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Summary　Agar plate dilution is the method currently recommended by the Clinical and 

Laboratory Standards Institute when determining the minimum inhibitory concentration (MIC) of 

antimicrobials required to inhibit the growth of anaerobic bacteria other than those in the 

Bacteroides fragilis group. In this study, Cutibacterium acnes, an anaerobic bacterium cause acne, 

was used to examine the difference in MIC values between the agar plate dilution method and 

broth microdilution method. Comparison of MIC values between the agar plate dilution method 

and broth microdilution method using Brucella liquid medium reveale three antimicrobials 

(nadifloxacin, clindamycin, minocycline) were within a one-tube difference. Moreover, comparison 

of MIC values between the agar plate dilution method using Brucella liquid medium and the broth 

microdilution method using Gifu Anaerobic Medium (GAM) liquid showed that, nadifloxacin and 

minocycline were within a one-tube difference. Performing MIC measurements on Cutibacterium 

acnes, the broth microdilution method using Brucella liquid medium is applicable.
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Ⅰ．緒言

　Cutibacterium acnesは嫌気性グラム陽性桿菌
であり、皮膚常在菌叢を構成している1）－2）。以
前まではPropionibacterium acnesとして知られ
ていたが、ゲノム解析の結果に基づいて再分類
された3）。C. acnesは、プロピオン酸を主要産物
とし、炎症性ざ瘡の発生に関与するリパーゼ、
プロテアーゼ、ヒアルロニダーゼ、ポルフィリ
ンおよび走化性因子などの様々な生物活性分子
および酵素を産生することができる4）－7）。リパ
ーゼの作用によって皮脂トリグリセリドから放
出される脂肪酸は、一般的にニキビと言われて
いる尋常性ざ瘡の病因に重要な役割を果たす1）。
尋常性ざ瘡は、90％以上の人が経験する一般的
な疾患である。致命的な病態ではないが、症状
が主に顔面に現れることやはん痕を残すことが
あるため、患者のquality of life （QOL）に影響
を及ぶす疾患である。ざ瘡治療薬として、
clindamycinとnadifloxacinの外用抗菌薬が最も多
く使用されているが、海外では、clindamycinに
対する耐性菌の報告がある8）－9）。日本でもざ瘡
患者におけるclindamycin耐性菌が18.8％報告さ
れ、治療が困難になりつつある10）。したがって、
最小発育阻止濃度（m i n i m u m  i n h i b i t o r y 

concentration; MIC）の測定は適切な抗菌薬の選
択に必要不可欠である。近年臨床検査の自動化
が進み、細菌に対する薬剤感受性試験において
も自動機器を使用した微量液体希釈法による
MICの測定が可能となってきている11）。しかし
Clinical and Laboratory Standards Institute（CLSI）
が標準化している嫌気性菌の微量液体希釈法は
Bacteroides fragilisグループに対してのみ推奨さ
れているにすぎず、その他の嫌気性菌について
は寒天平板希釈法のみが推奨されている12）。寒
天平板希釈法は操作が煩雑で長時間を要し、ル
ーチンの検査には適さない。それに比べ微量液
体希釈法は操作が簡便で短時間で実施可能であ
る13）。またC. acnesにおける寒天平板希釈法と
微量液体希釈法の比較検討の報告は少ない。そ
こで、本研究では微量液体希釈法が寒天平板希
釈法と同様に有用であるか調査することを目的
とし、寒天平板希釈法と微量液体希釈法間の
MIC値の比較検討を行った。

Ⅱ．材料と方法

1. 使用菌株
　C. acnes ATCC11827とC. acnes ATCC6919、精
度管理株としてB. fragilis ATCC25285の計3株を
用いた。
2. 使用薬剤
　Nadifloxacin（和光純薬工業株式会社、日本）、
Clindamycin Hydrochloride（LKT Laboratories 

Inc、USA）、Minocycline Hydrochloride（LKT 

Laboratories Inc、USA）の計3剤を用いた。
3. 薬剤感受性試験
　寒天平板希釈法にはBrucella寒天培地を、微
量液体希釈法にはBrucella液体培地とGAM液体
培地を用い、寒天平板希釈法と微量液体希釈法
間のMIC値の比較を行った。
1）寒天平板希釈法： CLSI M100-S2512）に準拠
し行った。サプリメントとして hemin （5 μg/

mL）、vitamin K1 （1 μg/mL）、ウマ溶血液 （5 % 

v/v）を加えたBrucella液体培地（日本ベクトン
ディッキンソン、日本）で薬液を調製し、希釈
系列を作製した。作製した薬液2 mLとMIC測定
用培地であるサプリメントとしてhemin （5 μg/

mL）、vitamin K1 （1 μg/mL）、ヒツジ溶血液 （5 

% v/v）を加えたBrucella寒天培地（日本ベクト
ンディッキンソン、日本）18 mLをシャーレに
分注した。菌液はGifu Anaerobic Medium（GAM）
寒天培地（日水製薬株式会社、日本）に前培養
したコロニーを生理食塩水で1.5×108 CFU/mL

に調製し、これを更に10倍希釈した。調製した
菌液を1スポット当たり105 CFUになるように培
地に接種後、37 ℃で42～ 48時間嫌気培養し、
発育の有無によりMIC値（μg/mL）を判定した。
なお、嫌気培養は嫌気ジャーとアネロパック・
ケンキ（三菱ガス化学株式会社、日本）を用い
て行った。
2）微量液体希釈法： B. fragilisに適応される
CLSIの方法に従って行った12）。Brucella液体培
地またはGAM液体培地で薬液を調製し、96 

well プレート上で液体培地を用いて薬液を倍々
希釈した。菌液はGAM寒天培地に前培養した
コロニーを生理食塩水で1.5×108 CFU/mLに調
製し、これを更に100倍希釈した。調製した菌
液を培地に接種後、37 ℃で46～ 48時間嫌気培
養し、MIC値（μg/mL）を判定した。
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Ⅲ．結果

　Brucella寒天培地を用いた寒天平板希釈法と
Brucella液体培地を用いた微量液体希釈法によ
るMIC値の比較では、寒天平板希釈法を基準と
した場合、nadifloxacinでは微量液体希釈法と同
等、minocyclineでは1管低いMIC値を示した。
一方、clindamycinでは同等もしくは1管高い
MIC値を示した（Table 1, Table 2）。また、Brucella

寒天培地を用いた寒天平板希釈法とGAM液体
培地を用いた微量液体希釈法によるMIC値の比
較では、寒天平板希釈法を基準とした場合、
nadifloxacinとminocyclineでは微量液体希釈法と
同等であったが、clindamycinでは少なくとも1

管差以上低値を示した （Table 1, Table 2）。

Ⅳ．考察

　CLSIに準拠した微量液体希釈法はBrucella液
体培地であるが、血液による赤みが強いため目
視判定に時間を要する。それに対し嫌気性菌で
一般的に用いられるGAM液体培地は透明度が
強く比較的判定が容易であると考えられる。し
かも、C. acnesに対するBrucella液体培地と
GAM液体培地を用いた微量液体希釈法による
MIC値の比較検討は我々の知る限り報告はな
い。そのため、本研究では微量液体希釈法に
Brucella液体培地とGAM液体培地を用いて比較
検討した。一方、嫌気性菌のMIC値は寒天平板
希釈法で測定することが推奨されている12）。寒
天平板希釈法は標準法であるが、操作が煩雑で

Table 2  Comparison of MIC values using the agar plate dilution method (Brucella) with the 

MIC values using the broth microdilution method for three antimicrobials tested 

against Cutibacterium acnes.

Table 1  MIC values (μg/mL) using the agar plate dilution method and broth microdilution 

method for three antimicrobials tested against Cutibacterium acnes.

MIC: minimum inhibitory concentration

ATCC: American Type Culture Collection

GAM: Gifu Anaerobic Medium

*Zero indicates that MIC values are identical.

** -1 and +1 indicate ±1 log2 dilution difference.

MIC: minimum inhibitory concentration

ATCC: American Type Culture Collection

GAM: Gifu Anaerobic Medium
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長時間を要するので、病院の検査室で多数の株
の薬剤感受性試験をルーチンに行うには不向き
である。それに比べ微量液体希釈法は複数の抗
菌薬（10薬剤以上）を分離菌ごとに試験するこ
とができ、商用パネルが利用でき、操作が簡便
で短時間での実施が可能である13）－14）。
　本研究のBrucella寒天培地を用いた寒天平板
希釈法と、Brucella液体培地を用いた微量液体
希釈法で得られたMIC値は同様の結果を得られ
た。そのため、C. acnesにおいて、本研究に用
いた3剤の薬剤は、Brucella液体培地を用いた微
量液体希釈法が寒天平板希釈法と同様に有用で
ある可能性が示唆された。また、Brucella寒天
培地を用いた寒天平板希釈法と、GAM液体培
地を用いた微量液体希釈法で得られたMIC値
は、本研究で使用したnadifloxacin、 minocycline

において同様の結果を得られたが、clindamycin

においては同様の結果を得られなかった。その
ため、C. acnesにおいて、GAM液体培地を用い
た微量液体希釈法は、nadifloxacin、minocycline

では有用であるが、clindamycinでは有用でない
可能性が示唆された。また、寒天平板希釈法と
比較してBrucella液体培地を用いた微量液体希
釈法によるminocycline では1管差低いMIC値を
示し、GAM液体培地を用いた微量液体希釈法
によるclindamycinでは1管差あるいはそれ以上
低いMIC値を示した。今回は、2株のC. acnesの
検 討 で は あ る が、GAM液 体 培 地 に よ る
clindamycinの薬剤感受性試験はBrucella寒天培
地を用いたCLSIの標準法で本来耐性である株
を感性と判定してしまう危険性が示唆された。
　よって、本研究に使用したC. acnesの株は少
ないが、GAM液体培地によるclindamycinの薬
剤感受性試験は耐性を感性と判定してしまう危
険性が示唆された。しかし、今回使用したC. 

acnesは標準株のみであったので、今後はさら
に臨床株を含めた多数の株で検討する必要があ
ると考えられた。
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