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薬 剤 耐 性 の 獲 得 と 阻 止 の 機 序

秋 葉 朝 一 郎契

緒 論

医学的に薬剤耐性の問題を論ずる際には,こ 承を2項

冒に分けて考える必要がある｡

第一はある社会に流行する菌種について,化 学療法の

普及に伴つての耐性株の率の推移を論ずる場合であり,

第二は治療申の個々の患者において感性菌株から耐性菌

株への推移を論ずる場合である｡

今回は前者の社会集団の問題については触力ることな

く,後者の``生体内における病原菌の鮒性獲得とその阻

止の機序"に ついて,余 等協同研究者の実験所見を中心

として論究して,同 学各位の批判と教示を仰ぎ度いと考

える｡

なお本問題については,昭 箱27年4月 の第25回 日

本細菌学会における特Slj講演1)として,ま た同年11月

の伝染病研究所創立60週 年記念学術講演会2)において

講演したところであり,今 回の講演内容が一部既述のも

のと重複するところがあるが,こ ホは一貫して論旨を進

めるためであることを諒承さカたい｡

1、 耐 性 獲 得 の 機 序

耐性獲得の機序については,次 の相対立する2学 説が

提出さホている｡

a)突 然変異と薬剤の選択 とによるとする説

b)適 応によるか又は誘導変異によるとする説

耐性成立の機序として"薬 剤の菌体へ の直接 的 な作

用・・を前説は否定し,後 説は肯定する点において両説は

明確に対立する考え方である｡こ ホについ て説明する

と,次 のようである｡

a)突 然変異 と選択説(s60ntaneOUSmutation

andselectiontheory)

あ る菌集団(bacterialp｡pulati｡n)に ついて・個 々

の菌体のある薬剤に対する抵抗性を調べると・大多数の

感性菌体(sensitivecells)の なかに特 に抵 抗 の強い

菌体がごく少数含まカているが・ こホは 菌 の分 裂増殖

の過程において突然変異によつて 自然 に発 生 してくる
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TOMoIcHIR6AKIBA(DepartmentefBacteriolo-

gy,Sch｡・1・fMedicine・Unive「slty｡fT・ky｡):

OntheMechanism・ftheAcqu・siti・n｡fDrug・

resistanceanditslnhibition・

resistantmutantsで あ る｡こ のような菌集団(原 株)

が薬剤を含む環境下(培 地または生体内)に おかオ1,し か

も薬剤濃度が完全阻止濃度より少し下(subinhibitory

dose)で ある場合には,大 多数の感性菌体の増殖は抑制

さカ,少 数の抵抗性菌体(resistan、tmutants)の みが

増殖してくる｡し たがつて,こ こに生じた菌集団(第1

次殊)は 原殊よりも一段 と全菌体の抵抗が強くなつてお

り,し かもそのなかには少数の特に抵抗の強いresis・-

tantmutantsが 含 ま泊ている｡

次にこの第1次 殊を第1回 よりもさらに薬剤濃度の高

い環境で増殖させると,resistantmutantsの みが選i

択的に増殖が許 さ泊る結果,第1次 株 よりも抵抗の強い

菌集団(第2次 樵)と なる｡こ のように培地中の薬剤濃

度を漸次高めつつ移植培養を反覆すると,抵 抗の極めて

強い菌株(耐 性株)が つくりあげられる｡

以 上のように,突 然変異と薬剤の選択とい う2因 子に

よつて耐性の獲得がおこなわれると主 張す る ものであ

る｡こ の学説はDEMEREC3)(1945)が ブ ドウ球 菌の

Penicilli雄耐性獲得の研究によつて提唱 した ものである

が,Penicillinの みならず他 の化学療法剤につい て も

DEMEREC説 を支持する報告が多い｡た とえば,Peni-

cillinに つ いてはLUR1Al・5」(1946),KLEINs)(1947)が,

Sulfonamid剤 についてはOAKBuRG&LURIA7)(1947)

らが,Streptomycinに ついてはKLEIN&KIMME-

LMAIsf8)(1946),ALEXANDER&LErDy(1947),DE-

MEREc(1947),ScoTT(1949),NEwcoMBE&HA-

WIRKO9)(工949)ら の報告を例 としてあげるに とどめる｡

b)適 応(adaptation)説 または誘導変異

(inducedmutation)説

適応説と誘導変異説 とはともに``薬 剤の菌体への直接

的な作用"の 結果 として菌体の耐性の獲得が起きるもの

と主張する｡こ の見解をもつ研究者は現在なお比較的少

i数であるが,HINSHELWOODIo)(1949)・LINZ11)(1950),

BARERI2)(1951),秋 葉1)(1952),SEvAG&RosANOFFI3}

(1952),ら の報告がある｡,

ただ両者の異る点は,適 応説では薬剤の刺戟を除去す

カば耐性株は感性株へもどるとい う遺伝性のない変異・

即ちvariationと 考 えるのに対して,誘 導変異説では

耐性は遺伝的な変異,即 ちgeneriCvariationで あ る

と考えるところにある｡
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6)著 者 の 見 解

「生体内における細菌の薬剤 耐性獲得」の機序につい

て・現在著者の抱えておる基本的な考え方は次のような

ものである｡

1)i薬 剤耐性はGeneの 変異 による遣伝的変異であ

る｡

2)Geneの 変異は薬剤の直接的な作用によつて引き

お こさカる｡即 ち,誘 導変異である｡

3)薬 剤 の選択作用その他いくつかの機序がある程度

の役割をはたすが,こ 治は補助的なものである｡

以下,こ のような見解を基礎づけ る笑験知見を示して

批判を得たいと思 う｡

(1)薬 剤耐性は遺伝子変異であることについて

適応説の根拠となる事実は,耐 性株は薬剤が存在 しな

い環境において増殖をつづけると,感 性株へ復帰すると

い う現象である｡し か しなが ら,こ の醗性の復帰現象

は,Geneの 変異に因る遺伝子変異説の立場に立つても

充分に説明できる｡

薬剤不含の培地に耐性株の継代培養 をおこなつていく

場 合,高 耐性株はほとんど復帰しないか ら遺伝的変異で

あること明瞭であるが,低 鰍性殊であると薬剤抵抗性が

だんだん弱まつてきて,感 性株へ帰えるから適応である

かのごとく考えらホる｡

耐性復帰の現象を,菌 集団を構成する菌体の薬剤に対

する抵抗性の分布曲線の推移によつて追跡 して見ると,

第1図 に示すように模型化することができる｡

彬 人 耐 性の復 飯の榔 図
(薗 体 櫓 統 性の分布曲㈲

薬 剤 躍 度

高耐性株の菌集団は全部の菌体の抵抗性が強 くしかも

均一相であつて(曲 線1),こ カを10～30回 ぐ らい継代

しても,こ の曲線が変化しない(曲 線3)｡こ のような遣

伝的に安定した耐性株 は,完 全 耐性株(completely

resistantstrain)と 呼 ばるべきである｡こ れに対して,

低 耐性株の菌体の耐性分布曲線は・曲線1ノ のように感性

菌体 と種 々の程度の耐性菌体とが混在していて不均一相

であつて,こ1・iを 普通培地に継代すると曲Wt2'N3'の

よ うな変化を示 し,耐 性菌体の比率が速やかに減少して

感性菌体の均一相に復帰する｡

曲線1'の よ うな耐性分布曲線を示す菌株 は,不 完全

耐性株(partiallyresistantstrain)と 見なすべきで

ある｡

ところで,低 耐性株はおおむね不完全 耐性株 で ある

が,こ れの示す耐性復帰はいかなる機序によるかについ

てぽ前報1)に 詳論したところであるので,結 論だけを述

べると,(1)感 性菌体の増殖速度が耐性菌体のぞオ1より

も大であることが主たる機 序 であるが,(2)耐 性を支

配するGeneの 自然 的逆 変異(spontaneousback

mutation)(3)感 性菌体成分の感性化作用(resensi-

tization)な どの機序も介入するであろう｡

このように,耐 性復帰の現象は,遺 伝子変異説を以て

容易に説明できる｡

さらに,あ る化学療法剤に対する菌の醗性が,そ の化学

療法剤 と全 く無関係な物質,た とえば大腸菌にnitroge血

mustardを 働 かせることに よつてStreptomycinや

Ch1｡ramphenico1に 対する鰍性菌体が出現するとい5

余等の笑験2)事 実や,赤 痢菌浮游液に通気(aeration)

をお こな5こ とによつてSulfathiazolemb性iと なるとい

5事 実(橋 本,塚 口14))及 び核の主成分たる菌体DNA

を作用させることによつて耐性化 または感性化される事

実(後 述)等 はう耐性変異が適応に因るとい う考えでは

説明できない｡

以上のような諸事笑に徴して,耐 性変異は遺伝子変異

に因ると結論すべきであると信ずる｡

(2)耐 性 変異は薬剤に因る誘導変異であることに

ついて

突然変異と選択説の根拠 となる実験事笑は,invitro

の笑験において継代することに薬剤の濃度を階段的に高

めた培地に植えついでいくとい う方法(増 量的継代法)

に よる耐性上昇の現象である｡即 ち,こ の場合には薬剤

の選択作用がきわめて強く働いているわけであつて,こ

の方溝による耐性の上昇は突然変異と選択説に よつてよ

く説明できる｡

しかしなが ら,感 染生体に化学療法を笑施する場合の

細菌苅薬剤の関係は,増 量的継代法における場合 とは異

なつている｡生 体に化学療法剤を投与する場合には,投

与量は終始大差がないか ら,菌 に作用する薬剤濃度の範

囲はほぼ一定であ り,し かも薬剤 の選択作用が働 くのは

初期だけであつて,選 沢作用が反復されることはない｡

従 がつて,生 体内における病原菌の耐性墜得の機序を

検討する模型実験とレては,増 量的継代法は不適当 と云

わねばならない｡む しろ薬剤濃度を一定にした培地に継
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代 する方法(恒 量的継代法)が 適当である｡と い うのは・

この方法においては」薬剤の選択作用が働くのは継代第

1代 のみであつて,第2代 以後には反復 されないからで

あ る｡

この点を立証するために次の笑験を示す｡

1)i物"勿oに おける耐牲の獲得の実験

館野 ・高山15)(1951)は マウス体 内にお ける赤痢菌の

Sulfathiazoleに 対 する耐姓獲得の過程を報告 したが,

教室の伊藤16)(1953)は この実 験方法にならつて赤痢菌

くShigella/7exneri3a,No・239)のSulfathiazole

(ST),Streptomycin(SM),Chloromycetin(CM),

Terramycin(TM)に 対する耐性の獲得の経過を調べ

た｡erウ スの1側 の睾丸実質内に赤痢菌 と1/4m・1・d・

のブ ドウ球菌毒素(細 谷教授から分与 さ治たもの)と を

混 じて注射する｡こ のマウスに化学療法剤を1日1回 つ

つ3日 閲皮下注射 し,そ 泊から2日 後に睾丸を摘出して

赤痢菌を分離培養 し,こ れを次のマウスに接種してまた

薬剤投与をおこなう｡こ のように化学療法をおこないつ

つ継代 していき,各 代の分離菌株について薬剤 の抵抗性

を調べた｡そ の成績を一括 して第1表 に示 した｡

第1表Shigellafガexne/i3a(No.239)の

生体内における耐性の獲得

薬 剤
与

数

投

日

の
量
の

日
与

m

1
投
(
数代継

抵 抗 性

Sulfathiazoie

発司 阻止

_L陽 噺 響

8:i碁i§1{ξも}1き0

8二萎i§{萎88iき 萎88

ず継代3～5代(薬 剤接触15～25日)の 聞に赤痢菌の

ST耐 性はO.2mg%か ら200mg%以 上 となつた(耐

性上昇1,000倍 以上)｡

Antibiotics耐 性:Streptomycin,Chloromycetin,

Terramyeinな どの1日 の注射量は、1mgPro913～

159≒70mgProkg≒3.59Pro50kgで あつて,人

体用量にほぼ近い量を用いた｡

赤痢菌のAntibioticsに 対 する耐性の獲得はSulfa-

thiazoleに 較べれば軽度であつた｡SMに 対 しては・

8代 の継代(薬 剤接触40日)に よつて 耐性2ッ1ccの

原 殊が50γ/cc耐 性株 となつた(耐 性上昇25倍)｡TM

に対 しては,10代 継代後 といえども耐性上昇は4～5倍,

CMに 対 しては10代 後に謹かに25倍 にすぎなかつた・

2)恒 量的継代法(初vitプ0)に よる耐性の獲得

次に,伽vivoに おける耐性獲得の模型実験 としてirt

vitroに おいての恒量的継代培養を試みた｡

伊藤工6)は,上記の赤痢菌(No・239)を 斉 薬剤の阻止量

の半量を常に加えた平板培地に接種し,3日 培養後,普

通培地に移植 して2目 培養 し(第1代),さ らに薬剤加培

地に移植し,3日 培養後に善通培地2日 培養(第2代)

というような継代培養をつづけた｡そ して各代毎に菌の

耐性を調べた｡薬 剤濃度は,STはO・2mg%(2γ/cc)

に半合成培地に,SM,CM,TMは2γ/ccに 普 通寒天
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Sulfathiazole耐 性;STの1
.日の注射量 はO.2rng

pro13～159マ ウス≒14mgprokg≒0.79pro50kg

で あつて,入 体使用量の数 分の一にすぎない｡し たがつ

て・睾丸実質内のST濃 度は2～3mg%以 下 と見倣さ

カ るが・ このような低濃度に曝露されているにかかわ ら

漉榊
議
/

2図 に 示 した

が,恒 量的継代

法セこよる耐性獲

得の経過は,そ

の速度及び強度

において各薬剤

によつて異る相

を示 し 勿vivo

の場合 ときわめ

てよ く似 て い

る｡

もしこれを増

量的継代法によつておこな うならば,薬 剤の選択作用が

反復する結果,Streptomycinに 対 してはかな り遠やか

に,か つ甚だ高度に耐性となるのみな らず,Chloromy-

cetinやTerramycinに 対 しても数1o倍 以上の醗性を

得てくることは多くの研究報告の示す通 りであつて,生

体内実験の成績とはかな りかけはなれた所見を示すので

ある｡

以上のような知見か ら,生 体内における耐性獲得の機

序の分析には恒量的継代法を用 うべきであると考える｡
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なお・薬剤が安定であつて培地中において不活性化さ

れないか,或 いはされても軽度である場合には,継 代す

ることなしに,第1代 の培地に2～3週 聞培養すること

によつても恒量的継代法 と同様の所見を得 ることができ

る｡次 にこの方法によつて耐性獲得過程の分析をおこな

つた実験例をあげる｡

3)恒 量的培養における菌体の耐性分布曲線の推移

恒量濃度に薬剤を加えた培地に長い期間培養 しておる

と,菌 株の耐性がだんだん上昇することは前述のようで

あるが,こ の現象を``菌 体個 々の耐性の分布"の 面から

観察すると,次 のような様相を示すe教 室の横田17)が,*

勿 三le韮 靭 葺養1二蝿L

｡θ'

A

ぶゆ 吻 ζ擁痴

ff.｡｡'tB・i9,C7At・ram〆enic・tinSroth・7s「/c`ノ

第3図(A)に 示すように,原 株はSMO.5γ/ccに

対 し約50%の 菌体が耐性であ り,107/ccに 耐性であ

る菌体が11107ぐ らいの割合に存在する(曲 線o)｡こ

の原株か らSMO・5γ1cc含 有 ブイヨンに移植し,培 養

4日 後 の菌液についてその耐性分布曲線(曲 線4)を 見

ると,全 体の菌体 の耐性はo.571ccと な り,同 時に

107/cc耐 性 の菌 も増加している｡こ の曲線の推移は原

株中の感性菌が抑制さ力比較的耐性な菌が増殖 したとい

う,薬 剤の選択作用の結果であると解釈してもよい｡

ところが,7～10～20日 と培養日数が長くなるにつれ

て,薬 剤の選択作用はもはや働かない条件にあるにかか

わ らず,菌 の耐性がだんだんに高まり,曲 線は右方へ推

i移していく｡こ とに20日 聞培養後においてはほとんど

全部の菌体が1,000～5,000γ/cc耐 性 となつている｡

このような耐性曲線の推撚Ch1・r・mycetin(B),

Penicillin(C)そ の他の化学療法剤においても共通の

現象であつて,た だその程度の差が認め らホるにすぎな

いo

このように薬剤の選択 という作用が働かない環境下に

あるにかかわ らず,菌 体の耐性分布曲線が右方に推移す

る現象 は,spentaneousmutationandselection

theoryの み を以てしては説明できない｡た だし,resis・

tantmutantsの 増殖速度が,阻 止量以下の濃度(Sub・

inhibitorydose)を 含 む培地中に あつては,感 性菌体

の増殖速度 よりも大であるとするならぱ,上 記の現象を

*E .colicommptnisB-19を 用いてStreptomycin(S

M),Chloromycetin(CM),Penicillin(Pc)'の3種

についてお こなつた所見(第3図)を あげる｡普 通ブイ

ヨンに20時 聞培養 した ものについて,こ れか ら種々の

濃度に薬剤を加えた寒天培地に混和培養をおこなつて,
ダ

48時 間培養後,各 平板に発生する集落数をかぞえて,

菌体耐性分布曲線(曲線0)を とる｡次 に,原 株を構成す

る菌体のほとんど全部または約50%以 上が耐性である

濃度に薬剤を加えたブイヨンに原株から1～2白 金耳量

を移植して,37｡Cに2～3週 間放置する｡こ の期聞に

ときどき培養液の一部をとつて菌体の分布曲線をとる｡
rt曾 布 曲 橡 、のi薩 拶E

、ω'～8・'9,Penicitl・n

inbrOIA=s「lce;37「CfPt10dpyC

9

憩

BC

説明することの可能性があろ う｡

この仮定の吟昧の1例 として,横 田がStreptomycin

に ついておこなつた実験をあげる｡

SMo・5γ/cc,571cc,50γ/cc耐 性 の3株(同 一原殊

か ら得たもの)の 菌浮游液(菌 濃度をできるだけ等 しい

ようにする)を つくり,こ 治がらSMを0.5γ/ccに 含

むプィヨンに接種(菌 数20～100/ccの 割合に)し て37｡

に培養 し,各 菌株の増殖速度を平板培養による菌数計算

{法によつて測定 して第4図 に示すような結果を得た｡即

ち,阻 止量以下の濃度に薬剤を加えた培地中においても,

薬剤不含培地におけると同様,耐 性の高い菌ほど増殖遠

度が遅いことを知つた｡こ の所見から,耐 性の高い菌体

が耐性の低い菌体(感 性菌体)を 凌鴛 して増殖するとい

う仮定は否定できる｡

矯 瀞躍躍謝羅鱒較

従 がつ て,恒 量 的 培 養 の際 に認 め ら承 る 耐 性 の 上 昇

セ潔,spontaneousmutationandselectionthe｡ry
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を以ては説明がつかないことになり,当 然の帰結 として

適応か誘導変異の機序を考えねばならない｡

耐 性獲得が単なる適応現象でないことは前記のとおり

であるか ら,化 学療法剤に因る誘導変異 と考えざるを得

ないことになる｡

4)化 学療法剤の誘導変異作用(mutageniceffect)

sponaneou-smutationに よ る耐性菌出現の機序を除

外 して,薬 剤の誘導変異作用を証明する短的な方法は,

細菌が増殖 し得ない条件下において薬剤を作用させた場

合においても耐性菌が出現することを証明することであ

る｡

余等B)は この事実 の有無 をStaPhylocoeCUSaureles

209P対Streptomycin,Penicillin,Terramycin

について次のような方法によつて吟味 した｡

209P株 の単集落培養をくりかえした後単集落か らブ

イヨンに接種して24時 聞培養 したものから,遠 沈によ

つて集めた菌体をpH7｡0のphosphatebufferで3

回洗源 したのち,菌 浮游液に2時 聞通気処理をおこなつ

て菌体内のenergysourceを できるだけ除去してか

ら,pH7・0のbufferに 浮游する｡こ の菌液2本 を用

意 し,各 々にSMを2.571ccに 加 えたのち,1本 は

0｡に,1本 は37｡に 置 き,混 和直後と5～8日 保存後

に菌のSM耐 性分布曲線をとつた｡

052S∫ 〃5りldO5ag4卿'∫ か
ぞアあ矧・小鉾旅

第5図 に見 らi'iるよ うに,restingstateに お いて

2・57/ccのSMに37◇ で5日 聞接触することによつて

大部分の菌の耐性が2.5γ/ccに まで上昇するとともに,

1007/ccに も覇える菌が相当数に現わ承てくる｡0｡に

保存 した場合には,37｡保 存 に比 して耐性の獲得の程度

は弱いが・しかし明 らかに耐性 の上昇 を認め得た｡即

ち・ この所見からStreptomycinに は誘導変異作用が

あると云 うべきである｡SMのmutageniceffectが

温度によつて強弱の差を示す理由ば,苺 体 の核物質の

・SMに 対する感受性が温度に支配さわるためであろ う
｡

な お,PenicillinとTerramycinに つ い て は,

restingce11の 耐 性 の 上 昇 を 誘 発 す るmutagenic

effectを 証 明することはできなかつた｡し かし,こ の

ように菌体のactivityを 極度に制限した状態において

作用させた場合にはmutageniceffectが 証明 さわな

いものであつても,そ の薬剤にmutageniceffectが

ない とは云えない｡と い うのは,菌 が増殖 している場合

のよ うな菌体の代謝が活動的な時期には,薬 剤に対する

感受性が強いからである｡従 がつて,restingstateの

菌体に対してはmutageniceffectを 示 し得ない薬i剤も

proliferatingstateの 菌 体に対 してはmutagenic

effectを 示 すことが可能 であろうと考えらカるからで

ある｡

事実,恒 量培養法によつて醗性上昇の過程を追跡する

と,前 章及び後章に述べるように,Penicillin,Chloro-

mycetin,Terramycin,Sulfathiazole,INAH等 の

化学療法剤においても,程 度の差 こそあ潔,Streptomy・

cinに おけると同様の所見を示す｡

この現象は,薬 剤 との接触によつて醗性菌出現の変異

率(mutati｡nrate)が 著 るしく大となることを示すも

のであつて,と りもなおさずこ泊らの化学療法剤が誘導

変異作用を有することを示すものであると思われる｡

(3)菌 体成分による耐性の獲得と復帰

ある化学療法剤に対 して感性であるか,ま たは耐性で

ある菌株の菌体成分が,反 対の感受性をもつ菌株を感性

化 し,或 いは耐性化するという現象は,現 在の研究段階

では将来の臨駄的応用への可能性を示唆する程度の知見

を得たにすぎないが,現 在の知 見を以 て しても耐性成

立の機序を考える上において,か な り興 昧深いものが

ある｡

WYssi9)(1950)はSulfonamid剤 耐性大腸菌の核蛋

自分劃が感性株を耐性化す ると報告し,HOTCHKISS29>

(1951)はPenicillin耐 性肺炎双球菌のDesoxyribo-

nucleate(DNA)が 感 性株を醗性化するとい う精細な

研究報告を出した｡RoLAND&STuART21)(1951)は,

Streptomycini耐 性S,wichita及 びE.coliの 培養

濾液Autolysate,核 酸 分劃を以てSM感 性5.tyPhi

をi耐性化することを得たと報告 した｡ZINDER&LE-

DERBERG22)(1952)はS.ちyPhimuriumを 用いてStre-

ptomycin耐 性株の培養濾液(FA)が 感性株を耐性化

することと,FA中 の活性物質は諸種の酵素(pancrea-

tin,trypsin,ribonuclease.desoxyribnuclease)}こ

よつて破壌 さ泊ないと報告 している｡わ が国 において

は,中 村等23)(1952),秋 葉禦)(1952)が,SM耐 性E・

coliの 培 養濾液が感性株を耐性化する事笑を報告して

いる｡

次 に感性化の現象については,VOUREKA24)(1948)は

Penicitlin耐 性菌と感性菌を混合培養するか,ま たは感
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性 菌 の菌 体 成 分 を 加 えた 培 地 に 耐 性 菌 を培 養 す る と感 性

株 とな る事 実 を 発 見 した が,こ1・iを 追 試 したGEORGE

&PANDALAI25)(1949)は 感 性菌 か ら抽 出 したsensiti-

zingprincipleはribenucleicacid(RNA)分 劃 に

あ る と報 告 した｡余rg26)(1952)はGEORGE&PAN-

DALAIの 報 告 を 追 試 し,sensitizi血9principleを よ

RNA分 劃 で な しにDNA分 劃 に あ りとす る 訂 正 説 を

提 出 した｡

河 盛 等(1953)の …報告 も またDNA分 劃 が有 効 で あ る

と して い る｡

菌 体成 分 に よ る耐 性 化 又 は 感 性 化 に 関 す る余 らの 現 在

まで の 知 見 の 概 要 は,つ ぎ の よ うで あ る｡

SM感 性E・celiB33か ら1,0007小cc,50γ 小cc,5

7/cc耐 性株 を つ く り,こ の3種 の醗 性 株 のSMO.57小cc

加 プ ィ ヨ ン48時 關 培 養 の濾 液 を つ くつ て,こ 加に 感 性

原 株 を 接 種 して24時 聞 培 養 して,増 殖 した 菌 体 の耐 性

分 宿 曲 線 を 調 べ,同 時 に原 株 をSMO.57/cc加 プ ィ ヨ

ンに 培 養 した 場 合 の ぞ治 と比 較 す る と第6図 の よ うな結

果 を 得 た｡
Ftf・6Sheptsmy`lnMttgcaiiept"}*.Xeg-ttr.

Sfitt"St5thG化 作痢(Stref,「・eiyein1.ane・Se,Sllec

rd1糊1湘 欄 嚇辣 鱗誓λ脚 翻

'が

7♂

le

o

57/CC耐 性株の濾

液には耐性化作用が

認 ら泊ず,507/cc

耐性株の濾液におい

ては低耐性菌の増加

は認 ら治なか つた

ヵ㍉3,0007/ccに 増

殖す る高耐性菌が少

数出現することは注

目に価 しよう｡1,000

7/CC耐 性菌の濾液の

感性化 さわないとい う結果を得た｡

以上の知見は,SM加 培地に菌を継代 していく際に,

初期の間は耐性の上昇が緩慢であるが,上 昇し初めると

急激に上昇する事実や,SM耐 性 の復帰が他の薬剤耐性

の復帰に較べて比較的困難であることの一部の機序とな

るように考え らカる｡

なお,耐 性物質,がHOTCHKISSの 所見のようにDNA

分劃 であるのか,LEDERBERGの 所見のようにRNA,

DNA以 外 のものであるかについて,余 等はいまだ明 ら

かにしていない｡

次 に,感 性化物質についての余等の研究知見に移る｡

菌 体成分を抽出すべ き感性 株 として 」PnewmOceccms

typeIを 用いた｡そ カは本菌株がPenicillin,Strepto-

rnyein,Chloromycetin,Terramycin等 に感性であ

ることと,菌 体成分の抽出処理が比較的よくやホるから

である｡

本菌株と,人 為的にPc耐 性としたStaPhylOCOcczes

onrens(R-82,R-97)と を肉汁ブイヨンを用い て混合

培養(24時 間)す ると,耐 性株はかな りよく感性化 さ

巾る｡し かし本菌の培養濾液にはかかる作用が認 ら加な

かつたが,菌 体に胆汁を加えて溶解した濾液は有効であ

つた｡そ こで,AVERY&MCCARTY(1946)の 方法に

準 じて菌体成分を抽出 して,nucleoprotein,ribonu-

cleicacid(RNA),desoxyribonucleicacid(DNA)

各分劃をとつて,こ カを加えたブイヨンに耐性菌を接種

培養 して見 ると,DNA分 劃にのみ感性化作用を認めた

(第2表)｡

余等 の抽出 したDNA分 劃 は,其100γ/cc溶 液 の呈色

反応はDISCHEのDiphenylamin(粁),HC1-cystein(十)・

第2表 感 性 菌 の感 作効 果(Seasitizingeffect)

耐 性 菌 の 処 置 PenicillinG7/ccinBroth

耐 性 株 肇募離 鯵i・ 10i25
}
5・i1・ ・12・・i5・・

感作

Staph｡R97

〃

〃

〃

〃

〃

〃

+

+

+

+

+

+

+

胸

菌

液

液

伽

生
濾
灘

㈹
-
欝

謙

㎜

孟

同

同

剛

同

同

十

十

十

十

十

十

十

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

十

十

十

こ

+1+

■ 一
+i+

∴
亡}亡

1,…[・ ・5・・12・… 効 果

十 十

十 ÷

十

十

十

十

㊤

隔

㊥

向

轍

㊥

耐性化作用は極めて強く,一 挙に して全菌体が20e7/cc

耐性 とな り,そ の うちには3,00071cc耐 性菌が相当数

含 ま泊ている｡

次 に,SM感 性原珠の培養濾液をつくつて,こ カに低

耐性株(SMso71cc÷)と 高耐性株(1・oooγ/cc十)と

を接種培養 して耐性分布曲線をとつて見たところ・全然

Feulgen(十),Bial(±),Molisch(±),Biuret(一)

Millon(一),Sakaguchi(一)で あつて,DNAが 主体

であると考えるが,あ る量のRNAや 多糖体が混在 して

いる｡ま た,本 分劃の活 性 はRNA酵 素に よつては破

壊 さカないが,DNA一 酵素によつて破壊さカるか否かは

本酵素の活性あるものが入手できないので確認していな
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い｡余 等2s)の得たDNA分 劃 のPc一 醐 生StaPh・auf-

ek'sR-97に 対する感性化活性は15γ ノccで あつて,比

較的弱いものであつた｡

本物質を加えた培地に,耐 性菌を接種すると,3時 間

後には感性化が完了する｡ま た感性化作用は0｡で 菌体

に接解した場合は無効で25｡～37｡で 有効であり,菌 体

が感性化さ治るためには菌の代謝が活磯におこなわ泊て

いることを必要 とすることが推定できる｡

次 に,肺 炎菌のDNA分 調が,分 類学的にかなり離

治た位置にある大腸菌の薬剤耐性株を感性化するか否か

を調べ て見 た｡第3表 に示 す よ うに,Penicillin-,

Aureomycin-,Terramycin耐 性 は感性化 さホるが,

ChloromycetinとStreptomycin耐 性は感性化さ承

難い とい う所見を得た｡

第3表PnLDNA-Eractionの 耐性Ecoli

感性化作用

Aureo一

myCln

Chloro一

mycetin

γ/cc

処理菌
対 照

7/cc

、処 理 菌
1対 照
1

Penici一

11in

17/CC

Strep一

tomycin

処理菌

対 照

γ/cc

処 理 菌』
　

肉 照

Terra一

加ycm

71cc

処理菌

対 照

300

3,000

3,000

13・・…

80

200

十

1・・15・

十 十

2・ …li・ …i5・ ・

十

十

2,000

十

20,000

十

60

十

十

十

1,000

十

10,000

±

+

40

十

十

十

500

±

+

5,000

十

十

20

十

10

十

十

100

十

十

100

十

十

1,000

十

十

唯一の鮒性防止法は,2種 以上の化学療法剤を併用する

方法である｡

そ して併用}こよる耐性獲得防止の機序 として しば しば

引用される説明は,spontaneousmutationandsele-

ctiontheoryに 立脚して次のように論ぜ らカている,

作 用機序を異にする2種 の化学療法剤が存在する環境

においては,一 方の薬剤に対す るresistantmutants

は他方の薬剤に対 しては感性であるのが原刷であつて,

両薬剤に耐性である二重鮒性菌の出現率(変 異率)は,

極めて小であるか ら,こ 加が両薬剤の二重の淘汰の網を

くぐつて増殖する可能性,即 ち二重耐性菌殊となる可能

性は少ない｡

化学療法剤に対するresistantmutantの 変異率は実

験的に10-8～10-1eの 程度 と考えられるから,i薬 剤Aに

対するresistantmutantsの 変異率が10-8,薬 剤B

に対する変異率が10-9と す ると,二 重而推 菌の変異率

は10-17と な り,笑 際にはnegligibleで あ る｡こ のよ

うな考え方に従がえば,併 用法によつて耐性獲得は完全

に防止 し得ることになる｡

はた して,こ の理論どお りにいくであろ うか｡こ の点

を吟味 した笑験例として,伊 藤16)が,マ ウスを用いての

赤痢菌継代接種法によつて薬剤の単独投与 と併用投与 と

の耐性獲得の程度を比較した結果を示 したい(第7図)｡

単独投与の1日 量は,SuIfathiazoleは0・2mg,他

のantibioticsは1.Omgで あ り,併 用法の場合の1日

量はSulfathiazoleO.2mgと 各antibioticsO.5mg,

2種antibiotics併 用の際には各々0.5mgつ つ注射 し

た｡

単独で耐性を極めて得易いSulfathiazoleに 対 して

1G

十

十

以上のように同種また異種の菌体成分を作用させるこ

とによつて,耐 性化さ力或いは感性化さカるという現象

の背後に潜む機序についてはここに論ずることを省略す

るが,こ のような操作によつて醐生株となり,或いは感

性株となつたものが継代によつて変化しないことは,遣a

伝子変異であることを示すものであつて,薬 剤耐性が誘

導変異であることを裏づける事実と考える｡

II.耐 性阻止の機序

2種以上の化学療法剤を併用する方法による耐性阻止

の機序と,化学療法剤に非抗菌性物質を併用する阻止法
c

とについて,余 等同人の実験知見を述べる｡

(1)化 学療法剤の併用による耐性阻止

笑験的に,或 いは臨床的に有効であると認らオ1ている

月タ7物 ・"bft・rne"a「v・239♪"マ ウス{納e=協

齢桟 の覆 得 阜裡 ‡KXと 併 用 ヒo嘘 較
diT;Sh零鰍
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は,StreptomycinやChloromycetinを 併 用 して も

ST耐 性 防止 の効 果 は あ ま り よ くな い(7a)｡

耐 性 を比 較 的 得 易 いStreptomycinに 対 して は,

Sulfathiazole,Terramycin,Chloromycetinを 併 用

す る こ とに よつ て 防止 効 果 は や や 良 好 で あ る(7b)｡

元 来,耐 性 を 得 難 いTerramycinやChloromycetin

に 対 して 他剤 を 併 用 す る こ とに よつ て強 い 耐 性 防 止 の効

果 を 示 した｡(7c,d)

Spontaneousmutationandselectio血 説 に 立 つ て

併 用 に よ る耐 性 阻 止 の機 序 が 説 明 さ 力得 るた め に は,次

め2前 提 条 件 が 満 足 さi'iね ば な らな い で あ ろ う｡

(a)併 用 す る薬剤 の 聞 に交 叉 耐 性(cr｡ssresistance)

が な い こ と

(b)併 用 す る薬剤 が 拮抗 的(antag｡nistic)で な い こ

と

こ泊 らの事 項 に つ い て吟 昧 した の ち,併 用 に よる繭 性

の 獲 得 をinvitroで 実 験 した 内 藤29)の 所見 を 記 す｡

〈の 交 叉 耐 性 に つ い て:内 藤29)(1952)はE.ce12

COmmPtnis(No.54)を 用 い で 入 為 的 に原 株 に対 す る

耐 性 の上 昇 が,Penicillin1,000×,Streptomycin

20,000×,Chloromycetin100×,Aureomycin5×,

Terramycin3× の耐 性株 を つ くつ て,5種 のanti-

biotics間 の交 叉 耐性 を 調 べ た｡そ の結 果 は第4表 に 示

す よ うで あ つ て,AMとTMと の聞 に は 完 全 な 交 叉 耐

性 が認 め ら承,CM,AM,TMと の 問 に は 不 完 全 な 交

叉 耐 性 が認 め ら泳 た｡こ の所 見 はSZYBALSKI&BRY-

soN30)(1952),池 見,中 渡 瀬31)(1952),御 簾 納32)(1952),小

酒 井 ・広 明33)(1953)そ の他 のAM,TM,CM聞 に は

交 叉 耐 性 を認 め る とす る報 告 とほ ぼ 一 致 して い る｡

(b)拮 抗 作 用 に つ い て:次 に 内aStSb)(1952)は,こ カ

ら5種 のAn・tibioticsが,2種 つ つ併 用 した場 合,E

ρoliに 対 して協 力 的 に働 くか,或 い は 猪 抗 的 に 働 くか を

吟 味 した カS,第5表 に 示 す よ うに,相iEに 相 乗 的(sy-

nergistic)な い しは、相 力ll的(additive)に 働 き,拮 抗 的

に 働 く場 合 が な か つ た｡

第4表Antibiotics間 の交 叉 耐 性

被検菌 とするときはPcま たはSMとAM,TM,CM

との間に推抗が認めらカるが,E.coliやS・tyPhosa

な どを被検菌 とす る場合 に は,こ ホらのAntibiotics

は拮抗的には働 か ない とい うKLEIN&SCHORRM)

(1953)の 報告に一致する｡

第5表5種 抗生物質の2種 併用による併用効果

Penicillin

Streptomycin

Chloramphenicol

Aureomycin

Terramycin

Pe血icillin一 耐 性 株

Streptomycin一 耐 性1鉄

Chloromycetin一 耐 性 株

Aureomycin一 耐 性 株

Terramycin一 耐 性 橡

PclSM

輯

珊

一

一

,ー
剥

珊

一

±

±

Peni・-

cillin

S

S

S

飼

Streptoπ

mycm

S

S

S

S

chlora・

mphe・

nicol

S

S

d

d

A

A

Aureo・

mycin

s

s

加

Ad

Terra・

mycin

s

s

祖

想

AM

_*

CM

一
±

昔

井

　
口

構

昔

一

TM

　
繍
±

十

註1.E.coliqommunis(No.54)

2.*は 原 株 よ りも感 性 が 強 くな つ て い る｡

この結 果 は,β1/eptOCOCCUSま た はPnescmOCOCCUSを

S:Synergistic,Ad・ ・Additive

以上 の知見の示す ように,AureomycinとTerra-

mycinと の組合わせを除 くほか,他 の抗生物質間li'こは

著るしい交叉耐性が認めら函ない事笑か ら,こ カらの作

用機序は異なることが判るし,ま た拮抗的に働かないか

ら,交 叉鮒匪を示 さない4種 の抗生物質を2種 以上併用

した場合には,E.coliN｡｡54の 耐性獲得は、,sp｡nta-

neousmutationandselecti｡ntheory蓼 こ従カミえ壱ま,

完全に防止さ加るはずである｡

(C)併 用 による醗性阻止について:内 藤i29c)(1953)は,

この点を増量的継代法によつて吟昧した｡各 抗生物質を

等量つづ加えた1系 列のブイヨン培地に菌を培養 し,そ

の増殖最高濃度の培養か ら次の増量的系列に移植すると

い う普通の増量的継代法を30代 つづけ,そ の菌株の各

抗生物質単独に対する覇性を調べた｡第6表 に示 したよ

うに,併 用によつて醗性獲得の強さ(SM,Pc,CM)は

か な りに阻止 されるが,し かし3～4種 を併用 しても耐

性獲得を完全に防止することは不可能であつた｡

上記の俘藤 のinvivoの 実験及び内藤のinvitroの

笑 験の示すように,併 用によつて醗性獲得を完全に防止

す ることは不可能である｡こ の事実は,2重 ないし4重

耐性菌がspontaneousmutationに よつて発生 し,そ

ホが選択さカて増殖するとい う機序によつては説明 し難

く,薬 剤の誘導変異 とい う機序を設定す ることによつて

無理な く了解できると考える｡

耐性獲得の原因が薬剤による誘導 変異 であるとす治

ば・併用によつても耐性を完全に防止することは不可能

であろ うが,或 る程度阻止することはできるはずである｡

そ して,こ の際の機序は,単 相耐性菌は相互に異種の

薬剤によつて抑制さ承ることと,複 相耐性菌 の発生を誘

遵することは混在する薬剤の種類が多 くなるほど困難に

なるためと思われる｡1種 の薬剤に対す る耐性菌につい

て見ても,そ の耐性度が高 まるほど増殖速度が低下する
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第6表 各組合わせ耐性獲得菌(30代 目)の 各抗

生物質単独に示す抵抗性

抗 生 物 質

単

独

2

種

併

用

M

c

M

M

M

S

P

C

A

T

SM十Pc

SM十CM

SM十AM

SM十TM

Pc十CM

Pc十AM

Pc十TM

CM十AM

CM十TM

3

種ii

併ISM+CM+TM

用1:y‡倉麗‡認

Pc十CM十TM

SM十Pc十CM

SM十Pc十AM

SM十Pc十TM

SM十CM十AM

4SM十Pc十CM
種+AM
併SM十Pc十CM
用 十TM

代

性

初

感

各抗生物質単独に薄す
る抵抗性7/cc

SMIPclCMIAMITM

311〈'OOO%｡0q
オ10
120001

20200

10

>10000

700

>10000

>10000

300

く10000

50

200

70

200

70

100

500

500

300

300

200

200

100

100

50α

70

100

70

100

70

200:100・

2001｡0

200

300

100

100

100

1…

i88i:91{10'

50

200

loe

100

70

100

10◎

200

200

70

が,こ のことは耐性菌の代謝が異常化,非 能率化してい

ることを示すものである｡従 がつて復相耐性となるほど

異常化の程度が強くなるのは当然と考えら承るから,こ

のような復相耐性菌の発生は困難となるであろう｡

なお,2重 耐性菌出現の機序として,接 合によつて単

相耐性菌から2重耐性菌となる機序が存在することを余

等35)は先に報告したが,そ の発生頻度から見てこの機序

が復相耐性菌発生の主な役割をはたすものとは思わ治な

いので,こ こには省略することとした｡

(2)非 抗菌性化学物質を以てする耐性の阻止

1耐性の成立が薬剤による誘導変異の結果であるとすカ

ば,そlhは 薬剤が直接的にか,或 いは聞接的にか遺伝子

の形成に関与する代謝に干渉する結果であろ うと考え

る｡

そうであるとすt'iば,薬剤の制菌作用の機序には干渉

しないで,遺 伝子の代謝への干渉の部分にだけ阻害的に

働 く化学物質があ海ば,こ の物質を化学療法剤 と併用す

る場合には,薬 剤自身には拮i抗的に動かないで,菌 の耐

性変異のみを阻止することが可能であると想像 さカる｡

余等はこのような仮定に立つて,金 属イオンその他の

化学物質について耐性阻止の効果を有するものを検索 し

ているわけであつて,現 在までに得た所見を本学会にお

いて報告 した｡

有効な物質 としてcadmiumsulfate,stibnal,nit-

reprusidnatriumな どを見出 したのであるが,詳 細は
コ

原 著36)に ゆづ り,実 験 例 と してcadmiumsulfateに

つ い て得 た成 績 だ け を示 した い｡

菌 種 と化 学 療 法 剤 との組 合 わ せ は 次 の よ うな もので あ

つ た｡

Streptomycin:E、colicommunisB-19

Chloromycetin:〃 〃

Sulfathiaz｡le:〃 〃

Penicillin:Staphylococcμsaeerens209P

Isonic｡tinicacidhydrazide:MptcobacterL伽 粥

aviumA71

阻 止 濃 度 以 下 に 薬 剤 を 加 え た 培 地 と,薬 剤 とと もに

cadmiumsulfateを10・vlOOγ/ccに 加 えた 培 地 に,

同 一条 件 の菌 を接 種 し,37｡に2～3週 間 放 置 し た の

ち,菌 の薬 剤 に 対 ず る鰍 性 を平 板 法 また は稀 釈 法 に よつ

て試 験 した｡

第7表 に 示 す よ うに,Streptomycin,Chloromycetin,

Sulfathiazoleに 対 す るE・coliの 耐 性 の獲 得 と,

Isonicotinicacidhydrazideに 対 す るMycobutterium

avinmの 耐 性 の獲i得 とは,cadmiumsulfateの 存在 に

よつ て か な り顕 著 に阻 止 さ れた が,Penicillinに 対 す る

SlaPhPtlOcoαcusの 耐 性獲 得 は軽 度 に 阻止 され た に す ぎ な

か つ た｡

と ころ で,Cd-sulfateの 示 す非 特 異 的 な 耐 性獲 得 阻

止 効 果 は,(a)抗 菌 作 用 の 結 果 で は な い か,或 い は

(b)薬 剤 と菌 体 との結 合 を 阻 害 す る(sulfonamid剤 に

対 す る かa凱inobenzoicacidの よ うに)結 果 で は な い

か を吟 味 して,そ うで ない こ とを 確 め た｡そ カ で は,ど

の よ うな機 序 に よ る もの で あ る か に つ い て は,余 等 は

い まだ な ん らの 笑 証 を 得 て い な い｡manganousion

(DEMEREC&HANSEN1951),ferrousion(CATL1N

1953),hydrogenperoxideand,organicperoxide

(WySS,etal｡1948,DICKY,et認.1949,DEMERE?,

etal.1951)な どが細 菌 やNeurosPeraに 対 してmu-

tageniceffectを もつ と報 告 さ 承 てお る｡こ カ か ら考

え て,cadmiumsulfate,stibna1,・nitroprusidna-

triumな どもmutageniceffectを もつ てい て,こ の

作 用 が 化学 療 法剤 のmutagenice貨ectに 干 渉 す るの か
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第7i表Cadmiu血sulfateの 耐性 随止 効 果

(1)Streptomycin・ 」P..coliconlMesntSB19(20日 培 養)

SM(γ/cc)inmedia

o

普 通 ブ イ ヨ ン 「・.2× ・・3

〃 十SMo.5γ/ccl1.6×103

〃 十SMO・57/cc十Cd107小cc;1.1×108

〃+SMO.5・1/cc+Cd100γ 小ccl1.7×108
…

515・

3.3×103

3.4×105

3.4×103

1…

00

11・2×10s
1×102iO

OiOI

1,000

0

ユ.3×108

0

0

(2)Chloromycetin・E.colicemmunisB19(17日 培 養)

余等はこの.ような耐

性阻止現象を報告した

文献をいまだ見出し得

ないのであるが,文 献

の調査が不充分である

ためかも知巾ないか

ら,御承知の方の御教

示を得ら治泊ば幸であ

る｡

t CM(γ/cc)inmedia

結 論

0 1
普 通 ブ イ ヨ ン

〃 十CM2.57小cc

〃 十CM2.5γ 小cc十Cd107小cc

1.3×108

1.8×108

1.3×108

5

1.3×1◎3

1.7×1｡1

9.2×101

10

10

6.4×106

0

lS・1…

0

2.4×104

0

(U

《U

ハU

(3)Penici11in--Staph.aurens209P(17日 培 養)

普 通 ブ イ ヨ ン

〃 十PcO.1γ/cc

〃 十Pce.1γ1cccd十10・ γ1cc

Pc(7/cc)inmedia

0

1.8×108

2.0×108

1.2×104

0.05

3.2×1◎8

2、0×105

0.1

2.1×103

1.0×103

74

・・511・ ・

0

3.2×103

40

0

3.2×102

1

(4)SulfathiazoleE.colictva〃zunisB19(20日 培 養)

合'成 培 地

〃 十STO.01mg%

〃 十STO.01mg十Cd107/cc

ST(mg%)inmedia

・1

2×108

5×108

2×108

1

1×105

2×107

1×105

10

0

3×102

1

レ ・・
0

2×10"A

O

200

0

2×102

0

(5)Isonicotinicacidhydrazide-M・aviumA71(羊3日 培養)

Tween-KIRCHNER培 地

十INAH17小cc

十INAH1γ/cc十cd1071cc

INAH(γ/cc)inmedium

・1

報

翔

粗

1i5

冊

11・ い ・・

十

も知承ないし或いはそ力自身はmutageniceffectを も

たないで単に化学療法剤の1nutageniceffectに 干 渉す

るのかも知オ1ない｡そ の機作はとにかくとして,抗 菌作

用を示さない化学物質を化学療法剤に加えることによつ

て,薬 剤自身の抗菌力には干渉することなしに,細 菌の

耐性の獲得を阻止することは興昧深い現象 と考える｡そ

してまた,こ の事笑は,化 学療法剤がmutageniceffect

を もつことを示唆するものと思 う｡

``感染生体に化学療法1

をおこな う場合に現わ

カる病 原菌 の耐 性獲.

得',の 機 序について,

動物実験 恒量培養法

に よる耐性推 移 の分

析,restingce11に 対

するmutageniceffe-

ctの 吟味,菌 体成分

に よる耐性化と感性化

の実験,化 学療法剤併

用による耐性阻止の機

序の分析,非 抗菌性化

学物質による耐性阻止

など諸種の笑験か ら得

た知見を綜合 して著者

は次のような見解をも

つている｡

耐性獲得の機序は,

化学療法剤による誘導

変異(inducedmuta-

tion)が 主たるもので

あつて,薬 剤の選択作

用,突 然変異(sponta-・

neousmutation)に よ

る耐性菌の出現 耐性

菌の菌体成分に よる耐

性化,接 合による耐性獲得などの機序は,環 境の条件によ

つて関与することがあるとしても,補助的なものである｡

附記｡本 稿は,昭 和28年7月 に開かれた第1回 日本

化学療法学会総会における特別講演 と.して報告したもの

であつて,こ の機会を与えられた佐々会長に深 く感謝す

る｡な お,実 験を担当した共同研究者 石井,横 田,1な

藤,伊 藤,田 村の諸君の尽力に謝意を表する｡
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