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ミコバ クテ リウ ムの特 殊 な抵 抗 性 とそ れ が 薬 剤耐 性 獲 得 に

さ い し て 演 ず る 役 割 に つ い て

4SM,INHに 対する抵抗性 と耐性の出現

山 田 修

京都大学結核研究所細菌血清学部(指導植田三郎教授)

受付 昭和34年5月14日

緒 言

著者は前1,2,3編1)に おいて,ミ コバクテリウム

(以下 「ミ」 と酪)の 酸 ・アルカ リ,消 毒剤および熱に

対する抵抗性を詳細に検討した結果,い ずれの場合にお

いても,「 ミ」菌液は分裂菌のそれ とは異なつて,抵 抗

性を異にす るところの概略2～3種 以上の菌体か ら戒立

ち,中 で も特別に強い抵抗性を示す菌体が含まれている

ことを明 らかにした。しか もこのような抵抗性は上記各

種の影響に対して,そ れぞれの場合に多少の差異はあつ

たが常にほぼ共通して表現せ られた。このような,影 響

の性質の如何を問わず表現せ られる普遍的な抵抗性は,

お そらくは 「ミ」の発育のそれぞれの段階における菌体

の構造ないしは機能に起因するものであろうと考えせし

めた。

本編においては,前3編 の成績を顧慮 しなが ら上記

各種の影響 とは作用機序を異にす ると考えられている抗

結核剤,た とえば硫酸ヂヒドロストレプ トマィシン(以

下SMと 略)お よびイソニコチン酸 ヒドラジッド(以

下INHと 略)の 影響に対して,は たしていかなる抵

抗性を示すかを検討した。従来この種の薬剤に対する抵

抗性(逆 にいえば感受性)は,通 例各種濃度の薬剤を含

有する培養基に菌を移植して発育可能の限界濃度を もつ

てそれを知る指標とした。しかしなが ら上記のような方

法で発育した集落は,そ の出発点となった菌体細胞が発

育の開始以前およびそれ以後に,す でに一定 日数培養基

中の薬剤に当然接触し,そ の影響下にあつたことは自明

であるか ら,こ のようにして発育 した集落 の中には適応

あるいはその他なん らかの機転によつてはじめて発育し

えた集落が存在する可能性が考えられ る。したがってこ

の場合,発 育 した集落を構成する菌体 と,そ の出発点と

なつた もとの菌体 とはすでに薬剤 との関係か らみたその

性質が異なつているとみなさるべ きであろう。このよう

に考 えると,薬 剤含有培養基に培養した結果発育してき

た集落にっいて,た だちにもとの菌体の抵抗性ないしは

耐性を云々することは誤 りを犯すおそれがあろうと思わ

れる。

したがつて著者は、菌液に薬剤を種々の賛数接触させ

たのち、その影響をできるだけ除去するために洗滌ある

いは高度に稀釈してか ら薬剤を含まない卵培養基に培養

し,発 育集落の有無わよび発育 した集落について再び抵

抗性(感 受性)試 験を繰返した結果 を観察することによ

り,も との菌液に含まれた菌体の抵抗性を判定 した。

材 料

〔供試菌〕 人型結核菌H37Rv株 お よびブランクフル

ト株。牛型結核菌牛1号 株およびRM株 。鳥型結核菌

鳥京株。

〔菌液〕 供試 「ミ」をグリセリンブイヨンに37℃11

～14日 間培養 し,そ の菌膜を濾紙で脱水後,一 定量を

瑪瑙乳鉢で丁寧に磨砕 し,キ ルヒナー菌液または蒸溜水

菌液を作 り,で きるか ぎり単個菌か らなる菌液 を得るた

めに室温に30分 間放置して菌塊を沈澱させ,そ の 上清

を用いた。

〔実験その1〕 鳥型結核菌のSMの 影響に

対する抵抗性

鳥京株の2mg/ml蒸 溜水菌液を作 り上記のごとく菌

塊を除 き,SM1,10,100わ よび1,000γ/mlを 含む

キルヒナー液20mlに0.5ml宛 加えた。容器は100

ml容 量三角 コルベンを用い,あ らか じめ磨砕用硝子玉

を入れてお き,よ く振盪混和 し,管 口は密栓した。37℃

2,4,7お よび14日 後 にコルベンを強 く振盪後,1ml

を取 出し,で きるだけSMの 作用を除去するために蒸

溜水で10,000倍 に稀釈 し,0.1ml宛 各3本 の卵培養

基に培養し,8週 後に集落数を数え,そ れぞれ培養基3

本についての平均値を求めた。このようにしてそれぞれ

接触日数を異にした場合の生菌数についてその消長曲線

を得た。また上記実験によつて得た集落のうち100γ お

よび1,000γ のSM中 で2お よび7日 間 接触後 の

生残菌(集 落)お よび1,000γ 中で14H後 に 増殖し

た菌(集 落)を 任意に釣菌 してグ リセ リソブイヨンで増
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菌後,菌 液を作 り,上述と同様な方法で再びSM加 キル

ヒナー液中における生残菌の消長曲線を調べ,最 初のそ

れと比較した。

その結果は図1の ごとく,100γ わ よび1,000γ に

図1各 種濃度のSM加 キル ヒナー液中の発育曲線

(鳥京株)〔 その1〕

図2各 種濃度のSM加 キルヒナー液中の発育曲線

〔その2〕

(図1(1)印 の菌:対 照の菌)

おいては2日 後に大部分の菌体は死滅し,7日 後に 生

残菌数は最低を示したが,14日 後 には顕著に増殖した。

そして同図の(1),(2),(3)お よび(4)印の集落を用いて再び

発育曲線を調べた結果は,図2～5の ごとく多少の差異

はあるが図1(親 株)と 同じ傾向の曲線を示した。しか

しなが ら図1の(5)印 の集落,す なわち1,000γ/ml S

図3各 種濃度のSM加 キルヒナー液中の発育曲線

〔その3〕

(図1(2)印 の菌:100γ2日 後生残菌)

図4各 種 濃 度 のSM加 キノレヒナ ー液 中 の 発育 曲線

〔そ の4〕

(図1(3)印 の菌;1,000γ2日 後 生 残 菌)

M接 触後7H目 の菌(集 落)の 発育曲線は図6の よ

うに100γ/ml SM耐 性を示した。 また図1の(6)印

の菌(SM接 触後14日)で は図7の ごとくSMの

影響を全 く受 けずに発育 した。

〔実験その2〕 人型 ・牛型結核菌のSMの 影響

に対する抵抗性

SM100γ/ml加 キフレヒナー液でそれぞれH37Rv株

フランクフル ト株および牛1号 株の10mg/ml菌 液 を
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図5各 種濃度のSM加 キルヒナー液中の発育曲線

〔その5〕

(図1(4)印 の菌:100γ7日 後生残菌)

図6各 種濃度のSM加 キルヒナー液中の発育曲線

〔その6〕

(図1(5)印 の菌;1,000γ7日 後生残菌)

作 り,上 述のごとく菌塊を除 き,そ の20mlを それぞ

れ硝子玉入 りコルベンに入れて37℃ におき,2日,5

日および1,2,3,4,6週 後 に強 く振盪後1mlを 取

出し,4mlの 蒸溜水を加えて遠沈し,沈 渣に5ml.の

蒸溜水を加えて遠沈洗滌を きらに2回 繰返し,最 後に

1mlの 蒸溜水菌液 となし,0.1mlを3本 宛卵培養基

に6週 間培養後,集 落数の平均値を求めて100γ 中で

の発育曲線を得た。

その結果は図8の ごとく,上 記鳥京株の場合にほぼ類

図7各 種濃度のSM加 キル ヒナー液中の発育曲線

〔その7〕

(図1(6)印 の菌:100γ14日1後 の菌)

図8SM100γ/ml加 キル ヒ ナ ー液 中 の 発育 曲線

〔その1〕

(H37Rv株)

似 して2な いし7日 後に生残菌数は最低になり,以 後

増殖しはじめた。ただし供試菌量が少ない場合には(1')印

のごとく増殖はみられなかつた。 フランクフル ト株およ

び牛1号 株について もまたこれと類似の曲線を得た。ま

た試みに鳥型菌鳥京株の100mg/ml菌 液 を用いて上記

同様にしてSml0,000γ の場合に ついても実験した

がこの場合に もまた上記と同じ傾向の曲線を得た。

〔実験その5〕H37Rv株 菌液のSM加 キルヒ

ナー液中において各時期に生族ない し発育 した

菌(集 落)のSM抵 抗性の再検討
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実験その2に おいて得 られたH37Rv株 の集落,す な

わち100γ の うちで1週 間接触後生残 した菌(集 落)

および2,3,4週 後の菌(集 落)を それぞれ5コ 宛任

意に釣菌 し,そ れぞれグ リセリンブイヨンで増菌後,最

初 と同じ方法で再びSM100γ/ml加 キルヒナー液中

における発育曲線を調べた。

すなわち図8の(1),(1'),(2),(3)お よび(4)で得 られた集

落についての発育曲線は図9に 示すごとく,(1)お よび(1')

す なわちSM100γ/ml7日 間接触後 生残した菌(集

図9SM100γ/ml加 キル ヒナー液における発育曲線

〔その2〕

(図8○ 印の菌)

落)は 、対照の親株 と類似 した曲線を示した。しかしな

が ら(2),(3)および(4)すなわち2,3お よび4週 間SM

に接触 した菌の発育曲線は,図9の(2),(3)お よび(4)印

の ごとく対照 とは顕著に相違 してSMの 影響を受 けず

に発育 し,い わゆる耐性を示した。それぞれ5コ の集落

について行なつたこの実験はいずれも類似の曲線が得 ら

れ,図9は その平均値を示 した。(注:図9に おいて(1)

および対照はおのおの2っ の曲線が 示 されて あるが,

接種菌量の多い場合と少ない場合とをそれぞれ示したも

のである。)

なお図8のSM100γ/ml加 キルヒナー液に おいて

第5週 ごろになると菌膜が出来はじめたが,試 みに第6

週 の菌膜の一部を採ってSM1,000お よび10,000γ/

ml加 キルヒナー液の液面に移植すると,い ずれの濃度

においても旺盛な発育を示 した。

〔実験その4〕 実験その3と 同じことを光電

比濁計を用いて検査 した場合

H37Rv株 がSM100γ/ml加 キルヒナー液中で,

1,2,3,4お よび6週 後に生残ないし発 育 し た菌

(集落)を 任意にそれぞれ2コ 宛釣菌してただちに菌液

となし,0.05%の 割 にTween80を 加 えたSM100

γ/ml加 キルヒナー液に培養し,濁 度の上昇 すなわち増

殖の 有無ないし増殖の経過を光電比濁計に よつて検し

た。すなわち図8に おける(1),(1'),(2),(3),(4)お よび(5)

の菌(集 落)の 発育(濁 度)曲 線は図10の ごとく,

SMに1週 間接触後{残 した菌((1)お よび(1'))は対照

の親株と同様に濁度の上昇がなく,し たがつて発育は阻

図10SM1007/ml加 キルレヒナー液中の発育曲線

〔その3〕

(光電比濁計)(図80印 の菌)

止 され,2週 問以上接触した菌((2),(3),(4)お よび(5)印)

は濁度の上昇を示 し,し たがってSMの 影響を受けず

に発育 した。

〔実験その5〕 人型および牛型結核菌のINH

の影 響に対する抵抗性

人型H37Rv株 および牛型RM株 を用い上記の方法

に従つてINH100γ/ml加 キルヒナー液で100mg/

mlの 菌浮游液を作 り,20mlを 硝 子玉入 りコルベンに

入れ,37℃2,7,14,21,28お よび35日 後に コルレベ

ソを強 く振盪後,ピ ベットで1m1を 採 り,こ れに4

mlの 蒸溜水を加えて さらに遠沈洗滌を2回 繰返し,

最後に1mlの 蒸溜水浮游液 となし,そ の0.1mlを

3本 宛卵培養基に培養 し,6週 後に集落数(平 均)を 計

算 した。

てのうち,H37Rv株 にっいての成績をみると,図11
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図11 INH100γ/ml加 キル ヒナ ー7夜に お け る

H37Rv株 の 発育 曲線 〔その1〕

のごとく,INHに 接触後2週 にして生残菌数は最低

値を示し,3週 をすぎると生菌数は増加 しはじめ,以 後

急速に増殖した。この場合第6週 になると菲薄な菌膜が

液面に生じることがあるが,試 みにその一部 を採 つ て

INH100,200,500わ よび1,000γ/ml加 キルヒナー

液の液面に移植すると,前 述SMの 場合 とは異なり,

200γ までは菲薄な菌膜が形成されるが5007お よ び

1,000γ の濃度では発育しえなかつた。

〔実験その6〕INH加 キルヒナー液中において

各時期に生残ない しは増殖 した菌のINH抵

抗性の再検討

実験その5で 得た集落,す なわちH37Rv株 のINH

100γ/ml加 キル ヒナー液中で2,7,14,21,28お よ

び35日 間接触したのちの菌(集 落)を,そ れぞれ任意に

3コ 宛釣菌 し(14日 お よび21日 作用後の 菌に ついて

は全集落数各4コ),た だ ちに菌液 となし,0.05%に

Tween80を 加 えたINH100γ/ml加 キルヒナー液

に培養し,光 電比濁計によりそれぞれ濁度の平均値を求

めて発育曲線を調べ,耐 性の有無を検 した。

その結果,100γ/mlのINHに2日 および7日

間接触後生残 した菌か ら発育 した集落(図11の(1)お よ

び(2)印)お よび14,21,28,35日 間接触後の菌か ら発

育 した集落(図11の(3),(4),(5)お よび(6)印)は 図12

の ごとく2週 間以内の菌,す なわちINHに 抵抗し

て単に生残つすこだけの菌(集 落)は 対照の親株と同様に

濁度の上昇は認められず,し たがって発育を阻止され

た。しか るに2週 間以上INHと 接触した菌(集 落)

はすべて濁度の上昇(し たがつて増殖)を 認め耐性を示

した。

図12光 電比濁計によるINH100γ/ml加 キル

ヒナー液におけるH37Rv株 の発育曲線

〔その2〕

(図11○ 印 の菌)

総 括ならびに考案

上述の実験においてとくに注意をひく点が2つ ある。

その1つ は 「ミ」菌液中には感性のままSMあ るいは

INHに 抵抗して生残するところの一部少数の菌体が

含まれてい るとい うことであり,他 の1つ はこのような

菌体が上記薬剤を含む培養基中においてやがて再発育を

はじめたときには耐性を示すとい うことである。

まず第1の 点,す なわち薬剤下メヂウムにおいて感性

のまま生残する菌体について考察するに第1,2,3編1)

において酸・アルヵリ,消 毒剤,熱等の影響に対 して「ミ」

の菌液中にはとくに強い抵抗性を示す一定少数の菌体が

常に含まれていることを明 らかにし,こ のような菌体は

発育のある段階にある一定の構造ないしは機能を有する

菌体2)で はないか と考察 したが,こ のことを参照しな

が らSMお よびINHの 殺菌的作用に耐えて生残す

る少数の感性菌体をみれば,こ れ らの菌体についてもま

た同じような推定がで きるのではないかと思 う。すなわ

ちSMあ るいはINHを 含 む環境中で感性のまま生

残した菌体は,上 記同様に発育のある段階にある一淀 の

構造ないしは機能を有する菌体と考 えて大過ないであろ

う。このような菌体がSMあ るいはINHを 含む培

養基中で感性のまま生残るという事実こそ耐性獲得の出

発点として重要視せ らるべきではなか ろうか。

次に第2の 点をみるに上記の ごとくして 生残 した菌

体がやがて再発育をはじめたときにはすでに耐性を有し

ているという点を重要視すべ きであろう。もちろん,再

発育に先立つてすでに一定の過程があつて耐性が獲得さ

れるのか,あ るいは再発育す ることによつてはじめて耐

性が獲得 されるのか等に関しての詳細は上記実験の範囲

内では考察しがたいが,要 するに再発育とい うことと,

耐性獲得 とい うこととが密接に関係するとい うことを看
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過 してはならない。

上記の2点 に留意しつつSMあ るいはINHの 所

見を考察す るに,ま ずSMの 場合には,「 ミ」の菌液

にある濃度以上のSMを 接触させると,大 多数の菌体

は1週 以内に死滅するが一部少数の菌体だけは強 く抵抗

して生残する。しか も図8～10(人 型菌H37Rv株)に

すでに示したごとく,SMに 抵抗して 単に 生残しただ

けの菌体はまだSM耐 性ではなく親株 と同じく感性で

ある。この点に関しては最近籏野3)お よび金井4)も ま

た類似の所見を得ている。このようにSMの 作用を受

ける環境にあつてSMの 作用を受けずに感性のまま生

残するとい う菌体は特別な状態にある菌体 と考え られよ

う。このような菌体がSMを 含む培養基において薬剤

接触後2週 後には増殖が認め られ同時に耐性を示した。

すなわちSMの 影響に抵抗 して 生残 した感性菌体が

SM加 培養基において,お よ老第1週 末か ら第2週

の経過中に耐性を獲得することは明 らかであり,こ の期

間にいかなる機作によって耐性が獲得され るのかはなは

だ興味深いことである。耐性獲得機作の解明の手懸 りは

この1週 間の経過の中に潜んでいるように思われた。鳥

型菌では,た とえば100γ の場合をみれば 多少の 相違

はあるがおおむね1週 後に生残菌数が 最低となり,し

か もこの時期の生残菌はまだ耐性を有せず,や がて発育

増殖したものを2週 後に検査すれば耐性を有していた。

しかるに1,000γ の場合は多少趣 きを異にし,SM接 触

1週 後に生残した菌はすでにある程度の耐性を示した。

このことが1,000γ という高濃度に おいて発現する特

殊な現象であるのかどうかは,4～7日 の経過が上記の

方法では十分に追跡されていないのでここで考察するこ

とは困難である。

INHの 場合(図11,12)に もまた上記SMの 場

合にほぼ類似 した成績であつて,INH接 触後 最初の

1週 間内に生残した菌は感性であり,2週 以後になって

はじめて耐性を示した。この成績を上掲の図8と 対照す

ると多少の差異が あるようであるが,SMの 場合には

上述のごとく,作 用短時間後に大多数の菌体が死滅し,

ほぼ1週 で最低値を示し,2週 に なると増殖をし同時

に耐性を示した。しかるにINHで は,1週 後 に 生

残した少数の菌は感性であつたが,2週 後に は生 残 菌

数が最低となり,こ の時期の菌は耐性を示した。以後の

経過はSMの 場合とほぼ異な り,3週 後までその状態

を持続 し,し かるのち顕著に増殖 した。すなわちINH

では生残菌ないし再発育の菌の曲線はSMの 場合に比

して概略1週 の ズ レがあつたということは興味ある

ことである。この場合1～2週 の間の詳細を知 ることが

できないが上述のSM環 境下における人型および鳥型

の場合を参照すると,こ の期間中に生残菌数のもつとも

少な くなつた時期があつたか もしれないことも考えられ

よう。このような考察にしてもし誤 りない ものとするな

らば,し か も2週 後の菌(図11の(3)印)が すでに耐

性を示したことか ら判断すると,こ の時期の菌はすでに

再発育をしはじめていたのではないかとも老 えられる。

このことはBarclay5)の 実験 すなわちINHメ ヂ ウ

ムにおいて2週 後 に 増 殖を開始し,増 殖した菌は 耐

性を有していた とい う成績 と対照してみると興味があ

る。 もちろん上記期間中に培養基中のINH濃 度が低

下する6)点 も顧慮しなければな らないが,そ の間に い

かなる機作によつて耐性が獲得されるのか興味深いとこ

ろである。ちなみにこの実験で得 られたSM100γ 耐

性菌が1,000γ お よび10,000γ の メヂウムにも発育

したに もかかわ らず,INH100γ 耐 性菌は上述の方

法によつては200γ に発育 しえたのみで500γ および

1,000γ には発育できなかつた事実は両薬剤の作用機作

の本質的な相違に関す ることか もしれない。

薬剤耐性獲得の機作に関しては諸説があり,現 今2説

すなわち,(1)突 然変異および選択説(spontaneous mu-

tation and sdection theory)7)～10),(2)適 応(adap

tation)ま たは誘導変異(inducedmutation)説11)～14)

とが相対立している。しか もなお今日いずれの説にたつ

て も明確に説明できないばか りか むしろ混乱の感があ

る。この点については次編においてさらに検討を加える

予定であるが,SMあ るいはINHの 影響を受けて

一部の菌体が感性のまま抵抗 して生残し,そ れが上記薬

剤 を含む培養基において再発育をすると同時に耐性を示

すという.上記実験成績の範囲からみれば,こ の種の菌,

すなわち 「ミ」に関す るか ぎり,そ の耐性出現は突然変

異というような現象では説明 しに くいことであつて,む

しろ自然抵抗性のとくに強い,発 育段階の一定の菌体と

関連す るものと考えるべ きではなかろうか。 「ミ」菌液

中に含まれる上記のごとき一般的抵抗性の強い菌体 こそ

抗結核剤に対する耐性を獲得する出発点となるものであ

ろう。 「ミ」菌液中にこのような抵抵性菌体が自然に含

まれていることが,こ の種の菌が上記のごとき薬剤に対

して容易に耐性を獲得す る契機をなすのではないか とも

考え られる。

結 論

1)「 ミ」の抗結核剤に対する抵抗性を検討する目的

をもつて,諸 種濃度のSM加 キルヒナー液中における

結核菌の発育曲線を調べたところ,あ る濃度以上におい

て菌液中の大多数の 菌 体 は1週 以内に 死 滅したが,

一部少数の菌体は感性のまま生残 り,や がて再発育 して

2週 後には増殖を認め,同 時に耐性を示した。

2)上 記同様にしてINH(100γ/ml加 キルヒナー

液)の 場合をみるに,1週 後の少数の生残菌はSMの

場合 と同様に感性であ り,2週 後に最少値を示 した生残
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菌は耐性であつた。この状態を3週 後まで持続したのち

顕著に増殖 した。

3)「 ミ」菌液中の一部少数の菌体が感性のままSM

お よびINHの 影響に耐えて生残する事実は,各 種の

一般的影響に対する自然抵抗性と軌を一にするものと考

え られ,し たがつてこの場合にもまた発育の一定段階に

ある菌体の表現する自然抵抗性 と関連す るものと考えら

れる。このような菌体 こそ耐性出現の出発点であり,ま

たこの種の菌が耐性を獲得しやすい契機をなす ものであ

ろう。

御指導と御校閲を賜わつた恩師植田三郎教授に深謝

し,上 坂一郎助教授の御助言を謝す。

本論文の要冒は日本結核病学会第8回 近畿地方会(昭

和28年)に おいて述べた。
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