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INH耐 性結核 菌 に対す る1314ThとINH併 用効果

についての実験的研究

第2報　 マウス実験結核症に対す る併用効果

野 崎 昭 雄

東京医科歯科大学第二内科(指 導 大淵重敬教授)
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EXPERIMENTAL STUDIES ON EFFECT OF COMBINED USE OF 

 1314Th AND INH TO INH-RESISTANT TUBERCLE BACILLI

2. Combination effect in the experimental tuberculosis of mice

Teruo NOZAKI*

(Received for publication March 13, 1964)

Using CF #1 male mice infected with 50ƒÁ/ml-INH-resistant H37Rv, the author examined the 

effect of combined use of 1314 Th and INH to INH-resistant tubercle bacilli .

Mice were divided in the following five groups.

Group 1: No treatment.

Group 2:Treated with 500ƒÁ of INH every day.

Group 3:Treated with 500ƒÁ of 1314Th every day.

Group 4: Treated with 500ƒÁ of 1314Th and 100ƒÁ of INH every day .

Group 5: Treated with 500ƒÁ of 1314Th and 500ƒÁ of INH every day .

Consequently, the tuberculous involvement of the fifth group was the slightest both in the 

number of viable units recovered from the lung and in the histological findings . There was 

observed no significant difference between the third and the fourth group .

These results in vivo are quite in agreement with those in vitro described in the author's 

first report. Thus the effect of 1314Th is enhanced by the combination with INH
, even in the 

case of INH-resistant tubercle bacilli.

* From Second Department of Internal Medicine
, Tokyo Medical and Dental University,

 School of Medicine.

緒 言

INH耐 性菌を有す る肺結核患者に対 し,1314Th(以

下TH)にINHを あえて併用す るこ とは,TH, KM, CS

併用 に劣 らぬ好成績 を得 る とい う著者 の教室 における臨

床的 な経験に基づいて,INH耐 性菌 に対す るTHとINH

の併用効果 とその作用機序 をin vitroに おいて証 明す

るこ とを試 み,第1報1)に おいて報告 した。それ に よれ

ば,Dubos液 体培地,Kirchner液 体培地 および小川式

直立拡散 法を応用 した方法に よるいず れ の場 合 で も,

INH耐 性菌 に対 して,THとINHを 併用 して,TH単 独

以上の効果が認め られた。 その作用 機序 としては,TH

に接 触す ることに よつて,結 核菌 のINHに 対す る耐 性

度が減弱 して くる事実 も認め られたが,そ の他に,そ れ

ぞれ単 独では十分な静菌効果が得 られない程度 のTHと

INHが 共存す るこ とに よつて十分な静菌作用を示 す よう

にな る可能性 も考え られた。

いずれに して も,著 者 の教室 において,臨 床 的に経 験

したINH耐 性菌に対するTHとINHの 併用 による併用

効果2)3)を,in vitroの 実験で も確認 しえたので,そ の
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後著者 はさ らに,INH耐 性菌感染 によるマウス実験結核

症 に対 して,同 様な効果が 認め られるか どうかを追求 し

た 。以下その成績について述べ る。

実 験 方 法

1.　 実験動物

均一系マ ウスであ るCF #1系(実 験動物中央研究所

産)の 生後42～44日 の雄70匹 を使用 した。平均体重は

259で あつた。

飼育は小麦 と,砕 いた煮干を10:1の 割合に混ぜて与

え,飼 料 も水 も制限せず任意 の量 だけ摂 取せ しめた。

2.　 接種菌株 お よび感染方法

接 種菌 は結 核予防会結核研究所 よ り分与 されたH37Rv

-INH 50γ/ml完 全耐性菌を用 いた。接種菌液 の調整は,

あ らか じめINH 50γ/ml含 有 の3%小 川培地 にて,2

週 間培養 した新鮮菌を用いて,グ ラスホモジナイザ ーに

よ り生理食塩水にて均等化 し,Optical Dencityが610

mμ で0.1に な るよ うに稀釈 し,そ の0.2mlず つを全

マウスの腹腔 内に接種 した。

この調整 された菌液0.2ml中 には,定 量培養に よ り,

46×104の 生菌 数を確認 した。なお結核菌接種に先立ち,

前処置 として水性 ペニシ リン300単 位ずつを背部皮下に

注射 した。

3.　 薬剤投与方 法

菌接 種 後2週 間 は無治療のまま観 察 し,2週 経過 後に

5匹 を屠殺 し,その後次の5群 に分けて治療を開始 した。

す なわち

第1群:対 照群(無 治療)

第2群:INH500γ 単 独連 日群

第3群:TH500γ 単独連 日群

第4群:TH500γ+INH100γ 併用連 日群

第5群:TH500γ+INH500γ 併用連 日群

と した。

なおINHは 市販 の注射液か ら生理食塩水で無菌的に

稀 釈 して,0.2ml中 にINH 100γ および500γ を含有

す るように調整 し,こ れを背部皮下 に注射 した。

またTHは,あ らか じめ一定量を計つて,100%エ チ

ルアル コールで溶解 し,こ れを 多数 の小試験 管に一定量

ず つ分注 してか ら沸騰水 中 に て アル コール を蒸発 せし

め,こ れを無菌的に保存 しておいて,使 用時に1mlの

プ ロピ レング リコールにて温めなが ら溶解せ しめたのち

さ らに生理食塩水を用いて0.2ml中 に500γ を含む よ

うに稀釈 して,こ の0.2mlず つをマ ウスの腹腔 内に注

射 した。 この方法に よれば,連 日の注射液 の調整が きわ

め て容易 に行 なえる。

4.　 観 察方法

菌接種 後2週 目に5匹 を屠殺 し,以 後治療3週 目およ

び6週 目に各群 か らそれぞれ5匹 ず つ断頭 屠殺 し,剖 検

した。

これ らの各 マウスについては,脳 も含めて,全 身各臓

器 の肉眼的所見 の観 察のほか,左 肺 よ りの肺 内結核菌 の

生菌数 の定量培養 と,右 肺,肝,脾,腎,心 についての

ヘ マ トキシ リン ・エオジン染色を行 なつ て各群 の治療効

果 を比較 した。

左肺 か らの結核菌 定量培 養は,ま ず トージ ョンバ ラン

スでmg単 位 まで正確 に重量 を測定 し,グ ラスホモジナ

イザーに入れ て,ユ9倍 量 の1%NaOHを 加えて20倍 に

稀 釈 し,十 分 均等に摩滅せ しめ,こ の液か らさ らに1%

NaOHで200倍,2,000倍 稀釈 まで作 り,こ の3段 階

に稀 釈 された臓器均等液を,お のおの3本 ずつ合計9本

の3%小 川培地に,ミ クロ ピペ ッ トを 用 い て0・1ml

ずつ正 確に定量培養 した。

しか して,も つ とも100コ ロニーに近い稀釈段階 を採

用 して,そ の3本 の平均値か ら,臓 器10mg中 の生菌数

を算 出した。

一方,こ れ らの治療効果判定 のほか に,残 りの15匹

を5匹 ずつの3群 に分け,INH100γ お よび500γ 皮下

注射 と,TH500γ 腹腔 内注射 を行 なつて,1時 間 目の

INHま たはTHの 血清 中濃度 を測定 した。

それには,屠 殺前に ラボナ ール0.1mlの 腹腔 内注射

を行なつて全身麻酔を し,無 菌的に胸壁外の皮膚お よび

筋肉を切開 して空所を作 り,鎖 骨下動脈を切断 して,そ

の空所に噴 出した血液を採血す る方法を考案 した。 しか

して1匹 か ら0.5mlず つ採血 して,各 群5匹 ずつ の血,

液を混和 し,そ の血清か ら小川4)お よび大貫5)の 方法に

従つて直立拡散法 によ りINHま たはTHの 血清中濃度

を測定 した。

実 験 成 績

1.　 肺 内結核菌定量培養 成績

肺10mg中 の生菌数は表1の ごとくであ り,各 群 の経

過 を,実 数の平均値の対数で表す と図1の ご と くに な

る。

これ らの表 お よび図か ら,INH単 独投与群は,対 照群

と全 く差が な く,こ の菌がINH耐 性菌 であ り,INHに

よる治療には全 く反応 してい な い こ とが よ く認め られ

た。

一方THを 含 む治療を行 なつた他 の3群 は,か な り治

療効果が高 く,対 照群 お よびINH単 独群では,6週 目

には一 そ う生菌 数が増 加 していた の とは逆 に,こ れ らの

TH治 療の3群 はす べて6週 目には生菌 数 も全 く認 めな

かつた。なかでもTHとINH 500γ併用群は,TH単 独

群 お よびTHとINH 100γ併用群 より一 そ う早 く効果 が

現われ る傾向 が うかが われ,3週 目か らす でに生菌 を認

めないまでになつてお り,THとINHの 併用 に よる効

果 を示 した もの と思われた。
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Table 1. Number of Viable TB-Bacilli 

in 10mg of the Lungs

Fig. 1. Means of the Number of Viable

 TB-Bacilli in 10mg of the Lungs

Table 2. Histo-pathological

 Findings

-

: No tuberculous lesion•}

: Very sligt lesion

+: Lesions below 10% of total lung++

: Lesions covering 10-25% of total lung

2.　 病理組織学的所見

肝,脾,腎,心 には,全 群 とも,ご く一部に,わ ずか

な病変を認め る程度であつた。

肺内病変に関 しては,表2の ごと く,治 療3週 目お よ

び6週 目とも,INH単 独群 には,対 照群 と大差ない進行

性の病変が認め られていた ことは肺 内生菌数の場合 と全

く同様の傾向であつた。

TH単 独群は,い く分 これ ら2群 よ り病変が少な く,

かつ滲出傾 向 も少なかつた。

THとINH 100γ併 用群は,TH単 独群 と大差 を認め

なかつたが,THにINH 500γ 併 用群は,対照 群は もとよ

り,TH単 独群お よびTHとINH 100γ併 用群 よりも病

変 も少な く,かつ滲 出傾 向 もほ とん ど認め られ なかつた 。

これ らの組織学的所見 は図2～12に よく表われ ている。

3.　 血清 中濃度測定成績

INH 100γ,500γ およびTH 500γ をそれぞれ単独に

与 えた各群 の血液 につ いて,方 法 の項 でのべた よ うに,

各群 の平均値 として の血清中濃度 を測定 したが,そ の成

績は,INH 100γ お よび500γ 皮下注射1時 間後のINH

血清 中濃度は,そ れぞれ0.46γ/mlお よび1.30γ/mlで

あつた。 また,TH 500γ腹腔内注射1時 間後の血清中濃

度は78.0γ/mlを 示 していた。



226 結 核　第39巻　 第6号

考 察

マ ウスを用いた実験結核症においては,染 谷6),大 貫7)

の強調 してい るよ うに,個 体差か ら くる病変の相違をで

きるだけ除外す るために,実 験条件を とくに厳 しく規定

す る必要が あ る。

そ こで本 実験 においては,均 一系 マウスの中でも,実

験結核症 に適 した系統 と認め られ ている ものの一つ であ

るCF#1系 マウスを用 い,性 を雄に統一 し,生 後 日数

を42～44日 に揃 えた。 また感染菌 としては毒 力の安定

したH37Rv株 を用い,接 種菌量 につ いても1匹 当 りの

接種生菌数をほぼ一定 にす るよ う心掛 けた。

腹腔内感染 とい う方法 については,こ の感染法に よる

全 身各臓器 と くに肺への結核菌 の リンパ行性お よび血行

性の拡散,撒 布の仕方について,す でに加藤8)や 大貫7)

の,マ ウスに よる詳細な研究が行なわれてお り,腹 腔内

感 染マ ウス結 核症に よる治療実験が十分可能な方法であ

ることが証明 されてい る。

さて,こ の ような統一 され た実験条件の もとに5群 に

分 け られたマ ウスの示 した治療成績は,肺 内生菌数か ら

みて も,ま た肺 の病 理組織学 的所 見か らみて も,THと

INH 500γ 併 用群において,明 らかにTHとINHと の

併 用に よる併用効果があつた ことを示 していた。

このことは第1報1)に おけ るin vitroの 実験に よる

成績 と全 く同一 の結果で あ り,INH耐 性菌 であつても,

THにINHを 併 用す る ことの価値 を一そ う裏 づけるも

のであつた。

ところで この場合に,THにINH 100γ併用群は,TH

単 独群 と大差ない成績であつた とい うことは興 味あ る問

題 である。

す なわち,第1報 におけるin vitroの 実験に よれば,

Dubos液 体培地 またはKirchner液 体培地 内では,INH

1γ/ml以 上 共存す るときにTHと の併 用効果が認め られ

る とい う成績 であつたが,マ ウスの場合 でも,THと の

併 用効果 を示 したINH 500γ皮下 注射 のさいは,1時 間

後の血清 中濃度が1.30γ/mlで あ り,併 用 効果 を示 さな

かつたINH 100γ 皮下注射 後1時 間 目の血清 中濃度 は

0.46γ/mlで あつた とい うことは,in vitroに おける成

績 とよく符合す る ものの ごとく思われた。

もちろん血清 中濃度が そのまま組織 中の結核菌 と接触

す る濃度 にはな らないが,少 な くとも,一 定量以上 の濃

度 のINHがTHと 共 存 した ときに相乗効果が現われ る

とい う点 においては共通 した成績 であ り,そ してそ の限

界 の濃度が1γ/ml前 後 であるよ うに思われ る成績であ

つ た。

ところで,TH未 接触 の人型結核菌に対す るTHの 試

験 管内の最低発 育阻止濃度 は,Ristら9)10)に よれば,

Youmans培 地で0.6～1.2γ/ml,Dubos培 地で2.5～

5γ/ml, Loewenstein-Jensen固 形培地 で10γ/ml ,戸 田

ら11)はKirchner培 地で1.0γ/ml,林 ら12)は1%小 川

培地 で20γ/ml,Brouetら13)はYoumans培 地で1。2

～2 .5γ/ml,Steenkenら14)はDubos培 地で1.6γ/ml,

Proskauer-Beck培 地で12.5γ/ml,堂 野前 ら15)はDubos

培 地で1～5γ/ml,1%小 川培地で10～25γ/ml,北 本

ら16)はYoumans培 地で2～5γ/mlと なつてお り,培

地 に よつて最低発 育阻 止濃度 に差がみ られ るが,液 体培

地 では0.6～5γ/ml,固 型培 地では10～25γ/mlの 間に

ある ようである。 また とくに直立拡散法 によつ て最低発

育阻止 力をみた大貫5)17)らの成 績 で は,TH3～4γ/ml

でH37Rv株 の発 育阻止を認めてい る。

一 方
,今 回の著者の実験で,TH 500γ 腹腔 内注射 後

1時 間 目のTH血 清中濃度が,直 立拡 散法 で78.0γ/ml

であつた とい うことは,前 記の試験管 内最低発育阻止 力

の成績 と比較すれば,TH単 独 でもきわめ て高 い静菌効

果が得 られ る量 であつた こ とが考 え られ,そ のために,

TH単 独群 でも6週 目には生菌 を認 めないまでに効果沸

現われた もの と判断 され る。

そ して,そ のよ うな場合で も,INH 500γ 併用群はそ

のTHの 効果 を一 そ う高め,か つ速めた こ とにな る。

これ らの成績 および第1報1)のin vitroの 成 績か ら,

み て,著 者 の教室 におけ る,INH耐 性菌を有す る患者に

対 して も,THにINHを 併 用す ることは,十 分価値 の

あ る治療法であ るとい う臨床 的経験を実験的に も十分裏

づけ ることがで きた といつて よかろ う。

結 語

CF#1系 雄マ ウス70匹 を用い,H37Rv・INH 50γ/mr

耐性菌の腹腔内感染に よる実験結核症について,肺 内生

菌数お よび病理組織学的所見か ら,THとINHと の併

用に よる併 用効果を検討 した結果 次の結 論を得た。

1) TH500γ とINH 500γ 併用群 は,明 らか に併用1

効果を認めた。

2) TH500γ とINH 100γ 併用群は,TH単 独群 と

大差を認めなかつた。

3)そ のさい,INH 500γ お よび100γ 皮下注射1時

間後のINH血 清中濃度は,そ れぞれ1.3γ/mlお よび

0.46γ/mlで あ り,THと の併用効果 を示 したINH濃-

度が,1γ/ml以 上で あつた とい う第1報 で認め られた

液体培 地における成績 と類似 の成績 であつた。

4)　 これ らの成績 か ら,INH耐 性菌 を有す る患者に,

THとINHの 併用を臨床的に応用す ることは十分価値

が あるものと思われた。

終 りにのぞみ,終 始御懇切な る御指導な らびに御 校閲

を賜わつた東 京医科歯 科大学第二内科大淵重敬教 授,藤

森岳夫助教授,大 貫稔講 師に深 く感謝致 します。また御



(Nozaki, T.)

Fig. 2. Pretreatment, 2 weeks after inoculation: 

acute slight lesion.

Fig. 3. Control, 3 weeks: Fig. 4. Control, 6 weeks:

progressive and expansive lesions.

Fig. 5. INH 500ƒÁ, 3 weeks: Fig. 6. INH 500ƒÁ, 6 weeks;

progressive lesions.



(Nozaki, T.)

Fig. 7. TH 500r, 3 weeks: Fig. 8. TH 500 r, 6 weeks:

fairly resolved and proliferative lesions.

Fig. 9. TH500ƒÁ+INH 100ƒÁ, 3 weeks: Fig. 10. TH 500ƒÁ+INH 100ƒÁ, 6 weeks:

similar lesions with those of group 4.

Fig. 11. TH 500ƒÁ+INH 500ƒÁ, 3 weeks: Fig. 12. TH 500ƒÁ+INH 500ƒÁ, 6 weeks:

mostly slight and productive lesions.
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協 力頂 い た 医 局 諸 先 生 お よび 霞 ケ浦 分 院 中 央 検 査 室 名 位

に 厚 く御 礼 申 し上 げ ます 。
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