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During the course of clinical examination of drug sensitivity tests for M.tuberculosis,

a strain of M.tuberculosis which is considered to be rifampicin—dependent was isolated 

from a patient with persisting smear positive,culture negative(SPCN)or culture difficult

(SPCD)mycobacteria status.The strain isolated produced a few tiny colonies on the 
control Ogawa—egg yolk medium,whereas it showed abundant growth like a bacteria 

plaque on the medium containing rifampicin 50ug/ml.
Furthermore,the growth of the strain on Ogawa medium containing rifampicin 50

ug/ml is much better than that on the medium containing rifampicin 10ug/ml.
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緒 言

塗抹陽性培養陰性(SPCN)結 核菌 につ いて の報告 は

古 くか ら見 られ るが,リ ファンピシン(RFP)の 使用

が増 え るにつ れ て,最 近 またSPCN結 核菌 の症例や統

計 が 所 々 の 療 養 所,病 院 よ り報告 され るよ うにな っ

*From Koga Hospital Medical Research Institute ,120 Tenjin—cho,Kurume 830 Japan.
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た1)～10)。SPCN結 核菌 の本 態 につ いて は現 在,RFP

によ って殺菌 された活性 のない結核菌で あろうというの

が,一 般 の見解 のようで ある3)6)。

著 者 らは,長 期問SPCNで ある結核患者の定期喀痰

検査 中,注 意深 く観察 して いると,時 に培養陽性 となり,

培 養8週 後 に10個 以 下 の小 さなコロニーを形成す るこ

とがある ことを経験 して いた。 しか し,こ れを小川培地

へ植 え継 いで も,培 養陰性 になるか,た まに継代で きて

もコロニー数が少 ないため,そ の後 の生化学的追及へ進

展 できなか った。薬剤耐性試験 につ いて は,塗 抹陽性の

ため,直 接法 と間接法 を試 みて はいるが,辛 う じて生え

た菌株 につ いては,薬 剤耐性試験成績 はもちろん,デ ー

タとして残 されている ものの,一 般 には,対 照 の小川培

地でのコロニー形成が陰性か,極 めて少 ないために,ル ー

チ ン試験成績 では 『判定不能』 と して データは破棄 され

ていた。今回,著 者 らは,薬 剤耐性試験中 の培養試験管

を観察 している うち,以 前,判 定不能 と して破棄 されて

いたデータの中に,小 川培地で の発育 は極 めて悪 いにか

かわ らず,RFP含 有培地 に旺盛 な発育が あるのを見出

した。 これ は恐 らく,RFP依 存結核菌で あろうと判断

したので,そ の患者 の経過 を加えて,結 核菌分離成績 と

SPCN結 核菌 につ いての考察 を述べ る。

結核菌の分離 と薬剤耐性試験成績

1.症 例 とその経過

79歳,女 性,1976年 よ り1981年 の間,肺 結核 にて国

立療養所に入 院。1984年10月17日,38℃ 発熱,咳 嗽,

喀痰 の主訴 で 某医 院 に受 診,10月27日,来 院 。10月

30日,喀 痰 検査でガ フキー2号 の抗酸菌 を認 む。31日,

入院。36.5℃,胸 部X線 写真 で右 中葉 に空洞 を認 める。

その後,治 療 によ り喀痰 に結核菌 を認 めな くな り,症 状

も改善 したので1985年9月30日 退 院 外来治療。 しか

し,1986年6月16日 の検査 で,ガ フキー6号 の排菌が

あ り,入 院を勧め,7月16日,入 院。

入 院 時,ツ ベ ル ク リン反 応 は2.4×3.0mm。35～

37℃,咳 嗽,喀 痰あ り。 ガ フキー5号 の排菌 を認 めた。

入院 は現在 にお よび,そ の間の結核菌検査 な らびに抗結

核剤投与の経過 は表1の とお りであ る。 また,培 養で得

た抗酸菌 は生化学的試験 で結核菌 と同定 された。現在,

ツベル ク リン反応 は3.3×4.0mm。 胸部X線 写真所見

で は右肺野の浸潤 は,む しろ増悪 し,CT写 真 で,依 然,

空洞が認め られ る。

2.結 核菌検査成績 と薬剤耐性試験成績

結核菌の検査 は型 の ごとく,塗 抹 と培養 によった。塗

抹標本 に抗酸菌を認 めた場 合は,直 接法 による薬剤耐性

試験を,日 水結核菌用耐性 小川培地 を用 いて行 い,抗 酸

菌陰性の場合 は,い ったん,小 川培地 で培養 の後,得 ら

れ たコロニ ーを用いて,間 接 法を極東製薬結核菌感受性

スペ ク トル検 査用 培地 で行 った。材 料 の前処理 は2%

NaOHを 等量加え,37℃,30分 とした。

成績 は表1の とお りであ る。

表 には直接法 による耐性試験 の前 回の入院時 の成績

表2SPCDの 喀痰 培養,薬 剤耐 性試 験:薬 剤 含有 培地 に おけ る コロニー 発生 経過
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図 塗抹 陽性 培養 困難(SPCD)結 核菌

の小川 培地(右)、RFP10μg含 有

培地(中 央)お よびRFP50μg含 有

培地(左)に おける増殖所 見(37℃,

8週 間培養

通 院 時,そ して そ の後 の入 院 の成 績 を示 した。 結 核 菌 検

査 は 毎 月定 期 的 に行 った。 す べ て の成 績 は紙 面 の都 合 で

割 愛 し,そ の うち の い くつか を記 載 した。 実 際 に は,塗

抹 陽性,培 養陰 性 の結 果 が大 部 分 を 占 め た。 耐 性 試 験 成

績 と して記 載 して い る もの も,コ ロニ ー が形 成 さ れ る ま

で に6～8週 間 か か り,し か も コ ロニ ー数 は10～120個

に と ど ま っ た。 大 部 分 が50個 以 下の コ ロニ ー しか 得 ら

れ て い な い。 す な わ ち,こ の 材 料 は,塗 抹 陽性 培 養 陰性

(SPCN)か,培 養 困 難(SPCD)結 核 菌 で あ る。 塗抹

で み え る結 核 菌 数 は常 にか な り多 い の が特 徴 で あ る。

表2に,日 時 を 異 に して 行 った 喀 痰 培 養 の 成績,こ と

に,コ ロ ニ ー発 生 の 状 況 と直 接 薬 剤 耐 性 試 験 の 結 果 を 示

す 。 材 料 は,す べ て 塗 抹 陽 性 で,そ れ ぞ れ ガ フ キー4号,

3号 で あ っ た。

注 目す べ き点 は,対 照 の 小 川 培 地 に コ ロ ニ ーが 発 生 す

る 前 に,RFP含 有 培 地 に 早期 か らコ ロ ニ ーが 形 成 され

た こ とで あ る。 しか も,RFP50μg含 有 培 地 の 増 殖 が

RFP10μgの そ れ よ り 早 く,よ り旺 盛 で あ っ た。 ル ー

チ ン試 験 に な ら って,8週 間 培 養 の時 点 で こ れ を 見 る と,

この 所 見 は極 め て顕 著 で あ る。 す な わ ち,増 殖 の た め に

RFPに 対 してdoseresponseが 明瞭 で あ る。

表3RFP依 存結核 菌 と思 われ る菌株 の継 代培 養所 見

(8週 間培養)

RFPと 同 じ態 度 を 示 した薬 剤 はな か った。 この菌 株

は,RFP依 存 と同 時 にTH,INHに 耐 性 で あ り,低 耐

性 で あ った の は,KM,CS,EB,PASで あ った。

SMとEVMに は常 に ま っ た く感 受 性 で あ った 。

3.RFP含 有 培 地 お よ びTween卵 培 地 に お け る

SPDG菌 の 発育

ま ず,こ の患 者 の喀 痰 を直 接 法 で 薬 剤 耐 性 試 験 を 行 っ

た 場 合 の 所 見 を 図 に示 す。8週 間 培 養 の 対 照 小 川 培 地 で

の 発育 は極 あ て悪 く,数 個 の小 コ ロニ ーが 形 成 され るの

に反 して,RFP50μg含 有 培 地 で の増 殖 は極 めて 旺 盛

で 菌 苔 を 形 成 す る ほ どで あ った。 さ らに興 味 深 い こ と は

RFP 10μg含 有 培 地 で の増 殖 がRFP 50μg含 有 培 地 の

そ れ よ り は る か に劣 る こ とで あ る。 このRFP 50μg含

有培 地上 の抗 酸菌 につ いて 生 化学 的 試験 を 行 った と ころ,

硝 酸 還 元,ナ イ ア シ ン ・テ ス トも強 陽性 で,紛 れ もな く

結 核 菌 で あ っ た。 附 記 す べ き こ と は,小 川培 地 上 の コ ロ

ニ ー は培 養 を16週 続 け る こ とに よ って 大 き さ も数 も幾

分 増 加 した。

次 に,こ の 菌 の 継 代 培 養 所 見を 表3に 示 す 。RFP 50

μg含 有 培 地 上 の豊 富 な コ ロ ニ ー と小 川 培 地 上 の 少 数 の

コ ロ ニ ー をsourceと して 白 金 耳 で,小 川 培 地,RFP

 50μg含 有培 地,お よ びTween卵 培 地11)へ と塗 布 接 種,

継 代 培 養 し た。 そ の結 果,RFP含 有 培 地 の コ ロ ニ ー は

供 試3培 地 に よ く生 え た。 特 にRFP 50μg含 有 培 地 で

の 発 育 が 他 よ り増 殖速 度 も早 く増 殖 率 もよか っ た。 小 川

培 地 の コ ロ ニー は これ に 反 して,接 種 量 が少 な いせ い も

あ ろ う が,3培 地 に ま った く同程 度 の貧 弱 な 発育 を示 し

た。

考 察

長 期 間SPCNで あ り,時 に 長 期 間 の 培 養 の 後,極 め
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て少数の結核菌が培養で きるような菌を排 菌す る患者 よ

りRFP依 存菌で はな いか と思われ る菌株を最近,分 離

した。RFP依 存 と考 えた理由 は薬剤耐性試験 の結果,

小川培地での発育 は極めて悪 いの に反 して,RFP10μg

培地 で の増殖 はやや良 く,さ らに,RFP50μg培 地 で

は極 めて旺盛 な発育を きたす菌株だか らであ る。 すなわ

ち,増 殖がRFPの 濃度 に依存性(dose response)が

あ る。 そ うす れば,今 までSPCN結 核菌 と考え られた

菌 株 の中 には恐 らくRFP依 存結核菌が存在 してい る可

能性 を強 く示唆す るもので ある。

SPCN結 核 菌 の出現 はRFPの 使用 の増 加 と深 い関

連が あるとい う一般の見解 は,わ れわれのえた所見 より

考 察す れ ば,RFPに よって弱活性化 されたが,し か し

完全 には不活化 され なか った少数の耐性菌があ り,培 養

技術 の不適正 のため生えて こな いので はな いか と考え ら

れ る。現 に,SPCN菌 の一 部,お よ び培 養困 難(SP

culture difficult:SPCD)結 核 菌 は培養 時 間を16週

まで続 けると,時 にコロニーを形成す ることがあ り,ま

た8週 で数個で あったコロニーが16週 間培養で さらに,

増加成長す る ことを実際 に経験 して いるか らであ る。 こ

の ことは,RFPに よる弱活性化 を否定で きな い事実で

あ る。工 藤1)の 示 唆 の ごと く,SPCNの 場合,16週 ま

での長期間 の培養 は必ず試むべ きことで ある。 また,今

回の経験か ら,Tween卵 培地6)11)の 試用 も価値があ る。

ここで経験 した患者 の経過で は,し か しなが ら,こ の

RFP依 存 と思 われ る結 核菌 の出現がRFPの 使用量 と

期間 に関連 しているか どうか不明で ある。 ただ,患 者の

経 過 を見 ると,初 期 の結核菌 は明 らか にRFPに 感受性

があ ったのに,短 期間 の間 に耐性 になり,い ったん耐性

になると,そ の耐性が ます ます増強 され,依 存性へ と誘

導 されるのではないか との印象 を受 けた。 これ らの菌 は,

RFPの 作用 機作 を干渉 す る酵素 をinduceし,そ れが

RFP依 存へ と進展 したので はないか と思われ る。

RFP依 存 と思 われ た菌株 の継代培養所見 は,SPCD

の中 に,RFP非 依 存 と依存 の2つ のpopulationが あ

るよ うな結果 を示 した。す なわち,小 川培地 に辛 う じて

生 え た コロニ ーを継 代培養す ると,RFP50μg培 地 に

特 に旺盛 な発育 を示す ことな く小川培地 と同程度の発育

を示 した。 この所見 は明 らか にRFP耐 性で はあるが依

存 性 はな い。一方,RFP50μg培 地上 のコロニーを継

代 培養 す る と,RFP含 有培地 での増殖 は小川培地 のそ

れよ り明 らかに良 い。 この ことは依存性 を示 して いるか

らである。換言す れば,小 川培地 に辛 うじて生 えた菌 は

ただ のRFP耐 性 菌 であ り,RFP50μg培 地 に生 えた

菌 にはRFP耐 性菌 と依存菌 とが混在 しているといえよ

う。

近 い将来,こ の2っ の型 のpopulationの 分離 と純化

を達成 す る予定 で ある。 また,橋 本12)がSM依 存菌株

をえ た手法 にな らって,SMをRFPに 代えて実験 し,

純粋 なRFP依 存菌株 を選択 したいと計画 してい る。

薬 剤耐 性試 験 の結果 で興 味 あ る所見 があ ったの は,

RFP依 存性 とSM感 受性 との相反 した性状の対照であ

る。RFPとSMの この相反す る薬剤 に対す る態度 は,

今後 その作用機序,臨 床 的意義か ら,極 めて重要な課題

で あ る。 も し,SPCD結 核 菌 の中 に,こ の ような性状

の ものが多数存在 する とすれば,難 聴障害の ない患者 に

SMの 投与が これを治癒 へ導 く可能性が あるか らであ る。

結 論

長期 間塗抹 陽性 培養 陰性(SPCN),時 に,陽 性であ

るが極 めて発育 の悪 い(SPCD:smear positivecul-

ture difficult)結 核菌 を排 菌す る結 核患者 の結核菌の

薬剤耐 性 を検査 中,RFP依 存 ではないか と思われ る1

結核 菌株を分離 した。 この菌株 は,対 照培地で ある小川

培地 で の発 育 は極 めて悪 く,8週 間培養で,2～30個 の

小 さい コ ロニー しか形成 せぬのに,RFP50μg含 有小

川培地で は,菌 苔を形成 す るほどの極 めて旺盛 な発育 を

呈 した。 そ して,RFP10μg含 有 培 地 で の発育 は,

RFP50μg含 有培地 でのそれよ りはるかに劣 った。
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