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ヒ ド口 ンサ ンのSM-,INAH-,PAS一 耐性 発 現 に及ぼ す影 響

　　　　　　　三 浦 幸 二 ・林 　光 男 ・安 保 　孝

　　　　　国立療養所大府荘　(指導:荘 長　勝沼六郎博土)

　　　　　　　　 (昭 和31年11月20日 受 付)

　 吾 々研 究 室 の 君 野1>は,M.　 aviumを 用 い 耐 性 菌 が 他

の抗 結 核 剤 に 対 し て,2重 耐 性 を 得 る難 易 の点 よ り,

Isonicotinic　 acid　 hydrazide(以 下INAHと 記 載)耐

性 菌 はstreptemycin(以 下SM)耐 性 とな りに くい こ

とを 報 告 した｡其 の 後,東 村 等2)はM.aviumよ り分 離

したINAH耐 性 菌 のviability　 durationの 減 少 を報 告

し,そ の 為 に 」Ｍaviumに 於 て,　INAH耐 性 菌 よ りSM

耐 性 と な りに くい の で あ る と決 論 を下 した｡然 るに,東

村 等3)は,・ 人 型 結核 菌 に 於 て は,耐 性 菌 の 出現 率 は,い

つ れ の 薬 剤 へ の変 異 に よつ て も影 響 され な い こ とを認 め

た｡著 者4)は,人 型 結 核 菌INAH耐 性 菌 のviability

durationの 減 少 を 認 め な か つ た｡又5)人 型 結 核 菌 に 於

け る2重 耐性 菌 出現 率 よ りみ て,SM-INAH　 2　重 耐性 菌

の 出現 率 は,理 論 値 と実 測 値 に 一 致 を 認 め た が,こ れ よ

り考 え て も,人 型 結 核 菌INAH耐 性 菌 がSM耐 性 に,

特 に な り易 い とは 考 え られ な か つ た 。Hydronsanは,

INAHとGlucuronsanと の複 合 体 で あ る 関 係 上,

Hydronsanの 発 育 阻 止 作 用 は,　 INAH相 当量 に 応 ず

る も ので あ る こ とは,当 然 期 待 出来 る こ とで あ る が,

Glucuronsanそ の も の の発 育 阻 止 作 用,及 びINAHと

併 用 時 に於 け る作 用 が 当 然 考 え られ,Hydronsan耐 性

とな つ た 場 合,SM耐 性 に な りに くい 事 も予 想 され る｡

この 点 を 検 討 す る 目的 に て,本 研 究 を行 つた 。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 実 　 験 　材 　i料

　 使 用菌 株:　 人 型 結 核 菌 青 山B株 を 使 用 した｡

　 使 用培 地:1%小 川(辰 次)培 地 を 使 用 した｡グ ル

タ ミン酸 ソ ー ダ1｡09,第1燐 酸 カ リ1.09,蒸 溜 水

100mま を 基 液 と し,こ れ に 卵 液(無 精 卵)200m1,グ リ

セ リ ン6.　0　ml,2%マ ラ ヒ ッ ト緑6.　 0　mlを 加 え,中

試 験 管 に10mlづ っ 分 注,85｡C　 1時 間凝 園 滅菌 した｡

　 使 用薬 剤:SMはDihydrostreptomycin　 sulfate

で 協 和醸 酵 会 社 製,PASはSodium　 paraaminosalicy-

1yteで 田辺 製 薬 会 社 製,　 INAHはIsonicotinic　 acid

hydrazideで 第 一 製 薬 会 社 製,　Hydronsan(以 下INHG-

Naと 記 載)は,　 Sodium　 glucuronate　 isonicotinyl

hydrazineで,中 外 製 薬 会 社 の厚 意 に依 る も の で あ る｡

　 　各 薬 剤 は,所 定 濃度 に 凝 固 減菌 前 に,培 地 に 加 え られ

　た｡

　 　 　 　 　 　 　 　 　 実 験 方 法 及び 成 績

(1)INAHと 廼HG-Naと の発育阻止作用の比較

培地は1%小 川培地を使用し,各 系列の1本 目の薬剤

濃度をINAH,INHG-Naと もに,最 終濃度1mcg/ml

とし,14本 目まで倍数稀釈 とし,最 後の1本 のみ薬剤

を加えなかつた｡

INAHの 稀釈系列,INHG-Naの 稀釈系列とも,保 存

せ る青山B株 より,ナ ス型 コルベンを使用 し,約1mg

菌(湿 菌量)を 調製し,そ の生理的食塩水の稀 釈 菌 液

10e,10-i,10-2,IO-s,10-4を,そ れぞれ接種,37｡C

4週 後成績を判定した｡

INAHの 青 山B株 に対する発育阻止作用は,第1表

の如く,少 量接種に対 しては,INAHO.015mcg/mlで

完全阻止を示したが,大 量 接 種に対 しては,INAHl

mcg/m1に 於ても,数 集落の生育を認めた｡INHGNa

の発育阻止作用については,第2表 の如 く,少 量接種で

はINHG--NaO.007mcg/m1～O.03mcg/m1で 完全阻止

を示 し,大 量接種に於ても,0.06mcg/m1で 完全阻止を

示 した｡Hydronsanの 阻止作用はINAH相 当量に応ず

るものと思われる｡

(2)PASとINHG-Na併 行について

実験(1)と 同様にして調製せるINAHとINHG-Na

との各稀釈系列に,PHSを,そ れぞれO.25mcg/ml,

O.1mcg/ml,O,05mcg/ml,0.01mcg小ml及 びOmc9/

m1を 加え,青 山B株 を同量つつ接種し,37｡C6週 培養

後判定した｡

PAS-INHG-Naの 併用は第3表,PAS-INAHの 併用

は第4表 に示す通 りで,PAS-INHG-Naの 場 合とくに,

併 用効果が,見 掛け上劣るように見え るのは,INHG-

Naの 発育阻止作用が,INAH相 当量に応ずる為と思わ

れる｡

(3)INAH,INHG-Naのonestepselectionに

よ る耐性菌出現率について

保存せ る青山B株 をナス型コルベンにて振量,生 理肘

食塩水にて懸濁 し,均 等菌浮遊液 となし,そ の菌液を,

INAHlmcg/m1,INHG-Nalmcg/m1を,そ れぞれ含

有する1%小 川培地に,そ れぞれ等量つつ接種 し,そ の

10進 法 による均等菌浮遊液を,薬 剤を含有 しない培地に

接種 して,接 種生菌数当りのINAHlmcg耐 性菌出現

率及びINHG-Nalmcg耐 性 菌出現率を検討 したが,
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第1表INAHの 発 育 阻 止 作 用
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第21表INHG-Naの 発 育 阻 止 作 用
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第3表PAS,INHG-Na併 用 効 果(青 山B株 使 用,6週 判 定)
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第4衷PAS,INAH併 用効果(青 山B株 使用,6週 判定)
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第5表INAH,INHG-NaのOnestepselection

に よ る耐性 菌 出現 率

第6表
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第5表 に 示 す ご と く,INAHlmcg耐 性 菌 出 現 率 は

2・54×10-6,INHG-Nalmcg耐 性 菌 出現 率 は2.82×

10-6で,両 者 の 間 に 相 違 を 認 め な か つ た｡

(4)INAH及 びINHG-Naのonestepselecti◎n

に よ る,そ れ ぞ れ の1mcg耐 性 菌 よ りのSM

20mcg耐 性 菌 出現 率}こ つ い て

INAHlmcgonestepselection}こ よ り得 られ た 耐

性 株,及 びINHG-Nalmcgonestepselecti｡nに よ

り得 られ た耐 性 株 を,そ れ ぞ れ 別 々に,ナ ス 型 コル ペ ン

に て振 湯,均 等 菌浮 遊 液 を 調 製 し,SM20mcg/m1を 含

有 す る培 地 に接 種 し,又,そ の 菌 液 の10進 法 に よ る稀

釈 菌 液 を,薬 剤 を 含 有 しな い 培 地 に 接 種 し,そ れ ぞ れ 生

菌 数 当 りのSM20mcg耐 性 菌 出現 率 を検 討 す るに,第

6表 の 如 く,AINRlmcgの 場 合 に は,SM20mcg耐

性 菌 出 現 率 は3.36×10-6で,AINGRlmcgの 場 合 に

は,1.86×10--7で あつ た｡即 ち,INHG-Naに よ る

onestepselectionの 耐 性 株 の場 合 に,や や 出現 率 が 低

下 す る傾 向 を 認 め た｡

(5)Glucuronsanに よ る菌 発 育 阻 止 作 用

青 山B株 よ り,ナ ス型 コル ベ ンに て均 等菌 浮 遊 液 を 調

製 し,INAHlmcg/m1を 含 有 す る培 地,及 びINHG-

Na2.5mcg/m1を 含 有 せ る培 地 に,そ れ ぞ れ 等量 つ つ

接 種 し,又 そ の菌 液 よ り10進 法 に よ り調製 した 均 等菌

浮 遊 液 を,Glucuronsan1.5mcg小m1を 含有 せ る培 地 及

び 薬 剤 を 含有 しな い 培 地 に,そ れ ぞ れ 等 量 つ つ 接 種 し,

37｡C4週 培 養 後 判定 した｡

そ の成 績 は,第7表 の如 く,接 種 生 菌 数 当 りのGlucu-

ronsan1.5mcg培 地生 育 菌数 の 百 分 率 は42.8%で あ

り,僅 か に 発 育 阻 止 を 認 め た｡又,接 種 生 菌 数 当 りINAH

lmcg耐 性 菌 鐵 現 率 は2.90×10帰6で,接 種 生 菌 数 当 り

INHG-Na2.5mcg耐 性 菌 出現 率 はa46×10}6で,両

者 の 間 に 差 違 を 認 め な か つ た｡

(6)GlucurensanのSM-,INAH一 耐 性 菌 出現 率 に

及 ぼ す 影 響

青 山B株,及 びGlucuronsan1.5mcg小m1を 含 有 せ

る小川培地に生育せる青山B株 を使用し,そ れぞれ別々

に,ナ ス型コルベ ンにて,均 等菌浮遊液を調製 し,そ れ

ぞれ等量づっSM20mcg/ml含 有培地 及びINAHl

mcgiml含 有培地に接種し,又 それぞれの菌液の10進

法により生理的食塩水稀釈液を,薬 剤を含有 しない培地

に接種 し,そ れぞれ生菌数当 りのSM20mcg耐 性菌出

現率及びINAHlmcg耐 性 菌出現率を検討 した｡成 績

判定は37｡C4週 培養後に行つた｡

そ の成績は,第8表 に示すごとく,Glucuronsan1.5

mcg/m1含 有培地に生育 した青山B株 も,薬 剤を含有 し

ない培地に生育 した青山B株 も,と もにSM20mcg耐

性菌出現率には,差 違を認めなかつた｡

第8表

籠羅 雛當講麗認認
A91・1×106[

AGl91.1×106

i}

Ai91.1×106

AG・91.1×106…

23.9

58.5

試 験 管 当 りINAH
lmcg耐 性 菌 数

247.5

52.5

生菌数当 りSM20t
mcg耐 性菌出現率

第7表

2.62×10』7

6,48×10r7

生 菌 数 当 り 工NAH
lmcg耐 性 菌 出 現率

2.71×le-b

5.78×10-7

A青 山B株｡

AGGIucuronsan1.5mcg/m1含 有 培 地 に 生 育 し

た 青 山B株｡

試験管当り
接種生菌数

60.9×106

Glucuronsan

1.5mcg/ml

培 地 生 育 菌 数

26.1×106

1NAHlmcg/m1

培 地 生 育 菌 数

17.7

INHG-Na2.5mcg/

ml培 地 生 育 菌 数

21.1

接 種 生菌 数 当 り
Glucuronsan1.5mcg

培 地 生育 菌 数 の 菅 分 率

42｡8%

接 種 生 菌 数 当 りINAH
lmcg耐 性 菌 出 現 率

2.90×10-6
'

接 種 生 菌 数 当 り
INHG-Na2.5mcg

耐 性 菌 出現 率

3.46×10-s

然 し,INAHlmcg耐 性 菌 出現 率 に っ い て は,Glucu--

ronsan1.5mcg/mI含 有 培 地 に 生 育 した 青 山B株 の 場

合 に は,INAHlmcg耐 性 菌 出 現 率・が 梢 々低 下 す るの

を認 め た｡

考 察

INAHとINHG-・Naの 発 育 阻 止 作 用 を比 較 す る と,

少 量 接 種 で はINAHO.015mcg/m1で 完 全 阻 止 を示 し.

INHG-Naで は0.007mcg/m1～O.03mcg/m1で 完 全障.

止 を 示 した｡INHG-NaのINAH相 当 量 は 約40%で

あ る の で,INHG--Naの 発 育 阻 止 作 用 はINAH相 当量

に 応 ず る も の と思 わ れ る｡然 し,大 量 接 種 の場 合,INAH

で は1rncg/m1で も数 集 落 の 発 育 を 認 め,INHG-・Naの

場 合 にO.06mcg/m1で 完 全 阻 止 を 示 した のは,第1に,

INAHの 場 合 に は接 種 菌 量 が 多 く,INHG-Naの 場 合に

は,少 なか つ た の か,第2に,INAHとGlucuronsanu

の 併 用 の為 で 為っ た の か も 知 れ な い｡貝Pち,INAHで

selectionさ れ た 残 りの菌 にGlucuronsanが 作 用 し,

発 育 を阻 止 した の か も知 れ な い｡こ の 点,更 に検 討 を要

す る もの と思 わ れ る｡

吾 々6)は,PAS-・INAHの 併 用 効 果 は,単 にaddetive

な もの で あ る こ とを 報 告 した が,INHG-Naの 場 合 に・

は,Glucuronsanが 添 加 され る為,PAS-INAH併 用 以

上 の 効 果 を 期 待 した が,吾 々の 実 験 条 件 下 で は,PAS一
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INAH併 用 の場 合 のaddetiveな 作 用 以 上 の効 果 を 見 出

す こ とは 出来 なか つ た が,実 験(3)に 於 て,1NAH,

INHG-Naのonestepselectionに よる耐 性 菌 出現 率

に は 桐 違 を認 め な か つ た が,onestepに よるINHG-

Nalmcg耐 性株 よ りのSM20mcg耐 性 菌 出現 率 は,

onestepselectionに よるINAHlmcg耐 性 株 よ りの

SM20mcg耐 性 菌 出現 率 よ り,や や 低 下 す る の を認 め

た｡こ れ は 実 験(6)のGlucuronsan含 有培 地}こ 生育 し

た 青 山B株 よ りのSM20mcg耐 性 菌 出 現 率 が,薬 剤 を

含有 しな い培 地 に 生 育 した青 山B株 よ りのSM20mcg

耐 性 菌 出現 率 に 比 較 して 相違 のな か つ た こ とは,一 見矛

盾 した 結果 で あ るが,INHG-Naの 作 用 は,単 にINAH

とGlucuronsanを 添 加 しただ け の 屯の で は な い か も し

れ な い｡

実 験(5)のGlucuronsanの 繭 発 育 阻、止 作 用 は,ご く

僅 か で あ つ た が,Glucuronsan1.5mcg/m1含 有 培 地 に

生育 した青 山B株 よ りのINAHlmcg耐 性 菌 出現 率 は,

薬 剤 を 含 有 しな い培 地 に 生 育 した 青 山B株 に比 して,

INAH耐 性 菌 出 現 率 が,や や低 下 した が,有 意 の差 を 見

出 す こ とは 出 来 な か つ た｡

総 括

1)INHG-Naの 青 山B株 に対 す る発 育 阻 止 作 用 は,

INAH相 当量 に 応 ず る もの で あ つ た｡

2)PAS-INHG-Naの 併 用 は,PAS-INAH併 用 の場

合 と同 じ く,単 にaddetiveな もの で あつ た｡

3)INAH,INHG-Naのonestepselectienに よ

る耐性 菌 』出現 率 は,INAH,INHG-Naの 場 合 も,差 違 を

認 め な か っ たが,INAH-N孕1mcg◎nestepselection

に よ り得 られ た耐 性 株 よ りのSM20mcg耐 性 菌 出現 率

は,INAHlmcgonestepselectienウ こより得られた

耐性株よりのSM20τncg耐 性 菌出現率より,や や低下

す る傾向を認めた｡

4)Glucuronsanの 添 加により,菌 の発 育に僅かに

阻害を認め,Glucuronsan1.5mcg/m1含 有培地に生育

した青山B株 よりのINAHlmcg耐1生 菌出現率は,薬

剤を含有しない培地に生育 した青山B株 よりのINAHl

mcg耐 性菌出現率より,や や低下する傾向を認めた｡

御指導並びに御校閲を賜わつた国立療養所大府荘長
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本論文の要旨は,第11回 厚生省医務局医学会総会に

於ける,総 会発表にて報告 した｡

参 考 文 献

1)君 野徹 三2重 耐 性 に 関 す る研 究｡J・Antibio-

tics,Ser.B、7(3):93～95,1954.

2) TSUKAMURA, M., MIURA, K., & SUZUKI,  R.  : 
   A Study on the viability of isoniazid–resistant 

   Mycobacterium avium. J. Antibiotics, Ser. A. 
   9 (4) :  132-134, 1956. 

 3) TSUKAMURA, M., MIURA, K., & NODA,  Y.  : 
   Studies on the drug resistance in Mycobac-

   terium tuberculosis  var.  hominis.  (Annual report 
   of  tuberculosis, in press.)

4)三 浦 幸 二:人 型 結核 菌INAH耐 性 菌 のviability

に つ い て。(結 核 掲 載 予 定)

5)三 浦 幸 二,林 光 男:Onestepselectionに よ る

抗 結核 剤 へ の耐 性 発現 に つ い て｡(結 核 掲 載 予 定)

6)三 浦 幸 二,安 保孝,東 村 道 雄 人型 結 核 菌 に 於

け るINAH耐 性 発 現 に 対 す るPASの 作 用機 作｡

Chemotherapy4(6):349～351,1956.




