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AM-715に 関する細菌学的検討

伊 藤 明 ・平井 敬二 ・井上 松久 ・三 橋 進

群馬大学医学部微生物教室

群馬大学医学部耐性菌研究施設

1.AM-715は,グ ラム 陽性,グ ラム 陰性 菌 群 に対 して強 い抗 菌 力 を示 した。 特 に,NAが ほ とん

ど無 効 で あ っ たP3eudomonas aeruginosa,Stophylococcus aureus,Streptococcus pyogenesに 対 し強 い

抗 菌 作用 を有 し,P.aeruginosaに 対 す る抗 菌 力 は,GMよ り強 い もの で あ った。

2.AM-715は,NA耐 性 菌 に対 して も強 い 抗 菌 力 を示 し,NAと の 間 に は完 全 な交 叉 耐 性 を示 さ

な い こ とが特 徴 で あ った。

3.AM-715は,MIC以 上 の濃 度 で 強 い殺 菌 作 用 を示 し,そ の 作用 は接 種 菌量 に よ る影 響 をほ と

ん ど受 け な か った 。

4.AM-715は,マ ウス実 験 感 染 に お い て,経 口投与 で良 好 な 治 療効 果 を示 し,そ の効 果 はNA,

PPA,MLXよ り優 れ て い た。

AM-715(1-ethyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-

piperazinyl)-3-quinolinocarboxylic acid)は,杏 林 製 薬

株 式 会 社 に お いて 合 成 され た新 キ ノ リン系 合成 抗 菌 剤 で

あ る。今 回,臨 床 分 離 株 に対 す るAM-715のin vitroお よ

びin vivo抗 菌 作 用 を,nalidixic acid(NA)1),pipemidic

acid(PPA)2),お よびmiloxacin(MLX)3)と 比 較 検 討 し

た の で,そ の成 績 を報 告す る。

I.　実 験 材 料 お よ び方 法

使 用 薬 剤

AM-715は 杏 林 製 薬,NAは 第一 製 薬,PPAは 大 日本

製 薬,MLXは 住 友化 学,gentamicinは 塩 野 義製 薬 か ら

分 与 を受 け た。

使 用菌 株

標 準菌 株 お よび各 種 病巣 由来 細 菌(約2,000株)は 群馬

大学 微 生 物 教 室 保 存 株 を用 い た。

培 地

Heart infusion agar(HIA,栄 研),Brain heart infusion

agar(BmA,Difco),Antibiotic medium 3 broth(AMB,

Difco),1%ペ プ トン水(ポ リペ プ トン10g:NaCl 5g:

蒸 留 水1000ml)を 用 い た 。な お,Haemophilus influenzae

用 培 地 と して,100μgのHemine,20μgの β-Nicotin-

amide adenine dinucleotide含 有 のBHIA(10ml)を 用

い た 。

最 小 発育 阻 止 濃 度(MIC)測 定

37℃,18時 間 培 養 した菌 液 を1%ペ プ トン水 に て 適 宜

希 釈 し,菌 数108お よび106cells/mlと した 後,そ の1

白金耳を2倍 希釈系列の薬剤を含むHIA培 地 に接種 し,

37℃,18時 間培養後にその最小発育阻止濃度(MIC)を

判定した。この際,Streptococcus pyogenesに はBHIA

平板,Haemophilus infiuenzaeに は上記培地をそれぞれ

使用し,.Pseudomonas aeruginosaの 前培養液 には,1%

ペプ トン水中に0.4%のKNO3を 加 えたものを用いた。

以上,日 本化学療法学会標準法4)に準じて行なった。

殺菌効果測定

a)増 殖曲線に及ぼす影響

AMB,37℃,18時 間培養菌液をAMBで103cells/ml

に希釈し,振 盪培養を行ない,振 盪培養2時 間後,MIC

値前後の薬剤を添加 し経時的に生菌数を測定した。

b)最 小殺菌濃度(MBC)の 測定

1菌 種にっき25株 を用い,AMBで37℃,18時 間培養

した菌液を希釈 し,2倍 希釈系列の薬剤を含むAMB中

に,接 種菌量が約104cells/mlと な るように接種した。

37℃,18時 間培養後,肉 眼で濁度を判定し,濁 度の全く

ないところをもってMICと した。MIC以 上の濃度 の

チューブから薬剤を含まないHIAに1白 金耳ず つ接種

し,37℃,18時 間培養後生菌の有無を判定 した。生菌の

全くないところをもってMBCと した。

50%菌 発育阻止濃度(ID50)の 測定

1%ペ プ トン水で前培養 した菌液を希釈 して約300個

の菌を種々の濃度の薬剤を含むHIA平 板 に接種し,37

℃
,18時 間培養後,各 平板上のコロニー数を測定した。

ID50値 は,加 藤ら5)の方 法によって算出した。

マウス感染治療実験
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ICR系 雄 マ ウス19±1gを,1薬 剤 濃度 あ た り,1群

15～30匹 使 用 した。 試 験 菌 に は,E.coll ML4707,K.

pneumoniae GN6445,P.aeruginosa GN11189,S.mar-

cescens GN7577,S.aureus SMITHを 用 い,マ ウ ス腹 腔 内

に感 染 させ,薬 剤 を,E.coli ML4707,K.pneumoniae

GN6445で は,感 染 直 後 お よび6時 間 後 に,経 口投 与 し,

他 の菌 株 は,感 染 直 後 お よび4時 間 後 に経 口投 与 した。

なお,E.coli ML4707,K.pneumoniae GN6445は 生 理

食 塩 水 で菌 液 を鯛 製 した が,他 の 菌株 は5%mucinを 含

むBHI bTothに 懸 濁 し用 い た。 感 染7日 後 の生 存 率 か

らLITCHFIELD-WILCOXOn法6)に 基 づ き,ED50値 お よび

95%信 頼 限 界値 を求 め た。

II.　 実 験成 績

1.　 標 準 菌 株 に対 す る抗 薗 力

AM-715の 標 準 菌 株 に対 す る抗 菌 力 を 他 のNA系 薬

剤 を対 照 薬 と して 比較 検 討 した 。 そ の結 果 をTable 1に

示 した。

グ ラム陽 性 薗 群 のS.aureus 3株 で は.AM-715の

MICは0.2～1.56μg/ml,PPAは6.25～50μg/ml,MLX

は3.13～12.5μg/mlで あ つ た が,NAはTERAJIMA株 で

25μg/mlを 示 す の み で他 の株 は いず れ も100μg/ml以 上

で 感 受性 を 示 さ な か っ た。Streptococcus pyogenesで

は,AM-715は1.56μg/mlのMICを 示 した が,他 の 薬

剤 は い ず れ もMIC100μg/ml以 上 で あ り,感 受 性 を示 さ

なか った 。

一 方,グ ラ ム陰 性 菌 群 で は,P.aeruginosaを 除 く菌

租 で,AM-715のMICは0.025～0.2μg/mlで あ り,

PPAの0.78～6.25μg/ml,MLXの0.78～3.13μg/ml,NA

の0.78～12.5μg/mlに 較 べ 強 い抗 菌 力 を示 した 。 さ らに,

P.aeruginosa 2株 に対 し,AM-715は0.2,0.78μg/ml

のMICを 示 し,PPA,MLXの3.13,12.5μg/mlに 較 べ

10数 倍 以 上 強 い抗 菌 力 を示 した。

以 上 の よ うに,AM-715は グ ラム 陽性 菌,陰 性 菌 に対

Table 1 Antibacterial activity of AM- 715 against standard strains of bacteria

* MLX: miloxacin
, PPA: pipemidic acid, NA: nalidixic acid
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Fig. 1 Antibacterial activity of AM- 715

against 219 E. coli

し,1.56μg/ml以 下 で試 験 したす べ て の 標 準株 の 発 育 を

阻止 した。

2.　 臨 床分 離 株 の感 受 性 分 布

グラ ム陰 性 菌,グ ラム 陽性 菌 につ い て,群 馬 大学 微 生

物教 室,耐 性 菌 保 存 セ ン タ ーの 臨 床分 離 株 を用 い,AM-

715の 抗 菌 力 を検討 した。

臨床 分 離E.coli 219株 の 感 受性 分 布 の ピー クはAM-

715で0.025μg/mlで あ った 。 そ の と きMLXは0.39

μg/ml,PPAは1.56μg/ml,NAは3.13μg/mlに そ れ ぞれ

ピー ク を示 した。 一 方,約10%の 株 が,NAに 対 し100

μg/ml以 上 の耐 性 を 示 し た が,AM-715は1.56μg/ml

で,試 験 した全 株 の発 育 を阻 止 した(Fig.1)。

K.pneumoniae 248株 の感 受 性 分布 の ピー クは,AM-

715で0.1μg/ml,MLXで1.56μg/ml,PPAで3.13μg/

ml,NAで6.25μg/mlで あ っ た。0.2μg/mlでAM-715

は全 株 の90%前 後 を 阻止 し,ま た3.13μg/mlで 全 株 の

発 育 を阻 止 した。 一 方,NAに 対 して100μg/ml以 上 の

MICを 示 す耐 性 菌 が約10%存 在 して い た(Fig.2)。

Proteus mirabilis 50株 の感 受 性分 布 の ピー クはAM-

715で0.05μg/mlに あ り,MLX,PPAそ れ ぞ れ の ピー

Fig. 2 Antibacterial activity of AM- 715

against 248 K. pneurnonlae

Fig. 3 Antibacterial activity of AM- 715

against 50 P. mirabilis
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Fig. 4 Antibacterial activity of AM- 715
against 152 Proteus indole (+)

ク0.78,3.13μg/mlに 較 べ強 い 抗 菌 力 を示 した。 ま た,

0.1μg/mlでAM-715は 全 株 の90%の 発 育 を阻 止 した

(Fig.3)。

Indole-positive Proteus(P.vulgaris,P.morganii,P.

rettgeri,P.inconstans)152株 の感 受 性 の ピー ク はAM-

715で0.05μg/mlに あ り,0.39μg/mlで90%の 株 の発

育 を阻止 し,MLX,PPA,NAよ り も強 い抗 菌 力 を示 し

た(Fig.4)。

近 年,日 和 見 感 染 症 の原 因 菌 と して注 目 され,多 くの

β-ラク タム抗 生 物 質 に耐性 を示 すS.marcescens 160株

の 感 受性 分 布 の ピ ー クは,AM-715で0.2,1.56μg/ml

の 二 峰性 を示 し,他 の 菌種 とは異 な るパ タ ー ンで あ っ た

が,3.13μg/mlで 全 株 中95%の 株 の発 育 を阻 止 した 。一

方,NAに お い て は,MIC100μg/ml以 上 の耐 性 株 が

20%以 上 存 在 してお り,PPA,MLXに も耐 性株 が認 め

られ た(Fig.5)。

Enterobacter sp.130株 の感 受 性 は,AM-715で0.05

μg/mlに ピー ク がみ られ,0.78μg/mlで 全 株 の 菌 の発 育

を 阻止 した。 ま た,こ の 濃 度 で,MLXで 約40%,PPA

で3%の 発 育 の 阻 止 が み られ た が,NAで は こ の濃 度 で

は,一 株 の 阻止 もみ られ な か っ た(Fig.6)。

P.aeruginosa 232株 の感 受 性分 布 の ピー クは,AM-

Fig. S Antibacterial activity of AM- 715

against 160 S. marcescens

Fig. 6 Antibacterial activity of AM- 715

against 130 Enterobacter spp.
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Fig, 7 Antibacterial activity of AM- 715

against 232 P. aeruginosa

715で0.39μg/mlに あ り,gentamicinの1.56μg/ml,

PPAの12.5μg/mlに 較 べ,そ れぞれ4,32倍 強 い抗菌力

を示した。NAで は,90%以 上の株がMIC100μg/ml

以上に分布 した。AM-715は1-56μg/mlで95%以 上の

菌株の発育を阻止した。この濃度でgentamicinは70%

の発育を阻止したが,PPAは 全 く発育の阻止ができな

かった(Fig.7)。

S.aureus 297株 の感受性分布のピークはAM-715で

0.78μg/mlに あ り,対 照薬剤に較べ強い抗菌力を示 した。

AM-715は6.25μg/mlで 全株の発育を阻止したが,こ の

濃度ではPPA,NAと も全く発育の阻止ができなかった

(Fig.8)。

以上代表的な菌種について,感 受性分布,累 積分布を

示したが,こ れ らの菌種と,他 にここで図示しなかった

菌種について,全 株の50%お よび75%発 育阻止する濃

度を求めることにより,AM-715と 他剤との抗菌力の比

較をにTable 2ま とめた。 この表に示すように,AM-

715は 他 のNA系 薬剤よりも,は るかにすぐれた抗菌力

を有 していた。 なお,こ こで示 したMICは 接種菌量

106cells/mlで の値である。

3.　耐性菌に対する抗菌力

最近,臨 床分離株の中にNA耐 性菌の増加傾向がみ

Fig. 8 Antibacterial activity of AM- 715

against 297 S. aureus

Fig. 9 Antibacterial activity of AM- 715
against 50 NA- resistant strains

(18 E. coli, 12 K. pneumoniae, 12 E. cloacae
and 8 indole- positive Proteus spp.)
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Table 2 Antibacterial activity of AM- 715 against various spades of clinical isolates

* MIC50 and MIC75 represent the concentrations required to inhibit to the growth of 50% and

75%, respectively, of the total number of strains used.
** NT: not tested

られ,我 々の 実験 で も,E.coli,K.pneumoniae,Proteus

sp.,S.marcescensの 中 に10～20%のNA耐 性 菌 が認

め られ た。AM-715の これ らのNA耐 性 菌(E.coli 18

株,K.pneumoniae 12株,E.cloacae 12株,indole-

positive Proteus 8株)に 対 す る抗 菌 力 は,Fig.9に 示す

よ うに,AM-715は0.78μg/mlに ピー クが見 ら れ,そ

の 時,MLX,PPAは それ ぞ れ25μg/mlに ピー クを示 し,

NAは50μg/ml,800μg/mlに 二 峰 性 の ピ ーク を示 した 。

この よ うに,AM-715はNA耐 性 菌 に も,ほ とん ど交

叉 耐 性 を示 さず,強 い抗 菌 力 を示 した。

一 方,P.aeruginosaの 中 でgentamicinに 耐性 を 示す

80株 につ い て,AM-715の 抗 菌 力 を見 た結 果 は,Fig.10

に示 す通 り,当 然 の こ とな が らgentamicinと 交叉 は見

られ な か っ た。

4.　 殺 菌 効 果

代 表的 な菌 種 につ い て,25株 ず つMICとMBCを 比

較 検討 した。E.coli 25株 につ い て はFig.11に 示 した が,

MBCはMICと ほ ぼ同濃 度 も し くは,1段 階 の 差 で あ

り,AM-715は 殺 菌 的 に作 用 した 。成 績 は示 して い な い

が 他 の菌 種(K.pneumoniae,Proteus sp.,S.marcescens,

E.cloacae,S.aureus)で もほ ぼ同様 の結 果 で あ っ た。 一

方,P.aeruginosa 25株 で は,他 菌 種 とは 異 な り,MBC

Fig. 10 Antibacterial activity of AM- 715

against 80 GM- resistant P. aeruginosa
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Fig. 11 Bactericidal activity of AM- 715

and NA against 25 strains of E. coli
Fig. 12 Bactericidal activity of AM- 715

and NA against 25 strains of P. aeruginosa

Fig. 13 Bactericidal activity of AM- 715 against E. coli, K. pneumoniae and P. aeruginosa

E. coli ML4707 K. pneumoniae GN6445 P. aeruginosa NC- 5

とMICと に若 干 差 が 認 め られ た(Fig.12)。

細 菌 の 増殖 曲線 に及 ぼすAM-715,PPA,NAの 影 響

を生 菌 数 の推 移 よ り検 討 した 。Fig.13にAM-715の 鳳

coli ML4707,K.pneumoniae GN6445,P.aeruginosa

NC-5を 試 験 菌 と した 場合 の生 菌 数 の推 移 の様 相 を示 し

た 。

E.coli ML4707,K.pneumoniae GN6445で はMIC

濃 度 で 菌 の増 殖 を完 全 に抑 え た がP.aerugino5a NC-5

で は103cells/mlの 低 菌 数 で は あ るが,24時 間後 に再 増

殖 が見 られ た 。対 照 に用 い たPPA,NA共 に ほ ぼ 同 じ殺

菌 曲線 パ ター ンを示 した(Fig.13)。

5.　 MIC,MBCに 及 ぼ す接 種 菌 量 の 影響

接 種 菌 量 に よ るMIC,MBCの 変 動 を,E.coli ML

4707,S.marcescens GN6486,P.aeruginosa NC-5の3

菌 株 を用 い て検 討 した。 い ず れ の株 で も,MIC,MBC

へ の接 種 菌 量 の影 響 は比較 的小 さ く,特 にAM-715は 他

の3剤 に比 較 し変動 が小 さか った(Table 3,4,5)。

6.　 50%菌 発 育 阻 止 濃 度(ID50)

従 来 の 抗 菌性 物 質 の 抗 菌 力測 定 と異 な り,よ り正確 に

薬 剤 の 抗 菌作 用 を測 定 す る 目的 で50%発 育 阻 止 濃 度 測
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Table 3 Effect of inoculum size on MIC and MBC of AM- 715, MLX, PPA and NA
E. coli ML4707

Medium: ABM 3 (Difco)*: ƒÊg/ ml

Table 4 Effect of inoculum size on MIC and MBC of AM- 715, MLX, PPA and NA
S. marcescens. GN6486

Medium: ABM 3 (Difco)*: ƒÊg/ ml

Table 5 Effect of inoculum size on MIC and MBC of AM- 715, MLX, PPA and NA
P. aeruginosa NC- 5

Medium: ABM 3 (Difco)*: ƒÊg/ ml

定 法 がKATO5)ら に よ り開 発 され た。 す なわ ち,従 来 の

MIC測 定 は2倍 希 釈 系列 で測 定 して お り,抗 菌 剤 の抗

菌 力 を定 量 的 に比較 す る こ とが 困難 で あ った。 この方 法

を用 い て,試 験 菌 と してE.coli ML4707,P.aeruginosa

NC-5を 使 用 し,AM-715のID50値 を求 めた 。 結 果 を

Fig.14に 示 し た が,AM-715はE.coli ML4707で

0.014μg/mlと 非 常 に小 さ なID50値 を 示 し,他 剤 に比

較 し36～70倍 強 い抗 菌 力 を 示 した。P.aeruginosa NC-

5に お い て もAM-715のID50値 は0.21μg/mlとMLX,

PPAに 比較 し数10倍,NAに 対 して は約1000倍 も強 い

抗 菌 力 を有 して い た。

7.　 マ ウ ス実 験 感 染 に対 す る治 療 効 果

AM-715と 他 の対 照 薬 のin vivo抗 菌 作用 を,マ ウ ス

実験 感 染 に対 す る治 療効 果 で比較 検討 した(Table 6)。

E.coli ML4707で は,AM-715のED50値 は5.0mg/

kgで,MLXよ り約4倍,PPA,NAよ りも約7倍 す ぐ

れ た治 療 効 果 を 示 した。K.pneumoniae GN6445感 染 の

場 合 も,E.coliと 同 様 他 剤 に 比較 し3～6倍 優 れ た 治 療

効果 で あ った 。

P.aeruginosa GN11187で は,AM-715のED50値 は
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Fig. 14 ID50 of AM- 715, PPA, MLX and NA against E. coli and P . aeruglnosa

E. coil ML4707

P. aeruginosa NC- 5

27.1mg/kgで,MLXの4倍,PPAの9倍,NAの13

倍 優 れ た効 果 で あ った。AM-715はin vitroでNA耐 性

菌 に対 して も強 い抗 菌 力 を 示す こ とは 前 述 し た が,in

vivoで も この こ とが裏 付 け られ た,す な わ ち,NA耐 性

S.marcescens GN7577感 染 でAM-715はMLX,PPA

と比較 しそ れ ぞ れ約2倍,約10倍 優 れ た効 果 を示 し,こ

の時NAは800mg/kgの 投 与 量 で も無 効 で あ った 。

一方
,S.aureus SMITHを 用 い た感 染 実験 で も,AM-

715のED50値 は30.6mg/kgと 対 照 薬 に較 べ 優 れ た 治

療 効 果 を示 した。

考 察

AM-715は グ ラ ム陰 性 菌,グ ラ ム陽 性 菌 に対 しMLX,

PPA,NAと 比較 し,10～100倍 強 い抗 菌 力 を 有 す る

broad spectrumな 抗 菌 剤 と考 え られ た。 特 に,P.aerug-

inosaに 対 しgentamicinの4倍 以 上 強 い抗 菌 力 は 注 目

に値 す る と考 え られ る。 一 方,NAに 対 し感受 性 を示 さ

な か っ た グ ラ ム陽性 菌(S.aureus,S.Pyogenes)に 対 し,

1.56μg/ml菌 で75～95%の 株 の 発 育 を 阻止 す る 抗 菌 力

を有 す る こ とも,特 色 の 一つ と考 え られ た。

さらに,各 種耐性菌に対する抗菌作用も優れており,

最近増加 しつつあるNA耐 性菌に対 しても,ほ とん ど

交叉耐性を示さず,AM-715 1.56μg/mlで 試験 した株

の90%以 上 が発育を阻止された。

このようなAM-715の 強い抗菌力およびNA耐 性菌

と交叉耐性を示さない理由については,今 後さらに検討

する必要がある。

AM-715の 抗菌作用は,グ ラム陰性菌,陽 性菌(S.

aureus)腹 腔 内感染マウスによる感染治療実験 で も確認

され,対 照に用いた他のNA系 薬剤よりも優れ た効果

を示 した。特に,P.aeruginosa感 染実験において,現

在P.aeruginosa感 染症に対 し臨床的に有用な経口抗菌

剤であるPPAを は るか に上回る抗菌作用は,AM-715

の臨床での優れた治療効果が期待できることを示してい

るものと考えられる。

NAは 尿路感染症に対し有用な抗菌剤であるが,耐 性

獲得および自然耐性出現頻度が高い為,治 療中に同一起

炎菌が耐性を獲得しやすく治療を困難にしているという

報告がある7,8)。また,BUCHBINDERら9)は,in vitroで

の耐性獲得実験の結果から,NA 、にみられるこの現象は
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Table 6 In vivo antibacterial activity of AM- 715 agaist systemic infections in mice

* 50% effective dose

臨床 上 の問 題 で あ る と提起 し て い る。 他 のNA誘 導 体

(oxolinic acid10),cinoxacin11))で も同 様 な現 象 が認 め ら

れ て い る。一 方,AM-715の 場合,こ こで は 実験 結 果 を

示 さな か った が,NAに 較 べ非 常 に耐 性 獲 得 が行 な わ れ

に く く,自 然 耐 性 出 現頻 度 は4MICで10-8～10-9以 下

と非 常 に低 く,こ の 点 か ら も他 のNA誘 導 体 とは 異 な

って い た。 この 現 象 は,AM-715の 特 徴 の一 つ と考 え ら

れ た 。
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IN VITRO AND IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF AM- 715

AKIRA ITO, KEIJI HIRAI, MATSUHISA INOUE and SUSUMU MITSUHASHI

Department of Microbiology and Laboratory of Drug Resistance in Bacteria,
School of Medicine, Gunma University, Maebashi

In vitro and in vivo antibacterial activity of AM- 715, a new nalidixic acid (NA)- analog synthesized in the laboratory
of Kyorin Pharmaceutical Co. Ltd., were examined using various species of clinical isolates.

The results are summarized as follows.
1) AM- 715 showed a broad spectrum of antibacterial activity against gram- negative and gram- positive bacteria.
2) AM- 715 was more active than NA, pipemidic acid (PPA) and miloxacin (MLX) against gram- negative bacteria,

and especially, this compound was 4 times more active than gentamicin against Pseudomonas aeruginosa.
3) Most NA- resistant strains of bacteria were susceptible to AM- 715, and cross- resistance between AM- 715

and NA was incomplete.
4) AM- 715 displayed bactericidal action at its minimal inhibitory concentrations against various species of

bacteria. Minimal bactericidal concentrations were found to be near the MICs.
5) The in vivo effectiveness of AM- 715 by the oral route was greater than that of NA, PPA and MLX against

systemic infections in mice with gram- negative and gram-positive bacteria.


