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イ ソニ コチ ン酸 ヒ ドラ ジ ツ ト治 療 患 者 の

喀痰 中 結 核 菌 の 耐 性populationの 変 動

国立予防衛生研究所結核部(部長 柳沢 謙)
佐 藤 直 行

(昭和29年6月17日 受付)

イソニコチ ン酸 ヒ ドラジツ ト(INAH)耐 性結核 菌は

invitroで は容易 に出現す るが,inviVOの 動物治療実

験ではほとん ど出現 しない｡特 に後者の場合にはWo1-

insky,SteenkenX)の ス トレプ トマイシ ン(SM)パ スの

実験成績 よ りみて,動 物体内ではINAH耐 性結核菌 の

出現 も期待で きないであろ う｡INAHが 肺結核症 に対

し著効 を示す反 面,そ の耐性菌が治療早期か ら相当高率

に出現す ることは,内 外の報告 にみ とめられている｡し

かしINAH治 療 の研究が進むにお よび,治 療中止後 に

一度出現 したINAH耐 性菌が消失 する ともいわれ る2.)

3)o

さらにINAH耐 性結核菌の菌力は,原 株のそれ に比

べて弱い もの もあ るとい う4》-7)｡

この よ うな成績か ら,INAH耐 性結核菌の出現 が・

単独治療の障碍 とな りその限界を劃 す もの とは考えられ

ない｡複 雑 な人体内で出現す るINAH耐 性菌について

は,そ の出現｡増 減 ・消失 とい う変動は,以 上の事実 を

考えさらに研究を進めねば ならぬ と思 う｡し か しこの変

動は,耐 性検査上ほ とん ど細か く分析 されていないけれ

ども,populationの 面か ら追求すべ きであつて,耐 性

菌の消失 とい う事実 も消失前後のpopulationを 比較 し

て初めて断定 できることである｡

もつ とも小酒井8)ら は1日 の畷 中の菌数 の消長 と,

耐性菌 の出現増 加 との関係 を報告 しているが,全 菌数中

の耐 性菌の率 を推定す る方法 になお難点 が あ り,耐 性

P([)pulationの 変動については 不明 といつてよいであろ

う｡

わた くしは継代培養 に よつ てお こるpopulati・onの 変

動が,INAH耐 性 検査におよぼす影響 を さけ るため9),

直接法による墜擁iの稀釈培養 を行つた｡5例 の患者にっ

いて喀湊中のINAH耐 性結核菌pqpulationの うごき

を,治 療開始26週 後 まで追求 して・耐性菌の出現 増

減,消 失 の興味あ る経過を知る ことがで きたので,こ こ

に報・告ドしよ うと差璽う○

実 験 方 法

検査対象:5例 の空洞 をもつている肺結核患者 の喀疾

を検査材料 とした｡こ れ らの患者はINAH治 療以前に

SM,PAS,Tb1い ずれかの治療 を うけた ことはあつて

も,INAHの 治療はすべて初 めてであ る｡INAHの 治

療は5例 ともに同時に開始 し,そ の鑑 は1日200mgの

経 日投与 であつ て,No・22の1例 を除 いて26週 聞単

独治療 を行つてい る｡

検査 方法:耐 性検査は直接法によつ て,申 試験管 に分

注 してかためた1%KH2PO4培 地(小 川培地)を 使つ

た◎培地 中のINAHの 濃度は,O,0.05,0・5,5Y/cc

とした｡10ccを100に 目もつてあるス ピッツグラスに

採取 した喀褻に,4%NaOH溶 液 を加 えて2な い し5

倍 に稀 釈 し,ピ ペッ トで十 分均等化 し,そ れか ら滅菌蒸

溜水 で10進 法稀釈 によつ て,最 高103倍 ま で 稀 釈 し

た｡こ の稀釈 した喀痩 をO.1ccず つINAHを 加 え た

小川培地2系 列 に洗 し培養 した¢

成績は培養4週 後 および6週 後にお よんだが,0.5,

5Y/ccの 培地上 に発育す る集落は,4週 後 よ り6週 後の

方 が集落 の形成が明瞭 で,数 も少 しく増加す る｡そ れで

6週 後 にある稀釈濃度 を培養 して数 えられた 集 落 数 か

ら,喀 湊1cc中 の生菌数 を計算 した｡対 照培地上 に発

生 した ものを総生菌数 とし,0.05,0.5,5Y/ccの 培地

上に発育 した集落数 も,同 じよ うに喀疫1cc中 の生菌

数で表わ した｡た だINAHの 高濃度の培地 に低濃度の

ものに くらべて集落が多い とぎには,成 績 の図示 の都合

か ら両者 の平均数 をとることに した｡投 与開始前 の喀疾

中の総生菌数は測定で きなかつたが,開 始後は10週 ま

では2週 毎 に,10週 後からは4週 毎 に26週 まで検査

を行つた｡な お今後 しぼ らく追求 の予定でいる｡治 療開

始前の分離結核菌 については,間 接法 でINAH感 受性

検査 を行 つた心

表11NAH治 療開始前 に分離 した結核菌の

INAH感 受性検査成績
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小 川 培 地 使用,4週 培 養 後 の判 定

結 核菌 の発 育量 を 肉眼 的 に 十4,十3,十2,十 と わ け

た
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実 験 成 績 ・

治療 開始前 の分離結核菌5株 のINAH感 受性検査の

成績 は表1に 示 した｡す なわち小川培地継代1代20日

培養菌 によつてつ くつた菌液2mg,0.1mgを 培養 し

た｡こ の結果O.1mg中 に10eの 生菌単位をふ くむ菌

液を培養 して,0.05Y/ccの 培地上 に+1.5か らO・5の

集落 をみた｡従 つて これ ら5株 の結核菌はINAH感 受"

性菌 である と考 えられ る｡ま たs'Y/ccの 培地上に集落

をみた ものはNo.21,N◎.22,No.24の3株 であつたが,

これ もある程度invitroに おける偶然の結 果 ともみら

れ る｡一 ・ ・

表21NAH治 療患者 よ り分離 した結核菌の`

INAH耐 性検査成績No.31の 場合
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小川培地使用,6週 培養後 の判定

斎大略薮の発生集落 を示 す

表2は 実際検査 の代表成績 としてNo・31の 場合を示

した｡こ の成績か ら喀疾1cc中 の総生菌数,0・05,0.5,

5Y/ccの 耐 性菌数を算 出 した｡均 等化 した喀疾 を稀釈培

養 して も,割 合信頼 できる定量培養 が行われ ることは こ

の表か ら明 らかである｡

喀痕1cc中 の総生菌数 と,INAHO・05,0・5,5Y/cc

の培地上に発生 した全生菌数の出現 と消長 の経過は図1

に示す通 りである｡5例 の うちお くれ て耐性菌の出現 し

たNo.21,No.29の2例 では,耐 性菌 の消長は今後の

経過 を待たねぽな らないeNo・22,No・24,No・31の3

創 では早期 に耐性菌が出瑳 し,そ の増 減ない し消失 の経

樋 をみ ることができた｡.｡,
き を

個 々の例 につ い て み る と,ま ずNo.21の 例 では 喀 湊

1cc中 の 総生 菌 数 が,2週 時 には10aのerderで あ り,
ら ノ

4,6,8週 時 には102と ほぼ一定数を保ち,10週 時に

は菌 の分離が できなかつた｡そ れ が14週 になつて急に

10`と 増加 し,5γ/ccの 耐性菌 が102に1コ の割合で出

現 した｡18,22週 時には再=度総生菌1数が102と な り,・

5γノcc、、の耐 性菌は証明で きなかつたが,26週 時には総

生菌数 が10sのorderと な りi."5Y/ccの 耐性菌 もみと

め られた◎ ・ ・

No｡29の 例 では総生菌数が,2週 時 から4,6,8週

と減少 し,10週 時 には103近 くな り,14週 では さらに

増加 して総菌数の一一頂点 となつ ている｡し か し22週 時

になつて初めて5Y/ccの 耐性菌が,102の 生菌 中忙1

コの割合 でみ とめ られ,26週 時 には さらにその分布の

割合が増 し,菌 数 も増加 していた｡

No.22で は2週 時 に約106の 総生菌数をみたが,4

週時には10sと 減少 し,6,8週 時には それ ぞれ10`,

10sと 急 に増加 し,以 後106の 総生菌数 が常 に み ら れ

た｡も つ ともこの例では治療 開始後58日 目か ら25日 聞

INAHの 投与が 中止 され,そ の後再 びINAHの 治療が

26週 まで続け られているbし か し ユ4週か ら22週 の間

に,SM109(14週 か ら17週 まで)に つづいてPAS1569

(17週+4日 から21週 十3日 まで)とINAH+SM,

INAH+PASの 併用 が行われ てい る｡18週 時 に菌陰性

とい う結果は,こ の併用薬剤の影響 によるもの と推察 さ

れ る｡し か し6週 時 に3濃 度 の培地上 に集落をみ とめ,

8,10週 とともにその菌数 と総菌数 中に占め る分布 の割

合 も多 くなつた｡10週 時のそれが頂点 であつて14週 時

以後 には5Y/ccの 耐性菌 が,22週,26週 では0.5Y/cc

の ものがみ とめ られな くなつ た｡

No・24の 場合 には2週 時 に104のorderの 排菌があ

つたが,4週 時 には菌の分離が できなかつた◎ これは排

出菌数 の最少の時期 に相当 していたためであろ う｡6週

時 には再び10ε の総生菌数 とな り,以 後増 加の傾 向を示

し,14週 時には106のorderと な り,以 後105な いし

106の 総菌数 をみている｡6週 時 に高率 の分布を示 して

いたo・05,0.5,5γ/ccの 培地上発育菌は,10週 時 ま

では総生菌数 の増減 と併行 した消長 をとつていた｡し か

し14週 時 には総生菌数 中に占め る分布の割合は500:

1に ひらき,こ れを最後 に5γ/ccの 耐性菌は26週 まで

み とめる ことがで きなかつた｡

No・31の 成績 では,2週 時に102の 総 生菌数 であつ

た ものが,4週 時 には急に105と な り,以後26週 まで次

第 に増加 している｡こ の場合INAH耐 性菌 の 出 現 は

最 も早 く,4週 時 に5Ylccの 耐性菌が103に1コ の割

合でみ とめ られた｡以 後6,8,10週 と菌数 と分布の割

一 一一16-一 ・
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合 も増加 し10週 では最高 となつていた｡

それが14・18,22週 時 には,耐 性菌数 には大 きな変

化がない にもかかわ らず,総 生菌数 の猶加があつて、耐

性菌 の総生菌 中に占める割合は,そ れぞれ70:1.100:

1・300:1と ひ らき26週 時 に は5γ/Ccの 耐牲菌 がみ と

め られな くなつた｡

以上5例 の実験成績か ら,一一度出現 したINAH耐 性

結核菌 は・そ の菌数 の増加 とpopulation申 の割合が潜

加 している時期のあ るにかかわ らず,INAH治 療 の経過

中に全 く小川培地上に分離 できな くなるとい う,3例 の

現象をみ とめ ることができた｡た だ この実 験 で乏 つ た

♂

4

3

2

図11NAH治 療患者の喀疫中結核菌の耐性POPulationの 変動,

喀疾1cc中 の生菌数 をとつて示す
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0・05Y/ccの 培地上に発育 して 来 る結核菌は,と きに不

規 則なカーブを示 す ことはあつて も,ま ず総菌数 のそれ

とほぼ一致 した増 減を示す ことが明 らか にされた◎

考 察

結核菌を排出す る肺結核病巣 が一 ヵ所のみであ り,ま

た多 くの結核病巣が組織学的に同一条件 にあ るもの とは

考 えられない｡さ らにINAHの 治療が進む とともに,

病巣 の様 相に も変化が起 り,時 期 を異に して喀疲 中に排

出されて くる,結 核菌 の由来 する病巣 も異 るとしなけれ

ば ならぬか もしれない◎

また生体 内では,結 核菌 に対 し攻撃を加 えるもの とし

て,INAHの 作用に加えて生

体 の防禦能力があ り,invi--

troの 結核菌対INAHと い

う反応に くらべて,複 雑 な因

7

`

5

奪 ・

3

2

26〃 ノ;(・ノ82Z2{ζ

26/0ノ タ ノ82226

子が反応形式 の中に入つて来

る｡し たがつ てここに示 した

実験現象を細 か く分析す るこ

とは不可能 であ る｡そ れで肺

結核病巣 から排出 されて くる

結核菌全体 として 考 え を 進

め,こ れ まで臨床的に弼性検

査を行つ た結果,報 告 され て

いる事実 を裏づけてみ る｡そ

れ とともに, .INAHint性 結核

菌 の特異性に結 びつ けて 二,

三考察 してみる｡

INAH耐 性結核菌 の出現機

序は ともか くとして,上 の実

験成績か ら,喀 疾 申の総生菌

数が急激 に減少 して再 び増加

した ときに,耐 性菌が出現 し

て来 る ことは小酒井 らの報 告

8)と一致 する｡し か しNo.29

の例 のよ うに,総 生菌数 の減

少再増加 とい う経過 に大分 お

くれて出現 して来 ることもあ

る｡ま た一 度出現 したINAH

耐性結核菌は,populationgi;

に占める分布の割 合が大 とな

る時期 につづいて,INAHの

治療 中にもかかわ らず,そ の

割合が次第に小 となつ て,つ

いには培地 上で分離 できな く

なつて しま う¢ この現象か ら

して,INAH治 療 中止後に耐

性菌が消失 する とい う事実 は

当然の結果 である といえ るで

17
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0結 核 菌 の分 離 不 能 を示 す

縦軸;喀 疾1cc中 の生菌数 を対 数で とつて示す

横軸:INAH治 療週 日

あろ う｡

この点お くれて離性菌 の出現 したNo.21,No.29の

2例 につ いては,今 後の経過に興 味がある｡

さ らにINAH耐 性菌が消失 した3例 においては,大

体10週 時以後1日200m8のINAH投 与 によつて,

喀出疾 中の生菌数に対 して何 らの影響 を も及ぼ していな

い｡す なわち排 出結核菌がO.5γ/ccのINAH感 受性菌

か らなつているため,ほ とん どINAHの 治療 効果が期

待できないものなのか,病 巣の様相か らしてINAHの

作用が及ば ぬ ものなのか興味深い研 究課題 である｡そ れ

とともに,総 生菌数 として表現 される これら結核菌の分

裂増・殖力が強 いため に,population申 に占め るINAH

醗性菌の割合 が小 となつて,や がて消失 とい う現象がみ

られ るとも考 えられ る｡

もつ とも問 題 となつ ているINAH耐 性菌 の菌力 の点

からみ ると,こ の実験 で した5Y/ccの 】NAH耐 性結核

菌は,治 療 開始前 に分離 した原株 に くらぺ て,天 竺ネズ

ミに対す る菌力発現能力は非常に弱 くなつ ている｡す な

わち皮下接種 によつて,天 竺ネズ ミに結核性病変をひ き

おこす ことができない｡こ の事実 につ いては改めて詳細

に報告す る予定である｡

このよ うにINAH耐 性菌 の菌力が,人 体内で も弱 く

なつてい るとすれば,一 時梢当の菌数の憎 加 が あ つ て

も,や がて消失 して しも う現象は,そ の菌力が弱 くなつ

ているために起 る ものと説明する ことがで きよ ㌔

SM耐 性菌についてLinzlo)は すでに人体内で耐性菌

の消失を報告 し,invitroでSM感 受 性菌 と耐性菌 と

の混合菌群が,継 代培養 によつてSM感 受牲 菌のみから

な る菌群 になつて しも うとい う現象 をinviVOの 生 体

に移 して考 えてい るよ うである｡こ の場含 も,popqlq一
き

tienの 点 より消失前後の成績を比 較 しておらず,さ らに

SM感 受性菌,耐 性菌の菌力 については不明であつて,

invimoの 現象 をinvivOに 移 して考 える ことは早急

にすぎるであろ う｡

しか しINAH耐 性結核菌 の 栄養要求の 特異性u)12、

や,Ki「chner-Sy-Se.r培 地 のserialtransfersmethod

によつて分離 したINAH耐 性菌の耐性i度が,Kirclmer

培地 と小川培地 とでは異 ることも観察 してお り13),INA

H耐 性検査培地 として小川培地使用の可否,性 能 まで検

討 しなければ ならぬ と考 えてい る｡

さらに肺結核 のINAH治 療 とい う実際面 よ りす る

と,耐 性菌 ⑳出現が治療の障碍 とな るのは,比 較的高率

にinvitroの 検査 で高濃度のINAHの 作用 に抗する

耐性菌が出現 し,し か もその菌力が強い場 合である｡こ

の実験では,治 療 の障碍 とな り効果が期 待できなかつた

のは,INAH耐 性菌 によるもの ではな く,さ きにのべた

よ うに0.5γ/ccの 感受性菌 のためであ るともいえよ う｡

これは空洞のある重症結核症 を治療対 象 としたため とも

解 され るが,こ れ までの観察 ではINAH単 独療法の効

果 には,自 然一定 の限界があ るとも推察 され る心 したが

つ て,治 療開始 当初 の著明な喀出菌数 に及ぼすINAH

の作用に加えて,他 の化学療 法剤 との併用 が必要になつ

て くると思 うo

結 論

1)空 洞のある5例 のINAH治 療患 者の喀痩 申の結

核菌 にっ いて,直 接 法によつて喀疫 の稀釈培養 を行い,

population中 のINAH耐 性結核菌の出現 とその消長

とをみた働

2)INAH耐 性菌は喀疾 中の総生菌数が減少 し沸 増加

す る4週 ない し6渾 時 に出現 した3例 と,こ れ よりお く

れ た例 とをみた｡

3)】=NAH耐 性菌は一時その菌数 の増加があ り,po-

pUlatiOP中 の分布 の割合 も大 となるけれ ど も,10週 以

後 はpapalation中 の分布が次第 に小 とな り,3例 とも

に酬 生菌が消失 して しまつた｡

4)耐 性菌が排 出 されな くなつ た後 でも,G.5:','ccの

INAH感 性結核菌 の発育は,1日200mgのINAHの

投与 で生体内で何 ら抑制 されて いなかつた¢

患者の検査材料 を提供 され,治 療 に協力 された国立

申野療養所春木所長以下諸先生,特 に終始 協力さ艶た

研 究室の諸氏 に深 く感謝する｡最 後κ柳沢部長の御指

導に深謝 し,上 野一 恵,岡 本茂広両君の実験 上の助 力

に感謝する｡
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