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INH耐 性B℃Gに 関 す る 研 究

第1報 耐 性 菌 の 分 離 と 耐 性 度 の 安 定 性

長 田 進

国立 予防衛生研 究所結核部(部 長 柳沢 謙)

受 付 昭 和55年7月5日

緒 言

抗結核剤 の研究の著 しい 進歩 に伴い,こ れ を ツベル

ク リン反応(以 下 ツ反応 と略)自 然陽転者に投与 して,

結核症 の発病 を予防 しよ うとす る,い わゆ る 予防内服

Chemoprophylaxisが 試 み られ,す で に多 くの 実験的

1)～12♪,臨 床的15～20報 告が あ る。この 方法 による発

病予防は,体 内に侵入 した菌 に対す る抗結核 剤のbact-

eriocidalな い しはbacteriostaticな 作 用 を期 待す る訳

で,BCG接 種 による方法,す なわ ち 弱毒生菌 の接種

によ り,宿 主に免疫 を獲得 させ て発病 を予防す る方法 と

は本質的 に立場 を異 にす る。 したがつ て,BCG接 種

者に さ らに予防内服 を併用 す る場合,た とえばBCG

接種に よるツ反応陽性者が 自然感染 を うけた と考 え られ

る場合,あ るいは結 核患者に接触す る機会の多い職業従

事 者 または結 核患者家族で,ヅ 反応陰性者,と くに乳幼

児等 にBCGを 接種 し,そ のア レルギ ー前駆期 に起 る

か もしれない感染 を防禦 しよ うとす る場合等 には,投 与

された抗結 核剤に よつて,前 に接種 されたBCGが 宿

主体 内での発育 を阻害 され,あ るいは死滅 され る可能 性

が考 え られ る。したがっ てBCGに よる十分 な免疫効

果 を期待 で きないのではあ るまいか 。

この点に関 してPalmerら1)2)は モ7レモ ッ トを 使

用 して,感 染 と同時 にINHを 投与す る実験 を行い,

INH投 与後 に も免疫が残つ てい ることを明 らか にし,

Blochら5)は マウ スを,Bartmann6',柳 沢7)ら は モ7レ

モ ットを使 用 した実験でそれぞれ同様 な結果 を報 告 して

い る。 しか し江頭81はBCG免 疫群 とBCG免 疫

+INH早 期投 与群 の防禦 力を比較 して,前 者 の優 れ

てい る点を指摘 し,Schmidt9)は 猿 を使 つた実験 で,I

NH早 期投与が免疫力 を減弱 す ると述 べてい る。一方

Dubos4),Peizer10),遠 藤12)ら は,実 験条件 によ り,

免疫が減 弱す る場合 と不変 の場合 があ ると述べ てお り,

この点に関 してはまだ一定 した見解 はない。

臨床的に もこの点についての意 見は分 れてお り,Ro-

binson15)は 乳児の ヅ反応 自然陽転者にINHを 投 与

して,ヅ ベル ク リン ・アレル ギー(以 下 ツ ・ア と略)の

陰転 を,小 池 ら14)は 学童にBCG接 種 と同時にIN

Hを 投与 してツ ・ア出現の 低率な ことを 報告 してい る

が,吉 岡19),三 村20)は ツ反応 自然陽転 の学童 にIN

Hま たはその 誘導体 を投与 して も,ヅ ・アに変化が な

い と述べ,US.PublicHealthService15)の 広範 な調

査で も,予 防 内服は ツ ・アに変化 を きた さない と報 告 し

てい る。

以上の ご ときB℃G免 疫 に対す る 予防内服 併用の影

響の有無 につい ての対立 した見解 を,合 理 的に解 決す る

一方法 として,抗 結 核剤耐性BCGに よる免疫 が考 え

られ る11)。 この方法 によれば,両 者の 特徴は互 いに影

響 を受 けることな く,発 病予防に効果 を期待で きるか も

しれ ない。

この観点か ら,わ れわれはINH耐 性BCGを 分

離 し,実 用 に供 し うるか否か を検討 した。今回は耐性菌

の分離方法 な らび に耐性度の安定性 につい て報告す る。

実験1耐 性菌の分離

研究室保存BCGのSauton培 地7日 培養の菌 苔 を

滅菌 濾紙 間で吸湿 し(加圧重量50095分 間),水 晶球 入

りフラス コを用い,手 張 法に よ り,10mg/ml液 を作製

した。別 にINHを100ッ/mlに 含 むよ うに作 つた合

成寒天平板培地21)8枚 にこの0.2ml宛 を接種 した。

接種菌量 は46×107で ある。合成寒天培地 の 組成は

次の ごと くで,寒 天は ソックスレーを用い メタノールで

長時間抽出 して,結 核菌 発育 阻害物質 を除去 した もので

あ る。

培地 の組成 および製法;

KH2PO4…1.0g

Na2HPO4…3.0g

Na-glutamate…5.0g

Ferric-Ammonium-Citrate…0.05g

MgSO4・7H2O…0.01g

CaCl2・2H2O…0.0005g

ZnSO4・7H2O…0.0001g

CuSO4・5H2O…0.0001g

Glycerin…10.0g

以 上 に 純 水 を加 え1,000mmと し,pHを30%NaOH

水 で6.8～7.0に 修正,こ れ に メ タ ノ ール 精 製 寒 天 を

2%の 割 に加 え,15Lb20分 滅 菌 す る。これ を 滅 菌 小 型

シ ャー レに7～8ml宛 無菌 的 に 分 注 して凝 固 させ る。
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以 上の培地 に培養4週 後 に発生 した集落数 は,培 地8

枚 の平均69.5コ で,耐 性変異菌 の発現率 は1:6.7×

106で あつ た。

そ こで,発 育 良好 な集落 をatrandomに と り,IN

H100γ/ml含 有Kirchner寒 天培 地上 に 塗抹 して 増

殖せ しめた。 この菌苔 よ り手振法で菌液 を作 り,deFo-

nbruneのmicro-manipulatorを 用い,単 個菌 を 釣菌

分離 した。 釣菌 した54コ の単個 菌中4コ がINH

100γ 添加Kirchner寒 天培地上 に重層 したFilm寒 天

培地上 に発育 したので,以 後 の実験 にこの4株 を使用 し

た。

発泡 法によ るCatalase反 応22)は,分 離 した 耐性株

では,い ずれ も発泡せず陰性 であつ た。 これに対 して親

株(感 性株)は 陽性 であっ た。

実験II耐 性度の安 定性 の検 討

分離 した4株 の 耐 性菌 中,No1お よびNo4の2

株 につい て耐性 の安定性 をし らべ た。

実験方法;

INH100γ/ml含 有1%小 川 培地(以 下INH

(+)小 川 と略),INHを 含 まない1%小 川(以 下I

NH(一)小 川 と略)お よびINHを 含 まないSauton-

potato(以 下S・Pと 略)の3種 類 の培地にそれぞれ

10～14日 間隔で塗抹継 代 し,そ の間3,6お よび9カ

月後 にINHの 耐性度 を調 べた。検査 時には各株 とも

に10日 目培養 の菌 苔か ら手振法で菌液 を作 り,INH

Oγ/ml,10γ/mlお よび100γ/ml含 有 の各小川培地

に10-4～10-6/mを おのおの4本 宛培養 した。培養 の

判定 は10-5/mg稀 釈菌液の培養4週 目の 平均集落 数

を もって した(表1)。

成績;

1)ま ず分離 した耐 性株 の継代培養時の菌苔 の発育 状

態 を概観す る と,(も ちろん これは塗抹菌 量の多寡 に大

きく影響 され るが),INH(+)小 川上の 発育 は 常に

良好 で,感 性菌 のINH(一)小 川 培地上の 発育 と大

差が なかっ た。INH(-)小 川に継代 した場合 は,こ

れに比 べ増殖がやや劣 るよ うで,菌 苔 は常に幾分湿潤気

味で あった。S・P上 での発育 は,継 代当初 は旺盛で,

10日 目の菌 苔は完 全に 馬鈴 薯面 を被つて 発育 したが,

継代6ヵ 月ごろよ り幾分発育が悪 くな り,馬 鈴薯全面 を

覆 う旺盛 さはみ られなかった。

2)耐 性度の検査

継代3ヵ 月後(小 川継代10代 目,S・P11代 目),

6ヵ 月後(小 川18代 目,S・P20代 目),9ヵ 月後

(小川25代 目,S・P28代 目)に それぞれ行つた。

(1)INH(+)小 川に継代 した場 合

No1株 では,耐 性菌 の分離 時に比 べ,生 菌 数は常に

やや減少 の傾 向が あっ たが,各 検査時の集落数 はおおよ

表1耐 性の安定性 (表中数字は10-5mg接 種

培養4週 の成績)

注 § この欄 は10-4mg中 の生菌数 で表 わ した

*集 落 の発生が他に比 べ7～10日 遅延

そ20×105に 近 く,均 一 な 耐 性 度 を示 し た。 す な

わ ち,3ヵ 月 後 で は27×105/0γ,17×105/10γ,17

×105/100γ,6ヵ 月後 で は それ ぞれ20×105,23×

105,20× ～05,9ヵ 月後 で は24×105,25×105,

23×105で あ る。

No4株 で は集 落 数 は各 検 査 時 を通 じて若 干 の変 動 が

み られ た が,3ヵ 月後20×105,6ヵ 月後40×105,

9ヵ 月後10×105を い ず れ も 中 心 とし た 数 で,均 一

した 耐 性 度 を示 した 。

(2)INH(-)小 川 に 継 代 した 場 合

INH(+)小 川 の 場 合 と異 な り,と きに 耐 性 度 の 多

少 の 変 動 を疑 わ しめ た 。 す な わ ち,No1株 で は,3カ

月お よび6ヵ 月後 の 生菌 数 の 減 少 が 著 明 で あっ た。 これ

は 先 に ふ れ た よ うに,培 地 上 の 菌 苔 の 発 育 が 他 の培 地 上

の それ に 比 べ い さ さか 不 十 分 で あっ た の に,他 培 地 と 同

じ く10日 目の 菌 苔 を とつ て実 験 した こ とに 起 因 す る も

の と考 え られ る。 と くに6ヵ 月後 の検 査 で は,100γ/ml

の菌 群 の 減 少 が 著 明 で,35×104/0γ,32×104/10γ,

8.5×104/100γ とい う集 落 数 を示 し,こ れ は 耐 性 度 の

低 下 を疑 わせ た。



1958年10月
701

No4株 で はNo1株 にみ られた変化 はな く,各 検査

時の集落 数は常に10～20×105で,均 一 した 耐性度

を示 した。ただ6ヵ 月後 の1007/mlの 集落 のみが他 に

比べ7～10日 遅 れて発現 した。

(3)S・Pに 継代 した場合

以上の現象はS・P継 代6ヵ 月後の検査時 に もみ ら

れた。すなわ ち,No1株 の6ヵ 月 後 の 検査群 に,100

γ/nmlの集落 の発 現が他 に比 べ10日 前 後遅延 し,か っ

集落数 は50/0γ,49/10γ,19/100γ と100γ/ml培 地上

でやや少数で あつ た。な お3ヵ 月の検査時 の耐 性度は,

8～11×105の 間 に均一で あ り,ま た集落 の発 現に も

遅速はなかった。

No4株 の場合は,3ヵ 月で10×105を ,6ヵ 月で

50×105を それぞれ中心 とす る集 落数で,ほ ぼ均 一な

耐性度が み られ た。

以上継代6ヵ 月後の検査 の場合,INH(-)小 川 で

は両株 に,S・Pで はNo1株 に,そ れ ぞれ100γ/ml

培地上 の集落数が幾分少 な く,あ るい は発育が遅延 し,

耐性度の低下 を思 わせ る状態が み られたので,9ヵ 月後

の検 査の さいは,あ らか じめ多数の培地 にそれ ぞれ塗抹

継代 してお き,と くに発育が 良好 と患 われ る菌苔 を使用

した。また耐性度 の低下 の程度 をみ るため,507/mlの

耐性検査 を も併 わせ行つ た。

結 果は表 に示 した よ うに,INH(-)小 川ではNo

1株 の集 落数は0～100γ/mlに おしいて10～14×105の

問にあ り,安 定 した価 を示 した。 またNo4株 では 各

INH濃 度の集落 数の発生 時期 は同 じで,集 落数 も17

へ23×105と 均 一であ り
,6ヵ 月にみ られた よ うな変

化 はなかっ た。

S・P培 地 ではNo4株 は 前 回 同様安定 していた

が,No1株 におい て,や は り100γ/ml培 地 の集落 の

発生 が7～10日 遅れた。

以上の よ うに分離耐 性株は,INH(+)小 川 に継代

した場合 には,常 に安 定 した耐 性度を示 したのに対 し,

INH(-)小 川 およびS・P上 に継代 した場合 は
,

と きに培地上 の集落 の発現が遅 れ,あ るい は集落数が少

ない とい う現象がみ られた。一般 に集落数の多少 には菌

液作 製に用いた菌 苔の発育の良否がかな り影 響す る もの

であ ると考 えると,上 述 した所見 は,継 代 に用 いた培地

によ る本質 的な影響 とみ るよ りも,検 査 時の菌苔 の発育

いか んに関係す るとみた方が妥 当ではあ るまいか
。

また10本 の1%小 川 培地 に,同 一 菌液 の 同一量

(10}6勉9/ml)接 種 を10回 行つ た場合の集落数の分散

23)か ら計 算 してみ ると,前 述 した集落 数の差 には 有意

の差 はない よ うで ある。

総 括

有毒結 核菌のINH耐 性株 が,原 株 に比べ て毒力が

減弱す るこ とは諸家 の指摘す る ところで あるが,耐 性菌

群 中に感性菌 が混在す る場合は,反 覆継代す るにつれて

感性菌菌群が増大 し,た めにその耐性菌 の毒力が,み か け

上,感 性菌 のそれ によつ て代表 され るよ うになるこ とが

知 られてい る24)25)。 また柴 田26)はINH10γ/mm

耐 性菌 よ り,de Fonbruneのmicro-manipulatorで 単

個菌 を分離 した場合,親 株 の表 示す る耐性 度 と,単 個菌

に基 く新株 の耐性 度に一致 しない場合 があ ること,こ の

新株 はDubos培 地 に3～8代 継代 して も耐性度 に変化

が ない ことを述 べてい る。

以上 の報告 よ り考案す ると,INH耐 性菌 を 用い る

実験 におい ては,分 離菌の純粋性,あ るい は表示す る耐

性度の安定性等 に もつ と も注意 を払 わね ばな らない 。

われわれは この点 を重 視 し,BCGか らの 耐性菌 の

分離 に当 り,one-stepselectionで100γ/ml耐 性菌 を

得 たのち,さ らにde Fonbruneのmicro-rnanipulator

を用い て,単 個菌 を分離 した。佐藤28)はBCGのI

NH耐 性10γ/mlの 出現率 は1:2～4×105で あ

ると報 告 してい るが,わ れわれ の100γ/ml耐 性菌 の出

現率 は1:6.7×106で あつた。 またmicro-manipu-

latorで 釣菌 した単個菌のFllm培 地 上の発育率 は7 .4

%で,感 性菌 のそれ に比べ低率 であっ た26)。

われわれの分離 したINH耐 性BCG株 は,し た

がって一応純粋な もの と考 え られ るが,さ らに継代中 の

耐性 度の変動 の有無 を,前 述 のよ うに調 べ,そ の安 定性

を追究.した。

INH耐 性菌 の安定性 については多 くの報告 があ り,

Pancy27)は 反覆継代 中の速やか な耐性 の復帰 を述べ て

い るが,Meiβner25),佐 藤29)ら は,患 者 材料 よ り分

離 したINH10γ/ml耐 性菌は,継 代 中 に耐 性度の変

動が あつ て も,実 験 杢で分離 した10γ/ml耐 性菌 は安

定 してい ると述 べてい る。

われわれの単個菌 に基 くINH耐 性菌 の 安定性 は前

述 の ごと くで,INH(十)小 川に継代 を行 っ た 場 合

は,き わめて安定 した耐性 度を示 すが,そ の他 のINH

を含 まぬ培地 では,と きに耐性度 の不均 一を思 わせ る成

績 を得 た。 しか しこれは検査 に用い た菌苔 の発育 の良否

が大 きく関与 してお り,使 用 した培地 には本質的 に関係

がない よ うに思われ る。

結 論

INH耐 性BCGが 免 疫 元 と し て,実 用 に供 し う

るか否 か を検 討 す る第 一 歩 と して,INH100γ/ml耐

性 菌 をone-stepで 分 離 した 。 耐 性 菌 出 現 率 は1;6.7

×106で あ る。

さ らにde Fonbruneのmicro-manipulatorを 用 い

て,こ の耐 性 菌 よ り単 個 菌 を分 離 し,耐 性 度 の 純 度 を高

め た 。
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か くして得 た2株 の耐性菌の耐性度 を9ヵ 月間にわた

って検査 した ところ,INH添 加1%小 川 培地 に継

代 した場合 には,耐 性 度は常 に きわめて安定 していた。

INH非 添加 の1%小 川またはSauton-potato各 培

地 に継代 した場合 には,と きに耐 性度に変動 が起 るよう

に思われたが,発 育 の良好な菌苔 を使 用すれば,INH

添加1%小 川培地 に 継代 した 場合 と同様 に,安 定 し

た耐性度 を示 した。

欄筆 に臨 み,御 懇篤 な御指導,御 校閲 を戴い た柳沢部

長,室 橋主任 に深 く感謝す る。また終始御協力戴い た橋

本,勝 山両氏 に深 く感謝す る。

本研究 はBCG生 産協議会 の援助 によっ て行 われ た。
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