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は じ め に

腸管感染症の起炎菌のなかには}赤 痢菌のように腸管

上皮細胞の中に侵入して病原性をあらわす ものと,コ レ

ラ菌のように細胞外腸管腔で増殖し,毒 素を産生 して下

痢を起こす ものとがある。この違いは病理学的に重要で

あるばか りでなく,経 口薬剤による化学療法の場合にも

注意が必要である。すなわち,細 菌性赤痢の治療には細

胞内に滲透 しにくいStreptomycin (SM)や,難 溶性

Sulfa剤 内服の効果は少ないが,コ レラ菌に対しては薬

剤選択の範囲が広 く,試 験管内で強い抗菌力を示す薬剤

は,腸 管内で不活化されない限り,す ぐれた治療効果が

期待できる。現用の コレラ化学療法 剤 には,Chloram-

phenicol (CM), Tetracycline (TC), Erythromycin 

(EM)が あ るが,こ れらは開発以来歴史の長い薬剤で耐

性菌の存在は無視できない。KOBARI,NAKATOMIら(19

70)1,2)はPhilippinesで1969年CM,SM,SAあ る

いはCM,TC,SM,SAに 耐性の多剤耐性のコレラ菌

(El Tor型)12株 を患者か ら分離 したが,こ れ らの患

者ではCMの 内服は有 効で な く,Dihydroxymethyl 

furatrizine (Panfuran-S)の ほ うがす ぐれていること

を明らかにした。野外か ら分離された多剤耐性 コレラ菌

が,R因 子(グ ラム陰性桿菌の伝達性薬剤耐性因子)に

よるものかどうかはまだ明 らかでないが,す でにKUWA

HARAら(1963 3),1966 4))がR因 子が大腸菌(Escheri-

Chia coli),赤 痢菌(Smgella flexneri)か らコレラ菌

(Vibrio ch0lerae), NAGビ ブ リオ(Nonagglutinable vi-

brio),ア エ ロモナス(Aeromonas)に 伝達可能なことを

発見しており,著 者ら5,6)も温 度感受性R因 子を含め,

fi+型,fi-型 のR因 子がともにコレラ菌に伝達されるこ

とを追試確認し,そ の安定性についても報告した。今後

コレラ菌に対する化学療法が普及 し,コ レラ菌の中で も

安定なR因 子が選択されれば,自 然界にR+の 多剤耐性

コレラ菌が急速に増加する危険がある。

Dihydroxymethyl-furatrizine (FT)は,わ が国で

開発されたnitrofuran誘 導体(NF)の1つ で,そ の

抗菌力はfurazolidoneの200倍 以上も強 く7),し か も

NF耐 性を運ぶR因 子の存在は腸内細菌においてさえま

だ確認されていない。

著者 らは,将 来予想される多剤耐性 コレラ菌の増加に

対する有効な化学療法剤を確立する目的で,コ レラ菌の

FTに 対する感受性度を検討中であるが,本 報において

は,1940～1941年Indiaで 分離された72株,1969～1971

年Philippinesで 得 られた31株,合 計103株 のEl Tor

型 コ レラ菌のCM,TC,SM, Sulfamethoxazole (SMX)

お よびFTに 対する感受性度を比較 した結果について報

告したい。

材料ならびに方法

被検菌株:IndiaのCalcuttaお よびKasauliで,

1940～1941年 に分離された72株 は,北 里研究所 合田部

長が保存中のものを分与 された。また1969年Philippines

で得 られた多剤耐性株8株,同 じく1970～1971年 に無作

為に分離された23株 はそれぞれ国立予防衛生研究所 山

田博士と大橋室長から分与された。

薬剤:Strebtomycin sulfate(SM:武 田薬品工業 ・

大阪),Chloramphenicol(CM:山 之内製薬 ・東京),

Tetracycline(TC:日 本 レダ リー ・東京)は 滅 菌蒸溜

水にとか し,Dihydroxymethyl-furatrizine (Panfuran 

S, FT:寓 山化学 ・東京)お よ びSulfamethoxazole

(SMX:塩 野 義製薬 ・大阪)は それ ぞれdimethylfor-

mamideお よび1/8N,NaOH水 溶 液に溶かしたのち,

滅菌蒸溜水で所定濃度に希釈 して培地に添加した。

最小発育阻止濃度の測定:各 薬剤の コレラ菌に対す る

最小発育阻止濃度(MIC : minimum growth inhibitory 

COncentration)の 測定は原則 として化学療法学会法に準

拠 し8),平 板希釈法でおこなつた。すなわち,被 検菌株

をTCBS平 板(Oxoid, London)に 画線培養して再分

離し,5mlの ブ イヨン中に接種 して37℃18時 間振盪培

養 した。これを滅菌生理食塩水で100倍 に希釈し,そ の

標準1白 金耳を倍々希釈濃度の薬剤を含む感受性試験用

寒天平板(栄 研化学 ・東京)上 に塗布 して37℃24時 間

培養したのち,そ の増殖の有無か らMICを 判定した。

SMX (Sulfa剤)に 対する感受性試験にはMUELLER
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Fig. 1 Influence of inoculum size on minimum 
inhibitory concentrations (MIC) of various 
antibiotics to Vibrio cholerae(biotype El Tor).

Fig. 3 Susceptibility distribution of 103 strains 
of Vibrio cholerae (biotype El Tor) to 
tetracycline.

Fig. 5 Susceptibility distribution of 103 strains 
of Vibrio cholerae (biotype El Tor) to 
sulfamethoxazole.

Fig. 2 Susceptibility distribution of 103 strains 
of Vibrio cholerae (biotype El T or) to 
chloramphenicol.

Fig. 4 Susceptibility distribution of 103 strains 
of Vibrio cholerae (biotype El Tor) to 
streptomycin.

Fig. 6 Susceptibility distribution of 103 strains 
of Vibrio cholerae (biotype El Tor) to 

panfuran-S.
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HINTON培 地でも不正確な価を表現す るこ とが 多い の

で9)Wellcotest Sensitibity Test Agar(Wellcome,

London:溶 血 ウマ血液添加培地10)と 同程度の正確さで

Sulfonamide抗 菌力を表現する)を 使用 した。

MICに 対する接種菌量の影響の検討:コ レラ菌 の各

薬剤に対する感受性が接種菌量の多少によつてどの程度

変化するか,代 表菌株のブイヨン培養原液,10倍,100

倍,1000倍 希釈菌液を用いて平板希釈法をおこない,MIC

の変動を検討した。

実 験 成 績

1)　 コレラ菌の薬剤感受性におよぼす接種菌量の影響

平板希釈法によるコレラ菌のCM,TC,SM,SMXお

よびFTに 対する感受性度測定に際し,接 種菌量がどの

程度影響するかしらべた。Fi経1に 示すとお り,接 種菌

量の多少に最も強 く影響 されるのはSulfa剤(SMX)で,

ブイヨン18時 間培養原液1白 金耳ずつ(約5×106cells/

looP)を 塗布 した時のMICは,1000倍 希釈菌液(5×

103cells/loop)を 使用した時にくらべ500～1000倍 の高

い価を示す。 これについでnitrofuran類(FT)が 接種

菌量により抗菌価に影響を受けやすく,前 培 養菌液 を

1000倍 希 釈すると,MICは0.005μg/mlと い う低い価

を示 し,無 希釈菌液使用時の0.63μg/mlに く らべ約

100分 の1の 激しい開きになる。両薬剤のMICは これ以

上被検菌液を希釈 してもそれほど低 くならない。

SMXお よびFTに くらべ,CM,TCお よびSMの

抗菌価は接種菌量が変わつてもその影響を受けにくく,

接種菌量が1/1000に なつてもCMお よびTCのMIC

は1/4ま で しか低下せず,SMで はわずか1/2の 変動に

とどまることがわかつた。接種菌量の差による各薬剤抗

菌価の変動の特性には菌種特異性は認められず,大 腸菌

を被検菌としても全 く同じ傾向が認められる。したがつ

て平板希釈法による感受性度測定には,ブ イ ヨン 前培

養液を少なくとも100倍 希釈する方法(化 学療 法 学会

法8))を とらなければ正確を期しに くいことが再認識 さ

れた。

2)　 1941年 か ら1942年 にindiaで 分離 されたコレラ菌

の薬剤感受性

抗生物質普及以前に分離された72株 のEl Tor型 灘レ

ラ菌は,す べてCM,TCお よびSMに 対 してそれぞれ

1.25μg/ml以 下,0.25μg/ml以 下,お よび25μg/

ml以 下の感受性を示したが,SMXに 対 しては1/3強

が10μg/ml程 度 の中等度耐性をもち,残 り2/3弱/2.5

μg/ml以 下の感受性菌であつた。FTに 対 しては全株と

も0.08μg/ml以 下 とい う非常に高い感受性 を示 した。

3)　 1969年 か ら1971年 にPhmppinesで 分離 された

コレラ菌の薬剤感受性

1970年 か ら1971年 に無作為に得られた23株 のEl Tor型

コ レラ菌は,CM,TCお よびSMXに 対 してそれぞれ

1.25μg/ml以 下,0.5μg/ml以 下および2.5μg/ml

以下 の感受性を示したが,SMに 対 しては1株1000μg/

mlの 高度耐性を示すものが見出された。

また1969年 にKoBARIら1)に よつてPhilipPinesで

分離された8株 の多剤耐性 コレラ菌は,4年 間の研究室

内保存にもかかわらず,安 定した耐性を示 し,そ の う

ち,2株 はCMに25μg/ml,TCに10～20μg/ml,

SMに100～500μg/ml,SMXに500～1000μg/mlの

抵 抗性を示 してCM,TC,SM,SA耐 性パターンをも

つ,い わゆる4剤 耐性 コレラ菌であり,残 り6株 はCM,

SM,SA耐 性 パターンの3剤 耐性菌であつた。

特筆されるべきことは,こ れ ら多 剤耐性 菌8株 を含

む,小 計31株 の近年分離されたEl Tor型 コ レラ菌がす

べてFTに 対しては,0.25～0.007μg/ml以 下 とい う

きわめて高い感受性度を示すことである。

4)　 耐 性 分 布 曲 線'

前述の合計103株 のEl Tor型 コ レラ菌のCM,TC,

sM,sMxお よびFTに 対 する耐性分布をFig.2か ら

Fig.6ま でに示した。CMは 大多数の菌株に対して0.31

μg/mlのMICを 示 し,多 剤耐性菌8株 だけが25μg/

mlに 耐 性で,い わゆる2峰 性の耐性分布 曲線、とな る

(Fig.2)。TCお よびSMに 対 しても同じような2峰 性

の耐性分布を示すが,多 剤耐性菌のうちTC耐 性をもつ

ものが少ないために,TCに 対する耐性分布曲線の第2

峰(耐 性菌の割合)は 低い。これに対 しSM耐 性菌は多

剤耐性菌のほかに単独耐性菌 も稀れでないので耐性分布

曲線の第2峰が 若干高くなる(Fig.3,4)。SMXに 対 し

ては1941～1942年 分離の コレラ菌のなかに10μg/ml程

度の中等度単独耐性菌が比較的多く,1969～1971年 分離

菌の多剤耐性菌は500～1000μg/mlの 高度耐性を持 つて

いるので,Fig.5に あげたような3峰 性の分布曲線を示

した。これらすべてのコレラ菌株は多剤耐性菌SMま

たはSMX単 独 耐性菌を問わず,Fig.6に 示 すとお りFT

に対しては0.02μg/mlに 最頻値を持つ高い感受性を示

し,0.32μg/ml以 上 の耐性度を有するものは1株 も認め

られなかつた。

考 察

コレラ菌の治療は特有の下痢による脱水症状を防 ぐた

めの輸液(対 症療法)と,起 炎菌を除去するための化学療

法とを併行 して実施することが理想的である。 さらに近

年コ レラ菌の産生する外毒素(choleragen)が 腸管上皮
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細胞のadenyl cyclaseを 活性化 し,細 胞内cyclic AMP

濃度 を急上昇させることが下痢(透 過性の上昇)の 主原

因であることがわかつたので11),強 力なadenylcycl ase

阻害剤またはcyclic AMPのanalogueを 経 口投与す

ることによつてコレラを治療できる可能性 も考 え られ

る。しかしこの方法は残念なが らまだ完成していない。

また万一この方法が 開発されたとしても疫学的に コレラ

の蔓延を防止するには化学療法を欠くことはできない。

現在 コレラの化学療法にはCMお よびTCが 主 として使

用されているが,こ れらの薬剤に対する耐性 コレラ菌は

すでに患者から分離されてお り1),し か もこれらのもの

はすべて多剤耐性菌であることは興昧深い。 自然界分離

の多剤耐性 コレラ菌におけるR因 子の存在はまだ証明さ

れていないが,実 験的にはR因 子を腸内細菌その他から

コレラ菌に接合によつて伝達することが可能である。3～

6)し か し腸内細菌から得 られるR因 子の大部分はコレラ

菌中に入るときわめて不安定で,薬 剤のない ところで菌

を増 殖させると自然に脱落 して感受性化してしまう場合

が多い。この事実は腸内細菌その他のグラム陰性桿菌に

くらべ,コ レラ菌ではまだ多剤耐性株が少ないことの理

由かとも考えられるが,例 外的にはコレラ菌のなかでも

安定なR因 子もあり6),ま た不安定なR因 子 も宿主菌染

色体に組みこまれれば安定化するので12),R因 子 による

コレラ菌の多剤耐性化の可能性は依然 として否定できな

い。

1940年 代分離のコレラ菌にSulfa剤 中等度単独耐性菌

/比 較的多 く,1970年 前後に得られたものでは,多 剤耐

性菌以外はほとんどサルファ剤感受性であることは興昧

深い。 これは医療に使用される薬剤の変遷 と,耐 性菌の

種類の変化とが密接な関係にあることを示す例ではなか

ろうか。

特筆さるべきことは,今 回しらべた103株 の コレラ菌

が,す べてFTに 対 して高い感受性を有 したこ とであ

る。すでに臨床的にもFTの 経口投与が コレラ患者の症

状軽減,排 菌期間の短縮にきわめて有効なことが知 られ

ているので2),こ の薬の経済的負担の軽いことも考えあ

わせ,コ レラに対するす ぐれた化学療法剤 として評価で

きると思われる。これをより明らかにするために現時点

におけるコレラ常在地区の新鮮分離株のFTそ の他の薬

剤に対する耐性菌の割合を比較することは興昧ある研究

課題であろう。

ま と め

1940年 代にIndiaで 分離 された72株,お よび1970年 前

後にPhilipPinesで 得 られた8株 の多剤耐性株を含む31

株,合 計103株 のEl Tor型 コレラ菌のCM,TC,SM,

SMXお よびFTに 対する感受性度を平板希釈法で測定

した。CMお よびTC耐 性 をもつものはすべて多剤耐性

菌であ り,SMお よびSMXに 対 しては多剤耐性菌の他

に単独耐性菌が認められた。これらのもの と対 照 的 に

FTに 対 してはすべての菌株が高い感受性を示した。
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SENSITIVITY OF VIBRIO CHOLERAE (BIOTYPE EL TOR) 

TO PANFURAN-S 

1. DRUG SENSITIVITIES OF V. CHOLERAE ISOLATED DURING 

THE PERIOD OF 1940-1971 

TAKESHI YOKOTA and AKEMI FUJII 

Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University, Tokyo 

Drug sensitivities were examined by the plate dilution method for 103 strains of Vibrio cholerae (bio-

type El Tor), of which 72 and 31 strains had been isolated in India in 1940 and in Philippines in the 

period of 1969 to 1971 respectively. Strains resistant to chloramphenicol and/or tetracycline were found 

to be simultaneously resistant to streptomycin and sulfonamide, i. e. multiple drug resistant strains. 

Whereas, strains resistant to streptomycin or sulfonamide were not only multiple resistant but also 

single resistant strains. It was noteworthy that all tested strains of V. cholerae (biotype El T r) were 

highly sensitive to Panfuran-S, regardless of multiple resistant or single resistant strains to other 

drugs. 

It was confirmed that inoculum size of the test bacteria affected markedly on the minimum growth 

inhibitory concentrations of sulfonamide and Panfuran-S but not of chloramphenicol, tetracycline and 

streptomycin. 


