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とくにKanamycinお よびViomycinの 抗菌活性 に及ぼす諸 因子の検討
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緒 言

Kanamycin(KM)は 長 野県の土壌 か ら分離 された放

線菌Streptomyces kanamyceticusの 産生す る水溶性

塩基 性新抗 生物質 であ る。KMの 抗 菌 スベク トル はそ

の最少発育阻止濃 度(MIC)で み るとグ ラム陽性菌 お

よび陰性菌に広 く抗菌性 を示 し1)～3),各種 の急性感染症

に対 し奏効す ることはすでに動物実験2)4)お よび臨床

成績5)～10)の 示す ところであ る。

一方結核菌 に対 して もか な りの抗菌力 を示す ことが観

察 されてお り5)11),そ のMICは 菌株 お よび培養 条

件 によ り差異が認め られ るがおおむ ね1～2γ/mlを 示

してい る。

またKMは モルモ ット12)15)や マ ウス11)の 実験的

結核症 に対 しStreptomycill(SM)に 匹 敵 す る効 果 を

示 し,こ とにSM,INH,PAS耐 性結 核菌に よる感

染 に対 して も感受 性菌の場合 と同様に奏 効す ることが認

め られ15),逆 にKM耐 性結 核菌感染に さい してSMが

有効 に作用す ることが報 告 されてい る15)。

梅沢14)も 第34回 結核病学会 シ ンポジアムに おいて

抗酸性菌はSMよ りやや遅いが,KMで も耐 性上昇

がは じま るときわめて速やか に上昇 し高度耐性 を獲得す

ることを認 めてい る。 また抗酸性菌 におい ては全 く交叉

耐性はないが,SM自 然耐性菌 とSM継 代 耐 性菌 の

KM耐 性獲得の速 さに差異の あ ることを明 らか にした。

柳 沢15)は 同 シンポ ジア ム にお い てKM,Fradio

mycin(FM)お よびViomycin(VM)の3薬 剤 間 に

お ける交叉耐性の有無 を検討 した結果,(1)KM耐 性菌

H37RvR-KM株 は試験管 内実験で はKMに は500

γ/ml完 全耐性 であ るのに,FMで は100γ/mlで も不

完全耐性で あ り,動 物実験で もKM耐 性菌感染動物 に

おい てFMが 軽微 なが ら有効 であ る。(2)FM耐 性菌

H37RvR-FM株 は試験管 内 実 験 で はKMに も,

FMに もと もに1,000γ/ml完 全耐性であ るに もかかわ

らず,動 物実験で はKMはFM耐 性菌 感染動 物に有

効で ある。(3)VMで はKM耐 性菌H37RvR-KM

株 およびH2R-KM株 に対 して も,FM耐 性菌H37

RvR-FM株 に対 して も試 験管 内では50γ/ml感 性で

あ り,H37RvR-KMお よびH37RvR-FM感 染動

物 に対 して も効果 を示 す ことな どについて述 べてい る。

以上の成績 か らKMは 結核症 に対 して も優 れた新抗

生剤 としての資格 を備えてお り今後広 くしか も長期 にわ

た る使 用 も考 え られ る反面,耐 性上昇 の速 や かな こ と

と,さ らに他の抗生剤 との交叉耐性 に関す る今後の検討

も要望 されてい るた め耐性検査 はしばしば行 なわれ るこ

とが考 え られ る。一方使用培地 ない しはその組成 の影響

に よつて そのMICに も少 なか らぎる変動が み られ る

ことが経験 されて お り,そ の耐性検査法 の確立 は急 を要

す る ものと考 え られ る。

KMは 熱 に対 して安定で あ るが,卵 黄 中の 燐 蛋 白質

に結合 して吸着 され,し たがつて鶏卵 培地 中で抗菌 力の

減弱す ることが知 られ16),結 核菌 のKMに 対す る耐性

検査 には鶏卵培地 の使 用は不適 当 で あ り,Kirchner寒

天培地 の使 用が奨 め られてい る。

VMは 別個に発見 されたので あるが,2組 の研究者

た ちによつてStreptomyces puniceusお よびStrepto

myces floridaeと 名付 け られ る放線 菌 よ り産 生す る抗

生物質17)18)で,KMが 広い抗菌 スペ ク トル を 有す る

のに反 し,抗 酸性菌 のみに試験管 内および動物体 内で抗

菌活性 を示す。

VMは 試 験管 内お よび動物体 内でSM感 性菌 と同様,

SM耐 性菌 に対 して有効 であ ることが知 られてい る19)

～22)。またVMの 増量継代培養 を数代重 ね ることによ

り容 易に耐性 を獲得す ることが知 られ22),VMに よ る

60～70日 間の治療 を うけた感染動物か ら耐 性 菌 を分離

しうることが報 告 されてい る22)。SMに 比 してやや大

量 を要す る もSMと 同様 に実験結核症 に対 し有効 であ

ることが認め られてい る22)25)。

Wernerら24)は 高度進展 の肺結核患者 にVMを30

～75mg/kg,毎 日法で使 用 したが,VMに 対 す る効果

の判定 は困難で あ り,中 毒症状 の出現が強調 された。そ

の後間欠使用 によ るVMの 毒性軽減 に 努 力 がむけ ら

れ,毒 性 の少 ない他 の抗結 核剤 が無効 あ るいはなん らか

の理 由で使 用不能 の ときVMは 結核症 の治療 に価値 が

あ るもの と考 え られ るよ うになつた。

最近長期化 学療 法の実施 に伴 い各種抗結核剤 に対 す る

耐性例 が増加 し,ま た外科 的療 法適 応 の 限 界が 拡 大 さ
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れ,各 種抗結核剤 に対 す る耐性例 の外科療法 も増加 して

お り,か か るさいVMの 使 用が要望 されてお り,そ の

耐性検査 は等閑 に付 す ることはで きない現状 であ る。

VMは 熱 に対 して不安定 であ るとい う理 由か らKMと

同様に耐性検査にはKirchner寒 天培地 の使 用が奨 め ら

れてい る。

一方SMは 鶏卵培地使用に さいす る力価の減弱 を予

想 して2倍 量 のDihydrostreptomycin(DHSM)を 添

加 して鶏 卵培地に よ り耐性検査 を実施 してい るが,こ の

力価 の減 弱に関す る事項 について必ず し も見解 の統 一は

み られていない ようであ る。SMに 関 して は すでに当

所の亀崎25)が 加熱 に よる力価 の減 弱は軽微 であ るが,

燐酸 ない し燐酸塩 による拮抗が み られ,さ らに鶏卵へ の

吸着がSMの 抗菌活性に少なか らざる影響 を及ぼす こ

とな どを発表 した。

以上の ごとき現状 に鑑 み,今 回 私 はMycobacterium

607株 を用い,一 連 の水溶性塩基性抗結核剤 であ るKM,

VMの 抗菌力に影響 を及ぼす2,3の 因子 につい て検

討 し,同 時に耐性測定用Kirchner寒 天培地 の適否 につ

いて も検討 を加 えた。

実 験 乳方 法

Kanamycin:

〔実験I〕

基質 として寒天お よび鶏卵,さ らに加熱 な らびに燐酸

塩の添加がKMの 抗菌力に及ぼす影響 につい て検討 し

た。 ブ イヨン,ブ イヨン寒天,1%お よび3%小 川培

地 によ るKMの1,000,100,50,10,5,2.5,1.25,

0.63,0.31,0.16,0γ/mlの 各稀 釈系列 を準備 した。

ブ イヨンおよびブ イヨン寒天培地 では小川培地作製 時に

おけ る加熱凝固 と同一条件す なわ ち90℃,1時 間加熱

せ る系列 も用意 し加熱 に よるKM抗 菌力へ の影響 を も

あわせ観 察 した。供試 菌 株 はすべてMycob.607株 を

用い10-2,10-3,10-4稀 釈 の0.1mlを 各培地 にそれ

ぞれ接種 し,37℃ に培養,3日 お よび5日 で その成績

を判 定 した。

〔実験II〕

燐酸塩 を添加せ ざ る簡単 な組成 を有す る培地 として下

記Tarshis26)の 血液 寒天培 地を用い,と くに培地pH

お よび燐酸塩がKMの 抗菌活性に及 ぼす影響 について

検討 した。

血液寒天培地(Tarshis)

バ ク ト・アガールレ(Difco)1.5g蒸 留水74.0ml

グ リセ リン1.0mlペ ニ シ リン50μ/ml

保 存人 血25.0ml(pH6.8)

培 地最終pHを6.4,6.8,7.2に それぞれ調整 して,

KMを100γ/mlよ り上記同様の濃 度に含有す る血液 寒天

培地 の各稀釈系列 を準備 し,さ らに培地の最終pHを6.8

に調整 し第 一燐酸 加里 を0.1,0.3,0.5%に 添 加 せ

る上記 同様KMの 稀釈系列 な らびにpHを 調 整 せず

第一燐酸加 里 を0.1%(pH6.6),0.3%(pH6.4)

お よび0.5%(pH6.2)に 添加せ る上記 同様KMの

稀釈系列 とを準備 し,対 照 にKirchner寒 天 培 地 を用

い,Mycob.607株 の10-2,10-3の0.1mlを 各培

地に接種 し,37℃ に培養,3日 および5Hで その成績

を判定 した。

〔実験III〕

血液寒天培地 を用い正 燐酸 と第 二燐酸曹達がKMの

抗菌活性 に及 ぼす影響 を1,2,3%小 川培地 と比較

検討 した。血液寒天培地で は培地のpHを す べ て6.8

に調整 し,第一燐酸加里 に秤量換算 して,0.1,0.3,0.5

%に 正燐酸 を添加 した上記同様KMの 稀釈系列 な らび

に0.1,0.3,0.5%に 第 二燐酸曹達 を添加 した上記同

様KMの 稀釈系列 を 準 備 し,Mycob.607株 の10-2

の0.1mlを 接種 し37℃ に培養,対 照で あるTarshis

の血液寒天培地 および1,2,3%小 川培地 と比較検

討 した。

viomycn:

〔実験IV〕

培 地の最終pHを6.4,6.8,7.2に それぞれ調整 し

たブ イヨン,ブ イヨン寒天培地 と1%お よび3%小

川培地 を用い,培 地pHと 加熱 な らびに小川培地 におけ

る燐酸塩 の添加がVMの 抗菌力 に及 ぼす影響 につい て

検討 した。上記培地にVMの1,000,100,50,10,5,

2.5,1.25,0.63,0.31,0.16,0γ/mlの 各稀 釈系列 を

準備 し,ブ イヨン,ブ イヨン寒天 では50℃ で作 製 せ

る系列 と小川培地作製 時におけ る加熱凝 固 と同一条件 す

なわち90℃,1時 間加熱 せ る系列 を用意 し,培 地pH

と加熱 によ るVM抗 菌力へ の影響 を同時 に観察 した。

供試菌 はMycob.607株 の10-2,10-3の0.1mlを

各培地に接種 し37℃ に培養,3日,5H,7日 で その

成績 を判定 した。

〔実験V〕

血液寒天培地 を用 い,培 地pHお よび燐酸塩 がVM

の抗菌活性 に及 ぼす影響 につい て検討 した。培地 の最終

pHを6.4,6.8,7.2部 にそれ ぞれ調 整 し て,VMを

100γ/mlよ り上記同様に含有す る血液 寒天培地の各稀釈

系列 を準備 し,さ らに培 地に第 一燐 酸 加 里 を0.1%

(pH6.6),0.3%(pH6.4)お よび0.5%(pH6.2)

に添加 せ る上記 同様VMの 稀釈系列 を準備 し,対 照 に

Kirchneri寒 天培地 を用い,Mycob,607株 の10-2,10-3

の0.1mlを 各培地 に接種 し,37℃ に培養,3日,5

日,7日 で その成績 を判定 した。

〔実験VI〕

血液寒天培地 を用い正燐酸,第 一燐酸加里 および第二

燐酸曹達 がVMの 抗菌活性 に及ぼ す 影 響 を1,2,3
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%小 川培地 と比較検討 した。血液寒天培 地 では培地の

最終pHを すべ て6.8に 調整 し,第 一燐酸加里に秤量換

算 して0.1,0.3,0.5%に 正燐酸 を添加 した上記 同様

VMの 稀釈系列 な らびに0.1,0.3,0.5%に 第一燐酸

加 里,第 二燐酸曹達 を添加 した上記同様VMの 稀 釈系

列 を準備 し,Mycob.607株 の10-2,10-3の0.1ml

を接種 し37℃ に培養,3日,5日,7日 で判定 し対 照で

あるTarshisの 血液 寒天培地 お よび1,2,3%小 川

培地 と比較検討 した。

実 験 結 果

Kanamycnに 関する成績

〔実験I〕

その成績は表1に 示す ごと くで,ブ イヨン,ブ イヨン

寒天,1%お よび3%小 川培地 にお け るMycob.607株

に対す るKMの 抗菌力 をMICで 検討 したが,ブ イ

ヨン培地 におけ るMICは0.16γ/ml,ブ イヨン寒天

培地 では0.31γ/mlを 示 し,寒 天 によるKMの 抗 菌

力の低下は比較的軽度(2倍 以下)で あ り,ま た ブイヨ

ンお よび ブイヨン寒天におけ る90℃,1時 間 加熱 に よ

る抗菌力への影響 は きわめて軽度(2倍 以下)と 考 え ら

れ る。 ブイ ヨン培地0.16γ/ml,ブ イヨン寒天培地0.31

γ/mlに 比 し小川培地 の抗菌力 は著 しく低下 して い る。

これ らの結果 よ り培地 のpH,鶏 卵 による薬剤 の吸着,

燐酸塩の存在がKMの 抗 菌活 性に少なか らざる影響 を

与 えるので はないか とい うことが考 え られ る。

表1培 地 内KMの 抗菌力 に影響 を及 ぼす培地 の条 件(Mycob.607.10-2)

生菌単位数33×105

表2培 地 内KMの 抗菌力 に及 ぼすpHと 燐酸塩 の影響(Mycob.607,10-2)

生菌 単位数8.5×105
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〔実験II〕

その成績 は表2に 示す ごと くで,Tarshisの 血液寒天

培 地においてpHを6.4,6,8,7.2に 調整せ る各系列

ではKMのMICは と もに0.31γ/mlで 各 系列問

には有意 な抗菌 力の差 異は認 め られなかつた。同上培地

の最終pHを6.8に 調 整 し,0.1,0.3,0.5%に 第

一燐酸加里 を添加 せ る系列 におけ るMICは それぞれ

1.25,2.5,5γ/mlを 示 した。 同上培 地 のpH無 修正

で0.1%(pH6.6), 0.3%(pH6.4), 0.5%(pH

6.2)に 第一燐酸加里 を添加せ る各系 列で は上記pH調

整系列 とほぼ同様 のMICを 示 した。 これを要 す るに

添加せ る第一燐酸加里の増量 につれ てKMの 抗菌力 は低

下す ることを認 め,Kirchneri寒 天培地にお けるMIC

は5γ/mlで0.5%第 一燐酸加里加血液 寒天培 地 の

それ と等 し く,Tarshisの 血液寒天培地 にお けるMIC

に比 し約16倍 活性低下がみ られ ることにな る。

〔実験III〕

その成績 は表3に 示す ごとくであって,0.1,0.3,0.5

%に 正燐酸 を添 加 し培地の最終pHを6.8と せ る各 系

列 におけ るKMのMICは1.25,5,10γ/mlで 第

一燐酸 加里加血液 寒天培 地の場合(表2)と おおむね同様

の傾 向を示 し,0.1,0.3,0.5%に 第 二燐酸 曹 達 を添

加 し同様に最終pHを6.8に 調整 せ る各系列 にお ける

KMのMICは それぞれ0.31,0.63,1.25γ/mlを

示 した。

Tarshisの 血液寒天培地で は0.31γ/mlで あ り1.2

お よび3%小 川培地 におけ るKMのMICは それ

ぞれ50,50,100γ/mlを 示 した。す なわ ち添加せ る正

燐酸 の増量につれてKMのMICは 低下す るこ とが

認 め られ,第 二燐酸曹達において も抗菌力の低下は軽度

なが ら同様の傾向が認 め られた。

1%小 川培地 におけ る第 一燐酸加里 の濃 度 は約0.3

%に あた り,同 培地 に お け るKMのMICは20

γ/mlと 考 え られ(表3),0.3%第 一燐酸加里加血液 寒

天培地 のMICは2.5γ/ml(表2)を 示せ る点 よ り比

較検討 して鶏卵へ の吸着 に よるKM抗 菌活 性の低 下は

おお むね8倍 と推定 された。 また1%小 川培 地 に おけ

る抗菌力は燐酸塩 を含有 しないTarshisの 血 液 寒天培

地 におけるMIC 0.31γ/mlに 比 しおおむね64倍 の

活性低下が考 え られ る。

表3培 地 内KMの 抗菌力 に及 ぼす燐酸お よび燐酸塩の影響(Mycob.607,10-2)

生菌単位数6×106

Viomycinに 関 す る 成 績

〔実 験IV)

その 成績 は 表4に 示 す ご と く で,pHを6.4,6.8,

7.2に 調整 せ る ブ イ ヨ ンお よび ブ イ ヨ ン寒天 培 地 の 各 系

列 に お け るVMのMICは,培 地pH6.4で は そ

れ ぞ れ0.63γ/ml,1.25γ/mlを 示 し,pH6.8,7.2

で は と もに ブ イ ヨ ン培 地0.31γ/ml,ブ イ ヨ ン寒 天 培 地

1.25γ/mlを 示 し,VMの 抗 菌 力 へ の影 響 は き わ めて

軽 度 な が ら酸 性 に 傾 くに 従 い 抗 菌 活 性 の 低 下 を 認 め,寒

天 によるVMの 抗菌力の低下は4借 以 下 で軽 度 で あ

る。 ブイ ヨンお よび ブイヨン寒天培地にお け る90℃,

1時 間加熱 に よる抗菌力への影響 は,培 地 のpHで 差

異を示 し,pH6.4の ブ イヨンおよびブ イヨン寒天培地

におけ るMICは それぞれ0.63γ/ml,1.25γ/mlで

抗菌活性 に影響 はな く,pH6.8の ブイ ヨンおよびブイ

ヨン寒天培地 のMICは それ ぞれ1.25γ/ml,5γ/ml

で と もに軽度なが ら4倍 の活性 低下 を示 した。 またpH

7.2の ブイヨン,ブ イヨン寒天 培 地のMICは1.25
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γ/m1,2.5γ/mlで,ブ イ ヨンにおい ては同様4倍,ブ

イヨン寒天培地において は2倍 の活性 低下 を示 し,1%

および3%小 川培地の各系列に おけるVMのMIC

は それ ぞ れ10γ/ml,50γ/mlで 抗 菌 活 性 は さ らに 低

下 して い る。

〔実 験V〕

表4培 地 内VMの 抗菌力 に影響 を及ぼす培地の条件(Mycob.607,10-2)

生菌単位数18×105

そ の成 績 は表5に 示 す ご と くで,Tarshisの 血 液 寒

天 培 地 に お い てpHを6.4,6.8,7.2に 調 整 せ る各 系

列 に お け るVMのMICは お お む ね0.63γ/mlを

示 し各 系 列 間 に は有 意 な抗 菌 力 の差 異 は認 め られ なか つ

た 。 同 上 培 地 に0.1%(pH6.6),0.3%(pH6.4),

0.5%(pH6.2)に 第 一 燐 酸 加 里 を添 加 せ る 各 系 列 の

MICは それ ぞ れ2.5γ/ml,5γ/ml,10γ/mlを 示

し,Kirchner寒 天培地 ではMIC10γ/mlを 示 した。

これ を要す るに添 加せ る第 一燐酸加里 の 増 量 にっれ

VMの 抗菌力の低下 を認 め,Kirchner寒 天培地にお け

るMICは10γ/mlで0.5%第 一燐酸 加里加血液 寒

天培地 のそれ と等 しく,Tarshisの 血液寒天 培地 におけ

るMICに 比 し約16倍 活性 の低 下がみ られ ることに

な る。

表5培 地内VMの 抗菌力に及ぼすpHと 燐酸塩の影響(Mycob.607,10-2)

生菌単位数18×105
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〔実験VI)

その成績 は表6に 示す ご とくであっ て,0.1,0.3,0.5

%に 正 燐酸 を添加 し培地の最終pHを6.8と せ る血液

寒 天培地の各系列におけ るVMのMICは それ ぞれ

2.5γ/ml,5γ/ml,10γ/mlを 示 し,同 様 に最終pH

を6.8に 調整 し0.1,0.3,0.5%に 第 一燐酸加里 を添

加 せ る各系列 のMICは1.25γ/ml,2.5γ/ml,5γ/ml

で,正 隣酸加血液寒天培地 は第一燐酸加里加血液寒天培

地に比 しおおむね2倍 の抗菌活性低下 を示 した。 また

0.1,0.3,0.5%に 第二燐酸曹達 を添加 し 同様 に最終

pHを6.8に 調整せ る各系 列 に おけ るVMのMIC

は ともに1.25γ/mlでTarshisの 血液寒 天 培 地 と同

値 を示 したが,1,2,3%小 川培 地 におけるMIC

は50,50,100γ/mlを 示 した。す なわ ち添加せ る正燐

酸の増量 につれ てVMのMICは 低下す るこ とが認

め られ,第 一燐酸加里 を添加せ るpH無 修正 の場合(表

5)と おおむね 同様 の傾向 を示 した。後者 を添加 後 最終

pHを6.8に 調整 せ る場合(表6)に も1段 階低いが

ほぼ同様 の活性低下 の傾 向が み られ た。 しか し第二燐酸

曹達添加 では抗菌活性 に及 ぼす ほ どの影響 はみ られなか

つ た。

前述 した ごとく,1%小 川培地 におけ る第 一燐酸加

表6培 地 内VMの 抗菌力に及ぼす燐酸お よび燐酸塩 の影響(Mycob.607,10-2)

生菌単位数23×106

里 の濃 度は約0.3%に あた るが,同 培地にお けるVM

のMICは20γ/mlと 考 え られ(表6),0.3%第

一燐酸 加里加 血液 寒天培 地 のMIC2.5γ/mlよ り比

較検討 して鶏 卵への吸着に よるVMの 抗菌活性低下 は

おおむね8倍 と推定 された。また これはTarshisの 血

液 寒天培地におけ る1.25γ/mlに 比 し16倍 の 活性低

下が考 え られ る。

総 活ならび に考察

KMお よびVMの 耐性測定 に小川培地 を 使用す る

ときは耐性値が高 く出 ることが知 られてい るが,そ の原

因 にっいては未 だ十分 に検討 されてはいない。 しか しこ

れ にっいては加熱凝 固,培 地pH,燐 酸塩 の影 響 お よび

鶏 卵へ の吸着 がその主要 な原因ではな い か と予 想 され

る。

本実験 においてはまずMycob.607株 によ り,ブ イ

ヨン,ブ イ ヨン寒天培地 を用 い小川培地作製 時 と同様 に

90℃,1時 間加熱せ る もの としか らざる もの とを準備

し,加 熱 によ るKM力 価 の減弱 を検討 したが,DHSM

と同様25)に 軽微で その活 性低下は2倍 以 内 と推定 さ

れ る結果 を得 た。っ いでpH6.4,6.8,7.2の ブイ ヨ

ンおよびブ イヨン寒天培地 を用い,KM同 様 加 熱 によ

るVM力 価 の減弱 を検討 したが培地 のpHに よ り抗

菌力 に差 異を認 め,pH6.4に おい ては ともに抗菌活 性

に影響 はな く,pH6.8で は ともに4倍 の活性低下 を示

し,pH7.2で は ブイヨンにおいて4倍,ブ イヨン寒 天

培地では2倍 の活性低 下 を 認 め,pH6.8お よび7.2
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の培地 では加熱 の影響 を うけやすい と推測 きれ る結果 を

得 た。

同時にKMお よびVMの 寒 天に よる活性低 下も検

討 したが,VMはKMに 比 しゃや寒 天に よ る 抗菌力

の影響 を うけやす い と考 え られ るもいずれ に して も,寒

天 によ る活性低下 は軽度 であ ることを認 めた。

KMの 抗菌活性 はDHSM同 様にアル カ リ側で 増強

され ることが知 られてい るが,Tarshisの 血液 寒天培地

に よ り培 地の最終PH6.4,6.8,7.2の3段 階 を準備

してMycob.607株 を接種 した成績 では その 抗 菌 活性

に有意 の差 を認 め えなかった。VMの 抗菌活 性 は酸性

側で低下す ることが認め られてい るが27),本 実験で も

きわめて軽度なが ら酸性に傾 くに従い活性 の低下 をブイ

ヨン,ブ イ ヨン寒天培地で 認 めた。しか しTarshisの

血液寒天培地 において は有意差 を認 めえなかっ た。

培地 の最終pHを6.8に 統 一 し0.1,0.3お よび0.5

%第 一燐酸加里加血液 寒天培地 を用い,同 時 に0.1%

(pH6.6),0.3%(pH6.4),0.5%(pH6.2)の

第 一燐酸加里加血液 寒天培地(培 地のpHは 無修正)を

併置 してKMの 抗菌力 を比較す る と,そ のいずれ にお

い て も第一燐酸加里 の増量 とともにKMの 抗菌力 の低

下 をみ,お おむね同様の結果 を示 した。VMの 抗 菌力

もKM同 様第一燐 酸加里加血液寒 天培地のpH無 修正

と最終pHを6.8に 統一 した培地 で比較す る と,い ず

れ におい て も第一燐酸加 里の増量 とともに抗菌 力の低 下

をみ るが,最 終pHを6.8に 調整 した場合 の活 性 低下

はpH無 修正 の場合 よ り軽 度でpHの 影響 も考 え られ

る。

KMお よびVMのKirchner寒 天 培 地 に お け る

MICは それぞれ5γ/ml,10γ/mlで0.5%第 一 燐

酸加里加血液寒天培地 のMIC(VMの 場合はpH無

修正)と 同値 を示 し,Tarshisの 血液 寒天 培 地 のKM

のMIC0.31γ/ml,VMのMIC0.63～1.25γ/ml

に比 して著 明な差 異が認 め られた。Kirchner寒 天 培地

では第 二燐酸曹 達が第 一燐酸加里 とと もに添加 されてい

るので,第 二燐酸曹達がKMお よびVMの 抗菌力に

与え る影響 を も観察 したが,第 二燐酸曹達がKMに 与

え る影響 は第 一燐酸 加里に比 し軽度であ るが,ほ ぼ同様

の傾向が認め られ,一 方VMで はほ とん ど影響 はみ ら

れなかった。

Gourevitch3)はE.coliを 用いpHを7.2に 統一

して,第 一燐酸 加里に第 二燐酸加里を添加せ る緩衝液は

KMモ ル濃 度の上昇 とと もに抗菌力の低下 をみ,さ らに

Staphylococcus aureus 209Pを 用い,食 塩,塩 化加

里,塩 化 カル シウム,塩 化 マ ンガ ンも同様の傾 向の ある

ことを示 した。

い ま本実験におけ る成績 で第 一燐酸加里に秤 量換算 し

て0.1,0.3,0.5%に 正 燐酸 を添加 した血液寒 天 培地

に ょ りKMお よびVMの 抗菌力 を検討す ると,KM

では0.1,0.3,0.5%第 一燐 酸加 里が 血液寒 天培地 の

場 合 と同様の結果 を示 し,VMで は0.1,0.3,0.5%

第一燐酸加里加 血液寒 天培地 のPH無 修正 の場合 と同様

である。 また第一燐酸加里加 血液寒天培地 の最終pHを

6.8に 調整 した場合 と比較す ると(表6),正 憐酸加 血

液寒天培地 は2倍 の活 性低下 をみたが,こ れは燐酸 イ

オ ン化傾向 の強弱 によ る差 と考 え られ,結 局燐酸 イオ ン

にょ るKMお よびVMへ の拮抗が考 え られ る。

最後 に鶏卵へ の吸着 が問題 にな る。梅沢16)28)はKM

が 卵 黄 に 吸 着 され ることを述 べてい るが,前 述 せ る

が ごとく,1%小 川培地(ほ ぼ0.3%の 第 一 燐酸 加

里 を含有す る)と0.3%第 一燐酸加里加血液 寒天培地

のMICよ り比較 検討 して鶏 卵への吸着 に よるKM

抗菌活 性の低下はおおむね8倍 と推定 され,Tarshisの

血液寒天培地 におけ るMICの おおむね64倍 の活 性

低 下が考 え られた。同様にVMに っいて比較 検討 す る

と鶏卵へ の吸着は同様8倍 と推定 され,Tarshisの 血液

寒 天培 地におけ るMICの おおむね16倍 の活性低下

が考 え られ る。

これを要す るにKMわ よびVMの 加熱,寒 天お よ

び鶏 卵への吸着な らびに燐酸ない し燐酸塩の影響は両剤

おおむね同様の傾向を示す ことが認 め られ,KMお よ

びVMの 耐性用培地 としては鶏 卵 培 地 を さけ,燐 酸

(塩)添 加 の少ない培地の使用が望 ましい とい える。

結 論

培地内KMお よびVMの 抗菌力に影響 を及ぼす諸

因子にっいて検討 し下記の ごと き結果 を得た。

1)90℃,1時 間の加i熱に よるKMの 抗菌力への影

響 は きわめて軽度であ り,ま た寒 天による抗菌力の低下

も軽微 と考 え られた。 同様 にVMの 加熱 による影響 は

培地pHで 差 異を認 め,pH6.8お よび7.2の 培 地は

影響 を うけやすい傾向がみ られ た。 ま たVMはKM

に比 しやや寒天 によ る抗菌力 の影響 を うけやすい よ うで

あるがや は り軽度 であ ると考 え られ た。

2)両 薬剤 ともに小 川培地 での抗菌力 はブイ ヨン,ブ

イ ヨン寒天培地 に比 し著明 に低下 し,3%小 川 培地で

は1%小 川培地 に比 し抗菌力 の低 下が認 め られ た。

3)血 液寒天培地 においてpHを6.4,6.8,7.2に

調整せ るKMの 各系列で は著明 な抗菌力の差異 はな く,

0.1,0.3,0.5%と 第一燐酸加里の増量 とと もにMIC

の 低 下 を 認 めた。 第一燐酸加里 に秤量換算 して0.1,

0.3,0.5%に 正燐酸 を添加 した各系列で も第一燐酸加里

の場 合 と同様 に正燐酸添加がKMの 抗菌力 に拮抗す る

こ とを認 め,第 二燐酸曹達 において も軽度 なが ら同様 の

傾 向を示 した。

4)ブ イヨン,ブ イヨン寒天培 地においてpHを6.4,
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6.8,7.2に 調整せ るVMの 各系列 では きわ めて軽度

なが ら酸性側 で抗菌活性低下 を認 め,血 液寒天培地 にお

い て0.1,0.3,0.5%に 第一燐酸加里 を添加 した各系

列 では第一燐酸加里 の 増量 と と も にVMに 対 す る

MICの 低下 を認 めた。KMの 場合 と同様正 燐酸 を添加

した各系列で も正燐酸添加がVMの 抗菌力 と拮抗す る

こ とを認 めた。

5)小 川培地で はKMお よびVMの 鶏卵へ の吸着

が さ らに加わって,KM,VMの 抗菌活性 に 著 明な影

響 を与え る もの と考 え られ る。

東邦 大学桑原章吾教授,慶 応義塾大学牛場大蔵教 授の
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