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Interrelationship among colonial morphology,susceptibility to antituberculosis drugs,

growth rate,and viability in Dubos liquid medium were studied in Mycobacterium avium 
complex strains,which were not exposed to any antituberculosis drugs.All five strains 
that were relatively susceptible to the majority of antituberculosis drugs formed smooth,

opaque,domed colonies(SmD)on 7H10 agar medium,and all five strains that were 

naturally resistant to those drugs formed smooth,transparent,flat colonies(SmT).The 

SmD colony-forming strains showed small,domed,smooth colonies(DS-type)on Ogawa 

egg medium,and the SmT colony-forming strains usually large,flat,wrinkled colonies 

(FW—type)on Ogawa egg medium.However,there was one exceptional strain(11004)that 
formed DS-type colonies on Ogawa egg medium and SmT—type on 7H10 agar medium.

Accordingly,the SmD morphology correlated with drug susceptibility and the SmT colonial 

morphology with drug resistance.All six DS-colony-forming strains had slow growth 

rates on Ogawa egg medium,whereas all four FW—colony-forming strains had rapid 

growth rates on Ogawa egg medium.However,such correlation was not observed in Dubos 
liquid medium.When the viability was defined as a ratio of the number of colony-forming 

units contained in1mg wet weight of bacteria,the five drug-susceptible strains usually 

showed low viability and the five drug—resistant strains showed high viability in the Dubos 

liquid medium.

The above four characteristics,colonial morphology,drug susceptibility,growth rate 

on Ogawa egg medium,and viability in Dubos liquid medium,usually correlated with each 

other.The colonial morphology on the 7H10 agar medium correlated with the drug 

susceptibility or resistance,although the colonial morphology on Ogawa egg medium did 

not always correlate with it.The colonial morphology on Ogawa egg medium always
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correlated with the growth rate on Ogawa egg medium. The viability in Dubos liquid 

medium usually correlated with the drug susceptibility and to the colonial morphology on

7H10agar medium. Naturally drug—resistant strains retained high viability in Dubos 

liquid medium.
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緒 言

Mycobacterium avium complexが,ほ と ん ど 全

部 の 抗 結 核 剤 に耐 性 を 示 し,治 療 が 困難 で あ る こと は,

周 知 の 事 実 で あ る。 こ の 多 剤 耐 性 を 説 明 す る た め に,

plasmidsの 存 在 お よ びpermeabilitybarrierの 存 在

が 仮 設 と して 出 され た が,そ の本 質 が 明 らか に な っ た と

は いえ な い。 この 多剤 耐 性 が,こ の菌 の他 の いか な る性

状 に結 び つ くか は,多 剤 耐 性 の本 質 に迫 る た めの1っ の

重 要 な 過程 で あ る と思 わ れ る。 文 献 的 に は,Moehring

 and Solotorovsky1)が 見 出 した集 落 形 態 と毒 力 との 関

係 の毒 力 を多剤 耐性 に置 き換 え た関 係 が 指 摘 され て い る。

す な わ ち,Moehring and Solotorovsky1)は,M.

avium complexに4つ の集 落 形 態 が あ る こ とを 記 載 し

た が,そ の 主 た る もの は,smooth,domed,opaque

(SmD)とsmooth,flat,transparent(SmT)の2

型 で あ る。 彼 らは,前 者 が ニ ワ ト リの 雛 に対 して 毒 力 が

弱 く,後 者 が強 い と報 告 した。 その 後,こ の 集 落形 態 は,

抗 結 核 剤 感 受 性 に も関 係 が あ る こ とが,Rynearson et

 al.2),Kajioka and Hui3),Mizuguchi et al.4),

Kuze and Uchihara5)に よ って報告 され た° す な わ ち,

SmD株 は,RFP,SM,KM,CPM,VMに 感受 性 が

高 く,SmT株 は低 い と報 告 され た 。 わ れ わ れ は,本 報

で,抗 結 核 剤 に 多 剤 耐 性 を 示 す 株 は,Dubos液 体 培 地

中 で長 く発 育 能 力 を保 持 し,比 較 的 感 受 性 の株 は,比 較

的速 く発 育 能 力 を失 う こ とを 観 察 した。 ま た,た い て い

の場 合,前 者 は,小 川 培 地 で の 発 育 速度 が速 く,後 者 は

遅 い こと も観 察 され た 。

研 究方 法

菌株:抗 結核剤未使用の患者の喀痰か ら分離 された9

株 と,ニ ワ トリの病 巣か ら分離 された ～株(11004)の

合 計10株 を使 用 した。 いず れ も.M.avium complex

と同定 され,そ の血清型 は,農 林省家畜衛生試験場 の根

本 久,抽 木弘之両博士 によって1974年 に決定 された。

菌 株 は,同 定 の前 に単個 集落 分離 によ って純化 され,

-20℃ に凍結保存 されて きた
。本実験 の前 に,も う一度,

7H10寒 天 培地 で単個集落分離 を行 って,単 個集落か ら

継代 培養 した。 この際,13022株 は,2種 の形態 の菌の

混合 であ ると分か ったので,そ の中のSmT集 落 を継代

した。他の9株 は均一集落 と考 え られた。

(注)集 落形 態 は,環 境条件 によって多少 の 「みか け

上の変異」 を示す と思 われた。例 えば,SmT株 を7H10

寒天培地 に単個集落 を作 るよ うに接種 した場合,大 部分

はSmT型 集 落 を示 すが,中 には,一 見,SmDに みえ

る集落が少数生 じた。 しか し,こ のSmDと みえ る集 落

を継代 し,同 じよ うに して集落形態 をみ ると,ほ とん ど

大 多 数がSmT型 で,ご く少数 のSmD型 が現れた。 こ

れ らのSmT型 集落 も,一 見,一 時的 にSmD型 である

かにみえる集落 も,抗 結核剤感受性 は同 じであ る。 した

が って,一 見,SmD型 にみえた集落 は,環 境 の変化 で

一 時的にそ うなったので
,本 質的 にSmD型 に変 わ った

のではないと思 われ た。

集 落 形 態:集 落 形 態 は,「7Hlo寒 天 培 地(Difco

Lab.,Detroit,Michigan,USA)平 板 」,「1%小 川

培 地平 板」,「1%小 川培地斜面」の3種 の培地 で観察 し

た。小川 培地 に10日 間培養 した集落をガ ラス玉 コルベ

ン中 で5分 間振盟 して均一化 し,0 .1%Tween80水 溶

液 に,10mg湿 菌量/mlの 割合 に浮遊 させ,こ れを10-7

まで10倍 希釈 した。 その10-4-10-7菌 液 を0.1mlず

つ ピペ ッ トで平板培地 に接種 し,ま た,0.02mlず っ を

渦巻 白金耳で小川培地斜面に接種 した。平板 は,ビ ニー

ル袋 に入 れ,斜 面培地 には,ゴ ム栓 を覆 せて37℃ に培

養 した。 なお,平 板 は直径9cmの ものを使用 し,培 地

は20mmず っ 分 注 した。斜面 培地 は,165×16.5mm

の試験管 に,培 地7mlず っを入 れて作 った。集落形態

は,7H10寒 天培 地 で は,14～21日 後 に,5～6倍 の拡

大 鏡で観 察 し,小 川 培地 で は,21～28日 後 に肉眼で観

察 した。集 落形態の記載 法 は,7H10培 地で は,Moeh-

ring and Solotorovsky1)に よ った。小 川培地 で の集

落形態 の分類法 は,Table1の 注の ごとくに行 った。

Generationtime(世 代 時間):測 定 は,Youmans

―8―



1989年12月 755

Table1.Correlation of Colonial Morphology Form of Mycobacterium avium Complex Strains 

to the Susceptibility to Antituberculosis Drugs

D S:Domed,smooth,small colony on Ogawa egg medium(SmD colony on 7H10 agar medium).

F W:Flat,wrinkled,large colony on Ogawa egg medium (SmT colony on7H10agar medium).
*This strain formed DS-type colonies on Ogawa egg medium,but it formed small,smooth,flat,transparent

 colonies on7H10agar medium.In contrast to that other naturally resistant strains formed SmT colonies (large, 
 smooth, flat, transparent colonies)on the7H10agar medium, the colonies of this strain11004were small and

 appeared as if SmD colonies. However,the colonies were not opaque but transparent.Therefore, the strain was

 belonged to SmT—type.The classification of the colonial morphology was different on this strain according to

 the medium,Ogawa egg medium or7H10agar medium.

Abbreviations:RFP,Rifampicin;SM,streptomycin sulfate;TH,Ethionamide;INH,Isoniazid;EB,Ethambutol;

KM, Kanamycin sulfate;EVM,Enviomycin sulfate;SX,sulfadimethoxine;KT,Kitasamycin;MC,Minocycline 

hydrochloride.

andYoumans6)の 方 法 に よ り,小 川 培 地(1%小 川 培

地)を 用 い て 測 定 した。 小 川 培 地10日 培 養 菌 を ガ ラ ス

玉 コル ベ ンで10分 間振 盪 して均 一 化 し,0.1%Tween

80水 溶 液 に 浮 遊 させ て10mg/ml(湿 菌 量)の 菌 液 と

した 。 こ れ を10-6ま で 希 釈 し,100～10-6の7種 の 菌

液 の 各 々 か ら渦 巻 白 金耳 で1白 金 耳(0.02ml)ず つ 小

川 培 地 に接 種 し,集 落 発 生 を 肉 眼 で毎 日観 察 した。.菌液

濃 度 の対 数 を縦 軸 に と り,日 数 を横 軸 に と り,初 発 集 落

発 見 まで の 日数 を グ ラ フ に画 き,曲 線 が 直線 を示 す部 分

で,{(10ga-logb)/t}=K,G=1092/Kの 式 に よ り世

代 時 間Gを 計 算 した 。aお よ びbは 菌 液 の 希 釈度 で あ

る。

抗 結 核 剤 感 受 性:小 川 培 地(1%小 川 培 地)を 用 い,

10種 の抗 結 核 剤 に 対 す る感 受 性 を測 定 した 。 方 法 は既

報 した7)。 た だ し,薬 剤 濃 度 は,次 の ご と くに変 え た 。

2倍 希釈 列 で,Kanamycin(KM)お よ びEnviomy-

cin(EVM),400-3.13μg/mm;Rifampicin(RFP),

Streptomycin(SM),Isoniazid(INH),Ethiona-

mide(TH),200-0.8μg/ml;Ethambutol(EB),

Minocycline(MC),Sulfadimethoxine(SX),

Kitasamycin(KT),50-0.4μg/ml。 以 上10種 の希

釈 列 の 各 々 に,薬 剤 な しの対 照 培 地 を加 え た。 最 小 発 育

阻 止 濃 度 の判 定 は,37℃14日 培 養 後 に行 った 。 本報 の

方 法 によ る最 小 発 育 阻 止 濃 度 の測 定 誤 差 につ いて は,前

に記 載 した8)。

Dubos液 体 培 地 に お け る 発 育 曲 線 と菌 の 発 育 能 力

(Viability):本 報 で 使 用 したDubos液 体 培 地 は,次

の ご と く 調 製 し た 。1.3gのDubosBrothBase

(DifcoLab.,Detroit,Michigan)を180mZの 蒸 留

水 に 溶 解 し,120℃15分 滅 菌 し た後,牛 血 清(栄 研,

東 京)20mlを 無 菌 的 に添 加 し,165×16.5mmの 試 験

管 に10mlず つ 分 注 した 。 菌 株 は,小 川 培 地(1%小 川

培 地)に37℃10日 間 培 養 し,ガ ラ ス玉 コル ベ ンで振 盈

(10分 間)し た 後,0.1%Tween80水 溶 液 に浮 遊 さ せ

て1mg/mm(湿 菌 量)の 菌 液 と した 。 上 記 のDubos

液 体 培 地10mlに,こ の菌 液1.0mlず つ を 接種 した。

各 株 に つ い て10本 のaliquotsを 作 り,37℃ 培 養後,

日数 を 追 って1本 ず っ と って,比 濁 度 とmg(湿 菌 量)

当 た り の 生 菌 単 位(colony-forming units=CFU)

を 測 定 した 。各 株 に つ い て予 め測 定 した比 濁 度 ・重 量 曲

線 か らmg(湿 菌 量)/mZの 値 を測 定 して 発 育 曲 線 を 画

い た 。 一 方,残 り のDubos液 体 培 地 を ピペ ッ トで

pumpingし て 均 一 化 し,0.1%Tween80水 溶 液 で

10-6ま で 希 釈 し,各 希 釈 液 の0.02mlず つ を 渦 巻 白金
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耳 で 「1%小 川 培地」 に接種 し,37℃21～28日 培 養後

に集 落数 を数 えた。 この集落数 と希釈度 とmg/mmの 値

か ら,mg(湿 菌量)あ たりの生菌単位(CFU)を 計算

した。

研 究成 績

集落形態 と抗結核剤感受性

被 検株10株 は,そ の抗 結核剤感受性によ って2群 に

大 別 で きた 。(Table1)。5株(13008～13887)は,

THとINHとSX(sulfadimethoxine)を 除 く7種 の

抗結核剤に感受性が高 く,他 の5株(11004～13034)は,

感受性 が低 か った。感受性の高 い5株 の集落形 態 は,小

川 培地 で は,小 さ く盛 り上が った平滑な集落(DS型)

で あ り,7H10寒 天 培 地 で は,SmD型(smooth,

domed,opaque form)で あ った。一方,感 受性 の低

い5株 の中の4株 は,小 川培地で,大 き く平たい雛のよ っ

た集 落(FW型)を 作 り,7H10寒 天培 地で は,SmT

型(smooth,flat,transparent form)の 集落 を作 っ

た。耐性 株 の中の1株(11004株)は,小 川培地 では感

性 株 と同 じDS型 集落 を作 り,7H10寒 天培地 で も,一

見,SmD型 の集落 を作 った。 したが って,1～004株 の

集落形態 は,い ったん,SmD型 と判定 したが,そ の後,

観察 を繰 り返す と,集 落 は小 さいが平た く透 明なので,

非 定型 的 なSmT型 と判定 した。 したが って,11004株

の集落形態 をSmTの 変異型 と考え ると,一 応,感 受性

株 はSmD型,耐 性株 はSmT型 と考え られた。 われわ

れ は,SmT型 か らSmD型 を得 ようと,紫 外線照射 や

mitomycinC処 理を繰 り返 したが,っ いに安定 した変

異 株を得 ることはで きなか った。一時的に集落形態 が変

異 したか のごと く見え ることはあ ったが,こ れは,実 験

条件 の変化 による非遺伝的変異 と分か った。

集落形態 と発育速度

小川培地で観察 した集落形態 は,同 培地での発育速度

と密接 に関 係す るよ うに思 われた(Table2)。 小川培

地 でDS型 集落 を示 した6株 の発育速度(generation

timeと して測定 した)は,FW型 集落を示す4株 の発

育 速 度 よ りも明 らか に遅 か った。7H10寒 天培 地 で,

SmD型 集落 を作 る株 の発育 速度 も,SmT型 集 落株 よ

りも遅 いが,SmT型 株全部が必ず発育が速 い とはいえ

なか った。 ただ し,例 外 の11004株 を除 くと,一 般 的に

は,SmT型 の株 は発育 が速 く,SmD型 の株は発育 が

遅 い と思 われた。

Dubos液 体培地 中のViabilityと 抗結核剤感受性

小川培地 で観察 した集落形態 は,小 川培地での発育速

度 と密 接 に 関係 す る よ うに思 わ れた が,集 落形 態 と

Dubos液 体培 地 での発 育速度 とは関係がないよ うに思

われ た(Fig.1お よびFig.2)。 また,抗 結核剤感受性

とDubos液 体 培地中 の発育速度 も関係がなか った。 特

Table2.Comparison of the Generation Time

(hours)between DS-colony forming strains 
and FW—colony forming strains of Mycobac

terium avium Complex.

 The generation time was determined according to the 

method of Youmans and Youmans(Youmans,G.P.,and 

Youmans,A.S.J Bacteriol,58:247-253,1949).

There is a statistically significant difference between the 

generation times of DScolony-forming strains and of 
FW—colony-forming strains(P<0.01by the t—test) .

に 目立 っ た の は,SmD型 に 属 す る13887株 が,Dubos

液 体 培 地 中 で ほ とん ど発 育 しな い こ とで あ った。

次 に,Dubos液 体 培 地 中 で のmg当 た りの生 菌 単 位

数(colony-formingunits=CFU)を み る と,感 受

性 の 高 い5株 のCFU/mgの 値 が5× ～07/mgを 超 え な

か っ たの に対 し(Fig.3),感 受 性 の低 い5株 の それ は,

ほ とん ど常 に5×107/mg以 上 で あ った(Fig.3お よ び

Fig.4)。

考 察

集落形態 と抗結核剤感受性の間には,密 接 な関係が あ

る ことが,す で に報 告 され てい る2)御5)。過去 の研究者

は,RFP,SM,KM,CPM,VM感 受 性 が集落形 態 と

関 連 し,SmT型 の株 は,一 般に,こ れ ら抗結核剤 に耐

性で,SmD型 の株 は感受性であ るとしている。 しか し,

今回 のわれわれの研究結果で は,す べての抗結核剤 につ

いて関 連性 が見 られ るわ けで はな く,TH,INHとSX

に関 して は,集 落形態 との関連性が判然 としなか った。

ま た,上 記 の 抗 結 核 剤 の ほか に,EVM,EB,MC

(minocycline)お よびKT(kitasamycin)感 受 性 に

ついて も,集 落形態 との関連性がみ られた。

この よ うな.M.avium complexの 多剤耐性 が,他 の

いか な る性 状 と結 びつ くか は,興 味深 い問題 と思 われ
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Fig.1.Growth curves in Dubos liquid medium of 

naturally relatively susceptible strains of Mycobac

terium avium complex.

1.13008;2.13016;3.13021;4.13038;5.13887.

Fig.2.Growth curves in Dubos liquid medium of 

naturally multi-drug resistant strains of Mycobac

terium avium complex.

6.11004;7.13022;8.13032;9.13033;10.13034.

る。多 剤耐性 は,SmT型 集落形態 と結 びっ くようであ

るが,そ の ほ か に,Dubos液 体培地 中 での生 存能 力

(viability)と 関連 す る と思 われ た。Dubos液 体 培地

中で,CFU/mgの 値が高 く維持 され ることは,個 々の

菌が長 く生 きている ことを示 して いる。多剤耐性の菌は,

このよ うな能力 を持 って いると考え られ る。多剤耐性 と

この タ うなviability維 持能 とは,SmT型 集落形態 と

なん らかの関係で結 びつ いて いるもの と想 像 される。 こ
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Fig.3.Number of colony-forming units con

tained in one milligram wet weight of bacteria 

of relatively susceptible strains of Mycobacte

rium avium complex.

1.13008;2.13016;3.13021;4.13038;5.13887.

のほかに,耐 性株 は,し ば しば,感 受性株 よりも発育速

度(小 川培地)が 速 いが,必 ず そうで あるとはいえない。

また,感 受性 とDubos液 体培地 中の発育速度 とは,関

係がな さそ うであ る。

小川培地での発育速 度 は,小 川培地 での集落形態 と関

係が ある。 これ は当然の ことで,小 さ く盛 り上が った集

落 を作 る株 は発育が遅 く,大 きい拡 が った集落 を作 る株

は発育 が速 い,換 言すれば,横 に(水 平方 向)に 拡 が ら

ずに,縦 の方 向に しか発育 しな い株 は,発 育 が遅 い。 そ

して,横 の方 向に拡が って行 く株 は発育が速い。 ちなみ

に,DS株 で は,集 落 数(CFU)を 算 定 す るの に,

3～4週 を要す る。一 方,FW株 で は,2～3週 で よい。

結 論

1)7H10寒 天培地上の集落形 態 とM.aviumcom-

plexの 抗結 核剤感 受性 の 間 には,密 接な関係がある。

Fig.4.Number of colony-forming units con

tained in one milligram wet weight of bacteria 

of naturally resistant strains of Mycobacterium 

avium complex.

6.11004;7.13022;8.13032;9.13033;10.13034.

SmD型 集 落 形 成 株 は,一 般 に 感 受性 が高 く,SmT型

集 落 形 成 株 は,感 受 性 が 低 い 。 以 上 の 関係 は,Rifam-

picin,Minocycline,Kitasamycin,Streptomycin,

Kanamycin,Enviomycin,Ethambutol感 受 性 に っ

い て 認 め られ た が,Isoniazid,Ethionamideお よ び

Sulfadimethoxine感 受 性 に つ い て は,集 落 形 態 と の

関 連 性 が 判 然、と しな か った。

2).M.avium complexの 多 剤 耐 性 株 は,Dubos

液 体 培 地 で 長 い間,高 いviabilityを 保 持 す る。 比 較 的

感 受 性 の 株 は,耐 性 株 と比 較 す る と,viabilityが 早 く

失 わ れ る。

3)多 剤 耐 性 株 は,一 般 に,小 川 培 地上 で 発育 速 度 が

速 く,感 受 性 株 は,発 育 速 度 が 遅 い。 しか し,こ の 関連

性 は 常 に み られ る わ け で は な い。 ま た,Dubos液 体 培

地 で の 発 育 速 度 は,抗 結 核剤 感 受 性 と は関 係 が な い。

4)小 川 培 地 で の 集 落形 態 と7H10寒 天 培 地 上 の集 落

―12―



1989年12月 759

形態を比較す ると,た いていの場合 に対応が み られ るが,

～00%一 致す る対応 がみ られるわけではない° しか し,

―一般的に は,SmD株 は,小 川培地 で,小 さい,平 滑な,

盛 り上 が った集落を作 り,SmT株 は,大 き く平 たい雛

の よった集落を作 る。
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