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It was previously reported that a marked developement of INH-and SM-resistance was obser

ved in experimental tuberculosis in mice infected with low resistant tubercle bacilli obtained in 

vitro.

In the present paper, studies on the developement of KM-and TH-resistance in vivo was 

carried out under the same condition as that previously reported .

H2 strain of tubercle bacilli was inoculated to Dubos medium containing 1ƒÁ/ml of KM or 

1ƒÁ/ml of Th, and after 10 days' incubation in the former and 2 weeks' incubation in the latter 

the resultant bacilli which became incompletely resistant to 1ƒÁ/ml of KM or to 5ƒÁ/ml of Th 

were injected intravenously to mice in 0.1mg amount . Two weeks after the infection, the 

treatment of these animals were started by administering relatively small dose of KM (0
.8mg

 daily) or Th (0.2mg daily) for 3 (KM) and 2 (Th) months at the longest .

The resistance of isolated bacilli was measured by Youmans medium for KM and by You

mans medium and modified Kirchner agar medium for Th .

The results obtained were as follows.

1) The strains isolated from the mice infected with sensitive H2-strain and treated with 

KM or TH, showed no resistance to these drugs .

2) The strains isolated from the mice infected with KM-low resistant H2-strain and trea

ted with KM alone, KM combined with cycloserine (CS)
, and KM combined with sulfisoxazole

 (SI), showed partial resistance to 10ƒÁ of KM. Combined use of CS and SI presented no inhibi

tory effect to the resistance developement of KM.

3) The strains isolated from the mice infected with TH-low resistant H2-strain and treated 

with TH alone, showed partial resistance to 20ƒÁ of TH .

The strains isolated from the animals received combined treatments with Th+CS
, Th+SI,

 Th+KM and Th+KM+CS, revealed the resistance to 20ƒÁ of Th in spite of the marked 

decrease of the viable counts from the lungs.

The combined use of CS, SI, KM, KM+CS with Th effected only a slight retardation of
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resistance developement to Th.

These results suggests that also in the use of secondary drugs the negative conversion of 

tubercle bacilli in the early stage should be an important aim and that sufficient cares must be 

paid to the appearance of low resistant bacilli.

緒 言

前報1)において私は,人 型結核菌H2株 をin vitroで

短 時日INHま たはSMと 接触させて得た低感受性菌を

マウスに接種 し,感 染2週 後か ら比較的少量の抗結核薬

で最長2カ 月に及ぶ化 学 療 法 を実施 して,in vivoの

INH耐 性 ならびにSM耐 性上昇の状況を検討 し報告 し

た。

今回は同様の実験を二次抗結核薬であるカナマイシン

(KM)な らびにエチオナ ミド(TH)に ついて実施 し,

in vitroで 得た低耐性菌のin vivoのKM耐 性 ならび

にTH耐 性の上昇の状況を観察するとともに,こ れに対

し他種抗結核薬を併用した場合の影響について,と くに

TH耐 性上昇についてはTH+KM+CS併 用を中心に検

討を加えた。

実 験 材 料

使 用 菌 株(表1)

1) KM低 感受性菌(H2-KM-LowR株)と して人

型結核菌H2株 の大量を1γ/mlKM加Dubos培 地に

接種 し10日 間均等培養 したものを用いた。その動物接

種前のKM感 受性は表1の ごとくで,Youmans培 地に

Table 1. Drug Sensitivities and Viable 

Counts of the Strains Used

H2-KM-Low R: H2 strain cultured 10 days in Dubos'

 medium containing 1ƒÁ/ml or KM.

H2-TH-Row R: H2 strain cultured 2 weeks successively 

in Dubos medium containing 1ƒÁ/ml of TH.

1+•`10+: denotes the degrees of prolifration in You

mans medium.

お い て1γ/ml不 完 全 耐 性 を示 し てい る。

2) TH低 感 受 性 菌(H2-TH-LowR株)と し て ば

H2株 の大 量 を1γ/mlTH加Dubos培 地 に 接種 し2週

継 代 恒 量均 等培 養 した もの を 用 い,そ の動 物 接 種 前 の

TH感 受 性 は 表1の ご と くYoumans培 地 に お い て5

γ/ml不 完 全 耐 性 を示 して い る。

3)　 対 照 と してH2株 のDubos培 地 に 均 等 培 養 した

も の を用 い た。

使 用 動 物

前報1)と 同 じ く,dd系 マ ウ スの 生 後4週,雄 性,体 重

15gな い し17gの も のを 用 い た 。

使 用 抗 結 核 薬

KM,THの ほ か に 併 用 剤 と して スル フ イ ソキ サ ゾ ー

ル(SI),サ イ ク ロセ リ ン(CS)を 用 い,KMお よびCS

は 蒸 溜 水 に とか し,SIお よびTHは 難 溶 性 の た め に

1%にCarboxyl-methyl-celluloseを 加 え て 乳 剤 と し,

KMの み 筋 注 と し,他 は ゾン デ を用 い 経 口投 与 した。

薬 剤 投 与 量 は 前 報1)に 準 じて 人 間投 与 量 のpro.kgよ

りマ ウ ス体 重 に 換 算 して,KM0.8mg,TH0.2rng,

CS0.2mg,SI0.8mg毎 日 と した 。

実 験 方 法

1) KM耐 性 上 昇 に 関す る 実験 方 法

H2株 お よびH2-KM-LowR株 のDubos培 地 均 等 培

養 した も の0.1mgを そ れ ぞ れ マ ウ ス尾 静 脈 内 に 接 種

し,感 染2週 後 よ り治療 を 開 始 した 。

マ ウス の編 成 はH2接 種 群 ではKM単 独 治 療 を 行 な

い,H2-KM-LowR株 接 種 群 で は1)KM治 療 群,2)

KM・CS併 用 治 療 群,3)KM・SI併 用 治療 群 の3群 と し

た 。

感 染2週 後 よ り治 療 を 開始 し,42日,55日,70日,

91日 後 に屠 殺 剖 検 し,肺,肝,脾 の 腫脹 お よ び 結 節 形

成 の程 度 を 観 察す る と とも に,肺 乳 剤 か ら1%小 川 培地

に分 離 培養 され た菌 集落 を さ らにDubos培 地 で 均 等 増

殖 し,そ の0.01mng相 当 菌 量 を,0,1,2,5,10,20

γ/mlKM加Youmans培 地 に 接 種 して 感 受 性 試 験 を 行

な つ た 。 判 定 は2週 後 に わ れ わ れ の 研 究 室 で 定 め て あ る

0よ り10+に い た る11段 階 の菌 増 殖 度 の基 準 に よつ

た 。

2) TH耐 性 上 昇 に 関 す る実 験 方 法

H2株 お よ びH2-TH-LowR株 を用 い,H2接 種 群 で

は放 置群 お よびTH単 独 治療 群 を お き,H2-TH-LowR
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株接種群では1)放 置群,2)TH治 療群,3)TH・SI併

用治療群,4)TH・CS併 用治療群,5)TH・KM併 用治

療群,6)TH・KM・CS3者 併 用 治療群の6群 を編成 し

た。

感染2週 後より治療を開始し,25日,43日,60日 に

屠殺剖検 し,肺,肝,脾 の重量を測定 したのち,前 報に

準 じて,肺 についてさらに全肺を生理的食塩水5mlと

ともにホモジナイザーで乳剤 とし1%NaOH液 で10倍

に 稀釈 した。

25日 治療群についてはその0.1mlを1%小 川培地

に接種 して培養し5週 後にその集落数を算定するととも

に,感 受性試験はこのDubos培 地 に均等増殖 したもの

につき,0,1,2,5,10,20,50γ/mlTH加Youmans

培 地に接種 して型のごと くに施行 した。43日 治療群お

よび60日 治療群では1%NaOH液 の か わ りに3.%

NaOH液 で10倍 に稀釈したのちその0.1mlを 小川2)

らのKirchner寒 天変法培地(Kirchner寒 天 培地の第

一燐酸カリウムの規定量,す なわち基礎液100mlに 対

して0.4gの 量を増加 して1.0gに して作つたもの)

に接種し直接法により5週 後に集落数を算定した。

実 験 成 績

Table 2. Appearance of KM-Resistant Bacilli in the Lungs of Mice

1) Macroscopic findings: -, •} +, ++, +++right denotes the degrees of swelling. left denotes the degrees of tubercle 

formation.

2) Youmans medium was employed for the measurement of KM. resistance.

3) 1+•`10+: denotes the degrees of Proliferation in Youmans medium.
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1) KM耐 性上昇に関する実験成績(表2)

感 受性H2株 を接種 しKMで 治療した群では,91日

治療の1例 のみ1γ のところで菌増殖がみられたが,他

に1γ 以上の耐性菌の出現はみられなかつた。

低感受性H2-KM-LowR株 を接種した群では,KM

単 独,KM・CS併 用,KM・SI併 用のいずれの群におい

てもかな り顕著な耐性上昇がみ られた。すなわち5～10

γ 不完全ないし完全耐性を示したものはKM群9例 中

7例,KM+CS群6例 中4例,KM十SI群9例 中7例

であつた。またこの耐性上昇は42日 治療のものか らす

でに認められたが,20γ/ml以 上 の高度耐性菌の 出現は

み られなかつた。

単独治療 と併用治療の聞に,CSま たはSI併 用 では

KM耐 性菌の出現に関して有意の差は認められ な か つ

た。

また臓器の肉眼的所見 として腫脹および結節形成を観

察 したが,こ れ らの所見 と耐性上昇との間にもとくに関

連性は認められなかつた。

2) TH耐 性上昇に関する実験成績(表3,4)

感 受性H2株 を接種しTHで 治療 した群 では60日

治療例でもKirchner寒 天変法培地上で10γ 以上に集

落の発生をみず,全 く耐性上昇を認めなかつた。

低感受性H2-TH-RowR株 を接種 しTHで 治療した

群ではほとんど全例に10γ/ml以 上の不完全あるいは完

全耐性が観察された。すなわち,

(1) 25日 治療の場合:

TH単 独治療の2例 はいずれも20γ/ml不 完全耐性を

示 した。TH+SI,TH+CS,TH+KM,TH+KM+CS

群 では20γ/mlの ところに耐性菌の出現をみなかつた

が,TH+CS群 の1例 を除 きいず れも10γ/ml不 完全

耐性を示 し,単 独治療 と併用治療の間にわずかの差を生

じている。

(2) 43日 以上治療の場合:

TH単 独治療群はもちろん,TH+SI,TH+CS,TH+

KM,TH+KM+CS併 用群にも20γ/ml耐 性菌の出現

がみ られた。

各併用群間の耐性菌の出現状況はとくに顕著な差を示

さなかつた。併用群 とくにTH+KM+CS群 は肺内菌数

が著明に少なかつたが,し かもなお,20γ/mlの ところ

に集落の発生をみ,25日 治療のさいにみ られた単独治

療群と併用治療群の間のわずかな差はな くなつている。

総括ならびに考案

前報1)で は,第 一次抗結核薬のなか で代表的なINH

とSMを とりあげ,こ れ らに対する耐性上昇をin vivo

で観 察した成績を報告 したが,今 回は現在ひろ く使用さ

れている第二次抗結核薬のなかでもとくに強力とされて

いるKMとTHを 選び,従 来の感性菌 より出発する諸

実験 とは趣きを異にするが,前 回と同様な方法で,こ れ

ら二次抗結核薬に対するin vivoの 耐 性上昇を高率に

Table 3. Appearance of TH-Resistant Bacilli in the Lungs of Mice after 25 Days of Treatment

1) : over 200 to 500 colonies.

2) Youmans medium was employed fro the measurement of TH resistance.

3) 1+•`10+: denotes the degrees of proliferation in Youmans medium.
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観察するとともに,低 耐性菌の役割を追求せんとした。

これ らKM,THの 耐性に関しては,第 一次抗結核薬

と比べると現段階では臨床的にもまた実験的にも必ずし

も深 く研究が進展しているとはいえない。耐性検査法一

つをとりあげてもいまだにこれが確立されていないのが

現状である。以下,関 連文献を眺めながら,今 回の実験

成績について考察を加える。

In vitroに おいては比較的容易にKMお よびTH耐

性上昇がみ られる。 たとえば前田3)は1γ/ml恒 量 継代

法によつてH2株 は6代 目で100γ/mlKM完 全耐性と

なると報告し,土 持4)は増量継代法によりH37Rv株 は8

代で100γ/mlTH耐 性 を,H2株 で は9代 で50γ/ml

TH耐 性 の出現を認めている。

マウスおよびモルモットの実験的結核症における耐性

上昇は,INHな らびにSMの 場合には前報にとり上げ

たごとくかな りの数の報告がみ られるが,二 次抗結核薬

についての報告はわずかである。KM耐 性上昇について

桜井5)はモルモットの大 腿 皮 下 に 人型結核-菌H2株 を

0.1mg接 種 し,2ヵ 月後より最長2カ 月間KM10mg

毎 日をは じめ,INH,SM,PASを 含む併用治療を試み,

Table 4. Appearance of TH-Resistant Bacilli in the Lungs of Mice After 

43 and 60 Days of Treatment

1)++: over 200 to 500 colonies.
2) Modified Kirchner agar medium was employed for the measurement of TH resistance.
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KM単 独治療群よりの分離菌が10γKM耐 性 を示 した

に反 し,KM・PAS併 用群では5γ 耐性菌を得たに止り,

モルモッ トにおけるKM耐 性上昇の可能性 とPAS併

用による耐性上昇阻止を示唆する成績を報告 している。

TH耐 性上昇についてはRist6)ら は マウスに感染2週 後

より最長100日 に及ぶ治療を行ない肺よりの分 離 菌 で

20γTH耐 性菌を得たとしている。

私は,前 報1)に おいてマウス実験的結核症 に お け る

INH耐 性ならびにSM耐 性上昇について報告 したさい,

薬 剤耐性結核菌を恒常的にしかも高率に得るための条件

として,菌 側の条件,生 体側の条件,病 巣 ・菌 ・薬剤相

互のバランスの3点 より考察し,菌 側の条件として,従

来の感性菌 より出発する諸実験とは異なるが,invitro

で短時 日薬剤 と接触させ若干感受性を低下させた菌株を

使用 し,ま た病巣 ・菌 ・薬剤のバランスに対する考慮 と

して人の場合に近い血中濃度を得るよう比較的少量の薬

剤を投与することとし,さ らに肺病変の形成を待つため

に感染 と治療開始 との間に2週 間の放置期間をおいた。

今回のKM耐 性な らびにTH耐 性上昇に関する実験

方法についても前報と同様の見地にたち,さ らにその耐

性測定方法には特別の考慮を払つた。

二次抗結核薬の耐性測定方法については現在なお種々

論議の対象 とされている。すなわちKM耐 性について

梅沢7)は1%小 川培池で卵黄による吸着の結果KM耐 性

値は高 くなることを報告し,工 藤8)はKMは 小川培地で

培地への吸着により1,000γ/mlで1/2,100γ/mlで1/10

に抗菌力が低下するとし,小 川(政)も 小川培地で50

～100γ/mlで 寒天培地の1/10に 阻止力が低下するとし

ているo小 川2)(辰)はKM未 投与の患者よりの分離菌

株および保存菌株について大部分が1γ/ml以 下 の耐性

値であり,か つ接種菌量による耐性値の変動も比較的少

ない点か らKirchner寒 天培地の使用を提唱 している。

また北本10)らはYoumans培 地を用 い た 場 合 はKir-

chner寒 天培地による耐性度よりさらにやや低い値とな

ると述べてお り,液 体培地であることより吸着の考慮は

不必要とな り,真 の価を知るに適している。以上か ら,

私 はKM耐 性測定にはYoumnans培 地を用い間接法に

より実施した。TH耐 性について堂野前11)は小川培地と

Kirchner寒 天培地を比較 し,小 川培 地の10γ 耐性は

Kirchner寒 天培地の1γ 耐性に,25γ 耐性は5γ 耐

性に,50γ 耐性は10γ 耐性にそれぞれ匹敵するとし,

高橋12)も両培地で発育可能濃度はH2株 で観 察 す る と

Kirchner寒 天培地では1γ/ml,小 川培地では10γ/ml

であ り,完 全耐性度は前者は0.5γ/ml,後 者 は2.5γ/ml

で あつたとしている。工藤8)はTHの 培地への吸着によ

り50～200γ/mlで 小 川培地で1/3,Kirchner寒 天培地

で1/2に 抗 菌力が低下するとい う。私はTH耐 性につい

てはこれらの諸点を考慮し,力 価の減弱の少ないYou-

mans培 地 を用い,あ わせてKirchner寒 天培地を用い

た。

KM耐 性上昇に関する私の実験成績では感受性H2株

接種群では最長91日 治療でも耐性上昇はほとんどみら

れずわずかに1株 に1γ/mlの ところに菌増殖を認めた

に止まるが,低 感受性H2-KM-LowR株 接種群ではKM

単独およびKM・SI,KM・CS併 用群ともに耐性上昇を

認め10γ/ml不 完全ないし完全耐性を示した。しかし,

併 用による耐性上昇阻止はCSお よびSIと い う抗菌力

の低い薬剤を用いたためか認め られなかつた。すなわち

私の実験条件により,KMに つい て もin vivoでSM

に観察された程度にかな りはつきりした耐性上昇をみる

ことができ,感 性株→低耐性株なる変化よりは容易に低

耐性株の耐性上昇がみられることを明らかにしたが,臨

床でしぼしば遭遇するような100γ/mlと か1,000γ/ml

以上 とい う高度耐性菌を得ることはできなかつた。この

点については,併 用薬剤の種類を変えた耐性阻止の問題

とともに今後さらに検討に価する課題であると思 う。

TH耐 性上昇に関する実験成績では感受性H2株 接種

群では最長60日 に及ぶ治療で耐性上昇は全 くみられな

かつたが,低 感受性H2-TH-LowR株 接種群では単独

治療およびTH.CS,TH・SI,TH・KM,TH.KM・CSの

各併用治療群を通 じ45日 治療以上では20γ/mlの 耐性

菌の出現をみた。しかも併用により肺内菌数は減少して

も耐性上昇を阻止す る効果は認め られず,25日 治療群

にみ られた程度の耐性上昇の遅延効果があつたのみであ

る。

この耐性度はTHの 血中抗菌活性などからみて臨床上

はTHが ほとんど無効 とみなされる値 と考えられる。こ

の耐性上昇を他の薬剤の併用で阻止 されるかどうかは興

味のある問題であるが,私 の実験では第二次抗結核薬中

でことに強力な併用 レヂ メンの一つと考えられ て い る

TH+KM+CS併 用13)～15)をもつてしても,肺 内菌数の

減少をもた らし,ま た25日 治療 と45日 以上治療群 と

の間にみ られたわずかの耐性上昇の遅延はあつたが,残

存 した菌は10～20γ/mlの 耐性を担つてい るとい う結

果であつた。

なおこのTH耐 性上昇阻止に関しては,Schatz16)は

CS併 用はTH耐 性上昇 を阻止 しえずとし,Rist17)は

SMま たはINHの 併 用がTH耐 性 の出現を遅延させる

といい,多 賀18)はINH,PASはTH耐 性 出現を抑制す

るとい う。また土持4)はinvitroでH37Rv株,H2株,

吹田株の3株 につきINH併 用 はTH耐 性 出現を阻止 し

えず,SM,KM,SIに は いずれの菌株にもTH耐 性阻

止効果を認め,PASはH37Rv株 には無効,H2株 およ

び吹田株では阻止効果がみ られたといい,堂 野前11)は臨

床的にTHにKM,CS,PAS,SIを 併用したさい,2

ヵ月および4ヵ 月ではTH単 独治療群に比 しやや低い
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TH耐 性菌出現率を示したが,6ヵ 月では大差を認めな

かつたと報告している。これ ら併用薬剤の種類と耐性阻

止の問題については今後さらに検討されなければな らな

いようである。

Allan19)ら はいかなる薬剤 と併用 して も菌陰転化が起

こらないかぎり早期に耐性菌が出現することは免れがた

いと述べているが,私 が前報1)に おいてINH耐 性な ら

びにSM耐 性につ いて考察したごとく,KM耐 性およ

びTH耐 性についても,生 菌数が減少しても,一 たび感

受性の低下がみられ低耐性菌が生ずると残存した菌はさ

らに耐性が上昇する可能性が大であり,こ のことから臨

床面で初期の化学療法を強力にすること,お よび不完全

低耐性菌の出現にも十分に注意する必要があるのではな

いかと考える。

以上,私 は前報 と同じ条件でKM耐 性およびTH耐

性上昇について感受性H2株 では耐性菌の出現を認めな

かつたが,1γ/mlKM不 完全耐性菌ならびに5γ/mlTH

不 完全耐性菌を接種した場合には以後の耐性上昇は感受

・性株の場合に比して著明であり
,他 剤併用による治療効

果がみ られた場合にも不完全低耐性菌存在下では以後の

耐性上昇がみ られることを示すとともに,こ れ らの所見

と臨床の関連性について考察した。

結 語

人型結核菌H2株 をin vitroでKMま たはTHと

短 時日低濃度で接触させて得た1γKM不 完全低耐性菌

くH2-KM-LowR株)お よび5γTH不 完 全低 耐性菌

くH2-TH-LowR株)を マウスに接種 し,2週 後から比

較的少量の抗結核薬でKMに ついては最長3カ 月,TH

に つ いては最長2カ 月の化 学療法を施行 して,invivo

のKM耐 性 ならびにTH耐 性上昇の状況を検討 して以

下 の結論を得た。

1)　 感受性H2株 を接種し,KMま たはTHで 治療

した群ではこれ らに対する耐性上昇をほとんど認めなか

つた。

2)K　 M不 完全低耐性株(H2-KM-LowR株)を 接

種した群ではKM単 独,KM.CS併 用およびKM.SI併

用 のいずれの場合にもKM10γ に及ぶ耐性上昇を認め

た。しかしCSま たはSI併 用による耐性上昇の阻止は

み られなかつた。

3) TH不 完 全 低 耐性 株(H2-TH-LowR株)を 接 種

した 群 で はTH単 独 治 療 に よ りTH20γ 耐 性 菌 を 認 め

た 。 ま たTH・CS,TH・SI,TH・KM,TH・KM・CSの 各

併 用 治療 で も若 干 のTH耐 性 上 昇 の遅 延 を み た が,最 終

的 に は肺 内菌数 の 減 少 に か か わ らずTH20γ 耐 性菌 を

認 め た。

す なわ ちin vivoで 不 完 全 低 耐 性-菌 よ り出 発 して か な

り高 率 にKMお よびTH耐 性 上 昇 を 観 察 す る こ とが で

き,ま た,不 完 全 低 耐 性 菌 の 役割 を 追 求 しえ た が,今 回

の成 績 か ら二 次 抗 結 核 薬 に よ る化 学 療 法 に さい して も,

と くに 早 期 に 菌 陰 転 化 す る よ うに 努 め る こ と,お よび 低

耐 性 菌 の 出現 に も十 分 に 注 意 す る必 要 が あ る こ と な どを

推 論 しえ た 。

稿 を 終 わ るに 臨 み,ご 懇 切 な る ご指 導 と こ校 閲 を 賜 わ

つ た 北 本 教 授 に 深 謝 し,ご 援 助,ご 協 力 を いた だ いた 福

原 博 士 に 感 謝 の意 を 表 します 。

本 論 文 の 要 旨な らび に 一 部 は 第37回 日本 結 核 病 学 会

総 会 お よび 昭 和36年,37年 日本 結 核 化 学 療 法 研 究 会

(日 結 研)に 発 表 した 。
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