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Slide Cell Cultureよ りみ た結 核 化 学 療 法 剤 の効 果 に 関 す る研 究

第1報INHお よび各種INH誘 導体投与後 の

全血 内結核菌 阻止効果の投与量による比較
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東京大学伝染病研究所臨床研究部(部 長 北本 治教授)
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緒 口

最近種々なるイソニコチン酸 ヒドラジド(INH)の

誘導体がつ くられ,て れ らはINHよ りも副作用が少

な く,し たがつて大量0与 が可能であるとてうか ら,I

NHの 副作用の強い症例などにてれ ら誘導体の大量投

与が行われるようになつてきた。

てれと併行してINH誘 導体の生体内をはじめ,種

種なる環境下における動態について も検討 され,生 体内

および生体外環境 で もINHに 分解して遊離INH

として抗結核作用を現わし,大 部分アセチル化 されて尿

中に排泄されるものと考える報に告が多い1)～4)。

最近Middlebrookら5)～7)に よ り,血 清中のINH

定 量法として,AntimicrobiaUy activeINHの 生物

学的定量法が検討 されている。

私は薬剤投与後の全血の抗結核菌作用を私の改変した

Siide Cell Culture(SCC)法 に より観察して,IN

HとINH誘 導体の慣用量投与 と大量投与の場合の

効果を比較検討した。

実 験 方 法

体 重50～53kgの ツ ベル ク リン反 応 既 陽 性 の 健 康 成

人A,B,Cお よびDの4例 を 選 び,INHお よ

び その 誘 導 体 を薬 剤 ご とに 日を あ らた め て 食 後40～50

分 に1回 内服 せ しめ,投 与 前 と,1,2,4お よび6時

間後 に採 血 し,SCC法 に よ り全 血 の 結 核 菌 増 殖 阻止

効 果 の 時 間 的消 長 を観 察 し,A,B,Cの3例 に つ い

て は 同時 に化 学 的 定 量 法 に よつ て血 中濃 度 を測 定 し た 。

1.薬 剤 お よび 投 与量

INHは0.1お よび0.2gを そ れ ぞ れ1回 に,

ま た,イ ソ ニ コチ ン酸 ヒ ドラ ジ ド ・メ タ ソ スル フ ォ

ン酸 ナ 卦 トウ ム(IHMS)

イ ソニ コチ ン酸-ヒ ドラ ジ ド ・メ タ ン スル フ ォ ン酸 カ

ル シ ウム(IHMS-Ca)

グル ク ロン酸 ナ ト リ ゥム ・イ ソニ コチ ニ ール ・ヒ ド

ラ ゾ ン(INHG)

ピル ビ ン酸 ナ トリ ゥム ・イ ソ 識 コチ 畜 つ レ ・ヒ ドラ

ゾソ(IPN)

の4つ のINH誘 導体は0.3お よび0.5gを1回

投与 した。

2.SCC法

a.菌 液作成およびSCCの 術式

菌浮游液は人型結核菌Frankfurt株 の単個菌分離培

養した ものを,Dubos Tween-Albumi血 培地に1週 間

均等培養後,3,000r.p.m.10～15分 遠沈 し,そ の上清

液(0.2mg/cc,2.5～6×106V.U.)を 用いた。培養操

作、器具等は佐藤の法12)に 従い,菌 液0.05ccと 被

検 血液0.4mを 毛細管 ピペットでよ く混和 し,厚 さ

0.07mmの 紙 片を両端に付した滅菌載物ガラス上の2

ヵ所に滴下し,他 の1枚 の載物ガラスで てれを被い,

パ ラフィンで周囲を完全に封じ,37°C孵 卵器内に7

日間培養し,1%酷 酸 水で 溶血,10%ホ ル マ リン液

で固定,水 洗後,Ziehl-Neelsen法 で染色,鏡 検 した。

か くして得 られた標本1視 野(800倍)中 の集落数 は

平均3～4コ であつた。対照は同 じ操作で培養のみを除

外した。

b.判 定方法

実験成績は菌増殖度で表わし,そ の分類は渋川8)に

従い,集 落数100コ を数え,そ の平均菌数を求め,対照

と同じく単個菌の散在 するを(-),集 落が2～4コ の

菌 よりなるを(土),5～10コ を(＋),11030コ を

(++),31～50コ を(+++),51コ 以上の 菌よりなるもの

を(++++)と した。 ての表記方法を阻止効果の面か らみる

と,(-)(±)は 完全ないし高度の阻止効果あ り,(+)

(++)は 中等度の阻止効果,(+++)は 軽度,(++++)は 阻止効

果なしとい う関係を表わすてとになる。

3.血 中濃度測定

芦苅によ る,掛 見 らの方法を改変した定量 法9)に 従

つて 測定 した。 本定量 法は β-Naphthochinon-4-Su

lfon酸 ソーダを用いてINHそ の ものを定量す るも

ので,し たがつて血中濃度はすべてINH量 で示した。

実 験 成 績

INHお よびINH誘 導体の 慣用量 投与の場合と
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大量 投与の場合の全血阻止効果および血中濃度の時間的

経過を各薬剤別に図表1～5に 示した。図中(++++)～(－)

は全血内結核菌増殖度を示し,曲 線は血中濃度の時間的

変動を示した。また図表6に 血中濃度測定値 を表示した。

1.INH投 与時の成績(図 表1)

INH0.1g投 与時には,全 血阻止効果は2例(A

およびC)に わずかに み られたにすぎず,0.29投 与

時においては,1例(B)に1時 間後 完全阻止が みら

れ,他 の1例(A)で も中等度の 阻止効果が 認められ

た。血中濃度は0.1g投 与時1.2～2.6γ/ccの 最高濃

度を示し,0.2g投 与 により3例 とも血中濃度は上昇

し,6時 間後 も1.2～2.7γ/ccを 示 していた。

2.IHMS投 与時の成績(図 表2)

0.3g投 与時には全例に阻止効果が みられず,0.50

投与時においては,2～6時 間後に1～2時 間以上にわ

たつて,3例(A,Bお よびC)に 完全阻止効果を認

めた。血中濃度は2例 測定 されたが,0.59投 与時は

その血中濃度の著しい上昇 と,そ の持続が認め られた。

3.IHMS-Ca投 与時の成績(図 表3)

0.3g投 与 時には1例(C)の み中等度の阻止効果

がみられたが,0.5g投 与時では2例(Aお よびC)

にIHMS同 様の完全阻止効果がみ られた。しかし他の

2例 は薬剤増量による阻止効果の変化は みられ なかっ

た。血中濃度は0.39投 与時においても高濃度を示 し,

6時 間後 も1.8～2.6γ/ccを 示 した。0.59投 与時で

は0.3g投与 時高濃度を示した例はさらに 高い濃 度を

示した。

4.INHG投 与 時の成績(図 表4)

0.3g投 与時2例(Aお よびC)に 中等度の阻止

効果があり,0.50投 与 によ り1例(C)に 完 全阻止

効果が現われ,他 の2例(Aお よびB)も 中等度阻

止にいたる阻止力の増強をきたした。血中濃度は0.3g

投 与時は0.4,1.2,1.5γ/ccの 最高濃度を示したにす

ぎなかつたが,0.5g投 与時ではいずれの例 も上昇しか

つ持続 も長 く,6時 間後 も1.4～1.8γ/ccを 示 した。

5.IPN投 与時の成績(図 表5)

0.3g投 与 時全例に中等度の阻止効果がみ られ,0.5g

投与 によつて阻止効果の増強をきたし,2例(Aお よび

C)で は1～3時 間以上にわたつて完全阻止効果がみら

れた。血中濃度ではA,C例 のごとく増量投与で上昇

した ものや,減 少した例(B)も あつた。

4例 に施行した肝機能検査(Cephalin-Cholesterol絮

薬剤投与後の血中濃度と全血阻止効果

図表1

症 例A;○-○

症 列B:△-△
症 列C:X-X

図表2
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図表3

図表4

図表5

状反応,Thyinol混 濁 および黎状反応,Kunkel氏 硫 酸

亜鉛混濁反応,Meulengracht黄 疽指数検査)で は異状

は認められなかつた。

総括ならびに考案

従来化学療法剤の生体内における消長については主 と

して血中濃度の面で検討され,主 としてこの成績に基い

て投与量,投 与回数が決められてきたが,緒 言に記した

ごとくことにINHお よびその誘導体の生体内運命に

ついては,そ れぞれ異なつた様相を呈 し,ま だ解明され

ない点 も多いので,こ のさいこれ ら薬剤投与後時間的経

過を追つて採取した血液につき,そ の血中濃度と並行し

て抗結核菌作用を比較することは有意義の ことと考え

る。最近は血清中の抗菌性有効INHの 生物学的定量

成績から,INHの 投 与量,併 用薬剤 と臨床効果等が

検討 されている5)～7)が,私 はINHお よびINH

誘導体の慣用量を投与したときと,大 量を投与した場合

について,そ の1回 量投与後の全血内結核菌増殖阻止

力の消長をSCC法 によ り追求し,同 時に行つた化学

的.血中濃度定量成績を参考にして,各 薬剤慣用量および

大量投与の場合の効果を比較検討した。

1.SCC法 について

かか る実験にSCC法 を応用する場合には,使 用す

る菌液を構成する菌群が可及的均一なる増殖力,な らび

に均一なる薬剤感受性を有することが望ましい。かかる

意味か ら私は従来の方法に改良を加え,こ の目的にそう

よう努めたのでまず実験方法その ものについて も考察を

加えたい。
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図表6INHお よびINH誘 導体投与後の血中濃

度(γ/cc)

SCC法 はWright10)11)に よ り報告されてか ら,

佐藤12),伊 藤13),緒 方14),西 村 ら16)に よ り主 とし

て結核免疫における体液の意義の究明に用い られてきた

が,抗 結核剤が使用されるようになつてか らは試験管内

実験に比 し,生 体内環境により近い状態にあるとして全

血液内における薬剤の抗結核作用が検討され,ま た試験

管内で阻止作用の強い薬剤で もSCC法 においては抗

菌作用を示 さない ものも存在することか ら,抗 菌物質の

検定法としてSCC法 の存在価値を無視できない16)

と報ぜられてきた。すなわち薬剤服用時のSCC法 に

よる阻止作用は,個体の免疫効果,薬 剤の直接の静菌作用

および薬剤の刺激による生体防禦機構の変化等の影響を

総合したものであ り,こ の方法によ り生体内環境によ り

近い状態で薬剤の効果が観察できるものと考えられる。

SCC法 の術式 も上記諸氏12)～15)に よ り改良せられ

てきたが,そ の菌浮游液作成にあたつては,多 くは馬鈴

薯培地あるいは岡 ・片倉培地等に2～4週 培養の菌集落

を瑪瑙乳鉢で 磨砕し,生 塩水 または蒸溜水で5～10

mg/cc溶 液 となし,2,000～3,000r.p.m.,10～20分 遠

沈し,そ の上層液を使用している。抗結核剤使用時のS

CC法 において も多 くは 上述の方法に準拠して行われ

ている17)～22)。

SCC法 実施にあた り,定 量的にかつ 再現性を得る

ために主に注意すべき事項は,増 殖力の強い単個菌を使

用することと,接 種菌量を一定にす ることである。従来

主として行われた乳鉢で磨砕する方法では一様の単個菌

を得 ることがむずかしく,か つ一般に増殖力が弱 く培養

後 も増殖すべ き対照の標本でも増殖せざる菌が,か な り

の割合で見出され21)23),私 もまたこのことを経験 して

いる。 よつて私はDubos Tween-Albumin培 地 を使

用し1週 間培養,振 盪後,遠 沈す ることにより容易にか

つ菌の増殖力を阻害することな く単個菌 る得ることがで

きた。したがつて同一標本では各菌集落は一様 の増殖度

を示しその判定にあたつても算術平均値を もつてその増

殖度を表わすことがで きた。これには草間24)も 報 じて

いるごとく,Dubos培 地 において生菌数 と混濁度 とが

平行した増殖曲線を示している1週 間培養の菌液を用

いたことおよび柴田25)に よ り単個菌分離培養せる菌を

使用したことが好影響 をもた らしていると考 えられる。

接種菌量に ついては明記 した報告は少な く,多 くは

5～10m/ccの 菌液の2,000～3,000r.p.m.,10～20分

遠沈後の上層液を使用しているが,伊 藤13)は 標 本の1

視野ごと50～10コ の菌液,小 野塚26)は800倍 にて

1視 野当り20～40コ の 菌液,ま た佐藤12)は0.25

mg/cc,緒 方14)は0.5mg/cc,大 塚27)は2mg/cc

の 菌液を使用 している。 私は本実験に おいては,0.2

mg/ccの 菌液0.05cc(0.01mg)を 用いたが,こ れは

従来の報告に比しては少量であるが,な お判定成績か ら

考えると,か なり多量 と考えられ,そ の後の実験におい

ては,0.05mg/cc液,0.05ccを 用いてい る。

2.慣 用量 と大量投与の場合の比較

INHお よびINH誘 導体の1日 慣用量および大

量投与の場合の1回 量を 同一人に投与し,そ の 全血阻

止力の消長を観察 した。

INH0.19投 与例には著明な阻止効果がみ られず,

0.29投 与例のうち1例 のみに完全阻止効果がみ られ

た。血中 濃度は0.1g投 与 時1.2～2.6γ/cc,0.29

時2.4～4.6γ/ccを 示 した。加藤22)は0.1g投 与時

(空腹時)2時 間まで完全阻止を認め,Rubin法 で血中

濃度を測定し,最 高濃度1.9～3γ/ccと 報告している。

本岡21)はINH0.2/3g投 与後3時 間まで阻止効果

があるというも完全阻止ではないようであり,芦 野20)

は0.15g(3mg/kg)で 完全阻止効果を認めるも3回

分服では4mg/kg以 上でのみ阻止効果があると報 じて

いる。私の成績は阻止効果が幾分劣 るようであるが,菌

液,菌 量などの差異を考えなければならない。すなわち

INH増 量 によ り1例(B)に 顕著な,他 の1例(A)

に中等度の阻止効果の増強がみられた。

IHMS投 与例では0.3g投 与時はINH0.1g投

与時と同様阻止効果がほとんど認められず,0.5g投 与
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時3例 に著明な阻止効果が1～2時 間以上に わたつて

認められた。すなわち阻止力の弱い例で も増量によつて

完全阻止にいたるまでの増強を示している。この傾向は

IHMS-Ca, INHG, IPNに おいても認められた。すな

わち0.3gで は阻止効果は軽度ないし中等度であるが,

0.5g投 与にて1～3時 間にわたつて完全阻止がみられ,

なお6時 間後に も阻止効果がみられ る例が認められた。

このことはINHお よびINH誘 導体服用患者で臨

床効果のない,あ るいは少ない症例においては,一 応大

量療法を考慮すべ き1つ の根拠 となるものと思われる。

薬剤増量に伴 う血中阻止力の増強の傾向は同時に施行

した化学的定量法による血中濃度において も明 らかに認

められた。すなわち増量に伴い血中濃度は上昇かつその

持続時間の延長が認められた。

3.SCC法 に よる阻止効果と血中濃度 との 関係お

よびその各個人における差異

加藤22)はRubin法 で血中濃度を測定し,1γ/cc以

上 で完全阻止をみたと報 じている。私の成績では完全阻

止効果をうるためには,INHと して1～ １.5γ/cc以

上の血中濃度を要する結果を得たが,一 方2.4～2.8γ/cc

で も阻止効果の弱い例があり,密 接な平行関係はみられ

なかつた。実験条件の異なるため と思われ る。

阻止効果 と血中濃度を同時に測定した3例 について,

その個人差をみるとA,C例 は ともに増量に伴 う阻止

効果の増強が明 らかであり,B例 ではINH, IHMS

服 用時以外では,そ の影響は著明でなかつた。血中濃度

もA,C例 ことにC例 において増量に伴 う上昇 とそ

の持続延長がみられた。一方D例 においては阻止効果

弱 く,IPN服 用 時に 中等度の阻止効果をみたにすぎ

ず,薬 剤の種類および増量に伴 う影響はきわめて軽微に

す ぎなかつた。このような差異の起 る原因については,

INHの 吸収,排 泄および体内での非活性化のPattern

が 人によつて異なるためと考えられる。私の検査した症

例では,薬 剤の投与 時間を食後一定時間に統一 し,ま た

肝機能 も異常を認めなかつたのであるが,そ の血中濃度

および 阻止効果において顕著な個人的差異が観察 され

た。

結 論

INHお よびINH誘 導体であるIHMS, IHMS-

Ca, IPN, INHGに つ き,SCC法 によ り,こ れ ら

薬剤の慣用量投与時と大量投与時の全血阻止効果を比較

検討し,同 時に血中濃度を測定した。

1.INHお よびINH誘 導体は いずれも慣用量

よ り大量投与時において,阻 止力の増強 と阻止時間の延

長をきたし,血 中濃度 もその上昇 と持続時間の延長を認

めた。すなわち薬剤服用後の全血の結核菌阻止効果の面

か らは大量投与の場合の方が小量投与の場合よりも有効

で あ る と思 わ れ る。

2.阻 止 効果 と血 中 濃度 との 関 係 をみ る と,感 受 性 菌

に対 す る完 全 阻止 に は,INHと して 大 体1～1.5γ/cc

以 上 の血 中濃 度 を 要 した 。

3.INHお よびINH誘 導 体 投 与 後 の 全 .血の時

間 的 阻止 効 果 お よび血 中 濃 度 に は 顕 著 な個 人 差 が 認 め ら

れ た 。

4.SCC法 実 施 に あ た り,そ の菌 液 はDubos T-

ween-Albumin培 地 に1週 間培 養 せ る もの を 用 い る こ

とに よ り従 来 の方 法 よ り も簡 便 か つ正 確 に行 う こ とが で

き た 。

稿 を終 るに 臨 み,御 懇 切 な る御指 導 と御 校 閲 を賜 わ つ

た北 本 教 授 に深 謝 し,御 援 助,御 協 力 を戴 い た福 原博 士

な らび に研 究 室 諸 兄 に感 謝 の意 を表 す 。

本 論 文 の要 旨 は 昭和32年5月,第5回 貝本 化 学療 法

学 会 総 会 に お い て 発表 した 。
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