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Mycobacterium ulcerans 感 染 マ ウ ス に 対 す るrifalazil

お よ びrifampicinの 発 症 阻止 効 果 の 比 較

1中永 和枝2斎 藤 肇1石 井 則久3後 藤 正道

要 旨:〔 目的〕Buruli潰 瘍 の原 因菌 であるMycobacterium ulceransの 実 験的感染マ ウス に対す るrifalazil

(RLZ)とrifampicin(RFP)の 発 症 阻止効果 を比較検討 した。 〔方法〕5週 齢 のBALB/c系 雌 マ ウスの両

後足蹟 に,M.ulcerans97-107株 のMiddlebrook7H9培 養 菌液25μl(CFU=4×104)を 接 種 し,翌 日よ

りRLZあ る いはRFP懸 濁 液2.5,5お よ び10mg/脹gを1日1回,週5回,6週 間 にわた り経 口投与 し

た。足蹟 の肉眼的病変 を観察す る とともに腫脹 を計測 し,さ らに治療開始2,4お よび6週 後 におけ

る足踪 と脾 内CFUを 測 定 した。〔結果〕対照群 では,感 染4週 後 より足踪 に発赤,腫 脹 が,6週 後 に

は さらに潰瘍 もみ られ,感 染1日 後,2,4お よ び6週 後 のlog10CFUは そ れぞ れ5 .22,5.56,6.29お

よ び7.33と 増 加 した。 一 方,RLZ治 療 群 で は投 与 量 にか か わ らず足 蹟 に病 変 は み られ ず,ま た

log10CFUは2.5mg/kg投 与 で も2週 後 す で に4.14ま で 低下 し,10mg/kg投 与 で は6週 後 に検 出限界

(<1.7)近 く(<2.1)に まで低下 した。 これに対 してRFP治 療 群 では全経過観 察中足 蹟の病変抑制 と

CFUの 有 意 な低下 は10mg/kg投 与 群のみ にみ られた。 〔考察〕これ らの検討成績 か ら,RLZはRFPよ

りもはるか に優 れたin vivo抗M.ulcerans活 性 を有す るこ とが 明 らか にされ た。

キーワーズ:Mycobacterium ulcerans,リ フ ァラジル,リ フ ァンピシン,マ ウス感染,発 症阻止

は じ め に

Buruli潰 瘍 はMycobacterium ulcerans感 染 によ りひ きお

こされる ヒ トの壊死性皮膚潰瘍 で,結 核,ハ ンセ ン病 に

次 ぐ第3番 目の最 も一般的 な抗酸菌感染症 と考 えられて

いる1)～3)。本 症 はアフ リカ,西 太平洋地域,ア ジアお よ

び南 ア メ リカの少 な くとも32力 国 にお ける地 域流行病

であ り,最 も流行がみ られてい るのはア フリカ,な かん

ず く西 アフリカであ る1)～5)。わ が国では1982年 御 子柴 ら

の報 告6)が あ る。WHOはBuruli潰 瘍 の流 行 の拡大 とイ

ンパ ク トに こたえて,1998年1月 に"Global Buruli Ulcer

 Initiative"に着 手 した7)。M.ulceransは 唯 一の菌体外毒 素,

マ イ コラク トン産生菌8)で,現 時点 ではBuruli潰 瘍 の化

学療法 はあま り期待 で きず,病 巣 の外科的切除 と皮膚移

植 が第一選択 治療 法 とされてい る2)。 しか し,近 年,諸

種抗 菌 物質 の抗M.ulcerans活 性 の研 究が進 め られ てお

り,す で にそのin vitro9)～13)およびin vivo(マ ウ ス)14)～17)

試 験 ならび にヒ トでのパイ ロッ ト試験18)19)に つ いての報

告がみ られ る。

今 回われわれは,新 規 ベ ンゾキサジノ リフ ァマ イシ ン

系 薬剤rifalazil(KRM-1648)とrifampicinの 抗M.ulcerans

活 性 をマウス足蹟感染系 を用 いて比較検討 したので以下

に報告す る。

材料 と方法

(1) マ ウス:5週 齢 のBALB/c系 雌 マ ウス(日 本 クレア,

東 京)を 用 いた。 なお,動 物 実験 は国立感染症研究所動

物実験委員会の承 認 をえてお こなわれた。

(2) 薬剤:rifalazil(RLZ;鐘 淵 化学工業,高 砂,兵 庫)

とrifampicin(RFP;第 一 製 薬,東 京)を 用 いた。薬剤 は

0.01%Tween 80-2.5%ア ラ ビアゴムで種 々濃 度の懸濁液

に調製 し,-20℃ に凍結保存 した。

(3) 供 試 菌:Frangoise Portaels教 授(Institute of Tropical

 Medicine,Antwerp,Belgium)よ り分与 を受 けたM.ulcerans
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97-107を 用 い た。 供 試 菌 はマ ウス 足 蹟 を1代 通 過 後

Middlebrook7H11寒 天 平 板 で 培 養 し,発 育 集 落 を

Middlebrook7H9プ ロス に浮遊 させ,-80℃ に凍 結保存

した。

(4) マ ウ ス 感染 と薬 剤投 与:凍 結保 存 菌液 を新鮮 な

7H9プ ロ ス に接種 し,1日2回 手振 りし32℃ にて2週

間培養 した。 ボル テ ックス後 室温 に20分 間静 置 し大 き

い菌塊 を沈澱 させ,そ の上清 を新鮮 な7H9プ ロス で希

釈 しOD540〓0.2(CFU=1.6×106/ml)に 調 整 した均等

菌液 を感染菌 とした。 マウスの感染 にはその25μl(CFU

=4×104)を 両 後足蹠皮下 に注射 した。対照群 には7H9

プ ロス を同量注 射 した。薬剤 投与 群 には感染 翌 日よ り

2.5,5お よ び10mg/kg/日 のRLZを,ま た は 同濃 度 の

RFPを 経 口ゾ ンデ(夏 目製作所,東 京)で0.2ml,1日1回,

週5回 投与 した。感染対照 マウスには薬剤 を含有 しない

懸濁液0.2mlを 同 様 に投 与 した。

(5) 観 察 事項:感 染マ ウス の両後足踪 の発赤 と潰瘍 の

有無 ない し程 度 の観 察 と腫 脹 の計 測 を週1回,6週 間

行 った。マ ウス足蹟 の厚 さは"dial thickness gauge"(尾

崎 製作所,東 京)で 測定 した。感染マ ウスの足踪腫脹 は,

そ の実測値 か ら無処 置対照 マ ウスの測定 値 を減 じた値

(×10-2/mm)で 表 した。

(6) CFUの 測 定:感 染24時 間 後な らび に治療 開始2,

4お よび6週 後,各 群5匹 のマウス を屠殺 して両後足 な

らび に脾臓 を採取 し,CFUを 測 定 した。 後足 をイソ ジ

ンス クラブ(明 治製菓,東 京)に3分 間,次 い で70%エ

タ ノールに1.5分 間2回 浸 漬 し,減 菌 生食水 で洗 浄後細

切 し,ガ ラス ホモジナイザー(岩 城硝子,東 京)で 生食

水乳剤 とした。脾臓 は無菌的に採取 し,ガ ラスホモジナ

イザ ーで生 食水 乳剤 とした。各 乳剤 は冷減 菌生 食水 で

100～104倍 に 至 る10倍 希 釈 系 列 をつ く り,そ れ らの

0.1mlを 選択7H11寒 天平板20)に接種 し,5%CO2環 境

下,32℃,8週 間培養後の発育集落数より検体中のCFU

を算定した。

(7) 統計学的検定:各 動物群間の足蹟腫脹値ならびに

CFUの 有意差検定は,Studentのt検 定により行った。

結 果

(1) 発赤と潰瘍(Table 1):感 染対照マウスでは感染4

週後に軽度の発赤が現れ,5週 後にはより顕著 となり,

6週 後では軽度ないし中等度の潰瘍 も認められた。これ

に対 し治療群では,RLZ全 投与群ならびにRFPの10mg/

kg投 与群において,全 観察期間を通 じて発赤のみられ

たものはなかったが,RFPの2.5お よび5mg/kg投 与群に

おいては,感 染4週 後以降感染対照群 と同程度あるいは

それよりも弱い発赤を示すものがみられた。 しかし,全

観察期間を通 じRLZとRFP治 療群では潰瘍はみられな

かった。

(2) 足踪腫脹(Table 2):感 染対照マウスでは感染3週

後 より腫脹が始 まり,4週 後 にはその約17倍 にも腫大

し,そ の後 もさらに増大がみられた。一方,RFP投 与群

では用量依存性 に腫脹の軽減がみ られたのに対 して,

RLZ投 与群では投与量の別な く全実験経過を通 じて有

意な腫脹のみられたものはなかった。なお,2お よび3

週後のRLZお よびRFP投 与群で無処置群 より足蹟厚の

小 さくなっているものがある。これら動物群に体重の減

少はなく,薬 剤投与の影響によるものかもしれないが,

その理由については明らかではない。

いま,感 染マウスを同一用量のRLZあ るいはRFPで

治療した際の足踪腫脹値から両薬剤の治療効果を比較す

ると,RLZの25mg/kg投 与3週 後,2.5お よび5.0mg/kg

投与4週 後,ま た2.5,5.0お よび10mg/kg投 与6週 後に

Table 1 Comparative therapeutic efficacy of rifalazil and rifampicin in superficial lesions in mouse hind footpads 

induced by M. ulcerans a
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お け る腫 脹 値 はRFPに お け る よ りも有 意 に低 く(Pく

0.01～0-001),RLZがRFPよ りも優れている といえる。

Fig.に 感 染 対 照 マ ウ ス(A),RLZ(B)あ る い はRFP

(C)の25mg/kg投 与 マ ウスの6週 後 の後足蹠 の 肉眼 的

所見 を示 した。

(3) CFUの 推 移

(1) 足 蹠(Table 3):感 染 対照群 で は2週 以降経過 とと

もに漸増 した。 一方RFPの25お よ び5mg/kg投 与 群の

2お よび4週 後 のlog10CFUは 感 染 対 照 群 と同程 度 で

あったが,6週 後では低下 した。 また,10mg/kg投 与 の

2お よび4週 後 ではほ とん ど増菌傾 向はな く,6週 後で

は顕 著 な低 下が み られ た。 これに対 してRLZ投 与 群で

は,投 薬 開始後経過 と共 に用量依存性に低下 し,か つそ

の程度 はRFPに 比 べ て顕著 であった。

い ま,感 染 マ ウスを同一用 量のRLZあ る い はRFPで

治 療 した際 の感染 局所 のCFUか ら両剤 の効果 を比較 す

る と,治 療 開 始2,4お よ び6週 後 の い ず れ の 時 期 で も,

RLZ投 与 群 で はRFP投 与 群 よ り も 有 意 に 低 く(P<

0.001),RLZがRFPよ り も 優 れ た 抗M.ulcerans活 性 を 有

す る と い え る 。

(2) 脾:治 療6週 後 で は,対 照 群 全 例 の 脾 か ら生 菌 が 検

出 さ れ た が,log10CFUは2.16～3.32と 低 値 で あ っ た 。

一 方RFP25mg/kg投 与 群 で は
,5匹 中3匹 か ら1.76～

2.49と よ り 少 な い 菌 し か 検 出 さ れ な か っ た 。 因 み に,こ

れ ら の マ ウ ス の 足 蹠 か ら のlog10CFUは そ れ ぞ れ7.18～

7.44お よ び6,80～7.04で あ っ た 。

考 察

新Benzoxazinorifamycin RLZ(KRM-1648)は わ が 国 で

Yamaneら21)に よ り合 成 さ れ,す ぐれ たin vitroな ら び に

in vivo抗 マ イ コ バ ク テ リ ア 活 性 を 有 す る こ と が 久 世

ら22),Saitoら23)～29),Yamamotoら30)に よ っ て 報 告 さ れ,

Table 2 Comparative therapeutic efficacy of rifalazil and rifampicin against hind footpad swelling induced by M. ulcerans a

A

Fig. Gross lesions of the hind footpads of M. ulceransinfected mice treated or untreated with RLZ or RFP for 6 
weeks. Erythema, swelling and ulcerative lesion with exudate were demonstrated in a footpad of untreated control 
mouse (A). No superficial gross lesions were found in a footpad of rifalazil (2.5mg/kg/day) treated mouse (B) . 
Erythema and swelling were observed in a footpad of RFP (2.5mg/kg/day) treated mouse (C) .
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Table 3 Comparative therapeutic efficacy of rifalazil and rifampicin on the bacterial loads in hind footpads 

of M. ulcerans-infected micea

外 国 に お い て もBermudezら31),Klemensら32)33),Bao

hongら34)に よ って追認 されてい る。

最 近Dhople15)はM.ulcersns足 蹠 内感染 マ ウス をRLZ

な ら び にRFP各 含 有 食 餌 で 飼 育 し,感 染 局 所 のCFU

を 指 標 と してRLZがRFPよ り もす ぐれ た抗 菌活 性 を

有 する ことを報告 してい る。実験 にはM.ulcerans ATCC

19423が 供 試 されているが,こ の菌株 のRLZお よ びRFP

感 受性 やマウス足蹠 内接種後 の局所所見 につ いては記述

されていない。今 回われわれはM.ulcerans足 蹠 内感染マ

ウス にRLZま た はRFPを 経 口ゾ ンデで投 与 し,感 染局

所病 変(発 赤,潰 瘍,腫 脹)の 経 過 と局 所 お よび脾 内

CFUの 推 移 を追 究 し,両 薬 剤 の抗菌活 性 を比較検 討 し

た。今 回わ れわ れが供 試 したM.ulcerans97-107は 西 ア

フリカのBeninで 分 離 された卵培 地継代株 で,RLZの 本

菌 に対 す るMICは0.025μg/mZで,RFPの0.78μg/mlを

は るかに凌駕す る もの であ る。BALB/c系 雌 マ ウス両後

足蹠 内へ の本菌4×104CFU接 種 に よ り4週 後 には発 赤

と腫脹,6週 後 には潰瘍が 出現 したが,RLZは 供 試最小

の2.5mg/kgの 投 与 によって もこれ ら病 変 の出現 を完全

に阻止 した。 これ らマ ウスの足蹠内CFUは,2.5mg/kg,

2週 間 の 治療 で,接 種1日 後 のlog10CFU/足 蹠 値(5.22)

よ りlog10CFUが1.1,治 療4週 後 に1.8(感 染 対 照 よ り

3.9)低 く,ま た10mg/kg,2,4お よ び6週 間の治療 で

接種1日 後のlog10CFU/足 蹠 値 より1.9,2.9お よび>3.1

(感 染 対 照 よ り2.2,3.9な ら び に>5.2)低 か っ た。 如

上 の成績 よ り,感 染 局所 病 変 の出現 抑 制 の点 か ら も,

ま たCFUの 低 下 の点 か ら もRLZが 優 れたin vivo抗M.

ulcerans治 療 効 果 を有す るこ とは明 らか であ る。Dhople

の 実 験 系 で は,感 染 対照 マ ウス足蹠 内 にお ける菌増殖

は6週 間 で6～8倍 に す ぎず,1950年 分 離 の 供 試 菌

ATCC19423株 の継 代培養 に よるマ ウスに対す る ビル レ

ンスの低 下が うかが える。 またCFUの 検 出限界値 が明

らか に され てい ないが,表 に示 され た もっ とも小 さい

CFU値 は0.19×107で0と のギ ャ ップが大 きく,CFU値

の比較検討 実験 としては必ず しも満足すべ きではないも

の といえ よう。

一方
,RFPは マ ウスモデル を用い たM.ulcerans感 染 に

対 してあ る程度 の有 効性が認 め られてお り17),ヒ トでは

GhanaやCote d'Ivoireで 実 施 されたBuruli潰 瘍 治療 のパ

イ ロ ッ ト試 験 に お い てstreptomycinま た はamikacin19),

あ る いはdapsone18)と の 併用剤 と して用い られて いる。

今回のわれ われの実験か らも明 らか なよ うに,RFPの 抗

M.ulcerans活 性 は2.5お よび5mg/kg投 与 で は足蹠 の潰瘍

形成 阻止,ま た感染6週 後 の足 蹠 の腫脹 と足蹠 内CFU

が 感 染対照群 よ りも低か ったこ と,10mg/kg投 与 では全

観察 期 間中足蹠 の肉眼 的病変 阻止 と治療6週 後 のCFU

の顕 著 な低下が み られた ことか ら,RFPは あ る程度の抗

M.ulcerans活 性 を有す る といって よいが,上 述 したRLZ

の活 性 には,は るか に及 ばない とい えよう。

今 回の検討 は感染翌 日よ り投薬 を開始 してお り,真 の

意 味 で の治 療 実験 とはい い難 い。先 に われ わ れ はM.

ulcerans3.25×104CFUを 両 後足 蹠 感染 させ,局 所 に発

赤,腫 脹が 現れ た33日 目か らRLZ5お よ び10mg/kg/日

の 経 口投 与 を15週 間行 った ところ極 め てす ぐれた治療

効 果が み られた こ と,ま た休薬15週 後 で も再発 はみ ら

れなかった ことについて報告 している(H.Saito,N.Ishii,

N.Nakanaga:Therapeutic Efncacy of Rifalazil(KRM-1648)

 against Experimental Buruli Ulcer Induced in Mice.103rd

 General Meeting,American Society for Microbiology,Ses

sion No.390/U.Abstract U-83,May22,2003,Washington,
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D.C.)。 これ について は近 くAntimicrob Agents Chemother.

に投 稿の予定であ る。

われ われ の経験 に よれば,M.ulcerans97-107株 の実験

的マ ウス両後足蹠 感染[接 種CFU=(4×104)×2]で の

局所 の肉眼的病 変(発 赤 ・腫脹 ・潰瘍)は 菌接種3～4

週 後 に現 れ る。毒 素 産生 菌 であ るM.ulceransの 感 染 局

所 のCFUと 病 変 成 立 との 相 関 に つ い て は,足 蹠 の

log10CFUが6以 上 になる と局所 の発 赤,腫 脹が 出現 し,

7以 上 になる と多量 の浸 出液 を ともな う潰瘍 を生 じ,血

液,脾 臓,肝 臓 な どか らも菌が検 出され るようになる(未

発表 デー タ)。 今 回の実験 におい て,RLZ2.5,5お よび

10mg/kgな らび にRFP10mg/kg投 与 群で は発赤,腫 脹,

潰 瘍が認め られ なか ったが,こ の ことはかかる病変 をひ

きお こしうる菌量の閾値 に達 する以前 に菌の増殖 が抑制

され た た めで あ ろ う。 しか し,例 え ば感 染対 照群 と

RFP5mg/kg治 療 群 の4週 後 の足 蹠 内log10CFU値 は6.29

と6.18で あ り,両 者 間に差 は認 め られなか ったに もかか

わ らず,こ れ ら2群 の腫脹値 間には有意差があ り,し か

も発 赤 は感染 対 照 群 よ りRFP治 療 群 の ほ うが 軽 微 で

あった こ とか ら,足 蹠 の 肉眼的病変 の程度 とCFUは お

お むね平行す るものの,細 部 においては必ず しも一致 し

て いない。 この点 に関 しては,M.ulceransの 病 原性 と産

生毒 素,特 にマ イ コラク トンとの 関連性 を示唆 す る報

告8)35)～38)もあ り,今 回の薬剤 治療 実験 におい て もCFU

の み ではな く,菌 の毒素産生状況 な どが病変成立 に深 く

関与 してい るこ とが示 唆 され る。従 って,M.ulceransに

対 す る化学療 法剤 の有効 性 の検 討 に当 たって は,単 に

CFUの み を指標 とす るに とど まらず,感 染局 所病 変の

経過観察 を も加味 した総合的判定が望 まれ よう。

ま と め

M.ulcerans97-107株 のMiddlebrook7H9培 養 菌 の25

μZ(CFU=4×104)を 両 後足蹠皮下 に注射 し,そ の翌 日

よ りRLZま た はRFPの2.5,5お よ び10mg/kg/日 を週5

回,6週 間 にわた って経 口投与 し,感 染局所 の肉眼的所

見 と局所CFUか ら両薬剤 の抗M.ulcerans活 性 を検 討 し

た結 果,RLZがRFPよ り もは るか に優 れ た効 果 を有す

る ことが明 らかになった。
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―Original Article―

COMPARISON OF INHIBITORY EFFECT OF RIFALAZIL AND RIFAMPICIN

 AGAINST MYCOBACTERIUM ULCERANS INFECTION INDUCED IN MICE

1K
azue NAKANAGA, 2Hajime SAITO, Norihisa ISHII, and 3Masamichi GOTO

Abstract [Purpose] Buruli ulcer is a human skin disease 

caused by Mycobacterium ulcerans infection, which is charac

terized by massive skin ulceration and persistent necrotic 

change. In recent years Buruli ulcer has rapidly emerged as an 

increasingly important cause of human morbidity around the 

world. The disease is endemic at least 32 countries in Africa, 

Western Pacific, Asia and South America, and it is considered 

the third most common mycobacterial infection of humans 

after tuberculosis and leprosy. An effective chemotherapeutic 

regimen against Buruli ulcer disease has not been established 

to date. In this study, the inhibitory effect of rifalazil (RLZ) 

against M. ulcerans was assessed in experimentally infected 

mice and compared to that of rifampicin (RFP).

[Materials and Methods] Five-week-old BALB/c female 

mice were challenged with 25ƒÊl (CFU = 4•~104) of M. 

ulcerans cultured in Middlebrook 7H9 broth in bilateral hind 

footpads. Mice were administered per os with a suspension of 

RLZ or RFP at 2.5, 5, or 10mg/kg once daily 5 times per 

week starting from one day up to 6 weeks after infection. Dur

ing the treatment, mice were observed weekly for footpad skin 

lesions and examined for footpad swelling. In addition, CFU 

enumeration was done on both hind footpads and spleen at 2, 4, 

and 6 weeks after initiating treatment.

[Results] In the infected control mice group, slightly 

erythematous lesions and moderate swelling of footpads were 

observed 4 weeks after the infection. Ulcerative lesion was 

observed 6 weeks after the infection. Mean log10 CFU/footpad 

(FP) was 5.22 on day 1 after the infection and increased to 5.56, 

6.29, and 7.33 at 2, 4, and 6 weeks after treatment was initi

ated in the treated groups. On the other hand, no visible ery

thema, swelling or ulcerative lesion in footpads were observed 

in RLZ-administered groups. Furthermore, log10 CFU/FP 

decreased to 4.14 after only 2 weeks of initiating treatment in 

2.5mg/kg administered group, i. e. the lowest dose employed 

group. Log10 CFU/FP decreased to<2.1 in 6 weeks in the 
10 mg/kg administered group, which was close to the detec

tion limit (<1.7) of the CFU assay. By contrast, inhibitory 

effect on disease progression and reduction of CFU were 

observed only in the group of mice given 10mg/kg among 

RFP-administered groups; the reduction of CFU was not 

observed in the early period but 6 weeks after initiating 

treatment.

[Conclusion] These results clearly demonstrate that the in 

vivo anti-M. ulcerans activity of RLZ is much higher than 

RFP. RLZ activity against M. ulcerans can be expected to 

control the disease progression in the clinical applications.

Key words:Mycobacterium ulcerans, Rifalazil, Rifampicin, 

Murine infection model, Inhibitory effect
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