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Mycobacterium avium complex の抗結核剤に対する耐性形式
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 The patterns of in vitro development of drug-resistance in three strains of M . avium 
complex which were isolated from patients previously untreated with antituberculosis 

agents were studied. The principle of the study and the methods used were described 

previously (7, 10, 15). Of the three strains, strain 13034 (serotype 18) was originally 
resistant to, except for isoniazid, all antituberculosis agents, and strains 13008 (serotype 

20) and 13016 (serotype 4) were relatively susceptible. The results obtained are shown in 

Figures 1-23 and Table.

 1) In development of resistance to rifampicin, ansamycin and streptomycin, strains 

13008 and 13016 showed a two-step pattern, and strain 13034 an obligatory single-step 

pattern, whereas M. tuberculosis strain H37Rv an obligatory single-step pattern. There 
was a complete cross-resistance between rifampicin and ansamycin . The cross-resistance 

patterns of R1 and R2 mutant strains obtained by the selection with rifampicin were the 
same as that of those obtained by the selection with ansamycin .

 2) In development of resistance to kanamycin, all three strains showed an obligatory 

single-step pattern, and highly resistant mutants could be isolated from parent strains.

 3) In development of resistance to enviomycin, strains 13008 and 13016 showed an 

obligatory single-step pattern, and the level of the obtained resistant strains was only 2-4 
fold higher than that of the parent strains.

 4) In development of resistance to ethambutol and isoniazid, three strains showed three 

different patterns. No ethanbutol—resistant mutants could be isolated from strain 13034.
 5) The population of M. avium complex organisms previously not exposed to any 

antituberculosis agent contained resistant bacteria that were considered as had been 

generated by spontaneous mutation. The M. avium complex strains can develop easily 
resistant population by use of antituberculosis agents, as in the case of M. tuberculosis.
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緒 言

最 近,欧 米 及 び 日本 で は,肺 結 核 の減 少 に伴 って,非

定型抗 酸菌 症 が注 自 さ れ る よ うに な っ たが,な か ん ず く,

Mycobacterium auium complex症 は,菌 の 抗 結 核

剤 感 受 性 の低 さの故 に治 療 が 困難 で,多 くの臨 床 家 の 関

心 を 引 い て い る。 しか る に,こ の菌 の抗 結 核 剤 に対 す る

耐 性 につ い て は,全 く研 究 が行 わ れ て い な い と言 って よ

い。 筆 者 及 び そ の共 同研 究 者 は,1950年 代 か ら1980年

にか けて,Mycobacterium tuわemulosisの 抗 結 核 剤

耐 性 形 式 に つ い て 研 究 を 行 っ た1)～15)。 本 報 で は,M.

auium complexの 抗 結 核 剤 耐 性形 式 を,同 じ方 法 で研

究 し,M.tuberculosisの そ れ と 比 較 して み る こ と と

した。M.auium complexの 抗 結 核 剤 感 受 性 に 著 明 な

菌 株 差 が あ る こ と は,水 野 ほ か16),Tsukamura17),

内藤 ほか18)に よ り,Ethambutol,Rifampicin,ア

ミノ グ リコ シ ッ ド系 抗 生 物 質 につ いて,そ れ ぞ れ,報 告

され た。 従 って,本 報 で は,感 受 性 検 査 の 結 果,比 較 的

感 受 性 が高 い2株 と低 い1株 につ いて 研 究 した。

実験 方 法

M.auium complex13008(血 清型20),13016(血

清型4)及 び13034(血 清型18)の3株 を使用 した。前

2者 は,比 較的抗結核剤に感受性が高 く,後 の1株 は低

い。3株 とも抗結核剤使用前の患者から分離された。以

上の他に,M.tuberculosis H37Rv株 をAnsamycin

耐性形式研究のためにのみ使用した。

培地は 「1%小 川培地」を使用し,生 菌単位数(生 菌

数)の 測定は渦巻白金耳接種法によった。 この方法及び

その基礎については既報 した19)～21)。M.aUium com

plexは,結 核菌 と異 なり,集 落もS型 で,菌 液を作っ

てもclumpingの 傾 向がないので,得 られた数値は真

の生菌数に近いと思われる。

本報の基礎的原理 は,単 個集落をcloneと みな し,

単個集落由来株の生残曲線(survival curve)を 表現型

(phenotype)と 定義することにある。この根拠につい

ては既報 した7)10)。生残曲線を調べる方法にっいては,

既報のとお りであるが,希 釈液はすべて0.1%Tween

80水 溶 液を使用 した。その方法を以下に簡単に記述す

る。

前述のごとく,M.auium complexはclumpingを

示 さないので,小 川培地2週 培養菌株を使用した。小川

培地14日 培養の集落をガラス玉コルベンで10分 間振盈

して均一化 し,こ れを0.1%Tween80水 溶液に浮遊 し,

10mg/ml(湿 菌量)の 菌液を作 った。これを,0.1%

Tween80水 溶液で10倍 段階希釈 し,10-6ま で希釈し

た。 この6種 の希釈菌液か ら,渦 巻白金耳で0.02ml

ずつ を,種 々の薬剤濃度の小川培地に接種 し,37℃28

～42日 間培養 した。13008及 び13016株 は比較的発育

が遅く,42日 後 に集落数を数えたが,13034株 は発育が

速 く,28日 後 に集落数を数えることが可能であった。

上述の実験結果から,原 株の生残曲線Pを 作り,次 に,

このPの 各濃度に発育 した集落3個 をとって別々に培

養し,各 集落由来株について次の生残曲線R1を 作った。

同一濃度に発育した3集 落由来株が同一の生残曲線を作っ

た場合は,そ の1つ のみを図に記入 した。この操作を繰

り返 して,次 の生残曲線R2を 作 り,そ れ以上高い耐性

度の株が得られない時,実 験を中止 した。

本報では,次 の述語を使用した。

1)耐 性 表 現 型(phenotype)。 単 個 集 落 由 来 株

(clone)の 生 残 曲 線(survival curve)。

2)耐 性 度(resistance levelま た はresistance de

gree)。 単 個 集 落 由来 株 の10～100生 菌単 位 を接 種 した

時 に集 落 形 成 を示 す 最 高 薬 剤 濃 度("actual count"法

に よ る耐 性 度22))。

3)耐 性 形 式(pattern of development of drug

resistance)。 次 の3形 式 に分 類 した7)。

a)Obligatory single-step pattern.耐 性 表 現 型

は1つ だ け で,耐 性 突 然 変 異 は1種 の み と考 え ら

れ る場 合。

b)Facultative single-step pattern。 耐 性 表 現

型 は 複 数 。 そ の い ず れ も が,原 株 か らsingl e

step-selectionで 得.れ る。 即 ち,耐 性 突 然 変

異 の 種 類 は複 数 で あ るが,そ の い ず れ もが原 株 の

中 に見 出 され る。

c)Twostep-pattern。 耐 性 表 現 型 は2型 で,低 耐

性 と高 耐 性 と2種 類 が あ る。 原 株 中 に は,低 耐 性

菌 だ けが 見 出 され る。 高 耐 性 菌 は,前 記 の低 耐 性

菌 の 中 に の み 見 出 さ れ る。Two step-pattern

は,multi-step-patternの 一 種 で あ るが,抗

酸 菌 で は,こ れ ま でtwo step-patternし か観

察 さ れ て い な い7)。

4)耐 性 上 限(upper limit of resistance)

被 検 株 が 到 達 し得 る 最 高 耐 性 度 。 過 去 に お け る

M.tubercuZosi8の 耐 性 研 究 で は,Streptomycin,

 Kanamycinな ど で は無 限 大 で あ った が,Isoniazid,

p-Aminosalicylateで は上 限 が あ る こ とが分 か った。

耐 性 上 限 も,"actual count"法 で 測定 し,原 株 の耐 性

度の何倍かという倍数で示した7)。

5)突 然 変 異 頻 度(mutation frequency)。 単 個 集

落 由 来 株 で,生 菌 単 位 当 た りの 突 然 変異 菌(resistant

 mutants)の 出現 頻 度 。

なお,本 報では,次 の薬剤について研究した。Strep

tomycin sulfate (SM), Kanamycin sulfate (KM), 

Enviomycin sulfate (EVM), Ethambutol (EB), 

Rifampicin (RFP), Ansamycin (ASM), Isonia
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zid (INH)。

RFP及 びASMはpropylene glycolに 溶解 して滅

菌前の培地に添加した。他の薬剤は,蒸 溜水に溶解 して

添加 した。

ASMは,rifamycin SVの 新 しい誘 導 体 で,Far

mitalia Carlo Erba,Milonoの 提 供 に よ った。

研究 成 績

1)INH耐 性形式

研 究 に使 用 した3株 が,そ れ ぞ れ異 な った耐 性 形 式 を

示 し た 。13008株 は,facultative single-step-pat

tern(F型)で 耐 性 表 現 型 は2種(Fig.1)。13016株

は,obligatory single-step-pattern(O型)で,

耐 性 表 現 型 は1種(Fig.2)。13034株 は,two step

pattern(T型)で,も ち ろ ん,耐 性 表 現 型 は2種

(Fig.3)。3株 と もに耐 性 上 限 が あ り,そ れ ぞ れ,100,

20,100μg/mlで あ った。 原 株 の耐 性 度 は,そ れ ぞ れ,

0.4,1.25,0.4μg/mlで あ っ た。

2)SM耐 性形式

13008株 はT型,13016株 もT型,13034株 はO型 で

あ っ た 。 原 株 の 耐 性 度 は,そ れ ぞ れ,1.6,3.13,50

μg/mlで あ っ た(Fi冥.4～6)。

3)KM耐 性形式

原 株 の耐 性 度 は,そ れ ぞ れ,12.5,3.13,50μg/ml

と異 な って い た が,耐 性 形 式 は,3株 と も0型 で あ っ

た。 即 ち,原 株 中 に 耐性 度 無 限大 とい え る高 耐 性 菌 が存

在 して いた 。(Fig.7～9)。

4)EVM耐 性形式

13008株 はO型 で,耐 性 表 現 型 は1つ しか な く,耐 性

上限 も12.5μg/mlと い う低 い濃 度に あ っ た(Fig.10)。

Fig. 1. Pattern of development of isoniazid resitance in Mycobacterium 

avium complex strain 13008. Arrows show the concentrations from which 

single colonies were picked up.

Fig. 2. Pattern of development of isoniazid resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13016. 

* Small colonies grown after incubation for 8 weeks .
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Fig. 3. Pattern of development of isoniazid resistance in Mycobacterium

 avium complex strain 13034.

Fig. 4. Pattern of development of streptomycin resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13008.

Fig. 5. Pattern of development of streptomycin resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13016.
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Fig. 6. Pattern of development of streptomycin resistance in Mycobacterium 
avium complex strain 13034. Resistant mutants could be isolated only after 

incubation for 6 weeks.

Fig. 7. Pattern of development of kanamycin resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13008.

Fig. 8. Pattern of development of kanamycin resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13016.
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 Fig. 9. Pattern of development of kanamycin resistance in Mycobacterum

 avium complex strain 13034.

 Fig. 10. Pattern of development of enviomycin resistance in Mycobacterium 
avium complex strain 13008.

Fig. 11. Pattern of development of enviomycin resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13016. Dotted line shows that no growin colony has 

not been isolated, even at the rate indicated by the end of arrow.
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Fig. 12. Pattern of development of enviomycin resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13034.

Fig. 13. Pattern of development of ethambutol resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13008.

Fig. 14. Pattern of development of ethambutol resistance in  Mycobarterium 

avium complex strain 13016. No higher resistance was obtained from the R1 

strains.
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Fig. 15. Pattern of development of ethambutol resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13034.

Fig. 16. Pattern of development of ethambutol resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13038.

Fig. 17. Pattern of development of rifampicin resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13008.
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Fig.18. Pattern of development of rifampicin resistance in Mycobacterium

 avium complex strain 13016.

Fig.19 Pattern of development of rifampicin resistance in Mycobacterium

 avium complex strain 13034.

Fig.20. Pattern of development of ansamycin resistance in Mycobacterium

 avium complex strain 13008.
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Concentration of ansamycin (,ug/ml)

Fig. 21. Pattern of development of ansamycin resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13016.

Concentration of ansamycin (ug/ml)

Fig. 22. Pattern of development of ansamycin resistance in Mycobacterium 

avium complex strain 13034.

Concentration of ansamycin ( ,ug/ml)

Fig. 23. Pattern of development of ansamycin resistance in Mycobacterium 

tuberculosis strain 05001 (H37Rv).

―20―



1987年9月 455

Table The patterns of development of resistance to antituberculosis agents in 

 Mycobacterium av ium complex and Mycobacterium tuberculosis strains

a The resistance level (ug/ml) of the parent strain measured by the actual count method (22).
b The mutation frequency of the first step resistance.
c The pattern of development of drug-resistance. Obligatory, Obligatory single step-pattern ; 

 Facultative, Facultative single step-pattern ; Two step, Two step-pattern.
d The number of resistant phenotypes.
e The upper limit of resistance to which the test strain could attain. It is expressed as a multiple 

 of the resistance level of the parent strain which was measured by the actual count method. 
 Remark . The data of M. tuberculosis strains were cited from Tsukamura et al. ( 1-15).
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同 じ く13016株 もO型 で,耐 性 上 限 は12.5μg/mlで

あ った(Fig.11)。 これ に対 して,13034株 はT型 で,

耐 性 上 限 も1,000μg/ml以 上 で あ っ た(Fig.12)。

5)EB耐 性形式

EB耐 性形式 も,INHの 場合 と同 じく,3株3様 で

あった。まず,13008株 はO型 で,耐 性表現型は唯一,

耐 性上限 も3.13μg/mlと 低かった(Fig.13)。13016

株 は,F型 で耐性表現型は3種 であった。このいずれも

が原株中に見出された。3種 の耐性菌の中の耐性度の最

も高い菌の耐性度は12.5μg/mlで あ った(Fig.14)。

13034株 の耐性度 は3μg/ml程 度 であった。原株を

EB12.5μg/ml培 地 に接種すると106生 菌単位に約1

個の割合で,こ の培地に発育する集落がみられた。 しか

し,こ れをいったん薬剤なしの培地で増殖させて,そ の

生残曲線をとると,原 株のそれと同じ生残曲線が得 られ

た(Fig.15)。 即 ち,耐 性株を得ることはできなかっ

た。なお,EBに っ いては,他 の1株,13038株(血 清

型18)に っいても検 したが,そ の耐性形式は,13008株

と同じo型 であった(Fig.16)。

6)RFP耐 性形式

13008株 は,原 株 の耐 性 度0.8μg/mlと 低 か っ たが,

そ の 耐 性 形 式 はT型 で あ っ た(Fig.17)。13016株 も

原 株 の 耐 性 度0.4μg/mlと 低 か っ たが,耐 性 形 式 はT

型 で あ っ た(Fig.18)。13034株 は,原 株 の 耐 性 度 が

40μg/mlと 高 か っ た が,耐 性 形 式 はO型 で あ っ た

(Fig.19)° 即 ち,原 株 の 耐 性 度 が 低 い 前2株 で は,

耐 性 表 現 型 が2っ あ り,原 株 の 耐 性 度 が始 あ か ら高 い

13034株 で は,耐 性 表 現 型 は1っ しか な か った(た だ し,

320μg/ml以 上 は,培 地 作 製 不能-propylene glycol

の量 が 多 くな る一 で あ った の で検 討 で きな い)。

7)ASM耐 性形式

13008株 は,原 株 のASM耐 性 度 が0.2μg/mlと 低

く,耐 性 形 式 はT型,耐 性 表 現 型 は2っ で あ っ た

(Fig.20)。13016株 も原 株 の耐 性 度0.2μg/mlで,耐

性 形 式 はT型,耐 性 表 現 型 は2っ で あ った(Fig.21)。

し か し,耐 性 上 限 が比 較 的低 く,両 者 と もに50μg/ml

で あ っ た。 これ に 対 して,原 株 の耐 性 度 が,1.25μg/

mlと 比較 的高 か った13034株 で は,耐 性 形 式 はO型 で,

耐 性 表 現 型 も1っ で あ っ た 。 こ の 株 の 耐 性 上 限 は,80

μg/mlで あ った(Fig.22)。

ASMに つ い て は,M.tuberculosis H37Rv株 の耐

性 形 式 も研 究 した 。 そ の 結 果 は,耐 性 形 式 はO型 で,

耐 性 表 現 型 は1っ だ け で あ り,耐 性 上 限 は80μg/ml

で あ っ た(Fig.23)。

考 察

1.菌 株 による耐性形式の差

被 検3株 の 中 で,13008株 と13016株 の2株 は,INH

を例 外 と して,す べ て の 抗 結 核 剤(SM,KM,EVM,

EB,RFP,ASM)に 比 較 的 感受 性 が 高 く,13034株 は

低 か っ た。

前2株 は,SM,EVM,RFP,ASMに 関 して同じ耐

性形式を示し,後 の1株 は異なった耐性形式を示 した。

一方
,KMに ついては,3株 とも同じ耐性形式を示 し,

INH及 びEBに っ いては,3株3様 の耐性形式を示 し

た(Table)。 従 って,比 較的感受性の高い2株 と低い

1株 とは,少 なくともSM,EVM,RFP,ASMに つ い

て異なった遺伝的要素をもっものと思われる。そして,

前2株 は共通の遺伝的要素をもっことが示唆される。 し

かし,INH,EB,KM耐 性 を支配する遺伝的要素は,

上記4剤 に対するものとは別物であろうと考え られる。

このように,同 一菌種に属 しなが ら,耐 性に関する遺伝

的要素が異なっている株があることが注目された。

2.M.avium complexとM.tuberculosisと の 耐

性 形 式 の差

INHとEBを 除 い て,他 の 抗 結 核 剤 に対 す る耐 性形

式 は,M.avium cornplexとM.tuberculosisと で

異 な っ て い る と思 わ れ る(Table)。SM及 びEVM

につ いて,M.avium complex 3株 は,two-step pat

ternま た はobligatory single-step patternで あ る

の に 対 し,M.tubemulosisは,facultative single-

step patternで あ った。 ま た,RFP及 びASMに つ い

て は,M.avium complexは 上 と同 じ形 式 で あ る の に,

M.tuberculosisはobligatory single-step pattern

で あ っ た 。KMに っ い て は,M.avium complexは

obligatory single-step patternで あ るの に対 し,M.

tuberculosisはfacultative single-step patternで,

耐 性表 現型 は2っ で あ っ た。 この よ う に,両 者 の 間 で は,

耐 性 形 式 が 異 な り,従 って,耐 性 に関 す る遺 伝 的 体 系 も

異 な る こ とが 示 唆 され た 。

3.M.avium complexの 抗結 核 剤耐 性形 式 と臨床 と

の関 連 性

単個集落由来の菌株(clone)は10-4～10-7の 比率

で耐性菌を含んでいた。M.avium complex株 はS型

集落を作 り,M.tuberculosisの よ うにclumpingを

示 さないので,単 個集落は単個菌かまたはそれに近い少

数菌の子孫 と考えられる。従 って,起 原となる菌が感受

性菌であることは確実である。 この菌集団を薬剤培地に

接種 して10-4～10-7の 率 で得 られた耐性菌は単個菌

由来 と考えてよい。得 られた耐性株の性状は安定 してい

て,5～6代 薬剤なし培地に継代 しても不変である。従っ

て,変 異は遺伝的変異であることは確実で,耐 性菌は自

然突然変異による耐性菌と考えてよい。以上の結果は,

M.avium complexに お ける薬剤耐性も突然変異によ

ることを示 している。本報に示したように,薬 剤の選択

によ り容易 に耐性株が得 られ ることは,M.avium
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complexの 場合 も,M.tuberculosisの 場 合 と同 様 に,

化 学 療 法 に よ り耐 性 株 が 出現 す る こ と を強 く示 唆 して い

る。

KM,SM,EVMの3薬 剤にっいて比較的感受性の高

い2株 の耐性形式をみると,KMはone stepで 高耐性

菌が得 られるのに,SMで はtwo stepで は じめて高耐

性菌が得られる(Fig.7,8とFig.4,5)。 これに対して,

EVMはone stepで 低耐性菌が得 られるだけで高耐性

菌がとれない。従って,in vitro実 験の結果だけからみ

ると,KMが 高耐性発現が速 く,最 も不利と考えられ,

SMが これに次ぎ,EVMが 最 も有利と思われる。この

ような理論が,臨 床の実際に通用するかどうかは,臨 床

研究の結果を待たねばならない。

の こ り のINH,EB,RFP,ASMの い ず れ に つ い て

も,in vitro実 験 の 結 果 は,臨 床 適 用 で 耐 性 発 現 が起 こ

る こ と を示 唆 して い る。

INH,EBに 関する耐性形式が,3株3様 であるのは

興味深く思われる。比較的高耐性の13034株 が,耐 性の

上昇を示さなかったことは興味がある。たぶん,耐 性菌

の栄養要求性が高 く,発 育しにくいというような機作に

よるものと想像されるが,こ のような株は,元 々EB耐

性度が高いので,臨 床的意義は少ないと思われる。

4.交 叉耐性

RFPとASMは,と もにRifamycin SVの 誘導体

である。M.avium complex株 のRFPとASMに 対

する感受性については,部 分的な交叉耐性があるといわ

れる23)。 しか し,RFPま た はASM存 在下で増殖 し

た菌の 「獲得耐性」にっいての研究はまだ行われていな

い。本報では,こ れを行ったが,RFP耐 性 とASM耐

性 の間には完全交叉耐性があることが分かった。データ

は示さなかったがRFPで 分離されたR1株(Fig.17～

19)とAsMに よって分離されたR1株(Fig.20～22)

のRFP及 びASMに 対する耐性度は同 じであった。ま

た,R2株 についても,同 様な結果が得られた。従って,

RFPで 選択 した場合 も,ASMに よ って選択した場合

も,同 じRFP-ASM耐 性菌がとれるのだと思われる。

一 方
,M.tuberculosisで は,SM,KM,EVMに つ

い て,in vitro実 験 で あ る 程 度 の 交 叉 耐 性 が み られ

た14)15)。H37Rv株 の 原 株 の 中 に は,お お よ そ10-8の

割 合 で,KM-EVM-VM-CPM-LVM-PM6重 耐

性 菌 が と れ る14)15)(LVMはLividomycin,PMは

Paromomycin)。 ま た,い っ た ん,SM高 耐 性 にす る

と,上 記 の6重 耐 性 菌 は,SM高 耐 性 株 か らは分 離 で き

な くな る14)。 しか し,M.avium complexに つ い て は,

デ ー タは示 さ な か ったが,SM,KM,EVMの 間 に全 く

交 叉 耐 性 は み られず,SM,KM,EVM耐 性 菌 は,他 の

薬 剤 に対 し,全 く感 性 菌 同 様 の感 受 性 を 示 した 。

総 括

Mycobaoterium avium complexの3菌 株 にっ い

て,抗 結 核 剤 に対 す る耐 性 発 現 形 式 を 研 究 した 。 被 検3

株 の 中 で,13034株 は,INHを 除 く抗 結 核 剤 に 元 来 感

受 性 が低 く,他 の13008株 と13016株 は比 較 的 高 か っ た。

M.avium complexの 耐 性 形 式 は,複 雑 で,13034株

と他 の2株 は,頻 々異 な った形 式 を示 した。

(1)RFP,ASM及 びSMに っ い て は,13008株 と

13016株 はtwo-step patternを 示 し,13034株 は

obligatory single-step patternを 示 した。

(2)KMに つ い て は,3株 と も がobligatory sin

gle-step patternで,原 株 中 に 高度 耐 性 株 が み っ か っ

た。

(3)EVMに つ いて は,13008株 と13016株 の2株 は,

obligatory single-step patternで,原 株 の2～4倍

の耐 性 度 を示 す 耐 性 菌 しか 得 られ な か った。

(4)EB及 びINHに つ いては,耐 性形式は,3株3

様であった。13034株 か らはEB耐 性菌を分離できなかっ

た。

(5>M.avium complexに おいても,特 殊な例外を

除き,原 株に突然変異に由来すると思われる耐性菌を含

んでおり,抗 結核剤の使用により耐性菌集団を容易に生

じ得ることが示唆された。
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