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Buu-Hoi三 〉らに よつ て合 成 され た チ オ ウ レア の二 重 置

換 誘 導 体4-4'一 ・Diisoamy1◎xythiocarbanilide(Is◎xy1⑪,

Disoxy1⑪)(以 下Isoxy1と 略)の 生 体 内 抗菌 活 性 は,は

じめ 抗 癩 化 学 療 法 剤2>3>と して と りあ げ られ て い たが,

Tacquet,Macquet4)ら に よつ て,invitroお よびinvivo

で の 結 核菌 に対 す る抗 菌 力 に つ い て発 表 され て よ り,結

核 症 に 対す る新 化 学 療 法 剤 と して も注 目され る よ うにな

つ た 。そ の 後Freerksen5)ら も動 物 実 験 を 行 なつ た 結果,

抗菌 力 はINHやstreptomycinに は劣 るけれ ど も,

"miner"級 の抗 結核 剤 と して の効 果 を 認 め て い る
◎

著 者 もIs◎xy1の 分 与 を 受 け,主 と して動 物 実 験 を行

な つ た が,こ れ に先 立 つ て 行 な われ たIsoxylの 試 験 管

内 実 験 の成 績 は,そ の 結核 菌 発 育 阻止 力が 比 較 的弱 い こ

とを 示 し た 。 す な わ ちIsoxy1は 水 に 難 溶 性 の た め

ethano1を 溶 剤 と して,キ ル ヒナe-・・一半流 動 培 地 を用 い て

結核 菌 に対 す る 発 育 阻 止 力 を しらべ た が,H37Rv株 は

25～50mcg/ml,Ravene1株 は10mcg/mlで それ ぞ れ

発 育 が阻 止 され,そ の抗 菌 力 は 弱 い もの で あつ た。 また

小 関6)ら も,Tacquet4)ら と同 様 の 実験 手技 で行 な つ た試

験 管 内実 験 で,著 者 の成 績 と同 等 の抗 菌 力 しか 認 め てい

な い。

この よ うに,試 験 管 内 で 弱 い 抗 菌 力 しか 示 さ な い

Isoxylを 用 い て,動 物 実 験 を 行 な つ た が,実 験 目標 を

① 延 命 効 果 の=有 無 に よ るIs。xy1の 抗 菌 力判 定 お よび

既 知 抗 結 核 剤 との 比 較,② 臓 器 定 量 培 養 に よるIsoxy1の

治 療 効果 の確 認,③Is◎xy1と 同 様 に,構 造 中に チ オ尿

素 基 を 有 す るThiocetazon(以 下Tb1と 略)に 耐 性 の

結 核 菌 感 染 マ ウス に 対 す るIsoxy1の 延 命 効 果 の有 無 の

検 討 にお くこ と と した 。

実 験 材 料 お よび 方 法

使 用 動 物:体 重 約209のdd/Y系6マ ウス

感 染 に 使 用 した 結 核 菌株:

1)牛 型結核菌Ravene1株(実 験1お よびll)

2)Tb1耐 性牛型結核菌Ravene1株(実 験皿)

Tblloomcg/m9含 有1%小 川培地よりのone-step

分離株。

2%eAlbumin(栄 研)加Sauton培 地 に7～10日 表

面培養した上記2菌 株の菌膜を,濾 紙吸湿後,水 晶球入

り丸コルベンにて形のごとく菌液をつくり,実 験 目的に

応じて,適 当な菌量をマウスの静脈内に感染 した。感染

後,表1,表2,表4に 示したデザインによつてマウス

を群分し,感 染翌日から,経 口的に各濃度の各薬剤をそ

れぞれ1日1回 投与した。実験1で は週6回2週 間,実

験皿および皿では週6回3週 間続けた。

Is◎xy1は 水に難溶のため,Tacqueta)ら は蒸溜水に

懸濁してモルモットに経口的に投与しているが,著 者の

経験では,蒸 溜水懸濁法ではIsoxy1が 水層上に分離し,

動物に投与可能な懸濁状態 とな しえなかつたので,

Rhuland7)ら がstreptovaricinを 懸濁 した方法になら

い。2.5%ゼ ラチン溶液を使用した。この方法で良好な

Isoxy1懸 濁液を作製することができたので,そ れを投与

した。また対照薬剤として用いたTb1お よびEthionia-

mideも 同様に2.5%・ ぜラチン溶液に懸濁し,INHの

み は蒸溜水に溶解して使用した。

実験1お よび実験皿では感染後のマウスの死亡匹数お

よび生存日数を記録し,実 験∬では薬剤投与中止後2日

目に全動物を屠殺し,剖 検して内臓所見を肉眼的に観察

したのち,肺,脾 の定量培養を行なつた◎すなわち肺,

脾 とも全臓器を使用し,1%NaOH液 を加えつつ100

mg/ml乳 剤とし,蒸 溜水で10倍 稀釈を行なつて・適当

稀釈のものを1%小 川培地に接種した937℃ に3週 間培

養後,発 生集落数を数えて,臓 器10mg中 の生存菌数を

算定した。

Ryuji KAKU (Department of Tuberculosis, National Institute of Health,  Kamiosaki-Chojamaru, 

Shinagawa-ku, Tokyo, Japan): Effect of 4, 4'-Diisoamyloxythiocarbanilide (Isoxyll) in Experimental 

Tuberculosis of Mice. —Kekkaku, 38 (2) : 67-72, 1963. 
* Isoxyl : Continental Pharma OAi10
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実験成績および考察

実 験1:マ ウ スの 生 存 日数 差 に よ るIsoxylの 抗 結

核 菌 力判 定 。

表 ユに 示 した デザ イ ンの もと に こ の 実験 を 行 な つ た◎

す な わ ちRavene1株 で 感 染(感 染 生 菌 単 位 数8.6×106)

した140匹 の マ ウス を20匹 ず つ7群 に 分 け ◎ この うち

の3群 にIsoxy1,1群 にINH,1群 にEthi◎niamideを

投 与 し,薬 剤 を投 与 しな い対 照 群 と して,薬 剤 の 懸 濁 に

使 用 した2.5%ゼ ラチ ン溶 液 の み 投 与 の群 と,無 処 置 群

との2群 を お い た 。

Table1.DesignfortheFirstExperime捻t

1職fectedintra-

venouslywith

Mvcob.Tub.

var.bovis

(Ravene1)

8.6×106v.u.

Group

(Nt象mberof

an三ma1S)

Tズeatedwith

0

0

0

0

0

2

2

2

2

2

20

20

Isoxyl

Isoxyl

Isoxyl

INH

Ethi◎niamide

2.5%soln。

◎fgelatin

Control

け るIs◎xy1の 抗 結 核 菌 力 をINHお よびEthioniamide

と比 較 す る と,Isoxy11獅9/mouse投 与群 のsurvival

curveはINHo.1獅9/mouse投 与 群 お よびEthioれiamide

1?麓8/mouse投 与 群 の それ とほ と ん ど重 な り,こ の3群

のST50は そ れ ぞれ32.8±2、99日,32.8土5・09日 お

よび31.7土3.79日 で あ つ た ◇

この 成 績 か らみ れ ば,Isoxy1のinvivoで の抗 結 核

菌』力はEthio煎amideの そ れ と等 し く,INHの1110程

度 の 活 性 を 有 して い る と思 わ れ る。

Is◎xy15〃 多9/mouse投 与 群 が以 上 の群 よ り長 く生 存 し

た の は もち ろ ん で あ り,し か も急 性 毒 性,遷 延 性 毒性 お

よび 頻 回 投 与 に よ る慢 性 毒 性 と思 わ れ る所

見 もみ られ な か つ た ◎

Ad貌 三訟istratio慕

dose/mouse/day

5mg

lmg

O。5mg

O.1mg

lmg

0.2m1

None

Ffg。1.EffectoflIsoxylagai賞stExperimer}tal

TuberculousInfectioninMice(Exp.1)

-N望 厳 謝 鮎 ←…1・ ・xyllmg

Inf¢c鍼o織o-Gelati鑓treat
. ト 嚇磁 翫hio驚la騰ide工mg

cOhtrol6一 鴫INHO、 王鵜9
Therapy《 レー。りIsoxylO

。5鵜9携 一。一噸1§oxy15a蓋9

Dayきafter三駐fectio臓

感 染 後 の各 群 マ ウ ス のsurvivalcurveは 図1の ごと

くで あ る◎ 無 処 置 対 照 お よび ゼ ラチ ン投 与 照 群 の マ ウ フ

は,感 染 後12～13日 目か ら死 亡 しは じめ て18日 目ま

で に全 動 物 が 死亡 し,平 均 生 存 日数(ST5◎)が,14。7土

ユ、4日 お よ び,15.3土1.22日 で あ つ た 。 これ に 対 し,

Is◎xy1投 与 群 で は0.5辮8/mouseの 最 少投 与 量 群 で も,

そ のST5。 は20,7土2.49日 と延 命 され,対 照 群 との 間

に推 計 学 的 に有 意 の差 がみ られ,ま た1獅8/rn◎useで

は,ST50は さ らに 延 長 さ れ て,32.8土2。99日 とな り,

明 らか な延 命 効 果 が 認 め られ た 。

こ のIsoxy1の 延 命 効 果,換 言 す れ ば,invivoに お

実験皿:

力の判定。

実験∬のデザインは表2に 示 した。この実験では実験

1に 対照薬剤として使用 したINHの 代 りにTb1投 与

群をおいたが,こ れはIs◎xy1と の抗菌力を比較する目

的と同時に,Tb1耐 性菌感染実験を行な うに先立ち,そ

のTb1投 与量が感性菌感染マウスに有効な量であるこ

とを確認する目的のためでもある。

またEthio嶽iamideとINHと の抗結核

菌力の差はマウスを用いたRist8)ら の実

験成績と同じく,EthioniamideはINHの

1/10程 度 の抗菌力であつた◎

なおIsoxy1お よびEthioniamideの 懸

濁に使用した2.5%ゼ ラチン溶液自身は,

マ ウスに感染した結核菌の増殖になんらの

影響をも及ぼさないことが分かつたので,

以後の実験にはゼラチン投与対照群をおか

ず,無 処置対照群のみをおいた◎

臓器定量培養法によるIsoxylの 抗結核菌

Fig.2。AverageBodyWeightChangeofFour

GroupsofTuberculousMiceTreatedwith

IsoxylTb1,1314ThandofNon-treated

Contro1(Exp.2)
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Table2.DesignfortheSec◎ndExperime薮t

Iafectedintra-

ve並ouslywith

Ravenelstrain

2>ぐ106v.U.

Group

(Numberof

a且三maユs)

Treatedwith

(U

AU

Aり

ハU

雪■

璽
∴

1

1
二

Isoxyl

Tbl

EthiORiamide

C◎ 簸tro1

Admi簸istratio簸

dose/血ouse/d包y

1mg

lmg

lmg

None

まずIsoxy1投 与,Tb1投 与,Ethioniam玉de投 与お

よび無処置対照の4群 のマウスの,感 染後3週 目までの

平均体重の推移をみると,図2に 示したごとくである。

薬剤を投与 した3群 ともに体重は増加 し続けているが,

無処置対照群では感染後2週 目まで増加 していた体重

Table3。NumbersofViableBacterialUnits

RecoverdfromtheLungandSpleenof

theMice(Exp.2)

Numberindicatesviablebacterialu漁itsi捻10mg

ofthetissue

Organ

LungSpleea

が,3週 目には下降を始めている。この体

重の推移のみからでもIS◎xylの 有効なこ

とが推定できる◎

この4群 のマウスを菌感染後23日 目に

屠殺し,肺 および脾107雑8中 の生菌単位

数をしらべた結果は表3の ごとくである◇

剖検時の肺の肉眼的所見を結核結節の多

寡により(十)一(冊)の4段 階で記載すれ

Groups

N◎n-treated

c◎ntro1

Isoxy1

Tb1

Ethioaiamide

MouseNo.

1
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3

4

5

6

7

8

9

1

2
3
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5

6

7

8
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0

1

1
1

1

1

1

1

1

1

2

1

2

3

4
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7

8
9

0

2

2

2

2

2

2

2

2
2

3

1

2

3

4

5
6

7

8
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0

3

3

3

3
3

3

3

3

3

4
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000

000

000

000

000
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7
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4

3

9
創
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1
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1

3
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1
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1

1
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000
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500
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7
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1
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4

1

000
500

000

000

000

000

000

500

000

7

3

0

4

6

2

3

1

4

3
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3
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2002
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5005
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0502

7002

1004

ば,無 処 置対 照 群 の肺 所 見 はす べ て(柵)で,高 度 の 結核

進 展像 が み られ るが,Is◎xy1,Tb1お よびEthionia-

mide投 与3群 の それ は(+)一(暑)で あ り,ま た 肺 の平

均 重 量 も,無 処 置 対照 群 が 約377獅9で あつ た のに対 し,

薬 剤 投 与3群 中 もつ と も重 か つ たEthioniamide投 与 群

です ら約217獅gで あ つ た。

臓 器 定 量 培 養 成績 と こ れ ら の 所 見 か らみ て,Isoxy1

17π8/mouseの 投 与 は マ ウス実 験 的結 核 症 に対 して 治 療

効 果 の あ る こ とが よ り明 らか に なつ た と同 時 に,マ ウ ス

肺 内 の 生菌 単位 数 で み て も,Isoxy1はEthioniamideの

抗 菌 力 とほ ぼ 等 しい こ とが 確 認 され た。

またTblb%9投 与 はIsoxy1やEthioniamideの

1柳g投 与 よ りす ぐれ た抗 菌 力 を示 した 。 そ こで実 験 皿

に お い て,Tb1耐 性 菌 感 染 マ ウス に処 置 す るTb1の 投

与 量 も1獅g/m◎useと す るこ とに した ◎

実験 皿:Tb1耐 性Ravene1株 を 感染 した 結 核 感染

マ ウス に対 す るIsoxy1の 延 命 効果 。

一 般 に,あ る薬 剤 に 対す る耐性 の交 叉性 を し らべ るに

は,ま ずinvitroで の実 験 が行 なわれ る のが普 通 で あ

るが,上 述 の よ うにinvitroに お け るIsoxy1の 抗菌 力

は 弱 く,し か も菌 発育 阻 止 を示 す 濃度 と,培 地中 にIs◎xy1

が析 出 して くる濃 度 とが 非 常 に接 近 してい るため,他 の

薬 剤 耐性 菌 との交 叉 性 を 加vitroで 明 らか にす る こと

が で きな か つ た 。そ こでそ の検査 の場 をinvivoに 移 し.

表4に 示 す デ ザ イ ンに よ り実 験 を行 なつた ◎

感 染 に使 用 したTb1耐 性Rave捻e1株 はTb1100携og/

獅Z含 有1%小 川 培 地 よ りone-stepで 分 離 した 株 で あ

る◎

Isoxy1投 与,Tb1投 与,Ethioniamide投 与お よび無

処 置 対照 の4群 の平 均 体 重 の推 移 は図3の ご と くで,菌

接 種3週 後 まで 体 重 の増 加 がみ られた もの はEthi◎nia-

mide投 与 群 のみ で あ り,Isoxy1の1獅g/m◎useを 投与

(実 験1,∬ で 感性Ravene1株 感染 マ ウ スに対 し有効 と

確 認 さ れ た投 与 量)し て も,感 染 後3週 後 に は平 均体 重

が感 染 前 体重 よ りも低 下 し,し か も3/10の マ ウ スが生

存 してい るの み であ つ た。 これ らの マ ウス の生 存 日数を

s蟹vivalcurveで 示 した もゐ が,図4で あ る。

こ の図4で 明 ら か な よ うに,Is◎xy11獅g投 与群 の

survivalcurveは 無 処 置 対照 群 の そ れ とほ とん ど等 し

く,ST5。 で も全 く延 命 効果 が認 め られ な かつ た。 これ
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Table4.DesignfortheThirdExperiment
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に対し,invivoでTb1耐 性 となつた菌に対 しては耐

性が交叉するがinvitroで 分離 されたTb1耐 性菌に対

しては耐性が交叉しないと報告o)～12)され ているEthio-

niamideを 投与した群のみは明らかに生存 日数の延長を

示 した。

このことからIsoxy1はTb1耐 性菌に対しては無効

であ り,Tbll耐 性菌はIs◎xy1に 対 しても耐性であるこ

とは明らかである。

この感染実験に使用 したRavenelR-Tb1

株 のinvitroで の耐性度検査は行なわな

かつたが,感 性Rave漁e1株 感染マウスに

対 しては十分な治療効果を示 した投与量の

Tb11獅81mouse(実 験 皿)で 処置 した群

に,無 処置対照群とほとんど差のない死亡

がみられていることから,こ の実験 目的に

は 十 分 なTb1耐 性 株 で あ つ た とみ なす こ とが で き る。

Mayer13)～!5)ら は,チ オ 尿 素 誘導 体 の抗 結 核菌 力 を検

討 し,Diphenylthioureaの 誘 導体 が一 般 に 強 い抗 菌 力

を有 す る こ とを報 告 し,Youm飢s霊6)ら もThiocarbaPi・

1ide類 の 抗 菌 力 を 認 め,そ の 後Thiocarba鶏ilide化 合

物 の一 つ で あ るThiocarbanidi獄eの 抗 結 核 菌 作 用 が 追

求17)18)さ れSteenken勘2。 〉 は,Thiocarbanidi徽eは

Tb1耐 性H37Rv株 の発 育 を 阻 止 しえ なか つ た と報 告 し

て い る 。こ の こ とか ら もThiocarbanidi漁eと 同様 にThio・

carbanilide化 合 物 の一 つ で あ るIsoxy1がTb1耐 性 菌

を 阻 止 しえ な い で あ ろ うこ とは予 想 され た こ とで あ る9

以 上Isoxy1のinvivoに お け る抗 結 核菌 力 に 関 す る

実験 成 績 を述 べ た が,と くに注 目す ぺ き こ と はinvitro

で の 抗菌 力 の 弱 さ に比 べ てinvivoで の抗 菌 力が 意 外 に

強 力 な こ とで あ る。

著 者 お よび 小 関6)ら のinvitroに おけ る抗 菌 力 と,結

核 菌 に対 す る最 少 発 育 阻 止 濃 度 がo.5郷g1甥zで あ る と

い うTacquet4)ら のinvitroで の成 績 と の抗 菌 力出 現

の 差違 の 原 因 につ い て は 明 らか で な い が,彼 らがinvivo

で の抗 菌 力 試験 の た め に,皮 内 にH37Rv株 を 接 種 した

モ ル モ ットにIsoxy1を 経 口的 に 投 与 し,皮 膚 に 形 成 す

る 結核 性 潰 瘍 の 大 き さ を測 定 してIsoxy1の 抗 菌 力 を検

討 した 実 験 では,10甥g1ゐ8の 投 与 です ら潰 瘍 の縮 小 が

み られ,507物8ノ 舷 に よ り一 層 明 白 な潰 瘍 縮 小が 認 め ら

れ た と報 告 して い る。

ま た マ ウ ス を使 用 したFreerksen5)ら に よれ ぽ,Isoxy1

100甥8/為8の 投 与 はPAS500餌gノ ゐg投 与 よ りす ぐ

れ,Ethioniamide50甥8ノ ゐ8と ほ ぼ 等 しい 延 命 効 果 を 示

した とい う。Isoxy117鶉9を 体 重 約208の マ ウ スに 投

与 して(約50甥9/ゐ8)明 らか な延 命 効 果 を 認 め た 筆 者

の 実験 成 績 もほ ぼ これ と一 致 して い る。

これ ら の こ とか ら,invitroで 弱 い 抗 菌 力 しか 示 しえ

な いサ ンフ.ルは,invivotestま で 行 なわ ず に捨 て去 ら

れ て い る現 行 の抗 結 核 化学 療 法剤 のscreeningtest法

に も一 考 を 要す る点 が あ る と思 わ れ る◎

結 論

Thioureaの 二 重 置 換 誘 導 体 であ る4-44'Diis◎amy1◎xy

thi。carbanilide《Is。xy1②,Dis・xy1⑬)のinviv◎}こ お

け る抗 結 核 菌 力を 検 した 結 果 。



1)薬 剤感受性菌感染によるマウスの実験的結核症に

対するIs◎xy1の 抗菌力は・延命効果でみても,臓 器定

量培養成績によつても1mg/mouse(50mg/kg)の 経q

投与により明らかに示され,そ の抗菌力はEthioniamide

のそれとほぼ等しく,INHの1/10に 相 当した。

2)Tb1耐 性菌感染マウスに対しては,1mg/mouse

投与で全 く延命効果がみられず,Tb1耐 性菌はIs◎xyl

に もまた耐性であることが分かつた。

3)invitroで 分離されたTb1耐 性菌は,Ethionia-

mideと の交叉の場をinvivoで 行なつても,Ethionia・

mideに 感受性であつた◎

4)invitroで 弱い抗結核菌力しか示さない化学療法

剤でも,invivoで 強い抗結核菌力を示す可能性が示唆

され,invitrOで のSCreeningteStの みではinvivOで

強 い抗菌力を発揮する薬剤を見落とすおそれがあると推

察される◎

稿を終えるに臨み,御 指導,御 校閲を賜わつた予研結

核部室橋部長,金 井室長ならびに小関室長に深謝すると

ともに,実 験に協力された岡本技官ならびにIsoxy1の

分与を載いた明治製菓に深 く謝意を表す。
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 Effect of 4-4' Diisoamyloxythiocarbanilide (Iso-

xyl) in Experimental Tuberculosis of Mice. 

 Isoxyl is a di-substituted derivative of thiourea 

and was prepared by Buu-Hoi et al. Chemically it 

is 4-4' Diisoamyloxythiocarbanilide. 

 Isoxyl is of particular interest because of its anti-

microbial activity against Mycobacterium tuberculosis 

as minutely demonstrated by the in vitro and in vivo 

experiments made by Tacquet et al. 

 This paper is concerned with the confirmation of 

therapeutic effect of Isoxyl against experimental 

mouse tuberculosis.

 1) Isoxyl treatment of mice infected with the 

drug-susceptible Ravenel strain of Mycobacterium 

tuberculosis var. bovis. 

 Albino dd/Y male strain of mice were intrave-

nously infected and drug administration was initiated 

a day after the infection. These one hundred mice 

were divided into five subgroups of each twenty. 

Three groups of them were treated with Isoxyl in 

a dose of O. 5, 1 or 5 mg per mouse respectively. 

Another group was treated with O. 1 mg of isoniazid 

and still another group with 1 mg of ethioniamide 

as the positive control. Isoxyl and ethioniamide



were suspended in a  2.  5 per cent water solution of 

gelatin and isoniazid was used as a water solution. 

Bisides these groups, a non-treated control group 

and a gelatin-administered group were arranged. 

  Under these conditions, the non-treated control 

had an average survival time of 14. 7±1.4 days and 

the gelatin control had an average survival time of 

15. 3 ±1. 22 days before succumbing to their disease. 

In the group administered with Isoxyl in a dose of 

1 mg for a period of three weeks, all of the animals 

survived 32. 8 ± 2. 99 days on the average. The 

efficacy of Isoxyl as revealed by this prolongation 

of survival time is almost equivalent to that of 1 mg 

of ethioniamide or O. 1 mg of isoniazid. (Fig. 1). 

  Thus, it will be seen that Isoxyl is ten time less 

active than isoniazid, but much the same as ethio-

niamide in dose level. The same dose-efficacy rela-

tion was obtaind in the additional experiment in 

which viable bacterial counting of homogenized 

organs was conducted instead of observing survival 

days. (Table 3). 

 2) Antibacterial activity of Isoxyl against the ani-

mals infected with Tbl resistant tubercle bacillus.

  A Tbl-resistant strain isolated from Ravenel strain 

in a single-step on glycerol egg medium (Ogawa's) 

contaning 100 mcg,Tb1 per ml was used in this exper-

iment. Forty mice were infected intravenously with 

the above strain. The animals were divided into four 

groups of ten each and treatment was started on a day 
after the infection. One group was left untreated as 

control. The remaining three groups were treated as 

follows 

   Group 1. 1 mg per mouse of Isoxyl once daily 

              orally. 

   Group 2. 1 mg of ethioniamide once daily 

              orally. 

   Group 3. 1 mg of Tbl once daily orally. 

  Treatment was continued for three weeks. 

Average survival time in each group was as follows 

   Control21. 4 ± 1. 63 days 

   Isoxyl21. 7 ± 1. 87 days 

  Tbl23. 2 ± 2. 37 days 

   ethioniamide42. 8 ± 5. 09 days 

 It will be seen that Isoxyl has not antibacterial 

activity against the Tbl resistant microorganisms.


