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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2)

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33年1月15日

IIISM耐 性弱毒人型結核菌フランクフル ト株 の被喰燼

性

前章までの実験 によつ て,人F株 を逓増的SM加

Dubos培 地 に継代培 養 す るときは,当 該菌はSMに

対 して急速容易 に耐性 を獲得す るが,そ の耐性 は復帰 し

に くく,耐 性期が長 くな るにつれて毒力 の減 弱が認 め ら

れ るが,復 元期に入つた場合には,感 受性 の差が著 明で

あ るに もかかわ らず,毒 力の差 は見 出 しえない ことを知

つた。そ こで,こ れ ら一連 の菌株 は,白 血球に よ りどの

よ うな喰燼作用 を うける ものであ るか を検討 した。

1〕 試験管内被喰燼現象

(実験材料)

i)SM耐 性期株:耐 性5代,10代,15代,23代 ,

25代 株 。

ii)復 元期耐性株:復 元1代,5代,10代,18代 ,20

代,25代 株 。

iii)対 照株:被 検菌 と 同世代継代培養 した 母 菌人F

株。

iv)白 血球浮游液:滅 菌中性肉汁10ccを 体重300な

い し5009の 健常 海瞑の腹腔 内に注入 し,4な いし5

時間後,毛 細管 ピペッ トで混 濁 した腹水を無 菌的に採取

し,そ のままただ ちに使用 した。

(実験方 法)

上 記菌液 を生食 で2回 よ く洗源 したの ち,菌 量が1cc

中3度 目とな るよ うに生食 を もつて調整 し,被 喰 燼現象

の検索 は教室考案の ライ ト法変法に従つた。すなわ ち,

ライ トの毛細管 ピペ ッ トに調整後の生菌浮游液 と白.血球

浮游液 とをそれぞれ指 標の処まで吸入,一 度時計皿 に出

して十分混和 し,こ の混合液 をふたたびピペ ッ ト中に封

入 し37℃,20分 間保 温のの ち,ふ たたびよ く混和 し

て,た だちに塗抹標本 を作成 した。急速 に乾燥 し,メ チ

ール アル コールで固定,そ の染色 には,鎌 田28)の 行つ

た よ うに,ま ず石炭酸 フクシンによ る微加温染色 を3分

間行い,つ いで3%塩 酸 アル コールで脱色,水 洗,後 染

色 にはMansonのMethylen blau液 の50倍 稀 釈液

を用い,30分 間染色 を行つた。そ して,そ の程度の判定

には,勝 呂29)の 提唱によ る喰菌 子数(「喰」すなわ ち現

に細菌 を包喰 してい る紬胞 数 と,「菌」すなわ ち現 に包喰

されてい る細菌 数 との和)の 測定 を行い,母 菌株に よる

喰菌子 数を基 準(1.0)と した喰菌子係数 を もつて現わ し

た。検鏡 にあたつ ては,中 性 多核白 血球の輪廓が正 し く

よ く染色 し,か つ孤立 した もののみを100個 検査 し,菌

体は正 し く白血球 内に包喰 された もののみを計算 した.

ただ し,1個 の白.血球 中5個 以 上の菌 を包喰 した もの

は,誤 算 のおそれが あ るので除外 し,ま た白血球 と菌 と

の比例が はなはだし く異 なつてい る視野に ある ものは除

外 して計算 した。な お,同 一操作はいずれ もおのおの3

回行い,そ の平均値 を求 めた。

(実験成績)

表9に 示す よ うに,耐 性期株 は白血球 によ る被喰燼性

が対照 の それに くらべ亢進 してい るのが認 め られ,耐 性

期 が長 くな るにつれてその程 度が増加す るよ うに み うけ

られたが,復 元期株 では対照 との 間に有意の差は見 出し

えなかつ た。 この さい,耐 性期株 の被喰燼性 の充進は,

実験 に供 した耐性期株はSM含 有培地 に発育 した もの

を,生 食 にて洗源 しただ けでその ままただ ちに使用 して

い るので・SMに 浸漬せ られたた めの影響 も考 え られ,

それ をた しかめ る意 味で次の実験 を行つ た。す なわ ち,

被喰燼性の 明 らかに充進 のみ られた 耐性25代 株 を 無

SM Dubos培 地 に1代 継代 し,そ の菌株 の被喰燼性 を

対照母菌株(継 代26代)の それ と比較 してみ ると,両

者 間に有意の差 は認 めえなかつた。

2〕 生体 内被喰燼現象

上述の よ うに,試 験管内 においては,人F株 がS

M耐 性期にあ る場合には 被喰燼性 の 充進が認 め られ,

復元過程に入つた ときには母菌株 との間に有意の差 を認

めなかつたが,こ れは生体外に とりだ され,一 定の条件

の もとに,も はやそれ以上増加 も減少 もな しえぬ一定数

の多核 白血 球の みに ついての実験成績 であ る。そ こで,

SM耐 性菌が生体 内に生 じた場合,あ るい は 新 たに生

体に侵 入 した場合,生 体 の反応,と くに その防禦機能は

しか らざる結核 菌の侵 入 した ときに くらべ て,異 なつ て

い るか否 かを検討す る意味で,次 の実験を試みた。

a)実 験1

(実験材料)



1958年8月
587

表9試 験管内結核菌食燼率

i)SM耐 性期株:耐 性15代 株 。

ii)復 元期耐性株:復 元10代 株。

iii)対 照株:被 検菌 と同世代継 代せ る母菌人F株 。

iv)試 獣:体 重1.9kg前 後の健常家兎 。

被検菌 および母菌 のSMに 対 す る感受性 は,耐性15

代株 は無SM培 地 よ りSM含 有培地 の方 に発育が旺

盛であ るよ うな1,000γ 耐 性株 。 復元10代 株 も同様

に1,000γ 耐 性株であ るが,部 分的には 耐性 の減弱な

い し復帰が察知せ られ る。

(実験方法)

上記の菌液 を生食 にて2回 十分に洗瀞 したの ち,per

kg10度 目の割合で家兎の耳静脈 よ り注入 し,注 入後1

時 間,2時 間,3時 間,6時 間,12時 間,24時 間,以 後

毎 日,4週 間にわた り,こ れ ら試獣 の体重,白 血球数,

ヘモ グラム,白 血球 の結核菌喰燼率 を追究 した。喰燼率

の判定には勝呂29)の 行つた血 行内喰菌作用測定 法に従

い,流 血 中の全 白血球 を500個 計 上し,こ の中に喰燼 さ

れた喰菌 子数か ら結核菌喰燼率 を求 め比較観察 した。 さ

らに4週 後 に,こ れ らを屠殺剖検 し,肺,肝,脾,腎 の

4臓 器 につ き,肉 眼 的所見 を比較観察 し,つ い で小川法

30)に 従 つて各臓器 の定量培養 を行 い,生 菌数 を比較す

るとともに,各 臓器 の組織標本 を作成 し,隈 部 アニ リン

水 フクシン染色 法31)を 行つ て比較検討 を加 えた。

(実験成績 な らびに考察)

表10の ごとき成績 を えた。すなわち,

i)体 重:い ずれの群において も漸 次減少 したが,耐

性15代 株群が他群 に比べて減少程度が軽 度であつ た。

ii)白 血球 数:全 群 とも菌注入後 は急速に増加 し,6

時間で最 高値 に達す るが,12時 間以後 に は潮 次減少 し

て,2日 目は全群 とも菌 注入前 よ り低直 となつた。 そし

て10～14日 後,ふ たたび軽 度の ト昇 を認 めた。全般的

には耐性15代 株群が変化が軽 度で,復 元10代 株 と対

照株 では有意の差 を見出 しえなかつた。勝 呂29)に よれ

ば一定限度の毒力の範 囲内においては,白 血球 の増加程

度 と抗原物質 の毒力 とはほぼ相連行す る ものであ るとい

つてい るが,耐 性15代 株の白血球の増加は対照に比 べ

て軽度で,復 元10代 株 では対照 と接近 してい ることが

明 らかに認 め られたが,こ れは結局,前 章4〕 に記載の ご

とく,耐性期株は毒性が減 弱し,復元過程 に入 ると毒性 の

差 は認 め られない ことと同一の傾向 を示す ものであ る。

iii)中 性 多核白血球 の百分率推移:全 群 とも菌 注入直

後 よ り著 明に増加 しは じめ,2～3時 間で最高に達 した。

つ いでおおむね前記 白血球 数の変化 と並行的に減少 し,

全群 ともほぼ同様の曲線 を画 き,両 被検菌 と対照菌 との

間に有意の差 は認 め られなかつ た。なお,大 単核球 およ

び移行型は2日 目ころよ り増加の傾 向が 認め られた。

iv)結 核菌 食燼率:喰 燼現象は主 として24時 間以内

に,も つば ら中性多核白血球 によつて営まれ るのを観察

したが,24時 間以 内の総喰菌係数は表11(そ の1)の

ご とく,耐 性15代 株注入の ものが亢進 し,対 照 との間

に差 を認 めたが,対 照株 と復元10代 株 との 間には有意

の差 を認 め えなかつた。 この点のみか らす れば,耐 性期

株 の侵 入は,し か らぎる結核菌 の侵 入よ りも生体 に とっ

ては好 都合であ るが,復 元期耐性株 の場合 には,か かる

ことはいい えない ことにな る。

v)臓 器病変 な らびに臓器定量培養:表12,写 真5

～7に 示す ように,全 般 的に生菌 数 も少 な く,病 変 も軽

微で あつ たが,な か んず く,耐 性15代 株 接種 の ものは

病変 も集 落数 もさ らに軽度で,復 元10代 株 な らびに対

照株群 は前者 と比狡す ると病 的所見が認 め られ,集 落 数

も多かつた。

b)実 験2

前記実験 を補 強す る意味で,前 実験に用 いた菌 株よ り

もさ らに継代 を重ねた耐性期株および復元 期耐性株 につ

い て,そ の結核菌喰燼率に検討を加 えた。

(実験材料)

i)SM耐 性期株:耐 性20代,25代 株 。

ii)復 元期耐1生株:復 元15代,20代 株 。

iii)対 照株:被 検菌 と同世代 継代 せ る母菌人F株 。

iv)試 獣:体 重2k8前 後の健常家兎。

(実験方法な らびに成績)

前 回 と同様 に被検菌 を家兎の静脈 内に注入 した場合の

24時 間以内の総喰菌係数 は,表11(そ の1)に 示すよ

うに,耐 性期 殊は対照 に くらべ明 らか に亢進 を示 し,耐

性期が 長 くな るに つれ て,そ の率が増 すよ うであつ た
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表12臓 器 内 病 変 お よ び 定 量 培 養

写真5耐 性15代株接種家兎の肺所見

写真6復 元10代株接種家兎の肺所見

写真7継 代15代対照母菌珠接種家兎の肺所見

が,復 元期株 では明 らか に耐性 を維持 してい るに もかか

わ らず,対 照 との間に有意 の差 は認 め られず,前 回の実

験 と同様の傾 向が観察せ られた。

c)実 験3

前記実験 におい て,耐 性期株は被喰燼性 の亢 進が み ら

れ たが,い ず れ も耐性培地 に発育 した もの を,既 述の ご

とく洗源す るだ けでただ ちに使用 したがため と も考 え ら

れ るので,こ の点 につ き検討 を加 えてみた。

(実験材料)

i)被 検 菌;耐:生35代 株を無SM Dubos培 地 に1

代 陵種培養 した もの。

ii)対 照株:被 検菌 と同世代(継 代36代)継 代せ る

母菌 人F株 。

iii)試 獣:体 重2.2kg前 後の健常家兎。

被検菌 な らびに母菌 株のSMに 対す る感受性 は,被

検 菌は明 らかに1,000γ 高耐性株 であ り,母 菌 珠は10

γ/cc培 地 に も発育 しえない感受性株 であ る。

(実験方法 な らび に成績)

前記実験 と同様に して両者を比 較検討 し,つ ぎの ごと

き域績 をえた。すなわ ち,

i)体 重:両 者 とも漸次減少 したが,両 者 間に特記す

べ き有意 の差 は観察 しえなかつた。

ii)白 血球数:菌 生入後急速に増加 し,6時 間で最高

値 に達 したが,そ の後漸 次減少 し,2日 目は菌 注入 以前

に復帰 す るのを認 めた。 さらに,6日 目ごろよ り上昇傾

向を示 したが,両 者 間に有意 の差 は観察 しえなかつ た。

iii)中 性多核白血球 の百分率推 移:注 入後急速 に上昇

し,3時 間で最高に達 し,2日 目には注入前に復帰 す る

の をみたが,両 者間に有意の差 は観察 しえなかつた。

iv)結 核菌喰燼率:喰 燼現象 は主 として24時 間以内

に,も つ ぱ ら中性多核 白血球に よつて営 まれ るの を観察

しえたが,24時 間以内の総喰菌係数 は表11(そ の2)

の ごと く,2時 間 目が 最高値 を示 し,両 者 とも同様 の曲

線 を画 き,有 意 の差 は見出 しえなか つた。

v)臓 器病 変な らびに臓器定量培 養:表12に 示すよ

うに全般的 に生菌数少な く,病 変 も軽微であつたが,両

者間に有意 の差 は見出し えなかつた。
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以上の よ うに,SM耐 性期株が 一 たん 復 元過程に入

つた場合には,明 らか に感受性の差が あるに もかかわ ら

ず,両 者 間に生体 に及 ぼす影響,毒 性,被 喰燼 性におい

て有意の差 を扉出 しえなかつた。

IV所 見 総 括

Tween80を 用いたDubos変 法培地 を作 成 し,弱 毒

人F株 のHomogenous Cultureを 行 い,結 核菌 め均等

浮游液を えたが,

1.人F株 のSM感 受性 は菌量が多ければ低 く,菌

量が少なければ高 く発現す る。

2.人F株 を逓増 的SM加Dubos培 地 に継代培養

す うときは,該 菌は 急速 に高度 のSM耐 性 を 獲得す

る。 そして,さ らに この菌株 をSM含 有培地 に継代培

養す るときは,一 定濃 度のSM含 有培地 の方にかえつ

て発育 が旺盛 とな るよ うにな り,か か る菌株 はSMを

含 まない培地 に接種す るか,試 獣 を通過 させ ると,こ の

よ うな傾向は著明に減少す る。 また,SM耐 性獲得株

の耐性は安定 していて復帰 しに くい。

3.SM耐 性獲得株の形態 的変化 は立証 しえなか っ

た。

4.SM耐 性期株 は母 菌株 に比 べて増 殖状態が劣性

を示すが,復 元過 程に入 ると差 は認 め られず,い ず れ も

発育 曲線 上の位相 のず れは見 出しえなかつ た。

5.SM耐 性獲 得株 も母菌株 と同様 にツベル クリン

ア レル ギーを与 えることを知つた。

6.SM耐 性期 株 は 同世代継代 せ る母 菌株 に比 べ

て,毒 性の減弱が認め られ るが,復 元過 程に入つた場 合,

母 菌株 との間に明 らかに感受性 の差が あ るに もかかわ ら

ず,毒 性 には有意の差 を見 出しえなかった。

7.SM耐 性期株 の白血球に よる被喰燼性は,対 照

母菌株の それ よ りも亢進す るが,一 たん復元過 程に入 る

と,長 く耐性 を維 持す るに もかか わ らず母菌株 との間に

有意 の差 をみなかっ た。

V考 察

細菌が抗菌物質に対 し耐性 を獲得 す ることは,多 くの

研究 に よつてすでに明 らか な ところであ る。 その例に も

れず,人F株 も容易 にしか も急速 に高度のSM耐 性 を

獲得 す る。そして,この耐性株 をSMを 含 まない培地 に接

種継代 した場合,部 分的には耐性の復帰 が認め られ るが ,

なお長期 にわた り耐性 を保持 してい る。 この獲得耐性復

帰 の点を他 の抗菌物質 の場合 と比較す る と,葡 萄状球菌

寺島株の ベニシ リン耐性においては,白 羽32),中 山1)

お よび島 田2)に よれば,ペ ニシ リ ンか ら絶縁 された 場

合,は じめ急速 に,の ちに緩慢 に復帰す ると報告 し,寺

島菌 な らびに大腸菌 の フユラシ ン耐性におけ る小野3)の

観察 によれば,耐 性復 帰 は きわめて困難 であ ると述べ て

い る。一般 にSM耐 性菌 は安 定であ るといわれ てい う

が33),各 種大 腸菌SM耐 性復帰 に関す る加藤34)の

実験 こよれば,復 帰傾向の乏 しい ものは,ほ とん ど直線

的急 上昇 で耐性 幸獲 得 した場合の1,の であ り,ま た,全

然復 帰 を示 さぬ ものは耐性獲 得状況が途中に 獣)で 突然

飛罐 的に高度の耐性 を示 した もので,い わゆ る突然変異

を起 した もの と考 え られ るとしてい ろ。われわれの場 含

も,人F株 は急上昇 で耐性 を獲得 し,復 帰 しに くかつ た

が,一 方,イ ソニ コチ ン酸 ヒ ドラジ ッ ト耐牲結核菌は比

較 的速やか に耐性が失われ るとい う点33)35)な どを考

え合わせ る と,SM耐 性 大F株 の場 合は,結核菌 の特異

性 としてではな く,SMの 特殊 な 作 用の もとに 復帰が

困難 であ ろと患惟 され ろ。

われわれは,SM耐 性期 珠の 隈食刷 生が 復元期 耐性

株な らびに母 菌採に比 べて,明 らかに亢進 を示 し,毒 性

の減弱す るのを認 めた。W.Schmidt36)は 感受性 結核

菌 につい て,前 処置 としてSM,PAS,TB1液 を

接触 させた ものは,非 接触の対照に くらべ被喰状態が促

進 し,薬 剤 との接触 時間を長 くす ると喰菌 率が 高まつ た

ことを認 め,こ れ らの化学療 法剤 は結核菌発育阻止作用

と同時 に,薬 剤 の侵襲 を うけた結核菌が被喰容易 な状態

に ある もの と 推察 してい る。 われわれの 耐性期 殊 の場

合,耐 性培地 に発育せ るものを洗瀞 だけして,そ のまま

ただ ちに使 用 してい るので,耐 性期株 中にはい わり)る依

存株が存在 し,た めに被喰燼性の亢進 が み られ,復 元過

程 に入 ると,か か る菌株の混在が著減す るために,対 照

との間に 有意の差が 認 め られな くな ると も考 え られ る

が,そ れのみでな く,耐性菌において もW.Schnnidtの

い うご とく,薬 剤 の直接 的影響 による被喰燼性の亢進 も

参 与してい るのではないか と思惟 され る。

VI結 論

Dubos変 法培地 によ る均 等性結核 菌浮游液 を用いて
,

SM耐 性菌 を作成 し,その被喰燼性 を母 菌株のそれ と比

較検討 したが,人F株 は容 易に しか も急速にSM耐 性

を獲得す る。 しか もその耐性は復 届 しに くい。耐性期株

は被喰燼性 の亢進 が認め られたが,復 元期 に入つた耐性

株 では母 菌株 との間に有意 の差 は認 め られなかった。
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