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   The results of experimental studies on the infection of SM or INH low-grade-resistant 

 tubercle bacilli were reported. The methods and results of experiments were as follows  : 

   1. The infection of SM low-grade-resistant tubercle bacilli 

   1) First experiment 

   24 guinea pigs and 30 mice were infected intravenously  (0.  1 mg in the former and 0.01 mg 

in the latter) with Kurono strain grown in SM 1 mcg containing Dubos medium (SM sensitivity 

of bacilli is demonstrated in Table  2)  , and each of them were divided into three groups .  i.  c., 

in guinea pigs, treated with SM 10 mg, KM 20 mg, and the control ; and in mice, treated with 

SM 1 mg, KM 2 mg, and the control. The treatment started at 3 weeks after inoculation and 

continued for 4 weeks. As shown in Table 1, SM was ineffective on the animals infected 

with SM low- grade-resistant tubercle bacilli. SM resistance of tubercle bacilli isolated 

from viscera of animals showed the increase of resistant population for 10 mcg SM (Table  2)  . 

   2) Second experiment 

   6 guinea pigs were infected with  0.1 mg of SM low-grade-resistant tubercle bacilli subcu-

taneously and 6 guinea pigs were infected with  0.01 mg of the same strain intravenously and 

sacrificed at 6 weeks after inoculation. SM resistance of tubercle bacilli isolated from the 

spleen of guinea pigs showed the increase of resistant population for 10 mcg of SM, and the 

increase of resistant population was observed also in the examination of the subculture of 

the bacilli which was used for the infection (Table  3)  . 

   30 mice were examined by the same method as in the first experiment. As shown in the 

lower part of Table 1, SM treatment for mice infected with SM low-grade-resistant  tubercle 

bacilli demonstrated no therapeutic effects. Tubercle bacilli isolated from the lung of mice 

also showed the increase of resistant population for 10 mcg SM. 

   2. The infection of INH low-grade-resistant tubercle bacilli 

   1) First experiment 

   24 guinea pigs and 30 mice were infected intravenously with Kurono strain grown in  0.02
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mcg INH Dubos medium (INH sensitivity of bacilli was demonstrated in Table  5.)  , and each 

of them were divided into 3 groups : i. e., in guinea pigs, treated with INH 2  mg,  0.5 mg and 

the control ; and in mice with INH  0 .2 mg,  0.05 mg and the control. The treatment was started 

at 3 weeks after the inoculation and continued for 4 weeks. As shown in Table 4, the thera-

peutic effects were seen in the treatment groups according to the dosage of INH given. INH 

resistance of tubercle bacilli isolated from viscera of animals showed the marked decrease of 

resistant population for  0.02 mcg of INH (Table  5). 

   2) Second experiment 

   6 guinea pigs were inoculated subcutaneously and 10 mice intravenously with Kurono strain 

grown in  0.05 mcg INH containing medium and sacrificed at 6 weeks after inoculation. Tu-

bercle bacilli isolated from the spleen of guinea pigs and the lung of mice showed the decrease 

of INH resistance (Table  6). The same number of guinea pigs and mice were infected by the 

same methods mentioned above with Kurono strain grown in  0.1 mcg INH containing Dubos 

medium and sacrificed at 6 weeks after the inoculation.  Tubercle bacilli isolated from viscera 

of animals showed the decreased resistance for INH (Table  6). The decrease of resistance 

was also observed in the examination of the first and the second subcultures of bacilli used 

for the infection. 

   The authors concluded that SM low-grade-resistant  tubercle bacilli may have much more 

significance for SM treatment than the INH low-grade-resistant tubercle bacilli for INH treat-

ment. The interesting fact was the increased resistance for SM of  tubercle bacilli isolated 

from animals after infection and that of subcultures of SM low-grade-resistant  tubercle bacilli 

and the decreased resistance for INH of tubercle bacilli isolated from animals after infection 

and that of subcultures of INH low-grade-resistant  tubercle bacilli. The results mentioned 

above give important suggestions for studying the problem of primary drug resistance.

緒 言

薬剤耐性菌感染は結核対策の成果を反映するものとし

て疫学的に大きな課題であると同時に,耐 性菌感染例の

治療効果の劣ること1)か ら,臨 床上 も重大な問題である

が,耐 性の基準に達しないいわゆる低耐性菌感染に対す

る化学療法の効果については明確にされていない。治療

前に低耐性菌が検出された場合でも,現 在の3者 併用を

原則とする治療の効果におおわれて,低 耐性菌感染の臨

床的な意義を明らかにすることは困難である。低耐性菌

感染の意義を明らかにするためには,低 耐性を示した薬

剤による単独治療が行なわれた場合の成績を検討する必

要があるが,こ のような研究は事実上不可能に近い。そ

こで,SMお よびINH低 耐性菌を用い てinvitroお

よびinvivoの 実験を行ない,低 耐性菌感染の意義を検

討することに した。

実験方法と成績

1.SM低 耐性菌感染に関する実験

1)第1回 実験

SMlmcg含 有Dubos培 地にクロノ株0.2mgを 接

種 し,日 立EPO-B型 光電計によるDensityが0.18～

0.2(BlancはDubos培 地)に 達 したものを4mg/ml

と仮定 し,0.01mg(1.3×10s生 菌単位)を24匹 の モ

ルモットの静脈内に接種 し,こ れを3群 に分け3週 後よ

り4週 間SM10mg,あ るいはKM20mgの 投与を行

ない,7週 後に剖検 した。また30匹 のマウスに は0.1

mg(1.3×106生 菌 単位)を 静脈内に接種し,3群 に 分

け,3週 後より4週 間SMlmgあ るいはKM2mgの

治療を行なつた後に剖検 した。

その成績は表1に 示した ように,モ ルモット,マ ウス

のいずれにおいてもSMの 治療効果はほ とんど認 め ら

れなかつた。表にはKMの 治療成績は省略 して あ る

が,KMの 治療効果は明らかに認めることができた。

またモルモットの脾臓 マウスの肺臓を均等化し1%

NaOH処 理 後1%小 川培地を用い直接法によつてSM

耐性菌のPoPulationを 検査した成績が次の表2で ある。

SMの 濃度は表示濃度であるが,こ の成績からみると,

接種菌に比 して動物の臓器内の菌のSM耐 性 は 高い方

向に推移 しており,特 に10mcg耐 性菌がかなりの率に

認め られた。SM耐 性の上昇は無治療群においても認め

られたことか ら,動 物体内におけるSM耐 性 の上昇が
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Table1.ResponsetoSMTreatmentfor

AnimalsInoculatedwithSMLow -

Grade-ResistantTubercleBacilli

1)Guineapig(InoculatedO .01mg-1.3×105_

lntravenously)

Table2.SMResistanceofTubercleBacilli

IsolatedfromAnimalsInoculatedwithSM

Low-Grade-ResistantTubercleBacilli

(4weeks'reading)
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(2)Secondexperiment(InoculatedO.1mg--
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Notes:SMtreatmentwasstartedat3weeksafterin・

oculationandcontinuedfor4weeks.8guinea

pigsand10micewereinoculatedforeachgroup.

SMの 治療効果を著しく低下させた原因であると考え,

次の再実験を行なつた。

2)第2回 実験

第1回 実験 と同隊にSMlmcg含 有Dubos培 地に培

養したクロノ株を用い,6匹 のモルモヅ トに0・1mg(1・3

×106生 菌単位)を 皮下に接種し,0.01mgを6匹 のモ

ルモットの静脈内に接種 し,無 治療で放置して7週 で剖

検した。マウスでは第1回 と同様の方法で実験を行なつ

た。その結果SM低 耐性菌を感染したマウスに 対 する

SM治 療は表1の 下段に示したように,全 くその効果を

認めることができなかつた。臓器内の菌のSM耐 性は表

3に 示したように10mcg耐 性菌のpopulationの 増 加

傾向が認め られた。この傾向は皮下および静脈内に接種

した無治療のモルモットの脾臓内の菌においても認めら

れた。したがつてSM低 耐性菌を接種 した動物体内にお

けるSM耐 性の上昇は再実験によつて確認 されたわけで

あるが,動 物に接種 した菌の耐性検査を行なつた対照培

地上の菌を用いて間接法に よる耐性検査を行なつた成績

をみても,表3の ように10mcg耐 性 菌のpopulation

の増 加が認められた。

2.INH低 耐性菌感染に関する研究

1)第1回 実験

INHO.02mcg含 有Dubos培 地に発育したク・ノ株

(0.18～0.2Density)の0.01m9(8.7×104生 菌単位)

を24匹 のモルモットの,0.1mgを30匹 の マウスの静

脈内に接種 し(接 種菌のINH耐 性の状況は表5に 示 し

た),3週 後か ら4週 間のINH治 療を行なつた後に剖検

した。INHの 量はモルモッ トでは2mgお よび0.5mg/

モルモット,マ ウスにおいては0.2mgお よび0.05mg/

マ ウスである。その成績は表4に 示 した が,モ ルモッ

ト.マ ウスのいずれにおいてもINHの 投与量に応 じて

明らかな治療効果が認められた。

またモルモットの脾臓内,マ ウスの肺臓内の菌のINH

Table3. SecondExperimentonSMResistanceofTubercleBacilliIsolatedfromAnimalswith

InoculatedSMLow-Grade-ResistantTubercleBacilli(4weeks'reading)
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Table4.ResponsetoINHTreatmentfor

AnimalsInoculatedwithINHLow-

Grade-ResistantTubercleBacilli

1)Guineapig(InoculatedO .01mg-8.7×104-一 一

intravenously)
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Table5.INHResistanceofTubercleBacilli

IsolatedfromAnimalsInoculatedwithINH

Low-Grade-ResistantTubercleBacilli
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ProportionofINH
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Notes:INHtreatmentwasstartedat3weeksafterin・

oculationandcontinuedfor4weeks.8guinea

pigsand10rnicewereinoculatedforeachgroup.

耐性を直接法によつて検査したが,そ の成績は表5に 示

したように0.02mc9耐 性菌はほぼ完全に消失 し,明 ら

かに耐性の低下が認め られた。INH耐 性 の低下 は 無治

療群でも認められたので,こ の点を確実にするため,や

や高い耐性菌を用いて再実験を行なつた。

2)第2回 実験

INHO.05mcgお よび0.lmcg含 有Dubos培 地 に

培養したクロノ株をおのおの6匹 のモルモットの皮下と

10匹 ずつのマウスの静脈内に接 種 し(接 種菌 のINH

耐性は表6に 示した),放 置 して6週 後に剖検し,モ ルモ

ットの脾臓内,マ ウスの肺内菌のINH耐 性を直接法に

よつて検査した。また動物接種を行なつた菌のINH耐

性を調べた対照培地上の菌を用いて間接法 に よ り再度

INH耐 性を調べ,そ の後更に同様 に して対照培地上の

菌のINH耐 性を検査 した。これらの成績は表6に 示し

たごとく,INH耐 性菌のpopulationはinvitroお よ

びinvivOの 実験のいずれにおいても明らか に減少が

認め られ,低 い耐性に移行している傾向がみ られた。こ

の結果は第1回 の実験成績を再現しているものと考えら

れるが,マ ウスにおけるINH耐 性の低下はモルモット

における程著明ではないようであつた。

実験成績の総括と考案

いわゆる低耐性菌感染が治療に及ぼす影響について検

討する目的で実験 を 行 な つ た 結 果,SMlmcg含 有

Dubos培 地に発育し,1%小 川培地で10mc9耐 性菌を

ほとんど認めない程度のSM低 耐性菌を接種 したモルモ

ットおよびマウスに対するSMの 治療効果はほとんど認

められなかつた。この実験において,動 物臓器内の菌の

Table6.INHResistanceofTubercleBacilliamongSubculturesofINHLow-Grade-Resistant

TubercleBacilliandthatIsolatedfromAnimalsInoculatedwiththeSameStrains

Strainsused

CultureinO.05mcg

INHDubosmedium

(3.85×106/mg
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CultureinO.1mcg

INHDubosmedium

(6.8×105/mg

viablebacilli)

Bacilliexamined

Inoculum

Firstsubculture

Secondsubculture

Spleenofguineapig

Lungofmouse
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viscera/10mg
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intravenouslyforthelatter.
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SM耐 性 は無治療群においても高い方向への移行が認め

られ,こ れがSMの 治療効果を低下させた主因であろ う

と考えたのであるが,こ のことは再度の実験によつて確

認された。またSM耐 性の上昇はinvivoの みな らず

継代によるinvitroの 実験においても観察され た。木

村2)はSMlmcg含 有Dubos培 地に発育したH2株 を

マウスに接種し,SM治 療 を行なつた場合の肺 内菌 の

SM耐 性が上昇していた成績を報告している。しか しこ

の報告には,無 治療対照群の成績が示 されていないので

SM耐 性の上昇がSM投 与によつて助長されたかどうか

明らかでない。

INH低 耐性菌感染の第1回 の実験では,耐 性度 の低

い菌であつたためかもしれないが,明 らかにINHの 治

療効果が認められた。この際興味ある事は,動 物臓器内

の菌のINH耐 性が著明に低下していたことである。そ

こで,次 の実験は治療効果の問題か ら離れるが,INH低

耐性菌のinvitroお よびinvivoの 耐性の変動を検討

した。再実験に用いた菌のINH耐 性は第1回 のものよ

り高い耐性菌であつたが,継 代によつてINH耐 性の低

下が認められ,ま たモルモットの脾臓内の菌も耐性低下

を示した。INH耐 性菌の耐性低下については多 くの報

告3)～11)があ り,著 者 ら12)もINH高 度耐性菌感染 モ ル

モットの臓器内の菌の耐性が著明に低下した株のあるこ

とを報告したが,今 回の実験に用いた程度の低耐性菌に

おいてもすでに耐性の低下の認められたことは興味のあ

ることである。しか しマウスにおいてはやや異なつた成

績を示すようである。第1回 の実験においてはマウスで

もモルモットにおけると同様に明らかな耐性の低下が認

められたが,第2回 の実験においてはマウスの肺内菌の

INH耐 性 の低下はモルモット程著明 で な か つ た。 木

村2),堀13)は マ ウスを用いたINH低 耐性菌 の感染実験

でINH耐 性 の低下を認めていない。したがつてマウス

においてはモルモットとかな り異なつた反応を示すこと

が考えられる。しかしINH高 度耐性菌のみならず低耐性

菌でもモルモット体内でINH耐 性の低下が起こるとい

うことは一これを直ちにヒトの感染に当てはめることは

できないにしても一初回耐性あるいは耐性菌感染を検討

する場合に十分に考慮せねばならないで あ ろ う。INH

高度耐性菌感染の少ないことは,ヒ トに対する毒力の低

下,感 染後体内における耐性の低下が主因であろうと考

えたのであるが12),よ り低い耐性菌においても感染後耐

性が低下して表現される可能性があるものと考 え られ

る。また継代によつてもINH耐 性が低下するとすれば

INHの 初回耐性の研究には耐性検査の方法によりか な

りの誤差が生ずる可能性を考慮せねばならな い で あ ろ

う。各施設と菌検査センターの成績を比較した療研14)の

研究では,INH耐 性 の差異が最も大きかつたことが 報

告 されている。
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以上SMお よびINHの 低 耐性菌感染について検 討

した結果,SMとINHと ては治療効果か らみてその意

義が異なるものと考えられるが,こ れは感染後の耐性推

移の方向がSMとINHと では差異があるため であろ

うと推論 した。

結 論

SMlmcg含 有Dubos培 地およびINHO.02mcg含

有Dubos培 地に発育したクロノ株をモルモットおよび

マウスに接種し,3週 後 より4週 間SMあ るいはINH

の治療を行なつて剖検 し,治 療効果を検討す ると共に,

臓 器内の菌の耐性の変動を調べた。更にSM低 耐性菌に

関す る研究は再実験を行なつて再現性 を 調べ,INH低

耐性菌については0.05mcgお よび0.1mcg含 有Dubos

培地に発育したクロノ株を接種 した動物体内の菌のINH

耐性 の状態を検査した。その結果次の結論を得た。

1)SM低 耐性菌を接種した動物に対してはSMの 治

療効果はほ とんど認められなかつた。この結論は再実験

によつて確かめることができた。

2)INH低 耐性菌(0.02mcg培 地発育)感 染動物に

おいてはINHの 治療効果は明らかに認め られた。

3)動 物に接種したSM低 耐性菌には10mcg耐 性

菌はほとんど含まれていなかつたが,動 物の臓器内の菌

のSM10mcg耐 性菌のpopulationは 増加していた。

これはSMの 投与を行なわない対照群においても認め ら

れ,継 代によるinvitroの 実験においても観察された。

4)INHO.02mcg,0.05mcgお よび0.1mcg含 有

培地に発育した菌を接種した動物,特 にモルモ ットにお

いては,臓 器内の菌のINH耐 性は明らかに低下を示し,

継代によるinvitroの 実験においても同様 に耐性の低

下が認められた。

以上の結果か ら,低 耐性菌感染の意義はSMとINH

とではかな り違 うものと考えられるが,SM低 耐性菌感

染は治療上重大な意義を有するものと思われる。

薬剤耐性菌感染に関する研究成績の総括

本問題について種々の方向か ら研究を進めた結果を4

回に亘つて報告してきたが,こ れ らの成績を総合すると

次のように結論されるであろ う。

我国の初回耐性は少な くとも最近10年 間著明な変動

はな く,増 加傾向は認め られなかつたが,小 児結核例の

ごとき特殊な対象では初回耐性はやや高率であり,感 染

源が既治療である場合の小児では初回耐性が非常に高率

に認められた。この場合INH耐 性は感染源 と小児にお

いて平行せず,小 児側においてより低い耐性を示すこと

が観察された。

そこでINH高 度耐性菌感染について実験的に研究 し

た結果,INH高 度耐性菌の毒力の低下 と感染後体内に
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おける耐性の低下がINH高 度耐性菌感染の頻度を低 く

表現している主因であろ うと推測した。また耐性基準に

達 しない低耐性菌の感染は,SMで は治療効果に重大な

影響を及ぼす可能性が考えられ た が,INH低 耐性菌感

染においては体内でINH耐 性 の低下することからSM

の場合 と異なつた意義を有するものと考えられる成績を

得た。

本研究は当所岩崎所長のご援助 とご指導に負 うところ

が大きい。また当所の多数の研究者,技 術者のご協力を

いただいた。更に各医療機関,保 健所のご援助を賜わつ

た。 ご協力,ご 援助をいただいた多くの方々に深い感謝

の念を捧げる。

本研究の一部は第43回 日本結核病学会 「薬剤耐性菌

感染」のシンポジウムにおいて大里が報告した。

結 核 第43巻 第12号

文 献

1)青 柳 昭 雄:第43回 結 核 病 学 会 シ ン ポ ジ ウ ム報 告,

結 核,43:343,昭43.

2)木 村 仁:結 核,40:49,昭40.

3)久 世 彰:結 核 の研 究,3:39,昭31.

4)大 藤 真 他:日 結,19:585,昭35.

5)中 野 昭 他 ・結 核,36:170,昭36.

6)中 谷 照:岡 山 医 誌,74:317,昭38.

7) Meissner,  G.  : Beit.  Klin. Tbk., 113 62, 1955.
8)高 原 誠:日 胸,21:122,昭37.

9)八 木 淳:大 阪 大 医 誌,118:2105,昭34.

10) Meissner,  G.  : Beit.  Klin. Tbk., 113 :  280,1955.
11)佐 藤 直 行 一結 核,30:247,昭30.

12)大 里 敏 雄 他:結 核,43:473,昭43.

13)堀 三 津 夫:大 阪 大 医 誌,12:439,昭35.

14)療 研:昭 和42年 療 研 研 究 報 告 書.




