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緒 論

Capreomycin(以下 CM と略記する)は1961

年,米国 Lilly研究所の Herr及びその協同研

究者1～3)によって,Streptomycescapreolusの

培養液液より得 られた新 しい抗生物質である｡

Herr等の報告によれば この物質はかなりす

ぐれた抗結核菌作用を示すといわれ,また臨床

的にも肺結核に対 して有効であるとの報告が多

い4～10)o

CM の抗結核作用に関する評価がす ぐれてい

る反面,この物質が既存抗結核薬の中で Kana一

mycin(KM)及び Viomycin(VM)と交叉耐性

を有するという報告がい くつか発表されている

ことも周知の通 りである11～13)0

今 日肺結核の治療にたずさわる者にとって,

Streptomycin(SM),isoniazid(INH),p-amino-

salicylicacid(PAS)のいわゆる一次抗結核薬

のみならず,KM,cycloserine(CS),ethiona-

mide(TH)等の, いわゆる二次薬に対 して も

耐性を有する患者数の増加が,きわめて憂 うべ

き問題 として提起 されて来ていることはよく知

られている通 りであって, この問題の解決のた

めに在来の抗結核薬と交叉耐性を有 しない薬剤

の出現が何よりも望まれるということは,容易

に首肯され るところであろう｡

このような観点からすれば CM と KM,ある

いは CM と VM 相互間に介在する交叉耐性が,

どのような性質のものであるかば,きわめで慎

重に決定されなければならない命題 ということ

が出来よう｡

著者はこの点に関して出来るだけ系統的にか

つ詳細に,検討を試みたいと意図 した｡

しか しながらいう迄 もな く,そのような問題

をとりあげるためにはその前 に,CM の抗菌作

用一般に関する多角度からの系統的な観察が必

要かと思われる｡ 本第に おいては CM の抗菌

作用一般について,これを種 々の観点から検討

した実験成績について記載する｡

実 験 材 料

培 地

本実験において使用した培地は,液体培地として10

%牛血清加キルヒナ-培地,Tween-albumin培地,

固形培地として10%牛血清加キルヒナ-寒天培地,1

%小川培地の計4種であって,いすれも成書に記載さ

れた方法にしたがって作成した｡

菌株及び膏液

研究室保存の人型結核菌 H37Rv感性株,本棟より

試験管内で作成したSM,INH,PAS,KM,CS,VM,

TH,ethambtoldl体 (EB),tibione(TBl)各耐性株,

並びに人型結核菌黒野株を使用した｡

菌液は次の方法で作成した｡菌液濃度の判定は,す

べて硫酸バリウム溶液との比尚によった｡
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1) Tween-albumin培養液稀釈薗液

Tween-albumin培地に約10日間,深部均等培養 し

た H37Rv株の培養液を,充分に振逸機押 して蘭を分

散させた後,同培地で適当に稀釈 して所要濃度の薗液

とした｡

2) ガラス上磨砕薗液

10%牛血清加キルヒナ-培地に約 2週間表面培養 し

て得 られた歯膜を,ガラス玉入 りコルベンにとり,少

量づつ生理的食塩水を加えながら振逢 して菌懸濁液を

作 り,約20分間静;琵後上清をとり, これを生理的食塩

水で所定の濃度迄稀釈 して用いた｡

3) 石油ベンジン菌液

H37Rv株を 1%小川培地で約 3週間培養 し, こU)

斜面に約 5mlの石油ベンジンを注入,駒込 ピペ ット

で充分鞄押 して斜面上の菌集落を石油ベンジン中-分

散させ,粗大菌塊の落下を待 ってから,石油ベンジン

で所定濃度迄稀釈 して用いた｡本薗液使用時には, /i-.

歯数の減少を避けるため,歯 と石油ベンジンとの接触

を30分以内にとどめるように注意 した｡

4) メノウ乳鉢磨砕菌液

グリセ リンブイヨンに約 3週間表面培養 して得 られ

た黒野株の歯膜を滅菌炉紙上にとり,湿菌量を秤鼠

メ ノ ウ乳鉢で/主理的食塩水を懸濁妹 として.所定濃度

の菌液を作成 した｡

被 検 薬

CM,SM,INH,PAS,KM,CS,VM,TH,EB

の 9検体を実験に用いた｡

この中で CM,SM,KM,VM は 1g力価入 りヴ ア

イアルを,CSはアンプルに封入されたものを滅菌莱

潮水で溶解 してJ肌 ､た｡INH は注射用 アンプル入l)

のものを使用 し,PAS,EBは粉末を秤量後,70%エ

チルアルコールで溶解滅菌,THは秤量後プロピレン

グリコールで溶解 して実験に供 した｡

被 検 動 物

休重 20g前後の均-･系 dd雌性マウスを用いたC

シリコン被覆スライ ド

東14)の方法により作成 した｡

実験方法並びに実験成績

1. 各種 培地 におけ る CM の制 菌最低漉 度

(MIC)

実 験 方 法

Tween-albumin培地,10%牛血清加キルヒナ一一培

也,同悪天培地, 1%小川培地の4種類の培地を用い,

CM の制菌作用を KM を対照 として検討 した｡
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即 ち通常の倍数稀釈法によって CM 及び KM の倍

数稀釈列を作成 し,約 0.5mg/mlの H37Rv感性枕

Tween-albumin菌液を駒込 ピペットで 1滴づつ接

柿,370C 4週間培養後判定を行なった｡ 1試験管あ

たりの培地量は液培地 2m1, 固形培地 5mlであり,

接種菌量は培地 1本あたり約 0.02mgとなっている｡

実 験 成 績

表 1 各種培地における CM,KM uj

ffilj菌最低濃度 (γ/ml)

培 地 CM KM

Tween-albumin培地 0.78 0.39

10%牛血清加キルヒナ-培地 1･56 0･78

10%牛血清加キルヒナ-寒天培地 1.56 1.56

1%小川培地 12.5 12.5

接種薗量 0.02mgpertube

表 1に示 す ご と く CM の制菌最 低濃 度 MIC

は, 1%小 川培地 を除 く各培地 で 0.78-1.567/

mlを示 したが, 小 川培地 で は 12.5γ/mlと,

か な りの制菌 作用 の低下 が認 め られ た｡

2. CM二の制 菌最低漉度 (MIC)に及 ぼす

培地 pH及 び接 種 菌量の 影響

実 験 方 法

10%牛血清加キルヒナ-培地cJjpHを, 1規定塩酸

及び1規定苛性 ソーダを 用いて それぞれ 5.5,6.5,

7.5に修正 し15), これ らの各培地をI削 ､て CM の倍数

稀釈列を作成 した｡ ついで Tween-albumin培地に

発育 した H37Rv感受性株培養液より,5mg/ml,0.5

mg/ml,0.05mg/mlの各菌液を作成 し,駒込 ピペ ッ

トでその 1滴を前記培地に滴下 し,37oC,4週間培養

後 MICを判定 した｡接種繭量は培地 1mlあたり,

約 0.1mg,0.01mg,0.001mgの 3種である｡

実 験 成 績

表 2 CM ujIfilj菌鼻低濃度 (γ/ml)に及ぼす

接種繭量及び培地 pH の影響

薗量 pH 5.5 6.5
(mg/ml)

0.1 12.5

0.01 3.13

0.001 1.56
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使用培地 10%牛血清加キルヒナー情地
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表 2に示 した｡接種菌量の増加 にともない,

いずれの pH の培地で も制菌作用 の低下がみ ら

れたC即 ち 0.1mg/mlの接種菌量時の MICは,

0.001mg/mlの接種菌量時のそれ に比 し, 4-

8倍 とな った｡一方培地 pH についてみ ると,

いずれの接種菌量時に も MIC は, 酸性側で大

き く,アル カ リ性側で小 さ く現われている｡接

種菌量の影響は培地 pH が酸性の時に,一方培

地 pH の影響は接種菌量の大 きい時 に,よ り顕

著 に出現す る傾向が うかがわれた｡

3. CM の制菌最低漉度 (MIC)に及ぼす

キル ヒナー培地血清濃度の影響

実 験 方 法

10倍濃厚キルヒナ-原液及び牛血清を用い,pHを

約6.8に修正した10%,30%,50%,70%,90%血清

加キルヒナ-培地,及び牛血清に 7mg/mlの割合に

第 1燐酸カリを加え,pH を約6.8に修正した全血清

培地を準備した16-18)｡各培地毎に CM の倍数稀釈列

を作成し,培地 1mlあたり約 0.01mgの菌接種を行

ない,370C4週間の培養を行なった｡

実 験 成 績

表 3 CM の制菌最低濃度 (γ/ml)に及ぼす

キルヒナ-培地血清濃度の影響

培 地 (pH 6.8)

10%牛血清加キルヒナ-培地

30%牛血清加キルヒナ-培地

50%牛血清加キルヒナ-培地

70%牛血清加キルヒナ-培地

90%牛血清加キルヒナ-培地

100%牛血清培地

接種菌量 0.01mg/ml

表 3に示す ごとく,キル ヒナ-培地 に加え ら

れ る血清濃度の増加 にともない制菌作用の低下

が認め られ,90%血清加キル ヒナ-培地及び全

血清培地での MIC は,10%血清加キル ヒナ-

培地のそれ に比 し4倍 の値を示 した｡

4. 各種抗結核薬耐性菌に対する CM の制

菌最低漉度 (MIC)

実 験 方 法

H37Rv感受性株,及び本棟に由来する SM,INH,

FAS,KM,CS,VM,TH,EB,TBl各耐性株のガ

ラス玉磨砕菌液を用い,CM の制菌作用を,10%牛血

清加キルヒナ-培地,0.01mg/mlの接種菌量, とい

う条件下で検討した｡

実 験 成 績

表4 各抗核薬耐性菌に対する CM の

制菌最低濃度

耐 性 株 r耐性度(γ/ml) MIC(γ/ml)

H"3377RRvv-SSM_R 10,000.0

H37RvINH-R F 6･25
H37RvPAS-R 25.0

≡…言≡vvvKMM二RR 10,003冒:03

HH…言≡:言B"_-RR …≡:冒

H37RvTB1-R ; 25.0

1.56

1.56

1.56

1.56

50.0

31.3

1.56

1.56

1.56

使用培地 10%牛血清加キルヒナ-培地

接種菌量 0.01mg/ml

表4に示 され る実験成績が得 られた｡

CM は KM 耐性株及び VM 耐性株の 2種類

を除 くと,感性株 と等 しい濃度で これ ら耐性株

の発育を抑制 した｡ しか し KM 耐性染は CM

50γ/mlの濃度で,また VM 耐性株は CM 31.3

γ/mlの濃度で,その発育が抑制 された｡

5. CM:と他種抗結核薬 との試験管内併用

効果

実 験 方 法

被検薬を滅菌蒸滑水で適宣稀釈し,500γ/mlより

/.8γ/mlにいたるCM 倍数稀釈溶液,及び 100γ/ml

SM,10γ/mlINH,100γ/mlPAS,100γ/mlKM,

1,000γ/mlCS,1,000γ/mlVM,100㌢/mlTH,1,000

γ/mlEBの各溶液を作成した｡ ついで10%牛血清加

キルヒナ-培地に 500γ/mlCM 溶液を100:1の容積

比で加えることにより,5γ/mlに CM を含有する培

地を準備し,この培地を10管 1系列の小試験に第 1管

3.6m1,第2管以下 2mlづつ分注した｡次にCM と

の併用効果を検討する薬剤溶液を, 第1管に 0.4ml

加えてよく概拝し, その 2mlを第2管-移し,以下

順次倍数稀釈を行ない,第10管は CM を含まない対

照培地とした｡

同様に培地 1mlあたり,それぞれ 2.5γ,1.25γ,0.

625γ,0.313γ,0.156㌢,及び 0.078γの割合に CM を
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含有する10%牛血清加キルヒナ-培地を作成 し, これ

らの各培地を用いて,併用効果を検討すべき各薬剤の

倍数稀釈列を作成 した｡ 最後に CM をまった く含有

しないキルヒナ-培地を用いて併用薬のみの稀釈列を

作成 した｡

次に約 0.5mg/mlの H37Rv感受性株 Tween･

albumin培養菌液を作成 し, 各試験管に駒込 ピペ ッ

トで 1滴づつ接種,37oC に2週間培養 した｡

実 験 成 練

表 5に示 した｡表 で -は菌発育 の ま った く認

め られ なか った もの, 十は極 めて少量 ,≠ は中

等度 に,廿は高 度に菌発育 を認 めた もので,括

抗 はな く CM｣NH,CM-PAS,CM-TH に併用

効果 をみ とめた｡

6. CM の殺菌効果

実 験 方 法

シリコン被覆スライ ド培養法14,19)によって検討を行

なった｡

即ち10%牛血清加キルヒナ-培地を用い,CM及び

対照としての KM の倍数稀釈列を 4系列宛作成 し,

これに H37Rv株の約 1mg/ml石油ベンジン菌液を

用い,結核菌を附着させたシリコン被覆スライ ドを投

入 し,37oC の卵字卵器内で培養 した｡ 培養後 1週, 2

過, 3過及び4週毎に各 1系列をとり出し,各スライ

ドを生理的食塩水で2回洗漉 し,薬液を含まぬ10%牛

血清加キルヒナ-培地に移 しかえ,更に4週間培養,

スライ ド上の菌発育の状態を肉眼的に観察することに

より,殺菌効果を判定 した｡

実 験 成 績

表 6に示 した｡薬液 の作用期間 が延 長す るに

つれ て CMの殺菌効 果 は著 明に増強 され,4週

表 6 CM,KM の殺菌効果

制菌最低濃度 (γ/ml)

殺菌最低濃度 (γ/ml)

1. 薬剤作用期間 7日

2. 薬剤作用期間 14日

3. 薬剤作用期間 21日

4. 薬剤作用期間 28日

CM KM

2.0 1.0

3

6

8

9

1

5

7

3

3

1

6

8

9

0

5

7

3

2

1

シリコン被覆スライ ド培養法･

1mg/ml石油ベンジン薗液使用

作用 の系列 では MICの 2倍 で あ る 3.9γ/mlの

濃度 で殺 菌効 果 が認 め られ た｡ しか しなが らこ

の実 験成績 を 対 照の KM と比 較す る と, 殺 菌

効果 は制菌効果 と同様 ,KM よ りやや劣 って い

た ｡

7. 結核 マ ウスの生存 日数 を指標 と した

CM の治療 効果

実 験 方 法

表 7 マウス延命効果実験群の編成

実 験 君打 動物数 t 治療の種類及び投与量

第 1群 10

第 2群 い 0

第 3群 10

第 4 群 10

芸 串
第 7 群 10

第 8 群 j 10

CM 20γ/g 週 2回皮下注射

KM 20γ/g 週 2回皮下注射

CM 20γ/g 毎 口 皮下注射

KM 20γ/g 毎 口 皮下注射

CS IOγ/g 毎 日 経口投与

CM20㌢/g 週 2回皮下注射+
CSIOγ/g 毎 日経口投与
KM20㌢/g 過2回皮下注射+
CSIOγ/g 毎 日経口投与

非治療 対照

体重約 20gの均一系dd雌性マウス 10匹を 1群とL

CMによる延命効果をCM単独,及びCSとの併用の

2方面から検討 した｡対照として KMを用いた｡

即ち約 5mg/mlの黒野株 メノウ乳鉢磨砕薗液 0.1

mlを実験マウスの尾静月永内に注射 し, 翌 日より諸種

の方法で治療を開始 し,治療群中のいずれか 1群の半

数が死亡する迄投薬を継続 した｡実験群の編成は表に

示す通 りである｡

実 験 成 績

表 8 マ ウ ス 平 均 生 存 目 数

治 療 の 種 類 庫均生存 日数

:K:M Z20:≡;… ≡ ≡R:…芸 昔

KM 20｢/g 毎 日 法 24.2

｡MCS2｡,1,0g":25喜.BcSii｡γ/g毎 ｡法 上 ;:≡

KM20γ/g週 2ロ トCS10γ/g毎 日法 24.2

無治療 対照 13.2
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図 1 CMに よ る マ ウ ス 延 命 効 果

各治療群の平均生存 口数は表 8に,また生存

率曲線は図 1に,これを示 した｡

CM 20γ/g週 2日の投与法の場合の平均生存

口数は19.0日であって,無治療群の平均生存 日

数 13.2日に比 し,5.8Hの延長が認められたO

またこの値は KM 20γ/g週 2日法の 場合の平

均壁存 口数 とほぼ同等の値であった｡

この過 2日法に CSIOγ/g毎 日を併用させる

と平均生存 口数は 著町 こ延長され,CM-CS併

用群では23.6日,KM-CS併用群では24.2口と

なった｡ 一方 CM 20γ/gを毎 日投与 した場合

の延命効果は週 2口単独法に比 しかなりす ぐれ

ており,平均生存 日数は CS併用時 とほぼ同じ

程度に延長 されることが判明した｡

総括並びに考接

invitroにおける抗結核薬の抗菌作用が一般

に MIC を指標として論ぜ られていjSことは周

知の通 りで あるが, MIC の検討は 出来るだけ

多角度からこれを検討することが望ましく思わ

れる｡焦体内結核病巣の物理化学的性状はきわ

めて多岐にわたっており,結核菌が抗結核薬の

作用を受ける環境は,これ ら閃子によってかな

りの変動を示す と考えられるからである｡

まず CMの試験管内抗菌作用に及ぼす培地差

の影響を観察すると,液体培地及びキルヒナ-
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寒天培地における MICは 1-2γ/mlであるが,

1%小川培地では 12.5γ/mlの値を示 している｡

Robinson及び Wichelhausenll)は H37Rv株

に対する CM の制菌作用を観察 し, 7H9液体

培地での MICは 1-2γ/mlであるが Loewen

stein-Jensen培地では 8-16γ/mlを示 したと

述べている｡

小関等12)は同じくH37Rv株に対する CM の

MICは,Tween80を含まぬ Dubos培地で 1-

2.5γ/ml,キルヒナ一半流動培地で 2.5-5γ/ml

であるが小川培地では 10-25γ/mlであったと

述べ,堂野前等13) は H37Rv株,黒野棟,患者

分離株等で キルヒナ- 液体培地に おける MIC

は 5-7.5γ/mlであったが,小川培地でのそれ

は 30-60γ/mlであったとしている｡ これ らの

諸報告 と著者の実験成績 とは類似 した傾向を示

しており,卵培地における制菌作用の低下が注

目される｡ これはKM と同様の現象であって,

このことは CM の耐性検査を卵培地で行なう

際,特に留意 しておかねばならない点ではある

まいかと考えられる｡

次に接種商量の増加にともな う制菌力の低下

は,ほとんどいずれの抗結核薬に もみられる性

質であって20),CM に特異的なものではないが,

制菌作用がアルカ リ性側で強 く,酸性側で弱 く

拍現する傾向が注目される｡ これは SM,KM,
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VM 等の抗生物質と共通の傾向であって,この

薬剤が塩基性の物質であることに関連を有する

ものと考えられる｡

次にキルヒナ-培地血清濃度の変化にともな

う制菌作用の変化についてみると,血清濃度の

増加にともない,制菌作用の低下する現象が認

められる｡このこともほとんどすべての抗結核

薬についてみられる現象ではあるが,生体内で

の薬剤の作用機序をうかがう上において,興味

ある示唆を与えるものといってよいであろう｡

各抗結核薬耐性菌に対するCM の制菌作用を

みると,KM 耐性株,VM 耐性株に対 してのみ,

CM の制菌効果がかなり減弱せしめられている

ことが明瞭であって,換言すれば KM 耐性菌,

VM耐性菌は CM耐性であることが示されたわ

けである｡このことの臨床に及ぼす意味はまこ

とに重大であると思われるので,この問題に関

しては篇をあらためて詳細に論 じたいと思 う｡

CM と他の抗結核薬の問には特に著明な併用

効果は認められないが,INH,PAS,KM,TH

等 との問にわずかながら協力効果が認められる｡

CM と KM の間には種 々の点で類似点が多

く,厳密な意味で併用効果と呼んでよいかどう

かについては問題 もあろうが,等 しく類似性を

有するとされるVM との間に,ほとんど協力効

果の認められない点が注目される.

CM の殺菌効果について論ずる前に,殺菌の

意味についてことわっておきたい｡

ここにいう殺菌とは結核菌の菌体を物理的化

学的に破壊死滅せ しめるという意味ではな く,

菌の代謝過程を長期にわたって阻害することに

よって,菌の発育能力を喪失せ しめるという意

味での用語である｡そしてまたいわゆる殺菌の

判定が,シリコン被覆スライ ド上の集落発育の

肉眼的観察によってなされていることが深 く注

意されなければならない｡

しかしながら殺菌の定義が,そのように限定

せ られた意味で用いられるにしても,そのよう

な効果が期待出来るということは,結核化学療

法における前進を意味するものと理解すること

には誤 りがないものと思考される｡

シリコン被覆スライ ド培養法による我々のこ

れ迄の研究19,21～27)によれば,PAS,TBl,Snl丘so-

Ⅹazole等は こういう意味での殺菌効果の弱い

薬剤に属 し,SM,KM,TH,SOM,EB等にあ

ってはその効果が比較的顕著である｡本実験の

成績は CM が後者の group に属する薬剤であ

ることを示 しているo

CM による結核マウスの延命効果を検討した

実験成績 としては中村等28)の報告がある｡これ

によれば CM は KM にほぼ匹敵する成績を示

すが,投与量の点から考慮するとCM の効果は

やや KM に劣るのではあるまい かとされてい

る｡

著者の実験成績について述べると,CM 単独

投与より CM と CSの併用がす ぐれ,また CM

遇 2日の投与より毎 日の投与の方がす ぐれてい

ることは予想せられた通 りであるが,単独投与

の場合 も併用の場合 も,同じ投与量で CM と

KM の問には延命効果に関して有意の差を認め

ない結果が示されたわけである｡

以上 CM の抗菌作用を種々の角度から観察 し

た次第で あるが, 得 られた 結論は この物質が

KM や TH あるいは EB 等に比 して決して遜

色のない,かなりす ぐれた抗結核作用を有する

という事実であるo全実験を通 じて提起された

唯一の疑問は, この物質 と KM あるいは VM

の間に介在する交叉耐性の問題であるが,この

疑問は次篇における主題として詳細にこれを論

じたいと思 う｡

結 論

新抗結核薬 CM の抗菌作用を種 々の角度から

検討し,次の結論を得た｡

1. CM の制菌最低濃度は液体培地及びキル

ヒナ-寒天培地で約 1-2γ/ml程度を示 したが,

1%小川培地ではかなりの制菌作用の低下が認

められた｡

2. CM の制菌作用は培地 pH が酸性の時弱

く,アルカ リ性の時強 く出現する傾向が認めら

れた｡また 0.1mg/mlより0.001mg/m1-の接

種菌量の変化により, 4- 8倍程度の制菌作用

の増強が認められた｡

3. キルヒナ-液体培地に加えられる血清量
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の増加 にともない,CM の制菌作用の低下す る

現象が認 められた｡

4. H37Rv株 よ り得 られた KM 及び VM 耐

性菌は CM に耐性を示 したが,SM,ⅠNH,PAS,

CS,TH,EB,TBl各耐性株は CM に感受性で

あった｡

5. CM と SM,INH,PAS,KM,CS,VM,TH,

EBとの試験管内併用効果を検討 し,rNH,PAS,

KM,TH との問にわずかなが ら協力効果を認め

た｡

6. CM はかな り強力な殺菌作用を示 したが,

その効果は KM に比較す るとやや劣 るよ うで

あった｡

7. 結核マ ウスの延命効果 において CM は,

単独投与の場合 もまた CSを併用 した場合 も,

KM とほぼ匹敵す る治療効果を示 した｡
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