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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2編〕Isonicotinic-acid･hydrazide,Cyanacetic-acid山ydrazide

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 録〕

第 1編に速べたと同様の観点に立って,同様の方法

で Isonicotinic-acid-hydrazide(以下 INAH),Cy-

anacetic-acjd-hydrazide(以下 CAH)各耐性菌に就

いて実験を行った｡尚 INAH 耐性菌は Catalase陰

性菌 と陽性薗とに分けて各耐性菌に就いて他種抗結核

剤に対する感受性を親株と比較した結果次の成績を得
J･>
I-o

1) INAH耐性菌の他項抗結核斉田こ対する感受性は

Catalase陰性菌に於いては Pyrazinamide,Sulfi-

soxazole,Kanamycinに対して多少共増強する傾向

があ り,Streptomycin,CA仁,Viomycin,Cyclose-

rineに対し多少共低下する傾向向が見られた｡ 一方

catalase陽性菌に於いては PASに対して多少共増強

する傾向,Streptomycinに対して多少共低下の傾向

を認めた｡

2) CAH 耐性菌は10%血清加 Kircilner培地を用

いた増量継代培養法で 125γ/cc以上耐性の菌は分離

し得なかったが,この INAH 薗はに対し軽度の感受

性低下を認められ,他の抗結核斉胴こ対しては親株と同

様の感受性を認められた｡

緒 論

各種結核化学治療剤の併用に より治療 効果が

増強 され る作 用機構 の一 つ として,第 1編 に於

いて記載 した如 く,Perry,石上 , 貝 田等 の報

告 よ りして著者 は耐性菌 の他種抗結核剤に対 す

る感受性が親株 の感受性菌 より増強 され ると云

う機構 の存在 を想像 し,それが どの程度 の普遍

性 をもって働 いているものかを Streptomycy

(以下 SM), para-Aminosalicylic-acid (以

下 PAS), para-Acetoaminobenzaldehyde-

thiosemicarbazone(以下 TBI)各耐性菌 につ

いて実験検討 を加 えたが,今回は前編 に引続 い

て H87Rv感受性菌 (以下 H37RvS株 ) より得-

た Isonicotinic-acid-hydrazide(以下 INAH),

Cyanacetic-acid-hydrazide(以下 CAH)各耐-

性菌 に就 いて検討 を加 えた次第 である｡

1952年 Steenken,1)Elmendorf2)等 に より

報告 された INAHは試験管 内 抗菌力が SM よ

り造 かにす ぐれ副作用が極 めて少い事 か ら非常

な注 目を浴 び,その後各国研究者は各種 の誘導

体 に就 いても研究 を進 め,今 日種 々の誘導体が

INAHと共 に臨床方面に も使用 され るに至 った

のである｡ ここに あげた CAH は INAH 誘導

体 とは云 えないが, 一 種 の Hydrazideであ

り, この ものはスペイ ン, スイス方面で とりあ

げ られ,その後主 として欧 洲諸 国で試み られ,

我 国に於 いて も一部 の研究者に より基礎 的,疏

床的研究がなされ ているが,Seymour3),Vis-

cber4),高尾5),河崎6)等 に よると,試験管内抗

菌力は INAHより著 し く劣 る様 である｡

INAHはその後基礎 的,臨床的研究が進むに

つれ,各研究者に より速かに耐性菌 を生ず る事

が分 り,且 つその耐性菌 に よって動物実験が行

われ るに及 び,INAH耐性菌 は多 くの場 合マウ

スに対 す る毒力が減弱 している事 が 報 告 され

Tt9),MitchisonlO) は INAHの耐性壕 と毒力の.

強 弱間に一定 の関係が あ り,高度耐性菌 となる･

に従 い毒力 が減弱す る傾 向あ りと述べ ている｡

この事 は叉臨床的立場 よ り INAH 耐性菌 を 排

出 している患者 に 於 いて INAH 投 与後或 は投

与 中に於 いても高度耐性菌 が歴 々消失す ると云

う多 くの報告 11～14)と共 に多 くの研究者 の 注 目

す る所 となったのである｡INAHに耐性 を獲得

す ると毒力が減弱す る一 因 と して Fisber15)紘

INAH 耐性菌 は 感受性菌 と異 な り heminを
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"growthfactorHとして 要求する事をあげて

いるが, この事は Cohn16)等に よれば INAH

耐性菌は catalaseを産生 しない為 と説明 して

いる. この INAH 耐性菌の 毒力低下の問題は

それ迄 SM,PASの耐性菌に 毒力低下がみら

れ ない為17～21)非常な関心を集め,この毒力低下

が臨床上みられるの INAH 耐性復帰の 現象の

一つの説明に用いられたのである22).

著者はかかる 点に着 目して INAH 耐性菌を

Catalase 陰性の高度耐性菌 (以下 H87RvR-

INAH O株)所 謂 t一弱毒株"と倍毒力の 強い

catalase陽性の低耐性菌 (以下 H37RvR-1N-

AH◎株 )の 2種に分けて考え,夫々の耐性菌

を作成 し, この 2種の INAH 耐性菌の間に他

種抗結核剤に対する感受性に差がないものかと

考 えた次第である｡

一方叉 CAH は Peron23),Christensen別)の

葦拭験管内の実験及び臨韓報告にもみ られ る如

く, Hydrazide 系のも ので ありなが ら高度

の耐性はできに くいものとされて い る｡ 即 ち

Peron28)等は頻回の試験管内実験に於いて 150

7/CC以上の耐性菌の分 離は不成 功に終ったと

報告 しているし,Christensen飢)等は臨床的に

CAH投与数 ヶ月継続の患者に於いてみるべ き

耐性の上昇を認めていない｡ この為か CAH耐

性菌の他擾抗結核剤に対す る感受性を系統的に

検討 した報告は著者の渉猟 した文献に於 いては

重 く見当らない様である｡

本編に於いては以上述べた観点 よりしてH87-
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RvS株 より作成 したをH37RvR-INAHO株 と

H37RvRJNAN ◎株 及 び CAI{耐性菌 (H37-

RvR-CAH)株に対す る他種抗結核剤の静菌力

を H37RvS株に対す るそれ と比較検討を加えた

次第である｡

実 験

〔Aコ 耐性菌 (H87RvR株)作成に関する実験

Ⅰ.実験材料

1) 培地

2) 薗浮溶液)第 1編参照

∬.耐性菌作成方法及び其耐性の強さに就い

て,

1) H87RvR-INAH ◎菌

可及的に菌の populationを一定にする為,

1%小川培地を用い単一コロニーを分離 した｡

即ち 1γINAH含有 1%小川培地を作成 し,第

1編 〔A〕I.2)の項で述べた如 くに して作成

した約 2mg/ccの菌液を駒込ピペッ トにて 1

滴宛接種 し,約 4過後に増殖 して来た単一コロ

ニーを 5株程度別々に採取 し別個に10%血清加

Kircbner培地に浮渉 させて薗膜をはらせて増■

薗 した後,接種薗量 0.01mg/ccの条件で10%

血清加 Kircbner培地で 3回耐性検査を施行 し

た｡ この中で何れも安定 した 10γ前後の耐性慶

を示 し,その薗膜 と過酸化水素 とを混和する方

法25)により catalase陽性なる事を確認 した菌

を得たので,之を H37RvR-INAH(事件 とした｡

その耐性慶を示す と第 1表の如 くである｡ 即ち

第 1表 INAH耐性菌の耐性度

実験条件 10%牛血清加 Kirchner培地 (pH6.5),接種薗量 0.01mg/cc 2週判定

12.516.25I3.13 o･78I0･39l対照履蔓巨F(･MltFcSJ､
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親株 と比べ200倍程度の耐性を京している｡

2) H87RvR-INAH ∈)秩

前述の H37RvR-INAH ㊥ 菌で作成 した約 2

mg/ccの薗液を駒込 ピペッ トにて2滴宛 10γ

INAH含有小川培地に]妾覆 し,約 4週後に増殖

してきた単一 コロニーを採取 し, 10.%血 清加

Kirchner培にて革膜をはらせて増菌後,この

菌を用いて約 2mg/ccの薗液を作成 し, 駒込

ピペッ トにて 2滴宛 50γINAH 含有小川培地

に接種 した｡約 4週後に菌の増殖を認めたので

単一 コロニーを5株程度別々に採取 し,10%血

清加 Kirchner培地で増殖後,前項 と同様の方

法で夫々の 株に ついて catalase反 応を検査

し,catalase陰性なる事を確認 した菌を得た

ので之を H37RvR-INAHC)株 とした｡ この耐

性度は第 1表に示した如 くであって,親株 と比

べ 800倍鯵度の耐性を示 した｡

3) CAH 耐性株 (H37RvR-CAH 株)

CAH は卵培地に 於いては加熱凝固操作によ
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り防止力が著 しく低下する事がChristensen24㌧

M.Barnett26)等により報告 され,私共27)も之

を確認 している｡ 従って著者は増 量継代 培養

法28～29)により耐性菌の作成を試みたのである｡

即ち第 1編 〔B〕 Ⅰの項に述べた如 くに して

CAH 含有10.% Kircbner培 地培数稀釈列を作

成 し,H37RvS株 より作成 した約 0.5mg/ccの

薗浮涛液を2滴宛滴下 し酵卵器に納めた｡培養

4-5週後に判定 して薗発育を認めた最高濃度

の培地 より菌をとり,この薗により新 しく薗液

を作成 し次代に桔継いだ｡か くの如 く同様操作

を以て実験を繰返 し, 4-5週毎に順次高濃度

の薬剤を含有する培地に継代培養 しこ｡

増量継代培養 3代目より耐性の上昇が認めら

れ,以後引続 き7代迄継 代 培 養 を続けたが,

125γ/cc以上の耐性菌は得られなかった｡その

耐性度は表 2の如 く親株に比べ 4倍程度の耐性

であった｡

第 2表 CAH耐性菌の耐性度

至実験条件第1表に同じ,4週判定
＼fAH濃度γ/cc 125162.5i31.3

H87RvS株

H37RvR-CAH 株

〔B〕 耐性菌に対する諸種抗種抗結核剤の静

菌作用に関する実験

I.実験材料及び実験方法

培養基

被検薬剤溶液

結核菌浮源液 ′′第 1編参照

実験術式 も
1

成績判定 ノ

丑.実験成績第

1編にも述べた如 く,可及的実験誤差を避け

る為実験を 2-3回繰返 し, 2回以上差が認め

られたものを有意 とした｡

1) INAH 耐性菌の感受性検査成績

その成績を示すと第 3表の如 くである｡

之によると H37RvR-INAH㊤株 と H37RvR-

INAHej株 とに於いて,感受性に若干の差が認

められる｡ 即ち Pyrazinamide(以下 PZA),

Sulfisoxazole(以下 SI),Kanamycin (以下

KM)の 3種の薬剤に対 してほ H37RvR-INAH

C)株は 1-2管差で H37RvS株 より 感受性が

増加 して いるが,H37RvRIINAH ㊤株 に 於 い

ては 有意 の 差を認め ない｡PASに 対~しては

RH37Rv-INAH㊤株に於 いて僅か 1管差程度で

あるが 3回共感受性を増加す る成績を得たが,
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第3表 INAAH 耐性菌の他種抗結核剤に対する感受性

実験条件 10%午血清加 Kirchnre培地 (pH6.5),接種菌量 0.01mg/cc 4週判定

実験車 忘 忘 -㌔-㍗

〔註〕 表の数値は発育阻止最小濃度 (γ/cc)を示す｡

H37RvR-INAH O株 に於 いて は 1回 かか る傾

向 を認 め たのみであった｡ 所が逆に CAH に

対~しては H37RvR-INAH O株は H37RvS株 に

此 し感受性が 1-2管差 で低下 して い た が,

H37RvR-INAH㊤株 に於 いては有意 の差 は認 め

られなかった｡Viomycin(以下 VM),Cyclo-

serine(以下 CS) に対 しても幾分 かか る傾向

が見 られた｡SM に 対 してほ INAH耐性は両

者共幾分感受性低下 の傾向があった｡

TBI,Tetracycline(以下 TC)に就 いては

有意 の差は認 め られなかった｡

2) CAH 耐性菌 の感受性検査成績

その成績 を示す と第 4表 の如 くである｡

第4表 CAH 耐性菌の他種抗結核斉即こ対する感受性

実験条件 第3表に同じ,INAH のみ2週判定,他は4週判定

〔註〕 表の数値は第3表と同じ即ち INAH に

対 し̀て CAH 耐性菌は 1-2管差 で感受性が低下 する成績 を得たが,他 の薬剤 に

対 してほ何れ も感受性の変化 を示さなかった｡

総括並びに考接先ず INAH 耐性菌 の他才

聾抗結核剤に対す る感受性 を調べた諸家 の報告 を一

括 してみ ると以下 の如 くである｡ Middlebrook3

0)は SM,石上31)は PAS,Szybalski32)紘 SM,FAS,VM,TC

,Hobby33)等 ほ TC,Ehrlic
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管差 と云 う軽度の ものである｡ 叉 Cummings

37),Barclay38),堂野前39)等 ほ CSに 対 して 略

々同様の 感受性 を 示す と述べ,Yeager40)等ほ

INAH 耐性菌は やや感受性が 低下す ると報告

している｡以上諸家の報告ではSM,PAS,TBI,

VM,CSTC に 就い てほ 感受性菌 と比べ て

INAH耐性菌は 研空者に より多少の 差 はある

も略}{同様の感受性を示す様であり,著者の作

成 した H37RvR-INAH e)株の実験成績 も SM,

VM,CSに就いて幾分感受性低下 の傾向を認め

たが, その差は僅か 1管差であり,他 の PAS,

TBIに対~しては有意を認めなかった｡

一方 H37RvR-INAH ① 株 の感受性の報告は

諸家の報告が殆んどすべて著者の H37RvRJN-

AHO 株 に属する 所謂 Catalase陰性株に つ

いての報告で あるので, その成績を そのまま

H37RvR-INAH ㊤株に属する所謂 catalase陽

性株の感受性成績 とするわけには行かない｡著

者 の行った H37RvR-INAH ㊤ 株 の感受性成績

は TBI,VM,CS,TC に就いてほ感受性菌 と

有意 の差は見 られなかったが,Shtに対 してほ

幾分 の感受性低下 の傾向が見 られた｡ PASに

対~しては H37RvR-INAH ㊤ 株は 1-2管差で

はあるが毎回感受性が軽度増強する成績を得た

が,H37RvR-INAH∈)株では 3回実験を行 い 1

回かかる傾向を認めたのみであった点興味ある

成績 と云えよう｡

CAH に対 してほ Hart141),Barnett42),Se-

ymour3),河崎43)等が高度耐 性株で何れも軽

度の交叉耐性を認めている｡ 著者 も H37RvR-

INAHG)株では同様の成績を得たが,H37RvR-

INAH㊤株 では有意の 差 を認め ないので,

catalase陰性菌に於 いて始めて軽度の交叉耐性

が生ず るものと考えられる｡

PZA に就いてほ Perry44)が Tween-Albu-

min培地 を用い一定 の耐性 (5-15r INAH耐

性)を有する INAH 低耐性菌は PZA に対 し

感受性が増強すると報告 して以来,注 目された

のであるが,岡野45)はかかる傾向は認め難 いと

報告 している｡高度 INAH 耐性菌の感受性 に

ついては神頭46)は 10% 血清加 Kircbner培地

を用い感受性菌 と略々同程度 の感受性であった
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と報告 し, 安井47)は Frankfurt株の INAH

耐性菌でむ しろ感受性低下を報告 している｡ 著

者 の成績は H37RvRJNAH㊤株では岡野 と同様

感受性菌 と同様の感受性を云 したが,H37RvR-

INAHO株では 1管差の僅 少差ではあるが感受

性が高 まる成績を得た｡

SIに対する感 受性 検査に就 いてほ小 川48),
斉藤49)等が卵培地 を用い略々同 様の感受 性 を

示す と報告 しほいるが,石上31)紘lo.%血清加

Kirchner培地で INAH 耐性菌 (50T以上耐

性 )で感受性が増強す ると報告 している｡SIの

抗菌力は種々の因子により動揺 しやす い50)ので

実験条件を可及的に一定に し検討を加えた著者

の成績でもH37RvR-INAH C)株では 1管程度

の差ではあったが感受性 の増加を認めた｡併 し

なが らH37RvR-INAH㊥株では 有意の差 はみ

られず, 前述 した PASの成績 と比べると多少

とも反対傾 向が見られた｡

KM に対する感受性に就いてほ目下の所当教

室 の行った報告51)の他には報告がみ られない｡

著者の成績では H37RvR-INAH O株は軽度の

感受性増加を認めたが,H37RvR-INAH㊥株に

京紅､ては有意の差は認め られなか った｡

以上 の成績を総拒す ると,H37RvR-INAHO

株 は PZA,SI,KM に 対 し,H37RvRJNAH

㊤株は PASに対 し夫々多少共感受性増加の増

向が見 られたが,之は INAH+PZA,INAH+

SI併用法 の作用法 の作用 機構の一 端を示すも

のとして PZA,SIが何れも酸性培地で静菌力

が増強 され る点 と共に興味ある成績 と云 える｡

それ と共に KM+INAH 併用法 に 就いても考

慮の余地 を残 した と云えよう.箇 PASもむ し

ろ INAH低耐性菌に三好して 静菌力が強い成績

を得た事は INAH+PAS併用法 の 作用機構に

就いて今後倍検討する余地がある事を示 したも

のと云 えよう｡

之に反 し SM,VM,CSに対 しては同等 もし

くはやや感受性の低下を見ているので之等の薬

剤 と INAH との併用は著者の 実験成績か らは

革 に有利ではない様に思われる｡

次に CAH耐性菌の他種抗結核剤に対す る感

受性 の報告は諸論で述べた如 く見かけない様で
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ある｡ 従ってここでは著者の成績を検討 して見

る事 とする｡

●
CAH は Hydrazide誘導体 と考えられ,前

述の如 く catalase陰性 INAH耐性菌は CAH

に対 し感受性が 低下するので,CAH 耐性菌の

INAH に 対す る 態度が 注目されたが, 何分

CAH 耐性菌 と云っても耐性慶が極めて低いも

のしか得 られない点に難点がある｡ 併 し実験を

行ってみると1-2管差ではあるがINAHに対･

し感受性低下傾向を認めたので,CAH,INAH

は互に軽度ではあるが交叉耐性があ云るとう事

が出来 よう｡ この事は将来更に種々の化学治療

剤ができた時,その化学構造式が互に一部類似

している時は 多少共交叉耐性を 生ずる怖れが

ある事を 暗示する興味ある 所見 と云える｡ 倍

INAH 以外の 薬剤に 就いてほ 耐性慶の低い関

係 もあり,感受性に有意の差が認められなかっ

た ｡

積 輪

著者は 第 1編に引続き Hs7Rv感受性菌 より

作成 した INAH,CAH 各耐性菌に就いて10%

牛血清加 Kirchner培地 (pH6.5)を用い,接

種薗量 0.01mg/cc の条件で他種抗結核剤夫

々10種に対す る感受性を 親株 と比較検討 した

結果, 次の結 論を 得た｡ 備 INAH 耐性菌は

catalase陰性菌 と陽性薗 とに 分けて考え,夫

々の菌株について感受性検査を行った.

Ⅰ)INAH 耐性菌

catalase陽性菌 と陰性菌 とに 於 いて若干感

受性 の差がある事が分った｡即ち

1)Catalase陰性菌は PZA,SI,KM に対 し

多少共感受性が増強する傾向がみられるが,防

性菌では有意の差は認められない.然るにPAS

に対 してほ陽性菌は感受性が多少共高 まる傾向

を示したのに反 し,陰性菌ではむ しろかかる傾

向は認め離い｡

2)Catalase陰性菌は SM,CAH,VM,CS

に対 し̀多少共感受性低下の傾向が見 られたが,

陽性耐では SM に対-して認められた のみであ

った｡ この中 CAH との交叉耐性に就いては

catalase陰性菌では 1-2管差で 認められる
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が,陽性菌では認められなかった｡従って高度

耐性菌に於 いてはじめて軽度の交叉耐性をみる

と云 えよう｡

3)TBI,TC に対 しては 2種 の耐性菌共親株

と感受性の差は認められない｡

∬)CAH 耐性菌

1)10%牛血清加 Kirchner培地に於いて 125

γ/cc以上の耐性菌は得 られず, 来宅株に上ヒし4

倍程度の耐性慶であった｡

2)CAH耐性菌は INAHに対.し軽度感受性の

低下を認める｡

3)INAH以外の 9種の抗結核剤に対 しては親

株 と同様の感受性を有する｡

(欄輩するに当り終始御揖導,御援助を賜った津久

聞博士に深謝の意を表します｡)
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