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Streptomycin依 存性結核菌 を用いた 増殖 休止菌

に対する抗結核剤の効果 に関する研究

第1編 試 験 管 内 実 験
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STUDIES ON THE EFFECT OF ANTITUBERCULOSIS AGENTS 

 AGAINST TUBERCLE BACILLI IN THE RESTING STATE, 

   USING STREPTOMYCIN-DEPENDENT STRAIN  (18-b)  *

I. Studies In Vitro

Yoshiko OHTA
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   As one of the big problems of antituberculous chemotherapy for the chronic pulmonary 

tuberculosis, "microbial persistence", a capacity of the drug-susceptible microorganisms which 

are able to survive against the activity of the drug in vivo, has been pointed out. This 

phenomenon indicates a limitation in tuberculosis chemotherapy other than the drug resistance. 
In this report, an intensified antituberculous regimen were applied in vitro upon the resting 

cells of streptomycin-dependent  (18-b) strain, isolated from the human origin, under strep-

tomycin-starved condition. By using silicone-coated slide culture method, kanamycin, isoniazid 

and ethambutol were used singly or in combination upon the resting cells. It was obtained 

that the drugs were slightly effective against the resting cells, but the effecte was less than 

that against the growing cells. 

   This experiment suggests that tubercle bacilli in the resting state cannot survive half a 

year. If it is true,  tubercle bacilli brought in to the resting stage might die in a relatively 
short period.

第1章 緒 言

長期の化学療法にもかかわ らず,体 内の結核菌を絶滅

することがきわめて困難であることは,周 知の事実であ

る。その原因の一つとして,最 近とくにmicrobialper・

sistenceη すなわち,結 核菌が薬剤に感受性であ りな

がら,長 期にわたる化学療法にもかかわらず,生 体内で

生き残るという現象が注目されてきた◎この現象に関連

して,McDermotti),McCune2》,金 井らs)から興味ある

動物実験の成績が報告されている。つまり,生 体内で生

きてはいるが,ほ とんど増殖を休止している結核菌に対

しては,化 学療法剤が作用しがたいということである。

しかし,は た して増殖休止状態の結核菌には化学療法

を強化しても全 く意味がないのであろ うか。この点を明

らかにするために,予 研より分与されたstrept◎mycin

(SM)依 存性人型結核菌18b株4》 を用いてinvitroお
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よぴin　 vivoに おける一連の輿験を試みたe

　 人型結核菌のSM依 存性株は、1948年SM治 療によ

りかえつて病状が悪化した結核患者の疲からSpendlove

ら鋤 がはじめて分離 した"そ の後も人型結核菌のSM依

存性株についての報告は少な くないが鋤御27)ゆ,分 離 方

法が種々であるために分離菌のSM要 求量も,依 存性の

安定度も区々であつた。

　 1955年 橋本4)は強毒人型菌H2株 から,き わめて安定

なSM依 存性菌を分離したeこ の菌のSM要 求量は50

mcg/ml以 上であ り,畏 期の培地継代によつてもきわめ

て安定であり,こ の株を18b株 と名付けている◎

　 18b株 はSM投 与を中止することにより簡3櫛こ増 殖

休止状態とな り,動 物体内でも,培 地上でも増殖休止の

まま生存を続け,再 びSMを 投与することにより増殖を

開始することが金井ae》により報告された。これらの性質

が,増 殖休止菌に対す る強力な化学療法の効果を検討す

る実験に好都合であるため,本 実験に18b株 を用いる

ことに した。

第2章18b株 とH3?Rv株 との薬剤感受性の比較

　 第1節 　 実 験 材 料

　 使 用培 地:10%牛 血 清加Kirchner培 地(以 下 培 地

と い う),硫 酸streptomycin　 100　mcg/ml添 加10%牛

血 清 加Kirchner培 地(以 下SM　 loo　mcg/ml添 加 培 地

と い う)を 用 い た◎

　 菌 株:研 究 室 保 存 の 人型 結 核 菌Hs7Rv株 お よび,予

研 よ り分 与 され たSM依 存人 型 結 核 菌18　 b株e》 を用 い

た 。

　 Silicone-Coated　 Slide(以 下SSと い う):東G》 の方 法

に 従 つ て作 製 した ◎

　 試 験 管:内 径 約10・mm,長 さ120・mmの ガ ラ ス キ ャ

ップ付 小 試 験 管 を 使 用 した 。

　 被 検 薬 剤:SM,　 INH,　 sodium　 para-amino-salicylate

(PAS),　 TH,　 cycloserine(CS),　 EB,　 KM,　 viomycin

(VM),　 pyrazinamide(PZA),　 sulfisoxazele(SI),

tetracycline(T.C.),　 s◎dium　 e-amin◎phenolmethan。

sulfonate(SOM),　 dis◎xy1(DAT),　 tibi◎ne(Tb　 1)お よ

びethionamide(TH)のs◎dium　 methansulfonate

(THS)を 用 い た。

　 第2節 　実 験 方 法

　 18b株 に つ い て はSM　 100　mcg/ml添 加1%小 川 培

地 上 で3週 間 培 養 し,斜 面 上 に 発 育 した集 落 か ら約LO

mg/ml石 油 ペ ソジ ン菌 液 を作 製 した。 対 照 と して 検 討

したH37Rv株 に つ い て は,1%小 川 培 地 上 で3週 間 培

養 した 集 落 か ら約1.　 0　mg/mlの 石 油 ペ ソジ ン菌 液 を 作

製 した 。

　薬 剤 含有 培地 は,常 用 の 試 験 管 倍 数 希 釈 法(培 地2

ml)を 用 い た 。 第1管 の 薬 剤 濃 度 は お のお のSM　 10

結 核 第46巻 第8号

mcg/mJ,　 INH　 1.Omcg/ml,　 PAS　 5.　0　mcg/ml,　 CS　100

mcg/rnt,　 EB　IOO　mcg/ml,　 KM　 10　mcg/m',　 Tb　110

mcg/ml,　 vM　 lo　mcg/mt,　 DAT　 loo　mcg/ml,　 PZA

1。　ooo　mcg/ml,　 SOM　 loo　mcg/ml,　 T.　C,10　 mcg/ml,

SI　500　mcg/mlと したがTHSはTHに 換算して5.　O

mcg/励'と した。

　実験手技は,SSの 先端から約20　mmを 石油ペソジ

ン葭液申に瞬時浸漬 して菌を付着させ薬剤倍数希釈列の

試験鯨に投入し,37℃ で2週 間または4週 間薬剤を作

用させた¢薬剤作用後18b株 菌はSM　 loo　mcg/ml添

加培地中で,褒 たHs7Rv株 菌はSMを 舎 まない培地中

で4週 閥培養後,殺 菌効果を判定したの

　第3節 　実験成績

　判定方法は,発 青阻止力は2週 聞または4週 間薬剤作

用終了時に,殺 菌力は薬荊作用終了後4週 間薬剤非含有

培地で培養後に,そ れぞれ肉眼的に判定した◎判定基準

は菌集落がSS表 面の2/3以 上を覆 うとき(帯),2/3～

1/3の とき(耗),1/3以 下 のとき(+)と した。なお集

落数100以 下 の場合はその数を数えた。(+)以 下の場

合は発育阻止効果または殺菌効果ありと認め,そ の中の

最低濃度を発育阻正最低濃度および殺菌最低濃度として

表1に 示 した。

　 18b株 は発育増殖にSMを 必要とす ることを除けば

諸種抗結核剤に対 してHscRv株 とほとんど同 じ感受性

をもつていた◇

Pt　3章 　SM飢 餓状態にある18　b株 の残余発育

第1節 　実 験 材 料

　 Table　 1.　 Drug-sensitivity　 of　18　b-Strain
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　 菌株:18b株 をSM　 IOO　mag/ml添 加Sauton舎 成

培地上で約3週 閥培養した菌膜およびこの菌膜をSMを

含 まないSat　ute凝 合成培塘に移 して18日 間SM飢 餓状

態で培養した菌膜を用いた。

　 培地,SSお よび試験管:第2章 と同じものを用いk,

　 第2節 実験方法

　 実験1で はSM　 IOO　mCglml添 加Sauton合 成培地上

に発育した18b株 の菌膜から,約O.1mcg/mlの 石油

ベソジγ菌液を作製し.SSを 瞬時浸漬して菌を種着さ

せ,37℃ でSM飢 餓状態で培養したe

　 培養日数は2日 。3日,10日,15日,16日,17日,

18日 とし,培 養終了後ただちに水洗し,10%フ 重ルマ

リン液に投入して滅菌固定 し,次 いでZiehl-Neelsen氏

法で染色,鏡 検したΦ

　 実験2で はSMを 含 まないSauton合 成培地上で18

日問培養して増殖休止状態にあると思われる18b粍 藍

摸から。fb　O.　1　mg,'mlの 石 油ベ ソジン菌液を作製し,

SSbこ菌 を付着させ,37℃ で培養した,

　 培養日数は5日,10日,20日 とし,培 養終了後ただ

ちに水洗し,10%フ ォルマリン液に投 入して減菌固定

し,次 いでZieh　1-　Nee1　sen氏 法で染色,鏡 検 した.

　 第3節 　実験成績

　 成績は対験1で はSM　 IOO　mcg/ml含 有Sauton合 成

培地上で約3週 間表面培養した18b株 をSSに 付着さ

せて,SMを 含 まない培地内で培養したところ,約11

～15日 間は塔殖が綾くが ,そ つ後は増 殖が停止するこ

とが分かつたさ

　実験2'で はSM非 含有Sauten合 成培地上で,　SM鍵

餓状態のまま18日 闘培養 しh18　 b株 をSSに 付着さ

せてSMを 含まない培地で培養したところ,5日,10

日,20日 闘それぞれ培養 しkS3上 つ芸は.培 養しな

かつた菌に比較 して全 く増蓮が認めうれなかつた,

第4章 　増殖休止状薯にある18　b株 の生菌数の消長

　 第1節 実験材料

　 菌株:SM　 IOO　magfml含 有Sauton培 地上で18日

間表面培養しf:　18b株 の菌瞑をSMを 含まないSautOR

培地上に移殖 し,18日 間培養して増殖休止状態になつ

たものを用いた蓼

　培地,SSお よび小試験管:第2章 と同じものを用い

た弓

　第2節 実験方法

　増殖休止状慧の18b株 菌醸から,約O.1mg'mlの 石

油ベソジン菌液を作製 し.SSに 付着さぜ,培 地2血 」

を注入した試験管に投入し.37℃ で培養 した,

　培養日数は1～75日 間 とし そ○間の適当な日に4枚

ずつ取り出し.第1群 はただちに水汽 して10%フ ォル

マリンに養 フ・激薔 し.ZiehレN㏄1se簸 氏法によC染 色し,
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強鉱大で鱒検したes第2群 はSSをSM　 IOO　mCg/ml添

加培地に移 し,1週 闇37Cで 培 養し,そ の縫Ziehl-

Neelscn氏 法により染色し,弱 鉱大で鏡検したasま た第

3群 はSSをSM　 IOO　mcgYml添 加培地に移してから2

週聞培養して2群 と同糠に娼理 した礁第4群 はSSをSM

lOO　mCg　ml添 加培地に移 してから4週 閥37℃ で培斐

した後,肉 眼的に判定し鵡

　第3節 　実験成績

　第1群 は7x90倍 で鏡検し,各SSに つ き5親 野中の

付着菌単位数を求めて平均値を出した鐡

　第2群 および第3群 は.各SSに つ き5視 野を,7x10

倍で鏡検し,平 均 魑を求めたgeま た第4群 はSS上 の

23以 上を菌集落が覆つているときは1鮒,2/3～1/3の

とき 《十),13以 下のとき く+》,集 落数100=以 下 の

場台ににそか嚢を求めたむこれろを表示したつが表2で

ある鐸

Table　 2.　 Nu血ber　 of　 Col◎ 雄ies　 of　 18　b鵬dα
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.

　 この成績のうち,第1甕 では,菌 液に浸漬後ただちに

染色鏡検 したSSと 比較 して什着菌数にはほとんど変化

がみられなかつ旭 こO二 とからSSに 付着し」こ蓄は,

少なくとも48日 閤は墾落することはないことが分かつ

鵡

　次に第2甕 および第3群 の中で,SMを 含 まない培地

中に1日 ～7日 間置いk　sS　〈一はSM添 加培地に移して

培養す ることによウ癸育する集落数に著明な変化はみら

れなかつh,し か し10日 ～14日 間SMを 含 まない培地

内に置いたSSで は発育1ナる集落数は23～1　 '3に 滅 少

していko　 30日 間SMを 含 まない培地内に置いたSS

では発育集蕗数1ま130～11COと 減少 していだ群30日

閥SMを 含 まない培地に置いてかろSM添 加培地に移し

て4週 間培養したSSで は,肉 誤蘭定により70コ の集
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落を認め,60日 閥置いたものでは8コ の集落を認め,75

日間置いたSSで は全く集落発冑を認めなかつた。

　これらの成績を総合すると,18b株 をSMを 含 まな

い培地内で培養すると,そ の期間が畏いほど,増 殖能力

が低下すると思われる◎

　本実験では増殖休止状態にするために,18b株 を18

日間SM飢 餓状態に置いてあるので,こ のことを考慮に

入れると,伽 痂70に おいてSMを 含まない培地内で約

1ヵ 月間,増 殖休止状態になつてからは,約2週 閥は生

菌数はあまり減少しないが,そ れ以上SM飲 餓状態が統

けば増殖する能力はかなり急速に失われるものと思われ

る◎ したがつて18b株 に対する抗結核剤の効果を検討

する場合には増殖休止状態に してからは2週 聞以内に と

どめるぺきで,そ れ以上にわたる場合には生菌数の自然

減少を十分顧慮する必要がある◎

第5章 　増殖休止菌に対する抗結核剤の殺菌効果

　第1節 　実験材料

　使用培地,菌 株,SSお よび試験管は第4章 に記載し

たものと同様のものを用い,薬 剤はINH,　 KM,　EB,　THS

を用いた。

　第2節 実験方法

　実験1:SM　 loo　mcg/ml添 加Saut◎n合 成培地上で

約3週 間表面培養した18b株 菌 膜 をSMを 含 まない

Sauton合 成培地上に移し,10日 間SM飢 餓状態で培

養 した菌膜から,約LOmg/mJの 石油ベンジン菌液を

作製 した◎別にSM　 100　mcg/ml添 加Saut◎n合 成培地

上で約3週 間培養した菌膜から約1.Omg/mlの 石油ペ

ソジン菌液を作製した◎これら2種 類の菌液をおのおの

SSに 付着させて薬剤倍数希釈列に投入した◎

　薬剤倍数希釈列は,増 殖状態の18b株 にはSM　 100

mcg/ml添 加培地を,増 殖のほとんど休止 した18　b株

にはSMを 含 まない培地を用いた。

　 1)INH単 独,2)INH・KM,3)INH・KM・THお よ

び4)INH・KM・TH・EBに ついて比較 した。

　薬剤作用期間は4週 間としたe

　実験2;SM　 loo　mcg/ml添 加sauton培 地 上で約3

週間表面培養 した.18b株 をSMを 含 まないSaut◎n培

地に移 してから,18日 間SM飢 餓状態で培養し,完 全

に増殖休止状態になつた菌膜より約1.　0　mg/mlの 石 油

ベソジソ菌液を作製しSSに 菌を付着させて薬剤を作用

させた。また増殖中の18b株 からも1,　o　mg/mlの 石 油

ベンジン菌液を作製し,SSに 付 着 させて薬剤を作用さ

せた。実験2に おいてはINH単 独 とINH・KM・TH・EB

併用を薬剤作用期間を変えて(2週 間と4週 間)比 較検

討 した。

　第3節 実験成績

　判定方法は2週 間あるいは4週 間薬 剤を作用させた
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Table　 3.　 Mi轟im越m　 Sterilizin騒Concentration

　 　 　 　 　 in　Each　 Rogi鵬e鳥 　(18b)

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (mcg/励 」)

「 馬 『璽1「璽π4w

Gr◎wコng

cel18

Incompletely

　 resting

　 cells

INH

INH・KM

lNH・KM・TH

INH・KM・TH・EB

INH

INH・KM

INH・KM・TH

INH・KM・TH・EB,　 　 　 　 、

1.562

0.　391

0.　391

0.195

6.25(12.5/

0.78(3,13)

0。39(L56)

0.39(L56)

Growing
cells

Restmg

cells

後,薬 剤を含まない,

培地で4週 間培養し,

数を判定 した◎判定成績を総括して殺菌最低濃度を表3

に示 した◎増殖休止状態の18b株 に対しても,　INHの

濃度が高ければ殺 菌 効 果が認めろれk,ま たINHに

KM,　TH,　EBを 併用すると,わ ずかながら併用効果も認

められたむ

　殺菌最低濃度(MSC)の 基準 としては,対 照が く粋)の

場合は菌集落数100コ 以下を殺菌効果あ りとするのが適

当と思われる"こ の基準では,増 殖休止状態の18b株

のMSCはINH単 独では31.　3　mcg/　ml,4剤 併用では

INH　7.81　mcg/mlで あつたe

INH　 　　　　　　　 3.906　 　1.95

1NH・KM・TH・EB　 O.976　 　0.24

1NH　 　　　　　　　i　3L　25　 　 7・81(31.　3,

INH・KM・TH・EB{7.　 81　 13.90(7.81)

　 　 　 　SM　 100　mcg/ml添 加Kirchner

　 　 　 肉 眼 的 にSS上 に 増 殖 した 菌集 落

第6章 　増殖休止菌の耐性獲得について

　 第1節 　 実 験 材料 な らび に 実 験 方 法

　 使 用 培地,SS,試 験 管,使 用 薬 剤 は 第5章 と同様 で あ

る ¢

　 菌 株 は,第5章 の殺 菌 効果 判 定 の さい に増 殖 の認 め ら

れ た 菌 集 落 に つ い て,使 用 薬 剤 に 対 す る耐 性検 査 を 行 な

つ た 。

　 す なわ ち菌 集 落 の発 育 したSSよ り石 油 ペ ソジ ソ菌 液

を 作 製 し,そ の約O.　1　mlをSM　 loo　mcg/ml含 有1%

小 川 培 地 に 流 して37℃ で 約4週 間培 養 し,発 育 した 全

集 落 に つ い て 耐 性検 査 した◇

　 耐 性 検 査 は 松 島燭 の 方 法 に 準 じた 。

　 耐 性 培 地 は,SM　 loo　mcg/ml添 加培 地 に,次 の濃 度

に 薬 剤 を 加 え た もの で あ るcす なわ ちINHは5。 　O　mcg/

ml・1・　o　mcg/ml,　 o・　1　mcg/ml,　 KMは1∞mcg/ml,

10　mcg/ml・5　 mcg/ml,　 THは10　 mcglml,5　 mcg/ml,

2・　5　mcg/ml,　 EBは25励cg/ml,10　 rncg/ml ,5mcglmz

と した 。
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　判定は2遇 間培養後に行なつた。

　INH　O.1mcg/mlで く十)以 下に増殖 したもの,お よ

びEB　 5　maglmlで(+)以 下のもこ)は,い ずれも耐性

なしと鞘定し,そ の他は菌集落教20コ 以上で耐性あり

とした=

第2節 実験成績

　ほとんど増殖を休止しているが,わ ずかに増殖してい

ると思われる18b株,あ るいは増堕休止状態の18　b桟

では,INH単 独作用。4剤 餅用群とも2週 閥作用群でも

4遇 間作用群でも全く耐性上昇は認められなかつた.

　増殖中の18b株 においては,2週 間薬葡を作用させ

たものはいずれも耐性上昇を認めなかつたが,4遇 閥作

用させたものではINH単 独作用欝で 夏NH　5.　0　mcgY　ml

に不完全耐性獲得がみられ.4翻 併 用群ではINH　 5.0

蹴91劇1お よびEB　 smcgmtに 不完全耐性を示したが,

勉の薬荊では耐性を認めなかつたコ

第7章 　考 案

　 第1節 実験方法に関する考察

　本実験にはSiliCOfie-C◎ated　Slide培 養 法5)を用 いた

が,そ れは結核菌の徴小集落や.殺 菌力の定量的朝定に

きわめて都合がよいシらであるev　SSへ の菌付着に関し

ては.す でに内蚕ら勢の研究があウ.付 着菌数は浸漬す

る菌液濃度および浅漬互敷により左右されるが,同 一濃

度の菌液で浸漬回数が等 しげれば.ほ ぼ同数の菌が付着

することが知られている,

　 また{強 に付着した菌は.注 浄.培 地の置換等によつ

て容易に脱落しないことは池田7#に よつて確かめられて

いる轟

　次に,18b株 を結核菌 として銃結咳潮の殺菌効果判定

実験に用いることの適否を省 禦する必 要があるが18b

株の薬荊惑受性を15種 の抗結咳麺に鍵してHscRv桟

と比較した結果.SM{表 ξ性である点を除いては.諸 種

抗結核荊に対してHStRv序 とほとんど同じ感受牲をも

ち.抗 結核翻の抗菌作用に麗す る実整にi蕎いることがで

きることが薩かめられた二

次にSM供 給を中止 して増殖休止状態にあると考えら

れた18b株 が.は たして実瞭に分裂増殖を停止してい

たかどうかを挨討する必要メある魯この点に巽してば.

金井mpの約2週 間 とい う報告があろ二著者も本論文にお

いて,SS培 養 法により検討 した緒果.11日 か ろ15日

で増殖休止状態になることが分かつた=

一方,実 際に実験で用いた増殖休止菌は.SS培 養 浅

によらずにSM　 100　megfma漆 加Sauton台 成培地上で

表面培養した菌猿を.SMを 含 まないSautoa合 成培地

表面に移植したものであるから。この移植のさいに菌護

の下面に培蜷がついたまま移せぽ・その培地内に含まれ

たSMに よつて18　b株 の残余発育の期間が長くなるこ
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とも考えられるasそ こで著者st　18　b株 菌膜をSM含 有

培塘からSMを 禽 まない培地に移す場合,減 菌濾紙で薗

膜に付轟したSMを 含む培地を可及的に除去する繰作を

行なつlt　:さ らにSSを 用いた残余発育期間は第3章 で

述べたように11日 ～15日 闘であるが,抗 結核剤の作用

に関する実 験に用いるための増穣体庇菌としては.SM

を含 まない培地での培養期闘を18日 に廷畏し.確 実に

増殖休止の状態 となるように注意 した◇このような菌か

ら作襲した菌液により蕾を付着 させたSSをSMを 含 ま

ない培地で2選 間培養し鏡検 したところ,菌 の増殖は全

く認められなかつた,こ のことかろSMを 含まない培地

で18日 間培養すると,確 実に増殖tSth状 態 の菌が縛ら

れるものと考えろれる。

　 第2節 実験成績に及涯す生菌量の自然減少の影響

　 SM飢 餓状態で培養すると.18　b株 は11～15日 闘咳

余聚育した後増殖休止状態 となるtさ らにSMを 含 まな

い培地で培養を続けると,一 都の蕾は再びSMを 供給 し

ても増殖しない状態になる。このような薔の割合は,SM

飼餓状態での培養期闘が長いほど大きくなり.75日 闘

SM飼 餓状態で培養するとほとんど全謡の菌が増殖能力

を失 う¢すなわち再びSMを 供給しても増確しない菌と

なを この状態は抗結核麺による綬蓄とはス?す る必要

があるこ

　 増殖休並菌の殺 菌 効 果についての実 験を考えてみる

と,増 殖休止状態の18b株 か ら作製したSSを.さ ら

に4週 闘SMを 含まない培地内で抗結核麺を作用させる

場台には.そ の蕊は最初から数之ると6週 闘以上SM齪

餓状態におか7∴ 二とになり,そ の結果抗結核麺の効果

以 袖こも.生 菌量の減少が影響すると考えろれる,し た

がつてSM非 含有培地中での薬慧 ぢ琴窮閥にできる眼 り

短期間であることが望ましい。この点から,工 莞験てば

薬薄作用期間を2週 間または4週 間としたau

　 増殖休止菌に対する薬翻の殺菌妨果と,増 薙中の著に

煙する綬菌効果 とを同時に比較することができるか どう

かという問題が起こつてく■v　ew　2週 闘薬荊作用さ一t　';薩

では,SMを 含9た いSau{on合 戚培壇上で18　 ff闘培

養 したのと撫えると32日 聞SM壁 簸珪慈におて・乳セニ

とになウ.生 菌繍 まそつ聞 自然 減 ノつみに よつ て も

13～110に 減少すると考えろれる:ま た4週 闘薬競を

作 零させナこ葬でばさろに生菌蜘 よ減ンするコそれゆえ増

殖休止蓄りξヒ蓄勤果と増殖中の菌の殺菌麺果を簸密に比

較する二とはできない幡 しかしながろ生葺数の自然滅少

`t.増 殖休止菌に対して」ミご・;ナ上の殺菌薙果として示さ

れるので,本 実験¢結果かろば,碧 璽ケ上菌では増殖中

o蓄 よりも殺薔葡果が劣ると言えよ5.

　 塔穂休止菌に電するINH単 象2選 間作罵群の最低駿

蒙叢度　MSC　 は.　 一瀞以下を費奢で果ありとすれぽ

31.25mcg　 mi,菌 集落100コ ゑ下とすれぽ62.　5　mcgノ
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rnl,菌 集落10コ 以下とすれば125　mcg/mtと な るeま

te .INH単 独4週 閥作用群では(十)ま で殺菌効果あり

とすればMSCは7.81　 mcg/ml、100コ 以 下 とすれば

31.　25　mcg/ml,10コ 以 下 とすれば62・　5　mc9/mtで あ

る。4剤 併用群については,2週 閥作用群では(十)以

下を殺菌効果ありとすればMSCはINHに ついて7・8

mcg/mJ,菌 樂落100コ 以下とすれば31・　25　mcg/mt,

10コ 以下とすれば62.　5　mcg/mlで あ るge　4週 間作用群

では(+)以 下を殺菌効果ありとすればMSCはINH

について3,9mc霧 加',菌 集落100コ 以 下とすれば7・8

mcg/mt,10　 ee　M下 とすれば31.　25　mcg/mtと なるce

　 以上の結果から,い ずれに しても臨床的に内服によつ

ては得にくいような高濃度ではあるが,増 殖休止菌とい

えども薬剤の作用を全く受けないとは、1えないと思われ

る。

　耐性上昇については,増 殖休止状態で薬剤作用を受け

た菌については,全 く耐性上昇を認めなかつた。一方増

殖中の菌では耐性上昇したものもあつた。

　 今井ss》,池田89}らは結核菌のINH耐 性獲得の問題を

薬剤作用環境と薬剤濃度の点から追求し,耐 性獲得は菌

増殖に好都合な環境ほど早くかつ高度であると報告 して

いるが,本 実験の成績でもこの示唆が明らかにされたわ

けである◎

　 第3節 　諸家の報告との比較考察

　 増殖休止中の結核菌に対する抗結核剤の作用に関する

報告は,動 物実験が主で,試 験管内実験はほとんど行な

われていない。わずかに金井9)の,Saut◎n培 地上でSM

ユ00mcg/mJの 存在下に増殖している18　b株 と,増 殖

休止中のものとに対して,INH　 10　mcg/mlあ るいはKM

loo　mcg/mlを 添加して殺菌効果をみて,増 殖中の菌は

接触後3日 で生菌量力い/10程 度に減少したが,増 殖休

止菌では全 く影響を受けなかつたとい う報告がある。

　 本論文でも,増 殖中の18b株 菌ではINH　 lo　mcg/ml

2週 間作用,4週 間作用とも殺菌効果が認められた。KM

100　mcg/mlで は2週 間作用実験は行なわなかつたが,

4週 間作用では殺菌効果が認められた"し か し,増 殖休

止菌ではINH　 10　mcg/ml　 2週 間作用では,対 照(惜)

に 対して(什)と,か な り菌量減少がみられ,4週 間作

用でも対照(粁)に 対して(+)と 菌量減少がみられる。

この成績は金井8)の 実験成績と相反するかにみえるが,

抗 結核剤の殺菌効果は薬剤の作用期間30)鋤,使 用培地29)

鋤 ,接 種菌量鋤等によつてかな りの相違がみられる◎金

井の実験の薬剤作用期間は3日 間であり,本 実験の2週

間に比較して非常に短いc岩 井83)によると,SS培 養法

におけるINHのH37Rv株 に対するMSCは,1週 間作

用では1,000mcg/ml,2週 間ではO.　125　mcg/mlと な

つている。それゆえ増殖休止菌については本論文の実験

成績と金井の成績とを比較することはできない◎
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　池田2e>　VCよ ると,　Hs7Rv株 を4℃ お よび25℃ で培

饗す るとほとんど増殖がみ られないφ その状 態でINH

4週 間作用のMSCは4℃ では500　 mcg/mt,25℃ で

は62.5mcg加1で あつたe対 照の37℃ で のMSCは

O,　0625　rncg/　mlで あつた.こ の実 験は本論文の実験条

件,判 定基準とだいたい岡 じであるので比較π∫能と思わ

れる穏池田の実験では増殖中の菌に比 して,増 殖休止菌

ではMSCは 著 しく低下しているゆこれに比較すると,

本論文では,増 殖体止箇のMSCは 増殖中の菌のMSC

の約1/4～1/32と 遊は比較的少ない。この相違は,低 温

による増殖休止状態は,SM飲 餓に したために増殖を休

止 した18b株 の次態とは別の,よ り代謝の低い状態で

あるためではないかと思われる。

　第4節 　本実験成績と臨床との関連性

　増殖休止状態の結核菌に 対する抗 結 核 剤の殺菌効果

は,本 実験の結果のみから考えると,in擁f70と い う環

境では作用濃度が十分高けれぽ認められ るといえよう。

また多剤併用効果も認められる轟 しかし増殖中の結核菌

に対する薬剤の4～32倍 の盤 を 要すると考えられるの

で,現 在用いられている抗結核剤の投与■,投 与方法で

は生体内でこのような高濃度を期待することは困難であ

る。しかし,in癬70と い う環境ではあつても,増 殖休

止状態の結核菌に対しても化学療法を十分強化すれば,

殺菌効果が 望みえないものでもないということは,mi・

crobial　persistencei)に 対処する手段の新しい可能性を

示すように思われる¢

　結核菌はin躍70とin　 vivoで は性状も異なること

が知られており鋤噺鋤,ま たin励0て は生体免疫の存

在その他 訪 癬70と は別の条件が加わるので,は たして

in伽oで も増殖休止菌に対する抗結核の殺菌効果が得

られるか否かが次の課題であろ う。

　耐性獲得については,増 殖休止中に作用させた薬剤に

ついては,2週 間作用,4週 間作用群とも耐性上昇を全く

認めなかつたeこ のことか ら,in鋤oで も増殖休止菌

では耐性上昇は起こらないと想像される導また発育阻止

状態すなわち増殖休止状態が長期間続 くと,18b株 は再

び増殖可能な環境に移されても増殖しなくなるが,こ れ

が菌の自然死覇によるものか,ど うかは明らかでない、

　 以上のことを臨床にあてはめて考えると,生 体内では

生菌免疫力,酸 素欠乏.薬 剤作用その他種々の原因によ

つて殺菌されることなく生残り耐性獲得することなく増

殖休止状態となつた菌は,殺 菌効果を得られなくても,

発育阻止効果の得られる薬剤投与を長期間継続すること

により,増 殖休止状態のまま自然死することも考えられ

る肇

第8章 　結 語

Silicone-C◎ated　 Slide培 養 法5)を 用 い て,増 殖休 止 状
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態のSM依 存性人型結核菌18b株1こ 対する抗結核剤の

殺菌効果を検討 した◇使用薬剤はINH,KM,THお よ

びEBで,種 々の濃度におけるINH単 独作用および4

剤併用時について検討した¢

1.分 裂増殖中の18b株 は,SM依 存性である点を

除いては諸種抗結核剤に対してHs?Rv株 とほとんど匿

じ感受性を示 した¢

2.増 殖休止状態の18b株 は,増 殖中の18b株 よ

りもINHに 対する感受性はかなり低 く,MSCは4～32

倍であつた癖

3.増 殖休止状態の18b株 のINH単 独 作 用 群 と

INH,KM,THお よびEB併 用群とを比較すると,わ ず

かながら併用効果が認められた君

4.INH単 独作用時でも4剤 併用時でも,増 殖休止

状態の18b株 の薬剤耐性上昇は全 く認められなかつた、

5.以 上の結果から,増 殖休止状態の結核菌に対して

も,強 力な抗結核剤を用いれば殺菌効果が得られる可能

性もあるものと考えられる懸
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