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第1章　 緒 言

結 核菌 がIsonicotinic acid hydrazide(INH)に

対 して容 易 に耐 性 を示 す よ うに な る こ と は 周 知1) 2)

の事 実で あ るが,こ のINH耐 性 の 試 験 管 内で の安

定性 につ いて の今 ま で の 報告 は 一 定 せ ず, Pansy

ら3)はINH耐 性 のBCGを 使 つ て速 かにINHの

耐性 が復帰 す る ことを 認 め て お り, Szybalskiら4)

はINH耐 性 のM. ranaeで 継 代 につ れ 高 度 耐性 菌

が減少 し,低 度 耐 性菌 が残 存 し,あ る い は感 性 菌 に

のみなることを報告 して いる.ま たBarnettら5)

もin vitroで 耐性にした菌の中で早 く耐性の復帰

するものがあることを認めている.わ が国において

も小酒井17),中 山ら18)は耐性復帰を認め,な かん

ずく中山はINH耐 性菌の継代培養で8代 継代目に

は0.005%の 耐性菌をみるのみとしており割合早い

耐性復帰を認めている.

これに反しFisher6)は 耐性度の低下をみないと

しており, Lecocq7)もINH耐 性 のB. C. G.の み

の継代培養ではやはり耐性菌のみであつたと報告し
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ている.し か し佐藤19)はH37Rv-R-INH One step

 mutantは 継代で耐性低下を示さないが,患 者 より

分離した菌では継代につれてPopulationに 大 きな

変動が起る例 もあると報告 している.

さらにDissmann8)はSlide culture法 に よつて

培養1日 後から4日 後まで1日 ごとに発育菌数を数

え, INH感 受性菌の発育速度が耐性菌のそれより

速いことを報告 しており, Lecocq7)はINHに 感性

および耐性のB. C. G.を 混合 して継代培養 し,継

代9代 で感性菌のみとなつた と報告 し,佐 藤20)も

INH感 受性菌および耐性菌を混合 したPopulation

の耐性度の動態について観察 し,混 合Population中

に分布する耐性菌の比率は一定の割合で次第に減少

していくのを認め,こ の現象は混合菌群中のINH

感受性菌と耐性菌の発育速度の差によるものと考察

している.

このようにINH耐 性菌の耐性度の安定性には諸

説あつて一定 していない.こ のことは実験に際し使

用菌株の均一性を確かめていない場合が多いことに

基因するのではないかと考えられ るので私はOne

 Stepに 得 た耐性株,増 量的継代法により得た耐性株,

な らびに患者耐性株についてそれぞれ よ り分離 し

たINH完 全耐性の単離集落,す なわ ちCloneを

母体として継代培養 しそのPopulationの 動態を検

討し,さ らに耐性菌と感受性菌とを混合継代培養し

てそのPopulationの 変動を観察 した.つ いでINH

耐性菌の特殊の栄養要求性から考えて栄養条件の悪

い培地を作成 し,か かる培地上で上記菌株を継代培

養し,そ のPopulationの 動態を追求する とともに

INH耐 性低下に及ぼす培地因子について検討し,

些 か新知見を得たのでここに報告する.

第2章

第1節　 INH耐 性菌各菌株のPopulation

の 動態について

第1項　 実験方法

1)菌 株; INH耐 性株として はINH 10γ 添 加

培地でOne stepに 分離したH37Rv・R-INH 10γ 株

と,接 種菌量0.1mg/0.1ccの 増量的継代法により

得たH37Rv・R-INH 10γ 株(以 下H株 と略)な ら

びに同様の増量的継代法に よ り得 たFrankfurt

 R-INH 10γ 株(以 下F株 と略)を 用い,患 者株

としては肺結核患者の喀痰より分離 して間 もない

R-INH 10γ 株を用い, INH感 受性株としてはH37

Rv株 を用いた.そ してすべての菌株より単離集落

を 分離 しPopulation構 成 を し ら べ 本実 験 に 使用 し

た.混 合 菌 株 はH株 よ り分 離 した単 離 集落 の増 菌株

とH37Rv株 よ り同 様 に分 離 した 単 離集 落 増菌株 の

と もに5週 培 養 菌 か ら菌 液 を 作 り菌量 で1:1, 1

:9の 割 合 で 混合 し, A, B株 と した.

2)培 地; INH耐 性 株 の 分 離,耐 性 測 定,な ら

び に継 代 に は すべ て1% KH2PO4培 地 を使 用 した.

3)培 養 の方 法;上 記 菌 株 の そ れ ぞ れ 融合 の ない

集 落 よ り湿 菌 重 量2～3mgの 単 一 の 集落 を と り,水

晶玉 入 りの 磨砕 コル べ ンで1mg/ccの 菌 液 を作 り,

混 合菌 液 は湿 菌 重 量 で1:1, 1:9に な るよ うに

混 合 し,こ れ らを滅 菌 蒸溜 水で 稀釈 して メス ピペ ッ

トで0.1ccづ つ 接 種 し た.接 種菌 量 は 耐性 測定 に

は10-1, 10-3, 10-5mgと し継 代培 養 には10-1mgを

用 い た.継 代 は培 養5週 目に行 ない,各 継 代 ごとに

耐 性 度 を検 した.

4)判 定;培 養4週 間で 判 定 し,す べ て 集落 数を

算 定 しPopulation構 成 を 調 べ た.

第2項　 実 験 成 績

1)One step mutantsの5代 継代 後 のPopulation

構 成

INH 10γ 加1% KH2PO4培 地 でOne stepに 分

離 した10ケ の 単離 集 落 を 用 い,各 集 落 を1% KH2

PO4培 地 で それ ぞ れ5代 継 代 培 養 し,継 代後 の生菌

数 当 りのINH 10γ 耐 性菌 の100分 率 を求 め図1に

示 した.す な わ ち試 験 管 内 でOne stepに 分 離 した

10変 異株 はINHの 含有 しな い1% KH2PO4培 地 で

の5代 継 代 後 で は115%, 70%, 126%, 140%, 90

%, 88%, 92%, 132%, 92%と 各 々 のPopulation

構 成 には 少 しの差 はみ ら れ る が 初 め の10γ/ccの

INHに 殆 ん ど完 全 な 耐 性 を 保持 し て い る ことがわ

か り, One step mutantsは 単 離 集落 を 母 体 と した

試 験 管 内継 代 実験 で は安 定 した性 質 を持 つ てい る も

の と考 え られ る.

図1　 One step mutantsの1% KH2PO4培 地

5代 継 代 に おけ るINH耐 性菌 と生菌数

総 数 との 比
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2)増 量的継代によ り得 たINH耐 性 株のPo

pulationの動態

H株 よりINH完 全耐性 を示す5集 落を, F株

よりは同じく1集 落を分離 し,そ れぞれを母体とし

た変異株を1% KH2PO4培 地で継代培養 し,各 代

ごとの耐性度の検査成績を表1, 2に 示 し,そ の

Popnlationの 推移を図2に 示 した.こ れに よると

増量的継代により得たINH 10γ変異株は6変 異株

ともすべて継代によ り85～150%のPopulatioa構

成の動揺がみられるが, INH 10γ という性質 はだ

いたい維持するように観察された.ま たその個 々の

変異株のPopulationの 動揺にも特に一定 の傾向を

みいだすことはできなかつた.

3)患 者 より得 たINH耐 性 株 のPopulationの

動態

間接法によ りINH 10γ 加1% KH2PO4培 地上

で分離した集落を母体として継代培養を行つたが表

3,図3に 示すごとくそのPopulationの 動揺は100

%, 128%, 76%, 95%, 65%, 115%, 100%と

INH 10γ という性質はよく維持 していた.

4)混 合菌株のPopulationの 動態

表4,図4に 示すごとくA,お 菌株の各継代ごと

のPopulation構 成の検討から両菌株中に分布して

いる耐性菌の比率は継代培養をくりかえすとともに

わずかづつではあるが次第に減少していくことがみ

られた.

表1　 増量的継代により得た菌株の1% KH2PO4培 地継代における耐性度の検査成績H株(5単 離集落)
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表2　 増量的継代により得た菌株の1% KH2PO4

培地継代における耐性度の検査成績

F株(1単 離集落)

図2　 増量的継代により得た菌株の1% KH2PO4

培地継代におけるPopulationの 推移

H株(5単 離集落)

F株(1単 離集落)

表3　 患者より得た菌株の1% KH2PO4培 地

継代における耐性度の検査成績

図3　 患者 よ り得 た菌 株 の1% KH2PO4培 地

継 代に お け るPopulationの 推 移

Y. S.株 よ り得 たINHIOγ 耐 性 単離集 落
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表4　 混合菌株の1% KH2PO4培 地継代にお

ける耐性度の検査成績

図4　 混合 菌 株 の1% KH2PO4培 地 継 代 にお け

るPopulationの 推 移

第2節　 INH耐 性菌の栄養条件の悪い培地

でのPopulationの 動態について

第1項　 実験方法

1)菌 株;第1節 と同様に増量的継代法によ り得

たH株,F株,患 者株,な らびに混合菌株としてA,

 B株 を用いた.

2)培 地;継 代には1% KH2PO4培 地よりグリセ

リン,グ ルタミン酸 ナ トリウムを除外 したKH2

PO4 1g,蒸 溜水100cc,卵 液200cc, 2%マ ラカイ

ト縁液6ccの みの栄養条件の悪い培地 を使用 し,

耐性度測定には1% KH2PO4培 地を用いた.

3)培 養の方法,な らびに判定は第1節 と同様で

ある.

第2項　 実験成績

1)増 量的継代により得た菌株のPopulationの 動

態

H株, F株 について1% KH2PO4培 地継代実験

と同様に単離集落を母体とした変異株を用い継代し

たが表5, 6,図5の ごとくH株 では60～142%の,

 F株 では24～100%のPopulation構 成の変動はみら

れるがINH 10γ という性質はだ いたい維持 し,

特に低下するという傾向はみられなかつた.

2)患 者 より得た菌株のPopulationの 動態

1% KH2PO4培 地継代実験と同様に患者株より

得たINH 10γ 耐性の単離集落を母体として継代実

験を行つたが表7,図6の ごとく100%, 132%, 100

%, 92%, 60%, 128%, 134%とPopulation構 成

の変動はあつたがINH 10γ という耐性度はよく維

持していた.

3)混 合菌株のPopulationの 動態

1% KH2PO4培 地継代と同時に栄養条件の悪い培

地でA, B株 について継代培養を行つたが表8,図

7の ごとく両菌株中に分布するINH耐 性菌の比率

は継代につれ速かに低下 し,継 代8代 目にはA菌 株

では8%, B菌 株では4%と なつた.す なわち1%

 KH2PO4培 地継代実験に比し急激なPopulationの

低下がみられた.

第3節　 INA耐 性低下に及 ぼす培地条件の

検討について

第1項　 実験方法

グリセ リンならびにグルタミン酸ナ トリウムを除

外 した栄養条件の悪い培地継代 で1% KH2PO4培

地継代に比し混合菌株の急激なINH耐 性低下がみ

られたところから,か かる栄養条件 の悪 い培地の

INH耐 性に対するmutagenic effectの 有無を検討
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表5　 増量的継代により得た菌株の栄養条件の悪い培地継代における耐性度の検査成績H株

(5単 離集落)

す るためINHに 感性のH37Rv株 より単離集落を

分離し,こ の増菌株を1% KH2PO4培 地な らびに

栄養条件の悪い培地に5代 継代した際のそれぞれの

INH耐 性菌出現率を1% KH2PO4培 地 で検した.

さ らに耐性低下の培地因子を確定 す るために1%

 KH2PO4培 地 よりグリセリンのみを除外した培地,

な らびにグルタミン酸ナ トリウムのみを除外した培

地を作成し, 1% KH2PO4培 地 を対照としてINH

 10γ 耐性H37Rv株 よ り単離集落を分離し増菌した

変異株,な らびにINH 10γ 耐性H37Rv株 とINH

感性H37Rv株 よりそれぞれ単離集落を分離 し増菌

した菌株を湿菌量で1:1, 1:9の 割合で混合 し

たC, D株 を継代し,各 代ごとに1% KH2PO4培

地にて耐性度を測定した.継 代ならびに判定の方法

は第1節 と同様である.

第2項　 実験成績

表9に 示すごとく1% KH2PO4培 地ならびに栄

養条件の悪い培地継代後のINH耐 性菌出現率は大

差なく,か かる栄養条件の悪い培地のINH耐 性に

対するmutagenic effetは み られなかつた.

つぎにINH完 全耐性株を1% KH2PO4培 地,

グ リセリンのみを除外した培地,な らびにグルタミ

ン酸ナ トリウムのみを除外した培地に継代した成績

は表10,図8に 示すごとく85～120%のPopulation

の動揺はみられるが耐性低下の傾向はみられなかつ

た.混 合菌株についてはC, D株 を1% KH2PO4培
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図5　 増量的継代により得た菌株の栄養条件の悪い

培地での継代におけるPopulationの 推移

H株(5単 離集落)

F株(1単 離集落)

表6　 増量的継代により得た菌株の栄養条件の

悪い培地継代における耐性度の検査成績

F株(1単 離集落)

表7　 患者より得た菌株の栄養条件の悪い培地

継代における耐性度の検査成績

図6　 患 者 株 の栄 養 条 件 の悪 い培 地 で の継 代 に

お け るPopulationの 推 移

Y. S.株 よ り得 たINH 10γ 耐 性 菌単 離 集落
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表8　 混合菌株の栄養条件の悪い培地継代にお

ける耐性度の検査成績

図7　 混合菌株の栄養条件の悪い培地継代にお

けるPopulationの 推移

表9　 H37Rv株 の1% KH2PO4培 地並びに栄

養条件の悪い培地継代による生菌数当り

の耐性菌出現率

表10　 INH完 全 耐 性 株 の種 々培地 継 代 での

Populationの 推 移

そ の1. INH耐 性 株 の 耐性 度 の 検査 成 績

地を対照としてグリセリン除外培地,な らびにグル

タミン酸ナトリウム除外培地に継代培養し各代ごと

に耐性度を測定したが,表11, 12,図9, 10に示すご

とくグリセリン除外培地では耐性低下の度合は少な

いが, 1% KH2PO4培 地ならびにグルタミン酸ナ

トリウム除外培地では急激に耐性低下がみられ, D

株では継代2代 目で感性に復帰 した.特 にグルタミ

ン酸ナ トリウム除外培地では感性化が速 くみられる

ようであつた.



INH耐 性結核菌の耐性低下ならびにcatalase活 性 と毒力に関する研究 325

図8　 INH完 全耐性株の種々培地継代での

Populationの 推移

その2. INH耐 性菌と生菌数総数との比

○---1% KH2PO4培 地

●-Glycerin除 外 培 地

X--Glutamin酸Na除 外 培 地

表11　 混 合 菌株 の種 々培 地継 代 で のPopulation

の推 移

その1. C混 合 菌 株 のINH耐 性 度 の検 査成 績

表12　混合菌株の種々培地継代でのPopulation

の推移

その1. D混 合菌株のINH耐 性度の検査成績

図9　 混合菌株の種々培地継代でのPopulation

の推移

その2. C混 合菌株中に分布するINH耐 性

菌と生菌数総数との比

○---1% KH2PO4培 地

●---Glycerin除 外 培 地

X---Glutamin酸Na除 外 培 地

図10　 混合 菌 株 の種 々培 地継 代 で のPopulation

の 推 移

そ の2. D混 合 菌株 中に 分 布す るINH耐 性

菌 と生 菌 数 総数 との 比

○----1% KH2PO4培 地

●----Glycerin除 外 培 地

X---Glutamin酸Na除 外培 地
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第3章　 総括ならびに考按

INH耐 性菌の諸性状を検討する際,使 用菌株が

可及的均一な性状の菌群より構成されていることが

望ましく,私 はこの目的で単離集落を母体として,

すなわち所謂Clone21)と して継代実験 を行 ない,

菌株中に含まれる耐性菌の割合の変化について検討

した.

その結果INH 10γ 耐性菌株はOne stepに 得た

ものも,増 量的継代により得たものも継代培養につ

れてPopulation構 成の変動はみられ るが5～8代

の継代ではその耐性度の低下は来さないことが知ら

れた.安 淵ら22)も 鳥型菌につい てPopulation均

一 なINH耐 性菌は15代継 代培養を行なつても
,そ

の耐性の程度に変化のないことを認めている.一 方

堀23)は 鳥型菌竹尾株 よ り分離したINH耐 性菌は

INHの 存在下にある程度その耐性の程度を上昇せ

しめることができるが上昇された耐性度の維持は困

難であつて,な にかの原因でふたたび耐性の程度が

低下することを認めており,こ のような現象はおそ

らく菌の物質代謝と密接な関係があるのではないか

と推定している.秋 葉24)も これに追加 して同様の

現象を微量継代培養法によつて認め,こ の現象は適

応的にINH耐 性 となつて くるとともに代謝系の

変化を伴ない,そ のためにまた感性な代謝状態にな

る結果と想像し,こ れに反 しOne step mutant(突

然変異菌に由来するものと思われる)は 安定であり,

適応的に耐性となつた菌 とSpontaneous mutantで

は代謝系に判然たる差があるものと想像 している.

私 もOne step mutantと 増量的継代によ り得 た菌

株の間に継代培養による耐性度の動態に差がないも

のかと実験を行なつたが,い づれも耐性度の変化は

みることができず,さ らに増量的継代法により得た

菌株についてはINH耐 性菌の栄養要求性の面から

考えて,栄 養条件の悪い培地を作成して継代実験を

行なつたが,か かる培地でも耐性低下をみることは

できなかつた.し かし私の増量的継代により得た菌

株は堀,秋 葉のSingle Cell cultureに よ つたもの

ではなく,か かる点から差異がでたのではないかと

考えられる.

患者株については先述のごとく佐藤は継代につれ

てPopulationに 大 きな変動が起る例もあ り,こ れ

はPopulation中 に相当数の感受性菌が存在してい

たものと解している.私 はINH完 全耐性の単離集

落を分離し継代培養を行なつたが耐性の低下をみる

ことはできなかつた.し かし稲垣25)は 患者株より

単個菌分離培養によつて分離した純系INH耐 性株

について継代実験を行ない16代 または22代 で急激な

耐性復帰がみられるものがあると報告し,か かる耐

性復帰は耐性菌が継代中にわずかにでも生ずる感受

性菌によつておきかえられたものと解釈している.

しかしこのように16代 または22代 までほとんど完全

に耐性を持つていたものが急激に復帰する現象を,

 Dissmann,佐 藤 のいうごとき菌株の側の発育速度

の差によつて一定の割合で次第に低下する現象と比

較すると,菌 株の側の因子の他に培地,さ らに培養

期間など何か培養環境の側に発育速度を修飾する因

子のあることが想像される.そ こで私は患者株につ

いて継代培地の栄養条件を悪るくした場合の耐性度

について検討を加えたが,単 離集落を母体として継

代培養した際には耐性度を低下することはなかつた.

さて一般に臨床上得 られる耐性株とは耐性菌と感

受性菌の混合したものであると考えられる.そ こで

私はin vitroの 実験に際しても積極的に耐性菌と

感受性菌とを混合し,そ の中 に含 まれ る耐性菌の

Population構 成 を追求すれば臨床的 にみ られる

INH耐 性低下の現象,さ らに進んで耐性を低下せ

しめ得る可能性を引き出せるのではないかと考え,

混合菌株 を用 い る実験方式,(私 は この方式を

mixed population方 式 と名付け る)を 用 い, INH

耐性低下現象を追求した.こ の方式によるとmixed

 populationの 中INH耐 性菌の比率は継代につれて

次第に減少して行つた.し かし減少の度合は佐藤,

稲垣の報告よりさらにゆるやかであつた.と ころが

栄養条件の悪い培地で継代すると速かにINH耐 性

菌のPopulationの 低下をきたすことがみられた.

この特殊培地でみられる急激な耐性低下の原因の一

つとして遺伝子の逆の自然的突然変異(Spontaneous

 back mutation)が 考えられるので感受性菌 より単

離集落をとり出し,こ の増菌株を1% KH2PO4培

地 と栄養条件の悪い培地に同時に継代培養し, 5代

継代後の各 々のINH耐 性菌出現率を検したが栄養

条件の悪い培地継代後のINH耐 性菌出現率は1%

 KH2PO4培 地継代のそれに比し,決 して低率でなく,

栄養条件の悪い培地のINH耐 性 に対するback

 mutagenic effectは 先づ考えられなかつた.次 いで

INH耐 性菌の特殊の栄養要求性からみて,か かる

栄養条件の悪い培地 でのINH耐 性 菌 のviability

の低下,さ らに発育速度の遅延が考 え られ るので

Viabilityの 一つのIndex26)と して湿菌量1mg当
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りの生菌数を検したが かかる栄養条件の悪い培地

上で発育したINH感 受性菌,耐 性菌の湿菌量1mg

当 りの生菌数 は2.05×106と2.80×106で 特 に

INH耐 性菌 にのみviabilityの 低下はみられ なか

つた.

このように栄養条件 の悪 い培 地でのback mu

tation,な らびにviabilityの 低下 がみ られ ない

のに急激な耐性低下がみられ たことは,継 代中の

INH耐 性菌の発育速度に培地因子が微妙に影響す

ることに因るものと考えられるので,さ らに培地因

子を分析するためにグリセリンのみを除外した培地,

ならびにグルタミン酸ナ トリウムのみを除外した培

地を作成し, 1% KH2PO4培 地を対照としてINH

完全耐性株とmixed populationと を継代培養 した

が, INH完 全耐性株はどの培地でも耐性 を低下せ

ず, mixed population方 式 によるとその中に含まれ

るINH耐 性菌 のPopulationは グ リセリン除外培

地では低下が少なく, 1% KH2PO4培 地 とグルタ

ミン酸ナトリウム除外培地で急激に低下した.特 に

グルタミン酸ナトリウム除外培地では低下が速かの

ように観察された.稲 垣27)は 混合菌株の継代実験

で培地に焦性ブ ドウ酸を添加した場合,耐 性低下は

起らないと述べている.こ の点私のグ リセリン除外

培地と同じような結果となるが,一 般に焦性ブ ドウ

酸はINHと 結 びついて阻止力の弱いヒドラゾーン

を生ずると云われるので,混 合菌株の継代培養後,

耐性測定に際し菌に附着する焦性ブドウ酸も微妙に

影響するのかも知れない.グ ルタミン酸ナトリウム

除外培地で急激な耐性低下をみたことに就いては先

述のごとくSpontaneous back mutationに よるとい

うよりは, INH耐 性菌が感受性菌に比しその発育

にグルタミン酸をより多く要求しているものと考え

られ,そ のためにグルタミン酸ナ トリウム除外培地

でINH耐 性菌の発育速度が遅延 したもの と推定

される.

INH耐 性菌の栄養要求性についてはFisher10) 11)

は彼の合成培地に増殖不能のINH耐 性菌がその培

地に牛血清,あ るいはアルブミンを添加することに

より良く発育することを述べ, HeminがINH耐 性

菌の増殖抑制作用に拮抗すること,ま たHeminは

One step mutantsのINH耐 性菌(1γ/cc以 上)の

発育因子であることを確めている.す なわ ちINH

は感受性菌のporphyllin代 謝,す なわちHeminの

生合成を阻害し,耐 性菌はHeminの 生合成能を失

つたために発育因子としてHeminを 要求するとと

もにINHに 対 して耐性を示すものと想定 している.

 Middlebrook & CohnはINH耐 性菌は卵培地では

よく増殖するがオレイン酸アルブミン固型培地では

増殖しないものが多いと述べ,さ らにCohn et al13)

はINH耐 性菌に栄養要求性のあまり厳重でない菌

株と,厳 重な菌株のあることを明かにし,後 者では

Mnイ オンの存在下にはその増殖に無機鉄, Hemin,

 α-ケ ト酸, Catalase,あ るいは血清アルブミンなど

を必要とするとしてい る.又Middlebrook et al14)

は耐性結核菌にはその増殖の開始にBiotinも しく

はCO2を 必要とする菌株や, Pyridoxine,酵 母抽

出物などによつてその増殖が促進される菌株のある

ことを報告している.さ らにBarry et alは, INH

耐性菌は人血清添加培地ではすべての菌株が増殖し

えたが,そ の中にはHemoglobin, Hemin, NaHSO3

あ るいはFeCl3な どの添加培地では増殖 しえない

菌株もあり,こ れらの菌株の栄養要求性は菌株によ

つて質的,量 的にまちまちであり,血 清の増殖促進

作用はその中に含 まれているHeminあ る いは

Pyruvateで は説明で きないと して いる. Middlc

brook et al14)は更に, INH耐 性菌のうちには培地

のN源 がAsparagineも しくはカゼイン水解物の

ようなアミノ酸の混合物であると,そ の増殖が抑制

される菌株があ ることを実験 して いる. Knox16)

もま たINH耐 性菌 がHeminあ る いはCatalase

を発育因子として要求す るのは培地中のN源 が

Asparagineで ある場合で, Asparagineを 他 のN源

でおきかえるとINH耐 性菌はその増殖をHemin

に依存しなくなることを立証して, HeminはINH

耐性菌の真の意味での発育因子ではないとしている.

私のグルタミン酸ナ トリウム除外培地では,そ の培

地の組成からみてINH耐 性菌はN源 を卵白のカゼ

イン水解物のようなアミノ酸の混合物に依存する可

能性が充分考えられる.し かしかかるグルタミン酸

ナトリウム除外培地でのINH耐 性菌のみの培養の

発育は感受性菌のみの培養の発育に比し差をみいだ

すことができず,ま たINH耐 性菌のみをかかる培

地に何代継代しても完全耐性を維持するばかりか死

滅す ることはなかつた.従 つてmixed Population

における耐性低下の機転としてはかかるN源 の変換

がINH耐 性菌の発育速度に微妙に影響しているこ

とが考えられる.こ のようにmixed Populationに

おけるINH耐 性菌は耐性低下を示すが,特 にある

培地ではそれが速く起り,あ る培地では緩やかに起

るということは臨床でのINH耐 性低下の難易を一
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面説明するばかりか,さ らに進んでINH耐 性菌の

みのグルタミン酸摂取をおさえる薬剤が出来るなら,

積極的に臨床でのINH耐 性を低下せしめ得る可能

性 を示唆するものと云えるであろう.

第4章　 結 論

INH耐 性低下の機序を究明するために,試 験管

内においてINHに 完全耐性の単離集落を継代培養

し,ま たmixed population方 式 による継代実験を行

ない,さ らに栄養条件の悪い培地で継代培養を行な

いPopulationの 変動を検討し,耐 性低下 に及ぼす

培地因子を追究した.そ の結果次のごとき知見を得

た.

1)INH 10γ 耐性株はCloneと して検討 した場

合はOne stepに 得 た菌株,増 量的継代により得た

菌株,な らびに患者より分離した菌株いづれも1%

 KH2PO4培 地では耐性低下はみられず安定した性質

を持つているものと推定される.

2)増 量的継代法により得 たINH 10γ 耐性株と

患者より分離したINH 10γ耐性株について栄養条

件の悪い培地を作成 し継代実験を行なつたが耐性低

下はみられなかつた.

3)mixed population方 式によるとその中に含ま

れるINH耐 性菌の比率 は1%KH2PO4培 地継代

につれ次第に減少をきたした.

4)mixed population中 のINH耐 性菌の比率は

栄養条件の悪い培地継代では1% KH2PO4培 地継

代に比し急激に低下をきたした.し かしかかる栄養

条件の悪い培地上でのINH耐 性菌と感受性菌との

Viabilityの 差は明らかでな く,ま たかかる培地上

でのINH耐 性 に対 す るmutagenic effectは み ら

れなかつた.

5)栄 養条件の悪い培地上で急激な耐性低下をみ

たところから,さ らに耐性低下の培地因子を確定す

るため,グ リセリン除外培地とグルタミン酸ナトリ

ウム除外培地を作成 し, mixed population方 式によ

る継代実験を行つたが,前 者の培地では耐性低下が

遅れるのに反し,後 者の培地では速かに耐性低下が

みられ, INH耐 性菌は感受性菌に比しグルタミン

酸を特に要求しており,た めにかかる培地で発育速

度が遅延したものと推定 される.

擱筆するに臨み,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 藤真助教授に深甚なる

謝意を表する.

(本論文の要旨は日本結核病学会中国四国第10回

地方会,な らびに第11回 地方会において発表した)
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Study on Weakening of Resistance of Isoniazid-Resistant 

Tubercle Bacilli, Catalase-Activity and Virulence

Part I

Study on Weakening of Resistance of 

Isoniazid-Resistant Tubercle Bacilli

By

Akira NAKATANI

Department of Internal Medicine Okayama University Medical School

(Director: Prof. Kiyoshi Hiraki)

In order to bring light to the mechanism of weakening of resistance to INH
, the author 

cultured several generations of a perfect INH-resistant single colony of bacilli, conducted 

experiments on several generations of mixed population, further cultured generations of bacilli 

in a poorly fed culture medium and studied the change of population and thoroughly examined 

the factor in culture medium which has effects on the weakening of resistance. The results 

of the experiments observed were as follows:

1. No weakening of resistance could be observed in INH 10ƒÁ resistant strains obtained 

by one step, step by step cultured or by direct separation from patient if strains have been 

cultured in 1% KH2PO4 medium.

2. No weakening of resistance could be observed by testing generations of strains, some 

of which were obtained by step by step culture and some by means of separation from pati

ent, in a poorly fed culture medium.

3. According to the method of mixed population, the ratio of INH resistant bacilli con

tained therein decreased as generation of bacilli cultured in a 1% KH2PO4 medium descends.

4. The ratio of INH resistant bacilli in mixed population cultured in a poorly fed 

medium rapidly decreased as generation descends compared to corresponding generation of 

bacilli cultured in 1% KH2PO4 medium. However, the difference in viability between INH 

resistant bacilli and INH receptive bacilli cultured in a poorly fed medium could not be 

observed clearly. Neither could any mutagenic effect on the INH resistance of bacilli on a 

poorly fed culture medium be found.

5. Upon finding the rapid weakening of the resistance of INH resistant bacilli cultured 

in a poorly medium, the author prepared a glycerine lacking medium and also a sodium 

glutamine lacking medium and conducted experiments on generations of bacilli cultured in 

such mediums to determine the factors in the medium which cause the weakening. The author 

found that in the former case (glycerine lacking medium) weakening is delayed whereas in 

the latter case weakening process is observed promptly. It is presumed that INH resistant 

bacilli requires glutamic acid far more than INH receptive bacilli and that for that reason 

the growth of bacilli in a sodium glutamine lacking medium is delayed.


