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結 核 菌 の α-ethyl-thioisonicotinamide(1314Th)耐

性 に つ い て は 基礎 的 研究 と して3つ の観 点 が あ る。

第1は 耐 性 形 式 の 問 題 で あ つ て,耐 性 獲得 形 式(De-

merec1),Hsie & Bryson2),Bryson & Szybalski3))

が い か な る形 式 か,ま た 耐 性 段 階数(東 村4))お よび

耐 性 上 限 が い くつ ま た は ど こに あ るか とい う問題 で あ

る。 これ に つ い て は現 在 の とこ ろ ま だ報 告 が な い。 た だ

1314Th耐 性 の 特 徴 と して あ げ うる こ とは,(a)未 使

用 患 者 の 菌 株 に よ る耐 性 度 の 差 が 大 き い こ と(Rist5),

Brouet6),東 村7)),(b)こ のprimary resistanceと

臨 床 効 果 とが 関 係 深 い こ と(束 村7)),お よ び(c)人 体

内 で も7)～12)試 験 管 内 で も15)～15)耐 性 出現 が 速 い こ と

で あ る。

第2は 交 叉 耐 性 の 問 題 で あ る。INH,SM,PAS,

KM(kanamycin)耐 性 菌 が1314Thに 感 受 性 を示 す

こ とはRistそ の 他 の 研究 者5)16)～19)に よ り報 告 さ れ

た 。 もつ と も興 味 深 い の は1314ThとTb1(4-ace-

tylaminobenzaldehyde-thiosemicarbazone)の 間 の 関

係 で あ る 。Ristな ど15)はTb1耐 性 菌 は1314Th感

性 で あ るが,1314Th耐 性 菌 はTb1耐 性 で一 方 向 的 交

叉 耐 性 を示 す と報 告 して い る。 最 近Bartrnann20)は

in vitroで は そ うで あ るが,人 体 内 でTb1耐 性 とな つ

た 菌 は1314Th耐 性 で 交 叉 耐 性 が 成 立 す る と述 べ て い

る。 この 問題 は 非 常 に重 要 と思 わ れ るが,本 報 で はin

 vitro実 験 だ けに と どめ て,生 体 に お け る1314Th耐 性

とTb1耐 性 との 関 係 に つ い て は別 報 す る こ と と した。

第3は1314耐 性 阻 止 の 問 題 で あ る。 この 問題 は い

うま で もな く併 用 効 果 と表 裏 一 体 の 関 係 に あ る。 これ に

つ いてRist5)はSMま た はINH併 用 に よ り1314

Th耐 性 を遅 延 させ た と述 べ て い る。Veranな ど10)は

KM,VM(viomycin),CS(cycloserine),PAS

との 併 用 を試 み,Daddiな ど21)もKMと の併 用 の 臨

床 効 果 を 報 告 して い る。 ま た わ が 国 で もKM,CS,

sulfa剤 との併 用22)が 試 み られ つ つ あ る。 以 上 は い ず れ

も臨 床面 に お け る研究 段 階 に あ る もの で,い か な る薬 剤

が1314Thと の併 用薬 剤 と して もつ と も有 効 か とい う

点 に つ い て は ま だ結 論 が 得 られ て い な い。

本 報は以上の3点 について 基礎 的な面 か ら寄与す る

こ とを目的 とした。

実 験材料 および方法

人型結 核菌H37Rv株 お よび青山B株 を用 いた。培

地 は1%小 川培地 を用 いた。 この理 由お よび生菌数算

定法 についての詳細 は文献25)24)に ゆ ず る。要す るに

われ われの とつ た基本的態度 は耐性研究方法 を生菌数算

定の基礎 に立つ定量化な もの とす るこ とに あることを強

調 したい4)。1314Thは 一 たんpropylenglycolに 溶

解 したの ち,適 当に稀釈 し滅菌前の培地に添加 した。集

落数 は37℃4週 後にかぞ えた。

実験成績 および考察

(1)　耐性形式

(a) H37Rv株 感性菌 の1314Th感 受性

1314Thに ふれた ことのない感性菌 は8γ/ml耐 性

(以下8γ 耐 性 とよぶ)で あ る。 原株 中には10-3～10-4

の割 合で16γ/ml培 地 に小集落 を発 生する菌が ある。

しか し,こ の 小集落 を分離 して 薬剤 な し培地 で増菌 し

population構 成 を調 べ る と原株 と同 じ構成 を示すか

ら,一 見16γ 耐性 にみえた性質 は非遺伝的の もので あ

るこ とが分か る。 一方16γ/ml培 地お よび32γ/ml

培地に大集落 を作 る菌は原株 中に10-8～10-9の 割合で

見 出だす ことがで きる。 これ らの大 集落 を とつてpopu

lation構 成 を調べ ると,ど の集落に由来す る菌 も32γ

耐性 を示す。 し た が つ て 原株 中に現 わ れ る耐性菌 は

32γ 耐性菌1種 だけであるこ とが分 かつた。 これ以上

の耐性菌 はみつか らない。

(b)　耐性段階数 と耐性上限

次 に32γ 耐性菌のpopulation構 成 を調べ ると大部

分の菌が32γ 耐性であ ることは もちろんで あるが,約

10-6の 割 合で63γ 耐 性菌 と125γ 耐性菌が見出だ さ

れ る。 これ らの菌のpopulation構 成 を調べ ると両者同

じであ るか ら,一 見63γ 耐 性 に みえた菌(63γ/ml

培地発育菌)も 実は125γ 耐 性菌 であつた ことが分か

る。 この場合 も63γ 培地に小集落を作 る菌があ るが,
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population構 成 を調べ ると32γ 耐性 で,63γ 培地 に

生えたのは非遺 伝的で一過性 な現象 である ことが 分かつ

た。次に125γ 耐 性菌 か らさらに 上の耐性菌 を とろ う

と して125γ 以上の濃度で3回 淘汰を繰 り返 したが,

これ以上の耐性菌 を発見す ることはで きなかつた。

以上 か ら,H37Rv株 が変異 し うる1314Th耐 性の

上限は125γ 耐性(感 性菌 の16倍 耐性)ま でであ り,

感性菌 の耐性度(感 受性)は8γ 耐性菌 の種類 は32γ

耐性 と1257耐 性 の2種 であるこ とが分 かつた。す な

わ ち耐性段階数(ま たは表 現型数,cloneのpopulation

構成 の型数)は2段 階 である ことが 分かつた(表1)。

これ以上の中間的な段 階は存在 しない。

注:以 上の研究 は倍数稀釈 濃度を用いたので,な お細

か く調べ る必要が あるわ けで あるが,す で に 行 なつた

INH耐 性25)26)やPAS耐 性27)の 例 を考慮 して上

述の結論 はまず大過 はない もの と考 える。

Table 1

Pattern of Resistance to 1314Th for M. tuberculosis var. Hominis, Strain H37Rv

Remark; There was no intermediate level of resistance among sensitiveness, low resistance and high resistance. The
refore, the number of phenotypes in regard to 1314Th resistance was considered to be two types. Pattern of resistance 

devolopment was concluded as a "two-step" pathern, since the highest level of resistance was obtained by the second

step selection alone.

(c)　 耐 性 獲 得 形 式

上 述 の 実 験 で 最 高 耐 性 度 の125γ 耐 性 菌 は 原 株 中 に

見 出だ しえな か つ た の で,形 式 がSMの ご と きfacul-

tative single-step patternで な い こ とは 明 らか で あ

る。 ま た125γ の 最 高 耐 性菌 はsecond-step selection

で 得 られ た の でmulti-step pattern (Penicillin型)

で な い こ と も明 らか で あ る。1314Th耐 性 獲 得 形 式 は

最 高 耐 性 度 の菌 がsecond-step selectionに よつ て の

み得 られ る とい う"two-step pattern"4)26)で あ る

こ とは 明 らか で あ る。 こ の形 式 は今 の と こ ろ,人 型 結 核

菌 に特 異 的 な もの の ご と くで,人 型 結 核 菌 のINH耐

性25)26)お よ びPAS耐 性27)28)で は じめ て記 載 さ

れ た形 式 で あ る。

(2)　交 叉 耐性

使 用 した耐 性 菌 はmulti-step(記 号m),2nd-step

(記号s)ま た はone-step(記 号o)selectionで 得 られ

Table 2

Resistance of Different Resistant Strains Isolated from M. tuberculosis 

var. Hominzs, H37Rv and Aoyama-B, to 1314Th

Inoculum consisted of 10 to 100 viable cells per medium.

1514Th concentrations; 500, 250, 125, 62.5, 52, 8, 4, 2, 0ƒÊg/ml.
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たこもの で 耐 性 度 は 下 記 の とお りで あ る。

H37Rv株 系:SM20γ 耐 性 菌(o),INH10γ 耐 性

菌(s),PAS1,000γ 耐 性 菌(s),Tb1100γ 耐 性

菌(s),VM50γ 耐 性 菌(m),KM100γ 耐 性 菌

(o)。 青 山B株 系:SM10,000γ 以 上 耐 性 菌(m),

INH300γ 耐 性 菌(s),PAS500γ 耐 性 菌(m),

Tb150γ 耐性 菌(o)。

こ れ らの耐 性 菌 の1314Th耐 性 度 は わ れ わ れ の い う

actual count法(培 地 当 りの 接 種 生 菌 数 を20～100

(で き れ ば50の 近 く)と した と きの 最 高 発 育 可 能 濃 度

29)で 測 定 した。 その 結 果 は 表2の とお りで,こ れ らの

種 々 の耐 性 菌 の1314Th耐 性 度 は いず れ も感 性 菌 に 等

し く交 叉 耐性 に 関 す る内外 の 報告 を 追試 確 認 したこ。

次 に1314Th耐 性 菌 の 他 抗 結 核剤 感 受性 で あ るが,

こ れ に つ い て は わ ず か にRistな ど13)の 報 告 が あ るの

み で,Tb1感 受 性 が 低 下 す る こ とが 知 られ て い る。 上 述

の 実 験 で われ わ れ はH37Rv株 の1314Th耐 性 度 の 表

現 型 は32γ 耐 性 と125γ 耐 性 の2種 しか な い こ と を

確 か め た の で,one-step selectionで 得 た1314Th32

γ 耐 性 株 お よ びtwo-steps electionで 得 た1314Th

125γ 耐 性 株 とを用 い て,同 じ くactual count法 で 種

々の 抗 結 核 剤 感 受 性(耐 性 度)を 測 定 したこ。 その 結 果 は

Table 3

Resistance of 1314Th-resistant Strains Isolated from M. tuberculosis var.

 Hominis H37Rv to Different Antituberculous Agents

# Inoculum sizes were 71.4, 48,0, and 86.0 viable cells per medium for sensitive, 1314Th-low-resistant and 1314Th-high

resistant strains, respectively.

表3の とお りでTb1を 除いては感受性は感性原株 と変

りはなかつた。 たこだ1314Th125γ 耐性菌ではTb1耐

性度が2倍 に上昇 していた(感 受性が 半分に 低下 して

いたこ)。 しか し1314Th32γ 耐 性菌 のTb1耐 性度は

感性菌 と変 りない。 なお1314Th耐 性菌 は高,低 耐性

ともにcatalaseお よびperoxidase陽 性 である。

す なわ ち,1314ThとTb1の 間 にはRistな ど13)

のい うご とく(た だ しどの程度 か度合 いは 明 ら か でな

い),1314Th→Tb1へ の一方 向的交叉耐性が あるこ と

が知 られたが,そ の度合 いは1314Th耐 性の16倍 上

昇に対 して,Tb1耐 性の 上昇 は2倍 にす ぎなかつた。

またここの 一方 向的交叉耐性 は1314Th高 耐性菌 のみに

認 め られ て,低 耐性菌 には認 め られないこ とは注意 を要

す る。

前述の ごと く,1314Th耐 性が2表 現型式 を示 し,

かつ"two-step Pattern"の 耐性獲得形式 を示す こと

は,1314T耳 耐 性が お そ らく2遺 伝子に よつて支配 さ

れてい ることを示唆す る(文 献4)参 照)。 その場合,低

耐性は1遣 伝子変異に よ り,高 耐性は2遺 伝子変異に

よ り生 じると考 え られ るので,Tb1耐 性の上昇 を起 こす

のは,高 耐性 を もた らす 第2遺 伝子の 作用で あること

が想豫 され る。

問題 は上述の交叉耐性が入体 内で成立す るか どうか で

あるが,1314Th投 与に よつて 得た 耐性例 を検 したこわ

れわれの成績(別 報)で は 明 らか に 同 じ関係が 成立 し

たこ。

(3) 1314Thと 他抗結核剤 との併用効果

現在 まで数 々の 抗結核剤が1314Thと 併用 されてい

るが,こ れは判然 としたこ作用上の根拠が あるわ けではな

い し,ま たこ臨床上の結論 も出 され るにいたこつていない。

したがつていかな る薬 剤 と1314Thと の組合せ が有用

であ るかを決定す るのは重要 かつ有意義 と思 わ れ る の

で,試 験管内におけ る併用 効果 の検討 を行 なつてその一

助 としたこ。

しか しなが ら,併 用 効果 について論 ず るさいには,そ

の定義 お よび条件 を明 らかに してかか らない と無用の混

乱 を招 くのみである ことは,著 者が再三指摘 したこ とで

あ る30)31)。 昭和35年 の 日本化学療法学会 にお ける大

平 な ど32)お よび 河盛 な ど33)の1314Thの 併 用 効

果 に関す る成績の不一致 をみて もそれが うか が わ れ る

(INHと1314Th併 用効果の成績が逆)。 併用効果の

実験 に さい して,す でに明 らかにselectiveな 薬剤濃度

を用 いれ ば陽性併用効果(2剤 を合 した さいに単独 よ り

発育が減少す る)を 得 ることは自明の理で あつて,こ の
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種 の実 験は意義は少ない ものめ ごと く思われ る。 さ りと

て単独で全 く無 効(生 菌 数 お よび 発 育速 度の 両面か ら

30))の 濃度を用いたのでは陽性の結 果 も見 逃がすおそれ

があ る。 そ こで 著 者はあ らか じめ 行 なつた 予備実 験か

ら,無 効 と微小有効の境界濃度 を選 んで34),こ の濃度の

薬 剤を添 加 した ときの1314Th最 小発育阻止濃度 に及

ぼす影 響を 観 察 してみた。 また 接 種 生菌数 もactual

 count可 能 の約100か ら107ま で変 えてみた。得 られ

Table 4

Combined Effect of 1314Th with Other Antituberculous Agents 
 (Test organism: M. tuberculosis var. Hominis H37Rv)

*1314Th concentrations; 40, 30, 20, 15, 10, 8, 4, 2, 1, 0ƒÊg/ml.

た結果 を一 括すれば表4の ご とくになる。

被 検条件では,1314Thの 最小発育阻止 濃度を減 少

させ えたこのは,PAS,KM,VMの3者 であつて,

他のSM,INH,Tb1,CS,sulfa剤 は ほ とん ど影

響がなかつたこ。またこ拮抗現象は見出だせなかつた。

以上の ごと く拮抗現象がみ られなかつた ことは-併

用薬剤の濃度が一濃度だ けであ るたこめなお検討の余地を

i残してい るが31)-1314Thと いずれの既知抗結核剤

との併用 も有効で あることを示 してい る。なかんず く,

陽性結果 を得たPAS,KM,VMの3者 は1314

Thの 併用薬剤 と して望 ましい もので あることが示唆 さ

れ る。 この結果の意味は,こ れ ら3剤 が ぎ りぎ りの境

界濃度(微 量)で,か つなお1314Thと 併存 して菌の

発育を遅延 または阻止 させ ることを示す もの と思われ,

ひいてはまたこ1314Th耐 性阻止 に も比較 的有効であ る

ことが考 え うる。

結 論

(1)　人型結核菌(H37Rv)の1314Th耐 性形式は,

耐性段階数2段 階(感 性菌の耐性度8γ のほかに低耐

性菌の32γ 耐性 と高耐性菌の125γ 耐性の2種)換

言すれ ば2表 現型形式で あ り,耐 性 上限 は16倍 で あ

る。耐性獲得形式 はtwo-step patternでINH耐 性

またこはPAS耐 性 と同型 である。

(2) 1314ThとSM, PAS, INH, KM, VM

との間には交叉耐性 は存在 しない(H37Rv株 および青 山

B株)。Tb1と の 間には,1314Th→Tb1の 方 向の一

方向的交叉耐性があ る。 たこだ しこれ は1314Th高 耐性

菌(125γ 耐 性菌)の みに認 め られ る現象 で,1314Th

耐性度16倍 の増加に対 してTb1耐 性度の増加は2倍

で ある。1314Th低 耐性菌(32γ 耐性菌)のTb1耐

性度 は不変で ある。

(3) 1314ThはSM, INH, PAS, Tb1, KM,

VM,CS,sulfa剤 といずれ と も拮抗 しない。 したが

つ ていずれの薬剤 と も併用可能で ある。

勝沼荘長 な らびに 日比野教授の 御校閲 と 研究室 の水

野,外 山,村 瀬,岡 田,水 野の 諸氏の御協力 を感謝す
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Studies on the Resistance of Tubercle Bacilli 

to Alpha-ethylthioisonicotinamide (1314Th).

 Pattern of resistance, cross resistance and 

combined effect. Michio TSUKAMURA (The 

Obuso National Sanatorium, near Nagoya.)

INTRODUCTION

Resistance of tubercle bacilli to alpha-ehtyl

thioisonicotinamide (1314Th) was studied with 

Special reference to the pattern of resistance, 

cross resistance problem and combined effect 

with other antituberculous drugs.

METHODS

M. tuberculosis var. hominis, H37Rv and Aoya

ma-B, were used. Numbers of viable cells were 

calculated on Ogawa's egg medium after 4 weeks 

of incubation. Drug resistance levels were deter

mined as the highest concentration of drug, on 

which small inocula consisting of 10 to 100 viable 

cells, if possible, of a number near 50. For this 

purpose, inoculation was always made utilizing 

different dilutions of cell suspention.

CONCLUSIONS

1) Pattern of resistance.

The H37Rv strain developed two types of resist

ant mutants, one resistant to 32ƒÊg/ml and an

other resistant to 125ƒÊg/ml, whereas sensitive 

cells not exposed to the drug previously were 

resistant to 8ƒÊg/ml. The upper limit of resist

ance was 125ƒÊg/ml and any mutant showing 

higher resistance level could not be isolated af

ter successive selection. It was shown thus that 

this organism develops two phenotypes of resist

ance and the pattern of resistance development 

is a "two-step pattern" like the pattern of resist

ance development to isoniazid and PAS .

2) There was no cross resistance relationship 

between 1314Th and any of the following known 

antituberculous agents: streptomycin
, isoniazid, 

PAS, kanamycin, viomycin, excepting thiosemi

carbazone.

There was a "one-way" partial cross resistance 

between 1314 Th and thiosemicarbazone. How

ever, this was observed only in regard to high 

resistance type to 1314Th (mutants resistant to 

125ƒÊg/ml). Such a one-way cross resistance 

could not be found in regard to low resistance 

type to 1314Th (mutants resistant to 32ƒÊg/ml). 

Mutants 16 fold more resistant to 1314Th were 

2-fold more resistant to thiosemicarbazone and 

not vice versa.

3) Experiments on the combined effect of




