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Mycobacterium avium にたいする

とそれにたいする

Streptomycin

 Sulfathiazole

の Mutagenic Effect

の拮抗

東 村 道 雄 ・三 浦 幸 二 ・橋 本 正

国立療養所大府荘(荘 長 勝沼六郎博士)

(昭和32年2月22日 受付)

吾 々は 前 にnonselectiveな 濃 度 のstreptomycin

〈SM)と 部 分 阻 止 濃 度 のsu!fathiazole(ST)と を共 存

させ た培 地 に 生 育 したM.aviumの 培 養 中 の 生菌 数 当

りのSM耐 性 菌 数 は,同 濃 度 のSMの み を 含 む培 地 に

生 育 した 培 養 中 のそ れ よ り小 で あ る こ とを観 察 した1)。

本 報 は この 現 象 の機 作 を研 究 す る 目的 で,(1)nonsele-c
tiveな 濃 度 のSM,(2)微 量 のST,(3)nonselective

な 濃 度 のSMと 微 量 のSTの 共 存 の3つ の場 合 につ い

てSM耐 性 菌 出現 率 に 及 ぼ す 影 響 を 観 察 した。

実 験 材 料 及 び 実 験 方 法

Mycobacteriumavium獣 調 株 を 使 用 した｡こ のM.

aviumのSAUTON培 地5日 培 養 か らガ ラス 玉 振 盈10

分 に よつ て,1mg/ccの 菌 液 を作 り,こ れ をSAUTON

培 地(asparagineの 代 りにsodium91utaminateを 使

用 し,終 末pH7.0と し,200ccErlenmeyerfiaskに

50cc宛 分 注 した)に2mg(2cc)宛 接 種 した｡

培 地 は 次 の4種 を 調 製 した｡

(1)SAUTON培 地 の み(対 照)

(2)SAUTON培 地 十SMO.02mcg/cc

(3)SAUTON培 地 十SMO.02mcg/cc十STlmcg/cc

(4)SAUTON培 地 十STlmcg/cc

これ らの 培 地 を37℃ に培 養 し,5日 後 と11日 後 に,

生 菌 単 位 当 りのSM10mcg耐 性 菌 出 現 率 を 算 定 した｡

Table1.Theactien◎fstreptemycin◎nMycoba-

cteriumavium,strainJuch◎,inSAuToN

medium(50mlinErlenmeyerflask) .

1:謎鎧1網 鷲畿 二網

茎野91m1陶::18mcg/mlll:麗
1.250.03410.041.009

・.63・.・6・ 「 ・.・2、.、31

・・321…8刈 ・… …1・194

Themediumwasinoculatedby2mgofcellsin

wetweightandincubatedat37｡Cforthreedays .

Theculturewasthoroughlymixeduntiltohomo.

geneitybypumpingandmeasuredbyLeitz'sRouy-

Photrometer,610mμ ・.

TheconcentrationofstreptomycininO .02mcg

permlwasconsideredasnenselective.

そ の方 法 は 培 養 を 振 邊 混 合 して 菌 を集 め,そ の 」 部 を と

り,ガ ラ ス玉 と10分 間 振 盈 して約20～30mg/ccの 菌

液 をつ く り,更 に そ れ か ら10倍 稀 釈 列 をつ く る｡10一｡

稀 釈 液 の各0｡1cc宛 を薬 剤 を 含 まぬSAUTON寒 天 平

板5枚 に 接 種 し,三 角 線 で 均 等 に ひ ろげ る｡ま た 原 液 の

各0.1cc宛 をSM10mcg含 有 のSA『UTON寒 天 平 板

10枚 に 接 種 し,37｡C4日 後 に 生 育 集 落 数 を 数 えて,生

菌 単 位 当 りのSM10mcg耐 性 菌 出 現 率 を 算 定 した｡

SAUTON寒 天 は,寒 天3%を 含 む もの を 用 い.直 径9

cmのPetridishに20cc宛 分 注 した｡

添 加 したSMがnonselectiveで あ る こ とは上 述 と

同 様 の 条 件 で予 め 確 め た(Table1参 照)｡SMはdihy-

drostreptomycinsulfate協 和 を,sulfathiazoleは 武

田製 を使 用 した｡

実 験 成 績 及 び 考 察

(1)Contro1,(2)SMO.02mcg/cc添 加,(3)SM

o.02mcg/cc及 びsTlmcg/cc添 加,(4)sTlmcgl

cc添 加 の4つ の 場 合 に つ い て 培 養5日 後 に測 定 した 湿

菌 量mglccはTable2に 示 す とお りで あ る｡測 定 方

法 はTable1と 同 様 で,opticaldensityを 予 め 作製 し

た標 準 曲線 と比 較 して 湿 菌 量 のmg/CCを 算 出 した｡そ

の結 果 はTable2に 示 す よ うに,(2)のSMO.02mcg/

cc添 加 も,(4)のSTlmcg/cc添 加 も 発 育 に影 響 を

与 えて い ない が,(3)のSMO.02mcg/ccとSTlmcg/

cc併 用 の場 合 に は,synergismが 現 わ れ て 生 育 菌 量 が

減 少 して い る｡

Table2.Theamount◎fcellsgrowninvarious

media.(SAUTONmedium50mlin200

mlErlenmeyerfiask,pH7.0,was

ineculatedwith2mgof5daysculture

andincubatedat370Cfor5days.)

Ameuntofcellsinmcg

Mediumofwetweightper

lmlofmedium

Control6.7mg/ml

StreptomycinO.02mcg7.1

{攣ξ雛 謝30驚4・4
Sulfathiazolelmcg6.7
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STlmcg/ccは 通常部分阻止的濃度で あるが,こ の

実験では比較的大量の菌接種を行つたため,対 照 と同様

の発育を得た｡STの 作用が菌量によつて大きな影響を

受けることは既報 した2)｡(注｡STの 作用が菌量によつ

て大 きな影 響を受ける機作がpepulati｡nを 構 成す る

cellSの 耐性度が不均一であるためで はないことは別報

す る｡)こ の場合STはSM耐 性菌のselectionを 行 う

ことはないので,た とえ部分阻止的な濃度であつても,

実験 目的に差支えない と思われる｡し か しSM耐 性菌出

現率は培養のgrowthphaseに よつて著 しく異なるの

で3),可 及的同・一・:・・growthphaseの 培養について実験を

行 うために,接 種菌量をふやしてgr◎wthphaseを 対

照にそろえた｡

これら4種 の培地で5日 後及び11日 後の培養中の生

菌単位当 りのSM10mcg耐 性菌出現率はTable3に

示 した｡そ の結果は表に示すように,(2)のSMO.02

mcg/cc含 有培地では,(1)の 対照に比較 してSM耐 性"

菌 出現率の増加が著明である｡た だし例の1つ に示すよ

うに出現率が必ずしも増加しないこともある｡

このSM耐 生菌出現率あ増加の原因は,添 加 したSM

量がnonselectiveな 濃 度であるのでSMのmutagenic

effectに よるものと考えてよい と思われる｡

SMがmutageniceffectを もつことは多くの研究

も
Table3.Theappearancerateofstreptomycin(10

mcg/ml)-resistantmutantsper108viable

unitsinvariousmedia.
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329.4
679.0
342.6

59｡7
35.0
142.4
171｡2

208.4
192｡4
477.7
455.2

514｡2
145｡8
100.6
311.6

69.6258

155.0456

32.848.4

62.0181
き

1.6126.7

74.2i2,120

46.3463

163.2952

嚇 　:§　玲
16.6114.2

0.88｡0

0.20.64

A

B

C

D:

E:

Medium.

Ageofcultureindays｡

NumberoftetalviableunitsineachO.1ml

of10suspension(average◎f5plates).

Averageofstreptomycin-resistantmutants

ineachO.1mlof10suspension(averageof

10plates).

Ratioofstreptomycin-resistantmutantsper

108viableunits.

者 に よ つ て既 に 報 告 さ れ て い る｡NEWCOMBEandMC

GREGOR4)はE.celiでunspecificな 効 果 を認 め,秋

葉 及 び 横 田5)はStaPhyt,aureusで,君 野 及 び 都 築6)は

M.aviumで,田 中7)はSalmonellaで,東 村8)は 砿

taberculosisvar.heminisで,夫 々SMのmutagenic

effectを 認 めた｡し か し一 方,牛 場 な ど9)はM607を
ナ

用いて実験しSMのmutageniceffectの 存在につい

て否定的な見解を表明 しているeMutageniceffectの

有無は,通 常所謂restingcellsに 薬剤を作用させた後

のmutantsの 増加の有無によつて検査され ている10」｡

しかしSMの 場合に}‡,た とえrestingcellsを 用い

ても一定濃度以上のSMを 作用させればSM耐 性菌の

selectionが 起 ると思われるので,selectiveな 濃 度の

SMを 作用させる実験は,SM耐 性菌を指標 とする場合

には意味がない｡従 つてnonselectiveな 濃度のSMを ,

用いる必要があり,上 述の報告の大部分もnonselective

な濃度のSMを 用いている｡と ころが,吾 々のM.avium

の実験では,nonselectiveな 濃 度のSMを 所謂resting

cellsに 添 加して37℃ に保つだけでは,SMのmuta-

geniceffectを 認めることはできなかつた(実 験成績省

略)｡SMのmutageniceffectは,nonselectiveな 濃

度のSM中 で,増 菌させた時のみに認められた｡な お

SAUTON培 地の代 りにSAUTON寒 天培地(寒 天3%)t

を用いて 同様な実験を 行 う時は(使 用薬剤量同濃度)ジ,

SM添 加によりSM耐 性菌出現率は殆んど影響を受けな

かつた(実 験成績省略)｡

次 に(4)のSTlmcg/cc含 有培地で も梢不定ではあ

るが,SM耐 性菌出現率の増加を認めた｡こ こには例を

省略するが,STlmcg/cc添 加によるSM耐 性菌出現

率は,SAUTON培 地への接種菌量を減 ずると著 明にな

る｡し か しこの際,培 地の発育菌量は対照よ り少 く・なる

ので,SM耐 性 菌出現率の増加が,STのmutagenic

effectに よるものか,grewthphaseが 遅れて培養が椙

対的に若いためによるものか確定できない｡な ぜなら,

前に行つた吾々の実験ではgr｡wthphaseの 若 い時に

はSM耐 性菌出現率が増加しているか らである3)｡し か'

し,こ こに示す実験例は,前 述のよ うにSTlmcgの

添加によつても発育菌量が不変である条件で実験してし》

るので,SM耐 性 菌繊現率はSTのmutageniceffect

に よるものと認めてよいと思われる｡

なおSTの 場合 も,洗 灘菌液とSTと を37｡Cに0～

5時 間接触させた後に,洗 瀞 してSTを 除き,SAUTON

培地に接種 して,7日 間培養 し,生 菌単位当 りのSM10

mcg耐 性菌出現率を測定 したが,STと の接 触の影響

を全 く認めることができな かつた｡す なわち,STの

mutageniceffectは,STを 含有する培地中で増菌を



 VOL.  5  NO.  3 CHEMOTHERAPY  93

行わせた場合のみに認められる｡STの 効果が増菌させ

た場合にのみ認められても,STがSM耐 性菌をselect

する ことはないので,mutageniceffectに よるSM耐

性菌出現率の増加 と考えてよい と思われる｡な お種々の

mutageniceffectを もつ 化学物質が報 告され てい る

が10),STに ついてはこれまで報告がない｡

しかし,これらの実験を通 じて最も判然とした結果は,

(2)培 地(SMO.02mcg小cc合 有)に 比較して,(3)培

地(SMO.02mcg/cc及 びSTlmcg/cc共 存)に 生育

した培養におけるSM耐 性菌出現率の著 明な減 少であ

る｡こ のSM耐 性菌出現率の減少,す なわちmutations

の頻度の相対的減少は,SM添 加 によつてSM耐 性菌出

現率の増加が著明な時に,特 に著 しい｡こ の(3)培 地

ではTable2に 示すよ うに発育菌量が少 く,growth

phaseは 相対的に若いと考えられるので,む しろSM

耐性菌出現率の増加が期待 されるのに,逆 に率が減少 し

ている｡前 述のようにSM添 加培養によるSM耐 性菌

出現率の増加は,SMのmutageniceffectに よると考

えられるので,STの 存在がSMのmutageniceffect

を相殺し,ま たSTのmutageniceffectもSMに ょ

つて相殺されているものと考えられる｡

これと類似の現象はM・topbeγculosisに たいするSM

のmutageniceffectとPASの 問にも認められている

が8),そ の機作については全く不明である｡SMま たは

STのmutageniceffectに ついても,そ の機作はまだ

speculationの 域を出ないが,た だこれらの薬剤の効果

が増菌条件を必要とすることは次のことを想像させる｡

これ らの薬剤が起す菌細胞への影響が,DNAの 新形成

の際になんらかのまちがいを起す確率をますかもしれな

い｡SMが 核酸 とくにRNAと 関係が深いことが報告さ

れてお り12・13・14),またRNAとDNAの 間にtumover

も認め られているので,RNAと 結合 したSMが,DNA

の新 形 成の際に何 らか のまちがいを 起す確率を増す可

能性も想像される｡ま た一方,STも そ の作用 機作が

purine体 形成阻害を通 じて核酸と関係があるし15),ST

の存在によつておこる代謝のみだれがDNAの 新形成に

際して何らかのまちがいを起す確率を増すことも想橡さ

れる｡し かし,SMとSTの 両者が共存する時に,何 故

SMのmutageniceffectが 減殺されるのであろうか｡

ST高 耐性菌にはSM耐 性菌出現率が低下 していること

を吾々は見出しているが1り,本 報で使用したSTの 濃度

はST耐 性菌をselectし 得る濃度では ない｡し かし

SMとSTの 問には,こ の報告にも一部示したように著

明なsynergismが あ るので,SMとSTの 作 用点の間

の何 らかのinteractionが,こ の機作に関係 しているか

もしれない｡

総 括

Myeobaeteriumavium(獣 調 株)のSAUTON培 地 の

培 養 に,n｡nselectiveな 濃度 のstreptomycin(0.02

mcg/CC)ま た は 発 育 に 殆 ん ど影 響 を 与 え な い 程 度 の

sulfathiazole(1mcg/cc)を 添 加 す るか,ま た は これ ら

の両 者 を 同時 に添 加 して,生 菌 単 位 当 りのstreptomycin

(10mcg)耐 性 菌 出 現 率 を 測 定 して 次 の 結 果 を 得 た｡

(1)生 菌 単 位 当 りのstreptomycin耐1生 菌 出現 率 を

指標 と し て み る と き,n｡nseletiveな 濃 度 のstrepto-

mycinの 添 加 は 出 現 率 を 増 加 さ せ た｡た だ し こ の 際

streptomycinの 存 在 で 増 菌 す る こ とが 必 要 であ つ たが,

strePtomycinの 添 加 濃 度 はnonselectiveな 濃 度 で あ

る の で,streptomycinはmutageniceffectを 有 す る

と考 え られ る｡

(2)生 菌 単 位 当 りのstreptomycin耐 性 菌 出 現 率 を

指 標 と してみ る と き,微 量(1mcg/cc)のsulfathiazole

の 培 地 へ の添 加 は 出現 率 を 増 加 させ た｡こ の際 もsulfa-

thiazoleの 存 在 で増 菌 させ る こ とが 必 要 で あ つ た が,

sulfathiazoleがstreptomycin耐 性 菌 をselectす る

こ とは な い の で,sulfathiazoleがmutageniceffect

を 有 す る もの と考 え られ る｡

(3)Streptomycinのmutageniceffectはsulfa-

thiazoleの 添 加 に よつ て 減 退 し た｡す なわ ちstrepto-

mycinとsulfathiazoleが 共 存 す る場 合 には,両 者 の

mutageniceffectは 互 に 相 殺 され て,拮 抗 的 現 象 が 認

め られ た｡

御 指 導 並 に御 校 閲 を 受 け た 勝 沼 六 郎荘 長 と 日比 野 進 教

授 に感 識 の童 を褻 す る^
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