
8 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 MAR. 1996

新 規 キ ノ ロ ン 系 抗 菌 薬NM441に 関 す る 細 菌 学 的 評 価

吉 田 卓 史 ・三 橋 進

エ ピゾーム研究 所*

新 規 の プ ロ ドラ ッ グ型 キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬NM441の 活性 本 体NM 394に 関 し,そ のin vitro抗 菌 活 性

をnorfloxacin(NFLX),ofloxacin(OFLX),ciprofloxacin(CPFX),tosufloxacin(TFLX)お よ び

sparfloxacin(SPFX)と 比 較 検 討 し,次 の 結 果 を得 た 。

1) NM394は グ ラム 陽 性 菌 か ら グ ラム 陰 性 菌 に わ た る幅 広 い抗 菌 ス ペ ク トラ ム を示 した 。

2) NM394は 臨 床 分 離 の グ ラ ム 陽 性菌 に対 しOFLXお よ びCPFXと ほ ぼ 同 等 の 抗 菌 活 性 を示 した 。

また,グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 し て もCPFXと ほ ぼ 同 等 の 活 性 を 示 し,一 部 の 腸 内 細 菌 科 の 菌 種 お よ び

Pseudomonas aenginosaに 対 して は比 較 薬 剤 中最 も優 れ た 抗 菌 活 性 を示 した 。

3) NM394は 多 くの臨 床 分 離 株 に対 してMIC濃 度 で 殺 菌 的 に作 用 した 。

4) NM394の 抗 菌 活 性 は接 種 菌 量 の 影 響 を ほ とん ど受 け な い が,Mgイ オ ン の存 在 に よ りや や 低 下 し

た 。

5) NM394の 抗 菌 活 性 お よび 殺 菌 力 は ヒ ト血 清 添加 の 影 響 を ほ とん ど受 け なか っ た 。

6) NM394をsubMIC濃 度 含 有 す る培 地 で 継 代 培 養 す る と,各 種 細 菌 の本 薬 に対 す る感 受 性 は や や

低 下 した。

7) NM394はStaphylococcus aureus,Esoherivhia coliお よ びP.aenrginosa由 来DNA gyraseの

ス ーパ ー コイ リ ング 活性 を強 く阻 害 した 。
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NM441は,日 本 新薬株 式会社 にお いて合成 され,同 社 お よ

び明 治製菓株 式会 社 に よって開発 され た新規 の プ ロ ドラッグ

型 のキ ノロ ン系抗 菌薬 で ある。本薬 は経 口投与 後 キ ノ リンカ

ル ボ ン酸骨格7位 ピペ ラジニル基 の4位 のオ キ ソジオ キ ソ レ

ニ ルメチル 基が離 脱 し,速 やか に活 性本 体NM394に 変 換 さ

れ る1)。

今 回我々 は,活 性本体NM394のin vitro抗 菌活性 をnor-

floxacin(NFLX)2),ofloxacin(OFLX)3),ciprofloxacin

(CPFX)4),tosufloxacin(TFLX)5)お よ びsparfloxacin

(SPFX)6)と 比較検 討 した ので報告 す る。

I. 実 験 材料 お よび 方 法

1. 使 用 薬 剤

NM394は 日本 新 薬 お よ び明 治 製 菓,NFLXは 杏 林 製

薬,OFLXは 第 一 製 薬,CPFXは バ イ エ ル薬 品,TFLX

は 富 山 化 学 工 業,SPFXは 大 日本 製 薬,そ してmethicil-

lin(DMPPC)お よびoxacillin(MPIPC)は 萬 有 製 薬 よ り

分 与 を受 けた 。

2. 使 用 菌 株

当研 究 所 に お い て保 存 され て い る標 準 菌 株 お よ び 臨床

分 離 株(1984～1991年 分 離)を 使 用 した 。

3. 最 小 発 育 阻 止 濃 度 の 測 定

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法7,8)に 準 じ,寒 天 平 板 希 釈 法 に

てMICを 測 定 した 。測 定 に は,特 に記 さな い 限 りSensi-

tivity disk agar-N(SDA;日 水 製 薬)お よびSensitivity

test broth(STB;日 水 製 薬)を 使 用 した 。 な お,strepto-

cocciに は5%馬 脱 繊 維 血 液(日 本 生 物 材 料 セ ンタ ー)を,

Haemophilus influenzaeに は5%FildeS enrichrnent

(Difco)を 添 加 し たSDAを 使 用 した 。 ま た,Neisseria

gonorrhoeaeの 測 定 に は1%hemoglobin(Difco)お よ び

1%Iso Vitale X(BBL)を 加 えたGC agar(Difco)を,

嫌 気 性 菌 の 測 定 に はGAM agar(日 水 製 薬)を 用 い た 。

TFLXに つ い て は,薬 剤 が 難 溶 解 性 の た め,25μg/ml

以 下 の 濃 度 に お け る抗 菌 活 性 を測 定 した 。 よ っ て,そ れ

よ り高 度 の 磁 性 を示 した 株 は>25μg/mlと して 表 示 し,

累積 曲 線 は25μg/mlの 濃 度 まで の 結 果 を 示 した 。

4. 最 小 殺 菌 濃 度 の測 定

ま ず,試 験 菌 株 に 対 す るMICをMueller-Hinton

broth(MHB;Difco)を 用 い た 液 体 希 釈 法 で 測 定 した 。

な お,こ の 際 の 接 種 菌 量 は約5×105 CFU/mlに な る よ

う調 製 した 。 次 に,肉 眼 的 に 菌 の 発 育 が 認 め られ な い培

養 液 中 の 生 菌 数 を 測 定 し,生 残 菌 数 が 接 種 菌 数 の0.1%

以 下 に な る最 小 薬 剤 濃 度 をMBCと した 。

5. 抗 菌 力 に及 ぼ す 諸 因 子 の 影 響

1) 接 種 菌 量 の 影 響

37℃ で 一 夜 培 養 し た 菌 液 を 菌 量 が106～108 CFU/ml

と な る よ う調 製 し,薬 剤 含 有 平 板 に 接 種 してMICを 測

定 した 。

* 〒371-01群 馬県勢多郡富士見村小暮2220
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2) Mgイ オ ン の影 響

SDAに5mMのMgCl2を 添 加 し,106 CFU/mlの 菌 液

を接種 してMICを 測 定 し た。

3) ヒ ト血 清 添 加 の影 響

MHBに ヒ ト血 清(Moni-Trol I;Baxter)を50%添

加 し,96穴 マ イ ク ロ プ レー トを用 い た 微 量 液 体 希 釈 法 に

よ りMICを 求 め た 。 さ ら に各 ウ ェ ル 内 の 生 残 菌 数 を 測

定 し,接 種 菌 数 の0.1%以 下 と な る最 小 薬 剤 濃 度 をMBC

と した 。

6. 試験 管 内 耐 性 獲 得 試 験

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に準 じ て測 定 し たMICの 結

果 を も とに,各 薬 剤 の1/4MIC濃 度 に 当 た る薬 剤 含 有 寒

天平 板 よ り1白 金 耳 量 の 菌 をか き と り,約108 CFU/ml

の菌 液 を調 製 した 。 これ を100倍 希 釈 し再 度 薬 剤 含 有 寒

天平 板 に接 種,MICを 測 定 した 。 これ らの操 作 を各 試 験

菌株 につ い て11回 継 続 して行 い,subMIC濃 度 下 で の 継

代 に よ るMIC値 の変 化 を調 べ た 。

7 DNA gyrase阻 害 作 用

Staphylococcus aureus SA113,Escherichia coli KL-16

お よびPseudomonas aeruginosa PAO1よ り,既 報9～11)

に従 いDNAgyraseを 精 製 した 。得 られ たDNA gyrase

を 用 い,弛 緩 型pBR322 plasmid DNAに 対 す る ス ー

パ ー コ イ リン グ 活 性 に及 ぼ す 薬 剤 の50%阻 害 濃 度 を 求

めた。

II. 実 験 結 果

1. 抗 菌 ス ペ ク トラム

NM394の 標 準 菌 株 に対 す る抗 菌 活 性 を他 の ニ ュ ー キ

ノロ ン薬 と比 較 しTable 1に 示 した 。NM394は7株 の

グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 し,TFLXお よ びSPFXよ り劣 る が

OFLXお よ びCPFXと ほ ぼ 同 等 の抗 菌 活 性 を 示 した 。

ま た,21株 の グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 し て は,CPFXお よ び

TFLXと 同 等 の 抗 菌 活 性 を示 し た。NM394の 抗 菌 ス ペ

ク トラ ム はCPFXと 同様 の幅 広 い もの で あ っ た。

2. 臨 床 分 離 株 に対 す る抗 菌 活 性

各 種 臨 床 分 離 株(2,606株)に 対 す るNM394お よ び対

照 薬 の抗 菌 活 性 をTable 2に 示 した 。184株 のDMPPC

耐 性S.aureus(MRSA;MIC≧12.5μg/ml)に 対 す る

NM394のMIC50お よ びMIC90は そ れ ぞ れ1.56μg/ml

お よ び100μg/mlで あ り,MRSAの 比 較 的 多 く の 株 が

NM394を 含 め ニ ュー キ ノ ロ ン 薬 に 耐 性 化 し て い た。

NM394はDMPPC感 受 性S.aureus(MSSA),Staphylo-

coccus epidermidisお よ びEnterococcus faecalisの う

ち90%以 上 の株 に対 し,0.78～1.56μg/mlの 濃 度 で そ の

発 育 を 阻 止 した 。 こ れ はOFLXお よ びCPFXと ほ ぼ 同

等 の 値 で あ った 。 また,Streptococcus pyogenesに 対 す る

NM394のMIC90は0.39μg/mlで あ り,こ れ はTFLX

お よ びSPFXに 匹敵 す る低 い値 で あ っ た 。

Serratia marcescensを 除 く腸 内 細 菌 科,H.influenzae,

Table 1. Antibacterial activity of NM394 against standard strains of bacteria
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Table 2. Antibacterial activity of NM394 and the other quinolones against clinical isolates

* 50% and 90%
, MICs for 50 and 90% of strains tested, respectively
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Table 2. continued

* 50% and 90%
, MICs for 50 and 90% of strains tested, respectively
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Table 2. continued

* 50% and 90%
, MICs for 50 and 90% of strains  tested, respectively
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Table 2. continued

* 50% and 90%
, MICs for 50 and 90% of strains tested, respectively

N.gonorrhoeaeお よびMortzuella catarrhaltsに 対 す る

NM394のMIC90は い ず れ も0.78μg/ml以 下 で あ り,優

れた抗 菌 活 性 を示 して い た 。P.aerzrginosaに つ い て は,

NFLXに 対 す る感 受 性 で 菌 株 を2群 に分 け て示 した 。ま

た,Fig.1に それ らの菌 株 に対 す るMIC累 積 曲線 を,さ

らにFig.2に はOFLX,CPFXお よびTFLXに 対 す る

感 受 性 と,NM394に 対 す る感 受 性 との 間 の 相 関 図 を示

した。ニ ュー キ ノ ロ ン薬 感 受 性P.aernginosa(NFLXの

MIC;≦6.25μg/ml)に 対 す るNM394のMIC90は0 .78

μg/mlで あ り,比 較 薬 剤 中 最 も優 れ た 値 で あ った 。

ニ ュー キ ノ ロ ン 薬 耐 性P
.aeruginosa(NFLXの

MIC;>6.25μg/ml)162株 は 対 照 薬 と 同 様 にNM394

に対 して も耐 性 化 して い た が,そ のMIC50お よびMICg0

は それ ぞれ25お よ び50μg/mlで あ り,比 較 薬 剤 中 最 も

優 れ た値 で あ っ た 。

嫌 気 性 菌 に対 す るNM394の 抗 菌 活 性 は 菌 株 に よ りや

や 異 な る が,概 ねOFLXお よ びCPFXと ほ ぼ 同 等 で

あ った 。

多 く の 臨 床 分 離 株 に つ い て,NM394お よ び 対 照

ニ ュー キ ノ ロ ン薬 の 抗 菌 活 性 を測 定 した 結 果
,本 薬 の 抗

菌 活 性 は グ ラ ム 陽 性 菌 でOFLXお よ びCPFXと ほ ぼ 同

等,グ ラム 陰 性 菌 でCPFXと ほ ぼ 同 等 で あ っ た 。

3. MICとMBC

臨 床 分 離 株 を 用 い 液 体 培 養 法 に よ り測 定 したMICお

よ びMBCをCPFX,TFLXお よ びSPFXと 比 較 し,

Table 3に 示 し た。10株 のS.aureusに 対 す るNM394

のMBC90はMIC90と 同 じ0.78μg/mlで あ っ た が,対 照

薬 で は い ず れ の 場 合 もMBC90が1管 以 上 上 昇 し て い

た 。E.coliお よびS.marcescensで は,NM394を 含 め

す べ て の 薬 剤 に お い てMIC90とMBC90が 等 しか っ た 。

ま た,13株 のP.aeruginosaに 対 す るNM394のMBC90

は対 照 薬 の場 合 と同 様 にMIC90に 比 較 し1管 上 昇 し て

い た 。

4. 抗 菌 力 に及 ぼ す 諸 因 子 の 影 響

NM394お よ び 対 照 薬 の 抗 菌 力 に及 ぼ す 接 種 菌 量,Mg

イ オ ン な らび に ヒ ト血 清 添 加 の 影 響 につ い て 調 べ た 結 果

をTable 4お よ びTable 5に 示 した 。106～108CFU/ml

に調 製 した菌 液 を接 種 した場 合,測 定 した9株 に 対 す る

NM394お よびCPFXのMICに は ほ とん ど変 化 が み ら

れ な か っ た 。また,5mMのMgCl2を 培 地 に 添 加 す る と,
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(A) 203 strains (B) 162 strains

Fig. 1. Sensitivity distribution of clinical isolates of norfloxacin-susceptible (A : MIC6.25ƒÊg/ml) and -resistant (B: MIC>6.25ƒÊg/ml)

Pseudomonas aeruginosa

Fig. 2. Correlogram of MICs against 365 strains of Pseudomonas aeruginosa
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Table 3. Bactericidal activity of NM394 and the other quinolones against clinical isolates

Range of the initial inoculum sizes against S. aureus, E. coil, S. marcescens and P. aeruginosa were 5.0•~105•`3.3•~106, 5.1•~105•`4 .6•~106,

8.9•~105•`4.4•~106 and 6.7•~105•`5.4•~106 CFU/ml, respectively.

* 90%
, MICs or MBCs for 90% of strains tested.

Table 4. Effect of inoculum size and magnesium ion on the antibacterial activity of NM394 and ciprofloxacin

agar dilution method, * : inoculum size(CFU/ml)

Table 5. Effect of human serum on the antibacterial and bactericidal activity of NM394 and the other quinolones

*: 
μg/ml,  micro broth dilution method

** : ƒÊg/ml
, the concentration produced•†99.9% reduction in CFU
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無添加で106CFU/mlの 菌液を接種 した場合 と比較 し,

NM394のMICは ほとんどの菌株 で約2管 上昇 した。

データは示していないが,CPFX以 外のニューキノロン

薬 において も,5mMのMgCl2の 添加 によ りMICが1

～2管 上昇した。ヒ ト血清を培地に50%添 加 した場合,

NM394の 試験菌株 に対 するMICお よびMBCは 無添

加の場合 とほとんど変わらなかった。対照に用いた薬剤

では,S.aureusに おいてCPFXのMICお よびMBC

が血清の添加により2管 上昇した。また,P.aenrginosa

では,血 清を添加した場合すべての薬剤のMBCがMIC

より2管 上昇 した。

5 試験管内における耐性獲得

subMIC濃 度の薬剤 を含有する培地で継代 した際の各

種細菌のニューキノロン感受性の変化をFig.3に 示 し

た 。S.aureusで は,NM394のMICは11回 の継 代 に よ

り2管 上 昇 し,OFLXお よ びTFLXで も4回 の 継 代 で

それ ぞ れ2お よ び3管 上 昇 し た。NFLXお よ びCPFX

にお い て は試 験 期 間 中MICに 変 化 が な か っ た 。E.coli

に お い て は ほ と ん ど の 薬 剤 でMICの 変 動 は わ ず か で

あ っ たが,TFLXを 含 む培 地 で継 代 した 場 合 ・最 終 的 に

MICが3管 上 昇 した 。P.aemginosaの 場 合 ・CPFXの

MICは 継 代 に よ り4管 上 昇 し,NM394を 含 め た そ の他

の 薬 剤 で は2管 の上 昇 が認 め られ た。

6. DNA gyrase阻 害 活 性

S.aureus,E.coliお よ びP.aemginosaよ り精 製 した

DNAgyraseの ス ー パ ー コ イ リ ン グ 活 性 に 対 す る 各

ニ ュー キ ノ ロ ン薬 の50%阻 害 濃 度 をTable 6に 示 した。

NM394に お け る そ れ らDNA gyraseに 対 す る50%阻

(A) (B) (C)

Fig. 3. Effect of passage on the antibacterial activity against Staphylococcus aureus Smith (A), Escherichia coli ML4707 (B)
and Pseudomonas aeruginosa GN11189 (C)

Table 6. Inhibitory activity of NM394 against DNA gyrase supercoiling activity

* agar dilution method

** IC50 50% inhibitory concentration
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害濃度は,そ れぞれ18.0,0.41お よび2.05μg/mlで あ

り,い ずれの菌株において も概ねCPFX,TFLXお よび

SPFXと 同等であった。また,NFLXお よびOFLXの

50%阻 害濃度 と比較すると,NM394の 値 はいずれの菌

株においてもそれらより低かった。

III. 考 察

NFLXの 合 成 を発 端 に始 まった我 が 国 にお け る

ニューキノロン薬の開発は,現 在 までに9薬 剤が上市 さ

れる程めざましい発展を遂 げている。一般にニューキノ

ロン薬ではキノロンカルボン酸骨格の1,7,5お よび

8位 を修飾 した化合物 について検討 され る場合が多 い

が,新 規ニューキノロン薬NM441は 基本骨格の1位 と

2位 をS原 子を介 して環状 にし,ま たプロ ドラッグ型 と

いうユニークな性質を有 している。今回我々は,NM441

の活性本体NM394に ついて,in vitro抗 菌活性 を既存

薬剤と比較検討した。

各種臨床分離株 に対す るNM441の 活性本体NM394

の抗菌活性を測定 した結果,本 薬はグラム陽性菌に対 し

概ねOFLXと 同等の抗菌活性 を示 した。また,腸 内細菌

を中心としたグラム陰性菌 に対 しては概 ねCPFXと 同

等の抗菌活性を示 し,同 系の薬剤の中では最 も優れた活

性を示す部類に属 していた。そして,ニ ューキノロン薬

の作用機作であるDNA gyrase阻 害活性 を調べた とこ

ろ,NM394は 比較的低濃度でスーパーコイ リング活性

を阻害 し,本 薬の優れた抗菌力がその強い酵素阻害活性

を基に生じていることが明らか となった。 また,ニ ュー

キノロン薬の特徴である強い殺菌力をNM394も 有 し,

種々の因子がその抗菌活性 に与える影響およびin vitro

における耐性獲得については他のニューキノロン薬 と同

様の性質を有していた。

近年,初 期のニューキノロン薬に比べグラム陽性菌 に

対する抗菌力 を高めた薬剤が発売 され てい る5,6)。しか

し,い ずれの薬剤 も緑膿菌感染症に対する臨床効果は十

分満足できるものとはいえない。今回の検討の結果,

NM441の 活性本体NM394は グラム陽性菌か らグラム

陰性菌にわたるブロー ドな抗菌活性に加え,特 に緑膿菌

において既存薬剤中最 も抗菌活性が優れているといわれ

るCPFXお よびTFLXと 同等以上の抗菌活性を示 した

(Table 2お よびFig.1)。

Fig.1の 累積曲線をみると,NFLXに6 .25μg/ml以

下のMICを 示した株(A)で は,NM394の 曲線 はCPFX

のそれとほぼ完全に重なり,そ れ らは同等の抗菌活性で

あった。しかし,NFLXに6.25μg/ml以 上のMICを 示

した株(B)で は,耐 性度が高 くなるに従いNM394の 抗

菌活性が優れるようになった。 この現象は感受性相関図

上にもはっきりと現れていた。 また,Fig.1に おいて対

照薬に注目すると,NFLXに6.25μg/ml以 下のMICを

示した株では,CPFXの 抗菌活性 はTFLXよ り,NFLX

の抗菌活性はSPFXよ りそれぞれ優れているが,NFLX

のMICが625μg/ml以 上の株では,そ れ らは同等か ま

た は逆転 していた0つ ま り,NM394と 同様 の現象が

TFLXお よびSPFXで も認められた。緑膿菌にお ける

ニューキ ノロン薬耐性機構 はDNAgyraseの 薬剤感受

性 の低下 あるいは薬剤の菌体膜透過性の低下であるとい

われている11,12)。よって,耐 性菌においてNM394の 抗菌

活性がCPFXの それより優れていた理由として,本 薬が

それ ら耐性変化の影響を受 けにくいことが考 えられた。

より有用なニューキノロン薬を開発 していく上で も,そ

の詳細 について今後検討 してい く必要がある といえよ

う。

NM441が ヒ トに経 口投与 され活性本体NM394に 変

換 された後の体内動態 は,CPFXお よびTFLXよ り優

れていることが既に報告されている13～15)。以上のことよ

り,本 薬は既存薬では十分な臨床効果の得られない緑膿

菌感染症を含め,種 々の原因菌 によって引き起 こされる

感染症に対 し,優 れた効果が期待できる薬剤 となるであ

ろう。
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In vitro antibacterial activity of NM394, active form of NM441, a new quinolone

Takuji Yoshida and Susumu Mitsuhashi

Episome Institute
2220 Kogure, Fujimi-mura, Seta-gun, Gunma 371-01, Japan

The in vitro antibacterial activity of NM394, the active form of the prodrug NM441, was compared with
that of norfloxacin (NFLX), ofloxacin (OFLX), ciprofloxacin (CPFX), tosufloxacin (TFLX) and sparflo-
xacin (SPFX). The results may be summarized as follows :

1 ) NM394 demonstrated broad-spectrum antibacterial activity against gram-positive and gram-nega-
tive bacteria.

2 ) The activity of NM394 against gram-positive clinical isolates was comparable to that of OFLX and

CPFX. Against gram-negative isolates, NM394 showed antibacterial activity equal to that of CPFX, but
showed the greatest activity for all compounds tested against a part of strains Enterobacteriaceae and
Pseudomonas aeruginosa.

3 ) NM394 showed bactericidal action at the MIC against a variety of clinical isolates.
4 ) The activity of NM394 was unaffected by inoculum size, but slightly decreased in the presence of

magnesium ions.
5 ) The antibacterial and bactericidal activity of NM394 was unaffected by human serum .
6 ) The susceptibilities of bacteria to NM394 were slightly decreased by passage in the presence of

a subMIC concentration of NM394.
7 ) NM394 strongly inhibited the supercoiling activities of DNA gyrase purified from Staphylococcus

aureus, Escherichia coli and P. aeruginosa.


