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NY-198の 細菌学的評価
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群馬大学医学部薬剤耐性菌実験施設

NY-198は キノ リン骨格 の7位 側鎖 であ るpiperazine基 の3位 にC-methyl基 を
,6,8位 にそれ

ぞれ フ ッ素原子 を導入 した新 ピ リ ドンカル ボン酸系合成抗菌剤 である。NY-198の 抗 菌活性 をoflox-.

acin (OFLX), norfloxacin (NFLX)お よびpipemidic acid(PPA)を 対照 薬 と して比較検 討

し,以 下の結果 を得た。

1.NY-198は グ ラム陽性菌お よびグ ラム陰性 菌に対 し,OFLX,NFLXと 同様 に幅広 い抗菌スペ

ク トル と強い抗 菌活性 を有 していた。

2.NY-198は,methicillin耐 性Staphylococcus aureus, nalidixi cacid耐 性Enterobacteria-

ceae, gentamicin耐 性Pseudomonas aeyuginosaお よびampicillin耐 性1-laemophilus influenzae

に対 して も,交 叉耐性 を示 さず優れ た活性 を示 した。

3.NY-198の 抗菌作用 は殺菌的で あった。

4.ウ マ血清の添 加,培地 のpHの 変化,培 地の種類お よび接種菌量の変化 によ り,NY-198のMIC

値 は大 き く変化 しなか った。

5.NY-198に 対 す る自然耐性菌 出現頻 度は,OFLXお よびNFLXと 同様 に低率 であった。

6.NY-198は,EscherichiacoliKL-16株DNAgyraseのDNAス ーパー コイ リング活性 を強

く阻害 した。

7,グ ラム陽 性菌お よび グラム陰性菌 を用 いたマ ウス感染防御実験 において,NY-198は 経 口投 与

で有効 であ り,そ のinvivo効 果は一般 にNFLXお よびPPAよ り有意 に優 礼OFLXと ほぼ同等

あるいはやや優れ た感染防御効果 を示 した。

NY-198〔(±)1-ethy1-6,8-difluoro-1,4-dihydro-7

(3-methyl-1-piperazinyl)-4-oxo-3-quinoline-

carboxylicacidhydrochloride〕 は,北 陸製 薬 株 式会 社

にお い て合 成 され た新 ピ リ ドンカル ボ ン酸 系 合 成 抗 菌剤

で あ る。 … は キノ リン骨 格 の6,8位 に それ ぞ れ フ

ッ素原 子 を,7位 のpiperazine基 の3位 にC-methyl基

を有 して い る(Fig.1)。

Fig.1.ChemicalstmctureofNY-198

今回,NY-198のinvitroお よびinvivo抗 菌活性 を

ofloxacin(OFLX)1),norfloxacin(NFLX)2)お よ び

pipemidicacid(PPA)3)と 比較 したので報告する。

1実 験材料 および方法

1.試 験 薬剤

NY-198は 北陸製 薬,OFLXお よびnalidixicacid

(NA)は 第一製薬,NFLXは 杏林製薬,PPAは 大 日本

製 薬,gentamicin(GM)は 塩 野 義製 薬,ampicillin

(ABPC)は 明治製菓,methicillin(DMPPC)は 萬有

製薬か らそれぞれ分 与 をうけた。

2.使 用菌株

標準 菌株 お よび各種臨 床分離菌株は,群 馬大学 医学部

薬剤 耐性 菌実験 施設の保存 株 を用いた。
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3.使 用培地

感 受 性 測 定 に は,特 に 記載 しな い限 りsensitivity

diskagar(SDA日 水製薬)お よびsensitivity test

broth(STB,日 水 製 薬)を 使 用 した。Pseudomonas

aemginosaに は 前 培 養 の 際STBに 代 え て0.4%

KNO3含 有STBを 用 い た。Streptococcus pneumo-

niae,Streptococcus pyogenesお よ びEnterococcus

famlisの 感受性測定には,brain heart infusion broth

(BHIB,Difco)お よび10%ウ マ脱繊維血液(日 本生物

材料 セ ンター)を添加 したSDAを 使用 した。Legionella

sp.にはpenassay broth 17.5g/l,yeast extract 2g/l,

活性炭29/l,L-cystein hydrochloride80mg/l,ピ ロ リ

ン酸第二鉄0.2g/1を 含む寒天培地 を使用 し,判定 を3日

後 とした。Haemophilus influenzaeで はheminお よび

β-nicotinamide adenine nucleotide(β-NAD,

Sigma)を それぞれ10μg/ml,2μg/ml含 有 したBHIB

お よび これ に寒 天 を加 えたBHIAを 用 いた。 また,

Neisseria gonorrhoeaeに はGC agar(Difco)に1%

hemoglobinお よび1%Iso Vitale X(Beckton Dick-

inson)を 加 えた培地 を使用 した。嫌気性 菌の培地 には,

GAMbroth(日 水製薬)お よびGAM agar(日 水製薬)

を用いた。

4.最 小発育 阻止濃度(MlC)測 定

日本化学療法学会標準法 鋤 に準 じて,寒 天平板希釈法

でMICを 測定 した。STBで37℃,18時 間培養 した菌液

を,約106CFU/ml(嫌 気性菌 については約108CFU/ml)

となるよ うbuffered saline gelatin(BSG)で 希釈 し

た。この希釈菌液の約5μ1を ミクロプ ランター(佐久間

製作所)を 用 いて薬剤含有 寒天平板 に接種 し,37℃,18

時間培養後,被 験菌の発育が認め られ ない最小濃度 をも

ってMICと した。 ただ し,Spneumoniaeお よびN .

gonorrhoeaeに つい ては,前 培養 に液体 培地 を用 いず,

寒天平板 よ り菌 を直接 か きとり,菌 液 を調製 した。

5.殺 菌作用

1)最 小殺菌濃度(MBC)の 測定

試験 菌には,化 学療法 学会 設定の標準菌株 を用 いた。

STBで37℃,18時 間培養 した被験 菌液 を約104CFU/ml

となるよう希釈 し,種 々の濃度の薬剤 を含むSTB培 地

に接種 した。37℃ で18時 間培養後,肉 眼で濁度 の有無 を

観察 し,濁 度が認め られない最小の薬剤濃度 をMICと

した。さらに,MIC以 上の薬剤濃度の試験管 か ら薬剤 を

含 まないSDA平 板上 に菌液 を5μ1ず つ ミクロプ ラン

ターを用いて接種 し,37℃ で18時 間培養後,生 育菌の有

無 を判定 し,生 育菌がみ られない最小薬剤濃度 を もって

MBCと した。

2)増 殖曲線にお よぼす影響

被験 菌をSTBで,37℃,18時 間培養後,約104CFU/

mlと な るよ う新鮮 なSTB培 地に接種 し振 とう培養 を行

なった。培養開始か ら2時 間後 に薬剤 を添加 し,経 時的

にサンプ リング し生菌数 を測定 した。

6.諸 因子 の最小発育阻止濃度(MIC)に 及ぼす影響

馬血清の添加,培 地pHの 変化,培 地 の種類 お よび接

種菌量のMIC値 に及ぼす影響 は,寒 天平板 希釈法 に よ

り調べた。

7.自 然耐性菌出現頻度

STBで37℃,18時 間培養 した試験 菌液 を,8MIC濃

度の薬剤 を添加 したSDAプ レー トに塗抹 し,37℃,18

時間培養後 に生 じたコロニ ー数 を計数 した。

8.大 腸菌のDNAgyraseの スーパー コイ リング活

性 の阻害作用

当研究所の佐 藤 らの方法6～8)に従 ってNY-198の 阻害

作用 を調べ た。

1)DNAgyraseの 精製

DNA gyraseはEscherichia coli KL-16株 よ り精 製

した。菌 を振 とう培養 しOD540 1.0で 集 菌 した湿菌体 と

同量のTGED buffer〔50mMTris-HCI(pH7.5),

1mM dithiothreitol(DTT,Sigma),10%(w/v)

grycerol〕 で 菌 体 を 浮 遊 させ,20mg/ml lysozyme

(Sigma)で 溶菌後,遠 心 によ り上清 を得 た。次 に硫酸

ス トレプ トマイシンによる除核酸,42%飽 和硫安 による

分画を行い,DEAE-Sepharose CL-6B(Pharmacia)

に よ る カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー お よびEpoxy-

activated Sepharose CL-6B(Pharmacia)に ノボピ

オシンを リガン ドと したア フィニテ ィー クロマ トグラフ

ィーによ り,DNAgyraseを 精製 した。

2)ス ーパ ー コイ リング活性の阻害

基質 と してプ ラス ミドpBR322DNAを 用いた。菌体

か ら抽 出 し たcovalently closed circular(ccc)

pBR322 DNAを ウ シ胸 線 由 来 のtopoisomarase I

(BRL)に よ り開 いた環状型(relaxed)DNAに 変換

し,基 質 と して使 用 した。DNAgyraseは 数mMの

ATP存 在下でrelaxed DNAをccc DNAに 変換す る

活性(ス ーパ ーコイ リング活性)を 有 して いる9)。今回,

relaxed pBR322 DNAに,25mM Tris-HCI(pH

7.5).25mM KCl,7mM MgCl2,2mM spermidine

(Sigma),3mM ATP,1mM DTTお よび2 .5μg/

ml E.coli t-RNAを 添加 し反応 液 とした。 次に酵素

(gyrase)液5μ1お よび薬剤 液5μ1を 混和 し,4℃,

30分 間放置 した。ここに反応液10μ1を 加 え,3アC
,1時

間反応 させた。反応履,0.8%ア ガ ロースゲル電気泳動 に

よ りcccDNAとrelaxedDNAを 分離 し,エ チ ジウム

プ ロマイ ド染色 を行 ない,デ ンシ トメーターに よりそれ

ぞれのDNAを 定量 した。種 々の薬剤濃度 におけるスー

パ ー コイ リング活性 の阻害 効果 を調 べ,50%阻 害濃 度
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(ID50)を 決 定 した。

9.マ ウ ス 感 染 防御 効 果

ICR系 雄 マ ウス(体 重:18～21g)を,一 群10匹 使 用

した。 被 験 菌 に は,Staphylococcus aurens Smith,E.

coli ML 4707,Klebsiellapneumoniae GN 6445,

Pmteus mirabilis GN 4754,Serratia marcescens GN

7577お よびPaeruginosa GN 11189を 用 い た。

各 被 験 菌 は,BHIBで37℃,一 晩 培 養 した後,19coli

ML4707お よび 」K.pneumoniae GN 6445はBHIBに,

他 の 菌 は4%mucin (Difco)を 含 むBHIBに 懸 濁 さ

せ,マ ウ ス 腹 腔 内 に0.2mlず つ接 種 し,感 染 を惹 起 した。

感染 菌 量 は,各 々S. aureus Smith:2.2×107CFU/マ

ウ ス,E.coli ML 4707:6.0×107CFU/マ ウ ス,κ.pneu-

moniaeGN6445:3.4×107CFU/マ ウ ス,Pmimbilis

GN4754:7.8×106CFU/マ ウ ス,Smrcescens GN

7577:1.0×106CFU/マ ウ ス お よ びPaeruginosa

GN11189:6.4×106CFU/マ ウ ス で 約60～1300×LD5。

で あ っ た。 薬剤 は0.5%carboxymethyl cellulose(和

光純 薬)に 懸 濁 し,感 染 直 後 に 一 回 経 口投 与 を行 な っ た。

感 染後 五 日 目の マ ウス の 生 存 率 か ら,probit法10)に よ り

ED50お よび95%信 頼 限 界 を算 出 した。

II実 験成 績

1.抗 菌 スペ ク トラム

NY-198の 標 準 菌 株 に 対 す る 抗 菌 力 を,OFLX,

NFLX,PPAお よ びNAを 対 照 薬 剤 と して 比較 検 討 し

Table 1に 示 した 。

Micrococcus luteusを 除 くグ ラム 陽 性 菌S.ａmeus,

S. pyogenesお よびBacillus subtilisに 対 して,NY-198

は0.2～3.13μg/mlのMIC値 を 示 し,そ の 抗 菌 力 は

OFLXO.1～0.78μg/mlお よびNFLX0.2～3.13μg/

mlとOFLXに は や や 劣 る もの のNFLXと 同程 度 で,

PPA6.25～>100μg/mlよ り もは る か に強 い 活 性 で あ

った 。

Table 1. Antibacterial activity of NY-198 against standard strains of bacteria

* By the agar-dilution method (inoculum: 106 CFU/ml)
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グラム陰性菌 について,種 々のEnterobacternceaeに

対す るNY-198のMIC値 は0.05～0.39μg/mlを 示 し,

0FLXO.0125～0.39μ9/mlお よびNFLX0.025～02

μ9/mlと ほぼ同程度の抗菌漕性 を示 した。 この抗 菌活性

は,PPA0.78～6.25μg/mlよ り強か った。 またPae処

uginosaに 対 し,NY-198は0.78～1.56μg/mlのMIC

値 を示 し,優 れた抗菌活性 を有 していた。

以上 のように,NY.198は グ ラム陽 性菌お よびグ ラム

陰性 菌に対 し,広 域 の抗菌 スペ ク トラム と強 い抗菌活性

を示 した。

2.臨 床 分離菌株 に対 する抗菌力

近年 臨床材料 よ り分離 され た新鮮株 を用い,NY-198

の抗 菌力を検討 した。

S.aureus 161株 の感受 性ピークはNY-198で は0.78

～1 .56μg/mlに 見 られ。3.13μg/mlで 全ての菌株の発育

を阻止 した(Fig2)。OFLX,NFLXお よびPPAは,

それ ぞれ0.39,1.56お よび50μg/mlにMIC値 の ピー ク

を示 した。

DMPPC耐 性S.aurms (MRSA)44株 に対 し,NY

-198のMIC50は0 .78μg/mlを 示 し,OFLXよ り劣 るも

ののNFLXよ りや や 優 れ た抗 菌 活 性 を有 して い た

(Fig.3)。

同様 にStaphylococcns epidermidis107株 に対 して も,

106CFU/ml

Fig. 2. Antibacterial activity of NY-198 against
S. aureus (161 strains)

106 CFU/ml

Fig. 3. Antibacterial activity of NY-198 against
MRSA (44 strains)

106 CFU/ml)

Fig. 4. Antibacterial activity of  NY-198 against
S. ePidermidis (107 strains)
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NY-198は0.78μg/mlにMIC値 の ピー ク を示 し,6.25

μg/m1で 完 全 に 発 育 を阻 止 した(Fig.4)。 こ の と きの

OFLX,NFLXお よびPPAのMIC値 の ピー ク は,そ

れ ぞれ0.39,0.78,12.5μg/mlを 示 した。

Spyogmes 92株 で は,NY-198は3.13μg/mlにMIC

値 の ピ ー ク を示 し,OFLX,NFLX,PPAお よびNA

のMIC値 の ピ ー ク は それ ぞれ0.78,1.56,>100,>100

μg/mlで あ っ た(Fig.5)。

S.pneumoniae 24株 に対 して,NY-198は6.25μg/ml

でgo%以 上 の 菌株 の 発 育 を阻 止 した(Fig.6)。OFLX,

NFLX,PPAお よ びNAのMIC値 の ピー クは,そ れ ぞ

れ3.13,12.5,>100,>100μg/mlで あ っ た。

E.faecalis 54株 に お け るNY-198のMIC値 の ピ ー

ク は,OFLXお よびNFLXの3.1a6.25μg/mlと 同等

の6.25μg/mlを 示 した(Fig.7)。 この と きPPAお よ び

NAのMIC値 の ピー ク は い ず れ も100μg/ml以 上 で あ

った 。

一 方
,NY-198は グ ラ ム 陰性 菌群 に 対 して も強 い 抗 菌

活 性 を示 した 。

E.coli 93株 に対 しNY-198は,OFLxお よびNFLX

の0.1μg/mlの2倍 で あ る0.2μg/m1にMIC値 の ピー ク

を示 した(Fig.8)が,中 に はMIC1.56～6.25μg/mlを

示 す 菌 も 存 在 し た。PPAお よ びNAは,そ れ ぞ れ

106CFU/m1)

Fig. 5. Antibacterial activity of NY-198 against
S. pyogenes (92 strains)

106CFU/ml

Fig. 6. Antibacterial activity of NY-198 against
S. pneumoniae (24 strains)

106CFU/ml

Fig. 7. Antibacterial activity of NY-198 against
E. faecalis (54 strains)
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106 CFU/ml

Fig.8. Antibacterial activity of NY-198 against
E. coli (93 strains)

1.56,3.13μg/mlにMIC値 の ピー ク を示 した。

1(pnmmn毎e40株 に対 してNY-198は,MIC値 が0.39

μg/mlに ピー ク を示 したが,OFLXお よびNFLXは0.2

μg/mlにMIC値 の ピー ク が認 め られ た。NY-198は,PPA

お よびNAの 約32倍 強 い活 性 を示 した(Fig.9)。

Klebsiellaoxytoca 56株 も同様 に,NY-198のMIC値

の ピ ー クは0.2μg/mlに 見 られOFLX,NFLX,PPAお

よ びNAのMIC値 の ピ ー ク は,そ れ ぞ れ0.1,0.1,

1.56,3.13μg/mlで あ った(Fig10)。

Citrobacterfreundii76株 の 感 受 性 分 布 で は'NY-

198は0.39μg/mlに 主 峰 を有 す る幅 広 いMIC値 分 布 を

示 し,0.39μg/mlで63%,12.5μg/mlで100%の 菌 株 の 増

殖 を阻 止 した(Fig.11)。OFLX,NFLX,PPAお よび

NAに つ い て も同様 の 傾 向 が み られ た。

Shigelhlspp.107株 につ い て,NY-198は0.39μg/ml

に鋭 いMIC値 の ピー ク を 示 し,こ の 濃 度 で約95%の 菌

株 の増 殖 を阻 止 した(Fig.12)。 この と き,PPAお よび

NAのMIC値 の ピー ク は1.56μ9/mlで あ った 。

Salmone伽spP.107株 に対 してNY-198は0.39μg/

mlに 鋭 い ピー クが み られ,0.78μg/mlで 全 株 の 増 殖 を阻

止 した(Fig.13)。 この と きOFLX,NFLX,PPAお

よ びNAのMIC値 の ピ ー ク は,そ れ ぞ れ0.2,0.1,

3.13,6.25μg/mlで あ った 。

106 CFU/ml

Fig.9. Antibacterial activity of NY-198 against
K. pneumoniae (40 strains)

106 CFU/ml

Fig.10. Antibacterial activity of NY-198 against
K. oxytoca (56 strains)
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106 CFU/ml

Fig. 11. Antibacterial activity of NY-198 against
C. freundii (76 strains)

106 CFU/ml

Fig. 12. Antibacterial activity of NY-198 against
Shigella spp. (107 strains)

106CFU/ml

Fig. 13. Antibacterial activity of NY-198 against
Salmonella spp. (107 strains)

106 CFU/ml

Fig. 14. Antibacterial activity of NY-198 against
E. cloacae (100 strains)
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Enterobactercloacae 100株 に お け る感 受 性 分 布 で は,

0.39μg/mlにNY-198の 感 受性 ピー ク がみ られ,OFLX

お よびNFLXの0.2,0.1μg/mlよ り劣 り,PPA,NA

の3.13,6.25μg/mlよ り強 い 抗 菌 活 性 を 示 し た(Fig.

14)。

Pmirabilis 99株 で は,NY-198は0.39～0.78μg/ml

にMIC値 の ピ ー ク を示 した(Fig.15)。

Proteusvulgaris 79株 お よ びMorganella morganii

50株 に お け るNY-198のMIC値 の ピ ー ク は い ず れ も

0.2μg/mlと 強 い抗 菌 活 性 を示 した(Fig.16,17)。

Proteus inconstans 88株 に対 し,NY-198はOFLX

と同 等 の0.39～0.78μg/mlにMIC値 の ピー ク が み られ

た が,NFLXのMIC値 の ピー ク は0.1～1.56μg/mlに

広 く分 布 して いた(Fig.18)。

Smarcescens 100株 は,NAに 対 し てMIC値100

μg/ml以 上 の 耐性 を示 す 菌株 が 約40%存 在 し,他 菌 種 と

は 異 な る感 受 性 分 布 を 示 した(Fig.19)。NY-198は

OFLXお よ びNFLXと 同 等 の 抗 菌 活 性 を 示 し,0.39

μg/mlと6-25μg/mlにMIC値 の ピ ー クが み られ た。NY

-198のMIC
50お よ びMIC90は そ れ ぞ れ0.78μg/ml,

12.5μg/mlと 比 較 的広 い感 受 性 分 布 で あ り,PPAお よび

NAと 比 較 して8～32倍 の抗 菌 活 性 を有 して い た。

これ ら臨床 分 離 菌 株 中 のEcoli8株K.pneumoniae

106 CFU/ml

Fig.15. Antibacterial activity of NY-198 against
P. mirabilis (99 strains)

106 CFU/ml

Fig.16. Antibacterial activity of NY-198 against
P vulgaris (99 strains)

106 CFUml)

Fig.17. Antibacterial activity of NY-198 against
M. morganii (50 strains)
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106CFU/ml

Fig.18. Antibacterial activity of NY-198 against
P. inconstans (88 strains)

106CFU/ml

Fig.19. Antibacterial activity of NY-198 against
S. marcescens (100 strains)

106CFU/ml

Fig.20. Antibacterial activity of NY-198 against
P. aeruginosa (99 strains)

3株Sieellaspp.4株Cfnundii17株Pmirabilis

6株Pvulgaris1株M.morganii2株Smarcescens

42株 を含むNA耐 性腸 内細菌群(NAのMIC>12.5μg/

ml)に 対 して も,NY-198は 抗菌活性 を有 していた。

Paeruginosa99株 に対 して'NY-198は3.13μg/ml

にMIC値 の ピーク を示 し,こ の濃 度で約80%の 菌株 の

発育 を阻止 した(Fig.20)。NFLxはOFLXお よびNY

-198と 同等 かやや強 い活性 を示 した
。 さらに,GM耐 性

菌 に対 す る本 剤 のMICの ピー ク値 は6.25μg/mlで,

GM感 受性菌 に比べ2倍 程度 と劣る ものの,GMに 比べ

はるか に強い抗 菌力 を示 した(Fig.21)。

Pseudomonas cepacia 51株 では,NY-198,OFLXお

よびNFLXは25μg/mlに,NAは50μg/mlに 鋭 いMIC

値の ピー クを示 したが他 の菌種 に比べMICは 劣 って い

た(Fig.22)。 なお,約50%の 菌株がPPAに 対 して100

μg/ml以 上 のMIC値 を示 した。

Xanthomonas maltophilia50株 の感受性分布で は

NY-198は12.5μg/mlにMIC値 の ピ ー ク を 示 し,

OFLXと 同等 の抗 菌力 を有 して いたが,NFLX感 受性

分布はNAの それ とほぼ同等で,NY-198の 約1/4～1/8

の抗菌力で あった(Fig-23)。

Acinetobacte"alcoaceticus49株 に対 して,NY-198

はOFLXと 同様 に0.39μg/mlにMIC値 の ピー ク を示
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Fig. 21. Antibacterial activity of NY-198 against
GM-resistant P. aeruginosa (45 strains)

Fig. 22. Antibacterial activity of NY-198 against
P. cepacia (51 strains)

Fig. 23. Antibacterial activity of NY-198 against
X. maltophilia (50 strains)

Fig. 24. Antibacterial activity of NY-198 against
A. calcoaceticus (49 strains)
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Fig. 25. Antibacterial activity of NY-198 against
Legionella spp. (15 strains)

し,以 下NFLX3.13μg/mLNA6.25μg/mLpPA50

μg/mlの 順 にMIC値 の ピーク を示 した(Fig.24)。

近年 レジオ ネ ラ症 の起 因菌 と して注 目 され て い る

L¢gionelhspp15株 についてNY-198は3.13μg/mlに

MIC値 の ピー クがみ られOFLX(1.56μg/n正)に 近 い

抗菌力 を示 した(Fig.25)。NAはNFLXと 同 じく6.25

～12 .5μ9/mlにMIC値 の ピークを示 した。

H.infzuenzae72株 の場合,NY-198は0。1μg/mlに シ

ャープなMIC値 の ピーク を示 し,こ の濃度 でほ とん ど

の 菌 株 の 増 殖 を 阻 止 した(Fig.26)。OFLXお よび

NFLXは0.05μg/mLNAは1.56μg/mlに,PPAは

3.13μg/mlにMIC値 の ピークがみ られた。また,ABPC

耐 性H.influenzaeに 対 す るNY-198のMICは

ABPC感 受性 菌の それ と差 が認 め られ なか った(Fig.

27)。

亙8onorrhoeae17株 に対 し,NY-198は0.1μg/mlで

ほぽ95%の 菌株の増殖 を阻止 し,そ の抗 菌活性 はPPA

NAお よびABPCよ り優 れていた(Fig.28)。

嫌気性 グラム陰性桿菌で ある.Bacteroi4esfihag〃 空27

株の感受性分布では,NY-198は12.5μ9/mlに,OFLX

は3.13μg/m1にMIC値 の ピー クが み ら礼NY-198は

NFLXの 約4～8倍 の抗 菌活性 を示 した。NAで は,90

%以 上の菌株が100μg/ml以 上 のMIC値 を示 した(Fi縁

Fig. 26. Antibacterial activity of NY-198 against
H. influenzae (72 strains)

Fig. 27. Antibacterial activity of NY-198 against
ABPC-resistant H. influenzae (64 strains)
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Fig. 28. Antibacterial activity of NY-198 against
N. gonorrhoeae (17 strains)

Fig. 29. Antibacterial activity of NY-198 against

B. fragilis (27 strains)

Fig. 30. Antibacterial activity of NY-198 against
C. perfringens (16 strains)

Fig. 31. Antibacterial activity of NY-198 against
C. difficile (27 strains)
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Table 2. Bactericidal activity of NY-198 against standard strains

(MIC, MBC: ƒÊg/ml)

29)。

さらに,嫌 気性 グ ラム陽 性桿 菌のClostridium per-

jringems 16株 お よびClostridium difficile 27株 に対 し

てNY-198は,そ れ ぞ れ1.56μ9/mlお よび25μ9/mlに

MIC値 の ピーク を示 し,C.difficileに 対す る抗菌 力は

OFLX>NY-198>NFLXの 順 で あ っ た(Fig.30,

31)。

3.殺 菌作 用

標 準 菌株 に対 す るNY-198のMIC値 とMBC値 の

関係 をOFLX,NFLXお よびPPAと 比較 してTable

2に 示 した。NY-198のMBC値 はいずれ もMIC値 と

ほぼ一致 してお り,Pnrnginosaに おけ るPPAの 成

績 を除 いて,OFLX,NFLX,PPAに つ いて もMIC値

とMBC値 との間 には大差はみ られ なか った。Fig.32,

3a34に 示す ように,S.annns Smith, E.coli ML4707

お よびPaeruginosa GN11189株 に対 して,NY-198は

MIC以 上の濃 度で細菌の増殖 を顕著 に抑制 し,強 い殺菌

的作用が認め られた。また24時 間培養後 において も,NY

-198を は じめOFLX
,NFLXは,1MIC以 上の濃 度で

細菌の再増殖は見 られなかった。

4.抗 菌 力に及ぼ す諸因子の影響

Fig.35に 示す ように,20,40%の 馬血清添加 によ り

NAのMIC値 は大 きく増加 し,PPAのMIC値 もやや

増加す る傾 向がみ られ たが,NY-198で はOFLXお よ

びNFLXと 同様,MIC値 の大 きな変動 はみ られ なか っ

た。

培 地pHの 変 化 に よ り,NY-198,OFLXお よび

NFLXは アル カ リ側で抗 菌力がやや増加 したの に対 し,

NAは アルカ リ側 で抗菌 力が減少 した(Fig.36)。

接種 菌量 を増 加 させた場合 は,5薬 剤 と もにMIC値

がや や大 き くな る傾 向が み ら礼 この傾 向 はP.aer-
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NY-198 (MIC: 0.78 pg/ml)

NFLX (MIC: 0.78 pg/ml)

OFLX (MIC: 0.39ug/ml)

PPA (WC: 25 pg/ml)

Fig.32. Bactericidal activity of NY-198 against S. aureus Smith
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NY-198 (MIC: 0.10 pg/m1)

NFLX (MIC: 0.10 pg/ml)

OFLX (MIC: 0.05 pg/m1)

PPA (MIC: 1.56 pg/ml)

Fig.33. Bactericidal activity of NY-198 against E. colt ML4707
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NY-198 (MIC: 3.13 ug/ml)

NFLX (MIC: 1.56 g g/ml)

OFLX (MIC: 3.13 pg/ml)

PPA (MIC: 25 pg/mi)

Fig. 34. Bactericidal activity of NY-198 against P. aeruginosa GN11189
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S. aureus
FDA209 JC-1

E. coli
NIHJ JC-2

K. pneumoniae
PCI-602

S. typhimurium
IID-971

S. marcescens
IAM1184

M. morganii
IF03848

P. aeruginosa

IFO3445

Fig. 35. Influence of horse serum on MIC
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S. aureus
FDA209 JC-1

E. coil
NIHJ JC-2

K. pneumoniae

PCI-602

S. typhimurium
IID971

pH of medium

S. marcescens

IAM 1184
M. morganii
IFO 3848

P. aeruginosa

IFO 3445

pH of medium

Fig. 36. Influence of medium pH on MIC
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S. aureus
FDA 209 JC-1

E. co li
NIHJ JC-2

K. pneumonzae
PCI-602

S. typhimurium

LID 971

S. marcescens

IAM 1184

M. morganii

IFO 3848

P. aeruginosa
IFO 3445

Fig. 37. Influence of inoculum size on MIC
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S. aureus

FDA 209 JC-1
E. coli
NIHJ JC-2

K. pneumoniae

PCI-602

S. typhimurium

IID 971

S. marcescens

IAM 1184
M. morganii

IFO 3848

P. aeruginosa

IFO 3445

<Medium>
S: Sensitivity

disc agar
B: Brain heart

infusion agar
H: Heart infusion

ager
N: Nutrient agar

Fig. 38. Influence of medium on MIC
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Table 3. Frequency of spontaneous mutants resistant to NY-198

Selective concentration: 8 times the MIC value

Fig. 39. Inhibition of E. coli KL-16 DNA gyrase supercoiling activity by NY-198

uginosaIFO3445株 にお いて特 に顕著 で あ った(Fi&

37)。

また,培 地 を変えて もNY-198の 抗菌力 に大 きな変化

はみ られ なか った(Fig.38)。

5.自 然耐性 菌出現頻度

Table3に 示す とお り,PPAは7菌 種 中4菌 種 にお

いて10-7～10脚9の 頻 度で 自然耐 性菌の出現が認め られた。

これに対 してNY-198の 耐性 菌の 出現 はいず れ も10-8

～10-9以 下の頻度で あった。

6.大 腸 菌 のDNAgyraseの ス ーパ ー コイ リ ング 活

性 の 阻害 作 用

各 種 キ ノ ロ ン系 薬 剤 に よ る大 腸 菌DNAgyraseの ス

ーパ ー コイ リ ング活 性 阻害 効 果 をFig .39に,ま たMIc

とID5。 の 比 較 をTable4に 示 した 。ID5。 値 で 比 較 す る

とNY-198(0.67μg/ml)は,NA(87.6μg/ml)やPPA

(50.5μ9/m1)よ りは るか に強 く,OFLX(0.80μg/ml)

お よびNFLX(0.64μg/ml)と ほ ぼ 同等 のDNAgyrase

阻害 活性 を有 して い た。 ま た,今 回 調 べ た 薬剤 の 中 で は,

MIC値 ・ID5。値 と も にciprofloxacin(CPFX)が 最 も
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優 れ て い た。

7.マ ウ ス感 染 防 御 効 果

NY-198の in uiuo抗 菌活 性 を,マ ウス 感 染症 に対 す

る感 染 防 御 効 果 で,OFLX,NFLXお よびPPAと 比 較

検 討 しTable5に 示 した 。

S.aureus Smith感 染症 に対 す るNY-198のED5。 値

は6.66mg/kgで,OFLXの7.07mg/kgと ほぼ 同 等 で あ り,

NFLXの13.4mg/kgよ り低 い 値 を 示 し た。PPAは

142.1mg/kgとNY-198よ りは るか に高 いED5。 値 で あ っ

た 。

EcoliML4707感 染 症 に対 し,NY-198は1.45mg/kg

と い うED5。 値 を示 し,OFLXの1.38mg/kgと ほ ぼ 同 等

で,NFLXの3.91mg/kgの 約1/3,PPAの29.3mg/kgの

約1/20で あ っ た。

Table 4. Inhibition of E. coli KL-16 DNA

gyrase superocoiling activity by

quinolonecarboxylic acids

Table 5. Protective effects of NY-198 on systemic infections in mice

a) Adiministered intraperitoneally.
b) Single oral medication immediately after infection.
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K.pneumoniae GN 6445感 染症 に対 し,NY-198の

ED50値 は1.78mg/kgで あ り,OFLX(3.06mg/kg)の2

倍,NFLX(6.25mg/kg)の3.5倍,PPA(22.3mg/kg)

の13倍 の感染 防御効果 を示 した。

S.marecescens GN7577感 染症 に対 し,NY-198の

ED5。値 は14.4mg/kgで,OFLX(30.2mg/kg)の2倍,

NFLX(46.6mg/kg)の3倍 の強 い活性 を示 した。

P.mirabilis GN4754感 染症 に対 す るNY-198の

ED5。値 は1.39mg/kgで あ り,OFLX(1.91mg/kg)と ほぼ

同等 で,NFLX(3-81mg/kg)の3倍,PPA(32.5mg/kg)

の23倍 の優 れた効果 を示 した。

P.aeruginosa GN11189感 染症 に対 し,NY-198は

32.2mg/kgと いうED5。値 を示 し,こ の値 はOFLXの47.1

mg/kgよ り1.5倍,NFLXの57.7mg/kgよ り2倍 優れた効

果 であった。

III考 察

NY-198は 標 準菌株お よび臨床分離株 のグラム陽 性菌,

グラム陰性菌 に対 し,幅 広 い抗菌 スペ ク トル を示 し,そ

の抗菌活性 はNFLX,OFLXと ほぼ同等 であ り,PPA

よ りはるか に優 れ ていた。 しか もこれ らの抗菌 活性 は

DMPPC耐 性S.aureus,GM耐 性P.aeruginosa,

ABPC耐 性H.influenzae,さ らにNA耐 性Enterobac-

tenaceaeの いずれ に対 して も有効で あった。

増殖曲線 に及ほす 影響で も,NY-198添 加 直後 か ら生

菌数の急激 な減少がみ ら礼 細 菌に対 するNY-198の 殺

菌的作用が示 され た。 この強 い殺菌的作用は突然変異株

選択の実験系か ら も予想 され た。す なわち,8MICを 用

いた場合NY-198耐 性 変異 株の 出現頻度 が10-8以 下 で

あった。GELLERTら はNAoxolinic acidのDNA合

成 阻害作用 に関 して,こ れ らの薬剤がEcoliのDNA

gyrase subunit Aに 作用 してDNAの スーパ ーコイル

化 を阻害 し,ひ いてはDNA合 成 を阻害 す る と報 告 し

た9.11)。DNA gyraseはDNAの 立体的構造変換 を担 っ

てお り,DNA複 製等 に深 く関与 してい ることか ら,細菌

に必須の酵素で ある と考 え られる12陶14)。近年 開発 され た

同系薬剤 であるNFLXお よびOFLXに ついて も,この

DNAgyraseの スーパ ー コイ リング活性 を強 く阻害す

る事が わかっている8)。今回,NY-198も 他の キノロン同

様DNAgyraseの スーパ ーコイ リング活性 を強 く阻害

した。このDNAgyrase阻 害作用が,NY-198の 強 い抗

菌活性の主因 と考 え られ る。

NY-198のin vitro抗 菌 活 性 は,NFLXお よ び

OFLXと ほぼ 同 等 あ る いは わず か に劣 る もの の,in

vivoマ ウス感染防御効果 においてNY-198は,NFLX

よ り優れ,OFLXと ほぼ 同等 あるいはそれ以上の感染 防

御効果 を示 した。この ようにNY-198に ついて優 れた感

染 防御 効果 が 得 られ た こ とは,NY-198の 優 れ たin

vitro抗 菌活性 だけでな く,NY-198の マウスにおける高

いbioavailability15)を 反 映 してい ると考 え られ る。以

前,当 研究所で はOFLXが'優 れたin vitro抗 菌活 性

を有す るCPFXと も同等のin vivo感 染 防御 効果 を示

す とい う報告16)をしてお り,今回の結果 と併せ ると,NY

-198はOFLX
,CPFXと 同様 に,既 存のキノロンの中で

最 も優 れたin vivoマ ウス感染防御 効果 を有す るもの と

考え られる。

この よ うにNY-198が マ ウス全身感染症 にお いて優

れた感染 防御効果 を示 した事,さ らにNY-198は ヒ トに

おいて も優 れた体 内動態 を有す る事17)から,将 来 ヒ トに

ついて も尿路感染症の みならず,全 身感染症 に対 して も

有 用な薬剤 となるこ とが期待 され る。
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IN VITRO AND IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF NY-198

TOHRU HIROSE and Susumu MITSUHASHI

Episome Institute, Gunma

MATSUHISA INOUE

Laboratory of Drug Resistance in Bacteria, School of Medicine, Gunma University, Gunma

NY-198, a new oral difluorinated quinolone, is characterized by the presence of a C-methyl group at the 3-

position of the piperazine moiety. We compared the in vitro and in vivo antibacterial activities of NY-198 with
those of ofloxacin (OFLX), norfloxacin (NFLX), and pipemidic acid (PPA). The results are summarized as
follows:

1) NY-198 had a broad spectrum, with strong antibacterial activity against both Gram-positive and - negative
bacteria. Its in vitro activity was similar to those of OFLX and NFLX.

2) NY-198 showed no cross-resistance with methicillin, gentamicin, ampicillin, and nalidixic acid.
3) The action of NY-198 was bactericidal.
4) Variation in medium pH, medium, inoculum size, and addition of horse serum had no effect on MICs of NY

-198.
5) The frequency of spontaneous mutation resistance to NY-198 was relatively low.
6) NY-198 strongly inhibited the supercoiling activity of DNA gyrase purified from E . coli KL-16.
7) In vivo antibacterial activity of NY-198 against systemic infections in mice was 2-to 4-fold that of NFLX

and 1-to 2-fold that of OFLX.


