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Fisher1)2)は 人型結核菌H37Rv株 の高濃度のIN

Hに 対するone step mutantsが,簡 単な合成培地 に

おいてはその発育にHeminの 添加を必要 とすることを

報告したが,そ の菌株を3～4回,INHを 添加する

ことなくTween-Albumin培 地中に継代 するならば,

INHに 対する抵抗性を失 うことなくHeminの 要求

性がなくなるとしている。Cohnら3)はH37Rv株 の

INH耐 性株には,growth factorの 要求性に おいて

異なつた2つ の菌株,Rx株 およびRy株 が あると考

え,Rx株 はRy株 よ りそのgrowth factor要 求性が

高いとした。そして彼 らは両株の混合よりなるR株 と,

要求性の低いRy株 を分離 した。 さらにCohnら4),

Middlebrookら5),Barryら6)もINH耐 性株 の

growth factorの 要求性について種々検討を行なつてい

る。これらのINH耐 性株がgrowth factorを 必要

とすることは,INH耐 性株の生物学的特性,た とえ

ば発育速度の遅延,カ タラーゼ活性およびペルオキシダ

ーゼ活性の減弱ないしは消失 ,毒 力の減弱などにも関連

すると考えられ,INHの 結核菌に対す る作用機作,

あるいはINHに 対する耐性出現機序の解明の根本的

問題 と思われる。

著者は1.5%Sauton寒 天培地上の発育にHemin,

あるいはその他の薬剤(supporting factor-菌 の発育に

直接的,あ るいは間接的に役立ちうる物質 とい う意味で

-広 義のgrowth factor-)を 必要とする鳥型菌

INH耐 性株 を分離 し,そ の菌株がsupporting factor

の必要性に関して 純粋 かつ安定で あることを知つたの

で,分 離の方法およびそのsupporting factorに ついて

若干の検討を行なつた。

実験材料および方法

1.菌 株:烏 型菌竹尾株

菌懸濁液の作 り方;1.5%Sauton寒 天培地上の7日

培養菌をか きとり,湿 菌量を秤量 し,ガ ラス玉入 りナス

コルベン中に約10分 間,手 振 り法にて振盪し,所 定の

滅菌生理食塩水を注加,さ らに3分 間ほど振盪して単

個菌浮遊液をつくる。

接種の方法;菌 懸濁液を,あ るいは菌懸濁液をさらに

生理食塩水にて稀釈し,所 定の濃度 となし,平 板培地に

は0.1ml宛,液 体培地には0.05ml宛 接種する。

2.培 地

Sauton培 地(変 法)

グルタミン酸 ソーダ8g

第2燐 酸 カリ0.5g

クェン酸2g

硫酸 マグネシア0.5g

クエ ン酸鉄アンモン0.05g

グ リセリン60ml

蒸溜 水を加えて1,000mlと なし,pH7.2に 補正,

オー トクレープにて13封 度,20分 間,加 圧 加熱滅菌

を行なつたのち,滅 菌小試験管中に滅菌駒込ピペ ットに

て無菌的に2ml宛 分注して用 う。

Sauton寒 天培地;滅 菌前1にSauton培 地 に1.5%

の割 に寒天末(栄 研製)を 加え,加 圧加熱滅菌後,径 約

9cmの べ トリー氏皿に25ml宛 分注し,平 板培地 と

して使用する。

3.添 加薬剤

Hemin;滅 菌NaOH溶 液中に溶解。

焦性ブドウ酸ナ トリウム,ク エン酸鉄アンモン,ク エ

ン酸,コ ハク酸,フ マール酸;そ れぞれ水溶液 となし,

(Hemin,ク エン酸,コ ハク酸,フ マール 酸はNaOH

あ るいはHClに てpH7.2に 補正後)100℃,10分

間加熱滅菌を行な う。

ブ ドウ糖,ビ タミンB6;注 射液 をそのまま使用。

INH;80～85℃,20分 間,乾 熱滅菌後,滅 菌蒸溜

水にて溶解,液 体培地1においては使用直前,平 板培地に

おいては培地が滅菌せ られたのち,60～70℃ に冷却せ

られたときに添加する。

4.培 養:37℃,空 気中にて。

判定:液 体 培地は10日 間毎 日。平板培地は5

日,7日 および10日 後 に行なう。

実 験 結 果
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I.INH耐 性supporting factor要 求 株 の分 離 と

安 定 性 の検 討

(1)鳥 型菌 竹 尾株 感 性株 の10mg/ml(生 菌 数2.952

×108)の 菌 懸 濁 液 を,INH100μg/ml加1.5%

Sauton寒 天 培 地 に0.1ml宛 接 種 す る と,1平 板 当 り

286コ ロニ ーのone step mutantsを 得 る(分 離 率:

9.68×10-6)。

このone step mutantsの 数 コ ロ ニー をか き と り,実

験 方 法 に示 し た とお りに菌 懸 濁 液 を つ く り,1.5%Sa-

uton寒 天 培 地 お よび5μg/mlHemin加1.5%Sau-

ton寒 天 培 地 上 に,培 地1コ 当 り湿 菌 量0.01μg宛 の

生 菌 を含 む単 個 菌 浮 遊 液 を 接種 した 。

同様 の実 験 を繰 返 し 行 な つ た 結 果 を表1に 示 し た 。

Sauton寒 天 培 地 上 の コ ロ ニー 数(supporting factor非

要 求株-SF(-)と 略)と,Hemin加Sauton

寒 天 培 地 上 の コ ロ ニー 数(SF(-)株 とsupporting

 factor要 求株SF(+)と 略-の 混 合)と の 比

は 実 験 に よ り異 な る。

表1 INH100μg/ml加Sauton寒 天 培 地 に

分 離 せ られ たone step mutantsのHe-

min要 求 性

(培 養5日 間,コ ロニ ー数 算 定)

*Hemin非 要求性株

△Hemin要 求性株と非要求性株の混合(全 コロニー数)

表2SF(+)株 の分 離 と継 代

(培養10日 間,コ ロニ ー数 算 定)

(2)表1の 実験1の,Hemin加 培地 上の 数 コロニー

をとり,菌 懸濁液を作製し,Hemin5μg/ml加1.5%

Sauton寒 天培地と1.5%Sauton寒 天培地に 接種 し

て,表2に 示す とおり純粋にSF(+)株 を分離した。

(3)常 に実験方法に示 された方法に従い,こ のSF

(+)株 の菌懸濁液をつくり,培 地当 り0.01μgを 接種

して5μg/ml Hemin加Sauton寒 天培地に継代した

ところ,表2に 示すとお り,こ のSF(+)株 はsup-

porting factor要 求性に関して全 く安定であつた。

(4)SF(+)株 の1mg/ml菌 懸濁液,お よびその

104稀 釈菌液 を1.5%Sauton寒 天培地,お よび5μg

/ml Hemin加1.5%Sauton寒 天培地に 接種 したと

ころ,表3に 示す とおりSF(+)株 よ りSauton寒

天培地に発育する菌株を得た。分離率は1.71×10-4で

あつた。 同菌株は表4に 示す とお りINHに 対 して

抵抗性を有し,Sauton寒 天培地においては 発育の遅い

菌株 とSF(+)株 の混合であつた。

表3 SF(+)株 よ りSauton寒 天培地に発

育する菌株の分離

(培養5日 間)

* 分 離率
=
1.5%Sauton寒 天培地上の総菌数

/5μg/ml Hemin加1,5%Sauton寒 天培 地上
×10-4

の総菌数

II.supporting factorに つ い て

(1)SF(+)株 のsupporting factorを 検討 す る

ため に,1.5%Sauton寒 天 培 地 に表5に 示 す薬 剤 を

添 加 し て,そ のsupporting effectを 検 討 した 。support-

ing effectを 示 し た もの はHemin,焦 性 ブ ド ウ酸 ナ ト

リウ ム,ク エ ン酸 鉄 ア ンモ ンで あ つ た 。

(2)supporting effectを 示 し た3種 の 薬 剤 の 最 低 有

効 濃 度 を検 討 した 。 表6に 示 す とお りHemin3.2μg

/ml,焦 性 ブ ドウ酸 ナ トリウ ム25μg/ml,ク エ ン酸 鉄 ア

ソ モ ン500μg/mlで あつ た 。

III.supporting factorを 必 要 と しな い 菌 株 のINH

耐 性 度 の上 昇 に つ い て

表1実 験1の,1.5%Sauton寒 天 培 地 に発 育 し た

コ ロニ ー(SF(-)株)を,INHを 階 段 状濃 度 に 添
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表4 SF(+)株 よ りSauton寒 天培地 上に分離せ られた菌株のHemin要 求性 とINHの 耐性度

(コ ロニー数算定)

表5 supporting effectの 検 討

(
基 本培 地:1.5%Sauton寒 天 培 地,培 養10日 間

SF(+)株 お よび竹尾株感性株

接 種 菌 量:0.01μg/0.1ml,コ ロニ ー数 算 定
)

加 し た1.5%Sauton寒 天 培 地 に継 代 し,次 第 に 耐 性

を上 昇 せ し め,表7に 示 す とお りINH10μg/ml加

培 地 に発 育 す る コ ロニ ー を得 た 。

IV.SF(+)株,SF(-)株 のINHに 対 す る

表6 Hemin,焦 性 ブ ドウ酸 ナ ト リウ ム,ク エ

ン酸 鉄 ア ンモ ンの,SF(+)株 に対 す る

supporting effectを 示 す最 低 濃 度

(SF(+)株
,接 種 菌 量:0.01μg/0.1ml

培 養10日 間,基 本 培 地:1.5% Sauton寒 天 培 地)

表7SF(-)株 のINH耐 性度の上昇

(培養5日 間,発 育 コロニ ー数算定)

継代 は前 回の最 高濃度培地に発育 したコロニーを使 用す る。*印

培地 はINH加1.5%Saton寒 天培地(S-Aと 略)

耐性度

SF(+)株,SF(-)株 の,INHに 対する耐

性度を焦性 ブドウ酸 ナ トリウム25μg/ml加Sauton

培地 において検査した。使用したSF(+)株 は 分離

後,5μg/mlHemin加 培地に,SF(-)株 は分離後

Sauton寒 天培地に2代 継代したものである。接種菌量

は培 地 当 り0.5μgで あ る。 表8に 示 す とお りSF

(+)株,SF(-)株 いず れ も低 濃 度 のINHに 対

し て耐 性 を示 し た 。

考 案

Fisher1)2)が 液 体 の 合 成 培 地 に おい て,one step
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表8 INHのSF(+)株,SF(-)株 お よび

感性株に対するMIC(最 小発育阻止濃

度)μg/ml

(培 地:25μg/ml焦 性 ブ ドウ酸 ナ トリウ ム加Sauton培地,接種 菌 量:0.5μg/2ml)

selection methodに よ り得 た,H37Rv株 のINH耐

性 株 がgrowth factorと し てHeminを 要 求 す る こ と

を報 告 して 以 来,結 核 菌 のINH耐 性株 の 栄 養 要 求 性

に 関 して,Cohnら3)4),Middlebrookら5),Barryら

6),Knox7)に よ り,多 くの 仕 事 が な され て い る。 また

Jensen8)はSM耐 性 のMicrococcus pyogenesに お

い て,Beljanski9)はEscherichia coliに お い て,

Hemin要 求 株 を分 離 し そ の細 菌 学 的,生 化 学 的 意義 に

つ い て 検 討 を 行 な っ て い る。Fisherは 彼 の 分離 した

Hemin要 求 株 が,3～4回,7日 ご とにTween-Albu-

min培 地 中 に,INHを 添 加 す る こ とな く 継 代 せ られ

るな らば,INHに 対 す る抵 抗 性 は 保 た れ て い るが,

growth factorの 要 求 性 は 消 失 す る と し,INHを

0.05μg/ml添 加 したTween-Albumin培 地 中 に 継 代

す るな らば,10週 間 は そのgrowth factor要 求 性 は 安

定 で あ つ た と述 べ て い る。Cohnら は 前 述 し た よ うに,

INH耐 性 のR株(Rx株 とRy株 の混 合)お よびRy

株 を分離 し,Rx株 は栄 養 要 求 性 に 厳 格 で あ り,Ry株

は 栄 養 要 求 性 に 厳 格 で な い と した 。 さ らにCohnら

はHemin,焦 性 ブ ドウ酸 ナ ト リウ ム,ク エ ン酸 鉄 ア ン

モ ンが 真 のgrowth factorで は な く,夾 雑 す るMnイ

オ ンの 発 育 抑 制 作 用 を中 和 す る もの と述 べ て い る 〇Ba-

rryら は8株 のINH耐 性 株 が 菌 株 に よ り,そ れ ぞ

れ 異 なつ た栄 養 要 求 性 を もつ ので,単 一 な機 構 に お い て

は そ の本 質 を説 明 で きない とし て い る。

著 者 は 実験 結 果1に 示 し た ご と く,INH100μg/ml

のone step mutantsよ り,1.5% Sauton寒 天 培 地

上 の 発 育 にHemin,焦 性 ブ ド ウ酸 ナ ト リウ ム,あ るい

は通 常 量 の10倍 の クエ ン酸 鉄 ア ンモ ンを 必 要 と す る

SF(+)株 を分 離 し え たが,こ の菌 株 か ら1.71×104

の分 離 率 でSF(+)株 と,発 育 の 遅 延 したsupporting

 factor非 要 求 性 のINH耐 性株 の 混 合 した 菌 株 が得

られ るの で,こ のSF(+)株 は 実験 に示 され た よ うな

継 代 法 に よつ て の み,supporting factor要 求 性 に 関 し

て純 粋 性 が保 た れ て い る と考 え られ る。 ま た か か る菌 株

がHeminな どを含 ま な いINH100μg/ml加Sau-

ton寒 天 培 地 に分 離 せ られ た の は,培 地 当 り1mg(湿 菌

量)と い う多量の菌が 接種せ られ,生 残つたmutants

は培地当り286コ ロニーにす ぎないので,生 残つた菌

が死滅した菌体内の有効成分を利用したと考えることが

妥当と思われる。また逆に,SF(+)株 よ り1.71×

10-4の 分離率でSauton寒 天培地に分離 せ られた菌

が,完 全なsupporting factor非 要求株で ないことは,

SF(+)株 の 菌体内において 少量では あるが 通常の

Sauton寒 天 培地において も生存で きるような有効物質

をつ くつていると考えられる。

supporting factorと して有効であつた物質の相互関

係にっいては,supporting effectの 本質を明 らかにす

るために,今 後の実験において検討を行なう予定である

が,少 なくとも現段階においていい うることは,焦 性ブ

ドウ酸ナ トリウムはTCA-cycleの 一員 としての働 きに

よるものではない。

次1にSF(+)株,SF(-)株,感 性株のINH

に対す る耐性度を検討するさいに,Sauton培 地 に焦性

ブドウ酸ナ トリウムを添加したのは,SF(+)株 の発

育を支持するためであつたが,焦 性ブドウ酸ナ トリウム

はINHに 拮抗するのでINHの 耐性度を見樹上や

や高めている点を考慮しなくてはならない。

これ らのsupporting factorの 要求性とINHの 耐

性との間には,SF(-)株 の耐性上昇を通常のINH

加Sauton寒 天培地上になしえた事実により直接的関係

はない。しかしなが ら,SF(+)株 の分離の第1段 階

は,INH100μg/ml加 培地においてなされ,ま た感

性株にはかかる特性を有す る菌株が得 られないことによ

り,INH耐 性 とは間接的な関係を有す るものと思わ

れる。これ らの点に関しては,こ れ らの菌のINH耐

性 出現機序において占める役割,ま たこれ らの菌の生物

学的特性を今後の実験において確かめることによ り明ら

かにせ られなくてはならない。

結 論

1)鳥 型菌竹尾株か ら,INHに 対 して軽度の耐性

(焦性 ブドウ酸 ナ トリウム25μg/ml加Sauton培 地

において,INHのMICが 感受性株の8～16倍)

を有し,1.5%Sauton寒 天培地においてはその発育に

supporting factorを 必要 とする菌株SF(+)株 と,

supporting factorを 必要 としない菌株SF(-)株 を

それぞれ分離した。

2)SF(+)株 をHemin 5μg/ml加1.5% Sa-

uton寒 天培地上に6代 継代することにより,supporting

 factorの 要求性に関して全 く純粋 かつ安定で あること

を知つた。

3)SF(-)株 をINH加1.5% Sauton寒 天

培地に継代することに よりINH耐 性 を上昇 せしめ

INH10μg/ml加Sauton寒 天培地に発育するコロ
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ニー を得た。

4)supporting factorと して有効で あつたのはHe-

min3.2μg/ml,焦 性 ブドウ酸ナ トリウム25μg/ml,

クェ ン酸鉄アンモン500μg/mlで あつた。

5)SF(+)株 よ り1.71×10-4の 分離率でINH

耐 性の1.5% Sauton寒 天培地上においては,発 育の

遅延する菌株 とSF(+)株 の混合菌株 を得た。

稿を終わるにあた り,御 校閲を賜わつた 日比野進教授

および橋本郁博士に深甚なる謝意を表わす とともに,御

指導を賜わつた田中伸一博士に深謝いたします。

本論文の要旨は,第34回 日本結核病学会総会におい

て発表した。
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