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    We have repeatedly reported that the combined use of 1314 Th and isoniazid is experimentally 

and clinically more effective than the use of 1314  Th alone, even in cases in which the isoniazid 

resistance is confirmed. 

    In this study, experiments with radioactive isoniazid were conducted to clarify the mecha-

nism of combined effect of these drugs to isoniazid-resistant tubercle bacilli. 

    1) The isoniazid sensitive Kurono and Tayama strains of Mycobacterium tuberculosis and 

the  H„Rv strain resistant to 50  mcg/m/ of isoniazid were cultivated in Dubos' liquid medium 

containing various concentrations of 1314 Th at  37°C for two weeks. The cells of  tubercle 

bacilli were centrifuged and washed thrice with phosphate buffer. These cells were resuspended 

in phosphate buffer and  "C-isoniazid was added to this suspension to give the concentration of 

one  mcg/ml. After incubation at  37°C for 24 hours, the cells were sterilized at  60°C for one 

hour and washed thoroughly with saline containing Tween 80 and distilled water. Then, the 

cells were planed on sample dishes and counted with the 2  7r-gasflow counter. The following 

results were obtained. 

   1. The  H„Rv-RINH strain took up less amount of  "C-isoniazid than the isoniazid-sensitive 

strain did. 

   2. The amount of  "C-isoniazid uptake by the sensitive strains cultivated in Dubos' 

medium containing  0.1  mcg/ml of 1314 Th was much the same as that in 1314 Th free medium. 

When more than  0.25  mcg/ml of 1314  Th was added to Dubos' medium, the amount of  "C-

isoniazid uptake extreamly decreased. 

   3. The  "C-isoniazid uptake by isoniazid-resistant strain increased along with the increase 

in concentration of 1314 Th in Dubos' medium and it became maximum at  0.5  mcg/ml of 1314 Th. 

   2) When the cells of isoniazid-resistant  tubercle bacilli were suspended in phosphate 

buffer containing  0.1  mcg/ml of 1314 Th and one  mcg/m/ of  "C-isoniazid and incubated at 37°C 

for 24 hours, the amount of  "C-isoniazid uptake was not different from that of the cells 

cultured in medium containing the same concentration of 1314  Th. But in spite of increase of 

1314  Th concentration in the suspension, no increased uptake of  "C-isoniazid was observed, or 

rather in  2.5 and  5.0  mcg/ml of 1314 Th, decreased uptake was demonstrated.
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3)ICR-JCLfemalemice,infectedwith50mcg/mliso織iazidイesistantH37Rvstrai捻,were

treatedwith100mcgof1314Thdailyfor28weeks.Tuberclebacilliis◎1atedfromthesemlce

to0kupmoream0untofMC-isoniazidthanthecellsfromnontreatedmicedid.

4)Whentheisoniazid-resistantH37RvstrainwascultivatedinDubos'mediumco磁mmg

oneofvariousantituberculousdrugs,thecellsinthemediumcontai漁ingethambut◎lor1314Th

to◎kupmoreamountof14C-isoniazidthanSM,PAS,KM,CS0rVM.

Theseresultssuggestedthattheincreaseduptake0f1℃-iso鷺iazidwasduetoam◎di丘cation

ofthepermeabilityofthecellsby1314Th,andthatthismodi丘cati◎nwasoneofthecombined

effectsof1314Thandisoniazidtoisoniazidイesistanttuberclebacilli.

Itwasfurthersuggestedthattheisoniazidresistancewasnot◎nlyduetopermeabilityof

thecellsbutalsodependeduponthemetabolicactivity◎fthecells.

Itmightbeexpectedthatthecombi捻eduseofethambutolandisoniazidwasmoreeぜective

toiso貸iazidイesistanttuberclebacillithantheuseofethambutolalone.

緒 言

1902年 第1回 日本 医 学 会 総 会 開 会 式 の 講 演 に お い て、

ErwiRvonBalzは,わ が 国 に お け る結核 の いか が わ し

い 注 射 療 法 の流 行 を 歎 き,結 核 に 対す るそ の 時点 で の正

しい 診 療 の あ り方 を 説 く と と もに,来 た るべ き抗 結 核 剤

出 現 へ の 期 待 と確 信 を 述 べ て い る｡そ して今 日で は そ の

期 待 は 実 現 され,十 指 に 余 る抗 結核 剤 の 出現 を み な が

ら,な お重 症 結 核 患 者 の治 療 に 悩 ん で い るの が 現 状 で あ

る｡

近 年 「二 次 抗 結 核 剤 」,「結核 の 化学 療 法方 式 」 あ る い

は 「重 症 難 治 肺 結 核 」 な どに 関 す る シ ンポ ジ ア ムが,頻

々 と行 な わ れ るの も この こ とを 裏 書 き してい る｡

現 在 行 な わ れ て い る 結核 の 化 学 療 法 は,1944年 の

Waksmanに よ るStreptomycin(SM)の 発 見 に 始 まる

とい わ れ る が,こ れ に 続 く かAminosalicylicacid

(PAS),Isonicotinicacidhydrazide(INH)と と もに,

こ の一 次抗 結 核 剤 が,そ の効 果,副 作 用 な どの面 か らみ

て な お 中心 的 な もの で あ り,以 下 の二 次 あ る いは 三 次 抗

結 核 剤 の効 果 も,こ れ らとの 比 較 に お い て論 じ られ るの

が 常 で あ る｡

した が つ て 一 次 抗 結核 剤 に耐 性 を有 す る重 症 患 者 に,

Kanamycin(KM),α 一Ethy1-thioisonicotinamide(TH),

Cyc1◎serine(CS),Pyrazinamide(PZA),4-Acety1-

aminobenzaldehydethiosemicarbazone(TB1),Sulfa剤

くSF)な どの 二 次 抗 結 核 剤 お よ び,Viomycin(VM),

Dextr◎-2,2な(ethylenediimino)-di-1-butanol(EB),

Capreomycin(CPM),Sodiumo-aminophen01metha-

nesulfonate(SOM)な ど の いわ ゆ る 三 次 抗 結 核 剤 を 使

用 す る さい に,そ の選 択 お よび 使 用 方 法 は 副 作 用,耐 性

の 発現 あ る い は併 用 効 果 の 面 な どか ら十 分 な 検 討 が 必 要

で あ る◎ も ち ろん これ らの 多 剤 同 時 併 用 が,1剤 あ る い

は2剤 併用療法よりもす ぐれた成績を示す ことは,実 験

的にも臨床的にも報告1)'"4)されているが,よ り少ない薬

剤でこれと同等ないしこれにまさる効果が得られること

が望ましいことは論をまたない｡そ のためには個々の薬

剤の作用機作が解明され,そ れに基づ く併用効果の攻究

がなされなければならない｡し かしわれわれは薬剤の作

用機作が明らかにされたために,さ らに新 しい抗結核剤

が発見された例 としては,Lehmannに よるPAS以 外

にはほとん ど知 らない｡

ところで現在二次抗結核剤中,主 力をなしているのは

KM・CS,THで あ るが,KM主 軸 方式とTH主 軸方式

とはほぼ同じ効果を示すといわれる4)｡こ のTHは1952

年Libermann5)に よつて合成,発 表されたIsonicetinic

acidの 誘導体で,そ の抗菌作用お よび 臨床効果 につい

ての報告9)'"28)は多 くみ られるが,結 核菌に対する作用機

作そのものについての報告は少なく,ほ とんど明らかに

されてはいない｡

一方INHも1952年 抗 結核剤として登場以来
,化 学

療法の中心的薬剤として,種 々の併用療法に用い られて

いる｡こ とにINH耐 性が証明されている場合でも,好

んで他剤と併用され,こ とにTHと の併用はTH単 独

に比 し,臨 床的にその効果が増強されることは,著 者の

教室でもしば しば報告22)'v28)してきた｡ま た教 室 の野

崎16>17)はその臨床効果を実験的に裏づ け るた め に,in

vitroお よび動物実験を 行ない,THに よ りINH耐 性

菌の耐性度が減弱することを認 めている｡し か しINH

あ るいはTHそ の ものの作用機作 および 耐性機構が解

明されていない以上,そ の併用効果増強の機序も十分説

明す るにいたつていないのはやむをえない｡

著 者はこの併用効果の機序解明 のために"C-INHを

用い,THが 結 核菌 による14C-INHUptakeに 及ぼ

す影響について検討 し・2・3の 知見を得たので 報告す
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る｡

実 験 方 法

1.TH加Dubos液 体倍地による方法

1)培 養方法

10%牛 血 清アルブミン加Dubos液 体 培地 の 中に,

THをo,o.1,025,0.5,1.o,2｡5,5、o,10.omcg/ml

の8段 階の希釈濃度になるように入れ,各 段階 とも5ml

ずつ,そ れぞれ30本 ずつ調製 し,そ の10本 ずつに結

核予防会結核研究所か ら分与されたH37RvINH50mcg/

ml耐 性菌および黒野株(INH感 性)と,肺 結核患者よ

り新たに分離 したINH感 性菌(田 山株)を 接 種 し,

37℃2週 間培養 した｡

菌接種にさいしてはINH耐 性菌 はINH50mcg/ml

含有3%小 川培地で,ま たINH感 性 菌は3%小 川培

地で,そ れぞれ3週 間培養 した新鮮菌を用い,滅 菌蒸留

水でガラスホモジナイザーによつて均等化した菌液を作

り,Opticaldensityが610mμ でO・1に なるよ うに

希釈し,そ の0.1mlを 平等に接種 した｡

2)培 養成績の判定

培養2週 後,肉 眼的所見および沈殿物の塗抹染色標本

(Zie1-Neelsen法)の 鏡検所見か ら,下 記の基準に従つ

てその培養成績を判定した｡す なわち,

一:塗 抹標本でも菌の増殖を認めない
｡

土:塗 抹標本で,わ ずかに菌の増殖を認める｡

+:試 験 管を振つて糸状の菌の浮遊を認め,塗 抹で増

殖を確認｡

耗;+と 辮 との中間｡

辮:試 験管底に著明な菌塊沈殿を認めるもの｡

3)Dubos液 体培地で培養後のINH耐 性試験

±以上を示 したDubos液 体培地から,各 菌群につい

て,INH含 有3%e小 川培地を用いて耐性試験 を行 な

い,Dubos液 体培地接種前と比べて,INH耐 性度の変

化の有無を検討 した｡こ のさいの判定基準は,

一:コ ロニーな し
｡

数字:50コ ロニー以下｡

十:51～100コ ロニーo

耗:101コ ロニー以上｡

辮:融 合しているもの｡

と して表わした｡

4)結 核菌によるi4C-INH*Uptakeの 測定

培養菌液を,各 菌株別,各TH濃 度別に集め,無 菌

的に遠心 して集菌し,pH7・0の 燐酸緩衝液で3回 洗灘

した｡こ の洗灘菌体をガラスホモジナイザーで 均 等 化

し,濁 度一定(Opticaldensityが610mμ で0・3)の

燐 酸緩衝液菌液として,終 末濃度が1mcg/mlに な るよ

うにi4C-INHを 無菌的に加え,さ らに24時 間37℃

に保つた｡
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この14C-INHを 加 え た菌 浮 遊 液 を60℃1時 間 加 熱

滅 菌 し,遠 心 沈 殿 して 上 清 と菌 体 とに 分 け,菌 体 をO・2

%Tween80加 生 理 食 塩 水 で4回 洗灘 し,さ らに 蒸 留

水 で1回 洗 瀞 した｡そ して最 終 洗 瀞 液 上 清 中 にRadio-

activityを 認 め な い こ とを確 か め た うえ ,菌 体 を 試 料 皿

(面 積4・9cm2)に 取 り,乾 燥 後2π 一GasfiowCounter

でRadioactivityを 測定 し,試 料 に よ る 自己吸 収 を 補 正

した うえ,乾 燥 菌 量mg当 りのcpmと して表 わ したe

(*i4C-labeledisoniazid:Carbonyl」4C;Specificac-

tivity9.8mc/mM;TheRadiochemicalCentre,Amer-

sham,Buckinghamshire,England.)

II.THをi4C-INHと 同 時 に 燐 酸 緩 衝 液 中 に 添加

した と きの,INH耐 性 菌 に よ るKC-INHUptake

の 測 定

10%牛 血 清 アル ブ ミン加Dubos液 体 培 地 を 用 い,1

と全 く同 じINH耐 性 菌 を 接 種 し,37℃ で2週 間培 養

した後,無 菌 的 に 遠 心 して 集菌 し,pH7・0の 燐 酸 緩衝

液 で3回 洗 瀞 し,Opticaldensityが610mμ で0.3に

な る よ うに 菌 浮 遊 液 を 調整 した｡こ れ を 各5mZず つ に

分 か ち,終 末 濃 度 が0,0.1,0.25,0.5,1.O,2.5,5.O

mcg/mlに な る よ うにTHを 加 え,そ れ ぞ れ に1℃-

INHを1mcg/mlに な る よ うに 加 え て37℃ で24時

間 放 置 し た｡

そ の 後 はIの4)と 全 く同 様 の操 作 を く り返 して試 料

を 調 製 し,そ のRadioactivityを 測 定 した｡

III.INH耐 性 結 核 菌 感 染 マ ウ ス か ら の 分離 菌 に よ

るi4C-INHUptakeに 及 ぼ すTH治 療の 影 響

生 後4週,体 重15～209のICR-JCL系(均 一 系)

雌 マ ウス に,H37Rv・INH50mcg/ml耐 性 菌 を 感 染 させ

た もの を使 用 した｡感 染 方 法 は あ らか じめ50mc9/ml

の 割 合 にINHを 含有 す る3%小 川 培 地 で,3週 間培

養 したH37Rv株 を,生 理 食塩 水 で菌 浮 遊 液 と し,OPtical

densityが610mμ で0.1に な る よ う に 調 整 し,そ の

O・2mlず つ を マ ウ ス の腹 腔 内 に 接 種 した｡な お こ の 菌

液O.2ml中 に は2×105の 生 菌 数 を 確 認 した｡

菌 接 種 後10週 間 放 置 して か らTHを1匹 当 り100

mcgず つ,週6日 腹 腔 内注 射 す る 治 療 を28週 間 行 な

い,TH治 療群 と無 治 療 群(菌 接 種 の み)各3匹 ず つ を

屠 殺,肺 内 結 核菌 定量 培 養 を行 なつ た｡そ して そ の分 離

菌 をDubos液 体 培 地 で2週 間 培養 後,1の4)と 全 く

同 様 の 操 作 を 行 な つ てi4C-INHUptakeを 測 定 した｡

また 分離 菌 に つ い てINH耐 性 試 験 も行 な つ た｡

IV.Dubos液 体 培 地 に 種 々抗 結 核 剤 を 加 えた 場 合

の,INH耐 性 菌 に よ るMC-INHUptakeの 測 定

30emlの 三 角 コル ベ ンに,10%e牛 血 清 ア ルブ ミン加

Dubos液 体 培 地100mlを 入 れ,こ れ に 各 種 抗 結 核 剤

を,そ の終 末濃 度 が それ ぞ れSM1.0,PASO.1,KM

LO,CS1.O,TH1 .,O,VM1.O,EBO.5mcg/mlに な
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るように加え,1と 全 く同じINH耐 性菌を同量ずつ接

種して,37℃2週 間培養 し,そ の後は1の4)と 同 様

の操作を くり返 して試料を調製 し,そ のRadi◎activity

を測定 した｡

実 験 成 績

LTH加Dubos液 体培地での培養成績

INH感 性菌2株 はほぼ同様な増殖 を示 したが,INH

耐性菌は感性菌に比し,各TH濃 度 において やや強い

増殖を示した｡TH5.Omcg/mlに おいて,感 性菌 が全

く増殖を示さなかつたのに対し,耐 性菌ではわずかなが

ら増殖を認めた｡(表1)

Table1.GrowthofStrainsofIs0niazid-sensitive

and-resistantTubercleBacilliinDubos'

MediumContaining1314Th

Conce訟tration
of1314Th
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ILTH加Dubos液 体培地による培養後のINH耐

性 度の変化

感性菌2株 は2.5mcg/ml以 下 の各濃度のTHと の

接触後において,そ れぞれINHに 対 して全 く耐性の発

現を認めなかつた｡(表2)

これに対 して,INH50mcg/ml耐 性 菌 は,THO.5

mcg/ml以 下 の濃度で接触のものは,INH耐 性 度 に変

化を認めなかつたが,TH1.Omcg/ml,2・5mcg/ml培

地中の菌では,INH50mcg/mlに おいて集落数 が少な

かつた｡し かしこれも推計学的に耐性度の減弱を証明し

うるほどの有意差はなかつた｡(表3)

III.INH感 性 菌と耐性菌によるi4C-INHUptake

THOmcg/mlDubos液 体培地中の感性菌(黒 野株)

と耐性菌(H37Rv株)に ついて,14C一INHUptakeを 比

較すると,表4に 示す ごとく著明な差異を認め,お よそ

2:1の 比 を示 した｡こ れはt-testに よ り0.1%以 下

の危険率で有意であつた◎

IV.TH濃 度 によるi4C-INHUptakeの 変動

1)THをDubos液 体培地中に加えた場合

感性菌黒野株では,THO.1mcg/mlでUptakeが わ

ずかに増加 したが,田 山株ではほとんど変化を示さなか

つた｡TH濃 度が0.25mcg/mlに なると両株とも著明

な減少を示し,TH濃 度がさらに上るにつれていつそ う

Table3.IsoniazidResistanceofHs7Rv-RINH

StrainafterIncubationinDubOs'

MediumContaining1314Th
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Table4.UptakeofiiC-isoniazidbyIsoniazid-

sensitiveand-resistantTubercleBacilli

Strain 1
1seniazid-sens三tiveISOniazid-resistant

KuronoH37Rv

UptakeofMC-
isoniazid
(cpm/mgdry
weight)

1214

1133

1250

Mean土SE}・ ・99土59

546

485

515

515土31

(t=露24.64;p<0.001)
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Fig.1.Effectof1314ThinDubos'Mediumon

Uptakeofi4C-isoniazidbyTubercleBacilli
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Table6.Uptake◎f叢4C-isoniazidby
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BufferContaining1314Th

Isoniazid-sensitive

Kurono Tayama

1199

1307

409
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resistant

Concentrationof1314Th
mcg/ml

H37Rv
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Uptakeofi4C-isoniazid
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515

697
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651
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313

134

減少 傾 向を 示 した｡そ してTH2.5mcg/mlで は 両株 と

も160cpm前 後 に まで 減 少 した｡

これ に 対 して 耐 性菌H37Rv株 で は,TH濃 度 が0・1,

0・25,0・5mcg/mlと 上 昇す るに つれ て,Uptakeが む

しろ増 加 を 示 し,2.5mcg/mlで は ま た い く ぶ ん 減 少 し

て き たが,そ れ で もOmcg/mlに お け る よ りは 高 値 で あ

つ て,感 性 菌 との 間 に 明 らか な 相 違 を 認 め た｡(表5,図

1)

2)THをKC-INHと 同時 に燐 酸 緩 衝 液 中 に 加 え た

場 合

燐 酸 緩 衝 液 中 でINH耐 性 菌 と14C-INHを 接 触 させ

る さい 同 時 にTHを 作 用 させ る と,THO・1mcg/mlで

はTHがDubos液 体 培 地 中 に 加 え られ た と き と同程 度

の 増 加 を 示 した が,THO・25,0・5,1・Omcg/mlで は そ

れ 以 上 増 加 傾 向 は 示 さ ず,2・5,5・Omcg/mlで 急 激 に ・

著 明 な減 少 を示 した｡(表6,図2)

V｡動 物 実 験 の 成 績

1)肺 内 結核 菌 の定 量培 養

Table7.NumberofViableTubercle

Bacilliin10mgoftheLungs

Numherof
tuberclebacilli

Mean土SE

Notreatment

124×10

104×10

142×10

1314Th-treatment

176

192

156

(・23± ・9)× ・・{ 175土18

(t・・10.36;p〈O.olforlogarithmofvariate)

肺10mg当 りの生菌数を比較すると表7の ごとくで,

TH28週 治療群と無治療群との間に著明な差を認めたe

2)分 離菌による14C-INHUptake

無治療群およびTH治 療群から分離 した菌について,

それぞれKC-INHUptakeを みると,表8の ごとくTH

治療群は無治療群に比しUptakeの 増加を示し,THが

INH耐 性菌のINH取 り込みに対して,invivoに おい

てもinvitroに おけると同様の効果のあることを示し

た｡
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Table8.EffectofTreatmentwith1314Th

onUptakeofi4C-isoniazidbyIseniazid-

resistantTubercleBacilli

N・tr・atm・ntli314Th-treatm・nt

Uptakeofi4C-
isoniazid
(cpm/mg
dryweight)

522

509

549

721

709

687

Mean土SE 527土20 706土16

(t篇U.54;Pく0.01)

TablegIsoniazidResistanceofTubercleBacilli

IsolatedfromtheLungsofMice

C・-t・ati・-fi・ ・nia・idm・g加il・151・255｡

Beforeinoculation 帯 辮 辮 帯 惜 帯

Isolated

bacilli

Notreatment

1314Th-

treatment

帯 辮 帯 帯 辮 帯

帯 帯 辮 柵 耕 惜

Table10.EffectofChemotherapeuticson

UptakeofKC-isoniazidby

H3rRv-RINHStrain

Chemoth…p・ut-9/mt)iU碧 騰 鷲 贈 齪d

SM(1.0)

PAS(0.1)

KM(1.0)

CS(1.0)

TH(1.0)

VM(1.0)

EB(O.5)

Contr◎1

548

512

540

535

797

558

635

546

3)分 離菌のINH耐 性

TH治 療群および無治療群か らの分離菌の耐性度を調

べると,表9の ごとく両者とも50mc9/ml完 全 耐性を

示し,マ ウスへの接種前と全く同じ耐性度を示 した｡

VI・ 各種抗結核剤の14C-INHUptakeへ の 影響

成績は表10の ごとくで,SM,PAS,KM,CS,VM

では対照とほぼ同じUptakeを 示 したが,EBで はやや

増加を示した｡こ のEBで の 値 について,SM,PAS,

KM,CS,VMを1群 としたときのt--testを 行なうと,

自由度は1十5-2=4で,t=4・850と な り,1%以 下 の

危険率で有意の差を認めた｡

THの 場合は,EBの 場 合よりさらに高値を示し,有

意の差をもつて,Uptakeの 増加を認めた｡(表10)

考 察

感性菌と耐性菌との性質の差異から,そ の耐性機構を

解明しようとする試みは,同 時にまた,そ の薬剤の作用

機作を知る一つの有力な方法でもある｡

結 核 第42巻 第4号

簸INH耐 性 に つ い て もBarclay29)3｡),Youatt3i""3s)・

Garattini34)を は じめ,多 くの報告35)～47)がみ られるが・

その作用機作,耐 性機構のいずれについてもまだ明確な

結論は得られていない◎

一般に細菌が薬剤に耐性を示す生化学的機構として,

堀48),横 田49)らが 述べているように,(1)薬 剤 の透過

性の低下,(2)薬 剤分解酵素の産生などによる薬剤 の

不活性化,(3)薬 剤 の作用に拮抗する物質 の増強,あ

るいは(4)薬 剤により阻害 される代謝系に代る別な代

謝系の活性化などがあげられる｡

これ らのうち第2,第3の 点に関して,Youmansら39)～

41)およびKrausら42)は ,結 核菌の培養濾液中にINHを

不活性化する物質の存在することを証明し,Fisher43)"〉

はHeminがINHの 結核菌増殖抑制作用を緩解す ると

し,中 瀬45>s6)はINH耐 性菌にINH分 解能を認め,ま

た戸井田47>はINH耐 性鳥型結核菌 にhydranidaseが

存在し,こ れがINHをhydrazineとisonicotinicacid

に分解することが,菌 の耐性機構と考え られる可能性を

論じているなど,種 々の報告がみられる｡し かし著者の

今回の実験では,こ れらの間題について検索 しなかつた

ので,以 下主 として第1,第4の 事項に関して若干の考

察を加えてみたい｡

抗 結核剤が感性菌に作用するさい,薬 剤が全 く結核菌

体内に侵入することな く,菌 体構成分の遊出 を起 こさ

せ,あ るいは菌体内代謝産物の排出を阻害する,と いつ

た機序も考えられないことはないが,一 般的には,な ん

らかの形で,菌 の細胞膜ないしは外来因子の浸透に対す

る防壁を通過し,菌 体内でその薬剤に特有な作用機転を

示すものと考えられる｡し たがつて薬剤に対して菌が示

す耐性の機序として,ま ず第1に この透過性の変化とい

うことが問題 となる｡そ してこの細胞膜の透過性が薬剤

に対 して選択性をもつているとすれば,耐 性菌の他剤に

対する交叉耐性の問題も理解 しやすいものと思われる｡

事実INH耐 性菌での細胞膜の透過性の低下を認める報

告31)～33)SO)一一54)は多い｡

著 者の今回の成績でも,耐 性菌と感性菌 の間 には,

14C・-INHUptakeに 著 明な差 を認めたが(表4)
,こ れ

はBarclay29)30),Youatt8i>～s3),江 田so)～52),戸 井 田55)

らの成績ほ ど著明ではなく,その割合はむしろGarattini

ら3のの成績に近い◎

Barclayは は じめ29)感性菌 と耐性菌の間に,14C-INH

Uptakeに 非常な差がある,と い うより耐性菌では実質

的にはUptakeを 示 さなかつたとい うこ とか ら,INH

は細胞の代謝に積極的に関与し,細 胞にとつて本質的な

なにかある物質の形成を阻止するのではないか,と い う

仮説をたてた｡し かし翌年の報告30)において,感 性菌に

よるKC-INHUptakeは 全 く物理化学的な吸着 による

ものとし・ しかもそれはFreundlichの 吸着等温式に当
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てはまることを認め,INHの 作 用機作は菌 の代謝に直

接作用するのではなく,細 胞にとつてtoxicな 物質の蓄

積あるいは,hydrogentransportに 関係 した酵素の賦

活化を妨げることによるとしている◎そ して耐性菌では

INHの 吸着が起こらないために,菌 体 か らの物 質 の

transportが 阻害されないことが,そ の耐性機構 である

と考えているように思われる｡し か し菌の示したRadio・

ゑctivityと,培 地中のINH濃 度 とが,吸 着等温式に一・

致したとい うことより,た だちにこの現象が吸着である

と速断することは許されない｡な ぜなら培地と細菌体内

という2つ の液相にINHと い う第3の 物質が溶解して

いるとき,Henry-Daltonの 分配律の変形で,同 様の式

を示すことがあるからである｡し かも菌体内でINHが

代謝される可能性を考えると,な おのことである｡著 者

の実験成績でみても,感 性菌でTH濃 度が上昇すると,

Uptakeは 急激に減少 し(表5,図1),耐 性菌 で14C-

INHをTHと 同時に作用に作用させた場合においても,

TH濃 度が2・5mcg/ml以 上ではUptakeは 減少 し,

最終的にはcpm150前 後のほとんど同値を示 した(表

6,図2)こ とから考えると,む しろ江田5｡)が 述べてい

るようにINHは まず菌体に吸着され,そ の後菌体内に

取り込まれるものと考えられ る｡そ して感性菌,耐 性菌

のいずれも,こ の吸着 という現象には差異がないものと

思われる｡し たがつて感性菌 と耐性菌のUptakeの 差

は,細 胞膜の透過性以後の問題に帰結される｡

では耐性菌においてはどのような機序で,細 胞膜の透

過性が低下するのか｡こ れに対する報告は 多 くは ない

が,Youatt31)はINH耐 性BCGをCO2で 処理すると,

14C-INHのUptakeが 上昇するといい
,坂 口ら53)M)は

lysozymeが 細胞壁中の基質を分解し,ま たペニシリン

は細胞壁のペプタイ ド生合成を阻害することにより壁の

脆弱化を来たし,INHの 透過性が増加すると考えてい

る｡ま たGarattiniら34)が,KC-INHのUptakeと 菌

の耐性度との相関を認めなが らも,カ タラーゼ活性およ

び,H202感 受性との関係をより重視しているのに対 し,

江田51)は耐 性度 と強い相関があると考えている｡

教室の野崎16)はINH耐 性菌に,INHとTHを 併用

することにより,INH耐 性度の減弱することを示 した

が,著 者がTHを 作 用させた後に,14C-INHUptakeの

変化を検討 した結果(表5,図1)で は,INH50mcg/

ml以 下の範囲では,耐 性度の減弱をほ とんど認めない

にもかかわらず,14C-INHUptakeは かな りの上昇を示

した｡こ のことから考えると,INH耐 性菌で は確かに

細胞膜の透過性が低下 しているが,そ れが耐性機構のす

べてではなく,INHが 菌体内に入つて後にも,INHに

対 して耐性を示す機溝も存在するものと考えられる｡こ

れはさきに述べたように耐性菌の19C-INHUptakeが

単に吸着によるものではなく,菌 体内に取 り込まれたこ
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とを示 していることからも推定 され た こ とであ る｡

Youatt32)33)は 結核菌によるINHの 取 り込みと排除の

割合が異なつていることが,耐 性菌と感性菌の相違で感

性菌ではINHを 代謝するより以上に早く取 り込まれ,

耐性菌ではINHを 取 り込む とすぐ代謝してしまうと述

べている｡

著者の成績ではTHがINH耐 性菌の膜 の透過性を

高めているものと考えられる｡し かしこの膜の透過性の

変化自体には,INHを 菌が取り込む積極的 な機構はな

く,こ れを駆動する力は菌体内の代謝活性にあるものと

考えられる｡そ のためにTHが ある濃度以上 に存在す

ると,菌 の代謝活性は抑えられ,菌 体内へのINHの 取

り込みはむしろ減少する傾向を示すものと思われる｡感

性菌ではTHO.1mcg/mlの も のは ほ とんどUptake

の増加をみず,THが0.25mcg/ml以 上になると急激

にUptakeの 減少を示した(表5,図1)｡こ の 成績か

らは感性菌においては,THに よる膜の透過性上昇の所

見を認めえなかつた｡

THに ついてはRist6)7),堂 野前18),東 村8),川 合9}ら

は,INHと の間に交叉耐牲はなく,INH耐 性菌にも感

性菌と同様の感受性を認めているが,INH耐 性菌 に対

する静菌作用の低下を認める報告11)もある｡著 者の今回

の成績ではINH耐 性菌に比し,感 性菌2株 にやや強い

静菌力を認めた(表1)｡し たがつて感性菌でTHO・25・

mcg/mlの とき,Uptakeが 著明に減少 したのは,耐 性

菌に比 し代謝活性がより強く抑制されたためとも考えら

れ るが,ま たそれほど著明な抑制作用がなくとも,あ る

程度代謝活性が抑え られた菌に,溶 液中に1mcg/mlの

割合に存在 していた14C一INHが 取 り込まれ,こ のINH

の作用が加重せ られて,代 謝活性が極度に 低 下 したた

め,以 後のUptakeが 起 こりえなかつたとい5こ とも十

分考えられる｡

以上のようにi4C-INHの 菌体内への取 り込みは,菌

の代謝活性と密接な関係があると考 え られ るが,INH

の作用機作についても,Schaeferδ6)は 菌 の休止期 には

作用せず,増 殖期に作用すると述べ,Barclay29)はINH

と接触後1回 分裂した後発育が停止 するとし,ま た 江

田5｡)は14C-INHのUptakeが 接触温度により異なるこ

とか ら,代 謝活性と関係の深いことを強調している｡

またTHとINHと の併用効果について,川 合10)は.

H37Rv株 を用いた試験管内実験において,ま た広瀬 ら19)

は耐性結核患者における臨床成績か らこれを認めておら

ず,塚 越12)1s)はむ しろ1～100mcg/m9のTHを 含有す

る1%小 川培地に継代培養 したH37Rv株 のINH感 受

性が低下するとさえ述べている｡し かし教室では早 くか

らINH耐 性菌保有の陳旧性肺結核例にINHとTHの

併用を試み,30%e以 上 の菌陰転率,X線 所見好転 をみ

てお り22)'"24>,小林20》,吉田 ら21)も臨床的あるいは 実験
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的に併用効果を認めている｡著 者がTHと14C-INHと

を燐…酸緩衝液中で,同 時に作用させた実験では,THO.1

mcg/mlでUptakeの 増加 をみたが,O.25,0・5,1・O

mc9/mlとTH濃 度が増してもUptakeの 上昇はみら

れず,2・5mc9/mlに なると著明な低下 をみた｡こ れは

はじめTHの 存在で膜の透過性が増 し,INHのUptake

も増加したが,THの0.25,0.5,1.Omcg/mlと い っ

た単独では抑制効果を現わしえない濃度 においても,1

mcg/mlのINHの 共存によりある程度 の代謝活性が抑

制され,TH2・5mcg/mlで は強 く抑制されたことを示

しているものと思われる｡そ してTH5.Omcg/mJに い

たれば,THに よる細胞膜の透過性が増大 しても,こ れ

を駆動する力が全く作用しないために,菌 体内への取 り

込みがほとんど起こらず,た だ単に吸着によるRadio-

activityを 示す ものと考えられる｡

著者はTHとINHの 併用効果の機序の一つとして,

THに よるINHに 対する細胞膜の透過性の増加が考え

られることを示 したが,こ のTHの 作用は東村で4)も32P-

phosphateお よび35S-sulfateの 取 り込みか らこれを認

めている｡INH耐 性菌感染マウスに対してTH治 療を

行なつた場合にも,こ のTHの 作用は示 されinvitro

ば か りでな く,invivoに おいてもTHとINHの 併 用

効果を期待 しうる一つの根拠を示しえたものと考える｡

しか しなが らINHお よびTHが 菌体内 に取 り込ま

二れた後,ど のような作用機転を示し,ま た協同作用を示

すかは今回の実験では明 らかにしえなかつた｡だ が 今

i野57)や江 田58)らがINHがDPNのNicotinamideの 部

に介入し,そ のためにDPN機 能の不活性化を来たすこ

とが,INHの 作 用機作ではないかと述べてい るのは注

目されてよい｡耐 性菌でINHがDPNに 介入ない し誤

入しないのは,単 に菌体内にINHが 存在 しないゆえで

あろ うか｡耐 性菌でもINHが 全 く取 り込まれないわけ

ではなく,ま してTHの 作用でINHが 菌体内 に増加

しても,耐 性度の減弱が明らかでない 以上,た だINH

が 存在するだけではDPNへ の介入ないし誤入は起こら

ないのかもしれない｡東 村 ら59)はINHの 存在で起こる

菌 の核酸合成阻害および蛋白合成阻害が,菌 の不活性化

か らくる二次的な非特異的現象ではないと考えている｡

YNH耐 性 機構の本質 も,こ の辺にあることも考 えられ

る｡

戸井田55)は耐性化によりいつたん無効 に なつたINH

の 耐性菌に対する作用を,二 次抗結核剤が復活させるか

どうかを,TH,EBを 含む各種二次抗結核剤と14C-INH

を 同時に作用させ,1℃-INHのUptakeを 測定 した結

果,い ずれの二次抗結核剤においてもUptakeの 上昇を

認めず,INHが 再び作用を示す証拠 は 得られなかつた

と述べている｡著 者はTHをDubos培 地 に加えて行な

つたのと全く同じ方法をもつて,種 々の抗結核剤につい

結 核 第42巻 第4号

て14C-INHUptakeを 測定 したが,SM,PAS・KM・CS・

VMで はUptakeの 変動はみ られなかつたが,EBで は

これ らに比し有意の上昇を認めた｡

EBの 作用機序についてKuckら60)は 菌 の増殖に必

要な代謝生成物の合成を阻害すると述 べ て い る｡ま た

Karlson61》は動物実験でINHとEBの 併用効果を認め

てお り,森 山62)63),河盛 らN)はINH耐 性菌に対 して交

叉耐性はなく,EBとINHの 併 用効果 を実験的にも臨

床的にも認め,さ らに同時併用ぽか りでな く,異 時併用

でも併用効果があると述べている｡EBに もTHほ ど著

明ではないが,INH耐 性菌の細胞膜の透過性を 増大さ

せる作用があ り,こ れがINHとEBの 併用効果をもた

らす一因ではないか と考えられる｡

結 語

種々の濃度にTHを 加えたDubos液 体培地に培養し

たINH50mcg/ml耐 性 のH37Rv株 お よびINH感 性

の黒野株 と 田山株(患 者から分離i)を 用 い,箕4C-INH

Uptakeに 及ぼすTHの 影響について 検討 した｡ま た

INH耐 性菌感染マウスにTH治 療 を 行ない,invivo

でのTHの 作用が,14C-INHUptakeに 与 える影響に

ついて,さ らにまたTHの みならず他 の 抗結核剤が,

KC-INHUptakeに どのような影響を与えるかをも検討

し,次 の結論を得た｡

1)INH耐 性菌は感性菌に比 し,NC-INHUptakeは

少 なかつた｡

2)INH感 性菌はDubos液 体培地中のTH濃 度が

0・1mcg/mlで は,MC--INHのUptakeに ほ とんど変化

をみなかつたが,0・25mcg/ml以 上 では著明な減少を認 「e

めた｡

3)INH耐 性菌ではTH濃 度 の増加 とともに14C-

INHUptakeの 増加がみ られたが,THが0.5mcg/ml

で ピークを示し,2・5mcg/mlで は減少傾向を示した｡

4)THを 燐酸緩衝液中で,MC.-INHと 同時にINH

耐性菌に24時 間作用させると,THO.1mcg/mlで は,

Dubos液 体培地中にTHを 加えたときと同 じUptake

を示すが,そ れ以上の濃度ではとくにUptakeは 上昇せ

ず,2・5,5・Omcg/mlに いたると著明な低下を示した｡

5)INH耐 性菌感染 マウス にTHを1匹 当 り100

mc9ず つ,・連 日腹腔内注射による治療を28週 行ない,

無 治療群 と比較すると肺内生菌数は減少 してお り,ま た

その分離菌のi4C-INHUptakeは 増 加した｡

6)以 上の成績からTHはINH耐 性菌 の細胞膜 の

透過性を増大させることを知つたが,ま たINH耐 性が

単に細胞膜の透過性のみによるのではなく,菌 の代謝系

にも依存 していることが示唆された｡そ してこれがINH

耐性菌に対するINHとTHと の,併 用効果 の一因で

あることが推定された｡
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7)Dubos液 体培地中に加えられたSM,PAS,KM,

CS,VMと の接触では,Hs7Rv・INH耐 性菌の"C-INH

Uptakeの 増 加はみ られなかつたが,EBで はTHほ ど

著明ではないが,他 薬剤に比し1℃-INHUptakeの 増

加を認めた◎したがつてEBもTHと 同様にINHと

の併用効果が期待できることが示された｡

本論文の一部の要旨は昭和41年11月 第70回 日本結

核病学会関東地方会において発表 した｡

稿を終わるにのぞみ終始ご懇切なご指導ご校閲を賜わ

りました恩師大淵重敬教授ならびに大貫稔講師に深甚な

謝意を表します｡ま た本研究にご協力いただきました第

二内科医局諸先生および霞ケ浦分院中央検査室各位に深

く感謝致します｡
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