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結 核 菌 の カ ナ マ ィ シ ン耐 性 に 関 す る 研 究

第1報 カナ マイ シ ン自然 耐性菌 に ついて

前 田 徹と

国立予防衛生研究所(部 長 室橋豊穂博士)

受 付 昭 和54年5月11日

緒 言

抗結核剤末使用肺結核患者喀痰か ら分離 され る抗結核

剤 自然耐性菌について は,従 来広 く用い られ てい るス ト

レプ トマイシ ン(以 下SM),イ ソニ コチ ン酸 ヒドラジ

ッ ド(以 下INH)お よび パ ラァ ミノサ リチル酸(以

下PAS)に 関して,す でに 諸家 によ る多 くの 報告が

あ る。すなわ ちSMに ついてのYournans 1),Steen-

ken 2),柳 沢3),塚 原4)ら の報告 によれば,大 部分 の菌

株 はSM 57/cc以 下で完全 に発育 を阻止 され てお り,

6.25～12.5γ/ccで 発育 した もの は131株 中1株 を

Youmans1)が 報告 してい る にす ぎない。 I NH につ

い ては,Hofmann 5), Lattimer 6),Hobby 7),Fust 8),

Basserrnan 9), Bunger 10)11),柳 沢12),お よび 諸家15)

の報告 を久世14)が さきに総 括 してい るが,そ の検査方

法 において,そ れ ぞれ違 いが あ るので 一概 には いえな

い。しか し培地斜面 に2mg菌 量 の 大 量接種 を 行なつ

た久世 の成績14)か ら突然変 異菌 と思 われ る ものを除去

す るため,1斜 面 平均100集 落 以上の 発育 を 示 した も

の を耐性株 とみなせ ば,80株 中1γ/cc不 完 全耐 性3

株,10γ/cc不 完全耐性2株 とな る。 またPASに っ

い ては,Youmans 15), Madigas 16),小 野塚17),小 酒

井18),臼 井19)ら の報告が あ り,大 部分が 低濃度で完

全 に発育 を阻止 され,6.4γ/cc以 上 で 発育 す る株 はな

い と報告 され てい る。

ての ようにして,抗 結核剤未使 用例 におけ る自然耐性

菌 の耐 性度お よび分布 を知 るてとは,以 後 その薬剤使 用

に よつて出現す る耐性菌 の問題を検 討す る うえに きわめ

て重 要な基礎 を与 えると考 え られ る。

梅沢20)に よつて 発見 され,柳 沢21)1に よつ てSM

に比肩す る抗結核剤で ある と報 告され た新抗生物質 カナ

マ イシン(以 下KM)は,既 存 の 抗結核剤耐性菌 に も

有効 であ るてとが 明 らか に され てい るが,今 後KM便

用の結果 としてKMに 対 す る耐 性菌 の出現 の司能 性は

既往3剤 に対す る耐性菌 の出現か らみて当然期待 され る

とてろであ る。 その よ うな将来の問題 に対 して は,KM

使用前の状態 にお ける結核菌の耐性度 および 自然耐性菌

の分布,さ らにKM耐 性獲得機序 につい て調べ てお くて

とが基礎 資料 として必要であ るてとはい うまで もない。

著者はKM市 販前のKM未 使 用肺結 核患者144例

の喀痰 よ り分離 された結核菌144株 についてKM耐 性

度 を調べ る機会 を得たので,少 数例で はあるが その成績

を報告す る。

実I

国立 中 野療養所 入院中のKM末 使 用肺 結核 患者25

例 の喀痰 よ り3%小 川培地 で分離 された結核菌25株

について予備 実験を行なつた。

実験方 法

a)使 用菌株:3%小 川培地で 分離 された 結核菌 を

Dubos,tween-albumin液 体培地に継代 し,2代 目,10

日培養菌 液 を 日立光電比色 計 を用い,フ ィル ターS53

を使用,目 盛0.2に 合わせ るよ うに 滅菌蒸溜水で 稀 釈

した もの を用い た。 てれ は大体1mg/coの 菌 液に 相 当

す る。

b)使 用培地:Ki rchner寒 天培地 を用いた。 す なわ

ち30%NaOH液 でpH 7.21に 修正 した とKirchner基

礎培地 にmalachite greenを4γ/cc,寒 天を1.5%

の割 合に加 えて,高 圧滅菌 したの ち,Berkefeld「N」

で濾過 した馬血清 を10%の 割合に 加 えて,5cc宛 中

試 験管に分注 して斜面 とした。耐性検査 にはKM濃 度

系列 を1,10,100γ/ccと なるよ うに高圧滅菌後56℃

で加 えた。

c)接 種方法 お よび成績 判定:上 記の 菌液 の0.16c

をKAMを 含 有 しない対照培 地 と とKMを 含 有す る培 地

の各2本 宛に 接種 して,4週 間培 養後 発育 した 集 落 を

かぞえて判定 した。

実験成績

成績 は表1に 示 した。KM 1γ/ccを 含有す る培地 に

対照培地 におけ ると同等 に集落 の発育 を示 した菌株,す

なわち17/cc完 全耐性 を示 す ものは1株 もなか つた。

ま た10γ/ccで1集 落1007/ccで1集 落 の 発育 を

みた株 が それ ぞれ1株 ずつ あつた 。 ての100γ/ccで

発育 したeugonicな1集 落は1%小 川培地 に増菌 し

て,KM高 濃度耐性検査の結果,1,000γ/cc完 全耐性

で あつ た。
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表1Dubos-albumin液 体培地培養菌液 を用 いた大量接種 によ るKM耐 性検査

注:4週 判 走

++++～+++:培地全面 密に融合 して発育した集落

++:+++と+の 中間に相当 する発育を示す集落

千:100コ 以上の孤立集落

数字 は集 落数

ての25株 のSM, PASお よびINHに 対す る

耐性度 は表1の でとくで,KM耐 性 度 との間になん ら

の関係 もみ られ ない。

実 験II

昭和33年 厚 生省結核 実態 調査 の さいに分離送 付 され

た菌株 の一部 について行なつた。

実験方法

a)使 用菌株;現 地 に おいて,3%小 川培地 で 分離

され た結核菌の うち119株 を1%小 川培地 に継代 し,

14日 前後の発育 良好な菌苔 を用いた。直径7mmの 水

晶球50コ 入 りの300cc丸 コル ペンを用 いて,手 振法

で1mg/ccの 均質 な蒸溜水菌液 を調製 した。

b)使 用培 地:実 験Iと 同様 であ る。ただ し耐性検

査 にはKM濃 度系列が1,5,107/ccと な る よ うに

KMを 加 えた。

c)接 種方法お よび成績 判定:1mg/cc菌 液 を原液 と

して,10倍 稀釈法 に よ り,0.1cc中 に10-3mg菌 量

を含 む ように滅菌 蒸溜 水 で稀釈 し,そ の0.1ccを 対照

培地 とKM含 有培地 の各2本 ずつに 接種 した。 判 定

は実験Iと 同様 であ る。

実験成績

成績 は表2の でと くであ る。KM 1γ/ccを 含有す

る培 地に対 照培地 と同等の集落 発生 をみ た株,す なわ ち

1γ/cc完 全耐性株 は1株 もなか つた。 そてで培地1斜

面平均10集 落以 上を生 じた菌株 を一応耐性株 と仮 定す

れ ば,119株 中1γ/cc不 完 全 耐性株 は12株(10.1

%)で あつ た。

考 案
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表2 少量 接種(10-3mg菌 量)に よるKM耐 性度

本 実験では,ま ず大量 接種 に よる予備 実験(実 験1)

でKMの 完 全発育 阻止濃 度に概 略の見当をつけ,そ れ

が10γ/cc以 下で あるてとがわかつたので,実 験IIに

おいてはなか ば定量 的 に119株 を調べた 訳 で あ る。 そ

の 結果,1γ/cc不 完 全 耐性12株(10.1%)を 得た

が,1γ/cc完 全耐 性株 お よび5γ/cc以 上の耐性株 はみ

られ なかつ た。 ての成績 は 今後臨床で行 なわれ るKM

耐性評価 に対 して,一 指標 とな りうるで あろ う。また 自

然耐性菌 に 関して,KMが 使用 当初 のSMと ほぼ同

等 の臨床 的立場 にあ るてとを示す よ うに思 う。

なお表1に 示 した ようにSM, PASお よびIN

Hの でとき抗結核 剤に高濃 度の 耐性 を示 した 結 核菌 が

KMに 対 してはKM感 性菌 として 著明に発育 を 阻止

されてい るが,て の点 は金井が てれ らの抗結核剤耐性菌

を用いて行 なつた動物実験成績 とよ く 一致 してい る。

結 論

KM未 使用肺結核患者 の喀痰 よ り分離 された 結核菌

144株 について,KM耐 性度を検査 し,次 の ような成績

を得た。

1)Dubos'tween-albumin液 体培地培養菌液 を用い

て,比 較的大量の菌 を 接種 した 場合 に も,25株 中10

γ/60以 上の耐 性を示 す株 はなか つた。

2)手 振法に よる菌液 の少量 接種(10-3mg菌 量)の

場合,119株 中1γ/cc不 完全耐性12株 が み られたの

みで,1γ/cc完 全耐性株 および5γ/60以 上の耐性株 は

1株 もなかつた。

したがつて,KM未 使 用患者か らの分離結核菌 のK

M感 受 性の程度 を ての成績 か ら推察す るてとが で きる

よ う壱に,思う。

稿 を終 わ るに臨み,御 指導,御 校 閲を賜 わつた予研柳

沢副所 長,室 橋部長 な らびに佐藤博士 に敬 意を表 し,実

験 に協力 された丸山,岡 本両技官 な らびに菌株 の分与を

戴 いた国立中野療 養所研究検 査科御一同 に深 く謝意 を表
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