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新 しいキ ノリン誘導体AM-715の 細菌学的研究

伊藤 明 ・村山 哲 ・平井 敬二 ・阿部 泰夫 ・入倉 勉

杏林製薬株式会社中央研究所

AM-715は,6位 にフ ッ素,7位 に ピペ ラジンを有する新 しいキノ リン誘導体である。

AM-715が,従 来のナ リジクス酸系の抗菌剤 と大 き く異なる点は,作 用領域が グラム陽性 菌およ

びグラム陰性菌 と広 く,そ の抗菌力は,従 来のこの系統の抗菌剤の10倍 か ら100倍 以上の強 さを示

す ことと,緑 膿菌 を含 むグラム陰性菌に対 して,ア ミノ配糖体抗 生物質 ゲンタミシンよ りも強い抗菌

力 を示すことである。

AM-715の 各種細菌に対す る最小発育阻止濃度におよぼす諸因子 の検討では,接 種 菌 量 ・培 地 の

種類 ・金属イオ ン ・血清に よる影響は少なかったが,培 地 のpHに よる影響 では,酸 性 側に比ベ アル

カリ性側 で強い抗菌力 を発揮 した。

in vitroにおける耐性獲得では,ナ リジクス酸や ピペ ミ ド酸 よ りも耐性獲得速度 は遅 く,グ ラム陰

性菌 の場合,あ る一定 の耐性値以上 には上昇 しない傾向を示 した。

他の抗生物質 との併用効果は,ゲ ンタミシン,カ ルベニシ リン,ア ンピシ リンにやや認 められた。

マ ウス実験感染にお ける感 染防禦効果は,緑 膿菌による全身感染 と大腸菌に よる上 行 性 腎感 染に

ついて検討 したが,AM-715の 効果 は,両 感染共,ゲ ンタミシン(皮 下投与)よ りやや劣 ったが,他

のナ リジクス酸系合成抗菌剤 およびペニシ リン系抗生物質 よ りは優れ た効果 を示 した。

大腸菌お よび緑膿菌にAM-715をMIC濃 度で3時 間作用 させ た後 の形態 を電 子顕微鏡 で観 察 し

た ところ,菌 体の分裂が阻止 されFilament化 し,か つ溶 菌現象が認め られ た。

1962年 ナ フチ リジ ン誘 導体 の合 成 抗 菌 剤 ナ リジ ク ス

酸 がLESHERら1)に よ り開 発 され て以 来,ナ リジ クス酸

系 の化 学療 法 剤 の 開 発 は め ざま し く2～8),我 が 国 では,

ピロ ミ ド酸3)そ して ピペ ミ ド酸5)が 開 発 され 医療 品 と し

て 提供 され て い る。 我 々は キ ノ リン誘 導 体 を数 多 く合 成

し9),よ り優れ た抗 菌 力 を有 す る 化合 物 を検 索 した と こ

ろ,Fig.1に 示 す 構造 を有 す る化合 物AM-715(1-ethyl-

6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo7-(1-piperazinyl)-3-quinoli-

necarboxylic acid)が 従 来 のナ リジ ク ス酸 系 化 合 物 に 比

べ,グ ラム陽 性 菌 お よび 緑 膿菌 を含 む グ ラム陰 性 菌 に対

して一 段 と強 い抗 菌 力 を示 す こ と を見 い出 した 。

こ こに 本 化合 物 の 細 菌学 的 特 性 を他 のナ リジ クス酸 系

化 合 物 と比較 検 討 した の で報 告 す る。

I.　実験材料および方法

1.　使用薬剤

AM-715は 杏林製薬 中央研究所 で合成 されたものを使

用 した。ナ リジ クス酸(NA-第 一製薬)は 市販 の錠剤 よ

り抽出精製 した ものを使用 し,ゲ ンタミシン(GM-塩

野義製薬),カ ルベニシ リン(CBPC-藤 沢薬 品),ア ンピ

シ リン(ABPC-万 有製薬)は,市 販 品をそのまま力価 に

したがい使用 した。 またピペ ミ ド酸(PPA)10)お よび ミ

ロキサシ ン(MLX)11)は 対照薬剤 として既報 の方法に従

Fig. 1 Chemical structures of AM- 715, nalidixic acid ,
pipemidic acid and miloxacin
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い合成 し,TLCで 単一スポ ッ トであることを確 か め た

ものを使用 した。

2.　使用菌株

抗菌 スペ ク トルの測定等,各 種の試験 に用 いた菌株は,

当研究所保存 の標準菌株 を用いた。

3.　最小発育阻止濃度(MIC)の 測定法

日本化学療法学会 によ り定め られ た最小発育阻 止濃度

測定法12)に準 じてMICを 測定 した。使用培地は菌種 に

より異なるため,Table 1に 示 した。

Neisseriaお よびHaemophilisは ローソ ク培養法 を使
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Table 1 Media used

1) TODD HEWITT Broth (Difco)

2) Blood agar: Brain Heart Infusion (Eiken)+ 10% defibrinated horse blood
3) Chocolate agar: Brain Heart Infusion+ 10% defibrinated horse blood

4) DUBOS Medium (Eiken)
5) TSB: Tryptosoya Broth (Nissan)

6) HIA: Heart Infusion Agar (Nissan)

用 し,Mycobacterium phleiお よびM.smegmatisは48

時 間後,M.tuberculosisは4週 間 後 に判 定 した 。接 種 菌

量 は108cells/mlと した。 以 下 のMIC測 定 は これ に準

じた。

4.　 MIC値 に お よ ぼす 諸 因 子 の影 響

1)接 種 菌 量

7株 の標 準 菌 株 を使用 して,接 種 菌 液 の菌 濃度 を104～

109cells/mlま で6段 階 変 え て,そ れ ぞ れ の 接種 菌 量 に

対す るMIC値 をHeart infusion agar(HIA,ニ ッス イ)

を用 い て 日本 化 学 療 法 学会 標 準 法12)に 従 い 測 定 した 。

2)培 地 の種 類

6株 の標準菌株を使用 して,HIA,Trypto soya agar

(ニッスイ),普 通寒天培地(栄研),Brain heart infusion

agar(栄 研)そ して感性デ ィスク用培地(ニ ッスイ)を 用

いて,各 種培地におけるMIC値 を108cells/mlの 接 種

菌量で,日 本化学療法学会標準法に従い測定 した。

3)培 地 のpH

培地のpHを5～9ま で5段 階変え,各pHに おける

6株 の標準菌株 に対するMIC値 をHIA培 地 を用 い,接

種菌量108cells/mlで 寒天平板希釈法12)に よって測定 し

た。

4)金 属イオ ン
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金属 イ オ ンに よ るAM-715のMIC値 に お よぼ す影 響

を調 べ る 目的 で 基本 培 地(KH2PO4lg,(NH4)2SO4 0.4g,

glucose 2g,L-asparagine 3g,L-cysteine 0.1g,nico-

tinic acid 0.02g,thiamine 0.04g,蒸 留 水1,000ml,pH

7.2)にNaCl(17mMと85mM),KCl(13mMと65

mM),CaCl2(0.1mMと05mM),MgCl2・6H2O(0.5

mMと2.5mM),ZnCl2(0.1mMと0.5mM)お よ び

FeCl2・6H2O(0.05mMと0.25mM)を 別 々 に加 え,そ

れ ぞ れ の 金属 イ オ ンを含 む 液体 培 地 を作製 し,105cells/

mlに な る よ うに6種 の標 準 菌株 を接 種 し,37℃,20時

間 培 養 後MICを 求 めた。

5)血 清

7株 の標準菌株を使用 して,Heart infusion broth(ニ

ッスイ)に ヒ ト血清(Consera,ニ ッスイ)を 無添加 また

は50%添 加 した場合のMIC値 を接 種菌 量105cells/ml

で液体希釈法によって測定 した。

6)コ ール酸ナ トリウム

HIA培 地に コール酸ナ トリウムを0,1お よび5%を

そ れぞれ添加 した際の7株 の標準菌株 に対す るMIC値

を接種菌量108cells/mlで 日本化学療法学会標準法に従

い測定 した。

5.in vitroにおける耐性獲得様式および得 られ た耐

性菌 の薬剤感受性

E.coli NIHJ JC-2,P.aeruginosa IFO12689そ して

S.aureus 209Pの3株 を使用 して,AM-715,PPAそ し

てNAに 対す る試験管内 での耐性獲得様式 を検討 した。

Heart infusion broth 10mlで,各 薬剤の2倍 希釈 系列

を作製 し,105cells/mlに なるように,そ れ ぞれ の菌 株

を接種 し37℃,24時 間培養 した。培養液の濁 りの有 無

によ りMIC値 を求 め,1/2MICに おいて生 育 した 菌

0.1mlを 新たに作製 した薬剤希釈 系列に接種 し,同 様 に

MIC値 を測定 した。 この増量継代法を10代 継代 して,

耐性値 の上昇 を検討 した。次 いでそれぞれ の薬剤 に対 し

て得 られた耐性菌 を用 いて,交 叉耐性 を見 る目的で他剤

のMIC値 を 日本化学療法学会標準法 によって 測定 した。

6.　併用効果

GM,CBPCそ してABPCの2倍 希釈 系 列 に,AM-

715の2倍 希釈系列 を添加 したHIA培 地 を使 用 して,

P.aeruginosa V-1,S.marcescens IID618そ してS.

aureus 209Pに 対す るMIC値 を,日 本化学療法学会標準

法に従 い測定 した。

7.　感染防禦実験

マウスにおけるP.aeruginosa　 IID1210の 実験全身感

染 およびE.coli NIHJ JC-2の 実験上行性腎感染を用 い

て感染防禦効果 を他剤 と比較 した。AM-715,PPA,NA

そ してMLXは0.5%carboxymethylcelluloseに 懸濁 し

経 口投与 した。GMとCBPCは 精製水 に溶解 して皮 下

投与 した。ED50値 はプ ロピッ ト法13)に よ り,95%信 頼

限界は,LITCHFIELD-WILCOXON法14)に よ り算出 した。

各実験感染 は次に述べる方法に よった。

1)実 験全身感 染

ddY系 雄性 マウス(体 重28～33g6週 齢)を 一群10～

30匹 にわけ,感 染は5%ム チ ン(半井化学)加Brain heart

infusion(栄 研)0.5mlにP.aeruginosa IID1210 3.5×

104cells(LD60の70倍)を 懸濁 し腹腔 内に投与 し感染 を

惹起せ しめた。薬剤は菌投与直後お よび6時 問後の2回

投与 し,感 染1週 間後の生存率 よ りED60値 を計算 した。

なお薬剤非投与群 は全例死亡 した。

2)実 験上行性腎感染

ddY系 雌性マ ウス(体 重22～26g 6週 齢)を 一群15

匹 とし,感 染 はTryptosoya broth(ニ ッスイ)0.04ml

にE.coli NIHJ JC-23.2×107cellsを 懸濁 し,ペ ン トパ

ル ビタール(大 日本製薬)麻 酔下 に,ゾ ンデにでマ ゥス

尿道 口より膀胱内に注入 し,尿 道 口をクランプにて固定

し,径25mmの プラスチック製 の管 の内 に入れ,6時

間固定 し感染 を惹起 せ しめた。薬 剤は,菌 接種3時 間後

に投与 した。判定は菌接種6時 間後にクランプをはず し

固定 より開放 した。48時 間後にマ ウス を屠殺 し,両腎 を

摘出 して滅菌 カ ミソリにて2分 割 し た後Deoxycholate

培地(ニ ッスイ)上 にスタンプ し,37℃,20時 間培養後

赤色の コロニー を呈する菌 の発育の有無 を調ぺ,発 育の

認め られ ない場合 を有効 と判定 した。 なお薬剤非投与群

の両腎か らは常に感染菌が検出 された。

8.　電子顕微鏡 による細菌像 の観察

E.coli NIHJ JC-2,P.aeruginosa V-1お よびS.aureus

209P株 をnutrient broth(栄 研)で 培養 し,培 養2時 間

後の対数増殖期にAM-715のMIC値 の濃度(E.coli 0.1

μg/ml,P.aeruginosa 0.4μg/ml,S.aureus 0.8μg/ml)を

添加 しさらに3時 間培養 した ものを試料 とした。

1)透 過型電子顕微鏡 用試料の調製

培養液 を遠沈管に分注 し,3,000r.P.m.20分 遠沈 し,

上清 の培養液を 除去 し残渣 に充分量 の1.5%ホ ル マ リン

溶液 を加 えて12時 間固定 した。 固定後遠沈 し上 清 の固

定液 を除去 し,数 回蒸留水で洗浄後,蒸 留水に懸濁 して,

トリアセチルセル ロース を張った銅 メッシ ュ上 に滴下 し

て 自然乾燥 させ た。これ を真 空蒸着器 において10-5Torr

にて クロムでシャ ドー ウィングを施 し,さ らにカーボン

で補強 して 日立11-D型 透過型電子 顕微鏡 にて観察 した。

また大腸菌 を上記遠沈法 で集菌後,0.9%の 生 理 食塩

水で数 回洗浄 し,さ らに0.15Mの リン酸緩衝液(pH7.2)

で洗浄 した後 同 じ緩衝液 で1%に 調製 したオス ミウム

酸 で12時 間固定 した。菌の一部 をプラスチ ック製 キ ャピ
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ラリーで採取 し2mm程 の長 さに切断 してアル コール脱

水を施 し,プ ロピレンオキサイ ドにて置換 した後菌塊を

キャピラリーよ り分離 しエポン樹脂に包埋 した。重合後

ガラスナイフで薄切 し酢酸 ウラニール ・鉛塩 による二重

染色を行ない上記 と同様 に鏡検 した。

2)走 査型電子顕微鏡用試料 の調製

培養後1%の グル タールア ル デ ヒ ド液(0.1Mリ ン酸

緩衝液pH7.2)で 一夜冷蔵庫内で固定 した。同緩衝液 で

数回洗浄後,ミ リポアフ ィル ター上に滴下 し,放 置脱水

した後,真 空蒸着器内でカーボンをコーティング して,

さらにイオ ンコー ターによ り金 コーテ ィングを 約150～

200A行 ない,日 立S-450型 走査型電 子顕微鏡 で観察 し

た。

9.　血清蛋 白による不活化率

M/15リ ン酸緩衝 液(pH7.5)に0,10,20,50お よび

100%の 割合 でヒ ト血清(Consera,ニ ッスイ)を 添加 し,

AM-715は2μg/ml,MLXは5μg/mlの 割合に溶解 し,

25℃ 1時 間放置後,溶 液中の活性体量 をBioassay法(E.

coli NIHJ JG-2を 検定菌 として,感 性 ディスク用培地を

用いるCup法)に より測定 し,次 式を用 いて不活化率を

求 めた。

不活化率(%)

= 無血清時の薬剤濃度-血 清中での活性体濃度
/無血清時の薬剤濃度

×100

II.　実 験 結 果

1.　標 準菌株に対す る抗菌スペク トル

AM-715お よび対 照 薬 剤NA,PPA,MLX,GM,

ABPCお よびCBPCの 標準菌 株 に対 す るMIC値 を

Table 2に 示 した。AM-715は グラム陽性菌に対 して強

い抗菌力 を示 し,特 にNA,PPAお よびMLXに 対 して

自然耐性菌であるStreptococcus属 およびCorynebacte-

rium属 に対 して も1.56～3.13μg/mlのMIC値 を示 した。

しか しMycobacterium属 のM.phleiお よびM.smeg-

matisに 対 しては抗菌力 を示 したが,M.tubercurosisに

対 しては200μg/mlのMIC値 しか示 さなか った。AM-

715は 緑膿菌を含む グラム陰性菌 に対 して1.56μg/ml以

下のMIC値 を示 し,他 のNA系 化合物 の み な らず,

GM,ABPCお よびCBPCと いった抗生物質 よ りも強

い抗菌力を示 した。

以上のよ うにAM-715は グラム陽性菌 および緑膿菌を

含む グラム陰性菌に有効 な幅広い抗菌 スペク トル を有す

る化合物 であ った。

2.　MIC値 におよぼす諸因子の影響

1)接 種菌量

接種菌量の影響 はTable 3に 示 したよ うに,菌 量が増

加す るにつれ てMIC値 はやや上昇 したが,AM-715は

PPAやNAに 比べ上昇の程度 は少 なか った.

2)培 地 の種類

培地の種類によるMIC値 の変動はTable 4に 示 した

よ うに少なかった。

3)培 地 のpH

AM-715はTable 5に 示 したよ うに,酸 性側に比べて

アル カ リ性側でMIC値 は小 さ くな った。PPAも 岡様の

傾向 を示 したが,NAは 中性附近で小 さいMIC値 を示

した。

4)金 属イオ ン

AM-715のMIC値 におよぼすNa+,K+,Ca++,Mg++,

Zn++お よびFe++イ オ ンに よる影響は,Table 6に 示 し

た ように少なか った。

5)血 清

Table 7に 示 したよ うに,AM-715は 血清 を添加 して

もMIC値 におよぼす影響は少 なか った。

6)コ ール酸ナ トリウム

AM-715はTable 8に 示 した ように,コ ール酸 ナ トリ

ウムの含量が増加するにつれてMIC値 が低 くなる傾向

を示 した。 これは コール酸ナ トリウムによる菌の生育阻

害に よるもの と思われ た。

3.　 in vitroで の耐 性 獲 得様 式 お よび 得 られ た 耐 性 菌

の薬 剤 感 受 性

AM-715,PPAとNAに つ い てin vitroに お け る薬 剤

耐 性 獲得 結 果 をFig.2に 示 した。Ecoli NIHJ JG-2お

よびP.aeruginosa IFO12689を 使 用 し た 実 験 で は,

AM-715,PPA,NA共1回 目の継 代 に よ り耐 性 値 の上

昇 を認 め たが,AM-715は,そ れ ぞれMIC値 が0.78μg/

mlお よび6.25μg/mlの 耐性 値 ま で しか 上 昇せ ず,一 定

の 限 界が 存 在 す る傾 向が あ るの に対 し,PPAとNAは

両 菌 共MIC値 が100μg/ml以 上 の高 度 耐 性 菌 とな った 。

一 方S.aureus 209Pに 対 し て は,AM-715もPPAや

NAと 同様 に100μg/ml以 上 のMIC値 を示 す に 至 った 。

次 い で こ の実 験 で 得 た耐 性 菌 を用 い て,他 剤 のMIC

値 を測定 した結 果 をTable 9に 示 した。AM-715の 耐 性

菌(R-AM-715)に 対 して,PPAとNAは 共 に 高度 耐 性 を

示 した。 一 方NA耐 性菌(R-NA)の 場合,AM-715は

S.aureusに は感 受 性 を示 したが,E.coliに は や や耐 性

値 の 上 昇 を認 めた 。PPA耐 性 菌(R-PPA)の 場 合,AM-

715は 明 らか に耐 性 値 の上 昇 が認 め られ た が,100μg/ml

のMIC値 を示 す 高 度 耐 性株 は認 め られ な か った。

4.　 併 用 効果

Fig.3に 示 した よ う に,S.aureus 209Pに 対 す る

AM-715とGM,CBPCお よびABPCと の 併用 効 果 は

協 力 的 で あ った 。P.aeruginosa V-1に 対 して もAM-715
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Table 2 Antibacterial spectrum of AM- 715 compared with those of nalidixic acid, pipemidic acid,

miloxacin, gentamicin, ampicillin and carbenicillin
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Table 3 Influence of inoculum slze on the MIC
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Table 4 Influence of agar medium on the MIC

1) TSA: Tryptosoya Agar (Nissuia)

2) BHIA: Brain Heart Infusion Agar (Difco)

3) HIA: Heart Infusion Agar (Nissui)

4) NA: Nutrient Agar (Difco)

5) MMH: Modified MULLER HINTON Medium (Nissui)

はGMお よびCBPCと 併 用 す る と協 力効 果 が 認 め られ

た。S.marcescens IID 618に 対 して は,AM-715はGM

との み 協力 効 果 を認 めた が,CBPCと は協 力 効 果 は認 め

られ な か った 。

5.　 感 染防 禦 実 験

マ ウス に よるP.aeruginosa IID 1210の 実 験 全身 感 染

お よびE.coli NIHJ JC-2の 上行 性 腎 感 染 に お け るAM-

715の 感 染 防 禦50%有 効率(ED50)な らび にPPA ,NA,

MLX,GMそ してCBPCのED50値 をTable 10に 示

した。 緑 膿 菌全 身 感 染 に お け るAM-715のED50値 は

98mg/kgで あ っ て,PPAの4倍,CBPCの8倍 の効

力 を示 した が,GMの 皮 下 投 与 と比 べ る と効 力 は1/2で

あ った 。大 腸 菌 の上 行性 腎感 染 に お け るAM-715のED50

値 は15mg/kgで あ って,PPA,NA,MLX,そ し て

CBPCの それ ぞ れ,5,6,9,そ して7倍 強 い 効 力 を示 し

た。 しか しGMの 皮 下 投 与 と比 べ る と 効 力 は1/2以 下

で あ った 。

6.　 電 子 顕 微 鏡 に よ る細 菌 像 の観 察

1)透 過 型電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察

Fig.4(a)は 正 常 なE.coli NIHJ JC-2の 電 顕 像 で 分

裂 が み られ るの に対 し,Fig.4(b)はAM-715 0.1μg/ml

添加 した 場 合 の電 顕 像 で,菌 体 の細 胞 分 裂 が お さえ られ,

糸状 化 が 認 め られ た。Fig.5(a)のP.aeruginosa V-1の

正 常像 に比 べ,AM-715 0.4μg/ml添 加 した 場 合 のFig.

5(b)で は菌 体 の分 裂 が お さえ られ る と共 に溶 菌 像 が 観

察 され た。Fig.6(a)は 正 常 なE.coli NIHJ JC-2の 薄
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Table 5 Influence of medium pH on the MIC

Fig. 2 Development of resistance to AM- 715, pipemidic acid and nalidixic acid in vitro

E. coil NIHJ JC- 2P. aeruginosaIFO 12689S. aureus 209P

Number of transfer
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Table 7 Influence of human serum on the MIC

inoculum size 105 cells/ ml

Table 8 Influence of sodium cholate on the MIC

inoculum size 108 cells/ ml

*-: The cell growth was inhibited by sodium cholate concentration itself
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Table 9 In vitro antibacterial activity of each drugs against resistant strains to AM-715,

pipemidic acid and nalidixic acid

R-AM-715*: AM-715-resistant strain
R-PPA**: PPA-resistant strain

R-NA**: NA-resistant strain

Fig. 4(a) Electron micrograph of

normal E. coli NIHJ JC-2 cells

Fig. 4(b) Electron micrograph of

E. coli NIHJ JC-2 cells exposed to

0.10 ƒÊg/ml of AM-715 for 3 hours

切電 顕像 で あ り,AM-7150.025μg/m1処 理 した場 合 の

Fig.6(b)で は 細胞 分 裂 が お さえ られ 菌 体 が 伸長 す る と

共 に細胞 質 が 粗 くな って い た。

2)走 査 型電 子 顕 微 鏡 に よる観 察

Fig.7(a)は 正 常 なEcol'NIHJJC-2の 電 顕 像 で,

桿 状 を示 し細 胞 分 裂像 が 認 め られ た。Fig.7(b)はAM-

7150.1μg/ml処 理 され たEcoti像 でFilament形 成 が

認 め られ た。Fig.8(a)は 正 常 なP-aerugibasa V-1の 電

顕像 で,表 面 は 滑 らか で桿 状構 造 を有 し細胞 分 裂 も正 常

で あ ったが,Fig.8(b)に 示 した よ うにAM67150.4μ9i
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Table 10 Effect on the systemic and the ascending kidney experimental infection in mice

* Route: p. o., oral and s. c., subcutaneous administration

Table 11 Inhibition of antibacterial activity of AM- 715 and miloxacin by human serum

on E. coli NIHJ JC- 2

(mean•}SE, n= 3)
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Fig. 5(a) Electron micrograph of
normal P. aeruginosa V-1 cells

Fig. 5(b) Electron micrograph of P.

aeruginosa V-1 cells exposed to

0.40 ƒÊg/m1 of AM-715 for 3 hours

Fig. 6(a) Electron micrograph of

ultrathin section of normal E. coli

NIHJ JC-2 cells

Fig. 6(b) Electron micrograph of
ultrathin section of E. coli NIHJ
JC-2 cells exposed to 0.025 pg/m1
of AM-715 for 3 hours

rig. 1(a) scannmg electron micro-

graph of normal E. coli NIHJ JC-2
cells

Fig. 7(b) Scanning electron micro-
graph of E. coli NIHJ JC-2 cells
exposed to 0.10 mg/m1 of AM-715
for 3 hours
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Fig. 8 (a) Scanning electron micro-

graph of normal P.aeruginosa V-1
cells

Fig. 9 (a) Scanning electron micro-
graph of normal S. aureus 209P
cells

ml処 理 した 場合,大 腸 菌 の場 合 と同様 に,菌 体 は 伸 長

し細胞 分 裂 が お さえ られ てい るの が 観 察 され た。Fig.9

(a)はS.aureus 209Pの 正 常 像 で あ り,Fig.9(b)は

AM-715 0.8μg/ml処 理 した場合 で,菌 体 の膨 化 像 が 認

め られ た 。

7.血 清 蛋 白 に よ る不 活 化

AM-715お よびMLXの ヒ ト血清 に よ る不 活 性 化 率 を

Table 11に 示 した 。AM-715はMLXに 比 べ低 い 不 活

化 率 で あ り,血 清100%の 条 件 下 で16.6%で あ った。

III.考 察

AM-715はNAやPPAと 類 似 の構 造 を有 す る合成 抗

菌 剤 で あ る に もか か わ らず,そ の抗 菌 力 は,従 来 のNA

系 抗 菌剤 の枠 を越 え,グ ラム 陽性 菌 お よび グ ラ ム陰性 菌

Fig. 8 (b) Scanning electron micro-

graph of P.aeruginosa V-1 cells

exposed to 0.40 ƒÊg/ml of AM-715

for 3 hours

Fig. 9 (b) Scanning electron micro-

graph of S. aureus 209P cells

exposed to 0.80 ƒÊg/ml of AM-715

for 3 hours

に対 して非常に強い ものであ った。 また緑膿菌を含むグ

ラム陰性 菌に対 しては,GMよ りも強 い抗菌力を示 した。

また溶連菌等従来のNA系 の抗菌剤 の弱点15),16)であっ

たグラム陽性菌 に対 して も3.13μg/ml以 下の 濃度 で抗

菌力 を発揮 した。以上 のよ うに本剤 が グラム陽性菌に対

し効果 が期待 できることと,緑 膿菌に抗菌力 を有す るこ

ととあわせ て,従 来のNA系 化合物 の治療領 域 の拡大

が可能 と思われた。

MIC値 におよぼす諸因子 の影響 では,接 種菌量,培

地の種 類および血清による変動は少 な く,金 属イオンお

よび コール酸ナ トリウムによ り,抗 菌力が強 くなること

はあっても低下は認 められなかった。一方培地のpHで

は,MIC値 は大 きく変動 した。NA系 化合物 の培地pH

に よるMICの 変動には,NA,MLX7),お よび シノキサ
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シン17)のように,酸 性側で強 い抗菌力 を示 す化合物 と,

AM-715お よびPPAの よ うに アル カ リ性 側で強 い抗菌

力を示す化合物 とがある。AM-715お よびPPAは 共に

ピペラジ ン環 を有 し,そ の二級 ア ミンが抗菌活性 に重要

な働 きを しているもの と推察 された。

in vitroの耐性獲得試験では,AM-715は 大腸 菌 お よ

び緑膿菌に対 して,一 定の耐性値 まで しか上昇せず(大

腸菌,0.78μg/ml,緑 膿菌,6.25μg/ml),高 度耐性菌が

出現 しに くい ことを示 したが,ブ ドウ状球菌 に対 しては

高度耐性菌 を得た。一方NAお よびPPAは グラム陽性

菌およびグラム陰性菌で高度耐性株 を得 た。

マウスに よる実験緑膿菌全身感染お よび大腸菌上行性

腎感染における感染防禦効果 では,い ずれ の場合 もAM-

715は,GMの 皮下投与による効力 よりは弱か ったが,

NA,PPAお よびMLXの4～9倍 す ぐれた 効力を示 し,

また緑膿菌全身感染の場合,皮 下投与 のCBPCの8倍 の

効力を示 した。このことは,AM-715が 従来のNA系 抗

菌剤に比べ,一 段 と優れ た治療効果が期待 され,か つ尿

路感染症以外の感染症 に対 して も効果が期待で きる と思

われた。

電子顕微鏡 による形態観察か ら,AM-715は 大腸菌や

緑膿菌のよ うな桿菌に対 し,MIC濃 度で菌体の 分 裂 を

阻止 し,Filament化 する。 また濃度がMICあ るいはそ

れ以上に達す ると細胞膜が破壊 し溶菌 し,殺 菌的に作用

することが示唆された。

ヒト血清による不活化率 はNA18)やMLXは60%以

上であるのに対 しAM-715は17%と 少な く,こ の こと

は生体内で作用発現の上 か ら有利な点 と考 えられた。
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BACTERIOLOGICAL STUDIES OF A NEW QUINOLINE
DERIVATIVE AM- 715

AKIRA ITO, SATOSHI MURAYAMA, KEIJI HIRAI, YASUO ABE and TSUTOMIJ IRIKURA
Central Research Laboratories, Kyorin Pharmaceutical Co., Ltd.

AM- 715, 1- ethyl- 6- fluoro- 1, 4- dihydro- 4- oxo- 7-(1- piperazinyl)- 3- quinolinecarboxylic acid, is a new nalidixic acid
analog. AM- 715 has a broader spectrum and more potent antibacterial activity than other drugs of the nalidixic acid
type. AM- 715 had higher antibacterial activity against gram- negative bacteria including Pseudomonas aeruginosa than
gentamicin (GM).

The antibacterial activity of AM- 715 was little influenced by change of inoculum size or medium and the presence
of metal ion, serum or sodium cholate. The activity of AM- 715 was greater in alkaline medium than in acid medium.
The in vitro resistance of Escherichia coil NIHJ JC- 2 and P. aeruginosa IFO12689 to AM- 715 was developed slower
than that to nalidixic acid (NA) and pipemidic acid (PPA).

AM- 715 was shown to have additive effect with GM, carbenicillin and ampicillin.
The activity of AM- 715 was clearly greater than that of NA, PPA, and miloxacin in systemic infection with P.

aeruginosa IID1210 and ascending kidney infection with E. coli NIHJ JC- 2 in mice.
When E. coli NIHJ JC- 2 and P. aeruginosa V- 1 were treated with AM- 715, the filamcntiation and lysis of cells

were observed with electron microscope and scanning electron microscope.


