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イ ソ ニコ チ ン酸 ヒ ドラヂッ ド(INH)耐 性 結 核 菌 の研 究

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。
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