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抗結核剤の結核菌に対する影響の

マウスにお ける実験的研究

名古屋大学医学部内科第一講座(主 任 日比野進)

安 田 正 憲

(受付 昭和29年10月5日)

ま え が き

結核菌の化学療法剤に対す る耐 性獲 得の問題は,近 時

目覚 ましい進展を示 した結 核の化 学療法 に常 に暗影をな

げかけ,従 つてこの耐性阻止の問題はここ数年間結核研

究者にとつては焦眉の課題 としてい くたの研究が既に或

いは現 に行われてい るが,抗 結核剤同志 の併用方法が試

験管内或いは臨淋実験で一応耐性菌の出現 を遅延乃 至阻

止で きることを認め られている。 しか しその遅延乃 至阻

止の程度或 いは機序の追求 に対 して動物実験においては

未だ充分には吟味 されてい ない現状である。

一方,抗 結核剤の効 力判定 には マウスを使用すること

が有利であるとされ,こ の点 に関 して古 くよ り内外 の研

究者 によつて業績が発表 されてい るが,特 にRaleigh及

びYounms1)に よって詳細 にマウス結核症 の様相 が報

告され,抗 結核剤 の動物実験にマウ スを用いる ことの種

六の利点を強調 してい る。本邦 においては,さ きに岩崎

等2)の報告があ り,最 近は水之江3)t)5)が 数次にわたつ

てマウス結核症 の基礎的研究 を発表 し,共 にマウス結核

症が抗結核剤の動物実験に利用 され得 ることを述べてい

る。

更に実験的結 核症 におけ る,抗 結核剤に対 する結核菌
ノ

の耐性発現については,さ きにWillist。nとY◎u・ ・

mansG)7)の 研究があ り,Streptomycin(以 下SM)を

毎 日1500γ 宛155日 間結核菌感染 マウスに 単独投与を

行つた結果,SM耐 性株を認む る に至 つ た マ ウ スが

89・4%に み られ,又SMにP・aminosalicylicacid

(以下PAS)を 併用 して183日 間治療 を行 つた場合に

PASはSM耐 性菌 の出現を何等阻止で きなかつた と報

告してい る。 又最近,WolinskyS9;8)は 同じ くSM,

PASで 治療を行 つた動物に ついて耐 性菌発現の様相を

みてい るが,H37R▼ 株感染マ ウスの実験ではSM及 び

PASを 各k単 独 で198日 間治療 を行つていずれ も耐性

菌発現が認められ ず,又 三種 の人型結核菌 を用 い て の

154日 聞のSM及 びPASに よる治療 においてもSM

耐性菌 の認め られたマウスは54匹 中3匹 にすぎず,し

かもPASをSMに 併用 して もSM耐 性菌発現阻止に

効果的でなかつたといつている、

私は,マ ウス結核症 において,耐 性菌 発現の様相 とこ

れが阻止に関する検討を行 つた。 す なわち,SM,PAS

及 びi30nicotinicacidhydrazide(以 下INAH)の そ

れぞれの単独使用及 びこれ等の併用 による比較 実験 を,

長期 間同じ動物に薬剤 を投与 した場合 と,短 期間治療 の

後屠殺 して肺から分離 した菌を次のマウスに接種感染せ

しめ更 に治療を くりかえ し,次 液に継代を行つた場 合に

つい て観察 した。以下その実験成績につい てのべ ると共

に,長 期間同 じ動物 に薬剤を投与 した場合 の肺の病理組

織学的所見につい ても併せて ここに報告 してお きたい。

実 験 方 法

体重約209の 市販 の雑種のマ ウスを使用 した。 有毒

人型結核菌F株 の3週 間培養 を 乳鉢 内で5%ゲ ラチン

生理的食塩水 に均等 に浮游せ しめ,そ の0・1cc(菌1.Omg

含有)を マ ウスの尾静脈内に注入感 染せ しめた。接種翌

日よ り毎 日1回,SM,PAS及 びINAHの 後述 の各所

定量 を側腹部皮下 に注射 した。マ ウスは2群 に大別 し,

1群 は5乃 至8ヵ 月間連 日薬 剤没与 を行 つ た 後 屠 殺

し,他 の一群 は1乃 至2ヵ 月間治療 の後屠殺 し,い ずれ

も1側 の肺を無菌的 にと り出 し滅菌 乳鉢 内で磨滅 し,約

10倍 量 の1%苛 性…ソーダ溶液 で稀 釈 しその0、1ccを

小川氏9)の方法 に従い1%燐 酸培地 に培養 し5週 後の菌

発育を観察 した。耐性検査は,SM,PAS及 びINAH

のいずれ も1r,10γ,100rに ついて行った。 短期 間薬

剤投与後菌 を分離 してマウスに より継代す る場合は,マ

ウスを屠殺 してその肺 よ り薬剤無含有培地を以つて分離

し得た菌を初 回 と同 じ方法 によつて次の マウスに接種 し

翌 日より前代 と同様の治療を行い,各 代毎 に肺 の定量培

養 によつて耐 性検査 を行い つつ以下同様の継代を く りか

え した。以上 の二 大別 され たマ ウスを更 に各薬剤の組合

せに よつて,SM,PAS,INAH各 単独群,SMとPAS

SMとINAH,INAHとPASの2種 併用群及びSM ,

PAS,INAHの3種 併用群 の7群 にわけ,各 薬 剤別 及

び併用方法別 の耐性菌 発現 の状況並び に耐性発現阻止効

果を観察 した。 薬剤投 与 量 は,単 独,併 用 い ずれ も

SMO・5mg,PASsmg,INAHO .02mgをu.lcc溶

液 に含有せ しめて注 射 した。各薬剤量 はおおむね臨淋上

用い られている治療量 と考 えられ る量 をマ ウスの体重 よ

り換算 してきめた。なお,使 用 した結核菌 の原 株は各薬
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剤0.1γ!ecに 対 し発育を抑制 される ことを予 め 確 認 し

た。

次に別 にと り出 した他側の肺は,フ ォルマ リン固定の

後病理組織学的検査に供 した。

実 験 成 績

【Ij

a)長 期間同 じマウスに薬剤投与を行 つた場合

各群 とも短 きは123日 よ り長 きは220日 に及ぶ長期

間同 じ結核マ ウスに治療 を行い,治 療期聞中生存に堪え

たマウスについて検査 した。

137日 間SM治 療 を行つた第1群(第1表)4匹 に

ついて肺定量培養を行つたが,4匹 ともSM1γ 含有培

地に対照培地 と同程度 の菌を認めた。PAS単 独治療 の

第2群 は,146日 間治療 を行つたが薬剤無含有 培地 にの

み菌 を認めたにすぎなかつた。INAHX23日 間治療の

第3群(第2表)は,5匹 の中4匹 が培養陽性 であつた

が,INAH17培 地 には1匹 のみが対照培地 と同程度の

菌を認め得られた。

第1表 第1群 培養成績

(137日SM連 続投与)

程度の菌を認められ1匹 は25%程 度であつた。第3代

(34日)で は1r培 地に6匹 中4匹 が対照培地 と同程度

の発育を認 められた。第4代(70日)に 至 り4匹 中2

匹が10r培 地に対照培地 の50%以 上 に,他 の2匹 が

25%程 度 に菌の発育を認 められたe
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第2表 第3群 培養成績
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SM+PAS(137日),SM十INAH(145日),INAH

÷PAS(128日)の 二種併用及びSM+PAS÷INAH

(220日)の 三種併用の各群は検査マ ウスの すべてが培

養陽性であつたが,薬 剤含有培地 には全 く菌発育を認 め

なかつた。

b)短 期闇宛継代 マウスに薬剤投与 を行つた場合

この実験 におい ては,第3表 に示す如 く第4代 までの

成績 を観察 した。各1代 の治療期間は1乃 至2ヵ 月間で

ある。

まずSM単 独の第1i群(第4表)で は,第1代(35

日}で 対照培地 にのみ菌 を認 めた にす ぎず,第2代(36

日)で は4匹 中2匹 がSM1γ 培地 に対照培 地の50%
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代 ユ62 柵 鼎 什 一

(70日) ユ63 柵 柵 十 一

PAS単 独の第2群 は,4代 まで合計150日 間投薬を

行つたがいずれも対照培地 に菌 を認めたのみでPAS含

有培地 には全然発育をみなかつた.

第3i群 のINAH単 独の場合は第5表 の如 く,第1代

(38臼)で は前2群 と同様対照培地 のみに菌 を認 めたが,

第2代(51日)で6匹 中2匹 がINAH1γ 及 び10r

培地 に対照培地 の50%程 度の菌を認 めた、第3代(35

日)で も5匹 中3匹 が10γ 培地に発育を認 められたが,

他の2匹 は培養陰性 であつた。第4代(70日)は 検査

した4匹 とも ユ0γ培地 に対照培地 の50%以 上の菌 を

認め られたゆ

次に併用の場合は・SM・PAS併 用の第4群(第6

表)が ・第1代(38日)で は対照培地 に発育を認めた
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にすぎないが,第2代(34日)で は5匹 中2匹 がSM1γ

培地に対照培地 の25%程 度の発育 を認 め られた。第3

代(35日)も 同 じくSM1γ 培地に対照培地 と同程度

の菌 を認 め,第4代(49日)に おいては5匹 全部がSM

1γ 培地に対照培地 と同程度の菌 を発見 された。 しか し

第5表 第3群(INAH単 独)培 養成績
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'SM
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2匹 においてSM及 びINAHの1γ 培地にいずれ も

対照培地の25e/e程 度の菌を認 めた。第3代(34日)は

4匹 中3匹,第4代(49日)は4匹 全部が両薬剤 とも

1γ 培地 に対照培地 の25乃 至50%程 度の菌を認 めら

れた。

PAS,INAH併 用の第6群 におV・ては4代 合計148

日間治療を行つ たがすべ て対照培地 に発育をみたのみで

薬剤含有培地には両薬剤 とも菌 を認 め得 なかつた。

SM・PAS,INAH併 用の第7群 におい ても第6群 同

様4代 まで178日 間の治療 を行つ てもすぺて対照培地 に

菌を認 めたにす ぎなかつた。

【皿】 肺 の病理組織 学的所 見

長 期間治療 のマウスについて観察 したが,ま ず対照 と

して治療群 とほぼ同期 間生存 した薬剤無投与の同一菌 株

感染マウスの肺病変をみ ると,肺 胞 内に大単核円形細胞

がみ られ滲出性肺炎の像 を呈 してい るが乾酪化 は認 めら

れない。肺胞 壁に細胞浸潤があ り変化 のない肺胞 は代償

性肺気腫 を示 し出』血像 も認 め られる。気管支,血 管周囲

に強い細胞浸潤がみられる。 これに対 してSM群 は,

上述の滲 出性肺炎や肺胞 内の円形細胞 が少 な くなつてい

るが・肺胞壁炎 様の傾向が強 い。気管支,血 管周囲の細

飽 浸潤 は少 ない。PAS群 は,対 照 の非治療群 よ り病変

がやや軽いが滲出性肺炎 像や肺胞壁 の細胞浸潤が相 当強

く・気管支,i血管周囲に も強度 の細胞浸潤 が認め られ る。

INAH群 は肺胞 内変化が少 な く,飾胞 壁炎様 の像はSM

同様であるが気管支,血 管周 囲の病変 はSM群 よ り強
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く認 められ る、SM,PAS併 用群は肺胞 内炎症像少 な く

肺胞 壁変化 も弱い.気 管支,並 管周囲の変 化も少 な く病

変 は全般に軽度 である。SM,INAH併 用群は肺胞 内及

び壁 に小病巣があ り,気 管支,、血管周囲にも軽度の細胞

浸潤 がみ られ る。INAH,PAS併 用群 は肺胞 内に遊走

細胞が あり呼吸上皮細胞 も認め られ又肺胞壁 には線維素

様物の析出があ り,気 管支,血 管周囲の細胞浸潤が高度

である。3種 併用群では肺胞 内及び壁 の変化がわつかに

認められ気管支,血 管周囲の細胞 浸潤 も軽度 である。

総 括及び考按

耐性菌 判定 の基準にっい ては,現 在種 六論議のあると

ころであるが,私 はその諸論議 とはなれ て当実験に現れ

た成績 によ り考按 してゆきたい と思 う。

長時間同 じマウスに薬剤投与を行っ た実験 としては,

まずSMを 単独 に用いたYoumans等 の報告があ るが,

彼等 は人型結核菌感染マウスを4群 にわけ毎 日SMを

55日 間注射 した所,SM1500γ 群では894%,750rl

jigeiでは65%,375γi群 では22.5%,187.5γ 群では

5.5%に 耐性菌(SM12.5γ 含有培地 に発育した場合)

を肺の培養 で発見 してv・る。又,Williston等 は,PAS

併用 によるSM耐 性菌 発現への影響 を同 じくマウス結

核症 で 観察 しているが,こ の実験では183日 の治療で

SM耐 性菌(SM6.25γ 含有培地 に発育 した場合)の 発

現率は,第1群(1日1.5mgのSMを2回 分割 注射)

57.9%,第2群(同 量 のSMと1日 の食餌 に0.25%

の割にPASを 加えた もの)44%,第3群(同 量のSM

とPASを0.5%加 えた もの)80%,第4群(同 量 の

SMと,PASを1%加 えたもの)57.ge/eで あつて,

各群の間には有意の差 を認めず,PASに ょっ てSM耐

性菌 の発現 を阻止できなかつた といつ ている。更 に最近

w◎1insky等 の発表では,同 じ くマ ウス結核症 において

SM或 い はPAS単 独治療 を198日 間行つたが,V・ ず

れ も醗性菌 を肺 より分離 できず,又3種 の異株 の結核菌

で感染せ しめた マウスの各群 にSM .単独或いはSMと

PASの 併用で160日 間治療 を行つたが,3群 を通 じて

54匹 中単.独でal匹,併 用で1匹 か らSM耐 性菌(SM

5γ 含有 培地 に発育 した場合)を 発見 したのみ であった

と報告 してい る.

か くの如 く,マ ウスの実験的結核症 におい ては同一動

物に長期間投薬 を行つた場合の耐牲菌発現に関す る報告

は種 麦であっ て,未 だその結論 は出ていないが.私 の実

験では,同 じ方法でほぼ同じ期間実験 した場合にSM。

PAS及 びINAHの いずれ に対 しても単独,併 用 ともに

薬剤10γ 含有培地に菌 を認め ることは で きなかつ た.

しか し,1r培 地 においてSM単 独群 で検査 マウス4

匹共菌 発育 を認め,INAH単 独群 で5匹 中1匹 が菌 発

育をみたのに対 し,各 併用群ではいずれ も1γ で発育を

阻止 されてお り,こ のことはSM及 びINAHは 他種

抗結核剤を併用す ることによ り耐性発現 を阻 止或 いは達

延させ得 る傾向 をもつ ことを示 してい る。 いず れ にせ

よ,同 一 マウスに長期間薬剤を与 えても耐性菌の発現は

非常 に困難 であ り,Wolinsky等 はマウスの他にモルモ

ツ ト及び兎でも同様の実験を行 って耐性菌発現の稀 であ

つた ことを報告 し,動 物実験 では臨躰実験の如 くに高度

・耐性菌の発 現がみ とめに くい ことの理 由として宿主 たる

生体 におけ る或 る因子が大 きな役割 を演ず るのであろう

と結論 している。私は同一生体 の長期間治療 における上

述 の事実にかんがみ,短 期間治療 後菌 を分離 し次の生体

に接種,再 び治療を くりかえす方法によつて耐性菌 の発

現 を認め得ない であろうか と考 え,ひ きつづき実験を こ

ころみた。 このよ うな方法を用いた結核菌 以外 の菌 によ

る実験 として山川助 の報告があ る。

各薬剤単独使用の結核菌 に対す る影響 の状況 は,上 述

の如 くSMは 第4代 で10γ 含有培地に 発育 を示す場

合 を発見 し,INAHは 第2代 で既に10γ 含有培地で発

育 を示す場合 を発見 してい る.PASは 各代 を通 じて全

例 とも1γ 感性を示 し耐性菌発現が困難 である ことを

推測させ る。SM,INAHの 単独 使用におい てさきの同

一セウ ス長期治療実験 に おいて10γ 含有培地 に発育す

る菌の発現 が困難であっ たの に対 し,こ の継代 による実

験では総治療 日数が4代 まで合計 して大体前実験 と同じ

期間であるが,宿 主をかえて行 くことによつてSM及

びINAHに 対 し10γ 含有培地に発育す る菌 の発現を

みた ことは興味深い ことである。勿論宿主をかえると同

時 にその都度,培 地上で菌 を分離す るとい う試験 管内過{

程が加 わ る こ と も考慮す る必要が あるが,と にか く

W。linskyag;の いわゆるcertainhostfaCtorsを 首肯

せ しむ るに足るもの と思われ る。

次 に併用による耐性獲得阻止 の 問題 で あ るが,小 酒

井11)の 述べ る如 く耐性獲得形式 にはDemerecの 云 う

SM型(SM及 びINAH)とPenicillin型(PAS)が

あ り,耐性獲得 阻止 にはSM型 薬剤間 の併用 よりもSM

型 とPASと の併用が有利 であるとされてい る。.,

私の実 験成績 を検討す るため,各 薬 剤毎に単独使用 ど

他薬剤 との併用 による場合を比較 してみた、まずSMに

PV・ てみ ると,第8表 の如 く単独は4代 で10γ 含有培

地で発育 を示す場合を発 見 して い る が,PAS或 いは

工NAHと の併用におい ては1r含 有培地で発育を示すに

とどま り.3種 併用 ではすべ て1γ 感牲 であつた.PAS

にっいては全例1γ 感性を示 してい る。 次 に第9表 に

INAHに 対す る実験 成績 を示 したが,単独は2代 で10r

含有培地に 発育を 示 したの に対 し,SMと の併用では

lr含 有培地に発育 を示すにすぎず,PASと の併用では

3種 併用 とともに全例1γ 感性であ り,併 用 による酬 生

獲得阻止の傾向 を君取できる。又前述 のSM型 同志の

一一42-一
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井用 よりもSM型 とPASと の 併用 が耐性獲得阻止 に

ょい とい う説 に従つた成績 も得 られた。

第8表SM感 難 に対 す る影響
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度であつた。併用群では,大 体単独鮮 よ り病変 が軽 かつ

たが,INAH,PAS併 用群が相 当病変強 く,こ の併用

方法がINAH耐 性獲得阻止によい と推測せ られ る結 果

を得た事実 と考えあわせ るとき,臨 淋上一考を要する も

のと考え られ る。
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私 は静脈 内感染結核 マウスにおいて,SM,PAS及 び

INAHの3種 抗結核剤 による治療を,長 期間 同一動物

に行 つた場合 と,短 期 間ずつ継代接種 した動物 に行つた

場合 とにわけて実験 を行い,各 薬 剤の結 核菌 に対す る態

度を検討 して耐性菌 発現 の様相或いは併用療法 による耐

性菌発現阻止効 果を検討す る資料の一つにせ んとした。

長期間同一 マウスに 治療 を行つた場合には,SM(137

日)及 びINAH(123日)の 単独使用 におい て,い ず

れも対照に比 して若干 の耐性獲得の傾向を示 した、短期

間(30日 乃至70日)ず つの治療 を継 代マウ スに行つ

た場合は,SM単 独使用の第4代 において,INAH単

独使用の第2代 以後において,それぞれSM及 びINAH

に対 し対照に比すれば前述 の長期 間同一 マウス治療 の実

験 よ りもやや強い耐性獲得傾向を示 すよ うに 考 え ら れ

た、 これは宿主 をかえ ることによつて耐性獲得が容易 に

なる性質があ ることを考え させ る。併用 による場合は,

3種 併用が各薬剤 に対 して最 も効 果よ く,2種 併用で は

SM或 いはINAHにPASを 併用 す る方法が よい結果

を得た。

病理組織 学的検査 に関 しては名古屋大学医学部第一病

理宮川教授 の御指導 を うけた。厚 く謝 意を表す る。

3

3
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4

ゆぶ お}病理組織像
に嚢いては,各 薬剤の治療効 果を云 六す る

:足るほ ど著明な差異は認 めなかつたが,PAS単 独群

β最 も病変強 く,INAH耕,SM群 と病変 は次第 に軽
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