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1緒 論

化学療法剤の広く使用されるにつれて,醗 性結核菌の

感染による発病が報告 されている1)～6)。 したがつて耐

性検査は従来のように単に化学療法剤を使用したときに

耐性菌が出現するか どうかを検査す るだけではなくて,

化学療法をしないときに認め られた耐性菌がはたして耐

性結核菌の感染によるものか,あ るいは自然耐性菌であ

るのかを判定す る必要に迫 られている。ストレプ トマイ

シン(以 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)の 自然耐性菌にっいては厚生省 結核療

法研究協議会の成績を柳沢7)が 報告 しているが,詳 細

についてはふれていない。

それでここではSM,PAS,INHに 対 して全 く

感性である2株 の保存人型結核菌を耐性検査の培地に

種々の量を接種して8週 間にわたつて観察し,自 然耐

性菌の実態をつかむとともに,こ れ らの成績か ら,現 在

実施 されている検査方法について2,3検 討 したので御

批判を仰 ぎたい。

11実 験 方 法

① 菌株

H37Rv株,黒 野株を用いた。両菌株 ともに 毒力の強

い保存人型結核菌 であって,SM,PAS,INHに

対 しては感性である。

② 培地

所定混入濃度の50倍 量のSM,PAS,INHの

溶液 を作 り,こ れを506宛 分注 して凝固滅菌 した1%

小川培地に0.106宛 流 し込み,全 斜面 を潤 し,1晩

37QCの 贈卵器に保存して乾かし,培 地166に ついて

次のような混入濃度の1系 列の培地を作つた。

SM… …100γ,10γ,1γ,0γ

PAS… …100γ,10γ,1ッ,0.1γ,0γ

INH… …100γ,10γ,1γ,0.1γ,0ッ

③ 培養の方法

④ 第1回 目の検査

1%小 川培地2週 間培養 のもので滅菌蒸留水に よ

り菌浮游液を作 り,SM,PAS,INHを 混入して

作つた1系 列の耐性検査培地に,5チ%9,12%9,1℃-

17mg,10-2mg,10-3mgを0.160宛 に含ませて 培養

し,斜 面を全部潤し,斜 面台に水平にねかして1晩37

。Cの 購卵器で乾燥し
,翌 日ゴムのキャップに変えて,

立てて培養し,1週 ごとに8週 まで観察した。 なお接

種菌数の多い 列では高濃度の抗結核剤の混入のところ

に,集 落の発育する頻度が多いことが考え られるので,

これ らの菌株を多く集めるために52π9,1〃29等 の接

種菌量の多い列は同一の検査培地の2～5列 に同時に培

養した。

⑭ 抗結核剤の濃度の高い培地に発育した集落の再

検査

継代をしないで,集 落を認めてか ら1～2週 の うち

に,そ の全部をか きとって菌液を作 り,SM,PAS,

INHを 前 同様に混入した1系 列の1%小 川培地に

10-1mg,10-2勉g,10-3mgを 接種 して4週 まで観、

察した。

④ 判定

④ 第1回 目の検査

種々の菌量を接種した場合,対 照 とほぼ同数の集落を

認めた抗結核剤の最高の 濃度で,し か も8週 間の観察

において,そ れよりも10倍 量混入されてい る培地に集

落の発育を認めない場合は,そ の濃度をその感性菌の最

高発育濃i度とし,そ の最高発育濃度の10倍,100倍,

1,000倍 等の濃度の混入されている培地に発育した集落

を,自 然耐性菌 とよぶことにす る。

@抗 結核剤の濃度の高い培地に発育した菌株の再

検査

自然耐性菌の出現しないもつとも多い接種菌量すなわ

ちSMで は10-3mg,PASで は10mg,INHで

は10-2mgの 接種 において発育した最高濃度を もつ
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て,そ の菌の耐性値とした。

III実 験 成 績

(SM,PAS,INHに 対する感性菌の 最高発

育濃度 と自然耐性菌の出現の状態

④H37Rv株

成績は表1に 示した。SMに ついてみると,1℃3

mgの 接種では8週 観察 でも,1γ までの 発育であっ

て,10γ で は発育していない。接種量が それよりも多

い1℃1mg,10-2mgで は5週 および4週 にそれぞ

れ2コ の少数の集落 を10γ に認めるし,さ らに 多い

1mg接 種 では,3週 で107に50コ の集落数を認め

てい る。5mgの 接種 では1週 で 無数の集落が10ツ

に発育しているし,100γ に5コ の集落を認めている。

それでSMで は1γ は最高発育濃度 とみる ことがで

きるし,100γ,10γ に発育した集i落は自然耐性菌 とみ

ることができる。

同様の見方をすればPASで は0.1γ が 最高発育

濃度であって1γ に発育した ものは自然耐性菌といえよ

うし,INHで は く0.1γ が最高発育濃度であって,

10γ,1γ,0.1γ に発育した ものは 自然耐性菌 とい う

ことができよう。

⑭ 黒野株

成績 は表2の ようである。黒野株において も全 く同

様であることは,表2に みられ るようで あって,H37

Rv株 と同様に最高発育濃度はSMで は17 ,PAS

では0.1γ,INHで は く0.1γ である。 そして自

然耐性菌 もH37Rv株 と ほぼ同様の傾向において 認め

る。

② 自然醗性菌の出現の頻度,集 落数および集落の発

育するまでの期間

上述のような接種の仕方で同一接種菌量を何系列かた

てて,自 然鰍性菌の出現の株数,集 落数,集 落の発育の

期闘等について,総 括 してみると表3,4,5の よ うに

なる。

④ 頻度

まず自然耐性菌の出現の頻度は,SMで は表3の よ

うに感性菌の 最高発育濃度の100倍 の100γ および

10倍 の107の みについてみた。100γ の 自然而f性菌1

はH37R▽ 株 では5mg,1mgの よ うに接種菌量の多

い8列 か らは6株 みているが,10-1～10-3mgの よ

うに接種菌量が少ない5列 中か らは1株 も耐性菌は認

め られない。黒野株でも1mg接 種の5列 か らは4株

語めているが10-1～1℃3mgの4列 か らは1株 も認

めない。また10γ の自然繭性菌はH37Rv株 では5

7π9,1mg接 種の8列 か らは8株 に の うち6株 は

100γ に も発育してい る),10-1～10-3mgの5列 か ら

は3株 認めている。黒野株においても,1mg接 種 の

5列 か らは5株(う ち4株 は100γ に も発育 してい

る),10-1～10-3mg接 種 の4列 か らは3株 の自然耐

性菌を認めている。

次にPASで は表4の ように感性菌の 発育する最

高発育濃度の1,000倍 の1007の 自然耐性菌はH37Rv

株,黒 野株 ともに接種菌量の如何にかかわ らず1株 も認

めない。100倍 の10γ ではH37Rv株,黒 野株 ともに

接種菌量の多い5mg,1mgで は それぞれ9列 中の

1株,10列 中の1株 に 自然耐性菌 を認めて いるが,

10-1mg接 種 では両株 ともに認めていない。次に10倍

の1γ ではH37Rv株 では5～1mgの3接 種では9列

中の8株(う ち1株 は10γ に も発育 している),黒 野

株では10列 中の7株(う ち1株 は10γ に も発育 し

ている)に 自然耐性菌 を認めるが,1℃1mg接 種では

両株とも発育 していない。

次にINHで は表5の ように最高発育濃度の10,000

倍 の100γ では両株 ともにそれぞれ12列 および13列

実施しているが,接 種菌量の如何にかかわ らず1株 の自

然耐性菌 も認めない。次に1,000倍 の10γ で はH3τ

Rv株 で は大量の5mg,1mg接 種の10列 中 より5

株,黒 野株では10列 中の7株 に 自然醗性菌を認める

が,10-1～10-3mg接 種 では,そ れぞれ2列 および3

列 実施しているが,1株 も自然耐性菌は認めていない。

次に100倍 の1γ ではH37Rv株 では 大量接種の10

列 中の9株(う ち5株 は10γ に も発育 している),

黒野株では10列 中10株(う ち7株 は10γ に も発

育 している)に 自然耐性菌を認めるが,10-1～10-3mg

の少量接種ではいずれも自然耐性菌は認めていない。次

に10倍 の0.1γ で は大量1接種ではH37Rv株,黒 野

株 ともにそれぞれ10列 を実施しているが,そ の全例に

自然耐性菌 を認めている(H37Rv株 ではそのうちの9

株,黒 野株では10株 が1～10γ に も発育 している)。

10-1～10-3mg接 種 では2列 中の1株,3列 中の1

株 に自然耐性菌が発育している。

@集 落数

表3,4,5で み るようにSMに おける100γ,

PASに おける10γ,INHに おける10γ のよう

に高度の 自然耐性菌では接種菌量の如何にかかわらず

10コ 以下の少ない集i落であるが,こ の中でもPASは

1コ,3コ で あつて,こ の3者 の中では もつ とも少な

い。醗性の度の低いSM10γ,PAS1γ,INH

1γ,0.1γ の自然漏性菌では接種菌量の如何にかかわ

らずPASは や はりもっ とも少なくて1～6コ であつ

て,INHは これより多少多くて2～16コ で ある。 も

つとも多いのはSMで あって,接 種菌量の多い5mg,

1mgで は多i数のものも認め られ るが,接 種菌量の少な

い例では10コ 以下である。

◎ 集落の発育す るまでの期間
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表1H37Rv株 のSM,PAS,INHに 対 す る

注:1)一 は集落の発育 を認 めぬ こと,数 字 は実 際の集 落数,〓 ～〓 は無数の集落数 を示 す。

2)○ を付 した ものは再 検査を実施 しれ ものであ る。

表2黒 野株のSM,PAS,INHに 対する

注:表1に 同 じ。

表3,4,5で み るように 早いのはSMで あって,

1～2週 間で耐性菌を認めるものがある。次にPAS

とINHで は前者に比 して達れて発育しているが,耐

性の度の低いところでは,そ れで も2～3週 で発育して

いるもの もある。なお両者の差ははつきりしない。

③ 自然耐性菌と推定されるものの耐性の再検査の成

績

これらの自然耐性菌とみられるものの大部分のものを

再検査した。

まずSMの 自然耐性菌の再検査の成績をみると表6
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最高発育濃度 と自然耐性菌の出現の状態

最高発育濃度と自然醗性菌の出現の状態

のようにH37Rv株 で100γ に 発育 し た6株 は 全部

1007に 発育した。107に 発育したものは,2株 が100γ

で あつて,残 りの9株 は10γ であつた。

次に黒野株の100γ に発育 し74株 では,2株 が

1007,2株 が17で ある。10γ に発育 したもの8株

中5株 が10γ で あつて,1株 は100γ ・2株 は1γ

であつた。この中の1株 は5週 で5コ の集落を認め

7Cも のを再検査したものぞ あつ7Cが,10-3mgの 接種

では対照に4コ の集落を認めた ものである。 この株は

10-mg接 種で もやはり17で あった。他の1株 は
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表3SMに 対する自然耐性菌の出現の頻度,集 落数および集落の発育するまでの期間

注:1)集 落数および集落の発育するまでの期間は2株 以上の ものについては,そ れぞれ最小～最大を示す。

2)発 育した集落数の項 目中の()は その系列に後で100γ の耐性菌を認めたものを示す。

表4PASに 対する自然耐性菌の出現の頻度,集 落数および集落の発育するまでの期間

注:1)表5の 注1)に 同 じ。

2)()は 後 で10γ に発育 し大株数 を示す。

2週 後 に無数の集落を認めたものを再検査したもので,

その後5週 で100γ に5コ の集落を認めたもので あ

って,1℃3mgの 対照の集落 も多かつたのであるが 自

然耐性菌ではない。

以上の成績中H37Rv株 の100rに 発育 した もの11

味中初回の検査で 同じ薬剤の100ツ の濃度に 発育 した

ものが6株 あつたし,黒 野株の107に 発育 した8株

Itでも後で同一の薬剤の1007に 発育したものが4株

あつた。

次にPASの 成績は表7の ようにH37Rv株 の10

t自 然耐性菌の1株,黒 野株の1γ の自然醗性菌の1

朱が再検査で発育を示さなかつたので,こ の2株 をと

り除いて検討することにする。 まずH37Rv株 の1γ

で発育した7株 は10γ が4株,1γ が3株 で あっ

た。次に黒野株の10γ 自然醗性菌1株 は10γ であ り,1

γ 自然耐性菌の6株 の中の1株 は不発育なので残 りの

5株 についてみると100γ が1株,1γ が3株 ,0γ

が1株 であつた。

次にINHの 成績は表8に 示すようで あつて,10

γ および1γ の自然耐性菌についてのみ検査し,0.1γ

に発育した自然耐性菌は検査していない。不発育が3株

あつたのでこれを除いたものについてみると,そ の全部

が発育した濃度あるいはその10倍 量の濃度において耐

性を示していた。

以上のようにSM,PAS,INHに 認 めた自然耐性

菌の大部分は,そ の再検査では,そ の濃度あるいはそれ



1960年9月 627

表51NHに 対する自然耐性菌の出現の頻度,集 落数および集落の発育するまでの期間

注:1)表5の 注1)に 同じ。

2)1γ の欄2)()は 後で10γ に発 育した菌株 数 を示 す。0.1γ の欄 の()は 後 で1γ に発 育した菌諌数 を示す。

表6SMに 対する自然耐性菌の再検査の成績 表7PASに 対する自然耐性菌の再検査の成績

注:1)表 中の数字は株数を示す。

2)― は判定の基準にした接種菌量。

よ り高い濃度 において耐性を示すものが大部分であつた

が,耐 性の度合をみると,そ の濃度に発育したものより

も高い濃度の耐性を示したものの もつとも多いのはI

NHで あ り,次 にSMで あ り,PASは その傾向が

もつとも弱かった。

IV総 括および考察 注:表6に 同じ。
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表81NHに 対する自然耐性菌の再検査の成績

注:表6に 同 じ。

私はH37Rv株,黒 野株の2株 を用いて実験したが,

自然耐性菌の点については両株は全 く同様の傾向を示し

た。私の実験はこの2株 だけで あって,こ の 成績が感

性菌のすべてに当てはまるかどうかは分か らないが,こ

こでは実験した2株 の成績 を基 として,鰍 性検査の方法

や判定について2,3私 見 を述べてみたい。耐性の検査

においては,自 然耐性菌が出現してくる可能性のあるこ

とは私の実験が示したようである。自然耐性菌が混入し

てくると種々の混乱が起 こるか ら自然耐性菌 の 出現 を

極力避けなければな らない。自然耐性菌の発育をみない

接種菌量はSMで は10-3mg,PASで は1℃17ng,

INHで は10-2mg以 下 であって,こ の 接種菌量よ

りも多いと自然耐性菌が出現する。わが国の検査指針8、

では間接法では10-3mg,10-4mgを 接 種 す る とい

うことになつてい るか ら,自 然醗性菌の出現を避ける意

味か ら考えると,こ の接種菌量は理論にかなっていると

いえよう。

次に自然耐性菌の発現は間接法では一応このようなこ

とで避けることはできるが,し かし実際問題として,直

接法の場合は必ずしも接種菌量が1℃3初9以 下のよ うな

状態にもつていけるとはか ぎらない。自然耐性菌 と推定

されるものは,再 検査してみると,大 部分発育した濃度

あるいはそれ以上の濃度に耐性である。しか もわれわれ

の実際に観察 している3～4週,あ るいは5～6週 の期

間内でもみ られる。したがつて直接法において接種菌景

の多い耐性検査の場合には,化 学療法を実施しないのに

出現した耐性-菌については,耐 性菌の感染か,自 然醗性

菌なのかを鑑別する必要があるし,化 学療法剤の使用中

あるいは使用後に発現した耐性菌についても自然耐性菌

なのか,あ るいは化学療法剤の投与によつて獲得された

真の意味の耐性菌かの鑑別をしなければな らない。

まず 自然耐性菌はINHに おいては10γ,SM,

PASに おいては100γ,10ツ のような比較的高度の

ものをみるが,こ れ らはいずれ も集落数が10コ 以下で

あって,し か も接種菌量が多い ときにか ぎってい る。ま

たそれ以下の比較的低い 耐性のものでも,PASで は

1～6コ,INHで は1～38コ のように自然耐性菌の

集落数はいずれ も少ないが,SMで は 接種菌量の 少な

い ときは1～5コ のように発育する集落数は少ないが,

接種菌量の多い ときは無数のこともしばしばみ られる。

それで直接法で高い耐性を示すものでは,集 落数が多い

ものは耐性菌の感染によるか化学療法剤の投与によつて

耐性となつた耐性菌で10コ 以下の少ないものは自然醗

性菌と考えて よいであろう。 低い耐性ではINH,P

ASに おいては集落が多い場合は,や は り耐性菌の感

染によるか化学療法剤の投与によつて耐性を獲得した鰍

性菌で,少 ないときは 自然耐性菌 と考えるべ きで あろ

う。SMで は集落の少ないときは 自然耐性菌 と考えて

よかろうが接種菌量の多いときには自然耐性菌であって

も沢山の集落を認めるか ら,こ の場合は自然耐性のこと

も考慮 して慎重に判定すべ きであろう。

なお自然耐性菌の出現する頻度をみると,SMで も

っ とも多く,つ いでINHで あ り,も つとも少ないのは

PASで ある。集落数の もつとも多いのはSMで あ

って,次 にINHで あ り,も つとも少ないのはPAS

で あ ること,ま た発育するまでの期間がもつとも早いの

はSMで あることなどはこの事実を裏書きするもので

あろう。したがつて直接法による耐性検査ではSMに

耐性が認め られた場合は,自 然耐性菌が多いことを考慮

に入れて成績を判定しなければな らない。

V結 論

SM,PAS,INHに 対 して感性である保存人型

結核菌H37Rv株,黒 野株を培地1ccに ついて,こ れ

らの抗結核薬が100γ,10γ,1γ,0.1γ,07と 混入
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された1系 列の1%小 川培地に5mg,1mg,10-1

mg,10-2mg,10-3mgと 接種し8週 まで観察し発

育した自然耐性菌の実態につき実験した結果,次 のよう

な成績を得た。

① 検出の頻度:も つ とも多かつたのはSMに 対す る

ものであり,次 にINHで あつた。PASは もつと

も少なかった。

② 検出と接種量:SMで は5～10-2mg,PAS

で は5～1m9,INHで は5～10-1mgの 接種菌1量

において自然爵性菌を認めたが,10-3mgで は抗結核薬

のいずれを問わず自然耐性菌を認めなかつた。

② 耐性の度:最 高の ものをみるとSMで は100γ,

INHで は10γ,PASで は107で あつた(た だ

しSMで は1,000γ は検査していない)。

④ 集落数:SMで は100γ の繭性菌では,い ずれも

10コ 以下であるが,10γ の醗性菌では無数のものもあ

つた。INHで は100γ の ものでは10コ 以下である

が,17で は もつとも多いもので16コ であ り,0.1γ の

耐性では38コ であった。PASで は さらに少なくて

10γ のものも1γ のものも大部分は1～3コ であっ

て,も つ とも多い もので も6コ であつた。

⑤ 出現す るまでの期間:SMが 比較的早 くて,早

いものでは1～2週 でみられた。PASで は1株 だけ

2週 で,他 は4週 以後 で あ つ た 。 ま たINHで はい ず

れ も4週 以後 で あ つ た 。

(う 航 結 核 薬 の濃 度 の 高 い培 地 に発 育 し た耐性 菌 株 の

再 検 査 の 成績1大 部 分 は そ の発 育 し た濃 度か あ るい は そ

れ の10倍,100倍 量 の濃 度 で も発 育 す る鰍 性 菌 で あ つ

た 。

慶 応 義 塾 大 学 医学 部 石 田二 郎 教 授,北 里 研 突 所 付 属 病

院 小 川 辰 次部 長 の御 指 導 と御 校閲 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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