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喀疾中の結核菌の態度特に塗抹陽性培養陰性菌について

第3報 喀疾中の抗結核剤が結核菌培養に及ぼす影響

西 村 宏

国立宮城療養所(所 長 畠山辰夫)

受 付 昭 和52年8月2日

さ きに私は肺結 核患者の喀疾 中の結核菌が化学療法 に

よつて塗抹 陽性 培養 陰性 とな る場含は,す でに喀疾中の

菌が死滅 または生活 力が 減弱 してい ることが大 きい原因

で あると考 え られ ることを述べ た1)が,喀 疾 中に抗結核

剤が混入 して培養 の際 に菌 の発育 を阻正 す る作 用 も見逃

す ことはで きない2)5)。 それで 喀疾 中の抗結核剤が結核

菌の培養に及ぼす影響な らび に薬剤の不活性化 によるそ

の影 響の除去 について実験 を試 みた。

実験1抗 結 核剤 を加えた菌液の培養

実験方法

岡 ・片倉培地 に4週 間培養 した人型結核菌青 山B株 を

用い,手 振 法によつて生理的食 塩水で5×10-5mg/ccの

菌液 を作 り,そ の3.6ccず つを試験 管に とつて所期 の接

触濃 度の10倍 の濃度 のPAS・SMお よびINAHの 溶液

0.4ccず つを加 えてよ く混 和 し,直 ちに その0.10℃ずつを

Dubos液 体培地(栄 研)お よび小川 の1%KH2PO4培

地2本 ず つに接種 した。培地 は2週 か ら8週 まで1週 ご

とに観察 して集落数 を数 えた。

表1抗 結核剤を加えた菌液の培養

注(表1～4)

数字は最 も多く数え

られた集落数(培 地
2本 の平均)を 示す

*は最 も多くの集落

が数えられた時期が

対照より遅い竜の

**は集落勧発の時

期が対照よリ遅いも

の,したがつて 幹を

含む

実験 成績(表1)

PASを それ ぞれ1,10,50,100お よび1000γ/ccの

割 に加 えた菌液 ではDubo3培 地 にお い て は10γ/cc以

上,小 川培地 におい ては50γ/cc以上 の濃 度では集落が発

生せず,10γ/ccで 小川培地 に対照 よ り遅れ て集落が発生

した。

SMを それ ぞれ1,10,50,100お よび1000γ/ccの 割

に加 えた菌液で はDubos培 地 におい ては507/cc以 上,

小川培地 において は1000γ/ccの 濃 度では 集落 が発生せ

ず,10～1007/ccで は小川培地 上の集落 発育 が対照 よ り

遅延 し,か つ集 落数 も減少 した。

INAHを それ ぞれ0.1,1,5,10お よび100γ/ccの 割

に加 えた菌液 で はDubos培 地において は1γ/cc以 上,

小川培地 においては57/cc以 上の濃 度にな ると集 落の発

生をみず,1γ/ccで は小川培地 上の集落 は少な く,か つ

発育が遅延 した。

実験2菌 液に加えた抗結核剤の不活性化

実験 方法

実験1と 同一 の菌液(種 々の濃 度に抗結核剤 を加 えた

もの)を 用い,そ れ ぞれ不活性化 して培養 した。不活性

化の方法 としてはPASに 対 してはパ ラア ミノ安息香酸

(PABA)法45)と 次壷プ ロム酸 ソーダ(Na。Br)法6.の2

方法 を別 々に行い,INAHに 対 してはNaOBr,SMに 対

しては塩酸チ スティン7)を 用いた。すな わちPASの 不

活性 化には1,5,10,50,100お よび500γ/ccの 割に そ

れぞれPABAを 加 えた小川培地,SMの 不活性化 には10,

50,100,500お よび1000γ/6℃の割 にそれ ぞれCysteinを

加 えた小川培地 を使 用 し,PASお よびINAHをNaOBr

法 で不活性化 す る際 は,菌 液1ccに2%Na。Br0.1ccを

加 えて5～10秒 間撹拌 し,直 ちに2.5%次 亜硫酸 ソーダ

0.1ccを 加 えて小川培地 に接種 し,別 の菌液1ccに 生理

的食塩水0.2ccを 加 えた ものと比較 した。

実験成績(表2～4)

PASをPABA法 で不活性化 した際 には,5γ/cc以 上

のPABAを 加 えた小川培地 では1000γ/ccのPASを 含 む

菌液で も集落が発生 したが 集落 の発育 は遅延 し,1γ/cc

以上 にPABAを 加 えた培地 では100γ/ccのPASを 含 む

菌液 まで対照 と同 じよ うな良好な集 落の発育 を認 めた。
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表2菌 液に加えたPASの 不活性化

表3菌 液に加えたSMの 不活性化

表4菌 液に加えたINAHの 不活性化

しか し50γ/cc以上のPABAを 加 えると結 核菌の発育 をあ

る程 度阻害す る結 果を得た。NaOBr法 で不活性化 した

場合は1000γ/ccのPASで は集落 発生せず,100γ/66の

PASで は集落 の発育 が遅 れ,い ずれのPAS濃 度 で も

集落 数が減少す る傾向があつ た。

SMをCystein法 で不活性i化した結果 は,10γ/cc以 上

のCysteinを 加 えた小川培地 のい ずれ において も,100

γ/6℃のSMを 加 えた菌液 よ りの集落 の発育 がCysteinを

加 えない培地 よ りや や良好 であ るのみで あつた。そして

500γ/cc以上のCysteinは 菌の発育 を阻害 した。

INAHをNaOBrで 不一活性化 した場合は,100γ/ccの

INAHを 含 む菌液 で も集落 は発生 したが,10γ/cc以 上 の

INAHの 存在 する時 は集落 の発育が遅れ,か つ集落数 も

減少 した。

実験5不 活性化の喀痰への応 用

実験方法

化学療法 を受 けてい る肺結核患者 の うち,喀痰 中の菌

がPASお よびINAHの いずれ に も耐性 を有 しない感性

例40名,PASに1007/cc不 完全耐性以 上のPAS耐 性

例4名,INAHに1γ/cc不 完全耐性以上のINAH耐 性

例3名 お よびPASとINAHの 双 方に耐性 を有 す る例5

名 について延べ149回 実験 を行つ た。す なわち朝食後 に

抗結核剤 を投与 され た後,喀痰 中 に もつ と も薬剤が排泄

され ると思われ る午前10時 前後に喀痰 を採取 し,8%苛

性 ソーダの前処置後,3%小 川培地 および57/ccの 割 に

PABAを 加 えた3%小 川培地2本 ずつ接種 し,残 りの喀

痰にNaOBr法 によつて不活性化 処理 を行い,3%小 川

培地2本 に接種 した。培 地は8週 まで1週 ごとに観 察 し

た。

実験 成績(表5,6)

149件 行つた培養 の うち 全然集落 の発生 をみなかつた

57件 を除いた92件 の成績 について述べ ると,ま ず感性例

表5感 性例における喀痰中抗結核剤の不活性化

注(表5,6)Cは 対照,Pは 一PABA法,BはNaOBr法 を示 し,SはSMJはINAH,PはPASを 示 す
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表6耐 性例における喀痰中抗結核剤の不活性化

60件 においては表5に 示す よ うにPABA加 培地が対照 よ

り劣 るものが3件,両 培地 と も集落が ほぼ同数 の ものが

26件 あつたが,PABA加 培地が対照 よ りよい成績 を得 た

ものが31件 あつた。31件 の うち2件 はPABA法 陽性,対

照陰性 であ り,29件 はPABA加 培地の集落数が対照 よ り

著 明に多い もので あつた。NaOBr法 におい ては対照 よ

り集落数が少 ないか陰性 の ものが18件 あ るのに対 して,

NaOBr法 が 対照 よ り優れ てい る もの は9件 の みで あつ

た。 したがつ てPABA法 とNaOBr法 とを比較す ると,

60件 中36件 においてPABA法 が よ り優 れた培養成績 を示

してい る。なお集 落の発生す るまでの期間 について各法

を比 較す ると集落 数の比 較 とほぼ同様の傾向 を 示 し た

が,PABA法 とNaOBr法 との優 劣の差 が一層著明であ

つた。

次 にPASとINAHの いずれかまたは双方に高度の耐

性 を有 す る症例 の喀痰32件 の不活性化培養成績 は表6の

よ うに感性例 にお けるよ りも著 明に劣 り,あ ま り不活性

化の効果 は認 め られなかつ た。対照陽性 でPABA加 培地

陰性の ものが3件 あつたが(感 性例1名1件,INAH1γ/cc

不完全耐性例1名2件),そ の うち2件(後 者の症例)は

PABA培 地 に再接種 することによつて明 らかにPABAに

対 して感受性 を示す ことを確 めた。

なお感性例 および耐性例 のいずれにおいて も,投 与中

の化 学療 法剤の種類 別に よる不活性化 成績 の相違 は著明

でなかつた。

考 察

Fruhlingerら2),中 村8)ら は喀痰 および唾液 中に排泄

され,あ るいは内服 時に 口中に残 つた抗結核剤,特 にP

ASが 喀痰 中の結核菌 を培養 す る際 に菌 の発育 を阻害 す

ることを述べ てい るが,PAS,INAHお よびSMが ど

れ ほ どの濃 度に存在 す るとこのよ うな影響 を及 ぼすかに

ついて試験管 内でまず究 明 しよ うとした。その結果小川

培地 においてはPASは50γ/ccで 完 全に集落 の発生 を阻

虚,10γ/ccで 発育 を抑制 し,INAHは5γ/ccで 完全 に阻

止,1γ/ccで 発育 を抑制 し,SMは1000γ/ccで 完全 に阻

止,10γ/ccで 発育 を抑制 した。 この成績 は蓑茂 ら9)の結

果 と近似 してい る。喀痰 を小川培地 に培養す る際 に前処

置 として等量の苛性 ソーダを加 え るとすれば,喀痰 中に

20γ/ccのPAS,2γ/ccのINAHあ るいは20γ/ccのSMが

含 まれておれば菌の発育 に対 して影響す ると考 え られ る

わけであ る。諸家の報 告に よれば 日常治療に用い る用量

では喀痰 中のPASの 濃 度は20γ/ccを越 え,完 全 阻止濃

度の100γ/cc以 上に もな り2)10～12),INAHは2γ/ccを 越

え るが,完 全阻止濃 度の10γ/ccに達 す ることはほ とん ど

な く11～14),SMは20γ/ccを 越 えることは ない15)～17)。

それ故,化 学療 法施 行 中の喀痰 培養 におけ る抗結核剤 の

発育阻止 ない し抑制作用 はPASが 最 も多 く,INAHは

それ に次 ぎ,SMは た とえ喀痰 中に混入 して もほとん ど

影響 ない と思 われ る。 したが つて喀痰 に混入 したPAS

ない しINAHが 直接影響す るために,結 核菌が塗抹陽性

であ りなが ら培養陰性 を示す とい うことは考 え られ るこ

とで ある。

なおDubos培 地 は5ccの 液体培地で あるか ら接種材

料 が直 ちに50倍 に稀 釈 され るので,抗 結核剤を加 えて も

比較 的菌 が発育 す るのではないか と考 え られたが,い ず

れの薬剤の場合 も小川培地 よ り成績 が劣つた。

次にPABA加 小川培地 を用 いたPASの 不活性化 では

1γ/ccのPABAで100γ/ccのPASを,5γ/ccのPABA

で1000γ/ccのPASを 不活性化 しえたが,50γ/cc以 上の

PABAは 結核菌の発育 を阻害 した。 したがつ て1～10γ/

ccの割にPABAを 加 えた小川培地 は臨床的 に応用 して

PASの 不活性化 に有効 と考 え られ る。NaOBr法 で は

100γ/ccのPASお よびINAHを 不活性化 しえたが,操 作

を迅速 に行 われ ない場合 には集落 の発生 をみないことが

あつ た。Cystein加 小川培地 を用い たSMの 不活性髭で

は10γ/ccのCysteinに よつ て100γ/ccのSMを 含 む菌液

の培養成績 をやや向上 させ ることがで きたが,そ の効果

は軽度であ り,菌 液 とともに培地 に加 えた場合のSMの

発育 阻止作 用 は非常 に強い もので はないのでCystein加

培地 の実用的価値 は少ない と考 え られ る。

以 上の基礎 実験 の結果 か ら,5γ/ccの 割 にPABAを 加

えた小 川培地 によ るPASの 不活性化 とNaOBrに よ る

PASお よびINAHの 不活性化 を患者喀痰 の培養 に応 用

した ところ,耐 性 のない症例 では60件 の培養陽 性例 中31

件 においてPABA加 培地 にお ける集 落の発生が良好で あ
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つ た。 これ に対 してNaOBr法 はPABA法 ほどに好成績

は得 られず,か えつて対照 よ りよ くなかつ た例が相 当み

られ た。 高 橋6)はTween.血 清培地 を用い た実験で は

NaOBrの 作用時 間が15秒 以 内な らば菌数 の減少 を きた

す ことはないと述べ てい るが,実 際 に化学療 法施 行中の

しか も粘稠 な喀痰 に応 用す る時には,な るべ く迅速 に操

作 して もNaOBrの 結核菌 に対 す る殺菌作 用を免れ えな

か つた ものと思 われ,鈴 木 ら8)の不成績 もそのためでは

なかろ うか と推察 され る。

高度の耐性例 においては不活 性化 処理 に よつて培養 成

績 を さして向上 させ ることがで きなかつたが,こ れは当

然考 え られ ることであつて,Fruhlingerら2)に よればP

ASを 高濃 度に含 む喀痰 で結核菌 が培 養で生 えるのはP

AS耐 性菌 の場合のみであ るとい う。なおYegianら3)

の述 べた よ うなPABA感 性菌がINAHに1γ/ccの 不完全

耐性 を有 す る菌株 に見出 された ことは注 目され る。

施 行中の化学療 法の種類 に よる不活性化 成績 の差 が著

明でなかつた ことは,全 例 がPASの 投 与を受 けてい る

点 よ りみて,喀痰 中に含 まれ る抗結核 剤の発育 阻止作 用

はPASが 主役 を演 ず ることを裏 付け るもの で あ ろ う

か。

結 論

1)結 核菌浮游液 に種 々の濃 度の各種 抗結 核剤を加 え

た小川培地 に接種 した ところ,PASは50γ/cc,INAH

は5γ/cc,SMは1000γ/ccの 濃 度で完全 に集落 の発生を

阻止 し,PASの10γ/cc,INAHの1γ/cc,SMの10γ/

ccは集落 の発育 を抑制 した。 それ故臨床的に抗結核剤を投

与 す る際 に喀痰 中に混入 され る薬剤の濃度 よ りみれば,

結 核菌 培養に及ぼす影響はPASが 最 も大 きく,次 い で

INAHで あ り,SMの 影響 は非常 に小 さい と考 え られ,

したがつて喀痰 中 に混在す る抗結核剤,特 にPASな い

しINAHは 喀痰 中の結核菌が塗抹陽性 であ りなが ら培養

陰性を示す原因の1つ とな りうると思 われ る。

2)抗 結核剤 を加 えた菌液 についてPABA,NaOBr

お よびCysteinを 用いて それぞれPAS,INAHお よび

SMを 不活性化 して培養 した結果,PABA法 とNaOBr

法の効 果が著 明で あつ た。

3)化 学療法施行中 の患者喀痰 について5γ/ccの 割 に

PABAを 加 えた小川 培地の使 用 とNaOBrに よる不活性

化処理 を行い,感 性例 の約半数 にPABA法 の効果がみ ら

れたが,NaOBr法 は よい成績 が得 られなかつた。PAS

を含 む化学療法を行つてい る患者の喀痰 を培養す る際,

高度耐性菌 を もた ない症例 におい ては,PABA加 培地 の

使 用は培 養成績 を高め るのに有効な方法であ ると思われ

る。

終 りに御指 導御校閲を頂 いた所長畠 山辰夫博 士に深 謝

す る。
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