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Far advanced severe pulmonary tuberculosis patients were treated by the intermittent 
administration of rifampicin, and their sputa findings were observed.The critical concen

tration. of clinical rifampicin resistance and the acquirment pattern of rifampicin resistance 

were studied in 47 cases; and the resistance test was done by using Kirchner's semi-liquid 

agar media with. 10% albumin.
Following results were obtainned.

1) Tubercle bacilli became resistant to rifampicin in a short period.
If the concentration of clinical rifampicin resistance for tubercle bacilli on Kirchner's

 semi-liquid agar media was defined as 1mcg/ml complete resistance, the rate of cases

 acquired resistance to rifampicin by the intermittent administration was 11.6% at 1 month, 

25.0% at 2 months, 37.2% at 3 months, 30.8% at 4 months, 42.4% at 5 months and 48.6%, 
at 6 months.

2) It would be safe to say that the critical concentration of clinical rifampicin resistance 

for tubercle bacilli is 1mcg/m/ complete resistance.

3) The acquirment pattern of rifampicin, resistance of tubercle bacilli in rifampicin 

 treated patients was mainly the multi step-pattern and in a few cases single step-pattern on 

Kirchner's semi-liquid agar media.

*From the Niigata National Sanatorium , Akasakacho, Kashiwazaki City, Niigata Prefecture 

945 Japan.
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重症難治肺結核症 に 対 す るRifarnpicin(以 下RFP

と略)隔 日投与法の臨床成績は,既 報1)の ご と くで あ

る。本共同研究においては喀痰中結核菌培養陽性の場合

は,毎 月1回 耐性検査を行つた。その際治療 開始前 後の

菌 の感受性の推移を観察 し,臨 床耐性の境 界値 と耐性獲

得形式を検討 した結果,い ささか知見 を得たのでその成

績を報告す る。

研 究 方 法

1)　 対 象

既報 のごと く,RFPを 除 くほ とん どの抗結核剤 を 使

用 した重症難治肺結核症に対 して,RFPを 隔 日0.45g

に主治医が適 当と考 えた もので,だ いたい従来使用中の

薬剤 を併用 した68例 の中か ら,毎 月耐性検査を行い,

そ の推移 を観察す ることので きた47例 について検討を

加 えた。

2)　 使用培地

対象例 よ りの分離培養 は,参 加 した各施設において小

川培地 を用 いて行つた。培養陽性 の場合毎 月1回 菌株を

新潟療養所 に集 めて耐性検査 を行つた。

耐性検査には10%Albumin加Kirchner半 流 動培

地(以 下K半 流動 と略)を 用 い た。K半 流動はH2SO4

とNa2CO3を 用いて基汁 のpHを6.8に 修正 したあ と,

10%の 割 合 にAlbumin(栄 研)を 加 え た。 一 方,

Methanol(関 東化学,特 級品)10mlにRFP純 末100

mgを 溶解 して原液 を作 り,こ の原液 に滅菌蒸 留水を加

え て希 釈 し,さ ら にご培 地 内 のRFPの 濃 度 が そ れ ぞ れ

0.25,0.5,1,2お よび10mcg/mlに な る よ うに 加 え

て 良 く境 拝 した あ と,中 試 験 管 に5mlず つ 分 注 した 。

Fig. Transition of Tubercle Bacilli in Sputum

 Culture of Pulmonary Tuberculosis Patients 

and its Sensitivity before and after 

 Rifampicin Treatment

Table 1. Transition of Tubercle Bacilli in Sputum Culture of Pulmonary Tuberculosis 

Patients and its Sensitivity before and after Rifampicin Treatment

( a): The concentration of rifampicin resistance of tubercle bacilli is difined as 0.5mcg/ml complete 
resistance or 0.5mcg/ml and 1mcg/ml incomplete resistance.

(b): The concentration of rifampicin resistance of tubercle bacilli is difined as 1.0mcg/ml complete
 resistance or 1.0mcg/ml and 2.0mcg/ml incomplete resistance.
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これ に対照 としてRFPを 含 まない培地を加 えて1系 列

とした。 ここに 出来上つた培地 は37℃ 孵卵器内に1昼

夜納めて,雑 菌混入 のない ことを確かめた うえ検査に使

用 した。

3)　 接種菌量な らびに判定

患者 の喀痰か ら培養に よつて分離されて新潟 療養所 へ

届け られた菌株は,い つたん-20℃ のDeepfreezerに

納 めて凍結保存 し,耐 性検 査の際1%小 川培地 に植 え継

ぎ37℃ 孵 卵器に納 めて3週 後,比 濁法 によつ て各培地

に10-3mgず つ接種 した。菌株接種 後37℃ 孵卵器 に

納め,原 則 として3週 後に観察 して,集 落 の発育状況な

らびに程度 を記載 して成績 を判定検討 した。

4)　 共 同研究参加施設 および担 当医

信楽 園病院(橋 本正 ・高橋昭二 ・笠井久司),国 療村

松 病院(中 川保 男),国 療新潟(田 村昌敏 ・山 田正雄),

県立三条結核病院(岩 井 昭 一),国 療西新潟 病院(萩 野

秀夫 ・高頭正長),水 原郷病院(山 崎雅司),聖 園病 院(真

部義雄),県 立新発 田病院(川 井和夫),巻 町国保病 院(松

浦徳雄),上 越総合病院(青 木正作),長 岡中央病院(亀

汕宏平),佐 渡総合病 院(安積俊 則),県 立十 日町病院(村

田徹),新 潟健康保健病 院(佐 々木雄幹 ・富樫和夫)

研 究 成 績

1)　 喀痰 中結核菌 の推移 と菌 の耐性獲得 の推移

RFP治 療開始後 の喀痰中結核菌培養陰性化率 の 推移

は,表1,図 に示す ごと く,1カ 月後19/43例(42.8%),

2カ 月後24/40例(60.0%),3カ 月後24/43例(55.8

%),4カ 月後22/39例(56.4%),5カ 月 後14/33例

(42.4%),6カ 月後17/35例(48.6%)で あつ た。す な

わ ち陰性化率は2カ 月後に最 も高 く,そ の後次第 に低下

してゆ くことが認め られた。

既報2)の 試験管内実 験の成 績を基 に して,K半 流動 に

おけ るRFPの 臨床耐性 を一応0.5mcg/ml完 全耐性な

い し0.5mcg/ml・1mcg/ml不 完全耐 性以上 と 仮定 し

て,耐 性獲得の推移を観 察す る と,表1の(a),図 の(a)

の ごとくである。す な わ ち 治療開始1カ 月後7/43例

(16.4%),2カ 月後12/40例(30.0%),3カ 月後18/43

例(41.9%),4カ 月後13/39例(33.3%),5カ 月後14/

33例(42.4%),6カ 月後17/35例(48.6%)で あつて,

感受性持続例 は1カ 月後16/43例(37.2%),2カ 月後

4/40例(10.0%),3カ 月後1/43例(2.3%),4カ 月後

4/39例(10.3%),5カ 月後2/33例(6.1%),6カ 月後

/35例 であつた。

しか し,後 述の成 績に従つ て,1mcg/ml完 全耐性な

い し1mncg/ml・2mcg/ml不 完全耐 性以上 を 臨床耐性

とす れば,耐 性獲 得の推移 は,表1の(b),図 の(b)の

ご とく,1カ 月後5/43例(11.6%),2カ 月後10/40例

(25.0%),3カ 月後16/43例(37.2%),4カ 月後12/39

例(30.8%),5カ 月後14/33例(42.4%),6カ 月後17/

35例(48.6%)と な り,感 受性持続例 は,1カ 月後18/

43例(41.9%),2カ 月後6/40例(15.0%),3カ 月 後

3/43例(7.0%),4カ 月後5/39例(12.6%),5カ 月後

2/33例(6.1%),6カ 月後0/35例 で あつた。

2)　 喀痰 中結核菌 の推移形式 と耐性値 の推移

RFP治 療開始後の喀痰中結核菌培養成績の推移 の 形

式別 に,各 症例 におけ る耐性値 の推移を観察す ると,表

2に 示す ごと くで ある。

すなわちAは 治療開始後喀疾中の結核菌 が早期 に陰性

化 した群。Bは いつたん陰性化 したが再び陽性 とな り,

その後 また陰性化 した群。Cは 一時 陰性化 したが,そ の

後再陽性 となつた群。Dは 一時菌量が減少 したが,再 び

大量排菌 に もどつた群 。Eは 排菌状態 になん ら影響 の認

め られなかつ た群 である。

A群 のNo.12は 治療 開始前0mcg/mlで あ るが,1

カ月後0.5mcg/ml完 全耐性,11mcg/ml不 完全耐性 とな

つ た。 しか し3カ 月以降陰性化 してい る。B群 のNo.9

は一時0.25mcg/ml完 全耐性,0.5mcg/ml不 完全耐性

となつた後に,ま たNG29は2,3カ 月後0.5mcg/ml

完全耐性 となつたが,4カ 月以降陰性化 している。

しか しC群 のNo.13,65,D群 のNo.5,16,32,E

群のNo.14,71の ごとく一 たび1mcg/ml完 全耐性 を

獲得 した例では1例(C群No.35,た だ し この例 は1

mcg/ml完 全耐性獲得の翌 月陰性化 したが,そ の翌 月に

は2mcg/ml,さ らに10mcg/mlと 段階的 に 耐性を獲

得 している)を 除 き,そ の後陰性化 してい る も の は な

い。またC群 のNo.20,66,D群 のNo.23の ごとく,

2mcg/ml完 全耐性獲得後に陰性化 した 症例は1例 も認

め られ なかつた。

3)　 臨床例 におけ るRFPの 耐性値 の推移

表2に み るごとく,実 際治療を続行 している重症難 治

肺結核症例の喀痰 より分離 した結核菌 につ いて,K半 流

動におけ るRFPの 耐性値 の推移 を観察 してゆ くと,C

群 のNo.25,39,61,D群 のNo.4,36,43,64の ご

とく,確 かにSingle step-patternの 症 例 も認め られ

る。 しか しC群 のNo.13,20,35,46,65,66,D群 の

No.5,23,44,47,62,68,E群 のNo.14,71の ごと

く,臨 床上 では一段一段 と高度 の耐性を獲得 し て ゆ く

Multistep-patternの ほ うが,む しろ多 く認め られた。

考 案

RFP隔 日投与法における重症難 治肺結核症 の 喀痰 中

結核菌陰性化率の推移は,治 療 開始2カ 月後 が 最 も 高

く,そ の後漸次低下 してゆ くことが認め られた。 この陰

性化曲線 は,療 研3)お よび 日結研4)の それぞれRFP毎

日投与 法における準単独治療法 とほぼ同 じ形を呈 してい

る。
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Table 2. Transition of Tubercle Bacilli in Sputum Culture and Drug Sensitivity Test of 

Pulmonary Tuberculosis Patients Treated with Rifampicin
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Group A: Bacilli converted to negative after Rifampicin treatment.

Group B: Bacilli once converted to negative and returned to positive and again converted to 

negative after Rifampicin treatment.

Group C: Bacilli once negative converted and again became positive after Rifampicin treatment.

Group D: Amount of tubercle bacilli in sputum once decreased and again increased after Rifampicin treatment.

Group E: Amount of bacilli unchanged after Rifampicin treatment.

*: Rifampicin administration period in month.ƒÁ

: Completely resistant, (ƒÁ): Incompletely resistant.

NG: No growth.

治療開始後の耐性 獲得の推移 は,図 に示す ご とく,K

半流動におけるRFPの 臨床耐性 の基準 を,既 報2)の 未

治療肺結核患者の喀疾か ら分離 した菌株 につ いて行つ た

試験管内実験の成 績か ら0.5mcg/ml完 全耐 性 お よ び

0.5mcg/ml・1mcg/ml不 完全耐性以上 とした場 合(a)

も,こ のたびの臨床成績に基づ き1mcg/ml完 全耐性 お

よび1mcg/ml・2mcg/ml不 完全耐性以上 とした 場 合

(b)も,3カ 月後まではそれぞれ直線的 に 急上昇曲線を

描 き,そ の後 ゆるやか とな り,5,6カ 月後には(a)(b)

の両 曲線 は一致 して,6カ 月後 には陰性化す るか,耐 性

を獲得 してしま うこ とが認め られた。

各種培地 に お け るRFPの 結核菌最低発育阻止濃度

(以下MICと 略)に 関す る報告5)～25)2)は枚挙 に い とま

ないが,東 村26)が 指摘 してい るごとく,実 際にRFPを
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Table 3. Minimal Inhibitory Concentration of Rifampicin to Mycobacterium Tuberculosis
 on 1% Ogawa's Egg Media and Kirchner's Semi-liquid Agar Media

使用 した際 の耐性発現 に関す る報告は きわめて少ない。

Nitti et at.27),日結研4),療 研22),岡 ら24)などの報告は

あるが,ど の程度 の耐性を もつて臨床耐性 とするか,と

い う臨床家 にことつて喫緊な問題を解 明した報告はさ らに

少 ない。療研の細菌部会22)によれば1%小 川培地におけ

るRFPの 臨床 耐性の基準 は,10mcg/ml完 全 耐性 およ

び10mcg/ml・50mcg/ml不 完全耐性 以上 とす る こと

が適 当で ある。東村26)28)にごよればRFPの 臨床耐性 の境

界値は1%小 川培地,間 接法4週 判定 では25mcg/ml

で ある。 また桜井 ら29)はRFPの 臨床耐 性はK半 流動 で

は10mcg/mlと す るのが妥当である と報 告 している。

Amino配 糖体系 の抗結核剤は,卵 培地 内で は卵黄 中

の燐蛋白質に結合吸着され抗菌 力が減弱する ことが認 め

られてい る30)。一 方,各 種抗結核 剤の耐性検 査 の 成 績

は,小 川培地における よ りもK半 流動 において安定 して

い ることも認め られている31)。そ こで実 際にRFPで 治

療を続行 している患 者の喀 痰中結核菌 の推移 と,喀 痰 よ

り分離 した結 核菌株 につ いて毎 月K半 流動 を用 いて耐性

検 査を行い,そ の耐性値 の推移 を観察 し て,RFPの 臨

床 耐性 の境界値 の検討 を試み た。

す なわ ちRFP治 療 開始前後 の喀痰 中結核菌培養成績

の推移形式別 に,各 症例 の耐性獲得 の推移を 観 察 す る

と,A・B群20例 中菌 が陰性化 した4で は,最 高耐性値

が0.5mcg/ml完 全耐性,1mcg/ml不 完全耐性に止つ

ている。 しか しC・D・E群27例 では一たび1mcg/ml

完全耐性を獲得 した ものは,C群 の1mcg/ml完 全 耐性

を獲得後 いつた ん陰性化 して翌月 よ り漸次高度の耐性を

獲得 した1例 を除 き,7例 はその後陰性化 し な い ば か

りか,さ らに高度の耐性を獲得 してゆ くことが認め られ

た。 またC・D群25例 中2mcg/ml完 全耐性を獲得 し

た3で は,そ の後陰性化 してい るものは1例 も認め られ

なかつた。

既報2)の 未治療肺結核患者の喀痰 よ り分離 した菌株 を

用いて行つた実験におけ るRFPの1%小 川 培地4週 判

定 と,K半 流動3週 判定のMICを 相関表 として比較す

る と,表3に 示す ご と く,RFPのMICは 小川培地で

は10mcg/mlで あ り,K半 流動では0.1～0.25mcg/ml

である。 したがつ て,K半 流動 におけ る1mcg/mlは 小

川培地 における40～100mcg/mlに 相 当す るも の と 推

定 され る。

上述 の臨床成績 ならび に実験成績か ら勘案 して,K半

流動 におけ るRFPの 臨床耐性の境 界 値 は,1mcg/ml

と考 えて大過 ないものと思われ る。

次 にTsukamura,S.et al.32)は小川培地 に お け る

RifamycinSVの 耐性獲得形式は,H37Rv株 ではSingle

 step-patternで あ ると報 告 し た。RFPに つ い て は

Canetti,G.et al.33)はLowenstein-Jensen培 地 で,

東村盆6)28)は1%小 川培地で同様な耐性獲得形式が認め ら

れた。そ してRFPがRifamycinSVの 誘導体 で ある

以上 当然で あると述べ,さ らに患者か ら分離された菌株

について も同 じ所見が得 られた26)と報告 している。

しか し,実 際にRFPで 治療を続 行 している患 者の喀

痰 よ り毎月分離 した結核菌株 について,K半 流動 を用 い

て耐性検査を行い,RFPの 耐性 獲得の推移 を 観察 して

ゆ くと,Single step-patternの 症例 も少数 は認 め られ

たが,Multi step-patternの 症例のほ うが より 多 く認

め られた。

この ようにRFPの 耐性獲 得形式 に相違が認め られ る

のは,抗 結核剤のMICに 影 響を及 ぼす諸 因子,就 中,

使 用培地,接 種菌量,接 種 菌株 の生活力,培 養期 間,培

地 調製後の保存 法 と保存期 間等 の相違 によるものと考え

られる。

結 論

重症難 治肺結核症 に対 して,RFP隔 日投与法を行い,

Kirchner半 流動培地における耐性検査 の 推移を観察す

る ことのできた47例 につい て,喀 痰中結核菌の推移 と

耐性獲得 の推移 を観察 して,RFPの 臨床耐性 の 境 界値

および耐性獲得形式を検討 し,次 の成績を得た。

1) RFPは 治療開始後短期間に耐性を獲得す ることが
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認め られた。すなわちKirchner半 流動培地における臨

床耐性を1mcg/ml完 全耐性お よび1mcg/ml・2mcg/

ml不 完全耐性以上 とした場合の,隔 日投与 法 に おける

耐性獲得率の推移 は,治 療開始1カ 月後11.6%,2カ 月

後25.0%,3カ 月後37.2%,4カ 月後30.8%,5カ 月後

42.4%,6カ 月後48.6%で あつた。

2) Kirchner半 流動培地 に おけるRFPの 臨床耐性

の境 界値 は1mcg/ml完 全耐性お よび1mcg/ml・2mcg/

ml不 完全耐性以上 と考 え て大過ない ものと思われ る。

3)　 臨床例 のKirchner半 流動培地におけるRFPの

耐性獲得形式 には,Single step-patternの 症例 も少数

に認め られ るが,Multi step-patternで 高度の耐性を獲

得 してゆ く症例 のほ うが よ り多 く認め られた。

本論文の要 旨は昭和47年11月12日 第19回 日本結核

病学会地方学会 ・第8回 日本胸部疾患学会地方 学会合同

学会において報告 した。

擱 筆に当た り,ご 指 導,ご 校 閲を賜わつ た所長江川三

二 博士な らびに共同研 究参加施設 の担 当者 に感謝す る。

なお,本 研 究は第一製薬株式会社 よ りRifampicinの 純

末 の供与 と参加施設か らの菌株蒐集 の協力を受け て行わ

れ た ことを記 して謝意 を表 明す る。
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