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入 型結 核 菌 のSM耐 性 上 昇機 作 に関 す る研 究

第1部SM耐 性 上 昇 現 象 の分 析

籏 野 脩 一

東 京 大 学 美 甘 内 科

受 付 昭 和51年7月5日

緒 言

結核菌のSM耐 性についての論議はすでにおおくの研

究者によつてくりかえされてい る。Demereci),Klein

お よびKimmelman2),YegiaRお よびVanderline5),牛

場および渡辺4)5)ら は もつぱら菌の突然変異と耐性菌の

選択的増殖によつて説明し,Linz6)秋 葉 および横田7)8)

金井9),君野10)らは誘導変異を承認 し,堀11)は適応説を唱

えている。著者12)は 結核菌のSM耐 性および耐性上昇の

機作を分析するに当つて,多 くの研究者の選んだ方法に

よらず,臨 床的観点か らとくに次の点に留意して実験を

行つた。すなわち菌種は有毒入型結核菌H37Rv株 を用

い,接 触条件は培地内の薬剤濃度を継代毎に漸増する階

段的継代接触法をさけ,実 験期間を通じてSM1g筋 注

時における血中濃度の程度に維持 して,秋 葉7)の 提案す

る恒量連続接触法を行い,さ らにSM間 歓投与療法に準

じた間歓的接触法を行つた〇なお耐性上昇の機作の分析

のために補足的実験 として,緩 衝液中で休止菌 とSMと

を接触させ,ま たDubos培 地 において接触させ る菌

量,SM量 を種々に変えて検討し,さ らに耐性菌 と感性

菌の増殖速度の比較,耐 性菌 と感性菌の混含培養の影響

等についても検索を行つた。

SMに よる菌の形態学的変化については,秋 葉および

上条鮒 の著変なしとの報告があるが,耐 性上昇 と関連 し

て形態上の変化があれば,臨 床家にとつては耐性上昇早

期判定の有益な補助手段であるので,一 般に行われる染

色標本を使用して形態学的観察を行い,検 討を加えた〇

以下第1部 において耐性上昇現象の分析を,第II部 に

おいて形態学的観察をまとめる。

第1部 人型結核菌のS薙 耐性出現ならびに上昇現

象の分析

実 験 方法

使用菌。入型結核菌H37Rv株 のDubos培 地14)1週

間培養の もの〇SMは すべてヂ ヒドロSM硫 酸塩を使用〇

SMと の接触培養には三角 コルベン(容 量100・～200ml)

に浅 く入れたDubos培 地(20～25ml)に 上記菌液を接

種。間激接触は濃度1γ/mrと な るように週2回SMを 加

え24時 間・接触 させた後,4,000r.p.m.30分 遠心,上 清をす

て,再 び培養液を加えSMを 洗い,再 び遠心し上清をす

て,沈 んだ菌塊を解きほぐして新たな培養液へ移した〇

緩衝液は1%にDifco製Bacto albumin(5%に 葡 萄

糖を含む)を 加えた燐酸緩衝液(pH7.0)を 使用。この

際菌はあらかじめ同緩衝液で3回 洗滌後使用。以上の各

種観察はいずれ も4週 間行つた〇

表1培 養条件下(37.5℃)に おけるDubos

培地 内SM濃 度 の変化

図1SM各 濃度に接触培養させた

Dubos培 地 内菌数の変化
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菌数計算には菌液を滅菌蒸溜水で10倍 稀釈系列 とし1

%小 川培地に接種,8週 まで毎週判定して計算。耐性判

定にはヂ ヒドロSMを 所期濃度の2倍 量を加えて滅菌凝

固した小川培地を使用した。

予備 試 験

図2SM恒 量接触による耐性変化(Dubos培 地 で判定)

図3SM接 触 による菌数変化(Dubos培 地使用)

1.接 触SM濃 度の選定

Dubos培 地では,SM0.05γ/ml以 下 では菌の増殖

に影響なく,0.5γ/ml以 上ではほとん ど増殖を許 さない。

本実験では耐性菌の選択的増殖を起 さない低濃度のSM

の作用 と,ほ とんど増殖を許さない高濃度のSMの 作用

とをみるためにさらに余裕をとつてそれぞれ0.03γ/mlお

よび1/mgを 選 んだ〇

2.Dubos培 地 内におけるSMの 安定性

実験条件下におけるSM量 の変化を帯

培養法15)で 検討 した〇 表1に 示すよう

に,SMは 安定で,分 解よりも水分蒸発に

よる濃縮の影響が現われ る。4週後では7

～8割 の見掛上の濃度増加が起るが,1で

述べたように余裕をとつた本実験では,

この程度の変化は成績判定上差支ない。

3.Dubos培 地 の増殖許容範囲

Dubos培 地に稀釈菌液を接種した 場

合,小 川培地上1箇 および5箇 の集落が

えられる程度の菌量では増殖が認められ

ず,7箇 の ものでは18日 目頃菌増殖によ

る混濁が認め られた。すなわちDubos

培地では小川培地上数箇以上の集落が証

明される場合には3～4週 で明 らかな増

殖が認められる。

実 験 成 績

1.SM連 続接触による菌数 と耐性

の変化

対照,SM0.03γ/ml含 有,SM1γ/ml

含有培地各4本 あてで連続接触 させた場

合の菌数の変化を図1に 示す。3群とも群

内では著しい差がない〇対照群 と0.03γ

群 とにおいては差がない。1γ 群では初

め急激に減少するが10～)15日頃 より増加

し,後 に急増する。蒸発水分を補いっつ

Dubos培 地でSM耐 性 を判定した成績を

図2に 示す〇菌の増殖状況が対照 と同様

である範囲を完全耐性,対 照より遅れあ

るいは少量である範囲を部分耐性の度と

した。対照群,0.03γ 群では,菌 数が増

すとともに0.5～1γ に部分耐性を示し

た。その他不連続的に10γ,100γ 培地に

増殖する場合が数回あつた。1γ 群では

培地4本 すべてにおいて,24～28日 目に

急激に100γ 完 全耐性発現を認めた。

次にこの現象における耐性分布を定量

的に調べた成績では,菌 数は図3,耐 性

は図4の 如く変化している。実験開始時

の菌量は多 く(>188/ml),1γ 接触によ
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図4SM接 触 による耐性分布の変化(Dubos培 地使用)

(Dubos培 地使 用)

図5菌 量と耐性出現状況

培地量25ml(従 つ て総菌量 としては図表の25倍)

る菌数減少は軽度で,100γ 耐性菌は1週 後1/10～1/100

程度 とな り,4週 後は完全耐性に近ずいてくる。0.03γ

接 触では菌数および耐性の変化は対照 と同様である。対

照群で もわずかなが ら100耐 性菌を生じている。なお

0.3γ,10γ と接触させた成績 も1γ 接触 と同様にほとん

ど100γ 完全耐性を生 じた。

2.菌 量 と耐性出現

耐性発現が適応や誘導変異すなわちS

Mの 菌代謝系あるいは遺伝子に対する直

接作用に基 くものならば,SM接 触 は菌

量の多少を問わず耐性上昇を起す筈であ

る。それを確めるために10倍 稀釈系列 と

した菌液で1と 同じく,SM17連 続 接

触を行つた。結果は図5の 通 りで,総 菌数

2×105程 度以下の場合は8週 後になつ

て も生菌を証明で きず,1γ 含有培地に

は増殖は不可能であり,こ の菌液をSM

非含有Dubos培 地 に継代してもやはり

菌の増殖を認めえなかつた。したがって

1γ 以上の耐性菌は生じなかつた ものと

みなされる。菌数2×106程 度以上の場

合は菌数の著 しい減少に もかかわらず,

やがて菌の増殖をみ,か つ実験1に 見た

ような100γ 完 全耐性化が菌の増殖開始

後1週 程度の期間内に生じた〇

3.耐 性菌 と感性菌の増殖速度の比較

高耐性菌の増殖速度が早いと見掛上耐

性上昇を呈す ることになる。感性菌をS

M非 含有Dubos培 地へ,高 耐性菌をSM

非含有および17小ml含 有培地へ接種し,

増殖の早 さの差を比濁法で検討した。図

6に 示す ように三者間に差を認めなかつ

た。実験1で みた如 く,1γ で分離した

菌はすでにそのとき100γ 耐

性 となつていて1γ 耐性菌の

分離が不可能なため,1γ 耐

性菌と感性菌および100γ 耐

性菌との間の増殖速度の比較

を行 うことはで きなかつた〇

しかし増殖速度は固型培地上

の集落形成の早さか らも比較

で きる。表2に1例 を あげ

る〇1γ 培地に生える耐性菌

は対照および100γ 培地に生

える菌よりも集落形成に遥か

に長時間を要す る。すなわち

耐性が1γ 程度の菌は100γ

耐性菌 よりも増殖が遅い。

4。 耐性菌感性菌混 合培養の影響

SMの 作用以外に相互の代謝産物の干渉等が,菌 の増

殖速度,耐 性分布に影響するかどうかを見るために,混

合比を種 々に変 えて培養 し,菌 数の比を追うと表3の よ

うになる。若干の誤差や動揺はあるが実験1で みたよう

な著しい変化の原因となるような影響はない。100γ耐性
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表2集 落数増加状況例 資料は図4,図5の もとになつたもの(実験開始前の耐性分布判定の基礎成績)

小 川培地 に各稀釈 の菌液0.05mlを 流 したも の

表3感 性 菌 ・耐 性 菌 混 合 培 養 時 の 混 合 比 の 変 化ヒ

〇 コル ベ ン1,2,3,4の 順 に>100γ 耐 性 菌1の

混 合 比 を 少 な く して感 性 菌 とまぜDubos培

地 で 培 養 し た。

〇R100γSM含 有 小 川培 地 に生 え た菌 数

r1γ 〃

S対 照 〃

〇 培 養 日数 は コルルベ ン1,2で は7,11,20日,

コル ベ ン3,4で は,3,7,16口

a.菌 数の変化

b.耐 性菌混在比の変化

菌は,そ の混合率が少ないと,感 性菌よりも増殖速度が

やや遅いような傾向を示した。

5.SM間 激接触による菌数と耐性の変化

成績は図7に 示す如 くである。菌数はSM接 触前後す
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図6感 性菌と耐性菌の増殖速度比較

図7SM間 歓接触による菌数変化

総菌数の破線の箇所はSMを 除 くために遠心、洗滌後

新 しい培養液へ移植 したため 不連続であることを示す

なわち週4回,耐 性はSM接 触直前に週1回 測つた。洗

滌や移植に伴う菌の凝集や損失が誤差の原因となつて動

揺が大 きいが,通 覧して菌数増加は緩慢で

あり,耐 性上昇傾向はあまりない〇感性菌

が最後まで大部分を占めて残 る。

6.燐 酸緩衝液中での菌数と耐性の変化

菌数は図8aに 示す如く緩慢に減少した。

SM1γ/ml含 有の場合は対照の約1/10に

なつている。SMの 作用は培養液の場合に

較べてごくわずかである。SM耐 性につい

ては図8に 示す通 りで,緩 衝液内での耐性

上昇は認められなかつた〇

総括ならびに考案

本節においては,18SM筋 注の際SMが

血液中で達 しうる最高濃度である50γ/ml

16)を遥かに越え,臨 床上SMが 無効 となる

100γ耐性菌を便宜上高耐性菌と称し,SM

が長時間にわたつて維持 される濃度である

1γ/ml附 近 に耐性をもち,SMの 効果があ

る程度しか期待で きない1γ 耐性菌を低耐

性菌 と称し,そ れぞれR,rと 略記 し,感

性菌をSと 略記す ることとす る。ここに述

べ るR,rは 渡辺17)のSMindifferent,

dysgonicfesistantの 概念 とは全く異なっ

て,臨 床的便宜を考慮した定義である。

〔1〕 総括

A.菌 とSMと の接触条件に関する資料

(1)緩 衝液。SMと の接触のみではR,

rを 生 じない〇

(2)菌 の分裂を抑 えない程度の微量S

M。 耐性に影響を与えない。

(3)大 多数の菌の分裂を阻止す る濃度のSM〇

*菌 量により時間は異なる

(4)菌 量。(3)の 現 象が起るためには,は じめの死

滅期に生残 りうるだけの菌量(約2×106以 上)が 必要で

ある。

(5)週2回SM17/ml間 歓接触

S… 間歇期にのみ緩慢に増加

R小r<13)の ようにR/r≒1と な らない。

r/S<1感 性菌が最後まで大部分を占める。

B.菌 の増殖速度に関する資料

(6)S(対 照培地)≒R(対 照培地)

≒R(SM含 有培地)

ただしR十Sで 詳 しくみるとSが やや早い。
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図8燐 酸緩衝液中におけるSMと の接触

(7)r(SM含 有培地)<Rま たはS

C.耐 性菌の出現頻度に関する資料

(8)幼 弱 な菌では109程 度 の菌数の中では,R=0

(9)そ の菌が総菌数109～ ・1010に増殖す る過程で,

SMと なん ら接触しないで もR=101の 程度にRが 出現

する〇

(10)rは 動揺があるが,104～)105に1箇 程度

(11)R十Sの 混合培養によってR,Sの 比 率に大き

な動揺はない。

〔2〕 以上の資料による考案

A.rRの 起源にっいて

(8)(9)(10)か ら,諸 家1)2/3)4)5,9,10)の 説 く如 く

SMと 接触 しないでも突然変異によつて,rお よびRが

生 じうることは明らかであるが,同 時にSMの 関与によ

つても生 じうる。 このことはB,Cで 論ず る
。

B.rの 変異性にっいて

(a)S→rに っいて。SMの 誘導変異作用によつて

Sか らrが 生ずると考 えるにして も,(4)の 事実か らみ

てその頻度は低 く,2×106以 上のS菌 に数箇のrを 生ず

る程度 と考えられる。 この程度の頻度は,SMの 関与な

しで突然変異によつて生 じているrの 頻度を上まわるも

のではなく(10),実 際的見地か らは,rの 出現にはSM

の誘導変異作用を考慮する必要はない と考える。

(b)r→Rに っいて。すなわち(3)の 事実につい

ては次の三通 りの説明がで きる〇i)増 殖速度に関してR

》rの ため・ii)r→Rの 突然変異率が高いため,iii)変

異r→RがSMに よ り促進 され るため。SMな しで もr

→Rが 起 り易いなら,培 養中次第にRの 比率は増して く

る筈であるが,SMを 含 まぬ条件では(8)(9)(10)(11)

の よ うにrお よびRは ほぼ一定頻度で存在する。したが

つてii)は 否定できる〇著者の実験条件では,分裂が早い

場合でも,菌 数増加は1週 に102～102・5位 である。はじ

めR:r=1:104～105位 の開きがあるか

ら,今 仮にrが 分裂 しないままでいたと

して も,Rがrを 覆いつ くすには2～3

週 かかる計算になる。ところが実験1,2

では,Rが 出現 してか ら菌の大部分 を占

めるまでの時間は1週 位の ものである。

このような事実か らはi)の 外にiii)も

加つていると考えざるをえない。

C.r,R出 現 と耐性上昇の機作にっいて

緩衝液中のSM接 触および微量SMに

よる耐性出現状況に関する著者の成績は

(1)(2)の 如 くで,牛 場4)ら の所見と一・

致 し,横 田8)の 報告のような誘導変異作

用(以 下m.e.)は 認 め難い。また緩衝液

に葡萄糖を加えると耐性が上昇するとい

う,鳥 型菌による堀11)の成績とも一致 し

ない。r,Rの 新 たな出現には

i)菌 の分裂増殖(1)(11)

ii)SMの 一定量(2)(3)

iii)菌 の一定量(4)

の三条件が必要である。

SM最 少必要量は追究 していないが,0.3γ/mlで は

10γ/mlと 同 じく連続接触中に菌のほとんどがRと なる
。

0.03r/mlで は不変である。 すなわちSの 分裂を抑え
,

rお よびRの みを分裂 させ る程度のSMが 必要 と思われ

る〇

菌量については(4)の 如 くで,(10)と 考 え合わせ る

とき・SMと の接触以前に数箇以上のrが 存在する程度

の菌量がR出 現の必要条件であると考えざるをえない。

(3)の 現象におけるSM濃 度は0.3γ/ml～1/ml程 度

であるか ら,(3)は い わゆるonestepのR選 択現象 と

は異なるものである。これは同じような条件下において

SがRよ り遥かに多い耐性分布をえた金井9)の 成績 とは

異なつている〇細かい数字はあげていないが さ きに君

野10)は同 じような傾向を見て,そ の機作をm.e.と 考 え

てい る〇著者 も前報12)に おいてそのように発表し,続

いて牛場5)ら も確認している事実であるが,そ の機作に

ついて次のように説明を深めたい。

一・定量(2×106程 度)以 上のSに は突然変異によつて

発生したrが 数箇以上含まれている。SM適 用によつてS

は増殖を停止 し次第に死滅す る。rの み選択的増殖を起

す〇Sま たはrか らは突然変異によってごくわずかにR

を生ずるが,そ の外にrか らSMに よる誘導変異Rを 生

じてい く。しかも増殖速度に関 してr<Rで あるから,

(液体培地においては)rの 存在はたちまちRに 覆われ

てしまうと考 えられる。

SMのm.e.に っ いてのまとめ。S→rの 場合は,す

でに本節B(a)項 で述べたように,た とえあるとして も
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それによつて生じたrの 数は突然変異耐性菌rの 存在頻

度以下にす ぎず,実 際上の意義を有 しない。またE.Coli

で横 田8)が 見たようなS→r→R式 の耐性漸増は認めら

れなかつた〇r→Rに 関しては,SMを 含 まぬ場合は,

104～～105に1箇 位の割合でまれであるが,SM存 在下

ではもつ と起 り易 くなつていると考 えられる。すなわち

r→Rに っいてはSMの 誘導変異の役割が重要である。

〔3〕 臨床的意義について

およそinvitroの 実験を演繹 して 複雑な臨床の問題

を論ず るのは無理があるが,臨 床応用の立場か ら2,3

の点についてふれてみたい0

1。SMの 殺菌ないし減毒効果

実験1,2,3の よ うに生菌数が減少～消失すること

は,SMの 作用を受けた菌はなにか新しく有利な条件が

与えられなければ死滅してい くことを意味す る。すべて

の菌を直接に殺してい く消毒剤の如 く強力なものとはい

えないが,一 応金井のいう如 く殺菌効果があ る とい え

る。この効果は間歇使用ではほとんどない。したがつて

治療の原則としては間歇的使用でな く連続的使用が望ま

しい。休止菌に対しては殺菌効果は乏しく安定した病巣

には無効であろう。

2.菌 量

SM耐 性 出現にはYegian5)の い う如 く菌数が決定的

条件である。菌数が少ないときには殺菌効果が著しく,生

体側の反応と相まつて小さな病巣は単独使用で根治で き

よう。菌数が十分にあり増殖が良好な場合は連続接触す

るSM量 は0.3γ で も10γ で も同様に高耐性を生ず る。

したがつて副作用を恐れて少量のSMを 使用す ることは

妥当でないであろう。

3.耐 性

上述のように,菌 量が多い場合は菌は死滅せず高耐性

菌を生ずる。 これを防止す るためには,併 用療法の外に

間歇療法が次善策 と考 えられる〇

結 語

有毒人型結核菌H,,Rv株 を用いて,SM量,菌 量を

いいいうに変 えた条件下のDubos培 地および緩衝液に

おいて,連 続あるいは間歇接触を行わしめ,約1ヵ 月間

にわたり菌数および,耐 性分布の経時的動態を観 察 し

た。その結果次の知見をえた〇

1.SMは あ る種の殺菌的効果を示す。

2.SMは 休止菌に対 しては殺菌的効果乏 しく,ま た

耐性を上昇せしめない。

3。H37Rv株 は108～10gに101程 度のSM高 耐性

菌を,104～ ～105程 度のSM耐 性菌を含む。

4。 低耐性菌はSM含 有培地において高耐性菌よりも

増殖速度が遅い。高耐性菌は培地中のSMの 有無に拘 ら

ず感性菌と同様の増殖速度を示す。

5.感 性菌の増殖に影響 しない程度の微墨(0.03γ/ml)

SM接 触では耐性は上昇しない。

6。 連続接触す るSMは 低濃度(0.37～1γ)で あつて

も菌量が低耐性菌を含む量(約2×106)以 上ならば,4,

7に よ り菌の大部分は高耐性菌で占められる。それ以下

な らば1,に より菌は証明されなくなる〇

7.耐 性菌の起源は,低 耐性菌はほとんどが,突 然変

異で,高 耐性菌は一部は突然変異,一 部は低耐性菌か ら

のSMに よる誘導変異で出現す るものと考えられ る。S

M使 用中の高耐性出現については後者の役割が大きいと

考 えられる。

8。 間歇接触では殺菌的効果は著しくないが・菌の増

殖は緩慢であり,耐 性上昇 も少ない。

以上の実験結果に基 き,SM連 続 ないし間歇療法の臨

床的意義について考察を加 えた。

文献は第II部 において一括記載する。
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