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人型結核菌SM依 存株におけるINAH耐 性菌出現率について

(第2報)

三 浦 幸 二 ・林 光 男

国立療養所大府荘(指 導 荘長 勝沼六郎博士)

受 付 昭 和 ろ1年 ユ1月 ユ2日

Streptomycin一(以 下SMと 略)依 存菌については,多

数1)～15)の報:告がある。Demerecユ2は,Escherichiacoli

において,SM耐 性 の申約60%が,そ の発育にとって,

SMに 依存性をもつ ものであったといっている。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,僅 かに

数回分裂す るのみであったといい,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。 著者14)

は,SM依 存菌とは,SM含 有培地にのみ発育し,SM

を含有しない培地では発育しないいわゆる安定したSM

依 存菌と,SMが その発育を増強するいわゆるSM増 強

菌を不安定なSM依 存菌 と考え,Mycobacteriumavium

よ り分離せ るSM耐 性株(20000γ 以上耐性)中 には,極

めて多くの不安定なSM依 存菌が含まれ,か つその不安

定な依存菌よ りINAH耐 性 に極めてな り易いことを報告

した。この事実を,人 型結核菌において再検討す る目的

にて,本 研究を行った。

1臨 床的観察

十十・・…大部分が孤立しているが融合しているものもあ

る。

柵……全部の集落が融合している。

とした。また試料を稀釈した系列については,集 落数を

それぞれ計算した。

実験結果ならびに考察

表1に 示すごとく,試 料濃度10。 においては,い ずれ

の場合 も対照の生育に比 しSMユ00γ 培 地の菌の生育は

同程度であ っ た が,試 料を10進 法にて稀釈した場合に

は,対 照の生育歯数に比 し,SM100y培 地の生育歯数

が大であった ものは,12例 中8例 であった。見掛け上,

表1

観 察材料:

観察の対象は,国 立療養所大府荘に1953年 か ら1956年

8月 までの間に入院中の常時排菌者で,SM100γ 培地

に対照 と同程度に耐性菌が生育する者の喀湊を使 用 し

た。

耐性検査は3%小 川(辰 次)培地により,4%NaOHで

処理 して直接法で施行した。

使用薬剤は,SMはDihydrostreptomycinsulfateで

協和製薬会社製のものを使用し,滅 菌後の力価を彪 とし

て,所 定濃度の倍量が加えられた。判定は6週 培養の成

績によった。

実験方法 二

階淡に同量の4%NaOHを 加 え均等化して,1白 金耳

ずつ薬剤を含有しない対照培地,お よびSM1γ/ml,10

7/ml,100γ/m1を,そ れぞれ含有する培地に接種,ま た

試料を,生 理的食塩水にて,10進 法 により稀釈,同 様の

培地に等量ずつ接種した。

判定基準:

集落の発育状態の記載法は,

十……101以 上の集落があ り孤立しているもの。
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合,こ れを完全耐性とい う定義に対して,東 村 ら15)は,

集落数を計算 した結果でいうべ きであると報告 している

が,本 実験においては,100で は見掛け上完全耐性であ

つたものを,稀 釈 した試料により集落を計算すると,対

照よりもSM100γ 培地の生育菌数が増大するものは,

12例 中8例 であつた。 これは,培 地中のSMが,菌 の生

育に有利に作用 したものと思わ れ る。 われわれ4)は,

Mycobacterium avillmに おいて,同 様の現象を認めて

報告 したが,こ れは,SM耐 性株中に不安定なSM依 存

菌が多数含有されていることを示している。すなわち,

喀痰中のSM耐 性菌には相当量のSM依 存菌が含まれて

い ることが推定 される。

小 括

われわれは,大 府荘入院中の患者喀痰につき,SM依

存菌の存在を検討 したが,12例 中8例 において,対 照よ

りもSM100γ 培地の生育菌数の増大を認めた。これは,

患者喀痰のSM耐 性菌中に,相 当量のSM依 存菌の存在

を示 し,SM耐 性 に対し,再 検討を要するものと認めた

い。

II.試 験管内実験

実験材料

使用菌株:SM依 存株は予研橋本氏が分離せるSM依

存菌18-b株 であつた。予研より国立療養所刀根山病院が

分与を受けたものを,さ らに譲 り受けた ものである。そ

の後,当 所にて,SM200γ/mL含 有す る1%小 川培地に

3代 継代せるものを使用した。

SM100γ 耐性株:当 大府荘研究室東村が,人 型結核

菌青山B株 より分離せ るもので,分 離後9代 継代培養せ

るものである。および人型結核菌青山B株 を使用した。

使用薬剤 二SMはDihydrostreptomycin sulfateで 協

和製薬会社製,Isonicotinicacid hydrazide(以 下INAH

と略)は 第 一製薬製,PASはSodium-paraaminosalicylate

で 田辺製薬会社製のものを用いた。

各薬剤は,滅 菌に先だち所定濃度に培地に加えられた

が,SMの みは滅菌後の力価を1/2として,所 定濃度の倍

量加えられた。

実験方法ならびに実験成績

(1)保 存せるSM依 存株,SM100γ 耐性株,青 山B

株 を,そ れぞれ別々に,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 して,菌 液を調

製し,SM依 存株はSM200γ/7nZお よびINAH10γ/mr

を同時に含有する培地,他 の菌株はINAH10γ/mlを 含

有する培地に接種 し,ま たその菌液 を10進 法により生理

酌食塩永にて稀釈して,SM依 存株はSM200γ/mlを 含

有す る培地,他 の菌株は薬剤を含有しない培地に接種 し

て,各 菌株につき接種生菌数当 りのINAH10γ 耐性菌

出現率を算定 した。またSM100γ 耐性株については,

同様にして調製 した菌液を,INAH10γ/mlお よびSM

100γ/mlを 同時に含有す る培地に接種し,接 種SM100γ

耐性菌数当りのINAH10γ 耐性菌出現率を算定した。

その成績は,表2に 示す ご と く,接 種生菌数当 りの

INAH10γ 耐性菌出現率は,SM依 存株では106当 り3.14

で あ り,青 山B株 では10当 り4.66,SM100γ 耐性株で

はINAH10γ/ml単 独使用時には10当 り4.26で あ り,

SM100γ/mlとINAH10γ/ml併 用時には108当 り1.65

で あつた。

表2SM依 存株,SM耐 性株および感性

株 よりのINAH10γ 耐性菌出現率

ただ しSMD:SM一 依 存株SMR:SM100γ 耐性 殊S.S.:青 山B感 性株

すなわち,INAH10γ 耐性菌の出現率は,SM依 存株

が最 も高 く,感 性株,SM耐 性株の順であつた。なおS

M依 存株 とSM耐 性株 よりのINAH10γ 耐性菌出現率

との間に,有 意の差を認めた。また,SM耐 性株の場合

に,接 種生菌数当 りのINAH10γ 耐性菌出現率と接種

SM100γ 耐性菌数当 りのINAH10γ 耐性菌出現 とは,

ほぼ同率であつた。

(2)実 験(1)と同様に,保 存せるSM依 存株,SM100γ

耐性株,青 山B株 を,そ れぞれ別々に,ナ ス型 コルベン

にて菌液を調製 し,SM依 存株はSM200γ/mlお よび

PAS100γmlを 同時に含有する培地,他 の菌株はP

AS100γ/mlを 含 有する培地に接種 し,ま たその菌液

を10進 法により生理的食塩水にて稀釈して,SM依 存株

はSM200γ/mlを 含有する培地,他 の菌株は薬剤を含

有しない培地に接種 して,各 菌株につき接種生菌数当 り

のPAS100γ 耐性菌出現率を算定 した。

またSM100γ 耐性株については,同 様にして調製 し

た菌液を,PAS100γ/mlお よびSM100γ/mlを 同時

に含有する培地に接種 し,ま たその菌液を生理的食塩水

にて10進 法により稀釈し,SM100γ/mlを 含 有する培地

に接種 して,接 種SM100γ 耐性菌数当 りのPAS100γ

耐性菌出現率を算定した。

その成績は,表3に 示す ご と く,接 種生菌数当 りの

PAS100γ 耐性菌出現率は,SM依 存株では107当 り

6.88,青 山B株 では108当 り1.66,SM100γ 耐性株で

は108当 り2。90であ り,特 にSM100γ 耐性株の場合,

接種SM100γ 耐性菌数当 りのPAS100γ 耐性菌出現

率は108当 り3.79で あつた。
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表3SM依 存株,SM耐 性株および感性

株 よりのPAS100γ 耐性菌出現率

すなわち,PAS100γ 耐性菌出現率は,SM依 存株

の場合には,青 山B株 およびSM100γ 耐性株に比して,

やや高率に出現するのを認めたが,有 意の差 を認めるこ

とはできなかつた。またSM耐 性株の場合に,接 種生菌

数当 りのPAS100γ 耐性菌出現率と,接 種SM100γ 耐

性菌数当 りのPAS100γ 耐性菌出現率とは,ほ ぼ同率

であつた。

考 察

接種生菌数当 りのINAH10γ 耐性菌出現率はSM依 存

株が最 も高 く,感 性株,SM耐 性株の順であつた。なお

SM依 存株 とSM耐 性株のINAH10γ 耐性菌出現率との

間に,有 意の差を認めた。 すなわち,著 者14)がMyco-

bacterium aviumを 用い,す でに報告せるごとく,人

型結核菌においても,SM依 存株 よりINAH耐 性菌を出

現し易いことを明瞭に現わしている。

またSM耐 性株の場合に,接 種生菌数当りのINAH10γ

耐性菌出現率 と,接種SM100、 耐性菌数当 りのINAH10γ

耐性菌出現率 とは,ほ ぼ同率であつたことは,前 報14)の

成績 と一致しない。すなわち,わ れわれは,SM依 存 菌

とは,SM含 有培地にのみ生育 し,SMを 含有しない培地

では生育しない安定ないわゆるSM依 存菌と,SMに よ

りその発育が増強される不婆定なSM依 存菌いわゆるS

M増 強株よ りなると考え14),SM耐 性菌 中には相当量の

SM依 存菌が含有 される14}と い う報告に一致 しないが,

この菌株の場合は,表2に 明らかなごとく,SM100γ/

ml含 有培地に9代 継代培養を行つた ものではあるが,接

種生菌数91.9に 対 し,SM100/以 上耐性菌数は76.1で

あつた。すなわち,こ の菌株の場合には,SM依 存菌含

有の割合は,非 常に低かつたことが想像 される。

またPAS100γ 耐性菌出現率は,SM依 存株の場合

には,青 山B株 およびSM100γ 、耐性株に比 して,や や

高率に出現するのを認めたが,有 意の差を認めることは

で きなかつた。すなわち,SM依 存株では,SM耐 性株

に比しやや高率にPAS耐 性菌を生ず る傾向を認めた。

なおSM耐 性株の場合に,接 種生菌数当りのPAS

100γ耐性菌出現率と,接 種SM100γ 耐性菌数当 りの

lPAS100γ 耐性菌出現率とは,ほ ぼ同率であつたこと

は,上 述のSM耐 性株 よりのINAH単 独使用時,INAH-

SM併 用時のINAH10γ 耐性菌出現率の場合 と同 じく,

使 用せるSM耐 性株における,SM依 存菌含有率が非常

に低いことが想像 される。

要するに,SM依 存菌は不安定な ものと,安 定したも

のがあ り,不 安定なSM依 存菌はSM耐 性に極めて逆変

異を起 し易 く14、,またSM耐 性菌に比して極めてINAH

耐性 を生じ易 く,PAS耐 性 はやや高率に出現す るとい

う事実より,第1に,SM依 存性に関与するgenesは

SM耐 性 に関与するgenesと 密接な関係を有 している。

第2に,不 安定なSM依 存菌の場合には,SM耐 性 に関

与するgenesが 変異を起 こし,か つそれに隣接するS

M依 存に 関与するgenesの 数個(1個 か も知れない)

が,変 異を起こしているもの と思われる。極めて不安定

であることは,そ のSM依 存 に関与するgenesの 変異

が,逆 変異を起こし易いことであり,し たがつて,1個 の

genesの 変異とも考えられる。第3に,安 定なSM依 存

菌の場合には,SM耐 性 に 関与す るgenesが 変 異を起

こし,か つそれに隣接す るSM依 存に関与するgenes

が少な くとも数個以上変異を起 こし,そ の結果逆変異を

起こしにくくなつたものと思われる。第4に,SM依 存

株の場合,INAH-,ま たはPAS-耐 性菌を生じ易いの

は,genesmapに おいて,SM耐 性 に関与するgenes

お よびSM依 存 に関与す るgenesに 変異を起 こしてお

り,な お広範、に,そ の変異がその隣接するgenesに 影

響を及ぼしたのか も知れない。あるいは,単 にSM依 存

菌に対するPAS,ま たはINAHの 感受性の相違による

ものであるか も知れないと思 う。

SM,PAS,INAH各 耐性に関与す るgenesmapに

ついては,東 村,三 浦23)は,PAS耐 性株よりSM耐 性

菌およびINAH耐 性菌を生ずる難易より,PAS耐 性 に

関与するgenesと,INAH耐 性 に関与するgenesが,

少な くも2～3個 共通のgenesを 持 つていることを想像

し,genesmapの 仮想図として,SM,PAS,INAH

各耐性に関与するgenesの 順 に配列す ることを予想 し

た(表4参 照)。 その後,三 浦,林24)は,2重 耐性菌出

現率よ り検討 し,同 様の結論に達しえた。

GeneMap仮 想図 ,

以上の考察を総合すると,genesmapはSM依 存 性
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に関与するgenes,SM耐 性,PAS耐 性,INAH耐 性

に関与するgenesの 順序に配列するものと想像される。

小 括

接種生菌数当 りのINAH10γ 耐性菌出現率はSM依 存

株が最 も高 く,青山B株,SM耐 性株の順で,な おSM依

存株 とSM耐 性株のINAH10γ 耐性菌出現率との間に,

有 意の差を認めた。またPAS100γ 耐性菌出現率は,

SM依 存株の場合には,青 山B株 およびSM100γ 耐性

株に比 して,や や高率に出現するのを認めたが,有 意の

差を認めることはで きなかつた。

genes mapの 仮想図としては,SM依 存性に関与す

るgenes,SM耐 性,PAS耐 性,INAH耐 性 に関与す

るgenesの 順序に配列す るものと想像 された。

総 括

SM依 存菌 とはSM含 有培地にのみ発育 し,SMを 含

有しない培地では発育 しないいわゆる安定したSM依 存

菌と,SMが その発育を増強するいわゆるSM増 強菌を

不安定なSM依 存菌 と考 えているが,Mycobacterium

 aviumよ り分離せ るSM耐 性株(20,000γ 以上耐性)中

には極めて多 くの不安定なSM依 存菌が含まれ,か つそ

の不安定な依存菌よ りINAH耐 性 に極めてなり易い こと

を報告 した。この事実を,入 型結核菌において再検討 し

た。その結果は次の如 くである。

当大府荘に入院中の患者排出喀痰につき,SM依 存 菌

の存在を検討した結果,患 者喀痰のSM耐 性菌中に,相

当量のSM依 存菌の存在を想像せしめうる結果を得た。

また試験管内実験において,接 種生菌数当 りのINAH

10γ 耐性菌出現率は,SM依 存菌18-b株 が最 も高 く,青

山B株,SM耐 性株の順で,な おSM依 存株とSM耐 性

株のINAH10γ 耐性菌出現率との間においては,有 意の

差を認めた。またPAS100γ 耐性菌出現率は,SM依

存株の場合には,青 山B株 およびSM100γ 耐性株 に比

して,や や高率に出現するのを認めたが,格 別有意の差

を認めることはできなかつた。

genes mapの 仮想図 としては,SM依 存性に関与す

るgenes,SM耐 性,PAS耐 性,INAH耐 性 に関与す

るgenesの 順 序に配列するものと愚われた。

御指導ならびに御校閲を賜つた国立療養所大府荘長勝

沼六郎博士,お よび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。(本 論文の要旨は,第11回 厚生

省医学会総会において総会発表 として報告した。)
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