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The in vitro anti-M.tuberculosis and anti-M.avium complex activities of five new 

rifamycin derivatives,KRM1648,KRM1657,KRM1668,KRM1674 and KRM2312,provided,

by Kanegafuchi Chem.Ind.Co.Japan were evaluated and compared with those of rifampi 

cin(RFP)and rifabutin(RBU).

Antimycobacterial activity was tested by broth dilution method using Kirchner's liquid 

medium supplemented with 10% bovine serum.The MICs 90(gg/ml)of all five KRMs and 

RBU for 20 clinical isolates of M.tuberculosis were 0.035-0.07,whereas that of RFP was 

1.25.The new rifamycin derivatives showed 16 to 32 times lower MICs than those of RFP 

against M.tuberculosis.
All five KRMs inhibited 100% of 20 clinical isolates of M.avium complex at a con

centration of 1.25 tg/m/,while only 35% and 10% of the strains were inhibited by the same 

concentration of RBU and RFP,respectively.The MICs 90(ug/ml)for the strains tested 

were 0.07-0.3 for all five KRMs,and 5 and 40-80 for RBU and RFP,respectively.The 

new rifamycin derivatives were 16 times more active than RBU,which was 8 times more 

active than RFP.

The new rifamycin derivatives were far more effective against M.tuberculosis in vitro 
than RFP,and their superiority to RBU which showed the effect superior to RFP was 

notable in in vitro anti-M.avium complex activities.

* From the Department of Infection and Inflammation,First Clinic of Medicine,Chest Disease 

 Research Institute,Kyoto University,Sakyo–ku,Kyoto 606 Japan.
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緒 言

結 核 に対 す る化 学療法 について は,INHとRFPを

主 軸 と し,こ れ にSMあ るい はEBを 組 み合 わせ る3

剤併 用療 法が確立 され,肺 結 核の初 回化学療法 の標準方

式1)と して広 く使用 されてい る。 この標準 方式 によ る結

核化 学療 法 にお け る飛躍的 な進歩 は,INHと,そ の強

力 な抗菌力 に匹敵 し,分 裂休止菌 に も有効 なRFPと を

併用す ることに よって,治 療効果の増大 と治療 期間の大

幅な短縮が可能にな った ことに基づいてい る。 しか し,

一般細菌感染症な どの抗菌薬 と比較す ると,抗 結 核薬の

種類 は極あて限 られてお り,今 後 とも新 しい薬剤開発の

努力 は必要であ る。

これに加 え,最 近増加 している非定型抗酸菌症2)に 対

する化学療法,特 にMycobacterium auium complex

感染症を対象 と した抗菌薬の開発 も急務であ ると思われ

る。 この た び,鐘 淵化学工業株式会社 より新 しいrifa-

mycin誘 導 体[3'-hydroxy-5'－(4-alkylpiperazi-

nyl)benzoxazinorifamycin]に 属 す る5化 合 物

(KRM 1648,1657,1668,1674,2312)の 提 供 を受 けた

のを機会 に,こ れ ら化合物の.M.tuberculosisお よび

M.auium complexに 対す る試験管内抗菌力 をri-

fampicin(RFP),rifabutin(RBU)と 比較検討 した。

その結果,こ れ ら新rifamycin誘 導体 に強力 なin ui－

tro抗 菌活性が認 め られたので以下 に報告す る。

研 究 方 法

1.菌 株

Modified Dubos Tween albumin液 体 培 地3)に 継

代 し,4℃ で 保 存 して い た抗 結 核 薬 に感 受 性 を示 すM.

tuberculosis臨 床 分 離 菌20株 とH37Rv株 お よびM.

aoium complex臨 床 分 離 菌20株 を使 用 に臨 ん で 新 た

な同培 地へ 継 代 し,2週 間 培 養 した もの を実 験 に供 した。

な お,使 用 し たM.auium complex 20株 はmodi-

fied cornmeal agar medium3)上 で,transparent

colonyをdominantに 示 す株 で あ る。

II.試 験 管 内抗 菌 力 試 験

培 地 は10%牛 血 清 加Kirchner液 体 培 地 と上 述 した

modified Dubos Tween albumin培 地 を使 用 し,初

管 の薬 剤 濃 度 を10μg/mZ(.M.tuberculosis)な い し

160μg/mZ(M.auium complex)と した各 薬 剤 の倍

数 希 釈 系 列 を19管 作 成 し,第20管 は薬 剤 を含 ま な い対

照 と した。 な お,培 地 量 は2mZと した。

接 種 菌 液 の作 成 は,上 述 の培 養 菌 液 を滅 菌 生 理 食 塩 水

で 希 釈 し,硫 酸 バ リ ウ ム を 用 い た 肉 眼 的 な比 濁 で1.0

mg/mlの 菌 液 と し,そ の10倍 希 釈 液 の0.1mlを そ

れ ぞ れ 薬 剤 含 有 培 地 と対 照 培 地 に接 種 し た。 判 定 は

37℃ 培 養2週 後(M.auium complex),4週 後(M.

tuberculosis)に 行 い,in uitro抗 菌 力 の比 較 は,肉

眼 的 に 菌 の発 育 の認 め られ な い管 の最 小 薬 剤 濃度(最 小

発育 阻止 濃度,MIC)を 用 い た。

III.薬 剤

新rifamycin誘 導 体:KRM 1648,1657,1668,

1674,2312の5化 合 物(薬 剤)は,い ず れ も鍾 淵 化 学 工

業 株 式 会社,生 物 化学 研 究 所 で 合成 され た もの で あ る。

こ れ ら5剤 と 比 較 対 照 す る薬 剤 と して は,rifampicin

(RFP)並 び にrifabutin(RBU)を 用 い た。 各 薬 剤 と

も,ま ずdimethylsulfoxide(DMSO)で1mg/ml

(M.tuberculosis)あ る い は16mg/ml(M.auium

 complex)に 溶 解 後,さ らに 滅 菌 蒸 留 水 に て 所定 濃 度

に希 釈 して 倍 数 希 釈 系 列 作 成 に用 い た。

研 究 結 果

ま ず,10%牛 血 清 加Kirchner液 体 培 地 を 使 用 して

得 ら れ た 結 果 に つ い て 述 べ る。Table1にM.tuber-

culosis20株 に 対 して各MICを 示 した 菌 株 数 を 薬 剤 別

に示 した 。 実 験 は 同 一 条 件 で2回 実 施 し,実 験1で は

KRM 1648,RFP,RBUの3剤 に つ い て,実 験2で は

KRM 1657,1668,1674,2312,RFP,RBUの6剤 に つ

いて 行 っ た。

実 験1でKRM 1648は,0.035μg/mlで20株 す べ

て の 発 育 を 阻 止 して い る の に対 し,同 じ濃 度 に お け る

RFP,RBUが 発 育 を阻 止 した菌 株 数 は,そ れ ぞ れ1株

(5%),17株(85%)で あ っ た。

実 験2で は,KRM 1657,1668,1674,2312とRBU

は い ず れ も0.15μg/mlで 全20株 の発 育 を 阻 止 して い

る の に対 し,同 濃 度 でRFPは3株(15%)の 発 育 を

阻 止 した に過 ぎ なか っ た。

ま た,各 薬 剤 のMIC90(μg/ml)は,RFP:1.25

(実 験1,実 験2),RBU:0.07(実 験1),0.035(実

験2)で あ っ た の に 対 し,KRM 1648は0.035,KRM

1657,1668,1674,2312は い ず れ も0.07で あ り,RBU

と は 同 等 で あ っ た が,RFPと 比 較 す る と16～32倍 優

れ た抗 菌 力 が 認 め られ た(Table3)。
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Table1.MICs of Rifamycin Derivatives against 20 Clinical Isolates of M.tubercu

 losis in Kirchner's Medium

Table2.MICs of Rifamycin Derivatives against 20 Clinical Isolates of M.avium com

 plex in Kirchner's Medium

m.avium complex 20株 に対 す る各 薬 剤 の抗 菌 力

の 結 果 を,前 述 した 形 式 に 従 ってTable 2に 示 した。

実 験1で はKRM 1648,RFP,RBUに つ い て,実 験2

で はKRM 1648,2312,RFP,RBUに つ い て,実 験3

で はKRM1657,1668,1674,2312に つ い て比 較 検 討 を

行 い,各 実 験 で は他 の 実験 で検 討 した 薬剤 を必 ず1つ は
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Table 3.In vitro Activities of Rifamycin Derivatives against My

 cobacteria in Kirchner's Medium

含 む よ う に して再 現 性 を 確 認 した 。 実 験 に よ りMICの

範 囲 に 多 少 の 差 は認 め られ る もの の,KRM5化 合 物 は

い ず れ も0.6～1.25μg/mlで20株 す べ て の 発 育 を阻

止 して いた 。 これ に対 し,同 濃 度 にお いてRFPは わず

か2株(10%),RBUは7株(35%)の 発 育 の 阻止 を

示 した に過 ぎず,KRM5化 合 物 の優 れ た抗 菌 力 が認 め

られ た。

ま た,各 薬 剤 のMIC90(μg/ml)に っ い て み る と

KRM1648:0.07(実 験1),0.15(実 験2)KRM1657,

1668,1674:0.3(実 験3),KRM2312:0.07(実 験

2),0.3(実 験3)で あ っ た の に対 し,RFPは40,80,

RBUは5で あ り,KRM各 化 合 物 は少 な くと もRFP

よ り も128倍,RBUよ り も16倍 強 い 抗 菌 力 を 有 して

い た(Table3)。Table3に は また,M.tcbercculosis

の 標 準 毒 力 株 で あ るH37Rv株 と,.M.avium com

-plexの マ ウ ス毒 力 株4)で 私 ど もが 感 染 実 験 に使 用 して

い る31F093T株(M.intracellare)に 対 す る各 薬

剤 のMICを 示 した。

次 に,modified Dubos Tween albumin培 地 を用

い た成 績 で あ る が,M.tcbercclosisを 対 象 と した場

合,RFPのMICは,0.002～0.017μg/mlで10%牛

血 清 加Kirchner液 体 培 地 の1/100以 下 の値 を示 し,

MICは 大 幅 に 低 下 し た 。 また,KRMの 各 薬 剤 お よ び

RBUで は いず れ も最 大 希 釈 濃 度(3×10-5μg/ml)

で 菌 の 発 育 が 阻 止 さ れ,KRMの 全 薬 剤 の 強 力 な制 菌

力 は確 認 で きた が,各 薬 剤 相 互 間 の比 較 は な しえ な か っ

た。

.M,avicm complexを 対 象 と した場 合 で も同様 に,

Dubos培 地 の使 用 に よ りKirchner培 地 よ り も強 い抗

菌 力(1/64～1/32のMIC)が 認 め られ た。

考 察

今 回評価 した新rifamycin誘 導 体 で あ るKRM1648,

1657,1668,1674,2312は いず れ もM.tuberculosis,

M.avium complexの 両 方 に対 し,RFPよ り も は る

か に優 れ たin vitro抗 菌 力 を有 す る ことが 明 らか と な

った。

特 にM.avicm complexに 対 して,多 くの研 究 者

の注 目を集 め て い る同 じrifamycin誘 導 体 のRBUよ

り も10倍 以 上 強 い抗 菌 力 を有 す る こ とは,新 しいrifa-

mycin誘 導 体 で あ るKRMの 特 徴 と して興 味 深 く,今

後 よ り詳 細 な検 討 の価 値 が あ る と考 え る。

KRMに つ いて は,1987年 にnew benzoxazino-

rifamycin derivativesと して類 似 の誘 導 体 が学 会 に

発表 され5),RFPよ り もM.tuberculosisに 対 し4倍,

M.intracellareに 対 して4～8倍 低 濃 度 のMICを

有 す る こ とが 明 らか にな って いた 。 そ の 後 合 成 され た数

多 くの誘 導 体 にっ いてM.tubercullosisH37Rv株 と

M.avium complex31FO93T株6)に 対 す るin vitro

抗 菌 力 試 験 を実 施 し,よ り強 い抗 菌 力 を 有 す る誘 導 体 が

多 数 発 見 され た ので,今 回 そ の代 表 と して5化 合 物 にっ

い て菌 株 数 を増 や して 検 討 を行 っ た次 第 で あ る。

M.tcberculosis臨 床 分 離 菌20株 に対 す る抗 菌 力 の

評 価 で は,KRM5化 合 物 はRBUと 同 等 の抗 菌 力 を示

し,MIC90(μg/ml)が0.035～0.07で あ っ た の に対

し,RFPで は1.25で あ り,.そ の差 は16～32倍 で あ っ

た。 ま たM.tuberculosisの 標 準 毒 力 株 で あ るH37Rv

株 に対 す るMICで も各KRM化 合 物 はRBUと 同等 で

あ り,RFPと の 比 較 で は 少 な く と も16倍 の 差 が認 め

られ た。

RFPとRBUの.M.tuberculosisに 対 す るin vitro

抗菌 力 に関 して はSanfilippoetal.7),Brunaetal.8),
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Heifetsetal.9),東 村 ら10),斎 藤 ら11)などの報告 があ

り,こ れ らによ るとRBUはM.tuberculosisに 対 し,

RFPよ りも2～4倍 強いin vitro抗 菌力 を有す ると

され,今 回私 どもが得 た結果 とは若干 の差 が認 め られた。

しか しDickinson et a1.12)に よってRBUがRFPよ

りも8倍 抗菌活性 が優 れているとい う報告 もみ られ,私

ど もの結果 は決 して過大評価 ではないと思 われる。

M.tuberculosisに 対 してKRM各 化合物 はRFP

よ りははるかに優 れたin vitro抗 菌力 を示 したが,RB

Uと の比較 で は これを凌 駕す ることはできなかった。

しか し注 目すべ き点 は,M.avicm complexに 対す る

抗 菌力 で,臨 床分離菌20株 に対 しKRMの5化 合物 は

いず れ も1.25μg/mlで 全 株 の発育 を阻止 したのに対

し,同 濃 度 にお いてRFPは2株(10%),RBUは7

株(35%)の 発育 を阻 止 した にす ぎず,KRMの 有す

る優 れた特徴 が明 らかになった。

.M.avium complexに 対す るRFPとRBUの

in vitro抗 菌力について は諸家の報 告があ り9)～16),使用培

地や菌株の違い によりMICの 範囲 に多少 の差 はあるが,

抗 菌力 の強 さについてみ ると,RBUはRFPよ りも2

～4倍13)14) ,16～32倍10)11)15)16)優 れ てい る とされて い

る。私 ど もの得 た結果で は,.M.avucm complex20

株 に対 す るMIC90でRFPが40μg/mlで あ った の

に対 し,RBUは5μg/mlで あ り,1/8のMICを 示 し

た。 この こと は私 ど もが本 実験 で対 照薬 と して用 いた

RFPとRBUの 評 価 が,私 ど もの前回 の報告15)を は じ

め先人 の報告 によ く一致 してお り,同 じ条件で実施 した

新rifamycin誘 導 体であ るKRM5化 合物 の評価 は信

頼性 の高 い ことを示 している。

結 核 の化学 療法 は,RFPの 発見 によ り飛躍的 な進歩

を遂 げ,現 在 で はRFP,INHを 主軸 としてSMあ るい

はEBを 併用す る肺結核 の初回標準治療方式が確立 され

てい る。 しか し,そ の治療 にな お9～12ヵ 月 を要す る

ことか ら,さ らに治療期間 を短縮す る上で よ り強力 な抗

菌力 を有す る薬剤開発へ の期待 は大 きいと考 え られ る。

また,非 定型抗酸菌症,特 にM.avium complex症

につ いては,結 核 の治療 に準 じた化学療法が実施 され,

多 剤併 用効果2)17)は臨床的 に もある程度有効で あるとは

されるものの,難 治 の症例が多 いことは周知 のことで あ

り,有 効 な薬剤 の開発が急務で ある。

今 回,私 ど もが評価 した新rifamycin誘 導体で ある

KRM5化 合物 は.M.tubercelosis,M.avium com

-plexに 対 してRFPを はるか に しの ぐin vitro抗 菌力

を有 していることか ら,結 核 の治療期間 をさ らに短縮 し,

また.M.avium complex症 の効果的 な治療薬 となる

可能性 を秘 めて お り,今 後 の研究 に多大 の期待が もたれ

る。

結 論

新rifamycin誘 導 体 で あ るKRM5化 合 物 に つ い

てM.tubercelosisと.M.avium complexの 臨 床 分

離 菌 各20株 に 対 す る試 験 管 内抗 菌 力 を調 べ,対 照 薬 と

して用 い たrifampicin(RFP),rifabutin(RBU)

と比 較 検 討 し,以 下 の知 見 を得 た。

1).M.tubercelosis臨 床 分 離 菌20株 に対 す る各 薬

剤 のMIC90(μg/ml)は,RFP:1.25,RBU:

0.035～0.07,で あ っ た の に対 し,KRM1648は0.035,

KRM1657,1668,1674,2312の4化 合 物 は い ず れ も

0.07で あ り,RBUと は 同 等 で あ った が,RFPと 比 較

す る と16～32倍 優 れ た抗 菌 力 が 認 め られ た。

2)M.avium complex臨 床 分 離 菌20株 に対 す る

各 薬 剤 のMIC90(μg/ml)は,RFP:40～80,RBU

:5で あ っ た の に 対 し,KRM1648は0.07～0.15,

KRM1657,1668,1674は い ず れ も0.3,KRM2312は

0.07～0.3で あ り,KRM5化 合 物 は少 な く と もRFP

よ り も128倍,RBUよ り も16倍 強 い 抗 菌 力 が 認 め ら

れ た。

(本 論 文 の要 旨 は,第65回 日本 結 核 病 学 会 総 会 にお い

て報 告 した。

新rifamycin誘 導 体KRM5化 合 物 の提 供 に対 し,

鍾 淵 化 学 工 業 株 式 会 社 に 感 謝 致 します と と も に,rifa-

butin(ansamycinLM427)を 提 供 い た だ き,こ の 化

合 物 につ い て の継 続 検 討 の機 会 を得 た こ と につ いて,フ

アル ミ タ リア カ ル ロ エ ル バ株 式 会 社 に深 謝 致 します 。)
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