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Therapeutic efficacy of KRM-1648 was studied in BALB/c mice infected with Mycobac

terium intracellulare. Mice were infected intravenously with 1.0•~107 CFU of the organisms 

/mouse and then given 0.2 mg or 0.4 mg of KRM-1648 emulsified in 2.5% gum arabic-0.2% 

Tween 80 by gavage, once daily, 6 days per week, from day 1 to the death of mice. The 

therapeutic efficacy of the drug was evaluated on the basis of survival times, incidence and 

degree of gross lung lesions and bacterial loads in the lungs and spleen. The lung lesions 

were not observed in any experimental groups at 4 weeks after the infection. At 8 weeks 

after the infection, the lung lesions were observed in all control mice, but 2 of 5 mice 

treated with 0.2 mg of KRM and 4 of 5 mice treated with 0.4 mg of KRM did not show any 

lung lesions, and the degree of the lesions was much milder in KRM-1648—treated mice than 

in the control mice. All mice of treated and untreated groups died, and median survival 

times were 141 days for the control mice, 216 days for mice treated with 0.2 mg of KRM

1648 and 220 days for mice treated with 0.4 mg of KRM-1648. At the death, lung lesions 

were observed in all mice. The CFUs of M. intracellulare in the lungs and spleen in mice 

treated with KRM-1648 were fewer than those in the control mice at 4 and 8 weeks after 

the infection. However, bacterial loads in the lungs of the dead mice treated with KRM

1648 were larger than those of the control mice, and the CFUs in the spleen at the death of 

mice given KRM-1648 were almost the same as those of the control mice. MICs of KRM

1648 against the organisms isolated from the lungs and spleen at the death of mice were
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0.05-0.1 ƒÊg/ml. In this case, the MIC of KRM-1648 against the parent strain used for the 

infection (M. intracellulare N-256) was 0.05 ƒÊg/ml. Nevertheless, KRM-1648, which 

exhibited therapeutic efficacy against M. intracellulare at the early phase of infection, was 

not effective at the late phase of infection. Thus, this uneffectiveness of KRM-1648 on the 

later phase of M. intracellulare infection is not due to acquisition of resistance of the 

infected organisms to the agent.
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は じ め に

先 に わ れ われ は ベ ンゾ キ サ ジ ノ リフ ァマ イ シ ン系 薬 剤

KRM-1648はRifampicinやRifabutinよ り も主 要

な病 原 性 抗 酸 菌 に対 して強 いin vitro活 性 を有 す る こ

と1)2),ま た 実 験 的Mycobacterium intracellulare,

 M.avium, M.marinumお よ びM.leprae各 感 染

マ ウ ス あ る い はM.avium感 染 ウ サ ギ に対 して優 れ た

治 療 効 果 を 有 す る こ と にっ いて 報 告 した3)～6)。久 世 ら7)

は,本 剤 は実 験 的 マ ウ スM.intracellulare感 染 に の

み な らず結 核 菌 感 染 に対 して も優 れ た治 療 効 果 を有 す る

こ とに っ い て報 告 して い る。 他 方,わ れ わ れ4)はM.

intracellulare感 染 ベ ー ジ ュマ ウス に対 して本 剤 の0.2

-0 .4mg投 与 で は,感 染12週 後 ま で は 治 療 効 果 が み

られ た が,最 終 的 に は死 を 免 れ 得 な い こ とに っ い て も報

告 した が,こ れ が,M.aviumcomplex(MAC)感 染

に対 して感 受 性 なNK細 胞 欠 損 ベ ー ジ ュ マ ウ ス8)9)に 特

徴 的 な もの な の か,あ る い は感 染 菌 のKRM-1648に 対

す る耐 性 獲 得 に よ る もの なの か の 疑 問 が 残 され た。 そ こ

で 今 回 は,BALB/c系 マ ウ ス を 用 いて 同 様 な検 討 を行

うと同 時 に上 述 した点 を 解 明 す る一 助 と して 感 染 内 臓 よ

りの還 元 培 養 菌 のKRM-1648に 対 す る感 受 性 の程 度 を

親 株 に対 す る それ と比 較 検 討 した ので 以 下 報 告 す る。

材 料 と方 法

1)　 動 物

5週 齢 のBALB/c系 雌 マ ウ ス(日 本SLC,静 岡)を

供 試 した。

2)　 薬 剤

2.5%ア ラ ビア ゴ ム ー0.2%Tween80水 に懸 濁 した

KRM-1648(鐘 淵 化 学 工 業,兵 庫)を 用 い た。

3)　 感 染 菌

M.intracellulareN-256株 の7Hgbroth(Difco)

中37℃,OD540nm-0.15に 達 した培 養 菌 を1,000rpm,

5分 遠 心 し,そ の 上 清 を 菌 の 均 等 化 を計 るた め に20秒

間 超 音 波 処 理 後,同 種 培 養 液 でOD540nm-0.1に な るよ

うに調 整 した。 菌 のColony forming units(CFU)

は7H11寒 天 平 板 上37℃,596CO2環 境 下 で2週 培 養

後 に算 定 した。

4)　 感 染 と治 療

調 製 菌 液 の0.2mlを1群5匹 の マ ウ ス の尾 静 脈 内 へ

接 種(1.0×107CFU)し た 。KRM-1648の2お よ び

4mg/ml懸 濁 液 の0.1ml(0.2お よび0.4mg/マ ウ ス)

を 感 染24時 間 後 よ り1日1回,週6回,全 供 試 マ ウ ス

が斃 死 した最 長228日 後 ま で 胃 ゾ ンデ を用 い て経 口投 与

した。 そ して,感 染1日,4週,8週 後 に動 物 を屠 殺 し,

ま た 死亡 した もの に つ い て はそ の つ ど,剖 検 して肺,肝,

脾 お よ び 腎 を摘 出 し,そ れ らの 肉眼 的病 変 の有 無 な い し

程度 の観 察 並 び に 重量 を 測定 した。 さ らに,肺 お よ び脾

につ い て は ガ ラ ス ホ モ ジナ イ ザ ー を 用 い て生 食 水5ml

で 均 等 化 後,2%NaOHの0.5mlを 加 え て約20秒 間

処 理 し,直 ち に0.5NHCIで 中和 して,そ の0.1mlを

7H11寒 天 平 板 に接 種 し,37QC,596CO2環 境 下 で2

週 培 養 後 に生 じたCFUを 算 定 した 。

5) MIC測 定 法

薬 剤 非 投 与 対 照 マ ウ ス(No.1-5),KRM-16480.2

mg投 与 マ ウ ス(No.6-10)並 び に 同0.4mg投 与 マ

ウ ス(No.11-15)の 肺 並 び に脾 よ りの7H11寒 天 平 板

上 に生 じた集 落 の各1個 を7Hgbroth中 へ 移 植 し,

37。CでOD540nm=0.1に な る ま で 培 養 し,そ の0.1%

Tween80水 に よ る10倍 希 釈 液 を 接 種 菌 液 と した 。 そ

して,そ の5μlを ミ ク ロ プ ラ ンタ ー(佐 久 間 製 作 所,

東 京)を 用 い て100～0.0125μg/mlに 至 るKRM-1648

2倍 階 段 希 釈 液 含 有7H11寒 天 平 板 上 へ 接 種 し,37℃,

5%CO2環 境 下 で2週 培 養 後 にお け るMICを 判 定(5

個 以 下 の集 落 発 生 は陰 性)し た。 ま た,7Hgbroth中

OD=0.1に な る まで 培 養 したN-256親 株(接 種 菌)に

つ い て も上 述 のin vivo菌 に お け る と同 様 に して そ の

MIC値 を測 定 した。

結 果

Table 1は マ ウ ス が 死 亡 す る ま で の 生 存 日数 を示 し
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Table 1 Survival Time in M. intracellulare 

infected Mice with or without KRM-1648a)

a) Mice were infected intravenously with 1.0•~107 CFU/

 mouse and then were given KRM-1648 by gavage,

 once daily, 6 times per week, from day 1 to the end of

 the experiment.

た もの で あ る。薬剤 非投 与対 照群 並 び にKRM-1648

0.2mg投 与 群 お よび同0.4mg投 与群のいずれのマ ウ

スも感染後140日 頃 より艶死 し始め,全 例が死亡 す るに

はさ らに対照 群 で18日(生 存 日数 の中央値141日),

0.2mg投 与 群 で は81日(生 存 日数の中央値216日),

0.4mg投 与 群 で は87日(生 存 日数 の 中央値220日)

を要 した。

Table 2は 上 述 のマ ウ スにお け る肺 の 肉眼的病変の

有無な いし程度を示 した ものであ る。感染4週 後で は実

験群の別な くいずれの動物 にお いて も肉眼的病変のみ ら

れ た もの はなか った。感 染8週 後 で は,対 照群の全例

(5匹)の マ ウスに中等 度ない し高度(2-4+)の 病変

が み られた のに対 して,KRMO.2mg投 与群で は5例

中3匹,KRMO.4mg投 与群 で は5例 中1匹 のマ ウス

にいず れ も軽度(1+)の 病変がみ られたにす ぎなか っ

た。注 目す べ き こと は死亡 したKRM投 与 あ るいは非

投 与 の動 物のいずれを問わず極 めて強い(4+)肺 病変

がみ られた ことであ る。

Table 3は これ らの動物 の肺並 びに脾 内CFUを 示 す。

感 染4並 び に8週 後 ではKRMO.2お よび0.4mg各 投

与 群 とも肺並 びに脾 内CFUは 対照群 におけるよ りも有

意(P<0.05)に 少 なか ったが,両 群 問に有意差 はみ ら

Table 2 Macroscopic Lung Lesions in M. intracellulare—Infected Mice 

Administered with or without KRM-1648a)

a) Experimental methods are the same as Table 1.

Table 3 Number of Colony Forming Units in M. intracellulare—Infected 

Mice Administered with or without KRM-1648a)

a) Experimental methods are the same as Table 1.
b) The mean values are indicated (n=5). The mean value of standard error was 0.08 and the value

 did not exceed 0.15.
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Table 4 MIC of KRM-1648 against Isolates from 
Dead Mice

れなか った。注 目すべ き点 はKRM0.2お よび0.4mg

各投与 マウスで は上述 した ように生存 日数の延長がみ ら

れた に もかかわ らず,艶 死時の臓器内CFUは 対照マ ウ

スに比較 して,肺 で はむ しろ増加の傾向 にあ り,ま た脾

ではほとん ど同 じで あったことで ある。

Table 4は 死亡 マウスの肺並 びに脾 よりのM.intra-

cellulare N-256株 還元培養菌並 びに同菌親株(接 種

菌)に 対 す るKRM-1648のMICの 比較成績を示 した

もので ある。KRM-1648投 与 あるいは非投与 由来菌の

別 な く,供 試30株 に対す る同剤 のMICは 接種菌 と同

一 の0 .05μg/mlあ るい は1濃 度 高 い0.1μg/mlを 示

したにす ぎなか った。

考 察

先 にわれわれ4)はM.intracellulare感 染 ベー ジュ

マウスに対す るKRM-1648の 治療効果 の検討 において,

(1)感 染4週 後 頃 まで の肺並 びに脾 内CFUは 対照群 の

それ よりも有意 に少なか ったが,そ の程度 は感染1日 後

にお けるこれ ら臓器内CFUと ほとん ど変 わ らなか った

ことより,invivoに お ける本菌に対 す るKRM-1648

の作用 は静菌 的 で あると考え られた。(2)感 染4週 以 降

12週 後頃 まで は,KRM-16480.2並 び に0.4mg投 与

群の臓器内CFUは 対照群におけるよりも有意 に少なか っ

たが,そ の後 の薬剤投与 にもかかわ らず菌 は増殖を示 し

た。(3)KRM-1648投 与 によ って生存 日数 の延長がみ

られ たが,最 終的 に は動物 は死亡 し,剖 検時の臓器内

CFUは 対照 群 よ り もむ しろ増加 して いた,な どについ

て報告 した。 これ らの所見 は今回 のBALB/c系 マ ウス

を用いた実験 において もほぼ同様で あり,し たが ってか

か る所見は何 もベー ジュマウスに限 ってみ られ るもので

はない ことが分 か った。

そ こで,こ れ らの成績 が感染菌 のKRM-1648に 対す

る耐 性獲得に起 因 した ものかど うかにつ いて検討 した。

そ の結果,Table 4に 示 した よ うに,本 剤 投与 マウス

の死亡時 に感染臓 器(肺,脾)よ り還元 された被検菌 に

対 す るMICは 接種 に用いた本菌 に対 するそれと変 わる

ところはな く,感 受性であ った ことよ り,上 述 の所見 は

感染菌の薬剤耐性獲得によ るものではない ことが分 か っ

た。

上述 の成績 より,M.intracellulare感 染 マウスに対

す る本剤の投与 は,一 時的 には臓器内菌数 の減少 や延命

効果 はもた らす ものの,最 終的に は動物 は死亡 し,そ の

原因が あるいは宿主免疫応答系の破綻に起 因 した ものか

もしれ ない。 この点,今 後の興味あ る検討課 題 といえよ

う。 したが って,も しそ うだ とす ればMAC感 染症 の

治療 には感染早期 よりの強力 な化学療法 に宿主免疫 応答

系 を コン トロールす る免疫療法を併せ用 いることによ っ

て優 れた治療効果が期待で きるか も しれな い。

結 語

実験 的M.intracellulare感 染 マウスに対す るベ ン

ゾキサ ジノ リファマイシ ンKRM-1648の 投与 により,

動物の生存 日数 の延長 がみ られたが,最 終的 には動物 は

死亡 し,そ の時の還元菌数 は対照群 に比 し,肺 で は増加,

脾 で はほぼ同等 であ った。 これは還元菌 のKRM-1648

耐性獲得 によ るものではな く,恐 らくは宿主免疫応答系

の破綻 に基づ くものであろ うことが考 え られた。
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