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In vitro antituberculous activity of a new antibiotic DL8280 was studied using 

Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv and the Ogawa egg medium, and the following 

results were obtained: 1) The antibiotic inhibited the growth of M. tuberculosis strain 

H37Rv and M. tuberculosis strains isolated from patients at concentrations of 0.63 to 2.5ƒÊg/

 ml. 2) Subinhibitory concentrations of DL8280, 0.2 to 0.5ƒÊg/m/, delayed the growth rate of 

M. tuberculosis H37Rv. 3) The antibiotic acted bacteriocidally at concentrations higher 

than the growth-inhibitory cocentration.4) Cross-resistance relationships with other 

antituberculous agents were not observed.5) The antibiotic showed additive action with 

other antituberculous agents.
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緒 言

DL8280は 第 一 製 薬 株 式 会 社(東 京)に よ っ て 発 見 開

発 さ れ た 新 抗-菌 物 質 で 次 の 構 造 式 を 持 つ 。(±)-9-flu

oro-2, 3-dihydro-3-methyl-10-(4-methyl-

l-piperazinyl)-7-oxo-7H-pyrido〔1,2,3-de〕

〔1,4〕benzoxazine-6-carboxylic acid.,分 子 式 は

C18H20FN3O4,分 子 量 は361.37で あ る。 本 剤 の種 々 の

抗 酸 菌 に対 す る発 育 阻 止 作 用 に つ い て は 既 報 した1)。本

報 で は,Mycobacterium tubemlosis(結 核 菌)に 対 す

る発育 阻止 作用,殺 菌 作 用,他 抗結 核剤 との交 叉耐性,

他 抗結核 剤 との併 用効 果 につ い て報告 す る。 これ らの

作 用 の研 究 は,本 剤 が 人間 の肺結核 の治療 に実 用 され

な い限 り,そ の臨床 的意 義 は少 ない。著 者 は現在 この

DL8280を 肺結 核 患者 に試験 投 与 中で あ るが,最 近 に至

り臨床 的 に有効 とみ られ るに至 った ので,こ の基礎 的

研 究 の成績 をこ こに発表 す る。

研 究 方 法

被 検 株 と してMycobacterium tuberculosis H37Rv
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株 を使 用 した。H37Rv株 か ら分離 した各種 抗結 核 剤耐

性 株 につ いて は表1に 記 して ある。 一部 の実験 には新

たに患 者の喀 痰 か ら分 離 した結 核 菌 を使 用 したが,そ

の 同定 法 は既 報 の方 法 に よった2)。

Table1 . Growth-Inhibitory Activity of DL8280 on Mycobacterium tuberculosis Strain H37Rv and 

Its Various Resistant Mutants

a Drug-resistant strains, except for the PAS-resistant strain
, were isolated in one step on drug

-containing Ogawa egg medium
. The PAS-resistant strain was isolated by two step-selection. The 

hextuple-resistant strain was isolated by one step-selection with paromomycin, 1,ƒÊg/ml
, and 

resistant to all of enviomycin, viomycin, capreomycin, kanamycin, lividomycin, and paromomycin. 

b Ogawa egg medium was used, and the growth of colonies was observed after incubation at 

37t for 4 weeks.
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発 育 阻 止 作 用 の 測 定 は,接 種 生 菌 数 の 影 響 を 除 くた

め に,"actual count法"に よ っ た3)4)。Generation time

の 測 定 はYoumans and Youmansの 方 法 に よ っ た5)。

殺 菌 作 用 の 測 定 は 既 報 の 方 法 に よ っ た6)。

併 用効 果 の測 定 はDL8280の み の希 釈 系列 を対 照 と

し,こ こに阻 止濃度 を僅 か に下 回 る濃度 の抗 結核 剤 を

添加 し,DL8280の 発 育 阻止作 用 が影響 を受 け るか ど う

か観察 した。 添加 濃度 は前 に行 な った実 験か ら決 定 し

た7)。接種 に用 い る菌液 は3種 類 を用 い,実 験 結果 か ら
゛actual count法"に 相 当す る接種 方法 の成 績 を呈示

した。成 績 として呈示 した実験 の接種 生 菌数 は各 培地

当 り76±23(平 均値 ±標準偏 差)(n=40)で あ った(表

5)。

培 地 は1%小 川培地 を使 用 し,DL8280は 滅菌 前 に添加

し た。DL8280は 先 ず10mg/mlの 割 合 にpropylene

 glycolに 溶解 し,こ れ を蒸 溜 水 で希釈 し,そ の1容 を

1%小 川培地100容 に添加 した。培 地は165×16.5mmの

試 験管 に7mlず つ 分注 し,90℃60分 滅菌 して斜 面培 地

とした。菌接 種後 の培 地 に は,底 に3mmの 切 れ 目の

あ るダブル ゴム栓 をかぶせ,37℃ に4週 培養 後,集 落

数 を数 え た。

使 用 薬 剤 の 製 造 会 社:Streptomycin sulfateお よ び

kanamycin sulfate,明 治 製 菓(東 京);enviomycin

sulfateお よびkitasamycin,東 洋 醸 造(静 岡);Isoni-

azidお よ びp-aminosalicylate,第 一 製 薬(東 京);

ethionamide,塩 野 義 製 薬(大 阪);rifampicin,Lepetit

(Milano);ethambutol,科 研 化 学(東 京);sul-

fadimethoxine,中 外 製 薬(東 京);minocycline,

Lederle(東 京);cycloserineお よびtibione,塩 野 義 製

薬(大 阪)。

研 究 成 績

1. Mycobacterium tuberculosis H37Rv株 お よ び そ の

抗 結 核 剤 耐 性 株 に対 す るDL8280の 発 育 阻 止 作 用

M.tuberculosis H37Rv株 お よ びH37Rv株 由 来 の

各 種 抗 結 核 剤 耐 性 株 の 発 育 はDL8280 0.63-1.25μg/

mlに よ っ て 完 全 に 阻 止 され た(Table1)。 患 者 分 離

株5株 も ゛actual count法"で 測 定 し た 場 合,DL8280

 0.63μg/mlに よ っ て 発 育 を 阻 止 さ れ た(Table 1)。 ま

た,別 の 患 者 分 離 株20株 のDL8280に 対 す る感 受 性 を 非

定 量 的 方 法 で 測 定 す る と,20株 中18株 は1.25μg/mlで,

残 りの2株 も2.5μg/mlで 阻 止 さ れ た(Table 2)。 こ

れ ら20株 中5株 は 抗 結 核 剤 に 耐 性 を示 さぬ 株 で あ り,

15株 はstreptomycin, isoniazid, rifampicin, etham-

butolを 含 む4剤 以 上 に耐 性 の株 で あ っ た 。

2. DL8280耐 性 菌 の種 々の抗 結核 剤 に対 す る感 受性

DL8280耐 性 菌 はH37Rv株 の生 菌 数106-107に1個

の割合 で見 出 され た。DL8280 1.25μg/ml培 地 に発 育

した集落 は,原 株 生菌 数106に1個 の割合 で見 出 され,

これ をDL8280な し培 地 に継代 した株 はDL828 05μg/

mlに 耐性 で あ った。この菌 の種 々の抗 結核 剤 に対 す る

感受性 を原株 の感 受性 と比較 す る と,両 者の 間 に差 は

なか った(Table 3)。

3.　 阻 止 下 濃 度 のDL8280のGeneration Time遅 延 作

用

DL8280のH37Rv株 に対 す る完 全 発 育 阻 止 濃 度 は

0.63μg/mlと 測 定 され たが,これ 以下の濃 度のDL8280

の存在 下 で も,結 核 菌 の発育 は遅延 され る。発 育遅延

は0.2-0.5μ9/mlの 濃度 で起 こっ た(Table 4)。

4. DL8280と 他 の抗結 核剤 との併用 効果

阻止 濃度 を少 し く下 回 る発 育遅延 濃 度域 の他 の抗結

核剤 の共 存 が,DL8280の 発 育 阻止作 用 に いか な る影響

を与 え るか を観察 したが,著 明 な影 響 は認 め られ なか

った(Table 5)。 この結 果 は,DL8280と 他 の抗結 核剤

との間 に拮抗 も相 乗 もない こ とを示 す。DL8280と 他抗

結核 剤 の併 用効果 は相 加 的(additive)で ある と認 め ら

れ た。

5. DL8280の 結 核 菌 に対 す る殺 菌作 用

DL8280は 対 数 期の終 りの発 育期 にあ る菌 に対 して24

時 間の浸 漬 によ り,かな り強い殺 菌効 果 を示 した(Figure

 1)。

Table2 . Susceptibility of Mycobacterium tuberculosis Strains Isolated from Sputa of Patients

Bacterial suspensions, 5 mg wet weight per ml, were prepared from a four-week-old culture of 

the test strains, and their 0.02ml sample each was inoculated onto each medium containing DL8280 

or not containing DL8280 by a spiral loop. The growth was observed after incubation at 37t for 

3 weeks, and the number of strains which showed-similar growth to that on the control medium was 

recorded.
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考 察

本 報 で は,主 と してM. tuberculosis H37Rv株 に 対

す るDL8280の 抗 結 核 菌 作 用 の様 式 を研 究 した 。

DL8280はM. tuberculosis H37Rv株 の 発 育 を0.63

Fig.1. Bactericidal activity of DL8280 on 

Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv growing 

in dubos liquid medium for 14 days. As to details of 

the method, refer to Tsukamura, M., and Mizuno,

 S.: In vitro antituberculous action of minocycline 

on Mycobacterium tuberculosis, Kekkaku 58: 379

384, 1983.

μg/mlの 濃度 で完全 に阻止 した。また,患 者 か ら分 離

したM. tuberculosis株 の発 育 を約1μg/mlで 阻 止 し

た。この発育 阻止 濃度 は,200～300mgの 経 口投与 で期

待 され る血 中濃度2～3μg/mlと 対 比 して(未 発 表成

績),十 分 有効 性 を期待 で きる もの で あ る。

Table4. Generation Time of Mycobacterium 

tuberculosis Strain H37Rv on Various 

Concentrations of DL8280

The generation time was measured by the 

method of Youmans and Youmans using the 

Ogawa egg medium (Youmans, G. P., and 

Youmans, A. S.: A method for the determination 

of the rate of growth of tubercule bacilli by the use 

of small inocula. J. Bacteriol. 58: 247-255, 1949).

Table3. Susceptibility of DL8280-Resistant Mycobacterium tuberculosis H37Rv Strain to Various 

Antituberculous Agents

a The growth of colonies was observed after incubation at 37t for 4 weeks. 

b The DL8280-resistant strain was isolated from the parent H37Rv strain at a rate of one per 

106-107 viable organisms by inoculating the parent strain onto an Ogawa egg medium containing 

DL8280, 1.25,ug/ml, and was resistant to 5ƒÊg of DL8280 per ml.
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種 々の 抗結核 剤 耐性 株 も感染 株 と同 じ濃度 で 阻止 さ

れ る。逆 に,DL8280耐 性株 の発 育 も,種 々 の抗結 核剤

に よ って,感 性株 と同 じ濃 度 で阻止 され る。 従 って,

DL8280と 既知 の抗 結核 剤の 間に交 叉耐性 は存 在 しない

と言 える。

また,DL8280は 発育 阻 止濃度 以下 で も決 して 無影響

で は な く,0.2～0.5μg/mlの 低 濃度 で も結核 菌 の発育

を遅 延 させ る。 この作 用形 式 は大 多数 の抗結 核剤 と同

じで,INHと は異 なって い る7)。

DL8280と 他 の抗結 核 剤 との 間に は,拮 抗 も相乗 もな

い。従 って,本 剤 と他 結核 剤 の併 用効果 は相 加 的(addi-

tive)と 考 え られ8),ど の抗結 核剤 と併 用 して も差支 え

な い と思 われ る。

DL8280は 結核 菌 に対 して殺 菌作 用 を示す 。但 し,こ

の殺菌 作用 は,期 待 され る投 与 量200～300mgか ら得 ら

れ る血 中濃度2～3μg/mlで は,あ ま り著 明ではない。

しか し,DL8280がRFP,INH,SMの よ うな有 力 な抗

結 核剤 と匹敵 す る よ うな殺菌 作 用 を有 す る こ とは 注 目

に値 す る。

結 論

1. DL8280ti Mycobacterum tuberculosis H37Rv

Table5. Combined Effect of DL8280 with Various Antituberculous Agents on the Growth of 

Mycobacterium tuberculosis Strain H37Rv

The concentrations of DL8280 tested were as follows: 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.32, 0.16, 0.08, 0.04, and 

ƒÊg/ml. The media with or without DL8280 were inoculated with one loopful (0.02ml) of three 

different bacterial suspensions, 1mg wet weight/ml, and its 10-3 and 10-4 suspensions. The media 

inoculated were incubated at 37t for 4 weeks, and the minimal growth-inhibitory concentration 

was read on a series of media showing discrete colonies in control medium. In this experiment, the 

inoculation of a 10-4 bacterial suspension gave 76•} 23 colonies on drug-free medium. The data in 

this table were observed in the media, each of which was inoculated with this amount of viable 

bacteria.
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株 お よび それ か ら分 離 した種 々 の抗結 核剤 耐性 株 の発

育 を0.63μg/mlの 濃度 で完全 に阻止 した。また,H37Rv

株 か ら分離 したDL8280耐 性株 の発育 は,既 知抗 結核 剤

に よって 原株 と同 じ濃度 で発 育 を阻 止 され た。従 って,

DL8280と 既知 抗結核 剤 の間 には交 叉耐性 はな いこ とが

わか った。

2.　 患 者 か ら分 離 さ れ たM. tuberculosis23株 も1.25

μg/mlま た は そ れ 以 下 で 発 育 を 阻 止 さ れ た 。2株 の み

は2.5μg/mlで 発 育 を阻 止 さ れ た。

3. DL8280は 発 育 完 全 阻 止 濃 度 以 下(0.2～0.5μg/

ml)で もM. tuberculosisH37Rv株 の 発 育 を遅 延 させ

た 。

4. DL8280と 他 の抗 結核 剤 との併 用効 果 は相 加 的

(additive)で,ど の抗結 核剤 と併 用 して も差 し支 えな

い と思 われ た。

5. DL8280はM. tuberculosisH37Rv株 に 対 して,

発 育 阻 止 濃 度 を超 え る 濃 度 で は 殺 菌 的 に 作 用 し た 。
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