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　 Sulfathiazole(ST)がin　 vitroで 著 明 な抗 結 核菌 作

用 を有 す る こ とは古 くか ら知 られ てい るが,in　 vivOで

は あ ま り効 果 が ない の で 実用 に は供 され て い ない 団)。

　 わ れ わ れ はSulfonamidesの 抗 結 核 菌 作 用 機構 に つい

て 観 察 し,抗 結 核 剤 研 究 の基 礎 的 事 実 を得 よ う とし て こ

の 研 究 を は じめた が,こ こで はM・aviumお よ びM.

tuberculcsis　 var.　hL・mini9にin　 vitroで 有 効 で あつ

たSTをsulfomamidesの 代 表 と して3),結 核 菌 形 態 に

お よ ぼす 影…響 を 観 察 した 。 本 報 で はSTに よ りin　vitr・

で著 明 な阻 止 を受 げ るM.aviumを 材 料 と して 観 察 し

た 。sulfGmamides　 ・の 結 核 菌 の形 態 にお よぼ す 変 化 に つ

い て はCourm◎nt　 et　al.4)が 変 形 と非 抗 酸化 とを認 め

て 簡単 な報 告 を してい るが,系 統 的 な観 察 は ほ とん どな

い よ うに思 わ れ る。

　 　 　 　 　 　 　 　 　実 験 　 方 法

　 被 検 菌 はMycobacterium　 avium獣 調 株 を使 用 した 。

STの 力価 検 定 はpH　 7.0,　Sauton培 地(Asparagin

の 代 りにSod.　 glutamimate使 用)2m9を 規 準 とす る

倍 数稀 釈 法 に よ つ た。ST液 は武 田 のSulzo1S注 射 液 す

な わ ちP-Aminophenylsulfamin◎thiazole-N4-dex・

tr◎se　sodium　 sulf◎nateを 使 用 し,第1本 目をSTと

し て100,000mcg/mlと し,以 下 倍 数稀 釈 でo.ooo4meg/ml

ま で29本 の稀 釈 列 を作 り,30本 目を対 照 と した 。他 の

培 地 使 用 の場 合 も上 に準 じ た 。 被 検 菌 は200　 ml容 量

Erlenmeyer　 fiask入 り3%91ycerine　 bouillon　 50　me

に370C　 5日 培 養 し た菌 膜 を と り,ガ ラ ス玉入 り丸 瓢ル

ベ ンで振 盟 した 後 生 理的 食塩 水(生 食 水)に100　 meg/mt

の 割 合 に浮游 させ た もの をO.1ml宛 接 種 した。 第1報

に 述べ た よ うに3,200～1,600　 megノ 認 以 上 の濃 度 に認

め られ る完 全 阻 止 は非 特 異 的 な もの と考 え て観 察 の対 照

か ら除 外 した。 以上 の稀 釈 列 を3～5組 作 っ 七37・C10

日培 養 し・ そ の 間 毎 日観 察 した、 形 態 的 観 察 に 各 試 験 管

か ら白 金 耳 で釣 菌 しslide　 glass上 に おい て乾 燥 させ,

火沼 固定 後,zieh1・Neelsen法 で染 色 鏡 検 した。 染色 は

次 の如 く行 つた 。50。0に 温 め たZiehl液 を 満 載 して

分放置・水洗・3%塩 酸alcohol　 1分 ・水洗L6ftler

のmethylene　 blue液1分,水 洗。

　　　　　　 実 験 成 績 な ら び に 考 案

　 (1)Sauton培 地 中でSulfathiazoleに よつて起る

　　　 形態的変化(第1表 参照)

　 (!)2日 後:ST濃 度200　mcg/mt以 上では発育は

完全 に阻止 される。100　mcg/mii以 下 では管底発育が起

る。 この時 には対照 も管底発育 にとどまる。 この管底発

育 を鏡検す るといずれ もSTの 濃度お よび有無 に関係な

くすべてmethylene　 blue(MB)好 染の非抗酸性桿状

菌(nafb)の 網状構造又は集団であ る。 すなわ ちこの非

抗酸性型 は正常発育の初期 に認められ る も の と変 りな

い。

　 (ii)3日 後:ST濃 度 ユ,600　meg/me以 上 で は発育

が な い が800　 mcg/ml以 下 で は 管底 発 育 が 認 め られ,

0・4　mcylml以 下 で は 菌膜 形成 が 認 め られ る。 鏡 検所見

は800～XOO　 mcg/mtで はmafbの 網 状 構 造 ない し集団

が 認 め られ,50　 mcg/ml以 下 で は漸 次FuehSin(F)淡

染 の 抗 酸 性桿 状菌(afb)とnafbの 混 合 と な る。 定 型的

所 見 は 中 心 部 にF濃 染afbが あ り,そ れ を包ん で弱

afbお よ びmafbが あ り,周 辺 程mafbが 多 い 像 であ る。

3・2　meg/ml以 下 で はF淡 染afbとF濃 染afbの 混

合 とな る。O・4　mcg/mL以 下 の 菌膜 を形 成 す るもの は・

afb,弱afbを 主 と しnafbを 混 じる網 状 構 造 か ら成 る。

これ は 対 照 と同様 で あ つ て 菌膜 を形 成 す る形 態的 単位 に

対 照 との 差 を 認 め な い。

　 (iii)6日 後:一 般 に 日数 と と もに各cellsの 抗酸度

が増 加 して い る。 菌 膜 を構 成 す る 菌(cel1)は ほぼ 同様

で あ る が,菌 体 内 に抗 酸 性 穎 粒 を 明瞭 に認 め る ものない

し念 珠 状 の抗 酸 性 穎 粒 連 続 体(afg9)を 認 め る。 管 底発

育 ない し微 弱 な菌 膜 を 作 る6.3～o.8勉cg/犠zで はafb

の集 束,集 団 な い し網 状 構 造 を 主 と し,弱afb,　 math

を混 じ る。

　 (iv)10日 後:800A-400　 meg/mlで はmatbお よび

淡紫 色 に 染 ま る菌(mafbとafbの 中間 型)の 網状 構造

で あ る。200・vso　 mcg/mlで は淡 紫色 菌及 びafbの 網状

構 造・25～6・3　 meg/mlで はafb及 び 弱afbの 網 状構
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表1.SulfathiazoleのM.avium

に 対 す る 発 育 阻 止 作 用 。

S副on焙 地(PH70)2ml規 、箏倍 数祐 釈法.

gly◎epinebou'〃o縛5日 培 養菌 響0跡cg宛竣種 ・

3プC.十,十 管底 発育.帯,・惜 菌艘形疲。

日 数ST{ 2 3 4 6 10

800 一 十 十 十 十

400 一 十 十 十 十
200 一 十 十 十 十

10ρ 十 十 十 十 十

50 十 十 十 十 十
25} 十 十 十 十 十

112寺 十 十 十 十 十
・63 十 十 十 響 十

la2 十 十 升 書 帯
1.6 十 十 帯 僻 帯

α8 十 十 帯 。帯 帯㎜ …

04 十 帯 帯 帯 冊

i二 ◎② 十 帯 帯 帯 柵.

0」 十 帯 冊 冊 柵
0.05 一{一＼ 帯 冊 柵 柵
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造,3.2mcg/mt以 下 の菌膜の構城 はほぼ前述 と大差が

ない。 しか しST濃 度が小 とな るにつれ て正 常な陳 旧培

養にも認められ る陳旧型 の淡紫色菌 およ びMB淡 難染

のnafb(発 育初期のnafbがMBに 美 しく好染 し,ま

た淡染す る時で も美 しい新鮮 な感 じに染ま る の に 対 し

て,陳 旧培養 に現われ る上述の菌は淡染 と云 うよ り難染

とい う感 じで,MBに 濃染 して も淡染 して も汚 な く染 ま

る)を 相 当含み,afb,afg9,mafbの 網状構造 となつて

いる。

(考案)STの 阻止作用を受 け て管底発育 の状態で発

育が停止す る領域で は,上 述 のように集落 はmafbか ら

成る。 肉眼でみえ なかつた接種菌が管底 発育 として認め

られ る迄発育 したのであるか ら,こ こに認 められ る管底

発育は主 として新生菌 と考え られる。す なわ ち新生 した

菌が 砥fb又 は少な くとも抗酸化が弱 くとどまつている

わけである。詳 し くみる と3日 後の所見 の項 に記 した よ

うにnafbな い し弱afbの 集 りの中心部に少数 のF濃

染のafbを 認め る。 この少数のafbは はじめ に接種 さ

れた菌自身又はす ぐそれか ら発育 し7こ菌 と考え られ る。

なん となれば以下 に示すよ うに最初 にST含 有培地中に

接種された菌 自身は抗酸性 を失 うことな く,ま たmafb

の抗酸化も妨げ られないか らであ る。

前報3)した ようにSTのM.aviumに 対す る発育阻

止は部分阻止の形を とる。す なわ ち発育阻止が起 るまで

にiagphase(48～72時 間〉が必要 であ り・ この間 にあ

る程度の増殖 が起 つて管底発育 となる。STの 発育阻止

濃度(こ れは部分阻止 を意味す る)で はST含 有培地 に

最初 に接種 された菌自身は抗酸化 を失 うことな く・また

非抗酸性型から抗酸性型 に変 る ことも可能である。そ し

てこの接種菌からnarbが 次kと 新生 して初期 の管底発

育を形成す ることも対照 と同様 である(こ の発育初期の

nathか らmafbを 次kと 新生す る 過程は正常発育で も

認 められ るものであつて特異なものではない5))。しか し

対照では この新生 したnafbの 抗酸化が起 るの に,発 育

阻 止濃度のST申 では この新生 したmafbの 抗酸化が遅

延す るわけである。

CourmGntetaL4)はarytSulfenamides中 で変形 し

た青染菌を認めた とのみ報告 してい るがその機序 にはふ

れ ていない。 これはWaksman&Smith6》 によつても

lossofacidfastnessと 記されstreptomycinに よる

M.aviumそ の他の変形,抗 酸性消失 と同一性質 のもの

と解 されてい る。 しか しわれわれ の得た結果から考え る
お

とST含 有 培 地 中 で み られ るmaibは 接 種 菌 の抗 酸 性 脱

失 に よつ て起 つた もの で な く,ST中 で 新 生 した菌 の 抗

酸 化遅 延 に よ る もの で あ る。 またST中 で 特異 な菌 の 変

形 を 認 め た ことは な く,単 に発 育 遅 延 の た め の発 育 の

phaseの ずれ を認 め た のみ で あ る。 従 つ て この 点 は接 種

され た菌 自身 が 著 明 な変 形 を 示すstrept◎mycinの 場 合

と異 な つ て い る と考 え る。

な お 新生 菌 の抗 酸 化阻 害 は上 述 の例 で は10日 後 に も

400mcg/mZのST中 でmafbが 認 め られ た が,他 の 例

で は 数 日後 に抗 酸化 が認 め られ た 。 す な わ ち この 抗 酸 化

の 阻 害 は阻 止 とい う よ うな判 然 と して 強 力 な作 用 では な

く,遂 に はい ずれ の 場合 も抗 酸 性 とな る の で あ つ て,抗

酸化 の遅 延 とい うぺ き もの で あ る。

(略 籍)抗 酸 性桿状 菌=afb,非 抗 酸 性桿 状 菌=mafb,

抗 酸性 穎 粒=afg,抗 酸 性穎 粒 連 続 体==a£99,methylene

blue=MB,tuchsin--F,sulfathiazole=二ST,p--ami-

nGbenZGicacid=PABA

(2)高 濃 度 のsulfathiaz◎le中 に浸 積 され た 菌 の 形

態 的 変 化

形 態 的 変 化 をみ る ため 大 菌 量 を使 用 し,高 濃 度 のST

液 と してSulz◎1・Sを 使 用 した の でpHの 変 化 を考 え て

pH7.8のBuffer培 地5)4mlを 規準 と してSTの10,

5,2・5,1・25,0.625,0.313mg/mlの 稀 釈 列 を作 り,お

の お の に91ycerineb◎uillon7日 菌 の10mg/ml浮 游 液

1mZ宛 を添 加 し た。37"C10日 観察 す る と は じめ 数 日

は2・5mg/ml以 下 の濃 度 で は 一 過 性 に発 育 可 能 と思 わ

れ た。24時 間,4日,11日 後 に菌 を釣 菌 して 観 察 し,

U日 後 に菌 を生 食 水 で3回 洗灘 し てSaut◎nagarに 塗

抹 培 養 し た 。1～3日 の発 育 遅 延 は 認 め られ た が い ずれ

も発 育 を示 した。 しか しST濃 度 が 高 い もの で は若 干 発

育程 度 が 少 な か つ た。 これ らの 菌 の 形態 的 観 察 で 多 数 の
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afbが 終始認 められ,抗 酸性が消失す ることはないと思

われた。10～5mg/mlの 高濃度 のST中 で はほ とんど発

育像 を認めなかつたが,最 初 に投入 した菌群中 のnafb

がむ しろ滅少す る傾向 を認めた。 また対照 中では7日 以

後培地陳旧化 とともに陳旧性の非抗酸化が起 るが,こ の

よ うな像はST中 では認め難かつた。2.5mg/ml以 下 で

はn、afbが 増えていたが,こ の濃度 では菌の発育が起 つ

てい るのが認 められ るので,こ のnafbを 抗酸性 脱失 に

よるもの と考 えることは出来ない。いずれに しても終始

afb多 数を認めた ことはSTに よつてafbがmafbに

変 ることを否定す るもの と考 える。

(3)倉Aminobenz◎icacid含 有Saut◎n培 地 中で

認め られ る形 態的変化

100mcg!mlの 割合にpAminobenzoicacid(PABA)

を含有 させ たSauton培 地で(1)と 同様 に検定 した。

この場合2日 後の管底 発育 は800な いし400meg/mlの

S雪 中でもすでにafbで あ り,4日 後800mcg`ml以 下

のST中 で発育 した菌膜 もafbお よび弱afbか ら成 つ

ていた。

(考案)PABAを 含むSauton培 地 中ではSTの 阻

止作用が消失 して菌膜形成が起るが,同 時に抗酸化 の遅

延 も認め られな くな り,発 育のはじめか らafbの 集落が

認 められた。STに よる抗酸化 の遅延がPABA添 加 に

よつて恢復 した ことはPABAの 代謝が抗酸化 の現象 と

関係 している こ と を 想 像 させ る。Dub◎sワ)は"The

BacterialCell　 中にmyc◎bacteriumの 抗酸性が本質

的 に脂質,蝋 質,myC◎licacidと 関係 しているもので

はない と思われ ると述べている。Dubosの 云 うように

抗酸性がむ しろ例えば細 胞壁 の物理化学的性質 に関連 し

た細胞体制のあ る特殊性 によるものであろ うと云 う可能

性 を考 えるならば,あ るい はか ような可能性 にPABA

の代 謝が関係す る可能性 もあ ろう。

(4)Sauton培 地で200勉cσ 加ZSulfathiazole耐 性

菌 を検定 した場合 の形態的変化

ST耐 性菌は前報3)で得 た ものを使用 し,本 報 の(1)

と同条件で検定 したeST濃 度200mcg/ml以 下で菌膜

形成 が認め られた。

〈i)4日 後:200meg/mlのST中 の管底発育を鏡

検す るとす で にafbの 網状 構造が認め られた。 すでに

菌膜が生 じた50mcg/ml以 下 に生育 したものはafb,

赤紫色菌,紫 色菌の混合か らなつてい る。

(ii)6日 後:200mcg/mlのST中 で菌膜が形成 さ

れ るが,こ れはafbお よび弱afbの 集団である。一般

に顎粒化の傾 向が強 く,桿 状菌 の菌体 内 に 抗酸性願 粒

(afg》があきらか に認め られるものが多 く,afg9,游 離

のafgの 型 のものも相 当認められ る。

(iii)10日 後:未 だ管底 発育 である400meg/mlの

集落 もafb赤 紫色菌 の網状構造である。

{小括)ST200mcg/me耐 性 菌を前 と同様 にSautOn

培地 で検定す ると,感 性菌でみられた抗酸化 の遅延は認

められなかつた。高濃度(200・・v25mcg/mZ)のST中 で

発育 した耐性菌 は願粒化の傾向が著明であつた。

(5)p-Aminobenzoicacid含 有Saut◎n培 地で

SUIfathiazole耐 性菌を検定 した場 合

PABA100meg/me含 有Sauton培 地 で同様 に検定し

た。PABAの 添加によ り800mcg/ml以 下の濃度で菌

膜を形成 し た。 この場合 も4日 後,6日 後に800～

400meg/mlで 生育 した菌膜 を観察 してみ ると,矢 張F

濃染乃至赤紫色 の桿状 菌が主となつているが,抗 酸性短

桿菌および顯粒が相 当認められた。す 参わ ち抗酸化の遅

延はな く初期か らafbの 集団が認められ,穎 粒化は感

性菌 の場合 よ り著明であつた。

(6)Glycerineb◎uillGn中 でSu}fathiazoleに よ

つて起 る変化

pH7.0,Glycerinebouillon(3%glycerine,O.59e

meatextract,O.5e/opeptene)で 稀 釈法で検定 した。

接種菌はnafb群 とafb群 と2種 使 用 した。nafbは

glycerinebouillen48時 間培養の管底発育から菌液を

作 り・あらか じめ一一部 を鏡検 してほ とん ど全部MB好

染nafbで あることを確めた。afbは 同 じく6日 培養菌

を振塗 して菌膜 表面の菌を分離游 離 させ,こ の浮游液を

軽 く遠心 して上清 をとつた ものでほ とん ど全部Fに 均一一

好染するafbよ りなる。 接種 および検定 はSaut。n培

地の場合 と同様 であ る。

(i)3日 後:nafb接 種群で もttfb接 種群で もその

形態的変化はほぼ同様であつた。例 えばmafb接 種群で

25・v1・6mcg/mlのST中 で生 育 した管底発育を検する

と・ 集落 はMBに 淡染又 は濃染す る網状組織からなる

が,個 ・,ilt・の菌は区別 し難 くいわゆ るsubstancecyano'

phile7)の 形 となつている。 この中心部 には矢張少数の

afbが 認められる。 この所見は接種 したmafb自 身の抗

酸化 が起 つて い る こ とを示す。 そ して接種 した菌から

na「bを 次kに 新生す る過 程に よつて管底発育の状態に

達 し,こ の管底発育を構城 す る新生菌は非抗酸性のまま

で発育が阻害 されている。対照お よび低濃度のST中 で

は菌膜形成が起 り集落の大部分はafbか らなる。ただし

この両者 の境界 は判然 と区別 され ず漸 次移行 している。

afb接 種の場合の所見 も以上 とほ ぼ同様であ る。

(ii)6日 後:阻 止 を受 けて管底発育に とどまるもの

はnafbの 網状構造からなるが,若 干紫色調を帯びてい

る。菌膜 を形成す る ものは対照 とほぼ同様の構成 を示す。

(iii)10日 後:管 底発育 を示す集落 も大部分afbの

集 団となつてい る。

(考案)ほ とん ど全部mathか らな る菌液 を接種に用

いてSTの 作用を検 定 しても,接 種 された菌 自身は抗酸

化する。 したが つてnafb接 種で もafb接 種でも検定系
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列の鏡検所見 曝相似 の像 を示す。すなわち接種 された菌

自身の抗酸化 は発育附止濃度 のST中 で も阻害 されない

が,こ の接種菌か らST中 で発生 した新 菌は抗酸化を阻

害されて,抗 酸化遅延が起る と考え られる。

　 (7)Buffer培 地 中でSulfathiazoleに よつて起 る

　　　形態的変化

Buffer培 地5)を用いてST稀 釈列を作 り,(6)と 同

様にnafb接 種群 とafb接 種群 とを分けた。得 られた結

果は(6)と ほぼ同様であるが,こ の培 地では容易に添

付標本 を作 り得 て,ま た菌相互の関連が壊れないので美

麗な標本を得 た。 また栄養源 に乏 しいためか他の培地の

場合 よりも抗酸化 の遅延が著明 で あ つ て10日 後でも

0　.4　mcg/ml以 上の領域 で は管底発育の状態!ことどまつ

て(対 照お よびST低 濃度では菌膜が形成 され抗酸化 し

てい るのは勿論である),美 麗 なnafbの 網状構造又 は,

nafbの 小球状集 団の集合であつた。　ST濃 度 が滅 じるに

つれて漸次afbの 小集団を減 じ,菌 膜を形成す るものは

lfbの 網状構造 となつた。そ して一般 にST濃 度が大な

る試験管程,正 常発育(対 照)の 若い時に認 められ る集

落の構成が認め られた。

　　　　　　　　　 総 　 　 　括

Sulfathiaz◎1e(ST)のM・aviumに たいす る発育阻

止作用 をSaμt◎n培 地,　glycθrine　bou　illon,及 びBuffer

暗地で形態学的 に観察 した。

(1>STは 上述 の培地 中でM.・aviumの 発育 を完全

こ阻止す ることはな く,阻 止発現迄 に或程度 の1agが

ある。10日 後判定 でSauton培 地検定では6.3　mcg/ml

以上のST中 では発育は管底架状発育 にとどまつて阻止

きれた。 このSTの 発育阻 止作用域 では,最 初 にそ のST

含有SautGn培 地に接種 された菌 自身は抗酸化を阻害 さ

匝ることもな く,ま た抗酸性 の脱失 も起 らない。 この接

重された菌から次涛と非抗酸性菌が新生 して,非 抗酸性

翁を主 とする管底発育 となるが(こ の過程は正常発育過

呈で認められ る),こ の新生 した非抗酸性菌の抗酸化 は

珊 によつて阻害を受けて,す なわち抗酸化が遅延す る。

(2)発 育阻止濃度 のST中 でM.　 aviumが 受 ける

形態的変化は・ST中 で新生 レた菌 の抗酸化遅延および

篭育遅延であつて,単 に正常発育の遅 延にとどまる。ST

をのものに由来す る特殊 な変形や抗酸性の脱失は高濃度

DST中 で も認め られない。

　 (3)培 地 にPABAを 添加 した場合又はST耐 性菌

を接種 した時 には上述の抗酸化の遅延はは じめから認 め

られない。

　 (4)ST耐 性菌が比較的高度 のST中 で発育す る際
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 、

には穎粒化の傾向が著明であつた。

　　御指導下さつた勝沼六郎院長と名大第一内科日比野

進教授に感謝の意を表する。
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