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炭酸ガス環境下にbける抗結核剤の作用について

永山能為

(北海道大学結核研究所予IW告f~ 主任 高橋義夫欽授)

(国立北海道第二療養所 所長近藤角五郎博士〉

(昭和 33年 7月28日受付〉

緒 言

近年，肺結核の外科的療法の発達に伴~"切除siIiJ内

決の細菌学的研究が種々なる角度より行われ，その結果，

|司ー症例において空洞と被包乾酪巣とでは，見出される

結核菌の形態，染色性，増殖力，および抗結核剤に対す

る耐性度が可成り異ることが多くの研究者により指摘さ

れているト16)。この現象は病巣内の色々な因子の作用に

基くものと思われるが，なかでも病巣内の O2および

C02の濃度の変化もその主要凶子の 1つであろうと推

察される。従って， CO2環境下における菌の発育状態，

形態，染色性および抗結核剤に対する感受性，あるいは

また薬剤耐性-菌の発現状況などを追及することは，よ記

の現象を解明する 1つの手掛りとなり，ひいては肺結核

治療ょに有力な示唆を与える極めて興味深い問題といえ

よう。

外気環境中の色々な濃度の CO2の結核菌の発育に

及ぼす作用に関する研究1ト 80)は，可成り以前より多く

の人々により行われて来たが，この条件下の菌の染色性

および形態の変化を詳しくしらべたものは治ど見られな

いようである。また CO，中の薗の抗結核剤に対する感

支性および抗結核剤耐性菌の発現に関する実験報告も;極極

めて少数である2叩1口〉

著者は前回の実験22叫2幻)で， CO2の結核自の増地およ

び INH感受性，ならびに INH耐性菌の発現に及ぼす

作用をしらべ， CO， (主的の増姐を l!Jjかに阻止し，その

作用はむしろ静歯的であること，また INHの抗菌作用

も静菌的であり，かっその効果は対照の空気中より C02

中で強く見られること，および INH加 CO2中培養で

はINH耐性|闘は全く増加せず，逆に INHに伶触以内ij

すでに政商i京iの集問|付にiJi!.u二していたl耐性l:riI川i'j')、jる

ことを'叫かに L1こ。そこで今~1j(t， 1i1i聞とほほ/fiJ似々'j:

験を INHのみならす SlVIについても1J'~ 、， CO2 J:;U¥'i 

下での結核的に対する同薬剤の効果を，とくに山の形態

の点から電子顕微鈍学的に，さらに細胞化学的にしら

べ，同時に両薬剤に対する感受性，および耐性菌の発現

状態につし、ても比較検討を試みた。

実験材料ならびに方法

使用保it:t::人塑存カ[主 H37Rv妹。
使用倍地 :Dubos・Tween-Albumin液体培地およ

び小川酸性培地(生菌数測定および耐性検査〕。

使用薬剤:INH (第・製薬〉および Dihydro-SlVI

(1'%耳〉。

Ifjを DubosJ;白地に技種し， 370C で 10日間培投

し，良好な発育を確かめた後，これらの培地を3it'(:に分

け.第 1H+はそのまま，第2il平および第3.tlfには INH
および SlVIを 10r/mlになるように培地にそれぞれ添

加し，さらにこれら 3群をそれぞれ2分し，一方は空気

中で，他方は CO，中で 3rcに培養した。 C02環境
はデシケーターに培地を入れ密封し，真空ポンプで容器

中の空気をlOmmHgまで引きついで CO2を常圧にな

るまで充填し，この操作を 3[引くり返して作成した。培

長後，経過を追って各培地につき，つぎの項目について

検査した。

1) 菌増殖・光電北色計 (ERlVIA 型， A: 550mμ〉

により培地の混濁度を測定し，得られた値をもって菌の

贈殖度を表わした。

2) ノ担当数:1'I-培食泌をそれぞれ遠心沈澱 0000

r.p.m. 15 分)して上消をすて，沈j査に 0.05~~ Tween 

水を加え，この燥作を 4回くり15して白を沈澱した後，

その菌液の合合ーする生I有数を小川酸性培地を用いて定量

的に培設測定した。判定は上告長3週目に行った。なお，

生市長操作前。)I判浅のiJ ~i錯!笠を自íj記の光電上七色計 0:

550 mμ)-il\リ〉仁 I~ ，そのfI!i 日|二;d'O)'IJ!i数を相lìí巨 L た。

3) 1:付|生I泊数・ j;bj;長洲j を加えてJJf 呈したlJ~{，'-(こは，

、ノ1:J~'i放を 1:. ;&0) 方法で，JiIJ完すると[， íj時 l こ， 11J-弘、経過中

に発現するIrli1性自を，それぞれ INH5 r/mlおよび SlVI
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10 r/mlを含む小川酸性培地を汗J¥'、て，定量的に培業測

定した。

4) 菌抗酸性:前述の洗減した菌液についてZiehl-

Neelsen染色法を行った。なおこの場合，毎回の染色条

件を可及的に同一にするため，カルボールフクシン染色

を 60
0
C 3分間，塩酸アルコール脱色を 30秒間および

メチレン青後染色を 1分間ずつ正確に行った。成績は塗

抹標本につき約 200~400 個の菌体についてしらへ，抗

酸性を有するものを比率のので表わした。

5) 電子顕微鏡的検査:日本電子光学製 JEM-5L

型を使用し，加速電圧 50~80 kV，直接倍率 3000~

5000倍で撮影し，菌体の透過性の変化，融解の有無，な

らびに電子不透過性小体 (Knaysiの所謂 A-body)の

消長についてしらべた。

6) 細胞化学的検査 Toluidin-blue 染色および

Janus-green B染色を行し、，それぞれメタホスフエート

およびミトコンドリヤ小体の検出を試みた。これらの染

色法は高橋ら23)の記載している方法に従った。成績はそ

れぞれ 200~400 個の菌体についてしらべ，染色頼粒を

有するものを比率(~，ので表わした。

実験成績

1) 菌増殖く図 1，図 2):対照の空気中培養では

培養経過とともに培地の混濁度は増加し，明かに菌の増

殖が認められたが， C02中培養では混濁度は漸減する傾

向を示し，菌増殖は著明に阻止された。

薬剤j加培地では，両薬剤jともに著切な増嫡阻止が見

られ，いずれの場合も空気中培養と CO2中培長の成績

聞に大差は認められなかった。

0.8 

図 1 CO2 2土び INHの菌増殖に及ぼす効果
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図 2 CO2})えてfSMiの菌増殖に及ぼす効果

2) 生菌数(図 3，図 4):対照の空気中培養では，

培養経過中ほとんど変化が見られなかったが， CO2中培

養では漸次生薗数は減少し，第8週では，はじめの値の

約 1/100に減じた。

INH加空気中培養では，培養初期に生菌数は漸減

し，第2週に至りはじめの値の約1/500になったが，以

後増加する傾向が見られ，第8遁では，はじめの値の約

1/10に復帰した。これに反し， INH加 CO2中培養で

は，生菌数は漸減の一途をたどり，第8週では，はじめ

の値の約 1/1000に減じた。

つぎに， SM添加の場合も INHとほぼ同じ傾向が
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図 3 CO2および INH作用下の生菌数の
推移と耐性菌の消長
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図 4 CO2および 81¥1作月]下の生菌数の

推移と耐性菌の消長

見られ，空気中培養では初期に生菌数は漸減し， 10日

目ではじめの値の約 1/1000になったが，以後生菌数は

漸増し，第8週では約 1/10に復帰した。 81¥1加 COo

中培養では生菌数は漸減し，第8週では，はじめの偵の

約 10万分の 1に減じた。

以上の薬剤加培養について，空気中と CO2中培養

の生菌数の推移を比較してみると，両薬剤ともに同会の

傾向が見られ，薬剤添加後，培養初期の生菌数の減少は

空気中培養の場合の方が CO2中培養の場合よりも著明

25 

であり，また培養後期〈第4週以後〉の生菌数の増加は，

空気中培養の場合にのみ著明で， C02中培養では，むし

ろ生菌数は減少し続ける傾向が認められた。これらの所

見のうち，培養初期の生菌数減少からは，空気中培養の

菌が CO2中培養の菌よりも薬剤Iに対する感受性が高い

ことがうかがわれ，また空気中培養で培養後期に見られ

る生菌数増加の傾向は，後述の薬剤耐性菌の発現，増加

に関係しているものと忠われる。

3) 耐性菌(図 3，図 4):あらかじめ，今回の実

験に使用した H27Rv株の薬剤未接触の菌液につし、て耐

性菌の有無をしらべたが，今回の方法では 5r/ml以上

の INH耐性菌および 10r/ml以上の 81日耐性菌は全

く見出し得なかった。

このような菌からの両薬剤に対する耐性菌の発現を

見ると， INH耐性菌は， INH加空気中培養では，第 3

週より漸増し，第8週では全生菌数の約 1/100を占めて

おり，一方 INH加 CO2中培養では，全培養期間を通

じて耐性菌は全く見出し得なかった。

つぎに，8M耐性菌のf首長は INHの場合とほぼ同

様な傾向が見られ， 81¥1力日空気中培養では，第3週より

著明に耐性菌は増加し，その菌数は第4週以後は対照に

ほぼ等しい値を示し，生菌数のほとんど全部が 81¥1耐

性菌であるかの如き観を呈した。これに反し， 81¥1加

CO2中培養では，全培養期間を通じて 81¥1耐性菌は全

く見出し得なかった。

4) 菌抗酸性(図 5~図 7) :対照の空気中培養で

は，ほとんど毎回の検査で菌は 100:?';抗酸性を示し，第
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図 5 空気中および C02中培養における菌抗酸性の変動と生菌数の推移
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図 7 SM百日空気中および CO，中培養における菌抗酸性の変動と生菌数の推移

8週に至ってその比率は 90μ に低下したにすぎないが，

CO2中培養では，培主主経過とともに漸次抗酸性の比率

が低下する傾向が見られ，第 2 週では 90;?~ ，第 6 週で

50~;; ，さらに第 8 週では 40~;; を示した。

!川でなく，第 1 週および 10 日目には 90~人第 2 週よ

り第4週までは 70:;;;を示し，以後上昇することなく，

第 6 週には 40 r:~， 第 8 週には 30~;; と漸減した。

つぎに SM作用の場合，培養初期には抗酸性に著

しい変動は見られなかったが，後期に至って減少する傾

向が認め1')れた。 H!lち在京中上告ず三では第2週までtiL

闘を性の減少はあまり内られなかったが，第3週では60?';

再三ぷし， 以後少しくと舛し，将~4 週~第 8 週では 70::'ん

となった。 C02 中よ1'~1\: では， :l:t~lt後期に至り lA敵性が

つぎに INH作用の場台， t九慢性の減少は最も著し
く 'J;tμ(r-l-JJ?'i l{ l はヰ~ 1 泊に 80~'; ， 10 Iヨuに 70?: ど
;'~íì1，X しぢ 3 週およ c、第 4 ，自には 40りとなリ最低をフj\

IJ，以後|二汗して第6週および第 8JJAには 60:，;になっ

た。ノゲ CO2中J:i千作では， IsiJA駿性の減少はそれ紅若
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低下する傾向を示し有6週では 70り， ;li 8週では切り

とな/)tこ。

5)1有の形態([苅 8~凶 13) ・それぞれ缶条件ド内

情義閣について，その形態の変化を電子顕微減写引によ

りまとめて図示した。

対照の京気中培?を(図 8)では，第 3週まではほと

んど変化が見られず，各間体;の輪廓は明確で中に 2~3

何の A-bodyを有していたが，第4週には A-bodyを

うたった輪廓不明な菌体も少数現れ，以後大体不変に経過

した。 CO2中培美(図めでは，1日後には形態の変化

l主全く見られず， A-bodyも明かに見出されたが，第 1

週では大多数のlÏ~は A-body を失L、，その透過性も増

大した。第2週以後では， r河体は更に透過性を増し，輸

郎不明の菌が次第に増加し，明らかに îï~体の融解する傾

向が見られた。

つぎに INH加空気中培養(図 10)では臼後に

は大多数の閣は正常形であり，中にごく少数の A-body

を失った闘が見出されたにすぎなし、。しかし第 1週で

は， A-bodyを有する正常形の菌体はほとんど売られ

ず，大多数は細胞質の透過性を増した輪廓の明らかな開

マあり，中に少数の融解した菌体が見出された。この間

体融解の傾向は， INH作用時間の延びるにつれてさら

に著明になった。 INH加 CO2中培養(図 11)では，

INH加空気中培養の場合と同じく日目にはあまり

変化が見られず，第 1週では細胞質の透過性を増した間

体が大多数で，中に少数の輪廓不明の閣が見出された。

しかしこの場合，関体の異常に膨化，伸長したものが多

く貝られたことが注呂に値する。以後，培養経過に従し、

輪廓不明の菌体が増加する傾向が見られた。

つぎに SM加空気中培美(図 1めでは，作用 1日

後には INHの場合のように，大多数の閣は正常形であ

り，中にごく少数の A-bodyを失った閣が見出された

にすぎない。第1逓では， A-bodyを有する正常形の間

体はごく少数となり， A-bodyを失った多数の正常闇体

と少数の輪廓不明の菌で占められていた。さらに培養経

過が進むにつれ融解した菌体が次第に増加する傾向が貝

られた。 SM力日 CO2中培養(図 1めでは，INHの場

合とほぼ同様の経過を示し週後より A-bodyを失

い，異常に膨化，伸長した菌体が多く見出され，以後経

過と共に輪廓不明の菌体が次第に増加する傾向が見られ

Tこ。

6) A-body と各種染色頼粒との比較(図 14~図

19) :各条件下の菌につき，電子顕微鏡像に見られる A-

bodyと， Toluidin-blue染色頼粒および Janus-green

B染色頼粒の推移を，これら頼粒が確実に認められる菌

33 

れのJヒヰ:でぶ示した。

三れらの図表より iYjらかなことは， A-bodyのii'H立

と2つの仇色町l牧のそれが著しく突っていたことであ

る。このことl士対!日{のず正気中#i--j(2(こも見られるが，むし

ろそれ以外の場合，たとえば CO2中培養，あるいは空

気中，CO二中で INH，SMをそれぞれ作用させた場合

に極めて顕著で，いずれの均合も， A-bodyは第 1週以

後かなり;急激に減少したが Toluidin-blue 粉粒，

Janus-green相粒はともに減少はあまり著I切でなかっ

た。 Ul二の事実より， A-bodyはこれら染色'#ff粒と本質

1'1切こと~く呉ったものであると考えられる。
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8 

総括ならびに考察

上述の成績より，まず空気中で増殖中の結核薗を

C02中に移レて培養を続けると，培地の混濁度の増加

が著しく阻止されることから，著明な菌の増殖阻止の起

ることが明らかに認められた。また，生菌数がガス置換

後漸減し，培養第8週では，はじめの値の約1/100に減

少した。さらに電子顕微鏡像にて，培養経過に従b、，次

第に A-bodyを失い，細胞質の透過性を増し，輪廓不

明となった閣体が増加する傾向が認められた。これらの

ことより，今回の実験条件では， CO2が菌に対し，ご

く軽度ーさはあるが，殺菌効果を有していることがうかが

われる。しかし本実験では，無酸素状態にすると共に

C02を充填したので，かかる条件下に見られる菌の増

殖阻止乃至死滅が，単に O2欠乏によったのか，あるい

はO2欠乏に C02濃度増加が加わったことによったのか

は明らかにし得ない。結核菌の発育に O2が必須なこと

は，すでに多くの研究者により認められており，一方，高

濃度の CO2の作用については，Novy et a117)は O2の

供給が充分であれば，かなり高濃度に CO2が存在して

いても菌発育に無影響であると云い，Ebina et a119)は

菌発育を阻止すると云し、， Dubos et a120)はむしろ殺菌

的に働くと述べている。また，著者は前回22)において，

人型毒力菌 H2株を用いて本実験と同じ条件下で実験を

試みたが，CO2がむしろ静菌的に作用する結果を得た。

このような成績の不一致は，断定的なことはし、し、得ない

が，恐らくは使用菌株の高濃度の C02に対する抵抗性

の相違によるものと息われる。

つぎに，空気中と CO2中における抗結核邦!の抗菌

作用についてであるが，まず空気中培養において，INH
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と SMは増殖中の結核問に対して或程度殺間的に作用 き換ったかの如き成績が得られた。これに反し， CO2中

することが確められた。即ち，薬剤I添加により，培地混 で薬剤を作用させた場合には，両薬剤ともに，培養期間

渇皮の増加は全く児られず，逆に減少し， i'f~í の出ザ1ftは著 中l肘性l加工全く出現しなかった。このことについて J思い

明に阻止.された。さらにまた，生同数が薬剤添加後i1Yi減 山されるのは，人引l'LiH2株をJHし、て行った fiIj回の実

し， INHでは第2週にはじめの値の約1/500に， SM 験22)で， INH加 CO2中地誌では，INH耐性閣は増加

では 10日目に約 1/1000になったのである。さらに電 しないばかりでなく， INHに接触以前すでに混在して

子顕微鏡検査でも，両薬剤添加の場合には，培養経過に いた極く少数の INH耐性簡も，域養中に消失したこと

従L、融解した菌体の増加する傾向が認められた。 INH である。このような現象は， O2 濃度の低い被包乾酪巣

と SMが結核問に対し殺雨的に作用することについて のような病巣内の結核菌に，薬剤耐性閣が出現し難いと

l主，すでに有馬ら24)，Middlebrook25l， Koch司weser2o)， いう事実に多少とも関連しているものと思う。

金井:27)らが報じている。これに対し， Barclayら28)は つぎに，空気中および、 CO2中で培養されている菌

INHの結核開に対する作用は静菌的であると云い，ま に抗結核斉1)を作用させた場合の，閣の抗酸性の変化にっ

た，著者も前回の実験22)で， INHが人型毒力関 H2株 いて考察しよう。まず INH加培地内の菌は，空気中培

に対し静菌的に作用することを認めている。このような 養の場合でも C02中培養の場合でも，かなり高率に抗

成績の不一致は，恐らく実験条件，ことに使用開株の薬 酸性を失い， INH添加後第4週で，抗酸性を有する菌

剤に対する抵抗性の相違によるものと思われる。 は空気中培養では 40μ，C02 中培養では 70~;; に減じ

つぎに，薬剤加 CO2中培養において，INHおよ た。薬剤不加 CO2中培養，および SM加空気中ならび

ぴ SMは，空気中培養の場合のように，ある程度殺菌 に CO2中培養では，培養初期には著しくはないが.後

的に作用することが認められた。即ち，培地混濁度の増 期に至ってかなり高率に非抗酸性閣が見出された。 INH

加は全く認められず，一方，生菌数は漸減し，さらにま に結核菌の非抗酸性化作用のあること，一方， SMには

た，電子顕微鏡検査でも，融解した薗体が漸増する傾向 この作用のなし、ことは近年 Middlebrook25)，Koch-

が認められた。 しかし，空気中培養と C02中培養の場 weser26)， Schaefer30)らにより述べられており，本実験

合について， INHおよび SMの抗菌作用を比較してみ でも INH添加によるI笥の著明な非抗酸性化が見られた

ると，両薬剤ともに，生国数の減jは空気中培養の方に が，上記諸家の成績と異る点は， SMによっても菌の非

より著しく見られた。このことは，云い換えると，関の 抗酸性化が明らかに見られたことである。このような

両薬剤に対する感受性が， CO2中の場合に空気中の場 SMの効果については，すでに有馬ら24)が指摘している

合よりも低下することを示しているといえる。同様なこ が，この現象は，有馬らの述べている如く，用いた菌株

とは Bekierkunst21)が candlejar中で培養した場合， の不安定な抗酸性によるものであり，このため INHで

結核閣の SMに対する感受性が低下すると報じている。 は勿論，高濃度の CO2および SMでも菌体構造に強

このような薬剤jに対する感受性の低下は色々な原因によ い変化を来し，この結果生じたのであろうと推察され

って起るものと思われるが， CO，環境下で閣の発育が る。このようなF染除去による非抗酸性化の相違は， H2株
抑制されていることもその原因の 1つではないかと推察 を用いて行った前回の著者の実験で，SMは勿論， INH 

される。即ち， Hobby et al2叫が SMおよび INHの によっても全く非抗酸性菌を見出し得なかった事実から

抗菌力は，増泊中の菌に対しては大きし、が，休止菌に対 も想像し得る。

しては極めて小さいと述べているが，本実験でも， C02 つぎに，各培養条件下における閣の電子顕微鏡像に

中では閣の発育が著明に阻止され，この為に薬剤に対す ついて吟味しよう。本実験において，まず CO2中培養

る感受性が低下したのであろうと思われる。ともあれ， の菌，および、薬剤力日空気中ならびに CO2中培養の菌は，

このような実験結果は，被包乾酪巣など O2含有量のか 培養第1週より菌体の透過性の増大，A-bodyの消失，

なり少い肺病巣内の結核薗が，抗結核剤の作用を受けた さらに菌体の融解を示し，それらの程度は培養経過とと

場合の閣の運命をある程度示唆するものと考えられる。 もに増大する傾向にある
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る。 しかし，本文'験で， A-bodyの;'nj¥:は SMによる
ばかりでなく， Il¥H によってむ，さらに CO，によっ

ても兇られた。このことから， A-bodyのii与久・ば SMに

特異的な現守とではないものと考えられる。つぎに指摘す

べき点は，上;;13の如く， INHおよび SM力fJCO， '1'):;¥ 

養にて，細胞質に変化をうたした多数の問も， A-bodyを

有している極く少歎になった内も‘その[¥(:体が異常lこ膨

化，仲長したことである。かかる現象が CO，cj'で見ら

れることは空気台有量の少、いn， ~jr'J巣[:1すの結核 l引が，{!L

結核矧!の作用を受けた J-辱台の ['fi の態!芝を ~J[ る[-に 1 つの

示唆をltえるものであろう。

最後に，各条件下における A-body と係々染色~'íi

粒との比較についてであるが，本実験条件下にては，い

ずれの場合にも A-body，Toluidin-blue相粒および

Janus-green頼粒の消長は一致しなかった。 A-bodyの

本態について Knaysiet aJ32l は核であると去し、，

mudd et aJ33)はミトゴンドリヤ，武谷3D1;1:メタホスフ

エー卜であると述べ，また，高橋ら23)は最近， リポイト

および多糖体を主成分とする reservema terial と考え

ている。本実験結果より， A-bodyの本態については何

とも云い得ないが，少くとも A-bodyの消長が， Tolui・

din-blue穎粒および Janus-green頼粒のいずれの消長

とも一致しないことより， A-body はメタホスフエート

ともミトゴンドリヤとも見倣し得ないといえよう。

結 論

人~J.結核関 H37Rv 株を用い，空気中および CO2

環境中で培養し，両者における商の増殖，染色性，形

態，tI[結核剤に対する感受性の差異，ならびに抗結核剤

耐性閣の発現につきしらべ，さらにL'tiの電子不透過性小

体 (A-body) と細胞化学的に見iHされる染色野!粒との

関係について比較し，つぎの結果を得fこ。

1) CO，環境は自の士前[[を明らかに阻止し，その

作用はむしろ殺菌的であった。

2) INHおよび SMの作用はある程度殺rf.i的であ

った。

3) 肉の INHおよぴ SMに対する感受性は，

CO2環境下では明らかに低下した。

4) INH および SM 耐性問は，薬剤添加後 2~3

週日に出現したが， C02中培養では全経過中全く見出

されなかった。

5) 菌の非抗酸性化は，ガス環境の如何に拘らず，

INH添加により著明に見られた。さらにまた，このこ

とは INHのみならず， SMの添加，あるいは CO2環

境下でもある程度認められた。従って，結核菌に対する

1"[酸件:n5~ 1;IHノr用は INH の特異([句作用ではない。

6) 電子顕微鏡像にて判体の透過性の増大， A-

bodyの消失およびi'ti体の融解が， INHおよび SMの

添加，ならひ、に CO2中培長で見出された。

7) さらにまた，間体の異常に膨化，仲長する傾向

が，両薬剤加 CO，中格安にて見出された。

8) 各条件下において， A-body， Toluidin-blue染

色頼粒および Janus-green染色頼粒の消長は一致しな

かった。 HDち， A-bodyはメタホスフエート願粒どもミ
トコンドリヤそのものとも考えられない。

終日に，実験の御指導と御校閲をいただし、た高橋教

授，近藤所長ならびに有馬助教授に満腔の謝意を表

す乙とともに，実験の御陵助をし、ただいたLlI本講師

に深謝致します。
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