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人 型 結 核 菌INAH耐 性 菌 のviabilityに つ い て

三 浦 幸 二

国立療養所大府荘-指 導 勝沼六郎博士

受 付 昭 和31年5月29日

Middl ebrook1)お よ び,Morse2)ら に よ り,Isonicoti-

nic acid hydrazide-(以 下INAHと 略)resistamt Myco-

bacterium tuberculosislま,guinea pigsに 対 し,通

常 中等 度,ま た は高 度 に 病源 性が な い とい つ て い る。 ま

た,Middlebrook3)は,か くの 如 きINAH耐 性 菌 は,試

験 管 内 で は,カ タ ラ ー ゼ反 応 陰 性 また は,弱 陽 性 で あ る

とい つ て い る。 さ らに,あ る菌 株 のINAH耐 性 菌 は,発

育 因 子 と してheminを 必 要 と し4)～6),ま た はalpha

 Keto酸 あ るい は無 機 鉄 を感 性 株 以 上 に,必 要 とす る と

い つ て い る。INAH耐 性菌 は 明 らか に,上 述 の 如 く,感

性 菌 とは異 な つ た性 質 を持 つ て い る。東 村7)ら はMyco-

bacterium aviumに お い て,INAH耐 性 菌 の生 菌 数 の

減 少 を認 め た 。

佐藤8)9)は,INAH耐 性菌 を継代 し,そ のpopulation

の構成に変化 をみ とめなか つ た が,患 者 よ り分離 した

INAH耐 性菌 を継代 した場合,耐 性 度の減弱 を認 め,感

性 菌が混 入 し,そ れに よるovergrowmに よ る ものであ

ろうといつてい る。 またINAH感 性 および耐性結核菌

を,人 工 的に混合 したpopulationの 耐性 度をし らべ,

その減弱 を認 めてい る。

著 者11)は,1%小 川 培 地 を使 用 し,INAH10γ 耐 性

菌 を8代,INAH100γ 耐 性 菌 を4代 継 代 培 養 し たが,

populationの 構 成 に は 変化 を認 め な か っ た が,popula.

tionの 動 揺 を み とめ,こ の 動 揺 は,imdividual cellsの

耐性 度 の減 弱 に よ る もの で あ る と し,INAH耐 性 菌 は,

本 来 の性 質 として 不 均 一 で あ る と考 え た。

上 述 の如 く,見 か け上 の耐 性 度 の減 弱 は,INAH耐 性

菌 の本 来 の性 質 とし て の 不均 一 性11)に よ る もの と 思 わ

れ るが,さ らに,viabilityお よ び,generation timeと

も関 係 が あ る と思 われ る。

人型結核菌 におけ るINAH耐 性菌の 耐性復帰 の 問題

を,明 らか にす る目的 にて,viabilityを 検討す るため

実験 をした。

実験 材 料

使 用菌株:

(1)人 型結核菌青 山B株 の感 性株 。

(2)青 山B株 よ りone stepに よ り分離 したINAH

1γ 耐性菌株。以下AINRと 記 載。

(3)青 山B株 よ り分離 し,INAH107/mlを 含有せ る

1%小 川培地 に,10代 継代せ るINAH10γ 耐性株 。INR

10と 以下略。

(4)青 山B株 よ り分 離 し,INAH1007/mlを 含 有 せ

る1%小 川 培地 に,4代 継 代 せ るINAH100γ 耐性 株 。

INR100と 以 下 略 。

(5)青 山B株 よ り分 離 し,streptomycim(以 下SM

と略)100γ/mlを 含 有 せ る1%小 川 培 地 に,9代 継 代 せ

るSM100γ 耐 性 株 。SMR100と 以 下 略す 。

な お,(3),(4),(5)は,わ れ わ れ研 究 室 の東 村 が分 離 せ

る もの で あ る。

培 地:

1%小 川(辰 次)培 地 を使 用 し た。 そ の組 成 は,第1

燐 酸 カ リ.1.0g.;グ ル タ ミ ン酸 ソーダ1.09.;蒸 溜 水

100mlを 基 液 とな し,こ れ に卵 液200ml;グ リセ リ=ン

6.0ml;2%マ ラ ヒ ッ ト緑6.0mlを 加 え,各 中試 験 管 に

10ml分 注,85℃1時 間凝 固 滅 菌 し た。

な お凝 固 滅 菌 に先 だ ち,薬 剤 が,そ の所 定 の濃 度 に培

地 に加 え られ た 。 ただ しSMの み は,凝 固 後 の力 価 を1/2

とし て,所 要 濃 度 の倍 量 が 加 え られ た 。

INAHは,田 辺 製 薬 会 社 製 の もの で,streptomycin

は,Dihydrostreptomycin Sulfateを 使 用 した 。

実験 方 法

(1)青 山B株 を1%小 川培地 に(生 えた菌株 をAと 以

下略),(2)青 山B株 を,INAH1γ/ml含 有培地 に接種

(生えた菌株 を,AINRと 略)。(3)INR10を,薬 剤 を含

まぬ培地(生 えた菌株 をINR10aqと 略)と,INAH

10γ/mlを 含有す る培地(生 えた菌株 を,INR10INと

略)。(4)INR100を,薬 剤 を含 まぬ培地(生 えた菌株 を,

INR100aqと 略)と,INAH100γ/mlを 含有す る培地

(生えた菌株 を,INR1001Nと 略),(5)SMR100を,

薬 剤 を含 まぬ培地(生 えた菌株 を,SMR100aqと 略)

と,SM100γ/mlを 含 有 せ る培地(生 えた菌株 を,

SMR100SMと 略)に 接種 し,37℃ で培養 した。

(注 接種 は,保 存菌株 を,そ れぞれ,ナ ス型 コノレベ ン

にて,ガ ラス玉 とともに振盪,生 理 的食塩水 にて均等浮

游液 となし,大 型渦巻 白金耳 にて,原 液 をINAH1γ/ml

含有培地 に接種,ome step selectionに てAINRを と

つ た。 その他 の場合 には,10進 法 によ る稀釈液 を,そ れ

ぞれ200コ ロニ ー前後 に接種 した。)
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上述の如 く接種培養 せ る菌株 を,そ れぞれ別 々に,接

種後29日,33日,41日,48日 後 に,ナ ス型 コルベ ンに

て,ガ ラス玉 とと もに振盪,生 理 的食塩 水にて均等 浮游

液 となし,そ の10進 法 による稀釈液 を,薬 剤 を含有 しな

い培地 に,大 型渦巻 白金耳 にて,等 量ずつ,10本 ずつ に

接種,1mg湿 菌量当 りの生菌数 を算定 した。

別 に,菌 浮游液 の濃 度は,LeitzのRouy-Photrometer

(610mμ)を 使用,予 か じめ調製せ る標準曲線 によ り湿

菌量mg/mlを 決定 した。

実 験 成績

(1)AINRに つ いて

図1に 示 す ごとくであ るが,感 性株 に比 して,生 菌 数

の減少の傾向 を認 め るが,有 意 の差 を認 め ることはで き

なかつた。

(2)INR10aq,INR10INに ついて

図2に 示す ご とくで,INR10aq,INR10INと も

に,Aに 比 して,減 少 の傾向 は認 めるが,AINRの 場合

と同 じく,48日 までで は有意 の差 を認 め ることはで きな

かつ た。

図1

図2

図3

図4

(3)INR10ag,INR10INに ついて

図3に 示す ご とく,INR10aq,INR10INと もに,

Aに 比 して減少 の傾向 を認 めるが,同 じ く,48日 までで

は有意 の差 を認 め るこ とはで きなかった。

(4)SMR100aq,SMR100SMに ついて

図4の 如 くで あ る。や は りAに 比 して,生 菌数 の減少

の傾 向は認 め るが,48日 までで は生菌数 の減少 に有意の

差 をみ とめ ることはで きなかつ た。

考 案

青 山B株 は,SM,INAHに 対 しと もに感性であ り,

INR10,INR100,SMR100と もに,そ れぞれの薬剤

を含有せ る培地 に継代 し,充 分selectionし て あ り,感

性菌 を混入 していない と推定 され る菌株 を使用 した。

(1)AINRの 場合 には,one step selectionで あ り,

当然感性菌の混入 も考 え られ るし,耐 性復帰 もあるか も

知れ ない。 したがつて,Aに 比 して,生 菌数 の減少 の傾

向をみ とめ るが,し か し有意 の差 を見出す こ とがで きな

かつたのは,あ りうることと思 われ る。

(2)のINR10aq,INR10INの 場合,や は り,Aに
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比 し て有 意 の差 を み とめ る こ とはで きな く,か つ,INR

10aqとINR10INの 曲線 は,ほ ぼ一 致 して い る。 これ

は,INAHの 存 否 に よ り,stationary phase,logarithmic

 Death pbaseに お い て,INR10のviabilityのduration

が,な ん らの影 響 を,受 け ない こ とを示 して い る。

(3)INR100aq,INR100INに つ い て

INR100の 場 合 に も同様 で,と もにAに 比 し,INR10

よ りは生菌 数 減 少 の傾 向 は大 で あ るが,や は り有 意 の差

は認 め られ なか つ た 。 同 様 に,INAH100γ/mlの 存 否

に よ り,INR100のviabilityのdurationが 影 響 され

ない こ とは,INR100agとINR100INの 曲 線 の ほぼ

一 致 せ る こ とに よ り,う か が うこ とが で き る。

(4)SMR100aq,SMR100SMに っ い て

SMRの 場 合 に も,SMの 存 否 に よ り,viabilityの

durationに 有 意 の 影響 を及 ぼ す とは思 わ れ ない 。

INRの 場 合,Aに 比 して,生 菌 数 の 減 少 の 傾 向 は み と

め られ るが,有 意 の差 は なか つ た。

われ われ の1%小 川 培 地 を用 い た 実 験 に お い て は,

INR10,INR100,A,と もにvisible colomiesを 発 見

す るまで の期 間 に,著 差 が あ る とは思 われ なか つ たが,

これ よ り考 え る と,そ れ ぞれ のgeneration timeの 間

に著 差 が あ る とは思 われ な い。

著 者11)は,青 山B株 よ り分 離 せ るINR10γ,INR100γ

を,そ れ ぞれ,(1)薬 剤 を含 有 しな い培 地 の み に継 代 し

た場 合,(2)薬 剤 を含 有 しな い培 地 と,薬 剤 を含 有 す る

培 地 に交 互 に継 代 せ る場 合,(3)薬 剤 を 常 に含 有 す る培

地 に の み継 代 した場 合 とに わ け て,INR10γ は8代,

INR100γ は4代 継 代 実 験 を行 つ たが,populatiomの

構 成 に は,な ん らの変 化 な く,population構 成 に動 揺 を

認 め た 。(注,INAH耐 性 菌 の 不均 一 性 とは,population

構 成 の動 揺 を意 咲 す る。)population構 成 の動 揺 に は,

individual cellsの 耐 性 度 の 低 下 が 老 え られ る。

臨床 的 に,INAH耐 性 菌 のback mutatiomを 認 め た

の は,第lに,接 種 菌 数 が極 め て 少 な くあ る程 度以 上 の

耐 性 菌 が,selectiomさ れ た こ とが考 え られ る。第2に,

INR10γ また はINR100γ 耐 性 菌 のviability duration

の減 少 の た め に,お こ るか もし れ な い。 第3に,感 性 株

と,INR10γ,INR100γ のgeneration timeに 相 違

が あ り,す な わ ち,INR10γ お よ びINR100γ の 発育

速 度 が,感 性 株 とか な り相 違 し,感 性 菌 のovergrown

に よ り,耐 性復 帰 が お こ るの か,第4に,INAH耐 性 菌

が,本 来 の性 質 とし て,上 述 の 如 き不 均 一 性 に よ り,耐

性 度 が低 下 し耐 性 復 帰 した と認 め られ た と こ ろが,た ま

た ま,耐 性 度 が低 下 した と こ ろで あ っ たか もし れ な い 。

著 者 は,第4のINAH耐 性 菌 の不 均 一 性 が,見 掛 け上

のINAH耐 性 復 帰 を きた す と,考 え てい るが,第3は 佐

藤!0)に よ り,認 め られ てい るが,わ れ われ は,こ の 点

gemeration timeの 面 よ り さ らに検 討 す る予 定 で あ る。

結局,少 な くとも第2の 場合の,生 菌数の 減少 によ

り,耐 性度が低下す るこ とはない もの と思われ る。

なお,本 紙 に附記 して置 きたいの は,東 村7)ら によ る

Mycobacterium aviumに おけ るINAH耐 性菌 の生菌

数 の減少 は,単 な るINAH耐 性菌 の生菌数 の減少 は,単

な るINAH耐 性菌の生菌数の減少で あつたか,あ るい

は,INAH耐 性菌 の代謝産物 によ り,耐 性菌が いわゆ る

死 んでい たので あつ たか も知れ ない と考 えてい る。

結 論

1%小 川 培 地 を使 用 し,入 型 結 核 菌 青 山B株 の 感 性

株,one step selectionに よ るINAH1γ 耐 性 菌 株,

INAH10γ 耐 性 菌 株,INAH100γ 耐 性 菌 株,SM100γ

耐 性 菌株 のviabilityに つ い て,検 討 し た が,少 な く も

接 種 後48日 まで にお い て は,stationary phase,logarit-

hmicDeath phaseに お い て
,感 性 株 に比 し,そ れ ぞ れ

の 耐性 株 は,生 菌 数(mg/cc当 り)の 減 少 の傾 向 を み と

め た が,有 意 の差 を 認 め る こ とはで き なか っ た。 な お

INR10,INR100と も に,培 地 にINAH10γ/ml,

INAH100γ/mlの 存 在 に よ り,生 菌 数 に な ん らの影 響 も

うけ なか つ た°SMR100の 場 合 に も,培 地 にSM100

γ/mlの 存 在 に よ り生 菌 数 に,有 意 の差 が あ る とは思 わ

れ なか っ た。

御指導を賜わつた国立療養所大府荘勝沼六鄭博土,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,御 校閲を賜わ

つた国立療養所大府荘東村道雄博士,君 野徹三博士に感

謝します。また終始実験に当り,御助力を賜わつた大府

荘研究室加藤千代女史,鈴 木初枝氏に感謝します。

参 考 文献

1) Middlebrook, G. and Cohn, M.L.: Science,

 118: 297, 1953.

2) Morse, W. C., Weiser,O. L., Kuhns, D. M.,

 Fusillo, M., Dail, M. C. and Evans, J. R.:

 Am. Rev. Tuberc., 69: 464•`468, 1954.

3) Middlebrook, G.: Am. Rev. Tuberc., 69:

 471, 1954.

4) Cohn, M. L., Oda, V., Kovitz, C. and Mid

-dlebrook, G.: Am. Rev. Tuberc., 70: 465,

 1954.

5) Cohn, M. L., Kovitz, C., Oda, V. and Middle

-brook, G.: Am. Rev. Tuberc., 70: 641, 

1954.

6) Fisher, M. W.: Am. Rev. Tuberc., 69: 797, 

1954.

7) Tsukamura, M., Miura, K. and Suzuki R.:



650 結 核 第31巻 第11号

A study on the viability of Isoniazid-Resis

-tant Mycobacterium avium. (J. Antibiotics, 

Seri. A in press)

8) 佐 藤: 医学 と生 物 学, 31: 250～254, 1954.

9) 佐 藤: 結 核, 30: 310～314, 1955.

10) 佐 藤: 結 核, 30: 119～122, 1955.

11) 三浦: 入型結核菌INAH耐 性株のpopulation

構成 および耐性復帰 に関す る検討。 第31回 日本

結核病学会発表。 (結核掲載予定)


