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緒 言

現在,抗結核薬として用 い られている薬剤は

13種類に及んでいる｡ 即ち,INH,SM,PAS,

EB,KM,CPM,TH,PZA,VM,CS,Tbl,SF,

そして RFPである｡ これらの薬剤の中には,

結核菌に対する作用機序が分 っているものもあ

るし明らかでないものもある｡一般に抗結核薬

は試験管内では結核菌に対 して殺菌的に作用し

うるが,/i'_体内では副作用を考慮した上で定め

られた通常の使用量では血中濃度に一定の限界

があり,また血中の薬剤濃度がそのまま病巣内

に移行するとは限らないという点もあって,殺

菌的に作用する場合はまれであり,歯の発育を

抑制し,これに生体の防禦機構が加わって治癒

に導かれるものと考えられている｡

どのような疾患の薬物療法にも長年の臨床経

験の集積の上に立った多かれ少なかれの法則性

があるが,実験計画法が比較的早 く導入された

結核の化学療法については,そのような経験則

だけではなくて確率論的な検討に耐えうるいく

つかの法則がこれに加わっている(〕その中で重

要な問題は,薬剤或いは化学療法術式を比較す

る場合には薗所見の信頼性は高いということ,

そして原則的に耐性薬剤は用いない方がよいと

*本論又は京郁大学審査学位論文である｡

いうこと,史に耐性出現の阻止 ･協力作用 ･代

謝競合などを考慮 して併用療法を行なわねばな

らないということ,また, 1日量の問題,投与

期間の問題があり,更に,副作用を少なくし,

薬剤特有の作用に基づ く病巣反応を減少させ,

経済的負担を軽減 し,外来管理的治療を行なう

ため聞歓療法の問題がある｡

最近,新 しい抗結核薬としてその効果がINH

に匹敵するものとされ,我が国においても臨床

共同研究が進行 してい る Rifampicin (以下

RFPと略す)に関しても当然その間歓投与 の

可能性が検討されねばならないが,RFPの閲

歓投与に関する基礎的研究は,鈴木1),L Ver-

bist2)によるマウス実験的結核症に関する報告

にみられるけれど,いまだ内外にそう多くはな

い｡ そこで,RFPの特徴的な抗結核性を追究

するための基礎的研究の一端として,結核菌に

対するRFPの作用時間 と抗結核性の消長に関

する試験管内実験的研究を行なった｡

RFPはStreptomycesmediterraneiの産生す

る抗/i物質である RifamycinSV から半合成

的に導かれた新抗生物質で ある｡ 1957年 に

Streptomycesmediterraneiの培養液か らグラ

ム陽性菌及び結核菌に有効な RiramycinB が

分離されたが,その後 Rifamycin13の水溶液
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は空気酸化することによって更に抗菌活性の高

い他の化合物に変化することが発見された｡こ

の活性物質は RifamycinO又はその加水分解

物である RiFamycinSであることが分 ったが,

抗結核作用がいま一つ強 くないことと注射時の

局所痛のため広 く実用に供されるには至 らなか

った｡それ以来臨床的に治療効果のある化合物

をうる目的で,(i) 経口的吸収が優れ体内持続

性の高いこと (ii)結核感染症に高い抗菌性を

有すること (iii) グラム陰性菌にも有効で幅広

い抗菌スペク トルを有すること,などを目標に

数百種におよぶ誘導体が合成された｡これ らの

中か らRFPは RifamyCinSV の誘導体として

1965年にイタリア Gruppo-Lepetitの研究陣 に

よって開発されたものである｡ RFP の化学名

は 3寸(4-methyL1-piperazinylimino)methyl]

rifamycinSV(C43H58N∫l012,分子量-822.

93)で,化学構造式は下記のとおりである｡

CH5CH3

CH50 分子量

Rifcmpicin(C43H58N4012=822.93)

3-F(4-methyll1-piperazinylimino)methyl]

r]'famycinSVfuronaphthalene環を母核とし,

これに長い橋状構造を有 している3)｡RFPは燈

赤色 (レンガ色)の無味無臭の粉末状ないし針

状結晶で,クロロホルムに溶け易 く,メタノー

ルにやや溶け難 く,水には極めて溶け難い物質

である｡183′-188oCで黒変分解 し, 明確な融

点を示さない｡

実戟材料及び実鼓方法

第 1節 実験材料

試験管 :内径 1cm,高さ 12cm のガラスキ

ャップ付小試験管を使用 した｡

シリコーン被覆スライ ド:東の方法･1)によっ

て作製 した｡シリコーン被覆スライ ド(Silicone-

coatedslide,SS と略す) とはスライ ドグラス

に所定の処理を加えてその表面を siliconeの薄

膜で被覆 したもので,スライ ドグラスは普通の

スライ ドグラスを縦に3切 したもの (ca.9×75

mm)を使用 した｡ 即ち,上記の スライ ドグラ

スをクロム硫駿中に24時間浸漬後,流水中で数

時間洗源 してか ら乾燥,更にベンジンで洗源 し

た後,室配で乾燥させ,次いでこれを粘度 350-

500centistokes の DimethylSilicone(Dow

Corning社製 "DC200Fluid")の2% (Ⅴ/v)
クロロホルム溶液に約 1分間浸漬後,室温で 1

及至 2時間風乾 し,300oC, 1時間熱処理を加

えた｡

菌株 :教室保存の H37Rv株で 1% 小川培地

で 4週間培養 したものを使用 した｡

菌液及び菌接種方法 :H37Rv株の薗集 落 を

別の試験管に移 し,石油ベンジンを加え,よく

振塗 して菌を分散させ, 2- 3分間静置して粗

大菌塊を沈殿せ しめた後,上清を他の試験管に

移 し,硫酸バ リウム標準液 と比色することによ

り,約 0.1mg/mlの石油ベンジン菌液とした｡

この菌液中に SSを池田の方法5)によって 約 2

cm の深さに瞬時浸漬 して菌を附着させた｡

培地 :pHca.6.5の10%牛血清加キル ヒナ-

培地を使用 した｡

被検薬剤 :RFP,INH 及び SM であ る｡

RFP の 溶 解 稀 釈 に は dimethylformamide

(DFA)を用い, 1mg/mlとし以後培地を用い

て稀釈 した｡SM 及び INH は蒸留水で10mg/

mlまで稀釈 して, その後は培地を用いて 稀釈

した｡

第 2節 実験条件及び実験方法

薬剤作用温度 :37oC とした｡

実験群の構成 :実験群の構成に当っては,臨

床投与法を参考 としなが らも,実験 1に於てほ

作用時間を任意に選んだ｡ 実験群の構成は表 1

に示す通 りである｡

実験 1:①24時間週 2回間飲作用 (む24時間

過 1回問飲作用

これ らの間数投与方法による結核菌発育阻止

効果 と連続作用による効果とを比較検討 した｡
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表 1 実験群の構成 (実験 Ⅰ)

作甲 間桓 車 埜 ___ 薬 剤 濃 度

RFP巨Bl頂:'lGJom-C壷両 ~~~~以後第19管まで情数稀釈
l

241珊瑚
週2回

24時間
週 1回

r

TVS.ilk SM /7 1mg/ml,.

INH ･ 〟 1mg/ml,

r

;RFP 〟 100mcg/ml,

l

甲独 :SM // 1mg/n-1,

l

;INH 〃 1mg/ml,

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

RFPに対する対照薬剤として SM,INliを用

いた ｡

実験 Ⅰ

実験には前記の小試験管を用い,薬剤合有培

地の第 1管濃度をRFPIOOmcg/ml,SM,INH

lmg/mlとした｡第 2管か ら第19管までそれぞ

れ倍数稀釈 し, 第20管は薬剤非含有培地 と し

た｡

実験操作 :1%小川培地上に4週間培養 した

結核菌集落に石油ベンジン液を注ぎ, ピペ ット

操作によって集落を集め,別の試験管に移 し阻

大菌塊を沈殿せ しめた後,硫酸バ リウム標準液

と比色することによ って約 0.1mg/mlのベン

ジン菌液をつ くった｡ そ して池田の方法5), 即

ち実験に必要な数の SSを縦に並列させること

のできる金属製の網セ ット (1つのセ ットに約

50枚の SSを並列できる, つまり約50枚の SS

を同時に同じ深さで浸漬できるセ ット)を使用

することによって, 上記 のベンジン薗液 中 に

SSを可 及的同時に数秒間浸漬 して結核菌 を 付

着させた｡このスライ ドを上記の薬剤含有及び

非含有培地系列の試験管内に 1枚ずつ投入 し,

37oC で培養した｡所定の時間, 薬剤を作用さ

せた後,SSを生理的食塩水で洗推 し, 間飲作

用群のものは予め用意 した薬剤非含有培地系列

の対応する試験管に移 し,また連続作用郡のも

のは,新 しく調製 した薬剤含有培地系列の該当

試験管に移 して培養を続ける｡以後 4週間にわ

表 2 実験群の構成 (実験l【)l

以後第19円まで倍数稀釈
3

周一l
,1ノ

過

問

回
m
同

時

2
時

2

l粕問
週 1回

単独 RFP 〟 〃

rrf-独 RFI' // //

里独 RFP 〃 〃

た り各週 1回及至 2回 同じ実験操作を繰 り返 し

た｡ なお,菌附着スライ ドは必ず同一番 号の試

験管で薬剤作用 ･培養の操作が繰 り返されたこ

とはいうまで もない｡ 又,薬剤合有培地か ら非

合有培地へ移す時は対照の SS も同様に洗源 し

た｡仝実験を通じて 1度使用 した培地は薬剤含

有の有無に拘 らず 2度と使用せず又,生理的食

塩水 もすべて新 しく調製 して実験を行なった｡

判定方法 :肉眼的に観察 して SS上に発育 し

た結核菌の集落が SS表面 (SSのベンジン菌

液附着部分)の 2/3以上を被 うとき (冊)2/3-

1/3のとき (汁),1/3以下のとき (十)とし,隻

落数100以下の場合には大略その数を記録 した｡

結核菌発育阻止効果の判定時期は実験開始後第

3週目とした｡

実験 Ⅲ

実験群の構成は,第 3章で後述する実験成績

(実験 Ⅰ)から設定 したものである｡

実験Il (D3時間週 2回間飲作用 ② 1時間

過 2回問飲作用 (封1時間週 1回間数作用など

は表2に示す通 りである｡ 被検薬剤は RFPの

みで実験材料,実験方法及び実験操作と判定方

法は実験 Ⅰと全 く同様である｡

実験成績及びその比較検討

実験 Iにおける判定成績を総括 したのが表3

である｡ この判定成績をいかなる基準で比較検

討すべきかは種々の考え方があろう｡対照と比

較すれば (廿)の成績 も発育阻止作用を受けて

いることを示 していると考えてもよいだろう｡

(十)は更に強い発育阻止作用を受けたこ と を

示 しており, 集落数 100以下ではますます強い

作用を受けたことになる｡ この場合,肉眼的に
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1個の集落 も認めない最低薬剤濃度で各実験群

を比較することも出来るが,この方法によると

自然耐性菌の発育が存在する場合には比較を誤

まるおそれがある｡ (≠)の成績の 最低薬剤濃

度で比べてもよいであろう｡ しか し発育阻止作

用が著明で, しかも自然耐性菌等による誤まり

のない判定成績で比較検討するのが最 も妥当で

あろう｡その意味か ら (十)の判定成績を基準

にとることは最 も適当していると考えられる｡

したがって,本論文においては菌集落数 100ま

でと(十)は発育阻止効果あり,(i十)及び (iH)

は発育阻止効果なしと仮定 して検討 したい0

第 1節 実験 Ⅰの場合 (表 3)

1,RFP単独作用 :24時間 週 2回及び週 1

回という問飲作用方式では共に第11管まで発育

阻止効果がみられた｡発育阻止最低濃度 (以後

MIC と略す) は 0･098mcg/mlであった｡ 他

方, 連続作用の場合第12管まで効果 が あ り,

MICは 0.049mcg/mlであった｡RFPの場合,

間飲作用と連続作用との差 はわずか 2倍 で あ

る｡

2,SM 単独作用 :SM 連続作用では第11管

まで,24時間週 2回作用では第 8管まで発育阻

止効果をみとめた｡そして24時間週 1回作用で

は本実験に用いた最高濃度でも菌発育があり阻

止効果はみられなかった｡ MICは上記の川副こ

それぞれ 0･975,7.81,>1000mcg/mlであっ

た｡24時間遇2回問飲作用及び週 1回問飲作用

と連続作用との差は それぞれ 8倍及 び >211

(2048)倍であった｡

3.INH 単独作用 :連続作用, 24時間週 2

回及び週 1回間飲作用の MICはそれぞれ第17

管,即ち 0･015mcg/ml,第15管,即ち 0.0608

mcg/ml,そして第 7管,即ち 15.63mcg/mlで

あった｡24時間週 2回及び週 1回間飲作用と連

続作用との差はそれぞれ 4倍及び 210(1024)倍

であった｡

以上の成績から,何れの薬剤においてもその

効果は間飲作用が連続作用に比 して劣っている

が, RFPの場合は差が極めて小さいのが著明

であり,SM,INH の場合には薬剤作用時間が

短か くなるにつれ効果が減弱す る傾 向をみ と

め,SM の場合その傾向が最も著明であった｡

以上,実験 Ⅰの成績か らRFPは短時間間欧

的な作用方式でも INH,SM に比べてはるか

に強い発育阻止力を発揮することがわかったた

め,更に短かい接触時間を設定して実験を行な

った｡ したがって SM,INH については24時

間週 2回及至 1回問飲作用でも連続作用に比 し

著明な効果の減弱を認めたので更に短時間問歓

表 3 結 核 菌 発 育 阻 止 効 果 (実験Ⅰ)

試験管番号等I転石法則警管濃度mcg/ml2 3 4 5 6 7 8 9 10l川 2 l訓 4 15 [6 17[8Jl920
連 続 RFP一ooSMl000

ⅠNH1000
24時間逓】2[司 RFP l○○SM l〇〇〇

ⅠNH lOOO

24時間避 l回 RFP 】○○
SM l000

ⅠNH lO○○

薬削濃度:第2管から第19管まで倍数希釈法による.(第20菅薬剤非含有培地)

結核薗発育の程度 ■ (叫 図 什) ⊂]肉眼的発育fiL
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表4 結 核 菌発 肯 阻 止 効 果 (実験Ⅱ)

試筆管番弓薬剤侮 石登別警 唾;%Bmcg/m l2 3 4 5 6卜7 8 9回 川215 14 ー5I6 17181920
連 続 RFP lOO

3時間遇 2ElRFP JOO ■

l時間週2E]RFP l○○
l時間避 lE]RFP loo

薬剤濃度:第2管から第19管まで倍数希釈法によるo(第20管葉削非含有培地)

結核薗発責の程度 J(叫 囚 (+) [コ 困眼的発告別

作用 という実験群を構成 しなかった｡ この際,

当然対照薬剤をお く必要は認められない｡

第 2節 実験口の場合 (表4)

1.RFP 3時間週 2回作用による菌発 育 阻

止効果 .'この場合,MICは第 7管, 即ち 1.56

meg/mlであったO連続作用 との差は32倍であ

った｡なお,実験 Ⅰにおける RFP24時間週 2

回及び過 1回作用 との差は16倍である｡

2.RFP 1時間週 2回作用 による 菌発育阻

止効果 :この場合の MIC は第 6管,即ち 3.13

mcg/mlであった｡ 連続作用 との差 は 26(64)

倍であり, 3時間週 2回間飲作用との差はわず

か 2倍であった｡なお,実験 Ⅰにおける24時間

過 2回及び週 1回問飲作用との差 は32倍 で あ

る｡

3.RFf'1時間週 1回作用による菌発 育 阻

止効果 :この場合の MIC は第 4管即ち,12.5

mcg/mlであった｡ 1時間週 2回 問歓作用との

差は4倍である｡ 以上,実験口における成績を

示 したのが表 4であるO

表5 結核菌発育阻Jl二鼻低濃度 (実験 I)

薬剤数

薬 剤 名

薬剤作用時間

単 独 ･単 独 単 独

RFP ! SM INIl

連 続 0.049.0.975 0.015

24時 間 週 2回 0.098 7.81 0.061

菌集落数100迄,及び(十)は発育阻止力あり,(廿),
(料)は発育阻止力なしとみなした場合O
(表中の数字はm cg/mlを示す)

以上の実験成績か ら,RFPは 3時間, 1時

間という極めて短時間の間数作用によって も,

なおかなり強力な結核菌に対する発育阻lI二効果

を発揮 し,かつ連続作用ならびに24時間週 2回

及至週 1回聞飲作用の場合と比較 して,阻止力

の減弱は比較的軽度であった｡

即ち,RFPは invitroでは連続作用と問飲

作用との差が非常に小さく,かつ極めて短時間

の作用でもかなり強力な結核菌発育阻止効果を

示す薬剤であるo以上の成績か ら菌発育阻Il二最

低濃度をまとめて,表 5及び表 6とした｡

考 接

第 1節 実験条件及び実験方法に対する考察

木実験に使用 した SiliCOne-COatedSlideCu-

1ture法 (SSC法, シリコン被糧スライ ド培養

汰)4,6)は当研究室で考察された方法で,結核菌

が油水系界面に吸着される現象を利用 して,油

性の物質 Siliconeで被覆 した Slideを応用 した

表6 結核菌発干用1止最低濃度 (実験 Ir)

薬剤数

基 剤 名

栗劉控]13埠明_______ー____

連 続

3時 間 週 2回

1時 間 週 2回

1時 聞 過 1回

甲 独

RFP

O.049

1.56

3.13

12.5

菌集落数100迄,及び(十)は発育阻止力あり,(廿),

(料)は発育FrL止力なしとみなした場合｡
(表中の数字はmcg/mlを示す)
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結核菌培養法である｡ スライ ド-の菌の定着が

極めて良好なため,スライ ドからの菌の脱落と

いう従来のスライ ド培養法にみられた現象が殆

んど起こらないという特徴をもっている｡

従ってスライ ド上に培養された結核菌は,肉

眼的判定が可能なまで増殖 してもスライ ドか ら

脱落せず,固形培地での判定と同様,スライ ド

上の集落の算定を肉眼的にも行ない得る｡ 又,

スライ ド上の結核菌及びその集 落 は過大 な発

育,機械的な払拭,脂肪溶剤による洗源等を加

えない限り普通の細菌学的操作では脱落 し難い

ので結核研究の分野に種々応用範囲の広いこと

が示されている｡SSC法において, スライ ド

-の菌附着 (接種)にあたり,(1)単孤菌化,(2)

菌附着の均等性,(3)接種菌量の均一性,等々を

満足させるための菌液作成方法がいろいろと検

討された｡

辻,山本7)は結核菌の分散媒として脂肪溶剤

が極めて良好で,この中に分散させ られた結核

菌は殆んど単孤菌に近い状態になること,更に

脂肪溶剤の中で結核菌に対する障害作用は石油

ベンジンが最も弱いこと,そして石油ベンジン

菌液を用いると結核菌がスライ ドに附若 し易い

ことを証明し,スライド培養法における石油ベ

ンジン菌液の利用を提唱 し,その優秀性は広 く

評価されている｡従ってこれらの方法を組合せ

て用いれば,間歓投与法,換言すれば菌と薬剤

とが間数的に接触するような作用方式の実験を

invitroで比較的簡易に行なうことができるの

である｡ 特に今回行なった試験管内実験の様に

極めて短時間薬剤を作用させるような場合には

これほど最適の実験方法は他に類をみない｡ し

かもこの方法によれば薬剤作用期間が 1か月以

上に及んでも実験操作は可能である｡

本実験は比較実験であるか ら,実験条件は総

て同一でなければならない｡SSへの菌の附着
数,石油ベンジンによる影響,生理的食塩水で

洗源する際に菌が脱落するか否かの検討が必要

となる｡内藤 ら8)はSSへの結核菌の附着に影
響する諸因子に関する検討を行なっている｡ 菌

液濃度について,濃度が低 くな るに したがっ

て,成績判定の際の誤差が大きくなる可能性が

京大胸部研紀要 第10巻 第 1,2号

あるのでやむを得ない場合以外 は 0.1mg/ml

以上の菌液濃度で諸実験を行なうのがよいとさ

れている｡ なお附着菌量と薬剤効果の関係につ

いては久世の報告9)があり, SSC法では菌量

による影響はあまり認めないとされている｡薬

剤作用温度は 37oC としたが,実験操作中には

一時的に 37oC以下になることは避け難いけれ

ども,すべての SSができる限り同じ条件にな

る様に連続作用群 も生理的食塩水で洗源 し,同

じくらいの時間室温に曝すように留意した｡

第 2節 諸家の報告との比較考察

RFPの結核菌に対する試験管内抗菌力 につ

いて,久世 ら10)は H37Rv株に対する RFPの

MICは Kirchner培地で 5mcg/mlと報告 し

ている｡ 杉山ら11)は H37Rv株に対する RFP

の MIC は Kirchner半流動培地で 1mcg/ml

としている｡又,岡ら12)によれば H37Rv感性

菌に対する RFPの MIC は Dubos液体培地

で 0.1mcg/mlとされている｡ 豊原13)によれ

ば, RFPの MICは Kirchner半流動寒天培

地では 0.5mcg/mlとされている｡

著者の行なった実験成績では RFP の MIC

は10%牛血清加キルヒナ-培地では 0.05mcg/

mlであった｡

さて,試験管内における問歓投与法の検討は

A.R.Armstrongの報告14),池田の報告5)など

にみられるが数少ない｡これはおそらく抗結核

剤の試験管内間歓投与による実験が従来の細菌

学的な手段では方法論的に非常に困難であった

ためであろう｡A.氏.Armstrong は Millipore

Chamberなる実験装置を考案使用 した｡ この

装置では一種の Membranefjlter を使用 し,

この Membraneを通 して薬剤含有培地及び薬

剤非含有培地の交換を行ない, 6日間の薬剤作

用後に Membrane上に発育 した菌集落を肉眼

的ならびに顕微鏡的に観察 している｡ この方法

では装置及び操作が複雑となり,大規模な比較

実験では非常な労力を必要とする｡Armstrong

のMilliporeChamber装置を用いた INH 単独

作用の実験成績では,発育阻止効果,殺菌効果

共連続作用法が問飲作用法より優れているとい
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う｡また池田の INH を中心とした抗結核剤 の

単独及び併用作用法に 関する Silicone-Coated

Slide(∵ulture法を用いた 実験成績では, 薬剤

の種類,作用方式等により,程度の差はあるが,

連続作用法は問駄作用法より劣ることはなく,

むしろ明らかに優れている場合もあるという｡,

また,臨床的に RFP毎日投与法と1週 2日

投与法とを比較した,東海北陸地区固療共同研

究班による報告15)があるが,これによれば準里

独といえる条件で RFP毎日法と間欧法の臨床

効果を比較して得 られた成績は,菌陰転率,菌

陰転までの期間,X線像改善率の各項目につい

て,毎日法の方が問歓法よりもよい数植を示 し

たしノ しか し, 両省の問に有意差はなか ったの

で,この成績からただちに毎日法の方がすぐれ

ていると結論するわけにはいかない としてい

る｡又,鈴木1)によれば,マウス実験的結核症

に対するRFP間歓投与について, RFP投与

量 2mg/kgで週 2日法と毎日法の効果比較の

場合, 2mg/kg毎日は 2mg/kg週 2日より効

果大であったとされており,更に又,RFP投与

量 3段階で実験 しているが, 20,10,5mg/kg

で週2日法と毎日法の効果を比較す ると, 20

mg/kg毎日>20mg/kg週 2日>10mg/kg毎

日≒10mg/kg週 2日 --5mg/kg毎日> 5mg/

kg週 2日であった,とされている｡

他方,L.Verbist2) はマウス実験的結核症に

対するRFPの単独閑散投与の効果を検討して

いるが,それによると,まず RFPを3っの投

与群, 即ち50mg/kg週 1回投与, 25mgノkg

週 2回投与, long/kg週 5回投与とし,これ

らの投与形式でそれぞれ感染後11日目から治療

を開始 し,20過にわたり治療 し,その間経時的

にマウスの生存数を記録している一1その結果,

RFP 50mg/kg週 1回投与郡 ま25mg/kg週

2回分割投与郡や 10mg/kg週 5回分割投与群
より優れた治療効果を発揮 したとのべている｡

ところが同時に行なった INH による単独間歓

治療実験では INH 5mg/kg週 5回投与群 は

25mg/kg週 1回投与群より優れた効果を発揮

したと報告しているO この点,RFPは大壷週

1回投与の方が優れ, INH では週 5回分割投

与の方が優れているといえる｡ 更に, L.Ver-

bist2)は RFP単独投与量をいろいろと変 えた

場合,及び問歓投与方式を2週毎 1回投与,過

1回投与,週 5回投与と変えた場合についても

報告 している｡ 実験的結核症のマウスの全肺組

織中生菌数の平均値を経時的に調べて効果を判

定しているが,RFPIOOmg/kg週 1回投与群

は 50mgノkg週 1回及び 25mgノkg週 1回投

与郡より優れた効果を発揮 したとのべている｡

そしてまた,100mg/kg過 1回投与群>50mg/

kg週 1回投与那>100mg/kg 2週毎 1回投与

群>20mg/kg週 5回 投与群>10mg/kg週 5

回投与群の順に治療効果を発揮 したと報告 して

いる｡ 即ち,RFP問歓投与による殺菌効果は

投与量を増すにつれ 強力となり,RFPの週 1

回大量投与郡は,同一量を分割 して投与 した郡

より優れた効果を発揮 したことになる｡

結 語

シリコン被覆スライド培養法を用いて,RFP

について単独の連続投与法と間歓投与法との効

果を発育阻止効果の面から比較検討した｡

1. RFP24時間週 2回及び週 1回問飲 作 用

の場合, MICは 0.098lnCg/mlであった｡ 連

続作用の場合 MICは 0･049mcg/mlで差 はわ

ずか 2倍であった｡ これに対し, 対照 と した

SM では同一一の条件で実験を行ない24時間過2

回問飲作用の場合 MIC は 7･81mcg/mlで,

更に24時間週 1回間飲作用ではMICは>1000

mcg/mlと効果は著明に減弱した｡他方, SM

連続作用の MICは 0.975mcg/mlであったか

ら,問飲作用との差は8倍及び>211倍である｡

INH についても同一条件で実験を行な った

のであるが,24時間週2回及び過1回問飲作用

の場合の MICはそれぞれ 0.0608,15.63mcg/

mlであり連続作用の場合,MICは 0.015mcg/

mlであったから問飲作用との差はそれぞれ 4

倍及び 210倍であった｡

以上のように,SM,INH の場合には薬剤作

用時間が短か くなるにつれ効果が著 しく減弱す

る傾向をみとめたが, RFPでは問飲作用と連

続作用との差が極めて小さかった｡
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2. RFP 3時間週 2回問飲作用, 更に 短時

間作用で 1時間週 2回及び週 1回問飲作用実験

では MIC が上記の順にそ れ ぞ れ 1.56,3.13,

12.5mcg/mlであり, これ らの間に著 しい差 は

み られず,連続作用の場合 と比較 して も32倍～

256倍である｡ したが って RFP は invitroで

は連続作用 と問飲作用 との差が非常に小さく,

極めて短時間の作用で もかなり強力な発育阻止

効果を発揮する薬剤である｡

本論又の要旨は第38回日本結核病学会近畿地方会

(昭和47年10月 7円,京都),第48回日本結核病学会

総会 (昭和48年4月2日,福岡)において発表した｡

稿を終るに臨み,直接研究面で御教導下さった池田

博士,並びに教室の諸先生方,教室員の方々に心から

感謝の意を表します｡
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第 2第 殺 菌 効 果 に つ い て

緒 言

第 1第では シリコン被覆スライ ド培 養 法1･2)

を用いて RFP,SM,INH について,連続投与

法 と間歓投与法 (特に短時間問歓投与法) との

効果を発育阻止効果の面か ら比較検討 した｡

問歓法の理論について,束村3)は SM が登場

した際に次のような観察を行 な った｡ 即 ち,

SM と抗酸菌 とを接触 させると,SM を洗い落

して も菌はす ぐに発育できず発育が開始 される

までに数 日間の lagtimeが必要である｡ この

lagtimeの長さは接触 した SM の濃度によっ

て左右され, 一般に SM の濃度が高いほど発

育が再開するまで時間がかかる｡lagtimeは菌

の傷害を回復するまでの時間 と解釈されたO こ

の観察は烏型結核菌獣調株を用いてグ リセ リン

ブイヨン(pH 7.0,3%)で実験 されている｡以

上のどとく, 間歓投与法は bactericidalaction

を強 く有する薬剤を用いればかなり有効 と考え

られる｡

Mitchison4) も問歓療法について細菌学的観

察を行なって,問歓投与の間隔は薬剤 と接触 し

て発育の止まった菌が,薬剤がな くなってか ら

も発育 しないでいる期間にかか っているとのべ

ている｡

RFP の間歓投与が有 効 で あ る可 能 性 は,

Grumbach,Canetti,I.eI.irzin5) の動物実験

で示唆されている｡ 即ち,マウスを用いた実験

で,先ず RFP+INH,RFP+EB,INH+EB

を毎 日投与法 と週 2回及び週 1回間歓投与法 と

で比較検討 した結果,間歓投与法で も連続投与

法で も最 も有効であった の は RFP+INH と
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されている｡ しか もこの Combination につい

ては,週 2回投与法による効果 と連 日投1=j法に

よる効果 とはほぼ同じ程度であったと報告 され

ている. 更に,①RFP+INH+SM (4ケ)i,
毎 日) (夢RFP+INH+SM (1ケ月毎 日, 3

ケ月週 2回) (参RFP+INH十SM (1ケ月毎

冒)+INH+SM (3ケ月週 2ll_,1) ④ INH+

SM (4ケ)J,毎 日)6)INH+SM (1ケ月毎

冒, 3ケ月週 2回)の 5グループについて動物

実験を行ない, 肺及び牌 (totalorgan)か ら分

離された菌集落数をみた結果,(むRFP+INH

+SM (1ケ月毎 R, 3ケ月週 2回) の効 果が

優れていた ことをのべている｡,

また, lliLttenr,,7) もRFPの問歓療法が有効

である可能性をマウスの実験で示唆 しているL

Dickinson,Mitchison8) は同様な点を試験管再

実験で示唆 している｡

更に, L Verbist9)はマウス実験的結核症に

対する RFPの単独間歓投与の効果を検討 して

いるが,それによると,まず RFPを 3つの投

与群,即ち① 50mg/kg週 1回投与,② 25mg/

kg週 2回投与,③ 10mg/kg週 5回投 与とし,
これ らの投与形式でそれぞれ感染後11日目か ら

治療を開始 し,20週にわたって治療 し,その閉

経時的にマウスの生存数を記録 しているOその

結果,RFP50mg/kg週1回授 与群は 25mg/

kg週 2回分割投与群や 10mg/kg過5回 分 割

投与群より優れた治療効果を発揮 したとのべて

いる｡ ところが,同時に行なった INH による

単独問歓治療実験では, INH 5mg/kg週 5回

投与郡は INH 25mg/kg週 1回投与群 より優

れた効果を発揮 したと報告 している｡ この点,

RFPは大量週 1回投与の方が優れ,INHでは

比較的少 鎧による過5回分割役与の方が優れて

いるといえる｡更に,Verbistは RFP週 1回単

独投与法について RFP単独投与量をいろいろ

と変えた場合,及び間歓投与方式を 2週毎 1回

投与,週 1回投与,週 5回投与と変えた場合に

ついて も報告 している｡ それによる と,RFP

問歓投与による殺菌効果は投与量を増すにつれ

強力 とな り, RFPの週 1回 大量投与群は同一

量を分割 して投与 した群より優れた効果を発揮

した ことになる｡

一般に薬剤は結核菌の増殖が盛んな時ほど即

ち restingcLLllよりもgrowingcellに対 して,

より強力な殺菌効果を発揮することが知 られて

いる(l

従 って薬剤を連続的に作用させるよりも問数

的に作H]させ る方がより大きい殺菌効果を期待

できる可能性がある｡ところが,抗結核剤の殺

菌効果についての invitroでの問歓的作用実験

は方法論的な困難さか らあまり数多 くなされて

いないようである｡

前篇で もふれたように, シ リコン被覆スライ

ド培養法は "シリコンスライ ドに附着 した結核

菌乃至その集落は普通の紬 菊学的操作では殆ん

ど脱落 しない" という特徴によって,問歓的作

用の栂菌効果の検討を可能な らしめた｡即ち本

法によれば,スライ ド上の菌単位数は実験開始

か ら判定まで轄一定であるため殺菌効果を定量

的に判定でき,また薬剤 の除去は菌附着スライ

ドを生理的食塩水その他の洗源水中で洗うこと

により極めて容易に遂行できる(,

化学療法剤 では,一般に発育阻止力が極めて

強 い ために殺菌力検査に際 してその薬剤の発育

阻 IL作用を何 らかの方法で除去 しなければなら

ない｡ しか し従来の実験方法では大量の検体を

処理することは実験操作上極めて困難である(,

東に長期間にわたる薬剤作用期間中には徐 々に

自然耐性菌の増姉が始まり,結果 としては最初

の菌のうち何%が殺菌されたか というような定

量的な判定が著 しく困難 となるC,

これ らの難点はすべてシ リコーン被1LIilスライ

ド培養法を利用することによって,解決するこ

とができる(､

なお,本実験では実験の性質上細菌がその試

験管内増殖能を失なうという意味で ｢殺菌｣ と

いう語を使用 したr,

美顔材料及び実験方法

第 1節 美験材料

試験管, シリコン被覆スライ ド,菌株,菌液

及び菌接種方法,培地,被検薬剤等はすべて第
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蓑1 実験群の構成 (実験Ⅰ)

裏 辻 京大胸部研紀要 第10巻 第 1,2号

表2 実験群の構成 (実験Ⅱ)

作用時間廃剤数

24時間
過 2回

24時間
週 1回

薬 剤 濃 度

RFP】第 1管 100mcg/ml,以後第19管まで倍数稀釈

SM : 〃 1mg/ml,

〃 1mg/ml,

jRFP; // 100mcg/ml,

単 独 もsM ! ,7 1-g′rn.,
l

】
･RFPi '' 100mcg/ml,i

単 独 r SM // 1mg/ml,

〟

1篇と同様である｡

第 2節 実験条件及び実験方ブ去

薬剤作用温度 :37oC とした｡

実験群の構成 :実験 Ⅰに於ては作用時間を任

意に選んだ｡実験群の構成は第 1第と全 く同様

で表1に示す通 りである｡

実験 Ⅰ:①24時間週 2回間飲作用,②24時間

週 1回間飲作用

これらの間数投与方法による殺菌効果と連続

投与方法による殺菌効果とを比較検討 した｡

RFPに対する対照薬剤として SM,INHを
用いた｡

実験 Ⅰ

実験には第 1篇でのべた小試験管,シリコン

被覆スライ ドを用い,薬剤濃度は第 1貨と全 く

同様である｡

実験操作 :第 1第でのべた実験操作にひき続

いて行なうのであるが,第 1第の実験で4週間

薬剤を作用させた後殺菌効果を検討するために

シリコンスライ ド(SS)を生理的食塩水で 洗源

し,問飲作用群及び連続作用群ともにすべての

SSを薬剤非含有培地に移 し,更に4週間,37oC

で培養 した｡殺菌効果の判定時期は SSを薬剤

含有培地から薬剤非含有培地へ移 して更に4週

間培養後とした｡

判定方法は第 1篇即ち,結核菌発育阻止効果

判定の場合と同様に, SS上に発育した菌集落

を肉眼的に観察 し,菌集落が SS表面の2/3以

上を被う時,(≠ト),同じく1/3-2/3の時(≠),

1/3以下の時 (十)とした｡ なお菌集落が100以

下の場合は (十)とせず大略その数を記録した｡

実験 Ⅲ

実験群の構成は第 1篇,実験Ⅲと同様で,秦

2に示す通りである｡

被検薬剤は RFI'のみで実験材料,実験方法

及び実験操作と判定方法は実験 Ⅰと全 く同様で

ある｡

美咲成績及びその比較検討

実験 Ⅰ及びⅢにおける判定成績を総括 したの

が表3及び表 4である｡

判定成績をいかなる基準で比較検討すべきか

は第 1第でのべた｡その考え方にもとづいて,

(十一)迄殺菌効果あり,(≠)及び(≠)は殺菌効果

なしと仮定して各実験群を比較検討 したい｡こ

のような条件で殺菌最低濃度をmcg/mlにより

表示 したのが表 5及び表 6である｡

第 1節 実験 Ⅰの場合 (表3)

1. RFP単独作用 :24時間過2回及び週 1

回作用という間飲作用では,それぞれ第10管及

び第 7管まで殺菌効果をみとめた｡殺菌最低濃

度はそれぞれ 0.195mcg/ml及び 1.56mcg/ml

であった｡他方,連続作用では殺菌最低濃度が

第11管即ち, 0･098mcg/mlであったから,24

時間週 2回及び週 1回間飲作用と連続作用との

差はそれぞれ2倍及び16倍である｡ なお,週 2

回問歓と過1回間飲作用 との差 は8倍で あ っ

た ｡

2. SM 単独作用 :SM 連続作用では殺菌最
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表 3 殺 菌 /lJJ 架 (尖験 Ⅰ)

発憤 u….菅笠 ㌔ 写mcg/ml I2 3L4 5 6 7 8 910lll21514 15(617 18(920

連 続 RFP 一oo l3SM 1000loo20 好
ⅠNH IOOO llOlOlO3020255025 20

24時間遇 2回 RFP 100 ー7 I圭守
SM lOOO

ⅠNH 10CX) 25 :I: i+.I

24時間道 l巨】 RFP loo l61735lO
SM 1000

薫別濃度 :第2管から第 19管まで倍数希釈法I=よio(第20管薬剤非含有)

結核菌鯛 の程度 T (～ ) 因 (+ ) □ (+) □宴賢し
数字(コロニー数)

表 5 殺菌最低濃度 (実験 Ⅰ)

薬草り数
薬 剤 名､､-

些孝蛙 周方法
RFP ; SM INI-Ⅰ

1

24時 間 週 2回 !0.195 . 1000 1.95

24時 間 週 1回 1.56 1>1000 >1000

薗集落数100迄,及び(十)は殺菌効果あり,(i+),
(侶)は殺菌効果なしとみなした場合｢､
(表中の数字はmcg/mlを示す)

低濃度は第 8管即ち,7.81mcg/mlであり,24

時間週 2回及び週 1回問飲作用では殺菌最低濃

度はそれぞれ 1000及び >1000mcg/mlであっ

た｡SM では連続作用時に比べ問飲作用では殺

菌効果が著明に減弱 したことを示す｡

3. INH 単独作用 :連続作用 による殺菌最

低濃度は第16管即ち,0.0304mcg/mlであり,

24時間週 2回及び過 1回問飲作用による殺菌最

低濃度は 1･95及び >1000mcg/mlであった｡

24時間週 2回作用と連続作用 との差 は 26(64)

倍であった｡24時間週 1回問飲作用では殺菌効

果は著明に減弱された｡

以上の成績か ら,殺菌効果について,間飲作

用と連続作用との差が最小の薬剤は RFPであ

り,次いで INH であり,SM はその差が最 も

大きな薬剤であった｡以上,実験 Ⅰにおける成

績を示 したのが表3である｡

前第で既に記 したことであるが,SM,INH

については24時間週 2回及び過 1回問飲作用で

も著明な殺菌効果の減弱を認め,従ってそれよ

り短時間の問飲作用実験を行なっても上記以 上

の殺菌効果を期待できそうもないので,更に短

時間問飲作用 という実験群を構成 しなかった｡

この際当然対照薬剤をおく必要 は認 め られな

い｡

第 2節 実験Ⅲの場合 (表 4)

1,RFP 3時間週 2回問飲作用による殺 菌

効果 :殺菌最低濃度は第 4管即ち 12.5mcg/ml

で連続作用,24時間週 2回及び週 1回間飲作用

との差はそれぞれ順に 27(128)檀,64倍, 8倍

である｡ これほど短時間問飲作用でもRFPの

殺菌効果は invitroでなおよく保たれているこ

とになる｡

2,RFP 1時間週 2回問飲作用による殺 菌

効果 :殺菌最低濃度は第 5管即ち 6.25mcg/ml

であった｡ 3時間週 2回間飲作用 とほぼ同様の

殺菌効果を示 している｡

3,RFP 1時間週 1回問飲作用による殺 菌

効果 :殺菌鼓低濃度は第 3管即ち,25.Omcg/ml

であった｡ 3時間週 2回及び 1時間週 2回間数
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蓑4 殺 菌 効 果 (実験Ⅱ)

㌔ 三 言 書き mcg/m1 l234 5678 9IOlll213L415J61718[920

連 続 RFP 一oo l3

5時間道 ZE] RFP lOO I6 0;

川尋問遇 2巨】 RFP l○○ 2830

l時間盟 l回 RFP 100 3050
薬剤濃度:第2管から矧9管まで倍数希釈法I=よも(第20管薬剤非含有)
結核轟発育の程度 Ir (～)因(≠) ロ (+) [コ

表6 殺菌最低濃度 (実験Ⅱ)

薬剤数

薬 剤 名

薬剤控嘩方法

連 続

3 時 間 過 2 回

1 時 間 週 2 回

単 独

RFP

O.098

12.5

6.25

1 時 間 週 1 回 25.0

菌集落数100迄,及び(千)は殺菌効果あり,(≠),
(料)は殺菌効果なしとみなした場合｡

(表中の数字はmcg/mlを示す)

作用に比べ,やや殺菌効果の減弱をみとめたも

のの, これほど極めて短時間問飲作用で もなお

かなり強い殺菌効果を発揮 している｡ 以上,実

験 Ⅲにおける成績を示 したのか表 4である｡

考 接

第 1節 諸家報告 との比較考察

Dickinson,Mitchison8) は RFP の試験

管内聞飲作用実験を行なっているが,それによ

ると,結核菌 (H37Rv株)を 7H9Tweenalb-

tlminmedium に培養 Llogarithmicphaseに

Rirampicin(RFP)0･2mcg/mlを種々の時間作

用させ, 作用中及び作用後それ ぞ れ celltllose

membranefilterで炉過 し洗源 (washing)を 行

ない生菌単位数を計測 して い る｡ そ の結果,

RFPは INH lmcgノml作用, 或いは SM 5

mcg/ml作用に比較 して, 最初の24時間作用に

おいて,より強い殺菌効果を示 したとのべてい

両眼的
発育fdtL

数字(コロニー数)

る｡ そして RFPを作用 させた後の lagperiod

は他の bactericidaldrugsを作用させた後より

も短時間であったとされてい る｡ 更 に 彼 らは

guineapig を用いて実験結核症を起 し,REP

で治療を行ない, 6週間治療を行ない投与量を

変えて実験 している｡ 1日, 2日, 4日或いは

8日間隔で投与 し,それ らによる反応或いは効

果を肉眼的病変の程度及び牌における生菌単位

数の算定によってみている｡ これ らの invivo

及び invitroの実験を通 じて RFPが他の抗結

核剤に比べて間歓投与による効果の優れて期待

できる,適当な薬剤でありうる可能性を示唆 し

ている｡

第 2節 発育阻止最低濃度 と殺菌最低濃度 と

の関係について

発育阻止最低濃度 と殺菌最低濃度 との差が大

きいほど発育阻止効果に比べ殺菌効果が弱いこ

とを示 している｡ この場合,薬剤使用中は菌の

増殖を認めな くとも薬剤作用終了後に再び菌増

殖が起 り易いことを示 している｡即ち臨床上で

は再発 ･悪化 という問題 と結びつ く可能性があ

る｡

発育阻止最低濃度 と殺菌最低濃度 との差を各

実験群について倍数 (薬剤濃度について)で示

したのが表 7 (実験 Ⅰ)及び表 8 (実験Ⅱ)で

ある｡

この見地か ら表 7及び 表8をみると, RFP

が極めて殺菌力が強いことを示 している｡次い

で INH が強い殺菌力を示 し,SM は殺菌力が
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表 7 発育阻止巌低濃度と殺菌最低濃度との
関係 (実験 Ⅰ)

名
iiiiiiiiJ
斉
蓮

方
法

.∴
trtJ

比日
月

薬
剤

mcg/m1

--日-▲

雲霞鮎 贋低濃毘

;RFP ;0･049 :0･098

11IN11 ;0.015 i0.0304,

ll

;RFP 0.098 i0.195

24時間週2回 SM ･7.81 1000

INII 0.061 1.951

24時間週1回 iSM

!INH

差

(倍数)

2

8

2

2

8

2

6

1 >1000I>1000

11

15.63 ;>1000.>128

表8 発育阻止最低濃度と殺菌巌低濃度との

関係 (実験Ⅱ)

mcg/nll

名.日日〓｣
斉
薬

方法
作
用
薬剤

育阻止低濃度殺最低
差

++一

濃毘 場 数)

通 続 !RFP ;0･049 0･098

11

1時間過 2回 !RFP .3.13 6.25

2

6

2

2

1

弱いことを示 している｡更に INH,SM では薬

剤作用時間が短か くなるにつれ殺菌力の低下が

著明になる傾向があるが, これに対しRFPで

は極めて短時間の間飲作用でもなお強力な殺菌

力を発揮することが示された｡

結 語

新しい抗結核剤RFPはSM,INH と比較し

て invitroでは連続作用と問飲作用との差が非

常に小さく,極めて短時間の作用でもなおかな

り強力な殺菌効果を発揮する薬剤である｡

本論文の要旨は第 38回H本結核病学会近畿地方会

(昭和47年10月7日, 京都),第4郎榊 木結核病学会

総会 (昭和48年りj2日,福岡)において発表した｡

摘筆するに当り,直接研究面で御教導 卜さった池田

博上,並びに教室の諸先生方に深甚の謝意を表 しま

す｡

又,長期間御助力頂いた教室員の方々に心から感謝

の意を表します｡
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第 3篇 薬 剤 耐 性 獲 得 に つ い て

緒 言

前篇ではシリコーン被覆スライド培養法1･2)

を用いて新抗結核剤 RFPの抗 結核性 を SM,

INHを対照薬剤として,連続作用法と極めて短

時間の間飲作用法との効果を殺菌効果の面か ら

比較検討 したが,化学療法の理想は生体内に存

在する病原菌の一掃であろう｡結核化学療法剤

による生体内滅菌療法という化学療法の理想像

に一歩でも近づ くために,新 しい薬剤の探求と

平行 して,現在の化学療法剤のより合理的な投

与方式の探求に一層の努力を捧げねばならないO



- 14-

さて,試験管内においてさえ,抗結核剤によ

ってすべての結核菌を死滅させることはかなり

困難なことであるが, このことは抗結核剤によ

る生体内殺菌の難かしさを如実に示唆するもの

である｡ この生き残 った菌が薬剤に対 して感性

であるか,耐性であるかは特に臨床上,治療効

果に重大な関係があろう｡

ところで, 研究室の今井3)は結核菌 の INH

耐性獲得の問題を薬剤作用環境と薬剤濃度との

点か ら追求 した｡即ち,試験管内において結核

菌発育に適,不適の堤境 として培地組成 ･保存

温度を変えて,培地内に種々の濃度の INH を

含有せ しめて培養 し,その耐性獲得の状況を比

較検討 した結果,耐性獲得は菌増殖に好都合な

貰境ほど早 くかつ高度であるが,それぞれの環

境に応 じて耐性を獲得 し易い至適薬剤濃度が存

在 し,それ以上でも或いはそれ以下でも耐性上

裏 辻 京大胸部研紀要 第10巻 第 1,2号

昇は阻止される傾向を認めている｡ 即ち,結核

化学療法において,菌の薬剤耐性上昇を阻止す

る方法としては,徒 らに薬剤 の量 を減 じるよ

り,むしろ積極的に畳を増す方向をも考慮すべ

きであると示唆 したのである｡

著者は新 しい抗結核剤 RFPの連続投与と間

数投与とによって,結核菌の RFPに対する耐

性発現に何 らかの差があらわれるものかどうか

について試験管内実験により比較検討 した｡

実態材料及び美浜方法

第 1節 実験材料

試験管,シリコン被覆スライ ド (以下 SSと
略す),菌株, 菌液及び菌接種方法, 培地はす

べて第 1篇 と同様である｡ 被検薬剤は Rifam-

picin(RFP)である｡ なおこれらの他に増薗用

に1%小川培地を使用 した｡

表 1 RFP耐性検査成績 (3時間週2回作用蹄)

RFp礎 賢李鞄 笥1管濃度以後第9管第 lO管Ij⊥:RFP2mcq/mLまで倍数希釈対昭培地l23456789K

第 一管濃度旧Omcg/m上第2管から第79管まで倍数稀釈第20管lヨ対照増ft9 1I
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第 2節 実験条件及び実験方法

第 1篇記載の方法によって発育阻止効果を判

定し,更に第 2篇の方法によって殺菌効果を判

定し,この殺菌効果判定の際にみとめられた菌

集落 について,RFPに対する耐性検査を行な

った ｡

実験群の構成 :① RFP 3時間週 2回間飲作

捕, ② RFP24時間週 2回間飲作用,@)RFP

連続作用,の3群について,それぞれ RFP耐

性検査を行なった｡

実験操作 :第 2篇の実験にひきつづいて,上

記 3群において,薗集落の発育 した SSを小試

験管に入れた約 2Inlの石油ベンジン中に投入

し, SS上の全集落より石油ベンジン薗液をつ

くり, その菌液約 0.3mlを1%小川培地に流

し,増薗 した｡ただしSS上に発育した菌集落

が極めて少数の場合は,SSを直接 1%小川培
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地上に密着することによって菌集落を増菌に供

した｡こうして 4週間後, 1%小川培地上に発

育 した菌集落で耐性検査を行なった｡耐性検査

は当研究室,松島4)の方法に準 じた｡即ち, 1

%小川培地上に発育 した結核菌集落に石油ベン

ジン液を注ぎ, ピペット操作によって集落を集

め,別の試験管に移 し粗大菌塊を沈殿せ しめた

後硫酸バ リウム標準液と比色することによって

約 0.1mg/mlのベンジン菌液をつ くった｡ 次

いで SSを池田5)の方法によってこの菌液中に

瞬時浸漬 した後,数秒間そのまま保持 して,石

油ベンジンが蒸発 した後,予め用意した耐性検

査培地を含む試験管 内に1枚ずつ SSを投入

し,37oCで培 養 した｡

耐性検査培地 :10%の牛血清加キルヒナ-培

地

耐性検査濃度 :第 1管濃度をRFP2mcg/ml

表2 RI√P耐性検査成績 (24時間週2回作用群)

RFp作用濃&,a塾 度 lu 冨詣 主RTFfPBgxm*C射 mL

第FO管は対照境地

I25456789K

第 1轡濃度lOOmcg/mL第2管から第】9管コで倍数希釈男20菅は対照培地斜線 :耐任模重用一二壇薗できfdtかつf=毛の ○ l 管
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として,以後第 9管まで倍数希釈 し,第10管は

RFPを含まない対照培地 とした｡ 判定時期 は

耐性検査培地で培養開始後第 3週目とし,肉眼

的観察によった｡

判定方法 :第 1篇と同様である｡

実験成績及びその比較検討

実験成績の判定基準は第 1第でのべた考え方

にもとづき,(十)まで発育阻止効果あり,(≠)

及び(≠)は発育阻止効果なしと判定 して各作用

方式を検討 したい｡

第 1節 RFP 3時間週 2回間飲作用の場合

第 5管 (0.125mcg/ml)ないし第 6管 (0･063

mcg/ml)で菌発育が認められたが, RFP作用

濃度の高いものから低いものまで,特に耐性上

昇は認められなかった｡(表 1)

第 2節 RFP24時間週 2回間飲作用の場合

これ らについてもほぼ前節 と同様の成績で耐

性上昇はみとめられなかった｡(表2)

第 3節 RFP連続作用の場合

RFP0.195mcg/ml作用の菌株において,餐

度の耐性上昇をみとめたほかは,すべて第 1,

2節の実験成績とほぼ同様の成績で,特に耐性

上昇はみ られなかった｡(表3)

考 接

岡 ら6)によれば,RFPを加えた Dubos液体

培地に H37Rvを継代培養 して RFPに対す る

耐性上昇をみたところ, 5代の継代培養で 100

mcg/mlの耐性菌が得 られた｡ そして結核菌の

RFPに対する耐性獲得は streptomycin型とい

われ, SM,KM と同様比較的早いとのべ られ

表3 RFP耐性 検査 成 績 (連続作用群)

RFp作購 買 箸 - 第 1管濃度:RFP2mcg/mL ｡

1丈後第9管まで信教稀釈
第 一〇菅la対昭培地

) 2 5 4 5 6 7 8 9K

笥 1層 濃度iOOmcg/mL第̀2菅 から等l9管まで倍 数稀釈第20唇 (ユ対照 倍 士世斜凍 :耐性検査用I二腰薗できfJtか＼つf=毛の. I
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ている｡ 堂野前 ら7)も結核菌の 試験管内 RFP

耐性獲得について報告 しているが,それによる

と,RFP耐性獲得は, 初め緩やかに, 後に速

やかに高濃度耐性を獲得 し,SM 型と表現され

る｡更に, RFP耐性獲得は最低発育阻止濃度

以下の濃度の PAS,EBなどの抗結核剤を併用

することにより阻止される傾向を示すとのべて

いる｡そして 4代継代にて急に RFP耐性は上

昇するようである｡

岡 ら6)は更に RFPに対する自然耐性結核菌

の population について検討を加えているが,

それによれば H37Rvに含まれている RFPに

対する自然耐性菌をみると,2mgを小川培地

にうえると 25mcg/mlに発育するものが 数コ

ロニーずつあり, また 50mcg/mlに発育する

ものが 1コロニー発見され,ほぼ INH と同じ

率で自然耐性菌が存在するものと考えられたO

豊原8)は 14C-RFPを用い RFP感性 結核菌

(H37Rv)とその高度耐性菌の RFPとり込みを

みたが,認むべき差はなかった｡そして, この

良,INH 耐性菌の INH に対するとりこみ の

著 しい低下か らみられるような細胞壁の透過性

の変化はみ られず, む しろ SM 耐性菌の SM

のとりこみと同様の傾向であ った とのべて い

る｡ 前後するが,自然耐性 (Naturalresistance)

とは (primarydrugresistance)(患者体内で生

じた耐性菌が他の患者に感染 した場合) と異な

り,その薬剤が出現する前か らもともと存在 し

ていた耐性のことである｡

結 語

RFP間飲作用菌株と連続作用菌株との 間 で

RFPに対する耐性上昇の差は特にみ られ な か

った｡

本論文の要旨は第48回H本結核病学会総会 (陀持出8

年4月 2口,福岡)において発表した｡

潤筆するに当り,直接研究面で御教導下さった池田

博士,並びに教室の諸先生方,教室員の方々に心から

感謝の意を表します｡
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STUDIES ON THE ANTITUBERCULOUS ACTIVITIES

OF RIFAMPICIN (RFP)AND THE PERIOD

OF EXPOSURE IN VITRO

YasuhideURATSUJI

TheFzlr∫tDepartmenloFMedict17ie,Che∫zDz'∫ea∫eRe∫earChJJZ∫/Z'zuze,KyotoUm'ver∫l-1y

Anewantituberculousdrug,rirampicin(RFP)isasemisyntheticcompoundbelongingto

thegrotlpOrrifamycinsthatwereisolatedfromthefermentationbrothorStreptomycesmediteト

ranel,
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Inthisreport,theantituberculousactivitiesorRFPandtheperiodorexposurewereevaluated

invitro. Theexperimentswerepracticedbyuslngthesilicone-coatedslideculturemethod

(SSC-method),H37RvstrainofMycobacterium tuberculosis,Kirchner'smedium,10/oOgawa

medium,silicone-coatedslides,rifampicin(RFP),streptomycin(SM),andisoniazid(INH).

Toobtainthemicrobialcellunits,fourweekculturesoftheH37RvstrainorM.tuberculosis

cultivatedina1% Ogawamedium wereadjustedtoadensityequivalenttoca･0･1mg/mlin

petroleum benzine. Then,silicone-coatedslidesweredippedandattachedtothepetroleum

benzinecontainingmicrobialcellunits･

TheseslideswithtuberclebacilliwereputintesttubescontainingKirchner'smediawith

serialconcentrationsofdrugs. Theywereincubatedat370Cforfourweeks.

Theconcentrationsofdrugswerecompoundedbyserialdoubledilutionmethod. Test

tubeNo.1containsRFP100meg/ml,SM 1000meg/mlandINH 1000mcg/ml,respectively.

TesttubeNo.20isacontrolledculture.

Typesofdrugreglmenarethefollowlng･

Experiment1

(1) Continuouscontactwith3drugs,RFP,SM,INH,respectively

(2) Intermittentcontactwith3drugs,24hoursaweek,respectively

(3) Intermittentcontactwith3drugs24hourstwiceaweek,respectively

Experiment2

(1) ContinuouscontactwithRFP

(2) IntermittentcontactwithRFP,3hourstwiceaweek

(3) intermittentcontactwithRFP,1houraweek

(4) IntermittentcontactwithRFP,1hourtwiceaweek

TheevaluationofbacteriostaticeffectwasmacroscopICallyperformedattheendofthree-

weekincubation.

TheevaluationofbactericidaleffectwasmacroscopICallyperformedatfurthermorefour-

weekincubationafterstoppedcontactwithdrugs･

Experimentalfindingswerethefollowing.

Experiment1

(1) ThebacteriostaticeffectsofSM andINH wereremarkablyweakenedastheduration

orcontactperiodwithdrugswereshortened;OntheotherhandthoseofRFPwerenot

andthedifferenceofcontir)uousandintermittentcontactwithRFPwasveryslight.

(2) RFPwasalSothemosteffectivedruginbactericidalactionamongthreedrugs･ And

thedifferenceofcontinuousandintermittentcontactwithitwasveryslightincom-

parisonwithSM andINH･

Experiment2

Minimalinhibitoryconcentrations(MIC)OrintermittentcontactwithRFP,3hourstwice

aweek;1hourtwiceaweek;1houraweekwerel･56,3･13,12.5mcg/ml,respectively,andMIC
ofcontinuouscontactwith RFPwasO･049mcg/mi･Inthe占ndingofbactericidalactionof

RFP,slightdi鮎renceofcontint10uSandintermittentcontactwasstillmaintained.

These点ndingssuggestthatRFPhasverystrongbactericidalactionandmaybeparticularlv
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suitableforintermittentadministration.

Inthisreport,thedevelopmentordrug(RFP)resistancewasalsoevaluated. Thedevelop-

mentofdrugresistancewerenotobservedinbothstrainsolcontinuousandintermittentcontact

withRFP.


