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臨 床 的 感 受 性 検 査 法:と く に デ ィ ス ク 法

〔第17回 日本化学療法学会総会宿題講演 要旨〕

金 沢 裕

新潟鉄道病院内科

(昭和44年5月19日 受付)

細菌の化学 療法剤感受性測定法 と し て は,キ シ ャク

(以下,キ と略記)法 が最 も基本的な方法 であ るが,デ ィ

ス ク(以 下,Dと 略記)法 は操作が簡易で,し か も同時

に多数 の薬剤 について検す る ことがで きるので広

く行 なわれている。 しか し,本 法の手技 判定基準

は,学 者に より,Dの 種類 に よりことな り一定 し

ていない。 とくにわが 国では本 法に対 して数多 く

のキビシイ批判が行 なわれ てお り,臨 床 家の期 待

に答 え うる臨床検査 として は,な お多 くの問題 点

を残 してい る。 これ らの批判につ いて諸家 の成績

に私 どもの知見 を加 えて検討 してみ たい。

デ ィス ク法の成績 に及ぼす諸条件の影響

さきに1)報告 した よ うに感受性 シケ ンの成 績は各 種 の

実 験条件に左右 され るが,こ れ ら実験条件 の多 くはD法

図1 臨 床 的 観 点 か ら の接 種 菌 量 の検 討

培 地 : MUELLER-HINTON変 法(感 性 デ ィ ス ク用)培 地pH7.4

培 養 : 16時 間

表1 接種菌量 のDisc法 阻止円鮮 明度 に及ぼす影響
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のみ ならず,キ 法に も同様に影響 を及 ぼすわけであ る。

また実験条件 としての培地の量,接 種菌量 な どをほぼ一

定 にす る ことは,現 在の臨床検査室 の レベルでは容易 で

あ る と考 えられ る。

接種荷量 の検討(お もに臨床的観点 から):

D法,キ 法 のいず れの成績を も大 き く左右 す るのは接

種菌量 と考 えられ るので,お もに臨床 的観点 か らこの点

に検討 を加 えた(図1)。

1) サ ルフ ァ剤2,3)は,サ ル ファ剤 お よ びTC剤 不 活

化作用 のす くないMUELLER-HINTON変 法1)培 地 を 用

い,培 地平板上cm2ず つ104～5程 度 以下の接 種 菌 量

の場合に は,臨 床効 果 との相関が 向上 す る。2)つ ぎに

チ フス性疾患4)に最有効 のCPの 有効性 を,そ の血 中濃

度 とMICの 相 関か ら うらづけ るに適 当な 接種菌量 は,

培地平板cm2ず つ104～5程 度 であつた。3)PC-ase産

生 ブ菌で も臨床的有効 ケースの多い ことは,私 ど も1)の

感 受性 と臨床効果 の集計 で も,ま た 田中5)のin vivoの

成績に も明 らか にされ てい る。PC-ase産 生ブ菌 のMIC

は接種菌量に大 き く影響 され る1,2,3,6,7)ので,臨 床的 に最

有 効なPC-ase非 産生菌をPC-ase産 生菌 よ り区別 し,さ

らにPC-ase産 生 ブ菌のMICを 幅広 く表 現す る菌 量は,

cm2ず つ103～5程 度 であつた2,3,6,7)。4)い つぼ う,検査

法 としての立場か ら,判 定に適す る鮮 明な阻止円を呈す

る菌量 を求め て み る と,表1の よ うでcm2ず つ103～5

前後 が適 当な成績がえ られた。 したが つて,103～5/cm2が

両者 に共通 で,発 育の早い一般菌 の場合 は103～4/cm2程

度,発 育 のおそい菌 の場合は104～5/cm2程 度 が適 当 と考

え られた。この ような接 種菌量3,8)は菌 苔1～10白 金耳を

1mlに 浮遊 して,そ の1白 金耳 を平 板上に ガ ラ ス玉 な

どで拡げ る とい う簡易 な操 作でえ られ るこ とは,た びた

びお こなつた生菌数測定 の結果か ら確かめ られて い る。

デ ィスク法でMICの 推定(阻 止円直径か らMIC推

定)の 可能性に関す る検討

阻 止円の大い さか らMICを 推定 す る方式のD法 を,

私 は以前1,2,4,9,10)から取 り上 げて きたが,わ が 国 の専門

家 の間には批判的な学者 もす くな くない。

三宅博士(桑 原教授指導)の 成績:

最近 桑原教授 の指導で行 な わ れ た三宅11)の成績は一

見 して阻止 円 とMICと は充分並行 関係にあ ることが わ

か る。私 どもが その座標 か ら数値を求めて,各 薬剤 ごと

に1次,2次,3次 相 関係数を計算す ると,表2の よ う

に阻止 円 とMICの 間には充分 な信頼度 で有意 の 相関が

あ るこ とが判明 した。す なわち化学 物質の比色定量 に も

あ る程度近 い成績 であつたが,こ れはす ぐれた指導 と高

い技術的 レベルの賜 である と考え られ るが,す くな くと

も阻止 円径 からMICの 推定が研究室 レベ ルで 可能 な こ

とを示 した もの と考 えられ る。

藤井,桑 原教 授 の キ 法,D法,MIC同 時測定成績集

計の検討:S40年 に藤井12),桑 原 教授等 の 企 画 で4っ

の菌株が全国 の化学療法研究機関 に配布 され,D法 とキ

法が同時に行 なわれそ のMICが 集 計 された。そ の成績

にっいて,と くに0.04～100mcg/mlの 範囲 にわ たつて

示 されてい る両者同時測定 の成績は,さ きに13)報告 した

ように24ケ ース中22は キ法MICの 平均値信頼限界

にD法MIC値 平均 がふ くまれ,1ケ ースは 含 まれない

が有意 差はな く,1ケ ースでは有意差を示 したが,個 数の

多 いデータから この不 一致はキ法 のパ ラツキに基づ くと

推定 され た。すなわ ち,0.04～100mcg/m1の 範囲にわた

つてD法 でキ法MICを 推定 しうる可能性が示 された。

デ ィスク法の成績の再現性 と+,-な どの定性的判定

表現 に対する検討

この問題 については+,－ レベ ルでの再現性 と,MIC

表2 三 宅 博 士 に よ る阻 止 円 の 大 い さ とMICの 関 係(Chemotherapy 15 (6): 694～695, 1967)に つ い

て の 統 計 的 観 察(著 者:金 沢 計 算)
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レベルでの再現 性の2つ にわけて考えてみ る必要 があ る

と考えられ る。

+,一 レベルでの再現性 とは:感 受性 の定性 的表現 と

しての感性,耐 性;一 ～〓 な どに相当す るMICは,学

者によ り大差があ り一定 していない(表 略)。

1例 としてPCの 極めて感受性 〓 に相 当する境 界濃

度は,世 界中で最 も広 く使用 されてい るBBL,Difcoデ

ィス クでは2μ であ り,い つぼ う,世 界的 に最 も有 名な

TUNEVALL 14)の 同一基準は0.1u/mlと 大 き な開 きが

あ る。 またD含 有量が直接判定基準 となる階級濃 度Dの

薬剤含有量 も年に よ り変更 されて いる こともす くな くな

い(表 略)。

またわが 国で行 なわれてい る単一D法 と階級濃度D法

では,図2の よ うに 一～〓 の幅が前 者では広 く,か ら

い判定 にな り,後 者 ではせ ま く甘 い判 定にな るわけで,

後者では 一 お よび 〓 の幅 が広 く,し たがつて測定法

の良否 とは無関係 に,後 者の 一,〓 の再現性は理論的

にも良いわ けであろ う。 また定性的判定 の境 界MICに

相当す る菌株では再 現性のわ るいほ うがむ しろ正 しい結

果を示す ことさえ あ る。す なわ ち,連 続的な数値MIC

に基ず く感受性を,不 連続な+,一 で無理 に区分 し,

再現性 を論 じて も無意味であ ろ う。

MICレ ベ ルでの再 現性の検討:MICレ ベ ルでの再現

性を論 じた場合について の報告 では,D法MICと キ法

MIC値 と不 一致 の場 合は そ れ は 直 ちにD法 の誤 りとさ

れている。 しか し生物学的反応 の現われ であ るキ法の成

績 も当然 バラツキ を示 す わ け で,1回 行なつたキ法の

成績 と一致 しないから,直 ち に そ れ はD法 の 成 績が正

しくない とい うのは明らかに片手落 ちであろ う。この問

題 について極 めて貴重 な資料 を提 供 してい るのは,前 述

の藤井12・13),桑原教授 の4つ の菌株 についてのキ法,D法

MIC測 定成績 の集計 であ ろ う。とくに この点 の検討に充

分な資料 を提供 してい る0.04～100の 幅 にわ た りMIC

の示 されてい る同時 測定 のデー タを推計学的に検討す る

と13),すべての組合せ24ケ ース中23に 再 現性 の表現

としてのvariance値 に有意差 な く,1ケ ースではD法 の

varianceが 有意 差を もつて少 ない とい う成 績 が

え られた。す なわ ち,D法 で もキ法に近い再現性

でMICの 推定可能な こ とが うかがわれた。

デ ィス ク法 の精 度管理についての試み

D法 も他 の臨床検査 と同様に,そ のバラ ツキを

チ ェックす る精度 管理の必要があ る と考 え ら れ

る。 この点 についての数的表現 を行 な うには,一

般臨床検査 としての2倍 キ法 の測定値 の変動 の幅

を求 め る必 要があ る。

2倍 キ シャク法測定値 の変動 の幅:検 査室 レベ

ル での2倍 キ法測定値 の変動 の幅 の検 討に最 も有

用なデ ータを提 供 してい るのは,藤 井15),桑 原 教授 らに

よる一流化学療 法研 究機関におけ る2倍 キ法測 定値の集

計成績 であろ う。 すなわち,5つ の菌株 について,接 種

菌量,培 養時 間はいちお う規定 され,35ヵ 所 中それぞれ

30(23+7),3で 同一培地使用 の結果 が示 されてい る。そ

の論文第6表(Chemotherapy 16(5): 746)に ついて測

定値 の変動 の幅 を求め ると,表3の よ うで,棄 却限界(α

=0.05)で あ らわす と最小3.4～0,29か ら最大14.0～

図2 国内現行(3濃 度 法,1濃 度法)判 定の比較

表3 同一分与株につ いての全 国集計成績(藤 井 桑

原 ら論文Chemotherapy 16: 743, 1968)に

おけ る測定値変動 の検討(金 沢 計算)
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0.071で 平 均7.8～0.13で あ つ た。 ル チ ー ン検 査 と し

て の2倍 キ 法 の測 定 値 の変 動 の 幅 を,そ の最 小 値3.4～

1/3.4と す る と,そ の標 準 偏 差 の 幅 は1.85～1/1.85に

ほ ぼ 相 当 した。

標 準 菌 株 を 用 い る精 度 管 理:私 ど もは 手 持 ち の標 準 菌

株 と してStaph. aureus 209P株 お よびE.coli NIHJに

ついて繰返 し行 なつた2倍 キ法の 前項か らえたMIC値

の変動に もとついて,棄 却限界を3.4～1/3.4,標 準誤差

範囲 を1.85～1/1.85と し,そ れをD法 の阻止内直径 に

換算 し,表5の ような精 度管理の試案を調製 した。 しか

し最近 あ らたに化学 療法学会か ら標準菌株が分与 された

ので,こ れ らの株を含めて感受性 を測定す る と,オ リジ

表4 寒天平板2倍 キ シャ ク法 に よる測定値 の変動 の幅 棄却 限界(a=0.05)で 表現

表5 感受性 デ ィス ク法精 度管理 としての標準 株の阻止円直径の存在範囲 とその意 味づけ(試 案)

(国内現行1濃 度法 について)
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ナルは同一でも図3の よ うに,か な り異 なるMICを 示

すことに気 づいた。 したがつて今後は化学療 法学 会分与

株で実験を追加 し,改 めて各薬剤Dご との数値 を決 定す

れば精度管理 に役立 つ可能性 がある と思 われ る。 しか し

標準株 といえどもこのよ うに植 えつ ぎ中にMIC値 の 変

動を来すおそれが あるので,と きどきキ法 を行 ないMIC

値をチェックする注意 が必要であろ う。

臨床検査 と してのMIC値 の有要性

前述 のよ うに+,一 な どの定 性的判定はかな り不定 な

もの であ る。 したがつて+,一 な どの判定のみが天下 り

式に検査室 から臨床家 に与 えられ ることは,臨 床家側 か

らは大 きな不安 がある。 もしその成績が世界共通 の基準

であるMICで 与 えられ るならば,他 のいかな るデ ータ

とも比較 す ることが出来,さ らに体液 中,と くに病 巣内

薬剤濃 度 と対比す ることに よ り,治 療薬剤 の選択投与 に

ついてすすんで具体的な資料が えられ るわけであろ う。

亜急性 細菌性心 内膜炎 の症例:1例16)と しての亜急性

細菌 性心 内膜炎症例(図 略)で は,ア レルギ ー体質のた

めPCの 大量注射にふみ切 れなかつたが,分 離緑 レン菌

のD法 に よ るMIC値 の10倍 以上の 血中濃度をPhe-

noxypropyl-PCの 内服 で持続 で きるこ と を 本症例 自身

の測定成績 でた しか め(図4),本 剤の内服 のみ で 全治

せ しめえた。 この際,表6の ように定性的判定 では 多 く

の薬剤 に 冊 を示 し,これのみでは血中濃度 との対比 には

具体的 デー タはえ られ ないわ け で あ り,MICが 求 めら

れて始 めて治療 に役 立つたわけであ る。同様 な症例 をそ

の後 も経験 してい るが,本 症 の治療 にMICの 数倍 の血

中濃度 の持続 が必 要であ ると云 う三方教授 の主張 に,さ

らに最近 長谷 川,富 岡17)らは,血 餅 を用 い たin vitro

の実 験か ら,MIC値 は本症の有効治療に あず か る1つ

図3 供 試黄色 ブ ドウ球菌209P各 株

2倍 平板 キ シ ャ ク法 に よるMIC(μg/ml)

(2プ レー トの平 均)

表6 本症例 の1濃 度Disc法 に よる分離菌

(α-連鎖球菌)の 感受性

表7 感 受 性 の表 現,-,+,++,+++な どの 基 準 に

対 す る 要 望(私 見)

図4 本 症 例 に つ い て のP.P.-PC 5時 間 ご と服 用

中 の血 中 濃 度
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表8 感受性試験を行 な う薬剤選択 の基準(案)
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の重要 な因子 であるこ とを明らかに した。

MIC値 と臨床効果について

MIC値 と臨床効果 については,ABBOUD 18)の 敗 血 症

についての成績 でも,私 ども1)が1960に 全 国の方 々の

御協力 をえて行 なつた全国集計におけ る,敗 血症,尿 路

感 染,お よびそれ ら全部 の合計 でも両者 の間にはかな り

の相関がみ られた。 したがつ て暫定的基準 である+,-

な どの表現 も実際的見地か らはかかせないが,前 項 のよ

うにMICの 重要性を も考慮 し要求があれば 何 時 で も

MICを 示 しうる態勢が必要 であろ う。

+,-な どの定性的判定 とMICの 関係 についての 要

望:実 際問題 として 日常行なわれてい るよ うに,D法 に

よる感受性を+,-な どの定性的判定で表現す ることは

実 用的であ る と考 えられ る。前 述の ようにその基準は今

日なお不定であ るが,臨 床的観点 な らびに臨 床検査 とし

ての観点 か ら,つ ぎの点がそ の基準制定 の1つ の参考事

項 に加 えられるべ きと考えてい る(表7)。

感受性検査を行な う薬剤の組合せ

現在数 多 くの化学 療法剤が供給 され つつあ り,い つぼ

う,こ れ ら薬剤 の感 受性 シケ ン用 のDも ほ とん ど常 に使

用可能 である。 多忙な検査室で必要 で充分 な薬剤Dを 使

用 して能率 をあげて臨 床面の期 待に も充分答 えるべ きで

あ ろ う。 この意味 で表8の ような感受性 シケ ンを行 な う

薬剤選択 の私案 を示 す。

デ ィス ク法 によるMICと キシ ャク法によるMIC値

の本質的 に不一致 の場合の検討

私 どもはD法 に よるMIC値 と,キ 法 によるMIC値

の不 一致の場合 の有無 につ いてたえず検 討 して きたが,

本質的に両者 の値が一致 しない,す くな くとも2つ の ケ

ースを経験す るこ とが できた。

その1つ は β-lactamase,す なわ ちPC-ase, Cepha-

losporinase産 生 ブ菌 のPC類 ,Cephalosporin C剤 感

受 性値 と,他 の1つ は三橋 ら19)によ り明 ら か に され た

Macrolide誘 導耐 性菌の感受性値 である。 その いず れ も

D法 ではキ法に比 し数倍耐性に傾い たMIC値 を 示す傾

向があ きらか にみ られ た。

キ シ ャク法 デ ィス ク法不 一致 の ケースのin vivo効

果か らの観察:こ の際PC類 とブ ドウ球菌 の 組 合 せ で

金 沢,臨 床 検 査8(7): 70(1946) に追 補

表9 供 試StaPh. aureusに 対 す るCERのMIC*

(mcg/ml)
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Ne. 5 No. 1

No. 6 No. 2

は,キ 法,D法 ともにPC-ase産 生,非 産 生株 は ほぼ分

離 し,当 然それがin vivo効 果 との関連 が考え られ問題

はない よ うであ る。 しか しブ菌 とCER,CETの 組 合せ,

またはブ菌 とEM(OL)な どの組合 せでは,キ 法で 同一

MICを 示 してもD法 では数倍耐性に傾いた成 績 が み ら

れ ることが多い。 この際D法 とキ法 のいず れが臨床検査

としてin vivo効 果 を反映す るかをつ ぎの よ うな動物的

実 験で検討 した。

田所20)変法に よるin vivo効 果 の観察:表9,図5の

ようにCERが キ 法 で同一MICを 示 す β-lactamase

産 生,非 産生黄色 ブ菌各4株,ま た図6,表10の よ う

にEMが キ法 で同一MICを 示 すEM誘 導耐 性株1株,

お よび非耐 性株2株 をそれぞれ 求 め た。dd系5週 マ ウ

ス雄各群を5～6匹 とし,上 記ブ菌 液に1%にSiO2添

加 し106/0.1mlず っ背部皮 下に 接 種 し,菌 接 種直後か

らCER,EMを0.3,1.0,3,0mg/マ ウスずつ8時 間間

隔で皮下投与を行 な つ た(48時 間後 剖検 し,膿 瘍径測

定,生 菌 数測定 を行 なつて薬 剤の効 果を観 察 した。そ の

結果は図7,No.1,No.2に 示す よ うにキ法 で同一MIC

を示 して もD法 で耐性に傾い た成績 を示す β-lactamase

産生ブ菌に対 しては,CERの 治療効 果はあ きらか に 非

産生菌 に対 す るもの よ り劣 ることがみ られた。 また図8

No. 1,No. 2に 示 され る よ うに,同 様キ法 で同一MIC

No. 1 No. 2

No.3 誘 導 耐 性株

を示 して もD法 で耐 性に傾いて判定 され るEM誘 導耐-

性株 に対 す る効果 も,非 耐 性株 に劣 る傾向がみ られた。

また誘導耐性 株感染治療 の場合 は,生 体内で も誘導に よ

る と思 われ る耐性株の出現がた しか め ら れ た(図8,

No,1)。 これはD法 では発育 しつつあ る菌に対 して,薬

剤が低濃度か ら高濃度に漸増 しなが ら作用す るので,in 

vivoで 当然発揮 され ると考え られ る病原菌 の適応作用 と

しての不活化酵素産生,ま たは誘導耐性獲得が十二分に

表現 され るためであろ う。あたか も投 与 された薬 剤が血

流 を介 して組織 へ浸透 して病 巣の病原細菌 に作用 し,い

つ ぼ う菌 が これに対処 す る生体内の状態 をD法 では よく

反 映 され るもの と思 われた。

図5 キ シ ャ ク法 で 同 一MICを 示 すStaPh, aureus

の デ ィ ス ク法 に お け る阻 止 円

図6 デ ィ ス ク法(16時 間 判 定)

表10 供 試StaPh. aureusに 対 す るEMのMIC*

(mcg/ml)
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デ ィスクの 安定性に関する検討

現在 までD法 で明らかに誤つた結果のえ られた場合に

ついて検討す ると,そ の大部分はDの 力価低下に基づ く

ことが判明 したので,そ の安定性について検討 を加 えた。

実験方法:標 準菌株 としてStaPh. anreus209P,一 部

E. coli NIHJ株 を用い,D法 を行 ない,16時 間後 に 出

現 した阻止円直径を測定 し,力 価表現 の指標 として安定

性を検討 した。

測定成績:図9に 示 す よ うにPC類,Cephalosporin

C剤Dは 冷室 に 乾燥剤封入,密 栓 の上保存 す れ ば7カ

月間 は安定 であつたが,室 温保存

では5カ 月以上 で力価低下 の傾 向

が,一 部でみ られた(し か し図10

にみられ るよ うに,こ れ らのDは

一度 開封使用す ると,冷 所保存 で

も力価低下が2カ 月後 には明らか

であつた。 しか し図11に 示 され

るよ うにそ の他 の薬剤 では,乾 燥

剤封入密栓保存 すれ ば,2年 半に

わた り安定 と考 え ら れ た。 また

PC類,CER, CET, Bacitracinを

除 く他 の薬剤Dは,フ ラン器(37

℃)に 開封保 存 して も力価低下が

1カ 月後 に もほ とん どみ られなか

っ た(図12)。

要 するにPC類,Cephalosporin

C系 薬剤 は安定性が低いので,厳

密 な乾 燥剤同封,密 栓,冷 室保存

を要 し,一 度開栓使用 し た 場 合

は,冷 室 保存で も2ヵ 月 ま で が

使用 限度 と考 え られ た。 しか し

Bacitracin(PC,CERi類 よ りは安

定であ るが多少力価低下傾 向を示

す)を のぞけば,そ の他 の薬剤 は

室 温保存で も一般使用 に際 して安

定 であろ う。

デ ィス ク法の臨床検 査と しての

利点

D法 は常にキ法 の基礎 の上 に成

立すべ きこ とは い うま で も な い

が,つ ぎのよ うな点は キ法 に比 し

てす ぐれてい る と考 えられ る。

経過を追つて観察 できる:キ 法

はいかに研究室 とい え ども菌分離

のたびに行な うこ とは不 可能 で,

まとめて施行す るのが実状 であろ

う。菌株は植 えつ ぎ保存 中に感性値 の変化を きたす こ と

が しられてい る。 とくに この問題 について系統的に検討

した紺野博士21)は,こ の変動がPC,TC,SM,CPの いず

れに も予想外 に大 き くみられ,こ れが感受性 と臨床効果

不一致 の1因 となる可能性がす くな くない と の べ て い

る。 いつぼ う,D法 は極めて手軽に行 な うこ とがで きる

ので経過 を追 つて頻 回に検 し,充 分な資料 をたえず提 供

しうる可能性 が多い。

細菌 の薬剤不活 化作用がデ ィスク法阻止 円状態 か ら推

定 しうる:ま た本法で始めて観察 しうる阻止 円の状態か

図7平 板 キ シ ャ ク法 でCERに 同一MICを 示 したStaPh. aureus

(β-lactamase産 生,非 産 生 株)の マ ウ ス 背 部 皮 下 接 種 膿 瘍 に

対 す るCERの 効 果

図8 平 板 キ シ ャ ク法 でEMに 同一MICを 示 したStaPh. anreus

(誘 導 耐 性,非 耐 性 株)の マ ウ ス 背 部 皮 下 接 種 膿 瘍 に及 ぼ す

EMの 効 果
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ら2,3の 性 状 を推 定 し う る特 徴 が あ る 。す なわ ち図13の

よ うに ブ 菌 の β-lactamase (PC-ase, Cephalosporinase)

の産 生 が そ の 阻 止 円 境 界 の不 整,過 剰 発 育 で 推 定 さ れ

る1,2,a)。図13左 不 活 化,右 非 不 活 化 を示 す。 ま た 同様

各 種 細 菌 のNitrofuran不 活 化22),CP耐 性 ブ 菌,CP耐

性 赤 痢 菌 のCP不 活 化,多 くの 細 菌 のColistin22),Poly-

myxin B 22)の 不 活 化,お よび多 くの嫌 気 性 菌23,24)のCP

不 活 化 な どpotentialの 高 いextracellularの 薬 剤 不 活

化 も,ほ ぼ 同 様 所 見 を も つ て表 現 され て い る の を観 察 す

る こ とが で き(図14),臨 床 効 果推 定 上 有 要 な 資 料 を提

供 す る こ とが あ る と考 え られ る。

二 重 リ ング(阻 止 帯 内菌 発育)形 成 か らの 耐 性 菌 の 混

在 の 堆 定:す で に塩 田25)ら の 報 告 に もあ る よ うに,同 一

菌株 中の耐性菌 の 混 在 が,1例 として

TCに ついて 図15に 示 した ように二 重

リング となつて表現 され る。 したがつて

本法 で容易に耐性 菌の混在 の有無程度が

はあ くされ,臨 床効果 の解 析に貴重 な資

料 を提 供 しうる可能性があ る。

この最後 の2つ はキ法ではほ とん ど推

定不能 で,D法 で始 めて可能であろ う。

デ ィスク法のその他の応用

D法 は簡 易な操 作であ りながら,連 続

的 な薬剤 の濃 度勾配を うることので きる

利点が あ り,各 種 の応用が行なわれてい

る。以下 その試 みについて簡単 に解説 す

る。

直接法:尿,滲 出液,髄 液,膿 な ど起

因1菌のみが見 出された場合 に本法 を行 な

うことがで きる。本法 の成功率,検 出菌

種,検 体な どについては小酒井26)の詳細

な検 討があ る。 また私3)ど もは さ きに検

体 の トマ ツ直接 鏡検 を行 なつた場合の1

視 野の菌 数からD法 としての好適な接種

菌 量を コン ト口一ルす る試みについて も

報告 した。 これ らの所 見な らびに諸家の

直接法 に対 す る見解を綜合 し,私 見を加

えてその評価を表11の よ うに まとめ るこ

とが で きた。

迅速法 について:濃 厚菌接種 に よ り短

時 間(3～4,5～6時 間)で 出現 した阻止

円の大 い さから,あ らか じめ実 験的に述

べ られ た迅速法 の判定基 準を利用 して,

短時 間で感受性 のス ク リーニングがで き

る。 また起 因菌 のみ検 出 された材料 では

検体入手後3～4時 間で成績 を しること

がで きる(図16)。

殺菌作用 の推定:D法 を行なつた平 板を レプ リカ法で

新 しい平板に うつ し,阻 止円中の菌の発育を観察 して,

簡単に殺菌作用 の有無程度をた しかめ ること が で き る

(図17)。

同一検 体の コロニーご との感受性 の相異の 簡 易 検 査

法:同 一検体内の 潔導ニーご との感受 性の相 違を しるに

はDを おいてその周囲に放射状 に菌 を接種 し出現 した阻

止帯の長 さを計測 し,同 時 に多 数の菌株 の感性値(MIC

をふ くめて)を ある程 度推定す るこ とがで きる。

併用効果の推定:こ となる2つ のDに よつて生ず る阻

止円の重な る部分 の形状 を観察 し,協 力作用,拮 抗作用

をあ る程度推定 できる ことは よくしられ て い る。図18

図9 乾燥剤封入密栓保存 した場 合の力価の変動
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は β-lactamase産 生 グ ラ ム(－)桿 菌 に 対 す るCep-

halosporinC剤 と,抗PC-asePCの 相 乗 効 果 を 示 した

もの で あ る。

つ ぎは私 ど も27,28,29)がさ きに 報 告 したNalidixic acid

のPreteus-Prevideneeに 対 す る抗 菌 力 がNitrofuran-

toinに よ り拮 抗 され る状 態 を示 して い る。 こ れ ら の 関

係 はいず れ も キ法 で も全 く同一 の 結 果 が え ら れ て い る

(図19)。

誘 導耐 性 の簡 易 検 査 法:耐 性 を 誘導 す る可 能 性 の あ る

薬 剤Dを,菌 トマ ツ平 板 に お き,そ の 周 囲 に 被 検 薬 剤D

を配置 す れ ば,後 者 の 阻 止 円 の 縮 小 か ら誘 導 耐 性 の有 無

が容易 に 推 定 し う る。 図20は 黄 色 ブ 菌 がEMに ふ れ る

ことに よ りEM, OL, SPM, LCMな ど のMacrolideに 同

時 に耐 性 に な る こ とを 明 瞭 に 示 して い る。Macrolide系

薬剤相互 の使用 変更 に対 して この よ うな簡易検査 から き

め の細 かい情報 を うることが できよ う。

耐性獲得 の簡 易検査 法:D法 を行 なつた平 板の阻 止円

境界に近 い部分 の菌苔を もつて,D法 を くり返 えす こと

に よ り耐性 獲得 の難易 を阻止円 の大い さの不 変,縮 小か

ら容易に観察 する ことがで きると考 えられ る(図21)。

図10 Week dayに 毎 日30分 間宛 開栓後保存

図11 乾 燥剤封 入,密 栓,室 温(冷 房 な し)保 存 に

よる感 受性デ ィス ク力価の変動

図12 乾燥 剤封 入,密 栓,1年 間室温(冷 房な

し)保 存 後,開 封の まま37℃ フラン器

内及 び室 温(冷 房な し)に1ヵ 月(1966

年9月)放 置 した際 の力価 の変動
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細菌 の化学 療法剤不活化能 の簡 易検査 法:大 久保教授

の帯培 養法 と同様に,検 定 菌接種帯 状薄層寒天平板 を作

製 し,そ の中心 に被検薬剤 のDを お き,そ の一方に被検

菌 を濃厚 に トマ ツし,検 定 菌阻止帯の縮小 を観察 し,細

菌 のextracellularの 薬剤不活化能の有無 程度 を しる

こ とがで きることは さきに22,30)報告 した。起 因菌 の薬 剤

不 活化 能が判明すれば使用薬剤 の選択,化 学療 法剤効果

の解析 に有要な資料を提供す る可能性があ る。最近私 ど

もの経 験 した フ リー ドレンデル肺炎 では,分 離原因菌が

CERに キ法で高感受性を示 しなが らCERの 効 果 す く

な く,KM,つ ついてSMの 使用 で軽快 したが,本 法に

よ り分離肺炎桿菌 がCER不 活化能 を示 したこ とは,こ

の間 の事情 の解析 に1つ の示 唆を与 える もの と考 えられ

た。

図13 ブ ドウ球 菌 の β-lactamaseに 相 当 す るPenicillinase, Cephalosporinase産 生 の 有 無 に よ る

DiSc法 阻 止 円 の形 状 の 差(不 活 性 化)

表11 直 接 法(Disc法)に よ る感 受 性 シ ケ ンの特 徴 及 び 欠 点

(白 羽,小 酒 井,田 中,岡 本,水 谷,戸 塚 氏 等 の記 載 を 参 考 に)
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図14 細 菌 の 薬 剤 不 活 化 作 用 と阻 止 円境 界 の 形状

被 検 菌Sh.sonmi(感 性 株)

CP(上)不 活 化(-)で 境 界 整 円PolymyxinB(左)

CL(右)Dihydroxymethylfuratrizine(下)は い ず

れ も不 活 化(+)で 不 整 円 を呈 して い る

CP耐 性 ブ菌(CP不 活 化+)のCPデ ィ ス ク(2,000

μg含 有)に 対 して 阻 止 円 の不 整 が み られ る

嫌 気 性 菌,1例 と し てBacteroides convexusの デ

ィ ス ク平 板

PC(不 活 化-)で 整 円

CP(不 活 化+)で 阻 止 円 境 界 不 整

図15　 耐性菌混 合の推 定(人 工的に混合 した場合 の成 績か ら)

(PC,TC,SM,CPに ほ ぼ 共 通 に み られ た)
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嫌気性菌 の感受性 シケ ンと して のデ ィス ク法:臨 床検

査 としての嫌気性菌の重要性が認識 され つつあ る。表12

のよ うな岐阜 大 上野博士分与株を供試菌株,岐 阜 大 式

消化 血清加寒 天培 地31)を測定培地 と して用 い検討 した。

104～1051cm2程 度(数 白金耳を1mlに 浮游 し,そ の1

白金耳 を普通平板 に拡げ る)に 菌 を接 種 しDを おいて,

D法 を行 ない,い つ ぼ う,キ 法 で もcm2宛 同様接種菌量

にな るよ うに考慮 した。高価 な市 販の嫌気性 ジャーを多

数用意す るこ とは不可能 であつたので検討の結果,家 庭

で梅酒をつ くるため の市販 のゴ ムパ ッキ ンのあ る大型 の

ガ ラス容器は,容 易に気密 にす る ことがで き,取 扱 いも

便 利な ことが判明 した。本容器 に飽和重曹水 を同封,ス

チール ウール法を行ない,同 時 に多数 の平板 を処理 して

表12

表13 薬剤 の抗菌 スペ ク トラムの差を利用 して混

合 して いる菌 を分別 する

図16 直接 迅速法の1例

図17 殺菌作用 の推 定
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図18 併 用 効 果 の 推 定

グ ラム(－)桿 菌,Arizona(β-lactamase産 生)に 対 す る

CephalosporinC剤 と 抗 β-lactamase PC剤 の 併 用 効 果

図19 拮 抗 作 用

Nalidixic Acid (Nd)のProteus群 に対 す るNitrofuran

剤 の拮 抗 作 用

図20 誘 導 耐 性 の簡 易 確 認 法

Inducerの 考 え られ る 薬 剤discを お い て,そ の 周 囲 に

各 種 薬 剤discを 置 き,阻 止 円縮 小 を 観 察 す る
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図21 耐 性 獲 得 の 簡 易 検 査 法

StaPh.aureusに 対 す る継 代TCデ ィ ス ク法,阻

止 円 の 縮 小 な く耐 性 獲 得 難 の 成績 を 示 して い る

E.coliに 対 す る継 代KMデ ィ ス ク法,阻 止 円縮

小 し耐 性 獲 得 を 示 して い る

図22 嫌 気性 菌 の デ ィス ク法 直径 とキ シ ャ ク法MICの 関係

嫌 気 条件 : スチ ー ル ウ ー ル法,飽 和NaHCO3水 同 封

培 養 : 37℃24時 間

培地 : 岐阜大式消火血清加 寒天 培地pH7.4
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24時 間培養後判定 し,能 率をあげ ることが で ぎた。図

22に 示すよ うで阻止円直径 とMIC(2倍 キ法 のMIC1/

√2)の 間に充分 な並行関係が あ り,そ の座標は好気性

菌におけ る,遅 延判定 の曲線に近 い傾向が明 らか であつ

た。 した がって24時 間培 養感性値判定 のた めには,遅

延判定 の基準が適用 され ると考え られた。

抗菌 スペク トラムの差を利用 して混在 して い る菌 を分

別す る:抗 菌 スペ ク トラムの差を利用 して表13に 示 す

よ うに,混 在 してい る菌 を分 別分離す ることが できる。

1例 と して腹膜炎膿 の直接 トマ ツ平板 にFradiomycin,

KMのDを おいて混合菌 の分離 に役立 つ た 平 板 を 示 す

(図23)。

菌 の薬剤感受性 の差 を利 用 して菌種同定 の 参 考 と す

る:表14の よ うに菌種 の薬 剤感受性の差を利用 して,

菌種 の同定 の参考 とする ことがで きる。

お わ り に

以上を要約す る と,臨 床的 感受 性測定 法 と して のD法

は,あ くまでもキ法 のデー タの上に成立すべ ぎもの とし

て検討が行 なわ れて きた。 その結果 と して,あ る程度 キ

法に よるMICの 推定可能なD法 の完成 も近い ように も

思われ る。 しか し方 法の性質 上キ法 と一致 しない場合 が

あ ぎらかに存在す るが,現 在 までの ところ この よ うな場

合にはD法 がむ しろ生体 内の状況 を よ く反映 してい る成

績がえ られてい る。

D法 と同一原理 の寒 天平板 拡散法であ るカ ップ法,ま

たはペ ーパ ーD法 が簡 易検査 であ りなが ら,抗 生剤 の力

価検定法 と して精度 がよいので,キ 法に代つて国際的 に

製剤基準 と して広 く用 いられてい る事実,さ らに抗生剤

発見の端緒 とも云 うべ きFLEMINGのPC発 見 のプ レー

トは,現 在 のD法 に直接 つながる ものであ ることを認識

し,臨 床家 も,細 菌検査部門 の方 もD法 を大いに活用す

べ きであ ろ う。 また使用D,使 用培 地の製 造担当者 も,

本 法の臨床検査 と しての重要性 を充 分認 識 し,充 分な製

品管理の上,精 度管理 を含 めて多 くの批判に耐 え るガラ

ス張 りの資材 を提供す るよ う,こ の機会 をか りて念願す

る次第であ る。

おわ りに本講演 の機 会を与え られた大久保会長に厚 く

図23 感受 性 デ ィス クに よ る混 合 感 染分 別 の1例

交通災害 に よる腸管損傷例 の腹膜炎膿 汁か ら

Morganella(カ ナマイ シンKaフ ラジオFに 感

受性があるので阻止円外側 にのみ発育)お よび

腸球菌(KaFに 感受性が ないので阻止 円内でデ

ィスク周辺 まで発育)を 分別 同定 しえた寒天平

板を示す

表14　 抗菌 スペ ク トラムを利用 しての菌種 の簡易

推定法(薬 剤感受性 の差 を利 用 して菌株 同

定の参考 とす る)
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感 謝 す る と と もに,有 意 義 な企 画 を実 施 され,集 計 の上

研 究 参加 者 に 資 料 を 配 布 され,自 由 な検 討 を 許 され た 藤

井,桑 原 博 士,ま た 本 部 に お け るD法 の パ イ オ ニ ア と し

て基 礎 的 検 討 を お こな わ れ た 故 鳥 居 敏 雄 教 授,故 村 山

翁 助 博 士 に この 機 会 を 借 りて敬 意 を表 す る。 共 同 研 究 者

の新 潟鉄 道 病 院 合 又 利 夫,御 指 導 い た だ い た 新 大 細 菌

宮 村 教 授,菌 株提 供 い た だ いた 岐 阜 大 上 野 博 士,群 馬

大 三 橋 教 授,橋 本 博 士,新 潟 衛 研 篠 川博 士,資 料 提 供

頂 いた 昭 和 薬 品 化工,日 水 製 薬,目 本 栄 養 化 学 株 式 会 社

に 厚 く感 謝 の意 を表 しま す。
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