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細 胞 内 結 核 菌 に 及 ぼ す 抗 結 核 剤 の 影 響

吉 武 洋 海

結核予防会結核研究所一所長 隈部英雄

受 付 昭 和31年1月10日

緒 言

SM, PAS, INAH等 の 抗 結 核 剤 が 相 次 い で 発 見 さ

れ,試 験 管 内 実 験 に お い て は もち ろん,生 体 内 の 病 変 に

対 して も効 力 の あ る ご とが 認 め られ,結 核 症 の治 療 に大

き な変 革 を もた らす に 至 つ たが,こ れ ら薬 剤 の治 療 効 果

は必 ず し も試 験 管 内実 験 成績 とは一 致 して い な い。 ご の

点 に関 して,組 織 培 養 下 に,Streptomycln(SM),

 p- aminosalizilic acid(PAS), isonicotinic acid hy-

 drazld(INAH), Viomycin(VM), Terramycin(TM)

 Pyrazinamide(PZA)の 細 胞 内結 核 菌 に 対 す る抗 菌 力

を観 察 し,試 験 管 内実 験 成績 との比 較 を行 つ た 。

実験材料ならびに実験方法

詳細は綜合医学13巻4号1)に 報告 したがそ の大要 を記

す と,人 型菌H37Rvを0.05%にTween80を 加 えた10

%馬 血清加Kirchner培 地に7～10日 培養 した もの,ま

たはSauton培 地 に2週 培 養後,5%Tween80蒸 溜

水稀釈液 を加 えて菌浮游液 を作 製2)し た ものを遠沈,そ

の上清 を とり,結 核菌 の単個菌浮游液 を作 製す る。 とれ

と海?腹 腔 内単球浮游 液を混 じて結核 菌貧喰 細胞を作 製

し,図1に 示す ような培 養器中に各薬 剤 を加 えた培養液

を用いて培 養,一 定時間後に染 色,顕 微鏡下にその菌数

を数 えて,貪 喰細胞中の平均菌数 を求 め,こ れに より細

胞 内結核菌に対す る抗菌力の比較 を行つ た。
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第2図

CEEの 有無および血清濃度の異る培養液

を用いた場合の細胞内結核菌の増殖

培養液 は初期 の実験 では,.血 清濃 度は20%,こ れに

鶏 胎児組織液(CEE)を5%に 加 えた もの を 用 い た

が,後 には40%血 清 タイ ロ一 ド稀釈液 を用 いCEEは 用

いていない。BIoch3),Dessan4)は 試験管 内において,

CEEの 結核菌増 殖促 進を認 め,一 方Abramson5)は 促

進作用は認 めない とのべてい る。CEEの 有無お よび血

濃度の差に よる細胞内結核菌の増殖 を比較 した結果図2

清 に示す如 く,各 群 の間 には著明な差 は認 められず,C

EEの 有無 お よび血清濃度 の差に よる成績の変動 はほ と

ん どない もの と考 え られる。

実 験 成 績

1.SM, PAS, INAHに よる細胞 内結 核 菌 増 殖 阻

止

DHSM 0.1γ?1000γ,PAS0.01γ ～100γ,INAH0.0

01γ～100γ を用 いて細胞 内結核菌 の増 殖に対す る阻止 力

を観察 した。実験当初において,標 本 中の細胞数 は約2

万/cc,結 核 菌貪喰 細胞数 の全細胞数 に対す る比(貪 喰

率)は 約15%,平 均 菌数1.9,1コ の細胞 中の菌 は大多 数
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の場合1～2コ で,6コ 以上 の菌 を貧 喰 し た 細胞 はな

い。 また細胞外に も菌 はほ とん ど認 められない。

A.対 照群 における結核菌の増殖

培養2日 後 には菌 体の伸長 とともに塵 かなが らも菌の

II.VM,TMに よる細胞内結核菌増殖阻止

VM1γ ～1,000γ,TM1γ ～100γ を用い て細胞 内結核

菌 に対す る増殖阻止力 を観察 した。実験当初において,

標 本中の細胞数は8,000/㏄,貧 喰 率は16%平 均菌数1.7,

第5図

SMの 細胞内結核菌増殖阻

止力

第4図

PASの 細胞内結核菌増殖

阻止力

第5図

INAHの 細胞内結核菌増殖

阻止力

第6図

INAH,SMの 細胞

内結核菌 増殖阻止 力

増殖がみ られ,4日 後に はかな りの また7日 後には著明

な増殖が認 められ,細 胞体 内に菌が充満 し,核 は周辺に

圧迫 されるに至つ たもの もかな り見出 され,平 均菌数は

5.5を 示 した｡

B.SM使 用群におけ る結核菌の増殖(第3図)

SM0.1γ,1r群 では,初期 においては結核菌の増殖は対照

に比 しやや劣 るが,そ の後 の増殖 は著 し く,対照 とほぼ平

行 した増殖 を示 し,一 部に は著明 な増殖像がみ られる。

これに対 し10γ群で は,7日 後において も菌の増殖 は

かな り少 な く,平 均菌数 は2.5,10ヵ 以上 の菌 を入れ た

細胞 は見出せ ない。100γ,1,000γ で はほぼ完全 な増殖

阻止 を認 めた。

C.PAS使 用群 における結核菌 の増殖(第4図)

図に示す 如 く,0.01γ,0.1γ群 では初期 における 結核菌 の

増 殖は対照 に比 しや や劣 るが,そ の後 の増殖 は著 明で,

7日 後におけ る増殖 は対照 のそれ とほ とん ど差 を認 めえ

ない程 度であ る。1γ,10γ では,な おその増殖阻止 力は

著 明ではな く,菌 の増殖 はかな り明かにみ られる｡100γ

では著明に増 殖を阻止 したが,な お菌増 殖の傾 向が明か

に認 め られ,完 全 阻止はえ られない。

D.INAH使 用群 におけ る結核 菌の増 殖(第5,6図)

図5,6に 示す通 りであ る。 この2つ の実験は,貧 喰率

お よび平均 菌数はほぼ同程度であつて,十 分に比較 し う

るもの と考 えられ る。INAH0.001γ 以下の濃 度では菌の

増殖はかな り認 め られ るが,0.01γ 以上では完全 に増 殖

を阻止 した。

またこの場合,時 間の経過 とともに平均菌数の減少お

よび菌体の抗酸性の低下が認 められ,こ の傾向は濃度の

高いほ ど著 しい。

負喰 細胞 は1～2コ の菌 を入 れた ものが約80%で,5コ

以 上の菌 を貧喰 した ものは約1%で ある。

A.対 照群 における結核菌 の増殖

第7図

Viomycinの 細胞内結核

菌増 殖阻止力

第8図

Terrarnycinの 細胞 内

結核菌増殖阻止力

図7,8に 示す如 く,時 間の経過 とと もに明 かな増殖

が認 められ,7日 後に は平均菌数 は48で10コ 以上の菌

を有す る細胞 はかな りの数 に見 出される。

B.VM使 用群 における結核菌 の増殖(第7図)

VM1γ では,7日 後 における菌 の増 殖はか な り著 明

で,対 照に比 し僅かに劣 るにす ぎず,10γ において もな

おかな りの菌の増 殖が認 め られる。100γ 以上 の濃 度で

は著 明に増 殖を阻止す るが,な お完全 な増 殖阻止 はえ ら

れない。

C.TM使 用群 における結核 菌の増殖(第8図)

TMの 著明な増殖阻止 作用は100γ に おい てのみ認 め

られ,1γ,10γ で は菌 の増殖 はかな り著 しい。

III.INAH,PZA単 独お よびその併用に よる細 胞内

結 核菌増殖阻止お よび殺菌作用

INAH0.001γ ～0.1γ,PZA0.1γ ～100γ の単独お よ

び これ らの併用に よる細胞内結核菌増殖阻止お よび殺菌
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作用 について観察 を行 つた。実験 当初 におい ては,細 胞

数 は約2万/cc,貧 喰率は約18%,平 均 菌数2.5,貧 喰細

胞中1～2コ の菌 を貧喰 したものが約70%,6コ 以上の

菌 を貧喰 した ものは6%で,8コ 以上の菌 を貧喰 した も

のはみ られない。 なお本実験で は,Sauton培 地 に2週

培 養 したH37Rvに5%Tween80蒸 溜水稀釈液 を加 えて

菌 浮游液 を作 製 した。

第9図INAH,PAS
単独 に よる細胞 内結核菌
の増 殖阻止作用 お よび殺

菌作用

第10図INAH0.1γ と
SZA併 用 に よる細胞 内

結核菌 の増 殖阻止作用お
よび殺菌作用

殺菌作用の観察に際 しては,薬 剤 を加えた培養液 を用

いて7日 間,そ の後薬剤 を含まない培養 液を用 いて4日

間培養 し,薬 剤接触中止 後の菌増 殖の状態 か ら菌の生死

を判断 した。

A.対 照群におげ る結核菌の増殖

9～12図 に示す如 く,4日 までの菌 の増殖 はゆるや か

であ るが,そ の後急激 に 増 殖 し,7日 後 には平均菌数

16.8,菌 増 殖のために細胞 体が破壊 された ものは約10%

また細 胞体 内に菌が充満 した ものは約20%に 見 出 さ れ

た｡

B.INAH,PZA単 独使用に よる結核菌増殖阻止 お

よび殺 菌作 用

INAH0.001γ ではかな りの菌の増殖が認 められ る が

0.01γ 以上 の濃度で は増殖 は完全 に阻止 され,時 間の経

過 とともに平均菌数 の減少がみ られる。一方,PZA単

独で は結核菌増殖阻止作用 は認 められず,菌 の増殖 は対

照群 のそれ とほ とん ど同程度で ある。薬剤接触 中止後の

結核菌 の増殖 を観察す ると,INAH0.1γ 群では菌の増殖

像 は認 め られず,ほ ぼ完全に殺菌 され た もの と考 えられ

る。 しか し,0.01γ 群では軽度なが ら増殖が認 められ,

完全殺菌 はえられない。

C.INAH,PZA併 用に よる結核菌増殖阻止 お よび

殺菌作用

その成績 は図10,11,12に 示す通 りで ある。INAH

0.17で は結核菌の増殖は完全 に阻止 さ れ,ま た7日 間

の薬剤接触 によ りほ とん ど完全に殺菌 されてお り,こ れ

にPZAの 併用 を行 つて もその影響 は全 く見 られない。

(第10図)

INAH0.01γ にPZAを 併用 した実験成績 も,INAH

単独の場合 と全 く同様であつて,併 用に よる増 殖阻止 お

よび殺菌作 用の増強 は認 め られず,薬 剤接 触中止後 には

僅かなが らも菌の増 殖が認 め られる。(第11図)

INAH0301γ にPZAを 併用 した実験 成績 では,INA

H単 独 に よる成績 に比 し,PZA100γ を併用 した場 合

第11図INAH0.01γ
とPZA併 用 による細

胞 内結核菌の増殖阻止
作用お よび殺菌作 用

第12図INAH0.001γ
とPZA併 用 に よる細
胞 内結核菌 の増殖阻止
作用 お よび殺菌作用

にはやや平均 菌数 の低下がみ られるが,そ の差 は著 明な

ものでな く,増 殖像 はほぼ 同程 度で,ま た薬剤接触 中止

後 の菌増殖 もINAH0.001γ 単独 の場合 の それ とほぼ平

行 してお り,著 明な増殖阻止 および殺菌作用 の増強 は認

めえない。(第12図)

総 括

人型菌H37Rvの 細胞に対す る毒性について,Bloch6)

はH37Rvで 感染 した顆粒 細胞は早急 に死滅 す るとのべ

Mackaness7)もH37Rvは そのままで は組織 培養 の実験

には適 しない とのべてい る。 しか し,本 実験ではH37Rv

は十分実験 に使 用 しえたので,こ の菌株 を用いて抗結核

剤 の細胞内お よ び10%馬 血清加Kirchner培 地 または

1%KH2PO4培 地におけ る抗 菌力を観察 した。抗結核剤

の抗 菌力は接種菌量 に より異 るこ とはい うま で も な い

8～11)
。-本実験に用い たH37Rvに 対す る抗結核剤 の増殖

阻止力 を10%馬 血清加Kirchner培 地及び1%KH2PO4

培地 におい て観察す ると,表1～5に 示す如 く,接 種菌

量 に より,そ の最低阻止濃度 にかな りの差が 認 め ら れ

る。

一方,組 織培養実験 における生菌数 は,10-3mgの 菌

量 を用い た試験管内実験 とほぼ同程 度で あるので,接 種

菌量10-3mgの 試験管 内実験 と組織培養下 における成績

とを比較 した。SMに よる細胞 内結核菌 の増殖阻止 は,

Magoffin12),Mackaness7),Suter13)の 報告 の如 く,

試験管 内実験 に比 し,か な り高 い濃 度を要す る。す なわ

ち,1%KH2PO4培 地 においては,0.1rで 不完全阻止,
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第1表SMの 結核菌増殖阻止力

菌株H37Rv

培地1%KH2PO4培 地

4週 判定

第2表PASの 結核菌増殖阻止力

菌 株H37Rv

培地10%馬 血清加Kirchner培 地

4週 判定

第3表INAHの 結 核 菌 増 殖 阻 止 力

菌 株H37Rv

培地10%馬 血清加Kirchner培 地

4週 判定

第4表Viomycinの 結 核 菌 増 殖 阻 止 力

菌 株H37Rv

培地10%馬 血清加Kirchner培 地

4週 判定

第5表Terramycinの 結 核 菌 増 殖 阻 止 力

菌 株H37Rv

培地10%馬 血清加Kirchner培 地

4週 判定

10γで完全阻止 を示す のに対 し,細 胞 内結核菌 は10γ で

なお明かな増殖 を示 し,100γ 以上でほぼ完全な増殖阻

止がみ られた。SMは 比較的安定で14)～16),か つ血清 の

存在 に よつて も結核菌 のSMに 対す る感性 は変 らない7)

といわ れてお り,し たが つて,こ の現象 は培養液 中にお

いて,SMの 抗菌力が低下 す ることに原 因す るものでは

な く,Marshall17)の 主張す る如 く,SMは 細胞外液相

中に局限 され,細 胞 内へ の移行が困難 な もの と考 え られ

る。PASはKirchner培 地 中では10γ で完 全阻止,

0.1γで不完 全阻止を示すが,細 胞内結核菌に対す る阻止

力は極 めて弱 く,100γ に おい て もなお軽度の菌増殖が

認 められ,完 全 阻止 には100γ 以上の濃度 を要す るもの
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と考 えられMackanessの 報告 と一致す る。PAS溶 液

は常 に新 しい ものを使用 して お り,ま た本剤 は血清 の存

在す る培地 中において も比較的安定で あるといわ れてい

る16)の で,と の阻止 力の差は培地 中のPAS抗 菌力低

下 に原因す るとは考 えられず,SMと 同様に細胞内に移

行 し難い もので あ ろ う。 一 方,INAHはSuter13),

Mackaness18)の 報告 と同様 に,細 胞内結核 菌増 殖阻止

濃 度 と,Kirchner培 地 中におけ る 阻止濃 度 との間には

差が認 め られず,し たが つて,INAHは 容 易に細胞内に

移 行 しうるもの と考 え られ る。また,INAH実 験群 にお

いては,諸 家19)～20)の報告 の如 く,結 核菌 の抗酸性 の低

下が認 め られ,特 に高濃度 の場合 に著 しい。平均菌数が

時間 の経過 とともに減少 したと とは,と の抗酸性 の低下

に よ り菌体 の被染性が弱 くなつ たごとが1つ の原因 と考

えられ る。VMは 試験管 内では,1～6.25γ で結核菌 の増

殖 を阻止 し,血 清の存在す る培地では,血 清のない培地

に比 し,約2倍 のVMを 要 す るといわ れ る21)～26)。また

MackanessはDubos-Davis培 地では6.25γ,細 胞内

の結 核菌は100γで増殖 を阻止 され たとい う。本実験では

Kirchner培 地 中で は3γで不完全阻止,6γ で完全 阻止 を

示 したが,細 胞 内結核菌 は10γ で も明かな増殖 を示 し,

また1,001γにおいて も僅かなが らも増殖像が認め られ,

細胞内結核菌の増 殖阻止 には,Kirchner培 地中におけ

る成績 に比 し,多 量 のVMが 必要 であ り,そ の阻止 力は

SMとPASの 間 に位置す る程度 と考 え られる。TMの

抗菌力については,Hobby27)は4～16γ,Mackaness

はDubos-Davis培 地 中において も,ま た細胞 内の結核

菌 も12.5γで増殖 を阻止す る とのべ てい るが,本 実験で

は,Kirchner培 地 中では12γで不完全阻止,24γ で完全

阻止 を示 したが,細 胞 内結核菌 は100γにおいてのみ明か

に増 殖が阻止 され るにす ぎず,そ の成績 はPASと ほぼ

同様 であつた。PZAの 結核 菌増 殖阻止作 用については

Trachis28)は1,000γ において も な お 菌の増殖を認 め,

Steenken29)も 血清 を含まない培地中において も100γ～

200γで僅 かに増 殖を阻止す るにす ぎない とい う。本実験

において は,PZAの 細胞 内結核菌増殖阻止作用 はほ と

ん ど認め られず,100γ におい て も菌 の増殖 は対照 のそれ

とほ とん ど変 りがない。 なお1,000γ で は細胞 に毒性 を

示 し,細 胞は96時 間後には全 く死 滅 した。INAHの 殺菌

作用について,Mackaness18)はDubos-Davis培 地 中

で は10γ で,細 胞内結核 菌は1γに11日 間接触す ることに

よ り,ま た馬場50)は1γ に4週 間接触で完 全殺菌 を認 め

ている。上野51)は その際,接 種 菌量 に よりその作用 に

多少 の変動が あるこ とを報 得 している。本実験 の成績で

は,細 胞内結核菌はINAH0.01γ で は完全殺菌 はえ られ

ないが,0.1γ に7日 間接触 した場合に は,接 触 中止後 の

増殖は認 められず,ほ ぼ完全に殺菌 され たもの と考 え ら

れ る。 との成績は諸家の報告に比 してやや異 り,INAH

の殺菌作用は強 く示 されたが,こ れは本実験では生 菌数

がかな り少ない ごとがその原因の1つ と考 え ら れ る。

INAH,PZA併 用 に よる殺菌作用 の増強 に つ い て,

Dermottは 動物実験において臓器 中 の 結核菌 は培養上

検 出 されなかつた とのべ,Compagna33),Schwartz34)

も臨床上 良好 な治療効果 をえた とのべ てい るが,本 実験

で はかか る殺菌作用 の増強 は認 めえな かつた。以上 の如

く抗結核剤 の細胞 内結核菌 に対す る増殖阻止 力 をKirc-

hner培 地または1%KH2PO4培 地におけ る阻止 力 と比

較す ると,INAHは いずれの場合に もほぼ同程 度 の 阻

止 力 を示すが,SM,VM,PAS,TMは 細胞内結核

菌増殖阻止 には約10倍 ～100倍 近 くの濃 度を要 し,そ の

阻止力 はINAH>SM>VM>PAS÷TMで あつた。

この成績 は諸家 の動物実験成績35)～48)に近似 してお り,

との方法は抗 結核剤のScreeningTestと して も十分用

い うるもの と考 え られる｡

結 論

結核菌貧喰細胞を用いて組織培養下に各種抗結核剤の

細胞内結核菌に対する抗菌力を観察し,試験管内実験に

おける抗菌力との比較を行つた。

1.INAHは 細胞内外を問わずいずれ も同程度の増殖

阻止力 を示すが,SM,PAS,VM,TMは 細胞 内結

核菌の増殖阻止には,試 験管内実験に比 し,か な り多量

を要す る。またPZA単 独 では結核菌増殖阻止 力はほ と

ん ど認め られない。

2.INAH0.1γ に7日 間接触す ることに よ り,細 胞

内結核 菌はほぼ完全 に殺菌 され る。

3.INAHとPZAを 併用 した場合 の 抗菌 力はINA

H単 独 のそれ とほぼ 同程度 で,PZA併 用に よる抗 菌力

の増強 は認 め られない。

4.本 実験 の成績 は,動 物実験成績 に近似 してお り,

この方法 は抗結核剤 のScreeningTestと して十分用 い

うる もの と考 え られる。

本論文の一部 は第30回 日本結核病学会総会 において

発表 した。

終 りに臨み,御 校閲 を賜つた岩崎部長に謝 意 を 表 す

る。
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写真1培 養当初の標本

写真4SM10γ7日 培養

写 真7INAH0.001γ7日 培 養

写真10INAH

0.01γ7日 接

触後4日 培養

写真2対 照群7日 培養

写 真5SM1,000γ

7日 培 養

写真8INAH0.01γ7日 培 養

写 真11INAH0.1r7日 接

触 後4日 培 養

写 真3SM0.1γ

7日 培 養

写 真6PAS100γ7日 培 養

写真9INAH0.001γ7日 接 触 後

4目 培 養

写 真12PZA100γ7日 培 養


