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緒 言

SM,INHに よつて結核菌 の発育初期集落 がいか

に変化を受けるかについては前報1)2)に 述べたごとく

である。すなわちSM,INHは お のおの特異な形態

的変化 を結核菌に起さしめるが,両 剤いずれを作用せし

めた場合にも変化するのは配列の先端部の菌体のみであ

り,配 列の基部の菌体は変化 しないこと,ま た人型菌に

おいてはその変化の推移が遅 く,非 病原性Mycobacte-

riumで は速いこと等が明 らか となつた。これらの所見

は結核菌の初期集落中配列の先端部の菌体は生活状態に

あ り,こ のような生活伏態にある菌体のみにSMお よ

びINHに よる変化が起 ることを示す もののごとくて

ある。

このような点をさらに詳細に検討すべ く,培 養の古い

集落,あ るいは休止ないし死滅せしめた菌に抗結核剤が

その形態にいかに作用す るかについて観察 した。かねて

SM,INH両 剤 を同時にあるいは 前後 して作用せし

めた場合,い かなる変化を示すか も興味あることと考え

て検討を加えた。

材料および方法

菌株,培 養基等は前報1)2と 同 じであるが,こ とに

菌株については主として非病原性のスメグマ菌,A-1株

を用い,下 記のごとく主要な項 目についてはさらに人型

菌,鳥 型菌について もこれを確かめた。

方法は下記各項 において述 べるが,た だSM,IN

H以 外の薬剤は 次のごとく用いた。すなわち石炭酸,

ホルマリンはともに1%水 溶液,サ ルファチアゾール

はSaizol-S(20%武 田)か ら1%水 溶液を作 り,こ

れ らを原液 として,稀 釈 し作用せしめた。

また各項の実験はいずれも少なくとも2回 以上繰返 し

て確かめた。

実 験 成 績

1.培 養のやや古い集落にSMあ るいはINHを 作

川せ しめた場合

キル ヒナー培養基に培養 した場合,A-1株 において

は1週,H37Rv株 においては4週 前後には培養基表面

に発育が十分にみ られる。 このような 菌膜にSM,I

NHの 阻止濃度を添加作用せしめ,2週 後までその変化

を第1報1と 同様の方法で観察 した。

古い集落においては多数の菌体は変化を受けず,配 列

の先端部の少数の菌体あるいは菌膜中の一部分の菌体の

みにSM,INHに 特徴的な変化がみられた。すなわ

ち発育 ごく初期の集落においてはほとんどの菌体が変化

を示した1)2)の に もかかわ らず,古 い集落では一部少

数の菌体が変化 を起したにすぎなかつた。このような所

見は薬剤作用2週 後まで追及してもほぼ同様な状態に留

ま り,変 化する菌体が増加するような傾向はみられなか

つた。

Ir.氷 室(5℃)に おいてSMあ るいはINHを

作用せ しめた場合

キル ヒナー培養基 にスメグマ菌,鳥 京株,H37Rv株

の初期集落を形成せしめ,こ れにSM各 種濃度を添加

し,ま たA-1株,H37Rv株 にINH各 種 濃 度を添加

し,こ れらを氷室内に移 して作用せしめ1週 後まで観察

した。その一部は5日 後に再び370℃ に 返 してその後

の変化をみた。5。 ℃においては薬剤を添加 しなかつた

対照においても発育は全然みられず,ま た初期集落中の

菌の形態,染 色性はほとんど不変であつた。薬剤(SM

ある いはINH各 濃度)添 加のものにおいても対照に

おけると同様になんらの変化をも認めなかつた。すなわ

ち氷室内では菌は氷室に移 した当初の状態に留まつて発

育せず,ま た同時に薬剤による変化 も示さなかった。し

かしなが らこのような状態の菌を再び37℃ に返せば,

対照では発育が再開せ られ,薬 剤添加の ものでは最初か

ら37℃ に置いた ものとほとんど同様に大多数の菌体に

特徴的な変化が起つた。
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ちなみにA-1株 にINHを 作用せ しめた場合 につ

いてみるに,氷 室においては上記のごとく対照では発育

も起 らず,薬 剤添加のものでは変化 もまた起 らないが,

室温(20℃)で は対照はやや緩徐に発育し,薬 剤添加

の ものでは変化は起 るがその変化の 推移 もまた37℃

の場合に比 して緩徐であつた。

III.蒸 溜 水中で薬剤を作用せしめた場合

次に蒸溜水中(37℃)でSM,INHの 各濃度 を

各菌型に作用せしめた場合について検討した。

非病原性菌,こ とにA-1株 は その初期集落 を蒸溜水

に移 したのちにおいて も微弱なが らなお発育増殖を続け

た。しかしあ らかじめ薬剤を含む蒸溜水中に移したとき

には発育 はみられず既存の菌体に遅れて変化が観察 され

た。

鳥型菌においてはその集落を蒸溜水に移 した場合,肉

眼的には発育は認めがたいが,蒸 溜水中で薬剤をただち

に作用せ しめた場合にはやはり変化が起つた。しかしそ

の速度は非常に遅れた。さらに蒸溜水中に5～7日 放置

してのちこれに薬剤を添加作用せしめた場合には もはや

特徴的な変化はほとんど起 らなかつた。

人型菌においては蒸溜水中で薬剤をただちに作用せし

めて も薬剤による変化はほとんど認め られないか,あ る

いは変化はごく軽度に留まつた。さらに蒸溜水中に数日

放置後薬剤を作用せしめた場合にはほとんど変化は認め

られなかつた。

IV.加 熱 した発育初期集一落に対する薬剤の作用

A-1株 の初期集落を形成せ しめ,こ れを56℃ の水

浴中で30分 加熱 してのち,薬 剤を含むキルヒナー培養

基に移し,5日 後まで観察 した。対照すなわち加熱後薬

剤を含まない培養基に移 した集落においては,数 日間発

育はみられず(の ちには一部 ごく少数の菌体か らは発育

が起るごとくであつた),ま た形態,染 色性については

染色性の多少の低下以外はほとんど変化はなかつた。加

熱後薬剤含有培養基に移した集落においてもまたほとん

ど変化 を認 めず,上 記の対照 と同様であつた。すなわち

加熱死滅せしめた上記のごとき集落においては薬剤によ

る特徴的な変化は起 らなかつた。

V.乾 燥した発育初期集落に対する薬剤の作用

A-1株 の初期集落をあ らか じめ滅菌スライド上に置い

た1滴 の蒸溜水中に浮かばせ,37℃ で乾燥 し,そ のま

ま37℃ に1週 間放置後,薬 剤を含むキル ヒナー培養

基をその上に滴下し,そ のスライドを湿室内に納めて4

日後まで変化を追及 した。乾燥操作のみでは染色性は変

化な受けなかつた。しかしこれに薬剤 を含まない培養基

を添加 した ものでは染色性の全般的な多少の低下が起つ

た。またこのような乾燥 した初期集落は上記の観察期間

中には発育を起さなかつた。

薬剤含有培養基を添加した集落においても敦た対照 と

ほぼ同様な所見であつて,各 薬剤に特有ななんらの変化

も認められなかつた。

VI.そ の他の薬剤(石 炭酸,ホ ルマリン,サ ル ファチア

ゾール)を あらかじめ作用後あるいは同時にSMあ る

いはINHを 作 用せしめた場合

(a)石 炭酸

A-1株 に対し石炭酸0.01%(水 溶液中)で は発育が

許 され,同 時にSMあ るいはINHを 加 えたもので

はSMあ るいはINHに 特有な変化がみられた。こ

れ1と対し,石 炭酸0.1%,1%を 作用せ しめたもので

は発育はみられず,ま たこの場合石炭酸のみによつては

形態,染 色性にほとんど影響を認めなかつた。にの石炭

酸0.1%,1%とSMあ るいはINHと を同時に

作用せしめた ものではSMあ るいはINHに よる変

化はみられなかつた。さらに石炭酸0.1%,1%に 接

触1日 後SMあ るいはINHを 含むキルヒナー培養

基に移した場合は発育はみられず,ま たSMあ るいは

INHに よる変化 も起 らなかつた。

(b)ホ ルマリン

A-1株 の初期集落にホルマリンを1%,0.1%,0.0

1%,0.001%に な るように添加 すると1日 後0.01

%ま で発育が 抑制 されていた。これにSMあ るいは

INHを 添加作用せしめ3日 後まで観察 した。ホルマ

リンによつて抗酸性が減弱する傾向がみ られたが,SM

あ るいはINHに よ る変化のごとき菌体の膨化,願 粒

形成等はみられなかつた。

発育が阻止 されている場合(1%～0.01%ホ ル マ リ

ン)で はSMあ るいはINHを 作 用せしめて も変化

はみ られなかつたが,ホ ルマリン0.001%に おいては

発育がみられ,こ れにSMあ るいはINHを 作用せ

しめた場合にはそれぞれの特徴的な変化が起つた。

(c)サ ル ファチァゾール3)

A-1株 の初期集落にサルファチアゾールを1%,0.1

%,0.01%と な るように添加 し,1日 後INH 100γ

をさらに添加作用せしめ6日 後まで観察 した。

サルファチアゾールのみでは0.1%お よび0.01%

では発育阻止はみられず,こ れにINHを 作用せ しめ

たときにはINHに 特徴的な変化がみられた。サルフ

ァチアゾール1%作 用後のものでは発育は阻止されて

おり,こ れにINHを 作用せ しめてもINHに よる

変化は観察 されなかつた。またサルファチアゾール1%

のみによつて菌体内にやや大形の顆粒形成の傾向がみ ら

れたが,SMあ るいはINHに みたごとき顕著 な変

化は起 らなかつた。

W.SM作 用後INH作 用,INH作 用後SM作 用,

あ るいはSM,INH同 時作用の場合

(a)両 剤 を前後して作用せしめた場合

A-1株 の初期集落にSM1,0007,INH100γ(両
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者 ともに阻止濃度)を 別々にまず作用せしめ,1日 後

SMを 作 用せしめた ものにはINHを,INHを 作

用せ しめた ものにはSMを さらに添加作用せ しめた。

いずれの場合にも最初に作用せしめた薬剤による変化

が認められ,あ とに加えた薬剤の影響は認めがたかつた。

ただINH作 用6～8時 間後の集落(未 だINHに

特徴的な変化を明らかに示していない)にSMを 重ね

て添加作用せ しめた場合はSMに よる変化を示すよう

に変つた。しかし逆の場合すなわちSM作 用短時間後

INH作 用の場合はやは り最初に加えたSMに よる変

化がみ られ,INHに よ る変化を示すことはなかつた。

(b)両 剤 を同時に作用せしめた場合

A-1株 の初期集落にSM,INHを 表1の ごとき組合

せで同時に作用せ しめてその変化を2週後まで観察 した。

表1A-1株 の発育初期集落にSM,INHを 同時に作用せしめた場合の変化

結果は表1に 示すごとくで,SMの 阻止 濃度におい

ては同時にINHが 加 えられていて も,紅 期集落の変

化はSMに 特徴的な像 を示した。SMの 限 界 濃度

(1007)に おいては,そ こにINHが 同時に存在す

るときは,SMに 特徴的な変化を示す菌体 とINHに

特徴的な変化を主 として示す菌体 とが混在 して観察 され

た。また同時に菌体の一部分が膨大 した形態 も出現し

た。しか しSM,INHい ずれ もその限界濃度を単独

に作用せ しめた場合には再発育が起つたが1)2,両 剤

の限界濃度を同時に作用せしめた ものにおいては(ま た

限界以 上の濃度の組合せにおいてはもちろん)約2週 後

までには明 らかな再発育の徴は認められなかつた。SM

の無効な濃度においてはもちろんINHの みによる変

化の像を示 した。以上のいずれの場合において も集落の

中心部にはやは り変化を受けない菌体がみ られた。

総括ならびに考案

以上種々なる操作によつて菌を休止あるいは死滅の状

態にした場合には,こ れにSMあ るいはINHの い

ずれを作用せしめても,当 然変化を示すべ き菌体に特徴

的な変化を起さしめえないことが明 らか となつた。また

菌が休止に至らないまで も,そ の生活機能を低下 せしめ

るごとき条件(た とえば37℃ か ら室温20℃ に移す

等)に おいて薬剤を作用せしめた場合,そ の変化の推移

が遅れるのが観察 された。さらに前報1)2)に おいて明

らかなごとく,発 育の遅い人型菌ではその変化の推移が

もつとも遅 く,発 育の速やかな非病原性菌ではその変化

もまた速やかに起つた。 これ らの所見は いずれ もSM

あ るいはINHの 作用が菌の生活状態 と直接に関連し

て発揮されることを示している。Schaefer4)はINH

に よる人型菌の形態的変化が培養基のC源 を除いた場合

には起 りにくいことを観察 しているが,こ れ も上記の所

見か らみて,あ りうることと考 えられる。

薬剤の作用を定量的にColony count等 で測定する方

法,あ るいは菌の代謝の見地か らの研究においても,休

止菌に対 しては薬剤が作用 しにくい ことはよく知 られて

いる5)～7)。しかしBarclayら8)のisotopeでlabe

lしたINHを 用いた成績は一層興味深い。すなわち生

活状態にある感性菌はINHを よ く吸着する。しかし

熱あるいはホルマリンで殺した死菌では吸着しない。と

ころが5℃ において作用せしめたりあるいはあらかじ

めSMを 作用せしめたのちINHを 作用させる等休

止状態にした菌 ではむしろ多量吸着 せ られることをみ

た。吸着 しにくい場合は一応別 として,休止状態(た とえ

ば50℃ において)で は吸着は十分起る筈であるのに,

上記著者の観察では特徴的な変化が起つていない点が注

目される。ここでもやはりINHの 特有な作用の発揮

にはあ らか じめ菌が生活状態になければならないことを

一層考 えさせた
。

以上によ り発育ないし生活 しつつある菌体のみが変化

を受けるこ とが明 らかとなつたが,SM,INHあ る

いは両剤を同時ないしは時を異にして作用 させたいずれ

の場合にも発育初期集落中配列の基部(中 心部)に は変

化を受けない菌体が存在することおよび成熟した集落で
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は このような菌体が相当多数認められるとい うことにつ

いて考察したこい。上述の所昆か らみれば,こ れ らの菌体

は少なくとも生活状態にない ことは疑いのないにとであ

る。しか しこのような菌体が単に休止状態にあるだけで

あるのか,あ るいは もはや生活力を有 しない変性菌体で

あるのかは本報までの成績か らは断定されがたこい。(こ

のような菌体か ら薬剤の影響 を取 り除いた場含の再発育

の有無は次報においてさらに検討されるであろう。)し

かしなが ら植田9)は 結核菌(ミ コバクテ リウム)は 一

般細菌 と異なり,そ のある発育時期についてみて も,菌

集団を構成している各菌体は発芽直後の易染性の菌体か

ら,発 育段階の進んだ古い抗酸性の菌体まで種々なる段

階のものが存在することを示し,さ らにこのような発育

段階の古い菌体中にはすでに生活力を失い変性したこ菌体

が含まれていることを考 えている。上記著者の成績すな

わち集落の中心部に位置するこのような抗酸性の菌体が

配列の先端部の菌体に比べて薬剤に対す る態度が明らか

に異なるとい う観察は植田の考え方を支持するごとくで

ある。

次にSM,INH両 剤の併用によつて菌が示す変化

にっいて考察 したい。一般に作用機作を異にしたこi薬剤は

菌の異なる機構(あ るいは代謝)に 作用 すると考 えら

れ,併 用した場合相加ないし相乗的に作用する場合が多

いとされるが,反 対に拮抗的に働 くPenicininとChb-

ranphenicolの 併用 の例 も知 られている。 さて上記で

検討したSM,INHの 併用について形態学的にみる

と,(1)SMが 有効な濃度においてはSMに よる変化

がみられ,同 時にINHが 存在 していてもINHの

働 きは認められなかつた。また時を異にして両剤を作用

せ しめた場合INHに よる変化が明らかに起 る以前に

SM ,が加 えられるとSMに よる変化 の像を示 すよう

になつた。逆のSM作 用後INH作 用の場 合 に も

SMに よる変化がみられ,INHは 影響を示さなかつ

た。同様な所見はRistら10)も 報告 している。次に(2)

SMの 限界濃度においては同時に限界濃度以上のIN

Hが 存在している場合SMに よる変化 を示す菌体とと.

もにINHの 作 用による変化を季としたこ菌体が混在す

るのが観察 された。これは前報1)に も述べたごとくS

M限 界濃度では菌は少しく発育が許され,こ れにIN

Hが 作用するたこめであろケと考 えられた。また一部には

膨大した形態の形成 も観察された。しかしなが ら(3)両剤

ともに単独に限界濃度を作用せしめた場合には遅かれ早

かれ耐性化による再発育がみられる(に れについては後

報にも詳述す る)が,限 界濃度の両剤が併用 されたこ場合

(限界以上の場合 ももちろん)は 約2週 間の観察期間中

には明 らかな再発育はみ られなかつた。すなわちこの耐

性化の阻止とい う点において併用の効果を認め うるごと

くであつた。

以上SM,INH併 用の場合,前 報2)に おいてS

Mの 作用がINHの 作用 に比 してより直接的に菌の

変性をきたこさしめると考 えたこが,こ のことが さらに一層

明 らかとな り,併 用して も少な くとも形態的 にはSM

の作用のみが優先してみ られ,併 用の効果は明 らかでは

ない。しかし耐性化の阻止が併用によつて認められ,に

の両剤併用の効果はむしろこの点にあるようであつた。

しか しなが らこの耐性化の阻止については,両 剤の濃度

のある一定条件下ではむしろ反対に多数の耐性菌の発生

がみられるとい うSzybalskiら!1)の 興味ある報告 もあ

る。にのような 点についての詳 細な検討は後 日にゆず

る。

結 論

1.結 核菌およびその他のMycobacteriumが 休止ある

いは死滅の状態にあると考 えられる条件下においては,

SMあ るいはINHは その 特徴的な変化を菌に起さ

しめえなかつた。すなわち生活状態にある菌体にのみ薬

剤は作用 し,形 態的変化を起さしめたこ。また同様に菌の

生活条件が不利な状態になると菌の薬剤による変化の推

移が緩徐 となつた。

2.成 熟 したこ集落中配列の基部に位置したこ多数の抗酸性

の菌体は薬剤によつて変化を受けなかつた。これらの菌

体は少なくとも生活状態にないことが推断せ られたこ。

3.SMお よびINHを 同時に作用せしめた場合S

Mに よる変化が優先して現われた。

御指導御校閲を賜わつたこ植田三郎教授 に満腔の謝意を

表するとともに御援助を賜わつたこ国立宇多野療養所日下

部周利所長に深甚なる謝意 を表すろ。
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