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Ⅰ 緒 言

結核化学療法の最終的な目標は生体内の結核

菌を根絶することにある｡しかし,今日の strep-

tomycin (SM),isoniazid (INH),rifampicin

(RFP)を主軸とする強化化学療法 をもってし

ても,生体内結核菌のすべてを殺菌することは

まことに困難である｡結核の再発,悪化を論 じ

る場合,外因性再感染がなければ,生体内のい

わゆる生残菌 (persisters)が問題になる｡ この

生体内で生残 している結核菌の薬剤感受性は長

い年月を経過 しても変化 しないものであろうか｡

この問題に対するひとつの手がかりとして著者

らは,試験管内で増量継代法によ り作製 した

H37Rv 薬剤耐性菌株を,4週毎に1%小川

培地に,7年間にわたり継代保存 し,これらの

薬剤耐性菌株をもちいて,それぞれの薬剤に対

する耐性度を再検査 した｡同時にアミノ配糖体

およびポリペブタイド系抗生物質については交

叉耐性の変化の有無をも検討 した｡すなわち,

同一の手技で実施された継代開始前と,7年継

代後の薬剤耐性菌株の耐性度を比較検討 したの

で,その概要を報告する｡

ⅠⅠ 実験材料及び実験方法

A) 実験材料

菌株 :試験管内で増量継代法により作製 した

SM,kanamycin (KM),viomycin(VM),cap-

reomycin(CPM),enviomycin(EVM),それぞれ

1mg/ml耐性の H37Rv株,および,ethiona-

mi°e(TH),125mcg/ml,cycloserine(CS)62

mcg/ml,para-aminosalicylicacid(PAS)125

mcg/ml,INH 125mcg/ml,ethambutol(EI∋)

500mcg/ml,RFP125mcg/ml耐性の H37Rv

株を約 4過ごとに,1%小川培地に7年間継代

したものを使用 した｡

培地 :10% ウシ血清を加えたキルヒナ-培地

(pH ca.6.5)を使用 した｡

シリコン被覆スライド:東の方法1)により作

製 した｡シリコン被覆スライド(silicone-coated

slide,以下 SSと略す)とはスライドグラスに所

定の処理を加えてその表面をシリコンの薄膜で

被覆 したもので,スライドグラスは普通のスラ

イドグラスを縦に3切 したもの (9×75mm)杏

使用 した｡ すなわち,上記のスライドグラスを

クロム硫酸中に24時間浸漬後,流水中で洗浄 し

たものを,室温で乾燥させ,次いでこれを粘度

350-500centistokesのdimethylsilicone(Dow

Corning社製 `̀DC200Fluid'')の2% (Ⅴ/V)

クロロホルム溶液に約 1分間浸漬後,室温で1

-2時間風乾 し,300oC,1時間熱処理を加えた

ものである｡

B)実験条件及び実験方法

1) 菌液および菌接種方法 :上述の1%小川

培地上に発育 した耐性菌株に約 7mlの石油ベ

ンジンを加え,よく振塗 して菌液とし,これを

別の試験管に移 し,2-3分間静置して粗大菌

塊を沈殿せ しめた後,上清を他の試験管に移 し,

硫酸バ リウム標準液と肉眼的に比濁することに

よって約 0.1mg/mlの石油ベンジン菌液を作
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製 した｡池田の方法2),すなわち,実験に必要な

数の SSを縦に並列させることのできる金属製

の網セット (1つのセットに50枚の SSを並列

できる,つまり50枚のSSを同時に同じ深さで

浸漬できる)を使用することによって,上記の

ベンジン菌液中に SSを同時に数秒間浸漬 して

結核菌を付着させた｡

2) 薬剤 :SM,KM,VM,CPM,EVM は蒸

留水で 10mg/mlまで稀釈 した｡その後は培地

を用いて稀釈 した｡FAS,EB は70%エチール

アルコールを用いて溶解稀釈 した｡TH はプロ

ピレングリコールを用いて溶解稀釈 して1mg/

mlとし,その後は培地を用いて稀釈 した｡CS

は蒸留水で溶解稀釈 して 1mg/mlとし,その

後は培地を用いて稀釈 した｡RFPの溶解稀釈に

はdimethylformamide(DFA)を用い,1mg/

mlとし以後培地を用いて稀釈 した｡

3) 薬剤作用温度 :37℃ とした｡

4) 実験操作 :各薬剤耐性菌株の検討に際し

薬剤濃度はいずれも第 1管を 1mg/n-1とし,

以後培数稀釈法にて第19管まで倍数稀釈 した｡

第20管は薬剤を含まない対照とした｡アミノ配

糖体およびポ リペブタイド耐性株の交叉耐性検

査も同様に第 1管を 1mg/mlとし,以後倍数

稀釈法にて第19管まで倍数稀釈 し,第20管は対

照とした｡これらの各試験管に結核菌の付着 し

た SSを1枚ずつ投入 した｡

5) 判定方法 :4週後 に実施 した｡肉眼的

に観察 して SS上に発育 した結核菌 の集落 が

SS表面積 (SSのベンジン菌液付着部分)の2/3

以上を被うとき(冊),2/3-1/3のとき(≠),1/3

以下のとき(+),集落数100以下の場合には大

略その数を記録 した｡

ⅠⅠⅠ 実 験 成 績

各薬剤耐性株の保存前後の耐性度ならびにア

ミノ配糖体およびポリペブタイド耐性株の各薬

剤間の交叉耐性成績を蓑1,2,3,4,5,6に示 した｡

表 1の TH 125mcg/ml耐性株の継代保存後の

耐性度は試験管番号で第 6管,すなわち,31.2

mcg/mlで,保存前の耐性と比較 し試験管にし

て2管の低下を認めた｡同様に CS は3管,

PASは2管,INH は4管,RFPは1管の耐性

低下を認めた｡EI3500mcg/ml耐性株の継代

保存後の耐性度は試験管番号で第 7管,すなわ

ち,15.6mcg/mlで,試験管にして5管の低下

表 1 各 薬 剤耐性 株 の耐性 度 (継代保 存 前 と の比較 )
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蓑2 アミノ配糖体およびポリペブタイド耐性株の SM に対する耐性

∴∴

※ SM,KM,VM,CPM,EVM 耐性菌

表3 アミノ配糖体およびポリペブタイ ド耐性株の KM に対する耐性験背番号

表4 アミノ配糖体およびポリペブタイド耐性株の VM に対する耐性
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表6 アミノ配糖体およびポリペブタイド耐性株の EVM に対する耐性
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を認めた｡

アミノ配糖体およびポリペブタイド相互間の

交叉耐性の成績では,表2のどとく SM に対

してはSM-Rは第 1管より菌の発育を認めた｡

KM-R の耐性度は試験管番号で第14管,すな

わち,0.12mcg/mlであった｡VM-R,CPM-

R,EVM-R は第10管,すなわち,1.9mcg/ml

であった｡KM に対 してほ SM-Rは H37Rv-

Sと同様で耐性度は試験管番号第13管,すなわ

ち,0.24mcg/mlであった｡KM-R,VM-R,

CPM-Rはいずれも第 1管より菌の発育がみら

れた (蓑3)｡VM に対 しては SM-良,KM-R

はほとんど H37Rv-Sとかかわらず,試験管番

号第10管,すなわち,1.9mcg/mlであった｡

VM-R は第 3管,すなわち,250mcg/rnlであ

った｡CPM-R,EVM-Rは第 4管,すなわち,

125mcg/mlであった (表 4)｡CPM に対 して

はSM-RはH37Rv-Sと同様で第11管,すなわ

ち,0.97mcg/mlであった｡KM-R は第 7管,

すなわち, 15.6mcg/mlであった｡ VM-良,

CPM-R,EVM-R はいずれの場合も第 1管よ

り菌の発育が認められた (表5)0EVM に対 し

ては SMJiで第 9管,KM-Rで第10管,それ

ぞれ 3.9mcg/ml,1,9mcg/mlの耐性度であっ

た｡VM-R は第 3管,すなわち,250mcg/ml

の耐性度であった｡CPM-R は第 4管,すなわ

ち,125mcg/mlの耐性度であった｡EVM-良

は第 1管より菌の発育が認められた (表6)0

ⅠⅤ 考 案

試験管内 (増量継代法)で作成 した TH,CS,

PAS,INIi,EB,RFP耐性諸菌株を1%小川培

地に7年間継代 し,これらの菌株の長期継代保

存後の耐性を検討 した｡その結果,INH およ

びEB耐性菌株では耐性度の明らかな低下が認

められた｡他の耐性菌株では著明な耐性度の低

下は認められなかった｡

文献によれば,佐藤3)は試験管内で分離 した

INH耐性 H37Rv株は INH の存在の有無にか

かわりなく,小川培地で5代継代後ではその耐

性菌poplllationに変化がなく,完全にINH耐

性を保持 していたが,患者より分離 した INH

耐性菌株では,INH を加えない小川培地に継

代すると,その耐性菌の population に大きな

変動を起す例もある,すなわち,耐性度の低下

をきたす場合もあると報告 している｡一方,立

花4)は KM 治療患者より分離した KM 100

meg/ml耐性株を,Dubos液体培地を用いて,

6代継代 し,その後,KM 耐性検査を施行 し,

耐性の低下は認めなかったと報告 している｡ ま

た,大藤5'は H37Rvの INH耐性株を小川培地

に10代継代 したが,耐性の低下は認められなか

ったし,同様に,SM 耐性株を14代継代 しても,

耐性の低下は認めなかったと報告 している｡ す

なわち,INH 耐性菌もpopulationが均一であ

ると容易には耐性低下は認められないのであっ

て,臨床的にみられる耐性の自然低下は感性菌

増殖による耐性菌の増殖制限にもとず く面が強

いことがわかると結論 している｡

著者 らも長期間継代培養後の耐性検査成績に

おいて,一部の薬剤耐性株を除き,著明な耐性

度の低下を認めなかったのは,大藤5)の報告と
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同様に各薬剤耐性株の population が均一であ

ったためと考えている｡

次に特に興味をもって検討 したアミノ配糖体

およびポ リペブタイ ド相互間の交叉耐性に関 し

ても,長期継代保存による交叉耐性パターンの

変化を,ほとんど認めなかった｡

稲掛6'はアミノ配糖体およびポ リペブタイド

相互間の交叉耐性に関して,増量継代法を用い

た高度耐性菌の交叉耐性検査成績を報告 してい

るが,今回著者 らの~耐性検査成績 もほぼ同様の

実験成績であった｡すなわち,7年間にわたり

長期継代保存 した耐性株においても交叉耐性パ

ターンの変化を,ほとんど認めなかった｡

Ⅴ 結 語

試験管内で作成 した各薬剤耐性菌株の耐性度

は,1%小川培地で7年間継代培養後も,INH

および EB耐性株を除き,はっきりした低下を

認めなかった｡また,アミノ配糖体およびポ リ

ペブタイド系抗生物質相互間の交叉耐性パター

ンについても変化を認めなかった｡

稿を終るにあたり,終始御懇篤な御指導,御

鞭接を賜わった池田宣昭講師に深甚なる謝意を

表する｡

また,終始衛協力頂いた研究室の西尾貞子,

本間 トキ工の各氏に心から感謝する｡

なお,本論文の要旨は第56回日本結核病学会

総会で発表 した｡
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THECHANGEINDRUGRESISTANCEOFRESISTANTMYCOBACTERZUM

TUBERCULOSZSH37RvSTRAINSAFTERSUCCESSIVETRANSFERS

ONOGAWAMEDIUM FORSEVENYEARS

HideyoYAMADORI*,AtakaSHIBATA andHideoINAGAKE

FromtheFz'rsIDePartmenZofMedic2'nc,Che∫tDisea∫eRe∫earchJn∫tz'tute,

KyoloUnieJer∫ity,Sa々γO-hu,Kyolo606,Japan

Mycobacz- 'um tubercu/o∫Z'∫ H37Rv strainsresistantto variousantituberculousdrugs,

originallymadeZ●nyz'tro,hadbeensuccessivelytransferredon1%Ogawamediumforaprolonged
periodoftime(everyfourweeksforsevenyears).

h vz'lrosusceptibilitiesoftheresistantstrainswereevaluatedincomparisonwiththeorlgト

n礼lsusceptibilitiespreviouslydonewiththesamemethod(silicone-coatedslideculturemethod).

Thedegreeofresistancetovariousantituberculousdrugs(TH,CS,PAS,andPFP)showed
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noslgnificantchangesafterprolongedsuccessivetransfers,exceptINH andEI3,whichdemon-
stratedmorepotentactivitiestothetraIISrerredstrainsthantotheorlglnalstrains.

Thepatternsofcrossresistanceofthetransferredstrainsbetweenvariousaminoglycosideand

peptideantibioticsshowedessentiallyn｡di鮎renceswiththoseintheorlglnalstrains･


