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人型結核菌におけるSM耐 性,INAH耐 性お よび

PAS耐 性の定量的分析

東 村 道 雄 ・野 田 用 ・三 浦 幸 ご

国立療養所大府荘(院 長:勝 沼六郎博士)

(受付 昭溜30年11月28日)

Luria and Delbruck1)(1943)は,vims-resistant

 bacteriaがvirusの 作 用 とは無 関 係 にsensitive cells

のmutationsに よ つ て 生 じ る こ とを 証 明 し,そ のInut-

ationrateを 測 定 して耐 性 菌 の起 原 に関 す る今 日の定

説 の基 礎 を 作 つ た 。 次 い でDemerec and Fano2)(1945)

はLuria and Delbruckの 所 見 を 拡 張 し,E.coliに

お け る種 々のbacteriophage-resistance typesに.た い

す るmutationsが 互 にindependentで あ る こ とを証 明

し,こ れ らのmutationsがgene muねtionsに よ る も

の であ る と考 え た 。 細 菌 の 薬 剤 耐 性 菌 の 起 原 はOakberg

 and Luria3)(1947)お よ びDelnerec4)(1948)に よ り明

か に され た 。 す わ な ち前 者 はStaphylococcus aureusの

suifathiazole-resistanceがmutation and selection

の 機 作 に よ り出 現 す る もの で あ る こ とを 示 し,後 者 は

Stapbylococcus aureusのpenicillin耐 性 お よ びstre-

ptomycin(SM)耐 性 が,薬 剤 に よ り誘 導 され た もの で

な く,gerie mutationsに よ り発 生 す る こ とを 示 し,薬

剤 耐 性 株(以 下 た ん に耐 性 菌)がresistant mutalltsの

selectionに よ り認 め られ る こ とを 証 明 した 。次 い で,

Newcombe and Hawirko5)(1949),Demerec6)(1951),

Newcombe and McGregor7)(1951)な どに よ り,Rcoli

にお け るSM耐 性 へ のmutation rateが 測定 され,耐

性 菌 の起 原 がspontaneous mutationに よ る もの で あ る

こ とが 証 明 され た 。

結 核 菌 な い しmycobacteriaの 耐 性 菌 の起 原 も同 様 で

あ る こ とは 当然 で あつ て,pyle8)(1947)はSMを 使 用 し

た こ との な い患 者 の喀 痰 か らSM耐 性 結 核 菌 を 分 離 し

Venmesland,Ebert and Bioch9)(1947)は 人 型 結 核 菌

H37Rvに 自然 に存 す るSM耐 性 菌 を 証 明 した 。Yegion

 and Vanderlinde10,11)(1948,195o)はH37RvのSM

耐 性 の定 量 的 分 析 を行 つ た 。 一 方Demerec4)(1948)は

Staphylococcus aureusに お け るpenicillin耐 性 とSM

耐性 のsurvivai curvesとstepwise build-up of resi-

stanceか ら,両 者 の耐 性 の形 式 を比 較 した 。 す な わ ち

penicillin耐 性 は そ のfirst-step penicillin resistant

 strainsが 均 一 な耐 性 度 を有 し,そ の 高 度 耐 性 株 は

several stepsを 通 じて は じめ て分 離 で ぎ るの に た い し

て,SM耐 性 で はfirststepの 株 は耐 性 度 が 不 均 一 で

あ り,SM高 度 耐 性 株 をone stepで も得 る こ とが で ぎ

る と述 べ た 。Yegian and Vanderlinde10)(1948)の 研

究 は結 核 菌 のSM耐 性 も同 様 の 形 式 であ る こ とを 示 し

て い る。Hsie and Brysonl2)(1950)は,羅ycobacterium

ranaeに つ い てSM及 びneomycin耐 性 出 現 を 観 察

し,そ のsurvival curvesか らSM耐 性 が 上 述 同 様 で

あ る こ とを 示 して,こ れ を``facultative multiple step

 resistance"と し,neomycin耐 性 は 、Demerecが

Staphyl.aureusのpenicillin耐 性 につ い て観 察 した 形

式 す なわ ち"obligatory muitiple-step resistance"に

一 致 す る こ とを報 告 した 。 結 核 菌 のINAH耐 性 に っ い

て は柳 沢 な ど13)(1953)そ の他 が 感 性 株 中 にINAH高

耐 性 菌 を証 明 して い る成 績 か らそ の耐 性 形 式 がfacu1-

tative multipie-step resistanceに 属 す る こ とが 想 像 さ

れ る。PAS耐 性 に つ い て は小 酒 井14),15)(1952,1953)

が 臨 床 的 観 察 か ら``Demerecのpenicillin型 に相 当 す

る,,と 述 べ て い る。 しか し人型 結 核 菌 のSM耐 性,INAH

耐性 お よびPAS耐 性 に1関す るsurvival curvesが 作 ら

れ て い な い の で詳 細 な検 討 を必 要 とす る よ う に 思 わ れ

る。 わ れ わ れ は結 核 菌 薬 剤 耐 性 の臨 床 的 観 察 を 行 う 問

に,PAS耐 性 が相 当屡 度 に認 め られ る こ と(判 定 の基

準 につ い て は別 報 す るが,PAS503～1,0009単 独 投 与

で18例 神7例,SM-PAS併 用(SM35～509,PA-S1200

-1800g)で75例 中35例 す な わ ち約46%に 臨 床 的

PAS耐 性(10γ 耐 性)を 認 め た お よびPAS耐 性 菌 の 遺

伝 学 的 研 究 に よ り得 られ た 結 果 か ら考 え て,特 にPAS

耐 性 形 式 に つ い て検 討 す る こ とを 目的 と し,併 せ て結 核

菌 のSM耐 性 お よびINAH耐 性 形 式 に つ い て 知 見 を

加 え る こ とを 目的 と して,こ の研 究 を 行 つ た 。

実験材 料お よび実験 方法

使 用菌 株 はMycobacterium tuberculosis var.homi-

mis青 山B株 を 用 いた 。 培 地 は す べ て1%小 川(辰 次)培

地(基 礎 液(1%KH2PO4,1%sodium glutaminate)
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100ml;卵 液,200ml;2%malachite green,6ml;

glycerine,6ml.)を 用 い,試 験管に10ml宛 分注 し,

90℃1時 間滅菌 した。streptomycin(SM)はdihyd-

rostreptomycin sulfate(協 和),INAHはisonicotinic

 acid hydrazide(武 田),PASはsodium para-amino-

salicylate(田 辺)を 使用 し,蒸 溜水で適当な濃度にご稀

釈 して培地に滅菌前に添加 した。SMの 力価は滅菌によ

り,1/2に 減弱するものとして計算した。INAHお よび

PASは 添加量をそのまま表示 した。

survivors数 の測定には,被 検株の小川培地6週 培養

の集落をとつて,ガ ラス玉 とともに10分 間振盪 した後,

生理的食塩水(生 食水)に 浮游 させ,10-1～10-7に 稀釈

し,各 濃度の薬剤を含む系列に同一大型渦巻白金耳(0.

025ml)で 接種 した。薬剤の濃度により菌液濃度を調節

した｡試 験管数は各薬剤の各濃度について10～50本 の

組よりなる。接種後37℃ に培養し,SMお よびINAH

については4週 後に,PASに つ いては6週 後にこsurvivors

の数 を算定 した｡そ してsurvivorsの 出現率を各濃度

毎に表示して,survival curvesを 作つた。

survivorsの 数の判定をSMお よびINAHで は4週

後に行つたのに,PASで は6週 後に行つた理由は別報

するように,PAS耐 性菌でもPASに より著明な発育

遅延作用を受けるためである。PAS耐 性菌はPASを

含有 しない培地上ではほぼ感性菌同様の発育速度を示す

が,PASを 含有する培地 では,colony数 のactual

 countを 行い得る条件で2週 間以 上の 発育 遅 延がおこ

る。この報告のように酸またはアルカ リ処理を行わなか

つた場合で,PAS耐 性菌をPAS含 有小川培地にこ接種

する場合,single cellか らの発育が個々に分離 して起る

条件では6週 以後にはじめて集落の発育を認める。この

発育の遅延が,培 養中に培地のPASが 分解 して途中か

ら発育しはじめた菌によるものでないことは,培 地中の

PASが8週 後にも約1/4分1解 しているにす ぎないこと

を結核菌接種による生物学的検定法で証明してたしかめ

られた。ただしPAS耐 性菌の大量接種では4週 後でも

Table 1

Table 2

Table 3

集落融合発育を認め得る｡

実 験 成 績

SM,INAHお よびPASに つ いて作製 したsurvival

 curvesは 図に示す通 りである。図では生菌数を縦軸に,

薬剤濃度の対数を横軸にとつてある｡

(1)こ れ らの図から明かな通 り,INAHはSMお よ

びPASよ り微量で発育阻止を示す｡INAHの 最大発

育無影響濃度は0.01γ/mlで あるのにたいし,SMお よ

びPASの それは0.16γ/mlで あ る。したがつてINAH

の10γ/mlは 大 凡SMま たはPASの100γ/ml以 上に

相当すると考えられる。

(2)SM,INAHお よびPASに たいするsurvival

 curvesは 図から明かな通 り,比 較的相似であつて,耐

性菌の分布状態および耐性形式が本質的に差がないこと

を暗示 している。特にINAHお よびPAS耐 性菌が

one-step selectionで 得 られることを強調 したい。

(3)survival curvesを 同一紙 にplotし て比較する

と,3者 の中でSMのsurvival curveの 傾斜がもつと

も緩かであ り,特 に0.1～1.oγ/mlの 範囲でゆるやかで

ある。これは低耐性菌のpopulationが 耐性度に関して

不均一であることを示 している。換言すれば感 性株 の

populationのSM感 受性(耐 性)の 魚ctuationの 幅

が広いことを示している。これにたいして,INAHに たい
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す るsurvival curveの 傾 斜 が 最 も急 で あ り,感 性 株 の

INAH感 受 性(耐 性)のfluctuationの 幅 が 狭 く,感 性

株 のPopulation構 成 がINAH感 受 性 に つ い て比 較 的

均 一 で あ る こ とを示 して い る。PASのsurvival curve

はSMとINAHの 中 間 に 属 し,PAS感 受 性(耐 生)

のfiuctuationな い しPAS感 受 性 に つ い て のpopul-

ation構 成 もそ の 中 間 に属 す る こ とを示 して い る と考 え

られ る。

考 察

(1)SM耐 性,以 上 の成 績 か ら人 型 結 核 菌 青 山B株 の

SMに た いす るsurvival curveもDemerec4) (1948)

がStaphy1.aureusに つ い て 示 した もの,お よび'Hsie

 and Bryson12) (1950)がMycobacterium ranaeで 示 し

た も の と同 一 で あ る こ とが 分 る。 した が つ て入 型 結 核 菌

のSM耐 性 形 式 もHsie and Brysonの い うfacultative

 multiple-step resistanceの 形 式 で あ る と考 え られ る。

そ して感性 株 のpopulationを 溝 成 す るindividual cells

のSM感 受 性 のfiuctuationの 幅 はINAHま た はPAS

に比 較 して幅 が広 い。

(2)INAH耐 性,実 験 成 績 か らINAHに た い す る

survival curveもSMに こた いす るそ れ と類 似 して い る。

す な わ ちone-step selectionに よ り高 耐 性 菌 を 得 る こ

とが で き る点 でINAH耐 性 の 形 式 がDemerecが

Staphyl,aureusのSM耐 性 の形 式 にこ相 似 してお り,

facultative multiPle-step resistanceに 属 す る もの と

思 わ れ る｡し か し 感 性 株 のpopulationのindividual

 cellsのINAH感 受 性 のfiuctuationの 幅 が 狭 く,

population構 成 はINAH感 受 性 につ い て最 も均 一 で

あ る こ とが 注 目され る｡

な おmultiple stepを 通 じて のselectionに よ り得

られ た高 耐 性 株(highly-resistant strain)のpopulation

はSM耐 性 株 のpopulationがSM耐 性 につ い て均 一

で あ る の に た い して,INAH耐 性 株 お よびPAS耐 性 株

のpopulationは 耐性 度 にこつ い て は不 均 一 な もの しか 得

られ な い。 これ につ い て は別 報 す る。

(3)PAS耐 性,PASに た い す るsurvival curveも

SMに た いす る それ と類 似 で あ る。 す なわ ち 高 度 耐 性

菌 が 感性 株 のpopulation中 か らone-step selectionに こ

よ り分 離 で き る点 で,DemerecがStaphyl,aureusに こ

つ い て示 したSM耐 性 の形 式 とPenicillin耐 性 の形 式

との間 に類 型 を 求 め るな ら ば,前 者 に 類似 して お りHsie

 and Brysonの い うfacultative multiple-step resis-

tanceに 属 す る と考 え られ る｡

PAS耐 性 度 の 判定 に つ い て 問題 とな る の は,菌 株,

培 地,接 種 菌 数,判 定 日数 の 影 響 で あ るが,こ こに は判

定 日数 につ い て若 干 附 け加 え て お きた い 。被 検 菌 を ガラ

ス玉 と と もに振 盪 し,生 食 水 に浮 游 させ て,1%小 川 培

地に接種する場合,PAS耐 性菌でもPASの 存在で発

育遅延を受ける｡SMやINAHの 場合にも同様の傾向

があることが知られているが,肉 眼的判定では実際上遷

延作用はない といつてよい。 しか しな が ら,PASの

場合には,PAS耐 性株をseveral stepsに よ り分離

し,PAS100γ 培地に5代 継代した株でも,そ のPopu-

1ationの 耐性菌の発育(増 殖速度)は,PASな しの場

合(感 性菌 と同じ発育速度)よ りも著明に遅延する。こ

の遅延作用は培地に大量の菌を接種した場合にはPAS

100γ培地でも認め難いので,PAS耐 性菌はPASの 存

在でも通常の発育速度をもつと思われ易い6し か し接種

菌数が小で,各single cellか らの発育が別々のcolonies

を形成する条件では発育遅延を認めることができる｡わ

れわれの条件では6週 以後に集落発生を認めた。 これが

培地中のPAS分 解 によるものでないことは,生 物学的

なPAS濃 度 測定(人 型結核菌使用)か ら明かとなつたの

で,PASに よる発育遅延はPAS耐 性菌でも免れ得ない

本来の性質であると考えられる。 したがつてPASに た

いするsurvivorsの 算定の際には,single cellか らの

発育条件に等 しいので判定を6週 以後で行わなければ,

た とえ耐性菌が存しても見逃すことになる。(注,し か

し小川法でPAS耐 性菌を含む喀痰から菌 を培養する際

には,routine methodで はPAS耐 性菌が集束したま

ま培養されることは避けられないであろうから,4週 で

集落 を発見し得 ることもあ り得 よう｡)

(4)耐 性 の形式。ここに誤解をさけるために特に附記

したいことは,SM耐 性 の形式 とはDemerecがStaphyl.

aureusのSM耐 性 に認めた形式に類似の形式 とい う意

味に使用され るべきであつて,SM耐 性 の形式がすべて

の微生物について同一であると思つてはならないことで

ある。SM耐 性の形式はmycobacteriaま たはstaphy-

lococciに たい しては類似であるが,他 の微生物につい

ては他の形式,例 えばDemerecがStapbyl.aureus

のpenicillin耐 性 に示 したよ5なobligatory multiple-

step resistanceの 形式かもしれないからである｡したが

つて耐性の形式 とい う問題をとり扱 うならばHsie and

 Brysonの よ うにこobligatory or facultative mnltiple-

step resistanceと い う言葉を使用するのがよいように

思われる。そ してその定義 としては簡 単 に,one-step

 selectionで 感性株中に高耐性菌を発見できるかどうか

にして,こ の高耐性菌は一定培地で,感 性株のpopul-

ationを 溝成するindividual cellsの 大 多数 に たいし

てselectiveで ない薬剤の最大濃度のn倍 に耐性の菌 と

規定するのが便利であるように考える。 この報告ではお

よそ500～1,000倍 を とつている。

さらにこの高耐性菌の耐性度をどの点にするかについ

ても問題がある｡た とえばM.aviumのINAH500γ

耐性菌はmultiple stepに よつても分離 し難い19)。この
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場 合 高 耐 性 菌 の定 義 を 大 多 数 の 感 性菌 の 耐性 度 の約1お0

倍 の50γを とれ ばfacultative multiple-step resistamce

に な る し,約1,000倍 の500γ を とれ ば,multiple step

に よつ て も耐 性菌 を得 る こ とが 困難 で あ る｡こ の場 合 に

は,『 あ る濃 度 迄 の範 囲 で は … … で あつ た 』とい うよ うな

条 件 を つ け ね ば な らな い 。

総 括

(1)Mycobacterium tubefculosis var.hominis(青

山B株)のstreptomycin(SM),INAHお よびPAS

に た い す るsurvival curvesを 作 り,感 性 株 申 に含 まれ

る 自然 耐性 菌 の 分布 状 態 を検 討 した 。 そ の結 果3者 と も

one-step selectionに よ り高 耐 性 菌 を 発 見 で き る点 か

ら,facultative multiple-step resistanceの 形 式 で あ

る と認 め られ た。 特 に感 性 株 中 にPAS100γ 耐 性 菌 を

大 凡1お8に1～ 数 個 の 割 合 で認 め得 た こ とを強 調 した

い｡

耐 性 形式 の比 較 にこは,survival curvesを 作 つ てone-

step selectionで 高 耐 性 菌 を見 出 し得 るか(facultative

 multiple-step resistance),見 出 し得 な い か(obligatory

 multiple-step resistance)を 検 討 す るの が便 利 で あ る

が,培 地,高 耐 性 菌 の定 義 な ど に よ り形 式 が 変 化 す る可

能 性 が あ る こ とに注 意 しな けれ ば な ら な い｡

(2)感 性 株 のpopulationを 溝成 す るindividual cells

の 各 薬剤 に た いす る感 受 性 のfluctuationは,SMに た

い して 最 も変化 の 幅 が広 く不 均 一 で,INAHに た い して

最 も変 化 の幅 が 狭 く均 一 で あ る。PASは そ の中 に位 す

る｡

(3)PAS耐 性 菌 は1%小 川 培 地 上 でPASな しで は

感 性 菌 同様 の発 育 速 度 を 示 す が,PASが 存 在 す る時 に は

著 明 な 発育 遅 延作 用 を受 け る。 この 遅 延 作 用 はPAS耐

性 菌 が 多 量 であ る時 に は認 め難 いが,各single cellか

ら のcoloniesが 分離 して 発育 す る よ うな場 合 に は著 明

にご認 め られ る。 した がつ てPASに た い す るsurvivors

の数 を 算定 す る時 に,こ の 点 を 注意 しな け れ ばPAS耐

性 菌 の存 在 を 見 逃 す こ とを 強 調 した い。(PAS耐 性 菌 数

の判 定 は,1%小 川 培 地 で前 処 理 を しな い場 合,6週 以

後 で な け れ ば な らぬ0)

御指導を受げた勝沼六郎院長な らびに日比野進教授に

感謝の意 を表する｡
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