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新規キ ノロン系抗菌剤levofloxacin (DR-3355)に 関する細菌学的評価

藤元輝男 ・三橋 進

エピゾーム研究所*

新 規 キノロン系抗 菌剤levofloxacin [(s)-(-)-ofloxacin, LvFx, DR-3355]は,ofloxacin

(OFLX)と 同 じ抗菌 スペ ク トラムお よびOFLXの2倍 の抗菌活性 を有 し,そ の作用は殺菌的

であった。この抗菌活性の差は,こ れら薬剤のDNAジ ャイ レース阻害活性の差 を反映 し

ていた。LVFXの グ ラム陽性菌および偏性嫌気性菌の臨床分離株 に対す る活性 は,ciprof-

loxacin(CPFX)の それ と同等以上であ った。一方,LVFXの 腸 内細菌お よびPseudmoms

aemginosaに 対 する活性 はCPFXの そ れよりもやや劣 っていた。LVFXの 抗 菌活性 は,外 膜

porinタ ンパ ク欠損 およびLPS欠 損 の影響 をうけに くかったが,他 のニューキノロン剤 と

同様 にDNAジ ャイ レースsubunitAの 変 異によ り低下 した。Staphylococcus aureusの 臨床分

離株 の うち,norfloxacin中 等 度耐性株 はLVFXに 感 受性 であ ったが,CPFXに はやや耐性

を示 した。
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近年,norfloxacin(NFLX)1)の 合 成 を機 として,数

多 くのニューキノロン剤が開発 されている。それらの

うちNFLX,ofloxacin(OFLX)2),ciprofloxacin

(CPFX)3),お よ びenoxacin(ENX)4)は す でに国内外で

市販 され,尿 路,呼 吸器,お よび外科感染症等に対す

る主要 な経口治療薬 として広 く使用 されている。新規

キ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤levofloxacin (LVFX,DR-

3355,Fi&1)は,上 記OFLXの 光学活性体[(S)-(-)体]

で あ り,OFLXよ り も2倍 強い抗菌活性5～7)およびDNA

ジ ャイ レース阻害活性8)を 有 し,さ らにOFLXと 同等

の良好な体内動態を有す ることが知 られている9)。

今回我 々は,LVFXの 新鮮臨床分離株 に対す る抗菌

活性 を,OFLX,CPFXの ほ か,主 として他系統市販

抗生物質のcefteram(CFTM),ceftazidime(CAZ),お

よ びamikacin(AMK)の そ れと比較す るとともに,外

膜透過性変異株を含むキノロン剤耐性機作の明 らかな

菌株に対するLVFXお よび他のキノロン剤の抗菌活性

を検討 した。

1.材 料および方法

1.菌 株

当研究所保存の標準株38株 および主 として1985～

1988年 の 臨床分離株2,404株 を用いた。

2.薬 剤

LVFX,DR-3354[(R)-(+)-OFLX],OFLX,nali-

dixicacid(NA),お よびrifampicin(RFP)(第 一 製薬

株式会社),CPFX(バ イ エル薬品株式 会社),NFLX

(杏林 製薬株式会社),CFTM(富 山 化学株式会社),

CAZ(日 本 グ ラク ソ株 式会 社),AMK,methicillin

(DMPPC),お よ びcefoxitin (CFX)(萬 有 製薬株式会

社),ampicillin (ABPC;明 治 製 菓 株 式 会 社),

erythromycin (EM; Abbott Laboratories)な らびにclin-

damycin (CLDM;日 本 ア ップジ ョン株式会社)を 用 い

た。

3.抗 菌活性の測定

最小発育阻止濃度(MIC)の 測 定は,日 本化学療法学

会標準法'0)および同学会の嫌気性菌感受性測定法'1)に

準 拠 して行 った。使用 した培地 をTable1に 示 した。

Fig. 1. Chemical structure of ofloxacin and its optical
isomers levofloxacin  [(S)-(-)-ofloxacin] and
DR-3354 [(R)-(+)-ofloxacin]. Ofloxacin, the
racemic mixture of (S)-(-)-and (R)-(+)-ofloxacin
at a 1: 1 ratio, is an anhydrous compound,
whereas each isomer is a hemihydrate.
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特にことわ らない場合,前 培養菌液はゼラチ ン加緩衝

食塩水(11あ た りNaCl8.5g,KH2PO40.3g,Na2HPO4

06g,お よびgelatinO.1gを 含 む)を 用 いて希釈 し,

約2×106あ るいは約2×108CFU/mlの 接 種用菌液 を

調製 した。LegimellA spp.お よ び偏性嫌気性菌の場合

に は希釈 液 と して それぞ れBCYAa broth (BCYAａ

agar 12)の組 成からagarを 除 く)お よびGAM broth(日 水

製薬株式 会社)を 用いた。 この菌液 を ミクロプ ラン

ター(佐 久間製作所株式会社)を 用いて5μ1ず つ薬剤含

有平板上 に接種 した。Haemophilus influenzae,Neisser-

ia gonorrhoeaeお よ びLegimelh spp.の 培 養は ローソク

培養 とし,偏 性嫌気性菌の培養 は嫌気培養 とした。

Legimelh spp.の 場 合 は37℃,3日 間培養後,そ の他

の菌種では37℃,18～24時 間培養後,肉 眼的に菌の

発育の認め られない最小薬剤濃度をMICと した。

4-最 小 殺菌濃度(MBC)の 測定

MBCの 測 定 は,Taylor et al.の方法13)に準 拠 して行

った。増菌 用培地 と して,感 受性 測定用 ブイ ヨ ン

(STB;日 水 製薬株式会社)を 用い,Pseudomoms aem-

8inosaの 場合はこれに0.4%の 割合 にKNO3を 添加 した。

最終接種菌量は5×105～2×106CFU/mlと し,MIC以

上 の濃度 を含 む培 地から各10μ1を 採取 して残存菌数

を測定 した。接種菌数の99.9%以 上 を殺菌 した最小薬

剤濃度をMBCと した。

5.DNAジ ャイレースに対する阻害活性

Escherichia coli KL-16株,お よび そのNA耐 性株

(即胡 耐性)のMH-5株14),な らびにP.aemginosa PA01

株15)からのDNAジ ャイレースの部分精製,お よびこれ

ら酵素 に対 す る各 キ ノロ ン剤 の阻害活性 の測定 は

Aoyamaetal,の 方法16)に準拠 して行 った。

皿果 成 績

1.抗 菌スペ ク トラム(Table 2)

LVFXは グ ラム陽性菌お よび緑膿菌 を含 むグラム陰

性菌 に対 して,幅 広 くかつ高い抗菌活性 を示 した。そ

の活性 は,対 応する他方の光学活性体DR-3354の32

～128倍
,ラ セ ミ体であるOFLXの 約2倍 であった。他

のキノロ ン剤の場合 と同様 に,LVFXの 抗 菌活性 は接

種菌量の影響 をほ とんどうけなか った。なお,LVFX

Table 1. Media used

Abbreviations: BHIB, Brain heart infusion broth (Difco); GCA, GC agar (Difco); BCYEaB , BCYEa broth.
subtract agar from the composition of BCYEa agar (BCYEaA)12) GAMB, GAM broth (Nissui); STB ,
Sensitvity test broth (Nissui); SDA-N, Sensitivity Disk agar-N (Nissui)  GAMA, GAM agar (Nissui) .
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とDR-3354の グ ラム陽性菌に対する抗菌活性 の比は

グラム陰性菌の場合 よりも大 きな傾向を示 したが,こ

の傾向はStaphylococcus aureus,Streptococcus tyogenes,

E.coli,Proteus mirabilis,お よびP.aeruginosaの 臨 床

分離株各100株 ず つ を用 いた場合 にも同様 であった

(Table3)。

2-DNAジ ャイ レー-ス阻害活性(Table4)

E.ColiK-12KL-16株 お よびMH-5株,な らびにP.

muginosa PAO1株 由 来DNAジ ャイ レース に対す る

LVFX,DR-3354,OFLX,お よびCPFXの 阻害活性 を

検討 した。その結果,LVFXのDNAジ ャイレース阻害

活性は,い ずれの菌株 においてもOFLXの 約2倍,DR-

3354の18～65倍 の 強さであった。LVFX,DR-3354,

OFLX,お よびCPFXの これ ら菌株 に対す る抗菌活性

の強 さは,DNAジ ャ イレース阻害活性の強 さをよ く

反映 していた。

3.臨 床分離株 に対する抗菌活性(Table5)

2,400株 余 りの臨床分離株 に対す るLVFXの 抗 菌活

性 を検討 したが,本 剤の抗菌活性 はいずれの菌種 に対

して もOFLXの そ れ に比 べ て2倍 優 れ て い た 。

LVFXの,DMPPC感 受 性 お よ び 耐 性 のS.ameusに 対

す る50%菌 株 発 育 阻 止 濃 度(MIC50)は,い ず れ も0.19

μg/mlで あ っ た 。 一 方,本 剤 のDMPPC感 受 性 お よ び

耐 性 のS.mnsに 対 す る90%菌 株 発 育 阻 止 濃 度

(MIC90)は,そ れ ぞ れ0.39お よ び3.13μg/mlで あ っ た 。

LVFXの 活 性 は,MIC50値 を指 標 と した 場 合CPFXよ り

も約2倍 優 れ,MIC90値 を指 標 と し た 場 合CPFXよ り も

約8倍 優 れ て い た 。LVFXの コ ア グ ラ ー ゼ 陰 性staphy-

lococciに 対 す るMIC50お よ びMIc90は,DMPPC感 受 性

お よ び耐 性 の 別 な く,0.19お よ び0.39μg/mlで あ っ た 。

こ の 活 性 はCPFXの そ れ と 同 等 か や や 優 れ て い た 。

DMPPC耐 性staphylococciに 対 して,CFTM,CAZ,お

よ びAMKの い ず れ の 薬 剤 も低 活 性 で あ った 。

LVFXはStreptococcus pneumoniae, S.pyogenes,お よ

びEntmococCus fbecalisの90%の 菌 株 を1.56μg/mlの 濃

度 で,Enterococcus faeciumの90%の 菌 株 を3.13μg/ml

の 濃 度 で 発 育 阻 止 した 。 こ の 活 性 はCPFXの そ れ と 同

等 で あ っ た 。CFTMお よ びCAZはstreptococciに 対 し て

Table 2. Antibacterial spectrum of levofloxacin

a) Agar dilution method

b) Inoculum size (CFU/ml)
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高 活 性 を示 し た が,enterococciに 対 して は低 活 性 で あ

っ た 。AMKはstreptococciお よ びenterococciの い ず れ

に 対 して も無 効 で あ っ た 。

腸 内 細 菌 科 の う ち,ほ と ん どの 菌 種 に 対 す るLVFX

のMICgoは0.05～0.78μg/mlで あ っ た が,Pnidmia

rettgerでお よ びSerratia marcescensに 対 す るLVFXの

MIC90は そ れ ぞ れ3.13お よ び12.5μg/mlで あ っ た 。 こ

の 活 性 はCPFXの そ れ よ り も1～2管 劣 っ て い た 。

LVFXは,ニ ュ ー キ ノ ロ ン剤 耐 性 の 菌 株 に対 して 低 活

性 で あ っ た が,CFTMお よ びCAZ耐 性 のCitrobacter

加un4iiお よ びEnterobacter cloa6aeに 対 して 良 好 な 活 性

を 示 した 。

ブ ド ウ 糖 非 発 酵 菌 の う ちP.aeruginosaに 対 す る

LVFXのMIC90は3.13μg/mlで あ っ た 。 こ の 活 性 は ,

CPFXの そ れ よ り も劣 っ て い た 。LVFXは ,CAZお よ

びAMK耐 性 菌 に 対 し て 良 好 な 活 性 を 示 した が(デ ー タ

示 さず),キ ノ ロ ン剤 耐 性 菌 に 対 して は 低 活 性 で あ っ

た 。Pseudomonas cepacia,Xanthomonas maltophilia ,お

よ び 湾Cinetobacter calcoaceticusに 対 す るLVFXのMIC90

は そ れ ぞ れ12.5,3.13,お よ び0.39μg/mlで あ っ た 。

こ の 活 性 はCPFXの そ れ よ り も優 れ て い た 。

LVFXは,ABPC耐 性 菌 を 含 むH.influenzae ,亙

gmorrhoeae,お よ びBranhamellacatarrhalisに 対 し て

CPFXに 匹 敵 す る高 い 抗 菌 活 性 を 示 した(MIC90:0 .025

～0 .10μg/ml)。

偏 性 嫌 気 性 菌 の う ち,CLDM耐 性 株 を 含 む、Ba6ter

Table 3. Comparison of antibacterial activity of levofloxacin with those of ofloxacin and DR -3354

a) Agar dilution method: 106 CFU/ml

Table 4. Inhibitory activity of levofloxacin and the other quinolones on supercoiling of pBR322 by DNA gyrase

a)Agar dilution method: 106　 CFU/ml

b) 50% inhibitory concentration on supercoiling
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Table 5-1. Antibacterial activity of levofloxacin and the other compounds against clinical isolates

a) Agar dilution method: 106 CFU/ml
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Table 5-2. Antibacterial activity of levofloxacin and the other compounds against clinical isolates

a) Agar dilution method: 106 CFU/ml
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Table 5-3. Antibacterial activity of levofloxacin and the other compounds against clinical isolates

a) Agar dilution method: 106C FU/ml
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Table 5-4. Antibacterial activity of levofloxacin and the other compounds against clinical isolates

a) Agar dilution  method: 106 CFU/ml
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Table 5-5. Antibacterial activity of levofloxacin and the other compounds against clinical isolates

a) Agar dilution method: 106 CFU/ml
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画desf勉gms,お よ びClostrmumdifficileに 対 す る

LVFXのMICgoは い ず れ も6.25μg/mlで あ っ た 。 こ の 活

性 はCPFXの そ れ よ り も明 ら か に優 れ て い た0CFTM

お よ びCAZは こ れ ら菌 種 に 対 し て 低 活 性 で あ っ た 。

Clostrld`umperfringmsに 対 し てLVFXはCPFXと 同 等 の

活 性 を示 した(MIC90:0.78μg/ml)。

Leg`mellaspp.に 対 す るLVFXのMICgoは0.05μg/ml

で あ っ た 。 こ の 活 性 はCPFXの そ れ と 同 等 で あ り,

RFPよ り劣 る もの の,EMよ り もは る か に 優 れ て い た 。

4.臨 床 分 離 株 に対 す る殺 菌 力(Table6)

S.mreus,E.col`,お よ びP.mnginosaの 臨 床 分 離 株

各20株 に 対 す るLVFXのMBCを 測 定 し た 。 そ の 結 果,

s.mmsお よ びE.col`で はMBCはMIC濃 度 に 一 致 し,

P.mnginosaに お い て もMBCは2MIC濃 度 で あ っ た 。

な お,P.aenginosaの 同 一 の 菌 株 を 用 い てOFLXお よ

びCPFXのMBCを 測 定 したところ,こ れ ら薬剤 におい

てもMBCは2MIC濃 度であった。(デ ータ示さず)。

5.キ ノロン剤耐性株に対す る抗菌活性(Table7)

E.coliK-12KL-16株 由来 のDNAジ ャイ レース変異

株14,17),E.coUK-12MC4100株 由来の外膜porinタ ン

パ ク(omp)変 異株18,19),お よびSalmmella typhimurlum

SL3770由 来 のLPS変 異株20)と,そ れ らの親株に対す

るLVFXお よび他のキノロン剤の抗菌活性 を検討 した。

なお,実 験 は3回 繰 り返 して行 い,そ の平均値 を抗菌

活性値 とした。

DNAジ ャ イ レース変 異株 の うち,gyr4変 異 株 の

MH-5お よ びN51株 に対 するLVFXの 活性 は,親 株 に

対するそれの1/8倍 で あった。GyrB変 異株 のN31お よ

びN24株 に対するLVFXの 活 性は,親 株 に対するそれ

のそれぞれ4お よび1/4倍 であ った0こ れらDNAジ ャ

Table 6. Bactericidal activity of levofloxacin against clinical isolates

a) Broth dilution method: 5 x 105-2 x 106 CFU/ml

b) ? 99 .9% killing

Table 7. Antibacterial activity of levofloxacin and the other quinolones against quinolone-resistant

strains of Escherichia coli and Salmonella typhimurium

a) Agar dilution method: 106 CFU/ml
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イレース変異株 におけるLVFXの 抗 菌活性変化の割合

は,DR-3354,0FLX,CPFX,お よびNFLXと ほ ぼ等

しかった。NAの 抗菌活性 は,gyrAお よびgyrB変 異株

のいずれにおいて も,親 株 に対す るそれの1/8～1/

128倍 で あった。

0mp変 異株 のうち,MH1160株[ompF-,ompC-],

MH760株[ompF+,ompC-],お よ びMH1461株

[ompF-,ompC+]に 対 するLVFXの 活性 は,親 株に

対するそれの,そ れぞれ1,1/2,お よび2倍 であった。

これ らomp変 異 株 に対す る抗菌活性変化の割合 は,

DR-3354,0FLX,CPFXの そ れと等 しく,NFLXの そ

れ よりもやや小 さかった。NAの 活性 は,omp変 異 に

よって影響 をうけなかった。

S.typhimuriumのLPS変 異株 のうち,LPS糖 鎖 の短か

いSL3769株,SL3789株,お よびSL1102株 に対す る

LVFX,OFLX,お よ びDR-3354の 活 性 は,親 株 の

SL3770株 に対するそれの2倍 であ った。CPFXお よ び

NFLXの これ ら3株 に対す る活性 は,親 株 に対す るそ

れ と同等であ り,NAの これ ら菌株に対する活性 は,

親株に対するそれの4～8倍 であった。

6.NFLX耐 性S.mms臨 床 分離株 に対する抗菌活

性(Table8)

NFLX中 等 度 耐性 のS.mms臨 床 分 離株(NFLXの

MIC:12.5～25μg/ml)に 対 するLVFXのMICは0.39～

0.78μg/mlで あ り,CPFXの そ れは3.13μg/m1で あ った0

また,NFLX高 度 耐性 の菌株(NFLXのMIC:50～100

μg/ml)に 対 す るLVFXのMICは1.56～6.25μg/m1で あ

り,CPFXの そ れは12.5～25μg/mlで あ った。NFLXお

よびCPFXの 両 薬剤に高度耐性の菌株 はLVFXに 対 し

て も耐性であった(LVFXのMIC:3.13～>100μg/ml)。

皿.考 察

最近の抗菌化学療法剤の分野の中で,ニ ューキノロ

ン剤 に関する研究は特にめざましく進展 したものの一

つである。いわゆるニ ューキノロン剤が登場 してから

10年 に満 た ない が,こ の 間 に集積 されたNFLX,

OFLX,CPFX,お よびENX等 の 豊富 な臨床知見を背

景 として,活 性,体 内動態,お よび安全性面での改良

研究が精力的に進められている0今 回評価 を行 った新

規キ ノロ ン系抗菌剤LVFXは,OFLX周 辺化合物の光

学活性体の合成お よび主薬理研究の中か ら見いだされ

たOFLXの(s)-(-)体 で ある。

我々はこれ まで に合計2,400株 余 りの菌株 を用いて

LVFXの 抗 菌活性評価を行 ったが,本 剤の抗菌スペク

トラムはOFLXの それ と全 く一致 し,か つ抗菌活性は

OFLXよ りも2倍 強かった。この抗菌活性の差 は,従

来の報告8)どお り,こ れ ら薬剤のDNAジ ャイレース阻

害活性の差をよく反映 していた。臨床分離株に対する

活性成績 からは,LVFXの 抗 菌活性上の特徴 として,

これまでOFLXに つ いて認め られて きた数々の特徴2),

す なわち幅広い抗菌スペク トラム,優 れた抗菌力,殺

菌的な作用,お よび他系統抗菌剤耐性菌に対する有効

性のすべてが確認 された。LVFXの 抗 菌力 をCPFXの

そ れと比較 した場合,既 報6)と 同様に,腸 内細菌およ

びP.aemginosaに 対 してはやや劣る ものの,グ ラム陽

性菌および偏性嫌気性菌に対 しては優れるとい う特徴

が認め られた。一方,LVFXの 経 口吸収性お よび尿 中

排泄 はOFLXと 同様 に良好であることが動物6)お よび

ヒ ト9)で確認 されていることか ら,上 記の優れた抗菌

力の臨床効果への反映が期待 される。

一方
,今 回の成績において,LVFX,DR―3354,お

よびOFLXの 抗 菌活性 に及ぼすPorinタ ンパク欠損およ

びLPS欠 損 などの外膜透過性変異の影響は等 しかった

が,こ のことはOFLXの2つ の光学活性体が同様の外

膜透過性 を有することを示 した。 また,標 的酵素に対

す るOFLXの 阻害活性がLVFXの1/2で あ ったことは,

LVFXの 阻害活性がDR.3354の 影 響をほ とんど受 けな

いことを示 した。すなわちラセ ミ体のOFLXで はその

中に半量含 まれるLVFXの 活性がほとんどその まま発

現 されるため,LVFXとOFLXの 抗 菌活性の比 は感受

性菌,耐 性菌の別な く2:1の 一 定値 を示す。LVFXと

Table 8. Antibacterial activity of levofloxacin and the other quinolones against

norfloxacin-resistant isolates of Staphylococcus aureus

a) Agar dilution method: 106 CFU/ml
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CPFXお よびNFLXの 間 にも交差耐性が認められるが,

グラム陰性菌における耐性度が各薬剤 ともほぼ等 しい

のに対 し,S.mmsのLVFXに 対 する耐性度 はCPFX

お よびNFLXに 対 するそれよりも明らかに小 さかった。

最近,本 菌種におけるキノロン剤耐性機作についても,

DNAジ ャ イレース21.22),膜透 過21,23)の両面か ら解析が

進められてお り,上 記の知見 もこれ らの研究の中で説

明が可能 となろ う。いずれにしろ,こ のようにLVFX

がNFLXお よびCPFX耐 性 のS.mnusに 対 して比較的良

好な活性を有することは,本 剤の抗菌活性上の一つの

特徴 と考えられる。

以上のことか ら,LVFXは 高 い臨床評価 を受けてい

るOFLXよ りも2倍 高い抗菌活性を有 し,OFLXと 同等

の体内動態を有する点で,臨 床的意義のある薬剤 と結

論 される。
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF LEVOFLOXACIN, THE

(S)-(-)-OFLOXACIN
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Levofloxacin (LVFX, DR-3355), the (S)-(-)-isomer of ofloxacin(OFLX), showed generally twice the

antibacterial activity of OFLX, and its action was bactericidal. This difference in the antibacterial

activity of these compounds was attributed to differences in their inhibitory activity against DNA

gyrase. LVFX showed higher activity against gram-positive cocci and obligate anaerobes than ciproflox-
acin (CPFX). LVFX was somewhat less potent than CPFX against Enterobacteriaceae and Pseudomonas

aeruginosa. The activity of LVFX was decreased by gyrA mutation, as in the case of the other quinolones,

although it was not significantly altered by deficiency of the outer membrane protein F or lipopolysac-

charide of the bacteria. LVFX showed good activity against isolates of Staphylococcus aureus mod-

erately-resistant to norfloxacin, but CPFX did not.


