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I 緒論

私は第1報1)で 感性菌に含まれている自然耐性菌に

関する研究を述べたが,耐 性結核菌の検査は,薬剤の使い

方を決める1つ のよりどころとして実施する以上,自 然

耐性菌を見わけるとともに,薬 剤によって耐性を獲得し

た耐性結核菌を見逃がさないように,可 及的に正確に把

握する必要がある。それで私はこの間の消息をつかむた

めに,耐性菌と感性菌を種々の比に混入した菌液を,種 々

の量接種して耐性の検査をし,ど の程度の耐性菌の混入

しているときには,ど の程度の接種菌量を用いれば検出

できるかを検討するとともに,こ れ らの一連の耐性検査

のさいにみ られた耐性結核菌の検出される割合につき考

察 し,さ らに対照に発育した少量の集落を再検査し,少

量の集落の再検査は耐性結核菌の検出にどのような意味

をもつものであるか等について検討したので御批判を仰

ぎたい。

II検 査 方 法

A.初 回の耐性検査

① 菌株:ス トレプ トマイシン 似 下SMと 略す),

パ ラア ミノサリチル酸(以 下PASと 略す) ,イ ソニ

コチン酸 ヒドラジド(以 下INHと 略す)に 対して感

性である人型結核菌H37Rv株,お よびH37Rv株 よ り

onestep法 に より分離したSM100γ 耐性菌,PAS

10γ 耐 性菌,INH100γ 耐性菌等を1%小 川培地

に2週 間前後培養した ものを使用した。

② 培地:1%小 川培地に培地166に ついて次の

ような濃度に混入して作つた一組の培地を用いた。

③ 培 養 の 方 法:型 の よ うに菌 液 を作 り,SMで は

耐 性菌 と感 性菌 の比 を1:1,1:3,1:5,1;7,1

:9の よ うに,PASとINHで は 耐 性 菌 と 感 性 菌

の比 を1:4,1:9,1:49,1:99の よ うに混 入 して,

10-1mg,10-2mg,10-3mg,10-6mgは 各1列 宛

を104m8と10-5m8と は2列 宛 を0,160の 中 に

含ませてそれぞれSM,PAS,INHの 一組の耐性

検査培地に接種した。なお対照として検査の都度,感 性菌

のみ,耐 性菌のみを前と同様にして10-コ ～10-6mgを

接種した。

④ 判定:す べて培養4週 で行なつた。

B.耐 性の再検査

① 菌株:SM,PAS,INHの 耐性菌 と感性菌

を混入して接種した もののうち104mg,10-5盟z8,

10-6mg接 種時の対照に発育 した ものである。

② 培地:Aの 場合 と同様である。

③ 培養の方法:集 落をか き集めて菌液 を作 り,前 述

の検査培地に同一の菌株の10-1m8,10―2甥9,10-3

mg,104m8を0.100の 中に含ませて接種した。

④ 判定:Aの 場合と同様である。

皿 成 績

A.初 回の耐性検査

①SM

表1で みるように耐性菌は100γ の ものであるが,

集落数は対照に比較す ると約その半分であることは10-

3mgの 接種で分かる。また感性菌は1γ に わずかに 発

育する程度の ものであって10γ には発育 しない。両株

の発育の程度を10-3mg,10-4mg接 種 で対照に発育

した集落数で比較すると,ほ ぼ同数であるか ら,こ の両

株は発育の点ではほぼ同等のものとみることができる。

これ らを種々の量に混入して耐性培地に接種した とき

の対照の集落の 数は,表1で みる ように10-1mg,

10-2mgで はいずれ も無数で 柵,冊 である。 それ以

下の接種菌量では数えることがで きる集落数を示してい

るが,そ の もつ とも多い もの と,もっ とも少ない ものをと

ってみると,10―3mgは114～220コ,10-4mgは14

～104コ,10-5mgは4～16コ ,10-6mgは1～6コ

である。

以上のような条件において,ま ず100γ の 耐性菌の

検出できる範囲を耐性菌 と感性菌 との混入比 と接種菌量

か らみうと,表1で みるように10-1～10-3mg接 種

では,と もに1:9ま で,104m8接 種では1;5ま
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表1初 回の耐性検査 〔その1〕SMに わける成績

注:1)表 中に示 された記 載は発 育 した集落数 を示 す。

① 冊 ～升 は無数で あること。

+の 数 の多いほ ど集落数の多 いこ とを示 す。

② 数字 は集落 数の実 際の数 を示 す。

③ 一 は集 落を認 めない ことを示す 。

2)○ を印しれのは,耐 生の再検査 をしたこ菌株 を示す 。

で,10―5mg接 種 では,各 混入比を2列 宛実験してい

るが,そ の1列 のみが1:9ま で検出 されて いるけれ

ども,他 の1列 は検出されていないか ら,か な り不定

であるということができるし,10-6mg接 種では,1:

3ま でであって,他 は検出されて いない。

次に100γ に発育した集落の割合を みると,対 照の

耐性菌だけでは10-1mg接 種 では対照 と100γ には

同数の 冊 の 発育 を示しているか ら完全耐性2)(不 確

定)と い うことができる。これに感性菌が混入 され ると,

混入比の如何にかかわ らず不完全耐性を示すが,100γ

に発育したこ集落数に,感 性菌の混入比が増加するととも

に減少する傾向を認める。

10-2mg接 種で も感性菌の 混入比が どのようであっ

ても,い ずれ も不完全耐性を示すが,100γ の集落数は

いずれも計算可能であって,不 完全耐性の姿は10-1mg

接種 に比 して もっとはっきりするし,感 性菌の混入比の

多い5,7,9と 少ない1,3と に分けると,100γ 耐

性菌の集落数に差を認める。10-3mg接 種で はじめて

0γ より100γ の培地まで集落を 数えることが できる

ので,100γ 耐性菌の理論的な割合がでてくる。

すなわち表2で みるように1:1で は,耐 性菌だけ

では,100γ 耐性菌は対照に比 して1/2で あ るか ら,
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表2初 回の耐性検査 〔その2〕SMに おいて出現した耐性結核菌の割合の実際値と理論値

さらに感性菌が同量混入されると100γ の 耐性菌は1/2

×1/24/4と なる。 同様にして1:3で は1/8,1:5

では1/12,1:7で は1/16,1:9で は1/20と い うこ

とになる。しかし実際に認めたこ100γ の 耐性菌の割合

が理論値 とほぼ一致す るのは感性菌が9と 混入 されたこ

ときだけであって,3,5,7と 感性菌が混入 されたことこ

ろでは,か なりくい違いがある。次に104mg接 種 で

は,各 混入のものについて2列 宛 実験したこが,耐 性菌

の検出され る割合は1:3の1列 のみが ほぼ理論値に

一致す るだけであって,他 はいずれ も理論値に比して少

ない。次に10-5mg接 種 も2列 宛 実験しているが 検

出されている100γ の耐性菌の割合は,そ の いずれの

混入比のものでも一致せず,が いして理論値に比して多

い。

②PAS

表3で みる ようにPAS耐 性菌は10γ に 対照の

約半数の集落 を発育する耐性菌 であるが,こ の ほかに

10―2mg,10―3mgお よび10―5mgの 接種で,ご くわ

ずかではあるが,100γ に も発育 している。感性菌は,

0.1γ にわずかに発育 し,1γ には発育 していない。こ

の両者の発育の状態をみると,同 じ接種菌量で耐性菌が

感性菌に比して発育 したこ集落数が少ないか ら,耐 性菌は

感性菌に比して発育がよくないことが分かる。

次に耐性菌 と感性菌の 混合の比は表3で みるように

1:4,1:9,1:49お よび1:99の よ うにSMに 比 し

てさらに耐性菌の少量に混入したこものについても実験を

したこ。

このように耐性菌 と感性菌 とを種々に混入して耐性検

査培地に接種 したと きの 対照培地に発育したこ集落数は

10-1～10-3mgまで の接種 では無数であっぐ,そ れぞれ

柵,柵,冊 であって,10―4mg接 種 では92～150コ,

10―5mg接 種 では20～62コ,10-6mg接 種 では6～

64コ で あったこ。

上のような条件において,ま ず10γ のPAS耐 性

菌の検出 で きる範囲を みると,10―1mg,10―2m8,

10-3mgの 接種では1:99ま で,10-4mg接 種では

1:9ま でであって,そ れ以下の少ない混入比では2列

中の1列 において検出される程度であって,か なり検出

が不安定 となる。さらに接種菌量が10―5mgに 減少す

ると1:4混 入の ところまでであって,こ れ以下の少な

い混入比では1:49の 混入比の1列 のみが検出されたこ

にすぎない。 さらに10―6mg接 種ではいずれの混入比

で も検出されていない。

次に検出されたこ10γ の醗性菌の割合は,ま ずPAS耐

性菌だけについてみると,対 照の約1/2で あ ることは前

に述べたこようであるが,混 入したこ場含をみると,10―1mg

接種 では1:4の 混入が10γ 完全耐性(不 確定)の 姿

を示すが,そ れ以下の混入比では,いずれ も不完全耐性を

示 している。1052mg,10-3甥9接 種では対照が 柵,

柵 あるが,い ずれの混入比においても不完全耐性であっ

て,10γ に発育す る集落数が無数で あっても有数であ

っても,耐 性菌の混入比が 減少するに従って,10γ 耐

性菌の割合 も減少する傾向を示している。次に10鱒4mg

接種 ではじめて対照 もPAS混 入 の培地 もともに集落

を数えることが できるので,10γ 耐性菌の割合の理論

値 と実際値がはつきりする。まず理論値をみると,1:

4で1/2×1/5=1/10,同 様 にして1:9で1/20,1:

49で1/100,1:99で1/200と な るわけであるが,実

際に10γ に発育 した集落の割 合は1:4の1列 が理

論1直に近いだけであって,他 の混入比の ものは一致しな
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表3初 回の耐性検査 〔その3〕PASに お ける成績

注:表1に 同 じ。

い。しかし耐性菌の混入比の少なくなるとともに,実際の

発育した耐性菌の割合 も少なくなる傾向にあることは接

種菌量の多い場合 と同様である。10-5mg接 種 でも10

γ の耐性菌を検出できたところでは,10γ の集落の割

合は理論値 とは全 く一致しない。以上は耐性菌 と感性菌

の発育が同等 と仮定した ときの理論値をもって論 じたの

であるが,実 際には,耐 性菌の発育が悪いので あるか

ら,耐 性菌の理論的な割合はもつと少なくなるはずであ

る。

なおこのPASの 場合で特有なことは,こ の10γ 耐性

菌に100γ の耐性菌が混ざつていることであるが,10-2

mg,10-3mgお よび10略mg接 種 で少数の集落を認

めたのみであるか ら,こ の100γ の耐性菌はかなり不

安定のものであろう。これに感性菌が混入 され ることに

よって,10-1mg,10-2mgi接 種では100γ の ところ

に理論的に考えられ るよりも多 くの耐性菌が発育してい

ることは,PAS耐 性菌の 不安定性を暗示 しているも

のであろう。

③INH

表4で みるように,こ のINH耐 性菌は10-3m9

接種では,ほ ぼ対照と同程度に発育するところの100γ

完 全耐性菌 と考えることができる。この耐性菌は感性菌

に比 して発育が悪いことは接種菌量が同じである場合の

対照に発育した 集落数を みると分か る。 また 感性菌は
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表4初 回の耐性検査 〔その4〕INHに おける成績

注:表1に 同 じ。

1γに 発育 しな い 。耐 性菌 と感 性 菌 の混 入 の比 はPASの

場 合 と同様 で あ るが,耐 性菌 と感 性菌 を この よ うに混 入

して,耐 性 検査 培 地 に 接種 したこと きの対 照 に 発育 し たこ集

落 数 は,10-1～104mgま で は無 数 で あ っ て,そ れ ぞれ

柵,柵,惜,昔 の よ うで あっ て,10―5甥9は58～165

コ,10-6mgは14～41コ で あ る。 以 上の よ うな 条 件

に お い て,前 と同様 ま ずINH100γ 耐 性 菌 の検 出で

き る範 囲 をみ る と,10弓mg,10―277¢9接 種 で は1:

99ま で,10―2mg接 種 で は1:9ま で,10―4m9接

種 で は1:4ま で で あ つ て,10―5m9,10}6m9接 種

では と もに1:4の 混 人比 で も検 出 で きな い 。次 に検 出

され たINH100・ γ耐 性菌 の集 落 数 の割 合 を み る と,

10―1mg,10-2mg接 種 では,い ずれ も不完全耐性で

あるが,100γ における集落数が無数であって,し か も

1:4,1:9の よ うに混入比の比較的多いところでは混

入比による差ははっ きりしないが,100γ における集落

数の数えられるところでは,混 入比の少なくなるに従つ

て,100γ 耐性菌の集落の割合は減少している。

なお,INH耐 性菌 は100γ 完 全耐性菌 では ある

が,発 育は感性菌に比して悪いので,耐 性菌に感性菌を

混入したこ場合は耐性菌の発育の割合は著明に減少してい

るものと愚われる。耐性菌 と感性菌の混入したところで

は0γ か ら100γ まで集落の数えることのできるとこ

ろがないので,100γ 耐性菌の出現する理論値 と現われ
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表5対 照に発育した少数集落の耐性の再検査の成績

〔その1〕SMに おける成績

注:表1に 同 じ。

表6対 照に発育 したこ少数集落の耐性の再検査の成績

〔その2〕PASに お ける成績

注:表1に 同 じり
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た実際値 とが一致するかどうかは分か らない。

B.耐 性の再検査

①SM

表5に みるようにAの ① の 実験に おいて104

mg,10-5mg,10-6mg接 種 した ときに,対 照に発育し

た2～50コ までの問の少数の集落のものを各混入比に

つき2株 宛集め,10-1～10-4mgの 種 々の量を接種し

て耐性の再検査をした。検査指針により10-3mgで 判

定すると,1:1,1:3,1:5の 混 入比では,初 回の検

査 と同じ耐性値を示したが,1:7の 混 入比では1株 は

最初の検査に比 して一段高い耐性値を,他 の1株 は一段

と低い耐性値を示した。1:9の ものでは1株 は同じ値 を

他の1株 は一段と低い耐性値を示した。すなわち耐性菌

の混入の少ない ものにおいては,初 回の検査に比して差

を示す ものが多い。なお菌株(9)で は10-1mgの 判

定では10-3mgに 比 して一段高い耐性値を,菌 株(6)

では10-4mgで 判定すると一段 と低い耐性値 となる。

②PAS

Aの ② の実験において10-5mgお よび10-6柳g

接種のとき,対 照に発育 した6～64コ の少数の集落を

各混入比について2株 宛を前と同様にして耐性の再検査

をした。 成績は表6の ようで あって10弓mgで 判定

すると,初 回の検査と同一であった ものは,菌 株(8)

だけであって,初 回に比して 高い繭性を示したのは(幻

(4)⑥(7)の4株 であって,反 対に低い耐性を示した も

のは(1)(3)(5)の3株 で ある。 すなわちPASの 場

合はSMの 場合に比して初回の検査に比して差のでて

いるものが多い。なおPASの 場合自然耐性菌の認め

られない最高 接種菌量の10-1mgで 判定 すると,(1)

と(3)の2株 だけが10―3mgに 比 して 高い耐性を示

すことになるが(1)は 初回と同じであって(3)は 初回に

比 して一段低い耐性値を示している。

③INH

Aの ③ の実験で10-5,%9,10-61%9を 接種 して

対照に発育 した14～58コ の ように少数の集落の5株 を

前 と同様にして耐性の再検査をした。10-3m9で 判定

すると表7の ようである。

すなわちいずれの菌株においても,全 く初回の検査と

一致した。

IV総 括および考察

耐性結核菌をなるべ く見落 とさないように検出するた

めには接種菌量を多くす る必要がある。このことは従来

まで も多くの学者5)～5)に よつて,唱 え られていた ところ

である。われわれの今回の実験 もこの事実を裏書きして

い る。しかし接種菌量が多いと,み せかけの耐性6)7)

が 現われ ると 称されている.み せかけの耐性 として考え

られることは,自 然耐性 菌 であるが,こ の ことに関して

表7対 照に発育した少数集落の耐性の再検査の成績

〔その3〕INHに おける成績

注:表1に 同 じ。

は前にも述べた ように,化 学療法等によって獲得された

耐性菌 と種々の点において異なるか ら,注 意すれば鑑別

で きる。

次に問題になることは,不 完全耐性が一見完全耐性の

ような姿で現われることである。この事実はわれわれの

実験において もみることがで きたが,こ のような姿をと

るのは,耐 性菌の混入量が対照の1/2あ るいは1/5と

いつた ようにかなり多量で あって,し か も接種菌量が

10-1mg,10-2mgと いった ような ときだけに限 られ

ている。したがって,こ の程度の ものが完全耐性(不 確

定)と 見誤 られても,臨床的な処置のうえには大 きな誤 り

はひき起こさないであろう。耐性菌が1/5よ り少なく混

入 されてい る場合には不完全耐性を示すが,接 種菌量が

多くて発育 した=耐性菌が無数であって も,耐 性菌の混入

量の多少によって,検 出きれた耐性菌の割合にも大まか
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ではあるが差を認めることができる。

次に接種菌量を少なくして,一 組の検査培地の全部に

100コ 前後の 数えることの で きるような集落が 発育 し

て,耐 性菌の割合がはつきり示された場合は,前 者のよう

な無数の場合に比 して,よ り正確な割合として認め られ

ることは当然であるが,し かしこのときの耐性菌の割合

も,混 入比 より推定した理論値 と一致す るのはごくわず

かである。発育した集落が 前者よりも さらに少なくて

10の 桁になると,全 く区々となってその相関は認めら

れない。すなわち耐性菌の有数か ら割 り出した実際の割

合は無数の場合の割合に比して優れてはいるとして も,

通常検査として行なわれている限 りでは,こ の割合はご

く大まかな ものであると解釈されなければな らない。こ

のように考えると,接 種菌量の多い無数の集落の場合

と,接 種菌量の少ない有数の場合とでは,耐 性検査の成

績は同等に評価 されてもよいように思われる。したがつ

て接種菌量を多くして耐性菌を見落 とさないようにする

とい うことも,目 的によっては実施 されてもよいのでは

ないか と思われ る。

次に耐性の再検査であるが,対 照に発育した集落が少

ない ときは,一 応その菌は体内の菌を代表するものでは

ないか ら,再 検査8)～10)す べ きであるといわれてい る。

私の実験ではSM,PAS,INHの3っ の 中で 最

初の成績ともつとも一致 しなかったのはPASで あっ

て,次 にSMで あ り,INHが もっ ともよく一致し

た。このような一致,不 一致は対照中に混入されている

耐性菌の量および耐性菌と感性菌との発育の相違によつ

て もたらされるものであろうが,対 照における集落数が

少なくて も,最 初の検査で耐性菌であつた ものは,再 検

査で も大部分は耐性であるし,と きにより再検査の耐性

値が低 くでることもあることなどを考 えると,初 回検査

で耐性のあった ものは,そ のまま耐性であることを再検

査しないで認めて もよいと思 う。次に感性の姿をとって

いるものを再検査した場合に耐性菌を見付けることをし

ばしば経験した。したがって少数集落の再検査の真の意

味は,感 性菌 らしい姿をしているものか ら耐性菌を見付

けだすとい うことで あろう。 こういう観点では,私 は

PASに このような傾向を もっとも多 く認めた。

V結 論

耐性検査に用いる接種菌量 と耐性結核菌の検出域 との

関係および対照に発育した少量の集落の再検査の意味等

を検討するために,SM,PAS,INHに 対 して 感

性である人型結核菌H37Rv株,お よびH37Rv株 よ り

onestep法 に よって 分離 したSM100γ,PAS10

γ,INH100γ の耐性株を種々の比率に混人した菌液

を川いて10-1～10-6mgま での種々の量を接種し)し耐

性の検査をす るとともに,10畦 甥9以 下の 少量の菌を

接種したときに対照に発育した約50コ 以下の少数集落

について再度耐性の検査を実施し,次 のような成績 を得

た。

(1)接 種菌量と耐性結核菌の検出域

①SMに おいて耐性菌 と感性菌の比を1:1～1:9

までに混入した実験では,10-1～10-3mg接 種 では1

:9ま で,10-4mg接 種 では1:5ま で 検出したが,

10―5mg接 種 では1:1の 混入 でも不定で あって,

10-6mgで は1:1の もので も検出で きなかった 。

②PASの 耐性菌 と感性菌 との混入比1:4!)1:99

の実験では,10― コ・)10-3mg接 種時では1:99ま で,

10―47%9接 種では1:9ま では確実に検出で きたが,そ れ

以上の混入比では不確実であつた。また10―5mg接 種で

は1:4ま で は確実であるが,そ れより少ない混入比では

10-4mgの とき以上に不確実とな り,10-6mg接 種で

はそのいずれの混入比の もので も検出で きなかった。

③INHで もPAS同 様の混入比の ものにっいて

検査したが,10弓m9,10―2mg接 種 では1:99ま で,

10-3mg接 種では1:9ま で,1042π9接 種では1:

4ま で検出で きたが,10-5mg,10-6mg接 種 では そ

のいずれの混入の比で も検出できなかった。

(2)検 出 された耐性結核菌の割合

接種菌量が多くて,発 育 した集落数が無数で も,不 完

全耐性のときは,混 入比の少な くなるとともに,示 され

た耐性菌の割合が少なくなるし,接 種菌量が少な くて,

有 数であつた場合で も,必 ずしも混入比か ら割 り出した

理論値 とは一致しないことが多かった。

(3)対 照 に50コ 以下に発育 した菌株について再検査

を実施 すると,SMで は耐性菌 と感性菌 との混入比が

1:5の ところでは初回の検査 とほぼ一致したが,1:7,

1:9の 混入比のところでは1株 だけが初回の検査に一

致し,他 の菌株はそれよ りも高かった り低かった りであ

った。PASで は1:4の1株,1:99の1株,合 計

2株 だけが一致したが,5株 が高 く,1株 が低かった。

INHで は全部が一致したが,耐 性を新しく見付けた

ものはなかった 。

慶応i義塾大学医学部石田二郎教授,北 里研究所付属病

院小川辰次部長の御指導と御校閲に対して感謝いたしま

す。
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