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わんlmonellae.-teritit1isの ス ト t,ブ トマ イ シ ン耐 性 に 関 す る研 究

珊 大学医学 部 ′卜研 磨 室( 指導 禁 教琵 (業師 増 額核 研 究 柳 川 )矧 岐 竺 荒)

田 中 寛 治

ス トレプ トマイ シ ン (以 下 ス ト･マ イ と略 す) が Waksmanに.よ り発 見 され て以乗 ,名種疾患 に膝 用
り

され てい るが ,結 核症 以 外 に寝 Lj的 に臆 用 した報 告が Reimann 等 に よっ て始 めて行 われ た｡ 小 党科
盟) 3) 4)

領域 では PulaskiSeligmann等 に よっ て小党 下痢症 或 は サル モ ネ ラ症 に用 い られ た. その後 James
等 が 多数 の乳幼 兄下痢 症 に ス Tt･マイの経 口療 法 を行 い詳 細 に報 告 した｡

･E:)) 6)

我 が 歯で は杉 山 ,高橋 等 に よ り消 化 不良症 に用 いて極 めて満 足す べ き結果 が 得 られ た｡ 而 して , メ

い マ イの経 口貯 法 の際 ,糞便 円 に高度の ス ト･マ イ大腸菌 耐性 株 が証 明 され これ に関 す る研 究 に就 て余7)
及 杉 山等が 既 に報 告 した｡

余 は更 に ス ト マイ耐 性 に就 いて ,遺博 学 的 並 び に細菌 学 的 考察 を試 み たの で報 告 し諸 菅の御 批 判 を

得 たい｡

第 1章 耐性 の獲 得 につい て

試 験 管 円 で耐性 ち蓉得 の経過 を観 察 した｡

賛助材料及賓駿方法 ;

実験に供 した菌は Salmonellaen乙eritidis1891 (阪人微生物埴研究所･株)である｡ この常は家兎免疫血清による凝

集反腔,llusselfモ複糖袈大培地による葡萄糖 ･乳糖は対する態度 , グラム染色等t/7:より原株とのrLl.]宝が 人腸 酷に

くらべ,泡にJ/rli易であるO使用 したス tマイは米国 メJL,ク酢製 ス t I,プ トマインン盗牝 カルシウム複≡監をili-】ひ,れ 販

1gn1人軍一位のものを滅菌蒸溜水10ccに溶解,氷室に保存 し,使用時適宜稀釈 して実験に供 した｡培地は PH 7.4の普ヽ
通袈 プさ境地を用いた｡

原感性棟を普通塞天-/IF･板培地に分離 し,その10常集 落について,夫 々独_､上に耐性輩得液温を観察 した｡即ス Tt･マイ

を含んだ 普通寒天増地に隔日に継代 し,発育可能なス t･マイの最高濃度が継代と共に如何l/{変化するかを検索 した｡

用いたス ト･マイの濃度は1000γ,333.3γ,111.lr,37γ,12γ,4γ,1.3γ,0.45γ(何れも培地 1cc中のス ト･マイの

一定の程度まで碍実に発育 した培地 より,略1cc1711gになる様に生f那勺金宝水筒浮静夜を作って,その18se宛を用いた｡

実 験 結 果 ;

芳 1表 醐 生狂程経過 (継代と共に発育可能なスt･マイ最高濃度を示す)

2 ll.3 4 12 37 37 選 333 1000 1
3 1.3 4 12 12 111 333 333 1000

4 1.3 1.3 4 12 12 37 37 111 333

5 1.3 1.3 4 1000

6. 1.3 4 12 37 111 111 111 111 333

7~ 0.45 4 12 37 37 111 111 111 1000 ら

8 0.45 1.3 4 12 111 111 1000

9 1ー3 4 12 37 111 333 1000

10 0.45 4 】37 111 1000 L

耐 性 博 得 径 過 は第 1表に示した｡ 10菌 集落 すべて容 易 に 1000γに発 育 可閑 の耐性 を狩 得 し,耐性狩 l
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得 の最 も嘩かな ものは 4代 で , 最 も遅 い もので も11代で あら た. この うち, 費 も速 に,4代 の紳 代で

1000Tの耐性 を猿得 した集落 N0.5は 4γに発育可能 となっ た後 ,突然 1000γに発育 し袴のである｡ こ

の点非常 に興味書架 く思 う.
8)

以上 の棟 に耐性揮得 に関 しては菌 集落 に よる差が認 め られ均一性 は認 め られなかっ たO 叉高橋等に

よって報 告 され た苛虫立株 は認 め られ なかった.

第 2章 .耐性復RTこつし､て

ス ト マイは諸種抗 生物質 中,菌 の耐性樺得が最 も容易な薬 物の一つ で あるが ,菌 とこの薬 物 との接

触期間の長短が ,果 して耐性保持乃 至耐性軍曹得 に何 らかの関連 が あるか 否か を検討 した｡

突換材料及賓助方法 ;

前章の如くして得た-耐性株 (集落No.10)を吏e/{ス ト･マイ10007合有普通寒天培地(/{継代 し,長短種々の継代後

夫々スTl･マイを含まぬ培地LJて移 して二更eJ{継代 し,耐性の復帰の程度 と,始めのスT･マイ合有培地に於ける継代教と

の間に何らかの関係があるか密かを癒 したO印10007の耐性を得た直後 (この係銃をRoS'.と称 し,以後 スT･マイを

含まm.培地の継代数をSの右下IJ{数字で示 したO以下同じ)ス ト･マイ1000γE/{継代する こ ,と3代 (R左軌+と称す)

10代 (R】oS】+),15代 (k】5Sl十),20代 (R望OS】+),25代 (R2.5SJ+),30代 (R30S]+),35代 (R35Sl+),40代 (R40S】+),

45代 (R45Sl+),50代 (ltちOSJ十),60代 (lく60SJ+),70代 (R70Sl+)で夫々スト･マイを含まぬ培地に移 して後,更に90内

華100代継代 した｡他方スr･マイ1000γに80代継代 した後,夫 独々立の6系統を作 り,(大 a々l+,bl十,Cl十,dl十'el十,･

fl十,と,称す)スト マイを含まぬ培地e/{90代継代して,耐性の復帰を碗癒したO'倍1000γの耐性獲得後,常に1000γ

令有培地に継代 (RT+)して対照とした｡節･2図はその継代の系統を略示したものである｡

第 2圃 糖代の系統図 (略示)
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継代時の接種蘭畳は出奔るだけ等しくする錠に努力し,約101号乃至106を用ひた｡

耐性の程度の検索は,継代に用ひた斜面培地より1占elmgの生理的食塩水粛啓浄液を調製し,之を過当は稀釈し,そ

の1ccをシャーレに注ぎ,之にスト マイ1000γ,111γ′,12γ(何れも培地1ccの濃度)を含む普通敦夫培地及対照とし

てスT･マイを含まぬ普通寒天培地を加えて,振漁培養し,30以上300以下の菌集落を生ずる平板の生育菌数と耗釈放

とより計算して原歯浮汲液1cc中のスT･マイ各濃度に発育可能な菌数と対照の菌数のそれぞれの対数を比較しつ ､,

耐性復帰を,神代の経過を追って観姦したo

実 臨 成 績 ;

各耐性検索時の実測値 は省略す る｡

第 3圃 耐性の復帰 其のl RoS]～ R25Sl+系統

(1000γ培地に於げろ生育菌数の減少経過)
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ス ト. マイを含まぬ培地L/7:於ぼる継代数 ･

上述Rh よ りR70S】十に到 る各系統の1000γ培地 に於ける生育菌数わ減少経過 を図示 したのが第 3図度

癖 4図であ り,系統 a】十,bJ.,cl+,d】十,el.,f】+,の耐性復信 を図示 したのが第 5図である｡

以上の実験成績 を観察す るに,垂･系統 中原感性株程度に耐性の復帰 を示 した ものは RSSl+系統一つ

のみであったo (ス ト･マイ 111γ,12γ,培地 に於ける生育菌数の減少経過は省略 した)

又 ス ト.マイ含有培地に於ける柑代数 と耐性復信 との問には何 ら一定の傾向は認 め られない｡La】+,

bh,cl+,dl+Iel+,f,十の如 くス ト･マイ含有培地 に於ける摘代 を同 じ くし,以後夫 々独立 して,ス

1-･マイを含有 しない培地 紅組代 した もので も,すべて同一の耐性復帰 を示 さないのである｡ 特 に f系

統 は速かな耐性の低下を示 し, f58と f6Sの中間に於て,速に発育の弱い特殊の変異株 となっ た｡ こa)
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第 4蘭 耐性の復帰 其の2R30S】+～ 1170S】+系統

(1000γ培地ZI7:於ける_生育菌数の減少の鰭過)
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う スト･ マイを含まぬ培地l/<於げる継代静

枝な変異は叉 R35S62と R35S72との中間に於て も示 したOこ れ ら変異株は普通寒天平板増地上に菌集

落 を分離 して も,独立菌策藩の発育は特に易易く, 48時間内至72時間 を要 し,集落 もS型なが ら極めて

小なるに反し,菌東藩の塔集部は発育が速かで,集落の大 きさもむしろ独立第落 より大であるO 前記

の耐性変の検索に於て も振酋培地に於て深部菌集落 として発育すること易易く,以後の耐性度の検索は不

能 となった｡ この様な発育の微勇者はス T･マイ合有培地に於で も同様であった｡ 従って所謂 ス 7t･マイ

依 存性菌株 とも異 るのである｡

かか る変異株は其の後, ス T･マイ 111γ含有普通寒天培地及 ス ト･マイを含まない普通寒天培也

に30代柑代したが この性質は栗失 しなかったo

纂3華 ス ト マイ低濃度含有噂地に縫代 した

場合の耐性株の出現にらいて
I

本草に於ては,低濃度のT定単位のス ト･マイを含む培地で絹代 した場合 ･耐性株か出現するか否か

を検 したo

実 験 材 料 ;

班川菌株,班JJjLたスト･マイ,俵川培地は節1費に同じO
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第 5恥 耐性復帰 其の3a)+～ L】+系統

(10007培地'LJTL於げろ生育常数の減少経過)
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実 験 方 法 ;

1)Sl汀vivalCurveの作製

筒を平板に分離 し,その 1個の蘭集落を20時間斜面培養 し,之 より lcclmgの_/生理的食塩水菌浮静液を作 り,之を

原常液 として,前章に並べた方法で,その原歯液lc.C.中のス t･マイの稽 々の濃度の下に生育吋能菌数を算定 して,

JVr謂 SurivalCtmeを作った (節 6図参照)0

この Survival Curveほよりス t･マイ0･5γ以下の濃度では ス t.･マイを含まぬ対照の培地 と何ら生 育菌数こて運を見

出さない ことを知った｡従って0.5γ以下の濃度を sllblethaldoseとした｡

2)ス t･マイの低濃度培地で毎24時間に継 代培養 した.用いた濃度 は 0･05γ,0･1γ,0･3γ,0･5γ,0･77,,1･07

で,対照 としてス t･マイを含まぬ培地 にも同秩 LJて継代 したO

耐性の出現 は,第二貴に於い て蓮べたと同株 に してス t･マイ 1000γ,111γ,12γ,4γ,1･3γを含有する接地'･及 ス

t･マイを含まぬ培地 に生育する菌数を計算 した｡ この凍 な生育常数の計算は椎代数 10代までは 2代毎 ,以後は 5代

･'[引て50代にわたって観察 した｡



第 6園 Survival curve
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実 験 成 績 ;SLlblethaldoseで ある 0.05γ に紺代 した場合の感性度の変動 を示 したのが第 7表

である｡以下 0.1γの場合が第 8表 ,0.3γの場合が第 9表 ,0.5γの場合が第10表で ある｡更に発育阻止

的 に働 く0,7γ,1.0γの場合が夫 々第11表及第 12表 で,対照 として ス r･マイを含まぬ培地 に絹代 した場

合が第13表 である｡

甫 7表 スt･マ イ 0･05γ含有培地l/{継代した揚合の発育菌集落数

推駕激スト.もイγ/cc _1 24 6 8 11 150 .0 -.20 25 30 35 40 45 501000 O O 0 0 0 00 0 0 0 0 0

111 0 0 0 00 0 0 0 0 0 0 0】0 0

12 0 0 0 0 0 0 02 21-.21.72 26.29.18 9 0 0 0 0 0 0 0

4 6.主局I 23.1 12.8 17.9 22.1 24-2 23.1 18.9 21.5 22.岳 22.3

1.3 27.0T1享1-I 32.4 3a.7 34.5 21.3Tl33ー1 34.3一･.11.0 32,g 28.99.1

0 _5.針6.9, 8 9一丁頂 8 9 9 9 8 8～ 9

.=i._;
とは薗集落数517×108を意味する.以下13蓑まで同株｡

第 8表 スr･マ イ 0･1γ合有培地に継代した場合の発育菌集落敬

三二 二TT元 -聖 讐 1 2 4 6 8.ll 15 20 25 30 35 40 45 50

1000 0 0 0 0 0.0 0 0 -0 0 0 0 0 0

111 0 0 0 .0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 40

4 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 1 2
2.33.09.18_6白.33.0_旦j 4.0i 62.011ー64.6i72_

1.3 26.3 27.2 2 2 2 3 2 3 ･左 3 3 4 334.8 8.3 1.18.85.32.3.2.47.0;2.77.4

.0 T 96.3.102.6 8 9 8 8 9叩~9. 9 9T o T o 8 95.7

●



第 9表 ス T･マ イ 0･3γ含有培地に継 代 した揚 合の発育常集落敬

… ●…･‥………….:;∴ ∴ …‥･
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算10表 ス t･マ イ 0･5γ合有接地 に継代 した場合の発育常集落数

∴-√㌦湖丁 2468ll15三関こ404550∫
100001110l~㌃00100 ド02

0001012.行喜TgE喜23.029.723_2
125I21.521.921.63.1.418.021.15i565.0 91.391.09i.i4 3声9.633弓553499 99103.217.ll.01.63.03.71.51.2 7.03.11_2

第11表 ス ト･マ イ 0･7γ合有培地 に継 代 した場 ≧′Fの発 育菌集落数

宮12表 ス ト･マ イ lt･0γ 合有培地 に継代 した場 合の発育甫集落数

一入ト･マイγ/cc
lOOO
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第13表 対牌 (ス ト マイを含 まぬ培地 に継代 した場 合の発育常集落数)

栂代数スl-.マイγ/cc 1 2 4卜6 8 ll 15 20 25 30 35 ･40 45 50

1000 0 0 0 0 0 0 0 0 ･0 0 0 0 0 _0

■†12 0 q三 下 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

1.3 25_5 25.9 2･5.9 2!8.0 29.1 26.8 33.2 34.1 26二0 4'1.0 31.1 35.8 29.1 37.1

ス ト マイ依存性菌株の出現については,1.0γに縄代した場合32代に於て,1000γに発育した菌集落

中にスト･マイ依存性菌株を確誰したが,この性質は不安定で,2-3代継代することにより滑失して,

ス ト･マイ耐性株 となった｡

統計車的観察 ;

本実験成績に関し相関分析法による検定 Analysisofcovariance を試みたので, その大要を述べ

るo

今縦軸に菌の発育抑制率 (死 亡 率) 横軸に縄代に用ひた増蕃基中のス ト･マイの濃度をとると,

exponentialdistributionを示すO之は南緯に換算し得 る.従って,相関分析詮による uniformity

ofgroup3を検定すると,緒代数 6に於て uniformityが滑失する即ち,差を生じて くる｡

次に相関分析法による各二つのグループ間の Covarianceを検討すると Ajustedmean巨ロガの値

を考慮した各グル -プの平均の値は第14表ゐ如 くなる.
ヽ

算14表

G6 G8 ql庁 G諮o Gヰo G46-

To.oT To.3 - - 廿 - # 廿-

伍 滞代数 Gn

椎代に用いた ス ト マイの浜度 Tp.

一 差のない もの

+ 5%の危険率で差のあるもの

廿 1%の危険率で差のあるもの

考 操

本章の実験成績及統計学的観察により,Sublethaldoseである 0.05γ,0.1γでは対照 と差がな く,

O･3γ,o･5γでは明に差が認められるoス Tt･マイが若干発育阻止的に働 く 0･7γ,1･0γでは,耐性株の

出現は極めて容易に,しか も高度である｡

抑 々この様な耐性株の出現に関する遠停学的磯序に関しては,二つの詮が対立 している.その一つは

細菌 と毒物叉は阻害物質 との間の交互作用によって,細菌がそれらの物質に対 して,漸弓矢順謄して抵抗9)

えてV､るo

イ
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他の詮は,耐性株は突然変異 mutationによって生 じ,毒物叉は阻害物質は唯淘汰 とい う点で貢献
10) 】】) 12) 1:I)

しているに過ぎぬと云ふのである｡ Ltlria,Demerec,Newcombe,Paineその他 この詮に有利な実

験の報告が多数なされている｡ I
余は上述の実験 より,淘汰的に働かないス ト･マイの濃度でも耐性の上昇を認めたのであって,しか

も濃度の極めて低い.0.05γ,0.1γでは耐性の狩得を認めず,0.3γ,O_-Z'γとなると始めて耐性の上昇を

認 めたoしかし淘汰的に働 ぐ濃度である 0.7γ,1.0γでは進に速に高度の耐性株を認めるのである｡

遠侍 と変異については,1900年 メン ヂ )Lの法則が 唱導 されて以乗,突然変異 mutation と,淘汰

selectionとによって生物の変異が起ることが承認 されたのであるが,その対象はすべて有性生殖を営

む比較的高等な動植物であ り,有性生殖 も営まず,しか も1亘接外界に暴露 されている細菌笑頁の変異は外

界 との交互作用による連騰的漸進変異が存在して も,戟-て異 とするには足 らぬと思 う｡

第 4章 ス ト マイ耐性株の性就菌形態に就いて
].I)

Strauss.は不 ト･-イの低濃度で細菌を発育せしめた場合の形態の変化を観察して 2乃至 3倍に膨

化することを報告したが ,余 も原株に比し膨化伸長 し,犬′ト不同が著 しくなるのを認めた｡ 更に20乃

至25代ス †･マイ含有培地に和代すると,この性状は波過 したo

菌築藩に就いて ',

認むべき変化はなかったが,網代 と共にR型集落に変化したo但 しス ト･マイ含有培地に於ける菌第

藩の性状は略S型であった｡

糖分解官旨につV､て ;

糖 を1%に加へた B.T.B.pepton水 (pH 7.2)を使用して 37oCに14日間観察した｡

原感性株は階分解陽性である Glukose,Ⅹylose,Arabinose,Dliltit,Sorbit,Rhamnose,Maltose

Mannit,分解陰性である Saccharose,Raffinose,Dextrinについ7:分解前の変化を検案した｡

耐性株を 1000γ培地に90代硝すると̀ Ⅹylose,Dultit,Sorbit,Rhamnose,Maltose,Mannitの分

解の分解が遅延した｡ 200代の網代により,Dultitは分解陰性 となった｡ 分解陰性か ら陽性になった

ものはな∨､｡

Katalase産生につV､て ;

WarlDurg氏検庄計を用tl発生する 01･量を計った ,菌は48時間増長,菌量は光電比濁計によ り,坐

翻 勺食塩水浮潜菌液の濁度を一定 とした｡過酸化水素は O･31Molの ものを0･1cc,pIIは7･7-T5-燐酸

緩衝液 を用ひ温度は 38oCとした｡

耐性株は感性株に比し,Katalase産生量が減少し,約 ･% であった.

耐性の復帰 と共に Katalase産生量は次第に増加 した⊃

(但 しス ト･マイは菌及 Katalabe白身に対 しては感性株たると耐性株たるとを問わず,何 らの影響 も

輿-ない)0

呼吸につ∨†て ;

同じく Warburg氏検圧計を用払,0,2% Glukoseを含有する昔燐酸緩衝液 pH6.8,5%苛性 ヵ

1)0･1cc,ガス睦は茎葉,温度は 38oC,時間は3時間にわたって観察したが,耐性株 と蝉性株の両株

の問に差は認められなかった｡叉ス ト･マイは両株の何れに対 しても,その呼吸に影響はなかった｡

ア ミノ酸必性変異について ;

Escherichiacoliを sulfanilamideを含む培地に継代して得た Methionin必要性変異について
】･-I)

は Kohn及 Harrisが報告し,本実験 と同じ Sal.ent.1891株のスル ファ ミン罫植 村する耐性株の
(16

Methionin必要性変異については,藤野等の報告があるが,余はスT･マイ耐性株について70代用代
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することにより,成る程 amino酸必要性変異株を得た｡

この変異株は Glucose-Simmons堵地に発育せず,Asparagin又は Glntamin酸を添加した場合の

み発育可能であった｡

結 論

Sal.ent.1891株についてス ト マイ耐性に関する試験管再実験を行仏,下記の結果を得た〇

I1)ス ト･マイに対する耐性当聾得 を検索したが,菌廉蕗による耐性孝替得の難易が あ り,4代乃至11代の

差を認めた｡

2)耐性株をス ト･マイ含有培地に素断ヒした場合,その柑代の長短 と耐性復帰の間には特別の関係を

認めなかった｡

3) ス ト･マイ低濃度含有培地に於て,50代継代したO ス T･マイー0.5γ以下では発育阻止作用は認め

られないのであるが,O.05γ,0.1γでは耐性のさ輩得は認められす,0.3γ,0.5γでは耐性の棒得が認めら

れる○更に 0.7γ及 1.0γ では (発育阻止的に作用する濃度)耐性獲得はより速であった.

4) ス ト･マイ依存性菌株の出現を認めたが,不安定で,2乃至 3代の柑代により耐性株に変異した0

5)薗形態は底濃度培養により菌形態は膨化伸長した｡耐性株はス ト･マイ 100Cγ培地に90代継代に

より糖分解は稚遅延し,200代柑代した耐性株では Duititを分解 しな くなった｡

Katalase産生は,耐性株は感性原株の約3/5であった｡

70代絹代によりアスパラギン叉はグルタミン酸必要性変異株を得た｡

終 りに御指暮 ･御 校閲を賜 った恩師服部教授 ,締核研究所佐川助数授 ,御援助下 言った数室員諸兄並びに

統計学 こて閑 し多大の御助言を裁いた曾盛業勝医学士L/{探甚の謝意を表するO更II{ア ミノ軌 て関する祈死に御

援助 を受けた阪 大微生物病研究所r藤野教授 ,中Erl大輔氏E,TL併 せて謝節 を述べる｡
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