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各種結核化学療法剤の他剤耐性菌は対する静菌作用

〔第3編〕Pyrazinamide,Sul丘soxazole,Tetracycline各耐性菌

に対せ 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,第2編と同様の観点に立って,同様の方法

で酸性培地に於いて抗菌力が増強すると云われている

Pyrazinami de(以下 PZA),Sul丘soxazole (以下

SI),Tetracycline(以下 TC) の3種の抗結核斉曲こ

対する耐性菌を作成し,各耐性菌について他槙抗結核

剤に対する感受性を親株と比較した結果次の成績を得

た ｡

1)PZA耐性菌は 5,000γPZA含有 1%小川培

地に,SI耐性菌は 120γSI含有 1%小山培地に増

殖可能の菌であり,TC耐性菌は pH 6.5の10%血

清加 Kirchner培地を用いた増量継代培養法で 分離

した薗であるが,pH 6.5の10%血清加 Kirchner培

地に於いては親株に比L PZA耐性菌は2倍, SI耐

性菌は4-8倍,TC耐性菌は4倍と何れも低い耐性

しか示さなかった｡

2)何れの而利生宙も他種抗結核剤に対し親株と同様

の感受性を示した｡

緒 論

著者は第 1編,第 2編に於 いて 2種 の化学療

法剤併用による薬剤効果増強の作用機構 をStr-

eptomycin(以下 SM),para-Aminosalicylic-

acid(以下 PAS),Isonicotinic-acid-hydrazide

(以下 INAH), Cyanacetic-acid-hydrazide

(以下 CAH),para-Acetoaminobenzaldeh-

ydthiosemicarbazone (以下 TBI)各耐性菌

に就いて他種結核化学療法剤に対す る感受性の

面 より検討 を加 え,若干の成績を得たが,本編

に於いては酸性培地 に於 いてその静菌力が増強

され ると言われている Pyrazinamide(以下 P

ZA),Sulfisoxazole(以下 SI),Tetracycline

(以下 TC)の3種 の 抗結核剤の耐性菌に就い

て検討 を加 えた次第である｡

PZA は KusIlnerl)等 により1952年 始めて

発見 された Nicotinamide の誘導体である｡

McDermott2)等 によると略々中性の培地では

殆 んど抗菌性を示さないが,酸性培地では強い

抗菌力を示し,INAH+PZA 併用療法は era-

dieativeな 療法である8) として 非常な 注 目を

浴びたものである｡併 しな が ら一 方 WaszI

H6ckert4) 等ほ 動物実験で,Yeager5)等ほ 臨

床的立場 より速かに耐性菌が生ず る事を報告 し

ているが, 何分にも PZA は 中性 培地では極

めて静菌力が弱いので耐性検査の方法それ自体

にも 問題があ り, 第15回 VeteransAdmin卜

stration-(1956)の細菌委貞会では pH5,5に

調製 した卵培地で PZA耐性検査を行 う事を示

唆 している現状である｡我 国に於 いても熊谷6)

三万7),平敷8) 等 により PZA を授与 した症例

に於いて耐性検査が試みられているが,耐性検

査に用いられた培地は何れ も 1%小川培地であ

る｡ 1.%小川培地 での PZA の静菌力は多 くの

研究者9~1旦) によれば 1,000γで 完全叉は 不完

全阻止 を示 し,我 々13)も H37Rv感受性株で接

種薗量培地 あて 0.02mgで 1,000γに於 いて

始めて完全発育阻止 を認 めている如 く極めて弱

い｡安井12) は 5,000γPZA 含有 1%小川培

地 で増殖を認 めた菌は PZA 耐性菌 と云ってよ

いであろうと述べている｡従って 1%小川培地

で耐性検査を行 う事 自体にも難点があり,耐性

培地 そのものについて侍検討 を要すると云 う見

解8),14)が多い.

SIは 昭和29年結核病学会稔会に於 いて内藤

15)により lNAH+SI併用療港が,又弊藤16)に

より SI単独療法 が,夫々結核治療に有効な事

が 報告 されて以来,SIの抗結核作用が 主 とし
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て我 国の各研究者により追試や研究が行われた

のである｡SIは又内藤17)が報告 した如 く酸性

培地 に於 いて静菌力が増強され, 1.%小川培地

で の 静 菌 力 は 大 体 20γ前後13),16)･18)であ

る｡ 一方 SIの耐性菌については小川18)等 は

SI投与患者に於いて 4-6カ月後 に 1.%小川

培地 で 100γ程度の耐性菌 の出現 を報告 してい

る｡

TCは Steenken19) や Donovick20)等 が結

核菌に対 しても静菌力のある事 を報告 し,以来

米 国に於 いては SM+PAS 併用法 に代 り,一

部 の研究者2ト22)に より SM+TCの 併用法 が

行われ,SM 耐性菌の出現 を遅延 させ臨床上有

効である事が報告 され,一方我 国に於 いては内

藤23)が TBI+TC併用法が 有効な 事 を 発 表

し,TC は SM 或は TBIの補助薬 として注

目されたのである｡ 両 も Hobby24)等 に よると

耐性菌出現率が極めて低 く,十代あまりの継代

でみるべ き耐性菌が得 られていない様である｡

侍 Hobby25)等 は TCは中性培地 では Viom-

ycin(以下 VM)と略々同程度 の静菌力を示す

のみであるが, 酸性培地 では SMに匹敵する

静菌力を示 し, この点前述の PZA と同様に注

目すべ き事 を強調 している｡

以上略述 した PZA,SI,TC3種 の抗結核剤

について,著者は耐性菌 の作成を試み,緒 られ

た耐性菌について他種抗結核剤に対す る感受性

を親株 の H37Rv感受性株 (以下 H37RvS株 )

と比較検討 を加 えた次第 である｡

実 験

A)耐性菌 (以下 H37RvR株 ) 作成に関す

る実験

Ⅰ.実験材料

1)培地

2)薗浮渉液 ‡
第 1編参照

- 263 -

丑.耐性菌作成方法及び其耐性 の強 さに就い

て,

1)PZA耐性菌 (以下 H37RvR-PZA株 )

1,∝氾γPZA含有 10.% 牛血清加 Kirchner

液体培地 を作成 し,滅菌 した ｢硝子キャップ｣

付大型試験管に 5cc宛分注 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 H37RvS薗液 を駒込 ピペッ トにて 5滴宛

接種 し,培養 4週後管底にある菌を十分滅菌生

理的食塩水で洗い,夫々 5,000γPZA含有 1

%小 川培地 に接種 した｡ 約 4週後 この培地 に増

殖するコロ--を認めたので, 5コロニー程度

を別々に採取 し,各 コロニーについて別々に10

.%血清加 Kirchner培地 に浮王算させて薗膜を

は らせて増菌 した後, この菌を用いて約2mg/

ccの 薗液 を 作成 し, 同様の 方法 で 10,000γ

PZA含有 1.%小 川培地 に接種 し, 更に高度 の

耐性菌 の分詔臣を試みた｡併 しなが ら数回試みた

10,000γPZA 含有小川培地 よりの耐性菌 の分

離 実験は何れ も薗増殖が見 られず不成功に終っ

たので,5,000γPZA含有 1.%小川培地 に増殖

した菌 をもって PZA耐性菌 とした｡ この菌 の

耐性度を10.%血清加 Kirchner培地 に於 いて

親株 の H37RvS株 と比較 した 成績は 第 1表の

如 くであ り,親株に比 し約 2倍程度 の耐性度 を

云 している｡

第 1表 PZA耐性菌の耐性度

実験条件 10%午血清加 Kirchner培地 (pH 6.5),按種菌量 0.01mg/cc 4過判定
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2)SI耐性菌(H37RvR-SI株〕

SIIOOγ,90γ,80γ,……,10γ含有 1%

小川培地 の系列を作成 し,第 1編〔A〕Ⅰ2)の

項で述べた如 くに して作成 した約 2mg/ccの

H37RvS薗液 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 コロニーの申 SI含

有濃度の最 も高 い培地 に増殖 してきた ものを採
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取 し,10%血清加 Kirchner培地 に浮沸 させ

て薗膜をは らせて増薗 した後,更に SI含有濃

度の高 い小川培地 に接種 する｡同様の操作を繰

返す事約 5回にて 120γSI含有 1.%小 川培地

に増殖す る菌を得たので,之 を SI耐性菌 とし

た｡ この菌 の耐性度を10%血清加Kircbner培

地 で親株 と比較 したのが第 2表であり, 4- 8

倍程度 の耐性度であった｡

第2表 SI耐性菌の耐性度

実験条件 第1表に同じ

3)TC耐性菌 (H37RvR-

TC株 )我 々が報告13) した如 く,TC は 卵培地

では加勲凝

固操作に より静菌力がかな り減退するので

,耐性菌作成にあたっては専 ら10.%血 清 加Kircbner培地 を用い増量継代

培養法に より行った｡その術式は第 2編〔A〕Ⅱ.3

)の項 に述べた方法 と全 く同様である｡継代培養 3

代 目頃 より耐性 の上

昇が認 められたが,継代培養10代に於 いても 25

γ以上の耐性菌 は分離できなかったC この T
C耐性菌 の耐性度 を HB7RvS株 と比較 した成績

は第 3表に示す如 くであ り,約 4倍の耐性度 を

示 した｡〔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 方法培養基

被検■薬剤溶液結核菌浮渉液実験術式

成績判定皿.実験成績 第 1

編

参照実験誤差 を可及的に避ける為 2回 実 験 を行 い,

2回共差のある

ものを有意のものとした｡1)H37RvR-

PZA 株H87RvR-PZA株 の 他種抗結核剤に 対す る感

受
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第 3表 TC耐性菌の耐性置
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実験条件 第 1表に同じ

第4表 PZA耐性菌の他撞抗結核剤に対する感受性実験条件 競 蔓竺還乱 豊 競 ei 培地 (ph6･

5),接種薗量 o･olmg/ccmAH のみ2註 表の数値は発育阻止最小濃度 MI

C(γノcc)を示す｡以下の表も同じ｡

第 5表 SI耐性菌の他瞳抗

結核斉胴こ対する感受性実験条件

第4表に同じ註 表4に同じ3)H37Rv

R-TCaH37RvR-TC株 の感受

性検査成績は第 6表 の如 くである｡表 の如

く TC耐性菌 は KM に対 して 1回 1管差で感

受性増加 の成績 を得たが,他 の 1回は同様 の感受性 を京 しているので有意 のものとは 云 い難 い｡ 他 の 9種 の抗結核剤

に対 して も感受性 の変化は認 め られ なかった｡

総括並びに考接著者は PZA,SI,TC 3種 の抗結核
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第 6表 TC耐性菌の他種抗結核剤に対する感受性

実験条件 第 4表に同じ

註 表4に同じ併 しながら緒論に於

いても述べた如 く,PZA耐性菌そのものにつ

いて今 日葡検討 を要する多くの問題があり,我 国

に於 いても PZA 耐性培地 そのものの 検討が 行

われている26) 状態であり,PZA 耐性

菌の他剤 に対す る感受性の報告が Wasz-H6cke

rt4)等 に より行われて いるのみであるのもこの為 と考

えられ るのである｡著者は前述 した如 く, 1

.%小川療地を用い,安井12) に従って 10,000γ,5,000γPZA 含有 1

%小川培地 を用いて耐性菌の分離を試みたのである｡ その結果 10

,000γ培地 よりは耐性菌を分離 し得ず, 5,

000γ培地 より分離 した 菌 もpH6.5の10.

%牛血清加 Kirchner培地では原株に比

し2倍程度の耐性を獲得 しているにすぎない.一方 Was

zIH6ckert4)等が 動物実験 より得た PZA 耐性菌 は pH5.0の Tween-A-

1bumin培地で原株に比 し数十倍の耐性を獲得

しているが,pH 6.0 以上 となると上京株,耐

性菌共に第 1管の 400γPZA含有培地

か ら増殖を認めている｡中性培地では この様 に さ

したる感受性差

は認めに くいのに酸性培 地 そ れ もpH5.5 以下の

培地に於 いて著 しい感受性差 を示す点については従来の耐性菌

の概念では律 しきれない所であり,今後 の検討

がまたれる次第である｡従って PZA耐性菌の

他剤に対す る感受性については前 述 の Wasz-

H6ckert等がINAH について 行い,

原株 と同様の感受性を示 したとの

報告に止 まる様である｡著者の作成した耐性菌に於
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性菌 より得 られた PZA,SI,TC 各耐性菌に

ついて10%牛血清加 Kircbner培地 (pH6.5)

を用い,接擾菌畳 0.01mg/cc の条件で夫々

他種抗結核剤10程 に対す る感受性 を原株 と比較

検討 した結果,次の結論を得た｡

(I) PZA 耐性菌

1)1%小川培地 を用いて耐性菌 の分離 を試み

5,000γPZA 含有培地に増殖する菌を得 たが,

10,000γPZA 含有培地 に増殖す る菌は遂 に得

られなかった｡而 して 5,0α)γPZA 含有培地

に増殖 した 菌は pH 6.5の10% Kircbner培

地 に於 いて原株に比 し2倍程度 の耐詔性 を 示 し

た｡

2)PZA 耐性菌は他才量抗結核剤10種 に対 し感

受性 の変化を認 めなかった｡

〔∬〕 SI耐性菌

1)120γSI含有 1% 小川培地に増殖す る菌

を SI耐性菌 としたが, この菌は pH 6.5の10

% Kirchner培地に 於 いて 原株に比 し4-8

倍程度の耐性 を示 した｡

2)SI耐性菌 も他者萱抗結核剤 10笹 に 対 し感受

性 の変化を認めなかった｡

〔珊〕TC耐性菌

1)増量継代培養法 に よる10代継代によっても

25γ以上 の耐性菌は分離できなかった｡ この

菌は pH 6.5の 10% Kircbner培地 に 於いて

原株に比 し4倍程度 の耐性を示 した｡

2)TC 耐性菌 も他薩抗結核剤に対 し感受性 の

変化を認めなかった｡

(潤筆するに当り終始御指導,御援助を賜った津久

問博士に深ま射の意を表しますo)
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