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Mycobacteriumの 薬 剤 耐 性 獲 得 の 機 序

M607株 洗滌菌の振盪時お よび静置時 におけるス トンプ トマィシ

ンの作用について

草 間 久 子

慶応義塾大学医学部細菌学教室(主 任 牛場大蔵教授)

受付 昭和32年8月23日

緒 言

細 菌 薬 剤 耐性 獲 得 の機 序 に 関 して はす で に 多 くの研 究

者 に よ っ て報 告 され,薬 剤 耐 性 の遺 伝 子 的変 化 を 認 め る

もの の 間 に2つ の学 説 が あ る。す な わ ち1つ は突 然 変 異

選 択 説 で あ り,他 は変 異 誘 導 説 で あ る。 前 者 はDemerec

1),Kleinお よびKimmelman2) ,Luria3),Alexander

お よ びLeidy4)5,6),Yegianお よびVanderline7),

Alexanderお よ びRedman8),Newcombeお よびHa-

wirko9),Scottlo),Englishお よ びMccoy11),牛 場 お よ

び渡 辺12),渡 辺13),に よつ て専 ら菌 の 突 然 変 異 と 耐 性

菌 の 選 択 的増 殖 に よ つ て説 明 され,後 者 で はLinz14),

秋 葉 お よび 横 田15)16),金 井 ら17),君 野 お よび 都 築18),横

田19)ら に よ つ て 薬 剤 その もの の 変 異 誘 導 作 用 の 存 在 が

強 調 され て い る。 以 上 の ほか に 非 遺 伝 子 的 の考 え として

薬 剤 耐 性 上昇 の 機 序 は 酵 素 的 適 応 と 同 じで あ る と す る

Hin、shelwood20),Sevagお よびRosanoff21)ら,に よつ

て 唱 え られ る適 応 説 が あ り,ま たか つ て堀22)は ス ト レ

プ トマ イ シ ン耐 性 と菌 の 代 謝 との関 係 か ら一 種 の適 応 説

を提 唱 し た。

一般に薬剤 は細菌の増 殖 しつっ あるpopulationに 対

して選択作用 を もち うるものであ るので,薬 剤 その もの

の誘導作用 を証 明す るためには選択作用 の全 く働か ない

状態 において,す なわ ち"Resting Cell"を 用いて,

薬剤 と菌 体 との直接的 な相互作用(interaction)に よつ

て薬剤耐性 が獲得 され るか どうか をし らべ る の が 望 ま

しい か よ うにしてKleinお よびKimlnelrnanは 赤痢

菌のresting cellとSMと を接触 させて も耐性の上昇が

み られなかつた と報 告 し,ま た牛場,渡 辺 ら は 腸 炎菌

(No.11株)とSMを 接 触 させて も耐性上昇 はみ られ な

かつた こと,ま た同時に"phenolag"の 現象 を考慮に入

れて実験 して も同様に耐性上昇がみ られ なかつた ことを

報 じてい る。 これに反 し秋葉,横 田 らは,黄 色 ブ ドウ球

菌(209P株)と 大腸菌(B-19株)と を使用 して,お の

おののrestingceUとSMと を数 日間接触 させ る と,

SM耐 性上昇が著明 に認 め られた と報 じてい る。 また前

記堀 は洗滌菌 に力源 として ブ ドウ糖 およびあ る種 のア ミ

ノ酸 を加 えてSMの 存在 の下 に短 時間振 盪す ることによ

つて,耐 性 上昇 を認 めた とい う。今回私は上記諸実験 を

Mycobacteriumに つい て さら に 検 討す るためMyco-

bacterium 607株 を使 用 して短 時間振盪 しなが らSMに 接

触 させてSM耐 性 の変化 をみ る実験,さ らに温度の条件

をかえてresting cellとSMを5日 間接 触 させ て その

SM耐 性に及ぼす影響 をみ る実験等 を行つたので ここに

報告す る。

実験材料 と実験方法

1)使 用菌 株 は国立予防衛生研究所 よ り分与 された後

当教室 で小川培地 に継代保 存せ るMycobacterium 607株

(以下M607株 と略)で ある。

2)M607株 の耐性分布 に使 用 したス トレプ トマ イシ

ンは明 治 製 薬 のCrystalline Dihydro-streptomycin

 Sulfate(以 下SMと 略)
,SMの 溶解お よび稀 釈に は滅

菌蒸溜 水を使 用した。

3)使 用培地 は次 ぎの2種 類で ある。 〔1〕Kirchner

寒天培地(血 清 を添加 せず),す なわ ちKirchner液 体

培地 の原液 に寒天(精 製粉末寒 天)を2%に 混合 して10

%苛 性 ソーダにてpH6.8に 補正後高圧滅菌 して 使用 し

た。〔2〕グ リセ リン寒天培地,す なわ ちグ リセ リン(試

薬 特級品)1%,肉 エキス(レ ンダー)1%,ベ プ トン

(極東 ペプ トン)1%,食 塩(日 本局方)0.2%,寒 天

(精製粉末寒天)1%,に 混合 して10%苛 性 ソーダにて

補正高圧滅菌 して使用 した。

4)菌 浮游液 お よび菌稀釈 にはSorensenの 燐酸 緩衝

液(pH6.8)を 使 用した。

薬剤 の直 接的作 用に よる耐性上昇の実験 として,

実験〔1〕M607株 のKirchner寒 天斜面培地の3日 培

養菌 をガ ラス玉入 コル ベンに掻 き取 り,冷 却 しなが ら手

振法 で均 等菌浮游液 を作 り,そ の濃度 は 日立製光電光度

計にて(フ ィル ターNo.66,波 長660mμ を使用),O.D.

(OPtical Density)0.382と なるよ うに規定 した。この

均等菌浮游液 をpH6.8の 燐酸 緩衝液 で3,000回 転30分 間

遠沈 を く りか えし3回 洗滌 して培養成分 を洗 い落 し,再

び燐酸 緩衝液 にて原量 に もどし,菌 体内の栄養素 を消費
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しつ くさせ る意味で菌浮游液 を24時 間37℃ に保存後,菌

浮游液4.5mlにSM水 溶液0.5m1を 加 えて,SM5γ/ml

含有菌液,SM1γ/ml含 有菌液 を作 り,SMの 代 りに滅

菌 蒸溜水0.5mlを 加 えた ものを対照 とした。 なおSM

5γ/ml,1γ/ml,含 有菌液 に10%ブ ドウ糖0.1mlを 加 え

た ものについて同時に実験 した。す なわちこれ らの各菌

浮 游液材料 を遠沈管(菌 液 が良 く撹拌 され るよ うに先端

の比 較的円味のあ る遠沈管 を選んだ)に 分注 して,37℃

の恒温槽 中に浸 し,5時 間振 盪撹拌 した後 取 り出 して,

再 び燐酸 緩衝液 にて3.000回 転30分 間遠沈,十 分 に洗滌

してSM濃 度07,0.3γ/ml,1.0γ/ml,3γ/ml,10γ/ml,

30γ/ml,100γ/mlのKirchner寒 天平板培地 に そ れぞ

れ菌液0.1mlず つ接種 し,一 定規格 のConradi棒 で平等

に塗抹 し,37℃ に培養 してSMの 耐性分布 を調べた。

判定は4目 ～7目 後に出現 した集落 を肉眼的 に数 えて,

培地2枚 の平均 数 をみた。

実験〔II〕M607株 の休止菌 とSMを 直接接触 させた実

験で,い わ ゆる休止菌 の作 り方 はM607株 を小川培地に

3日 培養 した菌 を使用 し,前 実験同様に冷却 しなが ら菌

液 を作 り,3,000回 転30分 間3回 遠沈洗滌 して,5ml中

に それぞれSM0.5γ/ml,5γ/mlを 含む菌 液 を作 り,S

Mを 含まぬ対照 と同時に37℃,4℃,に5日 間保 存,5

日後に取 り出 し,再 び燐酸 緩衝液 にて3,000回 転30分 間

遠沈,十 分 に洗源 して,SM0γ,0.05γ/ml,0.5γ/ml,

2.5γ/ml,5γ/ml,50γ/ml,100γ/ml,を 含 む グ リセ リン

寒 天平板培地 に0.1mlず つ接種 して,前 実験同様 にSM

耐性分布 を調べた。

実 験 成 績

実験 にあた り最初M607株 の原株の大量菌について,

SM耐 性分布 をKirchner寒 天平板培地 およびグ リセ リ

ン寒 天平板培地 にて数 回繰 り返 し試 みた とこ ろほぼ同 じ

よ うな成績 でその耐性 分布 の1例 は表1の 如 くであ る。

す なわち大 量菌 中に耐性 の高い変異菌 の存在 を容 易に認

め ることがで きた。

表1M607原 株(大 量菌)のSM耐 性 分布

※ 数字は0.1ml中 の生菌集落数を現わす

実験 〔I〕 直接 接触 させたSMが 持 ち込 まれぬよ うに十

分洗滌 し,上 記 の振盪 によ る方法 に したがつて数 回繰 り

返 し試 みた。37℃24時 間保存前の生菌数 は1.7×108個

で保存後 の生菌数 は4.1×107個 で,生 菌数 の差 は塵か で

はあるが減少 してい る。 また振盪前 のSM耐 性分布 を調

べた ところ少な くと もその0.1ml中 には高度耐性菌の 出

現 はみ られ なかつ た。

図1に 示す如 くSM1γ/mlの 存在 で振盪 した場合は感

図1M607株 のSM6接 触5時 間振盪後 のSM耐 性分布

受性菌 の僅か の減 少をみたが,SM耐 性上昇 は認め られ

ない。また これに ブ ドウ糖を添 加 した場合は感受 性菌は

対照 に比較 して100倍 以上の減少を きた したが,同 様 耐

性菌 の出現 も認 め られなか つた。また他 方比較 的高濃 度

のSM(5γ/ml)に おいては 感受性菌 の著 明な る減 少を

きたし,同 時 に僅か ではあるが3γ 以上100γ のSM耐 性

菌 の出現が み られ たが,ブ るドウ糖 を添加 した ものには前

者 同様感受性菌 の減少 を ともなつ たのみで,SM耐 性 の

上昇 はみ られ なか つた。繰 り返 し実験 を試 みたが,ブ ド

ウ糖 を添加 しない もの に時 としてSM耐 性上昇 を きたす

傾向が認 め られ た。

実験 〔II〕 で はM607株 を上記の 如 くしてまずincuba-

tion前 の生菌 数4.3×107個 でまたSM耐 性分布 を調べ た

ところ少 な くとも接種菌量0.1mlの 中には高度耐性菌 の

出現 は認 め られてお らない。incubation後 の成績 は図2

に見 られ るよ うに,低 濃度のSM(0.5γ/ml)に5日 間

図2SM接 触後の"RestingCells"(M607株)

耐性分布

接触 させ る と,37℃,40℃,の 環境 で も感受性菌 の減少

は僅か であ り,し か も4℃ の環境 の方が減少 の度 は弱い

が,い ずれ も耐性上昇 はみ られない。比較 的 高 濃 度の

SM(5γ/ml)に5日 間接触 させ ると,対 照 に比較 して

著明 なる感受性菌の減少 を きた し,こ の時 に も37℃ の
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方が感受性菌の減少が強 く,同 時に僅かでは あるが耐性

菌 の出現 を認 めた。ただ し4℃ の環境 におい てはまつた

く耐性菌 の出現 は認 め られなか つた。

総括ならびに考案

実験 〔I〕 を総括す る と,菌 体 内の栄養素 を除い た後 に

燐酸緩衝液 中で菌 をSMに 直接接触 させ る と,SM低 濃

度の場合 は感受性菌の減少 は筐かで あ り,SMの 比較的

高濃 度の場合 は感受性菌の著明な減少が あ り,そ れ に と

もなつて僅かではあ るが耐性菌の出現が認め られ る。 こ

の際 に ブ ドウ糖 を添加 す ると両 者共 に感受性菌 の減 少が

強 くみ られ る。したが つて本実験 では ブ ドウ糖 が力源 と

して作用 し,耐 性菌 の出現 を誘導 して多数 の耐性菌 の出

現 を もた らす とい うよ うな成績 は得 られなか つた。緒言

に もふれた よ うに,秋 葉 らは黄色 ブ ドウ球菌209P株 の

"Resting Cell"を 使用 して2 .5γ/ml SM燐 酸緩衝液 に

5日 ～8日 間接触 させて,SM耐 性分布 をDemerecら

の平板 法に よつて測定 し,restingstateに おいて2.5γ/

m1のSMに370C5日 間接 触せ しめ るとほ とん ど全 体の

生菌 の耐性 が2.5γ/mlと な ると同時に100γ/mlに 耐 える

菌 が相 当数に現 われ,ま た0℃ に8日 間接触 させた場合

に も前 者に比較 して弱 いが2.5γ/ml以 上 に耐 え る菌 が相

当数 に増加 してい ると述べ てお り,こ の実験 で獲得 され

た耐性菌 をSMの ない環境 に継代培養 して反復 してSM

の耐性 を調べ た ところ,耐 性 は容易 に低下 しなか つたの

で,こ のSM耐 性 は遺伝性で あ り,SM耐 性上昇 の機序

は主 としてinduced mutationに よると主張 してい る。

ところが本実験 〔II〕を総括す ると,SM濃 度0.5γ/ml,

5γ/ml,に37℃,4℃,に 各5日 間接触 させ ると,SM

低濃度(0.5γ 伽1)で は感受性菌 の減少 は 謹かで あ り,

それに耐性 上昇 もな く,SM高 濃 度に接触 させ ると,感

受性菌 の著 明な る減 少を きたす と同時に,僅 かではあ る

が耐性菌 の出現をみ る。37℃ の環境 の方が感受性菌 の

減少 が著 明な る傾 向を示 してい る。ただ し40Cの 場 合に

は感受性菌 の著 明な る減少 があ るに もかか わ らず耐性上

昇 は認 め られ なかつ た。 一 方M607株 の大 きなpopula-

tionの 中にはいわゆ る自然 変異耐性菌が存在す ることが

表1に よ り明 らかに推察 され,ま た元来多数の菌中 には

自然変異耐性菌の存在 し うることは す で にDemerec

(1948年),Lederberg(1952年)に よつて 証 明 されて

い る。 そこで37℃ の場合には両 実験 と もM607株 は完全

な る"resting"の 状態 にはな く,恐 らく菌 の 分 裂 の過

程 におい てSMが 感受性菌 に殺菌的 に作用 して,殺 菌 さ

れた死菌の菌体成分 を栄養素 として,元 来生菌 中に存在

しておつた 自然変異耐性菌が選択的 に増殖 して きた もの

と考 え られ る。なお4℃ の場合に は低温のため増殖条件

が悪 いので 自然変異 耐性菌 が出現 で きなかつた もの とみ

な され る。か くして"resting cell〃におけ る耐性上昇 の

機序は薬 剤の選 択作用のみに よつて も説 明 され うるので

あえて薬 剤 その ものの誘導作 用を考慮 に入 れな くともよ

い と考 え られ る°

結 論

1)Mycobacterium607株 を燐酸緩衝液 中でSM低 濃

度 に接触 させて ブ ドウ糖の 存在の下 に37℃ 短時間振盗

した場合,あ るい は同緩衝液中でSMと 接触 させて静置

した場合,い ずれにおいて も著明な耐性上昇 は認 め られ

なかった。

2)1,2の 実験 において僅か に耐性 上昇 を認 めた場

含 があ るが,そ れ らはいず れ も感受性菌 の著 明な減 少を

きたし,か つ37。Cに保 たれた時 においてのみであつた。

したが つて耐性が上昇 した場合 には,死 菌菌体成分 を栄

養素 として元来存在 した自然変異耐性菌 の増加す る可能

性が推察 された。

3)上 記の実験 はMycobacterium607株 において も

そのSM耐 性上昇 に は薬 剤の誘導作用 を考 慮に入れ るべ

き積 極的の証 明 を得 られない ことを示 し,し たがつてそ

の機構 は突然 変異 および薬剤選択作 用によつて説 明 され

ると考 え られ る。

この実験 の一 部は昭和30年4月 第30回 日本結核病学会

総会 におい て発表 した。 また本実験 は文部省科学研究費

結核班 の補助 を受 けた。

稿 を終 るにあた り,御 懇篤 な御指導,御 校閲 を賜つた

牛場教授に心か ら深 謝いた します。なお御援助に預つた

小沢敦博士な らびに伊藤満学士に深 謝いた します。
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