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感染菌の増殖度と結核化学療法効果

1.　ス トレプ トマイ シン依存株 を用いた マウス実験 モデル
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Mice were infected intravenously with a streptomycin-dependent strain of tubercle bacilli 

which had been brought into the antibiotic-starved condition by growing them on streptomycin-free 

Sauton medium. Chemotherapy with isoniazid, isoniazid plus pyradinamide , or ethambutol exerted 

little influence on the persisting or declining fate of these infecting bacilli
, but rifampicin reduced 

markedly their viable counts in the spleen and lung down to the undetectable level . From this 

result in the highly artificial model, a suggestion was made that rifampicin
, unlike isoniazid and 

ethambutol, might be effective even against the resting or persisting bacilli in tuberculous lesions .

は じ め に

結核化学療法 が,期 待 すべ き効果 を挙げ えない場合,

そ の理 由 としてい くつ かの点が指摘 され てきた。耐性菌

の発生,感 染組織 におけ る薬剤有効濃度維持 の問題がそ

の もつ とも重要 な要 因であろ う1)。後者については,単

に薬 剤の投 与量,投 与方法,血 中濃度 の面 のみでな く,

結核菌 の宿主細胞 であるマク ロフ ァージ内 の薬剤濃度,

病 巣内乾 酪物質 に よる薬剤 と菌 との?触 阻止,病 巣を と

りまく血管 の乏 しい結締織 の存在,更 に宿主酵素に よる

薬 剤の不 活化 な どが考慮 され てきた2)。

これ らの要因 に加え て私た ちは,慢 性病巣内におけ る

分裂静止菌が代謝的に不活発であ り,こ のため薬 剤に対

す る感受性が一般的にひ くい"persisters"で あ ろ うとい

う説2)に 興 味をいだいてきた。 この問題 につ よい関心を

もつ前川 ら3)4)は,以 前 よ り主 としてin vitroで 研究を

すすめてお り,ま た臨床 的立場 か らは,切 除肺 の閉鎖病

巣の培 養所 見5)6)が この 現象に 深 いかかわ りを もつ と考

え られ る。しか し実 験的研究 を主 とす る私た ちは,こ れ ま

で人為的なマ ウスモデルで問題 の検討 を続け てきた7)8)
。

方法 としては,in vitroで 分裂静止状態 とした菌を感

染 に用 い る点に新 しいアプ ローチがあ るが,そ の手段 と

してス トレプ トマイシ ン(SM)を 分裂増殖 のために必要

とす るSM依 存変異株9)を 利用 してきた。 この菌がその

まま現実 の"persisters"を 代表す るものとは考え られ な

いが,い ずれ にせ よ,こ の菌に よる感染に対 して
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ニァジ ド(INH)は そ の強 力な治療効果 を発揮 しなかつ

た7)。 また,も しこ うした感染に も有効な薬剤 がある と

すれば,そ れは これ まで の結核化学療法に一つの飛躍的

発展 を約束す る可能性 も考え られ る。

私 たちは,予 備的実験 ではあつたが8),リ ファンピシ

ン(RFP)が この 実験的分裂静止菌感染 に も効果のあ る

ことを観察 した。 その後 の本実 験においても,INH,エ

タンブ トール(EB)と 異 なつ て,RFPは 確実 に分裂静止

感染菌を減少せ しめ ることを認 めた。 この成績が,現 在

RFPの 得てい る高い 評価 の裏 づけ となるか否かは今後

の問題 として,一 つの アプローチに よる観察結果 として

記録に とどめたい。

実験材料と方法

実験動物:ddYマ ウスの雄,体 重18～209の ものを

用いた。10匹 ずつ おが くずを 敷 いた アル ミ製 のケージ

に入れ,固 型飼料 と水を用いて飼育 した。

感染:す べ て尾静脈において静注感染を行なつた。

菌株:結 核菌H2株 由来 のSM依 存 株18b9)と カナ

マイシ ン耐性 のMycobacterium bovisの ラブネル株を

使用 した。 これ らは ソー トン合成培地上で継代維持 され,

前者には特 にSMを50μg/mlに 加えた培 地 を 使 用 し

た。 この株をSM欠 乏状態 に よる分裂静止菌 とす るため

には,SMを 含 まない新鮮培地 に移植 して10～14日 間

残余増 殖せ しめた。感染 にあたつ ては,ソ ー トン培地上

発育菌 膜 よ り蒸留水 浮遊液 を調製 した。

薬 剤 投 与:INH,EBは そ れ ぞれ2.5mg/ml.5mg/ml

の水 溶 液 と し,1回 に そ の0.1mlず つ を腹 腔 内 に 注射

した。RFPお よびPZAは そ れ ぞ れ の150mgに50ml

の プ ロ ピ レソ グ リ コー ルを 加 え て 加 温 して 溶 か し,更 に

水 で1.5lに 希 釈 した(0.1mg/mlと な る)。 これ を 吸

水 壜 よ り経 口的 に投 与 した。1匹 の マ ウ スは1日 平 均5

mlを 吸 飲 した 。 解 剖 前 日に は 治 療 薬 剤 の投 与 を 中 止 し

た 。SMは50mg/mlの 水 溶 液 と し,そ の0.2mlを 腹

腔 内 に 毎 日注 射 した。

肺 ・脾 よ りの感染菌分離:肺 ・脾 を摘 出 し,重 量を測

定 した のち,そ れ らの表面 を滅菌蒸 留水 で よく洗 い流 し,

濾紙 で吸湿 した のち,そ れぞれ 蒸留水を 媒液 として10

倍乳剤を調製 した。 これを ガーゼ1枚 を通 して濾過 し,

そ の濾液は蒸留水に よつて連続10倍 希釈 を行 ない,そ

の適当 と推定 され る3段 階の希釈 度の ものを,そ れ ぞれ

0.1mlず つ3本 の小川培地(1%燐 酸 カ リ ・グ リセ ロー

ル鶏卵培地)に 接種 した。SM依 存株分離のためにはス

トレプ トマイシソを,KM耐 性株分離のためには カナマ

イシ ンを,そ れぞれ100μg/mlに 加えた培地 を使用 した。

4週 培養後 の集落数 よ り,臓 器全体におけ る感染菌 数を

計 算 した。

実 験 成績

実験1:100匹 の マウスを一様にSM欠 乏状態 のSM

依存株 の0.02mgで 静注感染 した。50匹 ずつ の2群 に

分け,一 方 の動物にはSM1日 量7.5mgの 腹腔内連 日

Fig. 1. Effectf of Rif ampicin Treatment on the Fate of

 Multiplying and Resting Tubercle Bacilli in the

 Mouse Spleen

Note: Infection was made: intravenously with a SM-dependent strain of
 tubercle bacilli(18b) which had been brought into SM-starvation.

 The bacilli could multiply under SM-administration into the infected
 mice.
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投与を開始 し,他 方の群にはSMを 投与せず,分 裂静止

菌感染 とした。1週 後,こ れ らの群をそれ ぞれ25匹 ず

つ の二つ の小群 とし,そ の一方をRFP投 与群 とした。

投与は1日 量0.5mgを 経 口的に連 日実施 した。感染直

後,そ して1週 ごとに各群 よ り4匹 ずつサ ンプ リング し,

それ らの脾を プール してホモジネイ トとし,そ の生菌単

位数を測定 して各群 におけ る感染菌数 の消長 を追 求比較

した。成績はFig.1に 示 した。

SM投 与に よつて,18b株 は2週 の問 に100倍 近 く増

殖 し,以 後ほ とん ど同一菌数 レベルで生残 し,SMを 投

与 しない場合はほ とん ど増殖 せず,徐 々に減少 して5週

後には じめの1/10ほ どの菌数 レベルに なつた。

このいずれ の場 合 もRFPは 効果を示 し,3週 あ るい

は4週 以後 は検 出限界以下 に菌数は減少 してしまつた。

実 験2:80匹 の マ ウス をM.bovis R-KM(Ravenel)

0.005mgとSM欠 乏18b株0.1mgで 同 時 混 合 静 注

感染 した。5日 後,20匹 ずつ の4群 に分け,1群 を対照

非治療群 とし,残 り3群 はそれぞれ1日 量INH 0.25mg,

RFP 0.5mg,あ るいはPZA 0.5mgとINH 0.25mg

の併用に よる連 日投与の治療を開始 した。 感染当 日な ら

びにほぼ10日 間隔で,各 群 よ り3匹 または4匹 をサ ン

プ リングし,摘 出 した肺 そ して脾を プール してそのホモ

ジネイ トの生菌単位数を測定 した。 この際,培 地 はKM

含有な らびにSM含 有小 川培地 を同時 に使用 して,感 染

に用いた2種 類 の菌を 鑑別分離 した。 成績 はFig.2に

18b株 を,そ してFig.3にR-KM(Ravenel)株 を示 し

た。Fig.2を み ると,非 治療群 において もSM依 存18b

株は脾内では極 めて徐々に,肺 においては より速やか に

減少 し,60日 間に脾 では1/10に,肺 においては1/100

に減少 してい ることがわか る。 この ような感染菌 に対 し

てRFPは 顕著 な殺菌効果 を示 し,40日 あ るいは50日

以後には検 出限界 以下 に減少せ しめた。 これ に 反 し,

Fig. 2. Effects of Chemotherapy with RFP, INH or INH plus PZA on the Fate

 of Resting Tubercle Bacilli in the Mouse Spleen and Lung

Fig. 3. Effects of Chemotherapy with RFP, INH or INH plus PZA on the Fate

 of Multiplying Tubercle Bacilli in the Mouse Spleen and Lung



414 結 核　 第52巻　 第9号

INHそ してINHとPZAの 併用投与はほ とん どみ る

べ き効果 を示 さなかつた。

他 方,Ravenel R-KM株 についてはFig.3の 示す よ

うに,肺 においては60日 間増殖を続け,脾 においては

は じめの2週 間のみ菌数上昇をみた。 このよ うな感染に

対 してはいずれ の レジメン も治療効果を発揮 した。特に

菌増 殖率の高い肺 において感染菌 の減少効果が顕著 であ

つた。

以上の よ うに,一 つの個体 の中に分裂静止菌 と増殖菌

とが混合感染 してい る場合,RFPが そ のいずれに も効

果を発揮 し,INHは 分裂菌 にのみ有効 であつ た事実 は,

RFPがINHに ない特性を もつ とい う点 で高 く評価 さ

れ る。INHとPZAの 併用につ いては,文 献11)に基づ

くは じめ の期待がかなえ られなかつたが,投 与方法 の違

いや,SM依 存株 とい う特殊な状態に よるものか もしれ

ない。

同 じ分裂増殖菌であつて も,局 所免疫が強 く発現 して

そ の増殖率 の低い脾におけ るよ りも,逆 の環 境であ る肺

で化学療法効果 の強 くで る所見は,宿 主(免 疫力),菌,

薬剤 の3者 の関係に よつて,治 療効果の きまることを示

唆 している。

実 験3:60匹 の正常マ ウスを15匹 ずつの4群 に分か

ち,う ち2群 にはSM欠 乏18b株 の0,5mgで 静注感

染 し,残 り2群 にはSM含 有 ソー トソ培地上発育18b

株の0.01mgで 同様に感染 した。 このあ との2群 のマ

ウスに対 しては,感 染直後 か らSMを 毎 日10mg腹 腔

内に注射 して,感 染菌 の増殖 を支持 した。感染3日 目に

2種 類 の感染動物 をそれ ぞれ2群 に分け,一 方を非治療

対照群 とし,他 方をEB 0.5mgの 腹 腔内注射(週6回)

で治療 を開始 した。肺,脾 におけ る感染菌 の消長は,毎

週定量的培養法に よつて型 の ごとく追 求 した。 成績は

Fig.4に 示 した。SM投 与に よつて肺 で増殖 中の菌に対

してはEBの 効果が明 らかに発 揮 され ているが,SM不

投与 の場合,あ るいは脾でみ られ る ように分裂静止状態

の菌には,EBは 効果の弱い ことが示 され ている。

考 察

マウスの実験的結核感染の慢性期において,感 染菌 は

長期間 ほぼ一定菌数 レベルで残存す るが,こ れはRees

とHart10)の 研究に よつて,宿 主防御力 と菌 との問に成

立 す る静的平衡,す なわ ち分裂増殖を静止 した まま菌 が

生残す るため と解 され る。 このよ うな菌に対 して,INH

単独投与 では 効果が少ないが,PZAと 併用 す ることに

よつて著 明な 菌数減少 をみ ることは,McCune,Tomp-

sett,McDermott11)に よつ て報告 され,臨 床的に も英国

の指導 の もとにPZAが 東 アフ リカ地区で広 く用い られ

てい る12)。

私たちの 実験系に おいては,PZAの 併用効果が認め

Fig. 4. Effects of Chemotherapy with Ethambutol on the Fate

 of Resting and Multiplying Tubercle Bacilli in the Mouse

 Spleen and Lung



1977年9月 415

られ なかつたが,上 述 の研究 者が飼料 にまぜ てPZAを

投 与 したのに対 し,私 たちは飲料水 に混 じて与え たとい

う違 いはあつた。 しか しRFPが この分裂静止菌に よる

感染 に顕 著な治療効果 を示 し,こ の点 でINHやEBに

ない優れ たRFPの 特性が確認 された。SM欠 乏に よる

SM依 存株 の分裂静止が,ヒ トの閉鎖病巣中の菌 とどの

程度 に共通点が存在す るかは,さ しあたつ て不明であ る。

しか し現在,RFPに よつ て結核 化学療 法が 一つ の飛躍

的発展 を画 し13),喀 疾 の菌陰転化を促進 し,悪 化 と再発

とを減少 せ しめているとい う報告14)に?す るとき,私 た

ちの成績 も何 らかの意味 を もつ ように思われ る。

SM欠 乏 に よつ て分裂静止 したSM依 存株は,い わゆ

る"maintenance"の ため の代謝に切 り替わ り,例 えば

大 腸菌 においては,解 糖 系の活性 が高ま り,呼 吸能が減

少 し,チ トクロー ム酸 化酵素 の活性 が減 弱す るといわれ

る15)。残余の呼吸はチ トクロー ムbと フラビンに よつ て

代行 され るとも報告 された。 また宿主体内に接種 され て

か らも,そ うした代謝系への傾斜はひ き続 き強 まると考

え られ る。臓器か ら菌をSM培 地上に還元培養す る際,

感染後 日数が経つにつれ て,分 離培地上で集落が形成 さ

れ るまでの時間が延長す る。 このことは,SMの ない組

織内 での代謝系か ら,SMの あ る培地上での分裂増殖 可

能な代謝系への転換が,感 染 日数の進 展 とともに,次 第

に困難 さを増すため と解すべ きであろ う。

いずれにせ よ,こ のよ うに代謝変調を来 した感染菌に

対 して,INHとEBは その作用 を発 揮 で き ず,RFP

には なおそ の活性があ るとすれば,そ の理由はいずれ菌

の代謝 とRFPの 生化学的作用機序16)との関連 で説明 さ

るべ きであ ろ う。

McCune17)ら は,あ らゆ る細菌 学的手法に よつてマ ウ

ス体 内か ら菌が検 出できな くて も,そ れは必ず しも菌の

"eradicate"を 意味す るものではな く
,む しろ潜在感染

へ の移行 と考え るべ きことを述べてい る。つ ま り,菌 は

宿主 内で分裂静止 しても培地に再分離可能な"dormant

 infection"か ら,上 述の よ うな"latent infection"をこい

た るまで,感 染菌 はin vivoに おいて段階的な代謝状態

を とる と考 え られ る。 また,そ の各段階に応 じて薬剤感

受性 も変化 し うるのでは なか ろ うか。 とすれば,RFP

の効果 も,そ のある特定段階 に対す るものに とどまるの

か もしれ ない。

以上 の ような実 験的報告 に関連 して,私 た ちは切除肺

の培 養成績 に関心 を もたざるをえない。数多 くの文献を

列 挙 しえないが,6ヵ 月以上喀疾培養陰性 である71名

の患 者につ いて,そ の非空洞性病巣(肺 切除標本)を 培養

した佐藤5)の 最近 の報告 では,陽 性率は2.8%に とどま

り,そ れ以前 の山下 ・松井6)の 成績 よ り更に低率 となつ

てい る。塗抹陽性 ・培養陰性例は53.6%で あ り,現 在

のわれわれ の細菌学 に基 づ くか ぎ り,こ の成績 は,閉 鎖

病巣内 の菌 の多 くが"死 菌"で あ ることを意 味 している。

しか し,抗 酸菌がin vitroとin vivoと の環境 では代

謝系路,こ とに終 末電子伝達系 が異 なる とい う報告18)が

み られ,酸 素分圧 の低い病巣 中に長 く存在 した菌が,容

易に好気的な培地 環境に適応 しえない可能性 も考 え られ

る。In vivoに おけ る"persisters"のL型19)20)の 問題 も

あ るので,私 たちの細菌 学的手技 に新 たな進展 をみ るま

で,培 養陰性菌の生死については結 論を保留 するのが賢

明であ ろ う。ただ,こ の よ うな"persisters"が 化学療法

に反応 しない とすれば,そ の潜在 的意味は重大 であ り,

RFPが 果た して この 菌に対 しても有効 であるか 否 かに

私たち の関心が高いのであ る。

総 括

SM依 存株のSM欠 乏菌 を用 いて 分裂静止結核菌 感

染 をマウスに成立せ しめ,こ れに対す る化学療法を検討

した。INH,EBは この条件 の感染 に 抗菌効果を示 さな

かつたが,RFPは 極 めて顕著な殺菌力を示 した。

この実験が,ヒ トの慢性結核におけ る閉鎖病巣中 の結

核菌,あ るいは"persisters"の モデルに な りうるか否か

には議論があ る。 しか しRFPがINHやEBに ない

抗菌 効果 を もつ ことは確実 で,そ の臨床上 の高 い評価 の

裏づけの一つ と考 える。
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