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By the members of the First Department of medicine, Chest Disease Research 

Institute, Kyoto University, many comparative studies were undertaken in vitro to 

investigate the clinical chemotherapeutic effects of principal antituberculous drugs, and 

bacteriostatic and bactericidal abilities of every drug under various experimental 

conditions and factors were discussed. When we evaluated the ability of each drug, it 

was essential to consider allover results obtained under following conditions and factors 

of experiments.

1) Various periods of contact of bacilli with drugs.

2) Intermittent and continuous contact of bacilli with drugs.

3) Contact of bacilli with drugs under various conditions and factors inadequate

 for the growth of tubercle bacilli.

a) Incubating temperature  (37•Ž, 25•Ž and 4•Ž).

b) The activity of drugs after exposure to PAS.

c) The  effects of 02 , CO2 and N2 gas exposure on the activity of drugs.

These experiments were carried out by using the silicone-coated slide culture (SSC) 

method and H37Rv strain.

The results of these experiments showed that RFP had the most extensive effects, 

especially prominent bactericidal activity even in a short period of time and in 

intermittent contact with bacilli. I think that these findings support the satisfactory 

clinical results of short course chemotherapy with regimens including RFP. And, each 

drug has respective characteristic abilities, for example, PAS has strong bacteriostatic 

but scarcely bactericidal activity, and INH has a small difference between minimal 

inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) in 

continuous contact, but a large difference in intermittent contact with bacilli, and so 

forth.

On the other hand, we elucidated that the small difference between MIC and MSC 

of drugs was desirable to improve the bactericidal effect in combined chemotherapy. For 

all that, it was almost impossible to intensify the antituberculosis chemotherapeutic
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effects of these drugs under conditions and factors inadequate for the growth of

 tubercle bacilli in vitro.

Therefore, I think that quite new ideas are necessary to accomplish the eradicative 

chemotherapy under every environment, and the present results of in vitro experiments 

obtained under various conditions and factors have a very significant meaning in order 

to complete the eradicative chemotherapy.
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I.緒 論

抗結核薬を臨床に用いる場合,私 どもの最終目的は生

体内結核菌の絶滅であろう。このいわゆるeradicative

 chemotherapyの 考 え方 も,1956年Mc Cuneら1)2)が

INHにPZAを 併 用す ることでその可能性を示唆した

ものの,RFPの 出現までは非常に困難な課題として残

されてきた。しか し,RFPの 登場は,そ れまでの結核

化学療法の効果判定方法(あ るいは基準)ま で変更させ

て しま った。即ち,RFP出 現以前には,細 菌学的見地

から,試 験管内実験的には発育阻止力(minimalinhi

bitory concentration:MIC)を,動 物実験的には生

残菌数を,ま た臨床的には菌陰性化率をもってその薬剤

(または治療術式)の 性能を比較するのが一般的であっ

た。 しか し,RFP導 入 後は試験管内実験的には殺菌力

(minimal bactericidal concentration:MBC)

で,動 物実験並びに臨床では菌再陽性率で化学療法の性

能を比較 しうるようになった。これはeradicative chem

otherapy実 現 に向って の大きな進歩 を示すものであ

ろう。今日では更にすすんで臨床上短期化学療法の検討

が数多 く見 られるようにもなった。

今日までの結核化学療法進歩の過程から我々は多 くの

ことを学んだが,こ こでは私どもの研究室(京 都大学結

核胸部疾患研究所内科1)で 得られた過去の成績も含め

て,色 々な実験条件下における試験管内実験成績か ら,

主要抗結核薬の性能を比較検討してみたい。そして各薬

剤の,そ れぞれの実験条件下で示される性能が,eradi

cative chemotherapy実 現に向けてどのような意味を

持つのかについても私見を述べてみたい。

私は,in vitroで 抗結核薬の性能を比較する場合,次

のような実験条件とその判定成績の組合せ で総 合的に

判断す ることが必要であると考えている。即ち,A)薬

剤作用時間(長,短),B)薬 剤作用方法(連 続 ・間欠等),

C)薬 剤作用環境(発 育に不適当な条件,pH等),D)発

育 阻止効果およびE)殺 菌効果などである。以下に順を

追って述べてみたい。

なお,議 論の錯綜を避けるため,今 回の検討はシリコン

被覆ス ライ ド培養法(SSC法)を 用いた成績に限定 し

た。

II.実 験 方 法

SSC法 に使用 されるシリコン被覆スライ ド(SS)は

東 の方法3)に よ って作製 した。即ち,普 通のスライ ド

を縦に3切 したもの(幅8～9mm,高 さ7.5cm)を ク

ローム硫酸中に24時 間浸漬 ,流 水中で数時間洗浄 してか

ら乾燥,更 に石油ベ ンジンで洗浄 した後,室 温で乾燥 し,

このスライ ドを粘度350～500CENTISTOKESのDIMETHYL

SILICONE(Dow CoRNING社 製"DC 200 FLuID")

の2%(v/v)ク ロロホルム溶液に1分 間浸漬後 ,室 温で1

～2時 間風乾 し,300℃1時 間熱処理を行なって完成した。

菌株は研究室保存のH37Rv株 で1%小 川 培地で3～

4週 間培養 したものを使用 した。

菌液およびSSへ の菌接種方法:上 述の菌集落に石油

ベンジン液を加え ,よ く振盈,撹 伴 して菌を分散させ,

2～3分 間静置 して粗大菌塊を沈澱させた後上清を他の

試験管に移し,硫 酸バ リウム標準液と比色することによ

り約1mg/mlの 石油ベンジン菌液を作製 し,そ の菌液

中にSSを 約2cmの 深 さに数秒間浸漬 して菌を附着さ

せた。

培地は特 にことわらない限りpHca6.5の10%牛 血清

加キル ヒナー液体培地を用いた。この培地中に菌附着S

Sを 投入 し培養するわけである。
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発育阻止効果の判定は薬剤作用終了の時点で,殺 菌効

果の判定 は菌附着SSを 薬剤含有培地より取り出 し,生

理的食塩水で3回 宛洗浄 し更に薬剤を含まない培地で4

週間培養後に行なった。

成績判定は肉眼的に行ない,菌 集落がSS表 面の2/3

以上 を占める場合を(掛),同 様 に2/3～1/3を 占め

る場合を(廾)と し,更 に菌集落数100ま で はその実数

を記入 し,100以 上 で(廾)に 達 しない場合を(+)と

した。

SSC法 の特徴

SSC法 の 最大の特徴は,そ の原著3)4)に も記載され

ているごとく,通 常の実験操作,即 ちSSの 試験管から

の出し入れや,生 理的食塩水での洗浄,培 地の交換など

に際 して,い ったんSSに 附着 した結核菌が脱落 しにく

いことである。また,石 油ベンジン菌液中の結核菌は殆

んど単個菌化 しており,ま たSS表 面 に均等に附着する

ので,薬 剤効果の定量的比較検討が可能となり,間 欠投

与法のモデル実験はもとより,発 育阻止力判定後薬剤を

除去して殺菌力を検討する際などにも極めて便利である。

このSSC法 の 開発がなければ今 日までの私どもの数多

くの実験的検討は不可能であったと考えられる。

III.薬 剤 作 用期間

(1)実験成績

1週 間か ら1週 間隔で4週 間まで作用期間を変えて検

討 してみた。殺菌効果の判定成績,即 ち薬剤除去後更に

4週 間培養 した時点での菌集落発育状態は表1～4に 示

すとおりである。この成績で見る限り,一 番短期間でそ

表1抗 結核薬作用期間別殺菌効果(1)

(注)表1～4共 通:SSC法,10%牛 血 清加キル ヒナー液体培地,PZAの み変法pH5.5で

薬剤作用

薬剤濃度:第1管1,000μ9/mJ,以 後倍数稀釈法による

菌株:H37Rv

表中の数字は菌集落数を示す

の薬剤の持つ効果を充分に発揮する薬剤はRFPで あ る。

即ち,RFPは1週 間作用ではやや不充分であるが,2

週間作用の効果と4週 間作用の効果は同じとみてよい。

INHは2週 間作用で発育菌数はやや減少するが充分で

はなく,3週 間作用,4週 間作用とその効力を強める。

一方
,1,000μg/ml作 用 で最 も殺菌力 の弱い薬剤は

PASで あ る。次いでEBも 殺菌力は弱 く,し かも効果

発現に時間を要す る。なお,PASで は薬剤濃度の中間部

分で,3週 間作用および4週 間作用に限 り,そ れ以上の

薬剤濃度よりも殺菌力が強 くなる現象を認めた。また,

EBで も3週 間作用 に限 り同様の現象を認めた。TH

とPZAは それぞれの薬剤の効果を充分発揮するには4

週間を要 した。一方,い わゆるア ミノ配糖体系に属する

SM,KMお よびEVMは 互いによく似た傾向を示 して

いる。即ち,2週 間作用では不充分な効果であるが,3

週間作用,4週 間作用では比較的強い殺菌力を示 した。

しか し,一 定薬剤濃度以上では,即 ち例えば10μg/ml

で あ ろうと1,000μg/mlで あろ うと,発 育 して くる菌

集落数はほぼ同数であった。

(2)考案

極めて基本的な問題であるが,化 学療法剤一般に言え

るように,抗 結核薬でも短期間作用で有効なものもあれ
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表2抗 結核薬作用期間別殺菌効果(2)

表3抗 結核薬作用期間別殺菌効果(3)

ば,逆 に効果発現に長期間の作用が必要な ものもある。

上記の成績にみられるごとく,効 果判定の時期によって

は各薬剤の真の性能を見落す恐れがあることを知るべき

であろう。

また,RFPの よ うに一定薬剤濃度以上では殆んど菌

集落の発生をみない薬剤 もあれば,ア ミノ配糖体系に属

するSM,KMお よびEVMに 認 められるように,一 定

薬剤濃度以上では発育菌数は著明に減少す るが,極 めて

高い薬剤濃度まで生き残 り菌を認める場合もある。これ

らの生き残 り菌の多少がそれぞれの薬剤に対する自然耐
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表4抗 結核薬作用期間別殺菌効果(4)

表5連 続作用時と間欠作用時(24時 間 ×2回/週)の

抗菌力差(2ｘ)

(4週 間薬剤作用時)

注1)菌 集落発育が(廾)

以上は抗菌力なし

とする

2)*連 続作用時の

MBC1000μg/rm1

以上で比較不能

3)**薬 剤作用培地の

pH5.5

性菌の差のみでないことは,こ れらの菌の一部が感受性

菌であることか らも明らかである。これらの生き残り菌

が臨床における再悪化 と関連 してどのような意味を持っ

のかは興味深い問題 と考える。また,RFPの これらの

成績(短 期間作用で強い殺菌効果を示し,し かも一定濃

度以上で生き残 り菌がなくなる)は,臨 床における殺菌

効果の強さを示唆するものではなかろうか。

周知のごとくin vitroの 実験では,発 育阻止効果の

判定時(多 くの場合薬剤作用3～4週 間)は 全ての薬剤

において,あ る一定の薬剤濃度で菌集落の発育は殆んど

なくなる。即ち,そ れ以上の薬剤濃度に菌集落を認める

場合は非常に少ない。従 って,MIC値 の決定について

は議論の余地は殆んどない。これに反 しMBC値 ではど

うであろうか。ここに示 した成績か らもわかるごとく,

ある薬剤は一定濃度以上で比較的急速に発育菌集落数が

表6MIC値 とMBC値 の差(2x)

(4週 間薬剤作用時)

注1)発 育菌集落が(廾)以上は抗菌力なしとする

2)*MICが1,000μg/ml以 上で比較不能

3)**薬 剤作用培地のpH5.5

減少 し,あ る濃度以上では全 く菌集落の発育を認めなく

なる。一方,ア ミノ配糖体系 に属す る薬剤に見 られる

ごとく,一 定の濃度以上で発育菌集落数は減少するが

1,000μg/mlで もゼロとはならない。このような場合

MBCと は どの薬剤濃度を指すのであろうか。私どもは

今日まで(十)以 上の菌集落数の存在を無効として一応

の区切りとしてきたが大いに議論の余地があろう。また ,

研究目的によってこの判定基準は変更されて当然であろ

うと考える。なお,4週 間以上薬剤を作用させ続けた場

合,4週 間では生き残った菌の運命がどうなるかは重要

な問題であろうがここでは割愛する。

IV.薬 剤 作 用方法

(1)実験成績

私 どもは既 に昭和38年 池田5)がSM,PASお よび
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INHの 間欠作用実験成績を,昭 和44年 には太田6)がKM,

CS,EBお よびTHの,更 に昭和52年 には裏辻7)がRFP

の間欠作用実験成績を報告 している。また,第58回 およ

び第60回 日本結核病学会総会では池田がPZAの 間欠作

用実験成績を報告 した。

上述の各報告にみ られる検討内容は連続作用,週2回

24時 間作用,週1回24時 間作用,1日2時 間毎 日作用,

1日4時 間毎日作用,1日4時 間週2日 作用,1日3時

間週2日 作用,1日1時 間週2日 作用および1日1時 間

週1日 作用などであった。 これらの成績から各実験に共

通であった週2日24時 間作用時の抗菌力を連続作用時の

抗菌力と比較すると表5の ごとくである。薬剤作用期間

はいずれも4週 間である。被検薬剤濃度は全て倍数稀釈

法で行なわれたのでその差を2ｘ のｘで示してある。い

ずれも連続作用時の抗菌力が強かったので間欠作用時の

抗菌力が2x倍 弱かった(1/2xで あ った)こ とを示 して

いる。また,前 述 したとおり,薬 剤の殺菌効果を判定す

る場合,発 育菌集落が全 くなくなる最低薬剤濃度をMB

Cと す るか,同 様に100ま で とす るか,(+)ま で とする

か,(+)ま で とするかは議論の多いところであろうが,

こ こでは(+)ま でを殺菌効果ありとして判定 したもの

である。

(2)考案

抗結核薬をin ｖitroで作用 させ る場合,連 続作用と

間欠作用 とではどのような差があるであろうか。臨床的

には間欠投与は多いし,ま た連続投与と言われているも

ので も血中薬剤濃度からみると間欠作用に近い場合 も多

いと考え られ る。にもかかわらず,こ れ らに関するin

 vitroで の検討は比較的少ない。私どもは前述 したよう

にSSC法 というこれ らの実験には極めて便利な実験手

段を持 っている。この方法で数多 くの間欠作用時の成績

を得ることができた。

これらの成績か ら,連 続作用に比較 して間欠作用で最

も有効 な薬剤はRFPで あ る。即ち,MICで もMBC

で も差は21倍 で ある。逆に最 も不適当なものはPASで

ある。発育阻止効果はともか く,殺 菌効果では連続作用

時で も1,000μg/ml以 上で間欠作用時 と比較すること

す らできなかった。SMお よびKMで もこれだけの差

(SM:MIC23倍,MBC27倍,KM:MIC24倍,M

BC24倍)が あれば,連 続作用時に匹敵する効果を間

欠作用時に得るためには非常な大量が必要であり,臨 床

上での使用は実際上不可能である。 しかし,逆 に考える

と,間 欠投与法で使用 している量で連続投与法が可能な

時は,例 えばSMで は発育阻止力で23倍,殺 菌力で27

倍の効果を期待できることを忘れてはならないだろう。

INHのMBCに お ける差が27倍 であることは,INH

少量 投与 の優秀 さを論 じた臨床病理学的な報告8)に 比

較 して意外という感があるかもしれない。 しか し,薬 剤

に殺菌効果を全 く期待できなかった時代に,薬 剤の発育

阻止効果を上手に利用し,空 洞への流注気管支の閉塞を

防ぎなが ら病巣の完全治癒をめざした研究とは所詮比較

すべきものではなかろう。このことは熊谷 ら80が 既に

その論文中に"薬 剤が殺菌的に働くならば,生 菌の全 く

残らないよう大量与えるのが当然である"と 述べている

ことか らも明らかである。

V.発 育阻止力と殺菌力

(1)実験成績

IVで 述 べた池田5),太 田6)お よび裏辻7)の 報告か ら,

4週 間連続作用時のMIC値 とMBC値 との差を2xの

xで 示 した(前 述のごとく被検薬剤濃度が倍数稀釈法で

決められたため)も のが表6(左 列)で ある。また,同

表(右 列)に は24時 間週2回 作用時のMIC値 とMBC

値 の差 も示 されている。ここでも便宜上(+)以 上 の菌

集落発育を認めた薬剤濃度を無効とし,(+)以 下 の菌

集落発育を認めた薬剤濃度は有効とした。このような判

定でよいかどうかの議論は前述のとおりである。

(2)考案

結核菌は発育の活発なときほど薬剤の作用をうけやすい。

逆に何らかの原因で発育がおそくなり,または止まった場

合には薬剤の影響はうけにくくなる。これはVIで も詳

述するが,こ の考え方から推論すれば,あ る薬剤の"発

育は抑制するが殺菌はしない薬剤濃度"は 同時併用の他

剤の殺菌効果を弱める可能性がある。即ち,eradicative

chemotherapy実 現 のためにはMIC値 とMBC値 は近

いほどよいと考えられる。但し,IIIで 述 べたよ うに,

それぞれの薬剤には特徴があり,い くら高濃度にして も

全ての結核菌を殺菌しえない薬剤も多いのが現実である。

上述の仮説を前提 として連続作用実験成績のMIC値

とMBC値 の差をみると,eradicative chemotherapy

に最適の薬剤はRFP(21倍),INH(21倍)お よび

EB(21倍)で あり,次 いでKM(22倍)お よびPZA

(22倍)(有 効 薬剤濃度が高濃度で,薬 剤作用中の培

地pHが5.5で あ ることに注意を要するが),更 にSM

(23倍)の 順 となる。またPAS(2>15倍)は 最 も不

適当な薬剤である。24時 間週2回 作用実験の成績からは,

同様に,RFP(21倍),KM(22倍),INH(25倍),

SM(27倍)の 順となり他剤は比較不能であった。

これらの成績とIIIで示 したRFPの 殺 菌効果の特徴即

ち,"有 効薬剤濃度 も低 く,短 期間作用でも有効であり,

しかも一定濃度以上では全 く菌集落の発育を認めない"

成績 とを合わせ考えるとき,こ れらのin vitroの 成績

は,最 近のRFP・INHを 主 剤とする初回短期化学療

法の成績にみられる菌再陽性率の低 さを説明する1つ

の根拠を示 しているように考えられる。
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VI.発 育 に不適当な条件と化学療法

(1)実験 成績

(a)低温下での薬剤作用

結核菌の発育に不適当な条件下での薬剤作用に関する

モデル実験 として,私 どもは先ず低温即ち,4℃ および

25℃ での薬剤作用実験9)10)を 行 な った。その成績の詳

細は原著にゆずるが,結 論として,4℃ では薬剤の数を

いかに増加 しても,ま た濃度をいかに濃 くして も,全 て

の薬剤の抗菌力は著明に減弱し,殆 んど無効に近いもの

であった。25℃ ではRFPお よびINHに 限 り,4℃ よ り

やや強い抗菌力を認めたが,37℃ で作用させた場合に比

し,効 果 は著明に減弱された。RFPお よびINH以 外

の薬剤は4℃ の場合 と同様無効であった。 しか し,40C

お よび25℃4週 間薬剤作用で生き残った結核菌に耐性上

昇を全 く認めなかった。

(b)他剤 の殺菌効果に及ぼすPASの 影響

詳細は原著にゆず り割愛するが,私 どもの最初のモデ

ル実験11)12)で は,PAS1μg/mlお よび10μg/mlで

1週 間結核菌を前処理すると,そ の後のINH単 独ある

いはINH・PAS(1μgま たは10μg/ml)の 殺菌効果

が明らかに減弱された。 しか し,こ の実験群では薬剤作

用開始当初よりINHにPASを 併用するとこのような

現象は見 られなかった。ところが次のモデル実験13)で,

INH・PAS同 時併用でもPASの 濃度を更に上昇させ

て詳細に検討してみると,PASの1,250μg/ml～2,500

μg/mlの 濃度域で,100μg/mlに 比 し,INHの 殺菌

効果が減弱される成績を得た。

(c)ガス曝露下での薬剤作用

山鳥14)は 液体培地上の試験管内空気をCO,ガ ス,

N2ガ スおよびO2ガ スなどに置換することで結核菌の

発育に不適当な環境をつくり実験 している。詳細は原著

にゆずるが,そ れぞれのガスと各薬剤 との組合せで成

績は複雑である。しか し,各 薬剤はCO2ガ スおよびN2

ガスの場合,効 果発現までにより多 くの時間を要 し,且

つ薬剤濃度の上昇が必ず しも殺菌効果の上昇に繋がらな

かった。 しか し,RFPの み は例外で,そ の殺菌力はガ

スの影響を殆んどうけなかった。

(2)考案

私 どもは今日までin vitroで 抗 結核薬の性能を比較

するにあたり,被 検菌の発育状態まで考慮 して検討 した

であろうか,結 核菌の発育に適当な条件下即ち,薬 剤が

もっともよく効く条件下でのみ実験を続けたことはなかっ

たであろうか。RFPの 出現までは発育に適 した環境で

いかに結核菌の発育を止め,い かにしてより多くの結核

菌を殺すかで精一杯であったことも事実であろう。 しか

し,生 体内の結核菌は,免 疫学的側面 も含あて,必 ずし

も発育に適当な環境にばか り存在するとは限らない。発

育に不適当な環境では,そ の条件により,結 核菌の発育

はおそくなり,極 端な場合は停止することもあると考え

られる。これらの発育のおそいまたは止まった菌の殺菌

あ るいは滅 菌は耐性菌の処理 とともにeradicative

 chemotherapy達 成に向けての最重要課題と考える。

限 られたモデル実験ではあるが,発 育に不適当な色々

な環境に存在する結核菌を殺菌または滅菌することは,

発育に適当な環境における場合に比 し,そ の環境により

程度の差こそあれ,困 難であることを知った。 しか し,

これ らの成績か らも,RFPの みは,他 剤が殆んど無効

の場合で も,優 れた殺菌効果を示すことが多かったこと

は特筆すべきことであった。今後これらdormantま た

はこの状態に近い菌をも確実に殺すeradicative chem

otherapyの 完成のためには,RFP級 ま た はそれ以

上の殺菌効果を持つ新薬の開発はむろんのこと,免 疫学

的見地からの検討 も含め全 く新 しい次元の異なる発想が

必要なのかもしれない。

VII.ま と め

in vitroの 実験成績のみか ら抗結核薬の完全な性能評

価ができるものでないことを承知のうえで,今 日までに

得 られた私どもの成績から,そ れぞれの薬剤の持つ抗菌

力についで色々の角度から比較検討し,試 験管内実験の

持っ意義を も含めて私見を述べた。

とか く忘れ去 られる傾向にあるin vitroに おける薬

剤の性能検討が,今 後一層多 くの角度から行なわれ,ま

た更に新しい実験方法,実 験技術の発展により,よ り正

確 にそれぞれの薬剤の性能が判定 され,eradicative

 chemotherapyの 完成が1日 も早いことを期待 したい。
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