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緒 言

4,4'一一diisoamyloxythiocarbanilideは,チ オ ・尿 素 誘

導 体 の一 つ と してBuu-Hoi(1953)1)ら に よつ て初 め て

合 成 され た 抗 結 核 剤 で あ る。 最 初Mayer(1941)2)が 抗

ヵ ピ剤 の 中か ら抗 結 核 剤 の開 発 をは か り,チ オ 尿 素 誘 導

体 と くに1-sulfanily1-2-thioureaに 着 目 した 。 同 剤 は

Pichat3),Celice&Beudreauxs),Jouin&Buu-Hoi5)

ら に よ り人 結 核 症 に お い て もか な り効 果 あ る こ とが 認 め

られ た ◎1953年 にMayer一 門s)7)は チ オ尿 素 誘 導 体 の

合 成 とそ の抗 結 核 性 テ ス トを 広 汎 に再 開 し と くにthio-

carbanilide族 に 注 目す べ き成績 を 得 た 。同年Buu-Hoi

&Xuong1)は,Mayerら の成 績 を 確 認 した の ち彼 らも

ま た 多 くの 同系 化 合 物 の合 成 を す す め るに い た りそ れ ら

化 合 物 の 中 にIsoxy1が 加 え られ て い る。一 方,Mayer

らはthiocarbanilideの 研 究 に お い て,マ ウ ス(1954)8)

と くに モ ル モ ッ ト(1954)9)の 結 核 でSU1748(Isoxy1)

の 効 果 を 検 討 して い る が,SU1906や 他 の 合 成 剤 に 注 目

して 以 後 の 彼 らの 研究 対象 か らIsoxy1は 除 外 され て い

るolo)一一"12)

これ に 反 しBuu--Hoi(1954)13)はIsoxy1の マ ウス に

対 す る無 毒 性 を 確 か め た うえ,初 め て臨 床 に用 い ライ 患

者3例 の 治 療 で よい成 績 が 得 られ た と報 告 してい る。 彼

らは そ の 後 もK)一霊6)thiocarbanilide族 の 開発 を続 け てい

るが,最 近 再 びIsoxy1を 単 独 に と り上 げinvitroお よ

びinvivoの 抗 結 核 性 を 報 告17)し た ◎ そ の 後Freerksen

ら18)は 実 験 的 結 核 症 に 対 す るIsoxy1の 効 果 を報 告 し有

望 視 して い る◎

チ オ 尿 素 誘 導 体 の 研 究 は上 に述 べ た流 れ の ほか に第3

の グル ープ す な わ ち,Doubら(1958)19),Youmansら

(1958)oo)に よつ て 精 力 的 に進 め られ 彼 らは と くに4-(α 一

pyridy1)-4-is◎but◎xythi。ureaに 着 目 し,実 験 的 結 核

症 の 成 績 か らPASよ り優 れ て い る と期 待 したが ・ 臨 床

的には無効と判定されるにいたつている鋤～鋤◇

以上のごとくMayerに 始 まる抗結核剤としてのチオ

尿素誘導体の研究は多くの曲折を経て現在に及んでいる

が,い まなお抗結核剤としての評価が望まれているもの

の一つがIsoxy1で ある。われわれは本剤の分与を受け,

その抗結核作用をテス トする機会があつたので,こ こに

invitreの 成績を報告する。 なおinviv◎ の成績は賀

来%)が 他に報告する予定である。

実験材料および方法

1.使 用菌株:下 記の研究室保存株をいずれも1%小

川培地に10～11日 間培養して接種に用いた。

実験1;人 型H37Rv株(感 性),H37Rv-SM耐 性A

株(SM103mcg不 完全,500mcg完 全耐性)お よび

H37Rv-INH耐 性A株(INH10mcg不 完全耐性)◎

実験 皿;人 型H37Rv株,H3?Rv-SM耐 性B株(SM

103mcg完 全耐性),H37Rv-INH耐 性B株(INH50?ncg

完全耐性)お よび牛型Ravenel株(感 性)c

2.使 用培地:次 の3種 を用いた。1%小 川培地,1(ン

%馬 血清加Kirchner半 流動培地およびDubos液 体培

地(Tween80を 除 く)◎

3.Isoxyl含 有培地の作 り方:Is◎xy1は 分子量400

の 白色粉末結晶で水に不溶,ア ルコールに可溶,エ ーテ

ルに易溶である。 実験1で はTacquetら18)の 方法に準

じてIsoxy1の 稀釈液を作つたが実験皿では稀釈にすべ

てエタノールを用いた◎

実験1;Isoxy150m8を90%エ タノー一ル25mlに

37℃ 加温で溶解し2mg/mlと した。これを滅菌蒸溜水

で8倍 稀釈し250mcg/mlと し(白 濁を生ず),以 下逐

次,滅 菌蒸溜水を用いて所要培地濃度の25倍 濃度懸濁液

を調製した。1%小 川培地の場合は上記液をいずれ も培

地1/25量 ずつ原液に混入後,卵 液を加え分注,凝 固し

た。Kirchner半 流動培地およびDubos培 地 でほあらか
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Table1・Gr・wthInhibit・ryE仔ect・fIs・xylagainstTuber
c1ピ

BacilliH3?RvStrainandItsStreptomycin -Resistantand
Isoniazid-ResistaatVariants(Exp .1)

InoculumS
trai捻si

2e(甥8)
Mediu窺

Dmgconcentτatio勲(刃 κ8γ 溺1)

00.250.512 .5510

H37Rv

10一 重

Ogawa's4十n*n4十

Kirchneゼs4十4十4十4十

Dubos'4十4十4十4十

4十4十4十

4十3十2十

4十3十2十

1C3 Kirchner's

D積bos'

Ogawa's2十n.簸2十

2十2十2十2十

2十2十2十2十

2十2十2十

2十2十1十

2十2十1十

H3?Rv

SM-R(A)

10-1
Ogawa's4十nn4十

Kirchneゼs4十4十4十4十
Dubos'4十4十4十4十

4十4十4十

4十3十3十

3十3十1十

10-3

Ogawa's

Kirchner's

Dubos'

2十

2十
2十

n

2十

2十

n

2十

2十

2十

2十

2十

2十

2十

1十

2十

2十

1十

2十
2十

1十

所要濃度の50倍 系列を作つた、

これらエタノール溶液を実験1

場合と同じ操作で各種培地に培

地1/50量 ずつ加えてIs◎xy1含

有培地とした◎

4.菌 液の調製:水 晶球入 り

丸コルペン手振 り法により上記

培養菌から1獅8ゾ 携」菌浮游液

を作つた。

5.判 定:37℃3週 培養成績

で判定した◎

実 験 成 績

H37Rv
INH-R(A) 10{1

Ogawa's4十 難n4十

Kirchneゼs4十4十4十4十

Dubos'4十4十4十4十

4十4十4十

3十2十1十

3十3十 ±

Readi捻gsweremadeafterthreeweeksofi臓cubati◎ 登.

率獄翼 漁ottested 。

Table2。GrowthInhibitoryEffectofIsoxylagainstTubercle

BacilliH37RvStrai捻,ItsStreptomycin-Resistantand

Is◎niazid-ResistantVariants,andRave捻el

Strain(Exp.II)

Inoculum
Stτain

size(勉9)
Mediu搬

Dmgco臓ce薮tτatio職(款 解8ノ 規1)

00.250.512.551025

H37Rv

10…1

10-3

H37Rv

SM-R(B)

H3?Rv

江NH-R(B)

Ravene1

10峠 霊

10　 3

10…1

10　 3

10一1

10　 3

Ogawa's

Kirch嶽er's

Dubos'

Ogawa's
Kirchner's

Dubos'

Ogawa's

Kirchneτ's

Dub◎s'

Ogawa's

Kirchneガs

Dubos'

Ogawa's

Kirchner's

Dubos

Ogawa's

Kirch獄eゼs

Dubos'

4十4十4十4十4十4十4十

4十4十4十4十3十2十2十
4十4十4十4十4十3十1十

十つσ
Aり

《U

十

十

十

2

ウ
創
9
臼

2十・2十2十2十2十2十1十

2十2十2十1十3770

2十2十2十2十2十1十 〇

十

十

十

'4
4
4

4十4十4十4十4十4十4十

4十4十4十4十4十3十18

3十3十3十3十3十2十1十

十

十

十

2

2

2

2十2十2十2十2十2十2十

2十2十2十2十2十1十 〇
2十2十2十2十2十1十 土

十

十

十

4

」4
擁4

4十4十4十4十4十4十4十

4十4十4十4十3十2十 〇

4十4十4十4十3十2十1十

十

十

十

9
U
ウ
細
2

2十2十2十2十2十2十1十

2十2十2十2十1十1十 〇

2十2十2十2十1十1十 〇

Kirchneゼs4十n*3十3十3十2十 〇

Kirchneゼs2十n2十2十2十1十 〇

n

n

Readi鍛gsweremadeafterthreewe¢ks◎fi籠cub飢i◎ 登・

豆蝋謹nottested.

じめ 中 試 験 管 に5粥zず つ 分 注 した培 地 に1/25量 す なわ

ち0.2梛 ず つ 注 加 し所 要 濃 度 含有 培 地 と した◎

実 験 ∬;Is◎xy15獅8加Z-99・5%エ タ ノー ル溶 液 を作

り,こ れ よ り99.5%エ タ ノ ール を 用 い て階 段 稀 釈 し,

実験1;H37Rv株 とそのSM耐

性およびINH耐 性3株 を用い

てIsoxylの 発育阻止作用を検

討 した。培地に薬剤を含有させ

るさい,Isoxy12携9/携1一 エタ

ノール溶液より滅菌蒸溜水を用

いて階段稀釈液を作つたが,最

初の稀釈によつてすでに稀釈液

に白濁結晶を生ずるので出来あ

がった薬剤含有培地中のIsoxy1

濃度 にはかなりの不正確さが予

想される◎3週 培養の判定成績

を表1に 示す。

表に示したごとくIs◎xy1の

i簸vitro抗 菌力はかなり弱い◎

すなわち,1%小 川培地上では

10魏og加Zで も全く阻止作用が

みられず,Kirchner半 流動,

D疑b◎s培 地では5(2.5)～10

甥og/携zで 軽度ないし中等度の

阻止が認められるにとどまる。

SM,INHの 各耐性株も感性株

とおおよそ同じ感受性を示すと

思われたむ

実験1[:こ の実験では培地

混入用Isoxy1溶 液の調製に,

溶媒として純エタノールを用い

階段稀釈にもすべてエタノール

を使用した。したがつて薬剤含

有培地中のIs◎xy1濃 度は実験

1に 比し正確であるが,約2%

の エ タ ノ ール が培 地 に混 入 して い る◇

H37Rv,H37Rv-SM耐 性B,H37Rv-INH耐 性B株 な

らび に人 型Ravene1椥 こ対 す るIs◎xy1の 阻 止 作用 を3

週 で 判 定 した成 績 が表2で あ る◎
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Table3.EstimatedNumberofViableCellsperMilligram

ofBacteriuminBacterialSuspensionsUsedin

ExperimentIandII

Contro1宏 臓ediu斑 賢sed

結 核 第38巻 第2号

Exp.

1

皿

Bacterialsuspe簸sio無

(Stra三n)Ogawa's

H37Rv
H37RvSM-R(A)
H37RvINH-R(A)

局
働
照
収
溢

-

v

v

v

鵬

R

R

R

鴨

37

37

39

a

H

H

H

R

3.5×106

6.5×106

10,5×106

6×106

15×106

5×106

n

Kirch簸er,s

7×106

9×106

n

3,5×106

22×106

15×106

12.7×105

"Kirch難er's
・with2%
87ethano1

*n

n

n

8×106

28.5×106

10×106

n

訟*雛nottested.

Table4.InfluenceofInitialpH◎nGrowthofTubercle

BacilliH37RvStraininKirchner'sSemiliquid

MediumwithandwithoutIsoxy1

Inoculum

s至ze(甥8)

10一3

10-5

10一6

Initialplヨ 【、

of

mediu】m

Drugconce蹴ratio塁(槻49/〃zJ)

{00.250。512.551025

8

Q
》

の0

鉾D

n6

Q
》

んり

5

8

9

ハ◎
F◎

2十n*nn21十185。7

(2十)n(2十)(2十)(2十)(1十)(土)(0)

1十nnn5.31.300

(1+)n(土)(0)(0)(0)(0)(0)

n

n

n

n

7

)

a

⑩

1 n

n

n n n

n

n

n

Readingsweremadeafterthreeweeksofi臓cubatio臓 三簸pH6.8

mediumandafterfourweeksofincubation(pare斌hesized)i鉄

pH5。9n慧edium.

額零瓢nottested.

実験1に おけると同じくIsoxy1のinvitro抗 菌力は1

%小 川培地では25耀9/裾 までほとんど認められない¢

Kirchner半 流動およびDubos培 地では5～10携 ¢9/伽z

で軽度ないし中等度の阻止,25〃 κ8伽Zで はじめて高度

ない し完全阻止がみられる。用いた菌株間の感受性差は

著明でない。ただ牛型Ravene1株 はKirchner半 流動

培地で10〃 多08加1に よる完全阻止をうけ他の菌株 に比

しやや感受性が強 く現われているが,表3に 示す ごとく

接種生菌数が他に較べてやや少ないので断言できない◎

表3は 両実験に用いた各菌液の生菌単位(V.U4犠9)

を対照培地を用いて求めた成績であるが,実 験 皿におけ

るエタノール混入(2%)の 影響は少なくとも生菌数推

定に関するかぎり無視 しうることが分かる。ただ し菌の

発育速度をかな り抑制する◎

考 察

Isoxy1のinvitro抗 菌 力 に つ い て記 載 が あ る のは,

Tacquetら18)の 報 告の み で あ るが,彼 らの成 績 の与 え る

印 象 は,以 上 述 べ た わ れ わ れ の 成績 と著 し く異 なつ てい

る 。 彼 らの 成 績 に よ る とDub。s液 体 培 地(Tween80を

除 く)で は,保 存 株 のH37Rv,BCGお よびRavenel

(い ず れ も感 性 な らび にINH耐 性 株)を1/2×10禰3辮8

i接種 した場合,o.5～1甥09/甥zで 発育阻止

がみられ,ま た患者からの分離菌69株 を

1/2×10一肋9接 種 した場合2伽 《19/粥zに発

育しえたのは約1/7す なわち10株 に とど

まり,5甥og加Zで は全株が発育阻止され

たと述べている◎

これに反しわれわれの場合は,少 量接種

量10一3〃38,大 量10%π8で いずれも彼 ら

の2倍 量ではあるが最小発育 阻止濃度 は

25勉 ¢g加zあ るいは>25郷g加zで あり,

阻止力の表現に大きな差がみられる。この

差がいかなる原因に基づ くか2,3の 考察

を加えたい。

i)判 定をわれわれは各培地とも3週 で

行なつたがTacquetら は2週 で行なつて

いる。培養2週 は対照培地における菌の増

殖がまだ盛んに営まれている時期でわれわ

れは培養3週 を判定時期に選んだ。この1

週 間の差が発育の読みに大きな影響を与え

るだろうと推定される。ことにTacquetら

が報告の中で,Isoxy1の 培地中力価は37

℃1週 間の保存で約1110に 減 弱するとし

ているがこれが正 しいとすれぽ上の推定は

より確かと思われる◎次に

ii)接 種菌量であるが,大 量接種のさい

は一般に最小阻止濃度は高い値をとる◎こ

の場合,接 種生菌数も菌量@9)に 劣 らず重要な要因で

あるが彼らの報告にはTween-albumin液 体培地の10

日菌を用いたとあるのみで生菌単位の明記がなくわれわ

れの成績と直接比較 しがたい◎

iii)Isoxy1の 抗菌力に影響する因子の一つ として彼ら

は培地pHを あげている◎Dubos液 体 培地(Twee漁80}

を除 く)に おけるH3?Rv株 に対するIsoxy1の 抗菌力

は,pH6.3～6.8～7.0で もつとも弱く,pH5.9お よび

pH7.5で もつとも強 く現われたと述べている。 しかし

後者2つ のpHは 結核菌発育に不利な条件であり彼 らの

ごとく2週 培養で判定すれば当然最小阻止濃度は低い値

を示すはずである◎この点を確かめるためわれわれは,

Kirch難er半 流動培地のpHを5.9お よび6.8の2点

に選びH3?Rv株 に対するIsoxy1の 抗菌力をしらべた

(表4)。 表 に明らかなごとく,pH5.9の 対照培地では.

菌 の発育がきわめて悪 く4週 培養で判定 してもなおPE

6・8対 照培地の3週 成績に較ぺて劣つている。このこと

は菌の発育を抑制 した状態で抗菌力の強弱を推論するの

は不当であることを示 している◎

iv)培 地 の種類について一 言す ると,Tacquetら は

H37Rv(1/2×10-37π9)を 接種 培養 したさい,血 液 加

Youm鋤s培 地では5〃3¢9/〃31,Dubos培 地 ではo .5



meg/mlで 発育が阻止されたが,L6wenstein培 地 では

10mcg/mlで も阻止されなかつたと述べている
。われわ

れの3週 判定成績でも小川培地では明らかに阻止作用が

弱 く・卵培地に関するかぎり同じ傾向が認めれた。

以上の考察か らTacquetら とわれわれの成績の相違

は・主 として判定時期の違いにも基づき,さ らに接種菌

量(あ るいは菌数)の 差も関与しているのではないかと

推定される。

結 論

人型結核菌H3?Rv株 な らびにそのSMお よびINH

耐性株,ま た一部実験に牛型Ravenel株 を用いてIsoxyl

のinvitro発 育阻止作用を調べた。3週 判定で1%小

川培地の場合は25mcg/mlま でほとんど阻止作用が認

められず・Kirchner半 流動培地およびDubos液 体培地

(Tween80を 含 まず)で は5～10mcg/mlで 軽度ない

し中等度の阻止,25mcg/mlで 初めて強度ないし完全阻

止が認められた。用いた菌株間の感受性差は著明でない。

以上要約すれば,Isoxy1のinvitro抗 結核作用は弱

いと結論される。

終 りに御校閲下さつた室橋部長ならびにDisoxy1を 分

与された明治製菓株式会社に感謝する。
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 Growth inhibitory effect of Isoxyl was observed 

in vitro using human strain  H37Rv, its variants 

resistant to streptomycin or isoniazid, and bovine



strain Ravenel. Three types of media were used  : 

Ogawa egg medium, Kirchner semisolid medium 

with 10% horse serum added, and Dubos liquid 

medium without Tween 80. The drug concentrations 

incorporated in these media were 0,  O.  25, O. 5, 1, 

2. 5, 5, 10, and 25 mcg per:ml, respectively. Bacterial 

suspension was prepared from 10- to 11-day-old cu-

lture grown on Ogawa egg medium and the inocu-

lation was made in large and small amounts, 10-1 

mg and 10-3 mg. Growth recording was made on 

the twenty-first day of incubation at 37°C. 

 The result was as follows :

 In the case of Ogawa egg medium, there was no 

growth inhibition even in the presence of 25 mcg per 

ml of the drug. In both Kirchner semi-solid medium 

and Dubos liquid medium, slight to moderate inhi-

bition was recognized at the concentrations of 5 and 

10 mcg per ml and marked or complete inhibition 

in the presence of 25 mcg per ml of Isoxyl. There 

was no definite difference among the six strains 

tested with respect to susceptibility to the drug. 

 In short, the in vitro activity of Isoxyl against 

tubercle bacilli was considered to be less striking.


