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Though,byuseofcapreomycin,capreomycinresistanttuberclebaci11iarenotrarely

observedinclinicalspecimens,thereisnobasicstudyontheresistancepatterntothisanti・

biotic.ThepresentstudyisconcernedthepatternofcapreomycinresistanceinMycobact〃ium

彦ub〃culosis.

Methods

Strain.ThestrainsusedwereMフcobacteriumtuberculosisH37RvandAoyama-B.

Method.Themethodusedwasdescribedpreviously(Tsukamura,M.:Jap.J.Tuberc.,9:

43～64,1961).Itconsistsofpreparingsuccessivelythesurvivalcurveofclonesobtainedby

differentdrugconcentrations.ThemediumusedwastheOgawaeggmedium(pH6.8)(Basic

solution(1%KH2PO4and1%sodiumglutamate),100mZ;wholeeggs,200ml;glycerol,6mZ;

2%malachitegreensolution,6mZ).Growthofcolonieswascountedafterincubationat37。C

for4weeks.

Results

IVumbero/resistance-PhenotyPes

Numberofresistance-phenotypesequalsthenumberofthetypeofsurvivalcurves.Asseen

inFig.1and2,thisappearedtobeonlyone,supposingthatvariationsinthecurvearevaria-

tions(atalittledegree)probablyduetosomeconditionalfactorsinthepresenceofoneresis.

tance-regulatinggene,butthefiguresmightbeinterpretedtobemultiplephenotypeswith

minorvariation.Theformerpossibilitywassuggested,forexample,fromafactthatthe

propertyoftheAoyama-Bstraintogrowon500mcg/mZcapreomycinwasunstableandwasnot

maintainedpersistentlyafterthreetransfersondrug-freemedia.Wehavedescribedthe

numberofphenotypesasonephenotype(ormultiplephenotypeswithminorvariation).

TyPeo/resistancedeveloPment

Typeofresistancedevelopmentwasanobligatorysingle-steppattern(orfacultativesingle_

stepPatternwithawidefirststep)・Thispatterniscorrelatedtothenumberofphenotypes.

Ifweconsiderthenumberofresistancephenotypesasone,thepatternofresistancedeveloP-

mentisanobligatorysingle-stepPattern,andifweconsiderthenumberofresistancepheno。

typesaspleura1,itisafacultativesingle-steppatternwithawide丘rststep.

のPerlimitofresis伽Cθ(ThehighestlevelOゾ γesistancedeveloPmenり

TheupPerlimitofresistancewasa10-to20-foldincreasefromtheresistancelevelof
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theparentstrainintheH37Rvstrainanda20-to50-foldincreaseintheAoyama-Bstrain・

Conclusion

Theconclusionobtainedandthecomparisonbetweenthepatternofcapreomycinresistance

andthepatternsofstreptomycinresistance,kanamycinresistanceandviomycinresistanceare

showninTable1.ThepatternofcapreomycinresistanceinMptcobacteriumtuberculosis(H37Rv

andAoyama-Bstrains)resembledgreatlythepatternofviomycinresistance.

capreomycin(CPM)が 臨床に使用 され てか らす でに

1年 あ ま りにな り,CPM耐 性結 核菌 を 臨床材料 か ら分

離す ることもまれ ではな くなつた。 しか るに 結 核 菌 の

CPM耐 性 の基 礎的研究はい ま だ行なわれ てお らず,耐

性形 式 も未知の ままである。著 者1)は 前に結核菌 の耐性

形式 につ いて基 礎的研究を行 なつ た が,本 報ではCPM

耐性 を取 り扱つて,耐 性形式 の研 究を補 う と と も に,

streptomycin(SM),kanamycin(KM)お よ びvio-

mycin(VM)耐 性形式 と比較す るこ ととした。

実 験 方 法

菌 株.MycobacteriumtuberculosisH37Rv株 お よ び

青 山B株 を 使 用 した。 両 株 と も 当 研 究 室 保 存 株 で,1%

小 川 培 地 に 培 養 後,-20。Cに 保 存 され て い た 。

研 究 方 法 は 既 報1)の 方 法 に よ つ た。 親 株(singleco-

10ny由 来 のclone)か ら10倍 希 釈 列 で20mg/mlな

い し10"6×20mg/mlの 菌 液 を 作 り,種 々の濃 度 のCPM

を 含 む1%小 川 培 地 に0.02mlず つ 渦 巻 白金 耳 で接 種

し,37。C4週 培 養 後 に 集 落 数 を 数 え,親 株 の生 残 曲線

を 作 つ た 。 こ うし て得 られ た 集 落 を 拾 つ て,CPMな し

の1%小 川 培 地 で増 菌 し,再 び 同 じ方 法 で 生 残 曲線 を 作

つ た。 これ らの生 残 曲線 は"10Ra","10Rb","20Ra"

の ご と く名 づ け た。10Rは10mcg/mlcPMに 発 育 し

た 集 落 に 由来 す るcloneの 意 で あ る。 以 下 同 じ方 法 で 次

々 とCPMに よ るselectionを 重 ね て集 落 を 分離 し,そ

の 生 残 曲線 を 作 つ た。

使 用 したCPMはcapreomycinsulfate(EliLilly

andCo.,Ltd,Basingstoke,England)(Capastatsul-

phate)で あ る。 表 示 濃 度 は添 加 濃 度(滅 菌 前 に1%小

川 培 地 に 添 加,90。C60分 滅 菌)の ま ま と した。

実 験 成 績

耐性表現型 の数

耐性表現型 の数 は耐性 形式を示す重要な指 標 の 一 つ

で,生 残 曲線(survivalcurve)の 型 の数に一 致す る1)。

CPM耐 性 の場 合,こ の 型 の数は明確には結論で きな

い。 図1に 示す ご とく青山B株 の 場 合,100mcg/ml耐

性,200mcg/ml耐 性,500mcg/ml耐 性 の種 々の段 階が

あ る ようにみえ る。 しか し500mcg/ml耐 性株 をCPM

を含 まぬ培地に3代 継 代す ると,耐 性 度 は200mcg/ml

程 度に低下す るので,500mcg/ml耐 性 は 安定な耐性度

とはいえない。 したが つて これを簡単 に表現 型・ 一っ

の遺伝 子型に対応す る表現 型 と考 えるわけにはいか

ない。

図1の 結果 の解 釈 として次が考 え られ る。CPM耐 性

に関与す る主 要 因 子(mainfactor)は1つ で,こ れ に

よつてCPM耐 性が成立す る。 しか しその耐性 の表現に

はあ る条件因子が関与 し,そ の条件 因子に よつて耐性度

の表現に多少 の差 が出て くるのては ないか とい うことで

あ る。 この場合,耐 性表現 型は主要因子 の変化に よつて

成立 した と考えて,onephenotype(1表 現型)と 考 え

ても よい し,ま た僅少 差 の あ るmultiplephenotypes

(多表現型)と 考えて もよい と思 われ る。 また こ の よう

に考え る以前 の問題 すなわ ち図1に み られ る耐性株 の

生残 曲線 の差 が実 験誤差に よるこ とも否定 して しま うわ

けにはゆかない(図1の 生残 曲線 の 「ふ れ」が実験誤差

に よるのであれば,1表 現型 とな る)。

図2のH37Rv株 の結果 は,お そ ら く1表 現型 と考 え

て よい ように思われ る。 したがつて この結果 か ら み る

と,青 山B株 の場合 も,1表 現型 と考え たほ うが考えや

すい。

Fig.1.SurvivalCurvesforClonesof

M.tuberculosisAoyama-BObtainedby

DifferentCapreomycinConcentrations
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Fig.2.SurvivalCurvesforClonesofM.tubercu-

losisH37RvObtainedbyDifferent

CapreomycinConcentrations
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人型 結 核菌 の 耐 性 形 式 に つ い て は,東 村 お よび そ の 協

同 研 究 者 が 系 統 的 に 研 究 した と こ ろで あ る1)～14)。そ の結

果 に よれ ば,耐 性 形 式 ば 比較 的 明瞭 に 区 別 で き,VMの

場 合 を 例 外 と して,そ の 判 定 に 迷 うこ とは な か つ た1)。

た だVMの 場 合 のみ 例 外 で,本 報 のCPMの 場 合 と全

く同 じ様 相 を示 した5)。

耐 性 獲 得 形 式

耐性 獲 得 形 式 はDemerec15)お よびBryson&Szyba-

1ski16)以 来,広 く用 い られ る耐 性 形 式 記 載 方 法 の 一 つ で

あ るが,こ れ は 前 記 の耐 性 表 現 型 の 数 と密 接 に 関 係 す

る。CPM耐 性 の場 合,前 記 の 表 現 型 を 一 つ と考 え れ ば,

耐性 獲 得 形 式 はsingle-stepPattern(obligatorysingle-

stePPattern)で あ り,多 表 現 型 と考 え れ ば,facultative

single-stepPatternで あ る。

SMお よびKM耐 性 もfacultativesingle-stepPat-

tern1)～4)で あ るが,SMお よびKMの 場 合 に は,感 性

株(親 株)の 示 す 耐 性 度 か ら高 耐 性 度 に い た る間 に,小

刻 み の種 々の 耐 性 度 の段 階 が あ る の に 対 し て,CPMの

場 合には(VMの 場 合 も 同 じ),親 株 の 耐 性 度 が10mcg/

mlで あ る の に対 して,耐 性 株 の 耐 性 度 は 少 な く と も

100mcg/ml以 上 で,こ の 間 に 中 間 型 とい うもの が な い 。

耐 性 上 限

耐 性 形 式 を 規 定 す る第3の 要 素 ば 耐 性 上 限 で あ る1)17)。

耐 性 上 限 は 親株 の示 す 耐 性 度 の倍 数 で 記 載 す る の が 便 利

であ る1)。 こ の場 合,耐 性 度 の 記 載 は,接 腫 生菌 数 の影

響 を除 い た 再 現 性 あ る も のに す る必 要 が あ る。 した が つ

て 「ActualCount法 」18)19)に よつ て記 載 す る必 要 が あ る。

CPM耐 性 の 場 合,感 性 株 の 耐 性 度 は10mcg/mlで,

耐 性 上 限 は100～500mcglmlで あ る。 す な わ ち耐 性 上

限 は 親 株 耐 性 度 の10～50倍 で あ る。 これ をSMお よび

KMの 上 限 無 限 大 と比較 す る と大 きい 相 違 で,VMの 上

限10～20倍 と類 似 して い る。

上述 のCPM耐 性 形 式 をSM,KMお よびVM耐 性

形 式 と比 較 す る と,表1に 示 す ご と く,VM耐 性 形 式 と

きわ め て よ く似 て い る。

またCPMの 静 菌 作 用 は,SM,KM,VMな ど と同
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Table1.ResistancePatterntoStreptomycin,

Kanamycin,ViomycinandCapreomycin

for/14三 ソcobacteriz`〃ztuberculosis

H37RvandAoyama-B

Numberofresis-1
　

tance-phenoty-i
l

pes

M

M

S

K

VM

CPM

Patternofresis-

tancedeveloP-

ment

M

M

S

K

VM

CPM

{Multiple

Multiple

;One(ormultipletypes
withminorvariation)

One(ormultipletypes
Iwithminorvariation)
l

Facultativesingle-step

Facultativesingle-step

Single-step(orfaculta。

tivesingle-stepor

multi-step*)

Single-step(orfaculta。

tivesingle-step*)

UpPerlimitof

reslstance

M

M

S

K

VM

CPM1

Infinite

Infinite

i10-to20-foldincrease

l(100to200mcg/ml)**
50-foldincrease10-to

I(100to500m・g'mり**

*Withawidefirststep .

**Determinedbythe"ActualCount"method .Whenused

amassiveinoculationforresistancedetermination,a

thinmembraneousgrowthmayoccuron1,000to2,000

mcg/m1.Thisisnotdueto"realresistance"'butdue

to"pseudoresistance"20).Iftestedbythe"ActualCount"

method,theorganismsgrownomoreontheconcentra-

tions.

じく発育遅延的 である。す なわちあ る濃度に達すれば,

感性菌の発育が急に停止す る とい うよ うな型(INHの

場合が これに当た る)で はない。 感性菌 の発 育速度は,

CPM濃 度が高 くな るにつれて,こ れに 並行 して 遅 くな

る。 この ことはCPM濃 度がo,5,10mcg/mlと 高 く

な るにつれ て,集 落の大きさが小さ くな ることか ら想像

され る。20mcg/mlの 濃 度 で は,通 常 「ActualCount

法」では発育がみ られ ないが,完 全 に感性菌 の発育が停

止 してい るわけではないか ら,接 種菌量 の大 きい場合に

は,微 小発育が集 まつ て可視域 に達 し,薄 膜 を 形 成 す

る。H87Rv株 の場合には,こ のよ うな薄膜 が耐性菌の発

育に干渉 して,こ の濃度で耐性菌 の発育 がみ られない。

薄膜 は感性菌 よ りな り,東 村20)のいわゆ る 「偽 耐性」の

現 象であ る。 この よ うな偽耐性は,耐 性上限 のCPM濃

度1,000mcg,'mlな い し2,000mcg/mlの 領域 で もみ ら

れ る。 この濃度 には 「ActualCount法 」 では発 育を 認

めない が,大 接種菌量の培地 では薄膜状発 育 が み ら れ

る。 この薄膜 を とつて 「ActualCount法 」 で再 検 して

も,当 該濃度 には発 育 しない。すなわ ち薄膜形成 は,真

の耐性 に よるものではな く,偽 耐性 と同 じ現 象に よる も

の と思われ る。
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結 論

Mycobacte「iumtuberculosisH37Rv株 お よ び 青 山B

株 のCapreomycin(CPM)耐 性 形 式 を 研 究 した 。 耐 性

表 現 型 の 数 は,1表 現 型(ま た は 互 い に 小 差 を 示 す 多 表

現 型)で あ る。 耐 性 獲 得 形 式 は,single-stepPattern

(ま た はfacultativesingle-stepPattern)で あ る。 耐

性 上 限 は,親 株 耐 性 度 の10～50倍 で,「ActualCount

法 」 に よれ ば,親 株 の 耐 性 度10mcg!ml,耐 性 上 限100

～500mcg/mlで あ る
。

以 上 のCPM耐 性 形 式 をSM,KMお よびVMの 耐

性 形 式 と比 較 す る と,SMお よびKMと は 明 らか に異

な り,VMの 場 合 に きわ め て よ く似 てい る。
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