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嫌気性菌に対するNY-198の 抗菌力

加 藤 直 樹 ・宮 内 正 幸 ・渡 辺 邦 友 ・上 野 一 恵

岐阜大学医学部附属嫌気性菌実験施設

新規pyridonecarboxylicacid系 合成抗菌剤であるNY-198のin碗roお よびin vivoに お ける

抗菌力の検討,in vitro耐 性獲得試験およびマウス盲腸内容におけるClostridium difficile出現実験

を行なった。本剤はGram陰 性と陽性の嫌気性菌に対 し比較的幅広い抗菌スペク トラムを有していた

が,全 般に抗菌力はofloxacinよ りは若干弱 く,norfloxacinよ りは強いかほぼ同等の成績であっ

た。Referencestrainの 中で とくに本剤 に高い感受性がみられたのは,Bacteroides gncilis,

Bacteroides ureolyticnsとGapnocytophaga ochraoeaで あった。臨床分離株を用いた検討では,NY

-198のBacteroides fragilisに 対するMIC70が12 .5μg/mlと やや高 く,ラ ット・パウチを用いたin

vivo実 験 ではB.fragilisに 対 し効果は認められなかった。 しか し,Peptostreptocoocus magnnsな ど

のGram陽 性球菌の臨床分離株に対するMIC70は3.13μg/m1と 比較的低い値であった。Invitro耐 性

獲得試験では,嫌 気性菌は通性嫌気性菌に比べてNY-198に 対する耐性を獲得しにくい成績であっ

た。抗菌薬投与に関連した下痢症 と関係のある腸内のC.diffioileの 異常増殖は,NY-198の7日 間連

続投与によって5匹 中2匹 に102CFU/gと 少ない菌数がみられたのみであった。

NY-198は 北陸 製 薬 株式 会 社 研 究 所 で新 規 に合 成 され

たpyridonecarboxylic acid系 合 成 抗 菌 剤 で あ る。 化 学

名 は(±)-1-ethyl-6,8-difltloro-1,4-dihydro-7-(3-

methy1-1-piperaziny1)-4-oxo-3-quinolonecarboxy-

licacidhydrochlorideで,quinolone環 の6位 と8位 に

フ ッ素 を有 す る特 徴 を持 つ 。分 子 量 は387.81で,構 造 式

はFig.1に 示 した。

著 者 らはNY-198の 嫌気 性 菌 に対 す るin vitroとin

vivoに お け る抗 菌 力 を既 存 のpyridonecarboxylic acid

系抗 菌剤 と比 較検 討 した。 一方,マ ウス を用 いた 実験 系

で,薬 剤 投 与 に よ る盲腸 内 のclostridium difficileの 出

現 も合 わせ て行 な い,本 剤 の下 痢 症 誘 発性 の 点 か ら見 た

安全 性 に つ いて も検 討 した 。また,in vitroに お け る耐 性

獲得 試験 も行 な っ た。

Fig.1. Chemical structure of NY-198

1材 料 と方 法

1.抗 菌 ス ペ ク トラ ム

当教 室 が保 有 す るATCC(American Type CuIture

Collection),VPI(Virginia Polytechnic Institute),

WAL(Wadsworth Anaerobic Laboratory)お よび

GAI(Gifu Anaerobic Institute)由 来 の10菌 属,33菌

種35菌 株 のreference strainに 対 す るMIC(mini-

mum inhibitory concentration)を 測 定 した1)。 培 地 は

5%ヒ ツ ジ溶 血 血 液 加Brucella培 地 を用 い た。

2.新 鮮 臨床 分 離 株 に対 す る抗 菌 力

過 去3年 間 に 分 離 さ れ た 嫌 気 性Gram陰 性 菌 の

Bacteroides fragilis 39株,Baoteroides vulgatｕ 52株

Bacteroides distasonis 2株,Baoteroides ovatus 5株

Baoteroides thetaiotaomicron 10株,Baoteroides

nniformis 13株,Bacteroides intermedius 13株,

Bacteroides corporis 7株,Bacteroides bivins 27株 お

よび嫌 気 性Gram陽 性菌 のPeptostreptococcus anaer-

obius 19株Peptostreptococcus asaccharolytious 21株

Peptostreptococcus magnus 37株Clostridium difficile

22株 に対 す るMICを 測 定 した。接 種 菌 量 は106CFU/ml

と した。 培 地 はB.iutermediusとB.corpo然 で は5%

ヒ ツ ジ 溶 血 血 液 加Brucella培 地 を,そ れ 以 外 で は

GAM寒 天 培 地 を用 い た。
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3.使 用薬剤

NY-198(北 陸製薬,906μg/mg)お よび抗菌力の検討

では対照薬剤 としてofloxacin(OFLX,第 一製薬,1000

μg/mg),norfloxacin(NFLX,杏 林製薬,1000μg/mg),

pipemidic acid(PPA,第 一製薬,1000μg/mg)を 用 い

た。

4.MICとMBCの 比較

菌株はB.fragizisGAI5562(GM7000)株 を用いた。

接種菌液 はGAM寒 天 培地に24時 間培養 した菌株 を

0.03%yeast extract溶 液 に108CFU/mlに なるように

懸濁し,こ れをさらに1000倍 に希釈して作製 した。この

菌液は2倍 段階希釈された薬剤を含むvitaminK1(0.1

μg/ml)加GAM brothに10μl接 種 し,48時 間培養後,

肉眼的に培地の濁 りがみられない最小薬剤濃度 をMIC

として求めた。MBCは 濁 りのみられないGAM broth

を薬剤を含まないGAM寒 天培地に接種 培養 し,接 種

菌の99.9%が 死 滅した最小薬剤濃度とした。

5.ラ ット・パウチ内感染の治療実験

方法の詳細はすでに報告 した2)。略述すると,ラ ットは

Wister系,雄5週 齢を用い,背 部皮下に作製 したパウ

チにB.fragilisGAI5562株 を103CFU接 種 し,24時 間

後よりNY-198に よる治療 を開始 した。NY-198は1回

4mg/kgま た は40mg/kgを1日2回,7日 間経口投与 し

た。この間,経 時的にパウチ内菌数を平板塗布法により

測定し,治 療効果を検討した。

パウチ内薬剤濃度はBacillus subtilisMB32を 検 定菌

としたペーパー ・ディスクを用いたbioassay法 に より

測定した。培地は1%寒 天濃度のBrain Heart Infusion

Agar(BBL)を 用 いて行った。

6.マ ウス盲腸内におけるC.dlfflcile出 現 実験

方法の詳細は既に報告 した3)。マウスはICR系,雄,

4週 齢(20±2g)を 用 いた。投与量,投 与日数は1回2

mg,1日1回,7日 間 とし,NY-198は 経 口投与 した。盲

腸内のC.difficileは 薬剤投与終了後,1日 目と5日 目に

定量培養法により菌数を測定した。

7.In vitroに おける耐性獲得試験

B.fragilisGAI5562,B.vulgatusATCC8482お よ

びEsoherichia coliATCC25922を 用いて増量的継代

法により行なった4)。培地はvitaminK1(0.1μg/ml)加

GAM半 流動培地(日 水)を 用いた。MICは 薬剤を含ま

ない培地での菌の発育と比較 し,明 らかに菌の増殖が抑

制されている最小薬剤濃度とした。

継代前後の菌の薬剤感受性populationはGAM寒

天培地上の菌を0.03%yeast extractに1010CFU/ml以

上 の高濃度に懸濁後,各 種濃度の薬剤を含むGAM寒 天

培地上に0.1mlず つ分注し,各 寒天平板に発育 したコロ

ニー数を算出 した。

II結 果

1.抗 菌スペクトラム

Gram陰 性 菌の108CFU/mlと106CFU/ml接 種 時の

MICは そ れぞれTable1と2に 示 した。NY二198の

MICは 他のpyridonecarboxylic acidと 同様に,Cap-

nocytophaga属 を除き,接 種菌量による変動はほとんど

みられなかった。

臨床材料からの分離頻度が高いB.fragilis groupに

対 しては,NY-198は6.25～25μg/mlのMICを 示 し,

OFLXよ りはやや劣るものの,NFLXよ りはやや優れ

ていた。NY-198はFusobaoterinm属 の菌 には6.25

μg/ml以 上 のMICで,B.fragilis groupに おける成績

とほぼ同様であった。またGram陰 性球菌のVeillonel-

伽 には106CFU/ml接 種で0.78μg/mlのMICを 示 し,比

較的低い値であった。

Gram陽 性 球菌に対 しては,NY-198のMICは108,

106CFU/nU接 種 で ともに0.78～50μg/mlに 分 布 し,C.

difficileを除けば比較的幅広 い抗菌力を示した(Table

3,4)。

2.新 鮮 臨床分離株に対する抗菌力

B.fragilisに 対 しては,NY-198のMICの ピークは

12.5μg/mlに あ り,OFLXの ピークMIC3.13μg/mlよ

りは2管 以上劣っていた(Fig.2)。 各株ごとのMICの

相関関係は各薬剤間でほほ前述のごとくの差が認められ

たが,NFLXに200μg/mlのMICを 示 した1株 はPPA

に200μg/ml,OFLXに6.25μg/ml,NY-198に12.5μg/

mlのMICを 示 し,検討した4剤 すべてに高いMIC値 を

有 していた。

B.fragilisと 同様にindole陰 性 のB.vulgatusと8

跳 燃o嬬 は各々2株 を用いて検討 したが,NY-198に

はそれぞれ6.25μg/ml,50μg/mlと12.5μg/ml,25μg/

ml,OFLXに は3.13μg/mL25μg/mlと6.25μg/mL

12.5μg/ml,NFLXに は100μg/ml,>200μg/mlと100

μg/ml2株PPAに は100μg/ml2株 と100μg/ml2株

で,8〃 ㎎i薦 における成績 と比較的似た値であった。

B.ovatusとB.thetaiotaomicronの 感受性はそれぞ

れFig.3と4に 示 した。 ともによく似た感受性を示し,

OFLX,NY-198,PPへNFLXの 順でMICが 低かっ

た。

B.uniformisに 対 しては,NY-198はOFLXと 同様

にMICが0.2～25μg/mlの 間 に幅広 く分布 した(Fig.

5)。 抗菌力の強い順序は他のB.fragilis groupの 菌種

とほぼ伺様で,NY-198はOFLXよ りはやや劣るもの

の,NFLXやPPAよ りは明 らかに強い抗菌力を持って

いた。

B.biviusに 対 しては,NY-198を は じめ検討したすべ
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Table 1. Antibacterial spectrum of NY-198, ofloxacin, norf ioxacin and

pipemidic acid against Gram-negative anaerobic bacteria
Inoculum size: 108 CFU/ml

* C. ochracea is a capnophilic bacterium, which was previously designated as Bacteroides ochraceus.

ての薬剤が急駿なMIC累 積 曲線を示 した(Fig.6)。NY

-198のMICは12 .5～25μg/m1に 分布 し,OFLXよ りは

2管 程劣っていた。PigmentingEac云eroidesと して知

られ るEcoゆor密 お よびEintermediusで は,E

intermediusに 対 す るPPAのMICを 除 き,全 体 に

MIC分 布の幅が狭かった(Fig.7,8)。 これらの菌種に

対するNY-198のMICは6.25μg/m似 下で,OFLXよ

りは高く,NFLXと は同等かやや弱い抗菌力であった。

嫌気性Gram陽 性球菌のRamerobius,Pmagnus

お よび 、Rasaccharolytimsに 対するMICは それぞれ

Fig.9,10,11に 示 した。NY-198は これらの菌種の中で

P,magnusに 対 し最も強い抗菌力を示し,MIC分 布の

ピーク値は1.56μg/m1で あった。Pasaccharolyticusに

対 しては6.25～25μg/mのMICを 示 し,比 較的高い値

であった。他剤との比較では,OFLXよ りは1管 程劣る

ものの,NFLXと はほぼ同等の抗菌力を示 した。

Cd顔cileに 対 しては,NY-198のMICは25～50

μg/mlと,比 較的高い値を示 し,抗 菌力は弱かった(Fig.

12)。

3.B. fraglllsに対するMICとMBCの 比較

B. fragilisGAI5562株 を用いた検討では,PPAを 除

き,NY-198はOFLXやNFLXと 同様に,MIC値 と

MBC値 が2倍 違いで,強 い殺菌的効果を示 した(Table

5)。

4.ラ ッ ト・パウチ内感染の治療実験

NY-198の4mg/kgお よび40mg/kg,1日2回 の連続投

与によっては,Bfragilisの 増殖はまった く影響されず,

本剤の効果は認め られなかった(Fig.13)。
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Table2. Antibacterial spectrum of NY-198, ofloxacin, norfloxacin and

pipemidic acid against Gram-negative anaerobic bacteria

Inoculum size: 108 CFU/ml

*C . ochracea is a capnophilic bacterium, which was previously designated as Bacteroides ochraceus .

使用菌株に対するNY-198のMICは12.5μg/mlで あ

ったが,パ ウチ内薬剤濃度は40mg/kgの 投与量でも,投 与

後3,6,9時 間 目に検出されたのは1μg/ml前 後 で,

MIC値 を6倍 下回る薬剤濃度 しか移行がみられなかっ

た。

5.マ ウス盲腸内C.dlfflclleの 出現実験

NY-198で は盲腸内に本剤が十分残っていると思われ

る薬剤投与終了1日 後に,C.ditficileの 出現はみ られな

かったものの,残 留薬剤がないと考えられる投与終了5

日後には5匹 中2匹 にC.diffioileの 出現をみた(Table

6)。 しかし,菌 数は102CFU/gで,検 出下限の最 も少な

い菌数であった。

6.In vitroに おける耐性獲得試験

E60ZiはNY-198を 含 む培地中で容易に耐性獲得が

みられるものの,B.fragilisとB.vulgatuSで は12回 の

継代によっても4倍 のMIC上 昇 しか認められなかった

(Fig.14)。

この時の継代前の菌株 と薬剤含有培地で12回 継代後

の菌株の薬剤感受性populationを 比 較検討すると,E

ooJiでは継代後大半は64倍 以上耐性化し,103CFU/mlの

populationは200μg/mlのNY-198で 発育 を阻止 され

なかった(Fig.15)。

B.fragilisで は,4倍 までの耐性化が継代後の株の大

半のpopulationで み られ(Fig.16),B.vulgatusで も同

程度の上昇が認められた(Fig.17)。

III考 察

近年,NFLX,OFLX,enoxacin,ciprofloxacinと
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Table 3. Antibacterial spectrum of NY-198, ofloxacin, norfloxacin and

pipemidic acid against Gram-positive anaerobic bacteria

Inoculum size: 108 CFU/ml

106CFU /ml

Fig. 2. Comparative in vitro activity of NY-198

and related agents against clinical isolates
of Bacteroides fragilis (39 strains)

106 CFU/ml

Fig. 3. Comparative in vitro activity of NY-198
and related agents against clinical isolates
of Bacteroides ovatus (5 strains)
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Table 4. Antibacterial spectrum of NY-198, ofloxacin, norfloxacin and

pipemidic acid against Gram-positive anaerobic bacteria

Inoculum size: 106 CFU/ml

106 CFU/ml

Fig. 4. Comparative in vitro activity of NY-198
and related agents against clinical isolates
of Bacteroides thetaiotaomicron (10 strains)

106 CFU/ml

Fig. 5. Comparative in vitro activity of NY-198
and related agents against clinical isolates
of Bacteroides utlif ormis (13 strains)
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Fig.6. Comparative in vitro activity of NY-198

and related agents against clinical isolates
of Bacteroides bivius (27 strains)

Fig.7. Comparative in vitro activity of NY-198
and related agents against clinical isolates
of Bacteroides corporis (7 strains)

いった,naphthyridine環 も しくはquinoline環 骨格の

6位 にフッ素を導入するとともに,1位 や7位 に種々の

置換基を持たせた合成抗菌剤がつぎつぎと開発されてい

る。これらの薬剤は,従 来の合成抗菌剤 と比較 し,ス ペ

ク トラムがGram陰 性 菌のみならず,Gram陽 性 菌にも

及び,ま た個々の菌種に対する抗菌力も格段に増強して

いることから,ニ ューピリドンもしくはニューキノロン

と言われている5)。NY-198も この系統に属する抗菌剤

で,Gram陰 性菌および陽性菌にわたる強い抗菌力が期

待される。

Fig.8. Comparative in vitro activity of NY-198
and related agents against clinical isolates
of Bacteroides intermedius (13 strains)

Fig.9. Comparative in vitro activity of NY-198
and related agents against clinical isolates
of Peptostreptococcus anaerobius (19 strains)

今回の検討では,嫌 気性菌において幅広い抗菌スペク

トラムが確認されたが,OFLXよ りは抗菌力は弱 く,

NFLXやPPAよ りは強い成績 であった。

臨床分離株を用いた検討でも同様で,ほ とんどの菌種

でOFLXよ りは劣るもののNFLXよ りは優れている

か同等の成績であった。 この中で,臨 床的にとくに分離

頻度が高いB,fragilisに 対 しては,NY-198のMICピ

ークおよびMIC70は ともに12 .5μg/mlで,本 剤の常用投

与量である1回200mgで は血清中ピーク値が1.5μg/ml

前後 であることを考え合せるとやや高い値であった。こ
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Fig.10. Comparative in vitro activity of NY-198
and related agents against clinical isolates
of Peptostreptococcus magnus (37 strains)

Fig.11. Comparative in vitro activity of NY-198

and related agents against clinical isolates
of Peptostreptococcus asaccharolyticus

(21 strains)

のことはラット・パウチを用いた動物感染実験でも示さ

礼 使用菌株のMIC値6.25μg/mlを 上 回るパウチ内濃

度は得 られず,膿 瘍性の嫌気性菌感染には本剤はやや効

果が弱いことが示唆 された。

しかし,骨 髄炎や軟部組織感染か らよく分離される

Gram陽 性球菌のP.magnusやP.anoerobiuｓ6)に 対 し

ては,MIC70が3.13μg/mlで,こ とにP.magnusで は

MICの ピークが1.56μg/mlと 比較的低いことから,臨 床

的有用性が示唆された。

また,近 年,歯 周炎や歯周症患者から分離さ礼 問題

になっているB.gracilis7),B.nreolyticusお よびGapno-

Fig.12. Comparative in vitro activity of NY-198

and related agents against clinical isolates
of Clostridium dif f icile (22 strains)

Table5. MIC and MBC of NY-198 and related

agents against B. f ragilis GAI 5562

*μg/ml

cytophaga8)のreference strainで は,NY-198は1.56

μg/ml以 下 の比較的低いMICを 有することから,これら

の菌種に対する有効性が期待 される。

In vitroの 耐性獲得試験では,NY-198に 対 しE.coli

は容易に耐性化がみられたものの,嫌 気性菌はその度合

が低 く,OFLXと の比較では本剤の方が耐性化の傾向が

弱かった。

抗菌薬投与と関係のある下痢症の病原体の1つ として

重要であるC.difficileの マウス盲腸内異常増殖 を検討

した実験では,C.difficileは 出現 しないか出現しても

102CFU/9と ご く少数であった。したがって,NY-198

は下痢症を誘発する可能性が極めて低いものと考えられ

た。
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Administration

* Bacteria was inoculated

24 h previously

Fig. 13. Viable cell count of B. fragilis GAI 5562 and NY-198 concentration
in rat pouch after treatment with NY-198

Table 6. Appearane of Clostridium d ifficil a in caecum contents of mice
administrated NY-198

*: Number of mice
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Fig. 14. In vitro development of bacterial resistance to NY-198 in serial culture

Fig. 15. Susceptibility of E. coli ATCC 25922 to NY- 198
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Fig.16. Susceptibility of B. fragilis
GAI 5562 to NY-198
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IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY

OF A NEW QUINOLONE, NY-198

NAOKI KATO, MASAYUKI MIYAUCHI, KUNITOMO WATANABE and KAZUE UENO
Institute of Anaerobic Bacteriology, Gifu University School of Medicine, Gifu

The in vitro and in vivo antibacterial activity of a novel pyridonecarboxylic acid, NY-198, was evaluated and

compared with ofloxacin (OFLX), norfloxacin (NFLX), and pipemidic acid (PPA). The in vitro development of

resistance and appearance of Clostridium difficile in murine cecum were also studied .

NY-198 showed a relatively broad spectrum against Gram-positive and -negative anaerobic bacteria
, being

less active than OFLX against most anaerobes but more active than NFLX and PPA . Reference strains of

Bacteroides gracilis, Bacteroides ureolyticus, and Capnocytophaga ochracea (which are frequently isolated from the

gingival cavity in patients with gingivitis) were rather susceptible with lower MICs (c. 1.56ƒÊg/m1). The MIC70

of NY-198 against clinical isolates of Bacteroides fragilis was 12 .5g/ml. This value was relatively high,

considering a peak serum concentration of c. 1.5ƒÊg/ml when 200mg of NY-198 was administered to healthy

males.

In an in vivo experimental infection in rat pouch, NY-198 40mg/kg twice daily for 7 days had little effect

against B. fragilis. Against Peptostreptococcus magnus and other Gram-positive anaerobic cocci , the MIC7o of NY
-198 was relatively low at 3

.13ƒÊg/ml.

The in vitro resistance test for B. fragilis and Bacteroides vulgatus showed gradual and slight elevation of

MICs of NY-198. C. difficile appeared in 2 of 5 mice tested, with 102 CFU/g in cecal contents 5 days after 7

day-administration of 2 mg/kg of NY-198.


