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Previously the authors reported that the pattern of p-aminosalicylate (PAS) resistance of 

Mycobacterium tuberculosis (H37Rv and Aoyama-B) belong to the "Two resistant phenotypes" 

type according to the description proposed by Tsukamura (Jap. J. Tuberc., 9: 43, 1961) and 

belong to "Two-step pattern" or "Facultative single-step pattern" according to the description 

method of Demerec and Bryson & Szybalski. In this paper, the pattern of PAS resistance in 

M. bovis, Ravenel and BCG, has been described. M. bovis has shown a distinctly different: 

pattern, i.e., "One resistant phenotype" and "Single-step pattern".

Methods

M. bovis Ravenel and BCG were used throught. The method for studying the resistance 

pattern was described previously (Tsukamura, M. et al., Jap. J. Genetics, 34: 43, 1959; Tsu

kamura, M., J. Gen. Microbiol., 23: 203, 1960; Tsukamura, M., Jap. J. Tuberc., 9: 43, 1961). 

The medium used was 1% Ogawa medium. The PAS concentration for growth inhibition was 

two times higher in this medium than was in Lowenstein-Jensen medium.

It was stated previously that "phenotypes" for drug resistance are expressed as survival 

curves of clones, which were derived from single colonies. The study was to test the survival 

curves of various clones. The parent clones were cultivated on drug-free medium and, from 

these cultures, cell suspensions were prepared. Samples of 1:1 to 1:106 dilutions were ino

culated on media containing graded concentrations of PAS and incubated at 37•Ž for four weeks. 

Single colonies growing on different PAS concentrations were isolated and cultivated on drug

free medium. These clones were named as, for example, "P0.1R", "P1R", "P500R", ete, 

which meant clones isolated on medium containing 0.1ƒÁ/ml PAS, 1ƒÁ/ml PAS, 500ƒÁ/ml PAS, 

respectively. Survival curves of these clones were prepared in the same way and the same 

procedures were repeated.

Results

The results are shown in Fig. 1 and 2.

It was noteworthy that clones isolated on medium containing 0.5ƒÁ/ml PAS (P0.5R) and 

those on medium containing 500ƒÁ/ml PAS (P500R) showed the same survival curves. In other 

words, these clones showed the same degree of resistance irrespective of the PAS concentration 

on which they were isolated. Transfers of the clones on high concentrations resulted no more 

clones of high resistance. It was shown thus that M. bovis represents only one phenotype of 

PAS resistance. Differences between the PAS resistance patterns of M. tuberculosis and of M.
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bovis are summarized in Table 1.

Summary

M. bovis Ravenel and BCG showed only one phenotype of PAS resistance and its pattern 

resistance development belonged to the "Single-step pattern".

著 者 は前 に 人型 結 核 菌(H37Rv株 お よび 青 山B株)の

PAS耐 性 形 式 を し らべ て,そ れ が 「2耐 性 表 現 型 」(耐

性 の段 階 が2段 階)で あ り,か つ 上 昇 形 式 は 「2-step

 pattern」(H37Rv)ま た は 「facultative single-step

 pattern」(青 山B)で あ る と報 告 した1)～3)。微 生 物 の薬

剤 耐 性 上 昇 形 式 の 記 載 に は,「facultative single-step

 pattern」(ま た はSM型)4),5)と 「multi-step pattern」

(ま た はpenicillin型)4),5)が あ る こ とが 広 く知 られ てい

るが,PASの 場 合 に は,そ の い ず れ で も な い 「2-step

 pattern」 が認 め られ た 。 この 形 式 は のち にINH,1314

THで も認 め られ た3),6)。

人 型 結 核 菌 のPAS耐 性 上 昇形 式 は,Bryson & Szy-

balski5)の 記 載 法 に な ら う と,H37Rv株 で は 「2-step

 pattern」,青 山B株 で は 「facultative single-step

 pattern」 に な る が,こ れ はDemerec4),Bryson &

 Szybalski5)の 記 載 法 の欠 点 で,検 査 に 使 う菌 量 の多 少

に よつ て形 式 が 変 つ で くる例 が あ る6)。 人 型 結 核 菌 の場

合,検 査 に 供 し うる菌 量 は,108生 菌 数 く らい で あ るた

め に 上 述 の 結 果 とな る の で,も し106程 度 の 生 菌 数 しか

用いなければ両者 とも 「2-step pattern」 とな り,

非 常に大量の菌量 を用いえたとす れば,両 者とも

「facultative single-step pattern」 となつたはずで

ある6)。このような記載法の欠点を除くために東村

3),6)が提唱したのが 「耐性表現 型」の数(耐 性度の

数 と考えてよい)に よる記載法である。これによれ

ば,人 型結核菌のPAS耐 性形式は両者 とも 「2表

現型」(低 耐性 と高耐性の2種 の耐 性度 がある)と

記載される。

著者は今回,牛 型結核菌Ravenel株 お よびBCG

株のPAS耐 性形式について検討 した ところ,耐 性

形式は 「一表現型」,耐 性 上昇形式は 「single―step

 pattern」 で,人 型結核菌H37Rv株 および青山B株

のそれとは異なることが分かつた。

実 験 方 法

牛型結核菌Ravenel株 お よびBCG日 本株を用

いた。これ らの株はあ らか じめ単個集落分離を3回

以上行なつてあ り,い わゆるcloneに 相 当するもの

と思われた。実験方法は原理的には前報1)～3)と同 じ

であるが,培 地の数は一濃度3本 に減 らした。まず

親株の菌液を作つて,1:1か ら1:106希 釈液をつ

くる。 そ の0.02mlを 渦 巻 白 金 耳 で,種 々 の 濃 度 の

PAS-Naを 含 む1%小 川 培 地 に 塗 抹 し,37℃4週 培 養

す る。 こ う して親 株 のsurvival curveを 作 る。 次 に 各

PAS濃 度 に単 個 集 落 と し て 発 育 した 集 落 を と り,PAS

を 含 ま な い培 地 に3週 間培 養 して増 菌 す る。 この さ い,

PAS0.1γ/ml培 地 に 発 育 した集 落 に 由 来 す る株(cloｎe)

をP0.1R,PAS1γ/ml培 地 の 単 個 集 落 に 由来 す る株

(clone)をP1Rと い うよ うに 命 名す る 。 こ うして 得 ら

れ た 種 々のclonesのsurvival curvesを 同様 に して作

る。 この さい た と えばP100Rのsurvival curveを 作

つ て,PAS500γ/ml培 地 に 発育 し た 集 落 が あれ ば,P

100-500Rと な ず け て,再 び そ のsurvival curveを 作

つ て い く。

実 験 結 果

図1お よ び2にRavenelお よ びBCGに つ い て 得 た

結 果 を ま とめ た 。

Ravenelの 結 果 で は,PAS0.2γ/ml以 下 の濃 度 に 発

育 した 集 落 のsurvival curvesは 親 株 の そ れ(P)と 同

Fig. 1. Survival Curves for Various Clones Isolated 

from M. bovis Ravenel on Various

 PAS Concentrations.

"P" indicates the parent clone
. "P0.1R", "P0.2R", "P1R", 

"P100R" et cetera i
ndicate clones derived from colonies isolat

ed on media containing 0.1ƒÁper ml., 0.2ƒÁper ml ., 1ƒÁper

 ml., 100ƒÁper. ml. et cetera . "P500a-500R", for example , 

indicates a clone isolated from the clone "P500aR" by the 

second-step selection with 500ƒÁper ml. The end point of 

dotted lines mean that no surviving colonies were found at 

rates indicated by the point. Arrows indicate that single 

colonies were isolated at the concentrations indicated by the 

arrows, subcultured on drug-free media
, and analyzed for 

their population structure (survival curve) .
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じで あ る が,PAS0.5γ/ml以 上PAS500γ/mlの

間 に 発 育 した 集 落 のsurvival curvesは 前 者 と まつ

た く異 な る。 注 目 され るの はPAS0.5γ/ml培 地 か

ら とつ たclones(P0.5R)のsurvival curvesと,

そ の100倍 の 濃 度 のPAS500γ/ml培 地 か らとつ

たclones(P500R)のsurvival curvesと が 同型

で あ る こ と で あ る(図1)。 さ らにPAS500γ/ml

培 地 に 継 代 して淘 汰 を 重 ね て も,survival curves

の型 は変 わ らな い 。 この結 果 は,Ravenel株 はPAS

耐 性 の 「表 現 型 」 を一 つ しか 持 た な い こ とを示 して

い る 。す なわ ちRavenel株 の菌 は,PAS感 性(PAS

0.2γ/mlま で し か 発 育 しな い)か,PAS高 耐 性

(PAS500γ/mlで 発 育 す る)の い ず れ か で,そ の 中

間 段 階 とい う もの が な い 。

すなわちRavenel株 のPAS耐 性形式は,「 一耐性表

現型」であるといえる。すなわちPAS耐 性clonesは

型 は一つしかない。以上の結果をBryson & Szybalski5)

の 記 載法 によつて記す と,明 らか に 「single-step

 pattern」 といえる。すなわち最高耐性度に達するstep

はone stepで あ る。また突然変異菌の発生する突然変

異頻度は図1か ら約10-6で ある。

BCG株 に関する結果もほ とん ど同様である。突然変

異頻度も10-6で ある。ただRavenel株 に 比較すると

PAS感 受性が低い。

考 察

牛型結核菌Ravenel株 お よびBCG株 で 得た結果を

前に人型結核菌H37Rv株 お よび青山B株 について得 ら

れた結果と比較すると,表1の ごとくなる。

人型結核菌の耐性表現型は2種 あり,低 耐性 と高耐性

に分け られる。た とえばH37Rv株 の親株の耐 性 度 は

PAS0.05γ/mlで あ るが,低 耐性株の耐性度は1～2γ/

ml,高 耐性株の耐性度は1,000γ/mlで ある。一方牛型

結核菌の耐性表現型は一種 しかない。たとえばBCG株

は親株の耐性度は2～5γ/mlで,耐 性株のそれは1,000

γ/mlで ある。 この中間型 というものはない。

Table 1. Comparison of the PAS Resistance 

System between Mycobacterium Tuberculosis 

and Mycobacterium Bovis

M. tuberculosis, H37Rv* and Aoyama-B** strains. 

M. bovis, Ravenel and BOG strains.

Fig. 2. Survival Curves for Various Clones Isolated 
from M. bovis BCG on Various PAS

 Concentrations. (see figure 1)

耐性上昇形式でいうと,人 型結核菌H37Rv株 で は,

最 高耐性度の株を得るには2回 の淘汰が必要で,「2-step

 pattern」 となる3)。一 方,青 山B株 は低耐性株も高耐性

株 も一 回 の淘汰 で得 られ,「facultative single-step

 pattern」である。 これは現在われわれが用い うる菌数の

上限が108～109で あるためである。 なんとなれば,低

耐性菌の突然変異頻度は10-5～10-6,高 耐性菌の突然変

異頻度は10-8で あ るか ら,両 者 ともone-stepで 得 ら

れる。しかしもしわれわれが106程 度の菌数を検査量と

して常用するなら,H37Rv株 の ごとく「2-step pattern」

になるであろう。Bryson & Szybalski5)の 耐性上昇形式

で耐性型を整理しようとすると,接 種菌量で型が変わる

とい う困難がつきまとう。この点,束 村3)が 提 唱 した

「耐性表現型数」によると検査菌数に関係なく一定の型

となる。要するに,両 方の記載法を併用するのが合理的

である。

結 論

牛型結核菌Ravenel株 とBCG株 とのPAS耐 性形

式は 「一耐性表現型」形 式 であ り,耐 性上 昇 形 式 は

「single-step pattern」 である。耐性菌を生 じる突然変

異頻度は約10-6で ある。
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