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In vitro antimicrobial activities of the benzoxazinorifamycin derivative KRM -1648 

(KRM) against 50 strains of Mycobacterium tuberculosis isolated from patients with 

mainly intractable pulmonary tuberculosis were studied. MIC 90 values of KRM, rifabutin 

(RBT) and rifampicin (RFP) for RFP -sensitive strains (27 strains; defined as those 

with MIC RFP values of <1.56ƒÊg/ml) were 0.013, 0.1 and 0.4ƒÊg/ml, respectively, when 

determined by the agar dilution method using 7H11 medium. MIC 90 values of KRM, 

RBT, and RFP for RFP -resistant strains (23 strains; defined as those having MIC RFP 

values of 1.56lg/ml) were 100, 12.5 and >100ƒÊg/ml/, respectively. MICs of KRM 

against 50 clinical isolates of M. tuberculosis distributed over a much lower range than 

those of RFP. KRM showed more potent antimicrobial activity than RBT against the 

organisms with low MIC values ( 1.56ƒÊg/ml/), while it was not so active as RBT 

against the organisms with high MIC values ( pg/m/) . Cross-resistance between 

KRM and RFP or RBT was observed for M. tuberculosis.

*From the Department of Microbiology and Immunology, Shimane Medical University, 

Izumo, Shimane 693 Japan.
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は じ め に

先にわれわれは,結 核菌 をは じめとす る諸種抗酸菌 に

対 してベ ンゾキサジノ リフ ァマイシン系誘導体KRM-

1648(KRM)がrifampicin(RFP)よ り も強 いi

n vitro抗 菌活性 を有す るこ と1)2),これはRFPよ りも優

れた菌体 内へ の透 過性 に基 づ くRNAポ リメ ラーゼ活

性 の阻害 によ る もの であ る こ と3),Mycobacterium

 marinum, M. avium, M. intracellulare, M. tuber-

culosisお よびM.lepraeの マウスあるいはウサ ギ感染

モデル系 において優 れた治療効果 を有す ることについて

報告 して きた4)～14)。同様 な検討 は他 の研究者 によって も

行 われ,KRMはRFPな どと比較 して強い抗菌活性 を

有 するこ とが報告 されている15～ 2 1 ) 。

KRMはRFPあ るいはrifabutin(RBT)と 同様 な

リフ ァマイシ ン誘導体 であることか ら,こ れ ら薬剤間 に

は交差耐性 の存在が考 えられ る。そ こで,今 回 は主 とし

て長期排菌患者 よ り分離 された結核菌に対する,新 リファ

マ イシ ン誘 導体 で あるKRMのin vitro抗 菌 活 性 を

7H11寒 天平板希釈法で測定す るとともに,KRMが 他

のリファマ イシン誘導体 との 間にどの程度の交差耐性 を

有す るのか につ いて検討 した。

材料 と方法

(1)　供試菌

国療広 島病院,国 療松江病院,国 療南岡 山病院お よび

大阪府立羽曳野病院で分離 ・継代 された主 と して長期排

菌患者喀痰 よ りの結核菌計50株(臨 床分離株50株)の 他

に,教 室保存の結核菌H37Rv株 な らび に結 核予 防会 結

核研究所 よ り分与 を受 けた同Kurono株 を併せ用いた。

(2)　薬 剤

RFP(第 一 製 薬,東 京),RBT(Farmitalia Carlo

 Erba,ミ ラ ノ),KRM(鐘 淵 化 学 工 業,兵 庫),INH

(和 光 純 薬,大 阪),ethambutol(EB:第 一 製 薬,東

京),streptomycin(SM:明 治 製 菓,東 京),ofloxa-

cin(OFLX:第 一 製 薬,東 京)お よ びsparfloxacin

(SPFX:大 日本 製 薬,東 京)を 用 い た 。各 薬 剤 は10mg

/mlの 濃 度 に な る よ う に,リ フ ァ マ イ シ ン系 薬 剤 は

dimethyl sulfoxideに,キ ノ ロ ン系薬 剤 は0.1NNaOH

に,ま た そ の 他 の 薬剤 は蒸 留 水 に 溶解 した の ち供 試 した 。

(3) MIC測 定 法

供 試 薬 剤(100～0.0008μg/ml)の2倍 階 段 希 釈 液 を

含 有 す る7H11寒 天 平板 上 に,7Hgbroth(Difco)中

でOD540nm=0.1に な る まで37℃ で培 養 した菌 液 の0.1%

Tween80水 に よる5倍 希 釈 液(約106CFU/ml)の5

μlを ミ ク ロ プ ラ ン ター(佐 久 間製 作 所,東 京)で スポ ッ

トし,37℃,5%CO2環 境 下 で2週 培 養 後 にMICを 判

定 した 2 2 ) 。

結 果

結核 菌 に 対 す るRFPのin vitro感 受 性 試 験 とそ の

臨 床 応 答 性 との 関 係 か ら決定 さ れ たbreakpointと し

て は,小 川培 地 を 用 い て 得 られ た 場 合 で は50μg/ml23)

が,7H11寒 天培 地 を用 い た場 合 で は1μg/ml24)が 提 唱

され て い る 。 そ こ で,今 回 は結 核 菌 に対 す るRFPの

MIC値 が1.56μg/ml以 上 の もの をRFP耐 性 株 と定 義

した 。Table1は そ の 定義 に従 っ て,得 られ たRFPの

MIC値 よ り臨床 分離 株50株 をRFP感 受 性 株 並 び に耐

性 株 に分 類 し,各 薬剤 の結 核 菌 に対 す るMIC値 を 示 し

た もの で あ る 。 まず,RFP感 受 性 株 の場 合 に は,RFP

Table 1 MICs of KRM, RBT, and RFP for 50 clinical isolates of M. tuberculosisa)

a) MIC were determined by the agar dilution method using 7H11 medium.
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Fig. 1 Distribution of MICs of KRM and RFP for 50 clinical isolates of M. tubercu
losis. (A): Susceptibility distribution of the isolates to KRM (solid line) and RFP 
(dashed line). (B): Correlation between MICs of KRM and those of RFP for the iso
lates. MICs were determined by the agar dilution method using 7H11 medium.

のMIC50とMICg0は そ れ ぞ れ0.1お よび0.4μg/mlで あ っ

た の に対 して,KRMで はそ れ ぞ れ0.006並 び に0.013

μg/rnlで,RFPの そ れ らの1/16～1/32,ま たRBT

の そ れ らの1/2～1/8で あ った 。 他 方,RFP耐 性 株 の

場 合 で は,KRMのMIC50並 び にMIC90(各6.25お よ

び100μg/ml)はRFPの そ れ ら(と もに>100μg/ml)

よ りも低 か った が,RBTの そ れ ら よ りも2～8倍 高か っ

た(各3.13お よ び12.5μg/ml)。

Fig.1はTable1に 示 した 臨 床 分 離 株50株 に 対 す る

RFPお よ びKRMのMICの 分 布(A)並 び にMICの

相 関(B)を 示 した もの で あ る。Fig.1-Aよ り明 ら か

な よ う にKRMのMIC値 はRFPの そ れ に比 べ て 低 値

側 に シ フ ト して お り,MICの ピー ク値 はKRMの0.006

μg/mlで あ っ た の に 対 して,RFPで は0.1μg/mlで

あ った 。 また,Fig.1-Bか ら分 か る よ う にKRMと

RFPと の 間 に は交 差 耐 性 が 見 られ た が,KRMの 各 被

検 菌 に対 す るMICは,い ず れ もRFPの そ れ よ り も低

値 側 に分 布 して い た 。

Fig.2はKRMとRBTに つ い て,Fig.1に 示 した

と同様の分析 法に よる結果 を示 した ものである。Fig.2

-Aに 示 した ようにKRMとRBTの 各MIC分 布 間 に

は顕著な差はみ られ ず,KRMお よびRBTのMICの

ピー ク値はそれぞれ0.006お よび0.013μg/mlで あ り,

わずかな違いがみ られたに過 ぎなかった。また,Fig.2

-Bに 示 した よ うにKRMとRBTと の間 には交 差耐

性 が認め られたが,こ の場 合RBTのMICが1.56μg/

ml以 下の場合 ではKRMのMICは そ れ よ りも常 に低

値 側に分布 したのに対 して,RBTのMICが3.13μg/

ml以 上の場合 はKRMのMICは それ とほぼ 同等 か,

あるいはむ しろそれ よりも高値側 に分布す る場合が多 く

み られた。

Table2に はKRM,RBTお よびRFP%に 対 して感受

性 を異にする臨床分離株(Fujii, Kurata, Watanabe)

並 びに結 核菌保存 株(H37Rv,Kurono)に 対 す る諸

種抗 菌剤 のMICを 示 した。供試株数 は少 な いがKRM

とINH,EB,SMお よびニューキ ノロ ン剤(OFLX,

SPFX)と の間には交 差耐 性 は認め られない ことが分

かった。
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Fig. 2 Distribution of MICs of KRM and RBT for 50 clinical isolates of M. tubercu
losis. (A): Susceptibility distribution of the isolates to KRM (solid line) and RBT 
(dashed line). (B): Correlation between MICs of KRM and those of RBT for the iso 
lates. MICs were determined by the agar dilution method using 7H11 medium.

考 察

KRMのin vitro抗 菌 活 性 につ い て はす で にKirch-

ner液 体 培 地 を用 い て の 山本 らの報 告15)あ る い はBAC-

TEC460TBSystemを 用 い て のLuna-Herrera

ら17)とわれわれの報告14)がみ られ,い ずれ もKRMが

RFPよ りも著 しく優 れた ものであるこ とが示 されて い

るが,今 回のわれわれの7H11寒 天培 地 を用いての検討

で も,RFP感 受性菌並び にRFP耐 性 菌 を問 わず,こ

れ らの知見 を追認す ることが で きた。 次 にKRMの 抗

Table 2 MICs of various drugs for reference strains and some clinical isolates of M. tuberculosisa)

a) MICs were determined by the agar dilution method using 7H11 medium.
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結核菌活性 をRBTと 比較 した場 合,KRMのMICが

1.56μg/ml以 下 の菌株 にお け るKRMの 抗 菌活 性 は

RBTよ りも優 れた もので あっ たが,KRMのMICが

9.13μg/ml以 上 の菌株 に対 して は これ とは逆 にRBT

の方がKRMよ りも優 れた抗 菌力 を示 す とい う成 績 が

得 られた。その理由については明 らかでないが,25μg/

ml以 上のKRM含 有7H11寒 天培 地では,培 養経 過 中

に培 地中に約0.05mmの 針状 突起 を有す るKRMの 結 晶

が生 じて くる ことを見ている ことか ら,こ れ よりもさ ら

に低 濃度域 において も微細 な結 晶が析 出 している可 能性

もあ りうる と考 え てい る。 したが って,KRMに 対 し

て3.13μg/ml以 上のMICを 示す菌で は真 のMICは こ

の ような見かけ上の値 よりもさらに小 さ くなる可 能性 が

十分考え られる。 この よ うなKRMの 高濃度 域 にお け

る針状結 晶生 成現象 は7H12B培 地 を用 いたBACTEC

法でのMIC測 定 の場合 に もみ られたが,高 濃 度域 で の

KRMとRBTのMICの 逆転 現象 はみ られな か った。

その理 由 として,BACTEC法 でのMIC測 定 では,培

養期 間が数 日と短 いこ と,ま た測定MIC値 自体 も7H11

寒 天希釈法 に比べ て比較 的低 いこ とによるかもしれない。

先 にわれわれは,結 核菌 に対 してはKRMとRFPあ

るいはRBTと の間には交差耐性が み られることについ

て報告14)したが,今 回の検 討 で も同様 の知見 が得 られ

た。このこ とよ りす る と,RFP高 度 耐性 菌 にはKRM

の抗菌活性 は期待 し得 ない もの のように思 われ る。 しか

しなが ら,供 試 いず れの結核 菌株 に対 して もKRMの

MICはRFPの それ よ りも常 に低 く,RFP感 受性菌 の

みならず,軽 度耐性菌 にたい してもその抗菌力が期待で

きる ものと思 われ る。

先 に,久 世 らの グループ16)19)は,結核菌H37Rv株 感

染マ ウス に対 して,KRMはRFPよ りも優れた延命 効

果 をもた ら した と報 告 して い る。 わ れ わ れ もKRM

(MIC=0.006μg/ml)お よびRFP(MIC=0.1μg/ml)

感受性の結核菌 を感染 させたマ ウス を,こ れ らの各薬剤

で治療 し,そ の効果 を比較検討 した ところ14),久 世 らの

報告 と同様の知見 を得 ることがで きた。 さらにわれわれ

のRFP耐 性結核菌 感染 マ ウス に対す るKRMの 治 療

効 果 につい ての検 討14)で は,RFP25μg/ml耐 性株

(Kurata株)感 染マ ウスの場合,RFPの0.4mg投 与

は無効であ ったが,同 じ量のKRM(MIC=0.1μg/ml)

投与で は有意 な治療効果 を認めて いる 。 しか し,RFP

≧100μg/mlのMICを 示す耐性結核菌5菌 株 の 各感染

マ ウス に対するKRMの 治療効果は,KRMのMIC値

が0.1～0.8μg/mlと 十分 に低 い菌株 に よる感染 の場合

で も,上 述の用量では全 く効果はみ られなかった14)。

これ らの ことより,7H11寒 天培 地 を用 い て測定 され

た結核 菌に対 するKRMの0.1μg/rnlを 実験 的 マ ウス

結核症 に対す る有効性評価の一つの 目安の濃度 と考 えて

よいのではなかろうか と思 われ る。 しか しなが ら,ヒ ト

とマウスでは薬剤の体 内動態が異 なることか ら,こ の値

を もって直 ちにヒ トに置 き換 えて考 えることはで きない。

今後,KRMの 臨床適用 において本剤の臨床上での有用

性 を予測す るこ とが で きるような本剤の結核菌 に対す る

MIC値 を決定す ること,あ るい は他 の何 らか の システ

ムの開発が必要 と思 わ れる。 これ は結 核菌 の み な らず

M. avium complexに つい て も同様 であ る と考 え ら

れ る。

結 語

主 として長期排菌結核患者 よ り分離 された結核菌50株

に対す るKRM-1648(KRM),rifampicin(RFP)

およびrifabutin(RBT)のMICを7H11寒 天 平板 を

用 いて測定 し,以 下の知見 を得た。

1) KRMの 抗菌活性 はRFPよ り優 れ,RBTと ほ

ぼ同等か若干優れてい るようであ った。

2) KRMはRFP並 びにRBTと 交差耐性 を示 した

が,KRMのMICは,特 にRFPの それ よ り もいず れ

も低値 に分布 した。
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