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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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