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ピラジナマイ ド耐 性結 核 菌 の検査 について

第4報 ピラジナ マイ ド感性および耐性結核菌を 感染 した マウス結核症の

治療実験 な らびに耐性菌の出現

沢 井 武

北里研究所附属病院(指 導 小川辰次)

受 付 昭 和34年5月4日

I緒 論

第3報1)に おいてpHを5.5に した1%小 川培

地で作つた耐性検査用培地を用いてピラジナマイド(以

下PZAと 略)耐 性結核菌の検査が可能であるてとを

述べたが,て の培地をさらに吟味する意味で,PZA感

性菌およびPZA耐 性菌で感染した実験的マウス結核

症をPZAで 治療 した場合に,臓 器中結核菌の耐性の

変動をpH5.5の 培地によ りつかみ うるか どうか?換

言すれば私の培地は耐性検査に使用できるかどうかを実

験するとともに,て の培地で得たPZA1,000γ 耐性

菌で感染 した実験的マウス結核症をPZAで 治療した

ときに効 くかどうか,換 言すればての培地で得た耐性菌

はマウス体内において もはたして耐性菌であるか どうか

を検討したので報告する。

II実 験 方 法

A)実 験の概略

黒野PZA感 性株を感染したマウスは23匹 で8匹

を対照群,15匹 を治療群とした。黒野PZA1,000γ

耐性株を感染したマウスは41匹 で,13匹 を 対照群,

28匹 を 治療群 とした。治療群は感染翌 日よりPZA

3mgを0.3ccの 蒸溜水に溶解 させてゾンデを用いて

連 日経口投与した。対照群,治 療群 ともに1週 でとに

体重 を測定し,表1に 示すように4週,8週,12週

目に屠殺剖検し,死 亡した ものはその都度剖検し,肉 眼

的に病変をよく検査するとともに,脾,肝,肺 よりの結

核菌の分離培養を行ない,分 離しえた菌についてはPZ

A耐 性 を検査した。屠殺前 日は治療を中止した。

B)実 験の方法

1)マ ウス

ddN系 雄 マウスの12～149の もので,生 後3週 の

ものを用いた｡

2)感 染に用いた菌株および感染の方法

pH5.5の1%小 川培地で10γ 以下の耐性を示し

た黒野株および人工的に作つたPZA1,000γ 耐性の

黒野株の2週 培養の ものを手振 り法で1mg/ccの 菌 液

とし,そ の0.1ccを マ ウス尾静脈内に注射 した。生菌

単位は黒野株は7×106,耐 性株は13×105で ある。

3)剖 検所見の肉眼的判定

柳沢に従い病変の あつたものは次の4段 階に区別し

た。結節きわめて多数で臓器をおお う程度の ものを(++++),

結 節かなり多数の ものを(+++),結 節散在 するが10を

てえない ものを(++),結 節数えられるものを(+)と

し,ま た病変のない ものを(-)と した。

4)臓 器 よりの結核菌の定量培養の方法

屠殺または鰭死したマウスの脾,肝,肺 の一部をとつ

て重量をはか り,乳 鉢で磨砕し,10借 量 の1%NaOH

で均 等化 し,さ らに脾と肝は10倍,100倍,1,000倍

に,肺 はさらに10,000倍 に稀釈して各稀釈段階を0.1

m宛1%小 川培地2本 に接種し,37℃ で培養して

1週 でとに集落数を算え,5週 目で算えた集落数から臓

器10mg中 の生菌数を比較 した。

5)耐 性検査の方法

上記1%小 川培地に発育 した集落を可及的沢山とつ

て手振 り法で菌液 として,蒸 溜水で稀釈して10-2mg/cc

とし,て れを0.1cc宛pH5.5の1%小 川 培地 で

作つた耐性検査用培地に接種標した。 耐性値は4週 目で

判定し集落の発育したPZA混 入濃度の もつとも高い

とてろをもつて耐性値 とし,対 照培地 とほぼ同数発育 し

たものを完全耐性,対 照培地に比して集落数の少ない も

のは不完全耐性 とした。

III実 験 成 績

A)黒 野株(PZA感 性結核菌)に よる実験

1)生 存期間

対照の8匹 中4週 で屠殺 した2匹 を除いて6匹 は

5週 までに皆斃死したが,そ の 生存期間は表1の よう

である。

また治療群では斃死した ものは表1の ように6匹 で

3週,4週,7週,12週,14週,16週 におのおの1

匹宛竪死し,そ の他は4週,8週,12週 で屠殺した。

以上の成績か ら感性菌で感染したマウスにPZAを 投

与すると生存期間がのびるてとがわかる。
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表1マ ウ ス 生 存 期 間

注:表 中数字は例数を示す

表2黒 野株を接種した対照群マウスの臓器肉眼所見および定量培養成績

注:△ 印は斃死したマウス

表中記載は集落数を示
∞印は集落算定不能のもの

2)肉 眼 的病変 と臓器よ りの結核菌の定量培養成績

対照群8匹 のマウスの肉眼所見は表2の ようであっ

て,て のうち6匹 は死亡,2匹 は屠殺した ものである。

肺ではほとんどが+++～++++の 所見を示し,肝,脾 には病

変はみ られない。また定量培養成績ではいずれ も多数の

集落 を認めたが,肺 が もつとも多 く,1匹 を除いて105

の オーダーであり,肝,脾 は肺より少なく,102,103,

104の オーダーであるが,両 者の問には集落数の うえの

差はない。なおNo.8の 脾 は(-)を 示 した。次に治

療群15匹 の4週,8週,12週 目の肉眼的病変と臓器

定量培養の成績は表3に 示した。 屠殺した ものは それ

それ6匹,3匹,1匹 で あつて,て の 期間に 斃死した

ものはそれぞれ2匹,1匹,3匹 で ある。 成績をみる

と4週 目の病変は対照に比 してがいして 軽度で あり集

落数 も少ない｡そ して8週,12週 と治療期間が長びいて

も病変は大差はないが,集 落数は減少してくる｡す なわ

ちPZAは 単独で も,実 験的マウス結核症においては

効果的であるてとがわか る。

3)耐 性結核菌の出現

完全耐性と不完全耐性に分けて観察した。10γ まで

を感性菌,100γ および100γ 以 上を耐性菌とす る。

成績は表4に 示すように,対 照群では 耐性検査を行な
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表3黒 野株を接種した治療群マウスの臓器肉眼所見および定量培養成績

注:表2に 同 じ

表4黒 野株を接種したマウスの臓器中結核菌のPZA耐 性値

注:表 中数字は例数を示す

()は 斃死したマウス

つた4匹 すなわち12株 では,完 全耐性 で とるといず

れ も感性菌であ り,不 完全耐性でとると,斃 死した1匹

の肺より分離した結核菌が100γ の 耐性を示 したが,

その他はいずれ も感性菌である。すなわち接種前の耐性

値 と大差ない。次に治療群を みると治療4週 では,検

査した7匹 すなわち21株 中 完全耐性 では10株(48

%),不 完全耐性ではその全部が 耐性菌で あつた。また

8週 では4匹 すなわち12株 中完全耐性でとれば4株

(33%),不 完全耐性でとれば10株(83%)が 耐 性菌

である｡さ らに治療12週 では12株 中完全耐性でとれ

ば2株(17%),不 完 全耐性でとれば6株(50%)が

耐性菌であつた。すなわち耐性菌の出現の数は4週,8

週 において著明である。なお一般に斃死した ものは屠殺

したものに比して耐性値がやや高 くでる傾向があつた。

てのように感性菌で感染した実験的マウス結核症を治療

するてとによつて,私 の培地でPZA耐 性菌を認める
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表5黒 野PZA耐 性株を接種した対照群マウスの臓器肉眼所見と定量培養成績

注:表2に 同 じ

表6黒 野PZA耐 性株を接種した治療群マウスの臓器肉眼所見と定量培養成績

:△ 印は斃死しれマウス 表中記載は集落数を示 す
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表7黒 野PZA耐 性株を接種したマウスの臓器中の結核菌のPZA耐 性値

注:表 中数字は例数を示す

()は 斃死しれマウス

てとができた。

B)PZA耐 性結核菌による実験

1)生 存期間

対照群は13匹 であるが,4週 と8週 で 屠殺したも

のを除けば,表1に 示すように9週 までのうちに斃死

し,治 療群は28匹 であるが4週,8週,13週 で屠殺

したものを除けば14週 まで も生存し対照群に比して生

存期間は長い。対照群と治療群の 動物数が 同じで ない

し,途 中で屠殺 もしているので比較するてとはむずかし

いが,耐 性菌で感染した場合で もPZA治 療 により生

存期間が長び くてとが推定できる。

2)肉 眼的病変 と臓器よりの結核菌の定量培養成績

まず病変をみると病変はいずれ も肺のみであるてとは

前と同様である。ての場合 も治療群 と対照群 とのマウス

の数が違 うので比較しに くいが,対 照群の 屠殺4週,

8週 の肉眼的病変,治 療群の4週,8週 の 病変 と大差

ないと考 えられる(表5,6)。 また治療12週 の もの

は,対 照が ないので 比較で きないが,治 療4週,8週

の ものに比しては多少較度である。次に定量培養の成績

は病変に相応して,4週,8週 では対照群と治療群との

間にほとんど差nな いが,12週 の治療群は4週,8週

の治療群に比 して少ない。以上の事実はPZA1,000γ

耐性菌で感染したマウスの実験的結核症は12週 の治療

により効果を示したと考えてよいのではなかろうか?。

3)耐 性結核菌の消長

成績は表7に 示したようである。1,000γ の 耐性菌

を接種したのであるが,対 照群では完全耐性でとると,

4週,8週 までの 生存および斃死の 例では1,0007ど

ま りであつて,中 には100γ,10γ を 示した もの も少

数例ある。治療群では完全耐性でとると,4週,8週,

12週 ともにはつきりした消長を示 さないが,不 完全耐

性で とれば,4週 で1株,8週 で3株,12週 で1株

の5,000γ の耐性を示す ものがみられた。すなわち軽

度の耐性値の上昇がみ られた。てのように耐性菌で感染

した実験的マウス結核症において も,私 の培地により耐

性の上昇するてとを認めた。

IV総 括および考察

私はpH5.5の1%小 川培地およびpH4.7の3

%小 川培地,て とに前者はPZA耐 性結核菌の 検査

に使用で きるのではないか と推定で きる種々の成績を示

したが,さ らにての培地が使用で きるか どうかを確かめ

るために,感 性菌を接種したマウスの実験的結核症を治

療 し,屠 殺した臓器より菌を分離し,分 離した菌により

間接法により耐性値を測定して,は たして耐性値の上昇

が ての培地でつかめるか どうかを実験したとてろ,治 療

によ り耐性値の上昇す るてとをみた。耐性値の上昇の事

実は耐性菌で感染した実験的マウス結核症の治療におい

て も認められた。てれ らの成績は私の推定をさらに裏づ

け るものであつて,私 の培地はPZA耐 性結核菌の検

査 に使用できるてとを示す ものと思われる。さらにての

培地によつて得たPZA耐 性結核菌ははたしてマゥス

体内で も耐性であるか どうかを検討した。すなわちPZ

A1,000γ 耐性結核菌をマウスに感染し,治 療の実験

をした。その結果は長期にわた り治療するとある程度効

果的であるてとがわかつた。ての事実は私の培地で得た

1,000γ の耐性菌はマウス体内で もある程度耐性菌であ

るてとには間違いはないが,決 定的なものではないてと
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を示す ものと考え られよう。したがつて臨床的の耐性値

の決定には,さ らに種々の耐性の度の菌株につき実験す

るとともに,試 験管内の耐性値 と臨床的の効果を多数例

について検討する必要があろう。次に1,000γ の耐性菌

を感染した`.ウ スの対照の臓器より分離したこ菌が必ずし

も同じ耐性値を示 さなかつたてとは,て の培地で分離 さ

れたPZA耐 性結核菌の不安定性を示す ものであろう。

なお私の感性菌の実験ではPZAは 単独で も効果があ

つたが,て の 成績は染谷 ら2),高 橋 ら3),籏 野 ら4),

Wasz-Hockertら5),神 頭6)の 成績と一致する。 また

PZA耐 性菌によるマウスの実験的結核症において も,

前述のように12週 の治療 により多少の効果を認めた

が,Wasz-H6ckertら は 効果を認めていない。 氏 らの

実験は接種菌量および治療期間は私の場合とほぼ同様で

あるが,PZAの 投 与量は はつきりしないし,菌 株 も

私のは黒野株であるのに,氏 らのはH37Rvの400γ 以

上の耐性菌である。成績の相違は何に よるかわか らな

い。

以上の事実か らての培地によるPZA耐 性検査法は

SM,PAS,INH等 の 耐性検査法 と同一視するて

とは無理であらうが,適 当な方法がない現今では,次 善

の策 としててのような方法を用いるてともやむをえない

ではなかろうか。

V結 論

pH5.5の1%小 川培地nPZA耐 性結核菌の検

査に使用で きるかどうかを検討するために,ま ずPZA

感性結核菌を接種し治療したマウスの臓器より分離した

菌により,耐 性値の上昇をつかむてとができるかどうか

を検討した。次にわれわれの 培地で証明されたPZA

1,000γ の耐性結核菌はマウスの体内で も耐性と考 えら

れるかどうかを検討するために,PZA1,000γ の耐

性結核菌を接種したマウスにPZAの 治療を行ない,

効果があるかどうかを実験するとともに,臓 器より分離

した菌につき耐性値を検討 した。その結果次のような成

績を得た。

1)PZA感 性株 を接種したマウスの 対照群の 臓器

よ り分離 した結核菌は10γ および10γ 以下の耐性を

示 し,PZA感 性株を接種した マウスを 治療するてと

により,そ の臓器よ り分離 した結核菌の約%に100γ,

1,000γ の ような耐性値の上昇がみられた。

2)pH5.5の1%小 川培地で作つたPZA1,000

7の 耐 性結核菌を接種 した マウスに対して も,12週 程

度の治療を継続す ると,PZAは あ る程度効果的であ

つた。また治療 した ものの臓器よ り分離した菌には耐性

値の軽度の上昇を認めたものも少数例あつた。

以上 よ りpH5.5の1%小 川 培地はPZA耐 性

検査用培地 として,次 善の策 として使用するてとはやむ

をえない ものであろう。

終 りにのぞみ終始御指導を戴 き,御 校閲を賜わつた慶

応大学医学部石田二郎教授ならびに北里研究所部長小川

辰次先生に深謝する。
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