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Cinoxacinのin vitro抗 菌 作 用

俵 勝 也 ・吉 田 正 ・竹 間 盛 夫 ・元 川 清 司

塩野義製薬株式会社研究所

経 口用合成抗 菌剤Cinoxacin(CINX)に ついてin vitro抗 菌作用 を検討 し以下 のよ

うな成績 を得た。

CINXは グラム陽性球菌お よび緑膿菌 には無効 であるが,腸 内細菌群 を主 とす るグラム

陰性菌に対 し強 い抗菌活性 を示 し,そ の抗菌力 はNalidixic acidと 同等で あった。

臨床分離株 に対す る感受性分布 を検討 した結果,CINXは108cells/mlの 接種菌 量時に

おいてE.coliの80%を6.25μg/ml以 下で,ま たP.vulgaris,K.pneunoniaeお

よびC.freundiiの70%を12.5μg/ml以 下で阻止 した。

抗菌 力におよぼす培 地種類の影響 としては,特 にNutrient agarにお いてCINXの 抗

菌 力が 強化 される傾 向のある ことが認め られた。またCINXの 抗菌力は培 地pHが アル

カ リ側にな ると低下 した。

殺菌 作用についてE.coliの 生菌数 にお よぼす影響 を検討 した ところ,CINXはMIC濃

度 で殺菌 作用を示 した。CINXの 殺菌力は短時間におけ る作用か ら比較す るとNalidixic

acidよ りは若干す ぐれていた。 またE.coliに 対 し1/4MIC濃 度以上の作用で菌細胞

の形態変化を誘起す ることが認め られ た。

緒 言

CinoxacinはEli Lilly社 で 開 発 され た経 口 用合 成 抗 菌 剤

でFi経1に 示 す よ うな 構 造 を 有 し,そ の 化 学 名 は1-ethy1-1,

4-dihydro-4-oxo〔1,3〕dioxolo-〔4,5-9〕cinnoline-

3-carboxylic acidで あ る。 類 縁 の 化 学 療 法 剤 と し て は

Nalidixic acid, 1) Oxolinic acid, 2) Piromidic acid, 3) Pipe.

midic acid 4) およびAB-206 (Miloxacin) 5) 等が既 に開発 さ

れてい る。

Cinoxacinは 腸 内細菌群 を主 とす るグラム陰性菌 に有効で,

その抗菌力はNalidixic acidと 同等であ ることが報告6～11)さ

れてい る。本報ではCinoxacinのin vitro抗 菌作 用につ いて

Nalidixic acidお よびPipemidic acidと 比 較検 討 した成績

を報告す る。

Fig. 1 Chemical structures of quinolone carboxylic acids

Cinoxacin M-cinoxacin Nalidixic acid

Piromidic acid Pipemidic acid Miloxacin
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実 験 材 料 お よび 方 法

1.　 使 用 薬 剤

Cinoxacin(CINX,Eli Lilly社 製: Lot.No.B14-

Y55-126)お よ び そ の 代 謝 物M-Cinoxacin(MCINX,

Eli Lilly社 製: Lot.No.498-B27-247),Nalidixic

acid(NA,第 一 製 薬,市 販 錠 剤 よ り抽 出精 製)お よ び

Pipemidic acid(PPA,大 日本 製 薬,市 販 錠 剤 よ り抽

出精 製)を そ れ ぞ れ 力 価 濃 度 で使 用 した 。

2.　 抗 菌 力 試 験

当研 究所 保 存 の 標 準 菌株 な らび に 塩 野 義製 薬 株 式 会 社

臨床 検 査 室 で 分 離 同 定 さ れ た 臨 床 分 離 株 を使 用 し,日 本

化 学 療 法学 会 標 準 法12)に 準 じてMICを 測 定 した。 増 菌

用培 地 に はTrypto-soy broth(TSB,栄 研)を 使 用

した がStreptococciお よびCorynebacterium diph-

theriaeに つ い て は5%馬 血 清(東 洋 血 清KK)を 添 加

したMUELLER-HINTON broth(Difco)を 使 用 した 。感

受性 測 定 用培 地 に はSensitivity test agar(STA,栄

研)を 使 用 し,Streptococciお よ びCorynebacterium

diphtheriaeに つ い て は 同培 地 に5%馬 血 清 を 添 加 し

た 。 各 試験 菌 株 は 増 菌 用培 地 で37℃,18～20時 間培 養

し,グ ラ ム陽 性 菌 は108cells/ml,グ ラ ム陰 性 菌 は109

cells/mlの 菌 数 が 得 られ る もの と しTSBで 希 釈 して

そ れ ぞれ108cells/mlお よ び106cells/mlの 菌 液 を

調 製 した 。CINXお よび 対 照 剤 のNA,PPAは いず れ

も0.1NNaOHに て10mg/mlに 溶 解 した の ち水 ま

た は 培 地 を加 え て 希 釈 した 。 接 種 菌 液 は 平 板 上 に1白 金

耳(約1μl)を 点 滴 接 種 し,37℃,20～22時 間培 養 後

MIC値 を測 定 した。

3.　 抗 菌 力 に お よ ほ す 諸 因 子 の 影 響

CINXの 抗 菌 力 にお よ ぼす 接 種 菌 量,培 地pHお よ

び馬 血 清 添 加 の 影 響 に つ い てE.coli NIHJ JC-2,

K.pneumoniae,P.mirabilis PR-4,P.vulgaris

CN-329,E.cloacae ATCC 13047お よ びS.aureus

209 P JC-1の 各 標 準 菌 を 試 験 菌 と しTSBを 使 用 した

液 体希 釈 法 に よ りNAと 比 較 した 。 ま た 培 地 種 類 の 影

響 に つ い て は 同 じ試 験 菌 に 対 しTrypto-soy,MUELLER-

HINTON,Heart infusionお よびNutrient(以 上 す べ

て 栄 研)の それ ぞれbrothま たはagarを 用 い た 希 釈

法 に よ りNAと 比 較 した。

さ らにCINXの 抗 菌 力 に お よぼ す 培 地 種 類 の 影 響 に

つ い てNutrient agar(NTA),MUELLER-HIMON agar

(MHA),Heart infusion agar(HIA),Sensitivity

test agar(STA)お よびTrypto-soy agar(TSA)(以

上 す べ て 栄 研)の5種 類 の培 地 を使 用 し,E.coli,P

mfrabili1s,P.vulgarisお よびP.inconstansの 各

臨床分離株 を試験菌 として感受性 を測定 し,各 培地間 に

お ける感受性 の累積分布 の差異 をNAお よびPPAと

比較検討 した。 また培地pHの 影響 についてHIA培 地

をpHを 調製 して使 用 し,E.coliお よびP.vulgaris

の各臨床分離株 を試験菌 として感受性 を測 定 し,各pH

間にお ける感受性分布 の差異 をNA,PPAと 比較 検討

した。

4.　 殺 菌 作 用

(a)　 生菌数 にお よぼす影響

E.coli NIHJ JC-2をTSBに て37℃,18時 間前

培養 したのち同 じくTSBに て再希釈 し,さ らに2時 間

静置培養 して得 られる106cells/mlの 対数増殖期 の菌

液 にCINXお よび 対照剤の所定濃度の10倍 濃度液 を

1/10容 添加 した。薬剤添加後は一定時間毎に各希釈系列

よ り菌液の一部 を採取 しTSBに て希釈 したのちHIA

培地 を用 いてコロニー数 を測 定 した。 なお殺菌作用の評

価 に際 しては この液体培地希釈系に おけ る 培養20時 間

後 のMICを 基準 と した。

(b)　 増殖 曲線 にお よぼす影響

E.coli NIHJ JC-2を 使 用 しTSBに て37℃,18

時間前培養 したのちTSBに て再希釈 して105cells/ml

の菌液 とし,Biophotometerに て振盈培養後菌が対数

増殖期途上の107cells/ml,す なわちT=70%に 達 し

た時に各薬剤の所定濃度の100倍 濃度液を1/100容 添

加 したのちの増殖曲線を記録 した。 なお,STA培 地を

用 いた希釈法に よ り107cells/mlの 接種菌 量時におけ

るMICを 測定 し,こ れを基準 として殺菌作用を評価 し

た。

5.　 薬剤作用菌の形態変化

STA培 地 を 使用 して 各薬剤 の2倍 希釈系列 を 作製

し,各 濃度平板上 にE.coli NIHJ JC-2の 対数増殖

期 にある107cells/mlの 菌液を1白 金耳接種 して カバ

ーグ ラスで被 い,培 養2時 間後 に位相差顕微鏡下で その

形態を観察 した。

6.　 自然耐性菌 出現頻度

E.COIi,K,Pneumoniaeお よびイン ドール 陰性,

陽性Proteus菌 の標準菌株お よび臨床分離株 をTSB

にて37℃,18～20時 間前培 養 して 得 られる 菌液 を原液

のまま,お よび1/10,1/100に 希釈 した菌液 とし,各 菌

に対す る10MICの 薬剤濃度を含有せ しめたHIA培

地上に0.5mlず つ塗 りひろげ,37℃,48時 間培養 し

たのちに生 じた コロニー数を測定 し,菌 原液1m1あ た

りの耐性菌の出現頻 度を算定 した。

実 験 結 果

1.　 抗菌スペク トラム
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Table 1 Antibacterial spectrum of cinoxacin, nalidixic acid and pipemidic acid 

Inoculum size: 106 cells/ml

Medium: Sensitivity test agar (STA) * STA with 5 % horse serum
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Table 2 Antibacterial spectrum of cinoxacin, nalidixic acid and pipemidic acid 
Inoculum size: 108 cells/ml

Medium: Sensitivity test agar (STA) * STA with 5 % horse serum
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Table 3 Antibacterial spectrum of the major cinoxacin metabolite

Medium: Sensitivity test agar (STA)

グ ラム 陽性 菌20株 お よ び グ ラム 陰性 菌23株 に 対す る

CINXの 抗 菌 力 をNAお よ びPPAと 比 較 した成 績 は

Table1, 2に 示 した とお りで あ る。108 cells/mlの

接 種 菌 量 時 に お い て はCINXは グ ラム 陽性 菌 の うち

Bacillusの み に 感 受 性 を 示 し,そ のMIC値 は12.5～

25.0μg/mlで あ っ た 。S.aureusに 対 して はNAお

よ びPPAの み が 比 較 的弱 い感 受 性 を示 した。

CINXは 大 部 分 の グ ラム 陰性 菌 に 対 して 強 い 抗 菌 活

性 を示 した。 各菌 種 毎 のMIC値 をみ る とE.coliに

対 して は臨 床 由来 の耐 性 菌 を 除 い て1.56～6.25μg/ml,

K.pneumoniaeに 対 し3.13μg/ml,Sltfgellaお よ

びSalmonellaに 対 し3.13μg/ml,Proteus spp.お

よ び 他 の腸 内細 菌 類 に 対 して は6.25～12.5μg/mlで

あ っ た。P.aeruginosaに 対 して はCINXは 抗 菌 力

を示 さ な か っ た 。 これ ら グ ラ ム陰 性 菌 に 対 す るCINX

の 抗 菌 力 はNAの それ と 同程 度 で あ っ たがPPAと 比

較 す る と2～4倍 劣 って い る成 績 が 得 られ た 。

次 にCINXの 代 謝 物M-Cinoxacin(MCINX)に つ

い て グ ラ ム陽 性 菌2株,グ ラ ム陰 性 菌10株 に 対 す る抗

菌 力 を測 定 した 。 そ の結 果Table3に 示 す よ うに 本 代

謝 物 は 全 く抗 菌 活 性 を 示 さな か った 。

2. 臨 床 分 離 株 に対 す る感 受 性 分 布

臨 床 的 に分 離 され たE.coli200株,Ｋ.pneumoniae

195株,P mirabilis40株,イ ン ドー ル 陽性Proteus

112株,Enterobacter67株,C.freundii40株,S.

marcescen340株 お よ びS.mreus40株,合 計734株

に対 す るCINXの 感 受 性 分 布 をNAお よ びPPAと

比 較 した。 そ の結 果 はFig.2～12に 示 した 。

(a) E.coli200株

接 種 菌 量 が108cells/mlの 場 合CINXは3.13～6.25

μg/mlに ピー クを有 す る感 受 性 の 分 布 を示 した 。 対照

剤 の うちNAはCINXと 同 様 に3.13～6.25μg/ml

の ピー クを 示 した が,PPAは1.56～3.13μg/mlの ピ

ー クを 示 した 。 ま た106cells/mlの 場 合CINXお よ

びNAは と もに3.13μg/mlの ピー クを示 した の に 対

しPPAは1.56μg/mlで あ っ た(Fig.2)。

(b) K.pneumonoae 195株

接 種 菌 量 が108cells/mlの 場 合,CINXお よ びNA

は と もに6.25～12.5μg/mlの 感 受性 ピー クを 示 した

の に 対 しPPAは3.13μg/mlで あ っ た。106cells/ml

の 場 合 に はCINXお よびNAは と もに6.25μg/ml

の ピー クを 示 した の に 対 しPPAは3.13μg/mlで あ

っ た(Fig.3)。

(c) P.mirabilis40株

接 種菌 量 が108cells/mlの 場 合,CINXお よ びNA

の 感 受 性 ピー クは と もに25μg/mlで あ った の に対 し

PPAは6.25μg/mlで あ っ た 。 ま た106cells/mlの

場 合CINXお よ びNAは12.5μg/ml,PPAは3.13

μg/mlの そ れ ぞ れ ピ ー クを示 した(Fig.4)。

(d) イ ン ドール 陽 性Proteus112株

P.vulgaris40株 に 対 して は108cells/mlの 接 種 菌

量 の 場合CINXの 感 受 性 の ピ ー クは12.5μg/mlで あ

っ た の に対 しNAは12.5～25μg/ml,PPAは6.25

μg/mlで あ っ た。106cells/mlの 場 合CINXお よび
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Fig. 2 Sensitivity distribution of clinical isolates 
E. coli (200 strains)

NAは と もに6.25～12.5μg/ml,PPAは3.13μg/

mlを 示 した(Fig.5)。

P.rettgeri 32株 に対 して は108cells/mlの 場 合

CINXの 感 受性 は6.25～100μg/mlの 幅 広 い 分 布 を

示 した 。 これ に 対 しNAは3.13～50μg/ml,PPAは

1.56～25μg/mlの それ ぞ れ 同様 に幅 広 い感 受 性 の分 布

を示 した(Fig.6)。

P.inconstans 40株 に対 して は108 cells/mlの 場

合CINXは12.5～25μg/mlの 感 受 性 の ピ ー クを示 し

た の に対 しNAお よ びPPAは と もに12.5μg/mlで

あ っ た(Fig.7)。

(e)　 Enterobacter 67株

E.aerogenes 28株 に対 す るCINXの 感 受性 ピー ク

は108 cells/mlの 場 合NAと 同 じ く123.5～25μg/ml

を 示 した がPPAは12.5μg/mlで あ っ た(Fig.8)。

E.cloacae 39株 に 対 してCINXは12.5μg/mlお

よび50μg/mlの2峰 性 の ピ ー クを示 した がNAは

12.5～25μg/ml,PPAは3.13～6.25μg/mlで あ っ

た(Fig.9)。

Fig. 3 Sensitivity distribution of clinical isolates 
K. pneumoniae (195 strains)

(f)　 C.fremdii40株

108 cells/mlの 場 合CINXの 感 受 性 ピ ー クは6.25～

12.5μg/mlで あ っ た の に対 しNAは12.5μg/ml,

PPAは3.13μg/mlを 示 した(Fig.10)。

(g)　 S.marcescens 40株

108cells/mlの 場 合CINXの 感 受 性 は12.5～>100

μg/mlの 幅 広 い 分 布 を 示 した の に 対 しNAは6.25～

>100μg/ml,PPAは3.13～>100μg/mlの そ れ ぞ

れ 幅 広 い 分 布 を 示 した(Fig.11)。

(h) 8.aureuε40株

108cells/mlの 場 合CINXは 大 部 分 の 菌 株 に 対 し

>100μg/mlの 耐 性 を示 した。 一 方NAは100μg/

m1,PPAは50～100μg/mlの 感 受 性 の ピー クを 示 し

た(Fig.12)。

以 上 の 各臨 床 分 離 株 に対 す る感 受 性 分 布 の 成 績 か ら明

らか な よ うに抗 菌 活 性 で はPPAが 最 も す ぐれ て お り

CINXお よ びNAに 比 べ る と総 じて2～4倍 強 い抗 菌

力 を 示 した 。

CINXの 各臨 床 分 離株 に 対 す る 累 積感 受 性 分布 に つ
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Fig. 4 Sensitivity distribution of clinical isolates 

P. mirabilis (40 strains)

いて108cells/mlの 接種菌量の場合をFig.13に,

106cells/mlの 場合をFig.14に それ ぞれ 総括 して示

した。MIC分 布か らみ るとE.coliが 最 も低濃度域 に

あ り80%の 菌株が6.25μg/ml以 下 のMIC値 を示 し

た。 またP.mlgaris,K.pneumoniaeお よびC.

freundiiで は70%の 菌株が12.5μg/ml以 下のMIC

値 を示 した。 グ ラム陰性菌 中ではS.marcescensの 感

受性が最 も劣っていた。

3.　 抗菌 力におよぼす諸因子 の影響

6種 の標準菌株 を 使 用 し接種菌量,培 地種類,培 地

pHな らびに馬血清添加の抗菌力 にお よぼす影響 につい

てCINXとNAと を比較 した。

接種菌量 の増 加による抗菌 力の変動についてはTSB

を用 いた液体希釈 法によ り検討 したがCINX,NAと

もに一部 の菌株 において1/2程 度抗菌 力が低下する こと

を認 めただけで大 きな影響は受けなかった(Table4)。

培地 種類の影 響について液体希 釈法で検討 した成績 で

はCINXの 場 合,培 地間における抗菌 力の変動が全 く

認め られなかったのに対 し,NAで は一 部の菌株 に2～

Fig. 5 Sensitivity distribution of clinical isolates 
P. vulgaris (40 strains)

4倍 程度の幅で抗菌力に差異のあ ることが認め られた。

寒天希釈法で検討 した成績ではCINXの 場合各試験菌

株に対 してはNTA培 地での抗 菌力が最 も強 く,他 の

培地では2～4倍 劣ってい ることが認め られた。NAの

場合 には菌株毎 に感 受性 の高 い培地の種類が異 なってお

り,い ずれ も他の培地 との間に2～4倍 の抗菌 力の変動

のあるこ とが認 め られ た(Table5)。

培地pHの 影響 につ いてはTSBを 用 いた希釈 によ

り検討 したがCINXお よびNAは ともに培地pHが

8以 上の 場合には 抗菌力 の低下 す るこ とが 認 め られた

(Table6)。

馬血清添加の影響につ いては 同 じくTSBを 用 いた

希釈法 によ り検討 した。CINXお よびNAの 抗菌力は

10%添 加では全 く影響 されないが50%で は と もに1/2

～1/4に 抗菌力の低下す ることが 認め られた(Table

7)。

次 に4種 の臨床分離株を試験菌 とし,CINX,NAお

よびPPAの 抗菌力にお よぼす培 地種類の影響を別途に

検討 した。すなわち5種 類の培地をえ らび寒天希釈法に
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Fig. 6 Sensitivity distribution of clinical isolates 
P rettgeri (32 strains)

Fig. 8 Sensitivity distribution of clinical isolates 

E. aerogenes (28 strains)

Fig. 10 Sensitivity distribution of clinical isolates 
C. freundii (40 strains)

Fig. 7 Sensitivity distribution of clinical isolates 
P. inconstans (40 strains)

Fig. 9 Sensitivity distribution of clinical isolates 
E. cloacae (39 strains)

Fig. 11 Sensitivity distribution of clinical isolates 
S. marcescens (40 strains)
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Fig. 12 Sensitivity distribution of clinical isolates 
S. aureus (40 strains)

よ り108cells/mlの 接種菌量時におけ る3剤 の感受性

分布を もとめ,抗 菌 力の順位 を指標 と して各培地間で比

較 した。

E.coli22株 においてはFig.15に 示す ようにHIA

培地,STA培 地お よびTSA培 地 を使用 した場合 の3

剤の抗菌力はPPA>CINX=NA,MHA培 地では

PPA>NA>CINXの 順位 とな りいずれ も抗菌力におい

てPPAが 優位であ ったが,NTA培 地 のみ はFPA=

CINX=NAと な り3剤 間に抗菌 力の差異 が認め られな

か った。Pmirabilis 22株 の場合はFig.16に 示す よ

うにHIAお よびSTA培 地においてPPA>CINX=

NA,NTAお よびTSA培 地においてPPA>CINX

>NA,MHA培 地においてPPA>NA>CINXと な

りいずれの培地において もPPAの 抗菌力がす ぐれてい

た。P.uulgaris 22株 の場合 にはFig.17に 示すよ う

に,HIA培 地ではPPA>NA=CINX,STA培 地で

Table 4 Effect of inoculum size on antibacterial activity of cinoxacin and nalidixic acid

Medium : Trypto-soy broth (TSB, Eiken) 
* Inoculum size : Final population in TSB

Table 5 Effect of media on antibacterial activity of cinoxacin and nalidixic acid

Media: TS=Trypto-soy (Eiken) MH=MUELLER-HINTON (Eiken) 

HI=Heart infusion (Eiken) NT=Nutrient (Eiken) 

Inoculum size: 106 cells/ml (Final population)
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Table 6 Effect of medium pH on antibacterial activity of cinoxacin and nalidixic acid

Medium: Trypto-soy broth (Eiken) 

Inoculum size: 106 cells/ml (Final population)

Table 7 Effect of horse serum on antibacterial activity of cinoxacin and nalidixic acid

Medium: Trypto-soy broth (Eiken) 

Inoculum size: 106 cells/ml (Final population)

はPPA=NA>CINXと な りPPAの 抗菌力がす ぐれ

ていたがNTA,MHAお よびTSAの 各培地 では

PPA=NA=CINXと な り3剤 間の抗菌力に特に差異が

認 められ なか った。p.inconstans 22株 の 場合 に は

Fig.18に 示す ようにSTA培 地ではPPA>CINX=NA

とな りPPA優 位の抗菌力順位を示 したが,HIA培 地

ではPPA=CINX=NA,MHA培 地ではNA>PPA

=CINXと な りPPAとCINXと の抗菌力に差異が

認め られず,NTA培 地ではCINX=NA>PPA,TSA

培地ではNA>CINX>PPAと な りCINXの 抗菌力

がPPAよ り若干優位 となる結果が得 られた。

以上の成績か らこれ ら臨床分離株 に対す る3剤 の抗菌

力 を培地 間で比較 した場合,STAま たはHIA培 地に

お けるPPAの 抗菌 力は概 してCINXお よびNAよ

りも2～4倍 強い とい う成績 を示 したのに対 し,他 の培

地ではE.coliお よびイン ドール陽性Proteusに おい

て これ ら3剤 の抗菌力順位 に変化が生 じ,特 にNTA培

地 に その 傾 向が 著 しく,p inconstansに 対 しては

CINXの 抗菌力がPPAの それ よ りも若干勝 って いる

ことが認め られた。

また特にCINXに つ いて 培地間 におけ る抗菌力の差

異を,各 臨床 分離菌 種 ごとに 感受性分布 か ら比較す る

と,E.coliで はNTA培 地,P.mirabilisで はNTA,

MHAお よびTSA培 地,P.mlgarisで はNTAお

よびMHA培 地,P.inconstansで はNTA培 地を

用いた場合が,そ れぞれその他の培 地における よりも2

倍程度す ぐれた抗菌力を示す結果が得 られた。

次にCINX,NAお よびPPAの 抗菌 力におよぼす

培地pHの 影響について同 じく臨床分離株を試験菌 と

して使用 しMIC値 の ピー クを指標 として比較 した。

E.coli22株 にお いてはFig.19,Puulgaris22株

にお いてはFig.20に それ ぞれ示す よ うに,CINXお
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Fig. 13 Sensitivity distribution of clinical isolates to cinoxacin

Fig. 14 Sensitivity distribution of clinical isolates to cinoxacin
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Fig. 15 Effect of media on antibacterial activity 
of cinoxacin, nalidixic acid and pipemidic 
acid 
E. coil (22 strains)

NTA (Eiken)

MHA (Eiken)

HIA (Eiken)

STA (Eiken)

TSA (Eiken)

よびNAは ともに アル カ リ側で抗菌力が低下す るのに

対 し,PPAで は逆に酸性側で抗菌力の低下す ることが

認め られた。

4. 殺 菌 作 用

(a) 生菌数にお よぼす影響

対数増殖期のE.coli NIHJ JC-2をTSBに て培

養 しCINX,NAお よびPPAを 作用させた場合の殺

菌 作用について生菌数の変化を経時的に検討 した成績は

Fig.21に 示 した通 りである。 この液体希釈 系列におけ

Fig. 16 Effect of media on antibacterial activity 
of cinoxacin, nalidixic acid and pipemidic 
acid 
P. mirabilis (22 strains)

NTA (Eiken)

MHA (Eiken)

HIA (Eiken)

STA (Eiken)

TSA (Eiken)

る各薬剤のMICはCINXお よびNAが ともに12.5

μg/ml,PPAは6.25μg/mlで あった。 これ ら の

MICを 基準 として 各薬剤 の 殺菌作用 を 比較 す ると,

CINXの 場合4MIC濃 度では約2時 間後,2MICお

よびMIC濃 度で は4時 間後 にいずれ も殺菌率が99.9

%に 達 し再増 殖は 認 め られ なか った。 また1/2～1/4

MIC濃 度 にお いては4時 間 まで生菌数が減少 したが6

時 間以後 には再増殖が認 め られ た。NAで は4～2MIC

濃度 およびMIC濃 度 にお いて4時 間後 に 殺 菌 率 が
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Fig. 17 Effect of media on antibacterial activity 
of cinoxacin, nalidixic acid and pipemidic 
acid 
P vulgaris (22 strains)

NTA (Eiken)

MHA (Eiken)

HIA (Eiken)

STA (Eiken)

TSA (Eiken)

99.9%に 達 し再増殖 は認 め られなかった。また1/2MIC

濃度では6時 間 まで生菌数の減少が認 め られた。PPA

の場合には4MIC濃 度では約2時 間で ほぼ99.9%,

2MIC濃 度で は4時 間,MIC濃 度では6時 間 後にい

ず れ も99.9%以 上の殺菌率 を示 し,1/2MIC濃 度で

は6時 間 まで生菌数が減少 した。

(b)　 増殖曲線にお よぼす影響

Biophotometerを 使用 し,E.coli NIHJ JC-2の

TSB培 地におけ る対数増殖期途上に各薬剤を添加 して

Fig. 18 Effect of media on antibacterial activity 
of cinoxacin, nalidixic acid and pipemidic 
acid 
P. inconstans (22 strains)

NTA (Eiken)

MHA (Eiken)

HIA (Eiken)

STA (Eiken)

TSA (Eiken)

増殖曲線に対す る影響 を検討 した 結果はFig.22に 示 し

た とお りである。増殖曲線の推移を基準MICか ら比較

する とCINX(MIC=3.13μg/ml)添 加後の増殖曲線

は25μg/ml,す なわち8MIC濃 度以上に よって降下

を示 し再増殖は認め られなかった。 これに 対 しCINX

と同 じMIC値 を示 したNAで は50μg/ml,す なわ

ち16MIC濃 度,ま たPPA(MIC=1.56μg/ml)

で は12.5μg/ml,す なわち8MIC濃 度 以上 の添 加に

よって それぞれ増殖 曲線 の降 下す ることが認 め られた。
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Fig. 19 Effect of medium pH on antibacterial activity of cinoxacin, 
nalidixic acid and pipemidic acid 
E. coli (22 strains)

HIA: Heart infusion agar (Eiken) 
NTA: Nutrient agar (Eiken) Inoculum size

108 cells/ml•\

106 cells/ml------------

Fig. 20 Effect of medium pH on antibacterial activity of cinoxacin, 
nalidixic acid and pipemidic acid 
P. vulgaris (22 strains)

HIA: Heart infusion agar (Eiken) 
NTA: Nutrient agar (Eiken) Inoculum size

108 cells/ml•\

106 cells/ml------------

5.　 薬剤作用菌 の形態変化

CINX,NAお よびPPAをE.coli NIHJ JC-2に

対 しSTA培 地上 で50～0.39μg/mlの 濃度で2時 間

作用 させた 場合の 形態変化 を 位相差顕微鏡下で 観察 し

た。Photo 1,2に 示す ように これ ら3剤 の作用に よっ

て生 じる菌の形態変化の像はすべて同一であ った。す な

わち作用濃度の高低に順 じて菌細胞のcytoplasmの 一

部が欠損 した と推 定されるvacuolation像 か ら,菌 細



60 CHEMOTHERAPY AUG. 1980

Fig. 21 Bactericidal activity of cinoxacin, nalidixic acid and 

pipemidic acid on E. coli NIHJ JC-2

Fig. 22 Influence of cinoxacin, nalidixic acid and 

pipemidic acid on the growth curve of 
E. coli NIHJ JC-2

Fig. 23 Morphology of E. coli treated with 

cinoxacin, nalidixic acid and pipemidic 

acid 

Inoculum: One loopful of 107 cells/ml 

Medium: Sensitivity test agar 

MIC: CINX 3.13 ƒÊg/ml NA 3.13 ƒÊg/ml 

PPA 1. 56 pg/ml
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Photo.1 Phase contrast photomicrographs of E.coli NIHJ JC-2

Treatment :CINX,2 hours on sensitivity test agar

MIC :3.13 ƒÊg/ml
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Photo. 2 Phase contrast photomicrographs of E.coli NIHJ JC-2 

Treatment : NA and PPA, 2 hours on sensitivity test agar 

MIC: NA 3.13 ƒÊg/ml PPA 1.56 ƒÊg/ml

NA 25 ƒÊg/ml

NA 6.25 ƒÊg/ml

NA 1.56 ƒÊg/ml

PPA 25 ƒÊg/ml

PPA 6.25 ƒÊg/ml

PPA 1.56 ƒÊg/ml

胞が長軸方 向に伸長 したfilament像 へ と変化 する こと

が認 め られた。 これ らの 形態変化 を各 薬 剤 毎 に107

cells/ml接 種時のMICを 基準 に して 比較す る と,

Fig.23に 示す よ うにCINX(MIC=3.13μg/ml)の

場合 には50μg/ml,す なわち16MIC濃 度作 用下 で

は菌 はvacuolation像 のみを示 し,8MIC～MIC濃 度

で はvacuolation像 とfilament像 とが混在 し,1/2

MIC濃 度 ではfilament像 のみを示 し,1/4MIC濃

度で はきわ めて小数の菌が正常形態に復帰 した。 これ に

対 しNAで はCINXと 同 じMIC値 を示す に もかか

わ らずMIC濃 度ではfilament像 のみ とな り,1/4

MIC濃 度ではすべて正常形態を示 した。またPPAで

はMICと 形態変化濃度 との関係はCINXと 同 じパタ

ーンを示 した。

6.　 自然耐 性菌出現頻 度

E.coli,Kpneumoniaeお よびProteus spp .の 標

準菌株および臨床分離株 の一部 につ いてCINX,NA

お よびPPAに 対す る自然耐性菌の出現頻度 を10MIC

を選択濃度 として検討 した成績 はTable7に 示 した とお

りである。E.coliに おいては3剤 のいずれに対 して も
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Table 8 Frequency of natural resistant mutants to cinoxacin, 

nalidixic acid and pipemidic acid

* Clinical isolates

耐性菌の出現は認め られなか った。K.pneumoniaeに

おいてはNAお よびCINXに 対 して耐性菌の出現が

低頻 度に認め られた。Proteus spp.に おいてはCINX

お よびNAに 対 し比較的高頻度に耐性菌が出現 したが

特にP.inconstansに その傾 向が著 明で あった。 これ

ら自然耐性 菌の出現頻 度を3剤 間で比較す るとPPAに

対 して最 も少な く,CINXとNAと はほぼ同頻度であ

った。

考 察

キノ ロンカルボン酸系抗菌 剤については一般 に培 地種

類お よび培地PH等 の抗菌 力にお よぼす影 響が大 きい

と考 え られ ている。今 回我 々がE.coliお よびイン ド

ール陰,陽 性Proteusの 臨床 分離株を用いてCINX,

NAお よびPPAの 抗菌力 に対す る培地種類 の影響 を

感受性の累積分布 につ いて検討 した成績か らは次の よ う

な興味 ある知見が得 られた。す なわちこれ ら3剤 の抗菌

力の順位を指標 として比較す ると化学療法学会標準法に

よるRIA培 地またはSTA培 地を使用 した場合には

いずれの菌種の場合に もPPAの 抗菌 力はCINXに 比

べ る と2～4倍 す ぐれてい るとい う結果が得 られたのに

対 し,E.coliお よび イン ドール陽性Proteusに おい

ては他の培 地の うち特にNTA培 地を使用 した場合に

PPA優 位 の抗菌 力順 位に顕 著な変化の生 じることが認

め られた。 すなわちNTA培 地 を使用 した場合E.coli

お よびP.vulgarisに 対 してはCINXの 抗菌 力が

PPAと ほ とん ど同一 とな り,P.imonstansに 対 して

はCINXの 抗菌力がPPAよ りも若干す ぐれている結

果 が得 られた。 これは各菌種 に対す る感受性分布か らみ

てNTA培 地におけ るCINXの 抗菌 力がHIA培 地 また

はSTA培 地 よ りも常 に2倍 程度強化 され ているこ とに

よる もの と考 え られ るが,NAお よびPPAで はNTA

培 地における抗菌 力 とHIAま たはSTA培 地 にお け

る抗菌力 との間に特 に顕著 な差異は認 められ なか った。

またCINXに は培地pHが アルカ リ側 になると抗菌

力が低下す る性質の あるこ とか ら,NTA培 地(pH

7.0)に み られ る 本剤の 抗菌力 の 強化現象が 他の 培地

(pH7.3～7.4)と のpH値 の差に起因 して いること

も考え られ る。 しか しなが ら 実験結果に 示 した よ うに

E.coliお よびP.vulgarisの 臨床 分離株の感受性分布

につい てpH7.0に 調製 したHIA培 地 とNTA培 地

とを比較 した場合,明 らかに後者におけ る感受性の方が

高い結果が 得 られた。 従 ってNTA培 地 の組 成 分 が

CINXの 抗菌力を強化す る作用を有す る可能性が大で あ

る。 この ようにCINXに 対す るグラム陰性菌の感受性

がNTA培 地 で高まる ことについてはKURTZ等8)に

よって も報告 されてい る。以上の知見か らキノロンカル

ボ ン酸系抗菌剤のin vitro抗 菌力は測定用培地の種類

に よっては意外に複雑な応答を示す もの といえ よ う。

E.coliに 対する殺菌 作用について生菌数の経時変化

を検討 した結果CINXの 殺菌作用は4MIC濃 度 にお け

る殺菌作用時間が早 く,か つ1/4MIC濃 度 にお いて

も生菌数の減少が認め られた ことか らみて 同 じMIC値

を示すNAよ りは若干す ぐれてい ると考え られ る。 さ
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らにBiophotometerに よ る薬 剤 添 加 後 の 増 殖 曲 線 の 推

移 か ら も同 様 の 結 果 が 得 られ た。CINXの 殺 菌 作 用 に つ

い て はGIAMARELLou等9)も.E. coliお よ び イ ン ドー

ル 陰,陽 性Proteusを 用 い て90%killingに 要 す る

MBCを 比 較 した結 果NAの 殺菌 作 用 よ り もす ぐれ て

い る こ とを報 告 して い る。

CINXの 尿 中 代 謝 物13)で あ るM-Cinoxacin,す な わ

ち1-ethyl-1,4-dihydro-7-hydroxy-6-methoxy-4-

oxo-3-cinnoline carboxylic acidに つ い て は全 く抗 菌

活性 を 示 さ な い こ とが 認 め られ た 。

 以 上 の諸 成 績 か らみ てCINXのin vitro抗 菌 作 用

はNAと ほ とん ど同等 で あ る こ とが 明 らか とな っ た。 し

か しな が らCINXの 特 性 と してWICK等6),HoLMES

等14),お よ び松 浦 等15)は 本 剤 投 与 後 の 血 中,尿 中 濃 度

が きわ め て高 い こ と を報 告 して お り,こ れ に よ って 本 剤

のin vivo抗 菌 活 性 がNAよ り もす ぐれ て い る こ とを

認 め て い る。 従 っ て,尿 路 感 染 症 に対 す るCINXの 治

療 効 果 は 十 分期 待 さ れ る もの と考 え る。

謝 辞

本研究において多大の御協力をいただいた当研究所の砂川則

雄,山 本喜代衣の両氏に深謝いたします。

文 献

1) LESHER, G.Y.; E.J. FROELICH, M.D. GRUETT, 

J.H. BAILEY & R. P. BRUNDAGE: 1, 8-Naphthyridine 

derivatives. A new class of chemotherapeutic 

agents. J. Med. Pharm. Chem. 5: 1063•`1065, 1962 

2) TURNER, F.J.; S. M. RINGEL, J. F. MARTIN, 

P. J. STORINO, J. M. DALY & V. S. SCHWARTZ: 

Oxolinic acid, a new synthetic antimicrobial agent. 

I. In vitro and in vivo activity. Antimicr. Agents

& Chemoth. 475•`479, 1967. 

3) SHIMIZU, M.; S. NAKAMURA & Y. TAKASE: 

Piromidic acid, a new antibacterial agent. 

Antibacterial properties. Antimicr. Agents & 

Chemoth. 117•`122, 1970.

4) SHIMIZU, M.; Y. TAKASE, S. NAKAMURA, H. 

TAKASE, A. MITANI, K. NAKATA, S. INOUE, M. 

ISHIYAMA & Y. Kuso: Pipemidic acid, a new 

antibacterial agent against Pseudomonas aeruginosa. 

In vitro properties. A ntimicr. Agents & Chemoth. 

8: 132•`138, 1975

5) 井沢昭雄, 木崎容子, 入江健二, 江 田靖子, 小松敏

昭, 並木信重郎, 水谷 卓, 長手尊俊, 神群邦男, 大村貞文:

新化学療法剤AB-206の 抗菌作用。 Chemotherapy 26.

Suppl. 4: 48•`59, 1978 

6) WICK, W. E.; D. A. PRESTON, W. A. WHITE & 

R. S. GORDEE: Compound 64716, a new synthetic 

antibacterial agent. Antimicr. Agents & Chemoth. 

4: 415•`420, 1973 

7) LUMISH, R. M. & C. W. NORDEN: CillORaCin: 

In vitro antibacterial studies of a new synthetic 

organic acid. Antimicr. Agents & Chemoth. 7: 

159•`163, 1975 

8) KURTZ, S. & M. TURCK: In vitro activity of 

cinoxacin, an organic acid antibacterial. Antimicr. 

Agents & Chemoth. 7: 688•`692, 1975 

9) GIAMARELLOU. H. & G. G. JACKSON: Antiba-

cterial activity of cinoxacin in vitro. Antimicr. 

Agents & Chemoth. 7: 688•`692, 1975 

10) JONES R. N. & P. C. FucHs: In vitro antimi-

crobial activity of cinoxacin against 2,968 clinical 

bacterial isolates. Antimicr. Agents & Chemoth. 

10(1): 146•`149, 1976 

11) GORDON, R. C.; L. I. STEVENS, C. E. EDMISTON 

& K. MOHAN: Comparative in vitro studies of 

cinoxacin, nalidixic acid and oxolinic acid. 

Antimicr. Agents & Chemoth. 10: 918•`420, 1976

12) MIC測 定法改訂委員会: 最小 発育 阻止 濃度 (MIC)

測定法改訂 について。 Chemotherapy 22: 1126～ll28,

1974

13) 坂野俊行, 増田佐智子, 天 野為之: Cinoxacin投 与

ヒト尿 中代謝物 の定量法。 Chemotherapy 28 (S-4): 139

～142, 1980

14) HOLMES, D. H.; P. W. ENSMINGER & R. S. 

GORDEE: Cinoxacin Effectiveness against 

experimental pyelonephritis in rats. Antimicr. 

Agents & Chemoth. 6(4): 432•`436, 1974

15) 松 浦 真 三 ・三 和 秀 明 ・深 尾 孝: cinoxacinのin

vivo抗 菌 作 用 。 Chemotherapy 28 (S-4): 66～72, 1980



VOL.28 S-4 CHEMOTHERAPY 65

IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF CINOXACIN

KATSUYA TAWARA, TADASHI YOSHIDA, MORIO TAKEMA 

and KIYOSHI MOTOKAWA 

Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.

The in vitro activity of cinoxacin, a new synthetic organic acid with a cinnoline as its basic ring 

structure, was compared with that of nalidixic acid and pipemidic acid. 

Cinoxacin showed effective in vitro activity against members of the family Enterobacteriaceae, 

but negligible activity against Pseudomonas aeruginosa and gram-positive cocci. The antibacterial 

activity of cinoxacin was similar to that of nalidixic acid, but slightly lower than that of pipemidic 

acid. 

Minimal inhibitory concentrations of cinoxacin were determined by agar dilution method for 734 

clinical isolates of 11 species of pathogenic bacteria. Escherichia con was the most susceptible group 

of organisms. Eighty percent of the isolates were inhibited by 6.25 ƒÊg/ml of cinoxacin with inoculum 

of 108 cells per ml. Seventy percent of Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae and Citrobacter 

freundii were inhibited by 12.5 ƒÊg/ml. 

Most strains of Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris and Proteus inconstans were 

found to be more susceptible to cinoxacin in Nutrient agar than in other media. 

Cinoxacin showed bactericidal effect at minimal inhibitory concentration against E. coli in broth 

dilution test. Relative to nalidixic acid, cinoxacin showed slightly greater bactericidal activity.


