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入型結核菌におけるPASのINAH耐 性阻止機作

三 浦幸 二 ・安 保 孝 ・束村 道雄

国立療養所大府荘(指 導:荘 長 勝沼六郎博士)

(昭和31年8月27日 受付)

耐 性上 昇 の機 序 は,LURIA(1),DEMEREC(2)(3)等 に よ

り,mutationandselectionに ご依 つ て 説 明 され てい る｡
『
しか し,耐 性 上 昇 の 機 序 を,単 にmutationandsele-

ctionの み で解 釈 出来 ない 場 合 もあ つ て,薬 物 のmuta-

geniceffectに よつ て,inducedmutationが 起 り,こ

れ が耐 性 上昇 の 主要 で あ る とす る説 もあ る(4)(5)。

GAESSLE&PIETROWSKI(6)は,人 型 結 核 菌 を 使 用

し,invitroに お け るstreptomycin(以 下,SMと 記

載)耐 性 阻 止 に 対 す るPASの 作 用 につ い て,SM耐 性

菌 は併 用 のPASに よつ て 阻 止 され るとい つ て い る。 又

束 村(7)は ， 青 山B株 を 使 用 し,SMのselectienに 生

存 した 少 数 の 菌 の 増 殖 は,少 量 の添 加 され たPASに よ

り阻 止 され,又PASは,SMのmutageniceffectに

拮抗 す る(SMの 存 在 に お い て,SM耐 性 へ のmuta-

tionに 拮 抗 す る)の を 認 め た。

KLEIN&KIMMELMAN(8)〈9)は,penicillin,sulfa・

diazine,及 びSMのinvitroに お け るStophylecoccus

aureusに 対 す る単 独及 び 併 用 した 場 合 の 阻止 作 用 を し

らべ て,観 察 され たsynergismに お け る重 要 な因 子 は

penicillinのtestさ れ た 薬 剤 濃 度 で 生残 した 少数 の 菌

の増 殖 を,併 用 と して少 量 加 え られ たsulf｡namideの

作 用で あ つ た と云 つ て い る。 又使 用 薬 剤 の 濃 度 が 低 い こ

とは,そ の 薬 剤 に対 す る耐 性 を上 昇 させ ぬ た め に は 必 要

であ る と 云 つ て い る｡MOUNT,etal.(lo)は,PAS-

INAH併 用 の有 効 な こ とを 認 め て い る｡AITOFF(11)は,

isoniazidとPASの 併 用効 果 と して のsynergismを

み とめ,SMとisoniazidは 単 にadditiveeffectで

あ る と述 べ て い る。

しか るに,SZYBALSKI&BRYS0N(12)は,B.mega-

teriumに お い て,isonic0tinylhydrazine及 びsodium一

かaminosalicylateに 対 す るmutatlenrateper

bacteriumpergenerationを し らベ,2重 耐 性 へ の

mutationrateは,PAS及 びINAHへ のmutatlon

rateよ り も理 論 的 に 期 待 さ れ る 値 よ り も高 い価 を 示 し

た と云 つて い る｡そ して,SZYBALSKIは ，(1)1種 の

薬 剤へ の耐 性 菌 が 他 の 薬 剤 へ のmutationrateが 高 い

か,(2)premutationalphaseが あ るの か ，(3)2

つ の薬 剤 へ の,2重 耐 性 菌 が1度 に 生 ず る もの が あ るの

か も しれ な い と考 え た｡又 薬 剤 併 用に つ い て は ， そ の単

独 使 用 にこま さ る 理 由 と して は,第1に,KLEIN&KI-

MMELMAN(8)は,薬 剤Aのselectionに よつ て耐 性 が

生 じ,其 の 後 与 え られ た 薬 剤(A)濃 度 に 対 す るresis-

tantvariantsが 増 殖 す る。 菌 の 増殖 を 阻止 す る薬 剤B

が 加 え られ た 場 合,そ の薬 剤Bは,薬 剤Aの 作 用 に 対

し,生 存 したvariantsの 迅 速 な 増 殖 を 阻止 す る。 この

よ うに して,耐 性 上 昇 のrateを 加 減 す る。 第2に,東

村 σ)は,M.tuberculosisに お い て,SM耐 性 へ のmuta-

tionが,PASの 存 在 に よ り影 響 され る と云 つ て い る。

第1の 場 合は,当 然 考 え られ るが,isonicotinicacid

hydrazide(以 下,INAH)耐 性 へ のmutationが ，PAS

に よ り影 響 され る と云 う可 能性 が考 え られ る。 そ こで,

わ れ わ れ は,PASに よ るINAH耐 性 阻 止 のmecha-

nismsを 解 明 す るべ く実 験 した 。

実 験 材 料

菌 株:人 型 結 核 菌 青 山B株 を 使 用 した｡

培 地:1%小 川(辰 次)培 地(無 精 卵 を使 用)を 各

中 試 験 管 に10mlつ つ 分 注 し,INAH及 びPASの 種

種 の濃 度 の 組 合 せ を つ く り,900C1時 間 凝 固 滅菌 して

斜 面 に仕 上 げ た｡

薬 剤:INAHは,1sonicotinicacidhydrazideで

武 田 製薬 会 社 製,PASは,田 辺 製 薬 会 社 製 の も の を使

用 した｡

実 験 方 法 並び に 実 験成 績

(1)培 地 は,1%小 川 培 地 を使 用 し,INAHの 倍i数

稀 釈 列 は,1.Omcg/mlよ り0.00011mcg/m1ま で と し

て,こ れ にINAHを 含 ま ぬ対 照15本 目を 加 え た｡人

型 結 核 菌 青 山B株 を,ガ ラス玉 と と も に,ナ ス型 コル ベ

ン中 に て振 猛 し,生 理 的 食塩 水 にて 均 等 浮遊 液(約1mg

湿 菌 量)と な し,10進 法 に て 稀 釈 し て,10｡,10-x・

10-s,10→ ・,10一sの 菌 液 を 渦 巻 型 大 白 金耳 に て,そ れ

ぞ れ の 濃 度 の菌 液 を,INAH稀 釈 列 に 等 量接 種37｡C6

週 培 養 した｡

この 株 のpopulationのindividualcellsの 発 育 を

全 然 阻 止 しな いINAHの 濃 度 を検 した の で あ る が,表

1の 如 き成 績 を 得 た が,INAHO.00045mcg/mlで あつ

た｡同 様 実 験 を2回 繰 返 え し,同 一 の結 果 を 得 た｡

(2)別 に,1%小 川培 地 を使 用 しINAHの 稀 釈 列

を1mcg!m1よ り0.00011mcg/mlま で の 倍 数稀 釈 列 と



35Q CH豊Mor鋳 泥 恥A瑚Y』 NOVe,195献

表 1 f

試験
管系
列
.一-___-L

1

2

3

4

5

照

…
帯

帯

帯

帯

帯

対

.　

る

ヨ

ヨ

ユ

接
種
量
∬

推
推

勘

蝉

INAHmcg/m1

.0｡011[000221.000鍔
ll

723

帯

帯

　30

什

帯

帯

帯

391

帯

帯

,0009

278

帯

.0・171.・ ・3sl,・ ・7

207

柵

ヨ

ワ
ロ

6

鈍

帯

辮

帯

ユ20

帯

冊

帯

帯

.015

0

0

i27

帯

O,03

0

0

0

298

71

0.06

轟U

ハU

AU

F
ひ

0
り

1

b.121・.25

{り

轟リ

ハU

O
O

O
り

ー

ハU

∩
V

ハU

5

,
92

1・,5

0

0

0

5

ハU2

1｡0

0

轟0

0

l

9

表 2

宥

、』｡
｡
臼

ω
<
店

、

験
系

試
管
列

1

2

ハ3

4

5

0.25

0.10

0.05

0.01

0

INAHmcg/ml '

対照/0・0・1

400

384

319

380

452

cont.

239

cont.

436

417

.000221.00045.00091

cont.

211

319

cont.

314

137

193

189

296

414

63

111

163

390

340

・0・171・0035卜 ・・7}…Sl…310・ ・61・ ・12[…51・ ・511.・

104

227

187

383

256

54

179

230

363

194

0

132

97

271

67

尭
U

《
U

A
》

《U

AU

A
U

轟U

《
V

AU

AU

ハ
U

ハリ

ハU

轟U

《U

ハ
リ

ハU

A
V

(
V

(
U

轟U

.八
U

nり

轟り

轟U

AU

ハ0

ハU

n
U

ハU

轟U

ハU

轟U

O

轟U

し,こ れ にINAHを 含 まぬ対照15本 目を加え,(a)

PASを 加 えない もの,(b)PAS0.01mcg/ml添 加,

(c)PASO.05mcg/ml添 加,(d)PASO.1mcg/m1

添加.(e)PASO.05mcg小ml添 加,の5種 類 を 作 つ

た｡そ して,こ れに上述 と同様の操作にて調 製 した10

進法 による菌稀釈液 を,等 量つつ接種,370C6週 培養

し,表2の 如 き成 績を得た(本 実験 も,2回 繰返 し行い

同様 の成績を得た｡即 ち,PAS,INA、Hに 著 明な併用効

果 を認め得なかつた)｡9本 目の 系列 には,INAHの

selectの ない濃度は,上 述 の実験に よれ ば,0.00045

mcg/mlで あるので,こ の 濃 度 のINAH(0.035mcg/

ml)株 の・populationのindividualcellsの 発育を一

部分 では,こ の阻止 してい るもの と思われ るので,こ の

INAHのselectに 対す るPASの 作用 を検査す る目的

後述の ごとき実験(3)を 行つた｡又12本 目の系列に

て,で は,INAHのselectの ない濃度 であるが,そ の

場 合INAHのmutageniceffectの 存否 を確かめ,も

し存在すれ ば,そ のINAHのmutageniceffectに

対 す るPASの 作用 をしらべ る目的にて,実 験(4)を

行つた｡

(3)即 ち,各 稀釈列の9本 目をと り,各 々別 々に菌

液 を作 り,そ の10進 法に よる稀 釈液 を,薬 剤を含 まぬ

培 地10本 に接種 し,同 時に,も との菌 液 を,INAH

1mcg/m1を 含有す る培地20本 に等量つつ接種 し,生

菌数当 りのINAHlmcg耐 性菌 出現率を検査 した とこ

ろ・表3の ごとく,対 照に比 し,PAS濃 度 の 増大につ

れINAH耐 性菌の出現率の低下の傾 向を認めた｡
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表 4
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(4)次 に各稀釈列 の,12本 目を 使 用 し,同 様実験

を行 つた結果は,表4の ごとくで,対 照に比較 し.INAH

lmcg耐 性菌 出現率に有意 の差 を見 出す こ と は 出 来 な

かつ た｡

(5)上 述 の実験 とは別に,人 型結核菌青 山B株 を使

用 し,37℃6週 培養 し,生 菌 数当 りのINAHlmcg耐

性菌 出現率 を検 した ところ6・78×10"'Tの 成績 を得た｡

考 案

INAHに,mutageniceffectが あれ ば,INAHの
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selectさ れ ぬ濃 度 で 処理 した 場 合 は,INAH耐 性 菌 が

増大す る筈 で あ るが,表4の ご と くINAHlmcg耐 性

菌出現 率 は,3.44×10-7で,上 述 の対 照6.78×10--7に

比 較 して,有 意 の差 は 見 られ な か つ た｡こ の 場 合,6週

培 養 を使 用 した が,DEMEREC(3)の 云 うご と く,mutant

はstableな もの で あ るか ら,4～5週 に 出 現 率 が 増 大

してい た もの が,6週 で は減 少 した とは 思 わ れ な い｡こ

の実験 の み で 直 に断 定 は な し得 ない が,わ れ われ の行 つ

た 実験 条 件 下 で は,INAHのmutageniceffectは 証

明で きな か つた｡

次に,青 山B株 のpopulationのindividualcells

の発 育 を 全 然 阻止 しな い濃 度 のINAHを 使 用 した 場 合,

PASの 添 加 は,INAHlmcg耐 性 菌 出現 率 に 有 意 の 差

を示 さ なか つ た｡然 るに,INAHが,こ の 株 のpopula・

tionのindividualcellsの 発 育 を一 部 分 阻 止 して い る

場 合 には,INAH1mcg耐 性 菌 出現 率 に た い し,PAS

濃 度 の増 大 に つれ,出 現 率 減 少 の 傾 向 を み とめ た｡Sele-

ctionの な い 濃 度 のINAHを 使 用 した 場 合,resistant

mutantsは,少 く と も,元 の 株 に 比 し 高 い こ とが考 え

られ る｡従 つ て,そ の場 合,INAHlmcg耐 性 菌 出現

率は,INAHを 含 まぬ 培 地 に発 育 した 菌 株 に 比 し高 く出

るこ とが 当 然考 え られ る｡し か るに,本 実 験 の 条件 下 に

お いて は,対 照 の6.78×10-7に 比 し,3.44×10-7と,

む しろ 減 少 の傾 向 さえ 示 した｡こ れ か ら考 え る と,第1

に,selectionの な い 濃 度 のINAHを 使 用 した 場 合 に,

resistantmutantを 対 照 に 比 し多 く含 んで いな い の か,

第2に,そ こ に 含 まれ たresistantmutantが,対 照

よ り多 く含 まれ て い た か も 知 れ な いが,INAHに よ り

selectionさ れ,出 現 率 が 高 く 現 れ な か つた の か も知 れ

ない｡

Selectionの な い 護 度 のINAHを 使 用 した 場 合 に,

PASを 添 加 して も,INAH1mcg耐 性 菌 出 現 率 に に・

有 意 の差 は な か つ た｡上 述 の ご と く,INAHはselec-

tionの な い濃 度 を使 用 した が,PASの 濃 度 も,同 じ く

selectionの な い濃 度 及 び それ よ・り濃 度 を 順 次 高 く し

た｡KLEIN&KIMMELMANの 併 用 の 理 論(8)に よれ ば ・

INAHのse1ectionに よ り耐 性 が 生 じ,其 の 後 与 え ら

れたINAH濃 度 に 対 す るresistantvariants即 ち ・

INAH1mcg耐 性 菌 が 増 殖 し てい るは つ は な い｡そ し

て,KLEIN&KIMMELMAN〈8)は,更 に,菌 の増 殖 を 阻

止 す る薬 剤 は,前 の 薬 剤 作 用 に対 し,生 存 したvariants

の迅速 な増 殖 を 阻 止 す る と云 つ て い る｡し か し,こ の 場

合増 殖 が み とめ られ な か つ た ので あ るか ら・ 即 ち 阻 止す

ぺ きvariantsの 増 殖 が な い ので あ るか ら有 意 の 差 を み

とめ な か つ た もの と思 わ れ る｡

しか し,1部 分selectionの あ るINAHを 用 い た場

合,当 然 そ こ には,mutationandselectionに,よ り,

生 存 したvariantsの 増 殖 が考 え られ,こ れ にPASが

阻 止 作 用 を示 した もの と思 われ る｡

尚,PAS,INAHの 併 用 の場 合,著 明 な 併 用効 果 は み

とめ な か つ た｡こ れ は,PAS,INAHの 間 にsyner.

gismsの 存 在 は,否 定 して よ く,単 にadditiveeffect

と考 え られ る｡

結 論

人 型 結 核 菌 青 山B株 を 用 い,培 地 は1%小 川 培 地(無

精 卵 のみ 使 用)を 使 用 した が,selectionの な い,INAH

の濃 度0.00045mcg/m1とPASO小m1,0.05mcg/ml,

o.olmcglml,0.1mcglm1,0・25mcg/m】 の それ ぞれ の

併 用 と,同 じ くselectionの な いINAHの 濃 度0.0035

mcg/mlとPAS0/ml,0.05血cg/ml,0.01mcg/ml,

0.1mcg小m1を 使 用 し,4週 培 養 の後,生 菌 数 当 り の

INAHlmcg耐 性 菌 の 数 を 比較 して,前 者 の併 用 の組 合

せ の場 合 に は,3.44×10-7,27.5×10-7,1.37×10-7,

6｡05×10-7,0.978×10-7と な り,後 者 の組 合 せ の場 合

亭こをま1.62×10'一?,35.6×10-7,2.59×10-7,2.41×10-7

の結 果 を得 た｡尚,上 述 の如 く,PASの 添 加 に よ りて,

INAH耐 性 菌 出現 率 減 少 の 傾 向 をみ とめ 得 た｡

更 に,わ れ わ れ の 実 験 条 件 下 で は,直 ち に断 定 す る こ

とは 出 来 ぬ が,INAHのmutageniceffectを 認 め る

こ とは 出来 得 なか つ た｡

本 稿 を終 るに 当 り,御 指 導,御 校 閲 を賜 わ つた 国立 療

養 所 大 府荘 荘 長 勝 沼六 郎 博 士,名 古 屋 大 学 医学 部 内 科

第 一 講 座 日比 野進 教授 に 感 謝 す る｡
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