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    In vitro and in vivo experimental studies were carried out on the antituberculous action of 

a new antibiotic, Lividomycin, discovered by the Kowa Company, Nagoya. Mycobacterium 

tuberculosis  H37R, and Aoyama-B and  tubercle bacilli recently isolated from sputa of patients 

were used in the study. The antibiotic is produced by Streptomyces lividus n. sp. and has a 

molecular formula  C29H55N5018 belonging to the aminocyclitol group. 

    Estimation of susceptibility (or drug resistance level)  was carried out by the "actual count 

 method"')-3), using the Ogawa egg medium. The composition of the medium  was as follows  : 

Basic solution (1%  KH2PO4 and 1% sodium glutamate),  100  m/  ; Whole eggs,  200  m/ ; Glycerol, 

6  ml; malachite green solution, 6  ml. The medium was poured in 8  ml quantities into tubes 

and made as slopes by sterilization at  90`C for 60 minutes. Antituberculous agents were added 

to the medium before sterilization and the concentration of the agents was expressed as the 

concentration added itself. (Remark. The activity of kanamycin in the Ogawa egg medium was 

reduced to 25% when compared with that in the  LOwenstein-Jensen medium.) The resistance 

degree by the actual count method was read as the highest concentration of drug on which a 

small inoculum, consisting of 20 to 100 viable units, was able to grow after incubation at  37°C 

for 4 weeks (or, in some cases, for 3  weeks). In other words, the degree of resistance  was 

read in a series of tubes inoculated with small inocula ranging from 20 to 100 viable units  ; 

other series were discarded. The term "resistance" to a concentration of drug, as used here, 

corresponds to  0.5i0 or more growth in a particular concentration of drug in the proportion 

 method3). 

   The results obtained are as follows. 

   1. In vitro and in vivo tuberculostatic action of lividomycin on M. tuberculosis 

   Lividomycin inhibited the growth of M. tuberculosis in in vitro and in vivo experiments. It 

was effective against experimental tuberculosis in mice (Figures 1, 2 and 3 and Table 1). 

   2. Cross resistance in tubercle bacilli isolated from patients
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   Tubercle bacilli isolated from patients, which were resistant to  500pg1m1 or more kanamycin, 

were resistant to lividomycin, whereas the tubercle bacilli, which were resistant to  200pg/ml 

or less kanamycin, were susceptible to lividomycin (Table 2). The level of kanamycin re-

sistance in tubercle bacilli from patients was closely related to the development of lividomycin 

resistance. Tubercle bacilli resistant to capreomycin were resistant to lividomycin, as well 

(Table  2).  Tubercle bacilli resistant to all other drugs, streptomycin, isoniazid, p-aminosali-

cylate, ethambutol, ethionamide and cycloserine, were susceptible to lividomycin. 

   3. Cross resistance in M. tuberculosis H87Rv and Aoyama-B 

   Kanamycin-resistant strains and capreomycin-resistant strains were resistant to livido-

mycin. Strains resistant to the other drugs remained susceptible to lividomycin (Table 1). 

Lividomycin-resistant strains were resistant to kanamycin, capreomycin and, to a less extent, 

to streptomycin (Tables 5 and 6). Lividomycin-resistant strain isolated from the  H17Rv strain 

was susceptible to viomycin, but that from the Aoyama-B strain was resistant to it. In con-

clusion, there is a "two way"-cross resistance relationship between lividomycin and kanamycin 

as well as between lividomycin and capreomycin. There is a "one  way"-cross resistance 

relationship between lividomycin and streptomycin (Tables 1, 5 and 6). 

   4. Development of lividomycin resistance in M. tuberculosis 

   Spontaneously lividomycin-resistant mutants were found in the  H37Rv and Aoyama-B strains 

at rates of  10-5 to  10-6. The mutants grew very slowly on the primary isolation medium and 

the colonies of the mutants appeared as late as after incubation for 8 weeks. However, if 

transferred to fresh medium, these mutants could grow at a normal growth rate (Table  4)  . 

   5. Bacteriostatic action on the mycobacteria other than M. tuberculosis 

   The mycobacteria other than M. tuberculosis were usually not so susceptible to lividomycin 

as M. tuberculosis (Table  3).

緒 言

Lividomycin(LM)は 興和株式会社薬品部によつ て発

見 された 新 抗 生 物 質 で,StreptomPtceslividusn・sP.

(ATCC21178)に よつて産生 され,C2gH55N5018(分 子

量761・77)の 分子式をもち,aminocyclitol群 に 属 す

る。われわれ は今回,LMの サ ンプルを興和株式会社か

ら分与 され,そ の抗結核菌作用に関する基礎実験を行な

つたので,こ こに報告す る。

実 験 方 法

菌株MycobacteriumtuberculosisHs7Rv株 お よび青

山B株 お よびそれか ら分離 した各種抗結核剤耐性株を用

いた。 これ らは,い ずれ も単個集落に由来 し,9～13年

間薬剤な しの卵培地 に保 存されて,な お耐性度が変 わら

ない ことを確かめえた性状 の安定 した株である。 このほ

か1969年 度に新た に 患者か ら分離 し た 新鮮 分離患者

株 も実験 に供 した。

耐性度 の測定 耐性度の測定はすぺ て東村1)"3)のい う

"Actualcount法"を 用 いた
。す なわ ち接種生菌数に よ

る耐性度の変動を除外す るため,生 菌単位20～100を 接

種 した ときに37。C4週 後に発育す る 最高薬剤濃度で耐

性度を測定 した。 この方法は 原 理 的 に は,Canettiな

ど8)の い う"Proportionmethod"と 同 じであ るが,表

現方法が単純化 されてい る。実施方法を簡単 に 述 べ れ

ば,ま ず被検菌を1%小 川培地 斜面に37℃3～4週 培養

し,菌 を白金耳で とつて,ガ ラス玉 コルベ ンに入れ て約

10分 間振温す る。 これに生理的食塩水を加えて,湿 菌

量2～5mglmlの 菌液を作 り,こ れを10倍 希 釈 して

10-5液 まで作る。接種 には100～10"5液 まで,6種 の菌

液を用い,0.02mlず つ渦巻 白金耳で接種 し,た だちに

ゴム栓を施 して37℃ に4週 間培養 する。control培 地

(薬剤な し)に20～100集 落を示す組 で,発 育 の 認め ら

れ る最高濃度で耐性 度を表現す る。 この ように小生菌単

位の接種量 を用 いる利点は,判 定が 明確 で再現性が高 い

こ とにある。

各種の抗結核剤は滅菌前の1%小 川培地に添 加 し,添

加濃度をその まま表示 した。培 地は通常10本 を1組 と

し,う ち1本 はcontrol培 地 である。同 じ培地6組(60

本)を 耐性度の測定に用いる。 したがって,た と え ば

H37Rv株 の10種 の薬剤 の耐性度 の測定 には,1薬 剤60

本,計600本 の培地 を用 いた。
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Table1・SusceptibilitytoLividomycinofVariousDrug-resistantStrainsof

ルr.t"berご"Jos`εH87RvandAoyama-B

Strain

H37R▼parent

H訂R▼streptomycin-resistant

H訂R▼PAS-resistant

H訂R▼is㎝iazid-resistant

H37R▼kanamycin-resistant

H37R▼viomycin-resistant

H37R▼capreomycin-resistant

H37R、▼ethionamide-resistant

H37R▼ethambuto1-resistant

1

2

3

4

5

6

7

8

*

串

零

申

*

串

串

串

Aoyama-Bparent

Aoyama-Bstreptomycin-resistant寧9

Aoyama-BPAS-resistant串10

Aoyama-Bisoniazid-resistantホ11

Aoyama-Bkanamycin-resistant*12

Aoyama-Bcapreomycin-resistant*13

Aoyama-Bethionamide-resistant*14
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pg/ml.。12Resistanttol,OOOpg/m'.ol3ResistanttoIOOμg/m'.●14ResistanttoIOOμg/m'.

():】M【i】nutecOlo且ies.

動鞠実験 動物実験には,体 重20土2gのCF1系 マ

ウスを用いた(雌 雄 混合)。動 物実験の被検株には,M.

tuberculosisHStR▼ 株を用い,2種 の方法を用いた。第1

の方法は,被 検株をTweenな しのTB-broth(Difco)

に7日 間培養 し,そ れを比濁に よつ て湿 菌量10mg/ml

の濃度に調整 し,そ の0.2mlず つ を,マ ウスの尾静脈

か ら静注 した。第2の 方法は,1%小 川培地 に 発 育 し

たH訂R▼ 株をガ ラス玉入 りコルベ ンで振邊 した 後,湿

菌量10mg/mlの 菌 液 とし,そ の0.2mlず つを腹腔内

に注射 した。治療は菌接種 の翌 日か ら開始 し,抗 結 核剤

は所定量をマ ウスの背部に皮下注射 した。治療効果 は肺

お よび脾の生菌 単位数で示 した。すなわち各治療群か ら

3匹 のマウスを とつて殺 し,そ の肺 お よび脾 をとつ て秤

量 し,3匹 分を合わ してホモゲナイザ ーで均一化 した。

これに10倍 量 の1%NaOH液 を 加 え てorganhomo-

9enateを 作 り,こ れを生食水で10-1,10-2,10,3,10-1

に希釈 し,原 液 とともに計5種 の希釈液か ら0.02mlず

つを1%小 川培地に接種 した。1%小 川培地 は1希 釈液

について2本 用 いた。37℃4週 培養後に集落数を数え,

集落数 と希釈度お よび臓器の重量か ら,マ ウス1匹 当 り

の肺 または脾に含 まれ る生菌 単位 を計算 した。抗結核剤

の治療効果が大 きいほ ど,未 処置のcontrolマ ウスに比

して,肺 お よび脾内の生菌単位数が減少す ると考え られ

る 。

使 用 し たLMは,LotNo.5,0.670mgactivityvalue,'

mgの 品 で あ る 。

使 用 し た 抗 結 核 剤 お よ び そ の 略 号 は 次 の 通 りで あ る 。

dihydrostreptomycinsulfate(SM),sodiump-amino-

salicylate(PAS),isonicotinicacidhydrazid(INH),

kanamycinsulfate(KM),capreomycinsulfate(CPM)、

viomycinsulfate(VM),ethionamide(TH),etham・

butol(EB).cycloserine(CS),Lividomycin(LM)で

あ る 。LM量 は 活 性mg量 で 示 した 。

実 験 成 績

1・ 各 種 薬 剤 耐 性 菌 のLividomycin感 受性

M.t"berc"losisHs7R.株 お よび 青 山B株 か ら 実 験 室

で 分離 した 種 々の 薬 剤 耐 性 菌 のLMに 対 す る 感 受 性

を"actualcount法"(1%小 川培 地 使 用)で 測 定 した 、

そ の結 果 を 表1に 示 す。 感 性株 のLM耐 性 度 は,Hs7Ry

株 お よび 青 山B株 と も に25mcg/mlで あつ た 。SM,

PAS,INH,TH,EB,VM耐 性 菌 の感 受 性(LM耐 性

度)も 原株 と同 じで あつ た 。 しか しKM耐 性 菌 お よび

CPM耐 性 菌 はLM400mcg/ml培 地 に も発 育 し,明 らか

にLM耐 性 で あ つ た。

II.患 者 分 離 株 のLividomycin感 受 性



結 核 第45巻 第8号266

Table2. SusceptibilitytoLividomycinofVariousStrainsIsolatedfromTubereulous

PatientsResistanttoKanamycin,CapreomycinorBothDrugs

Lividomycin(P9/m
2550100

Ro●1●tancolovelo

Ogawaoggmediumcontaining:
一 一_一 一}

↓
。

↓
-

-†

ー
↑

十

十

十

十

」†

↓
・

十

十

十

↓
、

一

一

へ

旱
+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

一

}

一

-†

-†

↓
・

↓
8

↓
・

・†

8
†

↓
ー

↓
-

-†

↓
ー

↓
8

↓
・

十

一

Ca認comy鉛8(μ%品

↓
ー

⊥T

lT

I〒

⊥〒

ー↑

⊥
u

-〒

」〒

十

↓
ー

↓
u

↓
ー

1
〒

十

十

十

十

一

-了

⊥
T

⊥
T

l〒

1〒

↓
ー

i
7

⊥
ー

一

一

一

一

⊥
T

⊥
ー

⊥
ー

⊥
ー

↓
ー

⊥
ー

1〒

⊥
ー

1
↑

⊥
ー

よ
ー

1
〒

===

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

十

十

十

十

十

十

十::ξ
十

「

十

一

十

十

一

十

十

十

+

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十 一 一

十 一 一 一一

十 一 一 一

 

一

+

十

一

十

十

十

十

一

十

十

十

十

十

十

爾
靴

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

嘲
。

d
脚20

十

⊥
I

l〒

↓
1

↓
ー

⊥
ー

l
T

1
〒

↓
ー

↓
l

l〒

⊥
ー

1
〒

⊥
ー

叫㎞
…
…

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

一

一

一

一

一

十

十

一

一

一

十

十

十

十

十

Nodrg

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

週
Strain

1,

2,

3.

4.

5.

6.

7.

8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

S.Toda

S.Hayano

M.Satta

G.Hoshino

K.Uchida

K.Konishi

S.Munehara

S.Kanamaru

K.Kimura

T.Kawai

K.Ri

G.Yamazaki(3)

Y.Suzuki

H.Okubo

十

十

十

十

十

15.

16.

17.

18.

19.

G.Yamazaki(2)

F.Banno

S.Mashita

Y.Hasegawa

G.Yamazaki(1)
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23.

24.

S.Nakai

H.Yoshida
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25.

26.

27.

C.

Y.

S.

Kawanishi

Imai

Watanabe

¢Determinedbythe"actualcountmethod" .

StrainsNos.25,26and27areresistanttostreptomycin,isoniazid, PAS,ethambutolandetb.ionamide.

上述 の基礎実験で,KM耐 性菌 とCPM耐 性菌がLM

耐性 であるこ とが分かつたので,患 者か ら新たに分離 し

たKM耐 性株,CPM耐 性株 お よびKM・CPM2剤 耐

性 株につ いて同 じく"actualcount法"でLM耐 性 度

を測定 した。 同時にKM耐 性度 また はCPM耐 性度 と

LM耐 性 との関係を調ぺ るために,KM耐 性 度 お よび

CPM耐 性度 も合 わせ て"actualcount法"で 測定 した。

そ の結果 を表2に 示す。

KM・CPM2剤 耐性株 は明らか にLM耐 性 で ある。

LM耐 性度は200mcg/mlま で調ぺたが,感 性株のLM

耐性度は25mcg/mlで あ るので,8倍 以上 の耐 性度上

昇である。

KM高 耐性菌(KMsoomcg/ml以 上耐性菌)は 既報

の ごとくCPM耐 性であるので4)5),KM高 耐 性のみの

影響は観察 しがたい。表2のNa13お よびNo.14の2

株は,例 外的 にKM高 耐性 であるのにCPM感 性であ

つ たが,こ の株 も明らかにLM耐 性 である。 した がっ

てKM高 耐性菌はLM耐 性になつてい るといえ る。

次 にKM低 耐性菌(KMlooな い し200mcglml耐

性菌)は,5株 中2株 がLM耐 性 がや や上昇 しているが

(2倍 上昇),他 の3株 は感性 にとどまつ ている。 したが
の

つてKM低 耐性菌はおお よそLM感 性に とどまるか,

せいぜい軽微なLM耐 性度の上昇を起 こすにす ぎ な い

と思われ る。

CPMの みに耐性の菌株は・5株 を得 ることがで きた。

CPM耐 性菌 は5株 ともLM耐 性度が2な い し8倍 に上

昇 している。す なわ ちCPM耐 性 の出現 はLM耐 性 を

誘導する といえる。
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SM,PAS,INH,EB,TH5者 耐性 菌は3株(No.25,

Nα26お よびNo.27)検 査す ることがで き た が,こ れ

ら3株 のLM耐 性度は25mcg/mlで,LM耐 性度に変

化はない。

以上のごとく,invitro分 離耐性 株で得 た結果は,そ

のまま患者分離耐性株で も認め られ,KM高 度耐性菌お

よびCPM耐 性菌は,LMに 接触する前か らLM耐 性

になっていると結論 された。

III.動 物体内におけ るLividomycinの 治療効果

動物実験はCF1系 マ ウス(体 重209土29)を 用 い

て,静 注による攻撃 と腹腔 内注射に よる攻撃 と2種 の実

験を行なつた。治療 効果は,マ ウスの肺お よび脾の生菌

単位数を指標 として観察 した。

(A)静 注攻 撃

M.tuberc"losisH37R▼ の湿菌量2mg(生 菌 単 位:2

x107)をCF1系 マウス(雌 雄混合)の 尾静脈 に瀞注 し

たのち,5群 に分けて治療を行なつた。

(1)対 照群(生 食水0・2mlを1週3回 注射 した。

注射は月,水,金 に行 なつた。以下 も同様。)

(2)LMO.7mgを1週3回 皮下注射

(3)LM1.4mgを1週3回 皮下注射

(4)KMlmgを1週3回 皮下注射

(5)SMlmgを1週3回 皮下注射

治療4週 後および6週 後に各群か ら3匹 ずつ のマウス

を とつ て,そ の肺お よび脾 の生菌 単位数 を 調べ,1匹 当

りの肺 または脾に含 まれ る生菌 単位数を計算 した成績 を

図1に 示す。 この成績か ら,LMO.7mgお よびLM1.4

mgの 冶療 とも効果はあるが,KMlmgま たはSMl

mgよ りやや 劣る印象を受ける。

(B)胆 腔内攻墾

最近 の 判瓦における報告ではe)7),腹 腔内接 種法は,術

者,針 の大 きさな どに よつて必ず しも正確に腹腔内に接

種 されず,あ る程度の接 種量 のパ ラツキは避けがたいと

い う報告があ る。 しか し,こ の よ うなパ ラツキは静脈内

接 種法について も起 こりうるはず であ る。lt,、己の報告で

は,腹 腔内接種 と静脈内接 種の比較は行なわ れ て い な

い。最近のわれわれ の研究室におけ る抗酸菌の接種実験

では,腹 腔内接種法は静注法に優 るとも劣らない成績が

得 られた(未 発表成績)。 したがつて,本 実験では 湿 菌

量2mg(6・6x106生 菌単位)の 腹腔内接 種を行 なつた。

接種菌はM.tuberculosisHs7R.株 で,マ ウ ス はCF1

系の雌マ ウス(体 重20土2g)を 用いた。治療法 は 次の

ごとくである。

(1)対 照 群(生 食水0・2mlを 毎 日皮下注射)

(2)LM1.4mgを 毎 日皮下注射

(3)SMlmgを 毎 日皮下注射

(4)KM2mgを 毎 日皮下注射

(5)CPM2mgを 毎 日皮下注射

Fig.1.ComparisonofTherapeuticEffectofLividomycin,KanamycinandStreptomycin
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mouse.Thecolumninthefigureshowsanaverageinthreemice(CF,strainofmice,20土29).Themice

wereinoculatedintravenouslywith2mgofmoistweightofM.tuber`ulosisH37R▼(2x107viableunits)

andtreatedwitllthefollowingregimens:(1)Contro1(lnjectedsubcutaneouslythreetimesweeldywith

O.2mlofsaline);(2)LMO.7mg(InjectedsubcutaneouslythreetirnesweeklywithO.7mgoflividomycin);

(3)LM1.4mganjectedsubcutane。uslythreetimesweeklywi出1.4mgoflividomycin);(4)KM1㎎

(lnjectedsubcutaneouslythreetimesweeklywithlmgofkanamycin);(5)SM1㎎(lnjectedsubcuta・

neouslythr㏄timesweeklywith1㎎ofdihydrostreptomycin).Thenumberoftuberclebaciniinthe

organwascalculatedafter4weeksandafter6weeksoftreatment.L,:Thenumberofviableorgani8ms

inthelungsofamouse・S:Thenumberofviableorganism」sintllesp1㏄nofamouse.
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Fig.2.ComparisonofTherapeuticEffectof

Lividomycin,Streptomycin,Kanamycin

andCapreomycin
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Thefigureindicatesthenumberofviablechallenge

organismsinthelullgsofamouse,whichisexpressed

aSanaverageinthreemiCe.

ThemiceofCFI8train(female,20土29)wereinocu・

1atedintraperitoneallywith2mgofmoistweight(6.6x

106viableunit8)of〃.tuberculosisH37Rv.Themice

weretreatedwiththefollowingregimens:(1)Control

O-○(lnjectedsubcutaneouslywithO.2mlofsaline

daily);(2)LM×-x(lnjectedsubcutaneouslywithl.4

mgoflividomycindaily);(3)SM▽ 一 ▽(lnjectedsubcuta.

neouslywithlmgofdihydrostreptomycindaily);(4)

KM● 一 ●(lnlected8ubcutaneouslywith2mgofkana・

mycindaily);(5)CPM△ 一 △(lnjectedsubcutaneously

with2mgofcapreomycindaily).

治療効果を肺 お よび脾内の生菌 単位数で示す と図2お

よび図3の ごとくである。

肺の生菌単位数の推移か らみ ると,4つ の治療法 は い

ずれ も有効であるが,SMlmg,KM2mg,LM1.4mg

がほ とん ど同 じで,CPM2mgが 劣 る印象を受け る(図

2)。

次に脾の生菌単位数の推移か らみ る と,SMlmgお

よびKM2mgの ほ うが,LM1.4mgお よびCPM2

mgよ りやや優る印象を受け る(図3)。

以上の結 果から,LM1・4mg毎 日法はCPM2mg毎

日法にほぼ匹敵 し,SMlmgま たはKM2mg毎 日法

に若干劣るか に思われ る。そ してLMが 動物体内 で も

有効であるこ とは疑い ない と思われる。

結 核 第45巻 第8号

Fig,3.C・mparis・n・fTherapeuticEffect。f ワ
Lividomycin,Streptomycin,Kanamycin
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Thefigureindicatesthenumberofviablechallenge

organismsinthespleenofamouge,which三8expre99ed

asanaverageinthreemice.SeethelegendofFig.2.

(1)ControlO-O;(2)LMx-x,(3)SM▽ 一 ▽;(4)

KM● 一●;(5)CPM△ 一 △

IV.非 定型抗酸菌のLividomycin感 受性

非定 型抗酸菌 のLM感 受性 検査は定量的 方法 に よら

ず,1%小 川培地 でLMの 希釈列を作 り,こ れ に 被 検

菌 を1白 金耳ずつ 塗抹接 種 し,37℃3週 培養後 に,対 照

とほぼ同等度の発育を示 す最高濃度を記録す る方 法に よ

つた。種 々の非 定型 抗酸菌 のLM感 受性測定結果を表3

に示す。種 々の抗酸菌 の中で,最 もLMに 対 して高 い感

受性を示 したのは,M・tuberc"losisで あ り,病 源性非

定型抗酸菌は低い感受性 を示 した。 したがっ てLMを 非

定型抗酸菌感染症の治療に使用 しうる可能性は少ない と

思われ る。

V.M.t"berculosisのLividomycin耐 性菌

M.tuberculosisH37R▼ 株 および青山B株 のLM耐 性

発現の様相はかな り特異的であつた。

1%小 川培地にLMの 希釈列を作 り,種 々 の 濃度の

菌液 を接種 した場合,お お よそ20～50集 落を生 じる小

接種菌量を用いる と,LM25mcg/mlに 発育す るが,50

mcg/mlに は発育 しないか,と きに微小集落 を 形 成 す

る。 しか し107生 菌単位の ごとき大接 種菌量 を 用 い る

と,50mcg/mlな い し100mcg/mlに 薄膜状 の 全 面発
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Table3・SusceptibilitytoLividomycinofVariousMycobacteria

M.ま"ゐ8γ0駕10S∫ ε

M.々4πs4sff

ハf.〃mrin駕 伽

M.ω 如 甥

M.i"tra`θZJ駕z4γ θ

M.scrOf"laceu〃3

M.fortuitum

1レf.4ゐscθss"s

M.う ω・stele"Sε

M.助Zo∫

Numborof
strains
tegted
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0
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0

0

0

0
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5

1
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乙
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温
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0
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5

5
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5

0

5
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ー
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0
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0

5

0

0
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0

0

5

5

¶
■

コ
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↓

1

1
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ー
ユ

M.s7π881鵬 σだ3 5 0 0 5 5 5 5 5 5

M.佛 川 励 5 0 2 2 5 5 5 5 5

ルr.π0η ごh70〃30gθ"∫ α`〃3 10 4 9 10 10 10 10 10 10

M.94s〃` 5 0 0 0 3 5 5 5 5

Thenumberinthctableindicatesthenumberofstrainsshowingpositivegrowthsimilartothatonthecontrol

mediumcontainingnoagent.Inthisexperiment,themeCliumwasinoculatedwithoneloopfuloftheteststrain

andincubatedat37℃for3weeks.

育を示す。 この100mcg/mlに 発育 した菌膜を一 たん薬

剤 なしの1%小 川培地に継代 して,そ のLM耐 性度 を調

べてみると,"actualcount法"で 示 され る耐性度 は 感

性株 と同 じである。す なわ ち100mcg/mlに 薄膜状に発

育 したのは,実 は感性菌であつて,い わゆる耐性菌では

ないことが分かる。 この現象は,い わ ゆ る 「偽耐性」

(Pseudoresistance)8)の 現象であつて,す でにSM,KM

などで知 られ るよ うに,"actualcount法"の 阻 止濃度

をやや上 まわる濃度帯では,菌 の発育が完全 に停止 して

いるのではな くて,遅 延 してい るにすぎない。 したがっ

て大接種菌量 を用い ると,こ の発育遅延 を起 こ してい る

感性菌の発育が集 まつて薄膜状にみえる もの と考え られ

る。

次に200mcg/mlで は,107生 菌 単位程度 の接種菌量

を用いる と,4週 後に10な い し数十 コの小 さい集落が認

め られ る。 この集落を とつ て増菌 し,LM耐 性度 を調べ

てみる と,"actualcount法"で50mcg/mlに 発 育 す

る。すなわち,こ の菌の耐性度 はほぼ2倍 の上昇を起 こ

しているといえ る。 この現 象は注 目すぺ き現象で,は じ

め200mcglmlの 培地 に小集落 を形成す る菌 の 耐 性 度

は,一 見8倍 の上昇 にみえるけれ ども,実 は2倍 程度の

耐性度上昇 にすぎないことが分か る。 この耐性菌 の耐性

は遺伝的に不安定 で,LMを 含 まない1%小 川培地 に2

代継代 して"actualcount法"測 定を再び行なつ てみ る

と,感 性株 と同 じ耐性度 になつて しまつている。以上 の

ように,'一 過性 に2倍 程度の耐性上昇を起 こした耐性菌

を 「不安定 な 耐性菌」(unstableresistantorganisms)

と呼ぶ こととする。後述す るよ うに,こ の 「不安定な耐

Table4.DevelopmentofResistancetoLividomycin

inM.tub〃culosisH37RvandAoyama-B

Mutationfrequency'

H37Rv

Aoyama-B

2×10-6

7×10-6

串Ratioofresistantmutantspertotalviablepopulation

oftheparentstrainnotexposedpreviouslytolivido-

mycin.

Resistantlmutantsarehighlydysgonicinprimary

isolationmediumandappearascoloniesontheOgawa

eggmediumcontaining200to400μg/m'lividomycinfirst

afterincubationat37℃for8weeks.Minuteand/or

smallcolonies,whichappearafterincubationat37℃

for4weeksontheOgawaeggmediumcontaining100

to200μ9/mllividomycin,arenotrealresistantmutants.

Atresistancetestsmadebythe"actualcountmethod"

immediatelyafterisolation,these"unstable"resistant

organismsshowa2-foldincreaseinresistance,but

theyshownomoresuchresistanceiftransferredtwice

onOgawaeggmediumcontainingnoagent.Theseare,

therefore,not"rear'resistantmutantsbut"unstable"

resistantorganisms,probablydueto"phenotypicre-

sistance"8).

性 菌」 の他抗 結核剤に対す る感受性 は,感 性株 と同 じで

ある。 この点,KMお よびCPMと 交叉耐性を示す真の

LM耐 性菌(後 述)と は全 く異なつて い る。「不安定な

耐性 上昇」 の原因はおそ らく 「表現型耐性」8)ではない

か と想 像され る。

以上 の経過か ら,は じめは遺 伝的 に安 定 した 耐性菌

(resistantmutants)を 得 ることは困難であ るかにみ られ

たが,次 のよ うに して真の耐性菌8)を 得ることがで きた。

前 に東村9)は,耐 性菌 といえ ども薬剤 によつて多少 と

も発育速度を修飾 され ることを観察 した。た とえばSM
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Drug

LM

Table5. Susceptibilityt。Vari。usAntitubercul・usDrugs・fLivid・mycin-susceptibleand

Str・ain

KM

S

R

一

「

M

M

」

L

CPM

VM

Lividomycin-resistantStrainsofル 凱'u∂er`u'osゴsH37Rv

50025{,

旧
-
「

LM-S

LM-R

LM-S

LM-R

LM-S

LM-R

十 十

Drugconc(・ 飢r三11ion(ti9/m'ノ

i15一

十

一
」
-

{13 32

十

十 十

十 十

十 十 十

16

SM

EB

」
ー

i
「ー

LM-S

LM-R

十

十

十

十

TH

LM-S

LM-R

8

十

十

十

十

・
十

十

LM-S

LM-R

}一 十

十 十

十

十

42

十 十

一i十

十

十

「
十

十

一
十

十

十

十

CS

Drug

十

十

LM-S

LM--R

十

十

十

十

十

十

「
十

十

十

÷

十

十 十

0

[
十

十

十

十

一
十

十

…
十

十

「
十

÷

一
十

十

Strain

十

よ

÷

÷

Drugconcentration(μ9/ml)

5 2.5 1.25 O.63 0.32 0.16 0.08 0.04 0.02 0

INH
LM-S

LM-R

PAS
LM-S

LM-R

十

十

÷

÷

一 十

十

十

十

十

十

Abbreviation.

LM-S:Lividomycin-susceptiblestrain;LM-R:Lividomycin-resistantstrain;LM:Lividomycin;KM:Kana。

mycin,CPM=Capreomycin;VM:Viomycin;SM:Dihydrostreptomycin;EB:Ethambuto1;TH:Ethiona.

mide;CS:Cycloserine;INH:Isoniazid;PAS:Sodiump-aminosalicylate.

Drugresistancelevelwasdeterminedbythe"actualcountmethod"afterincubationat37℃for3weeks.

"Unstable"resistantstrain(refertoTable4)showedthesameresistancelevelstoallantituberculousdrugs
.

exceptforlividomycin,asdidtheparentlividomycin-susceptiblestrain.The"unstable・1ividomycin-resistant

strainsllowedatwo-foldincreaseinresistancetolividomycin.

耐性菌はSM培 地で感性菌が薬剤な し培地 で 発 育す る

の と同 じ速度で発育す るのではな く,SM耐 性 菌 といえ

どもSMに よつて発育が遅延す ることを観察 した。 感

性菌 と耐性菌 との差は,allornothingの よ うな差では

な く,SMに よる発育速度の修飾が量的 に異 なるにす ぎ

ない ことを見 出 した。 この ような事実 にかん が み,LM

耐性菌の発 育がLMに よつ てかな り遅 延するので は な

いか と想定 して,培 養 日数を8週 に延 長 して観察 してみ

た。その結果,LM200mcg/mlな い し400mcg/ml培

地に少数のかな り大 きい集落が発育 して くるのがみ られ

た。 この集落は,先 に4週 後に観察された小集落 とは別

で,4週 後 の小集落がその後培養 日数を増 しても 大 きく

ならないのに反 して,8週 後の大集落 は 徐 々に集落のサ

イズを増 して くる点で異なつている。 こ の 大 集 落は,

H37R▼ 株で感性菌(生 菌 数)IO6当 り2コ の割合で,青

山B株 で感性●菌(生 菌数)106当 り7コ の割合 で見 出さ

れた。 この大集落を形 成 す る 耐性菌 は初代分離 時には

LM培 地で きわめて緩徐に しか発育 しないが,次 に薬剤

な し1%小 川培地に継代する と発育速 度は感性菌 とかわ

らず,LM培 地で も初代 よりははるかに速 く発育す る。し

か も耐性度は,"actualcount法"で 測定 して200mcg/

m1な い し400mcg/mlで あ るか ら,感 性菌 の8倍 ない

し16倍 の耐性度を示す。

以上を要約すれ ば,M・tuberculosisH37R▼ 株 お よび

青山B株 のLM耐 性菌(resistantmutants)は,感 性

株中に2×10"6ま たは7×10-6の 割合 で発 見 され る。

耐性菌は初代分離 の さいには,LM培 地での発育速度が

遅い(著 明なdysgonicgrowthを 示す)の で,分 離に
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Table6. SusceptibilitytoVariousAntituberculousDrugsofLividomycin-susceptibleand

Lividomycin-resistantStrainsof〃.'幼 〃`"'03ゴ5Aoyama-B

Drug

LM

KM

Strain

LM-S

LM-R

LM-S

LM-R

CPM
LM-S

LM-R

Drugconcentration。(P9/mり

500 250 125 6332

(+) 十 十 十

十 十

糧

+

ま

+

+

}

…　

+
上

十

8

[
十

十

一
十

十

42

十 十

十 十

0

十

十

十

十

十

十

十

十

十 十 十

十

十

十

十

十

十

㎜
十

十

十 十 十

十 十 十

VM
LM。S

LM-R 十 十 十

十

十

十

十

十

十

SM
LM-S

LM-R 十 十

十

十

十

十

十

十

十

十

S

R

一

口

M

M

L

L
BE

十

十

十

十

TH
LM-S

LM-R

↓

十

十

十

十

十

十

↓

十

十

CS
LM-S

LM-R

十

+

十

十

十

十

十

十

Durgconcentration(μ9/ml)

Drug Strain
5 2.5 1.25 0.630.320.160.080.040.02 0

INH
LM-S

LM-R

十

十

十

十

PAS
LM-S

LM-R

十

十

十

十

十

十

Astoabbre▼iation.refertoTable5.

(+):GroWthvariable.

は8週 培養を必要 とす る。一たん分離 され たLM耐 性菌

の耐性度は安定で,発 育速度 も感性菌 と変 りない。

VI.Lividomycin耐 性菌 の他抗結核剤感受性

M.tuberc"ZosisHStR▼ 株お よび青山B株 の感性株(原

株),「 不安定 な」耐性株お よび真 の耐性株の種 々の抗結

核剤に対する感受性測定結果を表5お よび表6に 示す。

ここに使用 した(真 の)LM耐 性株はいずれ も培養期間

を8週 まで延長 し,い わゆ る"onesteP-selection"1:よ

つて得た ものである。耐性度の測定 は"actualcount法"

によつた。上述 した ごとく,一 たん分離 され た耐性菌の

2代 目以降の培地 におけ る発育速度は,感 性菌 と異 なら

ないので,耐 性度 測定 の判定は,37℃3週 後 に 行 なつ

た。

結果は表5お よび表6に 示す ごとくで,感 性菌 と比較

して約8倍 のLM耐 性度上昇 を示すLM耐 性菌 は,同

時にKMお よびCPMに も耐性を 増 し て い る。 また

SMに 対する耐性 度 も軽 度(2～4倍)に 上昇 している。

他の抗結核剤に対す る耐性度は変わつ て い な い。 ただ

VMに 対す る態度 だけは,菌 株特異性 があ り,H37R。 株

のLM耐 性菌ではVM耐 性度は不変 であるが,青 山B

株のLM耐 性菌ではVM耐 性度が上昇 している。

「不安定 な耐性株」 の態度は感性株 と同様 で あ り,こ

の株 の耐性上昇の原因は真 の耐性株のそれ とは全 く異な

る ことが裏が きされた(成 績 省略)。

考 察

以上の実験成績 を総括すれば次の ごとくいえ る。(1)

LMはinvitroで もinvivoで もM.t"berculosisに

対 して発育阻止作用を 示 す。(2)LMはKMま たば

CPMと の間に交叉耐性 を示す。KM耐 性菌 またはCPM

耐性菌 はLM耐 性であ り,逆 にLM耐 性菌 もKMお

よびCPM耐 性であ る。SM耐 性菌はLM感 性 で ある

が,LM耐 性菌 は軽度 のSM耐 性 上昇 を示す。 ま た 青

山B株 のLM耐 性菌はVMに も耐性上昇 を 示 し た。
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(3)患 者から分雌 したKM高 耐性菌(KM500mcg!ml

以 上耐性)お よびCPM耐 性 菌 はLM耐 性 で あ る。

(4)LM耐 性菌 の性 質は特異的で,初 回にLM培 地で

分離す るさいには発育が遅 く,集 落発見 に8週 培獲を必

要 とす る。 しか し次に継代培養すれ ば通常の発育速度で

発育す る。

以上の結果から考えると,LMが 一 副作用の問題 は

別 と して一 人体内で も抗結核菌作用を発揮 しうること

はほぼ確かであろ うが,さ て実用に耐える抗結核剤 とな

りうるか どうか とい う点 になると,か な り問題があ る。

最大の難点は既 存の抗結核剤KMお よびCPMと 交叉耐

性がある とい う点にあ る。

他の問題点は,LMの 耐性発現 の特異性であ る。 上述

の 「みかけ」上の耐性上昇の困難 さが人体内で も有利 な

性 質とな りうるであろ うか。 もちろん確実な答えは,空

洞 のあ るヒ トの結核症に実際にLMを 使用 してみ な い

と分か らないが,わ れわれは次の ように想像す る。遺伝

的に安定なLM耐 性菌は,LMに 接 触 した ことの な い

M・tuberculosisのpopulation中 におおよそ10-5～10"6

の率で含有 されてい る。 この耐性菌(spontaneousmu・

tants)は,LMを 投与 された患 者の空洞内では じ め は

緩徐に発育す るであ ろうが,お そ ら くあ る時期が くると

発 育速度が速 くな り,他 の抗結核剤使用の さい と同 じよ

うに,LM耐 性菌の集団が出現 して くるであろ うと思わ

れ る。 したがつてこのLM耐 性菌の性状を もつ て,と く

に有利 な点 と速断するわけにはゆ くまい と考 える。

結 論

新抗結核剤Lividomycin(LM)に ついて,M.tuber・

culosisH37Rv株 お よび青山B株 な らび に 患者分離株 を

用いて試験管内実験お よび動物実験を行なつた結果,次

の結論 を得た。

(1)LMは 試験 管内および動物体内で結核菌の発育

を阻止する。

(2)M.tuberculosisH87Rv株 お よび 青 山B株 の

kanamycin(KM)耐 性株 およ びcapreomycin(CPM)

耐性株はLM耐 性である。他 の 抗結核剤耐性株はLM

感性であ る。逆 にH37Rv株 お よび青山B株 のLM耐 性

株は,KMお よびCPM耐 性である。 またstreptomycin

(SM)に 対 しても軽度の耐性上昇 を示す。

したがっ てLMとKMま たはLMとCPMの 間に

結 核 第45巻 第8号

は,「 両側通行」の交叉耐性が存在す る。LMとSMの

間には,LM耐 性→SM耐 性の方向の 「片側通行」の交

叉耐性が存在する。 ただ し,こ の交叉耐性 の程度 は軽度

である。LMとviomycin(VM)の 間 では,青 山B株

につ いてのみ,LM耐 性→VM耐 性の 「片側通行」 の交

叉 耐性 がみ られた。他の抗結核剤 との間には・交叉耐性

はみ られ なかつた。

(3)結 核愚者か ら新たに分離 され たKM高 耐性株

およびCPM耐 性株 もLMに 耐性であつた。KM耐 性

とLM耐 性 との間の交叉耐性 では,耐 性度 が重要 な 因

子であつて,KM500mcg/m'以 上耐 性菌はLM耐 性で

あつたが,KM200mcg/mt以 下耐性 菌 はLM感 性 で

あつ た。

(4)M.tuberculosisH87R.株 および青山B株 のLM

耐性菌は,LMに ふれた ことのない感性株 の 中 にIO's

～10.6の 頻度 で見 出され る。 この耐性 菌 の 初代分離培

地におけ る発育は緩徐 であるので,耐 性 菌集落 を見つけ

るのには8週 の培養期間 を要す る。ただ し2代 目以後の

継代では発育速度は感性菌 と変わ らない。

(5)M.tuberc"losis以 外の抗酸菌のLM感 受性は

比較的低い。

本研究に対 して ご指導 をいた だ い た 国立 名古屋病院

長 日比野進 名誉教授 に感謝 の意 を表す る。
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