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耐 性 表 現 型 耐 性 偽 耐 性

東 村 道 雄

国立療養所大府荘(荘 長 勝沼六郎薄士)

受付 昭和33年8月27日

薬剤耐性問題を取扱 うさいに研究者が しばしば感じる

疑点は,耐 性の定義すなわち耐性菌 と感性菌 とをどうし

て区別するか とい ういとであろう。しかし,い の問題を

論じるに先立つて次のいとを前提 としておかねば無用の

混乱を招 くおそれがある。

a)耐 性検査の対象 となるのは通常個々の菌ではなく

て菌集団である。したがつて検査の結果は菌集団の大 き

さ,す なわち接種菌量の大 きさによつて変動するか ら1)

2),耐 性問題を論じるにには接種菌量を一定 としておかね

ばな らない。そのためにには対照培地で単離集落を生じて

集落数算定可能な接種菌数を使用するのが実際的である

2)3。 具体的1にいえば,各 試験管あた り(中 試験管に培

地8cc分 注の条件)10～150く らいの集落,で きれば

10～100く らいの集落が対照培地にに認め られる条件で,

どの濃度まで発育可能かを決める必要がある。

b)次 にに耐性検査の結果は培地 によつて変動するか ら

培地を一定ににする必要がある 〔注.喀 痰中結核菌の 耐

性検査に 一般にに使用される3%小 川培地はthiosemi-

carbazone(TB1),kanamycinの 検定には不適当であ

るので,小 川(政)4)に よつて提唱され,わ れわれによ

つて渦巻白金耳接種法(接 種量を0.02mlと す る)5)と

組合わせるように改良された1%小 川培地使用の 方法

の方がすぐれている。方法は喀痰に等量の5%KOH

を加 えて均等化し,渦 巻白金耳で0.02ml宛 を接種す

る(詳 細は文献5)参照)。 われわれの療養所では昭和30

年11月 以来いの方法を常用にに供 している。SM,PA

S,INAHに に関する検査結果は3%小 川培地を用いる

のと同じである。〕

c)耐 性検査の結果は菌株にによ り変動する。ただしい

の変動はあまり大 きくはないように思われる。

d)判 定 日数を一定ににするいと。

接種菌量,培 地,菌 株,判 定 日数を一定にしてもなお

避けがたい実験誤差が生じる。しかしいの誤差は上記実

験条件をととのえれば 経験的にには きわめて 僅少 であっ

て,人 型結核菌青出B株,1%小 川培地,渦 巻白金耳

援種法を用いて,分 離集落 を与える接種量を用いて検定

すれば(以 下actual count法 とい う),以 下に述べる結

果がほとんど恒常的に得 られ る。

SMで は1γ か ら集落数および集落直径が減少しは

じめ,以 下濃度とともにに連続的に減じ,SM5γ では

ほとんど可視集落を認めな くなる6)。

PASで は0.05γ か ら集落数および集落直径を減

少しはじめ,以 下濃度を増す とともにに連続的に減少の度

を増し,PAS0.8γ では可視集落 を認めな くなる7)。

INAHで は0.005か ら集落数のみを減じ,以 下0.01

γで はさらにに数を減じ(直 径は不変),0.02γ ま た は

0.03γ で急に可視集落を認めな くなる。INAHで はS

Mお よびPASと 違 つて急に発育阻止が 起るいとが

特徴である8)。(注.卵 培地の凝固蛋白は薬剤分解を阻止

す るのに役立つので9)10),滅 菌条件を一定にして固め

にに仕上げるいとが,恒 常的結果を得るのに必要である。)

その他,わ れわれの研究室の成績によれば,viomycin

11),TB112),sulfa剤13),kanamycin14)も 程度の差

はあれSMお よびPASと 同じ型を示す。

上述の結果は数回ないし10数 回の検査を繰返してほ

ぼ恒常的に得 られる。とくにINAHの 場合は きわめて

明確な結果が得 られる。すなわち,条 件さえととのえれ

ば,細 菌学的検査の結果 に十分信頼をおいてもよいと考

え られる。(注.上 述のSMお よびPASの 記述のご

とく,一 見完全阻止にみえても,そ れは肉眼的にに可視集

落が認められないいとを意味するだけで,実 際に発育が

停止 しているのではないいとに注意を要する。)

以上の条件を前提として,以 下耐性菌 と感性菌 との区

別 を混乱させる現象について観察を加える。

I耐 性(Real Resistance)の 宝義

耐性菌を論 じるには,ま ず感性菌を論 じる必要があろ

う。人型結核菌青山B株 とSMを 例 にとれば,薬 剤

ににふれたいとのない感性株(親 株)のSM感 受性にも

種々の度合があ り,感 受性の分布曲線は図1の 通 りと

なる。いいに使用した感性株はsingle clomeか ら出発

しているので,株 中に含まれる耐性度の高い菌 も感性菌

か ら変異して性じたいとは疑いない。いの曲線を観察す

るの1に,左 方部(低 濃度部)に は緩徐な連続的変動がみ

られ,つ いで曲線は5γ のというで急に 断層を作つて

不連続的となり,再 び右方部(高 濃度部)に 緩徐な連続的

変動を画 く。いの曲線をみれば,断 層点を挟んで左方部

を感性菌,右 方部を耐性菌と考えるのが自然であろう。

さらに各濃度のsurvivors(可 視集落を形成する菌)

をとつて,そ のpopulation構 成 をしらべてみると,5



816 結 核 第33巻 第12号

図1人 型 結 核菌 青 山B株 のSMに たい す る

Sufvival Curve

(1%小 川培地.渦 巻白金耳接種法、4週 幾判定)

γ以上の濃度のsurvivorsの 子孫はやは り大部分がS

M5γ ないし10γ 培地で 発育可能(以 下可視集落を

形成するいとを発育 とい う)で あ り,一 方3γ 以下の

survivorsの 子孫はそのほとんど大部分がSM5γ の

みな らずSM3γ に も発育不能の ものであつた。すな

わち5γ 以上にに発育する性質は遺伝するものであるの

で,い れ らのsurvivorsは 遺伝子型が変化した菌すなわ

ちresistant mutanむsと 考え られる。一方,3γ に発育

した菌は感性株中では比較的耐性度が高い変異を示す も

のであるが,図1の ごとく連続的変異の範囲にに含まれ,

か つその性質は子孫にに遺伝しないので,感 性菌が彷裡変

異を示 してSM3γ にに発育 したものと考えられる。

なお,SM3γ 培 地にに発育 した菌が,菌 そのものの

性質の差によつてsurviveし たのではなく,数 コの菌の

集合であつたために,単 個菌よ りも大 きい集落 を作つて

surviveし たのではないか とい う疑問が 起るか もしれな

い。しかしSM培 地.上のgeneration timeが 仮1)に

24時 間かかろとしても(薬 剤なし培地ではYoumalls

 & Youmans15)法 で約8時 間),3日 経てば3世 代を

経過 して8コ になるか ら,そ の遅れは3日 分のもので

ある。 したがつて仮 りい8コ の菌か ら出発した集落が

発育停止期にに達すれば,3日 後1には単個菌か ら出発した

集落 も同じ発育にに達 してよいはずである。しかるに実際

に観察 される発育の不揃い(集 落直径の不揃い)は 培養

日数を延長しても消失 しない。したがつてやは り菌その

ものの感受性の差にい由来するものと考えねばな らない。

また以 上の考察とは別にわれわれの実験条件では,各 集

落は大抵の ものが単個菌に由来するものと考えてよい も

のである5。

以七のごとく耐性度が比較的高 く不連続的に出現する

菌はその性質を遺伝するmutantsで あ り,比 較的耐牲

度が低 くて連続的に出現する菌はその性質が非遺伝的で

彷徨変異によるものと考えられる。還伝子型的には前者

は感性菌 と違つた遺伝子型をもち,後 者ば感性菌 と同じ

還伝子型をもつ と考えられる。したがつて,い いに耐性

菌の定義を耐性遺伝子型をもつmutantsと 定義すれば

(遺伝子型的に定養すれば),明 確に耐性菌 と,感性菌とを

区別で きる この区別を実際に信うには,任 意の菌の子

孫のPopulation構 成をしらべて,耐 性の性 質が遺 伝す

るか否かをしらべれ はよい.

以 上SMを 例 として述べたいとはINAHやPAS

についても全 く同様であるいとが見出された7)8)。

以上の 定義は臨床的な耐性 の定義にも全 く好都 合であ

ろ,何 となれば,わ れわれが臨床的に問題 とす ろ耐性菌

なうものは,た んに一過性のものであれば臨床的に意味

がないのであつて,耐 性なる性質が子孫に遺伝されて,

耐性菌集団が 持続するがゆえに 臨床的に 重大意義を有

するか らである。す なわ ち耐性菌の定義をresistant

 mutantsと 定義するいとは理論的のみな らず臨床的に も

合理的な定義である。(ま とめ)耐 性菌と感性菌との区別

は遺伝子型によつてなされるいとが合理的であると考え

られろ。耐 性菌 とは感'性菌(感 性遺伝子型をもつ)と 異

なる遣伝子型をもっresistant mutantsと 定義するのが

理論的にも臨床的にも合理的である。すなわち耐性菌 と

は耐性遺伝子型をもち,耐 性なる性質が遺伝され る菌 と

定義する。耐性菌の 耐性度は 感性菌と 比較して 不連続

的に高いので 感性菌 と区別され,さ らにに両者の 子孫の
Population構 成をしらべれば,耐 性菌の子孫は耐性度の

高い集団か らなるので容易に感性菌と区別で きる。

II表 現型耐性(Phenotypie Resistance)

以 上のこと く耐性菌をresistant mutantsと 定義した

が,感 性遣伝子型をもっ感性菌が一見耐性菌 とまぎらわ

しい現象を示す いとがある。それがここに述べ る表現型

耐性 と次に述べる偽耐性である。SMに 関す る表現型

鰍性の現象については別報16)したので,こ いにはPAS

に関すろ表現型耐性について述べる。

人型結核菌青 山B株 のPASlに たいするsurvival

 ratiosは 表1の 通 りであつて,survivorsはPAS

濃度 とともに連続的に減少し,0.8γ では発育を示さな

くなる。PASに ふれたいとのない 感性株の個々の菌

はsingle cellsと して接種された場合には0.8γ 以 上

の濃度に可視集落を示 す い とは耐性菌でない限 り何回

実験を行つて も全 く経験され ない。PAS0.5γ では

survivorsの 数 はかな り減少しているが,な お連続的変

動の範闘に含まれていて,少 数がsurviveす る。 一方,

PAS17培 地 におけるsurvivorsは わずか に2.81

×10-5の 割合に見出されるにすぎない。しか もPAS

1γ 培地の集落約100コ をとつて,そ のpopulation構

成をしらべると,子 孫のほとんど全部がPAS1γ に

発育 するのみならす,相 当数がPAS10γ にす ら小

集落を形成する(表3)。 す なわちPAS1γ 培地の

survivorsの 性質は子孫にに遺伝きれるので,耐 性遺伝子

型をもつ耐性菌と考えられる。
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表1人 型 結 核 菌 青 山B株 のPASに た い す る

Survival Ratios

(1%小 川培地,渦 巻白金耳接種.6凋 後判定)

表2PAS0.5γ 培 地 に発育 した集 落 の

population構 成

(人型結霞菌青山B株,1%小 川培地,渦 巻白金耳接種,6週 後判定)

一方,PAS0.5γ 培地 に発育した集落約100コ を

とつて菌液を作 り,そ のpopulation構 成をしらべると

表2の ごとくPAS1γ 培地に少数の小集落を形成し

た。前述のごとくPASに ふれたいとの ない感性菌

はsingle cellsと して接種されてPAS1γ 培地 に

surviveす るいとはな く,PAS1γ 培地のsurvivors

は耐性菌 と考え られるので,一 見いのような小集落は耐

性菌に由来するのではないかと考えられた,少 な くと

も,single cellと して接種されてPAS1γ 培地 に

ともか く可視集落を形成したいれ らの菌は表現型的には

耐性を示す といわねばならない。もしいれ らの小集落が

耐性菌に由来するものであれば,そ の性質は子孫にに遺伝

しているはずであるか ら集落は耐性菌か ら構成されてい

なければならない。そいで,い れらの小集落を集 め て

population構 成 をしらべてみると,今 回はPAS1γ

培地にsurviveし ないばか りか,PAS0.1γ 培地に

す らsurviveし ないhypersensitiveな 反応を示した。

すなわち,対 照培地 に平均21.0(10本 の平均)の 集落

を示したにかかわ らず,PAS0.1γ,0.5γ,1γ の

いずれにも発育 しなかつた。いの結果は小集落が真の耐

性1菌に由来するものでなく,実 は感性菌に由来するもの

であるいとを示 している。しかし,い れ らの感性菌は感

性遺伝予型をもつにもかかわらず相当期間(小 集落形成

の期間)表 現型的に耐性菌に似た反応を示したものとい

える。すなわ ち,こ の現象は遺伝子型的には感性菌であ

る菌が表現型的にには耐性菌のそれに似た反応を示したの

であるか ら,いわば表現型耐性(phenotypic resistance)

と名づけて,真 の耐性 とは区別すべ きものと考 え られ

る。

IIl僞 耐性(Pseudoresistance)

感 性菌が感性菌 としての表現型を示していると考えら

れるのに0.8γ 以上のPAS培 地 や5γ 以上のSM

培地 に全面的発育を示す いとがある。いれは大量の接種

菌量(massive inocula)を 用いたときににみられる現象

で,偽 耐性(pseudoresistance)と よぷいとにする。

大量接種の場合に少量接種の場合より,よ り高濃度ま

で発育がみ られる現象は以前か らよく知 られているいと

であるが,そ の原因は明 らかにされていない。その可能

性 としては次の2つ が考えられる。第1は 接種菌量を

増す と,そ の中に含まれる耐性菌が多くなるため,よ り

高濃度 まで耐性菌が発育するのではないかとい ういとで

ある。第2は,PAS,SMの よ うにに発育遅延型の作

用形式を示す薬剤では,濃 度が増して発育がみ られな く

なつて も,そ れは発育遅延のためにに可視域にに達 しないた

めであ り,微 量の発育は起つていると考え られる。した

がつて大量の接種菌量が用いられれば,い れら微量発育

が集積して可視発育 となるのではないか とい ういとであ

る。第2の 可能性はSM,PASの ほかに,sulfa剤

13),viomycin11),TB112),kanamycin14)な どのごと

く発育遅延型の作用形式をとる薬剤ではすべて起 りうる

いとと思われ る。

実際ににPAS1γ 培地またはSM5γ 培地 に種々

の接種菌量を接種してみると,あ る程度の接種量にに達す

ると少数の耐性菌集落(population分 析 により耐性菌集

団であるいとが証明された)が 認め られるが,さ らに接

種菌量を増すと耐性菌集落の背景にに薄膜状の全面的発育

が認められる。そしてさらにに接種菌量を増す と今度は耐

性菌集落が不明となつて菌膜状発育のみとな つ て し ま

う。耐性菌集落が不明となつた原因は,菌 膜状発育によ

つて耐性菌集落の 発育が干渉を受けたものと解 される

7蚤。 いいにに認められた薄膜状ないし膜状発育の由来は何

であろうか。もし耐性菌ならば,耐 性菌はまれな存在で

あるか ら点状に出現するはずであり,接 種菌量を増して

急に全面的発育を示すいとはおかしい。したがつて第2

の可能性にによるものと思われる。もしそ うであれば,既

述のように,い れら膜状の全面的発育は耐性菌ではなく

感性菌か ら構成されているはずである。ただし接種 され

た大薗量中には耐性菌 も含まれているにちが い な い か
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ら,こ れ ら耐性菌か らの発育 も起るにちがいない。しか

え,薬剤培地での発育速度は耐性菌は比較的速 く,感 性菌

は比較的遅いであろうから,一 定培養期間後に認められ

る発育中の耐性菌含有率は,薬 剤にふれたいとのない感

性株中の含有率よりも増加するはずである。

以上述べたごとく,感 性菌の集積により耐性培地 こ発

育が認められるとすれば,い れは全 く耐性とはいいがた

く,い わば偽耐性 とで もい うべ きものであろう。いの偽

耐性の現象の実在,す なわち前述の膜状発育が感性菌か

ら構成されていることは,次 に述べる実験によつて証朗

された。

1)PASの 場合:PAS1γ 培地 に44.2×10t

の菌 を接種すると6週 後にに平均12.4コ の 大 きい 点状

集落が認められ,そ の背景にに薄膜状の全面発 育 が起 つ

た。いの両者のpopulation構 成をしらべ ると,表3の

よう1に,点 状集落はPAS1γ 耐性菌か ら成 つ て お

り,い れら集落が耐性菌の子孫であるいとが証 明 され

た。一方,PAS1γ 培地の薄膜状発育の方は,single

 cellsと して接種されたときににはPAS1γ 培地 には

発育せず,感 性菌か ら成るものであるいとが 証明 され

た。すなわち,い れ らの菌は感性菌であるにもかかわら

ずPAS1γ 培地 に膜状発育を示して一見耐性菌 とま

が う現象を呈 したのであるから,い わゆる偽耐性の現象

を示したといえる。

表3大 量接種(44.2×104)でPAS1γ

培地にに点状に発育した単離大集落(株P1)

とその背景の薄膜状発育(株Pm)の

population構 成

(青山B株,1%小 川培地,渦巻白金耳接種,6週 後判定)

2)SMの 場合:SM5γ 培地 に感性株 の 生 菌 数

21.4×104を 接種すると4週 後に平均0.2コ の大集

落が得 られた。いの集落を株1と 名づける。同時に21.4

×105の 生菌数を接種 したSM5γ 培地では平均1.2

コの集落が得 られ,そ の背景にに薄膜状の全面的発育が起

った。また21.4×106の 生菌数を接種 したSM5γ

培地では膜状発育 となつて点状集落は不明となつた。い

れを株IIと 名づける。いれらの株IとIIと のpopulation

表4:た 量接 種 でSM5γ 培 地 に 発育 した単

離 大 集落 とそれ 以 上 の大 量 接種 で得 られ

た膜 状 発 育 のpopulation構 成

(青由B株,1%小 川培地,渦 巻白金耳接稗,4週 後判定)

髄 をしらべ ると表4の 勘 となつた。すなわち,株I

の大部分はSM5γ 耐 性菌か ら構成されているの にた

いし 株iiで はSM5γ 耐 性菌の含有率は株1の 約1/12

で あつた。すなわち株iiは 主として感性菌か ら構成され

ているが前述の軸 で耐性菌含有率を増したものと思わ

れる。すなわち,株IIの 耐 性菌含有率が感性株よ り高い

のは,SM5γ 培地 における耐性菌 と感性菌 との発育

速度の差によつて説明される.い の場合もSM5γ 培

地に膜状発育をしたのは主として感性菌であつて,や は

り偽耐性の現象 と考えられる。

総 括

耐性(real resistance)と 混 同されやすいが,全 く異

なる現象として,表 現型耐性(phenotypic resistance)

と偽耐性(pseudoresistance)の 存在を指摘した。真の

耐性 とは耐性菌(耐 性遺伝子型をもつ菌)に よつて与え

られる現象であ り,耐 性菌 と感性菌 とは遺伝子型によつ

て区別されるべ きである。任意の菌が耐性菌か どうかを

検定する1には,そ の菌をsingle cellsと して培地 に接種

して発育の有無を観察 し,さ らにその子孫のpopulation

構 成をしらべてみれば区別で きる。

表現型耐性とは感性遺伝子型をもつ感性菌が耐性菌と

類似の表現型を示す現象であ り,偽 耐性 とは感性菌が大

量接種 きれた場合に,微 量発育の1集積にによ り耐性培地 に

全面的発育を示す現象である。偽耐性の本態は発育が遅

延した感性菌の微 量発育(お のわのは不可視)が 集積し

て可視限界に達した ものと考えられる。
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