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マウス実験的 Mycobact rium avium complex 感染症に対する

ベ ンゾ キサ ジ ノ リフ ァマ イ シ ンKRM-1648のinvivO

治 療 効 果 発 現 に及 ぼす グ リチ ル リチ ン投 与 の 影響
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W pr viously xamin d th ff cts of a Chin s m dicin "Mao -Bushi— Saishin To"

(MBST) which has anti—-inflammatory activity on th th rap utic fficaci s of a

 b nzoxazinorifamycin, KRM —- 1648 (KRM), against Mycobact rium avium compl x 

(MAC) inf ction induc d in mic. MBST pot ntiat d th th rap utic activity of KRM 

aginst MAC inf ction. In th pr s nt study, w xamin d th ff cts of anoth r anti—-in-

flammatory drug Glycyrrhizin, which is ff ctiv for chronic h patitis, on th th rap utic

 fficacy of KRM against MAC inf ction induc d in mic. First, KRM significantly inhib-

it d th bact rial growth in th lungs and spl n of MAC—inf ct d mic. Glycyrrhizin xhib-

it d no th rap utic activity against MAC inf ction and did not aff ct th xpr ssion of 

th th rap utic fficacy of KRM. S condly, tr atm nt of murin p riton al macrophag s

 (MƒÓ s) with Glycyrrhizin caus d no significant chang s in th MO anti—-MAC activity.
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は じ め に

抗酸菌特にMycobacterium avium complex(MAC)

感染マウスの化学療法経過中には,感 染初期に感染菌の

一過性の減少 をみた場合 で も
,感 染2～4週 以 降の

phaseで は,ク ラリスロマイシン(CAM)や ベ ンゾキ

サジノリファマイシンKRM-1648(KRM)な どの多

剤併用投与群においても菌の再増殖が認められることが

多い1)2)。 先 にわれわれは,MAC感 染マウスでの抗炎

症性サイ トカインの発現動態について検討 し,感 染部位

での菌 の再増殖パ ター ンとtransforming growth

factor-β(TGF-β)な らびにIL-10の 発現レベルと

の間に密接な関連があることを見いだ している3)。 こ

のことから,Mφ 機能抑制作用を有する免疫抑制性サイ

トカインであるTGF-β やIL-104)～10)な どの働 きに

より,感 染部位でのマクロファージ(Mφ)やTh1細

胞 からのTNF-α あるいはIFN-γ な どのMφ 活性化

サイ トカインの産生がdown-regulateさ れ ることが

組織内でのMAC感 染 菌の再増殖の一因となっている

可能性が考えられる。このような免疫抑制性サイトカイ

ンの産生誘導は,抗 酸菌感染宿主における過剰な細胞性

免疫反応の亢進,特 に感染Mφ における過剰な活性化

によりもたらされるものと考えられるので11)12),Mφ

の機能亢進を沈静化させ得るような何らかの抗炎症剤の

投与により,そ のような過剰な免疫反応を制御し,ひ い

てはMAC感 染宿主におけるこれら免疫抑制性サイ ト

カイン産生を抑制することによって,化 療経過中での感

染菌の再増殖を抑えることもあるいは可能ではないかと

も考えられる。因みに,わ れわれの検討では,抗 炎症作

用を有するとされる麻黄附子細辛湯をMAC感 染 マウ

スに投与することにより,KRMの 治療効果発現が有意

に増強されることが明らかになっている13)。

そこで今回は,こ のような観点に立ち,KRMに よる

MAC感 染 マウスの治療 に,副 腎皮質ホルモ ン類似の

抗アレルギー作用および抗炎症作用を有 し,薬 疹や慢

性肝炎などに効果のある抗炎症剤であるグリチルリチ

ン14)～18)を供試 して,実 験的マウスMAC感 染 モデル

系でのKRMのin vivo治 療 効果の発現に及ぼす本剤

投与の影響ならびにマウス腹腔Mφ の抗MAC殺 菌 能

発現に及ぼす作用について若干の検討を加えた。また,

グリチルリチンには,現 在のところインターフェロン療

法以外に特に有効な治療剤のないC型 肝炎に対 して肝

炎の沈静化作用,あ るいはその長期投与によっては肝硬

変や肝細胞癌への進展を抑制する効果が報告されてお

り18),わ が 国ではC型 肝炎を併発 したMAC症 患 者へ

本剤の投与を行うような場合 も少なくはないように思わ

れる。この場合,最 も問題になるのはグリチルリチンと

抗MAC化 学療法剤との薬物相互作用であり,し たがっ

て,今 回の研究目的の一つには,KRMで の治療下にグ

リチルリチンを併用投与 した場合 にMAC症 の化学療

法に対 して何らかの不利な影響がもたらされる可能性が

あるのか否かという問題についての解答を得ることも含

まれている。

材料と方法

1)供 試 菌:MAC患 者 よ り分 離 され たM.inmcel-

lulare N-260株(血 清 型16)を 用 い た 。本 菌 株 は マ ウ

ス に対 して 強 い ビル レ ンス を有 して お り19),本 菌 株 に

対 す るKRMの7H11培 地 上 で のMICは0.025μg/ml

で あ る。

2)供 試薬剤:グ リチルリチン(グ リチロン注一号:

ミノファーゲン製薬)お よびKRM(鐘 淵化学工業)を

供試した。なお,グ リチロン注一号は20㎎/mlの グ リ

チルリチンを含有する水性注射剤 として入手 している。

また,KRMはMφ 培養実験ではまずdimethyl sul-

foxideに 溶解 させ,こ れをさらに培地で希釈 したもの

を,ま たin vivo実 験 では2.5%ア ラビアゴム加0.2%

Tween80水 に懸濁させたものを用いている。

3)マ ウス実験的MAC感 染:5週 齢 のBAI.B/c系

雌マウス(日 本クレア)にMACの2×106を 静脈内感

染 させ,翌 日より臨床投与量相当(20㎎/kg)のKRM

をゾ ンデを用いて週1回 あて8週 間にわたって経口投与

した。また,グ リチルリチンは1日1回,週6回,2mg

/kg宛 の皮下投与を行った。所定日にマウスを屠殺 ・剖

検 し,肺 ならびに脾を摘出し生理食塩水中でホモジナイ

ズし,そ の還元生菌単位(CFU)を7H11寒 天平板上で

計測 した。

4)マ ウス腹腔Mφ 内貧食MAC菌 に対する抗菌作

用

既報の方法13)に準 じて測定した。すなわち,Zymosan

A誘 導 マウス腹腔滲出細胞 を型の ごとく調製 し,こ の

細胞 の5%牛 胎児 血 清(FBS:Bio Whittaker)加

RPMI1640培 地浮遊液(5×106/ml)の8mlを14mm

径 の細胞培養用プラスチックシート(和 光純薬工業)を

敷 き詰めた90mm径 の細胞培養用プレー ト(Becton

 Dickinson)に まき,5%CO2下37℃ で2時 間培養後,

プラスチ ックシートを2%FBS加 ハ ンクス氏液中で軽

く濯 ぐことにより,Mφ 単層培養(Mφ モノシー ト)を

得た。次いで,得 られたMφ モノシー トを16mm径 の

細胞培養用ウェル(Becton Dickinson)に 入れ,所 定

濃度のグリチルリチンを含む培地中で2日 間にわたり培

養 した後,一 度2%FBS-HBSSで 洗 い,次 いで供試

MAC菌 の1×106CFUを 加 えた新鮮培地中(0.5ml)

で2時 間インキュベー トす ることによりMφ 細胞 に供
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Table 1 Therapeutic effects of KRM, Glycyrrhizin, and KRM plus Glycyrrhizin against 

MAC infection in mice a)

a) Mice infected i .v. with MAC N-260 (2 •~ 10 6 CFU) were given or not given the indicated drugs by gavage ei-

 ther once weekly (KRM) or once daily, six times per week (Glycyrrhizin), from day 1 for up to 8 weeks. 

b) The mean •} S .E.M. (5 mice per regimen).

c) Not determined
.

d) Significantly smaller than the value of untreated control mice . (p<0.05; Student's t—test).

Table 2 Effects of KRM, Glycyrrhizin, and KRM plus 

Glycyrrhizin on MƒÓ anti-MAC activity a)

a) MƒÓ s were preincubated in the presense or absence of Glycyrrhizin at indicated 

concentrations for 2 days, thereafter infected with MAC for 2 hr, and further 

 cultivated in the presense or absense of 0.05,ƒÊ g/m/ KRM with or without the 

addition of Glycyrrhizin at corresponding doses for up to 5 days.

b) The mean •} S .E.M. (n=4).

c) Not determined .

d) Significantly smaller than that of control MƒÓs (p<0 .01; Student's t—test).

試菌 を感染させた。次いで,非 貧食菌を2%FBS-

HBSSで 洗浄除去した後,0.05μg/mlのKRMお よび

0.5～50μg/mlの グ リチルリチンを含む培地(1ml)中

で5日 間の培養を行った後,こ れに0.23%SDSの

0.4mlを 加え10分 間静置 してMφ を溶解させた。 これ

をあらかじめ0.6mlの20%牛 血 清アルブミン加 リン酸

緩衝生食水 を入れた試験管へ移 しSDSを 中和 した後,

得 られたMφ1ysate中 の生菌単位を7H11寒 天平板上

で計測した。なお,本 実験では10μlの 希釈菌液を7H11

寒天上にスポットし,37℃,7日 間の培養後に生 じた ミ

クロコロニー数を実体顕微鏡(15×)下 でカウントして

いる。

結 果

1.MAC感 染症に対するKRMの 治療効果に対す

るグリチルリチン投与の影響

Table1は,MAC感 染 症に対するKRMの 治療効

果発現に及ぼすグリチルリチンの影響を,感 染マウスの

肺および脾内生菌数の推移を指標としてみたものである。

KRM単 独投与によって,肺 および脾内での感染菌の増

殖に感染8週 後で各々1.3お よび0.510gunitsの 抑 制

が認められたが(p<0.05),グ リチルリチン単独投与で

は,各 々0.3お よび0.110gunitsの 低下にとどまり有

意な増殖抑制作用は認められなかった。また,グ リチル

リチンはKRMと 併用 した場合でも,KRMのin vivO

抗MAC抗 菌活性発現に有意な影響 を及ぼ してはおら

ず,KRMと グリチルリチンとの併用投与群での感染8

週後での肺 と脾でのbacterial loadは,KRM単 独 投

与群でのそれに比べて各々0.2お よび一0.210g units

の減少を見たに過 ぎなかった。このことより,グ リチル
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リチンはKRMの 治療効果の発現を特に修飾するもの

ではないことが分かった。

2.Mφ 内感染MAC菌 に対するKRMの 抗 菌活性

発現に対するグリチルリチンの影響

Table2は,Mφ 内感染MAC菌 に対するKRMの

in vitro抗 菌活性発現 に対するグリチルリチ ンの作用

について,Mφ 内局在MAC菌 の細胞内挙動を指標 とし

てみたものである。MAC感 染Mφ を5日 間にわたって

培養 したところ,MAC菌 の0.7log unitsの 細 胞内増

殖が認められた(p<0.05)。 他方,KRMを 添加 した系

では細胞内菌数が培養開始時点に比べて約0.2log units

の減少がみられ,さ らにKRM非 添 加の系に比べて5

日目での細胞内CFU値 に0.9log unitsの 低 下が認め

られることから,KRMはMφ 局在MAC菌 に対 して

増殖阻害活性のみならず若干程度の殺菌活性を示すこと

が分かった。これに対 して,Mφ をグリチルリチンで前

処理後,MAC感 染Mφ をさらにグリチルリチン存在下

で培養 した場合では0.1log unitsの 抑制にとどまり,

MAC菌 の細胞内増殖に有意な影響は認められなかった。

また,KRMと グ リチルリチンとを併用 した場合では,

高濃度(50μg/ml)の グ リチルリチンの併用で,KRM

単独 添加の場合に比べてわずかに0.2logunitsの 細 胞

内CFU減 少 を認めたに過 ぎず,有 意なものとは言えな

かった。

考 察

難治性感染症としての抗酸菌症の特異な病像を規定す

るものは,お おむねMACを 含 む抗酸菌の持つ極めて

強いMφ 内殺菌抵抗性 と免疫原性の2つ であ り,こ れ

に起因して起 こるTh2タ イプの抑制性サイ トカインカ

スケー ドの活性化が,抗 酸菌感染症の難治化に重要な意

味を持っているものと考えられる11)12)。 このような観

点に立ち,今 回はKRMに よるMAC感 染 マウスの治

療に抗炎症作用を有することの知 られるグ リチル リチ

ン14)～18)を併用投与する試みを行ったが,Table1に

示 したように,グ リチル リチ ンそのものにはMAC感

染症に対するin vivo治 療効果は認められず,さ らに

KRMの 治療効果発現,あ るいはMφ 内局在MAC菌

に対するKRMのin vitro抗 菌活性発現のいずれもが,

グ リチルリチンの併用によっては特に影響を受けないこ

とが分かった。

ところで,わ れわれの別途行った検討では,ス テロイ

ド系および非ステロイド系の抗炎症剤や抗炎症作用を有

する漢方製剤(ヨ クイニ ン,麻 黄附子細辛湯)お よび

secretory leukocyte protease inhibitor(SLPI)な

どの種々の薬剤のMAC感 染Mφ のTGF-β やIL-10

産生 能に及ぼす作用は各薬剤ごとにまちまちであり,は っ

きりとした一定の傾向は認められない13)20)～22)。この

ことは,in vivoの 系 にも当てはまる訳であり,こ れ ら

抗炎症性薬剤のMAC感 染 宿主への投 与に より,in

 vivoで のTGF-β やIL-10発 現 レベルを一律 に制御す

ることは極めて難しいものといえる。これに関連して,

これらの抗炎症剤の中では今回検討したグリチルリチン

を含めても,わ ずかに麻黄附子細辛湯のみにMAC感

染マウスに対するKRMの 治 療効果の発現 を増強する

活性が認められているに過ぎないことは注 目に値する

13)21)～23)。 これらの成績は,MAC感 染 マウスへの抗炎

症剤投与によりKRMの 治療効果 を感染菌の排除を助

長する方向で修飾 しようとするわれわれの試みは,期 待

された成績を得るには至らなかったということを意味し

ている。

ところで,今 回供試のグリチルリチンをはじめとして

ジクロフェナクNa,ヨ クイニンおよびSLPIな どの抗

炎症性薬剤は,KRMの 治療効果を助長する活性を示 し

得なかったものの,逆 にKRMの 治療効果に対 して拮

抗的に働 くこともなかった13)21)～23)。 したがって,

MAC感 染患者のKRMを 含 むプロ トコールによる化

学療法施行中に,MAC症 治療 とは別の目的でこれらの

抗炎症性薬剤を投与 した場合で も,少 な くともKRM

の治療効果発現を減弱させるようなかたちでの薬物相互

作用を引きおこすような可能性は低いもののように思わ

れる。
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