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Mycobacterium tuberculosis strains H37Rv and Aoyama-B and Mycobacterium bovis 

strains Ravenel and BCG (Japan) developed two phenotypes of mutants resistant to ofl

oxacin. Higher resistance was obtained only by inoculating lowly resistant strains on me

dia containing high concentrations of ofloxacin. From parent strains, only lowly resistant 

mutants were isolated. Therefore, the pattern of resistance development of tubercle baci

lli to ofloxacin is two step—pattern. Both lowly and highly resistant strains showed the 

same biological and biochemical characteristics as had the parent strains. Virulence to 

mice of the resistant strains were the same as that of the parent strains.

Key words: Ofloxacin, Ofloxacin resistance, 

T ubercle bacilli, Mycobacterium tuberculosis, 

Mycobacterium bovis, Virulence to mice, Bi

ological and Biochemical characteristics

キ ー ワー ズ: Ofloxacin, Ofloxacin 耐 性,

結核 菌, Mycobacterium tuberculosis,

Mycobacterium bovis, マウスに対す る毒力,

生物学的生化学的性状

緒 言

東村 他1)は,新 抗 菌物質Ofloxacin(旧 名DL8280,

以 下OX)が 肺結核 の治療 に有効で あることを報告 した

が,こ のOXを 肺結核 の治療 に使用す る時,治 療開始後

2～3カ 月(治 療 の第3ま た は第4月)でOX耐 性結核

菌集団 が発現す ることがわか った。そ こで,結 核菌のO

X耐 性 について詳細 な基礎的観察 を行 なうことが必要 と

思われた。本研究 は,こ の 目的で行 なった。

研 究 方 法

使用菌株は, Mycobacterium tuberculosis H 37 Rv

株 および青山B株,並 びに Mycobacterium bovis

 Ravenel株 お よびBCG日 本株であ る。培地 はすべて1

%小 川培地を使用 した。

小 川 培 地 の 組 成 は,原 液(1% KH2 PO4お よ び1

% sodium glutamate),100ml;全 卵 液,200ml;

glycerol,6ml;2% malachite green水 溶 液,6

mlで,こ れ を165×16.5mmの 試験 管 に7mlず つ分

注 して,90℃60分 滅 菌 に よ り斜 面 培 地 と した。 菌 液 の

接 種 は,1白 金 耳 接 種 で0.02mlを 接 種 し うる渦 巻 白金

耳で 行 な った2)3)。

結 核 菌 のOX耐 性 形 式 の研 究 は,既 報の方法 を用 いた4)。

使 用菌 株 お よ び そ れ か ら分 離 した 耐 性 株 の 性 状 検 査 の

方 法 は既 報 した5)。

マ ウ ス に対 す る毒 力 の 測定 は次 の ご と くに行 な った 。

使 用 した マ ウ ス は,dd-Y系 のSPF雄 性 マ ウス で,実

験 開 始 時 の平 均 体 重 は,24.5±1.1gで あ った 。72匹 の

マ ウ ス を24匹 ず つ の3群 に分 ち,各 々 に,M.bovis

 Ravenelの 原 株,OX低 耐 性 株,OX高 耐性 株 を 湿 菌
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量1mgず つ腹腔内注射 した。各株 とも小川培地2週 培

養菌か ら2mg/mlの 菌液 を作 り,そ の0,5mlず つを

注射 した。注射 された菌液 に含 まれ る生 菌単位数は,菌

液 を10倍 希釈 して10-5ま で希釈 し,各 希釈液を小 川 培

地 に接種 して測定 した。接種生菌単位は,原株3.0×107,

OX低 耐性株2.3×107,0X高 耐性株2.0×107で あ っ

た。OX低 耐性株 は,原 株をOX1.25μg/ml含 有培地

に接種 して発育 した単個集落 に由来 してい る。また,O

X高 耐性株 は,OX低 耐性株 をOX10μg/ml培 地に接種

して得た単個集落を分離 し,こ れを更にOX50μg/ml

培地 に接種 して得た単個集落 に由来す るものであ る。マ

ウスに対す る毒力は,マ ウス1匹 の肺および肝に含 まれ

た生菌単位数で表示 した。方法は1週 の間隔で,各 群3

匹のマ ウスを殺 し,その肺お よび肝を合わせて秤量 し,各

々に5倍 量の水を加えて均一化 した。 これに臓器 の5倍

量の2%NaOHを 加えて混合 し,こ れを10-4ま で 希 釈

した。最初の臓器液お よびその希釈 液 を渦 巻 白金 耳 で

0.02mlず つ小 川培地に接種 し,37℃ に培養 した。1つ の

希釈液あた り3本 の培地を使用 した。集 落数は3週 培養

後 に数えた。 しか し,マ ウス体内に4週 以上生残 した菌

は培地での発育が遅か ったので,4週 培 養後に集落数 を

数えた。マ ウスに対す る毒力は,マ ウス1匹 の肺 内また

は肝内 に含 まれた生 菌単位で表わ した。

研 究 結 果

結核菌のOnoxacin耐 性形式

M. tuberculosis H37Rv株 のOX耐 性形式 は前 に報

告 した ので4),こ こ に は示 さ な い。 M. tuberculosis 青

山B株 および M. bovis Revenel 株お よびBCG株 の

耐 性形 式 は,Fig.1～3に 示 してあ る。いず れ も,H37Rv

株 と同 じ形 式 で あ る。 即 ち,耐 性 表 現 型(原 株 と異 な る

生 残 曲 線 の型)6)は2つ で あ り,低 耐 性 と高 耐 性 との2

段 階 が あ る。single coloniesに 由 来す る"clones"の

生 残 曲 線 で み る限 り,耐 性 表 現 型 は2型 しか な く,こ の

間 の 中 間 型 は な い 。高 耐 性 株 は原 株 か らonestep-se-

lectionで 得 る こ とは で きな い 。一 旦,低 耐 性 株 を分 離

し,こ れ を 更 に 高 濃度 のOXを 含 有 す る培 地 に接 種 して

は じめ て 高 耐 性 株 を得 る こ とが で きる 。即 ち,耐 性 形 式

は,最 高 度 の 耐 性 菌 を 分 離 す るの に2回 のselectionが

必 要 な形 式,"two step-pattern"で あ る 。

ofloxacin耐 性菌の生物学的,生 化学的性状

M. tuberculosis H37Rv 株およびM. bovis Ray

 enel株 の原株,OX低 耐性株およびOX高 耐 性株 の性

状 を比較検査 したが,OX耐 性株は原株の特徴 を保有 し

て いて,原 株 との相違点を見出す ことがで きなか った。

(Table1)。

Table 1. Comparison of Biological and Biochemical Characteristics between Parent Strains and

 Ofloxacin-Resistant Strains

*Scanty growth . a Tested in Ogawa egg medium.
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Fig. 1. Pattern of resistance development to ofloxacin (DL 8280) of 
Mycobacterium tuberculosis strain Aoyama-B.

P is the survival curve of the parent strain. R 1 is the survival 

curve of lowly resistant strains, which were isolated from single 

colonies growing on the concentrations indicated by arrows on P, 

and R 2 is the survival curve of highly resistant strains, which were 

isolated from lowly resistant strains on the concentrations indicat

ed by arrows on R 1. Dotted line shows that no higher resistant 

mutants have not been isolated. Growth of highly resistant strains 

on the concentration 50 ug/ml was unstable.

Fig. 2. Pattern of resistance development to ofloxacin (DL 8280) of 
Mycobacterium bovis strain Ravenel.

Fig. 3. Pattern of resistance development to ofloxacin (DL 8280) of 
Mycobacterium bovis strain BCG (Japan).
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size of inoculum (ip)

Fig. 4. Virulence in mice of the parent strain 

(•›-•›), lowly ofloxacin-resistant strain (• 

-• ), and highly ofloxacin–resistant strain (•¢

-•¢) of Mycobacterium bovis strain Ravenel exp

ressed as the viable number of bacteria recove

red from the lungs.

Ofloxacin耐 性菌 のマウスに対す る毒 力

マ ウスの肺 および肝 に含 まれる生菌単位 を指標として,

M.bovis Ravenel株 の原 株 とOX低 耐性株 とOX高

耐性株のマ ウスに対す る毒 力を観察 したが,OX耐 性株

と原株の間に毒力の差を見出すことはで きなかった(Fig.

4お よび5)。

考 察

M. tuberculosis および M. bovis のOfloxacin耐

性形式は,す べてtwo step-patternで あ り,耐 性表

現型は2型 であ った。耐性度 の 段 階 と して は,低 耐 性

(1.25～5μg/ml耐 性)と 高耐性(20μg/ml以 上耐性)

の2段 階が見出 され るだけで,連 続的な耐性 の段階 はな

い 。こ の よ う なtwo step-patternは 前 に M. tuber

culosis のINH耐 性 で見 出 さ れて い る6)。 しか し,

INH耐 性の場合 は, M. bovis の 耐 性 形 式 はsingle

 step-patternで あ っ て, M. tuberculosis とM. bovis

とで形 式が 異 な って い る6)。Ofloxacinに 関 して は, M.

tuberculosis も M. bovis も と も にtwo step-pat-

ternで ある点で特異的で ある。

我 々は前にOfloxacinに よる肺結核治療 の1年 間観

察の成績 を報告 したが1),そ の際,1症 例で奇異 な現象

が認め られた。即ち,一 旦Ofloxacin耐 性菌 が少量 喀

痰中 に排泄 され,こ れが間 もな く消失 して菌が陰性化 し

た症例があ った。 このよ うな現象は,今 までの化学療法

size of inoculum (ip)

Fig. 5. Virulence in mice of the parent strain

 (•›-•›), lowly ofloxacin–resistant strain (• -

• ), and highly ofloxacin–resistant strain (•¢

-•¢) of Mycobacterium bovis strain Ravenel exp

ressed as the viable number of bacteria recove

red from the liver.

剤で経験 され なか ったので,あ るいはOfloxacin耐 性

菌の毒力の減弱が起 こってい るのでは ないか と考えた。

本報の研究は,こ のために実施 したのであ るが,そ の結

果は,Ofloxacin耐 性菌の生 物学的 ・生 化 学 的 性状 は

原株 と変 っていない し,ま た,マ ウス に対す る毒力 も変

化 して はい なか った。

結 論

Mycobacterium tuberculosis H37Rv株 および 青

山B株 並 び に Mycobacterium bovis Ravenel 株お

よびBCG(日 本)株 のOfloxacin耐 性 形 式 はtwo

 step-patternで あ り,耐 性表現型 は2型 であ った。高

耐性株 は,直 接,原 株か らは分離 されず,低 耐性株か ら

のみ分離 された。Ofloxacin耐 性株 は,低耐性株 も高耐

性株 も,原 株 と同 じ生物学的,生 化学的性状 を示 した。

また,マ ウスに対す る毒力 も,原 株とOfloxacin高,

低耐性 株の間に差 はなか った。
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