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Rifampicinに 対す る結核 菌の臨床 的耐性基 準設定に関する研究

結 核 療 法 研究 協 議 会

(委員長 五味二郎)

(細菌学的研究科会 柳沢謙 ・室橋豊穂 他)

父付 昭和45年8月8日

STUDIES FOR THE DETERMINATION OF CLINICALLY AVAILABLE 

    CRITERIA OF RESISTANCE OF TUBERCLE BACILLI TO 

                    RIFAMPICIN*

Tuberculosis Research Committee, RYOKEN (Chairman . Jiro GOMI)

Subcommittee on Bacteriology (Ken YANAGISAWA, Toyoho MUROHASHI et al.)

(Received for publication August 8, 1970)

   Resistance of tubercle bacilli to RFP was examined in national scale by the members of the 

subcommittee on bacteriology of RYOKEN on the strains isolated from patients with pulmonary 

tuberculosis treated or untreated with this drug. 

   According to the results, 1% Ogawa's egg slant containing RFP in two different concentra-

tions of 10  mcg/ml and 50  mcg/ml seemed to be approximately adequate for the routine sensitivity 

test. And, as for the criteria of resistance, either the complete resistance to 10  mcg/ml or the 

incomplete resistance both to 10  mcg/ml and 50  mcg/ml seemed to be clinically available.

緒 言

新しい抗結核薬を臨床の広範な応用に移すにあたつて

は,こ れにさきがけて実施される基礎的研究において,

再現性が高 く一般検査室への普及も容易な日常的耐性検

査法の確立を図 り,さ らに,そ の検査法による実験成績

に基づいた臨床的耐性基準を設定 しておくことが望まし

い。しかし,過 去における二次抗結核薬採用 の場 合 に

は,こ の過程が正しく踏まれたとはいいがた い 例 が 多

い。これは交錯する諸要因を整理するためには必須であ

る大規模な協同研究を,時 宜を失なわず組織的に進める

ことがきわめて困難である事情によるものであろ う。結

核患者が減少し化学療法が複雑化してゆくことにより,

その困難さは一そ う増大するものと考えられる。

療研は,昭 和44年 度研究課題として 「肺結核再治療

例に対するRifampicin一 の治療効果」についての臨床研

究1)を 全国的規模で実施したが,上 述の諸点に関する考

慮に基づき,対 象患者から分離された結核菌株の蒐集に

努め,細 菌学的研究科会による本研究をも平行して実施

することとした。

当初の研究計画からすれば,被 検菌株数をはじめ種々

の点に不満はあるが,本 剤に関する限 り,現 在の時点で

は,他 に比肩すぺき報告例もないようであるのでここに

報告し,関 係者各位のご参考に供する次第である。

研 究 方 法

(1)被 検結核菌株

療研が実施した上記の臨床的協同研究は,一 次ならび

に二次の抗結核薬を投与したに もかかわらず3カ 月以上

排菌が続いている結核患者358名 を対象として,下 記の

ごときRFPの 各投与方式群を作 り,投 与効果や副作用

などを3群 間で比較 したものである1)。

* From the Tuberculosis Research Committee, RYOKEN  c/o  Inform; Sect., JATA, Kekkaku Yobokai 
 Building 3-12, 1-chome, Misaki-cho, Chiyoda-ku, Tokyo 101 Japan.
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Fig.1.TrendoftheCulturePositiveRate

afterRFPAdministration
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① これまで実施してきた化学療法にRFPの 毎 日投

与を加える方式の群

②RFPとEBを 毎 日投与する方式の群

③RFPは 週2日,EBは 毎 日投与する方式の群

以上の3群 の結核菌分離培養陽性率は,RFP投 与 開

始後図1の ごとく急速に低下する。

① 群は他に比し不良であるが,全 体としては70%前

後の患者の分離培養が陰性化をみた時期,す なわちRFP

投与開始後3な いし6カ 月に分離された結核菌株を蒐集

し,こ れを本研究におけるRFP既 使用の被検菌株とし

たのである。

これと対照するために,RFP未 使用患者か ら分離し

た結核菌株をも被検菌株 としたが,こ の中には結核化学

療法を全 く受けたことがない患者 か らの分離菌株 と,

RFPを 除 く他の化学療法を受けたことがあ る患者から

の分離菌株とが含まれている。いずれも本研究の検査を

分担した各機関が,分 離しあるいは保存していた菌株で

ある。

(2)本 研究の検査分担機関

前項の菌株に関する検査は,本 報告末尾の付表に示す

各機関において,次 項に述べる共通の方法で 実 施 され

た。

(3)耐 性検査の方法

i)使 用培地は1%小 川培地で,作 製後1週 間以内

に菌の接種を行なつた。

ii)RFPの 培地添加濃度は,o,2・5,5,10,25,50

お よび100mcg/mlで ある。すなわちRFP純 末 を50

%プ ロピレング リコール水を用い て 加熱溶解希釈し,

0,250,500,1,000,2,500,5,000お よび10,000mcg1
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mlの 溶液を作 り,各 溶液を培地凝固前に そ の 液量 の

1/100■ ずつ加え,良 く撹絆して分注凝固 した。

iii)接 種菌液は,原 則としてDubos培 地継代第2代

菌液を原菌液としたが,一 部に小川培地継代培養菌の手

振 り法による菌液を用いた菌株 も含まれる。

iv)接 種 菌量は,各 菌株とも10'8mgお よ び10'e

mgの2種 類とした。すなわち1mg菌 液 を100倍 お

よび10,000倍 に希釈 し,そ のおのおののO・1mlず つ

を,各 濃度2本 あての検査用培地に注入接種 し培 養 し

た。

v)観 察の時期

観察は,原 則として,培 養3週 および4週 の時期にお

いて実施した。

▼i)そ の他の事項

検査の方法に関してここに記述されない事項はすぺて

結核菌検査指針2)の記載に従つて実施したが,10.5mgの

菌を接種した培地の成績は,接 種生菌単位ならびにRFP

含有培地発育コロニー数の接種生菌単位に対する割合を

概算しうるように,必 ずコロニー数で記録 した。

研 究 成 績

(1)10"8mg接 種4週 観察の成績による.被 検菌各

群のRFP耐 性 度

表1は 各被検菌群の,10-3mg接 種4週 観察成績によ

るRFP添 加濃度別の耐性度分布をとりまとめたもので

ある。この表により,ま ずRFP未 使用患者分離菌株の

耐性度分布を概括する。

すなわち2・5mcg/mlで は約90%の 菌株がなんらか

の発育を示しているが,完 全耐性の菌株は2・7%に すぎ

ない。5mcg/mlで はなんらかの発育を示す菌株は約60

%で,完 全耐性の菌株はない。10mcglmlに な ると約

70%の 菌株が発育せず,25mcg/mlで は1菌 株のみが

わずかな発育を示 したほかはすぺて陰性である。未使用

菌株群の中では,他 の化学療法を受けたことがあるか否

かによる2群 の耐性度分布を比較したが,両 者の間に指

摘すぺき差はないといつてよいようである。

これに対して,RFP既 使 用患者分離菌株 の 各添加濃

度における耐性度からみた分布は明らかに右に偏してお

り,き わめて顕著な耐性度の上昇があることを認めざる

をえない。た とえば各添加濃度ごとに完全耐性を示して

いる菌株の率をみると,2・5お よび5mcg/mlで 約70

%,10mcglmlで68%,25mcg/mlで57%,50mcgl

mlで52%,100mc9!mZで43%と,濃 度の高い順に

低下してはいるが,い ずれも未使用菌株 とは比較になら

ぬ高率である。これを被検菌株分離までのRFP使 用期

間から,3～4カ 月の菌株と5～6カ 月の菌株に分けてみ

ると,各 濃度で陰性を示す菌株の率が前者にやや低い傾

向はあるが,完 全耐性を示す菌株の率には差が認められ
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Table3.CorrelationbetweentheM.1.C,

ObtainedbytheIncubationPeriods

for3Weeksand4Weeks

ValuesTable4.CorrelationbetweentheM。1,C,Value8

0btainedbyth¢InoculumSize8

0f10-8mgand10-5mg/slant

濃 雄51・255・1・ ・1・・-T・tal

2.5*1212

5151126

105241241

251518327

50224

10011

100～123639

Total33403153236150

Note.Inoculum8ize:10騨3mg/61ant●=mcg/m'

ず,両 群の分布の差は小さい。

(2)10'5mg接 種4週 観察の成績,と くに10-8mg

接種の成績との比較

表2は10-5mg接 種4週 観察の成績を,表1と 全 く

同様にまとめたものである。

表2を 表1と 比較すると,10'5mg接 種 の場合には,

未使用菌株も既使用菌株も,そ の耐性度分布が,そ れぞ

れの10-3mg接 種の場合より左に偏つている。す なわ

ちRFPに 対する耐性検査においても接種菌量による差

は明らかに認められる。(次項参照)

しかし未使用菌株 と既使用菌株の耐性度分布が全体的

に顕著な相違を示すとい う事実には,両 接種菌量間に差

はないといえる。

ただ10-Smg接 種の場合には,未 使用菌株の うち2.5

お よび5mcg!mlに なんらかの発育を示す率が,他 の結

核化学療法も全 く受けたことがない患者からの菌株群の

ほ うに高くなつてお り,そ の差はX2-Testに よ る有意

の水準にある。また既使用菌株のうちでは,各 添加濃度

に菌発育陰性であつた率が,3～4カ 月菌株群 の ほ うに

高い傾向が認められる。しかし,こ れらの点についての

検討は,こ の研究が採用した研究方法それ自体がもち う

る誤差を考慮し,こ こでは取 り上げない。

(3)接 種菌量と耐性度の関係について

表3は,各 菌株の10-8mg接 種 と10'5mg接 種 とに

おける,そ れぞれの菌発育阻止最低濃度(M.1.C.)の 相

互関係を示すものである。

両接種菌量でのM・1・C・ が100mcg/ml以 上 となつ

ている菌株を除外して比較すると,10-3mg接 種のほ う

の値が1段 高い菌株が49・6%,2段 以上高い菌株が19.2

%で,等 しかつた菌株は31・3%(115例 中36例)に

すぎない。

しかし接種菌量による差は,未 使用菌株群と既使用菌

株群の間にみられた耐性度分布の画然たる差 に 比 す れ

ば,小 さいものであるといつてよいであろ う。

(4)培 養期間 と耐性度の関係について

10-5mg
2.5● 5 10 25 50 100 100～ To惚1

10.3m窟

2.5廓 12 12

5 15 11 26

10 11 21 9 41

25 2 6 16 3 27

50 1 2 1 4

100 1 1

100～ 2 2 35 39

Tota1 40 38 26 7 2 2 35 150

Note,Incubationperiod:for4w㏄k●.:mcg/ml

表4は10-8mg接 種 の 場合の3週 観察と4週 観察に

おける,そ れぞれのM.LC.の 相互関係を示すものであ

る。

両観察時のM.1.C.が100mcg/ml以 上 となつてい

る菌株を除いて比較すると,4週 のほ うの 値が1段 高い

菌株が54.4%,2段 以上高い菌株が10・5%で,等 しか

つた菌株は35・1%(114例 中40例)に すぎない。

しかし培養期間によるこの差も,未 使用菌株群と既使

用菌株群の間の耐性度分布の差に比すれば,小 さいもの

であるといつてよいと考えられる。

考 察

(1)RFPの 結核菌発育阻止濃度が,培 地 の 種類に

よりきわめて大きく変化することは,す でに多くの報告

によつて指摘されている8)-5)7)S⊃10)。これ らの成績を概括

すれば,Tween80を 含む液体培地と寒天培地との間,

寒天培地 と卵培地 との間では,そ れぞれ10倍 以上の差

をもつて後者の耐性値が高 くなると考えてよいようであ

つて,在 来の抗結核薬中最大とされていたKanamycin

のそれ よりも大きい。卵 培 地 の 中で もL6wenstein-

Jensen培 地 のM.1.C.は5mcglml前 後であつて,.今

回のわれわれの成績よりは低い値を示すもののようであ

る6)9)。しかし各菌株の感受性ないし耐性 の 相対的な関

係は,培 地の種類によつて矛盾した成績を示すわけでは

なさそ うである。

さらにまた,実 際的には,わ が国の結核菌分離培養は

ほとんどが小川培地によつて行なわれてお り,し たがつ

て,そ の後の継代(耐 性検査を含む)に おいても小川培

地はもつとも安定した発育支持力をもつ もの と考 え ら

れ,か つ,も つとも入手しやすい培地で もある。

日常的耐性検査の基礎的検討のために実施された本研

究が1%小 川培地を採用したのは,主 として上記の2点

によるもので,実 験上特記すぺき支障はなかつた といつ

てよい と考えられる。

(2)本 研究がとつた諸条件のもとで は,RFP未 使
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用患者分離菌株のM・1・Cは ほ とんどが25mcg/ml以

下であつて,25mcg/mlに 発育をみたのは,10.8mg接

種4週 観察において1例 あつたにすぎない。これに対し

て,既 使用患者分離菌株を10'Smg接 種 した 場合には

70%以 上が100mcglmlで もなんらかの発育を示し,

その過半は完全耐性であつて,し かもRFP使 用期間3

～4カ 月と5～6カ 月の両菌群間の差は小さい。これ は

臨床的な結核菌の耐性獲得も早 く高いことを示す もので

あり,invitroの 耐性上昇実験がきわめて容易に行な=わ

れていることとの間に矛盾がない4)。

上述のごとき耐性上昇の様相は,既 存の抗結核薬の う

ちでは,SM,INH,KMな どのそれ と近似しており,他

の二次薬のそれ とは明らかに異なる。したがつて耐性基

準の設定が比較的容易な薬剤であると考えてよいであろ

う。

接種菌■が大きいほど,ま た培養期間が長いほど耐性

値が高くなる傾向がみられるのは,他 の多くの薬剤の場

合と同様であるが,そ れらの影響は 日常の耐性検査成績

を設定 された耐性基準 と照合するさいに大きな混乱を来

たすほど著しい ものとは考えられない。本研究の検査を

分担した各機関相互の差も,同 様な立場からみれば,無

視して差し支えない程度のものであつた。

(3)以 上に述ぺたところによつて,1%小 川培地を

用い,接 種菌量を10-8mgと し,培 養期間を3～4週 と

する条件下で行なう耐性検査 で は,RFP培 地添加濃度

を10mcg/mlお よび50mcg/mlの2段 階とす るの が

妥当であると考えられる。

また,そ のさいの臨床的耐性基準は,結 核の治療指針

が従来から用いている表現を借 りるな らば,10mcg/ml

完全耐性(ま たは10mcg/mlお よ び50mcglmlに 不

Table5. ComparisonoftheResistanceDegreeoftheStrainsIsolatedfromPatients

TreatedandUntreatedwithRFP

Strainsisolatedfrom

Bacterialgfo耐honthemediacentai血gRFP血aconcentrationof10mcg/m'
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～1/1.000●
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完全耐性)以 上となるであろう。

(4)前 項に拠つて行なわれる耐性検査では,未 使用

菌株群にも既使用菌株群に も30%前 後 の10mcg!ml

不 完全耐性菌を認めることにな り,そ れが上記の基準に

よつて,混 乱なく処理しうるかどうかが問題 となる。表

5は10mcg/ml含 有培地での菌発育tを 対照培地のそ

れに対する比による分布で両菌群を比較したもので,同

じく10mcg!mlに 不完全耐性であるといつても,両 群

のそれの菌発育量の分布には大きな差があることが明ら

かである。

この小実を基礎とした観察や判定が行なわ れ る な ら

ば,上 記の混乱はほぼ回避できるはずであると考えられ

る。

(5)次 に上述した臨床的耐性基準を,個 々の患者の

耐性検査成績と臨床経過との照合にあてはめたらどうな

るかという問題について,今 回得られた範囲での経験を

整理する。

表6は 毎月の分離培養成績の記載が確実な患者の排菌

経過の例示である。表中○で囲んだものが本研究の被検

菌株となつており,そ の耐性度は表の右端に記入されて

いる。

被検菌が10mcg/mZ不 完全耐性以下の例では,そ の

後において菌の陰性化をみるものが多いのに対 し,被 検

菌が10mcg/ml完 全耐性(こ の表では そのす ぺ てが

100mcg/mlに も完全耐性)の 例では,そ の後に陰性化

をみるものがない。また陰転例でもその後において再陽

転 した場合の分離菌は,100mcg1mlに とどく高 い 耐性

を獲得しているといつてよいようであつた。

(6)と くに前項の検討は,一 そ う多数の例について

より多角的になされるぺきものであり,ま たRFP含 有

培地の各種条件下における力価の変動についての検討も

なお不十分である。さらに一般の日常検査に取 り入れら

れた場合を考えると,培 地の作製,接 種菌量などの基本

条件にさえ,許 容範囲の中に収まるという保証が必ずし

もないという問題もある。

本報告に提示された,日 常的耐性検査法ならびに臨床

的耐性基準が,実 際的見地からも真に妥当なものといえ

るかどうかは,よ り詳細な検討をまつて決定されるぺき
ノ

であるのはい うまでもない。療研がすでに開始している

第2段 の協同研究が順調に進展することを期待したい。

結 論

RFPに 対する結核菌の日常的な耐性検査 の 方法は,

結核菌検査指針に記述されている在来の抗結核薬に対す

る場合と同様に,1%小 川培地を用いることとし,RFP

の培地添加濃度を10mcg!mlお よ び50mcg/mlの2

段階とすることが適当であると考えられる。

また,こ の方法による検査成績に適用すぺき臨床的耐

結 核 第45巻 第10号

性基準は,10mcglmZ完 全耐性(ま たは10mcg/mZお

よび50mcg!mlに 不完全耐性)以 上とすることが適当

であると考えられる。

しか し日常的耐性検査法ならびに臨床的耐性基準の確

立のために確理された以上のごとき請条件の妥当性を評

価し,必 要な改善を加えるためには,一 そう詳細な検討

に耐え うる大規模な協同研究が実施される必要があると

考えられる。

本研究の被検菌株をご提供載いた多数の療研協同研究

参加入院施設の関係者の方々に厚 く感謝の意を表する。
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