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は じ め に

　わが国の非結核性抗酸菌（non-tuberculosis mycobacte-

ria: NTM）症の症例数は近年増加しており，2014年度に

は推定罹患率が14.7/10万人に達し，結核の罹患率（12.9/

10万人）を上回ったことが報告されている1)。NTMは2018

年 7月時点で190を超える菌種多様性をもつことから，

NTM症の治療経過も複雑かつ多彩である。また，菌種

分類技術の進歩により菌種は細分化される傾向にあり，

2010年以降に国際原核生物命名規約に基づき新たに登

録された49菌種のうち，迅速発育抗酸菌（Rapidly Grow-

ing Mycobacterium: RGM）の割合は26種（53%）に達し，

今後も新しい RGMの登録が見込まれる2)。従来，遅発育

抗酸菌症に比べ病原性が低いとされてきた RGM症であ

ったが，近年では肺 Mycobacteroides abscessus complex症

のマクロライド系薬剤を中心とした多剤併用療法におけ

る治療奏効性が報告されており3) 4)，RGMの同定技術の

更新とそれに伴う診断および治療レジメンの確立が求め

られている。

　RGMは菌種ごとに多様な感受性を有することから，

RGM症治療における適正な抗菌薬の使用においては正

確な菌種同定が必要である。わが国における臨床検査室

での NTMの同定検査には遺伝子をターゲットとした抗

酸菌核酸遺伝子確認キットが汎用されており，RGMの

同定には DNA-DNAのハイブリダイゼーションを応用し

た DDHマイコバクテリア（極東製薬工業，東京）が利用

されている。同キットは18種の NTM種の同定が可能で

あるが多様な NTMに対する特異度が低いために誤判定

を招く可能性が報告されており5) 6)，M.abscessus complex

の亜種鑑別やM. fortuitumとその近縁菌の判別は困難で
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とした。これらはタックマン・マイコバクテリウムツベ

ルクローシス並びにアビウム，イントラセルラーレ（す

べてロシュ・ダイアグノスティックス，東京）による同

定検査でいずれも陰性であり，マイコバクテリウム抗原

キットである BDミジット TBc ID（日本べクトン・ディ

ッキンソン，福島）で結核菌群陰性となった。また，

PNBA（p-nitrobenzoic acid 加 7H11 agar）上の発育と小川

培地上のコロニー性状から複数菌種の混在は否定された。

DNAの抽出

　小川培養で陽性となり，DDHマイコバクテリアにて

M. fortuitumと同定された NPRGM株をMGITで継代し培

養陽性となった菌液を1.5 mLマイクロチューブに1 mL 

採取し12,000 rpmで15分間遠心後，上清を除去した。残

った沈渣に滅菌蒸留水100μμLを添加し，95℃で15分間

処理を施した。急冷後 vortexを行い，12,000 rpmで 1分

間遠心後，上清を別のチューブに移し替えて，サンガー

シークエンスと erm解析の DNAテンプレートとして用

いた。

rpoB領域，hsp 65領域，16S_23S ITS領域のサンガーシー

クエンス解析

　hsp 65とrpoB領域の塩基配列の決定には Devulderらの

報告 11)に準じ，プライマーセットは順に HSP_Tb11 (5’_

ACCAACGATGGTGTGTCCAT)とHSP_Tb12 (5’_CTTGT

CGAACCGCATACCCT), GrpoB1 (5’_ATCGACCACTTC

GGCAACCGCC)と GrpoB2 (5’_GGTACGGCGTCTCGAG

AASCCG)を用いた。16S_23S ITS領域はRothらの方法 12)

に準じ，16S_1420F (5’_TGGGCTTTGAGACAACAGG)と

23S_23r (5’_TCGCCAAGGCATCCACC)を用いた。増幅

された PCR産物は Genetic Analyzer（Applied Biosystems, 

USA）を用いて解析し，得られたデータは BLAST解析

により登録データベースと比較し検討した。

erm遺伝子解析

　Estebanら13)とNashら14) 15)の方法に準じて，各種 erm遺

伝子の確認を行った。erm (38)と erm (39)の増幅には94

℃ 30秒，65℃ 30秒，72℃ 30秒のサイクルを35回行い，

各種 erm遺伝子の共通領域である erm consensus領域と

erm (40)には94℃ 30秒，60℃ 30秒，72℃ 30秒のサイク

ルを25回行った。増幅された PCR産物はMupid-ex（ミ

ューピッド，東京）を用いたアガロースゲル電気泳動を

行い，バンドの確認を行った。今回の検討では erm遺伝

子の inactivationを伴うような塩基配列の変異や挿入，

欠損の存在を確認していない。

CAM感受性検査

　CAM感受性検査は CLSI M24_A27)に準じ，微量液体

希釈法で測定した。菌液調製方法は検出菌をマイコブロ

ス（極東製薬工業，東京）で前培養後，滅菌蒸留水でマ

クファーランドNo.0.5に調整し，陽イオン調整ミュラー

ある。近年では，煩雑な工程が少なくランニングコスト

が安価なマトリックス支援レザー脱離イオン化質量分析

器（質量分析装置）による非発色性迅速発育抗酸菌

（Non-photochromogemic RGM: NPRGM）の迅速同定が盛

んであるが，抗酸菌データベースの充実が課題とされて

いる。

　一方，NPRGM症では化学療法による治療奏効が見込

まれる菌種の場合に臨床検体から得られた分離株を用い

た薬剤感受性検査の実施が求められる7) 8)。遺伝子解析に

より遺伝子変異と薬剤耐性との関係についても明らかに

され，CLSI M24_A2（2011）ではヒトに病原性が高い非

発色性 RGM（NPRGM）の薬剤感受性検査として微量液

体希釈法を用いた最小発育阻止濃度（minimum inhibitory 

concentration: MIC）値の測定の実施を推奨しており，特

にマクロライド系薬剤に対するMICの上昇と誘導耐性

遺伝子（erythromycin ribosomal resistance methylase: erm 

gene）の関係性から，erm (41) が関与するM.abscessus com-

plexに対するクラリスロマイシン（clarithromycin: CAM）

の誘導耐性能の判定として，検査開始から 3日目の判定

で感受性（8μμg/ml以下）であった場合に14日目のMIC

値を確認することとしている7)。ATS/IDSAの NTM症診

断・治療ガイドラインでは M.abscessus症に加えて，M.

fortuitum症治療において erm (39)の存在による薬剤感受

性検査のデータの取り扱いに注意を促すコメントを記し

ている8)。一方，同じ NPRGMである Mycolicibacterium 

mucogenicumやMycolicibacterium peregrinum，Mycolicibac-

terium senegalense，Mycobacteroides chelonae，Mycobacte-

rioides immunogenumは erm遺伝子を欠損しているとされ

ており9)，NPRGM症における適切な薬剤の選択には正確

な菌種同定の実施と，MIC値測定および ermの確認が欠

かせないと考えられる。しかし，これら菌種の臨床分離

株の ermの保有や CAMに対する誘導耐性能についての

検討は少ない。今回われわれは，単一施設での解析では

あるが DDHマイコバクテリアにてM. fortuitumとされた

NPRGMの遺伝的多様性の確認並びに CAMに対する

MIC値と erm遺伝子との関係性について後方視的に検討

し，肺 NPRGM症の起炎菌の実態解明を行った。

方　　　法

対象

　2016年 1月～2017年12月の期間中に当センターを受

診し肺非結核性抗酸症診断ガイドライン10)に基づき肺

NTM症と診断された患者からの喀痰を検体として，

BACTEC MGIT 960システム（日本ベクトン・ディッキ

ンソン，福島）と小川 KY培地（セロテック，札幌）を用

いた培養検査でいずれも陽性となり，DDHマイコバク

テリアで M. fortuitumと同定された NPRGM 14株を対象



Table 1　Species identifi cation and erm genes detemination of clinical NPRGM isolates

NPRGM: Non-photochromogenic rapidly growing mycobacterium
DST: Drug susceptible testing,  S: Susceptible,  R: Resistance
*: Microdilution methods for clarithromycin

Isolate 
No.

Genetic identifi cation erm genes detemination    DST results*
DDH 
mycobacteria

Multiple sequencing used hsp65, 
rpoB, and 16S_23S ITS regions

erm 
consensus erm (38) erm (39) erm (40)  Day 3  Day 14

129
162
163
406
593
652
  47
307
352
439
463
526
639
677

M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum
M. fortuitum

M.porcinum 
M. septicum
M.mageritense
M. fortuitum subsp. fortuitum
M. fortuitum subsp. fortuitum
M.neworleansense
M. fortuitum subsp. fortuitum
M. fortuitum subsp. fortuitum
M.mageritense
M. fortuitum subsp. fortuitum
M.mageritense
M. septicum
M. fortuitum subsp. acetamidolyticum
M. fortuitum subsp. fortuitum

positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
negative

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative

positive
negative
negative
positive
positive
negative
positive
positive
positive
negative
positive
negative
negative
negative

negative
positive
positive
negative
negative
positive
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative

S
R
R
S
R
R
R
S
R
R
R
S
R
S

R 
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
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ヒントンブイヨン（栄研化学，東京）12 mLに調整菌液

60μμLを添加した。ドライプレート「オリジナルプレー

ト」（栄研化学，東京）の各ウエルに調整菌液の100μμL

を接種し大気培養の後，3日目，14日目のMIC値を測定

した。MIC値が 2μμg/ml以下の株は感受性（Susceptible: 

S），4μμg/mlは判定不可（Indeterminate: I），8μμg/ml以上

の場合は耐性（Resistant: R）と判定した。

結　　　果

　今回M. fortuitumと同定された NPRGM14株中，7株

（50%）はM. fortuitumであり，そのうち 6株はM. fortuitum 

subsp. fortuitum，1株はM. fortuitum subsp. acetamidolyticum

であった。残りの 7株は 4種類の異なる菌種〔Mycolici-

bacterium mageritense (3)，Mycolicibacterium septicum (2)，

Mycolicibacterium porcinum (1)，Mycolicibacterium neworle-

ansense (1)〕と同定された（Table 1）。これら14株中13株

はerm consensusに陽性を示したが，erm (38)はすべての対

象株で陰性であった。erm (39)は 7株〔M. fortuitum subsp. 

fortuitum (4)，M.porcinum (1)，M.mageritense (2)〕，erm (40)

は 3 株〔M.mageritense，M.septicum，M.neworleansense〕

で陽性を示した。M. fortuitum 7株中 4株はこれら 4つの

erm遺伝子のうちerm consensusとerm (39)に陽性を示し

たが，2株（No.439，639）は erm consensus以外は陰性を

示し，残り 1株（No. 677）はすべての ermに対して陰性

であった。M.mageritense 3株のうち，No.163は erm (40) 

陽性，erm (38)と erm (39)陰性であったが，No.352と463

は erm (39)陽性，erm (38)，erm (40)陰性であった（Table 

1）。ermを欠損しているとされるM.mucogenicumやM.per-

egrinum，M.senegalense，M.chelonae，M. immunogenumは

今回分離されなかった。

　CAMに対する 3日目のMIC値は14株中 9株で 8μμg/

ml以上となり耐性と判定された。14日目の判定で感受

性と判定された 5株のうち 4株はMICの上昇を示し，誘

導耐性ありと判定された。残り 1株（No.677）は 3日目

で0.25μμg/ml，14日目でも同じ値を示し，感受性を維持

した（Table 2）。

考　　　察

　NPRGMはマクロライドに対する誘導耐性能が認めら

れており，その誘導耐性に関連する各種 ermは広範囲に

NPRGMに分布している13)～15)。Nashらによると，erm遺

伝子領域のタンパク質アミノ酸配列による系統樹で近縁菌

とされるMycolicibacterium smegmatisとMycolicibacterium 

goodiiには erm (38)，M. fortuitum，Mycolicibacterium boe-

niclei，Mycolicibacterium houstonense，M.neworleansense，

M.porcinumには erm (39)，M. mageritense，Mycolicibacte-

rium wolinskyiには erm (40) が存在するという14)。今回，

M. fortuitum subsp. fortuitumの 1株（No.677）は 4種類の

erm遺伝子が陰性となり，14日目のMIC値の上昇が認め

られなかった。Nashらの臨床分離 NTM株に対するerm

の検討によると，M. fortuitum 32株すべての erm (39)が陽

性，erm (38)が陰性であり，M.mageritense 13株はすべて

erm (38)，erm (39)共に陰性であったという15)。今回の検

討は数少ない臨床分離株を対象としているが，Nashら

の結果との間に乖離がみられた（Table 1）。Nashらの株 15)

は erm (40)について検討されておらず，すべての ermの

保有状況について比較することはできないが，環境中に

流行する NTM分布には地域特異性があることから，異

なる地域から分離された株間の遺伝的多様性が今回の

erm保有の違いという結果に関連している可能性が考え



NPRGM: Non-photochromogenic rapidly growing mycobacterium
MIC,  minimum inhibitory concentration
*: MIC value of isolate No. 677

Table 2　In-vitro clarithromycin-susceptibility of clinical NPRGM isolates

Identifi ction by multiple sequencing of 
hsp65, rpoB, and 16S_23S ITS regions

Incubation 
time

MIC (μμg/ml）

0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 ＞64
M. fortuitum subsp. fortuitum (6)

M. fortuitum subsp. acetamidolyticum (1)

M.mageritense (3)

M.neworleansense (1)

M.porcinum (1)

M.septicum (2)

  3days
14days

  3days
14days

  3days
14days

  3days
14days

  3days
14days

  3days
14days

1*
1*

2

1

1

2
1

1

1

1

1

1

1

2

1

3

1

3

1

2
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られた。

　本研究では，NPRGM 14株のうち 9株（64.3%）は 3日

目の判定で CAM耐性となった。Estebanらの報告による

と，M. fortuitumの28.1%（89株中25株），M.mageritenseの

20%（5株中 1株）が CAM耐性（3日目）であった 13)。

Nashらの報告では M.mageritense株〔961635〕と M.hous-

tonense株〔2014〕は恒常的にマクロライドに耐性であ

ったとされ 14)，Wallaceらも M.mageritense  ATCC700351

株を含む M.mageritense 5株は高いMIC値（8～＞64

μμg/ml）を示したと報告している16)。Huthらの報告ではM.

mageritenseの臨床分離23株の CAMに対する 3日目の

MIC値は 1～64以上を示し，S/I株の占める割合は 4%

であったという17)。したがって，CLSI M24_A2が提唱す

る薬剤感受性検査では NPRGMの耐性誘導能を充分に評

価できないことが示唆された。NPRGM症例はそれほど

多くはないが重症例もあり，臨床上も ermの検証や使用

薬剤の感受性検査の実施は重要であると考える。したが

って，今後 NPRGMに対する CAM誘導耐性能の評価が

可能な感受性検査の再検討が求められる。

　今回の検討では，3日目で感受性を示した 5株のうち 1

株を除いた 4株でMICの上昇が示され，これら 4株はM.

fortuitum subsp. fortuitum (2)，M.porcinum (1)，M.septicum 

(1)と同定された。M.septicumは1999年に中心静脈カテ

ーテルの留置による 2歳児の敗血症の起炎菌として初めて

報告され18)，翌年に菌種登録された NPRGMである。同

菌における各種 ermの保有状況と CAM誘導耐性能を検

討した報告はなく，Estebanらから erm consensus陽性の

臨床分離株 1株だけが報告されている13)。今回われわれ

が分離したM.septicum 2株は共に erm consensus陽性で

ある一方，erm (38)および erm (39)は陰性であった。し

かし，erm (40)の保有に違いがみられ，erm (40)陽性を示

した No.162は CAMにおける 3日目の判定の時にはすで

に 8μμg/ml以上の高いMIC値を示していたことから誘導

耐性の確認はできなかったが，erm (40)陰性の No.526は

14日目にMIC上昇がみられ，erm (40)以外の誘導耐性遺

伝子の可能性が示唆された。わが国では，小林らがM. 

septicum 1株に対し CAMのMICは14日目でも上昇を示

さなかったとしている（ermは未検討）19)。

　NTM症の起炎菌同定は薬剤感受性検査を行ううえで必

須の検査であり，適切な感染症診療や感染制御において

最も重要な要素の一つと考えられている。ATS/IDSAの

NTM症診療・治療ガイドラインでは，適正な抗菌薬使

用の際に必要な菌種同定の手段として species levelまで

の同定を推奨している8)。CLSI 2011 M24_A2でも species 

levelでの同定を提唱し，どうしてもできない場合の代替

えとしてM. fortuitum groupとM.chelonae-abscessus group

の区別による決定を認めている7)。したがって，M. fortuitum，

M.peregrinum，M.abscessusおよび M.chelonaeの NPRGM

を同定できる DDHマイコバクテリアでは CLSIの代替的

同定をかろうじてクリアできる。しかし，DDHマイコバ

クテリアは誘導耐性が認められないM.peregrinumや M.

mucogenicumを M. fortuitumと同定してしまう20)。したが

って，同定検査に同キットを用いる場合，CAM誘導耐性

能を欠失している NPRGMも薬剤感受性検査を実施する

対象菌種として判断してしまうおそれがある。また本来

なら，遺伝子のシークエンス解析による同定が施行され

るべきであるが，相同性の高いこれらの菌種では16S 

rRNA遺伝子の解析だけでは区別がつかないため，さら

に hsp65，rpoB，ITSといったハウスキーピング遺伝子

の解析が必要である。しかし，species levelまでの同定を
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全検体で施行することは時間的，経済的に負担が増え

る。質量分析装置による NPRGMの迅速な同定は可能で

あるが，臨床分離株を用いた検討ではMALDI Biotyper 

3.1（Bruker Daltonics，東京）ではM.goodiiをM.wolinskyi

と判定し 21)，反して M.wolinskyiは同定できないという報

告 22)があり，Vitek MS PLUS（bioMérieux，東京）では erm

をもたないM.peregrinumを，erm (39)を有するM. fortuitum

に誤判定した，という報告もある21)。けれども，2018年

6月に質量分析による抗酸菌同定検査が保険収載された

ことで，同法による同定依頼が増えている。したがって，

質量分析装置に収載されるデータベースの充実と同定精

度の向上が今後期待できる。一方，われわれの施設のよ

うに質量分析装置を導入できず未だ DDHマイコバクテ

リアによる同定検査を行っている医療施設は一定数存在

すると思われるため，精度の高い NPRGM同定法の開発

も必要であると考える。

　NPRGMの誘導耐性能を確認するには14日間の培養が

必要である7)。Brown-Elliottらの報告によると，部分的16S 

rRNA，rpoB，hsp-PRA法を用いて菌種同定した199株の

M. mucogenicum  group（M. mucogenicum，M. phocaicum，

Mycolicibacterium aubagnense）と157株のM. immunogenum

の株では14日目でのMIC上昇は見られず，ermの存在も

確認できなかったとしている9)。したがって彼らは，これ

らの菌種が同定された場合は14日目の判定を省略し，感

受性検査の短縮が可能であると提言している 9)。しかし

臨床現場での抗酸菌検査には，得られた分離株はなるべ

く迅速に同定検査を行ったうえで薬剤感受性を検討し，

早期の治療レジメン作成に有益な情報を提供するという

目的がある。そのため，わが国の一般的な細菌検査室に

おいて薬剤感受性検査を行う前に複数のシークエンス解

析による菌種確認を行うことは，時間的なロスが大きい。

したがって，現状では14日目のMIC判定省略は非常に

困難であると考える。

結　　　語

　DDHマイコバクテリアにて M. fortuitumと同定された

NPRGM株の半数はM. fortuitumであったが，残りは 4種

類の異なる近縁菌であった。また，NPRGMは複数の

ermに陽性を示したにもかかわらず，半数以上の株で 3

日目のMIC値が高く誘導耐性能の確認ができなかった。

今後 NPRGMに対する，より適切な同定検査と薬剤感受

性検査の確立が必要と思われる。
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Abstract　[Objectives] The aim of this study was to identify 
the erm genes conferring the resistance variation in clinical non-
photochromogenic rapidly growing mycobacterium (NPRGM) 
isolates identifi ed Mycolicibacterium fortuitum by DDH myco-
bacteria kit. 
　[Material] All NPRGM isolates were collected from 14 
consecutive bronchiectasis patients at the National Hospital 
Organization Kinki-chuo Chest Medical Center, Osaka, Japan, 
between 1 January 2016 and 31 December 2017. 
　[Methods] All of isolates were confi rmed using rpoB, 
hsp 65, and 16S_23S ITS region gene sequencing. Also, these 
isolates were evaluated the presence of erm genes and 
determined the minimum inhibitory concentration to clarith-
romycin according to CLSI 2011 M24_A2. 
　[Results] The presence of erm consensus regions among 
the 13 clinical isolates were determined, and heterogeneous 
erm genes including erm (39) and erm (40) presented in 
them which belonged to fi ve species of NPRGM. However, 
the fi nding that the inducible resistance of NPRGM by erm 

methylases could not be confi rmed by conventional susceptible 

testing. 
　[Discussion] It therefore appears necessary to develop 
more proper inducible resistant evaluation to clarithromycin 
of NPRGM and accurate identifi cation for selecting appro-
priate antimicrobial therapies.
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