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新 規 キノ ロン系抗菌薬NM441の 細 菌学 的評価

冨井 由文 ・松田 真人 ・炭村 展子 ・尾崎 正邦 ・黄瀬 正博

日本新薬株式会社創薬第二研究所*

新 規 骨 格 を有 す る新 し い プ ロ ドラ ッグ 型 キ ノ ロ ン系 合 成 抗 菌 薬NM441のin vitro,in vivoの 抗 菌 活

性 に つ い て,norfloxacin,ofloxacin(OFLX),ciprofloxacin(CPFX)お よ びtosufloxacin(TFLX)

と比 較 した 。

NM441の 活性 本 体 で あ るNM394は グ ラ ム 陽 性 菌 と グ ラ ム 陰 性 菌 に対 し幅 広 い 抗 菌 スペ ク トル を 示

し,そ の 臨 床 分 離 株 に対 す る抗 菌 力 は グ ラム 陽 性 菌 に対 して はTFLXに 劣 るが,OFLX,CPFXと ほ ぼ

同 等 な い し優 れ,グ ラム 陰 性 菌 に対 して はCPFX,TFLXと 同 等 な い し優 れ,OFLXと の 比 較 で は明 ら

か に優 れ て い た 。

NM394の 抗 菌 力 は接 種 菌 量,培 地 種 類,血 清 等 の 諸 因 子 の 影 響 を ほ とん ど受 け ず,酸 性 側 のpHお よ

び2mMのAl3+の 存 在 に よ り抗 菌 力 が 減 弱 した が,そ の程 度 は他 の 比 較 薬 剤 と同 様 で あ った 。

NM394の 作 用 は殺 菌 的 で あ り,比 較 薬 剤 と同様 に そのMICとMBCは ほ ぼ等 し く,増 殖 曲線 に 与 え

る影 響 で は被 験 菌 に対 す る殺 菌効 果 はOFLX,CPFXよ り強 く,短 時 間 殺 菌 効 果 に優 れ,特 に グ ラ ム 陰

性 菌 に対 して1～2時 間 の短 時 間処 理 で 著 明 な菌 数 の 減 少 が 認 め られ た 。

NM394はEscherichia coliお よ びPseudomonas aenrginosa由 来 のDNA gyrase活 性 を 強 く阻 害 し

た 。

NM441は マ ウ ス 実験 的 全 身 感 染 モ デ ル にお い て,グ ラム 陽 性 菌 感 染 で はTFLXよ り劣 った が,stre-

ptococci感 染 でOFLX,CPFXよ り優 れ,グ ラ ム陰 性 菌 感 染 で は ほ とん どの 菌 で 比 較 薬 剤 中 最 も低 い

ED50値 を示 した。

50mg/kgのNM441を マ ウ ス に投 与 した 後 の 最 高 血 清 中 濃 度 は 投 与 後0.25時 間 後 の3 .06μg/mlで

あ り,投 与 後0.25～4時 間 の 肺 お よ び 腎臓 内 濃 度 比 は そ れ ぞ れ1.3～2.1お よ び2 .7～5.6と 血 清 中 濃 度

よ り高 く推 移 した。

Key words:NM441,NM394,キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬,in vitro抗 菌 力 ,in vivo抗 菌 力

NM441は 日本新 薬株 式 会社 で合 成 され,現 在 明 治製 菓 株

式会社 と共 同開発 中 の プロ ドラ ッグ型 の新規 キノ ロン系抗 菌

薬 で あ る1)。本 薬 は小腸上 部 よ り吸収 され た後,速 やか に代 謝

され,オ キ ソジ オ キ ソ レニル メ チル 基 が脱 離 した 活 性 本体

NM394と して抗 菌活性 を示 す2)。

近 年,数 多 くのキ ノ ロ ン系抗 菌 薬 が研究,開 発 され,nor-

floxacin(NFLX)3)を は じめ と し て,ofloxacin(OFLX)4),

ciprofloxacin(CPFX)5)やtosufloxacin(TFLX)6)等 が 優 れ

た抗 菌力 を示 す こ とが報 告 され,種 々の感 染症 に対 す る治療

薬 として使 用 され てい る。

しか し,キ ノ ロン環の2位 に置換基 を有 す る誘 導体 につ い

て はほ とん ど報 告 され て いな い7)。我 々 は2位 に イオ ウ を導

入 した新 規誘 導体 の合 成 を試み,1,2位 をイオ ウを含 む環 状

構 造 と し たNM394,(±)-6-fluoro-1-methyl-4-oxo-

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

3-carboxylicacidが グ ラム陽性 菌 お よび緑 膿 菌 を含 む グ ラ

ム陰性 菌 に対 し,広 範囲 か つ強 力 な抗菌 力 を示 す こ とを認 め

た8)。しか し,本 化 合物 は優 れ た抗 菌力 を示 す に も拘 らずマ ウ

ス にお ける感染 防御効 果 は弱 く,経 口吸収 が不 良で あ る と考

え られ た。 そ こで我 々 はNM394の 吸収 を高 め る検 討 を行 っ

た 結果,NM394の ピペ ラ ジニル基 の4位 に オ キ ソジオ キ ソ

レニ ル基 を導入 したプ ロ ドラ ッグで あ るNM441を 得 た。

今 回,我 々 はNM394のin vitroの 抗 菌作 用お よびNM441

の マ ウ ス実 験 的 全 身 感 染 モ デ ル に対 す る感 染 防 御 効 果 を

NFLX,OFLX,CPFXお よびTFLXと 比 較検 討 した。

I. 実 験 材料 と方 法

1. 使 用 薬 剤

NM394,NM441お よ びTFLXは 日本 新 薬 株 式 会 社

で 合 成 され た もの を 用 い,NFLX(杏 林 製 薬 株 式 会 社),

OFLX(第 一 製 薬 株 式 会 社)な ら び にCPFX(バ イエ ル

薬 品 株 式 会 社)は 市 販 製 剤 よ り抽 出 精 製 して 用 い た 。 な

お,in vitroの 試 験 に はNM394を,in vivoの 試験 には

NM441を 用 い た 。

2. 使 用 菌 株

日本 新 薬 株 式 会 社 創 薬 第 二 研 究 所 保 存 の 標 準 株43株,

嫌 気 性 菌10株 お よび 明 治 製 菓 株 式 会 社 探 索 研 究 所 保 存

のMycoplasma,Ureaplasma計10株 な ら び に1986～

1991年 の 臨 床 分 離 グ ラ ム 陽 性 菌495株,グ ラ ム 陰 性 菌

1,034株 お よ びMycopltzsma 24株 を用 い た。

Methicillin(DMPPC)耐 性Staphylococcus aureus
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(MRSA)は,各 施 設 に お い てMRSAと 同定 され,分 与

され た 菌 株 を 当研 究 所 に お い てDMPPCに 対 す る感 受

性 を再 測 定 し,DMPPCに 対 す るMICが12.5μg/ml以

上 を示 した 株 を実 験 に使 用 した 。

3. 抗 菌 力 測 定 法

抗菌 力 の測 定 は 日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法(寒 天 平 板 希

釈 法)9,10)に準 じて 行 い,最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 求

めた。増 殖 用 培 地 に は感 受 性 測 定 用 ブ イ ヨ ン(STB,ニ ッ

スイ)を 使 用 し,streptococciに はSTBに 非 働 化 馬 血 清

(阪大微 生物 病 研 究 会)を,Haemophilus influenzaeに は

Bacto Fildes enrichment(Difco)を そ れ ぞ れ5%,

Pseudomonas aerzrginosaに はKNO3を0.4%と な る よ

うに添 加 し,37℃,20時 間培 養 した菌 液 を,STBで 約106

CFU/mlと な る よ うに 希 釈 し接 種 菌 液 と した 。

感 受 性 測 定 用 培 地 と し て は,感 受 性 測 定 用 寒 天 培 地

(STA,ニ ッス イ)を 使 用 した が,streptococciに は これ

に脱 繊 維 馬 血 液(日 本 生 物 材 料 セ ン タ ー)を,H.influen-

zaeに はBacto Fildes enrichmentを そ れ ぞ れ5%添 加

した。Neiseria gonorrhoeaeの 感 受性 測 定 お よ び増 菌 用

培地 に は5%馬 血 液 加Heart infusion agarチ ョコ レー

ト寒 天 培 地 を用 い,培 養 はGasPak CO2 system(BBL)

を用 いた 炭 酸 ガ ス 培 養 を行 い,Moraxella catarrhaldsに

はMueller Hinton II agar(MHA,BBL)を 用 い た。

嫌 気性 菌 に は増 菌 用 培 地 と し てGAMブ イ ヨ ン(ニ ッ

ス イ)を,感 受 性 測 定 用 培 地 と し て はGAM寒 天 培 地

(ニ ッス イ)を 使 用 し,GasPakを 用 い て 嫌 気 的 条 件 下 で

培 養 した。

菌 液 の接 種 は ミク ロ プ ラ ン ター(佐 久 間 製 作 所,MIT-

P型)を 用 い て約5μlを 寒 天 表 面 に ス ポ ッ トし,MICの

判 定 は37℃ で20時 間培 養 し た後 に行 っ た 。

な お,MycoplasrnaはPPLO寒 天 培 地(Difco)に よ る

寒 天希 釈 法,UreoplasmaはT-brothに よ る 液 体 希 釈 法

に よ り抗 菌 力 を 測 定 した 。Mycoplasma pneumontaeで

は37℃,7日 間,Mycoplasma homintsで は37℃,3日

間,Ureaplasma urealyticumで は37℃,24時 間 培 養 後 に

判 定 した 。

4. 抗 菌 力 に及 ぼ す諸 因 子 の影 響

抗 菌 力 に及 ぼ す 諸 因 子 の 影 響 は,接 種 菌 量,培 地 の 種

類,培 地pHお よび 金 属 イ オ ンの 影 響 につ い て は 寒 天 平

板 希 釈 法 に よ り,馬 血 清 添 加 の影 響 に つ い て は 日本 化 学

療 法 学会 よ り示 され た微 量 液 体 希 釈 法11,12)に よ り検 討 し

た 。

1) 接 種 菌 量 の 影 響:STAを 用 い,104,105,106,107

お よ び108CFU/mlの 菌 液5μlを 接 種 し た。

2) 培 地 種 類 の 影 響:測 定 用 培 地 にSTA,MHA

(Difco),Heart infusion agar(HIA,ニ ッ ス イ),Nutri-

entagar(NA,ニ ッ ス イ),Tryptosoya agar(TSA,ニ ッ

ス イ)お よびBrain heart infusion agar(BHIA,ニ ッス

イ)の6種 類 を 用 い た 。 接 種 菌 液 はSTBで 前 培 養 し た

後,Buffered saline with gelatin(BSG)9)で 約106CFU/

mlと な る よ う に調 製 した。

3) 培 地pHの 影 響:pH5.0,6.0,7.0,8.0お よ び

9.0に 調 製 したSTAを 用 い た。

4) 血 清 添 加 の 影 響:測 定 用 培 地 と し てCa2+お よ び

Mg2+の 規 定 量2)を 無 菌 的 に 添 加 し たcation supple-

mented Mueller Hinton Broth(CSMHB)を 使 用 した 。

CSMHBに 非 働 化 馬 血 清 を10,25,50%と な る よ う に,

そ れ ぞ れ 添 加 し,無 添 加 時 とMICを 比 較 した。

5) 金 属 イ オ ンの 影 響:そ れ ぞ れ0,2mMお よ び2.0

mMのAlCI3,FeCI3,FeSO4,CaCl2お よ びMgCl2を 加

えた 感 性 デ ィ ス ク 用 培 地-N(SDA,ニ ッ ス イ)を 用 い た 。

5. 最 小 殺 菌 濃 度(MBC)の 測 定

微 量 液 体 希 釈 法 に よ りMICを 求 め,MIC判 定 後,各 ウ

エ ル よ り培 養 液1μlを,薬 物 を含 ま な いBrain heart

infusion broth(BHIB,ニ ッス イ)を 分 注 した96穴U底

マ イ ク ロ プ レー トに接 種 し,37℃ で20時 間 培 養 した 後,

菌 の 発 育 が認 め られ な い 最 小 薬 物 濃 度 をMBCと した 。

6. 増 殖 曲線 に及 ぼ す 影 響

STBで37℃,20時 間 前 培 養 した 菌 液 を 同 培 地 で 希 釈

した 後,37℃ で振 盪 培 養 し,対 数 増 殖 期 の約106CFU/ml

とな った 時 点 で,最 終 濃 度 が1/4,1/2,1,2MICと な

る よ う各 薬 剤 溶 液 を添 加 し,さ ら に振 盪 培 養 を続 け,薬

物 添 加 直 後,1,2お よ び4時 間 目 に菌 液 を分 取 して 生

菌 数 を 測 定 した。

7 DNA gyraseに 対 す る阻 害 活 性

DNA gyraseはEscherichia coli K-12株 お よ びP.

aeruginosa PAO1株 よ りSatoら13),Inoueら14)の 方 法

に従 っ て精 製 した 。DNA gyraseの 阻 害 活 性 は以 下 の よ

う に測 定 した 。DNA gyraseのsubunit A,B,各 濃 度 の

薬 剤 お よ びrelaxed pBR322を30℃ で1時 間 反 応 後,

0.8%agarose gel電 気 泳 動 を行 い,ethidium bromide

で 染 色 した 。GelをUV照 射 下(Transilluminator,フ ナ

コ シ)に 写 真 撮 影 し,そ の ネ ガ を デ ン シ トメ ー タ(CS-

930,Shimadzu)に よ り分 析 し て50%阻 害 濃 度 を求 め た。

8マ ウ ス 実 験 的 全 身感 染 モ デ ル に対 す る感 染 防 御

試 験

各 薬 剤 は い ず れ も0.5%hydroxypropyl cellulose-

SL(HPC-SL,日 本 ソ ー ダ)液 に懸 濁 化 し,NM441の

投 与 量 はNM394換 算 量 と した 。

動 物 はSlc:ddY(日 本 エ ス エ ル シー 株 式 会 社)雄 性

マ ウス,4週 齢,体 重18～23gを1群10匹 で使 用 した 。

感 染 菌 の うち,streptococciは5%馬 血 清 加BHIBで 培

養 した 後,遠 心 洗 浄 してnutrient brothに 懸 濁 化 した 。

Klebsiella pneumontae B-54お よ びP .aeruginosaは

BHIBで 培 養 し,同 様 に遠 心 した 後,生 理 食 塩 水 に懸 濁

化 した 。 また,他 の 菌 株 はBHIAで 培 養 した 後,表 面 に

発 育 した 菌 を 生 理 食 塩 水 に懸 濁 化 し た。

Streptococciを 除 く他 の 菌 株 は,そ れ ぞ れ の 毒 力 に応
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じ て 生 理 食 塩 水 で 希 釈 し,10%mucin(Bacto mucin

bacteriological,Difco)と 等 量 混 合 し接 種 用菌 液 とした 。

感 染 は 接 種 用 菌 液 を マ ウ ス 当 り0.5ml腹 腔 内 接 種 す る

こ とに よ り行 っ た。 各 薬 剤 は菌 接 種1時 間 後 に1回 マ ウ

ス 用経 口 ゾ ン デ を用 い て 経 口投 与 した 。また,control群

に は薬 物 を含 まな い0.5%HPC-SL液 を 同 様 に 経 口 投

与 した 。 効 果 の判 定 は感 染7日 後 に行 い,50%の マ ウス

を生 存 せ しめ る投 与 量(ED50)お よび その95%信 頼 限 界

をProbit法 に よ り算 出 し,感 染 防 御 効 果 の指 標 と した 。

9. マ ウ ス にお け る体 内動 態

絶 食 した マ ウ ス(Slc:ddY,5週 齢,雄 性,体 重22～

24g)にNM441を 投 与 し,0.25,0.5,1,2お よび4時

間 後 に そ れ ぞ れ1群5匹 と して エ ー テル 麻 酔 下 に眼 窩 採

血 し,血 清 中NM394濃 度 をE.coli Kp株 を検 定 菌 とす

るagar well法 に よ り測 定 した 。 同時 に肺 お よび 腎 臓 を

摘 出 し,同 様 にNM394濃 度 を測 定 した。

II. 実 験 結 果

1. 抗 菌 スペ ク トル

NM394の グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 す る 抗 菌 力 はTFLXに

は 及 ば な い も の のCPFXと ほ ぼ 同 等 で,OFLXの1

～8倍
,NFLXの2～16倍 優 れ て い た(Table 1)。

グ ラ ム 陰 性 菌 に対 す るNM394の 抗 菌 力 はBurhhol-

dehaお よ びStenotrophomonas以 外 で はCPFXと ほ ぼ

同 等,TFLXの1～4倍,NFLX,OFLXの2～8倍 の

抗 菌 活 性 を示 し,P.aeraginosa以 外 の ブ ドウ糖 非 発 酵

グ ラ ム 陰 性 桿 菌 を 除 い て0.20μg/ml以 下 の 濃 度 で 発 育

を阻 止 した(Table 2)。

嫌 気 性 菌 に 対 して もCPFXと ほ ぼ 同 等 の 抗 菌 力 を 示

し,グ ラ ム 陽性嫌 気 性 菌 に はMIC0.78μg/ml以 下 の優

れ た抗 菌 活性 が 認 め られ た。 また,NFLXと 比 較 す る と

す べ て の 嫌 気 性 菌 で4～16倍 の 抗 菌 力 を示 し た が,

OFLXと の 比 較 で は グ ラ ム 陽 性 嫌 気 性 菌 に は1～8倍

の 抗 菌 活 性 が 認 め られ た もの の,グ ラ ム 陰 性嫌 気 性 菌 に

対 して は 劣 る傾 向 で あ った(Table 3)。

NM394のMycoplasmaに 対 す る 抗 菌 力 はNFLXよ

り優 れ,OFLXお よ びCPFXと 同 等 な い し や や 弱 く,

Ureaplasmaに 対 す る抗 菌 力 はNFLX,OFLX,CPFX

お よ びTFLXよ り優 れ て い た(Table 4)。

2. 臨 床 分 離 株 の感 受 性 分 布

各 種 臨 床 分 離 株 に対 す るNM394,NFLX,OFLX,

CPFXお よ びTFLXの グ ラ ム 陽 性 菌 に対 す る抗 菌 力 を

Table 5に,グ ラ ム 陰 性 菌 に対 す る抗 菌 力 をTable 6-1

お よび6-2に 示 した 。

1) グ ラ ム 陽性 菌

グ ラ ム 陽 性 菌 全 体 でNM394の 抗 菌 力 は概 ねNFLX

よ り優 れ て い た 。NM394のS.aureztsに 対 す るMIC90

は1.56μg/mlで あ り,そ の 抗 菌 力 はOFLXお よ び

TFLXに 劣 るが,CPFXと 同 等,MRSAに 対 す るMIC90

は100μg/mlと な り,MRSAの 各 薬 剤 に対 す る感 受性 は

低 か っ た。Staphlococcus epidermidisに 対 して は0.39

μg/mlで,そ の 抗 菌 力 はTFLXに 劣 り,OFLX,CPFX

と同 等 で あ っ た 。

Streptococcus pyogenesに 対 す るNM394のMIC90は

0.78μg/mlで あ り,そ の 抗 菌 力 はTFLXに 劣 り,CPFX

と同 等 で,OFLXよ り優 れ,StrePtococcus pneumontae

に対 して は1.56μg/mlで,TFLXよ り劣 り,CPFXと

同 等,OFLXよ り優 れ た抗 菌 力 を示 した 。

Enterococcus faecalisに 対 す るMIC90は1.56μg/ml

で,そ の 抗 菌 力 はOFLX,CPFXお よ びTFLXよ り優 れ

て い た。Enterococcus faeciumに 対 す るMIC90は1.56

μg/mlで,そ の抗 菌 力 はTFLXに 劣 り,OFLX,CPFX

よ り優 れ て い た。Enterococcus aviumに 対 す るMIC90

Table 1. Antibacterial activities of NM394, norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin and tosufloxacin against

gram-positive bacteria

Medium : sensitivity test agar, * : Supplemented with 5% defibrinated horse blood



VOL. 44 S-1 NM441の 細菌学的評価 77

Table 2. Antibacterial activities of NM394, norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin and tosufloxacin against

gram-negative bacteria

Medium : GAM agar

Table 4. Antibacterial activities of NM394, norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin and tosufloxacin against

Mycoplasma and Ureaplasma

Medium : PPLO agar, *: T-broth
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Table 5. Antibacterial activities of NM394, norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin and tosufloxacin against

gram-positive bacteria

は3.13μg/mlで,そ の抗 菌 力 はTFLXに 劣 り,OFLX,

CPFXよ り優 れ て い た。

2) グ ラ ム陰 性 菌

E.coliに 対 す るNM394のMIC90は0.025μg/mlで

あ り,そ の抗 菌 力 はCPFX,TFLXと 同 等 で,OFLXよ

り優 れ て い た。

Citrobacter frenndiiに 対 す るNM394のMIC90は

0.20μg/mlで あ り,そ の 抗 菌 力 はOFLX,CPFX,TFLX

よ り優 れ て い た。

K.pneumontaeに 対 す るNM394のMIC90は0.05

μg/mlで あ り,そ の 抗 菌 力 はTFLXと 同 等 で,OFLX,

CPFXよ り優 れ て い た 。

Enterobacter aerogenesお よ びEnterobacter cloacae

に 対 す るNM394のMIC90は そ れ ぞ れ0.025μg/mlお

よ び0.39μg/mlで あ り,そ の抗 菌 力 は比 較 薬 剤 中 最 も優

れ て い た 。

Protezes mirabilisに 対 す るNM394のMIC90は50

μg/mlで あ り,>100μg/mlの 低 感 受 性 株 が 存 在 した 。

各 薬 剤 に つ い て も同 様 の傾 向 で あ っ た。

Indole positive Proteus spp.に 対 す るNM394の
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Table 6-1. Antibacterial activities of NM394, norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin and tosufloxacin against

gram-negative bacteria
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Table 6-2. Antibacterial activities of NM394, norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin and tosufloxacin against

gram-negative bacteria and Mycoplasma

MIC90は0.20μg/mlで あ り,そ の抗 菌 力 はCPFXに 劣

るが,OFLX,TFLXよ り優 れ て い た 。

Serratia marcescensに 対 す るNM394のMIC90は

6.25μg/mlで あ り,そ の 抗 菌 力 はOFLXよ り優 れ,

CPFX,TFLXと 同 等 で あ っ た。

P.aerarginosaに 対 す るNM394のMIC90は1.56μg/

mlで あ り,そ の 抗 菌 力 はCPFXと 同 等 で,OFLX,

TFLXよ り優 れ て い た 。

NM394の 抗 菌 力 はP.aeraginosa以 外 の 非 発 酵 菌

(Stenotrophomonas maltophiliaお よ びAcinetobacter

calcoaceticus)に 対 してOFLX,CPFX,TFLXよ り劣

る傾 向 に あ っ た 。

H.influenzaeに 対 す るNM394のMIC90は0 .025μg/

mlで あ り,そ の 抗 菌 力 はCPFX,TFLXよ り劣 るが,

OFLXよ り優 れ て い た。

M.catarrhalisに 対 す るNM394のMIC90は0 .10μg/

mlで あ り,そ の 抗 菌 力 はOFLXと 同 等 で,CPFX ,

TFLXよ り劣 っ て い た。

N.gonorrhoeaeに 対 す るNM394のMIC90は0 .025

μg/mlで あ り,そ の 抗 菌 力 はTFLXと 同 等 で,CPFX

よ り劣 り,OFLXよ り優 れ て い た 。

M.pneecmonlaeに 対 す るNM394のMIC90は1 .56

μg/mlで あ り,そ の 抗 菌 力 はOFLX,CPFX,TFLX

よ り劣 っ て い た 。

NM394の 抗 菌 力 は 今 回 検 討 した す べ て の グ ラ ム陰 性

菌 に対 してNFLXよ り優 れ て い た 。

3. 諸 因 子 の 影 響

1) 接 種 菌 量 の 影 響:NM394のP.aeruginosa IFO

3445に 対 す る 抗 菌 力 は104CFU/mlか ら108CFU/ml

へ と接 種 菌 量 の増 加 に伴 い1/8に 低 下 した が
,他 の 菌 種

で は接 種 菌 量 が増 大 して も抗 菌 力 に大 き な変 化 は 認 め ら

れ ず,ま た,そ の他 の 薬 剤 も同様 で あ った(Table 7)。

2) 培地種類 の影響:NM394お よびその他の薬剤の

抗菌力 は測定培地による影響はほ とんど認められなかっ

た(Table 8)。

3) 培地pHの 影響:NM394の 抗菌力 はグラム陽性

菌に対 し酸性側で低下が認 められたが,そ の影響は他の

薬剤より少なかった。グラム陰性菌 に対 しては各薬剤と

も酸性側での抗菌力の低下が認められた(Table 9)。

4) 血清添加の影響:各 薬物 ともに血清添加の影響は

ほとんど認められなかった(Table 10)。

5) 金属イオンの影響:NM394の 抗菌力 は金属イオ

ンによる影響をほとん ど受けなかったが,2mMのAl3+

により1/8～1/256と 大幅に抗菌力が低下 した。その他の

薬剤についても類似 した結果が得 られた(Table 11)。

4. 最小殺菌濃度(MBC)

NM394の 各被験 菌に対 するMICとMBCは ほぼ等

しく,そ の他の薬剤 と同様 にこれ らの菌に対 して殺菌的

に作用することが認め られた(Table 12)。

5. 増殖曲線に及ぼす影響

1) S.auerzzs FDA 209P JC-1に 対 して,NM394は
1MIC以 上で殺菌的に作用 し,OFLX ,CPFXは 殺菌作

用を得るためには2MIC以 上 を必要 とした(Fig .1)。

2) E.coli NIHJ JC-2に 対するNM394の 殺菌作用

はCPFXと ほぼ同等であったが,そ の殺菌作用は薬物添

加直後か ら認められ,CPFXよ り速やかに殺菌作用を示

した(Fig.2)。

3) S.marcescens T-55に 対 し て,NM394は1/4

MICで は静菌的な作用を示 し,1/2MIC以 上では殺菌

作用を示 した。同様の作用がOFLX,CPFXで も認めら

れた(Fig.3)。

4) P.aenrginosa E-2に 対 してはNM394が1/4MIC

で も殺菌作用 を示 したのに対 し,OFLXは1MIC以 上

で,CPFXは1/2MIC以 上で殺菌作用を示 し,NM394
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Table 7. Effect of inoculum size on antibacterial activity of NM394, norfloxacin, ofloxacin and ciprofloxacin

Medium : sensitivity test agar, 1): 5ƒÊl was inoculated.

Table 8. Effect of various medium on antibacterial activity of NM394, norfloxacin, ofloxacin and ciprofloxacin

Medium MHA•Emueller hinton agar, STA : sensitivity test agar, HIA : heart infusion agar

NA nutrient agar, TSA : trypto-soya agar, BHIA : brain heart infusion agar

Inoculum size : 106 cells/ml
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Table 9. Effect of medium pH on antibacterial activity of NM394, norfloxacin, ofloxacin and ciprofloxacin

Medium : sensitivity test agar

Inoculum size : 106 cells/ml

Table 10. Effect of horse serum on antibacterial activity of NM394, norfloxacin, ofloxacin and
ciprofloxacin

MICs were determined by the microdilution method.

Medium : cation supplemented mueller hinton broth

Inoculum size : 106 cells/ml
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Table 11. Influence of multivalent metal ions on antibacterial activity of NM394, norfloxacin, ofloxacin and

ciprofloxacin

Medium : sensitivity-disk agar N

Inoculum size : 106 cells/ml
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Table 11. Continued

Medium : sensitivity-disk agar N

Inoculum size : 106 cells/ml

Table 12. Bactericidal activity of NM394, norfloxacin, ofloxacin and ciprofloxacin

(Microdilution method)
* chnical isolate

, ** methicillin-resistant Staphylococcus aureus

は対 照 薬 剤 と比 較 し て最 も強 い 殺 菌 作 用 を 示 し た(Fig.

4)。

6. DNA gyrase阻 害 活 性

Table 13に 示 す よ う に,NM394のE.coliのDNA

gyraseに 対 す る 阻害 活性(IC50)は0.84μg/mlで あ り,

CPFX(0.69μg/ml)と ほ ぼ 同 等 で あ り,OFLX(2.25μg/

ml),NFLX(1.65μg/ml)お よ びTFLX(1.07μg/ml)よ

りや や 強 か っ た。P.aeruginosaのDNA gyraseに 対 す

るNM394,NFLX,OFLX,CPFXお よ びTFLXの 阻

害 活 性 は そ れ ぞ れ0.81,1.56,1.23,0.69お よ び0.75

μg/mlで あ り,NM394の 阻 害 活 性 はCPFXお よ び

TFLXと ほ ぼ 同 等 で,NFLXお よびOFLXよ りや や 強

か った 。

7. マ ウ ス実 験 的 全 身 感 染 モ デル に対 す る感 染 防御

効 果

グ ラ ム 陽 性 菌 感 染 に対 し てNM441はTFLXに は及

ば な い もの の,S.aureus Smithに 対 してOFLXと 同等

で あ った 以 外 はS.pyogenes,S.pneumoniae感 染 に対

して そ の 他 の比 較 薬 剤 よ り優 れ て い た 。 グ ラ ム 陰性 菌感

染 の場 合,Enterobacteriaceaeの 各 菌 種 に対 してNM441

のED50値 は0.981～1.150mg/kgで あ り,E.coli以 外

は比 較 薬 剤 中 最 も優 れ,P.aeraginosa感 染 に お い て も

優 れ た 治 療 効 果 を 示 し,そ のED50値 は比 較 薬 剤 中 最 も

低 か った(Table 14)。

8. マ ウ ス体 内動 態

NM441投 与 後 のNM394最 高 血 清 中 濃 度 は0 .25時
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Fig. 1. Bactericidal activity of NM394, ofloxacin and ciprofloxacin against Staphylococcus aureus FDA 209P JC-1

Fig. 2. Bactericidal activity of NM394, ofloxacin and ciprofloxacin against Escherichia coli NIHJ JC-2

間 の3.06±1.16μg/mlで あ り,そ の 時 の肺 内 お よび 腎 臓

内 濃 度 は そ れ ぞ れ4.26±1.49お よ び11.44±3.63μg/g

で あ っ た。

NM441投 与 後0.25～4時 間 に お け る 血 清 中NM394

濃度 に対 す る各 組 織 の 濃 度 比 は,肺 で は1.3～2.1倍,腎

臓 で は2.7～5.6倍 で あ り,良 好 な 組 織 移 行 性 が 確 認 され

た(Fig.5)。

III. 考 察

NM441お よ び そ の 活 性 本 体 で あ るNM394は 分 子 内

にキ ノ ロ ン環 の1,2位 を イ オ ウ を含 む環 状 構 造 と した

thiazeto-quinoline構 造を有する新 しいタイプの3環 性

キノロン系抗菌薬である。

NM394は 研究所保存の標準的なグラム陽性菌および

グラム陰性菌 に対 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NM394の 抗菌 力 は

TFLXよ り劣るものの,OFLXお よびCPFXと ほぼ同

等であった。一方,本 薬のグラム陰性菌 に対する抗菌力

はOFLXと 比較 し同等ないし8倍 優れた抗菌力を示 し,

CPFXやTFLXと ならびキノロン系抗菌薬の中で最 も

強い部類 に位置するもの と考 えられる。NM394の 抗菌
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Fig. 3. Bactericidal activity of NM394, ofloxacin and ciprofloxacin against Serratia marcescens T-55

Fig. 4. Bactericidal activity of NM394, ofloxacin and ciprofloxacin against Pseudomonas aeruginosa E-2

Table 13. Inhibition of supercoiling activity of Escherichia coli K-12 and Pseudomonas aeruginosa

PAO1 DNA gyrase by NM394, norfloxacin , ofloxacin, ciprofloxacin and tosufloxacin
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Table 14. Protective effects of NM441, norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin and tosufloxacin against systemic infections in mice

*:Drugs were administered orally 1 h after infection .**:MIC of NM394

Fig. 5. Serum and tissue level of NM394 after oral administration of
NM441 at a dose equivalent to 50mg of NM394/kg in mice.
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力は接種菌量,培 地種類および血清等の諸因子の影響を

ほとんど受 けなかったが,酸 性側のpHお よび2mMの

Al3+の 存在 により抗菌力が減弱 した。しかし,そ の程度

は他の比較薬 と同程度であった。抗菌薬の殺菌作用は

MICとMBCと の差,お よび殺菌曲線により議論される

場合が多い。NM394の 被検菌株 に対するMICとMBC

はほぼ等 しく,比 較薬 と同様 に殺菌的な作用を示す と考

えられる。S.aureus FDA 209P JG1,E.coli KC-14,

S.marcescens T-55お よびP.aeruginosa E-2に 対する

短時間殺菌作用はOFLX,CPFXよ り強 く,MIC以 上の

濃度を作用 させることにより,短 時間処理で顕著に菌数

を減少させた。特にP.aernginosa E-2に 対 してNM394

は1/2MICで は2時 間,MIC以 上では1時 間の作用で

生菌数を1/100以 下 に減少させ,P.eaeraginosaに 対する

本薬の強い殺菌作用が確認された。NM394のE.coliお

よびP.aerzrginosaのDNA gyrase阻 害活性は極めて強

く,CPFXと ほぼ同等であった。また,DNA gyrase阻

害活性 とMICは よく相関 しており,他 の同系薬剤 と同

様に,本 薬の抗菌作用はDNA gyrase阻 害に基づ くもの

と考 えられる。以上の結果よ り,NM394の 特長 として,

強いDNA gyrase阻 害活性 に基づ くP.aerlrginosaを 含

むグラム陰性菌群に対する優れた抗菌作用,特 に強い殺

菌作用を有することがあげられる。 また,こ れらの特性

はNM394のthiazeto-quinoline構 造 によるものと推察

され,構 造活性相関の面からも極めて興味深い。

しかしながら,NM394を 経 口投与すると感染防御効

果はほとんど認められず,腸 管からの吸収不良が示唆さ

れたため,こ れを改善すべ くプロ ドラッグNM441が 合

成された。NM441の マウス実験的全身感染モデルに対

する感染防御作用を検討 したところ,グ ラム陽性菌感染

に対 してはTFLXよ り劣 ったものの,streptococci感 染

に対 してOFLXな らびにCPFXよ り優れていた。一方,

グラム陰性菌感染ではほ とん どの菌で比較薬剤中,最 も

低いED50値 を示 した。また我々は,NM441が 呼吸器感

染モデルにおいてOFLXお よびCPFXと 同等以上の治

療効果を示 し,尿 路感染モデルでは特 にP.aernginosa

感染に対 し優れた治療効果 を示すことを既に報告してい

る1)。このようにNM441が 種々の感染モデル,特 にグラ

ム陰性菌感染モデルに対 して他剤に勝 るとも劣 らない成

績 を示 した要因 として,活 性本体であるNM394のin

vitro抗 菌力,特 に強い殺菌作用が生体内でも十分に反映

している可能性が示唆された。

NM441経 口投与後の体内動態 を検討 した ところ,本

薬は経口投与後速やかに吸収され,主 に血中,そ して肝

臓中で活性本体であるNM394へ と代謝され2,8),肺およ

び腎では血清中の2～5倍 以上の濃度に達 し,良 好な組

織移行性 を示すことが確認 された。

以上の結果から,NM441は 経 口投与後,速 やかに吸

収され,血 中ではNM394と して良好な組織移行性 を示

し,種 々の菌株 による全 身お よび局所感 染 に対 して

NM394の 優れた抗菌力および殺菌力を反映 した高い有

効性 を示すもの と考えられる。 このようにin vitroお よ

びin vivoに おいて優 れた抗 菌作用 を有す るNM441

は,臨 床において も種々の感染症に対する優れた治療薬

となることが期待 される。
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In vitro and in vivo antibacterial activities of a new quinolone, NM441

Yoshifumi Tomii, Masato Matsuda, Nobuko Sumimura, Masakuni Ozaki and Masahiro Kise
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Nishiohji Hachijo, Minami-ku, Kyoto 601, Japan

The in vitro and in vivo antibacterial activity of NM441, a new prodrug type of quinolone derivative

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

(TFLX).

NM394, an active form of NM441, had broad spectrum of activity against gram-positive and gram-

negative bacteria. The antibacterial activities of NM394 against gram-positive clinical isolates were

inferior to those of TFLX but almost equal to or superior to those of OFLX and CPFX. Against gram-

negative isolates, the activities of NM394 were equal to or superior to those of CPFX and TFLX and were

clearly superior to those of OFLX.

The activity of NM394 was not affected by inoculum size, type of medium and horse serum, but

decreased in acidic pH and in the presence of Al3+.

NM394 showed bactericidal effect aganist various bacteria more potent than that of OFLX and CPFX.

The bactericidal effect was more apparent against gram-negative bacteria that viable cells were

markedly reduced within 1•`2h.

NM441 was less active than TFLX against systemic infections in mice with gram-positive bacteria, but

was more effective than OFLX and CPFX against infections with streptococci. The ED50s of NM441

against gram-negative bacteria were lowest among the drugs tested.

After oral administration of 50mg/kg of NM441, the maximum serum concentration of NM394 in mice

was 3.06 lie ml and the concentration ratios in lung and kidney were 1.3 and 5.6, respectively.


