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   It is known that drug resistance in resistant strains of  tubercle bacilli selected in vitro or 

in vivo is usually very stable. Up to date, several or more than ten transfer experiments have 

been reported with the results that the level of drug resistance does not change even after 

transfer on drug-free medium. We examined drug resistance of tubercle bacilli making transfers 

every month on drug-free medium for five to nine years.

                            Methods 

   As the test strain, Mycobacterium tuberculosis  1-197Rv was used throughout. Various drug-

resistant mutant strains were isolated by one-step selection or two-step selection, and the 

resistant strains were isolated from single colonies. The strains were maintained on drug-free 

Ogawa egg medium by monthly subculture. Drug resistance level was tested by "actual  count'' 

method, in which resistance level was expressed as the highest concentration of drug on which 

small inocula consisting of 20 to 100 viable units could grow (3,  4). 

                              Results 

   The results are shown in Tables 1 and 2. 

   Streptomycin resistance, isoniazid resistance and PAS resistance were maintained stably 

even after more than 100 transfers on drug-free medium for nine years. Kanamycin resistance 

also proved to be very stable, as it was maintained after more than 90 transfers on drug-free 

medium for eight years. 

   On the other hand, ethionamide resistance was lost after 60 transfers on drug-free  medium_ 

for five years, although it had been shown that the resistance was unchanged in the level after 

one year subculture. 

   In contrast to the instability of ethionamide resistance in the strains obtained by in  vitro' 

selection, ethionamide resistance in a naturally ethionamide-resistant strain (strain Yamada) 

was demonstrated to be more stable, though the level of resistance tended to decrease.

* From National Sanatorium, Chubu Chest Hospital , Obu, Aichi-ken, Japan.
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Discussion

Itwasshownpreviouslythat15to25%oftuberculouspatien、ts,whohadnothaveany

chanceforinfectionwithethionamide-oram'ithiozone-resistanttubetclebabilli,excretedtubercle

の
bacilliresistanttoethionamideoramithiozine.Todiffere烈tia¢th¢s¢ ・typesofresistantstralns,

whichhadoccurredbeforeapPearanceofdrugs,from``primarydrugresistance"strains,these

werenamedas``naturaレresistantstrains".It.wasshownthatnaturalethionamidereslstance

wasacc・mpaniedwithamithi◎z・neresistanc⑳nlyatanatrand｡mrelati｡獄ship・whileacquired

ethi◎namideresistancethatwasproducedbyexposuretoethionamidewasacc◎mpaniedwith

amithi◎zoneresista獄ceatacl◎serelationship.ThuS,itwassuggestedthattherearetwotypes

ofethionamideresistapρe(5)..
、i

TheresultsofthepresentstudysupPortedtheprevious◎bservationasabove,astheyshowed

thatnaturalethionamideresistancewasmorestablethanacquiredethi｡namideresistance,

whichissゆposedto,havebeenderivedffommutatibnofSξ ηSitiv¢c¢11鉱anditwaSs"ggested

thatdifferent 、typesofethionamide -resista:ncecould㏄cur.

・ 喝Co血clusion

　 　 ノ へ へ び と さ もん リゆ ザヘ リ

Streptomycinresistance,isoniazidresistanceandPASresistanceinresistantstrainsofM.

如 ∂〃c#losisH37Rvweremaintainもdstablyevenafterm◎rethah100`transfersondrug-free

Ogawaeggmediumforni獄eyears,a蝿kanam¥『i耽resis!apcρalsgwasmaintainedevenafter

m0rethan90traasfersondrug-frberhediumforeighしyea士slOhthegotherhand,ethiommide

「esirtqpge
、waS1｡staftrr60,transξe「sρnd「ug隔1「ee蝉 聯f・rfiye.yea;s・alth・ughit坤 典een

ma膿aiardρftr「rneyea「}t「ansfe「s・ , ｡,… 一 、 ・,_1♂ ミ

Ethionamideresistanceinamtura1-ethio無amide-resistantstrainwas血aintainedmore
ド セ ド メ ら 　

stφ1y,butshoWingsomedecreasei掩itsresista轟celev¢1,afterth琴$i卑ilartransfersfor
,five筆r、.『f-"

years.

lnvitrbま たは 勿 痂 ρで薬剤1こよる選択で得られ

た耐性結核菌の耐性度ほ適当な培地に保存継代されれば

安定であると』般に考えられている｡た とえば君野1》ば

M・smagmatis(も とM・aviumと 同定 されていた獣調

株)でSM耐 性 およびINH耐 性が薬剤なし培地に10

代継代 した後も不変であつたと報告している｡人 型結核

菌に関するこの種の実験は多数の著者によつて報告され

ているが,継 代数は通常数代に止まつている｡わ れわれ

はinvitroで 分離された人型結核菌(Hs7Rv株)の 薬

剤耐性の安定憐を5～9年 間継代して観察 したので,そ

の結果を報告する｡

実 験 方 法

被検 株 はM.tuberculosisH37Rv｡他 にethionamide

自然 耐性 株 で あ る山 田株 も観 察対 象 とした｡streptomy-

cin(SM=dihydrostreptomycin使 用),isoniazid(INH)

お よび かaminosalicylate(PAS)(Na塩)耐 性 株 は,

い ず れ も1957年 にone-stepselectionセ こよつ て 分離 し

た｡kanamycin(KM)耐 性 株 は1958年 にone-step

selectionに よつ て 分 離 した｡ethionamide(TH)耐 性 株

ほ ・961年 にtW・-6te珍selectib込 《fslゴtepβ2γ/ml,
が だ ま リ ワ 　 メタ ヤ ゆ 　 ア ら

2ndstep、125γ/μ)に よつτ分甑 たgSM・ 碑 ・PAS・

KMめ 耐性株は低耐性株,「rH耐 性株は高耐性株セあつ

だ.こ こにいう「低耐性株」とは謝 性上幽 こ嵐 な

い中間耐性度を示す耐性株の童で・「高耐性株」とぽ耐性

上限の耐性度を示す耐性株をい う｡

(注:薬 剤濃度だけをとつて,10γ/ml耐 性は低耐性,

1・000γ/mZ耐 性は高耐性と呼ぶのは不合理 である｡感

性株の耐性度が500γ/mlで あれば,1,000γtml耐 性は

耐性度の2倍 の車昇にすぎないか らである｡プ

分離培地および継代培地には,1%小 川培地を用い,

薬 剤濃度は添加濃度をそのまま示した｡薬 剤は滅菌前に

培地に添加 し,90℃60分 滅菌後,斜 面とした｡培 地は

中試験管(18×170mm)に8mlず つ分注した｡

耐性度の測定はf`actUalc｡unt"法3)4)に ょった｡'す な

わち生菌数20～100を 各培地に接種したとき,37℃4

週後に発育を示す最高濃度をもつて「耐性度」を表わ した｡

耐性度の測定は分離当時 薬剤なし培地に菌株を継代

しつつ,少 な くとも3画 以上は測定した｡そ の後毎月継

代 して,1960年 お よび1962年 に耐性度を測定 『し,1966

●
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Table1・StabilityofDrugResistanceinVariotIsResistantStrai貧sofM .tuberculosis

H37RvandinaNaturaトethiona斑ide-resista捻tStrainofM、tubercuZosis

Strai箆 宰

Parent

SM-R-10

、｡SM-RI-10

1NH-R-0,1

PAS-R-1

KM-R-30

KM-RL100

TH--Ra-32-125

TH-Rb-32-125
ひ 　

EB-R-5

Yamada

Res三stancelevela日heti搬eofisolatioが 卓

(1/rnl)

# (1957)

,(1957)

(1957)

(1957)

(1957)

(1958)

(1958)

(1961)'

(1961)
ち

(1964)
'(1961)

ResistaRce!evel

i】31962**

(y/ml)

Resistancelevel
in1966**
(y/rnl)

夢

20
隻 酔

2Q,
ゴ

0.1

2

3σ 可

200穿

125

125

5

100

dihydrostreptomycin

dihydrostreptomyci魏

is◎niazid,

Na-PAS

kanamycin

kanamycin
ユ

ethionamide

ethionamide『

etha盃bu℃ol・!

ethionamideJジ`

20

20

0.1

2

30

200

100

100

5

50

20

20

0｡1

2

30、-

20σ

〈25

〈25'

5

25

串Strai訟sotheftha覧YamadaarederえvatiVesofStrainH
37Rv｡:Alphabet烹c'numもersattachedtothestraintiaineare

theconCentratiensofdズugused .forselectibn、oft轟e$trai簸.0無e翼umber'.ipdicatest箕}atth合strai紙hasbeenol允3ined

豊二:濃P鑑 纒 二e盤 霊 濃 謡董諸 離 歪h3t'the噸'蕊 ぬ細??b鉾'ned.lly..twQ"step$e'e・t'　 βtズa…讐
帥 ・Resi$t幽 ¢e,1evelsweremeasuredbythe幌actualc｡膿t"・ ㈱th(》d〈3,'4).;-1…

.樋S晦n・eleve1・ ・fthe｡r三gina1H・ ・Rvstrainarea・fg11・w・ ・4γ/m1・dihydr｡・t・ept｡inycin(SM);O.02γ 加1.享 ・面a・ 三d.

偲);α05γ/m1'騨S
llll轡ka　 嘩(KM),i;8γ/mゆ'o血a噸 岬);1t.2γ ノ叫 岬 噸t.「(EB)ド

鱒聯St§ 謙 瀦t盈 櫨 蓋ll畿 認lli轡 「6s'st母nl弓、

Strain

ヒ

H37Rvparent

Hs7Rvethionamide-resist.

H37Rvethionamide-resist.

Yamada**

a

ヨD

032

十

十

十

十

Resista訟celeve日 捻1961嶺

Ethio論a鵬idG・ ¢《沁cボ てγ/】P蹴の

十

十

十

ρ

、

+"63125

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十 十

甕

し

獅ガD
ete・血i戯i｡薮 もfre・istaneelevel・wasd・nebyも 挽 ・法c鵬1c｡戯 ・｡凱e伽d(3,4)｡Symb｡IS+6｡-i繭｡atet臨

9「｡wth｡日 ・ 駆｡wt日as1｡ccurredi日11｡紬ree薫ndependentteSt・ ジand・ 蜘｡1等i繭c郷thatg・ ρWt日as

｡ccu「 「edi日 漉eofth「eete・t・ ・Gr｡wth塒eansthata鳳ygr｡w画h獅ccu璃wheneach畑diumhaきbee籍iη もc噸 一

edw三tha獄inocu1u斑consistingof20to100viable1ユu田bers..'".㍍.｡、'ぐ 、

率零Ethio益amidec｡ncent「ati｡nsusedf｡rte・t｡f・tra研amada血19伽er日 ・tt聯b｡ゆutO
・30・50apd恥/m」 ・

豊i

年に再び測定を行なつた｡

耐性椥 まいずれも単f集 落に由来す る もの で,1%

小川培地(薬 剤を含まず)犀 毎月継代保存された｡ .

山田株は1961～ 年にはじめてTHIを 入手して患者に実

験的投与を行なう前 に108名 の患者株にっいて"actual

c6unt"法 でTH耐 性検査を行なつたさいに発見された

「TH自 然耐性株」の1株 で,1961年 に分離 した後,

1966年 まで上記のHs7Rv由 来株 と同じく毎月1%小 川

培地に継代保存した｡r自 然耐性株」5)とは,薬 剤の出現

前から存在する耐性ゐ意セある｡・・pflmafydrugresist-

ance"は 薬剤未使用患者における耐性であるが,こ の耐

性は耐性菌感染によつて起 こつた耐性 と一般に了解され

て い るが ・"naturalresistanre .(自 糊 性)"は ・薬 剤

の 出現 前,菌 の 本 来 の 性 質 と して存 在 す る耐 性 の 意 で あ

るo'

(注:"primarydrugresistance"は,そ の 定 義 を上

述 の ご と く解 す れ ば,耐 性 機構 と しては,感 性 菌 の 突 然

変異 た よつ て生 じた 突 然 変 異 耐 性 菌 が薬 剤 に よつ て選 択

され た もの と考 え られ る｡一 方 「自然 耐牲 菌 」 は 薬 剤 の

選 択 を 受 げ てい な い 菌 と考 え うる｡)

検 査 に用 い た薬 剤 濃 度 は;SMO,1,2,4,6,10,

20,40,100,200,1,000,2,000,lO,000γ/ml;INH

O,O.02,0.03,0.05,0.1,0｡2,0.5 ,1,2,5」10,

20,100,200,500,1,000,2,000γ/ml;PASO,O.02,

0,03,0.05,0.1,0.2,0,5,

10b,200;.500,1,000,2,000,

10,20,30,50,100,200,500,

γ/ml`;THO,2,4,8,16,32,

(1961年)お よ びTHO,25,

よ び1966年)

1,2,5,10,20,「50,

4,000γ/ml;KMO
,5,

1,000,2,000,10,000

64,125,250,500γ/ml

50,100γ/ml(1962年 お

ま たTH自 然 耐 性株 の 分離 当時 の 耐 性 検

査 は 当 時 臨 床 検 査 に 用 い た濃 度 一さ,THO,5,10,20,

30,50,100,200γ/ml;EBO ,1,2,3,5,10,20γ/mle

H37Rv株 《感 性 株)の 示 す 耐 性 度 は ,SM4～6γ/ml,

INHO.02ナ/ml,PASO.05γ/ml ,KM10γ/ml,TH8

ぎ
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γ/ml,EB1γ/ml(い ずれも"actualcount"法)で あ

つた｡

実 験 成 績

SM,PAS,INH耐 性株は,い ずれも1957年 にone-

stepselectionで 得 られたもので,分 離後9年 間に,薬

剤なし培地に100代 以上継代されたが,耐 性度は分離当

時 と変わ らなかつた｡(表1)

KM耐 性 株も1958年 にone-stepselecti｡nで 分離

されて以来,8年 間に90代 以上薬剤な し培地に継代さ

れたにもかかわらず,耐 性度は分離当時と変わらなかつ

た｡(表1)

TH耐 性株は上記の耐性株より3 ,4年 遅 く,1961年

にtwo-stepselectionセ こよつて分離されたものである

が,分 離後5年 間に60代 継代する間にその耐性を消失

した｡た だし12代 継代後(分 離1年 後)に 検 したとき

には,そ の耐性度は保存されていた｡こ の5年 間の継代

による耐性消失は,別 々に分離 した2株 のTH耐 性株で

ともに起こつた｡(表1,2)

自然耐性株の山田株 も5年 間60代 にわたる薬剤なし

培地継代の結果,そ の耐性度の低下を起 こしたが,痂

vitro耐 性株ほどの著 明な低下ではなく,1966年 の現

在もなお耐性株の範ちゆ うに入る耐性度が保 た れ て い

る｡(表1,2)

考 察

薬剤耐性の性質は遺伝因子(染 色体上の遺伝因子ある

いはepisomeの ごとき細 胞質内の遺伝因子)の 突然変

異によるものと考えられ,そ の性質は安定なものと考え

られている鋤｡従 来薬剤耐性 の安定性について述ぺた

文献は多いが,そ の継代数はせいぜい10代 どまり,期

間も1年 以内で,今 回われわれが行なつ たごとき8～9

年90～100代 以上の継代実験を行なつた文献はない｡

われわれはH37Rv株 由来 のSM,INH,PAS,KM

の中間耐性株(低 耐性株)を 薬剤なし培地に8～9年 間

90～100代 以上継代したが,こ れ ら耐性株の耐性度は全

く安定 していて分離当時 と変 りなかつた｡EB耐 性株は

観察期間2年 で短いが,2年 間は安定に耐性度が維持さ

れている◎

唯一つの例外はTH耐 性株であつて,分 離後1年 はそ

の耐性度が保持されたが,上 記のSM,INH,PAS,KM

耐性株より短い5年 間の継代の間に感性 に復帰 してい

た｡人 体内のTH投 与によつて生 じたTH耐 性株のin

vivoに おける安定性については,東 村など7)はTH中 止

後8カ 月は安定であることを4例 の患者の毎月検疾によ

つて観察 し,つ いで東村(純)8)はTH中 止後5～17カ 月

にわたつての9例 の患 者につい ての観察で,7例 では

TH耐 性が維持されたのをみた｡invivoに ついての17

カ月以上の長期 観察はないが,わ れわ れの 今回の 伽

vitro観 察の結果か らすると,invivoで も長期 間TH

の投与を中止すれば,あ るいはTH耐 性の消失がみられ

るかもしれない｡(invivoで の感性復帰の証明には,接

種生菌数による耐性検査の変動をさける方法一たとえば
"actualcount"法 一 で,で きれば1日 疾を集め,か な

り長期間の観 察を行 な うことが必要である｡短 期間の

routine法 検査で簡単に復帰を結論すべきではない｡)

ここに興味があるのは,TH自 然耐性菌とTH投 与に

よる選択耐性菌の差で,さ きに東村5)は前者ではTH耐

性とamithioz◎ne(Tb)耐 性 の関係がatrand◎mで あ

るが,後 者ではTH耐 性は大概Tb耐 性を伴つているこ

とを観察した｡す なわち自然耐性と選択耐性の間に耐性

機構の差があることが示唆されたが,今 回の実験でもそ

れを裏書きする結果が得られた｡invitreの 選択耐性菌

は,上 記のTH投 与 による選択耐性菌に匹敵するものと

考えられるが,こ の種の耐性株ではTH耐 性は比較的不

安定で5年 間の継代中に消失したのに対し,自 然耐性株

の山田株のTH耐 性は,耐 性度の低下を起こしたとはい

え,前 者よりは安定であるごとく思われた｡

耐性株の耐性復帰の機作としては,種 々の要素が考え

られるが7>lo》,ここにはふれない｡本 報の観察は現象の

観察に止まるので,機 作にふれる材料もない｡ま たわれ

われの実験は被検株が比較的少ない｡と くにTH選 択耐

性株 とTH自 然耐性株の差が普遍的現象か どうかは,も

つ と多 くの菌株で実験することが望ましいのはもちろん

である｡し かしここに示したごとき5～9年 にわたる継

代実験を簡単に繰 り返すわけにもゆかないので,こ こに

現在の成績を報告する次第である｡

結 論
製

人型結核菌H37Rv株 のSM,INH,PAS耐 性株は,

低耐性株であつても,そ の耐性は9年 間に100代 以上薬

剤なし培地に継代した後 も不変に保持された｡KM低 耐

性株の耐性も8年 間に90代 以主薬剤なし培地に継代し

た後も不変であつた｡

以上のごとくSM,INH,PAS,KM耐 性が安定に保

持されたのにひきかえ,TH耐 性株は5年 間60代 薬剤

な し培地に継代する間に耐性度が低下 した｡TH自 然耐

性株である山田株のTH耐 性は,5年 間60代 の継代に

より耐性度の低下は起こつたが,な お低耐性が維持され

ていた｡

文 献

1)君 野 徹 三:J.Antibiotics,7:8g
,1954.

2) Tsukamura,  M.  : Jap. J. Tuberc .,  9  :  43, 
   1961.

3)束 村 道 雄:医 学 と生 物 学,49二87 ,1958.

4) Tsukamura,  M.  : Jap. J. Tuberc., 12  : 46,



1967焦1日  27

1962.

5)束 村道 雄:結 核,37:103,1962.

6) Demerec,  M.  : J. Bact., 56 : 63, 1948. 
7) Watanabe,  T.  : Bact. Revs.,  27  :  87, 1963.

9)束 村 純 雄:結 核,38:172,1963.

10) Bryson, V. & Szybalski,  W.  : Advances in 
    Genetics,  7: 1, 1955. (Academic Press, N.  Y.)

8)束 村 道 雄,安 保 孝,河 西 栄 文3結 核,37:141,




