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Nalidixlc acid,Pipedic acidお よびMiloxacin

高濃度作用時 の殺菌性の減弱につい て

尾花 芳樹 ・真屋 率弘 ・西野 武志

京都薬大微生物

(昭和55年3月17日 受付)

合成化学療法剤Nalidixic acid,Pipemidic acidお よびMiloxacinを 肺炎桿菌に高濃度作用 さ

せた時の抗菌作用について検討 を加え,次 の よ うな結果が得られた。

1)殺 菌作用につ いて検討 した ところ,各 薬剤 の16MIC作 用で殺菌性が最大 とな り,こ れ より

も高濃度作用では殺菌性の低下(殺 菌性の逆 転)が 認め られた。 また高濃度作用で も6時 間以 上 作

用 させ るとdose responseが 認め られた。

2)EDTA処 理 に よりoemotic shockを かけ た菌では高濃度作用 でも殺 菌 性の逆転は認め られ

なかった。

3)殺 菌性の逆 転に及 ぼすChloramphenicol,Mitomycin Cお よびRifampicin添 加の影響で

は これ らの薬剤添加に よ り殺菌性 の逆転が認め られな くなった。

4)菌 体高分子合成に及ぼす影響では,RNA含 量,Protein含 量ではdose responseの あ る合

成阻害が認め られた。DNA含 量では他 の成分 よ り強い阻害が認 められたが,あ ま りdose response

がなか った。

序 文

合成 化学療 法剤Nalidixic acidは 主 に グ ラ ム陰 性 菌 に

抗菌活性 を 有す る物 質 で あ り1),そ の第1次 作 用 点 は 数

多 くの研究 結果 か ら,DNA合 成 阻 害 で あ る と言 わ れ て

きたが2～4),DNA replicationの ど の部 位 に作 用 す るか

は不 明で あ った。 しか しな が ら,ご く最 近SUGINOら5)

は,DNA gyrase作 用 に よ るDNA合 成 阻 害 であ る と

の報告 を行 い,そ の 作 用 機序 が注 目され てい る。

一 方
,英 国 のCRUMPLIN6)あ るい は 米 国 のWINSHELL

ら7)は,こ の薬 剤 を 大腸 菌,エ ン テ ロバ ク ター,変 形 菌

などに高濃 度作 用 させ た 時 に 殺菌 作 用 が減 弱 す る とい う

事実 を報 告 して お り,ま た 殺 菌 性 発 現 に お い て,dose

responseが な い こ と も良 く知 られ て お り,こ れ ら の 面

の メカニ ズム につ い て も興 味 の持 た れ る薬 剤 であ る。

そ こで今 回,Nalidixic acidお よび構 造 類 似 化 学 療 法

剤Pipemidic acid 8),Miloxacin 9)を 供 試 薬 剤(Fig.1)

として肺 炎桿 菌 に高 濃 度 作 用 させ た 時 の抗 菌 作 用 に つ い

て検討 を行 い,ま た 殺 菌 作 用 減弱 の メ カニ ズ ムに つ い て

若干 の検 討 を加 え,2,3の 知 見 を 得 た の で報 告 す る。

実 験 材 料 お よび 方 法

1)使 用薬 剤 お よび 菌株

薬剤 はNalidixic acid(NA:第 一 製 薬K.K.),Pi-

Pemidic acid(PPA:大 日本 製 薬K.K.),Miloxacin

(MLX=AB-206:住 友 化学 工 業K.K.),Chloramphe-

nicol(CP:三 共K.K.),Mitomycin C(MMC:協 和

醸 酵 工 業K.K.),Rifampicin(RFP:第 一 製 薬K.K.)

の それ ぞ れ 標 準 品 を用 い た。 また 菌株 は臨 床 分 離 の 肺 炎

桿 菌Klebsiella pneumoniae KC-1を 供 試 した 。

2)増 殖 曲 線 に 及 ぼす 影 響

Tryptosoya broth(TSB:Nissui)で 前 培 養 した 菌 液

をHeart infusion broth(HIB:Nissui)に 接 種 し,

37℃ で振 と う培 養 を行 い,対 数 増 殖期 ほ で 増 菌 させ る

Fig.1 Structure
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(約5×107 cells/ml)。 この 菌液 に それ ぞれ薬剤を 添加

し,薬 剤作用3時 間後の 生菌敷 を 混 釈法に よ り測定 し

た。 なお 使用菌株 の 各薬剤に 対 する最小発青阻止濃度

(MIC)は,NAお よびPPAが3.12μg/ml,MLXは

0.78μg/mlで あ り,薬 剤濃度はMICの8,16,32,64

倍 とした。次に薬剤作用時間の影響につ いては,薬 剤濃

度 を16,64MICと し,前 記 と同様 の方法で作用 させ,

薬 剤作用2,4,6,8時 間後の生菌数を測定 した。

3)殺 菌作用に及ぼすpHの 影響

各pHのM/15 Phosphate buffer(PBS)にHIBを

溶解させ,培 地pHを それぞれ6.0,7.0,8.0に 調製

し,こ の培地に前培養菌を接種 し,対 敬増殖期 まで増 殖

させた。 この菌液に薬剤を添加 し,経 時的 に生菌敷測定

を行 った。

4)Oamotic shocked cellsをこ対する影響

対敬増殖期 に達 した菌 を遠心集菌 し,M/20 Tris-HCl

buffer(pH8.0)で 洗 浄 後,同bufferに 約1×108

cells/mlに なるように懸濁 した。 この菌液に最終 濃度1

mM EDTAを 加え,15分 間37℃ で処理 する。その後,

過剰のHIBを 加 え,EDTA除 去のため,低 温下で遠心

洗浄を行 った。 この ように して得 られたEDTA前 処理

菌 をHIBに 懸濁(約5×107cells/ml)し,各 薬剤を加

え,経 時的に生菌数測定を行 った。

5)殺 菌作用 に及ぼすChloramphenicol,Mitomycin

Cお よびRifampicin添 加 の影響

対数増殖期に達 した菌にCP,MMCあ るいはRFP

を先に 添加 し,作 用30分 後 にNA,PPAあ る いは

MLXを 加え 培養を続け,経 時的に 生菌数測定を 行 っ

た。

6)菌 体高分子合成 に及ぼす影響

各pHの 培地 で培養 した菌 あるいはosmotic shocked

cellsに 薬剤を 作用 させ,菌 をサ ンプ リングし,PARK-

HANCOCKら10)の 方法で細胞 分画を行い,TCA可 溶性 分

画お よびTCA不 溶性分画をを得 た。これ らの各分画を

Orcinol法,Diphenylamine法 お よびLOWRY-FOLIN

法 で比色定量 し,そ れ ぞれRNA,DlNAお よびPro-

tein含 量を測定 した。

実 験 結 県

1)増 殖曲線 に及ぼす影響

各薬剤作用3時 間後の生菌数 を測定 した結果 をFig.2

に示 した。各薬剤 とも殺菌作用 が認め られるが,生 菌数

の減少率は16MIC作 用で最大 とな り,こ れ よりも高濃

度作用になる と減少率は低下 して くること(殺 菌性の逆

転)が 認め られ た。 また 薬剤作用時間の 影響の 結果を

Fig.3～5に 示 した。 各薬剤 とも 作用時間 が2～4時 間

で殺菌性 の逆転が起 り,6時 間 でもわずかに,こ の傾 向

Fig. 2 Effect of NA, PPA and AB-206 on the
viability of K. pneumoniae

Fig. 3 Effect of NA on the viability of

K. pneumoniae

Fig. 4 Effect of PPA on the viability of

K. pneumoniae

Fig. 5 Effect of AB-206 on the viability of

K. pneumoniae
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Fig. 6, Effect of NA on the viability of
K. pneumoniae

Fig. 7 Effect of PPA on the viability of

K. pneumoniae

Fig. 8 Effect of AB-206 on the viability of

K. pneumoniae

Fig. 9 Effect of NA on the viability of

K. pneumoniae

が認められた。 しせ しなが ら薬剤作用8時 間ではわずか

であるが,dose responseが 認め られ た。 この場合,培

地pHの 大きな変動は認め られなか った。

2)殺 菌作用に及 ぼす培地 のpHの 影響

各pHの 培地中で殺菌作用を検討 した結果をFig.6～

8に 示した。NA,MLXで はpH 7.0～8.0で 殺菌性の

Fig. 10 Effect of PPA on the viability of

K. pneumoniae

Fig. 11 Effect of AB-206 on the viability of

K. pneumonia.

Fig. 12 Combination effect of NA on

K. pneumonia. with CP

Fig. 13 Combination effect of PPA on

K. pneumonia. with CP

逆 転 が 認 め られ るが,pH 6.0で はdose responseの あ

る作 用 を示 した。 またPPAで は 他 の2薬 剤 と は 逆 に

pH 7.0～pH 6.0で 殺菌 性 の逆 転 が 認 め ら れ る がpH

8.0で は,わ ず か にdose responseの あ る 作 用 を 示 し

た 。

3)Osmotic shocked cells存こ対 す る影 響
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Fig. 14 Combination effect of AB-206 on
K. Pneumonias with CP

Fig. 15 Combination effect of NA onK
. pneumoniae with MMC

Fig. 16 Combination effect of PPA on

K. pneumoniae with MMC

EDTA処 理 に よ りosmotic shockを か け た 菌 に 対

す る殺 菌 作 用 を 検 討 した 結 果 をFig.9～11に 示 した。

いず れ の 薬 剤 に お い て も,intact cellsで は,明 らか な 殺

菌 性 の逆 転 が 認 め られ た 。 しか しな が らosmotic shock-

ed cellsで は,も は や 殺 菌 性 の逆 転 は認 め られ ず,dose

responseの あ る作 用 を示 した 。

4)殺 菌 作用 に及 ぼ すChloramphenicol,Mitomycin

Cお よびRifampicin添 加 の影 響

Fig. 17 Combination effect of AB-206 on
K. pneumonias with MMC

Fig.18 Combination effect of NA on

K. pneumonias with RFP

Fig. 19 Combination effect of PPA on

K. pneumosiae with RFP

殺菌作用に及ぼすCP添 加の 影響を 検討 した結果 を

Fig.12～14に 示 した。 いずれの 薬剤 もその殺菌作用発

現にCPの 添加の 影響を ほ とん ど 受けず,む しろCP

無添加で認め られ た ような 殺菌性 の 逆転は なく,dose

responseの ある作用を示 した。MMC,RFPの 影響の

結果をFig.15～20に 示 した。いずれの場合も,3薬 剤
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Fig. 20 Combination effect of AB-206 on

K. pneumoniae with RFP

Fig. 21 Effect of NA on the synthesis of

macromolecules

Fig. 22 Effect of PPA on the synthesis of

macromolecules

Fig. 23 Effect of AB-206 on the synthesis of
macromolecules

Fig. 24 Effect of NA on the synthesis of

macromolecules

Fig. 25 Effect of PPA on the synthesis of

macromolecules
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Fig. 26 Effect of AB-206 on the aynthesis of

macromolecules

ともに殺菌作用発現にMMCあ るいはRFPの 添加の

影響をほ とん ど受けず,dose responseの ある殺菌作用

が認め られた。

5)菌 体高分子合成に及ぼす影響

Intact cellsにpH 7.2のHIB中 で薬剤作用を行 った

時の各分画含量測定の結果をFig.21～23に 示 した。い

ずれ の薬剤 ともにRNA含 量,Protein含 量で はdose

tesponseの ある合成阻害が認め られたが,DNA含 量で

は,MIC以 上 の高濃度作用 にお いて も阻害度はあ ま り

差 が認め られなか った。Intact cellsにpH 6.0あ るい

はpH 8.0のHIB中 で薬剤作用を行 った時 の各分画含

量測定の結果をFig.24～26に 示 した。NA,MLX作 用

では,培 地pHが6.0お よび&0でRNA含 量,Pro-

tein含 量 ともにdose responseが 認められた。 しか し

な が らDNA含 量 で はpH 6.0で,MIC作 用 と16

～64 MIC作 用にdose responseは 認め ら れ る が,16

MICと64 MICに は ほとん どdose responseは 認め ら

れ なか った。 ま たpH 8.0で はMIC～64 MICで は

dose responseは 認め られなかった。PPA作 用では培地

pHが6.0と8.0で はほ とん ど同様な傾向を示 した。 す

なわ ちRNA含 量,Protein含 量で はdose response

が認め られた が,DNA含 量では 高濃度作用に おいて

dose responseの ある合成 阻害 が認め られなか った.次

にEDTA処 理に よ り得 られ たosmotic shocked cells

に薬剤作用 を行 った時の各分画 含量測定の結果 を,Fig.

27～29に 示 した。 この場合,3薬 剤 ともにintact cells

(pH 7.2)の 時 と同様な傾向が認め られ,RNA含 量,

Protein含 量ではdose responseが 認め られ たが,DNA

含量では,や は りdose responseの ある合成阻害は認め

られなか った。 またEDТA処 理 を 受けた菌は,intact

な菌 よりも薬剤に よる合成阻害を強 く受ける傾 向に あっ

た。

Fig. 27 Effect of NA on the synthesis of
macromolecules

Fig. 28 Effect of PPA on the synthesis of

macromolecules

Fig. 29 Effect of AB-206 on the synthesis of

macromolecules
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稔括および考察

合成化学療法剤Nalidixic acid(NA),Pipemidic

acid(PPA)お よびMiloxacin(MLX)を 肺炎桿菌 に高

濃度作用させた時の抗菌作用について検討 を加え,次 の

ような結果が得 られ た。 まず殺菌作用では,薬 剤作用3

時閥の場合,各 薬剤の16 MIC(12.5あ るいは50μg/

ml)作 用で殺菌性は最大 とな り。 これ よ りも高濃度作用

では殺菌性が低下することが認め られた。 これ らの現 象

は既にCRUMPLIN6)やWINSHELLら7)が,他 の菌 種

について報告 しているが,今 回得 られた結果 とほぼ一致

していた。 しか しCRUMPLINら は これ らの現象を大腸

菌,エ ンテロバ クター,変 形菌,赤 痢菌,サ ルモネ ラな

どで認めてお り,菌 種菌株 に特別な現象ではない と述 べ

ている。我 々は肺炎桿菌、大腸菌,緑 膿菌,セ ラチアな

どを使用 して検討を行 ったが,緑 膿菌,セ ラチアな どで

は特徹的な殺菌性の逆 転を認め なか った。 また薬剤作用

時面の検討では,作 用2～4時 間では殺菌性の逆 転が起

るが,6時 間以上になる と次第にdose responseが 認

められ る よ うにな った。EDTA処 理 に よ りosmotic

shockを かけた菌に対す る殺菌性では殺菌性の逆 転は認

められなか った。1965年LEIVE11)はEDTA処 理 を

したActinomycin D非 感受性大腸菌はActinomycin

Dに 感受性 となるこ とか ら,EDTA処 理 に よ り透過性

の亢進が起 り,薬 剤が作用 しやす くな った もの と報告 し

ている。今回我 々の実験では,EDTA処 理 に よ り肺炎桿

菌の外膜透過性が亢進 し,dose responseの あ るNA,

PPA,MLXの 作用が出た もの と考 え られ る。 しか しな

ら,こ の現象だけでは,殺 菌性の逆 転を説明するこ とは

困難であ り,DNA合 成系への親和性な どの面からも考

慮する必要がある と思われ る。 殺菌性に 及ぼすChlo-

ramphenicol,Mitomycin Cお よびRifampicin添 加の

影響では,こ れ らの薬剤はNA,PPA,MLXの 殺菌作

用発現には影響 しないが,殺 菌性の逆 転は,こ れ らの薬

剤を併用す ることによ り認め ら れ な くな りdose res-

ponseが 認められ た。 これは,NA,PPA,MLXの

殺菌性の 逆転に 関与す る 反応系 にChloramphenicol,

Mitomycin C,Rifampicinが 関係す るもの と考え られ

る。菌体高分子合成 に 及ぼす 影 響で は,RNA含 量,

Protein含量ではdose responseの あ る合成 阻害が認め

られたが,DNA含 量 では他の成分 よ り阻害度が強 い も

のの,あ ま りdose responseが なか った。

以上のよ うな ことか ら,薬 剤高濃度作用 に より殺菌性

の逆転が起 るのは,種 々な要因が総合的に働 くもの と思

われる。例えば,薬 剤 自身の物理化学的変化,膜 透過性

の変化,他 の作用点の 出現,DNA合 成 系の変異 などが

考 えられる。 しか し今回の若干の検討結果 か ら考察す る

と,最 も 大 き な 娶 因 と な り う る の は 透 過 性 の 変 化 に よ る

も の と 考 え ら れ,さ ら に 詳 細 な 検 討 を 加 え て い くつ も り

で あ る 。
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LOWERING OF THE BACTERICIDAL ACTION BY EXPOSURE TO
HIGH CONCENTRATIONS OF NALIDIXIC ACID, PIPEMIDIC ACID

AND MILOXACIN

YOSHIKI OBANA, YUKIHIRO MAYA and TAKESHI NISHINO
Pepartment of Micnobiology, Kyoto College of Pharmacy

The antibacterial action of three chetnotherapeutic agents, nalidixic acid, pipemidic acid and milox-
acin, was studied by observing how these three agents, when used in high concentrations, act on
Klebsiella pneumoniae, and the following results were obtained.

1. The bactericidal action of each of these agents was the most potent when used in the concen-
tration which was 16 times the MIC, and lowering of the bactericidal action (reversion of the bac-
tericidal action) was detected when the concentrations were higher than the 16 MIC. Dose response
was •noted when the test organism was acted on for 6 hours or longer by high concentrations of the
test agents.

2. When the test organism was given osmotic shock, by EPTA treatment, no reversion of the bac-
tericidal action occurred even when the test organism was acted on by high concentrations of the test
agents.

3. Possible influence of addition of chloramphenicol, mitomycin C or rifampicin on reversion of the
bactericidal action of the test agents was studied, and it was found that no such reversion was caused
by addition of these drugs.

4. Influence of the test agents on synthesis of the macromolecular constituents in the cell was stu-
died, and it was found that synthesis of RNA and protein was inhibited, and this inhibition showed
dose response relation. Synthesis of DNA wat inhibited more markedly as compared with other ma-
crotnolecUlar constituents but dose response was less pronounced.


