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抗 結 核 剤 の 培 地 内 不 活 性 化 の 研 究

第2報 活性炭末 による不活性化のパ ラアミノ安息香酸 による影響

小 川 辰 次 ・ 大 谷 典 子

北里研究所付属病院(院長 宗武藤)

受付 昭和55年10月4日

I　 緒 論

第1報1)に おいて,PASは 鶏 卵培地で は,活 性

炭末 を混入 して も不活性化で きない こと,ま た寒天培地

では活 性炭末 で不活 性化 で きるとして も軽度で あ ること

を報告 した。PASは 経 口投 与では 口腔 内に残 るし,ま

た局所 的に使用 され ることも多い。 それでPASも 同

時 に十分 に不活性化 で きるようにすれば,1つ の培地で

すべ ての抗結核剤が不活性化で きることとな る。

Guy P Youmans2)ら はパ ラア ミノ安 息香酸(以 下

PABAと 略す)を 使用す る と,PASを 不活 性化 で き

ることを 発表 してい るし,そ の 後R. H. Hubble3),

Diran Yegian4),小 川5),本 庄6)も この事実 をみてい

る。また,す でにWoods 7)やSelbfe 8)は サル ファ剤

がPABAに よ り不活性化 され ることを証 明 してい る。

この ようにPASの 不活 性化 は,PABAに よつて可

能で あるし,ま たこサル ファ剤 に対 して も好 都合であ ると

して も,そ の他の抗結 核剤 に対 す る活 性炭末 の不活 性化

が,PABAの 混 入に よつて 弱め られ る と,最 初 の 日的

に反す ることにな る。

本 庄のPAS,INHの 培地 内の不活性化 の実験 で

は,PABAに よる悪い影響 はない ものの よ うで あ るが,

その他 の抗結核剤 については まだ研究 されてい ない。 ま

た培地 も3%小 川培地 についての実験のみで ある。 それ

でわれわれは,基 礎実験の一部 として,第1報 で 報告

した種 々の抗結 核剤 につい て,種 々の培地 を用 い,活 性

炭末 の不活 性化 のPABAに よる影響 を検討 したので報

告 す る。

II　 実験1活 性炭末に よる不活性 化の

PABAに よる影響

(1)　実験方法

(1)　被検の抗結核剤:第1報 の場合 とほぼ同様 であっ

て,SM,PAS,INH,KM,VM,Cycloserine

(以下CYと 略す),TB-1,サ ル ファ剤 としてSulfa-

methizol, Sulfisomezole, Sulfadimethoxine等 であ る。

(2)　培地 および使用培地 の作 り方:第1報 と同様 に鶏

卵培地 としては3%小 川培地,1%小 川培地,寒 天培地

としては変法III Kirchner 9)寒 天培地,Kirchner 10)寒

天培地(い ず れ も血清 お よび保存 全血液11)使 用)を 用い

た。 そ して これ らの培地 に活性 炭末(Norit A)を0.8

%に 混入 し,さ らにPABAを 培地1ccに つ き50γ 宛

に混 入 したこ培地 を作 り,こ れ らの培 地を用 いて,前 述の

抗結核剤 を,0,10γ,100γ,500γ のよ うに流 し込 み,

この4本 の培地 を1組 として使用 した。

(3)　接種方法:1%小 川培地に2～3週 間培養 したこ保存

人型結 核菌,H37Rv株 で型の よ うに菌液 を作 り,ま ず

フェノー7レソ ッドの0.004%に 混入 した4% NaOH

 で10-1mg/ccと し,この中か ら1cc宛 を2本 の中試 験

管 に と り,一 方は8% HCl(容 量%)で 中和 し,他 方

は中和 に要 したこHClの 量だ けの4% NaOHを 加 えて

両方の液の量 を同一 とし,4% NaOHで 処理 した もの

は3%小 川培地お よび変法III Kirchner寒 天培地 を台

とした不活 性化 培地 に,中 和 した もの は1%小 川培地

お よびKirchner寒 天培 地 を台 とした不活性化培地に そ

れぞれ0.160宛 を接種 し,こ れ を10-2mgと 記 し,さ

らに4%NaOHで 処理 した ものは4%NaOHで,中

和 した ものは,滅 菌蒸溜水 で10借 に稀釈 して接種 し,

これ を10-3mgと 記載 した。

接種は型の ご とく,培 地 の全斜面 を うるおし,斜 面 を

上に して斜面台 に水平 にねか し,鶏 卵培地 は1～2日,

寒天 培地 は2～3日37℃ の孵卵器 に保存 し,液 の ほぼ

乾燥 した ところで ゴムキ ャップに変 えて立 て37℃ で培

養 した。

(4)　判定:接 種後 は毎週観察 し,4週 で決定 した。 そ

して集落 の発育 した最高 の濃 度を もって不活性化 の濃度

とし,こ れ らの成績 を第1報 で報告 した活性 炭末 の0 .8

%に 混 入 した成績 と比較 した。

(2)　成績

(1)　鶏 卵培地 におけ る成績

この成績 は

i. SM, PAS, KM, VM, Sulfamethizol

 ii. INH

iii. Sulfisomezole, CY, TB-1

iv. Sulfadimethoxine

の4回 にわた る実験を 集 めた ものであつて,接 種菌量

は10-2mg,10-3mgで あ るが,表1に 示 した成績 は

10-2m8の もので あ る。 なお,対 照培地 と炭末 のみ混入
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表1　 鶏 卵 培 地 の が記 績、

注:表 中 の記載 は集落数 を示す。その表示は次 のよ うであ る。

(1)　数字は集落数 を示 す。(2)　 昔は無数であ ることを示 す。(3)　 一は陰性を示す。
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した培 地 の成 績 は第1報 の もので あ る。

まず3%小 川 培 地 か らみ る と,PABAの 混 入 に よつ

て差 の ない もの は,SM, KM, VM, INH (500γ

は実 施 し て な い),CY, TB-1で あ つ て,炭 末 だ け で は

不 活 性 化 され なか つ たPASは,PABAの 混 入 に

よ り 不 活 性 化 が み られ,サ ル フ ァ剤 のSulfisomezole,

 Sulfadimethoxine等 で は,不 活 性化 が増 強 され て い る。

ま た,Sulfamethizolは500γ まで 不活 性化 され て い

る。 次 に1%小 川 培 地 で は,影 響 の な い もの はINH,

CY, TB-1だ けで あっ て,PASで は新 しく不活性化

がみ られ,Sulfamethizolは500γ ま で 不活性化 され

てい る し,Sulfadimethoxine, SuIfisomezoleで は不活

性化が増強 されてい る。 また,SM, KM, VMで は,

PABAの 混 入に よ り不活 性化 が減弱 してい るが,こ れ

は,接 種菌量が炭末混入のみの培地に比 して少なかったこ

ためではないか とも思われ るので,こ の点は さ らに検討

してみたい。

(2)　血清使 用の寒天 培地にお ける成績

表2　 血 清 使 用 の 寒 天 培 地 の 成 績

注:表1に 同じ。

成績 は表2の よ うであ るが,こ の成績 は同時 に 実施

され たこものであつ て,前 同様10-2mg接 種の 成績で あ

る。

まず変法III Kirchner寒 天培地 の 成績か らみてゆ く

と,PABAの 混入 によつ て も差 のない のはSM, IN

H, VM, Sulfamethizolで あつて,不 活 性化 の増強 さ

れた ものはPASで あ る。反対 に不活 性化 の減 弱 したこ

のはKMで あ る。次 にKirchner寒 天培地 をみ ると,

差 のない ものは,SM, INH, Sulfamethizolで あっ

て,増 強 され た ものはPAS,弱 め られ たこものはKM

とVMで あ るが,VMの 活性 炭末 のみの培地 の500γ

には,集 落 が5コ のよ うに少数 であ るか ら,あ るい は

技術的 な誤差か もしれ ない。 この よ うに考 え ると,変 法

III Kirchner寒 天培地 とKirchner寒 天培地 とでは不活

性化 については全 く差がない。

(3)　保存 全血液 を使 用 した寒 天培地におけ る成績
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表3　 保存全血液使用の寒天培地の成績

注:表1に 同じ。

この実験は,前 述の(2)と 同時に同様の方法で実施 さ

れ た もので ある。 前 同様 に10-2mg接 種 したこ成績 を表

3に 示 した。

4% NaOHで 処理 したこ菌液 を接種 した 変法III Kir-

chner寒 天培地 か らみてゆ くと,PABAの 混 入に よつ

て も,不 活性化 に影 響なか つたこのは,SM, INH, V

M, Sulfamethizolの4種 で,増 強 され た ものはPA

S,減 弱 した ものはKMで あ る。次にKirchner寒 天

培地 の成績 をみ ると,変 法III Kirchner寒 天培地 とほ

ぼ同様 であ る。

III実 験2KMの 培地 内不活性化 についての

活性炭末 とPABAの 併 用の再検討

実験1で は,鶏 卵培地において も,寒 天培地におい

て も,炭 末 に よるKMの 不活 性化 がPABAに よつて

弱 め られたのではないか と推定 させ るよ うな成績 を示 し

た。 しか し,炭 末 のみに よる不活 性化 の実験 と,さ らに

PABAを 混入 したいわゆ る不活性 化培地 の実験 は,同

時に行なわれたのではない し,対 照 に発育 した集落 の数

も同 じではない。それで活性 炭末 のみの培地,PABAの

みの培地,お よび活性炭末 とPABAと を併用 した培地

について同時に実験 し,こ の ような事 実が実際 にあ りう

るか ど うかを検討 した。

(1)　実験方法

(1)　培地 お よび使 用培地の作 り方:使 用培地 は実験1

の場合 と同様で,ま ず次の よ うな4種 類 の培地 を作 り

 i.Norit Aを0.8%に 混 入 した もの

ii. PABAを50γ/ccに 混入 した もの

iii. Norit A 0.8%とPABA50γ/ccを 混入 し

た もの

iv. Norit AもPABAも 混入 しない もの

これ ら各培地 につい て,KMを0,10γ,20γ,40γ,

80γ,160γ/ccに 混 入 した一連 の培地 を準備 した。

(2)　接種方法:実 験1と 同様であ る。

(3)　判定:実 験1と 同様であ る。
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(2)　成績

表4に10-3mg接 種の成績 を示 したこ。

表4　 活性炭末に よるKM不 活性化 のPABA

によ る影響 の再検討

注:(1)炭 末,PABAの 培地混入 の方法 中の表 示は次の よ うで

ある。

N… …Norit A 0.8%混 入 した培地

P……PABA 50γ/cc混 入 した培地

N+P… …Norit A,PABAが 前述の量 に併用 した培 地

対……対照 であつてNorit AもPABAも 混入 しない

培地

(2)　表中 の数字は集落数 を示 す。 その表示 は表1に 同 じ。

(1)　鶏 卵培地 にお ける成績

4% NaOH処 理,中 和 の如何 にかか わ らずNorit A

のみ混 入の培地 と,さ らに これにPABAを50γ/ccに

加 えた不活 性化培 地 とで不活性化 の程度は同 じであ る。

4% NaOH処 理 と中和 とでは不活 性化 の段 階は同 じで

あ るが,し か しよ くみ ると,中 和のほ うが多少不活 性化

が弱い ことは,40γ に発育 してい る集落 数に よつて も

明 らか であ る。以上 を総括 す ると,鶏 卵培地 に お い て

は,KMのNorit Aに よる不活性化 はPABAの 混入

に よつてほ とん ど影響 を受 けない とい うことがで きる。

(2)　血清使用の寒天培地の成績

鶏卵培地 とほ とん ど同様 であつて,4% NaOH処 理

で も中和 で も,PABAの 影響は認 め られ ない。

(3)　保存 全血液使用 の寒天培地 の成績

4% NaOH処 理で はNorit A単 独 に比 して,Norit

 AとPABAを 併用 した不活性化培地 のほ うが一段 と低

いが,中 和 した もので はその差 は認 めない 。 こ の こ と

は,PABAのNorit Aの 不活性化 を減弱 させ る力が血

清 同様 に弱い ことを示 してい ると考 え られ よ う。

以上は10-3mg接 種の成績で あるが,10-2mg接 種に

おいて も,ほ ぼ 同様 の成績 を 示 したこ。 これを 総 括す る

と,鶏 卵培地 においては,Norit Aに よるKMの 不活

性化 の 程度 はPABAに よつてほ とん ど影 響 を受 け な

い 。寒天培地 においては,そ の不活 性化 が多少減 弱す る

が その程度 は軽い もの と推 定で きる。

IV　 総括 および 考察

本庄 は,活 性炭末 とPABAを 併用す ることに よ り,

INIIとPASを 同時に培地内で 不活 性化 す ること

に成功 してい る。しか し,こ れ らの事 実が他の抗結核剤

の場合 に もあてはま るものか どうか検討 す る必 要があ る

し,さ らには,そ の他 の培地 につ いて も検討す る必要 が

あ る。PABAの 混 入量 を50γ/ccと したこのは,小 川 の

以前の実験で は,こ の程度 に混入す ると結核菌 の発育 に

は影響 せずに,し か もPASの100γ/ccを 培地 内で

不活性化 で きることを証 明 してい るか らであ る。

このよ うに507/ccに 混入 してPABAの 影響 を検討

した結果,活 性炭末 にPABAを 併用 す ることに よ り,

鶏卵培地 においては活性 炭末 だけでは不活性化 で きなか

つたPASを 不活性化で きた し,寒 天培地 ではPAS

の不活性化 を増強す るこ とがで きたこ。 さらに,鶏 卵培地

では サル ファ剤の不活性化 を増強 した。寒天培地におい

ては,サ ノレフ ァ剤の不活性化が増強 され なかつたのは,

最 高500γ の濃 度に検査 を実施 したためで あろ う。次 に

KMに おいては,い ずれ の培地 にお い て もPABAに

よ り不活 性化 が減弱 してい るような成績 を認 めたが,再

検討 に よ り鶏 卵培 地では減弱 されない こと,寒 天培 地で

は減 弱の傾 向は認 め るが軽度であ ることを確認 した。な

お,SM, VM, CY, TB-1に おいてはPABAに

よる影響 は全 くみ られなか った。

以上 の成績か ら,鶏 卵培地 で も,血 清 を使用 した,あ

るいは保存 全血液 を使用 した寒天培地 で も,そ の前 処理

の方法 の如何 にかか わ らず,す べ ての抗結核剤 のあ る程

度の もの を,活 性炭末 とPABAを 併用 した培地 の中で

不活性化 しよ うとす る試み は期待 で きそ うに思 われ る。

V　 結 論

鶏卵培地 としては,3%小 川培地,1%小 川培地,寒

天培地 としては変 法III Kirchner寒 天培地,Kirchner

寒天培地を台 として,活 性 炭末(Norit A)を0.8%に

混入 した もの,PABAを50γ/ccに 混入 した もの,お
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よびNorit AとPABAを 併用 したこもの等 を作 つて,

これ らの培地にH37Rvで 作 つた菌液 を4% NaOHで

前処理 し,あ るいは中和 して接種 したこ。 これ によ り活性

炭末 の 抗結核剤不活性化に 対す るPABAの 影響 を み

た。 そして次の よ うな成績 を得た。

1)　 鶏卵培地で は,PASの 不活性化が認 め られ,

さ らにSulfisomezole, Sulfadimethoxinの 不活 性が増

強 され,SM, KM, VM, INH, Cycloserine, TB-1

の不活性化 には影響 を認め なかつた。

2)　 血清使用 の寒天培地で は,PASの 不活性化が

増強 され,SM, INH, VM, Sulfamethizolで は影

響 な く,KMで は軽度 であ るが減弱 を認 めた。

3) 保存全 血液使用 の寒天培地で は,血 清 使用の寒天

培地 とほ とん ど同 じ成績 を示 した。

4)　 4% NaOHで 処理 した ものを0.1cc接 種す る

3%小 川培地 と変法III Kirchner寒 天培地(血 清 な ら

びに全血液使用),お よび 中和 した材料 あるい は 前処理

しない材料 を接種す る1%小 川培地 とKirchner寒 天

培地(血 清 な らびに全血液 使用)と では,炭 末 の不活 性

化 に対す るPABAの 影響は,ほ とん ど同 じ傾向を示 し

た。

5)　 以上 の成績か らNorit Aを0.8%,PABAを

50γ/ccに 混入 した不活 性化培地 は,鶏 卵培地 と寒天培

地 とで多少差 があ るが,SMを10～100γ,PASを

100γ,INHを100～500γ,KMを10～100γ,V

Mを100γ,種 々のサル フ ァ剤 を500γ まで培地 内で

不 活性化 で きることが分かつた。

本研究 の一部は昭和35年7月,第8回 日本化学療

法学 会総 会の席上において発表 した。
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