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新 しいキ ノロン系抗菌薬grepafloxacinの 細 菌 学 的評 価

分部浩和 ・三橋 進

エピゾーム研究所*

新 しい キ ノロ ン系抗 菌薬grepafloxacin(GPFX)のin vitro 抗 菌 活性 をsparfloxacin(SPFX),cip-

rofloxacin (CPFX),ofloxacin(OFLX)と 比 較検討 し以下 の結果 を得 た。

1.GPFXは,グ ラム陽性 菌 か らグ ラム陰性菌 まで強 い抗 菌力 と,幅 広 い抗 菌 スペ ク トラム

を有 してい た。 グラ ム陽性 菌 に対 しては,SPFXと 同 等 で あ りCPFX,OFLXよ り優 れ て いた。

また,グ ラム陰性 菌 に対 して は,CPFXよ り弱 くSPFX,OFLXと 同 程度 の活性 を有 して いた。

2.GPFXは,MIC濃 度 で殺菌 的 に作 用 した。

3.GPFXは,マ グネ シウム イオ ンの存 在,お よび培 地 のpHが 酸1生側 で 活性 の低 下 が観 察 さ

れた。

4.GPFXは,接 種 菌量 が高 くな る と抗 菌力 が低下 した。

5.GPFXの 自然 耐性菌 の 出現 頻度 は低 か った。

6.GPFXは,Escherichia coli由来 のDNA gyraseの ス ーパ ー コイ リング活性 を強 く阻害 した。
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Grepafloxacin (GPFX)1)は,大 塚 製薬 株 式 会 社 で開 発

され た新 しい キ ノロ ン系 合成抗 菌薬 で,キ ノロ ンカル ボ

ン酸骨 格 の5位 にメ チル 基,7位 に3-メ チ ル ピペ ラ ジニ

ル基 を有 す る こ とが化 学 構 造 上 の特 徴 で あ る。今 回,

GPFXのin vitro 抗 菌 力 をsparfloxacin (SPFX)2), ciprono.

xacin (CPFX)3), ofloxacin (OFLX)4)と 比 較 検討 した の で

報 告す る。

I. 実 験 材 料 および方 法

1.試 験 薬剤

GPFXは 大 塚 製薬,SPFXは 大 日本製 薬,CPFXは バ イ

エ ル薬 品,OFLXは 第 一 製 薬,methicillin (DMPPC)は 萬

有製薬 か ら分 与 され た。

2.使 用菌株

標準 菌株 お よび臨床分 離株 はエ ピゾー ム研 究所 お よび

群馬大 学薬剤 耐性 菌実験施 設 の保存株 を使用 した。

3.薬 剤 感受性 測定 法

日本化学療 法学 会標準 法5,6)に準 じて,寒 天 平板希釈 法

でMICを 測 定 した。使用 培地 は特 に記 さない か ぎ りSen-

sitivity disk agar-N(SDA; 日 水 製 薬)お よ びSensitivity

testbroth (STB;日 水 製 薬)を 使 用 した。 レ ンサ球 菌属 の

菌種 には5%馬 脱 繊血(日 本 生物材 料 セ ンター)を 添加 し

たSDAを 使 用 し,Haemophilus influenzaeに は5% Fildes

enrichment (Difco)を 添 加 し たSDAを 使 用,Neisseria

gonorrhoeaeで はGC agarに1% Hemoglobin (Difco)お よ び

1%IsovitaleX(BBL)を 添 加 したSDAを 使 用 した。 また

嫌気 性 菌 の培 地 にはGAMagar(日 水 製 薬)お よびGAM

broth(日 水 製 薬)を 用 い た。接 種 菌 量 は,約106CFU/ml

に調整 し,こ の菌液をミクロプランター(佐 久間製作所)

を用いて約5μlつつ薬剤含有平板上 に接種 した。37℃,

18～24時 間培養後,肉 眼的に発育の見 られ ない最小薬

剤濃度をMICと した。

4.殺 菌作用

a)殺菌曲線

試験菌 をSTBで37℃,一 晩静置培養後新鮮STBに 約5

×10℃FU/mlに なるように接種 し37℃2時 間振量培養後

薬剤を添加 し経時的に生菌数 を測定 した。なお薬剤 の最

終濃度は,本 条件下におけるMICの1/4,1/2,1お よび2

倍濃度 とした。

b)最 小殺菌濃度(MBC)の 測定

試験菌のMICをSTBを 用いた液体希釈法 を用いて測定

した後,肉 眼的に菌の増殖の認められない培養液中の生

残菌数 を測定 し生残菌数が接種菌量の0.1%未 満 となる

最小薬剤濃度をMBCと した。

5。 抗菌力,殺 菌力 に及 ぼす培地pHの 影響お よびマ

グネシウムイオンの影響

a)培 地pHの 影響

1NHCIお よび1NNaOHでpHを 調 整 したSTBを 用い

MICお よびMBCを 測定 した。

b)マ グネシウムイオンの影響

STBにMgC12を,3,6,9mM添 加 し, MICとMBCを 測

定 した。

6.接 種菌量の影響

接種 菌量 を103,105,107CFU/mlに 調整 し,液 体希釈

法でMICを 測定 した。
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7,自 然耐性菌出現頻度の測定

試験菌 をSTBで37℃,一 晩振盤培養後,こ の培養 液

0.1mlを2～8MIC濃 度の薬剤 を含むSDAに 塗抹 し,37℃,

40時 間培養 し,生 じたコロニー数 を測定 した。

8.Esoheriohia coli由来DNA gyraseに 対す る阻審作用

E. coli KL-16株 より既報7)によ りDNAgyraseを 分画 し,

得 られた酵素のDNAス ーパーコイリング反応 を50%阻

害する薬剤の濃度(IC50)を 求めた。

II. 実 験 結 果

1.抗 菌スペ ク トル

GPFXの 抗菌スペ ク トルをTable1に 示 した。GPFXの

抗菌スペク トルはグラム陽性菌 ・陰性菌 ともにSPFXと

ほぼ同等であ り,CPFXと 比べるとグラム陽性菌に強 く,

陰性菌では劣 っていた。OFLXと 比べ るとグラム陽性 か

ら陰性菌 まで優れていた。以上の様 にGPFXは,強 い抗

菌力 と幅広いスペク トルを有 していた。

2.臨 床分離株に対する抗菌力

臨床 より分離 された菌株 を用いて,GPFXの 抗菌力を

検討 した(Table2)。

メチ シリン感受性のStaphylocoocus aureusに 対する抗

菌力 をMIC90で 比較する とGPFX,SPFX>OFLX>CPFX

の順 に活性 を示 した。メチシリン耐性のS. aureusに対 し

ては,い ずれの薬剤 も抗菌力は低かった。StaPhylococcus

epidermidisに 対す るGPFXのMIC90は0.1μg/mlで あ り,

SPFXと 同 等,CPFX
,OFLXよ り優 れ て い た。Streptooo-

ccus pyogenes, Streptoccus pneumoniae
, Enterococcus

faecalis に 対 す るGPFXのMIC90は0 ,39μg/mlで あ り,

SPFXと 同 等,CPFX , OFLXよ り優 れ てい た。 しか しな

が らS. pneumoniae 1株 に12.5μg/mlのMICを 示 す 耐 性 菌

が み られ た。Enterococcus faeoiumに 対 して は,い ず れの

薬剤 も耐 性 化 が 進 んで い た。E. coli, Klebsiella Pneumo-

niae, Klebsiella oxytoca, Enterobaoter cloacae , Shigella spp.,

Salmonella spp.に 対 す るGPFX, SPFX, CPFXお よ び

OFLXの 抗 菌力 は,GPFXの 抗 菌 力がCPFXよ り2～4倍 劣

っ て は い る もの の,SPFX,OFLXと ほ ぼ同 等 の抗 菌 力

を示 した。Serratia marcescens, Citrobacter freundii に対 す

る感 受性 は幅広 く分 布 してお り,抗 菌力 はCPFXが 最 も

強 くGPFX, SPFX, OFLXは,ほ ぼ 同等 の抗菌 力 であっ

た。Pnteus mirabilis, Pnteus vutgaris, Providencia rettgeri,

providencia stuartii, Morganella morganii に 対 す るGPFX,

SPFX,CPFXお よ びOFLX のMIC90は そ れ ぞ れ0,39～

3.13,0.39～6.25,0.025～0.78お よ び0,2～3.13μg/ml

で あ り,GPFXの 抗 菌 力 は,P. stuartii を除 いてCPFXの4

～16倍 抗 菌 力 は劣 り,OFLXと ほ ぼ 同等 で あ った。P.

stuartii に 対 す るGPFXの 抗 菌 力 は,CPFXと 同等 であ り

OFLXよ り優 れ て い た。Pseudomonas aeruginosa, Bur-

kholderia cePaciaに 対 して試 験 薬剤 は,幅 広 いMIC分 布 を

示 し,特 にB. cepaoiaで は,MIC50の 値 が12.5μg/mlお よ

Table 1. Antibacterial activity of grepafloxacin and reference compounds against standard strains
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Table 2-1. Antibacterial activity of grepafloxacin and reference compounds against aerobic and anaerobic bacteria
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Table 2-2. Antibacterial activity of grepafloxacin and reference compounds  against aerobic and  anaerobic bacteria
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び25μg/mlと 高 い値 を示 した。P. aeruginosaに 対 す る抗

菌 力 はCPFXが 最 も強 く,次 いでGPFX, SPFX, OFLX

の 順 番 であ った。Xanthomonas maltophiliaに 対 す るGPFX,

SPFX,CPFXお よ びOFLXのMIC90は,そ れ ぞ れ0,78,

1.56,6.25お よ び3.13μg/mlで あ りGPFXが 最 も強 い抗

菌 力 を示 した。Acinetobaoter calcoaceticusに 対 して は,

SPFXが 最 も強 い抗 菌 力 を示 し,次 いでGPFX, CPFX,

OFLXの 順 で あ った。H. influenzae, Moraxella catarrhalis,

N.gonorrrhoeae に対 す るGPFXの 抗 菌 力 はSPFX, CPFXと

同 程 度 の強 い抗 菌 力 を示 した。 嫌 気 性 菌 のBaoteroides

fragilis に 対 す るGPFXの 抗 菌 力 は,SPFXに 次 い で強 か

っ た がMICgoの 値 は,12.5μg/mlと 高 か っ た。Clostri-

dium diffioile に対 して はいず れの薬 剤 も抗菌 力 が弱 か っ

た。Clostridium perfringens に 対 す るGPFXの 抗 菌 力 は対

照薬 剤 と同程度 であ った。

3.殺 菌作用

a)増 殖 曲線 に及 ぼす影響

GPFXのS. maureus Smith, E. ooli ML4707お よ びP.

aeruginosa GN111893菌 種 に対 す る殺 菌作 用 をSPFXお

よ びCPFXと 比 較 検 討 した。S. aureus Smithに 対 して

GPFXは1/2MIC以 上 の濃 度で殺菌 的 に作 用 し,4時 間後

には菌は検出 されなくなったが,そ の後再増殖が見 られ

た。対照薬剤 も同様の作用であった(Fig,1)。

E.coli ML4707(Fig,2)お よびP. aeruginosa GN11189

(Fi33)に 対 して も1/2MIC以 上の濃度ですみやかに菌

数の減少が認め られた、GPFXはP. aeruginosa GN1118g

に対 し2MICの 濃度で再増殖を認めなかった。いずれの

菌株 においてもMIC濃 度のGPFXに 接触後,す みやかな

生菌数の減少が認め られ,本 薬剤が殺菌的に作用すると

考えられた。

b)MICとMBC

GPFXの 標準菌株6菌 種 に対するMICとMBCをSPFX,

CPFXお よびOFLXと 比較検討 した(Table3)。GPFXは,

Sepidermidi 311D866でMICとMBCの 差が4倍 と開いてい

たが,そ の他の菌では同等か2倍 の開きであった。対照

に用いた他のキノロンも同様の結果が得 られたことによ

り,GPFXは これ らの菌に対 し殺菌的に作用す るもの と

考えられた。

4,抗 菌力 ・殺菌力に及 ぼすマグネシウムイオンの影

響および培地pHの 影響

GPFXのMICは,マ グネシウムイオン添加 により2～8

倍上昇 し,抗 菌力の低下が認められた(Table3)。

Table 2-3. Antibacterial activity of grepafloxacin and reference compounds againstaerobic and anaerobic bacteria
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Grepafloxacin

(MIC 0.05  pg/ml)

Ciprofloxacin

(MIC 0.2 lig/m1)

Sparfloxacin

(MIC 0.05 pg/m1)

Fig. 1. Bactericidal activity of grepafloxacin against Staphylococcus aureus Smith.

Grepafloxacin

(MIC 0.0125 lig/m1)

Ciprofloxacin

(MIC 0.0125 lug/m1)

Sparfloxacin

(MIC 0.0125 pg/ml)

Fig. 2. Bactericidal activity of grepafloxacin against
Escherichia coli ML4707.
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しか しなが らMBCは,上 昇 したMICの4倍 以内であっ

た。抗菌力の低下は,対 照薬剤を含めて観察 され,マ グネ

シウムイオンの濃度が高 くなるにつれ抗菌力の低下が大

きくなる傾向があった。

培地pHがGPFXの 抗菌力および殺菌力に及ぼす影響 に

ついて検討 した(Table4)。GPFXのMICは,酸 性培 地

(pH6)中 で2～8倍 上昇 した。上昇 したMICの2倍 以内 に

MBC値 は含 まれていた。同様の結果 が対照薬剤 におい

ても観察 された。

5. 接種菌量の影響

接種菌量 の抗菌活性 に及ぼす影響 について検討 した結

果をTable5に 示 した。GPFXは 試験 した全ての菌種 にお

いて接種菌量の増加がMIC値 を上昇 させ,対 照薬剤 と同

様の結果であった。

6. 自然耐性菌出現頻度

GPFXに 対す る自然耐性菌出現頻度 をSPFX,CPFXお

よびOFLXと 比較検討 した(Table6)。S.aureus Smithに

対 し全ての薬剤で2MICの 濃度では耐性菌の出現が認め

られたが,4MICの 濃度では2MICの1/100と 低かった。

E. coli ML4707株 で は,試 験 した全ての薬剤 において2

MICの 濃度 で耐 生菌 の出現 は低 か った。p. aeruginosa

GN11189で は,SPFXの4MICに 耐性菌が認め られた。

一方 ,GPFXで 選択 された自然耐性菌のMICを 測定 した

ところS. aureus Smithで2MICの 濃度(0.1μg/ml)で 選択

さ れ た8株 のMICは,0,39μg/mlに 上 昇 して い た。P,

aeruginosa GN11189株 の2MICの 濃 度(1.56μg/ml)よ り選

択 され た耐性 菌8株 の うち1株 のMICは,3.13μg/mlで あ

り残 りは6.25μg/mlで あ った。

7, E. coli DNA gyraseに 対 す る阻害

GPFX, SPFX,CPFXお よ びOFLxのE, coli DNA

gyraseの ス ー パ ー コ イ リ ング活 性 に対 す る50%阻 害 濃

度 は それ ぞ れ0、19,0,085,0.11お よ び0,48μg/mlで あ っ

た。

III. 考 察

Norfloxacin, OFLX, CPFX等 の い わ ゆ る ニ ュー キ ノロ

ン薬 は,キ ノロ ン骨格 の6位 に フ ッ素,7位 に ピペ ラジ

ニル基 を導入 す るこ とに よ り,グ ラム陽性菌 お よび グラ

ム陰性菌 に対 して幅広 い抗 菌スペ ク トル と強 い抗菌 力 を

示 す こ とが 知 られ,多 くの 薬剤 が開 発 され た2～4)。こ の

ニ ューキ ノロ ン薬 の臨床で の使用頻 度 は高 く,重 要 な抗

菌 薬の一 つ として位 置付 け られ てい る。 この度 キノ ロン

骨 格 の5位 お よび7位 の ピペ ラジニ ル基 に メチル基 を導

入 した新 キ ノロ ン薬GPFXが 大 塚 製薬 で新 規 に合 成 され

た ので,そ のin vitro抗 菌 力 をSPFX,CPFXお よ びOFLX

を対 照薬剤 として比較 検討 した。

GPFXは グ ラム陽性 菌 か らグラム 陰性 菌 まで幅広 い抗

菌スペ ク トル と強 い抗 菌力 を有 してい た。特 に グラム陽

性 菌 に対 しては,強 い抗菌力 を示 し,本 剤 の特徴 の一 つ

Grepafloxacin

(MIC 1.56  pg/m1)

Ciprofloxacin

(MIC 0.39 pg/ml)

Sparfloxacin
(MIC 1.56 pg/m1)

Fig. 3. Bactericidal activity of grepafloxacin against Pseudomonas aeruginosas GN11189.
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Table  3. Effect of Mg2+ on the in vitro activity

Table 4. Effect of pH on the in vitro activity
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Table 5. Effect of inoculum size on the MIC (Ag/m1)

Table 6. Frequency of spontaneous mutants resistant to grepafloxacin and other quinolones
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Table 7. Inhibitory effects of grepafloxacin and other

quinolones on the supercoiling activity of
DNA gyrase from Escherichia coli KL-16

で あ った。 臨床 分離 株 に対 す る抗 菌力 で は,E. faecium

を 除 くグ ラム陽性 菌 に対 す るMIC90は0.78μg/ml以 下 で

あ り.SPFXと 同 様 に最 も強 い抗 菌力 を示 した。一 方 グ

ラム陰性 菌 で は多 くの菌種 でCPFXが 最 も強 い抗菌 力 を

示 し たが,X.maltophilia, A. calcoaceticus, H. influenzae,

Mcatarrhatis, N. gonorrhoeaeお よ びB, fnagizisに 対 して は

本 剤 はCPFXよ り も強い抗 菌力 を示 した。 またMRSA,S,

mrcescens, P. aerugimsaな どの菌種 のな か にキ ノロ ン薬

に耐性 を示 す株が 見 られ,GPFXも 同様 にMIC値 は 高 く,

これ ら対 照薬剤 との間 に交 叉耐 性 を示 す こ とが推察 され

た。 また高濃 度 のMgイ オ ン,酸 性 側 での培 地pH,高 接

種菌 量 の影 響 を受 けGPFXのMICは や や低 下 したが,こ

の現 象 は従 来の キ ノロ ン薬 と同様 の成績 であ った。 この

よ うな高濃 度 のMgイ オンの存 在 に よる抗 菌力 の低 下 は,

薬 剤 の菌体 内透過性 の低 下 に起 因す る もの と示唆 され て

お り8),尿 中 で の抗菌 力 な どを考 え る場合,こ の金 属 イ

オ ンの影響 を考慮 す る必 要性 があ る と考 え られる。 自然

耐 性 菌 はE. coli ML4707で は2MIC濃 度 で も出現 しな か

った。S. aureus Smithお よ びP. aeruginosa GN11189で は

薬 剤 の種 類 に よ り出現 頻 度 に多 少 の差 は見 られ るが,

2MIC濃 度 で 自然 耐性 菌 の出現が み られた。SPFXお よび

OFLXで はP, aerugimsaに お いて4MICで も耐性 菌 の 出現

が見 られ た。臨 床分 離株 にお い て もS. aureus, P, aerugi-

nosaで は耐性 菌 の割合 が高 く,こ れ らの菌種 につ いて は

今 後更 に詳細 な検討 が必要 であ る と考 え られ る。

GPFXはCPFXと 同 程度 の 強 いDNAgyrase阻 害 作 用 を

示 し,従 来 のキ ノロ ン系薬剤 と同様 の作用機 序 を持 つ も

の と思 われ る9,10)。

こ の様 に,GPFXは 幅 広 い抗菌 ス ペ ク トラム と強 い抗

菌 作用 を示 し,グ ラム陽性 菌 に対 して も強い抗菌 力 を示

す こ とか ら,臨 床 的 に は呼吸 器 感 染症 をは じめ とす る

種 々の感染症 に適応 可能 な薬剤 であ る と考 え られた。
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In vitro antibacterial activity of grepafloxacin
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2220 Kogure, Fujimi, Seta, Gunma 371-01, Japan

The in vitro antibacterial activity of grepafloxacin (GPFX), a new fluoroquinolone, was compared with

that of sparfloxacin (SPFX), ciprofloxacin (CPFX) and ofloxacin (OFLX), The results are summarized

as follows:

1) GPFX showed a broad spectrum of activity against gram-positive and gram-negative bacteria. The

activity of GPFX against gram-positive bacteria was comparable to that of SPFX, and superior to that of

CPFX and OFLX.

GPFX was less active than CPFX against most gram-negative bacteria but comparable to SPFX and

OFLX.

2) GPFX showed bactericidal action at concentrations near the MIC against a variety of bacteria.

3) The activity of GPFX was decreased by several culture conditions such as acidic pH and a high

concentration of magnesium ions.

4) The activity of GPFX was decreased when the inoculum size was increased.

5) The frequency of spontaneous mutants resistant to GPFX was low.

6) GPFX strongly inhibited the supercoiling activity of DNA gyrase of Escherichia coli.


