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人型結核菌INAH耐 性株 のpopulation構 成 に関す る定量的分析
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安 保 孝 ・鳥 居 太

国立療養所大府荘(指 導 荘長 勝沼六郎博士)

受 付 昭 和52年5月6日

Isonicotinic acid hydrazide(以 下INAH)耐 性復帰

を認める説1)2)4)～6)と認 めぬ説5)が ある。佐藤7)8)は,

患者の排出喀痰について,INAH耐 性 度に対する検討を

行い,さ らにINAH耐 性結核菌populationの 継代培養

による変動を観察し,完 全にINAH耐 性 を保持 したとい

つている。なお,患 者より分離 したINAH耐 性 菌では,

INAHを 加 えぬ小川培地に継代 す る と,そ の耐性菌の

populationに 大 きな変動があつたといつている。さらに

佐藤9)は,INAH感 性 および耐性結核菌を入工的に混合

したpopu1ationの 動態について観察し,混 合population

に分布する耐性菌の比率は,一 定の割合で減少して行く

のを認めた。

われわれは,従 来臨床的にINAH耐 性 菌の耐性復帰を

認めたことについては,次 のような可能性を考 え て い

る。

第1に,Routine methodで,接 種生菌数が考慮に入

れ られなかつたため,喀痰湊中耐性結核菌の分布が同一で

も,接 種生菌数が減少したため,耐 性菌もそれに比例 し

て減少したことが考えられる。この点については,当 研

究室束東村 ら1o)は,喀痰 原液の接種で,INAHlmcg以 上

に集落融合の発育を示したものは,12例 あつたが,そ の

うち4例 では,稀 釈液接種の際に,前 に集落融合を示す

ような発育 を示した濃度にも菌の発育を認めぬようにな

つたと報告した。

第2にINAH10mcg鰍 性菌またはINAII100mcg耐

性菌のviability durationの 減少のためにおこることが

考 えられる。三浦11)は,1%小 川培地を使用し,人 型結

核菌青山B株 の感性株,INAH10mig耐 性株,INAH100

mcg耐 性株,streptornycin(以 下SM)100m9耐 性株

およびonestepselectionに よ るINAHlmcg耐 性株

のviabilityに ついて検討したが,少 なくも接種後48日

までにおいては,station.aryphase,loiarithmic Death

phaseに おいて感性株 に比し,そ れぞれの耐性株は,生

菌数の減少の傾向を認めたが,有 意の差を認めることは

できなかつた。なお12)感 性株,INAH10mg9耐 性株お

よびINAH100mcg耐 性株 は48日 よ り77貝までにおいて,

生菌数はほとんど変 らぬと報告した。

第3に 感性菌とINAH耐 性菌,ま たはINAH10mcg耐

性 菌とINAH100mcg耐 性菌との間において,generation.

timeに 相違があり,す なわちINAH耐 性菌の発育速度

が感性菌とかな り相違 し,感 性菌が耐性菌より,良 く発

育するため耐性復帰がおこるのか,ま たは例えばINAH

100mcg耐 性 菌よ りもINAH10mcg耐 性菌の発育速度が

速 く,INAH10mcg耐 性菌の方がよく発育するために耐

性復帰がおこることを考えた。この点については,林,

三浦15)は,1%小 川培地にて,Yournanの 方法によ り,

青 山B株,INAH10mcg耐 性株,INAH100m9耐 性株

のgenerationtimeを 測定したが,3者 の間に著差を認

めなかつた。

第4に,INAH耐 性菌が,本 来の性質として不安定性

のために,populationを 構 成する一部の個々の菌の耐性

度が低下したところで判定したために耐性復帰と認めた

ことが考えられる。三瀞4)は,INAH10mcg耐 性株 を8

代,INAH100mcg耐 性株を4代 継代しても,popuIation

構成 は変 らなかったが,生 菌数に対する耐性菌数の百分

率が動揺を示した。これはINAH耐 性菌が,本 来の性質

として不均一であるためと報告した。生菌数に対する耐

性菌数の百分率が動揺を示したことは,populationを 構

成する一部の菌の耐性度に低下が起るがpopulationと

しての耐性度は低下 しないと考えた。このような現象が

おこるのは遺伝学的条件のみならず,他 の種々の条件の

入っていることを考慮せねばならぬと報告した。また三

浦,林15)は,臨 床的には,INAH耐 性が不安定であるこ

とを認めた。

Demerec16)は,E.coliお よびStaphy1.aureusに お

けるSM耐 性系について分析を行つた結果,SM耐 性 に

は数個の遺伝子が関与してお り,か つそれ らの遺伝子の

potencyが 互に異なっているという考えを述べた。東村,

三浦17)は,人 型結核菌青山B株 のone step selectionで

得 た集落のpopulation構 成分析と,継 代選択によつて

得 られた耐性株のpopulation構 成の分析の結果か ら,

SM耐 性 に関与する遺伝子にはpotencyが 高 くて比較的

安定な遺伝子と,potencyが 低 くて比較的不安定な遺伝

子との2種9が あるが,INAH耐 性 に関与する遺伝子には

比較的不安定な遺伝子のみが認められると報告した。し

かし,ナ ス型 コルベンにて調製した均等菌浮游液使用に

よる方法では,one step selectionでINAH100mcg耐

性菌は得 られないので検査することはで きなかつた。
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われわれは,こ のような遺伝学的立場から,結 核菌の

遺伝構造について検討を加える目的で本研究を行つた。

実 験 材 料

使用菌株:わ れわれ研究室東村が青山B株 よ り分離 し

たSM100mcg耐 性株,PAS100mcg耐 性株,INAH

10mcg耐 株,INAH100mcg耐 性株で,各 菌株 とも,

それぞれの薬剤を含有する培地に10代 以上継代培養 され

た ものである。上記菌株のほか,三 浦が分離 したINAH

500mcg耐 性株 を使用した。

使用培地;1%小 川(辰 次)培 地を使用した。その組成

は,第1燐 酸カリ1.09,グ ル タミン酸 ソーダ1.09,蒸

溜水100mJを 基液 となし,こ れに卵液200m1,グ リセ リ

ン6.0ml,2%マ ラヒット緑6.0mlを 加 え,各 中試験管

に10ml分 注,85℃1時 間凝固滅菌した。なお凝固滅菌

に先だち,薬 剤が,そ の所定濃度に培地に加えられた。

ただし,SMの みは擬固後の力価を1/2として,所 要濃度

の倍量が加えられた。

使用薬剤;INAHはIsonicotinic acid hydrazideで 武

田製薬会社製,PASはSodium paraaminosalicylate

で田辺製薬会社製,SMはDihydrostreptornycin sulfate

で協和醸酵株式会社製であった。

実 験 方 法

保存せる菌株をナス型 コルベンにてガラス玉とともに

10分 間振盪,生 理的 食塩水にて懸濁し,10進 法 により

100～10-7に 稀釈し,各 所定の薬剤濃度を含有する培地

系列に等量ずつ接種した。薬剤濃度により接種菌液濃度

を調節した。1系 列の試験管数はおのおの10本 で,接 種

後37℃ で培養し,6週 後に生残菌の数を算定し,そ し

て生残菌の出現率を各濃度ごと に表示して,SurvivaI

curvesを 作つ た。横座標は培地含有薬剤濃度の対数と

し,縦 座標は生残菌数の対数 とした。

実 験 成 績

1)SM100mcg耐 性 株 のSMに 対 す るsurvival

curvesは(図1参 照),5000mcgに 到 る まで,test1,2と

もに,横 座標 に ほ ぼ平 行 で あ つ た 。す なわ ちSM100m69

図1SM100mρ9耐 性 株 のSMに 対 す るSurvival curves

耐 生株 のpopulation構 成 は均 一 で あつ た。 わ れ わ れ は,

population構 成 が 均 一 で あ る とい う こ とは,耐 性 培地 に

お け る生 育 菌 数 が,薬 剤 を含 まぬ 対 照 培 地 の 生 育 菌 数 の

100%で あ る こと を いい,survival curvesで は,横 座標

に平 行 す るとい う意 昧 に解 釈 して い る。

2)し か るに,PAS100mcg耐 性 株 のPASに 対 す

るsurvival curvesは(図2参 照),10m9,100mcg,

図2PAS100mcg耐 性 株 のPASに 対 す る

Survival curves

培 地含有PAS濃 度(mcg/m1)の 対数

500mcgと 薬 剤 濃 度 の 増 加 に つ れcurvesの 下 降 を認 め,

不 均 一 で あ つ た 。

3)薬 剤 を含 有 しな い 培地 に 継代 したINAH100mcg

耐 性 株 のINAHに 対 す るsurvival curves(図3参 照)は,

図3薬 剤 を 含 有 しな い培 地 に継 代 し たINAH

100mcg耐 性 株 のSurvival curves

培地含有INAH濃 度(mcg/ml).の 対数9

100mgま で はtest2,3に お い て は,ほ ぼ 横 座 標 に 平 行

で あ つ た が,test1で は薬 剤 濃 度 を増 す に つ れ下 降 を 示

した 。 な お100mcgを 越 す とtest1,3と もに 急 激 な下

降 を示 し た 。

4)INAHを 含 有 す る培 地 に 継代 し たINAH100mcg

耐性 株 のINAHに 対 す るsurvival curves(図4参 照)は,

test2に お い て は,100m6gま で は,ほ ぼ 横 座標 に平 行 で

あ つ たが,test1,3に お い て は,1mcgま で は む し ろ 上

昇 し,そ の後100mcgま で はtest1で は 横 座標 に平 行 で

あ り,test3で は薬 剤 濃 度 を増 す に つ れ下 降 を 示 した 。

5)INAHを 含 有 す る培 地 に 継 代 したINAH10m8耐

性 株 のINAHに 対 す るsurvival curves(図5参 照)は,
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図41NAH100m9含 有 培 地 にの み 継 代 し たINAH

100mcg耐 性 株 のSurvival curves

培地含有IN濃 度(mcg/m1)の 対数

図51NAHを 含 有 す る培 地 に継 代 したINAH

10mcg耐 性 株 のSurvival curves

培地含有INAH濃 度(mcg/ml)の 対数

1m6gま では急激に下降 し,そ の後50m4gま で は徐々に

下降,50m9を 越すとさらに急激な下降を示した。

6)INAHを 含有しない培地に継代したINAH10m49

耐性株のINAHに 対するsurvival curves(図6参 照)は,

図61NAHを 含 有 し ない 培 地 に継 代 し たINAH

10mc8耐 性 株 のSurvival curves

培地含有INAH濃 度、(mcg/mlの 対数

test1で は,50m69ま で は,ほ ぼ横 座 標 に平 行 し,test

2で は薬 剤 濃 度 増 加 に つ れ下 降 を 示 し,50mo9を 越 し た

後 は,test1,2と もに急 激 な下 降 を示 し た。 す なわ ち

INAH10mcg耐 性 株 のpopulation構 成 は不 均 一 と思 わ

れ た 。

7)INAH500mcg耐 性 株 につ い て は,薬 剤 を含 有 し

な い培 地 に継 代 し た菌 株 のINAHに 対 す るsurvival

 curves(図7参 照)は,test1,2と もに100mo9ま で は横

座 標 に ほぼ 平 行 で あ つ た が,100mcgを 越 し た後 は急 激

図7薬 剤を含有しない培地に継代した場合の

INAH500mcg耐 性株のSurvival curves

培地含有INA濃 度(mcg/mlの 対数

な下降を示した。

8)ま た薬剤を含有する培地に継代したINAH500mcg

耐性株のINAHに 対するsurvival curves(図8参 照)

図8薬 剤を含有す培地に継代したINAH

500m8耐 性株のSurvival curves

培地含有INAH濃 度(mcg/ml)の 対数

は,test1,2,3と もに100m9ま で は ほ ぼ横 座 標 に平

行 で あつ たが,INAH100mogを 越 した 後 は,test1を

除 き急 激 な下 降 を 示 し,特 に500mogを 越 した場 合test

1,3と もに,ほ ぼ 垂 直 な下 降 を示 し た。 す な わ ちINAH

500m9耐 性株 のpopulation構 成 は,INAH100mcgま

で は横 座標 に ほ ぼ平 行 で均 一 で あ るが,INAH500mc

gの点 を採 っ た場 合,survival curvesは 急 激 な下 降 を示

し た 。INAH500mcg耐 性 株 も不 均 一 と思 わ れ る。

考 察

SM100m9耐 性 株 のSMに 対 す るsurvival curves

は,図1に 示 す ご と くSM5000mcg/mZに 到 る まで 横 座

標 に ほ とん ど平 行 で あ つ た 。 これ は,Demeree16)が,E.

coliお よ びStaphyl,aureusに お い てSM耐 生は 均 一

で あつ た と報 告 し,ま た東 村,三 浦17)が,青 山B株 よ り

分 離 せ るSM100mo9耐 性 株 につ い て,SM100m9耐

性 株 のpopulation構 成 を均 一 で あ ると報 告 し,な お東

村,河 西 は臨 床 的 に もSM耐 性 が 均 一 で あ る こ とを報 告

し てい るが,こ の 成 績19)と 一 致 し てい る。

PAS100mcg耐 性株 のpopulation構 成 に つ い て は,

東 村 ら17)～20)は,PAS耐 性 株 のpopuIation構 成 は 不
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均一であると報告しているが,本 実験においては,追 試

再確認し,INAH耐 生株のsurvival curvesの 対照とし

た。

東村 ら17)～20)は,試験管内においても,ま た臨床的に

も,SM耐 性 は比較的均一であつたが,PAS耐 性およ

びINAH耐 性 は不均一であつたと報告した。なお三浦14)

は,INAH10mcg耐 生株およびINAH100mcg耐 性株を

継代培養し,INAH耐 性株のpopulation構 成 は不均一

であつたと報告した。そして,東 村,三 浦17)は,こ れら

3者 を比較して,PAS耐 性株の耐性度についてのpo

-pulation構 成 は最 も不均一で,INAH耐 生株のそれは,

それについで不均一で,SM耐 性株のそれは均一である

と報告した。本9研究においては,INAH耐 性 をさらに詳

細に定量的分析 を行つた。

すなわち,薬 剤を含有しない培地に継代した場合(図3

参照)な らびに薬剤を含有する培地に継代した場合(図4

参照)と もに,INAH100mcg耐 性株のpopulation構

成 は均一と思われる場合 も,ま た不均一と思われる場合

もあ り,結 局やや不安定であ り,そ のpopulation構 成

の度合は,SM100mcg耐 性株の均一性と,PAS100

m68耐 性株の不均一性の中間に位 し,特 にSM耐 性株の

均一性に近い ものと思われる。

INAH10mcg耐 性株については,薬 剤を含有する培地

に継代 した場合(図5参 照)に は,INAH低 耐性すなわち

INAH01mcg,INAHlmcgで,す でに急激な下降を

みとめた。これは,INAH10mcg耐 性株の低耐性が不均

一であることを示している。また薬剤を含有しない培地

に継代した場合は(図6参 照),test1で は50mogま で は

横座標にほとんど平行であつたが,test2で は薬剤濃度

の増加につれsurvival curvesは 下降を示し,test1,

2と もに50mcgを 越 すと急激な下降を示した。すなわち

INAH10mcg耐 性株は,均 一性の度合よりみれば,INAH

100mcg耐 性株に比べ ると不均一 と思われる。

INAH500m9耐 性株については,薬 剤を含有しない

培地に継代した場合(図7参 照),薬 剤 を含有する培地に

継代した場合(図8参 照)と もに,INAH100mcg/mZま

で は横座標にほぼ平行であ り,100mcgを 越 した後は急

激な下降を示した。このことは,INAH500mcg耐 性株

のpopulation構 成は,INAH100mcgま では比較的均

一・であるが,INAH500mc8/mlで はsurvival curves

が急激な下降を示し,INAH500mcg耐 生度では不均一

と思われ る。

Demerec14)は,E.coliお よびStaphy1.aureusに

おけるSM耐 性 には,数 個の遺伝子が関与してお り,か

つそれ らの遺伝子は互にpotencyが 異なつていると報

告 しているが,上 述せる如く,INAH10mcg耐 生株は

population構 成が不均一であり,INAH100mcg耐 性株

のpopuIation構 成は比較的均一であることは,耐性 に

遺伝子が関与すると仮定すれば,INAH10mcg耐 性に関

与する遺伝子は不安定であり,INAH100mcg耐 性 に関

与する遺伝子は比較的安定と考えられ,少 なくもINAH

耐性 に関与する遺伝子には不安定なものと,比 較的安定

な ものとの2種 類が存在すると考えうる。 なおINAH

500mcg耐 性株のpopuIation構 成 については,本 実験

においては,INAH100mcgま では比較的均一であつた

が,INAH500mcg耐 性 度では不均一であつたが,INAH

500mcg耐 性株のpopulation構 成の均一の度合は,本 実

験の成績のみにては結論を下すことはできぬめで,現 在

引続 き検討中である。

結 論

1)INAH10mcg耐 性 株 は,INAH10m49でselection

を繰 り返 え し て も,ま た薬 剤 を含 有 し ない 培 地 に継 代 し

て も,population構 成 は不 均 一 で あつ た 。

2)INAH100mcg耐 性 株 は,INAH100m69でselec-

tionを 繰 り返 え し て も,ま た薬 剤 を含 有 し ない 培 地 に継

代 して も,population構 成 は比 較 的 均 一 で あっ た。

3)INA耳500m9耐 性 株 は,INAH500mo8でselec

tionを 繰 り返 え し て も,ま た薬 剤 を含 有 し ない 培 地 に継

代 して も,population構 成 はINAH500mcg耐 性 度 につ

い て は 不均 一 で あ つ たが,INAH100mcg耐 性度 につ い

て は比 較 的均 一 で あ つ た 。

4)INAH耐 性 に 遺 伝 子 が 関 与 す る と仮 定 す れ ば,

INAH10mcg耐 性 に関 与 す る遺 伝 子 と,INAH100mc

gに関 与 す る遺 伝 子 とは 別個 の性 質 の もの と思 わ れ た 。

御指導御校閲を賜つた国立療養所大府荘荘長勝沼六郎

博士ならびに名古屋大学医学部内科第一講座日比野進教

授に感謝します。また御助言を賜つた当大府荘東村道雄

博士,君 野徹三博士に感謝します。本研究を行うに当り

御協力を賜つた大府荘研究室各位に感謝します。
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