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Mycobacteriumの 薬 剤耐 性 獲得 の機 序

M.607の いわ ゆ る休 止菌(Resti㎎Cells)診 よび

増殖歯(ブ イ ヨン陳旧培養菌)に 対す るイ ソニア

ジ ド診 よび ス トレプ トマ イ シンの作 用 につ いて

慶応義塾大学医学部細菌学教室

牛 場 大 蔵

国立相模原病院 内科

後 藤 敏 夫 ・ 清 水 邦 彦

渡 口 精 吉 ・ 坂 本 光 弘

(受 付 昭和30年7月6日)

細菌 の薬 剤 耐 性 獲碍 の機 序 に関 して は,薬 剤 耐 性 の遺

伝子 的 変化 を認 め る もの の間 に,従 来対 立す る2つ の学

説 が あ る◎す なわ ち,ひ とつ は突 然 変異 選 択 説(Spont-

ane◎llsmutationandselectiontheory)で あ り,他 は

誘 導 変 異説(lnducedmutationtheory)で あ る◎ 前者

はDemerec(19481),492)),Luria(19473)),Alexander

お よびLeidy(19474)・5)),496)),Alexanderお よび

Redman(194禦)),Kleinお よびKimmelman(19468)),

Yegianお よびVanderline(19489)),Newcombeお よ

びHawirko(194910)),Scott(194911)),Englishお よ

びMcC◎y(195112)),牛 場 お よび渡 辺(195413)),渡 辺

(ユ95414),5515))ら に よつ て 主 張 され,突 然 変 異 と薬 剤

の 選択 作 用 に よ る とす るの に対 し,後 説 はLimz(1950

16)),秋 葉 ら(195217),53ユ8)),金 井 ら(195319)),君 野

お よび都 築(195420)),横 田(195521))ら に よつ て 主 張

され,薬 剤 と くに ス トレ プ トマ イ シ ン(以FS・Mと 略

記)の 場 合 に は前 説 のみ で説 明 す る こ とは困 難 で あ る と

し,薬 剤 そ の も のの 誘導 変異 作 用(mutagenicaction)

の存 在 を強 調 して い る◎ ま た,最 近 金 井(ユ955ee))は 牛

場 らが い う``SM不 関 性,,と``SM耐 性,,の2現 象 が

そ れ ぞれ 突 然 変異 と薬 剤 誘 導 の機 序 に よつ て説 明 され る

であ ろ うこ と,す な わ ち,SM耐 性 獲 得 に関 して2元 説

を提 唱 した。 以 上 の ほか に非 遺 伝子 的 の考 え として 酵 素

的 適応 を モ デ ル と した いわ ゆ る適応 現 象 を考 慮 に 入 れ よ

うとす るHinshelwoOdら(194923),5324))の ほ か,

Sevagお よ びRosanoff(195225))はSM耐 性 と菌 の 代

謝 との関 係 か ら一 種 の適 応説 を 唱 え,ま たEagleら(19

5126),52cr))は 突然 変異 と適 応 との2元 的 の解 釈 を 古 く

か ら主 張 し て い る。 な お最 近,堀 ら(195428))は 適 応 な

りし誘 導 作 用 に よ るSM耐 性 の 上 昇 を 示唆 す る成 績 を 発

表 して い る。

一般 に薬 剤 は増 殖 しつ つ あ る細 菌 のPopulationに 対

しては選択作用を もち うるもので,Kleinら8),秋 葉

ら17)・18),牛場 ら13),横 田 ら21),堀 ら28)はいわゆる休

止菌(restingcells)に つ いて実験 し,薬 剤 との直接的

な相 互作用(interaction)の み によつてi薬剤耐性が獲得

され るか ど うかを決 めている。か よ うにして秋葉 ら17)・

18),横 田2Dは 黄色 ブ ドウ球 菌(209p株),大 腸菌(B19

株,BO-54株,NYHJ株)や 結核菌(Hs7Rv株),掘

らは トリ型結核菌(竹 尾株)とSMと を接触 させ ると,

いわゆ る``phenolag,,の 現象 を考慮に 入 れな くとも,

直接 の耐性 分布検 査でSM耐 性を著 明に認 めた と報 じて

い るが,Kleinら8)は 赤痢菌,牛 場 ら13)は腸炎菌(No

11株)とSMと を接 触 させて も耐性上昇 がみ られなか

つた と述べている。 また一方,増 殖 菌(ブ イ ヨン陳旧培

養菌)に 種 々の量 のSMを 作用せ しめて,鮒 性分布がい

かに変化す るか も.秋 葉 らの に よつて観察 され てきた。

われわれはMycobacterium607に つ い て イ ソニア

ジ ド(以F】 〔NHと 略記)とSMを 用い 同様 の実験を

行つたので,そ の成績 につ いて報告 したい。

実験材料と実験方法

(D菌 株 は国立療養所溶瀬病院の鈴 木技官か ら分与 さ

れたMycobacterium607を 使用 した。本菌株 は無毒入

型菌 とも債 え られ るが,そ の 起 源 については疑 問があ

り,お そ らくスメグマ菌(M.Smegmatis)で あろ うと

の意 見 もある(Tobie194829))◎ われわれ は 増殖が速か

で坂扱が容易 な抗酸性菌 とい う意 味で本菌株を用いたも

ので,抗 酸性 や薬剤感受性の面では結核菌 と多少の類似

を示す もので こそあれ,本 菌株 に よる成績 を直ちに人型

菌 にあてはめて考察 しよ うとす るものではない。

(2)SMはMerckのDihydrostreptomycinSuIfate

を,INHは 第一製薬 のものを使用 した。

(3)培 地 と しては和光純薬工業 の純 グリセ リン,極 東

一 一一34-一 ・
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製薬所のペ プ トンとエール リツヒ肉エキスを用いた1%

グリセ リン ・ブイ ヨンと1%グ リセ リン ・平板寒天 とを

使用 し,い ずれ も国産化学のマ ラヒツ ト線 を134,∞0倍

に添加 した(こ の程度のマ ラヒツ ト線 の量では本菌 の増

殖には影響 がみられなかつた)。

(4)燐 酸緩衝液はS6rensenpH7.0の ものを使用 し

た。

(5)M.607の いわゆ る休止 菌 を作るには,ま ず1集

落培養(singlecolonyisolation)を3回 繰返 え した本

菌を1%グ リセ リン ・寒天平板 に接種 して3日 間培養 し

秤量 した菌 を燐酸緩衝液 で2mg/ccの 菌液を作 り(ガ ラ

ス球入 りコル ベンで手振 り),こ れを遠心沈澱 し,さらに

同様に3回 洗源 して作つた。

⑥ いわゆ る休止菌液 の作製 には主 として燐酸緩衝 液

を用い,こ れ にINHま たはSMの 生理的食塩水稀釈

液を,σ)の よ うに して決 めた増殖阻止作 用ある濃度(実

際には高低2種 類の濃度を使用 した)に 加えて2mg/cc

の菌液 とし,対 照 としてはこれ らの薬剤を含 まない生理

的食塩水 を加 えて2mg/ccの 菌液 と し昏試験管 に5cc

ずつ分注 し,水 分の蒸発 を防 ぐために綿栓 を蝋封 した。

増殖菌の実験のためには同 じく阻止作用のある濃度 と阻

止作用のない濃度の2種 類 をそれぞ れ の 薬 剤 につ き用

い,そ の各濃度の薬 剤を含 んだグ リセ リン・ブイヨン5cc

にM.6070.2mgを 接種,37。Cに 培養 し,日 をおつ

て各1本 を取 り出 してその発育菌 膜を可及的全部採取 し

た後 ガラス球 入 りコルベンにて均等菌液 を作製,混 濁度

にて2mg/ccの 濃度に規 正し,休 止菌 液 と同様 の方法

(後述)で耐性分布を測定 した。

TablelSensitivityofM.607toisoniazid

andstreptomycinin1%glycerin-broth・(in-

oculum:O、2mgPer5mlofbr《)th)

a)Sensitivitytoisoniazid

Tab121SensitivityofM.607toisoniazid

andstreptomycininユ%glycerin-broth

(InocUlum:0.2mgpersmlofbroth)

b)Sensitivitytostreptomycin
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・ブイ ヨン を用 い て決 め た 。 す なわ ち,本 培 地 に お い て

M607に 対 す るINHの 増 殖 阻止 作 用 をみ る とTable

laの とお りで,1.25γ/cc以 上 にみ られ る◎ しか し0.5

Y/ccに は それ が ない もの と考 え られ る。 また 本茜 に対 す

るSMの 増 殖 阻止 作 用 をみ る とTableユbの とお りで

0.16γ/cc以 上 にみ られ る 。 しか し0.05γ/ccに はそ れ が

ない もの と考 え られ る。 な お本 菌 の増 殖 は パ ラア ミノサ

ル チ ル酸 ソー ダで は2,000γ/cc以 上,チ オ ア セ タ ゾンで

は200Y/ccで 阻止 され な い こ とを追 記 した い 。

実 験 成 績

Days

.of
選簸CU-

bation

1

2

3

4

5

Concentrationofthediug(μ9/ml)

…61・ ・32・1 ・・63{ユ・25】2・51…

一ト ト ト ト ト

升囲 拍 一H一

帯州 什

帯

帯

　

帯1什

帯

6圃 帯

7

帯

帯

一■ 一

± 一 ト

帯 帯

囲 一
砦ト

帯 升ト

一

一

嗣一

・・12・IS・

十
十

十1一

■ 一ト

十
H一

NExtentofsurfaceg】K)wth

(7)M.607に 対 す るINHお よびSMの 増 殖 阻止 作

用 のあ る濃度 と,阻 止 作 用 のな い 濃度 は1%グ ツ セ リン

実験はいわゆる休止菌(restingcells)と 増殖菌(ブ

イ ヨン陳旧培養菌)と の2つ に大別 され る。

1。 いわゆる休止菌 についての実験

G)INHの 作用

M.607の 休止菌 と接触 させた増殖 阻止作用あ る濃度

としては5γ/ccと50γ/ccと を用い,上 記の ように して

4◎Cお よび37◎Cに3日,7日 お よび14日 保存 してか

ら遠心沈澱 し,再 び燐酸緩衝液 で1回 洗灘 した後 に本液

で菌液を作 り,直 ちにグ リセ リン ・寒天平板で耐成分布

を測定 し(5日 判定),保 存前 お よび対照培地のそれ と比

較 した。 しか して耐性分布 を測定す る時は ユ枚の平 板に

つ き適当に稀釈 され たO.lccず つの菌液をお き,一定規

格 のCanradi棒 で平等 に塗抹培養を行 うこととし,培

地 申の各濃度 お よび菌液の各稀釈に対 して1～2枚 ずつ

の平板を使用 して集落数の平均を とつた。集落の算定 は

37。Cで5日 培養 した後 に肉眼的 に行つた。 なお この実

験は3回 繰返 した◎

そ の成績は実験 したINH濃 慶,温 度お よび培養 日数

のいずれにおいて も保存前 と同一 で,耐 性分布 の上昇を

35
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認 めえなかつた。その成績 の"部 を示 したのがFig.1

であ る。

つ ぎに,わ れ われが実験 に使用 したM.607のlemg

(2mg/cc,5cc)中 にINHに 対す るいわゆ る自然耐性菌

があ るか ど うかを1%グ リセ リン 。ブイ ヨンで調べた成

が,5,0(XOγ/cc以 上 の耐性菌 は認 められなかつた。

②SMの 作用

M・607の いわ ゆる休止菌 と接触 させ掲増殖 阻止作用

あ るSM濃 度 とし て はO・5Y/ccと5γ/ccと を用 い,

INHの 場合 と同様 に4。Cお よび37。Cに3日7日 およ

Table2PoP縫iat1◎nofisoniazid-resistantcellsinlange

inoculaofM.6G7、

a)CultivationofIC栩gofbaci11iin1%glycerin-

broth

Days

◎f

ユnCU-

bation

Gozユcentrationofisoniazid(y9/ml)

・ い ・・

5擁
i帯

li・1…1・ 劃5卿 …ools・ ・…

1斜+1+1
・・1州 帯 擁}+1+

1 1
一1一 1

Table2Populationofis◎niazid-resistantcellsinlargeinocula

ofM.607。,

b)Cult至vationof2mgofbacillion1%91ycerin』broth

び14日 保 存 してか ら耐性分布 を測定 し,保 存

前お よび対 照培地 のそれ と比較 した。なお この

実験は3回 繰返 した。

その成績 は・ まず保存前 と対 照培地 に保存 し

た場 合の耐性分布はほぼ旨 致 し,4。Cで はSM

のいずれ の濃度,培 養のいずれの 日数において

も耐性 分布 の上昇 を認 めなかつた。しか し37・C
喘 では耐性 分布 の上昇を認め

,し か もこの傾向は

_SM濃 度が高 く,培 養 日数 が長 い場合に著 しか

つた。ただ しSM感 性菌の減少が

注 目され,し か もこの傾 向はSM

濃度が高 く,培 養 日数が長 い場合

に著 しいほか,40Cよ りも370C
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】Fig.1Populationchangeofisoniazid-

resistantcellsiパ`restingcells,,ofM.

607after14days乳contactwith50Fg/mZof

isoれiazidat40and370C,respectively.

10

ら10

総
◎5501 .000

Concentrationofisoniazid(μ9/ml)

媚一一 喝c◎ntro1(incubationat370Cwithoutdrug)

ひ御葡輯噂incubationat40C

eew廓一'"eincubationat37◎C

績 は,Table2a,ま た2mg中 の い わ ゆ る 自鱒 耐性 分 布

を1%グ リセ リン ・寒 天 平 板 で調 べ た 成 績 はTable2b

の とお りで,い ずれ も1,000γ/ccま で耐 性 菌 を 認 め た

の場合 に著 しかつた。その成績の

一部 を示 したのがFig .2で ある。

このSM,37。Cの 場合は,培

地 の栄養素が十分 に洗灘 されない0

ため に耐性菌が増殖す る疑 も一応

0 置かれ るので
,燐 酸緩衝液で3回

洗灘 した菌液 を37。Cに1日 放置

した 後,再 び燐 酸 緩 衝 液 で3回 洗 潅 し本 菌 を極 力 飢餓 の

状 態 に お い て 同一 の実 験 を繰 返 した が,Fig.3の とお り

Fig.2PopulationdhangeofstreptOmyein・

resistantce1!sin"restingcells"ofM.607

after14daysプcoηtactwith5ug/miofstve-

ptomycinat40Cand370C,resp㏄tively(I

Expt.)
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Fig・3PopUlationchangeofstreptomyciu。

resista謡cellsin"resti㎎ce11s"◎fM.607

afteτ14day9,conta¢twith5粋8伽10fstre・

ptαnycinat4。Cand37。C,resp3ctively(無

Expt.)
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上記の実験方 法によ り1%グ リセ リン 。ブイ ヨン内増

殖菌 のINHに 対 する耐性分布を 日をおつ てみた結果 は

Fig・4の とお りで,INHで は増殖阻止作用の有無 にかか

わらず,い ずれの濃度 によつて も耐性上昇がみ られ なか

つた。すなわち,14日 までいずれ の時棚 にも50γ/ccの

耐性菌 しか見出 され なかつた。

②SMの 作用

一 方 ,SMを 用 い た実 験 で は 】NHの 場 合 と 異 な り,

Fig.5の とお り増 殖 阻止 作 用 の あ る濃 度(o.2Y/cc)で は

7日 目です でe=1,000Y/cc耐 性 菌 が 認 め られ,し か もこ

脚05ρ00㎜5(00の 時感性菌の著明な減少 を伴つて・その耐性はほ とん ど

Table3Populationofstreptomycin・re8istantcells

lnlargeinoculaofM.6C7.

a)Cult1vationofユOmgofbacilliin1%91y㏄ri簸 一

broth

完全耐性 に近い状 態を示 した。 しか し増殖阻止作用 のな

い濃度(0.a5γ/cc)では14日 に至つ てもほ とん ど対照 と

変化な く,50Y/cc耐 性菌 の少数 の出現をみたに過 ぎな

いo

総 括 と 考 察

{
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上記のM.607の いわゆる休止菌 の実験を

総括す ると,1NHの 増殖阻止 作 用 あ る 濃 度

(5Y/cc,50Y/cc)は,40Cで も370Cで も14日

にわたつて耐性 分布 の上昇を来 たさなかつた。

50・OOOと ころが,SMの 増殖 阻止作用 のあ る濃 度(0 .5

+γ/cc,5γ/eo)は,4。Cで は同様 に耐性分布 の上

昇を来 たさなかつたが,37。Cで は明 らかにそ

れを もたら した。 しか し,実 験中感性菌 の数 は,

Table3Population◎fstreptomycin-resistantcellsinlargeinocUla

ofM.607.
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全 く同一 の結果 をえた。 しか もこの時 はSM50,000y

/ccま での分布を調べたが,7日37。Cで すでに最 高濃

度までの耐性菌を証 明 しえた。

しか して,わ れわれ が使用 したM.607の10mg(2

mg/cc,5cの 中にSMに 対 する自然耐性菌 があるか ど

うかを1%グ リセ リン ・ブイ ヨンで調べた成績はTable

3a,ま た2mg中 のいわゆ る自然耐性分布を1%グ リt

リン ・平板 寒天で調 べた成績 はTable:bの とお りで

ある◎すなわ ち,INHの 場 合 とことなつて い ず れ も

10,000Y/cc以上 に耐性菌の認 め られ ることが注 目され る。

2。 増殖菌 につい ての成績

(1)INHの 作用

INHの 場合は著変を設 め

に くかつたが,SMの 場 合,

とくに37。Cの 耐性上昇が

認め られた時 には著 しく減

少す ることが注 目された。

10,0COた だ し4。Cで は感 性葱が

減少 しても,耐 性菌の増加0

のみられ ない ことには浅意

1を 要す る。ひ るがえつて
,

M・607のPopUlationの

なかにはいわゆ る自然耐性菌が僅少に存在 するこ とが明

らかにされた ので・SM・37。Cの 場合には本菌 は完全

には"「esti㎎,,の 状態にな く・恐 らく薬 剤に よつ て殺

菌 され た死菌 の菌体成分を栄養素 と して,元 来存在 して

いたその自然耐性 菌(SMの 場合はICmg申 に高度耐性

菌 の存在 が推定 された・Table3)が 選択的に増 殖 し

た ものと考え ることが可能 であ るばか りでな く,4◎Cの

場合 には低温のためいわゆ る自然耐性菌 も増殖できなか

つ た とみな され よ づ。 これ に反 し 】〔NH,37。Cの 場合に

は,本 実験の条件 では薬剤に より殺菌が行われ なかつた

ために死菌 の菌体成分を栄養素 とな しえないことが,耐

性菌増殖 を来た さなかつたとも考 えられ る。 また増殖 に

一 一37--a
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Fig.4Populationchangeofisonia2idrsi-

stantcellsofM.607inagedbrothcUltures
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適す る条件が多少存在 した として も,Table2に み られ

るとお り・元来INHに 対す る高度耐 性菌が存在 しない

ために耐 性の上昇が結果づけ られ なかつた ともいえ よ5

(Table2の とお り1,000γ/cc耐 性菌 は存在 していたの

で・ この推 論は完全には裏書 きされないけれ ど も)。ま

た もちろんこの場 合,元 来 の菌数 中に 自然耐性菌が存在

していたか ど うか をみ た実験方法は,そ の確定的証拠 と

は な りえず,培 養時薬剤 との接触 中に誘導 され てSM高

度耐性菌 が生 じた ともいえ よ う。 しか しなが ら多数 の菌

申に自然耐性菌 の存在 しうることは,す でにLederberg

お よびLederberg(1g5230))に よつて証 明 され てい る

ことであ り,本 実験の成績 についても,こ の方法で認め

られた耐性菌が元 来存在 していた と仮定す ることが許さ

れ よ う。か くて休止菌 におけ る耐性上昇は薬 剤の選択作

用のみに よつて説明 され,あ えて薬 剤そのものの誘導作

用を考慮 に入れ な くても よい と考え られる。

つぎに,増 殖菌 の実験を総括す ると,INHで は増殖

阻止作用 の有無にかかわ らず耐性上昇がみ られなかつた

が,SMで は増殖 阻止作用 のある濃度 では急速 に耐性菌

の増加 と感性菌の減少が起 つた。 しか し増殖 阻止作用の

ない濃度 ではほ とん ど変化がなかつた。 こ の こ とは,

SMで はいわゆる自然耐 性菌,と くに高 度耐性菌が,増

殖阻止作用のある濃 度では選択的に増殖 し,INHで は

高度耐性菌が少数 な ことと殺菌作用が弱い ことと相 まつ

て選択作用を 十分に発 暉しえなかつた と説明 しえられ る

であろ う。

以上の結果は,ま た薬剤耐性獲得の 機序 の解明のほか

に,SM,INHの 両者 の耐性上昇 にある程度の 差 異 が

あ ることを示唆 しているよ うであ る。従 来,細 菌の薬剤

耐性獲得 の形式 にはペ ニシ リン型 とス トレプ トマイシン

型の2つ の異つたPatternが あ り(Demerec,19492))

INHはSMと 同様な形式 で耐性が上昇す ると考 えられ

がちであつた。 またSzybalskiお よびBrysen(195331))

はB・megatheriumに つ いてではあるが,そ の菌がINH

に対 して高度完 全耐性 を一足跳び に獲傳す ることを報 じ

てい る。 しか しわれわれ の実験では,上 記 のとお り,両

者に対する耐性獲得 の形式が別個に考察せ らるべきもの

の よ うに思 われ る。 この ことは続 いて行われた継代培養

の成績 にお いても一部認 め られ ているが,こ の問題につ

いては共伺研究者の渡 口が詳細に後報す る予定 である。

結 論

(1)Mycobacterium607の いわゆる休止菌(resting

cells)を イ ソニアジ ド(rNH)お よびス トレプ トマイシ

ン(SM)の 増殖阻止作用あ る濃 度に,37。Cお よび4。C

において接触せ しめ,そ の耐性分布 の変化 を追及 した結

果,SM,37。Cの 場合にのみ耐性 分布 の上昇を認 めた。

(2)い わゆ る休止菌 で耐性上昇 を認めた場合はいずれ

も著 しい生菌数 の滅少が認 められ,他 方生 菌数の減少の

著 しくない時には37。Cに おいて も耐性上昇 は認め られ

なかつた。 したがつ て・耐性が上昇 した場合 には死菌の

菌体成分を栄養素 として耐性 菌の増殖す る可能性 が推察

された。

(3)M・607の 増殖菌(ブ イ ヨン陳旧培養菌)に培養当
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初から種 々の濃度の 工NHお よびSMを 加 えてお くと,

増殖阻止作用の あ るSMに よつてのみ高度耐性菌が増

殖 し,感 性菌 は著減 した。

(4)以 上 の成績 から,M.607のSM耐 性上昇は増殖

可能の状況 ドに行われ る薬剤選択作用に よつ て説 明 さ

れ,あ えて薬剤その ものの誘導作用を考慮す る必要 はな

いであろ うと考察 された。

(5)INHとSMに 対 す る耐性獲得形 式にはある程度

の差異があ ることが,陳 旧培養菌 の実験 によつて示唆 さ

れた。

本論丈 の一部は後藤 らによつて1954年10月 ユ0日

第9回 厚生省医務局研究会発表会で報 告32),要 旨は1955

年4月4日 第30回 日本結核病学会総会で発表 した。

本研究は国立相模原病院において,国 立病 院・結核(耐

性)共 同研 究班 の活療研究費の援助 の下に行 われたもの

であ る。 ここに記 して謝意 を衷す る◎
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