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The resistance pattern of Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv to a new antibiotic 

lividomycin1) was studied using a technique previously described2). The results obtained are 

shown in Fig. and Table.

Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv showed only one phenotype of resistance, which 

is shown as a survival curve in figure, and the upper limit of resistance was a 400 ƒÊg/mt 

level. Repeated selection by the drug was ineffective to obtain a more resistant strain . The 

organism was either resistant to 25 ƒÊg/ml of the drug, as was the parent strain not exposed 

previously to the drug, or resistant to 400 ƒÊg/ml of the drug. The resistance pattern was 

shown to be a single-step pattern.

Resistant mutants, which give rise to resistant strains capable of growing on the 400 

ƒÊg/ml level of the drug, were obtained at a rate of 2•~10-6 among the organisms of the 

parent strain.

The most striking finding was that the resistant mutants are very dysgonic at primary 

isolation and the colonies of the resistant mutants could be detected only after incubation at 

37•Ž for 8 weeks. The strains could grow showing a normal growth rate at the second and 

successive transers.

Lividomycin(LM)は 最近,興 和株式会社研究所で開

発 された新しい抗生物質である。その試験管内抗結核菌

作用,交 叉耐性およびマウス実験結核症の治療効果につ

いては前報1)に 述べた。抗結核剤の耐性形式2)は,耐 性

研究の基礎をなすので,本 報ではMycobacterium tuber

culosis H37Rv株 のLM耐 性形式について実験した結果

を報告する。

方 法

被検株として,M.tuberculosis H37Rv株 を用いた。

培地は1%小 川培地を用い,研 究方法は既報2)の 方法を

使用 した。

耐性形式研究の方法について

研究方法の要点は,種 々の濃度で分離される単個集落

の生残曲線(survival curve)を 調べることにある。

耐性形式を調べるにあたつて液体培地に発育 した菌の

一定量を継代する方法または固形培地に発育 した多数集

落を集めてpopulation構 成を調べる方法では,種 々の

遺伝的性質の菌の集 りを調べることになるので,個 々の

菌に起こる遺伝的変化を知ることはできない。

液体培地継代法では,継 代に使用する菌集団に耐性菌

が含まれていれば耐性度のstep上 昇が起こり,含 まれ,
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ていなければstep上 昇は起こらない。 この場合,通 常

使用される 「耐性度」の定義は,次 のごとくであると思

われる。すなわち薬剤の希釈列を作 り,これに一定量の菌

を接種した場合に,菌 の発育がみ られる最高薬剤濃度を

もつて 「耐性度」とされている。液体培地継代法で作ら

れる耐性上昇曲線は,接 種量に耐性菌が含まれていれば

上昇し,耐 性菌が含まれていなければ上昇しない。接種

量が比較的小さいと,接 種量に耐性菌が含まれる機会が

小さくなる。 したがつて 結果が実験の 度に 変わ りやす

い。また突然変異頻度に比して接種菌量が小さいと何回

継代しても耐性曲線の上昇が起 こらない。この場合は,

あたかも 「耐性獲得」が起 こらないようにみえるが,大

きい接種菌量を用いれば,耐 性曲線の上昇が起 こるはず

である。また接種菌量 の中に耐性菌が含まれていても,

それが耐性度の上昇として認め られるには耐性菌が増加

するまでの時間が必要である。耐性菌が十分増加しない

のに継代を行なうと耐性度の上昇は起こらない。これは

耐性菌が次の継代の接種菌量に入る機会がないか,入 つ

ても前と同様に小菌数にとどまるためである。

以上のように,液 体培地継代法では,耐 性菌を見逃が

して,事 実を誤認することがある。また継代に使用され

る接種菌量に耐性菌が入る割合が実験の度に変わ りやす

く再現性に乏しい。

具体的な例をあげれば,突 然変異頻度が10-8で ある

場合に,継 代に107生 菌数 を用いると,継 代時に接種菌

量に耐性菌が含まれる確率は1/10で あるか ら,な かな

か耐性度の上昇が起こらない。 この現象をみて,「 耐性

獲得」が起 こりにくいと結論するのは誤 りであろう。

以上の理由から,耐 性形式の研究には,固 形培地を用

いる定量的な方法が用い られるべ きで,液 体培地継代法

は適当な方法ではない。また 「耐性獲得」という,あ い

まいな述語も避けるべきであると思われる。

薬剤耐性形式の表現方法に,streptomycin型3)と か

penicillin型3)と い う表現がしばしば用い られる。 この

型は,Bryson & Szybalski4)に よれば,そ れぞれfac

ultative single-step patternま たはmulti-step pattern

であ る。Demerec3)が 最初にstreptomycin耐 性形式と

penicillin耐 性形式の差を報告したときの実験方法も定

量的なもので,単 個集落の耐性度を調べる方法によつて

いる。したがつて,非 定量的な方法で安易に結論を出す

のは,Demerec3)お よびBryson & Szybalski4)の 定義

に ももとつている。耐性形式の研究には,単 個集落の生

残曲線(耐 性度)を 調べることが必須条件であることを

重ねて強調 しておきたい。したがつて今回のLM耐 性形

式の研究は,今 までの結核菌の薬剤耐性形式の研究2)と

同じく,単 個集落の生残曲線を調べる方法を用いた。

耐性度の定義について

これまで 「耐性度」とい う述語はいろいろの意味に用

い られている。 たいていの場合,「 ある菌集団が発育を

示す最高濃度」とい う意味に用い られている。しかし耐

性形式の研究にさいしては,も つと厳格な定義でこの述

語を使用したい。

耐性度を上述のように定義すると,実 験条件によつて

菌集団の 構成が 変わると,耐 性度もそれに 応じて変化

し,一 定の成績が得られないことになる。したがつて耐

性度を再現性あるものにするには,菌 集団の遺伝的性質

が同じである(均 一である)こ とを前提 とする必要があ

る。

微生物の場合,単 個集落は遺伝的に均一な菌集団と考

えてよいか ら,「単個集落に由来する菌集団が 一定実験

条件で発育を示す最高濃度」を 「耐性度」 と定義すれば

よい。

このさい,単 個集落が単個菌に由来するものであれば

最良であるが,た とえ数コの菌に由来するものであつて

も,こ れ ら数 コの菌が遺伝的に異なる菌(す なわち突然

変異菌)で ある可能性はきわめて小さいか ら,や は り一

定性状に関しては遺伝的に均一な集団すなわち純系集団

と考えてよい。換言すれば,単 個集落に由来する菌集団

(菌株,strain)は 事実上"clone"と み なしてよい。

われわれが使用したH37Rv株 は,単 個集落分離を3

回繰 り返 したものであるから,一 応純系菌集団(純 系株)

とみなしてよい。

以上のごとく定義 した 「耐性度」は,「遺伝的に均一

な集団の示す形質」とみなされる。 したがつて,こ の場

合の 「耐性度」は,あ る遺伝的性質の 「表現型」とみな

してよい。

上述の 「耐性度」を調べるにあたつて重要なことは,

上述の定義が 「遺伝的に均一な菌集団」を用いることを

前提としていることである。 したがつて耐性度測定に使

用される菌集団(接 種菌量)は,た んに単個集落に由来

するだけでな く,さ らに突然変異菌(遺 伝的に異なつた

菌)を 含まぬ程度に十分に小さい菌集団でなければな ら

ない。それでは,ど の くらいの大きさ(size)の 菌集団を

用いればよいか?こ れに関しては次のごとく考え られ

る。

現在,10-3以 上 の突然変異頻度は考えられないので,

耐性度測定に使用す る菌集団(す なわち,1培 地に接種す

る生菌数)が 純系である場合には数百以下の数をとれば,

この中には突然変異菌を含まぬものと考えてよい。 この

さい,わ れわれが使用する培地は通常中試験管に作つた

斜面であるか ら,培 地の面積に限定がある。培地面に発

育する集落数が大きいと近接 した集落は融合するので,

1つ の集落とみえても実は数 ゴの集落の集 りである場合

がある。このような状態を避けるためには,1培 地に接

種される生菌数は100以 下であることが望ましい。この

ような条件の基礎については文献(5)に 検討した。
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上述のような意味で,使 用 され る菌集団の大きさ(接

種生菌数)は 小さいほうが望ましいが,あ ま りに小さい

と各培地あた りの菌の分布がpoisson分 布 となつて分布

誤差が大きくなる。 したがつて,こ れを避けて,正 規分

布となるだけの大きさとすることが望ましい。そのため

には,接 種生菌数は少な くとも10以 上でなければな ら

ないし,で きれば20以 上であることが望ましいと思わ

れる。結論として,望 ましい接種菌量は20～100生 菌数

(生菌単位)と 考え られる。

以上のことを考慮して,わ れわれは耐性度を測定す る

にあたつては,単 個集落に由来する菌を薬剤を含 まぬ培

地で増菌 し,こ れをガラス玉 コルベンで10分 間振盪 し

て均一化 した後,生 理食塩水を加えて,10～30mg/ml

の菌液を作 り,こ れを10倍 希釈列で10-6ま で希釈 し,

原液,10-1,10-3,10-4,10-5,10-6の6種 類の菌液を接

種に使用することとした。接種は0.02mlを 接種 しうる

渦巻白金耳で,各 菌液をLMの 種々の濃度を含む培地に

接種 して,37℃4週 間培養した後,集 落数を数えた。原

液および10-1液 は突然変異菌を得るためのもので,10-3

～10-6液 は生菌数算定のためのものである。集落数の算

定にあたつては,以 前の研究2)で は10本 の培地の平均

値をとつたが,今 回のLM研 究では便宜上2本 の平均値

をとつた。

使用したLM濃 度は,0,12.5,25,50,100,200,400,

800,1,600,3,200μg/mlの10本 立で,各 菌液について

2組,す なわち1菌 株 の耐性度測定に,10×6×2=120

本の培地を1組 として使用 した。

37℃4週 後に発育 した集落を,種 々の濃度か らとつて

増菌 し,同 様に菌液を作つてLM耐 性度を測定 し,こ の

ような操作を繰 り返 した。 集落数の算定は通常37℃4

歯後に行なつたが,後 述するように,耐 性菌を最初に分

離するには8週 培養が必要であつた。 したがつて高濃度

のLM培 地に発育がみ られぬ場合は,判 定を8週 まで延

長 して集落発生の有無を観察した。

以上の理由か ら,「耐性度」とは,「 単個集落に由来す

る菌集団の20～100生 菌数(生 菌単位)を 培地に接種し

た場合,37℃4週 後に集落形成を示す最高濃度」と定義

した。

注。上述の方法をもつてしても測定される耐性度が多

少動揺することは避けられない。このような誤差は,遺

伝的に均一な菌が示す彷復変異6)(培 地条件 その他の実

験条件による変動)に 基づくとみなされる。

注。結核菌(M.tuberculosis)の 場合,突 然変異菌は,

生 菌数あた り10-6～10-8の 割合で得 られる2)。通常用い

られるのは107程 度の接種 生菌 数 であるから,こ の場

合,薬 剤を含む培地にみられる耐性菌(突 然変異菌)の

集落数は培地あた り1～ 数コにすぎない。したがつて独

立 して生じた突然変異菌が培地上に相接 して分布する確

率は事実上ないと言つてよいから,耐 性菌集落は確実に

「単個菌」に由来 していると考えてよい。

結果および考察

図に示すように,LMに ふれた ことのないH37Rv株

(感性株,図 のP)の 耐性度は25μg/mlで ある。すなわ

ち感性株の菌はLM 25μg/mlま で発育するが,50μg/

Fig. Resistance Development of Mycobacterium
 tuberculosis (H37Rv) to Lividomycin

The curve shown in figure represents a survival curve

 of colonies originated from single colonies isolated on

 various drug concentrations.Resistance degree of the

 parent strain is a25μg/ml level of resistance and that

 of resistant strains,which were obtained at concentra

tions either 200μg/ml or 400μg/ml,is a 400μg/ml level

 of resistance.The arrows in figure show that single

 colonies were picked up at the concentrations indicated

 and the strains originated from these colonies were

 tested for preparing a survival curve.Small colonies

 may grow on the concentration 800μg/ml,but the strains

 obtained by subculturing these colonies on a drug-free

 medium show a survival curve similar to the survival

 curve of the resistant strains isolated on 200 to 400μg/

ml.Therefore,the capacity to grow on 800μg/ml is not

 a heritable character but is considered to be due to a

 "fluctuation"
,which is not heritable6).When a heavy

 inoculum of the parent strain is used,a thin membra

neous growth is observed on the concentration 100μg/

ml.However,the strains obtained by subculturing this

 growth do not show a survival curve of resistant type

 but show a survival curve similar to that of the parent

 strain.The thin menbraneous growth on a 100μg/ml

(and sometimes on a 200μg/ml)leve is never due to a

 mutation to real resistance but due to a"pseudoresist

ance7).The pseudoresistance is produced by a residual

 growth of drug-susceptible organisms.

mlに は発育しない。いつたん12.5μg/mlま た25μg/

ml濃 度に発育 した単個集落をとつて,薬 剤なし培地に

継代増菌 して再び耐性度を調べてみても同じである。

LM50μg/mlに 時に小集落が生じることがある。 とく

に培養期間を8週 まで延長するとたいていの場合,小 集

落を生 じる。この小集落をとつて増菌 して耐性度を調べ



66 結 核 第47巻 第4号

てみると,感 性株と同じ耐性度を示す。したがつて,こ

の小集落は感性菌の生じる集落であつて,遺 伝的な性質

によるものではない。

接種菌量をますと,LM100μg/ml培 地 にも微小な集

落が多数認められ,培 養期間を8週 に増すとLM200

μg/mlに も薄膜様の発育が認められることがある。 こ

れ らの微小集落や薄膜も遺伝的性状としての耐性ではな

い。これ らの発育の微量を白金耳でとつて薬剤なし培地

に増菌 し,そ の耐性度を調べてみるとやは り感性株のそ

れ と同じであるからである。この発育は,い わゆる偽耐

性7)の 現象によると考えられる。すなわち菌 の発 育 速

度が薬剤の 濃度の 増加に 逆比例して減少する型の薬剤

(streptomycin,kanamycin,capreomycinが これに属

する)に みられる現象で,LM100μg/mlで は発育が停

止するのではな く遅延するにすぎないのであるから,単

個菌またはこれに 近い数の菌の接種では37℃4週 培養

後,肉 眼では集落形成が認め られない。 しか し感性菌の

極少量の発育は起こるので,接 種生菌数が105～107と

い うように大きくなると,こ れ ら微量の発育が集まつて

薄膜にみえるものと考えられる。これが偽耐性の現象で

ある。

感性株の中に,LM200～400μg/mlに 発育できる菌

は約2×10-6の 割合で見いだされる。さきに定義したよ

うに,耐 性度の判定を4週 後に行な うと耐性菌は発育で

きないが,培 養期間を8週 まで延長すると,LM200μg/

ml培 地 に少数の大きい集落が発生する。この集落をとつ

て,薬 剤なし培地で増菌 して耐性度を調べると,37℃4

週 後にLM400μg/mlの 耐性度を示す。 そ してこの性

質は,薬 剤を含まぬ培地に5代 以上継代を繰 り返 しても

不変で あるから,遺 伝的に安定 した 性質であると考え

られる。このような耐性菌(遺 伝的性質の変化によるも

のと考えられるから突然変異菌である)は,培 地あた り

106生 菌数の接種菌量を接種すると,平 均2コ 発見され

る。

LM耐 性の著しい特徴は,37℃4週 培養では感性株の

中に耐性菌(突 然変異による遺伝的に安定した耐性菌)

を見いだしえないことである。初回分離のさいには,耐

性菌の発育はきわめて遅 く,8週 後にはじめて集落を形

成する。しかし2代 目以後は,LM400μg/ml培 地で4

週後に単個集落形成が可能である。すなわち通常の発育

速度を示すようになる。

以上のごとく初代分離にさいして,LM耐 性菌がきわ

めてdysgonicで あ るとい う特徴が,他 の研究者によつ

て,あ たかも"LM耐 性は生じがたい"と いわれた原因

である。しかし,実 際にLM耐 性菌が得られないのでは

ない。初代分離のさいに,培 養時間を延長すれば,こ れ

を得ることができる1)。

上述の耐性菌の耐性度は400μg/mlで あるが,こ の

耐性菌集落(耐 性株)か ら800μg/ml耐 性度を示す菌を

分離 しようとしても不可能である。耐性株を800μg/ml

培地に接種すると,時 に800μg/ml培 地に小集落を生

じるが,こ の小集落を増菌して耐性度を調べると,前 と

同じ耐性度を示す(図)。 したがつて800μg/ml培 地に

小集落を生じるのは,非 遺伝的な彷徨変異によるものと

思われる。

以上の結果から,H37Rv株 の感性株の耐性度は25μg/

mlで あ り,耐 性株の耐性度は400μg/mlで あると結論

される(図,表)。H37Rv株 のLMに 対するresponse

は,感 性か耐性のいずれかであつて,耐性菌は400μg/ml

Table.Resistance Pattern of Mycobacterium

 tuberculosis(H37Rv)to Lividomycin

There is only one phenotype of resistance to livido

mycin.The resistance pattern is"single-step pattern".

耐 性 度 を示 す もの しか な い 。 す な わ ちH37Rv株 のLM

耐 性 形 式 は,"single step pattern"で あ る と結 論 され

る(表)。

また 耐 性 菌 の 耐 性 度 は400μg/mlの1種 しか な く,

これ 以 上 の 耐 性 度 の もの は 得 られ な い か ら,耐 性 上 限 は

400μg/mlで あ る。 こ の 耐 性 上 限 は,感 性 株 の 耐 性 度

25μg/mlの16倍 で あ る(表)。

M.tuberculosisで"single step pattern"を 示 す 例 は

比 較 的 珍 しい2)。 現在 ま で,"single step pattern"が 認

め られ た 例 は,H37Rv株 のRifamycin耐 性8),cyclo

serine耐 性9)お よびcapreomycin耐 性10)で あ る。

LMの 耐 性 形 式 に 関 して 最 も注 目 され るの は,LM耐

性菌 が初 代 分 離 の さ い に著 し くdysgonicな 点 で あ る。

この よ うな現 象 は,こ れ ま で の抗 結 核 剤 で 経 験 され な い

こ とで あ る 。 も し,こ の現 象 が 人 体 内病 巣 で 起 こる とす

れ ば,耐 性菌 の増 殖 が な か なか 起 こ らず,い わゆ る"耐

性 が 出現 しに くい"現 象 が起 こ り うる。 も しそ うで あれ

ば,LMは 臨 床 上,抗 結 核 剤 と して注 目す べ き薬 剤 で あ

る と期 待 され る。

結 論

M.tuberculosis H37Rv株 のLividomycin(LM)耐 性

形 式 は,"single step pattern"で あ り,感 性 菌 の耐 性

度 は25μg/ml,耐 性 菌 の耐 性 度 は400μg/mlで あ る。

す な わ ち耐 性菌 の表 現 型 は1種 しか な い。 耐 性 菌 を 生 じ

る 突 然 変異 頻 度 は,2×10-6で あ り,耐 性 上 限 は400μg/

ml(感 性 菌 の 耐 性 度 の16倍)で あ る。 最 も注 目す べ き
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現 象 は,LM耐 性 菌 が 初 代 分 離 の さい に 著 し くdysgonic

な 点 で,こ の 点 は 今 ま で の 抗 結核 剤 に み られ な い特 徴 で

あ る 。
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