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合 成 化 学 療 法 剤NM441のin vitroお よ びin vivo抗 菌 力
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NM441は 新 しい プロ ドラ ッグ型 キ ノロン系合成 抗菌薬 で,本 薬 は経 口投 与後,吸 収 され代 謝 を受 け

て活 性 本体 のNM394と な る。今 回,NM441のin vitroお よ びin vivo抗 菌 力 につ い て,ofloxacin

(OFLX),ciprofloxacin(CPFX),enoxacin(ENX)お よ びtosufloxacin(TFLX)を 比 較 薬 として検討

し,以 下 の結 果 を得た。

NM394は 教 室保 存の標準株 であ るグラム陽性菌,陰 性 菌 に対 して幅 広 い抗 菌 スペ ク トル を示 した。

NM394は 臨 床分離 の グラム陽性菌,陰 性 菌 に対 してCPFXと 同等 ない し1/2の 抗 菌力 を示 した。また,

OFLXと の比較 で は,NM394の 抗 菌力 はグ ラム陽性菌 に対 してOFLXと 同 等,Pseudomonas aerugi-

nosaを 含 む グラム陰性菌 に対 してOFLXの2～8倍 強か った。NM394の 抗 菌力 は培地,血 清添加 お よ

び接種菌量 の影響 を受 けなかったが,pH5.5に お けるNM394のEscherichia coliお よ びP.aeruginosa

に 対 す るMIC値 はpH7.0の 場 合 と比 較 し4～16倍 上 昇 した 。NM394はStaphylococcus aureus,

E.coli,Servatia marcescensお よ びP.aeraginosaに 対 して濃度依存的 な殺菌作用 を示 し,検 討 した薬

物 の中で最 も優 れた殺菌作用 を示 した。NM394のS.aureus,E.coliお よびP.aeruginosaに 対 す る菌

体 内蓄積量 はOFLXお よ びCPFXよ り高 かった。NM394を 作 用 させたE.coliお よ びS.marcescens

の 形 態観察 では菌体 の伸長化 お よび溶 菌が認 め られ た。 また,P.aenrginosaで は菌体の膨化 および溶菌

が観察 された。NM441は グ ラム陽性 菌 お よび グラム陰性 菌 によ るマ ウス全身感 染症 に対 してOFLX,

CPFXお よびENXと 比 較 し最 も優 れた感 染防御効果 を示 した。
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NM441は 日 本 新 薬 株 式 会 社 で 創 製 さ れ た 新 し い 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,生 体 内 で はNM394と し て 抗

菌 活 性 を示 す 。

NM441は 化 学 名 を(±)-6-fluoro-1-methyl-7- [4-(5-

methyl-2-oxo-1,3-dioxolen-4-yl) methyl-1-piperazinyl]-

4-oxo-4H-[1,3] thiazeto [3,2-a] quinoline-3-carboxylic

acidと い い,化 学 式C21H20FN3O6S,分 子 量461.47の 白 色

な い し淡 黄 色 の 結 晶 性 の 粉 末 で あ る。 また,NM441の 活 性

本 体 で あ るNM394は 化 学 名 を(±)-6-fluoro-1-methyl-4-

oxo-7-(1-piperazinyl)-4H- [1,3] thiazeto[3,2-a]quino-

line-3-carboxylic acidと い い,分 子 式C16H16FN3O3S,

分 子 量349.39の 白色 な い し淡 黄 色 の 結 晶 性 の 粉 末 で あ る。

NM441お よ びNM394はquinoline骨 格 の1位 と2位 を イ

オ ウ を含 む4員 環 構 造 と したthiazeto quinoline骨 格 を 有 す

る特 徴 的 な 化 学 構 造 を有 して い る。

今 回,我 々 はNM441のin vitroお よ びinvivo抗 菌 力 に

つ い て,ofloxacin(OFLX)1),ciprofloxacin(CPFX)2) ,eno-

xacin(ENX)3)お よ びtosufloxacin(TFLX)4)を 比 較 薬 と し

て 種 々 の 細 菌 学 的検 討 を行 っ た の で 報 告 す る 。

I. 実 験 材 料 お よ び 方 法

1. 使 用 菌 株

教 室 保 存 の グ ラ ム 陽 性 菌16株,グ ラ ム 陰 性 菌35株,

嫌 気准 菌11株 お よ び 臨 床 材 料 か ら 分 離 さ れ たStaPhylo-

coccus aureas 37株,methicillin耐 性S.aurews 38株,

Staphylococcus epidermidts 35株,Streptococcus pyogenes

34株,Streptococcus pneumoniae 31株,Enterococcus

faecaliS 40株,Enterococcus faecium 30株,Entero-

coccus avim 14株,EScherichia coli 43株,Citrobacter

freundii 34株,Enterobacter cloacae 42株,Entero-

bacter aerogenes 43株,Klebsiella pneumoniae 43株,

Proteus mirabilis 43株,Proteus vulgaris 43株,Morga-

nella morganii 43株,Providencia rettgeri 43株,

Serratla marcescens 43株,Pseudomonas aenginosa

42株,Acinetobacter calcoaceticus 40株,Haemophilus

influenzae 48株,Morexella catarrhalis 10株 を 使 用 し

た 。

2. 使 用 薬 物

NM441お よ びNM394は 日 本 新 薬 株 式 会 社 で 合 成 さ

れ た も の を 用 い,in vitroの 試 験 に はNM394を,in vivo

の 試 験 に はNM441を 使 用 し た 。 ま た,比 較 薬 と し て

OFLX(第 一 製 薬),CPFX(バ イ エ ル 薬 品),ENX(大

日 本 製 薬)お よ びTFLX(富 山 化 学 工 業)の い ず れ も力

価 の 明 ら か な も の を 用 い た 。

3. 感 受 性 測 定 法

薬 剤 感 受 性 測 定 に あ た っ て は,前 培 養 にTrypto-soya

broth(TSB,日 水 製 薬),感 受 性 測 定 用 培 地 にHeart
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infusion agar(HIA,日 水 製薬)を 用 いて 日本化学療 法

学会最小発育阻止 濃度(MIC)測 定 法5)に 準 じて,接 種 菌

量 を106CFU/mlと し て,37℃,20時 間 培 養 後 のMIC

(μg/ml)を 求 め た。 た だ し,Streptococcus属 お よ び

Corynebacterium diphthertaeに は10%脱 繊 維 馬 血 液

を添 加 し たHIAを,H.influenzaeに は5% Bacto

Fildes enrichment(Difco)を 添 加 したHIAを,さ らに

M.catarrhalisに は10%脱 繊 維馬 血液 加HIAを チ ョコ

レー ト寒 天培地 として用 い た。 また,Neisserta属 に つ

いて は10%脱 繊 維馬 血液 を添加 した チ ョコ レー ト寒 天

培地 を測 定用培地 と し,37℃ で48時 間 ロー ソク培養 後

のMICを 求 めた。嫌気 性 菌 につ い て は前 培 養 にGAM

broth(日 水 製薬),測 定 用 にGAM agar(日 水 製薬)を

用いて 日本 化学 療法 学会 嫌気 性 菌MIC測 定 法6)に 準 じ

て行 った。

4. 抗 菌 力 に及 ぼす諸 因子 の影響

抗菌力に及ぼす培地 の種 類,培 地pH,馬 血 清添加 お よ

び接種菌 量 の影響 につい て,S.aureus Smith,E.coli

KC-14お よびPaeraginosa E-2を 試 験菌 として,寒 天

平板希釈 法に よ り検討 した。検討 にあた って は,接 種菌

量 の影響 以外 は接種 菌 量 を106CFU/mlと し て,37℃,

20時 間培 養後のMICを 求 めた。

培地 の影響 の検 討 には,測 定培地 としてHIA,Sensi-

tivity disk agar(SDA,栄 研 化学),Trypto-soya agar

(TSA,日 水 製薬)お よびNutrient agar(NA,日 水 製

薬)を 使用 した。

培地pHの 影 響の検討 に は,測 定培 地 としてpH5.5,

7.0お よび8.5に 調 整 したHIAを 用 いた。

血清添加の影響 の検 討 には,測 定培地 として非働 化馬

血清 を0,10,25お よ び50%に な るよ うに添加 したHIA

を使 用 した。

接種 菌量の影響 について は,接 種菌量 を約105,106,107

お よび108と して検 討 した。

5. 増 殖 曲線 に及 ぼす影 響

TSBで 一 夜培養 したS.aureus Smith,E.coli KC-

14,S.marcescens T-55お よ びP.aeruginosa E-2を

Heart infusion broth(HIB,日 水 製薬)に 接種 し,さ ら

に振盪培養 を続 け,対 数期 中期 とな った時点 で各薬剤 を

添加 した。以後,経 時的 に菌 液 を採取 し,生 菌 数 を測定

した。

6. 菌体 内蓄積

Antibiotic medium 3(Difco)で 対 数期 後 期 まで増 殖

させたS.aurezrs FDA 209PJC-1,E.coli K-12 W3110

お よ びP.aerzrginosa PAO1を 集 菌 し,S.aureusお よ び

E.coliに つ いて は10mM glucose加50mM potassium

phosphate buffer(pH7.0)で,P.aernginosaに つ いて は

200mM glucose加50mM potassium phosphate buffer

(pH7.0)で 洗 浄後,そ れ ぞれ同 じbufferに 再 懸 濁 した。

各 薬物 を最終 濃度40μg/mlと な る よ うに添加 し,薬 物

添加 直後,10お よ び30分 後 に,Chapmanら7)の 方 法 に

準 じて蛍光 測定法 に よ り,乾 燥 菌体重 量 あた りの菌体 内

薬物 濃度 を測定 した。なお,各 時間 にお ける菌体 内薬物

濃度 はそれ ぞれ薬物添加 直後 の値 を差 し引 いて求めた。

7 形 態変化 の観察

E.coliKC-14,S.marcescens T-55お よ びP.aeru-

ginosa E-2に 薬 物 を作 用 させ た ときの形 態変 化 を位 相

差顕微鏡(日 本光 学)に よ り観察 した。

ス ライ ドグ ラス上 に作 製 した薬物 を含 むHIAの 薄 層

寒天上 に,対 数期途上 の菌液 を塗布 したカバ ーグ ラスを

のせ,パ ラフィ ンで封 入 し薬物 と菌 を接触 させ た。 試料

を37℃ 恒 温器 に移 し培養 を続 け,一 定時間 ご とに位相 差

顕微 鏡 で観 察 した。

8. マ ウ ス実験的全 身感 染症

S.pyogenes C-203お よ びS.pneumoniae Typemに

つ いて は10%馬 血 清加HIBを 用 いて37℃,18～20時 間

培 養 した菌液 をHIBで 希 釈 し接種 用 菌液 とした。 他 の

菌株 につ いてはNutrient broth(NB,日 水 製 薬)で37℃,

18時 間 培養 した後,同 培地 で適宜希 釈 し,6% gastric

mucin(Nutritional Biochemicals Corporatiorl)と 等 量

混合 し接種 用菌液 とした。上記 によ り調製 した接種 用菌

液 を1群10匹 のddY系,雄 マ ウス(18±1g)に 腹 腔 内接

種す る ことによ り全 身感 染症 を惹起 させ,2時 間後 に各

薬 剤 を1回 経 口投 与 した。 な お,NM441に つ い て は

0.5% hydroxypropyl cellulose(HPGSL,日 本 曹達),

OFLXお よ びENXに つ いて は0.5% carboxy methyl-

cellulose(CMC,和 光 純薬)を 用 いて懸濁化 し,CPFX

に つ いては滅 菌精製水 で溶 解 して投与 した。感 染防御効

果 の判 定 に あた って は菌接 種5～6日 後 の生 存 率 か ら

Probit法 に よ り半 数の動物 を生存せ しめ る用量(ED50:

mg/kg)を 算 出 し,効 果 の指標 とした。なお,NM441の

用 量 はNM394換 算 量 とした。

II. 実 験 結 果

1 抗 菌 スペ ク トル

教室保 存 のグラム陽 性菌,グ ラム陰性 菌 お よび嫌気性

菌 に対 す るin vitro抗 菌 力 につ いて検 討 した 結 果 を,

Table 1～3に 示 した 。NM394は グ ラム 陽 性 菌7菌 種

16菌 株 に対 して0.10～1.56μg/mlのMIC値 を 示 し,

TFLXよ り劣 った が,ENXよ り優 れ,CPFXお よ び

OFLXと ほ ぼ同等 の抗菌 力 を示 した。 グ ラム陰性 菌22

菌 種35菌 株 に 対 して は0.012～1.56μg/mlのMIC値

を示 し,CPFXよ り劣 ったが,ENXよ り優 れ,OFLX ,

TFLXと ほ ぼ 同等 の抗 菌力 を示 した。一 方,嫌 気 性 菌

に対 しては ≦0.006～>100μg/mlのMIC値 を 示 し
,菌

種 に よ りMIC値 に 大 きな差 が 認 め られ た。 そ の 中 で

Bacteroides属5菌 種 に対 して は0 .78～>100μg/mlで

あ り,高 いMIC値 を示 す菌種 が あった。

2 臨 床分 離株 に対 す る抗菌 力

各種 臨床分 離株 のNM394,OFLX,CPFX,ENXお
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Table 1. Antibacterial activities of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, enoxacin and tosufloxacin against gram-positive bacteria

a) Inoculum size:106CFU/ml

Medium:heart infusion agar, b) supplemented with 10% horse blood

Table 2. Antibacterial activities of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, enoxacin and tosufloxacin against gram-negative bacteria

a) Inoculum size:106CFU/ml

Medium:heart infusio nagar, b) chocolate agar
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Table 3. Antibacterial activities of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, enoxacin and tosufloxacin against anaerobic bacteria

a) Inoculum size : 106 CFU/ml

Medium : GAM agar

よびTFLXに 対 す る感 受性 分布 をTable 4に 示 した。

結果 はMIC値 の 分布範囲 お よび50%(MIC50)ま た は90%

(MIC90)の 菌 株 の増 殖 を阻害 した濃度 として示 した。S.

aureus,methicillin耐 性S.aureusお よびS.epidermidis

に 対 す るNM394のMIC90値 は そ れ ぞ れ1.56,12.5

お よ び0.39μg/mlと,TFLXよ り劣 ったがENXよ り

優れ,OFLXの0.78,6.25お よ び0.78μg/ml,CPFX

の1.56,25お よ び0.39μg/mlと ほ ぼ同 等 の抗 菌 力 で

あ った 。S.pyogenesお よ びS.pneumoniaeに 対 す る

NM394のMIC90値 は そ れ ぞ れ0.78,6.25μg/mlと,

TFLXと 比 較 し同 等 な い し劣 った がENXよ り優 れ,

OFLXの1.56お よ び3.13μg/ml,CPFXの0 .78お よ

び3.13μg/mlと ほ ぼ 同 等 の 抗 菌 力 で あ った。E.fae-

calis,E.faeciumお よびE.aviumに 対 す るNM394の

MICg。 値 はそれ ぞれ1.56,3.13お よ び1.56μg/mlで あ

り,TFLXの0.39,3.13お よび0.39μg/mlと 比 較 し同

等 ない しや や劣 った がENXよ り優 れ,ま たOFLXの

3.13,6.25お よび3.13μg/mlよ り2倍 優 れ て いた。一

方,CPFXの1.56,3.13お よび0.78μg/mlと は ほぼ同

等で あった。E.coli,C.freundii,E.cloacae,E.aero-

genes,K.pneumoniae,P.mirabilis,P.vulgaris,M.

morganiiお よ びS.marcescensに 対 す るNM394の

MIC90値 は0.05～6 .25μg/mlで あ り,ENXの0.39～25

μg/mlよ り2～8倍,OFLXの0.1～12.5μg/mlと 比 較

し同等 ない し8倍 優 れ た抗菌力 を示 した。 また,CPFX

の0.05～6.25μg/ml,TFLXの0 .05～25μg/mlと 比 較

し,ほ ぼ同等 の抗 菌力 を示 した。P.rettgeriで はNM394

のMIC50値 は0.78μg/ml,MIC90値 は25μg/mlで あ っ

た。また,OFLX,CPFX,ENXお よびTFLXのMIC90

値 は それぞれ50,50,>100お よび>25μg/mlで あ り,

本 菌 におい ては各薬 物 に対 す る感受性 の低下 が認 め られ

た。Paemginosaに 対 す るNM394のMIC90値 は0.78

μg/mlと,CPFXの0.39μg/mlお よびTFLXの0.78μg/

mlと 同 等の抗 菌力 を示 し,OFLXお よびENXの3 .13

μg/mlよ り優れ ていた。H.influenzaeお よびM.catarr-

halisに 対 す るNM394のMIC90値 は そ れ ぞれ0.05お

よび0.2μg/mlで あ り,他 の4薬 物 とほぼ同等 の抗 菌 力

を 示 し た 。一 方,A.calcoaceticusに 対 す るNM394

のMIC90値 は3.13μg/mlと,ENXの2倍 の抗 菌力 を

示 したが,他 の3薬 物 よ り劣 った。

3 抗 菌力 に及 ぼす諸因子 の影響

S.aureusSmith,E.coli KC-14お よ びP.aerzrginosa

E-2に 対 す るNM394の 抗 菌 力 に及 ぼ す測 定 培 地 の 種

類,培 地pH,馬 血 清添加 および接種菌量 の影響 につい て

検討 した結果 をそれぞれTable 5～8に 示 した。NM394

の 抗 菌力 は,測 定培地 としてHIA,SDA,TSAお よ び

NAを 用 いた場合 ほ とん ど影 響 を受 けなか った。 この結

果 は,比 較薬 にお いて も同様 であ った(Table 5)。 培 地

pHを5.5,7.0お よ び8.5と して抗 菌力 に与 える影響 を

検 討 した結果,NM394のS.aureus Smithに 対 す る抗 菌

力 は影響 を受 けなか ったが,比 較薬 のMIC値 はpH5.5

で はpH7.0の 場 合 と比較 し2～4倍 高 い値 となった。一

方,E.coliKC-14お よ びP.aenrginosa E-2に 対 す る

NM394のMIC値 はpH7.0と8.5に お いて は同 じ値 で

あ ったが,pH5.5で は それ ぞれpH7.0の 場 合 の16お よ

び4倍 高 い値 とな り,比 較 薬 と同 じ傾 向 を示 した(Table

6)。HIAに 馬 血清 を添 加 した場 合 には,血 清濃 度 を50%

と し た場 合 で もNM394の 各 菌 株 に対 す るMIC値 は2

倍 以 内の差 であ った(Table 7)。 また,比 較 薬 におい て

もほぼ同様 の結 果で あった。接種菌 量の影響 を検討 した

結果,接 種菌量 を104か ら108に 変 化 させた場 合,NM394

の 各 菌株 に対 す るMIC値 は2～4倍 高 い値 とな った。

この傾 向 は比較 薬 にお いて も同様 に認 め られ た(Table

8)。

4. 増 殖 曲線 に及 ぼす影 響

NM394,OFLX,CPFXお よ びTFLXのS .aureus

Smith,E.coli KC-14,S.marcescens T-55お よ びP .

aenrginosa E-2の 増 殖 曲線 に及 ぼ す影 響 に つ いて 検 討

した結 果 をFig.1～4に 示 した。NM394は 各 菌 株 に対

して,1/2MIC以 上 の濃度 で濃 度依存 的 な殺 菌作 用 を示
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Table 4. Antibacterial activities of NM394 , ofloxacin, ciprofloxacin, enoxacin and tosufloxacin against clinical isolates

a) Inoculum size: 106 CFU/ml

Medium: heart infusion agar, b) supplemented with 10% horse blood
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Table 4. Continued

a) Inoculum size: 106 CFU/ml

Medium : heart infusion agar, b) supplemented with 10% horse blood, c) supplemented with 5% Fildes enrichment
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Table 5. Influence of medium on antibacterial activities of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, enoxacin and tosufloxacin

a) Inoculum size : 106 CFU/ml

HIA : heart infusion agar, SDA : sensitivity disk agar, TSA : trypto-soya agar, NA : nutrient agar

Table 6. Influence of medium pH on antibacterial activities of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, enoxacin and tosufloxacin

a) Inoculum size : 106 CFU/ml

Medium : heart infusion agar

Table 7. Influence of horse serum on antibacterial activities of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, enoxacin and tosufloxacin

Inoculum size ; 106 CFU/ml
a) Medium : heart infusion agar
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Table 8. Influence of inoculum size on antibacterial activities of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, enoxacin and tosufloxacin

a) Medium : heart infusion agar

NM394 (MIC: 0.20ƒÊg/ml) ofloxacin (MIC: 0.20ƒÊg/ml) ciprofloxacin (MIC: 0.20ƒÊg/ml) tosufloxacin (MIC: 0.025ƒÊg/ml)

Fig. 1. Effects of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, and tosufloxacin on the viability of Staphylococcus Smith

した。NM394はS.aurems Smith,E.ooh KC-14お よ

びS.marcescens T-55に 対 して,対 照 と して 用 い た

OFLX,CPFXお よ びTFLXと 比 較 し最 も強 い殺 菌 作

用 を示 し,薬 物 作用24時 間後 にお け る残 存菌 数 も比較

薬 と比較 し少 なか った。NM394はP.aeruginosa E-2

に対 して,比 較薬 で はほ とん ど殺 菌作 用が 認 め られ な

かった1/2お よ び1MICの 濃 度 におい て も殺 菌作 用 を

示 し,各 濃度 にお いて比 較薬 よ り優 れ ていた。

5. 菌 体 内蓄積

S.aureus FDA 209P JC-1,E.coliK-12 W3110お よ

びP.aeruginosa PAO1に40μg/mlのNM394,OFLX

お よ びCPFXを 作 用 させ た 時 の10お よび30分 後 の菌

体 内 濃 度 をTable 9に 示 した。S.aureus FDA 209P

JC-1にNM394を 作 用 させ た10お よび30分 後 の菌 体

内濃度 はそれ ぞれ1561.9お よび1637.6ng/mg dry cells

で あ り,OFLXと 比 較 しそれ ぞれ2.2お よ び2.5倍,

CPFXと 比 較 し2.4お よ び2.5倍 高 い値 を示 した。E.

coli K-12W3110で は,NM394作 用10お よ び30分 後 の

菌 体 内濃 度 は699.3お よ び820.3ng/mg dry cellsで あ

り,OFLXと 比 較 しそれ ぞれ2.8お よび2.2倍,CPFX

と比 較 し1.6お よ び1.3倍 高 か った。 また,P.aerngi-

nosa PAO1で は,NM394作 用10お よ び30分 後 の菌体

内濃度 は563.6お よ び790.8ng/mg dry cellsと な り,

OFLXと 比 較 し22お よ び18倍 以 上,CPFXと 比 較 し
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NM394 (MIC: 0.05μg/ml) ofloxacin (MIC: 0.05μg/ml) ciprofloxacin (MIC: 0.012μg/ml) tesufioxacin(MIC: 0.025μg/ml)

Fig. 2. Effects of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, and tosufloxacin on the viability of Escherichia coli KC-14

NM394 (MIC: 0.39μg/ml) ofloxacin (MIC: 020μg/ml) ciprofloxacin (MIC: 0.10μg/ml) tesufiexacin (MIC: 0.20μg/ml)

Fig. 3. Effects of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, and tosufloxacin on the viability of Serratia marcescens T-55

5お よ び7倍 以上高 い菌体 内蓄積性 を示 した。

6. 位 相 差 顕微鏡 による形態 観察

E.coli KC-14,S.marcescens T-55お よ びP.aeru-

ginosa E-2のNM394作 用3時 間後 の位相 差 顕微 鏡 像

をFig.5～7に 示 した。E.coli KC-14で は,NM394の

0.0015～0.025μg/ml作 用 に よ り菌体の伸長化 が,0.006

μg/ml以 上 の作 用で は溶菌像が観察 された。また,0.025

μg/ml以 上 の作 用時 には ほ とん ど伸長化 せ ず溶 菌 した

像 が観 察 され た。S.marcescens T-55で は,0.025μg/ml

以 上 の作用時 に は菌体 の伸長 化が,0.39μg/ml以 上 で は

溶菌像 が観察 された。P.aemginosaで は,0.1μg/ml以

上 で菌体 の膨化 や溶菌像 が観 察 され,上 記 の2菌 株 と異

な り菌体 の顕著 な伸長化 はいずれ の濃 度 において も認め

られなか った。

7. マ ウ ス実験 的感染症 に対 す る感 染防御効 果

NM441のS.aecrezcs Smith,S.pyogenes C-203,S.

pneumoniae Type III,E.coli KC-14,K.pneumoniae

KC-1,S.marcescens T-55お よ びP.aeruginosa E-2に

よ るマ ウス全 身感 染症 に対 す る感 染 防御 効 果 をTable

10に 示 した。NM441はP.araginosa E-2を 含 め 試験
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NM394 (MIC: 0.39μg/ml) ofloxacin (MIC: 0.78μg/ml) ciprofloxacin (MIC: 0.20μg/ml) tosufloxacin (MIC: 0.39μg/ml)

Fig. 4. Effects of NM394, ofloxacin, ciprofloxacin, and tosufloxacin on the viability of Pseudomonas aeruginosa E-2

Table 9. Accumulation of NM394, ofloxacin and ciprofloxacin by Staphylococcus aureus FDA 209P JC-1, Escherichia
coli K-12 W3110 and Pseudomonas aeruginosa PAO1

Bacterial cells were incubated in the presence of 40pg of drug per ml.

した7菌 株による全身感染症に対 して,検 討 した薬物中

最 も優れた感染防御効果 を示 した。NM441のED50値

とOFLXのED50値 を比較すると,S.aurezcs Smithお よ

びE.coh KC-14感 染 に対 してはほぼ同等であったが,

その他の菌に対 しては2～4倍 以上優れていた。CPFX

との比較では,E.coli KC-14に はほぼ同等であったが,

その他の菌に対 しては2～7倍 優れた感染防御効果を示

した。また,ENXと の比較では,す べての菌で3～8倍

もしくはそれ以上優れた感染防御効果を示 した。

III. 総括 および考察

Quinoline環 の2位 に置換基を有するキノロン誘導体

については従来 よりほ とんど報告されていない8)。新 し

いプ ロ ドラッグ型 の キ ノ ロン系合 成抗 菌 薬 で あ る

NM441お よびその活性本体であるNM394はquinoline

骨格の1位 と2位 をイオウを含む4員 環構造 としたthi-

azeto quinoline骨 格 を有する3環 性の特徴的 な化学構

造 を有 して い る。 今 回,NM441のin vitroお よ びin

vivo抗 菌 力 をOFLX,CPFX,ENXお よ びTFLXを 比

較薬 として検討 した。

NM441の 活 性 本体 で あ るNM394は 幅 広 い抗 菌 スペ

ク トル を有 してお り,臨 床分 離株 に対 す るMIC90値 か ら

みた抗菌 力 は,CPFXと 比 較 しグ ラム陽性 菌,陰 性菌 に

対 して 同等な い し1/2で あ った。OFLXと 比 較 す る と,

Staphylococczrs属 で は1/2,Strrptococcus属 で は同等の,

Enterococczts属,Enterobactertaceaeお よ びP ,aerugi-

nosaに は2～8倍 の抗 菌 力 を示 した。 また,TFLXと

の比較 で は,グ ラム陽性菌 に対 して は劣 ったが,グ ラム

陰性菌 に対 しては,ほ ぼ同等の抗菌 力 を示 した。

抗菌 力 に与 え る諸因子 の影 響 を検 討 した結果,測 定培

地,血 清添加 お よび接種菌 量 はNM394の 抗 菌 力 に ほ と

ん ど影 響 を与 えな か った。一 方,培 地pHに よ ってS .

aureus Smithに 対 す る抗菌 力 は影響 を受 けなか ったが,
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Fig.5. Phase-contrast micrographs of Esckenichia coli KC-14 exposed to NM394 for 3 hours

Flg.6. Phase-contrast micrographs of Serratia marcescens T-55 exposed to NM394 for 3 hours

E.coli KC-14お よ びP.aeruginosa E-2に 対 す る抗菌力

は,pH5.5で はpH7.0と 比 較 して抗 菌 力 が減 弱 した。

これ らの結果 は比較 として用 いたCPFX,OFLX ,ENX

お よびTFLXに お い て もほぼ同様 の傾 向が認 め られた。

S.aurus Smith,E.coli KC-14,S.marcescens T-55

お よ びP.aeruginosa E-2の 増 殖 曲線 に及 ぼ す影 響 に

っ いて検 討 した結果,NM394で は すべ ての菌株 に対 し

て比較薬よ り優れた殺菌作用が認められた。すなわち,

比較薬では十分な殺菌作用が認め られ ない1/2MIC作

用時において もNM394は 強い殺菌作用 を示 し,薬 物作

用24時 間後の残存菌数をみても,P.aeruginosa以 外の

菌においては,NM394で は比較薬 よ り明 らか に少 な

かった。

これまでにキ ノロン系合成抗菌薬の抗菌力 と,細 菌
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Fig.7. Phase-contrast micrographs of Pseudomonasae aeruginosa E-2 exposed to NM394 for 3 hours

Table 10. Protective effects of NM441, 0floxacin, ciprofioxacin and enoxacin on systemlc infections in mice

Mice were infected intraperitoneally with test organism in 3% mucin. 

Drugs were administered orally at 2 hours after challenge. 
a) MIC of NM394

, b) Without mucin

NM441 was administered at a dose equivalent to that of NM394 . 
ED50 values were calculated by the probit method .
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DNA gyraseに 対する阻害作用9)や菌体内移行性10)との

関連が示唆されている。NM394の 菌体内蓄積 は,今 回

比較 したOFLXやCPFXよ り高値を示 し,特 にP.aem-

ginosa PAO1に おいてその差が顕著であった。薬剤の菌

体 内移行 に抵抗性のP.aeruginosaに 対 して もNM394

が他剤 よ り優れた移 行性 を示 した こ とが,本 薬がP.

aenrginosaに 対 して優れた抗菌力 を示 した一要因であ

ると考えられる。

NM394作 用後の菌の形態変化 を観 察 した結果,E.

coh KC-14お よびS.marcescens T-55で は低濃度作用

時には菌体の伸長化が,作 用濃度を上げることにより溶

菌像が観察 された。 しか し,P.aemginosa E-2で は菌

体の伸長化は観察されず,菌 体の膨化および溶菌像が観

察された。 このような菌種間における形態変化の多様性

はOFLXやCPFX等 においても同様 に観察され1,2),キ

ノロン系合成抗菌薬に共通する作用であると考 えられ

る。

NM441の マウス全身感染症に対する感染防御効果は

検討 した薬物の中で最 も優れていた。NM394の 臨床分

離 株 に対 す るMIC90値 か らみ たin vitro抗 菌 力 は

OFLXと 同等ないし8倍 以上優れ,CPFXと 同等ない

し1/2で あった。一方,in vivo抗 菌力は,CPFXと の比

較ではE.coli KC-14感 染に対 しては同等であったが,

他の菌においては2～7倍 優れた感染防御効果を示 し,

OFLXと の比較では同等ないし4倍 以上優れていた。

以上のように,NM441は 生体内でより高い有効性 を

示すことが示唆された。 この理由として,本 薬が比較薬

より優れた殺菌作用を示 したこと,形 態観察で認められ

たように低濃度域より菌の増殖に影響を及ぼしたことな

どが考えられ,こ れらの作用と本薬の優れた菌体内移行

性 との関連に興味が持たれる。 また,生 体内作用につい

ては,宿 主の生体防御能 との相互作用についても検討す

る必要 があ ると考 え られ る。

以上 のよ うに,優 れ た抗菌力 を有 す るNM441の 臨 床

にお ける有用性 が期待 され る。
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In vitro and in vivo antibacterial activity of NM441
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NM441 is a prodrug of a 6-fluoroquinolone antibacterial agent. When NM441 was administered orally,
it was readily absorbed and metabolized to its active form, NM394. The in vitro and in vivo antibacterial
activities of NM441 were compared with those of ofloxacin (OFLX), ciprofloxacin (CPFX), enoxacin

(ENX) and tosufloxacin (TFLX). NM394 had a broad antimicrobial spectrum against gram-positive and

gram-negative bacteria. The antibacterial activity of NM394 against clinical isolates of gram-positive
and gram-negative bacteria was equal to or one-half that of CPFX. NM394 was as active as OFLX
against gram-positive bacteria, and was 2 to 8 times more active against gram-negative bacteria,
including Pseudomonas aeruginosa. The activity of NM394 was not influenced by the type of medium,
inoculum size or addition of serum. The MICs of NM394 against Escherichia coli and P. aeruginosa at pH
5.5 were reduced 4 to 16 times in comparison with those at pH7.0. The bactericidal activity of NM394
against Staphylococcus aureus, E. coli, Serratia marcescens and P. aeruginosa was superior to those of
CPFX, OFLX and TFLX. NM394 was accumulated to higher concentrations than OFLX and CPFX in S.
aureus, E. coli and P. aeruginosa. In the morphological examination by the phase-contrast microscope,
NM394 induced the formation of filamentous cell and lysis of E. coli and S. marcescens, and induced the
formation of spherical cell and lysis of P. aeruginosa. The protective effect of NM441 against systemic
infection caused by gram-positive and gram-negative organism in mice was superior to those of CPFX,
OFLX and ENX.


