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結 核 菌 のThiacetazone耐 性 に 関 す る 研 究

第1編 未治療小児結 核患 者よ り分離 した

結核菌のThiacetazone感 受性

大里 敏 雄

結咳予防会結核研究所附属療養所

塚 越 兼 吉 ・清水 久 子

結 核予防 会 結 核 研 究 所

受付昭和45年10月23日

STUDIES ON THIACETAZONE RESISTANCE OF TUBERCLE  BACILLI*

Part I :Thiacetazone Sensitivity of  Tubercle Bacilli Isolated from

Previously Untreated Tuberculous Children

Toshio  OHSATO, Kenkichi TSUKAGOSHI and Hisako SHIMIZU

 Received for publication October 23, 1970)

   Many workers reported the thiacetazone sensitivity of  tubercle bacilli isolated from patients 

in different countries, such as England, South  India , East Africa and Hong Kong. These 

reports showed that British and East African strains were more sensitive than South Indian 

and Hong Kong  strains to thiacetazone. 

   This paper presents the sensitivity to thiacetazone of  tubercle bacilli isolated from the 

previously untreated tuberculous children in Japan. The strains were stored in refrigerator 
after the lyophilization. The ampule containing 5 mg of  tubercle bacilli was opened and 5 ml 

of sterile distilled water was poured in to get 1 mg, ml bacillary suspension.  0.2 ml of 1  mg/ 

 m/ suspension was inoculated into two Tween Albumin Dubos media and incubated for 10 to 

14 days for getting 0. 18 to 0. 2 density by spectrophotometer. The diluted cultures were in-

oculated  0.1  ml each on the two slopes of  1 Ogawa's medium conaining 0, 0. 25, 0.5, 1, 2, 4 and 

8  mcg/ml thiacetazone. The  inoculum size was  10-3 and  10-5 mg. The reading was made at 

2, 4 and 6 weeks in the  10-3 mg inoculation and at 4 and 6 weeks in the 10-' mg inoculation. 

   The sensitivity to thiacetazone was tested in 40 strains. The results are shown in Tables 

1 and 2. Among 40 strains, 11 strains (27.  ) showed  0.5  mcg/ml or less MIC and 20 strains 

 /0) showed 1 mcg  ml MIC at 4 weeks' reading in the  10-3 mg inoculation. 9 strains  (22.  5 

 ?a) showed 2  mcg/ml or more MIC. Geometric mean MIC of 40 strains was  0.  966 and the value 

was situated between the value of British, East African and that of South Indian, Hong Kong 

strains. 

   The proportion of resistant mutants on thiacetazone containing media was widely different 

by the strains (Table 2). 

   Above mentioned test of the sensitivity to thiacetazone was performed by the use of Tibione 

made in Japan. The comparison of drug activity for  tubercle bacilli between Conteben made 
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in Germany and Tibione made in Japan was done to make sure the activity of  Tibione.  As 

seen in Table 3. the activity of both drugs was not  different. 

   In conclusion, the  tubercle bacilli isolated from the previously untreated tuberculous chil-

dren in Japan showed moderate thiacetazone  resistance,

緒 曾

Thiacetmeone(Tb1)は かつてわが園で も 広 く1"!用

さfiた が現 在てはほ とんど使用 されな くなつ た,,こ れは

よりh.効でか ・副作用の少ない抗結髭薬が漸 次開発X.,tl

た ことに よる ものと思われる,,し か し一 与,Deve/opinK

countrsrで は 初めINHを 中心 とした 冶痴が 行なわれ,

その後 これにPASを 併用す ることに よつて治療効果が

増強され ることが報告 されたのであるがり簡,経 済的見

地 か らPASの 代 りに より安緬な併用薬 としてTb1が

一部の岡で用い られ良好な成績 が 得 ら お て い る4)5)
,,

INH・Tb1療 法の導入に よつて患老か ら分離 された結核

菌株 のTb1感 受性にはか な りの差異のある ことが注 目

された.Josephらe}は 英国人の患者か ら分離 した菌 株は

南 イソ ドの患 者か ら分離 した菌株 よりもTb1感 受性 が

高 いことを報告 し,MitchiseRら?》 は英国株 と菓アフ リ

カ株はTb1感 受性が高いが,南 イソ ドの株,乱 巷の株は

Tb1感 受性 が低い ことを報 告 して い る,,ま たGanga・

dharamら 露》は イγドの国内において も北 方の株はTb1

感受性が高いが南方 の株は感受性が低い ことを報告 して

い る。

一方わが国におけ る菌株のTb1感 受性は どうで あろ

うか。 この ことはTb1の 治療効 果の問題は 別 と し て

も,細 菌学的に も興味 のあ る問題である.

わが国においてもTb1が 臨床的に使用 されていた こ

ろにはTb1耐 性につ いての研究は少な くないが,各 国

あ るいは各地域におけ るTb1感 受性に差異があ るか ど

うか とい う観点 に立つた研究は行なわれていない.今 回

われわれはこの観点か らの研究を実施 し,わ が国の未治

療株のTb1感 受性 の状態を分析 したので報告 したい,

研 究 方 法

薬剤感受性 の研究は未治療例か ら分離 した菌株を使用

す る必 要があるが,小 児患者か ら分離 した菌株は最 も純

粋に薬剤感受性を知 りうることは著者 らの一人大里 ら9)

が初回耐性 の研究の場合に述ぺ たごとくであ り,し たが

つ て 今回の研究 も未治療小児患者か ら分離 した菌株を使

用 した.

使用菌株:未 治療小児結核患者か ら分離 し,凍 結乾燥

して氷室内に保存 した菌株を用いた。 これ らの菌株は,

分離培 養 あるいは間接法に よる耐性検査の対照培地に発

資 した繭 を1%小 川 培 地 に エ ー ゼ で継 代 し,2遡 間 前 後

培 養 した もの か ジノ1%グ ル タEソ 酸 ナ 卦リ ウ ム 溶 液 を

用 い て10mg/mlの 繭 液 を作 製 し,そ のO・$mlを ア γ

プ ル に 分 注 し,凍 結 乾燥 を 行 なゐ た 後4℃ に 保 存 した も

の で あ る.こ の凍 結 乾 燥 保 存 晦樵 群 か ら比 較的 新 しい も

の40株 を 用 い てT瞬 の 感 受 盤 を 調 べ た.こ れ ら40橿

のSM,PAS,INHに 対す る謝 性 は 次 の ご と《 で あ る.

す な わ ち3剤 とも 全 く耐 性 の な い もの ⑳ 桝,医 療 基 準

に 小 され た耐 性 を示 す もの3株ISMIOOmcg完 全謝 瞥

一N{}難 ,Nif40,SM1⑪raecg完 全,ユ0⑪ 搬曙 牛 完 全 謝

性 てINHlrncg完 全 謝 性,PAS1購 嘱{完 全 耐 牲 一

No33、 で,そ の ほ か にSM1⑪rncgに か な り の 菌 量 の

発 育 をみ た もの くNo.9;,INH⑪.1mcgに わ ず か な 菌

数 の発 膏 を 認 め た も の4株 くN◎.16,N轍17,No21,

Nα31),PASlmcgに30Ptロ ニ ーの 発 育 を み た も の

2株CN◎.20,Nc.22),$M10撫 鰹 に か な り 多 数 の,

PASlmcg,INHO.1m¢9に20～40質Ptニ ー の 菌 発

育 を 認 め た もの くNg23)が あっ た,,

Tb1感 受 性 測 定 培 地lTb1を ⑪,0.25,⑪.5,1,2,

4,8mcg/mlに 含 有 す る1%小 川 培 地 を 用 い た ,,Tb1

は 水 に とけ な い の で,プ ロ ピ レ ソグ 夢 コー ル を 用 い て

8mg/mlの 原 溶 液 を 作 製 し,そ の 後 硯 菌 蒸 留 水 を 用 い

て,培 地 添 顎に必 要 なTb1溶 液 を 作 製 した 。 今 回 の

Tb1含 有 培 地 は,以 前 に製 造 され 室 温 に保 存 され た 邦

製 チ ピオ ソ(第 一 製 薬 稼∴ 会 社 製)を 使 用 して 作 製 した
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の で,力 価 の 低 下が な い か ど うか を チ 轟 ヅ クす るた め 第

4回 目の実 験(N《L31～4{,の 繭撚,　 N◎.5はlii"J!用)の

さい に は 新 た に 入 手 した ドイ ツ製Cuiitel>eiを 用 い て 同

様 の濃 度 の 墨剤 を 含 布 す る培 地 を 作製 し両剤 の抗 薗 力 を

比 較 した。

　 繭 液 の作 製:凍 結 乾 燥 して 保 存 され た菌 株5mgを 含

有 す る ア ソプ ルを 開 封 し,5mJの 減菌 蒸 留 水 を 加 え 振

漁 して1mg/m1の 均 等繭 液 と し,そ のO、2mt(O、2mg)

を2本 ず つ のDubos'rween　 Albumin培 地 に 接 種 し,

1Q～14日 培 養 の のt'濁 度 が048～0、2(〔}'f.　 EPO-B,

530mμ フ ィルew　一一,　Bha　ncあll　 〉 を 示 した 菌培 養を4

mg/mlと 推 定 し,こ れ を 滅 菌燕 留 水で 希 釈 し1rng/ml

の 菌 液 を 作 製す る.

　 菌 の 接 種:上 記 の よ 弓に して 作 製 した1mg/m'の 菌

液 を100倍 に 希 釈 しo.　01　mg/mlの 菌 液 と し,そ のo・1

mlを2本 ず つ のTb　 1感 受 性 測定 培 地 に 接種 し(IO-9

=mg接 種),さ らに100倍 に 希釈 し た菌 液(10"4　 mg菌

液)の0.1　 mlを2本 ず つ のTb　 1感 受 性 測 定培 地 に 接

種 した(10-5　 mg　 l凝 和,,ま た10-4　 mgの 菌 液 を さ らに

10倍 に 希釈 した10ndδ　mg菌 液 の0。1mlを2本 のTb　 1

非 含 有培 地 に 接 種 し接 種 菌 数 の測 定 が 可 能 に な る よ うに

した 。Tb　 1感 受 性 測 定 培 地 は 各濃 度2本 ず つ を 使 用 し

た の で1株 につ い て10ww3　mg接 種 で14本 、10"9　mg接

種 で14本,10mu　 6　mgで2本,計30本 の 培 地 が使 用 さ

れ たes培 地 の栓 は 紙 巻 きの綿 栓 を 使 用 し,菌 接 種1～2

日後 に 培 地 衷面 の乾 燥 した 後 に パ ラ フ ィソで 封蝋 し培養

を 続 け た 。

　 Tb　1感 性 の 判 定:菌 を接 種 した 培 地 は2,4,6週 後

に 観 察 した 。そ して10"8　 mg接 種 で は 各 観 察 時 の 最 小

発 育 阻 止 農 度(MIC)で,　 IO-9　mg接 種 で は4お よび6

週 のTb　 1含 有 培 地 上 の発 育菌 量 をPr◎P◎rti◎nで 示 し

た 。

　 なお40株 のTb　 1感 受 性 の 測定 の た めに は4つ の 培

地Batchを 用 い4回 の実 験 を実 施 した 。

研　究　成　績

　 1)　 IO'n9　mg接 種,2,4、6週 判定 のTb　 1感 受 性 測

定 の成 績 を 示 す と表1の ご と くで あ る。4週 判定 でO.　 5

mcgお よび そ れ 以 下 のMICを 示 した もの は40株 中11

株27.5%,1mcgのMICを 示 し た も の20株50%,

2mcgのMICを 示 し た も の7株175%,4mcgの

MICを 示 した ものは2株5%で あつ た。1mcgお よび

そ れ 以 上 のMICを 示 した もの は 計29株72,5%2mcg

お よび そ れ 以 上 のMICを 示 した ものは9株22.5%で

あつ た。 また4週 判 定 に よる40株 の 平 均(幾 何 平均)

のMICは0.966で あつ た 。

　 2)10　 5　mg接 種,4お よび6週 判 定 に よ るTb　 1含

有 培 地 上 の 発 育 菌 のPr◎P◎rti◎Rは 表2に 示 した ご と く

結 核 第46巻 第3母

で ある。 この 表は10-s　rag接 種 の 生 菌数 より算定 した

接種菌量か ら1⑪ 聾mg接 種 の場 含の生菌数 に 換算 し・

捌 噛 量の少ない ものか ら多い ものの順 に示 し島 表で

み るよ うに捗伽¥渤 ぽ ㈱ 一4$OPtの 間 に ラ!布す る が,

100～185繋 の薗燈の株 が簸 も多く20株 を示 してい る・

Tb1の 各濃度 含有培地におげる発蒋菌のPrepaytienの

パ ター ソは表の よケに繭株 に よつ て 箸しい差が認め られ

るCt菌 株閥の差は6週 判窺で一・そ ぢ駕 し《なつてい る$

　3)　 邦製チ ビオ ソと ドイ ツ製C⑬ 醜帥繍 の抗繭 刀の比

較1長 期に保存 したTb　 1の 抗結核繭力が新たに入 手し

たContebenに 比 して儀下 していないか ど弓か を検酎 し

た成績は次の表3a,　 bに 示 した。 老3asは10pm轟 　mg接

種4週 判 定 の,表3bは6遡 判定の場台 の 各Tb　 1濃

度 含有培地1二に発育 した菌のPrc　part　i"　xxを 示 したが,

表にみ るよ うに両 剤の抗菌 力にほ とん ど塾が認あ られ な

い,,む しろ邦製Tb　 1の 抗菌力のほ うが ご《わずかでは

あ るが強 く喪現 されている ようにみえ る難1か 病雛g接 種

に よるMICも 両剤間に差は認め られなかつ た,、

考 案

　 未 治療 結核 患 者か ら分 離 した 結 核 菌のTb　 1感 受 性 ば

・様 で な く,ま たTb　 1感 受 性 の 分布 は 籔 に よ り地 域 に

よ り差 の あ る こ とがJesephらe),.M・itchi・so・ftら η に よ

つ て 報 告 され,そ の 緩 も さ らにMi驚cぬi鋤 嶽覇,　 Gre$set

ら11),Lefferdら 働 に よつ て研 究 さ れ,英 題 株,東 ア フ

リカ株,ア ル ジxリ ア株 はTb　 1に 裡 して比 較 的 高 い感

受 性 を 示 す が,南 イ ソ ド株,香 港 橡 のTb　 1感 受 性 は 低

い と報 告 され て い る,,Mlt・hl・ 鴨 らη の1964年 の 報 告

で は10"2　 mg接 種4週 判定 に よ るTb　 1のMICの 幾

何 平 均 値 は,英 国 株 はO.　66,東 ア ーrリカ 株 は ⑪.64で あ

る のに 対 し,イ ソ ド樗 は1.4,香 港 殊 は22で あ つ た 。

ま たLeffordら 覇 は 東 ア フ リカ株 のTb　 1のMICの 幾

何 平均 値 はO.　 48で あ つ た こ とを 報 告 して い る,,

　 これ らの成 績 は い ず れ もL㏄ 騨鋤std掛Jense難 培 地 を

用 い た研 究 で あ り,著 者 らの1%小 州 培 地 とは使 用培 地

が 異 なつ てい る が,接 種 菌量 は10　 霊～1⑪tw轟　mgで,判 定

は いず れ も4週 に 行 な わ れ て い るas　Mitchi§eltら η の報

告 の5ちStandkrd　 MICと い うの は10mait　mg接 種 の場

合 で あ るが,接 種 生 菌 数 か らみ る と著 者 らのrO-g　 mg接

種 よ り多 少 多 い 程 度 の 接 種 菌量 で あ るの で,今 回 の わ れ

わ れ の 成 績 と比 較 す る こ とが 可 能 で あ ろ う.わ れ わ れ の

4週1'/定 に よ るMICの 幾 弼 平 均 値 は0.966で あ り,こ

れ は 英 圏 株 に 比 して 高 いMICを 示 して い る が,イ ソ ド

株,香 港 株 よ り低 い 値 を 示 して い る。MICの 平 均 値で

み る限 りで は,わ が 国 の 菌 株 のTb　 1感 受 性 の パ ター ソ

は 英 国 ・東 ア フ リカ株 とイ ソ ド ・香 港 株 の 中 間 に あ る と

い え よ う,,ま た2mcgお よびそ れ以 上 のMICを 示 し

た株 の 割 合 をみ る と,英 国株 は23株 中6株20%,ア フ
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リカ株は25株 中2株8%に 対 し,イ ン ド殊,ll　36株 中

14株47%,香 港株は48株 中26株 駒%で あ る7)。 また

1968年 のMitchisonの 報告覇 はそれぞれ11%,36%と

83%,58%が2mcgお よびそれ以上のMICを 示 しk

とい う。 これに対 しわ れわ れの成績 では2mcgお よび

それ以上のMICを 示 した珠は22.5%で あ り,こ れは

英国株 とイ ソ ド株 のほぼ 中間 のTb　 1感 受性 と考 えてよ

X・と思われ,前 述 のMICの 平均値で比 較 した場合 と同

様の結 果であっ たeわ が国で は福原 ら覇 が71株 の未治

療 株のTb　1感 受性を調ぺて いるが,う ち36株 は1mcg

お よびそれ以上 のMICを 示 している(わ れわれの 或績

馳72。5%が1鵬cgお よびそれ以上のMICを 示 した)。

　 以上 のよ うに未 治療例か ら分離 し た 結核 菌株 のTb　 1

寒 性のパ ター ソは,国 に よつ て異 なるが,同 じ国,同 じ

地域 において も菌株に よつてTb　 1感 受性は非常に差異

のあることが明 らかであ るe10-as　mg　 i接琶に よ るTb1

謝性菌の含有率か ろみて も菌株間の差 は明 ろかで ある.

　 今回のわれわれの実験 は永 く保存 していた蔀製チ ビオ

ソを用いたので,抗 菌力の低下 がないか どうかについて

懸念があつたが,新 たにλ手 しだContebenと 比較 した

結果,保 存に よる抗董 力つ髪下、よなか つた ことが判弱 し

た。

結 論

　 未治廉小児結核患 者 よウ分難 し凍結 乾燥 して集存 した

結核菌40株 を用い,そ のDubOs培 養 菌 の10"3　mg,

10'5　mgを 鍍種 し,　Tb　1慈 受性の墳讐 を調 べ た,そ の

結 果次の結論 を得た奪
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1)10}9mg接 種4週 判 定 に よ るMICの 幾 何 ・lz均値

はO・966で,諸 家 の 報 告 と比 較 す る と,英P・1・ 東 ア フ リ

カ株 とイ ソ ド ・香港 株 の 中間 のMICな 小 したes

2)0・5mcgお よび そ れ 以 下のMICを 示 した もの は

27・5%,1mcgのMICを 示 した もの50%,2mcgの

もの17・5%,4mcgのMICを 示 した もの5θeで あ つ

た 擦

3)1e-9rng接 種 の 場 合 のTb1耐 性 菌 の 含1∫痢 は 菌

株 に よつ て 著 しい 差 異 が認 め られ た.

4)Tb1と ドイ ツ製CQntebenの 抗 繭 ηは ほ とん ど

同 程 度 で あ つ た.

本 研 究 の 要 旨は 策2霊 回 実 験 結 核 研 究 会総 会 お よび 窮

45回 日本結 核 病 学 会 総 会に お いて 大 璽が 報 告 した,,

文 献

1) A Co-operative Investigation in East Africa 
   Hospitals and Laboratories with the Collabora-

   tion of the British Medical Research  Council: 
 Tubercle,  40  : 1, 1959. 

 2) do : Tubercle,  41  : 83, 1960. 
3) Tuberculosis Chemotherapy Centre,  Madras  : 

   Bull.  Wld  Hlth  Org., 23 : 535, 1960. 
4) A Co-operative Investigation in East Africa 

   Hospitals and Laboratories with the  Collabora-

結 核 第46巻 第3懸

   tion of the British Medical  Rebearch  Council: 

 Tubercle,  41  : 399, 1960. 

 5)  Co  operative Studies in East African Hospitals 

   and  Laboratoric-, with the Collaboration of the 

   East African  ;Ind British  Medical Research 

 Councik : Tubercle, 44 : 301, 1963.

6) Joseph, S.,  Mitchkori,  U. A., Raniachandran, 
   K.Selkon, J. B. and Subbaiah, T. V.: Tuber- 

   cle,  45  :  354, 1964. 
7) Mitchison, D. A. and Janet Lloyd : Tubercle, 

 45  :  360, 1964. 
8)  Gangadharam, P.  R.  J. (with Devaki, V.  and 

   Mohan,  K.  )  : Tubercle, 49 Supplement)  :  48, 
   1968.

9)大里 敏雄 ・木 原 和郎 ・岩崎龍 郎 ・島 尾 忠 男・福島

清・山 登淳 伍 ・樋 田 豊 治 ・清水 寛 ・黒 丸 五 郎 ・新

津 泰 孝 ・最 上修二 ・塩 沢 精 一 ・山下弘秋 ・日比野

進 ・小 林裕 ・杉 山浩 太 郎 ・筬島 四 郎:結 核,43:

431,昭43.

 10  ) Mitchison, D.  A.: Tubercle, 49 Supplement  : 
    38, 1968. 

 11) Grosset, J. (with Rodrigues, F.,  Benhassine, 
    M., Chaulet, P. and Larbaoui, D.) :  Tubercle, 

    49 (Supplement) : 46, 1968. 
 12) Lefford, M. J., Dickinson Jean, M. and  !Ait-

    chison, D. A :  Tubercle,  50 : 1, 1969. 
13) Fukuhara, Y., Kobayashi, H., Hokama, S.: 

    Jap. J. Tbc. & Chest Dis.. 16 :  57.  1970.




