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Kanamycin耐 性 結 核 菌 の 検 査 に つ い て

第3報 耐 性値 に及 ぼ す第 一燐 酸 カ リゥムお よびグル タ ミン酸 ナ トリゥムの影 響

小 川 辰 次 ・ 島 田 英 彦

 遠 山 和 明 ・ 本 庄 茂 敏

北里研究所付属病院(院 長 宗武藤)

受付 昭和33年11月22日

I緒 論

われわれは第1報1),第2報2)に おいて,同 一患者

の喀痰につき変法III Kirchnec寒 天培地 とKirchner寒

天培地を用いて直接法による耐性値を比較する場合,お

よび同一患者にっき直接法に変法III Kirchner寒 天培

地,間 接法にKirchner寒 天培地を使用して比較する場

合は,い ずれ もKirchner寒 天培地における耐 性値が,

変法III Kirchner寒 天培地の耐性値よりも低い値を示す

ことを報告した。この事実はおそ らく培地中に混入され

たKH2PO4の 量 に関係するのではないかと推定された

ので,さ らに実験を進めてこの事実を確かめることがで

きたし,ま た偶然の機会より同じ変法III Kirchnec寒 天

培地に混入 されているアスパラギソの代 りに,グ ノレタミ

ン酸ナ トリウムを混入す ると耐性値が高 くでることを認

めたので併わせて報告する。

II実 験 方 法

a.用 いた培地

1.Kirchner寒 天培地

KH2PO4……0.4g

NaH2PO4……0.3g

硫 酸 マ グ ネ シァ……0.06g

枸 櫞 酸 ナ)ウ ム……0.25g

ア ス パ ラギ ン……0.5gリ

グ リセ リン……1.5cc

0.1%マ ラ カ イ ト緑……0.25cc

Bacto-Agac(Difco)……2.0g

蒸 溜 水……100.0cc

以上に馬血清を10%の 割 に混入して,5cc宛 中試

験管に分注す る。pH6.8,中 和 した可検材料,あ るい

は前処理をしない菌液の培養に使用するともっとも発育

がよい。

2.変 法III Kirchneri寒 天培地

Kirchner寒 天培地に おけるKH2PO4の 量 を1.0g

に増量してある。その他はKirchner寒 天培地 と同様で

ある。この培地のpHは6.2～6.3で あって,そ の中

に4%水 酸化ナ トリウムで処理 した材料を0.1cc接

種すると,ほ ぼ6.8～6.9と なる。この培地は4%水

酸化ナ トリウムで処理した可検材料を0.1cc接 種 する

とき発育がもつともよい。

3.変 法III Kirchner寒 天培地におけるKH2P04の

代 りにNaH2PO4を 基汁100ccに ついて0.7g

混入 して作つた寒天培地

鶏卵培地である3%小 川培地において,そ の中に混

入 されてい るKH2PO4の 代 りにNaH2PO4を 用 いて

も,同 じようによく発育することを証明している。この

鶏卵培地より計算 して上述の量が,至 適の発育を示す も

のと推定されたので,0.7gが 混入 された。pHは ほぼ

変法III Kicchnec寒 天培地 と同様であつて,発 育の点 も

変法III Kirchnec寒 天培地 とほぼ同様である。

4.変 法III Kirchner寒 天培地におけるアスパラギン

の代 りにグルタミン酸ナ トリウムを混入した もので,そ

の量は,基 汁100ccに ついて0.3gで あつて,こ の

量は発育の至適量である。この培地は,変法III Kirchner

寒天培地 と同程度の発育を示す。pHも 変法III Kirchner

寒天培地 とほぼ同様である。

以上の4種 の培地にKMを 培地1ccに ついて1γ,

2γ,4γ,8γ の ように混入して,さ らにKMの 混入

されない1本 の培地を加えて1組 の耐性培地 として使

用した。

b.対 象

保存人型結核菌のH37Rv1,黒 野株,な らびに患者

の塗抹陽性の喀痰を使用した。

c.検 査の方法

1.4%水 酸 化ナ トリゥムでのみ処理する場合;

菌液は,ま ず手振 り法で,滅 菌蒸溜水によ り1mg/cc

の菌液を作 り,こ れを4%水 酸化ナ トリウムで適当に

稀釈して,そ の0.1cc宛 を接種した。喀痰は型のごと

く,4%水 酸化ナ トリウムで5～10倍 に稀釈,十 分に

均等化してその0.1cc宛 を接種した。

2.4%水 酸化ナ トリゥムで 処理するとともに,中

和して,そ の両方の材料を接種する場合;

フェノール レッドの0.004%に 混入してある4%
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水酸化ナ トリウムで約10倍 に喀痰を稀釈 し,十 分に均

等化 した うえ,こ れを2本 の滅菌試験管に2cc宛 わ

ける。一方の試験管の均等液には8%塩 酸を少量宛加

えて中和する。他の一方の試験管には中和に要した塩酸

の量だけの4%水 酸化 ナ トリウムを加えて2本 の試

験管の均等液を同量 とし,そ の0.1cc宛 を接種 した。

培養後は,型 のように斜面全体を培養した液で うるお

し,斜 面を水平 として斜面台の上にねかし,37℃ に2

～3日 保存 して
,液 のほぼ乾燥 したところでたててゴム

のキャップにかえて培養を継続した。

d.判 定

4～5週M判 定した。 そして結核菌の集落を認めた

Kanamycin(以 下KMと 略)の 最高の 濃度を もつて

耐性値 とした。

III成 績

a.KH2PO4の 影響

1.Kirchnec寒 天培地 と変法III Kirchner寒 天培地

に,4%水 酸化ナ トリウムで処理した材料 と中和 した

材料を同時に接種した実験

Kirchner寒 天培地 と変法III Kirchner寒 天培地で作

った耐性検査培地を1組 とし,1つ の喀痰について2

組 を用い,1組 は4%水 酸化ナ トリゥムで処理したも

のを,他 の1組 には中和した ものを接種してKH2PO4

の影響をみた。

これらの培地に おける菌の 発育をみると,中 和して

Kirchner寒 天培地に接種 した ものと,4%水 酸化ナ ト

リゥムで処理 して変法III Kirchnec寒 天培地に接種 した

ものが もつ ともよく,次 に4%水 酸化 ナ トリウムで 処

理してKirchner寒 天培地に接種 した ものであ り,中 和

したものを変法III Kicchnec寒 天培地に接種 した ものは

もつ とも悪い。しかし大ざつばにみれば塗抹陽性の喀痰

であるためにこれ らの培地の間の発育には著明の差はな

い。

このような方法で10例 の喀痰を検査した。

表1は その中の2例 を示したものであるが,(1)(2)

の喀痰 ともに,前 処理の方法のいかんにかかわ らず,変

法III Kirchner寒 天培地がKicchner寒 天培地に比して

高い耐性値を示 している。pHの 影響で ないことは,

Kirchner寒 天培地に4%水 酸化 ナ トリウムで処理し

てうえ,あ るいは中和して接種 したときのpHが それぞ

れ7.8,6.6を 示 すにかかわらず,耐 性値はほとんど差

のないことで もわかる。

次に4%水 酸化ナ トリウムで処理して接種した場合

と,中 和した ものを接種した場合の培地の差による耐性

値の相関関係を示したのが表2の(1)(2)で あ り,こ れ ら

を総括 した ものが(3)であ る。すなわち4%水 酸化ナ ト

リゥム処理では10例 中の9例 が,中 和 では10例 中

の8例 が変法III Kirchner寒 天培地に おいて高い 耐性

表1 Kirchner寒 天培地,変 法III Kirchner寒

天培地に喀痰を4%NaOHで 処理 してう

え,さ らに中和 して接種 した例の一部

注:表 中の記載は集落数を示す その記号は次のようである

+++++…斜面全体に融合して発育したもの

++++…斜面全体に発育しているが集落が孤々になつているもの

+++…斜面の2/3程 度の集落数

++…斜面の1/2程 度の集落数

+… 集落が小 さくて数えられないもの

数字は数を示 す
-… 集落の認めないもの

表2 Kirchnec寒 天 培 地,変 法III Kirchnec寒

天 培 地 に喀 痰 を4%NaOHM処 理 し て う

え,さ らに 中 和 し て うえ た10例 の耐 性 値

の 相 関 関 係 と その 総 括

(1)4%NaOH処 理
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(2)中 和処理

(3)総 括

注:表 中の数字はすべて例数を示す

値を示している。これを総括してみると中和して変法III 

Kirchner寒 天培地に接種したものが もつ とも高い耐性

値を示している。なおこれを詳細にみると,変 法III Ki

rchner寒 天培地において2段 階以上の高い耐性値を示

しているのは4%水 酸化 ナ トリウム処理で3例,中

和で5例 で,こ とに後者においては3段 階以上の高い

耐性値を示した ものが1例 ある。 以上の 成績か ら変法

III Kirchner寒 天培地 においては,Kirchner寒 天培地

に比して明らかに耐性値が高い。すなわちKH2PO4の

量 の多いところでは,耐 性値が高くでることがわかる。

2.変 法III Kirchnec寒 天培地 と,変 法III Kirchnec

寒天 培地のKH2PO4の 代 りにNaH2PO4を 加 えた培

地による実験

これ らの 培地にKMを 混入して作つた2組 の培地

に同時に,4%水 酸化ナ トリゥムで 処理 した菌液およ

び喀痰を0.1cc宛 接種比較した。

菌液の成績は表3の ようであつて,H37Rv株,黒 野

株,と もに10-2mgで は,変 法III Kirchner寒 天培地

の方がNaH2PO4に 変 えた培地に比して1段 高い耐性

を示しているが,10-3mgで はほとんど差がない。次に

患者の5例 の喀痰について比較したのが表4で ある。

すなわちこれ らの成績では,両 培地における耐性値はほ

とん ど差がない。両培地における発育をみると,菌 液で

は変法III Kirchnec寒 天培地が多少発育がよいが喀痰で

表3変 法III Kirchnec寒 天培地,変 法III Kir

chner寒 天培地のKH2PO4をNaH2PO4

にか えた培地に保存人型結核菌を接種 した

成績

注:表 中の記載は集落数を示す その記号は表1に 同じ

表4変 法III Kirchner寒 天 培 地,変 法III Kirchner

寒 天培 地 のKH2PO4をNaH2PO4に か えた

培 地 に4%NaOHで 処 理 し た喀 痰 の5例 を

接 種 した 成 績

注:表1に 同じ

は差がない。菌液における耐性値の差は発育によるもの

と仮定すると,KH2PO4で もNaH2PO4で も同様の耐

性値を示したと考 えてよい。したがつて耐性値にはKH2

PO4もNaH2PO4も 同様に影響するものと推定され る

し,さ らにはその中のPO4が 影響を与えるのではない

かとも推定 される。
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b.グ ル タミン酸ナ トリゥムの影響

変法III Kirchnec寒 天培地 と,変 法III Kirchner寒 天

培地のアスパラギンの代 りにグルタミン酸ナ トリゥムを

加えた変法IV Kicchner寒 天培地で作つた耐性検査培地

に,KMを 使 用したことのない患者の喀痰を14例 培養

比較した。

表5変 法III Kicchnec寒 天培地 と,変 法III Kir

chner寒 天培地のアスパラギンの代 りにグル

タミン酸ナ トリウムを混入した変法IV Kir

chner寒 天培地に喀痰を4%NaOHM処 理

して接種 した成績

(1)5例 の成績

注:表1に 同じ

(2)14例 の喀痰による耐性値の相関関係

注:表 中の数字は例数を示す

その うちの5例 を示したのが表5の(1)で あ り,相 関

関係を示 したのがその(2)であ る。

(1)をみ ると,5例 中の1例 が ほとんど同 じ耐性値を

示しているが,残 りの4例 は,変 法IV培 地 において1

段 あるいは2段 の高い耐性値を 示している。相関関係

をみると,1例 のみが同じ耐性値を示 しているが
,残 り

の13例 は変法IV Kirchner寒 天培地において高い耐性

値を示している。すなわちアスパラギンの代 りにグルタ

ミン酸ナ トリゥムを加えたものが耐性値が高い。

IV総 括および考案

柳沢 ら3)はH2株 によ り,内 藤4)はH37Rv株 に

よりKicchner培 地 とDubos培 地 の両液体培地による

Kanamycinの 阻止力を比較しDubos培 地が 阻止力の

強いことを認めでいる。またW.Steenken5)ら はH37

Rv株 によ り同様の実験をProskauer-Beck培 地 とDu

bos培 地 につ き実施し,Dubos培 地 に おける阻止力の

強いことを証明している。柳沢 らは,こ の事実をDubos

培地中に混入されている表面活性物質によるであろうと

推定 し て い る。なおW.Steenkenら,お よびR.A.

Patnode6)ら は,Pcoskauec-Beck培 地 を使用し
,血

清,ア ルブ ミン等の影響を実験 し,こ れ らが混入される

ときはKanamycinの 阻止力が 弱くなることを 証明し

ている。

このようにKanamycinの 阻止力,換 言すれば結核菌

のKanamycinに 対 する耐性値は培地中に混入 され る

表面活性物質,血 清,ア ルブ ミン等によつて 影響 され

る。われわれはさらに馬血清を加えたKirchner寒 天培

地を土台 として種々実験 した結果,変 法III Kirchner寒

天培地すなわちKH2PO4の 量がKirchnec寒 天培地に

比 して2.5倍 量 に増量 されている培地では,そ の耐性

値が2～4倍 に上昇することを認めた。この傾向は鶏卵

培地における1%小 川培地 と3%小 川培地において

も認め られるが,寒 天培地におけるほど著明ではない。

これは卵黄にKanamycinが 吸着されるために,そ の差

が少なくなるのであろう。

次にわれわれは変法III Kirchnec寒 天培地のKH2PO4

の代 りにNaH2PO4を 加 えて作つた培地で比較すると,

耐性値はそう大した差はなかつた。すなわちNaH2PO4

で も同様な影響があることを認めた。

次にわれわれは変法III Kirchner寒 天培地のアスパラ

ギンの代 りにグルタミン酸ナ トリゥムを加えた変法IV培

地とを比較すると,変 法IV培 地 の耐性値が変法III培地 に

比 して2倍,4倍 に上昇す るのをみた。 すなわち窒素

源 として用い られるア ミノ酸の種類によつて も影響 され

ることがわかつた。

以上のような事実の機序については全然わか らない。

しかしいずれにしても従来まで報告 されていない。ただ

A.Gourenitsch7)ら が心臓浸出液培地を用いた黄色ブ

ドウ球菌による実験では,塩 化ナ トリゥム,塩 化 カリゥ

ム,塩 化 カルシゥム等を1モ ルの割合に加えると
,耐 性

値が高 くでるし,大 腸菌の実験ではpH7.2の 燐酸緩

衝液を種 々の濃度に混入してみたところ,高 濃度では耐

性値が高くでることを報告 しているにすぎない。

以上われわれの認めた事実はKanamycinに 対する耐

性結核菌の検査には心すべ きことと思われるので,あ え

てここに報告した次第である。

V結 論

肺結核症の患者の喀痰および保存人型結核菌,H37Rv

株,黒 野株等を4%水 酸化ナ トリウムで処理し,あ る

いは中和 して,Kirchner寒 天培地 ,変 法III Kicchner寒



1959年4月
227

天培地,変 法III Kirchnec寒 天培地のKH2PO4の 代 り

にNaH2PO4を 混入した培地,変 法IV培 地等でKana

mycinに 対する耐性値を検討し次のような結果を得た。

1)10例 の喀痰を用いて,Kirchner寒 天培地 と変法

III Kirchner寒 天培地(KH2PO4が2.5倍 に増量され

ている)に4%水 酸化 ナ トリウムで 処理 して うえる

と,そ のうちの9例 が,ま た中和 した 材料を うえると

8例 が,変 法III Kirchnec寒 天培地において2倍,4倍

の耐性値の上昇をみた。そしてその他の ものは同じ耐性

値を示 した。とくにKirchner寒 天培地において高い耐

性値 を示した ものは1例 もない。すなわちKH2PO4が

多 くなると耐性値は高 くなる。

2)変 法III Kirchner寒 天培地のKH2PO4の 代 りに

NaH2po4を 使用した培地を用いて,喀 痰,H37Rv株,

黒野株を4%水 酸化ナ トリゥムで前処理 して接種する

とほぼ変法III Kirchner寒 天培地 と同様の耐性値を示し

た。すなわちNaH2PO4もKH2PO4同 様にKana

mycinに 対す る耐性値を上昇す る。

3)14例 の喀痰を4%水 酸化 ナ トリウムで 前処理

して変法III Kirchner寒 天培地 と,変 法III Kirchnec寒

天培地の中のアスパラギンの代 りに,グ ルタミン酸ナ ト

リゥムを加 えた変法IV培 地に接種 して耐性値を比較する

と,そ の うちの13例 は変法IV培 地において2～4倍 の

耐性値の上昇をみた。他の1例 は同じ耐性値を示した。

すなわち培地に混入されるアミノ酸の種類によつても耐

性値に影響されることがわかつた。

この研究の一部は,昭 和33年11月 女部省科学研究

費〃化学療法による治癒機転の研究 〃班に,ま たその一

部は厚生省結核療法研究協議会細菌科会に提出した。同

班より研究費の補助を受けた。厚 く感謝する。
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