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   The antituberculous activities of rifampicin (RFP) were studied experimentally on the 

following five subjects  : 

   1. the antituberculous activities in vitro of RFP, Rifamycin-RV & Desacetyl-RFP . 
   2. regrowth of tubercle bacilli contacted with RFP or INH in vitro. 

   3. electronmicroscopic changes of tubercle bacilli contacted with RFP. 

   4. uptake of  "C-RFP by tubercle bacilli. 

   5. distribution of  "C-RFP in the bodies of guinea pigs and mice. 

   1) The antituberculous activity in vitro of RFP, Rifamycin-SV and Desacetyl-RFP . 

   10-2 mg of seven days' culture of  H37Rv in Dubos media was inoculated on three kinds of 

media and was observed at the third week after inoculation. 

   The results are shown in Tables 1, 2 and 3. Minimum inhibitory concentration (M. I. C.) 

depends on the kind of media. The inhibitory activity is much decreased on the egg media. 

   The significant difference of the antituberculous activity in vitro was not found among 

three drugs, but each drug proved to be highly inhibitive to  tubercle bacilli. 

   2) Regrowth of  tubercle bacilli contacted with RFP or INH. 

   When tubercle bacilli (H37Rv) in Dubos liquid media were grown to 0.2 of optical density 

 (O.D.) by photo-spectrometer, RFP or INH was added in media at the concentration of 5 mcg/ 

 m/. After 1, 4 and 24 hours of contact with each drug, tubercle bacilli were washed thoroughly 

by 5  m/ of Dubos media three times in membrane filter holder according to Dickinson's method, 

and 0. 1 ml of resuspended bacilli was added to 5  ml of Dubos media. Changes in 0. D. was 

observed daily till the sixteenth day. 

   Growth ratio (ratio of 0. D. of culture in the elapsed day to 0. D. of culture at the 

inoculated time) is shown in Figs. 1 and 2 by the time of contact time for each drug. 

   As shown in these figures, non-treated bacilli grow rapidly, ca. one hundred fold, in 

two weeks. 

   Regrowth of  tubercle bacilli contacted with RFP for one hour and four hours was similar 

with each other and as slow as one tenth of non-treated bacilli at the fourth day and only eight 

fold at the sixteenth day. Growth ratio of  tubercle bacilli contacted with RFP for twenty-four 

hours did not increase till fourteenth day. 

   On the other hand, regrowth of bacilli contacted with INH for one hour and four hours 
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was more rapid than that with RFP. 

   3) Electronmicroscopic view of the morphological changes of  tubercle bacilli contacted 

with RFP. 

   Photograph 1 shows the change of  tubercle bacilli contacted with 10  mcg/ml of RFP for 

four hours. 

   The partial destruction of cytoplasma of tubercle bacilli was found. 

   Photograph 2 shows the change of bacilli contacted for twenty-four hours. 

   Cytoplasma became loose as a whole and vacuole-like change of nuclei was seen. 

   4) Uptake of  14C-RFP by  tubercle bacilli. 

 1187Rv and the resistant strain to 100  mcg/ml of RFP (HrRvRFPR) were cultivated in 

Dubos liquid media. After nine days  "C-RFP was added at the concentration of 10 mcg per 

ml (80  mpCi/ml) in media. 

   Bacilli were washed thoroughly and collected on a membrane filter one, six and twenty-

four hours after adding "C-RFP. 

   Radioactivity of bacilli was measured by liquid scintillation counter. 

   Result is shown in Table 4. 

   Both sensitive and resistant bacilli take up  14C-RFP rapidly in one hour. Difference of 

uptake between sensitive and resistant strains was not significant. 

   5) Distribution of RFP in the bodies of animals. 
 "C-RFP was given perorally to mice or guinea-pigs to know the absorption and distribution 

of RFP. "C-RFP was given  20  pCi to a mouse, and  40  pCi to a guinea-pig. The animals 

were frozen in time lapse at two, six and twenty-four hours, and whole-body sections were 

made by Leitz microtome type 1300. 

   Macroautoradiography (ARG) was carried out on whole body sections. ARG of mice  are 

shown in Photo 3 and that of guinea-pigs in Photo 4. 

   As shown in photographs, "C-RFP was absorbed rapidly from intestines of both mice and 

 guinea-pigs, and distributed in liver, kidney and lung in 2 hours. Concentration of "C-RFP 
was the highest in liver. The concentration in each organ did not decrease after six hours, 

and relatively high concentration of  14C-RFP remained in organs even after twenty-four hours. 

   The results are summarized as follows  : 

   1) The antituberculous activities in vitro of RFP, Desacetyl-RFP and Rifamycin-SV were 

almost the same. M. I. C. of each drug was 0.05  mcg/ml in Dubos media, 0.2-0.  5  mcg/m/ in 

Kirchner semi-liquid agar media and  10~20  mcg/ml on 1% Ogawa's media. 

   2) Regrowth of tubercle bacilli contacted with RFP was delayed than that with INH. 

   3) The electronmicroscopic view revealed that RFP gave damage to cytoplasma of 

 tubercle bacilli and finally pathological changes appeared in nuclei of bacilli. 

   4) The significant difference of  14C-RFP uptake between sensitive bacilli and highly 

resistant bacilli to RFP was not proved. 

   5)  "C-RFP was distributed rapidly in the whole body after the oral administration and 

the concentration of RFP in organs remained longer than INH from the result of the macro-

autoradiography of whole-body section.

1.緒 言

Rifampicin(RFPと 略)はRifamycin-SVを 母 核 と

し,こ れ にpiperazinを 合成 化学 的 に結 合 させ る こ とに

よ り動物に対する抗結核作用が飛躍的に増強 した半合成

抗結核薬で,そ のモル モッ トbお よびマウス実験結核症2)

に対す る効果についてはすでに発表 した。今 回はRFP,

Rifamycin-SV,Desacetyl-RFPの 試験管内抗結核菌作
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用をみる とともにRFPと 結核菌 との培地 内接触時 間 と

菌の再増 殖との関係 をみた。次にRFPの 菌の形態 に及

ぼす影響 を電子顕微鏡的に観察 したeさ らにRFPを 監`C

で標識 しRFP耐 性菌 のRFPと りこみが 感性菌 と興な

るかをみ るとともに:`C-RFPを 用 いRFPの 体内 分 布

をマウス,モ ル モヅ トについてみた。

II、 実 験

　 1。RFP,　 Rifamycin--SV,　 Desacetyl-RFPの 試 験 管

内抗結 核 菌 作用

　 a)　 材 料 な らび に 方 法

　 培地 お よび薬 剤 濃度:10%eア ル ブ ミン加Kirchner半

流 動寒 天 培 地 で は0.1,0.2,0.5,1,2　 mcg/mt。 　Dubos

液 体 培 地 で はO,・Ol,　 O.　05,0.1,02,0.5,1,2mcg/

ml。1%小 川 培地 では1,5,10,20,50,100　 mcg/ml。

　 各薬 剤 は 純 メ タノ ー ル で10mcg/ml溶 液 をつ く り,

これ を水 で 倍数 希 釈 し所 定 の培 地 内濃 度 と した 。

　使 用 菌 株 お よび接 種 菌量:Dubos培 地7日 培 養H37Rv

の10層2mg相 当 量 を接 種 し3週 後 に 観 察 した 。

　 b)成 　績

　表1,2,3に 示 す 。

　表 に み る ご と く培 地 に よつ てMICが 異 な る。　RFPの

MICはKirchner半 流 動 寒 天 培 地 で はo,5mcg/mz,

Dubos培 地 で はo.　05　mcg/ml,1%小 川 培 地 では20

mcg/ml,　 Desacetyl-RFPの それ は,そ れ ぞ れ2mcg/

Table　 1.　 Antituberculous　 Activity　 of　 Rifampicin

　 aRd　 its　 Derivatives∬n　 Vitro　 on　 Kirchner's

　 　 　 　 　 　 Semiliquid　 Agar　 Media

mcg/mt

2

1

0.5

0.2

0.1

0

Rifampicin

十2

鰹 謂 εi冗iRifamy・in-SV

　
　
　る

十

十

十

Table　 2.　 Antituberculous　 Activity　 of　Rifampicin

　 　 and　 its　Derivatives　 In　 Vitro　 on　 Dubos'

　 　 　 　 　 　 　 　 Liquid　 Media

meg/mt

2

1

0.5

0.2

0.1

0。05

0。01

0

Rifampicin
Desacetyト

　 rifamp三ciコ 【蒐
Rifamycin-SV

帯
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Table　 3・　 Antitubαcu1◎us　 Activity◎f　 Rifa鶏 αpici織

劇nd　 its　D¢riv飢ives∬"y5〃o◎n　 1%Og鍮waひs　 Media

rr}eg/ml

1∞

　 50

　 20

　 10

　 5

　 1

　 0

R量fampld翁

3

"

十

十

帯

柵

D鰹 謬副Rlf唖:§v

　

ヨ
　
　む

オ

　
　お

　
　る

+

+

+

柵

柵

十 δ

十loo

ml,　 o・　05　mcg/ml,50　 mcg/ml,　 Rifamycin-svは それ

ぞ れO.2mcg/ml,　 O.　05　mc9/ml,20　 mcg/mlで あつ た 。

しか し各 培地 各 薬 剤 と もMICの1～2段 階 下 の濃 度 で

対 照 に比 ぺ る と菌 の発 育 を強 く阻 止 して お り試験 管 内抗

菌 力 に は 大差 な い と思 われ た ◎

　 2・RFPお よびINHと 結 核 菌 との培 地 内接 触 時 間 と

菌 の再 増 殖 と の関 係

　 a)　 材 料 な らび に 方 法

　 Hs7RvをDubos培 地 に培 養 し 日立101型 分 光 光 度 計

(470mμ)で0・D・0・2に な つ た 時 点 でRFPま た は

INHを5mcg/mlに 添 加 し1,4,24時 間 後 に メ ンプ

ラ ソ フ ィル タ ーを 用 いDickinsonの 方 法3》に 従 い 培 養

液 を吸 引 濾 過 し菌 体 をDubos培 地5・mlで3回 洗 浄 し

洗 浄 菌 液 を よ くか き まぜ,そ の0.1　 mlを5mtのDub◎s

培 地 に 加 え 分 光 光 度 計(470mμ)で16日 まで 毎 日O.　D。

をみ る。 また 薬 剤 無 添 加培 養 液 に 同様 の 処 置 を 行 な い対

照 とす る。 また 対 照 お よ び薬 剤 接 触 洗 浄 直 後 の 生 菌数 を

小 川 培 地 に よ り算 定 して お く¢

　 b)結 　 果

　 洗 浄 後,培 養 当 日 と培 養各 日のO.　D.の 比 を 増 殖比 と

Fig.1.　 Regrowth　 of　 Human　 Type　 Tubercle

　 　 　 Bacilli　 after　 Contact　 with　 RFP
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Fig.2.　 Regrowth◎f　 Human　 Type　 Tubercle

　 　 　 Bacilli　 after　 Contact　 with　 INH
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よぶ◎薬剤別,接 触時 間別増殖比の時間的変動をFig .　1,

2に 示す◎

　 対照お よび薬剤接触洗浄直後の生菌数は4×10`/ml前

後で大差なかつた◎

　 Fig・　1,2に み るごとく薬剤非 添加の対 照 菌 は急速に

増殖 し約2週 間 で100倍 になる¢

　 RFPに1時 間,4時 間接触させた菌 の増殖はほぼ同 じ

カーブを画ぎ徐 々に上昇 し4日 では対照 の1/10,16日

で最初の8倍 弱にな るにす ぎない。24時 間接触群は14

日までは全 く増殖せず16日 にいた り急速に増殖 した。

　 これに対 しINHで は1時 間,4時 間接触菌の再増 殖

は急速 で対照群 と比ぺ4日 で2/3,14日 後には対照 群 と

同程度に増 殖す る。24時 間接触にな ると菌の再増殖 は

緩 やかで4日 か ら14日 までは,ほ ぼプ ラ トーを続け る

が1そ れ以後RFPの 場合 と同様急速 に増殖 した。

　 3・RFPの 結核菌 の形態に及ぼす影 響の電 子 顕微鏡

的観察

　 a)材 料 な らびに方法

　 H37RvをDubos液 体 培 地に培養 し7日 目に培地に

10　mcg/mlにRFPを 添加 し4時 間,24時 間後にpH

7・OTris　 bufferで 洗浄遠沈 し菌体 を1%オ ス ミウム酸

で17時 間 固定 しアル コール脱 水 しスチ レン:正 プチル

メタク リレー ト(5:5)で 包埋 した 後s》P◎rter..Blum　M..

皿 型電顕用 ウル トラ ミクロ トームで超薄切片をつ くり

JEM　 100　Uで 観察 した。

　 b)結 　果

　写真1,2に 示 すe

　 4時 間 目で少数 では あるが菌体細胞質の部分的崩壊 が

起 こり分画燥を認 めるものがあつた。さ らに24時 間 後

には細胞 質は 全 体 的 に 粗にな り核の空胞 化が 認められ

た。

結 核 第46巻 第6号

　 4,結 核菌 のRFPと りこみ に関する実験

　 INH耐 性結核 菌のINHと りこみが少ない ことはす で

に よく知 られてい るが9)RFP耐 性菌 のRFPと りこみが

感性菌 と異な るか否か をi`C-RFPを 用 いて実験 した。

　 a)　 材料な らびに方法

　 菌株:Hs7Rvお よびHs7Rvよ り分離 したRFP高 度

耐性菌(Dubos培 地に おいてRFP　 100　mcg/m'以 上に

耐性,H87RvRFPRと 略)"

　i`C-RFP:第 一一化学薬贔東海研究所にお いて製造e構

造式 とヲベル位置 をFig.3に 示 す"比 放 射能6.7mCil

mM。 使用時純 メタノールで10　mg/mlの"C-RFP溶 液

をつ く り,こ れを蒸 留 水で10倍 に希釈 し1　mg/ml(8

μCi/m'相 当)の 溶液 をつ くるss

Fig.3.　 Che】 瞭ical　 F◎r田ula◎f糞 虚C-RFP

CH,COO

CH30

CH,　 　 CH,

CH　 3

H

毒
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H

　

C

＼ 　　OH　 O

℃昨Hr＼_CH筏
　　　　)

　 H37Rvお よびHs7RvRFPRをDubos培 地 に 培 養 し培

養9日 目に 両 者 の 濁 度 を 同 一・に し,そ れ ぞ れ3等 分 し

10　mcg/ml(80斑 μCi/斑 」)の 割 合 に 鎚C-RFPを 添 加 し

1,6,24時 間 後 に 菌 を よ く洗 浄 し遊 離 の"C-RFPを 除

き メ ンプ ラ ン フ ィル タ ー を用 い菌 を採 集 し菌 の乾 燥 重

量 測 定 後 ・ フ ィル タ ー ご とDioxane系 液体 シ ンチV_

タ ーに 投 入 し,液 体 シ ンチ レー シ ョ ン カ ウ ンタ ーに よ

り放 射 能 を 測定 した 。

　 b)結 　果

　表4に 示 す 。

　感 性 菌 ・ 耐 性 菌 と もにRFP添 加1時 間 で急 速 にRFP

を と りこみ ・ そ の 後・ 多 少 増 加す る程 度 で あ る。 また 感

　 　 Table　 4.　 Uptake◎f　 KC-RFP　 by　Human

　 　 　 　 　Type　 Tubercle　 Bacilli(Hs7Rv)

Hours

H37Rv

H37RvRFPR

1 6

718

699

748

750

887

831

H・ ・RvRFPR・H・ ・Rv　re・i・tant　t。　RFP　 at　100蹴g/m」

Media　 employed:Dub◎s　 Hquid疏edia

Added　 14C。RFP;10題cg/ml(80　 zロμCi六n')

N登mber　 in　table　 indicate・ 　cp憩per　 1㎎ 。f　d・y　weight

bacilli.
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性菌 と耐性菌の とりこみの差 もほ とん どなかつ た心

　5.RFPの 体 内分布に関する実験

　RFPを 経 ロ投与 した とき,そ の体 内吸 収 お よび分布

の動 態 をみ るため マウスお よびモルモ ヅ トにi4C・-RFP

を経 口投与 し経時的に動物 を殺 し薄切全身切片をつ くり

マクPオ ー トラジオグ ラフィー(ARG)を 行なつ た"

　 a)　 材料な らびに方法

　動物:体 重209前 後のdd系 マ ウスお よび 体重150

9前 後bモ ルモ ヅ トo

　韮℃-RFPを サ ラダ油で200　"Ci/mlに 懸濁 しマウスに

は1匹 につきo・　1　mlす なわ ち20μCi,モ ルモ ゥ トには

O.　2　ml+な わち40μCiを 経 ロ投与 し2,6,24時 間後

に1匹 ずつエーテル麻酔 を し 一78℃ の アセ トソ ドライ

アイス中で急速 凍結 しLeitx大 型 ミクロ トームを用い厚

さ20μ の全身 切片をつ く りe》Fuji工 業用n◎n　screen

嚇 》eX緑 フィル ムを用 いマ クロARGを 行 な う。19日

間露出 した後,型 の ごとく現像固定す る窮

　 b)結 　果

　 マゥスのARGを 写真3,モ ルモ ヅ トのそれを写真4

に示す⑪

　写真にみ るごとく2時 間で マウス,モ ルモ ヅ トともに

REPは 腸 より吸収 され肝,腎,肺 等の各臓 器に 分布 し

ことに肝への分布濃 度が高い。 腸管 にももちろん,RFP

は多量に存在 し,こ の時点で腸肝循環はすでに始 まつ て

いると考 えて よかろ ㌔6時 間で もマ ウス,モ ルモ ヅ ト

ともに ことにマ ウスにおいて各臓器の黒 化度はほ とん ど

低下 していないのモルモ ッ トの腸 管,肝 には とくに多量

に残存す るg24時 間になる と各臓 器の黒 化 度 は低下す

るがまだかな り残存 している◎ モルモ ッ トの胃では6時

間より 勿 時 問のほ うがむ しろ黒 化度が高いのは胃へ の

再分泌が考え られるむ

　 2時 間でマウス,モ ルモ ッ トの腎,6時 間でモルモ ヅ

トの脇読に放射 能が 認あ ろれるのでRFPは 腎か ら排泄

されることが分か る癖 しか し軽時的 にみ ても腸管 におげ

る濃度は非常 に高 いので糞便か らの排泄が 泌尿器系か ら

の排澄 より多 いと思われ るっ これ らつ所見は同一標本 を

フィル ム シ ンチ レーシ ョソ カウンターで測定 した放射

能計数率の成蟹 と一・致 した堂

m　 考 察

　 まずRFP,　 Desacetyl-RFP,　 Rifamycin-SVの 試験管

内抗菌力をみた。いずれ も小川培地 では抗菌力の低下が

認あ ろれ.MICは ほぼ10～20　 mcg/mlと 考えて よいc

これは他の多 くの抗結核薬 にみ られ るよ うに鶏卵培地へ

の薬剤 の吸着に よるもの と考 えられ る%し か しDubos

培地,Kirchner半 流動寒天培地では,い ずれ も強い抗

菌力を示 し3種 類 の類縁物 質の間の差はほ とん どない と

いつてよ くDub◎s培 地 ではo・　05　mcglml,半 流動寒天
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培地 では0、2～0、5mc麟m'で 菌の発育を阻 止する"

　他 の細臨 た とえばブ ドウ球菌,枯 草菌等に煙する試

験管 内抗 菌力はRFPに 比 しDe$acetyl　一一　RFPは1/10程

度 とい う報告があ るが◎》この点,結 核薦に対 してはやや

趣 を異に している といえ よ う礁

　 次にRFPと 繕核菌をin　vitroで 接触 させ ると結核菌

の再 増殖が薯 明にお くれ るとい う報告ゆがあ り,こ の箏

実が またRFPの 閥欠療法を支持 する1つ の理由に もな

つ ているので 実 験2に おいてINHと 比 較 検 討 したee

Dickinsonら は生菌数でみているが葱》覇 一・定時 間接触 し

た直 級,十 分菌体 を洗浄 し一定量の生菌数を調ぺた とこ

ろ接 触蒔悶に よる差は大 きくなかつたので,そ の後は生

菌数を とくに測らずDub◎s培 地 の濁 度か ら増殖比 を計

算 し比較 した。

　RFP接 触群はINH接 触群に比ぺ再増殖 がかな りお く

れる。 いま,大 まかな推論 を試みれば1回 投与で血中濃

度が この実験に用いたRFPの 濃度5mcg加1と 同 じに

な り,こ の濃度が少な くとも1時 間持続 した とす ると4

日間 くらいは,か な りの程度に菌の再増殖 をおさえるこ

とがで きると思われ るので病巣が新鮮 で組織 内あ るいは

病巣 内濃度が血中濃度 と大差なければ1週2回 間欠投与

も十分有効 とい うことになろ%こ のよ うな 癖 痂70の

知見は マウスお よび モルモ ッ ト実験結核症 に対す るRFP

の間 欠投与効果1}2)と一致 してお り人の結 核 症に対す る

RFPの 間欠治療 の有効性を示唆 するものと思 う⑪

　次にRFPをin　 vitroで 結核菌 と接触 させ,そ の 形

態学的変化 を電顕に よつてみた ところ4時 間で細胞質の

部分的崩壊が認め られた。同様の報告ll}はす でにあ るが

24時 間にな ると細胞質のみな らず核の空飽化 も起 こる,

これはCSに よる細胞壁,　EBに よる核 の変化恥 とは異

な りRFPに 特 徴的 なものでは ないか と思われ る。 また

10　mcg/mlの 濃度で以上の よ うな変化がみ られ ることか

らRFPは 長時 間接触 では静菌効果 のみな らず殺菌効果

も期待で きるよ うに思 ㌔

　次に 紬C-RFPを 用いRFP感 性結 核菌(HscRv)と そ

の高度耐性菌のRFPと りこみ をみたが,認 むぺ き差は

なかつた。 この点,INH耐 性菌のINHに 対す ると りこ

みの著 しい低下窮か らみ られる ような緬胞 壁の透過性の

変化13)幅覇はみ られず,む しろSM耐 性菌 のSMの とり

こみ勘 と同 じよ うな傾向であつたゆ

　最緩に 量4C-RFPを 用いマ ウス,モ ルモッ トの全身マ

クロARGを 行ない,　RFPの 体 内分布 の時間的変動を

みkが 秋元 らの報告17>とほぼ一致 してfOPt,茎4C-INHを

用いた 全 身 マク ロARGの 成 績18}と はか な り違つてい

た。 すなわちRFPの 体 内貯留時間はINHよ りかな り

長 く尿 よりも糞便か ら排泄され る量が 多いよ うで ある。

またモルモ ヅ トはマ ウス よりさ らに残留時 間が長 いよ う

である。 これ らの所 見もRFPの 間欠治療の有用 さを物
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語つてい る。

ただ体内 ことに肝に畏時 間RFPは 滞留す るので肝に

対す る副作用については十 分注意す る必 要があ ろ ㌔

IV.む す び

RFPの 抗結核作用に関す る基 礎 的 輿 験を行ない次の

結果 を得た。

(1)RFP,Desacety1-RFP,Rifamycin-SVの 結 核

菌に 対す る試 験 管 内抗 曲 力は 大差 な く,そ のMICは

Dubos培 地でo・05mcg/m',Kirchner半 流動寒 天培地

でo・2～o・5mcg/ml,1%小 川 培 地 で10～20mcg/ml

と考え られる◎

(2)RFPと 接触 した結核菌 の再増殖はINIIと 比較

して,か な りお くれ る。

(3)竃 顕所見か らみ るとRFPは 結核 幽の細胞質に

まず侮害 を与え,次 いで核の変化も起 こす¢

(4)1`C-RFPを 用いた実験か らみ るとRFP感 性結

核菌 とRFP耐 性結核菌 の間にRFPの と りこみの 差は

ほ とんどない◎

(5)マ ウス,モ ルモ ツ トの全 身マク ロARGの 所見

か らみ るとRFPは 経 口投与後,速 やかに全身に分布 し

INHに 比べ,よ り長 く体内 ことに肝に残留するeま た

動物差があ りモルモ ッ トのほ うが マウス より残留期間が

長 いよ うであ る◎

岩崎所長 のご助言,ご 校閲 を謝す¢本研究遂行にあた

り友野京子学士,渋 谷道 夫君(R、1.部 門),望 月テル技

師(細 菌部門),飯 塚昭技師(電 顕部門)の 技術的援助に

負 うところが大 きかつた。記 して謝意を表する。

結 核 第46巻 第6号

なお本紛文の要 旨は第45回 結核病学会総 会(仙 台)

において発裏 した登
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