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   Since Tsukamura and his  associates1)-4) and Steenken et al. 5) stated on the partial cross 

resistance relationship between streptomycin, kanamycin and viomycin, a few one way-cross 

resistances were found in  tubercle bacilli (high ethionamide resistance produces amithiozone 

 resistance6)-9) and high PAS resistance produces amithiozine  resistance")). 

    Recent introduction of a new antituberculous agent, capreomycin, caused again a great 

interest of many investigators to the cross resistance problem. However, the results obtained 

by a number of workers on the cross resistance relationship between capreomycin, kanamycin 

 and viomycin were discrepancies. 

   The present authors consider, as the origin of discrepancies, the following : (1) Strain  ;  

(  ) the workers who wish to study on the cross resistance should use purified strains, derived 
from a single colony, and should not use strains that can be a mixture of cells of different 

resistance levels ; (ii) strain-specificity ; (iii) significance of the drug resistance level ; (2) 

Method of determination of drug resistance levels should be reproducible. 

   In the present study, the strains used had been isolated from a single colony. They 

were isolated in most cases by one-step selection, as it was possible that multi-step selection 

produces changes not directly correlated to drug resistance20)21). The resistance level was 
 .determined by the "actual count  method"22)--24). It was expressed as the highest concentration 

of drug, on which small inocula consisting of 10 to 100 (in most cases, 30 to 80 were used) 

viable units could form colonies after incubation of 4 weeks. The medium used was Ogawa 

 egg medium, and incubation was made at  37°C. Dihydrostreptomycin sulfate (Meiji), kanamycin 

sulfate (Meiji), viomycin sulfate (Parke-Davis) and capreomycin sulfate (Eli Lilly) were used. 

   The results obtained are shown in Tables 2 to 5 and summarized as Fig. 1. 

   In conclusion  : 

 (  1  ) Kanamycin resistance or viomycin resistance in Mycobacterium tuberculosis produced

* From the National Sanatorium, Chubu Chest Hospital , Obu-cho, Chita-gun, Aichi-ken, 

 Japan.
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capreomyqnreslstance.

(2)Capreomycinτesistanceproducedviomycinresistance,butitproducednotalways

kanamycinresistance(twostrainsfromtheH37Rvstrain,whichwerecapreomycinイesistant,

werenotkanamycinイesistant,buttwoofthreecapreomycinイesistantstrainsfromtheAoyama-

Bstrainwerekanamyci織 イesistant).

(3)Therewasnocr◎ssresistancerelationship1)etweencapreomycinandstrept◎myciれ.

(4)Slightcrossresistancerelationship,astwo-foldincrease,was◎bservedintheways

fromviomycintoka織amycinandviceversaandfr◎mkanamycint◎streptomycin,butthese

relationshipswerestrai獄 一specificandwerenotobservedinallstrains,

抗結核剤の交叉耐性が問題になつたのは,kanamycin

(KM)の 出現以後 で,東 村 な ど1)-4)はviomycin(VM)

耐性株のKM感 受性が若干低下す るのを認 め,Steenken

etaL5)も 同様 の所見を報告 した｡Tsukamuraeta1.8)

は さらにKM耐 性株ではstreptomycin(SM)耐 性 菌

出現率が増 加 してい ることも報告 した｡か よ うな 「部分

的な一方 向的交叉耐性」は,そ の後ethionamideとami-

thiozone6)～9)お よびPASとamithiezonele》 の間で も発

見 され た｡し か し臨床的にその存在が確認 されたのは,

ethioRamideとamithiozoneの 間に限 られ ていた7)9)｡

ところが最近発見 され たcapre◎mycin(CPM)でVM

およびKMと の間の交叉耐性が 問題 とな り,臨 床的に

もこれを裏づけ る成績が発 表された｡す なわちRobinsen

&Wichelhausenli)はKM耐 性株がCPM耐 性であ る

と述べた｡し か しHerretaL12)は 交叉耐性を認めない

と述べた｡

Koseki&Okamotois)はHs7Rv株 を用いての基礎実

験でVM耐 性株はCPM耐 性であ ること を 報 告 し,

Coletsos&Oriot14)15)は 逆にCPM耐 性株がVMお よ

びKM耐 性であ ると述べ ている｡一 方Suttoneta1.16)

は交叉耐性を認めていない｡

臨床的観察,す なわ ち患者分離株に つ い て は,先 の

Robinson&Wichelbaumti)お よびHerretaL12)の 後

に,堂 野前 な ど17)はKM耐 性株が しば しばCPM耐 性

であることを認め,和 田18)も同 じ現象を認 めてい る｡な

お和 田はH37Rv株 でKM耐 性株 はCPM耐 性(KM

耐性 →CPM耐 性),VM耐 性株 もCPM耐 性(VM耐

性→CPM耐 性)で あ るこ とを認めてい る｡一 方Morse

etal・tg)は交 叉耐性を認めていない｡

以上の ごとくCPMの 出現 に伴つてKM耐 性お よび

VM耐 性 との関係が問題になつたが,こ れ らの関係につ

いては,実 験者 の成績 が一致 して いない｡わ れわれが本

研究 を意 図 した理 由は ここにある｡

以上 のごと く交叉耐性の問題について研究者 の成績が

必ず しも一致 しない原因 として,次 の点 が考 え うる｡

(1)使 用 した菌株が純 系であつたか どうか｡交 叉耐

性 の問題を取 り扱 う以上,耐 性を問題 とす るのであ るか

ら,使 用 した耐性株は十分吟 味された ものでなければな

らない｡高 耐性菌 と低耐性菌 との混合物(遺 伝学的に不

均一な株)で あつては再現性 に乏 しい｡菌 株は少な くと

もsinglecolenyに 由来す るものでなければな らないe

(2)菌 株特異性 の問題｡交 叉耐性については菌 株特

異性があるか ら,な るたけ多数株を用いて検討す る必要

があ る勘｡

(3)耐 性度 の問題｡交 叉耐性の現象は耐性度 と関係

が深 い8日o)｡したがつて少な くとも低耐性 と 高耐性 との

2種 の耐性株 を用い ることが望 ましい｡こ れ が不能の場

合 には少な くとも使用菌株の耐性度を再現 性ある方法で

測定 して記載 してお くべ きであ る｡使 用す る耐性株は原

則 としてone-stepselectionを 用い るぺ きであ る｡one-

stepで 高耐性菌が得 られぬ ときは,な るたけstepの 数

の少ない株を用い るべ きである｡薬 剤 に よる選択を重ね

ると耐性 と直接関係のない性状 が入つ て くる こ と が あ

る20》21>｡

(4)耐 性度測定法の問題｡耐 性度 を再現性あ る方法

で測定す ることが交叉耐性研究 の基礎 であ る｡も し耐性

度 とい う概念を導入す るな らば,耐 性度の表現は再現性

の高い方法,た とえぽ"actualcountmethOd"で 行な

われ るべ きであ る｡

以上の観点か ら従来 の研究をみ ると,い ずれの論文も

これを満足す るものはない｡し たがつて従来相当数の報

告があ るにかかわ らず,こ こに再びCPMを 中心 とす る

交叉耐性の問題 を取 り上げ る必要があ ると感 じた次第で

あ る｡し か しわれわれ の今回の研究 も上記の条件を十分

満足 していない ことをお断 りしてお く｡と くに菌 株数の

問題はい うはやす くして実行困難で,本 報 で もHs7Rv

株 と青 山B株 の2株 を取 り扱 うに とどまつた｡

実験材料および方法

菌 株｡使 用 菌 株 はMycobacteriumtuberculosisH87Rv
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Ta1)le1.HistoryofStrains

Strain

M.tubercμlosisH37Rv

Streptomycin--resistant

Kanamyci薮 イesistant

Viomycin-resista薮t

Capreomycin-resistant

(a)CPM50a-R

(b)CPM50-100bR

1801atio識

(Methodofselection)ゆ

One一step,50μg/ml(1957)

One-step,100μg/mZ(1959)

One-step,50μg/mZ(1958)

One-step,50μg/ml(1966)

Two-step,50μ9/mland

100μg/ml(1966)

…
M,tuberculosisAoyama--B

StreptomycinイesistantOne-step,1,000pt9/mJ(1957)

Kanamycin-resistantOne-step,1,000μ9/mZ(1958)

Viomycinイesista煎

(a)VM100a-R

(b)VM100b-R

(c)VM100c-R
Capreomycin-resistant

(a)CPM100a-R

(b)CPM100b-R

(c)CPM200-R

One-step,100μg/ml(1966)

One-step,100μg/1nl(1966)

One-step,100μg/ml(1966)

One-・step,100μg/ml(1966)

One-step,100μg/ml(1966)

One-step,200μg/ml(1966)

Abbreviat三｡籍.Strept｡mycin-resistantstrain=SM-R.

Kanamycinイesistantstrain謹KM-R.Vi｡myci並 一resista籠t

strai溢=VM-R.Capre｡mycin一resista就strai雛=CPM-R｡

毒Descriptioガ`0籍e--step
,50μg/m1"meansthatthestrai箆

was三solatedbyao纂e-stepselectionwiththeco漁ce織tra・

tio簸of50μg/m1.AIIstrainswere三solatedas8inglecolo簸y

a箆dmai斌ai簸edo聡theOgawaeggmediumwitho犠tdr犠 窟

犠登tilthe三ruseforthepresentstudy.

株 お よび青 山B株 な らび に これ らか ら分 離 した耐 性 株 で

あ る｡分 離 の 方 法 は,表1に 示 した｡菌 株 は い ず れ も

singlecolonyか ら分 離 され,薬 剤 な し 培 地 に継 代 保 存

され た｡耐 性 度 の検 定 は 実 験 と同 時 に 行 なつ た ので,表

2～5に 記 載 され て い る｡

培 地｡1%小 川 培 地 を 用 い た｡17～18×170mmの 試

験 管 に8mlず つ 分 注 し,90℃60分 滅 菌 した｡薬 剤 は

次 の もの を用 い,い ず れ も滅 菌 前 に添 加 し,添 加濃 度 を

そ の ま ま表 示 し た｡capreomycinsulfate(EliLilly)

(=Capastat),kanamycinsulfate(明 治),viomycin

sulfate(Parke-Davis),dihydrostreptomycinsulfate

(明 治)｡

耐 性 度 測 定 法,``Actualcount法"22)塑)に よつ た｡

1%小 川 培 地 斜 面 に4週 培 養 の菌 を,ガ ラス玉 コル ベ ン

で10分 間 振 愚 して均 一 化 し,こ れ に生 食水 を 加 え て5

分 間 静 置 し,上 清 を とつ て,4～7mg/mlの 菌 液 を 作 つ

た｡こ の 菌 液 を10倍 希 釈 して10一sま で に い た り,原

液10-1,10"s,10}4,10"sの5種 の菌 液 を 接 種 に 用 い

た｡接 種 はO.02mlをdeliverす る渦 巻 白金 耳 に よ り,

接 種 後 た だ ち に ダ プル ゴ ム栓 を ほ ど こ して,37℃ に4

週 間 培 養 した(渦 巻 白金 耳 接 種 で は た だ ちに ゴ ム栓 を し

て よい)｡4週 後,集 落 を 観 察 し,対 照 培 地 に10～100

401

Table2.SusceptibilitytoKanamycinof

VariousDrug-resistantStrains
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Aoyama-B(A)
parent

ASM-R

AKM-R

AVM100a-R

AVM100b-R

AVM100ひR

ACPM100a-R

ACPM100b-R

ACPM200-R
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In`ごaotualcou訟tmeth◎d'警,thedrugresistanceユevelig

deteズmi魏edasthehighestcα}centratio難｡fdr犠g,o捻

whichs搬allinoc犠1aconsist三 薙gof10to10◎viable紐 轟it$

cangrow.Thereadi獄gofthegmwthofco1｡nieswas

madeafter4weeks/incubatio箆at37℃.

集落 を示す系列で,集 落形成の起 こつた最高濃度で耐性

度を表わ した｡上 述 の方法で,全 例に10～100集 落 の接

種量を得 るのに成功 し,70%eで は30～80集 落を得 るの

に成 功 した｡

実験成績および考察

実験成績を表2～5に 示 し,こ れ を図1に 総括 したo

1・KM感 受性(表2)

VM耐 性菌,SM耐 性菌 のKM感 受 性 は 感 性 菌

(parentstrainの 菌)と 同 じである｡

CPM耐 性菌 のKM感 受性は菌株 に よつて 異な る｡

H87RvのCPM耐 性株は2株 ともKM感 性 であ るが,

青山BのCPM耐 性株は,3株 中2株 がKM耐 性,1株

がKM感 性であ る｡

この所見はCPM耐 性→KM耐 性の関係 には,お そ

らく菌株特異牲があ るとともに,同 一菌株 に由来す るも

のでも,個 々の耐性株 によつてKM耐 性 があつた り,

なかつ た りす る｡お そ らくCPM耐 性 がKM耐 性 を伴

う場 合は,一 種の 複突然変異2聯)""27)の現象に よるもの

と思われ る｡

2.VM感 受性(表3)

CPM耐 性株は,H37Rv由 来の2株 青山B由 来 の2

株 計4株 ともVM耐 性であ る｡一 方,次 に 示す よ う

にVM耐 性株もCPM耐 性 であ るか ら,CPMとVM
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Table3.SusceptibilitytoViomycinof

VariousDrug・-resistantStrains

Table5.SusceptibilitytoStreptomycinof

VariousDrug-resistantStrains
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H37Rvparent
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100b-R
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ASM_R
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Viomycin(μ9/ml)

o10203050100200500

Stra加

一

「

一

一

一

一

一

[

一

一

「

一

一

十

一

【

一

一

十

十

一

【

「

十

十

一

一

一

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十 十 十 十 十 一 一 一

十 十 一 一 一 一 ・一 一

【

一

[

「

一

一

[

「

{

十

一

一

一

「

一

一

十

十

十

「

一

[

一

十

十

十

十

十

一

一

十

十

十

十

十

一

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

H37Rvparent
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H37RvKM-R

H37RvVM-R

H37RvCPM50a-R

H37RvCPM50--

100b-R

Aoyama・-B(A)

parent

ASM-R

AKM--R

AVM100a-R

AVM100b-R

AVM100c-R

ACPM100a-R

ACPM200-R

Resistanceleveldeterminedby
"actualcountmeth◎d"

Streptomycin(μ9/mJ)
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Table4｡SusceptibilitytoCapreomycinof

VariousDrug一resistantStrains
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との蘭には交叉 耐性が ある といえ る｡

KMとVMの 関係では,H37RvのKM耐 性株はVM

感 性であ るが,青 山BのKM耐 性株 はVM耐 性度 が

約2倍 になつてい る｡SM耐 性株はVM感 性 であ る｡

3｡CPM感 受性(表4)

H37RvのKM耐 性株 も,青 山BのKM耐 性 株 も

CPM耐 性 となつ ている｡

またH37RvのVM耐 性株(1株)も,青 山BのVM

耐性株(3株)もCPM耐 性 である｡

SM耐 性株はCPM感 受性 に変化 がない｡

4・SM感 受性(表5)

いずれの耐性株 もSM感 受性 に著 明 な 変化を示 さな

いが,KM耐 性株は約2倍 程度 のSM耐 性度 の 上昇を

示 した｡青 山BのCPM耐 性株 も若干SM耐 性度が上

昇 していたが,Hs7Rv株 由来 のCPM耐 性株はSM感

Fig.1｡CrossResistance-relationshipsamong

Kanamycin,Viomycin,Streptemycin

andCapreomycinResistances
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sped穏c.
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受性に変化がなかつたP

以上の変化を通覧 して総括す る と,図1の ごとき関係

が示 され る｡図 中,実 際に問題 とな るのは,耐 性度の変

化が著 しい実線お よび破線 で示 したVMとCPM,KM

とCPMの 関係であろ う｡

以上 の結果を既報 され ている文献 と比較す るとあ るも

のは一致 し,あ るものは不一致 であ る｡従 来の文献で,

これ らの薬剤の交叉耐性に関 して不一致がみ られた原因

については次の点が考え られ る｡

(1)耐 性度測定法の欠点｡従 来 の文献におけ る耐性

度の表現は非定量的な方法で実験誤差が多い◇ とくに指

摘 したいのは種 々の株の同一菌量をmg量 であわせて接

種 して,僅 少の差を もつて耐性度 の変化を結論 した もの

があ る｡耐 性度の表現が接種生菌数 に より,大 きい影響

を受け るこ とを思 えば,僅 少の差は実験誤差 の範囲を出

ない と考えるべ きであ る｡

(2)菌 株特異性｡わ れわれ の成績 でも,H37Rv株 と

青山B株 の間に,か な りの差があ るよ うで,と くにCPM

耐性株のKM感 受性については著 明な 菌株特異性があ

るごとくである｡さ らに同 じ青 山B株 由来のCPM耐 性

株でも菌株 に よつ てKMに 対す る態 度が大いに異な る｡

われわれ は本報 で交叉耐性の研究 に留意すべ き項 目を

指摘 したが,遺 憾 なが らわれわれ 自身の場合 にもこれ ら

の条件を十分満足すべ き研究は行ないえなかつた｡と く

に菌株数が不足であつた ことは否めない｡こ こに結論す

る事項 も,以 上の欠点を考慮 して判断され る べ き で あ

る｡

以上 の成績か ら,た だ ちに化学療法の考察を行な うこ

とは尚早であ る｡し か し次 の問題を提起 しておきたい｡

いずれ の抗結核剤 とも著 明な交叉耐性を示 さないSMは

第1に 使用 され るぺ き地位を確保す るごとく思われ る｡

問題 はKMとCPMの いずれ を第2位 に使用すべ きか

であろ う｡本 報の結果 では,KM耐 性菌 はCPM耐 性

となつてい るが,CPM耐 性菌は必ず しもKM耐 性 で

はない ことを示 してい る｡こ の結果か らす る と,KMを

先に使用す ると,CPM耐 性が同時 に 生 じて,CPMが

ぎかな くな るが,逆 にCPMを 先に使用 した場合は必ず

しもKM耐 性 となるわけではないので,KMが き く可

能性が残 され ることになる｡果 た して この ような可能性

が事実か ど うか,臨 床 的観察 によつて検討されねぽ な ら

ない｡

結 論

人型結核菌H37Rv株 お よび青 山B株 か ら 分離 した

SM,KM,VM,CPM耐 性株を 用いて,"actualcount

法"で 耐性度を測定 しつつ,交 叉耐性 の 有無を検討 し

た｡

(1)VM耐 性 とCPM耐 性の間 には 交叉耐性があ

る｡

(2)KM耐 性株はCPM耐 性であ るが∫CPM耐 性

株は必ず しもKM耐 性ではない｡H37Rv由 来 のCPM

耐性株は2株 ともKM感 性であつたが,青 山B由 来 の

CPM耐 性株 では,3株 中2株 がKM耐 性,1株 が感性

であつた｡CPM耐 性株 のKM感 受性には菌株特異性 が

あ る｡CPM耐 性変異は必ず しもKM耐 性 を伴 うわけ

ではない｡し たがつてCPM耐 性 がKM耐 性を伴 う場

合は,複 突然変異 の現象に よるもの と思われ る｡

(3)SM耐 性 とCPM耐 性,KM耐 性,VM耐 性

の間には著 明な交叉耐性の現象はない｡あ つて も2倍 程

度の耐性度上昇を示す軽微 な変化に とどまる｡
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