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Mice were infected intravenously with Mycobacterium tuberculosis , and all the mice were observed 

without any treatment for one week to ensure the formation of suitable chronic lesions.

As the anti-tuberculous drugs, isoniazid(INH), rifampicin(RFP), ethambutol(EB), and pyra

-zinamide (PZA) were employed in this experiment.

The mice were divided into five groups according to the regimen of chemotherapy. The first 

group was treated with INH•ERFP•EEB, the second one with INH•ERFP•EPZA, the third one with

 INH•EPZA, the fouth one with INH alone and the fifth one remained untreated as the control .

After giving chemotherapy for eight weeks
, viable count of tubercle bacilli recovered from 

the lungs and spleens of the treated mice were recorded and compared with those of the untreated 

mice. It was confirmed that the chemotherapy with the combination of INH•ERFP•EEB or INH• 

RFP•EPZA was more effective than that with INH alone or INH•EPZA. Although the population 

of tubercle bacilli recovered from the lungs and spleens of the treated mice has been reduced 

significantly, tubercle bacilli could not been eradicated by the doses and period of chemotherapy 

used in this experiment. Number of bacilli in bacteriologically relapsed cases especially treated 

by regimens containing RFP was smaller than the untreated control. The sensitivity test revealed 

no emergence of drug resistance to INH, RFP and EB.

I.　緒 言

結核化学療法は最近10年 間に大 き く変遷 してい る。結

核化学療法の最終の 目標は化学療法剤に よる生体 内殺菌

であ ることは,い うまで もない。 マ ウス実験結核症 にお

いてMcCunel1)2)McDermottst3)な どが長期間化学療法

を施行 して な お生残す る菌が存在す るとい うmicrobial

 persistenceの 問題を提 起 して 以来 同様 の論文 も数多 く

発表 され ている。長期間強 力な化学療法を行な うことに

より根絶成績4)5)も 得 られ る ように なつたが,臨 床的に

はでき うるか ぎ り短期間に治癒 の状態に近づけ,で きる

だけ早 く社会復帰を期 したい とい うことも,今 や世界的

な趨勢6)～8)といえ る。 この ことは,結 核化学 療法の強化

を背景 として,そ の治療期間が短縮 されつつあ ることを

示 し,特に リファンピシン(RFP)や エタンブ トール(EB)

を加 えた初期 強化 に よる化学療 法の成績が注 目され てい

る。

すでに著 者9)は,マ ウス実験結核症に対 して,ス トレ

*From the Chest Disease Research Institute , Kyoto University, Saky6-ku, Kyoto 606 Japan.



74 結 核　 第57巻　 第2　 号

プ トマイシン(SM),イ ソニア ジ ド(INH),パ ラア ミノ

サ リチル酸(PAS),エ チ オナ ミ ドBTH),エ タ ンブ トー

ル(EB)を 用い短期(2ヵ 月)お よび長期(8ヵ 月)の 化

学療法を行ない生体 内滅菌に近い効果を得 るための条件

を検討 した。そ の結果,0カ 月間 の化学療法では,治 療

終 了3日 後 より,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INH単 独に よる治療群で治療終了

後3日 で肺内生菌の再増殖が み られ た が,3者(SM・

INH・PAS)お よび5者(SM・INH・PAS・TH・EB)の 多

剤併用化学療法群については肺 内生菌 の再増殖 をみなか

つた。著者は今回,強 力な抗結核 性を示 し,特 に殺 菌力

の面 で も優れ てい ることが知 られ てい るRFPを 加 え,

2ヵ 月間INH・RFP・EB・PZAな どの強 力 と考 え られ る

組み合わせでの実験を行なつた。投与量 は臨床 投与量 に

比較すれば,か な り大量を使用す ることに よ り,化 学 療

法強化を 目的 とす る実験を行ない,一 定の成績を収めた

ので,こ こにそ の概要を報告す る。

II.　実験材料な らびに方法

実験動物 としては,均 一系 マウスdd系 の 雌を用い,

体重10g前 後 のマウスを室温(約23℃)の 恒温動物室

にて固型飼料 と水 を用 いて飼育 し,実 験開始時にこおいて

体重が平均約25g程 度 にこな るように した。

感染菌株 としては,結 核菌黒野株を3～4週 間グ リセ

リン ・ブイ ヨン培地 で表 面培 養 し,そ の菌膜 を釣取使用

した。

接種方法は菌膜 を釣取 して滅菌濾紙で水分 を除去 した

後秤量 して,め の うの乳鉢で磨砕 し適量の生理的食塩水

を加 えて結核菌浮遊0を 作製 し0.0001mg/mouseを マ

ウスの尾静脈 内にご接種 した。接種生菌数につい ては別に

小川培地へ順次10倍 希釈 した菌0を 接種培養 して,コ ロ

ニー数 より算定 した。今回 の実験 での接種生菌数 は4 .0

×105生 菌単位 であつた。

薬 剤投与 は,感 染処置 の終わつた マ ウスを,1週 間の

放置期間 をおいた後に,対 照群 を除い て,体 重に比例 し

た投与量 の抗結核薬 を1日1回,す べ て水溶0ま たは懸

濁 液 として,胃 ゾンデを用 い直接 マ ウスの胃内に注入 し

た。なお非治療対照群 にごは治療各群 と同様 の方法 で生理

的食塩水を同量 投与 した。

抗結核薬 の種類な らびにご投与量につ いては表1に 示す。

すなわちマ ウスは100匹 を5群 に分け た。第1群 より第

IV群 までを治療群 として各20匹,第V群 は対照群 として

42匹 と した。投与量 はINH30μg/g,EB50μg/g,RFP

30μg/g,PZA100μg/gと した。

実験計画は 図1に 示す。各群 とも3匹 ずつ屠殺 した。

感染後に対照群を3日 お よび7日 後に屠殺 し,感 染1週

後 にご治療 を開始 した。8週 間 の化学療法を施行 した後に

投薬 を中止 した。治療終 了後,3日,1週,2週,4週

6週,8週 の放置期間 をおいて各群3匹 ずつ屠殺 し,体

重,肺 お よび脾 の重量 を測定 した のち,肺 お よび脾 内生

菌 数の経時 的推移 を検討 した。

III.　 実 験 成 績

肺 内生菌数分布(図2)に ついては,化 学療法を8週

間施行 し,治 療終 了後3日 お よび1週 にご剖 検 培 養 した

ものでは,各 群 と も肺内生菌は全 く認めなかつた。 す

なわ ち 治療終 了直後 の時点 で は 治療を 行なつ た 全群 にご

表1　 抗結核薬の種類ならびにご投与量

図1　 実 験 計 画
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図2　 肺生菌数の経時的推移

図3　 脾生菌数の経時的推移

菌発育 は見 られ な か つ た。治療終 了後0週 では第皿群

(INH・PZA)で102程 度,第IV群(INH)で も102程 度

の肺 内生菌をそれぞれ認めた のに 対 して,RFPを 含む

第1群(INH・RFP・EB)お よび第 豆群(INH・RFP・PZA)

では この時 点で も肺 内生菌 は検 出されなかつた。治療終

了後4週 では治療各群 とも104程 度の増殖 を認めた。 こ

の4週 後では治療各群 と対照 群 との間では102程 度 の肺

内生菌数 の差を認めた。治療終了後6週 では各治療群 と

も105,8週 では105～106の 肺 内生菌 を認 め,対 照群 と

の差はほ とん ど認めな くなつてい る。

強力な化学療法で も治療期間が8週 間では肺 内生菌 の

再増殖を認めたが,RFPを 含む第I群,第II群 とRFP

を含 まない第III群,第IV群 との間で明らかに差が認 めら

れ た。すなわちI,II群 とIII,IV群 との問 の明 らか な差

はRFPの 優れた抗結核性を 示 す もの で,1群 とI工群

との間にごはほ とん ど差が ないの で この 実験 ではEBと

PZAの 性能の差を論ず ることはで き な い。同様にIII群

とIV群 との問 に も有意差 を認 めないのでINHにPZA

を併用す ることに よる殺菌性の増強は観察 されていない。

脾 内生菌 数分布(図3)に おいて も,治 療終了後3日

お よび1週 では,治 療各群 とも脾 内生菌数 は検 出限界以

下であつた。治療終 了後0週 では,III群 お よびIV群 では

103程 度 の脾 内生菌を認めた。RFPを 含むI群 お よびII

群 では,治 療終 了後0週 で も脾 内生菌を認めなかつた。

治療終 了後4週 では治療各群 と も104程 度 の脾内生菌を

認 めたが,こ れ は対照群 とほぼ同程度 の発育であつた。

治療終 了後4週 では治療各群の間において もまた対照 群

を含め て脾 内生菌数は有意の差を認めず,以 後治療終了

後6週,8週 で もこの よ うな傾向は変わ らなかつた。 し

たがつて,脾 内生菌数か ら判断 して もやは りINH単 独,

INH・PZAに 比較 してINH・RFP・EBお よびINH・

RFP・PZAの 併用の治療群は より有効であつた。

平均 ルー ト比肺 重お よびルー ト脾指数(表0)を 検討

す ると治療各群 と対照群 の間では明 らか な差 を認 めた。

治療各群 においてルー ト比肺重 で10.0に 達す るのは第III

群 の接種後70日 後 のものだけ で,他 の群は すべ て10.0

以下 の値 を示 した。 これに対 して対照群 では,接 種後66

日以降すべ て10.0を 超えた値を示 した。 またル ー ト脾指

数を検討す ると治療群では0.71を 超え る値はないが,対

照群では接種後66日 以後すべて0.86を 超 えた値 を示 し,

接種後91日 お よび105日 ではそれぞれ1.09,1.07と 高

い値 を示 した。

耐 性検査については,接 種時生菌 および,実 験計画(図

1)に 示 した ように,治 療前 の肺 および脾 内生菌,最 終

剖検 で得 た治療各群,対 照群 の肺お よび脾内生菌につい

てそれぞれ耐性検査を施行 した。 これ らは まとめて表3

に示 した。薬剤濃度 は第1管 が100μg/ml,以 後 倍数希

釈法に よつ て施行 した。判定は4週 後に行なつた。INH,

RFPお よびEBの 耐性については,全 く耐性上昇 は認

めなかつ た。 この成績 を見 る と,実 験に使用 した菌株 は

薬剤感受性 であ り化学療法を終 了 した後に発育 した結核

菌 につい て も耐性上昇を 認 め て いない ので,こ の菌は

化学療法導入後発育停止状態に陥つて抗結核薬 の影 響を
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表2  Root Indices of Lung and Spleen

受けずに経過 した もの と考 え られ,そ の意味 か らper-

sistersの存在 を確認 した ことに な る。Foxら10)の 言 う

短期化学療法終了後比較的早い時期に ご く低率に見 られ

る再排菌につい て,こ れ らの菌はそれ までに使用 された

抗結核薬に対 して感受性であ るか ら再治療が容易であ る

としている ことと軌を一に してい る。いずれに して も今

後 は発育停止状態にあ る結核菌に対 して有効な攻撃手段

を追求す る必要があ る。

IV.　 考 案

実験 的マ ウス結核症 において,主 として肺 および脾 内

感染菌数の消長を観察する ことに より,感 染菌 の根絶を

試み る実験 はMcCune1)な どに より発表 された。そ の後

もMcDermott3),金 井11),太 田12)ら も同様 の実験成績を

報告 している。 これ らの研究 でmicrobial persistenceが

問題になつたが,近 年RFPの 登場 に より,そ の解決が

大 いに期待 され てい る。金井13)らはpersistersと 比較 的

類似 した状態をつ くり出す と考 え られ るSM依 存株 を

検 討す る ことにこ よ り,INHは 発育増殖中の菌にのみ顕

著 な殺菌 力を示 し,EBは 静菌的 であ りRFPは 発育中

の菌な らびに発育休止菌 の両者に殺菌的に働 くと述べて

い る。 この よ うな現象を考慮す るとRFPを 含む長期 の

化学療法に よれ ば,結 核菌 の滅菌 の問題 はほぼ解決 され

つつあ る と考え られ る。RFPを 含 まな い治療法 で も殺

菌作用を持つ と考え られ るい くつかの抗結 核薬 をた くみ

に組み合わせ て長期間使用す ることに よ り,肺 お よび脾

内生菌を認めず,滅 菌に近 い状態 が得 られ る ことがわ か

つてい る9)。

RFPの 登場は,臨 床的見地 か ら も重要視 され,Fox

ら10)14)はこの薬剤が滅菌作用 とい う点では特別な働きを

もつ てい ると考え,短 期化学療法を検討 した。短期化学

療法 の問題 は,本 邦において も,日 本結核病学会総会 で

要 望課題 や特別講演 として とりあげ られ,今 や世 界的に

重 要な課題 となつている。

結核 に関す る基礎的な研究分野で も,初 期強化療法が

注 目をあ びているが,マ ウス動物実験に おいて も,そ の

目的の一 つは治療終 了時 のpersistersの 数をで きるだけ

少な くす ることにあ ると考 え られ ている15)。

今回,我 々は強 い滅菌的効果 を発揮す るこ とが知 られ

てい るINHとRFPを 使用 し,合 わせ て特に細胞 内の

結 核菌に対 して強い作用 を もつ とされ ているPZAを も

加えて,臨 床 投与量 か らみ て も,比 較的大量 と考 えられ

る投与量 で短期間の化学療法実験 を試 みた。

近 藤 ら15)は,マ ウ ス実 験 結 核 症 に お い てINH0.5

mg,RFP0.75mg,SM1.0mg,EB1.5mgを 連 日投

与 し て短 期 強 力療 法 の基 礎 実 験 を 発 表 して い る。 豊原16)

もSM1.0mg,INH0.3mg,RFP0.3mg,PZA2.0

mgを 使 用 して 同 様 に マ ウス に よ る短 期 化 学 療 法 を 検 討

して い る。 こ の 結 果,SM・INH・RFP併 用 群 で4週 間

の化 学 療 法 で は菌 陰 性化 率 は0で あ つ た とい う。 また8

週 投 与 に よつ て,肺 内生 菌 数 を0に す る こ とが で きた が

投 与 中 止後4週 で ゃ は り菌 の再 出現 を み てい る。 小 田17)

もSMlmg,INH0.4mg,RFP0.4mg,EB0.8mg

に よ る短 期 療 法 モ デ ル 実 験 に よ りRFPとINHの 併 用

が 効 果 的 で あ る と述 べ て い る。

我 々 も予 備 実 験 と して,人 型 結 核 菌 黒 野 株0.001mg/

mouse接 種 し,そ の 後,2週 後 よ り治 療 をINH(10μg/

g),EB(20μg/g),PZA(30μg/g),RFP(10μg/g)で4

週 間 治 療 した が,肺 内生 菌 の 陰 性 化 は 招 来 で き ず,生 存

曲線 を 得 るに と ど ま つ た18)。 同 様 に0.0001mg/mouse

接 種 した 実 験 に お い て もマ ウス の 死 亡 は 認 め な か つ た が,

や は り菌 陰 性 化 は望 めな か つ た 。

本実験 では0.0001mg/mouseの 接種で,感 染 より1

週後か ら治療 を開始 した。投与量にこついて も比較的大量
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と考 え られ,表1に 示す ようにINH(30μg/g),EB(50

μg/g),RFP(30μg/g),PZA(100μg/g)と 飛 躍的に増加

した うえに治療期間 も8週 としたが,や は り肺内生菌は

RFPを 含む各群 で も治療終了4週 後に,脾 内生菌 も治

療終 了4週 後 に再増殖が認 められた。

しか しなが らRFPを 含むINH・RFP・EBとINH・

RFP・PZA各 群 とRFPを 含 まないINH・PZAとINH

単 独の各群 を比較 す れ ば,RFPを 含む各群の治療効果

は強 力であつた。

著者は,す でに慢 性結核症 にご対 す る 化学療法強化の

限界に関す る実験的研究 で も述 べた よ うにご,0.01mg/

mouse接 種後,約2ヵ 月の放置期間 をおき,約0ヵ 月間

の治療を施行 した実験 では,や や実験条件が異な るが,

治療終了後3日 でINH単 独(10μg/g,20μg/g)群 で肺

内生菌の再増殖を認めた。SM・INH・PASとINH・SM・

PAS・EB・THお よびINH・SM・PAS・EB・THの 各治療

群で も1週 後にそれ ぞれ105程 度 の肺 内生菌を認め てい

る。脾内生菌にこついて も,治 療終 了後3日 で各治療群 と

も再増殖を認めた。

接 種 菌 量 にこつ い て は,予 備実 験 を含 め て,黒 野 株 を

0.01mgg/mouse,0.001,mgg/mouse,0.0001mgg/mouseと

種 々行 な つ た 。 本 実 験 の接 種 量0.0001mgg/mouseは も

つ と も適 切 な 感 染 状 態 が 得 られ た もの と考 え る。

放置期間につい ても,2ヵ 月,4週 間,2週 間,1週

間 と種 々検討 したが,本 実験では1週 間 とした。

治療期間については,長 期間強力な化学療法を施行す

れば,肺 内生菌を0に で きるが,本 実験の よ うにご8週 で

は,比 較的大量 の投与で も菌陰性化は望めなかつた。 た

だ し,RFPを 含む治療群 で は,治 療期間が8週 で も相

当の効果 があつ たので,短 期強化療法 にはRFPは 必要

と考え られ る。RFPは 滅菌 的 で あ り,数 多 くの研究で

長 い間注 目され ているpersistersに 対 して も有効 とされ

てい ることとも矛盾 しな い。RFPが 短期強化療法にこお

いて,大 きな役割 を果 た している ことは,明 らか であ る

が,更 に大量 に投与す る ことが できるのであれば長期間

使用 した とき と同様にご肺 内生菌 を滅菌 に近 い状態を期待

で きるのであろ うか。 本実験 に使 用 した投与量 で も,他

の抗結核薬 の群(INH単 独 お よびINH・PZA)と 比較

すれば効果はあつたが,肺 内生菌陰 性化 は認 め られず,

この投与量な らびに投与期間では滅菌 的 とは言 、なかつ

た ので,更 に検討が必要 と思われ る。

耐性上昇 の有無にこついて検討 したが前回の著 者9)の 実

験 と同様にそ の上昇を認めなかつた。Fox14)は 短期化学

療法に おけ る殺菌作用 と滅菌作用は古典的化学 療法にお

け る耐性発現阻止 とは全 く異な る考え方であ ることを強

調 しているが,興 味あ る問題 であ る。 しか しなが ら本実

験 において治療終 了後再増殖 した菌はいずれ も使用薬剤

に対 して感受性を示 した ことは,術 式を強化す ると,そ

れ につれ てrelapsecの 菌数が少な くな ることを考え合わ

せ,非 常 に興味 のある事実 で,今 後 と も"eradication"

を 目標 とす る研究に おいて,検 討 の余地が残 され てい る

もの と考 え られ る。

本実験 のみ ではやや不充分な面 もあ るが,こ の投与量

と治療期 間ではRFPを 含 めた化学療法であ るのに もか

かわ らず,肺 内生菌滅菌を完全に達成す ることはで きな

かつた。

臨床 的に みて も,結 核化学療法 の初期強化 に お け る

RFPの 意義 は大 きいが,こ れ のみを もつ て 直 ちに滅菌

療法(eradicative therapy)カ ミ成立す るとは 考え られな

いので,臨 床的にはSM・INH・RFPを 中心 と して,し

か も症例の背景因子を充分考慮 した個別的 な治療期間 を

設定す る必要があろ う。

PZAの 役割につ い て は,基 礎的 に も,臨 床的に も今

後の検討を要す る。

化学療法の術式が強化 され ることに伴つて治療期 間が

短縮 され ることは感染症一般についてあては まると考、

られ るが,結 核症においては特に結 核菌の もつてい る特

殊な抵抗性 と長いlife cycleleとを考慮 に入れ て,病 態に

応 じた個別的な治療計画が必要であろ う。

また,い わゆ るpersistcrsにとつ いて,こ れ を如何 に し

て攻撃 し,殺 菌す るかについての研究が進 め られなけれ

ば な らない と考え る。

V.　 結 論

マウス実験結核症による短期強化療法の実験を行ない

次の結果を得た。

1. INH単 独 とINH・PZA併 用群 の間には差 を認め

なかつた。

2. RFPを 含む群 とRFPを 含 ま な い群の間に明 ら

かに差 が認め られ,RFPを 含む群 の方が強 力であつた。

3. E8を 含む群 とPZAを 含む群 の間に も差を認め

なかつた。

4.　 術 式 を 強 化 す る と,そ れ に つれ てrelapseの 菌 数

が 少 な くな つ た 。

5.　 治療終了後再増殖 した菌 はいずれ も使用薬剤 に対

し感受性を示 した。

稿を終わるにあたり,終始ご指導いただいた前川暢夫

教授に深謝するとともに,ご 鞭燵いただいた京大胸部研

講師川合満博士,国 療南京都病院副院長池田宣昭博士にご

感謝の意を捧げる。
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