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新規経 口キノロン薬NM441の 細菌学的評価
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NM441は 新 規 の チ ア ゼ トキ ノ リン骨 格 を有 す る プ ロ ドラ ッ グ型 経 口 キ ノ ロ ン薬 で あ る。 そ の 抗 菌 活

性 本 体NM394のin vitro抗 菌 力 を 対 照 薬(norfloxacin(NFLX),ofloxacin(OFLX),levofloxacin

(LVFX),ciprofloxacin(CPFX),fleroxacin(FLRX),tosufloxacin(TFLX),sparfloxacin(SPFX))

と比 較 した 。使 用 菌 株 は当 院 に お け る臨 床 分 離 新 鮮株 で,グ ラ ム 陽性 球 菌270株,腸 内細 菌 科 菌 群297株,

ブ ドウ糖 非 発 酵 グ ラ ム陰 性 桿 菌148株 お よ び嫌 気性 菌54株 で あ る。

NM394はStreptococcus属,Enterococcus属 に対 して,対 照 薬 の うちOFLX,CPFXと 同 等 の 抗 菌 力

を示 した 。Enterococcus faeciumに 対 す るNM394のMIC90%は1.56μg/mlで,検 討 薬 中最 も優 れ て い

た 。 しか し,本 薬 のStaphylococcus属 に対 す る抗 菌 力 はLVFX,TFLX,SPFXよ り劣 り,メ チ シ リ ン

感 受 性 お よ び メ チ シ リ ン耐 性Staphylococcus aureusに 対 す るNM394のMICs90%は そ れ ぞ れ1.56,50

μg/mlで あ った 。 腸 内 細 菌 科 菌 群 に 対 す るNM394の 抗 菌 力 は 良 好 でEscherichia coli,Citrobacter

diverszcs,Klebsiella oxytoca,Enterobacter aerogenes,Proteus mimbilts,Protezcs vulgaris,Morganella

morganiiに 対 して は検 討 薬 中最 も良好 な抗 菌 力 を 示 し た。 同 じ くPseudomonas aenginosa,Haemo-

philus influenzaeに 対 す る本 薬 のMICs90%は そ れ ぞ れ0.39,≦0.05μg/mlで,検 討 薬 中最 も良好 で あ った 。

E.coli,Klebsiella pneumontae,P.aeruginosaの 各 々3株 ず つ を用 い てNM394のpostantibiotic

effect(PAE)を 測 定 した 結 果,そ れ ぞれ1.4,1.8,1.9hを 示 し,対 照 薬(NFLX,OFLX,CPFX)と

ほ ぼ 同 程 度 で あ っ た 。Teflon sheet表 面 に形 成 させ たP.aeruginosaのbiofilm形 成 菌(sessile cells)

に対 して,NM394あ る い はマ ク ロ ラ イ ド薬(erythromycin,clarithromycin)の そ れ ぞ れ 単 独 で は殺 菌

作 用 は なか っ た が,両 系 統 薬 の 併 用 に よ り相 乗 的 殺 菌 作 用 が み られ た 。
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NM441は6-フ ル オ ロキ ノロ ン骨 格 の1位 と2位 に硫 黄

を含 む4員 環架橋 構造 とした チア ゼ トキノ リン型 の新 規 プ ロ

ドラ ッグ型 経 口抗菌薬 で,経 口投 与後 小腸上 部 よ り吸 収 され

て,体 内 では抗 菌活性 本体NM394と して作 用 す る。 本薬 は

グ ラム陽性 菌,腸 内細菌 科菌 群,Pseudomonas aeruginosaを

は じめ とす るブ ドウ糖 非発 酵 グラム陰性 桿菌,お よび抗 酸 菌

も含 めた幅 広 い抗 菌 スペ ク トル を有 して お り,DNAgyrase

を阻害 して殺 菌 的 に作 用す る1～3)。今 回,当 院 にお いて各種 の

臨床 材料 か ら分離 され起 炎菌 と推定 された新鮮 分離 菌 に対 す

るNM394のin vitzo抗菌 力,postantibiotic effect(PAE)を

検討 した。ところで近年,ヒ ト体 内へ挿入 ・留置す る各種 の医 用

材料 ・器材 が 開発 され多 くの臨 床的有 用性 が認 め られ るが,そ

の 医 用器 材 表 面 に種 々の細 菌 が付 着 して特 有 のglycocalyx

を産 生 し,強 固 なbiofilmを 形 成 す る こ とが 大 きな 問 題 と

な って い る4,5)。Biofilm形 成菌(sessilecell)は 各種 の抗菌 薬 ・

消毒薬 ある いは ヒ ト生体 防御因子 に高度 の抵 抗性 を示 す こ と

か ら除 菌.殺 菌 は困難 で,種 々の慢性 型 ・難 治性 感染症 を起 こ

す6～8)。そ こで今 回,医 用材料 と してTeflon表 面 に形 成 させ

たP.aeraginosaのbiofilmに 対 す るNM394あ るい はマ ク

ロ ライ ド薬 との併 用 に よる殺 菌作 用の有 無 を検 討 した。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 菌 株

当 院 に お い て1993年 に各 種 臨 床 材 料 か ら分 離 さ れ た

新 鮮 菌 株861株 を用 い た。Staphylococczcs aureusお よび

Staphylococczcs epidermidisに つ い て は,methicillin

(DMPPC)感 受 性 菌(MIC≦1.56μg/ml)とDMPPC耐

性 菌(MIC≧25μg/ml)に 分 け た 。

2 使 用 抗 菌 薬

NM394(日 本 新 薬,明 治 製 菓)の 他 に,対 照 薬 として

nOrfloxacin(NFLX,杏 林 製 薬),ofloxacin(OFLX,第

一 製 薬)
,levofloxacin(LVFX,第 一 製 薬),ciprofloxacin

(CPFX,バ イ エ ル 薬 品),tosufloxacin(TFLX,富 山化

学),fleroxacin(FLRX,杏 林 製 薬),sparfloxacin

(SPFX,大 日本 製 薬),nalidixicacid(NA,第 一 製 薬),

マ ク ロ ラ イ ド薬 と し てerythromycin(EM,塩 野 義 製

薬),clarithromycin(CAM,ダ イ ナ ボ ッ ト・大 正 製 薬)

を用 い た 。

3. 抗 菌 力 測 定 法

日 本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に よ り最 小 発 育 阻 止 濃 度

(MIC)を 求 め た9～11)。使 用 培 地 はMueller-Hinton培 地

* 〒216川 崎市宮前 区菅生2 -16-1
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(BBL)を 基 礎 培 地 と し,Streptococcus属,Enterococcus

属 に は ヒ ツ ジ脱 繊 維 血 液(コ ー ニ ン グ)を 終 濃 度10%

(V/V)に,Staphylococcus属 に はNaClを 終 濃 度2%

(W/V)に 添加 した 。Bacteroides属,Clostridium difficile

の場 合 に はGAM寒 天 培 地(日 水)を 用 い た12)。

4. PAEの 検 討

Escherichia coli,Klebsiella pneumoniaeお よ びP.

aenrginosaの そ れ ぞ れ3株 を 用 い,PAEを 検 討 した13)。

被験 菌(106CFU/ml)をNM394お よ び対 照 薬 と し た

NA,NFLX,OFLX,CPFXの そ れ ぞれ2倍MIC濃 度

で37℃,2時 間接 触 させ た 後,membrane filter(milli-

pore,φ0.23μm>を 用 い て 抗 菌 薬 を 洗 浄 ・除 去 し た 。

37℃ にて振 盪 培 養 し,0,1,2,3,4時 間 後 に 生 菌

数 を測定 した。PAEは 薬 剤 除 去 後 に生 菌 数 が1109増 加

す る時 間 か ら薬 剤 無 添加 の コ ン トロー ル 培 養 で 生 菌 数 が

110g増 加 す る時 間 を差 し引 い た時 間(h)と した14)。

5 P.aerzrginosa sessile cellsに 対 す るNM394と

マ ク ロ ラ イ ド薬 の 相 乗 的 殺 菌 作 用

Teflonsheet(1cm2)を 混 入 したtrypticase soy broth

(BBL)にP.aerzrginosa SMU9001株 を106CFU/mlに

接種 し37℃ にて5日 間 培 養 し た。Teflon表 面 に強 固 に

付 着 した菌 をsessile cells,付 着 しな い で培 地 中 に浮 遊

してい る菌 をfloating cellsと した 。NM394,マ ク ロ ラ

イ ド薬(EM,CAM)を そ れ ぞれ 単 独,あ る い は両 系 統

薬 を併 用 して 各 濃 度 に含 ん で い るtrypticase soy broth

中 にTeflonsheetを 移 植 し,37℃ で 保 温 し てTeflon

sheet表 面 のsessile cellsの 生 菌 数 を経 時 的 に測 定 した15)。

II. 成 績

1. NM394のin vitro抗 菌 力(Table 1)

Streptococcus属 に 対 す るNM394のMIC rangeは

0.2～3.13μg/mlの 範 囲 に あ り,Streptococcus pneumo-

niae,Stroptococcus pyogenes,Streptococcus agalactiae

に対 す るNM394のMICs90%は い ず れ も1 .56μg/mlで,

OFLX,CPFXと ほ ぼ 同 等 の 抗 菌 力 で あ っ た 。Entero

cocczcs属 に対 す るNM394のMICは 菌 種 に よ り大 き く

異 な った。Enterococcus faecalis,Enterococcus avium

に 対 す るMIC rangeは そ れ ぞ れ0.39～50μg/ml,

0.39～200μg/ml以 上 の 範 囲 で,MICs90%は そ れ ぞ れ

50,12.5μg/mlで あ っ た。 これ に対 して,Enterococcus

faeciumに 対 す るNM394のMIC rangeは0.39～12.5

μg/mlで,MIC90%は1.56μg/mlと 検 討 薬 中 最 も良好 な

抗菌 力 を示 した 。Staphylococcus属 の う ちmethicillin-sen.

sitive S.aureus(MSSA)に 対 す るNM394のMIC90%は

1.56μg/mlと 良 好 な 抗 菌 力 を 示 し た が,methicillin-

resistantS .aureus(MRSA)に 対 す るMIC90%は50μg/

m1でLVFX,TFLX ,SPFXよ り劣 っ た 。Methicillin-

sensitiveS.epidermidis(MSSE),methicillin-resistant

S.epidermidts(MRSE)に 対 す る本 薬 のMICs90%は そ れ

ぞ れ50,25μg/mlでLVFX,TFLX,SPFXよ り劣 っ た。

腸 内 細 菌 科 菌 群 に 対 して,NM394は 検 討 薬 中 最 も優

れ た 抗 菌 力 を 示 し た 。 す な わ ちE.coli,Citrobacter

diverszts,Klebsiella oxytoca,Enterobacter aerogenes,

Proteus mirabilis,Proteus vulgaris,Morganella mor-

ganiiに 対 す る 本 薬 のMICS90%は そ れ ぞ れ0.1,0.1,

≦0.05,0.2,≦0.05,≦0.05,0.39μg/mlで,検 討 薬 中

最 も良 好 な抗 菌 力 を示 した。 この 他,Citrobacter freundii,

K.pneumoniae,Enterobacter cloacaeに 対 す る本 薬 の

MICs90%は そ れ ぞ れ6.25,0.78,0.78μg/mlで,LVFX,

TFLX,SPFXと ほ ぼ 同 等 の 抗 菌 力 を示 した 。Serzatia

marcescensに 対 す る本 薬 のMICrange,MIC90%は そ れ

ぞ れ ≦0.05～50μg/ml,12.5μg/mlと 比 較 的 高 いMIC

値 を示 した が,検 討 薬 中 で は 最 も良 好 な 抗 菌 力 を 示 した 。

ブ ドウ糖 非 発 酵 グ ラ ム 陰 性 菌 の う ちP.aeruginosaに 対

す る本 薬 のMIC range,MICg0%は ≦0.05～12.5μg/ml,

0.39μg/mlで,検 討 薬 中 最 も良 好 な 抗 菌 力 を 示 し た。

Haemophilus influenzaeに 対 す るNM394のMIC90%は

0.05μg/ml以 下 と大 変 良 好 で あ っ た。嫌 気 性 菌 に 対 して

NM394は 検 討 薬 の う ち 中 等 度 の 抗 菌 力 を 示 し,Bacte-

roides fragilts,C.difficileに 対 す るMICS90%は そ れ ぞれ

3.13,12.5μg/mlで あ っ た 。Table 2に 検 討 した キ ノ ロ

ン薬 の 各 菌 種 に対 す るMICS90%を ま と め た 。 な お,S.

aureas,E.faecalis,E.coliお よ びP.aeruginosaの 各

2株 ず つ を用 い てNM394の 最 小 殺 菌 濃 度(MBC)を 測

定 しMIC値 と比 較 した と こ ろ,両 者 に2～4倍 以 内 の

差 しか な か っ た こ とか らNM394は 殺 菌 的 に作 用 す る こ

とが示 され た 。

2. NM394のPAE

E.coli,K.pneumoniaeお よびP.aeruginosaの そ れ

ぞれ3株 を用 い てNM394のPAE(h)を 測 定 した 結 果,

それ ぞ れ1.4,1.8,L9hを 示 し対 照 薬 のNAよ り長 く,

NFLX,OFLX,CPFXと ほ ぼ同 程 度 で あ っ た(Table 3)。

3. P.aeraginosa sessile cellsに 対 す るNM394と

マ ク ロ ラ イ ド薬 の 相 乗 的殺 菌 作 用

Teflon表 面 に形 成 され たP.aerzrginosa SMU9001株

のsessile cellsに 対 す るNM394単 独 と,マ ク ロ ラ イ ド

薬(EM,CAM)と の併 用 時 の 殺 菌 作 用 を検 討 した(Fig.

1)。 被 験 株 の 浮 遊 菌(floating cells)に 対 す るNM394,

EM,CANのMICは それ ぞ れ0.2,200,200μg/mlで,

い ず れ の抗 菌 薬 も単 独 で は被 験 菌SeSSile cellsに 対 して

全 く殺 菌 作 用 は な か っ た 。 しか し,そ れ ぞ れsubMIC濃

度 で あ る0.1μg/mlのNM394と,50μg/mlのEMあ るい

はCAMを 併 用 した 場 合 に相 乗 的 殺 菌 作 用 が み られ た 。

III. 考 察

臨 床 分 離 株 多 数 を用 い た 今 回 の 検 討 で,NM394は 対

照 と した キ ノ ロ ン系 薬 と同 等 また は よ り優 れ たin vitro

抗 菌 力 を示 した 。特 に腸 内 細 菌 科 菌 群 の う ちE.coli,C.

diversus,K.oxytoca,E.aerogenes,P .mirabilis,P

vulgaris,M.morganiiに 対 して 検 討 薬 中 最 も良 好 な 抗
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Table 1. Antimicrobial activity of NM394
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Table 1. Continued
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Table 1. Continued
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Table 1. Continued

Table 2. Summary of antimicrobial activity of NM394

a)
 No. in parenthesis indicates MIC90%(ƒÊg/ml)

b) MSSA: methicillin-sensitive Staphylococcus aureus
c) MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus
d) MSSE: methicillin-sensitive Staphylococcus epidermidis
e) MRSE: methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis
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Table 3. Postantibiotic effect(PAE) of NM394 and other quinolones

Each strain (106 CFU/ml) was incubated for 2h in Mueller-Hinton broth at the concentration of 2MIC of each agent tested.

A) floating cells B) sessile cells

Fig. 1. Synergistic Bactericidal Activity of NM394 Combined with sub MICs of M
acrolides against the Sessile Cells

of Pseudomonas aeruginosa SMU 9001
MIC against the strain tested: 0 .2μg/ml for NM394 , 200μg/ml for erythromycin or clarithromvcin  respectively―

:control,○-○:NM394 0.2μg/ml ,△-△: erythromycin 50μg/ml ,□-□:clarithromvcin  50μg/ml,▲-▲:NM394 0.1μg/ml and erythromycin 50μg/ ml,■-■:NM394 0.1μg/ml and clarithrerhycin
 50μg/ml

菌 力 を示 した。 また,有 効 な抗 菌 薬 が 限定 され て い るP.

aeruginosaに 対 し てNM394のMIC90%は0 .39μg/ml

と,検 討 薬 中最 も優 れ た 抗 菌 力 を示 した。

また,PAEは 他 の キ ノ ロ ン系 薬 とほ ぼ 同程 度 に認 め ら

れ た。

Biofilm形 成 菌(sessile cells)に よ る感 染 症 と し て

Streptococczrs属 菌 に よ る亜 急 性 細 菌 性 心 内 膜 炎,S .aure-

u,sに よ る慢 性 骨 髄 炎,P.aemginosa(特 に ム コイ ド型)

の 関 与 が 強 く疑 わ れ るび まん 性 汎 細 気 管 支 炎
,腎 ・尿 路

系 の感 染 結 石 が あ げ られ,こ の 他 に カ テ ー テ ル ・チ ュ ー

ブ等 の体 内 へ 挿 入 ・留 置 す る医 用 器 材 に粘 着 して 長 時 間

にわ た り安 定 した 生 息 圏 を形 成 し持 続 的 な感 染 源 とな る

こ とが 臨 床 上 大 きな 問 題 とな っ て い る6,8)。今 回 ,実 験 的

にTeflon表 面 に 形 成 さ れ たP .aeruginosaのsessile

cellsに 対 し,NM394お よ び マ ク ロ ラ イ ド薬(EM,

CAM)のsubMIC濃 度で併用 した場合に相乗的殺菌作

用がみ られることを明 らかにした。 この作用機作は不明

であるが,マ クロライド薬によりNM394がsessile cell

内へ透過 し易 くなり殺菌作用を示 した もの と考 えられ

た16,17)。各種のbiofilm感 染症に対 して,本 薬 とマクロラ

イ ド薬併用療法が臨床的に有効か どうかの検討が今後望

まれる。
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Antimicrobial evaluation of new oral quinolone NM441 against the clinical isolates

and the sessile cells of Pseudomonas aeruginosa

Satoshi Nakashio 1,3),Hiroko Iwasawa 3),Chihiro Susa 3),

Keiji Kanemitsu 2,3)and Jingoro Shimada 2,3)
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2-16-1 Sugao,Miyamae-ku,Kawasaki 216,Japan
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The antimicrobial activity of NM394, the active form of the oral quinolone NM441, was compared to

that of seven other quinolones (norfloxacin (NFLX), ofloxacin (OFLX), levofloxacin (LVFX), ciproflo-

xacin (CPFX), fleroxacin (FLRX), tosufloxacin (TFLX), sparfloxacin (SPFX)). The susceptibility testing

by agar dilution method was carried out in 297 strains of Enterobacteriaceae, 148 strains of glucose non-

fermentative gram-negative rods, 270 strains of gram-positive cocci and 54 strains of anaerobes.

NM394 showed an almost equivalent acitivity to OFLX or CPFX against strains of streptococci and

Enterococcus spp. NM394 showed the highest activity against Enterococcus faecium and the MIC90% was

1.56ƒÊg/ml. NM394, however, showed lesser activity than LVFX, TFLX or SPFX against strains of

staphylococci. The MICs90% against methicillin-sensitive or methicillin-resistant Staphylococcus aureus

were 1.56 or 50ƒÊg/ml, respectively. Against strains of Enterobacteriaceae, NM394 showed superior or

equivalent activity to the reference quinolones and showed the highest activity against strains of

Escherichia coil, Citrobacter diversus, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Proteus

vulgaris and Morganella morganii. NM394 also showed the highest activity against strains of Pseudomonas

aeruginosa and Haemophilus influenzae and the MICs90% were 0.39 and•…0.05ƒÊg/ml, respectively.

The in vitro postantibiotic effect (PAE) of NM394 was evaluated. When strains of E. coli , Klebsiella

Pneumoniae or P. aeruginosa were exposed to NM394 at 2 MICs for 2hrs, the duration of PAE was 1.4, 1.8

and 1.9hrs, respectively, and NM394 tended to show an equivalent duration of PAE to NFLX
, OFLX and

CPFX.

Although NM394 alone had no bactericidal activity against the sessile cells of the P . aeruginosa strain

formed on the Teflon sheet, NM394 showed synergistic bactericidal activity when combined with subMIC

of erythromycin or clarithromycin.


