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Grepafloxacinのin vitro, in vivo抗 菌 作 用

大黒絹枝 ・分部浩和 ・東 敦 ・向井典江 ・今田拓磨 ・米 田裕光 ・大西久子 ・蔵本美香 ・

宮本 寿 ・大森和則 ・玉 岡 寿 ・菊地幹雄

大塚製薬株式会社微生物研究所*

ニ ュ ー キ ノ ロ ン薬grepafloxacin (GPFX) のin vitroお よ びin vivo抗 菌 力 に つ い て 検 討 し.以 下

の 結 果 を得 た 。

1. GPFXは 好 気 性 菌 及 び 嫌 気 性 菌 に 対 し幅 広 い 抗 菌 ス ペ ク トラ ム と強 い 抗 菌 力 を 有 して い

た 。

2. 臨 床 分 離 菌 株 に対 す るGPFXの 抗 菌 力 は,グ ラ ム 陽 性 菌 で は 比 較 薬 剤 中 最 も強 い抗 菌 力

を示 し,グ ラ ム陰 性 菌 で はCPFXに 次 ぐ抗 菌 力 で あ っ た。

3. GPFXは 各 種 測 定 培 地,培 地 のpH,接 種 菌 量,血 清 添 加 お よ び 金 属 イ オ ン の 影 響 を ほ と

ん ど受 け な か っ た が,培 地 の酸 性pHお よ び高 濃 度 の 金 属 イ オ ン存 在 下 で,わ ず か に 抗 菌 力 の

低 下 が 認 め ら れ た 。

4. GPFXはMIC以 上 の 濃 度 で 用 量 依 存 的 に殺 菌 作 用 を示 し,MICとMBCの 差 は 小 さ く,殺

菌 的 に作 用 した 。

5. GPFXに 対 す る 自然 耐 性 菌 の 出 現 頻 度 は 低 く,継 代 培 養 に よ る耐 性 も獲 得 しに くか っ た 。

6. GPFXはEscherichia coli由 来 のDNA gyraseに よ り,DNAか ら超 螺 旋 型DNA生 成 す る反 応

を 強 く阻 害 した 。

7. GPFXのpost antibiotic effect (PAE) はStaphylococcus aureus FDA 209Pで2時 間, E.coli

NIHJ JC-2 で1.6時 間 で あ り,CPFX同 様 に比 較 的 長 か っ た 。

8. マ ウ ス 実 験 的 感 染 症 に対 す るGPFXの 治 療 効 果 は,グ ラ ム 陽 性 菌 で は 比 較 薬 剤 の な か で

最 も強 く,グ ラム 陰性 菌 で はCPFXと 同等 も し くは 優 れ た 効 果 を示 し た。

以 上 のin vitroお よ びin vivo抗 菌 作 用 の検 討 成 績 よ り,GPFXは 呼 吸 器 感 染 症 を は じめ 各 種 細

菌 感 染 症 に対 して,有 用 な薬 剤 で あ る こ とが 示 唆 され た 。
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Grepafloxacin [(±)-1- cyclopropyl-6- fluoro-1, 4-dihy-

dro-5- methy1-7-(3- methyl-1- piperazinyl)-4- oxo-3- quino-

line carboxilic acid monohydrochloride] は 大 塚 製 薬 株 式

会 社 で 合 成 され た薪 キ ノ ロ ン系 合 成 抗 菌 薬 で あ る 。 そ の

構 造 上 の 特 徴 は キ ノ リ ン環 の5位 に メチ ル 基 を導 入 した

こ と で あ る。 こ の5-メ チ ル 基 の 導 入 に よ り既 存 の 新 キ

ノ ロ ン剤 の抗 菌 活 性 が 必 ず し も十 分 で な い 連 鎖 球 菌 を は

じめ とす る グ ラ ム 陽性 菌,マ イ コプ ラ ズ マ お よ び ク ラ ミ

ジ ア に 対 す る 抗 菌 活 性 が 改 良 さ れ た1～3)。本 報 告 で は

grepafloxacin (GPFX) のin vitro 及 びin vivo抗 菌 作 用 を

norfloxacin (NFLX), ofloxacin (OFLX), enoxacin (ENX)

お よ びciprofloxacin (CPFX) と比 較 検 討 した の で,そ の

成 績 に つ い て報 告 す る。

I. 実 験 材 料 お よび 方 法

1. 使 用 薬 剤

GPFX (Lot No.8K83) は 大 塚 製 薬(株)で 合 成 し た も の

を,NFLX (杏 林 製 薬), OFLX (第 一 製 薬), ENX (大 日本

製薬)お よびCPFX(バ イエル薬品)は 市販 の製剤 より抽

出 ・精製 した何れ も力価の明 らかな原末を使用した。

2. 使用菌株

当社微生物研究所保存の標準的菌株であるグラム陽性

菌12株,グ ラム陰性菌29株,嫌 気性菌20株 及び臨床

材料から分離 されたMethicillin-sensitive Staphylococcus

aureus (MSSA)  100株, Methicillin-resistant S. aureus

(MRSA) 206株, Staphylococcus epidermidis 75株,  Strep-

tococcus pyogenes 60株, Streptococcus pneumoniae  59株

Enterococcus faecalis  100株 Escherichia coli  100株  Cit-

robac ter freundii  100株,  Citrobacter diversus 50株,  Kleb-

siella pneumoniae 100株, Klebsiella oxytoca 100株 En-

terobacter cloacae  100株 Enterobacter aerogenes 100株,

Serratia mareeseens 100株, Proteus vulgaris 98株 Pro-

teus mirabilis 100株 Providencia rettgeri 50株,  Mor-

ganella morganii  100株, Haemophilus influenzae 100株,

Pseudomonas aerugirma 100株,  Pseudomonas putida 34株
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Moraxella (Branhamella) catarrhalis 40株, Bacteroides fra-

gilis 22株 を用 い た 。

3. 使 用 動 物

SLCよ り供 給 され たICR系 雄 マ ウ ス(4週 齢)を 用 い,1

群10匹 に て試 験 を行 っ た 。

4. 感 受 性 測 定 お よび 使 用 培 地

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法")及 び 日本 化 学 療 法 学 会 嫌 気

性 菌MIC測 定 法5)に 準 じ て 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 測

定 した。 感 受 性 測 定 培 地 と して は主 と してMueller-Hin-

ton agar (MHA, Difco) を使 用 した 。 な お,Streptococcus属

は10%羊 脱 繊 維 血 液 添 加brain-heart infusion agar

(BHIA, Difco) を,Hamophitus influenzaeで は5% Fildes

enrichment添 加BHIAを 使 用 し た。Neisseria属 は10%羊

脱 繊 維 血 液 添 加 チ ョ コ レー トtrypticase soy agar (TSA)

を使 用 した 。 嫌 気 性 菌 はGAM agar(日 水 製 薬)お よ び

GAM broth(日 水 製 薬)を 使 用 した 。 また 菌 の 接 種 は ミク

ロ プ ラ ン ター(佐 久 間 製 作 所)を 用 い,好 気 性 菌 は37℃,

18時 間 培 養 後,Neissena属 は ロ ー ソ ク 培 養 下,37℃,

72時 間培 養 後,嫌 気 性 菌 は嫌 気 性 培 養 装 置(フ オ ー マ社)

内で37℃,72時 間培 養 後 に そ れ ぞ れMICを 判 定 した 。

5. 抗 菌 力 にお よ ぼ す 諸 因 子 の 影 響

培 地 の 種 類 の 検 討 で は,MHA, heart infusion agar

(HIA), nutrient agar (NA), BHIA, TSAの5種 類 の 培 地 を

用 い,他 の試 験 で はMHAを 用 い た 。pHの 影 響 で は培 地

のpHをpH6, 7, 8, 9に 調 整 し,接 種 菌 量 の 影 響 は接 種 菌

量 を104～108 cfu/mlに 調 整 した 。 接 種 菌 量 の 検 討 以 外 の

試験 で は106 cfu/mlを 用 い た 。 ま た 血 清 添 加(0,10,20,

50%馬 血 清;日 本 バ イ オ テ ス ト研)お よ び 金 属 イ オ ン

(0.1, 1.0, 5.0, 10mMのCaCl2及 びMgCl2)添 加 等 の 諸 因 子

の抗 菌 力 にお よ ぼす 影 響 を検 討 した 。

6. 殺 菌 作 用

1) 増 殖 曲 線 に お よ ぼす 薬 剤 の影 響

Mueller-Hinton broth (MHB, Difco)で37℃,18時 間 培

養 した菌 液 を新 鮮 培 地 に て 約105 cfu/mlに 調 製 し,37℃

の振 盪 培 養 器 に て1時 間振 盟 培 養 した 。1/2MIC, 1MIC,

2MICお よ び4M工Cと な る よ うに 薬 剤 を添 加 し,1, 2, 4,

8時 間後 に混釈 法 に て 生 菌 数 を測 定 した 。

2) 最 小 殺 菌 濃 度(MBC)の 測 定

MHBを 用 い た 微 量 液体 希 釈 法 に よ りMICを 測 定 し た 。

次 に菌 の 増 殖 の認 め ら れ な いMIC以 上 の 培 養 液5μ1を 新

鮮MHB 5mlに 接 種 し,37℃,18時 間 培 養 後,菌 の 生 育

の認 め られ な い 最 小 の 薬 剤 濃 度 をMBCと した 。

7. 自然 耐 性 変 異 菌 の 出 現 頻 度

Nutrient broth (NB,栄 研 化 学)で37℃,一 夜 培 養 し た

試 験 菌 を10MICの 薬 剤 を含 むNAに 接 種 し,37℃,18

時 間培 養 後 に生 育 した 菌 を 自然 耐 性 菌 と した 。 ま た 薬 剤

を含 まな い 同 培 地 に生 育 す る 菌 数 との 比 で 出 現 頻 度 を求

め た。

8. In vitro耐性 獲 得 試 験

MHBで37℃,一 夜 培 養 した 試 験 菌 を106cfu/mlに 調 製

し,薬 剤 含 有MHAに 接 種 しMICを 求 め た 。1/2MIC濃 度

の 培 地 上 に 増 殖 した 菌 を用 い,再 度MICを 求 め た。 こ の

操 作 を20代 繰 り返 し耐 性 獲 得 を 検 討 し た 。20代 継 代 後

に各 薬 剤 に対 す る交 差 耐 性 を,更 に 薬 剤 不 含MHAで10

代 継 代 し,耐 性 脱 落 を検 討 した。

9. DNA gyraseに 対 す る 阻 害 作 用

DNA gyraseはEscherichia coli K-12株 よ りSato 6)らの 方

法 に て 糟 製 し た。DNA gyraseの ス ー パ ー コ イ リ ン グ 活

性 は,Topoisomerase I (BRL) に よ り弛 緩 させ たp BR 322

plasmid DNA(宝 酒 造(株))を 基 質 と し て37℃,50分 間 反

応 させ た 後,ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を行 い,超 螺 旋 型

DNAを デ ン シ トメ ー ター(LKB社)に よ り定 量 し た 。 薬

剤 の 阻 害 作 用 はDNA gyraseの ス ー パ ー コ イ リ ン グ 活 性

を50%阻 害 す る濃 度(IC50)で 比 較 した 。

10. PAEの 測 定

Fuurstedの 方 法7)に 準 じ て,S.aureus FDA 209Pお よ

びE.coli NIHJ JC-2に 対 す る 各 薬 剤 のPAEを 測 定 し た。

PAEは 薬 剤 と菌 を1時 間接 触 後,薬 剤 を遠 心 分 離 に よ り

洗 浄 除 去 した 菌 が1 log10cfu/ml増 殖 す る の に 要 す る 時

間(T)と,同 様 に 洗 浄 した 薬 剤 と接 触 して い な い 菌 が1

log 10cfu/ml増 殖 す るの に 要 す る 時 間(C)と の 差 と して 表

した[PAE (時 間):=T- C]。

11. マ ウ ス全 身感 染 症 治 療 効 果

S. aureus Smith, S. aureus C196 (メチ シリン耐性株),

S. pneumoniae type III, E. faecalis C63, E. coli No.29, K.

pneumoniae NCTC9632, P. mirabilis No.42, Salmonella
typhimurium 5, Serratia marcescens IFO 12648, H. influen-

zae C8, P. aeruginosa E-2, P. aeruginosa ATCC 10145, M.

(B.) catarrhalis C6の13株 を用 い検討 した。 S. pneumo-

niae, E. faecalis, H. influenzae以外の菌ではNBに て一夜培

養 し た 菌 を 用 い た 。S.pneumoniaeで は5%馬 血 清 を,H.

influenzaeで は5% Fildes enrichment (Difco) を 添 加 し た

brain-heart infusion broth (BHIB, Difco) に て 前 培 養 さ れ

た 菌 を用 い,E.faecalisで はBHIBに て37℃ 18時 間 前 培 養

した 菌 を用 い た 。 各 菌 液 は 所 定 の 菌 量 に調 整 し,そ の ま

ま又 は ム チ ン(Difco) と等 量 混 合 させ,感 染 菌 液 と し た。

マ ウ ス の 腹 腔 内 に0.5mlの 感 染 菌 液 を 投 与 し,感 染1時

間 後 に 薬 剤 を1回 経 口 投 与 した 。 但 し,E.faecalis感 染 症

の 場 合 は感 染 直 後 に薬 剤 を投 与 した 。 感 染7日 後 の 生 存

率 か らProbit法 を用 い,ED50値 及 び95%信 頼 限 界 値 を求

め た 。

II. 実 験 結 果

1. 抗 菌 ス ペ ク トラ ム

好 気 性 菌 お よ び 通 性 嫌 気 性 菌 の 各 種 標 準 株 に 対 す る

GPFXの 抗 菌 力 をNFLX, OFLX, ENX お よ びCPFXと 比 較

した 成 績 をTable 1に 示 した 。GPFXは 対 照 薬 剤 と 同様 に
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グラム陽性菌およびグラム陰性菌に対 して広域抗菌スペ

ク トラムを示 した。GPFXはS.pneumoniaeを は じめ とす

るグラム陽性菌に対 し最 も優れた抗菌力を示 した。 グラ

ム陰性菌 に対する抗菌力 は大半の菌種 においてCPFXと

同等か若干弱い抗菌力であった。 しか しH.influenzaeお

よびPseudomonas属 を除 くブ ドウ糖 非醗酵菌に対 しては

CPFXよ りも優れ,最 も強い抗菌力であった。

偏性嫌気性菌の各種標準株に対する抗菌力 をTable 2

に示 した。GPFXは グラム陽性菌に対 して他の対照薬剤

より強 く,最 も優れた抗菌力を示 した。グラム陰性菌で

はOFLXと ほぼ同等の抗菌力 を示 した。

2. 臨 床 分 離 株 に対 す る抗 菌 力

臨 床 材 料 か ら分 離 さ れ た 各 種 の 菌 株 に 対 す るGPFXの

抗 菌 力 をNFLX, OFLX, ENXお よ びCPFXと 比 較 した成

績 をTable 3に 示 した 。

S.aureus(MSSA)100株 に 対 す るGPFXの 抗 菌 力 は

MIC80値 が0,10μg/mlで あ り,対 照 薬 に 比 較 し8～32倍

強 い抗 菌 力 を示 した 。

メ チ シ リ ン 耐 性S.aureus(MRSA)206株 に 対 して

GPFXは12.5μg/mlで 全 て の 菌 株 の 発 育 を 阻 止 し,そ の

MIC80値 は0.20μg/mlで あ り,対 照 薬 に比 較 し8倍 以 上の

強 い 抗 菌 力 を 示 し た。S.epidermidis 75株 に 対 す る

Table 1. Antibacterial spectrum of grepafloxacin, norfloxacin, ofloxacin, enoxacin and ciprofloxacin against aerobic bacteria

*
 BHIA supplemeated with 5% sheep blood

**
 BHIA supplemented with 5% Fildes enrichment
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GPFXの 抗 菌 力 は0.20μg/mlで 全 て の 菌 株 の 発 育 を 阻 止

し,対 照 薬 に比 較 し最 も強 い 抗 菌 力 を示 した 。

S.pyogenes 60株 に対 す るGPFXのMIC80値 は0.39μg/

mlで あ り,対 照 薬 に比 較 し2～16倍 強 い 抗 菌 力 を 示 し

た。

S.pneumoniae 59株 に 対 し,MIC80値 で 比 較 す る と

GPFXは 対 照 薬 剤 よ り16～128倍 優 れ た 抗 菌 力 を示 し

た 。NFLXお よ びENXで はMICが100μg/ml以 上 の 菌 株

が 認 め られ た が,GPFXは 全 株 の 発 育 を1.56μg/mlで 阻

止 し,優 れ た抗 菌 力 が確 認 され た。

E.faecalis100株 に対 しGPFXの 抗 菌 力 は0.78μg/mlで

全 て の菌 株 の 発 育 を 阻 止 した。 そ のMIC80値 は0.78μg/

mlで あ り,対 照 薬 に 比 較 し最 も強 い 抗 菌 力 を 示 し た 。

E.coli100株,C.diversus 50株,K.pneumonsae 100株,

E.aerogenes100株 に対 す るGPFXのMIC分 布 は ≦0.006

～0 .39μg/mlに あ り,NFLX, ENX, OFLXよ り 優 れ,

CPFXと ほ ぼ 同等 の 強 い 抗 菌 力 を示 した 。K.oxytoca 100

株,E.cloacae 100株S.marcescens 100株,P.aerugino-

sa 100株,お よびP.pmtida 34株 に対 す るGPFXのMIC80

値 はそ れ ぞ れ0.10, 0.10, 6.25, 0.78お よ び3,13μg/mlで,

CPFXよ り は劣 る もの の,NFLX, ENXお よ びOFLXよ り

は優 れ た抗 菌 力 を示 した 。

C.freundii 100株,P.vulgaris 98株,P.mirabilis 100株,

P.rettgeri 50株 お よ びM.morganii 100株 に 対 す るGPFX

のMIC80値 は そ れ ぞ れ0.78, 0.39, 0.39, 0.39お よ び039

μg/mlで,ENXと ほ ぼ 同 等 の抗 菌 力 を示 した 。

H.influenzae 100株,Xanthomonas maltophilia 78株,

Acinetobacter calcoaceticus 36株 お よびM.(B.)catarrhalis

40株 に対す るGPFXのMIC80値 はそれぞれ0.0125, 1.56,

0.0125お よび0,025μg/mlで,対 照薬剤 と比較 して最 も

優れた抗菌力 を示 した。

B.fragilis 22株 に対するGPFXのMIC8Q値 は1,56μg/ml

で対照薬 より2～32倍 優 れた抗菌力 を示 した。

3. 抗菌力 にお よぼす諸因子の影響

GPFXの 抗菌力に及ぼす培地の種類,培 地のpH,接 種

菌量お よび血清添加の影響 を標準株 を用いて検討 した

(Table4～7)。GPFXの 抗菌力 は培地の種類,接 種菌量

および血清添加 により大きな影響は認め られなかった。

また,培 地のpHの 変化 により酸性側でわずかに抗菌力

の低下が認め られたが,そ の程度は対照薬剤 と同程度で

あ り大 きな変化ではなかった。

金属イオ ン(Mg2+,Ca2+)添加が抗菌力にお よぼす影響 を

検討 した結果(Table 8,9),高 濃度のCa2+の 存在下で全

ての薬剤で僅かに抗菌力の低下が認められた。また,高

濃度のMg2+の 存在下では全ての薬剤で1/2～1/8程 度 の

抗菌力の低下が認め られた。この低下はグラム陽性菌の

方がグラム陰性菌 よりも影響を受 けやすい傾向が認め ら

れた。

4. 殺菌作用

1) 増殖 曲線におよぼす薬剤の影響

対数増殖期のS.aureusお よびE.coliに各薬剤 を種々の

濃度で作用 させ,生 菌数 の変化 を経時的に検討 した。

GPFXは 対照薬剤 と同様に,S.aureusお よびE.colilこ対 し

MIC以 上 の濃度で用量依存 的に殺菌作用 を示 した(Fig.

Table 2. Antibacterial spectrum of grepafloxacin, norfloxacin, ofloxacin, enoxacin and ciprofloxacin against an aerobic bacteria
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Table 3-1. Antibacterial activity of grepafloxacin, norfloxacin, ofloxacin, enoxacin and ciprofloxacin  against clinical isolates

* BHIA supplemented with 5% sheep blood Inoculum size: 106 cfu/ml
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Table 3-2. Antibacterial activity of grepafloxacin, norfloxacin, ofloxacin, enoxacin and ciprofloxacin against clinical isolates

* BHIA supplemented with 5% sheep blood
**

 BHIA supplemented with 5% Fildes enrichment
***  GAM agar
Inoculum size: 106 cfu/ml
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1,2)。GPFXお よ び 対 照 薬 剤 のS.aureusに 対 す る 殺 菌

作 用 はE.coliに 比 較 し,弱 い 傾 向 が 見 ら れ,ENX,

CPFXで は 薬 剤 添 加8時 間 後 に お い て も4MICで 生 菌 が 検

出 さ れ た 。 一 方Ecoliで は2MIC以 上 の 濃 度 で 薬 剤 添 加4

時 間 以 内 に生 菌 は検 出 さ れ な くな っ た 。

S.aureus, E.faecalis, E.coliお よ びP.aeruginosaの 臨

床 分 離 株 各50株 に対 す るMIC80お よ びMBC80の 成 績 を

(Table 10)に 示 した 。GPFXはMICとMBCの 差 が 小 さ く

臨 床 分 離 株 に お い て も強 い 殺 菌 作 用 が 認 め られ た。

5. 自然 耐 性 変 異 菌 の 出 現 頻 度

GPFXは 対 照 薬 剤 と 同 様 に,試 験 し たS.aureus, E.

faecalis, E.coliお よ びP.aeruginosaに 対 し,自 然 耐 性 菌の

出 現 頻 度 が 低 い こ とが 確 認 さ れ た(Table 11)。

6. In vitro耐性 獲 得 試 験

S.aureus, E.faecalis, E.coliお よ びP.aeruginosaを 各薬

剤 含 有 培 地 に て 継 代 培 養 し,薬 剤 感 受 性 の 変 化 を検 討 し

Table 4. Effect of medium on antibacterial activity of grepafloxacin and other drugs

MHA: Mueller-Hinton agar HIA: Heart infusion agar NA: Nutrient agar TSA: Trypticase soy agar

BHIA: Brain-heart infusion agar

Table 5. Effect of medium pH on antibacterial activity of grepafloxacin and other drugs

Medium: Mueller-Hinton agar
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た成績をTable12に 示 した。GPFXは 薬剤含有培地で継

代培養しても薬剤感受性の低下は小 さく,対 照薬剤同様

耐性を獲得 しにくい薬剤であることが確認 された。また,

20代 継代後薬剤 を含 まない培地で薬剤感受性の復帰 を

検討 したが,感 受性 は復帰 しなか った。各薬剤で20代

継代後の菌株 を用い,GPFXお よび対照薬剤 に対する感

受性を検討 した結果,GPFXと 比較薬剤間に交差耐性が

あ る こ とが 推 察 され た(Table12,13)。

7,DNAgyraseに 対 す る 阻 害 作 用

E.coli K-12株 のDNAgyraseに よ り,弛 緩 型DNAか

ら超 螺 旋 型DNAを 生 成 す る 反 応 をGPFXが 阻 害 す る 濃

度(IC5。)は0.090μ9/mlで あ り,対 照 薬 剤 で あ るNFLX,

OFLX,CPFXよ りそ れ ぞ れ7,8,59,お よ び2.2倍 強 い 阻

害 作 用 を示 した(Table14)。

Table 6. Effect of inoculum size on antibacterial activity of grepafloxacin and other drugs

Medium: Mueller-Hinton agar

Table 7. Effect of horse serum on antibacterial activity of grepafloxacin and other drugs

Medium: Mueller-Hinton agar
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8.PAEの 測 定

GPFXのS.aureus FDA209Pに 対 す るPAEは2時 間 で

あ り,NFLX, OFLX,CPFXと ほ ぼ 同 程 度 で あ っ た が,

ENXは1.4時 間 とや や 短 い 傾 向 で あ っ た。GPFXはEcoli

NIHJ JC.2に 対 し て も比 較 的 長 いPAE(L6時 間)を 示 し

CPFXと ほ ぼ 同 程 度 で あ っ た 。OFLXは1.1時 間 お よび

ENXは1.2時 間 と や や 短 いPAEで あ っ た(Table15)。

Table 8. Effect of Mg ion on antibacterial activity of grepafloxacin

Table 9. Effect of Ca ion on antibacterial activity of grepafloxacin
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Grepafloxacin (MIC 0.012 pg/m1)

Ofloxacin (MIC 0.10 pg/ml)

Ciprofloxacin (MIC 0.05 pg/ml)

Norfloxacin (MIC 0.20 lig/m1)

Enoxacin (MIC 0.20 pg/ml)

MICs were determined by broth-dilution method at 105 cfu/ml.

Fig. 1. Effect of grepafloxacin and other antibiotics on viability of Staphylococcus aureus 209P.
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Grepafloxacin (MIC 0.006 mg/ml)

Ofloxacin (MIC 0.05 ƒÊg/ml)

Ciprofloxacin (MIC 0.012 ƒÊg/ml)

Norfloxacin (MIC 0.10 ƒÊg/ml)

Enoxacin (MIC 0.10 ƒÊg/ml)

MICs were determined by broth-dilution method at 105 cfu/ml.

Fig. 2. Effect of grepafloxacin and other antibiotics on viability of Escherichia coli NIHJ JC-2.
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9.マ ウス全身感染症 に対する治療効果

グラム陽性菌及 びグラム陰性菌 に対するGPFX及 び比

較薬剤の治療効果をTable16お よびTable17に 示 した。

GPFXのin vivo抗 菌力はin vitroの抗菌力 をよく反映 した

成績であった。即ち,グ ラム陽性菌感染症 に対 しGPFX

は 低 いMICを 示 す と と も に 優 れ た 感 染 治 療 効 果 を 示 し

た 。S.aureus Smith感 染 症 に 対 す る 効 果 はED50値 で

1.66mg/kgで あ り,比 較 薬 剤 よ り3,8～12.7倍 優 れ た 成

績 で あ っ た 。 メ チ シ リ ン耐 性S,aureusで も同 様 の 成 績 で

あ っ た。S.pnenmoniae感 染 症 に お い てNFLXお よ びENX

Table 10. Comparison between MIC and MBC of grepafloxacin and other quinolones

Table 11. Frequency of spontaneous mutants resistant to grepafloxacin

Table 12. Changes in the MIC of bacteria cultured in the drugs and in continuous culture in the medium

* Last 10 times periodic transfer was carried out in drug-free medium.
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Table 13. Antibacterial activity of grepafloxacin and reference drugs after 20 times culture in medium containing each drug

a): Organisms were cultured in each drugs for 20 times b): MIC against the drugs used in continuous culture

Table 14. Effect of grepafloxacin on DNA gyrase supercoiling activity

Table 15. Postantibiotic effect of grepafloxacin and reference drugs against Staphylococcus aureus FDA 209P
and Escherichia coli NIHJ JC-2
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で は200mg/kgの 容 量 で も効 果 が 認 め ら れ な か っ た が,

GPFXはOFLX,CPFXよ り2.2お よ び39倍 強 い 治 療 効 果

を示 し,そ のED50値 は25.79mg/kgで あ っ た。 グ ラ ム 陰

性 菌 感 染症 で は,E.coli感 染 症 でGPFXはOFLX,CPFXよ

りやや 優 れ,NFLX,ENXよ り優 れ た 治 療 効 果 で あ っ た 。

P. mirabiZiS感 染 症 で はNFLX,ENXと ほ ぼ 同等 の 効 果 を示

したが,S. marcescens感 染 症 で は 比 較 薬 剤 よ りや や 劣 る

成 績 で あ っ た。H. influenzae感 染 症 に 対 し て,GPFXは

比 較 薬 剤 の 中 で 最 も強 く,2.4～24、4倍 強 い 効 果 を示 し

た 。P. aeruginosa感 染 症 で はCPFXと ほ ぼ 同 等 の 優 れ た

効 果 を 示 し た。M. (B.) catarrhaliS感 染 症 に 対 し て も

GPFXは 比 較 薬 剤 中最 も強 い効 果 を 示 した 。

III. 考 察

GPFXは 幅 広 い 抗 菌 ス ペ ク トラ ム と 強 い抗 菌 力 を有 し

てい た。 グ ラ ム 陽 性 菌 に対 す るGPFXの 抗 菌 力 は 強 く,

臨 床 よ り分 離 さ れ たS. pneumoniae対 す るMIC80は0.39

μg/mlで あ り,比 較 薬 剤 中 最 も優 れ た抗 菌 力 を示 した 。

グ ラム 陰性 菌 で は,多 くの 菌 種 でCPFXと 同 等 の 抗 菌 力

を示 した が,Proteus, Providencia, Morganella属 の 菌 種 で

はや や 抗 菌 力 が 弱 く,ENXと 同 程 度 で あ っ た。 ま たH.

influenzae, M. (B.) catarrhalisお よ び ブ ドウ糖 非 醗 酵 菌(P.

aeruginosaを 除 く)に 対 して は,強 い 抗 菌 力 を 示 した 。

GPFXは 呼 吸 器 感 染 症 よ り高 頻 度 に分 離 され るS.pneumo-

niae, H.inftuenzae, P. aeruginosa, M. (B.) catarrhalis等 の

菌種 に強 い抗 菌 力 を示 す こ とが 確 認 され,臨 床 に お け る

有効 性が期待 された。また,諸 因子の影響は殆 ど受けな

いが,酸 性pH及 び高濃度の金属 イオ ンによりやや抗菌

力の低下する傾向が見 られたが,そ の程度 は比較薬剤 と

同程度であった。キノロン薬では金属イオンにより抗菌

力が低下する報告は多 く見 られるが,MICに 影響 を及ぼ

す金属イオ ンの濃度は高 く,GPFXの 場合では5～10mM

で1/2～1/4の 抗菌力 の低下であった。尿 中で は高濃度

の金属 イオンが存在する可能性があ り8),尿 路感染症 に

おいてはこの影響 を考慮する必要性があるが,尿 中には

金属 イオンの影響 を上回る高濃度の薬剤が排泄 され,治

療効果にまで影響 を及ぼす可能性は低い と考 えられる。

殺菌力は同系薬剤 と同様 に強い殺菌作用 を示 した。

GPFXは 比較薬剤 と同様 に耐性 は獲得 されに くい もの

の,一 旦上昇 したMICは 継代培養を繰 り返 しても,元 の

MICに は復帰 しなかった。近年の臨床 におけるキノロン

耐性菌の増加は,キ ノロン薬の使用頻度 と関係があるこ

とが示 されてお り,こ の成績を反映 したものと考えられ

る。 またGPFXは 低濃度でDNAgyraseを 阻害 し,in vitro

抗菌力 をよ く反映 した成績であった。GPFXの 抗菌作用

機序 は他のニューキノロン薬 と同様 にDNA gyrase阻 害

作用であることが示唆された。 また動物を用 いたin vivo

抗菌力はin vitroの成績をよく反映 した成績であ り,マ ウ

ス を用いた全身感染症治療効果 において,GPFXは 特 に

グラム陽性菌感染症 に優れた効果 を示 した。従来より,

新キノロン薬はSpneumniaeに 対する抗菌力が弱 く,本

Table 16. Protective effect of grepafloxacin and reference drugs against experimental systemic infection caused

by gram-positive bacteria in mice

Therapy: single oral administration at 1 h after infection
* Immediately after infection
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菌 に よ る 感 染 症 の 治 療 に 問 題 を 残 し て い だ)。 一 方

GPFXはS. pneumoniaeに 対 す る抗 菌 力 が 強 く,全 身 感 染

症 に お い て も優 れ た 効 果 が 確 認 さ れ,ま たH.influenzae,

P. aeruginosaお よ びM. (B.) catarrhalis等 の 呼 吸 器 感 染 症

よ り高 頻 度 に 分 離 され る 菌 種 に 対 す るGPFXの 効 果 はin

vitro,in vivo共 に 優 れ て い る こ と が 確 認 さ れ た。 ま た

GPFXはM.Pneumoniae10),ク ラ ミ ジ ア3)に 対 して も 強 い

抗菌力 を示 し,肺 組織内に高濃度分布する川特徴を有す

ることが報告 されている。GPFXは 呼吸器感染症起因菌

に幅広い抗菌スペク トラムを持ち,ま た高い肺内濃度を

示すことが推測されることから,特 に呼吸器系の感染症

に対 して,優 れた有効性が期待 される薬剤であると推察

された。

Table 17. Protective effect of grepafloxacin and reference drugs against experimental systemic infection caused by

gram-negative bacteria in mice

Therapy: single oral administration at 1 h after infection
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In vitro and in vivo antibacterial activity of grepafloxacin

Kinue Ohguro, Hirokazu Wakebe, Atushi Azuma, Fumie Mukai, Takuma Imada,
Hiromitsu Yoneda, Hisako Ohnishi, Mika Kuramoto, Hisashi Miyamoto, Kazunori Ohmori,

Hisashi Tamaoka and Mikio Kikuchi
Microbiological Research Institute, Otsuka Pharmaceutical Co.,  Ltd,

463-10 Kagasuno, Kawauchi-cho, Tokushima 771-01, Japan

The in vitro and in vivo antibacterial activities of grepafloxacin (GPFX) , a new synthetic antimicrobial
agent, were compared with those of norfloxacin (NFLX) , ofloxacin (OFLX) , enoxacin (ENX) and
ciprofloxacin (CPFX). GPFX showed a broad spectrum of antibacterial activity against gram-positive and
gram-negative and aerobic and anaerobic bacteria. GPFX was superior to reference compounds in activity
against all gram-positive clinical isolates, including Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae.
The antibacterial activity of GPFX against Escherichia coli, Citrobacter diversus, Klebsiella pneumoniae and
Enterobacter aerogenes was similar to that of CPFX and superior to those of NFLX, ENX and OFLX. The
activity of GPFX against Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Pseudomonas aerugino-
sa and Pseudomonas putida was slightly less than that of CPFX but more active than those other reference
drugs. The activity was similar to that of ENX against Citrobacter freundii, Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Providencia rettgeri and Morganella morganii. GPFX was superior to the reference compounds in
activity against Haemophilus influenzae, Xanthomonas maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus, Moraxella
(Branhamella) catarrhalis and Bacteroides fragilis. Neither the medium, variation in medium pH, inoculum
size, nor the addition of cations or horse serum had any major effect on its activity. But the activity of
GPFX was slightly reduced in the acidic condition and of a high concentration of cations. GPFX acted
bactericidally over the MIC, and differences were very small between the MIC and MBC.

Frequencies of mutants resistant to GPFX were low. GPFX strongly inhibited the supercoiling activity
of DNA gyrase purified from E. coli K-12. But inhibition of the relaxing activity of topoisomerase II from
calf thymus was very low. GPFX produced excellent postantibiotic effects (PAE) against S. aureus and E.
coli, and those effects were 2 and 1.6 hours, respectively. The therapeutic effect of these quinolones was
evaluated against systemic infections in mice. GPFX was the most active against all the gram-positive
bacterial infections. In gram-negative bacterial infections, GPFX was similar in activity to CPFX against
E. coli and P. aeruginosa infections and was most active against H. influenzae infection. These results
indicate that GPFX may be useful for various kinds of infections in humans.


