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Temafloxacinの マ ウ ス 実 験 的 肺 炎 桿 菌 性 肺 炎 に 対 す る 治 療 効 果

谷 佳 都 ・山 口東 太 郎

田辺製薬株式会社生物研究所 桝

(#現 田辺製薬株式会社薬理研究所)

Klebsiella pnuemoniae B-54に よるマ ウス肺 炎モ デ ルに対す るtemafloxacin(TMFX)の 抗

菌効 果 を全 身 オー トバ クテ リオグ ラフ ィー を用 いてofloxacin(OFLX)お よ びciprofloxacin

(CPFX)と 比較 した。 そ の結果,TMFXの12.5mg/kgお よび3.13mg/kgを1回 経 口投 与

後 のマ ウス全 身 オー トバ クテ リオグラム におけ る感 染菌の分 布密度 は無投 与対 照群 に比べ

て著 明 に減 少 した。そ の分布密 度か ら観察 され たTMFXの 抗菌 効果 はOFLXと 比べ て 同

等 も し くはや や優 れ,CPFXよ りも明 らか に優 れ て いた 。肺 炎 マ ウス にTMFXの12'5

mg/kgを1回 経 口投 与後 の肺 内濃度 は投与30分 後で は1.62±0.35μg/gでOFLXと 同等

で あ った が,1時 間 後 か らはTMFXの 方 が 高 濃 度 に 推 移 し,4時 間 後 で も0.95±0.29

μg/gを 維持 した。 また,肺 炎マ ウス におけ る肺 内殺菌作 用 お よび感 染菌 のK.pneumoniae

B.54に 対 す るin vitro殺 菌作 用 において,TMFXはOFLXよ りも強 い殺菌作 用 を示 した。
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菌作 用

臨床 におけ る抗菌 剤の治療 効果 を予測す るため には

臨床 に よ り近い感染 モデ ル を用 いてその薬 効 を検討 す

るこ とが望 まれ る。松 本 ら1,は肺 炎桿 菌 の噴霧 吸 入に

よ り,致 死性 のマ ウス肺 炎モデ ル を作成 し,抗 菌剤 の

治療 効 果 を解析 して い る。我 々 はtemafloxacinのfn

伽o抗 菌作用 と して,マ ウス実験 感染 に対 す る治療 効

果 を検討 し,Klebsi6lla pneumonia8 B-54を 用 い たマ ウ

ス肺 炎モ デル におけ る治 療効果 につ いて も報告 した21。

前報 で は本 モ デル にお けるTMFXの 治 療効果 をマ ウ

ス生 存率 によってofloxacinお よびciprofloxacinと 比

較 したが,今 回,さ らに詳 しく全 身 オー トバ クテ リオ

グ ラフ ィー を用 い て検討 し,ま た,肺 炎マ ウ スで の

肺 内殺菌作 用お よび肺 内濃度 につい て も検 討 したの で

報告 す る。

1.材 料 と 方 法

1.使 用動 物

SLC:ddY系 雄 マ ウ ス(4週 齢,体 重20±1g)を 用 い

た。

2.使 用 薬剤

Temafloxacin(TMFX,Lot.17-817-AL)はAbbott社

の合 成品 を用 い た。対 照薬剤 はofloxacin(OFLX,第 一

製薬)お よびciprofloxacin(CPFX,バ イエ ル薬 品)を 用

い,市 販品 よ り遊離 塩 に抽 出精製 して使用 した。経 口

投 与 に はTMFXお よびCPFXは 滅菌 水 に溶 解 また は

懸濁 して用 い.OFLXは0.5%カ ルボ キシメチ ルセル

ロース ナ トリウ ム(ナ カ ラ イテ ス ク)に懸 濁 して用い

た。In vitro抗 菌 活性 お よ び濃度 測 定 に は各 薬剤 とも

1/10量 の0.1N-水 酸化 ナ トリウ ムを添 加 し溶解 して

使用 した。

3.使 用菌株

マ ウスの噴霧 感染 には,長 崎大学 熱研 内科 松本教授

よ り分 与 され たK.pneumoniae B-54を 用 いた。マ ウ

ス全 身 オー トバ クテ リオ グラ ム(ABGM)の 作 製には,

マ ウス切 片 中の腸内細 菌お よび操作 中 の汚染菌 を抑 え

て感染菌 のみ を選択 的 に培 養す るため に リファンピシ

ン耐性株(RFPr)を 誘導帥して用 いた。

4.マ ウス の噴霧感 染お よび薬剤投 与

K pneumoniae B-54ま た はK.pneumoniae B- 54 RFPr

をハー トイ ンフ ユ ジ ョ ン寒 天(HIA,栄 研)斜 面培 地で

37℃,18時 間培養 後,滅 菌 生理 食塩 液で約4×109

CFU/miに 懸 濁 し,そ の10mlを 噴 霧 感 染 装置(池本

理化工 業)内 のマ ウス にネブ ラ イザ ー を用 いて1kg/cm2

の圧 力 で約40分 間噴霧 した。薬 剤 は感染18時 間後

に1回 経 口投 与 した。

5.肺 炎 マ ウスの全 身ABGMの 作製

肺 炎マ ウス の全 身ABGMは 佐 久 間 ら4}および先に

報 告 した方法3}に準 じて作製 した。 す なわ ち,感 染18

時 間 後 にTMFX,OFLXま た はCPFXの12.5

*〒335戸 田市 川 岸2-2-50
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mg/kgお よび3.13mg/kgを 経 口投 与 し,薬 剤投 与48

時間後にマウスを クロロホルム ガスで麻酔 死 させ,-

40℃ に調節 した ドラ イア イス ーア セ トン中で凍 結 し

た。凍結マ ウスか ら-15℃ ク リオ ス タ ッ ト内 ミク ロ

トーム(オー トクライオ トム,中 川製作 所)を用 い,滅

菌生 理食塩 液 に浸 した ガーゼ を支 持体 として厚 さ50

μmの 全身水平縦切切 片 を作製 した。マ ウス切片 は肺

の観察が しやす い ように水 平縦 切 断面 と した。RFP

50μg/mlお よび トリフェニ ールテ トラゾ リウム ク ロ リ

ド(TTC)25μg/mlを 含 むHIA平 板上 にマ ウス 切片 を

のせ て37℃,18時 間培養 した。TTCは 生 菌細胞 内で

還元 されて トリフェニ ールポルマ ザ ンの赤 色沈澱 を生

じるため,寒 天平板上で赤色 の細菌 集落が 観察 出来 る。

各薬剤投与群 お よび無投 与対 照群 は一 群6匹 のマ ウ ス

を用いて実施 し,薬 剤投 与48時 間後 に生 存 したマ ウ

スのABGMを 作 製 した。 マ ウス切 片で の感 染菌 の分

布および密度 は写真撮影 に よ り記 録 した。

6.肺 炎マウスの臓 器内生 菌数 の測 定

肺炎マ ウスの肺,肝 臓 お よび脾臓 の生 菌数 は一時点

6匹 のマ ウス につ い て 測定 した。感 染18時 間後 に

TMFXま たはOFLXの12.5mg/kgを1回 経 口投 与 し

たマウスの肺 内生菌数 は一時 点5匹 のマ ウス につ い て

測定 した。経時的 にマ ウス臓 器 を無菌 的に取 り出 し,

滅菌生理 食塩 液 を加 え て ホモ ジ ナ イ ズ した 後,HIA

を用いた混釈培 養法 によ り生菌数 を測定 し,全 臓 器 あ

た りの対数平均 値 ±SDで 示 した。

7.血 清 中および肺 内濃度 の測定

感 染18時 間 後 にTMFXま た はOFLXの

12.5mg/kgを1回 経 口投 与 し,一 時 点5匹 の マ ウス に

ついて各濃度 を測定 した。血清 は経時 的に採血 して遠

心分離(4℃,3000rpm,10分)し,肺 は放 血後 採 取 し

て1/15MPBS(pH7.0,ヤ トロ ン)で洗浄 し,両 試料 は

測定 まで-20℃ で凍 結保 存 した。血 清 試料 は希 釈せ

ず,肺 は1/15MPBSを 加 えてホ モジナ イズ し,4℃,

3000rpm,10分 の 遠 心 上 清 を 測 定 試 料 と した。

TMFXお よびOFLXの 各濃 度 は武 田 ら5)のbioassay法

に準 じ,検 定 菌Escherichia coli Kpを 用 い て ペ ーパ ー

デ ィス ク法 によ り測定 し,平 均値 ±SDで 示 した。 な

お,両 剤の測 定限 界 は いず れ も血 清 が016μg/ml,

肺が0.62μg/gで あった。

8.MICお よびinvitro殺 菌 作用 の測定

K, Pneumoniae B-54に 対 す る薬 剤 のMICは 日本 化

学療法学会標 準法6}に従 い,寒 天平 板 希釈 法 に よ り接

種菌量106CFU/mlで 測定 した。In vitro殺 菌作 用 は

感受性測定 用ブ イヨ ン(ニッス イ)に37℃ で18時 間培

養 したK.pneumoniae B-54を 同 ブ イ ヨ ンで 希 釈 し,

さら に振 徽培 養 に よ り対数 期 まで増 殖 させ た後,6.0

10gCFU/m1お よび8,0108CFU/mi接 種 菌鍛 液 を調 酪

し薬剤 を添加 して培 養 した。生 菌数 は経時 的に培 饗液

を採 取 し,滅 菌 生理 食燃 液 で希 釈 後 田Aを 川 い た混

釈培 養法 に よ り測定 し,対 数値 で示 した。

1.実 験 結 果

1.肺 炎マ ウスの臓 器内生 菌数推 移

薬 剤 治療効 果 の全 身ABGM作 製 に先 立ち,薬 剤 投

与時 期お よび 効果判 定時期 を設 定す るため肺 炎マ ウス

の臓 器 内生 菌 数推 移 を検 附 し,そ の結 果 をF噛1に

示 した。 感染18時 間後で は肺,肝 臓 お よび脾臓 の生

菌 数は感 染直後 と同等 で あ ったが,42時 間後 にはマ

ウスに個体 差が認 め られた ものの,肺 での菌 数増加 よ

りも肝臓 お よび脾臓 において著 しい増 加 を認 めた。 ま

た,66時 間後 では生存 マ ウ スにおい て肺 内菌 数 の著

しい増加 が認め られ,肝 臓 お よび脾臓 で も増 加の傾 向

を示 した。 マ ウスの死亡 は66時 間後で12例 中4例 に認

め られ,18お よび42時 間後で は認 め られ なか った。

2.全 身ABGMに よる治療効 果の比 較

噴霧感 染18時 間後 のマ ウス に各 薬剤12,5mg/kgお

よ び3.13mg/kgを1回 経 口投 与 し,薬 剤 投 与48時

間(感染66時 間)後の 各6例 のABGMをFig2に 示 し

た。

TMFXの12、5mg/kg投 与 で は1例 が 死亡 した。 生

存5例 の うち3例 に は肺 で感 染菌 を認 めず,4例 で は肝

臓 お よび脾臓 に も感 染菌 は認 め られな か った。1例 で

は肺 で感染 菌 は少な い ものの,肝 臓 お よび脾臓 には密

に菌 が認 め られ た。3.13mg/kg投 与 で は2例 が 死 亡

し,生 存 した4例 の うち2例 で は肺 お よび 胃 と腸 で わ

ず か に感染菌 を認 め,他 の2例 で は肺,肝 臓 お よび脾

臓 に密 に菌 が認 め られ た。

OFLXの12,5mg/kg投 与 で は2例 に全 く感 染 菌 を

認 めず,1例 で は腸 にのみ感 染 菌 を認め た。 しか し,

他 の3例 で は肝 臓,脾 臓 に密 に感染 菌 を認 め,そ の う

ち2例 は全 身的感染像 を示 した。3.13mg/kg投 与 で は

3例 が死亡 した。 生存3例 の うち1例 は肺 お よび腸 に少

数 の感染菌 を認 めたが,他 の2例 は肺 に密 に菌 を認 め,

この うち1例 は全 身的感染像 を示 した。

CPFXの12.5mg/kg投 与 で は1例 が 死亡 した。1例

で肺 お よ び胃 と腸 に少 数 の感染 菌 を認 め,4例 は全 身

的感 染 像 を示 した。3.13mg/kg投 与 で は5例 が 死亡

し,生 存1例 も全 身的感 染 像 を示 した。 な お,感 染対

照群 は4例 が 死亡 し,2例 が全 身 的感染像 を示 した。

3.肺 内殺 菌効果

噴 霧 感 染18時 間 後 の マ ウ ス にTMFXお よ び

OFLXの12.5mg/kgを1回 経 口投 与 した場 合 の肺 内
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生 菌 数推 移 をFig.3に 示 した。肺 炎 マ ウ スの薬 剤投

与前 の肺 内菌 数 は5.1±0.410gCFUで あ っ たが,薬

剤 投 与1時 間後 に はTMFXは3.9±0.410gCFU,

OFLXは3.2±0.410gCFUに 菌数 を減少 させ た。 そ

の後12時 間 まで両剤 は感染 対照群 に比べ 菌数 の減少

を持 続 した。投 与 後2時 間 まで はOFLXの 方 がTMFX

よ り も低 い肺 内 菌 数 を示 した が,4時 間以 降 で は

TMFXの 方が低 い菌数 を推移 し,8時 間後 の両群 の菌

数 問 に は統 計 学 的 に有 意差 を認 め た。 また,TMFX

は投 与8時 間 後 まで殺 菌 的 に肺 内菌 数 を減少 させ た

が,OFLXは30分 以 降12時 間後 まで 静菌 的作用 し

か示 さなか った。

4.肺 炎マ ウ スにおけ る血清 お よび肺内濃度

噴 霧 感 染18時 間 後 の マ ウ ス にTMFXお よ び

OFLXの12.5mg/kgを1回 経 口投 与 した場 合 の血 清

お よ び肺 内濃 度推 移 をFig4に 示 した。血 清 中濃 度

は薬剤 投与30分 後 で はOFLXの 方 が約1 .3倍 高 い値

を示 したが,1時 間後で 同等,2時 間お よび4時 間後 で

はTMFXの 方 が1.6倍 お よび3.3倍 高い値 を示 し,

6時 間以 降 で もTMFXの 方が 高 く推 移 した。肺 内 濃

度 は投 与30分 後 で はTMFX:1.62±0.35μg/gお よ

びOFLX:1.61±0.38μg/gと 両剤 同等 で あ ったが,

1時 間後 に はTMFXの 方 が1.3倍 高 い値 を示 した。2

1時間以降 に はOFLXの 肺 内濃度 は測 定限 界以 下 となっ

たが,TMFXは4時 間後 で も0.95±0.29μg/gと 高濃

度 で推移 した。

5,K.pneumoniaee B-54に 対 す るin vitro殺 菌作用

K. pneumonize B-54に 対 す るTMFXお よ びOFLX

のin vitro殺 菌作用 をFig.5に 示 した。様 々な状態の

感 染肺 に お ける殺 菌効 果 を想定 し,接 種菌 量6、Olog

CFU/ml(AIB)お よび8,010gCFU/ml(C,D)に ついて

検 討 した。6,010gCFU/m1接 種 で は1μg/m1で

TMFXお よびOFLXと も強 い殺菌 作用 を示 した。0.1

μg/m1で はTMFXは4時 間後 まで殺 菌 的 に作用 した

が,そ れ 以 降 は静 菌 的 に作 用 した。 これ に対 して,

OFLXは4時 間後 まで 静菌 的 に作 用 し,そ れ以降 には

再 増 殖 が 認 め られ た。8.OlogCFU/m1接 種 で は10

μ9/m1お よび1μg/mlで 両剤 と もに殺 菌作 用 を示 し

た が,6時 間以 降 にTMFXの 方 が 強 い殺 菌作 用 を示

した。0.1μg/mlで は両剤 とも静菌的 に作用 した。

III.考 察

マ ウス のK.Pneumoniae B-54に よ る肺 炎 モデルで

は噴霧 感染12時 間後 か ら肺 に肉眼的肺 炎病巣 が出現

し,24時 間 以降 そ の病 巣 が 明 瞭 とな り,36時 間以

降 には多発 性膿 瘍 が形成 され,48～72時 間後 にはマ

ウス全例 が 肺炎 死す る と報 告 され て い る1,。そ こで,

Lung Liver Spleen

Each point and bar represents the mean and standard deviation of six mice.

Fig. 1. Bacterial cell counts in lung, liver and spleen of mice infected with Klebsiella pneumoniae B-54.
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Temafloxacin

Ofloxacin

Ciprofloxacin

Untreated controls

Drugs were administered orally 18 hours after infection. Mice were frozen for autobacteriography 48
hours after drug administration.

Fig. 2. Comparison of the antibacterial effects of temafloxacin, ofloxacin and ciprofloxacin by whole

body autobacteriography in mice infected with Klebsiella pneumoniae B-54 RFPr
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Drugs were administered orally 18 hours after infection.

Each point and bar represents the mean and standard deviation of five mice.

Fig. 3. Bacterial cell counts in the lung after a single 12.5mg/kg administration of temafloxacin or ofloxacin

to mice infected with Klebsiella pneumoniae B-54.

Serum Lung

Drugs were administered orally 18 hours after infection.

Each point and bar represents the mean and standard deviation of five mice.

Fig. 4. Concentrations of temafloxacin and ofloxacin in serum and lung after a single 12.5mg/kg administration

to mice infected with Klebsiella pneumoniae B-54.
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本モデル にお けるTMFXの 治療効 果 の検 討 は,薬 剤

の投与時期 を肺病変 は進行 してい るが膿 瘍形成 の まだ

認 め られ ない感 染18時 間 後 に設 定 し,ま た,全 身

ABGMの 観察 時点 は薬剤 投与 後 の マ ウス体 内 か らの

薬剤の消失お よび感染菌 の再増殖 の時間 を考慮 し,各

薬剤 間に差が出 る と推 定 される薬剤 投与 後48時 間 を

設定 した。その結果,TMFX,OFLXお よびCPFXの

12.5mg/kgお よび3.13mg/kg投 与 に おい て 生存 数

および全身ABGMで 各 薬剤 間 に差 が認 め られ,治 療

効 果の 差 を 明確 に示 す こ とが で き た。 す な わ ち,

TMFXはOFLXと 同等 も し くはや や優 れ た治療 効 果

を示 し,CPFXよ りも きわめて優 れた 治療効果 を示 す

ことが確認 された。CPFXのK. pneumoniae B-54に 対

す るMICは く0.013μg/mlで,TMFXお よびOFLX

(いずれ もMIC:0.05μg/ml)に 比 べ て抗 菌力 が強 い。

しか し,各 薬 剤 の マ ウ ス体 内 動 態 で は,TMFXと

OFLXの 肺 への移行性がCPFXに 比べ て きわめ て優 れ

A: temafloxacin (106 CFU/ml)

C: temafloxacin (108 CFU/ml)

て い る こ とが 知 られ て お り71,全 身ABGMか ら観察

され たTMFXお よびOFLXの 良好 な治療 効 果 は 両剤

の肺 内移行性 を反映 した結 果 と考え られた。

肺 炎マ ウスの臓器 内生歯 数推移 か ら感 染菌 が肺で増

加 した のち 肝臓 お よび脾臓 に移 行 す る こ とが 推 欄 さ

れ,こ れ は全 身ABGMに お いて死 亡 直前 のマ ウ スが

全 身性 の致 死感 染 を呈 してい る ことか らも裏付 け られ

た。 また,肝 臓 お よ び脾 臓 に約104CFUの 感 染菌 が

認 め られた場合,肺 で はそ れ以上 の感 染菌 が存在 す る

と推 測 され るが,TMFXの12,5mg/kg投 与 で1例,

OFLXの12,5mg/kg投 与で2例 のABGMで 肝臓 お よ

び脾臓 に密 な菌分布 を示す が,肺 には少数 の感染 菌 し

か観 察 され ない例 を認め た。 これは肺が含 気性組 織で

あ るため噴 霧吸引 された感 染菌が 肺内で 一様 に分布せ

ず,散 在性 の病巣形 成が考 えられる こ とや,ま た肺 炎

桿菌 性肺 炎で は肺 内 に水腫 お よび薄 い繊 維組織 の空 洞

が形成 され るこ とな ど8}から,マ ウ ス肺 の 障害 の差 が

B: ofloxacin (106 CFU/ml)

D: ofloxacin (108 CFU/ml)

Time-kill analyses were performed at inocula of 106 (A, B) and 108 (C, D) CFU/ml.

Fig. 5. In vitro bactericidal activities of temafloxacin and ofloxacin against Klebsiella pneumoniae B-54.
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ABGMに も影響 を与 えた もの と推 察 され た。

全 身ABGMの 観察 か らTMFXの 抗菌効果 はCPFX

よ りは優 れ たが,OFLXと 同等 も しくはやや便 れ る結

果 で あ っ た。そ こで,TMFXお よびOFLXの 治療 効

果 を感染 肺 内濃 度推 移,肺 内殺 菌効 果お よびin vitro

殺 菌 作 用 に よ り考 察 した。TMFXの 肺 内濃 度 は投 与

30分 以降 に はOFLXよ りも高 濃度 を推移 したに もか

か わ らず,投 与1時 旧 後 の肺 内生 菌 数の 減 少 はOFLX

よ りも少 なか った。 これ はOFLX投 与 にお いて 初期

(30分 以前)に み られ る高 い血 消 中 濃度 が肺 内濃 度 に

も反映 し,肺 内殺菌 効果 に影卿 を与 える ことが 考 え ら

れ る。 しか し,4時 間以 降 で はTMFXの 方 が 肺 内菌

数の減 少が よ り大 きく,両 剤の肺 内濃度 の差 を反映 し

て いた。 また,両 剤 のin vitro殺 菌作用 を検討 した結

果6,010g CFU/ml接 種 菌 量 で は0.1μg/ml濃 度 で,

8.0log CFU/ml接 種 菌11で は10μg/mlお よ び1

μg/ml濃 度 でTMFXの 方 が 強 い殺 菌作 用 を示 して お

り,感 染菌 に対す る殺菌作 用 の差 も肺 内殺菌 効果 に反

映 してい るこ とが示 唆 された。

最 近,Azoulay-Dupuisら9)は 肺 炎球菌 の マ ウ ス亜 急

性 肺 炎モ デル を用 いてTMFXの 治 療効 果 をOFLXお

よびCPFXと 比 較 して い る。 種 々の 感染 段 階 で治 療

を行 い,い ず れ の感 染 段 階 で もTMFXは 他 の2剤 に

比 べ て有 意 に 良好 な 治療 効 果 を示 した と報 告 して い

る。 また,マ ウスの マ イ コプ ラズ マ2),ハ ムス ターの

マ イコプ ラズマ10)およびモ ルモ ッ トの レジオ ネラ11)の

各種 呼吸器 感染 モデ ルを用 いて,ニ ユ ーキ ノロ ン剤の

治 療効 果 を検 討 し,TMFXが 他剤 に比 べ て きわ め て

優 れた効果 を示 す こ とが報告 され てい る。 今回,肺 炎

桿 菌性 肺 炎 モ デ ル を用 いて 検討 した結 果,TMFXは

OFLXお よびCPFXよ り も優 れ た治 療 効果 を示す こ

とを明 らか にす る こ とがで きた。 臨床 の肺 炎治療 にお

けるTMFXの 効 果が 期待 され る。
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Therapeutic effect of temafloxacin on experimental pneumonia
induced by Klebsiella pneumoniae in mice

Kato Tani and Toutaro Yanaguchi
Pharmacological Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd.

2-2-50 Kawagishi, Toda 335, Japan

The antibacterial effect of temafloxacin (TMFX) was compared with those of ofloxacin (OFLX)

and ciprofloxacin (CPFX) in experimental pneumonia induced by Klebsiella pneumoniae B-54 in

mice by means of whole body autobacteriography. Upon treatment with 12.5 mg/kg or 3.13

mg/kg of TMFX in mice with the pneumonia, the bacterial distribution on autobacteriograms was

significantly reduced as compared with untreated controls. The antibacterial effects of TMFX

observed in the distribution density of the autobacteriograms was comparable to or greater than

that of OFLX and remarkably greater than that of CPFX. At 30 minutes after administration of

12.5 mg/kg to mice with pneumonia, the concentration of TMFX in the lung was 1.62 •} 0.35 ug/g

which was comparable to that of OFLX. From 1 hour after administration, the concentration of

TMFX was considerably higher than that of OFLX. The concentration of TMFX was 0.9 •} 0.29

pg/g even at 4 hours after administration. The bactericidal activity in the lungs of mice with

pneumonia at the time of treatment with 12.5 mg/kg of TMFX was more potent than that of OFLX.

TMFX also showed a good effect in terms of in vitro bactericidal activity against K. pneumoniae B-

54.


