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イソニコチン酸 ヒドラジッド耐性結核菌の菌力に関す る研究

第4報INH耐 性菌 感性菌 を入工的に混合 しナこ菌群の菌力 について

杉 本 一

園 立 療 養 所 大 日向 荘

受 付 昭 和33年5月3日

緒 言

日常問題とされる患者の喀疾か ら分離されるINH耐

性結核菌の多 くは感性菌と耐性菌を種々の割合にふくん

でいる混合菌群といわれている。 この湯合菌群 が あ る

INHの 濃度にいわゆる完全再性を示したとして も菌

群を構成するほとんど全部の結核菌が耐性菌であること

を意味しているとは 限 らない。 先に第3報 において喀

疾か ら分離されたINH10γ/cc耐 性菌で10γ/cc耐

性培地に 培養された菌群は1%H2O2を10分 間作

用させるとほとんど死滅 しH2O2に 感受性が高く,こ

れに反してINH感 性菌は著 しく感受性が低 く10～

30分 作用させてもはじめ104の 生菌単位数であつたも

のが103以 上 の残存生菌単位数を示す ものが 大部分で

あることを報告したが,今 回はこのH2O2に 感受性の

高い耐性菌 とH2O2に きわめて感受性の低い感性菌を

人工的に混合した結核菌群についてハツカネズ ミに静脈

注射して肺膿内生菌単位数の消長を観察し,混 合菌群の

構城の変動と菌力の関係を概察 しいささか参考 となる所

見をえたのでその成績を報告する。

研 究 方 法

1.INH感 性菌は患者喀疾を3%KH2PO4培 地

に4週 間培養した菌の集落か らかき集め られたもので

0.1γ/cc以 上には 発育 しない ものである。INH0.1

γ/cc,10γ/cc耐 性菌は0.1γ/cc,10γ/cc耐 性培地 に

培養 し4週 間後にか き集められたもので完全耐性菌で

ある。

2.第1群 の混合菌液は上記3%KH2P4培 地1

代 目の感性菌 と同じく1代 目の10γ/cc耐 性菌か ら手

振 り法によつてつ くつた。この2つ の菌液を1ccず つ

菌量で次のような割合に混合して感性菌対耐性菌の比率

が1:1,10:1,100:1の 混合菌群をつ くつて第01群

とした。

3.第2群 は同様にして第1群 とはちがつた患者喀

疾か ら分離された菌を用い,感 性菌対0.1γ/cc耐 性菌

の比率が1:1,10:1,100;1に な るように混合した

ものである。

4。 第3群 は同様にして第1,第2群 とはちがつた

喀疾か ら分離された菌を用い感性菌対10γ/cc耐 性菌

の比率が1:1,10:1,100:1に なるように混合した。

5.第4群 は同様にして第1,2,3群 とはちがつた

喀疾からの菌を用い感性菌対10γ/cc耐 性菌の比が1:

1,1:10,1:100,1;1,000,1:10,0001こ な るよう

に混合した。すなわち,

第1群 においては,

感性菌の1mg/ccの 菌液

+10γ/cc耐 性一菌の1mg/ccの 菌液1:1

感性菌の2mg/ccの 菌液

+10γ/cc耐 性菌の0.2mg/ccの 菌液10:1

感性1菌の2mg/ccの 菌液

+10γ/cc耐 性菌の0.02mg/ccの 菌液100;1

第2群 においては,

感 性菌の1mg/ccの 菌液

+0.1γ/cc耐 性菌の12ng/ccの 菌液1:1

感性菌の2mgg/ccの 菌液

+0.1γ/cc耐 性菌の0.2mg/ccの 菌液10:

1感性菌の2mg/ccの 菌液

+0.1γ/cc耐 性菌の0.02gng/66の 菌液100:1

第3群 は第1群 の方式に準じた。

第4群 においては,

10γ/cc耐 性菌の1mg/ccの 菌液

十 感性一菌の1mg/ccの ン菌液1;1

10γ/cc耐 性菌の2mg/ccの 菌液

十 感性菌の0.27ng/ccの 菌液10;1

10γ/cc耐 性菌の2mg/ccの 菌液

十 感性菌の0.02mgg/ccの 菌液100;1

10γ/cc耐 性菌の2mg/ccの 菌液

十 感性1菌の0.002mg/ccの 菌液1,000;1

10γ/cc耐 性菌の2m8/ccの 菌液

十 感性菌の0.0002mg/ccの 菌液10,000:

以上の菌液の混合前における10-5mgの 定量培養の

感性菌の数は第1群 では51,第2群 では78,第3群

では3,第4群 では36と な り,0.1γ/cc耐 性菌は53,

10γ/cc耐 性菌は第1群 では61,第3群 では2 ,第

4群 では20で あつた。また混合後の10-5mgの 定量
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培養では順次に第1排 より60,47,57と な り第2群

では52,65,58,さ らに第3群 では4,5,6,第4群

では25,17,18,19で あつた。

6.動 物実験方法,カ タラーゼ反応検査およびH2O2

抵抗 性試験は前報 と同じである。

研 究 成 績

1)第1群 の成績:10γ/cc耐 性菌 と感性菌を1:1

 1:10,1:100の 割合に 混合して比較した。 にこで用

いた10γ/cc耐 性菌 は 「カ」陰性,H2O2 10分 作用

で残存生菌単位数0で あ り,肺 臓内生菌 単位数は104

0rderで 菌 力は劣っていた。これに対して感性菌は「カ」

陽性,H2O2作 用で もはじめの生菌単位数にくらべ

1/10内の生菌単位数減少を示していた。両者を1:1,1;

10,1;100の 割合に混合した場合にはいずれ もハツカ

ネズミに対して菌力は等しく強 く,ま たH2O2に 対 し

て もいずれ も0.01mgが103の 残存 生菌単位数 を示

していた。これ らは感性菌のみの場合と著明な差はみら

れなかつた(図1)。

図1第1群

2)第2群 の成績:0.1γ/cc耐 性菌 と感性菌を1:1

1:10,1:100の 割合に混合して比較した。 にこで用

いた0.17/cc耐 性 菌は 「カ」陽性,H2O2に も抵抗

して103以 上の残存生菌単位数を示 していたが ハツカ

ネズ ミに対 しては比較的菌力は劣つていた。感性菌は

「カ」陽 性,H2O2に も抵抗つよく菌力 もつよいもの

であつた。両者を1二1,1:10,1:100の 割合に混合

した場合は感性菌のみの場含と著明な菌力の差はなかつ

たが,1:1お よび1;10の 混合菌液では少しく菌力が

劣つているようであるが0.1γ/cc耐 性菌の菌力のよう

に弱くはながつ敦:(図2)。

3)第3群 の1成績:第1群 三とは異なる患者より分離

図2第2群

した107/cc耐 性菌 と感性菌を1:1,1:10,1:100

の割合に混合して比較した。 ここで 用いた10γ/cc耐

性藍は 「カ」陰性,H2O2に 対 して 感受性つよく残存

生菌単位数0で ありハツカネズ ミに対して104の 肺臓

内生菌単位数を示す菌力の劣るものであ り,ま た感性菌

は 「カ」陽性,H2O2に 対する抵抗 もつよく,反 対に

肺臓内生菌単位数は104の 比較的菌力の 劣つた もので

ある。両者を1二1,1:10,1:100の 割合に 混合して

も10γ/cc耐 性菌,感 性菌 との間に いずれ も菌力の差

がみ られず,107/cc耐 性菌とはH2O2に 対 する抵抗

性のみがちがつていた(図3)。

図3第3群

4)第4群 の疲 績:10γ/cc耐 性 菌 と感 性菌 を1:1

10:1.100:1,1,000:1,10,000:1の 割 合 に 混 合 し

て比 較 した 。10γ/cc耐 性 菌 はrカ 」 陰 性,H2O2作

用 で残 存 生菌 単 位 数 は0,肺 臓 内生 菌 単 位 数1,丈104 or-

derの 菌 力 の劣 る もの で あつ た 。感 性 菌 は 「カ」 陽 性,
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H2O2に 対する抵抗 も強く,菌 力 も著 しくつよい もの

であった。両者 をL1,10:1,100:1,1,000:1,

10,000:1の 割合に混合した場合には耐性菌と感1匹菌の

割合が1,000:1の 比でそれ以上感性菌をふくんでいる

ときにはH2O繋 に対する抵抗がみられ,ハ ツカネズミ

に対する菌力は100:1の ものは10γ/cc耐 性 菌に等し

い菌力を示 しそれ以上感性菌をふくんでい ると菌力 も強

くなつてきて1感性菌の菌力に近い値 となつた(図4)。

図4第4群

総括ならびに考案

結核菌についてはその菌力を動物実験 あるいは生化

学的性状,発 育形成その他か ら判定しようとい う試みが

なされてきたが,結 核菌がINH耐 性になるとモルモ

ットに対して菌力を減ずるとい う報告は1953年 ごろか

ら相ついで発表された1～3)。 著 者 も第1報 か ら第3

報にかけてINH耐 性結核菌は耐性度の上昇するにし

たがいカタラーゼ陰性となりH2O2に も抵抗が弱 くな

り,さ らにハツカネズ ミに対して菌力が劣って くること

を証明した。また,患 者喀疾中の結核菌ではINH耐

性を獲得 してもなお 感性菌を種々の 割合に ふ くんでお

り,こ の割合のちがいによつてハツカネズ ミに対する菌

力の変化 も現われて くることを報告した。今回は患者喀

疾 より分離した耐性菌,感 性菌を種々の割合に混合して

静脈内注射をや り全肺臓内生菌単位数を比較し併わせて

混合菌群のカタラーゼ反応 とH2O2に 対する抵抗性 も

検討した。勝山4は 弱毒結核菌H37Raと 強毒結核菌H37

Rvを 同時にモルモットに接種したとき弱毒菌は 速やか

に体内より消失してしまうことを報告しこれは強毒菌に

よる免疫力の発現であると考えた。加藤5)は ハツカネズ

ミに対してH37Rvと 生存増殖力を全 く喪失したB-b

株 よ りなる混合菌群を用いて実験をおこない両菌株は宿

主体内において共存 してもそれぞれ単独の感染の場合 と

全く同一の生存増殖の経過を示 し総生菌数の消失はH37

Rvの それと一致したといつている。また,Gernez6)は

ハ ムスターに 工NH10γ/cc耐 性菌 を 感染 させると

300日 以上ハムスターは生きていたが感性菌を混合接種

すると150～180日 で死亡することを報告し,米 山7)は

INH耐 性菌の菌力低下を確認するとともに モルモ ッ

ト体内耐性減弱はINH耐 性結核菌 とINH感 性結

核菌の混合接種により,感 性菌と耐性菌の増殖力の差に

よることを確認 した。

私の成績をみると,菌 力の強い感性菌とそれより菌力

の劣る10γ/cc耐 性菌を種々の割合に 混合して同時に

注射 して ハッカネズ ミの4週 間後の 肺臓内生菌単位数

を比較してみると,感 性菌が1%以 下の割合にふ くま

れている場合には10γ/cc耐 性菌に近い 菌力を 示すこ

とが観察された。これより感性菌のしめる割合が多いと

感性菌単独接種の場合と著明な菌力の差はみとめ られな

いことがわかつた。この場合混合菌液1mg/cc中 の生

菌単位数があくまで17×105で あつた 場合の結果であ

る。

Meissner8)はINH耐 性菌と感性菌を種々の割合

にまぜモルモ ットに接種して次の結果をえた。すなわち

100%耐 性菌接種の場合は病変少なく50～90%に 感

性菌がふ くまれると相当高度の病変をみとめほとんど全

臓器内に感性菌が検出されわずかに接種局所に耐性菌を

みとめている。また5%感 性菌がふ くまれて も動物に

高度の結核を起すので混合菌群の菌力はふ くまれている

感性菌の菌力で決定されるといつている。佐藤9は 患者

喀疾か ら分離した結核菌中のINH耐 性菌の分布率は

直接法による検査で50%を こえることが なく,ま た

人工的に耐性菌 と感性菌を混合した場合混合菌群に分布

する耐性菌の比率は一定の割合で減少してい く。これは

混合菌群中のINH感 性菌 と耐性菌の発育速度の差に

よるものと考 えている10)。さ らにMeissnerは 混 合菌群

では試験管内で10～5%の 感 性菌が入つて も完全耐性

とよみとれる結果をえてお り,1回 の動物通過ではIN

H耐 性菌は感性菌1と変 らなかつたことなどを追加 して

いる。私の第3群 の成績では,い ずれ も菌力の比較的

劣っていた10γ/cc耐 性菌 と感性菌を種々の割合に混

合して動物注射 しても当然菌力の変化はみられずただ動

物接種時の菌液のH2O2に 対 する抵抗性が両者を1:

1の 割 合に混合した場合にも感性菌単独の場合に近い抵

抗性を示 した。

Pothmam11)はINH高 度 耐性になつて も強い菌

力を示すときはそれはその中に感性菌をふくむためであ

るといつており,Rist12)は 臨床細菌学的にINH耐

性菌の無毒菌をだす患者 も感性菌を喀出するか ら周囲な

らびに自身に対して も安全とはいえないとい う。私 も第

1～4報 にいたる成績か らINH耐 性菌はハヅカネズ

ミに対してたしかに感性菌より菌力が劣つていだが,喀

疾中には完全耐性になつて も相当の感性菌の混在がみと
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め られたことと,耐 性菌になつて もなおかな りの菌力を

示すことか ら,患 者の予後と周囲に対する感染の危険は

さらに検討 しなければ ならない問題であると思つてい

る。

結 論

患者喀疾から分離 された1代 目のINH10γ/cc耐

性菌,0.1γ/cc耐 性菌と感性菌とを人工的に10,000;

1,1,000:1,100;1,10:1,1;1,1:10,1;100

の割 合に混合した菌群のハツカネズ ミに対す る菌力を全

肺臓内生菌単位数で比較 し,同 時に混合菌群のH2O2

に対す る抵抗性を検討して次の結果をえた。

1)菌 力の弱い10γ/cc耐 性菌 と菌力 のつよい感性

菌 とを混合して注射し4週 後の肺臓内生菌 単位数をみ

ると,混 合菌液1mg/cc中 の生菌単位数が17×105で

あつた場合,感 性一菌が1%以 下の割合にふ くまれてい

ると10γ/cc耐 性菌に近い 菌力を示し,こ れより感性

菌の占める割合が多いと感性菌単独の場合に近い菌力を

示すにいたる。感性菌の占める割合が1%以 下であっ

たときはH2O2に 対する抵抗性 もH2O2作 用後1

mg/cc中 の生菌単位数が6×10隻 以下に減少していた。

2)い ずれも菌力が劣つている10γ/cc耐 性菌と感

性菌 とを種々の割合に混合して注射 して も混合菌群の間

に菌力の変化はみ られず,た だH2O2に 対する抵抗性

が両者を1:1の 割合に混合した場合に も感性菌単独の

場合に近い抵抗を示 した。
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