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V.　 培養温度 と化学療法剤の効果(2)

前 川 暢 夫 ・池 田 宣 昭 ・裏 辻 康 秀

京都大学結核胸部疾患研究所内科1

受付 昭和48年9月22日

THE EFFECTS OF ANTITUBERCULOSIS CHEMOTHERAPY

 IN VITRO UNDER VARIOUS CONDITIONS INADEQUATE

 FOR THE GROWTH OF TUBERCLE BACILLI*

V. Incubating Temperature and Chemotherapeutic Effect (2)

Nobuo MAEKAWA, Nobuaki IKEDA and Yasuhide URATSUJI

(Received for publication September 22, 1973)

Chemotherapeutic effects of RFP alone
, two-drug regimen of RFP•EEB and three

drug regimen of RFP•EEB•EINH to Mycobacterium tuberculosis H
37Rv were evaluated i

n vitro by changing the incubating temperature at 37•Ž
, 25•Ž and 4•Ž.

Comparing the results obtained at 25•Ž and 4•Ž with thos
e at 37•Ž, the 

chemotherapeutic effects were remarkably lowered in the latter even in th
e three-drug 

regimen and the development of drug-resistance to RFP was not observed i
n such an 

inadequate condition for the growth of tubercle bacilli
.

According to these results
, it seems almost impossible to intensify the 

antituberculosis chemotherapeutic effect under the thermal conditi
on inadequate for 

the growth of tubercle bacilli in vitro .

緒 論

結核化学療法の最終的な 目標は,生 体内の結核菌を絶

滅す ることにあ るといえ よ うが,長 期間にわたつて化学

療法を行つて も生体内の結核菌 を完全 に死滅させて しま

うことが困難 である ことは周知 の事実 である。 これ に関

連 して最近注 目され てい る 現 象 はMcDermnott1),Mc-

Cune2)お よび金井3)ら が報告 してい るmicrobial persi-

stenceと 表現 され るものであ る。 これは動物実験 に お

い て,長 期にわた る化学療法に もかかわ らず生体内で生

き残 る菌があつて,し か もその菌は使 用 された抗結核剤

に感受性 であるこ とを意味 している。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 しては化学療法剤の効果が及び難 い とい うこ とで あ

る。はた していかに化学療法の術式を強化 して も増殖休

止状態 にある結核菌 に対 しては全 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,す で に 教 室 の太

田4)5)は国立 予防衛 生研究所 より分 与 さ れ たStrepto-

mycin依 存性人型結核菌18b株 を用い て増殖休止状態

にあ る結核菌をつ く り試 験管内お よび動物実験 を行 なつ

たが,ま た別の角度か ら,われわれは結核菌 の発 育に不適

当 と思われ る種 々の環境 を作 りこれ らをモデル として実

*From the Chest Disease Research Institute
, Kyoto University, Sakyo-ku, Kyoto 606 Japan .



5 1 4 結 核 第 4 8 巻 第 1 1 号

験 を行なつて きた6)～9)。第I報6)で は,結核菌 の発育 に不

適 当 と考 え られる培養温度25℃ お よび4℃ でINHを

中心に薬剤 を作用させた場合,結 核菌 に対す る薬剤 効果

が非常に減弱 され ることを報告 したのであ るが,今 回は

第1報 と同様な条件,す なわち結核菌の発育に不適 当な

培養温度25℃ お よび4℃ でRFPを 中心に抗結核剤を

試験管 内で作用 させ,そ れ らによる結核菌発育阻止効果

な らびに殺菌効果を,従 来常用 され てきた培養温度37℃

における効果 と比較検討 し,ま た その際 のRFP耐 性獲

得について も検討 した。RFPは,Gruppo Lepetitの 研

究者を中心 として開発 され比較 的最近 に臨床 的に使 用さ

れ るよ うに なつた新抗結核剤 でStreptomyces medite-

rraneiの 作 る抗生物質RifamycinSVの 半合成的誘導

体 であ り,in vitroお よびin vivoの 実験 で 優れた抗

結核性 を発揮す る ことはす でに よく知 られ ていて,わ れ

わ れの実験成績10)でも特 に優れた殺菌 力を示す点 に特徴

が ある と考 え られる。

実 験 方 法

Silicone-coated Slide Culture法11)(SSC法)を 用

い,培 地は10%牛 血清加 キル ヒナー培地,菌 株は教室

保 存のH37Rv株 を使用 した。薬剤作用形式は,RFP単

独,RFP・EB2者 併 用,RFP・EB・INH3者 併用 の3群

とし,薬 剤濃度はRFP100mcg/ml,EB200mcg/ml,

INH100mcg/mlを 第1管 濃度 とし,以 後それぞれ倍数

希 釈法に よ り第19管 まで とし,第20管 は薬剤を含まな

い対照培地 とした。実験操作は,1%小 川培地上に3週

間培養 した集荷を集め て0.1mg/mlの ベ ンジン菌液を

作製 し,池 田の方法12)により,そ の菌液 中にシ リコン被

覆 ス ライ ド(SS)を 可及 的同時 に数秒 間浸漬 して菌 を付

着 させた。 この結核菌付着 ス ライ ドを上述 の薬剤 含有培

地系列に投入 し37℃,25℃,4℃ でそれぞれにつ き同様

に薬剤 を作用 させた。薬剤含有培地は1週 間に1回 新 し

く作製 し交換 した。お のお の4週 間薬剤 を 作 用 さ せた

後,殺 菌 力を検討す る 目的で生理的食塩水でSSを 洗浄

し,薬 剤 を含まない培地系列 の該 当試験管に移 し,す べ

て37℃ で更に4週 間培養 を続けた。判定方法 は肉眼的

にSS上 に発育 した結核菌 の集落 がSS表 面 の2/3以 上

を被 うとき(+++),2/3な い しl/3の と き(++),1/3以

下の とぎ(+)と し,集 落数100以 下の場合にはおお よ

そそ の数を記録 した。結核菌発育阻止効果の判定は薬剤

作用 を始 めてか ら第3週 目に行 い,殺 菌効果 の判定時期

は薬剤 含有培地 か ら薬剤 非含有培地系列 にSSを 移 し,

37℃ で4週 間培養後 とした。 なお,RFP耐 性検査 は殺

菌効果判定後,SS上 の集落を1%小 川培地に移 して増

菌 し同様にSSC法 を用い て行なつた。 耐性検査濃度は

第l管 を2mcg/mlと し,以 後第9管 まで倍数希釈 し第

10管 は対照培地 とした。

実 験 成 績

成績は別表に示 す通 りであつた。殺菌 効果についてみ

ると,SS上 の結核菌発育が(+++),(++)は 殺菌効果な し,

(+)以 下は殺菌効果あ りとすれば,培 養温度37℃ で薬

剤 を作用 させた場合,RFP単 独 では第9管(0.39mcg/

ml)ま で,RFP・EB2者 併 用 で は 第8管(RFP濃 度

0.78mcg/ml)ま で,RFP・EB・INH3者 併 用では第11

管(RFP濃 度0.098mcg/ml)ま で殺菌 効果を認めた。

次に,培 養温度25℃ の場合,RFP単 独では第3管(25

mcg/ml)ま で,2者 併用 で は 第4管(RFP濃 度12.5

mcg/ml)ま で,3者 併用 で は 第5管(RFP濃 度6.25

mcg/ml)ま で殺菌効果 を認めた。培養温 度4℃ の場合,

殺菌効果 は全 くみ られなかつた。37℃ におけ る 薬剤作

用群 と25℃ における薬剤作用群 との差は試験管に して

6管 程度(薬 剤濃度に して26程 度)で あ る。37℃,25℃

Table 1. Incubating Temperature and Growth of Tubercle Bacilli

 (H47Rv) under Chemotherapy

*Serial dilution method. Tube No.1 contains RFP 100 mcg/ml, EB 200mcg/ml, and INH 100mcg/ml.

**Figures in the table show the number of countable colonies.
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Table 2. Development of Drug Resistance under Various Thermal Conditions

*Serial dilution method . Tube No.1 contains RFP 2mcg/ml.
**Serial dilution method .

いず れにおいて もRFP単 独 作用 よりも3者 併用のほ う

が試験管に して2管,わ ず かなが ら強い効果 を示 した。

RFP耐 性検査成績をみ ると,耐 性上昇 は ほ とん ど認 め

られず,ま た培養温度 に よる差 も特 に認 め られ な かつ

た。 なお,表 中で斜線 の部 分は殺菌効果判定時 に菌発育

を認 めなかつた もので ある。

考 察 ・結 論

(1)　結核菌の発育に不適当な培養温度でRFPを 中心に

抗 結核剤を作用 させた場合,37℃ におけ る 殺 菌効果 と

比 較 して,い ず れの薬剤 作用形 式で も殺 菌効果 は非常 に

減 弱 された。

(2) RFP単 独作用 とRFP・EB・INH3者 併用 とでは,

37℃,25℃ いずれ にお いても,わ ずか なが ら3者 併用

群 のほ うが強い効果 を示 した。 この成績 のみか らの判断

が可 能であるな らば,RFPは 単独で もかな り強 い 殺菌

力を発揮す るので,こ れ に他 の抗結核剤を併用 して も殺

菌効果 の強化はあ ま り期待で きないか もしれない。

(3) RFP耐 性上昇はほ とん どみ られず,ま た培養温度

に よ る耐 性 獲 得 の差 も特 に 認 め られ な か つ た 。

こ こに 報 告 した 実験 成 績 の要 旨は共 同研 究 者 の1人 で

あ る裏 辻 に よ り,第48回 日本結 核 病 学 会 総 会 にお い て

発 表 され た。
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