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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
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