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BrothMICNTMを 用 いた非結核性抗酸菌の薬剤

感受性 についての検討

1河田 典子3河 原 伸1多 田 敦彦1瀧 川奈義夫

1柴山 卓夫2宗 田 良2高 橋 清

要 旨:〔 目的 〕非 結 核 性 抗 酸 菌 に対 す る抗 結 核 薬,ニ ュ ー マ ク ロ ラ イ ド薬,ニ ュ ー キ ノ ロ ン薬 の 薬 剤

感受 性 につ い て比 較 検 討 を行 っ た。 〔方 法 〕未 治療 患 者 の 喀痰 か ら分離 され たM.avium31株,M.intra-

cellulare44株,M.kansasii17株 を対 象 に,BrothMICNTMを 用 い てSM,EB,KM,INH,RFP,CAM,

LVFX,GFLXの8薬 剤 に 対 す るMICを 測 定 した 。 〔結 果 〕RFP,CAM,LVFX,GFLXの4薬 剤 は上

記 の3菌 種 す べ て に対 してMICが 低 く,ニ ュ ー キ ノ ロ ン薬 で はLVFXよ りもGFLXの ほ うが3菌 種 と

もMICが 低 か っ た。 こ れ に対 してINH,EBのMICはM.avium,M.intracellulareで 高 い 傾 向 に あ っ た。

〔考 察 〕RFP,CAM,LVFX,GFLXは 優 れ たinvitro抗 菌 活 性 を 有 す る 薬 剤 と 考 え ら れ,な か で も

CAMは 全 く耐性 化 が み られ なか っ た。 今 後 肪MAC症 の 治 療 に お い てBrothMICNTMに よる 薬 剤 感

受性 試験 の結 果 を も と に有 効 な薬 剤 を組 み 合 わせ て 使 用 し,臨 床 効 果 との相 関 につ い て も検 討 し,薬

剤 耐性 化 の監 視 を併 せ て 行 っ て い く必 要 性 が あ る と思 わ れ た 。

キー ワ ー ズ:BrothMICNTM,非 結 核 性 抗 酸 菌,薬 剤 感 受性,MIC(minimuminhibitoryconcentration)

は じ め に

1990年 以 降,AΦS患 者 に お い て播種 性M.avium-

intracellularecomplex(MAC)感 染症に代表される非結核

性抗酸菌(Nontuberculousmycobacteria:NTM)に よる日

和見感染が問題となり,世 界中で有効な治療法の確立に

向けて研究が進んでいるが,AIDS患 者のみならず,近

年NTMに よる肺感染症の増加傾向が指摘 されてお り1),

特に基礎疾患のない中年女性の肺MAC症 など日常臨床

の場 において も注目を集めている2)3)。しか しなが ら,

同じ抗酸菌症でも,結 核感染症が耐性菌を除 くと有効な

初回治療による完治が望めるようになったのに対 し,

NTM症 の場合,そ の大半が既存の抗結核薬に抵抗性で

あ り治療に難渋する例が多いのが現状である。さらに

NTM症 の治療 を困難 に してい る背 景の一つ として,

NTMを 対象とする薬剤感受性試験が未だ標準化されて

いないことが挙げられ,治 療に際 して有効な薬剤を選択

するのに苦慮せざるをえない状況下で,日 常的に利用で

きる検 査 法 の確 立 が 課 題 とな っ て い る。

今 回 わ れ わ れ は,微 量 液 体 希 釈 法 を 測 定 原 理 と した

BrothMICNTM`》 を用 いて,結 核 症,NTM症 の 治療 歴 の

ないNTM症 患 者 の 喀 疾 か ら分離 され た 菌 株 を対 象 と し

て,抗 結 核 薬 な らび にニ ュ ー マ クロ ラ イ ド薬,ニ ュ ー キ

ノロ ン薬 に対 す るinvitro抗 菌 活性 を検 討 した の で 報 告

す る。

材 料 と方 法

(1)菌 株

当 院 に お い て2003年4月 か ら2004年10月 ま で の 間 に

当 院 外 来 あ る い は入 院患 者 の 喀 疲 よ り分 離 さ れ たNTM

の うち,結 核 症 な らび にNTM症 の治 療歴 の全 くな い患 者

か ら分 離 され,AmplicorPCRに よ り同定 され たM.avium

31株,M.inracellulare44株,さ らにDDHマ イ コ バ ク テ

リ ア 極 東(極 東 製 薬 工 業,東 京)に よ り同 定 さ れ た 砿

kansasii17株 を使 用 した。

(2)使 用 薬剤
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抗 結 核 薬 と してstreptomycin(SM),ethambutol(EB),

kanamycin(KM),isoniazid(INH),rifampicin(RFP)の

5剤 を,ニ ュ ー マ ク ロ ラ イ ド薬 と し てclarithromycin

(CAM),ニ ュ ー キ ノロ ン薬 と してlevofloxacin(LVFX),

gatifloxacin(GFLX)の2i剤 の 計8剤 を 試験 薬 剤 と して用

い た 。 各 試 験 薬 剤 に つ い て は2倍 希 釈 系 列 と し,SM,

EB,KMはO.06～128μ9/mlの12段 階,INH,RFP,CAM,

LVFX,GFLXは0.03～32μ9/m∬ のll段 階 希 釈 と した。

(3)薬 剤 感 受 性 試 験

Middlebrook7Hgbroth液 体培 地 を用 い た微 量 液 体 希 釈

法 に よ るBrothMICNTM(極 東 製 薬 工 業)を 用 い て 行 っ

た 。

BrothMICNTM:小 川 培 地 で 発 育 した4週 間 以 内 の 薪

鮮 な 菌 コ ロ ニ ー をMiddlebrook7H9培 地 を入 れ る マ イ コ

ビー ズ(極 東 製 薬 工 業)に 被 検 菌 を接 種 し,通 常 大 気(37

±1℃)に て培 地 濁 度 がMcFarlandno.1に 相 当 す る まで3

～5日 間 培 養 した 。 得 られ た菌 液 をMcFarlandno 、0.5濁

度 に 光 学 的 に調 整 し,調 整 した 菌 液110Ptlを11mlの 滅

菌 蒸 留 水 に加 え希 釈 撹 搾 して 接 種 菌 液 と し,薬 剤 乾燥 固

着 マ イ ク ロ プ レー トにlOO,alず つ 分 注,接 種 した 。 次 い

で マ イ ク ロ プ レー トに 蓋 を して,通 常 大 気(37±1℃)

にて 培 養 した。 培養7日 目に 肉 眼 的 に有 意 の 菌 発 育 が 認

め られ な い最 小 薬 剤 濃 度 を,供 試 菌 に対 す る発 育 最 小 阻

止 濃 度(minimuminhibitoryconcentration:MIC)と して判

定 した。

結 果

M.avium,M.intracellutare,Mkansasiiに 対 す る 各 種 薬

剤 のMICso/MICgo(μ91mJ)をTableに,さ ら に 各 菌 種 ご

と の 累 積MIC分 布 をFig.1に 示 す 。

M.aviumに 対 す るMIC5。/MICgG(μ9/m1)は,RFP,CAM,

LVFX,GFLXで そ れ ぞ れO.2514,1/2,4/8,.1/2と 低 く,

逆 にEB,INHで は1281128,32/32と 高 か っ た 。 累 積MIC

分 布 を み て も,RFP,CAM,GFLX,LVFXの 順 に優 れ

た抗 菌活 性 を認 め,EB,INHの 抗 菌 活性 は劣 って い た。

M.intracellulareに 対 す るMIC50/MICgo(μ9/m1)は,

SM,KM,RFP,CAM,LVFX,GFLXで そ れ ぞ れ2/8,

4/16,0.125/O.25,0.125/O.25,1/2,05/1と 低 く,EB,INH

で は64/128,32/32と 高 か っ た 。 累 積MIC分 布 か ら も

RFP,CAM,GFLX,LVFX,SMの 順 に抗 菌 活性 が 優 れ

て お り,EB,INHで は 抗 菌 活 性 が 劣 っ て い る とい う,

M.aviumと ほ ぼ 同様 の結 果 が 認 め られ た。

M.kansαsiiに 対 す るMIC50/MICgo(μ9!mJ)は,EB,

RFP,CAM,LVFX,GFLXで そ れ ぞ れ4/8,0.25105,

0.2510.25,0.511,0.25/0.5と 低 く,KMで は641128と 高 か っ

た 。 累 積MIC分 布 で も,CAM,RFP,GFLX,LVFXの

順 に優 れ た 抗 菌 活 性 を 示 して お り,M.avium,M.intra-

cellulareの 場 合 と同 様 の 結 果 で あ っ た が,EB,INHに 関

して は 砿 鳶傭 α躍 で は これ らの 菌 よ りも良 好 な抗 菌活 性

が 認 め られ た 。

Fig.2にM.avium,Mintraceitulare,M・kansasiiの3菌 種

を各 薬 剤 別 に検 討 したMIC分 布 を示 す。 各 薬 剤 の 標準 投

与 量 で の 血 中最 高 濃 度(Cm。。:rnaximumdrugconcentration:

Pt9〆mt)に つ い て,現 在 まで に文 献 的 に報 告 され て い る

値 を も とに推 定 値 と して 図 中 に矢 印 で 表 示 した。 今 回 検

討 した8薬 剤 にお いて は,い ず れ の 薬 剤 にお い て も概 ね

M.intracellulareの ほ うが,M.aviumに 比 べMIC分 布 が低

い 傾 向 が み られ た。 この 傾 向 は 特 にCAM,RH)と ア ミ

ノ グ リ コ シ ド系 のSM,KMに お い て 顕 著 で あ り,こ れ

らの 薬 剤 はM.intracellUtareに お い て,M.aviumよ り優 れ

た 抗 菌 活 性 を示 して い た 。M.kansasiiで はM.avium,M.

intracellulareに 比 べ てKM,SM以 外 の 薬 剤 は よ り低 い

MICを 示 して お り,良 好 な感 受性 が 認 め られ た 。RFP,

LVFX,CAM,GFLXの4剤 は3菌 種 す べ て に 対 し て

MICが 低 く,強 力 な ∫ηv勧o抗 菌 活 性 を 有 して お り,ま

た ニ ュ ー キ ノ ロ ン薬 のLVFX,GFLXと の 比 較 で は,3

TableInvitroactivitiesofdrugsagainstM.avium,〃.intracellulareandルf.kansasii

Mavium

n=31

ルf.intraceliulare

n=44

読50
7

伽
判

意

n

Drugs MIC50 MICgo MIC50 MICgo MICso MI◎ro

SM

EB

KM

INH

RFP

CAM

LVFX

GFLX

16

128

16

32

0.25

1

4

1

32

128

64

32

4

2

8

2

2

64

4

32

0.125

0.125

1

05

8

128

16

32

0.25

0.25

2

1

8

4

64

4

0.25

0.25

0.5

0.25

16

8

128

8

0.5

0.25

1

05

*streptomycin(SM)
,ethambuto1(EB),kanamycin(KM)jsoniazid(INH),

rifampicln(RFP),clarithromycin(CAM)Jevo恥xacin(LVFX),gatifioxacin(GFLX>

(MIC:Ptgtmi)
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Hstreptomycin(SM)

【ユー一・・…Eコethambutol(EB)

∠Fr▲kanamycin(KM)

MLisoniazi(圭(INH)

◆一 ◆ 践fampicin(RFP)

◇ 一 ◇clarithromycin(CAM)

●h副 ●levofloxacin(LVFX)

(〉一・Ogatifioxacin(GFLX)

32128〈

F董9.1CumulativedistributionofMICsforclinicalisolatesofslowlygrowingnontuberculousmycobacteria(n=92)

Theisolatesofslowlygrowingnontuberculousmycobacteriainclude(a)ルf.avium(n=31),(b)ルf.intracetlulare(n=44),

(c)ルf.kansasii(n=17).

菌 種 と もGFLXの ほ う がLVFXに 比 べ てMICが 低 く,

よ り優 れ た 抗 菌 活 性 を 示 し て い た 。

Cm。。とMICの 関 係 を み る と,SMはM.aviumで97%,M.

intracellutareで100%,M.kOnsasiiで100%の 菌 株 がCmax

以 下 のMICを 示 し,同 じ ア ミ ノ グ リ コ シ ド系 薬 剤 で あ

るKMで も,Maviumで87%,M.intracellulareで98%の

菌 株 がCm。 。以 下 のMICで あ っ た の に対 し,M.kansasiiで

は29%で あ っ た 。EBは3菌 種 と もC,,ax以 下 のMICを 示

す 菌 株 は 見 ら れ な か っ た 。rNHは,Cmax以 下 のMICを 示

し た 菌 株 はM.kansasiiで88%で あ っ た が,M.aviumで は

0%,ま たM.intracellulareで も15%の 菌 株 し か 認 め ら れ

な か っ た 。RFPは3菌 種 と もす べ て の 菌 株 でCm・ ・以 下 の

MICが 認 め ら れ,ま たCAMもM.aviumで84%の 菌 株 の

MICがCm、x以 下 で あ り,M.intracellulare,M.kansasiiで は

す べ て の 菌 株 のMICがCmax以 下 で あ っ た 。 ニ ュ ・・一一一一・・一キ ノ

ロ ン 薬 を み る と,LVFXがC,,。 。以 下 のMICを 示 し た 菌

株 がM.aviumで16%,M.intracellulareで75%,M.kansasii

で94%だ っ た の に 対 し,GFLXで はM.aviumで も74%,

M.intraceltulareでg8%,M.kansasiiで94%の 菌 株 のMIC

がCm、,以 下 で あ っ た 。

考 察

NTM症 に対する標準的治療法が未だ確立 していない

理由として,第 一に臨床用量で完全な殺菌的効果を有す

る薬剤がないことが挙げられるが,さ らに大きな問題 と

して,結 核と異な りinvitroの標準薬剤感受性試験が確

立 されていないばかりでなく,必 ずしも試験結果と臨床

効果 との相関がはっきりしていないということがある。

NTMの 薬剤感受性試験 をめぐっては,従 来の結核菌に

準 じた固形培地での有用性は否定されてお り,現 在7H

系の寒天培地や液体培地 を用いた検討が行われている

が5}6},ま だ幅広 く日常検査の場で臨床応用で きる段階

には至っていない。またNTMそ のものが異なる数多 く

の菌種か ら成る菌群であるため,菌 の発育速度,発 育形

態の差によりすべての菌種に対して同一試験条件下での

判定を行 うのは困難で,菌 種に応 じた試験条件を設定す

る必要がある。今回使用したBrothMICNTMはBroth液

体培地を用いてわが国で開発された薬剤感受性試験であ

り,検 査精度に関してはこの度対象としたM.avium,M.

intracetlulare,M.kansasiiの3菌 種では,施 行 した試験条

件下で95%前 後の再現性が報告 されてお り,ま た互換
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Fig.2DisUibutionofMICsincomparisonwiththeCm.

8

MICs◎fSM(a),EB(b),KM(c),INH(d),RFP(e),CAM(f),LVFX(9),GFLX(h)areshown.

ArrowsindicatetheknownC紛axofeachdnヨgafteradministrationofstandarddosage .

■ト刷■ 〃.aviu栩 ● 一 ● 〃.加 〃acellulare△ 「△M.kansasii

128<

性 も十分あるとされている。今回われわれはBrothMIC

NTMを 用いて,NTM症 の大多数を占める上記の3菌 種

の臨床分離株の うち,全 く抗結核薬の投与歴がなく,

ニューキ ノロン薬,ニ ューマクロライ ド薬での長期治療

歴 もない菌株 を対象に,こ れらの薬剤の治療適応を推察

すべ くinvitro抗菌活性の比較検討を行った。

今 回の検 討 で は,3菌 種 ともRFP,LVFX,CAM,GFLX

の4薬 剤 のMIC値 が 低 く,invitroで 優 れ た 抗 菌 活 性 が

認 め られ た 。 特 にCAMはM・aviumの5株 が2μ9!mlの

MIC値 を 示 し た 以 外,す べ て の 菌 株 で1Ptg/ml以 下 の

MIC値 を 示 して お り高 い 抗 菌 活 性 を 有 す る 薬 剤 と考 え

られ た 。CAMはMAC感 染 症 に お け る 治 療 の 中心 的 な
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薬剤であり,AIDS患 者の播種性MAC症 の治療 におい

てCAMの 有効性が確認されたのに続いて7,,肺MAC感

染症でもCAMを 含む多剤併用療法により高率に菌の陰

性化が認 められ8),さ らにCAM単 独 使用 に比 しEB,

RBT(rifabutin)な ど他剤 との併用療法のほうがCAMに

対する耐性化 を阻止で きるとい う結果が示 されてい

る9)。肺MAC感 染症の治療に関 して1997年 にATSが 発

表 した指針でも,CAMを 主薬剤 としてEBお よびRBT

(も しくはRFP)の3剤 の併用療法を行い,病 巣進展例

ではSMの 追加併用 を推奨 している】G)。CAMのMIC値

は治療効果に大きな影響を及ぼすと考えられ,実 際に再

発例,治 療失敗例ではCAMが 耐性化 していることが判

明している11)。今回の検討で薬剤投与歴のない患者では

全例CAMのMIC値 が低 く耐性化は全 く認められず,既

治療群において度々み られるCAMの 耐性化の問題を考

慮すると,今 後MAC症 の初回治療においてCAMの 耐

性化を防止する治療方式の徹底が不可欠と考えられた。

LVFX,GFLXは ニューキノロン薬の中で も結核菌に

最 も活性のある薬剤であ り,主 に耐性結核菌に対する有

効な薬剤として使用されている12)13)。既存の抗結核薬に

抵抗性 という点ではNTMも 同様であ り,有 効な薬剤が

限られる中,こ れらのニューキノロン薬がどれくらいの

抗菌活性を有 しているかは今後の治療薬の選択の上で重

要な問題である。今回の検討でLVFX,GFLXと もCAM

には劣るものの 加漉π》では優れた抗菌活性を有 してい

ることが認められ,特 にGFLXはLVFXと 比較 して3菌

種ともにより高い抗菌活性を示 していた。ニューキノロ

ン薬は肺組織への移行も良好で,治 療効果も期待できる

と考えられるが14),結核症治療でみられた耐性化やニュ

ーキノロン薬間の交差耐性の問題があり15)
,NTM感 染

症で使用する際にもこうした点の検討が必要であると考

えられる。

M.kansαsiiにおいては,RFPを はじめ既存の抗結核薬

のinvitro抗 菌活性が比較的良好であ り,結 核治療に準

じた従来からの治療方式の有効性を示唆するものであっ

たが,逆 にMACで はINH,EBのMIC値 が高 く,Cm、,

以下のMIC値 を示す菌株はほとんどみられなかった。

ただEBに 関しては単独では有効性に問題があると考え

られるが,EBの 作用発現機序 として抗酸菌の細胞壁構

成を阻害することにより静菌的に働 くことが認められて

おり16)17),MACの 細胞壁が脂肪親和性で薬物透過性に抵

抗性 を示す ことか ら18)19),EBの 併用により他剤の細胞

壁透過性が増して相乗効果をもたらす可能性があると思

われる。

今後BrothMICNTMに よる薬剤感受性試験を臨床の

場で応用していくためには解決すべき課題がいくつかあ

り,な かでも得 られたMIC値 と臨床効果との相関性は
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最 も重要な課題である。抗菌薬の臨床効果はそのゴη

vitro抗菌活性のみに依拠するのではなく,薬 物の体内動

態やマクロファージ移行性,薬 剤相互作用,ま た宿主側

の免疫反応など様々な要素が関与 してお り,invivoで の

効果 の判定が必要 とされる。HeifetsはCm、、を もとに

MACの 薬剤感受性に関する提言を行っているが5),抗

酸菌に対する抗菌活性のパラメーターに関する研究は未

だ不十分であ り,あ くまで推論に基づいたものである。

さ らにINH,RFP,EBな ど既存 の抗結核薬ではAUC

(Areaunderthecurve),TimeaboveMICな ど薬物動態の

分析データの蓄積 も不足 している。今回われわれも各薬

剤のCm、,を共通の参考値 としてMIC値 との比較で提示

したが,抗 菌活性の解明に向け基礎的な研究成果が待た

れるところである。また抗酸菌感染症の治療では多剤併

用療法が採 られるため,単 剤での有効性の確認は困難で

あ り,複 数の薬剤の組み合わせによる有効性の検証が必

要となる。既に抗酸菌では個々には耐性を示す薬剤も複

数の薬剤と併用することで抗菌活性が上昇することが知

られてお り20),MIC値 の結果をそのまま直接的に臨床効

果に結びつけることはできないと思われる。

以上のように今回invitroで 得 られた結果は直ちに臨

床応用されるべ きものではなく,実 際の使用薬剤での治

療経過と薬剤感受性試験の結果との相関について症例数

を重ねて検討し,BrothMICNTMに よる薬剤感受性試験

が臨床応用可能か否かを検証 していかなければならな

い。そのためには,今 回は未治療者群の分離菌株で薬剤

感受性の検討を行ったが,今 後は既治療者群からの分離

菌株を用いて治療によるinvitre抗 菌活性の推移と臨床

効果,す なわち排菌量の変化や画像の改善度との相関に

ついても分析 してい く必要があり,ま た未治療者群にお

いてinvitroで 有効 と考えられる薬剤を組み合わせて使

用 し,経 時的にMIC値 を測定 しながら薬剤の耐性化の

監視ならびに治療薬の効果を慎重に検討する必要がある

と思われる。
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Original Article

ANTIMYCOBACTERIAL SUSCEPTIBILITY AGAINST NONTUBERCULOUS 

          MYCOBACTERIA USING BROTHMIC NTM

 1 Noriko KAWATA,  3Shin KAWAHARA,  1Atsuhiko  TADA,  1Nagio TAKIGAWA, 

 1Takuo  SHIBAYAMA, 2Ryo SODA, and  2Kiyoshi TAKAHASHI

Abstract [Purpose] Recently the incidence of pulmonary 

nontuberculous mycobacteria infection has increased among 

patients not only implicated with AIDS, but also without 

predisposing conditions. However, an effective antimicrobial 
therapy for the disease has not been established yet, because 

of the absence of highly active therapeutic drugs. We  com-

pared the in vitro antimicrobial activities of five antituber-
culous drugs, clarithromycin and fluoroquinolones against 92 

clinical isolates belonging to three species of slowly growing 

nontuberculous mycobacteria. 

  [Material and Methods]  M. avium  (31 strains), M.  intracel-
lulare (44 strains), and M. kansasii (17 strains), all of which 

were isolated from sputum specimens of previously untreated 

patients with pulmonary nontuberculous mycobacteria infec-
tion, were used. The eight agents tested were streptomycin, 

ethambutol, kanamycin,  isoniazid, rifampicin, clarithromycin, 

levofloxacin and gatifloxacin. The drug susceptibility of these 

strains in terms of  .MIC (minimum inhibitory concentration) 

was determined by BrothMIC NTM. 

  [Results] The MICs of rifampicin, clarithromycin, levo-
floxacin and gatifloxacin for all three species were low and 

gatifloxacin was more active than levofloxacin between two 
fluoroquinolones. Regarding clarithromycin,  100% of the 

strains were susceptible to 2  micrograms/m/ or less and none 

of the strains were resistant on this level. In contrast, the MICs 

of ethambutol and isoniazid for M. avium and M.  intracellulare

were high and less active in vitro than the other  antimicrobial 

agents. 

 [Conclusion] These MIC studies suggest that rifampicin, 
clarithromycin, levofloxacin, and gatifloxacin have excellent 
in vitro antimicrobial activities against M. avium, M. intracel-

lulare and M. kansasii and especially  clarithromycin may be 

very useful as a drug therapy for previously untreated patients. 

In the treatment of pulmonary nontuberculous mycobacterium 

infection, further studies are needed to evaluate the clinical 

effects of these drugs and to observe the drug resistance, 

on the basis of the results of the drug susceptibility test by 

BrothMIC NTM. 

Key words : BrothMIC NTM, Nontuberculous mycobacteria, 

Antimycobacterial susceptibility, Minimum inhibitory concen-

tration (MIC) 
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