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ガス曝露下における結核化学療法剤の効果に関する実験的研究
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IN VITRO EFFECTS OF SEVERAL KINDS OF GAS EXPOSURE ON THE 

ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF ANTITUBERCULOUS AGENTS

 Chapter I. Bacteriostatic Effects

Hideyo YAMADORI*

(Received for publication May 2, 1981)

It was found in general that the activities of antituberculous agents on the growth of tubercle bacilli 

was attenuated when they were cultured under unfavourable conditions for the growth of bacilli. In 

this experiment, the air in environment of culture media of tubercle bacilli was replaced by either of 

N2, CO2 or O2, and the antimicrobial activities of antituberculous agents were examined.

The experiments were performed by using the silicone-coated slide culture method with Kirchner's 

medium. Mycobacterium tuberculosis strain H37RV was used as the test strain.

The minimal inhibitory concentration (MIC) of streptomycin (SM), kanamycin (KM), para

-aminosalicylic acid (PAS), isoniazid (INH) and rifampicin (RFP) was determined.

There was no growth of tubercle bacilli in any sample, regardless of the kind of drugs used, the 

length of the cultivation time, and the kind of gas.

In conclusion, it was proved by this experiment that conditions used in this study was quite in

-adequate for the growth of tubercle bacilli.

緒 言

結核化学療法の最終的な目標は生体内の結核菌を絶滅

することにあると言えよう。しかし,今 日の化学療法で

は,薬 剤数の増加,投 薬期間の延長等を行なつても生体

内の結核菌を完全に死滅させることは困難である。

馬渕1)は マウスの実験結核症における,肺 および脾内

結核生菌数の経過を短期間(2ヵ 月),お よび長期間(8

ヵ月),そ れ ぞれ単独あるいは多剤併用に よる化学療

法を行なう ことに よ り,そ の経過を追求し,抗 結核剤

streptomycin (SM), para-aminosalicylic acid (PAS),

 isoniazid (INH), ethionamide (TH), ethambutol (EB)の

使用による2ヵ 月間の化学療法では,終 了後肺および脾

内生菌の再増殖をみたが,8ヵ 月間の治療では,3者 お

よび5者 の多剤併用化学療法を行なつた群では肺内生菌

の再増殖をみなかつた と報告している。ただ し,こ の実

験にはrifampicin (RFP), pyrazinamide (PZA)は 含 ま

れていない。

生体内の結核菌とマウスおよび試験管内の結核菌 との

間には,そ れぞれに種々の面から相違点は多いとしても,
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結核を根絶するためには,ま ず実験的にいかなる環境の

結核菌をも死滅させるような化学療法に一歩でも近づか

なければならないと考える。

そ こで我々の教室で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験が行な

われてきた2)～5)。これはgrowing cellに は 抗結核剤 は

よく作用するがresting cellに は作用がほとんどみられ

ないという事実を背景 としている。あるいは,ま たMc

 Dermott6)ら のいわゆるpersisterの 存 在がeradicative

 chemotherapyを 成立 し難 くしているとも言えよう。

元来結核菌は好気性菌であ り,菌 の発育に酸素が必要

であることは明らかな事実であるが,海 老名7)は ガスの

出入に役立つ2つ の管を有する約2lの ガラスビン中に

一定量の菌をロッケマン氏培養液に浮遊させた三角 コル

ベン数個を入れた後,ガ ラスビンの空気を窒素,炭 酸ガ

スおよび酸素から成る各種混合ガスに置き換え38℃ 恒温

室に放置し,4週 間培養後細菌を秤量し,人 型結核菌に

は肺胞内ガスに近いガス組成が最も発育に適 していると

報告している。

今回著者は,我 々の研究室で継続的に検討されてきて

いる結核菌の発育に不適当な条件を,窒 素,炭 酸ガスお

よび酸素などのガスで液体培地上の空気を置換すること

により作 り出し,こ れらに曝露状態で結核菌に抗結核剤

を作用させ,結 核菌発育阻止効果を検討する試験管内実

験を行なつた。

以下にその成績を報告する。

第1章　 実験材料および実験方法

第1節　 実験材料

薬剤:SM,KM,PAS,INHお よびRFPに ついて検

討した。

ガス:窒 素,炭 酸ガスおよび酸素を使用した。

菌株:教 室保存のH37Rv株 で1%小 川培地に4週 間

培養 したものを使用した。

培地:おおよそpH6.5の10%牛 血清加キルヒナー

培地を使用した。

容器および装置:200mlの 枝 つきコルベン,お よびコ

ルベン連結装置(図1参 照)を 利用 した。

シリコン被覆スライ ド:東 の方法8)によつて作製した。

シリコン被覆 スライ ド(Silicone-coated Slide,SSと 略

す)と はスライ ドガラスに所定の処理を加えてその表面

をsiliconeの 薄膜で被覆したもので,ス ライ ドガラスは

普通のスライ ドガラスを縦に3切 した もの(ca.9×75

mm)を 使用 した。すなわち,上 記のスライ ドガラスを

クロム硫酸中に24時 間浸漬後,流 水中で洗浄したものを,

室温で乾燥させ,次 いでこれを粘度350～500 centistokes

 の Dimethyl Silicone (Dow Corning社 製"DC 200

 Fluid")の2%(v/v)ク ロロホルム溶液に約1分 間浸漬

後,室 温で1な いし2時 間風乾し,300℃,1時 間熱処理

を加えたものである。

第2節　 実験条件および実験方法

1)　菌液および菌接種方法:上 述の1%小 川培地上に

発育したH37Rv株 に約7mlの 石油ベンジンを加え,

よ く振盗して菌液とし,こ れを別の試験管に移 し,2～3

分間静置して粗大菌塊を沈殿せしめた後,上 清を他の試

験管に移し,硫 酸バ リウム標準液と比色することによつ

て約0.1mg/mlの 石油ベンジン菌液を作製した。そし

て池田の方法9),す なわち実験に必要な数のSSを 縦に

並列させることのできる金属製の網セット(写 真1。1

つ のセットに50枚 のSSを 並列でぎる,つ まり50枚 の

SSを 同時に同じ深さで浸漬できるセット)を 使用する

ことによつて,上 記のベンジン菌液中にSSを 可及的同

時に数秒間浸漬して結核菌を付着させた。

2)　薬剤:薬 剤においてはSM,KMは 蒸留水で10mg/

図1　 「実 験 装 置」略 図



1981　 年9　 月
431

写真 1

表1　 薬 剤 濃 度

mlま で希釈して,そ の後は培地を用いて希釈 した。PAS

は70%ア ル コールを用いて溶解希釈 して1mg/ml液 と

し,そ の後は培地を用いて希釈 した。RFPの 溶解希釈

にはdimethyl formamide(DFA)を 用 い,1mg/ml液

とし以後培地を用いて希釈した。

3)　 薬剤作用温度:37℃ とした。

4)　 実験操作:10mlピ ペ ットで200mlの 枝つきコ

ルベンに培地を99ml注 入 し,先 に作製しておいた各薬

剤を作用濃度がおのおの3段 階(表1)に なるように各

薬剤を1mlず つ注入 し全体で100mlと した。次に菌

付着SSを 耳鼻科用 ピンセットで各 コルベンに3枚 ずつ

投入した。これ らのコルベンを各薬剤別に分け薬剤濃度

の低濃度から高濃度の順に配列 した。薬剤の逆流を防止

する目的で異なる薬剤間には,そ れぞれ空のコルベンを

配列した。これらの枝つ き コルペンを内径5mm長 さ

15cmの ゴム管で連結した。 ガスボンベより接続 した最

初のコルベンと最後のコルベンには,お のおの水を入れ

枝つきの一方は水中に達し,他 の一方は達しないように

表2　 結核菌発育阻止効果

(各週間ともにすべてのガスに共通)

K1:薬 剤非含有培地で ガスを流入.

K2:薬 剤非含有培地で ガスを流入せずふ らん室に放置.

して,こ れによりガス流入を確認した。薬剤含有培地に

おいてはコルベンの枝つきは培地に達しないようにして,

培地上の空気をガスで置換するようにした。このような

コルベン連結装置を作 りガスボンベより,窒 素,炭 酸ガ

スおよび酸素をそれぞれ単独で,2週 間,3週 間および

4週 間流入させた。これらの装置全体をふらん室に置き

37℃ で培養した。対照 として薬剤非含有培地にSSを 入

れガスを流入させたものと,薬 剤非含有培地にSSを 入

れ,ガ スを流入せずふらん室に放置したものとの2つ の

対照を作製した。

5)　 判定方法:肉 眼的に観察してSS上 に発育した結

核菌の集落がSS表 面積(SSの ベンジン菌液付着部分)

の2/3以 上を被 うとき(卅),2/3～1/3の とき(廾),1/3

以下のとき(+)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時期は

それぞれのガス流入終了時,す なわち実験開始後2週 間,

3週 間および4週 間目に行なつた。

第2章　 実 験 成 績

発育阻止効果についての実験成績を表2に 示した。い

ずれの薬剤濃度でも,い ずれのガス流入においても肉眼

的に結核菌の発育は認められなかつた。ガスを流入させ

た薬剤非含有培地でも同様に2週 間,3週 間および4週
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間後ともに菌の肉眼的発育は認められなかつた。薬剤非

含有培地でガスを流入せずに,ふ らん室に放置した対照

では,い ずれの場合においても約2週 間後 より菌の発育

が認められた。

第3章　 考 案

空気中には体積百分率で約窒素78.10%,酸 素20.93%,

アル ゴン0.93%,炭 酸ガス0.03%を 含有するといわれる。

裏辻10)は液体培地上の空気を,ガ スボンベにつめた大気

で4週 間通気することで実験を行ない,著 者の実験と同

様の薬剤および薬剤作用濃度において,PAS1μg/mlの

薬剤作用濃度と薬剤非含有培地の対照にのみ菌の発育を

認めたと報告している。

窒素に関しては,著 者の実験で約100%の 窒素で液体

培地上の空気を置換することにより発育阻止効果が認め

られた。通常の大気の場合,窒 素含有量を約78%と すれ

ば窒素濃度が上昇 し,ほ とんど100%に 近い状態では発

育阻止効果がみられることになる。海老名7)は ガスの出

入に役立つ2つ の管を有する約2lの ガラスビン中に一

定量の菌をロッケマン氏培養液に浮遊させた三角コルベ

ン数個を入れた後,ガ ラスビンの空気を窒素,炭 酸ガス

お よび酸素から成る混合ガスで置換することで実験を行

ない,人 型結核菌には肺胞内ガス組成に近い値が最も発

育に適 していると報告 している。すなわち,空 気中に含

まれる約78%の 窒素は酸素,炭 酸ガスが存在する条件下

では発育に適 していることになる。著者の実験では酸素,

炭酸ガスを含まないほとんど100%の 窒素を連続的に流

入することにより結核菌発育阻止効果を認めた。

炭酸ガスに関しては,戸 田11)によれば,炭 酸ガスは一

般に増殖速度に影響し,ま た少量ではあるがすべての細

菌の発育にとつて必須であり,特 に増殖開始のため必要

となると報告している。Corper12)は14%の 炭酸ガス濃度

では,空 気中よりも結核菌の発育がややよいと報告して

いる。また54%の 炭酸ガス濃度までは結核菌の発育を抑

制 しないと報告 している。Guy13)は0.3%の 炭酸ガス濃

度より7.5%の 炭酸ガス濃度の方が結核菌の発育に適 し

てお り,空 気中では2.5～7.5%の 炭酸ガス濃度は結核菌

増殖を促進すると報告している。海老名7)に よれば,人

型結核菌で炭酸ガスを含まない場合と含む場合 とでは,

ほとんど同じ程度に発育するが,5%で 最 も発 育 が よ

く,10%以 上 では軽度に阻止され,100%で は発育 しな

い と報告している。著者の実験ではほとんど100%炭 酸

ガスを流入することにより結核菌発育阻止効果が認めら

れた。

酸素に関しては,Novy14)に よれば,人 型結核菌に対

する酸素至適濃度は40～50%で あると報告 している。一

方海老名7)は 人型結核菌でその発育に好適 な酸素濃度は

20%と 報告している。裏辻10)の通常の大気通気実験では,

薬剤非含有培地の対照群で菌の発育を認めたこと,約20

%の 酸素濃度のふらん室内に放置した薬剤非含有培地の

対照群で菌の発育を認めたことなどから考慮すると,大

気中のガス組成は結核菌の発育に好適 と考えられるが,

著者の実験ではほとんど100%の 酸素流入で結核菌発育

阻止効果を認めた。

以上の成績から著者は,使 用 した実験系が結核菌の発

育にとつて不利な環境下で化学療法効果を検討する目的

に応用しうるものと考えている。

第4章　 結 語

抗結核化学療法剤のうちSM,KM,PAS,INHお よび

RFPを,試 験管内において,種 々の薬剤濃度で作用させ

ながら,液 体培地上の空気を窒素,炭 酸ガスおよび酸素

の,各 単独で流入させることによつてそれぞれのガスに

置換し,2週 間,3週 間および4週 間後に結核菌発育阻

止効果を判定し,こ れ らを比較検討 した。各薬剤の種類

と濃度,な らびに作用期間,各 ガスの種類,な らびにガ

ス流入期間のいずれにおいても結核菌の発育を認めなか

つた。

稿を終わるにあたり,終 始御懇篤な御指導,御 鞭撻を

賜わつた池田宣昭講師に深甚なる謝意を表する。また終

始御協力頂いた研究室の西尾貞子,本 間 トキエ,細 木春

世の各氏に心から感謝する。

なお,本 論文の要旨は第46回 日本結核病学会近畿支部

学会で発表 した。
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