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NY-198の 試験管内抗菌力,細 胞毒性,及 び

マ ウス培養 マク ロフ ァージ(Mφ)と の協 力的殺 菌作用

横 田 健 ・鈴 木 映 子 ・新 井 京 子
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NY-198のStaphylococcus aureus,methicillin耐 性Saureus(MRSA),Streptococcus

pneumoniae,Escherichiacoli(R+),Serratia marcescens,Enterobacter cloacae,Rgeudomonas

aemginosa,ampicillin(ABPC)耐 性Haemphilusinfluenzae及 びEacteroidesfragi1isに 対 す

るMIC80は そ れ ぞ れ0.78,1.56,12.5,1.56,1.56,0.39,3.13,0.05及 び12.5μg/mlで,nornoxacin

とofloxacinの 中 間的 抗 菌 特 性 を示 した 。 培 養 され たCHO-Kl細 胞,HeLa細 胞,ヒ ト神 経 芽 細 胞

(IMR32)及 びマ ウ ス線 維 芽細 胞 の初 代 培養 に は10μg/mlま で ほ とん ど影 響 せ ず,細 胞 毒 性が 比 較 的

弱 いニ ュ ー キノ ロ ンで あ る。

NY.198と 補 体 との 協 力 的 殺 菌 作 用 は強 くな いが,マ ウス 培養 マ ク ロ フ ァー ジ(Mφ)は1/8MIC

のNY.198存 在 下 で も,や や フ ィラ メ ン ト化 した 大 腸 菌 細 胞 を よ く食 菌 ・消 化 し,本 剤 が 良好 な生体

内効 果 を示 す 可 能 性 を示 唆 した。

DNAgyraseAsubunit阻 害剤 であるニュー一キノロン

は,二 次的 にDNA合 成 を阻害す るため,DNAと 蛋白合

成の不均衡か ら殺菌性 が強 い。北陸製薬で新 たに合成 さ

れたNY-198は このニューキノロンの一つである。 この

系統 の薬剤は他系統の ものに比べ抗菌域 も広 く,組 織移

行 も良いことが知 られている。 しか し選択毒性 の理論は

必ず しも確立 されてお らず,そ の安全性は多分 に経験に

頼 るこ とになる。本研 究ではNY-198の 試験管内抗 菌力,

補体 及びマウス培養マクロファージ(Mφ)と の協力的殺

菌作用 を検討するとともに,動 物細胞 に対する毒性 を組

織培養法で他 のニ ューキノロンと比較 した。

1材 料及び方法

1.使 用薬剤

NY-198は 北陸 製薬研究所 か ら分与 された。対照薬剤

としてnorfloxacin(NFLX:杏 林 製 薬),ofloxacin

(OFLX:第 一製 薬),ciprofloxacin(CPFX:バ イエ

ル薬 品),pipemidic acid(PPA:大 日本製 薬〉及び

cefaclor(CCL:塩 野義製薬)を 使用 した。

2.使 用菌株

順天堂大学 附属病院 中央検査室及び東京都養育院 中央

検 査 室 か ら分 与 さ れ た 臨 床 分 離 株Staphylococcus

aureus50株methicillin耐 性Saureus(MRSA)43

株coagulase(-)staphylococci(CNS>43株,

Streptococcus pyogenes 27株A群 以外 の β-stre-

ptococci 14株Streptococcus pneumoniae 20株

Enterococcus faecalis 37株Enterococcus faecium41

株 種 々 のR因 子 を伝 達 したEscherichiacoliCS2

(R+)52亜 株Klebsiella pneumoniae 50株AProteus

mimbilis 48株Proteusvulgaris 50株Morganella

morganii 51株Providenciarettgeri 38株5erratia

marcescens 49株Enterobacter cloacae 45株,

Acinetobacter calcoaceticus 45株 、Rseudomonas aer-

Ugznosa 50株Pseudomonas cepacia40株Xanth-

omonas maltophilia 54株ampicillin(ABPC)耐 性

Haemophilus influenzae27株 及 びBacteroides fragilis

50株 を被検 菌 と した。

3.培 養 細 胞

教 室 保 存 の ハ ム ス タ ー卵 巣 由来CHO-K1細 胞,HeLa

細 胞,東 大 医科 研 ・獣 医学 研 究 部 ・山 内教 授 か ら分 与 さ

れ た神 経 芽 細 胞(IMR32),ICR妊 娠20日 胎 児 か ら初 代

培 養 したnormalfibroblast及 びvolunteer腕 の 皮 膚

か ら初 代 培 養 した ヒ トnormalfibroblastを 使 用 した。

4.試 験 管 内抗 菌 力 の 検 討

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法1)に 準 拠 して 平 板 法 で最 小 発

育 阻止 濃 度(MIC)を 測 定 した。 す なわ ち被検 菌 を5ml

のL-broth2)に37C,一 夜 振 量 培 養 し,新 鮮L-brothで

グ ラム 陽 性 菌 は100倍,グ ラ ム 陰 性 菌 は1,00(賠 に 希 釈

し,約106CFU/m1の 菌 浮遊 液 を作 っ た。 ミク ロプ ラ ンタ

ー を 使 用 し
,薬 剤 を 倍 々 希 釈 濃 度 に 含 むMueller-
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Hinton寒 天(Difco)の 表面 にスポッ ト接種 し,37℃-

夜培養後,菌 発育の有無か らMICを 定 めた。ただ しレン

サ球 菌群 及 びHinfluenzaeの 前 培 養 に は そ れ ぞ れ

heart-infusion(HI)-broth(栄 研)及 びHI-brothに

5%Fildes-extract(Oxoid)を 加 えた ものを使 用 し,

MIC測 定 にはそれぞれ5%脱 繊維 ヒツジ血 液加HI寒

天 及び5%Fildes-extract加HI寒 天 を用 いた。 又S

pneumoniaeの 接種菌 液 は,血 液 平板上 の 菌 をか き取

り,HI-brothに 浮遊 した もの を適 当に希釈 して調製 し

た。嫌 気 性 菌 で あ るB.fragilisは,前 培 養 にGAM

broth37C静 置培養,MIC測 定 にはGAM寒 天 のガ ス

パ ック法 に よる嫌気培養 を行 なった。

5.細 胞毒性 の検討方法

24穴FALCON multi dishの 各wellに1×104個 の

CHO-K1細 胞HeLa細 胞,IMR32細 胞,マ ウスnor-

mal fibroblast又 は ヒ トnomlal fibroblastを 含 む10

% fetal calf serum加F12培 地2mlず つを接種 した。

一 部のwellに はNY-198又 はOFLXを 最 終 濃 度0 .1

～100μg/mlに な るよ うに加 え た
。5%CO2存 在 下 で

37C4日 間培養 し,培 養終 了後各wellの 培地 を除 き,

0.002% EDTA加Tripsinで37℃10～15分 間 処 理 し

て細胞 をはが した。遠心 でTripsin溶 液 を除 き,3m1の

Isoton溶 液 に再 浮遊 して,coulter counterで 細胞数 を

自動測定 した。薬剤添加 による影響 は,薬 剤無添加時4

日目の細胞数 を100%と し,各 濃度薬剤 添加時の細胞数

を相対比で表 示 した。各薬剤 に よる細胞の形態変化 は4

日目に倒 立位相 差顕微鏡 写真装 置(Nikon)で 記 録 し

た3)。

6.血 清補体 との協力的殺菌作用の検討

4本 の10mlL-brothにEcoliNIHJJC-2を2×

105CFU/mlに なるように接種 した。1本 はその まま(対

照),2本 目にこの菌の増殖 に影響 を与えない最高補体 量

0.75units/mlと20%ヒ ト非働化血清 を加 えた。3本 目に

は培養5時 間後の生 菌数 を接種 時の50%に 低 下 させ る

NY-198(ID5。)を 加 えた。4本 目の試験 管には補体,ヒ

ト非働化血清及びID5。のNY-198を 添加 した。37℃で振

盪培養 を続けなが ら,1,3,5及 び24時 間 目にそれぞ

れの培養液の一部 を取 り,適 当に希釈 して平板法 で生菌

計算 を行ない,補 体 と薬剤 の協力的殺菌作 用をみた4)。

7.マ ウス培養Mφ との協 力的食菌殺菌作用 の検討

Mφ はICR♂6週 令 マ ウ ス 腹 腔 内 を8mlの10%

fetalcalfserum加F12培 地で洗 って採取 し'遠 心洗浄

の後 同培地5mlに 再浮遊 した。 この0.1ml(約104cells)

をカバース リップ を沈 めた24穴FALCON multi dish

の各wellに 接種 し,37℃ で5%CO2存 在下,30分 静置

した後 同培地1mlず つ加 えて5%CO2存 在 下一夜37℃

で培 養 した。翌 日浮遊細胞 を除 き,L-CM(conditioned

mediumofL-929)5)20%を 添加 した同培地1mlと 交換

し,さ らに2時 間培養 を続 けて,Mφ を活性化 した。 さ

らにL-broth中 で37℃ 一夜振塗 培養 したE.coliNIHJ

JC-2をMφ の50倍 量(5×105CFU/well)接 種 した。

一 部のwellに は1～1/16MICのNY-198を 加 え て培

養 した。培 養5時 間 目にカバ ー ス リップ を取 り出 し,

SalineGで 軽 く洗 浄後methanol固 定,Giemsa染 色 を

行 なって光顕像 を撮影 した。

II成 績

1.試 験 管内抗 菌力

NY-198はSaureus臨 床分離 株 に対 しFig1の と

お りOFLXやCPFXに わずかに劣 る抗 菌力を示 し,全

株1.56μg/ml以 下 で増殖 を阻止 した。Fig.2の とお り

MRSAに 対す る抗 菌力 もOFLXやCPFXに 若干劣 る

がCCLやPPAよ りはるかに優 れていた。CNS43株 に

対 しては,NY-198はNFLXと 同程度の抗 菌力 を示 し,

CPFXやOFLXに わ ず か に 劣 っ た(Fig.3)。S

pyogenesに 対す る本剤 の抗 菌力 は中等度 に とど まり,

CCL,CPFX'OFLxに は もち ろんFig.4の とお り

NFLXよ り若干弱 かった。Fig5の とお りA群 以外の

β一streptococciに 対 す る抗 菌力 も,被検 ニューキノロン

中で最 も弱か った。NY-198のSpneumoniaeに 対す る

抗 菌力 もFig.6の とお り中等度 で他のニ ュー キノ ロン

より弱 い。E.faeoalisに 対 してはNY-198はNFLXと

同程 度の抗 菌力 を示 したがFig.7の とお りCPFXや

OFLXに 劣った。Efnciumに はニ ュー キノロン中で

最 も抗菌力は弱 く,Fig.8の とお りその抗 菌力は中等度

にとどまった。

R因 子保有Ecoliに 対 して も,NY-198の 抗菌 力は

CPFX,NFLX,OFLXに 劣 ったが,Fig.9の とお り

CCLやPPAよ りか な り強 く全株1.56μg/mlで 増殖 が

阻止 された。Kpneumoniaeに 対 して はFig.10の とお

り,NY-198はCPFXやNFLXよ り若干弱い抗菌力だ

がOFLXと 同程 度で あった。Pmirabilisに 対 しては

他のニ ュー キノロンより抗 菌力は弱 かったが,Fig.11の

ごと くCCLやPPAよ りかな り強か った。Fig12の と

お りPmをar露 には,NY-198はOFLXとNFLXの

中間的な抗 菌力を示 した。M.morganiiに はNY-198

はOFLXと 同程度 の抗 菌力で'Fig.13の とお りCPFX,

NFLXに 若干劣 った。Prettgeriに 対 す る本剤 の抗菌

力 もFig.14の ご と くOFLXと 同程 度 で あ っ た。S

marcescensに もFig15の とお りNY-198はOFLXと

同程 度の抗 菌力 を示 し,CPFX,NFLXに 若干 劣った。

Ecloacaeに はNY-198はNFLXよ り若干強い抗菌力

を示 し,Fig.16の とお りOFLXよ りわずかに劣 った。

A.calcoaceticusに 対 す るNY-198の 抗 菌 力 はFig .17
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の とお り強 く,NFLXよ り優 れていた。Paemginosa

にはNY-198はFig-18の ごと く,OFLXと 同程 度の抗

菌力を示 し,CPFXやNFLXに は劣った。 しか し,P

cepaciaに はNY-198はFig.19の ご と く,NFLXよ り

若干強い抗 菌力 を示 した。X.maltophiliaに 対す る本剤

の抗 菌力は優 れてお り,Fig.20の ご と くOFLXと 同程

度でNFLXやCPFXよ り優 れていた。ABPC耐 性 π

influenzaeに 対 するNY-198の 抗菌 力はFig.21の ご と

く良好で,他 剤 同様0.1μg/ml以 下 ですべ ての株 を増殖 阻

止 した。嫌気性菌B.fragiliSに 対 す る本剤 の抗 菌力は

Fig.22の とお り中等度 に とどまり,NFLXよ り優 れて

いる もの の,OFLXやCPFXに は劣った。

Fig. 1. Cumulative sensitivities of 50 clinical

isolates of S. aureus to NY-198 and

other chemotherapeutic agents

Fig. 2. Cumulative sersitivities of 43 clinical

isolates of MRSA to NY-198 and other

chemotherapeutic agents

Fig. 3. Cumulative sensitivities of 43 clinical
isolates of coagulase (-) staphylococci

(CNS) to NY-198 and other chemothe-
rapeutic agents

Fig. 4. Cumulative sensitivities of 27 clinical

isolates of S. pyogenes to NY-198 and

other chemotherapeutic agents

Fig. 5. Cumulative sensitivities of 14 clinical

isolates of fl-streptococci to NY-198 and

other chemotherapeutic agents
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Fig. 6. Cumulative sensitivities of 20 clinical

isolates of S. pneumoniae to NY-198 and

other chemotherapeutic agents

Fig. 7. Cumulative sensitivities of 37 clinical
isolates of E. faecalis to NY-198 and
other chemotherapeutic agents

Fig. 8. Cumulative sensitivities of 41 clinical
isolates of E. faecium to NY-198 and

other chemotherapeutic agents

Fig. 9. Cumulative sensitivities of 52 subclo-
nes of E. coli carrying various R (bla)

plasmids to NY-198 and other chemo-
therapeutic agents

Fig. 10. Cumulative sensitivities of 50 clinical

isolates of K. pneumoniae to NY-198

and other chemotherapeutic agents

Fig. 11. Cumulative sensitivities of 48 clinical

isolates of P. mirabilis to NY-198 and

other chemotherapeutic agents
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Fig. 12. Cumulative sensitivities of 50 clinical

isolates of P. vulgaris to NY-198 and

other chemotherapeutic agents

Fig. 13. Cumulative sensitivities of 51 clinical

isolates of M. morganii to NY-198 and

other chemotherapeutic agents

Fig. 14. Cumulative sensitivities of 38 clinical

isolates of P. rettgeri to NY-198 and

other chemotherapeutic agents

Fig. 15. Cumulative sensitivities of 49 clinical

isolates of S. marcescens to NY-198

and other chemotherapeutic agents

Fig. 16. Cumulative sensitivities of 45 clinical

isolates of E. cloacae to NY-198 and

other chemotherapeutic agents

Fig. 17. Cumulative sensitivities of 45 clinical

isolates of A. calcoaceticus to NY-198

and other chemotherapeutic agents
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Fig. 18. Cumulative sensitivities of 50 clinical

isolates of P. aeruginosa to NY-198

and other chemotherapeutic agents

Fig. 19. Cumulative sensitivities of 40 clinical

isolates of P. cepacia to NY-198 and

other chemotherapeutic agents

Fig. 20. Cumulative sensitivities of 54 clinical

isolates of X. maltophilia to NY-198

and other chemotherapeutic agents

Fig. 21. Cumulative sensitivities of 27 clinical

isolates of ABPC resistant H. influenzae
to NY-198 and other chemotherapeutic
agents

Fig. 22. Cumulative sensitivities of 50 clinical
isolates of B. fragilis to NY-198 and
other chemotherapeutic agents

2.細 胞毒性

Fig.23,24の とお り,CHO-K1細 胞及びHeLa細 胞 に

対す るNY-198の 毒性 は比較的弱 く,OFLX同 様10μg/

mlま ではほ とん ど影響せ ず,100μ9/mlで 両細胞 に対す る

増殖 趾 効果がみ られた。Clone化 された ヒ ト神経芽細

胞IMR32に 対 して も,NY-198は10μg/mlま で増殖 に影

響 しなか った(Fig。25)。

一般 に株化 された腫瘍細 胞 よ り正 常細 胞の方がニ ュー

キノロンの影響 を受けに くい。本剤 もFig.26及 び27の と

お りマ ウス及び ヒ トnormal fibroblastに は100μg/ml

で も増殖 阻止力は弱 い。 しか しOFLXよ りは若干強 い

影響 を示 した。
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Fig.23. Influence of NY-198 and OFLX on

the growth of CHO-Ki cells

Fig.24. Influence of NY-198 and OFLX on

the growth of HeLa-cells

Fig.25. Influence of NY-198 and OFLX on

the growth of IMR 32 cells

3.血 清補体 との協 力的殺 菌作用

EcoliNIHJJC.2の 増殖 に影響 を与えない最 高量

の補体 に20%ヒ ト非働化 血清 を加 え,そ れにID50のNY

-198を 共 存させ て も,Fig.28に 示す とお りID50の 薬剤単

独の場 合に比べ,殺 菌力 はそれ ほど強 くな らない。す な

わち本剤 と補体 との協 力的殺菌作用 は見 られ なかった。

Fig.26. Influence of NY-198 and OFLX on

growth of mouse fibroblasts (primary
culture)

Fig.27. Influence of NY-198 and OFLX on
the growth of human fibroblasts (pri-
mary culture)

4.白 血球 との協 力的食 菌殺菌作用

マウス培養Mφ にEcoliNIHJJC-2を 食菌 させ5

時間たつ とFig.29に 示す とお り,薬剤 非存在下 では培養

Mφ は生体 内ほ どの 力を持 たないため,食 菌 された菌細

胞 は細胞 内で増殖 し,Mφ を破壊 して遊出す る。これに

対 し1MICのNY-198が 共存 す るとFig.30の とお り

DNA合 成が阻害 されたため,核 を一 つだ け持 って紡錘

型にフ ィラメ ン ト化 した細胞 はよ く食菌消化 されMφ

は正 常に とどまる。 この状態 はFig-31に 示す1/4MIC

NY-198存 在下で も認め られ食菌 した菌細胞の消化 が進

み,Mφ は障害 され ない。写真は省略 するが,1/8MIC

のNY-198存 在 下で も同様 でMφ は障害 されなかった。

Fig.32に 示 す とお り1/16MICのNY-198存 在下 では

一部 のMφ は食菌 した菌細胞 を消化 して健 常 に とどま

るが,一 部のMφ は菌に よって破壊 され る像が認 め ら

れ る。



32 CHEMOTHERAPY JUNE. 1988

Fig.28. Influence of JD50 of NY-198 (0.0791ag/
ml) on the bactericidal effect of serum
complement against E. coli NIHJ JC-2

III考 察

NY-198の 試験管内抗菌力 は,Saurevs,MRSA,P

vulgans,Fcloacae,A.calcoaceticus及 びB.カfragilis

にはNFLXよ り抗 菌力が強 く,CPFXやOFLXに や

や 劣 る。 しか し レ ンサ球 菌 群 で はCPFX,OFLX,

NFLXよ りも抗 菌力が弱 く,内服剤 としては臨床効果 は

期待 しに くい。 グラム陰性菌では,R因 子保有Ecoli,

Pmirabilisで は既存のニ ューキ ノロンにやや抗 菌力は

劣 るが,M.morganii,Prettgen,Smarcescens等

で はOFLXと 同 程 度 で あ る。Paeruginosaで は

NFLX,CPFXに 劣 るが,Pcepaciaで はNFLXよ り

抗菌力が強 い。

以上 を考 える と本剤 はレンサ球菌,肺 炎球菌の感染 を

除 き,各 種感染症 に臨床 効果が期待 され る。

NY-198の 血清補体 との協 力作用 は顕著 でないが,培

養マ ウスMφ は1/8MICのNY-198存 在下で も,や や

フ ィラメン ト化 した大腸菌細胞 をよ く食菌消化す るので,

本剤 の体 内動態が良 けれ ば優 れた臨床効果 を示すであろ

う。 又,本 剤 は10μg/mlま で ヒ トを含め各種 培養細胞 の

増殖 にほ とん ど影響 しないので,分 配率 が脂溶 性に傾い

て脳血管 関門を通過 しやす い とい う性質 がなければ 安

全 性も心配が少 ない。
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Fig. 29. Death of mouse macrophages phagocytizing normal cells of E. coli 

NIHJ JC-2 grown without drugs, at 5h after infection

Fig. 30. Mouse macrophages phagocytizing filamentous cells of E. coli NIHJ 

JC-2 grown with 1 MIC of NY-198, at 5h after infection
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Fig. 31. Mouse macrophages phagocytizing filamentous cells of E.  coli NIHJ 
JC-2 grown with 1/4 MIC of NY-198, at 5h after infection

Fig. 32. Death of some mouse macrophages phagocytizing cells of E. coli NIHJ 

JC-2 grown with 'In MIC of NY-198, at 5h after infection
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NY-198, A NOVEL NEW QUINOLONE: ITS IN VITRO ANTIBACTERIAL

ACTIVITY, CYTOTOXICITY FOR MAMMALIAN CELLS, AND SYNERGY OF

BACTERICIDAL ACTIVITY WITH MOUSE-CULTURED MACROPHAGES

TAKESHI YOKOTA, EIKO SUZUKI and KYOKO ARAI

Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University, Tokyo

MIC80s of NY-198 against 14-54 clinical isolates of S. aureus, MRSA, S. pneumoniae, E. coli carrying R

plasmids, S. marcescens, E. cloacae, P. aeruginosa, ABPC-resistant H. influenzae, and B. fragilis were 0.78, 1.56,

12.5, 1.56, 1.56, 0.39, 3.13, 0.05, and 12.5 ƒÊg/ml, respectively. NY-198 manifested intermediate antibacterial

activity between norfloxacin and ofloxacin. NY-198 did not affect the growth of cultured CHO-K1 cells, HeLa

cells, human neuroblastoma IMR 32 cells, or primary culture of mouse fetal fibroblasts, up to 10 ƒÊg/ml,

indicating that this agent is a rather weakly cytotoxic new quinolone.

Synergy of bactericidal effect between NY-198 and serum complement was not prominent, although mouse

cultured macrophages engulfed well and rapidly digested cells of E. coli, which were converted to a spindle/

filament shape, in the presence of higher than 1/8 MIC of NY-198, suggesting that NY-198 manifests good in

vivo effect.


