
は じ め に

　近年, 深在性真菌症発症率の上昇, 新規抗真菌薬の相

次ぐ臨床導入, 抗真菌薬耐性または低感受性真菌の出現

などの状況を背景に, 再現性および利便性が高く, しか

も臨床的に意味のある結果を与えるような抗真菌薬感受

性試験を実施するための試験法の標準化の必要性がます

ます増大している. その必要性がとくに高いのは, 

Candida spp. をはじめとする病原性酵母菌種のアゾール

系薬感受性を測定するための試験法である. それには次

の理由があげられる. （ i ） 主要な深在性真菌症の起因菌

の大半は Candida spp. を中心とする酵母菌種である （例

外は Aspergillus spp. にほぼ限られる）, （ ii ） Aspergillus 

spp. などの糸状菌にくらべて酵母菌種の患者由来臨床

検体からの分離率のほうが圧倒的に高い, （iii） 酵母起

因性深在性真菌症の治療に現在最も広く使用されている

抗真菌薬は最近ようやく臨床導入されたキャンディン系

薬を除けばアゾール薬, とくに fluconazole （FLCZ） お

よび itraconazole （ITCZ） である, （iv） アゾール系薬耐

性 C. albicans が 1990 年以降 HIV 感染者から高頻度に分

離される 1, 2）, （ v ） Candida glabrata, Candida krusei など

の一部の Candida spp. の臨床分離株中にアゾール系薬

耐性株または低感受性株が高頻度にみられる 3－5）, （vi） 

アゾール系薬感受性測定の結果は試験条件によって大き

く影響される 6－8）. 

　アゾール系薬を含む主要な抗真菌薬を試験対象薬とす

る酵母の感受性試験法の標準化を目指す検討は, 1980 年

代以降米国をはじめわが国を含む多くの国々で行われて

きた. その結果, 米国 National Committee for Clinical 

Laboratory Standards （NCCLS） （現 Clinical Laboratory 

Standards Institute; CLSI） が長年検討を重ね, M27-P

（1992 年） 9） に始まり, M27-T （1995 年）10）, M27-A （1997

年）11） を経て 2002 年に発表された最新版の M27-A2 12） 

のガイドラインに基づく試験法が現在米国そのほか多く

の国で標準法として汎用されている. 

　一方, わが国においては 1995 年に日本医真菌学会法

が同学会より提案され 13）, その後改訂されることなく現

在に至っている. その結果, 国内では NCCLS M27-A2 法

（以下 M27-A2 法と略） と日本医真菌学会法 （以下 JSMM

原　　著

Candida 属菌種のアゾール系薬感受性試験における現行の
日本医真菌学会法, およびその改変法と NCCLS M27-A2 法

との相関性に関する検討

内　田　勝　久　　西　山　彌　生　　山　口　英　世

帝京大学医真菌研究センター

〔受付 2 月 13 日, 2006 年.  受理 3 月 23 日, 2006 年〕

要　　　旨

　酵母のアゾール系薬感受性測定に関して, 現行の日本医真菌学会法 （JSMM 現行法) の有用性を検討するために, 

本法によって得られる成績が NCCLS M27-A2 ミクロ法 （M27-A2 法） の成績とどの程度一致するかを最近収集された 

Candida spp. 臨床分離株 946 株を用いて比較検討した. C. albicans および C. tropicalis に対する fluconazole （FLCZ） 

の MIC は, それぞれ 25.3 および 72.5％の菌株で一致せず, この傾向はトレーリング発育株でとくに顕著であった. 

JSMM 法の終末判定基準を現行の IC 80 から IC 50 へ変更した JSMM 改変法を用いて M27-A2 法と比較した結果, 両菌

種の不一致率はそれぞれ 11.2 および 30.8％と大幅に減少した. さらに NCCLS M27-A ガイドラインに提示されてい

る MIC ブレークポイントの基準を適用して FLCZ と itraconazole に対する 「耐性」 株の頻度を比較したところ, すべ

ての主要 Candida 属菌種において JSMM 改変法のほうが現行法よりも M27-A2 法とよく一致した. 以上の成績から, 

JSMM 現行法によるアゾール系薬感受性測定は Candida spp. のトレーリング発育株など少なからぬ菌株について

誤った成績を与えること, またこの問題の改善には終末点判定基準の改変が有用であることが示された. 

　Key words: 抗真菌薬感受性試験法 （antifungal susceptibility testing）, 日本医真菌学会法 （the Japanese Society for 

Medical Mycology method）, NCCLS M27-A2 法 （NCCLS M27-A2 method）, Candida 属菌種 （Candida 

spp.）, アゾール系抗真菌薬 （azole antifungals）, トレーリング発育株 （trailing growth isolates）

別刷請求先：内田　勝久

〒192-0395 東京都八王子市大塚 359
 帝京大学医真菌研究センター

Jpn. J. Med. Mycol.
Vol. 47, 209－217, 2006
ISSN 0916－4804



現行法と略） がいずれも酵母の標準的な感受性試験法と

して使用されるという状況にある. この現状を考えるな

らば, M27-A2 法と JSMM 現行法との間で得られる試験

結果すなわち MIC 値にどのような対応関係がみられる

のかを明らかにしておくことが, 抗真菌薬感受性の判定

や解釈をめぐる混乱を避けるためにはきわめて重要とい

わなければならない. それにもかかわらず, 新鮮臨床分

離株に関して両法の結果について直接に比較検討した成

績は見当たらず, 乖離を生じている可能性を懸念する声

も少なくない. 

　本研究においては, 最近国内で分離された Candida 

spp. 臨床分離株を用い, M27-A2 法と JSMM 現行法によ

る FLCZ および ITCZ 感受性についての試験結果を比較

解析した. その結果, 両試験法間にみられる MIC 不一致

の最も大きな原因が終末点 （MIC） 判定基準にあると判

明したことから, JSMM 現行法に M27-A2 法の終末点判

定基準を導入した新たな試験法 （仮称, JSMM 改変法, 

以下 JSMM 改変法） を組み立て, この改変法と M27-A2

法との比較検討も併せて行い, 両者間の乖離を最少化す

る可能性を探った. 

材料と方法

 1 .  対象菌株

　Japan  Antifungal  Surveillance  Program  第 1 次調査

（2001～2002 年度） 報告 14） および同第 2 次調査 （2003

年度） 報告 15） に記載されたすべての Candida 属菌種分

離株を解析または試験の対象とした. 

　総数 946 株の分離株のうちの最多菌種は C. albicans

（542 株） であり, 全体の 57.3％を占めた. 次いで C. 

glabrata （223 株 ； 23.6％）, C. tropicalis （91 株 ； 9.6％）, 

C. parapsilosis （47 株 ； 5.0％） の順に多かった. そのほ

かの Candida spp. の菌株としては C. krusei （15 株）, C. 

guilliermondii （11 株）, C. lusitaniae （10 株）, C. dubliniensis 

（ 3 株）, C. kefyr （ 2 株）, C. rugosa （ 1 株） および C. inconspicua 

（ 1 株） が比較的少数含まれていた. 

 2 .  対象薬剤

　NCCLS M27-A ガイドラインにおいて感受性カテゴ

リーを解釈するための MIC ブレークポイントが提示さ

れているアゾール系薬として, FLCZ および ITCZ の 2 

薬剤を対象薬剤として用いた. 

 3 .  感受性試験法

　感受性測定に用いられた 3 つの試験法, JSMM 法 （現

行法および改変法） ならびに NCCLS M27-A2 法 （M27-

A2 法） の概略を以下に記す. 

a） JSMM 現行法 13） ： 本法は, L-glutamine を添加した

RPMI1640 培 地 （Sigma-Aldrich Co.） に 0.165 M MOPS 

（4-morpholinepropanesulfonic acid; Sigma-Aldrich Co.） 

を加え, NaOH にて pH 7.0 に調整した後, 濾過滅菌して

調製した培地を用いたミクロ法である. 被験菌株の新鮮

培養菌液 1 ～ 5 ×103 細胞/ml を, 所定の段階濃度の被

験薬剤を含むウエルに接種した. 35 C゚ で培養を行い, 24

時間ごとに濁度を測定し, 発育対照の O.D. が 0.2 に達し

た時点の IC 80 値を終末点 （MIC） とした. JSMM 法に

よって得られる品質管理基準株 （QC 株） の測定結果

は, NCCLS M27-A ミクロ法およびマクロ法のそれとほ

ぼ対応することが確認されている 16, 17）. 

b） JSMM 改変法 ： 上記の JSMM 現行法のフォーマット

のなかで, 次の 2 点を改変した. 

�培養時間 ： 24 時間を原則とするが, 発育対照の濁度が

0.2 に達しない場合, または後述のアゾール系薬感受性

カテゴリーが 「用量依存的感性 （susceptible-dose 

dependent; S-DD）」 に該当した場合には, 48 時間に延

長する. 

�終末点の判定基準 ： アゾール系薬については 50％発

育阻止濃度 （IC 50） とする. 

c） NCCLS 法 ： 上述の JSMM 現行法と同じ培地および

接種菌量を用いた. Candida 属菌株については, 35 C゚, 48

時間培養時の Score 2 （IC 50 相当） 値を終末点 （MIC）

とした. ただしトレーリング発育 （trailing growth） 株

については, 24 時間培養時の Score 2 値を終末点 

（MIC） とした. 

d） JSMM 現行法および NCCLS 法による測定の際に用い

た QC 株 ： 感受性の測定ごとに, JSMM 現行法において

は C. albicans ATCC 90028 および C. glabrata ATCC 90030

を, NCCLS 法においては C. parapsilosis ATCC 22019 お

よび C. krusei ATCC 6258 のそれぞれを QC 株とし, MIC

測定値が許容域にあることを確認した. 

 4 .  アゾール系薬感受性のカテゴリー化と MIC ブレー

クポイント

　NCCLS M27-A ガイドライン 11） に従って, NCCLS 法に

よって測定された FLCZ の MIC については≦8, 16～32, 

および≧64μg/ml を, また ITCZ については≦0.125, 

0.25～0.5 お よ び ≧1.0 μg/ml を, そ れ ぞ れ 「感 性 

（susceptible; S）」, 「用量依存的感性」, および 「耐性

（resistant; R）」 とみなした. JSMM 現行法および改変法

においては, このような感受性カテゴリー化のための

MIC ブレークポイントは提示されていないが, NCCLS

法のそれを準用することとした. 

 5 .  トレーリング発育株の識別

　アゾール系薬の広い濃度範囲にわたって部分的な発育

阻止を受け, 24 時間培養後の判定では 「感性」 のカテゴ

リーに入る MIC にとどまっているものの, 48 時間培養

後には 「耐性」 のカテゴリーに属する MIC に上昇する

ような菌株はトレーリング発育株とよばれる. NCCLS 

M27-A2 ガイドライン 12） ではトレーリング発育株に対す

る終末点 （MIC） 判定基準が明確には規定されていない

が, 本報告においては, このガイドラインに付記されて

いるコメントを参考にして, 24 時間培養後の Score 2 値

をとることとした. 
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結　　　果

 I .  JSMM 現行法と M27-A2 法による C. albicans 臨床分

離株の FLCZ 感受性測定値の比較

　Fig. 1 に, JSMM 現行法および M27-A2 法を用いて測

定した C. albicans 臨床分離株 542 株に対する FLCZ の

MIC の分布と両法の結果の対比関係を示す. 542 株中

405 株 （74.7％） に関しては, 両法での MIC の差が前後
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Fig. 1. Comparison between the currently used JSMM method and the NCCLS M27-A2 method in the results of 
determination of fluconazole MIC against 542 C. albicans isolates as represented by the number of isolates with the 
indicated MIC.

a: Breakpoints for fluconazole resistant.
b: Breakpoints for fluconazole susceptible-dose dependent.
c: Number of trailing growth isolates are shown in parenthesis.

Fig. 2.  Comparison between the currently used JSMM method and the NCCLS M27-A2 method in the results of 
determination of fluconazole MIC against 91 C. tropicalis isolates as represented by the number of isolates with the 
indicated MIC.

a: Breakpoints for fluconazole resistant.
b: Breakpoints for fluconazole susceptible-dose dependent.
c: Number of trailing growth isolates are shown in parenthesis.

���� ���� ���� �� � �� � � � � �� � � � � � �� � � � � � � �������� � � �� �� � � � ���� �������� � � ��� ����� �� �� � � ���� �������� � �� �� �� ���� � � � � ������ � � � � ������ ���� ���� ��� � � � � �� �� �������������������������������������� �������������������������������
�����������������

�������

���� ���� � � ���� � �� � � � � ������ � � � � � � �� � � � � � ����� � � ���� ������� � ���� ���� ���� ���� � ���������� ���� ���� ���� �������� � ��������� ��������� ���� ���� ��� � � � � �� �� �������������������������������������� �������������������������������
�����������������

�������



1 ウエル （± 2 倍） の範囲内に留まり, 実際上, 一致す

る成績が得られたので一致株とみなした. しかし残りの

137 株 （25.3％） はこの範囲を超える差異を示す不一致

株であり, 大多数の菌株 （127 株 ； 92.7％） に対しては

M27-A2 法にくらべて JSMM 現行法のほうが高い MIC 

を与えた. NCCLS M27-A ガイドラインに提示されたブ

レークポイント基準を M27-A2 法で得られた MIC とな

らんで, JSMM 現行法での値にも適用した場合には, 

M27-A2 法では 「感性」 と解釈された不一致株 136 株

は, JSMM 現行では 「感性」 119 株 （87.5％）, 「用量依存

的感性」 11 株 （8.1％）, および 「耐性」 6 株 （4.4％） に

分かれた. また M27-A2 法による 「感性」 株の不一致率 

（537 株中 136 株 ； 25.3％） に対して, 同法 「用量依存的

感性」 株および 「耐性」 株のうち不一致例はそれぞれ 2

株中 1 株 （50％） および 3 株中 0 株 （0％） であり, 不

一致の 1 株は JMSS 現行法では 「耐性」 と解釈された. 

　全試験菌株 542 株中には M27-A2 法でトレーリング発

育株と判定されたものが 8 株 （1.5％） 含まれており, 1

株のみは JSMM 法と一致する MIC を示したが, 残りの 

7 株については不一致であった （Fig. 1）. この 7 株のう

ち, JSMM 現行法で 「感性」 と解釈される菌株は 1 株に

とどまり, 2 株は 「用量依存的感性」, 4 株は 「耐性」 と

いう感受性カテゴリーの著しい乖離がみとめられた. 

 II .  JSMM 現行法と M27-A2 法による C. tropicalis 臨床

分離株の FLCZ 感受性測定値の比較

　C. tropicalis 臨床分離株 91 株について, JSMM 現行法

と M27-A2 法による FLCZ の MIC 測定値の対比を行っ

た. その結果を Fig. 2 に示す. 両法が前後 1 ウエル 

（± 2 倍） 以内の一致した MIC を与えた菌株数は 25 株 

（27.5％） にとどまり, 残りの 66 株 （72.5％） は MIC に

± 4 倍以上の差がある不一致株であった. このうち 

M27-A2 法 で の MIC が よ り 高 か っ た 菌 株 は 17 株

（25.8％）, また JSMM 現行法でのそれは 49 株 （74.2％） 

となり, 後者のタイプの菌株が多数を占めた. しかし

M27-A2 法で 「用量依存的感性」 と解釈された 8 株につ

いてみると, 不一致の 6 株のうち JSMM 現行法では 5 株

までが 「感性」, 1 株が逆に 「耐性」 と解釈され, 感受性

カテゴリーを超えるような極点な不一致を示す菌株が多

いのみならず, 全体的には JSMM 現行法のほうが低い

MIC を与える傾向も認められた. 

　C. tropicalis 株の最も目立った特徴は, トレーリング発

育株の割合が高いことであり, 91 株中 37 株 （40.7％） 

を占めた. 予想されたように, すべてのトレーリング発

育株について, JSMM 現行法では M27-A2 法に比べて得

られる MIC が多少とも高値にシフトした結果, その大

半が不一致株となり （37 株中 33 株 ； 89.2％）, しかも 

「耐性」 に該当する ≧64 μg/ml の MIC をもつ菌株が 

26 株と全体の 1/4 以上にも達した. 

III.  JSMM 改変法と M27-A2 法による C. albicans および

C. tropicalis 臨床分離株の FLCZ 感受性測定値の比較

　JSMM 現行法と M27-A2 法の基本的な測定条件の違い

は, すでに述べたように培養時間および終末点 （MIC） 

判定基準にある. JSMM 現行法を用いて測定した FLCZ

の C. albicans に対する MIC と NCCLS 法での値がト
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Fig. 3.  Comparison between the modified JSMM method and the NCCLS M27-A2 method in the results of determination of 
fluconazole MIC against 542 C. albicans isolates as represented by the number of isolates with the indicated MIC.

a: Breakpoints for fluconazole resistant.
b: Breakpoints for fluconazole susceptible-dose dependent.
c: Number of trailing growth isolates are shown in parenthesis
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レーリング発育株をはじめ多数の菌株において一致しな

いこと, またこれらの不一致株の多数については JSMM

現行法の MIC のほうが高いことが認められた （Fig. 

1）. したがって両法の測定結果が乖離する主たる原因

は, 終末点判定基準が M27-A2 法の IC 50 にくらべて

JSMM 現行法では IC 80 とより厳しく設定されているこ

とにあると推測される. この推論を検証するために, 

JSMM 現行法の終末点判定基準を M27-A2 法のそれに合

わせた新たな感受性試験法すなわち JSMM 改変法を設

定し, これを用いて JSMM 現行法におけるのと同一の試

験菌株を対象に FLCZ 感受性測定を行った. 

　Fig. 3 には, C. albicans 菌株に対する MIC 測定結果を

示す. 両法の MIC が一致した試験菌株数は 542 株中 481

株 （88.8％） と高かったのみならず, 感受性カテゴリー

を超える乖離を示した菌株は 1 株もなく, トレーリング

発育株 8 株すべての MIC が一致した. 一方, 61 株 （全

体の 11.3％） を数えた不一致株のなかでは, JSMM 改変

法でより低い MIC が得られた菌株が 8 株 （13.1％） で

あったのに対して, M27-A2 法がより高い MIC を与えた

菌株は 53 株 （86.9％） にのぼった. 

　同様に C. tropicalis 菌株 91 株を対象として行った試験

結果を Fig. 4 に示す. 一致株数は 62 株 （68.1％） と

JSMM 現行法よりも 2 倍以上増加し, トレーリング発育

株 37 株に対する JSMM 改変法と NCCLS 法の MIC はい

ずれも一致したことから, 両法の高い相関性が示唆され

る. 一方, 不一致株 29 株に対する MIC は, 1 株を除いて

すべて M27-A2 法の値のほうが高く, JSMM 法で 「感

性」, M27-A2 法では 「用量依存的感性」 と解釈される菌

株も 6 株含まれていた. 

　以上の成績から, JSMM 改変法を用いた場合には, 

JSMM 現行法にくらべてトレーリング発育株を含むより

多くの C. albicans および C. tropicalis 菌株について M27-

A2 法と一致する MIC が得られることが示された. また

MIC 不一致株に関しては, JSMM 改変法は同現行法とは

反対に, M27-A2 法よりも低い MIC を与えることが認め

られた. 

IV.  JSMM 現行法, JSMM 改変法, および M27-A2 法に

よる Candida 属主要 7 菌種の臨床分離株の FLCZ ならび

に ITCZ 感受性測定値の比較

　これまで述べてきた JSMM 現行法と M27-A2 法の間, 

および JSMM 改変法と M27-A2 との間で比較した C. 

albicans および C. tropicalis 試験菌株に対する FLCZ の

MIC についての成績に加えて, それ以外の Candida 

spp. 5 菌種の臨床分離株を被験菌として FLCZ ならびに

ITCZ の MIC について上記 3 試験法を用いて測定した成

績を Table 1 にまとめて示す. この表においては, 両薬

剤に対する各菌種被験菌株の感受性を 3 試験法の各々

で測定した場合の 「耐性」 株の頻度を指標として比較表

示した. 

　M27-A2 法とのアゾール系薬 MIC の一致度を 「耐性」 

株頻度を指標として比較すると, FLCZ については

Candida spp. 主要 5 菌種すべてにおいて, また ITCZ に

ついては C. glabrata 以外の主要菌種において JSMM 改

変法のほうが同現行法よりも近似する値を示した. 

　なお C. krusei においては, 終末点の判定基準を IC 50 

或いは IC 80 のいずれにしても MIC に大きな違いがな

かったこと, 培養時間に依存して MIC が上昇したこと, 
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Fig. 4.   Comparison between the modified JSMM method and the NCCLS M27-A2 method in the results of determination of 
fluconazole MIC against 91 C. tropicalis isolates as represented by the number of isolates with the indicated MIC.

a: Breakpoints for fluconazole resistant.
b: Breakpoints for fluconazole susceptible-dose dependent.
c: Number of trailing growth isolates are shown in parenthesis.
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トレーリング発育株が認められなかったことなどが原因

となって, JSMM 改変法のほうが同現行法より 「耐性」 

株頻度が上昇し NCCLS 法とよく一致した. 

　以上の成績から, M27-A2 法で測定された感受性試験

結果との一致度は, FLCZ のみならず ITCZ についても, 

また C. albicans や C. tropicalis のみならずその他の主要

な Candida spp. においても JSMM 改変法のほうが同現

行法よりも高いことが示唆された. 

考　　　察

　JSMM 現行法は, もともと NCCLS M27-P ガイドライ

ンの発表直後に, その操作性を簡便化することと, わが

国で上市されている抗真菌薬に限ってそのすべてを試験

対象薬とすることを目的に, M27-P 法を改変してつくら

れた酵母の抗真菌薬感受性試験法である. M27-P 法と

JSMM 現行法をくらべた場合の大きな違いは, �試験

フォーマット, �培養時間, および�終末点 （MIC） 判

定基準, の 3 点にあり, M27-P 法においては�マクロ

法, �48 時間培養, および�目視判定, と規定されてい

る. これに対して, JSMM 現行法においては, それぞれ�

ミクロ法, �大多数の菌株については 24 時間および�

目視または分光光学的判定, という条件に変更されてお

り, 利便性の点では本法のほうが明らかに優れている. 

　この JSMM 現行法については, 1995 年に日本医真菌

学会より提案されて以来, 現在までまったく改訂されて

いないのに対して, NCCLS 法のほうは M27-P 法 （1992

年） 以降, たびたび改訂が重ねられ, M27-T 法 （1995

年）, M27-A 法 （1997 年） を順次経た後に, 現在の M27-

A2 法 （2002 年） に至っている. この間になされた大き

な改変として第 1 にあげられるのは, M27-T 法からはそ

れまでのマクロ法にミクロ法が新たに加えられた結果, 

ミクロ法が主流になったことと, ミクロ法の終末点判定

基準がマクロ法の IC 80 とは別に IC 50 と定められたこと

である 10－12）. 第 2 は, M27-A 法が発表された後にその存

在が見出された Candida spp. のトレーリング発育株に

対応するために, M27-A 法から M27-A2 法への改変がな

されたことである 11, 12）. これはトレーリング発育株が

in vivo では FLCZ 治療に反応するにもかかわらず, M27-

A 法では 「耐性」 と判定されるという in vitro／in vivo

活性の乖離が生じたことに基づいている 18, 19）. その結

果, NCCLS M27-A2 法はトレーリング発育株を含むす

べての酵母の感受性試験に適用可能な試験法として今や

世界的に広く受け入れられている. 

　一方, わが国では NCCLS 法とならんで, JSMM 現行

法が依然として酵母の標準的な感受性試験法として扱わ

れている. これらの 2 つの試験法が標準法として並立し

ている現状を考えるならば, 両者の試験結果がどの程度

良好に対応するのか, またはしないのかを明らかにして

おく必要があることは論をまたないところである. そこ

で最近われわれの研究グループが収集した Candida spp.

臨床分離株を被験菌としてアゾール系薬とくに FLCZ に

対する感受性について両法による比較測定を行った結

果, MIC が一致しない菌株が占める割合は, C. albicans

で 25.3％, C. tropicalis に至っては 72.5％にも達した. し

かもこれらの不一致株の多くについては, M27-A2 法に

くらべて JSMM 現行法での MIC が高いほうにずれてい

ること, またこのずれはトレーリング発育株でとくに顕

著であり, 本来 「感性」 と判定されるべきトレーリング

発育株の大半が NCCLS M27-A ガイドラインに提示され

ている MIC ブレークポイントに従えば 「耐性」 と解釈

されることが知られた. この問題はかねてより指摘され

ていたところであり 20）, それが事実であることは本研究

であらためて確認された. C. tropicalis 菌株でとくに著し

い MIC 並びに感受性カテゴリーの乖離がみられた理由

は, トレーリング発育株が高い割合を占めていたことに

よって説明される. トレーリング発育株が FLCZ 治療に
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Table 1.  Comparison of in vitro susceptibilities of Candida spp. to fluconazole and itraconazole determined by the currently used JSMM
       method, the modified JSMM method and the NCCLS M27-A2 method

    　　　　　% of isolates determined resistant a by : 
 Candida species （no. of isolates） Antifungal agent
   Current JSMM Modified JSMM NCCLS M27-A2 

 　　C. albicans （542） 　 Fluconazole 　　　1.9 　　　 0.6 　　　 0.6
  　 Itraconazole 　　　3.1 　　　 0.6 　　　 0.6

 　　C. tropicalis （91） 　 Fluconazole 　　 36.3 　　　 1.1 　　　 1.1
  　 Itraconazole 　　 42.9 　　　 3.3 　　　 3.3

 　　C. glabrata （223） 　 Fluconazole 　　　3.6 　　　 3.1 　　　 3.1
  　 Itraconazole 　　　4.9 　　　 4.5 　　　 5.8

 　　C. parapsilosis （47） 　 Fluconazole 　　　4.3 　　　 0 　　　 0
  　 Itraconazole 　　　4.3 　　　 0 　　　 0

 　　C. krusei （15） 　 Fluconazole 　　　6.7 　　　33.3 　　　33.3
  　 Itraconazole 　　　0 　　　 6.7 　　　 6.7

 　　C. guilliermondii （11） 　 Fluconazole 　　　0 　　　 0 　　　 0
  　 Itraconazole 　　　0 　　　 0 　　　 0

 　　C. lusitaniae （10） 　 Fluconazole 　　 10 　　　10 　　　10
  　 Itraconazole 　　　0 　　　 0 　　　 0

 　a Percent resistant according to the NCCLS interpretive breakpoints criteria.



良好に応答する感性株に属することは, 動物モデルを用

いた幾つもの in vivo 試験によって確認されている 18－20）. 

したがって, トレーリング発育株の大半を 「耐性」 と誤

判定する JSMM 現行法は感受性試験法としては最早不

適格であるといわざるを得ない. NCCLS M27-A2 法に

おいては, 終末点判定の時点を培養 48 時間後から 24 時

間後にくり上げることによって, トレーリング発育株に

対する誤判定の問題が克服された. 一方, JSMM 現行法

においては, 発育速度が著しく遅い少数の菌株を除けば

培養24時間後に終末点判定がなされることから, この点

についてはもともと問題はほとんどないはずである. し

たがって, 誤判定の最大の原因は終末点判定基準が

NCCLS M27-A2 法の IC 50 に対して JSMM 現行法では 

IC 80 とより厳しく設定されていることにあると考える

ほかない. 

　そこで JSMM 現行法における終末点判定基準を IC 80

から IC 50 に変更した JSMM 改変法を用いて再試験を

行った結果, 予想通り, すべてのトレーリング発育株に

ついて MIC は NCCLS M27-A2 法のそれと一致した. 一

方, トレーリング発育を示さない通常の菌株について

は, JSMM 改変法での MIC のほうが低値を示す不一致株

が一部認められ, これも予想されたところであり, 本法

では終末点判定の時点を一律に培養 24 時間後としたこ

とによるものと考えられる. しかしこの JSMM 改変法

は, 試験対象 Candida 属菌種としては C. albicans や C. 

tropicalis のみならず, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei

など他の主要菌種についても, また試験対象薬剤として

は FLCZ のほか ITCZ についても, NCCLS M27-A2 法と

は良好な MIC の対応関係を示した. これらの成績は, 

JSMM ガイドラインに従って, またはそれに準拠した感

受性測定キットを使用して Candida spp. のアゾール系

薬感受性の測定を行う場合には, 終末点判定基準を現行

の IC 80 から IC 50 へ変更する必要があることを強く示唆

している. 

　NCCLS M27-A2 法は, Candida spp. を中心とする酵

母の抗真菌薬感受性試験を行うには, 現在のところ最も

信頼性の高い標準的な試験法とみなされている. 本法に

ついて欠点をあげるとすれば, Candida spp. のアゾール

系薬感受性の測定に際しては少なくともトレーリング

発育株を比較的高い割合で含む主要菌種, とくに C. 

albicans や C. tropicalis, に関しては培養 48 時間後の終末

点判定に加えて 24 時間後にも判定を行う必要があると

いう試験時間の長さつまり迅速性に欠ける点と 2 度の

判定を必要とするという煩雑さである. これに対して, 

JSMM 現行法は現在, 国内の一部の施設や研究者が使用

するにとどまっているものの, すべての Candida spp. 

菌株について培養 24 時間後の 1 時点での判定で済むこ

と, また判定の自動化が可能であるという利点をもって

いる. こうした利点を生かしながら, 終末点判定基準の

変更などを通して M27-A2 法との読みかえ可能な改訂を

早急に行うことが望まれる. 

　これと同様の動きは, すでに欧米においてもみられ

る. EU 諸国の専門家が参加して構成された The 

Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee of the 

European Committee on Antibiotic Susceptibility 

Testing （AFST-EUCAST） は, 2002 年に独自の抗真菌薬

感受性試験法 （EUCAST 法） を提案した 21）. この方法

は, 終末点判定の自動化ならびに培養 24 時間判定を目

標に, 試験培地へのグルコース添加および接種菌量の増

加という M27-A2 法の改変がなされていることを特徴と

する 22, 23）. EUCAST 法は M27-A2 法と高い一致率を示

す試験結果を与えるとされ 24）, 感受性サーベイランスな

どにすでに利用されている 25, 26）. さらに M27-A2 法を中

心とする NCCLS 法自体に関しても, 通常菌株について

の培養 24 時間後の終末点判定を支持する意見が NCCLS

内部の委員から出されているという 27）. 

　このような情勢を眺めてみると, NCCLS 法を含めて

終末点判定の実施時点を培養 24 時間後に設定すること

は今や世界的な動向と見なすことができよう. JSMM 法

に関しても, この動向に沿って改変を加えてゆく必要が

あることは論をまたないところである. 抗真菌薬感受性

実施の必要性に対しては依然として否定的意見も少なく

ない 28）. しかし少なくともアゾール系薬については, 

Takakura et al. 29） の報告にみられるように, 耐性と臨床

効果の間に明らかな関係がみられることから, 感受性試

験の臨床的役割は大きいというべきであろう. JSMM 法

のアゾール系薬に関する当面の課題は, 新規薬とくに

voriconazole を対象薬に加えた改訂法の策定およびその

方法で得られた MIC の臨床的意義の解釈すなわち当該

被験菌株の感受性カテゴリーの推定に役立つ MIC ブ

レークポイント基準の明確化にあり, この面での早急な

対応が望まれる. 
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Studies on the Correlation of the Method Currently Used by the Japanese Society for
Medical Mycology and Its Modified Method with the NCCLS M27-A2 Microdilution

Method for Azole Susceptibility Testing of Candida Species

Katsuhisa Uchida, Yayoi Nishiyama and Hideyo Yamaguchi
Teikyo University Research Institute of Medical Mycology

359 Otsuka, Hachioji-shi, Tokyo 192-0395, Japan

　To evaluate the currently used Japanese Society for Medical Mycology （JSMM） method  for testing the 
azole susceptibility of yeasts, the activities of fluconazole and itraconazole were tested against recently 
collected clinical isolates of Candida spp. （n＝946） and compared with the National Committee for Clinical 
Laboratory Standards （NCCLS） M27-A2 microdilution reference method. Favorable correlation with the 
M27-A2 method was not seen for isolates of C. albicans, C. tropicalis or other Candida spp., particularly their 
trailing-growth isolates. However, the degree of correlation and agreement of MIC values were markedly 
improved when testing was performed by the modified JSMM method in which the end-point to be read was 
changed from IC 80 （for the current JSMM method） to IC 50. These results suggest that there is an urgent 
need to revise the current JSMM method.


