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Grepafloxacin (GPFX) ‚Ì Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, 

coagulase-negative staphylococci, Streptococcus pyogenes, ƒÀ-streptococci, Streptococcus pneumoniae, 

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli CS 2 (+) , Klebsiella pneumoniae, Proteus 

mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Pseudo-

monas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Xanthomonas maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus, ampi-

cillin (ABPC) -resistant Haemophilus influenzaeお よ びBacteroides fragilisの14～50臨 床 分 離 株 に

対 す るMIC90は,そ れ ぞ れ,0.1,0.2,0.2,0.39,0.39,0.39,0.78,6.25,0.78,0.1,0.39,0.78,

1.56,12.5,6.25,1.56,3.13,12.5,1.56,0.78,6.25,<0.013お よ び6.25μg/mlで あ っ た 。

GPFXの グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 す る 抗 菌 力 は,ciprofloxacin(CPFX),ofloxacin(OFLX)お よ び

norfloxacin(NFLX)よ り も 強 くtosufloxacin(TFLX)と 同 程 度 で あ っ た 。 グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 し て

はOFLXと 同 程 度 で あ っ た が,P.aerngimosaに 対 し て は,OFLXよ り 優 れ て い た 。 ま たK.

pneumoniae,X.maltophilia,A.calcoaceticusお よ びABPC-resistantH.influenzaeに 対 し て は 比 較 薬

剤 中 最 も優 れ て い たO

血清 ・補体 との協力作用は顕著 ではなか ったが,マ ウス培養Mφ との協 力作用はGPFX1/8

MIC以 上の存在下でE.coliNIHJJC-2の 生細胞 をよく食菌消化 した。CHO-Kl,HeLaお よびIMR32

細胞に対する細胞毒性 はCPFXよ りも強 く,GPFXIOptg/mlで 各細胞増殖 を50%抑 制 した。 し

か し,IMR32細 胞 にGPFX5μg/mlを 添加 してもその神経突起に影響 を与えなかった。
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Grepafloxacin(GPFX)は1位 にcyclopropyle基,5位 に

methyl基,7位 に3-methyl-piperazinyl基 を 持 つ4-quino-

loneで あ る 。 本 剤 の 抗 菌 評 価 の 成 績 を得 る た め,試 験 管

内 抗 菌 力,血 清 ・補 体 お よび マ ウ ス 培 養Mφ と の協 力 的

食 菌 作 用,動 物 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 お よ び ヒ ト

neuroblastomaの 神 経 突 起 に対 す る 影 響 に つ い て 検 討 し

た 。

1.材 料および方法

1.使 用薬剤

GPFXは,大 塚 製 薬 か ら純 末 を分 与 さ れ た 。 対 照 薬 と

してofloxacin(OFLX:第 一 製 薬),norfloxacin(NFLX:

杏 林 製 薬),ciprofloxacin(CPFX:バ イ エ ル薬 品)お よ び

tosufloxacin(TFLX:富 山化 学)の 純 末 を使 用 した 。

2.被 検 菌 株

MICの 測 定 に は順 天 堂 大 学 付 属 病 院 中 央 検 査 室 お よ び

東 京 都 老 人 研 究 所 付 属 中 央 検 査 室 か ら分 与 さ れ た23菌

種14～50臨 床 分 離 株 を使 用 した 。 ま た 血 清 補 体 お よ び

マ ウスMφ との協 力 的 殺 菌 作 用 の 検 討 に はEscherichia coli

NIHJJC-2を 使 用 した 。

3.最 小 発 育 阻止 濃 度(MIC)の 測 定

日本 化 学 療 法 学 会 法1)に 準 拠 す る 平 板 希 釈 法 で{

た 。 す な わ ち被 検 菌 をL-broth2)中 で 一 夜 振 盤 培 養

ム 陽 性 菌 は100倍 に,グ ラ ム 陰 性 菌 は1000倍 に署

そ れ を106cfu/ml菌 浮 遊 液 と して ミ ク ロ プ ラ ン ター

間 製 作 所)で ス ポ ッ ト接 種 した 。37℃ 一 夜 培 養 後 ・

成 の 有 無 か らMICを 求 め た 。 た だ し,Strept

pyogenesは,前 培 養 にHI-broth(Difco)を,MIC測 定 に

羊 脱 繊 維 血 液 加HI-agarを 使 用 し た 。Strept

pmeumoniaeは,5%羊 血 液 寒 天 平 板 上 に37℃ 一夜;

た 菌 をか き と り,L-brothに106cfu/mlに 浮 遊 した

希 釈 して 接 種 菌 液 と し,MIC測 定 に は5%羊 血 液

板 を 使 用 した 。Haemophilusinfluenzaeは,5%Fil

richment(Difco)加HI-brothを 前 培 養 に,5%Fild

richment加HI・agarをMIC測 定 に 用 い た。Bacteroide

lisは,前 培 養 にGAMブ イ ヨ ン(日 水)を,MIC測

GAM寒 天 を 使 用 し,ガ ス パ ッ ク 法(BBL)で 嫌 気;

た 。

*〒113東 京都文 京 区本郷2-1-1
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4.血 清 ・補 体 お よ び マ ウス 培 養Mφ とGPFXと の協 力

的 殺 菌 作 用

E.coliをL-broth 5ml中 で37℃ 一 夜 振 湯 培 養 し た。 新

鮮L-brothで1000倍 に 希 釈 し,4本 の 試 験 管 に5mlず つ 分

注 した 。1本 目 に は対 照 と して,菌 とL-brothだ け加 え,

2本 目 に は こ の 菌 の 増 殖 に 影 響 を 与 え な い 最 高 補 体 量

(0.5units/ml)と20%非 働 化 ヒ ト血 清 を加 え た 。3本 目 に

は5時 間 後 の 生 菌 数 が 接 種 菌 数 の50%と な るGPFX

(ID50:0.03μg/ml)を 加 え,4本 目 に は 補 体,ヒ ト血 清 お

よ びID50のGPFXを 添 加 した 。37℃ で 振 盈 培 養 を続 け な

が ら0,1,3,5,お よ び24時 間 目の 生 残 菌 数 を 測 定 した 。

Mφ は,5週 齢 のICR♂ マ ウ ス 腹 腔 を8mlの10%fetal

calf serum加F12培 地(日 水)で 洗 っ て採 取 し,同 培 地 で1

回洗 浄 後 新 鮮 同 培 地 中 に105cells/mlに な る よ う に 浮 遊 し

た。 そ の0.1mlを 円 形 カ バ ー ス リ ッ プ を沈 め たCORNING

multi dish(24 well)に 接 種 し,著 者 らの 方 法 で20%L-

CM(conditioned medium L929)を 加 え て 活 性 化 した 。 瓦

coli NIHJ JC-2の 一 夜 振 湯 培 養 液 を希 釈 し,Mφ の50倍 量

(5×105cfu/ml)を 接 種 した 。 一 部 のwellに はGPFXを1～

1/16MICに な る様 に加 え て 培 養 した 。37℃,5%CO2存

在 下4時 間 培 養 後,カ バ ー ス リ ッ プ を取 りだ しSalineG

で 軽 く洗 浄 後 メ タ ノ ー ル 固 定 し,Giemsa染 色 を 行 な い

Table 1. In vitro activity of grepafloxacin against gram-positive clinical isolates
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光 顕 像 を撮 影 し た。

5.GPFXの 動 物 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 の検 討

教 室 保 存 のCHO-K1細 胞,HeLa細 胞 お よ びIMR32細 胞

をCORNING multi dishに1×104cells/wellず つ 接 種 し

た 。 新 鮮10%fetal calf serum加F12培 地 を各wellに1ml

ず つ 加 え,37℃,5%CO2存 在 下4日 間 培 養 し た 。 一 部

のwellに はGPFXを0.1,1,10,50お よ び100μg/mlに な る

よ う に 添 加 して 培 養 した 。培 養 終 了 後,浮 遊 細 胞 を 除 き,

Tripsin/EDTA処 理 で 生 細 胞 を剥 が し,低 速 遠 心 で 集 め

た 後ISOTON液 に再 浮 遊 してcoulter counterで 細 胞 数 を

測 定 し た。

6.GPFXのIMR-32再 分 化 細 胞 の 神 経 突 起 に対 す る 影

響 の検 討

著 者 ら の 方 法4)で 検 討 し た 。 す な わ ち 底 面 積25cm2の

CORNING培 養 フ ラス コ に10%fetal calf serum加F12培

地 を 用 い,1×106cells/5mlに な る よ う接 種 した 。37℃,

5%CO2存 在 下 で3日 間 培 養 し,浮 遊 細 胞 を 除 い た 後

1mMのdibutyryladenosin-3',5'-cyclic monophosphate

(DBcAMP)を 含 む5mlの 新 鮮fetal calf serum加F12培 地

を 加 え た 。37℃,5%CO2存 在 下 で 培 養 を 続 け7日 目 に

培 地 交 換 し た 後 さ ら に3日 間DBcAMP存 在 下 で 培 養 を続

け た 。 倒 立 顕 微 鏡 で神 経 突 起 が 十 分 伸 長 して い る こ と を

確 か め た 後,観 察 箇 所 に 印 を付 け位 相 差 倒 立 顕 微 鏡 撮 影

装 置 で 記 録 し た 。 終 末 濃 度5μg/mlに な る よ う にGPFXを

加 え3時 間 後 に 同 じ観 察 箇 所 の 顕 微 鏡 撮 影 を行 な い,薬

剤 添 加 前 後 に お け る 神 経 突 起 伸 長 の 状 態 を比 較 した 。

II.成 績

1-GPFXの 各 種 細 菌 臨 床 分 離 株 に対 す るMIC

StaPHYlococcus aureus49臨 床 分 離 株 に 対 す るGPFXの

MIC90は,Table1の ご と く0.1μg/mlでTFLXよ り1管,

Table 2-1. In vitro activity of grepafloxacin against gram-negative clinical isolates
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OFLXよ り3管,CPFXよ り4管,NFLXよ り5管 優 れ,そ

の 抗 菌力 は 比 較 薬 剤 中 最 も強 か っ た 。Methicillin-resis.

tant S.amem(MRSA)47臨 床 分 離 株 に対 して もGPFXの

抗 菌 力 は 他 剤 よ り も 強 く そ のMIC90は0.2μg/mlで,

TFLXよ り1管,OFLXよ り3管,CPFXよ り4管 強 か っ た 。

Coagulase-negative staphylococci(CNS)41臨 床 分 離 株 に

対 す るGPFXのMIC90は0.2μg/mlでCPFXよ り1管,OFLX

よ り3管 強 く,TFLXと 同 程 度 で あ っ た 。Streptoooccus

pyogenes48臨 床 分 離 株 に 対 す るGPFXのMIC90は,0.39

μg/mlで,CPFXよ り2管 強 か っ た。S.pyogenes以 外 の β-

streptococciに 対 す るGPFXのMIC90は,0.39μg/mlで

NFLXお よ びTFLXよ り1管,CPFXよ り2管,OFLXよ り

3管 強 か っ た 。Streptococcus pneumoniae 20臨 床 分 離 株 に

対 す るGPFXのMIC90は,0.39μg/mlでCPFXよ り2管,

OFLXお よ びNFLXよ り3管 強 か っ た 。Enterococcus faeca-

lis37臨 床 分 離 株 に対 す るGPFXのMIC90は0.78μg/mlで

CPFXお よ びTFLXよ り1管,OFLXよ り2管,NFLXよ り

3管 強 か っ た 。Enterococcus faecium42臨 床 分 離 株 に対 す

るGPFXのMIC90は6.25μg/mlで,TFLXよ り1管 強 く,

他 の 比 較 薬 剤 と同 等 で あ っ た 。Escherichia coli CS2株 に

種 々 のR plasmidを 接 合 伝 達 し たE.coli CS2(R+)50株

に 対 す るGPFXのMIC90は0.78μg/mlで,TFLXよ り1管,

CPFXよ り2管 弱 か っ た が 他 の 比 較 薬 剤 と同 等 で あ っ た 。

Klebsiella pneumoniae 47臨 床 分 離 株 に 対 す るGPFXの

MIC90は,0.1μg/mlで,CPFXよ り2管,OFLXお よ び

NFLXよ り4管 強 か っ た 。 し か し,Proteus mirabilis 48臨

床 分 離 株 に対 す るGPFXのMIC90は0.39μg/mlで,NFLX

お よ びCPFXよ り弱 く,OFLXと 同等 で あ っ た 。

Proteus vulgaris 35臨 床 分 離 株 に対 す るGPFXのMIC90

は0.78μg/mlで,CPFXお よ びNFLXよ り3管 弱 く,

OFLXよ り1管 弱 か っ た。Morganella morganii 50臨 床 分

離 株 に対 す るGPFXのMIC90は1.56μg/mlで,CPFXよ り3

管,OFLXよ り1管 弱 く,NFLXと 同 等 で あ っ た 。Pm'

videnoia rettgeri 27臨 床 分 離 株 に対 す るGPFXのMIC90は

12.5μg/mlで,OFLXよ り1管 弱 か っ た がNFLXよ り2管 強

く,CPFXと 同 等 で あ っ た。Citrobacter freunndii 50臨 床

Table 2-2. In vitro activity of grepafloxacin against gram-negative clinical isolates
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分 離 株 に 対 す るGPFXのMIC90は6.25μg/mlで,OFLXお

よ びCPFXよ り1管 弱 く,NFLXと 同 等 で あ っ た 。 、Entero-

bacter cloacae50臨 床 分 離 株 に 対 す るMIC90は1.56μg/ml

で,CPFXよ り1管,OFLXよ り2管,NFLXよ り3管 強 か

っ た。Serratia marcescens50臨 床 分 離 株 に 対 す るGPFX

のMIC90は3.13μg/mlで,CPFXよ り2管 弱 く,OFLXよ り

1管,NFLXよ り2管 強 か っ た 。Pseudomonas aeruginosa

50臨 床 分 離 株 に 対 す るGPFXのMIC90は12.5μg/mlで,

CPFXよ り2管 弱 く,NFLXと 同 等 で,OFLXよ り1管 強 か

っ た 。Pseudomonas cepacia33臨 床 分 離 株 に対 す るGPFX

のMIC90は1.56μg/mlで,OFLXよ り1管,NFLXよ り2管

強 く,CPFXと 同 等 で あ っ た 。Xanthomonas maltophilia

47臨 床 分 離 株 に 対 す るGPFXのMIC90は0.78μg/mlで,

比 較 薬 剤 中 最 も強 か っ た 。Acinetobacter calcoaceticus27

臨 床 分 離 株 に対 して もGPFXは,比 較 薬 剤 中 最 も強 く,

そ のMIC90は6.25μg/mlで あ っ た。ampicillin(ABPC)-

resistant Haemonphilus influenzae21臨 床 分 離 株 に対 す る

GPFXの 抗 菌 力 は 強 く,全 株 を く0.013μg/mlで 抑 え た。

嫌 気 生 菌 のBacteroides fragilis38臨 床 分 離 株 に 対 す る

GPFXのMIC90は6.25μg/mlで,CPFXよ り2管,NFLXよ

り3管 強 く,OFLXと 同等 で あ っ た。

2.GPFXと 血 清 補 体 お よび マ ウ ス培 養Mφ との 協 力 的

殺 菌 作 用

ID50量 のGPFXと 単 独 で は 増 殖 に 影 響 を 与 え な い 最 高

Fig. 1. Influence of ID5o of grepafloxacin (0.025 ƒÊg/ml) on the 

bactericidal effect of the serum complement on 

Escherichia coli NIHJ JC-2.

量の補体 とを共存 させる とFig.1の ごとく培養3時 間後,

ID50のGPFXと 血清補体 を添加 した ものの生菌数 は,薬

剤 のみのものよ りも1/4程 度の低下 しか認 められず,顕

著でなかった。

活性化 されたMφ は,E.coliNIHJJC-2を よ く食菌する

が,薬 剤非存在下で はFig.2aの ご とく細胞 内で増殖 し

た菌がMφ を破壊 して遊 出 した。1～1/4MICのGPFXが

存在するとFig.2b～dの ご とくフィラメン ト化 した細胞

はすみやかに消化 され,消 化後の大 きな食空胞や染色性

が弱 くなった菌体が認め られた。1/8MIC存 在下 ではM

φの殺菌力 と菌の増殖が平衡であった(Fig.2e)。

3.GPFXの 動物細胞増殖抑制作用

種々の濃度のGPFX,OFLXお よびCPFXの 存在下で動

物細胞 を4日 間培養 した時の生細胞数の変動 をFig.3～5

に示 した。図は,薬 剤非存在 下での生細胞数 を100%と

した時 の相対値 を示 した。CHO-K1細 胞 にお けるCPFX

お よびOFLXは,10μg/mlま で増殖抑制はほ とんど見 ら

れず,50μg/mlで は軽度の抑制が,100μg/mlで は約50%

程度 の抑制 が見 られた。 しか し,GPFXは10μg/mlで す

でに約50%程 度の抑制がみ られ,100μg/mlで の生細胞

数は5.8%で あった。HeLa細 胞においてもGPFXは10μg/

mlで 約50%程 度増殖抑 制が見 られ た。IMR32細 胞 にお

いては,1μg/ml以 下の濃度 ではGPFXよ りCPFXの 方が

増殖抑制が強 く見 られたが,10μg/mlで はGPFXの 方が

CPFXよ り強 く,約50%程 度の増殖抑制が認め られた。

4.再 分化 したIMR32細 胞の神経突起 に対 するGPFX

の影響

1mMDBcAMP存 在 下で10日 間培 養 を続 け,十 分 に伸

長 したIMR32再 分化細胞 の神経突起はFig.6の とお り5

μg/mlのGPFXを 添加 して も神経突起 の短縮 などの細胞

毒 性に関する影響 は特 に認め られなかった。

III.考 察

GPFXのMRSA,CNSお よびS.pneumoniaeを 含 む グラ

ム陽性菌 に対する抗菌力 は,CPFX,OFLXお よびNFLX

よりも強 く,TFLXに 匹敵する強い抗菌力 を示 した。グ

ラム陰性菌に対 してはOFLXと 同程度の抗菌力 を示 し,

K.pneumoniae,X.maltophiliaお よびA.calcoaceticusに 対 し

て はCPFXお よ びOFLXよ り強 い抗 菌 力 を示 した。

ABPC-resistant H.influenzaeに 対する抗菌力は最 も強 く,

全株 をく0.013μg/mlで 抑えた。

血清補体 との協力作用は,顕 著ではなかったが,マ ウ

スMφ との協力作用は1/8MICま で よく食菌消化 した。

動物細胞 に対 す る増殖抑制作用 は,本 剤10μg/mlで

CHO-K1,HeLaお よびIMR32細 胞を約50%程 度抑制 した。

この増殖抑制 に対する影響は比較的強かったが,神 経細

胞の神経突起 に対する影響は特 に認められなかった。こ

れは,神 経突起 に対する影響 の実験 を5μg/mlで 行 なっ

たため と考えられる。細胞毒 性に関する影響 は薬剤濃度
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Test strain: E. coli NIHJ JC2

a: Control

c: Grepafloxacin 1/2 MIC

e: Grepafloxacin 1/8 MIC

b: Grepafloxacin MIC (0.025 ƒÊg/ml)

d: Grepafloxacin 1/4 MIC

Fig. 2. Phagocytosis of Escherichia coli NIHJ JC-2 by mouse cultured macrophage in the presence of subMIC of grepafloxacin.

●: Grepaf10xacin

〇: Ofloxacin

▲: Ciprofloxacin

Fig. 3. Influence of grepafloxacin, ofloxacin, and ciprofloxacin

on the growth of CHO-KI cells.

●: Grepafloxacin

〇: Ofloxacin

▲: Ciprofloxacin

Fig. 4. Influence of grepafloxacin, ofloxacin, and ciprofloxacin

on the growth of HeLa cells.
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Fig. 5. Influence of grepafloxacin, ofloxacin, and ciprofloxacin

on the growth of IMR32 cells.

Fig. 6. The axon dendrites of redifferentiated human neuroblastoma IMR32 cells with 1 mM DB CAMP before (none) and
3 h after the addition of grepafloxacin.

に強 く依存 し,GPFX10μg/mlで は神経突起に対 する影

響 も現れる可能性が推測 される。通常投与での本剤の最

高血漿 中濃度は2μg/ml以 下であるので,投 与量お よび

投与方法に十分注意すれば本剤は,優 れたニューキノロ

ン薬 となるであろう。
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In vitro activity of grepafloxacin, a new 4-quinolone
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Grepafloxacin (GPFX) is a 4-quinolone possessing cyclopropyl, methyl and 3-methyl-piperazinyl

moieties at the 1, 5 and 7 positions, respectively. The  MIC90 of GPFX for 14-50 clinical isolates of

Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), coagulase-negative staphylo-

cocci (CNS), Streptococcus pyogenes,ƒÀ-streptococci, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Entero-

coccus faecium, Escherichia coli CS2 (R, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,

Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens,

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Xanthomonas maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus, ampi-

cillin (ABPC)-resistant Haemophilus influenzae and Bacteroides fragilis were 0.1, 0.2, 0.2, 0.39, 0.39,

0.39, 0.78, 6.25, 0.78, 0.1, 0.39, 0.78, 1.56, 12.5, 6.25, 1.56, 3.13, 12.5, 1.56, 0.78, 6.25, <0.013 and

6.25,tig/ml, respectively. GPFX possesses almost the same strong activity against gram-positive bacteria

as tosufloxacin, and against gram-negative bacteria as ofloxacin (OFLX) except for P. aeruginosa, A.

calcoaceticus and ABPC-resistant H. influenzae. GPFX is more effective than ciprofloxacin and OFLX.

GPFX at 10/2g/m1 inhibited 50% of the growth of cultured CHO-K1, HeLa and IMR32 cells, but it had no

influence on the axon dendrites of IMR32 neuroblastoma cells. No synergy in bactericidal effect was

found between GPFX and serum complement. However, the cells of E. coli NIHJ JC-2 were well engulfed

and rapidly digested by mouse macrophages in the presence of higher than 1/8 MIC of GPFX.


