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Nocardia asteroides グル ー プのtosufloxacinに 対 す る種 特 異 的

薬 剤 感 受性 パ ター ン と14C-tosufloxacinの 細 胞 へ の結 合
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最 近,開 発 された ピ リ ドンカル ポン酸 系抗 菌剤 tosufloxacin (T-3262) の臨床分離の

Nocardia特 にNoca7dia asteroidesグ ル ー プ(N.asteroides 12株,Nocardiafarcinica 9株

Nocardia noua 8株)に 対 す るin vitroの 活 性 を,4種 類 の 抗 菌 剤(enoxacin,norflo-

xacin,ofloxacin,ciprofloxacin)と 比 較 検 酎 し た 。 そ の 結 果,tosufloxacinが 最 も強 い 活

性 を 示 し た。Nocardiaの これ ら薬 剤 に 対 す る感 受 性 を 比 較 した 結 果,N.farcinicaが 最 も感受

性 が 高 く,N.asteroidesのMIC値 は 広 い 範 囲 に 分 布 し,一 方N.nouoは 耐 性 傾 向 を 示 し た 。

14c-tosufloxacinを 用 い た 実 験 の 結 果N.nouaとN.fazcinicaと の 感 受 性 の 違 い は

tosufloxacinの 菌 体 へ の 蓄 積 量 の 差 に よ る こ とが 強 く示 唆 さ れ た。

Key word8:Nocardia,ピ リ ドン カ ル ポ ン 酸,抗 菌 活 性,Tosufloxacin(T-3262),Labe-

lied compound

Nocor漉a症 は 日和 見感 染 症 と考 え られ1～3),近 年 増加 傾

向 に あ り,本 邦 で は全 身性 エ リテマ トー デ ス(SLE)な ど

の 患者 で 多発 す る こ とが 知 られ て い る。 本症 の 治療 に は サ

ル フ ァ剤 やST合 剤4)が 第 一 次 薬 剤 と して 使 用 さ れ て い

る。 しか し最 近 で は,サ ル フ ァ剤 に対 す る耐 性 菌 の 出現 や

副 作 用 の た め に,ア ミカ シ ン鋤 や ミ ノサ イ ク リン7.8)に よ

る 治療 成 績 の 報 告 も見 られ るが,新 た な優 れ た薬 剤 の開 発

がNocardia症 の 増加 と と もに望 まれ て い る。Nocordia症

の 中 では,本 邦 に お いて は,特 にNocazdia astmidesグ ル

ー プ(以 下 で は 細 分 類 に よ っ て 新 た に 提 案 さ れ たN.

asteroides sensu strictoをN.asteroidお と して両 者 を区 別

した)に よ る感 染 症 が 多 い。 我 々 は す でに,ア ミノ配糖 体

抗 生物 質 アー ベ カ シ ンさ らに は カル バペ ネム 系抗 生 物質 イ

ミペ ネム,ま た フ ロ モ キセ ブ の病 原 性Nocardiaに 対 す る

感 受 性 を検 討 し,そ れ らの 薬剤 がNocardiaに 対 して強 い

活性 を示 す こ とを報告9～11)して きた。

一 方,新 たに 登 場 して きたフ ッ素 を含 む新 しい タ イプ の

ピ リ ドン カル ボ ン酸 系 抗菌 剤 は グラ ム陰性 菌 の み な らず グ

ラ ム 陽 性 菌 に まで 抗 菌 スペ ク トル が拡 大 し,殺 菌 性 が 強

く,病 巣へ の移 行 性 に す ぐれ,上 気 道 お よ び呼 吸器 感 染 症

ま で適 用 で き るよ うに な って きた12)。 さ らに これ らの ピ リ

ドン カル ボ ン酸 系 の薬 剤 の 中 に はofloxacinの よ うに臨 床

的 に 抗 結核 剤 と して優 れ た効 果 を 発揮 す る こ とが綴 告11.14)

され てい る もの もあ り,抗 酸 菌 の近 縁 微生 物 に よってお こ

るNocardia症 に対 して,こ れ ら ピ リ ドンカ ル ポ ン酸系の

薬 剤 が 臨 床 応 用 され る可 能 性 が 高 い こ とか ら,最 近開発 さ

れ たtosufloxacinを 中 心 にciprofloxacin,enoxacinお

よ びnorfloxacinの 病 原 性Nocazdiaに 対 す るinvitroの

活 性 を検 討 して きた.そ の 研 究 中 に。Nocardiaの 薬剤 感

受 性 が,種 に 特 異 的 なパ ター ン を示 す こ と を見 いだ したの

で,臨 床 株 を用 い て 詳細 に検 討 した,ま た,そ の メ カニズ

ム につ い て も14C-tosufloxacinを 用 い て 検 討 した結 果

Nocordiaの 種 に 特 異 的 な感 受 性 はtosufloxacinの 取 り込

みに よ るこ とを示唆す るデ ー タが得 られ たの て報 告 す る。

I. 実 験 材 料 お よ び 方 法

1) 使 用 菌 株

1981年 以 降,本 邦 の 医 療 機 関 よ り 同 定 依 頼 を受 け

た 臨 床 分 離 株 か らN.asteroidesグ ル ー プ に 属 す る放

線 菌(N.astmides12株,八bc郡dia fazcinica9株 お

よ びNocardianoua8株)と そ れ ぞ れ の 標 準 株 を含

め て 検 討 した 。

2) 使 用 薬 剤

Norfloxacin(NFLX,杏 林 製 薬),ofloxacin

(OFLX,第 一 製 薬),ciprofloxacin(CPFX,パ イ
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エル薬品),tosufloxacin(T-3262 ,富 山化学工業)

は それぞれの原末を,enoxacin(ENX)は 当研究 グ

ループで合成 した もの を用 い,DMSOま た は0 .1N

NaOHに 溶 解 し,蒸 留水で希釈 して濃度 を調整 した。

3) 感 受性測定法

被検菌液作製以外は化学療法学会標準法15)に準 じ,

感 受性測定培地(ニ ッスイ)を 用いた寒天希釈法で行

な った。 被 検 菌 液 は前法9)に 従 い培 養 し,菌 数 を

106CFU/mlに 調整 し接種菌液 として用いた。菌液は

薬剤添加培地 にミクロイノキュレーター(Multipoint

InoculatorA 400,Sussex,England)を 用 い,最 終

的にはスポッ トあた り約104個 のCFUを 接 種 し,27

℃,7日 間培養を行ない,肉 眼的に菌の発育が まった

く認 め られ な い 最 低 濃 度 を最 小 発 育 阻 止 濃 度

(MIC)と した。

4) 14C-T-3262の 菌体への結合量の測定

14C-T-3262(9
.09μci/mg;富 山 化学工業)を

使 用 した。使 用 菌 株(N.farcinica IFM 0284,N.

nova 0290)は 感 受性測定 と同様 の方法で4日 間培養

し,遠 心により集菌 した。菌体はブレインハー ト液体

培地(BHI)に 懸濁(50mg wet weight/ml)し,14C

-T-3262を0 .18μCi/ml添 加 し,32℃ で培養 した。

各時間ごとにガラスフィルター(WhatmanGF/C)

上 に集菌 し,5%TCAに て洗浄後,ガ ラスフィルタ

ーを乾燥 し
,重 量測定 と放射能の測定を行なった。な

おここでは,14C-T-3262の 細胞 内への取 り込み,お

よび単なる細胞への結合をふ くめて結合量 とした。

II. 実 験 成 績

1) N.asteroidesに 対す る抗菌活性

、Masteroidesの ピ リ ドンカルポン酸系抗菌剤に対す

るMIC分 布 をFig.1に 示 した。MIC70で 比較すると

T-3262が11.4μg/mlと 最 も強い活性 を示 し,次 い

でOFLXとCPFXが36.7μg/ml,ENXが45.0

μg/mlで あ った。Fi畠1の 感受性分布は2峰 性 を示

す ことか らN.astmidesで は これ ら薬剤 に対 し感受

性と非感受性株が存在することが示唆 された。

2) Nfarcinicaに 対す る抗菌活性

Fi畠2にN.farcinicaの これら薬剤に対する感受性

を示 した。N.farcinicaは 全体 にこれ ら試験 した薬剤

に対 して高い感受性 を示 した。 またN.farcinicaに 関

しては,Fig.2に 示 した感受 性分布 は1峰 性であ

り,耐 性菌 と思われ る菌株は認め られなかった。試験

した薬剤の中で特にT-3262は 本菌種に強い活性 を示

し,次 いでCPFX,OFLXの 順 に強い活性を示 した。

各々のMIC70値 は く0.39,0.4お よび1。3μg/mlで

あ った。 これら3薬 剤はすべてのN.farcinicaの 菌株

N. asteroides

T-3262: tosufloxacin, CPFX : ciprofloxacin,
OFLX : ofloxacin, ENX : enoxacin, NFLX : norfloxacin
N. asteroides : Nocardia asteroides

Fig. 1. Susceptibility of Nocardia asteroides sensu

stricto to tosufloxacin and other fluoroqui-

nolones

N. farcinica

T-3262 : tosufloxacin, CPFX : ciprofloxacin,
OFLX : ofloxacin, ENX : enoxacin, NFLX : norfioxacin
N. farcinica : Nocardia farcinica

Fig. 2. Susceptibility of Nocardia farcinica to
tosufloxacin and other fluoroquinolones

に対 していずれ も3.13μg/ml以 下 の濃度で発育 を阻

止 した。一方,ENXとNFLXは 上 記の薬剤 よりやや
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N.nova

T-3262: tosufloxacin, CPFX: ciprofloxacin,

OFLX: ofloxacin, ENX: enoxacin, NFLX: norfloxacin
N. nova: Nocardia nova

Fig. 3. Susceptibility of Nocardia nova to tosuflo-

xacin and other fluoroquinolones

弱 い 活 性 を 示 し,そ のMIC70値 はENXが8.6

μg/ml,NFLXが10.4μg/m1と,他 のNocardiaに

対 す るMIC70値 よ り低 い 値 を示 した 。

3)N.novaに 対 す る 抗 菌 活 性

N.novaの こ れ ら 薬 剤 に 対 す る 感 受 性 をFig.3に

示 し た 。N.novaは 他 のNocazdiaと 比 較 し 高 いMIC

分 布 を 示 し た.MIC70値 で 比 較 し た 場 合,ENX

80.0,NFLX>100,0FLX44.8,CPFX18.6,T

-326216 .0μg/mlと い う よ うに か な り高 いMIC値

で あ っ た 。 ま た こ れ ら 薬 剤 の う ち,T-3262,

CPFX,NFLXは,2峰 性 の 感 受 性 分 布 を示 す 傾 向

が 見 ら れ た 。

4)N.fazcinicaと4Mnovaに お け るT-3262の

菌 体 へ の 結 合 量 の 比 較

T-3262に 感 受 性 で あ るN.farcinicaIFM0284

(MICO.78μg/ml)お よ び 非 感 受 性 のN.novaIFM

O290(MIC25μg/ml)株 を 用 い てT-3262に 対 す る

感 受 性 の 差 の 原 因 を検 討 す る た め14Cで 標 識 し たT

-3262の 菌 体 へ の 結 合 量 を 調 べ る 実 験 を 行 な っ た。

そ の 結 果Fig.4に 示 した よ う に,T-3262に 非 感 受

性 のN.novaと 感 受 性 のN.farcinicaで は14C-T

-3262の 菌 体 へ の 取 り込 み 量 に 明 か な 差 が 観 察 さ れ

た 。 す な わ ち,T-3262に 感 受 性 が 低 いN.novaで

N. farcinica: Nocardia farcinica, N. not a Nocardia nova
Fig. 4. Binding of 14C-tosufloxacin to the cells

of Nocardia farcinica (fluoroquinolone-sensi-

tive species) and N nova
(fluoroquinolone-resistant species)

は14C-T-3262の 菌 体 へ の 結 合 お よ び 引 き 続 い てお

こ る と 彦え ら れ る細 胞 内 へ の 取 り込 み 量 が,少 な く,

一 方N.facinicaの よ うにT-3262に 対 して 感 受性 が

高 い もの で は,T-3262の 細 胞 へ の 結 合,さ らに細 胞

内 へ の 取 り込 み 量 も 多 く な る と思 わ れ る 結 果 が 得 ちれ

た。

III.考 察

ピ リ ドン カ ル ポ ン酸 系 薬 剤 のNocardiaに 対 す るin

vitroで の 抗 菌 活 性 に つ い て は い くつ か 報 告 が み られ

る16～18).そ れ ら の 報 告 で,特 にN.astemidesゲ ルー

プ に お い てMIC値 が か な り幅 広 く分 布 す る と さ れ て

い る.

Nocazdia症 を最 も 多 く引 き 起 こ すN.asteroidasグ

ル ー プ は,こ れ ま で そ の 生 理 学 的,生 化 学 的 性 状 に お

い て,か な りヘ テ ロ ジ ー ナ ス な 菌 種 で あ る こ とが 指

摘19)さ れ て き た 。 我 々 もす で に,薬 剤 感 受 性 に お い

て 同 様 の 結 果 を 報 告20)し て き た 。 新 し く出 版 さ れ た

Bergey'sManual21)で は こ れ ま で のN.asteroidesグ

ル ー プ を 細 分 類 し,N.asteroidesとN.farciniooの2

種 に す べ きで あ る こ とが 提 案 さ れ て い る。 ま た 東 村22)

は,新 た にN.asteroidesグ ル ー プ か ら,N.novaを
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分けるべ きであることを提案 している。今回,我 々は

こ れ ま で の.N.asteroidesグ ル ー プ を3種(瓦

asteroides.N.farcinicaお よびN.nova)に 細 分 して

検討 した。 その結果,N.faniouで は使用 した各々 .

の キノロン剤に対 して,そ れぞれのMIC値 の分布が

かな り狭 い範囲 に納 まるこ と,さ らにN.novaの 多

くの株が,キ ノ ロン剤 に対 し非 感受性 で,他 種の

Nocardiaと 区 別が可能 なこ とな どが明 らか となり,

これまでのN:asteroidesグ ル ープが細分化により,

よ り均 一 な種 に な った ように 思わ れ る。 またN.

farciniｃaの 菌株のすべてがT-3262,CPFX,OFLX

に対 し感受性であ ること,さ らにN:novaの 大多数

の菌株が使用したすベてのキノロン剤に対 し非感受性

であ るこ と等か ら,こ れ らNocardiaの 薬 剤感受性

は,耐 性菌 の出現 によって影響 を受けるものではな

く,む しろ各Nocardia菌 種 に固有 な"種 特異的性

質"で あると考えられた。

ピ リドンカルポ ン酸系抗菌剤 の抗菌作用 はDNA

gyrase活 性 の阻害23)お よび良好 な膜透過性 により発

揮され る24)とい われている。一方,耐 性の発現の メ

カニズムは,標 的酵素であるDNAgyraseの 変化 と

外膜 の透過性の変化の2つ が,関 与 していることが

種々の細菌で証明 されている23川 。N.farcinicaが 極

めて感受性が高 く,N.nooaの ほ とん どの菌株が耐性

傾向(非 感受性)を 示すことが明 らかになったことか

ら,こ れ らピリドンカルボン酸系の薬剤の 川)6a名d毎

に対する活性の違いが,い かなる機構によるかを調べ

る目的で,ま ず14C標 識 したT-3262を 用 いて検討 し

た。その結果,感 受性であるN.farcinicaは 非 感受性

であるN.novaよ り多量のT-3262を 結合 すること

が観 察 され た。 今 回 は,Nocardiaに 結 合 した14C

-3262が
,実 際 に細胞のいかなる部位に結合 してい

るかは検討 しなかったが,TCAで 細 胞を洗浄 してい

ること等か ら考 えると,今 回の実験では,用 いた14C

-T-3262の 多 くが細胞内 まで ,取 り込 まれているも

の と考 えられる。 したが って,す でにPseudomonas

aeruginosa25,26)やEscherichiaColi27,28)で 報 告されてい

るキノロン剤耐性 と同様,Nocardiaで も感受性 の差

が薬剤の取 り込み量の違いにより発揮 されている可能

性が高いように思われる。なお現在,取 り込み部位の

詳細な検討 を進めている。

東村 は本邦では これまでN.novaに よ る感染 は確

認できなかった としているが29),我 々 が当研究室で同

定 した,多 くの臨床分離株 について検討 した結果,本

邦のNooardiaの 感 染症 にも,N.novaに よ る例がか

なりあることを確認 しており,今 後 これらピリドンカ

ルボン酸系の薬剤の臨床応用を検討する場合,今 回に

実験結果 は考慮する必要があると思われる。

OFLXを は じめ,い くつかのピ リドンカルポン酸

系の薬剤が,結 核菌に対 してin vitroの み ならず,臨

床 的 に も有 効 で あ る こ とが 報告14)さ れ て いる。

Nocardia症 の 多 くが,肺 感 染 で あ り,さ ら に

Nocardiaと 結 核菌 との間に多 くの共通性があること

よ り,こ れ らキノロン剤がNocurdia症 の 有効な治療

薬になる可能性が高いと思われる。
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SPECIES—SPECIFIC SUSCEPTIBILITY PATTERNS OF NOCARDIA

ASTEROIDES GROUP TO TOSUFLOXACIN, A NEW

FLUOROQUINOLONE AND BINDING PROFILES OF "C—LABELLED

COMPOUND TO SENSITIVE AND NON—SENSITIVE NOCARDIA CELLS

KATSUKIY0 YAZAWA , YUZURU MIKAMI and JUN UNO
Department of Experimental Chemotherapy, Research Center for Pathogenic Fungi and Microbial

Toxicoses, Chiba University, 1-8-1, Inohana Chiba 280, Japan

AKIHIRO MATSUMAE
Kitasato University

The in vitro activity of tosufloxacin, a new fluoroquinolone, was compared with those of
ciprofloxacin, ofloxacin, norfloxacin and enoxacin against the Nocardia asteroides group (N
asteroides sensu stricto, Nocardia nova and Nocardia farcinica) .

Tosufloxacin was the most active fluoroquinolone and, in general, two to five times more active
than other quinolones. Among the N asteroides group, N farcinica was highly sensitive and N
nova was resistant to tosufloxacin.

The mechanisms of these species - specific susceptibility patterns of the N asteroides group were
further studied using "C-labelled tosufloxacin.


