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The relationship between the growth rate of tubercle bacilli and the concentration of antituber

culous agents was studied. The growth rate was observed by two methods: First
, the ratio of the time 

of appearance of visible colonies on a medium
, to which 20 to 50 viable organisms were inoculated, 

taking the time on control medium as 1 (Tsukamura & Noda: Med . & Biol., 45: 150, 1957) (The ap

pearance of colonies occurred after 13.8•}1.0 days, when inoculated 33.6•}6.3 viable organisms); 

second, the generation time measured by the method of Youmans and Youmans (J . Bacteriol., 58: 

247, 1949) (Ogawa egg medium was used).

The test organism was Mycobacterium tuberculosis H37Rv and the Ogawa egg medium was used 

throughout. After homogenizing by shaking with glass beads
, the bacteria were suspended in saline and 

a bacterial suspension, 10mg wet weight/ml, was prepared . This suspension and its dilutions, 10-1 

to 10-5, were used as the source of inoculation. The inoculation was done using a spiral loop
, which 

delivers a 0.02ml amount (Tsukamura & Noda: Kekkaku
, 32: 639, 1957). The tubes inoculated 

were stoppered by a gum cap with a pin hole and incubated at 37•Ž, and the growth of colonies was 

observed every day. Antituberculous agents were added to the medium before sterilization . The 

medium was poured at 7ml quantities into tubes, 165 by 16.5mm, and was made as slopes by sterili

zation at 90•Ž for 60 minutes.

The results are shown in Fig. 1 and 2. The degradation of antituberculous agents in medium 

during the incubation at 37•Ž was tested as shown in Table 1. It was shown that, out of the ten agents 

tested, only rifampicin and ethionamide are degraded during the incubation. The degradation of 

rifampicin was more marked than that of ethionamide. The results showed necessity of modification 

of curves in cases of these two agents. It was suggested that, after such modification
, the curve of 

rifampicin be similar to a straight line.

From the results obtained, the antituberculous agents could be classified into three groups .

Group I. The agents which belong to this group showed a straight line-relationship between 

the growth rate of tubercle bacilli and the concentration of an agent . Increase of the concentration 

of the agents in suggested to produce increased activity in lesions, showing a straight line-relationship . 

The following agents belong to this group: Streptomycin, kanamycin
, p-aminosalicylate, ethambutol, 

rifampicin, cycloserine, and amithiozone.

Group II. Capreomycin and ethionamide belong to this group . Increase of the concentration
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is accompanied by marked increase of activity. The increase of the activity is suggested to be higher 

than expected from the straight line-relationship. It is also possible that decrease of the concentra

tion may cause a marked decrease of the activity. It is desired to make efforts to elevate the concen

tration of these agents in lesions.

Group III. Only isoniazid belongs to this group. This agent does show no activity if the con

centration is lower than its critical concentration, but it shows almost complete inhibition of the growth 

when the concentration reaches the critical concentration. The use of higher concentrations than 

the critical one will not give mich effectiveness. Use of a large dose of this agent will have only  mean

ing to maintain effective concentration for a longer period.

緒 言

抗 結 核 剤 の結 核 菌 に 対 す る作 用 は,殺 菌 作 用 と静 菌 作

用 に 分 け て考 え られ る。 抗 結 核 剤 の 中 で,殺 菌 作 用(in

 vitro)が 報 告 され て い るの は,streptomycin (SM)1)～3),

 isoniazid (INB)4)-6), kanamycin(KM)7)-11), capreo-

mycin(CPM)12),rifamycinSVな い し rifampicin

(RFP)13)14)で あ つ て,p-aminosalicylate(PAS),cyclo-

serine(CS), ethionamide (TH), ethambutol (EB),

amithiozone(Tb1)に は殺 菌 作 用 は な い と考 え られ て い

る。殺 菌 作 用 は,結 核 菌 が 活 発 に 増 殖 して い る条 件 で だ

け,試 験管 内実 験 で認 め られ る もの で あつ て,果 た し て,

人 体 内 で殺 菌 作 用 が 起 こつ て い るか ど うか に つ い て は 証

拠 が な い 。一 方,殺 菌 作 用 が な い と され て い るPASや

sulfisoxazoleを 低 濃 度 に含 む培 地 に 結 核 菌 が 発 育 した 場

合,菌 は い つ た ん発 育 して も早 急 に発 育 能 力 を失 う とい

う観 察 もあ る15)。 した が つ て,殺 菌 作用 が あ る抗 結核 剤

の方 が有 効 で あ る と短 絡 的 に 考 え る こ とは で きな い 。現

に,殺 菌 作 用 の あ るCPMよ りも,殺 菌 作 用 の な いEB

の 方 が,臨 床 的 に有 効 で あ る こ とは,臨 床 家 が 頻 々経 験

す る と ころ で あ る。 いず れ に して も,生 体 内 の抗 結 核 剤

の 濃 度 は,比 較 的 低 い濃 度 に と ど まる こ とは確 か で あ る

か ら,よ り重 要 な の は,低 濃 度 の 抗 結 核 剤 の作 用 の仕 方

で あ る と思 わ れ る。

東 村16)は1959年 に,SM,PAS,INH,Tb1の 低 濃 度

に お け る結 核 菌 に た い す る作用(in vitro)を 観 察 した 。

そ の結 果 に よ る と,SM,PAS,Tb1で は,結 核 菌 の発

育 に 影 響 を 与 え な い濃 度 よ り少 し高 い 濃 度 で発 育 遅 延 が

起 こ る こ とが 見 出 され た 。 しか も,こ の発 育 遅 延 は,濃

度 の増 加 に 対 し て直 線 的 関 係 を 示 して 強 くな つ た 。一 方,

INHで は0.02μg/mlま で は発 育 に 対 して 影 響 が な い

が,0.03～0.04μg/mlに な る と急 に 発 育 が 停 止 す る こ

とが 観 察 され た 。 す な わ ちSM,PAS,Tb1で は,濃 度

の増 加 に 比 例 して 発 育 遅 延 作 用 が強 ま るが,INHで は

そ の作 用 は,い わ ば"Alles oder Nichts"で あ る こ とが

わ か つ た 。

本 報 で は,こ の よ うな 濃 度 と発 育 遅 延作 用 の 関 係 を,

そ の後 に 発 見 され た 抗 結 核 剤 に つ い て観 察 す る こ と と し

た 。

実 験 材 料 お よび 方 法

被 検 株 はMycobacterium tuberculosisH37Rv株 を 使 用 し

た 。 培 地 は1%小 川 培 地 を使 用 した 。1%小 川 培 地 は 次

の組 成 を もつ 。 原 液(1%KH2PO4お よび1%sodium

 glutamate含 有 水 溶 液)100ml,全 卵 液200ml,glycerol

6ml,2%malachite green水 溶液6ml。 こ の 培 地 を

165×16.5mlの 試 験管 に7mlず つ 分 注 して,90℃60

分 滅菌 す る こ とに よ り斜 面 培 地 と して 仕 上 げ た 。 使 用 し

た 薬 剤 は,水 に溶 か して 滅菌 前 の培 地 に 添 加 し た が,

RFP,TH,Tb1は 水 に 溶 け な い の で,い つ た んpropy-

lene glycolに 溶解 した後,水 で希 釈 し て 培 地 に 添 加 し

た 。 培 地 に 添 加 され るpropylene glycol量 は,1%を 超

え な い よ うに した 。1%以 下 で は,結 核 菌 の発 育 に 対 し

て影 響 が ない こ と を 観 察 した17)。 使 用 薬 剤 は,strepto-

mycih sulfate明 治製 菓,isoniazid塩 野 義,sodiump-

aminosalicylate塩 野 義,amithiozone塩 野 義,ethiona-

mide塩 野 義,cycloserine塩 野 義,ethambutol科 研 化

学,rifampicin第 一 製薬(Lepetit, Milano), kanamycin

 sulfate明 治製 菓,capreomycin sulfate塩 野 義(Eli Lilly,

 Basingstoke, England)で あ る。

発 育 速 度 の指 標 と して は,(1)20～50生 菌 単 位/培 地

の接 種 を行 なつ た ときに,肉 眼 で 初 発 集 落 を発 見 す る ま

で の 日数18),(2)Youmans and Youmans19)の 方 法 に よ

つ て 測 定 した 世 代 時 間(generation time)の2つ の方 法

を 用 い た 。

被 検 株 を 小 川 培 地 に 接種 して,37℃4週 培 養 後,発 育

した 集 落 を と り,ガ ラス 玉 入 りコル ベ ンで10分 間振 盪 し

て均 一 化 し,生 食 水(0.9%NaCl水 溶 液)を 加 え て比.

濁 法 に よ り10mg/ml(湿 菌 量)の 浮 遊 液 を 作 つ た 。 こ

れ を 生 食 水 で希 釈 し,10-1～10-5の 菌 液 を 作 つ た 。 以 上 一

の6種 の菌 液 を種 々の薬 剤濃度(使 用 濃 度 は 図1お よび

2参 照)を 含 む 小川 培 地 に,渦 巻 白金 耳 で0.02ml(1

白金 耳 量)ず つ 接種 した 。培 地 の 入つ た試 験 管 に 穴 あ き

ゴ ム栓 を か ぶ せ て37℃ に培 養 し,毎 日集落 発 生 の有 無 を
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Table 1. Effect of Pre-Incubation of Medium at 37•Ž for 0 to 3 Weeks on 

Activity of Antituberculous Agents

The concentration of antituberculous agents used for testing the resistance level were as follows: Streptomycin 

0, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, and 40ƒÊg/ml, Isoniazid 0, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.1, and 0.2ƒÊg/ml, p-Aminosalicylate 

0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, and 1.6ƒÊg/ml, Kanamycin 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, and 100ƒÊg/ml, Capreomycin 0, 5, 

10, 20, 30, 40, 50, and 100ƒÊg/ml, Ethambutol 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, and 20ƒÊg/ml, Ethionamide 0, 5, 10, 

20, 30, 40, and 50ƒÊg/ml, Rifampicin 0, 0.63, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, and 40ƒÊg/ml, Cycloserine 0, 2.5, 5, 10, 20, 

30, 40, and 50ƒÊg/ml, Amithiozone 0, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, and 8ƒÊg/ml.

Four series of media, each consisting of three replicates of the above media, were pre-incubated at 37•Ž for 0, 

1, 2, and 3 weeks, respectively. After incubation, three replicates were inoculated with a 0.02ml sample of 

three bacterial suspensions, respectively (10-2, 10-3, and 10-4 dilutions of a bacterial suspension, 1mg (wet

 weight)/ml). The growth of the test organism was observed after incubation of 37•Ž for 3 weeks. The 

resistance level was read in one set of media, in which the control medium showed 20 to 100 colonies. The 

number of viable organisms inoculated to the set of reading was as follows: Pre-incubation time 0, 39.2•}5.4; 

one week, 83.9•}20.3; two weeks, 30.0•}9.8; three weeks, 43.0•}11.3 (mean of ten samples and standard 

deviation).

観察 した。培地は各濃度2本 とし,2本 の発育 日数が違

う場合には,少 ない方を とつた。 しか し実際には,こ の

よ うな例は極めて まれであつた。

以上の ように,集 落初発 日数 を記録 した後,28日 後に薬

剤を含 まぬ対照培地 の集落数 を数えた。 そ の結果,10-4

菌 液を接 種 した場 合 に,培 地あた り集落数33.6±6.3

(20本の平均値 と標準偏差)を 得た ので,第1の 方法の

初発集落発生 までの 日数 は,10-4菌 液接種 のseriesで 判

定 した。薬剤を含 まぬ対照培地におけ る初発集落発現 日

数は,x=13.8±1.0日(10測 定の平均 値 お よ び 標準偏

差)で あつたので,薬 剤を含む培地 におけ る初発集落発

現 日数7日 を求め,(y/x)で 発育速度 を表 した。次に

100～10-5菌 液を接種 した全seriesに つい て初発集落発

現 日数 を グラフに記 入 した 。 この際,縦 軸に接種菌液 の

農 度を とり(原 点が100),横 軸に 日数を とつて,各 濃度

におけ る初発集落発現 までの 日数を記入す る。曲線が直

線 関係 を示す部分 で,最 大菌液濃度をa,最 小菌液濃度

をbと すれば,世 代時間Gは 次式で与え られ る19)。なお

戯ま初発集落発現 日数の差 。 この式では,Gは 日数 で示

され るので,こ れを時 間になお して図に結果 を示 した 。

K=(loga-logb)/t,G=log2/K。

例えば10-1菌 液接種で10日,10-4菌 液接種 で15日 に

初発集 落が発生 すれば,a=10-1, b=10-4, t=15-10=

5日 。 K={(-1)-(-4)}÷5=(3/5)=0.6。 G=log2/K

=0 .3/0.6=0.5(日)=12時 間。

37℃ に培養 した場合の,培 地 中におけ る薬 剤の抗菌 力

の推移は次の方法で測定 した。種 々の薬 剤濃 度(表1参

照)を 含む小川培地 を作製 し,こ れ を37℃ に,0,1,

2,3週 に保存 した後,次 の菌液 を渦巻 白金耳 で接種 し

た。 被検株 を 小川培地に3週 培養 し,こ れを ガラス玉

コルベンで均一化 した 後,比 濁に よ り1mg/ml(湿 菌

量)の 菌液 を作つた。 この菌液 を 生 食 水 で希釈 して,

10-2,10-3お よび10-4菌 液 を作 り,こ の菌液 を渦巻 白

金耳で0.02mlず つ 各培地 に接種 し,37℃3週 培養 し

た後,対 照培地(薬 剤な し)に20～100集 落 を生 じる菌

液接種の系列で,集 落発生を認 めた最 高濃度 を測定 した。

この濃度は,い わゆ る"actual count"20)法に よる耐性度

に相当す る。37℃ に培地 を保つ ことに より,薬 剤が分解

していれば,よ り高度 の濃度 に発育が起 こる と考え られ,

薬 剤の分解が なければ,発 育 の起 こる濃度は0時 間保存

の場合 と同 じはず である。 この方法に よ り,薬 剤分解 の

有無 を検討 した。
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Fig. 1. Relationship between the concentration of antituberculous agents and the 

growth rate of M. tuberculosis (strain H37Rv).
The growth rate was expressed as the generation time estimated by the method 
of Youmans and Youmans (J. Bacteriol., 58: 247, 1949) and/or the ratio of the time 
of first appearance of visible colonies.

実 験 結 果

実験結果を図1,2お よび表1に 示す。

図1お よび2は,初 発集落発現 までの時間お よび世代

時 間を指標 とす る発育速度 と薬剤濃度 の関係を示す。当

然 の ことなが ら,初 発集落発現時間比 と世代時間 の推移

は並行 してい る。 これ らの指標に よる発育速度 と薬剤濃

度 の関係は,薬 剤に よ り異な り,次 の ごとく分類 できる。

1)　発育速度 と薬剤濃度の関係を示す曲線が下向き曲

線 となるもの:RFP。

2)　 同曲線 が直線 となる もの:SM,KM,PAS,CS,

EB,Tb1。 この際,tanθ の θが比 較 的 大 な る もの は

SM,KM,PAS,EB,比 較的 小な る もはCSお よび

Tb1。 ただ し濃度 目盛のscaleが 違 うの で,こ のtanθ

の θの大 小はあ まり意味が ない。 ただ し,EBは 世代時

間でみ ると直線,初 発集落発現時閤比でみ ると,次 の上

向 き曲線にみえ る。 この くい違いは実験誤差に よるもの

と思われ る。

3)　 同 曲線が上向 き曲線 とな るもの:TH,CPM。

4)　 ある一定濃度にな ると,突 然,発 育が完全停止 と

なつ て,曲 線が断絶す るもの:INH。

次 に37℃ に培地 を保存 することに よ り薬剤 の活性が低

下 す るものはRFPとTHで,他 の薬 剤は37℃3週 ま

での保存 では活性 は低 下 しない と考え られた(表1)。

THの 活性は,3週 後に1/4と な り,RFPの 活性は,3

週 後に1/8(1週 ご とに半減 する)と なつた。

考 察

図1お よび2の 結果を解釈す るに当たつては,次 の問

題を考慮す る必要があ る。

1)　培地中 の抗結核剤 の分解

図1お よび2の 結果は,薬 剤濃度が高 くな るほ ど,発

育速度が遅 くな ることを示 してい る。発育速度が遅い場

合 は,初 発集落発現 の判定 日が遅 くな るので,薬 剤の活

性が培養 日数 と共に低下す る場合は,そ れだけ影 響が大

きい。 したがつて,も し培養 日数 の延長 とともに活性低

下が起 こる場合には,そ れ相応 の曲線 の修正が必要 とな

る。表1の 結果は,使 用 した 薬 剤 の抗菌 力は,RFPと

TH以 外 では起 こらぬ ことを 示 して い る。 したがつ て

RFPとTH以 外 で は,上 記 の修正は必要ない と思われ

る。

培 養中に起 こる培地 中の抗結核剤 の活性低下 の有無に

ついては,田 村 お よびそ の共 同研究者21)～24)の報告があ

る。彼 らに よれば,EBお よびCSで は活性 の低下は起
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Fig. 2. Relationship between the concentration of 
antituberculous agents and the growth rate of M.

 tuberculosis (strain H37Rv).
The growth rate was expressed as the genera
tion time estimated according to the method of 
Youmans and Youmans ( J. Bacteriol., 58: 247, 
1949) and/or the ratio of the time of first appear
ance of visible colonies.

こらず21)22),RFPお よびTHで は,こ れが起 こつた と

い う23)24)。この結果は,今 回 の我 々の実験結果 とよ く一

致 している。ただ,田 村 などに よれ ば,RFPの 活性低

下 は1週 で1/423),THの それは1週 で1/2と なつ てい

るから24),我 々の測定値 よ りも大 き くでてい る。

この ような培養中 の活性低下 を 修正 す ると,RFPお

よびTHの 曲線は,実 際 に は,も つ と立 ち上つた形に

な るべ きであ ると思われ る。特に分解の著 しいRFPの

場合は,図1の 曲線 は直線 に近 づ くと思われ る。

2)　 発育速度測定 法の問題

本報では,発 育速 度の指標 として,次 の2つ をとつた。

第1は 単個菌 またはそれ に近 い菌 か ら可視集落に発育す

るまで の時間18),第2はYoumans and Youmans19)の

方注に よつて測定 した世代時 間である。 なお第1の 場合

の単個菌 は,本 当の単個菌 でな くてもよい。3～4個 の

菌 の集合(clump)で あつ ても,viable bacteriumが,

そ の中の1つ であれば よい25)。更に言えば,こ の方法 自

体 おおまか な指標 であ るか ら再現性があれば よいであ ろ

う。問題 は,第2の 世代時間 の測定値が妥当か ど うかに

ある。測定 の方法 自体には,特 に問題はない と思われ る。

対照培地(薬 剤 な し)で の,10回 の測 定 の 平 均 値 は,

13.2±0.8時 間で,測 定誤差は小 さ く,再 現性に富んで

い るか らであ る。 しか し,こ の測定値は,実 際 の世 代時

間 よ り小 さい(短 い)値 になつてい ると思 われ る。なぜ

な ら,初 発集落発現 までの時間は14日 であるか ら,世 代

時間が13.2時 間であ ると,14日 間に25回 分裂が起 こつた

ことにな る。1個 の菌か ら出発 した とな る と,菌 数は

3×107に なつてい ることにな り,こ れ は約1mgの 菌に

相当す る。 しか し,実 際 の初発集落 はずつ と小 さい(未

発表成 績)。 この点か ら考 えて も,本 当 の 世代時間は も

つ と長いはずである。仮 に初発集落 の菌量が0.1mgで

あ ると考え ると,こ れ は約3×106の 菌に 相 当 し,14日

間で,こ の大 きさに なつた とす ると,世 代時間は約15時

間 と推定 され る。 この 「くい違い」 の原因は不明 であ る

が,一 つの可能性 としては,Youmans and Youmansの

方法が,単 個菌 もclumpの 菌 も同 じ速度で 増殖 す ると

い う仮定にたつ てい ることが関係 してい るよ うに思われ

る。

また菌 の発育 曲線は通常sigmoidで あ るが,本 報 の よ

うに初発集落 出現時間に基づ く発育速度の観 察では,お

そ ら く 「Lag phase」(誘 導期)の 発育 に対 する薬剤 の作

用 とい うことになろ う。 しか し耐性検査 において も,こ

のことは同様であ り,薬 剤の有 効性の推定 は,も つ ばら

「Lag phase」 に対す る作用 に よつてな され て い る。 ま

た 「Log phase」(対 数期)の 菌 に対す る作用をみなけれ

ば,生 体の実際 の参考 にはな らな いとい う根拠 もない。

したがつて一応,以 上 の点 を考慮 しはす るが,本 報に よ

つて得た結果 か らする化学療法へ の考察を以下に行なつ

てみる。

(注In　 vitroの実 験 は,菌 と薬剤 との関係に限 られ

た観 察である ことは言 うま で も ない。in vitroでの結核

菌 の発育速度は,世 代時間12～15時 間で,空 洞内結核菌

の世代時間推定値54時 間26)より遙 かに速い。 したがつて,

た とえ対数期 の菌に薬 剤を添 加 して も,生 体 内のモデル

とは言い難い。 またin vitroで速や かに増殖 している菌

で観察 され る殺菌作用 が,菌 の増殖 速度がはなはだ遅い

生体 内で同 じよ うに起 こ る か ど うか は,著 しく疑わ し

い26)。一方,通 常,殺 菌 的ではない と思われ てい る低濃

度(発 育遅延濃度)の 薬 剤中で一旦発育 して も,発 育 し

た菌が 速や かにviabilityを 失 う現 象 も観 察 され てい

る15)。)

A.　薬剤濃度 と発育速度の関係が 直 線 関 係 を 示す薬

剤:SM,KM,EB,PAS,RFP,CS,Tb1(RFPは 培地

中の分解を修正 して一応 直線 関係を示 す もの とみな し

た)。
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これ らの7剤 は,濃 度を増せば,そ れに比例 して発 育

遅延作用(抗 菌 力)も 増加す ると思われ る。 したがつて

副作用 の点 で許 され る限 り,大 量に投与す ることが望 ま

しい と思われ る。

B.　薬剤濃度 と発育 速度 の関係を示す 曲線が横軸(濃

度軸)に 対 して凸形を示す薬 剤:CPM,TH。

これ ら2剤 は,投 与量の増 加(病 巣 中濃度 の増大)が

著 しい抗菌力 の増加を もた らす と期 待 され る。 したがつ

て副作用を考慮 しつつ,可 及的投与量 を増 す努力が払わ

れ てよい。逆に,投 与量を減 らす と著 し く効果が減 ると

も言 える。

C.　薬 剤濃度 と発育速度 の関係を示す曲線が断絶を示

す薬 剤(あ る濃度 まで無影響だが,一 定濃度に達す ると

強 力な発育阻止作用が起 こるもの):INH。

INHの 作用様式は,他 の 抗結核剤 とは異なつてい る。

あ ま りの小量投与は無効 であ るが,一 定 の濃度に達すれ

ば,そ れ以上濃度をあげて も意味がない ことが考え られ

る。 この結果か らす ると,INHの 大量投与は,あ ま り意

味が ない ことが示唆 され る。ただ,あ るとすれ ば,有 効

血 中濃度を長 く保つ とい う意味で しかない と考 え られ る。

以上 の事項が,本 報 の結果か ら考え られ るが,考 察の

は じめに述べた ように,in　 vitroの実験の 結 果 が,そ の

ま ま臨床につ なが るか ど うかは,向 後 の臨床観察の結果

を待 たねばな らぬ であろ う。

結 論

10種 の抗結核剤の濃度 と結核菌 の発育速度 との関係を

観察 し,次 の結果を得た。 この関係を示す 曲線型 に よつ

て,抗 結核剤を次の3種 に分類 できた。

A.　濃度 の増加 と発育速度遅延が直線 関 係 を 示 す も

の: SM, KM, PAS, EB, RFP, CS, Tb1。

B.　濃度 の増加が,直 線関係以上に発育遅延を起 こす

もの:CPM,TH。

C.　一定濃度 までは発育に無影響 であ るが,あ る濃度

に達する と急に著 明な発育阻止を起 こす もの:INH。

第2のCPMお よびTHで は,病 巣中濃度 の増加に

よつて,著 明な有効性が期待で きる。第3のINHで は,

発育 阻止 を起 こす濃度に達すれば,そ れで充分で,そ れ

以上の大量 投与 は,あ ま り意味が ない ことが示唆 され る。
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