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1. In Vivo Experiment

Antituberculosis activity of ofloxacin in mice was observed using Mycobacterium bovis strain 

Ravenel, which was expected to be more virulent for mice than M. tuberculosis strain H 37 Rv. 

Effect of pyrazinamide was also examined, as the effect of pyrazinamide was not yet studied in 

mice challenged by M. bovis. Female mice, weighing 26 •} 2 g, of the ddY—strain were challenged 

by an intraperitoneal injection of M. bovis strain Ravenel, 1. 5 •~ 107 viable units per mouse. Eighty 

mice were divided into four groups: (1) control group mice received daily intraperitoneal injec

tion of a 0. 2 m l sample of a 0.067 M phosphate buffer solution (pH 7. 1 ) ; (2) pyrazinamide group 

mice received daily intraperitoneal injection of 1 mg of pyrazinamide ; (3) ofloxacin group mice 

received daily intraperitoneal injection of 1 mg of ofloxacin ; (4) ofloxacin-pyrazinamide group 

mice received daily intraperitoneal injection of 1 mg ofloxacin and 1 mg pyrazinamide. These 

treatments were begun from the next day of the challenge. At one week—intervals, three mice of 

each group were sacrificed and the number of viable bacteria in the livers and the lungs were 

measured. The effects of the treatment were determined by the number of viable bacteria in the 

liver and the lungs of one mouse.

As reported previously (Tsukamura, M : Am. Rev. Respir. Dis., 132 : 915, 1985) , ofloxacin 

was eliminated most rapidly from the lungs and, therefore, the number of viable bacteria in the 

lungs was not influenced by the ofloxacin treatment. However, the number o f viable bacteria 

in the liver was reduced markedly by the treatment with ofloxacin. The number of viable bacteria 

were never decreased by the treatment with pyrazinamide alone. In the mice treated with 

.ofloxacin and pyrazinamide, the numbers of viable bacteria in the liver increased after 3 - 4 

weeks. Pyrazinamide appeared to act antagonistically against the in vivo effect of ofloxacin.

2. In Vitro Experiment

In vitro growth—inhibitory activity of ofloxacin against M. tuberculosis and M. bovis were 

lowered in pH 6.2 (" 3% Ogawa egg medium ") than in pH 6.8 (" 1% Ogawa egg medium ") . 

Pyrazinamide alone did not show any activity in egg media even at a concentration of 500 ƒÊg/ 

ml. It did not show any combined effect with ofloxacin in the in vitro .experiment.

* From the National Chubu Hospital , Obu, Aichi 474 Japan.
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緒 言

Ofloxacin(DL-8280)が 試験 管 内 でMycobacter

ium tuberculosis,M.bovis,M.kansasii,Mr.xe

nopi,M.fortuitumに 対 して 強 力 な 発 育 阻止 作 用 を示

す こ とは,Tsukamura1)2)に よ り報 告 され た 。 ま た,

この 抗 菌 物 質 が 肺 結 核 の 治 療 に有 効 な こ と も,Tsuka

mura et al. 3)に よ り報 告 され た 。

Ofloxacinの 抗結核菌作用の発見については特殊な事

情があ る。われわれが1983年 春,Ofloxacinの 研 究を

開始す るにあ たって,第 一製薬株式会社臨床開発部から,

本剤はマ ウスの実験結核に無効であ り,結 核を含む抗酸

菌感染症 に対す る有効性は悲観的であ るとの情報を受 け

た。 しか し,当 時既 に本剤が一般細菌感染症 に著効を呈

しつつ あるという情報があつたので,本 剤が試験管内で

結核菌 に強力 な阻止作用を示す以上,臨 床的 に有効でな

い筈 はないとい う信念 をもって1983年7月 か ら肺結核患

者 に対 する治療研究 を開始 した。 その結果,本 剤の肺結

核 に対 する臨床 的有効性が認め られ た3)。 これと並行 し

て マウスを使 用 しての動物実験 も行 った。 マウスに結核

菌 を注射 し,Ofloxacinを 投与 しつつ,週 を追 って マウ

ス肺 中の結核 菌数 を数 えたが,対 照 との差 がな く治療効

果 は認 め られなか った(未 発表成績)。 高 橋4)も マ ウス

に1日 量2,4,8mgのOfloxacinを 経 口投 与 して

も,そ の治療 効果は認め られなか った と言 う。高橋の実

験 も肺 重量 及び肺病変を治療効果 の指標 としていた。 わ

れわれは,ヒ トの肺結核に対 して効 果を示 す この薬剤が,

マ ウスの実験結核に無効な理由 として,マ ウスの体 内か

ら本剤 が急速に排泄 される可 能性 を考 えた。そ こで,マ

ウスにお ける本剤の臓器中濃度 を測定 してみ ると,肺 か

らは急速に排泄 され るのか,肺 中濃度は極めて低い こと

が分か った。一方,肝,腎 では比較的高い濃度が得られた。

そ こで,肝 内の結核菌数の消長を指標 と して治療効果を

判定す ると効果が認め られることが分かった5)。斉藤 ほか6)

は,マ ウスの腎 にお ける菌の消長及び病変を指標 と して,

本剤がM.fortuitumに 有効 な ことを報告 して いるが,

この結果は,先 の臓器中濃度が腎で比較的高 いことを考

え ると納得がゆ く。

本 報 で は,前 に使 用 したM.tuわerculosisH37Rv株

よ り も,マ ウ ス に対 して 毒 力 が 強 いM.bovis Ravenel

株 を使 用 して,マ ウ スの 実 験 結 核 症 に対 す るOfloxacin

の 効 果 を 観 察 す る こ と に した。 これ と同 時 に,Pyrazin

amide(PZA)に つ いて,一 つの 試 み を行 つ た 。PZAが

マ ウス に 対 す るM.tuberculosis感 染 で 有 効 で あ る こ

とは,既 に1950年 代 前 半 にMalone et al.7),Solo

torovsky et al.8)な ど に よ って 報 告 され て い る。 しか

し,M.bovisを 使 用 して の 実 験 は,ま だ 行 わ れ て い

な い 。 この 理 由 は,1954年 にMcDermott& Tomps

ett9)が,PZAはpH5.5で はM.tuberculosisの 発育

を6.25～16μg/mlで 阻 止 す る こ と を 報 告 し た が,

MP.わovisの 発 育 は酸 性pHに お い て もPZAに よ っ て

阻 止 され なか っ たか らで あ る10)。 従 っ て,本 報 で は,

PZAが マ ウ ス体 内で 本 当 にM.bovisに 対 して 無 効 で

あ るの か ど うか を試 して み る こ と に した 。 そ して,PZA

の 存 在 がOfloxacinのin vivo効 果 に影 響 を 与 え るか

ど うか も観 察 して み る こ と に した 。

実 験 方法

In Vitro実 験 に お け るOfloxacinとPyrazinami

deの 併 用 効 果("Actual Count法"11)に よ る 発 育 阻

止 濃 度)

In vitro実 験 で は,M.tuberculosis H37Rv株 と

M.bovis Ravenel株 を使 用 した。培 地 は"1%小 川 培

地(pH6.8)"と"3%小 川 培 地(pH6.2)"を 使 用 し

た。 両 培 地 と も,165×16.5mmの 試 験 管 に7mlず つ

分 注 し,90℃60分 間滅 菌 して斜 面 培 地 と した。Oflox

acin及 びPZAは 滅 菌 前 に 培 地 に 添加 した。 両者 と も

propylene glycolに 溶解 し,所 期 濃度 の100倍 濃 度 液

を作 り,こ の1容 を100容 の 小川 培 地 に 加 え た 。接 種 菌

量 は,培 地 あ た りの 接 種生 菌 数 が20-100生 菌 単位 となる

よ うに 調 整 した11)。 この た め に は,ま ず10mg/mlの

菌 液 を 作 り,こ れ を0.1%Tween80水 溶 液 で 希釈 し,

10-1～10-6液 を作 り,そ の0.02mlを 渦 巻 白金 耳で接 種

した 。 接 種 した 試 験 管 に,底 に3mmの 切 れ 目の あ る ダ

ブル ゴ ム栓 を覆 せ,37℃ に28日 間 培 養 した 。6組 の 培

地 群 で,対 照 培 地 の 発 育 集 落 数 が20-100と な った 組 で

発 育 阻 止 濃 度 を判 定 した。

In Vivo実 験 に お け るOfloxacinとPyrazinami

deの 抗 結 核 作 用 及 び その 併 用 効 果

In vivo実 験 で は,M. bovis Ravenel株 を 使 用 し

た。Ravenel株 は"1%小 川 培 地"で37℃10日 間 培 養

し,ガ ラス玉 コル ベ ンで振盪 して 均 一 化 した後,M/15

 phosphate buffer solution(pH7.1)に,湿 菌 量5mg

/mlに 浮 遊 させ た 。 この0.2mlを,体 重(26±2)9の

ddY系 雌 マ ウ ス の腹 腔 内 に注 射 した。 こ の0.2mlの 接

種 量 に は,1.5×107生 菌 単 位 の 菌 を含 有 して い た。Rav-
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enel株 を接種 されたマ ウスは合計80匹 で,こ れを次の4

群 に分 け(各 群20匹 ずつ),接 種 の翌 日か ら次 の治療を

行 った。

1)対 照 群 。M/15 phosphate buffer solution(pH

7.1)を0.2mlず つ毎 日,腹 腔 内 注 射 した 。

2)PZA群 。PZAlmgを 毎 日,腹 腔 内 注 射 した 。

3)Ofloxacin群 。Ofloxacinlmgを 毎 日,腹 腔 内

注 射 した 。

4)Ofloxacin-PZA併 用 群 。Ofloxacin 1mgとP

ZAlmgを 毎 日,腹 腔 内 注 射 した 。

PZA(三 共 製 薬,東 京)は,M/15 phosphate buff

er solution(pH7.1)に5mg/mlの 割 合 に 溶解 し,

その0.2mlを 注 射 した。ま た,Ofloxacinは,2mg/ml

の 割 合 にphosphate buffer solutionに 溶 解 し,そ の

0.5mlを 注 射 した。 併 用 群 に は,phosphate buffer

 solutionに,Ofloxacin及 びPZAと もに2mg/mlの

割 合 に溶 解 させ,そ の0.5mlを 注 射 に 使 用 した 。

上述 の治療 を行 いつつ,毎 週,各 群 か ら3匹 のマ ウス

を殺 し,そ の肺 と肝 を とって3匹 分 を一 緒に して秤量 し,

5倍 量の0.9%NaCl水 溶液(生 食水)を 加え,ガ ラス

製 ホモジナイザーで擦 り潰 した。 この臓器 液に,等 量 の

2%NaOH液 を加 えて混和 し,生 食水 で10倍 希釈列 を

作 って10-4ま で希釈 した。この100-10-4の5つ の 臓器

液から,渦巻白金耳で0.02mlず つ を"1%小 川培地"に

接種 した。接種後,37℃ に28日 間 培養 して集落数 を数

えた。集落数 と,集 落数 を数え た希釈度 と臓器重量か ら,

一匹の マウスの肺 または肝 に含有 され た生菌数 を計算 し

て図 に記入 した。

実 験 結果

1.In Vitro実 験 にお け るOfloxacinとPyrazin

amideの 併 用 効 果(表)

"Actualcount法"に よ るOfloxacinのM
.tuber-

Table In Vitro Combined Effect of Ofloxacin with Pyrazinamide on Mycobacterium

 tuberculosis Strain 05001 (H37Rv) and Mycobacterium bovis Strain 06001 (Ravenel)

culosis H37Rv株 に 対 す る最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)

は,"1%小 川 培地"(pH6.8)で は0.5μg/ml,"3

%小 川 培 地"(pH6.2)で は1.0μg/mlで あ った。 ま

た,M.bovisRavene1株 に対 す るMICも,"1%小

川 培 地"(pH6.8)で0.5μg/ml,"3%小 川 培 地"

(pH6.2)で1.0μg/mlで あ っ た。 即 ち,Ofloxacin

の 抗 菌 力 は,酸 性pHで 低 下 した。

PZAは,"1%小 川 培 地"で も,"3%小 川 培 地"で

も,500μg/mlの 濃 度 で 全 く抗 菌 力 を 示 さな か った 。そ

して,PZA500μg/mlを 併 用 して も,Ofloxacinの 抗

菌 力 に 影 響 を 及 ぼ さな か った 。PZAの 抗 菌 力 は,M.

bovisの み な らずM.tuberculosisに 対 して も,pH

の い か ん に かか わ らず 小川 培 地 で は,全 くこ れ を 認 め る

こ と はで き な か った。

2.In Vivo(マ ウス)実 験 にお けるOfloxacin及

びPyrazinamideのM.bovisに 対 す る発育 阻止 作

用及び併用効果(図1及 び2)

対照群(無 処置)で は,接 種後4週 まで,肝 内生菌数

は増加 し,のち,やや減少 した。PZA接 種 群 のマ ウスの 肝

内生菌数は,対 照 と比較 して著明な差はなか った。 これ

に対 して,Ofloxacin群 では肝内生 菌数は増加すること

な く減少 した。一方,Ofloxacin-PZA併 用群で は,3

～4週 にか けて肝 内生菌 数が 増加 し,PZA併 用 により

Ofloxacinの 効果が減弱するよ うに思 われた。

一方
,肺 内生菌数は,対 照群 及びPZA群 で は,6週

後 まで増加 し続 けた。 しか し,Ofloxacin群 及 びOflo-

xacin-PZA併 用群で は,5～6週 で若干増加傾 向が鈍

化す るように思 われ た。
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Fig. 1. Change in the number of viable bacte

ria of Mycobacterium bovis strain Ravenel 

contained in the liver of mice.

〇-〇 Number of viable bacteria contained in the liver 

of mice that did not receive any agent ;

△-△ Number of viable bacteria contained in the liver 

of mice that were treated with pyrazinamide

▽-▽ Number of viable bactria contained in the liver 

of mice that were treated with ofloxacin ;

●-● Number of viable bacteria contained in the liver 

of mice that were treated with pyrazinamide plus 

ofloxacin.

考 察

本報で は,M.bovis Ravene1株 を マ ウスに注 射 し

て,Pyrazinamide(PZA)及 びOfloxacinの 治療効

果 を見 た。 その結果 は,肝 内生菌数の消長を指標 とすれ

ば,Ofloxacinの 治療効果を認め ることがで きた。この

結果 は,前 に行 ったM.tuberculosisを 用 いたマ ウス

実験結核 に対 するOfloxacinの 効果 を支 持 す る もので

あった5)。Ofloxacinが 肺 内生菌数 に対 して,殆 ど影響

を与 えなか った理 由は,前 報 したごと く,こ の薬剤が肺

か ら急速 に排泄 されて,肺 内濃度が抗菌力発揮のための

有効 濃度 に達 しないため と思 われる。PZA単 独 投 与 の

場合は,無 処置の対照 とほぼ変 りない生菌数の経過を示

し,PZAの 有効性は認め られなか った。PZAとOflo-

Fig. 2. Change in the number of viable bacte

ria of Mycobacterium bovis strain Ravenel 

contained in the lungs of mice.

〇-〇 Number of viable bacteria contained in the lungs 

of mice that were not treated with any agent ;

△-△ Number of viable bacteria contained in the lungs 

of mice that were treated with pyrazinamide ;

▽-▽ Number of viable bacteria contained in the lungs 

of mice that were treated with ofloxacin ;

●-● Number of viable bacteria contained in the lungs 

of mice that were treated with pyrazinamide 

plus ofloxacin.

xacinを 併用 した場合は,肝 内生菌数 が3～4週 で増加

し,Ofloxacinの 治療効 果が減 弱するよ うに思わ れた。

しか し,5～6週 では,生 菌数 の低下 が起 こった。以上

の所見か ら考え ると,PZAはOfloxacinの 効力 に対 し

てあ る程度拮抗的に作 用するよ うに思 われる。

PZAが マ ウズ体内でMr.bovisに 対 して有効か無効

かは,こ れまで報告 がない。本報の実験で は,少なくとも,

PZAの 有効 性を支 持する結果は得 られなか った。それの

みな らず,PZAとOfloxacinは 動物体 内で拮抗的 に作

用 する可 能性が示 唆された。 これ につ いて は,将 来,

M.tuberculosi8を 用 いて確める必要が あると思 ってい

る。

In vitro実 験 で,PZAは 培 地 のpH5.5の とき にの み

M.tuberculosisの 発 育 を 阻止 す る と い う報 告 が あ る9)。
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そ の後 のStottmeier et al. 12)の 実 験 で も,発 育 阻 止 は

寒 天 培 地 で少 量 の接 種 量(1,000集 落 以 下)を 用 いた 場 合

にの み認 め られて い る。 発 育 阻 止 濃 度 は20～50μg/ml

で あ る。PZAのin vitro発 育 阻 止 作 用 は,寒 天 培 地 ま

た は液 体 培 地 でpH5.5で の み 認 め られ て い る(pH6.0

で は125μg/mlで 阻 止13))12)13)。 こ の よ うな 特 殊 な 条

件 で 示 され る発 育 阻止 作 用 が,蛋 白質 を 主 成 分 とす る人

体 ま た は動 物 体 内で,そ の まま 作 用 して い る とは 考 え 難

い。 本 報 の 実 験 に も示 す よ う に,PZAは500μg/mlの

濃 度 で も,卵 培 地 中 で は全 く阻 止 作 用 を示 さ な い。 従 っ

て む しろ,Curtin14)の 言 う よ う に,PZAは500μg/ml

で もin vitroで 阻止 作 用 を 示 さ なか っ たが,単 核 細 胞

内 の 結 核 菌 の 発 育 を12.5μg/ml(血 清 中濃 度)で 阻 止

した とい う結 果 が 説 得 力 が あ る。 即 ち,生 体 細 胞 内で 別

の 形 に 変 化 す る こ と に よ り有 効 性 を 発 揮 す る と考 え た 方

が 説 得 力 が あ る。 欧 米 の 学 者 の 報 告 で は,マ ウス や モ ル

モ ッ トの 実 験 結 核 で 有 効 で あ った と言 う し7)8)45)16),ま

た ヒ トの 肺 結 核 の 治 療 に 有 効 で あ った とい う報 告 も多 い

(例 え ば,Yeager et al.17);Schwartz&Moyer18);

Mc Dermott et al.19);Campagna et al.20);Phi

lips et al.21))。PZAがin vivoで の み 有 効 とい う立

場 に立 て ば(特 殊 な条 件 以 外 で は,PZAはin vitroで

は,M.tuberculosisに 対 して もM.bovisに 対 して

も無 効 で あ る),M.bovisに 対 して もマ ウス体 内 で有

効 か も しれ な い と考 えて,こ の実 験 を行 った が,PZA単

独 で は全 く効 果 が認 め られ なか っ た。 なお,日 本 の成 績

で は,M.tuberculosisを 用 いて も,マ ウス体 内で のP

ZAの 効 果 は,必 ず し も判 然 と認 め られ な い よ うで あ る

22)23) 。 近 藤 ・金 井23)に よれ ば,M.tuberculosisが

活 発 に 繁 殖 す る 条 件 で はPZAの 治 療 効 果 は 認 め られ な

か った と い う。 本 報 の 実 験 で は,マ ウス の 肺 及 び 肝,特

に 肺 で はM.bovisが 活 発 に 増 殖 した の でPZAの 効 果

が 認 め られ な か った の か も しれ な い 。

なお,本 報 の実 験 で 明 らか とな った も う一 つ の 所 見 は,

M.tuberculosisに 対 して も,ま た,M.bovisに 対 し

て も,Ofloxacinのin vitro抗 菌 力 は,pH6.8(1%

小 川 培 地)の 場 合 に比 してpH6.2(3%小 川 培 地)で 半

減 す る とい う こ とで あ る。 この点,酸 性pHでin vitro

抗 菌 力 が 強 ま る と言 わ れ るPZAの 場 合 と逆 で あ る9)。

結 論

マ ウ ス にMycobacterium bovis Ravenel株 を注

射 した と ころ,肺 及 び肝 で生 菌 数 の増 加 が み られ た。 こ

の マ ウ ス に,Ofloxacinを 毎 日1mgず つ 腹 腔 内 注 射す

る と,肝 内 の生 菌数 が著 明 に減 少 した。Pyrazinamide

を毎 日1mgず つ 腹 腔 内 に注 射 して も治 療 効 果 は認 め ら

れ なか っ た。OfloxacinとPyrazinamideを 併 用 し

た 場 合 は,Ofloxacinの 効 果 が,Pyrazinamideに よ

ってあ る程度減弱す る結果 とな った。

な お,OfloxacinのM.tuberculosis及 びM.bo

visに 対 す るin vitro抗 菌作 用 は,pH6.8(1%小 川

培 地)の 場 合 に比 して,pH6.2(3%小 川 培 地)で は半

減 す る こ と が 分 か っ た。
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