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1%小 川培地 を用い る実用的 な結核菌 の カナマイ シン耐性検 査法

東 村 道 雄

国立療養所大 府荘(荘 長 勝沼 六郎 博士)

受 付 昭和54年9月8日

ま え が き

Kanamycin(KM)は 卵黄 によ り抗菌力 を 減 じると

い う報告が ある(Morikubo,1958)1)。 この報告 自体 は

事実で あ るが,一 般 にKM耐 性検査 には卵培地 は不適

当であ るかの ごと く誤 解 され,KM耐 性検査にはKir-

chner寒 天培地 が療研 に よつて も採 用 された2)。 しか し

療研の方法は間接法で あるため,間 接法 自体の含 む欠点

を有 し,直 接法耐性検査法の必要が痛感 された。 この 目

的のため,小 川(1958)5)は 直接法 用の変 法Kirchner

寒 天培地 を発表 し,東 村(1958)4)は1%小 川培地 を

用い る直接 法耐 性検査 法を発表 した。著者(東 村)の 主

な る論 点は,(1)卵 培地 におけ る力価 減少はKMに 特

有 な ものではな く,SMに も認 め られ る。 しか るに と

くにKMの みを と りあげて卵培地使 用不能 とい うこと

は矛盾 してい る。(2)KMは 発育遅延 的に 作用 す るた

め,抗 菌力 の判定 は接種菌数 および培養 日数 によ り著 明

に影響 され る(東 村,1958,1959)4)～6)。Patnode&

Hudgins(1958)7)は 血清お よび培養 日数の 影響 を報告

してい るが,そ れ以 丘に影響 を与 えるのは接種菌量で あ

り,判 定 日数 を一定に して も,接 種生菌数が大で あれ ば

高濃 度まで発育 が起 こ り,小 で あれば低濃 度ですでに阻

止 され る4)。 また著 者は耐 性検査 は全部同 じ培地で行な

うほ うが便利 であ るとの 考 えか ら,1%小 川培地 を 用

い,接 種 生菌 数の大 小に よる判定値 動揺 を除去 す るため

に,各 培地 当 り20～150集 落 数(actualcount可 能)

を与 え るごとき小接種菌 数を用い る必 要を報告 した。そ

して,こ の方 法(actualcount法)に よ りKM耐 性

検査 を行なつて臨床 経過 と一致 す ることを確 かめ,本 法

でKM50μg/ml(以 下50γ と記載)以 上耐性 を示

す菌 は 臨床的 に も耐性菌 とみ なすべ きことを 報告 した

(東村 ら,1959)8)～10)。

Kirchner寒 天培地法 と1%小 川培地法の比較

KM耐 性検査 法 には 上述の ごと くKirchner寒 天培

地 を用い る方法 と1%小 川 培 地 を 用い る 方法 とが あ

る。前 者は現在 では接種菌 数を考 慮 しないで使 用 されて

お り,後 者は接種菌量 をactualcount可 能の 小菌量 と

す ることになつてい る。 この両 者を比較 す ると,(1)

まず手技 の繁雑 さでは,前 者は調製法が やや繁雑 なKir-

chner寒 天培地 を必要 とし,後 者は喀痰 の稀釈 を行 な う

繁雑 さが ある。またKirchner寒 天培地 は小川培地 に比

して必ず し も発育が よ くない欠点が ある。(2)耐 性検査

の正確度で は,林 ら(1959)11),立 花 ら(1959)12),宮

部(1959)15),宝 来(1959)14)に よつて 報告 され た

Kirchner寒 天培地 またはDubosア ル ブ ミン寒天 を 用

い る方法で は,KM未 使用患者の耐性検査成績 は1:

10の 動揺 を示す(た とえば立花 らによれ ば0.625～5γ,

宮 部に よれば0.3～3γ,宝 来 に よれば0.5～5γ で発

育)の に対 して,1%小 川培地法では1:4(大 ていの

場 合10～20γ で発育,ま れに5γ 耐性の ものがあ る)

であつて,正 確 度の点では後 者が優 れてい る。 もちろん

この原因は,1%小 川培地 その ものの 性質 では な く,

接種菌数 を一定化 したため と考 え られ る。したが つて,

Kirchner寒 天培地かDubosア ルブ ミン寒天培地 で も

接種菌数 を揃 えなけれ ば正確 な検査 成績 を得 ることはで

きない。(3)KM未 使用 患者のKM耐 性度は 上述 の

ご とく,1%小 川培地 で高 い(抗 菌力が弱 い)。石 山 ら

(1958)15)に よればKM1.59筋 注後の 血 中濃度 は

80～100μg/mlで あ り,Wrightら(1959)16)に よれ

ば,KM19筋 注後の血中濃度 は30μg/mlで あるか

ら,血 中濃度か らみれ ばKMはSM以 上に生体 内で

効果があつて よさそ うに み えるが,事 実は そ うで はな

い。 この ことは,KMの 生体内での抗菌力が かな り弱

くなってい ることを示 し,む しろ1%小 川培地での成

績 のほ うが生体 内条件に近 い ことを暗示す る。以上の考

察 か ら,接 種菌 数を考慮 した1%小 川 培地法 は接種菌

数を考慮 しない寒天培地法 よ り優 れてい る。また耐 性成

績が高 くで ることも欠 点 とはい えない。したが つてKM

耐性検査 のみ に小川培地 は使用で きない とい う理 由はな

ん ら見 出だす こ とは で きないので ある。 以上か ら1%

小川培地は十分KM耐 性検査に使用 し うると考 え られ

るが,問 題は喀痰稀釈の面倒 さで あつて,こ の点 を簡易

化 して実用的な耐性検査 を行ない えないか と考 えて既往

の成績 を観察 した ところ,喀 痰 原液 接種 だけを用いて も

十分 実用に供 しうることが発見 された。

1%小 川培地を用いて簡単に行 ない うる臨床 的

Kanamycin耐 性検査法

著 者は持論 として,耐 性検査 は研究 用の正確 な方法 と
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臨床用 のやや不正確で あつて も簡単な方法の2つ に分 け

るべ きもの と 考 える。 耐性復帰な どを研究 す る 目的に

は,面 倒で も正確 な方法が採用 され るべ きであ る。少な

くとも接種菌量の影響 を除外 したactualcount法 が採

用 され るべ き であ る(Middlebrook,1954;東 村,河

西,1956)17)18)。 しか し臨床的には 簡単な方法で 見当

づけがで きれば よい。 そこでKM耐 性検査について も

簡単な方法 を得 たい と思 つて既往の検査 成績 を再検討 す

る闇に簡単 な方 法で,こ れを 実行 し うることが 分かつ

た。著 者はは じめ 喀痰原液 と その100倍 お よび1,000

倍稀釈液 を1%小 川培地 に 接種 して,対 照培地 で20

～150集 落 の発育 を 与え る接種菌量 で 発育可能 の 最高

KM濃 度 を耐性度 として きたのであ るが,こ れ らの 成

績 を通覧 す ると,KM未 使用患者で は喀痰原液接種(常

用検査法 と同 じ)でKM50γ 培地 に 発育 し うる こと

が あつ て も,KM100γ 培地 に 発育す る ものは ない こ

とが分かっ た。一方,KM投 与 を行なつた患者でKM

の臨床効果 とKM100γ 培地の発育 との関 係 を 調 べ

ると,臨 床的にKM耐 性 と思われ るときにはKM100

γ培地に なん らかの発育 が 認 め られ る ことを 見出だ し

た。 したがつて実用的には,喀 痰原液 をKM100γ 培

地に接種 して,発 育 を認 めなければ臨床 的KM感 性 と

認 めて よい し,な ん らかの発育 を認 めれば 臨床 的KM

耐性 または その前状態 と認 めて よい と考 え られた。

臨床 的Kanamycin耐 性検査法

培地:KM100μg/mlを 含有 す る1%小 川 培地

(KM100γ 培地)お よび薬剤 な しの対照培地 の2種

を用 い る。

接種:喀 痰 に等量 の5%KOHを 加 え,15～20分

間パ ンピングを行 ない,均 一化 した喀痰液 を渦 巻白金耳

(1回 の接種 で0.02～0.025mlす くい接種 しうる)で

対照培地 およびKM100γ 培地 に塗抹接種 し,た だ ち

に ゴム栓 を施 して37℃ に培養 し,6週 後 に 判定す る

(もちろん4週 後 に も判定 してKM100γ 培地 に発

育が あれ ば耐性 とす る)。

判定:KM100γ 培地 に多少 と も発育 を 認 めれば臨

床的に はKM耐 性 または その前時期 と考 えて よい。

KM100γ 培地に数百以上の集落 を認 めれば,た とえ

対照培地 よ り発育 が 少な くて も,臨 床的にKM耐 性

(KMほ とん ど無効)と 考 えて よい。KM100γ 培地

に発育 を認 めなければ臨床的に一応KM感 性 と考 えて

よい。

(注1)培 地分注量 は 中試験管(170×17～18mm)

に8mlと す る。5ml分 注で は検査成績が劣 る(東 村

野田,中 村,1957,1958)19)。(注2)KMは 有機塩

基 であ るか ら,pHが 酸性の3%小 川培地 よ り中性 に

近い1%小 川培地 で 作 用が強い。(注3)1%小 川

培地使用 のさい は,ピ ペ ッ トで0.1ml接 種す るよ りも

渦巻白金耳法 によるほ うが成績が よい。 これ は1%小

川培地で はアル カ リ中和能力が劣 るため と思 われ る。3

%小 川培地での0.1ml接 種法 と1%小 川培地 での

渦巻白金 耳接種法(0.02ml接 種)の 問に は 僅少の差

しかない。 これは0.1ml接 種では,接 種菌が試 験管 壁

に吸着 した り,培 地 上で 凝集 す るため と思 われ る(別

報)。(注4)1%小 川培地での 渦巻白金耳接種法 は 次

の利 点を もつ。(i)渦 巻白金耳 は 焼灼滅菌に よ り何回

で も連 用で きる。(ii)渦 巻白金耳法 では 接種量 が少な

いため,た だちに ゴム栓 をして孵卵器 に納 め うる。 ピペ

ッ トで0.1ml接 種 すれば乾 くまで待 つて,ゴ ム栓 を し

なけれ ばな らない 。(iii)測 定誤差(集 落数 の%標 準偏

差)は 両者で差が ない 。(iv)検 出率は 渦巻 白金耳法 が

ご くわずか劣 るにす ぎない 。

臨 床的Kanamycin耐 性検査法の基礎

(1)KM未 使用患者のKM耐 性検査成績

喀痰 に等量 の5%KOHを 加 えて 均一化 し,こ れ

を渦巻 白金耳 で1白 金耳 ずつ,KMOμg/ml,5μg/

ml,10μg/ml,20μg/ml,50μg/ml,100μg/ml,

お よび一部 では1,000μg/mlを 含 む培地 に 接種 し6週

後 に成績 を判定 した。KMOγ 培 地(対 照培 地)と 同

等 の発育 を示すKM最 高濃 度を完 全耐 性度,多 少 と も

発育 を示 したKM最 高濃 度を不完 全耐 性度 とす ると,

成績 は表1の ごと くで あつた。KM未 使用患者33例

(いずれ も常 時排菌 者)の 耐性度は不完 全耐性度を とつ

て も,KM50γ 不完 全耐性以下であつて,KM100γ

培地 に発育 を示 した ものは1例 もなかつた。

(2)KM使 用に伴 うKM耐 性度の推移

表1の 成績か ら,喀 痰 の稀釈 を行 なわず に,routine

法 と同 じく接種 した場合,KM50γ 培地 までは少 数の

集落が発生 して もKM100γ 培地 に発育 を示す ものは

なか つたので,耐 性判定の問題点 はKM100γ 培地 の

発育 にあると思われ た。 そこでKM使 用例 中,KM耐

性発現(actual count法 でKM50～100γ 以上 耐性

菌の 出現 した例)10)を 認 めた例6例 に つい て 本報 の

〃臨床的KM耐 性検査法 〃に よる結 果(KM100γ 培

地の発育)を まとめ ると表2の ごと くであつた。 これ ら

の例はいずれ もSM-PAS-INAH3重 耐性菌 を もつ

例で,こ れ らの耐 性薬剤 と ともにKM1日1g1週

2～3日 を 投与 した(他 にKM注 射 日にcymloserine

1日0.5gま たはviomycin1日1gの1ま たは 両

者 を併用 した)。

KM開 始時には,KM100γ 培地に発育 を示す例 は

なかったが,KM使 用40～70日 後 にはKM100γ 培

地に発育 を認め るよ うになつた。 そして,こ れ と同時ま

たは少 し遅れて,一 たん減少 していた1日 排菌数が治療
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表1Kanamycin未 使 用患 者喀湊 中結核菌 のKanamycin醗 性度

(1%小 川培地使 用,喀 湊原液 接種,渦 巻白金耳接種法)

Kanamycin耐 性 度
}5μ9擁1

i7

i10μ9/"窟1!20μ9/mZ

完 全 耐 性 16 30

不 完 全 醗 性 1 11 11

5・μ9擁T… μ濠刷 計

o ○ 5ろ

10 0 あ

表2「 臨床 的K:撒amyci11(KM)耐 ・殴i検査 法3に よ るKM耐 性 の 推 移(1958～1959年)

日/月

1/7

18/7

27/7

12/8

20/8

27/8

16/9

30/9

15/10

27/10

12/11

23/12

6/1

20/1

3/2

17/2

13/6

10/7

症 例1.

0

0

0

0

0

3(0。05%)

32〈0.1%)

+(2%)

51(0。12%>

63(0。1%)幹

3((0。01%)

0

彗(34%)

十}(31%)

3(0.01%>

2(0.003%)

0

辮(44%)

■■■ ♀}貝/月 症例2.■ ■■ ♀

;i

貝/月

↑

↓

帯

十

十

十}

}・}

苔

帯

紐

椙

轡

権

相

碁

軒

耀

搬

1/7

18/7

27/7

12/8

20/8

27/8

16/9

30/9

＼15μ0

27/10

25μ1

9/12

23/12

6/1

20/1

3/2

13/6

10/7

O

o

O

O

2(O.008%)

7(0.0芝5%)

25(0.08%)

15(0.02%)

74(0.エ4%)

+(55%)*

葺(27%)萎

升(100%)

+(44%〉

十}(65%)

掛(53%)

翁(94%)

+(20%)

帯 く36%)

↑

↓

帯

十

十ト

十

善

欝

帯

辮

15/10

27/10

12/11

.25μ1

9/12

23/12

6/1

20/1

3/2

17/2

30/3

25/4

4/5

13/6

10/7

症例3.♀

則 月

25/10

12/11

26/11

9/12

23/12

6/1

2◎/1

3/2

17/2

症例4.■ ■ ♀

O

o

O

T(0.01a%)

1(0.0ユ6%)

O

卦(28%)

21(0.84%)

45(0。16%)

↑

↓

↓

十

帯

封

十

・←

良/月

6μ

25/11

9/12

23/12

6/1

20/1

3/2

17/2

症例5.■ ■■♂

O

o

O

◎

23(0.48%)

+(20%)曄

0

0

↑

手

÷

→十

÷

十

十

十

OT

o

O

1(o.G4%)

0

59(0.17%)鼻 聾

+(46%)

暑(100%)

+(40%)

朴(100%)

+(67%)

62(50%)

君(72%)

骨 〈57%)

椙(97%〉 馨

(KM投 与 続行申)

幽

89

171

・卜

十

124

楓

帯

留 月

30/3

25/4

4/5

13/6

10/7

症例6.■ ■■ ♀

0↑

0

0

1(1%)

+(26%)憩

(KM投 与続行ゆ)

74

155

十

96

十

各症例の左項は 眠M100γ 増刷,右 項は対照培地め結霰菌発育を示す。数字は集落数,+は 数百の集落a甘 は一部融合,辮 は全面融合の膜
疹h-

状 発育を示す。

左項 の()内 はPOP"1ation構 成分析に よっ て得 たKMIQOγ 耐1生菌含有率 を参考 に示 した。
柴1日 排菌数 が治療開始時の水準に復帰 したことを示す。

蒋 シユーブ症状の発現

↑:KM投 与開始

↓:KM投 与中止

症例1～5のS羅,PAS,王 翼H耐1生 および化学療i法については,東 村 ・安保 。勝沼:結 核,34625,昭54参 照G

症例6.1922年 生。治療 醐始時…SM2,000y,INH:10y耐i生,PAS耐 性な し(い ずれ もactualcount注 による)、、C2K:X2,SM-KM-G-

PAS-INH5者 併用療法 施行 、

前の水準に褒帰 した。また症例2お よび3で は,:KM

1007培 地に発育 をみたの ち,発 熱,咳 鳳喀疾の増加,

水泡音増撫,茎と洞出現な どシュープ様症 状が発現 した。以

上 の結果 は,本 検査法 におけるKM100γ 培地の発育

(KM100γ 不 完 全 または 完全耐性の発現)が 臨床的

変化 と___,致または先行す ることを示 してい るc
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考 察

前報10)に 述べた ごと くKM耐 性出現の 様相 は,

KM50γ 耐性菌出現は一過性で あつて,た だ ちにKM

100γ 耐性菌集 団に移行す るか ら,KM100γ 培地 の

菌発育の有無が耐性判定点 と考 え られた。ただ問題はい

わゆ る偽耐性5)の ために感性菌の集 団がKM100γ 培

地 に発育 しないか と心配 されたが,本 報 の 成績 はKM

未使 用患者の菌(KM感 性菌)はKM100γ 培 地に

発育 しえない ことを示 した。 したがつてKM100γ 培

地の発育 は耐性 と考 えて よい と思 われたが,観 察結果 も

これを裏が きす る ものであつた。

本法の検査法 と前報 のactualcount法 とでは,接 種

菌数の多い本法のほ うが早 くKM100γ 培地の発育 を

示すのが 当然で ある。 換言すれ ば,本 法 はKM100γ

不完全お よび完全耐性 を意味 し,前 報の方法 は完全耐性

を意味す るといつて よい。両者でKM100γ 耐性 出現

が一致 したの は第1,3,5,6例 で,本 法が先行 したの

は第2お よび4例(40日 先行)で ある。 また,KM

100γ 培地の少数集 落発生 と多数集落発生 とが意味 を異

にす るの は当然で あって,第2例 お よび第3例 のご と

くKM100γ 培地に多数の発育 を示 した例 は,の ちに

シューブ様悪化 を きたした ことは注 目され る。

なお,KM100γ 耐 性の場合 には大部分KM1,000

γ耐性で あ るこ とが最近 の成績で 明 らか となつた ことお

よびKM耐 性菌 は 表 に み られ るごとく,KM中 止後

も安定 であ ることを付 記してお く。

結 論

実施 方法が簡単 で しか も十分実用 し うる 臨床 的Ka-

namycin(KM)耐 性検査法 を記載 した。本 法は,喀 痰

に等量 の5%KOHを 加 えて15～20分 間パ ンピソ

グして均 一化 し,こ れを渦巻 白金耳(1回 の接種量0.02

～0.025ml)で,薬 剤 な しの1%小 川培地(対 照培

地)とKM100μ9/ml含 有1%小 川培 地 とに 接種

し,4お よび6週 後に 判定す る。KM100μg/ml培

地 に多少 と も発育 が 認 め られれば,KM耐 性 出現 また

はその前状態 と考 えて よい。KM100μg/ml培 地 に対

照培 地 と同等 または それに近い くらいの発育 を示 す とき

は,KMは 臨床的にほ とん ど無効 と考 えて よい。
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