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RU 28965の 嫌気性 菌 に対 す るin vitroお よびin vivo抗 菌 力 に関す る検 討

加藤直樹 ・宮内正幸 ・沢村治樹 ・渡辺邦友 ・上野一恵

岐阜大学医学部附属嫌気性菌実験施設

新maeroiide系 抗 生 剤 で あ るRU 28965の 嫌 気 性 菌 に対 す る 抗 薗 力 をin vitroとin vivoに お い て 検

討 した 。RU 28965はreference strainを 用 い た 検 討 に よ り,EMと 同 様 に 一 部 のPeptostreptococcus,

clostridiaを 除 く 多 くのGram陽 性 菌 お よ びpigmented BacteroidesにMICが ≦0.39μg/mlの 強 い 抗 菌

ス ベ ク トラ ム を示 した 。 臨 床 分 離 株 に お い て は,Bacteroides fragilisに 対 す る本 剤 のMICは3.13～

12.5μg/mlに 分 布 し,ABPCよ りは8倍 程 低 いMXC値 であ った もの の,EM,JM,CLDMよ りは劣 る

成 績 であ っ た。Fusobacterium nucleatumで は ≦0.025μg/ml以 下 の 感 性 株 と12.5μg/ml以 上 の 耐性 株

の 明 らか な 二 峰 性 分 布 を示 し,RU 28965はEMやJMよ りは2～4倍 劣 る成 績 で あ っ た 。Peptostrept0-

coccusの う ちで は,Peptostreptococcus anaerobiusが 最 もRU 28965に 対 し感 受 性 が 高 く,75%の 株 は

MICが ≦0.1μg/mlで あ った 。 そ の 他 のPeptostreptococcusで は,多 くの 株 はRU 28965に 対 し1.56～

6.25μg/mlのMIC分 布 を示 し,や や高 い 値 で あ った 。 他 剤 との 比 較 で はEMやJMよ りは や や劣 る

成 績 で あ った 。Killing kinetic studyで は,B.fragilisに 対 しRU 28965はEMと 同 様 に 静 菌 的 な効 果

しか み られ な か っ た。Rat pouchを 用 い た実 験 で は,B.fragilis感 染 に対 し,本 剤 の1回40mg/kg,

1日2回 の5日 間 連 続投 与 は 効果 を示 さ なか った 。 また,RU 28965の1日100mg/kg,7日 間 の投 与

に よ り,マ ウ ス盲 腸 内 にClostridium difficileの 異 常 増 殖 は認 め られ なか っ た。

RU 28965は フ ラ ン ス の ル セ ル ・ユ ク ラ フ 社 に よ り

erythromycin Aよ り誘 導 され た 半 合 成 の14員 環 新mac-

rolide系 抗 生 剤 で あ る 。化 学 名 は9-〔0-〔(2-methoxyeth-

oxy)methyl〕oxime〕erythromycinで,分 子 量 は837.07で

あ る。化 学構 造 式 はFig.1に 示 した。

Macrohde系 抗 生 剤 はpeptostreptococcus sppな どの 一

部 の 嫌気 性 菌 に比 較 的 強 い抗 菌 力 を持 つ こ とが 知 られ て

お り,ま た 臨床 的 に は副作 用 が少 な く,使 用 しや す い抗

生 剤 と して知 ら れ て い る。 著 者 ら は この 新 しいmacroli-

de系 抗 生 剤RU 28965の 嫌 気 性 菌 に 対 す る抗 菌 力 を嫌 気

性Gram陽 性 球 菌 を中 心 に検 討 を行 っ た。

Fig. 1 Chemical structure of RU 28965

I.　 材 料 と方法

1.　 使 用 菌株

Reference strainと して は,当 教 室 保 有 のAmerican

Type Culture Collection(ATCC),Virgiaia Poiytechnic

Institute(VPI),Wadsworth Anaerobic Laboratory

(wAL)お よ びGifu Amaerobic Institute(GAI)由 来 の23菌

種,26株 を用 い た。 臨 床 分 離株 は,1984～1986年 の 間 に

臨 床 材 料 か ら分 離 され たBacteroides fragilis 41株,Fuso-

bacteriu nucleatum 14株,Peptostreptococcus anaerobius 16

株,PeptostrePtococcus magnus 15株,Peptostreptococcus as-

accharolyticus 13株,Peptostreptococcus prevotii 14株 を用 い

た。

2.　 使 用薬 剤

RU 28965(日 本 ル セ ル)の ほ か に,比 較 薬 剤 と して

Erythromycin(EM,大 日本 製 薬),Josamycin(JM,山 之

内 製 薬),Clindamycin(CLDM,日 本 ア ッ プ ジ ョ ン),

Ampiciliin(ABPC,明 治製 菓)を 用 い た。

3.　 MICの 測定 方 法

日本化 学療 法学 会標 準 法1)に 準 じて行 っ た。 た だ し培

地 は,抗 菌 スペ ク トラム の検 討 に は5%ヒ ツ ジ溶 血 液 加

Brucella寒 天 培 地(極 東)を,臨 床 分 離 株 の感 受 性 測 定 に

はGAM寒 天 培 地(ニ ッス イ)を 用 い た。

4.　 増 殖 曲 線 に 及 ぼす 効 果

菌 株 はB.fragilis GM 7000(GAI 5562)を 用 い た 。

GAM寒 天 培 地 に24時 間 培 養 した被 検 菌 を0.03%yeast
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extractに 懸 濁 し,こ れ を1/2,1,2,4 MICの 濃 度 の

薬 剤 を 含 むGAM broth(ニ ッス イ)に 接 種 して,嫌 気 チ

ェ ンバ ー 内で37℃ に て培 養 を行 った 。 そ の後,経 時 的 に

GAM broth内 の 生 菌 数 の 変 動 を測 定 した。 薬 剤 はRU

28965の ほ か に,対 照 薬剤 と してEMを 用 い た 。

5.　 Rat pouchを 用 い た 治療 実験

1)Pouch内 感 染 の治 療 効 果

菌 株 はB.fragilis GM 7000(GAI 5562)を 用 い た 。 方 法

の 詳 細 は 先 に報 告 した2)。 ラ ッ トはWister系,雄,5週

齢 を用 い,背 部 皮 下 に1%ク ロ トン油 加 オ リー ブ油 を接

種 す る こ とに よ りpouchを 作 製 した 。pouch作 製1週 間

後 に 一 夜 培 養 の 被 検 菌 を103 cfu pouch内 に 接 種 し,24

時 間後 か らRU 28965の4mg/kgま た は40mg/kgを1日

2回,5日 間投 与 した 。 治療 効 果 は,薬 剤 投 与 後,経 時

的 にpouch内 生 菌 数 を測 定 す る こ と に よ り検 討 した 。

2)Pouch内 薬 剤 濃度

Pouch内 薬剤 濃 度 は,初 回 薬 剤投 与 時 に経 時 的 に 測定

した 。 濃 度 測 定 はMicrococcus luteus ATCC 9341を 検 定

菌 と し,培 地 はBrain Heart Infusion Agar(BBL)を 用 い

た 薄層 ペ ー パ ー デ ィス ク法 に よ り行 った。

6.　 マ ウ ス盲腸 内 にお け るC.difficileの 増 殖3)

マ ウ ス はICR系,雄,体 重20±2gを 用 い た 。 薬 剤 は

RU 28965と と もにCefotaxime(CTX)とCefotetan(CTT)

を陽 性 コ ン トロ ー ル と して 用 い た。CTXは 薬 剤 投 与 終

了 直 後 お よび5日 後 に お い て,C.difficileが マ ウス 盲腸

内 か ら検 出 され,CTTは 投 与 終 了 直後 は陰 性 の もの の,

5日 後 に はC.difficileが 検 出 され る薬 剤 で あ る こ とが,

当 教 室 の 実 験 に よ り確 認 さ れ て い る。 投 与 量 は100mg/

kg,1日1回 と し,RU 28965は0.5%carboxymethy cel-

lulose(半 井 化 学)に 懸 濁 後 経 口 投 与 し,他 の2剤 は 滅 菌

生 食水 に溶 解 後,腹 腔 内 投 与 した。 投 与期 間 は7日 間 と

した 。RU 28965投 与群 で は薬 剤 投 与 終 了1日 後 に5匹,

5日 後 に5匹 を実験 に 供 し,CTX投 与 群 で は薬 剤投 与

終 了1日 後,CTT投 与 群 で は 薬 剤 投 与 終 了5日 後 に,

そ れ ぞ れ5匹 ず つ,そ の 盲 腸 内容 物 を培 養 した。 なお,

薬 剤 無投 与 マ ウス も10匹 用 い た。 マ ウス 盲腸 内容 物 の培

養 はpre-reduced CCMA培 地 を用 い,嫌 気 チ ェ ンバ ー 内

で 定量 的 に行 った 。

II.　実 験 成 績

1.　抗 菌 スペ ク トラ ム

嫌 気 性Gram陽 性 菌 のreference strainに 対 す る抗 菌

力 はTable 1と2に,嫌 気 性Gram陰 性 菌 のreference

strainに 対 す る抗 菌 力 はTable 3と4に 示 した 。 い ず れ

の 場 合 に も接 種 菌 量 に よ るMICの 変 動 は ほ とん どみ ら

れ な か った 。

Gram陽 性 菌 にお い て は,RU 28965は106 cfu/ml接 種

で 検 討 した す べ て の 株 に対 して ≦3.13μg/mlのMIC値

を示 した 。 この 成 績 はEM,JM,CLDM,ABPCの 抗 菌

力 に 匹 敵 す る もの で あ っ た が,clostridiaに 対 して は

CLDMやABPCに や や 劣 る成 績 で あ っ た。

Gram陰 性 菌 に お い て は,RU 28965は,Bacteroides

vulgaris,pigmented Bacteroides,Bacteroides biviusに は

0.78μg/mi以 下 の 低 いMIC値 を示 した が,そ の他 の 菌

種 に対 して はMIC値 は比 較 的 高 く,こ とにbile耐 性 の

Fusobacteriumで あ るFusobacterium varium,Fusobacter.

ium mortiferumに はMICが>100μg/mlと 高 い値 で,強

い 抗 菌 力 は 認 め られ な か った 。

2.　 臨 床 分 離株 に対 す る抗 菌 力

1)B.fragilis(Fig.2)

RU 28965のMICは3.13～12.5μg/mlに 分 布 し,

MIC 80は6.25μg/mlで あ った 。 他 剤 との比 較 で はEMよ

り2倍 程,CLDMやJMよ りは16倍 以 上 劣 っ て い たが,

ABPCよ りは8倍 程優 れ て い た.

2)F.nucleatum(Fig.3)

本 菌 種 に対 しRU 28965のMICは ≦0.025～100μg/m1

に分 布 し,明 らか な二 峰 性 を示 した 。 同様 な二 峰性 分布

は 同 じmacrolide剤 で あ るEMとJMに も認 め ら れた。

CLDMとABPCで は,全 株 と もそ れ ぞ れ0.39μg/ml以

下 と0.1μg/ml以 下 のMICで,RU 28965よ り優 れた 成

績 で あ った 。

3)P.anaerobius(Fig.4)

RU 28965のMICは ≦0.025～25μg/m1に 分 布 し,

MI(知 は0.39μg/mlで,75%(12株)の 菌 株 は0.1μg/ml

以 下 のMIC値 を示 した 。 この 成績 はIMよ りは やや優 れ

て い た も の の,EMよ り は4倍 程 劣 っ て い た。 また

CLDMよ りは4倍 程 劣 って い た が,ABPCに 対 して は逆

に2倍 程 優 れ て い た 。

4)P.magnus(Fig.5)

RU 28965のMIC分 布 は0.1～100μg/mlで,73%の 菌

株(11株)が6.25μg/ml以 下 で あ っ た の に 対 し,27%の

菌株(4株)のMICは100μg/mlの 耐 性 を示 した 。 同様 に

EMで も4株 が>100μg/mlの 耐 性 を示 した。 しか し,

JM,CLDM,ABPCで は 全 株 が1.56μg/ml以 下 のMIC

で,耐 性 株 は認 め られ な か った。

5)P.asaccharolyticus(Fig.6)

RU 28965は 比 較 した 薬 剤 の 中 で 最 も高 いMIC分 布 を

示 し,EMよ りは4倍 程 劣 っ て い た。 また,EMと 同様

に 二 峰 性 の 分 布 を示 し,100μg/mlの 株 が3株(23%)認

め られ た 。

6)P.prevotii(Fig.7)

本 菌 に対 して もRU 28965は 比 較 薬 剤 中最 も高 いMIC
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を示 し,EMよ り4～8倍 劣 っていた。100μg/mlのMIC

を示す株 はJM,EM,CLDMと 同様 に1株 みられ た。

3.　 増殖曲線に及 ぼす影響

B.fragilis GM 7000を 用い た検 討で は,測 定 した2,

4,6,24時 聞にお いて,RU 28965はEMと ほぼ同様

に,い ずれの薬剤濃度において も殺菌的効果は認 められ

ず,静 菌的な作用であ った(Fig,8)。

4.　Rat pouch内 感染 に対する治療 効果

B.fragilisに よるrat pouch内 感染 に対 す るRU 28965

の菌増殖抑制効果は,4mg/kgお よび40mg/kg,1日2

回の経口投与において認め られず,58間 の連続投与に

ょっても,pouch内 の生菌数 は薬剤無投与の コン トロー

ル群と比較 して差はみられなか った(Fig.9)。

このときの初回薬剤投 与時のRU 28965のpouch内 移

行 は不良で,40mg/kg投 与群で は3時 間 目は検 出 され

ず,6時 間 目は0.6～1.2μg/ml(平 均0.9μg/ml),9時

間 目は3匹 とも2μg/mlで,供 試菌の106 cfu/ml接 種時

のMIC 3.13μg/mlを 上 回 る こ とはで きなか った。4

mg/kg投 与群ではpouch内 に藁剤 は検出で きなかった。

5.　マウス盲腸内におけるC.difficileの増殖

マ ウスにRU 28965,CTXお よびCTTを7日 間投 与

した ときの 盲腸内容 物か らのC.difficileの 検 出成績 は

Table 5に示 した。 本剤投 与終了1日 後お よび5日 後の

いずれにおいて もC.difficileは検出 されなかった。一方,

陽性 コ ン トロール群 ととて用いたCTXの 投 与終了1日

後お よびCTTの 投与 終了5日 後の培養成績では,と も

に103 cfu/g以 上の多 数のC.difficileが 検 出 された。 ま

た,薬 剤無投 与の陰性 コ ン トロール群では全例C.diffic-

ileは陰性 であった。

III.　考 察

Macrolide系 抗生剤 であ るEMはChlamydia,Mycopla-

Table 1 Antibacterial spectrum of RU 28965, EM, JM, CLDM and ABPC against

anaerobic Gram-positive bacteria

Inoculum size: 106 cfu/ml
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sma,Legionella,Campylobacterな どの比較的特殊な微生

物に対 して抗菌力 を持 つことが知 られているが,一 般好

気性菌 においては,Gram陽 性 球菌に比較的優れた抗自

力 を有す る ものの,Gram陰 性 桿薗に対 してはほ とん ど

抗菌力 を示 さない4)。

嫌気性 菌の中で は,Gram陽 性球菌やGram陽 性無芽

胞桿菌,pigmented Bacleroidesに対 してはEMは 強い抗

菌力 を有 してい る。 また,臨 床 的 に最 も重要 であ るB.

fragilis groupに 対 して も比較的優 れた抗薗力 を示す報

告 もみ られる5)。

新規macrolide剤 であ るRU 28965の 抗薗 スベ ク トラ

ムに関す る検討で は,EMと ほぼ同様のスペ ク トラムを

示 し,Peptostreptococcusの一部 とclostridiaを 除 くGram

陽性 菌の大半 とGram陰 性 桿菌 のpigmented Bacteroides

に優 れた抗菌力が認め られた。

B.fragilisの 臨床分離 株 に対 す るRU 28965の 抗菌 力

はEMよ り2～4倍 劣 る成 績 で,59%の 株 はMICが6.25

μg/ml以 上 で あ った 。 これ に 関連 して,in vitroに お け

るRU 28965のkilling kineticで は,EMと 同 様 にB.fra-

gilisに 対 して は 静 菌 的効 果 を示 し,殺 菌 的 な 効 県 は認

め られ な か っ た 。 ま た,rat pouchを 用 い たB.fragilis

のin vivo感 染 実 験 で は,40mg/kg,1日2回 の 投 与 に

よ りB.fragilisの 生 菌 数 は減 少,梢 失 せ ず,こ の時 の

pouch内 藁 剤 濃 度 は 使 用 菌 株 のMIC値 の1/3以 下 であ っ

た。RU 28965の 常 用 量 で あ る150mgの 経 口投 与 に おけ

る ヒ ト血 清 中薬 剤 濃 度 の ピー ク値 は豹5μg/mlで あ り,

こ れ らの こ と を 考 え合 わせ る と,RU 28965の 膿 瘍 など

のB.fragilis感 染 に 対 す る著 明 な臨 床 効 果 は期 待 で きな

い もの と思 わ れ る 。

BARLAMとNEUは6),RU 28965のB.fragilisに 対 す る

MICは3.1～>100μg/mlに 分 布 し,MIC 80とMIC 90は と

もに100μg/mlと 報 告 して い る。 これ ら の戚 績 は今 回の

Table 2 Antibacterial spectrum of RU 28965, EM, JM, CLDM and ABPC against

anaerobic Gram- positive bacteria

Inoculum size: 108 cfu/ ml
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著者 らの成績 よ り高いMIC値 であ るが,こ れは,著 者

らが使用 した臨床 分離株中 にEM耐 性株が含 まれていな

かったことが大 きな相違 となって現 われ たもの と考え ら

れる。

RU 28965の 抗 薗 力 が 期 待 さ れ たGram陽 性 球 薗 の

Peptostreptococcusの う ち,P.anaerobiusに 対 して は 最 も

優 れ た値 を示 し,75%の 株 は0.1μg/ml以 下 の低 いMIC

値 で あ った 。 しか し,他 のPeptostreptococcusで はMICの

Table 3 Antibacterial spectrum of RU 28965, EM, JM, CLDM and ABPC against

anaerobic Gram- positive bacteria

Inoculum size: 106 cfu/ml

Table 4 Antibacterial spectrum of RU 28965, EM, JM, CLDM and ABPC against

anaerobic Gram- positive bacteria

Inoculum size: 108 cfu/ml
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Fig. 2 Susceptibility of clinical isolates of B. fragilis to RU 28965 and
related agents (Inoculum size: 106 cfu/ ml, n= 41)

Fig. 3 Susceptibility of clinical isolates of F. nucleatum to RU 28965 and
related agents (Inoculum size: 106 cfu/ ml, n= 14)
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Fig. 4 Susceptibility of clinical isolates of P. anaerobius to RU 28965 and
related agents (Inoculum size: 106 cfu/ml, n= 16)

Fig. 5 Susceptibility of clinical isolates of P. magnus to RU 28965 and
related agents (Inoculum size: 106 cfu/ml, n= 15)



72 CHEMOTHERAPY SEPT. 1988

Fig. 6 Susceptibility of clinical isolates of P. asaccharolyticus to RU 28965 and
related agents (Inoculum size: 106 cfu/ ml, n= 13)

Fig. 7 Susceptibility of clinical isolates of P. prevotii to RU 28965 and
related agents (Inoculum size: 106 cfu/ ml, n= 14)
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Fig. 8 Killing effect of RU 28965 and EM on B. fragilis GM 7000

RU 28965 EM

Fig. 9 In vivo effect of 5- day dosage of RU 28965 on B. fragilis infection in rat pouch
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Table 5 Appearance of C. difficile in murine cecum after 7- day dosage of RU 28965,
cefotaxime and cefotetan

* . Number (cfu/ g) of C. difficile detected in cecal contents
NT: Not tested

多 くは1.56～6.25μg/mlに 集 中 してい たこ とか ら,同

じPeptostreptococcusでも治療効果 は異な ることが予想 さ

れる。

RU 28965投 与 に関連 した下痢症誘発 の可能性 や頻 度

は,本 剤 を連続7日 間投与 したマウスの盲腸内でC.dif-

ficileの異常増殖 が認 め られ ない こ とか ら,極 めて低 い

もの と考 えられる。
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COMPARATIVE ACTIVITY OF RU 28965, A NEW MACROLIDE, AGAINST ANAEROBIC

BACTERIA

NAOKI KATO, MASAYUKI MIYAUCHI, HARUKI SAWAMURA, KUNITOMO WATANABE and KAZUE UENO

Institute of Anaerobic Bacteriology, School of Medicine, Gifu University

The in vitro and in vivo activity of RU 28965, a 9- 0-(2- methoxy- ethoxy) methyloxime dervative of erythromycin,

against anaerobic bacteria was compared with that of erythromycin and other oral antimicrobial agents. RU 28965 had

the same spectrum as erythromycin against reference anaerobic bacteria, inhibiting Gram- positive anaerobic bacteria.

Against some species of Peptostreptococcus, clostridia and pigmented Bacteroides, however, MICs were 0.39ƒÊg/ ml or less.

MICs against clinical isolates of Bacteroides fragilis ranged from 3.13•`12.5ƒÊg/ ml; that is, RU 28965 was more active

than ampicillin, but less than erythromycin, josamycin and clindamycin. RU 28965 was also less active against Fusobac-

terium nucleatum than erythromycin and josamycin. Peptostreptococcus anaerobius was susceptible to RU 28965 with an

MIC75 of 0.1ƒÊg/ ml while most other Peptostreptococcus spp. were inhibited at 1.56•`6.25 ƒÊg/ ml of RU 28965. A killing

kinetics study showed that RU 28965 was bacteriostatic against B. fragilis, as was erythromycin. The in vivo study, using

a rat subcutaneous pouch infection, showed that oral administration of 40mg/kg of RU 28965 twice daily for 5 days was

only slightly active against B. fragilis induced infection. Seven days' oral administration of 2mg of RU 28965 induced no

detectable growth of C. difficile in murine cecum.


