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The resistance development pattern of Mycobacterium smegmatis strain 17023 (Jucho) 

to streptomycin and kanamycin was studied.The medium used was Ogawa egg medium,

and the level of resistance was determined for each clone derived from single colony by the
'actual count'method . Hence,the resistance level was estimated as the highest concentra

tion of drugs,in which small inocula consisting of 20 to 100 colony-forming units could 

grow after seven days incubation.Only one type of resistance mutants resistant to more 
than 1,000ug/ml streptomycin was isolated and these mutants were also resistant to 8ug/

ml kanamycin.On the other hand,only one type of kanamycin-resistant mutants 
resistant to8ug/ml kanamycin was isolated and these mutants were also resistant to more 

than 1,000ug/ml streptomycin.Accordingly, there was a complete cross-resistance 

relationship between streptomycin and kanamycin resistances.Therefore,there existed 

only one phenotype,which is simultaneously resistant to streptomycin and kanamycin.The 

mutants occurred at a rate of about 2X10-8 per viable bacterial population of the parent 

strain.Streptomycin-dependent mutants occurred at a rate of about 2x10-9.

The number of resistant phenotypes to streptomycin and kanamycin was only one in M.

smegmatis,while it was five in M.tuberculosis and 2 or 3 in M.avium complex 

(Tsukamura, M.and Mizuno,S.:J.Gen.Microbiol.88:269-274,1975 Tsukamura,M.:
Kekkaku 62:445-458,1987).The simplicity of the resistance system of M.smegmatis
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suggests that this organism is evolutionally primitive in the world of mycobacteria.
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緒 言

わ れ わ れ は,前 にMycobacterium tuberculosisお

よ びMycobacterium aviumcomplexに お け る抗 結

核 剤 耐 性 形 式 と 交 叉 耐 性 に つ い て 研 究 した1)～3)。 そ の

結 果,こ れ らの 抗 酸 菌 のstreptomycin(SM)お よ び

kanamycin(KM)耐 性 の 間 に は,交 叉 耐 性 が な い こ

とが 明 らか に さ れ た。 しか る に,今 回,Mycobacterium

smegmatisで 同 様 の実 験 を行 った と ころ,SM耐 性 と

KM耐 性 の 間 に 完 全 交 叉 耐 性 が あ り,SM耐 性 とKM

耐 性 とは 同一 遺 伝 子 の変 異 に よ って起 こる こ とが示 さ れ

た。 この 所見 は,M.tuterculosisお よ びM.avium

complexの 場 合 と著 し く異 な って い た。

実 験 方 法

Mycobacterium smegmatis 17023株(獣 調 株)を

使 用 した 。 こ の 株 は,1947年 に,当 時 の 東京 大 学 伝 染

病 研 究 所 長 谷 川 研 究 室 か ら 蜘cobacterium avium獣

調 株 と して 受 領 した が,そ の 後 行 った わ れ わ れ の分 類 学

的 研 究 に よ り,当 時M.aviumと 分 類 され て い た他 の

日 本 分 離"M.aVium"株 と と も に,M.smegmatis

で あ る ことが 判 明 した4)。 被 検 株 は単 個 集 落 由 来 で あ る。

耐 性 発 現 形 式

「1%小 川 培 地 」 を使 用 し,既 報1)の 方 法 に よ って 研

究 し た。 小 川 培 地 に37℃3日 間 培 養 して 得 た集 落 を ガ

ラス玉 コルベ ン中で5分 間 振 盪 して 均 一 化 し,こ れ を0.1

%Tween80水 溶 液 に,湿 菌 量10mg/mlに 浮 遊 さ せ

て 菌 液 を 作 っ た 。 こ れ を10-7ま で 希 釈 し,そ の各 々 の

希 釈菌 液 を,渦 巻 白金 耳 で0.02mlず つ,SMま た はKM

を 含 む 小 川 培 地 に接 種 し,37℃7日 間 培 養 した後 に集

落 数 を数 え た。 そ の結 果 か ら,種 々 の濃 度 に お け る生 残

率(survival fraction)={(薬 剤 培 地 の発 育 集 落 数)

÷(そ の 培地 に接 種 したcolony forming units)}

を 計 算 し,生 残 曲線(survival curve)を 作 った。

次 に,種 々の 濃度 に 発育 した単 個 集 落(各 濃 度3集 落)

を 取 って 小 川 培 地 に培 養 し,上 記 と同 じ方 法 で生 残 曲線

を 作 った 。 この 方 法 を,も はや変 わ った生 残 曲線 が得 ら

れ な くな る まで 繰 り返 した。

上 述 の 方 法 で 得 た 生 残 曲 線 は,単 個 集 落 由 来 株

(clone)の 表 現 型(phenotype)と み な し う る。 しか

し,記 載 を 簡 単 に す る た め に,clonesの 表 現 型 は,

"actualcount"法5)6)で 測 定 した"clone耐 性 度"に

よ って 表 示 した。 す な わ ち,20-100colony-forming

unitsの 接 種 量 を 用 い て1個 以 上 の集 落 が発 育 で き る最

大 薬 剤 濃 度 を,そ のcloneの 耐 性 度 す な わ ち表 現 型 と

した。 この 耐 性 度 は,被 検cloneのbacterial popula-

tionの1%以 上 が 耐 性 を 示 す 濃 度(μ9/ml)に ほ か な

らな い。 この 耐 性 度 は,生 残 曲線 か ら直 に読 み とれ る。

SMはstreptomycin sulfate(明 治 製菓),KMは

kanamycin sulfate(明 治 製 菓)を 用 い,滅 菌前 の培

地100容 に対 して 薬 剤 溶 液1容 を 添 加 して 所要 濃度 と し

た 。 培 地 は,16.5×165mmの 試 験 管 に7mlず つ分 注

し,90℃60分 間 滅 菌 して 斜 面 培 地 と した 。 な お,本 実

験 で は,菌 液 の 均 等 化 の た め に,菌 を1%Tween80

水 溶 液 に浮 遊 さ せ た。 こ の水 溶 液 で は,48時 間 後 で も

生 菌 単 位(colony forming units=CFU)に 影 響 が

な い こ とを確 か め た。 ま た,小 川 培 地 を 用 い る限 り,1

%以 下 のTween80の 培 地 へ の添 加 は,耐 性 度(感 受

性)の 測定 に,な ん らの影 響 も与 え なか っ た(未 発 表 成

績)。

交 叉耐 性

単 個集 落 由来 株 の耐 性 度 を"actual count"法5)6)で

測 定 して,交 叉 耐 性 の有 無 を観 察 した。 本 法 は,上 記 の

生 残 曲線 の 実験 の場 合 と同 じで あ る。

SM依 存 菌 の 分離

SM250μg/ml培 地 に発 育 し た単 個 集 落 を,SM100

μg/ml培 地 と 対 照 培 地(SMな し)の 両 方 に接 種 し,

SM依 存 性 を 調 べ た 。SMな し培地 で発 育 せ ず,SM培

地 の み に発 育 す る株 をSM依 存 菌株 と した。

実 験 成 績 お よ び 考 察

成 績 をFig.1,2お よ びTable1,2に 示 す。SM16

μg/mlま た は それ 以 上 の 濃 度 の 培 地 に発 育 した 集 落 は,

SM1,000μg/ml以 上 耐 性 の高 耐 性 菌 で あ った。SM4

μg/mlま た は8μg/mlに 小 集 落 を 作 る菌 は,感 性株

と同 じ生 残 曲 線 を 作 っ た。KMの 場 合 は,KM4μg/

mL以 下 に 発 育 し た集 落 は,感 性 株 と同 じ生 残 曲 線 を 作

り,一 方,KM8μg/mlま た は16μg/ml(小 集 落)

に 発 育 した 集 落 は,KM8μg/ml耐 性 で あ った 。KM

8μg/mlま た は16μg/mlに 発 育 した 集 落 を再 びKM
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Fig1.Pattern of resistance development of 

Mycobacterium smegmatis strain 17023(Jucho)to 

streptomycin.

Open circles show the survival curve of the parent 
strain and closed ones that of the resistant strains 

isolated on the concentrations higher than 16,ug/ml 

streptomycin.Arrows show the concentrations,from 
which three isolates were taken for each concentration 

and examined for their survival curve.Dotted line 
shows that no growing colonies were observed after 

incubation for seven days.

8ま たは16μg/ml培 地 に継代 して も,そ れ以上耐性の

株 は得 られ なか った。

"actual count"法 で耐性度 を見 ると
,感 性株の耐性

度 は,SM,KMと もに2μg/ml,SM耐 性株 の耐性度

は,1,000μg/ml以 上,KM耐 性株のそれは8μg/ml

であった。 これ らのSM耐 性株およびKM耐 性株 のKM

また はSMに 対 す る耐 性度 を調 べ る と,SM耐 性株 は

KM8μg/ml耐 性,KM耐 性 株 はSM1,000μg/ml

以上耐性で あり,両 者の間 に完全交叉耐性 が見 られた。

SM耐 性 菌 ま たはKM耐 性 菌 の出現 率 は,2～3per

108CFUで あ った。SM依 存菌 は,SM耐 性 菌10個 に

対 し1の 比率で認 め られたので,感 性株中の出現頻度 は

約2～3per109CFUで ある と計算 された。

以上 のよ うに,こ の株のSM耐 性表現型 はSM1,000

μg/ml耐 性 の1種 類のみであ り,KM耐 性の表 現型 も

KM8μg/ml耐 性 の1種 類 だ けであ る。 しか も,SM

耐性 菌 はKM耐 性 であ り,KM耐 性菌 はSM耐 性であ

るか ら,SMで 選択 した場合 もKMで 選 択 した場合 も,

得 られ る耐性 菌 はSM1,000μg/ml以 上耐性 かっKM

8μg/ml耐 性 の2重 耐性菌1種 類だ けとい うことにな

る。 このSM-KM2重 耐性菌 は,SMま た はKMに よ

る"one step-selection"で 約2×10-8の 率 で得 られ

Fig 2.Pattern of resistance development of 

Mycobacterium smegmatis strain 17023(Jucho)to 

kanamycin.

Open circles show the survival curve of the parent 

strains and closed ones that of the resistant strains 

isolated on the concentrations 8 or 16,ug/ml.The 

colonies growing on the concentration 16,ug/ml 

were small.

る。 す なわ ち,同 一 遺 伝 子 の"single gene-mutation"

に よ る表 現 型 の変 化 が,SM1,000μg/ml以 上 お よび

KM8μg/ml同 時 耐 性 で あ る と考 え られ る。

わ れ わ れ は,前 に,M.tuterculosisとM.avium

Table1.Comparison of the Susceptibilities to

 Streptomycin and Kanamycin between Strains

 Isolated on Streptomycin and Those on Kanamycin
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Table 2.Isolation of Streptomycin-Dependent Mutants

Table 3.Comparison of the Resistance System for Streptomycin and 

Kanamycin among Mycobacterium tuberculosis,Mycobacterium avium 

Complex and Mycobacterium smegmatis

complexのSM耐 性 お よびKM耐 性 形 式 を 研 究 した 。

M.tuterculosis05001株(H37Rv株)のSM耐 性 と

KM耐 性 の 問 に は 交 叉 耐 性 は な か った 。 そ してSM耐

性 突 然 変 異 菌 に は3種 類 の 表 現 型 が あ った 。 す な わ ち,

50μg/ml耐 性,200μg/ml耐 性,1,000μg/ml耐 性 の

3種 で あ る。 ま た,KM耐 性 につ いて は,KM200μg/

ml耐 性 と,1,000μg/ml以 上 耐性 の2つ の 表 現 が あ っ

た2)。 した が って,M.tuterculosisのSM耐 性 お よ び

KM耐 性 に 関 す る表 現型 は合 計5種 で あ る。

これ に 対 し,M.aviumcomplexのSM耐 性 表 現 型

は1ま た2,KM耐 性表 現 型 は1で あ った3)。 また,SM

耐 性 とKM耐 性 の 間 に は,交 叉 耐 性 は な か った7)。 し

た が って,M.aviumcom plex(3株)のSM耐 性 お

よ びKM耐 性 に 関 す る 表 現 型 数 は合 計2ま た は3で あ

る。 これ に 対 して,M.8megmatisの そ れ は,本 報 に

示 す よ うに,た だ1型 の み で あ る(Table3)。

結 論

Mycotacterium smegmatis 17023株(獣 調 株)の

感 性 菌 は,SM2μg/mlま た はKM2μg/mlに 発 育

す るが,そ れ 以 上 の 濃 度 に は発 育 しな い。 この 株 か ら分

離 さ れ るSM耐 性 菌 の 表 現 型 はSM1,000μg/ml耐 性

の1種 だ けであ る。 一 方,KM耐 性 菌 の 表 現 型 も8μg/

ml耐 性 の1種 だ けで あ る。 しか も,SM耐 性 菌 はKM

耐 性,KM耐 性 菌 はSM耐 性 で,SM耐 性 とKM耐 性

の 間 に は完 全 な 交 叉 耐 性 が あ る。 した が って,こ の株 の

SM耐 性,KM耐 性 に 関 す る表 現型 は,SM1,000μg/

ml耐 性 で あ り,同 時 にKM8μg/ml耐 性 の1種 類 だ

け と い う こ と に な る。 前 に研 究 したM.tuterculosis

のSMお よ びKM耐 性 の 表 現 型 数 は5型 で あ り,M.

avium complexの それ は2～3で あ った 。M.smeg-

matisは ただ1型 の 表 現 型 しか も た な い。
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