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Dextro-2,2'-(ethylenediimino)-di-1-butanolの 抗 結 核 作 用

第1報　 抗菌力,耐 性上昇お よび他剤併用効果
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ANTITUBERCULOSIS ACTIVITY OF DEXTRO-2, 2'-(ETHYLENE

-DIIMINO)—DI-1—BUTANOL (ETHAMBUTOL)(I)

Eigord MORIYAMA*

(Received for publication February 3, 1964)

1) The bacteriostatic effect of ethambutol againsttubercle bacilli wasstudied with H37R 

and its resistant variants to streptomycin, isoniazid, PAS or kanamycin, and with H2 and 

freshly isolated strains from tuberculosis patients which had different sensitivity to other 

antituberculous drugs. The minimal inhibiting concentrations of ethambutol were2.5 to 10 

mcg/ml with Ogawa's egg media and incubation time of 4 weeks,2.5 to 5.0mcg/ml with Dubos' 

liquid media and 2 weeks, and 10.0 mcg/ml with Kirchner's semi-solid agar media and 3 weeks.

2) The addition of PAS, ethionamide, streptomycin or kanamycin to ethambutol did not 

show any substantial enhancement of the antimycobacterial activity of the latter drug against 

H37Rv and H2 strains in semi-solid media.

3) Albino dd/y male mice weighing approximately 20 gm. were infected intravenously 

withH37Rv strain. They were divided into four groups of nine each, the three groups which 

were respectively treated with daily subcutaneous injection of 1 mg. and 2 mg. of ethambutol, 

and of 0.02 mg. of isoniazid and the last group of which was set to the control. The treat

ments were started on the next day of infection and continued for twenty days. Three animals in 

each group were sacrificed three, seven and fourteen days after the last injection. The thera

peutic effects were evaluated by the comparison of the viable units which were obtained by the 
cultivation of tubercle bacilli from the lungs and spleens of the animals.

Three days after termination of the treatments, tubercle bacilli were not cultivated from 

all animals except for the untreated control. On the seventh and fourteenth days viable bacilli 

were detected even from the organs of treated animals. The suppressive effect against tuber

cle bacilli in organs was observed in mice daily treated with 1 mg. of ethambutol to the same 

extent as in those treated with 0.02mg. of isoniazid.

4) The development of resistance to ethambutol was observed in vitro by the step-by- 

step method transferring the bacilli on Ogawa's egg media every four weeks. After seven 

transfers a resistant population of H37Rv to 10 mcg/ml of ethambutol was obtained in 10%, 

but any resistant to a higher concentration of the drug was not detected.

A strain resistant to 100mcg/ml. of isoniazid wastransferred every two weeks to Dubos' 

liquid media containing 1 mcg/ml of ethambutol. After four trasfers, the resistant popu

lation to 100mcg/ml of isoniazid disappeared.

*From 1st Department of Internal Medicine , School of Medicine, Kumamoto University, Honjo-machi, Kuma
moto-city, Japan.
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緒 言

American Cyanamid Company のLederle Laborato-

ries Divisionの 研 究 陣1)は,研 究 の 結 果2,2'-(ethyle-

nediimino)-di-1-butanol,こ とに そ のD体(Ethambu-

tol,以 下EBと 略)が,試 験 管 内 お よび マ ウス を 用 い

た 動 物 実 験 に よっ て強 力 な抗 結 核 作用 を有 す る こ とを報

告 した 。 続 い てKarlson 2)3)に よっ て,同 様 に試 験 管 内

に お け る有 効 性 お よび モ ル モ ッ トの実 験 的結 核 症 に対 し

て も治 療効 果 の あ る こ とが証 明 さ れた 。

本邦 において も,す でに堂野前,伊 藤 ら4)5)が試験 管

内抗菌力,動 物実験,さ らに臨床投与成績について追試

検 討を行ない,有 用な抗 結核 剤 として期待で きる成績を

報 告 してい る。

私 もEBに ついてその抗結核菌作用,結 核 菌 のEB耐

性上昇を検討す る とともに,他 剤 との併用効果について

実験的研究を行 な う機会を得た ので,そ の成績を報告す

る。

実験材料および方法

1)　 試験管内実験

使用菌株は実験成績の項に記載した。

使用培地と培養条件:

1) EBの 発育阻止 力1%小 川培地-4週 培養後

判定。Dubos液 体培地-2週 培養 後判定 。Kirchner半

流動寒天培地-3週 培養後判定。培養 は37℃ で,小 川

培地 お よび10%馬 血 清加Kirchner半 流動寒天培 地 は

判 定 まで静置 し,Dubos液 体培地 は毎 日1回 振盪 した。

2)　 耐 性上昇1%小 川培地を用いて,EB最 高濃

度含有培地に発育 した菌を次代に接種 し,耐 性分布を検

討す る4週 間隔増量継代法 と,Dubos液 体培地7日 培養

菌 をEB 1mcg/ml含 有Dubos液 体培地 に接種 した も

のを初代 とし,2週 間隔で継代す る恒量継代法 によ り,

後 者につ いては各代 ご とに小川培地上で耐性分布を検 し

た。

3)　 他剤併用効果Kirchner半 流動寒天培地 を用

いて,EBとPAS,TH, SM, KMの それ ぞれを併用

した場 合の発育阻止 力を検討 した。INHと の併用 につ

いて は次報に報告す る。

II)　 動 物実験

体 重20g前 後の36匹 のdd系 雄性 マウスに 人 型 結

核 菌H37Rv株 の 湿菌量10-3mg(65v.u.)を 尾 静 脈

内接種 し,こ れ を1群9匹 宛の4群 に分 かち,3群 を

EB 1mglmouse/day,EB 2mg/mouse/dayお よびINH

 0.02mg/mouse/dayに よっ て治療 し,1群 を無治療対照

とした。治療 は感染翌 日よ り20日 間皮下注射に よ り行

なった。 治療終 了後3日,7日,14日 に各群 よ り3匹

宛屠殺 し,肺 お よび脾の全臓器を乳鉢で 磨 砕 し て1%

 NaOH液 を加えて100mg/mlの 乳剤 とし,蒸 溜水で10

倍階段稀釈 して1%小 川培地 に接 種 し,37℃ に4週 間

培養 した後発生集落数を算えて 臓 器10mg中 の生菌数

を算定 した。

実 験 成 績

1) EBの 試験管 内発育阻止 力

教 室保存人型結核菌株-H2, H37Rv, H37Rv株 のINH.

 PAS. SM. KMの おのおの100mcg/ml完 全耐性株,

お よび肺 結核 患者 より分離 した沢 田株(INH 5, SM 10

mcg/ml完 全耐性),増 田株(INH 100, SM100, PAS

5mcg/ml完 全耐性)の 各Dubos液 体培地7日 培 養 菌

液(濁 度判定に よ りお よ そ1～5mg/ml)の0.1mlを

各培地に接種 した。発育阻止 力は表1に 示す ご とく,1

%小 川培地では2.5～10mcg/ml,Dubos液 体 培 地 で

2.5～5mcg/ml,Kirchner半 流動寒天 培 地 で は10≦

mcg/mlの 最小発育阻止濃度(MIC)を 示 した。 さ ら

に肺結核患 者 より分離 した既存 の薬剤 に種 々の耐性度 を

有す る15株 を含む28菌 株 を,ガ ラス玉 入 り丸 コル ベ ン

を用 い手振法 で調整 した1～5mg/ml菌 液 の0.1mlを

1%小 川培地 に接 種 した。成績 は表2に 示す ご とくいず

れ の菌株 もEB 1～5mcg/mlで 発 育 を阻 止 され,2.5

mc8/mlのMICを 示す 菌株 が もっ とも多かった。 す

なわ ち既 存の抗結核剤(INH・PAS・TH.SM・KM)

に耐性 の菌株に対 して も,感 性株に対す ると同等 の発育

阻止を示 しこれ らと交叉耐性 を認めなかった。

2)　 マウス実験的結核症 に対す る治療効果

成績 は図1に 示 した。治療終 了後3日 目で は無治療対

照群 で相当の生菌数を認 めたが,各 治療群 では ともにほ

とん ど生菌を分離 できなかった。 しかし治 療終了後7日

目では各治療群の生菌数 の増加があ り,治 療 終 了 後14

日目では無治療対照群 と近似の生菌数を認めた。す なわ

ちINH 0.02mg/mouse/day とEB 1mg/mouse/dayの

治療効果がほぼ匹敵 し,治 療20日 間では治療終 了後 臓

器 内生菌数は増加 した。

3)　 耐性上昇

増量継代法で はH37Rv株 にっいて7代 まで検討 し,

図2の ごとき成績であった。7代 目でEB 10mcg/mlに

耐性の菌を10%に 認 めたが,3代 目まではほ と ん ど耐

性分布に変動を認 めず,4代 目よ り5mcg/mlに 耐性 の

菌が出現 し,6代 目まで5mcg/ml耐 性菌が次第 に増加

して,7代 目では じめて10mcg/mlに 発育す る菌 が 出

現 した。

恒量継代 ではH37Rv株 とH37RvR-INH株 について

検討 した。H37Rv株 につ い て の成績 は 表3に 示 す ご

とく,EB 1mcg/ml作 用4代 までは薬 剤非添加 の対,照

と有意 の差が なかった。 しか しH37RvR-INH株 につ い

ては表4に 示す成績 の ご と く,EB 1mcg/ml作 用4代
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Table 1. Growth Inhibitory Effect of EB agianst Various 

Strains of Tubercle Bacilli in Vitro

Tabe 2. Growth Inhibitory Action of EB against Freshly

 Isolated Strains of Tubercle Bacilli
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Fig. 1. Effect of EB on Survival of Tubercle Bacilli in Lungs and Spleens of Experimental 

Tuberculosis in Mice Infected Intravenously with H37Rv Strain

Fig. 2. Increasing Pattern of Resistance of H37Rv

 Strain to EB by Step-by-Step Method

Table 3. EB Resistant Population in H37Rv Transferred Fortnightly in
 Dubos' Liquid Media Containing 1 mcg/ml of EB

.
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Table 4. EB Resistant Population in I137Rv R-INH Strain Transferred Fortnightly in

 Dubos' Liquid Media Containing 1 mcg/ml of EB

Table 5. Growth Inhibitory Effect of EB Combined with Other Antituberculous

 Agents against H2 Strain in Kirchner' Semi-Solid Agar Media

Symbols in the table are the same as those in Table 1.

Table 6. Growth Inhibitory Effect of EB Combined with Other Antituberculous

 Agents against H37Rv Strain in Kirchner's Semi-Solid Agar Media

でEB耐 性上 昇の傾 向があ り8mcg/mlに 発育 す る菌

1が出現 した。 同時 にINHに 対す る耐性個体 の推移 を追

及 す る と,4代 後にINH 100mcg/ml耐 性個体 が 減 少

す る傾向を認めた。

いずれ の方法に して も,数 代 の継代ではEB高 濃 度耐

性 菌 を分離す ることはで きなかった。

4)　 他剤併用効果

人 型 結 核 菌H2株 お よびH37Rv株 を 用 い,Kirchner

半流動寒天培地5mlに10-1mgの 大量 の菌 を 接 種 し

た。成績は表5,6に 示 した ごとく,H2株 で はSMお

よびKMと の間に,H37Rv株 ではPAS・TH・SM・

KMと の問に多少の協 力作用 が うか がわれ はした が,い

ず れ も明らかでなかった。す なわ ちEBは これ らの薬剤

と併用 して も著 し く抗菌 力を上昇せ しめ るとは認めえな

かっ た。
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総括ならびに考察

試験管 内で のEBの 抗菌 力は,接 種菌量 が多かった た

めか小川培地お よびDubos液 体培地で2.5～5mcg/ml

のMICを 示 し,DL体 を 用いた伊 藤 ら5)の 成績 と同

程度で あった。肺結核患者 より分離 した種 々の菌株 に対

しては1%小 川培地で2.5mcg/mlのMICを 示 した

菌株が多かつたが,Karlson3)のProskauer-Beck卵 黄

培地で の1～5mcg/mlと ほぼ一致 す る成績であ り,ま

た1%小 川培地 上で検 した山本 ら6)の成績 も同様であっ

た。 しか し10%馬 血清加Kirchner半 流動 寒天培地 で

は10≦mcg/mlと ややMICの 上 昇がみ られた。10%

アルブ ミン(栄 研)加Kirchner液 体培地で再検討 す る

と,H37Rv株 は10-1mg大 量菌接 種で2mcg/mlま で,

10-3mg小 量菌接種で0.5mcg/mlま で発育を示 したに

す ぎなかった。お そらく培地に よって抗菌力 の差があ る

もの と考え る。

マウス実験的結核症において,感 染翌 日よ り治療 し,

臓器 内で の生菌数 の 追及に よって,EBの 抗結核作用

を検討 した成績 は,INH 0.02mg/mouse/dayとEB 1

mg/mouse/dayが ほぼ匹敵す る成績 であっ た。延命効果

より判定 した マウス実験的結核症 に対す る治療成績 は,

山本 ら6)はEB 20mcg/gがINH 1mcg/gに ほぼ匹敵

す る効果を示 した と報 告 してい るが,伊 藤 ら5)の成績 で

はEBとINHと の比が50:1で 私 の成績 と一致 してい

る。 しか しINHの100倍 量 を投与 した 治療で も,20日

間 の治療終 了後再 び臓器 内生菌数 の増加 を認 めた こ とは,

EBの 殺菌作用の弱い ことを意味す るもの と考 え る。

EB耐 性上昇については,Thomasら1)はH37Rv株 に

つ いてSauton培 地を用い8代 継代 して も耐 性度は変わ

らなかった と報告 してい るが,伊 藤 ら5)はDubos液 体培

地 でH37Rv株 を2週 ご と増量継代 して6代 目で6.25

mcg/mlま での発育を認 めたにす ぎない といい,山本 ら6)

はKirchner液 体培地 でH37Rv株 を2週 間隔で増量継代

を行ない,耐 性は2代 目よ り5mcg/mlに 上昇 し,4代

目以降 は10mcg/mlの 耐 性を示 した が6代 後 に も20

mcg/mlの 耐性菌は認め られなかった と報 告 してい る。

本実験 で も恒量継代4代 目まで著 明な耐性上昇を認めず,

増量継代7代 目では じめて10mcg/mlに 発育す る 菌 を

認 めたにす ぎなかった。 したがっ てEB高 濃度耐性菌 の

分離 は容易 でない もの と思われ る。

他剤併用効果 について は,伊 藤 ら5)がDubos半 流動

寒 天培地 で検 討 してい るが,著 明な協 力作用 を認 めてお

らず,Kirchner半 流動寒 天培地 を用 いた本実験 の成績

と一致 してい る。

以上 の成績 か らEBは 第一級 の抗結核剤 とは言 いえな

いが,既 存の抗結核剤 と交 叉耐性 を示 さず,二 次抗結核

薬 として有 用 と考え る。

結 論

EBの 抗結核 作用 を検 討 し次の成績を得た。

1) EBは 教室保存 の人型結核 菌H37Rv株 お よびH2

株に対 し1%小 川培地,Dubos液 体培地,Kirchner半

流動 寒 天 培 地 の各 培 地 に て2.5～10mcg/mlのMIC

を示 し,ま たINH・PAS・SM・KMに それぞれ耐性 を

有す るH37Rv株 に対 して も,感 性株 と同等 に発育 を阻

止 し交 叉耐性 を示 さなかつた。 また肺結核患者 より分離

した既存 の薬剤 に種 々の感 受性を有す る30株 の 結 核 菌

に対 して も,1%小 川培地 で1～5mcg/mlのMICを

示 し,大 部分 の菌株 の発育 を2.5mcg/mlで 阻止 した。

2)マ ウス実験的結核症 に対す る治療 効 果 は,EB 1

mg/mouse/dayがINH 0.02mg/mouse/dayと ほぼ匹敵

す る成 績であった。 しか し治療終了後7日,14日 目に は

再び臓 器内生菌数の増加を認 めた。

3) EB耐 性上 昇は2週 間隔恒 量継代4代 目まで は認

め られず,4週 間隔増 量 継 代7代 目で10mcg/mlに 発

育す る菌を10%に 認めたにす ぎなかった。

4)　 試験管 内で の感性菌H37Rv株 お よびH2株 に対

す るEBとPAS, TH, SMお よびKMと の併用 では。

拮抗作用 も著 明な協 力作用 も認 め得 なかった。

稿を終わるに臨み,終 始御懇篤なる御指導御鞭撻を賜

わり,御校閲いただいた恩師河盛勇造教授に心から感謝

の意を表します。

また薬剤 の供与を受けた 日本Lederle社 に 謝 意 を 表

します。

本論文 の一部 の要 旨は,第14回 日本結核病学会九蝿

地方会総会 において発表 した。
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