
試験管内結核菌発育阻止作用並びに殺菌作用に及ぼす

TBl･Chloramphenicol併用の効果に就て

京都大学結核研究所化学療法部 (主任 教授 内藤益-)

川 合 日 出 雄

(昭和34年 6月30日受付)

〔内 容 抄 録〕

SM,FAS,INAH を大量に使用して然も猶臨床的治

癒に到達し得ない肺結核の治療は現在最も困難な問題

と考えられ,著者は先に比の問題の解決の一方法とし

て TBl･Tetracycline 誘導体併用療法を検索したが

今回 TBl･Cblorampbenicolの併用の試験管内結核

菌発育阻止作用を10%牛血清加 Kirchner 培地で検

討し,其の結果,両者併用による相乗効果を発見し,

従来繁用されている結核化学治療剤 SM,PAS,INAH

各々の耐性結核菌及び3者耐性菌にも感受性菌同様の

相乗効果を発揮する事を知った｡

又,殺菌作用に於いても,TBl･Chloramphenicol

の併用の相乗作用がシリコン被覆スライド培養法,4

週間浸漬の実験で認められた｡

第 1章 緒 論

Streptomycin(以下 SM )に続いてp-Ami-

no-salicylic acid(以下 PAS)そして Iso-

nicotinicacidhydrazide(以下 INAH)が発見

されて,結核の化学療法は長足の進展を遂げて

は来たが,結核はやは り慢性疾患であり,化学

療法剤に対 し̀て程度の差はあれ ど必須的に耐性

を保持するようになるので, SM,FAS,INAti

等の耐性菌に有効な化学治療剤が現段階にては

待望 され,Kanamycin,Cycloserin,Viomy-

cin, 或は著者が二先に発表 し た TBl･Tetra-

cycline誘導体併用療法1)も此の目的に向って

研究 されたものである｡

本編に於いては同様の意図の下に行 な っ た

TBl･Chloramphenicol併用の試験管内実験に

就て述べたい｡

Chloramphenicolは南米 ヴェネズエラの土

壌中に発見された教線状菌か ら Ehrlich2)(19

47)によって抽出され Bartz 等3) (1948)に

よって構造を決定,Rebstock-等4) (1949)に

によって合成が成功 したものである｡

此の Chloramphenicolを結核に対 して使

用しようと試みた人々も決 して無い 訳 で は な

い｡ 即ち David,Karlson&Gainer5)の試験

管内で SM 感受性 ･耐性の両結核菌の発育を

抑制するとの報告は,モルモッ トに於ける実験

結核及び SM 耐性菌による粟粒結核 (人体)

に対する治療の否定的な結果 と共に公げにされ

た ｡

又,イン ドの Gupta&Viswanathan6) は
PAS と Chloramphenicolの結核菌に対す る

併用について肯定的な成績を発表 している｡

著者は現在我国で殆んど捨てられて居 るTBl

を復活利用せんとする意図の下に Chloramp-

henicolを取上げた次第である｡

弟 2章 一般感受性菌に対する試験管内発育

阻止作用 (その 1)

TBlと Chloramphenicol(以下 CM)の

併用が生体内の大部分の結核病巣の pH に於

いて併用効果を有するや否やを明かにする目的

で無修正 (pH6.6)並びに酸性 (pH5.6)及び

アルカ リ性 (pH7.6) に修正 した10%牛血清

加 Kirchner培地で感受性菌 H37Rvの発育阻

止を検 した｡

第 1節 実験方法

1) 培 地

10.%牛血清加 Kirchner培地

Kirchner培地の組成は以下の如 くである｡
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以上,基礎培地を 100cc宛滅菌 コルベンに

分注し,1000C30分間 3回問歓滅菌の後,予 じ

め無菌的に採取した牛血清を 10cc加え 560C

30分間之を非動化した後 370C匝湿器内に収め

48時間後雑菌混入の無きを確かめ使用した｡

庸 pH の修正は1規定の塩酸及び苛性曹連

を使用し,伊藤7)の方法により,pH 試験紙を

用いて pH5.6 及び pH7.6 に修正 して使用

した｡

2) 供試検体

CM と TBlは溶媒をプロピレングライコ-

ルにて,同様に単独では2000倍稀釈液,等量併

用では1000倍稀釈液の各々を等量混和,臨床投

与量比併用 1/10TBl+CM は TBllOOO0倍稀

釈液 と CM IOOO倍液の等量を混和し,各々を

被検液 とした｡

3) 菌 液

当研究室保存の有毒人型結核菌 H37Rvを予

じめ10%牛血清加 Kirchner培地に約 1週間表

面培養しておき,発育の盛んな薗膜が管壁に沿

って 5mm はど生え上った時その歯膜を火焔

滅菌せる白金耳にて滅菌ずみのガラス玉約20ケ

を入れた肉厚丸底コルベン内に無菌的に採取 し

菌塊を振漁磨砕せる後,滅菌生理食塩水で漸次

稀釈し比濁により菌量が 0.1mg/cc になるよ

うに結核菌平等浮潜液を作成し実験に供 し年｡

4) 実施方法

先づ無菌箱内に於いて 『ガラスキャップ』を

附せる滅菌小試験管を2列に10本づつを陳列し

｢ガラスキャップ｣を除いた後,第 1列第 1管

に pH を修正した10%牛血清加 Kirchner培

地 3.6cc被検液 0.4cc を入れ第 2管以下に

京大結研紀要 第8巻 第2号 増刊号

は培地のみ各々 2ccづつ入れ,第10管は 1cc

入れ対照 とする｡次いで第 1管の内容を滅菌せ

る検定済の 2cc駒込ピペッ トにて 良 く混 和

し,その 2ccを取 り第 2管へ移 し混和後第 3

管にその 2ccを送 り同様に倍数稀釈する｡ 此

のようにして第 9管に至 る｡ 庸前記の如 く第 1

列第10管は対■照で薬剤を含まない培地 1ccの

みである｡

さて第 1列第 1管 より 0.5cc取 り第 2列第

1管へ移 し次いで第 1列第 2管 より 1ccとり

第 2列第 1管 と第 2管に 0.5ccづつ分注し,

此の如 く次々と行なって第 1列第 9管に及ぶと

第 2列第 8管迄,第 1列の中間稀釈が出来 る｡

倍第 1列第 1管 より 0.5cc第 1列第 9管 より

1.5cc を捨てると,すべて培地は 1cc づつ

分荏出来たことになる｡

之によって第 1列第 1管は 50γ単独或いは

併用,(臨床投与量比併用による TBlが 1/10

の時は CM 50γと TB15γ)を含有 し,第

2列第 1管は 37.5γを含むことになる｡ (疏

床投与量比併用ではCM37.5γと TB13.75γ)

次に 1cc約20滴となる駒込 ピペッ トにて各

管に薗液を1滴づつ滴下する｡ か くして接種菌

量拍 o.005mg/cc となる｡ これに ｢ガラスキ

ャッ プ｣を施 し無菌箱 より取 り出して 370C恒

湿器に収める｡

5) 判 長三

370C 恒温器に収めた培地の菌発育の状態は

4週間後に肉眼で判定 した｡

判定の基準は

(-)全 く薗発育を認めない場合

(+)軽度に発育 し細かい菌塊を認むる場合

(≠)中等度発育 し菌塊を認むる場合

(什)高度に発育 し菌塊のみならず歯膜を形

成する場合

とした ｡

第 2節 実験成績並びに小結

成績の仝表を示す事は繁雑にすぎ,本実験の

目的たる併用の優劣を比べるのにあまり意義を

持たないので発育阻止最低濃度を第 1表に示し

た｡ なお,伊藤8),河田9) によれば TBlは塩
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第 1表 TBlとCM の併用による発育附J上最低
濃度 (その1)

(単位はすべて γ/cc)

培地 pH 5.6

CM 単 独

TBl 単 独

9.3 電i

培地 pH 6.

6TBl含有量C

M 単 独TB

l 単 独TBl十C

M(等量併用)1/
10TBl+CM(臨床投与量比併用) 9･3L//
培地pH

7.6CM含有
量TBl含有量C

M 単 独TB

l 単 独TBl+C

M (等量併用)1/
10TBl+CM(臨床投与量比併用〕

6.25t
二ノ了</
/ f 25---▲-一一一--L-- l-

一..■-4

.7 4.76.2

5 0.63基性に傾 くと著 るしく効果

を示すと云 うが,本実験では,その傾向は不完

全阻止帯の巾の広い点 より読みと

れた程度であった｡成績は第 1表の如 く3種

のいづれの pHに於いても同量併用では相乗的

に作用してお り,臨床投与量比併用でも充分効力

が認められる｡pH7.6では CM単独が 6.25γ/
ccと増強 されているので臨床投与量比併用の効果は覆わ

れた如く見える｡
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7レの結核菌発育阻止に影響を示すのは40倍迄

で,本実験に著 るしい影響を与えていない点を

附記 してお く｡第 3章 一般感受性菌に対する試験管内発育

阻止 (その2)束 10)のシ リコン被覆スラ

イ ド培養法を用いて感受性菌が TBlと CM

の併用によって如何なる発育阻止作用を受けるかを実験 した｡

第 1節 実験方法

1) 培 地無修正 (pH6.6)の10%牛血清

加Kirchner培地を使用した｡組成は第 2葦第

1節 1)の如し｡

2) 供試検体TBl及び CM をプロピ

レングライコールを溶媒 として 125倍液を作 り,

単独は之を各々10%牛血清加 Kirchner培地で

倍量にして250倍液 とし,等量併用は 125倍

液の各々を等量混和し,臨床最上ヒ併用は TBl12

5倍液を10%牛血清加 Kirchner培地で10倍に稀

釈し, 1250倍液 として CM 125 倍液 と等量混和 し,各々の

被検液 とした｡3) 薗附着

シリコンスライ ド東10)のシ リコン被覆スラ

イ ドグラスを先に行なった著者の実験の条件(註1

)*で作成 し滅菌 しておき,一方第 2茸第 1節3

)に準 じた方法で薗量 1mg/cc 〔第 2章第 1

節 3)の 10倍 の 薗量〕の有毒メ型結核菌 H37Rv平

等浮lW--液を大量作成 して,スライ ドの下端 1.

5cm を30秒間浸漬 し,スライ ド表面に菌を附着 させ

て実験に用いた｡*(註 1)東 10)のシ リコン

被覆スライ ド作 成 法は,東 10)の諭 史に色々と検

討が行なわれているが,著者のシ リコン被覆スライ

ドは,釆 lo)の原法の如 く巾 8mm 長 さ 70m

m 厚 さ0.5mmの通常の上質スライ ドグラスを縦に3切 した

ものを用いた｡シ リコン被穣操作は,次
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A)Slideの清浄イヒ(表面の油脂類除去)

上記スライ ドをクローム硫酸液に3昼夜漬 し

た後,流水中で2昼夜洗源 し,室温で乾燥後,

ベンゾールにて再洗漉 し,乾燥 させる｡

B)被 覆

洗源乾燥の操作が終了したスライ ドを,2.%

(Ⅴ/v) DimethylSilicone(Dow Corning

社製 〝DC200Fluid〝350centistokes)の四

塩化炭素溶液に1分間浸漬 した後,室温で1-

2時間風乾する｡

C)被覆焼附

被覆の終ったスライ ドは,3000C の高熱で熱

処理を1時間行ないシリコン被覆スライ ドは完

成する｡

4) 実施方法

先づ無菌箱内に於いて｢ガラスキャップ｣を附

せる滅菌小試験管を試験管立に1列に10本宛立

て ｢ガラスキャッ プ｣を除いた後,第 1管に10

.%牛血清加 Kirchner 培地 6.4cc第2管以

下各々 4cc宛分注 し第10管に及ぶ｡その後,

被検液を第 1管に 1.6cc入れ,良 く混合 して

第 2管に 4cc入れ,倍数稀釈して第 9管に及

び,第 9管混和後の 4ccは捨てる｡ 第10管は

薬剤を含まない対照である｡ (第 1管は,単独

は 800γ/cc,等量併用各々 800γ/cc 臨床投

与量比併用 CM 800γ/ccTB180γ/cc を含

む｡)

この調製 された培地に 3)のスライ ドを入れ

ると菌の附着部が完全に没する｡然 る後,｢ガラ

スキャップ｣をなし,370C 恒湿器に収める｡

5) 判 定

実験を施行 して4週間目に判定を行なった｡

肉眼的に菌塊の全 く附着せぬものの最低濃度を

もって発育阻止最低濃度 とした｡

第 2節 実験成績並びに小指

成績は第 2表の如 くである｡

即ち CM 単独なら発育阻止に要する最低濃

度が 25γ/ccでありTBl単独なら 200γ/cc

京大結研紀要 第 8巻 第 2号 増刊号

第 2表 TBlとCM の併用による発育阻止最低
濃度 (その2) (SSC法による)

(単位はすべて γ/cc)

で
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使用 ｡

薗液調製方法は,第 2茸第 1節 3)に準 じ,

薗液の薗葦は 0.1mg/cc

4) 冥施方法

第 2茸第1節 4)の無修 正 10% 牛 血 清 加

Kirchner培地の操作に同じ｡

5) 判 定

370C 4週間判定｡

第 2茸第 1節 5)に準ず｡

第 2節 実験成績並びに小指

実験成績は,第 2茸や第 3茸 と同機に,繁雑

を避けて,発育阻止最低濃度をもって示した｡

第 3表 SM IOOγ耐性菌による発育阻止濃度

(単位はすべて γ/cc〕

CM Ei'. 独 9.3TBl+CM (等量併用)

i 3.131/1

0TBl+CM(臨床投与量比併用)1) S

M 耐性菌が,100γ耐性菌である事を確認

した後,単独並びに併用実験を行なった結果は

第 3表の如 くである｡即ち CM 単独の発育阻止最低濃度は 9.

3γ/ccTBl単独では50γccだが,等量併

用で 3.13γ/cc と著 るしく発育第4表 PASIOOγ 耐性菌による発育阻Jl二歳低

濃度 (単位はすべて γ/cc)

TBl含有量CM

単 独TBl 単

独 ∈TBl+CM

(等量併用)1/10TBl+C
M(臨床投与量比併用) / 50

ー

ー【6.25

6.259.3 0.93

一一655--阻止

最低濃度を引下げて充分相乗効果を有 し,臨床

投与量比併用では一応 CM 単独 と同じであったが,いづれにしても

第 1表の感受性菌の成績 と大差がない｡2)P

AS耐性菌が 100γ耐性菌である事を確認し

た後冥験,第 4表の如 くPAS耐性菌に対 しても感受性菌

と大差な く充分併用効果を認めた ｡第 5表 IN

AHIOOγ耐性菌による発育阻止最低濃度 (単位は

すべて γ/cc)CM

単 独TBl 単

独TBl+CM

(等量併用)1/1
0TBl+CM(臨床投与量比併用) CM含有量 TBl含

有量

j ESi
6.25

/1電i

/ ,

9･31.56

1.563.13 0.313) IN

AH耐性菌が 100γ耐性菌である事を確

認 した後実験,第 5表の如 く相乗効果を認めるのみならず,む しろ感受性菌 よ

りも有効なぐらいの感 じを受けた｡第6表 TB
1200γ耐性菌による発育阻止最低濃度 (単位はす

べて γ/cc〕__⊥cM

単 独FTBl 単

独毒CM含有量ITBl含有量4) T

Bl耐性菌が 200γ耐性菌である事 を確認 した

後実験,第 6表の如 く, TBlの効力が消

失 しているのに近い結果である｡等量併用で僅

かに単独の CM より優るが有意の差 と断定す

る事を蹟躍する｡ 従って TBlの耐性菌に対 して
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第7表 三者耐性菌
(

SM IOOγ 耐
PAS25γ 耐
INAH12.5γ耐≡;tt,)

による発

育阻止最低濃度 (単位はすべて γ/cc)

5) 第 7表の如 く3着耐性菌にも感受性菌 と

同

様の効果を期待 し得 る｡ 勿論 3着耐性菌の発育阻止最低濃度は SM,PAS,INAH各々につ
いて確認 された｡

第 5章 試験管内積核菌殺菌作用

結核菌に対 して SM が殺菌作用を有する事を Waksmanll)12) が認めてから抗結 核剤の殺

菌力に関する研究 が数多 くなされ て

い るが,TBl は水に難溶で高濃度のプロピレング

ライコー ル中に於ける殺菌作用を検

す る よ り他 なく,その為に問題にならなかった｡本実験に於

いては役菌作用の影響の少ない低濃度のプロピレングライコール水溶液中で TBl･CM 併
用の殺菌作用を検索 した ｡

方法は東 10)のシ リ

コン被覆スライ ド培養法 を用いたが,本法 にて

も使用菌株,菌 の状態,薬剤の溶媒,被検液中の菌の分布

,或は浸漬時間,及び温度によっても区々の成

績が得 ら れ よ うし,もつと大切な問題 として生死判

別の為に使用する培地の種類並びに培養期間1

3)によっても著明な差を生ず る事 は既に知 られている

問題である｡又その培養が陰性であったとしても,

それが結核菌の死 を意味 しているか或いは発

育能力の一時的停止のみなのかを決定する事は

極めて困難な事である｡本実験は,釆 lo

)の方法を利用 した伊藤 14)の実験による

DHSM,PAS,INAH等の殺菌作用の効果

検定 と近い条件で調べて比較する目白勺も持つものであって,絶対甘ヨな殺菌力を調べたもの

京大結研紀要 第 8巻 第2号 増刊号と言 うより,-一定条件下に於ける発育能力の停

止を目標 として

実験を行なったものである事を断っておきたい

｡第 1節 実験方法

1) 培 地10,%血清加 Kirchner培地
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5) 判 定

6週間後に肉眼をもって倹 しスライ ドにコロ

ニーを有 しない最低の濃度をもって一一応伊藤14)

の従来繁用せる薬剤の殺菌力 との比較の為に6

週間 目の所謂殺菌力 とした｡

第2節 実験成績並びに小指

1) 24時間浸演による殺菌効果

第 8表の如 く800γ/ccの単独薬剤或 いはTB1

80γ/cc+CM 800γ/ccを含有 した Kirchner

培地に24時間浸漬 したものでは殺菌効果を全 く

認められなかったO

第8表 24時間浸漬の殺菌最低濃度 (SSC法によ
る) (単位はすべて γ/cc〕

浸漬液中 浸漬液中
cM 含有量 tTBl含有量

CM 単 独 > 800

TBl 単 独 葛;ii
TBトトCM (等量併用〕 >800

5 電 i

> 800

(lF;nk9這jtPjitLC器用) >800

2) 4週間浸演による殺菌効果

後培養 6週間の結果は第 9表の如 くで CM

単独なら 100γ/ccで所謂殺菌効果を一応認め

る｡ TBl単独は 400γ/cc で効果を認めるが

之に対照するプロピレングライコールのスライ

ドにも幾分の阻止状態を認めるので TBlのみ

の殺菌効果 とするに若干の疑蓑がある()

所が,TBlと CM を併用すると等量併用で

は各 々 50γ/ccで投与量比では TB15γ/cc十

CM 50γ/cc で所謂殺菌効果に於 いても併用

の効果を認める｡

伊藤14)の報告 と比較すると DHSM の 15.63

γ/ccよりも,勿論 INAHの 6.25γ/cc より

も劣 るのは言 うまでもないが,1000γ/ccで殆

んど殺菌力を有 しない PASより明 らかに強力

であると考 えられる0

第10表の 4週間浸漬分を6カ月間後培養 した

ものでは,CM 単独 200γ/cc, 等量併用各々
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第 9表 ∠1週間浸漬の所謂殺菌最低濃度 (その1)
(二後培養6週間,SSC法による)

(単位はすべて γ/cc)

音更漬液中
CM 含有量

浸漬液中
TI31含有量

CM 単 独

TBl 単 独

TBl+CM 〔等量併用)

1/10TBl+CM
(臨床投与量比併用)

100 二弓∠
/ 400

50 50

50 5

メ i

100γ/cc と,所謂殺菌効果の最低濃度は高 く

はなって来ているが,併用の効果は明 らかに二年

し,後培養 6週間 よりも,之の6カ月間の後培

養の方が,殺菌力 と呼ぶにふさわ しいと考 えら

れ る｡

いずれにしても併用効果が明らかに認められ

たのである｡

第10表 4週間浸漬の所謂殺菌最低濃度 〔その2)

(後培養6カ月 SSC法による)

(単位はすべて ?,/cc〕

CM 単 独

TBl 単 独

TBl+CM (等量併用)

1/10TBl+CM
(臨床投与量併用)

cM 含有量 TBl含有量

200 L

電i
/ >800

100 100

100 10

第 6章 総括並びに結論

TBl･CM 併用の試験管内結核菌発育r且It効

果に就 て実験を行なった結果

1) 大体病巣の有する範囲の pH の10野牛

血清加 Kirchner 培地に於ける通常培養法に

て,菌発育阻止に併用効果を認めた｡

2) シ リコン被覆スライ ド培養法による静菌

効果に於いても併用効果を認めた｡

3) SM,PAS,INAH の耐性菌に晃｢しても殆

んど感受性菌同様の効果を有 し,TBl 耐性菌
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には,併用効果がな く,CM の単独の効果のみ
を示 した｡

4) 所謂三役菌力に於 いても4週間浸漬実験に

於いては併用の効果を認めた｡

(潤筆に臨み,御援助を賜わった渡辺博士に深甚の

謝意を表する｡)
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