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マ ウ ス 結 核 症 に 関 す る 研 究

第9報 マ ウス体 内にお け るINAH耐 性菌 の 出現 に ついて

渡 辺 元 洋

北里研究所(指 導 水之江公英博士)

受付 昭和34年1月30日

緒 言

化 学療 法剤の治療効果 に最初は刮 目し,大 いな る希望

がか け られたが その裏に菌 その ものには有利 であ るが,

患者 には きわ めて不利の耐 性の問題が ひそんでい ること

が分 つて きた。耐 性 こそ現在化学療法の もつ と も大 きい

障壁 といわねばな らないで あろ う。

一般 に動物体 内では入体 に比 して耐性が発現 しに くい

といわれてい る。 これに関 しての数編 の報告が あ るが,

一方菌の増殖 と,接 触す る薬剤濃 度が適 当であれば動物

体 内で も人体 と同様 な結 果がで るのではないか と もいわ

れ てい る。

今回著 者は強毒 人型結核菌 黒野株,H37Rv株 および

三輪株 を感染 させ たマウスに,毎 日INAH200γ を経

口投与 して,INAH耐 性 獲 得の状態 を定量培 養に よ り

追求す るとともに非投与群で菌株 と毒力の関係 を観察 し

て,各 菌株 の毒力 とINAH耐 性獲得 の状態 を 比較検討

し,次 の ごとき知見 を得 たので こ こに報告 し,大 方の御

批判を仰 ぎたい。

実験材料お よび実験方法

1. 実験材料

使 用菌株;当 研究所保存 の強毒人型結核菌黒野株｡

H37Rv株,お よび三輪株 の10日 培養 。

使用培 地;小 川培 地。

使用動物;ddN-系 雄 マウ スの149前 後 の ものを

使用 した。

使用薬剤;INAHは 蒸溜水で溶解 し,1mg/ccと し

て所要量(0.2cc)を 経 口的に投与 した。

2. 実験方法

H37Rv株 および三輪株 は0.1mgを,黒 野株で は

0.01mg,0.1mg,お よび0.5mgを マ ウスの尾静脈

に感染 した。

以上 の感染 マ ウス群 を,毎日INAH200γ 経 口投 与

群 と非投 与の対照群 とに分 けた｡対 照群で観察中に斃死

した マウスは剖見 して肺の結核 性病変 によつ て結核死で

あ ることを確認 し,他 の原因に よる死 亡例 は本実験 よ り

除外 して正確 を期 した。生残 マウスは感染第3週,第

5週 に一 定数屠殺剖見 し,肺 の重量 を測定後,定 量 培養

を実施 して肺の菌数を測 定 した。

INAH200γ 経 口投与群で は第3週,第5週 に分

けて屠殺剖 見し,肺 の重量 を測定 し同時 に肺中の生菌単

位 と,1γ,10γ,お よび100γ/ccの 割合に,INAH

を混 入 した3%KH2PO4培 地の系列 を用いて,INAH

耐性菌の出現状 態 を観察 した。 観察 は培 養4週 後に そ

の集落数 を数えた。

実 験 成 績

A) INAH非 投与対照各群の肺の重量 な らびに菌数

(i) 対照各群 の第3週 お よび第5週 の肺の重量 お

よび肺の菌数(表1)

黒野株0.5mg感 染群 の第3週 お よび第5週 と黒

野株0.1mg感 染 群の第5週 では生残 マ ウスな く観察

で きなかつた。 肺の重量 を比較 す ると黒野株0.1mg

お よび0.01mg感 染の2群 は と もに,H37Rv株 お

よび三輪株 感染群 に 対 して,3週 では 約2倍,5週 で

は黒野株0.01mg感 染群は後2者 の約2倍 弱の重 さ

を示 した。肺 の菌数で は,黒 野株0.1mg感 染 群は第

3週 で他 の3群 よ り約102倍 くらい多 く,ま た黒野株

0.01mg感 染群 はH37Rvお よび三輪株の0.1mg感

染群 よ りやや多い。後2者 間で はH37Rv株 が三輪株

よ り若干 多い。第5週 にお いては 黒野株0.01mg感

染群がや は りH37Rvお よび三輪 株0.1mg感 染群 よ

り菌数が 多 く,H37Rv株 これ につ ぎ,三 輪株が もつ と

も少 なか つた。

表1 対照各群の肺の重 量な らびに菌数
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(ii) 対照 マ ウス群 の斃死状況(表2)

黒野株感染群 とH37Rvお よび三輪株感染群 との斃死

の状態 をみる と,黒 野株感染群(0.01mg,0.1mg,

0.5mg接 種の3群 と も)で は生残 マウスは認め られ な

いの に反 し,H37Rvお よび三輪株感染群で は 生残 マウ

スは,6週 間の観察で,そ れぞれ5匹 中3匹 お よび6

匹中5匹 であつた｡

TDM(斃 死 日数中央値)は 黒野株感染群の間に も感

染菌量 によつて差 を認め,黒 野株0.5mg感 染群 では

18日,0.1mg感 染群 では20日,0.01mg感 染群で

は27日 と感染菌量が少 な くなるほど延長 してい る。一

方H37Rvお よび三輪株感 染群では42日 以上で あっ

た。 すなわ ち黒野株 とH37Rvお よび 三輪 株 との間に

は朗確 な る毒力 の差 を認め ることが で きた。

表2 結 核感染 マウスの生死(結 核死)の 状態

● 結核死の死亡匹数を表わす

B) INAH投 与群のINAH耐 性菌 出現の状態

(i) 第3週 におけ る耐 性菌 の出現状態 は表3に み

られ るよ うに,103稀 釈 では黒野株0.01mg感 染群 と

H37Rvお よび三輪株0.1mg感 染群で は10γ 以 上の

耐 性菌 が認め られ た ものは1例 もな く,INAH1γ 耐

性菌 もわずか にH37Rv株 感染群5例 中1例 に認め ら

れた にす ぎない。 これに反 して黒野株0.5mg感 染群

では4例 の全例 に,0.1mg感 染群 では4例 中2例

にINAH10γ 耐性菌が認め られた。 黒 野株0.5mg

感染群 の4例 中2例,お よび黒野株0.1mg感 染群

の2例 はINAH10γ 完 全耐性であった。 黒野株0.5

mg感 染群中の他の2例 はINAH10γ 不完 全耐性で

あつ た。(対 照の1/3以 上の集落 を有す る ものを完全耐性

とした。)

肺の重 量の比 較では とくに有意 の差 は認 め られなかつ

たが,肺 の菌数 では,黒 野株0.5mgお よび三輪株0.1

mg感 染群が一番 多 く,つ いで黒野株0.1mg感 染群,

H37Rv0,1mg感 染群,黒 野株0.01mg感 染群の順

に少な く認め られた。

(ii) 第5週 におけるINAH耐 性菌 の出現 状態 は

表4の ごと く,103稀 釈ではH37Rv株0.1mgお

よび 三輪株0.1mg感 染群 には,INAH耐 性菌 は培

養 で きなかった。 黒野株 感染群では0,01mg感 染群 に

5例 中1例 にINAH10γ 完 全耐性を,ま た0.1mg

感染群 に4例 中2例 にINAH10γ 完 全耐性 を,0.5mg

感染群 では5例 全部がINAH10γ 完全 耐性 を 示 し,

うち2例 にはINAH100γ 耐性菌 もみ られた。

考 案

黒野株0.01mg,0.1mg,0.5mg,H37Rvお よび

三輪株 の0.1mgを マウ スに感染 させ て,3週 後の肺

の菌数 を比較す ると,黒 野株感染群 は0.01mg感 染 マ

ウス群で も,H37Rvお よび三輪株0.1mg感 染 マウ

ス群 よ り肺の菌数は幾分多 く,黒 野株0.1mg感 染 マ

ウス群 では約102借 多 くなつ てい る。 黒野株0.5mg

感染群 では全例死 亡して菌数 の観察 はで きなかつた。5

週後 の肺 の菌数 の比較 で も,黒 野株0.01mg感 染群 は

H37Rvお よび三輪株0,1mg感 染群 よ りも菌数が 多か

つた。

染谷 ら1)は結核菌の毒力 は生体内にお ける増殖能力の

強弱に よつて決 定 し うるであ ろうと述 べた。また金2)は

マウス結核症 の研究 において,結 核菌のvirulemceの

強 弱はマ ウス肺 におけ る菌 の増 殖力 と平 行関係にあ ると

述 べている。
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表3 INAH投 与各群の3週 にお ける

INAH耐 性菌 の出現状況

この意味 か らいえばH37Rvわ よび三輪株 よ りも黒野

株 は毒力の強い ことを,ま たH37Rvは 三輪株 よ り若 干

毒力 の強 い ことを示 してい るといえよ う。マ ウスの斃 死

状態 をみ ると,黒 野株0.5mg,0.1mg,0.01mg感

染群 は全 マ ウス斃 死,H37Rv0.1mg感 染群は5匹 中

2匹,三 輪0.1mg感 染群 は6匹 中1匹 斃死,H37

Rvお よび三輪株0.1mgよ り黒野株0.01mgの 強

い ことを示 してい る。黒野株0.5mg,0.1mg,0.01

mgの 間で は菌数 におい て も,マ ウスの斃死状態 におい

て も菌量 の多い方 が肺 の菌 数 も多 く,マ ウスの斃死 も早

かっ た。

毒力 とINAH耐 性 との関係 については安 田3)は 人型

結核菌F株 感染 マ ウスの150日 間の治療 実 験 におい

て,INAHを 同一動物に継 続的に与 え た場合耐 性菌 を

認 めなかつたが,1ヵ 月 ごとにマ ウス体 内を継代 しなが

ら,INAHを 単独に与 えた ときは2代 日にINAH10

γ耐 性を 認めた と報告,動 物 実験 では 臨床実験の ご と

く高度耐性菌の発現 は困難 であ ると述べ てい る。北本4)

は マウスを使 用 して,INAH耐 性菌 は,2～4ヵ 月で

は完 全耐性は認 め られなかったが,部 分 的には幾 らか の

耐性獲得 の傾 向を認 めた と,一方,小 田 ら5),及 川6)ら,

前田7)は 比 較的早期 に耐 性菌 は現 われ ると述べ てい る。

表4 INAH投 与各群の5週 にお ける

INAH耐 性菌 の出現 状況

Tompsett8)は0.1γ 耐 性菌 は 一般 に早期 に現わ れ,

1γ 耐性菌 は2～3ヵ 月で30%(各 濃 度 ごとの耐性

菌百分率)あ るいは それ以上に出現す るといつてい る。

INAH200γ 経 口投与群 では3週 後にすでにINAH

耐性菌 を認 めた。耐性菌 の出現状態 では黒野株感染群 の

12例 中6例 にINAH10γ 耐性菌 を認めた。 うち2

例 が0.1mg感 染群,残 りの4例 が0.5mg感 染群

で あつ て,し か も前群の2例 お よび後群の4例 中2例

はINAH10γ 完 全耐性であった。0.01mg感 染群に

は耐性菌は認 め られなかつ た。

H3TRvお よび三輪株感染群では7例 中1例 にINAH

1γ 耐性菌が見出 された。 この ことは感 染菌 の毒力の強

いほ ど,す なわ ち生 物体 内で増殖 の強 いほ ど耐性菌 の出

現の可能性を示 してい る。またマ ウス個体 において肺 の

菌数が多いほ ど耐性菌 の存在 す ることを岩 下9)は,黒 野

株 を使用 した マウス結核症 の実験 において述べ てい る。

しか し同一株(黒 野株)の 感染 の場合肺 の菌数 の多いほ

ど耐性菌の出現がみ られ るといえよ うが,黒 野株 とH37

Rvお よび三輪株感染群 との比較 では単 に肺菌数 の多い

ものほ ど耐性菌出現 の可能 性が あ るとはいえない。(表3,
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4)。

すなわ ち三輪0.1mg感 染群 の3週 の肺 の菌数 は黒

野0.1mg感 染群 のそれ よ りも多い に もかかわ らず耐性

菌 の出現のないのは,黒 野株 と三輪株 とではINAHに

対 す る態度 の異な ること,す なわ ち三輪株 の方 がINAH

の抗菌力 に対 して強い ためで あろ うと考 え られ る。

5週 後 の観察 ではH37Rvお よび三輪株感染群に耐 性

菌 は認 め られ ないが,黒 野株感染群で は0.5mに5

例,0.1mgに2例,0.01mgの1例 に耐性菌がみ

られ,0.01mgの1例 お よび0.1mgは2例 と も完

全10γ耐 性,0.5mgで は不完 全100γ 耐性の2例

と完 全10γ 耐性の3例 を認めた。すなわ ち3週 に比

して耐 性菌 出現の頻 度が高 くなってい ること,高 耐性獲

得 の傾向お よび完 全耐性への移 行を示 してい ると思 われ

る。

牛場10)は 結核 菌の薬剤 耐性について,細 菌が 薬物 に

耐性 にな る主因 は一般 に突然変 異および選択 によ ると考

え られ,そ のためには耐性 を有 す る突然変異菌がで るだ

けの菌数 に達す ることの必要 と適 当な濃度 の薬剤 との接

触が必要 と述べ てい る。本 実験 におい て も同一歯 株 の場

合 は感染菌量 の大 な るほ ど,い ろいろの菌株 間では動物

体 内で増殖力 の旺盛 なほ ど,す なわ ち毒力 の強 い菌株 ほ

ど耐 性菌 が出現 しやす くまたINAHと 菌 との接触期 間

の長 いほ ど,耐 性菌 は出現 しやす くか っ 耐性度 も上昇

し,不 完 全耐 性が完 全耐 性へ と移 行す る傾 向を示 してい

る。

結 論

1) マウス体 内にお けるINAH耐 性菌の出現は,マ

ウス体 内での増殖力の もつ と も強い黒野株 において認 め

られ,増 殖力の弱いH37Rvお よび三輪株 ではほ とん ど

認め ることがで きなかった。

2) 黒野株 感染の場合感染菌量の多いほ ど耐性菌 の出

現の頻度は高かった 。

3) INAH投 与 は期 間の長いほ どすなわ ち薬剤 と菌

との接触の長いほ ど,耐 性菌の出現の頻 度 も高 く,耐 性

度 も上昇,不 完 全耐性が完 全耐性へ移行す る傾向を示 し

た。

稿 を終 るに臨み,御 校閲を賜 わった牛場教授 お よび御

指 導 を戴 いた水之江博士 に深 く感謝 す る。
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