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ス トレプ トマイ シン耐 性結核菌 の被喰燼性 に関す る実験的観察(そ の1)

丸 野 秀 親

京都大学医学部外科学教室第2講 座(指 導 青柳安 誠教授)

国 立 兵 庫 療 養 所(所 長 小川吾七郎博士)

受 付 昭 和55年1月15日

緒 口

1943年 ス トレプ トマイシン(以 下SMと 略)がS 、

A.Wacksmanに よつ て発見 され,結 核化学療法剤 とし

て結核治療界 に登場 して以来,わ が 国において も広 く臨

床的に使用 され,そ の治療効果 は画期的の もの と瞠 目さ

れたが,反 面,結 核菌がSMに 対 して耐性 を獲得 し,

治療 効果 を減弱 ない し無効にす るとい う事実が臨床的に

1つ の隆路 となつてい る。 そこで,臨 床家はSMの 使

用 に さい し耐性株 の出現防止 に留意 して,治 療 効果 を挙

げ るべ く鋭意努力 をは らつ てはい るが,し か し,も し不

幸 に して治療 中に生体 内に耐性獲得株 を生 じた場合,あ

るい は耐性株が侵入 した場合,個 体 の もつ各種 の喰 細胞

は,こ れ に対 して どのよ うな喰燼作用 を営む ものであ る

か とい うこと も,ぜ ひ吟味 しておかね ばな らない問題 で

あ る。

薬剤 に対 す る耐性獲得 菌株 の被喰燼性 に関す ろ 研究

は,黄 色葡萄状球菌寺 島株 のベ ニシ リン耐性獲得菌 につ

いて中由1),島 田2)の,お よび 黄色葡 萄 状球 菌寺島株

な らびに大 腸菌(京 大 微生教室 株No.11)の フニラシ

ン耐性獲得菌について小野5)の 報告が あ るのみで,SM

耐性結核菌につい ては これ をみ ない。 よつ て,わ れわ れ

は にれ を検討す る意味 で次の実験 を行つ たこ。

1弱 毒人型結核 菌フランクフル ト株のSM耐

性獲得 ならび にSM耐 性 復元

1〕 結核菌均等浮游液 の作 成

従来,結 核菌 を 液体培地 内に 均等 に発育 せ しめ るこ

と,す なわ ちHomogeneous Cultureを 行 うこ とは 古

くか ら試 み られたが,非 常に困難 とされ て きた4)。1946

年R.J.Dubosら5)6)はPolyoxyethylene Sorbitan

 monooleateす なわ ちTween80を 用 いて結核 菌の均 等

培養 に成功 したこが,わ れわれ もTween80を 入 手 しえ

たので,等 々力7),原8).に 準 じて次 のこ どきDubos変

法 培地 を作 成 し,結 核菌の均 等浮游液 をえん と試 みた。

(実験材料 な らびに方法)

i)被 検菌:1%小 川培地4週 問培養の弱毒人型結

核菌 フランクフル ト株(以 下 人F株 と略,京 大結研 よ り

分譲)。

ii)使 用 培 地:Dubos変 法 培 地 。

第1燐 酸 加 里1.09

第2燐 酸 ソ ーダ6.3g

ア スパ ラギ ン(Merk)1.0g

以 上を少 量の蒸溜 水に加 温溶 解 し全 量を850ccに す

る。次に

ペ プ トン2.0g

拘 椽 酸 鉄 ア ンモ ン0.05g

1%硫 酸 マ グ ネ シ ゥム1.0cc

0.05%塩 化 ヵル シ ゥム1 .0cc

0.01%硫 酸 亜 鉛1 .0cc

0.01%硫 酸 銅1 .0cc

を加 え,pH6.5～6.8に 修正 して のちに10%Tween

80溶 液5ccを 加 え,こ れを15ポ ン ド20分 間高圧滅

菌 し,つ いで 無菌的 に.血清 を1%の 割合 に,さ らに

50%葡 萄糖液10ccを 加 え 振湯混和 して培地 とし
,

24時 間無菌試験 を行つ たこうえで 使用 した。 添加血清 に

は乾燥血漿,人 血清,家 兎血清,山 羊血清 な どを試用 し

たここともあ るが,発 育が良好 でなかつた り,操 作中に雑

菌の混入が 多かつ た りす るの で,の ちには 日本栄養化学

の培地用 アル ブ ミン9)を 用い た。 この液体 培地 を以後

Dubos培 地 と略称す る。

iii)培 養法:1%小 川培地4週 間培 養の人F株 菌膜

を瑪 瑙乳鉢で充分磨砕 してのちDubos培 地 に移 し,毎

日朝 夕2回 振猛3週 間に及 び,以後 は この菌液 をDubos

培地 に振盗 しなが ら継代培養 し,用 に臨み さ らに ガラス

玉入 り三角 コルベ ンに移 し,振 盪 機に60分 間かけて完

全均等 なる結核菌液 をえた。 そして,そ の菌量 を一定に

す るために,故 鳥潟 名誉教授考 案 になる沈澱計(以 下 鳥

潟沈澱計)を 用いて,3,000回 転30分 間遠沈 し,そ の度

目(1度 目は約0・0007co)を 読 み,Dubos培 地 にて

適 当に うす めて菌量 を調整 した。

2〕 人F株 の接種菌 量によるSM感 受性 の相違

(実験材料)

i)被 検菌:前 記に よ り作成 した均 等性人F株 。

ii)使 用培地:Dubos培 地 。

iii)SM:明 治製菓製Dyhydro streptomycin 。
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(実験方法 な らびに成績)

人F株 均等液 の接種菌量を鳥潟沈 澱計 によ り種 々の段

階 に調整 し,SMの 系統 的稀釈培養法 によ り3週 間培

養 した場合,SM感 受性 は表1の ご とく,接 種菌量 に

よ り相違 を示 した。す なわち,菌 量が多 けれ ば感受性 は

低 く,菌 量が少 ない ほど感受性は高 く発現す る。いいか

えれば,SMの 完 全発育阻止濃度は菌量が多いほ ど高

く,菌 量が少ないほ ど低い とい える。

表1接 種菌量による感受性の相違

3〕SM耐 性獲得株 の作成

前記の実験 よ り接種菌量 によつ て感受性 に差の あ るに

とが判明 したが,菌 量が少 ない ほど耐性獲 得の経過が 明

瞭 に観察 しうると考 えて0.2度 目液 を 使 用 す ることに

した。

(実験材料)

i)結 核菌均等浮游液:Dubos培 地3週 間培養人F

株 の菌量0.2度 目液。

ii)系 統 的sM稀 釈培地:sMを0.02,0.03,

0.05,0.1,0.2,0.5,1,2,3,5,10,25,50,100,

500,1,000γ/ccの 割合 に含 む一連 のDubos培 地 。(培

地 のpHはB.T.B.試 験紙法 によ り6.5～6.8を 示

し,混 入せ るSMの 濃度 による特別の変動 は認 め られ

オよカつ た。)

(実験方法)

菌量0.2度 目の人F株 均等 浮游液0.1cc宛 を前記

系統的SM稀 釈培地 に接種,3週 間370℃ に て 培 養

し,発 育 のみ られたSM最 高濃度の菌液 を と り,そ の

0.2度 目液0.1ccを 次 回の系統的SM稀 釈培地 に接

種 培養 す る。かか る操作 を繰 り返 す。

(実験成績 な らびに考察)

表2に 示 すよ うに急速 に耐性 を獲得 し,継 代5代 にし

て100γ/cc以 上1,000γ/ccSM含 有培地 に も対照 と

同程度 に発育 しうる高耐性株 をえた。Demereclo)は 細

菌の薬剤 に対す る 耐性獲得 の型 をペニシ リン型 とSM

型 とに分けてお り,SMは 細菌が耐性 を獲得 しやす い代

表 的な薬剤 であ るとされてい る11)～14)。われわ れの場

合 において も容易 に人F株 の高 度耐性株 がえ られた。

4〕SM耐 性獲得株の耐性の変化

a)復 元期耐性株 の変化

(実験方法)

表2SM含 有Dubos培 地に継代培養 した場合の耐性上昇過程

SM逓 増 継代培養法 にて5代 継代す るこ とに よ りえ

た1.000γ の高度SM耐 性株 を,以 後SMを 含 まな

いDubcc培 地 に37℃3週 間ご とに継代培養 した
。(以

下 この期 間 を復元期 と仮称 し,復 元期 の菌株 を復元 第何

代株 と仮称す る。)一方,復 元期各代の もの をSM含 有

1%小 川培地に接種 して,そ の耐性の推移 を観察 した。

(実験 成績 な らびに考察)

表3,写 真1に 示すよ うに,1,000γ9M耐 性株 を

復元期30代,1年4ヵ 月以.上SMか ら絶 縁 して も,S

M高 含有培地 においては,対 照 の無SM含 有培地 ,

あるい は低SM含 有培地に くらべ発育集落数が多少減

少 するの を認 めたが,な お高度の耐性 を維 持 してお り,

一 たん獲得 した耐性 はなかなか復元 しに くい ことを知つ

た。高度のSM耐 性結核菌 は,そ の耐性が非常 に安定

してい るといわれてい るが15)～18),な か には中等度耐

性菌 は継代 によつ て耐性が減弱す る株 もあ るとい う報告

があ る19)20)。 われわれ も,SM高 耐性人F株 の耐 性

は比較 的安定 であ るが,な か に耐性が減弱 ない し復元 す

る菌株 も混在 してい ると察 知 しうるよ うな所見 をえた。

b)耐 性期 耐性株 の変化

(実験方法)

SM逓 増継代培養法 にて5代 継代す る ことによ りえ

た1.000γ 高耐性株 を保 存すべ く,100γ 含有Dubos

培地 に接種 し,370℃3週 間ご とに 継代培養 し(以 下逓
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表3耐 性の持続(小 川培地上の所見)

写真1復 元30代 株の小川培地発育状態

写真2耐 性35代 株の小/11培地 発育状態

写真3耐 性35代 殊の復元過 程に入つ た場合の培養 状態

写真4耐1生35代 株の家 兎通過後の培養状態

増継代培 養期5代 も含 めて耐性期 と仮称 し,耐 性期 の菌

株 を耐性第II下工代殊 と す る。)一 方,耐 性期各代の も

のをSM含 存1%小 川培地}に接種,そ の耐性の状態

を観察 した。

(実験成績 な らびに考 察)

.上述の よ うにしてSM含 有Dubos培 地 に継代 して

いる と,表4,写 真2に み るよ うに,無SM培 地 よ り

もSM含 有培地の 方にかえつて発育 が旺盛 とな り,と

くに一一定濃度SM含 有培地 での 発育が 一層良好 で,し

か も耐性期が 長 くな るにつ れてかか る傾 向が強 くな るよ

うになつた、そ して 司様 の状態 はSM含 有Dubos培

地で検 した場 合に も観察 しえた 。

以.上の所1正はSMに 接 触 しつづけた二ための変異で あ

ると考 え られ るが,一 方,か か る菌株 を無SM培 地 に

1度 で も継代培養す るか,試 獣 を通過 きす と,写 真3,

4に み られ る ように,前 述 したよ うな傾向 は認 め られ な

くなつ た.こ の こ とはSMが 存在す ることに よ り発育

し,ある いは発育 が 増 強す る菌株,つ ま りSpendiove

ら21),Yegianら22)の い う いわゆ る依存 株の 出現混

在 したが ため とも思惟せ られ る

表4耐 性期耐性株の小川培地上の発育状態

IISM耐 性弱毒人型結核菌 フラ ンクフル ト株の性状

1〕SM耐 性獲得株の形態的変化

われわれの実験においては,菌 量 を一定 にす るたこめに

鳥潟沈 澱計 を使 用 したこが,そ の さい,菌 の大 ききが問題

なつ て くるので次の検討 を加 えてみた。
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(実験方法)

SM逓 増継代培養法 によつて作成 したSM耐 性期 耐

性株,復 元期耐性株,お よび同世代継代 した母菌株 を対

照 として使用 し(継 代培地 はいず れ もDubos培 地),

Ziehl-Neelsen染 色 を行 い,長 径 を微 測法で測定 し,菌

数100個 につい て百分比 をだ し比較 した。

(実験成績 な らびに考察)

表5に 示 す ごと く,耐 性期 初期 に縮小型がい くらか多

いよ うにみ うけ られたが,全 般 的にはほぼ同様 の大 きさ

の分布 を示 し,耐 性の強 弱によ る差 も特別 には見 出しえ

なかつた。SM耐 性獲得の強弱 と形態 との 問に一定の

関係 はみ られない とい う点 は,岡 田25,橋 本 ら15の 報

告 と一致 してい る。継代が長 くなるにしたこがつ て,い く

らか染色性の減弱傾向が認 め られ たこが,こ れ は母菌株に

おい て も認 め られ るこ とであ り,Dubos培 地 に 長期 間

継代培養 したため と思 われ る。

2〕SM耐 性獲 得株 の増殖状態

われわれの実験は,す べ てDubos培 地3週 間培養 の

被 検菌 と対照 菌 とを比較 す るに とによつ て行 つ ている

が,そ の きい,被 検菌 と対照菌 との発育過程が 同一 であ

表5SM耐 性 結 核 菌 の 直 径 の 百 分 比

るか否 かが問題 となるので,こ の点 につ き吟味 を行つ た。

(実験 方法)

1cc中,鳥 潟沈澱計0.2度 目の被検菌(耐 性10代

株,復 元5代 株)お よび対照 菌(継 代10代 母 菌株)浮

游液 を,0.160宛56cのDubos培 地 に接種 し,37。 ℃

朝夕2回 振盪培養す る。所定 日数 ご とに各群 の1本 宛 を

取出 し,振 盪機で60分 間振盪 したの ち,そ の1cc宛 を

4本 の鳥潟沈 澱計に分注 し,毎 分3,000回 転30分 間

遠 心沈 澱 して沈渣 の度 日をよみ,そ の4本 の度 目の平均

値 を もつ て全体 の菌量 の指標 とし,菌 量 の増 加程度 よ り

発育状態 を推察 した。

(実験成績)

菌液 をDubos培 地 に接種す ると,24時 間目 には早

く も均 等性に溷濁 して くるのが認 め られ,5～6日 目ご

ろよ り急激 に溷濁 度を増 し,表6に 示 すよ うな増 菌状態

を示 した。す なわち,耐 性期10代 株群が他菌株 群に く

らべ増殖状態が劣性 を示 しはしたが,3株 群 とも同一 の

発育過程 にあ ることが観 察せ られた。

表6増 殖 状 態

3〕SM耐 性獲得株 とツペル ク リン反応 の推移

(実験材料)

i)被 検菌;耐 性10代 株 および復元5代 株。

ii)対 照株:10代 継代 せ る母菌株 。

iii)試 獣:ツ べ ルク リン反応陰性 の体重2809前

後 の健 常海猿。

iv)10倍 稀釈 旧ツベクルクリン液 。

(実験方法)

上記の菌液 をそれ ぞれ生理的食塩水(生 食)で2回 充

分洗源 し,0.2度 目菌液 にな るよ うに生食 を用いて調整

し,そ の0.1cc宛 を海狸の左 大腿皮下に接種,そ の後

表7海 狸皮下接種後 の ツベルク リン反応の推移

ツベルク リン皮 内反応標準

発 赤0mm(-)1～4mm(±)5～9mm(±)

10～14mm(+)15～19mm(廿)20～50mm(冊)

10倍 ツベル ク リン液0.1cc皮 内 注射 に よつて56日

にわ た りヅベルク リンア レルギ ーの出現の時期 な らびに

その推移 を追求 したこ。

(実験成績 な らびに考察)

表7に 示すご とく3群 とも同様 に11日 以後か ら発赤
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す るのが認 め られ,発 赤 の程度 も同様の推移 を示 したこ。

橋本 ・関根 ら24)も 同 じよ う な所見 を 報告 し,SM耐

性獲得株 も強い ツベル クリンア レルギ ーを与 え ることを

述 べてい る。

4〕SM耐 性獲得株 の毒 性

(実験材料)

i)SM耐 性期株:耐 性5代,10代,20代 株 。

ii)復 元 期耐性株:復 元5代,15代,20代 株。

iii)対 照株:被 検菌 と同世代 継代 した母菌 人F株 。

iv)試 獣:体 重3509前 後の ツ～ ルクリソ 反応 陰性

の健常海瞑 。

(実験方法)

.上記菌液 を2回 生食で充分洗源のの ち,生 食 にて1cc

中2度 目に菌量 を調整 し,そ の0.1cc宛 を渡辺25)に

したがつ て海狽 の脳 内に接種 し,接 種後の生存 日数によ

り毒力 を判定 したこ。

(実験 成績 な らびに考察)

表8(そ の1～2)に 示す ような成績 を えたこ。す なわ

ち,耐 性期株 は同世代継代せ る対照母菌株 に比 し毒加 の

弱化 が認 め られ,耐 性20代 株 においては,被 接種試獣

は接種後120日 を経過 す るもなお生存 し,一 般状態 も

著変 な く,対 照株接種の全例発死せ る もの と くらべ,明

らか に弱毒化が観察 され たこ。一方,復 元 期耐性殊 と対照

株 との間にはSM感 受 性に明 らかな差 があ るに もかか

わ らず,認 むべ き毒力の差 は観察 しえなかつたこ。 この さ

い,耐 性期株の弱毒化 を認 めたこのは,本 実験 に供 した耐

性期株は,SM含 有培地に発育 せ る菌株 をそのまま洗

矛條だ けして使 用 してい るので,SMlに 浸漬 せ られたた

めの直接的 な影響が大 きいの ではないか と考 えたこので,

次の実験 を行つた。すなわ ち,明 らかに弱毒化 が認 め ら

れたこ耐性20代 株 を無SMDubos培 地 に1代 接種 培

養 し,そ れを被検菌 として,同 世代(21代)継 代 したこ対

照母菌株 との毒力 を前実験 同様に比較 してみた。 その結

果 は表8(そ の3)の ご とく両者 間に有意の差 は認 めが

たこかつ たこ。橋本15)はBCGを 用い,感 受性菌,耐 性

菌 の毒力 を比較 し,に の 間に一定の関係 はない と言 い,

小 酒井 ら26)も 海狽 脳内接種 法によ り,両 都 に毒加 の差

はない と報告 し,村 田27は 耐糧獲 得 と同時 に毒加が変

化 したこが,そ の方向は一定でな く,あ るいは強 く,あ る

いは弱 くなつてお り,そ の程 度は軽 度であつ た と述べ て

い ろ。われ われの実験 成績 か らみ ると,SMと 接触 し

てい る耐 性期株 の毒力 は,あ たこか も弱毒化 したこかに思 わ

れたこが,1度 で も無SM培 地 を経 たこ耐性株 では,橋

本,小 酒井 らの報 告 と同様,母 菌 株 との間に著 明に感受

性の差がみ られ るに もかかわ らず,毒 加において有意 の

差は認 めがたこかつた。

表8SM耐 性 菌 の 毒 力

そ の1

そ の2
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