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 The virulence of rifampicinresistant tubercle bacilli for guinea pig and mouse was reported. 

 The rifampicinresistant strain was prepared by repeated cultivation of Kurono strain 

(freeze-dried and stored tubercle bacilli) on Dubos Tween Albumin media containing increasing 

concentration of rifampicin.

 For the evaluation of virulence in guinea pig, index of macroscopic findings, root spleen 

index and number of viable bacilli in spleen were used a in mouse, specific lung weight and 

number of viable bacilli in lung were used.

The methods and results of examination were summarized as follows :

 Experiment 1 : The virulence of tubercle bacilli resistant to 10 mcg rifampicin (RFP) for 

guinea pig and mouse.

 The strain resistant to 10 mcg RFP was prepared by cultivation of freeze-dried Kurono 

strain on Dubos media containing increasing concentration of rifampicin. The concentrations 

of rifampicin in Dubos media for making the rifampicin resistant strain were, ......(1) 0.02 

mcg •¨ (2) 0.1 mcg •¨ (3) 1mcg •¨ (4) 2.5 mcg •¨ (5) 10 mcg. The same subculture 

in Dubos media not containing rifampicin was performed for original strain as the control 

strain.

 The vilurence of strain resistant to 10 mcg rifampicin attenuated markedly for guinea pig 

but not for mouse (Table 1, Figure 1 and Table 2, Figure 2) .

 To elucidate the relationship of degree of rifampicin resistance and virulence for guinea 

pig, the following experiments were performed.

 Experiments 2 and 3 : The virulence of tubercle bacilli resistant to 0. 1 and 1 mcg rifam

picin for guinea pig.

 The strains resistant to 0.1 and 1 mcg rifampicin were made by cultivation of freeze-dried 

Kurono strain on Dubos media containing increasing concentration of rifampicin. The concen

tration of rifampicin for making the rifampicin resistant strain were, ......(1) 0.01 mcg •¨ 

(2) 0.02 mcg •¨ (3) 0.04 mcg •¨ (4) 0.05 mcg •¨ (5) 0.1 mcg (Inoculated for guinea pig)

→  (6) 0.4 mcg •¨ (7) 1 mcg (Inoculated for guinea pig) •¨ (8) 2.5 mcg •¨ (9) 5 mcg

(Inoculated for guinea pig) •¨ (10) 10 mcg.

 * From the Research Institute Sanatorium, Japan AntiTuberculosis Association, Kiyose-shi,
 Tokyo 180-04 Japan.
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 The virulence of strain resistant to 0.1 mcg rifampicin attenuated markedly comparing 

with the original strain which was performed the same number of subculture in Dubos media 

not containing rifampicin (Table 3, Figure 3 and 4).

 The strain resistant to 1 mcg rifampicin also showed the decreased virulence for guinea 

pig (Table 4, Figure 5 and 6) .

 In conclusion, rifampicin-resistant tubercle bacilli showed markedly attenuated virulence 

for guinea pig.

緒 口

従来の抗結核薬に耐性を獲得 した結核菌の毒力は原株

に比べて著 しい変動の認め られない ものが多いが,INH

耐性菌 とくに高度耐性菌の毒力は 減弱 して お り1)～6),

この毒力の低下はマ ウス よりもモルモ ッ トに対して著明

で6),著 者 ら6)もINH高 度耐性菌に よる感染発病 例の少

ない理 由の1つ として,毒 力の低下 減弱が考え られ るこ

とを報 告した。

最近登場 した新抗結核薬Rifampicin(RFP)は 漸次 広

く使用 され る ように なつ てい るが,RFP耐 性菌 の毒 力

につい ては渡辺 ら7)が ネズ ミチ フス菌お よび黄 色ブ ドウ

球菌 のRFP耐 性変異株 はマウスに対す る毒力が減弱 し

てい ることを報告 してい るのみで あ り,RFP耐 性結核

菌の 毒力につ いて検討 した成績 はみ られ ない。

著者 らは試験管内で作製 したRFP耐 性結核菌の モル

モ ッ トお よびマ ウスに対す る毒力を検討 した結果,モ ル

モ ッ トに対 す る毒力は明 らかに減弱してい ることが認め

られ たので現在 までに得 られ た成 績を報告す る。

実 験 方 法

今 回の実験に用 いた菌株 はクロ ノ株 で,継 代培地 お よ

びRFP含 有培地はすべてDubos Tween Albumin培

地を用 いた。RFPは プロピ レング リコール に 溶解 し,

培地 の1/50量 を加えて必要な 濃度 のRFP含 有培地を

作製 した。

第1実 験

RFP耐 性菌の作製:凍 結乾燥 して保存 し た クロノ株

を溶解 し,1mg/mlの 菌液 とし,こ れをDubos培 地に

うえ,こ の培養 液か ら次の ように漸 次高濃 度のRFP含

有 培地 に うえついで10mcg耐 性菌を作製 した。

(1)0.02mcg/ml→(2)0.1mcg/ml→(3)1mcg/

ml→(4)2.5mcg/ml→(5)10mcg/ml。

対照 とした クロ ノ株(原 株)も 同時 期にRFP非 含有

培地に うえついだ。

動 物 接 種:5代 目に 得 られ た10mcg耐 性 ク ロ ノ株 と

対 照 の5代 培 養 ク 官 ノ株 のDubos培 地 のDensityが

0.2(日 立EPO-B型 光 電 比 色 計,530μ フ ィル タ ー,

RFP培 地 は燈赤 色を呈す るので,660μ も用いてだいた

いのDensityを 測 定)に 達 した ものを4mg/mlと 推定

し,こ れを4倍 に希釈 して1mg/mlの 菌 液 とし,モ ル

モ ッ ト(♀)に は これを5倍 希釈 した0.2mg/ml菌 液

の0.5ml(0.1mg)を 右 下腹 部皮下に 接 種した(両 菌

株 とも8～9匹 のモルモ ヅ トを使 用)。 マ ウス はdd系

マ ウス(♀)を 使用 し,1mg/ml菌 液 の0.1mlを 尾 静

脈 より接種 した(両 菌株 とも8～9匹 のマウスを使用)。

剖 検:菌 接種6週 後に実 施した。

毒 力の判定:モ ルモ ットで は全身 の リンパ節,脾,肝 お

よび肺 の肉眼所見 は工藤 ら8)の判定方法に よつてIndex

を算 出し,ま た脾重量を測定 して青木9)の 方法に よつて

Root spleen index
(脾 重量(g)体重(g)×100)

を算出 したほ

か,脾 内生菌数をみ るため 脾の一部(200mg前 後)を

と り,1%小 川培地を用いて定量培養を行なつた。

マ ウスでは肺重量を測定 し,青 木9)の 方法 に よ つ て

Specific lung weight
(肺 重量(mg体重(g))×10)

を算出 し,

肺内生菌数をみ るため肺の一 部を とつて1%小 川培地を

用 いて定量培養 を実施 した。

第2実 験,第3実 験

RFP耐 性菌 の作製:凍 結乾燥 して保存 し た クロ ノ株

の1mg/ml菌 液をDubos培 地に うえ,こ の培養液か

ら次 のよ うに漸次高濃度 のRFP含 有Dubos培 地に う

えつ ぎ,0.1mcgお よび1mcg耐 性菌を 作製 しこれ ら

を モル モ ットに接種 してその毒力を検討 した。

(1)0.01mcg/ml→(2)0.02m.cg/ml→(3)0.04

mcg/ml→(4)0.05mcg/ml→(5)0.1mcg/ml(モ ル

モ ツ トに 接 種)→(6)0.4mcg/ml→(7)1mcg/ml(モ

ル モ ッ トに 接 種)→(8)2.5mcg/ml→(9)5mcg/ml

(モ ル モ ッ トに 接 種)→(10)10mcg/ml

対照 とした クロ ノ株 はRFPを 含有 しないDubos培

地に 同様に うえつ ぎを行 ない,同 じ継 代数 のものをモル

モ ッ トに接種 した｡

動物接種:第2実 験では0.1mcg耐 性菌,第3実 験

では1mcg耐 性菌 を接種 した(5mcg耐 性菌を 接種 し

た第4実 験 はまだ剖検 の時期 に いたつていない)。 接種

部位は右下腹部皮下,接 種菌量は1mgと0.1mgの2
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段 階で,各 群2～3匹 のモル モッ ト(♀)を 用いた。

剖検:菌 接種6週 後に実施 した。

毒 力の判定:第1実 験 のモルモ ヅトの毒 力判定法 と同

様に実施 した。

成 績

第1実 験

(1)モ ルモ ッ トに対す る毒力:RFP10mcg耐 性 ク

ロ ノ株 を皮下に接種し,6週 後に剖検したモル モッ トの

成 績は クロノ原株の成績 と比較 して表1,図1に 示 した

Table 1. Virulence of Tubercle Bacilli Resistant
 to 10 mcg Rifampicin (RFP) for Guinea Pig 

(0.1 mg subcutaneous inoculation)

Notes: Dubos culture of each strain was used. 8 to

 9 animals were used for examination of each 

strain. Autopsy was performed at 6 weeks

 after inoculation.

* Root spleen index  was calculated as follows:

Fig. 1. Virulence of Tubercle Bacilli Resistant to
 10 mcg Rifampicin for Guinea Pig 

(0.1mg subcutaneous inoculation)

Notes.O: Original strain, 10-R: 10 mcg resistant strain

が,表 お よび図にみ られ るよ うに肉眼所見,Root spleen

index,脾 臓 内生菌のいず れでみて もRFP10mcg耐 性

菌 の毒力 は明 らかに弱減 してい る。

(2)マ ウスに対す る毒 力:マ ウスの成績 は表2,図

2に 示 したが,マ ウスに対す るRFP10mcg耐 性菌 の

毒 力は原株 とほぼ同程度 と考 え られ る。

第2実 験

第1実 験においてRFP10mcg耐 性菌 の モルモ ツ ト

に対す る毒力は著明に減弱してい ることが判明 したが,

どの程度の耐性か ら毒力の減弱が認め られ るかについて

検討す るため,第2実 験で0.1mcg耐 性菌の モル モツ

Table 2. Virulence of Tubercle Bacilli Resistant
 to 10 mcg Rifampicin (RFP) for Mouse 

(0.1mg intravenous inoculation)

Notes: Dubes culture of each strain was used. 8 to 9 

animals were used for examination of each

 st-rain. Autopsy was performed at 6 weeks

 after inoculation.

* Specific lung weight was culculated as follows:

Fig. 2. Virulence of Tubercle Bacilli Resistant
 to 10 mcg Rifampicin for Mouse (0.1 mg 

intravenous inoculation)

Notes. O: Original strain, 10-R: 10 mcg resistant strain
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Table 3. Virulence of Tubercle Bacilli Resistant to 0.1 mcg Rifampicin (RFP) for Guinea Pig

Fig. 3. Virulence of Tubercle Bacilli Resistant
 to 0.1 mcg Rifampicin for Guinea Pig

 (1mg subcutaneous inoculation)

Notes.O: Original strain, 0.1-R: 0.1mcg resistant strain

トに対 する毒 力を調べ た結果,表3,図3お よび4に 示

す ような成績 が得 られ た。 す なわち0.1mcg耐 性菌 も

すでに 明 らかに毒 力の減弱が認 め られ,肉 眼病変 はきわ

め て軽微で あ り,0.1mg接 種群で は2匹 とも脾か ら生

菌を培養す ることがで きなかつた。

第3実 験

RFP1mcg耐 性菌を接種 した モル モ ットの剖検成績

は次の表4,図5お よび6に 示 したが,肉 眼病変は0.1mc

g耐 性菌接種群に比べて さ らに軽い傾向がみ られた。

また1mcg耐 性菌では1mgを 接種 したモルモッ トの

脾か ら生菌を培養す ることがで きなかつた。

なお,第4実 験 としてRFP5mcg耐 性菌 のモルモ ッ

トに対す る毒力を検討 中であ る。

以 上の成績か らみ る と,Dubos培 地でRFP0.1mcg

に耐 性 となつ た菌 のモルモ ッ トに対す る毒力 は明 らかに

減弱が認 め られたが,1mcg,10mcgと 耐性度が高 くな

Fig. 4. Virulence of Tubercle Bacilli Resistant
 to 0.1 mcg Rifampicin for Guinea Pig 

(0.1 mg subcutaneous inoculation)

Notes. O: Original strain, 0.1-R: 0.1 mcg resistant strain

るほ ど,菌 の毒 力が よ り減弱 しているか どうかにつ いて

は,各 耐性度 の菌 の毒 力の検討が 同時に実施 されたわ け

Fig. 5. Virulence of Tubercle Bacilli Resistant
 to 1 mcg Rifampicin for Guinea Pig 

(1 mg subcutaneous inoculation)

Notes.O: Original strain. 1-R: 1 mcg resistant strain
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Table 4. Virulence of Tubercle Bacilli Resistant to 1 mcg Rifampicin (RFP) for Guinea Pig 
1mg subcutaneous inoculation 0.1mg subcutaneous inoculation

Fig. 6. Virulence of Tubercle Bacilli Resistant
 to 1 mcg Rifampicin for Guinea Pig 

(0.1mg subcutaneous inoculation)

Notes. O:Original strain, 1-R: 1 mcg resistant strain.

ではないので結論は得 られないが,こ れ らの耐性度の間

では毒力減弱の程度は著明な差はない と思われ る。

考 案

INH高 度耐性菌のモルモ ッ トに対 す る 毒力の減弱 し

ている ことは諸報告 の一致 した見解で ある1)～6)。

最近 登場 した新 しい抗 結核薬Rifampicinの 耐性菌 の

毒力は どうであろ うか。少な くとも一度 は検討 してお く

必要のあ るテーマであ ると考 え今回の実 験を開始 したが,

第1実 験 でRFP10mcg耐 性 菌-RFPのMICは

Dubos培 地 で0.02mcg/ml程 度で あ り,MICの500

倍 の高度耐性菌で ある-の モル モッ トに対す る毒力を

検討 した ところ明 らかに毒 力の減弱 してい る成績が得 ら

れ た。

そ こで次に,ど の程度のRFP耐 性か ら結核菌 の毒 力

減弱がみ られ るのかを検討す るため第2,第3の 実験を

行なつた。 その結果,0.1mcg耐 性菌-MICの5倍

程度の耐性 で もモルモッ トに対す る毒力は 明 らかに

減弱 してい ることが判 明した。

RFP耐 性菌の毒力について の 検討成 績は,わ れわれ

の第1回 の実験終了後に発表 された渡辺 ら7)の,ネ ズ ミ

チ フス菌お よび黄色ブ ドウ球菌 のRFP耐 性変異株 のマ

ウスに対す る毒 力の減弱 を認 めた とい う報 告のみ であ り,

RFP耐 性結核菌 の毒力について検討 され た 成績 はみ ら

れ ないので,中 間成績 を発 表 した次第であ るが,こ れ ら

の成績 の再現性についてはさ らに検討を行な う必要があ

ろ う。 さ らに他の菌株,と くに患者分離株を試 験管内で

RFP耐 性 とした株,INH耐 性がないか あ るい はINH

低耐性でRFP耐 性を示す患者株を用 いてそ の毒 力を検

討す ることも必要で あろ う。

なおマ ウスに対 してはRFP耐 性菌 の毒 力は減 弱 して

いなかつたが,マ ウス とモルモ ッ トに対す る毒 力の違 い

はINH耐 性菌において も認め られて お り,RFP耐 性菌

の毒力減弱を否定す ることにはな らない もの と 思 わ れ

る｡

結 論

試験管 内で作製 したRFP耐 性菌の毒 力につ いて検討

し次 の ごとき結果 を得た。

1)RFP高 度耐性菌(10mcg/mlDubos培 地発育菌)

のモルモ ッ トに対す る毒力は著 明な減弱が認め られ た。

しか しマ ウスに対す る毒力の減弱は認め られ な か つ

た。

2)RFP耐 性度 と毒力の関係を 検討 した 結果,0.1

mcg耐 性菌の モル モッ トに対す る毒力 も 明 らかに減 弱
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が認め られた｡
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本 論 文 投稿 後RFP耐 性菌 の毒 力低 下 を認 めた 報 告 が

発 表 さ れた の で文 献 を追 記 す る 。

モ ル モ ッ トに 対 す る毒 力低 下 の報 告 は:
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Infek. Hyg., 219: 112, 1972.
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