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One step selectionに よ る抗 結 核 剤 へ の耐 性 発現 に つい て

三 浦 幸 二 ・林 光 男

国立療養所大府荘(指 導―荘長 勝沼六郎博士)

受 付 昭 和51年9月10日

Szybalski and Bryson1)は,Bacillus megateriumに

お け るisonicotinyl hydrazine耐 性 へ の変 異 率 は1(±

0.3)×10-6で,2重 耐性 へ の 変 異 率 は,理 論 的 に 期 待 さ

れ る値 の7～8倍 で あ つ た とい つ て い る。 ま た,東 村,

三 浦2は,入 型 結 核 菌 の感 性 株,Streptomycin(以 下SM

と略)耐 性 株,Isonicotinic acid hydrazide(以 下INAH

と略)耐 性 株 お よびPAS耐 性 株 に お け る他 薬 剤 へ の高

度 耐 性 菌 出現 率 を検 し,PAS耐 性 株 のpopulation中

のPAS100mcg耐 性 菌 中 に は,SM耐 性 菌 をmutateす

る頻 度 が 少 な いが,PAS高 耐 性 株 で は,INAH10mcg

耐 性 菌 をmutateす る頻 度 が や や高 い。 この成 績 よ り,

耐 性 に 関 与 す るgenesの 配 列 が,SM耐 性,PAS耐

性,INAH耐 性 の 順 序 に配 列 して い る こ とを想 像 し た。

わ れ わ れ は,人 型 結 核 菌 を用 い,2重 耐 性 出現 の 面 よ

り,SM耐 性,PAS耐 性,INAH耐 性 に 関 与 す るgenes

の配 列 を検 討 す る 目的 に て 実 験 した 。

実 験 材 料

菌 株:入 型 結 核 菌 青 山B株 の感 性 株 を使 用 した 。

培 地:1%小 川(辰 次)培 地 を使 用 した 。 そ の組 成 は,

第1燐 酸 カ リ1.0gm,グ ル タ ミン酸 ソー ダ1.0gm,蒸

溜 水100mlを 基 液 とし,こ れ に卵 液200ml,2%マ ラ

ヒ ッ ト緑6.0ml,グ リセ リ ン6.0mlを 加 え,試 験 管 に

10mlず つ 分 注,85℃1時 間 凝 固 滅 菌 し た。

使 用薬 剤:Streptomycinは,Dihydrostreptomycin

sulfateで 協 和 製 薬 会 社 製,PASは,Para-aminosali-

cylicacidで 田 辺製 薬 会 社 製 の もの を使 用 した 。Isonic-

otinic acid hydrazideは,田 辺 製 薬 会 社 製 の もの で あ つ

た 。

各 薬 剤 は,凝 固 滅 菌 に先 立 ち,所 定 の濃 度 に培 地 に加

え られ た。 ただ し,SMの み は,滅 菌 後 の力 価 を1/2と し

て,所 定 濃 度 の 倍 量 加 え られ た。

実 験 方 法

人型結核菌青山B株 を,ナ ス型 コルベンにて振盪,生

理的食塩水にて均等浮游液 となし,SM3mcg/mlとPAS

lmcg/mlを 同時に含有する培地,SM3mcg/mlとINAH

0.1mcg/mlを 同時に含有する培地,INAH0.1mg/mlと

PAS1mcg/mlを 同時に含有する培地に接種し,ま た元の

菌液の10進 法による稀釈液を,薬 剤を含有 しない培地に

接種 し,37℃6週 培養し,生 菌数当 りのSM3mcg-PAS

1mcg2重 耐性菌出現率,SM3mcg-INAH0.1mcg2重

耐性菌出現率,お よびINAH0.1mcg-PASlmg2重 耐

性菌出現率を計算 し,実 測値 とした。

また,こ の実験 と並行 して,同 様にして調製した菌液

を,SM3mg/ml,PAS1mcg/mlお よびINAH0.1

mcg/mlを,そ れぞれ含有する培地に接種 し,そ の菌液

の10進 法による稀釈菌液を,同 じく薬剤を含有しない培

地に接種 して,生 菌数当りのSM3mcg耐 性菌出現率,

PAS1mcg耐 性菌出現率,INAH0.1mcg耐 性菌出現率

を実測し,こ の実測値より,SM3mcg-PAS1mcg2重

耐性菌出現率,PAS1mcg-INAH0.1mcg2重 耐性菌出

現率およびINAH0.1mcg-SM3mcg2重 耐性菌出現率

を計算 し,理 論的な2重 耐性菌出現率 とした。 この理論

的な2重 耐性菌出現率と,そ れぞれの2重 耐性菌出現率

の実測値 と比較 した。

実 験 成 績

表1に 示 す ご と く,生 菌 数 当 りINAH0.1mcg耐 性 菌

出 現 率 は,実 験1で は4.61×10-7,実 験2で は1.36×

10-6で あつ た。 ま た,生 菌 数 当 りPAS1mcg耐 性 菌 出 現

率 は,実 験1で は1.64×10-5,実 験2で は6.55×10-4」 で

あつ た。 生 菌 数 当 りのSM3mcg耐 性 菌 出現 率 は,実 験

1で は1.61×10-2,実 験2で は2.27×10-1で あ つ た 。

表1

し た が つ て,理 論 的 な2重 耐 性 菌 出現 率 は,SM3mog-

PAS1mcg2重 耐 性菌 出現 率 は,実 験1で は,(1.61×

10-2)×(1.64×10-5)=2.64×10-7,実 験2で は,(2.27
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×10-1)×(6.55×10-4)=14.8×10-5と な る。 ま た,理

論 的 なSM3mcg-INAH0.1mg2重 耐 性 菌 出 現 率 は,

実 験1で は(1.61×10-2)×(4.61×10-7)=7.42×10-9,

実 験2で は(2.27×10-1)×(1.36×I0-6)=3.10×10-7と

な る。 同 じ く理 論 的 なINAR0.1mg-PAS1mg2重 耐

性 菌 出現 率 に つ い て は,実 験1で は(4.61×10-7)×(1.64

×10-5)=0.00856×10-9,実 験2で は(1.36×10-6)×

(6.55×104)=2.4×10-9と な る。

表2

生 菌 数 当 りの2重 耐 性 菌 出現 率 の 実 測 値 は,表2に 示

す ご と く,SM3mcg-PAS1mg2重 耐 性 菌 出 現 率 につ

い て は,実 験1で は3.34×10-7,実 験2で は3.73×10-7

で あ り,SM3m49-INAHO.1mcg2重 耐 性 菌 出 現 率 は,

実 験1で は4.73×10-9,実 験2で は3.18×10-7で あつ

た 。 同 じ くINAH0.1mcg-PAS1mcg2重 耐 性 菌 出現 率

は,実 験1で は2.37×10-9,実 験2で は186.0×10-9で

あ つ た 。

この2重 耐 性 菌 出現 率 の 実測 値 と,2重 耐 性 菌 出 現 率

の 理 論 値 を比 較 す る と,SM3mcg-PAS1mog2重 耐 性

菌 出現 率 に つ い て は,実 験1で は,実 測 値(3-34×10-7)

=理 論 値(2 .64×10-7)で あ り,実 験2で は実 測 値(3.73×

10-7)<理 論値(14.8×10-5)で,理 論 値 の 方 が,実 測 値 よ

り大 で あ るか ま た は等 しか つ た 。 ま たSM3mcg-INAH

0.1mcg2重 耐 性 菌 出現 率 に つ い て は,実 験1で は実 測 値

(4.73×10-9)=理 論 値(7.42×10-9),実 験2で は実 測 値

(3.18×10-7)=理 論値(3.10×10-7)で ほぼ等 しか つ た。

INAH0.1mcg-PAS1mcg2重 耐 性 菌 出現 率 に つ い て

は,実 験1で は実 測 値(2.37×10-9)>理 論 値(0.00856×

10-9)で,実 験2で は 実 測 値(186.G×10-9)>理 論 値(2.4

×10-9)で,明 らか に,実 測 値 の 方 が 理 論 値 よ り大 で あ

つ た 。

考 察

INAH0.1mcg/mlとPAS1mcg/mlの 併 用 で のone

step selectionに よ り出現 す るINAH0.1mcg-PAS1

mcg2重 耐性 菌 出現 率 は,INAH0.1mcg-耐 性 菌 出 現 率

とPAS1mcg耐 性 菌 出現 率 よ り計算 に よ り期 待 され る

INAH0.1mcg-PAS1mcg2重 耐 性 菌 出 現 率 よ り大 で あ

つた。

この事実より,次 の事項が考えられる。

(a)あ る1つ の薬剤の耐性菌は,他 の薬剤耐性 に 対

し,高 い変異率を持つているかもしれない。

(b)感 性株の中に,INAH,PASの 両薬剤に同時に耐

性になる菌が多 く含まれているか。

(c)PASとINAHと の薬剤的作用によるものである

か。

以上の3つ が考えられる。

(c)については,わ れわれ5)は,PASとINAHの 作 用

は,単 にaddetiveな ものであると報告したが,少 なく

もPASとINAHの 併 用によ り耐性は出現 しに くくなる筈

である。

(a)については,東 村,三 浦,野 田4)は,入 型結核菌に

おいて,感 性株,INAH耐 性株,PAS耐 性株 よりのSM

20mcg耐 性菌出現率は22.1～114×10-8で,感 性株,SM

耐性株,PAS耐 性株よりのINAH1mcg耐 性菌出現率は

15.0～50×10-8で あ り,ま た感性株,SM耐 性株,INAH

耐性株 よりのPAS10mcg耐 性菌出現率は66.1～83.1×

10-8で あ り,こ れ らの成績 より,耐 性菌の出現率は,い

ずれの薬剤への変異によつて も影響されない と結論を下

した。すなわち,或 る1つ の薬剤の耐性菌は,他 の薬剤

耐性に対 し,高 い変異率を持つことはない。

しかし,そ の後,東 村,三 浦2)は,PAS耐 性株か ら

脳AH耐 性菌をselectす る場合には,PAS併 用の選択

で,生 菌数当 りのINAH耐 性 菌数は,む しろやや大であ

る傾向があるのを認 め た。 ま たPAS耐 性株における

脳AH10mcg耐 性菌出現率は,感 性株およびSM耐 性株

よ り若干大 きい傾向があるのを認めた。
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この結果 よりすれば,PAS-INAH2重 耐性菌の出現率

が理論的な値よりも大 となることは期待 されうる。

SM3mcg-INAH0.1mcg2重 耐性菌出現率について

は,理 論値(実 験1で は7-42×10-9,実 験2で は3.10×

10-7)と 実測値(実 験1で は4.73×10-9,実 験2で は3.18

×10-7)で,ほ ぼ等 しかつた。

これは,上 述のわれわれ4)の 成績よりみて,当 然の こ

とと思われる。

しかるに,SM3mcg-PASlmc82重 耐性菌出現率に

ついては,実 験1で は理論値2.64×10-7に 対 し,実 測値

は3.34×10-7で,ほ ぼ等 しかつたが,実 験2で は理論値

は14.8×10-5で,実 測値3.73×10-7よ りも低い値を示し

た。

この場合,或 る1つ の薬剤の耐性菌は,他 の薬剤耐性

に対 し,低 い変異率を持つことが考 えられるが,こ れは

上述の如 く5),SM耐 性菌か らのPAS耐 性菌出現率 も,

PAS耐 性菌か らSM耐 性菌出現率 も,ほ ぼ等 しかつた

が,こ れか ら考えると,こ のようなことは,ま ず否定で

きるもの と思われる。

しか るに,そ の後,東 村,三 浦2)は,PAS耐 性株にお

ける生菌数当りのSM耐 性菌出現率を,SMの みのone

 step selectionで 計算した場合 と,SMとPASの 併用で

のone step selectionで 計算 した場合 と比較すると,後

者が著しく少ないのを認めた。また,東 村5)は,人 型結

核菌において,SM,PASの 併用効果は,単 にaddetive

な ものでな く,SMに よるmutationにPASが 拮抗する

のを認めている。

すなわち,PAS耐 性菌が,PASに よ り選択 されるの

と,SM―PASの 併用効果により,理 論値よりも実測値の

方が,よ り低い値を示したものと思われる。

2重 耐性菌出現率のみをもつて直ちに,genesのLocus

にむすびつけることは,飛 躍感があるが,PAS-INAH

の2重 耐性にな りやすい とい うことは,東 村,i≡ 浦2)が

既に報告せるごとく,PAS耐 性 に関与す るgenesと,

INAH耐 性 に関与す るgenesが(少 なくも2～3コ) ,

共通 のgenesを 持つていることが想像 され,SM-INAH

の2重 耐性が,理 論値 と実測値が一致することは,SM

耐性 に関与するgenesとINAH耐 性 に関与するgenes

は,相 互に影響のないほど,相 当離れていることが考え

られる。

SM-PAS2重 耐性出現率が,実 測値 と理論値が,ほ ぼ

等 しいか,ま たは,実 側値の方が理論値よりも低いこと

は,お 互に1つ のgenesを 共 有してお り,PAS耐 性 に

なつたため,そ の共通のgenesが,変 化したため,SM

耐性 に関与す るgenesが 変化 して,SM耐 性 にな りにく

いことが考えられる。 したがつて,2重 耐性菌出現率よ

りも,PAS耐 性株よ りのSM耐 性およびINAH耐 性 への

mutation2の 場合 と同じく,genesの 配列 として,INAH

耐性,PAS耐 性,SM耐 性 の順序であると思われる。

臨床的応用

このinvitroの 成績を,今 直ちにこれを臨床的に応

用す るとい うことはどうか と思えるが,PAS-INAH2

重耐性出現率は,理 論値 と実測値が,ほ ぼ等 しく,SM-

PAS2重 耐性菌出現率が,理論値に比 し実測値が,ほ ぼ等

しいか,ま たは,低 率であつたことは,2重 耐性菌出現

率の点よりみた場合には,SM―PAS併 用療法が最 も有利

であり,SM-INAH併 用療法が これに次ぎ,PAS-INAH

併用療法が,そ れにつづ くものと思われる。

結 論

人型結核菌青山B株 を使用し,onestepselectionに

よ り2重 耐性菌出現率を検討 し,PAS-INAH2重 耐性

菌出現率は,Szybalskiの 成績に一致 し,計 算上よ り期

待され る値(理 論値 と記載)よ りも高かつた。SM-INAH

2重 耐性菌出現率については,理 論値 とほぼ同率であつ

た。

SM-PAS2重 耐性菌出現率については,理 論値に比

し,ほ ぼ等 しいかあるいは,や や低率を示 した。
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