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ス トレプ トマイシン抵抗株に関す る研 究

(BCGに 於ける抵抗株について)

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳 沢 謙博士)

橋 本 達 一 郎

工 緒 言

結核症に対 してス トレプトマイシン(以下「ス」と略す)

を用いることが多 くなると共に感染菌の 「ス」抵抗性は

臨床的に極めて重要な問題 となつてきているが、また細

菌学的にも興咲ある問題を提供しており、数週乃至数月

の 「ス」治療後患者のかな りの率に感染結核菌の試験管

内 「ス」抵抗性の上昇が観察されている。(IKi)「 ス」治

療前の患著から得 られた結捜菌は、従来の実験方法によ

れぽ常に 「ス」に対 し、 高い感受性(濃 度1ylco以 下
の

の 「ス」で完全に発育阻止)を もつているが、(6)(7)治

療により抵抗性をえた菌は屡 ヒ当初の数千倍以上もの抵

抗性を示している◎このように感染菌が 「ス」抵抗性 と

なつた場合は治療をつづけ ることは無意昧であり、時に

は有害ですらあることは動物実験や、(8-10)臨 床例の示

すところであるが、感染菌が如何にして 「ス」抵抗性と

なるか、抵抗株はどうい う生物学的性状をもつているか

とい う問題は治療の上から特に重要な問題である◎現在

では、「ス」抵抗性の問題は次のよ5な 考え方に傾いてい

る¢すなわち結核菌群においては 「ス」の存在 とは無関

係に突然変異によつて生 じた 「ス」抵抗性菌(変 異の分

布状態は菌群により相当の変動があるようであるが・い

ずれにしても莫大な菌群にごく僅かの率で分布 している

ようである)が 存在し、これが 「ス」投与により撰択的

に増殖をつづけ、遂に他の感受性菌を制圧 してこれと置

換するためであるとい うのである◎この考え方を証明す

るために、「久」に一度 も曝露 されたことのない結核菌群

から抵抗株を分離 し抵抗性の出現を分析 したい くつかの

試験管内実験(3)(11-13)が 報 告されている。著者はまだ1

「ス」に曝露されたことのない大量のBCGか ら、試験

管内で高度の 「ス」抵抗性 を有する菌を分離 し、その生

物学的性状の若干について研究 したのでその成績につい メ

て報告する⇔

的振盈法により、5mg/ecの 菌浮游液とし、これを

O.2cc(菌 量1mg)ず つ寒天弔板培地(製 法後述)に

接種 した◎この菌液は同時に岡 ・片倉培地に10倍 稀釈

法で定壁的に培養して生菌数を決定 したのであるが、そ

の結果10-4mg培 養において李均集落数115・4と いう

成績をえたので、1mg(O.20c)は1・54×106(約106)

個以上の生菌を含むことを知つたoす なわちこれは培地

1枚 あたりの生菌数である◎
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予研保存BCG株Saut◎n培 地2週 間培養の菌膜

を、ろ紙で吸湿、秤量して水晶球入 り硬質コルペン器械

培地の作製には、まず右の処方の基礎培地をつくり、

寒天を3%の 割に加えて高圧滅菌し、血液寒天作製 と同

じ要領でこれに馬1血清及び 「ス」稀釈液をそれぞれ10%

の割 に加えて寒天弔板としたもので、「利 の含有量は培

地1ccに つき100Yで あ る。この李板は長期培養の目

的から普通のシヤPtレ を用いず、100co容 量 の3角 コ

ルペンに培地を200・ ずつ分注 して疑固させたものを

用いた。培養に当つてはこの10本 の培地に菌液接種後、

よく培地全面をうるおす よ5に 流 して直ちに37。Cの ふ

卵器に入れ、2～3日 後殆んど水分のなくなつた時に綿栓

をゴムキヤツプにかえた◎なお対照 として 「ス」を含ま

ぬ亭板を1枚 おき、以後毎週培地上の集落出現数及び集

落の大きさの変化を7週 以上観察 し、出現 した各集落に

ついて種 々の追究を試みた。

1皿 実 験 成 績

7週 間 の観察成績は第1表 の如 くで、集落は7週 似後

には新たに出現せず、結局10枚 の申5枚 の挙板 にそれ

ぞれ1箇 のR型 の集落が現われた。

これらの集落はすべて3週 乃至4週 目に出現 し、成長

してゆくが 、成長速度は各集落によつて輿 なり、たとえ
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ぽNo・10の 集落 とNo・4の 集落では、大きさ。厚み107す なわち約1千 万個に5ケ 、すなわち200万 の生菌

等の発育状態が著 しく異なるのである。この集落発生状 中1箇 とい う率になるのである◎

態からみると、総計5箇 の分離できた集落の分布率は、

第1表 「ス」100y/eeの 寒天平板培地による抵抗株の分離
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NCOは 微 細 な無 数 の集 落 を意 味 し

、・一部 菌 苔 をつ く る。

このようにして生 じた寒天上の集落の大きさが大豆大

以上になつた時に、直ちにこれを渦巻白金耳でひろいあ

げ、菌液をつ くつて次に述べる実験を行つた。

(A)液 体培地による確認試験

集落の発育遠度差のために、この実験に用いる菌液を

つ くるのに充分な大きさになるまでの培養期間がそれぞ

れ異なり、5箇 の集落中、3箇 は7週 間目に実験に用い

たが、他の2箇 の申、No2は9週 、No・4は11i週 目

にそれぞれ採取 して実験に供した◎

「ス」100Y/ooの 寒天で分離 され る集落には抵抗株の

みならず、「ス」依存株(「 不」を必須の発育因子とする

株)、 「ス」により発育を増強され る株等があるのである

が、この鑑別は集落を 「ス」含有培地 と含有 しない培地

に接種 して観察すれぼよいわけである。 この目的には、

液体培地を用いる方が適切であるので、Kirehnerの

M五nas-Ser培 地を実験培地 として用いた◎

まず、白金耳で培地上から集落をかきとり、これをそ

のまま水晶球入 り硬質コルペン中に入れ、手振法によつ

て適当な濁度の菌浮游液をつくり、O・1ceず つ培地に

接種した◎5箇 の集落からいずれ も同 じ方法で菌液をつ

くり、同程度の濁度にして用いた。液体培地は 「ス」を

全 く含有 しない ものと、1000γ/eCJloo1'/0eの 率 に 「ス」

を含有するものの3種 となし、発育の有無をみる対照と

しては、用いた菌液を加熱殺菌した竜のを同量に加えて

死菌対照 とした◎

第2表 液体培地による抵抗の分析
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t註、集落培養日数 とは菌液をつ くるまでに要 した平

板上の集落発育日数である。

第2表 は比較の便宜上、液体培養2週 末における各集

落の 「ス」抵抗性を分析 したものであるが、Ne・4の 集

落以外は、いずれ も発育に強弱の差はあれ、「ス」含有培

勉にも含有 しない培地にも発育速度、発育量において同

程度に発育の完全な 「ス」抵抗株であることが認められ

る。
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(恥 ス トレプ トマイシン依存株

培養11週 にして初めて実験に用いることのできた発

育の最もおそいNα4の 集落は、第2表 の如 く、Ki・ ・

r◎hnerMinasSer培 地培養第1代 では、「ス」を含まぬ

培地には殆 ど発育せず、培養4週 の観察では、その発育

には 「ス」を必要とする株(「 ス」依存株)で はないかと

い う印象を与えた。しかし培養5週 目に至つて、「ス」を

含まぬ培地においてもこれを振ると少数の菌塊が浮游す

るのが観察 されたc次 の、この「ス」1000γ/ecの 液体培

地中に発育 した第1代 の株の13日 培養のものをよく振

り、その0・1ceを 接種量として第1代 と同 じ実験を く

りかえした◎その結果、培養2週 聞で、第1代 の腸合と

異なり 「ス」を含まぬ培地 にも発育がみられたが、その

発育量、 及び浮溝菌塊の大きさよりみれば、 明らかに

「ス」1000y/cc、100Y//・c申 における菌発育の方が駈盛

で 「ス」により著 しく発育を増強せ しめられる株である

とい う印象を うけた◇

以上の成績は第3表 に示す如 くで、分離第1代 で は

「ス」に対す る依存性の強かつたものが第2代 では相当

に依存性が弱化 してい るのが うかがえる◎

第3衷 「ス」依存株の分析(培養4週 間)

磁一 葱
第 ・代1升 井

第2州 惜 惜 十

分離第 ユ代においても培養5週 以上になると、「ス」を

含まぬ培地にも僅かの発育をみるので純粋な依存株とは

いえないが、事実No・4の 寒天上の集落を 「ス」を含

有 しない岡 ・片倉培地に白金耳で塗抹すると、4週 後に

点々と散発的1こ集落の発生を認めることができた。この

岡 。片倉培地上の集落を更に白金耳で 「ス」1000γ/eBの

寒天培地に塗抹してみると、「ス」を含まぬ寒天培地に同

時に塗抹 したものと同程度の旺盛な肇育がみられ・「ス」

感受性株でな く明らかに典型的な 「ス」抵抗株であるこ

とを示 してい る◎,

(C)「 ス」抵抗株の形態学

分離 した5箇 の集落をそれぞれ白金耳で載せガラス上

に塗抹 し、Ziehl-Neelsen染 色を施 して 「ス」感受性を

1もつ一般のBCGの 同様な培養の染色標本と比較した
。

No・4の 集落からの菌がやや穎粒が多い外は、いずれ も

フグシンに強く染まり、短 く太 く、やや轡曲 しているの

もあり、一部籟粒状のところもある典型的な普通のBCG

の形態で、「ス」 感受性の菌と変るところは 認められな

かつた。菌の配列 も全 く不規則で何の特徴 もうかがえな

いo

(D)「XJ抵 抗性と毒力(Virulenoe)

分離 した抵抗株のうち、「ス」1000Y/ecの 液体培地申

で最 も旺盛な発育をな したN◎ ・9の 抵抗株をえらび、

これについて毒力の変化を追究 した。 まずN・ ・9の寒

天上の集落の一部をグリセリン水馬鈴薯培地に培養5週

後、 グリセ リン水上にできた うすい菌膜をSaut◎n培

地に移植、2週 間培養 して菌膜がよく拡が り最 も発育の

旺盛な時に採取 して、型の如く水晶球入 リヨルベン手振

法を用いて30m9/ccの 菌浮游液をつ くつた6こ の菌液

は直ちにrス 」ユooOY/・cの寒天培地に培養 して》 抵抗

性を維持 している事を確認した。 この菌液を8匹 のモル

モ ツトの左下腹部皮下に1cc(菌 量30mg)ず つ注射

し6週 聞及び12週 聞観察後 、それぞれ屠殺解剖に付 し

て リソパ腺及び内臓の結核性病変を肉眼的に観 察 した

(第4…表)。

第4表 「ス」抵抗性 と毒力の関係
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これを抵抗株を分離する前の 「ス」感受性BCG菌

液 による同様の実験(接種3ケ 月後剖検)と比較すると、

6週 後剖検の抵抗株接種群ではNo・2・のモルモツトの左

肺 に粟粒大の結節1ケ が認められ、12週後剖検の5匹 の

抵抗株接種群ではNo。7の モルモ ツトの右肺に粟粒大

結節1ケ が認められたのみで、接種菌量30mgで あ る

ことを考えれば、BCGの 毒 力には全 く変化がないと判

断 してもよいであろう。

(E)「 ス」抵抗性の維持

(1)Ne・9の1000Y/CGρ 「ス」抵抗株をえらび、こ

れを白金耳で「ス」を全 く含まぬ岡 。片倉培地に塗抹 し、

約4週 間の間隔で3代 、3ヶ 月間継代培養 して、3代 目

の岡 。片倉培地上に旺盛に発育している集落を「ス」1000

Y/ccの 寒天培地に培養すると、6日 後旺盛 な発育を示

し、「ス」抵抗性を維持 していることが認められた。

(2)N◎ ・7及 びNo・9の 「ス」抵抗株を、「ス」1000

Y/eeのKirehnerMina8Ser培 地 に10--14日 培養し

して、発育 したものをそのままアンプレに分注し一30。C

で 予備凍結て真塞乾燥 した◎凍結乾燥後2ケ 月間室温に

放置 して開封、蒸溜水で熔解 して 「ス」1000γノecの寒天

培地に接種培養すると、約4週 で培地表面に多数の集落

が出現 し、凍結乾燥によつて 「ス」抵抗性のそこなわれ

ないことを示した◎

IV。 考 按

微生物が化学療法剤や抗生物質の生存に不適と思われ

る濃度のうちでも生存を続け、抵抗性を示すことについ

て現在最もひろく受け入れられている説明は、そのよ5

な不利な環境にあつても隼存 し得る極めて少数の突然変

異体が、それによつて淘汰 されて発育するたあであると

い う考え方である◎結核菌の 「ス」抵抵性 も、この考え

方で説明しようとす る傾向(uXi2)(14)が 強 く、E・e◎li,

Staphyl◎COCCUSaureUS等 の結核菌以外の細菌類でも

「ス」抵抗牲を示すものが多 くみられるが、その機序を

突然変異体の淘汰説で説明 しようとする実獣がかなり多

く報告(15-17)されてきている。結核菌のrス 」抵抗性が

真に上述の機購で説明されるとするならば、財 」治療を

行 うに当つて、「ス」抵抗菌の極めて少数であると考えら

れる治療初期すなわちそれが後に増殖 して 「ス」感受性

菌を制圧 して しまわないうちに除去する如き手鍛を考え

るべきであり、他の薬物就中化学療法剤(例 えばPAS

等)と の併用のみならず、免疫力の増強を図る等臨床上

考慮すぺき多 くの問題を示唆 しているのである.か かる

興味ある問題の基礎 となる突然変異体の淘汰説に反対す

る意見としては、「ス」感受性菌が 「ス」によむ次第に誘

導せられて生 じた獲得変異で菌の環境に対する適慮であ

るとする考え方であるが、これに対 してはまず、「ス」に

曝露されたことのない結核菌から速やかに抵抗舞を純粋

な形で分離 し、その出現率、出現の仕方の特性を分析 し

'て 検討せねばならない。分離の方法として初めは液体培
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地が用いられb(11×18)そ れ らの実験の中には・「ス」抵抗

株の出現を 「ス」による変異 として説明 しようとする成

績があつたが、実験方法の欠陥から明確な結論が ドし得

なかつた◎また多くの実験は用いた菌量が少なかつたた

め失敗 したようであるが、最近では 「ス」含有の固形培

地で甚だ迅速かつ簡単に高度の 「ス」抵抗株を分離する

ことに成功し、その上 「ス」依存株をも分離しうるよう

になつたのである。著者 もまた従来の鶏卵培地に劣らぬ

性能をもち、製作上 「ス」分解のおそれのない寒天培地

を考案 して実験を行い、上詑の成綾を得たのである。

(a)著 者 の成績では 「ス」100Y/coの 培地に発育 し

た抵抗性菌は200万 箇に1と い う率であるが、Yegian

ag(i3)は ユ4億箇の生菌の中から、82箇 の抵抗株、12箇

の俵存株を分離 している◎いずれにしても、高度の抵抗

株の分布数は極めて少なく、余程大量の菌を用いないと

分離できないが、この事実は、「ス」によつて菌が漸次抵

抗力を増 し抵抗株 となるとい う考更方に反対する点の一

になつている◎また一定濃度の 「ス」に対 して、分離に

用いる菌数が増加すれば、それに伴って 「ス」抵抗株の

数も増加することが報告く12)され ているが、一方抵抗株

の分布率には用いる菌i群の質によつて相当な変 動 が あ

り、たとえば同 じ大いさの菌群から同濃度の 「ス」で分

離 しても、殆ど抵抗株の得 られない場合と相当数分離で

きる場合があ り、同 じ株からでたものの間でもかなりの

変動がみられ るのである◎この事実 も 「ス」抵抗脈が稀

におこる無規則性の突然変異体であるという考え方を支

持する一とみなされている。'

第2表 に示す如く、100γ/ccの 「ス」 抵抗を示す分

離菌はすべて更に濃度の高い1000Y/ccの 「ス」にも固

じように抵抗を示すことがみられ るが、更にまた、抵抗

株を分離する際の 「ス」濃度を1Y/co,10'1/ee,100y/cc

とあげてゆ くと、分離菌数は段階的に減少 してゆくが、

更に100Y/ccを こえると分離 され る菌数は最早や減少

せず一定 して くることが観察 されており、これらの事実

から考えれ藏んある濃度(た とえば100γ/co)の 「ス」

に抵抗を示ナ菌に対 しては、いかなる高濃度の 「ス」も

有効には作用 し得ないように思われる。(12×14)

受bノ次にNo・4の 弔板から分離 した麹 ま(第3表)、

分離第1代 では1000Y/ecのrス 」申に発育 しても「ス」

を含まぬ培地では殆 ど発育がみられない・純響の 「ス」

依存株とい うものはその分裂 。発育に必ず 「ス」を必要
`とす るものであるが

、これまで分離 された結接菌(H37

Rv・ 晦e・ba・t・伽ae)・E・ ・◎li・StaphylG・◎。・晩"・eus

等 の 「ス」依存殊でも、分離第1代 ではかls・る純粋株は

少な ～、「λ」低濃度あるいは 「ス」を含有 しない培地に

すら極めて僅かながら発育を示すものが多かつた◎「ス}

を含まぬ培地にもある程度発育 して丁度第3表 の分離第

2代 の如き発育差を示す株には、「ス」による発育増強株

とい う表現が用いられているが、「ス」依存株にはこうい

うものと純粋株 との間に相当種々の程度の移行があるよ

うである。N・ ・4の 株についてみて も、 分離第1代 で

は 「ス」依存株の如 く、第2代 では発育増強殊の如 くに

みえる◎この問題は更に 「ス」依存殊、抵抗株、感受性

株相互の関係を分析 してみなければ鮮明されないであろ

5。E..c◎1i等 の 「ス」依存殊 は感受性株と密擦な関係

があり、相互に移行する可能性が大きく。)「ス」抵抗株1こ

も僅かではあるが移行すると報告(15)さ れているが、結

核菌の 「ス」依存株 については、その集落の申から継代

培養により丁ス」抵抗株を生 じて来、抵抗株との関係が

深いようにみえる。a3)著 者の笑験 もこれをうらがきし

ているようであるが、これ については更に分析の必要が

あるであろ5。 ・

「ス」依存株の発育速度が一般 に当初は遅いとい うこと

は結核菌のみならず種々の菌で も認められていることで

あるが、(13×15)著者の場合でも(第1表)Ne・4の 集

落 は極めて発育速度がおそい。一般にあま り安定でない

とい うことから、「ス」依存株は、その出現の機序が抵抗

株とは全 く異なるのかもしれ ないが、ともかく極めて出

現の頻度が低いので、試験管内の分離には、時聞 と多大

の菌量を必要とするであろう◎ しかし・rス」依存株は少

なくとも、これを用いて感染を行つた動物実験㊧結果で

は、「ス」投与により病勢が速やかに進展す ることが観察

されており、(so)臨 床例でも同様なことが報告く19)され

ているので、今後 「ス」投与の多 くなるにつれ、依存殊

の問題は重要 となるであろう◎

(0)「 ス」抵抗株の形態は感受性株～依存殊と少なく

'と も現在の方怯によつては区別がつけ難い。Dubos等 の

い う如き有毒菌の発育形式をとる事も観察 されず、この

点からも毒力の変化を否定 し得 るであろう。

(d)rx」 抵 抗株の毒力の変化、特にその上昇は臨床

的にも重要なことであるが、今までの臨床例、動物実験

の結果よりみれば少なくとも特に毒力には大き拳な変化を

きたさない養う'である。(噸(1の しかし有毒結黍耀ぎの抵抗

株を用いてあ実験では、毒力の上昇 、下降の判走にはあ

まりに複雑な因子が多 く、正確な判断には研究方法を更

に検討せねばならぬであろう。一般に毒力に関 しては、

薬物に対する抵抗性その他の生物学的諸性質 とは全 ぐ独

立的に変化する因子とも思 えられており・著者の実験残

績からみても、結核菌の誰力もおそらく抵抗性とは無関

係に変化する因子であろうと思われ る。
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(e)1000YICGの 「ス」に対する高度の抵抗性は著者

の実験によれば・少なくとも3ケ 月の聞は、変化してい

ないが、他の研究者の成績でも試験管内では1年 聞(3)、

動 物通過でも8ケ 月乃至1年 は抵抗性に変化を き た さ

ず、(3)σの(20)臨 床的にも数 ケ月乃至1年 にわたる抵抗

性の持続尋)が報告されてお り、結核菌の 「ス」抵抗性は

頗 る安定なものであることを示 して い る。 抵抗株分離

後 、感受性株を得たいとい う臨床報告はい くつかみられ

るが、(3)(の この場合両者の聞に移律が起つたと速断す

ることは甚だ危険である◎結核菌に作用する 「ス」濃度

は病変部位によつて一様である筈はなく、加えるに「ス」

は分裂増殖 しつつある菌には作用するが休止状態にある

菌には殆 ど作用 しないとい う報告く12)(1のか らみても、

fス」治療経過申あるいは終了後、感受性菌が排出される

ことは充分考えうるのであり、また患者材料からの分離

第1代 の 「ス」抵抗性菌群のなかには、種々程度の異な

る抵抗性菌や感受性菌すらも混入しているので あ る か

ら、④ 分離当初の抵抗菌について 「ス」感受性菌との

関係を追究することは、適当ではないであろう。

V.結 、 論

(1)か つて一度も 「ス」に曝露されたことのないBCG

より、寒天固形培地による簡単な方法を用いて、試験管

内で高度の 「ス」抵抗性をもつ菌株並びに 「ス」により

発育を増強せしめられる菌株を分離した。

〈2)100Y/¢cの 「ス」に抵抗を示すBCG株 はいず

れ も、1000Y/¢cの 「ス」にも抵抗を示 したが、形態学・

的には感受性株 と区別することができなかつた。

(3)「 ス」抵抗性と毒力(ViruIence)と の問には、

BCGに 就 いて一定の関係が認められなかつた。

(4)高 度の 「ス」抵抗性菌を、「ス」を含有 しない培
き

地に3代3ケ 月間継代 しても抵抗性には変化なく、また

凍結乾燥して2ケ 月間室温に放置 しても、当初の 「ス」

抵抗性を維持 していた。 『

稿を終 るに臨み、御指導、御校閲を賜つた部長柳沢謙

博ま ・室橋豊穗博士に謝する。
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