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1緒 論

梅沢によつて分離 されたKanamycin(以 下KMと

略)は 基礎な らびに臨床実験i)～5)に よ り,抗 結核剤 と

してす ぐれていることが漸次明 らかにされつつある。従

来の例に徴すると,効 果的な抗結核剤ほど耐性菌を作 り

やすいことは周知の事実であ り,現 に試験管の中では容

易にKM耐 性菌を作 りうることが証明されている6)。

したがつてKMの,臨 床的使用に おいても,耐 性に注

意しなが らやつてゆくことには変 りはないであろう。

ところでKM耐 性菌の検査は,鶏 卵培地は不適当で

あり,さ しあたつては,Kircbner寒 天培地 による間接

法が妥当であるとされているが,間 接法はあま りに も時

間がかか りすぎる。やは り本来の耐性検査の意味か らい

つても,直 接法がよ り妥当のように思われ る。それでわ

れわれは直接法に よつて 実施することを種々考えた結

果,Kirchner寒 天培地の処方を多少かえることによ り,

3%小 川培地にほぼ匹敵する培地を得,こ の培地によ

り直接耐性検査ので きることがわかつたので,皆 様の御

批判を得たい と思い ここに発表する次第である。

II実 験 方 法

(1)被 検 対象:入 院中のKM未 投与の肺結核症患者

の喀痰,お よびKMに 感性であるH37Rv,黒 野の2株

の保存人型結核菌を使用した。もちろん,喀 痰の採取の

前1日 は,化 学療法薬の投与を中止した。

(2)培 地:3%小 川培地および変法IIお よびIIIKirch-

ner寒 天培地は,4%水 酸化 ナ トリゥムで処理した 材

料を0.1ccう えるのに,ま た1%小 川 培 地 および

Kircbner寒 天培地は,中 和した材料,あ るいは前処理

しない菌液を0.1ccう えるのに使用した。 なお,変 法

IIお よびIII培地 は発育にほとんど差がないが,IIの 方は

斜面に汚い沈渣ができることが あるので,最 近では もつ

ば ら変法IIIを用い ることにしてい る。耐性値は両培地で

は差がない。これ らの 培地にKMを 培地 ～ccに つい

て1γ,10γ,100γ,あ るいは1γ,2γ,4γ,8γ,

16γ になるように加えて1列 の耐性検査用の培地を作

り,こ れ らにKMの 混入していない培地を加え対照 と

して使用した。KMは 鶏卵培地では凝固滅菌する前に,

寒天培地では寒天を滅菌溶解する前に加えた。

変法IIお よびIII培地の処方は次のようである。

以上を溶解滅菌し馬血清 を ～0%に 加え,5cc宛 分

注して斜面 とする。pH6.～ ～6.3,4%水 酸化 ナ トリ

ゥム0.1cc加 えたのちは6.7～7.0と な る。

なおKirchner寒 天培地は変法皿培地の第一燐酸カリ

ゥムの量が0.49に 変 るだけで あつて,そ の他は全 く

変法皿培地 と同様である。

(3)培 養 の方法:喀 痰の 場合には,4%水 酸化ナ トリ

ゥムを約5～10倍 量加えて充分均等化し,そ の0 .1cc

宛を3%小 川培地,変 法Kirchner寒 天培地に培養し

た。またあらかじめ フェノール レッドの0.004%に 混

入 した4%水 酸化ナ トリゥム液で前同様処理し,の ち

8%塩 酸で中和した材料を1%小 川 培地,Kirchner

寒天培地に0.1cc宛 培養した。菌株は 水晶玉入 りの磨

砕 コルベンで菌浮游液を作 り,4%水 酸化ナ トリゥム液

で処理 したものは,3%小 川培地,変 法Kirchner寒 天

培地に,前 処理しない ものは,1%小 川培地,Kirchner

寒天培地に0.1cc宛 培 養 し,そ れぞれ37℃ の孵卵器

に保存した。

(4)判 定;5週 間培養後に判定した。そして,1組 の

耐性検査培地の最高の濃度に発育したところをもつて耐

性値 とした。

III実 験 成 績
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(a)4%水 酸化ナ トリウムで処理 した 材料を0.1cc

うえ るわれわれの定量培養法による実験

(1)変 法nあ るいはIIIKirchneri寒 天 培地 と,3%小

川培地を同時に用いた実験

表1喀 痰を何段にも4%水 酸化ナ トリゥムで稀釈

して3%小 川培地,変 法IIKirchner寒 天培

地に同時に接種した実験

注:1)欄 中の数字は集落数を示す
2)冊 ～+等 は集落数が無数であること,+の 数の多い もの

ほど集落数の多いことを示す

5)一 は陰性を示す

Gaffky号 数の 多い2例 の喀痰を,4%水 酸化 ナ ト

リゥム液で ～01～105倍 まで稀釈して,変 法HKirch-

ner寒 天培地(以 下変法H培 地 と略)お よび3%小 川

培地に接種 して比較した。KMは1γ,10γ,100γ と

混入した。その成績 を表1に 示した。次に1γ,2γ,

4γ,8γ,16γ と2倍 宛の増加の仕方で混入して作つ

た変法III培地 および3%小 川培地に,喀 淡を4%水

酸化ナDウ ムでほぼ10倍 に稀釈して0.1ccを 接種

した成績および,H37Rv,黒 野の2つ の保存菌株 を前同

様,4%水 酸化ナ トリゥムで 処理して,接 種菌量をい

ろいろにして 比較した成績を,そ れぞれ表4(後 述の

(c)の 項)お よび表5(後 述の(c)の 項)に 示した。

表1で は,変 法H培 地では,2例 とも稀釈のいかんにか

かわ らず耐性値は1γ であるのに,3%小 川培地では,

(1の 患者は,稀 釈のいかんにかかわ らず10γ,(2)の 患者

は,101～103倍 稀釈では1007,104倍,～05倍 と稀

釈倍数の増すとともに,10γ,1γ と耐性値の低下をみ

ている。次に表4に おいては,変 法III培地では,も つと

も耐性値の高いのは,(5)の2γ であつて,も つとも低

いのは(4)(6)の1γ 以下で あり,(1)(2)(3)は その中間の

1γ を示している。 しかるに3%小 川培地 では,(1)

(2)では167,(3)(6)で は8γ,(4)(5)で は4γ を示してい

る。また表5を みると,変 法III培地では,接 種量のいか

んにかか わ らずH37Rvで は1γ,黒 野 では2γ を示

してい るが,3%小 川培地では,H37Rvは8γ,黒 野

はほぼ16γ を示している。

以上の3つ の成績 を総括すると,変 法Hお よびIII培地

では,喀 痰で も,保 存菌株 で も,耐 性値は高くて精々

2γ であ り,しか も接種菌量の多少にかかわ らず,耐 性値

はほぼ一定している。これに反し3%小 川培地では比

較的耐性値が高 く,高 いのは100γ,低 いのは4γ とい

つたように,耐 性値は種々の γ数を示 しているし,菌

株によつては,接 種菌量の多少によつて,耐 性値の現わ

れ方に差のあるものもある。

(2)多 数例について3%小 川培地を用いた実験 と,

変法Hあ るいはIII培地 を用いた実験

表23%小 川培地および変法Kirchner寒 天培

地に4%水 酸化ナ トリゥムで処理して多数

例の喀湊を接種した成績

注:1)欄 中の数字 は例数 を示 す

2)変 法Kirchneri寒 天培地 としたのは五およびIII培地を

含 併 した 竜のであ るがIII培地が多 く含まれてい る

前述の成績 をたしかめるために,多 数の 喀痰につい

て,3%小 川培地および変法培地(変 法nお よびIIIを

含 めてよぶことにする)に 接種してみた。これ らの実験

は,両 培地に同時に接種したものが多いが,一 部,別 々

に実施 した もの も含んでい る。 その成績 を表2に 示し

た。これをみると,変 法培地に 接種 した ものは 合計47

例であるが,100γ,10γ に 発育した ものは1例 もな

く,も つ とも多いのは17の28例 で,残 りの19例

は17以 下であつた。なお接種菌量の多 くなるにつれ

て,耐 性値の高くでる傾向があるが,し かしこの場合は

1γ どまりであつて,接 種菌量の増すにしたがつて,1
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7の 耐性値を示す ものが多 くなるといつた程度にす ぎな

い。次に3%小 川培地に接種したものは28例 である

が,10γ が もつ とも多 く,次 に1γ,100γ の 順にな

る。そして1γ 以下のものは1例 もない。なお接種菌

量の多いほど耐性値が高 くでる傾向は変法培地と同様で

あるが,こ の傾向は前者に比して著明である。以上の成

績は前述の成績をさらに裏づけるものである。

(b)外 国で広 く使用 されている中和法による実験

(1)1%小 川培地とKirchner寒 天培地を同時に使用

した実験

フェノー7レレッドの0.004%に 混入 した4%)水 酸

化ナ トリゥムで処理した喀擁を3%小 川培地と変法培

地に接種す る とともに,8%塩 酸で 中和して1%小

川培地 とKirchner寒 天培地に 接種 した6例 の成績は

表4(後 述(c)項)で みるようで あつて,Kirchner

寒 天培地では,(1)の みが ～7で あつて,他 の5例 は1

γ以下である。1%小 川培地では,(1)(2)(3)は8γ で

あ り,(4)(5)(6)は4γ である。H37Rv,黒 野の両株で

菌液を作 り,処 理しないで種々の量を接種 した成績を表

5(後 述の(c)項)に 示した。この実験は喀疲の申和

した場合と,ほ ぼ同様に考えることがで きる。成績をみ

ると,Kirchner寒 天培地では,い ずれ も1γ 以下の耐

性を示しているが,～%小 川培地では,H37Rvの10-5

m9の みが4γ であつて,他 は接種菌量のいかん に か

かわ らず87を 示している。

以上2つ の成績を総括すると,Kirchner寒 天培地 で

は耐性値が低いが,～%小 川 培地では 耐性値は高い。

この傾向は4%水 酸化ナ トリゥムで処理した前回の成

績 とほぼ同様である。

(2)多 数例 について1%小 川 培地を用いた実験 と,

Kircbner寒 天培地を用いた実験。

表31%小 川培地およびKirchner寒 天培地に

中和した多数例の喀痰を接種した成績

注:表1の1)に 同 じ

前回の実験において,4%水 酸 化 ナ トリゥムで 処理

した ものをそのまま3%小 川培地,あ るいは変法培地

に接種したものの一部を中和して,1%小 川培地,Ki-

rchner寒 天培地に接種したものを集めて みた。 これ ら

の2つ の実験は,同 じ材料で同時に行われた。

成績 を表3に 示した。Kirchner寒 天培地では,～00γ

10γ の耐性の ものは1例 もな く,13例 が1γ 以下で

あ り,5例 が1γ であつた。1%小 川培地 では,17

が10例,107が7例,100γ が1例 であつて,1似

下のものは1例 もない。 これを総括 すると,Kirchner

寒天培地では,耐 性値は低 く1γ どまりであるが,1%

小川培地ではがい して耐性値が高 く,し か も耐性値が分

散 されている。

これ らの成績は(1)の成績をさらに裏書 きするものであ

る。

(c)喀 痰 および菌液 を4%水 酸化ナ トリゥムで処理

した ものを3%小 川培地,変 法III培地に接種するとと

もに,中 和して1%小 川 培地,Kirchner寒 天培 地に

接種した実験

直接法における4%水 酸化ナ トリゥム法と,中 和法

との関係を知るために,次 のような実験を行つた。すな

わちフェノール レッドの0.004%に 混入してある4%

水酸化ナ トリゥム4.5ccの 中に,喀 痰約0.5ccを 加

えて,充 分に振盗 してまぜ,こ れを2本 の 滅菌 試験管

に1cc宛 と り,～ 本は8%塩 酸で 中和し,そ れと同

時に他の1本 には中和に要した8%塩 酸の量だけの4

%水 酸化ナ トリゥムを加えて,2本 の試験管の量を同

一 とし,4%水 酸化ナ トリゥムで処理した ものは3%

小 川培地および変法III培地に,中 和 した ものは1%小

川培地およびKirchner寒 天 培地に,そ れぞれ0.1cc

宛接種した。その6例 の成績 を表4に 示した。またH37

Rv,黒 野の両株で菌液を作 り,4%水 酸化 ナ トリゥム

で処理し,接 種菌量 を いろいろ にかえて3%小 川培

地,変 法III培地 に接種するとともに,処 理しない ものを

1%小 川培地,Kirchner寒 天培地に接種した成績を表

5に 示した。まず表4か らみると,3%小 川 培 地と

1%小 川培地の比較では,(1)(2)(6)は3%小 川 培

地の方が1段 高い耐性を示し,(3)で は3%小 川培地が

ほぼ完全耐性で あるのに,1%小 川培地では,不 完全

耐性である。(4)(5)で はほとんど差はない。しか も1%

小川培地が3%小 川培地に比して高い耐性値 を示した

ものはない。次に表5のH37Rv株 では,3%小 川 培

地では8γ の完全耐性を示しているが,1%小 川培地

では,8γ 不完全耐性を示しているし,黒 野株では3%

小 川培地の方が1鼓 高い耐性を示している。次に 前同

様にして3%小 川培地と,1%小 川培地に 同時に接

種した18例 の喀痰の成績 を表6に 示したが,こ の場合

で も3%小 川培地の方が1%小 川培地に比 して,が



752 結 核 第33巻 第11号

表4同 一喀痰について4%水 酸化ナ トリゥム処理齢 よび中和法を同時に実施しアこ実験

注:1)櫃 中の数字 は集落数 を示 す。冊,冊,卅,廾,+等 は集落 数が無数 であ ること,そ して+の 数 の多いほ ど集落数 の多 い ことを示してい る。

一は集落の発育 しない こ とを示 す

2)GはCaflky番 号を示す

表5保 存菌株を4%水 酸化ナ トリゥムで処理したものと,前 処理しない ものを種々の接穂 菌量にして

同時に接種した実験

注:表4に 同じ
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表6同 じ材料を用いて接種菌量を同一にして3%

小川培地,1%小 川培地および変法Kirchner

寒天培地,Kirchner寒 天培地に同時に接種

した成績

注:表 の数字は例数を示す

いして高い耐性値を示している。

以上3つ の成績か ら,3%小 川 培地は ～%小 川 培

地に比して高い耐性値を示す傾向にあるといえる。次に

変法Kirchner寒 天培地 と,Kirchner寒 天培地とでは,

まず表4か らみると,(2)(3)は,変 法培地が1段 高い耐

性値を示しているし,(5)は2段 階高い。そして(1)(4)(6)

で はほとんど差がない 。なおKirchner寒 天培地が変法培

地より高い耐性を示したものは1例 もない。次に表5の

H37Rvで は1段,黒 野株では2段,変 法培地の方が高

い耐性を示している。表6の ～7例 の実験においても,

このような事実を認めることがで きる。以上 の成 績 か

ら,変 法培地はKirchner寒 天培地に比して,高 い耐性

値 を示す傾向にあるといえる。すなわち鶏卵培地におけ

る傾向は,そ のまま寒天培地にも当てはまることがわか

つた。

IV総 括および考察

われわれの実験 では,4%水 酸化 ナ トリゥムで処理

した ものをそのまま3%小 川培地に接種して も,中 和

した材料を1%小 川培地に接 種 して も耐性値 は高

い。鶏卵培地では耐性値が比較的高くでることは多 くの

諸先進5)5)6)に よつて 証明されているが,わ れわれ

の成績は,こ れをさらに裏づけた ものである。鶏卵培地

では耐性値が高 くでる として も,10γ 程 度の ところで

線がひけるな ら,あ るいは耐性菌 の検査が不可能ではな

かろうかと思われたが,わ れわれの成績では100γ を示

す もの もある。また10γ もあり1γ もあるといつたよ

うに,KMの 投与前にすでに このような開 きが ある。

鶏卵培地で耐性値が高 くで ることは,梅 沢7)に よれば,

卵黄にKMが 吸着 され ることであるとい う。この吸着

の度合が混入濃度によつて違つてくる可能性 もある。以

上のことか ら鶏卵培地をKMの 耐性結核菌の検査に使

用することは妥当でない。

Dubos培 地,Kirchner培 地のような液体培地では,

耐 性値の低いことは 多くの 諸先 進1)5)5)に よつて証

明されてい る。しかし液体培地を耐性検査に用い ること

は適当でない。それで寒天培地にした。4%水 酸化ナ ト

リゥムで処理したものをそのまま接種するのに用いた変

法Kirchner寒 天培地,中 和 した ものを接種したKir-

cbner寒 天培地では,諸 先進の報告通 り耐性値はがいし

て低い。前者では2γ どまり,後 者では1γ どまりで

あつて,接 種菌量が多くてもこの程度である。したがつ

てこの両培地は直接法の耐性検査に使用することがで き

るように思、う。

しかし中和法は 操作が複雑で あるか ら,4%水 酸化

ナ トリゥムで処理したものをそのままうえることので き

る変法培地がよさそうに思われる。この培地では,Kir-

chner寒 天培地に比 して耐性値が高くでるが,し かし前

述のように2γ どまりであるか ら,こ の程度 な ら耐性

検査のうえに 支障をきたすような ことは なさそうであ

る。寒天培地では変法培地がKirchner寒 天培地に比 し

て耐性値が高くでる関係は,鶏 卵培地における3%小

川培地,1%小 川培地にそのまま あてはまる。 この こ

とは第一燐酸 カリの量に関係 しているようであるが,さ

らに追及してみたいと思つている。なおわれわれの成績

は,KMの 投与したことのない患者の喀痰,KMに 対

して感性である保存菌株についての実験であるか ら,K

M投 与の患者について実験を重ね ることが必要である。

この点について もさらに研究を進めたい と思つてい る。

V結 論

KMを 投与したことのない患者の喀痰およびKMに

感性である保存人型結核菌を用いて,KMの 耐 性結核

菌の検査を直接法によつて実施することを種 々実験した

結果,次 のような成績を得た。

(1)Kirchner寒 天培地の第一燐酸 カリゥムの規定量,

す なわち基礎液 ～00ccに 対 して0.49の 量を 増加し

て1.0gに して作つた変法IIIKirchner寒 天培地を台

として,KMを07,1γ,2γ,4γ,8γ と混入した

培地に,4%水 酸化 ナ トリゥムで 処理したものを0.1

ccを うえる方法で検査す ると,耐 性値は2γ どまりで

ある。0γ,1γ,10γ,100γ に混入した培地で47例

の喀痰を検査すると60%は1ッ であ り,40%は0

7で あつた。それで この方法は直接法に使用することが

で きそうである。

(2)Kirchner寒 天培地にKMを0γ,1γ,2γ,4

γ,8γ と混入して作つた培地に中和した 材料 をうえて

みると,耐 性値は1γ どまりであつて,18例 の喀痰を

同様に処理 して0γ,1γ,10γ,100γ に混入した培

地で検査すると,約30%は1γ であり,70%は0

γ である。それで中和してうえるこの方法 も使用で きそ

うである。

(3)3%小 川培地,1%小 川 培 地に前同様にして,
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4%水 酸化ナ トリゥムで 処理したもの,中 和 したもの

を接種して検査すると,耐 性値はがいして高く,1007,

10γ,1γ 等に分散してい る。それで これ らの鶏卵培地

に4%水 酸化ナ トリゥムで処理したものといえる方法

も,中 和して うえる方法 も不適当である。

(4)わ れわれの使用した鶏卵培地,寒 天培地では,基

礎液中の第一燐酸 ヵリゥムの量が多くなると,耐 性値が

高 くでる傾向がみ られた。

この論文の一部は昭和33年4月 の結核 病学会関東

地方会および昭和33年5月 の 文部省科学 研究費"化

学療法による結核治癒機転の研究 〃班におい て 報 告 し

た。
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