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結核化学療法に於ける INH及び其の誘導体に対す

る Sulfisomidin の併用効果 に関す る基礎的並びに

臨床的研究

〔第1篇コINH 及び其の誘導体と Sul丘somidinとの試験管内併用

効果並びに試験管内併用による INH 及び其の誘導体耐

性上昇の変化に就いて

京都大学結核研究所化学療法部 (主任 教授 内藤益-)

浜 口 精

(昭和33年12月20日受付)

【内 容 抄 録】

Sulfon剤の1つである Sul丘somidin(SIM)

と INH 並びに其の誘導体 IHMS とを併用せ

る際の抗結核作用に就いての試験管内実験を行

なった｡先づ結核菌発育阻止作用に関しては実

験に使用した菌量並びに SIM 併用量による影

響が大きく,一定した実験成績は得難いが,戎

程度の併用効果が認められた｡

次に INtJ,IHMS耐性獲得に及ぼす影響は増

量継代培養法では IHMS･SIM に就いて行なっ

たが,明らかに IHMSの耐性上昇は SIM によ

って遅延された｡恒量 置換培養法にては INH

及びIHMSを高濃度に含む培地内に於いて置換

培養を続けた際は SIM 併用による耐性獲得遅

延効果は殆～ど認 め られ ないが,lNH 並びに

IHMS低濃度培地では SIM 併用により,INH,

IHMSの耐性獲得を遅延せしめた｡

第 1章 緒 言

既に我々の教室に於ては INH と Sul丘soxa-

zole(以下 SI) との協力作用に就いて基礎的

並びに臨床的研究が遂げられ,其の都度言羊細な

る報告が行なわれている1)2)3)4)5)6)7)O

これが研究の狙 いは要するに臨床的に SM-

PAS併用に前後して取 るべき方法として INH

を如何に有効に使うかという事即ち PASに代

る INH の,より良き協力薬剤を探求する事に

ある｡ 我々の研究室 に於いては先づ伊庭6)が種

々の Sulfon剤の多 くの者と INH との問に試

験管内結核菌発育阻止に於いて協力がある事を

作用見出したのであるが,臨床的に副作用が比

較的少ない Sulfon剤として先づ SIが取上げ

られた次第であった｡

さて同様に副作用の少い Sulfon剤としては

Sul丘somidin(以下 SIM)が知られている｡ 著

者はこれを取上げて INH との併用効果を吟味

したいと企劃 したのである｡

一方我国の最近の傾向として INH の種々の

誘導体が広 く使用されているので,其の 1つで

ある JNH･Metansulfonate(以下 IHMS)を取

上げ,之に対する SIM の併用効果を検討 した

いと考えた次第である｡

放て Sulfon剤を抗結核剤に併用せんとする

試みは前述の如き我々教室の研究業蹟の他に日

置8)の Sulzolin･PAS の併用,勝沼9)の Sulf-

athiazole･lNH併用があり,Gillissenll)は著者

の実験と同一の INH-SIM の試験管内併用効果

を発表しており,これは著者と実験条件は異な

っているが甚だ興味深いものがある｡ 所で予か

じめ述べておきたい事はSIに関しては斎藤12),

小酒井13)等によれば此の者はinvitroで10㌢/cc

程度に結核菌発育阻止を認めたと報告している

が,然し現在では Sulfon剤は末だ一般に単独
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では抗結核剤としては認められておらず,著者

の実験主題である SIM も後述の如 く単独の結

核菌発育阻止作用は問題 にな らぬ位弱い,従

って Sulfon剤と抗結核剤の作用実験に於いて

前者自体の抗結核作用は余り重 く見る訳には行

かぬと考えられる｡

以上の意図に基づいて著者は先づIHMS･SIM,

次いで INH･SIM に就いて試験管内結核菌発育

阻止作用並びに併 用時の ItJMS及び INIiの

耐性上昇変化の実験的研究を行った｡

尚,斯様な試験管内実験は衆知の如 く実験条

件による成績の動揺は不可避であるので,著者

はこの点を充分考慮に入れて以下に述べる実験

を行なった次第である｡

第 2章 実 験 方 法

[A] 試験管内発育阻止実験

(1) 培養基 10%血清加 Kirchner培地を使

用した｡ 其の組成は次の通りである｡

D inatrium phosphat 3.0g

Monokalium phosphat 4.0g

Magnesium sulfat 0.6g

Natrium zitrat 2.5g

Asparagln 5.0g

Glycerin 20.Occ

Aq.dest. 1000.0cc

以上の基本培地を調整し, これの pH を6.6

-6.8に修正した後に 100oC,30分蒸気滅菌を

3回に互って行なった｡次いで無菌的に採血し

た両羊より分離した血清を10%の割に注加した

る後,560C30分加温非動化滅菌し,酵卵器中

に24時間放置し,雑菌混入なき事を確めたる上,

尖験に供した｡

(2)結核菌浮溝液

10%血清加 Kirchner培地にて発育旺蕗なる

時期にある (通常移殖後10日位) 人型結核菌

H37Rv株 を 白金耳にて採集し,これを無菌的

に乾燥秤量後小川氏肉厚コルベンに入れ,次い

で滅菌雄二]射勺食塩水を漸次注加しっ ゝ 振 指し,

充分均等性頼 子肪液を作る｡ この場合菌液は次

章に述べる如き 5mg/cc,1mg/cc,0.5mg/cc,

0.l印g/cc,0.01mg/cc,0･001mg/ccなる如 く調
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整 し,これを実験に供した｡

(3) 被検検体調整法

SJM は10%注射液を使用した｡一方 IHMS

及び INH は蒸溜水を以て洛解した後蒸気滅菌

を施した｡斯 くして SIM は IHMSに対して

3倍量, 6倍量,10倍量併用の3種の組合せを

作り,又 INIlに対しては10倍量併用のそれを

作った｡之等の併用量は臨床的使用量に基づい

て定めたものである｡

(4) 実験術式

並列した10本の小試験管内に Kirchner培地

を注加し,第 1試験管に被検検体溶液を入れ,

10倍稀釈次いで倍数稀釈されるよう漸次右方に

稀釈してい く｡最後の第10管は薬液を含まぬ対

照培地とする｡ 次いで菌液を培地に 1cc 1滴

宛滴下したる後で酵卵器に納める｡

(5) 成精判定

通常4遇後に行なう｡ 判定に際しては必ず対

照培地と比較しつ 菌ゝの発育如何を検して肉眼

的に明らかに菌発育を認めざる濃度を阻止限界

とした｡尚肉眼的判定困難なる場合には念の為

染色鏡検して限界を定めた｡

[B] SIM を試験管 内にて併 用せ る際の

IHMS及び INH 耐性獲得実験

(Ⅰ) 場量継代培養法

(1) 培養基 [A],(1)に同じ｡

(2) 結核菌浮薄液 [A],(2)に同じ｡但 し実

験に使用した両液の商量は 0.5mg/ccに調整し

たものを用いた｡

(3)被検検体調整法 [A],(3)に同じ｡

(4) 実験術式 最初に前述,[A],(4)の如

き実験を行ない, 1ケ月毎にその系列に於ける

薗発胃許容最高濃度の培地に於いて究召せる薗

或いは該培地に於ける菌発胃が僅少である時

は,この濃度に近い培地lrlに菌を採り,堰薗後

菌浮溝液を調製し,逐次高濃度の薬剤を含む培

地に継代してゆ く｡

(Ⅱ) 恒量tlLl';;1換培養法

(1)培養基 [A],(1)に同じ

(2) 結核菌浮溝液 [A],(2)と同様の方法に
て菌液を作成し,商量 0.5mg/ccとなる様調製

して実験に供した｡
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(3)被検薬剤溶液 [A],(3)に同じ

(4)実験術式 INH,SIM の臨床使用量を基

として予め10%血清加 Kirchner培地内のINH

:SIM の量を 1:10となる様調整 し,4個の

小三角コルベンを並べて夫々 INH 含有量 5r,

0.5r,0.05r,0.005㌢/ccとなる様稀釈し,次いで

之等含有量別に各 5本宛の特製ガラスキャップ

附スピッツグラスに 2.0cc宛分注 し, 別に薬

剤を加えない培地を 5本とって対照とした｡そ

の後,先に調整 した菌液を培地 1ccに1滴宛夫

々に接種し,ガラスキャップを施 し,37.OoC貯

卵器内にて培養 した｡培養後に含有量別に 1本

宛取り,遠心沈澱を行ない,滅菌生理的食塩水に

て 3回洗推し,その沈壇を夫々 1% KH2PO｡培

地に接種 した｡各含有別の他の 4本は無菌的に

静かに上清をピペットにて除去 し,これに新た

に作成した薬剤含有量の等しい培地を 2.0cc宛

注入 して恒量置換を行ない,再び 37.OoC にて

培養を続けた｡その後も1ケ月毎に恒量置換培

養を繰返 し,その都度下記の如 く夫々の耐性検

査を施行し,薬剤接触 5ケ月 にて実験 を終了

した｡

(5) 成績判定 1ケ月毎に 1% KH2PO4 培

地上で増菌した夫々の菌を用いて 1mg/ccの

菌液を作 り,予かじめ INH を種々の濃度 に含

有せしめた 1% KH2PO4 培地に 0.1cc宛接種

し,4週間培養後判定して菌発育を認めた最高

濃度を以て耐性値と した｡IITMS･SIM 併 用 に

於いても INH･SIM 併用の場合と同様の方法に

より実験を行なった｡

第 3章 実 験 成 練

(A) 試験管内結核菌発育阻止作用に及ぼす

INH 並びに IHMSと SIM の併用効果及び其

の接種菌量による変動

第 2表 第 1

京大姑研紀要 第7巻 第3号

予備実験

主題の実験を行な うに先立ち,SIM 単独の

結核菌発育阻止作用を検索した結果は第 1表の

如 くになった｡

第1表 SIM 単独の菌発育阻止最低濃度

(備考) 表中数字は発育完全阻止最低濃度を示
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第 3表 第2回実験 (IHMS)

5mg/ccl1mg/cc 0.5mg/cc

lHMS単 独 (γ/cc)
十SiM 3唐最
(JH叫S γ/cc､
+SIM 6倍量
(IHMS γ/cc)
十SIM IO倍量

0.06 0.06 1 0.()3

0.03 0.03

0.016 0.016

0.03 0.016

0.016

0.016

<0016

(備考) 前に同じ

果が認められた｡

第 3回実験

此の場合も第 2回実験 と同様の実験を繰返し

たのであるが,10倍量の SIM を使用 した場合

に蚊も著明な併用効果が認められたのである｡

第4表 第 3回実験 (IHMS)

5mg/cc ilmg/cc

IHMS単独 (γ/cc) 0.06

+SIM 3倍量
(!畢MS1/9C)
十SIM 6倍量
(､-IHMSγ/′'cc)
十SIM IO倍量

0.5mg/cc

0.06 0.016
ー

0.03 0.016
ーー 一一

0.016 0.016

0.016 <0.016

(備考) 前に同じ

第 4回実験

本実験は INI寸と SIM との併 用効果の検索

である｡菌液は 1mg/ccより 0･001mg/ccに

到る4段階と して INH 単独と10倍量の SIM

併用との効果を比較したものであるが,比の場
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合併用効果は認められなかった｡

第5表 第4回実験 (INH)

･mg/ccio･1mg/cc50･01mg/ccio･oolmg/cc
･1:,(
I.,I

.:;::..∬

II

u
1.り γ/cc)ち

0.25

16OO

6100

(備考)前に同じ

第5回実験

今回は5mg/cc,
1mg/cc,
及び0
.
5mg/ccの

3柾の菌液を併用し
,
INH里独と10倍量の

SIM併用と効果を比較したのであるが,
明ら

かな使用 効果が常に認められたのである
｡

第 6表 第5回実験 (INH)L5mg/c
c

Ilmg/cc L!空 空INH 単独 (γ/cc)io･25 ち o･06 1
0106+SIM

IO倍量(INH γ/cc) 0.1
2 L o.03 1

0.03(備考) 前に同じ[B] 試験管 内 IHMS 及び INH 耐性

上昇に及ぼす SIM の影響

(∋ 増量継代培養法

による実験(a) 第 1回実験本実験は IH

MSに就いて行ったのであるが,実験の結果は第7表に示 した通 り

で JHMS単(備考

) 時に同じIHMS単独 (γ/c

c)+SIM3倍品(IHMSγ/cc)

十SIM6 倍量(IHMSγ/cc)

十SI M10倍昂二(I H
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独の場合は5代にして100㌢/cc以上の耐性上昇

を見たが,3倍量,6倍量並に10倍量のSIM を

併用した場合 5代に於いて 3.13r乃至 6.25γ/cc

の耐性上昇に止まっていた｡

第 2回実験

本実験は第 1回と同様の方法を繰返した｡そ

の結果は IHMS は 5代にして 100γ以上の耐

性上昇を認め,之れに 3倍量, 6倍量及び10倍

量の SIM を併用 した場合は大体 12.5γ/ccの

耐性に止まったのである｡

垣) 恒量置換培養法による実験

第 1回実験

本実験は実験方法の部に述べた如き恒量置換

培養法を応用して INH の試験管内耐性上昇に

及ぼす10倍量の SIM 併用の影響を調べたもの

である｡ 実験の結果は第 9表に示した様になっ

た｡ 即 ち 5r/ccINI寸を含む培地及び 0.5γ/cc

第 9蓑 第1回実験 INH単独,

京大結研紀要 第7巻 第3号

INH を含む培地に於ける INITの耐性上昇に於

いては併用効果を認め難 く, 0.05r/ccINH を

含む培地に於ける INH 耐性上昇は幾分阻止さ

れて屠り,0.005r/ccINH 含有培地ではまた耐

性上昇に影響が認められなかった｡

第2回実験

次は同様の方法で IHMS単独とこれに 10倍

量 SIM を併用した場合の IHMS の耐性上昇

の比較である｡ 此の場合も 5γ/ccIHMS を含

む培地並びに 0.05㌢/ccIHMSを含む培地に於

ける IHMS の耐性上昇は SIM によって殆ん

ど影響を受けないが,0.05㌢/ccIHMS培地並び

に0.005r/cc培地に於いては IHMSの耐性は 5

代に於て,単独時 100γ/cc及び 10γ/cc,併用

時には 0.63㌢/cc及び 0.31γ/ccという著 明な

る差異を認めたのである｡

INH･10倍量 SIM 併用との比較

INH 単独

INH･SIM 併

対 照

5γ

0.5γ

0.05γ

0.005γ

5γ

0.5γ

0.05γ

0.005γ

10 (500)

10 (500)

0.04 (2)

0.02(1)

Ⅱ 代

50 (1250)

50 (1250)

0.16 ( 4)

0.08 ( 2)

10 (500) F50 (1250)

正 代 F IV 代
100 (2500)

100 (2500)

50 (1250)

0.16 ( 4)

100 (2500)

100 (2500)

10 (250)

0.16 ( 4)

三?.4 ('5020日 ?16 ('6245三

0.04 (2) 【0.04 ( 1)､

oγ】0.02 (1) 0.04 ( 1) lo.04 ( 1)

100 (2500)

100 (2500)

100 (2500)

0.5 ( 12)

Ⅴ 代

100 (2500)

200 (5000)

100 (2500)

0.5 ( 12)

≡_二三 ≡…,:I: 三二_ ≡…l_

10 (250) i25 (625)
o･25 ( 6) o･5 ( 12)

".O∴ { ;I: "-.(トl ｢ ll

(備考) ( )内は各代の対照の耐住度を1として倍数で表わしたもの

第 10表 第2回実験 IHMS単独,IHMS･10倍量 SIM 併用との比較

IHMS単独
0.5577弓

Ⅰ 代 L I 代

25 (400) 100 (2560)

50 (800) 100 (2560)

0.0.'.055日 :1122 ≡ …') 2.7.. 64;≡

IHMS･SIM併用

対 照

25 (400)

50 (800)

0.12 ( 2)

100 (2560)

100 (2560)

0.63 ( 16)

0.06 ( 1) jo.04 ( 1)

07Fo.06 (1) 0.04 ( 1 )

-V 代 f ]V 代

200 (5120)

200 (5120)

50 (1280)

200 (5020)

200 (5120)

200 (5120)

T 代

200 (5120)

200 (5120)

100 (2560)

10 (256) rlO (256)

200 (5120) ?200 (5120) 200 (5120)

＼J
.
.-･
＼I/

O

6

8

2

1

日リ5し

__㌧
し

0.04 ( 1)

200 (5120) 200 (5120)

( 46) 0.63 ( 16)l
( 8) 0.31 ( 8)

0.04 ( 1) lo.04 ( 1)

(備考) ( )内は前に同じ



昭34.3

第4章 総括並びに考按

以上の実験成績をみれば IN日 並びに IHMS

の結核菌発育阻止作用に対して SIM は或 る程

度の併用効果を持つ様である｡

そして試験管内実験に於いては接種菌量が非

常に小さい場合は併用効果が認められ難い｡此

の事は既に述べた如 く吉村7)の SIに関す る併

用実験に於いても認められている通りである｡

次に SIM 投入による INH並びに IHMSの

耐性上昇に及ぼす影響を観察した姑果では先づ

増量継代法に於 い てはIHMSの耐性上昇発現を

或る程度遅延せしめる事を知ったのである｡然

し増量継代培養法では菌と薬剤濃度との関係が

生体内に於ける場合と著しく異なっている事は

申す迄もない事で,生体内では常に或る濃度以

下の薬剤に浸されている筈である｡ 此の見地か

ら著者は恒量置換培養法により引続き検索した

次第であるが,INH 及び SIM 併用に於ては

0.05r/ccINH培地に於いてのみ幾分の併用効果

を認め,IHMS･SIM 併用に於いては 0.05㌢/cc

IHMS培地並に 0.005㌢/ccIHMS培地に於いて

著明なる併用効果,即ち IHMS耐性阻止効果

を認めたのである｡ 即ち INH或いは IHMSの

一定濃度以上の高濃度の培地に於 い ては SIM

併用の耐性上昇阻止効果は殆んどな く,或る濃

度以下の INH 或いは IHMS含有培地では耐性

上昇阻止効果を認めるという事になる｡

以上の菌発育阻止実験並に耐性上昇阻止実験

の結果よりみて,SIM と INH 或は IHMSと

の併用は意義あるものと考えられる｡ 但 しSIM

と SIとの門別こINH に対する併用効果に於い
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て差異があるか否かは実験条件を同一にして比

較検討せねばなるまいと考えられる｡

第 5章 結 論

INH 並びに IHMSの抗 結核作用に及ぼす

SIM の併用効果を検索 した結果,次の結論に

達した｡

(∋ 試験管内結核菌の発育阻 LL作用に於い

て INH並びにIHMSと SIM との間に或る程

度の併用効果が認められる｡但し接種繭量が非

常に小さいと併用効果は認められない｡

垣) 増量継代培養法に於いて IHMS耐性上

昇は SIM 併用によって著明に阻止される｡

③ 恒量置換培養法に於いては,INH或いは

IHMSの一定濃度の培地に於いて其の耐性上昇

は SIM によって阻止される｡
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