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結 核菌 にお け る ス トレプ トマ イ シ ン耐性上 昇 の

分析的研究

国立予防衛生研究所結核部(部 侵 柳沢 謙)

金 井 興 美 ・志 賀 康 夫 ・伊 藤 文 子

(昭和26年3月27日 受付)

1緒 雷

スPレ プ トVイ シン(以 下fス 」 と略す)が 結 核治療

薬 と して劃期的 な ものである ことは,今 日既 に確立 され

た事笑 であるが,.そ の臨床的治療効果は病 変の位置,性

質に よつて異 む,副 作胴の点 とと もに,大 きな欠点 であ

ることは屡 々指鏑 され る所 である¢ しか し 「ス」の使用

に際 して最 も重大障 害は,結 笈菌が この薬 物に対 して容

易に誘推 を獲得 す る事実 であつて,こ の現 象の機序 を朋

らかにす ることは臨床上必要であ るのみならず,ま た生

物学的 に 屯興味ある研究課題 である。 この問題 に関 して

は既 に試験管内及び動物実験に よる多 くの知見が知 られ

ているが,近 年Yegiaua及 びVaxde「iinde(Dは 「ス」そ

の他の化学療 法剤 に対す る結核菌¢1耐性 の聞題を綜説的

に述べ,耐 挫 上昇 の機序 について詳細に論 じてい る燈 さ

てil.K』 耐性結 接菌採の出現 を今 日まだ適応(Adapta-

ti"n>現 象 と し,「ス}を 含む環境 に対 する菌 の後天的な

順応であ ると考 える者 もあるが,我 々は細菌遺俵学的立

場か ら特発的な突然変異 《M戚魏恥 の によつて生 じ,

これが 賦 」によつて人為的 に淘汰 され るのである と説

明 したい多 くの笑験 を知つているPt(購 ・輔)特 にL副 繕

及 びPψ 猟欲(り に よつて始 めて案 出された簡単な手

捜 を用いてPlD伽 ㈱ ¢(慧・の は黄 色ブ ドウ状菌のぺ 轟シ

リソまたは 汰 」に対ナ る耐牲変異殊が繋 これらの薬物

を含 まぬ環境 中の数個の感牲 菌 よの由来 し得 ることを明

らかに示 した磯我 々は結縷菌に よる 『ス」耐牲上昇 の現

象を同 じ立場 から説明せん と して,前 に 「ス」に接触 し

たことのないBeGの 継 代保存菌株 より耐性菌を二 種類

の方洪 で分離 して,そ の分布の状態 を分祈 し さらに分

離 され た変異 醗性菌 を人為的に感性 菌中に混合 してrXj

耐性度 に及ぼす影響 を研究 したes一 方耐性BCGの 染 色

性,毒 性 について も考究 したので,以 下その方法成績 に

ついて報 葺ナ翫

K実 験 材 料

使用菌株:実 験に供 せられた結 核菌は国立予防衛生

研究所結核部 に保存 され た £CG株 に田来 する もの で・

もちろん以前 にrス 」に接 触 したことのない株 である◎

ソー トン培地 上370eで2-3週 培 養を用 うるを常 と

した○菌液調製 には水晶球入 りの硬質 識ル ペンを屠 いて

手振 法に よつ た¢

ス トレプ トマイシン:Sq虚bbの ス トレプ トマイシ

ン塩酸塩を力価検 定後 用いた◎蒸溜水 で段階的に稀釈 し

た系列 を作 り,そ れ ぞれ下記 の培地 に混 じて培地中 で所

期の濃度 となる如 くしたe培 地,①Kixehker(Mims価

Ser>培 地(8)基 礎培地を120。C20分 滅 菌後馬血漕 を10

%に 無 萬的 に混 じ,中 試験管に4・5¢3ずつ分注 し,「ス」

稀釈液をO・5eGず つ加 え,培 地 中で10分 の1と な り

所期 の濃度 とす る如 くした◎②Kirehlter(Sy-Seつ 寒天

平板 培地。上述 のMixas-Ser基 礎培地に グ リセ リンの

入つたSy-Ser基 礎培地 に3%に 寒天 を加 えて120◎C20

分間滅菌後,50ecに 保つて馬血湾 と「ス」稀 釈液 を加え,

最後 に直経7emの カレルの瓶 に25ccず つ分注 して平

板 とな した。「ス」を加 えない場合は使用菌浮游液の生菌

数測定に用 いた¢

XXI実 駿 成 績

(1)「 ス」を0,0・1,1,10,15,20,25,30及 び100

Y/.の9種 の濃度に含むKirch・ ・er寒 天培地(上 記)

を各濃度 につ き4本 ずつ用意 し,こ れ らに ソバ トソ培地

上2週 培養 のBCGの2・5・m9を 一様 に接種 したs

定量培養 によ り接種 生菌数 は28xユ0(7)と 計算 された9

接種慶37ecで7週 培養後発生集落数 を計算 し た。 ま

た生 じた集 落を一つ一つ別 々に拾い上げて菌液 を調製 し》

「ス」念有Mlnas-Sex培 地 でそれ らの 「ス」耐性度 を再

検査 したe.そ れ らの成績 を第1表,第2表 と して示 し,

また第1表 は第1図 に 「ス」耐性菌の分布 曲線 と して表

現 した◎すなわち第1表 の如 く0・0・1yんにおい て は培

地全表面を苔状 に触合発育 して個 々の集 落を見出 し得な

い程 であるが・1γ緬 の培地表面には300～400の 孤立

した小集落の発生が見 られ るeさ らに10脇eに おいて

は急 に発生集落数 は減 じて数個平均 とな わ,そ れ 以 上

1ス」濃度が増加 して も集落数には変化がない、 また10

γ緬 以上で分離 された集落の ドス」耐性度 を再検す ると
,

第2表 の如 く,多 くは100Qγ 緬 かi⑪Qγ毎 に耐性で
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第1表 ス トレプ ト瞬 シ ン含有K蜘h穀er寒 天培

地上 に於 ける集落発生状況(BCG接 種後7週)

「ス」

濃

度
γ/¢・

プ

ラ

ス

讐
番

号

0

平

均

発
生
集
落
数

フ
ラ
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コ
番
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「
ス
」

濃

度

発 乎
生
集
落
数 均

第2表 各濃度 にス トレプ トマイシ ンを含む

Kirchner寒 天培地 上に分離 された集落の

「ス」耐性度 による分類成績

集落の分離 さ ス」耐性度 による被検集落数
れた 培 地 の 被 検 の分類
「ス」濃 慶 集落数
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第3表 ス ト レプ トマ イ シ ン含igKirehner液

・ 体 培地 へ の継 代 接種 に よ るBCGの 「ス!耐 性

'上 昇 過 程

代
植

継
移

ス ト レプ トマ イ シ ン濃 度(r/CC)

OO.10.20.40。81.63.24.0 .6.410501001〈)00

』一 ⊥
e… … 雑 菌 各 プ ラス=へ の接 種 生 菌 数 は28×107

第1図 ス トレプ トマイシ あ り,そ れ以下の場

ン耐性菌の分布 曲線 合 は少い。「ス」耐性

(BCG)菌 がBCG株 から一

度 で分離 され,そ の

特異な分布状態 と耐

性度 の高 さは,De・

merec(2)が ブ ドウ
生 状

球 菌 で,Vennes一

警IaRd等(3)がH37R

牟vで 行つ た懇 と同

霧 一傾 向の成 績 で あ
載

るo

(2)「 ス」 をO,

0。1,0.2,0。4,0。8,

1。6,3。2,4.0,6.4,

le'1520253e10
,50,100,1000、 濃 度

伽(培 地ウ} γ!
"・ に含 むKirch-

ner(Minas-Ser)液 体 培地 にBCGをO・1m9そ れ

ぞ れ 接 種 して37。Cで3週 間 培養 した。 発 育 の見 られ

た 「ス」最 高 濃 度 の培 養 を 「ス」 を 含 ま ぬ小 川 培 地 に 移

・1柵 珊++一 一

到 什柵 冊+一 一

3i珊 脳 儲 柵 一 一 一

41冊 珊 珊 柵 帯 心 一 一 一

一5i井 帯 刊}帯 惜 措 紐 辮 帯 紐 惜 帯 ・{什

備考 一発育 な し,十 微弱な発 育,昔 良好,梧 非常 に旺盛

第2図 第3表 より表現 した耐性上昇 曲線

lo◎Q

40

耐

性

度

「6e30

123i蕊

継 代

し増菌 し,こ れを用いて2度 目の実験 を岡一方法 で行つ

た。 か くして薬物 との接触を繰返 してゆ き,第5代 で

1000γんcに耐性 となつ たが,そ れ迄 の上昇 の過程 を第3

表 と して示 し,第2図 に図示 した。す なわ ち飴 めos

γ/ecより6.4γ/ceに4代 かsつ て耐性は徐 々に上昇 し,

第5代 に急に1000γ/・c耐 性 に土昇 したeeも う一つ の特
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蓬は第1代 ではO.1,0.2γ ん の発育に比 してO、4,08γ/cc

で発育極 めて悪 く,第2代 目ではL6γ 緬 で発育 し得 て

も0・8γ/.に 比 しては 不振 で あ り,0.1,02γ 緬 に比

ナれば0・8¥繰 も発育程度 は悪いeと ころが代 を繰返す

うちに この傾 向は次第 に失われ,成 長 し得 た範位におい

ては,そ の発 育程度 は1ス 」濃度に よつて差がみ られな

くな る¢また実験ω において我 々が知 つた耐性菌の分布,

すなわち1(賀/ce以 上 で急に分布が減少 し,1Y/◎oと の

聞に大 きな差異 のあること,ま た1γ/ccと0.1Y/◎ ◎ と

の問に もさらに大 なる分布差があ ることは,笑 験2)の 継

代的にrス 」 に接触 させて6.4y/.迄 徐 々に耐性上昇 し,

それ より急 に1000y/e・・に⊥昇 した事実 との問 に何か共通

的 な因果関係 で相関 してい るとも考 えられ,さ らに分析

す る必要が感ぜ られ る。

(3)笑 験似2>の 威績 より}我 々は 「ス」耐性菌が 「ス」

の存在 する環境 に順応 して生 ずるのではな くて,特 発的

に 自然に生 じきた り,そ れが淘汰生残 すかのであ ると考

え るが,一 度分離 した耐牲菌が 「ス」 の存在 しない環境

中で もその耐牲度 を失わない ことを示 して さらに淘汰説

の妥当性 を裏づけた◎100γ 緬 のfス 」含有寒天培地上

に分離 した株 を,さ らにKirehscer液 体培地 で1000γ緬

の 「ス」に耐性 なることを認 めた後,「 ス」を含まぬ小川

培地 に移植 し,つ ぎにやは り 「ス/を 含まぬ グリセ リン
　

馬 鈴薯上 に2週 毎に継代培 養 した10代 目に再 びその耐

性度 を検査 した ところ,や は り1GOOγ緬 に確実に耐牲で

あつた◎ また 「ス」耐性株 の出現率は同 じBCGで もそ

の都度∫り培養材料で異 り,一 般に非常に稀 であるが,大

量 の菌 を検索すれぽ多 くの場 舎発見す ることがで きた。

第4表 にその瓜績を示 す¢

第4表 「ス」含有Kixchner寒 天培

地 への接種量 と集落発生数

材 樋 酬

料 避9/笥 ・

rス 」 濃 度 y/ee

0.1 6.4 100

ー

ノ

　

o・51柵 謄軽書 0 0

2 α5iwa 繍 5 0

3 3

4 3

⊥5

灘 艦 0 0

灘 汗野墨 0 0

予紐 皆 6 11

6 51縄 予穀 15 8

7 5
灘臨 柵 柵 10 2

81s 欝欝 皆}ー曇 の
細 0

(4)以 上の実験 より実験室 で通常取扱われてい る結 捜

菌培握 嫁,ド 勾 感性菌中に極 めて少数の「ス」耐性菌の混

在 してい るものであると思われ るのであるが,我 々は分

離 した1… γ雇 ス翻 齢 盈(IGを 人酌 に1ス 態

性菌中に」定少数加えて,そ の 混合接種の ドス」 含有

Kirchlt,,液 体培地 中の発育態度 を追求 して呉味 ある事

実を認めた。rス 」を ・・1,…O・ ・00・γ/・・に含む4本

及び全 く含 まない2本 計6本 のKirchkey(Alixgs"Ser)

液体培地 胸 分注の中講 籍 を1系 列 として5列 用意

した。第1列 には 「ス」感性菌0・2m9・ 第 身列には1000

γ/ec「ス」耐性菌をo.1mg,第3列 には岡耐性菌e・OOOl

m9を 接種 し,第4,5列 には耐性菌O・OOOlm9接 種後

更に感 性菌 を生菌叉は加熱 殺菌後0・1m9追 加接種 した{

それぞれ定量 培菱によつて笑際の接種 生菌数 を測定 して

おいた。 か くして37。Cで5週 迄培養観察 した。第5

表の一 部と してその威績 を記載 したが,こ れに よつて,

極めて少量 の耐性菌が,感 性菌に よつて 「ス」含有の環

境申で著 しく発育が速進 され,し か も興 味あ ることは,

それが加熱 死菌 で も差麦えない ことであ る¢実験 を さら

に繰返 して同一傾向を得 たことは箆5表 に追加記載 した

如 くである。 す なわ ち耐性菌2側 では10γ/ccloooy/e・

で発 育で きないが,加 熱 「ス」感性死菌の大量混在に よ

つて10辺 後 にはIOOO¥/・ 。 中で も著明な る発育を示 し

てい る◎ この現象が 単な る加熱 死菌の発育速 進作用に よ

るか,ま たは 「ス」剛性菌 に対す るか エる条 件での特異

的 な作用 であるか を明 らかにす るために,rス 」を含まぬ

Kirchner(Mh職s-Ser)液 体培地に1うCGを 種 々の菌

量で接種 し,こ れ にBCG加 熱死 菌または蒸溜水,グ リ

セ リン水に よる加熱死菌抽 出液 を加 えて,発 育が速進 さ

れ るか 否かを検査 したが,結 果は否定的 で侮等発育に変

りは なかつた◎故に我 々は」二述 の現 象は 「ス」含有の環

境 における 「ス」耐性 菌に対す る加熱死菌 の特異的な作

馬であると考 えたい。

(5)ス 耐性 をBCGZiehユ ーNeelsell氏 法及びgram

染色法で検査 したところ,妊 酸性で 銑a避 陽性 である点

は普 通のBCGと 変 りはなかつたo形 態学的 に も特異な

点はみられ なかつ た。

(6)rス 」耐性BCGの 毒力に関 しては,.BCGが い

わゆ る 「VhusfixeJと され てい るため問題 となるので,

ソ・・,-meトン培地上2週 発育 「ス」耐性BCGを 用いて60

Xk}g/ccの菌液 を調製 し,、これ をO・5ccず つ8匹 の健康

海狸 に接種 し,3ケ 月後解剖 したが全 く病変を発見 し得

なかつた◎その間動 物は正常 に体 重を増加 した¢

jlY考 察

黄色 ブ ドウ状球 菌を用いて行つ たDemerec(Z6)の 実

験は,ペ ニシ リソまたは 「ス」に対す る細菌の醗性 上昇

に遺伝 学的仮説 を以 て鮮か に説明 を加 え ることを可能 に

したが・H・sic及 びBrys。n(5)はDemerecと 同一手技

を用いて 「ス」耐性上昇 の現 象をM.raxxaeに お いて

実験 した◎彼等 の笑験に よる醗性菌の分布曲線は,我 々

がBCGで 得たそれ(第1図)と 殆 ど同一一傾向を示 して
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第5表rス 」耐性菌 と「ス」感性菌 との混合接種 の「ス」含有Kirchner液 体 培地中での発育態度(BCG)一
耐 感 加感 ス トレ プ トマ イ シ ン濃 度(Y/ec)
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十 相当良好

+僅 少

いるのが注 目され る。また この耐性菌分布の状 態が,実

験② の如 く継代的 に 「ス」で淘汰 した場合の 「ス」耐性

上昇 曲線に,一 つの形態を与えることは容易に想豫 され

るところであ り,こ の二 つの分離方法が共通的な因果関
り

係 でその結果を支配 されてい ると考えられ,さ らに細い

分析を今後行 う必要 が あると思われ る。例 えぽ1γ/・・の

寒天上に分離 され る株 の一つ一つの「ス」耐性 を検査す る

必要 もあ り,叉1Y/ccと10γ/ccと の聞 の 「ス」濃度含

有寒天上 にどの程度 に耐性菌が分離 され るかを見 ること

はさらにこの研究 の内容 を豊セ す ると思われ る。我が研

究室におけ る臼井(第24回 細菌学会発 表)が 「ス」を

使屠 したことのない結核患者 よ り分離 した結核菌の 「ス」

感受性を,139例 検 索 して,3・2Y/cc～6・4Y/9・ で発育阻

止株7例,16y/ee・ ・v3.2γ/ee14例,O.4YIGc～1.6γ/ce109

例,O.1γ/ce～O.4Y/cc9例 となつて い る 成績 を発表 して

い るが,10γ/ce以 上耐性株がまだ1例 もない06・4γ/ec

迄鮒性の株 は稀 にあつて も10Y/cc以 上が ない とい う点

は,我 々の弼性菌分布 曲線 によつて説 明 され ると思 う。

この実験において は成績判定をKirchner液 体培地 で

O・lmg接 種後3週 迄 の発 育によつてお り,そ の被検 株の

大部分 を占める細胞の 「ス」感受性 をみているのであつ

て,我 々が実験α)で行つた よ うに非常に大 きな菌量中か

ら非 常に稀 な高濃度耐性株 を発 見せ んとす る場合 と趣 を

異 にす るのである。 また一方 第1表 第2表 より明らか で

あるが,10Y/・c以 上で分離 されれば その多 くの株は

数字 は集落状の発育せるものの数

100γ/cc又 は1000γ/ecに 対 して も耐性であ り,稀 にそ

れ以下 となつている。故 に10γ/ecで も20Y/¢cで も10α

γ/ccでも,そ こで分離 されて くる耐性株 の数に大差 ない

のは当然 の帰結 であろ う。Yegian及 びVanderlinde

(1)は100γ/cc以 上では而1性株 の分離 率は一定 して くる

と云 つてい るが,我 々の10γ 緬 と開 きがあるわけであ.

る。また実験(4)において経験 した如 く,加 熱 死菌 で も大

量混在 すれば微量の耐性菌が1000γ/ccrス 」のKirehner

(Minas-Ser)液 体培地 申で結局増殖 して くる事実 は,

「ス」に よる治療法について考 えさせられ るところである"

もし患 者の体 内に少数で も 「ス」耐性結核菌が感性菌 申

に混在 していれば,「 ス」に よつて治療 を受 けて感染菌が

発育阻止 されて も,耐 性菌の増殖を促す点 では変 りがな

い とも考えられ る。試験 管内での笑験は生体 内と条件が」

大いに異 るであろ うが,「 ス」とPasと の併用療法が醇ば

れ るの も,「ス」耐性 の問題から当然 ではないかと考 えら

れ るeさ らにDemerec(2)の 指摘 した如 く,ま た我 々

の笑験 の示す ように,「 ス」耐性 はぺこシ リン耐性 と異つ

て,高 濃度の 「ス」に対す る耐性変異殊が突然変異 によ

つて特発的に生 じ得 るのであ るから,「 ス」に よる治療 を,.

始めから量的 に兜 分に行つて も,体 内の結核菌分 布が次

第に耐性株 に淘汰置換 され鴛 ると予想 され る為,こ の問

題は臨鉢的 に益 々重要 である◎ この耐性菌の混在意義 に

関 しては既 にMit◎hisen(9)やWdi駄y等(10)の 報

告で詳 らかに論 じている◎ 「ス」耐性を生物化学的 立場が



ら説 明す る実験 は少 く,S拠1th,Og五msky等(ll)はE ,

"磁 を用い て実験 し 細菌の呼吸過程 におけ るexalaee -

tateとPyruvate濃 縮 の阻止 とい う点 に結 びつけて考

えているが,結 撲菌 については今後 の研究に待 つべ きで

あろ う。

v綜 括

(D以 前に4ス 」 に接触 した ことのないBCG株 よ り2

種 の方法 で耐性菌を分離 した¢

⑫ その成績は,「 ス」耐性の現象をDemerec等 の細

菌遺伝学的立場 からすれぼ説朗がつ き易い ことを示 した。

鋤 「ス鮒 性 の特長,及 びその耐性菌分布の意義 から考

えて,「 ス」は他の抗生物質又 は化学療法剤 との併用が望

まれ る◎ 気

{4)rス 」耐牲BCGは,毒 性 に関 しては従来 のBCGワ

クチ ンと変 りはない◎
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