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結 核 菌 の カ ナ マ ィ シ ン 耐 性 に 関 す る 研 究

第3報 試験管 内におけ るカナマィ シン交叉耐性 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21日

緒 言

すでに柳沢 弓,1)に よつてカナ マイシン(以下KM)

がPAS,INHお よびSMに 対 して交叉耐性を示

さないことが報告された。 しか し,Steenkenら2)は

Neomycin(Fradiomycinお よびDextromycinと 同物

質,以 下FM)お よびViomycin(以 下VM)とKM

との交叉耐性を検討し,KMとFMと はcomplete

 cross resistanceで あ り,VM1,000γ/ml耐 性菌は

KM1,000γ/mlに 耐性であると報告した。著者は前報

告3)でKM耐 性菌がSM1γ/ml前 後 において感受

性低下を示し,SM耐 性菌 もKM1γ/ml前 後 におい

て同様に感受性低下を示したことを述べたが,こ れ らの

耐性菌の相手薬剤に対する耐性獲得態度は感性菌 と同様

であった。またこれ らの耐 性菌感染動物に 対してKM

あ るいはSMが 著効を奏した柳沢 らの成績1)か らも,

かか る低濃度の交叉耐性は化学療法の観点か らすれば問

題にな らないと思われる。したがって本実験では対象 と

して高濃度 性菌を選んだ。

臨床的にFMは 副作用4)5)の ため抗結核剤と し て

用い られていないが,VMはSM耐 性菌喀 出患者に

対して適時用い られている。Steenkenら の報告2)に よ

ればKM治 療計画はVM耐 性の有無によって左右 さ

れ ることになろう。著者は本実験において,人 型結核菌

のKM,FMお よびVMに 対 する交叉耐性について

検討 したので報告する。

実験方法および実験材料

1)使 用結核菌:研 究 室保存の人型結核菌H2株 を

用いた。

2)使 用培地:前 報告5)と 同様,Kirchner寒 天培地

を用いた。KMは 明治製菓の 「ヵナマイシン」硫酸塩,

FMは 武 田薬品工業の 「デキス ー 対 シン」硫酸塩,

VMはPfizerの 「Viocin」硫酸塩を用いた。

3)耐 性菌の分離ならびに交叉耐性検査法:大 量の菌

を薬剤含有培地に接種し,step by step法3)に よって

速やかに薬剤200γ/mlお よび1,000γ/mlに 発育 し

た各耐性菌を分離 し,培 養4週 後に白金耳で1%小

川培地に継代増菌した.1%小 川培地で2週 培養後の

発育旺盛の菌を相手薬剤含有培地にも接種して,培 養4

週後に発育集落数を 数えて,接 種菌量1mg中 の生菌

数(v.u.)と して,相 手薬剤に対す る感受性 低下を検討

した。

実 験 成 績

〔実験1〕 耐性菌の分離経過な らびにH2株 のKM,

FMお よびVMに 対 する感受性

まず表1の ごとく,H2感 性株の大量 の菌を含 む菌

液を接種し,step by step法 に よって耐性の上昇 をは

かった。初代の分離ではKM,FMお よびVMと も

に秤量重量によったので,濃 度を力価濃度に換算 し,K

M13γ/ml,33γ/ml,FM13γ/ml,32γ/ml,VM

16γ/ml,39γ/mlと した。2代 目以後はすべ て力価濃

度である。3代 目にそれぞれの薬剤200γ/mlを 含有す

る培地に発育した菌を被検菌とした。

被検菌の感受性低下を検討す るに先立ち,表2の ごと

表1KM耐 性菌,FM耐 性菌およびVM耐 性菌分離のためのstep by step法 によ る耐性上昇

注:#;次 代の耐性菌分離に使用,数 字は集落数平均値

+:100以 上の孤立集落,++:
一部分融含集落,+++ :大 部分融合集落,++++:培 地全面に融合集落
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く,H2株 のKM,FMお よびVMに 対する感受性

を3回 検査した。1回 目と3回 目の接種生菌数はそれぞ

れ25×106v.u.と19.6×106v.u.(以 下v.u.を 省 略)

でほぼ同数であったが,FM5γ/mlで はそれぞれ28

×103と10×104,FM10γ/mlで は それぞれ10×

102と15×104の 相違があった。また,VM5γ/ml

ではそれぞれ2×105で 同数であったが,VM10γ/ml

では3回 目のみに3×103を 数 えた。2回 目 は接 種

生菌数が40×105で 少 なかったが,FM5γ/mlで は

3回 目と同数の生菌数を示しなが らFM10γ/mlで は

発育が阻止された。また,VM1γ/mlで は1回 目と

ほぼ同数の生菌数を示し,VM5γ/mlで は発育が阻止

された。すなわち,FMとVMに 対 して,H2株 に

は不安定な感受性があるかのごとく思われた。しかし,

5rγ/mlのKMな らびに 本実験 では20γ/mlの 含有

培地を用いなかったが,大 体20γ/mlか ら50γ/mlの

FMお よびVMに よ りH2株 の発育は完全に阻止 さ

れ るといえるであろう6)～10)。

表2H2株 のKM,FMお よびVM

に対す る感受性検査

注:数 は接種菌量1mg中 の生菌数を示す。

〔実 験2〕200γ/ml薬 剤 含 有 培 地 で 分離 したKM

耐 性 菌(H2R-KM),FM耐 性 菌(H2R-FM)お

よびVM耐 性 菌(H2R-VM)の 交 叉 耐 性

実 験1に 述 べ たstep by step法 に よ っ て 耐 性 を 上

昇 せ しめ た被 検 菌 に つ い て 行 な っ た 。 そ の成 績 は表3の

ご と くで あ る。

H2R-KMは 対 照 培 地 で81×106,200γ/mlま で

25×106で あ るが,1,000γ/mlで は22×103のKM

耐 性 菌 で あ る。 この菌 はFMに 対 し て は5γ/mlで

22×106で あ るが ,200γ/mlに も発 育 集 落 を認 め,F

Mに 対 す る感 受 性 低 下 を示 し た。 また,VMに 対 して

は10γ/mlで20×106で あ るが ,100γ/mlで は6×

表3200γ/ml薬 剤含有培地で分離 したH2R-KM,

H2R-FMお よびH2R-VMの 交叉耐性

注:1)+,++:表1に 同 じ,

2)数:表2に 同 じ。

103を 示 し,あ る程度の感受性低下を示した。

H2R-FMは 対照培地に17×106を 生 じ,FM含

有培 地上10γ/mlで は83×105,1,000γ/mlで は

98.5×105で,FM10～1,000γ/mlで はほぼ同数の発

育集落を生ず るFM耐 性菌であった。KM含 有培地

では用意した最高含有濃度200γ/mlま でFM含 有培

地上 と大体同等の発育集落を生 じ,明 らかな感受性低下

を示した。しかし,VMに 対 しては10γ/mlで41 .5

×105,100γ/mlで2.5×105で あったが
,200γ/ml

では56×103と な り,あ る程度の感受性低下を示した
。

H2R-VMは 対照培地で72×106で あったが,VM

含有培地上50γ/mlま では対照培地 と同等の発育を示
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した 。 しか し500γ/ml以 上 で 生 じた 集 落 は 小 さ く

dysgonicで あ っ た 。 このH2R-VMはKM含 有 培

地 上10γ/mlで14×105,ま た,FMに 対 して も10

γ/mlで は73×105,100γ/mlで は2.5×103を 示 し

て い る。 す なわ ちKMお よ びFMに 対 して 感 受 性 低

下 を示 して い る。

〔実 験3〕1,000γ/ml薬 剤 含 有 培 地 で 分 離 し たH2

R-KM,H2R-FMお よびH2R-VMの 交 叉 耐 性

表41,000γ/ml薬 剤 含 有 培 地 で 分 離 したH2R-

KM,H2R-FMお よびH2R-VMの 交

叉 耐 性

注:1)()内 は推 定生菌数

2)数 は表2に 同 じ。

実験2に おいて,1,000γ/ml薬 剤含有培地上に培養

4週 後発育 したKM耐 性菌,FM耐 性菌およびVM

耐 性菌を被検菌 とした。 成績は表4に 示すごとくであ

る。

H2R-KMは 対照培地に もKM1,000γ/mlあ るい

はFM1,000γ/mlの それぞれの 含有培地上に も同等

の集落数を生じ,VM100γ/mlに66×103,500γ/

mlに2×103を 生 じた。

H2R-FMは 対照培地,1,000γ/mlま でのKM含

有培地にも,FM1,000γ/ml含 有培地におけると同等

の集落を生 じた。しかし,VMに 対 しては むしろ 実験

2の 場合よりFM耐 性が上昇 したに もか かわらずV

M耐 性菌の出現率は低下している。

H2R-VMはVM1,000γ/ml含 有培地で分離 した

耐性菌であったが,実 験2の 場合よりそ の耐性度 は低

下し,KMに 対 しては100γ/mlで も発育が阻止 され,

FM100γ/mlに5×103の 集落(推 定)の 発育を認め

たにすぎなかった。

考 察

交叉耐性11)～15)をあ る薬剤に対す る耐性菌がかって一

度 も接触したことのない他の薬剤に感受性低下を示した

場合と一応定義して,本 実験成績のKM,FMお よび

VMに 対す る感受性低下を検討したところ,交 叉耐性

にも種々の場合があるように思われた。

交叉耐性の程度を耐性菌の任意の薬剤濃度における生

菌数とその薬剤濃度に対する相手薬剤含有培地上の生菌

数とそれ ら薬剤濃度の比較にわいてみると,本 実験例で

は,200γ/mlKM含 有培地で分離 したKM耐 性菌の

FM耐 性はFM5γ/mlの 生菌数がKM200γ/ml

まで の生菌数 と大体同等であり,FM50γ/mlの 生菌

数はKM1,000γ/mlの 生菌数 と同等である。しかし,

KM200γ/mlま での生菌数はFM5γ/mlの 生菌数

と同等であるが,FM50γ/ml以 上の生菌数は同等以

下である(表3)。 しかし,1,000γ/mlKM含 有培地

で分離したKM耐 性菌のFM耐 性はFM1,000γ/

mlま での生菌数がKM1,000γ/mlま での生菌数 と

同等または同等以上であった(表4)。 そ こで前者のご

とく同一濃度における生菌数が同等以下の交叉耐性を示

す場合を不完全交叉 耐 性(slight cross resistance),

後 者のごとく同等または同等以上の交叉耐性を示す場合

を完全交叉耐性(complete cross resistance)と 分けて

みた。 この分け方に よると,KM1,000γ/mlま での

H2R-KMはVMに 不完全交 叉耐性を示し,ま た,

FM200γ/ml耐 性菌(大 体完全 耐性)お よびFM

1,000γ/ml完 全耐性菌はKM1,000γ/mlま での検査

ではKMに 完全交叉耐性を示し,か っVMに 不完全

交叉 耐性を示したこ とに なる。H2R-VMはVM

1,000γ/ml含 有培地で分離 しても不安定な耐性 度を示

す傾向があ り,VM1,000γ/ml耐 性菌にっいては確定

した交叉耐性を把握できなかったが,200γ/mlのVM

含有 培地で 分離 したH2R-VMはKMお よびFM

に不完全交叉耐性を示した。次に薬剤相互間についてみ

ると,薬 剤1,000γ/ml含 有培地で分離 したKM耐 性

菌 とFM耐 性菌のKMお よびFMに 対 する交叉耐

性は相互の完全交叉耐性(feciprocal complete cross

 resistance)で あ るといい うるであろう。また,KMと

VMは 相互の不完全交叉耐性(reciprocal slight cross

 resistance)を 示 したことになるし,か っFMとVM

について も同様,相 互の不完全交叉耐性 といえるであろ

う。Steenkenら の成績2)で はVM1,000γ/ml耐 性

菌はKM1,000γ/mlに も耐性で,KM1,000γ/ml

耐性菌はVM10γ/mlで 発育が阻止 されたと報告して

い るが,か か る場合は一方的交叉耐性(one-way cross

 resistance)と い うべ きであろう。 この点について 本実

験では確認できなかったが,さ らに検討 を加 えている。
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KM耐 性菌はFMに 対 して不完全交 叉耐性 か ら完

全交叉耐性へと移行を示したが,さ らに低濃度耐性菌の

交叉耐性を検討 してみたいと考えている。

さらに本実験で は便宜的に完 全および不完全の2種

類に交叉耐性を分類 し,そ の分類基準には同一薬剤濃度

含有培地上における生菌数を比較 したが,方 法論的にな

お不十分であるか もしれない。なぜならば,薬 剤によっ

て感性菌に対す る発育阻止濃度が違い,耐 性菌の出現率

もまた異なるか らである。この点はさらに検討し,よ り

十分にこれ らの事象を説明するにたる基準要因を見出だ

すべきであろう。

結 論

人型結核菌H2株 を用いて,KM,FMお よびVM

の試験管内交叉耐性を検討して,次 の成績 を得た。

1)KMとFMの1,000γ/ml耐 性結核菌は 相互

に完全交叉耐性 を示 した。 しかしKM耐 性菌はFM

に対して,不 完全交叉耐性か ら完全交叉耐性へ移行する

ようである。

2)KM1,000γ/mlま でのKM耐 性菌 ではVM

に不完全交叉耐性を示した。

3)FM1,000γ/mlま でのFM耐 性菌ではVM

に不完全交叉耐性を示した。

4)200γ/mlで 分 離 したVM200γ/ml不 完 全 耐

性菌はKMお よびFMに 不完全交叉耐性を示した。

また,1,000γ/mlで 分離 したVM耐 性菌の耐性度は

不安定であ り,交 叉耐性について確定した成績は得 られ

なかった。

稿を終わるにあた り,終 始御指導,御 校閲を賜わった

予研柳沢副所長,室 橋部長,佐 藤博士な らびに技術的援

助を頂いた丸山技官に深 く感謝する。
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