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MycobacteriaのStreptomycinに 対 す る耐性 菌 の

出 現 の 機 構 に 関 す る 研 究

吉 川 正 吾

大阪大学微生物病研究所竹尾結核研究部(指 導 堀三津夫教授)

受付 昭和33年12月1日

I緒 言

細菌の薬剤に刻す る耐性菌(以 下薬剤 耐性菌 と略)が

どの よ うな機構を もって出現 して くるかにっいては現在

多 くの疑問が存在 してまだ十 分に解 明 され ていないが,

っ ぎに述べ るような仮説 が提 唱 されてい る。

1)突 然変異(Spontaneous mutation)と 薬剤 の 選

択作用に よるとい う説

細菌が突然に原因不明の,ま た無 方向的な予測 す るこ

とので きない変化 を起 し,し か もこの変化 が遺伝 性を も

ってい る場合を突然 変 異 とい う。薬剤 に対 す る耐性(以

下薬剤耐 性 と略)の 場 合では,細 菌が薬剤 と一度 も接触

す ることな くして生 じたい ろい ろの突然変異菌の 中か ら

環境 に存在 す る薬剤 によって薬剤耐性菌が選択 され るか

ら,ま たSelectiontheocyと もよばれてい る。この説は

最初Demerec1)～3)に よって提唱 せ られ,そ の後Klein,

et al.4)5),Lucia,et al.6)～8),Newcombe et al.9)10),

Ledecbecg,et al.11)12),Cavalli & Maccacaco13),そ

の他 多数 の人 々によっ て支持 され,ま たわが国では牛場

お よび その協同研究者14)～17わが これ を強調 してい る。

2)誘 導変異(Induced mutation)に よるとい う説

人為的な突 然変異であって,環 境 に加 え られた外 因に

よって細菌 の突然変 異率が実験誤差 の範 囲を こえて著 し

く増大 され る場合 を誘導変異 とい う。 これ をさ らに分類

す ると無方 向性 と定方 向性が考 え られ るが,薬 剤耐性 の

場合 の定方 向誘導変異,た とえばStreptomycin(以 下

SMと 略)が 細菌 に作用 して,SMに 対す る耐性(以 下

SM耐 性 と略)に 関与す る遺伝子に特異的に 変化 を 誘

起 してSM耐 性とい う性質 を獲 得 させ ることは,堀 教

授18)が 述べ てい るよ うに一般には否 定 されてい る。 し

か した とえ 定方向誘 導変異が 起った と して も,Myco

bacteciaで は これ と無 方向性の 誘導変異 および 選択作

用に よ り起 る現象 とを現 実に区別 して把握す ることは き

わめて困難 であ るか ら,こ こで は一括 して単 に誘導変異

とよぶ。 この説 はLinz,et al.19)～21),Gibson & Gib

son 22),Eagle,et al.23)～26)ら によって 提唱 され て お

り,わ が国では 柳沢 およびその 協 同研究者27)～29),秋

葉 およびその一門の人 々30)～32),君野お よび都築33),ら

に よって支持 されてい る。

3)遺 伝子系の変化 を伴 わない単 な る表現 型適応

(Phenotypic adaptation)で あるとす る説

細菌が環 境の変化 に順応 して適 当な代謝系 を活性化す

る,あ るいは変化 す る現象 を適応 とい うが,こ の場合遺

伝 子系の変化 を伴 わないか ら適応 によって発現 され てい

る性質 は一般 に遺伝性 に乏 しい。薬剤耐性の場合 は薬剤

によって阻害 され る代謝系 の機能 を代償 しえて,し か も

その薬剤 の作用 を うけない代謝系が活性化 して その薬剤

に対 して耐性 とい う性質 を示す もので あるが,細 菌の代

謝系 の適応的変化 はほとん どの場合不明であって,単 に

細菌 のその薬剤 に対す る感受性か ら耐 性への変化 を目標

として把握 されてい るので,堀 教授18)に したがって表

現型適応 と よぶ ことにす る。Hinsholwood,et al.34)～

37),Sevag,et al.38)39)ら に よって唱 え られてい る仮説

は これに属す ると思われ る。表現型適応 に よって細菌 が

薬剤耐性 を獲得す る場合は非 増殖条件で も細菌 が薬剤 と

相互作用 を営 むことに よって薬剤耐性 とい う性質 を獲得

す るはずであ り,獲 得 した薬 剤耐性 とい う性質 の遺伝性

は一般 に否 定 されてい るが,細 胞質遺伝 とい う現象 も明

らかに されてい るので,こ の性質が遺伝す るか らといっ

て,た だ ちに これ を表現型適応で ない と解釈す ること も

で きず,耐 性 の獲得が適応か誘導変異かの区別 はなか な

か に困難で ある。

以上述べ たよ うに大別す ると3っ の仮説が唱 え られて

い るが,第1の 仮説 の提唱者 は少数の人 々を 除 き 薬剤

耐性菌の 出現機構 を突然変異 と薬 剤の選 択作 用のみで解

決 しきれ るとしてい るが,第2お よび第3の 仮説 の提

唱者のほ とん ど大部 分は第1の 仮説 のみでは 解釈 し き

れない としてい る。

私 はMycobacteriaのSM耐 性菌の 出現機構 に っ

いて研究 したが,Mycobacteciaで は接合現象が 認め ら

れていないので,第2お よび第3の 仮説 を明確に区別

す ることがで きず,こ の両者 を 一括 してSMがIndu

cerと して作用す る可能性の有無 として検討 し,以 下に

述べ るよ うな実験 を行い種 々の知見 をえたので ここに報

告す る。

II実 験方法 と実験成績
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MycobacteriaのSM耐 性菌の 出現 にSMがIn

ducerと して作用す るか否かの可能性 は突然変異が起 ら

ない ような条件,す なわ ち非増殖条件,あ るい は薬剤の

選択 作用を さけ るような条 件,す なわ ち増殖抑制濃度以

下の薬剤 を 作用 させ る 条件に よって 検討す ることが で

き,ま たSMを 作用 させた場合の耐性菌 の出現頻度が

突然変異率か ら期待 され るそれ よ りも実験誤差 の範 囲を

こえては るか に大 きいか否かに よって も推定す ることが

で きる。

A)非 増殖条件でSMを 作用 させた場 合

1)4℃ でSMを 人型菌 に作 用 させ た場 合

実験1

〔実験方法 〕

使用菌株:下 記のDubos変 法 培地 に2週 間 培養 し

た人型結 核菌H37Rv株 。

使用培地:菌 とSMを 接触 させ るために用 いた培地

はDubos基 礎 培地(Albuminを 含 まず)にTween

80を0.025%の 割 に 加 えた もの(以 下Dubos変 法

培地 と略),生 菌数 お よびSM耐 性 菌数の 測定 には

KH2PO4を1%の 割 に含 む ように調製 した 小川培地

(以 下小川培地 と略)。

使 用 したSM:Chas.Pfizer & Co.,Inc.の 製 品 で

Dihydcostreptomycin sulphate(以 下DHSMと 略)。

なお上記の両培地 に 添加 したSMは 表1に 記載 した

所用量であ る(小 川培地 で も加熱 によ るSMの 力価 の

低下は考慮 していない)。

培養法:SMを 種 々の 濃度に 加 えたDubos変 法培

地9mlに,適 当量 の菌液(上 記 の原培養 の1mlあ

て)を それぞれ接種 して,菌 の増殖 をさけるために氷室

(4℃)中 で保存 し,,週 間後 よ り8週 間後 まで毎週 そ

れぞれの 培養 の1mlを とりだ して 原液 とし,こ れ を

105倍 に稀釈 して その0.25mlあ てを,種 々の 濃度 に

SMを 添加 した小川培地 に各群5本 あて接種,4週 間

培養 して発生 した集落 数を算 定 した。

〔実験成績 〕

上記 のSM添 加Dubos変 法 培地 に 菌 を 接種 して

4℃ に保存 し,2,4,6お よび8週 間後 にSM耐 性

菌 の分布 を検 した成績 を表1に 示 した(1,3,5お よ

び7週 間後 のそれ は省略)。

表 にみ られ るよ うに,こ のよ うな条件で もSM耐 性

表1SM耐 性 菌 の 分 布

(a)2週 間 後

注:1)SMの 濃度はすべ て γ/ml

2)上 の数字 は小川培 地5本 の集落数 の総和,下 の( )内 は感性菌 に対す る%

る)上 記 の事項 は(b)以 下の表 について も同じ

菌はあ らわれ るが,期 間の経過 と ともに このDubos変

法培地中の結核菌 の生菌 数は顕著 に減 少 してい くのでS

Mの 選択作用が菌の生死に まで お よんでい る 可能性が

考慮 されねば な らない し,ま た この ような条件 ではDu

bos変 法培地中の菌 の増 殖を完全 に否定 しさ るこ ともで

きない。

2)非 増殖条件で鳥型菌にSMを 作用 させ て38℃

に静置 した場合

実験2a(予 備実験-使 用菌株 のSM感 受性)

以下の実験に さきだ ち予備実験 として使 用菌株 のSM

感受性 を20回 にわたって検索 した。

〔実験方法〕

使 用菌株:グ リセ リン・ブイ ヨンに72時 間表面培養

を した鳥 型菌 竹尾株(以 下の実験 にはすべ てこの菌株 を

用いた)。

培養法:SM非 添加(対 照)お よびSMを 種 々の
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(b)4週 間 後

(c)6週 間 後

(d)8週 間 後
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表2使 用菌株のSM耐 性度分布

注:1)SMの 濃度はγ/ml
2)上 の数字は集落数,下の( )内は%

3)最 下欄のAは20回 の%の 平均値

濃度 に添加 した2%寒 天加 グ リセ リン ・ブイ ヨン平板

培地 。

あ らか じめ50° ～60℃ に加 温溶解 させ た上記培地15

mlに コル ベン手振 法で型の ごと く調製 した上記鳥型菌

の菌液(1mg/mlを105倍 稀 釈,0.25ml)をPetriシ

ャー レ内でよ く混和 して冷却 したの ち,さ らにその上層

に上記培地を5mlあ て注加 して作成 した。 これを38℃

に1週 間培養 し(以 下 この培養 法を平板培養 と略),発

生 した集落数 を算定 した。

使 用したSM:前 記 のDHSMに 同 じ(以 下実験2

Cま で同 じ)。

〔実験成績 〕

使用菌株 のSM耐 性度分布 は表2に み られ る よ う

に,SM1γ/mlに 対 して約6.8%に 耐性菌が認め ら

れ るが,SM8γ/ml以 上に対 す る耐 性菌 は証 明しえな

い。

実験2b(非 増殖条件で植菌 と同時にSMを 作用 さ

せた場合)

〔実験方法〕

生理 的食塩 水(0.85%)(以 下生塩 水 と略),M/100燐

酸緩衝液(以 下緩衝液 と略)お よび 対照 としてDubos

変法培地(い ずれ もpH7.0)に 上記菌株 か ら調製 した

菌液(3回 遠心洗浄)を10mg/mlに それぞれ接種 し,

1群 にはただちにSMを100γ/mlの 割合 に加 え,他

群にはSMを 添 加せず,孵 卵室(38℃)に 静 置 し,そ

れ ぞれ を原液 として1週 間後 よ り4週 間後まで毎週 原液

の一部 を とり,SMを 作用 させた場合は103借 に,S

Mを 作 用 させ ない場合 は105倍 に稀釈 して,そ の0.5

mlあ て を上記の方 法で平板培養 を行い 生 じた 集落数 を

算定 した。なお平板培養 には各群 とも3枚 あての培地 を

用いた。

〔実験成績〕
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表3生 塩水中で菌にSMを 作用させた場合の

耐性度分布(静 置実験)

注:1)SMの 濃度はγ/ml

2)上 の数字は3枚 の平板培地に認めた集落数の平均値,

下の()内 は%

3)以 上の事項は表6ま で同じ

表4緩 衝液 中 で 菌 にSMを 作 用 させ た 場 合の

耐 性 度 分 布(静 置 実 験)

生塩水中で菌にSMを 作 用 させた場合は,表3に み ら

れ るよ うに原株 のSM耐 性度 分布(表2)と 差異 を認

めず,ま た緩衝液 の場合 は表4に み られ るよ うにSM

10γ/ml以 上の耐性菌 がす でに1週 間後 に出現 し,2週

間後に なると生菌数は減少す るが高濃度耐性菌の 占める

割 合は大 き くな る。3週 間以後では生菌 数が顕 著に減 少

す るために成績の解釈は困難 であ る。 なおDubos変 法

培地で は もちろん菌 の増殖が行 われ るので高濃度耐性菌

は,表5の よ うに1週 間後か らほとん ど100%近 く

出現 す る。

表5Dubos変 法培地 中で菌 にSMを 作用 させ

た場 合の耐性度分布(静 置 実験)

実験2c(非 増殖条件で 植菌5日 後 にSMを 作 用

させ た場合)

実験2bに おいて生塩水あ るいは 緩 衝液に 菌 を接種

した場合SMを 添加 していて も菌の初期の増殖が起 る

可 能性が考 え られ るので40),菌 を接種 してか ら5日 後

にSMを100γ/mlあ てに 添加 して上記 と同様の実験

を行 った。

その成績 は表6に 示す よ うにSM10γ/ml以 上の

耐性 菌の 出現は生塩水では認め られず,緩 衝液では認め

られ る。

3)非 増殖条件で 鳥型菌にSMを 作用 させて38℃

で5時 間振盪 した場合

実験3a(前 処置 を加 えない菌にSMを 作用 させた

場合)

〔実験方法〕

使 用菌株:Sauton培 地 に48～72時 間表面培養 を し

た前記 の鳥型菌 竹尾株(感 性株)。

使 用 したSM;武 田薬工 の製 品でDHSM(以 下実験

4bま で同 じ)。

培養法:生 塩水(0.85%,PH7.0),M/50燐 酸緩
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表6植 菌5日 後にSMを 添加 した場合の菌の

SM耐 性度分布(静 置実験)

注:N=生 理的食塩水(0.85%,PH7.0)
B=燐 酸緩衝液(M/100,pH7.0)

D=Dubos変 法培地

衝液(PH7.0)(以 下緩衝液 と略)お よび後 者にブ ドウ

糖 または焦性 ブ ドウ酸 ソーダを,そ れぞれ10-5M/ml

あて添加 した各液(以 下 の実験 に使 用した各液 の濃度 は

すべ てこれ に同 じ)にSMを100γ/mlに 添加,あ る

いは対照 として 添加せず,鳥 型菌(実 験2aと 同一 の

菌株)の 特殊 な前処置 を 施 さない菌液 を10mg/mlに

接 種 してWarburgの 恒温槽(38℃)で5時 間振盪 し

た。振盪後 それぞれの菌液 を原液 とし下記 のよ うに稀釈

して菌液 をっ くり,そ の0.5mlあ てを前記 の実験2a

と同 じよ うに して,各 群3枚 あての平板培養 を行 つた。

なお原液 の稀釈度 はSMを 作 用 させ た場合 は103倍,

SMを 作 用 させない場合は105倍 であ り,以 下実験3

cま で同様であ る。

〔実験成績 〕

表7の よ うに,緩 衝液に ブ ドウ糖 を 加 えた場合 にの

みSM1,10,100お よび1,000γ/mlに 対す る耐 性

菌が 出現 した。ただ し生菌数はSMを 作 用 させ た場合

表7前 処置を加えない菌にSMを 作用させ
た場合の耐性菌の分布(振 盪実験)

注:1)振 盪前の菌液(10mg/mlを105倍 稀釈,0.5ml)の 生

菌数は2,346む あった

2)数 字 は3枚 の平板 に認 めた集 落数の平均 値(以 下表10ま

で同 じ)

3)略 符号

N=生 塩水(0.85%,pH7.0)

B=燐 酸緩衝液(M/50,PH7.0)

G=ブ ドウ糖(10-5M/ml)

P=焦 性 ブ ドウ酸 ソーダ(10-5M/ml)

には,作 用 させない 場合に くらべて約1/100に 減少 し

てい るこ とは注意 され ねばな らない。

実験3b(蒸 留水 中にageし た菌 にSMを 作 用 さ

せ た場合)

〔実験方法〕

Sauton培 地に72時 間培養 した鳥型菌 の 菌膜 を滅菌

蒸留水(PH6.2～6.4)(以 下蒸留水 と略)に 浮 べたま

ま38℃ に24時 間静置 してStarved and aged cellと

したの ち,蒸 留水 を もって 菌液 をっ くり3回 遠心洗 浄

し,そ れを4℃ に12時 間 静置 しResting cellと し

て実験に供 した。 この場合 の振盪 には生塩水,緩 衝液 お

よび後者 にATPま たは焦性 ブ ドウ酸 ソーダを加 えた

液 を用いた。な肺ATPは 実験 に さい しそのっ どBa

塩 をNa塩 にか え,Chamberland型 濾 過器L3で 濾

過滅菌 した。

〔実験成績〕

このよ うな条件で は表8に かか げたよ うに 耐性菌の

出現 は認 め られ ない。

実験3c(緩 衝液 中にageし た 菌 にSMを 作用 さ

せ た場合)

緩衝液 を用いて実験3bと 同様 にして上記の鳥型菌 を

Starved and aged cellと し,さ らに十分に洗浄 して菌

液 を調製 した。振盪 には緩衝液 および これ にATPま

たは グル タ ミン酸 を単独 にあ るい は併用 して添加 した液

を用いた。

緩働液 にATP,グ ル タ ミン酸 および この 両者 を 添
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表8蒸 留水中にageし た菌にSMを 作用
させた場合の耐性獲得の状況(振 盪実験)

注:1)振 盪前 の菌 液(10mg/mlを105稀 釈,0.5ml)の 生

菌数 は1,980で あつた

2)略 符 号中N,Bは 前表に同 じ

A=ATP(10-5M/ml)

P=焦 性ブ ドウ酸 ソーダ(10-5M/ml)

表9緩 衝液中 にageし た菌にSMを 作 用

させた場合の耐 性菌 の分布(振 盪実験)

注:1)振 盪前 の菌液(10mg/mlを105稀 釈,0.5ml)の 生菌

数は2,010で あつ た

2)G1=グ ルタ ミン酸(10-5M/ml),そ の他の略符 号は

す べて前記 に同 じ

加 した場合 にはいずれ も表9に 示 す通 り耐性菌が 出現

す る。

つ ぎに この よ うな条件で 出現 したSM耐 性菌 の耐性

とい う性質が遺伝す るか否か を以下の よ うに して検討 し

た。

SM100γ/ml平 板培地に発生 した集落 を と り,緩 衝

液 で菌液 をっ くり2回 遠心洗浄 し,こ の菌液 の0.5ml

(菌量 は不明)を 鶏卵卵黄加液体培地41)42)に 接種,1

週間間隔で3代 継代 したの ち,こ の 培養のSM耐 性

表10緩 衝液 中にageし た菌 にSMを 加 え

38℃ で5時 間振盪後,え られ た耐性菌

の耐性 の遺伝 性(SM非 添 加培地 に3代

継代後 の耐 性度 分布)

注:略 符号はすべて前記と同じ

度分布 を前記の平板培養で 検査 した。 その結果 は表10

に示す よ うにSM耐 性 はよ く保持 され てい る。

B)増 殖条件でSMを 作用 させ た場合

この条件下での実験 は一 般に増殖抑制濃度以下の薬剤

を菌に作用 させて行われてい るが,こ の種の方法では後

述の よ うに結論 をえ ることが困難であ るので,私 は単個

菌培 養法に よ り以下の実験を行った。

実験4a(単 個菌培養法 に2%Kirchner寒 天 フイ

ル ム培地 を用いた場合)

〔実験方法〕

使 用菌株:グ リセ リン ・ブ イヨンに72時 間表面培養

をした前記 の鳥型菌竹尾株(感 性株)。

培養法:10%家 兎血清加Kirchner培 地にSMを

1ml当 り0(対 照),1,2,3,4,5,10γ あて 添加

し,さ らに2%の 割合に寒天を加え,カ バー ・グ ラス

に型の ごと くして フィル ム培地 を作 成 し,図1の よ うに

膜 面を下に してホ ール ・グ ラスに固定 し,次 のよ うに培

図1培 養 法

側面図

上面図

養 した。上記 の鳥型菌(実 験2aと 同一 の菌株)の1

mg/mlの 菌液 を5,000r.p.m.10分 間遠心 し,そ の上

清の1滴 をSM非 添加 フィル ム培地(対 照培地)に

接種 して18時 間培養 後位相差顕微鏡 で分裂増殖 を確認

した菌(3～4 Generationの 菌)を 原培養菌 として用い

た。菌 の移植 に さいしてはde FonbruneのMicroma

-nipulaterで 原培養菌 の同一 のCloneか ら1～3コ あて

の菌 を釣菌 し,こ れ らの菌を対照培地 およびSM添 加
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培地 に移植 して18～20時 間培養,こ の操作 を繰返 して

SMを 順次高濃度 に増量添加 した フイル ム培地 に 継代

培 養を行った。なお菌 の増殖 の有無 はすべ て位相差顕微

鏡 を用いて,特 記 しない限 り18～20時 間培養後に判定

した。

〔実験成績〕

表11に 示す よ うに 原培養菌 をSM1γ/ml培 地か

らSM濃 度を漸増 的に増加 した培地 に順次継 代培養 を

表11単 個菌継代培養法に よるSM耐 性菌の出現状況

注:1)増 殖の有無は特記しないかぎり18～20時 間培養後に判

定 した

2)□ の培養から次代へ移植し た

3)(+)は 増殖す,(-)は 増殖せず

図2培 養 法

側面図

上面図

表12単 個菌継代培養法によるSM耐 性菌の出現状況

注:1)培 地には5～10コ の菌よりなる菌集団を移植した
2)増 殖の有無は特記しない限 り48時間培養後に判定した

3)□ の培養から次代へ移植した

4)(+)増 殖す,(-)増 殖せず

行 うことに よって,継 代第6代 でSM10γ/ml培 地

に増殖 しうる菌 が出現 した。また継代第5代 のSM5

γ/ml培 地 に増殖 した菌 を,対 照培地 を1代 通過 させた

が,こ の菌 はなおSM5γ/mlの 耐性 を示 した。

実験4b(単 個菌培養法 に2%グ リセ リン ・ブイ ヨ

ン寒天培地 を用い た場合)

〔実験方法〕

使用菌株 は実験4aに 同 じ。培 養は図2に 示 した よ

うに,中 央 を打抜いた オブジェク ト ・グ ラスに2%寒

天加 グ リセ リン ・ブイ ヨンで 厚 さ約0.5mmの 培地 を

作成 して実験4aと 同様 に 行 った。ただし 本培地で は

前記 のKirchner寒 天 フイル ム培地 に比 して菌 の増殖が

不良で あ るので,増 殖の 有無は培養48時 間後に 判定

し,ま た継代培養 には5～10コ の 菌 よ りなる 菌集

団 を移植 した。

〔実験成績〕

表12に 示す よ うに 原培養菌 はSM2γ/ml培

地 に増 殖 しうるが,SM5γ/ml培 地には増 殖 しえ

ない。対照培地 に発育 した1っ のCloneか ら5～

10コ くらいの菌 よ りなる菌集団 をと り,SM2γ/ml

培地か ら漸次SM濃 度 を増量 した培地 に順次継代

培養 を行 つたのに,継 代の早期 にはSM5γ/ml培

地に増殖 しえなかったCloneか ら継代5代 目に はSM

5γ/ml培 地に増殖 し うる菌が 出現 した。 なおSM5

γ/ml培 地に一度増殖 しえたCloneは その後3代 にわ

たって対照培地 に継代 して も,SM5γ/mlに 対 して耐

性 とい う性質を保持 していた。

III総 括 と 考 案

MycobacteriaのSM耐 性菌 の出現 の機構 について

も緒 言に述 ベた第1か ら第3ま での仮説 が考 え られて

い るが,私 は第2お よび第3の 仮説 を一括 してSMが

Inducerと して作用す る可能性 の有無 を検討すべ く,主

として鳥型菌 竹尾株 を用いて非増 殖条件 あ るい は増殖条

件 でSMを 作 用 させた場合 の耐 性菌 の出現 を検索

した。

非増殖条件で薬剤 を作用 させ た場合に薬剤耐性菌

の 出現 を認 めたのはLinz et al.20)21),横 田43),

木下 ら44)等 で あ るが,多 くの人は否定 的な成績 を

えてい る。私の実験ではDubos変 法培地 を用い て

氷室(4℃)中 で人型菌H37Rv株 とSMを 接触

させた場合には耐性菌 の出現 を認 めたが,氷 室保存

が長期にわた ると生菌数が顕著に減少す る成績 を え

た。 っいで鳥 型菌竹尾株の 菌液にSMを 加 えて

38℃ に静置 した実験で も,媒 液が 燐酸緩衝液の場

合 には耐性菌 を認 め,ま たこの実験で植菌5日 後にS

Mを 添加 した場合 に も 同様 な成績が え られ た。 さ らに

鳥型菌 の菌液 にSMを 加 えて38℃ で5時 間 振盪 し

た実験で も媒液 が燐酸緩衝液 で ブ ドウ糖,ATPま たは

グル タ ミン酸 を単独にあ るいは併用 して添加 した場合に

は時 として耐性 菌が え られた。 しか しなが らこれ らの実

験で はSMを 作用 させた場合には生菌数が顕著に減 少
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す る。

以Lの 一連 の実験成績 はあ る種 の条件 下ではSMが

Inducecと して働 き菌 にSM耐 姓 とい う性質 を与 える

可能性 を示唆 してい るが,そ の後い ろい ろの条件で この

種 の実験 をしばしば繰返 したところ,こ れ らの成績は再

現 性に乏 し く,結 論 をえることは きわめて困難であ るこ

とが判明 した。 そこでなぜ この種の実験の成績が再 現性

に乏 しいかを探究 しよ うとして,以 下の ような実験 を行

った。

鳥 型菌竹尾株 のSM感 性菌 と耐性菌(1,000γ/ml以

上)の 洗浄菌 をあ らか じめ10:1の 割合 に 混 じて,こ

れ にSMを 作用 させ たのに表13に 示す よ うに感性菌

褻13SM感 性菌お よび耐性菌の混合菌液 に

SMを100γ/mlに 加 え38℃ で3時 間

振盪 した場合のSM耐 性度 分布

注:1)SMの 濃度は γ/ml

2)S=感 性菌,R=耐 性菌

3)数 字 は振盪 した菌液(10mg/mlを105稀 釈,0.5ml)

な前記の平板培養 した場 合の発生集 落数

4)媒 液 は燐酸緩衝 液(M/15 ,pH7.0)

では生菌数が顕著に減少す るが,耐 性菌では生菌数の減

少はほ とんど認 め られず,そ の結果耐 性菌が ほぼ100%

として証 明され ることが判 明 した。

したが って この種 の実験 では感性菌 に最初か ら耐性菌

が ご くわずか に混在 していて も,感 性菌 の生菌数がSM

の作用 によって顕著 に減少す るため,耐 性菌 の占める割

合が非常 に拡大 され て把握 され る可能性があ り,前 記の

一連 の実験成績は,用 いた菌液にたまたま耐性菌 が ご く

わずかに混在 していた場合にのみ耐 性菌 を高率に証 明 し

えた と も解 釈 され ることがで き,SMの 選択作 用が混

在 す る感 性菌 と耐性菌 の生死(増 殖可能か否か)に まで

及 ぶ ことが常 に考慮 され ねばな らない。 なお私 は血清加

Kirchner寒 天 フィル ム培地あ るいは 燐酸緩衝液 にグル

タ ミン酸 その他 を添加 した ものに鳥型菌竹尾株 の ご く微

量 菌を接種 し位 相差顕微鏡 下にその分裂 を追求 し,も っ

と もよい条件下において も植菌後 す くな くと も5時 間は

分裂が み られない ことを観察 したが,牛 場 およびその協

同研究者16)17)が 述べ て い るよ うに,非 増殖条件 とい

っ て もSMが 感性菌に殺菌的に作 用 して,そ の さい生

じた死菌の菌体成分 を栄養素 とし,菌 液 中に最初か ら存

在 していた 自然変 異耐性 菌が選択 的に増 殖す るとい う可

能性 も否 定 しえない。それゆえ この種 の実験 ではSMが

Inducerと して作用す る可能性についての積極 的な証 明

とはな らない。

っ ぎに耐性菌の 出現に薬剤がInducerと して 作用す

る可 能性は,ま た増 殖条 件で薬 剤の選択 作用が及ばない

増殖抑制濃度 以下 の薬剤 を作 用 させて耐性菌 が高率 に出

現す るか否か によって一般 に検討 され てい るが,こ のよ

うな実験条件で は増殖抑制濃度以下の薬剤が菌 と相互作

用 を もち うるか否か,ま た微量 の薬剤が耐性菌 に比 して

感性菌に多少 と も強 く障害 的な影響 を与 えて培養 が長期

にわた ると,そ の ような効果 が蓄積 して くる可能 性があ

るので はないか等 にっい てあ らか じめ十分検討す ること

が必要で あ り,し か もこの検討 は きわめて困難 とい わね

ば な らない。

そこで私 は増殖抑制濃度のSMを 添加 した培地に鳥

型菌竹尾株 の ご く微量 を継代培養 した場合のSM耐 性

菌の出現頻度 を,こ の菌株 のSM耐 性菌 の突然変 異率

か ら期待 され るそれ と比較す ることによってSMが 耐

性菌 の出現 にInducerと して働 く可能性 を検討 し,上記

の実験4aと4bに 示 したよ うな成績 をえた。 これ ら

の実験 は再三繰返 したが,継 代5～7代 でSM5γ/ml

あ るい は10γ/ml培 地に増殖可能なCloneが ほとん ど

常に 出現 し成績の再現性は きわめて強い。 この菌株 のS

M5γ/ml培 地での突然変異率は堀教授18)が 発表 して

い るように1～2×10-5で あ るか ら,前 記の成績 とこの

こととを考 えあわせ ると低濃 度のSMはInducerと

して働 き鳥型菌竹尾株の感 性菌 にSM耐 性(低 濃度の

耐性)と い う性質 を与 え うると考 え られ る。

IV結 語

MycobacteciaのSM耐 性菌 の出現 の 機構 について

種 々の実験 を行 い,っ ぎのよ うな成績 をえた。

A)非 増殖条件でSMを 作用 させ た場合

1)Dubos変 法培地 中で人型菌H37Rv株 とSMを

接触 させ て4℃ に保存 したのに,か な り高率 に耐性菌

を証 明 しえたが,期 間の経過 とと もに生菌数が顕著に減

少 した。

2)鳥 型菌 竹尾株 の菌液 にSMを 添加 して38℃ に

静置 したのに,媒 液が燐酸緩衝液 の場合 には耐性菌 を認

め,さ らにこの 実験で植菌5日 後にSMを 添加 して

も同様な成績が え られた。 また上記の菌液にSMを 添

加 し38℃ で5時 間振盪 したのに媒液 が 燐酸緩衝液 で

ブ ドウ糖,ATPま たは グル タ ミン酸 を 単独 にあ るい

は併用 して添加 した場合 には耐性菌 を高率 に証明 した。

ただ しいずれの実験で もSMを 作用 させ た場合に は生

菌数が顕著に減少 した。

3)上 記の よ うな 実験条 件では,SMを 作 用 させた

場合に耐性菌 では生菌 数の減 少はほ とんど認 め られ ない

のに感性菌 では生菌数 が顕著 に減少す るので耐性菌 の占

め る割合 が非常 に拡大 され て把握 され うることを明 らか

に した。 また非増殖条件 といって も環境 が増殖条 件に転
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換 し うる可 能性 も否定で きないので,こ れ らの成績 はS

MがInducerと して作用す る可能性の積 極的な証 明 と

は な らない。

B)増 殖条件でSMを 作用 させ た場合

鳥型菌竹尾株 のご く微量菌 を,増 殖抑制濃度のSM

を 添加 した 培地 に 継代 培養 したのに,ほ とんど 常 に

耐 性菌 の 出現 を認 め た。 この ことと上記の菌株のSM

5γ/ml培 地での 突然変異率 とを 考 えあわせ ると 低濃 度

のSMがInducerと して作用 し,感 性菌にSM耐 性

(低濃度 の耐性)と い う性質 を獲得 させ る可能性 を強 く示

してい る。

以上 によ り私 はMycobacteriaのSM耐 性獲得 の

機構 としては,突 然変異 とSMの 選択作用 によ る以外

に,低 濃 度のSM耐 性菌 の出現 にはSMがInducer

として作用す ると考 えたい。

稿 を終 るに臨み御懇篤 なる御指導 と御校閲 を賜 わった

堀三津夫教授 に心か ら感謝 し,ま た多年にわ た り終始変

らない御援 助をい ただい た庄司助教授 以下研究室員諸氏

に深甚 の謝意 を表 します 。

木論文の要旨は第7お よび10回 日本結核病学会 近

畿地方会な らびに第30お よび32回 日本結核 病学 会総

会 において報告 しに。
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