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培 地 置換 培 養 法 に よ る諸種

結 核 化 学 療 法 剤 の 静 菌 作 用 の検 索

〔第 2篇〕Streptomycin,Dihydrostreptomycin,PAS,

INH 並びに TBlの静菌作用に就いて

京都大学結核研究所化学療法部 (主任 教授 内藤益-)

神 田

【内 容 抄 録】

第 1編に於いて確立 した培地置換培養法 (以

下置換培養法)にて,Streptomycin(以下 SM),

Dihydrostreptomycin(以下 DHSM),PAS,INH

及び TBlの静菌作用を検索した｡その結果SM,

DHSM,PAS及び TBlは培養 中 に殆んど力価

を減弱 しない比較的安定な薬剤である事がわか

ったが,INH は培養廿日こ著 し く不 活性化され

て静菌力が低下 してゆ く事がわかった｡

叉普通培養にて培養期間が長 くな るにつ れ

て,薬剤の発育阻止限界が低下 してゆ く原因と

して,それが薬剤の崩壊によるものか,或は又

薬剤による generationtime の延長によ る も

のかを判別する上に, t'Trfi換培養法が役立つ事が

わかった｡

緒 昌

著者は種々の抗結核剤の精確な試験管内静菌

力を知 り,これと臨床効果との関連をみ,或は

抗結核剤の作用機序等を知る目的で培地置換培

養法 (以下置換培養法)を企て第 1編1)に於け

る基本的実験に於いてその方法を確立 した｡

そこでこの方法を用いて現在抗結核剤として

登場 してきた種々の薬剤の静菌力の再検索を企

てた次第である｡

本編に於いては現在結核の治療に繁用されて

い る Streptomycin(以 下 SM),Dihydrostre-

ptomycin (以下 DHSM),PAS,INH 並びに

TBlに就いての成紺を報吾する｡

これ等 5種の抗結核剤の人 型 結 核菌 H37Rv

性に対する発育｢廿IL最低濃度 (以下 MIC)に就

いてほ多数の報告;･があり,血 清加合 成培地 で

瑞 雄

は,SM 叉は DHSM 0.5-1.6γ/cc,PAS は

0.16-1.6γ/cc,INH は 0.03-0.12γ/cc,TBlは

3.1-50γ/ccといわれてい るが, 当教室河田2)

の10%血清加 Kirchner培地 を用 い た実 験 で

は,培地 pH 6.4-6.6,接種商量培地 1cc当り

0.01mg,培養開始後 4週間判定という条件で,

概ね DHSM は 1.25γ/cc,PAS は 0.3137/cc,

INH は 0.06257ソcc,TBlは 25γ/ccの価 とな

っている｡ 所が Tween-albumin培地を用いる

と何れの薬剤 もその光背阻止力 が増 強 され る

が3~6),当教室津久問等の成紡 4)では特 に TBl

は約30倍増強されその MIC は 0.78γ/ccを示

している｡ 又卵培地では,SM や DHSM は加

熱や卵蛋白の吸着により却って力価が減少 し7~

13),その発育阻iil力は1/a-54に減弱す るといわ

れている4)13)｡ しかし PAS,INH はむ しろ2-

4倍発育阻止力が強 くなり,TBlは Dubos培

地と同様30倍前後増強される事3~4,14)が知 られ

ている｡

この様に発育阻止力に対する増強因子や阻害

因子の介入によって MIC はかなり変動し,何

れの培地にノ於ける静菌力が生体内の静菌力に近

い成損を示すかは困難な問題であるが,SM の

例のように培地添加後の薬剤崩壊による力価の

変動 も無視出来ないものがある｡

SM は加熱によって不活性化されるといわれ

ているが9~13)が常温では pH3-7の間で極めて

安定であり15~16),又各種培地に加えられた SM

はかなり長期問安定であるといわれている17)a

又 DHSM は SM より更に安定で,当教室の中

村13)が行 なった卵培地車に合 まれ た SM 及び

DHSM の力価に就いての研究 成緋 で も,保存
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温度 25oC 以下では60日間,37oC では15日間

変化を認めて いない｡PAS も安定度が高 く小

川 18)は 20-25oCで 2ケ月間不変と報告 してい

るが,中村13)の実験でも 5oC で30日間,25oC

で20日間,37oC で15日間力価の低下を認 めな

かった｡INH はアルカ リ性では速か に分解 し

19~20),Dubos培地中で 37oC 6週 間で 5% し

か残 らないという21)｡巾村13)の報告でも5oCで

は60日間殆んど変化はな いが,25oC では20日

間,37oC では10日間で力価が半減する成績を

得ている｡TBlは Kirchner培地中で 37oCに

保存すると約 3週間で次第に力価が低下すると

いわれている17)｡

以上のように文献的には培地中の薬剤の変化

は INHが最 も強 く,SM,DHSM,PAS,TBlは

著明ではないようである｡ しかしこのような諸

成績は一定条件のもとに保存 した薬剤の活性を

化学的若しくは生物学的に定量したものである

が,化学的定量では生物学的活性と必ず しも一

致 しない場合があり,又結核菌を対象とした生

物学的定量法では判定の為の結核菌の培養に長

期間を要するので正確を欠 ぐ憾みがある｡ この

為に結核菌以外に感受性のない薬剤の生物学的

方式による力価の定量は従来極めて困難とされ

ていた｡

そこで著者はこれ等の薬剤を置換培養法で静

菌力をしらぺる事を試みた次第である｡

実験材料及び実験方法

1.培 地

10%牛血清加 Kirchner培地 (pH 6.4-6.6)

2.菌 液

栄研 Dubos培地に 7-10日間培養 した人型

結核菌 H37Rv株を津久問等22)等の栄研 Dubos

培地に於ける培養 目数,生菌単位,Spectroco1-

orimeterの透過率の基準表に基づ いて生理 的

食塩水で稀釈 し,0.1mg/ccの菌液として用い

た ｡

2.被検液の許製

SM 及び DHSM は指示書に従って滅菌蒸滑

水で 1001/ccに稀釈,FAS-Na,INH,TBlは

化学天秤にて秤 量 し,PAS-Na,INH は 70%
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Ethanolで溶解後,PAS-Naは 100γ/cc,INH

は 10γ/cc迄滅菌蒸滑水で稀釈 した｡TBlは

Propylenglycolで10倍即ち 1mg/ccに溶･解稀

釈後 1000C30分間 Koch氏釜で滅菌した｡

4.実験方法

第 1編1)に於けると同様に,内径約 4分 の硝

子キャップ付小試験管10本を並列し,培地を第

1管に 3.6cc,第 2管以下に 2cc宛を注加 し,

第 1管に被検薬液 0.4ccを加えて10倍に稀釈 し

ょ く混和 してから,その 2ccを第 2管へ移 し

以下同様にして第 9管迄順次逓減 倍数 稀釈 し

た｡第10管は薬液を含まぬ対照培地とした｡ こ

のような稀釈列を各薬剤に就 いて 2系列 つ く

り, 1列 は置換培養法を,他の 1列 は置換を行

なわない普通培養の対照列 とした｡

一方先述 2の菌液に滅菌 したV リコン被覆ス

ライ ド (以下 SS)を 3-5分間浸漬 して菌を

吸着させ,これを前記の稀釈 2系列に 1枚宛投

入培養を開始 し,置換列は 3- 4日毎に新 らし

く作成 した同様の薬剤稀釈列の該当管へ SSを

置換 し,対照列は置換せずにそのまま培養をつ

づけ,培養開始 1, 2, 4週間後に判定した｡

5.判定基準

第 1編1)と同様｡

実 験 成 績

第 1編1)の成績と同様 SSC法による肉眼的判

定成績は鏡検成績とよ く一致 した｡そこで実験

成績は肉眼的判定成績のみを表示 した｡又各薬

剤共 3- 4回練返えし実験を行ない,実験 1は

各週毎の判定成績を,その他は4週間培養後の

判定成績のみを記載 した｡

1.SM (表 1)

表中実験 1の成績の如 く,普通培養法及び置

換培養法共に培養 1週間後の成績より培養 4週

間後の成績の方が 1管低 く出ており,しかも普

通培養法と置換培養法との差は第 1週の成績 も

第 4週の成績 も同じであった｡実験 2及び 3は

4週間培養の成績で,置換による差を認めなか

った｡

2.DHSM (表2)

SM と全 く同様の傾向がみられ, 4回繰返え
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第 4 TBl表

5 I N Hした実験の内2回は置換培

養法に於ける方が静菌力が強 くあらわれ,2

回は不変であった｡3.P

AS-Na(表3)表中実験 1の成績の如 く,PAS-Naは第 1週

の判定では極めて低濃度迄発育が阻止され,

その後培養期間が長くなるにつれて次第に増殖を
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かもこの傾向 は普通培養法,置換培養法共に全

く同様にあらわれた｡置換培養法と普通培養法

とに於ける静菌力を比べると置換培養法の方が

強 くあらわれたのは,実験 1, 2及び 4cc･3回

で,実験 3は相違を認めなかった｡

5.INH (表 5)

表 5の如 く普通培養法の場合は TBl と同様

に培養期間が長 くなるに従って MIC が高 くな

る似向がみられるが,置換培養法の場合は第 1

遇の判定成緋と殆んど変りはな く,結局最終判

定 (培養 4週間後)では,置換培養法に於ける

静菌力が普通培養法に於けるより4倍強 く出た

のが2回,2倍強 く出たのが 1回で,差を認め

ざる実験はなかった｡

総 括 及 び 考 按

現在結核化学療法剤として臨床的に繁用され

ている5種の抗結核剤の試験管内静菌作用を著

者の考案 した置換培養法で検索した｡

培養開始後 4週間の判定成精ではSM は 3回

の実験の内 1回のみ置換培養法に於ける静菌力

がより強 く出たが他の 2回 は変 らなかっ た｡

DHSM は 4回の実験の内2回は缶換培養 法 に

於ける方が 2倍強 く,他 の 2回は同 じで あっ

た｡ 従って SM 及び DHSM は何れ も培養車
に殆ん ど力 価 を減弱 しないものと思われる｡

PAS-Na及び TBlは 4回の実験の内2El]は置

換 した方が 2倍強 く他の 2回は変らなかった｡

従ってこれ等 もまた比較的安定な薬剤と考えら

れる｡ しかるに INH は置換 した方が 3回 の実

験の内 2回が 4倍, 1回が 2倍強 く出た｡ この
事は INH が菌の増殖の有無にかかわらず培養

期間l恒こ次第に不活性化される事を物語るもの

である｡

i/1上の成緋は緒言で述べた各薬剤の安定性に

関する諸文献の成緋と極めて よ く一致 してい

る｡

よって置換培養法は抗結核剤のより正 しい試

験管内静菌力の研究方法として,又薬剤の安定

性を知る手段として充分利用し得る方法と思わ

れる｡

次に障換培養法に於ける MIC は一応10,Ob血
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清加 Kirchner培地に於ける各薬剤のより正 し

い静菌力を示す ものと考えられるが,練返し行

なった数回の実験成績 で は,SM 0.625γ/cc,
I)HSM も同じく0.625γ/cc,PAS-Na0.156T/cc,

TB125T/cc,INH 0.0313γ/ccであった｡この

MIC と緒言で述べた普通培養法に よ る標準の

MIC と比べると何れ も殆んど変 りな く,特に

TBlの静菌作用はたとい置換培養法を行なって

も Tween-albumin培地や卵培地に於けるが如

き強い静菌作用を示さなかっ た｡従っ て TBl

の静菌作用が血清加合成培地で著 しく弱いのは

薬剤の崩壊と全 く別筒のものと考えられるので

ある｡

又普通培養法に於いて培養 日数によってMIC

が著 しく変化するものと,そうでないものと2

つの傾向がみられるが,この内比較的変化の塵

い INH 及び TBlの成損を分析す ると,TBl

は置換培養法によって も同様に培養 日数による

MIC の変化が強 く,INH は置換培養法を行な

うと逆に殆んど変化 しない事がわかったので,

後者 INH の場合は薬剤の不活性化によるもの

であり,前者 TBlの場合は然らずして恐 らく

は generationtime (以下 GT)の延長による

ものであろうと推察される｡ 即ち培養の長期化

による静菌力の低下には,薬剤の崩壊と薬剤に

よるGTの延長との2つの因子があり,その何

れに属するかをきめる方法としても揖換培養法

は有力な方法という事が出来よう｡又この為に

は置換培養法は少 く共 2週間以上行ない,出 来

得るなら最終判定は 4週間培養後に行なう可き

と考える｡

結 論

著者の考案 した培地置換培養法によって現在

臨床的に繁用されている Streptomycin,Dihy-

drostreptomycin,PAS,INH 並びに TBlの静

菌作用を検索した所,INH は培養申に著 し く

不活性化され静菌力が減弱 してゆ く事がわかっ

た｡又培養期間が長 くなると発育阻止限界が低

下する原因として,それが薬剤の崩壊によるも

のか,或は又薬剤 に よ る generationtimeの

延長によるものかを判別する上に.培地吊換増養
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法が役立つ事が明らかとなった｡

(潤筆に当り,終始御指導及び御援助を賜わった当教

､窒助手津久間俊次博士と実験に終始御協力を戴いた当

教室東向一郎学兄とに深甚の謝意を表します.)
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