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結核化学療法の基礎的研究

第63報

各種抗菌性物質に就いての結核菌の耐性化実験器

金沢大学医学部薬理学教室（主任：岡本肇教授）

北 川 秀

（受付：昭和31年4月10日）

現下結核化学療法に於ける薬剤耐性の問題は

実地臨床上のみならず亦疫学的にも重大となっ

て来た事は周知の如くである．そして之に対す

る対策として，

1)Streptomycin,Para-aminosalicylicacid,

Isonicotinicacidhydrazide,Pyrazinamide

等既知抗結核剤の併用による耐性化の阻止，

2）耐性から感性への復帰の方途如何，

3〕新抗結核剤一就中耐性化の起り難い物質

一を用意する事，

など諸多の方面から考査の歩が進められている

という現状である．

本論文は此の内特に第3の事項に関連せしめ

るの意図を以って，その結核菌に対する抗菌性

が特異的であると否とに関せず，凡そ結核菌に

対し強力なる菌発育阻止作用を発揮する物質数

種を選び，之に対する結核菌の耐性化能如何の

関係を追究して得た成績を記載したものであ

る．

I耐性化試験

被検物質並びに実験方法

A)被

（1）

（2）

（3）

検物質
1)－6）

3-Aminophenoxazone-(2)

3-Diazophenoxazone-(2)5)

3-Acethylamino-
phenoxazone-(2)5)

3-Chloroacethylamino-
phenoxazone-(2/)

3-(N,N-Diethyl-3-alanyl-
amino)-phenoxazone-(2)6)

3-(p-Acethylaminobenzyli-
deneamino)-phenoxazone-
(2)5）

|
す．

(12)Dihydrostreptomycm25)-30)…DIHYDRO-

STREPTOMYCINSULFATECRYSTATJJNE

"SHIONOGI"

14.2mg(Dihydrostreptomycinとして10mg)を

秤取し，之を10mlの蒸溜水に溶解,100｡C,10分

の処置を施したもの（1：1,000溶液)を原液とす．

夫々の10
rng宛を秤
取し,之に
Dioxane畿饗

10mlを加
えて100.C,
20分の加
熱消毒を
施した1：
1,000溶液
を原液と
す．

、
ノ
－
ダ
、
ノ

４
５
６

く
く
く

器本研究の遂行には文部省科学研究費の補助を受けた．

鵜裟10％血浪抑KirChner培地に於けるDioxgne及びAlcoholの結核菌に対する菌発育阻止限界濃度は夫

5々％（1：20）及び4％（1：25）であった．
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RDihydrostreptomycin,Isonicotmicacid

hydrazide,及びAcriflavineの様に結核菌の耐性

化を来たさしめたものでは，必要に応じて更に濃

原液を調製した．

B)実験方法

1）供試結核菌：

原株として専ら当教室保存の人型結核菌“河上

株,'を使用す．

本菌を10％家兎血清加Kirchner培地2mlに移

植，3～4週間培養したものから松田（知夫)11),12）

の記載に準じて稀釈結核菌浮淋液を調製す．

2）メヂウム:

10％家兎血清（非働化）加KirChner培地(pH

＝6.7～6.8）

3)耐性化試験術式：

型の如く先づ所要数の滅菌試験管を架列し，10

％血清加Kirclmer培地を第1管には3.6mlを，

第2管以下には2.0ml宛を分注す．

次で第1管に被検物質の原液0.4mlを加えよく

混和した後,此の2.0mlを第2管に移しよく混和

し，以下順次各管に2.0ml宛を送って被検物質の

倍下稀釈液列を作る．最後の1管は被検物質を含

まない対照管とす．こ上に於いて全管に対し一齊

に結核菌原株の稀釈浮溝液1滴宛を滴下せしめた

後，密封の上37･Cの孵卵器中に納め，培養1週，

2週及び3週毎に菌発育の有無強弱如何を観察

川

し，その成績を次の如くに記載す．

－：管底に全く菌聚落の発生を認め得ないもの

（完全発育阻止)．

＋：管底に明らかに菌聚落を認めるもの．

＋++：菌発育が相当顕著なもの．

冊：菌発育の程度が対照の3週間培養のものと

同等である場合．

而して培養3週後の成績に於いて菌発育阻止限

界濃度に最も近接し，而も菌発育の程度が冊程度

を示した試験管を選出し，これから調製した稀釈

菌浮勝液を以って前記と同様の方式によって当該

被検物質を以ってする第2回目の抗菌試験を行

う．斯くて第3回，第4回...…と同様方式の継代

培養を10回迄続行し，此の間に結核菌の当該抗菌

物質に対する感受性.(Sensitivity)に変化が招来

される事なきや否やを追究した．

処で，12種の被検物質の内DihydroStreptom-

ycin(DHSM),Isonicotinicacidhydrazide(I-

NAH)及びAcriflavineの3者では，菌の耐性

化が起ったのであるが，此等の菌に就いては其の

耐性化の恒常性如何を確めるべく，夫々を正常培

地に復帰継代せしめてから抗菌試験を行い,夫々

に対応する抗菌物質（即ちDHSM,INAH或は

Acriflavine)に対する耐性度に異変がないかを

吟味する実験をも行った．

実験成績

第1表は被検物質12に就いて人型結核菌“河

上株”を対象として行った耐性化実験の成績を

総括的に展示したものであるが,之を一目して，

A)o-AminoPhenol器とその酸化成績体の一

つである3-Anlinophenoxazone-(2)並びに

この酸化成績体から誘導された3-Diazophe-

noxazone-(2),3-Acethylammophenoxaz-

one-(2),3-ChloroacethylammoPhenoxaz-

one-(2),3-(N,N-Diethyl-P-alanylammo)-

Phenoxazone-(2),3-(p-Acethylammobe-

nzylideneamino)-Phenoxazone-(2)

更にAmethystvioletと8-Hydroxyqui-

nolmeの9物質にあっては夫交の結核菌に対

する抗菌力に於いては強弱の差異はあって

も，継代培養10代に及んでおりながら結核

菌のこれ等抗菌物質に対する感受性には些の

変異（増強或は減弱）も起らず，依然として

当初のま上，即ち

抗菌物質菌発育阻止限界濃度

1)o-Aminophenol……

1：640,000～1,280,000

2)3-Aminophenoxazone-(2)……

鵲結核菌がo-Axninophenol及び3-(N,N-Diethylglycylamino)~phenoxazone-(2)に対して耐性化しな
い事は既に松田によって実証されている．皿),'2）
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1：1,280,000～2,560,000

3)3~Diazophenoxazone-(2)……

1:640,000～1,280,000

4)3-Acethylaminophenoxazone-(2)……

1：1,280,000～2,560,000

5)3-Cmoroacethylaminopheno-

xazone-(2)……

1：320,000～640,000

6)3-(N,N-Diethyl-#-alanylammo)

Phenoxazone-(2)……

1：320,000～640,000

7)3-(p-Acethylammobenzylideneamino)-
phenoxazone-(2)……

1：40,000～80,000

8)Amethystviolet……

1：1,280,000～2,560,000

9)8-Hydroxyquinoline……

1：640,000～1,280,000

である，然し

B)DHSM,INAH及びAcriflavineの3物質

にあっては,何れもその耐性化実験の成績は，

前信己A)の場合に於けるそれと大いに趣の異

るものがあって，継代培養を重ねる毎に結核

菌の之等抗菌物質に対する感受性の低下が起
っている，

事が注目されよう．

今その代表的実験例を示せば孜の如くであ

る．

第2表は3Aminophenoxazone-(2)を以っ

ての成績である．即ちこ上では結核菌を始めて

3-AmmoPhenoxazone-(2)に露呈せしめた

第1回の抗菌試験では培養3週目に於いて3－

AminoPhenoxazone-(2)の1:1,280,000まで

結核菌の発育が起らず,1:5,120,000で+++程度

の発育が起っている．而してこの培養をもとと

して第2回目の抗菌試験を行ったものでは菌発

育阻止限界濃度は1：1,280,000で，1：2,560,

000では+H程度の発育が起っている．この様に

して第3→4－》5→6→7→8→9→10と継代培養を

続行すること10代に至っても菌発育阻止限界濃

度は依然として1：1,2帥,000にとどまり，全実

験経過を通じ結核菌の本物質に対する感受性に

鈍化が起ったという様な徴は些も認められな

い．

而して第3表及び4表は夫友Amethyst-

violet及び8-Hydroxyquinolmeに於ける実

験成績であるが，この両場合に於いても菌の感

受性は終始同じく何等低下していない（菌発育

阻止界濃度は終始一定であり，前者にあっては

1：1,280,000,後者にあっては1：640,000)．

処で,第5表はDHSMに於ける成績である

が，継代培養第2代から第3代に移る時に菌発

育阻止限界濃度が1：320,000から1:10,000(即

ち菌の当初のDHSMに対する感受性の1/64)

への低下が起っている．而も以後継代培養を重

ねる毎に感受性低下の度を増し，第8代に於て

1：625液に於ても猶菌発育が起る様になって

いる．

叉，第6表のINAHに於ける実験では継代

培養2代で既に菌のINAHに対する感受性の

顕著な低下が起り，以後継代培養を重ねる毎に

低下の度を増している．しかしこの場合は，

DHSMの場合に於けると異り，第4～6代目

にINAHに対する感受性が1:10,000～1:5,

000までとなり，以後この状態を10代まで保持

している．

他方,Acriflavmeを以っての実験では第7表

に示す様に継代培養6代までは階段的に感受性

の低下（1：320,000→1:20,000)があるが，

以後は大体この状態を保持して10代に及んでお

り，この点INAHに於ける実験成績に類似し

ている．

以上の様にDHSM,INAH及びAcriflavineで

は結核菌の耐性化が起るという成績が得られた

のであるが，此等の耐性菌の継代培養10代目の

ものを普通のKirchner培地に転培を重ねて7

ケ月後に抗菌試験を行ったところ，第5，6及

び7表に示した様に夫交の菌の耐性度に異変が

なく耐性化の度が恒定したものであるという結

果が得られた．

猶本項の実験で3-Aminophenoxazone-(2)
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と3-AcethylaminoPhenoxazone-(2)との抗

菌力が大体同一であり,3-Chloroacethyl-

aminoPhenoxazone-(2)及び3-Diazopheno-

xazone-(2),3-(N,N-Diethyl-@-alanylami-

no)-phenoxazone-(2)では効力や上劣り，

3-(p-Acethylaminobenzyndeneamino)-ph-

川

enoxazone-(2)では著しく微弱であるとい

う成績は3-Aminophenoxazone-(2)のNHm-

基に対し合成的操作を施す場合，その側鎖の種

類如何が抗菌性に影響する事を示すものであっ

て，此は亦化学構造と抗菌作用との関係から留

意に値する処といえよう．

I交叉試 験

前項の耐性化試験で結核菌がDHsM,mAH抗菌物質に対する感受性如何，即ち換言すれば

の外にAcriflavmeに対しても耐性となるとい交叉耐性の有無如何に就いての検討に移った．

う結果が得られたので，鼓に此等耐性菌の諸他

実験方法

1）耐性 菌 株 :c)Amethystviolet"

i)Dihydrostreptomycin-耐性河上株 d)8-Hydmxquinoline

ii)Isonicotinicacidhydrazide-耐性河上株e)Dihydrostreptomycm
iii)Acriflavine-耐性河上株 f)Isonicotinicacidhydrazide

何れも前項の第10if継代培養の菌より夫々正常の g)Acriflavine

lO％Ⅲ精加Kirchner蝋也に移植し,37｡Cで3週間3)実胸府式：

培養したものを使用する． 10％家兎血清加Kirchner培地を「メヂウム」と

2）供試抗菌物質： する抗菌試験法に準じ，各耐性菌株に就いて，上記

a)o-Aminophenol¥ 7抗菌物質を以っての比較抗菌力試験を行う．

b)3-Ammophenoxazone-(2)

I

実験成績

第8表はDihydrostreptomycin-耐性河上株

に於ける成績である．即ち本耐性株はDihydr-

ostreptomycinの1:625～1,250液でも尚発育

するという程の鈍感さであるに対し,o-Amino-

Phenol,3-AminoPhenoxazone-(2),Ame-

thystviolet,8-HydrOxyquinoline,Isonicotinic

acidhydrazide及びAcriflavineに対しては感

性母菌株に於けると同程度に感性〔夫/々の菌発

育阻止限界濃度は1：1,280,000,1：1,280,00

0,1:1,280,000,1:640,000,1:640,000及

Ofl:3",000)である事を見る．

而して第9表及び第10表は夫/EIsonicotinic

acidhydrazide-耐性河上株及びAcriflavine-

耐性河上株に於ける成績であって，こ上では

a)Isonicotinicacidhydrazide-耐性株は

Isonicotinicacidhydrazideのみに鈍感であ

り,爾他の6物質には高度感性である事,及び

b)Acriflavine-耐性株はAcriflavineのみに

鈍感であり，爾他の6物質には高度感性であ

る事，

が注目されよう．

今此等の成績を総括展示すると第11表の如く

なるのであるが，兎に角，本項の実験では結核

菌のDHSM,INAH及びAcriflavineに対す

器岡田13)はDHW治療患者の喀渓から分離したDHSハル耐性結核菌に就いて,o-Axnmophenolが有
効である事を試験管内抗菌試験並に実験約結核海摸に於ける治療実験で証明している．
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る耐生化は夫友特異的であって，交叉耐生がないという結果が得られた訳である．

××××X

Tablell
q

Showingthesummarizeddataincross-resistanceexperiments

ユ

配
一
ｎ

ｎ
“
ｃ
１

睡
皿
ｍ

ａ
ｔ
ｔ

ｌ
ａ
ｓ

２
１

４
－
ｓ
Ｗ

ｒ
ｅ
Ｋ

“
Ｒ
冊 2）

０
６

et

つｎｌ

ｎ

－
ｃ
七
９
－

．
卿
函
睡

恥
帥
迦
ｓ

⑧
Ｂ
制

、
海
恥
岻

８

00K10Strain

(mOtherstrain)

“
一ｅ

ｏ
ｄ

ｌ
ｌ
ｎ

ｎ
ｚ
ｔ
１

９
一
・
ａ
皿
函

ｔ

賊
錘
馳

ｏｃｌ
ｎ
■
■

。
．
●
Ｋ

Ｂ
１
Ｒ
ｎ

工
＠Ａ

⑧

Sen8Ltﾕve

ﾕeaeSmaitiVO一一一一ー一一．■■

処で今以上の諸実験成績に対し，

1)Acriflavine7)''8),8-Hydroxyquinoline7)

及びAmethystviolet'7)の3物質にあって

は,此等は何れも結核菌のみならず，溶血性

連鎖状球菌，黄色葡萄状球菌，肺炎双球菌等

に対しても強力菌発育阻止的である，

2)DHSM26)'26)'27)'28)は結核菌以外に大腸

菌，変形菌，インフルエンザ菌，百日咳菌，

肺炎桿菌，淋菌，野兎病菌，緑膿菌，ペスト

菌，黄色葡萄状球菌，溶血性連鎖状球菌等に

も有効である．然し

3)3-Aminophenoxazone-(2)は結核菌'>と

百日咳菌4〕に対して強力抗菌性であるが，黄

色葡萄状球菌,炭疽菌,大腸菌,志賀菌，チフ

ス菌，コレラ菌，緑膿菌,溶血性連鎖状球菌，

肺炎双球菌，ヂフテリャ菌，脳脊髄膜炎菌等

には無力4)である，

4)o-AminoPhenol7)''0)及びINAH19),21)は，

結核菌のみに特異的に作用するが，溶血性連

鎖状球菌,大腸菌，チフス菌,志賀菌，ヂフテ

リヤ菌,肺炎双球菌等には極めて微力である，

という事実に相照合考察するならば’鼓に結



川10

－

北

核菌に対し特異的抗菌力を発揮し而も菌の耐的に敏感であり，而も耐性化しない事は結核

性化が起らない物質はo-AminoPhenol(或化学療法に於ける耐性菌問題に関連せしめて

は百日咳菌の場合を除けば3AminoPhen- も，亦結核化学療法に於いては多種抗結核剤

oxazone-(2))の承であるという事となる訳の保有が要望(MultipleDrugRecommen-

である（第12表参照)も dation)されている現状に鑑ぷても，甚だ重

即ち結核菌がo-AminoPhenolに対し特異要視すべき処といえようか．

Tablel2

Antibacterialsubstancesinrelationtotheir

biologicalactivityagainst必′‘．,.′""〃‘"Z"J･2､I･

Possibilityof
tuberclebacilli

todevelop
drug-fastness’

Specificactivity
against

tuberclebacilli
Antibacterialsubstance

o-Aminophenol

3-Aminophenoxazone-(2)

Amethystviolet

8-Hydroxyquinoline

Dihydrostreptomycin

Isonicotinic

acidhydrazide

Acriflavine

う

＋
十
一
一

く

一
一
一
一
十
十
十

I

十

結

本研究ではo-Aminophenolとその酸化成績

体の一つである3-AminoPhenoxazone-(2)並

びにこの酸化成績体から誘導された3-Diazo-

phenoxazone-(2),3-Acethylaminopheno-

xazone-(2),3-Chloroacethylaminopheno-

xazone-(2),3-(N,N-Diethyl-"-alanylamino)-

Phenoxazone-(2),3-(p-Acethylaminobenzy-

lideneamino)-phenoxazone-(2)の5物質，

更にAmethystviolet,8-Hydroxyquinoline,

Acriflavme,Dihydrostreptomycin及びIso-

nicotinicacidhydrazide等各種系統に属する

抗菌性物質12を選び，此等物質に対する人型結

核菌の耐性化能如何を試験管内耐性化試験法に

準じて追究した．其の主な知見を摘記せぱ次の

様である：

1)o-AminoPhenol,3-AminoPhenoxazone-

(2),3-Diazophenoxazone-(2),3-Acethyl-

ammophnoxazone-(2),3-Cmoroacethyl-

三五
pp

aminophenoxazone-(2),3-(N,N-Diethyl-

8-alanylamino)-phenoxazone-(2),3-(p

-Acethylaminobenzylideneamino)-pheno-

xazone-(2),Amethystviolet及び8-Hydr-

oxyquinolineの何れに対しても結核菌の耐

性化が全然起らなかった．

2)Dihydrostreptomycin及びIsonicotmic

acidhydrazideに対して結核菌は容易に耐性

化したが，他方Acriflavineに対しても亦結

核菌の耐性化が起った．

3）斯くして得られたり池ydros廿eptomycin-

耐性菌株,Isonicotinicacidhydrazide-耐性

菌株並びにAcriflavine-耐性菌株に就いて

a)耐性株は何れも，之を正常培地に転培し

も，耐性度の低下（即ち感性への復帰〕が

起らず，夫等の耐性度が恒定したものであ

り，而もDihydros廿eptomy℃in,Isonicoti-

mcacidhydrazide及びAcriflavmeに対
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し夫/亀噂耐性化した菌の間には交叉耐性がな

い事，及び

b)o-Ammophenol,3一AminoPhenoxazon-

e-(2),8-Hydroxyquinonne及びAme-

thystvioletはDihydrostreptomycin-,Iso-

nicotiniCacidhydrazide-及びAc㎡la-

vine-耐性菌の何れに対しても強力抗菌性
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Table2
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