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抗結核剤の，BUG各種酵素及び増殖力に及ぼす影響

山本健一

(北海道大学結核研究所 予防部)

(昭和 31年 2月 29日受付)

緒言

近l時結核化学療法の進歩と共に，化学療法剤の作用機

転について幾多の研究が重ねられている。殊lこ最近は

Drug-Parasite-Hostの3者の関係について検討されて来

たが，1):n 化学療法剤!というからには， とにもかくにも，

Drug対 Parasiteの関係を究わめる事が先決問題である。

Streptomycin (SM)， P-aminosa1cylic acid (PAS)及び

Isoniazid (INAH)は専ら結核閣に対じてl直接作用するも

のであり，旦っその作用機作は結核菌の代謝機構の破壊に

あるとされ，従ってこれら薬剤の薗体諸酵素の阻害につい

て研究が行われている。 さて invitroでこれら薬剤の結

核菌の増娼力，酵素活性あるいは染色性などに対する作用

を追求する場合，閣の発育条件によって，その作用が異な

る。例えばある化学療法剤が殺菌的l乙作用するといっても

また静菌的に作用するといっても，その場合の実験条件が

問題になることはすでに Dubos1)の指適している通りで

ある。そこで化学療法剤の作用を実際l乙則した条件下で検

討するために，これら薬剤を growingの状態にある結核

菌に作用させるととが行われている。 この見地から Ba-

rclay4) ら Kochweser5!らおよび金井引は SMあるいは

INAHの結核薗増殖力 Tetrazolium海還元作用及び抗

酸性染色性の 3者の中の lつあるいは 2つに対する夫々の

影響を検討している。私もまた抗結核剤の作用の一端を明

らかにしようと思い growingの状態にある BCGI乙

SM， PASあるいは INAHを作用させて， ζれら薬剤が

BCGの酸素消費，乳酸脱水素酵素， Tetrazolium塩還元

作用及びカタラーゼなどの諸酵素に対する作用と増殖に及

ぼす影響との関係を追求した。

実験方法.

I) 使用化学療法剤 SM(ヂヒドロ硫酸塩一明治)， 

PAS Na坂(日新)， INAH (田辺).何れも蒸溜水で溶解

し，培地あるいは菌浮世在液l乙加えた。

2) 使用菌株 BCG(予研より分与されたもの)及

びこの BCGより作った夫々 SM，PAS， INAHの 100r/ 

ml耐性株.

3) 薬剤を菌に作用させる方法:培養中の菌すなわち

growingの状態の菌に作用させるには，金井の方法的 l乙

従い，次の如く行った。 100mlの三角コノレベンにソート

ン培地を30ml宛分注。このソートン表面培養l乙実験によ

って定められた培養日数の日に薬剤j稀釈水溶液を Iml加

え，培地内の薬剤濃度を所定の濃度となるようにした。対

照には同量の蒸溜水を加えた。この際，これらの薬剤は菌

膜を沈めぬように静かに加えた。そして再び 370Cのプラ

ン器中に入れて培養を続けた。また，キルヒナー 105ぢ牛

血清加埼地使用の際は，培地の量を50mlとして，深部培養

の菌に対し同様に行った。また，一応増殖しない状態と考

えられる菌に作用させる場合は，型の如くソートシ培養菌

膜より水晶玉入りコノレベンを用いて子振法で蒸溜水浮瀞菌

液を作り，これを中試験管lこ9ml宛分注。 これに薬剤水

溶液 Iml 宛加えて，菌及び薬剤が所要の濃度となるよう

にし，約50Cの氷室で作用させた。

4) BCG増殖力の測定:定量培養法によって薬剤接

触後の生菌数を対照と比較した。培養中の閣に作用させた

場合は，これらのソートン培養コルベンの少くとも 3本以

上を漏斗上に集めて，蒸溜水を充分加えて蘭体より薬剤jを

洗い去り，これから型の如く水品玉入りゴノレベンを用い手

振法で所要濃度の蒸溜水菌浮滋を調製した。その一割iから

蒸溜水で連続 10倍稀釈液をつくり，適当な稀釈のものを

0.1 ml宛小川培地に植え， 4週培養後の集落数を以って

生菌単位とした。

ラ) 酸素消費の測定 BCGの内呼吸，すなわち基質

を加えないものlとついてワールプノレグ検圧計で酸素の消費

量を測定した。主室l乙は生菌数の測定K用いた[菊液 (40

mg/ml) 1 mlと燐酸緩衝液 (pH6.9) 0.5ml，副室には

10 % KOH 0.5 ml を入れた。酸素消費量は 3時間値で

表わした。

6) 乳酸脱水素酵素 Tetrazolium還元作用及びカ

タラーゼの測定:これらは先に報告わした通りの方法で行
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った。すなわち乳酸脱水素酵素測定は上記の蘭液を用い

2-6-dichlorphenol-indophenol の槌色時聞を Tunberg

管中で乳酸カリを基質として測定し，得られた値(分)の

逆数の 1∞倍値を以って示した。 Tetrazolium塩還元作

用の測定には，やはり Tunberg管を用い， 0'.1 % Triph-

enoltetrazolium chloride (TTC)が乳酸カ3を基質とし

て，菌量 4Dmg'こよって 3rc恒温槽中 1時間l乙還元され

て生ずる Formazan をアセトンで抽出し，これを波長

5DDmμのプイノレターを用いて比色計で政光度を測定する

ことによって行った。カタラーゼは M!5DH202を基質と

して， 370C 5分間lζ蘭量 2Dmgが分解した銭りの H.Ot

を過マンガン酸カリで滴定して求め， M!5D H202の消費

量を以ってその活性度とした。

実験成績

実験1. 増地中の BCG'こ対する抗結核剤の作用。

企) ソートン矯養菌膜に対する作用

以下実験はすべて培養9日目の発武良好な菌について

行った。

i) SM， PAS及び INAHを夫々 1mg/mlの割合に

作用させた場合。

作用6，24， 48時間後の BCGの収量(湿量)，酸素

消費量， TTC還元能，カタラーゼ及び生菌数を検べた。

第 1表 ソートン培地培養9日目の発育中の BCGに

抗結核1fUを作用せしめた場合の諸酵素及び生

菌数に及ぼす影響

剤作用
薬 剤 一「一川面一一一 AO世

1 6時陪 IL"t吋町マo吋間

封照

(譲溜自)

BCG収量 24Dm剖 3ラ0' 1 34ラ

02-upatkポ 158.9qmml 371 引 .8

TTC還元能 I 0'.53 1 0'.42 1 0'.43 

カタラーゼ 8.5ccI 7.5 6.8 

生菌数 1 3D X 106 1 12 X 106 1 22 X 106 

収 量 225 270' 250' 

|収量|拐|加 270'

I 02-uptake I 67.1 I 55.2 41.4 
PAS 

1 TTC還元能 0'.62 1 0'.53 I 0'.43 
Iml!/cc I 

カタラーゼ 8.5 8.7 I 6.8 

|生菌数 1 38x 10舟i26x 1061 17x 106 

持 Ol-uptakeは2時間値.

成績は第 l表に示しである通り各薬剤とも閣の増殖を阻止

した。すなわち闘の収量の増加は見られなかった。一方，

SMは閣の増殖力を著しく低下せしめた。すなわち 48時

間では対照の一一( 以下の生菌数となった。また
100，000 

TTC還元能をも低下せしめた。 INAHでは 48後間後で

は酸素消費は抑制され，カタラーゼ及び TTC還元能が

低下した。しかし生菌数の減少は 1/50'程度に止った。ま

た， PASは48時間の作用では，酸素及び増丹迫力に見るべ

き低下を来たさなかった。

ii) SMの濃度を 1， 10， 100 r/mlとして作用させ

た場合。

第 2~提 ソートン培養中(9日目)の BCGに及ぼす SM

の作用:その増殖力と諸酵素に及ぼす影響

SM 作が時間
濃 度 一一一 一一一

6 24 48 

I 0川内ke ¥ 56_9qmml 42.6 I 41.7 

封 照 IT~C 還元能 I 0'位 I 0'.34 I 0'.42 
•. - I 乳 酸 i '''= 1 ~， 
/葬溜料|脱水素酵素 25 ¥ 33 日

R添加'1カタラーゼ 4.6cc! 4.2 I 4.4 
生菌数 1 22xlO61 11x 1061 12x 106 

02-uptake 1 50'.4 1 32.5 1 44.5 

TTC還元能 0'.68 I 0'.23 I 0'.42 
SM I 乳酸 I M I ，~ I "" "-~.. __ ;;;:-__ 25 17 20' 
1 r /ω|脱水素酵素

jカタラーゼ 4.4 3.1 4.1 

|生菌数 I5XlOfjl73xl0" i 23 x 10:; 

ぃ02-uptake 1 50.4 1 45.6 1 55.2 

! TTC還元能 0'.68 I 0'.26 I 0'.33 
SM 乳酸
1 r /cc i脱水素酵素 25 18 13 
|ヵタラーゼ 4.4 4.8 4.0' 

生菌数 9xlO61 28xlO41 23xlO4 

I 0刈 ake I 42.8 38.2 47.5 
I TTC還元能 0'.75 I 0'.23 ! 0'.26 

SM I乳酸 j 叫 I'A '1' " 
IODr/cc I脱水素酵素 L/ げ ! μ 
lカタラーゼ 5.ラ 4.6 2.7 

|生菌数 8<川付×… 49x問



前実験と同様に 6，24， 48時間後に夫々の作用を検

べた。成績を第2設に示した。 1r/mlの作用には殆んど

見るべきものはないが， 24時間以後に生菌数はやや減少

した。 100rjmlの作用では，特に作用時間24時間以後に

おいて TTC還元能及び生関数がかなり減少した。 1∞rj
mlの場合lこも同様に TTC還元能及び生関数の減少が見

られた。すなわち以上の成績から， SMはその濃度lζ平行

して BCGの TTC還元能と増殖力を減弱せしめること

が分った。

‘ iii) PAS 濃度を 10，100， 1000 rjmlとして，作用

時間を 1，3， 5白とした場合。

第3表:Sauton培養 (8日日j中の BCGの諸醇素
及び増殖力に封する PASの作用

PAS 存用時
濃度 1-1日 3 日 I5 日

: 02-uptake 43.7qmmlω 1 I 33.5 

封 照 JT下還正能 0.50 ! 0臼 I 0.40 

(禁吋)1竹村?!?5l;;if8
;生菌数|肱川駅川!日×附

I 02-uptake 56.8 39.4 15.1 

PAS l TTC還元能 0.60 0.58 I 0.23 
1 乳酸 &::A .，，， 

10 r jcc 脱水素酵素 I50 I 20 I 18 
|カタラーゼ 7.0 6.3 5.6 

1生菌数l川 06I山伊lの×附
02-uptake I 38.ラ 47.0 I 7.7 

I TTC還元能 I 0.44 1 0.62 0.22 
PAS I乳酸 IACI I刊 I'lCl 
l∞r/cc I脱水素酵素 I'V I LL 山

カタラーゼ 4.6 7.7 4.6 

生菌数 1 9x1061 IIx1061 17xlO' 

0.54 I 0.40 i 0.25 

7.0 6.0 ラ.2

12×loh lOX附|肱附

PAS 

1，00Qrjcc 

O~-uptake 

TTC還元能|
乳酸|
脱水素酵素 1
カタラーゼ|

生菌数|

29 

表 3に示したのがその成績である。これによると， 3 

日目までは著しい作用は見られず 5日目で酸素消費及び

TTC 還元能は各濃度の作用において減弱した。但し SM

あるいは INAHの場合と異なって生繭数の減少は僅かに

見られたに過ぎなかった。

iv) INAHの濃度を 1， 10， 1∞rjmlとし作用時聞
を 1，3，ラ日間とした場合。

成績は第4表K示した。全濃度において酸素消費は 1
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第4表 Sauton培養(9日目)中の BCGの諸酵素
及び増殖力lζ対する INAHの作用

INAH作用時間
濃度

El I 3 日 I5 日

o日 ptake ! 70.9qmm! 弘 2 I 見 2
釣 照 ITTC還元能 0.72 I 0.52 0.28 
|乳酸

じ蒸溜水、i脱水素酵素 17 20 17 

U添加/1カタラーゼ 5.2ecI 3.0 I 2.5 

l 生 菌 数 I 34靴川×刈1叫 2幻釦川3似川×刈1伊州|別船川…×刈川1ωO

I 02-uptake I 100.6 I 6.8 

I TTC還元能 0.74 I 0.08 0.02 
INAH I 乳酸 j ry.， j .， r: j f) 

"ll"~.~';:;'~ 22 2.5 0.7 
1 rjcc I脱水素酵素ノ

ラーゼ 6.0 3.7 1.5 

i生菌数 I36x 1伊 I37ベ叫かm
I 02-uptake I 89.0 j 

IN l TTC還元能 0.53I 
NAH I 乳酸 i 'lCl 
10 r jcc 脱水素酵素
|カタテーゼ 4.U

1生菌数 I21 X 106 I 

I U2-uptake 1 102.5 

TTC還元能 O.ラ2
INAH 乳酸 10

loorjcc j脱水素酵素
カダラーゼ:l.:l

1生菌数lか ω

2.5 

0.0雪

0.8 

0.5 

18 X 101 

同

znU
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日目では対照に比してやや昂進するが 3日以後かなり減

弱し 5日では殆んど抑制された。 TTC 還元能は 1rjml 

作用の場合を除き 1日目から低下し 313目以後各濃度とも

甚だ減弱した。カタラーゼは 100r/mlの作用では I日目

から減弱した。 5日目では各濃度の作用とも減弱し， 100 

r/ml作用によって殆んどその活性を失った。乳酸脱水素

酵素の活性も INAHの全濃度において一様に 3日目より

低下して 5日目では全く減弱するのが見られた。増殖力

は作用時間 l日では 100rjmlの濃度ですら殆んど作用を

受けなかったのは第 1回目の実験成績と同じで 3日目よ

り低下し 5日目では生犀j数は INAHの作用濃度によっ

て著しし 3差異はなく，約一1ーに減少した。
1，000 

B)キルヒナー培地に増殖中の菌に各抗結核剤を作用

させた場合。

ソート ν培養の代りにキノレヒナー培地を用いて深部培

養の閣に対する各薬剤の作用を上述と同様な方法によって

検した。使用した蘭は培養日数17日目のものである。

i) SM，INAH及び PASの濃度夫々 1mgjmi" ，作

用時間各々 6， 24， 48時間における各酵素作用と増殖力。
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第5表 Kirchner居養(17日目)中の BCGの諸酵素及

び増殖力lこ対する SM.INAH及び PAS.の作用

作用時間
1-67 扇 -148---薬

OJ-uptake 1 57.9qmml 49.8 I 72.1 

封 照IT~C 還元能 I 0.65 I 0.52 I 0.70 
ι|乳酸叩'>"
/事溜水¥I脱水素酵素 L.7 円 I L.V 
R添加J1 ;カタラーゼ l 7.4 1 6.2 6.0 

生菌数 35x1伊 I31 x 100 I 4仰9x1ぴ

02印-

蜘 |戸TTC還元能ι1 0.61川 0.4の3 0.34 4 

|乳酸|叩 u::: lt:: 

r mg/cc I脱水素酵素! 日 山

田カタラーゼ 6.1 3.8 4.0 

生菌数 145xlO:;1 30x1O~ ， 9入 104

02-uptake 1 

TTC還元能|

46.1 51.6 I 47.9 

0.43 I 0.45 I 0.16 

INAH I乳酸 18 20 25 
g/cc I脱水素酵素| 山 | 日 | 
|カタラーゼ 3.1 2.7 3.1 

k竺-竺|竺竺臼竺U
02-uptake I 44.9 I 43.2 

TTC還元能 0.56 0.57 I 

IOx 105 

48.2 

0.53 

PAS 1 乳酸 ~n lt:: 1~ 
g/cc I脱水素酵素 l山

』 ラーゼ 6.8 6.4 6.2 

生菌数l仙 l叫31x1が 51>く101¥

成績は第5表l乙示した。前の実験でソートン培養の!請

に対するこれら薬剤jの諸作用に同様なことが見られ，すな

わち， TTC還元能及びカタラーゼ作用は SMと INAH

の作用時聞が長くなると共に低下し，特Ir.INAHはすで

に6時間目よりカタラーゼを減弱させた。また， PASI乙は

何ら認むべき作用は見られない事もわかった。と乙ろがキ

ノレヒナー培地培養商においてはソートン培地の場合と異っ

て SMの増殖力に対する作用がやや異っていた。すなわ

ちキノレヒナー培地培養に作用させた場合，生菌数は 48時

間作用で程度低下したに過ぎない。
100 

ii) SMの濃度各々 10，100， 1000 r/m1，作用時間

各々 6，24，48時間の場合。

成績は第6表lこ示した。 SMの作用濃度による差異は

余り認められず，すなわち TTC還元能，カタラーゼ活性

及び増殖力は一様に低下した。

第B表 Kivchner培地(17白目)中の BCGの諸酵素

及び増殖力に封する種々の濃度の SMの作用

SM濃度|
作用時間
|6  24 48 

02-uptake 54勾 mml 46.5 46.7 

針 照IT~C 還元能 0.63 1 0.61 1 0.60 
1 乳酸

(蒸溜水)1脱水素酵素
添加 iヵタラーゼ

25 

生菌数 150x川

o同 ptake I 53.3 I 32.0 
， TTC 還元能| め.53 I 0.28 

SM 乳酸 '0 I 門

25 

7.1 

4ラx100 

22.9 

0.16 

14 
10 r /cc !脱水素酵素[ ケ

lカタラーゼ ILU 4.9 4.2 

|生菌数 I 2ラxlOOi 1伝川駅附

I 02-upta ke I 42. 1 

S i TTC還元能 0.46

42.1 I 27.2 

0.37 I 0.22 
M 乳酸|同|帆
l∞r/cc I脱水素酵素 I U プー
lカタラーゼ i γb l う U
生菌数 I 14><1001 42x104 

02-uptake 43.8 46.2 

TTC還元能 0.41 j 0.39 

11 18 
1OO0r/cc 脱水判長酵素

カタラーゼ 7.1 2.4 

生 菌 数 28ィ10-'I 20 X 104 

17 

3.8 

23 X 104 

32.4 

0.27 

20 

4.1 

17x 10‘ 

iii) INAH濃度 1， 10， 100 r/m1，作用時間 24，

時閣の場合。

成績は第7表lζ示した。乙の場合はソートン培地培養

菌の場合と顕著な差異は見られず，すなわち TTC還元

能，カタラーゼ作用は 72時間自に各濃度において低下し

た。しかし，作用 72時間でも殆んど生I者数の減少は見ら

第T表 Kirchner培地(16日日)中の BCGの諸僻素及
び増殖力に封する種々な濃度の INAHの作用

INAH 作用時間
濃度 !-244雇 72

I 0日 ptake I 48.8qmmi 29.ラ I 32.5 

封 照 ITTC還元能 I0.60 0.34 I 0.38 
l 乳酸

(蒸溜水)1脱水素酵素( 22 ( 18 [ 20 
添加 1ヵd ラーゼ I 7. 3 cc¥ 7.9 I 7.4 

|生菌数 I52x 100 I 2Ox 100 I 23x 109 

o包帆ke 43.6 1 32.5 1 11.1 

! TTC還元能 0.56 1 0.27 I 0.15 
INAH 乳酸: ~n ~n I 
1附 c :脱水素酵素 12012018
|カタラーゼ 1.0 7.2 

l生菌数(到xiO'll 21 x 105 i IOxI06 



! 0日 p叫 e 41.3 24.6 23.7 

i TTC 還元能 0.36 I 0.20 I 0.24 
INAH 1 乳 酸 '0

"~-J"~. _ ~'::" ~ 17 18 14 
10 r/ cc I脱水素酵素
|カタラーゼ 6.2 7.1 5.7 

i生菌数 39x10'11 2…川町
56.9 28.9 

TTC 還元能 0.72 0.27 
INAH 手L 酸
100rjcc' 脱水素酵素

60 25 20 

カタラーゼ 7.1 5.3 4.0 

生 菌 数 67x 1ぴI 川

れなかった。

II. 蒸溜水菌浮激液に抗結核剤を作用させた場合。

増殖していないと考えられる BC G IC対して SM，

PAS， INAHを夫々 1mg/m1の割合で作用させた場合の

諸酵素及び増殖力に及ぼす影響を検討した。作用させる温

度は氷室内の50C前後とし"24，ヰ8時間目にとり出し，

対照及び夫々 3つの薬剤を作用させた菌液を同一条件;カ蒸

第8表:BCG蒸潟水浮瀞液l乙SM，PASINAHを氷室で
作用させた場合の諸酵素及び増殖力に及ぼす影響

作用時間
薬 剤| l EF一寸一一ー語

02-uptake 1 40.0qmm 48.2 

TTC還元能 l 0.36 0.33 

封 ~\\ 
乳酸 12 10 
脱水素酵素 l
カタラーゼ 2.0 cc 2.3 

生 菌 数 l 32x 100 15x 100 

O，-uptake 36.6 42.7 

TTC 還元能 0.23 0.47 
SM 手L 酸

1 mg/cc 脱水素酵素
18 17 

カタラーゼ 2.0 1.9 

生 菌 数 68xHア 61 xl()5 

。2-uptake 34.8 34.8 

TTC還元能 0.24 0.25 
PAS 手L 駿 10 8 
1 mg/cc 脱水素酵素

カタラーゼ 2.0 1.5 

生 蔚 数 43x 100 . 20x附

ω-up山 1 37.6 39.3 

TTC還元能 0.20 0.23 
INAH 手L 酸 10 9 
1 mg/cc 脱水素酵素

カタラーゼ 2.0 2.0 

生 商 数 34x 1ぴ 17x 101 
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溜水を用い 3回遠沈洗絡して薬剤をi先l'去った。洗機後，

言章、溜7k!乙再浮併させて略々 20mg/ml の菌液として実験

l乙供した。成績は第8表に示した。 growingの状態にあ

る菌に作用させた場合と全く異なって， SMの作用によっ

て生i菊数はさほど減少しなかった。また， SM及び INAH

の作用によって TTC還元能及びカタラーゼ活性は低下も

なかった。すなわち薬剤j作用は条件によって著しく異るこ

とが明らかとなった。

III. ソートン培地及ひFキノレヒナー培地上の発育日数と

SM， PAS及び INAHの作用との関係。

ソートシあるいはキノレヒナー培地培養の BCG!乙一応

発育曲線を考えて，対数期あるいは定常期のある点で各薬

剤を作用させ，その効果が培養の時期によってどのように

異なるかを検べた。先ず 30ml宛のソートン培地を分注

した容量 100mlの三角コノレベシに BCGを一白金耳宛植

え，培養5白白から日を追って，少くともラ本以上のコノレ

ペシから謀l膜をとって閑収量(半湿雨量)と半湿雨量1mg

当りの生関数をしらべ7こ。 ζれを第 l図l乙示した。乙の図

lζ示されているように生i柄数の最も多い対数期のはじめと

;l-J l!! 
.. " 
..。 / /¥ ，・e

〆OS

，gt-目撃l:. S71，ol< 〆手品 )0 2{f d~ 

第 1図 Sauton培地における BCGの蔚収

量と生菌数の関係

中ごろ及び生|宕数の減少し始める終り乙ろに当る夫々 5，

9， 19日目と定常期で生直言数の低 Fした 28日目の BCG

培養に夫々 SMを1mg/mlの割合に作用させ48時間後

l乙判定した。実験成績は第9表l乙示した如く，対数期の初

め乙ろの 5日目の闘に SMを作用させた場合，各酵素作用

と増殖力の減弱が最も大きかった。また， 9日目の悶にお

いても同様な傾向が見られた事から，生関数の最も多い時

期，すなわち摘の分裂の旺盛な時期に SMが強〈作用する

ことがわかった。

次に予備実験として，先ずキルヒナー培養の BCGに

ついて培養日数を追ってその生菌数を求めた(第 10表)0 

そこで生菌数の多い発育旺盛な時期として 17，24日目，

次いでやや生生菌数の低下し始める 38，59日目において
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第 g表 Sauton培養 BCGの培養f1数と SMの諸酵素及び増殖力に封ず

る作用との関係 (作用時間は 48時間)

薮
~
一
-
h
u
~
一

環
三
一
拍
什
¥
一
一五一
一戸実一

雪 u 28 fj 

乳酸)脱水素酵素

TTC還元能

カタラーゼ

生関数

SM 
1 mg/cc 

8 

0.16 

SM 
1 mg/cc 

9 

0.25 

4.4 

11 x 10 

刀口、

Z
J

nH引

q
J

封

ω
n仏
6.3 3.宮cc

3x 10 11 x 10" 

第10表

Kirchner培養BCGの培
養 [1数と増殖力との関係

ソートン培地培養閣の場合

と同様にしてSMの作用を

検ベて得られた成績が第I1

表である。この場合もやは

り，生菌数の多い分裂の旺

な時期すなわち， 17， 24日

目，特に 17日目で酸素消

費，各酵素作用及び生菌数

の減少が著しかった。培養

が古くなると SMによる酵

素作用の低下は俗んど見ら

言羽生関数

15 59x 1()'l 

20 66x 106 

25 24x J(戸

31 30x1O荷

36 24x 10' 

41 13xl()5 

60 3x105 

9 口

封照
SM 
1 mg/cc 

10 

0.07 

0.2 

40x 10 

6 

0.08 

O 

12 X JO'I 

SM 
1 mg/cc 

8 

0.07 

O 

20x 10 

封ft(l 封照

10 

0.35 

4.9 

10x 10" 

9 

0.09 

0.2 

20x 103 

れなくなったρ なおSMを作用させた菌についてSM耐性

を検べたが，耐性を得たものは全く存在しなかった。

IV. 抗結核刻を夫々の耐性菌l乙作用させた場合。

上記の実験で見られた SMあるいは INAHの酵素作

用の阻害が特異的であるかどうかを一応確めるため，夫々

の耐性闘について検べた。 BCGR-SMのソートン培養9

日目の繭膜l乙SMを l00r/lm.lの割合に作用させ， 24，48

1時間後lこ得た成績が第 12表である。この表に見られるよ

うに， TTC還元能，カタラーゼ及び生菌数の減少は当然

の事ながら見られなかった。しかし，酸素消費は SMによ

って抑制された。

第 11表 Krchner培養 BCGの培養f1数と SMの諸酵素及び増嫡力に

封する作用 (SM 1 mg片c 作用時間 48時間)

て〈7FFi 17 日 24 口 38 f1 59 i1 

聖す照 SM 封H司 SM 封照 SM 針照 SM 

O~-uptake 34:3qmm 20.3 52.4 45.7 11.5 12.8 2.6 2.5 

乳酸脱水素酵素 17 8 17 14 12 17 5 3 

TTC還元能 0.52 0.27 0.53 0.4 0.29 0.37 0.11 0.09 

カタラーゼ 7.4 cc 4.3 ラ.7 3.8 6.0 4.7 0.5 0.2 

生 菌 数 38x J(戸 62x 103 日2xlび3 23x 101 42x J(戸 39x IOS 11〆<1()5 10x 102 

第 12表:Sauton培養中(9口目)の BCGSM-Rに

SMを作用させた場合の諸酵素と増殖力の影響

¥¥¥三作用時間'lA D-f:. I=l.Ef 
¥¥¥24時間 43 時間

封照
SM 

撃す照
SM 

l00r/cc l00r/cc 

02-uptake 75q.m9 U1 64.3 73.3 48.ラ

乳酸脱水素醇素 40 40 40 40 

TTC還元能 0.50 0.48 0.50 0.45 

カタラーゼ 6.8cc 6.8 5.2 4.7 

生 菌 数 30x 10" 27x 106 15x 1()'l 15x 1011 

第13表 Sauton培養中 (9nFl)の BCGPAS-Rに

PASを作用させた場合

作用時間
¥¥24時間 I 72 時間

02-uptake 

照

Q
V

【
苛

a

n

u

q

3

地主

Z
1
J
q
J

PAS 
l∞r/cc 
36.4 

40 

PAS 
100 r /cc 

23.3 

50 

封照

手L酸脱水素酵素

43.1 

50 

:T;;f:lJLl九;f川;:ぴ



第14表 Kirchner培養中 (21日日)の BCGINAH-R 
に INAHを作用させた場合

¥尽lfl 3 口 7 日

普fP.(¥ 封照
INAH 

100rlcc l∞ rlcc 

O~-uptake 59.0 63.1 49.1 32.5 

乳酸脱水素醇素 13 13 8 7 

TTC還元能 0.36 0.36 0.31 0.19 

カタラーゼ O O O O 

生 間 数 7x 10"' 9x 10"' 33 x 10' 20x 105 

同様にして，BCGR-PASのソートン培義9日目のも

のに PAS100rlmlの割合に作用させた結果は第 13表

に示す如く， 72時間で酸素消費の低下が兄られた他は対照

との聞に著しい差はなかった。

更に， BCG R-INAHはソートン培地では発育が良好

でないので，キルヒナー培地に培養し，培養 21日目に

INAHを 100r!m の割合に作用させ， 3，7日後lこ得られ

た成績を第 14表lこ示した。 7日日では酸素消費， TTC 

還元能及び生関数の減少が僅かに見られるが， BCGの

INAH感受性菌l乙作用させた場合に比較して減弱の程度

は遥かに小さかった。

総括並に考按

SM， PAS， INAHの BCGの酸素消費， TTC還元

能，乳酸脱水素酵素，カタラーゼ及び、増泊力l乙及ぼす作用

を追究して，それら抗結核剤の結核蘭l乙対する作用機作の

ー却を明らかにしようと試みた。

従来，抗結核剤の抗蘭力を検べる場合，薬剤含有培地

lこ関浮世毒液を接種して，その発育阻止を観祭している O か

かる場合の蘭は一応発育停止の状態で薬剤に接触せしめら

れるので，結核感染動物!L化学療法を行う場合のように，

体内で増頒しつつある閣に薬剤を作用させる場合とは異な

るわけである。実際的問題として， in vitroあるいは in

vivo において抗結核剤の作用を比較する場合は菌対薬剤

の関係に充分考慮をはらうべきである O そこで，我々の

in vitroの実験でも，増殖の状態にある閣は薬剤を作用さ

せたところ，従来一般に行われている謂わば静止蘭を以っ

てする方法とは異った此績が得ら札た。この辺にある lつ

の抗結核剤が殺閥的だとか，あるいは静菌的だとかの議論

が分れる一因があるように思われる。事実，我々の実験に

おいて，増殖の状態にある BCGIζSM， PASおよび

INAHを各々作用させた場合は SMの菌増殖力阻止作用

は他の2者に比して極めて顕著に見られたが，これら薬剤，

を静止菌le作用させた場合は， SMのこの菌増殖力阻止作

、.
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用はみられず，他の2者と同僚殆んど阻止作用を示さなか

った。士曽嫡中の菌l乙対する SMの顕著な増殖力阻止作用の

機作として， Linzめの指適せる如<，この場合菌体l乙固着

した SMが洗搬により全部が洗い去られずに，定量培養

操作中，培地lζ移されるとも考えられるが，我々の実験成

績では高い稀釈度と低い稀釈の培養において， SMの濃

度lこ比例するようなコロニー数の出現が見られなかったの

で，そのような考え方は一応否定されると思う O 否，逆に

SMが他の抗結核剤l乙比べて増殖中の菌体lこ固着する力が

強いため抗菌作用が大きいとも考えられる。

さて，各薬剤の作用濃度を 1， 10， 100あるいは 1，∞o
rlm1とした場合，作用後の生関数は SMの場合濃度と略

々平行して現われたが， PAS及び INAHでは作用後5日

まで観察したが平行的な関係は見られなかった。但し，

INAHの場合各濃度を通じて一様にかなりの生菌数の減

少が見られたが， PASでは影響が余り見られなかった。

以上は静止爾を以ってする通常の薬剤抗菌試験によって得

られる結果からは考えられないととで，薬剤の抗菌作用を

云々する場合一考を要する点であろう。

増殖閑l乙対する SMの増殖力阻止作用は，その菌の増

殖の程度!L左右される ζとは，金井町によってすでに示さ

れているが，我々の実験成績もこの知見に一致した。すな

わち培養日数を追って求めた菌増殖の程度(粛の収量)と

その生菌数との曲線(第 l図)le基いて，生菌数の多い対

数期の初めころの培養5日目と中乙ろの9日目，更に生菌

数の減少した終りころの19日目，定常期で主主菌数の少い 28

日目について夫々 SMの作用を見たが，やはり分裂の旺盛

な培養 5H及び9日目の蔚が SMの作用を強く受けること

がわかった。 INAHも鳥型商l乙対して同様の傾向の殺間作

用を有するととを鈴木10)らは報告している。

以上はソートン培地培養簡についての実験であるが，

キルヒアー培地培養閑でも同僚な傾向が見られたが，その

程度は弱かった。この差異は深部培養菌と表面培養菌に対

する薬剤の作用様式が異なるためか，あるいはキノレヒナー

梼地成分中lζ存在する血清に基くことも考えられるが，我

々の実験においては第 l図及び第 10表に示しである通り，

キノレヒナー培地lとでは， BCGの増殖はソートシ培地より

緩慢であること，すなわちキルヒナー培地lこでは菌の分裂

回数が少いことがSM作用を低下させる主因と考えられ

る。

抗結核剤の作用機作の研究の焦点は菌の酵素l乙対する

薬剤の阻害撹乱である。本実験も一応この線l乙沿って行っ

たが， SMは蔚の TTC還元能及びカタラーゼ活性を低下

し， INAHは乳酸脱水素酵素，カタラーゼ， TTC還元能

及び酸素消費を著しく抑制し， PASは長時間の作用ではじ

めて TTC還元能及び酸素消費を低下する事が分った。
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次にこの点に関し先人の業績を見ると， Corper11)は るO しかし結核l剥の TTC還元能，カタラーゼあるいは増

SMは TTC還元能を抑制せずといい，金井11) Koch. デ直力などが SMあるいは INAH11:'よって受ける影響は感

Weserめは抑制を認めている O また Aronson12)によれば 受性i岩と耐性閣によって明らかに差異が認められる。この

INAHは閣の Neo-tetrazolium還元能に作用しないとい 事は山村-23)のいう抗結核剤の作用機作を説明するに必要な

う。酸素消費については，鈴木町，辻14)，笹谷15)，Ar-

onsonl2) ，緒方向らは SM及び INAHに阻害作用のある

ととを認めている。カタラーゼについては，酒井l7)

Aronson12)らは INAH'乙阻害作用のある事を報告し，乳

酸脱水素酵素については，北本ら18-¥北村lD)によると SM

l乙阻害作用があるといい，また， IL!本却)は INAHにも阻

害作用のある事を認めている O

乙のように先人の実験成横は我々の実病成績と異なる

点があるが，これは実験条件の差異によると思われるが，

いづれにせよ SMあるいは INAHがこれら結核菌のエネ

ルギ一代謝に関与する酵素系にかなりの影響を及ぼすこと

は確かである。

さて，次にかかる酵素系の阻害と増殖力の低下とをど

の様l乙関連ずけるかが問題であろう。 この点lζ関し金井ニs)

は TTC還元能と増浦力の聞にはi直接的な関連性はないと

している。 Koch-Weser5)は SM及び INAHの結核閣の

増殖及び TTC還元能lこ対する作用を研究し，両薬剤はい

ずれも TTC還元能を低下させるが，増活力については，

SMは菌を dormantの状態にし， INAHは殺菌的l乙働くと

して，菌増殖力と TTC還元能の問lこ直接的な関係をつけ

ていない。 DVboS21)もまた TTC還元能その他の色素還

元能，酸素消費などの代謝能を蔚の増殖力の指標とするこ

とは不可能であると述べ，またこの事は増殖し得ない菌の

中にも還元力を有するものもあれば，逆にその必須代謝物

を使い尽して殆んと、還元能を欠如して休止状態にある菌も

再び、適当な環境条件lこ置かれると増殖が可能となるような

例は細菌の領域で、は，どく普通でzあることからも肯首され

ようといっている O これらを考え合せ，また本実験で示さ

れたように SM，INAHの酵素不活性化の程度と蘭増殖力

の低下とは必ずしも平行しない事実から考えると，両者の

問l乙直接的関連性があると考えるわけには行かないであろ

つ。

さて，すでに述べた抗結核剤の感受性菌の酵素活性及

び増殖力l乙対する作用は，耐性菌l乙対しては当然のことな

がら認められなかった。しかし作用時聞が長くなると，耐

性閣に対しでも若干の作用があらわれた。 Lenore22)らの

実験で INAHの高濃度に含まれる培地で生えたコロニー

を形成する個々の薗の多くは部分耐性かまたは感受性を再

び獲得して不完全な INAH耐性となる可能性が示凌され

ているが，やはり本実験に使用した耐性閣も耐性が均一で

なかったため，このような成績が得られたものと考えられ

条件の lつを充すものであろう。

結論

BCGの酸素消費，カダラーゼ，乳酸脱水素酵素，

TTC還元能及び噌殖力lこ対する SM，PAS， INAHの作

用を肉の増嫡している状態と休止の状態で観察し次の結果

を得た。

1) ソートン培地 l乙増殖中の BCG!こ対し， SMは

INAHよりはるかにすぐれた増殖力阻止作用を表わすO

しかし両薬剤jはe'ずれも TTC還元能，カタラーゼ活性を

減弱させる O また， INAHは酸素消費及び乳酸脱水素酵素

をも阻害する。 PAS'，こは殆んどそのような作用は見られ

なe'o

2) 薬剤濃度による作用の差は SMにおいてのみ見ら

れ， INAH においては余り見られない。

3) キjレヒナー培養でもソートシ培養におけると同様

な傾向が見られるが，各薬剤とも閣増殖力lこ対する作用が

ノj、さし'0
4) SMの BCG'乙対する作用はl埼の分裂の旺な状態

において強い O

ラ) 酵素阻害と増嫡力の低下とは直接的な関連が認め

られない。

6) 各薬剤耐性i閣に対する夫々の薬剤jの作用は殆んど

ないことから，上述の作用は特異的であると考えられる O

稿を終るに当り，扇橋教授の御指導，御校閲に深謝す

るO また，種々御功言を戴いた有属助教授に深謝する。
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