
72 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 SEPT. 1995

Pazufloxacinの 細 菌 学 的 評 価
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ニ ュー キ ノロ ン系 合 成抗 菌薬pazufloxacin(PZFX)の 細 菌学 的評 価 をofloxacin(OFLX), cipro-

floxacin(CPFX), norfloxacin(NFLX)お よ びtosufloxacin(TFLX)を 対 照薬 剤 と して比 較検 討 し,

下 記 の結 果 を得 た。

1)PZFXは グ ラム陽性 菌,Pseudomonas aeruginosaを 含 む グ ラム陰性 菌及 び嫌 気性 菌 に対 し

て幅広 い抗菌 スペ ク トルを示 した。

2)PZFXは 臨 床分 離 のキ ノロ ン薬 感受 性methicillin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA)

を含 むS.aureusに 対 し,OFLX,CPFXよ り優 れ,TFLXに 次 ぐ強い抗 菌力 を示 した。Escherichia

coli, Salmonella enteritidis, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Haemophilus in-

fluenzae, Legionella sp.に 対 す るPZFXのMIC90は ≦0.05μg/mlで あ り,P.aeruginosaを 含 む ほ と

ん どの菌 種 でOFLXよ り優 れ た抗菌力 を示 した。

3)PZFXの 抗 菌力 は他 の キ ノロ ン薬 と同様,培 地 の種 類,接 種 菌量,ヒ ト血 清添 加 の影 響

を ほ とん ど受 け なか った。PZFXの 抗 菌力 は ア ルカ リ側 よ り酸性 側 でや や強 くな る傾 向が み ら

れた。 またMg2+,Ca2+添 加 時 の抗 菌力 はOFLX,CPFXと 同 様 に若 干低下 した。

4)PZFXのMICとMBCは 一 致 し,そ の抗 菌作 用 は殺 菌的 で あ った。 また増 殖 曲線 に及 ぼす

影響 で は,濃 度 依存 的 な作 用が認 め られ,1MIC以 上 で は短 時 間で殺 菌 的に作用 した。

5)PZFX作 用 時,E.coli KL-16は1/4MICで 菌 体 の伸 長化,1MICで 異 常 分 裂像,殺 菌 像 が

認 め られた。

6)PZFXに よる耐性 菌 の選 択頻 度 は低 か った。

7)PZFXのDNA gyrase supercoiling活 性 に対 す る 阻害 作 用 はMIC値 と ほぼ相 関 してお り,

強 い阻害 作用 を示 した。 一方,本 剤 の子 牛胸 腺 由来topoisomeraseIIに 対 す る阻害作 用 はOFLX,

CPFXよ り弱 かっ た。

8)PZFXは マ ウス全 身感 染症 に対 し,OFLXの 約2～8倍 強い 治療 効果 を示 した。 また呼 吸

器 感染,尿 路 感染,皮 下膿 瘍 に対 して もPZFXは 強 い治療効 果 を示 した。
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Pazufloxacin (PZFX), ((-)-(S)-10 (1-Aminocyclopro-

pyl)-9-fluoro-3-methyl-7-oxo-2, 3-dihydro-7H-pyrido [1,
2, 3-de][1, 4]benzoxazine-6-carboxylic acid)は 富 山化 学

工業株 式会社 綜合研 究所 で合成 された ニュー キ ノロ ン系

合成 抗菌 薬1)で あ る。 本剤 は高 い血 中濃度 で も中枢 神経

系へ の影響 が少 ない こ とを 目的 に開発 された1)。

構 造 的 に はベ ンゾ オキサ ジ ン環 の10位 結 合様 式 が 従

来の ニ ューキ ノロ ン薬 のC-Nと 異 な りC-C結 合 を有す る。

今 回,我 々 はPZFXの 細 菌 学 的評 価 に つい てofloxacin

(OFLX), ciprofloxacin(CPFX), norfloxacin(NFLX)お よ

びtosufloxacin(TFLX)を 対 照 薬剤 と して検 討 を行 った。

I. 実 験 材料 お よび 方法

1.使 用 薬剤

PZFX, TFLX base,TFLXは 富 山化 学工 業株 式 会 社 綜

合研究所で合成 された ものを用いた。OFLX(第 一製薬),

CPFX(バ イエル薬 品),NFLX(杏 林製薬)は 市販品から

抽 出 した もの を,imipenem/cilastatin(IPM/CS:萬 有製

薬),gentamicin(GM:シ ェ リングプラウ)は 市販品 を用

いた。

2.使 用動物

ICR系,雄 性 または雌性,4週 齢あるいは5週 齢マウス

(日本エスエルシー株式会社)を 用いた。

3.抗 菌力の測定

当研究所保存のグラム陽性菌,グ ラム陰性菌および嫌

気性菌の標準株,な らびに臨床分離株(1988～1993年

分 離)に 対 す るPZFXの 抗 菌 力 をOFLX,CPFX,TFLX,

NFLX(NFLXは 標準株 について)と 比較検討 した。好気

性菌 に対する抗菌力は 日本化学療法学会最小発育阻止濃
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度 測 定 法2)に 従 っ て測 定 し,前 培 養 液 に はMueller Hin-

ton broth(MHB:栄 研 化 学),感 受 性 測 定 用 培 地 に は

Mueller Hinton agar(MHA:栄 研 化 学)を 使 用 した。 接 種

菌量 は106CFU/mlと した 。 な おStreptococcus属 は 前 培 養

液 に10%羊 血 液 添 加MHBを,MIC測 定 用 培 地 に10%羊

血 液添 加MHAを 用 い た。Pseudomonas aemginosaは 前 培

養 液 に0.4%KNO3添 加MHBを 用 い た。 またHaemophilus

influenzaeは 前 培 養 液 にヘ ミン(sigma)を10μg/ml,β-NAD

(sigma)を2μg/ml添 加 したBrain heart infusion broth

(BHIB:栄 研 化 学)を,MIC測 定 用 培 地 は,Brain heart

infusion agar(BHIA:栄 研 化 学)培 地 にFildes enrichment

(Difco)を5%加 え 用 い た。Moraxella catarrhalisの 場 合,

前 培 養液 と してBHIBに 馬 消 化血 液 を5%加 え,MIC測 定

培 地 はBHIAに 馬 消 化 血 液 を5%加 え用 い た。Legienella

sp.の 場 合 は,前 培 養 液,MIC測 定 用 培 地 に そ れ ぞ れ

BCYE α broth without charcoal (Oxoid), BCYE α agar

without charcoal (Oxoid)を 使 用 した。

嫌気性 菌 に対す る抗 菌 力 は,嫌 気性 菌MIC測 定 法検 討

委員会3)の 方法 に基 づ き,前 培 養 液 にGAM broth (GAMB:

日水 製薬),MIC測 定 用培 地 にGAM agar(GAMA:日 水 製

薬)を 用 い た。嫌 気性 菌 の培 養 は,嫌 気 培養 装 置(Forma

scientific anaerobic system: model 1024)を 用 いた。

4. 抗 菌 力 に及 ぼす諸 因子 の影響

PZFXの 抗 菌 力 に及 ぼす 諸 因子 の影 響 をOFLX,CPFX

と比 較 した。

1) 培 地 の種類

MHA, Heart infusion agar(HIA:栄 研 化 学),Nutrient

agar(NA:栄 研 化学),Trypto-soy agar(TSA:栄 研 化 学),

BHIAの5種 の培地 を用 い,各 薬剤 の抗 菌 力 を測定 した。

2) 接 種 菌量

MHBで 一 夜 培 養 した菌 液 を,接 種 菌 量 が108,106,

104CFU/mlと な る よ う生 理 食塩 液 で希 釈 し抗 菌力 を測定

した。

3) ヒ ト血 清添 加

MHA培 地 をオー トク レー プ後,濾 過 滅菌 した ヒ トプー

ル血 清 を10,20,50%に な る よう各 薬剤 を含 むMHA培

地 に添 加 し,抗 菌 力 を測 定 した。

4) 培 地pH

MHAを オ ー トク レー プ後,1N NaOHあ る い は1NHCl

を用 い てMHA培 地 のpHを 調 整 し,各 薬 剤 の抗 菌 力 を測

定 した。

5) Mg2+, Ca2+添 加

MHAを 用 い,オ ー トク レー プ後Mg2+と し てMgCl2を,

Ca2+と してCaCl2を そ れぞ れ0～32mM添 加 し,各 薬剤 の

抗 菌力 を測 定 した。

5. 殺 菌 作用

1) MICとMBCの 測 定

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

菌 液 を104,106CFU/mlと な る よう適宜 希 釈 し,各 濃度

の薬 剤 を含 むNBに 接 種 した。18時 間培養 後,肉 眼 的 に

菌 の 発育 の有 無 を観 察 してMICを 測 定 した。次 い ですべ

ての培 養 液 の1白 金 耳(5μl)を 薬 剤 を含 まないHIA平 板 に

塗 抹 して37℃,18時 間 培 養後 菌 の発 育 の有無 を観 察 し,

1コ ロニ ーの菌 の発 育 も認 め られ な かっ た最小 薬 剤濃 度

をMBCと し た。 な お こ の 時 の 菌 の 検 出 限 界 は2×102

CFU/mlで あ った。

2) 増 殖 曲線 に及 ぼす影 響

MHBで 前 培 養 したStaphylococcus aureus Smith, Esche.

richia coli NIHJ JC-2お よ びP.aeruginosa IFO 3445株 を

MHBに105CFU/mlに な る様 接 種 し,37℃ に て106CFU/

mlま で 振 と う培 養 した 後,所 定 濃 度 の薬 剤 を添 加 し,

経 時 的 に生菌 数 をHIA平 板 を用 いて測 定 した。

6. 走 査 型 電子 顕微 鏡 に よる形態 観察

PZFX作 用 時(1/4,1MIC:2時 間)のE.coliKL-16の 形

態 変化 につ い て,走 査 型 電 子 顕微 鏡(日 立S-4500)で 検

討 を行 った。電 子顕 微鏡 の試料 作 製 にあ た っては,1.5%

グ ル タール ア ル デハ イ ド(和 光純 薬),1%オ ス ミウム酸

(和 光純 薬)で 固定後,ア ル コー ル脱 水系 一酢 酸 イ ソア ミ

ルで置換 し,臨 界 点乾 燥,金 蒸 着 を行 った。

7. 耐 性 菌 の選択 頻度

対 数 増殖 期 にあ る菌 液 を,3000rpm,30分 の 遠 心 で約

10gCFU/mlに 濃 縮 した。 こ の菌 液 を4MIC濃 度 の薬 剤 を

含 むMHA平 板 上 に0.1mlず つ 塗 り広 げ,37℃ で18時 間

培 養後,形 成 された コ ロニー(耐 性 菌数)よ り,耐 性 菌の

選択 頻度 を算 出 した。

8. 作 用 機 作

1) DNA gyraseに 対 す る阻害作 用

Sato4)ら の 方 法 に準 じて,novobiocin sepharose 6Bお

よ びheparin sepharose CL-6Bを 用 いた ア フ ィニ テ ィクロ

マ トグ ラフ ィー に よ り試 験菌 か らDNA gyraseを 精 製 し,

本 酵 素 のsupercoiling活 性 に対 す る キ ノ ロ ン薬 の 阻害 作

用 を検討 した。薬剤 の 阻害作 用 は以下 の ご と く行 った。

1 unit(0.25μgのrelaxed pBR322 DNAを1時 間で50%su-

percoilさ せ る活性)のDNAgyrase20pt1と 反 応 液[relaxed

pBR322 DNA 0.5μg, 30mM Tris-HCI (pH75), 30mM

KCI, 6mM MgCl2, 1mM dithiothreitol (DTT), 2mM

spermidine-HCI, 3mM ATP, 0.1μg tRNA (E.coli)] 20μl,

及 び 薬剤 液10μlを2時 間,反 応 後,1%agarose電 気 泳動

を行 っ た。Ethidium bromide染 色 後,写 真 撮 影,デ ン シ

トメー ター でDNAピ ー ク を定 量 し,50%反 応 阻 害 濃 度

(ID50値)を 算 出 した。 なお 本 法 で のethidium bromide染

色 に よるDNAの 検 出 限界 は20ngで あ った。

2) 子 牛 胸 腺 由来topoisomerase IIに対 す る阻害作 用

Halligans5)ら の 方 法 に準 じて行 っ た。新 鮮 な子牛 の胸

腺約500gを ホ モ ジナ イザ ー にて破 砕 し,遠 心 分 離 で核

を集 め た後,再 度 ホ モ ジナ イザー で 破 砕 してDNAを 取
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り出 し,ポ リミンPに て沈 澱 させ た。NaClを 加 えてDNA

結 合 蛋 白 を溶 出 させ,硫 安 分 画 後 透 析 し,Biolex-70,

Hydroxylapatite, Blue sepharoseの カ ラ ム ク ロマ トグ ラ

フ ィー を行 い,DNA topoisomerase IIを 精 製 した。 薬剤

の 阻害作 用 はrelax活 性 に対 す る阻害 で検討 した。1unit

(0.25μgのsupercoiled pBR322 DNA(日 本 ジー ン)を1時

間 で 全 てrelaxさ せ る 活 性)の 子 牛 胸 腺 由 来

topoisomerase II20 μlと 反 応 液[super coiled pBR322

DNA 0.5μg, 50mM Tris-HC1 (pH7.5), 100mM KCl,

10mM MgCl2, 0.5mM dithiothreitol (DTT), 1mM ATP]

20μl,及 び 薬剤 液10μlを2時 間 反応 後,1%agarose電 気

泳動 を行 っ た。 さら にethidium bromide染 色 後,写 真 撮

影,デ ンシ トメー ター でDNAピ ー ク を定 量 しID50値 を

算 出 した。 な お 本 法 で のethidium bromide染 色 に よ る

DNAの 検 出限界 は20ngで あ った。

9. 実 験 的感染症 に対 す る治療 効果

1) マ ウ ス全 身感染

各菌株 をHIA平 板 にて37℃,18時 間 培 養後,5%gas-

tric mucin(半 井 化学)液 に所 定 の菌量 となる よ う懸濁 し,

そ の0.5mlを マ ウス(1群10匹)の 腹 腔 内 に接 種 した。 な

お,E.coliTK-16及 びS.pneumoniae D-289は 生 理 食 塩液

に懸 濁 して用 い た。薬 剤 は感 染1時 間後 に0.5% methyl

cellulose(MC:信 越 化 学)に 懸濁 して1回,経 口投 与 した。

S.pneumoniae D-289の 場 合,感 染1,3時 間 後 に2回 投与

した。感 染7日 後 の生存 匹数 か ら,Litchfield-Wilcoxon法6)

に よ りED50値(mg/mouse)及 び そ の信 頼 限 界 を算 出 し

た。

2) マ ウ ス呼吸 器感染

試 験 菌 にklebsiella pneumoniae Y-41, P.aern8inosa S-

406株 を 用い,ネ ブ ライザ ー(池 本理 化工 業株 式会 社)で

約105CFU/mlの 菌 液 を1.0kg/cm2の 圧 力 で約40分 間か

け てマ ウ ス(1群9～35匹)に 噴 霧 感 染 させ た。 なおP.

aeraginosaの 場 合,菌 感 染4日 前 にcyclophosphamide(塩

野 義 製 薬)250mg/kgを1回,腹 腔 内 投 与 した。k

pneumoniae感 染 では各薬 剤0.1mg/mouseを1日2回3日

間,計6回 経 口投与 した。P.aevaginosa感 染では感染4

及 び6時 間後に各薬剤0.5mg/mouseを 経 口投与 した。治

療効果 を感染7日 後の生存率及び肺からの除菌率で判定

した。

3) マウス尿路感染

雌性 マ ウ ス(1群10匹)の 膀 胱 内 に約105あ る いは

106CFU/mlの 菌液0.1mlを マ ウス尿道 口か ら注入 し,4

時間尿道 をクレンメで閉塞 して感染 を惹起 させ た。薬剤

は感染4お よび6時 間後,あ るいは4お よび24時 間後に,

0.25あ るいは0.5mg/mouseを 経口投与 した。治療効果の

判定は感染48時 間後の腎 内生菌数で行 った。 なお腎内

生菌数は腎を摘出 し,生 理食塩液を加えてホモジナイズ

後適宜希釈 し,HIA平 板塗抹法 にて測定 した。

4) マウス皮下膿瘍

1%シ リカゲル(和 光純薬)及 び1%カ ザ ミノ酸(Difco)

を含む生理食塩液 に,Saurms F-1304のBHIB一 夜培養

液 を懸濁 させ,そ の菌液0.1ml(4.0×108CFU/mouse)を

マウス(1群6～11匹)の 背部皮下 に接種 した。薬剤は感

染4,6時 間後の2回,0.063,0.25,1.0mg/mouseを 経

口投与 した。治療効果 は感染48時 間後 にマウス背部皮

膚 を剥離 後,膿 瘍面積 を測 定 し,無 治 療群 の面積 を

100%と した時の薬剤投与群の膿瘍面積比で示 した。

II. 実 験 結 果

1. 抗菌 スペク トル

好気性グラム陽性菌,グ ラム陰性菌及び嫌気性菌の標

準株 に対す るPZFXの 抗菌 力 を,OFLX, CPFX, NFLX,

TFLXと 比較 した。その結果 をTable1～3に 示す。

PZFXは 好気性 グラム陽性菌,グ ラム陰性菌及び嫌気

性菌 に強い抗菌力を発揮 し,幅 広い抗菌スペク トルを示

した。本剤の グラム陽性菌群 に対す る抗菌力 は,TFLX

に比べ劣 っていたが,staphylococciで はNFLX, OFLXよ

Table 1. Antibacterial spectrum against Gram-positive bacteria

Inoculum size: one loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml)

Medium: Mueller-Hinton agar (MHA; Eiken)
(*MHA supplemented with 10% sheep blood)
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り優 れてお り,streptococciで はOFLXと ほ ぼ 同等 で あ っ

た。 グラム陰性 菌群 に対 して,ほ とん どの菌種 でOFLX,

NFLXよ り優 れ て いた。 嫌気 性 菌群 に対 しPZFXはTFLX

よ り劣 ってい たが,OFLXと ほ ぼ 同等 の抗 菌 力 を示 し,

NFLXよ り優 れて いた。

2. 臨 床 分離 株 に対 す る感 受性 分布

臨 床 分 離27菌 種1260株 に 対 す るPZFXの 抗 菌 力 を

OFLX, CPFX及 びTFLXと 比 較 した(Table 4)。

Staphylococciに 対 し,PZFXはOFLX, CPFXに 比 べ 優

れて いた。 キ ノロ ン薬感 受 性methicillin resistant S.au-

reus(MRSA)に 対 す る 本 剤 のMIC50は0.39μg/mlで あ り,

OFLX, CPFXの0.78μg/ml,3.13μg/mlよ り も 優 れ て お り,

TFLXの0.21μg/mlに 次 ぐ 強 い 抗 菌 力 を 示 し た 。 ま た 本 剤

のOFLX耐 性S.aureus (OFLX MIC: ≧6.25μg/ml,

MIC90:100μg/ml)に 対 す るMIC90は25μg/mlで あ っ た 。

Staphylococcus epidermidisに 対 し て はOFLXよ り 優 れ,

CPFXと 同 等 で あ っ た 。Streptococcus pmeumoniae, Strepto-

coccus pyogenesに 対 し て,PZFXはTFLX,CPFXよ り 劣 っ

た が,OFLXと ほ ぼ 同 等 の 抗 菌 力 を 示 し た 。

グ ラ ム 陰 性 菌 の 場 合,E.coli, Salmonella enteritidis,

Table 2. Antibacterial spectrum against Gram-negative bacteria

Inoculum size: one loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml)
Medium: Mueher-Hinton agar (MHA; Eiken)

Table 3. Antibacterial spectrum against anaerobic bacteria

Inoculum size: one loopful of bacterial suspension (106 CPU/ml) 
Medium : GAM agar (Nissui)
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Table 4-1. Antibacterial activity of pazufloxacin against clinical isolates

a): ug/ml b): ofloxacin MIC •† 6.25 ug/ml

Inoculum size: one loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml)
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Table 4-2. Antibacterial activity of pazufloxacin against clinical isolates

a): ƒÊg/ml c): imipemem MIC •†12.5 ƒÊg/ml d): gentamicin MIC •†6.25 ƒÊg/ml 

Inoculum size: one loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml)
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Proteus mirabilis Proteus vulgaris, Morganella morgami, H.

influenzae, M. catarrhalis, Legionella Sp.に 対 す る PZFXの

MIC90は,≦0.05μg/mlで あ り,強 い抗 菌力 を示 した。

また他 の ほ とん どの 菌種 に 対 してOFLXよ り優 れ,多 く

の 菌種 でCPFXと 同 等 の抗 菌 力 を 示 した,E. coti, Citro-

bacter freundii, Enterobacter cloacaeで は TFLXが PZFXよ り

優 れ て い たが,Proteus 属,M.morganiiで は PZFXの 方 が

TFLXよ り強 い抗 菌 力 を示 したSerratia marcescensに 対

す る本 剤のNIIC90は や や高 く,CPFXと 同 等 の 3./3μg/ml

を 示 した。P. aeruginosaに 対 して は, TFLX, CPFXと 同

等 で あ っ た。Imipenem耐 性(IPN MIG≧ 125μg/ml) P.

aeruginosaに 対 し,PZFXのMIG90,は039μg/mlとOFLXの

1.56μg/mlよ り優 れ た抗 菌力 を示 した,ま た Gentamicin

両窪性(GNINHCI≧ 625μg/ml) P.aeruginosaに 対 し,

PZFXのMIC90は50μg/mlと や や 低下 して いた が, CPFX

と 同 等 の抗 菌力 を示 した.、ブ ドウ糖非 発酵 菌の β雛々ac

deria cepacia, Alcaligenes faecalis Xanthomonas maltolia

に対 す るPZFXの 抗 菌 力(NIIC90)は CPFX, OFLXよ り優れ

て い た。 嫌 気性 菌 のBactroides fragilis, Peptostreptococcus

属 に対 す る本 剤 のNIIC90は625μg/ml, 50μg/mlで あ り,

OFLXと ほ ぼ同等 の抗 菌力 を示 した.

3. 抗 菌 力に及ぼす諸 因 子の影響

Table 5～ 7に 示 した ご と く,PZFXの 抗 菌力 は他 剤 と

同様,培 地 の種 類,接 種 菌量,ヒ ト前上清 添加 の影響 をほ

とん ど受 け なか った。培 地pHの 影響 で は,PZFXの 抗菌

力 はア ルカ リ側 よ り酸 性側 で やや強 くな る傾 向が み られ

た(Table 8),,本 剤 の 抗 菌 力 は,4～8mM以 上 の Mg2+,

Ca2+添 加 で他 のキ ノロ ン薬 同様 若 宿氏下 した(Table 9)。

4.殺 菌 作 用

1) MICと MBC

PZFXのMICと NIBCはTable 10に 示 した ご と くほぼ一

致 し,そ の抗 菌作 用は 殺 菌的 であ っ た。OFLX, CPFXも

同 様 な傾 向 を示 した。

2/増 殖 曲線 に及ぼす影 響

PZFXはOFLX, CPFXと 同 様 に,い ず れ の場 合 も濃度

依 存的 な殺 菌作 用 を示 した。 本 剤 は1 MIC以 上 で,作 用

後 窺時 間 に 菌数 を約102-～10-4程 度 減 少 させ,強 い殺菌

作 用 が 認 め られ た 、P.aeruginosa IFO 3445株 で は本剤

は2MIC以下 で24時 間 後 まで再増 殖 を抑 えたが, OFLX,

CPFXで は2 MICで 再 増 殖が認 め られ た(Fig.1)。

5.走 査 型 電子顕 微鏡 による形 態観 察

PZFXを E. coli 16に 作 用 させ た時 の 形 態 変化 を走

査 型電 子顕 微 鏡 で観察 した。 そ の結 果 をFig.2に 示 す。

1/4MIC (0.0125μg/ml)で 菌 体 は伸 長化 し,1 MICで は

Fig.2のD ,Eに 示 した ご と く,異 常 な分 裂像 やmlni- cell

が 観 察 され た。

6.耐 性 菌の選択 頻度

PZFXの 耐 性 菌選 択頻 度 は, Table 11に示 したご とく

Table 5. Effect of various medium on antibacterial activity
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Table 6. Effect of inoculum size on antibacterial activity

Inoculum size: one loopful of bacterial suspension 
Medium : Mueller-Hinton agar (Eiken)

Table 7. Effect of human serum on antibacterial activity

Inoculum size: one loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml) 
Medium : Mueller-Hinton agar (Eiken)

Table 8. Effect of medium pH on antibacterial activity

Inoculum size: one loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml) 
Medium : Mueller-Hinton agar (Eiken)
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対 照 薬 剤 と同様 低 く,<1.3×10-9～<9.1×10-10で あ っ

た

7. 作 用 機作

1) DNA gyraseに 対 す る阻害作 用

各菌株 か ら精 製 したDNA gyraseのsupercoiling活 性 に

対 す るPZFXの 阻 害作 用 を対照 薬剤 と比 較 した。 いず れ

の場 合 もOFLX, CPFXと 同 様,PZFXはDNA gyraseに 対

す る阻 害作 用 を示 し,各 菌株 間で の阻害 作用 はMIC値 と

ほ ぼ相関 してい た(Table 12)。

2) 子牛胸 腺由 来topoisomerase IIに 対 す る阻害作 用

PZFXの 子 牛胸 腺 由 来topoisomerase IIに 対 す る 阻害 作

用 はTable 13に 示 した ご と く対 照薬 剤 のOFLX, CPFXよ

り も弱 か っ た。 また 子 牛胸 腺 由来topoisomerase IIに対

す る阻 害作 用 の 強 さ(ID50)をTable 12に 示 したE.coli由

来 のDNA gyraseのsupercoiling活 性 に対 す る 阻害作 用の

強 さ(ID50)で 除 した 数 値(selectivity)はPZFXの 方 が

OFLX, CPFXよ り大 きか った。

8. 実 験 的感 染症 に対 す る治 療効 果

1) マ ウ ス全 身感染 症

マ ウ ス全身 感 染症 に対 す るPZFXの 治 療 効果 を OFLX,

CPFX, NFLX及 びTFLXと 比 較 した。 そ の結 果 を Table

14に 示 す。

Table 9. Effect of Mg2+ or Ca2+ on antibacterial activity

Inoculurn size: one loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml) 

Medium

 

: Mueller-Hinton agar (Eiken)

Table 1.0. MIC and MBC of pazufloxacin, ofloxacin and ciprofloxacin

Medium: nutrient broth (Eiken)
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S. aureus Smith

E. coli NIHJ JC-2

P. aeruginosa IFO3445

Fig. 1. Bactericidal activity of pazufloxacin and other quinolones.
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PZFXは,S.pneumoniae感 染 に対 して,TFLXよ り劣 っ

た が,CPFX,NFLXよ り優 れ,OFLXと 同 等 の 治 療 効果

を示 した。NIRSA,Proteus属,S.marcescens,P.aernginosa

で は 比較 薬剤 中最 も優 れ,OFLXの 約2～8倍 程 度 の強 い

治療 効果 を示 した。 この うち キ ノロ ン薬 中等度 耐性 のS.

marcescens W-217(OFLXMIC:3.13μg/ml),P.aeruginosa

S-916(OFLX MIC:12-5μg/ml)に 対 して 本剤 はOFLXよ

り2倍 以 上 の優 れ た治 療効 果 を示 した。 またS.aureusと

P.aeruginosaの 混 合 感 染 に対 して も本剤 は比較 薬 剤中最

も優 れた治療 効果 を示 した。

2)マ ウス呼吸 器感 染

マ ウス呼 吸 器 感染 に対 す るPZFXの 治 療 効果 をOFLX,

CPFX,NFLX及 びTFLXと 比 較 した。 そ の 結 果 をTable

15に 示 す 。K.pneumoniae Y-41の 場 合,生 存 率 で は

NFLXを 除 い ていず れ の薬剤 も80～89%で,薬 剤 間に大

きな差 は見 られな か ったが,除 菌率 はPZFXの53%が 最

A: Nomal,B,C: 1/4 MIC,2h, D,E: 1MIC,2h,Bar represents 1μm

Flg.2. Morphological alteration of Escherichia coli KL-16 exposed to pazufloxacin .

Table 11. Frequency of mutational resistance
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も優 れ,次 い でTFLX, OFLX, CPFXの 順 で,NFLXで は

全 く除菌 され なか った。P.aeruginosa S-406感 染 の場合,

生 存率,除 菌 率 共 にPZFXが94%で 最 も強 い効 果 を示 し

た。次い でCPFX, TFLX, OFLX, NFLXの 順 であ っ た。

3) マ ウ ス尿路 感 染

マ ウス 尿 路 感 染 に対 す るPZFXの 治 療 効 果 をOFLX,

CPFX, NFLX及 びTFLXと 比 較 した。 そ の 結 果 を Table

16に 示 す 。い ずれ の場 合 もPZFX投 与 群 は薬剤 非投 与 群

よ り3～5logの 菌 数減 少 がみ られ,強 い 治療 効 果 が認 め

られ た。 な お,0.4mg/mouse経 口 投 与(P.aeruginesa尿

路 感 染時)2時 間後 の 腎 内 濃度 をHPLC法7)で 測 定 した と

ころ,PZFXが 最 も高 く14.7±3.4μg/g,次 い でOFLXが

8.0±3.7μg/g, CPFXが3.7±1.9μg/gで あ った。

4) マ ウス皮 下膿瘍

マ ウス 皮 下 膿 瘍 に対 す るPZFXの 治 療 効 果 をOFLX ,

CPFX, NFLX及 びTFLXと 比 較 した。 そ の結果 をFig.3に

示 す。PZFXは 投 与 量 に依 存 して 強 い治療 効 果 が み られ

た。

III. 考 察

今 回,ニ ュー キ ノ ロ ン系 合 成抗 菌 薬PZFXの 細 菌 学 的

評価 につ い てCPFX, OFLX, NFLX及 びTFLXを 比 較 薬 剤

と し検 討 した。PZFXは グ ラム 陽性 菌,Paemginosaを 含

む グ ラム陰性 菌及 び嫌気 性菌 に対 して強 い抗 菌活性 を発

揮 し,幅 広 い抗 菌 スペ ク トル を示 した。

臨 床 分 離 の グ ラ ム 陽 性 菌 に対 す るPZFXの 抗 菌 力 は

MRSAを 含 むStaphylococcus属 に対 し,TFLXよ り劣 る も

のの,OFLXよ り優 れ てお り,streptococcus属 に対 して は

OFLXと ほ ぼ 同等 で あ っ た。 陰 性 菌 で は, Enterobacte-

riaceaeの5菌 種 とH.influenzae, M.catarrhalis, Legionella

sp.に 対 す る本剤 のMIC90は ≦0.05μg/mlでOFLXよ り優

れ,多 くの 菌種 でCPFXと ほ ぼ同等 の抗 菌力 を示 した 。

S.marcescensに 対 す るPZFXのMIC90はCPFXと 同 等 の

3.13μg/mlで あ り,他 のEnterobacteriaceaeに 比 べ る と高

か っ た。 キ ノ ロ ン薬 感 受性S.marcescens由 来 のgyraseに

対 す る 薬剤 の 阻 害作 用(IC50)は 強 く8),キ ノ ロ ン薬 の抗

菌 力が全 体 にや や弱 いの は本菌種 の膜 透過性 も関与 して

い る もの と考 え られ た。P.aeruginosaに 対 して は PZFX

のMIC90は1.56μg/mlとTFLXと 同等 で, OFLXの 6.25μg/

mlよ り優 れて い た。Imipenem耐 性P.aeruginosaに は,い

ず れの キ ノロ ン薬 も比較 的 良好 な抗 菌力 を示 した。加藤

Table 12. Inhibitory effect of pazufloxacin and other quinolones against supercoiling activity of gyrase

* One loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml) 
** 50% Inhibitory dose

Table 13. Inhibitory effect of pazufloxacin and other quinolones against mammalian topoisomelase II

* 50% Inhibitory dose 
** ID

50 against topoisomerase II/ID50 against E. colt. gyrase (Table 12)
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ら9)は臨床分離株では,NFLXとIPMが 共に耐性を示す比

率が低 いことを報告 しているが,今 回我 々が用いたIPM

耐性菌 もキ ノロン薬 に比較的感受性 であった。一方,

GM耐 性P. aeruginosaに 対 して はいずれのキノロン薬 も

抗菌力がやや低下 した。 これは臨床的にア ミノグリコシ

ド剤耐性 と同時にキ ノロン耐性 を保有する株が多い事実

を示 している。 これらのうち,一 部の株では,Kureishi

らが報告 したgyrA変 異10)が認 め られたが(デ ー タ未発

表),外 膜変異 については現在明 らかでない。嫌気性菌

に対するPZFXの 抗菌力 はTFLXよ り劣 るが,OFLXと ほ

ぼ同等 で あ っ た。 またB. fragilisやPeptostreptococcus属 で

キ ノロ ン薬 低感 受性 の株 がみ られた。

PZFXはMICとMBCに ほ とん ど差 が 見 られず,ま た増

殖 曲線 に及ぼす 影響 で は濃 度依 存 的 に短 時 間で殺 菌的な

作用 を示 した。 この特 徴 はβ-ラ クタム剤11)に は 見 られな

い ニュー キ ノロ ン薬 共通 の もので あ った。

PZFX作 用 時,E. coli KL-16株 の 形 態 は1/4MICで は

filamentous像 が,1MICで はmini-cellや 異 常 分 裂像 が観

察 され た。 こ れ らの形 態 変 化 は 他 の キ ノロ ン系 抗 菌

薬12～15)でみ られ た もの とほぼ同様 で あ った。 キ ノロン系

Table 14-1. Therapeutic effect of antibacterial agents on systemic infectioin in mice

Animal: ICR mouse, 4 weeks old, male, 19 •} 1g, 10 mice/1 group (n=10)

Therapy: 1 h after infection (po), In cese of S. pneumoniae D-289, therapy was done at 1 and 3 h after infection (po).

*One loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml)
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抗菌薬 の細菌菌体の形態 に及ぼす影響は,菌 のSOS反

応16-18)に基づ くものと示唆 されているが,本 剤 も他剤 と

同様な作用様式 と推察 された。

PZFXの 抗菌力 は培地の種類,ヒ ト血清添加,接 種菌

量などの影響 をほ とん ど受けなかったが, OFLX, CPFX

と同様 にMg2+,Ca2+添 加 によってやや低下 した。Mg2+,

Ca2+に よるキノロン薬の抗菌力の低下は,こ れ ら金属 イ

オンとキレー ト形成す るため と言われている19)。さらに

キレー ト能はキノロン薬 によって異 なる との報告20)もあ

るが,今 回,抗 菌力の低下 は薬剤間に大 きな差異 は認め

られなかった。 また培地pHの 影響では,PZFXの 抗菌力

はア ル カ リ側 よ り,酸 性側 でや や強 くなる傾 向が み られ,

Nalidixic acid (NA)と 同 様 な性 質zl)を 示 した。PZFXの 耐

性 菌 選 択 頻 度 を4MIC濃 度 で検 討 した と こ ろ, OFLX,

CPFXと 同 様低 か った。 しか し臨床 にお い ては S.aureus,

P.aeruginosaを 中 心 に耐 性 菌 の 問題 が あ り,今 後 臨床 株

の 感 受性 に十分 注 意 を払 う必要 が あ る もの と考 え られ

る。

PZFXはE.coli KL-16株 等 か ら精 製 したDNA gyraseの

supercoiling活 性 をCPFX, OFLXと 同 様,強 く阻 害 した。

一 方
,子 牛 胸 腺 由 来 のtopoisomerase IIに 対 す る 阻害 活

性 はCPFX, OFLXに 比 べ弱 か った。各 薬剤 の E.coU DNA

Table 14-2. Therapeutic effect of antibacterial agents on systemic infectioin in mice

Animal: ICR mouse, 4 weeks old, male, 19 •}1 g, 10 mice/1 group (n=10) 

Therapy: 1 h after infection (po) 

* One loopful of bacterial suspension (106 CUF/ml) 

a: MIC against S. aureus Smith, b: MIC against P. aeruginosa S-1299
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gyraseに 対 す る阻害 作用 との比(selectivity: topoisomera-

se II ID50/DNA gyrase ID50)はPZFXで は2956とOFLX

の1940,CPFXの674に 比 べ て 高 い 値 を示 した0こ の

PZFXの 値 は キ ノロ ン薬 の中 で も高 い部 類22)に 属 し,真

核 生 物 由来 のtopoisomeraseに 対 す る選 択 毒 性 に優 れ て

い た。

マ ウス 実験 的 全 身感 染 にお け るMRSA,Proteus属,キ

ノロ ン薬 中等度 耐性 菌 を含 むS. marcescens, P.aeruginosa

単 独 感 染 及 びS. aureusとP. aeruginosa混 合 感 染 に対 し,

PZFXはOFLXに 比 べ 約2～8倍 程 度 の強 い 治療 効 果 を示

Table 15. Therapeutic effect of pazufloxacin on experimental pneumonia in mice

Animal: ICR mouse, 4 weeks old, male, 19 •} 1g, 9-15 mice/1 group: K. pneumoniae Y-41. 12-35 mice/1 group:

P. aeruginosa S-406.

Therapy: Started at 4 h after infection, 0.1 mg/mouse •~ 2 times/day for 3 days: K. pneumoniae Y-41. 0.5 mg/mouse at 4, 6 h

after infection: P. aeruginosa S-406
*One loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml)

**No
. of bacterial negative (kidney) mice/No. of tested mice

p<0.05: a, vs norfloxacin, c, vs ofloxacin, norfloxacin (Logrank test)

b, vs ofloxacin, ciprofloxacin, norfloxacin, d, vs ofloxacin, norfloxacin (x2-test, multiple comparison)

Table 16. Therapeutic effect of pazufloxacin on urinary tract infection in mice

Animal: ICR mouse, 4 weeks old, female, 19 •} 1g, 10 mice/1 group

*One loopful of bacterial suspension (106 CFU/ml)

**Assay at 48 h after infection
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Fig. 3. Therapeutic effect of pazufloxacin on the experimental subcutaneous abscess in mice caused with 
Staphylococcus aureus F-1304.

した。PZFXはin vitroのsimulation model23)やpostantibio-

ticeffectの 検 討24)で 高 濃 度,短 時 間作 用時 の方 が低濃 度,

長 時 間作 用 時 よ り効果 を示 す。 またPZFXはOFLXと 比

較 し,マ ウスを含 む各種動 物 で血 中半 減期 は短 いが,そ

のCmaxは 高 い25)。 本 剤 の 良 好 な治 療 効 果 は 高 い血 中

Cmaxが 反 映 し,半 減 期 の 短 い こ とは効果 に影響 を及 ぼ

さなかった。 また実験 的 呼吸 器感 染や尿 路感 染 にお いて

も,OFLX,CPFXよ り治 療効 果 は優 れ,除 菌率 や 腎内生

菌数 に差 がみ られ た。 これ は本剤 の強 い抗菌 力 と良好 な

感染組織 移行 性(炎 症 巣 内移 行性)26)に よる もの と考 え ら

れた。

以上,PZFXはin vitro, in vivoに お い て良好 な抗 菌力 を

示 し,本 剤 の 臨床 的 な有 用性 が期待 され た。
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Antibacterial activity of pazufloxacin, a new quinolone 

Masahiro Takahata, Yoshiko Yamashiro, Kazuo Fujimaki, Seiki Okamoto, Junichi Mitsuyama, 

Yasushi Ikeda, Sinzaburo Minami, Yoshikazu Fukuoka, Takashi Yasuda, Yasuo Watanabe and 

Hirokazu Narita 

Research Laboratories, Toyama Chemical Co., Ltd., 

2-4-1, Shimookui, Toyama City, Toyama 930, Japan

We compared the in vitro and in vivo antibacterial activity of pazufloxacin (PZFX) with those of other 

new quinolones. 

The results are summerized as follows: 

1) PZFX exhibited a broad spectrum with potent antibacterial activity against Gram-positive 

bacteria, Gram-negative bacteria including Pseudomonas aeruginosa and anaerobic bacteria. 

2) The antibacterial activity of PZFX was superior to that of ofloxacin (OFLX) against Staphyloco-

ccus aureus including methicillin-resistant S. aureus. Against Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Proteus 

mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Haemophilus influenzae and Legionella sp., the MIC90 of 

PZFX were below 0.05 ƒÊg/ml. The activities of PZFX against Gram-negative bacteria were superior to 

those of OFLX. 

3) The antibacterial activity of PZFX was decreased by Ca2+, Mg2+, but its activity was unaffected by 

the type of culture medium, inoculum size or addition of human serum except for medium pH. 

4) PZFX exhibited potent bactericidal action against various bacteria at the concentration above the 

MIC. 

5) PZFX changed the morphology of E. coli KL-16 to filamentous shape (1/4 MIC) , and caused 

abnormal cell division (1 MIC) 

6) The appearance rate of spontaneous resistant mutants by PZFX was very low. 

7) PZFX was strongly inhibited the supercoiling activity of DNA gyrase purified from E. coli and 

others. On the other hand, the inhibitory effect of PZFX against mammalian topoisomerase II from calf 

thymus was more weaker than those of OFLX or ciprofloxacin (CPFX) 

8) The therapeutic effects of PZFX against mouse systemic infection were c.a. 2•`8 fold superior to 

those of OFLX. Against mouse experimental respiratory tract infection and urinary tract infection, PZFX 

were also superior to those of OFLX, CPFX.


