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   To clarify the reasons why the infection of INH highly-resistant tubercle bacilli is much 

less frequent than that of SM highly-resistant  tubercle bacilli, the following experiments were 

 carried out. The methods and the results of experiments were summarized as follows  : 

   1. First experiment 

   The proportion of INH resistant bacilli in the strains isolated from 9 patients discharging 

bacilli completely resistant for 5 mcg INH clinically, was examined by using the proportion 

method, and 2 out of 9 strains did not show full population of resistance for 5 mcg INH. 

   2. Second experiment 

   1) To examine the changes of resistance for INH and SM by successive plantation,  10-7 

mg or 2 x  10-7 mg of Schacht strain were inoculated into 20 Dubos media, respectively (Schacht 

strain was obtained from Borstel Institute, and showed high resistance for INH and  SM)  . Their 

resistance for INH and SM of were tested after 4 week incubation. The reading of resistance 

was made at 4 weeks after the inoculation and no change of the resistant population for INH 

 and SM was observed. 

   2) Guinea pigs were infected subcutaneously with 1 mg of Schacht strain or H37Rv resistant 

to INH 50 mcg and mice were infected intravenously with both strains. One or two animals out 

 of them were sacrificed at one, two, three, six, nine and twelve months after the inoculation, 

and macroscopic findings, weight of the spleen of guinea pig or weight of the lung of mouse, 

the number of viable bacilli in viscera and the INH resistance of bacilli recovered from viscera 

were examined. The results are shown in Tables 1 and 2. The bacilli recovered from the 

lung of mouse showed no decrease of INH resistance. From these experiments, the authors 

 concluded that the reverse mutation did not occur in vivo within 12 months. 

   3. Third experiment 

   Guinea pigs were infected subcutaneously with 1 mg of strain isolated from patients which
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showed complete resistance for 5 mcg of INH. Six strains were examined and six guinea pigs 

were used for each strain. The vilurence of these strains for guinea pigs were markedly 

different from each other, and generally speaking, these strains showed the attenuated virulence 

for guinea pigs (Table  3). INH resistance of  tubercle bacilli isolated from the viscera of 

guinea pigs inoculated with KUBO strain showed the marked decrease of resistance for INH 

(Table  4). 
   4. Fourth experiment 

   Subcutaneous and airborne infections with INH 50 mcg resistant  H37Rv incubated in 5% 

CO2 incubator, and subcutaneous infection with in vivo bacilli-obtained from lung homogenate 

of mice inoculated with the same strain and sacrificed at 4 weeks were performed for guinea 

pigs. After 6 weeks, the animals were sacrificed and examined macroscopic findings and the 

number of viable bacilli in the spleen, INH resistance of bacilli recovered from the spleen was 

also examined. But, no increase of virulence for guinea pigs was observed. 

   Guinea pigs and mice were infected with INH highly-resistant strains and treated  with 

predonisolone for 1 to 2 months starting at one month after infection. As shown in Table 1, 
no marked difference was found in the results between the treated and the untreated guinea 

pigs. Guinea pigs infected with INH 50 mcg resistant H37Rv and treated with increasing dose 

of old tuberculin, showed macroscopic lesions in the lung and the liver at 6 weeks after inocula-

tion, whereas no lesions were observed in the viscera of guinea pigs without treatment. 

   From the above experiments, the authors concluded that the attenuated virulence of INH 

 highly-resistant tubercle bacilli and the decrease of INH resistance in vivo after the  infection, 

might be the main factors which give influence on the lower prevalence of the infection with 

INH highly-resistant  tubercle bacilli.

緒 言

INH高 度耐性菌 に よる感染発 病の少ない ことは 諸 報

告 の一致 した見 解であ る。昭和41年 に行 なわれ た療研

の初 回耐性 の成績1)で もSM100mcg完 全耐性 に比 し

INH5mc9完 全耐性 の頻度は著 しく低 く,ま た 著 者 ら

の一人大里 ら2)の成績で も,成 染源がINH5mcg完 全耐

性 を示 した場合 で も感 染を受けた小児に おい て はINH

5mcgの 耐性 を示 さ なか つた。INH高 度耐性菌感染 の

少 ない原因 として,実 験動物,特 にモルモ ッ トに対 して

認め られる毒力の減弱か ら人 に対 して も毒力 の低下があ

るた めであ るとい う考 え方が ある。INH耐 性 菌 のモル

モ ッ トに対す る毒力の減弱の報告は1953年 にBarry3),

平野 ら4),Middlebrookら5)に よつてな され,そ の後多

数 の同様な報告が なされ てい るが,INH高 度 耐 性菌感

染 の少ない原因は単一 なものではないか も しれ ない。 そ

こで考え うる可能性を想定 し,こ れについて実験的研究

を行 ない,そ れ らの成績か らINH高 度耐性菌感染の問

題を検討す る ことに した。

実験方法と成績

実験1:INH5mcgあ るいはSM100mcg完 全耐性

患 者 株 の耐 性 のPopulationに つ い て

臨 床 上 の 耐 性 検 査 でINH5mcg完 全 耐 性 と され た9

株 に つ い てProportionMethodに よつ て,耐 性 の 状 況

を 検 討 した 結 果2株 はINH5mcgにFullPoPulation

を 示 さな か つ た。 ま たSM100mcg完 全 耐 性 と さ れ て

い た5株 の うち1株 はFullPopulationを 示 さ なか つ・

た 。

実 験2:INHのReverseMutationに 関 す る研 究

(1)invitroの 実 験:Schacht株(Borstel研 究 所

に お い て 分 離 一 東 大 医 科 研 福原 博 士 よ り供 与 され たSM

1・000mcg完 全 耐 性 以 上,INH50mcg完 全 耐性 ,100

mc9不 完 全 耐 性 を示 す 株)をDubos培 地 に2週 間 培 養

し,こ れ か ら10"7mg(推 定1.4コ),2×10-7m9ず つ・

お の お の20本 のDubos培 地 に 培 養 し,4週 後 に 日立

EPO--B型 光 電 計 で0.2以 上 のDensityを 示 した もの

か らお の お の5本 ず つ を 選 び,10'4,10-5mgを 接 種 し

てSM,INHの 耐 性 を 調 べ た が,耐 性 低 下 の 認 め られ た

もの は な か つ た。

2)invivoの 実 験:前 記Schacht株 とINH50mc9

完 全 耐 性 と したH37RvのDubos培 養 を モル モ ッ トの

右 下 腹 部 皮 下 に1mgず つ,マ ウ スに はSchacht株 は、

0・001mg(1・4×104コ),INH50-R株 は0.1mg(4.3
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Table1.VirulenceofINHHighly-resistantTubercleBacilliforGuineaPigs

treatedwith/withoutpredonisolone
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Table2.VirulenceofINHHighly-resistantTubercleBacilliforMice

treatedwith/withoutpredonisolone
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×106コ)を 尾静脈 よ り接 種 し,1,2,3,6,9,12カ

月後に1～2匹 ず つ剖検 し,モ ルモ ッ トの肺,肝,脾,

マウスの肺 を均 等化 し1%NaOH処 理後1%小 川培地

に接種 してINHの 耐性 を検査 した。その結果は表1お

よび表2に 示 した よ うに,モ ルモ ッ トに対す る毒力は低

下 し菌は ほ とん ど分離 できなか つたが,多 数の菌 を分離

しえたマウスにおい てはINH耐 性 の低 ドは認められな

かつた。

実験3:INH高 度耐性 患者株のモル モ ッ トに 対す る

毒力 と臓 器内結核菌のINH耐 性

INH耐 性 保存株 のモルモ ッ トに対 す る 毒 力 は,先 の

表1お よび次の 表3に 示 した よ うに著明に減弱 している

ことは明 らかであ るが,患 者か ら分離 したINH耐 性菌

の モルモ ッ トに対す る毒力について検討 した成績が 同 じ

表3で,上 から4株 はいずれ も50mcg完 全耐性株 であ

り,次 の2株 の耐性 は次の表4に 示 したごと くで ある。

そ の成績は表3に 示 した よ うに菌株間の毒力の差が 宮明

であ り,KAZAMA株 の よ うにかな りの毒力を示す もの

もあ るが,対 照 とした クロノ株0・1mg接 種群に比べ て

弱 く,特 に内臓病 変は軽微であつた。

興味 のあるのは臓 器内の菌 のINH耐 性 の 変 動であ

る。表 の上か ら4番 目までの株を接 種 し,4週 で剖検 し

た モル モ ッ トでは,肺,肝,脾 のいずれの菌 もINH耐

性の変動を示 さなかつ たが,6週 に剖検 した2群 の うち

KUBO株 では表4に 示 した よ うに,肺,肝,脾 か ら 分

離 した菌 のINH耐 性は著明 に低下 していた。同時に実

験 したITAYA株 では耐性 の変動は認 められなかつた。

(この両 株の毒 力は表3の よ うにほぼ同程度であ る)。

実験4:INH耐 性保存株のモ ルモ ッ トに対す る 毒 力

を増強す る試み

(1)菌 側の 条件を変 化させ た場合

5%CO21ncubatorでDubos培 地 に3代 培 養 した

INH50mcg耐 性H37Rv株 を用い て次の実験 を行なつ

た。対照 として普通の条件 で3代Dubos培 地 に培養 し

たINH50mcg耐 性H37Rv株 を用いた。

(a)皮 下感染;前 述の両株を おのおの8匹 ずつのモ

ルモ ッ トの皮下に1mgず つ(5%CO2培 養 株一2.7×

107,普 通 条件培養2.55×107生 菌 単位)接 種 し6週 陵

に剖 検 したが,4庇 脾 重は両 群 とも0.447を 示 し,臓 器

に肉眼病変 を認めず,臓 器内生菌数 も両群間に著明 な差

はなか つたっまた臓 器内菌のINH耐 性の変動 も認め ら

れなかつ た。
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(b)吸 入感染 ●両菌株 をそれぞれ16匹 のモルモ ッ

トに吸入感染 を行 な い 一 菌液は5%CO2菌 で4 .2×

106/ml・ 普通培養菌 で6・7×106/ml ,吸 入時 間は30分_

5週 および10週 後に剖 検 した。肉眼病変,～/比 脾 重,肺

および脾 内生菌数 は両 菌株 間に特 に差は認め られず,菌

のINH耐 性の変動 も認 められ なか つた。 ただ,こ の場

合皮下感染 とは 多少 異な る様 相を示 し,感 染局所 の肺 に

はかな りの病変 が認 められた。 しか し脾な ど他臓 器への

進 展を認めず,・ ノ比脾 重は正常 モルモ ッ トの値に近い値

を示 した。

(c)invivo菌 の感染:上 記両菌株1mgず つをそ

れぞれ10匹 のマ ウスの尾静脈 より接種 し,4週 後に剖検

して肺 をホモデ ィナイズ して濾 過 し,濾 液を6匹 ずつの

モルモ ッ トの皮下 に接 種 し 一5%CO2菌 は7.9×103,

普通培養菌は2.35×103生 菌単位 一6週 後に剖 検 した。

その結果,い ずれ のモル モ ッ トにおいて も肉眼病 変を認

めず,肝 か らご く少数 の菌 を分 離 したのみで,肺,脾 か

らは菌を分離 しえなか つた。

以上INH耐 性菌 を5%CO2条 件下に培 養 し,皮 下

お よび吸入感染,あ るいは マ ウス通過後のinvivo菌 の

感染をモルモ ッ トに対 して実施 したが,菌 の毒力を増強

させ ることはで きなかつ た。

(2)宿 主(モ ルモ ッ ト)側 の条 件を変 えた場合

(a)プ レドニゾロン投与:Schacht株 お よびINH

50mcg耐 性H37Rv株 を接種 したモルモ ッ トお よびマ

ウスに,感 染後1カ 月あるいは2カ 月間プ レ ドニゾロン

を投与 し一5～10mg/モ ル モ ッ ト,0.1mg/マ ウスー そ

の後の剖検成績を無処置群 と比較 した。その成績 は初 め

の表1お よび表2に 示 したが,モ ル モ ッ トにおいては本

処置に よつて も臓器に 肉眼病変 を形成す るこ とな く,ま

た臓器内生菌数 も増加 しなかつた。

(b)ツ ベル ク リン(OT)処 置 、INH50mcg耐 性

H37Rv株 を1mgず つ皮下に接種 したモルモ ッ トにOT

を漸増的に注射 し,病 変の進展状況 を検査 した。

実験群は第1群:OT処 置3週 後に感染 し,OT処 置

を続行,感 染3,6週 後に剖検。第2群:OT処 置3週

後 に感染 し,そ の後無処置で3,6週 後に剖検。第3群:

OT処 置1週 後に感染 し,OT処 置 を続行 し3週 ,6週

後 に剖険。第4群:1週 間OT処 置後感染 し,そ の 後

無処置で3週,6週 後に剖検。第5群:感 染 と同時にOT

処置を開始 し,3週,6週 後に剖 検。 第6群:感 染 無処置

群。

OT処 置は100倍OTO.2→0.4→0.6→0.8→1.Oml,

ついで50倍OTO.2→0.2mlず つ漸増,つ いで25倍

OTを0.2か ら漸増,最 後に10倍OTで 漸 増 して1

mlに 達 したら これを継続す る方法を行なつた。

上記実験群は おのおの12匹 ず つのモルモ ッ トを使用

し,3週 に6匹,6週 に6匹 を剖検 した。第6群 の対照例
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で内臓 に肉眼病変を認めた ものがなかつた こ とは前述の

本菌株を用いた実験成績 と同様であつたが,iOT処 置 群

では肺あ るいは肝に明 らかに病変の認め られた ものがあ

つた。すなわち第1群3週 剖検で6匹 中2匹 の 肺に,2

群 では6週 剖検で5匹 中1匹 の肺,4匹 の肝に,3群 では

6週 剖検で5匹 中1匹 の肺 に,4群 で は6週 剖検で4匹

中1匹 の肝に,5群 では6週 剖検で4匹 中3匹 の 肝にそ

れぞれ病変を認めた。以上の よ うにOT処 置一特に6週

の処置一に よつて肺あ るいは肝に病変 を 作 る こ とが で

きたが,脾 に病変を認め ることはで きなかつた。 これ ら

の点を更に確実にす るための再実験 と して,感 染後100

倍OTか らの漸増投与を行なつて,6週,9週 に剖検 した

ところ,6週 で12匹 中3匹 の肺,2匹 の肝に病変を認め

たが,9週 では12匹 の うち病変 を認めた ものはなかつ

た。

これら一連 の実験 においては,脾 内菌の直接法に よる

耐性 検査 を行なつた結果,対 照群では生菌は0で あつた

が,OT処 置群 ではいずれ も生菌を分離 しえた。 しか し

菌量は10乗 のオー ターであ り,ま たINH耐 性の変動は

認め られなかつた。

以上の結果か らみ ると,INH耐 性 菌の毒力 を 増強 さ

せ る試 みは,成 功 した とはいえなかつた。

実験成績の総括と考案

既治療例におい てはINH5mcg完 全耐性 の 頻 度 は

SM100mcg完 全耐性の頻度に比 して低 くないが,初 回

耐性においてはINH5mc9完 全耐性 の頻度は著 しく低

い。昭和41年 の療研 の成績1)でも未治療 例 と既 治療 例に

おけ るSM100mcg完 全耐 性の頻度 のratioは0.24で

あ るが,INHmcg完 全耐性では このratioは0.033と

な り,INH5mcg完 全耐性菌 の感染 頻度 の著 し く低 い

ことが分か る。その原因 となる因子 を解 明す る目的で幾

つかの仮説をた て,こ れに基づ いて実験 を行なつた。そ

の仮説 とは次の ご とくである。

1)INH5mcg完 全耐性菌 を排菌 してい ると され て

い る患者の菌は詳細に調べ る とFullPopulationで ない

場 合が多いのではないか,一 特 にSM100mcg完 全 耐

性 とされてい る菌 と比べ て一。

2)た とえINH高 度耐性菌 で感 染 して も,発 病 し排

菌 の起 こる時期 まで の間に人 の体 内 でReverseMuta。

tionが 起 こつてお り,低 耐性あ るいは感性 と表 現 され

るのではないか。

3)INH高 度耐性菌に感染 した場 合,発 病 に 至 るの

はわずかに含 まれ てい るか も しれない感性菌に よるもの

ではないか。

4)こ の前提 としてはINH高 度耐性菌は 人に対 して

毒力が低下 してい るこ とが必要 となる。

毒力が低下 してい る とすれ ば,INH高 度耐性菌 に よ
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る感染発病は宿主 側に特殊な条件が必要 なのでは ないだ

ろ うか。

以上の ご とき仮説 を考えたの で あ る が,第1のINH

耐性 菌のPopulationに つい ては十分 な菌株数 の検査 を

実施 で きなかつ たこ ともあろ うが,INH5mcg完 全 耐

性 例にFullPopulationが 少ない とい うこ とはい えない

よ うであ る。

第2の 感染後 のReverseMutationに ついて は 実 験

に用 いた菌株 のHomogenisityが 問題 にな る。Schmidt

ら6)の猿 を用 いた気道感染実験では,homogeneousな 菌

がReverseMutationを 起 こ した と報告 され,Leufnard-

Guy-Loeら7)は 同 じ菌 株を接種 した モルモ ッ トに14カ

月後初 めて進 展性病変が認 められ,こ の時に菌の耐性低

下,す なわちReverseMutationが 起 こつた と報告 して

い る。 しか し著者 らの モル モ ッ トの実験 では1年 までの

間に この よ うな所見 は認め られなかつたが,な お観察 を

継 続中で ある。 また高度の病変を認め たマ ウスでは耐性

の低下は認 められなかつた。

第3の 耐性菌 に含まれ る感性菌に よる発病 の可能性 の

問題であ る。感性菌 と耐性菌を混合 した菌はinvitro8)'v

ll),invivo12)一 一14)の実 験では耐性菌 のPoPulationの 減

少 を認めた報告が 多 く,ま た患者株を感染 した場合 も同

様 の成績が得 られ ている15)16)。我 々の実 験 で もKUBO

株 のINH耐 性 はモル モ ッ ト体 内で明らかに低下を示 し

た 。 したがつてheterogenousな 耐性菌 では,感 染後に

耐性菌 のPopulationが 変化 し,低 耐性 あるいは感性 と

表現 される可能性は大いに あ りうる と思われ る。

第4はINH高 度耐性 菌の毒力低下の問題で ある。 モ

ル モ ッ トに対す る毒力の低下は,Barryら3),平 野 ら4),

Middlebrookら5),Meissner17),Morseら18),以 来多数

.の報告があ る。 しか し患者株 の中にはかな りの毒力を保

有す るものがあ るこ とも報告 されてい る。 またINH耐

性 菌 はマ ウスに対 しては十分 な毒 力を示す ことも事実で

あ る。 これらの動物に対す る成績 を人 に対す る毒力 と結

びつけ るこ とはで きないが,人 を感染実験 に用 いえない

以上最終的 な結論は得 られない。臨床的 にINH耐 性 例

で も悪化がか な りしば しば認め られ るこ とか ら人 に対す

る毒 力は低下 してい ない とす る もの19)と,高 度耐性例程

悪化 が少ない20)とす るもの とある。 しか し非定型抗酸菌

症 のよ うに毒力の弱い と考 えられ ている菌 に よる感染例

で もそ の経過 中にかな りしば しば悪化が認 められ ること

か ら考 える と,悪 化が起 こるか らといつ て菌 の毒力が低

下 していない とは いえない。INH高 度耐性菌 の 人に対

す る毒力が低下 している とも,し ていない とも結論す る

こ とはで きないが,も し低下 してい るとすれば,そ の感

染発病 には生体側の条件がか な り関 与 してい るもの と考

え られ る。Steenkenら21)は モルモ ッ トを 珪 肺にす るこ

とに ょつ て,INH高 度耐性菌に よる結核症 を 発 症 させ
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てい るが,こ れ は生 体側の条件がか な りの役割を演 じて

い ることを示 している。

著 者 らはプ レ ドニ ゾロン投与,OT処 置 な どに よつ て

INH耐 性 菌に よる発症 を意 図 したが,必 ず し も成功 し

た とは言えなかつた。 ただ しOT処 置に よつ てある時期

モルモ ッ トの内臓に 肉眼病変 を作 らせ ることがで きた。

またた とえ,INH耐 性菌 の毒 力が低下 してい る と して

も,人 の肺胞内では毒力 の復帰す る可能性を考慮 し22),

人 の肺 胞内CO2分 圧 に近 い5%CO21ncubatorで 培養

したINH耐 性菌 を用いて実験を行 なつたが,そ れを肯

定す る成績 は得 られなかつた。

以上,INH高 度耐性菌 感染につい て実験的 に 検討 し

た結果か らみる と,人 におい てINH高 度耐性菌 感染 の

少ない原因 としては 人に対 す る毒力の低下一 した がつて

感染発病が少 ない一,お よび人の体内に おけ るINH耐

性 の低下が主な ものであろ うと考え られ る。

結 論

INH高 度耐性菌感染 の少 ない原 因を解明す る た め,

INH高 度耐性 保存株2株 を モル モ ッ トお よびマ ウスに

接種 し,1年 まで経時 的に剖検 した。 またINH高 度耐性

患者株6株 のモル モ ッ トに対 す る毒力 と臓器 内菌 のINH

耐性を検討 し,更 にINH耐 性 菌に よ りモル モ ッ トに進

展性病変を作 らせ るた めの実験 を行なつた。そ の結果次

の ごとき結果を得た。

1)INH高 度耐性保存株 はモルモ ッ トに対 し て,著

しく弱毒 となつていたが,マ ウスに対 しては相 当の毒力

を示 した。

2)INH高 度耐性患者株の モル モ ッ トに対 す る 毒 力

は,著 しく弱い ものか ら,か な りの毒 力を示 す もの まで

あ り,株 に よる差が著明であつた。

3)患 者株を接 種 したモルモ ッ トの うち臓 器内の菌の

INH耐 性が著 しく低 下を示 した株があつた。

4)1年 間 の観察では,保 存株を接種 した モル モ ヅ ト

では全 く病変を認めず,マ ウスの肺内菌のINH耐 性は

変 動な く,ReverseMutationは み られなかつ た。

5)INH耐 性菌 の培 養条件を変 えた りinvivo菌 を

用 いた りしたが,毒 力の増強 を認 める ことはで きなかつ

た。 モルモ ッ トのプ レドニ ゾロン処 置に よつては病変を

作 りえなか つたが,OT処 置に よつ て肺,肝 に病変を発

生 させ るこ とが出来た。

以上 の結果か ら,毒 力の低下(し たが つて感染発病に

は生体側 の条 件が関与す る),体 内に おけ るINH耐 性 の

低下の因子が関連 した結果 と して,INH高 度耐性菌 の

感 染頻度が低 く表現 されてい るもの と考え られ る。

岩崎所長のこ校閲を感謝致します。
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