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結核 菌 にお け るStreptomycin耐 性 がKanamycin,Viomycin,

Capreomycinの 耐 性上 昇 と交 叉 耐 性 とに 及 ぼす 影 響
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   Induction rate of resistance to kanamycin (KM), viomycin (VM) and capreomycin (CPM) 

and cross-resistance among these drugs were studied in  tubercle bacilli. 

   A streptomycin  (SM)-sensitive strain of  H37Rv and the SM-resistant strain isolated as 

one step mutant of the former were employed in the present study. 

   Increasing degrees of resistance to  KM, VM and CPM were induced by succesive culture 

of above strains in the 1% Ogawa's egg media containing an increasing amount of each drug. 

 1) Induction rate of resistance to KM, VM and CPM was much higher in the SM-resistant 

strain than in the SM-sensitive strain. 

   2) In both SM-sensitive strain and SM-resistant strain, there were complete cross-resistance 

between VM and CPM, and partial cross-resistance between KM and VM, as well as between 

KM and CPM. 

   3) In both SM-sensitive strain and SM-resistant strain, the increase of resistance to KM, 

VM and CPM was always associated with the increasing resistance to SM.

緒 言

いわゆる二次抗結核剤も種々現われ,十 指にあまるほ

どになつたが,現 在使用されているkanamycin(KM),

viomycin(VM),capreomycin(CPM)の 抗結核剤相互

の交叉耐性は,こ れらの使用順序と関連 して重要な問題

として注 目をあび,種 々の報告が出されている◎ しかし

ながらこれらの報告の大部分は,SM感 性 のwildstrain

よ り出発した成績であ り,KM・VM・CPM等 の 二次剤

がほとんどSM耐 性例に使用されている現状とは一致し

ない うらみがある。そこでSM耐 性株 より出発 した 場

合,SM感 性株 より出発 した場合に比 して,KM,VM,

CPMに 対する耐性の態度を比較しようとした◎すなわ

ち抗結核剤に接してないHs7Rv株 と,そ れからonestep

* From Aichi Prefectural Hospital, Kake-machi , Okazaki-shi, Aichi-ken 444 Japan.



174 結 核 第44巻 第6号

で分離されたSM耐 性株を用い,KM,VM,CPMの 各

含有培地に,薬 剤増量継代培養法(継 代するにつれて培

地の薬剤含有濃度を増量する)に より耐挫を 上 昇せ し

め、耐性上昇が原株とSM耐 性株の間に差があるか,ま

たKM,VM,CPMの 交叉耐性はどうであるか,更 にか

くして得られたKM,VM,CPMの 各耐性株は,は じめ

に有 していたSM耐 性に変化を来たしているか等を検討

した 。

実験材料および方法

菌 株

人 型 結 核 菌Hs7Rv株(以 下SM-S株)お よび そ れ よ

りenestepで 分離 さ れ たSM10mcglml耐 性 株(以

下SM-R株)で,い ず れ も 国 立療 養 所 中 部 病 院,東 村

道 雄 博 士 よ り分 与 され た もの で あ る。

培 地

1%小 川 培 地 を 用 い,薬 剤は 滅 菌 凝 固 前 に 添 加 し,添

加 濃 度 を そ の ま ま表 示 した 。 使 用 薬 剤 は 下 記 の 通 り。

SM:dihydrostreptomycinsulfate(科 研)

KM:kanamycinsulfate(明 治)

VM:vi◎mycinsulfate(ParkeDavis)

CPM:capreomycinsulfate(EliLilly)

菌 液 お よ び接 種 菌 量

1%小 川 培 地 斜 面 に4週 間培 養 した 菌 を ガ ラ ス玉 入 コ

ル ペ ンに と り,10%Tween80溶 液1滴 を 加 え,こ れ

に滅 菌 蒸 留 水 を 加 え,手 振 法 に よ り菌 液 を 作 成 し,1,500

回転5分 間遠心し,そ の上清を肉眼的に比濁して,ほ ぼ

1mg/mtの 濃度の菌液を作成し,更 に これ よ り10-e

mg/mlの 菌液も作成,そ のおのおの のo,1mlず つを

前配壇地に接種した。したがって10'tmg,10"imgず

つ接稲した事になる。これに綿栓を施 し,艀 卵室内に培

地戎面が水平になるように並べ,培 地表面のなかば乾燥

するのを待つてゴム栓に変え培養し,4遇 間後 に 判定 し

たr」

判定

10'5mg接 種の場合の判定は,コ ロニー数を算定し,

対照培地の コPニ ー数を100%と して%で 衰わし、1

位未満は四捨五入した。

10-1mg接 種の場合は次のごとく判定 したe

-:コ ロ昌一の発生を認めない。

+:コ ロ昌一散の平均が200コ 以下。

什:コ ロニー一教が200コ を越し,か つ大半は孤立して

いるo

帯:培 地表面のコロニーがかな り融合しているウ

鼎:培 地表面のコロニーが全体に融合 している。

判定には10'5mg接 種の成績をtと して用い,10-img

接 種の成績も考慮して行なつた。

耐性作成

KM,VM,CPMの 各培地への添加濃度は,12.5 ,25,

50,100,1,000mcg/mlと したeま ずSM-S株,SM-R

株の2株 につ い て,KM,VM,CPMの 上記濃度系列に

接種し耐性検査を行なつた。

Table1.SusceptibilitytoSMofSM-sensitiveStrainandSMイesistant

Strainin1%Ogawa'sEggMedia
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KM耐 性 作成の場合には,表2のa,bに 単で示すご

とく。10-img接 種 してKM12,5mcg/ml培 地 に発青

した菌(KM-12.5R)よ り菌液作成し,前 記3剤 の濃度

系列に接種 し,同 様の耐性検査を行な い,KM25mcg/

mlに 発育した菌より更に菌液を作成 し,同 様の耐性検

査を繰り返し,更 にKM50mcg!mlに 生 じた菌より同

様の検査を繰 り返した。VM,CPMに ついても,そ れぞ

れ表3,4に 示すごとく,VM耐 性菌はVM含 有培地

に,CPM耐 性菌はCPM含 有培地に,同 様に薬剤増量

継代培養して作成した。

したがつてSM-S株,SM-R株 に ついて,KM,VM,

CPMお の おのに薬剤増量継代培養して,で きるだけ同

一条件で継代す るように努めた。また菌液も10"1mg接

種 し大量の菌発育した培地より採取して作成した◎

実 験 結 県

SM-S株 お よびSM-R株 のSMに 対す る耐 性 は 表1

の ご と くで あ る。SM・ ・S株 に比 較 して,SM-R株 のSM

Table2-a.InαeaseofResistancetoKMandCrossイesistanceofSM-sensitiveStrainby

SerialTransferto1%Ogawa'sEggMediaContainingIncreasedConcentrationofKM
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耐性の上昇は約16倍 ほどである。これは胃度行なつた

実験で,ik6・-a,bに 示すごとく培地作成の時期 の差に

よるためか,耐 性濃度で約ny・一段階の差はあるが,SM-R

株のSM-S株 に対する耐性の比は,や は り約16倍 で

ある。

この2株 のKM,VM,CPMに 対する耐性は,ノ 乏2-

a,bの 上段に示すごとくで,両 者はほとんど差 は な い

が,SM-R株 はむしろ耐性が低く出ている。

まずKMの 耐性上昇をみると,喪2-・a,bに 示す ごと

くで,KM12.5mcg/ml耐 性 菌(KM-12、5R)の 耐 性

は各2段 目に示されているが,耐 性出現率(10"5mg接

種による)で は,SM-S株 は25mcg/mlに65%で あ

るが,50mcg/mtvc1%で あ る。SM-R株 では100mcg/

m'に すでに41%の 耐性出現を示 している●100mcgl

mlに50%以 上の酎性黄の幽現をみるのは,SM-S株

では3代 薬剤含有培地継代 した後であるが,SM-R嫁 で

は2代 継代で連せられている。VM,CPMで も衰3,4

(各a,b)r一 示すごとくで,KMと ほ匠同様な結果を示 し

ている。10"img接 種の成績をみてもほぼ伺様であるe

以上の廓よりSM-R桝;才SM・-S株 に比較 して,KM,
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VM,CPMの10emcg/ml耐 性出現は早いといえる。

一方交叉耐性の面をみると
,表3,4(各a,b)の 下

段に示すごとく,VM培 地継代によるVM耐 性株は,

同時にCPM耐 性 も同程度に上昇し,CPM培 地継代に

よるCPM耐 性株もVM耐 性が同程度に生 じている。

また継代中のVM,CPM耐 性の関係もほぼ同 じ傾向を

示す。

KM培 地継代によるKM耐 性株 のVM,CPM耐 性

は,表2-a,bの 下段に示すごとくであるが,こ の耐性

検査時に同時に作成 した培地で同一条件で行なつたSM

一S株(原 株)のKM ,VM,CPMの 耐 性の再検査の成

績(表5)を 対照として比較しても明らかな通 り,VM,

CPMの 耐性は原株 より若干上昇してお り,一 方VM,

CPM各 培地にそれぞれ継 代 したVM,CPM耐 性株の

KM耐 性は,表3,4(各a,b)に 示すごとくで,こ れ

も表5に 比較すれば明らかなごとく,共 にKM耐 性の上

昇を示しているが,VM,CPM間 の交叉耐性のごとく密

接でない。以上よりKMとVM間,KMとCPM間

には相互に不完全交叉耐性が存在すると判断される。し

かしこの実験では,SM耐 性が これら交叉耐性に及ぼす
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SM-S株,SM-R株 の原株と,そ れより最終的に得ら

オLたKM,VM,CPMの 各100mcg/ml耐 性菌のSMに

対 する耐性検査を行 な い,KM,VM,CPMの 耐性獲得

がSM耐 性に及ぼす影響をみた。この実験は同時に作成

した培地を用い,同 一条件で同時に耐性検査を行なつて

此較 した。表6-a,bに 示すごとく,KM,VM,CPMの

最 終的に得られた各100mcg/ml耐 性菌は,い ず れ も

SM耐 性が原株より上昇の傾向を示し,そ の上昇の度合

嬉ま,CPM>VM>KMで ある◎ これはSM-S,SM-R株

共に共通している事である◎

考 察

交叉耐性を論ず るにあたり,耐 性測定法の問題と,菌

株 特異性についてはすでに報告ηもある。したがつて我

々の実験に用いたSM-R株 の 成績が,SM耐 性 菌のす

べてにあてはまるとは限らない。むしろonestepで 分

離したSM耐 性菌なので,SM以 外の薬剤に対 しても,

耐性獲得については原株と異なつた性質を示すかもしれ

ない。したがつてすべてのSM耐 性菌が,SM感 性菌に

比較して,KM・VM,CPMに 対する耐性上昇 が 早いか

否か論 じられないし,ま た臨床的にも当てはまるとは限

らないが・SM耐 性菌の中に他の薬剤に対し耐性の上昇

の早い菌株の存在する事は事実である。

VMとCPMの 交叉耐性は極めて密接なものと考えら

れ,す でにこの藝についてい くつかの報告二)吻がある
。

KM-VM間 ・KM-CPM間 の交叉耐性についても
.す で

に報告駒'η されており,我 々も不完全な交叉耐性を認

めたが,そ の程度はSM耐 性の有無に影響されないよう

である。またKM耐 性菌はVM,CPMい ずれも同程度
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の交叉耐性の上昇を示す事も、VMとCPMの 交叉耐性

の密接さを示す ものである。

我々の用いたSM-R株 は,KM。VM,CPMに 対 し,

原株のSM-S株 とほとんど同じ耐性を有するに拘らず,

これらSM-S株,SM-R株 より作 成 したKM,VM,

CPM耐 性株は,い ずれもSM耐 性上昇を認めた。SM

とKM。VM,CPMの 一方的交叉耐性は,す でに報告1)

されており,我 々の実験も同様な結果を得た。しかしす

でに上昇したSM耐 性はKM耐 性 上昇に影轡されないと

の報告s,も あるが,我 々の実験ではすでに有するSM耐

性も上昇せしめる傾向を認めた。 しかもKMに 比較して

VM,CPMはSM耐 性上昇が強 く,殊 にCPMに そ の

作用が一番強 く,更 にSM-R株 の場合にその 傾向が強

いようであるが,こ の事は今後の検討を要する問題であ

る。

以上の実験結果から,我 々もまた臨床的に抗結核剤の

使用は,SM→KM→VM(ま たはCPM)の 順で使用する

のが妥当と思われる。

しかし我々の用いたSM-・R株 はonestepで 得 た菌

であるので,以 上の性質がすべての場合に当てはまるか

は疑問である。種々のSM耐 性菌株,あ るいはmultiple

stepで 得たSM耐 性菌についても,以 上の性質を検討

し,ま た臨床的にも検討する必要があろう。

結 論

SM-S株 およびそれよりonestepで 分離されたSM-

R株 を用い,KM・VM,CPMに 薬剤増量継代法に より
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耐性を上昇せしめ,SM-S株 とSM-R株 間の耐性上昇

の差,お よび薬剤相互間の交叉耐性等につい て 検 討 し

た。

1)SM-R株 はSM。S株 に比較して,KM,VM,CPM

に対 し耐性上昇が早かつた。

2)VMとCPMの 間には,ほ ぼ完全交叉耐性が存在

し,KMとVM,KMとCPMの 間には,そ れぞれ互いに

不完全交叉耐性が認められたが,そ の状態はSM-S株,

SM-R株 ともほぼ同様であつた。

3)KM,VM,CPMへ の耐性の上昇は,SM-S株 の

みならず,SM-R株 に もSM耐 性の上昇をもたらした。

本文の要旨は第43回 日本結核病学会総会で報告したe

ご指導,ご 校閲を頂いた前県立愛知病院長永坂三夫博

士,県 立愛知病院長高島常二博士,な らびに菌株を分与

された国立療養所中部病院東村道雄博士に深謝する。
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