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 Mycobacterium tuberculosis

hydrazide

に於ける

耐性菌出現に対する

Streptomycin

Pyrazinamide

及び  lsonicotinic acid

の作用について

三 浦 幸 二 ・東 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5月24日 受付)

緒 言

MALONEi)は,miceに 於 け るexperimentaltube・

rculosisに,DESSAU2)は,guineapigsに お け るex-

perimentaltuberculosisセ こPyrazinamide(以 下,

PZA)が,有 力 に 作 用 をす る こ とを 認 め,YEGER3)等 は

activepulmonarytuberculosisの 患 者 に症 状 の好 転 を

認 め たが,尚 薬 剤 耐 性 菌 の 迅速 な 出現 を指 摘 した｡し か

し,其 の後,MCDERMOTT4)等 に よ り,PZAと 他 の薬

剤 の併 用 が 検討 され,PZA-isoniazidの 併 用 が,最 も よ

いantituberculousactivityを 示す と云 い,CAM-

PAGNA5)等 は,臨 床 的 にPZA及 びisoniazidの 併 用 を

検討 し,有 効 な こ とを認 め て い る｡

しか るに,invitrOIcて,TARS田S6)は,中 性培 地 で,

100～1,000mcg/mlPZAに て,partialなinhibiti◎n

を 示 す の み で あ るこ とを示 して い る｡SOLOTOROVSKY7)

等 は,PZAに は,PASの 如 く,Isonicotinicacid

hydrazide-(以 下,INAH)耐 性 菌 の 出現 を遅 延 させ る作

用 が あ る と云 つ て い る｡し か し,著 者 等8)の 実 験 で は,

1%小 川 培 地 を 使 用 した ので あ るが,SM耐 性 菌 出 現 率

に 対 す るPZAの 影 響 をみ とめ る こ とは 出 来 ず,む しろ 出

現 率 増 大 の 傾 向 をみ とめ た｡

爾,MCDERMOTTg)等 は,PZAは,H37Rvに.対 し中

性 培 地 で は,200～500mcg/m1で 抗菌 性 を示 す が,培 地

を 酸 性 にす る と,著 明 なinh:b:tionを 示 す と云 つ て い る

(特 に,pH5.5で 最 も強 い)｡問,本 邦1｡)で も,invitro

で は,中 性 培 地 を 用 いた 場 合,結 核 菌 の 発 育抑 制 作 用 は

ほ とん ど認 め られ ず,100～1,000mcg/m1で,よ うや く

発 育抑 制 作 用 があ る と云 つ て い る｡

わ れ わ れ は 乳 中 性培 地 にお い てinhibitionを ほ とん

ど示 さず,酸 性 培 地 に お い て,著 明 な るinhibitienを

示 す と云 わ れ るPZAの 作 用機 作 を 明 らか に し,且 つ,

PZA-INAH,PZA・-SMの 併 用 効 果 を,検 討 す る 目的 に

て実 験 した｡

実 験 材 料

菌 株:

使 用 した菌 株 は,Mycebacteriumtuberculosisvar.

hominis,strainAoyamaBを 使 用 した｡

培 地:

1%小 川培 地(そ の組 成 は,第1燐 酸 加 里,1.09;グ

ル タ ミ ソ酸 ソー ダ,1、09;i蒸 溜 水,100m1;鶏 卵,200

m1;2%マ ラ ヒツN緑,6.Oml;グ リセ リ ン,6.OmL

に て,中 試 験 に10m1つ つ 分 注,85｡～88℃50分 凝 固

滅 菌｡pH7｡0で あ る｡)

3%小 川 培 地｡(上 述 の 組 成 の 中,第1燐 酸 加里 の み

3.09と した｡pH6、5で あつ た｡)

5%小 川 培 地｡(上 述 の 組成 の 中,第1燐 酸 加理 のみ

5.09と した｡pH6.0で あ つ た｡)

デ ユ ボ ス液 体培 地｡日 本 栄 養 化 学 株 式 会 社 よ り寄 贈 さ

れ た もの を 使 用 した｡そ の組 成 は,ク エ ン酸 鉄 ア ン モ ニ

ウム,O.019;硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム,O.19;塩 化 カル シ ヴ

ム,0.00059;硫 酸 亜鉛,O.OOO19;ペ プ トン,5.29;

ア ス パ ラ ギ ソ,2｡09;燐 酸 ナ トリウ ム,2.29;燐 酸2

水 素 カ リウ ム,1.39;ポ リ ソル ベ ー・ト80(Tween80),.

0.59;硫 酸 銅,0.00019;マ ラ カイ トグ リー ン,0.002

9;の 合 計11.39の 培 地 粉 末 を900mlの 蒸 溜 水 に 溶

解 し,滅 菌 試 験管 に4.5m1宛 分注 して高 圧 滅 菌 し50｡C

以下 に冷 却 後O.5ml(即 ち1/10量)の 結 核 培 地 用 ア ル

ブ ミ ン溶 液 ・e栄研"を 無 菌 的 に 添 加 した｡其 の 後,24

時 間 無 菌 試 験 を行 い,無 菌 培養 基 の み を 培 養 に 用 い た｡

pHは6.8に 修 正 され た｡

使 用 薬 剤

SMは,Dihydrostreptemycinsulfateで,協 和 醸

酵 株 式 会 社製 の も の で あつ た｡INAHは,Isonicotinic

acidhydrazideで,田 辺 製 薬 株 式 会 社 製 の もの で あ つ ・

た｡爾PZAは,三 共 製 薬 株 式 会 社 よ り,研 究 用 と して

寄 贈 され た も ので あ る｡

各 薬 剤 は,凝 固 滅 菌 に 先 だ ち 所 定 の 濃 度 に 加 え られ.

た｡但 し,SMの 場 合 の み 力 価 を1/2と して添 加 され

た｡

実 験方 法 並 び に 実 験 成 績

実 験 方 法 及 び 成 績 は,そ の 都度 記 載 す る｡

(1)青 山B感 性 株 のPZAに 対 す る 感 受性

1%小 川 培 地 を 使 用 し,PZAを400mcg/ml,200・

mcg/m1,100mcg/ml,10mcg加1含 有 す る培 地 と,

PZAを 含 有 しな い対 照 の培 地 を1系 列 と した｡別 に,

青 山B株 の適 宜 量 を,ナ ス型 コル ベ ンに て,10分 間振 盗1
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し,生 理的食塩水にて均等浮游液となし,10進 法 による

稀釈系列をつくり,そ のloo,10-1,10-2,10-3,10--4

の各菌液を,大 型渦巻白金耳にて,1白 金耳つつ上述の

系列に,別 々に等量接種,37℃4週 間培養後判定 した｡

そ の成績は,表1,図1の 如くである｡

表 1

添加薬剤 PZAmcg/ml

66.5×104

66.5x103

66.5×102

66.5×10i
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34

対する角度が,A+

PZA100,A十PZA

50,Aの 順 で,Ge・

nerationtimeの 延

長 が,こ の結 果 か ら

想嫁される｡ _

(3)培 地pHを §

変えた場合に於ける 轟

PZAの 作 用pa

1,3,5%小 川 培 勲

地 に1本 目 をPZA

1,000mcg/m1と し,

倍 数 稀 釈 に て9本 目

●一一 じ!亀図2

試験管

当り接

種菌数

即 ち,接 種

菌 数 に よ り

PZAのin-

hibiti◎n存 こ著

♂ 差を認める.
き 糧 灘 の場

・合には,PZA

鶉 はi曲ibiti・n

を示さないが,

少量接種の場

薬 剤 覆 伎(脇1}合 には・接種

菌 の中には,相 当PZAにsensitiveな ものを含んでい

ると思われる｡

(2)HZAの 青 山B株 の1agphaseに 対する作用

PZAを 含 有せぬDuBos液 体培地及びPZA50mcg小ml,

PZA100mcg/mlを 含有するDUBOS液 体培地100m1

に,そ れぞれ上述と同様にして調製した青山B株10mg

菌(湿 菌量)を,そ れぞれ1mlつ つ加え,充 分振巖 し

て均一となし,各 々中試験管に5.Om1つ つ分注し,対

称 として接種直後及び其の後,毎 日'18日 目まで,Leiz

のRouy-Photrometer,Filter610mpに て比濁 し,

あ らか じめ作製した標準曲線により各試験管中の発育菌

量を測定し,培 地にPZAを 含 まぬ場合 と,PZA50

mcg/ml,100mcg/mlの 存在 する場合における発育曲

線を比較した｡

その結果は,図2の 如く,A(Aは,DUBOS

液 体培地に,青 山B株 を接 種 したものであ

る｡)に 比し,A十PZA50(但 し,十PZA50

とは,前 述のものにPZA50mcg/m1を 添 加

せ るものである｡),A十PZAlOO(前 述 と同

様i,PZA100mcg/m1を 添 加せるものであ

る｡)で は,そ れぞれlagphaseの 遅延が

考 えられ,10gphaseを 示す直線の横座標に

8数

まで加え,最 後の1本 には対照として水を加えた｡

このPZAの 稀釈系列に,上 述 と同様にして作つた青

山B株 の10進 法による稀釈均等菌浮游液を,大 型渦巻

白金耳にて,等 量つつ接種37｡C4週 間培養 したe

その結果は,表2の 如く,1%,3%,5%に おいて,

pHの 変 るにつれPZAの 作用に著明な相違があるのを,

み とめることは出来なかつた｡

(4)PZA-SM併 用効果について

1%,3%,5%小 川培地を使用し,そ れぞれの%の

小川培地につき,1本 目をSM20mcg/mlと し,倍 数稀

釈法により,最 後の1本 は対称としてSMを 加えなか

つた｡こ れを1系 列として,PZAを 含 まぬ系列,PZA

をそれぞれ10mcg/ml,50mcg/ml,100mcg/mlを,

更 に,こ の系列に添加し,前 述 と同様にして作つた菌液

を等量つつ接種,37℃6週 間培養 して判定 した｡

そ の結果は,表3の 如 くで,3%5%小 川培地にお

いては,SM-PZA併 用効果を 認めることは出来なかつ

たが,む しろ1%小 川培地において,併 用効果をみと

めた｡

(5)PZA-INAH併 用効果について

1本 目を,INAHO｡2mcg/mlと し,あ とは,(4)と

全 く同様の実験方法にて併用効果をしらべてみた｡そ の

結果は,表4の 如くで,1%,3%,5%小 川培地,い ず

れにおいても,併 用効果をみとめることは出来なかつたα
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(6)PZA単 独 使 用 に おける

INAH耐 性菌出現率及びSM耐 性

菌出現率に及ぼす影響

1%小 川培地を使用し,予 か じめ

PZAを 含 まぬ 培 地 及びPZA10

mcg小ml,100mcg/ml,200mcg/ml

に青山B株 を接種,37℃4週 培養 し

て,発 育せる菌株を使用 し,そ れぞ

れの菌 株を とりナス型 コルベンに

てガラス玉とともに10分 間振巖,

生 理 的 食 塩水にて均等浮游液とな

し,INAHlmcg/m1含 有せる培地

と,SM20mcglmlを 含有せる培地

に大型渦巻白金耳にて1白 金耳つつ

等量接種 し,尚 菌液の10進 法によ

る稀釈液を,薬 剤を含まぬ培地に接

種,37｡C6週 培養後生 菌数当 りの

INAHlmcg耐 性 菌 出現率及び,

SM20mcg耐 性菌出現率 を検した

結果,i表5に 示すごとく,INAHl

mcg耐 性菌出現率,SM20mcg耐

性菌出現率ともに,著 明な差違をみ

とめることは出来なかった｡

(7)Onestepselectionの 場合

におけるINAH単 独 及 びINAH-

PZA併 用,SM単 独,SM+PZA併

用の場合のINAH一 及びSM一 耐性菌

出現率

青山B株 を使用し,前 述 と同様に

ナス型コルベンにて,均 等菌浮游液

となし,そ の1白 金 耳 つ つ を,

INAHlmcg/ml,rNAHlmcg/mi

十PZA100mcg/m!,SM20mcg/ml,

表3PZA-SM併 用効果(青 山B株 使用)
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表4PZA-INAH併 用効果(青 山B株 使用)
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SM20mcglml+PZAloomcg/mlを,そ れぞれ含有す

る1%小 川 培 地に接腫 し,10進 法による稀 釈 菌液

(10-6)を,薬 剤を含有 しない培地に接 種 し,｡nestep

における生菌数当 りのINAHlmcg耐 性菌出現率,及

びSM20mcg耐 性 菌出現率を検 し,表6の 如き結 果

表

を得た｡

即 ち,INAHlmcg耐 性菌出現率には著明な差はみ

とめなかったが,SM20rncg耐 性菌出現率に対 しては,

PZAの 存在する場合には低下をみとめた｡

5

菌 株

SS十aq.

SS十PZA10

SS十PZA100

SS十PZA200

試 験 管 当 り
接 種 生 菌 数

343.6×105

161.5×105

210.7×105

58.0×105

試 験 管 当 り
INAHlmcg

耐 性 菌 数

22.6

9.5

24.8

6.4

生 菌 数 当 り
INAHlmcg

耐 性 菌 出現率

6.51×10-7

5｡88×10--7

11｡2>く10-7

11.2×10-7

試 験 管 当 り
SM20mcg

耐 性 菌 数

5.85

1.9

8.15

0.75

生 菌 数 当 り
SM20mcg

耐 性 菌 出 現率

1.70×10『-7

1.17×10-7

3,86×10-?

1.29×10-7
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表60nestepselectionの 場 合 に 於 け るINAH単 独 及 びINAH-PZA併 用,SM単 独,

SM-PZA併 用 の 場 合 のINAH,SM耐 性 菌 出 現 率

薬 剤

INAHlmcg

INAHlmcg十PZA100mcg

SM20mcg

SM20mcg十PZA100mcg

試 験 管 当 り
接 種 生 菌 数

291.4×106
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考 察

(1)の 実 験 に お い て は,PZAは,大 量 接 種 に 対 して

は発 育 阻止 作 用 を 示 さぬ が,少 量 接 種 に対 しては,発 育

阻 止 作 用 を 示 した｡

第1に,表1に よれ ば,接 種 菌 数 当 りの出 現 率 は,PZA

10mcg/m1の 存在 す る培 地 で は,1.03×10鱗 韮,PZA100

mcg/mlの 存 在 す る培 地 では,4.5×10-4,又 は8.9×

10-sで あ り,400mcg/mlで は,5.09×107sで あ つ た｡

この 出現 率 を以 て しては,mutautと 云 うこ とは 出来 な

い｡従 つ て,variantと 考 え られ る｡

第2に は,少 量 接 種 に 対 して 発 育 阻 止 作 用 を示 す の は

(註｡本 来 の 薬 剤 耐 性 の 考 え 方 よ りす れ ば,薬 剤 に よ る

阻 止 濃 度 以 下 の 薬 剤 濃 度 で あ る ので),PZAにsensitive

な もの を,含 ん で い るか も知 れ な い｡こ の 場 合 に は,第

1の 場 合 の 反 対 に,こ のsensitiveな も のが,variant

と考 え られ,こ れ が 培 地 の 薬 剤 濃 度 に て,selectionさ

れ た もの と考 え られ る｡こ の 考 え よ りす れ ば 薬 剤 を 含 有

す る 培 地 に 生 え た 菌 は,正 常 な もの で あ るか も知 れ な い^

要 す る に,第1,第2の 考 え 方 の い つ れ も肯 定 す る こ

とも,又 否 定 す る こ と も出 来 な い｡そ こで 更 に,培 地

1,000mcg以 上 の 薬 剤 が 含 有 され る場 合 が 問 題 とな つ て

くる｡こ れ に つ い て は,別 に 検討 を 行 う予 定 で あ る｡

(2),実 験2に お い て は,cultureをElectrephotor◎-

meterに よ り比 濁 を行 い,発 育 曲 線 を検 した｡こ の場 合

は,生 菌数 に よつ た の で は な く,単 に,比 濁 に よ つた も

ので あ る の で こ の まま直 ち に断 定 す る こ とは,勿 論 出来

な い が,図 表2よ り,lagphase遅 延 と,Generation

timeのPZAに よ る延 長 が 想 像 され る｡こ れ に つ い て

は,別 に 詳 報 を予 定 して い る｡

PZAは,人 体 及 びinvivoに お い て は,一 応 そ の 作

用 を み とめ られ て い るが,中 性 培 地 に お い て は,低 濃

度 に お け る 発 育 阻止 作 用 は み とめ られ て い な い｡勿 論,

基 礎 実 験 の み で臨 床 に 直 ち に 適 用 は 出 来 な い け れ ど も,

invitroで ほ とん ど無効 な もの が,invivoで 有 効 で あ

る こ とは,一 見奇 異 の感 を い だ か させ る｡し か るに,培

地pHを 変 え た場 合,酸 性 培 地 に お い て は,著 明 な 発 育

阻 止 作 用 を 示 す8)と 云 わ れ て い る｡わ れ わ れ は,adapta-

tionを 予 想 し,こ れ を 追 試 し,PZAの 作 用 機 作 を 明 ら

か に す る 目的 に て 実験(3)を 行 つ た が,1%(pH7.0),

3%(pH6.5),5%(pH6、0)に お い て,発 育阻 止 に 差

異 を み とめ な か つ た｡

次 に 考 え られ る のが,SM又 はINAHと,PZAと の

併 用 効 果 で あ る｡加 うる にpHの 差 異 に よ る 効果 が 考 え

られ る｡こ の 為,実 験(4),(5)を 行 つ た が,1%培 地

で,SM-PZAの 併 用 効 果 を み とめ た｡(註｡3%,5%で

は,pHが,酸 性 とな る た め,SMの 作 用 が 減 弱 され る

の で,1%培 地 に 比 して,併 用 効 果 が 著 明に 出 なか つ た

もの と思 わ れ る◎)

この 結果 よ りす れ ば,rNAH-PZA併 用 よ りは,SM-

PZA併 用 の 方 が 有 効 で あ る と考 え られ る｡次 に,PZA

の単 独 使 用 の 場 合 に は,INAH及 びSM耐 性 菌 出現 率

は,PZAを 使 用 しな か つ た 場 合 に 較 ぺ,有 意 の 差 を 見

出 す こ とは 出 来 な か つ た6

(a)PZA10mcg/ml,100mcg/ml,200mcg小mlを

含有 せ る培 地 に 生 え た 菌 よ りのINAH一 及 びSM一 耐 性 菌

は｡(1)の 考 え方 よ りす る と,PZAとINAH,PZA-

SMの2重 耐 性 菌 で あ る か も しれ な い｡

(b)或 い は,PZAにsensitiveなvariantが,

selectionさ れ て 残 つ た 菌(正 常 の菌 か,又 は,こ れ も

variantで あ るか も知れ な い が)よ りのINAH又 はSM

耐 性 菌 で あ るか も知 れ な い｡

(a)(b)の2つ が,考 え られ るが,そ の い つ れ と も断

定 す る こ とは 出来 な い｡

INAH単 独 又 は,INAH-PZA併 用 の 場 合 に お け る

onestepselectionのrNAH耐 性 薦 の 出現 率 は,有 意

の 差 を 見 出 す こ とは 出 来 な か つ た が,SM単 独 又 はSM-

PZA併 用 の場 合 に お け るonestepselectionに お い て

は,SM耐 性 菌 の 出現 率 は,SM-PZA併 用 の 場 合 に 比

し,出 現 率 の 低 下 を 示 し てい る｡

これ は,1%小 川培 地 使用 に て,SM20mcg,PZA

100mcgの 条 件 に て は,表3に よ り,Synergismが あ

る こ とが 知 られ るが,そ れ 相 応 のselectionが 行 わ れ る

筈 で あ る｡そ の 為,見 掛 け 上,SM20mcg耐 性 菌 の 出

現 率 が 低下 した もの と思 わ れ る｡即 ち,SM単 独 の 場 合

の 出 現 率 と解 す る よ りも,SM及 びPZAの 相 乗 作 用 と

考 え られ る要 素 が 混 入 して い る｡
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(1)1%小 川培地において,PZAは 青山B株 に対

し,大 量接種に対 しては,ほ とん ど400mcg小mlに おい

ても,発 育阻止を示さないが,少 量接種に対 しては,発

育阻止を示した｡

(2)DUBOS液 体培地において,PZAは,青 山B株

のlagPhaseを 遅延せしめ,generationtimeを 延

長させるものと想像せしめる発育曲線を示した｡

(3)培 地pHを7.0,6.5,6.0と 変えた場合にも,

PZAの 作 用には,何 等の相違をもみとめることは出来

なかった｡

(4)1%,3%,5%小 川培地にて,PZA-INAHの

併用効果をみとめることは出来なかったが,SM--PZAの

場合には,3%,5%小 川培地では,有 意の相違はなか

つたが,1%小 川培地においては,併 用効果をみとめ

た｡即 ち,PZAとSMの 間にsynergismsを み とめ

た｡

(5)1%小 川培地にて,PZA単 独 使用の場合,PZA

は,INAH及 びSM耐 性菌出現率に何等の影響も与え

なかつた｡

(5)Onestepselectionの 場合においては,INAH

単独,及 びINAH-PZA併 用におけるINAH耐 性菌出

現率には,有 意の差を見出す ことは出来なかつたが,SM

単独,SM-PZA併 用の場合には,SM-PZA併 用はSM

単独に比し,見 掛け上のSM耐 性菌出現率の減少をみ

とめた｡

後 記
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君野徹三博士に感謝する｡本 研究に当 り終始御助力を賜
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