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Corynebacterium属菌とErysipelothrix rhusiopathiaeの抗菌薬感受性検査法
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（平成24年1月6日受付，平成24年3月27日受理）

CLSI document M45-Aに記載されたCorynebacterium属菌およびErysipelothrix rhusiopathiae
に対する抗菌薬感受性検査法に準拠する検査法として，記載されたウマ溶血液の代用にストレ
プト・ヘモサプリメント‘栄研’（SHS法）を添加物とした検査法を検討した。Corynebacteri-
um属菌56株，E. rhusiopathiae 2株ではCLSI法，SHS法ですべて±1管差以内に一致し，日常
検査に応用可能と考える。
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序　　　文
現代医療における医療技術や医薬品の進歩は，これ

まで救命しえなかった疾患でも救命または延命が可能
となった。一方では，免疫能が極度に低下した患者が
増加したことによって，本来であれば健常なヒトの常
在細菌叢を構成するさまざまな弱毒菌種が日和見感染
菌として扱われるようになった。代表的な細菌として
はcoagulase-negative staphylococci (CNS) が 挙 げ ら
れ 1)，血液，体液などの本来無菌的な材料からも高頻
度に分離されている。また，呼吸器系や皮膚，粘膜な
どに多く常在しているCorynebacterium属菌では，そ
の同定すら困難なことが多かったが，簡易同定キット
や遺伝子技術の発達により健常なヒトにも感染症を引
き起こす病原体 2～6)が明らかになってきた。Coryne-
bacterium属菌のなかで従来から知られているCoryne-
bacterium striatum, Corynebacterium pseudodiphtheriti-
cum, Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium 
jeikeium, Corynebacterium urealyticum, Corynebacterium 
resistensをはじめ三十数種に及ぶ菌種が報告 7, 8)されて
おり，これらは臨床現場で日和見病原菌として抗菌薬
感受性検査の実施が求められるようになった。

2006年5月にClinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI) から，栄養要求性の厳しい菌種の抗菌薬感
受性検査の標準法としてdocument M45-A9)が発行さ
れ た。Corynebacterium diphtheriaeを 含 め たCoryne-
bacterium属菌に対する抗菌薬感受性検査法と一部の
抗菌薬に対するブレイクポイントが初めて示された。
本邦ではこれに該当する文書が示されていないが，
CLSI document M45-A9)では微量液体希釈法により
2.5～5.0%v/vのウマ溶血液を2価イオン調整ミュー
ラーヒントンブロスに添加することとしており，これ
に準拠する方法としてストレプト・ヘモサプリメント
‘栄研’ (Strepto-Haemo Supplement “EikenⓇ”; SHS)（栄
研化学）を用いた微量液体希釈法（以下SHS法と略
す）について検討したので報告する。

材料と方法
1.　対象菌株
菌株は1994年6月から2007年12月の期間に，社会
保険中央総合病院および亀田総合病院において，気管
内吸引物，静脈血，膿，尿から分離され，各々の担当
医の臨床判断で起炎菌とされたCoryneform bacteria 8
菌種58株（C. striatum; 10株，C. pseudodiphtheriticum; 
8株，C. amycolatum; 10株，C. diphtheriae; 3株，C. 
jeikeium; 10株，C. urealyticum; 4株，C. resistens; 11株，
Erysipelothrix rhusiopathiae; 2株）を対象とした。な
お，これらの菌種同定には16S rRNAシークエンス解
析を用いた。その結果いずれの株も基準株に対し
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99.5%以上の相同性を示した。抗菌薬感受性検査の精
度管理菌株として，Streptococcus pneumonia ATCCⓇ

49619を用いた。
2.　微量液体希釈法
微量液体希釈法は，MIC測定用ドライプレート

‘栄研’（栄研化学）を用い，液体培地は生培地として
市販されている2価イオン調整ミュラーヒントンブイ
ヨン‘栄研’（栄研化学）を用いた。CLSI法として，
ウマ溶血液はウマ脱繊維素血液（ジャパン・ラム）を
滅菌精製水で2倍希釈し，凍結融解を3回繰り返して
溶血させ，3,000 rpm 20分遠心処理して上清を
0.45 μmのミリポアフィルター（日本ミリポア）でろ
過滅菌処理した。自家調整したウマ溶血液は2.5%v/v
となるようミュラーヒントンブイヨン‘栄研’に添加
した。

SHS法はストレプト・ヘモサプリメント‘栄研’を
添付文書に従い，凍結乾燥品1バイアルあたり5.5 ml
の滅菌精製水で溶解し，その1 mlを12 mlのミュラー
ヒントンブイヨン‘栄研’に添加することで，CLSI
法と同様にウマ溶血液成分は2.5%v/vとなるよう調整
した。なお，CLSI法と異なる点は，ストレプト・ヘ
モサプリメント‘栄研’1バイアルあたりに β-NAD
が1.07 mg, 酵母エキスが0.36 g含有されている。
測定抗菌薬は，Benzylpenicillin (PCG), Ce�riaxone 

(CTRX), Cefepime (CFPM), Meropenem (MEPM), 
Clindamycin (CLDM), Erythromycin (EM), Minocycline 
(MINO), Ciprofloxacin (CPFX), Vancomycin (VCM), 
Teicoplanin (TEIC), Linezolid (LZD) の11薬剤を用い
た。測定濃度範囲は，CTRX, CFPM, CLDM, EMで
0.03～4.0 μg/ml, PCG, MEPM, VCM, TEIC, LZDは
0.06～8.0 μg/ml, MINO, CPFXは0.12～16.0 μg/mlであ
る。
菌液調整はCLSI法 9)に準拠し，培養環境は35℃の
好気的条件下で24時間として，β-ラクタム系抗菌薬
に感性を示している場合は48時間まで培養し最終判
定とした。

結　　　果
1.　判定時間
MIC測定値の判定は，Corynebacterium属菌はすべ
て24時間と48時間で行ったところ，C. striatum 10
株，C. diphtheriae 3株，C. urealyticum 4株，C. re-
sistens 11株は24時間で β-ラクタム系抗菌薬をはじめ
すべての抗菌薬の判定が可能であった。C. pseudo-
diphtheriticumは8株中1株のみ24時間では判定するこ
とができず48時間を要した。C. amycolatumは10株中

4株が24時間では発育不良で判定することができず，
判定可能であった6株は24時間と48時間で＋1管差を
認めたため最終判定は48時間とした。C. jeikeiumは
10株中7株が24時間と48時間で＋2管差以上を認め
たためすべて48時間を最終判定とした。E. rhusio-
pathiae 2株は，CLSI document M45-A9)において20か
ら24時間で判定することとなっているが，発育を認
めなかったため48時間で最終判定とした。

2.　CLSI法を基準としたSHS法の一致率
添加物以外はすべて同一条件で実施した結果，精度
管理菌株については表1に示したようにすべて精度管
理基準範囲内に入った。CLSI法を基準としたSHS法
の一致率は表2に示したように，すべて±1管差以内
に一致した。－1管差を示したのはPCG, CTRX, 
CFPM, MEPM, CLDM, EM, MINO, VCM, LZDであり，
最大5.2%不一致であったが，＋1管差は測定抗菌薬す
べてにおいて認められ，EM, MINO, TEIC, LZDでは
24.1%から最大43.1%の不一致を示し，1管の耐性化

表1.　精 度 管 理 菌 株Streptococcus pneumo nia 
ATCCⓇ49619を 用 い た ウ マ 溶 血 液 法
（CLSI法）とSHS法のMIC値

抗菌薬 基準範囲 CLSI法 SHS法

Benzylpenicillin 0.25–1 0.25 0.25
Ce�riaxone 0.03–0.12 0.06 0.06
Cefepime 0.03–0.25 0.12 0.12
Meropenem 0.06–0.25 0.06 0.06
Clindamycin 0.03–0.12 0.06 0.06
Erythromycin 0.03–0.12 0.06 0.12
Cipro�oxacin 0.25–1 0.25 0.25
Vancomycin 0.12–0.5 0.12 0.25
Linezolid 0.5–2 0.5 0.5

表2.　Coryneform bacteria 58株のウマ溶血液法
（CLSI法）を基準としたSHS法の一致率

抗菌薬 －1管差 一致 ＋1管差

Benzylpenicillin 2 (3.4)  53 (91.4)   3 ( 5.2)
Ce�riaxone 3 (5.2)  48 (82.8)   7 (12.1)
Cefepime 3 (5.2)  50 (86.2)   5 ( 8.6)
Meropenem 2 (3.4)  55 (94.8)   1 ( 1.7)
Clindamycin 1 (1.7)  51 (87.9)   6 (10.3)
Erythromycin 2 (3.4)  42 (72.4)  14 (24.1)
Minocycline 2 (3.4)  41 (70.7)  15 (25.9)
Cipro�oxacin 0 (0  )  52 (89.7)   6 (10.3)
Vancomycin 3 (5.2)  49 (84.5)   6 (10.3)
Teicoplanin 0 (0  )  33 (56.9)  25 (43.1)
Linezolid 2 (3.4)  40 (69.0)  16 (27.6)

Total 20(3.1) 514 (80.6) 104 (16.3)
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表3.　各種抗菌薬に対する各菌種のMIC (μg/ml) 分布とSusceptible (S) の百分率

抗菌薬 菌種
MIC (μg/ml)

“S” の％
≦0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 ≧16

Bezylpenicillin C. striatum 2 4 4 60
C. pseudodophtheriticum 7* 1 100
C. amycolatum 1 2 1 1 5 40
C. diphtheriae 2 1 100
C. jeikeium 10 0
C. urealyticum 4 0
C. resistens 11 0
E. rhusiopathiae 2 100

Cefepime C. striatum 6 1 3** 60
C. pseudodophtheriticum 1 3 3 1 100
C. amycolatum 1 5 1 1 2** 70
C. diphtheriae 2 1 100
C. jeikeium 10** 0
C. urealyticum 4** 0
C. resistens 11** 0
E. rhusiopathiae 1 1 100

Meropenem C. striatum 4* 2 1 3 70
C. pseudodophtheriticum 8* 100
C. amycolatum 1* 5 4 60
C. diphtheriae 3* 100
C. jeikeium 1 1 1 7 30
C. urealyticum 4 0
C. resistens 11 0
E. rhusiopathiae 2* 100

Clindamycin C. striatum 1 1 2 1 5** 40
C. pseudodophtheriticum 2 3 1 2** 62.5
C. amycolatum 1 1 8** 20
C. diphtheriae 1 2** 33.3
C. jeikeium 1 1 8** 10
C. urealyticum 4** 0
C. resistens 11** 0
E. rhusiopathiae 2 100

Erythromycin C. striatum 4 1 1 4** 50
C. pseudodophtheriticum 3 1 1 2 1** 62.5
C. amycolatum 2 8** 20
C. diphtheriae 1 2** 33.3
C. jeikeium 1 1 1 7** 20
C. urealyticum 4** 0
C. resistens 11** 0
E. rhusiopathiae 1 1 100

Minocycline C. striatum 7*** 2 1 90
C. pseudodophtheriticum 6*** 2 100
C. amycolatum 3*** 2 1 2 1 1 80
C. diphtheriae 3*** 100
C. jeikeium 3*** 2 1 3 1 100
C. urealyticum 2 1 1 75
C. resistens 5 6 0
E. rhusiopathiae 2 100
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と判定される傾向を認めた。β-ラクタム系抗菌薬は
CTRXで12.1%の＋1管差を認めたが，ほかのPCG, 
CFPM, MEPMは10%以内であった。11剤全体では
＋1管差が16.3%と－1管差の3.1%より高いことから，
MIC値が高く判定される傾向を示した。しかし，
MIC測定においては許容とされる範囲内であった。
また，菌種間や，脂質好性，脂質非好性の違いによ
り，2法のMIC値に乖離は認めなかった。

3.　MIC分布
各菌種に対する各種抗菌薬のMIC分布とCLSI doc-

ument M45-A9)によって示されたブレイクポイントに
よる susceptible (S) の百分率を表3に示した。C. stria-
tumは β-ラクタム系抗菌薬に対し “S” と resistant (R) 
の二峰性に分布し，C. amycolatumは1株のみPCGに
intermediate(I) を示したが，ほかは “S” と “R” の二峰
性に分布した。C. striatumはCLDM, EM, CPFXでも二
峰性となったが，C. amycolatumは耐性傾向となった。
C. pseudodiphtheriticumは全体的に “S” を示したが
CLDM, EMで37.5%の耐性を示した。C. diphtheriaeは
菌株数が少ないものの全体的に “S” を示しCLDM, EM
は3株中2株が耐性を示した。脂質好性の性質を持つ

C. jeikeium, C. urealyticumはMINO, VCM以 外 は “R” 
を示し，C. resistensはMINOも “R” であった。E. rhu-
siopathiaeはVCM以外の抗菌薬すべてで2株とも “S” 
を示した。VCMは自然耐性のためブレイクポイント
は設定されていない。

考　　　察
Corynebacterium属菌をはじめCoryneform bacteria

はヒトの皮膚，粘膜など生体各所に常在しており，本
邦においては分離されたとしても臨床的意義の解釈が
困難なことと，臨床検査室での菌種同定が困難であっ
たこともあり軽視されてきた。しかし欧米では日和見
感染菌として注目されて久しく 7, 8)，近年では本邦で
も日和見感染菌として認識されつつある 10, 11)。Co-
ryneform bacteriaに対する抗菌薬感受性検査はディス
ク拡散法，微量液体希釈法のいずれも詳細に規定され
たものがなく，まれに抗菌薬感受性検査を実施する際
には参考値として扱われてきた。CLSIは2006年1月
にペニシリン系をはじめ14系統18抗菌薬に対するブ
レイクポイントを設定（本邦で処方可能なのは11系
統15抗菌薬）するとともに，そのMIC測定方法につ

抗菌薬 菌種
MIC (μg/ml)

“S” の％
≦0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 ≧16

Cipro�oxacin C. striatum 3** 2 3 2 50
C. pseudodophtheriticum 7 1 100
C. amycolatum 1 2 7 10
C. diphtheriae 3*** 100
C. jeikeium 1 9 10
C. urealyticum 1*** 3 25
C. resistens 11 0
E. rhusiopathiae 2*** 100

Vancomycin C. striatum 9 1 100
C. pseudodophtheriticum 7 1 100
C. amycolatum 3 7 100
C. diphtheriae 3 100
C. jeikeium 9 1 100
C. urealyticum 4 100
C. resistens 3 6 2 100
E. rhusiopathiae 2 0

  *この濃度以下は未測定のため≦0.06μg/mlである。
 **この濃度以上は未測定のため≧8μg/mlである。
***この濃度以下は未測定のため≦0.12μg/mlである。
  　  縦の破線はブレイクポイント境界を示し，Minocyclineは設定がないためDoxycyclineのカテゴリーを適用した。

E. rhusiopathiaeはMinocycline，Vancomycinのブレイクポイントは設定されていない。各菌種の菌株数は以下の
とおりで括弧内に示す；C. striatum (10), C. pseudodophtheriticum (8), C. amycolatum (10), C. diphtheriae (3), C. 
jeikeium (10), C. urealyticum (4), C. resistens (11), E. rhusiopathiae (2)

表3.　つづき
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いても文書を公開した 9)。そのなかで，Corynebacteri-
um属菌に対する抗菌薬感受性検査の実施基準は，免
疫不全患者において血液培養，深部組織，体内に挿入
または埋め込まれた人工医療材料などの本来無菌的な
材料から菌が分離されたときとしている。その方法
は，2価イオン調整ミューラーヒントンブロスにウマ
溶血液を2.5～5.0%v/v添加するもので，本邦での日常
検査にはやや煩雑なものであった。本邦における
MIC測定法として，CLSI法に準拠し臨床検査室で普
及しているMIC測定用ドライプレート‘栄研’を用
い，添加物としてストレプト・ヘモサプリメント‘栄
研’を利用したSHS法について，CLSI法を基準とし
て検討した結果，表2のとおり全58株で±1管差以内
に一致し，ウマ溶血液の作製のように煩雑さはなく，
滅菌水で溶解するのみであるため，日常検査に十分利
用可能と考える。
結果2に示したようにCLSI法を基準としたSHS法
の一致率を見ると，CLSI法に比してSHS法のほうが
発育性能が良く，MIC値が1管高めの傾向を示したの
は，SHS法ではウマ溶血液のみではなく β-NAD, 酵母
エキスが成分に含まれているため，若干の発育促進作
用が現れたと考えられる。

C. striatumは医療関連感染菌として報告 12, 13)されて
おり，その報告によるとMRSAが示す各種抗菌薬に
対する感受性パターンのように，β-ラクタム系抗菌薬
に耐性を示すものは，そのほかの抗菌薬に対しても耐
性傾向を示していると述べられている。C. pseudo-
diphtheriticumは院内肺炎，市中肺炎ともに起炎菌と
して多数報告 14, 15)されており抗菌薬に対しては感性
傾向である。C. amycolatumもC. striatumと同様に耐
性化傾向であるとともにさまざまな感染症起炎菌とし
て報告 16, 17)されている。C. diphtheriaeは，われわれ
が保有していた株がジフテリア毒素非産生株であった
ため，本来のジフテリア症を発症するC. diphtheriae
とは異なり参考にならないが，本邦では毒素産生菌は
近年報告されていない。C. jeikeium, C. urealyticumは
MINOとVCM以外では耐性を示していた。これは
Sorianoらが報告 18)しているDoxycyclineとVCMが耐
性を示したものと同様である。われわれが発見命名し
た菌種であるC. resistens19)はCorynebacterium属菌の
なかで最も耐性傾向を示す菌種で，MINOも耐性であ
りVCMのみ感性である。E. rhusiopathiaeは本検討で
の他菌種と全く相反する性質でVCMのみ感性を示さ
ず，ほかは感性でありSorianoらの報告 18)と同様で
あった。

結　　　語
これまでCorynebacterium属菌に対する抗菌薬感受

性検査法は規定されていなかったが，CLSI document 
M45-Aによって明らかとなった。本邦ではストレプ
ト・ヘモサプリメント‘栄研’を応用することで，
CLSI法に準拠した方法で検査を実施することが可能
となった。今後ますます増加すると考えられる医原的
な免疫抑制状態にある患者や，基礎疾患に伴った易感
染性患者に対し，Corynebacterium属菌は日和見感染
を発症させることが懸念される。簡易同定キットの
データベース更新と臨床現場でのCorynebacterium属
菌に対する認識により，必要に応じて抗菌薬感受性検
査を実施し，アンチバイオグラムを作成して診療に活
用することが肝要と考える。

利益相反
本実験を実施するにあたりMIC測定用ドライプ

レート‘栄研’，ミュラーヒントンブイヨン‘栄研’，
ストレプト・ヘモサプリメント‘栄研’は栄研化学株
式会社より提供を受けた。
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Antimicrobial Susceptibility Testing for Corynebacterium spp. 
and Erysipelothrix rhusiopathiae

Yoshihito Otsuka1), Akihiro Toguchi1), Hidetaka Kitazono2), Naoto Hosokawa2), 
Asuka Kamioka3), Toyoko Oguri1)

Corynebacterium spp. and Erysipelothrix rhusiopathiae susceptibility test is currently performed using 2.5–5.0%v/v 
lysed horse blood at 35℃ as an adjuvant to Mueller–Hinton broth, which is recommended by the Clinical and Laborato-
ry Standards Institute (CLSI). We evaluated the usefulness of Strepto-Haemo Supplement “EikenⓇ” (SHS) contains 
1.5 ml of lysed horse blood, 1.07 mg of beta-NAD, and 0.36 g of yeast extract, compared with the current standard lysed 
horse blood, as an adjuvant to Mueller-Hinton broth for the Corynebacterium spp. and E. rhusiopathiae susceptibility 
test. For all 58 clinical isolates of Corynebacterium spp. and E. rhusiopathiae tested, the SHS method and the standard 
CLSI method showed almost identical MIC results within one dilution di�erence. We believe that the SHS can be an 
alternative to the currently recommended lysed horse blood to test Corynebacterium spp. and E. rhusiopathiae suscepti-
bility.


