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The bactericidal activity of antituberculosis drugs against two strains of M.avium 

complex 13008(serotype 20)and 13016(serotype 4),was observed using modified Dubos 

liquid medium(1.3 g of Dubos Broth Base(Difco)in 180 mil of distilled water plus 20 ml 

of bovine serum).The strains were most susceptible to antituberculosis drugs among M.

avium complex strains(Table).The test strains were cultivated in Ogawa egg medium at 

37°C for 10 days,and growing colonies were homogenized by shaking with glass beads for 
10 minutes and suspended in the modified Dubos liquid medium to a concentration of 2 mg 

wet weight per m/.The media containing drug and containing no drug were incubated at 

37°C for 24 hours under shaking(8 cm—moving range and 56 strokes per minute).After 

incubation,the medium was diluted by a 0.1 % Tween 80 aqueous solution to 10 -7,and each 

0.02 m/-sample of 10-4 to 10-7 suspensions was inoculated onto Ogawa egg medium.The 

Ogawa egg medium slants were incubated at 37°C for 28 days,and the number of colonies 

was counted.The bactericidal activity was determined as a ratio of the number of colony 

forming units in 10 ml aliquot of drug—containing Dubos liquid medium against the 

number of colony forming units in the control Dubos liquid medium.

The results are shown in Figures 1 and 2.Under the condition tested,rifampicin,

isoniazid,ethambutol,ethionamide and cycloserine did not exhibit any bactericidal activity,

and only streptomycin and enviomycin exhibited bactericidal activity.It was remarkable 
that,although the susceptibility of these two strains to rifampicin was similar to that of 

M.tuberculosis to rifampicin,rifampicin did not exhibit bactericidal activity on these M.

avium complex strains.Under the same condition,most antituberculosis drugs,rifampicin,

isoniazid,streptomycin and enviomycin exhibited bactericidal activity on M.tuberculosis 

(Tsukamura,M.,Mizuno,S.,Toyama,H.,and Ichiyama,S.: In vitro bactericidal activity 
of antituberculosis agents on Mycobacterium tuberculosis.Kekkaku 62 : 295-298,1987).

Absence of bactericidal activity of rifampicin and isoniazid against M.avium complex 

seems to explain the fact that infection caused by M.avium complex is difficult to cure and 

often shows relapse.

*From the N
ational Chubu Hospital,Obu,Aichi 474 Japan.
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緒 言

Mycobacterium avium complexに 対 す る 発 育 阻

止 作 用 につ いて は,数 多 くの報 告 が あ るが,そ の殺 菌 作

用 につ いて は,ほ とん ど報 告 が な い 。 わ れ わ れ は,今 回,

M.avium complexに 対 す る 抗 結 核 剤 の 殺 菌作 用 に つ

い て実 験 した ので 報 告 す る。

研 究方 法

菌 株 と し て は,前 の研 究 で1),抗 結 核 剤 に対 して 比 較

的 感 受 性 の高 い2株 を使 用 した。 す な わ ち,Mycobac-

terium avium complex13008株(血 清 型20)と13016

株(血 清 型4)で あ る。 いず れ も,抗 結 核 剤 未 使 用 の患

者 喀痰 か ら分 離 さ れ,-20℃ で保 存 さ れ た。

感 受性 検査

菌 株 を 小 川 培地(1%小 川 培 地)に37℃10日 間培 養

して 集 落 を と り,ガ ラ ス玉 コル ベ ンで10分 間均 一 化 し

て,0.1%Tween80水 溶 液 に 浮遊 させ て,10mg(湿

菌 量)/mlの 菌 液 を 作 った 。 これ を10倍 希釈 して行 き,

10-4,10-5,10-6お よ び10-7の 希 釈 液 を 接 種 源 と した。

接 種 に は,渦 巻 白 金 耳 を 用 い,各 菌 液 か ら,1白 金 耳

(0.02ml)ず つ を小 川 培 地 斜 面 に 接 種 した 。 接 種 した

試 験 管 に は,底 に3mmの 切 れ 目の 入 った ゴ ム栓 を か

ぶ せ,37℃28日 間 培 養 した後,対 照 培 地(薬 剤 な し)

Fig.1.Bactericidal activity of antituberculosis 

drugs on Myobacterium avium complex strain 

13008 in Dubos liquid medium after exposure at 

37•Ž for 24 hours.

R F P,rifampicin (•¢-•¢);TH, Ethionamide;

E B,E thambutol(• -• );I N H,Isoniaz id(•›-•›);

C S,Cycloserine(•¤-•¤);S M,S treptomycin

;E V M,Enviomycin The number of 

colony-forming units contained in a 0. 02 ml sample of 

the control medium after incubation for 24 hours was

(92.0+1.4)X105,

Table Minimal Inhibitory Concentrations of Antituberculosis 

Drugs against Mycobacterium avium Complex Strains

The susceptibility was tested.by the"actual count"

method (Tsukamura,M.:"Actual count"method of 

the resistance test of tubercl e bacilli,Japanese Jour 

nal of Tuberculosis 12;46-54,1964),The minimal 

inhibitory concentration was determined as the lowest 

concentration,in which the inoculation of 2 0 to 100 

colony-forming units was completely inhibited after 

incubation at 37•Ž for 28 days,
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に20～100集 落 を示 した接 種 系 列 で,発 育 完 全 阻 止 の 起

こ っ た 最 小 濃 度 を も っ て最 小 発 育 阻 止 濃 度(minimal

 inhibitory concentration=MIC)と し た 。 こ の 方 法

は,著 者 が 以 前 に発 表 した"actualcount"法2)3)で あ

る。 換 言 す れ ば,colony-forming unitsの95%を 阻

止 す る濃 度 に ほ ぼ 匹敵 す る。

小 川 培 地 は,165×16.5mmの 試 験 管 に7mlず つ 分

注 し,90℃60分 滅 菌 して斜 面 と した。 抗 結 核 剤 は,滅

菌 前 に 培 地 に 添 加 し た 。 次 の 抗 結 核 剤 を使 用 し た。

Rifampicin(RFP),ethionamide(TH),strepto-

mycinsulfate(SM),enviomycinsulfate(EVM),

isoniazid(INH),ethambutol(EB),D-cyclose-

rine(CS)。RFPとTHはpropylene glycolに 溶 解

し,他 は蒸 留 水 に溶 解 し,そ の1容 を小 川 培 地100容 に

加 え て所 要 濃 度 を得 た。 感 受 性 試 験 に使 用 した濃 度 は次

の ご と く で あ る。40,20,10,5,2.5,1.25,0.63,

0.32,0.16お よ び0μg/ml。

殺 菌 作 用 検 査

菌 株 は 小 川 培 地 に培 養 し(370℃10日 間),集 落 を ガ

ラ ス玉 コ ル ベ ンで10分 間 振 盪 して 均 一 化 し,変 法Du-

bos液 体 培 地 に2mg(湿 菌 量)/mlに 浮 遊 させ た。 こ

の 「変法Dubos液 体 培地 」 は次 の組 成 で あ る。1.3gの

Fig.2.Bactericidal activity of antituberculosis 

drugs on Mycobacterium avium complex strain 

13016 in Dubos liquid medium after exposure at

 37•Ž for 24 hours.

R F P,Rifampicin(A-A);TH,Ethionami de(-S);

EB,Ethambutol(—^);INH, Isoniazid(0-0);

CS,cycloserine(0-V);S M,Streptomycin(A-A);

E V M,Enviomycin(110-40).After incubation for 24 
hours,the number of col ony-forming units contained in 

a 0.02 ml-sample of t he control medium was(53.5

+2.1)x105.

Dubos Broth Base(Difco Laboratories,Detroit,

Michigan,USA)を180mlの 蒸 留水 に溶 解 し,120℃

15分 滅 菌 した 後,こ れ に,20mlの 牛 血 清(栄 研,東

京)を 無 菌 的 に 加 え た 。 培 地 は,10mlず つ,165×

16.5mmの 試 験 管 に 分 注 した。 この培 地 に は,抗 結 核

剤 な し の 対 照 と,Fig.1お よ び2に 示 し た濃 度 の抗 結

核 剤 を 含 有 す る もの を調 製 した 。 抗 結 核 剤 は,溶 液 を

100。℃5分 滅 菌 した後,培 地 の1/100量 加 え て所 要 濃 度

と した 。 対 照 お よび 薬剤 含 有 培 地 は,37。 ℃24時 間 振 盪

培 養 した(振 幅8cm,毎 分56strokes)。

培 養 後,菌 液 を 駒込 ピペ ッ トで3分 間pumpingし,

10-7ま で10倍 希 釈 し た(希 釈 液,0.1%Tween80水

溶 液)。10-3な い し10-7希 釈 液 の 各 々 か ら,渦 巻 白金

耳 で0.02mlを,薬 剤 を含 ま ぬ 小 川 培 地2本 ず つ に接

種 し,37。 ℃28日 間 培 養 した後,集 落 数 を数 え た。 殺 菌

力 は,次 の比 で 表 した。{(薬 剤 含 有 変 法Dubos液 体 培

地 のcolony-formingunits)/(対 照 の 変 法Dubos

液 体 培 地 のcolony-formingunits)}×100%。 生 菌

単 位(colony-forming units)の 測 定 に は,10-5ま

た は10-6希 釈 を要 した の で,培 地 に含 有 され た抗 結 核

剤 は十 分 希 釈 され,発 育 に無 影 響 と考 え られ た。

研 究 結果

結果 は,Table,Fig,1お よびFig.2に 示 した。 こ

の2株 の抗結 核剤感受性 は,比 較 的高 かったが,SMと

EVMを 例外 として,MICよ りはるかに高 い濃度で も,

抗結核剤 の殺菌作 用は認 め られなかった。

考 察

被 検 株2株 は,前 に わ れ わ れ が 検 査 し たM.avium

complex64株 の 中 で も,抗 結 核 剤 に対 して 最 も感 受 性

が 高 い 株 で あ る(未 発 表)。RFPのMICは,0.63-

1.25μg/ml,EBのMICは0.63-1.25μg/mlで あ る

か ら,ほ とん どMcobacterium tuberculosisのMIC

に 匹 敵 す る。 そ れ に もか か わ らず,RFP20μg/ml,

EB5μg/mlの 濃 度 で も,被 検 条 件 下 で は殺 菌 作 用 を 認

め る こ と が で きな か った。 この2株 のINHに 対 す る感

受 性 は,M.tuberculosisよ り もだ い ぶ 低 くて,MIC

は1.25-2.5μg/mlで あ った。 しか し,INH10μg/ml

で も殺 菌 作 用 は み られ な か った。 似 た よ う な条 件 で 観 察

した抗 結 核 剤 のM.tucerculosisに 対 す る殺 菌 作 用 は,

RFP5μ9/ml以 上,INHO.2μ9/ml以 上 で 著 明 に認 め

られ た の で4),M.avium complexの 場 合 と は 明 らか

に 異 な っ て い る。 本 報 で行 っ た実 験 で は,RFP,INH,

EB,TH,CSの 殺 菌 作 用 は認 め られ な か っ た が,SM

お よ びEVMの 殺 菌 作 用 は 明 らか に認 め る こ とが で き

た。

他 の著 者 の成績 で は,Heifetsetal.5)は,7H9broth
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を 使 用 し,培 養3日 後 にRFPま た はEBを 添 加 し,2

～3日 後 に 生 菌 単 位(colony-forming units)の 減 少

を 認 め て い る。 使 用 濃 度 はRFP4μg/ml,EB30μg/

mlで あ る。 た だ し,EBに よ る生 菌 単 位 の減 少 は僅 少

で,そ れ も6日 後 に 起 こ っ て い る。 彼 らの実 験 で は,

RFP,EBの 添 加 は,培 養3旧 後 に行 わ れ て い るの で,

こ の時 期 は,お そ ら く対 数 期 の 初 期 に 相 当 し,菌 が薬 剤

に対 して,よ り高 い感 受 性 を 示 す 時 期 で あ った か も しれ

な い。

い ず れ に して も,前 に行 っ たMf.tuわerCulosisの 場

合 は,同 じ24時 間 後 に,INH,RFP,SM,KM,EVM

の 殺 菌 作 用 が は っ き り現 れ たの で あ るか ら,M.avium

 complexの 場 合 と は明 らか に異 な って い る。

M.avium complexに 対 して,RFP,INHな ど の

殺 菌 作 用 が,少 な く と もMf.tu加r℃ulosisの 場 合 の よ

う に み ら れ な か っ た こ と は,M.avium complex感 染

症 に対 す る抗 結 核 剤 化 学 療 法 の効 果 が 今 一 っ 判 然 と しな

い こ と と関 係 が あ る か も しれ な い。 そ して,M.avium

 complex感 染 症 の 化 学 療 法 にSMま た はEVMの 使 用

が あ る て い ど意 義 を もっ ことが 示 唆 され る。

結 論

抗結核剤 に対 して比較 的高 い感受性 を示すM.avium

 complex2株 に,MIC値 をか な り上 まわる濃度 の抗結

核剤 を添 付 して,そ の殺 菌作 用 の有 無 を観察 したが,

RFP,INH,EB,TH,CSに は殺菌 作用 を認 め る こと

が できなか った。 しか し,SMとEVMに は,か な りの

殺菌作用が あることが分か った。
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