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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)
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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。

稿 を終るにのぞみ,終 始御鞭燵な らびに御校閲賜わつ
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