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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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