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人型結核菌INAH耐 性 株 のPopuiation構 成

お よび 耐性 復帰 に関す る検討

三 浦 幸 二

国立療養所大府荘―指導―荘長 勝沼六郎博士

受 付 昭和31年5月14日

isonicotinic acid hydrazide-(以 下INAHと 略)

resistant mutantsのin vitroに お け る耐性 度 に つ い

て,Pansy,F.ら1)は,B℃Gに お い て,INAHへ の 耐

性 は,ln vitroで 迅 速 に現 わ れ,ま た あ き らか に 迅 速 に

耐性 復 帰 を認 め た とい つ て お り,Szybalskiら2)は,M.

ranaeに おい て,INAHのfirst step coioniesは,

morphology,growth rateに おい て こ とな るが,そ の

後INAHの 存 在 し ない 培 地 に うえつ い だ 場 合,resist-

ant strainsがsensible strainsに よ りovergrown

され,reversibilityを 示 す 。 しか し,こ れ に よ りた だ

ちに,in vlvoでreverseす る とい う こ とは い え ぬ と

い つ て い る。 これ に 反 しFisher5)は,耐 性 度 の消 夫 お

よ び低 下 を み ぬ と して い る。 臨 床 的 に は,わ が 国 に お い

て も,宝 来 ら4),上 島 ら5),石 川 ら6)は,耐 性 復 帰 を認

めて い る。 佐 藤7),8)は,患 者 の排 出喀 痰 に つ い て,

INAH耐 性 度 に対 す る検 討 を 行 い,さ らに,INAH耐

性 結 核 菌populationの 継 代 培 養 に よ る変 動 を み,5代

継 代 で は,そ の 鰍 性 菌populationに は 変 化 が な く,完

全 にINAH耐 性 を保 持 し た とい つ て い る。 な お患 者 よ

り分 離 したINAH耐 性 菌 で は,INAHを 加 え ぬ小 川 培

地 に 継 代 す る と,そ の 耐 性 菌 のpopulationに 大 きな変

動 の お こ る例 もあつ た とい つ てい る。 さ らに佐 藤9)は,

INAH感 性 お よび耐 性 結 核 菌 を,入 工 的 に混 合 し た

populationの 耐 性 度 の 動 態 につ い て 観 察 し,混 合pop-

ulationに 分 布 す る耐 性 菌 の 比 率 は,一 定 の 割 合 で 減 少

し て い くの を認 め た

著 者は,INAHの 存在す る培地 に数代継 代培養 し,

高度純粋な るINAH耐 性菌 を使用 し,invitroに おけ

る耐性復帰 を検討す る日的にて実験 した。

使 用 菌株 お よび 使 用培 地

菌株 は,わ れ わ れ研 究 室 の 東 村 が,Mycobacterium

 tubercuiosis var hominis,strain Aoyama B.(以 下

青 山B株 と略)よ り 分 離 せ るINAH 10γ 耐 性株 で,

INAH 10γ/ml含 有 せ る1%小 川 培 地 に,8代 継 代 培

養 せ る もの で,そ のpopulation構 成 は,表1に 示 す 通

りで あ る。

および,同 じ く東村が,青 山B株 よ り分離せ るINAH

 100γ 耐性株 を使 用 した。 そのpopulation構 成は,表

1に 示す通 りで あ る。

表1使 用菌 株 のPopulation

INAH 10γ 耐性菌株

INAH 100γ 耐性菌株

使 用 培 地 は,1%小 川(辰 次)培 地 で,そ の 培 地 組 成

は,第1燐 酸 カ リ,1.09;グ ル タ ミン酸 ソー ダ,1.0

9;蒸 溜 水,100ml;を 基 質 とし,こ れ に無 精 難 卵,

200ml;グ リセ リン,6.0m1;2%マ ラ ヒ ッ トグ リー ン,

6.0mlを 加 え,85℃,1時 間 凝 固 滅 菌 せ る も の で,

pHは7.0で あ つ た。

INAHは,田 辺 製 薬 会 社 製 の新 し き もの を 使 用 した 。

な お 薬 剤 は,凝 固 滅 菌 に 先 立 ち,そ の 所 定 の濃 度 に,培

地 に 加 え られ た 。

実験方法お よび実験成績

(1)INAH 10γ 耐性株 について

図1に 示す ごと く,INAH 10γ 耐性株 を,INAHを

含有 しない1%小 川培地 と,INAH 10γ/mlを 含有せ る

1%小 川培地 に培養せ る菌株 を,そ れ ぞれ,ガ ラス玉 と

ともに,ナ ス型 コル ベ ンにて,10分 間振盪,生 理的食塩

水 にて,均 等菌浮游液 となし,そ の10進 法 による稀釈液

を,INAHを 含有 しない培地 と(生 菌数),INAH 10

,/mlを 含 有せ る培地(INAH 10γ 以上耐性菌数)に,

大型 渦巻白金耳にて,一 白金耳ずつ等壁接種 し,37℃

4週 培養 し,生 菌数当 りのINAH 10γ 耐性菌 の100分

率 を もとめて,populationの 構成 をし らべ た。以下 同

様 にして,3代 目までpopulationの 構 成を し らべ た

が,そ の結果は,図2の ごと くであ る。すなわ ち,薬 剤

を含有 しない培地に継代 した場合 に も,薬 剤を含 有す る

培地 に継代 した場合に も,そ の他の継代条件(た とえば

INAHを 含有す る培地 →INAHを 含 有 しない培地 →

INAHを 含有す る培地)に おいて も,population構 成

に変化 はないが,耐 性度の不均一が予想 され る。
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図1 IKR 10γ 継 代 方 法

図2 INR 10Gγ 継 代 方 法

4代 目以下は,(1)INAHを 含有 しない培地に 継代せ

る場合,(2)INAHを 含有 す る培地 と,INAHを 含有 し

ない培地 に交互 に継代せ る場合,(3)INAHを つね に含

有せ る培地に継代せ る場合 と,3つ の場合 に限定 して,

継代培養 を行 つた。 その結果 は,表2,3に 示 す ご と

く,そ の結果 は,3代 目まで と同様 に,population構

成の不変 と,不 均一牲 が予想 され た。

表2 INR 10γ 継代せ る場合 におけ る生菌数 当 りINAH 10γ/mlを 含有せ る

培地のINAH 10γ 耐性菌百分率(I～IV代 目)

(ただ し 無:INAHを 含 有しない場合,有:INAH 10γ/mlを 含有 せ る場合,

す な わ ち,表2,3に て,INAHを 含 有 し ない 培 地

の み に 継 代 した場 合 は,1代 目以下8代 ま で の,INAH

 10γ 耐 性 菌 の 生 菌 数 に対 す る100分 率 は,31.06%,52.7

%,80.5%,60.4%,50.2%,44.9%,25.3%,37.3

%で あ り,INAH 10γ/mを 含 有 す る培 地 に継 代 し た

場 合 は,69.3%,23.7%,55.1%,102.8%,62.4%,

89.7%,130.2%,74.0%で あ り,INAHを 含 有 す る培

地 と,INAHを 含 有 し ない 培 地 に交 互 に 継 代 した 場 合 に
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表3 INR 10γを継代せ る場合 における生菌数当 り各薬剤濃度 を含有せ る

培地 の生菌数 百分率(V～VIII代 目)

は,1代 目よ り3代 目ま で は,31.06%,93.5%,61。3

%,ま た は,69.3%,84.8%,39.8%で,4代 目よ り8

代 目ま で は,83.4%,66。6%,97.5%,81.3%,86..

%,で あ り,population構 成 の 動 揺 が 認 め られ た。

な お1代 目よ り3代 目ま で は,継 代 条 件 を 変 え た場

合,な にか 一 定 の 関 係が 見 出 され るか も しれ ぬ と考 え た

の で,種 々 な組 合 せ に し たが,一 定 の 関係 を見 出 す こ と

は で きな か つ た 。

(2)INAH 100γ 耐 性 株 に つ い て

図 麓に示 す ご と く,INAH100γ 耐 性株 も,INAH 10

γ 耐性 株 と同 様 に,ナ ス型 コル ベ ンに て,均 等 浮 游 液 と

な し,そ の 稀 釈 液 を もつ て,薬 剤 を含 有 しな い培 地(生

菌 数),INAH 1γ/ml含 有 培地(INAH 1γ 以 上 耐性

菌 数),INAH 10γ/Ml含 有 培 地(INAH 10γ 以 上 耐 性

菌数),INAH 100γ/ml含 有培地(INAH 100γ 以上耐

性菌 数)に,大 型渦巻 白金耳 にて,一 白金耳 ずつで等量

接種 し,37℃6週 培養 し,生 菌数 当 りの,INAH 1γ培

地 の耐性 菌数,INAH 10γ 培地 の耐性菌 数,お よ び

INAH 100γ培地の鰍性菌数の100分 率 を出 し,そ れ を

もつて,継 代の第1代 目とし,2代 目は,1代 目の薬剤

を含 まぬ培地 に生 えたINAH 100γ 耐性 菌 と,INAH

 100γ/ml培 地 に生 えたINAH 100γ耐性 菌のpopulation

を,上 述 とまつた く同様 の操作 に よ り,そのpopulaton

構成 をし らべ,3代 目以下 は,同 一の実験操作 にて,(1)

INAHを 含有 しない培地 ばか りに継代す る場合,(2)交

互 に継代す る場 合,(3)つ ねに,INAHを 含有す る培地

に継代す る場 合にわ けて,populationの 構成 をし らべ

た。 その結果 は,表4の ご とくで,INAH 10γ 耐性菌

表4 INR100γ 継 代 に お け るpopulation

の場 合 と,全 く同 様 に,population構 成 の 不 変 と,不 均

一 性 を予 想 せ しむ る結 果 を え た
。

す な わ ち,INAHを 含 有 し な い培 地 にの み継 代 した場

合 に は,1代 目 よ り4代 目ま で の生 菌 数 に対 す るINAH

 100γ 耐性 菌 の100分 率 は,41.1%,56.9%,20.6%,

73.4%,で あ り,INAH 100γ/mlを つ ね に 含 有 す る培

地 にの み継 代 した場 合 に は,41.1%,43.7%,75.3%,

87.9%で あ り,INAHを 含 有 し ない 培 地 と,INAH 100

γ/mlを つね に含 有 す る培 地 に交 互 に 継 代 し た 場 合 に

は,41.1%,43.7%,112.3%,43.9%で あ り,INAH

 10γ 耐 性 菌 の 場 合 と同 じ く,population構 成 の 動 揺 が

認 め られ た 。

考 察
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INAH10γ 耐性株,お よびINAH100γ 耐性株 につ

いて,上 述の実験成績 よ りして,p.pulation構 成の不

変 と,不 均一性 が考 えられ るが,こ こで第1に 問題 とな

ることは,使 用菌株 に感性 菌を混 入 していなかつたか と

い うことであ る。すなわ ち,感 性 菌を混 入 していれば,

感性菌 の.vergrownに よ り,不 均一 を思 わせ る実験成

績が で ることは,当然考 え られ るか らであ る。 この点,使

用 した菌株 は,INAH10γ 耐性株 の場合 には,count

で きる程度,す なわ ち,200コ ロニー前後 に接種 し,き

らに,そ の全培養 をと り,均 等浮游液 をつ くつ て,ま た

それ を,countで きる程 度に接種 し,同 様 の操 作 に よ

り,INAH10γ/ml含 有せ る培地 に8代 継代せ る もので

あつて,1つ のcloneと 考 え られ るべ き性 質の もので,

感性 菌は充分sdectし て ある。

INAH100γ 耐性株 の場合は,同 様の操作 にて分離 し

て,2代 継代 した ものを使用し た。 しか し,こ の場 合に

も,継 代 を重ねて,selectを 重ね て行 げば,も ちろん継

代 の初期 においては,感 性菌 または,耐 性 度の低 い もの

を含 んでいるこ とが あつ た として も,継 代を重ねれ ば充

分selectさ れ る筈 である。

次 に,使 用菌株 は,入 型結核菌青山B株 を使用 した も

ので あるが,他 の菌株 につい ては,行 わ なか つたこ とを

附記す る。

第2に,population構 成 の不変 は,佐 藤7)の 成績 と

一致 して,INAH10γ 耐性株,INAH100γ 耐性株 にお

いて も,継 代条 件 を(1)INAHを 含有 しない培地 に継代

した場合,(2)INAHを 含 有す る培地 と,INAHを 含 有

しない培地 に交互 に継代 した場合,(3)INAHを 常 に含

有 する培地 に継代 した場合 と変 えて も,populationの 構

成 に変化 を認 めなか つたが耐性 度が,不 均一 性(INAH

耐性菌の本来の性質 として)の ために,動 揺す る もの と

患われ る。

ここで問題 となるのは,実 験誤差 によ り,100分 率が

動揺す るのではないか,と い うことである。 しか し,本

実験においては,全 培養 をと り,ナ ス型 コル ベンにて振

盛 し,均 等浮游液 とな し,そ の稀 釈液 を厳密 に等量ずつ

接種 し,colonycountに よ る,生 菌数 にたいす る,耐

性菌 の率 で,試 験管1本 当 り100～200のcolony数 で

あ り,平 均誤差 よ りみて も充分信頼 のおけ る数字 で,実

験誤差 である とは思 われ ない。

表5に 示す ご とく,4代 目INAH1.0γ 耐性株の,

V.C.=67.6±9.8と,IN100=29.7±5.36の 間には,

統 計的に有意の差 を認 めた。同様 に,2代 目INAH10

γ耐性株 のV.C.=525.4±61.8と,IN1.=163.2士

59.7の 間 に も,有 意の差 を認 めた。

したがつて,上 述 の結果 よ り,1.0分 率 の 動 揺 は,

INAH10γ 耐性菌,INAH100/耐 性菌 と もに,本 来

の性質 としての不均一性 のためと,考 え られ る。

表5統 計 的観察

INAIL耐 性 菌 のpopulation構 成 が,不 均 一 で あ る

とい う こ とは,p.pulatio獄 を 構 成 す るindividualcells

の 醗 性 度 の低 下が 起 る こ とを示 し て い る。 し たが つ て,

individual cellsの 耐 性 度 は,不 均 一 性 の た め に 動 揺

す る けれ ど もpopulationと して の 耐 性 度 が,低 下す

る と は思 われ な い。INAH-1耐 性 菌 に,populationと し

て のback mutationが,起 るの で あれ ば,INAH耐 性

菌 を,INAHを 含 有 せ ぬ培 地 に継 代 す る こ とに よ り,

populationの 耐 性 度 が 低 下 す る筈 で あ るが,上 述 の よ

うに,populationと して の耐 性 度 は,低 下 を示 さな か

つ た 。 した が つ て,individual cellsの 鰍 性 度 の 低 下

は,あ つ て も,感 性 菌 へ のbackrnutationで は な く,

INAH耐 性 菌 を生 ず る性 質 を保 持 して い る もの と思 わ

れ る。

こ こで,さ らに考 え られ るの は,populationを 構 成

す る 量ndividual cellsの 中 で,耐 性 度 の低 下 したindi

vidual cellsと,高 い耐 性 度 のindividual cellsと の

問 の発 育 速 度 に,相 違 が あ る場 合 に は,耐 性 度 の 低 い

individual cellsのovergrownに よ るreverseが ,

考 え られ る。1%小 川培 地 に お け る,INAH100γ 耐性

菌 と,INAH10γ 耐 性 菌 の,growth rateと,genera-

tion timeに つ い て は,現 在 検 討 中 に て,別 報 に譲 る

が,single cellsを 接 種 し て,coloniesを 肉 眼 で み と め

る ま で の期 間 を検 討 す るに,INAH耐 性 菌,感 性 菌 と

もに,同 一 で あつ た 。 し たが つ て,両 者 の 間 に,大 きな

差 が あ る とは思 わ れ な い 。 これ か ら考 え る と,低 い 耐性

度 のindividual cellsのovergrownに よ るreverse

は,今 直 に考 え る こ とは で きな い もの と思 われ る。

結 論

(1)INAH10γ 耐 性 菌 を,INAH10γ/mlを 含 有 す る .

培 地 で,8代 継 代 して も,ま たINAHを 含 有 しな い培

地 で8代 継 代 し て も,population構 成 は変 らなか つ

た 。

(2)INAH100γ 耐 性 菌 を,INAH100γ/mlを 含 有 す
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る培 地 で,4代 継 代 して も,ま たINAHを 含 有 しな い

培 地 で,4代 継 代 して も,populati.n構 成 は 変 らな か

つ た。

(3)INAH耐 性 菌 のpopulation構 成 は,本 来 の性 質

と して,不 均 一 で あ る と考 え られ る。

(4)INAH耐 性 菌 のpopulation構 成 の不 均 一 性 は,

populationを 構 成 す るindividual cellsの 耐 性 度 の低

下 が お こ る こ とを示 して い る。 した が つ て,individual

 cellsの 鰍 性 度 は,不 均 性 の た め に,動 揺 す るけれ ど

も,populationと して の 耐 性 度 が,低 下 す る とは思 わ

れ ない 。

(5)INAH耐 性 菌 に,populationと して の,back

 mutationが,お こ るの で あ れ ば.INAH耐 性 菌 を,INAH

を含 有 せ ぬ培 地 に継 代 す る こ とに よ り,populationの

耐 性 度が 低 下 す る筈 で あ るが,上 述 の よ うに,popula-

tionと して の耐 性 度 は低 下 し ない 。 し たが つ て,indi-

vidual cellsの 耐 性 度 の 低 下 は あ つ て も,感 性 菌 へ の

back mutationで は な くて,INAH耐 性 菌 を生 ず る

性 質 を保 持 して い る もの と思 わ れ る。
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長 勝 沼 六 郎 博士,名 古 屋 大 学 医 学 部 内科 第 一講 座 日比 野

進 教 授 に感 謝 します 。 なお 本 研 究 を行 うに当 り,御 助 言

を賜 わつ た 当大 府 荘 の,東 村 道 雄 博士,君 野 徹 三 博士 に

感謝 します。 なお御協力 を賜 わつた,当 大府荘研究室加

藤千代女史,鈴 木粒枝氏 に感謝 します 。

本論文 の要 旨は第31回 日本結核病学会 に て 発 表 し

た。
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