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（東女医大誌第30巻第3号頁622－632日召禾035年4月）

非定型抗酸菌のStreptomycin耐性試験

について

1・生物学的性状
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 肺結核症と診断せられた患者から分離された抗

酸菌で，集落の色調，生物学的性状，或いは，モ

ルモットに対する毒血などの点から，従来の人型

菌とその性質を異にするといわれる，いわゆる

「非定型抗酸菌」についての研究は比較的古くよ

り報告されている。

 本教室においては長田2）が肺結核患者より，か

かる非定型抗酸菌の10数株を分離し，これらの性

状について，すでに報告した。

 著者はこれら非定型抗酸菌といわれるものが，

…般に抗結核剤に対して，高度耐性を示すといわ

れているので，上記の長田の分離した株のうち数

株を用いてStreptomycin（以下SMと略称）

に対する耐性度を再検査すると同時に，これらの

菌は夏に高度に，或いは無限に耐性を獲得してゆ

くものかどうかを検し，またSMを加えた培地に

継代培養し，更に高度耐性菌について形態及び生

物学的性状の変化を追求すると同時に，SM加培

地中のSMの消費の有無，或いはその程度につい

てカップ法を用いて実験を行った。更に上記の如

くして得た高度耐性菌をSMを含有しない培地に

継代し，SM耐性の復帰の難易の程度，或いは従

来の結核菌の如く依存性を有するものがあるかど

うかについて実験した。

     実験材料並びに実験方法

試供菌：肺結核患者の喀湊より分離せられた株（喀湊

株とす）すなわち亀田株，福永株，大成株，市原株，

大塚株，永井株，磯川株，岩井株，長谷川株，渡辺

静
シズ

株，木村株，吉川株の12株（A群），生牛乳より分離

せられた抗酸菌（佐々木によって分離）5）のうち，モ

ルモットに対して，ツベルクリン反応陽転化を示した

11株（生乳株とす）一 W11株， W13株，W19株， W

28珠，W29株， W33株， W35株， W38株， W43株， W

44株，W46株（B群）と，比較対照として教室保存菌

株のうち，人型菌H．a 7Rv，小林株，飯泉株と，牛型

菌RO株263株，三輪株，及びBCG株が用いられ
た。

培養方法：各菌株におけるSM耐性度を知るため，及

び耐性を一巳詠せしめるために1％小川培地を用いた。

耐性を上昇せしめるためには，それぞれの菌株の始め

の耐性濃度より，漸次高濃度耐性を獲得するように，

所用濃度のSMを小川培養に流し，継代培養を行った

が高濃度耐性を得たものでも最高10，000γ／ccの濃度

までとした。培養日数は37。Cで3～4週間培養を行

い，各々の虚心耐性の1，000・VlO，000倍耐性菌を作っ

た。

 SMを加えt： 10％馬血清加Kirchner培地における

性状を観察するためには，各株共，上記の如く1％小

川培地上で1，000～10，000γ／cc耐性を獲i得した株を用

い，sM looγ／cc加Kirckner培地に移植し，37。c

4週聞培養したものについて観察した。

 SMを加えt： 10％馬血清加Kirchner培養液中のS

M含有量の測定には上記SM100γ／cc加Kirchner培

養液の上清を検定液として常法によって4・～8）カップ

法を行い，阻止円の大小をもつて培養濾液中のSM

消費の多寡を比較した。

 カップ内の培養濾液は10γ8γ6γ47及び27のS
M濃度に相当するように稀釈し，同一一St料については

それぞれ5板の寒天平板を用い，平均値をもってあ

Shizu NAGAKAWA （Department of Bacteriology， Tokyo Women’s Medical College．） ： Studies on the

streptomycin resistance of atypical mycobacteria． 1． Biological characteristics
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らわした。対照として，菌を移植していないSM 100

7／cc加Kirchner培地を同時｝こ37DC 4週間 贈卵

器に放置し，同様1こ稀釈して各菌株間の比較の基準と

した。

 耐性復帰及びSM依存性をしらべるためには，上記

SM 10，000γ／cc耐性菌をSMを含まない1％小川培
地に継代した。

       実 験成績
実験（1）耐性上昇の状態について。

 喀疫株のSM耐性の最底濃度は表2に示すよう

に，1％小川培地で1～10γであって，生乳株で

はすべて10γ耐性を示した。 これらの菌株のS

M耐性上昇の状態は図1，図2に示すようであっ

  木村
  永井…一一一一一一一一一一一一一一・・一

／4一

膨7
！吸 強  ノ臨

   図1

 3figl］ f3／xl［ IZ 9rt 27／1
          34辱度

非定型抗酸菌のSM耐性獲得状態（喀疾株）

ノoooaa

如008

’一一一＝フ

VU 11 一一

一［17t3－

W28一頂729一・一
． 33 一一一一

， 95 一一一一

・斗3一
・斡一
`6一

ノ。％

             ＿一．＿fづニー
                ロド   ニニロンノ
吻     π一一    ／ ／ズ〆
    ／     ／／／

   ∠，一一一∠をニニ・ニダ
．／ニ……一一一一一一一一一一一一／

     ドノ

／／／聡ニ
ン／

i7x

図2

％  砂㌔篇度  2弩
非定型抗酸菌のS Mmu性獲得状態（生乳株）

一一 623 N一

伍



124

て，喀疲株のうち永井株，木村株，磯川株，岩井

株，渡辺株，大成株，市原株，福永株，大塚株の

諸豪では比較的急激に高濃度耐性を示し，その後

漸次増加する。これらのうち，長谷川株は次第に』

上昇する曲線を示し，いつれも最高濃度10，000

γ／cc以上の耐性に達した。’これらに比べて，吉

川株，亀田株の2株は，SM耐性を獲得し難く，

僅かに10γ／cc耐性を得たのみであった。（表2

参照）   ’

 生乳株｝こおいてはW1到；朱，W13株，W28株，

W29株，W33株，W35株，W43株，W44株，
W46株の諸株の耐性曲線は急激に上昇し，容易

に10，000γ／cc以上の耐性を得る事が出来た。し

かしW19株及びW38株は耐性を獲得し難く，

僅かに100γ／cc前後の耐性を得たのみであった。

 このような実験中，永井株と木村株の2株にお

いてはSM下小川培地に継代培養を重ねているう

ちに従来の檀黄色の集落に灰白色の集落が混入す

るようになって，その数は次第に増加し，ついに

は黄色の色調は失われて，すべて灰白色の集落の

表1 SM耐性抗酸菌のキルヒナー培地における性状
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みとなった。この灰白色集落の出現は1％小川培

地で1GOγ／cc耐性獲得を得た頃からであって，黄

色集落の分離は非常に困難であった。これら灰白

色集落の混入は先づ第一に雑菌の混入が考えられ

るが，これらの菌の染色性はいずれも抗酸性で表

2に示すように，全く他の被検菌と同様の性状を

示した。そして叉，これら菌体は灰白色となって

もKirchner培養液はいずれも黄色を帯び；殊に

木村（白）株は黄褐色を呈していたの℃雑菌の混

入とは考えられない。

実験〔2）：液体培地における発育状況

 SM．100 r／cc加Kirchner培地1こおける発育

状況は表1に示すように喀疾株では，液体培地の

液面及び深部に共によく発育する株（福永株，市

原株）と表面の発育は悪いが管底部の発育のよい

もの（大搾汁，磯川株，岩井株，長谷川株）と液

面の発育は困難で管底にのみ発育増殖を示すもの

（大塚株，永井株，渡辺株，木村株）があった。

SM耐性株め菌膜又は菌苔の色調は，牛疫から分

離せられた当初の色調とほぼ同様であって，福永

株，大塚株，渡辺株，木村株の4株は牛黄又は燈

黄色で他は淡黄白色であった。

 培養液の色調は大二回分は淡黄色であっ一rこ。

 生乳株では殆んどの菌株はSM 100 r／cc加

Kirchner培地の液面に厚い菌膜を形成し，管底

には殆んど増殖しないか，或いは，ごく僅かに沈

澱していた。しかしW19株は液面にも管底にも

発育が悪く，従って培養液も殆んど着色していな

かった。W38株も同様に液面の発育は悪かった

が糸底に僅かに増殖し，培養液の色調は殆んど認

められなかった。これら2株以外の発育良好の菌

株では1％小川培地の集落の着色は旧株も耐性

株もいずれも淡黄白色であるにもかかわらず，

Kirchner培養液の色調は黄～黄褐色を呈してい

表2 SM．耐性抗酸菌の生物学的性状

しこセへ

醤態
  ＼    ＼

種  別

SM耐性1
 （1％小川培地）

品代最期
Thi’oglycolate i

生物学的性状 菌の形態 動物：

；（も．（珊面至翻〔1刎II塑．糊」

泳井面1

喀i

  木村｛

1 ：疹ミ1渡
iSM－   1茉F

価㍉株騰
 性 … ［大

の一大
 圭：1
     

り「一：疲

烈 〃
  E生  ゲ
 菌l  l ltf
  旨乳1・

  l i’1
   株 〃

    1 ゲ

  ， lt’

原1
．． 1

氷1
黄｛

白1
辺旨
 1
井

川．

成i

塚i

疾

1長谷川I     I

上
り

難
い
菌

11 ！’

13

28
 1
29

33 ！

35 i

 I
43
44 1

46

sl’?f ’ ’［’ ib’ 6－o’oTl

     i
10ff ，！

10γ   ゲ

17 ． ケ

1・ア   ケ

1γ   ゲ

1γ   グ

10γ   ゲ

！γ   ゲ

ll． lf．．．［一．．．e一 ．

107 1100007

ゲ       グ

ゲ       グ

ゲ       ゲ

t！ 1 rl

ヴ      〃

グ      ゲ

ゲ  ・    ゲ

グ       ヴ

4T
3T
8rr

4T
」rT

IT
3T
10T
10T

7T

20〈 i

s 10i

20く 旨＿
20〈 1

15 20’ 一

10 15 1 十
   1
10 151 十

20〈 1 －

10 15 1 一

35旨＋

＋  変形なし

土  Irl（耳茸粒あり）

十  1ヴ

：［．1痴粒。，、

・レ
ー’ ！ ’f

± レ
＋ 「，，．・f

十   なし

4T
4T
7T
gT
7T
4T

IT
7T

乳

亀

吉 恥
W
ゲ

19

38

100r

17

i6／／”’s’

17 1

1007

1007

7T
gT

   II3 s
i
10 15

 5 10

 5 10

 5 10

5 10i

3 51
 3 si

1 31
   1

5 10

十

±

十

十

十

十

卦

惜

一計

什

掛

1－H一

十

十

冊

〃（類粒あり）

巾稽増大

なし

細く長くなった

なし

長さ稽増

なし

ゲ

なし

なし

tl

国照 H・・R・ 500・5000・r 十

一 625 一



126

た。

対照として用いられた菌株においては，大部分

のSM耐性菌は発育良好で液面に菌膜の増殖が認

められたが，小林株だけは管内に沈澱して増殖

し，遅れて発育を示した。

実験β1：SM耐性菌の生物学的性状

生物学的性状並びに培養成績の一：部は表2に示

す通りであって，分離当時のこれらの性状（長田

表3 SM加Kirchner培養液申のSMの

  力値（Cup法による）

による）と大差は認められなかったが，岩井株，

磯川株，長谷川株の3株は中性紅分解能が先に陰

性であったがSM耐性株では弱陽性を示した。
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実験（4）：SM加Kirckner培養液中のSMの消

費の有無について

 SM高度耐性の非定型抗酸菌をSM加
Kirchner培地に培養した結果は表3に示すよう

であって，各菌株の培養液をそれぞれ稀釈した上

記濃度（10r，8γ，6γ，47，2〆）における阻止円の

直径の平均値を比較すると，喀疫株はいつれも対

対照

照の阻止円の直径と相前後した値を示して著変は

認められなかったが，生乳株ではW19株とW38

株の2株がほぼ対照と同じような阻止円の直径の

長さを示したのに比べて，他の菌株は著明な減少

を示し，殊にW28株， W35株， W43株の場合

には全く阻止円を認めることができなかった。そ

してW19株とW38株の2株は前述の如く，耐i生

・客七輪
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を獲得し難く，漸く1GOγ／cc前後の耐性を得た

に過ぎなかった。

 対照株群では，人台菌1｛StRv，牛型菌236株

及び三輪株においては阻．止円は梢減少していたが

他の株においては殆んど変化が認められなかっ

た。

 図3は更にこれらの関係をまとめたものであっ

              表4A

 l 株 1亀 福 大1市．i大
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群毎にまとめたものである。その直線は喀疫株の

場合には，この基線の周囲に集っており，木村（黄）

株，木村（白）株のみが基線より最も内側にあっ

て培養i液：中のsMが．やや減歩．し℃いるこ．と．を示し

ている6．生乳株の場合には殆んどの株において阻

止円の著明な減少を示し，表．3における阻止円零

を示したW．28株，．W35株，．W二二は本図には
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て，SM含有10％馬．血蒲．加Kirchner培地を溶

液とした場合，本実験において用いられたSM濃

度の範囲では，SM濃度の対数と，その阻止円の

直径とは直線関係を示すので，これを基線として

毎回の実験において比較の基準として点線をもつ

てあらわした。実線は他の各誌の培養炉液中のS

M濃度について，それぞれの濃度の対数と，阻止

円の直径との関係を同様に直線であらわして，各

記録されていない。対照菌株群においても三輪

株，263株らが基線より最も内側に在って阻止円

の縮少していることを示していたが他は基線の周

囲に存在している。

実験（5）：耐性復帰について

 喀疲株，生乳株それぞれをSMを加えない培地

に継代培養を続けていくと，表4 A－Bに示すよ

うに，継代培養の途中，SM含有培地に比較して

一 6］80 一
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増殖の劣る場合が散見されるが恒常的でなく，更

に継代を：重ねてゆくと，再び旺盛な発育を示し

た。SM耐性の復帰め検査のため10代目継代を

行ったものでも容易に高濃度而梢i培地に土甑ilし，

復帰は困難のようであった。

        考   按

 以上の成績によって非定型抗酸菌の試験管内S

M耐性獲得状況は，菌株の種類によって異り，容易

に耐性を獲得しうる株と，耐／生になり難い株9）が

存在するようであり，その上昇状況も漸増的であ

って，結核菌について報告されているように，数代

 （3～4代）継代後に相当急激な耐性上昇が見ら

れるという多くの研究者の結果9・10・11，12）とは異る

ようである。非定型抗酸菌集落の発育所要日数も

非常に短く15）対照株に比して迅速な増殖を示す

点が先入の指摘14）したように目立つた特徴であ

ろう。特に生乳株において初発集落の発育所要日

数の短い点が顕．著であった。

 SM 100 X／cc・含有憩％馬醗青加Kirchne培

地における喀疫株，生乳株，対照株の発育状況

は，発育までの日数，集落色調，発育態度，炉液

の有色程度，生物学的性状などの点において異

り，炉管内のSM消費の有無と程度は，菌株の如

何を問わず平野等4）の報告の如くSM耐i生結核菌

は菌の発育が阻．止されている場含には，その培地

にSMが証明されるが，発育増殖を示した培地中

にはSMは証明されなくなるという結果に…致し

た。すなわち発育の良好な生乳株にわいてはS腰

消費が最も著明で，発育がやや劣る喀疲株ではこ

れに次いでいる。

 耐性薗の生物学的性状は結核菌の場合と同様，

分離当初に比して大差なく，電子顕微鏡的検索を

行った教室の山田15，も特有な変化は認められな

いが透過性の減少と顯粒の減少が認められたと報

告している。

 耐性培地に継代培養土，色素脱落を見た菌株は

一応操作中に落ちこんだものではなかろうかと考

え7こが，これらの菌はいつれも抗酸性であり，そ

の他の性状も原株と異るところがないので，原株

が色素産生能を失ったものと思う。占部2ωは変

異について詳細な実験を行い，非定型抗酸菌の色

素産生能は不安定で種々なる操作や培養条件によ

って比較的容易に恒常性色素変異を誘発せしめ得

ると報じている。

 復帰試験を行う途中SM依存性についても検査

を行ったが不安定な依存性が2，3，認められた

他，殆んど依存性はなかつ7こ。

 無生物，或いは生物，中でも結核患者の喀疲並

びにその諸材料より分離したMycobacteriumの

報告は霧しい数に21・22，23・24♪のぼるが，一最近とみ

に非定型的抗酸菌の研究がさかんとなり，病原的

意義や分類学的位置づけが提起され論議27・28・29）

の的となっている。以上の結果から明かであるよ

うに，SMに対する耐性という点から見ても非定

型抗酸菌は生乳から分離された抗酸菌とは著しく

異り，あるものにおいては結核菌に近いのではな

いかと思われ，非定型抗酸菌は結核菌の変異した

ものであろうというTarshi2i， Frish14）の主張は

大いに考慮すべきものであると信ずる。非定型抗

酸菌の一部はともかくとして全部を雑菌とみなす

ことは当を得ていないと思う。張51）はハムスタ

ーに対する病原性から人から分離された非定型抗

酸菌と生乳から分離された抗酸菌とを区別して

いる。

        結   論

ω人から分離された非定型抗酸菌（喀疾株）12株

のSMに対する耐匪度は対照株のSMに対する耐

性度に比較して，容易に上り易くSM 10，000

γ／cc耐性株になっても発育は良好であっk。生

乳株において特にこの傾向は顕著である。叉SM

耐絵菌の形態及び生物．学的性状は分離当初と大差

は認められなかった。

（2）SM耐性になり難い株が少数ながら喀廃株に

も生乳株にも存在した。

（3）喀疾株をSM耐性培地に継代培養中，色素変異

を来した2例を認めた。

（4）カップ法による液体培地中のSM消費の有無と

程度は，喀二品では著変は認められないが生乳株

では阻止円の縮少が見られ，これは耐性菌の発育

の程度と関係があるもののように思われる。

！5）SM高度耐性菌の復帰は継代培養10代では耐

性復帰は困難のようでありSM依存性も殆んど認

められなかった。

終りに臨み，終始変らぬ御指導と御校閲を賜った平野

憲正教授，並びに御助力を頂いた須子田キョ講師に深
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