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原 著

実験 的 マ ウス結 核 症 に対 す るbenzoxazinorifamycin

KRM-1648のin vivo治 療 効 果 、

(1)経 気道感染モデルと尾静脈感染モデルを用いた短期治療効果の検討
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AGAINST EXPERIMENTAL MURINE TUBERCULOSIS:

(1) A Study on the Efficacy of Short Course Treatment with 
the Intratracheal and Intravenous Infection Models

Norio DOI*

Objectives: This study aims to compare in vivo activity of benzoxazinorifamycin KRM-

1648 (KRM) with those of rifampicin (RFP) and rifabutin (RBT) against experimental 

murine tuberculosis. 

 Study design: Mice were infected with Mycobacterium tuberculosis or M. bovis by the 

intratracheal (IT) or intravenous (IV) routes, and treated for 10 days with various doses 

of each drug starting from the 8th or 11th day after the TB-infection. 

 Results : (A) A rapid test for in vivo evaluation of three rifamycins was conducted by 

examining the survival days of treated mice infected with 106 cfu of M. bovis Ravenel. 

Mice treated with KRM exhibited 2.1-3.7 times longer survival times, in comparison with 

those treated with RFP or RBT.(B) In the IT-model of M. bovis Ravenel infection, three 

rifamycin derivatives gave "distinctive dose-response curves" in the correlation of dose sizes 

with the mean survival times or "logio CFU/lungs reductions".(C) In M. tuberculosis Kurono 

infection models, the ranking of the anti-TB activity of the three rifamycins in each organ 

was as follows: IT-and IV-lungs: KRM>RFP4-RBT, IV-spleen:KRM•àRBT>RFP, IV-liver:

KRM•àRBT>RFP.(D) Based on the results of"logioCFU reductions"in different organs in 

M. tuberculosis Kurono infection models, "characteristic in vivo activity patterns of each 

rifamycin" were obtained.(E) The therapeutic efficacy of KRM in lungs was greater than in

 spleen and liver with any dose. In contrast, RBT exhibited more remarkable in vivo activity 

in the spleen and liver than in lungs.

Conclusion: The prominent in vivo activity of KRM may allow small dose for effective 

 therapy;1/3 dose or less in comparison with those of RFP or RBT, or intermittent therapy 

of tuberculosis.
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緒 言

Rifampicinの 出現 に よって結核短期強化化学療法の

基 本が定式化 されてほぼ四半世紀が過 ぎようとしている。

この間,多 剤耐性結核菌 と非結核抗酸菌の検 出率が増加

傾 向を示 し続 けているのはす でに周知の事実であ る。加

えて,免 疫不全症候群 にお ける結核発病例の顕在化 とそ

の高 い致死率 を背景 に,近 年の結核対策 はこれ まで とは

一線 を画す る難 しい局面 を迎 えてい る
。 これ に対 し,臨

床 の現場で適用 されてい る抗結核薬剤 は依然 として実質

僅か10薬 剤 にも満た ない とい うのが現状である。なかで

も決め手 となる治療薬 を欠 くMycobacterium avium

 intracellulare complex(MAC)慢 性感染 症例 に対

す る化学療法の実状 は深刻である。新 しい強力 な抗酸菌

治療薬の開発が渇望 されるゆえんである。

新薬開発の分野で,現 在最 も有望視 されているのはニュー

マ クロライ ド系,ニ ューキノロ ン系,そ して リフ ァマイ

シ ン系 の新薬 である。今 回の報告 の中心 であ るKRM-

1648化 合物(KRM)は,㈱ 鐘淵化学工業 によっ て開発

された リフ ァマイシン誘導体 のひとつで,3'-hydroxy

-5'-(4-isobutylpiperazinyl)-benzoxazinorifarny-

cinの 構造 を有 する1)～3)。 このKRMに ついて は,国

内外 の研究者達 の基礎研究 によ り,結 核菌お よびMAC

に対 して既 存 の類 縁 化 合 物rifampicin(RFP),

rifabutin(RBT)を 凌 ぐ試験管内抗菌力 を有 し,実 験

感染モ デル動物 に対 して優れた治療効果 を示す ことが明

らか にな りつつあ る4)～20)｡

本報告で は,KRMの 抗結核 薬剤 としての可能性 を追

究す るため,別 報21)で 報告 した 「経気 道感染 モ デ ル系

(IT)」 と従来か らの 「尾静脈感染 モデル系(IV)」 とを

用いて短期治療実験 を行 い,(1)マ ウス生存 日数の比較,

(2)短 期治療 における臓 器内菌数の経 時 的推移 を観 察 し

た。 これ らの実験 結果の検討 か ら,[1]3種 類 の リフ ァ

マイシ ン誘導体 が各薬剤 に特徴 的な 「用 量一反応 曲線 」

を示 す こと,[2]感 染経路 の異 なる実験感染 モデル系で

は同一薬剤 のin vivo治 療 効果 におい て も顕 著 な差異

が生 ずるこ と,[3]KRM,RBT,RFPは,同 じリファ

マイシ ンのグループに属す るに もかか わらず,各 薬剤固

有 の 「臓器特異 的な治療効果」 を示す ことを見 出 した。

これ らの結果 につ いて報告す る｡

材料 と方法

感染菌:M.bovjs Ravenel株(NIHJ1607)は 国立

予 防衛 生研究所細胞 免疫部(現 国立感染 症研 究 所)高

橋 宏博 士(当 時)よ り分 与 され た 。M.tuberculosis

 Kurono株 は結核研 究所 で凍結 乾燥 保存 の 菌株 を使用

した。

菌液の調製:Youlnansの 方 法に従 い22),Proskau-

er&Beckの 液体培 地で早期 に発育す る薄 い菌膜 を採取

した。調 製 した菌液は,一 度 マ ウス を通 過後,7H10培

地(Difco)で 回収 し,次 にDubos培 地(Difco)で

同調培養後 セラムチューブに分注 し-80℃ で凍結保存 し

た。

動物:BALB/cCrSlc6週 齢雌マ ウス(日 本 エ スエ

ルシー)を 用 いた。

IV感 染:26番 ゲ ージ1/2イ ンチの注射針 と1ml容 量

の シリンジを用いて,尾 静脈か ら菌液0 .2mlを 注入 した。

IT感 染:麻 酔 条件 は,(a)ketamine(Park-Davis

社)とxylazine(Bayer社)を80:16mgの 割合 で 混

和 し23),10倍 希釈後,200μl/マ ウス を腹腔 内投 与,ま

た は(b)pentobarbital(Abott Lab.)を50μ9/10μl/

マ ウス体重gの 割合 で腹腔 内投与,の いずれかにより行っ

た。肺内への菌液注入は,長 さ25mmの ポリエチレンチュー

ブ(SP37,夏 目製作所)を 装着 した25番 ゲー ジ5/8イ ン

チの注射針 をマウス気管 内 に挿入 し,次 い で予 め菌液

0.1mlを 吸引 した1ml容 量 のシ リンジ を接 続 して菌液

を定量 的に肺 内に注入 した。

薬剤:KRM,RFP,RBTの3薬 剤 はそれ ぞれ㈱ 鐘

淵化学工業,㈱ 第一製薬,㈱Pharmacia&Upjohnよ

り供与 を受 けた。

薬液 の調製:所 要量の薬剤原末 と最終 濃度2.5%(w/

v)に なる量の アラビアゴム末(和 光純薬工業)と を0.2

%Tween-80水 溶液を加 えつつ璃 璃乳 鉢 中で少 量ず つ

混和懸濁 させ て調製。調製 した薬剤懸濁液はセラムチュー

ブに分注 し-20℃ で保存｡毎 日新 しい凍結チューブを溶

解 して使用 した。

動物の感染:第1実 験 で はM.bovis Ravenel株1.0

×106cfuをITま たはIV感 染 させ,第2実 験 で はM .

tubercosis Kurono株2.14×106cfuをITま た は

IV感 染 させた。両実験 ともIT感 染 とIV感 染 は同時 に

並行 して同一菌液に より行 った。
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Fig. 1 Comparative evaluation of KRM and RFP in the survival 

days of the IV-model mice that received oral treatment for 10 days. 

BALB/c mice were infected with 1.0•~106 cfu of M. bovis Ravenel. 

Treatment was started from the 8th day post-infection.

治療:第1実 験 では,IV感 染群 はKRM,RFPで,

IT感 染群 はKRM,RFP,RBTで 治療 を行 っ た｡

KRMとRBTは1,3,10mg/kg/day,RFPは3,10,

30mg/kg/dayの 各用量 を感染 第8日 か ら連続10日 間投

与 した。第2実 験では,KRM,RFP,RBTの3薬 剤

を,KRMとRBTは,3,10mg/kg/day,RFPは10,

30mg/kg/dayの 各用量で,感 染第11日 か ら連続10日 間

投与 した。各薬剤 は上述 の方 法 で調製 した薬液0.2ml/

マ ウス を経 口ゾンデ(φ0.9×L70mm;夏 目製作 所)を

用 いて毎 日経 口投与 した｡無 治療対照群 には薬剤 を含 ま

ないアラビアゴム ・Tween-80懸 濁液 を同様に投与 した。

臓器 内菌数 の算定:第1実 験で は,IT感 染動 物 につ

いて,対 照群 は感染1日 目,治 療 開始直前 にあた る7日

目お よび約半 数が死亡 した15日 目に,各 治療群 は投薬終

了後3日 目(感 染20日 目)に それぞれ2匹 ずつ解剖 し,

肺 内菌数 を測定 した。第2実 験 では,IT,IV感 染 動物

について,対 照群 は感染1日 目,治 療 開始直前 にあたる

10日 目お よびIV感 染動物 では投 薬終 了後3日 目にあ た

る感染23日 目,IT感 染動物では死 亡の始 まった 感染19

日目に,各 治療群は治療終了後3日 目,20日 目,40日 目

に各3匹 を解剖 し,肺,肝,脾 の臓 器内菌数を測定 した。

摘 出 した臓器 は秤量後 ガラスホモ ジナイザー(岩 城硝子)

で摩砕 し,冷 却滅菌精製水で10倍 希釈系列 を作成 した。

各希釈系列 を2本 の1%小 川培地 にそれぞれ0.11nlず つ

接種 し,3～4週 間37℃ 水平位置で培養後,各2本 の培

地 の検 出コロニーの平均値 を基 に臓器内総cfuを 算定 し

た｡
"減少1

0910CFU":投 薬 開始 直前対 照 群の臓 器 内総

菌数の対数値 の平均か ら,各 治療群 の治療終了後3日 目の

Fig. 2 Dose-response curves of KRM and 

RFP based on the correlation between dose 

sizes and mean survival days of the IV-model 

mice (mean•}SD; n=10) of M. bovis Ravenel 

infection.

臓器 内総菌数 の対数値 の平均 を引 い た値 を"減 少log10

CFU"(菌 減少指 数)と 定義 し,各 薬剤 の効果 判定 の指

標 とした。

結 果

第1実 験:.M.bovis Ravenel株 をITま た はIV感

染 し,感 染第8日 目か らKRM,RFPま た はRBTを

毎 日10日 間経口投 与 し,生 存 日数 を無治療対照群 と比較

した 。 またIT感 染 系で は対 照群 と治療 各 群 との肺 内

cfuを 比較 した。
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Fig. 3 Comparative evaluation of KRM, RFP and RBT in the survival days of 

the IT--model mice that received oral treatment for 10 days. BALB/c mice were 

infected with 1.0•~106 cfu of M. bovis Ravenel. Treatment was started from the 8th 

day post-infection.

Table Correlation between the mean survival days and 

 CFU counts in the lungs of the IT-model mice

a) Two mice of each treatment group were sacrificed three days after the termination of chemo-

therapy.
b) Untreated control mice at the 7th day post—infection .
c) Mortality in the late control mice during chemotherapy were 90% .

(1)IV系

感 染 後 の 無 治 療 対 照 群 お よ び各 治 療 群 マ ウス の 生存 曲

線 をFig.1に 示 した 。

各 群 の マ ウス 平 均 生 存 日数(Inean±SD;n=10)は,

KRM1,3,10mg/kg/day群 で そ れ ぞ れ28.7±1.3,

46.9±3.8,81.8±7.0日;RFP3,10,30rng/kg/day群

で そ れ ぞ れ21.2±0.9,33.1±4.6,60.4±5.4日;無 治 療

対 照 群 で18.8±0.6日 で あ った｡

ヒ ト投 与 量 にほ ぼ 相 当 す る10mg/kg治 療 群 の 比 較 で

は,KRMはRFPの2.47倍,3mg/kg治 療 群 で は

RFPの2.21倍 の生存 日数を示 した。3薬 剤 問の優 劣順

位は,KRM≫RFP≧RBTで あ った 。 「投 薬 用量 と平

均生存 日数の相 関」 をFig.2に 示 した。KRMは1～3

mg/kgの 低用量 で も高 い治療 効果 を示 し,RFPは3

～30mg/kgを 通 じて濃度依存 的で直線 的な相 関 を示 し

た。

(2)IT系

感染後 の各 治療群 マウスの生存 率 の推 移 をFig.3に

示 した。また,薬 剤用量別 に平 均生存 日数 と10910cfu/
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Fig.4 Dose-response curves of KRM, RFP 

and RBT besed on the correlation between 

dose sizes and mean survival days of the IT-

model mice (mean•}SD n=10) of M. bovis 

Ravenel infection.

肺 とをTableに 示 した。10rng/kg治 療群で比較すると,

KRMはRFPの2.59倍,RBTの2。91倍;3mg/kg治

療群 ではKRMはRFPの3.73倍,RBTの2.12倍 の生

存 日数を示 した。3薬 剤 間の優劣順位 は,KRM≫RFP

≧RBTで あった。また,KRM10mg/kgは2.45log10

qfuの 菌 数 を減 少 させ た が,RBT10mg/kg0.23と

RFP10mg/kg-0.10は1/10以 内 のcfu減 少 にす ぎな

か った。

マ ウス平均生存 日数 と治療終了後3日 目の肺内菌数 と

の相関(Table)で は,RFP10mg/kgとRBT10mg

/kg治 療群 を例外 と して,生 存 口数 の長 さの順 と肺 内

cfuの 少 ない順 とは一致 した。

また,「投薬用量 と平均生存 日数 の相関 」 お よび'「投

薬用量 と"減 少10910CFu"の 相関」 をそれぞ れFig。4

とFig.5に 示 した。Fig.5で は最 も治療 効果 の低 か っ

たRFP3mg/kg治 療群 の"減 少log10 CFU"の 位 置 を

仮 の基準 に設定 し全体 の相 関を求 めた。

3種 類 の リフ ァマイシ ン誘導体 についての2種 類 の相

関 を示すFig.4とFig.5は 相似 の形態 とな り,各 薬剤

に特徴的な 「用量―反応曲線 」が成立す る こ とが 明 らか

になった。

KRMはITとIV(Fig.2)と もに同様の曲線を示 し,

感染経路の違い に関 わ らず1～3mg/kgの 低 用 量 か ら

高い肺内治療効果 を示 した。RFPはIVで の直 線 的な

相 関(Fig.2)と 異 な り,ITで は 「S字 型(sigrnoid

 curve)」 の曲線 を示 した｡RBTは1～3mg/kgの 低

用量で はRFPを 上 回っ たが,3～10mg/kg用 量 で は

Fig.5 Dose-response curves of KRM, RFP 
and RBT based on the correlation between 
dose sizes and "log10CFU reductions" in the 
lungs (n=2) of the IT-model mice of M. bovis 
Ravenel infection. The whole results were 
plotted according to the tentative standard 
level of the result at 3mg/kg dose of RFP.

Fig. 6 Bacterial loads of M. tuberculosis 
Kurono in the lungs of the IT-model mice 
treated with KRM, RFP or RBT. The stan-
dard deviations (SD; n=3) were less than 
0.13 in every experiments. Arrow indicates 
the size of infection.

横這い傾向 を示 し,RBT10mg/kgとRFP10mg/kg

は ほぼ同等の治療効果 を示 した。
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Fig. 7 Bacterial loads of M. tuberculosis 
Kurono in the lungs of the IV—model mice 
treated with KRM, RFP or RBT. The stan-
dard deviations (SD; n=3) were less than 
0.14 in every experiments. Arrow indicates 
the size of infection.

第2実 験:M.t酌mulosisKurono株 をITま た は

IV感 染 し,感 染 第11日 目 か らKRM,RFPま た は

RBTを 毎 日10日 間 経 口投 与 し,治 療 終 了3日 目,20日

目,40日 目の 肺,肝,脾 の 臓 器 内cfuを 治 療 開 始 前 の 各

臓 器内cfuと 比 較 した 。

(1)臓 器 別 の3薬 剤 の 治 療 効 果 の 比 較

以 下 の 結 果 で 括 弧 内 に 示 し た 数 値 は"減 少log10

CFU"(菌 減 少 指 数)で あ る 。

①IT肺(Fig.6)

感 染10日 目の10910cfu/肺6.57±0.6に 対 し,マ ウ ス が

死 亡 し始 め た19日 目 の 対 照 群 のloglocfu/肺 は7.28±

0.13と 増 加 して い た(-0.71)℃ 投 薬 終 了後3日 目のloglo

cfuは,KRM3mg/kg,10mg/kg群 で そ れ ぞ れ4.85

±0.05(1.72),4.43±0.12(2.14);RFP10mg/kg,

30mg/kg群 で そ れ ぞ れ5.92±0.12(0.65),5.03±0.12

(1.54);RBT3mg/kg,10mg/kg群 で そ れ ぞ れ6.48±

0.12(0.09),6.04±0.02(0.53)で あ っ た 。

治 療 群 間 の 優 劣 順 位 は,KRM10>KRM3>RFP

30≫RFP10≒RBT10>RBT3≒ 投 薬 前 対 照 群 であ った｡

10mg/kg治 療 群 の比 較 で は,KRMは2.1410910cfu

の 菌 数 を減 少 させ た が,RBTで は0.53,RFPで は0.65

の減 少 に留 ま っ た 。

Fig. 8 Bacterial loads of M. tuberculosis 
Kurono in the liver of the IV—model mice 
treated with KRM, RFP or RBT. The stan-
dard deviations (SD; n=3) were less than 
0.13 in every experiments. Arrow indicates 
the size of infection.

RBT3mg/kgで は投 薬 開始 直 前 のcfu値 と差 が な く

静 菌 的 な効 果 しか 認 め られ な か っ た の に対 し,KRM

3mg/kgはRFP30mg/kgを 僅 か に上 回 る 高 いcfu減

少 を示 した 。 ま た,長 期 持 続 効 果 を比 較 す る 目的で,治

療 終 了後20日 目 と40日 目に マ ウス(n=3)の 臓 器 内cfu

を測 定 したが,ど の治 療 群 で も肺 内菌 数 は横 這 い状 態 を

持 続 し,再 増 加 は見 ら れ な か っ た 。

②IV肺(Fig.7)

投 薬 開始 直 前 のlog10cfu/肺 は6.07±0.04に 対 し,投

薬 終 了後3日 目のlog10cfu/肺 は,対 照 群 で7.58±0.14

(-1.51);KRM3mg/kg,10mg/kg群 で そ れ ぞ れ

4.74±0.09(1.33),4.40±0.11(1.67);RFP10mg/kg,

30mg/kg群 で そ れぞ れ5.81±0.06(0.26),5.01±0.06

(1.06);RBT3mg/kg,10mg/kg群 で そ れ ぞ れ5.99±

0.12(0.08),5.86±0.03(0.21)で あ った 。

治 療 群 間 の 優 劣 順 位 は,KRM10>KRM3>RFP

30≫RFP10≒RBT10≧RBT3≒ 投 薬 前 対 照 群 。

10mg/kg治 療 群 の 比 較 で は,KRMは1.67log10cfu

の菌 数 を減 少 させ た が,RBTで は0.21,RFPで は0.26

の菌 数 減 少 に留 ま った｡

RBT3mg/kgで は投 薬 開始 直 前 のcfu値 と差 が な く

静菌 的 な効 果 しか 示 さ なか った の に 対 し,KRM3mg/

kgはRFP30mg/kgを 上 回 る治 療 効 果 を示 した 。
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各 治 療 群 と も に治 療 終 了 後,菌 は 再 び 増 殖 を始 め 実

験 終 了 まで 再 増 殖 過 程 を持 続 した 。

③IV肝(Fig.8)

投 薬 開 始 直 前 めlog10cfu/肝 は6.32±0.07に 対 し,投

薬 終 了 後3日 目のlog10cfu/肝 は,対 照 群 で6.45±0.09

(-0.13);KRM3mg/kg,10rng/kg群 で そ れ ぞ れ

5.37±0.04(0.95),5.01±0.13(1.31);RFP10mg/kg,

30mg/kg群 で そ れ ぞ れ5.82±0.06(0.50),4.92±0.04

(1.40);RBT3rng/kg,10mg/kg群 で そ れ ぞ れ5.65±

0.06(0.67),5.12±0.06(1.20)で あ った 。

治 療 群 間の 優 劣 順 位 は,RFP30≒KRM10≒RBT10

>KRM3>RBT3>RFP10>投 薬 前 対 照 群 で あ った 。

KRM3mg/kgはRBT3mg/kgとRFP10mg/kg

を 上 回 っ た が,KRM10mg/kgとRBT10mg/kg,

RFP30mg/kgは 同等 の治 療 効 果 を示 した｡

各 治 療 群 と も治 療 終 了 後 も菌 数 は漸 減 傾 向 を持 続 した

が,RFP10,KRM3,RFP30で は治 療 終 了 後20日 と40

日で は横 這 い状 態 とな っ た。

④IV脾(Fig.9)

投 薬 開始 直 前 のlog10cfu/脾 は6.05±0.02に 対 し,投

薬 終 了後3日 目のlog10cfu/脾 は,対 照 群 で6.23±0.15

(-0.18);KRM3mg/kg,10mg/kg群 で そ れ ぞ れ

4.99±0.15(1.06),4.62±0.15(1.43);RFP10mg/kg,

30mg/kg群 で そ れ ぞ れ5。64±0.04(0.41),4.77±0.07

(1.28);RBT3mg/kg,10mg/kg群 で そ れ ぞ れ5.37±

0.09(0.68),4.66±0.07(1.39)で あ っ た 。治 療 群 間 の

優 劣 順 位 は,RFP30=KRM10≒RBT10>KRM3>

Fig. 9 Baterial loads of M. tuberculosis 
Kurono in the spleen of the IV—model mice 
treated with KRM, RFP or RBT. The stan-
dard deviations (SD; n=3) were less than 
0.15 in every experiments. Arrow indicates 
the size of infection.

RBT3>RFP10>投 薬 前 対 照 群 で あ った 。

KRM3mg/kgはRBT3mg/kgとRFP10mg/kg

を 上 回 っ た が,KRM10mg/kgとRBT10mg/kg,

Fig.10 Characteristic in vivo activity patterns of each rifamycin, observed irrespective of the 
doses. Each bar represents "logioCFU reduction" in organs (n=3) after three days of completion 
of chemotherapy. LT: lungs of the intratracheal infection model; LV: lungs, Sp: spleen and Li: 
liver of the intravenous infection model.
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RFP30mg/kgは ほぼ同等 の治療効果 を示 した｡

治療終了後,菌 は再 び増加 ない し横這い状態 とな り,

治療終了40日 目にはどの治療群で もlog10cfuが5.0～5.5

付近 に収束 し,各 治療群の 間で ほとんど差が認め られ な

かった。

(2)薬 剤別 の治療効果の比較(Fig.10)

各薬剤 の肺,肝,脾 で の"減 少log10CFU"の 結 果

に基づ き,薬 剤別のin vivo活 性 をFig.10に 示 した。

各 リファマ イシン誘導体 に特徴的 な臓器特異的治療効果

が認 められた。

①KRMは3mg/kg,10mg/kg群 と もに肺 内 治療

効果が最 も高 く,IT肺>IV肺>IV脾>IV肝 の順位 で

あった。

②RBTは3mg/kg,10mg/kg群 と もに脾,次 いで

肝 での治療効果が最 も高 く,IV脾 ≧IV肝 》IT肺>IV

肺 の順位 であった。

③RFPはIV系 の内部で は肝>脾>肺 の順位で,肺

内治療 効果 が 最 も低 か っ たが,IT肺 は10mg/kg,

30mg/kg群 ともにIV肝 を上 回 り,IT肺>IV肝>IV

脾>IV肺 の順位 であった。

考 察

(1)リ フ ァマイシン誘導体 につ いて

KRMは,他 の リフ ァマ イシ ン系 の薪 薬rifabutin

(RBT)24)～28),FCE-2280729)等 がRFPよ りも優れ て

いる菌 数減少 の達成 レベ ルをさ らに大幅 に上回ってお り,

現在最 も有望視 されている抗酸菌治療薬のひとつである｡

これまでの報告 による と,KRMは,結 核菌 に対 して

はRFPの 少 な くとも10倍 以上 のinvitγo抗 菌力 活性

を示 し4)6)14)15)17)20),M.avium-intracellulare com

-plexに 対 しては結核菌 に対 する よ りも強い試験 管 内抗

菌力 を有 するこ と4)6)8)10),実 験感染モ デル動 物 に対す

るin vivo治 療 実験 で も,結 核菌5)12)15)16)および.M.

avium-intracellulare complex5)7)9)11)13)18)19)に 対

しRFPよ りも優 れた治療効果 を示す こ とが 明 らか にさ

れている｡ま た,Hirata等 は,KRMはRFPと 交叉

耐性 があるが,RFP低 度耐性 の結核菌 に対 して はそ の

発 育を阻止 し得 るこ とを報告 している15)｡

体 内動態 に関 しては,KRMは 肺 内での半減期が長 く,

長期持 続型の治療効 果を示 す点が特徴 とされているが,

KRMの 肺へ の移行濃 度はRFPと 比較 して必ず しも高

値 を示 す わ けで はな い1)～3)℃ そ れ に も関 わ らず,

KRMが 強力 な肺 内抗 菌力 を発揮 する理 由 として,何 よ

りもKRMのMIC値 の低 さが挙 げ られる4)6)14)15)。

また,マ ウス経口投 与後,RFPは 肝へは肺の6倍1)30),

KRMは 脾へ肺の2倍 濃 度以上移行 する ことがすでに知

られてい るが1),Fig.10に 示 した通 りKRMは 明 らか

な 「肺重点型」の治療効果 を示 し,RFPもIT系 で は

肺内治療効果の高い薬剤であ る。すなわち,臓 器内での

薬剤濃度の高低 と当該臓器 における薬剤 のinv ivo治 療

効果 とは必ず しも相関 しない ことになる。

KRM,RFP,RBTの3薬 剤 が同 じリファマ イ シ ン

誘導体 に属す るにも関わ らず,in vivoに おい ては全 く

異 なる 「臓器特異的治療 効果 パ ター ン」 を示 し,特 に

KRMが 感染経路 に関わ らず明 らかな 「肺重点型」の治

療薬であ ることを見出 した今回の結果は,肺 結核 を主対

象 とす る結核化学療法 において,KRMが 今 後重要な地

位 を占め る可能性 を示唆 してい る。 同時 に,KRMが

RFP,RBT対 比1/3の 投与量で同等以上の治療効果 を

示 した事 は,DickinsonがRFPの 間欠投 与実験 で 示

した ような 「増量間欠投与」31)では な く,「 少 ない投 薬

用量 による間欠治療」実現の可能性 を示唆 してお り,さ

らには治療期間短縮の可能性 について も期待が持たれる｡

また,今 回の実験結果か ら,RBTが 開発 後10余 年 を

経て もい まだ に評価が確定 されず,治 療 薬 としての地位

が定 まらない背景要因の ひとつはRBTが 「脾臓 ・肝臓

重 点型」 の治療 薬 であ り,肺 内治 療 効 果 にお い て は

RFPと 同程度であ ることによることを指摘 す る こ とが

で きたと考 える。それ にも関わ らずRBTも 数少な い優

れ た抗酸菌治療薬の ひとつであ り,各 薬剤の抗菌力の特

徴 を活か した臨床応用が望 まれ る。近年,AIDS患 者 を

主対象 に,MAC発 病予防あ るい は播種型MACの 治療

の ため に,単 独 また は他剤 との併用でRBTを 適用 した

臨床治験報告が散見 され るよ うにな った32)～36)。 こ う

した全 身播種型の抗酸菌症 に対 して は,RBTは 有効 な

治療薬 となる可能性が高い と思われ る。

(2>短 期治療実験の結果 について

Yamamotoら17)はH37RvのIV感 染モデル に対 す

る40日 間治療後 のマ ウス生 存 日数 の比較 で,KRMは

1～3mg/kgの 低濃度で もRFP3,10mg/kgを 凌 ぐ延

命治療 効果 を示 し,KRM10mg/kgがRFP30mg/kg

を上 回ったこ とを報告 してい る。Yamamotoら の結果

17)は,今 回のRavene1株 を用いた1V系 の結 果 と多 く

の一致点が認 められ,KRMがRFP対 比で1/3以 下 の

投与量 で同等 の治療効果 を示す とい う結論 について も同

様 であった。

Fig.4とFig.5に 示 した各 薬 剤 に特 徴 的 な用 量一

反応 曲線 は;(a)Tableに 示 したRFP10mg/kgとRBT

10mg/kgの 例外 的 な順 位 が,RFPとRBTに 特徴 的

な2種 類 の用量一反応 曲線 に基づ く現象 であ っ た こと,

(b)投 薬用量 の設定 条件 によっ てはRBTとRFPの 優

劣 順位 が逆 転す る場 合が あ り得 る こ と,(c)RBTは
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1mg/kg/day付 近の少 ない投薬 用量 で は比較 的KRM

に近い肺 内治療 効果 を示 す こ と,(d)RFPがIV系 と

IT系 で示 した異なる用量―反応 曲線 は,感 染経路 の異 な

る実験系 では投 薬用量 と治療効 果 とが必ず しも同一 の相

関 を示 さない ことを示 唆 している｡

このRFPのIV肺 「直線 的 な相関」 とIT肺 「S字

型の相 関」 の用量一反応 曲線 を特徴付 けてい るの は,

RFP3rng/kg投 与の治療効果の有無である。経気 道感

染 に近いモデル実験の例 として,吸 入感染 装置 を用いた

Erdman株 の微量菌(103cfu/マ ウス)感 染モ デ ルで

KRM,RBT,RFP,RPT(rifapentine)の 肺 内 治

療効果 を比較 したKelly等37)は,RFP2.5,5.0mg/kg

治療群が無治療対照群 と差が ない ことを示 している。他

方,IV感 染 モデルを用 いたYamamoto17),Hirata15)

らの報告で は,RFP2.5～5mg/kg治 療群が有意の治療

効果 を示 している｡以 上の報告 を照合す る と,RFPが

示 した2種 類 の 「用量一反応 曲線号」 は感 染経 路 の異 なる

モデル実験系 それぞ れについてのか な り正確 な傾向 を反

映 している と考 えられる。

第2実 験 のKurono感 染系 にお いて,肺 内 治療効 果

でKRMが 最 も優 れ,RBTがRFPを 僅か に下 回る ほ

ぼ同等 の肺 内治療効果 を示 したが,こ の結果 は強毒結核

菌Erdman株 のIV感 染 モ デル を用い たKlemens12)

らの報告 と一致 した。

このKurono株 を用 いた実験結果で は,IT系 におい

てIV系 に比べ肺 内治療効果が高 かったこ と,ま た治療

終了後の肺 内cfuの 経 時的推 移がIT系 とIV系 で 明 ら

かに異なる とい う2つ の点で特徴 的であった｡こ れ ら2

つの特徴 は,Ravenel実 験系 のITモ デルが平均生存 日

数の比較において全体 的にIVモ デルを上 回った傾 向 と

符号する。すなわち,Ravenel感 染 系 の治療 終了 後 に

おけるITとIVの 肺 内cfuも,Kurono感 染系 のITと

IVの 肺 内cfuと 同 じように推移 していた と推定 される。

ITは 肺 を律 速段 階 とする感染系 であるので,IVに 比べ

薬剤相互の肺内治療効果の違いが より明確 に反映される

と考 えられ る。

Kurono感 染モデ ルの脾臓 で,投 薬 終了後20～40日

目に3薬 剤計6種 類の治 療群 が 同一菌 数5。0～5.510910

cfuに 収束 した理由は不明であ る。 従来,IV感 染モ デ

ルにおいて脾臓 は最 も薬剤 に対す る応答性の悪い臓 器の

ひとつ とされ,ま たそれ故 にpersisterを 模 したモ デル

実験系 と して用い られて きた経緯があ る。今回の治療終

了後のIV脾 内cfuの 推移 はCornellモ デル に代表 され

る既存 の方法論 銘)39)の背景 を再確認す る結果 とな った。

なお,IT系 の脾 と肝 での 治療効 果 につ いて は,KRM

治療群が検 出限界以下 を示 し,3薬 剤相互の比較 評価 が

成 り立 たないので詳細 なデ ー タは示 さなか ったが,IV

の脾 ・肝 とほぼ同様のcfuの 推移 を示 した。

今 回の ようにITモ デル とIVモ デ ル を同時並行 で 実

施 し,複 数のパ ラメーター相互の相関 を基 に して各薬剤

に特徴 的 な 「用 量―反応 曲線 」 を求 め,"減 少log10

CFU/臓 器"(菌 減少 指数)に 基づ い て 「各薬剤 のin

 vivo活 性 の特徴」の全体像 を追究 す る方 法 は,化 学療

法剤 のin vivo評 価の方法 と して新 しい試み として積極

的な意義が ある と考 える。

今 回示 した,各 リフ ァマイシン誘導体 に特徴的 な 「用

量一反応 曲線」,「in vivo活 性パ ター ン」 は,と もに10

日間 とい う極 めて短期 間の投薬条件下で見 られ る特徴で

あ り,長 期 治療実験 では異 なる結論が得 られ る可能性 も

ある。Klemensら はErdman株 感 染マ ウス に対 す る

週5回4週 間の リフ ァマイシン投与 の結果,脾 内の治療

効 果の優劣順位 がKRM>RBT>RFPで あることを報

告 してお り12),本 報告 の 内容(KRM=RBT>RFP)

と違っていた。 これは感染菌株 と治療期 間の違 いによる

もの と推定 される。

(3)治 療実験系 のデザイ ンについて

今回の第1実 験 では,ま ず,同 時並行 で実 施 したIT

とIVの 対照群マ ウスの平均生存 日数に有 意差 が 出 ない

最 も強力 な 「急性感染モデル」 を作 成する必 要があった

ため,マ ウス に対す る毒 力が ヒ ト型結核 菌 よりも明 らか

に強い ウシ型結核 菌Ravenel株 を使 用 した40)。 続 く第

2実 験で は,KRMが ヒ トへの臨床応用 を目的 とす る抗

結核薬 なので本来の 目的 に沿って ヒ ト型結核 菌 を使 用 し

た。予備 実験で マウスに対 し強 い毒 力 を発 揮 す る結核

菌株 ほ ど治療効 果が高 く出る傾向が ある こ とを把 握 し

ていたの で,長 年の継 代 保存 で 弱毒 化 したH37Rv株

41)ではな く,強 毒 の ヒ ト型結核 菌Kurono株 を採用 し

た15)42)｡

これら強毒結核菌株 を大量 に感染 させた実験系で,ご

く短期 間の治療 を行 い,薬 剤相互のin vivo治 療効果 を

比 較 して適 切 な投 薬 用量 を求 め る方 法 論 は,か つ て

KradolferがRFP開 発 の基 礎研 究段 階 で定式 化 した

報告43)を 参考 に独 自にデザ イン した ものであ る。

化学療法剤 の治療効果 を追究す るため の実験系 と して

は,近 交系 マウスの尾静脈感染 モデルを用 いた報告例が

多いが11)～13),15)～19),25)26)28)29)39)40),本来 は可能 な 限

りヒ トの肺結核 を模 した 「肺感染 モデル」 の実験系で実

施すべ きであろ う。特 に,脾 臓 と肝臓 に大量の菌が分布

するIV感 染 モデル系 を用 いて脾臓 内の治療効 果 に重点

を置 く実験 系 を組 んだ場 合,Fig.10で 示 した通 り,

RBTの ように脾 内で優 れた抗菌力活性 を示す 薬剤 が肺

内で も同様 の優 れた治療効果 を示す とは限 らないので,

時 として薬剤 相互の比較評価 を誤 る可能性が ある｡
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本報告 で用 いた経気道感染の方法 は,エ ロゾル吸入感

染法 と比較 して,特 別 な設備 を要す ることな く,動 物 を

簡易麻酔後,口 腔 内か ら気管支経 由で菌液 を直接肺内 に

定量 的に注入す る安全性の高い方法であ る。 この方法 と

尾静脈感染モ デルとの比較 につ いて は別報21)に て詳 述

した。

ま と め

(1)M.bovis Ravenel感 染モデ ル系

①10日 間治療後のマ ウス平均生 存 日数:KRMはIV

系 でRFP対 比2.21～2.47倍,IT系 でRFP対 比

2.59～3.73倍,RBT対 比2.12～2.91倍 の生存 日数

を示 した。

②IT系 の 「投薬用量 と平均生存 日数」,「投薬 用量 と
"減少log

10CFU/肺"」 との相 関:KRM,RFP,

RBTは 各薬剤 に特徴的 な 「用量 一反応 曲線」 を示

した。

(2)M.tuberoulosis Kurono感 染モデ ル系

① 肺 にお ける治療効果 は,IT,IVと もにKRMが 最

も優 れ,KRMはRFPお よびRBT対 比1/3の 投

与量 で同等 もしくはそ れ以上の治療効果 を示 した。

RFPとRBTの 治療 効 果 は同等 だ った:KRM≫

RFP≒RBT。

② 脾臓 と肝臓 にお ける治療効果で は,KRMとRBT

ともにRFPを 上 回ったが,KRMとRBTの 治療

効果 は同等 だった:KRM=RBT>RFP。

③ 各臓器 にお ける"減 少log10CFU"の 結果 を基 に,

「各 リファマ イシン誘導体 に特徴 的 なin vivo抗 菌

力パ ターン」が得 られ た。

④KRMは 感染モ デル系の違いに関わ らず 「肺重点型」,

RBTは 「脾臓 ・肝臓重点型」の治療効果 を示 した。
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