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Therapeutic efficacy of kanamycin (KM) and clofazimine (CFZ) combined with 

N2 [(N-acetyl-muramoye—L-alanyl-D-isoglutaminyll—N6—stearoyl—L—lysine , MDP-Lys
 (L18), against Mycobacterium intracellulare infection induced in mice was studied, based on 

suppression of incidence of gross lung lesions and bacterial growth at the sites of infection 

(lungs and spleen), and the following results were obtained.
Firstly, KM (0.5mg) was given sc to mice , daily six times per week in combination (or 

not) with sc injections of MDP-Lys(18) (0.1mg) either 1, 3 or 5 times weekly. In this case, 
KM alone markedly suppressed the incidence of pulmonary gross lesions and the growth of 

organisms in the lungs and spleen (2-2 .5 log—decrease in CFU per organ at week 8) in 
infected mice. MDP-Lys(18) alone also exhibited similar effect but the efficacy was much 

lower than that of KM. No synergism was observed for combined use of KM with 
MDP-Lys(18) in any protocols tested .

Secondly, CFZ (0.5mg) was given to mice by gavage , daily six times per week in 
combination with or without injections of MDP-Lys(18) (0.1mg), either 1, 3 or 5 times 
weekly. In this case, CFZ alone decreased the incidence of gross pulmonary lesions in 
infected mice and the weaker suppressive effect was noted for MDP-Lys(18) alone . 
Moreover, CFZ alone suppressed bacterial growth in the lungs and spleen (1.5-2.0 
log—decrease in CFU per organ at week 8) , while MDP alone failed to cause such a marked 
reduction in bacterial CFU in the visceral organs . In this case, significant effect was not 
observed in combined use of CFZ with MDP-Lys(18) in all the test protocols , on the basis 
of change in CFU in the lungs.

The present study indicates that there was no appreciable combined effect against M . 
intracellulare infection, between either KM or CFZ and MDP-Lys(18) , although KM and
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CFZ alone exhibited considerable therapeutic efficacy.

Key words: Mycobacerium intracellulare, 

Kanamycin, Clofazimine, muramyl dipeptide

キ ー ワ ー ズ: Mycobacterium intracellulare,

Kanamycin, Clofazimine, MDP

は じめ に

非結核性抗酸菌症のうち Mycobacterium avium-

intracellulare complex (MAC) 症は,最 も重要視さ

れているものであり,特 に最近AIDSに お ける細胞性

免疫低下に伴っておこる主要な日和見感染症の一つとし

て注目されているところである1)。しかしながら,MAC

は一般 に抗結核剤やその他の諸種抗菌剤に対 して耐性で,

本症の治療には困難を伴 うことが多 く,有 効な化学療法

剤の探索あるいはその開発が望まれている。われわれも

MAC感 染症に対する有効薬剤の探索を進めているとこ

ろ で あ る が,こ れ ま で の と こ ろ,実 験 酷 M. intracel

- ulare マウス感染症に対 し, Kanamycin (KM) 2)3),

Clofazimine (CFZ) 2), お よ び リフ ァマ イ シ ン系薬 剤 の

KRM-1648に 比較的優れた治療効果を見いだしている。

他方,in vivo活 性 の増強を企図して行 ったリボソーム

に封入 したこれら薬剤の治療効果についての検討では,

薬剤単独投与における場合よりも臓器内CFUが 有意

に減少したが,こ れとてもリボソーム封入薬剤の投与に

よる感染部位よりの菌の完全な排除はみられず,い まだ

満足すべき成績は得 られていない3)4)。

そ こで今回われわれは,抗 菌剤(KM,CFZ)と 宿 主

免疫機能 を亢進させ ることの知 られている Muramyl

 dipeptide (MDP) 5)の 誘 導 体 の一 つ で あ るN2-[(N-

acetyl-muramoy1)-L-alanyl-D-isoglutaminyl]

- N6-stearoyl-L-lysine [MDP—Lys(L18)] 6)と の

併用治療効果 につ いて検討す ることとした。MDP-

Lys(L18)は1回 投与ではエフェクター細胞が多形核白

Table 1. Regimens for M. intracellulare-Infected Mice
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血球 で あ る感 染症 に対 して は有 効 で あ るが,マ ク ロ フ ァー

ジで あ る場 合 に は無 効 で あ る と報 告 さ れ て い る6)。 しか

し,そ の頻 回投 与 時 の宿 主 免 疫 賦 活 作 用 につ い て の検 討

は な さ れ て い な い の で,今 回 は そ の よ うな条 件 下 で の検

討 を試 み た。

材 料 と方 法

(1)　動 物

日本SLC(静 岡)よ り購 入 した4週 齢 のddY系 雌

マ ウ スを 本 学 実 験 動 物 施 設 で1週 間 飼 育 した もの を 用 い

た。

(2)　薬 剤

KMは 明治 製菓 よ り,CFZは 日本 チ バ ガ イ ギ ー よ り,

ま た,MDP-Lys(L18)は 第 一 製 薬 よ り分 与 を 受 け た

もの を用 い た。

(3)　供 試 菌

MAC症 患 者 よ り分 離 さ れ,DNAプ ロー ブに よ って同

定 さ れ たM.intracellulare N-260株(SmT variant)

を 用 い た。 本 菌 に 対 す るKM並 び にCFZの7H10寒 天

希 釈 法 に よ るMICは そ れ ぞ れ25μg/ml並 び に1.56

μg/mlで あ っ た。

(4)　感 染 治 療 実 験

M.intracellulare N-260株 の7Hgbroth中37℃,

OD540nm=0.15ま で の 培 養 菌 を 超 音 波 処 理 し,1,000

rpm,5分 間 遠心 し,そ の上 清 をOD=0.1に 調 整 した

も の の0.2ml(5～7×106CFU)を マ ウ ス の尾 静 脈 内 へ

接 種 し た 。 そ し て,そ の 翌 日 よ り生 食 水 に 溶 解 した

KM(0.5mg/0.1ml)の 皮 下 投 与,蒸 留 水 に 超 音 波 処

理 で 懸 濁 し たCFZ(0.5mg/0.1ml)の 経 口投 与,あ る

い はPBSに 溶 解 したMDP-Lys(L18)(100μg/0 .2ml

または200μg/0.4ml)の 皮下投与を行った。この場合,

抗 菌剤およびMDP-Lys(L18)単 独,あ るいはこれら

薬剤とMDP-Lys(L18)と の併用投与のスケジュール

はTable1に 示 すようである。そして,感 染1日,4

お よび8週 後に屠殺 ・剖検し,肺,肝,脾,腎 の肉眼的

病変の有無とその程度並びに肺と脾よりのCFUを 算定

することによって治療効果を判定 した。

結 果

(1) KM+MDP-Lys(L18)投 与群

1) MDP-Lys(L18)の100μgを 週1,3あ るいは

5回,KMを 週6回,い ずれ も皮下投与 し,そ れぞれ

の単独および併用投与による治療効果を検討 した。

まず,肺 の肉眼的病変(Table2)はKM単 独投与に

よ って非治 療対 照群 よ りも著 しく軽減 され,ま た

MDP-Lys(L18)単 独 投与群ではその投与回数の別な

く多少とも軽減傾向がみ られたが,こ れら両剤の併用投

与によってKM単 独投与時のそれよりもさらに軽減さ

れ るということはなかった。次に,肺 および脾内CFU

(Table3)は,KM単 独 投与によって有意な減少がみ

られたが,こ れにMDP-Lys(L18)を 併 用投与 しても

その投与回数の別なく,感 染4お よび8週 後 ともさらに

有意に減少することはなかったものの,肺 では多少とも

減少の傾向がうかがわれた。

2) MDP-Lys(L18)の200μgとKMを 週3回 ある

いは6回 にわたって各単独並びに併用投与 した場合の治

療効果を検討 した。

まず,肺 の肉眼的病変(Table4)は,KM単 独投与

によりその回数の別な く非投与対照群におけるよりも著

しく軽減 され,ま たMDP-Lys(L18)単 独 投与でもそ

Table 2. Incidence of Lung Lesions in M. intracellulare

 Infected Mice Treated with KM or MDP Lys

 (L18) Alone and Their Combination

a) Symbols:-, no macroscopic lesion; 1+, less than 20 small

 nodules; 2+, more than 20 small nodules; 3+, many small 

nodules with a few confluent nodules.

b) The number of administrations per week.
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Table 3. Number of Organisms in the Lungs and Spleen of
 M. intracellulare-Infected Mice Treated with KM or

 MDP-Lys (L18) Alone and Their Combination

Significantly different from controls (nontreated mice) at P <0.05 (a) and 

at P<0.01 (b) but not significantly different between KM and KM+MDP 

at P<0.05.

Table 4. Incidence of Lung Lesions in M. intracellulare
 Infected Mice Treated with KM or MDP-Lys

 (L18) Alone and Their Combination

a) and b) See Table 2

Table 5. Number of Organisms in the Lungs and Spleen of
 M. intracellulare-Infected Mice Treated with KM or

 MDP-Lys (L18) Alone and Their Combination

See footnote of Table 3

の回数の別なく,若 干軽減傾向がみられたが,こ れら両

者を併用 してもKM単 独投与時を凌駕する治療成績は

得 られなかった。次に,上 述の実験系における肺並びに

脾内CFUはTable5に 示 すようであり,KM単 独投

与(3回 および6回)に よって肺内CFUは 非治療対照

群よりも有意な減少がみられたが,脾 ではその程度は低
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Table 6. Incidence of Lung Lesions in M. intracellulare

 Infected Mice Treated with CFZ or MDP Lys

 (L18) Alone and Their Combination

a) and b) See Table 2.

Table 7. Number of Organisms in the Lungs and Spleen of
 M. intracellulare-Infected Mice Treated with CFZ or

 MDP-Lys (L18) Alone and Their Combination

See footnote of Table 3

く,ま た両臓器 において本剤にMDP-Lys(L18)の3

回 あるいは6回 の併用投与によっても,感 染4並 びに8

週後におけるその有意なる減少はみられなかった。

(2) CFZ+MDP-Lys(L18)投 与 群

CFZ並 び にMDP-Lys(L18)はTable 1に 示 すよ

うなスケジュールで投与 し,各 単独並びに併用治療効果

について検討 した。

肺の肉眼的病変(Table 6)はCFZ単 独投与群では非

治療対照群 に比べて著 しく軽減され,ま たMDP-Lys

(L18)単 独投与群でもその軽減されたものもみ られたが,

本剤にMDP-Lys(L18)を 併用 してもCFZ単 独投与を

凌 ぐ成績は得 られなかった。

次に,上 述の実験系 における肺 および脾内CFUを

Table 7に 示 した。これか ら分か るように,こ れら両

臓器内におけるCFUはCFZ単 独投与群では感染4な

らびに8週 後のいずれにおいても非治療対照群における

よりも有意な減少がみられたが,MDP-Lys(L18)単

独投与群では,そ の投与回数(1,3お よび5回)の 別

な く減少傾向は全くみられず,ま たこれら両剤の併用投

与によっても,MDP-Lys(L18)の 投与回数の別なく,

CFZ単 独投与時におけるよりも菌の減少が有意に助長

されるという成績は得 られなかった。

考 察

近年,MAC感 染症の治療に対する有効薬剤の探索が

鋭意進められてはいるが,未 だ十分に満足 しうる薬剤は

開発されていない現状にある。今回,わ れわれは抗菌剤

に宿主免疫賦活剤であるMDP5)6)を 併用して宿主の殺

菌機構を高めることによる実験的MAC感 染 に対する

治療実験を試みた。

MAC症 における感染防御の主なエフェクター細胞は

マクロファージであると報告されている7)8)。MDPは

遅延型過敏症反応や抗体産生におけるアジュバ ント活性

発現のための最小単位であり,マ クロファージの活性化

を介 してT細 胞機能 を活性化 させ ると考え られてお

り9)10),本 実験に用いたMDP-Lys(L18)もT細 胞や
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B細 胞機能を活性化 させ ることが報告されている11)。

MDP-Lys(L18)は 宿主の感染防御免疫において,多

形核白血球が関与する感染症に対 しては防御効果を増強

させるが,マ クロファージが関与する感染症に対 しては

無効であ ると言われている。他方,MDP-Lys(L18)

はマクロファージに対 しては,そ の多形核白血球機能促

進因子および幹細胞分化 ・増殖刺激因子などの産生能を

冗進させることが報告されている6)。

これらのことを考え合わすとき,宿 主の感染防御にお

いて主 としてマクロファージが関与するMAC感 染症

において はMDP-Lys(L18)の 有 効性はあまり期待で

きないように思われた。

今 回の成 績 で は'Table2,4に 示 した ように,

MDP-Lys(L18)単 独 投与 によって,有 意 とはいえな

いものの肉眼的肺病変の程度が軽減される傾向が,さ ら

に,特 にTable6に 示 す実験では,MDP単 独投与マ

ウスでの肺の肉眼的病変の程度 は非投与対照群でのそれ

に比べてやや著 しい軽減がみられているが,こ れは

MDP-Lys(L18)に よ る宿主免疫機能の亢進作用 に起

因 したものと考えられる。また,こ のTableに 示 した

成績では,MDP-Lys(L18)単 独投与マウスには肺病

変のみられない1例 があった。 これは感染部位での菌の

増殖渉抑制され,遅 延型過敏症反応から肉芽腫の形成へ

至るような免疫応答が惹起されえず,ひ いては肉眼的に

判別可能な大きさの病変の形成に至らなかったことによ

るものと思われるが,こ の点については今後の検討に待

ちたい。

また,MAC感 染 では一般に,肺 の肉眼的病変の程度

と感染部位でのbacterial loadと の間には,一 定の相

関がみ られるが2)～4),そ の相関は常に厳密であるとい

う訳ではな く,例 えば,今 回の成績でもTable6,7と

の比較か らも明 らかなように,CFZ投 与群では肺の肉

眼的病変の程度の著 しい軽減と連関 して,感 染部位での

bacterialloadの2オ ーダーの低下がみられており,

この場合は肺の肉眼的病変の程度 とbacterial loadと

の間には比較的高い相関性が存在するもののようであっ

たが,MDP-Lys(L18)単 独投与マウスでは,肺 の肉

眼的病変のみが若干軽減されたに過ぎない。

いずれにしても今回の成績では,肺 の肉眼的病変およ

び感染部位でのbacterial loadの 程度の何れを指標と

した場合 で も,感 染 の程度がKMやCFZとMDP-

Lys(L18)と の併用投与により各薬剤単独投与時に比べ

て有意に軽減されるような傾向はみられず,こ れら抗菌

剤 のin vivo抗MAC活 性 がMDP-Lys(L18)と の併

用によって増強される可能性は低いもののように思われ

る。

先 に,わ れ わ れ はM.intracellulare感 染 マ ウ ス に

対 す るminocyclineと 宿 主 免 疫 賦 活 剤 で あ る

LC901812)13)あ る いはOK-43214)と の併用治療効果を

検討 したところ15),こ れ ら両剤 とも強いマクロファー

ジ活性化剤である16)17)にもかかわらず,有 意な治療効

果 の亢進はみ られなか った。 これ らの成績はMAC感

染症の治療の難 しさを如実に物語るものであり,少 なく

とも,免 疫機能の正常な宿主のMAC感 染 に対 しては,

抗菌剤と免疫賦活剤の併用投与には残念ながら期待 した

効果はみ られなかったといわざるをえないであろう。

ま と め

実験的M.intracellulare感 染 マウスに対するKM

あ るいはCFZとMDP-Lys(L18)と の併用治療効果を

その肺病変並びに肺および脾内CFUを 指標 として検討

した結果,KMとCFZの 単 独投与による治療効果は

MDP-Lys(1-18)を 併 用投与 して もその亢進 はみられ

なかった。
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