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Mycobacterium 607株 に お け る ス ト レ プ トマ イ シ ン低 濃 度 耐 性 出 現 の 機 序

氏 家 淳 雄

慶応義塾大学医学部細菌学教室

受付 昭和33年12月25日

緒 言

薬 剤 耐 性 菌 が 出現 す る機 序 はLuriaら1)に よ るfluc

tuation test, Newcome 2 )に よ るphagaspray法,そ れ

にLederbergら3)のreplica plating法 お よびtrans

duction, transformation等 の 方 法 に よ りmutatioxs

 and selectionの 機 序 の 存 在 す る ことが 証 明 され て い る

が,こ れ らの 実 験 は 主 に 高 濃 度 に 出現 す る耐 性 菌 に つ い

て 行 わ れ て い る。 しか し なが ら薬 剤 の 低 濃 度 に 出現 す る

い わ ゆ る耐 性 菌 の 起 源 につ い て は なお 多 くの 疑 問 が あ る

ゆ え,こ の 点 に 関 しMycobacterium 607株 と ス ト レ

プ トマ イ シ ンと につ い て 行 っ た実 験 成 績 を報 告 す る。

実 験 材 料

菌株:当 教室保 存のM.607株 で数年前予研か ら分与

された もの。通常0.1% Tween80含 有 キル ヒナ ー液

体培地で37℃2日 間培養 した菌液 を使 用 した。

薬剤:硫 酸 ジヒ ドロス トレプ トマイシン(明 治)を 用

いた。

培 地:キ ル ヒナー培地,た だ し 血清 を 含 まず0.1%

の割合にTween80(関 東化学)を 含み,寒 天培地の と

きは1.5%に 粉末 寒天 を加 え,と きとして20万 倍に

マ ラカイ ト緑 を入れて使 用 した。

実 験 方 法

1.M.607株 の耐性分布

キル ヒナー液体培地2日 培 養菌液 を10倍 階段 稀釈

し,そ れぞれの稀釈菌液0.1mlを キル ヒナ ーの液体培

地,寒 天平板培地,寒 天 斜画培地 お よび比較 として1%

KH2PO4含 有 小川培 地に接種 した。

平板培地 は使用直前37℃ で60～90分 乾燥 し,斜 面培地

は 作製後3日 間横に して37℃ の孵卵器 で乾 燥 して凝

固水の消失 せ るの ちに使 用 した。

1%小 川培地 の ス トレプ トマ イシン量 は 相 当濃 度の

2借 を含有 させて作製 した。

2。 不完 全発育 阻止濃 度に発育 した集落 の検討

a)ス トレプ トマイ シン 似 下SM)含 有平板に発育

した集落 を同 じ濃度 を含 む平板に累代 して発育す るか否

かを みた。 集 落が 大 きくなるとTween80が0.1%

含 有 してい て も菌が平等 に塗抹で きない ゆえ,前 日また

は当 日にはじめて認 め られ た径0.5mm以 下の 小集落

を選 び,こ れ を白金耳 に取 り新 しい 同濃度薬剤 を含 む平

板の1区 画 によ くなす りつ け,次 に 隣接部の 無菌地帯

にその まま軽 く1回 塗抹 した。 便宜上前者 を 大量菌接

種,後 者 を少量菌接種 とみなして区別 した。 この方法 は

一度 に多数の例 を同じ条件で検す るために行った簡便法

で ある。

b)同 様 に発育 した0。5mm前 後の集落 よ り菌液 を

作 り,こ れ を10倍 階段稀釈 を 行っ て 各稀釈液 に つい

て,そ の0.1mlま たは所定の1白 金耳 を キル ヒナ ー

寒天平板 に接種 して耐性分布 をみた。

3.レ プ リカ平板法 による検討

薬剤 を含 まぬ寒天平板に10倍 階段稀釈せ る各稀釈菌

液 を接種 して親平板 とし,24～36時 間37℃ で培 養後

薬剤含有の 同培地に レプ リカを通常の方法で行い3)～5),

親平板は その後集落 がみ うるまで培養 して氷室に保存 し

てわ く。 レプ リカ平板 に発育 せ る集落 に相当す る集落 を

親平板 よ り分離 して,こ れを キル ヒナ ー液 体培 地に接種

して培養 した菌液 について,ま たは その まま菌液 を作 っ

て前述の ごと くして耐性を検討 した。相 当す る集 落を取

りえない ときは,相 当す る菌苔 を約径2～3mmの 範 囲

内で菌液を作 りそのま ま耐性をみ るか,ま たは さ らに レ

プ リカ平板 法を くり返 して相 当す る集落 を分離 して耐性

を検討 した。

4.耐 性株 と感受 性原株 との混 合培養

感受 性原株の2日 培 養菌液 の10-1稀 釈菌液0.2ml

と耐性株 の2日 培養 菌液 の10-4稀 釈菌液0.2mlと

を それぞれのSM濃 度 を含 むキル ヒナー液体培地 に全

量 が5mlに な るよ うに調整 して混合培養 した。対照 と

して感受 性原株 のみ,お よび耐性株 のみ培養 し,そ れ ぞ

れ比 色計 にて溷濁度 を求 めて比較 した。(日 立製EPO

B型,フ ィル ターはNo.45,波 長450脚 を使用)

この とき使 用 した 耐性株 はSM0.25γ/ml含 有 平板

にて感受 性原株 よ りone stepに 分離 した もので,キ ル

ヒナー寒天平板培地 に よる 耐性分布 はSM0.25γ/ml

に対 し完 全耐 性を示 した ものであ る。使 用せ る培養 の中

試験管 は あ らか じめ色素 液を一定量 入れて色素液 の高 さ

お よび比色度の大体 同 じ値 を示 した ものを選 んだ。値 は

2本 の平均値で ある。

実 験 成 績
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1.M.607株 の耐性分布

表1,図1よ りSM0.1～1γ/mlま での 間が不完

全発育阻止濃 度であ る。 しか して使 用せ るキル ヒナー寒

天培 地は小川培地 と比 べ発育悪 く不完 全で生菌数 におい

て1/18以 上少ない。

図1よ り0.25～1γ/ml濃 度 に発育せ る 集落数 は培

養 日数が長 くなって も著変 ないが,0～0.1γ/ml濃 度 に

おいては培 養 日数の増加 につれて集落数 の増加が み られ

る。

表1 M.607株 のSM耐 性分布(8日 判定)

キルヒナー液体培地2日 菌液を原液 とす。菌量の数字は10の 脂

数で以下これに準ず

図1M.607株 の キル ヒナ ー寒 天 平 板 に お け る

SM耐 性分 布

2.不 完全発育阻止濃 度に発育 した集 落の検 討

の 図2は 前述の簡便法に よる もので 集落 を 発生 し

た培養 日数で区別 して比 較 した ものであ る。実験方法 の

項で述 べた,い わゆ る大量菌 接種 の場合 はほ とんど100

%に 累代で きるが少量 菌の場合 は必 ず し も累代 で きず,

2日 目お よび3日 目発生集 落は0.1γ/ml,5日 目発生

集落 は0.25γ/mlが もつ と も累 代 しえない ものが 多か

つ た。 しか し薬剤濃度が高度にな ると再 び少量菌 接種 で

も累代 し うる ものが多 くなってい る。

図2SM低 濃度発育集 落を同濃度平板 に累 代

せ ると きの移植率(3日 判定)

b)不 完全発育阻止濃度 に発育 した集落 の耐 性分布検

討の結果 は表2よ り0.1γ/mlで 分離 した集落では5

日目,14日 目分離集落 と もに対照 と大差な く0.1γ/ml

に対 し不完全耐性分布 を示す。

0.25γ/mlで の 分離集落 も4日 目,8日 目,9日 目

ともに不完全耐性 を示 してい る。0.5γ/mlで の 分離集

落 は5H目 分離 した ものに,そ の 濃 度に対 して ほぼ完

全耐性 を示す ものが み られ たが,4日 目,8日 目,9日

目に分離 した もの は ともに不完全耐性を示 してい る。

M.607株 はTween含 有 キル ヒナ ー液 体培地 の2日

培養菌液 で も小 さい菌塊 をなし2～3コ が約30%,4

～10コ が40%も あ り単個菌 と思われ る ものは20%以

下であ る。 それでNo.131東 洋濾紙で濾過 した 菌液 を

接種 して得 た 集落 について 耐性分布 をみる 実験 を 行っ

た。濾過す ると単個菌 と思 われ るものが50～70%く

らい にな り残 りが2～3コ で,4コ 以上の塊 りはほ とん

どみ られ ない。濾過か ら接種 まで氷で菌液 お よび稀釈液

を冷して,菌 が互い に凝集す るの を防いで実験 した。
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表2SM低 濃度発育集落の耐性分布(8日 判定)

か くす ると表3に 示 すよ うに,0.1γ/ml濃 度 で分離

した集落 で も早期 に出現 す るものは完全耐性 を示 し,遅

く出現 した もので は不完全耐性 を示す成績で あ る。0.25

γ/ml分 離集落 にては5日 目出現せ る集落 の2株 は完

全耐 性を示 し,1株 は不完全耐性 を示 してい るが12日

目出現集落 はと もに不完 全耐性を示 してい る。

早期 出現集落に完 全耐性菌 が多 く,遅 く出現す る集落

に不完 全耐 性を示 す ものが多い とい う傾 向が この表 よ り

み ることがで きる。

3.レ プ リカ平板 法に よる検討

表4は 分離 した集落 を同 じキル ヒナ ー液体培地 で2

日間培養 し,そ の 菌液 の1滴 を同寒天平板 に 滴下 して

耐性 をみ た もので,た だ1回 の レプ リカ法で 採取 した

集落 にははつ きりと耐性が対照 よ り高い といい うる もの

はみ られ ない。 しか し1回 の レプ リカ平板法で集落 と

して分離 しえない場合,さ らに相 当す る菌苔 で菌液 を作

り再 び レプ リカを行 うと,朗 らか に耐性 を示す集落を得

ることが で きる。しか しか くのご とく濃縮 して得た集落

で も,な ん ら対照 と変 らない耐性 を示す ものが 多 くみ ら

れ る。

表5は 親 平板 の集落が 多 くて 相 当す る集落 を 分離 し

えないので,相 当す る部 分の菌苔 で菌液 を作 りそのまま

直 接に耐 性分布 を みた結果 で あ る。 この 場合 は 多 くの

cloneを あわしての耐性検査で あ る。

1γ/mlに 発育 した集落に 相 当す る 菌苔 にはnatural

 mutantsが 混在 してい ると思 われ る。また0.5γ/mlの

4日 目,9日 日発育集落 に相 当す る菌苔 に も,か か る

mutantsが 混在 してい ると思 われ る。 しか し この場合 も

対照 と大差 ない耐性 を示 し,mutants由 来のcloneの

混在 をみ とめえない ものが 多 くみ られ る。早期に分離 し

うる菌苔 にかか るmutantsの 混在 を示 すのが 多いか否

か は不明で ある。

4.耐 性株 と感受性原株 との混合培養

耐性菌が発育す ることに よって阻止的な薬剤濃度 内で

も感受性菌が発育 して不完 全耐性を示す よ うにな ること

も考 え られ るゆ えに行った ものであ る。

図3の48時 間 培養後 判定 では0.16γ/mlお よび

0.25γ/ml濃 度培養は耐性菌 のみの培養 お よび感受性菌

のみの培養でほ とん ど溷濁 を示 さないのに混合培養で は

溷濁 を示 してい る。

混合 した耐 性菌 は生菌数1.1×103コ で48時 間培養

ではほ とんど溷濁 を示 さない菌量で ある。

この ことは耐性菌単独培養の成績か らい えることで あ

る。す なわ ちこの場合感受性菌 もと もに発育 せ ることを

思 わせ る。

72時 間後判定 にて も混合培養は 他に比 して 高い値を

示 してい る。

考 案

低濃度のSMに 発育 したM.607の 集落か らただ

ちに菌液 を作 り耐性分布 をみると 感受性 のpopulation

を含 む不完全耐性 を示す ものが多 く,と きにはなん ら感

受性 原株 と変 らない もの もある。 レプ リカ平板法で相当
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表3 SM低 濃度発育集 落の耐性分布(8日 判定)

No.131東 洋濾紙 にて濾過 した菌液 を接種 した場合

す る集落 または菌苔 を親平板 よ り分離 して耐性 を検討 し

て もなん ら感受性 原株 と変 らない ものが 多 くみ られ る。

これ らの 成績 よ りかか る 不完全 耐性集落はnatural 

mutantの みか ら由来 した とは考 え られ ない。 す なわ ち

低濃度SMに おいて,菌 群の示す見かけ上 の耐性 現象

にはい わゆる生理的分布(physiological distribution)

が考 え られねばな らない。 それが生 じる理 由 としては種

々考 え られ よ うが,そ の うちの主な ものは以下の ように

解釈で きよ う。

その1つ はM.607はTween 80を 含有 した 液体

培地で培養 して も単個菌か らな る菌液 を作 りに くく,4

～10コ の菌塊 を成 してい る ものが40%も 占めてい る

ことであ る。

薬剤が感受性populationに 対 し殺菌 的でな く静菌 的

に作用 してい る濃度においてはは じめに耐性菌 ま たは適

応 せる菌が増殖 して,そ の代謝が増 すにつれ今まで静止

してい た感受性菌が発育 して きて不完 全耐性を示す集落

を形成す ることが考 え られ る。

この場合耐性菌がは じめに発育 す ることに よ り薬剤 を

中和す る物質が産生 され るとか,pHが 変って薬剤の作

用が弱 くな るとか,薬 剤に よって中断 された必須 代謝産

物が産生 され るとか,37℃ に 培養す る ことに よ り薬剤

が不活化 され るとか,い ろい ろ考 え られ ることであ る。

以上の うちでPHが もっ と も考慮 され やすいが,キ ル

ヒナ ー液体培地で このM.607株 を培養 し,2日 目,4

日目,6日 目にその遠心上清 のpHを ガ ラス電極 で 測

定 して も少 しの変動 も示 さなかった。 しか し寒天平板培

地では方法 として困難 であ るゆえに検討 は していない。

その他,菌 が発育 して その密度 が大 となれば薬剤量が一

定であ るため,1コ 当 りの菌に対 す る薬 剤の作用力が違

うよ うにな ることも考 え られ る。

な るべ く単個菌 のみによ る実験 に近 づけよ うとして行

つた試 みの成績 が表2,3に 示 されてい る。いま両表 を

比較す ると濾 過菌液 を接種 して発育 した集落 は単個菌 に

由来す る ものが多いためか,完 全耐性を示 す ものが 多 く

認 め られ,と くに早期 出現の集落 にかか る傾 向が み られ
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表4レ プ リカ平板法 で分離せ る集落 のSM耐 性

(無薬剤 キル ヒナー液体培地 に2日培養後測定)

菌量は2日 菌液の1滴

図3混 合培養 におけ る耐性株 の影響

る。 この ことよ り不完全耐性集落が感受性菌 を含 む数 コ

のcloneの 集 りで あることが推定 され る。

耐性菌 の発育 す ることによ り感受性菌 も発育 して くる

のでないか とい う証 明は 寒天平板 にては 困難で あ るゆ

え,液 体培地 で感受性菌 と耐性菌 とを混合培養 した成績

が図3に 示 してあ る。48時 間培養 ではほ とんど洞濁度

に影響 しない少数の耐性菌で も,混 合す ると発育溷濁 を

表5レ プリカ平板法で採取した菌苔の直接SM
耐性分布測定

早 く強 く示 して くる。 これ は感受性populat{onの 発育

が許 されなければ得 られない結果 と 思われ,72時 間培

養で もほぼ同様な結果であった。 しか し もちろん,こ の

よ うな感受性菌 と耐性菌 との相互作用 を考 えな くとも,

それ以外の機序で完全 に感受性で ある菌体 自身が"phy

siological distribution"を 示 す とい う 可能性 も否定 し
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えないで あろ う。

結 論

0.1%Tween80含 有 キル ヒナ ー寒天平板培地にお

けるM.607株 のSM低 濃 度に発育 した集落 の耐性分

布お よび レプ リヵ平板法 によつ て分離 したSM低 濃度

発育集落に相 当す る集落 または菌苔 の耐性分布 の検討 よ

り,低 濃度SMに 発育 した菌 の 中 に はnatural mu-

tantsの 存在す ることを確認 す ると同時 に,か か る低濃

度においては分離SM濃 度 に対 し不完 全耐性を示 す集落

を多 く認 め,と きには感受 性原株 と変 らない耐性 を示 す

もの もみ られた。

すなわ ちいわゆ る生理 的分布("physiological distri-

bution")の 存在が考慮 され るべ きこと,ま た この 現象

が存在 す る薬剤濃度 の範 囲が,一 応本菌株 とSMと の

関係 について示 され た。 同時 に この現象が生 ず る理 由に

ついて1,2の 実験 に基 づ く考察が なされ た。

稿 を終 るにあた り御指導,御 校閲 を戴い た牛場大蔵教

授 に深甚 なる感謝の意 を表 します。

本論文の要 旨は第33回 日本結核病学会 において発表

した。
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