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Bacteriostatic and bactericidal activities of rifampicin,ethambutol,enviomycin and 

streptomycin on Mycobacterium avium—Mycobacterium intracellulare complex(MAI 

complex)strains were determined.The susceptibility testings were made in Ogawa egg 

medium,and minimal inhibitory concentrations(MICs)were determined as the lowest 

concentration of drugs,in which the growth of 20 to 100 colony-forming units was 

completely inhibited.The MICs correspond to the MICs that can inhibit the growth of 

95 to 99% of bacterial population.Bactericidal activity was determined in a modified 

Dubos liquid medium(1.3g of Dubos TB Broth Base were dissolved in 180ml of distilled 

water and this solution was supplemented by 20ml of bovine serum).A one ml-sample of 

bacterial suspensions(10mg wet weight per ml)was added to 9ml of the Dubos liquid 

medium,and the medium was incubated at 37•Ž for 0,1,3 and 7 days under shaking 

condition(56 strokes per minute 8cm amplitude).The bactericidal activity was measured 

as the number of colony-forming units contained in a 0.02ml-sample of the medium.

The bactericidal activities of rifampicin and ethambutol were weak or absent even in 

strains 13008 and 13016,which were very susceptible to all four drugs.However,the 

bactericidal activities of streptomycin and enviomycin could be observed in these strains.

In contrast,the bactericidal activities of all four drugs were absent or,if any,very weak 
in strains 13022,13034 and 11004,which were naturally resistant to these drugs in the 

susceptibility testings,although the strains were isolated from patients who were untreated 

previously by any antituberculosis drugs or from fowl(strain 11004).On the other hand,
the bactericidal activities of rifampicin,streptomycin and enviomycin were evident in 

Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv.Only ethambutol was not bactericidal on this
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緒 言

Mycobacterium avium—Mycobacterium intra

 cellulare complex(MAI complex) に対する抗結核

剤 の 殺 菌 作 用 に っ い て の研 究 は少 な い。Heifetsお よ び

そ の 共 同 研 究 者1)卍3)は,MAIcomplexに 対 す るRi-

fampicin,Ethambutol,Streptomycin,Kanamycin

およびCapreomycinに 対する最小殺菌濃度を測定 し,

これ ら抗結核剤の血中濃度よりもはるかに高い値を報告

している。果たして,抗 結核剤は,常 用投与量で得られ

る血中濃度では殺菌作用がないのであろうか。われわれ

は,本 報で,こ の問題を取 り扱った。

研 究方 法

使 用 した 菌 株 はTableに 示 した。 わ れ わ れ は,前 に,

MAI complexに は,抗 結 核 剤 に比 較 的 感 受 性 の あ る

株 とは じめか ら耐 性 の株 の2群 が あ る こ とを 示 した が4),

前 者 か ら2株,後 者 か ら3株 を選 ん で 研 究 に使 用 した 。

他 に,対 照 と し てMycobacterium tuberculosis

 H37Rv株 も使 用 した。 菌 株 は,い ず れ も単 個 集 落 に 由

来 す る。

発育阻止濃度(感 受性)の 測定

最 小 発 育 阻 止 濃 度 の 測 定(MIC=Minimal inhi-

bitory concentrationの 測 定)は,「1%小 川 培地 」 を

使 用 し,"Actual count法"5)6)に よ って 測 定 した 。 測

定 法 は,Canettieta1.7)の"Proportion method"

と ま った く同 じで あ るが,成 績 の提 示 法 の みが 異 な って

い る8)。 す な わ ち,わ れ わ れ の方 法 で は,20～100col-

ony-formingunits(CFU)を 接 種 した場 合 に得 られ

るMICで 示 し た 。 換 言 す れ ば,bacterialpopula-

tionの95～99%を 完 全 に阻 止 す るMICで あ る。

菌 株 を 小 川 培 地 に10日 間 培 養 し,集 落 を ガ ラ ス玉 コ

ル ベ ン中 で5分 間 振 盪 して 均 一 化 し,0.1%Tween80

水溶 液 に,10mg湿 菌 量/mlと な る よ うに浮 遊 させ た 。

この 濃 度 のTween80は,菌 に対 して殺 菌 的 に働 くこ と

はな く,ま た 感 受 性 を 変 え る こ と もな い こ とを確 認 した。

こ の 菌 液 を,同 じ く0.1%Tween80水 溶 液 で10倍 希

釈 し て い き,10-7に 至 った 。 接 種 に は,10-4,10-5,

10-6お よ び10-7菌 液 の4種 を用 いた 。 各 菌 液 か ら,渦

巻 白金 耳 で0.02mlず つ を 小 川 培 地 に接 種 し,試 験 管

に ダ ブル ゴム栓(底 に3mmの 切 れ 目が あ る)を 覆 せ,

37℃ に培 養 した。MICの 測 定 は,菌 株 の発 育 速 度 に応

じて,14～28日 後 に行 った。MICは,対 照 培 地(薬 剤

な し)に20～100集 落 を 示 し た接 種 系 列 で 判 定 した。

MICの 判 定 は,極 めてclear-cutlyに 行 い得 た。

薬剤は,滅 菌前の小川培地に,次 の濃度を得 るように

Table Minimal inhibitory concentrations of rifampicin,ethambutol,

enviomycin and streptomycin against M.tuberculosis and

 Mycobacterium avium Mycobacterium intracellulare complex.

The numbers in brackets show the serotypes(serovars).
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添 加 し た 。Rifampicin(RFP)お よ びStreptomycin

 sulfate(SM),200,100,50,25,12.5,6.3,3.2,1.6,

0.8お よ び0μg/ml;Etharnbutol(EB),50,25,12.5,

6.3,3。2,1.6,0.8,0.4,0.2お よ び0μg/ml;Envio-

mycin sulfate(EVM),400,200,100,50,25,12.5,

6.3,3.2,1.6お よ び0μg/ml。RFPの み はpropy-

lene glycolに 溶 か し,他 は 蒸 留 水 に 溶 か し,そ の1容

を 滅 菌 前 の 小 川 培 地100容 に 加 え て 所 要 の 濃 度 を 得 た 。

培 地 は,7mlず つ 試 験 管(165×16.5mm)に 分 注 し,

90℃60分 間 滅 菌 し て 斜 面 培 地 と し た 。

殺菌作用の測定

殺 菌 作 用 は,菌 をDubos liquid mediumに 浮 遊 さ

せ て 測 定 し た。Difco TB Broth Base(Difco,Det-

roit,Michigan,USA)1.3gを 蒸 留 水180mlに 溶 解

し,120℃15分 間 滅 菌 した 。 こ れ に,牛 血 清(栄 研)

20mlを 無 菌 的 に加 え た。 抗 結 核 剤 は,薬 剤 に よ り,0,

1.25,2.5,5お よび10μg/ml(RFP),ま た は,0,1.25,

2.5お よ び5μg/ml(EB),ま た は,0,5,10お よ び20

μg/ml(SMお よびEVM)の 濃度 に な るよ うに無 菌 的

に添 加 した(ミ リポ ア フ ィル ター で 濾過)。 培 地 は,9.0

mlず つ16.5×165mmの 試 験 管 に入 れ,こ れ に10mg/

mlの 菌 液(調 製 法 は感 受 性 測定 の場 合 と 同 じで あ る)

1.0mlを 加 え,よ く混 合 し,37℃ に培 養 した。 培 養 は,

毎 分56strokes,振 幅8cmの 振 盪 培 養 器 で 行 っ た。0

日(直 後),1日,3日,7日 培 養 後 に,試 験 管 を1本 ず

つ 取 って,10-6ま で0.1%Tween80水 溶 液 で 希 釈 し,

10-2～10-6菌 液 の 各 々 か ら,0.02mlず つ を 渦 巻 白 金

耳 で,薬 剤 を 含 まぬ 小 川 培地 に接 種 した。 集 落 数 は,37

℃21～28日 培 養 後 に数 え,Dubos liquid medium

 0.02ml中 に含 有 され るCFU数 で 殺 菌作 用 を表 した。

研 究成 績

Tableに 示 す よ う に,MAI complex13008株 お よ び

13016株 のMIC値 は,M.tuberculosisH37Rv株 よ

り も小 さ い。 これ に 対 して,13022株,13034株 お よ び

11004株 のMIC値 は,こ れ らが 化 学 療 法 前 の患 者 ま た

はニ ワ トリ(11004株)か ら分 離 され た に もか か わ らず,

は な は だ大 き い。

これ らの株 に対 す る殺 菌 作 用 をFig.1～6に 示 す。M.

tuberculosisH37Rv株 に対 して は,RFP,SM,EVM

は 著 明 な 殺 菌 作 用 を示 した。 しか し,EBだ け は,殺 菌

作 用 が み られ な か っ た(Fig.1)。

RFP

EVM

EB

SM

Fig.1.Bactericidal activity of rifampicin(RFP),ethambutol(EB),

enviomycin(EVM)and streptomycin(SM)against M.tuberculosis 

strain H37Rv.
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RFP

EVM

EB

SM

Fig.2.Bactericidal activity of rifampicin(RFP),ethambutol(EB) ,
enviomycin(EVM)and streptomycin(SM)against MAI complex 

strain 13008.

RFP

EVM

EB

SM

Fig.3.Bactericidal activity of rifampicin(RFP),ethambutol(EB),

enviomycin(EVM)and streptomycin(SM)against MAI complex 

strain 13016.
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RFP

EVM

EB

SM

Fig.4.Bactericidal activity of rifamicin(RFP),ethambutol(EB),

enviomycin(EVM)and streptomycin(SM)against MAI complex 
strain 13022.

RFP

EVM

EB

SM

Fig.5.Bactericidal activity of rifampicin(RFP),ethambutol(EB),

enviomycin(EVM)and streptomycin(SM)against MAI complex 

strain 13034.
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RFP

EVM

EB

SM

Fig.6.Bactericidal activity of rifampicin(RFP),ethambutol(EB),

enviomycin(EVM)and streptomycin(SM)against MAI complex 

strain 11004.

感性株の13008株 および13016株 に対し,SMとEVM

は,か なり強い殺菌作用を示 した。 しか し,RFPの 殺

菌作用 ははるかに弱 く,EBは さ らに弱かった(Fig.2

お よび3)。 これに対 して,当 然のことなが ら,耐 性株

の3株 に対 しては,ど の薬剤 も著明な殺菌作用を示さな

か った。ただ し,13034株 に対 してRFPが,ま た,

11004株 に対 してはSMとEVMが か なりの殺菌作用を

示 した(Fig.4～6)。

考 察

本報 で使用 したMAI complexの 感性株,13008株

および13016株 に対する抗結核剤の殺菌作用については,

最 近,24時 間 の浸漬で効果の観察を行 ったが(結 核,

1990年1月 号),本 報 では,改 めて7日 間までの接触の

効果を観察した。SMお よびEVMが かなり著明な殺菌

作用を示 したのは同 じであったが,13008株 に対 して

RFPは24時 間で は無効であったが,10μg/mlで7日

間作用させると殺菌効果が認められた。 しかし,EBは

5μg/mlで7日 間作用させて も,さ したる殺菌作用は

認められなかった。13016株 に対 しては,RFP,EBと

も7日 間作用では,僅 少ながら殺菌効果があったが,3

日間の作用では無効であった。一方,耐 性株に対 しては,

13022株 に対 しては,4剤 とも無効,13034株 に対 して

はRFP5,10μg/mlの みがやや有効,11004株 に対 し

ては,SMとEVMの みがやや有効と思われた。

ところで,常 用投与量で到達 し得る最高血中濃度は,

RFP(0.45g経 口)5～10μg/ml9M1),EB(0.75g

経 口)2～5μg/ml12)13),EVM(1g筋 注)36μg/ml

(東洋 醸造研究所成績)お よびSM(1g筋 注)30μg/

ml14)で あ る。これらは最高濃度であるから,実 際には,

これより低い濃度が数時間持続するだけである。 したがっ

て,3日 以上の持続的浸漬実験は,臨 床のモデルとして

は実際的ではないかもしれない。まして,高 濃度に10

日以上接触させて殺菌効果を見ることは1)～3),実際 に

そ ぐわない。要するに,MAI complexに 対 する抗結

核剤の殺菌効果は,一 部の感性株に対するSMお よび

EVMの 効 果が期待できるだけであろう。 この点が,結

核菌 に対する場合との著明な差である。MAI complex

の感染症が治癒 しにくく,再 発が多い理由も,菌 の絶滅

が起こりにくいためで,殺 菌効果の欠如 と関係があると

思われる。最近,わ れわれ は,実 際の臨床で,RFP+

INHと 併 用 した場合のSM,EVMお よびEBの 臨床効

果を比較 したが,SMお よびEVMに 比較 してEBの 効

果が劣 っていた15)16)。これも,SMとEVMが,あ る

程度殺菌効果があるのに対し,EBに は,そ れがないこ

とが関係 しているかもしれない。
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結 論

結 核 菌(M.tuberculosis)に 対 して は,RFP,SM,

EVMは,血 中 濃 度 で 到 達 し得 る濃 度 で も,invitro実

験 で 殺 菌 作 用 を示 した。 これ に対 して,MAI complex

の感 性 株 に対 して は,SMとEVMの み が,若 干 の殺 菌

効 果 を 示 し,RFPとEBは,殺 菌 作 用 が な い か,あ っ

て も弱 か っ た 。MAI complexの 耐 性 株 に 対 して は,

僅 少 の 殺 菌 効 果 が,RFP,SM,EVMに 認 め られ る こ

と はあ った が,実 際 的 に は,殺 菌効 果 を期 待 す る こ とは

で きな い と思 わ れ た。
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