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細 胞 内結 核 菌 発 育 に及 ぼ すCortisoneの 影 響(続 報)

-SM ,PAS,INHの 細胞内結核菌発育阻止濃度に関す る研究-

岩 井 和 郎

結核予防会結核研究所(所長 隈部英雄)

受付 昭和55年11月28日

緒 言

最近副腎皮質 ホルモンであるCortisoneの 臨床的応

用が盛んとな り,そ の抗炎症作用を利用して感染症に対

する化学療法剤との併用が盛んに行われてい る。炎症時

にCortisoneを 使用す ると滲 出反応の抑制,肉 芽形成

の阻止傾向がみ られ一見病巣形成を抑制す るか の ご と

くにみえるが,そ の反面生体内での菌増殖が促進され最

後には菌血症で死亡す ることは多くの動物実験の成績が

示すところである。しかし同時に抗生物質を使用す るこ

とによりかかる生体内菌増殖を阻止し,し か も組織反応

を最小な らしめときには痕跡を止めぬ程度に吸収治癒せ

しめることが期待しうる。実験結核症におけるかかる試

みはSpain1), Morgan2), Karlson5), Cummings4),

Bloch5)ら によ り早くか ら行われ,い ずれ も組織反応

を抑制しうるとしているが,組 織内菌増殖は化学療法単

独よりも多いとす る報告 もみられている。臨床的にはこ

とに滲出性結核性漿膜炎に対して,解 熱,一 般状態の改

着 とともに滲出の抑制,Fibrinの 析 出の減 少など の効

果が認め られてお り,後 遺症状なく治癒せしめるために

用 うべ き薬剤であるとす る報告がみられる6)。

著者は前報7)に おいて組 織培養を 用いてCortisone

処置動物細胞内結核菌発育が,無 処置動物細胞内結核菌

発育に比 して促進されてお り,Cortisone処 置動物細胞

にはある変調のおこつてい ることを報告したが,今 回は

Cortisone処 置動物細胞に喰菌せしめて培養するにあた

り,培 地内に抗結核剤SM,PAS,INHを それぞ

れ混入してその細胞内結核菌発育阻止力

について検討し,Cortisoneと 化 学療法

との併用療法に対する一資料とする意味

での実験を行つた。

実 験 方 法

成熟健康モルモットまたは家兎を用い

て,こ れにHydrocortisone acetate10

mgま た は20mg5～7昼 間注射し対照

として無処置動物をとつた。これ らの動

物より前報に詳述せるごとき方法にて腹

腔 内 滲 出 細 胞 を採 取 し,こ れ にH37Rvを 喰 菌 せ しめ て

こ重 リン グに よ る静置 培 養 法 に よ り7日 間 培 養 を行 い,

培 地 内 にDihydro SM1,10,100γ/cc,ま た は5,50

γ/cc,PAS-Na1,10,1007/cc,INH 0.001,0.01,

0.1γ/ccの 割 合 に 加 え,48時 閥 ご とに 液 を新 調 してi交

換 した 。2,4,7登 後 に 標 木 を固 定 して 染色 し細 胞 内 平

均 菌 数 を算 定,Cortisone処 器 動 物 細 胞 と無 処 置動 物 細

胞 との 問 で各 薬 剤 の細 胞 内結 核菌 発 育 阻 止 に対 す る影 響

を比 較 検 討 し た。

実 験 成 績

〔1〕INHの 細 胞 内結 核菌 発 育 阻止 濃 度 に 及 ぼ す

Cortisone処 置 の 影 響

対照 動 物 細 胞 とCortisone処 置 重力物 細 胞 に 喰菌 せ

しめ て培 養 し,培 地 内 に そ れ ぞ れINH0, 0.001, 0.01,

0.1γ/ccを 加 えた 場 合 の 成績 は 図1に 示 す ご と くで あ

る。 これ に よ る と対 照 動 物 細 胞 内 で は 当 日の 細 胞 内 平均

菌1数 は1.3コ で,7日 目にINH0γ/cc 4・43,0.001γ

/cc 2.6コ,0.01 γ/cc 1.8コ,0.1γ/cc 1.5コ と な

り,0.1γ/ccで ほ ぼ完 全 発 育 阻 止 を み る。Cortisone処

置動 物 細 胞 内 で は 当 日1.4コ,7日 目0γ/cc 5.4コ,

0.001 γ/cc 2.5コ,0.01γ/cc2.1コ,0.1γ/cc1.8コ

を示 し,培 地 内INHOγ/cc、 の場 合 に は 対 照 細 胞 に

比 し細 胞 内菌 発 育 は 著 明 で あ るが,INH各 濃 度含 有

培 地 内 で は両 実験 群 と もほ とん ど同 じ発育 状態 を 示 して

い る。

〔2〕SMの 細 胞 内 結 核 菌 発 育 阻 止 作 用 に対 す る

図1細 胞内結核菌発育に対するINHの 影響
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Cortisone処 置 の影 響

培 地 内 にSMを0,1;10 ,100γ/ccの 割 合 に加 え た

場合の両動物細胞内菌発育は図2に 示すごとくである。

すなわち対照動物 では当貝1.3コ,7日 目1γ/cc2.9

図2細 胞内結核菌発育に対するSMの 影響

コ,10γ/cc 2.1コ,100γ/cc 1.9コ を示す のに対し

てCortisone処 置動物紬胞内ではSM1γ/cc2 .3コ,

10γ/cc1.9コ,100γ/cc1.7コ を示し,10γ/ccと100

γ/ccと がほぼ一致した曲線を示し,さ らに1γ/ccの 発

育曲線は対照動物の10γ/ccの それに,そ の数値 も曲

線の形 も一致するのがみられた。

培地内にSM5γ/cc,50γ/ccを 含有させた場合の

Cortisone処 置動物細 胞内菌発育は,図2に 示す ごと

くいずれも同様な経過をとつてほぼ完全発育阻止がみ ら

れ,こ れか らCortisone処 置動物細胞内 結核 菌発育に

対するSMの 阻止濃度は対照動物のそれに比しある程

度まで低下しているごとくにみられる。

〔3〕PASの 細胞内結核菌発育 阻止作用 に及ぼす

Cortisone処 置の影響

培地内にPAS-Na0,1,10,100γ/ccを 入れて行

つた実験では,図3に 示すごとく両実験 群間 にほとん

ど差を認めず,Cortisone処 置 によ りPASの 細胞内

結核菌発育阻止濃度が低下することはほとんどみられな

図3細 胞内結核菌発育に対するPASの 影響

かつた。

総括および考案

細胞内結核菌発育に対する抗結核剤の阻止濃度につい

ての組織培養に よる実験的研究は,invitroに おける

抗菌力とinvivoに おける効果 との違いを説明する1つ

の根拠として多 くの研究者たちによ りなされている8)～

14)。それ らによるとSM
,PAS,Viomycine,Ter-

ramycineな どは細胞内の抗菌力 と細胞外のそれとの間

にかなりの開 きがあるが,INH,Cycloserineな どは

細胞内外 ともに 同程度の抗 菌力を示す とされ ている。

Cortisone投 与動物においてはかかる細胞内外の抗菌力

の差がいかに変化しているかを知 り,Cortisoneと 化学

療法との併用に対す る一指標を得 ることが今回の実験の

目的であつた。

実験の結果はまずINHを 培地内に加えた場合は,

対照動物細胞内 において もCortisone処 置動物 細胞内

において も,0.1γ/ccで ほ ぼ完全 発育阻止 を みてお

り,す べての濃度において両細胞群間の

差は認め られなかつた。現在までの報告

によればINHは0.01～0.1γ/06に

て完全阻止をみるとざれてお り,こ の点

において著者の成績は一致している。抗

結核剤の効果は菌が静止の状態にあると

きよりも盛んに発育 しているときの方が

強いという考え15)が あ るが,細 胞内菌

発育の促進 されているCortisone処 置

動物細胞についてとくにINHの 低濃

度で効 くとい うことはこの実験では認め

られなかつた。

SMに っいての実験では,Cortisone

処置動物細胞内では6γ/ccで ほぼ完全

発育阻止をみてお り,1γ/ccに おける発
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育 状 態 は 対照動物細 胞内におけ る10γ/ccの ときの

発育状態に相当するとい う成績を得た。現在までの他の

研究者たちの成績 も,対照動物細胞内結核菌発育はSM

の10～100γ/ccの 問で 阻止される として いることか

ら,Cortisone処 置動物細胞内菌発育に対するSMの

阻止濃度は低下しているごとくに思われる。

PASに ついては両動物細胞内 において ほぼ同様な

抗菌力を示し,と くにCortisone処 置による影響は認

められなかつた。

細胞内の結核菌に対する抗結核剤の効果が試験管内の

それと等 しいためには,そ の薬剤が培地内で破壊ないし

不活性化 されず,よ く細胞内に滲透 し,か つ細胞内でそ

の活性を十分に保つていることが必要であろう。INH

が細胞内外での効果のほぼ等 しいことは,こ れ らの条件

をほぼ満足させているためと思われる。

細胞内外の効果の異なる薬剤については一般に細胞内

に滲透しにくいためと考えられてお り,こ とに分子量の

大きさが関係するのではないかとされている。Shepard

13)は 細胞内外での効果の差 のない ものと,あ るものと

に分けると,前 者は分子量100～200で あ り後者は400

以上 であるのは興味ある点であるとしている。今ここに

最近の研究成績 も含めて各種薬剤の細胞内抗菌力 と分子

表1

量 との関係をみると表1の ごとくになる。すなわち細胞

内で効果の減少するSM,Terramycine,Viomycine,

Kanamycine22)な どはいずれ も400以 上の分子量を示

すがPASの み は211.26と い う数字を示す。細胞内

外の効果の等しいINH,Cycloserineな どはいずれ も

分子量は200以 下 であるが,IHMS,IPN,INHG-Na,

INHG-Caな どは200を こえている。PASに ついて

は後述するので除外して,INHの 誘導体に ついては

最近それが培地内で分解してINHと なつて抗結核性

を示すという報告16)が み られ,細 胞内にも游離INH

となって滲透することが考え られるので,こ の表から各

種薬剤の分子量と細胞内抗菌力との関係を求めることは

可能であると思われる。この点につきEagle17)は「 あ

る種の哺乳動物細胞にお いて放射 性同位元素をもつS

Mは 細胞内に活性形で入 りうる」としてSMは 細胞内

滲透性が悪いとい う考 えに対 して否定的な見解 をとつて

いるが,放 射性SMが 細胞内で細胞外と同じ濃度に存

在す るか否かについての量的な記載がなく,十 分の根拠

とはなしがたい。

一般に薬剤が細胞内に滲透するにさいしては濃度勾配

の差や分子量の問題のほかに,薬 剤の細胞膜に対する界

面活性的影響,薬 剤の細胞膜への融解性,細 胞膜荷電の

状態,原 形質蛋白質 との結合の難易などが影響 を与える

とされている。したがつて抗結核剤の細胞内滲透性を考

えるにあた り,そ の分子量のみを取上げるのはすべてを

尽しているとはいえないが,少 な くともその1っ の大

きな因子であろうことは前述の表か ら推察 し うる。

細胞内で薬剤がなん らかの機序によつて不活性化され

るの で は ないかとい う点に関しては,細 胞内のpHの

問題があるが,SMは 病巣内で一部非働化されるとい う

考え18)も あ り,さ らに大沢19)の 行つた実験 によれば

SMをD・N・A溶 液 と混合すると光電比色計 にて

両者の結合を考えさせる吸収曲線がみ られる としてい

る。また五味20)の 研究によるとSM,INHは 血清

Albuminと の結合は起 りに くいがPASは 生体内で

血清Albuminと ほぼ100%結 合 した状態 とな り,

PASの 生体内で効果の少ない ことを結 びっけて考え

ている。これらの成績か ら細胞内に滲透した薬剤が蛋白

質と結合し,そ のために細胞内効果の減退す ることも考

えられ,こ とにPASは 分子量の小さいことか らもその

可能性は否定できない。五味の報告はさらに10%Al

bumin加Dubos培 地 と96.7%血 清 含有Dubos培

地 とにおけるPASの 抗菌力の比較を行 うと,後 者は

前者の約1/10に 低下して いるのがみ られる とし ている

が,現 在までの組織培養によるこの種の研究では培養液

は40～80%の 割合に血清を含んでお り,48時 間 ごと

に液を新調交換したとしても培地内ですでに抗菌力の低

下することが考えられ,PASに ついて 細胞内外の抗

菌力の差を論ず るには検討の余地が残 されている。

Cortisone処 置に さいして,INH,PASは 対照

動物細胞内にお けるとほぼ 同様な細 胞内抗 菌力を示す

が,SMの み はより低濃 度で効果 があるごとくに思わ

れ るのは,細 胞に何かある変化がおこり,そ の結果細胞

膜の透過性の亢進を きたした のでは ないか とも思われ

る。しかしCortisone処 置動物における細胞の 物理化

学的変化についてはまだほとんど知 られておらず,い か

なる機序の もとにかかる現象がおこつたかの解明は今後

の研究にまたねばな らない。
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実験結核症におけるCortisoneと 化 学療法ことにS

Mと の併用効果の 報告は,そ の病変形成はSM単 に

やや優るか,こ れに近い といわれているが,組 織内菌所

見はSM単 に及ばない とするものもみ られる。著者の

成績の示すごとく細胞内結核菌に対してCortisone処 置

動物ではSMが より低濃度で有効であるとすれば,上

述の動物実験の成績は一見矛盾するかのごとくにみえる

が,動 物 に対 す るSM注 射は多 くは1日1回 であ

り,た めに血中SM濃 度はあるときには高濃度に達す

るがその後長時間にわた り有効濃度以下となるので,た

えず一定濃度のSMと 接触する組織培養下の細胞 とは

かな り条件を異にするという点などもあ り,同 列に論ず

る訳にはり)かない。 勝21)もCortisoneと 化学療法と

の併用にあたっては抗生物質の十分な量 と期間とが必要

であるとしているが,CortisoneとSMと の併用療法

においてもその血中濃度を一定に保つべ く努めれば,そ

の効果を増大せしめることも期待 しうるのではないかと

考 えられる。

結 語

組織培養を用いてCortisone処 置 動物 細胞内 結核菌

発育に及ぼすSM,PAS,INHの それぞれの阻止

濃度を検討した。その結果INH,PASに っいては

対 照 動 物 細胞のそれ と変 りないが,SMに つ いては

Cortisone処 置動物細胞において細胞内菌発育に対する

完全阻止濃度は低下するごとくに思われた。これ らの成

績よりその要因についての考察を行った。

稿 を終るに臨み,御 校閲戴いた隈部所長,岩 崎病理部

長,な らびに御指導,御 鞭撻戴いた吉武博士に謝意を表

す。
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