drugs among methods for drug susceptibility testing used in the 

local laboratories. Median concordance rates between the results with the standard 

method, Microtiter method and Well-pack method in the local laboratories, and those in 
the RIT were 95.9%, 93.2% and 96.4% respectively. Relatively lower concordance rates 

were seen in the laboratories using the Microtiter method related to high overestimation 

rates (median overestimation rate of 5.3%), compared with 1.2% and 2.3% in the 

laboratories using the standard method and Well-pack method, respectively. However, 

relatively lower concordance rates (less than 90%) were seen in the laboratories using 

any of the three methods, indicating that there are variations among facilities. Part of 

the results concerning the resistance patterns to four first-line anti-tuberculosis drugs 

were reported elsewhere.
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は じ め に

1994年 に,世 界保健機関(WHO)は 国際結核肺疾患

予防連合(IUATLD)と 協 力し,薬 剤耐性結核の広が り

を調べることを目的としたプロジェク トを開始した。こ

れまでに,調 査に参加した国のすべてに薬剤耐性菌が出

現していること,少 なくともイソニアジ ド(INH)と リ

ファンピシン(RFP)の 両者に耐性を示す多剤耐性結核

(MDR-TB)の 頻度が高い地域があ り,結 核対策を困

難にしていることが明らかになった1)2)。

結核療法研究協議会は,1957年 以来2～5年 ごとに過

去12回 にわたり,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を調べてきた3)～15)。前 回の調

査から5年 が経過 し,そ の間に高齢化社会の結核,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。わが国では複数の方法が取

りいれられてお り,施 設によりその方法が異なる。今回

の共同研究では,各 施設で従来からの絶対濃度法で試験

し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,日 本結核病学会から提案された比率法で再検査

した16)。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。結核患者から分離された菌の薬

剤耐性頻度については別紙に報告 した17)。

材料と方法

1.調 査対象

結核病床を持つ病院の中で78施 設がこの共同研究に

参加 した。1997年6月1日 から同年11月30日 までの間

に入院した結核患者および非結核性抗酸菌症患者で,菌

が分離された例を対象にした。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を作成 した。分離培養

または感受性試験の対照培地のいずれかの菌株を郵便法

で定められた方法を守り,缶 またはプラスチックの容器

に入れ,調 査個人票と一緒に結研に送付 した。結研では

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-30℃ に保存 した。

2.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,ア キュプローブ法(極 東製薬)お よび抗MPB

64モ ノクローナル抗体を用いる免疫クロマ トグラフィー

(MPB64-ICA)で 送付された菌を鑑別 した18)19)。結

核菌以外の非結核性抗酸菌の鑑別 ・同定にはDDHマ

イ コバクテリア(極 東製薬)お よび培養 ・生化学的試験

を用いた20)21)。

3.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,日 本結核病学会から新しく提案された小川培地

を用いる比率法を試験に用いた16)。試験は主要4薬 剤,

INH,RFP,ス トレプトマイシン(SM),エ タンブトー

ル(EMB)に ついて行った。薬剤含有培地は結研で作
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り,作 製後2週 以内に試験 に供した。接種菌はミドルブ

ルツク7H9液 体培地で培養した。McFarland No.0.5

に調製し,そ の100倍 希釈液の0.1mlを 薬剤含有培地に

接種 した。対照培地は2本 用意し,100倍 希釈液と10,000

倍希釈液を接種 し,37℃ で培養 した。10,000倍 希 釈液

を接種 した対照培地のコロニー数と比較 して,薬 剤含有

培地のコロニー数が多ければ耐性菌の割合が1%以 上 と

判定し,耐 性 と記録 した。

4.集 計および解析

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 施設では耐性 と

判定 していたが結研では感受性 と判定 した例数),過 小

評価例数(各 施設では感受性 と判定 していたが結研では

耐性 と判定 した例数)の 割合 として表 した。統計学的有

意差の検定はx2試 験により行った。

結 果

結核病床を持つ病院のなかで78施 設が今回の共同研

究に参加 した。1997年6月1日 から同年11月30日 まで

の問にそれぞれの病院で入院患者から分離された抗酸菌

2,167例 の個人票と抗酸菌が結研に送られた。

Table 1に 示 したように参加78施 設の中で49施 設

(62.8%)は 鑑別 ・同定検査にナイアシン試験を用いて

いた。次いでDDHマ イコバ クテリアが44施 設(56 .4

%),ア キュプローブ法が27施 設(34.6%),核 酸 増幅

法が25施 設(32.1%)で 用 いられていた。これらの試験

法を単独で用いている施設は少なく,多 くの施設は2つ

以上の方法を組み合わせて鑑別.同 定 していた。

結研では送付された菌株の鑑別.同 定をアキュプロー

ブ法,MPB64-ICA,DDHマ イ コバクテリアお よび

従来からの培養.生 化学的方法で行 った。送付 された

2,167例 のうち523例 は,非 結核性抗酸菌(453例),結 核

菌 と非結核性抗酸菌の混合(16例),培 地 の汚染 と発育

不能(54例)の ため除外 し,残 る1,644例 を分析 した。

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1,644例 の 中で外国人は47例(2.9%)で あった。

1,374例 は初回治療例であ り,264例 は2週 間以上の治

療歴を持つ既治療例であった。初回治療例であっても,

外来で2週 間以上治療後に入院治療に切 り替えた例は既

治療例に含めた。

各施設から報告された成績と結研の鑑別 ・同定検査の

間に不一致例がい くつかみ られた(Table 2)。 各施設

から結核菌群として報告された菌株 のうち32株 は結研

での試験で非結核性抗酸菌と同定された。また結核菌群

と報告された16培 養は結核菌群 と非結核性抗酸菌の混

合培養であった。

用いた薬剤感受性試験の方法は施設により異なってい

た(Table 3)。26施 設は小川斜面培地を用いる普通法,

Table 1Methods used for culture confirmation

 and identification of species belonging to the M.

tuberculosis complex in the local laboratories

Table 2 Discrepant identification results between 

local laboratories and RIT
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29施 設はマイクロタイター法,7施 設はウエルパック法

を用いて試験した。また13施 設は上記3種 の組み合わ

せ,3施 設はMIC測 定などを薬剤感受性試験に用いた。

今回の研究では,各 施設は絶対濃度法,結 研では比率

法で試験したことから厳密に比較することはできない。

しかし試験法は異なるが,各 施設で普通法で試験 した施

設の83%は 結研の成績と95%以 上の高い一致率 を示 し

たことから比較することは意味があると考えた。

ここでは,INHに ついては各施設の0.1μ9/mlと 結

研の0.2μg/ml,RFPは 各施設の50μg/mlと 結研 の

40μg/ml,SMは 各施設の20μg/mlと 結研の10μg/

ml,EMBは 各施設の2.5μ9/mlと 結研の2.5μ9/ml

の成績を比較 した。各施設の成績 と結研の成績の試験薬

剤別一致率,過 大評価率,過 小評価率 をTable 4-1(各

施 設の普通法),Table 4-2(各 施設のマイクロタイター

法)お よびTable 4-3(各 施設のウエルパック法)に 示

した。INHの 試験濃度1μ9/ml,RFPお よびSMに つ

いてはいずれの試験法でも90%以 上 の高い一致率であっ

Table 3 Methods of drug susceptibility testing 

used in the local laboratories

Table 4-1 Comparison of results measured with the standard method in 

the local laboratories with those of RIT according to test drugs

Table 4-2 Comparison of results measured with the Microtiter method 

in the local laboratories with those of RIT according to test drugs
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たが,INHの 試験濃度0.1μg/ml(結 研 の0.2μg/ml

との比較)とEMBに つ いて結研 の成績 との一致率は

90%以 下であった。後者の低い一致率は過大評価率の

高さと関連していた。すなわち結研の成績では感受性 と

判定されていた例が各施設では耐性 と判定されていた。

今回10株 以上試験 した施設について,施 設別の全体

の 一 致 率,過 大 評 価 率,過 小 評 価 率 をTable 5-1(普 通

法),Table 5-2(マ イ ク ロ タ イ タ ー法),Table 5-3(ウ

エ ルパ ック法)に 示 した 。各 施 設 の普 通 法 と結 研 の 一 致

率 は75.0%か ら100%の 間 で あ り,そ の 中央 値 は95.9%

で あ っ た 。 普 通 法 で 試 験 した18施 設 の う ち,15施 設

(83.3%)は95%以 上 の高 い 一 致 率 で あ っ た。 各 施 設 の

Table 4-3 Comparison of results measured with the Well-pack method 
in the local laboratories with those of RIT according to test drugs

Table 5-1 Comparison of results measured with the standard method in 

the local laboratories with those of RIT according to the laboratory
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Table 5-2 Comparison of results measured with the Microtiter method 

in the local laboratories with those of RIT according to the laboratory

Table 5-3 Comparison of results measured with the Well-pack method 

in the local laboratories with those of RIT according to the laboratory
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Table 6 Concordance rates of the results between local laboratories and 

RIT according to the method used for drug susceptibility testing

Table 7 Concordance rates between local 

laboratories and RIT

マイクロタイター法 と結研の一致率は37.5%か ら99.4

%の 範囲であ り,そ の中央値は93.2%で あった。22施 設

のうち7施 設(31.8%)は90%未 満 の低い一致率であっ

た。これは高い過大評価率と関連しており,5施 設は10

%以 上の過大評価率であった。ウエルパ ック法で10株 以

上を試験 した施設数は5施 設であ り,一 致率は75%か

ら97.8%の 範囲であった。一致率別に比較 した成績 を

Table 6に 示 した。90%以 上の一致率を示した施設は,

普通法で83.3%,マ イクロタイター法で68.2%,ウ エ

ルパック法で80%で あ り,用 いた方法により一致率に

差がみられた。しかしいずれの方法で も一致率80%以

下の施設がみられた。成績は示さなかったが試験株数が

10以 下の施設の一致率がより低い傾向にあった。

各施設で耐性 と判定 した分離株で結研でも耐性と判定

した株の割合は50%以 下 であったが,結 研 で耐性 と判

定した株のほぼ80%は 各施設でも耐性 と判定 していた

(Table 7)。 これに対 し,各 施設で感受性 と判定 してい

た株の99%は 結研でも感受性 と判定 していた。

考 察

結核菌群に属する菌種 とMycobacterium 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。今回の調査で初回治療例の耐性の
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頻度は10.3%で あ り17),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,分 離された菌の鑑別は非常に

重要である。

わが国では分離結核菌の鑑別にナイアシン試験21),

PNB培 地上の発育試験22),ア キュプローブ結核菌群鑑

別試験18),DDHマ イコバクテリア20),培 養 ・生化学的

試験が用いられている。新結核菌検査指針23)で は,核

酸の相同性を利用 したキットの使用を勧めている。すな

わちアキュプローブキットの感度 と特異性は100%で あ

ることから,ま ずこのキットで鑑別 し,陰 性例について

はDDHマ イコバクテリアと培養 ・生化学的試験 によ

り同定する。この場合 も発育 日数やコロニーの形態およ

び着色などを参考にするのはもちろんである。今回の共

同研究参加78施 設の中で,13施 設(16.7%)は 単独 の

試験で結核菌群を鑑別 していた。2施 設はナイ アシン試

験のみ,11施 設 は核酸を用いた試験で行っていた。.M.

africanum,BCGの あ る株(BCG日 本 株),M.

ulcemnsやM.simiaeは ナイアシン試験陽性であり,

M.chelonae,M.avium,M.kansasiiな どでナイア

シン試験陽性の菌株 も1～2%存 在する。それゆえ,結

核菌の鑑別をナイアシン試験単独で行った場合に誤って

鑑別されることがある。参加施設の中にPNB培 地 上の

発育試験を単独で用いていた施設はなかった。大部分の

施設(65/78,83.3%)は 上記試験 を2種 以上組み合わせ

て結核菌の鑑別を行っていた。

各施設の鑑別の結果と結研の成績の間に不一致例が48

例みられた(Table 2)。それぞれの施設で結核菌群 と同

定された32株(32/1,692,1.9%)は 結研で行った試験

で非結核性抗酸菌 と鑑別された。また各施設で結核菌群

と鑑別された培養の16(16/1,692,1%)は 結研の試験

で結核菌群と非結核性抗酸菌の混合培養であった。ここ

1～2年 の間に初回分離に液体培地が用い られるように

なった。 しか し液体培地のみの培養では,結 核菌の培養

に約1%存 在する非結核性抗酸菌の混入を見落とすこと

があり,結 核菌の薬剤感受性を誤って判定することがあ

る。初回の分離培養に液体培地と卵培地を1本 ずつ用い

ることが重要であり,新 検査指針でも勧めている23)24)。

結核菌の細菌学的検査の中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

や用いる培地の種類が異なり,そ こで得られた成績は異

なることが予想される25)～29)。わが国では,大 部分の検

査室は1%小 川培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,簡 便法であるマイク

ロタイター法 とウエルパ ック法で試験 している。今回,

共 同研究参加78施 設の中で26施 設は普通法(33.3%),

29施 設(37.2%)は マ イクロタイター法,7施 設(9%)

はウエルパ ック法,13施 設(16.7%)は2種 または3種

の組み合わせで試験 した。結研では日本結核病学会から

提案された1%小 川斜面培地を用いる比率法で試験 し

た16)。各施設 と結研では用いた試験法お よび試験濃度

が異なることから厳密に比較することはできない。しか

しTable 6に 示 したように,普 通法で試験 した18施 設

のうち15施 設(83.3%)は 結研の成績 と95%以 上 の一

致率であった。この結果は,各 施設の成績を薬剤別,試

験法別に結研の成績と比較することは薬剤感受性試験の

精度管理の上で意味があることを示 している。

INHの 低濃度とEMBの 一致率は90%以 下であ り,

いずれの試験法で も同じ傾向であった。治療前の患者か

ら分離された結核菌に対するINHのMICは 広 く分布 し

ていることが知られている。 この研究では,各 施設の

0.1μg/mlと 結研の0.2μg/mlの 成績が比較 されたこ

とから,0.1μg/ml耐 性/0.2μg/ml感 受 性の菌株が

含まれていることが考えられる。 しか しEMBの 試験で

は同じ濃度が用いられてお り,低 い一致率の理由は不明

である。前回の調査(1992年)で もマイクロタイター

法を用いた施設と結研の成績の問で同様の傾 向を認め

た15)℃今 後新 しい検査法に変わることか ら早急 に検討

する必要がある16)。

試験菌株数が10以 上であった施設の全体の一致率 を

Table 5-1,Table 5-2,Table 5-3に 示 した。マイク

ロタイター法で試験 した施設と結研の成績との一致率は

37.5%か ら99.4%の 範囲であ り,7施 設(31.8%)は90

%未 満の低い一致率であった。これは過大評価率の高 さ

と関連 していた。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判定をした場合に,薬 剤の種類に

より感受性菌を耐性と読む傾向がある30)。 一方普通法

およびウエルパック法で試験した施設の一致率の中央値

は96%で あ り,過 大評価率の中央値も低いレベルであっ

た。 しか しいずれの方法を用いた場合 も90%以 下 の低

い一致率を示 した施設が見られた。

試験菌株数が10以 下の施設の成績は示さなかったが,

10以 上の施設より一致率が低い傾向にあった。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カ 月以内

に使用することが勧められている23)。 ここでみられた

試験菌株数が少なかった施設の一致率がより低かった理

由については分からない。しかし一部は製造後の保存期

間の長さと関係していることが考えられる。

各施設で行われた普通法,マ イクロタイター法,ウ エ

ルパック法で耐性と判定した菌株の中で51.4%,61.6%,

69.4%は 結研での試験で感受性と判定された(Table 7)。

これに対し感受性と判定した菌株は結研の試験でもほぼ

―22―



2001年6月 469

100%感 受性であった。これらのことは,感 受性試験 の

結果を治療に応用する上で十分注意する必要があること

を示 している。特にINHの 低濃度 とEMBに つ いては

考慮する必要がある。いずれにしても,使 用する培地お

よび操作法の精度管理のために,検 査室で標準菌株を用

い定期的にチェックすることが大事である。

現在液体培地を用いる薬剤感受性試験法が評価されて

いる。米 国のNCCLS (National Committee for

 Clinical Laboratory Standards)も 液体培地または

寒天培地での感受性試験を勧めている31)。 保 険点数と

の関連で今後クリアーしなければならない問題も残って

いるが'検 査の精度と迅速性を考慮 し液体培地の導入を

検討する必要があろう。
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