
1 3

Kekkaku Vol. 51, No. 1

原 著

患者 か ら分離 した ヒ ト型結核菌 のPHフ ァー ジ感受性 につい て
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The PH phage specifically lyses M. tuberculosis, which had been maintained as the standard 

strain in our laboratory. Lytic activity of this phage against M. tuberculosis isolated from tuber

culous patients was, however, somewhat different from that of our standard strain, namely, the 

phage susceptibility of patient's strains was lower than that of the standard strain. Strains of 
M. tuberculosis isolated from patients were slow growing rough colonies, cord forming acid-fast 

bacilli, absence of pigment formation, niacin biosynthetic and susceptible to INH, PAS and SM. 

Of the total 200 strains isolated from 106 patients, 25 strains (12.5%) obtained from 11 patients, 

of whom 8 had no clinical signs or previous history of tuberculosis, were susceptible to the PH 

phage when tested by means of spotting method. These phage susceptible mycobacteria were all 

sensitive to anti-tuberculous drugs; INH, PAS, SM and others. After the bacteriological confir

mation of diagnosis, patients were treated usually by the triple conbination of INH, PAS and SM, 

and in some cases by rifampicin, ethambutol or kanamycin. Acid-fast bacilli converted to nega

tive soon after the introduction of treatment. The phage susceptibility of strains isolated from 

the same patient at different times was always similar. In contrast, the drug resistant bacilli 

isolated from 11 patients with a long term history of pulmonary tuberculosis were all resistant to 

the phage. It has been said that no relationship exists between phage susceptibility and the 

drug resistance, however, the results of our present investigation suggest that there may be some 

relationship between drug resistance and the PH phage susceptibility.

著者 らは1967年 にヒ ト型結核菌(H37Rv)を 宿主菌 と

して,ヒ ト型結核菌 に特異的に強 い感 受性 を示 すPHフ

ァー ジを分離 したが,こ のPHフ ァージは分離 当初 にテ

ス トした長期試験管内継代培養 された結核菌5株 のすべ

てを溶菌 したが,患 者 か ら分離 し,十 数代継代 した ヒ ト

型 結核菌19株 に対 しては26%が 感受性 を示 し1),更 に

その後,本 院の新鮮 分離株33株 について行 つ た 実 験 で

は12%が 感受性 を示 した に過 ぎなかつた2)。一般 に新鮮

分離 結核菌 は,試 験管 内継代培養菌株 に比 べてこのフ ァ

ージに対 す る感 受性 が低 いのではないか と考 え られ た。

本文はPHフ ァージの新鮮 分離 結核菌 に対 する感 受性

率 を確認す るため に被 検株200株 を用いて感 性試 験を行

い,PHフ ァー ジ感受性菌 を排菌 した患者の病歴を調 査

して,フ ァージ感 受性 と患者病歴 との関係 を考察 した。

*From the Department of Microbiology, Tokyo Women's Med. Coll., Ichigayakawada-cho,

 Tokyo162Japan.
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研 究 方 法

東 京女子医科大学,附 属病 院中央検査科,細 菌部 にお

いて分離 された結核菌(T.W.H .株)200株 ,お よび対

象 として慈生会病 院検査 室か ら分与 され た結核菌(J .H.

株)11株,合 計211株 が用い られた。 これ らの新鮮 分離

菌株 を1%小 川培地 に2～3代 継代 し,37℃,2週 間培

養 で発育の良好の菌株 を用 いた。 ガラス玉入 りコルベ ン

にて菌浮遊 液 を作 り,10mg/0.2mlを1%小 川平板 培

地 に流 し,37℃ で培養 し,3日 目に1/5針 付 注射器 で

スポ ッ ト法 によつてPHフ ァー ジ液(106)を 滴 下した
。

セロテー プにて封 じた あと,更 に培養 を続 け
,初 めよ り

2週 間目に完全溶菌斑 の認め られ た もの を感 受 性 と し

た。平板は各菌株 ごとに2枚 ずつを用 いた。感受性 のあ

る患者株 はすべて完全溶菌斑 を示 し,不 完全溶菌斑や二

次集 落の認 め られ るものはなかつた。

病 態 調 査

PHフ ァー ジ感 受性 菌 を排菌 した患者 について
,検 査

材 料,抗 結核剤耐性検査成績,治 療剤 の種類,投 薬後 の

排菌状態,お よび同一患者 か ら排出 され た結核菌の フ ァ

ージ感受性 の変動 の有無 につい て調査す ると共に
,患 者

の訪れ た科別,主 訴,結 核症 の既往歴 も参 考 とした
。

成 績

表1に 示 す ように,T.W.H.株200株 の うち25株

(12.5%)がPHフ ァージ感 受性 であつ た。J.H.株11株

では感性 を示す ものはなかつ た。T.W.H .株のPHフ ァ

ー ジ感受性25株 を検出 した患者は11名 で
,全 被検患者

106名 に対 し10.3%の 陽性率 で あ つ た。 この11名 の患

者 の病歴の一 部 を表2に 要約 した。 年齢 は23歳 か ら70

歳 で,既 往 歴に結核 症 の明 らか なものは2名,No.1と

No.2,残 りはその主訴,お よび科別 にみ ると,診 断中,

あるいは治療 中の検査結果か ら結核菌が証明 され,結 核

症 の合併 を発見 され た。す なわ ちNo.1の 患者は発 熱が

主訴 であるが,既 往歴 で,充 填術 や,胸 隔形成術 を うけ

てい るので,自 ら結核症 の再発 ではないか と外科外来 を

訪れた。3者 併用療法 を うけたこ ともあつ たが,治 癒 し

て投薬 を中止 していた。 またNo.2は 慢性 の膵臓 炎があ

り,今 回 も腹部異常 を訴 えたもので あるが,胸 隔形成術

を うけていた。No.11は 腎摘出手術 を うけ てい る恐 らく

結核性の もの と考え られ る。その他 の患者 は,風 邪,不

眠,糖 尿病,胸 部腫瘤,リ ンパ節腫脹,股 関節腫脹等 が

主訴 であつて,過 去 に抗結核剤 の投与 を う け た も の は

No.1の 他にはなかつた。

PHフ ァージ感 受性菌 の臨床検査成績 は表3に 示す ご

とく,検 査材料 は喀疾が多 く,次 い で膿 汁 ,尿 で あつ

た。いずれ も直接 塗抹陰性,1%小 川培地培養2～6週

後 に淡黄 白色,R型 集落の発育 を認め,集 落数 はNo.2

以外は0.1ml当 り0.5～20コ で少i数であつた。 これ ら

の分離菌 は発育速度,集 落 の形態,色 調,抗 煮沸試 験,

普通寒天培地培養,発 育温度,光 発色試 験,ナ イアシ ン

テス ト等に よ りヒ ト型結核 菌 と同定 された。 また一次抗

Table 1. Lytic Activity of PH Phage

T. W. H.: Tokyo Women's Medical Collage Hospital

J. H.: Jiseikai Hospital

Table 2. Case History of Patients from Whom Tubercle Bacilli Were Isolated
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Table 3. Examination of the PH Phage Susceptible M. tuberculosis

Table 4. PH Phage Susceptibility Compared with Drug Resistance to

 M. tuberculosis Isolated from Patients

Table 5. Antituberculous Drugs and Response to Treatment

結核剤 に対す る耐性検査成績 におい ては,INH0.1mcg

/ml,PAS1mcg/ml,SM10mcg/mlに 耐性 を示す も

の を認 めなかつた。

PHフ ァージ に耐性 を示 した95株(95名)中,薬 剤感

受性 の ものは79株 であつて,一 次抗結核剤 の い ずれか

に耐性 を示 した ものは16件 であつた。 その 内 訳 は表4

のご とく,INH耐 性13株,SM耐 性9株,PAS耐 性

11株 であ り,INH,PAS,SMの3者 に耐性 を示 す もの

は16件 中5件 であつた。

これ ら患者 の大部分は表5に 示す よ うに,治 療 として

INH,SM,PASの3者 併用療法 を うけた ものが多 く,

RFP,EBを 投与 された もの もあつた。No.2とNo.10の

患者 は治療開始前 に他 に転 院した。

治療 開始後 の排菌状態 は,投 薬1カ 月 目の検査 で陰性
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化 した ものは9名 中5名 で,2名 は2カ 月 目の検査 で排

菌陰性,1名 は3カ 月 目,残 る1名 は4カ 月 目の検査 で

陰性 とな り,以 降2カ 年 間の培養成績 はすべ て陰性 であ

つ た。

同一患者か ら時期 を異 にし,あ るいは検査材料 を異 に

して得 られた結核菌につい て,PHフ ァー ジ感 受性 に相

違 があ るか どうかについて しらべた。対照 としてPHフ

ァージ耐 性菌 を検 出 した患者 について も し らべ た。PH

フ ァージ感 受性群 では5名 の患者 か ら時期 を異 に し(2～

4カ 月の問),あ るいは材料 を異 に して得 られ た18株 は

すべ て完全溶 菌 を示 した。すなわちNo.1患 者 か らは5

株 が得 られ,No.4患 者か らは4株 が,No.3患 者か ら

は2株 が,い ず れ も喀痰 か ら検 出 された。No.9か らは

喀痰 と滲出液か ら3株 が,No.10患 者 では糞便,滲 出液

か ら4株 が得 られた。対 照 としてPHフ ァー ジ耐性株の

中か ら選ばれた18株 は,5名 の患者か らの も の で,そ

れぞれ2～5株 が分離 された もので あるが,PHフ ァー

ジに感 受性 を示 す ものは認 め られなかつた。

J.H.株11株 は,8名 の患者か ら分離 されたものです

べてPHフ ァージ耐性であつた。10株(7名)はINH ,

PAS,SMに 高度耐性 を示す ばか りでな く,KM ,TH,

CS,EBに も耐性 を示 す ものが あ つ た。1株(1名)は

TH,CS,RFPの み に耐性 を示 した。 いずれ も長期入 院

患者 であつた。

考 察

PHフ ァージは1973年,W.H.O.主 催 のM.tuber-

culosisの フ ァー ジタイ ピングのサ ブタイ プ用 と して登

用 され3),M.tuberculosisの 国際分類協同研 究に よつて

MTPH9と して報告 され た4)。この研究報告 に よ る と

PHフ ァー ジはA型 菌 には感受性 を示 さないこ とがわか

つた。

上記PHフ ァー ジ感受性実験 に用いた患者株 は検査 室

で結核 菌 と同定 された分離後 間 もない菌株 で,本 院にお

け る新鮮 分離株 では先 の少 数例 における成績 とほぼ同様

に12.5%の 感受性率 を示 した。国際分類協 同研究 の場合

には比較的長期 間継代培養 した菌株 が用 い られ た とい

う。 しかし分離株 を継代培養す ることによつ て感受性 が

変つ たとい う報告 はない。

著者 らが分離 したPHフ ァージ感受性株はすべ て薬剤

感 受性であつたが,多 数の薬剤感受性菌 がPHフ ァー ジ

に感受性 を示 さなかつた。他方本院患者の薬剤耐性株16

株 と,J.H.株 の11株 か らはPHフ ァー ジ感 受性の もの

が得 られなかつた。 したがつて抗酸 菌 フ ァー ジ感 受性 と

薬剤 耐性 との関係 は上記研究結果 か らは明 らかにするこ

とはで きなかつた。 またフ ァージ感受性 と薬剤耐性 との

相 関性 について患者分離株 につい て検討 され たこれ まで

の報告 では関係 がない と明 らかに記 され ている5)～7)。一

方 エスキモー患者 か ら分離 され た結核菌 につい てフ ァー

ジ感受性 をし らべ た成績 によると,サ ブタイ ピングとし

て用い たPHフ ァー ジに感 受性 のある集 落はすべてEB

(8mcg/ml)に 感受性 であ り,SM(5mcg/ml),INH

(1mcg/ml)に 耐性 を示す ものがわずか にあ ることが表

中 に示 されてお り8),PHフ ァー ジ感受性に関 し て は,

あるいは薬剤耐性 と何 らかの関連性 を見 出 しうるか も知

れない と考え られ た。

今 回はこのPHフ ァージ感 受性菌 を排菌 した患者 の病

歴 を詳細 に調査 する機会 が与 え られ た。 その結果 を整理

す る と,患 者 のほ とん どは外来患者 で,短 期入院 の者 も

あつたが,治 療 によつ て速や かに排菌陰性化 したことが

明 らか となつ た。 このことはPHフ ァージ感受性菌 を排

出 した患者 の病因菌 が薬剤感受性 であつた ことを裏付 け

るもので ある。 しか しPHフ ァー ジ耐性菌 を排菌 した多

数の患者については精 細に病 歴 を調査 す ることはで きな

かつた。また少 数例 ではあつたが,長 期療養 患者 か ら分

離 された高度多剤耐性菌 はPHフ ァージに感 受性 を示 さ

なかつたので,多 剤耐性菌 ではフ ァージ感受性 に変化 を

生ず ることがあ るか どうか興 味あるこ とと考 え られた。

PHフ ァー ジ感 受性株 を試験 管 内 で3者 耐 性 菌(SM,

INH,PAS)と し,PHフ ァー ジ感受性 の変 動 につい て

実験 を行 つた。 その結果,溶 原化 したものか,レ セプタ

ーに変化 が生 じたものか不明 であるが,PHフ ァー ジに

不感受性 を示 した1株 を得 た2)9)。この実験 結 果 が 偶然

に得 られ たものか,一 般的 な現象 と認め てよい ものか不

明 であるので新 しく3者 耐性株 を得,ま た単剤耐性 では

ど うか,更 に薬剤に よる差 異があ るか等 について実験 を

行 つてお り,そ の詳細 については別 に報告 する予定 であ

る。

結 論

患者か ら分離 された ヒ ト型結核菌200株(T.W.M.H.

株)の うちPHフ ァージ感 受 性 株 は25株,12.5%で あ

つた。 これ ら陽性株 を排菌 した患者 の病歴 を調査 した結

果,大 部分 の患者 は結核症 の既往歴 がな く,ま た薬剤投

与 によつて速や かに排菌陰性 となつ た。同一患者か ら材

料 を異 に し,ま た時期 を異 に して分離 され た菌 株 は,

PHフ ァー ジ感受性 のものも,耐 性 のものもそ の感 性 に

変動はみ られ なかつ た。

結核菌 を分与いただいた慈生会 病院,お よび病歴調査

の便宜 をおはか りいただいた本 院,内 科,外 科,消 化器

病セ ンター,神 経 科,糖 尿病セ ンター,整 形外科,泌 尿

科 に心 か ら感謝 致 します。
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