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結核治療中患者から経時的に得 られた結核菌株での,

薬剤耐性菌 と感受性菌の割合の変化
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要旨:〔 目的〕今回われわれは,結 核患者体内の薬剤耐性菌と感受性菌の割合の変動を明らかにする

ことを目的とした。〔対象〕長期にわたり抗結核薬治療中の患者を対象 として,治 療途中で新たに薬

剤耐性を獲得 した菌株や,特 定の抗結核薬に対 して感受性 と耐性 との間を揺れ動いている菌株を選出

した。治療経過が判明し菌株が保存 されている5名 の患者を対象 とし,合 計19検 体202コ ロニーを検

討 した。〔方法〕選出した検体 を単一 コロニーに分離 して,BrothMIC-MTB1法(極 東製薬)に より,

各コロニーのMIC値 を測定した。同時にOligoArray法(日 清紡)に よって,薬 剤耐性変異遺伝子を検

出した。菌株全体の薬剤感受性は,検体提出時点における小川試験管法の判定結果を参照 した。〔結果〕

選出した5名 中2名 にKM,SM,INHの3薬 剤について,耐 性 コロニーと感受性 コロニーの混在す

る菌株がみ られた。その薬剤感受性を経時的に解析すると,薬 剤治療の変化 とともに,薬 剤耐性菌と

感受性菌の割合もダイナミックに変動することがわかった。そして,結 核菌株が特定の抗結核薬投与

によって耐性を獲得する時には,耐 性菌が急速に増加するが,抗 結核薬の使用が中止されて感受性に

復帰する時は,感 受性菌の割合が徐々に増加することがわかった。また一度 耐性化 した菌株は,感 受

性に復帰 した後にも,再 び同じ抗結核薬を投与されると,急 速に耐性菌が増加することがわかった。

キーワーズ:結 核菌,薬 剤耐性,コ ロニー,MIC値,RFLP分 析,薬 剤感受性の変動

は じ め に

INH耐 性結核菌株の,宿 主体内における耐性菌と感受

性菌の割合の変動 と増殖速度の問題は,1950年 代から

G.Canetti1)2)をは じめ久世3),佐 藤4)5),石 川6)等により詳

細に研究されている。INH耐 性菌と感受性菌を混合 して

薬剤の入っていない培地で継代培養すると,つ いにINH

耐性菌は消失 して感受性菌のみになるとい う現象 は,

Welschの 現象7)と呼ばれている。この薬剤耐性菌の速や

かな減少は,実 際の臨床の場でも薬剤耐性か ら感受性に

復帰するというかたちで経験 されるところであ り,INH

耐性以外 にも,RFP,CS,THが 耐性か ら感受性に復帰

した1例 が報告 されている8)。薬剤耐性菌と感受性菌の

ポピュレーション比率に基づ く考え方は,現 在の結核菌

検査指針9)においても,小 川培地比率法の中に生かされ

ているが,臨 床検体のなかに,実 際にどの程度の耐性菌

と感受性菌がふ くまれているのかは,厳 密なポピュレー

シ ョン法10)を実施 しないかぎり,日 常検査法ではわか

らない。

今回われわれは,長期にわたる抗結核薬治療の途中で,

患者体内の薬剤耐性菌 と感受性菌の割合が実際に変動し

ている姿を明らかにしたいと考えた。そこで,抗 結核薬

治療中に新たに薬剤耐性を獲得 した患者や,薬 剤耐性か

ら感受性に復帰 した患者を対象 として,経 時的に菌株を

抽出した。得 られた菌株の一部分をコロニー分離 し,コ

ロニーごとの最小発育阻止濃度(MIC値)を 測定するこ

とによって,耐 性菌と感受性菌の混在 している菌株が,

治療経過の中で どのような時期にみ られるのかを検討
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し,さ らに耐 性 コ ロニ ー と感 受性 コ ロニ ー の違 い を遺 伝

子 レベ ル で 検 証 した 。

先 に われ われ は,同 一 患 者 の検 体 に,同 じ菌株 で あ り

なが らIS6110 DNA Fingerprintingが 若 干 異 な る コ ロ ニ ー

が 存 在 して い る こ と,な らび に経 時 的 に 変化 して い る こ

とを 観 察 した(松 本,他:投 稿 中)。 そ こ で さ ら に,同

一 菌 株 内 にお け るIS6110DNA Fingelprintingの 変 化 と薬

剤 感 受 性 の 変 化 との 間 に,ど の よ うな 関係 が あ る の か を

も検 討 しよ う と試 み た 。

対 象

治 療 歴 が 判 明 し菌株 が保 存 され て お り,抗 結 核 薬 に よ

る治 療 途 中 に薬 剤 耐性 が 変 化 した5名 を対 象 と した 。1

名 に つ き2回 か ら7回,平 均7.7カ 月 の 間 隔 で検 体 を抽

出 し た。1検 体 か ら10～20コ ロ ニ ー を 分 離 培 養 し,

BrothMIC-MTB1法 を用 い て19検 体202コ ロ ニ ー のMIC

値 を測 定 し た(Table)。 なお,結 核 菌 保 存 お よび 解 析 に

際 して は,各 患 者 か らあ らか じめ 文書 に て 同意 を得 た。

方 法

継代培養による影響 を避けるために,喀疾を酸処理(ス

プータメントゾル ・極東製薬)し て培養 した2%小 川培

地がある時には,そ の2%小 川培地上の独立コロニーを

マ イコブロス(極 東製薬)に 分離培養 した。当院で

は,一 部の多剤耐性菌株 を除き,2%小 川培地の菌株は

1年 間しか保存されていない。それ以前の菌株は,10%

グリセリンに懸濁 して一80℃ で冷凍保存 している。そこ

で2%小 川培地の菌株がない場合には,冷 凍保存菌液を

7H11寒 天培地に培養 し,7H11寒 天培地上の独立コロ

ニーをマイコブロスに分離培養 した。

マ イ コブ ロ ス の菌 液 濃 度 がMcFarlandNo.1に な った 時

点 で,BrothMIC-MTB1法(極 東 製 薬)11)を 用 い て 各 コ ロ

ニ ー のMIC値 を 測 定 し た 。 測 定 結 果 は,BrothMIC-

MTB1法 の 基 準 に従 い,以 下 の よ うに判 定 した。

・KM:4μg/ml≧ 感 受 性 ,8～32μg/ml判 定 保 留 域,64

μ9/ml≦ 耐 性,

・SM:4μ9/ml≧ 感 受 性
,8～16μ9/ml判 定 保 留 域,32

μ9/ml≦ 耐性,

・INH:0 .5μ9/ml≧ 感 受 性,1～2μ9/ml判 定 保 留 域,4

μ9/mM≦ 耐性,

BrothMIC-MTB1法 を 実 施 す る に 当 た っ て は,H37Rv株

を感 受 性 コ ン トロー ル と して使 用 した。

各検体の薬剤感受性は,検 体提出時点の薬剤感受性検

査による判定結果を参照した。なお,当 院の日常業務に

おける薬剤感受性検査 は,2000年4月 より小川絶対濃

度法から小川比率法に切 り替えられたが,引 き続 き小川

培地試験管法を採用 している。迅速性 を追求するため

に,MGITで 検出された菌株 については,2003年3月 よ

りBrothMIC-MTB1法 で薬剤感受性 を判定 し,MIC値 で

判定保留域 と耐性になった菌株については,さ らに小川

比率法を用いて感受性の判定を行っている。

上 述 マ イ コ ブ ロス の菌 液 を再 び2%小 川 培 地 に培 養 し

て,ガ ラ ス ビ ー ズ 法12)を 用 い てDNAを 抽 出 した 。KM

とSMの 耐 性 菌 ・感 受 性 菌 混 在 例(Case1)は,Oligo-

Array(日 清 紡 研 究 開発 セ ン タ ー ・市 原 氏 よ り供 与)13)に

よ って 薬 剤 耐 性 遺伝 子 の存 在 を確 認 した 。INH耐 性 菌 ・

感 受 性 菌 混 在 例(Case2)はOligoArray法 に よ っ てINH

耐性 遺 伝 子 を確 認 で きな か っ た た め,ル シ ミ ックMTB-

SR法(極 東 製 薬)14)15)を 用 い て,各 コ ロ ニ ー の 薬剤 感 受

性 を再 確 認 した。

同 時 に,ガ ラ ス ビ ー ズ 法 で 抽 出 し たDNAを 用 い て,

vanSoolingenD.等 の 方 法16)に準 拠 してRFLP分 析 を実 施

し11),コ ロニ ー ご とのIS6MMOパ タ ー ンの 違 い と薬 剤 感 受

性 を比 較 検 討 した。

結 果

検討対象 となった5名 中2名 に薬剤耐性菌と感受性菌

が混在する菌株 を認めた(Case1,2)。 治療途中にEB

が耐性化 した1名(Case3)とRFPが 耐性化 した2名

(Case4,5)に ついては耐性菌と感受性菌の混在株 を認

TableMaterials

This table shows 5 cases of patients whose medical records were clearly recorded and drug susceptibility 

changed. 
*The drug susceptibility were measured by the proportion method on egg-based Ogawa media . 

(S : susceptible  R: resistant) 
** Samples were selected with time course of medication .
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Fig. 1 MIC of kanamycin changes during medication in Case 1 

Isolates were selected throughout the medication and separated into single colonies. 

(A) MIC value of each colony was measured by BrothMIC MTB-1 method. 
(B) Clinical course of Case 1 
The drug susceptibility was measured by proportion method on egg-based Ogawa media. 
INH : isoniazid KM : kanamycin PZA : pyrazinamide CS : cycloserine 
TH : ethionamide PAS : para-aminosalicylic acid

め る こ とが で きな か っ た(Table)。

耐 性 菌 と感 受 性 菌 の 混 在 株 が み られ た2名 の う ち,

Case1は1980年 代 か ら他 院 に て 肺 結 核 の 通 院 治 療 を う

け,1991年5月 か ら当 院 でINH,RFP,EB,KM治 療 を

うけ て い た が,自 己 中 断 を繰 り返 して い た持 続 排 菌 患 者

で あ る 。1991年 時 点 で の 日常 検 査 の 小 川 法 に よ る 薬 剤

感 受 性 結 果 は,INH,RFP,SMの 多 剤 耐 性 で あ っ た が,

KMは 感 受 性 で あ っ た。1998年4月 に 当 院 に 再 入 院 し,

INH,TH治 療 を 開始 した 時 に は,日 常 検 査 の 小 川 法 で

はINH,RFP,EB,TH耐 性 で,や は りKMは 感 受 性 で

あ り,コ ロ ニ ー 分 離 し てMIC値 を測 定 し た結 果 も9コ

ロ ニ ー全 部KM感 受 性 で あ った(Fig.1)。 と こ ろが1998

年7月 か ら14カ 月 間KMが 治 療 に使 用 さ れ,1999年9

月 に は 日常 検 査 の 小 川 法 で もKM耐 性 とな り,コ ロ ニ ー

分 離 す る と8コ ロニ ー が 耐性 で1コ ロニ ー感 受 性 の混 在

株 と な っ た。 この 時 点 でKM投 与 は 中止 され た が,2000

年1月 に は7コ ロ ニ ー 耐 性 で3コ ロ ニ ー 感 受 性 の 混 在

株,2000年12月 も4コ ロニ ー耐 性 で16コ ロ ニ ー 感 受 性

の 混 在 株 とな り,OligoArray法 に よ り耐性 コ ロ ニ ー に の

みKM耐 性 遺 伝 子 変 異 シ グ ナ ル が確 認 さ れ た(Fig.2)。

2002年2月 に は10コ ロニ ー全 部 がMIC値16μ9∠mlの 判

定 保 留 域 とな り,4月 に は10コ ロ ニ ー す べ て が 感 受 性

で,日 常 検 査 の 小 川 法 もKM感 受性 とな っ た。 と ころ が;

2002年7月 か ら再 び 治 療 にKMが 使 用 さ れ,2003年1

月 に は10コ ロ ニ ー す べ てMIC値128μ9/ml以 上 のKM

耐性 とな り,日 常 検 査 の小 川法 で もKM耐 性 に も どった

症 例 で あ る。

さ ら にCase1の 場 合,コ ロニ ー ご とのSM感 受 性 結 果

も変 動 した(図 示 せ ず)。1998年 に は全 コ ロニ ー 判 定 保

留 域 で あ っ た が,1999年 に は3コ ロ ニ ー 耐 性 で7コ ロ

ニ ー 判 定 保 留 域 の 混 在 株 とな り,2000年1月 に は 全10

コ ロニ ー 耐 性 とな り,2000年12月 に は1コ ロニ ー 耐性,

15コ ロニ ー 判 定 保 留 域,4コ ロニ ー感 受 性 の耐 性 菌 ・判

定 保 留 域 菌 ・感 受 性 菌 混 在 株 と な っ た 。 そ の 後,2002

年2月 に は5コ ロニ ー 耐性 で5コ ロ ニ ー判 定 保 留 域 の混

在 株,2002年4月 に は1コ ロ ニ ー 判 定 保 留 域 で9コ ロ

ニ ー 感 受 性 の混 在 株 と な っ た が,2003年1月 に は 再 び

感 受 性 コ ロ ニ ー が な くな り,8コ ロニ ー 判 定 保 留 域 で2

コ ロ ニ ー耐 性 の 混 在 株 とな っ た 。 な お この症 例 の場 合,

当院 でSMが 治 療 に使 用 さ れ た の は1991年5月 か らの4
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(a) (b)

(c)

Fig. 2 OligoArray patterns of kanamycin 

(a) OligoArray pattern of KM susceptible colony in Case I 
(b) OligoArray pattern of KM resistant colony in Case 1 
(c) Schematic presentation of Fig. (b) OligoArray pattern

Fig. 3 1S6 110 fingerprinting and drug susceptibility of each colony 
This figure shows IS6110 DNA fingerprinting of each colony. MIC result for kanamycin 

(KM) and streptomycin (SM) are described under the colony number. The left end lane 
shows the fingerprinting of H37Ra reference strain. 
KM susceptibility: (S) MIC 4 ? (I) MIC 8-32 (R) MIC 64 
SM susceptibility : (S) MIC4 (I) MIC 8-16 (R) MIC 32
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Fig. 4 MIC of isoniazid changes for during medication in Case 2 

(A) MIC value of each colony was measured by BrothMIC MTB-1 method. 
(B) Clinical course of Case 2 
INH : isoniazid RFP : rifampin PZA : pyrazinamide EB : ethambutol

 CS : cycloserine TH : ethionamide LVFX : evofloxacin

カ月間だけであ り,そ の後はKM治 療 に切 り替えられ,

SMは 一度も使用されていない。

Case1の 場 合,同 一 菌 株 内 にIS6MMODNAFingelprinting

の 若 干 異 な る コ ロニ ー が み られ た(松 本 他,投 稿 中)。

Fig.3に,2000年12月 に お け る コ ロ ニ ーNo.1～15の

IS6MMODNAFingerprintingを 示 し た。 さ ら に この パ タ ー

ンの 下 に,各 コ ロ ニ ー のKMとSMの 薬 剤 感 受 性 結 果 を

示 した が,IS6MMODNAFingerprintingが 異 な る コ ロ ニ ー

とKMやSM耐 性 コ ロ ニ ー との 間 に は,一 定 の 関係 は み

ら れ な か っ た。1999年9月,2000年1月 の 菌 株 に も,

薬 剤 感 受 性 結 果 の 異 な る コ ロニ ー は あ っ た が,こ の場 合

も薬 剤 感 受 性 結 果 とIS6MMODNAFingerprintingの 異 な る

コ ロニ ー との 問 に,一 ・定 の 関係 は み られ な か っ た 。

Case2は,治 療 開 始 当初 の2000年4月 に は,日 常 検

査 の小 川 法 に よ る とSM単 独 耐 性 で,INHは10コ ロ ニ ー

全 部 感 受 性 で あ っ た(Fig.4)。2000年4月 か らINH,

RFP,PZA治 療 が 開 始 さ れ,2001年2月 の 再 発 時 に も

INHが 治 療 に用 い られ た。 得 られ た検 体 を コロ ニ ー分 離

す る と2001年2月 に は全15コ ロニ ー と もINH感 受 性 で

あ っ たが,同 年3月 に は7コ ロ ニ ーがMIC値32μ9/ml以

上 の耐 性 で6コ ロ ニ ー が0.06μ9/ml以 下 の 感 受 性 を示 す

耐 性 菌 ・感 受 性 菌 混 在株 に な り,日 常検 査 の小 川 法 で も

INH耐 性 と な っ た 症 例 で あ る。 こ の 時OligoArray法 で

は,耐 性 コ ロ ニ ー に 遺 伝 子 変 異 を認 め ら れ な か っ た た

め,ル シ ミ ックMTB-SR法 に よ り混 在 株 の薬 剤 耐 性 を再

確 認 した。Case2は,2001年6月 以 降,RFP,EB,CS,

LVFX治 療 に よ って 菌 陰性 化 した た め,そ の 後 の 経 過 を

追 う こ と はで き なか った 。

Case2の 場 合,IS6110 DNA Fingerprintingに 明 ら か な

変 異 が 見 られ た の は2000年4月 と2001年2月 の 菌 株 で

あ っ た(松 本 他,投 稿 中)。 耐 性 菌 ・感 受 性 菌 混 在 株 が

見 られ た2001年3月 の 検 体 のIS6110 DNA Fingerprinting

は,す で に1種 類 に収 束 し て い た の で,こ の 場 合 に も,

INH感 受 性 結 果 とIS6110 DNAF ingerPrintingが 異 な る コ

ロ ニ ー との 間 に は,一 定 の 関係 は み られ な か っ た。

考 察

今回のわれわれの検討により,INH,KM,SM耐 性菌

において,治 療経過途中に薬剤耐性菌と感受性菌の混在.

する菌株 を見出す ことがで きた。さらに,KM,SM耐

性菌株では,抗 結核薬の使用を中止することによって感

受性に復帰 した現象を,コ ロニー単位で捉えることがで

きた。

薬剤感受性の異なる菌が同一喀疾内に混在 していた場

合,① 同一菌株の結核菌集団内で,薬 剤による選択をう

けて耐性菌の占める割合が増え,耐 性菌と感受性菌の混
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じった耐性菌 ・感受性菌混在株の状態にあったと考える

ことができる。それ以外には,② 再感染や重複感染によ

り,体 内に異なる薬剤耐性を持つ別の菌株が存在 してい

たとも考えられる。

さらにその他 に も,③ 検査 方法や検査手技 による

MIC値 変動の可能性 も考 えられる。 しか し本報では,

H37Rv株 を感受性コントロールとして用いているので,

検査キットのロット問の格差ではない。また同一人物に

より実験が行われ,耐 性菌 ・感受性菌混在株以外の全コ

ロニーの全9薬 剤についてBrothMIC.MTB1プ レー トの

1～2管 以内の変動におさまっているので,検 査手技 に

よって耐性菌 と感受性菌が混在する現象がみられたとは

考え難い。

次 に,② 再 感 染 や 重 複 感 染 の 可 能 性 につ い て 考 え る。

この検 討 で は,対 象 とな った 全 コ ロ ニ ー に つ い てRFLP

分 析 を実 施 しIS6MMODNAFingelprintingの 変 異 を検 討 し

た。 そ の結 果,今 回の 報 告 の 中 に は,IS6MMOバ ン ドパ ター

ンが若 干 異 な る コ ロ ニ ー はみ られ た が,全 く異 な るバ ン

ドパ タ ー ン の コ ロ ニ ー は存 在 せ ず,す べ て 同 じ菌 株 で

あ っ た こ とが 証 明 され た。 そ こで,こ の ② 再 感 染 や 重 複

感 染 の可 能 性 につ い て も否 定 で き る。

最後に,① 薬剤耐性菌と感受性菌が,同 じ菌株内で互

いに共存 し,そ の時々の環境によって割合が変動してい

るという仮説に基づいて考えてみる。結核菌株には耐性

変異菌がRFPで1/108個,INH,KM,SMで1/106個,EB

で1/104個存在 し17),新たに薬剤耐性 を獲得する時期に

は耐性菌が増加すると考えられる。その結果,Case2の

ように薬剤耐性化直後に耐性菌と感受性菌が混在する現

象をみることができたと思われる。薬剤耐性を獲得 しな

が ら,耐 性菌 ・感受性菌混在株 を見つけることのできな

かったCase4,Case5,Case6で は,1検 体当た りのコ

ロニー検討数が少ないので,耐 性化 した菌株の中にあっ

た少数の感受性コロニーを見出せなかったのか,ま たは

検体 を抽出することので きなかった期間の問に,耐 性

菌 ・感受性菌混在株のみられる時期があった可能性が考

えられる。しかし今回以上に検討コロニー数を増やす と

いう点については限界がある。そこで検査期間のみにつ

いて考えると,Case3で は全 コロニーが2カ 月でEBに

耐性に変化してお り,Case4で は10カ 月で,Case5で は

6カ 月でRFPに 耐性化してお り,も しもこの間の検体を

得ることができれば,混 在株を見出せる可能性があった

かもしれない。また,Case1でKMが 耐性化 したのは12

カ月,一 度感受性に戻ってから再度耐性化 したのは9カ

月,SMが 一度感受性に戻ってから再度耐性化 したのは

9カ 月,Case2でINHが 耐性化 したのは1カ 月であっ

た。このことから,結核菌株が耐性を獲得する場合には,

かなり急速に薬剤耐性菌が増加するものと思われる。

一一方 ,長 期にわたる持続排菌症例では,特 定の抗結核

薬を使用 しないことによって薬剤耐性から感受性に復帰

する例がみられた。このような患者の喀疾中では,つ ね

に耐性菌と感受性菌の割合が変化 しつづけていること

が,理 論上ではなく,実 際の臨床検体を用いて証明でき

た。Case1で は,KMを 連続14カ 月間治療に使用した後

に耐性化 し,KM耐 性化直後の検体では耐性 コロニーの

割合が高い混在株であった。その後KMが 処方されない

期間の問,KMの 耐性菌 ・感受性菌混在状態が続 くが,

その間徐 々に感受性 コロニーの割合が高 くなっていっ

た。2年6カ 月後には,日 常検査の小川法でもKM感 受

性,コ ロニー分離 してもすべて感受性となった。しかし

再びKMが 治療に使用されると,わ ずか9カ 月で全 コロ

ニーがMIC値128μ9/ml以 上の耐性コロニーにな り,日

常検査の小川法でもKM耐 性 となった。この結果から,

菌株が抗結核薬治療によって耐性化する時には急速に耐

性菌の比率が増えるが,抗 結核薬の使用が中止され,耐

性から感受性に復帰する時には,耐 性化する場合 より長

い時間をかけて徐々に感受性菌の比率が増加するように

思われた。さらに,一 度耐性化した菌株では,菌 株全体

を対象 とする日常検査の小川法で感受性に復帰したとし

ても,再 び同じ抗菌薬が使用されれば,す ぐに耐性化 し

てしまうことがわかった。

INHの 耐性復帰については,す でに臨床的にもin vitm

で も詳しく研究されている1)～6)が,そ れ以外の薬剤で

は,RFP,CS,THが 感受性に復帰 した1例 が重藤等に

よって報告 されている8)。この症例では,RFPは 使用中

止から4年4カ 月後に菌が感受性に復帰 し,再 度投与さ

れてから3カ 月後には早 くも耐性 となったが,再 び投与

を中止 して3年10カ 月後には感受性 となっていた。TH

は投与が中止されて5年 後,CSも4年8カ 月後に感受

性に復帰していた。この結果は,今 回のKMの 感受性復

帰例とよく一一致 していた。重藤等は,RFPとTH,CSに

感受性復帰したことおよび患者の免疫状態が良好であっ

たことが,菌 陰性化に成功 した鍵であろうと述べている。

今回,INH,RFP以 外 にもKM,SMで 感受性 に復帰 し

た現象が見られたということは,薬 剤感受性判定結果に

基づいて有効な抗結核薬のみを選択投与 し,無 効な抗結

核 薬の投与 を中止す ることにより,INH,RFP,SM,

KM,TH,CSと いった多 くの抗結核薬に対する感受性

復帰もあ りえることを示唆していた。

また,今 回のCase1で は,SMは 副作用のため治療当

初の4カ 月間しか投与 されておらず,そ の後はKM治 療

に切 り替えられているにもかかわらず,SMの 感受性復

帰と耐性化がみ られた。以前か らSM,KM,EVMの 間

には交差耐性があると言われてお り18),KMに 耐性化 し

た ものはSMに も耐性化 しやすいので,EVM→KM→
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SMの 順に薬剤投与を行 うように奨励されている。今回

のデータでも検体ごとにコロニーのMIC値 を詳しく検

討すると,KM耐 性 コロニーが減少するに従 ってSM耐

性 コロニーも減少 し,KM耐 性 コロニーが増加す るに

従ってSM耐 性コロニー も増加 していた。この結果は,

SM,KMの あいだに交差耐性があることを示唆する内

容であ り,従 来から提言されているように,抗 結核薬の

使用順序にも充分注意する必要があると思われた。

最 後 に,わ れ わ れ は,今 回対 象 とな っ た すべ て の コロ

ニ ー に つ い てRFLP分 析 を 実 施 し た。 そ の 結 果IS6MMO

DNAFingerprintingに 若 干 の 変 異 の あ る コ ロ ニ ー は あ っ

たが(松 本 他,投 稿 中),本 報 の 結 核 菌 株 は,す べ て の

caseで 同 一 菌 株 で あ る こ とが 証 明 さ れ た。 ま た,こ の

IS6MMODNAFingerprintingの 変 異 と薬 剤 感 受 性 結 果 の 問

に は,特 定 の 関係 は 見 受 け られ な か っ た。RFLP分 析 で

見 られ る 現 象 は,挿 入 配 列IS6MMOの 移 動 ま た はIS6MMO

に 関係 す る 遺伝 子 配 列 の変 異 の 結 果 生 じる もの で あ り,

薬 剤 耐 性 遺伝 子 変 異 の 部位 とは異 な る個 所 で あ る可 能 性

が 高 い こ とか ら,今 回 の結 果 は 当然 の もの と考 え られ る。

ま と め

①抗結核薬治療中の患者の菌株 を経時的に抽出してコ

ロニー分離 し,そ のMIC値 を測定 した ところ,2名 に

KM,SM,INHの 各薬剤について,薬 剤耐性 コロニーと

感受性コロニーの混在する菌株が認められた。

②結核菌株が,特 定の抗結核薬に対 して薬剤耐性を獲

得する場合には,急 速に薬剤耐性 コロニーが増加 してい

た。

③一度薬剤耐性を獲得 した結核菌株が,抗 結核薬を投

与 されないことによって薬剤感受性 に復帰する場合に

は,比 較的ゆっくりと薬剤感受性 コロニーが増加 してい

た。

④一一度耐性化 した結核菌株は,薬 剤感受性に復帰 した

後に,再 び同じ抗結核薬を投与されると,急 速に薬剤耐

性菌が増加 していた。

⑤ 今 回 対 象 と な っ た 菌 株 に は,RFLP分 析 に よ るIS

6110 DNA Fingerprintingに 若 干 の 変 異 の あ る コ ロニ ー が

見 受 け られ た。 しか し,こ の 現 象 と薬剤 耐性 結 果 との 問

に は,明 らか な関 係 は認 め られ なか った 。
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Original Article

FLUCTUATION IN THE RATIO BETWEEN DRUG-RESISTANT AND -SUSCEPTIBLE

 M. TUBERCULOSIS BACILLI WHICH WERE ISOLATED FROM PATIENTS

 WITH PROLONGED ANTI-TUBERCULOSIS TREATMENT

 Hiromi ANO, Tomoshige MATSUMOTO, Hiroko YOSHIDA, Chieko ISHIDA, 

Nobuko TANIGAWA, Kunimitsu KAWAHARA, Hirokazu TOBA, Tetsuya TAKASHIMA,

 and Izuo TSUYUGUCHI

Abstract [Purpose] In this study, we examined the fluctua-

tion in the ratio between strains of tuberculosis bacilli resistant 

and susceptible to the anti-tuberculosis drugs.

 [Material & method] We selected the cases in which the 

bacilli acquired drug resistance during the therapy and the 

cases in which drug resistance was fluctuating during pro-

longed anti-tuberculosis treatment. We selected the isolates 

throughout the medication period, and the selected isolates 

were separated into respective single colonies. Then we mea-

sured the minimal inhibitory concentration (MIC) for each 

colony by microdilution test for M. tuberculosis complex, 

BrothMIC MTB-1 (Kyokuto Pharmaceutical Inc., Tokyo).

 [Results] Five patients were eligible for analysis because 
their medical histories were clearly recorded and drug resis-

tance changed during the course. The MIC of 19 isolates, 202 

colonies were measured. Isolates with coexisting drug-resis-

tant and -susceptible colonies were detected in 2 patients. 

From these results, we considered that the fluctuation in the 

ratio between drug-resistant and -susceptible bacilli changes

with the progression of anti-tuberculosis medication.

 [Conclusion] We showed in this article that the drug-resis-

tant bacilli increased rapidly when the strains acquired the 

drug resistance during medication, and when the administra-

tion of particular anti-tuberculosis drug was stopped, the sus-

ceptible bacilli seemed to increase gradually. However, the 

strain immediately became fully drug-resistant when the 

particular antibacterial drug was readministered.

Key words : Mycobacterium tuberculosis, Drug resistance, 

Colony, Minimal inhibitory concentration, RFLP analysis, 

Fluctuation in drug-susceptibility
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