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結 核 菌 のINAH耐 性 に 関 す る 知 見 補 遺
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耐性株 におけ るSM耐 性菌出現率について

三 浦 幸 二

国立療養所大府荘(指 導一荘長 勝沼六郎博士)
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Miller and Bohnhoff1)(1947)は,meningococcus

よ り,type Bv ariantsを 分 離 した 。 このvariantB

は,invitroお よ びinvlvoに お い て,増 殖 す るた め

にstreptomycin(以 下S'Mと 略)に 依 存 性 を もつ もの

で,SM5γ/ml以 下 含 有 培 地 で は 生 え な く,SM100

～400γ/m'で,も つ と もよ く発 育 し た。 そ して,miceが,

SMを 投 与 され な け れ ば,miceに 対 し毒 性 を有 し なか

つ た 。 す な わ ち,SMを 投 与 され たmiceで は,mem-

ngococcalsepsisを 生 じた と,始 め て報 告 して い る
。 そ

の後 依 存 性菌 は,結 核 菌 以 外 の紬 菌 につ い て,多 く報 告

され て い る。

Mycobacterium tuberculoslsvarhominisに つ い て

は,Yegianet2),Lennert5),Owen4)ら の 報告 が あ り,

Mycobacteriumranaeに つ い て は,Yegian2)5～7)の 報

告 が あ る。Mycobacteriunl aviumに つ い て は,矢 坂,

山 村8)が 報 告 して い る。

依 存 菌 は,SM以 外 に は,Emersong)は,Neurospora

のsulfonamide依 存 株 に つ い て,ま たBryson et10)は ,

Mycobacterium ranaeのisoniaid依 存 株 につ い て報

告 して い る。

君 野11)はSulfathiazole500γ/ml～100γ/mlと,接 触

増 殖 したSM耐 性 菌 が,SM依 存 菌 に推 移 す る現 象 をみ

と め てい る。

Dernerec12)は,Escherichia coliに お い て,SM耐 性

の うち60%が,そ の 発 育 に とつ て,SMに 依 存 性 を もつ

もの で あ つ た 。 す な わ ち,そ れ らは,SMを 含 有 す る培

地 に お い て の み充 分 発 育 で きたが,SMを 含 有 し ない 培

地 に お い て は,儀 か に数 回 分 裂 す るの み で あ つ た と い

い,SM耐 性 菌 には,依 存 菌 が 相 当 量 含 まれ て い る こ と

を示 し てい る。

しか しな が ら,MiUer1)は,依 存 菌 は も と の 株 の

population10-10に1～3個 位 の割 合 で あつ た とい い,

Newcombe11)ら は,Escherichia coliに つ い て,SM耐

性 菌 お よ び,SM依 存 性 菌 へ のmutationrateを 測 定

し,1×10-10per bacteriunl per divisioncycleで あ つ

た と報 告 して い る。

病原 性 に つ い て は,橋 本13)が,18-bを 使 用 し,て ん

じ くねず み に皮 下 ま た は静 脈 に大 量 接 種 し,肉 眼 的 病 変

をつ くらず,無 毒化 が著 明であつた といい,ま た これに

対 し,SMの 投与を試 みた場 合 も,感 染 経過 に大 きな影

響 を,与 え るこ とはで きなかつた と報告 し て い る。 頻

度,病 原性の点 よ り,SM依 存菌は臨床的には,兎 角軽

視 されが ちで あるが,著 者は,Mycob&cterium avium

のSM高耐 性菌 の,SM使 用時 におけ る生菌 数 に つ い

て,興 昧あ る所見 を得 たので,本 紙 にこれ を報告す る。

実 験材 料

使 用 菌株;

Mycobacterium avium獣 調株 よ り,わ れ われ 研 究 室

の君 野 が分 離 した,SM耐 性 菌(SMR-3a,20 ,000γ

以 上 耐 性,以 下SMRと 略)お よび 当 研究 室東 村 が,、同

様 に分 離 し たINAH耐 性 菌(そ のpopulatio血 構 成 は,

IN1=42.5%,IN10=28.4%,IN50=17 .8%で あっ

た)を 使 用 した 。

培 地:

Sauton培 地 を使 用 した 。 その 組 成 は,グ ル タ ミン酸

ソ ーダ4.0gm,グ リセ リン6.0ml,ク エ ン酸 鼠09m ,

第1燐 酸 カ リ0.5gm,MgSO4・7H2O0.5gM,ク エ ン酸

鉄 ア ンモ ン0.05gm,蒸 溜 水1,000mlで,pHは7.4に

修 正 され た 。 そ して,50mlず つ200mlのErlennmeyer

の フ ラ ス コに分 注,115℃,20分autclay即 に よ り滅 菌

され た。 生 菌 数 を決 定 す る ため には,Sauton寒 天 培 地

(そ の 組 成 は,Sauton培 地 に,3%の 割 合 に,寒 天 が 加

え られ た。)を 使 用 し,各 平 板 に,20mlず つ分 注 した 。

使 用薬 剤;

SMは,Dihydro-streptonlycin Sulfateで,協 和 製 薬

会 社 製 を使 用 し た。INAHは,Isonicotinic acidhydr

-azideで,田 辺 製 薬 会 社 製 の もの を使 用 し た。

実 験 方 法

(1)Sauton agar Slantに 保 存 せ るSMRを,Sauton

培 地 に て,培 養 し,接 種 後,3,6,8,14,24日 目に,

菌 を と りナ ス型 コル ベ ンに て,ガ ラス玉 とと もに10分 間

振盪,生 理 的 食 塩 水 に懸 濁 し,均 等 浮 游液 とな し,そ の

菌 液 を0.1mlず つ,INAH50γ/ml,お よ びINAH50

γ/m1+SM200γ1m1を,そ れ ぞれ 含 有 す る3%Sauton
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agar平 板 に 接種 し,ま たその菌液 の10進 法 による稀釈

液 を,SM2COγ/醜 を含有す る培地 と,薬 割 を含有せ

ぬ培地 に接種 し,接 種菌数 当 りのSM200γ 耐 性菌数,

INAH50γ 耐性菌数,お よびSM200γ/ml併 用時にお

けるINAH50γ 耐性菌数 を比較 した。

(2)上 記 の実験 によ り,SM200γ/ml含 有培地 に生 え

たSMRのcdoniesを,1個 ずつ釣菌 し,1個 のcolony

を,SM2COγ/ml含 有3%Sauton agar Slant(小 試

験 に2mlず つ分注)お よび,薬 剤 を含 まぬ3%Sauton

 agar Slantに,そ れぞれ接種 し,37℃4日 間培養 し

SM dependent mutantを し らべた。

(3)実 験(1)と同 じ く,保 存 せ るINRをSauton11培 地

にて培養 し,同 様 な方法によ り菌液 を調製 し,5,7,12

,30日 目に,SM200γ/mlお よびSM200γ/ml+INAH

10γ/mlを 含有す る3%Sauto agarに,0.1mlず つ接

種 し,そ の稀釈液 を,INAH10γ/m～ 含有す る培地 と

,薬剤 を含有 しない培地 とに接種 し,生 菌数当 りのINAH

10γ 耐性菌数,SM2COγ耐 性菌数INAH10γ/ml併

用時 におけ るSM200γ耐 生菌数を比較 した。

実 験 成 績

(1)SMRよ りSM併 用お よびINAH単 独使用におい

て出現す るINAH耐 性菌数 につい て。

表1の 如 き成績 を得 た。す なわち,接 種菌数9に対す る

SM200γ耐 性菌数 の100分 率は,3日 目は110.3%6

B目 は166。7%,8日 目は131・6%,14日 目は48.2%で,

24日 目を除 き 憩0%以 上で あつた。 それ を図示す ると,

図1の 如 くであ るが,明 らか に,薬 剤 を含有 しない培地

の生菌数 に比 し,SM含 有培地 におけ る生菌数の増大 を

み とめた。

生菌数 当 りの,出 現 す るINAH950γ耐 性菌数 と,S

M200r/ml併 用時 において出現す るINAH507耐 性菌数

をみ ると(表1),明 らかに,SM欝00γ 併用時 に増大 を

み とめた。 これ を図示す ると,図2の 如 くになる。

表1SMRよ り,SM併 用 およびINAH単 独使用

において出現 す るINAH耐 性菌数

(2)実 験(1)において;SM含 有培地 におけ る生菌数 の

増 大は,SM-dependent muttantに よる もの と患 われた

ので,colonyを1個 ずつ釣 り,SM200γ/ml含 有,お

よび薬剤 を含有 しない3%Sauto agarslantに 接種

図1SM200r耐 性菌数 の接種菌数 に対す る百分率

図2INAH50γ耐 性 菌数

したが,dependent mutantを 分離す ることはで きなか

つた。

実験は,前 後3回 行 い,1回 につ き,100coloniesず

つ を行つた。

(3)INRよ り,1NAH併 用 およびSM単 独使用にお

い て出現す るSM耐 生菌数 について

表2の 如 き成績 を得 た。接種菌数 に対す るINAH10γ

耐性菌数 の100分 率は,100%以 下 で,薬 剤 を含 有しない

培地の生菌数に比 し,脳AH含 有培地におけ る生9菌数 の

増大 を認 めることはで きなかつた。

表2INBよ り 脳AH併 用お よびSM単 独使用 に

おいて出現 す るSM耐 性菌数

また生菌数当 りに,出 現す るSM200γ耐 性菌数 と

,INAHlOγ/ml併 用時 において 出現す るSM鈴0γ 耐性

菌数 をみ ると,SMRの 場合 と異 な り,INAH併 用時 に

おいてSM耐 性菌数の増大を認 め ることはで き な か つ

た。
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図51NAH10γ 耐性菌 の接種菌 に対す る百分率

図4SM200γ 耐 性菌 数

考 察

使 用 し たSMRは,20,000γ 以 上 の高耐 性 菌 で あ る。

こ の菌 株 を,SMを 含 有 し ない 培 地 に接 種 し た場 合 の

生 菌 数 よ り も,SM200γ/mlを 含 有 す る培 地 に接 種 した

場 合,生 菌 数 が 著 明 に増 大 す る こ とは,そ のpopulation

が,耐 性 菌 の み に よ り構 成 され るの で は な く,そ れ以 外

の もの が,そ のpopulation構 成 に 大 きな役 割 を して い

る こ とが考 え られ る。

こ こ で,第1にdependeentに つ い て の定 義 が 問 題 と

な る。

MiUerは,依 存 菌 は,も との株 のpopulation101)に

1～3個 位 の 割 で 分離 した とい つ て い る。 ま たNewcombe

ら14)は,Eschgrichia coliに つ い て,SM依 存 性 菌 お よ

びSM耐 性菌 へ のspontaneous mutationrateを 測 定

し,両 者 と もに,1×10-10oper bacterium per division

cycleで あつ た とい つ てい る。 人 型 結 核 菌 に つ い て は,

橋 本15)は,人 型 結 核 菌H2株 よ り18-b株 を,4。4×109に

1個 の割 合 で分 離 し て い る。 ま た,東 村,三 浦,野 田15)

は,青 山B株 を使 用 し,SM20γ に 対 す る感 性 菌 よ りの

出現 率 を し らべ た とこ ろ,107に8.6個 で あ つ た。 これ

か ら考 え る と,入 型 結 核 菌 に お い て も,Escherichia coli

に お い て も,SM耐 性 菌(た だ し高 鰍 性 菌)お よ びSM

依 存 菌 へ のspontaneous mutation rateは,ほ ぼ同 率

で あ る筈 で あ る。

Mycobacterium aviumに つ い て は,東 村,三 浦,橋

本16)は,SM耐 性へ のmutation rateは,10-10～10-11

per bacterium per bacterial generationで あつ た。依

存菌 につ いては,矢 坂,山 村8)が 分離 してい る。

今,保 存菌 に,全 くSM依 存菌 を含 んでい ない場舎 に

は,dependentは,1010～1011に1個 しか含 まれぬ筈 で

ある。 しか るに本実験 におい ては,SM200γ/ml含 有

Sauton agar上 の生菌数 は,薬 剤含有培地上の生菌数に

比 し著明な増 大を示 した。 こ れ は,保 存せ るSMR中

に,す でに相 当数 のSM依 存菌 が含有 されていた ことを

示 してい る。

また,橋 本17)は,18-bの 逆変 異率 については,SM

高濃度含 有Kirchner寒 天培地継代第11代 お よび第25代

の逆変異率 は,そ れぞれ1;4.8×106,お よび1:4.3

×106で あっ た といい,極 めて,安1定 せ る もので あつた。

安定せ る もので ある故,分 離がで きたので,こ れ を,狭

義のdependentと 考 えたい。耐 性菌は もちろん薬剤含

有培地 に も生 え,薬 剤 を含有 しない培 地に も生 えるが,

特に発育 を促進 され る もの を,増 強株 といわれてい るよ

うであ るが,こ れが果 して妥 当であ るか問題であ る。わ

れわれは,増 強株 を,不 安 定なdependent mutantと

考 えてい る。すなわち不安定 であ るか ら,colonyを 釣

つ て接種す る と同時 に逆変異 をお こして,resistantと

な ると考 えてい る。 したがつてdependentと は,い わ ゆ

る狭 義の安 定 したdependentと,い わゆ る,増 強株 を

含んだ もので ある。 こ の よ うに定義す ると,SMRの

populatioa中 には,極 めて多量 のdependentを 含 んで

い ることとな る。

しか るに,実 験(2)において,colonyを 釣 った場合,

狭義 のdependentを,証 明す ることがで きなかつたの

は,(少 な くも,300colonies中 に1個 も発見で きなか

つ た。)ほ とん どが,い わ ゆ るSM増 強株 であつ たこと

にな る。

SMRよ りの,SM併 用 またはINAH単 独使用時に

お ける,INAH50γ 耐性菌出現 率 につい てであ るが,

INAH50γ/mlの み を含有 した=場合に 出現 す るINAH

50γ耐 性菌数 よ りも,INAH50γ/mJ十SM200γ/mZを

含有せ る培 地に出現 したINAH50γ耐 性菌数 の方が,

は るかに大であつた。 これは,い わゆ る増 強株 よ り出現

せ る もの と考 えられ るが,こ の事 実 よ り下 記の如 く,さ

らに興 昧あ る事 実を観察 す ることがで きる。

例 えば,表1の8日 菌 の場合 を採 り上げてみ ると,接

種菌数 に対す るSM200γ 耐性菌数の100分 率 は,131.6

%で あ る。SMRは,20,000γ 以 上の耐 性であ るので,

100%はSM耐 性菌 であ り,31.6%はdependentで あ る

筈 であ る。 その100%のSM耐 性菌 よ り出現せ る平板 当

りのINAH50γ 耐性菌 数は42.6で,31.6%のdependent

よ り出現せ る平板当 りのINAH50γ 耐性菌数 は346.6と

42.6の 差,す なわ ち30.4で あ るべ きで あ る。 これ よ り
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み る と,SM-dependentよ りのINAH50γ 耐 性菌 出現

率 は,SM耐 性 菌 よ りのINAH950r耐 性菌 出現 率 の約

24倍 とい う事 実 を見 出 す こ とが で き る。 これ か ら考 え る

と,,SM-dependentは,"極 め てINAH耐 性 菌 を生 じや

す い性 質 を持 つ てい る こ とが うか が われ る。

INRに つ い て も,同 様 な 実 験 を行 つ て み た 。Bryson,

Deiches,andSzyBalski10)は,Mycobacterium ranae

のINAH依 存 株 を分 離 し て い るので,SMの 場 合 の如

き結 果 を予 想 した の で あ るが,INRの 場 合 に は,特 別

な る事 実 を 見 出 す こ とは で きなか つ た 。

した が つ て,INRのpopulation中 に は,SMRほ ど

多 量 には,そ のpopuatioa中 にdependentを 含 有 し

な い もの と思 わ れ た 。

結 論

Mycobacterium avium獣 調株 よ り分離 したSM耐 性

菌株(20,000γ 以 上耐性)お よびINR50γ を使用 した。

培地 は,Sauton培 地,お よび3%Sauton agarで あつ

た。

(!)保 存 せ るSMRを,Sauton培 地 にて培養 し,3,

6,8,14,24日 目に,ナ ス型 コルベ ンにて均等浮游液 と

な し,INAH50γ/mJお よびINAH50γ/ml十SM2CO

γ/mZを,そ れ ぞれ含有す る3%Sautonagar平 板 に等

量ずつ接種,そ の10進 法に よる稀釈液 を,薬 剤を含 有せ

ぬ培地に接種 し,接 種菌数 当 りのSM200γ 耐性菌 数,

INAH50γ 耐性菌数,お よびSM200rml併 用時 にお

けるINAH耐 性菌数 を比較 し,接 種菌数に対す るねSM

200耐 性説 の増加,およびSM200γ/ml併 用時 にお

けるINAH50γ 耐性菌数の増大 を認めた。

(3)SM3200r/ml培 地 に接種せ るSMRのcdony

を,1個 ずつ とり,1安定 した依存株 を分離 しようとした

が,分 離す ることはで きなかつた。

(3)INRに ついて も,SMRと 同様な実験 を行つた

が,SMRの 如 き結果 を得 ることはで きなかつた。
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