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短 報

抗結核剤 の結核菌 に対 す る殺菌作 用(試 験 管内実験)
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   The bactericidal activity of antituberculosis agents was studied using Mycobacterium 

tuberculosis strain H37Rv. After exposure to antituberculosis agents in Dubos liquid 

medium for 24 hours, the order of the bactericidal activity of the agents was as follows: 

Isoniazid> Rifampicin> Kanamycin> Streptomycin>Enviomycin= Capreomycin> Ofloxacin 

>Cycloserine>  Ethambutol= Ethionamide = p—Aminosalicyalte.
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本報では,次 の略号を使用 した。

 Rifampicin:RFP, Isoniazid:INH, Streptomy-

cin:SM,  Kanamycin:KM, Enviomycin:EVM, 

Capreomycin: CPM, Ethambutol: EB, p—Ami-

nosalicylate: PAS, Cycloserine:CS, Ethiona-

mide: TH, Ofloxacin: OX.

結核の治療 にたず さわ る臨床家が知 りたい ことは,抗

結 核剤 の治 療効果の強 さであ る。 これを知 るための一つ

の目安 として,試 験管内の発育阻止作 用 と殺菌作用が参

考 とな る。前 者 の測 定は,比 較的容易であ り,「1%小

川培地 」で発 育阻止濃度の小 さい方か ら示せば次の順序

となる1)。INH≧PAS,>EB>RFP,SM>KM,

EVM,CPM,TH,CS。 この順 序が,臨 床効 果 と必ず

しも一致 しない ことは,一 見 して明 らかで ある。例 えば,

PASは 血 中濃度 が100μg/mZに 達す るの に2),そ の

臨床効果 は試験管 内発育 阻止力 に比 して明 らかに弱 い。そ

こで,我 々は試験管 内殺菌作用 を比較 してみ るために,

本報の実験を行 った。

抗結 核剤 の殺 菌 作用 に関 す る報告 は,ま ずSMに つ

い て行われた3)剣5)。PASに ついては殺菌作用が ないと

された2)。 以後,INH6),CS7),KM8)"10),RFP11)

の殺 菌作 用が報告 されて いる。EBは,は じめ静 菌作用

のみ と思われて いたが,最 近 になって殺菌作用が あると

い う報告 が現 わ れた12)。 以上 は試験管 内殺 菌作用 に関

す る研究であ るが,phagocytes中 での殺菌作用 も検討

されて い る6)。 また,低 濃 度の 抗結 核剤中で発育 した

結核 菌 が早 く死 ぬ とい う報告 もあ る13)。以上 は,個 々

の薬剤の殺菌作用 につ いての報告であ るが,2剤 以上の

* From the National Chubu Hospital
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強 さ を 比 較 し た も の に 次 の 報 告 が あ る。Mackaness

 and Smith6)は,Dubos培 地 中 で もmacrophages

中 で も,SMは25μg/mlでINHは0.05μg/mlで 殺

菌 作 用 を 示 した と言 い,Mitchison and Selkon14)は,

SMは20μg/ml,INHは2μg/mlで 殺 菌 的 に作 用 し

た と言 う。 東 村 ・水 野15)は,Dubos培 地 中 で の殺 菌作

用 の 強 さ は,INH>RFP>SM>Minocyclineの 順

で あ った と言 う。 最 近,池 田16)は,シ リコ ン被 覆 ス ラ

イ ド法 で,Kirchner培 地 中 で の 殺 菌 作 用 の 強 さ は,

RFP>INH>SM=KM=EVM>EB>PASの

順 で あ った と して い る。

今 回 の 実 験 で,我 々 は被 検 株 と して,Mycobacteri-pt

um tuberculosis H37Rv株 を 使 用 し,Dubos液 体 培

地 中 で 抗 結 核 剤 と24時 間 接 触 させ た と きの 殺 菌 作 用 を 比

較 した 。H37Rv株 を 「1%小 川 培 地 」 で37℃14日 間 培

養 して 集 落 を 取 り,ガ ラ ス玉 コル ベ ン中 で10分 間 振 盈

して 均 一 化 し,こ れ を まず10mg/ml(濾 菌 量)の 割 合

に0.1%Tween80水 溶 液 に 浮 遊 させ た 。 こ の 菌 液 を

10分 間 静 置 して 上 半 分 を と り,Doubos液 体 培 地 に加 え

て2mg/ml(灘 菌 量)の 菌 液 と し,10mlず つ165×

16.5mmの 試 験 管 に 分 注 した 。 薬 剤 は,Dubos液 体 培

地 に溶 解 して1mlず つ 上 述 の10mlの 菌 液 に 添 加 し,

Fig.1及 び2に 示虜濃 度 と した。 菌 液 を 駒 込 ピペ ッ トで 無

菌 的 に パ ン ピ ン グ して,37℃ に24時 間 培 養 した 後,

3,000r.p.m.20分 間 遠 心 して 菌 を 集 め,こ れ に0.1%

Tween80水 溶液4mlを 加 えて,ピ ペ ッ トでパ ンピン

グ して 菌 を洗浄,こ れを2回 繰返 した後,菌 を4.Oml

の0.1%Tween80水 溶液に浮遊 させた。 この菌液を同

じ く0.1%Tween80水 溶液 で希 釈 して10倍 希釈列を

作 り,10―5に 至 った。 これ ら100-10-5の6種 の菌液

か ら,渦 巻 白金 耳 で0.02mlの サ ンプル を とって 「1

%小 川培地」 に塗抹接種 し,37℃3週 培養後 に集落数 を

数 えた 。小川 培地 は1濃 度2本 を使 った。Dubos液 体

培地 は, Difco Bacto Dubos Broth Base(Difco

 Lab.,Detroit,Michigan)1.3gを180mlの 蒸留水

に溶解 し,120℃20分 間滅 菌 した後,栄 研 牛血清20ml

を無菌 的に添加 して作製 した。

Dubos液 体培地で薬剤 と24時 間接触 させたときの殺 菌

作 用 の 強 さ は,大 概,次 の順 序 と思 われ た。INH>

RFP>KM>SM>EVM=CPM≧OX>CS>

TH=EB=PAs(Fig.1及 び2)。INHは,0.2μg/

mlで 作 用が認 め られ,5μg/ml以 上で は更 に強 くな っ

た。RFPは5μ9/ml以 上 で,KM,SMは10μg/ml

以上で比較的 強い作 用を示 した。

殺菌作 用は,培 地,薬 剤 との接 触時間な どに より変化

す る もの と思 わ れ る。少 し条件は違 うが,Dubos液 体

培地 で行 った我 々の前 の実 験 の順序 は,INH>RFP

>SMで あ った か ら15),こ の順序 は今回 も同 じであっ

た 。池 田16)の 成 績 とは少 し違 うが,池 田の場 合 は,

Kircher液 体 培 地で の長 時 間作用 で あ るか ら,実 験条

Fig. 1. Bactericidal action of antituberculosis  agents. 

Mycobacterium tuberculosis strain H 37 Rv (05001) was 

suspended in Dubos liquid medium (10ml) containing 

various concentrations of antituberculosis agents at a 

concentration of 2 mg wet weight perm  / and incubat

ed at 37 •Ž for 24 hours. After incubation, the bacteria 

were washed twice in a 0.1  96 Tween 80 solution and 

counted for their colony—forming bacterial units in 

Ogawa egg medium.
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 Fig. 2. Bactericidal action of antituberculosis agents. 
Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv (05001) was 

suspended in Dubos liquid medium ( 10 ml) containing 

various concentrations of antituberculosis agents at a 

concentration of 2 mg wet weight per ml and incubated 

at 37°C for 24 hours. After incubation, the bacteria were 

washed twice in a 0.1 % Tween 80 solution and counted 

for their colony-forming bacterial units in Ogawa egg 

medium.

件が違 い,多 少違 った結果 がでて も不思 議ではない。
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