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InaPreviousexPeriment1)niacintestontheculturesoftuberclebacilligrownonOgawa

eggslantwithanairtightrubberstoPPerrevealedthatapProximately28%oftheteststralns

werenegative.Suchahighincidenceofthenegativestrainswasconsideredtobeduetoan

insu伍cientamountofthegrowthused.Theobjectiveofthispaperis,firstly,toconfirmthe

aboveassumptionusingalargenumberofstrainsand,secondly,toanswerthequestionwhether

ornottheresistancetotheprimaryantituberculousdrugsbringsaboutthenegatlvereactlon

inthebacilli.

472strainsisolatedfromtreatedornon-treatedpatientsweresubmittedtotheroutinedrug-

susceptibilitytest.EachofthecontrolcultureswastransferredbyloopontofourOgawaegg

slantswhichwerethendividedintoequaltwo;thefirsttwotubesweresealedwithanairtight

rubberstoPPerwhiletheotherwithacorkstoPPer.After4weeksofincubationat37。C,each

onetubeexhibitingmoreabundantgrowthwasdirectlysubjectedtotheniacintestaccording

toBrCN-benzidinemethod.TheresultsweresummarizedinTable1.Itisseenthatthenlacln

positiverateintheserieswithcorkstoPPerwas98.7%whiletherateoftheserieswithairtight

rubberstopperwas89.4%.Moreover,thedifferenceindegreeofthepositivereactionwas

observedbetweenthetwoseries.Namely,mostofthecultureswithcorkstoPPer,93・6%,

revealedstronglyormoderatelypositivereaction,whereasintheserieswithrubberstoPPer

about80%ofthecultureswerefoundtobeonlyweaklyordoubtfullypositive.Tablesland

2showthattheamontofgrowthaswellasthenumberofcoloniesdevelopedwassuperiorin

theseriesofcorkstoPPer.Itwillbesuggestedthatinordertoperformdirectniacintestthe

culturetubemustbesealedwithsuchastoPPerorcapallowingfree-entryofair.

Despitetheprecautionmentionedabovetherearestillasmallnumberofthepatientstrains

whichareeugonicbutonlydoubtfullypositiveorevennegativetotheniacintest.Asitis

assumedthatsuchstrainsaremostlyobtainedfromthepatientshavingreceivedaprolonged
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,Minato-ku,Tokyo,Japan.
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chemotherapyandareresistanttovariousdrugs,arelationshipbetweentheniacintestandthe

drugresistanceorthehistoryofcontactwiththedrugswasinquired.

Bothniacinanddrug-susceptibilitytestswerecarriedoutonanotherseriesof1,063freshly

isolatedstrains,ofwhich381wereobtainedfromnon-treatedpatientsand682werefromtreat・

edpatients.Drug`resistant'strainwasdefinedasthestraincapableofgrowinginthepres・

enceof10mcg(innon-treated)and20mcg(intreated)ofSM,1mcgofPAS,orO.1mcgof

INHperml.ofOgawaeggmedium.TheresultsarerecordedinTables3and4.Itcanbe

seenthatallofthestrainsfromnon-treatedpatientswerepositivetotheniacintestirrespec-

tiveoftheirdrugsusceptibilityandthatamongthosefromtreatedpatientsafewstrainswere

doubtfullypositiveornegative.Itisalsoshownthattheproportionofthestrainshavingthe

stronglypositivereactionvariesaccordingtotheprevioushistoryconcerningthechemotherapy

andtothedrugsusceptibility;inthecaseofthesensitiveandresistantstrainsfromtreated

patientstheproportionwas81.8%and71.7%,respectively,ascomparedto91.2%and88.7%

inthesensitiveandresistantstrainsfromnon-treatedpatients.Thereisnoevidencetosupport

aspecialcorrelationbetweentheINH-resistanceandtheniacinproduction(Table5).

Theseresultssuggestthattheprolongedchemotherapywiththeprimaryantituberculous

drugshavesomeinf【uenceontheniacinproducingabilityoftheorganismsharbored.Further

studies,however,arenecessarytodrawadefiniteconclusiononthisproblem.

1・ 研 究 目 的

われわれ1)は 以前に人型結核菌の発育 とナ でアシンテ

ス ト(以 下NTと 略)と の関係を発表 したが,そ のとき

は耐性検査に10'3mgを 接種し,無 孔のゴムキャッフ.使

用の対照培地に発育 した菌株をそのまま使用したので,

人型結核菌であつてもNT陰 性を示 した株が28.4%も

み られた。今野が何回も述べた ことであるが,NTの 正

しい実施を行な うためにはよい発育を示す菌の培養が望

まれる。前回の実験では,見 せかけの陰性を示す もので

も,塗 抹接種して,コ ルク栓をして継代培養すれば,こ

の目的を達成することを少数株について認めたので,今

回はこの点をさらに確認するために多数株について実験

した。

次にわれわれ2)は,発 育のよい人型結核菌であつても

NTが 陰性か,疑 陽性を示すものをみている。今回の実

験でもこのような菌株をみている。 これ らの菌を出して

いる患者は,長 期にわた り種 々の抗結核剤が使用されて

いるにかかわ らず,常 にた くさんの結核菌を排出してお

り,し かもその結核菌は種々の抗結核剤に対 して耐性を

示 していた。この事実は,わ れわれに,耐 性 とNTと は

なん らかの関係があるのではないか と推定させたので,

この点もあわせて追及した。

2・ 研 究 方 法

(1)コ ル ク栓 とゴム栓を使用 して培養 した人型結核

菌の発育のNTに 及ぼす影響

① 被検の菌株:入 院および外来の患者より分離 した

人型結核菌であつて,耐 性検査の終了したときに,そ の

対照培地よ り菌苔をかきとり,4本 の1%小 川 培地の斜

面に1白 金耳ずつ平等に塗抹接種 し,2本 の培地はコル

ク栓を,他 の2本 の培地はゴム栓(無 孔)を 使 用 して

37℃ に約1カ 月培養 したものの中か ら,発 育の最 もよ

い1本 ずつを選び出した472組 の菌株である。

② 集落数および発育の分類

イ 集落数 次のように4段 に区分した。

冊……斜面全体に菌膜様の発育をしたもの

帯……斜面全体に発育していうが,集 落が個々に分離

しているもの

升……前者よりもまば らの分離 した集落

十……集落の数えられるもの(1～150コ)

ロ 発 育 次のように3段 に区分した。

a… …集落の十分もり上がつているもの

b… …集落のもり上 りの軽度のもの

c… …集落がもり上が らないで,平 面的にべたつとし

ているもの

③NTの 方法と成績の区分:臭 化 シア ンーベンジジ

ン法により実施し,成 績を次の5段 階に区分した。

帯(強 陽性)濃 いピンクの沈殿

什(中 等度陽性)… …前者よりもうすいピンクの沈殿

十(弱陽性)一 見 してピソクの沈殿 は分か る

が,前 老 よりもさらにうすい沈殿

土(疑 陽性)注 意しないと見落すような,か す

かなピソクの沈殿
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一(陰 性)… …白色の沈殿

(2)一 一次抗結核剤耐性のNTに 及ぼす影響

① 被検の菌株

イ 抗結核剤の投与を受けたことのない患者より分離

した人型結核菌

厚生省結核療法研究協議会細菌科会の昭和42年 度の

研究 として取上げられた抗結核剤の投与を受けたことの

ない患者より分離した人型結核菌の一次抗結核剤耐性の

研究において,わ れわれの分担した菌株の中で,1%小

川培地にコルク栓を用いて継代したときに,冊 の集落数

でaの 発育を示し,か つ一次抗結核剤に対する耐性のは

つきり分かつているもの154株 お よび同会の関東甲信越

地区の各委員が耐性検査を行なつた菌株の一 部 を借 り

て,1%小 川培地に継代培養したもののうち前同様の発

育を示 した227株,合 計381株 である。

ロ 抗結核剤の投与を受けた ことのある患者より分離

した人型結核菌

(1)の 実験において,コ ルク栓を使用 して継代培養 し

た人型結核菌472株 中,集 落数 が冊 で,発 育がaを 示

し,し か も一次抗結核剤に対する耐性の分か つ て い る

335株 と,さ らに同様の目的でその後に集めたものの う

ち,前 述の条件にかなつた347株,合 計682株 である。

② 耐性菌の決め方

イ 抗結核剤の投与を受けたことのない患者より分離

した人型結核菌

培地1mlに ついてSMは3,10,100mcg,PASは

0.2,1,10mcg,INHは0・1,1,5mcgの 混入濃度の

培地を使用して耐性検査を実施 した ときに,SMは10

mcg,PASは1mcg,INHは0・1mcg,不 完 全耐性以

上の耐性を示した ときに耐性菌 とし,上 述の混入濃度に

発育しなかつた ものを感性菌とした。 さらに前述の混入

濃度において完全耐性以上の耐性を示 したものを耐性菌

として取扱つてみた。

ロ 抗結核剤の投与を受けたことのある患者 より分離

した人型結核菌

培地1mlに ついてSMは10mcg,100mcg,PAS

は1mcg,10mcg,INHは0.1,1,5mcgの 表 示 濃

度で耐性検査 を した ときに,SMは10mcg,PASは

1mc9,INHは0・1mc9の 不完全耐性以上の耐性を示

したときに耐性菌とし,上 述の表示濃度に発育しなかつ

たものは感性菌とした。

培地はイ,ロ ともに1%小 川培地を使用し,接 種菌量

は10-3mgで ある。以上で分かるようにイでは混入濃度

であるから,イ のSMの 耐性をロの表示濃度に換算すれ

ば5mcgと な る。PASとINHで は混入濃度 と表示濃

度はほぼ同様と考えてよい。なお耐性菌は1剤,2剤,

Table1.RelationofNiacinTesttotheGrowthofHumanTubercle

BacilliinTubesSealedwithTwoDifferentTypesofStoppers

No.of率
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Note:1)Figuresintableindicatethenumberofcultures.

2)寧Numberofcolonies:冊 … …innumerableandcompletelyconfluent ,coloniesoverthesurfaceofmedium;

辮 … …innumerablebutseparatedcoloniesovertllesurface;什 … …uncountablecolonies;十 … …countablecolo-

nies.

3)帥Amountofgrowth:a… …markedlyraised,b… …moderatelyraised,andc… …notraised.

4)NiacintestaccordingtoBrCN-benzidinemethod=帯 … …stronglypositive ,什 … …moderatelyposititve,+… …

weaklypositive,土 … …doubtfullypositive,and-… …negative.
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3剤 の耐性菌に分けたが,イ においてはその一部の菌株

について二次抗結核剤の耐性検査を実施したところ,耐

性を示すものが少数み られ,ロ においてはそのほとんど

全株について二次抗結核剤の耐性検査を実施 してい る

が,二 次抗結核剤に耐性を示すものが多かつた。

③NTの 方法と成績の区分。(1)の 実験 と全 く同様

である。

3.研 究 成 績

(1)コ ル ク栓 と ゴ ム栓 を 使 用 して培 養 した 人 型 結 核

菌 の 発 育 のNTに 及 ぼ す 影 響

成 績 は 表1に み る よ うで,コ ル ク栓 を して培 養 した 菌

株 のNTの 成 績 は,-H十et81・1%で 最 も多 く,次ac-H一 の

12・5%で,+は5・1%,土 は1・3%の 順 で あつ て,陰

性 を示 した もの は1株 もな い 。 これ に 反 して ゴ ム栓 を し

て 培養 した菌 株 のNTの 成 績 は,最 も 多 い の は+の

68.6%で,次 に 什 の12.1%,土 の9.3%で あ つ て,一 肝

は8.7%で あ つ た 。 そ して 陰 性 を 示 した も のが1・3%あ

つ た 。 す な わ ち コル ク栓 を して培 養 した 菌 株 は,ゴ ム 栓

を して 培 養 した 菌 株 に 比 して強 い陽 性 反 応 を示 す もの が

Table2.ComparisonofGrowthAmountof

HumanTubercleBacilliinTubeswith

TwoDifferentTypesofStoppers

Amountof

growth

a

tD

C

Tota1

Tubessealedwith

C・ ・k・t・pP・ ・IRubberst・pPer

425(90.0%)

41(8.7%)

6(1.3%)

472(100%)

67(14.2%)

398(82.2%)

7(1.5%)

472(100%)

Note:Thefiguresandsymbolsarethesameasthose

forTable1.

Table3.

多い。 このことは表1で みるように,コ ルク栓使用の培

養においては,集 落数の冊のものが多数を占めること・

また表2で みるように,aの 発育が大部分で あつ た の

に,ゴ ム栓においては柵と什がほぼ同数であつたこと・

またbの 発育を示すものが大部分であつたことに原因し

ている。

(2)一 次抗結核剤耐性のNTに 及ぼす影響

イ 抗結核剤の投与を受けた ことのない患者 より分離

した人型結核菌

成績は表3に 示した。耐性菌は62株 で,残 りの319

株は感性菌であつた。ナイアシソテス トとの相関の成績

は,表3に 示すようであつて,帯,十 ト,十 を合計 して陽

性率 を み る と,耐 性菌,感 性菌ともに100%陽 性 であ

る。次に陽性反応の強さをみると,感 性菌の1株 だけが

十であつて,そ の他の菌株はすべて帯,什 であつた。し

かも大部分が帯であつて,帯 の率は耐性菌 と感性菌の間

に著明の差はない し,ま た実験株数は少ないが,1剤,

2剤,3剤 の耐性別に区分 してみても著明の差はない。

以上のように,抗 結核剤の投与を受けた ことのない患

者より分離した人型結核菌の大部分は,耐 性菌たると感

性菌たるとを問わず大部分は帯,升 を示し,こ とに帯を

示すものが約80～90%も み られた。

ロ 抗結核剤の投与を受けたことのある患者より分離

した人型結核菌

成績は表4に 示した。この場合の耐性菌は506株,感

性菌は176株 であるが,こ の感性菌の中には,前 述のよ

うに二次抗結核剤に対して耐性を示すものが多数株にみ

られた。

イ 同様にして陽性率をみると,耐 性菌,感 性菌,そ

れぞれ98・6¢6,99・4%で 大差はない。また耐性菌では,

1剤,2剤,3剤 の耐性菌の間にもほとんど差はない。

RelationofDrugResistancetoNiacinTestofHumanTubercleBacilli

IsolatedfromNon-TreatedPatients

Susceptibility

Sensitive

No.of
cultures
tested

Niacintest

卜丑 十 土

Total
numberof

positive
cultures

319
291
(91.2%)

Resistant 62
55
(88.7%)

櫓唱論

騰瑚灘
Resistanttothree
drugs:SM,PAS&INH

:i}必

i},・

2

li圃

i}(・・ll%)

2
(100%)

27
(8.5%)

7
(11.3%)

i}(i3.1%)

1}(・.1%)

0

1
(0.3%)

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

319
(100%)

62
(100%)

44
(100%)

16
(100%)

2
(100%)

Note:ThefiguresandsymbolsarethesameasthoseforTable1.
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Table4. RelationofDrugResistancetoNiacinTestofHumanTubercle

BacilliIsolatedfromTreatedPatients

Susceptibility

Sensitive

Resistant

囎副謙

騰副議総
Resistanttothree

drugs:SM,PAS&INH

No.of
cultures
tested

176

506

1陣

躯
153

Niacintest

十 土

144
(81.8%o)

363
(71.7%)

li繊)

28
(15.9%)

120
(24.3%)

:9・}(・・ll%.)

3
(1.7%)

16
(3.2%)

i極)

1
(0.6%)

6
(1.2%)

i}に1%)

0

1

(0.2%)

∩
V

O

∩
V

Total
numberof

positive
cultures

ii}(7s15;6・)

104
(68.0%)

ii}(2・ll%.)

43
(28.1%)

}}(・.9%)

5
(3.3%)

i}⑩1%)

0

175
(99.4%)

499
(98.6%)

146
(96.7%)

0

(U

O

201
(99.5%)

1
(0.7%)

152
(99.3%)

Note:ThefiguresandsymbolsarethesameasthoseforTable1.

Table5.RelationofINH-ResistancetoNiacinTestofHumanTubercleBacilli

IsolatedfromTreatedPatients

Susceptibility

INH-resistant

Resistantt。/:謡 誌_1

1NH&tw。m。re

Resistanttooneormoredrugs

exceptINH

No.of
cultures
tested

426

86

187

153

80

Niacintest

帯 十 ±

310
(72.8%)

64
(74.2%)
142
(76.0%)
104
(68.0%)

53
(66.3%)

102
(23.4%)

ユ9

(22.1%)

40

(21.4%)

43

(28.1%)

18
(22.5%)

13
(3.1%)

3
(3.5%)
5
(2.7%)
5
(3.3%)

3
(3.8%)

0

0

0

0

6
(7.5%)

1
(0.2%)

0

0

1
(0.7%)

0

Note:ThefiguresandsymbolsarethesameasthoseforTable1.

しかし抗結核剤の投与を受けた ことのない患者より分離

した人型結核菌の100%の 陽性率に比べるとわずかに低

い。次に陽性反応の強さをみよう。まず帯の率 を み る

と,耐 性菌では71.7%,感 性菌では81.8%で あつて,

推 計学的には1%の 危険率で有意の差がある。さらに1

剤,2剤,3剤 の耐性菌に分けて帯の率をみるとそれぞ

れ70・2%,75・7%,68%で あつて有意の差はない。こ

れをイの抗結核剤の投与を受けたことのない患者より分

離 した菌株に比較すると,い ずれもその率は低い。什の

率をみると,耐 性菌では24・3%,感 性 菌 で は15・9%

で,推 計学的には1%の 危険率で有意の差がある。次に

升の率を,1剤,2剤,3剤 の耐性に分けてみるとそれ

ぞれ23.2%,20・8%,28・1%で 有意の差はない。これ

をイの抗結核剤の投与を受けたことのない患者より分離

した菌株に比較すると,著 明に多い。また十は耐性菌で

16株,感 性菌で3株 で,こ れを合計すると19株 であつ

て,こ れは検査総株数682株 中の約2・7%に あたる。こ

れはイの381株 中の1株 すなわち約0・3%に 比較すると

かな り多い。また±,一 の菌株が8株 み られたがイにお

いては1株 もみ られなかつた。

なおINH耐 性菌だけを抜き出してINH以 外 の耐性

菌 と,帯 の率を比較 してみると,表5で みるようにそれ

ぞれ72・8,66・3%で あつて有意の差はない。また卦の

率 も両耐性菌の間にはほとんど差はない。次に十,土,

一の合計の率は
,INH耐 性菌では3.3%,INH以 外 の

耐性菌では11・3%で あつて,5%の 危険率で有意の差

がある。

以上の成績を総括すると,耐 性菌では感性菌に比 して

NTの 陽性反応の弱いものが多いが1剤,2剤,3剤 の

耐性の間には大差なく,ま たINH耐 性 菌だけを抜き出

してみても,INH耐 性菌において とくに陽性反応の弱

いものが多いこともない。

イ,ロ の成績を総括すると,抗 結核剤の投与を受けた

ことのない患者より分離された人型結核菌は,最 も強い
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陽性反応を呈 し,次 に強い陽性反応を示す ものは,抗 結

核剤の投与を受けたものから分離されたものの中で,一 ・

次抗結核剤に対して感性のものであ り,最 も弱い陽性反

応を示す ものは,一 次抗結核剤に対して耐性を示すもの

てある。

4.総 括およひ考察

菌苔を白金耳でかきとり,こ れを培地斜面に平等に塗

抹継代し,通 気を良くするために,コ ルク栓をして培養

した菌株は,ゴ ム栓に比してNTの 陽性率が高 く,し か

も同じ陽性であつても,ゴ ム栓に比して強い陽性反応を

示すものが多いことを再確認した。今回のゴム栓をして

培養 した菌株のNTの 陽性率が,同 じゴム栓をして培養

した前回に比 して高かつたのは,前 述のように今回は塗

抹継代したのに,前 回は通常の耐性検査の対照培地に発

育した菌株を用いたので,集 落数が比較的少なかつたこ

とによると思われる。なおコルク栓を用いた培養で,集

落数が多く,し かも発育のよい菌株であつても,NTが

弱陽性か疑陽性を示す ものがみられた。この事実は次の

ような実験を行なつた一つの原因でもあつた。その実験

はNTと 一次抗結核剤に対する耐性 との関係をみるため

に,抗 結核剤の投与を受けた ことのない患者,お よび投

与を受けたことのある患者より分離 した人型結核菌につ

いて,耐 性を検査 し,NTの 成績を対比 してみたことで

ある。その結果抗結核剤の投与を受けたことのない患者

より分離 した菌株は,そ の耐性たると感性たるとを問わ

ずNTは 比較的強い陽性反応を示すものが大部分であつ

たのに,抗 結核剤の投与を受けたものでは,感 性菌であ

つても,比 較的強い陽性反応を示すものは前者に比して

少なく,耐 性菌では感性菌に比 してさらに少なかつた。

そして抗結核剤の投与を受けないものではみられなかつ

た疑陽性,陰 性の菌株が抗結核剤の投与のものにみられ

た。抗結核剤の投与を受けたことのない患者の感性菌が

強い陽性反応を示すものが多かつたのに,投 与を受けた

ことのある患者 よりの感性菌が強い陽性反応を示す もの

が少なかつたのは,後 者には二次抗結核剤に対する耐性

を示す菌株が多数含まれていることによると思われる。

これを要するに今回の実験より,抗 結核剤 の 投 与 は

NTに ある程度の影響を与えることが推定される。この

ことは化学療法時代の結核菌の性状の変化の一面を示す

ものであろう。 したがつてわれわれはこのような事実の

あることを念頭において菌の鑑別に当たる必要があろう。

以上の成績は集落も多く発育もよかつた菌株だけのも
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のであつて,発 育の悪い菌株については除外したが,こ

れ らの菌株の中には発育のよい菌株;こ比 してさらに興味

ある事実が秘められているか もしれない。

5.結 論

(1)人 型結核菌の発育の影響

人型結核菌172株 を1%小 川培地に塗抹継代 し,コ ル

ク栓を した ものとゴム佳をした ものとに分けて,1カ 月

培養 し,得 た菌株についてNTを 実施 し比較した。その

結果コルク栓のほ うが陽性率が高く,か つ強い陽性反応

を示すものが多かつた。これは コルク栓では 集 落 が 多

く,し か ももり上がつた発育を示すものが多かつたため

である。

(2)人 型結核菌の一次抗結核剤耐性の影響

抗結核剤の投与を受けたことのない患者および投与を

受けたことのある患者より分離 した人型結核菌につき,

一次抗結核剤に対する耐性を検査するとともに
,耐 性検

査の終了したときに,1%小 川培地にコルク栓をして塗

抹継代し,1カ 月培養において集落が全斜面に発育し,

しかも集落ののびのよい もののみを集めてNTを 実施

し,耐 性との関係をみた。

実施 した菌株は,抗 結核剤の投与を受けたことのない

患者 より分離したものは,感 性菌319株,耐 性菌62株,

抗結核剤の投与を受けた ものでは,感 性菌176株,耐 性

菌506株 であつた。耐性菌としたのは化学療法を行なつ

ていない場合は5mc9,化 学療法を行なつた場合は10

mcg・PASで は両者 とも1mcg,INHで は 両 者 と も

0.1mcg不 完全耐性以上のものである。その結果陽性率

は これら4群 の間には大差がないが,陽 性反応の強さは,

抗結核剤の投与を受けないものは耐性菌たると感性菌た

るとを問わず最も強 く,次 に強いのは抗結核剤の投与を

受けたものの中の感性菌で,抗 結核剤の投与を受けたも

のの中の耐性菌は最も弱かつた。

菌株の使用および成績の一一部の引用を許可 してくたさ

つた厚生省結核療法研究協議会細菌科会長柳沢謙博士お

よびこのことに対 して種々便宜を与えていただいた川村

達博士に感謝の意を表す。
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