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RifamycinSV(RM)は イ タ リアのSensiな ど1)によ り

Streptomycesか ら分離 された新抗生物質で,試験 管内実

験で結核菌に有 効なことが注 目された。Timba1な ど2),

Blasiな ど3)および東村な ど4)はマ ウスおよび モルモ ット

の実験 結核 にRMの 単独投与が有効 であることを認め,

Monaldi5)は 人間の結核症 に局所注入を行なつて有効で

ある と述べ ている。RMは は じめ局所 刺激作用があ るこ

とが知 られたが,Curciな ど6)がpolyvinylpyrr◎lidone

に溶解 することに よ り筋注が可能 なことを見出だ してか

ら実用化が促進 され,グ ラム陽性菌感染に対す る臨床効

果 はす でにほぼ確認 され ている。 したがつて向後の問題

点 は結核症 の治療に実用で きるか否か とい うことの ごと

く思われ る。上述の一連 の動 物実験 の結果2)Ni)は一応結

核症への実用 の可能性 を示唆す るとともに,RMのin

viVO効 果がinvitro実 験か ら期待 されたほ どで もない

ことを示 している。 もつ ともイ タ リアの研究者1)7)はは

じめDubos培 地を用いてINHに 匹敵す る抗菌 力 を 認

めて多大の期待を懐 いたのであ るが,卵 培地を用いたわ

れわれの成績 ではinvitroの 発育阻止力はINHよ りは

るかにSMよ りも若 干劣 り,お およそKMに 匹敵する

ものであつた。Monaldi5)は 人体応用 の手 ごた えか ら

RMの 臨床効果はINH,SMに 劣 ることを予想 している。

この よ うな状況を考慮すれば,RMの 実用化はむ しろ他

抗結核剤 との併用 にその重点を おかねばな らぬ し,ま た

そ うするのが抗結核剤使用 の常道で もあ る。われわれ が

併用効果観察のための動物実験を行なつた理由 もまた こ

こにあ る。

RMと 他 抗結核 剤 との併用効果に関す るわ れ わ れ の

invitro実 験 の結果は,RMと 他抗結核剤 との間に拮 抗

を認めず,RMと 他抗結核剤 との併用が可能である こと

を示 した。併用 効果は実験条件に よ り相当の影響を受 け

ることは十 分考慮 しなければ ならぬが,マ ウスを用 いた

今回の動物実験 の結果では,1314ThとRMの 間には

「陽 性 の 併 用 効 果 」8)を認 め る こ とは で きず,む しろINH,

SMま た はKMと の 間 に 「陽性 併 用 効 果 」(不 関性in

difference以 上 の 効 果)を 認 め た。

実 験 方 法

被 検 菌 人 型 結核 菌H37Rv株 を 用 い た◎ あ らか じめ

マ ウ スに 注 射 して6週 後 に 分離 した菌 をL6wenstein変

法 培 地9)に4週 培 養 した の ち,ガ ラ ス玉 と振 湯 して均 一

化 して生 理 食 塩 水 に浮 遊 し,そ の0.1mlを マ ウス腰 部

の 筋 肉内 に 注 射 した 。

マ ウス マ ウス は 実験 動 物 中央 研 究 所 か ら 購 入 し た

CF#1系 マ ウ ス(雄 性,体 重17.7±2.04g)を 用 いたo

しか し一 部 の 実 験(RMと1314Th併 用)に は,当 所

で 飼 育 したdd-N系 マ ウス の 近交 系 の も のを 用 い た 。

薬 剤 の 投 与 実 験A(CF#1系 マ ウ ス使用)で は,i接

種 生 菌 数 は 」匹 当 り1.07×108で,接 種 の 翌 日か ら治 療

を 開 始 した 。 マ ウス は8群 に分 か ち,次 の ご と く薬 剤 を

投 与 した 。 薬 剤 投 与 は背 部 皮 下 に 皮 下 注 射 す る方法 に よ

つ た 。RMは イ タ リアLepetit製 で,10%opolyviny1-

pyrrolidone(K-17)に10%の 割 合 に 溶 解 した の ち,さ

らに10倍 に 薄 め て使 用 した。

(1)対 照 群:生 理食 塩 水O.2mlを 毎 日皮 下 注 射 ◎

(2)RM群:RMlmg(10mg/ml×O.1ml)を 毎

日皮 下 注 射 。

(3)INH群:INHO.1mg(1mg/ml×O.1ml)を

毎 日皮 下 注 射 ◎ 一

(4)SM群:dihydrostreptomycinsulfate◎(SM)

1mg(10mg/ml×o.1ml)を 毎 日皮 下 注 射 ◎

(5)KM群:kanamycinsulfate(KM)2m8(20

mg/mZ×o.1ml)を 毎 日皮 下 注射 ◎

(6)INH十RM群:INHO.1mg十RMlmgを 毎 日

皮 下 注 射 。

(7)SM十RMi群:SMlmg十RMlmgを 毎 日皮
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下 注 射 。

(8)KM十RM群:KM2り 鷲9十RM1獅8を 毎 日皮

下 注射 。

治 療 は菌 接 種 後,7週 ま で続 け た◎RM1甥9の 投 与

は マ ウス 平均 体 重 が1乞79で あ るの で,56・5〃39/ゐ9に

相 当 す る 。

実 験B(dd。N系 マ ウス使 用)はH37R7株 の 接 種 生 菌

数 は2.22×108で 次 の4群 に 分 け て 治療 した 。

(1)対 照 群:10%propyleneglyco1含 有 生 理 食 塩

水0.1〃 μ 毎 日皮 下 注射 。

(2)RM群:RM1隅8(10甥8加Z×O・1獅Z)を 毎 日

皮 下 注射 ◎

(3)1314Th群:α 一ethylthioiso獄ic◎ti路amide

(1314Th)o.1甥8・(1辮9/溺Z×o.1携Z)を 毎 日

皮 下 注射 。1314Thは まず10〃381甥zの 割 合 に

Propylene91yco1に 溶 解 した の ち,生 理 食 塩 水 で

薄 め て17π9/梛 液 と した 。

Fig.1.EffectofRifamycinSVa鶏dIsoniazid

UsedSinglyorinCombinationon

Experime獄talTuberc犠10sis

inMice(ExperimentA)

(4)RM十1314Th群:RM1甥9十1314Thq1り ㎎

を毎 目皮下 注射。

薬 剤投与 は接種 翌 日に開始 し,6週 まで続 けた。マ ウ

ス平均体重 は12.0土3.09で 雌雄混合 である。 したがっ

てRM投 与量は83.4〃391ゐ9で あつた◎

治療効果 の判定 治療 効果は加藤 など10)のマ ウス全身

ホモゲナイズ法 と東村 など11)～13)の渦 巻白金耳接種 法を

コンビに した方法を用 いて測定 した。すなわち,マ ウス1

匹 当 りの結核菌生菌単位 数の消長を もつて効果判定の指

標 とした◎方法 はマ ウス3匹 を秤量 したのち,尾 とツメ

を切 り,身体 をハサ ミで分断 した後,ホ モゲナイザ ー(ミ

キサー)にか けて液状 とし,こ れ に体 重の10倍 量 の2%

NaOH液 を加えて撹 拝 したのち10分 間放置 し,そ の原

液および10倍,100倍,1,000倍 および10,000倍 希 釈液

を渦 巻白金耳 で0.02甥Zず つLδwenstein変 法培地 に塗

抹 接種 した。 ゴム栓を施 して37℃3週 間培養 したのち,

集落数を算定 した。マ ウス1匹 当 りの生菌数(生 菌単位

Fig.2.EffectofRifamycinSVandStrepto・

mycinUsedSinglyorinCombination

onExperimentalTuberculosis

inMice(ExperimentA)
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数)の 算定の基礎 としては,培 地(薬 剤な し)上 に50に

もつ とも近い集落数 を示す希釈度を用いた◎集落数は培

地5本 の平均値 を とつた。 マウス1匹 当 りの生菌 数は次

式に よ り計 算され る。

a×50×10x1㊥x(平 均体重 、9〃3)

ここにaは 集落数,50倍 するには接種量0.02〃3Zを

1"Zに なおすた め,10倍 す るのは2%NaOH液 で10

倍希釈 した のを修正す るため,1㊥ 倍す るのは希釈度を

かけたものであ る。既報12)のごとく,渦 巻 白金耳接種法

のほ うが ピペ ット接種 法よ りも正確 な値を与え る。

実験成績ならびに考察

実績成績は図1～4に 示 した。

成績はC群1系 マウスを用いた実験A(図1～3)

のほ うが対照群 の 「マウス1匹 当 りの生菌 数」 の消長 も

きれいで,よ く撤つた成績が得 られた。なお図1～3に

は,対 照群 とRM群 の成績は重複 して画かれてい る◎

結果はRM1魏9す なわ ちRM約60り 物8/為9の投与

Fig.3.EffectofRifamyci簸SVandKanamy-

cinUsedSinglyorinCombinationon

ExperimentalTuberculosisin

Mice(ExperimentA)
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群で,生 菌 数が持続 的に少な く,RMが 明 らかに有効で

あ ることを示 した。 この投与量 を体重50ゐ9の 人間に換

算す れば,約38に 相当す る。 もちろんマウスの量をそ

のまま人間に換算す るのは無理であるので,要 は各抗結

核剤間の効果の比較のほ うが重要 と思われ る。 この意味

では,被 検条件で比較 したか ぎ りでは,RMは その1/10

量のINHに か な り劣 り,同 量のSMに もやや劣つた◎

しか し2倍 量のKMに はほぼ匹敵 した。 こ うして み る

と,RMの 臨 床適用 もかな り有望であ るように思われ る◇

しか し,マ ウスの ごとく結核菌に対す る生体反応 の弱い

もの と,人 間の結核 とは同 日に論 じられないであろ うか

ら,と もか く動 物実験 の結果有効であ る以上,向 後 は人

体応用 の結果をまつ ほかは ない。人体適用にあたつては,

抗結核剤適用 の原則か らも,他 の薬剤を当然併用すべ き

と思 われ るが,動 物実験の結果で も併用 のほ うが単独 よ

りも有効 であ る◎

す なわ ち,図1～3に 示す とお り,RMとINH,SM

またはKMと の併用 は,RMま たは これ ら薬剤 の単独

Fig.4.EffectofRifamyci溢SVandEthiona-

mide(1314Th>UsedSi識glyorin

CombinationonExperimental

TuberculosisinMice(Experime簸tB>
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使用 よ りも有効であつた。 とくにINHとRMと の併用

の成績が とくにす ぐれ ている ことは注 目に値す る。

一 方,1314ThとRMと の使用 は,invitro実 験の

結果からは,そ の併用に よる効果増大が期 待された ので

あ るが4),実 際 に動物実験で得 られた結果はあま り芳 し

い ものではなかつた(図4)◎ ただ し,こ の動 物実験 に

は1314Th溶 解のためのpropyleneglyco1が 注射 さ

れ ているので,こ れがマウスの生体作用に なん らかの毒

作用 を示すために併用効果が出ない可能性 も一応考え ら

れ る し,ま た この実験はdd-N系 の近交系 を用 いたため

か,対 照の生菌 数消長 もやや不規則であるので,な お さ

らに検討の余地があるよ うに も思われ る。

以上の結果から,RMはINH,SMま たはKMな ど

の既知抗結核剤 と併用 して有効 と思われるので,臨 床実

験 もむ しろ併用 療法に重点を お くほ うが よい と思われ る。

またinvitro実 験 の結果か ら,RM耐 性の出現 は速や

か であると推定 されるので4),耐 性防止の意味で も有 力

な抗結核剤 との併用が必要であろ うと思われる。

結 論

・マウス(CF辞1系 ,体 重17.7土2.649)に 人型結核菌

HStRv株 を接種 し,マ ウス全身ホモゲナイ ズ法で マウス

1匹 当 りの生菌数の消長を算定す るこ とに よ り,RM単

独,INH単 独,SM単 独また はKM単 独の場 合 と,RM

+INH,RM+SM,RM+KMな どの併用の場合の治療

効果を比較 した◎

その結果は,被 検条件では,RM(RifamycinSV)単

独1mg毎 日の注射(約60mg/kg)で 実験結核 に有効

であ ることが観察 された◎被検条件 で は,RMは そ の

1110量 のINHお よび同量のSMに 劣つたが,2倍 量の

KMに ほぼ匹敵 した。

RMとINH,SMま たはKMの 併用 は,い ずれの単

独投与 よ りも 有 効 で,と くにRMとINHの 併 用 は

もつ とも有効であつた。RMと1314Thの 併用 は試験

管 内実験 から期 待 され た ごとくには有効で な か つ た。

RMとINH,SMま たはKMの 併用 は一応臨床実験を

試 みる価 値があ るよ うに思われ る。
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 In Vivo Combined Effect of Rifamycin SV with 

Other Antituberculous Agents on Experimental 

Tuberculosis in Mice 

 Rifamycin SV is a new antibiotic discovered by 

Sensi et al.') in Italy. Its in vivo antituberculous 

activity was reported previously by Timbal et al.2), 

Blasi et a1.3) and Tsukamura et al.4) in mice and 

guinea pigs, and Monaldi5) stated on the therapeu-

tic effect of Rifamycin by local administration. The 

purpose of this study is to deal with the combined 

effect of this antibiotic with the known antitubercu-

lous agents, isoniazid, streptomycin, kanamycin and

alpha-ethylthioisonicotinamide (1314 Th) in experi-

mental tuberculosis in mice and to make further 

observations on the therapeutic effect of the anti-

biotic at a relatively low concentration. 

                 Methods 

 Mycobacterium tuberculosis var. hominis H87Rv was 

used throughout the study. The test organism 

grown on a modified LOwenstein medium9) was 

homogenized by shaking with glass beads, suspend-

ed in saline and inoculated into the waist of mice 

intramuscularly. Mice used were the CF 1-strain 

mice supplied by the Central Institute for Experi-



mental Animals, Tokyo (Experiment A). In some 

experiments (Experiment B), however, dd-N strain-

mice were used. 

  Administration of antituberculous agents was 

begun on the next day of inoculation. Rifamycin 

SV supplied by the Lepetit, Milan, Italy, was dis-

solved in polyvinylpyrrolidone solution (10 %) and 

injected subcutaneously. Other antituberculous 

agents also were administered subcutaneously. Meth-

od of administration was as  folows  : 

  Experiment A (Test organism : M. tuberculosis 

ver. hominis H3713.v ; CF 1 mice) 

  (1) Control group ; saline O. 2 ml daily subcuta-

  neously ; (2) Rifamycin group ; Rifamycin SV 1 mg 

daily ; (3) Isoniazid group ; Isoniazid O. 1 mg daily ; 

  (4) Streptomycin group ; Streptomycin 1 mg daily ; 

 (5) Kanamycin group ; Kanamycin 2 mg daily ; (6) 

 Rifamycin+Isoniazid group ; Rifamycin SV 1 mg 

 daily plus isoniazid O. 1 mg daily ; (7) Rifamycin 

 +Streptomycin group ; Rifamycin 1 mg daily plus 

 streptomycin 1 mg daily ; (8) Rifamycin+Kana-

 mycin group ; Rifamycin SV 1 mg daily plus kana-

 mycin 2 mg daily. 

 Experiment B (Test organism : M. tuberculosis 

var. hominis H37Rv ; dd-N mice) 

 (1) Control group ; Saline O. 1 ml daily ; (2) Rifa-

mycin group ; Rifamycin SV 1 mg daily ; (3) 1314 

Th group ; 1314 Th O. 1 mg daily ; (4) Rifamycin+ 

1314 Th group ; Rifamycin 1 mg daily plus 1314 Th 

O. 1 mg daily. 

 Therapeutic effect of the treatment was followed 

up by the whole body-homogenizing method of mice 

according to Kato et al.")) The method consisted 

of enumerating the viable number of tubercle bacil-

li per mouse. The number of tubercle bacilli was 

expressed usually as an average in three mice. 

Mice were homogenized by a Waring blendor and 

the resulting fluid was added with 10 volumes of 

2 NaOH and allowed to stand for 10 minutes. 
The fluid was then diluted with saline. The origi-

nal fluid, which was diluted ten times by 2 % NaOH, 

and its 10-fold dilutions (10-1 to 10-4) were used 

for inoculation to medium. One-fiftieth ml samples 

of these dilutions were inoculated to the modified 

LOwenstein medium with a spiral loop")-'13) and the 

tubes inoculated were incubated at 37°C for three 

weeks. The viable number of tubercle bacilli con-

tained in one mouse was calculated utilizing the

dilutions, in which the number of colonies in a con-

trol medium containing no drug was the nearest to 

fifty, as the basis of calculation. The number of 

colonies was calculated as an average of five tubes. 

The viable number of tubercle bacilli per mouse' 

was calculated by the following equation : ax5Ox 

10 x 10n x (average body weight of mice in gm). 

Here, " a " is the number of colonies ; fifty was 

multiplied to make the O. 02 ml-inoculum size into 

one ml ; ten was multiplied to make up for the 

ten-times dilution with 2 % NaOH, and ion means. 

10-n-dilution of the mice fluid. 

            Results and Discussion 

  The results obtained are shown in figures 1 to 4.. 

  Under the conditions tested, in which the organ-

ism inoculated multiplied slowly, a relatively low 

concentration of Rifamycin SV, 1 mg daily = about 

60 mg/kg, exhibited a recognizable effect, although 

a care should be taken for that this effect was ob-

served in mice, in which vital reaction to tubercle 

bacilli would be weaker than in human being. 

Under the conditions tested, Rifamycin SV was al-

most as effective as a two-times amout of kanamy-

cin and a one-tenth amount of 1314 Th. However, 

it was less effective than the same amount of 

streptomycin or a one-tenth amount of isoniazid. 

 Combined effect of Rifamycin SV with isoniazid, 

streptomycin or kanamycin was more effective than 

any single administration among these agents. Com-

bined effect of the antibiotic with 1314 Th was not 

so effective as expected from the in vitro experi-

ment4). Considering the side effect of this antibio-

tic, which is expected to appear when administered 

for a long time, it appears that the combined use of 

Rifamycin with isoniazid, streptomycin or kanamy-

cin may be rather hopeful than the single use of 

the antibiotic. 

                   Summary 

 In vivo combined effect of Rifamycin SV with iso-

niazid, streptomycin, kanamycin and 1314 Th was 

observed in experimental tuberculosis in mice by 

the whole body-homogenizing method. The results 

obtained showed that the combined use of Rifamy-

cin and isoniazid, streptomycin or kanamycin was 

more effective than any single use of these agents. 

Among them, the combined use of Rifamycin with 

isoniazid was the most effective under the condi-

tions tested. The combined use of Rifamycin with



 1314iTh was not so much effective as expected from 

the in vitro experiment. 
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