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Therapeutic effects of new rifamycin derivatives,3'-hydroxy-5'-(4-—alkylpiperazinyl)

benzoxazinorifamycins,KRM 1648,1657,1668,1674 and 2312 (kindly supplied by Kanegafu-

chi Chem.Ind.Co.Japan),were evaluated on experimental tuberculosis and Mycobacterium 
avium complex infection in mice.

I.Experimental tuberculosis in mice

Male ddY mice were inoculated via tail vein with ca.1x109 CFU of M.tuberculosis 

H37Rv suspended in 0.2ml medium.

Treatment of the mice with the new rifamycin derivatives or rifampicin(RFP:as a 

control drug) was peformed by daily oral administration of 10mg/kg of the drugs,starting 

at the 24th hour of infection and continuing until the 40th day of infection.Therapeutic 
effect of each drug was assessed by mortality of the treated mice.All control mice which 

did not receive any drug died within the 20th day(in Exp.1)and the 22nd day(in Exp.2)of 

infection,while 25%(in Exp.1)and 40%(in Exp.2)of RFP-treated mice and 100%(in Exp.1 

and 2)of mice treated with any of the KRMs survived on the 40th day of infection.
II.Experimental M.avium complex infection in mice

Female beige mice (8-12 weeks old) were inoculated via tail vein with ca.1X108 CFU 

of M.avium complex strain 31F093T,a mouse-virulent strain,suspended in 0.2ml medium.

Treatment of the mice with each drug(daily oral administration of 20mg/kg)was started 

24 hours after the inoculation, and was continued throughout 12 weeks of infection.
For evaluation of the therapeutic effect of the drug, CFUs of the infecting organisms 

recovered from the lungs and spleen of mice were determined following the course of infec
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tion.

The treatment of the infected mice with RFP resulted in only a slight reduction in the 

numbers of CFU from the lungs and spleen compared with those in control mice.

In contrast, treatment of the infected mice with any of the five KRMs reduced mark-

edly the numbers of CFU of the organisms recovered from the lungs and spleen throughout 

12 weeks of infection.

These results suggest that KRMs could be promising drugs in the treatment of both M.

tuberculosis and M.avium complex infections in humans.
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in vivO抗 ミ コバ ク テ リ ア 活 性

Mycobacterium avium complexはoPPortun-

istic pathogenと して近 年 注 目 さ れ て お り,特 に欧 米

で はAIDS患 者 に お け る全 身 播 種 性 感 染 は重 要 な 問題

と な って い る1)～3)。現在 本 症 に対 して は抗 結 核 薬 を 中心

と した併 用 治 療 が 試 み られ て い る4)が,臨 床 分 離 菌 の抗

結 核 薬 に対 す る感受 性 が低 い5)6)こ とか ら,い ま だ十 分

な 治療 効果 は得 られ て い な い。 一 方,初 回肺 結 核 の治 療

に お い て は,RFP,INHの 併 用 と,こ れ に 多 くの場 合

SMあ る い はEBを 組 み 合 わ せ る3剤 併 用療 法 が確 立

さ れ て い る7)が,RFPな ど を 凌 駕 す るよ り強 力 な抗 菌

力 を 有 す る新 薬 剤 開 発 へ の 期 待 は依然 と して大 きい と考

え られ る。 前 回 の報 告8)で 私 ど も は,鐘 淵 化学 工業 で 開

発 さ れ た 新rifamycin誘 導 体(KRM)に,優 れ た試

験 管 内 抗mycobacteria活 性 が 認 め られ る こ とを 明 ら

か に した 。 そ の 抗 菌 力 は,M.tuberyulosisに 対 し,

RFPよ り も16～32倍 強 く,ま たM.avium complex

に 対 して もRFPの1/128程 度 のMIC(μg/ml)を 示

した 。

このた び私 どもは,前 回のin vitro抗 菌力評価に引

き続 き,新rifamycin誘 導体 であるKRM5化 合物の

実験的マ ウス結核症お よびM.avium complex症 に

お ける治療効果 について検討を行 ったので ここに報告す

る。

実 験方 法

1.菌 株

M.tuberyulosis H37Rv株 とM.avium complex

31FO93Ｔ 株9)10)を 用 いた 。 これ ら はい ず れ もmodified

 Dubos Tween albumin液 体 培 地5)中 で4℃ に保 存

して いた ものを 使 用 に臨 ん で 新 た な 同 培 地 へ 継 代 し,M.

avium complexは3週 間,M.tuberyulosisは4週

間 培 養 した もの を 実 験 に供 した。

な お,使 用 したM.avium complex 31F093Ｔ 株

(M.intrayellulare)はmodified cornmeal agar

medium5)上 で, .transparent colonyをdominant

に 示 す マ ウ ス 毒 力 株 で あ る 。

H.実 験 的マウス結核症

M.tuberyulosis H37Rv株 をmodified Dubos

 Tween albumin液 体 培 地 中で4週 間 培 養 後,上 清 を

除 去 し た濃 厚 菌 液 を 作 成 し,そ の0.2ml(ca.1×109

CFU)をddY5週 齢 ♂マ ウ ス の 尾 静 脈 内 接 種 に よ り

感 染 さ せ た 。 翌 日か ら40日 間 治 療 を行 い,そ の間 の マ

ウスの生死 を観 察 し,治 療 効 果 の判 定 は死 亡 率 で 行 っ た。

実 験 は2回 実 施 し,各 実 験 で使 用 した薬 剤 は,実 験1で

はKRM1648お よ びRFP,実 験2で はKR.1657,

1668,1674,2312お よ びRFPで あ った 。 治 療 に用 い た

薬 剤 濃度 は,す べ て10mg/kg/dayと し,1回 投 与 量

が0.2mlに な る よ う に 調 整 し,経 口投 与 した。 な お,

実 験1で は1群20匹 の マ ウ ス を,実 験2で は1群10匹

の マ ウス を使 用 した。

III.実 験 的 マ ウスM.avium complex症

M.avium complex 31F093T株 をmodified

 Dubos Tween albumin液 体 培 地 中 で3週 間 培 養 後,

そ の0.2ml(ca.1×108CFU)を8～12週 齢 ♀ ベ ー ジ

ュマ ウス に尾 静 脈 内接 種 し感 染 さ せ た。

ベ ー ジ ュ マ ウ ス は,ddYマ ウ ス10)と 比 較 す る とM.

avium complexに よ り高 度 の感 受 性 を示 し,肺,脾,

肝 に お け る病 変 もよ り早 期 に 出現 し,臓 器 内生 菌 数 の増

加 も早 い11)12)。

ベー ジュマ ウスは,本 症 のマウスモデルと して薬剤 の

治療 効果 の評価 によ り適 する と考 え本実験 に用 いた。

感染翌 日か ら治療 を開始 し,治 療 開始直前,治 療開始

後1,3,6,9,12週 に肺,脾 内 の生菌数 を定量培養 に

より求あた。臓器定量培 養では,各 群3匹 のマウスの肺,

脾 をそ れぞれ一 括 し,2%NaoHで10倍 の ホモジネ

ー ト(日 本精 器ユニバーサルホモ ジナイザーを使用)を
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作 成 の 上,さ らに2%NaOHを 用 い た10倍 希 釈 系 列

を 作 成,そ の0.1mlず つ を1%小 川 培 地 に接 種6週

間 培 養 し,発 育 した集 落数 か ら臓 器 内平 均 生 菌 数 を算 定

した 。

2回 の 実 験 を 行 い,各 実 験 で 使 用 した 薬 剤 は,実 験1

で はKRM 1648,2312,rifabutin(RBU),お よ び

rifampicin(RFP),実 験2で はKRM 1657,1668,

1674,2312お よ びRFPで あ っ た。 治 療 に用 い た薬 剤 濃

度 は各 薬 剤 と も20mg/kg/dayと し1回 投 与 量 が0.2

mlに な る よ うに調 整 し,経 口投 与 した。

実 験成 績

実験的マ ウス結 核症 の実験1で は,無 処置対照群 で感

染 後10日 目か ら死亡 が認 め られ,19日 まで に20匹 す

べて が死亡 した。一 方,治 療 群では,RFP治 療群で感

染後12日 目か ら死亡 し始 め,治 療最終 日の40日 目にお

け る生 存率 は25%で あ ったの に対 し,KRM 1648治 療

群では40日 目で全例 が生存 していた(Fig.1-A)。

また実験2で は,無 処 置対照群 で感染後14日 目か ら

死亡が認め られ22日 目までに10匹 すべてが死亡 したの

に対 し,RFP治 療 群で は21日 目か ら死 亡 し始 め,治

療最終 日の40日 目にお ける生存率 は40%で あ ったが,

KRM 1657,1668,1674,2312の 各 治 療 群 で は40日 目

で いず れの群 において も死亡例 はまった く認め られなか

った(Fig.1-B)。

マウス実験.M.avium complex症 に対す る2回 の

A

B

Fig.1.Effects of Rifamycin Derivatives on Percent Survival

 of Mice Infected with M.tuberculosis H37Rv

Table 1.Therapeutic Effects of Rifamycin Derivatives on M.avium
 Complex Infection in Beige Mice(Experiment 1)

―9―



10 結 核 第66巻 第1号

Table 2.Therapeutic Effects of Rifamycin Derivatives on M.avium

 Complex Infection in Beige Mice(Experiment 2)

Fig.2.Effects of Rifamycin Derivatives on Log CFU Recovered from the 

Lungs and Spleen of Mice Infected with M.avium Complex 31F093T

治 療 実 験 の うち,ま ず実験1で はKRM 1648,2312,

RBUお よびRFPに ついて評価 を行 った(Table 1)。

肺 におけ る還元生菌数 でみる と,無 処置対照群 で感染後

1週 日でわずかな菌 の減少 が認 め られたが,そ の後6週

まで 急激 な生菌 数 の増加 が あ り,9～12週 にかけて も

菌 は さ らに増加 を続 け,感 染 か ら12週 間で肺 における

生 菌数 は約104倍 に増加 した。

RFP,RBU各 治療 群 で は,1～12週 間 を通 じて還

元生菌数 は無処 置対照群 よ りもわずかに少 ない ものの,

この間 に菌 は約104倍 に増加 してお り,対 照群 と同様 の

増 加 傾 向 を示 した。一方,KRM 1648,2312各 治療 群

で は,1週 目 に お け る肺 の 還 元 生 菌数 で は,RFP,

RBU治 療群 と大差 はないが,3週 目以降著明な差が認

め られ,12週 目に おけ る還 元生菌数 はRFP,RBU治

療群 の約1/100で あった。

脾 に おいて は,感 染 後12週 間で対照群で約103倍 の

生 菌数 の増加 があ り,RFP,RBU治 療群で もこれ と同

様 の推移 が認 め られ た。 しか しKRM 1648,2312治 療

群では肺ほどで はないが,RFP,RBU治 療群 と比較 し,

明 らかな還元生菌数 の減少が認 め られ た(Table 1)。
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実験2に おいて も,実 験1と 同様 にRFP治 療群 が対

照群 と同様 の肺,脾 の還元生菌数 の推移 を示 したのに対

し,KRMの 各治 療群 で は いず れ も全治療 期間 を通 じ

てRFP治 療群 よ りも明 らかに還元生菌数が少 な く,治

療効果 が認 め られた(Table 2,Fig.2)。

考 察

新rifamycin誘 導体で あるKRM 1648,1657,1668,

1674,2312は いずれ も強 いin vitro抗mycobacteria

活性 を有 して お り,M.tuberculosisに 対 してRFP

よ り も16～32倍 低 濃度 のMICを 有 す る ことと,ま た

M.avium complexに 対 してRFPよ りも100倍 以上

強 い抗菌力 を有 する ことが明 らかであ った8)の で,今 回

これ らKRM 5化 合物 につ い て動物 感染 モデルを用い

たin vivo治 療効果 について検討 を行 った。

まず,実 験的マ ウス結 核症にお ける治療効果 について

み る と,KRM投 与 群で はいずれ の化合 物 において も

治療 期間 中 の死亡例 はまった く認 め られず,RFPの 臨

床投与 量 で あ る10mg/kg/dayの 薬 剤濃 度 で治療 し

た場合,RFPよ りもはるかに優 れた治療効果 が得 られ

ることが明 らか とな った。

RFPの 実 験 的 マウ ス結核症 に対す る治療効果 につ い

ては,豊 原13),久 世彰彦 ら14)の報 告があ り,使 用菌株,

治療 スケ ジュールは異 なるが,私 ど もが用 いた方法 と同

様 に生 存率 で治 療効果を評価 した結果 によ ると,RFP

は25mg/kgで は生存率90%以 上 の優れ た治療効果 を

示 す が,10mg/kgで は生 存率 は50%以 下で治療効果

は激減 して いる。

私 どもの系 で もRFP 10mg/kgで は生存率 は25～

40%と 先 人 の報 告 と同様 で あ り,同 じ系 で評 価 した

KRM各 化合 物 の10mg/kgで 死 亡 が まった く認め ら

れ なか ったことは,KRMの 治療効果がRFPの それを

はるか に凌駕 して いることを示唆 してい る。

マウス実験M.avium complex症 では,2回 の実

験 ともRFP治 療群が無処 置対照群 とほぼ同様 の菌の増

加を示 し,治 療効果が ほとん ど認 め られなか ったのに対

し,KRM投 与 群で はいずれ の化合 物投 与 で も肺,脾

の還 元生菌数 はRFP投 与群 よ りも少 な く,そ の差 は特

に肺 で顕著 であ った。 また実験1で 対照薬 と して用 いた

RBUの 投与 群 はRFP投 与群 と同等 の還元生菌数 を示

し,こ の実験系 に関す る限 り,RBUの 治療 効果 はRFP

と差 は認 め られなか った。

マ ウス実験M.aviumcomplex症 を用 いた治療実

験 に関 しては数 々の報告が あるが,以 前私 どもは今回使

用 したのと同 じM.avium complex 31FO93T株 を用

いてRFPとRBUの マ ウス実験.M.aviumcomplex

症 に対 す る治療効果 について検討 し,RFPとRBUは

還元生菌数 の推移か らはほぼ同等の活性を示 し,肺 で は

対照群 に比べ わずか に還元生菌数の減少を示すが,脾 で

はほとん ど差が ないこと,し か し,臓 器の肉眼所見の比

較 で は,RBUがRFPよ り治 療効果が優れてい る印象

を得 た ことを報告 した15)。一方,斎 藤 ら16)によ ると,

RBUはRFPよ りもわず か に強い治療 効果 を示 すが,

対照群 と比較 した場合,肺 で は有 意な還元生菌数 の減少

が認め られ るが脾で は有意な差 は認 め られない とされて

い る。

これ らの報告を考 慮す ると,今 回私 どもが対照薬 とし

て用 いたRFPとRBUに ついての結果 は,私 ど もの成

績15)を再確認 す るとともに,従 来 の報告 とよ く一致 し,

今回 実施 したKRMの 治 療効 果 は評価 できる ものであ

ると考 え られる。新rifamycin誘 導体(KRM)はM.

tuberculosis,M.aviam complexに 対 し強 いin

 vitro抗 菌力を有 し,動 物感染実験 において もin vitro

抗菌力 を反映 した優 れた治療効果 が認 め られ た。

特 に,M.avium complex症 に対 して優れ た治療

効 果 を示 した ことはKRMが 現在重要 な問題 となって

いるM.avium complex感 染症 の効果的 な治療薬 と

なる可能性 を秘 めて お り,今 後,他 の抗結核薬 との併用

効果 などの検討 を行 うことにより,そ の特徴を明確 にし

てい く必要が ある。 なお,KRMとRBUと のin vivo

治療効果 の比較 は不十分で あり,今 後の検討継続が必要

と考え られ る。

結 論

新rifamycin誘 導体 で あ るKRM 5化 合 物 につ い

て,実 験的マ ウス結 核症 とマ ウス実験M.avium com-

plex症 を用いたin vivo治 療効果 の検討 を行 った結果,

1)KRM 5化 合 物 は いずれ も実験 的 マ ウス結核症

においてRFPよ りも優れ た延命効果を示 した。

2)マ ウ ス実 験.M.avium complex症 に お い て

KRM5化 合物の各投与群 は,い ずれ もRFP投 与 よ り

も明 らかに少 ない肺 および脾 か らの還元生菌数 を示 し,

KRM 5化 合物 の優 れた治療効果 が示唆 され 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KRM 5化 合物 の提供 に対 し,

鐘 淵化学 工業 株式 会社 に感 謝致 します とともに,rifa-

butin[ansamycin LM427]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 ことにっいて,フ

ァル 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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