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短 報

Mycobacterium tuberculosis (H37Rv株)のDL8280耐 性 形 式
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The resistance pattern to a new antibiotic DL8280 was studied using the strain H37Rv of 

Mycobacterium tuberculosis and the Ogawa egg medium. This organism showed two resist: 

ant phenotypes to DL8280, survival curves R1 and R2 (Fig. 1). Lowly resistant phenotype 

had the resistance level 5ƒÊg/ml, when measured by the actual count method6)7), and the 

mutants with this phenotype appeared in the parent strain at a rate of 10-6. Highly resistant 

phenotype had the resistance level 100ƒÊ/ml and the mutants with this appeared in the 

population of the lowly resistant strains at a rate of 10-6. The upper limit of resistance2) 

was 100ƒÊg/ml, which was ca. 300-times higher than the resistance level of sensitive 

organisms, 0.32pƒÊg/ml. To reach the upper limit of resistance, two-step selections of 

mutants was needed. Hence, the pattern of resistance development is the obligatory two

step pattern. It was characteristic that the mutants grew eugonic colonies on initial 

isolation. This characteristic was observed previously only in isoniazid-resistant

 mutants3)•`5) The resistance pattern to DL8280 was the same as that of the parent strain in 

a streptomycin-resistant strain, an isoniazid-resistant strain,a p-aminosalicylate-resistant 

strain and a rifampicin-resistant strain isolated from the H37Rv strain.
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DL8280は 第 一 製 薬 株 式 会 社(東 京)に よ っ て 開 発 さ

れ た 新 し い抗 菌 物 質 で,次 の 構 造 式 を持 つ 。(±)-9-

fluoro-2, 3-dihydro-3-methyl-10-(4-

methyl-1-piperazinyl)-7-oxo-7H-pyrido

[1,2,3-de] [1,4]benzoxazine-6-carbox-

ylic acid,分 子 式 はC18H20FN3O4,分 子 量361.37,

DL8280の 抗 酸 菌 に 対 す る抗 菌 力 につ い て は前 報 した1)。

本 報で は, Mycobacterium tuberculosis H37Rv株 の

DL8280に 対 す る耐 性形 式 につ いて報 告 す る。

使用菌株は Mycobacterium tuberculosis H37Rv株

お よび それ か ら分 離 しstreptomycin(SM),isoniazid

(INH),p-aminosalicylate(PAS)お よ びrifampicin

(RFP)耐 性 株 で あ る。(菌 株 番 号,05001,05006,05009,

05020,お よ び05059)。SM耐 性株 は 原 株 をSM1,000

μg/mlを 含 む1%小 川 培 地 に接 種 して 得 た。INH耐

性株 お よ びRFP耐 性株 も,同 じ く原 株 をINH10μg/

mlま た はRFP100μg/ml培 地 に接 種 して 分 離 した 。

PAS耐 性 株 は,先 ず 原 株 をPAS1μg/ml培 地 に 接
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種 して低 耐性 株 を分離 し,次 いで これ をPAS100μg/

ml培 地 に接種 して分離 した。使 用 した培 地 は1%小 川

培地 で あ る。DL8280は,先 ずpropylene glycolに10

mg/mlの 割 合 に溶解 し,こ れ を更 に蒸 留水 で希 釈 し,

その1容 を滅菌 前の1%小 川培 地100容 に添加 して所 要

濃度 を得 た。培 地 は165×16.5mmの 試験 管 に分 注 し,

90℃60分 滅 菌 して斜 面培 地 とした。

被検 菌株 は1%小 川培 地 に37℃3週 間培 養 し,こ れ

をガ ラス玉 入 りコルベ ン中 で10分 振盧 して均一 化 し,

0.1%Tween80水 溶液 で希 釈 した。接種 に使 用 した菌

液 濃度 は,湿 菌 量10mg/mlを 原液(10°)と し,以 下

10倍 希釈 して10-6に 至 った。各 菌液 を種 々のDL8280を

含 む培地 に渦巻 白金 耳 で0.02mlず つ丁 寧 に培 地 にす り

込 む よ うに接 種 し(菌 の均 一 な分布 を期 待 して渦 巻 白

金 耳で培 地 にす り込 む),ダ ブ ル ゴム栓 をかぶ せ て37℃

4週 間培 養 した。 発育 した単個 集落 を各 濃度 か ら3個

ずつ とって培養 し,こ れ か ら菌 液 を作 って上 記 と同様

にDL8280培 地 に接 種 した。菌株 には次 の よ うに記 号 を

っ けた。DL82801.25μg/mlに 発 育 した集落3個 に由

来 した株 は各 々DL1.25a,DL1.25b,DL1.25cと 記 号

をつけた。次 にDL1.25a株 をDL82805μg/ml培 地

に接種 して得 た集落 由来 の株 はDL1.25a-5aと なる。

こ うして得 た各 々の株 につ いて,種 々のDL8280濃 度 に

おけ るsurvival fraction(発 育 集 落数対 接種 生菌 数 の

比)を プ ロ ッ トして,生 残 曲線(survival curve)を 作

った。詳 細は前 に報 告 した2)。各 株 の生残 曲線 は その株

(clone)の 表 現型(phenotype)と み な され る2)。

H37Rv株,そ のSM耐 性株,INH耐 性株,PAS耐

性 株,RFP耐 性 株 につ いて得 た成 績 は全 く同一 で あ っ

たので,こ こに はH37Rv株 の成績 だ け を示 す(図1)。

DL82800.32μg/ml培 地 に発 育 した集 落 由 来株 は

原株 と同 じ生 残 曲線(P)を 画 いた。 即 ち,こ れ らの集

落 は原株 と同 じ遺 伝 的性質 を持 ってい る。DL0.63μg/

ml培 地 では,接 種 生菌数 が少 ない と全 く発 育 が起 こ ら

な いが,原 液接 種(生 菌 数約107)で は薄 膜発 育 とな っ

た。従 って,単 個 集落 の分離 は不 可能 で あ った。1 .25

μg/ml培 地では感性 菌の発 育が全 く抑 えられて単個 集

落(本 実験 の場 合14個)が 得 られた。 この集落 由来 の

株 は,原 株 とは 明 らか に違 う生 残 曲線R1を 画 い た。即

ち,遺 伝 的 変異 を起 こ した菌 のcloneと 考 え られ た。注

目すべ きこ とは,DL8280耐 性菌 の発 育が4週 間後 に既

にeugonic growthを 示 す集落 として認 め られた ことで

ある。このような初代 分離 における耐 性菌 集 落のeugonic

 growthは 今 までINH耐 性菌 だ けで認 め られた もので

あ る3)～5)。

DL8280の1.25～5μg/mlで 分 離 さ れ た 集 落 は
"
actual count法"6)7)で 耐 性度 を測 定す る と,耐 性度5

μg/mlを 示 し,図1のR1の 生残 曲線 を画 い た。次 に

R1生 残 曲線 を示 す 株か らDL828010ま たは20μg/ml

に発 育 した集落 を分 離培 養 した株 は,耐性 度100μg/ml

を示 し,R2の 生残 曲線 を画 い た。 しか し,100μg/ml

に発 育 した集落 由来株(例 えばDL2.5a-10a-100a)

Fig. 1. Survival curves for Mycobacterium tuberculosis H37Rv on various concentrations of 

DL 8280.

P is the survival curve for the parent strain. R1 is the survival curve for lowly resistant 

strains isolated from the parent strain on the concentrations of 1 .25 to 5ƒÊg/ml, and R2 is 

the survival curve for highly resistant strains, which were isolated from the lowly resistant 

strains on the concentrations of 10 and 20 ƒÊg/ml. Arrows indicate the concentrations of 

DL8280, on which the mutants that show a different survival curve from that of the parent 

strain (P), were isolated. Dotted line shows that no more mutant has been obtained on the 

concentration of 200ƒÊg/ml.
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Table 1. Resistance Pattern of Mycobacterium tuberculosis H 37 Rv to a New Antibiotic DL 8280

か らDL8280200μg/mlに 発 育 す る集 落 を得 よ う とし

て も不 可 能 で あ っ た 。即 ち,耐 性 上 限2)は100μg/mlと

考 え られ る 。

以 上 の 結 果 か ら,M.tuberculosisH37Rv株 の

DL8280耐 性 形 式 を ま とめ る と次 の ご と くにな る(表1)。

1.H37Rv株 のDL8280耐'性 表 現 型 は 生 残 曲 線R1と

R2の2種 で あ る。 低 耐 性 菌(表 現 型R1)の 耐 性 度 は

"actual count法"測 定 で5μg/ml
,高 耐 性 菌(表 現

型R2)の 耐 性 度 は100μg/mlで あ る。な お,感 性 菌(表

現 型P)の 耐 性度 は0.32μg/mlで あ る。2.DL8280

の 耐 性 上 限 は100μg/mlで あ り,こ れ は 感 性 菌 の 耐 性

度0.32μg/mlの 約300倍 で あ る 。3.高 耐 性 菌 は 原

株 か ら直 接 分 離 す る こ と は 出 来 な い で,一 旦,低 耐 性

菌 を分 離 し,こ れ か ら 更 に 高 耐 性 菌 を分 離 し な け れ ば

な ら なか った 。従 っ て,DL8280に 対 す るM.tuberoulo腕

H37Rvの 耐 性 発 現 形 式(pattern of resistance devel-

opment)はtwo-step patternで あ る。two-step pattern

はINH耐 性 お よびPAS耐'性 で 認 め られ て い る2)。4.

DL8280耐 性 菌 は初 代 分 離 の 際 で もeugonic growthを

示 す 。こ の 性 質 は,こ れ ま でINH耐 性 菌 に つ い て だ け

認 め ら れ て い る3)4)。5.SM耐 性 株,INH耐 性 株,

PAS耐 性 株,RFP耐 性 株 も原 株 と同 じ耐 性 形 式 を示 し

た 。
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