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第1章　 緒 言

INH耐 性 結核菌の特殊性 として細 菌 自体 の

Catalase(以 下Cと 略)の 減弱及至消失が明 らかに

されたのはAronson, Ehrlich1)以来のことであるが,

かかるCの 減弱がモルモットに対する弱毒化を意味

するというMiddle brook2)の 報告により俄然INH

耐性菌のCと 毒力との問題が注目されて来た.す な

わちMiddlebrook, Cohn3)ら はINHの 耐性度とC

活性度の低下は逆の相関関係にあると述べた.し か

しその後多くの人々の報告をみると耐性度の上昇と

C活 性の減弱が平行するか否かについては見解の一

致を見ないようであり,臨 床的にわれわれが一般に

みるINHを 含む多重耐性菌のC活 性に関しても定

説をみないようである.ま た山村19)はINH耐 性

菌のC活 性の減弱 はCorpoporphyrinか らC形 成

への系路になにか障害があるか,ま たはCの 蛋白部

分の形成に障害があるものと考えており,勝 沼20),

正田21)はC活 性を増加する物質を抽出してい る.

さらに教室大藤22)は 変法培地を作成し(私 はこれ

を栄養条件の悪い培地と名付ける),そ の培地 に於

けるC活 性陰性INH耐 性菌の継代培養によりCが

陽性化する可能性を述べている.

INH耐 性結核菌のVirulenceに 関 しては当初C

との相関説を重視する余り,生 体内において生ずる

H2O2がINH耐 性菌に発育阻止作用を及ぼ し,た

めにINH耐 性菌は弱毒化していると述べられた.

また事実Cを 欠 く細菌の細胞はH2O2に 高い感受性

を示 したが,そ の後C陰 性のINH耐 性株でも必ず

しもVirulenceの 減弱が認められないと云う報告23)

があり,ま たH2O2抵 抗性がすなわち毒力を有する

事を意味するとは簡単に断じ得ない と云 う報告24)

もある.

私はかかる成績の不一致は使用菌株の均一性を確

めていない場合が多いことに起因するのではないか

と考え,色 々の耐性度 のOne step mutantsを 分離

して各々のPopulationを 分析するとと もに,耐 性

度とCと の関係を検し,さ らに単離集落を母体とす

る可及的純系菌株(Clone)を1%KH2PO4培 地,

な らびに栄養条件の悪い培地に継代培養し,各 代毎

のCの 変化, H202感 受性,モ ルモットに対する毒

力などの関係について実験を行い些か知見を得たの

で以下報告する.
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第2章

第1節　 One step mutantsのCatalase

活 性 に つ い て

第1項　 実験 方法

One stepでINH 0.05γ/cc, 0.5γ/cc, 1.0γ/cc,

 5γ/cc, 10γ/cc耐 性 菌 を 得 る た めに保 存H37Rv株

を無 菌 的 に秤 量の 上,水 晶玉 入 り三 角 コル ベ ン に取

り10mg/ccの 濃厚 菌 液 を つ くり,こ れ をINHの

所 定 濃 度 含 有1%KH2PO4培 地 に0.1cc宛 接種 し,

 5週 間培 養 して 得 た.そ して最 高 の 濃度 の 培 地 に発

育 した菌 を 再 び秤 量,水 晶 玉入 り三 角 コル ベ ンで1

mg/ccの 菌 液 をつ くり10-1～10-5倍 に稀 釈, INH加

1%KH2PO4培 地 に接 種 しINHに 対 す る 耐 性度

を 検 した.同 時 に 各 々 のmutantsに つ い てSlide

法 に よつ てC活 性 度 を検 した.す な わ ち載 物 硝 子上

に30%H2O2液 を滴 下 し,そ の上 に 白金 耳 に て 最

高 の 濃 度 の培 地 に 発育 した 菌 を か き と り浸 し, 2分

間 以 内 に発 泡 す る もの を陽 性 と しそ の 発泡 の程度 と

発 泡 に要 した時 間 に よ り(〓)か ら(±)ま で の程

度 に分 類 した.

第2項　 実 験 成 績

表1の ご と くINH 0.05γ ～10γ 耐性 菌 の 出現率

は0.04×10-8～0.49×10-8で 殆 ん ど 同 一 で あ り,

そ のPopulation構 成 は表2の ご と くINH10γ で 分

離 した 耐性 株 は10γ に耐 性 を示 す こ とは 勿論 で あ

るが0.5γ, 1γ で分 離 した もの も10γ に 不完 全 に

耐性 を示 した.

C活 性 は 表3の ご と く0.05γ 0ne step mutant

で す で に弱 くな り, 0.5γ 以上 で はC陰 性 とな つ た.

す な わ ちOne stepでINH耐 性 菌 を 分 離 した場 合,

 INHに 耐 性 とな る と同 時 にC活 性 を減 弱 消 失 し た.

第2節　 種 々耐 性 株 のcatalase活 性 な ら

び に 継代 に よる その 推 移

第1項　 実験 方 法

表1　 生菌数当りの耐性菌出現率

使 用 菌 株 はINH耐 性 株 と して は増 量 的継代 法で

得 たH37Rv-INH 10γ 耐 性 株 よ り任意 の5単 離 集落

を 分 離 し,各 々を1%KH2PO4培 地 で 増 菌 しC1,

 C2, C3, C4, C5,変 異 株 と し,そ の 他 同様 の 方 法 で 得

たFrankfurt-INH 10γ 耐 性 株 を使 用 し,患 者 株 と

して は間 接法 で 分離 したINH 10γ 耐性 のS. S株,

 Y. M株 を使 用 し た.こ れ ら 菌株 のINHに 対 す る

感 受 性 は表4の ご と くで あ る.

SM耐 性 株 と して は 保 存H37Rv・SM 100γ 耐性

株, PAS耐 性 株 と して は 保 存H37Rv・PAS 10γ

耐 性 株 を使 用 した.そ れ ぞ れの 耐 性度 は 表5, 6の ご

と くで あ る.

2重 耐 性株 と し て はSM-PAS, SM-INH, INH-

PASの 各 々の 耐性 株 で,保 存SM 100γ 耐性H37Rv

株 お よ びINH 10γ 耐 性H37Rv株 を10%血 清加

Kirchner液 体培 地 で 夫 々INH, PASを 含 ま せ た

培 地 に7代 継 代 し,そ の菌 を1%KH2PO4培 地に

還 元 培 養 した菌 株 を用 い た.そ れ ぞ れの 耐性 度は表

7, 8, 9の ご と くで あ る.ま た 臨床 的 にSM 100γ,

 INH10γ 2者 耐性 と判 定 されて い る5患 者株 よ り真

の 二 重 耐 性株 を 分 離 す る 目的 でSM 100γ, INH 10γ 

2薬 剤 含 有 の1%KH2PO4培 地 を 作成 し,そ の培

表2　 0nestep mutant strainsのPopulation構 成
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表3　 Onestep mutant strainsめcatalase活 性

表4　 INH耐 性株の耐性度

表5　 H37Rv・R-SMの 耐 性 度

地 で分離 し得 たKU, TU, 2株 を 使 用 した.

3重 耐性 株 と して は上 記2重 耐 性株 の 中SM 100

γ, PAS 10γ 耐 性H37Rv株 を10%血 清 加Kirchner

表6　 H37RV・R-RASの 耐 性 度

表7　 R37RVR-SM・PASの 耐性 度

表8　 H37RVR-SM・INHの 耐 性 度

表9　 H37RvR-INH・PAS耐 性 度

液体培地 でINHに 接 触せ しめて継代 し, 1%

KH2PO4培 地に還元培養した菌を用い,そ の耐性度

は表10の ごとくである.

これらの菌株を秤量の上水晶玉入 りコルべンで手

振り法で菌液を作 り,そ の0.1mg/0.1ccを1%

KH2PO4培 地ならびに栄養条件の悪い培地(変 法培

地,第1編,第2節 参照)に 接種,継 代培養 した.

 C活 性は継代前と継代ごとに培養5週 目にSlide法

で検した.

第2項　 実験成績

継代培養前のC活 性は表11, 12に 示すごとくINH

10γ 以上の耐性株はY. M株 以外C(-)で あつた

が,中 にC(±)程 度のものも含まれていた.そ の

他の耐性株はINHを 含 む多重耐性株の場合のみ
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表10　 H37RVR-SM・PAS・INHの 耐 性 度

表11　 IHN耐 性 株 のCatalase活 性 並 びに 継 代

に よ る推 移

C(-)で あつた.

これらの耐性株は全て表11, 12の ご とく1%KH2

PO4培 地(小 川培地)継 代ではC活 性の変化を来さ

なかつたが,栄 養条件の悪い培地(変 法培地)に 継

代するとINHの みの耐性株(Single resistance)の

中C(-)株 は継代につれC陽 性化して来た. 一部

INH 10γ加栄養条件の悪い培地(INH加 変法培地)

で検したがC陽 性化して来た.す なわち単離集落を

母体とする可及的純系の菌株(Clone)で も耐性度

の低下なくして(第1編,第1節 参照)特 殊培地条

件によりC(-)よ りC(+)に 変つたわけである.

しかしC(-)株 でも2重 耐性株はC陽 性化を来さ

なかつた.ま たC陽 性株はいつれも特殊培地継代で

Cの 変化を来さなかつた.

第3節　 INH耐 性菌の毒力に関する実験

第1項　 実験方法

1. INH耐 性菌のCとH2O2抵 抗性との関係を

検するために, C強 陽性のH37Rv原 株 を対照とし

てC(-)のINH 10γ 耐性H37Rv株 と第2節 で

C陽 性化した菌とのH2O2抵 抗試験を行つた.す な

わちH2O2の30%溶 液0.2ccを0.1mg/cc蒸 溜水

表12　 種 々耐性 株 のCatalasc活 性 並 びに 継 代 に よ る推 移
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浮游菌液5.8ccに 加 えて1%H2O2溶 液 と し,正

確に10分作用させたの ち順次106倍 ま で定量稀釈

し,普 通菌液の10倍段階稀釈のものと1%KH2PO4

培地に接種,培 養4週 間後の成績とを比較した.

2. INH耐 性菌のCと 毒力との関係を検す るた

めにモルモットにおいて次のごとき実験を行つた.

第2節 において分離 したINH 10γ 耐性 のC1, C2,

 C3, C4, C5株 の1%KH2PO4培 地5代 継代のC(-)

株,同 様に栄養条件の悪い培地(変 法培地),な ら

びにINH 10γ 加栄養条件の悪い培地(INH加 変

法培地)に5代 継代しC陽 性化した菌株についてモ

ルモットに対する毒力を検した.特 にC5株 につて

は継代各代ごとにCの 推移を見るとともにモルモッ

トに対する毒力の推移を検した.

毒力の判定には350～400g前 後 の ツ反応陰性の

モルモットの右側腹部皮下に1mg/ccの 菌液を接種,

 8週 後,一 部3週 後にツ反応を検し屠殺剖検し,局

所リンパ腺,肺,肝,脾 を肉眼的に検査 し脾重量を

測定した.病 変の程度は佐藤秀三法によつて区分し

た.ま た全てのモルモットにおいて脾を,局 所に病

変のあるものはその局所を乳鉢で均等に磨砕し1%

 NaOH液 で処置し約10倍 に稀釈, 1% KH2PO4培

地 に定量培養するとともに直接法によりINHの 耐

性度を測定した.分 離し得た菌についてはSlide法

によつてCを 検査 した.

第2項　 実験成績

1. 1%のH2O2作 用下においては表13に 示すご

とくINH耐 性菌は(-)の ものもC陽 性化したも

のも死滅し, C強 陽性のH37Rv株 のみ幾分抵抗性

を示 した.

2.モ ルモットに対す る毒力 は, 1%KH2PO4

培地 に継代 したC(-)のINH 10γ 耐性株接種

の場合は表14の ごとく継代4代 目で1匹 に脾に病変

を認め,同 じく継代4代 目の1匹 の局所に病変を認

めただけであつて,ま たそれ らか ら分離 した菌は

INH 10γ 完全耐性でC(-)で あ つ た.栄 養条件

の悪い培地(変 法培地)な らびにINH 10γ加栄養条

件の悪い培地(INH加 変法培地)に 継代しC(+)

表13　 INH耐 性 菌 のCatalaseとH202抵 抗性 との 関 係

表14　 各種培地継代におけるINH耐 性 菌の毒力の推移

そ の1
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そ の2　 各種培地継代におけるINH耐 性菌の毒力の推移

そ の3　 各種培地継代におけるINH耐 性菌の毒力の推移

そ の4　 各種培地継代におけるINH耐 性菌の毒力の推移

K… … … 痂 皮
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そ の5　 各種培地におけるINH耐 性菌の毒力の推移

となつたINH 10γ 耐性株接種の場合も,継 代1代

目で1匹 に,継 代4代 目に3匹 に局所に病変を認め

ただけで脾重量 も重くなかつた.し かし僅かに分離

し得た菌はINH 10γ に完全耐性であ りなが らC

(+)で あつた.ま た栄養条件の悪い培地(変 法培

地)に5代 継代 しC陽 性化したC1, C2, C3, C4, C5株

についてモルモットに対する毒力を検したが表15に

示すごとくC4株 接種の1匹 に局所に病変を認めた

だけであつた.し かしその局所から分離した菌のC

は(〓)で あつた.さ らにC5株 の各培地3代 継代

目において分離した菌株を,接 種したモルモットに

おいて接種後3週 目に屠殺し,前 記8週 目屠殺群と

剖検比較 したが表16の ごとく3週 屠殺群の2匹 に局

所病変がみられたのに対し8週 屠殺群には病変をみ

な か つ た.

す な わ ちINH 10γ 耐 性菌 はC(-)で あ ろ うと

C(+)で あ ろ うと モル モ ッ トに 対 して 弱 毒 化 して

い る と云 え よ う.

第3章　 総 括 な らび に 考 按

先述 の ご と くINH耐 性 菌 の耐 性 度 の上 昇 とCの

減 弱 が平 行す るか 否 か につ いて は見解 の 一 致 をみ な

い よ うで あ り, Peizer et al6), Knox7), Kreis et al8),

徳 久25),三 輪26)の 成 績 に よれ ばINH 10γ 以 上 の

耐性 菌 に おい て はC活 性 が低 下 してい る が10γ で

はな お 陽 性の もの もまれ に は存 し, 50γ 以上 で は 全

部 陰 性 で あ る と して い る.杉 山 ら27)は20γ で は 尚

C(+)の もの もあ るが,発 泡 時間 は他の 菌 株 に 比

表15　 変法培地5代 継代に於けるINH耐 性菌の毒力
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表16　 3週 屠 殺 群

し著 し く遅 延 して い る と 述 べ て い る. Schweiger9)

はINH 80γ 以 上 の 高 耐性 菌 は すべ てC(-)で あ

るが5γ か ら10γの もの はC(+)(-)半 々で あつ

た と述 べ て い る.さ らに豊 原29)はC活 性 を定 量 的

に 測 定 し, C活 性 は0.01, 0.1, 1, 10, 100γ/cc INH

耐 性 の順 に減 少 す るが0.01, 0.1, 1γ/cc耐 性 菌 の 間

に は 有意 の差 が 認 め られ ず, 0.01, 10, 100γ/cc耐 性

菌 の 間 に有 意 の差 を認 め た と述 べ て い る.い づ れ に

して もかか る実験 の使 用 菌株 に は感 受性 菌 が 混入 し

て い る可能 性 が あ り,事 実 教室 景 山29)は 感 受性 原

株 とINH耐 性H37Rv株 の 混 合培 養 にお い て感 受

性 株 が10-5mg含 有 して い れ ばC(+)と な る こと

を認 め て い る.

私 は か か る点 に注 目 し,使 用菌 株 に つ いて は可及

的 均 一株 を用 い る こと に 専 念 し てPopulation構 成

に注意 を は らい つ つ, C活 性 につ い て 検 索 を 加 え

た.

先 づ 第 一 にOne stepに 色 々の 耐 性度 のINH耐

性 菌 を分 離 し,そ の 耐 性度 とCと の 関係 を 検 したが,

 0.05γ One step mutantで す で にC減 弱 し, 0.1γ

以 上 で は殆 ん どC陰 性 となつ た.同 時 に0.05～10γ

 One step mutantsの 分 離率 が 殆 ん ど 同 じで あ るこ と

が わ か り,か つ低 濃 度 で分 離 した 耐 性 菌 も10γ に

不 完 全 に耐性 を示 す こ とか ら0.05～10γ One step

 mutantsのGeno typeは 類 似 して い るこ とが 考 え ら

れ,従 つ て薬 剤でselectionし て 得 た 耐性 菌 と 感 受

性 菌 との 間 に は代 謝 系 の変 化 が あ る もの と推定 され,

そ の た め に前 記 の ご と くC活 性 を減 弱,消 失 して い

る もの と考 え られ る.束 村30)も 同様 の 実験 成 績 を 認

め, 0.05γ と10γ 耐 性 に関 す るGeno typeは 同 一

の もの と云 う仮 説 を述 べ た が,そ の 後 の 実 験31)で

比 較 的 少 数,恐 ら く数 個 のGeneに よ つて 支 配 され

る と云 つ て い る.

その他種々の耐性株についてC活 性を検したが,

 INH 10γ 以上耐性菌の場合,単 離集落を分離し所

謂Cloneと して検討したが殆んどC(-)で あり,

一部C(±)の ものも含まれていた.し かし患者か

ら分離したY. M株 はC(〓)で あつた.多 重耐性

株の場合はINH 10γ 耐性を伴う場合は全てC(-)

であつた. Nassauら10)は 先にPAS耐 性 となり後

にINH耐 性 となつた菌株ではINH耐 性度が高く

てもC活 性は低下しないと述べている.こ れに対し

徳久23)は 否定的であるが私 もPAS耐 性菌を使用

しPAS・INH 2重 耐性菌を作 つたが, INH 10γ

耐性を伴 うとC(-)と なつた.ま たBonicke11)

はechte Tuberkel BazillenはINH高 度 耐性化に

より必ずC活 性を失うが,鳥 型菌その他 いわゆる

Atypische Tuberkel Bazillenは100γINH耐 性株

でもC活 性に変化がないと述べているが,患 者から

分離 したC陽 性INH耐 性株 にか か るAtypische

 Tuberkel Bazillenも 含まれていることも考慮に入

れなければならないであろう.

次にC陰 性株のC陽 性化の実験であるが,私 はか

かる実験の感受性菌混入を防ぐ意味合いからINH

耐性菌株,多 重耐性株 か ら各 々Cloneを 分離し,

それぞれを栄養条件の悪い培地(変 法培地)な らび

にINH耐 性菌が耐性低下 しないためにINH 10γ

を加えた栄養条件の悪い培地(INH加 変法培地)

に継代培養 した.そ の結果Cloneを 用い る実験で

も,教 室大藤22)がCloneを 用いざる実験で述べた

ごとくC(-)のINH耐 性菌はC(+)と なつた.

しかしINHを 含む多重耐性株はC(-)の ままで

あつた.す なわちINH耐 性菌とINHを 含む多重

耐性菌との間にはその代謝系にさらに差があるもの

と思われる.

INH耐 性菌のVirulenceに 関 しては幾多の報告
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があり, Tuczek12)の 発 表以来INH耐 性菌はモル

モットには弱毒化していると云わ れ る.さ らに北

本32)は10γ/cc以 上のINH耐 性菌 が証明される

患者の肺切除後の合併症が殆んど認められないとも

報告しており,ま たINH耐 性菌喀出患者に新しい

結核性病変の進展が少 ない とす る臨床的観察13) 33)

があ る. Coleman, Middlebrook4)はINH耐 性菌の

Virulenceの 減弱に関連 してそ のC活 性の消失を重

視し,生 体内においてグルタチオン,シ ステインの

ごときSH基 をもつ化合物が酸化される結果生ずる

H2O2がINH耐 性菌に阻止作用を及ぼす可能性を

論じている.さ らにEdson14)は 結核菌が乳酸を酸

化するさいにもH2O2が 産生される可能性があると

している.

そこで私はC(-)のINH耐 性菌,さ らに第2

節実験でC陽 性化したINH耐 性菌についてH2O2

抵抗試験を行つた.そ の結果対照のC強 陽性の感受

性原株はH2O2で 発育を阻止され難いがC(-),

 C陽 性 化したINH耐 性菌はいづれもH2O2で 発育

を阻止された.こ のことはC陽 性化したINH耐 性

菌のC活 性が感受性菌のそれに比し遙かに弱いもの

であることを示 している.一 般に感染の結果宿主体

内に成立する炎症が防禦作用を有することは知られ

ているが,感 染菌に対 し阻止作用を及ぼす炎症部位

の物理化学的要因として酸素消費の増大による酸素

張力の低下,乳 酸の蓄積, pHの 低下などが指摘15)

されている.か かる条件の下で結核菌が乳酸を酸化

して生ずるH2O2に よりC(-)のINE耐 性菌が

阻害されるとも考えられる.さ らにMiddlebrook16)

はC(-)のINH耐 性菌を発育 させるためには培

地にCを 加えることが必要であることを報告してい

るが,結 核病変では組織化学的にその壊死組織中に

はCを 証明されないとされており34),従 つてかかる

宿主体内に発生した結核性病変の諸性状がINH耐

性菌の増殖に阻止効果を及ぼす可能性が考えられる.

事実砂原35)は重症肺結核の治療法の一つとしてIN

H耐 性菌がH2O2に 弱いことを利用 してmonaldi

吸引法によりH2O2空 洞注入を考慮 している.

しかし北本36),柴 田23)ら はC(-)のINH耐

性株の中でもモルモットに対す るViriulenceの 減

弱が認められないものもあることを報告している一

方, Middlebrook3), Peizer6),海 老 名3)ら はINH

耐性でもC陽 性のものは毒力の減弱は比較的僅かで

あることを報告している.

私は第2節 実験と同様に感受性菌混入を防ぐ意味

あいからCloneを 母体と してC(-)のINH耐

性株, C陽 性 化したINH耐 性株を使用し,モ ルモ

ットに対する毒力を検した.さ らに第2節 実験でC

陽性化したINH耐 性株については,継 代中に毒力

の変化がみ られはしないかと考え,継 代ごとの毒力

を検した.そ の結果C(-)のINH耐 性株もC陽

性化したINH耐 性株 も共にモルモットに対し弱毒

化しており,継 代によつても毒力に変化をみなかつ

た. Wolinsky17),小 酒井38)ら はC陽 性 のINH弱

耐性菌でも毒力の弱いものもあると報告しており,

高瀬39)もC(+)INH耐 性H37Rv株 を 分離し,

 C(-)INH耐 性H37Rv株 とのモルモットに対

する毒力を比較し,両 株間に著差を認めなかったと

報じている.す なわち私の成績,お よびこれらの報

告からINH耐 性菌のモルモットに対する毒力の減

弱はC活 性には関係なく,よ り本質的なものではな

かろうかと考えられるが,一 方先のH2O2抵 抗試験

の結果からみるとC(+)INH耐 性菌のC活 性が

感受性株のC活 性に遠 くおよばないのではないかと

も考えられるので,あ ながち毒力とC活 性の関係を

完全に否定しさることも出来ないようである.い づ

れにしてもC(-)のINH耐 性株も一般にはモル

モットに対しては弱毒化しているが,マ ウスに対し

ては相当の病変を作ることが認められており,さ ら

にShepard18)はHela細 胞の中ではINH耐 性菌

は強毒株と同じ速度でふえることを報告 している.

このようにINH耐 性菌のモルモットに対する弱毒

化が他動物では認められず,ま してや人体内での毒

力減弱を早急に結論づけることは危険と云えるであ

ろう.

ところがここに興味あ ることに高橋60)はINH

耐性菌がBCG免 疫 マウス体内で原株よりも強く抑

えられることを見て,毒 力と免疫力による抑制のさ

れ方との関係を推論しており,ま た一方一般にモル

モ ットに接種されたINH耐 性菌は各臓器内で一た

ん増殖するが,間 もなく減少し,発 生した病変も治

癒傾向を示すことが認められている41) 42).

そこで私 は前記動物実験 においてC(-)INH

耐 性株とC陽 性化したINH耐 性 株を接種後3週 目

と8週 目に屠殺剖検比較 したがC(-)の ものも,

 C(+)の ものも3週 目屠殺群に局所病変が多かつ

た.す なわちINH耐 性菌による病変は感受性菌に

よつて起る病変を慢性の進行性病変というならば,

可逆性の病変ということが出来よう.い いかえるな

らINH耐 性菌による病変はINH耐 性菌 その もの
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の性質上感染部位に生ずる諸性状のために次第に消

失していくものか,あ るいは生ずる免疫によつて次

第に抑えられていくものということが出来,い づれ

にしてもこの現象は宿主と菌との間の綜合的関係,

すなわちhost parasite relation shipと して検討す

べきものと考え られる.

第4章　 結 論

One stepで 得たINH耐 性 菌のC活 性,種 々耐性

株のC活 性ならびに継代によるC活 性の推移, INH

耐性菌のH2O2抵 抗性,お よびINH耐 性菌の毒力

について実験を行い,つ ぎのごとき知見を得た.

1)One stepで 得たINH耐 性菌 は0.05γ 以 上

の耐性でC活 性を減弱消失 した.ま たINH 0.05～

10γ 耐性菌の分離率は殆んど同一であることが分 り,

それぞれのPopulation構 成にもかなり類似な点が

あり,従 つて薬剤でselectionし て 得たINH耐 性

菌は感受性菌と代謝系を異にし,た めにCが 変化し

ているものと考えられた.

2)C(-)のINH 10γ 耐性株をCloneと して

検討しても培地条件を変えることによりC(+)と

な ることが分つた.他 の多重耐性株ではINH耐 性

を含むものは全てC(-)で あ り,培 地条件を変え

ることによりC(+)と はならなかつた.す なわち

INHの みの耐性株とINH耐 性 を含む多重耐性株

とでは代謝系にさらに差があるものと推定された.

3)C(-)のINH耐 性菌とC陽 性化したINH

耐性菌とについてH2O2抵 抗試験を行なつたが,い

つれも感受性菌に比 し抵抗性が落ちており, C陽 性

化したINH耐 性菌のC活 性も感受性菌のそれに比

し遙かに弱いものと考えられた.

4)C(-)のINH耐 性菌とC陽 性化したINH

耐性菌とについてモルモ ットに対する毒力を検した

が,い づれも減弱 しており,ま た継代培養ごとの毒

力を検 したがいづれも弱毒化していた.す なわち

INH耐 性菌の毒力の減弱はその本質的な もの と考

えられるが,先 のH2O2抵 抗試験の結果からして,

あながち毒力とCと の関係を否定出来ないように思

われた.

さらにC(-), C(+)INH耐 性菌接種後, 3

週屠殺群と8週 屠殺群とに分けて病変を比較すると,

 C(-),(+)INH耐 性菌接種いづれとも3週 屠

殺群に局所に病変が多 く, INH耐 性菌の病変は可

逆性のものであることがわかつた.
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附　 全 編 の 総 括

第1編　 INH耐 性結核菌の耐性低下に関する研

究

臨床的にみられるINH耐 性低下の現象を解明す

るためにin vitroでOne stepに 得た耐性株,増

量的継代法により得た耐性株,患 者より分離 した耐

性株,な らびにINH耐 性菌と感受性菌とを混合し

たmixed Populationを 継 代し,そ のPopulationの

動態を追究した.さ らに継代培地条件 を変 えINH

耐性を低下せしめる培地因子を追究した.そ の結果

いかなる方法で 得たINH耐 性株 もCloneと して

検討した場合は継代により耐性を低下せず,培 地条

件を変えても耐性低下はみられなかっ た.し か し

mixed Population方 式を用いた場合は次第にその

INH耐 性菌の比率を減じ,さ らに継代培地の栄養

条件を悪くすることによつて急激にその耐性度を低

下した.し かしかかる栄養条件 の悪い培地のINH

耐性に対するmutagenic effectは み られず,ま た

かかる培地培養後のINH耐 性菌 と感受性菌 との

viabilityの差は明らかでないので,か かる培地のあ

る因子がINH耐 性菌のみの発育速度を微妙に遅延

せしめていると考えられた.そ こで さらにmixed

 Population方 式を用い培地因子を追究 したところ

INH耐 性菌発育速度遅延にはグルタミン酸が大き

な役割を占めていることが明らかになつた.

第2編　 サルフア剤影響下のINH耐 性低下に関

する研究

INH耐 性を獲得している肺結核患者にサル フア

剤を使用している時みられるINH耐 性 低下現象を

解明するために, in vitroでSIをsubinhibitaryに

添加した培地にINH完 全耐性株,な らびにmixed

 Populationを 継代培養し,そ のPopulationの 動態

を追求した.そ の結果INH完 全耐性株継代では耐

性低下がみられず, mixed Population方 式では薬剤

非添加培地に比し幾分急激に耐性度が低下した.さ

らにかかる低下現象がINH耐 性菌と感受性菌との

サルフア剤に対する感受性の差によるものではない

かと考え, SIな らびに最近登場したSD, SIM, SP,

 SMPに ついてINH耐 性菌と感受性菌 との感受性

を追究し,各 自の抗菌力の比較を行なつた.そ の結

果微量菌接種では各剤ともINH耐 性菌,感 受性菌

の感受性の差がみ られず,大 量菌接種の場合には

INH耐 性菌のサルフア剤に対する感受性が強いよ

うにみえる場合もあることが分つた.す なわちINH

耐性菌と感受性菌の間にはサルフア剤の感受性自体

には差 はないが, SIがINH耐 性菌の発育速度

を微妙に遅延せしめ,そ のために低下現象がおこつ

たものと考えられた.ま たサルフア剤各自の抗菌力

ではSD, SIMが もつとも強 くSIの2倍 を示 し,

 SPが これにやや劣つていた.つ いでサルフア剤使

用時には他抗結核剤使用時と同様に耐性獲得が考え

られ るので, in viroでSI耐 性獲得実験を行つた.

その結果125γ 迄は容易に耐性が上昇す るが,そ

れ以上は継代を重ねても上昇せず耐性に上限がある

のではないかと考えられた.ま たINH耐 性菌と感

受性菌の間にはSIに 対する耐性獲得形式に差がみ

られなかつた.

第3編　 INH耐 性結核菌のC活 性と毒力に関す

る研究

INH耐 性結核菌のC活 性と毒力との 関係を調べ

るため, in vitroでINH耐 性菌をCloneと して検

討 し,そ のC活 性ならびに継代によるCの 推移, C

活性 とH2O2抵 抗性との関係を調べ,さ らに継代ご

とにモルモットに接種しその毒力を検した.そ の結

果One stepに 得 たINH耐 性菌は0.05γ 耐性以

上でCを 減弱,消 失 した.そ の際0.05～10γ の

One step mutantsの 分離率は殆んど同様であ り,

それぞれのPoputation構 成 も類似の点があるので

薬剤でSelectionし て得 たINH耐 性菌は感受性菌

と代謝系を異にし,そ のためにCを 失つているもの

と考えられた.つ いで栄養条件の悪い培地にC(-)

のINH耐 性株を継代するとC(+)と な ることが

みられた.す なわち培地条件を変換することにより

C(-)がC(+)と なることがわかつた.し かし

C(-)のINHを 含む二重,三 重耐性株はCの 変

化がみられず, INHの みの耐性株と, INHを 含む

多重耐性株との間には代謝系にさらに差があるもの

と推定 された.さ らにC(-)のINH耐 性株 と

C(+)と なつたINH耐 性株についてH2O2抵 抗

試験を行なつたがC強 陽性の感受性原株に比し著し

く抵抗を失つていた.す なわ ちC(+)と な つ た

INH耐 性株のC活 性 も感受性原株のそれ に比しは

るかに弱いものと考 え られた,つ ぎにC(-)の

INH耐 性株とC(+)と な つたINH耐 性株との

モルモットに対する毒力はいづれも弱毒化しており

Cと 毒力とは相関しない結果を得たが先のH2O2抵

抗試験でC(+)INH耐 性菌のC活 性が感受性菌

のC活 性に遠くおよばなかつたことからみると,あ

ながちCと 毒力との関係を否定することもできない
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ように考えられた.ま たC(-), C(+)INH耐

性菌接種後モルモット屠殺群を3週 目と8週 自に分

け検討 したが, Cの いかんにかかわらず3週 屠殺群

にやや病変が多 く, IHN耐 性菌 のモルモットに対

する病変は可逆性の ものと考えられた.

稿 を終るに臨み終始御懇篤なる御指導と御校閲を

賜つた恩師平木潔教授,大 藤真助教授に深く感謝し

ます.

(本論文の要旨は日本結核病学会中国四国第11回

地方会において発表した).
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In order to see the relation between the catalase activity and virulence of INH resistant 

bacilli, the author studied the clone of INH resistant bacilli in vitro, looked into its catalase 

activity and the change of activity as generation descends and tested the virulence by inocu

lating guinea pigs with each generation of the bacilli. The results found were as follows:

1. The INH resistance bacilli obtained in one step was found to have a resistance poten

tial of 0.05ƒÁ or more and to have lost its catalase activity. At this stage the selectivity of 

INH resistant bacilli which has a resistance of 0.05ƒÁ-10ƒÁ and the population composition 

of each group were similar. Therefore it is believed that the metabolic system of INH 

resistant bacilli made available by means of selection by use of drugs is different from that 

of receptive bacilli, and that the loss of catalase activity is attributable to this difference.

2. It was found that the negative catalase activity of INH 10ƒÁ resistant strains using 

the clone can be changed to positive by changing the conditions of the culture medium. 

Other multiple resistant strains which have the INH resistance are all C (-) and could not 

be changed to C (+) by changing the conditions of the culture medium. Therefore it is 

presumed that there is greater difference in the metabolic system between a single resistance 

strain which resists only INH and multiple resistance strain which resists not only INH.

3. A H2O2 resistance test was given in respect of C (-) INH resistant bacilli and INH 

resistant bacilli the catalase activity of which had been changed from negative to positive 

and found that the resistance of both bacilli weakens compared to that of receptive bacilli 

and also that even the catalase activity of INH resistant bacilli changed from negative to 

positive is far weaker than that of receptive bacilli.

4. The author tested the virulence of C (-) INH resistant bacilli and INH resistant 

bacilli the catalase of which changed from negative to positive on guinea pigs, and found 

that the virulence of both had weakened. The author also tested virulence of each generation 

of cultured bacilli and found that it had lost its virulence. Juding from the results of the 

tests, it appears that the weakening of the virulence of INH resistant bacilli is an inherent 

property of the bacilli itself. However, the results of the H2O2 resistance tests seem to 

indicate that the relation between the virulence and catalase cannot be completely denied. 

Further the author inoculated guinea pigs with C (-) INH resistant bacilli and some with 

C (+) INH resistant bacilli and separated them into two groups, one group killed at 3 rd 

week and the other group killed at 8 th week after the inoculation and found many cases of 

local disorder in the group killed at 3rd week irrespective of the kind of catalase, which led 

to believe that the disorder of guinea pigs attributable to INH resistant bacilli is reversible.


