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It has been shown recently that minocycline exhibits growth-inhibitory effect on Mycobacterium 

tuberculosis15). In the present study, we studied the pattern of resistance development to this agent. 

A series of studies on this subject were done in this laboratory for various antituberculous

 agents1)•`9). Ogawa egg medium was used. The level of resistance was estimated by the "actual 

count method"12)•`14). It was expressed as the highest concentration of agent, on which 10 to 100 

viable bacteria inoculated per medium can grow as countable colonies after incubation at 37•Ž 

for 4 weeks.

The number of phenotypes of resistant mutants (number of the kinds of survival curves shown 

by strains each derived from single colony) was two in minocycline resistance. The upper limit of 

resistance (the highest concentration of agent on which test organisms that were obtained by 

repeated selections of resistant mutants can grow) was 50ƒÊg/ml, i. e., 50 fold of the level of 

resistance of the parent strain. Resistant mutants that show the highest level of resistance could be 

obtained by obligatory two-step pattern.

緒 言

私共 は ここ25年来,抗 酸菌特 に人型結核菌(Mfycobac-

terium tuberculosis)の抗結核剤耐性形式 を 研 究 し て き

た1)～9)。人型結核菌を材料 とし,耐 性突然変異を起 こし

た単個集落 を使用 しての研究 は,私 共 の研究室 のみで行

なわれてぎた もので,世 界 に も類似 の研究 をみ ない。幸

い人型結核菌の突然変異菌 は,生 菌 数106～109に1個 の

割合に見出 され るため(頻 度 は薬剤に よつ て異な る1)),

分離 された単個集落 は単個菌由来 と考 えられ る。す なわ

ち純系 のpopulationで あ るため,得 られ た菌 株の耐性

度は極めて安定 した ものであつた9)。

本報 で は,そ の よ うな 研 究 の一環 と して,minocycline

に対 す る耐 性形 式 を研 究 した。

研 究 方 法

Mycobacterium tuberculosis H37Rv株 を使 用 した 。 培 地

は1%小 川 培地 を 使用 した。 そ の 組成 は次 の とお りで あ

る。 原 液(1% KH2PO4お よび1% sodium glutamate)

100ml,全 卵 液200ml, glycerol 6ml, 2% malachite

 green水 溶 液6ml。 培 地 は7mlず つ,165×16.5

mm,試 験 管 に分 注 し,90℃,60分 滅菌 す る こ とに よ り

斜 面 と した 。minocyclineはLederle Japan製 のmino

-mycin静 注 用 注 射 液 を 使 用 した 。 ア ン プル の 内 容 を 水

* From the National Chubu Hospital , Obu, Aichi 474 Japan.
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に とか し,滅 菌前 の培地に添加 した。添加に際 しては,

添加す るminocycline液 が,培 地100容 量に対 して1容

量 とな るよ うに,濃 度を調整 した。作製 した培地 は,即

日実験に使用 した。

被検株は,1%小 川培 地に37℃4週 培 養 した後,集 落

を とつ て,ガ ラス玉入 りなす型 コルベンに入れ て,10分

間振盗 して均一 化 し,こ れ に0.1% Tween 80水 溶液

を加え て,菌 液を作つた。菌液 はあらか じめ作製 した標

準曲線 と比 濁に よ り比較 し,10～20mg/ml湿 菌量 とし

て,こ れを原液 とした。 生菌数(生 菌単位)の 測定 のた

めには,こ の原液 を,0.1%Tween80水 溶液 で10-7

まで希釈 し,10-4～10‐7の 各希釈 液 か ら 渦 巻 白 金 耳

(0.02ml接 種用)で,1白 金耳ず つ 小川培地に接種 し

た。生菌数 算定 のためには,各 希釈液 に5本 ずつ の培地

を使用 した。 なお結核菌生菌数算定 のためには,ピ ペ ッ

ト接種 は不適 当で,渦 巻 白金耳接種 の方が優れ てい るこ

とは既報 した10)。

自然突然変異に よる耐性菌を分離す るためには,原 液

お よび10-1～10-3希 釈液 を,薬 剤を含む培地5本 ずつ

に接種 した。 使用 したminocyclineの 濃度 は,0,0.5,

1,2,5,10,20,50,60,70,80,100μg/mlの12種 であ

る(注.実 験後0.5お よび1μg/mlの 濃度 は,発 育 に

無影響 と分かつた ので,実 験の後半では省略 した)。

菌 を接種 した試験管(培 地)は,穴 あ ぎゴム栓 で栓 を

し,37℃ で,直 立位 で培養 した。集落数の観察は,4週

後 と6週 後に行なつた。接種生菌数の測定 は4週 後 に,

minocyclineを 含 まぬ培地で行なつた。耐 性菌 の集落数

算定 は6週 後に行なつた。 これは後 に述べ る ように,耐

性集落 の発育速度が分離培地で遅いためである。

耐性変異株 の分離iは,6週 後にminocycline含 有培

地に発育 した単個集落の中か ら,3集 落 を任意 に選 んで,

新 しい薬剤を含 まぬ培地 に培 養 した。 こうして得 た単個

集落 由来の耐性株を37℃ に3週 培養 し,前 と同 じ方法 で

菌液を作 り,種 々のminocycline濃 度を含む培 地 に 接

種 した。原菌液 お よび希釈液 の作製法 お よび接種法 は,

上記 と同 じであ る。次に得た耐 性集落 か ら,再 び単個集

落由来株を作 り,こ の操作 を繰 り返 した。

上記の方法で得た結果 か ら,単 個集落 由来株 の生残 曲

線(survival curve)を 作 つ た。すなわち種 々のmino-

cycline濃 度 におけ る発育集落数 の比率を図に プロ ッ ト

した。例えば,あ る株 について,薬 剤 な し培 地 に10-6

希 釈液を接種 して,集 落数8.0を 得,100液 をmino-

cycline10μg/ml培 地に接種 して集落数11.2を 得た場

合 は,1生 菌単 位当 りの10μg/ml耐 性集落(耐 性菌)の

比 率は,11.2÷(8.0×106)=1.4×10-6で ある。 したが

つて,minocycline濃 度0μg/mlの プロッ トは常 に縦

軸 の1す なわ ち対数値 で0の 位置 であ り,濃 度10μg/ml

の プロッ トは縦軸1.4×10-6の 位置 になされ る。生菌数

比 の縦 軸,minocycline濃 度 の横 軸 と もに対 数scaleを

使 用 した 。

生 残 曲線 を 作製 す る際 に は,集 落 数(培 地 あた り)10

～100 ,で ぎれ ば20～50の 値 の成 績 を用 いた 。 例 え ば,

接 種 菌 液10-5を 用 い て対 照 培 地 に42の 集 落 数 を 得 た 際,

minocycline10μg/ml培 地 の集 落 数 が ,100菌 液 接 種 で

25,10-1菌 液 接 種 で7で あ れ ば,25の 方 を とつ て,生

菌 単 位 当 りの耐 性菌 出現 率 を計 算 した 。 す な わ ち,25÷

(42×105)=6×10-6。 この理 由 は 既報 した11)。

また 単 個 集 落 由 来 菌 株 の 耐 性 度 は,"actual count

法"12)～14)で表 した。 す なわ ち10～100生 菌 単 位 を 接 種 し

た際,37℃4週 後 に,集 落 形 成 が み られ る最 高 濃 度 を耐

性 度 と した。

研 究 成 績

M. tuberculosis H37Rvの 親 株 の 生残 曲線 は,図1のP

の形 とな つ た。minocycline濃 度1μg/mlで は,対 照

培 地 とほ とん ど同 じ集 落 数 が み られ た 。2μg/ml培 地 で

は,10-4～10-3菌 液 の 接種 で は薄 膜 状 発 育 がみ られ,

10-2～100菌 液 の接 種 で は 膜 状 の 発 育 が み られ た。 す な

わ ち,こ の 濃 度 で は10―5お よび10-6菌 液 の接 種 で は発

育 が み られ な い が,10-4以 上 の濃 い菌 液 で は薄 膜 状 な

い し膜 状 発 育 が み られ る。100菌 液 接 種 で は,対 照(薬

剤 な し培 地)と 同 じ よ うな膜 状 発 育 が み られ る。10-5菌

液 の接 種 では,42.0の 集 落 数 が み られ たか ら,100菌 液

使 用 の培 地 当 り接 種 量 は,42×105=4.2×106で あ る。

以 上 の よ うに,同 じ2μg/mlで も,接 種 菌 量 に よ り発

育 の状 態 が 異 な つ て い た 。

Fig. 1. Survival curves of Mycobacterium tuberculosis 

strain H37Rv for minocycline.

P is the survival curve of the parent strain, and R and 

R2 are survival curves of resistant mutant strains.

Arrows show that, at each concentration indicated, three 

single colonies were picked up, and the strains derived 
from these colonies were tested for their survival curve.

Strains each derived from a single colony that grew on 

the concentration of 10 ƒÊg/ml in the survival curve P 

showed the survival curve R,, and strains each derived 

from a single colony that grew on the concentration of 20

ƒÊg/ml of the survival curve R. showed the survival curve

 R2. Survivor colonies that grew on the concentrations of 

more than 50ƒÊg/ml of the survival curve R2 showed the 

same survival curves as shown by the curve R2.
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5μg/ml培 地 では,10-2菌 液接種 の 場 合,薄 膜状発

育 の上 に約2個 の耐性菌集落 らしい集落がみ られたが,

これ を釣菌 して継代培養 して生残曲線を とると,親 株 と

同 じ曲線 となつ た。10μg/ml培 地 で は,10-2な い し

100菌 液接種 で,薄 膜状発育 の上 に2～11個 の集落 がみ

られ た。 生残曲線を画 くのには,100菌 液接種を基礎 と

した(集 落数平均値10～100,で きれば20～50の 場 合を

計算 の基礎 と した11))。20μg/ml培 地には薄膜状発育の

み で,集 落 は認め られなかつた。

したがつ て,生 残 曲線Pの10μg/ml培 地 に発育 した

集落3個 を取つ て,別 々に培養 し,生 残曲線 を画 くと,

3株 とも同 じ曲線R1を 示 した(図1)。 次に,こ の生残

曲線R1の20μg/ml培 地に発育 した集落3個 を とつて,

同 じ実験を繰 り返す と生残曲線R2が 得 られ た。 この

際50μg/ml培 地 の集落はやや小さ く,60～80μg/ml培

地に も小集落を生 じた。

次にR2の 曲線 を画いた集落 か ら,20μg/ml, 50μg/

ml, 70μg/ml,お よび80μg/ml培 地 の集落を とつ て

継代 し,再 び生残曲線 を作 るとR2と 同 じ生残 曲線 とな

つた。 この際,50μg/mlま では集落がみ られ た が,70

～80μg/mlに は集落がみ られ なかつた
。 そ こで,更 に

50μg/ml培 地 に発育 した集落を とつて継 代 し,再 び生

残曲線 を画 いたが,集 落発育 の最上限 は50μg/mlで あ

つた。

以上 の結果 か ら,次 のご とぐいえる。

1) H37Rv株 の生 残 曲 線 はPで,い わ ゆ る"Actual

 count法"12)～14)に よ る耐}性度 は1μg/mlで あ る。 親 株

中 に は,次 のR1曲 線 を 画 く耐 性 菌 は 見 出 され るが,R2

曲線 を 示 す 耐 性 菌 は 存 在 しな い 。 親 株 中 のR、 耐 性菌 の

出 現 率 は,生 菌 単 位 当 り約3×10-6で あ る。

2) R1耐 性 菌 の生 残 曲 線 はR1で,耐 性 度("actual

 count法"に よ る耐 性 度,す な わ ち 接 種 菌 量10～100生

菌 単 位 を接 種 した 際,37℃4週 後 に 集 落 形成 を示 す最 高

濃 度12)～14))は10μg/mlで あ る。R1耐 性 株 中 のR2耐

性 菌 の出 現 率 は 約3×10-7で あ る。

3) R2耐 性 菌 の 生 残 曲線 はR2で,耐 性 度 は50μg/ml

で あ る。50μg/mlが,H37Rv株 が 変 異 で 到達 し うる耐

性 上 限 であ る。

以 上 の結 果 か ら,H37Rv株 のminocycline耐 性 形 式

は,"obligatory two-step pattem"で あ り,耐 性 表 現 型

の数 は2つ で あ る。

注.最 高 耐 性 度 を示 す耐 性菌 が,two-step selectionで

得 られ る もの がtwo-step patternで あ る1)。 耐 性菌 の表

現 型 は,耐 性 菌 の示 す生 残 曲線 の種 類 で1),minocycline

の場 合 はR1とR2の2種 で あ る。

考 察

MinocyclineがM. tuberculosis, M. intracellulareな ど

の病 源 性 抗酸 菌 の発 育 を阻 止 す る こ と は,最 近Tsuka-

mura15)が 報 告 した。 本報 で は,抗 結 核 剤 耐 性 形 式 に 関

Table 1. Comparison of Pattern of Resistance Development of M . tuberculosis 
strain H37Rv for Various Antituberculous Agents

a Abbreviations and references. SM: Streptomycin, KM: Kanamycin, VM: Viomycin, 

CPM: Capreomycin, EVM: Enviomycin, RFP: Rifampicin, EB: Ethambutol, CS: Cyclo
 serine, INH: Isoniazid, PAS: p-Aminosalicylate, Tbl: Amithiozone, TH: Ethionamide, 

MC: Minocycline.
b Expressed as a multiple of the level of resistance of parent bacteria estimated by the

 "actual count" method 12)-14) .
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す る一 連 の研 究1)～9)の 一 環 と し てminocycline耐 性 形

式 を 取 り上 げ た 。

一 般 に 抗 結 核 剤 は ,INHを 例 外 と してM. tuberculosis

の発 育 を 遅 延 させ る作 用 が あ り,そ の 作用 は薬 剤濃 度 に

比 例 して増 強 す る16)。 こ の点,minocyclineの 抗結 核 菌

作 用 も発 育 遅 延 的 で あ る と思 わ れ る。 そ れ は,成 績 の項

で述 べ た よ うに,接 種 菌 量 が 大 きけ れ ば 大 きい ほ ど発 育

量 が大 き い こと で うか が え る。 す なわ ち2μg/ml培 地

に,数10生 菌 単 位 を 接 種 した と きに は,発 育 は 微 量 で 肉

眼 でみ え な い が,大 量105～106を 接 種 す れ ば,微 量 発

育 の集 合 に よつ て膜 状 発 育 が 起 こる こと で も分 か る。 微

量 接 種 の場 合 は,み かけ 上 は,発 育 が 完 全 に 阻 止 され て

い るか に み え るが,実 は微 量 の発 育 が 起 こつ てい る。 そ

の た め大 量 接 種 で は,微 量 発 育 が 寄 り集 まつ て可 視 とな

る もの と思わ れ る。

またminocycline耐 性 菌 は,streptomycin耐 性 菌 な

ど と同 じ く,初 代 分 離 の際 に は発 育 が 遅 く6週 で ない と

大 き い 集 落 に な らな い が,一 た ん分 離 して しま う と4週

で も薬 剤 培地 に大 き い 集落 を形 成 す る。 す なわ ち"de

layed phenotypic expression"17)を 示 す 。 これ に 対 して

INH耐 性 菌 だ け は,初 代 分離 で もINH培 地 に4週 で

大 きい 集 落 を 形 成 す る17)"delayed phenotypic expres

sion"の 原 因は,突 然 変 異(DNA分 子 の構 造 変 化)の 後

に,表 現 型 を 表 す のに あ る時 間 を 要 す るた め と考 え られ

てい る。 こ の時 間 は,耐 性 とい う表 現 型 を 作 るの に必 要

な 細 胞 構 造 の再 構 成 のた め と解 さ れ る17)。minocyciine

耐 性 菌 の表 現 型 発 現 に も,こ の よ うな 過 程 が 必 要 な の で

あ ろ うと思 わ れ る。

本 報 の成 績 は,minocycline耐 性 形 式 がtwo-step pat-

ternで あ る こ とを示 した。 この形 式 は,INH耐 性1),

PAS耐 性1),ethionamide (TH)耐 性2)に み られ る。 これ

に 対 して,EB耐 性4)お よびRFP耐 性5)6)で は,single

step patternで 耐 性 表 現 型 は1つ しか な い 。SM, KM,

 VM, CPM, EVMな どのaminoglycoside系 あ るい は

peptide系 抗 結 核 剤 に対 す る 耐 性 形 式 はfacultative

 single-step patternで あ る1)7)。 この形 式 では,低 耐 性 表

現 型 の耐 性菌 も高 耐 性 表 現 型 の耐 性 菌 もone-step selec-

tionで 得 られ る。 一 方,INH, PAS, THお よびmino-

cyclineに 関 して は,高 耐 性表 現型 の耐 性 菌 は,one-step

 selectionで は 得 る こ とが で き な い。 必 ず,一 た ん低 耐

性 菌 を 分 離 して か らで な い と高耐 性菌 を 得 る こ とが で き

な い 。

Minocycline耐 性 の耐 性 上 限 は,感 受 性 菌 の耐 性 度1

μg/ml("actual count法"測 定)の 約50倍 で あ る(50

μg/ml)。 した が っ てminocycline耐 性 は,耐 性 上 昇 が

比 較 的 低 い 耐 性 形 式 に 属 す る(注.他 抗 結 核 剤 の耐 性上

限 に つ い ては 文 献18参 照)。

結 論

M. tuberculosis H37Rv株 のminocycline耐 性 形式 は

two-step patternで あ り,耐 性 表 現 型 の数 は2種 で あ る。

耐 性 上 昇 は50μg/mlで,感 受 性 菌 の耐 性 度1μg/mlの

約50倍 で あ る。
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