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Demerec 1)はE. coliお よ びM. pyogenes var

. aureusのpenicilliR耐 性 お よびstreptomycin(SM)

耐 性 獲 得 形 式 を研 究 し,こ の両 抗 菌 物 質 に対 す る耐 性 獲

得 形 式(pattern of resistance development)が 著 し く

異 な る こ と を観 察 した 。 す な わ ち,penicillin高 耐 性 菌

はfirst-step selectlonで は得 られ ず, seiectionのstep

を重 ね て は じめ て 高耐 性菌 が 得 られ た。また,first-step

selectionで 得 られ たfirst-step strainsの 耐 性 度 は ほ

ぼ 同0で あ っ た 。 一 方,SM高 耐 性 菌 はfirst-step

selectionで すで に原 株 中 に認 め られ,さ らにfirst-step

strainsの 耐 性 度 は種 々で あっ た。 この よ うな 耐 性 獲 得

形 式 の藻 は その 後penicmin型 お よ びSM型 とよ ば れ

てい る。

その 後,Hsie and Bryson2)お よ びBryson an

d Szybalski 5)は 微 生 物 の 抗 菌 物 質 に対 す る耐 性 獲 得 形 式

を次 の3つ に 分 類 す る こ とを提 唱 して い る。 この 分 類

は 上 記 のpenicillin型 お よびSM型 にan obilgatory

singie-step patternを 加 え た もので あ る。

(1) Multi-step pattern(peniciUin型)

(2) Facultative single-step pattern(SM型)

(3) Obligatory single_step pattern

現在 まで種 々の菌株 および種 々の抗菌物質 について耐

性獲得形式 の 研究が 行 なわれ てい るが,サ ル ファ剤 に

関す る 研究 は ほ とん どな く,と くに人型結核菌 または

Mycobacteriumを 材料 とした ものは まだ 報告 され てい

ない。本報は入型結核菌 の サル ファ剤耐性獲得形式の研

究 を目的 として行なった。

また最近抗結 核剤 としてサル ファ剤が臨床に適用 され

るにつれて,サ ル ファ剤耐性の問題が注 目され る。 これ

に関す る問題の1つ として,サ ル ファ剤中 もつ と も実用

され る頻 度の高 いsulfisoxazoleと,最 近注 目されてい

る持続性 サル ファ剤 との交叉耐性 の有無 を人型結核菌 を

材料 として検討 してみ る必要が あ ると思 われ る。本報 の

第2の 目的 は,こ の交叉耐性 の検討 にあ る。

実験材料 および方 法

使用菌株 は,人 型結核菌H37Rv株,培 地 は1%小

川培地(中 試験管 に8mlず つ分注)を 用 いた。

sulfisoxazole ( 3, 4-dimethy1-5-sulfanilamido-iso-

xazole), sulfisornezole ( 5-methyl-3- sulfanilamido-

isoxazole), sulfadimethoxine (6-sulfanilamido-2, 4-

dimethoxy-pyrimidire), sulfamethoxypyridazine (3-

sulfanilamido-6-raethoxy-pyridazine), sulfaphenazol

 (3-sulfanilamido-2-phenylpyrazole)は それ ぞれ,塩

野義,塩 野 義,山 之 内,日 本 レダ リー,大 日本 の製 品 を

使 用 し,い ず れ も苛 性 ソー ダ液 を滴 加 し て1mg/ml水

溶 液 を作 り,こ れ を所 期 の 濃 度 を得 る よ うに,培 地 に 滅

菌 前に 添 加 した 。 菌 液 の 調 製 お よび 接 種 は既 報 の 渦 巻 白

金 耳 法4)に よっ た 。

(1)耐 性 獲 得形 式 の 研 究 方 法

H37Rv株 の 原株 を ガ ラ ス玉 と と もに10分 間振 盪 した

の ち,生 理 的 食塩 水 に浮 游 して菌 液 を作 り,さ らに これ

か ら10借 稀 釈 液 を作 つ た 。 その わ の お の の 稀 釈液 を種

々 のsulfisoxazole濃 度 を 含 む培 地 系 列 に渦 巻 自金 耳 で

0.02mlず つ 接種 し,37℃6週 培 養 後 に集 落 数 を 算 定

し た 。 このfirst-step selectionで 得 た集 落 中 の1コ を

とつ て0た ん薬剤 な し培 地 で 増 菌 し,こ れ か ら菌 液 を作

っ て そ のpopulatlon構 成 を調 べ た 。 これす な わ ちfirst

-step strainのpopulatlo貧 構 成 とな る。population構

成 は 種 々のsulfisoxazole濃 度 に お け るsurvival ratios

す な わ ちsurvival curveで 示 した 。 以 下 同 様 に 次 々 と

second-,third-,お よびforth-step selectionを 行 な つ

た 。

(2)交 叉 耐 性 の研 究 方 法

サ ル フ ァ剤 の ご と く発 育 遅 延 的 に作 用 す る薬 剤 で は接

種 生 菌 数 の 多少 に よ る耐 性 度 測 定 値 の変 動 が は な はだ し

い5)6)。 それ で 耐 性 度 を可 及 的 正 確 に 測 定 し て 比 較 す

る た め に,対 照 培 地(薬 剤 な し培 地)に20～120集 落

を与 え る ご と きsmall inocula接 種 の 条 件 で,37℃4

週 培 養 後 に集 落 形 成 可 能 の 最 高濃 度(ま た は 最 小 発育 阻

止 濃 度)で 耐 性 度 を表 わ した 。

実 験 成 績 お よび 考 察

(1)sulfisoxazole耐 性 獲 得 形 式

実 験 成績 は 図1に 示 し た 。sulfisoxazole高 耐 性 菌 は

first-step selectionで は得 る こ とが で きず,selection

 stepを 重 ね る こ とに よ り,順 次 高 耐 性 菌 が 得 られ た。

図 に示 し たurvival curvesか ら,耐 性 獲 得 形 式 は,

"multi-step pattern (with wide first step)"3)と 考

え られ る。
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second-step strain(R2)わ よびthird-step strain

(R3)の う ちで,sulfisoxazole 30μg/ml以 上 に 発 育

した集 落 は い ず れ も比 較 的 小 さい もの で あ り,こ の 小 集

落 か らとつ たR3お よびR4株 の耐 性 度(populatlon

構 成)は その 母 株 で あ るR2お よびR3株 よ り著 明

な差 は認 め られ なか っ た 。 と くにR4株(forth-step

strain)の 耐 性 度がR3株 よ り も上 昇 し て い な い こ とは,

forth-step selectionが 無 効 で あっ た こ とを 示 す もの で

あっ て,耐 性 度 上 昇 が 上 限 に 達 し た こ とを考 え させ た。

以上 の よ うに,人 型 結 核 菌 のsuifisoxazole耐 性 獲 得

形 式 がmulti-step patternで あ り,か っ 耐 性 上 限 まで

の 幅 が 低 い こ とは,他 の 抗 結 核 剤(SM,PAS,INA

H,kanamycin,cycloserine,4-acetylaminobenzaldehy-

de-thiosemicarbazone)に 対 す る耐 性獲 得 形 式 とは著 し

く異 なっ て い る7)。 入型 結 核 菌 のviomycin耐 性獲 得 形

式 はmulti-step pattern with wide first stepで あ

り,か っ ま た 耐 性 上限 まで の幅 も 狭 い の で7),こ の 点

sulfisoxazole耐 性 獲 得 形 式 とよ く類 似 し てい る。

な お,各stepで 得 た株 のpopulation構 成 を調 べ る

に あ た つ て は,比 較 的 多 数 の生 菌 数 を接 種 した さい に 急

に薄 膜 状 発 育 を示 す 偽 耐 性5)6)の 現 象 が毎 回認 め られ

た 。

図1Mycobacterium tubercuiosis var.hominis

H37Rv株 のsulfisoxazoleに 対 す る耐 性 獲 得

形 式

矢印で示 した集落 を とつて薬剤 な し培地に培養 し,そ のpopulation

構成 を調べ た。pは 原株 のpopulation構 成(survival curveで

示す),R1な い しR4は 順 次first-stepな い しforth-step

 strainsのpopulation構 成を示す。破線部 はpseudoresistance

(5,6)を 意味 する。

(2)sulfisoxazoleと 持 続 性 サ ル フ ァ剤 と の 交 叉 耐 性

表1お よ び2に 示 す よ うに,sulfisoxazoleと 持 続

性 サ ル フ ァ剤 と の 間 に は 完 全 な 交 叉 耐 性 が 認 め られ た 。

持 続 性 サ ル フ ァ 剤 中 で,sulfisomezole,sulfadime

-thoxine,お よ びsulfaphenazolの3者 は お お よ そsulf-

isoxazoleに 匹 敵 す る 試 験 管 内 抗 菌 力 を 示 し た が,sul-

famethoxypyridazineの そ れ は 他 の もの よ り 劣 っ て い

た 。

H37Rv株 のthird-step sdectionで 得 て,原 株 の 約

4倍 のsulfisoxazole耐 性 度 を 示 し た 被 検sulfisoxazole

耐性株 は,持 続性 サル フ ァ剤 に 対 して も約4倍 の耐性

度上昇 を示 していた。すなわ ち,sulfisoxazoleと 持続 性

サル ファ剤 との間には耐性度の対応が認 め られた。

表1人 型結核菌H37Rv株 原株 お よび そのsulf-

isoxazole耐 性株 の種 々の サル フ ァ剤感受性

の比較(I)#

SZ:sulfisoxazole;S:sulfisomezole;O:sulfadimeth

oxine;L:sulfamethoxypyridazine;M:sulfaphenazol

#4週 培養で判定,表 の数字は集落数

表2人 型 結 核 菌H37Rv株 原 株 お よ び そ のsulf-

isoxazole耐 性 株 の 種 々 の サ ル フ ァ剤 感 受 性

の 比 較(II)#

#表1参 照

結 論

1)人 型結 核 菌H37Rv株 のsulfisoxazole耐 性 獲 得

形 式 はmulti-step pattern(with wide first step)で

あ る と考 え られ る。 またsulfisoxazole耐 性 上昇 の 幅 は

比 較 的 狭 い範 囲に 止 ま る。

2)人 型 結 核 菌H37Rv株 のsulfisoxazole耐 性株 を

用 い て 実 験 した結 果 で は,sulfisoxazdeとsulfisome-

zole,sulfadimethoxine,sulfaphenazol,sulfameth-

oxypyridazineな どの 持 続 性 サ ル フ ァ剤 との 間 に は完 全

な交 叉 耐 性 が 存 在 す る。
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