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第1報　 INH耐 性 結核 菌 のpopulation構 成 の変動 につ いて
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緒 言

化学療法剤 の発 見以来,感 染症 の治療 に著 しい効果 を

示 してい るが,そ の反面薬剤 に対す る耐性菌の 出現 にこよ

り種 々の問題が起 きてい る。結核菌 におい て も例外で は

な く,と くにこイソニ コチ ン酸 ヒドラヂ ッド(INH)に こ

対す る耐性菌では多 くの 場合薬剤に 対す る 感受 性の 変

化の みな らず,種 々の性状が 原株 と異な ることが 知 ら

れ1)～10),臨 床的 にこも細菌学的に も興味が もたれてい

る。なかんず くINH耐 性結 核菌 の人体 あ るいは実験

動物に対す る毒力に関しては多 くの学 者にこよ り論 議 され

てい るが6)10)～20),こ れ を解 明す るには 対 象 とす る菌

株 のINH耐 性 に関す るpopulation構 成を常 にこ念頭

におかねばな らないであろ う。

INH耐 性菌 は他 の多 くの薬剤耐性菌 と 同様 にこ薬剤

未接触株population中 にspontaneous mutantと して

少数 であ るが含 まれ てい るこ とが 知 られ てお り11)21)～

25) ,INH耐 性 とい う性質 は後代 にこ遺伝す ると考 え ら

れ てい る。しか し耐性菌株が分離継代 され た場合,そ の

株 のpopulation構 成 は常 に均一 であ るとはか ぎらず,

継代 され る培地がINHを 含有すれ ば耐性菌 に対す る

選択作用が影響 を 及 ぼすで あろ うし,INHを 含有 し

ない場合 は高度耐性菌 のgrowth rateが 低度耐性菌 よ

り劣 るとすれば,よ り感受 性菌 のover growthが 次第

に起 こ るであろ う2D26)～50)。 また培地 の 影響 を除外 し

て も菌株固有 の耐性分布 の動揺性31)32),あ るい は耐性

度 のphysiological distribution 33)も 考 慮せね ば な ら

ない。

私 は以上 のよ うな 諸点 を 顧慮 して,INH耐 性菌の

性状 を正確 に把握す るための基礎実験 として,INH未

接触結核菌お よびそれ らか ら試験管 内で得 られたINH

耐性結核菌 のINH耐 性 に関す るpopulation構 成の

変動 の有無お よびそのさい のpopulation構 成菌の カタ

ラーゼ活性 の変動の有無 を検討すべ く実験 を行なつた。

実 験 方 法

使用菌株:主 として人型結 核菌黒野株,牛 型結核菌 三

輪株 を用い,一 部人型 結核菌H37Rv株 お よびINH

未使用患者 よ り分離 した 結核菌No.1株 を用いた。患

者分離株 以外はすべて慶大細菌 学教室 よ り分与 された株

で ある。

使用培地:す べ て1%KH2PO4加 小川培地 を 用い

た。

INH耐 性についてのpopulation構 成の 分析:小

川培地培 養3～4週 の菌 を硝 子玉入 り磨砕 コル ベン中で

振 りなが ら滅菌蒸溜 水に浮游,さ らに軽 く遠心沈澱す る

ことに よ り粗大菌塊 を除いた均等菌浮游液 を比濁 によ り

一 定濁度 にこ規制 した菌液 につ いて行 なつ た。す なわ ちこ

の菌液 を10倍 階段稀釈 し,各 稀釈菌液 を各種濃 度INH

含有小川培地 お よび 対照INH非 含有培地2本 ずつ

に0.1mlず つ接種 し,お お むね4週 後集 落数 算定 を

行 ない,対 照培地お よび各INH濃 度培地 に増殖 し う

る当該菌液 中の生菌数 を求 め ることにこよ り耐性分布 をみ

た。 培地 にこ添加 したINH濃 渡 は0.1,0.5,1,5,

10,50,100γ/mlの7段 階 であ り,凝 固滅菌前 に終末

濃度 を加 えた。

ヵタ ラーゼ活性の測定:Peizerら の クエ ン酸一モ リブ

テ ン酸 ア ンモ ン法34)を 多少変 えた半定量的方法 を主 と

して用い,Middlebrookの 定性的 な発泡法4)を も併用

した。 クエ ン酸-モ リブテ ン酸 ア ンモ ン法 を略記す ると,

M/15燐 酸緩 衝液(pH7.0)0.55ml,被 検結 核菌2白

金耳,0.3%過 酸化 水 素水0.05mlを 混和,6℃60

分放 置後,6%ク エ ン酸0.2ml,1.1%モ リブテン

酸ア ンモン0.2mlを 加 え ると,過 酸化 水素 の残量 に応

じて黄色 を呈 す るので,こ れを ク ローム酸 カ リ溶液 を も

って調製 した標 準管 と比色 し,カ タラーゼ活性度 を半定

量的に測定 した。すなわ ちカタラーゼ活 性の程度 を(+++)

(++),(+),(±)の4段 階 に分 け,本 法お よび発泡法

にこおいて ヵタラーゼ活性の認 め られない ものを(-)と

した。なお,カ タラー ゼ活 性の減 弱化 の少 ない場合 もあ

ることを考 え,0.3%過 酸化水素水 を0.1mlと した

方法 を も併用 した。 そしてINH耐 性 に関す る菌pop-

ulation構 成 と,こ の カタラーゼ活性 との 関係 を み る

ために,上 記耐性分布検査 の さいの 対照お よびINH

各濃度培地 に増殖 した菌 について,そ れ ぞれ カタ ラーゼ

活性 を測定 した。
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実 験 成 績

INH未 接 触 株 にお け る耐 性 分 布:人 型 結 核 菌 黒 野

株,H37Rv株,牛 型 結 核 菌 三 輪 株,夫 治 療 患 者 よ りの

新 鮮 分 離No.1株 の4株 につ き生 菌 数107～108程 度

のpopulation中 に存 在 す るINH耐 性 菌 の分 布 を観

察 し た。INH各 濃 度 耐 性 菌 菌 数 の 接 種 総 生 菌 数 に 対

す る割 合 を求 め る と,図1に 示 す よ うに 菌 株 にこ よ り差

は あ るが,0.1γ:3.1～9.0×10-5,0.5γ:0.15～2.7

×10-5,1γ:3.0～10.0×10-6,5γ;2.0～3.6×10-6,

10γ:2.3～6.7×10-6,507:0.5～5.8×10-7で あ り,

図1　 INH未 接 触株 に お け る耐 性 分布

N.1株 は肺結核患者よりの新鮮分離株。

本実験においては100ツ 以上の耐性菌 は いずれ の 株 に

もみ られなかった。

次に耐性分布の動揺性の有無 を検討 す る日的で,時 を

異 にして同様の実験 を人型結 核菌黒野株 お よび牛型結 核

菌三輪株 について数回繰 り返 し行なつた結果 は,図2お

よび表1に 示 した よ うに,黒 野株 に おいては 各 回の結

果 は耐 性菌の含 まれ る比 率に大な る動揺 は認 め られず,

多 くの場合10倍 以内の変動 であったが,三 輪株 の場合

には10倍 以上の変動 を示 す ことが 多 く,100借 の変動

が み られ る場合 もあつ た。 とくに10γ 以上の耐性菌 の

み られ なかっ たこ ともあっ たが,こ の場合 は接種菌量が

他 の実験 に比 しゃや少 なかつ たこ とが関係す るのか もし

れ ない 。しか しなが ら以上 の結果 は,INH未 接触株 にこ

おけ るINH耐 性に関す るpopulation構 成 の動揺性

の大小が菌株 に よつてみ られ ることを推察 せ しめ るもの

で あろ う。

INH 1γ 培地上に増殖 した 単個集落 の示す 耐性分

布:黒 野株お よび三輪 殊の稀釈菌液 をINH1γ 培地

に接種,そ こに生 じた 分離 した 単個集落 をat random

に と り,そ のおのおのか ら菌液 を作 り,一 定量 をINH

O,0.1,1,5,10,50,100γ/ml加 小川培地に 接種 し

て それぞれの耐性分布 をみた。 結果 は表2に 示 した よ

うに,黒 野株 よ り得た集落11コ においては,INH1

γ を もってselectし たに もか かわ らず50γ 培地 まで

対照培 地にお けるとほ とん ど同程度 の発育 をみた ものが

8コ(a, c, d, f, g, h, j, k)あ り,そ の他

の集落(b, e, i)に おいて も10γ 以上の耐性菌 の

占め る比 率は相当大で,各 集落 を作 るpopulationの 耐

性は高度の ものが 多かつた。 これに反 し三輪株 にお いて

は7コ の被検集落 の うち1γ 耐性2コ(d, g),5

図2　 INH未 接触株の耐性分布の動揺性
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表1　 INH未 接触株の耐性分布の動揺性

数字は各INH濃 度培地に増殖しうる生菌数を示す。

表2　 INH1γ 培地上 に増殖 した単個集落 の示す耐性分布お よび カタラー ゼ活性

カタラーゼ活牲はINHを 含有しない培地上の菌のみについて検した.

図3　 INH耐 性結核 菌の継代に よるpopulation構 成の変化

γ,10γ,50γ 各1コ(a, b, f),100γ2コ(c,

 e)種 々の 程 度 の 耐 性 を示 し て い た 。

これ らの 単 個集 落 に 由 来 す る菌 の カ タ ラー ゼ活 性 を対

照培地上 の菌 につ いて観察す る と,黒 野株の 集落c,

 f, iは 高度耐性で あつ たに もかかわ らず陽性であ り,

三輪 殊におい ては低い耐性 を示 した集落a, d,gが
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陽性で あつた。 しか しこれ らの株 の ヵタ ラーゼ活性度は

いずれ も著 し く減弱 してい た。そしてその他の単個集落

に由来す る菌 にはすべて ヵタラーぜ活性 を認 め られず,

菌の耐性度 とカタラーゼ活性の間には判然 とした関係 は

み られなかつた。 しか し,こ の点をさ らに検討す るため

にはpopulation構 成 をよ り精細 に分析,そ のおのおの

にごっい て ヵタ ラーぜ活性 を測定すべ きであろ う。

INH耐 性結核菌の 継代 に よ るpopulation構 成 の

変化:

i)　黒野株 よ りon estep selectionに よ りINH1

γ培池 に生 じた単個集落 よ り得 た 不均一 なpopulation

構 成を もつ株(IR1株 と名づ け る)をINH1γ 培

地 に継代 し,そ のpopulation構 成の変動 お よび カタラ

ーゼ活性 につ いて観察 した結果 は図3aお よび表3に

示 した。分離 当初の単個集落 よ り作製 した菌液 にこついて

の耐性分布 は表3に み るよ うに,培 地 のINH濃 度が

増加す るに従 い生菌数が漸 次減 少 し50γ 以上の耐性菌

は認 め えなかつ た。 すなわち50γ 以下の 各種 程度 の

INH耐 性菌 の混合populationで あつ た とい え る。

この株 を1γ 培地 に 継代 す ると,そ の初期(5代)に

比較 的高濃度(0.5～50γ)の 耐 性菌 は 増加 す るが,な

お不均一 な構成 を示 し,以 後10代 までには著 しい変化

表3 IR1株 のINH1γ 培地継 代によ る耐性分布 および カタラーゼ活性 の変動

※ 継代7代 目の菌 をINほ を含有 しない培地に2代 継代後の耐性分 布。

CA: catalase activity

表4 IR50株 のINHを 含有 しない培地継代 にこよ る耐 性分布 お よび カタラーゼ活 性の変動

CA: catalase activi ty

はな く耐性分布 曲線 はINH濃 度 の高いほ うに傾斜す

る傾 向を示 した。なお100γ 耐 性菌 の 数は 著 しい動揺

を示した。また一方継 代7代 日の菌 を2代INHを

含有 しない培地 にこ継代 し耐 性分布 を分析 して も,popu-

lation構 成は1γ 培地 に継代 を続 けた株 と著 しい 差 異

はみ られ なかった。

IR1株 の ヵタラーゼ 活 性は 分離 当初 よ り微 弱陽 性

(±)で,INHを 含有 しない 培地(3代)あ るいは

INH1γ 培地(11代)に 継代 して も活 性度には変 り

はなかつた。また耐 性分布検査 の さいに対照お よび各種

濃 度INH培 地 に増 殖した菌 の ヵタラーゼ活性測定 の結

果 か らpopulation構 成菌 の うち,50γ 以上のINH

培地 に増 殖す る菌 の一部 を除いてほ とん どすべ てが カタ

ラーゼ微 弱陽 性で あることが推察 された。

ii) one step selectionに よ りINH50γ 培地 よ

り得 られた単 個集落(IR50株 と名づけ る)をINH

を含 有 しない培地 にこ継代した株(IR50-0株)の 各継

代時におけ る耐性分布 を図3bお よび表4に 示 した。継
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代 初期(5代)に は100γ までほ とん どfull resistant

 populationと 思 われ たが,継 代9代 日には0.1γ 以

上の耐 性菌 は 朗 らかにこ減 少し,全 生菌 数の1/100以 下

になつた。 そして0.5γ 以上50～100γ にいた る培 地

上 に増殖す る生菌 数はほ とん ど同数 と認 め られ,0.1γ

以下耐性 の感受性菌 と50～100γ の耐性 を有す る菌 と

の混合populationと なつ た と思 われ る。 さらに継代 を

続 け ると高耐性菌 の比率 は次第 に減少 してゆ く傾 向を示

した。11代 および15代 の0.1γ 培地 にみ られ る集落

数 は,よ り高濃度INH培 地 上の集落数 よ りも著 し く

多 く,全populationの1/10以 上を 占めてお り,0.1

γ培 地に増殖 し うる菌 のpopulatlon内 にこおけ る動揺性

が認 め られた。

次 に,こ れ ら各代にお けるpopulationの カタ ラーゼ

活性 を検 した結果 は,分 離 当初に乙は培地のINHの 有

無 に関係 な くすべ ての菌 に カタ ラーゼ活性は認 め られ な

かつ たが,継 代5代 目には1NHを 含有 しない培地に

増殖 した菌 のみに中等度(++)に 活性 を認 めるよ うにな

った。 さらに11代,15代 目には0.1γ 培地 上の菌 に

もカタラーゼ活性 を弱度 ないし中等度 に認め るようにな

ったが,そ れ以上の濃 度のINH培 地 に増 殖した菌 に

は カタラーゼ活 性を一認め ることはで きなかつた。

表5 IR50株 のINH 100γ(50γ)培 地 継代にこよる耐性分布 お よび カタラーゼ活 性の変動

CA: c talase activity

iii) IR50株 を原株 よ り分離後50～100γ 培地 に継

代 した 株(IR50-100株)の 耐 性分布 は 表5に 示 し

た。 この表 よ り明 らかな ようにこ,そ のpopulationを 構

成す る菌は常に50～100γ までfull resistanceで,ま

たすべ て ヵタ ラーゼ活性陰性で あ り,継 代に よつて耐性

分布の変化 あ るい は ヵタラーゼ活性の回復等 はみ られず

安定 した性状 を示 した。

考 察

INHに 接触 した ことのない結核菌 の示すINHに

対す る耐性は接種菌量,培 地等 に よつて異な ることは も

ちろんで あるが,一 方菌株 あ るいは菌 型に よって も感受

性 にこ差異が み られてい る21)25)55)～57)。 この ことは 菌

株 あ るい は菌型 によつ てINHの 低濃度 にお ける耐性

分布 にこ相違が あ ることを推察せ しめ るが,よ り高濃度の

耐 性分布 に も差 異が 見出だ され る可能性 もあ り,よ り精

細なINH耐 性に関す るpopulation構 成の分析が必

要で あろ う。私の行なつた上記実験の結果 では人型結 核

菌黒野株 のINH耐 性に関す るpopuIation構 成は安

定 してい るが,牛 型結 核菌三輪株の それは動揺 しやすい

こ とを示 した。また黒野株population中 のINH1

γ培地 に増殖 した集落の多 くは高濃度のINHに まで

耐 性を示す のに対 して,三 輪株 におい ては区 々の耐性 を

示す ことが明 らか にされた。 これ は両株の耐性分布 曲線

にこおい て 前者 では0.5γ ない し10γ 培地上の 集落数

が ほ とん ど同数で あ るのにこ対 し,後 者ではINH濃 度

を増す に従 い集落数が減少す るこ とと考 えあわせ ると,

両株 の間に,populationを 構 成す るINH耐 性 変異

菌 の もつ耐 性度 の分布 に差 異が あ ることを示す もの と思

われ る。 もちろん,INH1γ 培 地にこよ りone step

 selectionを 行 なわれた集 落に も,渡 辺58)の い うre-

lative inhlbition and relative selectionが 働 く可能性.

は あ り,黒 野株集落は この作 用 を三輪 株集落 よ りも受 け

やすかつたのでは ないか とも考 え られ る。 しか しなが ら

黒野株 と三輪株 のINH耐 性 分布に 差の あつた こと

は,relative inhibition and relative selectionを 考慮

しないで も上述 の説 明を可能 とす るもの と考 え られ る。

この点を明 らか にす るためにはreplica plating method

 39)を 行な うべ きであろ うが,今 回は 行 な うこ とがで き

なかった。また これ らの2菌 株 間の 差 異は 人型結核菌

と牛型結 核菌 との差異であ る可能 性 もあ るが,こ の点に

関 して は検討 しなかつた。

INH耐 性結核菌のpopulation構 成 を 分析 すれば

高濃 度まで均一 な構成 を示す株 と低濃度にこおいて もすで

に不均一 な株 の あ るこ とは 知 られてお り7)52)40),上

記 実験 に お いて50～100γ まで 均一 な 構成 を 示す株
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(I R50株)と 低濃 度 よ り不均 一性を示す株(IR1株)

を得 てい る。 しか し前 者において も,I N H培 地 に継

代 された場 合(I R50-100株)に は その 耐 性分布 お よ

び カタラーゼ 活 性に 変化 が み られなか つたのに 反 し,

I N Hを 含 有 しない培地 に 継代 された場合 には 感受性

菌が次第 に増加 し17代 目には耐性菌が10-5～10-6に 減

じてい る。そ して カタラーゼ活性 も感受性菌 の増加 に伴

い出現 し,17代 目には原株 とほ とん ど同程度 となっ た。

しか し この活性 はpopulationを 構成す る 菌 の うち,

0.5γ 以下の耐性 を示す菌 による もので あっ て,そ れ以

上の耐性 を示すpopulation構 成菌は陰性で あつた。 こ

の よ うな分離 後ただ ちにI N Hを 含有 しない培 地に植

え継がれ たI N H耐 性菌 の耐性度 の不安 定性について

はBarnettら26)も 指摘 して い るが,こ れは 第1に

back mutationお よび それ に よつて 生 じた 感受性菌 の

over growthに よつて起 こ りうるし,第2に は 原株 よ

りI R50株 を分離す るさい不知の 間に静止 状 態 に あ

つた少数の感受性菌 を混 じて釣菌 した ものが継代 に よつ

てover grownし た とも考 え られ る。 本実験に おいて

はback mutationを 積極 的に証 明 しえないし,分 離 方

法は特殊 な器械 を使 用 した もので もないので 目的菌 以外

の菌 を混 合して培養 す ることもあ りうるので一応第2の

原因 によってかか る現象が起 こつ た と考 え るのが よ り容

易 であろ う。 さらに,こ の考 えを支持す る実験結果 とし

て,I N Hを 含有 しない培地 に継代 した さいのpopu-

lation構 成 の変化が 感受性菌 と一高度耐性菌の2っ に分

かれ るよ うな結 果 を得た ことが あげ られ る。なお,I R

50-0株11代 お よび15代 目にみ られた0.1γ 培 地の

生菌 数は総生-菌数の1/10以 内で,こ の数は原株 に含 ま

れ る0.1γ 耐 性菌 数に比 して著 しく多いので 単 な る感

受性菌 よ りの変異菌 としては考 えが たいが,0.1γ 培地

に増殖す る菌 にはいわゆるphysiological distribution

による ものが ある と老 え られ,こ とに この0.1γ 培地

に増殖 した菌 にカタラーゼ活性の認め られた ことは この

考 えを支持す る もの と思われ るが,今 後の追究がまたれ

る。

I R1株 は不均一な構成 を有す る耐性株 であ るが,2

代I N Hに 接触せ しめな くとも耐性分布,カ タラーゼ

活性に変化 を認 めず,多 少の動揺 はあ るにして も…応不

均 一のまま安定 したpopuiationと い うこ とが で きる。

IR1株 は この安定性 においてI R50株 とは異 なって

い るほか,カ タラーゼ活性 に関してこのpopulation中

のいか な る耐性度 の菌 で も同程度 に減弱 はしてい るが陽

性 であつ た点で もI R50株 とは異 なっていた。

以上か らone step selectionに よって もpopulation

の耐性度 の均一性,あ るい は カタラーゼ 活性の 異な る

I N H耐 性菌が得 られ ることが 明 らか にされた もの と

考 え る。

結 論

1) I N H未 接触菌株 である 人型結核菌黒野株 お よ

び牛型結核菌三輪株 について,数 回 にわ た りI N H耐

性分布 を 検 した 結 果,黒 野株 のI N H耐 性に 関す る

population構 成は比較 的安 定 していたが,三 輪株 の そ

れは動揺 を示 した。

2)　 黒 野株 のpopulationを 構 成す る耐性変 異菌は高

度耐性 を示す ものが 多 く,三 輪株 のそれ は種 々の耐性度

を もっ菌 の混合populationで あつた。

3) I NH 1γ を もつ てone step selectionさ れ た

個 々の集落 につ いてそれ らのpopulation構 成 を検す る

と,黒 野株.においてはI NH 1γ を もつてselectし

たに もかかわ らず10～50γ の高濃度耐性菌に よ り構i成

され た ものが多 く,こ れ に反 し三輪株 では種 々の耐性度

を示 してい た。

4)　 黒野株 よ りone step selectionに よ り得 られ た

I N H耐 性株 にpopulationl輩 域 上不均一 な もの と均一

な もの とが あ り,そ の構 威はI N H含 有培地 に継代 され

た場合はいずれ も安 定 していた℃ そして カタ ラーゼ活性

は前者においてはpopulation橿 滅 菌の ほ とん どすべて

が減弱 してい るが陽 性であつたのに反 し,後 者では陰性

で あつた。

5) one step selectionで 得 られ たpopulation構 成

の均一 な50γ 耐性株 をI N Hを 含有 しない培地 に継

代す るこ とによ り,感 受性菌 の出現,増 加 を認 め同時に

popuiation中 の感受牲 ない し低度耐性 を 示す 菌に ヵタ

ラーゼ活性の回復 をみたが,こ れは分離 時に静 止状態 に

あった感受性菌 を釣菌 したため と考 え られ た。

one step selectionに よ り得 られたpopulation構 成

の不均一 な耐 性株 は,I N Hを 含有 しない 培地 に 継代

して もpopulation構 成,カ タラー ゼ活 性に変化 はなか

つ た。

稿 を終 わるにの ぞみ,御 懇篤 なる御指導 と御校閲の労

を賜わつ た 慶応義塾大学 医学部 細菌学教室 牛場大蔵教

授,斎 藤和久講師お よび終始御助言 と御鞭錘 を下 さった

国立村 山療 養所田中堅輔 所長,小 坂久夫 医務課 長,前 田

謙 次研究検 査科医長に深 く感謝 いた します。
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