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各種結核化学療法剤の他剤耐性菌に対する静菌作用

〔第4編〕Viomncin,Cycloserin,Kanamycin耐性菌に対する
各種結核化学療法剤の静菌作用

京都大学結核研究所化学療法部 (主任 教授 内藤益-)

神 尾 彰

(昭和33年12月20日受付)

内 容 抄 録

前編迄に述べたと同様の観点に立って,同様の方法

で Viomycin(以下 VM),Cycloserine(以下 CS),

Kanamycin(以下 KM)の3種の抗結核剤に対する

耐性菌を作成し,各耐性菌について他種抗結核黄巾こ対

する感感性を親株と比較した結果次の成績を得た｡

1)VM,CS各耐性菌共に 10%血清加 Kirchner
培地を用い増量継代培養法で分離し,KM耐性菌は

菌を 10γKM 含有血 清加 Kirchner培地に約1ケ

月培養した後,1%小川培地で分離した｡之等の耐性

菌は pH6.5の10%血清加 Kirchner培地に於いて

は親珠に比LVM 耐性菌は 16-32倍,CS耐性菌は

2倍,KM 耐性宙は 10,000倍以上の耐性を示した｡

2)VM,CS各耐性菌の他唾抗結核剤に対する感受

性は親株と同様,KM 耐性菌は TBIに対しやや感受

性低下の傾向を示したが,その他の抗結核剤に対して

ほ親株と同様であった｡

緒 論

第 1編 より第 3編に亘 り著者は人 型 結 核 菌

HBTRv株を用い,Streptomycin (以下 SM),

para-Aminosalicylic-acid(以下 PAS),Is-

onicotinic-acid-hydrazide(以下 INAH),

para-Acetoaminobenzaldehyde-thiosemica-

rbazone(以下 TBI),Cyanacetic-acid⊥hyd-

razide (以下 CAH), Pyrazinamidc (以下

PZA),Tetracycline(以下 TC),Sulfisoxaz-

ole(以下 SI)の8種 の耐性菌 (以下 H87RvR

秩 )を作成 し,他種抗結核剤に対する感受性を

原株の H87Rv感受性株 (以下 H37RvS株 )

と比較 したが,今回は Viomycin(以下 VM),

Cycloserine(以下 CS)耐性菌の他に,梅沢1)

により最近発見せ られ新抗結核剤 として注 目を

浴びている Kanamycin (以下 KM)耐性菌に

就いても同様の実験を行った次第である｡

VM は1950年米国の VeteransAdministr-

ationの ス トマイ 会議にて 報告せ られた もの

で,1951年に Ehrlich2㌧Hobby3),Youmans41

等 により試験管内実験成績,Finaly5)等 により

動物実験成績,Werner,Tompsett6)等により

臨床成績が Amer.Rev.Tuberc.誌上に発

表せ られ注 目を浴びたものである｡VM 耐性菌

に就いても Ehrlich2) や Hobby3)は耐性上昇

は比載的緩徐ではあるがかなりの程度の耐性菌

が出来る事を報告 しており, 高階7)は H37Rv

株で,稔田8) は607株でかなりの耐性菌 を得て
Hobby等 の成績を裏づけている｡

CS は1953年 R.L.Harned9) 等 に より発
見 されたもので,1952年黒星 10)によりOrienト

mycin と名づけられた Antibioticと同一物で

ある事が判明 している. その後多数の研究者に

より基礎的,臨床的研究がなされ て い るが,

CS の 耐性獲得に 就い てほ Renzettill),海老
名12),堂野前13)等は 耐性菌出現を 認めている

が,何れも 50γ/cc 以上の耐性菌は得 られて

いない｡第15回の VeteransAdministration

(1956)の結核化学療法会議に於いても M.M.

Cummingsは 10γcc 以上の培地 に増殖可能

の菌を臨床上耐性菌 と定義 しているし,R.E.

MoyerandW.S.Schwartzも同様に 10γ

/cc完全耐性を示す例を耐性例 としている等,

米国に 於いて は 10γ/cc以上の 培地に 増殖す

る菌をCS 耐性菌 と認める 方向にある様であ
る｡

KM に就いてほ目下 多数の研究 者によ り協

同研究が行われており,その基礎及び臨床成績

の中間報告が第 6回日本化学療法学会(1958)に
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於いて 2,3の研究者により行われ,略々 SM

に匹敵する成績が得 られている様である｡我々

14)も同学会に於いてその成績の一部を報告 した

所である｡ 併 しながら KM 耐性菌の他種杭結

核剤に対す る感受性を検討 した報告は目下の所

見当らない様である｡KMの耐性獲得に就いて

は当教室では国枝15)が実験を行っており,その

成績は後 日発表の予定である｡著者は国枝の実

験中に得 られた KM 耐性菌に 就いても同様の

実験を行 う機会を得たのでその成績を報告する

次第である｡

実 験

LAコ耐性菌 (H37RvR株)作成に関する実験

Ⅰ 実験材料

…,'芸冨潅液 巨 1編参照
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Ⅰ 耐性菌作成方法及び其耐性の強さに就い
て

1)VM 耐性菌(H37RvR-VM 株)

河盛16) や我 々17) の報告にも見 られる如 く,

VM は 卵培地では 加熱凝固操作により静菌力

がかなり減退するので,耐性菌作成には専 ら10

%血清加 Kircbner培地 を 用い 増量継代培養

法により行った｡その術式は第 2編〔A〕甘.3)
の項に述べた方法 と全 く同様である｡ 継代 3代

目頃 より耐性の上昇が認められ,継代 7代 目に

は VM 50γ含有 Kirchner培地に増殖する
菌を得た｡ この VM 耐性菌の耐性度を原株の

H37RvS株 と比較 した成績は第 1表に示す如 く

であり,16-32倍の耐性度を示 した｡

2)CS耐性菌 (H37RvR-CS株)

耐性菌作成にあたってほ10%血清加 Kircb-

ner培地を用い増量継代培養法により行った｡

第 1表 VM 耐性菌の耐性度

実験条件 10%牛血清加 Kirchner培地 (pH6.5),接種菌量 0.01mg/cc4週判定

〔註〕 MIC--発育阻止最小濃度
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その術式は VM 耐性菌作成 (前項)の時 と全

く同様である｡ 継代培養 5代 目頃より耐性の上

昇が認められたが,継代培養10代に於 い て も

12.5γ以上の耐性菌は分離出来なかった｡ こ

の CS耐性菌の 10%血清加 Kirchner培地で

の耐性度を見たのが第 2表であり,原株に.比し

2倍程度の耐性である｡

3)KM 耐性菌 (H37RvR-KM 株)

KM 10γ/cc含有 Kirchner液体培地を作

成 し,滅菌 した ｢硝子キャップ｣付大型試験管

5本に夫々 5cc宛分注 し,第 1編〔A〕Ⅰ2)
の項で述べた如 くにして作成 した薗液を駒込ピ

京大結研紀要 第7巻 第2号

ペ ヅ 卜(1cc22-25滴)で5滴宛接種 し,拷

養 4週後管底にある菌を充分王威菌生理的食塩水

で洗い,夫々1%小川培地に弓妾葎 した｡約 1ケ
月にしてコロ-を認めたので,5コロ--程度

別々に採取 し,その各コロ--に就いて別々に

10.%血清加 Kirchner培地に 浮辞させて薗膜

をはらせて増菌 した後,接種薗量 0.01mg/cc

の条件で10.% Kirchner培地で耐性検査を行

った所,第 3表に示す如 くKM10,(氾0γ/cc含

有培地に薗増殖する起耐性株を分離 し得た｡即

ち H37RvS原株に此 し1万倍以上の 耐性を獲

得 した菌である｡

第3表 KM 耐性菌の耐性度

実験条件 第 1表に同じ

〔註〕 第 1

表に同じ〔B〕 耐性菌に対す る諸擾抗結核剤の静菌作

用に関する実験1.実験材料及び実験

方法培養基被検薬剤溶液結核菌浮薄液実験
術式成績判定

Ⅱ.実験成績前編にも述べ

た如 く実験誤差を可及 的に避ける為 2回実験を行い,

2回共差のあるものを有意のものとした｡

1)H37Rv

R-VM 株H37RvR-VM株の他種抗結核剤に

対す る感受性を H37RvS株 と比較 した 成績

は第 4表に示した如 くである｡ 表の如 く,

H37RvRIVM 株は KM に対 して1回 1

管程度の感受性の低下を認めたが,他の1回に就いてほ同様の成

績を示し,感受性の有意の差はな

いと考えられる｡ 又その他の抗結核剤に対 しても感受

感受性の変化は全 く認められなかった｡

2)H37RvR-CS株H37RvR-CS

株の他種抗結核剤に 対する感受性の実験成績は

第 5表に示す如 くである｡表に示す様に H3

7RvR-CS株は INAH,TBIに対 し

て 1回 1管程度感受性が増す成績を得ているが,他の 1回は同
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第4表 VM 耐性菌の他種抗結核剤に対する感受性
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実験条件 IlAOioHLF雷禦 建 露 nhrをま鵠 妄りSH 6･5)･按瞳菌量 0･01mg/cc

-:--:;::-::--_ -･-:--SM 1PAS

〔註〕 表の数値は発育阻止最小濃度 (γ/cc)を示す

第 5表 CS耐性菌の他種抗結核剤に対する感受性

契齢条件 第 4表に同じ

PAS INAH
守

第 H87RvS株

回 ;H37RvR-CS株

第 JH37RvS株

回 iH37RvRICS株 L2･5

l
PZA I sI

0･125 25

...6 i12.5

0.06 25

250 ≡31.3
250 ち31.3

CAH IVM

〔註〕 第4表に同じ

第 6表 KM 耐性菌の他種抗結核剤に対する感受性

実験条件 第 4表に同じ

実験
回数

第

回

第

H37RvS株

H37RvS株

国 書H37RvR-KM

秩

秩

PASINAH V九4 ∃PZA SI

;; ;:≡

5

5

25 16.25 ち 2

5012.5∃ 250

竺 cs也

552211
12

12

m
5

5

2

2

1

1

5

5

2

2

1

1

55iI.言 下
1;二6.25 12.5

〔註〕 第 4表に同じ

3)H37RvR-KM 株H37RvR-

KM 株の他種抗結核剤に対する感受性を H37RvS株 と比較

した成績は第 6表の如 くである｡表の如 くに KM 耐性菌は TBIに対 し2回 共 1管差程

度の僅かな感受性低下を認めた ｡ その他 PAS,VM 及

び INAH,SI に 対~し 1回は 1管差の

感受性の低下又は増加を認めたが,他 の 1回に

於 いては同様の成績であるので,感受性の有意の
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哉こ結核剤に対 し̀ても感受性の変化は全 く認めら

れなかった｡

総括並びに考接

著者は VM,CS,KM 3享隆の抗結核剤に対~

してその耐性菌を作成 し,他庫抗結核剤に対す

る感受性に就いて検討を加えた｡

先ず VM 耐性菌に就いてみると,VM 耐性

菌の他種抗群核剤に対す る感受性を検討 した文

献は著者の渉猟 した文 献の範囲で は意外に少

く,之は VM が未だ日常臨床で長期に使用さ

れる事が少 く,従って耐性菌 と云 う事があまり

問題にならない為か と考えられる｡ 即ち SM

に対 してほ橡田8)が,INAHに対 して Hobby

等 18)が,TC に対 し̀て Hobby等19)が,CS に

対 して Cuckler20)等が感受性を感受性菌 と比

較 し,何れも略々同様の感受性であると述べて

いる｡著者は第 4表に示した如 く,10種の抗結

核剤に対 し̀て感受性の検討を加えたが,何れの

薬剤に対 しても感受性株 との有意の差を見出し

得ず,諸家の報告と一致 した成績を得た｡

次に CS耐性菌の他種抗結剤に対する感受性

であるが,前述 した如 くCS耐性菌 と云っても

数倍程度の耐性を獲得 した薗 しか得られない｡

この為か CS耐性菌の他種抗結核剤に対する感

受性を検討 した報告は見 られないようである｡

著者の得た耐菌も2倍程度の耐性を得たもので

あり,この菌に就いて行った成績では何れの薬

剤に対 し̀ても感受性の変化は 認められなかっ

た｡

次に KM 耐性菌に就いてであるが,人型結

核菌の KM 耐性獲得に関する報告が目下の所

見 られないので,著者の実験成績よりしてKM

耐性獲得の様式を検討 して見たいと思 う｡

実験 〔A〕∬3)の項で述べた如 く,著者は
10.%血清加 Kirchner培地を用い,原株に比 し

1万倍以上の耐性を獲得 した耐性菌の分離に成

功 しているので,この実験成績よりすればKM

耐性獲得の様式は Demerec21)の SM 型に属

するものと考えられ,SM 同様超耐性株を得る

事が可能である｡ この点 KM は全 くSM と同

部類に属するものと云える｡

京大結研紀要 第 7巻 第 2号

著者はこの KM 起耐性株を用い,他種抗結

核剤10種に対す る感受性を原株 と比較検討 した

が,かかる報告は今の所見られ な いよ うであ

る｡ 著者は この実験により KM 超耐性株は 1

管差で軽度ではあるが TBIに対 しやや感受性

の低下を認めたが,その他の薬剤に対 し̀ては感

受性の変化は認められなかった｡

席 諭
●

著者は第 1編,第 2編,第 3編 に 引 続 き

H87Rv感受性菌より作成 した VM,CS,KM

耐性菌に就いて10%牛血清加 KircIlner 培地

(pH6.5)を用い,接種菌量 0.01mg/cc条件

で夫々他種･抗結核剤10種に対する感受性を比較

検討 した結果,次の結論を得た｡

〔Ⅰ〕VM 耐性菌

1)10% Kircbner培地 (pH6.5)で 増量

継代培 養法で 継代 約 7代にてVM 50γ含有
Kircbner培地に倫増殖する菌を分離 したが,

之は原株に此 し16-32倍の耐性を獲得 した菌で

ある｡

2)この VM 耐性菌は他種抗結核剤 10種に

対 し原株に此 し感受性の変化を認めない｡

〔Ⅰ〕 CS耐性菌

1)VM 耐性菌 と同様の方法で耐性菌の分離

を試みたが, 継代10代にて CS12.5γ含 有

Kircbner培地に増殖する薗 しか得られず,こ

の菌は原株に比 し2倍の耐性であった｡

2)このCS耐性菌は他種抗結核剤10種に対

し感受性の変化を示さなかった｡

〔J〕KM 耐性菌

1)KM に対する H37Rv株の耐性獲得の様
式は Demerecの SM 型に属するものと考え

られ,原株に此 し1万倍以上の耐性を獲得 した

起耐性株の分離にも成功 した.

2)KM 超耐耐株の 他種抗結核剤 10種に 対

する感受性を原株 と比べると,TBIに対 し1

管差ではあるがやや感受性低下を認めた他は何

れの薬剤に来｢しても感受性に有意の変化は認め

られなかった｡
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