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結核化学療法は生体内の結核菌を絶滅させる

ことが最終目標である｡ そのために抗結核薬の

併用,投与法の工夫,投薬期間の延長,そして

新薬の開発などの研究が行なわれてきたが生体

内の結核菌を完全に絶滅させるのは今日におい

てもなお困難である｡

illVitroにおける成績では,抗結核化学療法

剤は結核菌の代謝の盛んな増殖期において強い

抗菌力を示すが,発育停止状態に近づ くほど抗

菌力は減弱するのが常である｡

また,生体内ではその病巣の条件により長期

の化学療法を行なっても生き残り,しかも耐性

菌になっていない結核菌 (persister)が存在する

といわれている｡

一方,McDerlT-()ttl',M｡Ctlne2) ら,及び金井3)

らの動物実験による報告によれば,生体内で生

き残っているが発育停止に近い状態にある結核

菌に対 して化学療法の効果はほとんど認めない

という｡ 教室の太田4,5) は Streptomycine依存

性結核菌18b株を用いた試験管内実験及び動物

実験を行ない,抗結核薬 の isoniazid(INH),

kanamycin(KM),ethambutol(EB)による化学

療法を試みたが,Streptomycineを含有 しない

培地及び Streptomycine を投与 しない動物で

は,18b株は発育停止状態にあり殺菌効果を示

さなかった｡

invitr(つにおける結核菌の発育に不適当な環

境での化学療法 の効果 につ いて は教室 の前

川6~9',山鳥10,11'が種々の環境をつ くり実験を

行ない報告 している｡

今回もこれらの検討に準 じて,まず第 1に温

度変化による薬剤効果の変動を検討 した｡

著者も第 3編までは薬剤作用温度を 37℃ と

して試験管内実験を行ない検討 してきた｡ しか

し薬剤作用温度を低下させ結核菌の発育に不適

当な還境にした場合,R.P.はどのような抗結核

作用を示すのだろうか｡その温度を 25oC及び

4oC として,37℃ の場合の効果と比較検討を行

なった｡

第 2に薬剤作用時のガス環境の変更である｡

通常の invitroの検討は大気の存在下で行なわ

れてきた｡ この大気を炭酸ガス,窒素ガスで置

換 した場合,薬剤効果はどうなるであろうか｡

好気性菌である結核菌はその発育にもちろん

酸素を必要とする｡ 海老名12)は培養瓶中の空気

を酸素,炭酸ガスから成る各種混合ガスに置き

換え,その中での結核菌の発育状態を調べ,人

型結核菌は肺細胞内ガス組成に近いガス組成が

最も発育に適 していると報告 している｡

また,山鳥10,11'は試験管内実験において,液
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体培地上の空気を酸素,窒素,炭酸ガスを各単

独で置換 して結核菌の発育状態 を検 討 した｡

SSC 法を用いたこの実験では,各ガスの種類,

及びガスの流入期間のいずれにおいても,4週

間の培養では肉眼的に結核菌の発育は認めなか

ったと報告 している｡

今回も同様な条件のガス曝露下 において,

R.P.の薬剤効果を検討 した｡

⊂Ⅰ〕 低温下の抗菌力

第 1章 実験材料及び実験方法

第 1節 実験材料
試験管,シリコン被覆スライ ド(S.Sと略す),

菌株,菌液及び菌接種方法,培地,被検薬剤等

は全て第 1編と同様である｡

第2節 実験条件及び実験方法

薬剤作用温度 :37oC,25oC,4oC とした｡

薬剤作用形式 :R.P.lo作g/ml,SM50〝g/ml,

RFPlo作g/mlを第 1管濃度として,以後各々

倍数希釈法により第 9管までとし第10管は薬剤

非含有対照培地とした｡

実験操作 :シ リコ ン被覆 ス ライ ド培養 法

(SSC法と略す)を用いた｡教室保存のH37Rv

株を1%小川培地上に4週間培養 し,その菌集

落を集めて 0.1mg/mlの石油ベンジン菌液を

つ くり,池田の方法によりその菌液中にS.Sを

数秒間浸漬 して菌を付着させた｡この結核菌付

着 S.Sを薬剤含有培地系列に耳鼻科用 ピンセッ

トを使い投入 し,37oC,25oC,4oCの3種の培養

温度で薬剤を作用させた｡

判定方法 :結核菌発育阻止効果は薬剤作用 3

週間終了時に判定 した｡また,殺菌効果は実験

開始 4週間後,生理的食塩水で 3回洗浄.して薬

剤を除去 し,3mlの薬剤非含有培地に置換 して

37oCで4週間培養後に判定 した｡

いずれも肉眼的にS.S上に発育 した結核菌集

落が S.S表面の2/3以上覆う時(≠),2/3-1/3

の時(≠),1/3以下の時(+),集落数100以下の

時その数を記入 した｡

第2章 実験成績及びその比較検討

第 1節 結核菌発育阻止効果について

判定成績は表 1に示 した｡

1) 培養温度 37oCの場合 :R.P.の発育阻止

最低濃度 (MIC)は第 7管即ち 0.156〝g/ml,

SM は第 6管即ち 1.563〝g/ml,RFPは第 8管

即ち 0･078〃･g/mlであった｡以上の如 く R.P.

の MICは RFPには劣るが SM より優れてい

ることを認めた｡

2) 培養温度 25oC の場合 :結核菌の発育は

肉眼的に全 く認めなかった｡

3) 培養温度 4oC の場合 :25oC と同様,結

核菌の発育は肉眼的に全 く認めなかった｡

第2節 殺菌効果について

判定成績は表 2に示 した｡

1) 培養温度 37℃ の場合 :R.P.の殺菌最低

濃度 (MBC)は第 6即ち 0.313FLg/ml,SM は

第 3管 即 ち 12.5FLg/ml,RFP は第 6管 即 ち

0･313JJg/mlであった｡以上の如 く R.P.の殺

菌効果は SM よりはるかに優れ,RFPに匹敵

する殺菌力を示 した｡

2) 培養温度 25℃ の場合 :R.P.のMBCは

第 6管 即 ち 0.313〝g/ml,SM は第 5管 即 ち

3･125〝g/ml,RFP は第 8管即ち 0.078〃′g/ml

であった｡この場合もR.P.の殺菌効果はRFP

より劣るが SM より優れていることを認めた｡

表 1 発育に不適当な条件下の RPの抗菌力MIC

■ (日日 ZgBZ(-) 荏.( ) ,( )



昭和59.3 Griselimycineの半合成誘導体27753RPの抗結核作用に関する試験管内実験的検討 - 45一

義2 発育に不適当な条件下の RPの抗菌力MBC SM に比べて優れていると考えられる｡

T (･･) 彰毛( ) 5'( ) ( )

数字はコロニー数を示す

3) 培養温度 4oC の場合 :良.P.の MBCは

第 2管即ち 5J↓g/ml,SM 及び RFPの殺菌効

果は全 くみられなかった｡

4) 比較検討

(-)～(+)を殺菌効果ありとすれば,培養温

度 37oCの場合に比べ 25oC の場合は,その殺
菌効果の減弱を認めなかった｡培養温度 4℃ の

場合は37oC及び 25oC の場合より殺菌効果の
減弱を認めた｡その差は R.P.及び RFPで6

管～8管 (薬剤濃度にして32-128倍)であった｡

しか し,(+)を殺菌効果なしとすれば,培養

温度 25℃ の場合は37oCの場合より殺菌効果
の減弱を認めた｡

第 3章 考 接

結核菌は 37oC～38oCでよく発育するが,わ

れわれは発育に不適当な還境下即ち 25('C及び

4oCで培養を行い,R.P.の抗菌力を検討 した｡

結核菌発育阻止効果について :肉眼的に結核

菌の発育は全 くみられなかった｡

殺菌効果について :(-)/-(+)を殺菌効果あ

りとすると,培養温度 37oC で薬剤を作用させ

た場合と 25oC で薬剤を作用させた場合とを比

較するとSM とRFPは2管 (4倍)の差があ

り,良.P.はいずれの場合も安定 した成績を示

し,良.P.の殺菌力は RFP よりはやや劣るが

第4章 結 語

結核菌の発育に不適当な培養温度 25oC及び

4oC で R.P.の抗菌力をシリコン被覆スライ ド

培養法を用いて検討 した｡

1) 結核菌発育阻止効果について

培養温度 25oC及び 4℃ の場合,ともに結核

菌の発育は肉眼的に全 くみられなかった｡

培養温度 37oCの場合,R.P.の MIC は
0.156FLg/ml,SM は 1.563FLg/ml,RFP は

/

0.078〝g/mlであり,R.P.はRFPには劣るが,

SM より優れていることを認めた｡

2) 殺菌効果について

培養温度 37oCの場合,R.P.の MBC は
0.313〝g/ml,SM は12.5〝g/ml,RFPは0.313

〝g/mlで R.P.ほ RFPに近い殺菌効果を示 し

SM より優れていることを認めた｡

また37oCの場合と 25℃ の場合を比較する
とSM及びRFPは2管 (4倍)の差があるが,

良.P.ほその差がなく,R.P.の殺菌効果が強い

ものであることを認めた｡

培養温度 4oCの場合,R.P.の MBCは5〝g/

ITllで SM 及び RFPの殺菌効果は全 く認めず,

37℃や 25℃ の場合より殺菌効果の減弱を認め
た ｡

⊂Ⅲ〕 ガ ス 曝 露 下 に お け る P.R.の

抗菌力

第 1章 実験材料及び実験方法

シリコン被覆スライ ド(S.S),菌株,薗液及び

菌接種方法,培地等はすべて[Ⅰ〕低温下の抗菌
力の実験の場合と同様である｡

ガス :窒素及び炭酸ガスを用いた｡

容器及び装置 :200cc枝付きコルベンとコル

ベン連結装置 (図 1参照)を使用 した｡

薬剤作用温度 :37oCとした｡
被検薬剤 :SM は蒸留水で 10mg/rnlまで希

釈 しその後は培地を用いて希釈 して 1FLg/ml,

10FLg/ml,100FLg/mlとした.RFPはジメチル
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i .C)

図 1 実 験 装 置 略 図

ホルムアルデヒト(DFA)を用いて1mg/mlま

で希釈 しその後は培地を用 いて希釈 して 0.1

〝g/ml,l〟g/ml,10〝g/ml,とした｡良.P.は溶

解希釈液としてプロピレングリコールを用い 1

mg/mlとし,以後培地で希釈 して 0･1〝g/ml,

1/Jg/ml,lo作g/mlとした｡

実験操作 :200ccの枝付きコルベンに 10cc

ピペットで培地を 99ml注入 し,各薬剤を各々

1ml加え,前記の薬剤濃度になるように全体で

100mlとした｡各コルベンに耳鼻科用 ピンセッ

トで菌付着 S.Sを3枚ずつ投入 した｡このコル

ベンを薬剤別にわけ,薬剤濃度の付濃度から高

濃度-の順に配列 し,異なる薬剤間には空のコ

ルベンを各々配列 した｡

枝つきコルベンの連結には内径 5mm,長さ

15cm のゴム管を使用 した｡ガスボンベより接

続 した最初及び最後のコルベンには,各々水を

入れ枝つきの一方は水中に達 し,他の一方は達

しないようにしてガスの流入を確認 した｡薬剤

含有培地についてはコルベンの枝つきは培地に

達 しないようにして,培地上の空気をガスで置

換するようにした｡

この装置にガスボンベより窒素,炭酸ガスを

それぞれ単独で4週間流入させ,この装置全体

をふ卵室に置き37oCで培養 した｡対照として
薬剤非含有培地にS.Sを入れガスを流入させた

ものと,流入させないでふ卵室に放置したもの

と2つの対席を作製 した｡

判定方法 :肉眼的に観察 して S.S上に発育 し

京大胸部研紀要 第17巻 第1,2号

た結核菌の集落が S.S表面 (S.Sの

ベンジン菌液付着部分)の2/3以上

を覆う時(一軒),2/3-1/3の時(≠),

1/3以下の時(+),集落数100以下の

場合はその数を記録 した｡

結核菌発育阻止効果の判定時期は

ガス流入終了時,即ち実験開始後4

週間目に行なった｡

殺菌効果の判定時期は結核菌発育

阻止効果判定後,S.Sの薬剤洗浄を

行ない薬剤非含有培地に移 し培養 し

て 4週 間 目に判定 した｡ 即 ち,

MIC判定後,ガス流入を止め,耳鼻

科用 ピンセットでコルベンから S.Sを取 り出

し,あらかじめ準備 しておいた生 理的食塩水

4mlの入った小試験管の中に S.Sを入れ, 順

次新 しい生理的食塩水の入った小試験管に移す

ことにより各 3回ずつ洗浄 した後,薬剤非含有

培地に移 した｡そしてこの S.Sを37oCで培養
して,4週間後に判定 した｡

第2章 実験成績及び比較検討

結核菌発育阻止効果についての成績は表 3に

示 した｡いずれの薬剤濃度,いずれのガス流入

においても肉眼的には結核菌の発育は認められ

表3 ガス曝露下における結核菌発育阻止効果
〔炭酸ガス,窒素ガス共に共通〕
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蓑4 殺 菌 効 果
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なかった｡またガスを流入させた薬剤非含有培

地でも肉眼的に結核菌の発育を認めなかった｡

薬剤非合有培地でガスを流入せずふ卵室に放置

した対照では,いずれの場合 も結核菌の発育を

認めた｡

殺菌効果についての成績は表4に示 した｡

1) 薬剤別の検討

R.P.:炭酸ガス流入の場合は著明な殺菌効果

を示 した｡窒素ガス流入でも炭酸ガス流入の場

合より弱いものの,殺菌効果を認め,わずかな

がら薬剤濃度の上昇に伴なう殺菌効果の増強傾

向を認めた｡

SM:R.P.と同様に炭酸ガス流入の場合はか

なり強い殺菌効果を示 したが,薬剤濃度の上昇

は殺菌効果を強めなかった｡ 一方,窒素ガス流

入の場合は炭酸ガス流入の場合に比 し,殺菌効

果は近いものの,わずかながら薬剤濃度の上昇

による殺菌増強の傾向を認めた｡

RFP:炭酸ガス流入の場合,著明な殺菌効果

を認めた｡

2) ガス別の検討

炭酸ガス :R.P.,SM,RFPのいずれにおいて

もかなり強い殺菌効果を示 したが,薬剤 濃 度の

上昇による殺菌効果の増強傾向を認めなかった｡

一方,氏.P.は SM より殺菌効果に優れており,

RFPに似た殺菌効果を示 した｡

窒素ガス :R.P.及び SM 共に殺菌効果を認

窒素ガス

薬 剤 r濃度 r

RP 1 50

10 50

+
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〟
廿
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…
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廿

¶
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+

空

+

50

警

≠

斜線は判定不能

数字は集落数

K :対照

め,薬剤濃度の上昇に伴ない,わずかながら殺

菌効果の増強傾向を認めた｡

第 3章 考 察

大気中には窒素が約78%,炭酸ガスが約0.03

%含有 している｡これらを単独で100% に近い濃

度で液体培地上の空気を置換することにより,

窒素ガス,炭酸ガスのいずれの場合も結核菌発

育阻止効果を認めたことを山鳥10)は報告 してい

る｡ 海老名13)によれば,人型結核菌は窒素濃度

約78%,炭酸ガス濃度約 5%で発育に適 してい

ると報告 している｡

著者の実験でも約100%の窒素ガス,炭素ガス

流入下ではいかなる場合も結核菌発育を阻止す

ることを認めた｡

殺菌効果については,炭酸ガス流入の場合,

R.P.,SM,RFPのいずれも殺菌効果を示 した｡

良.P.は SmIより殺菌効果が優れている傾向を

認め,RFP の殺菌効果とほとんど同様の成績

であった｡窒素ガスの場合,炭酸ガスの場合に

比 し弱いものの,R.P.及び SM は殺菌効果を

認め,両者とも薬剤濃度の上昇に伴ない殺菌効

果の増強傾向を認めた｡

第4章 結 語

結核菌の発育に不適当と思われる条件を,読

験管内実験的に,液体培地上の空気を窒素及び

炭酸ガスで置換 し,それぞれ単独に流入させる
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ことにより作り出し,その条件下の抗結核薬の

抗菌力を検討 した｡

1) 4週間のガス流入中はいずれの薬剤,薬

剤濃度,ガスにおいても肉眼的に結核菌の発育

を認めなかった｡

2) 炭酸ガス流入で R.P.,SM,RFPのいず

れも著明な殺菌効果を示 し,R.P.は SM より

殺菌効果において優れており RFP に近い殺菌

効果を示 した｡

3) 窒素ガス流入では炭酸ガス流入下より劣

るものの R.P.,SM 共に殺菌効果を示 し,両者

とも薬剤濃度の上昇に伴ない殺菌効果の増強傾

向を認めた｡
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EXPERIMENTAL STUDIESIN VITRO ON THE ANTITUBERCULOUS

ACTIVITIESOF27753RP(R.P),A SEMISYTHETIC

DERIVATIVE OFGRISELIMYCINE

IV.AntituberculousActivitiesofR.PinVitrounderVarious

InadequateConditionsfortheGrowthofTubercleBacilli

AtakaSHIBATA

TheFir∫tDeParZmentofMedzlcz'ne,Che∫tDzl∫ea∫eRe∫earchIn∫tz'tute.

耳γotoUm'Z,er∫l-t_y,Sa々γO-hu,Kyo10606,Japan

(i) AntituberculousactivitiesofR.Punderlow temperature.

TheantituberculousactivitiesofR.PagalnStMycobacterium tuberculosisH37Rvstrainat

4oC or250C wereinvestlgatedusingSSC method.

1. Bacteriostaticeffect

Whenthecultureswereincubatedat4oCor25oC,therewasnogrowthoftuberclebacilli.

Butat37℃,theMIC ofR･P wasO･156mcg/ml;SM,1･563mcg/ml;RFP,0.078mcg/ml,

respectively. ThebacteriostaticeffectofRP･wasinferiorthanthatofRFP)butitwassuperior

tothatofSM.

2. Bactericidaleffect

At37oC,theMBC ofR･P wasO･313mcg/ml;SM,12･5mcg/ml;RFP,0.313mcg/ml,
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respectively.BactericidaleffectofR.PwasinferiortothatofRFP,butsuperiortothatofSM.

TherewasnodifferenceofthebactericidaleffectofR.Pbetweenat370Candat25oC,sothe

bactericidaleffectofR.Pwasfairlypotent.

(II) AnituberculousActivitiesofR.PinVitrounderSeveralKindsofGasExposures.

TheantituberculousactivitiesofR.Ptotuberclebacilli(H37Rvstrain)wereevaluatedin

vitrobyreplacingtheairwithN2andCO2gaSeS･Theexperimentswereperformedbyusing

SSC methodwithKirchner'sliquidmedium.

Theresultsobtainedareasfollowsl.

1. Therewasnogrowthoftuberclebacilliinanysample,regardlessofthekindofdrugor

gasduringcontinuousexposureforfourweeks.

2. WiththeCO2 gasexposure,R.P,SM,andRFP showedremarkablystrongbactericidal

effects.ThebactericidaleffectsofR.PwassuperiortothatofSM,andsimilartothatofRFP.

3. UnderN2gasexposure,thebactericidaleffectsofR.PandSM werelessthanthoseunder

C02 gasexposure.Withtheincreaseofdrugconcentrations,thebactericidaleffectsofthese

drugsincreasedunderN2andCO2 gasexposures.


