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各種結核化学療法剤の他剤耐性菌に対する静菌作用

[第1編〕Streptomycin,para-Aminosalicylic･acid,para-Acetoa-

minobenzaldehyde･thiosemicarbazone 耐性菌に対する

各種結核化学療法剤の静菌作用

京都大学結核研究所化学療法部 (主任 教授 内藤益-)

神 尾 彰

(昭和33年12月20日受付)

〔内 容 抄 寺〕

抗結核剤11種に対して耐性の無い事を確認した人型

結核菌 H87Rv 株を親株とし,これより種々の抗結核

剤に対する耐性菌を作成し,各種の組合せによる薬剤

併用の効果を,耐性菌に対する他剤 の抗菌作用の増減

の有無の面から検討を加えた｡

本編に於いては Streptomycin(以下 SM),para-

Aminosalicylic-acid(以下 PAS),para-Acetoamin

obenzaldehyde-thiosemicarbazone(以下 TBI)各

耐性菌に就いて10%牛血清加 Kirchner培地 (pH6.4

-6.6)を用い,接種薗量 0.01mg/cc の条件で実験

を行った結果次の成績を得た｡

1)SM 超耐性株 (20,000γ/cc以上耐性)は親株

に比べ Kanamycinに対して僅かながらも感受性増

加の傾向を認めたが,その他の抗結核剤に対しては親

株と同様の感受性を示した｡

2)PAS耐性菌,TBI耐性菌の他種抗結核割に対

する感受性は親株と全く同様であった｡

緒 論

大 気,安静,栄養の 3療法が結核治療の 3原

則 として行われ,何等積極的な療法 の無かった

結核治療 の分野に Streptomychl'(以下 SM),

para-Aminosalicylie-acid2'(以下 PAS),para-

Acetoaminobenzaldehyde-thiosemicarbazo-

ne3)(以下 TBI),Tetracycline4､6)(以下TC),

Isonicotinic-acid-hydrazide7～8)(以下 INAH)

Viomycine9-10)(以下 VM),Cyanacetic-acid-

hydrazidell)(以下 CAH),pyrazinamide12-

13)(PZA),Cycloserine14～16) (以下 CS)等

が相ついで現われ,我国に於 いても内藤17) に

より Sul丘soxazole(以下 SⅠ)が INAH と併

用 して結核症 に対 し有効な事が発表 され,最近

では梅沢18) に より Kanamycin(以下 KM)

が発見 され る等結核化学療法が近代医学の最 も

華麗 な部門の一つ となったのである｡ しか し乍

ら,之等の薬剤について基礎的,臨床的研究が

進むにつれ,その結核菌に対す る作用が殆 んど

静菌的なる為に必然的に耐性菌 を生ず る事が分

り,之が結核化学療法 の長期実施の一大障碍 と

なったのである｡ かかる薬剤耐性 発 現 を 防止

し,短期間で結核治療の効果をあげる目的で考

えられたのが今 日行われている 2種以上 の薬剤

併用療法 である｡ この併用療法 は先ず Smith

& Mcclosky19)の SM十Promin 併用,Mト

ddlebrook&Yegian20)の SM+Sulfonamide

の併用に始 まり,その後次々と抗結核剤が現わ

れ るに従って種 々の併用法 ,即 ち Tempe131)

等 によるSM+PAS併用法以下,INAH+FAS

22),SM+INAH23),SM+TC24~25),INAH+PZ

A26) 等の併用法 が次々と行われ, 私共の教室

に於 いても INAII+SI17),27)I,TBI+TC28)の

併用法が優秀 な効果を現わす事 を発表 した｡

かか る薬剤併用療法 の目的の一つは結核菌の

薬剤耐性化の遅延であり,他 の一つは治療効果

の増強である｡後者 の治療 効果の増強に就 いて

ほ前述の併用法 に於 いてはそれを行った夫々の

研究者が相乗作用乃至相加作用を認めている｡

一方 PZA が 一 定 の 耐性慶 (5-15γ/cc
INAH 耐性 )を有する INAH 耐性菌に対 して

感受性菌 より強い静菌力を示す事が Perry29)

に より報告 され,貝田30)は Kirchner寒天培

地 を用い,SM 耐性菌に 対す る INAHの 静菌

作用に就 いて試験管内実験を行 い,INAH は感

受性菌 より SM 耐性菌に 対 して 強い静菌力を
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示 したと報告 した｡ 当教室の石上3日 は INAH

+SI併用療法 の作用機作の一つとして,SIは

INAH感受性菌 より INAH耐性菌 (50γ/cc

以上耐性 )に対 してより強い静菌力を表す事を

発表 した.叉臨床的立場 より=芳賀32) は SM 高

度耐性菌を排出 している 患者に INAHを投与

すると,SM 耐性菌の割合が減少 したり,高度

耐性菌が見出されな くなる例が29例中11例あっ

たと述べている｡

之等諸氏の試験管内実験成績や臨床例の報告

よりして,著者は薬剤併用による治療効果の増

強或いは耐性化遅延の-因子 として 1剤に耐性

化 した菌の発育を,併用 して居 る他剤がより強

く抑 える場合 も考えられるのでほあるまいかと

想像 して見た次第である｡そこで著者はこの点

を系統的に検討するぺ く現在抗結核剤 として使

用されている11種類の化学治療剤に就いて先ず

それ等薬剤に対-する耐性菌を作成 し,その各々

の耐性菌に対す る他種化学治療剤の静菌作用を

親株の感受性菌のそれ と比較 し,種々の組合せ

による薬剤併用の効果を,耐性菌に対す る抗菌

作用増減の有無の面か ら検討する事 を 企 図 し

た｡

本編に於 いては先ず SM,PAS,TBIの3種

の抗結核剤の耐性菌に就いて実験を進めた次第

である｡

(附記)ここに云 う耐性菌の意味は試験管内で

親株である所謂感受性菌の増殖抑制に要する薬

剤の最低濃度 よりこの菌の増殖抑制に要する最

低濃度が有意の差で高い時耐性菌 としたのであ

って,例えば SM 10γ/cc 以上の濃度で結核

菌の増殖抑制が見 られない時之を耐性菌 とする

と云 う様に一定の基準を設けて耐性 と云 う言葉

で表現 したのではない｡

実 験

(A)耐性菌 (以下 H37RvR株 ) 作成に関

する実験

耐性菌作成に当り,親株 として11種の抗結核

剤に耐性の無い事を 確認 した H37Rv株を使用

し,10.%牛血清加 Kircbner培地 と 1%小川

卵培地を適時使用 した｡

京大結研紀要 第 7巻 第 2号

Ⅰ.実験材料

1) 培 地

i)10%'牛血清加 Kirchnar培地

成書に記載 された如 く基汁亨夜を作成 し,90cc

宛 ｢硝子キャップ｣付 コルペンに分注 し,常法

の如 く蒸気滅菌 したものに細菌炉過器にて無菌

とした牛血清 10ccを加え,56oC分加温 した

後拒卵器に48時間~放置 し,無菌的なる事を確め

た後使用 した｡ 最終培地 pH は 6.4-6.6で

ある｡

ii) 1.%小川卵培地

成書に記載 された如 くに して作成 した｡

2) 薗浮涛液

H87Rv株の感受性菌 (以下 H87RvS株)を

10% Kirchner培地に培養 し, 表面に形成 し

た薗膜の一白金耳を更に同培地表面 に 浮 済 さ

せ,10日間培養 し充分菌膜をはらせた後,その

薗膜を数白金耳滅菌 した/ト硝子球入 り小川コル

ベンに採取 し,可及的細 く菌塊を磨砕 し,滅菌

生理的食塩水を加 え,予め死薗により作 られた

榛準薗液 と比濁し,約 2mg/ccの菌液を作成

した｡

∬.耐性菌作成方法及び其耐性の強さに就い

て,

i)SM 耐性菌

SM 100γ/cc含有 Kircbner液体培地を作

成 し,滅菌 した ｢硝子キャップ｣付大型試験管

3台〉5本に夫々 5cc 宛分注 し,前述の如 くし

て作成 した薗液を駒込ピペッ ト(1cc 22-25

潤)で 5滴宛接種 し,培養 4週後管底にある菌

を充分滅菌生理的食塩水で洗い,夫々 1.%小川

培地に接種 し,約 1ケ月後に増殖して来た単一

コアエーを5株程度別々に接取 し,その各 コロ

エーに就いて別々に 10%血清加 Kirchner培

地に浮済 させて菌膜をはらせて増薗した後,接

種薗量 0.01mg/ccの条件で10.%血清加 Kirc

hner培地で耐性検査を 行った所,第 1表に示

す如 く SM 20000γ/cc含有培地に倍増殖する

耐性菌を得た次第である｡即ち H37RvS株に此

し約 1万倍の耐性を獲得 した事になる｡
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実験条件 pH 6.5の100/0Kirchner培地,接種薗量 0.01mg/cc,4過判定

(註) MIC----発育阻止最小濃度 (以下同

じ)iDPAS耐性菌Step

byStep法により行った｡即ち最初は10γ,5γ,…....0.039γPAS含

有 の 1.%小川培地 の倍数稀釈列を作成し,前

述の如 くして作成 した約 2mg/ccの菌液を駒込ピペッ ト

にて2滴宛接種:し

,約 4週後に増殖して来た単一 コロ--の中 PAS含有濃度の最 も高 い培地に増 殖したものを採取 し,10%血清加 Kirchner培地に浮辞 させて菌膜をは らせて

増薗 した後,更に PAS含有度の高い小川培地に接

種する｡ 同様の操作を繰返す事約 6回にて 5

0γ/ccFAS含有小川培地に庸増殖可能の菌を得

た｡ この菌の10.%血清加 Kircllner 培

地での耐性度は第2表の如 くである｡第 2表 H3

7RvR-PAS株の耐性度実験条件 第

1表に同じ∴ i,I,:-:_:-17-:--:-i一･ ∴ :_- / ~二 一: ∴ : ∴ -二_

iii)TBI耐
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第3表 H87RvR-TBI株の耐性度

京大緒研紀要 第 7巻 第 2号

実験条件 第 1表に同じ

(註)PG の静菌力の影響をさける為,TBIを 40mg/ccの割合

に加温溶解して使用す｡(B)耐性菌に対

す る諸種抗結核剤の静菌作用に関す る実験Ⅰ.実験材料及 び実験方法

i)培 地前述 した10.%牛血清加 Kirchner

培地 を用いた｡ii)検体溶液滅

菌 アンプレ入 りの SM,VM,CS,SI,KMは 何づれ も滅菌

蒸潜水 にて 無菌的に 溶解稀釈し,FAS,INAII,C

AH,TC,PZA は化学天秤 にて秤量 し,

70.% AIcollOlにて溶解滅菌後滅菌蒸滑水にて稀釈 した｡T

BIは PGにて加温溶解後,100cc15分間加熱

滅菌 して使用 した｡iii)薗浮済液H37RvS株 H87RvR 株共 (A) Ⅰ 2)の

項で述べた と同様の操作で菌浮王穿液 を作成

し,予か じめ死

薗に より作 られた標準薗液 と比濁 し,約 0.5mg

/ccの薗液 を作成 した｡iv)実験術式滅菌

した ｢硝子キャップ｣付小試験管33) 10本 を試験管

立 に併列 し,第 1管 には培地 3.6cc,被検液 (被検最高濃度 の10倍濃度 )0.4ccを

加え,第 2管以下には培地各 2ccを注加す る｡

第 1管内容を滅菌 ピペッ トにて よ く混和 し,そ

の 2.0ccを第 2管に移す｡ 以下同様に して第9管

迄倍数稀釈 を行 った｡第10管は薬剤を含 まぬ対照

培地 とした｡ 次に前述 の 0.5mg/ccの菌液 を駒込 ピペッ ト(1cc22-25滴 )で 1滴

宛接種 し醇卵器に納めた｡接種菌量 は培地1c

c当 り約 0.01mg である｡Ⅴ)判 定

培養開始後 4週終迄各週毎 に其 の発育状態 を肉眼

的に観察 した｡その基準は,(-)仝 く発育を認めぬ もの,(十)軽度発育,(≠ )中等度発

育, (-肝)高度発育 (何れ も薗膜形成 の有無

より総発育薗量 をもって判定 ) とし, (-)

と認めた最小 濃度 を発育阻止限界濃度 とした｡

最終判定値は INAH は 2週間値, 他 の薬剤はす

べて 4週間値 を 採用 した｡之 は INAH は速かに

耐性菌が 出来, 叉当教室 の伊藤 35) も述べ てい

る如 く液体培地 で pH7.0以上 では

2週間後 には INAH が大部分破壊 され判定が

不確実 となる等 の理 由に よる｡Ⅰ.実験成績

可及的実験誤差 を避け る為, 2

回 実 験 を 行い, 2回共差異 を認めた ものを有意 のもの

とした｡1) H37RvR-SM 株

H37RvR-SM株 の他動 に 対す る感受性 を H37

RvS株 と比較 した成績は第 4表 の 如 くで ある｡表 の

如 く SM 超耐性株は KM に対 して 第 1固は O.3
13γ,第 2回は 0.625γで発育阻止 され, 対鷹 の

H37RvS株 の MIC が 第 1回0.62
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(註)表の数値は何れも M

IC(γ/cc)を示す｡以下同じ

｡倍 PAS,SIに対▲しても 1回は H37RvS株

より感受性を増す成績を得たが,他の 1回

は同様の成績を得ているのでさしたる差は

ないものと考えられ

る｡ 他 の薬剤に対 し̀ては感受性の差を認めなかった｡

2)H37RvR-PAS株H37RvR

-PAS 株 の他剤に対す る 感 受 性 をH37R

vS 株 と比較 した成績は第 5表の如 くである｡

第 5表 H37

RvR-PAS株の感受性実 )

＼ - 薬剤 i験 嵐 妄＼ ､巨sM秩 TBI VM

即ち H37RvR-PAS株は SM に 対

し1回は 1管の差で H37RvS株に比べ感受性低下の成績

を得たが,他 の 1回及びその他 の薬剤については

同様の成績を得ているので有意の差はないも

のと考えられる｡ 3)H37RvR-TBI

株
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低下叉は増強を認めたが,他 の 1回及びその他

の薬剤については同様の成績を得たので感受性

に有意 の差 はないものと考 え られ る｡

総括並びに考接

SM,SAS,TBIの3種 の抗結核剤の耐性菌に

就 いて夫々他の抗結核剤に対す る感受性を種 々

の方法で 感受性菌 と比較 した 文献は 非常に多

い｡以下之等 の主 なる文献 を耐性菌毎にあげて

著者の実験成績 と比較検討 してみる事 とす る｡

1)SM 耐性株 の地割に対す る感及性 の検討

PAS,INAH,TBI,VM に ついて柳沢36)紘

VM に対 してのみ 1管の差でやや感受性低下 の

成績を得ている他 は感受性 の差 はないと述べ,

小酒井37)は PAS,TBIに対･し感受性 の差 な し

と報告 している｡ 佐藤38)はVM に 対て しはや

や感受性が低下すると述べているが,河盛39),

高階40)等 ほ同程度の感受性 を示す と報告 してい

る｡ 又築山41)は超耐性株 (Frankfurt株)では

INAHに対 し若干感受性が低下す ると述べてい

るが,堀42),Hobby43)等 は 感受性 の 差 を 認 め

ていない｡ その他 PZA に対 してほ神頭44)が,

SIに 対 してほ 内藤17),小川45),帝藤46)等が,

CAH に対 してほ Hartl,47)高尾48),等 が CSに

対 し̀ては Barclay14),Cuckler15),Cummings

16),等が TC に対 してほ Hobby6)が,KM に

対･しては柳沢49)が感受性菌 と略々同様の感受性

があると報告 している｡

之等 の成績を一括す ると,SM 耐性株に対 し

静菌力を強 める様な抗結核剤は見当 らず,INAH

に於 いては築山が,VM に於 いては佐藤等がや

や感受性が低下す る成績を得ているがその差は

僅か 1管程度 で ある｡著者はISM 起耐株 を用

いたのであるが,前述 の実験条件で行った成績

では INAN,VM に対 しても特 に感受性 に有意

の差 を認めなかった｡ 唯 KM に対 してほ1管

差 ではあるが 2回共感受性 が強 まる成績を得た

が,之は 20,000γ以上耐性 の 株であ り,柳沢

は H2株 1,000γ耐性 の菌で感受性 の差 を認め

ていないので, この僅かの差は耐性慶の差や薗

種差等が原因では ないか と考えられ る｡

2)PAS耐性菌の地割 に対す る感受性 の検討
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SM,INAH,TBI,VM について柳沢36)紘

VM に対 して 1管 の差でやや感受性低下 の成績

を得 ている他は感受性 の差はないと報告 し,之

に;称し高階40)は VM も略}{同様の 感受性 を 示

す と述べ, 坂井50)は SM に対し僅かではある

が感受性 の増強,INAIJ,TBIに対 してほ感受

性 の低下を認めている｡その他 Pansy51)等は

INAHに対･し同様の感受性 を示す と述べ,佐藤

38)は VM に対･し感受性がやや低下す ると報告

している｡PZA に対 してほ神頭44)が,SIに

対 してほ内藤17',小 川45),斉藤46'等が同様の感

受性 を認めてお り,坂井50)は少 し感受性 を増す

と報告 している.CSに:称しても Barclay14㌦

CucklerlB)等は 同様の 感受性 を認めてお り,

KM に 対 しては 柳沢49)が,TC に 対 し て ほ

Hobby6)等が感受性 の差 のない事 を報告 してい

る｡

之等 の 報一告を 一括 してみ ると,PAS耐性菌

に対 して感受性 を増す成績を報告 したのは坂井

で,SM と SIに対 して僅かに増強の傾向を認

めている. 他方 VM に対 して ほ佐 藤 等が,

INAH,TBIに対･しては坂井が軽度感受性 の低

下を報告 している｡著者は之等の報 告 を 考 慮

し,前述の条件で実験を繰返 し感受性 の差 の有

無を検討 したが,何れの薬剤に就 いても有意 の

差 を認めなかった｡

3)TBI耐性菌の他剤に対す る感受性 の検討

SM,PAS,INAHに来｢しては金井52)は同様の

感受性 を元す と述べ,高階40)も同様の成績を報

告 し,INAH に対す る 後藤53)の報告 も同様で

ある｡ VM に対 しても高階40)は有意 の 差 を認

めていない｡

その他 の抗結核剤に対す る感受性 に就 いての

報告は著者 の渉猟 した文献には見当 らない様で

あ る｡

之等諸家の 報告を見 ると,TBI耐性菌に 就

いてほ感受性菌 と比べ特 に他動に対す る感受性

の差はない様であ り,著者 の行 った実験成績 も

諸家 の報告には見 られない PZA,SI, CAH,

CS,TC,KM 6種 の抗結核剤を含めて何れの

薬剤に 対 しても感受性 の 差は 見出されなかつ
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た ｡

以上述べた如 く SM,PAS,TBI各耐性菌 の

他種抗結核剤に対す る感受性を感受性菌 と比較

検討 した諸家の成績は一部 の研究者は僅かの感

受性 の増強乃至低下を認めた薬剤を報告 してい

るが,感受性菌 との差は僅少であり,著者 の実

験 では有意の差はない様である｡唯著者は H37

RvS株 より作成 した 20,0(氾 γ以上耐性 の SM

起耐性株に於 いて KM に対 し感受性 の 増加を

認 めたが,その差は 1管程度であり,感受性増

強 と云っても極 めて僅少の差 と云えよう｡併 し

なが ら著者 の実験に於 いて 1管差 と云 えはその

中に含 まれている薬剤量 は倍量差であり,従 っ

て僅 かの感受性低下 を示 した場合･でも臨床的に

応用す る場合はそれに応 じ薬剤投与量 を増加す

る必要があるわけであ り,叉感受性が増加す る

場 合はそれだけ患者に有利 となると考 え られ る

ので,耐性菌 の感受性 の増減 と云 う問題は我 々

臨床にとって重大関心事であるわけであり,令

後 と.も充分 なる検討が必要 と思われ る｡

積 論

抗結核11種 に対 して耐性 のない事 を確認 した

人型結核菌 H37Rv株 より SM,FAS,TBI各

耐性菌 を作成 し,10.%血清加 Kirchner 培地

(pH6.4-6.6)を用い, 接種菌量 0.01mg/cc

とし,他種･抗結核剤に対す る感受性 を系統的に

親株 の H37Rv感受性株 と比較検討 し次の結論

を得た｡1)SM 起耐性株 は KM に対一し僅 かなが らも

感受性増加 の傾向を認めたが,その他 の 9種 の

一抗結剤に対 しては感受性 に有意 の差 を認めなか

った｡

2)PAS 耐性株 に就 いてほ10種 の抗結核剤に

対 して親株 と感受性 の 有意 の 差 を 認めなかっ

た｡

3)TBI耐性菌に就 いても PAS 耐性菌 と同

様 であった｡

(閣輩するに当 り終始御指導,御援助を賜った津久

問博士に深謝の意を表します｡)
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