
335

単個菌分離培養法による3重 耐性結核菌の存在に関する研究
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緒 言

最近結核症に対する化学療法の進歩普及に伴い,SM,

PASお よびINHに 対 し,2者 ないし3者 耐性菌

を喀出す る患者が漸次多くなってきたが,こ れがはたし

て種々の耐性の菌が集まって見掛上2者 ないし3者 耐

性としてあらわれているのか,あ るいは2重 ないし3

重 の耐性を有する菌の集 りであるのか疑問と され て き

た。双方ともあ りうるか らである。

われわれは以上の問冠を解明したいと考えて,化 学療

法施行中の患者株に して見掛上3者 耐性 と考えられる

大谷:象を使用し,こ れよりFonbruneのMicromani-

pulatorを 使用して3種 薬剤混入1%小 川培地上 に

単個菌として取 り出し,こ れより増殖した菌株について

耐性を測定 し,は たして3重 の耐性 を有する株が 存在

するか否かを検討した。

実 験 方 法

使用菌株 としては化学療法施行中の患者より分離した

大谷株を使用した。この株の薬剤耐性は表1の ごとく,

Youmans培 地使用による間接法では,SMで は1γ/cc

主動,10γ 中間,1,000γ 別動耐性であり,PASに

は10γ 主動,1,000γ 中間耐性,INHに 対 して は

5γ 主動,50γ 中間耐性を示していに。

この大谷株 をDubos Tween-albumin培 地 中に増殖

せしめて,こ れか ら釣菌したものを各薬剤単独あるいは

併用混入培地に植えて実験を施行した。

すなわちSM,PAS,INH各1γ/cc単 独混入,

およびSM+PAS,INH+PAS,SM+INH

各1γ/cc2者 混入,お よびSM+INH+PAS各

1γ/ccの3者 混入の7種 の 薬剤混入1%小 川 培地

を使用して,そ の耐性菌分布状況を検討すると同時に,

上記Dubos培 地に増殖せるものを菌液として,こ れよ

りミクロマニプラ トールを使用して型のごとく小寒天 フ

ィルム上に単個菌 として取 り出し,こ の寒天 フィルムを

菌の付着せる側を下向きに3組 の薬剤含有および非含有

1%小 川培地の斜面の上に培養した。以後2週 よ り週

1同 ずつ6週 にいたるまで成績を判定し,そ の3重 耐

性培地 に増殖 した2株 に ついて,こ の ものを さらに

表13者 耐性大谷株およびこれより3剤混入
培地上に単個菌分離培養しえた2株 の薬

剤耐性

gr.1,gr.2はSM,PAS,INH各1γ/cc含 有培地上に得た単個

菌株,耐 性測定はYoumans培 地使用による間接法,接 種菌量
0.01mg,成 績は増殖度をもつて示す

Tween-albumin培 地 に 移 植 増 菌 せ し め て,Youmans

培 地 使 用 に よ る間 接 法 に よ り耐 性 を測 定 した 。

実 験 成 績

親 株 大 谷 株 の菌 液(Dubos培 地)を 適 宜 稀 釈 して,

SM,PAS,IMH各1γ/cc含 有 単 独 培 地 お よ び

これ らの2剤 な い し3剤 を混 合 した 培 地 上 に 接 種 した

場 合 の集 落 発生 状 況 を表2に 示 した 。 す なわ ち,単 独

培 地 上 の 成績 か ら,こ の 親 株 は3者 耐性 で あ り,し か

も薬 剤 混 入 培 地 上 の 成績 か らこの 親 株 中 に はSM,IN

H;SM,PAS;INH,PAS;の2重 耐 性 菌 お よ
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表23者耐 性大谷株の鰍性菌分布状況

各薬剤はいずれも1γ/ccの濃度,1%小 川培地使用

びSM,INH,PASの3重 耐性菌 も含まれてい

ると推定できる。

この親株の菌液よ り各種薬剤含有培地に単個菌分離し

た場合の培養陽性 コ数,な らびに培養陽性率は表3に 示

すごとくであつた。結核菌の単個菌培養は現在の段階で

は釣菌培養したものが毎回培養陽性の結果を得 ることは

困難であるし,ま た,今 回は釣菌回数が必ず しも多くは

ないので,表 中の各薬剤含有培地上の培養陽性数および

陽性率についての批判は保留するが,全 体 としての釣菌

表33者 耐性大谷株よ りの単個菌分離培養成績

1%小 川培地使用,各 薬剤はいずれも1γ/ccと する

回 数 は76回 で あ り,そ の うち培 養 陽 性 の もの は19コ

で あ り,25.0%の 陽 性 率 で あ つ た 。

次 にSM,INH,PAS各17/66混 合 せ る3重

耐 性 培 地 上 に2コ の集 落 発生 を み た 。 この もの に つ い

て,さ らにDubos培 地 に移 植 均 等 増 殖 せ しめ た の ち,

Youmans培 地 使 用 に よ り薬 剤 耐 性 を測定 した と こ ろ,

表1の 右 欄 に 示 す ご と き値 を得 た 。 す な わ ちgr.1は

SM1γ/cc主 動,10γ 別 動 耐 性 で あ り,PASは1

7主 動,10γ 中 間 耐 性,INHは17主 動,10γ 別

動 耐 性 で あつ た。

gr.2に つ い て はSM1γ/60主 動,10γ 中 間繭 性,

PASは10γ 主 動,100γ 中 間耐 性 で あ り,INH

は5γ 主 動,10γ 中 間耐 性 で あっ た。

以 上 よ り単 個 菌 分 離 株gr.1お よびgr.2は い ず れ

も各薬剤につき1γ/cc以 上 の3重 耐性株であった。

総括ならびに考案

緒言に述べたごとく,最 近結核化学療法の普及に伴つ

て,漸 次SM,INH,PASに 対する2者 ないし

3者 耐性菌を喀出する患者が多くなつてきたが,こ れが

はたして種々の耐性の菌が集まって見掛上2者 ないし

3者耐 性として現われているのか,真 の意味における2

～3重 耐性菌(2種 あるいは3種 の薬に対 して耐性を有

する菌)の 集 りであるのか,あ るいはさらにいかなる程

度の2～3重 耐性菌がいかなる割合に出現してくれば以

後の化学療法が期待できなくなるのかは臨床上未解決の

重大な問題と考 える。

第32回 日本結核病学会総会 シンポジウム1)に おい

て北本が述べたごとく,た とえば2者 耐性株の場合少な

くともin vitroで は単独で無効な濃度であって も,両

者を組合わせて作用させると,そ の阻止限界が下る場合

があることは,SM+PAS,あ るいはINH+PAS

の場 合に認め られる。これに対 しこの菌株中に占める種

々の耐性度の菌のポピュレーションの側か らみた説明が

なされている。すなわちその菌株がある程度以上の2重

耐性菌ばか りで占め られるようになると併用効果が期待

できなくなる。

2～3重 耐性菌の存在に ついては,ま た 日常の耐性検

査にさいし,集 落算定ができる程度に喀痰を適宜稀釈し

て培養した場合,対 照培地 と比較してSM,INH,

PAS耐 性培地にもおのおの 同等な数に集落のみられ

る場合があり,か か る場合には該菌株はほとんど3重 耐

性株か ら占められているのではないか と推定 され るし,

またこれ ら2種 または3種 の薬剤を同時に含む培地に

培養して増殖してきた場合はこれらの集落は2～3重 耐

性菌であろうと考えられる。

このさい1コ の菌を取 り出して培養し,そ れが3種

の薬剤に耐性を担っていることが証明で きれば確実に厳

密な意味での3重 耐性菌の存在が確認され,ま た 純系

ともい うべき3重 耐性株 を得ることがで きる とい う観

点か らこの実験に単個菌培養法を応用した。すなわち3

者耐性を示す大谷株 より菌液を作製 し,こ れよ り単個菌

分離して,SM,PASお よびINH3種 薬剤各1

γ/1%含 有1%小 川培地上に増殖せしめて得た2株 は

いずれも程度は必ずしも高 くはないが,3種 の薬剤に対

し耐性を示し,こ れの源 となるべ き分離 された単個菌は

2コ とも3重 耐性菌であつたことを証明することを得

た。

なおわれわれはさきに結核菌の薬剤耐性に関する研究

の都合上,生 物学的に純系ともい うべ き耐性株の必要を

痛感したので,ミ クロマニプラトールを使用して結核菌

の分離培養法を考案 した2)の であるが,金 井 ・勝山5)
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はわれわれとは別の方法を考案 して発表した。

われわれの方法は,ミ クロマニプラトールにょつて寒

天 フィルム上に取 り出した単個菌を,小 試験管中のわれ

われのいわゆるYoumans-albumin培 地-Youmans培

地の血清の代 りに,albumin-V(Difico)を10%に 加 え

たもの)中 に挿入し,こ れに発生した集落をさらに1%

小 川培地に還元培養する方法であるが,金 井氏 らの方法

は,ミ クロマニプラトールを使用して分離した単個菌含

有寒天 フィルムを,菌 の付着した部分を下にして直接

Kirchner寒 天 の斜面の上に,そ のまま培養する方法で

ある。文献によれば同氏 らの方法は操作 もやや簡単であ

り,培 養威績 もはなはだ良好であるので,今 回の実験は

大体金井氏 らの方法に準 じて行つてみた。ただ,使 用培

地は金井氏 らはKirchner寒 天 であ り,わ れわれが行つ

たのは1%小 川培地であることおよび薬剤を含んでい

ること等が若干条件を異にするが,培 養陽性率は25%

であ り,以 前われわれが実験を行つたさいと今回とでは

熟練の程度 も異なつているので,陽 性率の比較 を行 うこ

とは避けたいと考えるが,金 井氏 らの方法は固形培地上

に集落を得るまでの 日時が,液 体培地を通過させないた

めに短か くてすむということと,陽 性率 も相当高い とい

う点よ り,は なはだ優れた方法であると考えられ,わ れ

われの方法と,そ の目的によ り使い分ければいいのでは

あるまいか と考 えられる。

結 論

日常の耐性検査で,見 掛上SM,INH,PAS3

者に耐性を示す菌株(3者 耐性株)中 には真の意味で3

重耐性を担つているもの,す なわち1コ の菌で しか も

3種 の薬剤に耐性のものがはたして存在 しているか どう

か,存 在していればこれを取 り出して継代し純系の3重

耐性株 ともいうべ き株を得ようと試みた。

患者より分離 した3者 耐性大谷株より,ミ クロマニプ

ラトールを使用して,SM,INH,PAS各1γ/cc含

有1%小 川培地上に単個菌を釣菌,移 植培養して2コ

の集落 を得,こ れを別々にDubos培 地 で増菌しこのも

のについてさらに薬剤耐性を測定した。この2株 は3

種薬剤に対 し少なくとも1γ/cc以 上の耐性を有するこ

とを認め,こ れより真の意味の3重 耐性菌が 存在する

ことを確認した。

なお本論文の要旨は昭和33年5月 第33回 日本結

核病学会総会において発表した。
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