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薬剤耐性結核菌の毒力 とこれに関連 した諸性状について

第1篇 主 としてKn1株 のSM,INH耐 性株お よびその純粋株 の毒力について
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緒 言

結核菌が抗結核剤 に耐性 を得 ると,そ の原感性株 とは

異なつた毒力 を示すか もしれない とい う考 はかな り以前

よ り述 べ られてい る。 この問 題は細 菌の変 異 とい う生物

学 的興味 と同時 に,臨 床 的に治療 ない し予 後に対 して重

大な関連 があ り徹底 的な検討 が必要 であ ろう。

現行 の薬剤 中,SMに ついてはすでに1948年 のSteenk-

en1)の 論文 に耐性菌毒 力の変 動を思 わせ る成績 がみ られ

る。しか しその後 の報告 は必ず し も結論 が一致 せず,S

M耐 生株 の毒力 がその感性株 に比べ て 上昇2),不 定3)4),

不変5二6)といつ た雑多 な見解 が示 されてい る。またPA

S7)(減 弱),TB18)に 関 しては発表が少 な く毒力 の変動

を結論づ け るには未だ不十分 であ る。

現在最 も関心 を払 われてい るの はINH耐 性菌 であつ

て,上 述の各耐 生菌 とは異 な り種 々の性状 の変化が認 め

られてい る。

INH耐 性菌の毒力 に関 してはKarIson&:Ikemi9)

やGoulding(1952)の 論文 に も触れ られてい るが,こ の

問題が入 々の注 目を惹 くよ うになつたのはMiddlebrook

一派の一連の発表に よ り11)～15),カタ ラーゼ活性の消失

と生体 内の毒力 との関連 を強調 した1953年 ごろか らで あ

ろう。

すでに発表 された研究 よ りおお よその傾向 を うかが う

と,INH耐 性 菌の毒力がモルモ ット皮下 接種 において

低下 してい るとい う意見 が圧倒 的に多い16)～25)。しか し

一部 には低下傾 向を認 めて も耐性 度 と毒 力低下 との平行

関係 を否定 し17/27),静 脈 内では感染 を起す とし12),他

の動物特 にマ ウス静脈 内接種 では毒 力が保持 されてい る

とい う報告 も多 い9)14)17)21)26)28)。また 臨床観察 におい

て動物 と平行 す る毒力 の減弱 は認 め難 く,人 体 内の状態

と結び付 けるにはきち に研究 を要す ると も述べ られ てい

る29)30).

以上の よ うにINH耐 性菌の毒力 に関す る知見 は現在

なお明確 な結論 に到達 していない。

しか るに一方 その毒力低下 を一般的既知の 事 実 と し

て,そ の上 に立つ た取 扱い を行わん とす る傾向が特 に諸

外国 にはある らしい。

この ことはさ らに多 くの慎重 な検討 を要す る問題で あ

り,こ こに実験デ ータを追加す ることはあ なが ち無駄で

はない と思 われ る。

実 験

12,3の 患者分離 耐性株 お よび試 験管 内耐性株 に よ

る毒力試 験

1.方 法

イ 供試菌株

試験管 内耐性株:本 実験 に用 いたKH1株(ま たは清

H1株,旧 称仲野株)は 昭和23年 当所におい て患者喀痰 よ

り分離 し,爾 来標準強毒人型結核菌 として繰返 し動物攻

撃試験 に用 られた ものであ る。したがつてその毒力 は十

分 に検討 せ られ,現 在1/100mg皮 下接種 で成熟 モルモ ッ

トを2～3ヵ 月後 に斃死せ しめ うる。この菌株か ら下記

の よ うにして人為的 に耐性株 を作製 した。

KH1-mS;一 保存菌株 として 毎 月1回,1%小 川培地

に よ り継代 して きた感性原株 を後述(第2実 験の項 に詳

述)の 方法 によ り単個菌か ら増殖せ しめた9もの である。

KH1-SM1000:-KH1-mS(ソー トン培 養)一(10mg/

cc菌液0.1cc)→100γ/ccSM含 有 キル ヒナ ー培地一(3週 後)

→1%小 川培地 一(1mg/06菌 液0.1co)→1000γ/ccSMキ

ル ヒナ ー培地一(7週 後)→1000γ/6cSMキ ル ヒナ ー培地

一(1ヵ 月後)→1%小 川培地(以 下毎 月1回1%小 川培地

で植 継)

KH1-INH-100:-KH1-mS(ソー トン培養)一(10m8/6c

菌液0.1c6)→10γ/c6含 有 キル ヒナ ー培地一(1ヵ 月後)→

1%小 川培地一(4週 後)→10γ/CCINHキ ル ヒナー培地一

(3週 後)→100γ/6clNHキ ル ヒナ ー培地一(1週 後)→1%

小川培地(以 下毎 月植継)

患者喀痰 よ りの分離株:SM-1000株,SM-100-IN100

株,IN100株,感 性 株。

以上4株 は全 く別個の患者 よ り3%小 川培地 で分離 し

た もので厳密な意昧の毒力比 較 はで きないが,試 験管 内
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株 の対照 として加 えた。

以上 のin vitro,invivoの 耐性株7株 を1%小 川培

地 に同時 に培養 し,4週 目の菌苔 を集 め,磨 砕 コルベ ン

手振 り法 でそれぞれの菌液 を作 り実験 に用 いた。 これ ら

菌液 の実験時 におけ る耐性 度,生 菌量,カ タラーゼ反応

の成績 は図1に 示す通 りであ る。 これ ら各菌株 の耐性 度

図1供 試菌株 の耐性度(1)

は名称 の示す ところとやや喰違 つてい る。生 菌数はKH

1-IN-100の み甚だ少 な く,カ タラーゼ定性 反応 は用い

られたINH耐 性菌 のすべてに陰性 であった。

ロ 実験動物 と接種 方法

ツベル クリン陰性健 康モルモ ットをおのおの4～5匹

の14群 に分 け,上 記7株 を それぞれ脳内,お よび皮下に

接種 した。接種菌量 は脳内に1mg/ccO.1cc,下 腹部皮下

に0.02mg/ccO.5ccを 用 いた。他方健康 マ ウス各10匹 ず

つに同様 脳内,静 脈 内に注射 した。マ ウスの場合 は脳内

1mg/ccO.03cc,尾 静脈内1mg/coO.1ccを 用いた。モ

ルの脳内接種はほぼSmithBurnの 方法 に準 じ歯科 用錐

で穿頭 の上,短 かい注射針 を用い,マ ウスで は直接短針

を刺入 した。脳内接種の動物 は1日 位 は食 欲 も低下す る

よ うであ るが翌 日か らは全 く元気であ る。

ハ 観 察

以上の各動物 の うち脳内接種 群は隔 日体 重 と全 身状態

を観察 し,皮 下,静 脈 内群 は隔週 とした。か くして死 亡

動物 はその都度,生 残 り動物 は接種後6～7週 で屠殺剖

検 し,肉 眼的内景検査,脳,脾,肺 の定量培養(小 川氏

法)を 行い,さ らに一部動物材料 について臓器内結核菌

の耐性 検査 も試 みた。

2.成 績

結果 を総 括的に図示す る。

図2Aは モルモ ット脳内接種群の各動物 の後肢麻痺 発

現時期 および死 亡に至 る期 間を線 の長 さで示 した もので

あ る。 これによ るとinvivoSM100-IN100株 とin

vitroIN-100株 では全例 が6週 の観察期 間中生存 してい

た。他 はおお よそ2～3週 で揃つて死亡 した。in vivo

図2A脳 内接種 モル モ ッ トにお ける後肢麻痺発現 と

死 亡に至 る日数(1)(× 死 亡,▼ 後肢 マ ヒ)

(数掌ば平均死亡日数一括孤内後肢マヒ日数)

のIN-100株 の一部 は生命 を延長 してい る。 この表 で興

昧 あ るのは,死 亡 しない群 で も軽 い後肢麻痺 がみ られ,

しか も各群共 ほぼ同時期 に発現 してい ることであ る。

図2Bは モルモ ッ トの皮下接種群 におけ る肉眼的病変

の程度 を示す ヒス トグ ラムであ るが,脳 内接種 の場合 の

図2B皮 下接種 モルモ ット こおけ る

肉眼 的病変の 程度 と脾重量(1)

生存期 間 とほぼ逆の関係 を示 し病 変が強 くなつてい る。

ただ しinvivoIN-100が 脳 内接種 で全例死 亡してい る

にかかわ らず,全 例 生残 つたSM100-IN100株 よ りも

病変 が少ない といった若干 の喰違 いがあ る。

次にマ ウスの脳内接種群 には結核死 と思 われ る例 がな

く,い ず れの群 も生残 つた。また静脈 内接種 で も肉眼 的

にはほ とん ど病変 が認 め られなか つた。

これ ら各動物 の臓器 定量培養 の成績 を一覧表 に示す と

図3と な る。 この うちでモルモ ットの脳内接種群 は脳,
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図3臓 器定量培養平均集 落数(1)(各 臓器10m8中)

脾,肺 の各臓器共,生 残期間 と全 く 一致 した生菌数を示

してい る。 また皮下接種 の場合 も肉眼的変化 とほぼ平行

してい る。す なわ ちin vivo SM100-IN100とinvitro

IN-100株 では毒力低下が著 しい。 しか し,こ れ らの菌株

に して も全 く生菌 の発生 をみなか つたのは脳 内,皮 下群

共,肺 におい ての みであつ て,他 の臓器 にはか な りの集

落が認 め られた。 またin vivo IN-100株 で は臓器培養

において も多数の菌が見出 された。

マウスは前述の ように脳内接種では死 亡せず,静 脈 内

接種で もほ とん ど病変 を作 らず,各 群 間の差異 を認 め る

ことがで きなか つたが,臓 器定量培養 には,各 群共結核

菌集落 を検 出しえた。 しか し表 に示す よ うに,お お よそ

一様 に菌数が分布 し
,各 群間の一定の関係 は証 明 されな

い。特 に脳内接種 において,遠 隔の脾 に各群一様 に多数

の菌が見 出 され るのは,マ ウス体 内では各菌株 が同程 度

の生存力 を保持 してい ることを示 してい る。

次 にこれ ら定量培養 の際の一部材料 で再び耐性度 を直

接 に測定 した(図4)。 この検査 ではINH耐 性菌が全

図4モ ル モ ッ ト脾 による直接耐性 検査(1)

く発生せず,生 体 内耐性度の変動 は知 りえなかったが,

in vitro SM耐 性菌の接種動物内の菌が,接 種前1000γ

(10000γ まで測定)よ り10000γに耐性 となつ てい るのが

注 目され る。

3.小 括

本実験 の成績 を通 じて次の ことがい える、すなわ ちS

M耐 性株 はin vitro,in vivoの いずれで得 られた もの

もその毒力が感性株 とほとん ど変 つていない が,INH

耐性株 で はモル モ ッ トの皮下お よび脳 内接種 でか な り著

明な毒力の低下 が認 め られ る。 しか しマウスで は脳内,

静脈 内接種 の両者共,こ れ らの関係が明 らかでな く,む

しろ感性株 と大差 のない成績 を示 してい る。以上の所見

を さらに検討 す ると,モ ルモ ッ トの脳 内接種 においてI

NH耐 性株群 の生命延長 ない し実験期 間中の生残 がみ ら

れ るが,後 肢麻痺 の発現 は全例 に起 り,一 応2週 前後 に

は発病 してい る もの と考 え られ る。 したがつ て菌 は各群

一様 に増殖 し
,後 になつて弱毒株 とみ られ る菌が漸次消

滅 してゆ くのであ ろう。 この ことはMitchisonら の考

え方 に近 い成績 であ る。またモルモ ッ ト皮下 接種 で も全

体 としてINH耐 生株 の毒力低下 が著 明であ るが,そ れ

らの菌株 で も内臓 にか な りの病変 が認 め られ る。 さ らに

臓器の定量培養成績 も,こ れ ら肉眼的所見 とほぼ平行 し

た結果 を示 してい る。 しか しINH耐 性株で あつて も7

週 後に脾 や肺 の遠隔の臓器か ら少ないなが ら生菌 を検出

し うるのは,こ の菌株 といえ ど もモルモ ットに起病 力を

全 く失 ってい るとはいえないであろ う。

マウスでは各菌株間 の相異 は脳 内,静 脈 内共 モル モ ッ

トの場合 よ りもさらに不明確 である。このことは,モ ル

モ ッ トと異 な りマウスに接種 され た非病原性 抗 酸 性 菌

が,か な り長期 に亘つて検出 し うる現 象 と考 え併せ ると

興 昧深 い。(わ れわれは静注マ ウスの結 核症 はモルモ ッ

トの場合 よ りも,特 異性 が少 な く敗血症 に近 い病状 では

ないか と考 えてい る。)

臓器内菌の直接耐性検査 は使用 した臓器の生菌数が少

なかつたので,ほ とん ど結論 は述べ られ ないが,invitro

SM1000株 が接種 前 よ り高い10000γ にまで完全 耐 生を

示 したのは,少 な くともSM耐 性株 の生体 内増殖力 が,

INH耐 性株 とは異 な り低下 してい ない証拠 であろ うと

思われ る。

IIinvitroの 耐性株 を純化 した場合の毒力

多 くの場合,実 験に供 され る結核菌菌株 は菌集落 を そ

の まま塗擦 または菌液 として流 入 して継代培養 した もの

であ るか ら,そ の うちには一部感性菌 も混入 してい るか

もしれない。

したがつて,こ れ らの菌株か ら1個 の菌体 を取出 し,

これ を増殖せ しめた菌株 を用いて再度 モル モ ットに対す

る毒力 を検査 した。

１ 実験方法

イ 単個菌 よ りの菌株の作製

以前の実験51)に用 いた特殊 の凹窩硝 子の凹窩 の縁 を一

郭欠 き鈎菌 口をつ けた。 この蓋硝子下面 にキル ヒナ ー寒
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天の薄 層 を貼布 し,結 核菌菌液 を懸 滴 し,油 浸下 に単個

菌 を探 し37℃ にて,2～4個 に増殖せ しめ る。 この菌

は弱拡大下 で もみ うるので,顕 微鏡 の十字 動装置 を改造

した簡易 な器具 に尖 端を磨 いた白金線 を と りつけたもの

で鈎菌す る。 この場合,他 の菌 に全 く触れずに鈎菌 され

たことを操作前後 の写真撮影 によ り記録 した。この よ う

にして白金線 の尖 端に附着 せしめた菌 は キル ヒナ ー液状

培地中で洗 い落 され,さ らに培養す る。 この方法に よれ

ば感性菌,SM耐 性菌 で5回 位 に1度,INH耐 性菌で

10～15回 に1度,ケ シ粒 のよ うな菌集落 の発育 がみ られ

る。

ロ 供試菌株

KH1-m-S:― これ は第1実 験 にすで に 使用 してい る

が,感 性原株 を上記の方法 で純化 し%小 川培地 に継代保

存 してい るもの。

KH1-m-SM∞:― 第1実 験 に使用 したjn vitro SM-

1000株(KH1-m-Sよ り前記の よ うに作つた入為的SM

耐性株)を 純化 した もの であるが,偶 然 にSM100000γ に

完全耐性 を示 す菌が得 られたので 特 にSM-∞ と名付 け

た。 この濃 度は現 行の方 法で測 定 しうる最高 の濃 度で,

これ以上にな ると培地が変質 し,測 定で きない・

KH1_m-IN-100:― これ も前述 の実験に使 用 したin

vitroIN-100株 を純化 した もので,図1の 耐 生度 と異 な

り,INH100γ に完全耐 性 を示 した。

以上の3菌 株 の耐性度,使 用時の生菌単位,カ タラー

ゼ活性,ベ ル オキシダーゼ活性 を図5に 示す。 カタ ラー

図5供 試菌株の耐性度(I)

ゼ,ペ ルォ キシダ ーゼ共,INH耐 性菌 にのみ全 く消失

し,感 性菌 とSM耐 生菌 はほぼ同程度の反応 を示 した

。ハ 動物 お よび接種方法な らびに観察

健康 モル モ ッ ト各5匹 の3群 の皮下 にm-S0.02mg/cc

0.5cc,m-SM〓0.02m.g/cc0.566,m-IN-1000.2mg/co

0.5ccず つ接種 した。INH耐 性株 のみ菌量 を多 くした

のは,第1実 験において,本 菌株 の生菌量 が少なかつた

た めであるが,後 に判明 した生菌単位 は図5の よ うに,

他の菌株 と大差 な く,結 果的 に10倍 も多 く接種 したこと

になつた。

か くして型通 り毎週観察 後8週 にて屠殺剖検 し,肉 眼

的病変 と臓器内生菌 分布 を検査 し一部臓器はその中の菌

の耐 性検査お よび病変の組織学的検査 を行つた。

2,成 績

図6は 肉眼的病変の ヒス トゲラムで ある。INH耐 性

図6皮 下接種 モルモ ットの肉眼的病変 と

脾重量(平 均)(II)

株 は大量の菌 を接種9したにかか わ らず ほ とんど進行性病

変を認めず,SM耐 性株 は このよ うに高 度の耐性 であっ

て も感性株 と大差 はない。 しいて言 えばSM耐 性の 方が

感性株 よ りも1幾分変化が軽度 である。Vこの関係 は附図1

の脾の変化 に も明瞭 であ るし,臓 器定量培養 の成績(図

7)や 組織 学的検査 の像 よ りも認め られ る。すなわち臓

図7臓 器定量培養成績(II)

附 図1モ ル モ ット脾の肉眼的変化(II)
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附 図2モ ル モ ッ ト肺病変の組織像(II)

KHL-mS0.01m8

KH1-m--SM〓0.01mg

KH1-m-IN-100 .0.1mg

器内菌の分布で はや は りm-IN-100株 か らはほとんど菌

集 落が検 出されず,m-SMG。 株 はm-S株 よ りもか な り菌

が少 ない。 また組織検査(附 図2)で もm-IN-100株 接種

動物 の肺 脾肝はほ とん ど特別な変化 な く,一 部の肺 に非

定型的で微小 な上皮様細胞 の集合が み られたのみであっ

た。 これに反 し,m-S株 の肺 は広汎 な壊死 ない し軟化 を

伴 う上皮様細胞の彌漫性浸潤 を示 し,肝 で は特に グ リソ

ン鞘の壊死 を伴 う円形 お よび上皮 様細 胞の浸潤が み られ

る。脾 もほ とん ど健 康部が認 め られない位い強い変化 を

起 してい る。m-SM。〓 もn1-Sと 似てい るが,全 般 的に ご

れ よ り軽度で壊死 を伴わ ない結節 も多 くみ られ る。

3。 小括

強毒人型結核菌KHl株 の感性原株 を単 個菌よ り発育

せ しめ たKH1-n1S株 を それぞれ試 験管内でSM100000γ,

INH 100γに完全 耐性 とし,そ れ らをさ らに単個菌 とし,

KH1-m-SM〓 株,KH1-IN-100株 を作製 した。 これ ら

3株 の純化株 をモルモ ットに接種 し,毒 力 を検討 した。

その結果,単 個菌化 す る以 前の菌株 にお ける実験 よ り

もさらに各菌株 間の差が 明瞭 に表 われた。すなわ ちSM

耐性株 は感性原株 とほぼ同 程度か,や や弱い病 変 を 示

し,INH耐 性株 はほとんど変化 を示 さなかつ た。

結 語

本 実験は特 定のKH1な る強毒人型結核菌株 を中心 に

掘下 げた ものであつて,こ の成績が すべての結核菌 に当

てはま るとは即断 で きないが,2,3の 興味 あ る所見 を示

してい る。

SMの 甚 しい高度耐性菌 を作 つて も,そ の モル モ ッ ト

に対す る毒力 は,原 感 性株 と大差 な く,幾 分か低下 して

い る程度であ る。 これに反 しINH耐 性 菌は少な くと も

モルモ ッ ト皮下,脳 内のいずれの経路 で もかな り著 明な

毒力 の減弱 を示 してい る。 しか し脳 内 と皮下で は多少喰

違 つた成績が み られ,ま た脳 内接種 では死 ぬか,生 き残

るか といつ た比較的大 きな差 となつて表現 され,毒 力 の

細い差 は現われ難い よ うに思われ る。 しか も後肢麻痺 は

いわゆ る弱毒菌 も含むいずれの群に もみ られ るので,こ

れ ら弱毒菌 も初めは増殖 して障害 を示 し,後 治癒に向 う

のではないか と思 われ る。

マ ウスでは脳 内,静 脈 内共 モルモ ッ トにおけ るよ うな

明 らか な差 はみ られず,各 群 と もほぼ同様 に多数の菌 を

臓器 よ り検出 している。しか し,他 の抗酸性雑菌の接種

で肉眼的病変 を示 さない場合 に も,マ ウス体内で菌の増

殖す る傾向が認 め られてい るので,抗 酸性菌の毒力の定

義が確立 されていない今 日,マ ウス体 内 よ りの菌の検出

を もつて,マ ウスの毒力を論ず ることは困難 であ ろう
。

これ らのKH1株 の原感性株 とそれよ りのSMお よび

INH耐 性株 を簡単 な ミクルル ギーで単個菌 よ り増殖せ

しめた もの につい て,さ らにモル モ ッ トの感染実験 を行

っ た。 この よ うな操作 は耐性 株の純化 を目的 とす る もの

であ るが,backmutationを 考慮 す るな らば,単 個 菌

とい えど も増 殖せ しめて後,実 験 に供 せざ るをえない以

上,全 く純粋 とはいえないであろ う。 しか し,mutatio

の頻度が小 さい とす るな らば2つ の実験 に示 され た供試

菌株の耐性度の比較か らも知 られ るよ うに,菌 集合体 を

継代 して きた もの よ りも遥か に純粋 と考 え られ る。

かか る菌株 を用いた場合 は,モ ル モ ットの皮下 接種 に

おいて,さ らに大 きな差 異が認め られ,INHの 高度 耐

性株で はほ とん ど肉眼的病変 を示 さず病原性 を失 つてい
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るとさえ思 われ る。との ことは臓器培養,組 織検査 によ

つて も確 かめ られ る。 この菌株 は カタラーゼ,ペ レオ キ

シダ ーゼ活性 の両者共全 く失 われてい る。

{い ずれに して も,こ の よ うな強毒菌が,INH耐 性化

に よつて,極 端1と毒力 を減弱 し,ほ とん ど無毒 にさえな

る場合が あるこ とは最低限度事実で あ り,こ の よ うな状

態が人体 内で も起 りうるとは考 え られ て も,実 際 には全

部 の菌が純粋 に耐性菌 のみにな るこ とは望 み難 いで あろ

う'し,ま た他 のすべ ての菌株で も耐性化 と,毒 力の減 弱'

その他 の現象が併行 し うるか どうか は今後 の検討 に俟 た

ねばな らない。

また,こ れ ら純化株 は現 在 もなお継代 中で あ り,耐 性

度や毒力の安 定性について も考究 さるべ きで ある と考 え

られ る。

本実験 は当室吉川君 の絶大 な る援助 によつ て な さ れ

た。また組織学 的検査 には岩 崎研究部長 の懇篤 な る御教

示 を仰 いだ。 ここに深甚 な る謝意 を表 す る。

(本論文 の要 旨は昭和31年 第31回 貝本結核病学会総 会に

発表 した。)
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