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緒 言

結核菌の薬剤耐性獲得機作の説明に関しては周知のご

とく一般分裂菌のそれと同様に対立す る2説 がある。す

なわち突然変異 ・薬剤選択(spontaneous mutation and

selection)に よるとする説1)～5),お よび適応 ないし誘

導変異(adaptation or induced mutation)に よ るとす

る説4)へ6)が それであるが,こ れ らいずれの説によって

も今 日なお解答は得 られず,む しろ混乱の感があり,研

究者の中には両説を折衷して上記両機作によって耐性が

獲得され るのではないかと説 く者7)～9)も あ る現状であ

る。ことに一般分裂菌たとえば大腸菌10),あ るいは 腸

炎菌11)を 使って得た実験成績 と,ミ コバクテ リウム(以

下 「ミ」 と略)を 用いて得たそれとを同列に論 じた り批

判す ることが一層 この問題の解決を混乱させているので

はないか と考えられ る。既述12)の ごとく 「ミ」はその

発育様式ひいては抵抗性が一般分裂菌 とは顕著に相違す

るのであるか ら,そ の耐性獲得にっいても当然別個の立、

場か らする考察が試み られるべきであろう。

 著 者は前1,2,3お よび4編 において 「ミ」の酸 ・

アルカリ,消 毒剤,熱,お よび抗結核剤に対する自然抵抗

性について検討した結果,そ れぞれの場合多少の差異は

あったが,い ずれの場合において も 「ミ」の菌液が分裂

菌のそれとは異なった特殊な抵抗性を示し,と くに 「ミ」

菌液中には常に自然抵抗性の強い少数の菌体が含まれて

い ることを 明らかに するとともに,こ のような菌体は

「ミ」の発育のある段階における特殊な構造の菌体であ

ろうと考察した。しか も上記抗結核剤,た とえばジヒド

ロス トレプ トマイシン(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 影響に耐え

て感性のまま生残した菌体は,そ れ らの薬剤を含む培養

基中でやがて再発育 し,同 時に耐性を示した事実に鑑

み,「 ミ」における耐性発現の問題はその特殊な発育様

式ひいてはそのある段階の特殊な構造の菌体の存在を無

視 して考えるわけにはゆかない。換言すれば抗結核剤に

抵抗 して生残す る感性菌体 もまた酸 ・アルカリ,消 毒剤

熱等に抵抗して生残する菌体 と同様に,と もに自然抵抗

性の強い菌体であろうと考え,本 編においてはこの点を

直接立証すべ く,一般的影響たとえば熱あるいは酸・アル

カリに耐えて生残した菌体がはたして抗結核剤の影響に

対 してどのような態度を示すかを検討し,他 方またSM

の影響に耐えて牛残した感性菌体はINHに 対 してど

のような態度を示すか等の点について直接吟味した。

材 料

〔供試菌〕 入型結核菌H37 Rv株,牛 型結核菌牛1号

株および鳥型結核菌鳥京株。

〔菌液〕 上記 「ミ」をグリセリンブイヨンに37℃ 11

～14 日間培養 した菌膜を濾紙で 脱水後瑪瑙乳鉢で丁寧

に磨砕 して下記のごとくに調製 した。

〔実験その1〕 熱,酸,あ るいはアルカ リの影響に耐え

て生残 した菌体のSMに 対する抵抗性

 〔方法その1〕 鳥京株の100mg/mlの 蒸溜水および

キルとナー浮游液を作 り,10ml宛 試験管に分注し,菌

塊を除 くために室温(18℃)に30分 間放置したのち,

各菌液についてその上清部 を5mlと って別の試験管に

移し,55℃ 39分 加熱後 遠沈し,沈 渣をSM 10,000

γ/ml加 キル ヒナー液20 mlに 混和 し,37℃ における

抵抗ないしは発育曲線をしらべた。すなわち100ml容

量の三角 コルベンを用いあらか じめ磨砕用硝子玉を入れ

てお き,2,4,7,14お よび21目 後 に強 く振盪してか

らその2mlを 取 出し,遠 沈洗滌(蒸 溜水)を3回 繰返

し,最 後に2mlの 蒸溜水菌液 となし,0.1mlを3本

宛SMを 含 まない卵培養基に培養し6週 後にそれぞれ

培養基3本 にっいての発育集落数の平均値を求めた。

 〔方法その2〕 方法その1と 同様にして作った鳥京株

の蒸溜水菌液を2.5ml宛 試験管にとり,そ れに4規 定

硫酸(約10.8%)あ るいは4規 定苛性 ソーダ(約16

%)2.5mlを それぞれ混和して室温に30分 間放置後,
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遠沈洗滌(蒸 溜水)を3回 繰返した沈渣を,SM10,000)

γ/ml加 キル ヒナー液20mlに 混和し,上記同様に37℃

における抵抗ないしは発育曲線をしらべた。

上述の方法によって得た結果を図1に 示した。同図の

(1)は対照であって2日 後にはその菌数はきわめて急激に

減少し4～7日 後に最低値を示 し,の ち再発育を開始

した。また対照(1)は下記各種の影響を受けた菌液 と近似

の濃度であったが,こ のような濃度の菌は2日 後にはす

でに生菌をとどめず,以 後の経過において も再発育は認

めなかった。しかるに対照(1)と同 じ濃度の菌液をあらか

じめ熱,酸,あ るいはアルカリにて処置したのちには,

図1熱 および酸 ・アルカリに耐えて生残した

菌体のSM10,000γ/ml加 キル ヒナー

液中における発育 曲線(鳥 京株)

(1)対照:無 処置の菌液を使用した場合

(1)同上 稀薄な菌液を使用した場合

(2)加熱後(蒸 溜水菌液)の 生残菌を使用した場合

(3)加熱後(キ ルヒナー菌液)の 生残菌を使用した場合

(4)硫酸処置後の生残菌を使用した場合

(5)苛性 ソーダ処置後の生残菌 を使用 した場合

その生残菌数は概略対照(1)に近い ものであったが,こ れ

ら各種の前処置に耐えた菌液は,SM含 有 メヂウムに

移 された場合には対照(1)のごとく2日 後に死滅 しつ くす

ことなく,ほ ぼ4～7H後 に少数の生残菌を保持 し,

この生残 した菌体は7日 以後にやや急速に増殖を再開 し

た。このことは熱,酸,あ るいはアルカリに抵抗を示す

菌体 と,SMに 感性のまま抵抗性を示す菌体 とは,と

もに菌液中の概略同じ一定少数の菌体であることを考え

しめた。

〔実験その2〕 酸またはSMの 影響に耐えて生残 し

た菌体のINHに 対する抵抗性

〔方法その1〕 上述 と同じ方法で作ったH37Rv株 お

よび牛1号 株の菌液2.5mlを,2規 定硫酸(約5.4

%)2.5mlに 混和 し,室 温に60分 放置後,遠 沈洗滌

した沈渣をINH100γ/ml加 キルヒナー液20cllこ

混和し,上 記同様にしてINHに 対する抵抗ないしは

発育曲線をしらべた。

〔方法その2〕 上記H37Rv株 お よび牛1号 株の菌液

2.5mlを,SM2,000γ/mlキ ル ヒナー液2.5mlに

混和し,370C2日 間接触後遠沈洗滌し,沈 渣をINH

100ッ/ml加 キルヒナー液20mlに 混和し,上 記同様に

抵抗ないしは発育 曲線をしらべた。

その成績は図2の ごとく,対 照 すなわち無処置の 菌

は,対 照(1)濃厚菌液の 場合は1～2週 の経過中に その

菌数の減少がきわめて顕著であって,2～3週 の経過中

に最低値を示し,そ の後徐 々に増殖を再開した。また(1)

図2硫 酸およびSMに 耐えて生残した菌体の

INH100γ/ml加 キルヒナー液中にお

ける発育曲線(H37Rv株)

(1)対照:無 処置の菌液を使用 した場合

(2)同上 稀薄な菌液を使用 した場合

(2)硫酸処置後の生残菌を使用 した場合

(3) SM処 置後の生残菌 を使用 した場合

稀薄な菌液の場合は1週 後に死滅 しつくし,以 後の経過

中にも再発育は認められなかった。しかるに硫酸処置後

の菌液(2)およびSM処 置後の菌液(3)は,と もに対照(1)

に比較すればやや稀薄な菌液であったに もかかわ らず対

照(1)のごとき経過をとらず,む しろ対照(1)に近似 した経

過を辿った。すなわち硫酸あるいはSMに よる前処置

に耐えて生残 した菌体中には,そ れに引続 く ところの

INHの 影響にもまたよく抵抗する菌体が多いことを知

つた。

因みに,前 第4編 において述べた方法に準じて,図2

の(1),(2)お よび(3)の菌について,1,2,3,4,5お よび

6週 後の菌(集 落)を 各2コ 宛釣菌 して,そ れぞれSM

100γ,1,000γ/mlお よびINH100γ/ml加0.05

% Tween 80加 キル ヒナー液中での発育曲線を光電比

濁計によつてしらべて各薬剤に対す る耐性の有無を検し

たところ,第4編 に おいても観察したごとく,SMメ

ヂ ウムにおいては1,2,3,4,5お よび6週 後の いず

れの菌 も発育せず依然 として感性であったが,INHメ

ヂウムにおいては1週 後の菌は感性であったが2週 以後

の菌は耐性を示した。

総括ならびに考案

「ミ」菌液に酸 ・アルカリ,消 毒剤,熱 等の一般的影
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響,あ るいはSM,INH等 の特異的な影響を加える

と,両 者いずれの場合において も,菌 液中の大多数の菌

体は死滅し,一 定少数の菌体のみが強 く抵抗して生残す

ることはすでに第1,2,3お よび4編12)・ において報告

したところであるが,上 記のごとき一般的影響に耐えて

生残した菌体がSMあ るいはINHの ごとき特異的

影響に対してどのような抵抗性を示すか,ま たSMの

影響に耐えて生残した菌体はINHに 対 して どのよう

な態度を示すかにっいて検討した。まず熱,硫 酸,あ る

いは苛性 ソーダで前処置した のちの菌体を37℃ でS

M加 キルヒナー液に接触させると,前 処置後に なお生

残 していた菌体は,対 照(無 処置)の 菌の場合とは顕著

に異なり,SMの 影響 を受けに くいとい うことが 分か

った。このことは熱 酸 ・アルカリ等の一般的影響に抵

抗して生残する菌体の 中には,SMの ご とき特異的影

響に対して もまた強 く抵抗して生残する菌体が多いこと

を示す。

同様にして,硫 酸前処置あるいはSM前 処置のいず

れの場合において も,前 処置後の菌液をINHに 接触

させると,こ の場合に もまた前処置後になお生残してい

た菌体は,INHの 影響 を受 けに くく強 く抵抗して感

性のまま生残するものが多 く,前 第4編 においてみたと

同様に一定期間後に再発育 を開始し,同 時に耐性を示し

た。この事実は,INH耐 性菌 となるべ き菌体,す な

わちINHに 強 く抵抗して 感性のまま生残す る菌体

、ま,あ らか じめSMあ るいは硫酸の前処置に耐えた菌

体であることを示す。すなわち上記の ごときSMあ る

いは硫酸の前処置に耐えて生残した菌体の中には,IN

Hを 含 む培養基に移された場合,耐 性菌 となるべ き菌

体が多いことを示す ものである。 したがって従来一般細

菌にっいてではあるが,SMに はmutagenic段ction

があ り13),こ とにそれが一般のchemicalmutagenと

同様に無方向な変異率を上昇せしめる作用があるとい う

報告14)15)が あ るが,こ のような作用の ためにSM

接触後の生残菌がINHに よ く抵抗するのではなく,

そのような解釈を下す前にSMあ るいは硫酸の前処置

に耐えて生残 した菌体中には,上 記のごとくINHを

含 むメヂウムにおかれた場合,耐 性菌となるべき自然抵

抗性の強い感性菌体が多いとい う事実にまず留意せ られ

るべきであろう。著者は 前第1帽4編 に おいて,「 ミ」

菌液中には酸 ・アルカリ,熱,抗 結核剤等の影響に対し

て常に特別に強い抵抗性を示す菌体が少数含まれている

ことを明 らかにするとともに,こ のような菌体は,「 ミ」

の発育のある段階における特殊な一定構造をもっところ

の菌体であろうと考察 したが,蓋 し熱,酸 ・アルカリ等

に強 く抵抗 して感性のまま生残した直後の感性菌体は,

INHに 対 して もまた強 く抵抗して感性の まま生残す

る菌体であることは明 らかである。すなわち 「ミ」の菌

液中には上記各種の一般的影響ならびに抗結核剤の特異

的影響に対して,い ずれの影響にも強い抵抗性を示す少

数の菌体が含まれていることは明白である。このような

特別な抵抗性を示す 菌体は上述の ごとく植田ら16)17)

が指摘した 「ミ」のある発育段階において自然に形成 さ

れるところの特別な菌体であろうと考えるのが もっ とも

自然であろう。

SMあ るいはINHの 影響に耐えて単に生残 しただ

けの菌体は,前 編においても著者が明 らかにし,最 近籏

野7)お よび金井8)に よっても類似の所見が得 られてい

るごとく,SMあ るいはINHに 対 して感性菌で あ

って,Demerec1)あ るいは 牛場 ・渡辺11)ら が一般細

菌について述べたところの突然変異説による耐性菌 とは

一致 しない。 またLederberg & Lederberg18)は レプ

リカ法を考案して突然変異菌の存在を確証したかにみえ

たが,L,am&Sevag19)はSMに 接触した ことのな

いソプ リカ集落(Microc.Pyogenes)とSMを 含 む

培養基上のそれらのcopies(sister colonies)と は生物

学的性状が相違することを観察 しているのは興味深い。

蓋 し,著 者の得た上述の実験成績の範囲か ら考察するか

ぎり,「 ミ」においては上述のごとき 自然抵抗性の強い

菌体が ソプ リカ法によってSM含 有培養基に移植 され

て一定期間後に再発育をすると同時に耐性を獲得する可

能性が考え られるとい うことを顧慮すれば,レ プ リカ法

の薬剤を含まないPlateのcopies(sistercdonies)

といえども,耐 性菌であることを知るためには,薬 剤を

含む培養基に一定期間培養したのちに判定しなければな

らないのであるか ら,そ の間にすでに薬剤の影響を受け

ていることを看過 してはな らないであろう。また仮 りに

他の観察方法によって,一般細菌の菌体中に も上述 「ミ」

におけるごとき自然抵抗性の強い菌体に類似した多少と

も抵抗性の強い菌体が存在すると仮定して も発育速度が

速いために,「 ミ」におけるごとき耐性出現の 時間的関

係を観察することが困難であろうし,ま たそれがゆえに

感性のまま抵抗 して生残した菌体 と,そ れか ら薬剤の影

響下に発育 して耐性菌 となった ものとを1コ の集落 とし

て同一に取扱い観察する結果は,あ たか も耐性菌が当初

か ら存在していたかのごとき誤つた判断をする危険があ

るか もしれない。Yegiaa&Vanderlinde5)は 「ミ」の

SM耐 性分布を量的に分析 し,耐 性変異菌なるものが

当初か ら自然に存在 し,そ れは薬剤の存在 とは無関係に

変異の過程によつて生ず るものであること,お よびもと

の菌数が多ければその数 も多く,同 一の培養基か ら取つ

てもその数には変化があること,ま た観察時間を延長す

ることによってその数が増加することをみたが,氏 らの

いう耐性変異菌は著者の場合,一 般的な自然抵抗性の強

い菌体の意味においてのみ,ま さに薬剤の存在とは無関

係に,原 集団中に変異の過程においてではなく自然の発
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育の過程において存在す るところの菌体であって,上 記

氏 らのみたその他の条項にっいてもまたこの意味におい

てのみそのまま理解しうる。

上述した実験ならびに前第4編 の成績 か らみると,

SMあ るいはINHを 含 む培養基に おいて,上 記の

ごとき自然抵抗性の強い菌体が,な んらかの機作によつ

ておよそ第2週 の経過中にそれぞれの薬剤に対す る特異

的な耐性を獲得す るものであって,耐 性を獲得す るにい

たる出発点となる菌体,す なわち将来再発育して耐性菌

となる菌体は,酸 ・アルカリ,熱等の一般的影響に対して

もまたSM,INHの ごとき特異的影響に対して も普遍

的に強い抵抗性を示すところの菌体であろう。したがつ

て 「ミ」の薬剤耐性獲得の機作の解明は,上 記のごとき

自然抵抗性の強い菌体が抗結核剤を含むメヂウムにおい

て,お よそ第1週 末か ら第2週 の間にいかなる過程を経

るものであろうかとい う問題に要約されるのではなかろ

うか。そして 「ミ」の発育過程中にこのような自然抵抗

性の強い特別な菌体が自然に形成されるとい うことが,

この種の菌が上記のごとき薬剤に対して耐性を獲得しや

すい根拠ではないか と考え られる。以上のように 「ミ」

の耐性獲得の過程 とその拠 りどころを 「ミ」の特殊な発

育様式,ひ いてはその自然抵抗性に関連せしめて考察 し

たのであるが,現 今 もつとも論議の多い 耐性菌のpo

-pulationの 問題に ついて一言ふれる要が あると思 う。

すでに前第4編 に おいて 述べたごとく,い わゆるone

stepで 抗結核剤,こ とにSM加 キルヒナー液に形成

された菌膜が さらにはるかに高濃度のメヂウムにも発育

しうることを観察したが,そ の場合すべての菌体が一様

に安定性のある高度耐性を有す るとはか ぎらないことは

文献20)の 示す ところである。しか しなが ら各種程度に

耐性を獲得 した菌 といえども,そ の発育様式は原株のそ

れ と大差なきものと考えるべ きであるか ら,そ の発育過

程においては感性菌の場合 と同様に自然抵抗性の強い特

殊な構造の菌体が存在するはずである。この場合,そ の

一般的抵抗性が原株の場合のそれとどのように変わって

いるかを知 る資料は少なく,ま たそれが耐性 とどのよう

な結びっ きにおいて表現 されるかを知 ることは今 貝われ

われ の もちあわせている方法手技ては匪難であるが,

stepwiseに さらに高濃度の薬剤含有培養基に継代 され

る場合に もまた上述同様の過程を繰返し,自 然抵抗性の

強い菌体が出発点となって次第に高度かっ安定性ある耐

性が獲得されてゆ くであろうことが考 えられる。しかし

なが らその立証のためには新 しい方法の考案が必要であ

ろう。

結 論

著者は,分 裂菌 とは その 発育様式が基本的に 異なる

「ミ」の特殊な抵抗性を検討し,進 んでその発育様式に

そつて考察するとともに,こ のような特殊な自然抵抗性

が薬剤耐性獲得の拠 りどころとしての意義に関して新し

い知見を得た。

すなわち,「 ミ」の菌液中には熱,酸 ・アルカ リ等の

一般的影響に対してはもとより,SM,INHの ご と

き特異的影響に対して もまた特別に強い抵抗性を示す少

数の菌体が含まれてお り,こ のような菌体が抗結核剤,

た とえばSMあ るいはINHを 含 むメヂウムに一定

期間おかれた場合,耐 性菌 となるべき菌体であろう。

このような自然抵抗性の強い菌体は,「 ミ」に特有な

発育様式にそつて考察するな らば,そ のある発育段階に

おける特別な構造ないしは機能を有する菌体であろうと

推断せしめる。そしてこのような菌体が存在するとい う

事実こそこの種菌類が抗結核剤に対 して耐性を獲得しや

すい根拠ではないか と考える。

擱筆にあた り,終 始御懇篤な御指導 と御校閲を賜わつ

た恩師植田三郎教授に深謝し,上 坂助教授はじめ大岩,

和久田各君か ら本実験中たえず御援助を得たことを付記

して謝意を表する。
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