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ス トレプ トマ イシ ン,パ ラア ミノサ リチ ル酸,イ ソ ニ コチ ン酸

ヒ ドラ ジ ドに対 す る耐 性 結 核 菌 の検 査方 法 に つ いて の 知 的 補 遺

第3報　 喀痰 および切除肺結核病巣 よ り分離 した結核菌 を用いて

接種菌量を種 々にして実験 したこ耐性検査の成績

島 田 英 彦

北里研究所付属病院(指導 小川辰次)

受付 昭和35年6月27日

I　 緒 論

第1報1)で はス トレプ トマ 不シン(以 下SMと 略

す),パ ラァ ミノサ リチル酸(以 下PASと 略す),不

ソニコチ ン酸 ヒ ドラジ ド(以 下INHと 略 す)に 対

して感性菌で ある保存人型結核 菌のH37Rv株 および黒

野株 を用い,第2報2)で は 感性菌のH37Rv株に,

H37Rv株 か ら分離 したSM,PAS,INHの 耐 性

菌 を混 入 して,と もに種 々の菌 量を接種 して耐 性の検 査

をした。

これ らの保存結 核菌に よる成績 か らは,耐 性結核菌 を

なるべ く見落 とさない よ うにす るの には,で きるだ け多

くの接種菌量 を用い る必要の あ ること,ま た接種 菌量 を

多 くして も耐性検査 の うえで は従来考 え られ ていたほ ど

障害 にな らない ことが 分かつた。また対照 に発育 した少

数集落 の耐 性の再検査 について も意 味あ る ものであ るこ

とが推定 されたこ。 それで本報 告では,さ らに喀痰 お よび

切 除肺結核 病巣 よ り分離 した結核菌 を用いて実験 し,こ

れ らの事実が はた して可検材料 について も,あ て はま る

もので あ るか どうか を検討 したので御批判 を仰 ぎたい。

II　検 査 方 法

A.　喀痰 を材料 とした耐性検査

(1)　喀痰:塗 抹陽性の喀痰39例,塗 抹陰性の喀痰8

例で ある。これ らは長期 間種々の化学療法剤 を使用 した,

あ るい は使用 しつつ ある入院中の肺結核症患者か ら採取

され た もので あって,SM,PAS,1NHに 対 して

耐性 を示す結核菌が含 まれてい ると推定 され た もので あ

る。採取 の前 日は型のよ うに化学療法剤 の投与 を中止 し

たこ。

(2)　培地:3%小 川培地 を 台 として,培 地100に

ついて次の ように薬剤 を混 入 した1組 の耐 性検査培地 を

用いた。

SM… …100γ,10γ,1γ,0γ

PAS…100γ,10γ,1γ,0.1γ,0γ

INH…100γ,10γ,17,0.17,0γ

これ らの培地 は,製 造後2～3日 の うちに使用 した。

(3)培 養 の方法:塗 抹陽性 の喀痰 の うちの10例 は,

まず4%NaOHで 約10倍 に稀釈 して4列 を,さ ら

に4%NaOHで10倍 宛 に 稀釈 して102倍,102倍,

104倍,105倍,106倍 にし,1列 宛 を,残 りの塗抹陽

性の29例 および塗抹陰性 の8例 は101～103な いし

104倍 まで稀釈 してその1列 宛を 耐 性検査培地 に0.1

cc宛 接種 し,37℃ の孵卵器に培 養 した。

(4)　判定:毎 週観察 して5週 まで 継続 した。 そして

結核菌の発育 した最高の濃度 を もって耐性値 とした。

B.　喀痰の耐性検査 におい て,発 育 した少数集落(対

照 および抗結核剤の混入培地)お よび切除肺結核病 巣よ

り分離 した結核菌 の耐 性検 査

(1)　可検材料:

(イ)　肺結核症 患者の喀痰 よ り分離 した結核菌;

10倍,102倍 稀 釈の 喀痰 を3%小 川培地に 接種 し

た と きにSM,PAS,INH等 の混 入 された培地に

発育 した少数集落,す なわ ち1～31コ までの もの24

株,お よび105倍,106借 稀釈 のよ うな 高度の 稀釈の

ものを接種 した ときに対照 に発育 した少数集落す なわち

1～54コ の もの7株,こ のほか1803の1株 合計8

株 であって,と もに5週 閥の観察 中に 発育 した もので

あ る。

(ロ)　切 除肺結核病 巣 よ り分離 した結 核菌;

肺病巣 を前処理 しないで1%小 川培地 に接 腫 し2カ

月の培養中に発育 した菌株 合計32株 であって,集 落 の

無数の ものが15株,26コ 以 上の ものが3株,25コ

以下の ものが12株 であつた。

(2)　培地:1%小 川培地 を 台 とした 耐性検査培地で

あって,抗 結核剤の混入濃度 はAの 場合 と同様であ る。

(3)培 養 の方法:分 離 した菌 は2代 培養 をしないで,

発育 した集落 の全部 をか きとり,型 の よ うに菌液 を作つ

て10-1mg,10-2mg,10-3mgを0.106に 含 ませ て

前述 の耐 性検査培地 に 接種 し,37℃ の孵卵器 に 培養
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表1　 喀痰 でSM,PAS,INHの 耐性検 査を した例 その1(花 見 ガ フキー6号)

注:1)表 中 に示 された記載 は発育 した集 落数 を示 す。+++++～+は 無数 で+の 数 の多 い ほど集落数の多い ことを示す
。数 字は集落数 の実際の数

を示す。 一は集落 を認 めな いことを示す。

2)○ を印 したのは耐 性の再検査 をした菌株を示 す。

表2　 喀痰 でSM,PAS,INHの 耐性検査 をした例 その2(小 池 ガフキー4号)

注:表1に 同じ。

した 。

(4)　判 定:4週 で 判 定 し た 。 その 他 はAの 場 合 と全

く同様 で あ る。

III　成 績

(1)　代表の2例 の検査成績:

10例 の喀疾 の検査 成績 の うちの2例 を抽 き出 して こ

こに説 明す る。

表1は ガ フキー6号 の喀痰 の成績で あ るが,SMは

対照 と抗結核剤の混入のすべての培地 において,集 落の
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数 え られ る105,106倍 稀釈 接種 で 判定す ると,107

不完 全耐性であ るが,101～103倍 までの無 数の集落 の

場合は1007不 完 全耐性 であ る。PASで は 有数 の

105倍 稀 釈では100γ 不完 全耐性,106倍 稀釈で は10

γ不完全耐性 であ るが,無 数の101～104倍 稀釈で は

100γ 不完全耐性で ある。次にINHで は有数 の105

倍,106倍 稀釈で は10γ 不完全耐性で あるが,無 数の

101倍 稀釈で は100γ 不完全 耐 性,あ るい は10γ 完

全耐性(不 確定)で あ るが,同 じ無数の集 落で も接種菌

量の少 ない102,102,104倍 稀釈で は10γ 不完全耐

性で ある。

表2は ガ フキー6号 の喀痰の耐性検査の成績で あ る

が,ま ずSMで は集落の数 え るこ とので きるうちで も

つ とも多い105倍 稀釈で判定す ると100γ 完全耐性 で

あ るが,106倍 稀釈で は1γ 不完全耐 性 であ る。 次 に

無数 の集落 を認 め る101～104倍 稀釈 ではいず れ も100

γ完全耐性(不 確定)で あ る。PASで は有 数の105

倍稀釈 では1γ 不完全 耐 性,106倍 稀 釈 では0.1γ

完全耐性,無 数 の101倍 稀釈 では10γ 不完 全 耐性,

1γ 完 全耐性(不 確 定)あ るいは1γ 不完 全耐 性 であ

り,102倍 稀釈 では10γ 不完 全耐性,109,104倍 稀

釈 では1γ 不完 全耐性 であ る。INHで は有 数の105,

106倍 稀釈 では それぞれ0.1γ 不完 全耐 性 および0.1

γ完 全耐 性であ るが,無 数 の101借 稀釈 では100γ 不

完 全 あ るいは10γ 不完 全耐性,102お よび104倍 稀

釈 では1γ 不完 全耐性,103倍 稀釈 では0.1γ 不完 全

耐 性であ る。

以上2例 でみ るよ うに接種菌量 が減少す るにつれて,

耐 性値 は次第 に低 くな る。

次に耐 性菌 の検 出 され る割 合であ るが,対 照 お よび抗

結核剤混 入の最高の培地 に発育 した集落 が,接 種菌量 が

多 くて無 数の集落 を示す場合に,不 完 全耐 性の姿 をとつ

てい る ものは,こ れを稀釈 して接種 し数え ることので き

るところでみ ると,や は り不完 全耐 性 であ る(表1,

SM10γ,INH10γ;表2,PAS1γ)。

また集落 が無数で完 全耐 性であ る場合,す なわ ち完 全

耐性(不 確 定)の ものでは,前 同様 に して計算 してみ る

と完 全耐性であ る もの もあ るが(表2,SM100γ)不

完 全耐 性の こと もあ る(表1,INH101借 稀釈 の(2)

(3))°なお対照に発育 した集落 が10コ とい うように少な

い ところでは,計 算 で きた耐 性菌 の割合 は,有 数の比 較

的集落 の多い場合に比 して耐 性菌 の混 入の割合 が まちま

ちに現われ る(表1,106倍 稀釈 接種;表2,106倍 稀

釈接種)。

以上は2例 を示 した ものであ るが,残 りの8例 にお

い て も同様の傾向 を示 してい る。

(2)　接種菌 量 と耐性値 との統 計的観察:

SM,PASで は10γ 以上,INHで は1γ 以

表3　 喀痰を材料としたときの集落数
と耐性値の出現との関係

表4　 切除肺結核病巣より分離した結核菌を用いて

耐性検査をしたときの対照に発育した集落数

注:1)表 中 芝)数'は 株数 を示す。

2)()は10-1mgと10-3mgの 同時接 種,

()の ない もの は10-1mg,10-2mg,10-3mgの

同時接種 の ときを示す。

上の濃度 に発育 した耐性菌の 出現率 を接種菌量別に分 け

て比較 した。

(イ)喀 痰(直 接法);
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10～106倍 に稀 釈 して 接種 した 塗抹陽性の10例,

10～103倍 ま で稀釈 して 接種:した 塗抹陰性の29例 お

よび塗抹陰性の8例,合 計47例 の 耐性検査 を 実施 し

た もの の うちSMの 検査39例,PASの 検査13

例,INHの 検査36例 について,対 照 に 発育 した集

:落を無数 の ものG冊 ・)十),200・一一26コ の もの,25・ ・)1

コの ものの3段 階 に分 けて 耐性 出現 率をみた。 有数 の

ものを25コ を境 に して区別 したのは,昭 和31年 の検

査指針 の再検査 の基 準が25コ 以下 であったか らであ る。

成績 は表3の よ うで あって,SM,PAS,INH

ともに集落 の少 な くな るとともに耐 性菌 の出現 率は次第

に減少 して くる。

◎ 切 除肺結核 病巣 よ り分離 した結核菌(間 接 法);

10-7～10一 鞠%8ま で 接種 した24株 と10-b勿9,

10-3螂9の み を接種 した8株 についての成績 を集 めて

みた。

まず耐 性検査培地 の対照 に発育 した集落 数を④ と同様

に無 数,有 数(26コ 以上 と25コ 以下)に 分 けて3週,

4週,5週 の培養期 間中に発育 した集落 数を対比 してみ

ると,表4の よ うであ る。まず14一'・)10-3mgを 接

種 した ものか らみてゆ くと当然 のこ となが ら,接 種菌量

の増す とと もに,ま た培養期 間のふ え るとと もに集落数

が多 くな るが,こ こで 注 目すべ きことは10講 甥g接 種

表5切 除肺結核病巣 よ り分離 した結核菌 を

円い た ときの瞭性菌 の出現株 数

禦 嘉謙1晦i`・ 卿 ・惣
i3週 …7(4)162(3)

　 　

SM4週 ・10(4)183(3)

5週
,11(6)18i5(5)

3週J(J)i1'o(2)

BAS4週 …4(4)}44(3)

5週:5(5)i55(3)

i3週19(4)'9'9(1)

INH4週}12(5)11・9(3)

5週}/2(5) 1111・(4・

注:表4に 同じ。

では発育 しなかっ た ものが多い ことで あって,3週 で8

株(33.3%),4週 で4株,5週 で3株 が 発育 してい

ない。10-1粥9と10一 甥9を 接i種した8株 について

も同様の傾向がみ られた。 これは切除材聡は り分離 され

た結 核菌は一般の ものに比 して発育が悪い ためか もしれ

ない。なお分離 した ときの集落 数 と耐性検査時の集 落数

との間に は相関関係 は認め ない。

次 に前 同様 に してSM,PAS,INHの 耐性結 核

表6対 照培地に発育した少数集落の酸性の再検査

1ド ＼＼ 抗結核 剤

患 者 名i菌 再 検 ＼＼.

および際 赫 齢 ＼.
SM PAS

初回1

}

INH

暮フ∵ 重i瀬 集落螺
再 検 査

10ヨ110-2110-3

辮9'勉9img

再 検 査 初回1再 検 査

検査 ほ0弓
mg

10-2

mg

10-3・ 検 査}10一 工i10-2ほ0-3

勉911塑
,ξ;.mg;mg

一 ⑥ ・・5倍
　

8号1②'106倍
　 　　 　 　 　 　 　

■熈 ◎ ・皓
…

30:コ100γ100γ

11
コ100γ10り γ

ヒ ー一一一一一二__一_一 一_一_一

、2・ コ圃i1・ ・γ:
:1

100y100yi

lcOY10ay}

ll10
y;100yl100γ

ii
loγ}10γ1 10γ

1100
yO.1^r、O.1γ0.1γ

:10γi

l
i

○.1γ

iiを
100γi100yl

}}

一,④ ・σ賠i・8・ コ

6号:⑤106倍i10コ
コ 　 　 　 　 　 　 　　ヨ　 　 　 　

■慰 ⑥峠i54コ

1Cγ 、1Cγ

10γ10

ユ00γ 、100γ

100!

1。 γ1y

10y10γ}

1。 γi1。 。γ11。 。γ}1。 。γ1^1

i

10γ100γ

100γ1100ヅ

iユoo
γl

L

O.1γ;1Cγ ユ0γ

1

ミ

1Cy10γ}

一1

110
γiO.1γ1

一」 一i
!
llL

10yIG7

10γ10γ

○,1y:0.1Y

■罵 ⑦

一1 ⑧
5号

一 、
6号1

・曙i・ コ1・ ・γiユ ・・γ11・i^fid.1yi・

ミ 　 く

、賠5ヨ 「1rllc。∴6∴5「m
_一一_1_..しi国

、iil

⑨ …106側2コ`1∵Oylooγ100yiO.1
i

1・γ阿 ∴臼 ⊥

}

1Cγ

10/

10Y;10γ

■1⑩i、 。5副3コ!
6号!

旨

10y

○.1w

1Jγ0 ・1y;0・1yO.1Y

一…一1

10γi1γ

0.1γ

■卿 ⑪雌3コ 鋤 鋤 面 恥 ・
1 國

o.17110Y1γ

き

α1γ 、 α1γ,1γiα1γ}0.1γ

}'
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菌 の出研 率を接種菌 量 と観察期 間 との相関 において検討

してみ ると,表5の よ うにな る。検査指針 によ り10-3

mg接 種,3週 判定 で出現 率を とってみよ う｡ま ず10-1

～10-3mg接 種の24株 にっい てみ るとSMで もP

ASで もINHで も,接 種菌量 の多い10-1mg,

10-2mg接 種 に比 して,ま た観察期 閥の長 い4週,5

週 に比 して,か な り見落 しが 多い ことに気が付 く。10-1

mg,10-3mg接 種 の8株 もほぼ同 じ傾向 を 示 してい

る。

(3)　喀痰 の直 接耐性検査において,対 照お よび抗結核

剤の混 入 してあ る培 地に発育 した少数集落 の耐 性の再検

査:

(イ)対 照 に発育 した少数集落 の結核菌;

11株 にっいて検査 した。表6で み るよ うに塗抹陽性

の喀痰 を104～106倍 に稀釈 して 接種 した もので あっ

て,集 落数 は もつ とも 多いので180コ,も つ と も少な

いので1コ で あっ て,11株 中の6株 は10コ 以下で

あ る。

10-1mg,10-2mg,10-3mgを 接種 したが,対 照

に発育 した集落数 を み ると,10-1mg,10-2mgで は

全部無数で あつ たが,10-3mgで は8株 が無 数,26コ

以上が2株,25コ 以下が1株 で あつた。 検査指針 に

よ り10-3mg接 種 で 判定 し 初回検査 と比較 してみ よ

う。 まずSMに っいての11株 の成績 をみ ると7株 は

一致 してい るが,(8)(9)の2株 は耐性値が高 く,(4)(10)の2

株 は 低 くなってい る。 次にPASの8株 では初回検

査に比 して高 く出たのは(1)(4)(6)(9)の4株であって,他 の

4株 は差 がない。またINHの6株 では(4)の1株 だ

けが高いが,そ の他は差 がない。

以上を総 括す るとPASで は再検 査において耐 性の

上昇 を認 めた ものが多い し,SM,INHで は少 ない。

(ロ)抗 結核剤 の混入 した培地 に発育 した少数集落 の

結核菌;

表7の よ うにSMで は100γ の もの4株,PAS

で は1～100γ の もの12株,INHで は1～100γ

の もの9株,合 計25株 を検査 した。 発育 した 集 落 は

1～31コ で あって,耐 性の再検査で対照に発育 した集落

数 は104mg接 種で は全部無数で あったが,10-2mg

接種で は20株 が無数で,26コ 以 上が2株,25コ 以

下 は2株 であった し,10-3mg接 種では10株 が無数

で,8株 が26コ 以上,6株 が25コ 以下で あつた。 こ

の集落数 は,(イ)の対照に発育 した菌株に比 してがい して

少ない。前 同様に10-3mg接 種で判定す ると,発 育 し

た濃 度 よ り高い 耐性 を 示 した ものはPAS10γ の濃

度 に発育 した2株 と1γ に発育 した1株 との3株 で

あ る。低い耐性 を示 した ものはPAS100γ の1株,

PAS10γ の1株,INH100γ の3株,INH

1γ の1株 合計6株 であ る。そして残 りの16株 すな

表7　 抗結核剤の混入した培地に発育した

少数集落の耐性の再検査

注:1)表 中の数掌は株数 を示す。

2)集 落数,発 育 までの期間は最少～最多,最 短 ～最長 を示 す。

わ ち75%は 一致 してい る。 この場合10-1mgで 判定

す ると,そ の全部が発育 した濃 度か それ以上の濃 度に鰍

性 を示 してい る。

なお(イ)(ロ)ともに接種菌量の減 るにつれて耐性値は低 く

なっ てい る。

IV　 総括お よび 考察

わが 国の検査指針5)で は,直 接法で も間接法で も集
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落が無数の 場 合ほ 完 全耐 性 であ つて も一応不確 定 とし

て,再 検査 し 数 えろ7二との で きう ところで 確 定 してい

る。 また間接法では10-3mg,10-1mｇ を 接種 してな

るべ く有数 にして判定 してい る。

東村4)～7)も カナマ イシソをはじめ として,そ の他の

抗結 核剤の耐性検査には対照に 発育 す ろ集落 の数が20

～150コ と くに50コ に近い よ うに接種す ることを提唱 し

てい る。 この提案 は検査指針の考 えとほぼ同様で ある。

ところで私の 今度の喀痰,切 除肺病巣 よ り分離 した結

核 菌 を用い た実験お よび再検査の実験においては,集 落

の 有数は無数に比 して,ま た有数で も25コ以 下では,26

コ以上の場合に比 して耐性菌 を見落 とす ことを示 してい

る。 この事実は保存人型結核 菌 を 用いた第2報 の 成績

とほぼ同様で ある。 したがって,耐 性結 核菌 を見落 とさ

ない よ うにす るのには接種 菌 量を多 くすべ きであ る。

接種菌量 を多 くすれば種 々の弊害 があ ると称 されてい

る。 その1つ は耐性菌 の割 合がはっ き りしない ことであ

り,他 の1っ は 見せか けの 耐性が あ るとい うことで あ

る。 しか しこれ らの ことは耐 匪検査や臨床 的な処 理の う

えにはあ ま り障害にな らないで あろうことは前報 で も述

べたが,今 回の実験において これ を再確 認 した。

なお,対 照に多数の集 落 を認めた ときに抗結核剤 の混

入 した培 地に1～2コ の少数の集落 を認 め ることがあ る

が,こ の場合は 化学療 法 を 実施 して い ることで あ るか

ら,自 然耐性菌 とい うことよ りも,化 学療法剤に よって

獲 得 された少量耐性菌 を考 えねばな らない。化 学療 法剤

の使用の継続 した患者においては,当 初1～2コ の耐性

菌 であつた ものが,数 ヵ月後 の検査では無 数の耐 性菌 と

なってい ることが多い。す なわ ちこれ らの例 は耐性結核

菌 の多 くな る前駆 とみな され るべ きであ ろ う。

次 に対照 に発育 した少 数集落 の再検査 であ るがG。P.

 Youmans8)ら は5コ 以下,ア メ リカのTrudeau So-

ciety9)で は10コ 以下,J. Marks10)は100コ 以 下

の ときは再検査 をす ることを提案 してい る。われ われ の

実験 では25コ 以下 の少数集落 であって も,耐 性を示 し

てい る場合 は,そ れ よ りも10倍 あ るい は100倍 量 の

菌 を接種 した場合 で も,や は り耐性 を示 してい る。ただ

このよ うに数が 少ない と150コ 前後 の数に 比べ ると耐

性菌 の割 合は区々 とな るか ら不完 全,完 全 を区別 しない

で,大 まか に耐 性 とだ け記 してお けば よか ろう。次に耐

性 を示 していない ときは どうか?わ れわれの実験では真

に耐性菌 でない こと もあつた し而寺性菌 を検出 した こと も

あ る。後者の場合 は対照の中に耐性菌が混 ぎって おって,

再 検査に よって対照の中 で発育 した菌が抗結 核剤の混 人

してい る培 地に発育 した もので あろ う。 この ような こと

はいずれの抗結核剤に も認めたが,PASに おいて も

つ とも多い 。 この こ とは前報 において も認めた ところで

あ る。したがって耐 性を示 してい ない ものにっいて は少

ない耐性菌 な拾い 上げ る意味でぜ ひ再検査 を実施 す ろ こ

とが望 ま しい 。

以上 を総括す ると,私 は喀痰 の直 接法に よる検査にお

いて も,喀 痰や切除肺結 核病巣 よ り分離 した結 核菌の間

接法に よ る検査において も保存 入型結 核菌で実験 した成

績 とほぼ 同様の傾向 を認めた ことにな る。

V　 結 論

喀痰 および切除肺結核病巣 よ り分離 した結 核菌 を材料

として種 々の菌 量を接種 して,SM,PAS,INHの

耐性 を検査す うとともに,大 量の菌の接種の場 合に抗結

核剤の高濃 度に混入 した耐性検査 培地に 発育 した少数集

落,お よび少量の菌 の接種 の場 合に対照 に発育 した少数

集落 の鰍性 の再検査 を実施 し,次 のよ うな成績 を得 た。

1) 47例 の喀痰,24株 の切除肺病巣 よ り分離 した結

核菌,な らび に再検査の36株 の実験に よると,接 種菌

量 の少 な くな るとともに耐性結核菌の検 出の率が次第に

減少 した。

2)　 高濃度の抗結核剤の混入 された培地に発育 した少

数隻落 は,大 部分は その濃 度あ るいは それ よ りも10倍

の濃 度に耐性 を示 した。

3)　 対照の集落が少 ない もので耐 性を示 してい るもの

は,多 量の接種 において も耐性 を示 していた。 また耐性

を示 してい ない もの を再検査 してみ ると耐性 を示す菌株

がみ られた 。それ はSM,PAS,INHと もに認 め

たが,と くにPASに おいて著明で あった。

以上 の成績か ら耐 性結核菌 を見逃が さない よ うにす る

の には,接 種菌量 を多 くす ること,ま た対照に発育 した

少数集落 を再検査す ることが望 ましい 。

慶応義塾大学医学部石 田一郎教授,北 里研究所付属病

院小川辰次部長の御校閲,御 指導 な らびに斎藤直蔵 博士

の御助力に対 して感謝いた します。
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