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抗 結 核 剤 耐 性 に 関 す る 臨 床 的 研 究

そ の1Pyrazinamide耐 性 検 査 に つ い て

平 井 得 夫

長 崎大学医学部 内科第二教室(主 任 筏島四郎教授)

受 付 昭 和34年6月16日

I序 言

最近肺結核症 に おけ るPyrazinamide(以 下PZA

と略)とIsonicotinic Acid Hydrazide(以 下INHと

略)の 併 用療 法はすでに基礎 実験,臨 床効果 検討 の段階

を終 え,臨 床 応用の時期 に移 つた観 があ る。本療 法普 及

の結果 は従来 の抗結核剤 と同 じく当然 その耐性検査の必

要性が望 まれてい る。

著 者は第45回 貝本 内科学会九州地方会に臨床例 を報

告 した さい,従 来 の 方法 ではPZA投 与の 前後 と も

500γ/cc以 上 の耐性値 を認 めたためにin vitroで は測

定不能 と述 べた。当時諸家の報 告 もほぼ同様で その2,

3を あげ るとSteenken1)はH37Rvを 用い 液 体培地

でPZAの 完 全 発育阻 止濃度 を200γ/ccと し,中

村2)はH37Rv・ 小川培地で1,000γ/ccで も発育 阻止

は不能 であ り,患 者分離 菌株 では100～1,000γ/ccの

間で感受 性の巾が広 い と述 べてい る。また厚 生省結 核療

法研究協 議会3)で と りあげ られたPZA・1NH併 用

療 法158例 の集計 の中で,PZA耐 性については治療

前 の感受 性が種 々であ り治療 月数に よる耐性上昇 つい

ては一定 の傾 向を見出だ しえなか つた と報 告 してい る。

PZA内 服後 の血 中最高濃 度は掛 見4),高 階5)に よる

とそれぞれ40γ/cc前 後 と 測定 してい る。 この値 をそ

のまま病巣 の濃 度 とす ることはで きない にして も高い感

受 性濃 度 とは隔差 がは なはだ しす ぎる。要す るにin vi-

voで の強力 な抗菌 力に比較 して,従 来行なわれて きた

in vitroの 検査 法では その阻止 力は きわめて 弱いかに

みえ る。 しか るにMc Dermott6)ら は 液 体培地 を 用

いてpH4.5=8.0の 範 囲でPZAのH37Rv発 育阻

止力 を調べ,pH5.0～5.5で は完全発育阻止濃度 を16

γ/ccと し,ま た他の 抗結 核剤では かか る酸性環境 での

抗菌力に影響 はみ られ なかつ た と報 告してい る。本邦 で

も追試 せ られ小川7),内 藤8),岡 野9)ら によ る酸 性培

地 上でのPZA抗 菌 力および耐 性検査 の試 みが な され

てい る。 さ らにWasz-Hockert10)ら はH37Rv感 染

マウスにPZAを12週 投 与 しその内臓 よ り分離 した

E11L菌 株はpH5.0～5.5液 体培地一上でPZA400

γ/cc以 上の 耐性値 を示 し,ま たE11L感 染 マウスに

PZAの 治療は無効で あつた ことを 臓器培養で 確 か め

てい る。 また高橋11)はPZA治 療患者4例 中1例

にpH5.5液 体培 地で100γ/ccの 完 全耐性 を認 めて

い る。 しか しなが ら酸性培地 を臨床耐性検査に応用 した

多数の症例報告 はまだみ あた らず,し たが つて臨床上 の

耐性限界 も不 明の現況 であ る。

ここに著者 はpH5.5の 液体培地 およびroutine test

としては普及率 の高 い固 型培地 を作製 し,H37Rvお よ

びPZA未 使用,既 使用 の肺結核患者 それぞれ70例

よ り分離 した結核菌株 を用い てPZAの 抗菌力 を検査

し,臨 床上 の耐性限界 を調べ2,3の 知見 を得 たので こ

こに報告す る。

II検査 方 法

(1)pHの 測定

pH測 定には すべて ヶ ンブ リッジガ ラス電極pHメ

ー ターを用い,そ の標準調整 には同社 の緩衝液pH7.03

(15℃)を 使用 し 常 に 測定温度 を15℃ に一定 した。

大量液 の場合 はDiptypeの 電極 を,凝 固水等 少量 の 試

料 には血液pH測 定用の微量電極 を 用 いた。 両電 極の

測定 誤差範 囲は 土0.01で あ る。凝 固水の測定には と く

に次の ことに留 意した。血清凝 固器 よ り取出 した試 験管

はキ ャップを強 くしめたの ち約12時 間孵卵器に立て管

壁 に付着 してい る水滴 を十分下に凝 固 させ る。ついで そ

の約15本 よ リピベ ットで凝固水 を集 め試料 とす る。また

清 浄な微量 電極装 置は測定前に測定すべ き試 料の少量で

洗 う。

(2)液 体培地(キ ル ヒナ ー培 地)

PZA300mgを8%塩 酸 でPH5.50に 修正 し

た キル ヒナ ー基汁300ccに 溶解す る。 これ を元 として

同基汁に よる稀 釈液0,000γ/cc,500γ/cc,100γ/cc,

50γ/cc,25γ/cc,mγ/cc,5γ/ccを 作製 し,PZA

を含有 しない基汁 を対照 とす る。PZA添 加 によるpH

の変動 はみ られ ない 。pH5.50の キル ヒナー基汁 に 牛

血清 を10%添 加 す るとpHが0.21～0.34ア ル ヵ リ側

に傾 き牛 血清 の保存 日数 によ り差が み られ るので木研究

には市販 のアルブ ミン栄研 を用いた。 このpHは6.84

であ り基汁へ の10%添 加でpHは0.02～0.03ア ル
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カ リ側に 傾 くのみであ る。必要な ときに 同一pH培 地

が得 られ る点で使用 した。

(3)固 型培地(1%第 一燐酸 カ リ小川培地)

ほ ぼ小川7)の 原法 によつ たが以下の点で 修正 を 加 え

た。

i)滅 菌凝固操作 によ る凝固水pHの 変動

1%第 一燐酸 カ リ小川培地(以 下小川培地 と略)の

pHを5。50～5.10の 間で 数種作製 し88℃40分 間滅

菌凝固す ると出来 上がつ た培地 の凝固水pHは 表1の

とお り5.50～6.06と アル カ リ側 に 傾 く。 したがって

pH5.5小 川培地作製の ためには あ らか じめpH5.10

に修正 した もの を滅菌凝固すべ きで ある。 その さい原法

で基汁300cc,卵 液600ccを 材料 とす るに は8%塩 酸

を原法 よ り約4cc余 分に必要 とす る。

表11%小 川培地の滅菌凝 固に よる培地pHの 変化

ii)PZA稀 釈液の調製 と培地混入

PZAは 常温 では蒸溜 水にわずか(約1%)し か溶

解 しない。 したが って小川培地 では従来 の方法12)に よ

って稀釈液 をつ く り培地 に混 入す ることが で きず 次の方

法 を用 いた。PZA2.5gに 蒸溜 水97.5ccを 加 え軽

く加温 して溶解せ しめ,これ よ り順次稀釈液 をつ くる。こ

れ らの4ccあ るい は2cc宛 をi)に 調製 した培地液

の96ccま たは98ccに 加 え ることによ り キル ヒナー

培地 と同様 系列 のPZA含 有液 とす る。 蒸溜 水2cc

を培地液98ccに 加 えた ものを対照 とす る。 この場合 も

PZA添 加 によ るpHの 変動 はみ られ ない 。

(4)菌 液の調製 と培養方法

i)H37Rv

ソー トン培地 に 発 育 した2週 目のH37Rvを 秤量

し,ガ ラス球入 りコルベ ンで振盪混和 したの ち蒸溜 水で

稀釈 し1mg/ccの 菌液 をつ くる。

これ よ り順次10倍 ず つ 稀釈 し,両 培地 と も0.1cc

宛 を接種 し,キ ル ヒナー培地 は3週,小 川培地 は4週

後に判定 した。

ii)患 者 よ り分離 した結核菌

被検喀痰 は当内科 な らびに次 の11施 設 の御好 意で得

られた もので ある。

国立長崎療 養所 県立佐 々療養所

国立小浜療養所 市立長崎病院

社会保険喜 々津病院 愛宕療養所

田上養生園 茂木療養所

三菱高島砿業所病院 小江原療養所

是真会東望療養所

喀痰 は一たん3%小 川培地 に従来 の方法で培養 した

の ち多数の集 落 よ り釣菌 し,振 盪混和後蒸溜 水に よる均

等液0.1cc宛 を接種 す る。接種菌量 は キル ヒナー培地

で は約0.1mg,小 川培地で は約0.05mgで あ りそれ

ぞれ3週,4週 後 に判定す る。

III検 査成績 ならび に小括

(1)PZAのH37Rv発 育阻止

表2の とお りであ り表3は 諸 家6)8)9)11)13)14)の

報告 と著者の成績 を一覧表に した。 それぞれ菌 量,培 地,

培養 日数,PZA含 有濃 度の系列が 異な るので あるが

キル ヒナー培地 で発育 す るPZAの 最高濃度 は8～

12.5γ/ccで あ り小川培地 では5～25γ/ccの 間 と考 え

られ る。

(2)PZAの 患者分離菌株 発育 阻止

キル ヒナー培地 は小川培地 よ り1,2段 階高度に発育

を示 す ことが あ るが ほぼ小川培地 と 平行 した。 表4は

PZA未 使 用者 よ り分離 した70株 の 小川培地 に よる

成績 であ り,発 育 す るPZA最 高濃度 は5γ/ccを ピ

ー クとし 大部分が10γ/cc以 下であ り3例 に25γ/cc

まで の発育 をみた。 しか し50γ/cc以 上で 発育 す る も

のは1例 もなか つた。 これに対 し表5はPZA既 使

表2PZAのH37Rv発 育 阻止
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表3H37Rvを 用いた諸家の報告

用者よ り分離 した70株 の小川培地 に よる成績 で,100

γ/ccを ピー クとして高濃 度で もかな りの発育 を認 めた。

推計 学的に未使用者,既 使用者群 間に は(表6)結 核菌

発育 能力(感 受 性)に 有意 の差 があ る(修 正x2S=11.05

df=10.001>P)。 また25γ/cc以 下と50γ/cc以 上

の耐性出現はPZA使 用量200g未 満 と3009以 上

両群の間(表7)で その 出現度 に有意の差が あ る(X

2S=4.08 df=1 0.05<p<0.02)。

表4PZA未 使用者70株 の発育最高濃 度

表5PZA既 使 用者70株 の発育 最高濃 度

IV考 案

抗結核剤 の臨床耐 性限界 は年 々重 ね られ る多 くの成績

によって 一歩0歩 真 の値 に 近づ くもので あ り,こ の点

PZAに おいて も例 外でな く決定 には慎重 を 期 さねば

表6

()内 は理論度数

表7

()内13理 論度数

な らない。

現在 「社会保険にお けるPZAの 使用基準」 によれ

ば他の薬剤に耐性 を獲得 した もののみに使用 を制限 して

い る。一方か らみれ ばこの適応者 はまたPZAの 耐性

を も獲得 しやすい条件 をそろえてい ることを意味す る。

著者のPZA使 用者群(70例)は その うちで も治療

後 も排菌 を続 けてい る症例 のみか ら構成 され てい る。し

表8PZA既 使用者X線 分類基本型w
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たがっ て使用 前の胸部X線 を学研分類 にあてはめ ると

その基本型 は表8の とお りほぼ線維乾酪型 あ るいは 重

症混合型で あ り,中 等度以上 の病巣 の拡 りを もち,全 例

に空洞 あ り,そ の性状お よび 大 きさは表9の とお り で

硬化壁が多 く,と くに多房性が 目立 ち,中 等大 以上が 多

表9同 空 洞

い。著 者15)はPZA・INHの 初 回治療 で優 れた抗

結核作用 を報告 したが,結 核予防会化学療法研究班16)

17)の初 回治療 で も浸潤 型 および非硬化壁空洞 には いわ

ゆる3者 併用療法に まさると も劣 らぬ 効果 を 認 めたと

報告 してい る。今 回の著者の集計で は社会保険の制限 を

うけ,ま たX線 に よる病理解 剖学的変化の推定で は他

の抗結核 剤にて も効果 が期待 しがたい症例 で 占め られて

い る。 したがって治療 に よる経過 の うちX線 基本型 を

学研判 定基 準でみ ると,2b軽 度改善2例,3不 変62

例,4増 悪5例,5不 検1例 の結 果 となってい る。 こ

こでは これ らの症例 にPZAの 使 用が適正 であつたか

どうか の問題 を取上 げないが,か か る症例 はPZA耐

性獲得 を疑 わせ るに十分で ある ことは推定せ られ,し た

が ってその集計 はPZAの 臨床耐性限界 の調査 目的には

もつ と も好都合 の材料 とな りえたと考 え る。PZA未 使

用者群(表4)に3例 の25γ/ccが ある。 一般 に接種

菌量 と耐性度に は密接 な関係が あ り菌量の 多少 によ り耐

性度に大小の差 をみ る。 あるいは この3例 は 手技上 の

接種菌 量に問題があ るのか もしれない。 したがつて多量

の菌 を 接種 しす ぎ た 場 合 を も考慮すれ ば25γ/ccを

耐性限界 とは しがたい。 しか し推計学的に は25γ/ccの

表10

()内 は理論度 数

耐性 出現(表10)は 偶然 と推定 され てい る(x2=22.94

 df=10.001>p)。

臨床上の 耐性限界 を50γ/cc以 上 とした場合,こ の

値 はまた前述PZAの 血 中最高濃度 をやや上 まわつた

値で もあ り合理的 と 考 える。 小川7)は10γ/cc,100

γ/cc,1,000γ/cc,5,000γ/cc系 列培地 を作製 し感性菌

で は10γ/ccで 阻止 され る もの は 半分 に す ぎず,100

γ/cc以 上で発育す る もの は耐性菌 と 考 えると 述べ てい

るが症例の記載が ない。第34回 日本結核病学会総会 の

シンポジアム では 著 者のあ と籏野18)は10γ/cc以 上

と述べ,司 会者報告で は単 に著者 との間が と られ て 臨

床上の限界 を10γ/cc～50γ/ccと 決定報告 され た。

討 議時間がなかつたが10γ/ccの 値 は表3諸 家の 報告

でみ られ る よ うにH37Rvが 発育す る 濃度で あ り,小

川7)の 感性株 の半数に も発育 す る濃 度で あ り取上げ る

ことはで きない。 キル ヒナ ー培地 は他の液 体培地 と同じ

くときにはその判定 で1,2段 階の間で発育 程度判別困

難 な場合が あ る。 これに対 して固型培地 は製作 が容 易で

あ り汚染率が少 な く肉眼 的判定が確 実であ りかっ定量 的

で ある。小川培地 は この点使 用で きる培地 であ る。鶏卵

培地 を使用 した他の報告 は きわめて少 な く,宮 本19)は

1,3,5%第 一燐酸 カ リ小川培地でH37Rvの 阻止力

を調べpHの 酸 性移行 に よつて 発育阻止力の 増強 はみ

られなかつた と報告 してい るが 精密 なpHの 測定 は行

なわれていない。 また岡野9)は ガ ラス電極pHメ ータ

0を 用い,小 川培地 のpH5.0(-5.5の 環境 では 結核菌

は対照培地 に も発育 せず5.56～5.79が 適当であ ると述

べ,さ らに患 者よ り分離 した10株 の うち未使 用者7株

中 に も低 くない耐 性値 を認め,酸 性条 件下におけ る臨

床的意義 につい ては今後追求 さるべ き課題 であ ると述べ

てい る。実際上小川培地作製 にあたつては常 に小数点以

下2桁 まで正確 にpH5.50と す ることは 困難で あ り,

10数 回測定 した 凝 固水はpH4.98～5.53の 測定値 を

示 した。 これは鶏 卵 とい う安 定性のない組成の材料 を用

い,滅 菌擬 固操作 やpHメ ー ターの 読 みの 誤差等 を考

慮 しなければな らないので著者はpH4.98～5.53の 巾

を便宜 上pH5.5培 地 と称 してい る。岡野 の報告 では培

地pHは 凝固操作 によ り0.2～0.3上 が ると述べ著者 の表

1の 成績 と相違が あ る。おそ らく擬固水 とい う微量 の試

料測定 に問題が あるので はないか と思 われ るが小数点以

下2桁 の値 を論ず るに しては0.2～0.3の 値 は 粗雑 に

す ぎる。 また 同論文中pH5.79培 地 でH37Rvが500

γ/ccま で も不完 全発育 を示 してい る 事実が 示す ように

pH5.79で は意 味がない。 しか し著 者のpH5.5培 地

がpH4.98～5.53よ り以上 に どれほ どの巾を許容 で き

るか は今後 の問題 であ る。

次にpH5.5の 低水素 イオ ン濃度 と生体 との関係 お

よび,酸 性培地.上の発育最高濃度 をただ ちにPZA薬
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剤耐性 と同意義 に解釈 してよいか の問題が あ る。内藤8)

は酸性培地で阻止作用 を 認 め るが,生 体細胞 のpHが

まだ直接 に細か く測定で きない点 よ り,現在 の ところpH

の問題だ けでPZA効 果の秘密が とける ものか不明で

あ ると述べ てい る。藤 田20)に よれば正 常人の血液pH

は7.24～7.42(37℃),7.50～7.63(15℃)で あ り,

また結核菌 の発育至適pHは6.8～6.9と いわれ て い

る。 これ らの 値か らすれ ばpH5.5培 地は強い 酸性度

と思 われ る。しか し永井21)は ガ ラス電極 で肺臓 のpH

を測定 し,健 常肺 ではpH7.15～7.2で あるが 結核病

巣 では6.8～6.2と 測定 してい る。従来行 なわれてい る

Graffの 測定法か らす れば ガ ラス電 極の 発達 はpH測

定 に画期 的な影響 を及 ぼ しさ らに電極 の改 良で臓器 に刺

入 して測定す ることす ら可能 となつた。しか し血液 とい

う中性領域 のpHで 強い 緩衝能 を もつ液 を 否定 す るこ

とはで きず,前 述計測値 もこの点を考慮 した うえでみな

ければな らない。また次の2つ の実験は細胞 内pHを

考慮 した点で 興 味があ る。 すなわ ちSprick22)は カゼ

インナ トリウム水溶液 で動 物の腹腔内に細胞を産出せ し

めたの ち指示薬 で染色 したH37Rv死 菌 を接種 しこれ ら

細 胞に貧 喰 された結核菌 の色 調検鏡 にて,マ ウス,モ ル

モッ トの単球 お よび好中球 のpHを4。7～5.5と 報 告

してい る。またMackaness23)は 生理 的pH範 囲内の

培地 で家兎の 単球にH37Rv生 菌 を貧 喰せ しめた の ち

PZAを10貝 間接触せ しめたところ,12.5γ/cc以 上

では発育 を阻止 し,50γ/ccで は 消化 されて しまってい

ると述べてい る。 これ らを考 え あ わ せ るとpH5.5の

酸性環境は 生体で あ りえない 低水素 イオ ン濃度で は な

く,pH5.5培 地 を利 用 した耐性検 査方法は意義が ある

と考 える。

IV結 語

pH5.5の キノレヒナー培地 と1%小 川培地 にPZA

を5,10,25,50,100,500,1,000γ/cc含 有せ しめ,

H37Rvお よびPZA未 使用者,既 使用者 それ ぞれ70

例 よ り分離 した結核菌株 を用い て発育阻止力 をin vitro

で観察 し,臨 床上 のPZA耐 性限界 を調べ以下 の成績

を得た。

1)キ ル ヒナー 基汁 に10%牛 血清 を 添加 す るとpH

を著 し くアル カ リ側に傾かせ るので,本 研究に は不適 当

であ り,ア ル ブ ミン栄研 を代用 した。小川培地 は滅菌凝

固操作に よるpHの アル カ リ側 移 行を考 慮 し あ らか じ

めpH5.10に 修正 して滅菌凝 固すべ きであ り,小 川の

原法に修正 を加 えた 。小 川培地はroutine testと して

推奨で きる培地で あ る。

2)キ ル ヒナー培地,小 川培地上で の発育 はほぼ平行す

る。H37Rvが 発育 す る 最高濃度 は10～257/ccで あ

り,PZA未 使 用者群 では5γ/ccを ピーク とし50

γ/cc以 上で発育 した例 は なかつた。 これに対 し使用者

群では100γ/ccを ピー クとして高濃 度の 側に よつてい

る。

3)pH5.5の 生躍 的意義 について文献 的考察 を加 え,

またPZA使 用者群 の胸部X線 お よび同経過 と発育

成績 よ り臨床上の 耐性限界 をpH5.5培 地で50γ/cc

以上 と考 え る。

稿 を終 わ るに臨み,御 懇篤な る御指導,御 校閲 を戴い

た恩師箴島四郎教授に深 く感謝 します。 また種 々便宜 を

与 え られた11施 設,な らびに推計学的処理に関 し御指

導 を賜わつた本学公衆衛生大沢忠好学土 に感謝 します 。
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