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第 1章 緒 言

1944年 Waksmann により Streptomycin

(SM)が発見 されて以来,1965年 イタ リアで開

発 された RFPに至 るまで種 々の抗結核薬が研

究開発 されてきた｡現在,10数種類の抗結核薬

が臨床で使用 されているが,最近の研究報告で

は新薬の開発に関する研究 より,既存の薬剤を

用いる治療方式の研究が中心 となっている｡

しか し,isoniazid(INH)や rifampicin(RFP)

を主剤 とした化学療法 にもかかわ らず全ての症

例において生体内の結核菌を絶滅させ るのは困

難であり,各種結核薬 に耐性をもつ患者が今 日

も数多 く存在す る｡ これ ら患者の治療をいかに

す るかは重要な課題である｡

そこで既存の薬剤の新 しい組合せによる治療

方式の研究 とは別 に前川1)も述べている如 く,

更 に強力な新抗結核薬 の開発が期待 されている｡

1971年,フランスで 2種の Streptomyces(既

ち S.coelius及び S.griseus)か ら分離された

抗菌剤 Griselimycine の半合成誘導体 27753

R.P.(以下 R.P.と略す)の抗結核作用について

は既 に豊原2)により報告 されている｡ それによ

れば,invitro,invivo共 に強力な抗結核作用を

示 している｡ 特 に invitroでは RFPを含めた

既存の抗結核薬 に対 して交叉耐性を示 していな

い｡従 ってこの R.P.は前述の期待 される抗結

核薬の 1つ とな りうる可能性が大 きい｡

そこで著者 は 教 室 で 開 発 さ れ た silicone

coatedslideculture法 (S.S.C.法)を用い,さら

に R.P.の持つ特性を明 らかにす る目的でその

間飲作用,短期間作用,並びに連続作用時の結

核菌発育阻止効果及び殺菌効果について検討 し

たので報告する｡

尚,R.P.の構造式は図 1の如 く考え られ て

いる｡

第 2章 実験材料及昭実験方法

第 1部 実験材料

試験管 :内径 1cm,高さ 12cm のガ ラスキャ

ップ小試験管を使用 した｡

シリコン被覆スライ ド:東3,4) の方法 によっ

て作製 した｡即 ち普通のス ライ ドグラスを縦 に

3切 した ものをクロム硫酸中に24時間浸漬後,

流水中で数時間洗浄 して乾燥 させ,更 にベ ンジ

ンで洗浄 した後, 室温で乾燥 し, これ を粘 度
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200Fluid)の 2% (Ⅴ/V)クロロホルム溶液に約

1分間浸漬後,室温で 1- 2時間風乾 し,300oC

で 1時間熱処理を加えた｡

菌株 :教室保存の H37Rv株で 1%小川培地

に4週間培養 した ものを使用 した｡

菌液及び菌接種方法 :H37Rv株の菌 集 落 に

石油ベ ンジンを加え,よ く振塗 して菌を分散 さ

せ, 2- 3分間静置 して粗大菌塊を沈殿女 しめ

た後,上清を他の試験管に移 し,硫酸バ リウム

標準液 と比色す ることに よ り,約 0.1mg/ml

の石油ベ ンジン菌液 とした｡ この菌液中にシリ

コン被覆スライ ド (以下 SS と略す)を池田5)

の方法により約 2cm の深さに瞬間浸漬 して菌

を付着 させた｡

培地 :pH6.5 の10%牛血清加 キヒルナ-培

地を使用 した｡(以下,培地 と略す)

被検薬剤 :R.P.,コントロール薬 として SM

及び RFPを使用 した｡R.P.はプロピレング リ

コール原液で溶解希釈,SM は蒸留水で希釈,

RFPはジメチルホルムアルデ ヒド(DFA)で溶

解希釈 した｡

連続作用群では各 々第 1管を R.P.50J▲g/∩ll,

SM 50〝g/ml,RFP5〝g/mlとし,間数作用群

では各々第 1管を R.P.100〝g/ml,SM 1-00〝g/

∩ll,とし,その後は培地を用いて倍数希釈によ

り第 9管まで として,第10管は薬剤非含有培地

とした｡

第 2部 実験条件及び実験方法

1) 薬剤作用温度 :37oC とした｡

2) 実験群の構成 :短期間作用群 としては連

続 1週間作用,連続 2週間作用,間飲作用群 と

しては週 2日4週間作用及び週 1日4週間作用

とした｡

3) 薬剤含有培地の作製 :培地を10管 1系列

のガラスキャップ付小 試 験 管 の第 1管 に 5.4

m1,第 2管以下に 3.Omlずつ注入 し,前記の

濃度になるように10倍濃度の薬剤希釈液の 0.6

nll を第 1管に混和 して,以後倍数希釈を第 9

管まで行ない,第10管は薬剤を含まない対照培

地 とした｡

4) 菌付着スライ ドの作製 :前述の如 く,

H37Rv株の菌集落を石油ベ ンジンで 分 散 さ せ

た菌液に,池田5'の方法によりSSを約 2cmの

深さに瞬時浸漬 して菌を付着 させ,耳鼻科用 ピ

ンセ ットを使い各 々の試験管に投入 した｡

5) 実験操作

(∋短期間作用群

37oCで薬剤を作用させた菌 付 着スライ ドを

4Inlの生理的食塩水の入 った 3本の試 験 管 に

順次投入することで 3回ずつ洗浄行ない付着 し

た薬剤を除去 した後,薬剤を含まない培地に移

して培養 した｡ この方法で 1週間, 2週間, 4

週間の殺菌効果を検討 した｡

(9間飲作用群

上記の操作を 1週間 1回及び 1週間 2回行な

い,薬剤を作用させて,これを 4週間繰返 した｡

一度使用 した培地,薬剤希釈列,生理的食塩

水などは二度 と使用せず,新 しく調製 した｡ま

た,対照の SSも同様に生理的食塩水で洗浄 し

た ｡

6) 判定方法 :結核菌発育阻止効果は薬剤作

用 4週間終了時に判定 した｡殺菌効果は結核菌

発育阻止効果判定後,生理的食塩水で 3回洗浄

し,3mlの薬斉昭巨含有培地に置換 して 37oCで

4週間培養 した後,肉眼的に SS上に発育 した

結核菌集落を判定 した｡

発育 した菌集落が SS 表面の2/3以上覆 う時

は (肘),2/3-1/3の時は (+ド),1/3以下の時は

(+),集落数100以下の場合はその数を記 入 し

た ｡

第 3章 実験懸績及び比較検言寸

(1) 間飲作用群

亘)結核菌発育阻止効果について

判定成績は表 1に示す｡週 2日4週間作用で

のR.P.の MIC は第 9管即ち 0.39〝g/ml以下

であり,週 1日4週間作用では第 7管即ち1.56

〝g/ml以下 となり, その差は4倍以上であっ

た｡ 注 目すべきことは,SM との差である｡週

2日4週間作用では 3管即ち8倍以上 R.P.の

方が優れ, 週 1日4週間作用では7管即ち27倍

以上 又.P.の方が優れていることを示 した｡

また図 2の如 く(但 し,RFPの detaは裏辻6)
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表 1 27753RP の間飲作用時及び連続作用時の結核菌発育阻止効果

薬剤濃度 連続作用群 第 1管 R･P･50F▲g/ml SM 50FLg/ml
間飲作用群 第 1管 R･P･100J▲g/ml SM IOO〝g/-1

以後倍数希釈法による｢＼＼＼試験管庭剤名＼1-空き
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図 2 薬剤間飲作用時の MIC (模式図)

による),R.P.は RFPに似て,間飲作用時の

抗菌力が連続作用時の抗菌力に近い成績を示 し

た ｡

(夢殺菌効果について

判定成績は蓑2に示すO(-)～(+)を殺菌効

果ありとすると,R.P.の MBCは週 2日4週間

作用では第 8管即ち 0.78〝g/mlであり,週 1

日4週間作用では第 6管即ち 3.13FLg/mlであ

り,その差は4倍以上であった｡これをコン ト

ロール薬であるSM と比較すると,週 2日4週

間作用の場合,3管即ち8倍,週 1日4週間作

用の場合, 6管即ち64倍,良.P.の方が優れた毅

菌効果を示 した｡

(2) 短期間作用群

判定成績は表 3に示す｡(-)～(+)を殺菌効

果ありとする｡良.P.の連続 1週間作用の MBC

は第 2管即ち 25〝g/mlであり,連続 2週間作

用では第 4管即ち 6.25J▲g/mlであった｡

これを SM と比較すると,連続 1週間作用で

は SM は全 く殺菌効果を示さず,2管即ち4倍

以上 R.P.の方が優れ,連 続 2週 間作 用 で も

SM は全 く殺菌効果を示 さず, 4管即ち16倍以

上 R.P.の方が優れていた｡

また RFPと比較すると,R.P.の殺菌効果は

連続 1週間作用では RFPの1/20,連続 2週間

作用では RFPの1/40であった｡

尚,短期間作用時の MICは,SSC法の判定

には 2週間以上の薬剤作用期間を必要 とするた

め,判定できず,比較 もできなかった｡

(3) 連続作用群

結核菌発育阻止効果について :R.P.の MIC

は第 9管即ち 0.195什g/mlであった.

殺菌効果について :R.P.の MBC は 0.195

〝g/ml以下 となった｡

SM と比較すると,良.P.の殺菌効果は 2管即

ち4倍以上の SM より優れていた｡
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表 2 27753RP の間飲作用時の殺菌力 (MIiC)

薬剤濃度 第 1管 RPIOOILglml SM IOOrLg/ml

以後倍数希釈法による
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表 3 27753RP の短期間作用時及び連続作用時の殺菌効果
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また RFP と比較すると,RFP の MBC は

0.156〝g/mlであり,RFP に近い殺菌効果を示

した｡

第 4章 考 按

抗結核薬のうち数種のもので間歓投与が行わ

れている｡SM は主に聴力及び平衡障害などの

副作用防止のためであるが,治療効果 も連続投

与に比べ劣 らないという報告6) もある｡ しか し,

その後実験的に毎 日投与が問歓投与より優れて

いるという報告5,8･9,20)があらわれ,臨床的にも

初期化学療法では 2--3ケ月毎 日投与法が行わ

れるようになった｡

また INH は "週 2日単独投与法は毎 日単独

投与法 と比較 して,臨床効果においてほ大差な

いが,耐性菌の発現に関 しては有利である''と

いう療研の報告10)を根拠として問歓投与が行わ

れるようになった｡ しか し,INH についても

効果の上では毎 日投与法が問歓投与法に優れて

いることは多 くの報告5,11~19)が示す ところであ

る｡

少な くとも動物実験においては,河野11)及び

蓑谷12~14),Bartmann15~18)らが INH 連続投与

法が問欧投与より優れていることを指摘 してい

る｡

一方,invitroにおいては,Armstrong19)が
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MilliporeChambar装置を用いた INH 単独作

用の実験では,発育阻止効果,殺菌効果 とも連

続作用法が問歌作用法より優れているという｡

池田5) は本研究室で考案された,薬剤の聞飲

作用実験 に極めて便利なシリコン被覆スライ ド

蒔養法を用いて,抗結核薬の試験管内間歓投与

の実験を行なった｡それによれば,薬剤の種類,

併用数に関係な く連続作用方式が間飲作用方式

に劣 ることはな く,単独薬剤の場合は,間数作

用方式が明 らかに連続作用方式より劣 るが,併

用薬剤数が多 くなるにつれ,次第にこの差は小

さくなる傾向にあると報告 している｡

また,太田20'は kanamycin(KM),cycloserine

(CS),ethambutol(EB),ethionamide(TH)につ

いて,裏辻6'は RFP について, シリコン被覆

スライ ド培養法を用いて連続作用法と間飲作用

法の比較検討を行ない,いずれも連続作用法が

問歌作用法より優れていることを報告 している｡

著者は SSC 法を用いた実験から,R.P.も間

飲作用時より連続作用時の方が結核菌発育阻止

効果及び殺菌効果 ともに優れていることを認め

た｡しかも間飲作用時の抗菌力の低下は SM に

比 し,極めて少な く,連続 4週間作用時の抗菌

力は SM より優れ,RFPに近いものであった｡

今 日までの私共の研究室の成績6,21'か らして,

MIC と MBC が近いほどその薬剤は殺菌効果

の面か ら,より強力である｡また一方,MIC及

ぎ MBCのいずれにおいても,問飲作用時と連

続作用時の差が小さいほどその薬剤は抗菌力に

優れているという結果を得ている｡ この経験か

らすれば,R.P.も SM 以上に強い抗菌力を臨

床においても発揮する可能性を持つ といえよう｡

第 5章 結 語

シリコン被覆スライ ド培養法 (SSC 法)を用

いて,新抗結核薬 27753R.P.(R.P.)の H37Rv

株に対する試験管内抗菌力について,イ)間飲

作用時,ロ)短期間作用時,-)連続作用時,

の効果を比較検討 した｡

イ)間飲作用時

結核菌発育阻止効果について :R.P.の MIC

は週 2日4週間作用時には 0.39〝g/ml以下で

あり,週 1日4週間作用時には 1.56〝g/ml以

下であった｡良.P.の MIC は連続作用時より問

飲作用時の方が低下するが,SM の低下に比べ

ると極めて少ないものであった｡

殺菌効果について :R.P.の MBC は連続作

用時より問飲作用時の方が低下するが,SM の

低下に比べると (MIC と同様)極めて少ないも

のであった｡

ロ)短期間作用時

R.P.の殺菌効果は明らかに SM より優れて

いたが,RFP より劣 っていた｡

-)連続作用時

結核菌発育阻止効果について :良.P.の MIC

は 0･195FLg/ml以下であった｡

殺菌効果について :連続 4週間作用時のR.P.

の MBC は 0.195〝g/ml以下であり,RFP に

近い殺菌効果を認めた｡
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EXPERIMENTALSTUDIESINVITROONTHEANTITUliERCULOUS

ACTIVITIESOF27753RP(R.P),A SEMISYNTHETIC

DERIVATIVEOFGRISF,LI丸IY(二二INE

I. Antituber(･ulousActivitiesofR.PExaminedatIntermittent,ShortTime

andContinuousExposureinVitro

AtakaSHIBATA

TAeFz'r∫tDe.bar/men/ofMedl'cz'ne,C1he∫zDz■∫ea∫eRe∫earch/nsll-lute,

KyotoLー〃l乙･er∫l't),,Sa々γo･hu,Kyolo606,/E7Pa71

Usingsilicone-coとItedslide(.ulturemethod(SSCmethod),theantitubcrculousaetiviticsof

R.P againstMycohacterium tuberculosisH37Rvstrainwereevaluatedatintermittent.short

timeilnd(､ontinuousexposureinvitro･

Thcresultsobtainedareasfollows:

ll Theminimum inhibitoryconcentration(MIC)ofR･1-atcontinuousexposurewとISlessthan

1.56mcg/ml.

2･ TheMICofRIP,whenthebacillinothesilicone-(､oatedslidehadconta(･twiththetestdrug

twodaysaweekforfourweeks,waslessthanO･39mcg/ml,andwhenonedayaweekforfour

weeks,was1.56meg/ml,respectively･ IneaseofR･P,thedifferenceofthedecreaseofMIC

I)etwcenatintermittentとtndcontinuousexposurewaslessprominentincomparisonwiththe

resultsorSM.

3. Theminimum l~)LICteri｡idalconcentration (MlミC)ofR･P wasfairlygoodandlessthan

0.195mcg/mlinfourweekcontinuousexposure･

4･ IncaseoftwodilVSOrOnedayaweekcontactforfourweeks,thedecreaseofMliCcompとired

tothecontinuousexposureforfourweekswasremarkablysmallerthanthatofSM･

5. Thebactericidale鮎ctsorR･PatshorttimeexposurewasobviouslysuperiortothoseorSM.

Thebactericidaleffe(､tofR.PwaslessthanonetenthofthatofREPatoneweekortwoweeks

exposure･ Ontheotherhand,thebactericidaleHectofR･PwassimilartoresultsofRFPin

continuousexposureforfourweeks･


