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結 核 菌 の カ ナ マ イ シ ン 耐 性 に 関 す る 研 究

第2報 カ ナマ イシ ン耐性上 昇 につ いて

前 田 徹

国立予防衛生研究所結核部(部 長 室橋豊穂)

受付 昭和34年8月6日

緒 言

カナ マイシ ソ(以 下KM)が 既往 の抗結核剤耐性菌,

と くに ス トレプ トマ イシン(以 下SM)耐 性菌感染動

物 に対 して,感 性菌 に対す る と同様 の増殖阻止作 用を示

す ことが報告 され たこ と1)は 臨床上 新 しい 治療計画 を

もた らした といい うるで あろ う。しか しSMに つ いての

豊富 な臨床経験か らすれ ば,そ の使用 によるKM耐 性

獲得 を考慮せず してKM治 療計画 をたて るこ とはで き

ない と思 う。 そこでKM耐 性上昇 を検討す る。こめに,

研究 室保存株,患 者か らの 新鮮分離株,SM耐 性株 お

よびKM耐 性株 を用い てKM耐 性上昇 とSM耐 性

上昇 とを試 験管 内実験に よつて比 較考 察 した。

実 験 方 法

〔使 用培 地〕 前報 告2)と 同様,Kirchner寒 天培地 を

用いた。

〔使 用結 核菌 〕 次の4種 を用いた。

i)研 究室保存 人型結核菌,H2株 。

ii)KM未 使 用肺結 核患者 よ り分離 したPAS,I

NH,SMの いずれに も感性の新鮮 分離株 。

iii)H2株 よ り試 験管 内one stepで 分離 したSM

100γ/ml完 全耐性株,(H2R-SM株)。

iv)H2株 よ り試 験管 内one stepで 分離 したKM

100γ/ml完 全耐性株,(H2R-KM株)。

〔継代培養法 〕1%小 川培地 に 上記の菌株 を 継代増

菌 し,約14日 培養 の 発育 良好 な 菌苔 を 掻 取 り,直 径

7mmの 水 晶球50コ 入 りの300mlの 丸 コノレベンに入

れ,手 振法 で1mg/mlの 蒸 溜水浮游液 を調製 した。 こ

れを原液 として,10倍 稀釈 系列 を作 り,0.1 ml中 に そ

れぞれ10-1 mg,10-3mg,10-5mgを 含 む菌液0.1ml

ずつ を,所 定濃度 に各薬剤 を含有 す る培地2本 宛に接種

した。接種生菌 数測定には 薬剤 を含 有 しないKirchner

寒天培地(対 照培地)3本 宛 を各接種菌量 に対 して用 い

た。 培養4週 間後発育集落数 をか ぞえて,(所 定濃度薬

剤含有培地に発育 した生菌数)÷(対 照培地 に発育 した

生菌 数,す なわ ち接種生菌数)×100の 式 を用い て耐性

菌分布 を測 定した。

継代は次の よ うに行 なっ た。 す なわ ち10-1mg接 種

の各濃 度薬剤含 有培地の うちか ら,次 代の耐性菌分布 を

測定す るに十分な菌量 を掻取れ ると思われ る,し たがつ

て集落 数の多い最高濃 度含 有培地 の菌 を選んで,薬 剤 を

含 まない1%小 川培地 に1代 増菌 し,こ れ を次代の耐性

菌分布検査 に用い た。具体 的にいえば,100集 落 以上を

生 じた10-1mg接 種 薬剤含有培地 の うち 最高濃度を 含

む培地上 の菌 を2代 目の継 代に選 ぶ ように した。以後の

継代 には全 く同様 の方法 を繰返 した。

実 験 成 績

1. KMお よびSM耐 性上昇 型式 の比較

図1,3,5に はKM耐 性 上昇 とSM耐 性 上昇 を

継代 ごとの耐性菌分布で示 した。図2,4,6に は10-3

mg接 種 の場合の継代 ご との耐性菌発育最高濃 度を示 し

た。

図1,2か らH2株 のKMお よびSM耐 性 上昇

を比較す ると,ほ とん ど同様 の上昇 型式 を示 す ことが 分

か る。

図3,4は 患者か らの新鮮分離株 につい てKMお よ

びSM耐 性上昇 を比較 した もので ある。SM継 代7

代 目はSM増 強性の 耐性菌分布 を 示 したので6代 目

までを比較す る と,KMお よびSMに 対 して全 く類似

の耐 性上昇 型式 を示す ことが分か る。

図5,6はH2R-SM株 のKM耐 性上昇 とH2R-

KM株 のSM耐 性上昇 を 比 較 した もので,ほ とん ど

同様 の型式 で耐 性が上昇 してい る。

2.菌 株 相互 間の違 い

薬剤濃 度1γ/ml,10γ/ml,100γ/mlに 対 して耐性

菌分布が75%以 上を 占め る場合 を それ ぞれ 完全耐性

とみなして図1,3,5を 検討す ると,菌 株 に よつ て 差

が あ り,H2株 のKM継 代 では3,4,7代 目,耐M

継代 のそれは3,5,6代 目で ある。新鮮分離株のKM

継代 では1γ/ml完 全耐性は4代 目,107/ml完 全耐

性 は7代 目に み られ,100γ/ml完 全耐性は7代 目ま

で はみ られなか つた。SM継 代 の場合は,1γ/ml完 全

耐性が5代 目でみ られ,6代 日には5γ/mlに 対 して

94%の 耐性菌分布 であ るが,10γ/mlに 対 しては1.8
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図1KMお よびSMに に対 す るH2株 の耐性上昇の比較

図中の数字は継代代数 を示す。↑:矢 標識は次代の培養に用いた薬剤含有培地

図2H2株 の耐性上昇(接 種菌量10-3mg) %の 分布を示 した。H2R-SM株 のKM継 代の場合

1γ/m1,10γ/m1,100γ/m1に に対す る完全耐性 分布M

それ ぞれ3,5,6代 目にみ られ,H2R-KM株 のSM

継 代の場合の それMそ れ ぞれ3,4,6代 目はににみ られた 。

すなわ ち保存株 でM新 鮮分離株 よ り明 らか にに早 く耐性が

上昇 してい る。 また耐性株の場合にM感 性株 とは違つた

初代の耐性菌分布が認め られた 。それMH2R-SM株

のKM継 代1代 日とH2R-KM株 のSM継 代1

代 目ににお ける耐性菌分布で,図7に に示す ご とく,H2感

性株の それにに比べ て高い耐性度 と高率 の耐性菌分布 を認

めた 。 しか し継代す る と,そ の後M両 耐性株 ともH2感

性株 と同程度の耐性上昇 を示 した 。

3.高 濃度 耐性獲得後の それ ぞれ 相手薬剤 す なわ ち

KMお よびSMに に対す る感受性

7代 目まで にに高濃度耐性 を獲得 しえなかった 新鮮分離

株 を除い て,H2株 のKM継 代7代 目,SM継 代6

代 目,H2R-SM株 のKM継 代6代 日お よびH2R

-KM株 のSM継 代6代 目の 耐性菌分布検査 を 行 な

図3KMお よびSMに に対する新鮮分離株の耐性上昇の比較

し図中
の数字は継代代数を小す。↑:矢 標識は次代の 培養に用いた薬剤含有培地
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図4新 鮮分離株 の耐 性上昇(接 種菌 量10-2mg) い,1,000γ/ml薬 剤含有培地 に 発育 した菌 を それぞれ

1%小 川培地に1代 増菌 し,KM1,000γ/mlに 発育

した耐性菌 に対 してMSM感 受性 を,SM1,000γ/ml

に発育 した耐 性菌に 対 してはKM感 受 性 を検討 した 。

その成績 は 表1,2に 示す ご とくで,H2株 が1,000

γ/mlKM耐 性を獲得 したの ちはSM5γ/m1で も発

育 し,SM1γ/mlで は10.7%の 耐性菌分布 を示す

よ うにな る。またSM1,000γ/ml耐 性獲得後はKM

10γ/mlで も発育 し,KM1γ/mlで は4.2%の 耐

性菌分布 を示 した 。H2R-SM株 が1,000γ/mlKM

耐性 を獲得 して も,またH2R-KM株 が1,000γ/ml

SM耐 性 を獲得 して も,そ れ ぞれ もとのSMお よび

KM100γ/ml完 全耐 性度は失 つていなかった。

4.KM1γ/ml含 有Kirchner寒 天培地に 恒量継

代 した場合 のKM耐 性

図1,3,5に 示 したKM継 代1代 目にわい て,H2

株 およびH2R-SM株 のKM1.6γ/mlに 発育 した

菌 と新鮮 分離株 のKM0.8γ/mlに 発育 した菌 とをK

図5KMお よびSMに 対する耐性株の耐性上昇の比較

図中の数字は継代代数を示す。↑:矢 標識は次代の培養に用いた薬剤含有培地

M1γ/ml含 有Kirchner寒 天培地に,原 則 として4

週間 ごとに継代 して,5代 目と10代 目に耐性検査を行

なつた 。10-3mgを 接種 した 場合の 成績 を表3に 示 し

た。H2株,新 鮮 分離株 お よびH2R-SM株 と もに

KM1γ/ml含 有培地継代に よつて明 らかなKM耐 性

上昇 を認 め る。 と くに新鮮 分離株 が5代 目で他の2株

とお よそ同 じ耐性度を示 し,10代 目では他の2株 よ り

高い耐性度を示 した ことが注 目され る。

5.次 代の耐 性菌 分布に 及ぼす薬 剤含有培地 の薬剤濃

度 の影響

図8に 示 す ごとく,H2株 のKM継 代6代 目の耐

性菌 分布検査(B)で200γ/mlに 発育 したeugonic

な集落 と3～4週 で発育 して きたdysgonicな 集落 の混

合発育菌(b1↑)と400γ/mlに 発育 した76コ の

eugonicな 集落 か らな る菌(b2↑)に ついて,そ れぞ

れ前述 と同 じ方法 で次代 の耐 性菌 分布 を検査 した。400

γ/mlに 発育 した菌 の 耐性菌分布 は1,600γ/mlま で

100%前 後 の発育 を示 す(b2)が,200γ/mlに 発育

した菌に は200γ/mlで 発育 を阻止 され る菌 が74%も

含 まれ ていた(b1)。 薬剤含有培地 の低濃度 の影響に っ

いて,Aの ごとき耐 性菌 分布 を示 したH2株 よ り,5

γ/mlに 発育 した菌(a1↑)は 次代の耐性菌分布 検査 で

耐 性度 Ｍ40γ/mlま で 上昇 してい るが,耐 性菌分布 は

著 明に上昇 していない(a1)。10γ/mlに 発育 した二菌
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図6H2R-KM株 お よびH2R-SM株 の

耐性上昇(接 種菌量10-3mg)

(a2↑)は 明 らか な耐性上昇,す なわ ち100γ/ml完

全耐性に近い耐性度 と耐性菌分布 の 上昇 を示 した(a2)。

以上の実験成績か ら次 のよ うなKMお よびSMに

共通の特徴 あ る耐性菌分布像が み られた。

(i)耐 性菌分布下降:H2株 お よびH2R-SM株

のKM継 代5代 目 お よびH2R-KM株 のSM継

代5代 目の分布 が前代の分布 よ り下降 した。

(ii)耐 性菌分布 上昇 の 遅 滞:新 鮮 分離株 のKM継

代5,6代 目お よびSM継 代3,6代 目の耐性菌分布

が前代 の耐性菌分布に 比べて上昇が明 らかで な く遅滞 と

み られ る。

(iii)低 濃度 薬剤含有培地に お け る増強性発育:H2株

お よびH2R-SM株 は とくに1γ/ml以 下のKMお

よびSM含 有培地に おい て,対 照培地 よ り発育が良好

で生菌数 も多かつた 。 薬剤に よる増 強性発育 と思 われ

る。

考 察

本実験に おい ては,KM耐 性 上昇 とSM耐 性 上昇

図7恥R-SM株 お よびH2R-KM株 の低濃 度KMお よびSMに 対す る感受性の低下

図8次 代の耐性菌分布に及ぼす薬剤含有培地
の薬剤濃度の影響

を比 較 す るた め に 継 代 ご との 耐 性菌 分布 を比 較 した 。 そ

し て さ らに その 成 績 の 評 価 を便 利に す るた めに,Xγ/ml

で75%以 上 の 耐 性 菌 分 布 を 示 す 場 合 をXγ/ml完 全

耐 性 とみ な して,そ の 点 か らの 検 討 と,10-3mg接 種 を

もつ て 半 ば定 量 的に 耐 性 検 査 を行 なつた 場 合の 成 績 とに

つ い て 述 べた 。

と こ ろでH2株 のKM耐 性 上昇 の 場 合,1γ/ml,

10γ/ml,100γ/mlの 完 全 耐 性 を 示 した の は それ ぞれ

3,4,7代 目に お い て で あ つた 。 この3,4,7代 目に

っ い て み る と,10-3mg接 種 の 場 合に は,菌 の耐 性 度 は

それ ぞ れ10γ/ml,80γ/ml,1,600γ/ml以 上,10-l

mg接 種 の 場 合 に は それ ぞ れ40γ/ml,320γ/ml,1,600

γ/ml以 上 で あ り,また10-5mg接 種 の 場 合 の それ は そ

れ ぞ れ16.4γ/ml,40γ/ml,1,600γ/ml以 上で あ つ
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表1H2株 およびH2R-SM株 のKM1,000γ/cc耐 性上昇菌のSM感 受性

注:c… 雑菌汚染

表2H2株 お よびH2R-KM株 のSM1,000γ/cc耐 性 上昇菌のKM感 受性

表3KM1γ/cc含 有Kirchner寒 天培地に 恒量継代 した場合 のKM耐 性

注:接 種菌量10-3mg:判 定4週;-発 育集落 を認 めない,数 字は集落数,+～ 卅 集落発 育程 度

た。 これに 対 してH2株 のSM耐 性 上昇 の 場 合,1

γ/ml,10γ/ml,100γ/ml完 全耐 性を 示 したのは それ

ぞれ3,5,6代 日で あつた 。 この3,5,6代 目につい

てみ ると,10-3mg接 種の場合に は,耐 性度 はそれ ぞれ

6.4γ/ml,400γ/ml,1,600γ/ml以 上,10-1mg接 種

の場合に は それ ぞれ10γ/ml,800γ/ml,1,600γ/ml

以上,また10-5mg接 種の場合に は それ ぞれ1.6γ/ml

200γ/ml
,1,600γ/ml以 上で あつた 。 この よ うに 薬剤

濃度 を評価基準 とした場合に は,接 種菌量に よ っ て 耐

性度 は大 きく左右 され,と くに10-1mgと い う大 量菌

接種の場合 の耐性薬剤濃度 を とつて上昇過程 を論議す る

ことは現象 の 本質 を見逃 がす お それが ないわ けでは な

い。 この点は接種生菌 数に対 す る耐 性菌 の出現 率,す な

わ ち耐 性菌分布 を とることに よ り是正 され,こ れが耐性

菌 出現 の上昇過程 を比較 す るうえに は適切 であ ると思 わ

れ る。

この ようにした場 合,耐 性菌 の分布がTreffers3)の

い うよ うに正規 分布 を示すで あろうことを予想 したこが,

予想 の ごとき正規分布 は得 られなか つた。 その理由 とし

て,方 法論 的には,各 薬剤含有培地2本 宛 に しか接種 し

なかつた ので,生 菌数測定 上相 当の誤 差 を含 むため と考

え られ る。したが って正規 分布 を示す ことを確 認す るこ

とはで きなかつた が,1%か ら80%前 後の耐性菌 分

布 を示 す範 囲ではほぼ正規分布 を示 す ように思 われた 。

便宜 的に75%以 上 の耐 性菌分布 を 示 した 薬剤濃 度

を完全耐性度 として検討す る場合,継 代数 と完全耐 性度

の取 り方に よつ て多少 の誤差 を免 れない。すなわ ちH2

株 について同 じ1γ/ml完 全耐性 を判定 す るに も,KM

継代3代 目は1.6γ/mlと3.2γ/mlの 中 間に 完全耐

性度が あるが,SM継 代3代 目M0.8γ/mlと1.6

γ/mlの 中間に 完全耐性度が ある。 そして耐性 上昇過程

において,10γ/ml完 全耐性 を示す よ うにな ると,SM

耐性上昇率がKM耐 性 上昇 率 よ り高 くな り,10γ/ml

完全耐性 を 示すSM継 代5代 目の 耐性度 はKM継

代6代 目の耐性度 に近 い。

上述 の耐 性菌分布 を各菌株 のKMお よびSM継 代

のそれぞれ1代 日の分布に つい て比較 す ると,同 じ濃

度 ではSM耐 性がKM耐 性 よ り低率 の分布 を示 し,

耐性度 もやや低 い。すなわ ちSMはKMよ り増殖阻

止作 用が やや勝 るとした既報4)の 成績 と一致 す る。 し

か し継代 を重 ね ると,耐 性菌分布 は全 く共通類似の分布

上昇態度 を示 してい る(図1,3,5)。
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耐性株が感性株 と異 な る点 として は,図7に 示す ご

とく,onestepで 分離 したH2R-SM株 お よびH2

R-KM株 が低濃度 でそれ ぞれ相手薬剤 に対 して感受性

低下 を示 し,またstepbysもepでH2株 がKMお

よびSM1,000γ/mlの 耐性 を獲得 した場合に もお よ

そ同程 度の感受 性低 下を示 した ことであ る(表1,2)｡

同様 の ことをSzybalski&Bryscn5)はE.coliに つ

いて他の薬剤に 対す る耐性に 関す る研究で認めてい る。

この程度の感受性低下 をslightly reciprocal cross re-

sistanceと して取扱 える ものか,否 か,今 後 の研究,にゆ

だねた い。

Xγ/ml培 地 上の 発育菌 を1代 増菌 して,そ の耐性

菌 の分布 を み るに あたって,Xγ/ml耐 性菌 の 分布 は

100%,と きに100%以 下,あ るいは もとの分布 以下

に下降 す ることが み られた 。 この点について薬剤含 有培

地 の薬剤濃 度の影響 を検討 した ところ,薬 剤含 有培地に

よつて次 代の耐 性菌分布 が大 き く左右 され,か つ耐性上

昇 も左右 され るにとが分かつた(図8)｡薬 剤含有 培地

に発育 す る菌に ついて考 えると,Kirchner寒 天培地 で

時間経過 とと もに含 有薬剤の増殖阻止作用が低下す る経

験 的事実か ら,当 初の含有薬剤濃度に 感性で あるMず の

菌 もまた発育 して くる可能性が考 え られ る。 さ らに耐性

菌 へのmutantと ともに 感性菌 へ のbackmutantが

生ず ること も考 え られ る。 もし 感性菌 と耐性菌が1%

小川培地 を用いて1代 増菌す る過程で 発育上の せ り合

い を行 な うもの と想定す る と,感 性菌 の増殖が耐性菌 よ

り早 けれ ば次代の耐性菌分布 は前代 よ り下降 し,同 等で

あれ ば上昇の遅滞,遅 けれ ば上昇 の分布 を示 す ことにな

るわ けで ある。

本実験でKM1γ/mlに 恒量継 代 した場 合に も,H2

株,新 鮮分離 株お よびH2R-SM株Mと もに10代 日

で高濃度耐性菌 を相 当高率に 含 むKM耐 性株に まで耐

性上昇 を示 した(麦3)。SM耐 性獲得機構 につ いて,

SM微 量接触に よ るSM耐 性上昇 を認 めた笹安6)11)

が数 多 く報告 されてい ることか ら,KM耐 性獲得 機構

につい て も同様 のこ とが考 え うるか もしれない。 しか し

上述 のご とき耐性 上昇 の基礎 的因子に ついては全 く不明

とい うほか はな く,耐 性獲得機構に 関す る遺伝 子の変化

を考 え るとして も,突 然変 異選択説12)～21),誘 導 変 異

説22)～27)あ るいは その折衷説6)の いずれで 説 明 し う

るか は この実験のみか らは もちろん結 論づ けえない。

実験事実 としていい うることは,KMお よびSMに

対 す る耐 性上昇 が同 じ菌株 では,ほ とん ど同様の上昇態

度 を示す ことで あ り,こ の ことか ら今後臨床上SM耐

性が辿つた 経過 と同様の運命 をKM耐 性 もいずれ辿 る

であ ろうことが予測 され る。

結 論

結 核 菌 のKM耐 性 上 昇 とSM耐 性 上 昇 とを比 較 検

討 して,次 の 結 果 を得た 。

1)KM耐 性Mstepbystepに よ る 増 量 継 代 法に

よつ て も,KM1γ/ml恒 量 継 代 法 に よつ て も耐 性 上昇

を示 した 。H2株 お よびH2R-SM株M7お よび6

代 目で100γ/ml完 全耐 性 とな つた 。新 鮮 分 離 株M7代

目で10γ/ml完 全 耐 性 と なつた 。

2)SM耐 性MKMに 対 す る場 合 と 同 様 の 増 量継

代 法1に よつ て,KMに 対 す る と 同 様 の 耐 性 上昇 態 度 を

示 し,H2株 お よ びH2R-KM株 は6代 目で100γ/

ml完 全 耐 性 を示 し た 。 新 鮮 分 離 株 の 耐 性 上昇 は遅 く,

6代 目で5γ/mlに94%,10γ/mlに1.8%の 耐

性 菌 分 布 を示 した 。

3)H2R-SM株 お よ びH2R-KM株 は低 濃 度K

Mお よ びSMに 対 し て,H2感 性 株 よ り高 い 耐 性 度

と高 率 の 耐 性 菌 分 布 を示 した が,継 代 を重 ね る と感 性 株

と同 じ程 度 の耐 性 上 昇 を示 した 。

4)H2R-SM株 がKM1,000γ/ml耐 性 を獲 得 し

て も,も とのSM100γ/ml完 全 耐 性 は 不変 で あ り,

H2R-KM株 がSM1,000γ/ml耐 性 を獲 得 して も,

もとのKM100γ/ml完 全 耐 性 は 不変 で あ つた 。

稿 を終 わ るに あた り,本 研 究 の 御 指 導,御 校 閲 を賜 わ

つ た 予 研 柳 沢 副 所 長,室 橋 部 長,佐 藤 博 士,な らびに 技

術 的 援 助 を負 う とこ ろ大 で あつた 丸 山技 官に 深 謝 の意 を

表 す 。

な お,本 研 究 の 要 旨 は第34回 日本 結 核 病 学 会総 会

「カ ナ マ イ シ ン ・シ ンポ ジア ム」に お い て柳 沢 博 士に よ

っ て発 表 せ られた 。
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