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Fleroxacinの 試験管内抗菌力,補 体,マ ウス培養マクロファージ(Mφ)と の

協力的殺菌作用,動 物細胞 に対する増殖抑制作用

および神経線維 に対する影響
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新 しい ニ ュ ー キ ノ ロ ン 剤,fleroxacinの Staphylococcus aureus, methicillin- resistant S. aureus (MRSA),

coagulase- negative staphylococci (CNS), Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus

faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli CS2 (R+), Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus

vulgaris, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Serratia mar-

cescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Xanthomonas maltophilia, Acinetobacter calcoaceti-

cus, ampicillin- resistant Haemophilus influenzae お よ びBacteroides fragilisの20～52臨 床 分 離 株 に対 す る

MIC90は そ れ ぞ れ106cfu/ml菌 液 の1ス ポ ッ ト接 種 に よ る 化 療 法 で,0.78,3.13,0.78,6.25,12.5,12.5,

12.5,1.56,0.2,0.39,0.2,0.39,1.56,0.39,1.56,3.13,3.13,12.5,1.56,0.78,0.05お よ び6.25μg/ml

でofloxacin(OFLX)に 近 い 抗 菌 力 を 示 し た。CHO-K1細 胞,HeLa細 胞 お よ び ヒ トneuroblastoma

IMR-32に 対 す る50%抑 制 濃 度(ID50)は,100μg/ml以 上 でOFLX同 様 低 い 細 胞 毒 性 で あ った 。Flero-

xacinの 補 体 との協 力 的殺 菌作 用 は認 め られ な か った が,食 細 胞 との協 力 作 用 は良 好 で,本 剤1/8MIC

お よび1/2MIC存 在 下 で もマ ウス培 養Mφ は,E.coliお よ びS.pneumoniaeの 生 細胞 をそ れ ぞ れ よ く食 菌,

消化 した。
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Fleroxacinは,新 たに開発されたニューキノロンで,

経 口吸収が高 く,半 減期が長いと言われている1)。本剤

の抗菌力,選 択毒性および生体内効果を基礎的に検討す

る為22菌 種の臨床分離株に対する試験管内抗菌力をMIC

と して測定すると共に,動 物培養細胞,HeLa,CHO-K1

お よmMR-32に 対する増殖抑制作用を検討 した。また,

本剤の生体内効果に影響する血清補体またはマウス培養

マクロファージ(Mφ)と の協力的殺菌作用の強弱 も調べ

た。さらに,再 分化 したヒ トneuroblastoma IMR-32の

神経突起に対する影響 も追求 した。

I.　材料および方法

1.　使用菌株

Staphylococcus aureus 50株,methicillin-resistant S.au-

reus(MRSA)45株,coagulase-negative staphylococci

(CNS)43株,Streptococcus pryogenes 27株,Streptmccus

pmummiae 20株,Enterococcus faecalis 37株,Enterecoc-

cus faecium 41株,Escherichia coli CS2(R+)52株,Kleb-

siella pmumoniae 50株,Proteus mirabilis 50株,Proteus

vulgaris 46株,Morganella morganii 51株,Pmidencia

rettgert 36株,Citrobacter freundii 48株,Enterobacter

cloacae 44株,Serratia marcescens 49株,Pseudomonas

aeruginosa 50株,Pseudemonas cepacia 41株,Xanthomo-

nas maltophitia 46株,Acinetobacter calcoaceticus 41株,

ampicillin-resistant Haemophilus influenzae 24株 お よ び

Bacteroides fragilis 50株 は,各 種 臨 床 材 料 か ら 分 離 さ れ

たものを順天堂大学付属病院中央検査室および東京大学

医科学研究所付属病院中央検査室から分与された。R因

子保有E.coliは,E.coli CS2に 順天堂大学付属病院中央

検査室の臨床分離株から得 られた51種 類のR因 子を当教

室で接合伝達 したものである。

2.　使用薬剤

Fleroxacinとnorfloxacin(NFLX)は,杏 林 製 薬 株 式 会

社 か ら,lomefloxacin(LFLX)は 北 陸 製 薬 株 式 会 社,

tosufloxacin tosilate(TFLX)は,富 山 化 学 工 業 株 式 会 社

か ら,ciprofloxacin HCI(CPFX)は,バ イ エ ル薬 品 株 式

会 社 か ら分 与 され た。CPFX以 外 の 抗 菌 力 測 定 は,0.1N

NaOH液 を用 い て1mg/ml原 液 を作 製 し,そ れ を培 地 で希

釈 して 使 用 した。CPFX HCIは,蒸 留 水 で 溶 解 した。 動

物 細 胞 に 対 す る細 胞 毒 性 や,神 経 突 起 に対 す る影 響 を測

定 す る 為 に は,10% fetal calf serum加F12培 地 で100

μg/mlの 薬 剤 液 を調 製 し,同 培 地 で適 当 に希 釈 して,培

養 細 胞 に加 え た。

3.　 最 小 発 育 阻止 濃 度(MIC)の 測 定 法

日本 化 学 療 法 学 会 法2)に よ る平 板 希 釈 法 で 測 定 した。

* 〒113　 東京都文京区本郷2-1-1
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被 検 菌 をL-broth 3)中 で,1夜 振 盪 培 養 した。 グ ラ ム 陽性

菌 は,滅 菌 生 理 食 塩 水 で100倍 に,グ ラ ム 陰性 菌 は,

1000倍 に希 釈 し,接 種 菌 液 と した。 た だ し,S.pyogmes

はHeart infusion(HI)brothで,H.influenzaeはHI brothに

Fildes Extract(Oxid)を5%加 え た も ので 前 培 養 し,ま た

B.fragilisはGAM brothで 嫌 気 培 養 した 。S.pneumoniae

の接 種 菌 液 は,1夜 血 液 寒 天 上 で 培 養 した 集 落 をか き と

り,HI brothに 吸 光 度0.80 D(600nm)に な る様 に 懸 濁 し,

100倍 に希 釈 して 作 った 。

2倍 段 階 希 釈 濃 度 の 薬 剤 を 含 むMuellar Hinton寒 天

(Difco)に,接 種 菌 液 を ミク ロ プ ラ ン ター(佐 久 間 製 作

所)で ス ポ ッ ト接 種 し,37℃ で1夜 培 養 して 菌 増 殖 の 有

無 か らMICを 求 め た 。 た だ し,Streptococcus属 の 菌 は 全

て血 液 寒 天 を,H.influenzaeはFildes Extract加HI寒 天 を

使 用 して37℃ で1夜 培 養 し,B.fragilisに は,GAM寒 天

を使 用 し,ガ ス パ ック法(BBL)で37℃1夜 嫌 気 培 養 した 。

4.　 血 清 ・補 体 お よ び マ ウ ス培 養 マ ク ロ フ ァー ジ との

協 力 的 殺 菌作 用 の検 討

E.coli NIHJ JC-2を10mlのL-brothで37℃1夜 振 盪 培 養

した 。 新 鮮L-brothで10000倍 に 希 釈 し,5mlず つ 中 試

験 管 に分 注 した3本 を1組 と し,1本 に20%ヒ ト非 働 化 血

清 と この 菌 の増 殖 に影 響 を与 え な い最 高 濃 度 の モ ルモ ッ

ト補 体(0.75units/ml)を 加 え,他 の1本 に5時 間 後 の 生 菌

数 が50%に な る 濃 度(50%殺 菌 濃 度:ID 50)のfleroxacin

を,残 り の1本 に 補 体 とfleroxacinの 両 方 を 加 え た 。

37℃ で 振 盪 培 養 を続 け な が ら培 養 開 始 後,1,3,5お よ

び24時 間 目に それ ぞ れ の1部 を採 取 し平 板 法 で 生 菌 数 を

測 定 した。

Mφ は,6週 齢 のICR♂ マ ウ ス の 腹 腔 を10mlの10%fe-

tal calf serum加F12培 地(日 水)で 洗 い採 取 した。 こ れ

をガ ラ ス の カバ ー ス リ ップ を沈 め たCORNINGマ ル チ ウ ェ ル

デ ィ ッ シ ュ(24穴)中 で5%CO2下 で 培 養 し,さ ら に

20%のLCM培 地4)を 加 え て 活 性 化 した。 著 者 らの 方 法5)

でMφ の50倍 量 のE.coli NIHJ JC-2ま た は,S,pmmo-

niae 4の 生細 胞 を加 え る と同 時 に一 部 のwellにfleroxacin

を所 定 の 濃 度 に な る よ うに 加 え,さ らに5時 間37℃ 5%

CO2下 で 培 養 を続 け た 。 カバ ー ス リ ッ プ を取 り出 しbuf-

fered salineで 洗 浄 し,メ タ ノー ル 固 定 の 後 ギ ム ザ 染 色

した 。 こ れ を光 学 顕 微 鏡 で 観 察 し,fleroxacinとMφ と

の協 力 的 食 菌,殺 菌 作 用 を調 べ た 。

5.　 培 養 動 物 細 胞 に 対 す るfleroxacinの 増 殖 阻 止 作 用

の検 討

教 室 保 存 のCHO-K1細 胞,HeLa細 胞,お よ び ヒ ト

neuroblastoma IMR-32細 胞 を10%fetal calf serum加F12

培 地 中 で,5% CO2存 在 下7日 間CORNING培 養 瓶 中 で培 養 し

た。0.5mM EDTA加0.05%ト リ プ シ ン液 で,37℃ 10分

間 処 理 し,細 胞 を浮 遊 させ た 。遠 心 分 離 に よ り トリ プ シ

ン 液 を 除 き,10% fetal calf serum加F12培 地 中 に1×

104cells/mlに な る様 に 調 整 し,24穴CoRMNGマ ル チ ウ ェ

ル デ ィ ッシ ュの 各wellにCHO-K1,HeLa,ま た はIMR-32

を含 む 上 記 細 胞 浮 遊 液 を1mlず つ 接 種 した。 各wellに

1mlの 新 鮮 培 地 あ る い は,0.2～200μg/mlのfleroxacinま

た は,OFLXを 含 む 同 培 地1mlを 添 加 し,5%CO2存 在 下

で37℃ 4日 間培 養 を続 け た 。 各wellに0.5mlのEDTA加 ト

リ プ シ ン溶 液 を加 え細 胞 を 浮遊 させ た 。 そ の0.4mlを

3.6ml ISOTON II溶 液 に 加 え,Coulter counterで 細 胞 数

を 自動 測 定 した。 薬 剤 無 添 加 時 の 細 胞 数 を100と し薬 剤

添加 時 の相 対 的細 胞 数 を求 め た 。

6.　 再 分 化 したIMR-32 neuroblastoma細 胞 の 神 経 突 起

伸 長 に対 す るfleroxacinの 影 響

IMR-32細 胞 をCoRNING培 養 瓶 を使 用 し10% fetal calf

serum加F12培 地 中 で2週 間培 養 した 。 培 地 を捨 て4℃ の

buffered saline 2mlで,ゆ る や か に動 か し細 胞 を浮 遊 さ

せ た 。25cm2のCoRNING培 養 瓶 に1×104cells/mlの 浮 遊 液

5mlを 加 え,37℃5%CO2存 在 下,48時 間 培 養 した。 こ

れ に 最 終 濃 度1mMに な る様 にdibutyryl cyclic AMP(DB・

cAMP)を 加 え,さ ら にCO2存 在 下 で37℃14日 間培 養 を

続 け た。 十 分 神 経 突 起 が 伸 長 した こ とを確 か め た後,倒

立 顕 微 鏡 で 観 察 す る場 所 を決 め,ポ ラ ロ イ ドで 顕 微 鏡 撮

影 し,培 養 瓶 に 印 を つ け た 。Fleroxacinを 最 終 濃 度5

μg/mlに な る 様 に加 え,3時 間 培 養 後,瓶 に印 をつ け た

観 察 場 所 の 写 真 を撮 り,薬 剤 添 加 前 後 の 形 態 を比 較 し

た6)。

II.　 成 績

1.　Fleroxacinの 試 験 管 内 抗 菌 力

FleroxacinのMIC range,MIC 50,MIC 90をTable 1に 示

した。FleroxacinはS.aureus 50株 に 対 しOFLXと 同 程 度

の 感 受 性 累 積 百 分 率 を 示 し,そ のMIC 90は0.78μg/mlで

あ っ た。 こ れ は,NFLXやLFLXよ り も強 い が,TFLXや

CPFXに は 劣 っ た。MRSA 45株 に は,S.aureusよ り耐 性

度 が 高 い もの が わ ず か に認 め ら れ,そ のMIC 90は3.13

μg/mlで あ っ た 。CNS 43株 に はMIC 90が0.78μg/mlでS

amusに 対 す るの と同 様 の傾 向 を示 した 。S.pyogms 27

株 に はfleroxacinのMIC 90は,6.25μg/mlで,LFLXと 同

程 度 で あ りそ の他 の ニ ュー キ ノロ ン よ り抗 菌 力 が 弱 か っ

た 。S.pneurnoniae 20株 に はMIC 90が12.5μg/mlでLFLX

よ りは 強 い もの の 他 剤 よ り抗 菌 力 が 劣 った 。E.faecalis

37株 お よ びE.faecium 41株 に 対 し て は,fleroxacinの

MIC 90は,い ず れ も12.5μg/mlでLFLXと 同程 度 で他 剤 よ

り も劣 った 。R因 子 を保 有 す るE.coli CS2 52亜 株 に対 す

るfleroxacinのMIC 90は,1.56μg/mlで あ り,LFLXよ り

若 干 強 い もの の 他 剤 に は劣 っ た 。K.pneumoniae 50株 に
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対 す る本 剤 のNIIC90は0.2μg/mｌ で,CPFXやTFLXよ り少

し 弱 い もの の 良 好 な 抗 菌 力 で あ っ た。 本 剤 はProteus

groupに は 良 好 な抗 菌 力 を有 した。 す な わ ちRmirabilis

50株 に はCPFXよ り弱 い もの の 他 剤 と同 程 度 の 抗 菌 力 を

示 し,P.rulgaris46株 に はMICgoが,0.2μg/mlでCPFX

以 外 の 対 照 菓 よ り抗 菌 力 が 強 か った 。M.morgam51株

に対 す る本 剤 のMle90は,0.39μg/mlでTFLXよ り強 く,

CPFXに は 劣 った 。P.rettgeri36株 に 対 す る 本 剤 のMIC90

は1.56μg/miで,CPFXとNFLXよ り若 干 弱 か っ た 。C.

freundii48株 に は 本 剤 のMICgoは0.39μg/mlで 他 剤 と 大

差 が な か っ た。E.cloacae44株 に は,fleroxacinのMIC90

は1.56μg/mlで,CPFXとTFLX以 外 の対 照 薬 よ り抗 菌 力

が 強 か っ た。 しか しS.marcescens49株 に は,そ のMIC90

は3.13μg/mlで 他 剤 よ り若 干 劣 っ た。P.aeruginosa50株

に 対 し て は,本 剤 のMIC90は3.13μg/mlで,OFLX,

LFLXと 同 程 度 で あ りCPFX,TFLX,お よ びNFLXに は劣

っ た。P.cepacia41株 に対 して 本剤 のMICgoは12.5μg/ml

で あ り,NFLXよ りは 若 干 強 い もの のCPFXやTFLXに は

Table 1-1. Antibacterial activity of fleroxacin and other quinolones
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劣 っ た。FleroxacinのX.maltophilia 46株 に対 す る抗 菌 力

は 良好 で あ っ た。MIC 90は,1.56μg/mlで あ りTFLXに は

劣 る もの のNFLXな ど よ りか な り強 か った 。A.calcoace-

ticus 41株 に 対 す る 本 剤 のMIC 90は0.78μg/mlで あ り,

TFLXよ り弱 く,NFLXよ りか な り強 か った 。ABPC耐 性

H.influenm 24株 に対 して 本 剤 は0.05μg/mlのMIC 90を

示 し,他 剤 同 様 抗 菌 力 が 強 か っ た。 嫌 気 性 菌B.fragilis

50株 に 対 す る 本 剤 のMIC 90は,6.25μg/mlで あ り,

TFLXやOFLXよ り弱 く,NFLXよ り強 か った 。

2.　 Fleroxacinと 血 清 補 体 ま た は マ ウ スMφ との 協 力

的 殺菌 作 用

E.coli NIHJ JC-2に 対 しID 50のfleroxacinと0.75units/

mlの モ ル モ ッ ト補 体 を共 存 させ る と,Fig.1の 通 りそ れ

ぞれ 単 独 で 添 加 した時 よ り殺 菌 作 用 は低 下 した 。

補 体 との 協 力 作 用 も生 体 内効 果 の 良 否 に影 響 す る1因

子 で はあ るが よ り重 要 な の は,食 細 胞 との 協 力作 用 で あ

る。 マ ウ ス培 養 マ ク ロ フ ァー ジ(Mφ)にE.coli NIHJ JC-2

ま た はS.pneumoniae 4を 感 染 させ る とFig.2お よ びFig.3

の ご と く,感 染5時 間 後 に は,Mφ は 菌 に よ り破 壊 され

た 。 これ に 対 しFig.4～7の ご と く,fleroxacinが1な い

し1/8 MIC共 存 す る と,E.coliは 薬 剤 の 影 響 で 若 干 フ ィ

ラ メ ン ト化 し,し か もよ く食 菌,消 化 され る像 が得 られ

た。S.pneumoniaeに 対 して は,fleroxacinとMφ との協 力

作 用 はE.coliに 対 す るほ ど強 くは な い が,Fig.8お よび9

の ご と くfleroxacinの1/2 MIC共 存 下 まで 明 らか な協 力 作

用 が 認 め られ た。

3.　 Fleroxacinの 動 物 培 養 細 胞 に対 す る影 響

本 剤 の 大 き な特 徴 は動 物 培 養 細 胞 に対 す る増 殖 抑 制 効

Table 1- 2. Antibacterial activity of fleroxacin and other quinolones
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Fig.I. Influence of ID50 fleroxacin (0.0562 µg/ml) on the bactericidal effect 

of serum complement on Escherichia coli NIHJ JC-2.

Fig. 2. Death of mouse macrophages phagocytizing 

normal cells of Escherichia coli NIHJ JC-2 grown 

without drug, at 5 h after infection.

Fig. 3. Death of mouse macrophages phagocytizing 

normal cells of Streptococcus pneumoniae 4 grown 

without drug, at 5 h after infection.
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Fig. 4. Mouse macrophages phagocytizing filamentous 

cells of Escherichia coli NIHJ JC-2 grown with 1 

MIC of fleroxacin, at 5 h after infection.

Fig. 5. Mouse macrophages phagocytizing filamentous 

cells of Escherichia coli NIHJ JC-2 grown with 

1/2 MIC of fleroxacin, at 5 h after infection.

Fig. 6. Mouse macrophages phagocytizing filamentous 

cells of Escherichia coli NIHJ JC-2 grown with 

1/4 MIC of fleroxacin, at 5 h after infection.

Fig. 7. Mouse macrophages phagocytizing filamentous 

cells of Escherichia coli NIHJ JC-2 grown with 

1/8 MIC of fleroxacin, at 5 h after infection.

Fig. 8. Mouse macrophages phagocytizing filamentous 

cells of Streptococcus pneumoniae 4 grown with 1 

MIC of fleroxacin, at 5 h after infection.

Fig. 9. Mouse macrophages phagocytizing filamentous 

cells of Streptococcus pneumoniae 4 grown with 

1/2 MIC of fleroxacin, at 5 h after infection.
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果 が 弱 い 点 に あ る。Fig回10に 示 すCHO-K1細 胞 で もFig.

11に 示 すHeLa細 胞 で も,Fig.12に 示す ヒ トneuroblasto-

maIMR-32細 胞 で も,現 在 まで 細 胞 毒 性 の 最 も弱 い こ

とが 知 られ て い るOFLXよ り若 干 増 殖 阻 止作 用 が 弱 く,

そ のID50は いず れ の場 合 も100μg/mlを 越 え た。

4.再 分 化 したIMR-32細 胞 の 神 経 突 起 に対 す るfle-

roxacinの 影 響

DB・cAMP添 加 で 再 分 化 し,神 経 突 起 を伸 ば した

IMR-32細 胞 に,fleroxacin5μg/ml添 加 す る と,3時 間

Fig. 10. Influence of fleroxacin and ofloxacin on the 

growth of CHO-Kl cells.

Fig. 11. Influence of fleroxacin and ofloxacin on the 

growth of HeLa cells.

後に矢印で示した部分の神経突起が,明 らかに短縮 した

(Fig回13)。 この神経突起に対する影響は,NFLX,CPFX

と同程度の強さであった。

III.考 察

Fleroxacinの 試験管内抗菌力は,ほ ぼOFLXに 匹敵す

る。抗菌力の点ではCPFXやTFLXに 及 ばないが,動 物

培養細胞に対する増殖抑制効果が,TFLXやCPFXよ り

かなり弱い。したがって,本 剤の体内動態が優れていれ

ば,多 くの細菌感染症に有用な化学療法剤となる可能性

Fig. 12. Influence of fleroxacin and ofloxacin on the 

growth of IMR-32 cells.

Fig. 13. Influence of fleroxacin on the formation 
of axon-dendrites by redifferentiated 

human neuroblastoma IMR-32 cells.
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がある。我々の研究では,動 物細胞に対する増殖抑制効

果とin vitroにおける神経突起短縮効果 とは,必 ず しも並

行せず,神 経線維短縮作用は,細 胞毒性を示す濃度より

かなり低い所で起こることが明らかになった。神経線維

短縮効果 と臨床でみられる不眠,頭 痛,め まい等のニ

凶ーキノロン特有の副作用 との関係はまだ明らかでない

が,神 経線維短縮効果からみると,少 な くとも5μg/ml

の薬剤が髄液中に移行する様な投与方法は,ニ ューキノ

ロン全体にわたって望ましくないのではないかと考えら

れる。いずれにしても,髄 液移行の点を考慮 しさえすれ

ば,fleroxacinは 各種細菌感染症に安心 して使える内服

用化学療法剤となるであろう。
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FLEROXACIN, ITS IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY, SYNERGY OF

BACTERICIDAL EFFECT WITH SERUM COMPLEMENT OR MOUSE CULTURED

MACROPHAGES (M„U), CYTOSTATIC ACTIVITY IN MAMMALIAN CELLS, AND

INFLUENCE ON EXTENSION OF AXON DENDRITES OF REDIFFERENTIATED

HUMAN NEUROBLASTOMA IMR- 32 CELLS

TAKESHI YOKOTA, EIKO SUZUKI, KYOKO ARAI and KAYOKO KANDA

Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University,

2- 1- 1, Hongo, Bunkyo- ku, Tokyo, 113, Japan

The MIC9os of fleroxacin, a new quinolone, against 20 to 52 clinical isolates of Staphylococcus aureus, methicillin- resistant

S. aureus (MRSA), coagulase- negative staphylococci (CNS), Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus

faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli CS2 (R+), Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella

morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomo-

nas cepacia, Xanthomonas maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus, ampicillin- resistant Haemophilus influenzae and Bacteroides

fragilis were 0.78, 3.13, 0.78, 6.25, 12.5, 12.5, 12.5, 1.56, 0.2, 0.39, 0.2, 0.39, 1.56, 0.39, 1.56, 3.13, 3.13, 12.5, 1.56, 0.78,

0.05, and 6.25 ƒÊg/ ml, respectively. The antibacterial activity of fleroxacin was similar to that of ofloxacin (OFLX).

Fleroxacin proved to have an ID50 of more than 100 ƒÊg/ ml against CHO- Kl, HeLa and human neuroblastoma IMR- 32 cells,

namely, a low cytotoxicity as compared to OFLX.

Synergy of bactericidal effect between fleroxacin and serum complement was not confirmed, although cells of E. coli NIHJ

JC- 2 and S. pneumoniae 4 were engulfed and well digested by mouse cultured macrophages in the presence of 1/ 8 MIC and 1/ 2

MIC of fleroxacin.

Some parts of axon dendrites of redifferentiated human neuroblastoma IMR- 32 cells were withdrawn within 3 h by the

addition of 5 ƒÊg/ ml of fleroxacin.


