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結核菌薬剤感受性試験における小川法kanamycin
およびamikacin精度の検討

1青野　昭男　　1近松　絹代　　   1五十嵐ゆり子　　1村瀬　良朗
1山田　博之　　1髙木　明子　　1, 2御手洗　聡  　　　　　　　

は じ め に

　わが国の2016年の新登録結核患者数は17,625人で，結

核罹患率（人口10万人対）は13.9であった 1)。結核罹患

率の減少率は前回の6.5%から3.6%へ縮小し，減少率の

鈍化が顕著となっている。また若年層における外国出生

患者数の増加が大きく，特に20歳代では外国出生患者が

占める割合は57.7%と半数以上に達する。Isoniazid（INH）

および rifampicin（RFP）の両剤に耐性を示す多剤耐性結

核患者数は49人で，前年の48人からほぼ横ばいであっ

た。しかし多剤耐性結核患者に占める外国出生患者の割

合は33%と高率で，今後の外国出生患者の増加に伴い多

剤耐性結核患者の増加が懸念される。多剤耐性結核菌

の治療において二次抗結核注射薬の役割は大きく，わが

国で使用可能な薬剤 2)はkanamycin（KM）と enviomycin 

（EVM）のみである。このためKMの薬剤感受性試験の

精度は超多剤耐性結核菌の判定に影響する。現在の小川

培地を用いた比率法（小川法）は，1996年に設置された

結核病学会薬剤耐性検査検討委員会が，薬剤感受性試験

について諸外国で実施されている方法との差異を解消す

るため，試験濃度や判定方法について検討がなされ，

1997年に委員会より提案された 3)。小川標準法のKMの

試験濃度は，導入された際に諸外国で広く用いられてい

た，Löwenstein-Jensen（L-J）法の試験濃度 4)の20 µg/mlを

参考に設定された。しかし現在諸外国におけるKMの試

験濃度はL-J法の30 µg/ml 5)が広く用いられており，わが

国の小川法の20 µg/mlと異なる。今回われわれはKMに

ついて，小川法とL-J法を比較しその精度を検証した。ま

た，同様に二次抗結核注射薬であるamikacin（AMK）は，

わが国において抗結核薬として認可されていないもの

の，世界的には広く用いられており多剤耐性結核の治療

や超多剤耐性結核の診断において重要な役割を果たして

いる3)。今回AMKについては小川法への適応を目的に

L-J法を参考に濃度を設定し，その結果をL-J法と比較す

ることで小川法のAMKの精度を評価した。

　今回の研究の目的は，現行の薬剤感受性試験において

必要性が高いと思われるKMとAMKの試験方法の適正

性の評価である。多剤・超多剤耐性結核の診断や治療の
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要旨：〔目的〕結核菌の小川法におけるkanamycin（KM）について，L-J法と比較しその精度を検証し

た。amikacin（AMK）はL-J法を参考に濃度を設定し，小川法のAMKの精度を評価した。〔方法〕多剤

耐性結核菌92株を含む結核菌114株を対象とし，KMは小川法20 µg/ml（小川KM20）および30 µg/ml

（小川KM30）の成績をL-J法 30 µg/ml（L-J KM30）と比較した。AMKは小川法 30 µg/mlとL-J法 30

µg/mlの成績を比較した。結果の解析にはMcNemar検定を用いた。〔結果〕検定結果はL-J KM30 vs. 

小川KM20がp＝0.0133，L-J KM30 vs. 小川KM30がp＝0.134であった。AMKについてはL-J法と小

川法は100%一致していた。〔考察〕小川法のKMは30 µg/mlを用いることで，よりL-J法に近い精度を

得ることが可能であった。AMKの小川法は30 µg/mlを用いることでL-J法と同等の精度が得られると

考えられた。KMおよびAMKの濃度設定は諸外国との疫学データの比較においても重要と思われた。
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Table 1　Comparison of kanamycin susceptibility between L-J and Ogawa

1. L-J KM30 vs. Ogawa KM20 (N＝114)

2. Ogawa KM30 vs. Ogawa KM20 (N＝114)

3. L-J KM30 vs. Ogawa KM30 (N＝114)

L-J Resistant
(30 µg/ml)

L-J Susceptible
(30 µg/ml)

Ogawa Resistant (20 µg/ml) 
Ogawa Susceptible (20 µg/ml)

24
  0

24

  8
82

90

  32
  82

114
McNemar’s Test　p＝0.0133

McNemar’s Test　p＝0.134

McNemar’s Test　p＝0.134

Ogawa Resistant 
(30 µg/ml)

Ogawa Susceptible 
(30 µg/ml)

Ogawa Resistant (20 µg/ml)
Ogawa Susceptible (20 µg/ml)

28
  0

28

  4
82

86

  32
  82

114

L-J Resistant
(30 µg/ml)

L-J Susceptible
(30 µg/ml)

Ogawa Resistant (30 µg/ml)
Ogawa Susceptible (30 µg/ml)

24
  0

24

  4
86

90

  28
  86

114
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目的には capreomycin（CPM）も重要であるが，日本で

は薬剤の販売そのものが中止されており，利用できな

い。また，EVMは国内では広く使用されるものの，諸外

国ではほとんど使用されず，海外での臨床効果データが

参照しづらい。これらの点を考慮し，本研究では対象薬

剤をKMとAMKのみとした。

対象と方法

　わが国で分離され，L-J法にて多剤耐性結核菌と判定

された92株を含む，結核菌114株を対象とした。薬剤感

受性試験は抗酸菌検査ガイド2016 6)に従い，1%小川培

地およびL-J培地についてKMおよびAMK用培地の作製，

菌液の調整および接種を行った。接種した培地は37℃

で小川培地は 4週間，L-J培地は 6週間培養後に比率法 6)

の基準に従い判定を実施した。作製した培地は結核菌基

準株H37Rv（ATCC27294）にて，KMおよびAMKが共に

感受性と判定され，作製した培地の妥当性を確認した。

　KMは小川法が濃度 20 µg/ml（小川KM20）および 30

µg/ml（小川KM30），L-J法が濃度30 µg/ml（L-J KM30）

とし小川KM20および小川KM30の成績をL-J KM30の

成績と比較した。AMKは小川法の濃度30 µg/mlとL-J法

の濃度30 µg/mlを作製しその成績を比較した。結果の解

析にはMcNemar検定を用いた。

結　　　果

KMの薬剤感受性試験：L-Jおよび小川培地での濃度差

に関する検討（Table 1_1, 2, 3）

　KMの耐性株数と感受性株数はL-J KM30で24株（21.1

%）と 90株（78.9%），小川KM20で 32株（28.1%）と 82

株（71.9%），小川KM30で28株（24.6%）と86株（75.4%）

と判定された。耐性率に関する方法相互の検定結果は

L-J KM30 vs. 小川KM20が p＝0.0133で，L-J KM30 vs. 

小川KM30が p＝0.134，小川KM30 vs. 小川KM20が p

＝0.134であった。

AMKの薬剤感受性濃度設定に関する検討

　AMKについてはL-J法と小川法は100%一致しており，

耐性株は16株（14.0%），感受性株は98株（86.0%）であ

った。

対象株のL-J法におけるKMとAMKに対する感受性の比

較（Table 2）

　対象株のKMとAMKに対する感受性を，L-J KM30と

L-J AMK30の成績で比較をした。L-J AMK30に耐性を

示した16株の全ての株がL-J KM30に耐性であるのに対

し，L-J KM30に耐性を示した 24株のうちの 8株はL-J 

AMK30に感受性を示していた。

考　　　察

KMの薬剤感受性試験：L-Jおよび小川培地での濃度差

に関する検討

　WHO5)はL-J培地を用いた場合のKMの薬剤感受性試

験濃度を30 µg/mlとしており，小川培地を用いた場合の

薬剤感受性試験濃度を定めていない。諸外国において鶏



Table 2　Comparison of susceptibility between amikacin and 
kanamycin on L-J (L-J AMK30 vs. L-J KM30) (N＝114)

L-J Resistant
(AMK 30 µg/ml)

L-J Susceptible
(AMK 30 µg/ml)

L-J Resistant (KM 30 µg/ml)
L-J Susceptible (KM 30 µg/ml)

16
  0

16

  8
90

98

  24
  90

114
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卵培地を用いた薬剤感受性試験はL-J培地を用いるのが

一般的で，小川培地を用いているのはわが国を含めごく

限られた国のみである。今回われわれはわが国で用いて

いる小川法 6)によるKMの薬剤感受性の評価方法が，L-J

法に比較し妥当であるかを検証するため，小川KM20と

小川KM30についてL-J KM30の成績と比較した。結果

としてL-J KM30と小川KM30の間には差を認めなかっ

たのに対し，L-J KM30と小川KM20の間には有意な差

を認めており，小川KM20と比較し小川KM30はより

L-J KM30に近い値が得られると考えられた。このこと

から，小川法におけるKM薬剤感受性試験の薬剤濃度は

30 µg/mlを用いることで，よりL-J KM30に近い精度を

得ることが可能であった。なお小川KM20に耐性であっ

た32株のうち 8株（25.0%）でL-J KM30に感受性と判

定されている。この 8株のうち 6株は多剤耐性株である

ことから，治療においてKM使用の可能性を剝奪するも

ので，患者の不利益につながりかねない。さらに 6株の

多剤耐性結核菌がfl uoroquinoloneに耐性であった場合，

KMが耐性と誤判定されることで超多剤耐性結核菌と誤

って判定されることになる。

AMKの薬剤感受性濃度設定に関する検討

　AMKにおける小川法は薬剤濃度30 µg/mlを用いるこ

とで，L-J法と同等の精度を有すると考えられた。

　L-J培地におけるAMKとKMの成績を比較すると，AMK

耐性を示した16株全てがKM耐性を示しているのに対

して，KM耐性を示した24株中 8株（33.3%）でAMK感

受性を示した。Ajbaniら7)は187株のうち21株において

KM耐性でAMK感受性の株を認めたとしており，また

Rodwellら8)は eis遺伝子のpromoter領域に変異を示した

55株のうちKMに耐性は54株（98.2%）で感受性が 1株

（1.8%）であるのに対して，AMKに耐性は13株（23.6%）

で感受性が42株（76.4%）であったと報告している。す

なわち eis遺伝子のpromoter領域の遺伝子変異はKM耐

性に深くかかわるものの，AMK耐性への関与は限定的

であり，KM耐性であってもAMK感受性の可能性を残

すことを示している。Chanら9)は多剤耐性結核の治療に

おいて二次抗結核注射薬の使用の可否は治療の成功に影

響すると報告しており，選択薬剤としてAMKが加わる

ことは多剤耐性結核の治療の選択肢を広げるものであ

り，非常に有益なことと考える。

国際的な感受性試験法の現状

　国際的には培地の安定性や薬剤の吸着の問題から，鶏

卵培地は疎外される傾向にある。代わりに多用されるの

が人工液体培地を用いた薬剤感受性試験であり，最小発

育阻止濃度あるいは比率法が利用される。最も多用され

ているのがMGIT ASTシステム（ベクトン・ディッキンソ

ン）であり，delamanid（DLM）およびbedaquiline（BDQ）

を含む最も多くの薬剤の感受性試験に対応している5)。一

方，日本国内ではBDQの感受性試験法はいまだ定まら

ず，DLMにおいては寒天平板培地による比率法である。

MGIT ASTは一次薬には対応しているが，二次薬その他

には対応していない。従って二次薬その他については基

本的に鶏卵培地に頼らざるを得ず，その精度は重要であ

る。特にKMあるいはAMK（CPMは既に販売中止）は

感染症法における特定三種病原体等を同定するために必

須であり，さらにKMとAMKの濃度設定は世界とのデ

ータ比較においても重要と思われる。

結　　　語

　今回われわれはKMについて，小川法とL-J法を比較

しその精度を検証した。また，同様に二次抗結核注射薬

であるAMKは，小川法への適応を目的にL-J法を参考に

濃度を設定し，その結果をL-J法と比較し小川法の精度

を評価した。KMは試験濃度を20 µg/mlから30 µg/mlに

変更することで，よりL-J法に近い値を得ることが可能

であった。AMKについては小川法の試験濃度を30 µg/

mlにすることでL-J法と100%一致した結果となり，L-J

法と同等の精度を得ることが可能であった。
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Abstract　[Objective] To compare the drug susceptibility 
testing (DST) results of kanamycin (KM) and amikacin 
(AMK) between Ogawa and Löwenstein-Jensen (L-J) media. 
　[Method] Ogawa media containing 20 and 30 µg/ml of 
KM (Ogawa KM20 and KM30), and 30 µg/ml of AMK 
(Ogawa AMK30) were prepared, respectively. Similarly, 
L-J media containing 30 µg/ml of KM (L-J KM30) and 
30 µg/ml of AMK (L-J AMK30) were also prepared. A total 
of 114 clinical Mycobacterium tuberculosis (MTB) isolates 
including 92 multidrug-resistant ones were tested with each 
medium, and the results were compared. McNemar test was 
used for the analyses.
　[Result] The McNemar test showed signifi cant difference 
of DST results between L-J KM30 vs. Ogawa KM20 (p＝
0.0133), but not between L-J KM30 vs. Ogawa KM30 
(p＝0.134). DST of AMK showed 100％ concordance 
between Ogawa and L-J medium.
　[Discussion] Ogawa proportion method with 30 µg/ml of 
KM was almost equivalent to that of L-J method, while 
Ogawa KM20 detected less resistances. As to AMK, Ogawa 
method could yield same DST results with L-J method. The 

modifi cation of current KM concentration from 20 to 30 µg/
ml could make the Ogawa proportion method universally 
acceptable. It was also evident that Ogawa medium could be 
used for proportion method of AMK. Those concentration 
settings of KM and AMK in 1％ Ogawa medium will be 
important to standardize the DST results compared to other 
countries.

Key words : Mycobacterium tuberculosis, Antimicrobial sus-
ceptibility testing, Kanamycin, Amikacin
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