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Mycobacterium aviumのR型 変 異 と薬 剤 耐 性 と

の関 係 に つ いて の 細 菌 遺 伝 学 的 考察

東 村 道 雄

国立療養 所大府荘(荘 長 勝沼 六郎博士)

受付 昭 和32年2月19日

著者 は前報でMycobacterium avium獣 調 株(M.

avium)か ら分離 したSulfathiazole(ST)高 耐性株

がR型 の形態 を示す点でS型 で ある原株 と相違す ること

を述べ た1)。 本報 では薬剤耐性特 にST耐 性 とR型 変異

との関係につ いて観察 した結果 を報告 し,そ の意義につ

いて考察 した。なおR型 お よびS型 の定義 の実際 につい

ては前報1)に 記載 した。

実験材料および方法

材料については文献1)に 記 した。実験方法 は実験 成績

の各項に述べ る。

実 験 成績

(1)R型 変異 とST耐 性の関係

M.aviumの 原 株 を ガ ラス玉 と と もに振 盪 した 後,生

食 水 で浮 源 液 とし,滅 菌 濾 紙 で こす か 軽 く遠 心 し た後,

適 当 に稀 釈 し,Sauton寒 天 平板(Sauton培 地 はaspa-

ragineを 同 量 のsodium glutaminateで 変 え た 。 寒 天

は3%)上 に 単個 菌集 落 を形 成 させ て も,お お よ そ104程

度 の 集 落 の 中 に は,R型 集 落 を 見 出す こ とは で きず,す

べ てS型 集 落 の み で あ る。 しか しSauton培 地(200cc

 Erlenmeyer flaskに50ccず つ 分 注)にST0.1～0.5γ1cc

ま た は8-azaguanine-natrium10r/ccを 含 有 させ た もの

に,湿 菌 量1mg(Sauton培 地5日 培 養 菌)を 接種 し,

370C5日 培 養 後 に 前 述 と同 様 に して 集 落 を検 す る と,

104中 に 少 な く と も数個 のR型 集 落 を見 出 し うる。 す な

わ ちST0.1～0.5γ1ccま た は8-azaguanillelor/ccの 添

加 に よ りR型 変 異 が増 加 し た わ け で あ る。

通 常mutagenic effectと い う定義 は,細 菌 が 増 殖 し

な い 状 態 で 作 用 させ て,後 に増 殖 させ て検 査 す る とmu-

tantsの 出現 が 増 加 して い る場合 に 用 い られ て い る よ う

で あ る。 しか し今 の 場 合 は,STま た は8-azaguanine

の存 在 で 増 殖 が 行 われ て い るの で,上 述 の 場 合 と異 な つ

て い る。 しか し,こ のSTま た は8-azaguanineの 存 在

でR型 変 異 がselectさ れ るわ け は な い の に,R型 変 異

が増 加 す るの で あ るか ら,や は りmutagenic effectと

考 えて 差 支 えな い と思 わ れ る。 す な わ ちSTお よ び8-

azaguanineがmutagenic effectを もつ こ とが 見 出 され

た 。

こ うしてえ られ たR型 集落 を分離 して さらに もう一回

平板 にまいて集落 を検す る と,す べてR型 集落が認 め ら

れ る。 このR型 集落 を再 びSauton塞 天斜面 に とり,こ

れをR型 株 として保存 した。 このR型 株 と原株(S型)

のSTに たいす る感受性 を,倍 数稀釈法 によ り,ほ ぼ同

数 の生 菌単位を接種 す る条件で比 較す ると,R型 株 のS

Tに たいす る感受性は原株 に等 しい ことが解 つた。

原株 をSTを 含有す る培地に継代 して,順 次STの 濃

度 を高 めてselectionを 繰返 してゆ くと,は じめはS型

のST低 耐性株 が得 られ るが,数10代 のselectionを 繰

返す と,R型 の高耐性株が え られ るこ とは既報の とお り

であ るi)。(注.one stepでST耐 性株 を うるこ とはで き

ない。)し か し逆 にR型 株 をsdectし て も,そ れ は必ず

し もST耐 性株 でないわけであ る。す なわ ちR型 変異 そ

の ものはST耐 性 と不可分 の ものではないか ら,R型 変

異のgenesとST耐 性 のgenesと は別 の もの と考 え る

べ きで ある。

(注.た だ し,こ こに示 したR型 株 の形態 はST耐 性株

の それ と同一ではな く,ST耐 性株 の方がR型 の度が強

い)。

(2)ST耐 性株のR型 の安定性

ST耐 性株 は遺伝的 に安定で,現 在 までSTを 含有 し

ないSauton寒 天斜面 に30代 以上継代 して いるが,ST

耐性 の度 もR型 も変化 を起 さない。(注.原 株のST耐

性 度はSauton培 地 中で約1γ であ るが,ST耐 性株の

それは80/で あ る。ST耐 性株 は一過性 には もつ と高濃

度のST中 で生育 したが,STを 含有 しない培地 に接種

す る と若干耐性度が低下 し,結 局80γ 耐性程 度の ものが

安定 な もの として残つた。 なお原株 のindividual cells

はSauton寒 天平板上で は0.5γのSTに よつて阻止 され

るが,ST耐 性株のindividual cellsはST10γ 培地 で

は100%生 育 し,ST20γ 培地では,そ の90%以 上が生

育す る)。

次に原株 か ら分離 した遺伝的 に安定 なINAH耐 性 株

(Sauton培 地 中でのINAH耐 性度 は80～160γ,原 株の そ

れは0.5γ,INAHを 含有 しない培地 に20代 継代 して も不

変)は,原 株 と同 じくS型 であ るが,Sauton培 地 中でS

Tに よるselectionを10日 目毎 に10代 繰 返す と,INAH

80γ耐性,ST80γ 耐性の2重 耐性株 が得 られた。 この
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INAH-ST-2重 耐性株の形態 もR型 で,ST耐 性株 と同

一 であつ た
。そして薬剤 を含有 しない培地 に20代 継代 し

て も,2重 耐性 の性質 もRN型の性質 も不変で あつ た。 こ

の よ うに,原 株か らST耐 性株 を選んで も,INAH耐 性

株 か らST耐 性株 を選 んで も,R型 形態 を示す株が選ば

れた ことは(STに よ るST耐 性株 のselectionを 行つ

たので,R型 形態 をselectし たわけで ないの に自動的

にR型 形態 を示す株 が 選 ばれたこ とは),ST耐 性への

mutationとR型 へのmutationと が密接 な関係 を もっ

こ とを示 してい ると患 われ る。

次にstreptomycin(SM)耐 性株(SM 50,000γ以上

に耐性 で,SMを 含有 しない培地 に100代 以上継代 して

不変)は 原株 と同 じくS型 で あるが,こ の株 をST含 有

培地 に継代 してSM-ST-2重 耐性株 をえようとしたが,

ST耐 性度 をあげ ることが困難であつたので,途 中で実

験 を中止 した。

次 にST耐 性株 をINAH含 有培地に継代 してST-INAH

-2重 耐性株 をえた。 またST耐 性株 をSM含 有培地 に

継代 してST-SM-2重 耐性株 をえた。 これ ら2つ の 露重

耐性株 は と もに,ST耐 性株 がは じめに もつ ていたR型

形態 を示 し,薬剤を含 まぬ培地 に静代継代 して 綿 重耐性

の性質 もR型 の性質 も不変であつた。 このST-SM-a重

耐性株 をINAH含 有培 地に継代す ると,ST-SM-INAH-

3重 耐性株 がえ られた。 この3重 耐性株 はR型 の性質 を

減 じて,R型 とS型 の中間型の形態 を示 したことは注 目

され る。

(3)R型 変異 とINAH耐 性お よびSM耐 性 との関係

ST0.1γ に接触 しなが ら生育す る菌の 中にはR型 変

異が多 く起 ることは前述 した。 しか しST0.1γ を含む

Sauton培 地 に生育 した菌 を10日 毎 に10代 継代 して も,株

としての形態 はS型 の ままで ある。R型 への変異率が増

加 してい る状態 を継続 して も,そ の 中か らR型 をselect

しなければ,R型 を うるこ とが で きぬのは当然であ る。

しか し,ST0.1γ をSautOn培 地 中に含 有 させなが

ら,INAHの 濃度 を増加 させて,原 株 か らINAH160γ 耐

性株 を分離す る と,R型 のINAH耐 性株 が え られ る。 こ

のR型 のINAH耐 性株のSTに たいす る感受性 は原株 と

変 らない。 この株 をINAHを 含有 しない培地 に10代 以上

継代 して も,INAH耐 性 もR型 形態 も不変であって,遺

伝的に安定 した性 質であ ると思 われた。

一方ST0 .1γを含有す るSauton培 地 で,SMの 濃

度 を高めつつ 原株 を継代 して,SM10,000γ 耐性株 を

selectし て も,R型 のSM耐 性株 は分離 で きず,S型 の

SM耐 性株 がえ られ る。

R型 変異を増 加 させ る条件でSM耐 性株 をselectし

て も原株 と同 じS型 のSM耐 性株が分離 され るの に,同

条 件でINAH耐 性株 をselectす るとR型 のINAH耐 性

株 が分離 され る。 この ことは,ST耐 性菌のselection

がR型 変異菌のselectionを 併起 した現象 と似 ている。

原株か らINAH耐 性菌 のselectionを 行つただ けではR.

型変異菌のselectionを 併起 しないが,R型 変 異を増加

す る条件を添加 してや ると,こ れが起 る。R型 変異 とS

T耐 性 とは密 接な関係があ るが,脳AH耐 性 とR型 変異

も,ST耐 性 ほ どではないが,相 当密接 な関係が あ る。

しか しSM耐 性 とR型 変 異 とは関係が薄 い といえ る。

考 察

実 験1)に 示 したR型 株 の性質 は,継 代 によつて不変 で

あ るので遺伝的性質 であ ると認 め られ る。一方ST耐 性

株 のST耐 性 とB型 とは,と もに遺伝的 に安定 した もの

であ ることは前報1)の 通 りで現在 まで30代 以上継代 して

も不変 であ る。したがつ てR型 株 のR型 も,ST耐 性株

のST耐 性 および最型 もgene mutatioaに よる もの と

みな され る。そして実験(1)でR型 株 のST感 受性が原株

と同 じで あるこ とが示 されてい るので,ST耐 性に関与

す るgenesとR型 に関与す るgenesと が別個の もので

あ ることが考 え られ る。

次 にR型 のselectio丑 はST耐 性 のselectionを 伴 わ

な い の に,ST耐 性 のselectionはR型 のselectionを

伴 うこ とは,ど の よ うに 説 明 す るか が 問 題 とな る。

STの 存在はR型 変異へのmutationを 増 加 させ る

が,こ のR型 変異へのmutationを 増 加 させ る条 件で継

代 を繰返 して も,ST耐 性 のselectionを 行 わなければ

R型 を うることはで きない。R型 変 異への変異率が増加

した条件でST耐 性のselectionを 繰 返 して2は じめて

R型 を うることがで きる。ただ し実験4に 示す よ うに,

この際加 え られ るselectionは 必 ず し もST耐 性 の方向

でな くてよ く,INAH耐 性 の方向 で もよい。 しか しSM

耐性 のselectionで はR型 はえ られ ない。 これか ら考 え

て,と もか くR型 変異 のgenesと 薬剤 耐性 へのgenes

とは別個 の ものであ るが,同 一細胞 にS型 か らR型 への

mutationと 薬剤 耐性 へのmutationが 起 る確率は,S

T耐 性菌 に最 も屡度が高 く,INAH耐 性菌 に次いで屡度

が高 く,SM耐 性菌 に最 も低 い と考 え られ る。

も し今 わ れ われ がM.aviumのgenesが 線 上 配 列 を

な し て い て,し か も2つ のmutationsが 同 一 細胞 に起

る屡 度 は,こ れ らのmuねtionsに 関 与 す るgenesが 互

に 接 近 して 位 置 して い る時 に 高 い と仮 定 す れ ば,R型 変

異 のgenesはST耐 性 のgenesに 最 も近 く,次 にINAH

耐 性 のgenesに 近 くて,SM耐 性 のgenesに 遠 く位 置

して い る とい う仮 設 が で き る。 もち ろん この よ うな考 え

方 は 仮 設 に す ぎな い の で,将 来研 究 の進 歩 と と もに変 更

され るべ き もの か もしれ な い が,し か しmycobacteria

のgenes配 列 に つ い て は い ま ま で全 く解 っ て い な い し,

今 の と こ ろ この種 の 研 究 にgenetic recombinationを 利

用 す る こ とが で きな い の で25),一 応 この よ うな 作 業仮
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設 を提出 してみ ることに した。

また一方,わ れわれはM.aviumのST耐 性株 のSM

耐性へのmutation rateが原株 よ り低下 してい るこ とを

観察 したが4),こ の現象 の説 明には,ST耐 性菌 の中に

はSM耐 性 へのmutationを 起 さない ものが存在 してい

るために,株 としてのmutation rateが 低 くなってい

ることが考 え られ る。すなわ ちST耐 性菌 には2種 あつ

て,SM耐 性へのmutationを 起す もの と起 さない もの

とが存在す る可能性が考 え られ る。 もし,こ の可能性 が

存在すれ ば,ST耐 性 へのmutationに 際 してST耐 性

のgenes以 外 のgelleSのmutationsも 同時に起つた こ

とになる。 このSM耐 性に影響 を与 えるmutationsが,

他 の薬剤耐性へのmutationsに 際 して も常 に起 るので あ

れ ば問題 はないが,事 実 はST耐 性以外へのmutations

で は起 らない5)6)7)。そ うす る とST耐 性 のgenesの

mutationが 特殊 な関係でSM耐 性 のgenesに 影響 を

あた えた ことにな るので,こ こに次の ような可能性 とS

T耐 性のgenesとSM耐 性 のgenesと が互 に隣接 して

い るとい う可能性が想像 され る。す なわ ち,mutation

が単一 のgenesのat randomな 変化 としてお こるのみ

な らず,数 個 の相並 ぶgenesの 同時的変化 とい う形で

も起 る可能性が考 え られ る。 したがつ て,ST耐 性への

genesの 変化が,相 隣接す る他 のgenesの 変化 とと も

に起 るとい う可能性 の想像 で,こ の現象 を説 明す るわけ

であ る。

この ようにST耐 性 のgenesとSM耐 性 のgenesと

が互 に隣接 してい ることを仮想す ると,前 の所見 と合 せ

て次の ようなgenesの 配列の仮設 も考 え られ うる。

INAH耐 性 ―R型 変 異 ―Sulfathiazole(ST)耐 性 ―S

M耐 性 。

なん となれ ば前述 した よ うに,R型 変異はST耐 性,

次いでINAH耐 性 と関係が深いが,SM耐 性 とは関係が

浅 く,ま たSM耐 性 とST耐 性 とは関係が深いが4),S

M耐 性 とINAH耐 性 は関係が浅 いか らで ある5)6)。

な おM.tuberculosisで は,わ れ わ れ はSM耐 性 ―P

AS耐 ―INAH耐 性 のgenes配 列 の仮 設 を提 出 し て い

る8)9)。

結 論

(1)Mycobacterium avium(獣 調株)の 原 株 はS型 で

あ るがsulfathiazole(ST)高 耐性 株 はR型 で あ る。 し

か しR型 株 をselectし てSTに た い す る感 受 性 を 検 査

し て み て も,原 株 と同 じで あつ た。

(2)SM耐 性株 およびINAH耐 性株 は原株 と同 じ くS

型 であ る(*)。

(3)培 地に微量 のSTを 加 えてお くと,R型 変異菌 の

出現率が増加す る。 この条件で,INAH耐 性株 をselect

す る とR型 のINAH耐 性株が え られ る。 しか し同条件で

SM耐 性株 をselectし て もS型 のSM耐 性株 しか え ら

れない。

(4)INAH耐 性株 をSTでselectし て得 たINAH-ST

2重 耐性株 の形態 もR型 であつた。ST耐 性株 をSMま

たはINAHでselectし て得たST-SM2重 耐性株 およ

びST-INAH2重 耐性株 は,ST耐 性株 の もつR型 を維

持 して いた。ST-SM 2重 耐性株 をINAHでselectし て

得た3重 耐性株 は,R型 の性質 を減 じてR型 とS型 の中

間型 となっ た。

(5)ST耐 性 のgenesとR型 のgenesと は 別 個 の も

の と考 え られ る。

R型 変異 はST耐 性菌 に起 る率が 最 も高 く,次 い で

INAH耐 性菌 に起 る率が高 く,SM耐 性菌 にお ける率が

最 も低 い と考 え られる。

これ らの関係 と,別 報 したSM耐 性 とST耐 性 との間

の特殊 な関係 およびSM耐 性 とINAH耐 性 との間に特別

の関係のない ことか ら,こ のM.aviumのgenes配 列

の仮設 として次の順 序の配 列 を考 えてみた。

INAH耐 性―R型 ―ST耐 性―SM耐 性 。

(6)Sauton培 地 にST 0.1～0.5γ1ccま た は8-aza

guanine-natrium.10γ/ccを 添 加 して 培 養 す る とR型 変

異 が 増 加 す る。 し たが っ てSTお よび8-azaguanineが

mutagenic effectを 有 す る こ とが 考 え られ る。

御指導および御校閲を受けた勝沼六郎荘長ならびに名

大第一内科日比野進教授に感謝の意を表する。
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