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新抗生物質Tuberactinの 抗結核作用 に関す る実験 的研究
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Thenewantibiotic,Tuberactin(TU),wasisolatedandpurifiedfromtheculture'sfiltrate

ofstreptomycesgriseoverticillatusvartuberacticus.TheantituberculousactivityofTUwas

studiedbothinvitroandinvivo.ThechemicalformulaofTUisnotvetdecided,butthis

antibioticisthebasicpeptideandiseasilysolubleinwater.TheconstructionofTUisnot

thesamewithVM,butseemstobesimilartothat.LD500fTUtomouseismorethan200

mg/kgintravenouslyandmorethan1,600mg/kgintramuscularly.

(1)Theantituberculousactivityinvitro.

employedstrains:H37Rv,H37RvSMR,H37RvKMR,H37RvCPMR,H37RvVMR

employedmedium:10%horseserumaddedKirchnerliquidmedium

drugconcentration(mcg/mlofmedium):2,4,8,16.

inoculationsize:10-1mg

Minimuminhibitoryconcentrationwasdecidedattheendofthreeweeksafterinoculation・

TheresultisshowninTable1.ThegrowthofH37Rv,H37RvSMRandH37RvKMRwas

inhibitedby4mcg/m1,butcrossresistancewasfoundbetweenTUandVM.

(2)EffectofTUonexperimentaltuberculosisofguineapigs.

EachguineapigwasinoculatedwithO.05mgoflyophilizedtuberclebacilliofstrain

Kuronoattheleftsiteofabaomensubcutaneously.Viableunitsofemployedstrainwere2×

106perlmg.Guineapigsweredividedintothefollowingfourgroupsatthethirdweekafter

infection.

thefirstgroup:notreatment

thesecondgroup:10mgofSMdailysubcutaneously

thethirdgroup:40mgofTUdailysubcutaneously

thefourthgroup:40mgofVMdailysubcutaneously

Tuberculousguineapigsweretreatedforfiveweekswitheachdrug.Onthenextday

oftheendoftreatmenttheywerekilledandautopsied.Macroscopicchangesofinternalorgans

andlymphnodeswereobservedandacertainamountoflungandspleenwascultivated.The

resultofmacroscopicfindingsisshowninFig.1.Themacroscopicpathologicalchangesofthe

treatedgroupswereprovedtobemuchlessthanthoseofnon-treatedcontrolgroup.Effect

ofTUwasalmostthesamewiththatofVM,butthetreatmentwith10mgofSMshowed

alittlebetterimprovementthanthatwith40mgofTU.Theresultofcultivationoflung
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andspleenisshowninTable2.NumberofbacilliinorgansofTU-treatedgroupwas

remarkablylessthanthatofcontrolgroup.

(3)Thechemotherapeuticeffectonthetuberculosisinfectionofmice.

AdoseofO.01mg(2.2×1040fbacilli)ofsevendays'Dubosculturewasinoculated

intravenouslytomalemouseofDDstrain.Theinfectedmiceweredividedinfourgroups.

Eachgroupconsistsoftenmice.

thefirstgroup:110n-treatedcontrolgroup.

thesecondgroup:4mgofTUdailysubcutaneously.

thethirdgroup:2mgofTUdailysubcutaneously.

thefourthgroup:4mgofTUdailyperorally.

the丘fthgroup:2mgofTUdailyperorally.

Thetreatmentwasbegunonthenextdayofinfection,andwascontinuedforthree

weeks.Allmicewerekilledonthethirddayaftertheendoftreatment,andthemacroscopic

findingsoflungswereexamined,andacertainamountoflungtissuewascultivated.The

resultisshowninTable3.Thesubcutaneousadministrationwith4mgofTUdailywas

highlyeffectiveandthatwith2mgofTUwasmoderatelyeffective.Alsoperoraladministra。

tionwith4mgofTUwasprovedaseffectivetosomeextent.

1.は じ め に

静 岡 県 大 仁 町 の 土 壌 か ら 分 離 し たStreptomyces

griseoverticillatusvartuberacticusの 培 養濾 液 よ り

分 離 精 製 され た 新 抗 生 物 質Tuberactin(以 下TUと

略)の 試 験 管 内抗 結 核 菌 作 用 とモ ル モ ッ トお よび マ ウス

実験 結 核 症 に 対 す る治 療 効 果 をみ た。TUの 化 学構 造 式

は 未 定 で あ る が,塩 基 性 ペ フ.タイ ドで 水 に 易溶,pH

7.0,100。C15分 で100%活 性 を 維 持す る。Viomycin

(VMと 略)と 同 一 構 造 で は な い が 類 似 して い る よ うで

あ る。 本 物 質 のLD50は マ ウス 静脈 内 注 射 で200mg/kg

以 上,筋 肉 内 注 射 で1,600mg/kg以 上 で あ る。 ラ ッ ト

に 体 重1kg当 り100mgのTUを 経 口的 に 投 与 した と

き90分 後 の 血 中濃 度 は17・5mc9/9,360分 後 の それ

は18.Omcg/9,同 様 の 条 件 で 筋 肉 内 に 注 射 した と きは

90分 で50.3mcg/9,360分 後12.5mcg/9と なつ た1)。

2.試 験管内抗菌力

a)実 験 材 料 な らび に 方 法

i.供 試 菌株

H37Rv,H3,RvSMR,H37RvKMR,H37RvCPMR,H37-

RvVMRの5株

各 耐 性 菌 は,そ れ ぞ れ の 薬 剤 に 対 し,い ず れ もKir-

chner血 清 加 液 体培 地 に お い て100mcg/ml完 全 耐 性 で

あ る。

ii.使 用 培 地 お よびTU添 加 濃 度

10%馬 血 清 加Kirchner液 体 培 地 を 用 い 培 地1ml当

りTU2,4,8,16mcgを 含 む 系 列 を つ く る。

iii.接 種 菌 量

各 菌 株 のSauton培 地2週 培 養 菌 か ら手 振 り 法 で1

mg/mlの 菌 液 を つ く り,そ の0.1mlす なわ ち0.1mg

をTU含 有 培 地 に 添 加 。 培 養3週 後 に 判 定 。

b)成 績

表1に 示 す 。

H37Rv,H37RvSMR,H37RvKMRに 対 す るMICは4

mcg/ml,H37RvCPMRに 対 し て は16mcg/ml,H37Rv

VMRに 対 して は32mcg/mlで も発 育 を 全 く阻 止 し え

な い 。

3.モ ル モット実験結核症に対する治療効果

a)実 験 材 料 な らび に 方 法

i.使 用 動 物:体 重 約500gの6モ ル モ ッ ト

ii.感 染 菌 と感 染 方 法

モ ル モ ッ ト1匹 に対 し黒 野 株 の凍 結 乾 燥 菌0.05mgを

左 腹 壁 皮 下 に 接 種 す る。 生 菌 数 は2×106/mgで あ つ た。
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Fig.1.MacroscopicFindingsofGuineaPigs
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iii.治 療 方 法

SM Tuberactin VM

感染3週 後に3匹 を殺し結核症の成立を確認し動物を

4群 に分かつ。

第1群:無 処置対照群

第2群:SM10mg毎 日皮下注射

第3群:TU40mg毎 日皮下注射

第4群:VM40mg毎 日皮下注射

治療群の薬剤量はいずれ も1匹 当 りの量 で 水0.5ml

に溶解したものを用いた。治療は5週 間続け治療終了翌

日に剖検。肉眼所見をみるとともに肺,脾 の定量培養を

行なつた。

b)成 績

i)肉 眼所見

リンパ節,内 臓諸器官の肉眼的病変度を佐藤秀三法を

変法した工藤法2)に より判定し,こ れを棒グラフにして

Fig.1に 示 した。

各薬剤による治療群は対照群に比し,い ずれ も明らか

に病変が弱く,TUとVMの 効果はほぼ等しく脾重,

4比 脾重3)4)か らみ る とSM10mgはTU40mgよ り,

わずかに効果がよいようである。

ii)臓 器培養成績

表2に 示したごとく,各 治療群の肺,脾 中の菌数は対

照に比し格段に少なく著明な治療効果を示 した。3者 間

ではSM治 療群の菌数がTU,VM治 療群 に比 し,や

や少ないようである。

iii)病 理組織学的所見

TU治 療群では最大病巣は小さく中心壊死 も軽度で結

節中の菌も小数であつた。SM治 療群の変化は肺,脾 と

もにきわめて少なく肺では源漫性の肺胞隔壁の肥厚が主

体で菌をほとんど認めなかつた。 これに対し対照群では

病巣は広範に拡が り最大病巣も大 きく結節中の菌数も多

かつた。
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Table2.ResultofCultivationofOrgans

ofGuineaPigs

Lung Spleen
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VM
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Averageofnumberofbacilliin10mgoforgans.

Table3.EffectofTuberactinonTuber

culosisInfectionofMice
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TU:Tuberactins.c.:Subcutaneouslyp.o.:perora1

4.マ ウスの結核菌感染に対する治療効果

a)実 験材料な らびに方法

i.使 用動物:体 重約25gのDD系 δ マウス。

ii.感 染菌と感染方法

黒野株のDubos培 地培養7日 菌か ら比濁 法 に よ り

0・1mg/ml相 当の菌液を調製 し,1匹 に つ きその0.1

mlす なわち0.01mg相 当を尾静脈内に接種 す る。接

種菌数は1匹 当り2.2×104コ であつた。

iii。治療方法:10匹 ずつ5群 に分かつ。

第1群:無 処置対照群

第2群:TU4mg毎 日皮下注射

第3群:TU2mg毎 日皮下注射

第4群:TU4mg毎 日経口投与

第5群:TU2mg毎 日経口投与

治療群は感染翌日より治療をはじめ3週 間続ける。治

療終了3日 後に殺 し肺の肉眼所見を観察 し同時に培養を

行な う。

b)成 績

各群の平均値を表3に 示す。

肺の病変度は青木の分類5)に よる。TU4mg皮 下 注

射群の効果は著明で肉眼所見を認めないものもあつた。

2mg皮 下注射群もかな りよい効果を示 した。また興味

あることに4mg経 口投与群 も対照の約半分程度の病変

でおさえられ,あ る程度の効果が認められた。 しかし2

mg経 口投与では効果がほとんどなかつた。肺の還元培

養成績も肉眼所見 とほぼ平行していた。



248

5.考 察

新たに合成された抗生物質を臨床に応用するためには

基礎実験による有効性が立証されていなけれ ば な らな

い。基礎実験は試験管内実験 と動物実験とを柱としてい

るが,抗 縞核薬として有効であるとい うためには試験管

内抗菌力とともにマウス,モ ルモッ ト両者の実験結核症

に有効であることを確かめる必要がある。こ の点,TU

は抗結核 填としての基本的条件に合格しているとみてよ

いであろ う。

試験管内実験か らみるとVM耐 性菌 とCPM耐 性菌

ことに前者には感受性がきわめて低下してお り,TUと

VMの 間には交叉耐性があると思われる。 これは塩析ク

ロマ トによりTU,VMの スポットが接近してお り構造

上の類似性があることからも推測される6)。

モルモット実験結核症に対してはTUはVMと ほぼ

同程度でSMの1/4あ るいはそれよりやや弱いであろ

うと思われる。 このことは人体使用量を決めるときの参

考になるであろ う。

マウス結核症に有効であることを証明するためには結

核菌の大量感染後の延命効果や結核菌を比較的小量感染

し直後より治療開始し,そ の肉眼所見や臓器内生菌数を

みるRistの い うTraitementabortif7)と モルモットの

治療実験 と同様に感染後,数 週をおき治療を 開 始 す る

Traitementcuratifが あ る。 小関8)に よるとTUの

延命効果は良好であるとい うので,著 者はTraitement

abortifの 方法に基づいてTUの 効果をみたが,2お よ

び4mg皮 下注射で冶療効果を認めモルモットに対する

とほぼ同程度の効力をもつていると思われる。

ここに興味があることはマウスに対 し4mgの 経 口投

与で有効であることである。TUを マウスに1回 経口投

与すると血中濃度が上昇するという知見1)が あるので経

口投与によ る治療を試みた のであるが,水 に溶か した

TUは マウスの味覚に合わぬため か経口投与 をして も

完全に飲み込まない ものがあつた。剤形をかえ,飲 みや

す くすればさらに効果をあげることができるのではない

かと思われた。この点,さ らに検討 してみる必要があろ

う。

TUの 腎障害,第 八神経障害など慢性毒性については,

現 在,実 験継続中であるが急性毒性についてはLD50が

筋 肉内注射で1,600mg/kg以 一ト,静 脈内注射200mg/kg

以上で十分,臨 床的に使用 しうるものである。亜急性毒

性についてはラットに200mg/kg以 下 の量を30日 筋肉

内に連続注射 した成績か らは異常を認めなかつた1)。

VMに 試験管内で耐性のあるところから,VM耐 性症
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例にはおそらく無効であろ うが本物質の生産性は良好で

あるので,経 済的見地からVMに 代わ りうるものとし

て期待できよう。

試験管内で分離 したKM耐 性菌には 有効であるが,

KM耐 性の野生株についても現在,検 討中である。

6.む す び

Streptomycesgriseoverticillatusvartuberacticus

か ら分離 精 製 した 新 抗 生 物 質Tuberactinの 試 験 管 内抗

結 核 菌 作 用 お よび 実 験 結 核 症 に 対 す る効 果 に つ い て検討

し次 の結 果 を得 た。

1)Kirchner血 清 加 液 体 培 地 に お け るMICはH37Rv,

H37RvSMR,H37RvKMRに 対 し4mcg/mlで あつ た 。

こ れ に 対 しH37RvCPMRは16mcg/ml,H37RvVMR

は32mcg/mlで も,そ の 増 殖 が阻 止 さ れ な か つ た 。 なお

各 耐 性 菌 は 当 該 薬 剤 に対 しいず れ も100mcg/ml以 上耐

性 で あ る。

2)モ ル モ ッ ト実 験 結 核 症 に 対 しTUは1日40mg

皮 下 注 射5週 治 療 で 良好 な 効 果 を 示 しVMと ほ ぼ 同 力

価 で あ つ た 。

3)マ ウ スの 結 核 葭 感 染 に 対 して は1日4mg皮 下 注

射 で 良 好 な 病 巣 形 成 お よび菌 増 殖 阻 止 効 果 を 認 め た。
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