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NM441の 細菌学的検討
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新 規 プ ロ ド ラ ッ グ 型 キ ノ ロ ン 系 合 成 抗 菌 薬NM441の 活 性 本 体 で あ るNM394のStmphylococcus au-

reus,methicillin-resistant S.aureus(MRSA),高 度 耐 性MRSA,coagulase-negative staphylococci

(CNS）,Streptococcus pyogenes,Streptococcus pneumontae,Enterococczts faecalis,Enterococczcs

faecium,Escherichta coli CS2(R+),Klebsiella pneumoniae,Proteus mivabilis,Proteus vulgaris,

Morganella morganii,Providencia rettgeri,Citrobacter freundii,Servatia marcescens,Enterobactei

cloacae,Pseudomonas aerzrginosa(1987年 分 離),P.aerzrginosa(1991年 分 離),Burkholderia cepacta,

StenotroPhomonas maltophilin,Acinetobacter calcoaceticus,ampicillin-resistant Haemophilus influ-

enzaeお よ びBacteroides fragilisの21菌 種10～66臨 床 分 離 株 に 対 す るMIC90は そ れ ぞ れ25,1.56,

100,0.39,0.39,1.56,1.56,1.56,0.2,0.1,0.1,0.025,0.2,25,0.39,1.56,0.39,1.56,1.56,

12.5,6.25,3.13,0.05お よ び25μg/mlで あ っ た 。NM394は 腸 内 細 菌 科 の 菌 種 を 含 む 多 く の グ ラ ム 陰

性 菌 に 対 し て 被 検 薬 剤(ofloxacin(OFLX),norfloxacin,ciprofloxacin,tosufloxacin,sparfloxacin

(SPFX))中 最 も優 れ た 抗 菌 力 を 示 し た 。 マ ウ ス 培 養 マ ク ロ フ ァ ー ジ と の 協 力 的 食 菌 作 用 は 比 較 的 弱 く,

1/2MIC以 上 のNM394存 在 下 に お い て の みE.coli細 胞 は よ く食 菌 消 化 さ れ た 。NM394のCHO-K1,

HeLa,IMR-32細 胞 に 対 す る 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 はOFLXよ り強 く,SPFXと 同 程 度 で あ っ た 。
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NM441は 日本新薬株式会社で合成 され,明 治製菓株式会

社と共同開発されたプロドラッグ型のキノロン系合成抗菌薬

である。NM441は 経 口投与後小腸上部 よ り吸収され,オ キソ

ジオキ ソレニル メチル基 が離脱 す るこ とに よ り活性 本体

NM394と な る。NM394は グラム陽性菌,グ ラム陰性菌 に対

し幅広い抗菌スペ ク トルをもち,特 に緑膿菌 に対 して強 い抗

菌力を示すことが報告 されている1～3)。本 研究では,活 性本体

NM394の 基 礎的研究 として各種臨床分離株 に対する試験管

内抗菌力,マ ウス培養マクロファージとの協力的食菌作用,お

よび培養動物細胞に対する増殖抑制作用について検討 した。

I. 材 料 および方法

1. 使 用 薬剤

NM394は 明 治製菓 株式 会社 ・日本新 薬株 式会社 か ら

分与 され た純 末 を使 用 した。対照 薬剤 としてofloxacin

(OFLX:第 一 製薬),norfloxacin(NFLX:杏 林 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)の 純末 を使 用 した。

2. 被 検 菌株

順天堂大学付属 病院 中央検 査室 お よび東 京都老人研究

所付属病院 中央検 査室 か ら分与 された21菌 種10～66株

(1987～1991年 分 離)を 使 用 した。 な お,R因 子 保 有

Escheriohia coliは,E .coli CS2に 順 天堂大 学付属病院

中央検査 室 の臨床 分離 株 か ら得 られ たR因 子 を当教室

で接合伝 達 した もので ある。

3. 最 小 発育 阻止濃度(MIC)の 測 定法

日本化学療 法学会法4)に よる平 板希 釈法 で測定 した。

すなわ ち被検 菌 をL-broth中 で 一夜振 盪培養 し,グ ラム

陽性 菌 は100倍 に,グ ラム陰性菌 は1,000倍 に 希釈 し,

これ を106CFU/mlの 接 種 菌 液 と した。 ミク ロ プ ラ ン

ター(佐 久間製作所)を 用い,接 種菌 液 を0.013～100μg/

mlの 薬 剤 を含 むMueller Hinton agar(Difco)に ス ポ ッ

ト接種 し,37℃ 一 夜培 養後,菌 増殖 の有 無 によ りMICを

求 め た。た だ し,Streptococcus pyogenesは 前 培 養 に

Heart infusion(HI)broth,MIC測 定 に5%羊 脱 線 維

血液加HI agar(羊 血 液 寒天平板)を 使 用 した。Strepto-

coccws pneumonineは 羊 血 液寒天平板 に発育 した菌 をか

きと り,L-brothに108CFU/mlと な るように浮遊 した

菌液 を希釈 して接種菌液 と し,MIC測 定 に羊血液寒 天平

板 を使 用 した。Haemophilus influenzaeは 前 培養 に5%

Fildes Extract(OXOID)加HI broth,MIC測 定 に5%

Fildes Extract(OXOID)加HI agarを 使 用 した。Bacte-

roides fragilisは 前 培養 にGAM broth(日 水),MIC測

定 にGAM寒 天 を使 用 し,ガ スパ ック法(BBL)で 嫌 気

培 養 した。

4. マ ウ ス培 養 マク ロフ ァー ジ との協 力的食 菌作 用

5週 齢 のICR雄 マ ウ ス の 腹 腔 を8mlの10%fetal

calf serum加F12培 地(日 水)で 洗 って 腹 腔 マ ク ロ

フ ァー ジを採取 した。低 速遠 心で集 め,1回 洗浄後
,新

鮮 同 培 地 中 に105cells/mlに な る よ うに 浮 遊 した。 カ
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バ ー ス リップを沈 めた24穴CORNING multidishの 各

wellに 細 胞 浮遊液0.1ml(104cells)を 接 種 し,5%CO2

存 在 下で30分 静 置後,同 培地 を1mlず つ加 え,一 夜CO2

培 養 し た。翌 日培 地 を 除 き20%L-CM(conditioned

medium L-929)5)加F12培 地1mlと 交 換 し,2時 間CO2

培 養 を行 って マ クロ ファー ジを活性 化 した。 これ にE.

coli NIHJ JC-2一 夜 培 養液 を希釈 した もの をマ ク ロ

ファー ジの50倍 量(5×105cells/well)接 種 し,一 部 の

wellに はNM394を1～1/8MICに な る よ うに加 えて

5%CO2存 在 下 で5時 間培養 を行 った。 カバ ース リッ

プ を取 り出 してsaline Gで 洗 浄 し,メ タ ノールで固定後

Giemsa染 色 を行 い光学像 を撮影 した。

5 培 養動物細胞 に対 す る増殖抑制作 用の検 討

教室 保存 のハ ム ス ター由来CHO-K1細 胞,HeLa細

胞,ヒ ト神 経芽 細 胞 腫IMR-32細 胞 を10%fetal calf

serum加F12培 地 で,5%CO2存 在 下37℃7日 間

CORNING culture bottle中 で培 養 した。培養後0.5mM

EDTA加0.05%trypsinで37℃5分 間処 理 し細胞 をは

が した。低速遠 心で細胞 を集 め,trypsinを 除 いて10%

fetal calf serum加F12培 地 に再浮遊 した もの を24穴

CORNING multi dishに1×104cells/ml/wellず つ 接

種 した。各wellに1mlの10%fetal calf serum加F12

培 地,あ るいは0.2～200μg/mlのNM394,OFLXま た

はSPFXを 含 む同培地1mlを 添 加 し,5%CO2存 在 下

37℃4日 間培 養 した。培 養後,各wellの 培 地 ・浮遊細胞

を除 き,0.5mM EDTA加0.05%trypsinで37℃5分

間処 理 して生細 胞 をは が した。Trypsinを 除 いた後,

ISOTON液 に再 浮 遊 してCoulter counterで 細 胞 数 を

自動測定 した。薬 剤無 添加時 の細胞 数 を100と し,薬 剤

添加時の相対細胞 数 を求 めた6)。

II. 成 績

1 NM394の 試 験管 内抗菌力

各種臨床分離株 に対す るNM394の 試 験 管 内抗菌 力 を

Table 1に 示 した。1988年 に分離 されたStaphylococcus

aureus 66株 に 対 す るNM394のMIC90は25μg/mlで

CPFXと 同 等,NFLX(:100μg/ml)よ り4倍 優 れて い

た が,OFLX(:12.5μg/ml),SPFX(=12.5μg/ml),

TFLX(=6.25μg/ml)よ り2～4倍 劣 る成 績 だ った。

1981年 に 分 離 さ れ たmethicillin-resistant S.aureas

(MRSA)47株 に 対 す るNM394のMIC90は1.56μg/

mlでOFLXと 同 等,CPFXよ り2倍,NFLXよ り8倍

優 れていたが.TFLX,SPFXよ り4～8倍 劣 っていた。

1987年 に 分 離 され た高 度 耐 性MRSA64株 に 対 す る

NM394のMIC90は100μg/mlでCPFX,NFLXよ り優

れ ていたがOFLX,SPFX,TFLXよ り4～16倍 劣 る成

績 だった。Coagulase-negative staphylococci(CNS)

41株 に対 す るNM394のMIC90は0.39μg/mlでSPFX

よ り2倍 劣 るが,TFLXと 同 等,CPFX,OFLX,NFLX

よ り2～16倍 優 れて い た。S.pyogenes 48株 に 対 す る

NM394のMIC90は0.39μg/mlでSPFX,TFLXと 同

等でCPFX,OFLX,NFLXよ り2～8倍 優 れ ていた。

S.pneumontae 18株 に対 す るNM394のMIC90は1.56

μg/mlでCPFXと 同 等,OFLX,NFLXよ り4～8倍 優

れていたが,SPFX,TFLXよ り4倍 劣 る成績 だ った。

Table 1. Antibacterial activities of NM394 and reference drugs against clinical isolates
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Table 1. Continued
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Table 1. Continued
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Enterococous faecalis 37株 に 対 す るNM394のMIC90

は1.56μg/mlでCPFXと 同 等,OFLX,NFLXよ り2～

4倍 優 れ てい たが,SPFX,TFLXよ り2倍 劣 って い

た。Enterococcus faecium 41株 に 対 す るNM394の

MIC90は1.56μg/mlでSPFXに は2倍 劣 るが.他 の薬

剤 よ り2～4倍 優 れて いた。E.coli CS2(R+)43株 に

対するNM394のMIC90は0.2μg/mlで,他 剤 よ りも2

～4倍 優れ ていた。Klebsiella pneumoniae 47株 に対 す

るNM394のMIC90は0.1μg/mlで 被 検 薬 剤 中 最 も強

く,2～16倍 優 れ ていた。Proteus mirabilis 48株 に対 す

るNM394のMIC90は0.1μg/mlでCPFXと 同 等,

OFLX,NFLXの2倍,SPFX,TFLXの4倍 優 れ た抗

菌力を示 した。Proteus vulgaris 54株 に対 す るNM394

のMIC92は0.025μg/mlで 被 検薬剤 中最 も優 れ,他 剤 よ

り4～32倍 強 い抗菌力 を示 した。Moranella morganii

49株 に 対 す るNM394のMIC90は0.2μg/mlでCPFX

と同等,NFLX,OFLX,SPFX,TFLXよ り2～8倍

優れていた。Providencia rettgeri 45株 に対 す るNM394

のMIC90は25μg/mlで 他 の薬剤 の2～4倍 以上 優 れ て

い た。Citrobacter freundii 50株 に 対 す るNM394の

MIC90は0.39μg/mlで 被 検薬 剤 中最 も優 れ,4～16倍

強 い抗菌力 を示 した。Serratia marcescens 50株 に対 す

るNM394のMIC90は1.56μg/mlでSPFX,CPFX,

TFLXと 同 等,OFLX,NFLXよ り4～8倍 優 れて い

た。Enterobacter cloacae 50株 に 対 す るNM394の

MIC90は0.39μg/mlで,他 剤 よ り4～32倍 優 れ た成 績

だった。1987年 に 分離 され たPseudomonas aeruginosa

50株 に 対 す るNM394のMIC90は1.56μg/ml,ま た,

1991年 に 分 離 さ れ たPaeruginosa 32株 に 対 す る

NM394のMIC90も1.56μg/mlで 被 検 薬剤 中最 も優 れ,

そ れ ぞれ他 剤 の2～16倍,8～64倍 強 い抗菌 力 を示 し

た。Buzkholderia cepacia 33株 に 対 す るNM394の

MIC90はNFLXと 同 じ く12,5μg/mlで,OFLX,

CPFX,TFLX,SPFXよ り も2～8倍 劣 る成績 だ った。

Stenotrophomonas maltophilia 47株 に 対 す るNM394

のMIC90は6.25μg/mlでCPFXと 同 等,NFLXの2倍

優 れ,OFLX,TFLX,SPFXよ り2～16倍 劣 っ ていた。

Acinetobacter calcoaceticus 41株 に 対 す るNM394の

MIC90は3.13μg/mlでNFLXよ り も4倍 優 れ て い る

が,OFLX,CPFXよ り2倍,SPFX,TFLXよ り8倍

劣 る成績 だった。Ampicillin-resistant H.influenzae 10

株 に 対 す るNM394のMICg。 は0.05μg/mlでOFLX,

SPFXと 同 等,NFLXよ り2倍 優 れ,TFLX,CPFXよ

り も2～4倍 以上 劣 る成 績 だ った。B.fragilis 38株 に

対 す るNM394のMIC90は25μg/mlでCPFXと 同 等,

NFLXよ り2倍 優 れ,OFLX,SPFX,TFLXよ り4

～16倍 劣 っていた。

2.マ ウス培養 マ クロフ ァー ジとの協力的食 菌作用

E.coli NIHJ JC-2に 対 す る1～1/8MICのNM394

存 在 下 での マ ウ ス培 養 マ ク ロ ファー ジの食 菌像 をFig.

1a～1eに 示 した。NM394非 存 在 下 で は培 養 マ ク ロ

ファー ジは生体 内 ほ どの殺 菌作 用 を もた な いため,Fig.

1aの よ うに細胞 内で増殖 したE.coliが マ ク ロファー ジ

を破壊 してい る像が観察 された。1MIC(=0.013μg/ml)

～1/2MICのNM394存 在 下 で はFig .1b,1cの よ うに

薬剤 の影響 に よってフ ィラメ ン ト化 したE.coliが マ ク

a .withou tdrug b.1MIC c 1/2MIC

d. 1/4MIC e .1/8MIC

Fig.1.Phagocytosis of Escherichia coli NIHJ JC-2 by mouse cultured macrophage in the presence of NM394
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ロ フ ァー ジに よ く食菌,消 化 され た像 が み られ た。1/4

MIC存 在 下で はFig.1dの よ うにマ クロファージの殺菌

力 とE.coliの 増 殖力が ほぼ平行 してお り,1/8MIC存

在 下 ではFig.1eの よ うにE.coliの 増 殖力 が優 るため,

薬 剤無添 加時 と差が認 め られ なか った。

3. 培 養 動物細胞 に対 す る増殖抑制作 用の検 討

種 々の濃度の薬剤存在下 でCHO-K1,HeLa,IMR-32

細 胞 を4日 間培養 した ときの細 胞数 の変動 を薬 剤無添加

時 の細胞 数 を100と し て薬 剤添 加時 の 相対 数 を求 め,

Fig.2a～2cに 示 した。CHO-K1細 胞 に 対 し て はFig.

2aに 示 す ようにNM394,OFLX,SPFXと もに10μg/

ml添 加 時 まで は増殖 にほ とん ど影 響 を与 え ないが,50

μg/ml添 加 時で はOFLXが 薬 剤無 添加 時の約60%の 細

胞 数であ ったの に対 し,NM394とSPFXで は それ ぞれ

10%,18%に 減 少 した。HeLa細 胞 に対 してはFig.2bに

示 す よ うに,10μg/ml添 加 時で はOFLXは 増 殖 に影響

を与 えな いが,NM394は 約80%,SPFXは 約65%に 細

胞 数が減 少 し,50μg/ml添 加 時 ではOFLXが 無 添加 時

の約60%の 細 胞 数であ ったの に対 し,NM394とSPFX

は10%以 下 に減 少 した。IMR-32細 胞 に対 して はFig-

2cに 示 す よ う に,10μg/ml添 加 時 で はNM394は

OFLX,SPFXと 同程 度で あったが,50μg/ml添 加 時 で

はOFLXは 無 添 加 時 の 約40%,NM394,SPFXは 約

10%,約15%に 細 胞数が減少 した。

III. 考 察

NM394は グ ラム陽性菌,グ ラム陰 性菌 に対 し幅 広 く

優 れた抗菌 力 を示 した。 グラム陽性菌 の うちMRSAを

含 むブ ドウ球菌 に対 し,本 剤 はSPFX,TFLXに2～8

倍 劣 るものの,CPFX,OFLXと ほ ぼ同等で,NFLXよ

り も優 れ た 抗 菌 力 を示 した。S.pyogenesに 対 す る

NM394のMIC50,MIC90はTFLX同 様 他 剤 よ り2～8

倍 優 れていた。S.pneumoniae,E.faecalisに 対 す る本

剤 のMIC90はCPFXと 同等,OFLX,NFLXよ り優れ,

SPFX,TFLXに は劣 っていた。E.faeciumに 対 しては

SPFXに は劣 る ものの,他 の薬 剤 よ り優 れ ていた。グラ

ム陰性菌 に対 してNM394は 他 のニ ュー キ ノロ ン剤 に比

べ強 い抗菌 力を示 し,特 に腸 内細菌 科 の菌種 において,

被 検薬剤 中最 も優 れていた。1987年 分 離 の緑 膿菌 に対 す

るNM394のMIC50,MIC90は 被 検 薬剤 中最 も小 さ く,

さ らに耐性度 が増 した1991年 分 離 の緑膿 菌 に対 して も

NM394のMIC50はCPFX,TFLXと 同 等,MIC90は 他

剤の8～64倍 と優 れて いた。マウス培養 マ クロフ ァージ

との協力的食菌作 用は,1/2MIC以 上 の本 剤存在下 にお

いて認 め られ たが,こ れ は既存 のニ ュー キ ノロン と比べ

同等あ るいは若干弱 かった。培養動 物細胞増 殖抑制作用

は最 も弱 い といわ れ るOFLXに 比 べ,SPFXと 同 様 に

a.CHO-K1 cells b.HeLa cells

c.IMR-32 cells

Fig. 2. Influence of NM394, ofloxacin and sparfloxacin on the growth of mammalian cultured cells
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比較的強い値 を示 した。しかし,NM394は 低濃度で優れ

た抗菌力を有するため,投 与量について十分な検討 を行

えば臨床的に高い効果が得 られることが期待できる。
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In vitro antibacterial activity of NM441
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The in vitro activity of NM394, the active form of a novel oral prodrug type fluoroquinolone NM441,

was compared with that of ofloxacin (OFLX), norfloxacin, ciprofloxacin, tosufloxacin, and sparfloxacin

(SPFX). The MIC90S of NM394 against clinical isolates of Staphylococcus aureus, methicillin-resistant S.

aureus (MRSA), high-level MRSA, coagulase-negative Staphylococci, Streptococcus pyogenes, Strepto-

coccus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli CS2(R1, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter

freundii, Serattia marcescens, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa(1987), P. aeruginosa(1991),

Burkholderia cePacia, Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus, Haemophilus influenzae,

and Bacteroides fragilis were 25, 1.56, 100, 0.39, 0.39, 1.56, 1.56, 1.56, 0.2, 0.1, 0.1, 0.025, 0.2, 25, 0.39,

1.56, 0.39, 1.56, 1.56, 12.5, 6.25, 3.13, 0.05, and 25ƒÊg/ml respectively. NM394 showed a broad antibacteri-

al activity against both gram-positive and gram-negative bacteria. Against most species of Enterobacteria-

ceae, NM394 showed superior activity to the other tested quinolones. The synergistic bactericidal effect

of NM394 with mouse cultured macrophages was comparatively weak; the cells of E. coli were engulfed

and digested by mouse cultured macrophages in the presence of greater than 1/2 MIC of NM394. The

cytostatic activity of NM394 against CHO-K1, HeLa and IMR-32 mammalian cultured cells was greater

than that of OFLX, and was similar to that of SPFX.


