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JTP3309, a newly synthesized lipid A-subunit analogue, was examined for in vitro and 

in vivo antimycobacterial activities. Firstly, the effect of JTP3309 on the in vitro anti

mycobacterial activity of murine peritoneal macrophages (MƒÓs) was studied. When resident 

peritoneal MƒÓs from CBA mice which had phagocytosed Mycobacterium avium were treated 

with JTP3309 once from 0 hr to 24hr after the initiation of MƒÓ cultivation or three times 

from 0 hr to 24hr, 48hr to 72hr and 96hr to 120hr of culture period, there was no increase 

in the anti-M. avium activity of the treated MƒÓs. On the other hand, the bacterial growth 

was slightly inhibited in peritoneal MƒÓs from mice which had been injected with JTP3309, 

in comparison with that seen in resident MƒÓs. Secondly, protective and therapeutic 

efficacies of JTP3309 against M. avium and M. fortuitum infections in mice were studied,

*From the Japan Tobacco Inc. Central Phamaceutical Research Institute, 1-1 Murasaki-cho, 

Takatsuki, Osaka 569 Japan.
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based on the suppression of the bacterial growth in the visceral organs including the lungs, 

kidneys and spleen. BALB/c mice infected i.v. with M. avium were given JTP3309 i.v. at the 

doses of 10 and 20ƒÊg/mouse according to the following protocols; protocol A, two 

injections 4 and 1 day (s) before the infection ; protocol B, once daily at days 1, 3, 5, 12, 19, 

26, 33, 40, 47 and 54 after the infection; protocol C, once daily at days 1, 8, 15, 22, 29, 36, 

43 and 50 after the infection. Only protocol A could reduce the number of CFU recovered 

from the spleen of infected mice. A/J mice infected i.v. with M. fortuitum were given 

JTP3309 i.v. at doses of 10 and 20ƒÊg/mouse, in the same administration schedules as above 

except for mice killed on day 28. Only mice given JTP3309 in the protocol A were protected 

from the death and the number of CFU recovered from their spleen on day 28 were 

significantly reduced. These results show that JTP3309 possesses protective but not 

therapeutic activity against M. avium or M. fortuitum infection.
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bacterium fortuitum, lipid A-analogs, 
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は じめ に

lipid Aは マ クロファージのTNF, IFNお よびCSF

の産生,好 中球,マ クロファージ,NK細 胞機能および

宿主感染抵抗性の増強ないし活性化などの多様な免疫薬

理作用を有する1)～4)が,そ の反面,毒 性や発熱原性な

どが強 く,副 作用の少ない誘導体を開発 しようとする研

究が盛んにおこなわれている5)～7)。

近年,lipid Aの 免疫薬理作用を維持 し,か っその毒

性を抑えたlipid A-subunit誘 導体(GLA27お よび

GLA60)が 合成され,そ の諸性状が報告されている8)9)。

先 に鈴木らはGLA60よ りも優れた免疫薬理作用を有し

かつ毒性の低い誘導体,JTP3309を 合成し,こ れが免

疫不全並びに正常マウスの細胞外寄生菌に対する感染抵

抗性のみならず,Candida albicmsやListeria

 monocytogenesな どの細胞内寄生菌に対する感染抵

抗性をも増強させることを見いだした(投 稿準備中)。

ところで,近 年,AIDS患 者 での細胞性免疫低下に起

因 した主要 な 日和見感染症の一つ としてMycobac-

terium avium-intracellulare complex (MAC)症

が注 目されている10)が,本 菌群の多くは抗結核剤およ

び抗菌剤に対して耐性であり,よ り優れた化学療法剤の

開発が望 まれている。他方,一 般にMAC感 染症は免

疫不全患者に発症す ることが多 く,生 体応答調節物質

(BRM)の 使 用 も試み られつつある。そこで,今 回わ

れわれはJTP3309の マウス腹腔マクロファージ(Mφ)

のM. avium殺 菌能に及ぼす効果,さ らに実験的M. 

aviumお よびM. fortuitum感 染 マウスに対する防御

並 び に治 療 効 果 を 検 討 した の で 以 下 報 告 す る。

材 料 と方 法

1.　 供 試 薬 剤:JTP3309(日 本 た ば こ産 業,高 槻)。

2.　 供 試 菌 株:教 室 保 存 のM. aviumN-444株

(SmT)並 び にM. fortuitum ATCC23010株 。

3.　 供 試 動 物:感 染 実 験 に は 日本SLCのA/J系

(6週 齢)お よ びBALB/c系(5週 齢)雌 マ ウ ス を,

ま たMφ 採 取 に は 日本 チ ャー ル ス リバ ー のCBA系(8

週 齢)雌 マ ウス を 用 い た。

4.　 マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ(Mφ)内 被 貪 食M.

 aviumに 対 す る抗 菌 潜 性:Mφ は既 報 の方 法11)に よ り

調製 した。 す な わ ち,10%proteose peptone (Difco)

水 溶 液2mlの 腹 腔 内 投 与4日 後 に2%牛 胎 児 血 清 加

Hanks'balanced salt solution (FBS-HBSS;日 水

製 薬)で 腹 腔 浸 出 細 胞 を 採 取 し,遠 心 洗 浄 後,10%

FBS加RPMI1640培 地(FBS-RPMI;日 水 製 薬)に

浮 遊 した 。 そ し て,そ の1ml(7.5×105cells)を 径16

mmの 組 織 培 養 用well (Corning Glass Works, US

A)に 入 れ,CO2孵 卵 器 内 で37℃,2時 間 培 養 後FBS

-HBSSで 洗 浄 して非 付 着 細 胞 を 除去 し,単 層 培 養Mφ

を 得 た 。

この 単 層 培 養Mφ にM. aviumN-444株 のFBS-

RPMI培 地 浮 遊 液1ml(7.0×106CFU)を 加 え,CO2

孵 卵 器 内 で37℃,1時 間 培 養 後,FBS-HBSSで 洗 浄

して 非 貪 食 菌 を除 去 した。 次 いでJTP3309添 加 また は

非 添 加FBS-RPMI培 地1mlを 加 え,37℃,5日 間

培 養 し た(こ の 間1日1回 培 地 交 換)。 こ の菌 貪 食 培 養
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Mφ のJTP3309処 理 は以下の2つ のプロ トコールに従っ

て本剤含有FBS-RPMI培 地 中で培養することによっ

てなされた。すなわち,プ ロ トコールI:Mφ を培養0

～24 ,48～72,96～120時 間 の計3回 にかぎってJTP

3309処 理 し,他 は薬剤非添加培地中で培養。プロ トコー

ルII:Mφ を培養0～24時 間 にJTP3309処 理 し,そ の

後 は薬剤非添加培地中で培養。そして感染菌のCFUは

得 られたMφ を既報の方法11)に よ り洗浄,溶 解させた

のち,7H11寒 天平板に培養 して計測,結 果は,同 一条

件下で得 られた他のwellの 単層培養Mφ をGiemsa

染 色 し,well上 のMφ 数を顕微鏡下で計測 し,Mφ1

個 あたりのCFUで 表 した。また,別 途JTP3309(10

あ るいは20μg)をMφ 採取日の4お よび1日 前に尾静

脈 より投与 したマウスの腹腔か ら採取,調 製 したMφ

についても上述 したと同様な方法でM. aviumに 対す

る抗菌作用を検討 した。なお,こ の実験ではM. avium

貪食Mφ は薬剤非添加培地中で5日 間培養 した。

5.　実験的M. avium感 染 マウスに対する予防およ

び治療効果:M. aviumN-444株 を7H9培 地 中37℃

でOD540=0.15に 達 するまで培養 し,超 音波処理後,

1,000rpm,5分 間遠心 して大きい菌塊を除去 した後,

これを滅菌生食水 でOD540=0.10に 調 製 した ものの

0.2ml(2.6×107CFU)をBALB/c系 雌 マウス(5

週 齢)へ 尾静脈内接種 した。供試マウスはJTP3309投

与群並びに非投与対照群に分け,前 者は(A)感 染 の4

お よび1日 前投与,(B)感 染翌 日より1週 間は隔日,

週3回,そ の後は週1回,7週 闇投与,(C)感 染翌目

よ り週1回,8週 間投与の計3群 とし,1%meglu-

mine溶 液0.2mlに 溶解させたJTP3309の10あ る

いは20μgを 尾静脈内に投与 した。そ して,感 染1日 後,

4お よび8週 後に動物を屠殺,剖 検 して,肺,肝,脾,

腎の重量の測定,肉 眼的病変の有無とその程度を観察後,

肺,脾 ホモジネートを調製 し,7H11寒 天培地上で肺お

よび脾内還元CFUを 計測 した12)。

6.　実験的M. fortuitum感 染マウスに対する予防

および治療効果:上 述 した方法 に準 じて調製したM.

 fortuitum ATCC23010株 の菌浮遊液の0.2ml(1.33

×107CFU)をA/J系 雌 マウス(6週 齢)へ 尾静脈内

接種 した。感染 マウスはJTP3309投 与群並びに非投与

対照群に分け,前 者は(A)感 染の4お よび1日 前投与,

(B)感 染翌 日より1週 間は隔日,週3回,そ の後は週

1回,3週 間投与の2群 とし,1%meglumine溶 液

0.2mlに 溶 解 させたJTP3309の10あ るいは20μgを

尾静脈内に投与 した。感染マウスについてはspinning

 disease13)発 現 の有無を毎日観察 し,死 亡マウスについ

てはその都度,ま た生存マウスでは感染の2お よび4週

後に屠殺,剖 検 して,脾 重量の測定,肺,肝,脾,腎 の

肉眼的病変の有無とその程度の観察,さ らに腎および脾

内還元CFUを7H11寒 天培地を用いて計測した14)。

結 果

1. Mφ 内 被 貪 食M. aviumに 対 す る抗 菌 活 性

Mφ 内 に貪 食 され たM. aviumの 発 育 に及 ぼ すJTP

3309添 加 の影 響 はTable1に 示 す よ うで あ り,I,II

いず れ の プ ロ トコ ー ルの 処 理 で もJTP33091μg/well

の添 加 で はMφ 内 の 菌 の 増 殖 に は特 に有 意 な 影響 はみ

られ な か っ た が,10μg/wellの 添 加 で は プ ロ トコー ル

Iで の培 養3日 目並 び に プ ロ トコ ールIIで の 培 養3お よ

Table 1 Effect of JTP3309 on the Growth of M. avium N-444 Phagocytosed in 

Murine Peritoneal Macrophages

a) At indicated time, treatment of MƒÓs with JTP3309 was started by cultivating the MƒÓs in the 

medium containing the agent for 24hr, subsequently followed by change with fresh medium free

 from the agent.

b) After MƒÓs were allowed to phagocytize M. avium at 37•Ž for 1hr, MƒÓs were rinsed and there

 after cultivated for up to 5 days.

c)•`e) Significant difference was found from the value in control culture.

c) P<0.05, d) P<0.025, e) P<0.01
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Table 2 Growth of M. avium N-444 in Peritoneal Macrophages 

from Mice Injected with JTP3309a)

a) JTP3309 was given i.v. to mice 4 and 1 day(s) before harvest of MƒÓs.

b) After MƒÓs were allowed to phagocytize M. avium at 37•Ž for 1hr, MƒÓs

 were rinsed and thereafter cultivated for up to 5 days.

c)•`e) Significant difference was found from the value in control culture at

 each time point. c) P<0.05, d) P<0.025, e) P<0.01

Table 3 Effects of JTP3309 in Terms of Reducing Splenomegaly and the Bacterial

 Load in the Visceral Organs of M. avium-Infected Micea)

a) Mice were infected at day 0.

b) Mice were given i.v. injections of JTP3309 4 and 1 day(s) before infection (Protocol A), or 1, 3, 5, 12, 19, 26, 33, 40, 47 and 

54 days after infection (Protocol B), or 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43 and 50 days after infection (Protcol C).

c) Significant difference was found from the value in infected control mice at P<0.005.

The CFU/organ at day 1 was 4.36•}0.10 and 6.17•}0.04 in the lungs and spleens respectively .

The spleen/body weight (%) at day 1 was 0.47•}0.03.

び5日 目において菌の増殖がかえつて促進されていた。

他方,あ らか じめ10あ るいは20μgのJTP3309を

尾静脈より投与 したマウスの腹腔Mφ では,Table2に

示すように培養開始時におけるMφ のM. avium貪 食

能に有意な促進がみられたが,培 養3日 目までの菌の増

殖率は非投与 マウスMφ と変わるところはな く,ま た

培養5日 目では,菌 の増殖の抑制傾向が特に20μg投

与群Mφ にみられた。

2.　実験的M. avium感 染 マウスに対する防御およ

び治療効果

JTP3309のM. avium感 染 防御および治療効果は

以下のようであった(Table3)。

1) JTP3309の 感染防御効果

JTP3309の10あ るいは20μgを 感染4お よび1日 前

にマウスの尾静脈内に投与 した場合(Protocol A)の

M. avium感 染 に対する防御効果を検討 した。その結

果,JTP3309投 与 群では感染後4お よび8週 目のいず

れにおいても投与量に関係なく非投与対照群におけるよ

りも有意な脾重量:体 重比の低下がみられたが,肺,肝

および腎重量:体 重比(デ ータ略)で は両群間にほとん
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Fig. Protective and therapeutic efficacies of 
JTP3309 in terms of increasing survival 
rate of M. fortuitum-infected mice.
A/J mice were infected i.v. with M. 

fortuitum ATCC23010 at day 0. The mice 
were given i.v. injections of JTP3309 4 and 
1 day (s) before infection (Protocol A), or 

1,3, 5, 12, 19, 26 days after infection 

(Protocol B).

ど差はみられなかった。また臓器内還元CFUに つ いて

みるとJTP3309投 与 マウスでは感染後4お よび8週 目

のいずれにおいても脾内還元CFUは 非投与対照群より

も有意に低かったが,肺 内還元CFUで は両群問に特に

差はみられなかった。

2) JTP3309の 治療効果

JTP3309の10あ るいは20μgをM.avium感 染 マ

ウスの尾静脈内に感染翌 日より1週 間は隔 日,週3回 投

与 し,そ の後は週1回 ずつ7週 間投与 した場合(Proto-

colB)並 びに感染翌 日より週1回 ずつ8週 間にわたり

投与 した場合(ProtocolC)の 治療効果について検討

した。その結果,ProtocolBお よびCの いずれのマウ

スにおいてもJTP3309の 投与量の別なく有意な脾重量

:体 重比の増大がみられたが,肺 重量(デ ータ略)で は

その影響はみ られなかった。また,臓 器内還元CFUに

つ いてみるとProtocolBお よ びCの いずれのマウス

においても特 に感染8週 目での肺および脾内還元CFU

に対照群に比 し若干の増加傾向がみられた。

3.　実験的M.fortuitum感 染 マウスに対する防御

および治療効果

JTP3309の10あ るいは20μgを 感染4日 前および1

日前にマウス尾静脈内に投与 した群(ProtocolA),

感染翌 日より1週 間は隔日,週3回 投与 し,そ の後は週

1回 ずつ3週 間投与 した群(ProtocolB)並 びに非投

与対照群の感染後4週 間にわたる生存率の推移について

みたところFig.1に 示 すようであった。すなわち,対

照群並びにProtocolB群(治 療投与群)で は感染3

日 目に全例のマウスが死亡 したのに対して,Protocol

A群(予 防投与群)で は投与量に関係なく生存率の著

Table 4 Effects of JTP3309 on the Change in Body Weight, the Incidence of Spinning Disease 
and the Gross Renal Lesions of M. fortuitum-infected Micea)

a) Mice were infected at day 0.

b) Mice were given i.v. injections of JTP3309 4 and 1 day(s) before infection (Protocol A), or 1, 3, 5, 12, 19, 26 days after 

infection (Protocol B).

c) Figures in parenthesis indicate the average days required for the onset of the spinning disease.

d) 1+, small discrete lesions covering <25% of surface; 2+, confluent lesions covering 25•`50% of surface; 3+, confluent 

lesions covering more than 50% of surface.
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Table 5 Effects of JTP3309 in Terms of Reducing Splenomegaly and the Bacterial 
Load in the Visceral Organs of M. fortuitum-Infected Micea)

a) Mice were infected at day 0.
b) Mice were given i.v. injections of JTP3309 4 and 1 day(s) before infection (Protoco.1 A), or 1, 3, 5, 12, 

 19, 26 days after infection (Protocol B).

しい上昇がみ られ,感 染4週 目での生存率は10μg投

与群で90%,20μg投 与群では100%で あ った。

次に上記マウスの体重の推移,腎 の肉眼的病変の有無

とその程度並 びにspinningdisease発 現 の様 相 は

Table4に 示 すようである。すなわち,JTP3309の10

あ るいは20μgの 予防投与群中の生存マウスでは観察

期間中わずかな体重の増加がみられたが,全 例に腎病変

がみられた。しかし,そ の程度は非投与対照群あるいは

ProtocolBに よ る投与群での死亡マウスにおけるより

も軽微であった。spinning diseaseはJTP3309投 与

群と非投与対照群の別な く感染早期に死亡したマウスで

はみ られたものはなかったが,JTP3309予 防投与群に

おける長期生存マウスでは,感 染後平均12日 目に発現

し,本 剤の投与量が多 くなるほどその頻度は低 くなる傾

向がみられた。

次 に,JTP3309の 予防投与群,治 療投与群並びに非

投与対照群での臓器内還元CFUの 推移にっいてみると

Table5に 示 すようである。すなわち,JTP3309の 予

防投与により観察期間中生存 したマウスの脾および腎内

還元CFUは 感染早期に死亡した非投与対照群における

ものよりも著 しく低かったが,明 らかな投与量依存性は

みられなか った。また感染後3～8日 目までに死亡した

マウスでは,非 投与対照群,JTP3309の 治療投与群お

よび予防投与群の別なく,臓 器内還元CFUに は有意な

差 はみられなかった。なお,JTP3309の20μg予 防投

与群では感染後一過性の脾の腫大がみられたが,28日

目までには感染直後の脾重量:体 重比 とほぼ同程度にま

で軽減 した。

考 察

近年,MAC症 に対する有効薬剤の探索が鋭意進めら

れてはいるが,既 存の薬剤よりも有効な薬剤は未だに得

られておらず,既 存の薬剤の組み合せによる多剤併用療

法やBRMと の併用療法が試みられているというのが

現状であろう。合回,わ れわれは毒性の低いlipidA-

subunit誘 導体 として新 しく開発された宿主免疫賦活剤

JTP3309の 実験的MAC並 びにM.fortuitum感 染

マウスに対する防御並びに治療効果についての一連の検

討を試みた。

MAC感 染 に対する防御の主なエフェクター細胞はマ

クロフ ァージであるとされている15)解18)。JTP3309は

Mφ を含む各種の細胞表面上に存在するLPS受 容体を

介 して標的細胞を活性化 し,サ イトカインなどの産生を

亢進す る。またJTP3309は 好 中球の活性酸素産生能や

マクロファージのMCSFやIL-1な どのサイ トカイン

産生能の亢進作用を有 し,Mφ を介 したT細 胞機能の活

性化能を有するものと考えられる。

最近,鈴 木らは宿主の感染抵抗性発現に主 として多形

核白血球やMφ が関与する感染に対 してJTP3309が 防

御効果を有することを見いだした(投 稿準備中)。 した

がって,今 回われわれは主にマクロファージが宿主の感

染防御に関与す ることの知 られているMAC感 染 に対

して もJTP3309の 有効性が期待できるのではないかと

思われたのでその点について検討 した。

― 1 0 ―
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Table1,2に 示 した よ うにM.aviumを 貪 食 した

Mφ をJTP3309で 処 理 して もその抗MAC活 性が特に

増強される傾向はみられなかったが,JTP3309の 静脈

内投与により誘導されたMφ ではM.aviumの 貪食能

のみな らず,培 養経過中における抗MAC活 性が有意

に増強されることが分かった。このことは,JTP3309

に よ る宿主Mφ の抗MAC活 性 の亢進には予防的投与

が必要であり,治 療効果はあまり期待できないこと,ま

たJTP3309そ れ 自体のMφ 活性化能はさほど強いもの

ではないと考えられた。事実,Table3,4に 示 したよう

に治 療投与 についてみ ると 。M.avium並 び にM.

fortuitum感 染 の別なくJTP3309に は有意な効果がみ

られなかったのみではなく,プ ロトコールによっては増

悪傾向す らみられた。 これに対 してJTP3309を 予 防投

与 した場合ではいずれの菌による感染マウスでも臓器内

還元CFUに 若干の低下が認められた。これはJTP3309

によ るMφ の活性化,ひ いては宿主免疫機能の増強作

用に起因するものと考え られる。Saitoら19)20)は 宿主

免疫賦活剤であるLC901821)22),OK-43223)あ るいは

MDP-Lys(18)24)で はM.intracellulare感 染マウ

スに対 して有意な治療効果を示さず,ま たMinocycline

と併用投与 した場合でも特に有意な治療効果の亢進はみ

られなかったとい う。 したがって,今 回供試 したJTP

3309も またこれら免疫強化剤の域を出ないものと言え

よう。

ま と め

1) JTP3309静 脈 内投与マウスより誘導されたマク

ロファージでは.M.avium貪 食能,抗MAC抗 菌能の

有意な増強がみられたが,JTP3309非 投与マウスにお

いて は.M.avium貪 食 させたマクロフ ァージを

JTP3309で 処理 しても抗MAC抗 菌活性は増強されな

かった。

2) JTP3309に はM.avium感 染 マウスに対 して有

意な治療効果 は認められず,逆 に増悪効果すら認められ

る場合 もあったが,予 防投与 した場合には臓器内還元

CFUに 若干の低下が認められた。

3) JTP3309はM.fortuitum感 染 マウスに対 して

も有意な治療効果は認められなかったが,予 防的投与 し

た場合には臓器内還元CFUの 若干の減少および生存率

の著 しい上昇が認められた。
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