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Introduction 

  The authors have reported on the antimycobacterial activity of serum from patient under 

chemotherapy which was demonstrated by an agar culture of tubercle bacilli with superposition 

of the serum.
The present paper is to report on the antimycobacterial activity of serum from patient 

under chemotherapy including 2, 2' (ethylenediimino) -di-1-Butanol in comparison with SM, PAS, 
INH, CS and TH.

Materials and Methods

Superposition of serum upon the Dubos agar culture in the test tube inhibited the tubercle 

bacilli to grow in the top layer of the agar plug. The bacilli grew at a certain depth and 

formed colonial disc according to the antimycobacterial activity of the serum. That the amount 

of the inoculum is one of the critical factors in influencing the size of the inhibitory zone has 

been reported by us elswhere.

1. Minimum inhibitory concentration of Ebutol

Serial dilutions of Eb (1.25r per ml-20r per ml) were tested in comparison with SM. 1

ml of each solution was superposed on a culture with the same amount of inoculum.

2. Chemotherapy was ceased 24 hrs before the administration of the test drugs. Serum 

was collected 2 to 3 hrs after the administration of the test drugs: Eb 500mg, Eb 1.0g, Eb 

500mg+INH 200mg, Eb 500 mg+PAS 10/3g, Eb 500mg+TH 300mg, Eb 500mg +CS 250mg.

Results

1. MIC of Ebutol

2.5r, 3r and 5r per ml of Eb produced minimum inhibition in different experiments. In 

these experiments, the amount of the inoculum was cosidered to be different.

2.5r per ml of Eb produced an equal inhibition as 1.25r per ml of SM in an experiment, 

that is to say, in the cultures of the same lot.
2. Serum antimycobacterial activity

Sera 2 hrs after the administration of 500 mg or 1.0g of Eb did not inhibit the cultures. 
The MIC of Eb was 2.5r per ml against the cultures of the same lot.

Sera 3 hrs after administration of Eb in combination with other agents produced various 

inhibitory zones, each size of which was considered to be comparable to that expected for each 

agent alone.

*From National Sanatorium Muramatu Seiranso , Tokai-mura, Ibaraki-ken, Japan.
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In an experiment with a smaller amount of inoculum, sera 2 hrs after administration of 

1.5g of Eb inhibited the cultures by their 2 fold and 4 fold dilutions.

Summary 

 It is evident that the amount of inoculum is one of the critical factors in comparing the 

minimum inhibitory concentration of antituberculous agents by means of superposition method.

2.5r per ml of Eb is equal to 1.25r per ml of SM in producing inhibitory zone in a Dubos

agar culture of tubercle bacilli. 

 Antimycobacterial activity of serum from patient who was treated with 500mg or 1.0g 

of Eb alone was indetectable.

500mg of Eb does not seem to affect the antimycobacterial activity of INH, PAS, TH, or 

CS which was administered in combination with it.

In an experiment with a smaller amount of inoculum, sera from patients treated with 1. 5 

g of Eb were found to inhibit the cultures to some extent.

緒 言

著者 らは,結 核菌の寒天高層混釈培養上に抗結核剤溶

液 または結核化学療法時患者の血清を重層 して培養を続

け るときに生ず る発育阻止帯を観察 して,薬 剤や血清 の

抗 菌力を検討 して きた1)～ 5 ) 。

今回は,Dextro-2,2'-(ethylenediimino)-Di-1-Buta-

nol(Ebutol)を 入 手 して,こ れを 中心 とした 化学療法

時 血清の抗菌力を 同様に検討 したので報告す る。

ちなみに,化 学療法剤の評価にあた り,い ずれの薬剤

に ついて も,試 験管 内抗菌力 とその血中濃度が検討せ ら

れ るのが常であ るけれ ども,結 核菌に対す る血清の抗菌

力を直接的に測定 した報告は少なかつた。

今 日,結 核化学療法剤の開発が著 しく,主 として菌 の

薬剤耐性化防止の 目的で,併 用療法が広 く行なわれ る。

したがつて 薬剤の協 力,拮 抗 の関係はいつそ う重要 な問

題 となつてい る。 この問題 に関 しても,試 験 管内協 力,

拮抗の関係は一般に検討せ られ るけれ ども,血 清の レベ

ルでの検討は少ない。

著 者 らは,1958年 以来,結 核菌 の 寒天 高層混 釈培養

を固形培地の表面培養や液体培 地の深部培養 と比較研究

中6)～8)頭書 の方法 を考案 して1),化 学療法時血清 の 抗菌

力の検討 に応 用 した。

その後,1963年 にKassら9)のSSAATが 紹介せ ら

れ て以来,著 者 らの方法は,こ れ と比較す る ことが でき

る と考 えている。

2,2'-(ethylenediimino)-Di-1-Butanolの 抗結核作用

は,1961年 その開発者 らの発表10)以来,す でに 多 くの

報 告11)12)13)があ り,わ が国で も,関 係方面の研究14)は,

そ の優れ た効 力を報告 しているのであるけれ ども,著 者

ら もまた上記の主 旨に よ り,そ の成 績を報告す る。

研究材料 および方法

(概要):Dubos液 体培地 の2倍 の濃度 の液 で菌液を 作

り,Widal試 験管に2mlず つ分注す る。別 に滅菌 して

用意 してある0.5%寒 天 を溶解 して,約50℃ に冷却 し

て,そ の2mnlを,分 注 してある菌液 に混 じて,冷 水中

で凝固せ しめ る。 この寒天柱 の うえに薬剤溶液 または血

清を1.0ml重 層 して,37℃ で培養す る。5～7日 ころ

か ら現われ る発育阻止帯を計測比較す る。

1.　 検定菌お よび菌量:患 者喀痰か ら分離せ られた結

核菌であ り,SM,PAS,INH等 に 感 受 性 で あ る。前

報3)～5)SM,PAS,INH,TH,CS,PZA,KM,VM等 の

検討のために使用 した菌株であ る。

上記の培養に よつて阻止帯を生ず る場合,混 釈せ られ

た菌量に よつて著 しく異な る所見が 得 ら れ る。す なわ

ち,菌 量が少ないほ ど阻止帯が大 きいけれ ども,同 時にご,

集落の散在す る範囲が大き く,そ の範 囲の境 界が不明瞭

にな り,阻 止帯の大 きさを測定す ることが困難な ことが

あ る。ただ し適当な菌量を用いる と,集 落の層の厚 さが

2～3mmで,境 界明瞭 であ り,阻 止 帯の 計測 は,き わ

めて容易である よ うにす る ことが できる。 したが つて,

この よ うな方法で,薬 剤 の最 少発 育阻止濃 度や 各種菌株

の薬剤感受性 を比較す る場合,菌 量が もつ とも重要な因

子の一 つである ことが一 目瞭然 である。そ の詳細はす で

に報告 した7)8)ので省略す るが,通 常,検 定菌のDubos

液体培地10～14日 培養 を新培地 に1%く らい の 割合

に混釈 した。Dubos培 養は 肉眼的 によ く増殖 した と思わ

れ るものを選 んでいる0

2.　 寒天:Difco Special Agar Nobelを 蒸留水 で加

熱溶解 した。脂肪酸除去等のために特殊 な操 作を施さな

い。

3.　 血 清:入 院化学療法 を受け てい る患者 に被検薬剤
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Fig. 1. Ebutol ƒÁ/ml: Antimycobacterial Activity 

as Compared with SM ƒÁ/ml

服 用の前 日か らいつさいの化学療法を中止 して,当 日朝

食 前に被検薬剤を服用せ しめ,所 定時間後に採血 し,遠

心沈殿に よ り血清を分離 した。血 清 は 生理 食塩水で2

倍,4倍,8倍 にご希釈 して重層 した。

4.　 その他:各 実験 の方法 の詳細 は研究成績 の項で記

述 す る。

研 究 成 績

1. Ebutol水 溶液の最少発育阻止濃度(SMと の 比

較)

同一菌 量の菌液を分注 しておいて,同 一寒天液を当量

ずつ加 えた混釈培養すなわち,同 一Lotの 混 釈培養上

に,Eb水 溶液お よびSM水 溶液を重層 して培養を続け

た。Ebは 無菌的に秤 量 して,蒸 留水で1mg/ml溶 液

を作 り,以 下10倍 希釈 または2倍 希釈 によつて作 つた

20～2.5γ/ml溶 液 お よ び,1mg/ml溶 液 を100℃,30

分加 熱滅 菌 したものを同様 に希釈 した溶液各1ml重 層

した。SM溶 液は,Dihydrostreptomycin1g(力 価)

を蒸 留水 で 溶解 した10～1.25γ/ml

溶液 と,市 販 の50γ 含有 デ ィス ク

を5mlの 蒸留水に浸 して溶か し出

したあ と希釈 した 溶液各1mlを 重

層 した。

培養1週 間の所見はFig.1の と

お りであつた。すな わ ちEb2.5γ/

ml溶 液重層で約0.5cmの 阻止帯

が 生 じ,厚 さ約0.4cmの 境界鮮 明

な集落 層ぶ 現おれた。5γ/mlで 約

1cm,10γ/mlで 約1.5cm.20γ/

mlで 約2cmの 阻止帯を生 じた。

Eb溶 液 を100℃,30分 間 加 熱滅

菌 して希釈 した溶液を重層 した場合

も,上 述 と差 は な い 。

SM溶 液 重 層 で は,1.25

γ/mlで 約0.5cm,2.5γ/

mlで 約1cm,5γ/mnlで

約1.5cmの 阻 止 帯 を 生 じ

た 。 こ れ に よ りEbの 抗

菌 力はSMの 約1/2で あ

る とい え る。

SM-デ ィス クか らSMを

溶 か し出 した 溶 液 を 希 釈 し

て 重 層 した 場 合,標 示 の 濃

度 か ら計 算 して 得 た1.25

γ/ml重 層 で は バ イ アル 入

りSMを 溶 解 し て 得 た

1.25γ/ml液 重 層 よ りもわ

ず か に 小 さ い 阻 止 帯 を 生 じ

た。 しか しなが ら,両 液の希釈系列の対応す る濃度の抗

菌力の差は1段 階以内であつたので,デ ィス クか ら溶出

して使 用す る ことは,小 実験のために便利であ ることを

知つた。

Fig. 2. Serum Antimycobacterial Activity 

Ebutol 500mg 2hrs, 3hrs

Fig. 3. Serum Antimycobacterial Activity as Ebutol

 1.0g 3hrs Compared with INH
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同 じ菌株で も別の実験 で,す な わ ち 菌量が 異なつて

いた と考え られ る 実験で,1.5γ/mlで 阻止帯がな く,

3.1γ/ml以 上で阻止帯を生 じた 場 合 もあ り,2.5γ/ml

で阻止帯な く,5γ/ml以 上で阻止帯を生 じた 場 合 もあ

つた。

2. Ebutol内 服患者 の血清抗菌 力

(1) Eb500mg単 独 内服2,3時 間後 の 血清 抗菌

力(Eb水 溶液 との比較)

2時 間後 の血清10例,3時 間後 の血清5例 を供試 し

た。いずれの血清 もその2倍,4倍,8倍 希釈液重層 で阻

止帯を生 じなかつた。

1例 を図示す ると,Fig.2の とお りであつ た。す なわ

ち血清重層 で は 阻止帯 な く,対 照系列 では,NaCl溶

液お よび1.5γ/ml溶 液重層で阻止帯が な いけれ ども,

3γ/mlで 約0.8cm,6γ/mlで 約1.2cm等 の阻止帯が

明瞭 であつた。

(2) Eb1.0g内 服2時 間後の血清抗菌 力(INH200

mg内 服3,6時 間後の血清 との比較)

Eb内 服後の血清10例,INH内 服後 の血 清1例 を供

試 した。1例 ずつ図示す る とFig.3の とお りであ り,Eb

1.0g内 服後2時 間の血清は2,4,8倍 希釈液重層 で阻

止帯がな く,INH200mg内 服3時 間後 の血清は8倍 希

釈 まで明 らかに抗菌 力を発揮 し,同 じ人 の6時 間後 の血

清 も4倍 希釈 まで抗菌 力 を 示 した。

INH内 服の例は1例 しか 供試 しなか

つたけれ ども,こ れ と同程度 の抗菌力

は 多 く経験 している2)の であつ て,こ

の実験 も同様な傾 向を示 した。

(3) Eb1.5g内 服2時 間後 の血

清抗 菌力

混 釈培養 の菌量 を少な くして,阻 止

帯が大 きくな るよ うに 実 験 を 工夫 し

た。5例 中2例 は4倍 希釈 まで,2例

は2倍 希釈まで,阻 止帯を生 じ,他 の

1例 は阻止帯を生 じなかつた。阻止帯

の大ぎさは,体 重 と逆 比例 し な かつ

た 。

(4) Ebutol併 用の血清抗菌力

Eb500mg+CS250mng,Eb500mg

+INH200mg,Eb500g+TH300

1ng,Eb500mg+PAS10/3g同 時

内服3時 問後 の血 清各3例 ず つを同時

に供試 した 。各1例 ずつの成績 はFig.

4,Fig.5の とお りで あつた。CSと

の併 用例 では2倍 希釈 でも阻止帯 を生

じなかつた 。INHと の 併 用例 では,

2倍 希釈で約2cm,4倍 希釈 で約1.5

cm,8倍 希釈で約1cmの 阻止 帯を

生 じた。 この例は3例 中もつ とも大 きい阻止帯を生 じた

例 であ り,他 の2例 はFig.3のINH200mg単 独 内

服3時 間後の血清 とほぼ同 じであつた。

THと 併用の血清1例 は2倍 希釈 で 約0.4cm,4倍

希 釈で約0.2cmの 阻止帯を生 じ,8倍 希釈では阻止帯

を生 じなかつた。他の2例 は2倍 希釈で約0.2cmの 阻

止 帯を生 じ,4倍,8倍 希釈では阻止帯を生 じなかつた。

PASと の併 用の血清は3例 とも著 しい阻止帯を生 じ,

その1例 は2倍 希釈液重 層に より,管 底までまつた く菌

の発 育が 現われ なかつた。4倍 希釈で約2cmの 深部 の

集落層 は薄 く,集 落は微細 であつた。8倍 希釈 で約1.5

cmで あつた。他の2例 中1例 は8倍 希釈液重層 で も集

落が まつた く現われ なかつた。

(付)PAS10/3g単 独 内服3,6時 間後 の血清抗 菌力

各3例 ず つ供試 した。3時 間 後 の 血 清3例 中1例 が

Fig.5の よ うに,2倍 希釈で管底 まで発育を阻止 し,8

倍希釈 でも約2cm深 部 まで発育 を阻止 した。他 の2例

は8倍 まで完全 に発育 を阻止 した。6時 間後 の血 清は3

例 とも,抗 菌 力はまつた くみ られ なかつた。

考 案

1. Ebの 最少発育 阻止濃 度について

本実験 では,Ebの 抗菌力をSM,INH等 と比較 して

Fig. 4. Serum Antimycobacterial Activity Ebutol 500

mg Combined with CS or INH

Fig. 5. Serum Antimycobacterial Activity Ebutol 500

mg Combined with TH or PAS
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把握 しよ うと努めた。 したがつて全体を通 じて観察 しや

すい集落層が現われ るよ うな菌量を接種 して,各 図に示

す よ うに,一 応成功 した と考 え る。 この菌量に対 して

Ebの 最少発育阻止濃度は2.5γ/ml以 下 と判 断 ぜ られ

た。すなわ ちEb2.5γ/mlは,SMの 最少発育阻止濃

度に近 い1.25γ/mlの 発 育阻 止 と同程 度の発 育阻止 を示

した とい うこ とが できる。

しか しなが ら,こ のよ うな方法 では,発 育阻止帯の大

きさは接種 菌量 にごよつてかな り相違するのであつて,菌

量 を少な くすれ ば,も つ と低い濃 度で阻止帯を生ず るは

ず であ る。

最 少発 育阻止濃 度の比較 のために,培 地は もちろん,

菌 量を決定す ることは きわめて重要であ る。今回の実験

では真の最少発育阻止濃度は示 されない と考え るといわ

なければな らない。

本剤の開発者の1人 であ るThomasら は 本剤 のDL体

の結核菌に対す る最少発育阻止濃度はSauton液 体培地

で1～4γ/mlで ある と報 じ10),Karlsonら はEgg-York-

Agar培 地を用いて,170株 の 結核菌株中115株 はD

体1γ/mlで 発育阻止せ られ,55株 は5γ/mlで 阻止せ

られた と報 じた11)。

わが 国では,1%小 川 培地 で は2.5γ/ml12)13),同 直

立拡散法で2.2γ/ml14),キ ル ヒナ ー寒天13)で は,pH,

菌量に よつ て 異 な り,pH6.5で は1.25～6.25γ/ml,

Dubos液 体培地 では2.5～5γ/ml等13)と 報 ぜ られ てい

る。 また 山本 ら15)は,患 者 か ら分離 した結核菌67株 中

57株 は1%小 川培地 でEb2.5γ/mlで 完全 に 発育阻

止せ られ,残 りの10株 は5γ/mlで 阻止 せ られ た と述

べ てい る。

われわれ の方法 でも2.5γ/mlく らい であつた。 とい

うのは,従 来検討 してきたSM,INH等 の抗菌力 と比較

す るために,あ る程 度の菌量 を供試す る よ う努 めての こ

とであるけれ ども,既 報 の成績 と比較 して大 きな差 はな

い もの と推測せ られ る。

2. Eb内 服後 の血清抗菌力について

(1) Eb単 独 内服後 の血 清抗菌 力

Eb1.5g内 服後2時 間の血清を,菌 量の 少 ない混釈

培養 上に重層 した とき,5例 中4例 に阻止帯をみ ること

がで きた。やや菌量の多い 実験 で は,Eb500mgま た

は1.0g内 服2時 間後の血清では抗菌力をみ ることがで

きなかつた。

しか しなが ら,後 者 の場合 も,菌 量 の関係を 明らかに

しなければ,抗 菌力の有無を断定す ることはで きない と

考 え られ る。ただ し,こ れ ら の 内 服 量 で は,INHや

PAS,THの 慣用量 内服後の血清抗菌力 よ りも 明 らかに

小 さい血清抗菌 力 しか得 られ ない ことが確 認せ られた と

い える。

Placeら16)はM. Smegmatis(ATCC607)株 を用い

て,血 中濃度を生物学的 に測定 して,本 剤 内服後2時 間

で最高 と な り,50mg/kgで10γ/ml,25mg/kgで5

γ/mlと な ると報告 した。わが 国では,金 沢 のH7株 を

用 いて,0.5g内 服で1～4γ/ml17),25mg/kgで5.1～

7.8γ/ml18)等 と報 じられてい る。

われわれ の方法 では,MICが2.5γ/mlで あ り,血 清

は2倍 以上 に希 釈 して供試す るので,血 清 中 に5γ/ml

以上 ない と測定困難であ ることにな る。 しか し な が ら

SSAATで は,25mg/kgで4倍 希釈程度 といわれ19)20),

この値は薬剤の抗菌力が不詳であ ると考え られ る値 であ

る。われわれの成績か らして も,1.5gで わず かに 阻止

帯がみ られた とい うべ く,両 者はほぼ同 じことを証明 し

てい るといえ るであろ う。

(2) Ebの 併 用効果

CS250mg内 服後3時 間の血 清は2倍 希釈 で 阻止帯

を生 じない こと,TH300mg内 服2～4時 間後 の血清

2倍 希釈でわずかな阻止帯を生ず る例がかな り多い こと

はすでに報告 した5)とお りであ り,INH200mg内 服4

～6時 間後の血清2～4倍 希釈液重層で阻止帯を生ず る

例が多い ことも既報2)の とお りで あ る。PAS10/3g内

服3時 間後 の血清が著 しい抗菌力を示す こ とは上記実験

成績で 明 らかに示 された。

薬剤 の併用 による抗菌力 の増強を証 明す るた めには,

各単独 では阻 止帯を生 じない程度 の量 を併用 して阻止帯

が発現す ることを示す ことがで きれば,理 解 しやす い。

CS,THと の併用は,こ の意味で企 図せ られた。

拮抗を証 明す るた めには,単 独 では阻止帯 を生ず る量

を併用 して阻止帯 の消失を示す こ とが できれば,も っ と

も明瞭 であ る。TH,INH,PASと の併用 は,こ の 意 味

で実験 した。

Eb500mgとCS,TH,INH,PAS各 慣用量 と の併

用3時 間後 の血清重 層によつ て 生 じ た 阻止帯 の大 きさ

は,併 用剤 各単独 内服後 の血清が 与える阻止帯 と差が な

い と認 め られ,Ebと これ らの間に協力 も拮抗 も ない と

判 断せ られ た。

3.　 併 用療法 時血 清抗菌 力検査法について

化学 療法を実施す る さいに,臨 床上の効果 を 予 測 し

て,薬 剤使用のための指針を得 よ うとす るとき,薬 剤の

試験管内抗菌力,血 中 濃度お よび菌の薬剤耐性獲得状況

を検討す ることが,一 般に,そ の一つの方法であ る。

しか しなが ら試験管 内抗菌力は供試培地,薬 剤 の 溶

媒,供 試菌量に よつて影響せ られ ることが多 く,ま た血

中濃度には個人差があ るものもあ るので,簡 単に これ ら

の一連 の検査 を評価す る ことが困難であ る場合が ある。

これ にご比 して,血 清抗菌力の検査 は溶媒 と個人差 の影

響 を考慮 す る必要がないので,臨 床上,よ り便利であ る

と考え られ る。

われわれは上記 の方法を考案 して,現 行結 核化学療法
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剤の血清抗菌力を検討 して き た と ころ,今 回,Ebutol

の血清抗菌力 とその併用時血清の抗菌力 の 検 討 に 及 ん

だ。

この方法に よつて観察せ られ る抗菌力は,菌 の発育阻

止帯 の大 きさによつて表現せ られ るのであ り,併 用剤 の

中のいずれか強力 な一剤 による阻止帯だけが現われ,こ

れに対 して他剤の影響がみ られなかつた。す なわち供試

各剤間 には協力 も拮抗 も認め られなかつた。

この ことは一方,阻 止帯の大 きさの観察に 限 る な ら

ば,弱 力な併用剤の抗菌力については まつた く不 明であ

つた といわなければ な らない。

したがつて併用療法時 血清抗菌力 と単独療法時血清抗

菌力 との間になん らかの相違があ るとす るな らば,上 記

の観察以外のなん らかの方法に よつて,こ れを求めなけ

れ ばな らない と考 え られ るのであ る。

結 論

結核菌のDubos半 流動寒天混釈培養を用 いた 重層法

に よる供試結核菌に対す る最少発育阻止濃 度は供試菌量

に よ り異な るけれ ども,一 般 に考え ら れ てい るSMの

最少発育阻濃度に近いSM1.25γ/mlの 抗菌力 と匹敵す

る抗菌 力を示すEbutol濃 度は2.5γ/mlで あつた。

本法に よつて,Ebutol0.5～1.0g内 服2時 間後 の血

清 の抗菌 力を検 出す る ことが できなかつ たけれ ども,供

試菌量 を少な くすれ ば,Eb1.5g内 服2時 間後 の血清

は2～4倍 希釈液重層に よ り発 育阻止帯を生ず るこ とを

知つた。

Eb500mgとCS250mgと の併用後の血清では阻止

帯 を 生 ぜ ず,TH300mg,INH200mg,PAS10/3g

との併用2時 間後 の血 清は,こ の順に大 きな,阻 止帯 を

生 じた け れ ども,そ れ らはTH,INH,PAS単 独 の 抗 菌

力 に よ る も ので あ る と認 め られ,Ebと 各剤 間 に 協 力 も

拮 抗 も ない と考 え られ た 。
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