
細菌の薬剤感受性検査は，ディスク拡散法と微量液体希釈

法にて行われている。さらに最小発育阻止濃度（Minimal In-

hibitory Concentration: MIC）の測定は寒天平板希釈法1）と微

量液体希釈法2）により行われる。また，以前よりルシフェリ

ン・ルシフェラーゼ試薬を用いた化学発光法にて ATPの測

定が報告されている3）。この方法を用いて菌体内の ATPを測

定することにより，有意な細菌尿のスクリーニング4）を行った

り，食品中や消毒液中の細菌数の測定が行われてきた。ATP

測定による細菌数の測定は短時間で結果が得られ，細菌数の

評価には有用である。菌体内 ATPの測定により，抗菌薬中で

の細菌の増殖を測定し，抗菌力の評価ができないか検討し，日

本化学療法学会標準法5）（以下標準法と略す）に準じた微量液

体希釈法による成績と比較，検討した。

I． 材 料 と 方 法

1．供試菌株

菌株は，当教室に保存された臨床分離株 3菌種 45株

（methicillin-sensitive Staphylococcus aureus（MSSA）15

株，methicillin-resistant Staphylococcus aureus（MRSA）

15株，Pseudomonas aeruginosa 15株）を用いた。

2．供試薬剤と検討濃度

MSSA，MRSAについては，ampicillin（ABPC），piper-

acillin（PIPC），cefazolin（CEZ），cefotiam（CTM），cef-

tazidime（CAZ），minocycline（MINO），amikacin（AMK），

arbekacin（ABK）， imipenem（IPM）， ofloxacin（OFLX），

clarithromycin（CAM），vancomycin（VCM）の 12薬剤を

用いた。濃度は ABPCと PIPCでは 0.25～16 µ g�mLの 7

段階連続希釈系列，CEZ，CTM，CAZ，MINO，AMK，

ABKについては 0.25～32 µ g�mLの 8段階連続希釈系

列，IPM，OFLX，CAM，VCMでは 0.125～16 µ g�mLの

8段階連続希釈系列で行った。P. aeruginosa について

は，PIPC，CAZ，MINO，AMK，ABK，IPM，OFLXの 7

薬剤についてMSSAと同様の濃度で検討した。96穴マイ

クロプレートに各種抗菌薬を含むミューラーヒントン培

地 100 µ Lを分注し希釈系列を作成した。

3．化学発光法による菌体内 ATPの測定

細菌を含むミューラーヒントン培地 50 µ Lをとり

HEPES buffer 50 µ L，ATP抽出液 50 µ Lを加え，5分後に

ルシフェリン・ルシフェラーゼ 50 µ Lを加え，ルミカウ

ンター 1000にて化学発光値（RLU）を測定した。

4．薬剤感受性試験

1） 化学発光法

12薬剤の希釈系列が作成された 96穴マイクロプレー

トに供試菌 5×104をイノキュレーター（長瀬産業）にて

接種し，4時間または 6時間培養後に各 wellより 50 µ L

菌液をとり，菌体内 ATP測定に用いた。

2） 日本化学療法学会標準法

化学発光法に使用したものと同じ 96穴マイクロプ

レートを使用し，供試菌 5×104をイノキュレーター（長

瀬産業）にて接種し，35℃にて 18～24時間培養し，肉眼

にて混濁，沈殿物を確認し，MICを決定した。
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ルシフェリン・ルシフェラーゼ試薬を用いた化学発光法は菌体内 ATPを短時間で測定できる。この化

学発光法を用いた薬剤感受性検査も短時間で測定可能である。臨床分離株 3菌種 45株（MSSA 15株，

MRSA 15株，Pseudomonas aeruginosa 15株）を用いて，各種薬剤中の細菌の増殖および薬剤感受性検

査を測定し，標準法との比較を行った。MSSAでは ampicillinのMICは化学発光法と標準法での一致率は

60％と低く，さらに ofloxacinでは 20％と低値であった。Ampicillinと ofloxacinを除く薬剤では高い一

致率を認めた。MRSAでは試験薬剤すべてにおいて高い一致率も認めた。P. aeruginosa では一致率が低

かった。抗菌薬の種類，細菌の種類により標準法と化学発光法の一致率に違いが認められた。抗菌薬と

菌種を選べば，化学発光法による薬剤感受性検査は短時間に結果が得られ，標準法と一致率が高く，標

準法の代用となりうる。標準法との乖離は認められる菌種，薬剤もあり，実際に臨床検査として臨床像

に一致する検査法であるかはこれからの研究を待たなければならない。標準法より臨床経過を反映する

検査法になる可能性もあり期待される。
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II． 結 果

1．細菌数と化学発光値の相関

MSSAをミューラーヒントン培地にて培養した菌液を

用いて 2倍の希釈系列を作成し，化学発光値を測定した

ところ，細菌数が 1�26×6.76×107以上で菌量と化学発光

値の間には相関（R2＝0.989）が認められた。同様に

MRSA，P. aeruginosa についても良好な相関を認めた。

2．化学発光値の経時的変化

MSSAを ABPC，AMK，VCMのそれぞれの濃度にて 4

時間と 6時間接触後の菌体内 ATP量を測定した（Fig.

1）。ABPCと AMKでは 4時間培養，6時間培養ともに濃

度依存的に菌の発育が抑制された。AMKの 6時間培養で

は 16 µ g�mLと 32 µ g�mLで菌の発育が抑制されてい

る。VCMでは 4時間培養と 6時間培養の両方で 1 µ g�mL

以上で抑制された。

3．薬剤濃度と 6時間培養後の菌体内 ATPの変化

それぞれの薬剤存在下における 6時間培養後の化学発

光値と薬剤濃度の関係を Figs. 2，3に示した。薬剤濃度

が上昇するにつれて化学発光値は減少し，MICに近い値

では低い値を示す。ABPC，PIPC，CEZ，CTMでは 2倍

の濃度（1管）の違いで，化学発光値としては約 20～40

RLUの違いであり濃度の上昇とともに徐々に低下する

が，ABK，AMK，VCM，OFLXはある濃度までは高値を

示し，それ以上の濃度で急激に低下する。

4．化学発光法と標準法によるMICの一致率

化学発光値が 30以下に低下した最小濃度を化学発光

法によるMICと定義し，得られたMICと標準法より得

ら れ たMICの 一 致 率 を Table 1（MSSA），Table 2

（MRSA）と Table 3（P. aeruginosa）に示した。化学発光

法によるMICが標準法によるMICより高くなる場合は

プラスとなり，低くなる場合はマイナスで示されている。

化学発光法と標準法によるMICを比較し，1管以内のず

れを完全一致とした。MSSAでは CTM，IPM，MINO，

ABK，CAM，VCMは一致率が 100％であり，AMKは

86.7％，PIPC，CEZ，CAZでは 73.3％，ABPCは 60.0％，

OFLXは 20.0％であった（Table 1）。CEZ，CAZ，AMK，

OFLXではプラスの菌株が多く，化学発光法によるMIC

が標準法より高く出ていることがわかる。

一方，MRSAについては PIPC，CTM，CAZ，ABK，

OFLX，CAM，VCMは 100％で あ り，ABPC，MINO，

AMKは 86.7％，CEZ，IPMは 73.3％であった（Table 2）。

APBC，IPM，MINOではマイナスの菌株が多く，化学発

光法によるMICが標準法より低く出ており，AMKでは

高く出ている。

MSSAとMRSAの一致率を比較すると，CTM，ABK，

CAM，VCMは 100％で一致しており，AMKでは 86.7％

で同一，CEZでは 73.3％で同一であった。PIPC，CAZ

は 73.3％ と 100％，OFLX は 20％ と 100％，ABPC は

60％と 86.7％，MINOは 100％と 86.7％，IPMは 100％

と 73.3％と感受性菌と耐性菌で乖離がみられた。全体で

はMSSAはのべ 180株中 145株（80.5％），MRSAはのべ

180株中 166株（92.2％）が一致した。

P. aeruginosa の一致率をみると，－1～＋1の完全一

致率は 54.3％であり S. aureus より低く，その中では

IPM，AMK，OFLX，の一致率が 73.3％と高かった。

MINOは一致率は 26.7％と低い値であった。PIPC，

Fig. 1. Time variations in bacterial ATP based on antimicrobial agent concentration.
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Fig. 2. Bacterial ATP cultivated after 6 hrs under function from antimicrobial agent.

Fig. 3. Bacterial ATP that was cultivated after taking 6 hrs under the function from antimi-
crobial agent.
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Table 1.　Distribution of differences in MICs of 12 antimicrobial agents for 15 Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus（MSSA）
determined by chemiluminescence ATP assay versus standard broth microdilution

－ 1 to＋ 1

No. of  isolates with MICa) difference ofAntimicrobial 
agents ＋ 5＋ 4＋ 3＋ 2＋ 10－ 1－ 2－ 3

60%  9000 4 0 7 220ampicillin
73.3% 11000 2 4 1 611piperacillin
73.3% 11000 4 4 5 200cefazolin
100% 15000 0 510 000cefotiam
73.3% 11000 4 8 3 000ceftazidime
100% 15000 0 015 000imipenem
100% 15000 0 015 000minocycline
86.7% 13002 0 7 2 400amikacin
100% 15000 0 6 5 400arbekacin
20%  3113 7 3 0 000ofloxacin

100% 15000 0 0 7 800clarithromycin
100% 15000 0 2 21100vancomycin

80.5%1451152139723731Total
0.60.62.811.721.74020.61.70.6（%）

a） Zero indicates the number of isolates for which MICs were identical:－ 1, ＋ 1, ect. Indicate ± log2 dilution differences.

Table 2.　Distribution of differences in MICs of 12 antimicrobial agents for 15 Methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus（MRSA）determined by chemiluminescence ATP assay versus standard broth 
microdilution

－ 1 to＋ 1

No. of  isolates with MICa）difference ofAntimicrobial 
agents ＋ 3＋ 2＋ 10－ 1－ 2－ 3

86.7% 1300 0 7 6 20ampicillin
100% 1500 012 3 00piperacillin
73.3% 1100 010 1 40cefazolin
100% 1500 0 9 6 00cefotiam
100% 1500 012 3 00ceftazidime
73.3% 1100 2 3 6 40imipenem
86.7% 1300 0 211 20minocycline
86.7% 1302 4 1 8 00amikacin
100% 1500 210 3 00arbekacin
100% 1500 4 8 3 00ofloxacin
100% 1500 015 0 00clarithromycin
100% 1500 0 510 00vancomycin

92.2%16602129460120Total
01.16.752.233.36.70（%）

a） Zero indicates the number of  isolates for which MICs were identical: － 1, ＋ 1, ect. Indicate± log2 dilution 
differences.

Table 3.　Distribution of differences in MICs of 7 antimicrobial agents for 15 Pseudomonas aeruginosa determined by 
chemiluminescence ATP assay versus standard broth microdilution

－ 1 to＋ 1

No. of  isolates with MICa）difference ofAntimicrobial 
agents ＋ 5＋ 4＋ 3＋ 2＋ 10－ 1－ 2－ 3－ 4

46.7% 7000 8 3 4 0 000piperacillin
26.7% 4442 1 2 2 0 000ceftazidime
73.3% 11110 2 0 5 6 000imipenem
26.7% 4000 0 0 2 2 542minocycline
73.3%11000 2 4 5 2 200amikacin

60% 9000 2 2 5 2 400arbekacin
73.3%11002 2 3 4 4 000ofloxacin

54.3%57554171427161142Total
4.84.83.816.213.325.715.210.53.81.9（%）

a） Zero indicates the number of isolates for which MICs were identical: － 1, ＋ 1, ect. Indicate± log2 dilution differences.
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CAZ，IPM，OFLXではプラスの菌株が多く，化学発光法

によるMICが標準法より高く出ているのに対して

MINOでは低く出ている。

III． 考 察

菌体内には ATPが存在し，生菌数と ATP量が相関す

るといわれている。それを利用し，バイオフィルム内の

細菌数の測定6）や抗菌薬の postantibiotic effectの測定7）

に利用できるとの報告がある。また，ATP-biolumine-

scence法を用いた結核菌8,9）やマイコバクテリウム10）の薬

剤感受性検査が報告されている。一般細菌に対する薬剤

感受性検査も行われ報告されている11～14）。本研究におい

ても Fig. 1に示されるように，抗菌薬の存在下における

細菌数の増加を反映して ATP量の増加が認められた。化

学発光法では抗菌薬の存在下での菌数の測定が可能とな

り，その測定に要する時間も短時間であり抗菌薬の効果

判定に有力な方法であると考えられた。6時間という短

時間においても濃度低下とともに菌数の増加が認められ

た。β ―ラクタム系薬である ABPC，PIPC，CEZ，CTM，

CAZ，IPMは濃度低下とともに徐々に増加している。こ

れに対して AMK，ABK，OFLX，VCMはある濃度以下

になると急激に菌数が増加することがわかる（Figs. 2，

3）。MICの測定の標準法がある時間で肉眼的に判断して

いるのに対して，化学発光法は微量の菌数を測定し，数

値化しているので，6時間以上経過した後に増加するも

のについては標準法と乖離してしまう。

一致率の低い菌種でも接種菌量を増加させることで従

来の方法との一致率が上昇したとの報告もある14）。ま

た，メナジオン添加により一致率が上昇したとの報告も

ある13）。しかし，標準法と化学発光法は検査の意味する

ところが違うので，MIC測定との一致率ばかりにこだわ

る必要がなく，MIC測定の標準法は 18～24時間の時点

での肉眼的に観察できる細菌の増殖であり，化学発光法

は 6時間での ATP測定による細菌の増殖である。プラス

の菌株は化学発光法での菌株の発育はみられるが，標準

法で検出できるまで菌株は増殖しない株であり，最初は

ある菌量までは増殖したが，その後に増殖の速度が低下

した可能性がある。逆にマイナスの菌株は 6時間では発

育が化学発光法で検出されるまで達しないが，18～24

時間では菌株が増殖するものであるといえる。抗菌薬存

在下での菌株の発育速度やどこまで発育するかによると

思われる。それゆえ，菌種によっては 2つの方法で測定

したMICは一致しないのは当然であると思われる。菌種

や薬剤により標準法との一致率には乖離を認めること

は，今までにも報告されている11～14）。腸球菌属に対する

CEZのMICの一致率が 35％，プロテウス属，Acinetobac-

ter baumannii でのMICの一致率が 59％，46％と低い

との報告もある13）。フィラメント化した菌体が死滅する

までに時間が掛かることが，一致率の低い原因であると

いう報告もある11,13）。ブドウ球菌では CAMの一致率が

70％，LVFXの一致率が 83.3％と他の薬剤より一致率が

低いとの報告12）があるが，われわれの結果ではMSSA，

MRSAともに CAMの一致率は 100％であり，MSSAの

OFLXの一致率は 20％と低かった。同じブドウ球菌であ

るMSSAとMRSAにおいても，一致率の近い薬剤と大き

く異なった薬剤があり乖離していた。ABKや VCMを除

いて，薬剤の耐性が増すに従って 2つの方法によるMIC

はよく一致しているように思われる。このことは高度耐

性菌の方が薬剤含有培地において安定した菌の発育をし

ており，6時間後と 18～24時間後の一致率が高い可能性

がある。 2つの方法によるMICの一致率の報告は薬剤，

菌種により差異があることは確かである。また，標準法

による薬剤感受性検査が抗菌薬の臨床効果として必ずし

も反映されない場合もある。この短時間の菌量増加を測

定できる化学発光法によるMICのほうが臨床効果と相

関する可能性も考えられる。

化学発光法による薬剤感受性検査は短時間に結果が出

る。抗菌薬と菌種を選べば，化学発光法による薬剤感受

性検査は短時間に結果が得られ，標準法と一致率が高く，

標準法の代用となりうる。標準法との乖離は認められる

菌種，薬剤もあり，実際に臨床検査として臨床像に一致

する検査法であるかはこれからの研究を待たなければな

らない。標準法より臨床経過を反映する検査法になる可

能性もあり期待される。
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Antimicrobial susceptibility testing by chemiluminescence ATP assay

Masaki Yoshida1,2）, Kohya Shiba1,2）and Tatsuo Hosoya1）

1）Department of Internal Medicine and 2）Division of Infection Control

Jikei University School of Medicine, 3―25―8 Nishi-Shinbashi, Minato-ku, Tokyo, Japan

Antimicrobial susceptibility testing by chemiluminescence ATP assay is a new method for determining of
minimum inhibitory concentrations（MICs）by the broth microdilution method. In this method bacterial ATP is
measured by the luciferin-luciferase reaction. We tested 30 Staphylococcus aureus strains consisting of 15
methicillin-sensitive S. aureus（MSSA）strains, and 15 methicillin-resistant S. aureus（MRSA）strains for suscep-
tibility to 12 antimicrobial agents and 15 Pseudomonas aeruginosa strains for susceptibility to 7 antimicrobial
agents and compared the results to those obtained by the standard broth microdilution method. chemilumine-
scence ATP assays were performed after incubating inoculated microdilution trays for 6 hr at 35℃.

In the result of the testing for MSSA, the rate of agreement between the results of the tests for ampicillin was
only 60.0％. In addition to the result, the rate of agreement for ofloxacin was only 20.0％. The rates of agree-
ment for MICs by the chemiluminescence ATP assay and standard broth microdilution method for MSSA was
high for all antimicrobial agents except ampicillin and ofloxacin. The rate of agreement for MICs by the same
two methods for MRSA was also high. On the other hand, the rate of agreement for MICs by the two methods
for P. aeruginosa was low. The MIC determination method by the chemiluminescence ATP assay was more
rapidly than the standard broth microdilution method. The chemiluminescence ATP assay may be the most sen-
sitive testing when we choose the combination a sort of bacteria and antimicrobial agent.
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