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Abstract

KRM-1S4S（KRM）isanewlysynthesizedrifamycinderivativewhich

exhibitsexcellentantimycobacterialactivityagainstMycobacfenium

rubencu/Cs/S・lnthisstudy，ｌｅｘａｍｉｎｅｄｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏａntibacterial

activitiesofKRMagainstM・aWumcomplex（MAC）（Chapterl)，andalso

againstgram-positiveandgram-negativebacteria(Chapter2),andstudiedon

mechanismoftheantibacterialactivityofKRM（ChapterS）KRMhasthe

potentactivityagainstＭＡＣｔｈａｔｉｓｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈｅａｃｔｉｖｉtiesofrifampicin

(RFP),anovelrifamycinderivative,andothercommerciallyavaiIableantibiotics

lnamouseMACinfectionmodeLKRMshowedtobemoreefficaciｏｕｓｔｈａｎ

ＲＦＰｉｎａｄｏｓｅｏｆＯ２ｍｇ/mouceThisactivitywasalsoconfirｍｅｄｉｎｖｉｔｒｏ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓａｇａｉｎｓｔＭＡＣＫＲＭａｌｓｏｅｘｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｈｉｇｈａｃｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔｇ｢am-

positivebacteriasuchasSraphy/ococcusau旧us，Ｓ舵prcoccuspneumon/ａｅ，

Ｍ/c「Dcoccus/ufeus1Enfemococcus治ecaﾉﾉS，ａｎｄＢａｃﾉﾉﾉussubfﾉﾉﾉﾉs，butpoor

activityagainstgram-negativebacteriasuchasEsc/7enic/7/ａｃｏ"，Ｋ/ebs/e"a

pneⅢon/ae，Ｓａ/、one"ａtyph/ｍｕ"Ⅲ’PseudomonasaeﾉTﾉg/nosa，Sehraかa

marCescens，andAcmefobacrerca/coaceかcus、Theseantibacterialproperties

ofＫＲＭａｒｅｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈｏｓｅｏｆＲＦＰＴｈｅｓｐectrumofantibacterialactivitieｓｏｆ

ＫＲＭｗａｓａｌｍｏｓｔｔｈｅｓａｍｅａｓｔｈａｔｏｆＲＦＰ・lnthetherapeuticexperimentof
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ＫＲＭｉｎｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＳａｕ旧us,thedrugexhibitedstronginvivo-actMty

likeasRFPwhichcorrespondedcloselywiththeinvitro-activｉｔｙ

ｌｓｔｕｄｉｅｄｏｎｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｎｔibacterialactivityofKRMThedrug

inhibitedstronglyDNA-dependentＲＮＡｐｏＩｙｍｅｒａｓｅｆｒｏｍＥ・ＣＯ〃ａｎｄＭ・aWum

ThisinhibitoryeffectwasslightIylowerthanthatofＲＦＰ、KRMdidnotinhibit

othernucleicacidsynthesizingenzymessuchasE・ＣＯ〃ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｌ，

MMLVreversetranscriptase，AMVreversetranscriptase，ａｎｄｒａｂｂｉｔｔｈｙｍｕｓ

ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ､ＯｎＲＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＭａＷｕｍ,ＫＲＭｓｈｏｗｅｄｍｏｒｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ｔｈａｎＲＦＰUptakeof14C-KRＭｂｙＭ・aWumcellsreachedtothemaximumlevel

inl5hafterincubation，ｗｈｉｌｅｔｈｅｕｐｔａｋｅｂｙＥ・ＣＯ〃ｃｅｌｌｓｗａｓｉｎｌｏｗｅ「level・

TheseresultssuggestedthatthepotentantimycobacterialactivityｏｆＫＲＭｉｓ

ｄｕｅｔｏｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｂａｃterialRNApolymeraseandalsoisｄｅｐｅｎｄentonthe

permeabilityofcellwalloftargetorganisms

序論

近年、細菌による感染症は、強い症状を引き起こす強毒菌による感染症か

ら、弱毒菌による曰和見感染へと主流が移りつつある。曰和見感染は、生体の

防御機構の機能低下に便乗して感染が成立することから、便乗感染とも呼ばれ、

治療が困難になる場合が少なくない。特に、近年、新たに出現した免疫不全症

候群(AIDS)患者では、従来発症し難かった細菌による曰和見感染症が頻発する

こととなった。中でもﾉﾚｸ'co6acteri〃ａI'z〃complex(MAC)による感染症は、

有効な薬剤がなかったことから大きな問題となった。

ＭＡＣは、ｊｆａｌｆｉ〃およびｊｆｉ"traceIIuZareの総称であるが、これらの非

定型抗酸菌は、結核菌(j1ｹ,co6acteri〃tu6ercuZoSZs)と同族の細菌である。結

核に対しては､rifamycin系の抗生物質であるrrampicin(RFP)が有効な治療薬

として用いられているが、副作用として肝機能障害が現れることと、治療期間

が長いことが問題となっていた。ＲＦＰの後継化合物として、ｒｉでamycin骨格の化

学修飾によって合成された多くの新規rifamycin誘導体の中から、結核菌に対

する抗菌活性と動物実験での安全性評価の結果、KRM-1e48(3'一hydroxy-5'一(４－

isobutyl-1-piperazinyl)benzoxazinorifamycin)(KRM)（図１)が見いだされた。

KRMは、結核菌に対してＲＦＰの１０倍以上強い活性を示し、高い安全性を持った

化合物である。

今回、このＫＲＭのMAC感染症に関する効果をＲＦＰと比較する共に、抗生
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物質としての性質を明らかにするために、多くの一般細菌に対する抗菌作用ス

ベクトルを調べた。また、抗菌作用メカニズムについての考察も行った。
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図１KRM-1648の構造

実 験

細菌に対する抗菌活性は、以下に示した項目について実施した。即ち、

最小発育阻止濃度(MIC)の測定は、寒天平板法、BACTEC法、および微量液体希

釈法を用いて行った。感染治療試験は、ＢALB/c-ﾏｳｽあるいはbeige-ﾏｳｽに

』W【ｉ"traceJIUIare、あるいはSaureusを感染させた後、薬斉Ｉを投与した。薬剤

の効果は、臓器病変、臓器内生菌数、あるいは生存率で評価した。自然耐性菌

出現頻度は、定法に従ってＳａ〃eUsについて評価した。

作用機作に関しては、RNApolymeraseに対する阻害作用を、ＥｃｏＩｉ由来

の精製標品とｊＫａ１'i肌および/lKrbrtUit伽より部分精製した酵素について測

定した。また、EcoliDNApolymerasel、２種類のウイルス由来の逆転写酵素、

およびウサギ胸腺から部分精製したRNApolymeraseについても、薬剤の阻害活

`住を測定した｡ＫＲＭの菌体内移行性は､l4C-KRMを用いて､EcoIiおよびｊｆａＩ'iⅢ

について測定した。ｊＫａｐ〃のＲＮＡ合成に対するKRM-1648の阻害活性をＲＦＰと

比較し、菌体内移行`性についての考察を行った。
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結果と考察

非定型抗酸菌ｊｆａｌ'i〃complex(MAC)に対し、新規rifamycin誘導体で

あるＫＲＭは、対照薬であるＲＦＰに比較して、２ｵｰﾀﾞ_強い活性を示した(表１)。

表１KRM-1648および対照薬の抗MAC活性(寒天法）

MIC9。（卜Lg/､l）

JfintraceJmZare
●

ｊｌＫａ７ｚ〃７Drug

AIDS（77）non-AIDS（62）ＡＩＤＳ（11）non-AIDS（49）

０．０５

３．１３

０．０５

６．２５

0．１

２５

0.1

２５

KRM-1648

Rifampicin

（）内は菌株数

KRMは、BACTEC法を用いた薬剤感受'１生試験でも、ＫＲＭは、既存の抗生物質１０化

合物に比較して最も強い抗菌活性を示した。ＢALB/ｃマウスおよび遺伝的に

Naturalkiller細胞を欠損している系統であるbeigeマウスを用いたＭＡＣ感染

モデル動物での治療効果を調べた結果、ＫＲＭは0.2mg/kｇの投与量で、肺の病変

部位の減少、および肺と脾臓中の生菌数を減少させ、治療効果を示したが、ＲＦＰ

は、同じ投与量では有効性を示さなかった。マウスを用いた体内動態研究の結

果、ＫＲＭの体内動態は、ＲＦＰに比較して薬効の発現に寄与していることはなく、

KRMの優れたinvivo治療効果は、invitro抗菌活性が反映しているものと考

えられた。

ＭＡＣに対する抗菌活`性については､KRMは既存の抗生物質の中で最も強

く、感染モデル動物に対する治療効果でも良好な成績を示すことが明らかにな

った。

ＫＲＭの一般細菌に対する抗菌作用スペクトラムを調べたところ、グラム

陽性細菌に対しては強い抗菌活性を示したが、グラム陰性細菌に対しては効杲

が弱く、ＲＦＰと同様のスペクトラムであった。黄色ブＦウ球菌(Saureus)に対

する自然耐性菌出現頻度を、macrolide系の抗生物質であるclarithromycin、

およびciprorloxacin（quinolone系)と比較したところ、ＫＲＭおよびRFPは自

然耐性菌の出現頻度がこれらの２剤よりも高く、耐性菌の誘導に対する注意が

必要であることが示唆された。黄色ブドウ球菌とメチシリン耐性黄色ブドウ球

菌(MRSA)によるマウス感染モデルでの治療効果を調べたところ、ＭＡＣ感染モデ

ルでの結果と同様に、ｉｎｖｉｔｒｏ活性を反映した強い治療効果が得られた。
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ＫＲＭの抗菌作用の特徴として、
１００

MACに対する強し､抗菌活性とグラム陰性

細菌に対する抗菌活性の弱さが挙げられ

る。このようなＫＲＭの抗菌作用機作を明雲
らかにするために以下の研究を行った。＞＞

･

KRMは、大腸菌およびMAC由来のＤＮＡ ：５０
＞

dependentRNApolymeraseに対して、ＲＦＰ喜
匡

と同様に強し､阻害作用を示した(図２)。

また、DNApolymerase等その他の核酸合成

系酵素に対しては阻害活性を示さなかった糸目字系に〆了し~しＩ江胆吉１１古T王とう下己頤刀。つに００．１０．２００．２０．４０５１０

DrugconcentrationO｣しg/ｍＩ）
ことから、抗菌作用の主なメカニニズムは、

RNApolymerase阻害であると推定した。図２RNApolymeraseに対する薬剤の効果

KRMが、ウサギ胸腺由来のRNApolymeraseに対しては阻害活性を示さず、細菌

のRNApolymeraseに対する選択性を有していることは、ヒトに対して細胞毒的

に働かないことを示している。ＫＲＭのRNApolymerase阻害活性は、ＲＦＰと同等、

あるいは弱いものであり、ＭＡＣに対する抗菌活性の強さは、RNApolymerase阻

害活性の増強による結果ではないことが明らかになったことから、次にＫＲＭの

菌体内移行`性に注目した。ＭＡＣとグラム陰性細菌である大腸菌に対する菌体内菌体内移行性に注目した。ＭＡＣとグラム陰性細菌である大腸菌に対する菌体「

移行性を比較したところ、ＭＡＣに対しては経時的な移行がみられたのに対し、

大腸菌に対しては、一過性の弱い移行がみられるものの、薬剤添加１時間後

には、backgroundlevelにまで細菌中
へ蓉五,星,－－，，，，－，両、、＿へ垰田（ｘ'04）
の薬剤量は減少した(図Ｓ)。この結果（ﾊｗ

より、ＫＲＭのグラム陰性細菌に対する里－２
口＝

抗菌作用の弱さは、細菌の外膜による吾号

透過障壁のために薬剤の細菌内への三二
移行が阻害された結果であることが明±三’

と～

らかになった｡また､この結果よりMAC霊
に対する強い作用は、良好な移行性が三一

関与している可能性が示された。そこで０
Ｏ２

ＲＦＰとの比較を行うために、ＭＡＣのRNA lncubationtime(h）

合成に対するこれらの薬剤の影響を

図４に示した。ＭＡＣ菌液に添加したＫＲＭ図３KRM-1別⑰菌体内移行性

あるいはRFPの濃度に依存してＭＡＣの

RNA合成は阻害されたが、ＫＲＭにより、

－３０３－
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(xlO4）より強く阻害されていることが判る。

この細菌から部分精製したRNApoly-

meraseに対しては、ＲＦＰがより強い阻

害効果を示していたことから、この結

果は、ＫＲＭとＲＦＰのＭＡＣ内への移行性

の差によるものと考えられる。従って、

KRMの強い抗MAC活性は、RNApoly-

meraseに対する阻害作用と共に、良好

な菌体内移行性が寄与していることが

明らかになった。

４
３

２
１

（Ｅ９つ）一一○⑩」コー○マーー○の二口］□。

０４８０４８

lncubatjontime(h）

図４ＭavlUmN-265株のRNA合成に対するKRM-1648．

およびRFPの効果
結論

1．新規ｒｉでamycin誘導体KRM-1648は、強い抗MAC活性をｉｎｖｉｔｒｏおよ

びｉｎｖｉｖｏで示した。

2．KRM-1648は、グラム陽性細菌に対しては強く、陰性細菌には弱い作用

スペクトラムを示し、グラム陽性細菌に対する有用性が示唆された。

aKRM-1648の抗菌作用機作は、細菌のDNA-dependentRNApolymerase

に対する阻害であり、ＭＡＣに対する強い抗菌作用には、その良好な菌

体内移行性が寄与している。
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学位論文審査結果の要旨

平成9年１１月１５日に当該講座担当教官による予備審査を行い，その後，提出された学位論文および

資料を各審査委員が検討するとともに，平成9年１１月２８曰の口頭発表の結果を踏まえて論文審査委員

会を開催し，協議の結果，以下の通り判定した。

本論文は新規抗生物質であるＫＲＭ－ｌ６４８（31-hydroxy-51-（4-isobutyl-1-piperazinyl）

benzoxazinorifamycin）のMyCobacre伽ｍａｗｕｍｃｏｍｐﾉeｘ（MAC）およびグラム陽性，陰性の一

般細菌に対するinvitroおよびinvivoでの抗菌活性を調べ,その作用特`性と作用メカニズムについて明

らかにしたものである。

ＭＡＣに対してKRM-l648はRifamycinなどの既存の抗生物質に比較して，１０倍以上の強いinvitro

抗菌活性を示し，MAC感染マウスでのinvitro治療効果でも有効性が確認できたことから，エイズ患

者で深刻な問題となっているMAC感染症に対しても有効な抗菌剤となりうることが示唆された｡本薬

剤の抗菌作用スペクトルは，グラム陽`性菌に強く，グラム陰性菌に弱く，rifamycin系の抗結核薬と

同様であった｡Methicillin耐性ブドウ球菌に対しても強いinvitro活’性およびinvivo治療効果を示すが，

自然耐性菌の出現頻度が高い事が明らかとなった。KRM-l648はＥＣＯ〃およびＭａＷｕｍのDNA-依

存RNApolymeraseに対し，Rifamycinと同様に阻害効果を示し，ウサギ胸腺のRNApolymeraseに
対しては阻害効果を示さないことから，細菌酵素に対する選択性を持つものであることが明らかと

なった。KRM-1648の菌体内移行`性はグラム陰`性菌では見られず，グラム陽性菌のＭａＷｕｍでは良

好であることが示され,この薬剤のＭａＷｕｍに対する強い抗菌性はこの菌体内移行性に大きく依存し

ていることが示唆された。また,本菌の懸濁液にKRM-l648を加え,菌体内RNA合成を調べたところ，

Rifamycinより低濃度で強く阻害したことは，先の優れた菌体内移行性を支持するものである。以上，

本研究により，新規抗生物質KRM-l648はＭ【yCobacre血ｍａｗｕｍｃｏｍｐｌｅｘに対し，優れた抗菌作用

を持ち，その作用機構は菌体内移行‘性とDNA-依存RNApolymeraseの阻害作用によるものであるこ

とが明らかとなり，得られた多くの知見は，本薬剤の臨床的研究に大いに寄与するものと考えられる。

従って，本論文は博士論文に値するものと判定した。
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