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Pseudomonas aeruginosaに 対 す る 各種 ニ ュー キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬(NQs)のin vitro抗 菌 活 性 お よび

in viVo治 療 効 果 に つ い て検 討 し,以 下 の 結 果 を得 た。

1)1993年1月 ～12月 の 間 に琉 球 大 学 医 学 部 附 属 病 院 検 査 部 に て 各 種 臨床 材 料 よ り分 離 され たP.

aeruginosa(100株)に 対 す るofloxacin(OFLX),ciprofloxacin(CPFX),tosufloxacin(TFLX),

sparfloxacin(SPFX),levofloxacin(LWX)お よび 新 規 抗 菌 薬 で あ るNM 441(活 性 本 体:NM 394)

のMICを 微 量 液 体 希 釈 法 に よ り測 定 した 。 検 討 薬 剤 の なか で は,CPFX,TFLX,お よ びNM 441の

MIC50が と も に0.25μg/mlで あ り,も っ と も優 れ た抗 菌 活性 を示 した。OFLXのMIC50は2.0μg/mlで

あ っ た。 またOFLX耐 性 株 の う ち50%の 株 はNM 441に 対 して 感 受 性 で あ っ た 。

2)正 常 マ ウ ス を用 い たP.aeruginosa呼 吸 器 感 染 モ デ ル に 対 す る治 療 実 験 の結 果,各NQs問 に 明

らか な治 療 効 果 の 差 は 認 め られ ず,治 療 群 と未 治療 群 との 問 に も生 存 率 の 差 は認 め られ な か っ た 。

3)Cyclophosphamide処 理 マ ウ ス を用 い たP.aeruginosa呼 吸 器 感 染 モ デ ル に対 す る 治療 実 験 の 結

果,LVFX治 療 群 に比 較 してNM 441治 療 群 が 有 意 差 を もっ て優 れ た治 療 効 果 を 示 した 。

4)In vitroで はCPFXとNM 441は 同 等 の抗 菌 活性 を 示 した もの の,治 療 成 績 にお い てNM 441が

CPFXを 上 回 る成 績 を示 した こ と よ り,両 薬 剤 の組 織 移 行 性 の差 異 が 影 響 を お よぼ した 可 能 性 が 考 え ら

れ た 。

以 上,in vitroお よ びin vivoの 成 績 よ り,P.aeruginosa感 染 症 の 治療 に 際 して,OFLXあ る い は

LVFXに 対 す る 感 受 性 の低 下 し た株 に対 して は,CPFXやNM 441が 優 れ た 治 療 効 果 を期 待 し う る選 択

薬 剤 に な る もの と考 え られ た。
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呼 吸 器 感 染 モ デ ル

Pseudomonas aeruginosaはcompromised hostに お いて

重篤 な感 染症 を引 き起 こ し,種 々の抗 菌薬 に対 して抵抗 性 を

示す こ とか ら,難 治性 細 菌感 染症 の代 表的 な起 炎菌 と して き

わめ て重 要 な存 在 とな ってい る1,2)。

今 日に至 る まで,本 菌種 に対 して抗 菌活性 を有 す る薬剤 が

多数 開発 され て きた もの の,こ れ らの薬 剤 に対 して本 菌種 は

徐 々 に耐性 を獲 得 しつ つ あ り,施 設 によ る違 い はあ るが,臨

床 の場 に おい て優 れ た治療 効果 を期 待 しうる薬剤 は 限 られ た

もの とな って い るのが 実状 で ある3A)。

本菌種 に対 して優 れ た抗 菌力 を有 す る薬剤 と して,注 射剤

では 第3世 代 以 降 の セ フ ェム系 や モ ノバ ク タム系,カ ルバ

ペ ネム系 等 の β-ラ ク タム系 抗 菌薬,お よ びア ミノ グ リコ シ

ド系 抗 菌薬 が ある。 一方,経 口剤で は ニ ューキ ノ ロ ン系 抗 菌

薬(NQs)以 外 に 有効 性 を期 待 し うる薬 剤 は な い に等 しい

状 況 とな ってい る。

NQsはP.aeruginosaを 含 むグ ラム陰性桿 菌群,お よび

グ ラム陽性菌 群 に もお よぶ幅 広 い抗 菌 スペ ク トルを有 してお

り,良 好 な経 口吸収 性 や組織 移行性 ともあ わせ て 本薬剤 の 大

きな特 徴 とな ってい る5～7)。1984年 にnorfloxacin(NFLX)

が 登場 して以 来,こ れ まで に9種 類(1995年12月 現 在)

のNQsが 市販 され てお り,各 科領域 におい て臨床 応用 が な

され て いるが8),そ の使 用頻 度 は年 々増加 傾 向 にあ る。特 に

呼 吸器 感染症 領域 にお いて,こ れ まで入 院加療 が 原則 であ っ

た疾患 に対す る治療 が,本 薬 剤 を使 用 す るこ とに よ り外 来通

院で も一部可 能 とな るな ど,臨 床 にお け る評価 も高 ま りつつ

ある。

しか しなが ら,近 年 では本 薬剤 の優 れた抗 菌 スペ ク トルゆ

えの 濫用 傾 向 も 目立つ よ うに な り,特 にNQsに 対す るP.

aeraginosaの 耐性 化が 急速 に進み つつ あ る こ とか ら,薬 剤

選 択 には個 々の薬 剤の抗 菌 力の差 異 を把握 して お くこ とが 必

* 沖縄県中頭郡西原町字上原207
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要 であ る と考 え られ る。

以上 の よ うな背 景 を踏 まえ,我 々は新 規 キ ノロ ン系 抗 菌薬

で あ るNM 441を 含 めた 各種NQsに つ い て,in vitroお よ

びin vivoの 両面 か らP.aeruginosaに 対 す る抗 菌効 果 につ

い て比 較 ・検討 を行 っ たので 報告す る。

I.材 料 と 方 法

1.対 象 菌 株

1993年1月 よ り12月 ま で琉 球 大 学 医学 部 附 属 病 院

検 査 部 に て 各 種 臨 床 材 料 よ り分 離 さ れ たP.aerugi-

nosa 100株 を 対 象 と した 。 由 来 材 料 の 内 訳 は 呼 吸 器

(42株),泌 尿 ・生 殖 器(27株),膿(27株),血 液 ・

穿 刺 液(4株)で あ り,菌 株 は原 則 と して1患 者1菌

株 と した 。 ま たP.aeruginosaの 同 定 に はVITEK

GNI card(bioMerieux Vitek,Inc.)を 用 い た。

2.使 用 薬 剤

検 討 し た 薬 剤 は,ofloxacin(OFLX,第 一 製 薬),

ciprofloxacin(CPFX,バ イ エ ル薬 品),tosufloxacin

(TFLX,富 山 化 学 工 業),sparfloxacin(SPFX,大 日

本 製 薬),levofloxacin(LVFX,第 一 製 薬),NM 441

(活 性 本 体:NM 394,日 本 新 薬,明 治 製 菓)のNQs 6剤

で あ り,比 較 薬 剤 と してceftazidime(CAZ,日 本 グ ラ

ク ソ)お よびgentamicin(GM,シ ェ リ ング ・プ ラ ウ)

を使 用 した 。

3.薬 剤 感 受 性 試験

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法9)に も とづ き,MIC-2000

system(Dynatech Laboratories Inc.)を 用 い た 微 量

液 体 希 釈 法 に よ り,各 種NQsの 最 小 発 育 阻 止 濃 度

(MIC)を 測 定 した 。

感 受 性 測 定 用 培 地 と し て,Ca2+,Mg2+を 添 加 して 調

製 し たMueller Hinton Broth(BBL)を 用 い,各 抗 菌

薬 の 濃 度 は64μg/mlか ら0.03125μg/mlま で の12段

階 希 釈 と した 。 最 終 接 種 菌 量 を約104CFU/ウ ェ ル に設

定 し,37℃,24時 間培 養 後 に各 薬 剤 のMICを 判 定 し

た 。

4.P.aeruginosa感 染 マ ウ ス に対 す る治 療 効 果

ddY系,雄,7週 齢 のSPFマ ウ ス(成 和 実 験 動 物 研

究 所)を 使 用 した 。 菌 株 は 呼 吸 器 材 料 よ り分 離 され た

P.aeruginosa HR 52株(非 ム コ イ ド株)を 用 い た 。

HR 52株 に 対 す る個 々 の 薬 剤 のMIC値 は,OFLX:8

μg/ml,CPFX:0.5μg/ml,TFLX:2μglml,SPFX:2

μg/ml,LVFX:2μg/ml,NM394:0.5μg/mlで あ っ た 。

Trypticase(R),Soy Agar(BBL)培 地 上 にて18時 間 培

養 し たHR 52株 を生 理 食塩 水 に浮 遊 させ,所 定 の 菌 量

に 調 節 した もの を接 種 菌 液 と した 。pentobarbitalを マ

ウ ス腹 腔 内 に注 入 して 麻 酔 した 後,22G留 置 針 外 筒 を

用 い て 接 種 菌 液0.08mlを 気 管 内 に注 入 す る こ とに よ

りマ ウ ス 実 験 肺 炎 を 惹 起 した 。 感 染12時 間 後 よ り,生

理 食 塩 水 に 溶 解 し た 各 薬 剤 を 胃 ゾ ンデ を 用 い て1回5

mg/kg,1日2回 経 口投 与 し,7日 間 治 療 を 行 った 。 感

染7日 後の生存率にて各薬剤の治療効果を判定 した。

5.好 中球減少マウス肺炎モデルの作成

マウスにcyclophosphamide(CY)200mg/kgを 腹

腔内投与 し,好 中球数の減少がピー クとなる投与後3

日目に所定の菌量に調製 した菌液 を経気管的に接種 し

た。薬剤投与お よび治療効果判定はCY非 処理マウス

と同様に行った。

6.治 療成績の統計学的解析

各薬剤問の治療成績す なわちマウス生存率の比較に

はX2検 定およびFisher検 定を行い,P<0.05の ものを

有意差あ りと判定 した。

II.成 績

1.P.aeruginosaに 対す るin vitro抗 菌活性

臨床分離P.aeruginosa(100株)に 対する各種

NQsのMICをTable 1に 示 した。MIC50で 比較 した各

薬剤の抗 菌力の強 さは,CPFX=TFLX=NM394>

SPFX>LVFX>OFLXの 順 となってお り,CPFX,

TFLXお よびNM 394が 優れた抗菌力を示 した。 しか

しなが ら,MIC90は 高度耐性株の影響 もあ り,各 薬剤と

もに16μg/ml以 上 の高いMIC値 を示 した。特 に

TFLXの 場合,100株 中15%の 株がMIC>64μg/ml

の高度耐性株 となっていることか ら,他 薬剤に比較 し

てMIC90が 高値を示す結果 となった。

次に各薬剤のMIcと 菌株数を比較 した相関図をFig.

1に 示した。なお,各 相関図中の太線は日本化学療法学

会抗菌薬感受性測定法検討委員会報告10)に示 されたプ

レイクポイン ト理論値計算式 により算出された各抗菌

薬の臨床的Breakpoint MICを 示 したものであり,各

薬剤のMICがOFLX≦2μg/ml,CPFX≦2μg/ml,

TFLX≦1μg/ml,NM394≦1μg/mlで ある場合に,

各々の薬剤に対 して感受性ありと判断 した。

CPFXとNM 394の 比較では,感 受性分布からも分

かるように両薬剤 ともにほぼ同等な抗菌活性 を示 して

お り,ま た両薬剤に対 して耐性 を示 した株の割合は全

体の22%に とどまった。

Table 1.Comparative antibacterial activities of fluoroquinolones

against clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa

a) 100 strains of clinical isolates of P.aeruginosa were tested.

b) 50% and 90%,MICs at which 50,and 90% of the isolates are

inhibited,respectively.

c) The active form of prodrug NM 441
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(a)

MIC of CPFX(ƒÊg/ml)

(c)

MIC of OFLX(ƒÊg/ml)

(b)

MIC of OFLX(ƒÊg/ml)

(d)

MIC of CPFX(ƒÊg/ml)

Fig.1.Comparison of antibacterial activity among fluoroquinolones against clinical iso-
lates of Pseudomonas aeruginosa.

Correlation between(a)ciprofloxacin(CPFX)and NM 394,(b) ofloxacin
(OFLX)and NM 394,(c)OFLX and CPFX,(d)CPFX and tosufloxacin (TFLX).

The Breakpoint MIC values of each drug were indicated by bold lines in each fig-
ure.

OFLXとNM394と の比較では,OFLX耐 性株(44

株)の うち,NM 394感 受性株の占める割合は50%

(22株)で あった。

OFLXとCPFXと の比較では,OFLX耐 性株(44株)

に占めるCPFX感 受性株の割合は47.7%(21株)と

なってお り,こ れは先述のNM 394と 比較 しても大差

ない成績であった。

CPFXとTFLXを 比較すると,両 者はほぼ同等な抗

菌力を有 してい るものの,CPFXに 比 してTFLXの

MICが8倍 以上高い値 を示す群が10株 認められた。

これらの株に対 しては他の薬剤 もbreakpointを 大きく

上回る高いMICを 示 してお り,多 剤耐性株 となってい

た。

2.P.aeruginosa呼 吸器感染マウスを用いた各

NQsの 治療効果の比較

1)正 常マウス肺炎モデルに対する治療効果

接種菌量 を5x108CFU/mouseに 設定し,1群12匹

としてCPFX,LVFXお よびNM 441に て治療 した場

合のマウス生存曲線 をFig.2に 示した。

Days after challenge

CPFX:ciprofloxacin,LVFX:levofloxacin

Fig.2.Therapeutic effects of fluoroquinolones on experi-

mental pneumonia in ddY mice infected with

Pseudomonas aeruginosa HR 52(5•~108CFU/mouse).

All drugs were administered orally twice a day for 7

days after infection(5mg/kg/dose).
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治療群の生存率は各々CPFX:83%,LVFX:75%お

よびNM 441:75%と なってお り,各 薬剤問で治療成績

に有意差は認め られなかった。また治療群 と未治療群

との問にも生存率の有意差は認め られなかった。

2)CY処 理マウス肺炎モデルに対する治療効果

接種菌量を8x106CFUlmouseに 設定し,1群10匹

としてOFLXお よびNM 441に て治療 した場合のマウ

ス生存曲線をFig.3に 示 した。

NM 441治 療群およびOFLX治 療群の生存率は各々

70%,50%で あ り,2薬 剤問で生存率の有意差は認め

られなかった ものの,未 治療群に比較 してNM 441治

療群には生存率の有意差が認められた(P<0.05)。

次に接種菌量 を9×107CFU/mouseに 設定 し,1群

12匹 としてCPFX,LVFXお よびNM 441に て治療 し

た場合のマウス生存曲線をFig.4に 示 した。

未治療群は菌接種後4日 目までに全例が死亡 した。

摘出 した肺をホモジナイズしたものか らはP.aerugi-

nosaが 分離 され,コ ロニー性状,血 清型お よび薬剤感

受性試験の結果か ら接種菌 と同一菌株であることが確

認された。

治療群 での生存率を比較すると,NM 441,CPFX,

LVFXの 順に生存率が高 く各々67%,33%,25%で

あ り,NM 441治 療群 とCPFX治 療群の問で生存率に

有意差を認めなかったが,NM 441治 療群 とLVFX治

療群では有意差が認められた(P<0.05)。

III.考 察

NQsはP.aerumginosa感 染症において良好な治療効

果を期待 しうる選択薬剤のひとつである。 しか しなが

Days after challenge

OFLX:ofloxacin

Fig.3.Therapeutic effects of fluoroquinolones on experi-

mental pneumonia in neutropenic mice infected with

Pseudomonas aeruginosa HR 52(8•~106CFU/

mouse).

Neutropenia was induced by the single intraperi-

toneal administration of cyclophosphamide(200

mg/kg),two days previous to the infection.Drug

administration was the same as in the Fig.2 legend.

ら,近 年本薬剤の使用頻度が増すのに伴い,耐 性菌の

増加が懸念 されてお り,臨 床上重要な問題 となってい

る。

NQsは 細菌DNA gyrase活 性 を阻害することにより

抗菌作用 を示 し,薬 剤間での細菌DNA gyraseに 対す

る阻害活性 の差が個々の薬剤の抗菌力の差 として表れ

る6,13～16)。

NQsに 対す るP.aeruginosaの 耐性化機構 として

DNA gyraseの サプユニ ット蛋白質の変異や菌体膜薬剤

透過性の減少が知 られてお り,NQs耐 性菌では相互に

交差耐性 を示す例が少なくないとされているが11,12),臨

床分離株のなかには必ず しも交差耐性を示 さない株も

存在する。

NQsはP.aeruginosaに 対して優れた抗菌活性を有

す るものが多 く,P.aeruginosa感 染症における抗菌

薬療法 に際 して重要な選択薬剤 となっている。 したが

ってP.aeruginosaに 対す る各NQsの 抗菌力の差異を

把握 してお くことは重要であると考えられる。

今回の我々の検討では,in vitroに おいてNM 394

(NM 441の 活性本体)お よび既存薬のCPFXが 各種臨

床材料よ り得 られたP.aeruginosa新 鮮分離株に対し

ても優れた抗菌活性を有することが確認 されたが,こ

れは既報15,16)とほぼ同様の結果となっていた。

またNQs全 体でみても,一 部 の高度耐性株を除いて

必ずしも交差耐性 を示さない株も存在することから,P.

aeruginosaに 対 してNQsを 使用する際には,可 能な

限 り薬剤感受性試験を施行 し,個 々の薬剤に対する耐

性度の違いを把握すべ きであると考えられる。

In vivoに おける抗菌力の比較では,マ ウスに対する

CY処 理の有無により治療成績に差がみ られたことが特

徴であろう。

正常マ ウスでは,治 療群 と未治療群 との間に生存率

Days after challenge

CPFX:ciprofloxacin,LVFX:levofloxacin

Fig.4.Therapeutic effects of fluoroquinolones on experi-

mental pneumonia in neutropenic mice infected with

Pseudomonas aeruginosa HR 52(9•~107CFU/mouse).
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の差が認め られなか ったが,こ れは気道局所の感染防

御機構により,気 道内に到達 したP.aeruginosaが 容

易に排除されたことで,治 療の有無による差がみ られ

なかったもの と考え られる。 また薬剤間において も治

療効果の差がみ られなかったことに関して,NQsと 好

中球をは じめ とする食細胞 との協調作用が存在するた

めに各薬剤問のin vitroに おける抗 菌活性の差が必ず し

も反映されなかったことによる影響 と推察された。
一方,CY処 理を行った好中球数減少マウスにおける

治療効果の比較では各薬剤 の本来の抗 菌活性が反映さ

れると考えられるが,今 回の検討ではNM 441が 優れ

た治療効果を示 した。

実験 に用いたHR 52株 に対する各NQsのMICを 比

較すると,CPFXお よびNM 394が もっとも優れた抗

菌活性 を示 し,LVFXは それらに比較 して劣る成績 と

なっていたが,in vivoに おける成績 をみて もNM 441

にはLVFXを 上回る優れた治療効果が認められた。
一方

,CPFXはNM 394と 同等のMIC値 を示 してい

たにもかかわ らず,NM 441程 の治療効果が認められ

なかったことに関 して,今 回の検討では確認 していな

いが,マ ウス肺 における両薬剤の組織移行性の差17)が

影響をおよぼした可能性が考えられた。

選択薬剤の限られているP.aeruginosa感 染症の治

療に際 して,OFLXあ るいはLVFXに 対する感受性の

低下 した株 に対 して,既 存薬であるCPFXに 加 えて,

新規薬剤であるNM 441もCPFXと 同等もしくはそれ

以上の優れた治療効果を期待 しうる選択薬剤 になるも

のと考えられた。
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In vitro and in vivo antimicrobial activities of new fluoroquinolones against

Pseudomonas aeruginosa
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We investigated the in vitro and in vivo antimicrobial activities of new fluoroquinolones against

Pseudomonas aeruginosa.The in vitro antimicrobial activities of ofloxacin(OFLX),ciprofloxacin

(CPFX),tosufloxacin(TFLX),sparfloxacin(SPFX),levofloxacin(LVFX) ,and NM 394,the active

form of prodrug NM 441,were examined against 100 clinical isolates of P.aeruginosa.The

MIC50s for CPFX,TFLX and NM 394(0.25 ƒÊg/ml)were superior to that of LVFX (1.0 ƒÊg/ml)and

OFLX(2.0ƒÊg/ml).The in vivo therapeutic efficacies of fluoroquinolones(OFLX,CPFX,LVFX,

and NM 441)were evaluated by using a normal and a neutropenic murine model of P.aerugi- 

nosa pneumonia.Neutropenia was induced by the single administration of cyclophosphamide at a

dose of 200 mg/kg of body weight on day 0. Experimental pneumonia was established by intratra-

cheal inoculation of P.aeruginosa on day 3. Antibiotics were administered orally twice a day for

7 days after bacterial challenge.There was no significant difference between the therapeutic

effects of CPFX,LVFX,and NM 441 when using normal ddY mice. However,when neutropenic

ddY mice were infected with 9•~107 CFU of P.aeruginosa,the survival rates of mice were 67%,

33%,and 25% after treatment with NM 441,CPFX,and LVFX, respectively.The difference in

survival rates between the NM 441-treated group and the LVFX-treated group was statistically

significant (P<0.05).These results suggest that NM 441 has potent antimicrobial activity against

P.aeruginosa which shows reduced susceptibility to other fluoroquinolone agents.


