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現在わ が国では結核菌 の薬剤感受性試験培地 として小

川 培地がもつ とも広 く用 いられ ているが,こ の培地にお

ける抗結核剤 と結核菌 との接触時間 と効果 との関係は薬

剤 の培地内での安定度 と絡んで試験結果を支配す る大 き

な因子である◎た とえぽ培地中の薬剤 の菌 に対す る決定

的な作用 が,比 較的短時間の うちに決 まるもので あれぽ,

薬剤濃度が菌接種後 にふ卵器中で徐 々に減 じても,そ の

ことは試験の最終結果 を左右す るにはいた らないで あろ

うし,逆 に抗菌 力の発揮に長い接触時 間を要す るもので

あれば,ふ 卵器 中での力価減少は,重 要 な意味 をもつ こ

とにな る。

この関係は さらに,抗 菌作用の内容が殺菌的か静菌的

かに よつて異なるであろ うし,ま た薬剤濃 度の如何 によ

つ ても同一ではない◎ これ らは結核菌の場 合ことに考慮

を要す る点である。

以上は きわめて重要 な問題で あるに もかかわらず,具

体的に検討 された報告はほ とんどみ られない。それ は理

想的な実験方法が見当たらないため と思われ る。著者 ら

は この問題の実際的な重要性 を考えて,2種 類の実験手

技か ら検討を試み一応 の結論 に達 した ので報告す る。

実 験 材 料

菌株:H37Rv,H37RvSM-R,BCG◎

培地:原 液に第1燐 酸 カ リを1%に 含有す る小川 鶏卵

培地。

薬剤:Dihydrostreptomycinsulfate(SMと 略),

isoniazid(INHと 略),PAS(Na塩)◎

実 験 方 法

薬 剤含有小川培地上に接種 された結核菌はそ こで薬 剤

と接触する と考 え,一 定時間経過後に,再 び この接 触環

愛か ら離 して薬剤 を含 まぬ小川培地に移 して集落 形成能

を しらぺ,集 落発生数 の変化を時間的に追求 し殺菌 力と

接触時間 との関係を検討 した。 しか し薬剤環境か ら菌を

離す ことは この よ うな固型培地の場合には理想的な方法

は考え られないので,次 の2つ の ことな る手段を用い,

そ の双方の成績か ら総合的に判断を下す ことに した。

1)全 培地乳剤稀釈法

対照 あるいは薬剤含有小川培地 上 にBCGを0.1伽8

(1獅g加 」菌液をo.1翅z)接 種 した。各薬剤濃度につき

必要数 の培地を用意 し,接 種直後お よび 日を追つて2本

ず つをつぶ して実験を行なつた◎ まず培地全体を抜き出

し,こ れ をホモジナイザ ーに移 して2%NaOHを1甥1.

さらに蒸溜水を10裾 加 えて均等乳剤 とした◎ 次 に 蒸

溜水 を用 いて10倍 稀 釈系列をつ く り,そ れ らを0.1甥 「

ず つ薬剤 を含 まぬ小川培地に接種 して,37℃4週 後の集

落 発生数 を観察 した。集落計数可能な稀釈度においては

被 検培地 に由来す る薬剤は問題 とな らぬ程度に稀釈され

るのがこの方法 の利点であ り,逆 算 して被検培地上の生.

菌数 を知 りうるわけであ る。

2)洗 出法

薬 剤含有培地 お よび対照培地をそれぞれ必要数用意 し.

H37Rv株 を10』4〃39一様に接 種 した。同時に,10-62勃9

まで稀 釈 して別 の対照培地 に接種 してそ のさいの接種生

菌数 を測定する◎ 一定 日数後,菌 接種培地上 に0.01%

TritonWR-1339溶 液1甥Zを 加 え,適 当に表面を流 し

つつ洗灘す る。培地3本 よりの洗灘 液を集め,さ らに蒸

溜水を用いて連続10倍 稀 釈を行なつて,こ れ ら を0.1

甥Zず つ対照小川培地に接種 し,発 生集落数 より被検培

地上の総生菌 数を逆 算 した◎

実 験 成 績

1)全 培地乳 剤稀 釈法

この方法 によつ て実験 を2回 行 ない,そ の成績をFig-

1お よびFig.2に 示 した。 第1実 験においては,SM

5魏09/拠z,INHo・025甥09ノ 甥1,PAso.25甥091甥Zに

Koomi KANAI, Shigehiro  OKAMOTO and Toyoho MUROHASHI (Department of Tuberculosis, 
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ついて検討 し,Fig・1に は乳剤 とした培地0.59中 に

含 まれ る生菌数 を示 した。 これに よつて小川培地上にお

いて上記薬 剤濃 度に接触 した菌が,1日,2日,3日,6

日および10日 後に どの程度に殺菌 され るかが 分 か る。

また10需 三甥8,10-3劉 諺9お よび10輸5り難9接 種4週 後の発

育所見をTable1に 示 した。 これはいわゆる発育阻止
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Table1、Growth-inhibitoryEffectofAnti-

tuberculousAgentsObservedatthe

EndofWeekIncubationat37。C

(ExtendedObservationofFxp。1)

Sizeof

三裁ocロ1um

(mg)

Growthatbelowイ 魏dicated
drugconcentration

珈 鵜i5轟mlil盟 躍5隅 欝

10一1

10一3

10層5

y

柵1*

帯

58

0

0

64

1

0

66

1

ゆNumberofco1ony .

効 果をみた もので,殺 菌効果 と静菌効 果 との双方 の総合

された結 果である。

さて菌i接種後10日 間において,対 照培 地 で は200倍

の菌数増加がみ られ たが,こ の間SM5郷8加z,INH

o.025獅 ご8加Zに おいては逆 に1/80,あ るいは1/40程 度

に菌数減 少を示 し,こ れ らの薬剤は この ような低濃度に

おいても殺菌作用を示す ことが証明 され た。 また この殺

菌 作用 は接触1日 間ですでに表現 され,3日 後にはそれ

ぞれその効果 を発揮 しつ くしてい る印象を与 える。 さら

に またこのまま培養を継続 して4週 後の発育阻止効果を

み ると,SMに つい てはわずか1コ の集落発生を,ま た

INHの 場合は63コ の集落発生を許 したにす ぎない。す

なわち接種後10日 以上では殺菌作用 は一層強 ま る か,

あるいは殺菌 されない菌 細胞に対 しても静菌作用の働い

ている可能性 が示唆 されてい る。他方PAso.25甥`8加Z

については図の示すご とく殺菌効果はみ られないが,表

に示 された発育阻 止効果 からみ て,こ の抗結核剤が静菌

作用を示 していることが分か る。

第2実 験 においては,sM50伽09加1,INH2.5翅09加z,

PAS25携og加zと 濃 度をあげ,前 と同一要領で検討 し

た。SM,INHは きわめて顕著な殺菌 力を発揮 し,10日

接 触後SMに よつては10万 分の1程 度 に,ま たINH

に よつては千分の1以 下に生菌数が減少 した。 これに対

してPAS25〃2ご91拠zと の接触に よつ ては,10日 後にわ

ずか10分 の1程 度に減 じたにす ぎない。SM,INHの

殺菌作用 は接触3日 に して すでに著 明であ り,約99%

の菌 を殺 してい るので,小 川 培地で のこれ ら薬剤の安定

度はさほど考慮せず とも,は じめの含有量に正確を期す

れぽ,実 験結果は動揺 しない と考えられ る。 これ と逆 の

事情 はPASに ついてい えるであろ う。

2)洗 出法

この方法 に関 しての最初の疑問は,接 種 された菌,あ

るいはその後増殖 した菌数の うち どの程度が回収 され る

か とい う点であつた。そ こで予備実験 と して,接 種生菌

数 の測定 と同時に,接 種直後に既述のごとき回収培養 を

試みた ところ2回 の成績は次の ごとくであつた。は じめ
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の実験では18×103の うち11×103,次 の実験 では17×

ユ02の うち13×102が 回収 された。 この程度 によ く回収

され,ま た前述の全培地乳剤 稀釈法 でみ られた よ うな傾

向 がここで も得 られる とすれぽ,こ の実験方法は十分に

目的 を達す るであ ろ う。そ こで本実験 を2回 行なつた。

第3実 験,第4実 験 としてその成績 をFig.3とFig.4

に示 した。

第3実 験においては,SMの1,2,4お よび8耀9加Z

について検討 し,接 触3日 お よび7日 後 の菌数について

追求 した。Fig.3に 示 した ようにSM1甥69加Zお よ

び2甥og1甥Zで は7日 後 も10分 の1に も菌数を 減 少 せ

しめ えないが,4獅09加zと なる と約100分 の1に 減 少

せ しめてい る。 この効 果はFig.1のSM5〃309加zの

効果 ときわめて近似の もの と考 えられ,検 査方法は異な

つて も,よ く殺菌 効果の実態を表現 しうる点で同一視で

きる。 また この洗出法の場合,菌 と同時に被検培地中の

薬剤が洗出 されないか とい う疑 問もあろ うが,単 に培地

表面を軽 く洗潅す るにす ぎず,培 地 内部か らの洗出効果

は考慮の外である。 しか も洗 出液を稀釈 して培養す ると

い う段階 を経 ているので,よ く第1実 験 と符合す る成績

が得 られ たもので あろ う。SM4甥09加Zの 効果はFig・

4に 示 した第4実 験で も再現 されてい る。 ここではINH

o.1甥09加zが3日 間の接触で100分 の1以 下 に 菌 数 を

減 少せ しめた が,こ れ はFig・1に おけ るINHO.025

伽σ9加Zの 効果 か らみても当然で あろ う。

ここで追加 したい点はFig.3で み られたSM1な い

し2翅og加zの 殺 菌効果は少な くとも この実験 での接触

期間では弱かつたが,4週 間その まま培養 を続けて発育

阻止効果をみ ると,1伽g1甥zで は対 照 の 約250分 の1

の菌が,ま た2〃30g加 」では3万 分の1の 菌が発育 した

にす ぎなかつた。 したがつてSM1な い し2甥09/摺 ∫と

い う濃度 も,7日 以上接触せ しめれば殺菌作用の強まる

可能性 もあろ うし,あ るいは殺 され ない菌 細胞にも静菌

的に働 き うる可能性 も考え られ る◎いずれにせ よこれら

の濃度はSMが 有効であ るぎ りぎ りの線 と考え られ る

ので,SMは 小川 培地添 加後37℃ に保持 されても比較

的安定であ るといえ よう。

考 察

一般細菌 の場 合と異な り,結 核菌の場 合には培養期間

が長いため,培 地に添加 された抗結核剤 の安定度は常に

われわれ の関心 の的 とな る。 同時にそれ ら薬剤 の抗結核

菌作用は一体 どの程度の接触時間 ののち に決定的,あ る

いは不可逆的な影響 力を及ぼすか とい う点 も現実的な問

題 とな る。 もち ろん抗菌力は菌の発育過程,生 理的条件,

培地環境,薬 剤 の種類 に よつ てまちまちで あろ うが,わ

れわれ にとつて もつ とも関係の深いSM,INH,PASと
　

い う薬剤 を小川鶏卵培地で,し か も発育阻止 の最低濃度

に近 い ところで検討 したところにこの実験 の意義 があ る

といえる◎耐性検査 とい う実際的 問題 とも絡 んで重要な

事 柄であ るにもかかわ らず,小 川培地上で の薬剤 の接触



期間 と効果 との関係はこれ までほ とん ど知 ら れ て い な

い・それは既述 のごとく,理 想的な実験 方法 がこのよ う

な固型培地では見当たらないためと思われ る。それな ら

ば次善の策をもつて しても検討すべきで あつ て,わ れわ

れは2種 類 の方法,す なわち全培地乳剤稀釈法 と洗出法

を考案 して実験 し,そ の成績がほぼ一致する ことか ら一

応の結論 を出し うると考えている。

SM,INHに 関 しては最低発育阻止濃 度をす こし上回

つた濃度において,か な り顕著な殺菌作用がみ られ,し

か もその効果は24時 間接触ですでに著明 で あ り,3日

に して効果は表現 しつ くされ る印象を受けた。 また数 日

間の接触 によつては殺菌効果の顕著でないSM1な い し

2mcg/mlと い う濃度 も,発 育阻止効果はかな り著 明 で

あるので,こ れ らの濃度におけ る静菌作用 とい う点に注

目すべきであ ろ う。そ してSMの 小川培地での 安 定 性

を問題 とすれば結局 この1な い し2mag/mJが37℃ に

おけ る培地 中ではた していつ まで もつか とい う点になる

であろ う。 なぜな らは じめ1mcg/mlで 発育阻止
,す な

わち静菌作用を受けていた菌は1mrg/ml以 下にSMの

力価が減少す るに及 んで再び増殖 を開始す ることは当然

考 えられることであ り,も しは じめの1mcglmlが その

まま維持され ていれば,発 育阻止濃度の判定において異

なる結果を来た しうるか らである。

このことは殺菌作用の著明に発揮 される濃 度での力価

減少とは比較 できないほ ど大きな意味を もつている
。事

実SM1な いし2mcg/mlと い う濃度においては,結 核

菌は対照培地におけるよ り発育集落数 が少ない とい うぼ

か りでな く,集 落を形成 して くる時期がずれ るとい う現

象があ り,こ の ことも静菌作用 と力価安 定度,そ れ に接

触時間の3者 よ りなる一つの総合的な結果であ る
。同様

の ことはINHに っ いてもいえる
。またPASに ついて

は本実験はその静菌性 が主体で あ り,殺 菌性 のきわめ て

乏 しい事実を証明 しているので,小 川培地中 に お け る

PASの 安定度 はことに重要であろ う
。

さてSMの 殺菌性についてはす でに多 くの報 告 が あ

り疑 う余地はな く,わ れわれ三)もかつ て報告 したが,わ

れわれの経験に比べ ると殺 菌効果 がきわめて弱い とい う

報告 もある。 たとえば,上 野2>に よるKirchner培 地を

用いた実験 はその代表的 なもの と考え られ るが,小 川培

地やSauton合 成培地が表面培養であるに反 し,Kirch-

ner培 地はいわゆ る深部培養で菌は液体培地の底に発育

す るので培養条件は明 らかに異 なつ ている。そ こで著者

らは抗結核 剤の殺菌性 と培地通気性,あ るいは酸素分圧

とい う点 にも視野 を広め,さ らに接 触時間 との関係 も含

めて次報 において検討を試み ることに した。

総 括

小川培地 でのSM,INH,PASの 抗結核菌力 と,菌 一薬

剤接触時間 との関係を,2種 類 の異な る実験手技 で検討

した ところその結果 はほぼ同一であつた。SMは4mcgl

ml,INHはo.1mcg/mlで 接触3日 間後す でに きわ め

て顕 著な殺菌 力を発揮 し,PASは 静菌作用 が主 で あ る

ことが証明 された。少な くとも小川 培地においては,発

育阻止試験 の結果 に影響す る菌一薬剤接触時間 と薬剤安

定性 との関係は,SM1な い し2mcg/mlの よ うな発育

阻止限界濃度での静菌作用 の場 合か,PASの ご と き本

質的に静菌的 な薬剤の場 合に問題 とな り,殺 菌濃 度にお

いては問題 とはな らない と考え られ る。
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  The in Vitro Effect of Antituberculous Agents in 
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Egg Medium . 

 Here in Japan, Ogawa glycerol egg medium is 

now most frequently used for drug-sensitivity test 

of tubercle bacilli . However, little information has 

been available concerning the relation between drug -

exposure time and antibacterial effect on this me -

dium. This problem is directly concerned with the 

stability of potency of antituberculous drugs
. In 

other words, if the decisive effect of test drugs is

exerted upon the bacilli more rapidly than the 

potency-decreasing rate of the drugs, there will be 
little obstacles in the test . If the reverse is the 
case, however, the test result might be altered more 

or less. This state of affairs will not be the same 

depending upon the nature of drug effect (bacteri-

cidal or bacteriostatic) and also upon the drug con-

centration. 

 The present authors examined the above problem 

using streptomycin (SM), isoniazid (INH), and PAS 

as test drugs. Namely, a time-course viabillity test 

was conducted by liberating the bacilli once inocu-

lated upon drug-contaning Ogawa megium slants and 

then by reinoculating then upon fresh drug-free



media. In this way, the bactericidal effect of the 

drugs was checked in relation to drug-exposure time. 

Two different methods were employed for liberation 

of the bacilli from drug envirorment. One of 

them was to homogenize the whole medium and 

dilute it by ten-fold steps so that the drug concen-

tration might be low enough and the bacillary num-

ber might be adequate for subsequent colonial count-

ing. The other method was to wash the surface 

of bacilli-inoculated media with a  O.  01 % solution of 

Triton WR-1339, and this washings and the serial 

ten-fold dilutions were used for viability test. 

  Fig. 1, 2, and Table 1 are the results according 

to the former technique and Fig. 3 and 4 are those 

according to the latter technique. Despite of the 

difference in technique, the results showed the same

tendency. Namely, SM in the concentration of 

4 mcg/ml and INH of 0.1 mcg/ml showed a marked 

bactericidal effect after only 3 day contact with 

bacilli inoculated onto Ogawa medium slants. On 

the other hand, the activity of PAS was proved 

mostly bacteriostatic. 

 The observations gave us a suggestion as follows . 
The relation between drug-exposure time and anti-

bacterial activity, which will be a factor in drug-

sensitivity test in association with the stability of 

drug potency, must be taken into our consideration 

especially concerning the bacteriostatic concentra-

tions of SM and INH or in the case of essentially 

bacteriostatic drugs such as PAS, but it is not so 

vital problem concerning the bactericidal concen-

tration of SM and INH.


