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緒 昌

1952年,Medlarl)が肺結核患者切除肺病巣に

ついて細菌学的検索を試みた結果,抗酸性菌が

多数発見 されながら通常の培養法によっては発

育の認められない場合の多いことを指摘 して以

莱,Beck,2) Yegian,3) Steele,4)Granville,5)

Hobby,6)わが国においては芳賀7), 伊藤8), 赤

倉9),小川10),中西11)等により次々と同様な現

象が報告されている｡

一方啄疾検査の面からも,近年,塗沫陽性培

養陰性という例が しばしば認められるようにな

って来ていることは周知の通 りである｡

もとよりこのような染色陽性培養陰性という

現象は化学療法以前にもその報告があり12),ま

た植田13) の結核菌 発育様式に 関する研究によ

れば抗酸性に染まる結核菌は本来死菌またはこ

れに近い発育形であるとされ,決 して奇異な現

象とは言い難いのであるが,そのような現象が

強力な化学療法の実施にともない,日常検査の

上でもしばしば認められるようになり,その原

因として化学療法剤による生体内殺菌が想定さ

れて来たことに重要な意義が認められるわけで

ある｡

もとよりここにいう殺菌とは,結核菌の菌休

を瞬時にして破壊死滅させるといった性質のも

のではなく,菌の代謝過程を長期間にわたって

阻害する結果として発育能力の喪失を招来せ し

める作用といった程度に解せ られるべきもので

あるが,今 日の結核化学療法剤にこのような効

果を期待出来るとすれば,これは化学療法の理

想に向って一歩を進め得たものと考えてよいと

思われる｡

しかるに今日迄薬剤の試験管内抗結核菌作用

は主として制菌作用の面から検討されて来た傾

向がある｡これは抗結核薬の作用機序が第一段

階としては制菌的であるという見解に立つもの

であって,それ自体は当然のこととして首肯さ

れよう｡ しかしながら菌の発育能力を奪い去る

効果,即ち殺菌作用の問題に関する検討も,刺

菌作用に関する論議と同様,これからの化学療

法においては重視されて行かねばならぬ重要な

課題であると思われる｡

従来,試験管内で殺菌作用を検討する方法と

しては,菌を一定期間薬剤に接触せ しめた後,

遠沈,洗源等の操作を加えることによって菌に

附着 した薬剤を除去 し,再び菌を培養 してその

発育 状態を 観察する という方法が とられてい

る｡このような操作はかなり煩雑であり,また

それにともない少なからぬ雑菌汚染率が認めら

れる｡

しかるに さきに東14) によって 発表されたシ

リコン被覆スライ ド培養法による殺菌作用検討

の方式は,結核菌が油水系界面に吸着されやす

い性質を利用 したもので,シリコン被覆スライ

ドに結核菌を吸着 させ,これを被検液中に浸漬

し,一定期間後にスライ ドを取 り出してスライ

ドのまま洗源操作を行ない,これを薬剤を含ま

ない液体培地に培養 して菌の生死を判定する方

法であって,操作がいちじるしく簡略化され,

かつ雑菌汚染率も少ないという利点をもってい

る｡

ところで生体内結核病巣の物理化学的性状は
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きわめて広汎多岐にわた ってお り, したが って

薬剤の殺菌作用を試験管内で検討する場合にも

出来るだけ多 くの角度か らこれを行な うことが

必 要であろ うと思考 され る｡そのよ うな因子 と

して著者は,作用環境の pHおよび血清濃度の

2つを とりあげ,これ らの因子 によ って抗結核

薬 の殺菌作用がどのような変容を うけるかにつ

いて検討を試みた｡

本報告は現在結核化学療法剤 として臨床的に

用い られている薬剤 について,それ らの殺菌効

果 を系統的に研究 したものである｡

実 験 材 料

1. 培 地

10%牛血清加キルヒナー培地を成書に記載の方法に

したがって作成した｡この他高濃度血清加キルヒナー

培地作成のため,10倍濃厚キルヒナー原液,および56

0C30分加熱により非働化された牛血清を用意した｡

2. 昔 株

Tween-albumin 培地に継代培養した研究室保存

の H37Rv株を使用した｡

3. 検 体

Dihydrostreptomycin(SM),Sodium p-Amin-

osalicylate(PAS), Isonicotinicacidhydrazide

(INH),Kanamycin(KM),Cycloserine(CS),

Viomyin(VM),Ethionamide(TH),Sulfisoxa-

zole(SI),Sodium o-Aminophenolmethanesulfo-

nate(SOM)の9検体を使用した｡

このうち SM,KM,VM はヴアイアル入り,CS

はアンプルに滅菌封入されたものを蒸滑水で溶解して

用い,INH,SIはそれぞれ2%-イコチッド溶液,

10%サルファジン溶液を使用した｡また PAS,SOM

は秤量後70%エタノールで,THは秤量後プロピレン

グリコールで溶解と同時に滅菌して実験に供した｡こ

れらの溶解液を蒸潜水で適宜稀釈し,所定濃度の薬液

を作成した｡

4. シリコン被覆スライド

東4)の方法によって作成した｡即ち普通のスライド

グラスを縦に3切したものをクロム硫酸中に24時間浸

漬後,流水中で数時間洗液してから乾燥,更に石油ベ

ンジンで洗聴した後室温で乾燥させ,ついでこれを粘

度 350-500centistokesの Dimethyl-siliconeの

2%クロロホルム溶液に約 1分間浸漬後,室温で1乃

至2時間風乾し,300oC1時間熱処理したものを用い

た｡
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美 浜 方 法

1. 作用環境の pIIと抗結核薬の殺昔作用

10%牛血清加キルヒナ-培地の pHを,伊藤15)の方

法に準じて 1規定塩酸,および1規定苛性ソーダでそ

れぞれ5･5,6･5,7.5に修正した｡

20管 1系列の小試験管を試験管立に併列し,培地を

第 1管に 3.6m1,第2管以下には 2mlづつ分注,罪

1管試験管に 10,000γ/mlの SM 溶液0.4mlを注加

撹拝し,その 2mlを第2管-移し,以下第19管迄倍

数稀釈を行ない,第20管は薬液を含まない対照培地と

した｡使用培地は前述の,pH を修正した3種の10%

牛血清加 キルヒナ-培地であり,第 1管 SM 濃度は

1,000γ/mlとなっているC

同様の操作を他の薬剤についても実施した｡INH

については稀釈列を3種の培地について2系列づつ作

成した｡ 第1管の各薬剤濃度は PAS10,000γ/ml,

INH looヮ/ml,KM,CS,VM,TH各 1,000γ/ml,

SI10,000γ/mlである｡

この後 Tween-albumin一培地に約2週間培養し

たH37Rv株培養液を蒸潜水で稀釈することにより約

1mg/mlの菌液を作成し, この菌液に シリコン被覆

スライドを瞬時浸漬せしめて結核菌を附着させ,前述

した各系列の試験管に1枚づつ入れ,この各系列を37

oCの照卵器内に静置したO

この中で INH 2系列の中 1系列は置換培養16) を

行なった｡即ち週2回,第 1管濃度が 100γ/mlとな

る INH の倍数稀釈列を新しく作成し,これにシリコ

ン被覆スライドを移しかえ,培養を続けて行 く方法で

ある｡

制菌作用の判定は培養開始後4週間毎週これを行な

った｡4週間後にスライド上の結核菌発育の状態を試

験管の中に入れたまま肉眼的に観察し,発育阻止最低

濃度 (MIC)を判定した｡

ついでこれらのシリコン被覆スライドを生理食塩水

で2回よく洗部奈し,これを薬剤を含まぬ10%牛血清加

キルヒナー培地に移しかえ,再び4週間 37oCに培養

した｡4過後にスライド上への菌発育の状態を肉眼的

に観察し,菌発育のほとんど認められないものは殺菌

効果があったものと判定し,そのような効果をあげ得

る最小の薬剤濃度を殺菌最低濃度とした｡本論文では

MSCと略称する｡

2. 作用頓境の血清濃度と抗結核薬の投首作用

10倍濃厚キルヒナ-原液,および牛血清を用い,志

保田17)の方法によって10%,50%,90%血清加キルヒナ

ー培地を作成した｡これら各培地は1規定塩酸および
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1規定苛性ソーダで pH約6.8に修正 した｡

この3種の培地について第 1項において述べたと同

様の方法により,各薬剤毎にその MIC,MSCを検討

した｡

実 験 成 績

MIC,MSCの判定基準はスライ ド表面におけ
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菌集落がシリコン被覆スライ ド表面の 1/3以下

のものは+,1/3-2/3ほ≠,2/3以上は榊,と判

定 し,≠以上をそれぞれ発育抑制効果,殺菌効果

なしとみなした｡ したがって以下述べるMIC,

MSC はいずれも微量の菌発育状態を無視 した

成績である｡

る菌発育の状態の肉眼的観察によるもので,集 1. 作用環境の pH と抗結核薬の殺菌作用

落数が算定出来るものは算定 し,算定が禍難で pH の異なる各培地における抗結核薬のMIC

蓑 1 作用環境の pH と抗結核薬の殺菌作用
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図 1 作用環境の pH と抗結核薬の殺菌作用
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MSC はこれを一括 して表 1に示 した｡また図

1はこれを図示 したもので,点線は MIC,実線

は MSC の変化を示 した ものである｡ 以下個

々の薬剤について pH の変動にともなう MIC

MSC の変化について説明する｡

1. SAt

まず SM について観察すると pH5.5の培地

における MIC は 15.6γ/mlであるのに対 し,

pH6.5,および pH7.5の培地におけるMICは,

pH5.5の培地における MIC のそれぞれ 1/8,

1/32である 2.0γ/ml,0.5γ/mlであって,アル

カリ性側で制菌作用が強 く出現 している｡一方

MSC は pH5.5の培地における値 125γ/mlに

対 して pH6.5および pH7.5 の培地 では 125

γ/mlのそれぞれ1/8,1/64である 15.6γ/ml,

2.0つ′/mlであって,制菌作用と同様アルカリ性

側において殺菌作用が強 く現われている｡

2. FAS

MIC は pH5.5,7.5の培地で 0.3γ/ml,pH

6.5の培地で 0.6γ/mlであり,pH6.5の培地

で 2倍に出現 している｡ しかしながら MSCは

3種の培地でいずれも 1,250γ/mlと大きく現

われている｡

3. ⅠⅣⅡ

置換培養法の場合と非置換法との間で実験成

績に大きな相違がみられる｡ 即ち培地置換を行

なった場合は MIC,MSC いずれも培地 PHに

よって差がなくそれぞれ 0.024γ/ml,0.049γ/ml

であるが,培地置換を行なわない場合,培地pH

京大結研紀要 第13巻 第 1号

pH7.5の培地における MIC,MSCはそれぞれ

pH5.5の培地における MIC,MSC の512倍,

256倍である 12.5つ′/ml,25γ/mlを示 している｡

4. EAI

SM 同株アルカリ性培地において MIC,MSC

が小 さく出現 している｡即ち pH7.5の培地に

おける MIC,MSC はいずれも pH5.5の場 合

の1/4である｡

5.CS

3種の培地に おける MIC,MSC はそれぞれ

いずれも 3.9γ/ml,7.8γ/mlであり,培地 pH

の差によって抗菌作用に差のない実験成績が得

られている｡

6. VAt

SM,KM 同様アルカリ性培地において MIC,

MSC の値が小さい｡
7. TH

MIC,MSC,いずれも培地 pHによって変動

が認められない｡

8. SI

培地 pHが酸性に傾 く程抗菌作用の強 く出現

する傾向がある｡ 即ち pH5.5の培地における

MIC,MSC は,pH7.5の培地におけるそれ等の

それぞれ1/8,1/16である｡

9. SOAI

MICは3種の培地において変化がなく,MSC

が pH5.5の培地においてのみ,他の培地に比

し1/2となっている｡

2. 作用環境の血清漉度と抗結核薬の殺菌作

がアルカリ性側に傾 く程抗菌 作用が 低下 し, 用

表 2 作用環境の血清濃度と抗結核薬の殺菌作用

培地血清濃度 l lO% l 50%

sM

慧

zEm
n
.Z,

TH

引

S

≡:3 I 1,25言.8】
0.05 F 3.13

1.0

3.9

2.4

1.0

19.5

3.9 7.8

39.0

3.9

625

7.'28 ; 2,53喜.5

1

0.10 r 12.5

二二三 -=IIi

1
3畑 2,5g.::a
7.8 ～ 62.5
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図2 作用環境の血清濃度と抗結核薬の殺菌作用

10%,50%,90%にそれぞれ牛血清を含有す

るキル ヒナー培地 (以下10%K培地,50%K培

地,90%K培地,と略記する)における抗結核

薬の MIC,MSCを表 2, および図 2に一括 し

て示 した｡

1.S_M

10%K培地,50%K培地,90%K培地におけ

る SM の MICは表より明らかなどとくそれぞ

れ 2.0つ′/ml,7.8γ/ml,31.3つ′/mlであり,後 2

者は10%K培地におけるMICのそれぞれ4倍,

16倍となっている｡一方 MSCはこれ ら3種の

培地で 7.87/ml,62.5γ/ml,125ry/mlとなって

お り,後 2者は10%K培地における MSCの8

倍,16倍となっている｡

2.FAS

50%K培地, 90%K培地に おける PASの

MIC は, 10%K培地における値のそれぞれ 2

倍, 4倍である 1.2γ/ml,2.4γ/mlを示 してい

る｡一方 MSCは10%K培地で 1,250γ/mlであ

り,50%K培地,90%K培地ではその 2倍,8

倍である 2,500γ/ml,10,000γ/mlを示 してい

る0

3.INK

50%K培地, 90%K培地における INH の

MICは10%K培地における値の 2倍,16倍であ

り,MSC は10%K培地における値の4倍, 16

倍である｡

4.KJM

90%K培地における KM の MIC,MSCは10

%K培地における値のそれぞれ32倍,16倍であ

る｡

5.CS

50%K培地,90%K培地におけるCSのMIC

は,10%K培地のそれぞれ 2倍,4倍であるが,

MSC は4倍,16倍であって,MSCが MIC に

比 し,かなり大きく血清濃度の影響をうけてい

る｡

6. VJⅦ

90%K培地における VM の MIC,MSCは,

10%K培地における値のそれぞれ 8倍,4倍で
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ある｡

7. TH

90%K培地における TH の MIC,MSCは,

10%K培地における値のそれぞれ16倍,32倍で

ある｡

8. SI

90%K培地における SIの MIC,MSC はそ

れぞれ10%K培地における値の4倍,8倍であ

る｡

9. SO別:

90%K培地における SOM の MIC,MSC は

10%K培地における値の8倍,16倍である｡

総括並びに考接

薬剤の試験管内抗結核菌作用に及 ぼ す 培 地

pH の影響については研究室の伊藤15)が詳細な

報告を行なっている｡

このような検討がわれわれの興味をひく一つ

の理由は,生体内結核病巣の pHが酸性からア

ルカリ性迄かなり広範囲にわたっているという

事実にもとず くものである｡

永井18)は切除肺,および実験的に動物より得

た結核病巣の pHを,安平19)の方法を利用 して

ガラス電極および pH 試験紙で i則定 し, 乾酪

巣のpHは6.5-6.8程度であるが,これが融解

し,空洞化する場合に pHは6.2-6.3程度に酸

性化すること,また病巣が治癒に傾いて療痕化

する場合にその pHがアルカリ性側に傾 くこと

などをあげている｡

このように結核病巣の pHに差異のあること

は,pH の相違する作用環境における抗結核薬

の態度と関連 してきわめて興味深い｡

本実験の成績より,各薬剤の抗菌作用の表現

は,培地 pHの差異により大いに相違する場合

のあることが明瞭であるO しかも制菌作用が酸

性側で強 く表現されるのに対 して殺菌作用がア

ルカリ性側で強 く表現されるとか,制菌作用が

培地 pHの差によって変化 しないのに,殺菌作

用において pHの差が大きい影響をあたえる,

といった様な現象は一例も認められないOのみ

ならず制菌作用の変化と殺菌作用の変化との問

には,常にほぼ平行的な関係のあることが明ら
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かにされている｡

さて検討 した薬剤の中で,pH の影響を大き

くうけて いるのは SM,培地置換を 行なわない

場合の INH,KM,VM,および SIであり, こ

の中で SM,KM,VM はアルカリ性側で抗菌作

用が強 く,INH,SIは酸性側で強 く表現されて

いる｡pH の影響が抗菌作用に大きい影響をあ

たえていない薬剤は PAS,培地置換を行なった

際の INH,CS,TH,SOM である｡

次に MIC と MSCの相互関係についてみる

と,SM,置換法によるINH,KM,CS,TH,SOM

においてはいずれの pHの培地においてもMSC

が MICの10倍以下であるが,pH6.5の培地に

おける非置換法の INH の MSCは MICの64倍

であり,SIの MSC は各 pH の培地でいずれ

も MIC の32倍以上であって,MIC に比 して

MSCがやや大きい傾向がみられる｡PASでは

MSCが MIC の2,000倍以上で,MIC とMSC

の差が特に大きい｡このことは PASの作用機

序が本質的に制菌的であることを示すものであ

ろう｡

以上の現象を生ぜ しめた要因についてはいく

つかの立場からこれを考察することが可能であ

る｡

まず第 1に結核菌の発育に際 しての至通 pH

の問題がとりあげられる｡

Dubos&Middlebrook20)によれば結核菌の発
育限界は pH5.4からpH8.2の間であり,至適

pHは6.4-6.7であるというO伊藤1)は pH5.5,

6.5,7.5の3種の培地においては pH6.5の培

地でもっとも菌発育が すぐれ,ついでpH5.5,

pH7.5の順であったという｡

本実験において PASの MICが pH6.5の培

地において他の培地の 2倍になっていること,

および SOM の MSCがpH5.5の培地において

他の培地の 1/2になっていること等は,このよ

うな影響によるものであろう｡ しかしながらそ

の影響はそれ程大きいものではなく,pH5.5-

7.5の間においてほMIC,MSCの数値に決定的

な影響をあたえる程度の菌発育の差はないので

あるまいかと想像される｡

次に培地内における薬剤の安定性の問題がと



昭39.9

りあげられねばならない｡この問題に閲適 して,

シリコン被覆スライ ド培養法を用いて神田が各

抗結核薬に ついて 系統的な 観察を 行なってい

る｡ 本実験において INH に置換培養法を併行

して試みた目的は,アルカリ性培地におけるこ

の薬剤の迅速な不活性化を考慮 したからに他な

らない 21)22)｡実験成績はまさしくこのような予

想を裏書きしており,培地置換を行なった場合

は3種の培地で MIC,MSCが全然相違 しない

のに対 し,培地置換を行なわない場合,pH6.5

の培地で殺菌作用が大きく減弱 していること,

また pH7.5の培地で MIC,MSCがいずれも大

きい値をとっていることが注目される｡

次に細菌の荷電の問題があげられる｡

細菌の荷電は培地 pH と共に変化 し,薬剤に

対 してはこれと反応 して最小の荷電の状態を示

す性質があるといわれる23)｡ したがって抗結核

薬が両性でない時,正の荷電をもつ塩基性物質

は培地 pHがアルカリ性になるほど,負の荷電

をもつ酸性物質は慢性になるほど菌体との親和

性が増大し, したがって抗菌作用も増強される

と説明されている｡

本実験において SM,KM,VM 等の塩基性の

抗生物質の抗菌作用が,アルカリ性側で強 く,

酸性物質である SIの抗菌作用が酸性側で強 く

出現 しているのはこのような因子に負うところ

が多大であろうと思考される｡

以上の他にも検討を要する因子はなお多々あ

るものと想像され,そのような因子の総和がこ

のような現象を招来せ しめたものとして解され

ようっ しかも本実験においてほpHの問題を一

定の成分よりなる培地内においてとりあげたの

であって,複雑きわまりない生体内病巣におい

ては,更に多 くの条件が pHの変化によって影

響をうけていることは想像にかたくない｡

次にキルヒナ-培地に加えられる血清濃度が

薬剤 の抗菌作用,なかんず く殺菌作用に及ぼす

影響について考察を加えたい｡

1932年,Kirchner24)が血清加合成培地を発表

して以来,結核菌の発育を良好ならしめる血清

量について数多 くの研究が行なわれたが,多 く

の見解は10%をもって至適としているようにみ
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うけられる25)｡
これに対 して1952年,志保田17)は試験管内培

地環境を出来るだけ生体に近いものにしたいと

いう考え方から,90%1加古加キルヒナ-培地を

発表 した｡即ちキルヒナ-培地の原液を10倍濃

度とすることにより,添加する血活量を90%迄

引き上げても結核菌が充分発育すると述べたの

であるO しか しながらその後の研究首こより,い

わゆる90%血清加キルヒナ-培地においてしば

しば菌発育の不良な場合があること,そのよう

な原因は培地 pHが人きくアルカリ性に傾 くた

めであること,また pHを適当に修正さえすれ

ば,全血清においても充分結核菌の発育が認め

られること等が明らかにされて来ている｡26)-29)

血清含有量の相違するキルヒナ-培地におい

て抗結核薬の 制菌 作用を検討 した 報て与として

は, 両下27)による SM,PAS,INH,KM,VM,

TC,PZA,TBI,SI等に関する研究が あげられ

る｡ しか しながら殺菌作用に関しては今日迄こ

のような検討が行なわれていない｡

さて両 下も述べているように,高濃度血清加

キルヒナ-培地で薬剤の抗菌作用を検討する場

合には培地の pHに特に留意する必要があり,

pH 修正の培地と無修正の培地とでは実験成績

に非常な 差異の認められる ことが 知 られてい

る｡ したがってここでは pHを 1規定塩酸およ

び 1規定苛性 ソーダで約 6.8に修正 して抗菌作

用を検討 した次第である｡

実験成績によれば各抗結核薬のMIC,MSCは

いずれも培地内血清濃度の増加にともない,そ

の値が増加 している｡換言すれば薬剤の制薗作

用,殺菌作用の両方とも,培地血清濃度の増加

にともな い 低下することが明瞭である｡ しか し

ながらその程度は薬剤個々について多少の相違

が認められる｡

まず MIC について観察すると,90%K培地

における MIC を10%K培地におけるそれと比

較 した場合,PAS,CS,SIでは4倍,VM,SOM

では8倍でいずれも10倍以下で あるが,SM,

INH,TH では16倍,KM では32倍と大きい閃

きが認められる｡

一方 MSC の変化をみると VM oj4倍がも
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っとも少なく,PAS,SIが 8倍でこれに次ぎ,

SM,INH,KM,CS,SOM が16倍でやや大きく,

TH が32倍でもっとも大きい｡

次に MIC と MSCの相互関係について検討

してみると,図より明らかなどとくCSにおい

ては MIC に比 L MSCが血清濃度の影響をか

なり強 くうけていることがわかるが,その他の

薬剤においては MIC と MSC がほぼ平行 して

変化 している傾向が認められる｡

以上の実験成績を山下27)の行なった成績と比

較 して みると, 各薬剤 について, 血清濃度の

差異にともなう抗菌作用の変化が本実験におい

て,より顕著に出ているように思われる｡その

理由の一つとして菌量の問題もとりあげられよ

うが,もっとも根本的な要因は,シリコン被覆

スライ ド培養法と菌液滴下法という,実験方法

上の差異にもとず くものであろう｡

以上の全実験を総括 して一言すれば,抗結核

薬の殺菌作用は制菌作用と同様,作用環境によ

ってかなり影響をうけるものであるということ

であろう｡比較的単純と思われる試験管内培地

環境においてすらそのような差の認められるこ

とは,複雑な生体内病巣における薬剤作用機作

の難 しさを物語るものであると考えられる｡

結 論

10%牛血清加キルヒナ-培地の pH の差異に

より,またキルヒナ-培地に加えられる血清濃

度の差異により,抗結核薬の殺菌作用がどのよ

うな影響をうけるかをシリコン被覆スライ ド培

養法により検討 し次の結論を得た｡

1. SM,KM,VM の殺菌作用は アルカリ性

側で強 く現われ, SIでは酸性側で 強 く現われ

る｡ INH,CS,TH,SOM においては pH の差

による殺菌作用の差が認められない｡

2. 培地 pH の変化により,発育阻止最低濃

度と殺菌最低濃度はほぼ平行 して変化する傾向

が認められる｡

3. 培地血清濃度の増加にともない,一般に

殺菌作用の低下が認められる｡

4. 培地血清濃度の変化により,発育阻止最

低濃度と殺菌最低濃度はほぼ平行 して変化する

傾向が認められる｡
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