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第 1章 緒 看

近年,わが国において肺結核はようや くその

死亡率が減少 してきている｡ しか し,疫学的に

患者の年令層は,若年者より中高年令者へと移

動 してきており1~3),なお難治 ･慢性疾患のひ

とつであることに変わりはない｡

1944年,W AKSMAN の streptomycin発見以

来多数の抗結核剤が発見され,結核の化学療法

は長足の進歩を示 し,それが結核による死亡の

低下や,要医療者数の著明な減少をもたらした

ことは周知の事実である｡ しか しなが ら,化学

療法によって,感染菌を個体か ら完全に根絶す

ることはまことに困難であり,有力な抗結核剤

の併用治療によっても,効果発現を阻害する種

々の因子が介在 し,化学療法の強化の限界 も強

く認識されてきている｡

実験的マウス結核症において主として,肺お

よび牌内感染菌数の消長を観察する ことに よ

り,感染菌を根 絶 しよ うとす る試 み は,Mc

Cune4,5)などが,1956年に発表 した｡その根絶

の困難なことの原因のひとつとして,microbial

persistence6)すなわち,結核菌が薬剤に感受性

でありなが ら,長期にわたる化学療法にもかか

わらず,生体内で生き残るという現象が注 目さ

れ,その後 もCanetti7),McDermott8),Smade19)

など McCunelO･'11) と同様の目的の論文が数多

く発表されている｡ 金井12)も,マ ウスに よる

実験を行 うと同時に,最近きわめて優れた総説

を提起 している｡ すなわち, microbialpersis-

tenceの問題は,いぜんとして,重要な問題で

あり,こうした菌を persistersと称するが,こ

れを持続生残菌と訳 し,使用 している｡さらに

金井の総説にも指摘されているように,今日,

結核制圧の実態が,活動型か ら潜在型-の感染

株式の転換と再発という現象が今後とも問題と

して残 り,この点において も生残菌の性格が検

討されなければならぬとされている｡また一方

では,RFPの出現とともに, 既存の数多 くの

抗結核剤との併用により,化学療法の多様化と

同時に,短期化学療法 も注 目されつつあり,盟

原 ら13)をはじめ,実験的にも,臨床的14~16)に

も多 くの研究が行われている｡

著者はマウスの実験結核症における,肺およ

び牌内結核生菌数の経過を実験 1にて短期 間

(2ケ月),および実験 Ⅱにおいて長期間 (8ケ

月), それぞれ単独あるいは多剤併用による化

学療法を行うことにより,その経過を追求 し,

生体内滅菌に近い効果を得るための条件を検討

する目的で実験研究を行ったのでその概要を報

告する｡

第 2章 実験材料および実験方法

第 1節 実 験 方 法

1 実 験 動 物

実験動物としては,均一系マウス dd系の雄

を用い, 体重 10g前後の マウスを室温 (約23

oC)の恒温動物室において飼育 し,体重が平均
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約 25g程度になるのを待 って, これを実験 に

供 した｡

飼料については,関西研究所製ゼネラル固型

の ものを与え,水は充分に与えた｡

飼育箱は金網製のケージで通常 1箱内に10匹

までとした｡

2 接種結核菌株

当教室 において, 継代培養 し保存 している有

毒人型結核菌 KURONO 株を, 3ない し4週間

グ リセ リン ･ブイヨン培地にて表面培養 した後

にその菌膜を釣取使用 した｡

第 2節 実 験 方 法

1 接 種 方 法

前述の人型結核菌 KURONO 株の歯膜を釣取

して,滅菌 口紙で水分を除去 した｡その後秤量

して,めのうの乳鉢で磨砕 し, これに適当量の

生理的食塩水を加え,1ml中に 0.1mgの菌量

が浮遊す るように調整 し, この 0.1mlを実験

用マウスの尾静脈内に注射 した｡接種生菌数に

ついては, その 0.1mlを 1% 小川培地へ順次

10倍稀釈 しなが ら接種培養 し,確認 した｡

2 抗結核剤投与法

結核菌 KURONO株, 感染処置の終 ったマウ

スは, 2ケ月間の放置期間を置いた後 に対照群

を除いて,抗結核剤は体重に比例 した投与量を

1日1回,すべて水溶液 とし,背部皮下に注射

により投与 した｡ なお,非治療対照群 には,治

療各群 と同様の方法で,生理的食塩水を同量投

与 した｡

3 剖検時の体重および肺な らびに牌の重量

幣死あるいはクロロホルムで屠殺 したマウス

の体重を上皿天秤 にて 10~1g まで 秤量 し, 胸

壁を開いて,気管の部分を除 き,肺および牌を

摘出 した｡ その後各臓器毎に,上皿天秤により

秤量 した｡

4 肺および牌における生菌数の測定

各群 とも原則 として, 毎回 3匹 ず つ 屠 殺 し

た｡マウス屠殺時に易り出 した肺および牌をまづ

その重量の 6倍量の滅菌蒸留水を加えてテ フロ

ンホモゲナイザーにて磨砕 し,ついで 3%苛性

ソーダを 3倍量加えた｡苛性 ソーダの終末濃度

は 1%, 肺および牌の組織濃度は 100mg/ml
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になるように稀釈 した後 に,各磨砕液を均等化

し, これを更に10倍,102倍,103倍 と順次稀釈

し,その各段階の稀釈液か らおのおの 3本ずつ

の 3%小川 培地に検定付 ピペ ットを 用 い て,

0.1mlずつ培養 した｡判定にさい しては,上記

各段階の うち, 10-100コロニーの範囲に入 る

稀釈段階の 3本の発育集落数を平均 して,臓器

1mg中の生菌数を算出 した｡

第 3章 抗結核剤の種類ならびに投与量

実験的慢性マウス結核症 に対 して,長期かつ

強力な化学療法の効果をみるため,全体を対照

群を も含め次の 6群 とした｡

第 1群 INH 単独 (10γ/g)

第 2群 INH 単独 (20γ/g)

第 3群 SM(20γ/g)+INH(10γ/g)

+PAS(200γ/g)

第 4群 INH(10γ/g)+SM(20γ/g)

+PAS(200γ/g)+E】∋(10γ/g)

+TH(5γ/g)

第 5群 INH(20γ/g)+SM(20γ/g)

+PAS(200y/g)+EB(10y/g)

+TH(5γ/g)

第 6群 対照群

実験 Ⅰはマウス 165匹を 6群に分 けた｡第 1

群か ら第 5群までを治療群 として各24匹,第 6

群は対照群 として45匹とした｡

実験 Ⅱはマウス 132匹を 6群に分けた｡ 第 1

群か ら第 5群までを治療群 として各20匹,第 6

群は対照群 として32匹とした｡

抗結核剤の投与量については,第 1,第 3お

よび第 4群の INH は 10γ/g,第 2および第 5

群では INH 20γ/g,SM については各群 とも

に 20γ/g,PASは 200γ/g,EBは 10γ/g,TH

は 5γ/gとした｡

第 4章 化学療法剤の投与期間

実験 Ⅰおよび実験 Ⅱを施行 した｡

実験 Ⅰでは 2ケ月間治療を行 った｡実験 Ⅱで

は,治療期間は 8ケ月であった.

第 1節 美 浜 Ⅰ

実験的慢性結核症のマウスを得 るため,人型
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結核菌 K URONO 株接種後, 約 2ケ月間の放置

期間を おいた｡ それ ぞれの 群に対 して 約 2ケ

月間の化学療法を施行 した後に,投薬を中止 し

た｡その後, 3日, 1週間, 2週間, 4週間,

6週間, 9週間後に屠殺 し,体重,肺および牌

の重景を測定 したのち,肺および牌生菌数の経

時的推移を求めた｡非治療の対照群で も治療群

と同様の方法で,生理的食塩水を授与 し,化学

療法各群 と全 く同様に,同時に体重,肺および

牌重 量,さらに肺および牌臓器内結核生菌分布

を経時的に追求 した｡

第 2節 実 験 ⅠⅠは上記実験 Ⅰと同株の群を

約 8ケ月間治療 して,休薬後, 3日, 1週間お

よび10日後に屠殺 し,同様に体重,肺および牌

重量を測定後, 肺生菌数の経時的 推移を 求 め

た｡

第 5章 実験結果および考按

第 1節 実 験 Ⅰ

肺内生菌数分布 (図 1) については,化学療

法を 2ケ月間施行 し,投薬終了後 3日目に,剖

検培養 した ものでは,各化学療法群 と対照群 と

の間で,10'2か ら 103以上の差が認め られた｡

肺内/l顔数

特 に第 4群 と第 5群のような強力と考え られる

治療を行 った群 と対照群 との問では,明 らかに

103以上の生菌数の差がみ られた｡ さらに治療

終了後の期間が, 2週間, 4週間, 6週間と長

くなるにつれ,各化学療法群の間には差が小 さ

くなってゆき,各群 とも 105/mg程度 に生菌数

が増加 した ｡ しか し各治療群 と対照群 との間に

はいぜんとして, 102以上の差が認められる｡

すなわち, 2ケ月間の慢性マウス実験結核症に

対す る化学療法により,休薬 3日後では単独化

学療法群 と併用強力化学療法群 との間に差が認

め られるが,休薬期間が良 くなると治療各群の

間における差は認め られな くなる｡ しか しなが

ら治療各群 と対照群 との間に は差が 認 め られ

る｡

胎内生菌数分布 (図 2)については,第 2群

はやや傾向が異なるようにみえるが,第 2群以

外の各治療群は対照群 と比較 して,投薬終了後

3日か ら1週間では 103 の差が認め られ た｡

投薬終了後 4週か ら6週後になると,第 1,節

2,第 3群では対照群との差が 102 となるが,

強力と考え られる第 5,第 6群ではいぜんとし

て,108の差が認め られた｡ 9週間後になると
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治療群全体の生菌数が増加し,対照群との差が

少な くなって くるが,比較的強力な化学療法と

考えられる第 4, 第 5群では 102 の差が認め

られた｡

体重については,対照群と治療各群のいずれ

においても,投薬終了後 3日,1週間,2週間,

4週間, 6週間, 9週間いずれの時期でも,特

に著 しい差異は認められなかった｡

肺重量につ いては,投薬終了後 3日の時点

で,対照群と治療各群の問に見るべき差異はな

かった｡ しか し休薬後, 1,2,4,6および 9

週間の各時期に剖検 したものでは治療各群の肺

重量は対照群と比較 して著 しく軽かった｡

牌重量についても,投薬終了後, 3日間, 4

週間および 9週間の各時期では,対照群の牌重

量は治療各群のそれと比較 して明 らかに重かっ

た｡ 6週間の時点では両者に余 り大きな差が認

められないようであったが,投薬終了後 1週間

および2週間の時点では,第 1群および第 2群

の INH 単独治療群と対照群では余 り差がない

が,強力な化学療法と考えられる第 3,第 4お

よび第 5群の牌重量は対照群のそれと比較 して

軽かった｡全般に,このような強力と考えられ

る多剤併用治療各群の牌重量は INH 単独治療

群のそれと比較 して軽い傾向がみられた｡

平均ルー ト比肺重およびルー ト牌指数につい

ては,表 1に示すように,比肺重では,第 3群

接種後140日で9.4を示す以外はいずれも10を越

えており,特に対照群では休薬後 1週後 (接種

後133日), 2週後 (同140日), 4週後 (同154

日), 6過後 (同168日)および9週後 (同191日

後)でいずれも15.6から18.9という高い値であ

った｡牌指数は各群とも, 1以下であるが,休

薬後 3日後 (接種後130日), 2週後 (同140日)

および 9週後 (同191日)で対照群では 1以上で

あった｡

慢性実験的マウス結核症の比較的長期間治療

の各群において,投与された化学療法剤の耐性

の上昇の有無について検討 した｡TH を除いた

他の抗結核剤では耐性の上昇は全 くみられなか

った｡すなわち治療後休薬 9週間後のもので,

第 4群では,TH が 12.5γで耐性上昇が認めら

れた以外は,大部分の抗結核剤ではこのように

比較的長期間の治療でも,充分に薬剤の感受性

があるものと考えられる｡

マウスに BCG免疫後17,18)に, あるいは接

種後に多量の有毒菌を投与 したり,本実験のよ

うに比較的少量の菌を接種することによって,

慢性マウス実験結核症を容易につ くり得ること

は分っており感染菌数の消長曲線を定量培養等

により,追求することにより,それぞれ ｢対数

増殖期｣,｢動的平衡期｣,｢静的平衡期｣などが
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義 1 RootIndicesofSpleenandLunginExperimentalAnimals(実験 Ⅰ)

Group index
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考えられる19)｡また,化学療法などの治療によ

り dormantinfection (休眠感染) とlatentin-

fection (潜在感染)の両者 の状態が 考え られ

るが4･1'2),本実験では, 肺および牌内生菌数に

ついてみると,化学療法の組合わせのうち多剤

併用の 3者, 5者でも, 2ケ月間 という加療期

間では,その後の休薬期間が治療終了後 2週,

4週, 6過さらに9週間と長 くなるにつれて,

生菌数分布が対席群のそれに徐々に近づいてい

くことか ら staticequilibrium の状態で潜在感

染に近い状態ではあるが,やはり休眠感染と呼

ぶ状態と考えられる｡このことは McCune4)が

INH,SM,PASを使用 して,16週治療 した り,

又ees&Harteta19)が INH,PZA を使用 し

て35過加療 したマウス実験結核症の実験結果と

同様の傾向である｡太田20,21)もSM 依存型人

型結核菌 18b株を用いて, 増殖休止状態の結

核菌に対 して, INH,KM,EB の併用による

化学療法を試み,増殖休止状態の結核菌に対す

る治療効果はあまり期待できず,菌の分裂増殖

期の盛んな感染初期に多剤かつ大量の抗結核剤

を使用することをすすめている｡ また最近注 目

されている RFP は persistentな結核菌に対 し

ても有効22~26)とされているが,RFP を含まな

い抗結核剤による化学療法でも,本実験のよう

に､ 2ケ月間の治療ではともか く,実験 Ⅱで述

べるように,長期間 しかも多量に使用すること

により潜在感染に近い状態をつ くり出すことは

可能である｡すなわち RFP の登場により結核

化学療 も強化されるとともに,治療期間の短縮

も考え られているが, RFP,PZA を除 く抗結

核剤による化学療法でも, 2ケ月間では根絶は

望むべ くもないが, 少 くとも持続生残菌 (per-

sisters)が休眠菌の状態となるものと考え られ

る｡

体重,肺および牌重量については肺および牌

内感染菌数の消長曲線にみ られるほど,著明な

差は認めなか った｡ しか しなが ら平均ルー ト比

肺重およびルー ト牌指数 (表 1)を検討すると

治療各群と対席群との問では明 らかな差があっ

た｡すなわち治療各群の平均値 と対照群の比肺

重および牌指数を比較 してみて も, それ ぞれ

ll.5と16.6および0.77と1.03であり,また治療

群の問でも,第 1,第 2および第 3群よりも,

第 4,第 5各群の方が値が小さい傾向にあり,

もっとも強力と考えられる第 5群では,比肺重

ll.0,牌指数は0.65ともっとも小さい値で,対

照群の16.6および1.03と比較 して大 きな差が認

められる｡このことは両指数ともそれぞれの臓

器の病変や生菌数の多少を反映す る傾 向 にあ
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り,今後とも検討を要する有力な指標と考え ら

れる｡

第 2節 実 鼓 ⅠⅠ

8ケ月間の長期の化学療法を加えた実験につ

いては, 3日後, 7日後および10日後のいづれ

の体重期間を置いた もので も3者以上の化学療

法群 (第 3,第 4および第 5)では菌発育が認

められなかった｡ これに反 して,第 1および第

2群の INH 単独群ではその投与量の多少にか

かわ らず,肺生菌数の経時的推移 (図3)をみ

ると再増殖がみられ,殆んど対照群と同数の生

菌数を見た｡ このことか らマウスに対 して比較

的強力と考え られる PZAや RFPを使用 しな

くて も,このように長期間の加療により,潜在

感染 (latentinfection)ないし根絶 (eradication)

に近い状態が得 られることを示 している｡本実

験の場合は治療 中止後の Cortisone に よ る処

理12,18,27)は行 っていないので完全な eradica-

tionの指標とはなりに くいが RFP,PZA等に

よる強力な抗結核剤を含まない治療でも,いぜ

んとして,有効な化学療法であり,種々の短期

化学療法が失敗 しても, このような方法がある

限 り,耐性獲得という点で問題はあるが臨床的

な応用面にも効果が期待できそうである｡牌に

ついては,対照群をも含め各群とも治療終了後,
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図 3 肺生菌数の経時的推移 (実験Ⅱ)

表 2 RootIndicesofSpleenandLungin

ExperimentalAnimals(実験Ⅲ)

Daysafterlnoculation

283 290 293
Group lndex

Lung 10.8 13.1 16.1

Spleen 0.76 1.10 0.86

Lung ll.0 12.8 11.6

Spleen 0.87 0.57 1.16

G3

G4

Lung 10.4 9.8 9.9

Spleen 1.04 0.64 0.53

Lung 10.8 11.0 8.6

Spleen 0.94 0.82 0.86

I.ung 8.7 9.4 11.3

Spleen 0.72 0.83 0.70

Lung 21.8 15.5 19.6

Spleen 0.93 1.34 0.88

休薬 3日, 1週間および10日後のいづれも,小

川培地にて発育集落を認めず生菌数は求められ

なかった｡ 第 1群,第 2群および対照群では肺

内生菌数の求め られたことか ら,長期治療によ

る何 らかの影響か,あるいは実験手技の誤 りが

考えられるので,今後とも検討 したい｡

体重,肺および牌重量についても実験 1とほ

ぼ同様の傾向であり,平均ルー ト比肺重および

ルー ト牌指数を検討 してみても(蓑2)比肺垂で

は治療各群と対照群の間には差があり,治療終

了後休薬 3日 (接種後283日), 7日(同290日),

10日(同293日)で対照群では,21.8,15.5,19.6

とそれぞれ高い値を示 しているが,比較的強力

と考え られる第 3,第 4および第 5群では11.0

を越えて いない｡ 第 1と第 2群では いずれ も

10.8か ら16.1までの値であった｡牌指数で も,

第 1,第 2および第 3群 と対照群では 1を越え

るものがあったが,第 4および第 5群はいずれ

も1以下で あった｡ 各平均値を比較 して み て

も,治療の比較的強力と考え られる群ほど,ル

ー ト比肺重 およびルー ト牌指数と も小 さ くな

り,各治療群と対照群との差は明 らかである｡

第 6章 結 語

RFP,PZAを含まない抗結核剤 (SM,FAS,
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INH,TH,EB)の使用 により, 2ケ月間の化

学療法では,終了後肺および胎内生菌の再増殖

をみたが, 8ケ月間の治療では,終了後, 3者

および 5者の多剤併用化学療法群 につ いては肺

内生菌の再増殖をみなか った ｡
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STUDIES OF THE EFFECT OF ANTITUBERCULOSIS

AGENTS AGAINST TUBERCIJE IiACILLIOF THE

CHRONIC TUBERCULOSIS IN MICE

HisakatsuMABUCHI,M.D.

CAe∫iDi∫ea∫eRe∫earchZn∫tizuze,KyotoUniversity,Kyolo,JaPa71

TwolargegroupsofmicewereinfectedintravenouslywithMycobacterium tuberculosis

Kurono-strain. Eachofthesetwolargegroupswassub-dividedintosixsmallergroupsasshown

inthispaper･ Aftertheintravenouschallenge,allorthemicewereobservedwithoutany

treatmentfわrtwomonthstoensurethesuitablechronictuberculosislesions. Andthen,ln

theExperimentImiceweretreatedfわrtwomonths･ AndintheExperimentIImiceweretreated

foreightmonths･ Theanti-tuberculousdrugs,streptomycin(SM),para-aminosalicylicacid

(FAS),isoniazid(INH),ethionamide(rrH)andethambutol(EI∋)wereemployedintheseexperi-

ments.

AfterchemotherapyoftwomontIIS〉duration,asurvivalorthetuberclebacilliinthelungs

andspleenswerenotedinallgroupsincludingthecontrol･

Nosurvivalresultedintheeight.months'chemotherapywiththecombinationofSM,

PAS,INH orSM,PAS,INH,TH,EB. Thelongterm usageofthemultiplecombinationof

chemotherapysuchasSM,PAS,INH,THandEBmayeliminatesocalledpersistentbacilli.


