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イソニコチン酸ヒドラジツト(INH)耐 性結核菌の安 ふくむ小川培地の平板上で分離した単一の集落から増菌

定性については試 麗 内で分離 た耐性徽 菌と・賭k璽 慰 麹 藤 £転 難 を小川馳 に2代SWaし

の喀疾から分離した耐性結核菌について・感性化が起る て挙堕旨2岱 目継代培養菌の全菌瀦が。10γ/``の一INH
とする成績と糊 り・起らぬとv'うものとがある3)5>6)7)・耐騰 核菌からなつているζとを㈱ た・さ鰻 禦l!培

しかしこれらの二つの異つた成績を通観してみると・感 地継代3代 目の培養菌をソーh .ン儒鈴薯培地にうえつい
性化が起るとするものも 離 の構成という点からみて 翫

実験 してい るものはない。3混 合菌 液は ソー トン馬 鈴 薯 培 地 継 代25代 目の

著者は この点を追求 して・純度の高いINH耐 性結核H37Rv株 と,同 じく4代 目のINH耐 性変異株No.1

菌では・その耐性度は容易に変動 しないことと・患者か 株の・ ともに16日 培 養菌か ら華 振 り法によつてつ くつ

ら分離 したINH耐 性菌 をふ くむ混 合菌群で は,数 代の た。 この2つ の菌液 を1ccず つ,菌 量 で下 のよ うな割合

継代培養で感性菌だけから構成 されるよ うな菌群 となる に混合 して盛煙菌対耐性菌 の比率が1 .;1,ユ0二1,ZQO二1

ことを報告 した8)。 したがつて耐性菌 の安定性について の混 合菌群A,B,Cを つ くつたe

実験考察す るためには・実験 に使用す る菌群の構成 が第A菌 群:H37Rvの1mg/ccの 菌液

一に問題とな り・ これ を厳密 に規定 しな け れ ば な ら な+No 。1株 の1mg/ccの 菌液

い・B菌 群 二H37Rvの2mg/ccの 菌液

ところで 日常問題 とされる・患者の検査材料 中か ら分+Noユ 株の0 .2卿9㍑ の菌液

離されるINH耐 性結核菌 の多 くは,感 性菌 と耐性菌 とC菌 群:H37Rvの2mg!ccの 菌液

を種kの 割 合にふ くんでいる混合菌群である。 この混 合+No.1株 の0 .02mg'ccの 菌液

菌群があるINHの 濃度 にいわゆ る完全耐性を示 した と この とき,1Q"6mgの 定量 培 養 で は,H37Rv株 は

しても・菌群 を構成するほとん ど全部 の結核菌 が・耐性 皿 コ・Ng4林 は一.1.Q・6コであつた。 また後者は 菊=17η9

菌であ ることを意味 してい るとは限 らない。耐性菌 の耐 培養で対照培地 に39.3コ,10γ/ccのINHを 加 えた

性薬剤濃度のみでな く・耐性菌 の分布率 まで示 さね ばな 小川培地 に40コ の集落 をみたので,No.1株 は ユOr/6、

らないはずの耐性検査方法が・ なお不十分のために多 く のINH耐 性菌か らなつているとした.
./なおH37R▼

の誤解 と混乱が生 じてい るよ うである。 は0・1㎎ を培養 してもINH10r/ccの 小川培地上 に

ここにはINH感 性菌 と耐性菌 とを人工的 に混合 した は集 落の発生 をみなかつた。 したがつて,H37Rv株 中

結核菌群 について・INHを ふ くまない小川培地に継 代 にある耐性変異株が,混 合菌群 中に迷 入する ことはない

培養 をかさね・その菌群 の構成の変動を追 求 してみた。 と・完全 に否定で きない として も,3っ のA,B,C菌 群

その結果・混合菌群の感性化へめ移行現象 を観察するこ は生菌数の点からみ ても,そ れぞれ感性菌対耐性菌 の比

とがで き・ さらにINH耐 性検査方法の実際に少 しく参 率 が・ほぽ1;1 ・ユ〇二1・⑩0:1 。であ ると推定 され る」考
とな る所見を得 たので・その成績 を酷 す る

。 これ らA,B,ρ 菌 液ρ ・.・`c(菌量 にして約 ・.・mg]

実 験 方 法'烈NHを 加えた小川馳 に培養 しsこ の対照 馳 上 の4週培養菌 を
,本 実験 に使用す る混合菌群の出発菌 とし

ユ 使思L 。な盤 はすべて1%KH2PO,培 地(小 川 た。

培地)で あ り・INHの 濃度は1ccに ついて10γ ・1γ4継 代培養は初代培養菌 を小川培地 に塗 ま つ 培 養

として・900C1時 間凝固滅菌 した ものを用いたり し,継 代1代 毎 に13代 目までA,B,C3菌 群 のINH

2使 用菌株 はINH感 性菌 として人型結核菌H37Rv耐 性度 の検査を行つた
陣wh
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法に よつて適宜10-5mgま で培養 した"_表2B混 合葎群のINH耐 性度の検査成績

6成 勧 判定は3殴4遡 擦 塵 費鰭 ・発生
菌 量 ・NHの 微(rlcc)した集落数 を数え る

ことができない ときには,肉 眼的に 継代数 .、

小川培地緬 のほぼ全体,約3/4,・/2,、 μ を発育 した10amg1010

菌がおおつてい るに し た が つ て,そ れぞれ+4,+3,31+3+3+42
・ 十2十2十3

+2・+1と 表現 したbこ の表現 は・小川培地2本 の平(6)3841ユ3+2

均 をとつて表示 した。51・5248

また厚生省結核療法研究協議会 のと りき め に な ら つ51+3+3+4

て・・NH・・r/ccの培地上の発韻 力㍉対照培地上のぞ(U)§ 蜷 犠.7‡ き

れ と肉 眼 的 に ほ ぼ等 しい とき,INH10r/ccの 完 全耐 性417・514・5+1・5

と した 。tt・'""71+1.5十1.2+3.5

灘 繊 分布す難 即 上臨 ・贈麟 養囎(9)§ ち珪.5量 ‡塁:1
照培地 と 工NH10γ ノcc培地上 で集落数が計数 できると.42.54+1

KIY直 籔賭?集 鱗 忽≒ヒカ、熱 しな」1驚禦9以 上9・ ・+・+2+4

嘘 量を培製』て・騨 ヌ・卿 馳 上で集緻 力徽(2、)霧 →晃 ちき ‡塁二1
できるときは,対 照 培地上の集 落数は,定 量培as10"6mg

の籍 無 ら逆鍬 て澗 關 嘆 群中の耐性菌の分布11塾 ‡呈 ‡室 ‡§.7
率 をみ た 。(39・5)31921+3・5

実i験 成 績 表3C-混 合 菌 群 のINH耐 性 壌 の 検 査 成績

混 合菌 株A,B,c3菌 群 の 各 継 代毎 のINH耐 性 度 の 菌 量INHの 濃 度(γ1cc)

検 査 成 績 は,表 ・,X2,X3に 示 樋 りで あ る.た だ 継 代 数 、。-Xm9、 。 、 。

し継 代6代 目 と13代 目 の成 績 は 除 い た、3
1十2十2.7+4

この 成 績 か ら,10-1mgを 培 養iした とき には,表1で2tV+1+1+3。5

(6.7)32724.5+2

表lA混 合 菌群 のINH耐 性 度 の検 査 成 績
51十=L2十1。5十4

継代数 醜 ・NH¢eeN(r/cc)(5.7)§sg.5鵬 ‡9.ti
10-"mg101071+1+1+4

25054十3.5

31十4+4十4(7.2)384.5十2.5

2十3十3十4

(4)3十1.2十1.5+2.791十2十1.5+4
-rvs516 .5'196327381十4

(19.2)318.510.5+3

51十4十4十4

2+3十2.7十3.7111十1.5十1.5十4

3+1.5+1.5十325452十3.5

(4.2)44669+1.5(27.5)3・5。58十S
一ゴ58

.57。537

71+3.5+3.5+3.71ま3・5・7代 の 菌i群 が107/ccのINH完 全 耐 性 を 示 し て

2+2・+2+3・2お り,判 定 の 読 み 方 を ゆ る め れ ば,9,11代 の 菌 群 も ほ ぼ

(8'5!1場 量 ‡篶 幹 耐性に近くなる
.Lか し・・r/ccの ・NH完 全離

5臥6・564を 示 してい る表1の3つ の菌群 についても
,1q-amg以

91+3・5+4+4下 の菌量を培義 した ときには・完全耐性 とは読みえなく

(5.2)書 ‡呈'2‡1・S‡ 悉 な り,す べて不完全醗 ・・r1ccと い うことになつてい
42027・5鮎5るd

U1+3・5+3+4表2,3の 菌 群 中 に億 ・ 完全 耐 性 を示 す もの は な く,す

§ ‡呈 ‡塞 ‡茎:暑 べて ・・伽 の不完全耐性となつている..
(ユ95)4ユ928+2・2次 に混合菌i群中に分布 している耐性菌の比率 と

,混 合

(註♪37・C4週 麟 伽 成績 解0・1mgを 膿 したときのINH耐 髄 を ・・r/ec

カツ コ内ゐ数字は10-6mgの 定 量 培 養の勉 のINH完 全耐性(Rと 略す)と ・不完全耐性(r・ と

{些 表2・3に ついても同 じ。 略す)と に分けて対比 してみ る と・表4の よ うにな姦_
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これから曝 勲 簸 雛 尽 々で鴨 菌蹴,そ の ち署 灘 締

0・1mgだ けを培養すれば・10rlccのINH完 全耐性を に従つて変動滅少しているものと考えられる.
　 　 い　 　　 ぽ

示 している。 考 察

それ とともに,A,B,C3菌 群 中に分布 している耐性

菌 の比率は,継 代培養 を くりかえす とともに,次 第 に減Lecocq3)はINH感 性BCGと 耐性BCGと を1:1

少 してい くことが知 られ る。すなわ ちA菌 群 では・継代9=1に 混合 した菌群 に?い て・懸 §即d肩u=min壕 地 に

エ1。焦員にその中に分布 してい る耐性菌の此 率は,100;1,継 代培養 しINH耐 性φ有無を見ている、5代 継代後の

B菌 群 では2000:1,C菌 群では5000;1と なつ てい る。2っ の菌群はINH耐 性 を示 し てい た が,9代 後には
ま ぜ う

いま これら 娘93 一混合菌i群中鴫愈奮1してセ・る,耐INH感 悸を示 し・耐性BCGの みを継代培養 した もの

性苺0些 率 の変勲 を・図に示す と図1の さ うにな るソ は耐性 を保持 していたとい う。1

図 ・の縦轍 は・ew .。diし聯 騨 菌◎腰Diss江 脚9)はslideculture法 によつて・ 培養 ・日

を遡 鱗 で豊ゑ・横蜘 こは継代代数 を 強2て あ る。 後か ら4日 後まで1日 毎 に発育菌 数を数 え・INH感 性

図1か ら初代菌群 中に分布 している耐性菌 の 比 率 が 菌 の発育速度 が耐性菌のそれ よ り速い ことを報告 してい

2:1で あつたA菌 群 では,菌 群中に分布 してい る耐性菌 る。すなわち感性菌・耐性菌 ともに初 め100培 養 して,

の比率の減 少 と,継 代代数 との間には,ほ ぼ直線 関係 を4日 後には感性菌 では平均4000の ・耐性菌 では1500の

み とめることができる、すなわ ち,混 合菌 群中に分布L発 育菌をみた といつてい る・

ている耐性菌 の比率 は.ほ ぼ一定 の割合で減少 してい る 著者の実験成績 は・Dissmmの よ うに直接感性菌 と

とい うことができる。 耐性菌 のgrowthcycleの 経過 中の発育速度の差をみた

図 ・A,B,C3混 舗 琳 紛 布 する ものでをまない混 合離 中⑫ 砿 姻 性菌 の上ヒ率 の減

耐性菌の比率の変動 少聾 蝕 る1"庶 悪性菌 ζ耐性繭の問匹嫉・ 発育速度

4に 少 ない なが ら相当の差 があることを推察す るものであ

● る。
。 酪 しL

ec。cqの 成績 と対比すれ}ま,菌 群 の構成 の変
◎

○ 動 が少 ない ようである。それは実験条件の差 によるとも

塞3・ ○ 考 えられ るカ㍉ 特 にLec・cqの 摺 こ}S,液 体灘 犠
ぼ 　

柔'・ によつてINH耐 性をみ ているため・混合菌群 中の少数覇
'○'Oの 耐性菌の存 在が,肉 眼的 に読み とれ なか6た のではな

な

喫eO@い か とも考え られ る。
むヒ
癖 しか し既報8)の 患者喀疾か ら分離 した,新 鮮 なINH

2●

o耐 性菌をふ くむ混合菌群では,数 代 の継代培養 によつて

010γ ノ`6¢!INH耐 性菌懸 朱 した現象 と比較す ると,本

や 実験 に使用 したH37Rv株 と,・M{離 変異株N。.ユ

ぞ'株 との間には,新 鮮分離 結核菌 の場合ほ ど両者の間に大

ノ℃ .き な発育速度の差があ るとは考 えられない。 これは小川

◎ 培地 に継代 し,さ らにINH耐 性変異株の発育に不利 な

1◎Aソ ー トン馬鈴薯培地 に4代 も継代培養 したため,そ の発

く 育速度 に相 当の修飾が起 つたた めではないか とも考 えら

o,れ る。
'!

梱 麟 敵599"ρ 嗣 注 目すべ きことは,混 合菌群 内に分布す る耐 性菌 の比

しか しB,C両 混合菌群では,や や直線関係からずれ 率 が,ほ ぼ一定の割合で,す なわ ち複利 の法則 に従つ て

て,直 線関係には少 しく遠い ようである。 これは菌群 中 変動 してい る事実である.こ の事 実は,あ くまでINH

に分布す る闇性菌 の比率が小 さくなるとともに,耐 性菌 感性菌 と耐性菌の菌独 自の分裂速度の差によ るもの と解

の比率 を求め る実験上 の誤差が大 き くなつて くるためで 釈 され,混 合菌群内ではその発育 の経過 中に,感 性菌 と

あろう ・ 耐性菌 の両者相互 間には発育への干渉はな く,ま た変 異

B,C両 菌群についても,A菌 群 の場合 と同様な,継 の誘導 も起つ ていない もの と推察 され る。

代代数 と耐性菌の分布率 の変動 との間に直線関係がみら さらに表4に 示 した成績か ら,対 照培地上 に無限の結

れ るもの とはいいがたいが・A菌i群 の直線関係からは・ 核菌発育 をみ るほ どの0.1解 監を培養 したとき,10%以

混合菌 群中の耐性菌 の分布率 は・複利の法則 上2耐 性墓 杢盆査 して戯ゑ菌群 は10T/paのINH完 全
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