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抗 結 核 剤 に よ る治 療 を行 つ た 動 物 体 内

結 核 菌 の 薬 剤 耐 性 に つ い て
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(本論文の要旨は昭和29年4月 第29回 日本結核病学会総会において報告した》

1緒 需

一般に結核菌が ストレプトマイシン(以 下SM) ,イ

ソニコチン酸 ヒドラジツト(以 下INH)に 対 して容易

かつ迅速に耐性を獲得することは広 く知られているが,

同 じ生体内でありながら実験動物においては,人 体内と

異 り高度の耐性菌が出現し難いとい}i'れている1)2)。 わ

れわれはこれがどの程度に認められ るか,ま たその理由

は何であるかを知ろうとして,マ ウス及びモルモツ トの

実験的結核症のSM又 はINH治 療実験を行い,こ れ

ら動物体内における結核菌の薬剤耐性について検討を行

つた。

2実 験 材 料

使 用 菌 株:教 室保存の強毒人型結核菌黒野株を使用

したが・ モルモツトによる実験には 典U朱 を用い

た。この両菌株共にSM及 びINHに 対 して感受性を

示し,本 実験に用いた耐性測定法によれば,SMに 対 し

ては1γ/cc,INHに 対 しては0・1γ/ccに おいて一一部菌

集落の発生を見たが,そ れぞれ1er/cc,1γ ノccでは完

全に発育を阻止された。

使 用 動 物ニマウスは体重159前 後,モ ルモツ トは

体重400～5009の もめで,共 に市販の健康なものを使

用した.1

3実 験 方 法

1)マ ウ ス;全 群同時に黒野巻0.1mg(O.2ml)

を尾静脈から接種した。SM湾 療は感懸2解 たつてか

ら第1群 は1匹 当り1日IOOγ,第2i群 は5rか ら1週

毎に10,20,40,ユ00,と 漸次増量して行き,共 に1日

1回 皮下注射によつて与えた。マウスが比較的早く死亡

した為,投 与はマウスが死亡する迄継続 した。死亡した

時は直ちに部検諸検査を行い,分 離菌について耐性を測

定した。.・

2)モ ルモツ ト:黒 野株0.01mg腹 腔内又は0.02㎎

皮下に接種し,鯉4週 の期間をお烈て塗療翌開

始した。SMはProkglOmg,INHは2・v4mgを1

日1回 筋肉内注射によつて与えた、i薬剤投与期間は1～

24週 に及んだ。薬剤投与開始後1～6週 の間は 毎週,

その後は12週 及び24週 にそれぞれ3～5頭 のモルモ

ツトを屠殺,マ ウスの場合と同様の検査を行つた。

3)窄 洞類似の空陳を作る目的で充蟹御 ζ使用する合

成樹脂球(経2.5cm)'を モルモツ トの腹腔内に入れ,

これに多数の穴を明けて球の内腔と外界とが通ずるよう

硯セ婁その内腔にH37Rv株O・5mg・(約900万 個)

を接種し,第1群 は感染と同時にSM治 療を開始し,

最初はProkglmg,以 後 ユ週毎に,2,5mgと 増量

し,1日1回 腹腔内又は筋肉内に注射 した。治療は6週

間継続し,治 療終了後5日 で屠殺した。第2i群 は感染後

5日 から治療を開始しProkg10mgを 腹腔内又は筋肉

内に投与,5週 後1mgに 減量 した、治療は約2ヵ 月閲

継続し,治 療終了後2週 間たつてから屠殺し,第1群 と

同様諸検査を行つたレ ・

耐性検査は小川の1%KH2PO4卵 培地を使用して主

として間接法によつて行い,接 種菌量はO.1m9,判 定

は4週 とした。又必要に応じては直接法をも併用した。

なお薬剤の稀釈法は1・10・100貿`oの10倍 稀釈の他,

時 に1・5・10・ ■OOγノcc又 は ユ,3,10,30,ユ00γi'cc

等をも用いた。

4実 験 成 績

1)マ ウスにおける耐性実験 .'

マゥスにおいては恐らくSM使 用量が少なかつた為

と治療開始がやや遅きに失したためと思われ るが,SM

の治療効果は殆んど見られず」大多数が治療開始後2～

4週 で死亡した(最 煙9日 ・最長31日,平 均15 .6日)d
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従つて長期治療の成績は得られなかつた.死 亡マウスは

肺に高度の病変を認め,諸 臓器からは多数の結核菌が検

出された。そのSM耐 性検査の結果は第1表 に示した。

すなわち全部で39匹 のマウスからUO株 の菌株が分

離されたが,そ の申2匹(5.1%)4株 に100γ/cc以 上

の耐性株が検出されたづこのもの拡後の検査によりすべ

て ユ,oooγ/cc以 上 の耐 性 を有することが分つた。又

ZOγ/ccに部分耐性を示すもの2例(5.1%)2株,5γ/cc

耐性を示すもの ユ6例(41%)26株 を認めた。 原株は

5γノ``で 発育を阻止されるのであるから,約 半数の20

例(51.2%)に おいて耐性の上昇が認められたことにな

る,

薬剤投与方法と耐性との関係は1日100γ を恒量的に

与えた群では10γ/cc以 上の耐性を示したものが4例 あ

るのに対し,5γ から漸次増量して行つた群では大多数

のマウスが死亡 したときのSM投 与量が未だ20rと 云

う微童であつた為か10γ/cc以 上の耐性を示した例がな

かつた。

投与期間と耐性出現との関係は各10日 毎に区切つた

群の間に本質的な差曝認められなかつた。この点に関し

ては更に長期治療の実験が行われなければならないが,

10日 以内にユoγ/cc部分耐性1例 認めたことや,100γ/cc

完全耐性を示した2例 がそれぞれ治療 ユ2日及び24日

で死亡したマウスであつたことは,マ ウスにおいて相当

早期に高度耐性菌が現れることを示したものである.

表1SM投 享方法とSM耐 性出現 との関係

過半数を占めていたdこ れは体内における菌増殖の程度

と関係があるように思われる。又100γ/cc完 全耐性を

示した2例 の中,1例 は肺のみを培養した例で他の臓器

における耐性は不明であるが,他 の1例 では培養を行つ

た肺,脾,腎 共にすべて100γ ノcc完全耐性を示した譲

表2菌 を分離した臓器 とSM耐 性出現 との関係
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次にこれらの菌株を分離した各臓器と耐性との関係を

検討してみると～第2表 に示す却 く肺では28例 中5γ/cc

以上が17例(60・70/o)で 半数以上に耐性の上昇を認め

た。これに反 して腎では26例 中1r/ccで 発育を完全に

阻止される感受性株が12例(46.2%)で 半数近くを占

めており、脾ではその中間で1T/ccに 発育するもク)が

カツコ内は%

なお同一個体内での臓器別による耐性の差を検討した

が総39例 中1臓 器のみしか培養しなかつた8例 を除い

た31例 について見るとf,抵ぽ不変と見なし得るものが

約半数の16例 あつたが,5～10倍 の差を見たもの6例,

10倍 以上の差を見たもの9例 を認め,MedleP),小 酒

井4)の 人体における成績程著しい差は認められなかつた

が同一個体でも臓器が異ると菌の耐性が異るものである

ことが知られた。これは部分鮒性をとつた場合であるが,

完全耐性について見ると 以 例(77.4%)が ほぼ二鼓 し

た値を示し,5倍 以上の差のあるものは7例 であつた。

この場合肺において最高値を示すものが最も多 か つ た

が,他 臓器における方が高いものもあつた。」

2)モ ルモツ トにおける耐性実験

モルモツ トにおいては治療効果が著明に認められ,滴

療期間が長 くなるに従つて結核菌陰性となる もの が多

く,陽 性例も集落の少いものが多かつた。この菌の陰性

化は感染後治療開始までの期間の短い群に特に著明であ

つた。

第3表 はSM治 療 モルーelットについての成績を総括

したものであるが,総 数68卸 中培養陽性例が21例32

株で,こ の中耐性検査を行い得たものが19例30株 で

あつた。SM耐 性検査の結果は大多数が1γ'ccで 完全

に発育を阻止され,治 療1週 及び3週 で屠殺 した鮮にそ

れぞれ1例 及び4例 の1γ/cc部 分耐性株を認めたに過

ぎなかつた。
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表3SM治 療 モルモツ トより分離 された

結核のSM耐 性

表5合 成樹脂球入結核モルモツトにSM

治療を行つた場合のSM耐 性

療
間
治
期

1週

2〃

3〃

4〃

5〃

6〃

12〃

24〃

モル モ

ツ ト数

9

8

8

8

7

4

0

4

嘩⊥

帽↓

菌培養
陽性例

4(9)

5(工1)

5(5)

3(3)

2(2)

ユ(1)

1(1)

0

耐 性

<・ γi・ γ1・・γ{… 佃

菌培養 時期及 び材料

治療法ξ矯 鐸
肺屠講 大細

3(8)

5(11)

3(3)

2(2)

1(1)

1(1)

4(4)

4(9)

5(11)

4(4)

3(3)

2(2)

0

1(1)

0

訓6812・(32)1・4(25)IS(5)1

漸

菌
瑚
ま

1i・(3・)

*カ ツコ内は菌株数

第4表 はINH治 療の場合であるが,総 数77例 中菌

陽性例が40例61株,そ の中耐性検査を行い得たもの

が37例46株 で,こ の中1γ/cc以 下 の感受性菌が大部

分を占め,僅 かに治濠3週 及び6週 で屠殺した群にそれ

ぞれ1例 宛1γ ノcc部 分耐性を示すものが認められたの

みで,SMの 場合と同じく治療期間の長短に拘らず耐性

上昇の傾向は全く認められなかつた。1

表41NH治 療モルモツトより分離され

た結核菌のINH耐 性

恒

量

腹
腔
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一
筋

肉
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一
腹
腔
内

「
筋
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102<1 <ユ (1) (3)く1 (3)
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(3)

(3)

111 <ユ

(ユ)

(一)

<1 <1(10) 1
6

(3)
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1ユ3 (10) (3) (3)

114 <ユ (一) (3) (1)

ユユ15<1 <1 <1 (3) <1

117<1 <1 <1(1)

(1)

(1) 1 く1

(1)118<1 <1 く1 (1)

材料 中穿刺液は直接法による。他は全部 間接 法。

()は 部分耐性を示す。(一)は 培養陰性◎
*数 字は分離菌のSM耐 性(r/ec)

治療 モルモ菌培養
期間 ツ ト数 陽性例

耐 性

く・γ1・γ1・・小 ・・γ隊
蓑

1i週 8 7(ユ1) 7(u) 7(n)

2〃 7 5(6) 5(5) 5(5)

3〃 ユ6 12(18) 11(ユ3) 1(1) 12(14)

4〃 8 3(3) 3(3) 3(3)

5〃 12 8(16) 6(9) 6(9)

6〃 12 3(4) 2(2) 1(1) 3(3)

12〃 10 2(3) 1(1) 1(1)

24〃 4 0 0

1計77i4・(6ユ)!灘)12(2){ 137㈹一
*カ ツコ内は菌株数

3)合 成樹脂球を入れたモルモツトについての実験

SM治 療開始後2週 聞毎に計 亀回球の内容を穿刺にょ

つて採 り,直 接法によつて耐性検査を行つた。その結果

は第5表 に示す如 く1r/ccに 発育を示したものがある

のみで耐性の上昇は認められなかつたゆ

治療終了後屠殺したモルモツ トの諸臓器からの結核菌

の耐性を直接法及び間接法で測定した結果も第5表 に示

した。すなわちPfokglmgか ら漸増,治 療を6週 行

つた第1群 の中筋肉内投与を行つた群においてのみ間接

法で10γ/cc部 分耐性菌が検出されたe

5総 括及び考 按

Steenkenユ)は 結核モルモツ トに125日 間のSM治

療 を行つたが,1例 も耐 性 を獲得しなかつたといい,

Wolinsky2)"ら 轍 マウス・モルモヅ ト・ウサギを用いて

1/2-1年 以上にわたる鍵期間のSM治 療 を行つても中等

度乃至高度の鰯性菌は稀にしか見られなかつたという、

又安田5)ら憶 マウスにおいてSMあ るいはINHで ユ50

日前 後の間治療を行つても耐性菌の出現を見 なか つ た

が,約1ヵ 月毎にマウス体内を継代しながら治療を行う

と,SM・PASで は3代 に至るも耐性菌は現れなかつた

が・INHに おいてのみ2代 目に10γ ノccの 弼性菌を認

めたと報告した、さらに北本6)ら は同様マウスにおいて

SMあ るいはINHで2～4ヵ 月治療を行い,完 全耐性

菌は認めなかつたが,部 分的には幾らか耐性獲得の傾向

を認めた。しかしながら一方において,Feldmann7)ら

はモルモツトによるSM治 療実験で,206～215日 の長

期治療では菌陽性の5例 ともすぺて2000・ ・-3000r/ccの

高度耐性菌の出現を見ており,マ ウスにおいてはYou

=mans8)ら 及びWillistong》 らは,150日 前後のSM治

療 により商率!CSM耐 性菌の出現を見ている。われわ

れの実験でもマウスにおいては短期間の治療 実験 では

あるが約半数に耐性上昇の傾向が認められ,し 血 も濾療

コ2日 及 び24日 という早期に2例 において1000γ ノcc

の商度蒲性菌を認めたが,モ ルモツトにおいては24週

にわたる治療実験を行つたにも拘らず耐性上昇の傾向は

全く認められなかつた.

細菌が薬物に対して耐性となるのは一般に突然変異及

び選択によるのが主因と考えられているが,こ の説に従

・一一一12-一 ・
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えば耐性菌が現れる為には耐性を有する突然変異菌が出

るだけの菌数に達することが必要で・菌璽増互勲豊 盛な

程その機会は多いわけである。又一方選択作用をうける

為には適当な濃度の薬剤との接触が必要である。いま,

菌の増殖という点からわれわれの実験を検討 してみ る

と,マ ウスにおいては治療群においても感染後1ヵ 月～

1ヵ 月半で殆んど死亡 し,そ の体内には非常に多 くの菌

が増殖していることを認めたが,モ ルモツ トにおいては

菌陰性の例が多 く,又 陽性であつても菌集落数が数個乃

至十数個に過ぎないものが多 く体内での菌増殖が微涛た

るものであつたことを物語つていた。これがマウスでは

早期に高度耐性菌を認めたのに反し,モ ルモツトでは長

期間治療したにも拘らず,そ の間に耐性菌が現れなかつ

た大きな原因であると考えられる。又マウスにおいても

菌増殖の最も著しい肺1ユ)で最も高率に耐性菌を認めたこ

とからも,菌 の耐性獲得との間に密接な関係があること

が窺知される。もちろん,さ きに述べた諸家の成績の不

一致をすべてこの菌の増殖の点のみに帰することは出来

ないが,菌 の増殖が関係 してい る ことは想 像 され,

Wolinsky2)ら もマウスにおけるYoumansら の成績8P)

との不一致について感染の重さとい うことを考慮してい

る。又小児においては耐性が出現し難いと云われている

が,これも菌の増殖と関係があるものの如く,Wilki夏9恥

らは菌分離病巣に菌数が少ない為であろうと論 じて い

る。一方においてこれら実験動物や小児に比 して高率に

耐性菌が出現するといわれる成人でも,空 洞を有する重

症者に耐性が現れ易く3y)13)14),又 同一一人でも部位によ

り耐性が異 り空洞においては特に高率に耐性菌が認めら

れる3メ)と い う。空洞が薬剤耐性獲得に対 して持つ意義

については,空 洞における旺盛な菌の増殖の他に薬剤の

選択作用を受けるのに適当な環境を提供 しているであろ

うことも考えられ,例 えばHowardi3)ら は菌増殖の盛

んなことの他,空 洞壁が血管に乏しい為に高濃度のSM

が空洞内に達しないこと,空 洞内容が液状又は半液状で

あること等を挙げ,Schmiedel「s)は 拡散により薬剤濃

度の差を生ずることも重要な因子であると考えている。

人において空洞を有するものに耐性菌が出易く,一 般

に空洞を作らない小児や実験動物では耐性菌が出にくい

と云うことは,薬 剤耐性と空洞 との間に密接な関係があ

ることを思わせる。しかし空洞を有しないマウスにおい

ても高度耐性菌 の出ていることは,inviV」 において

菌が耐性を得る為に空洞が絶対に必要であるとは考え難

い。Wilinsky2)ら は感作モルモツ トに膿瘍様病巣を作

らしめ,そ こに多数の菌を認めたに拘らず耐性菌を全く

認めなかつたが,結 核菌吸入によつてウサギに空洞を作

らしめ1年 にわたつてSM治 療を行つた所,空 洞を有

する3羽 中1羽 にややみるべき耐性菌を認めたといい,

鈴木1G)らは感作家兎の肺内に;O%ゼ ラチン液浮游液を

注射することにより空洞を形成せしめ,INH治 療 にょ

つて10r/cc耐 性 株を証明し,特 に空洞の部分に高率に

認めたと報告している。われわれは合成樹脂球をモルモ

ツトの腹腔内へ入れて動物体内に空隙を生ぜしめ,空 洞

類似のものを作つてSM治 療実験を行い,著 明な耐性

獲得は認めることができなかつたが,第2実 験のモルモ

ツトより幾らか耐性が上 り易い傾向を認めた。しかしこ

の両者間ではSM投 与量 ・方法等も異るので,耐 性の

差が単にこの球の存在の為か否かは不明である慧

要亥る}ζ動物体内では人体に比して概 して耐性が発現

し難いことは事実であるが,マ ウスにおいて早期に高度

耐性菌が出ていることは動物体内でも人体と本質的に異

つた因子が働いているとは考え難 くヂ菌の増殖 とこれに

接触する薬剤濃度とが適当であれば人体における如 く高

常に耐性菌が出現し得るのではないかと考えられる。レ

かし今迄の諸家の成績が区湊であり,人 体における如 く

常に高率に耐性菌を認めていないことは,な おそこに不

明の因子があると思われ,こ れが解明は菌の薬剤耐性獲

得の本質を知る上に必要なことといえよう。

6結 論

1)結 核 マウスを少量のSMで 治療したところ,早

期(治 療12日 及 び24日)に1000γ/cc以 上のSM高

度弼性菌が出現 した。

2)モ ルモットにおいては体内結核菌の増殖が薬剤投

与により著明におさえられ,SM・INH共 に耐性の上昇

は全 く認められなかつた。

3)モ ルモヅトに合成樹脂球を入れ空隙を作つてSM

治療実験を行つたがρ著明な耐性の上昇は認められなか

つた。

(本研究は文部省科学研究費によつた。ここに謝 意

を表する。)
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