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新 規 キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬NM441の 緑 膿 菌 に対 す るin vitroお よびin vivo有 効 性 評 価
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新規キノロン系抗菌薬NM441に ついて,in vitroお よびin vivoに おける緑膿菌 に対する有効性を既

存ニューキノロン薬 と比較検討 し,以 下の結果 を得た。

1) 臨床分離緑膿菌に対する活性本体NM394の 抗菌力はciprofloxacin(CPFX)と ほぼ同等であっ

たが,ニ ューキノロンに対 し感受性の低い菌株においてはNM394の 抗菌力がやや優 っていた。

2) NM394は 液体培地内において,対 照薬より低濃度,短 時間で緑膿菌に対 し殺菌的に作用 した。

3) ヒト血清を添加 した液体培地内においても,NM394は 対照薬に比較 し短時間で殺菌作用を示した。

4) NM394は 強い殺菌力を示 したため,2MIC以 上の濃度におけるpostantibiotic effect(PAE)は 算

出不可能であった。1MIC濃 度におけるNM394のPAEはofloxacin(OFLX)お よびCPFXよ りやや長

く,tosufloxacin(TFLX)よ りやや短かった。

5) マウスを用いた実験的緑膿菌尿路感染モデル,呼 吸器感染モデルおよび熱傷感染モデルに対する

NM441の 治療効果は,対 照 として用いたOFLX,CPFX,TFLXあ るいはlomefloxacin(LFLX)よ り

優れていた。

6) Carboxymethyl cellulose(CMC)ポ ーチ内緑膿菌感染モデルにおけるポーチ内NM394濃 度 は,

OFLXよ り低 く,CPFXお よびTFLXよ り高かった。また,ポ ーチ内生菌数はNM441投 与群において

最 も速やかに減少 した。

Key words:NM441,緑 膿菌,殺 菌力,postantibiotic effect,局 所感染治療実験

NM441は,日 本 新薬 株式 会社 お よび明 治製 菓株 式 会社 で

共 同 開発 中の新規 キノ ロ ン系抗 菌薬 で ある。本薬 は同系 で初

の プ ロ ドラ ッグ型 薬 剤 で あ り,動 物体 内 で速 や か にNM394

に変換 され抗菌 活性 を発揮 す る こ とが明 らか とな ってい る1)。

その活 性本体NM394は,グ ラム陽性 菌 か らグ ラム陰 性菌 に

か けて幅広 い抗 菌 スペ ク トラム を有 し,各 種 臨床 分離 菌株 に

対 し既 存 薬ciprofloxacin(CPFX)と 同様 の抗 菌 活 性 を示 す

こ と が報 告 さ れ て い る が2),そ の 中 で 緑 膿 菌 に対 して は

CPFXよ りやや 優 れ た抗 菌 活 性 が 認 め られ て い る。我 々 は

NM441の 特 に緑 膿菌 に対 す る有効 性 につ いて,in vitroお よ

びin vivoの 両面 か ら評価 を行 い,norfloxacin(NFLX)3),

ofloxacin(OFLX)4),CPFX5),tosufloxacin(TFLX)6)あ るい

はlomefloxacin(LFLX)7)と 比較 した。なお,本 検討 におい て

in vitroで は活性 本体NM394を,invivoで はNM441を 用

いた。

I 実 験 材 料 お よ び方 法

1 使 用 薬 剤

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

れ た 原 薬 を,NFLXお よ びCPFXは 購 入 品(Sigma

chemical)お よび 製 剤 か らの抽 出 品 を,OFLX,TFLX

お よ びLFLXは 製 剤 か らの 抽 出 品 を使 用 した 。

2. 使 用 菌株

1992年 に 全 国 の 医 療 機 関 で 分 離 され,明 治 製 菓 株 式 会

社 薬 品 総 合 研 究 所 に保 存 さ れ て い る緑 膿 菌 を使 用 した 。

3 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)の 測 定

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法8)に 準 じ,Sensitivity disk

agar-N(SDA;日 水 製 薬)を 用 い た 寒 天 平 板 希 釈 法 に よ

り測 定 した。

TFLXに つ い て は,薬 剤 の溶 解 度 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 の耐 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. 増 殖 曲線 に及 ぼ す影 響

1) 液 体 培 地 中 殺 菌 曲線

一 夜 培 養 したPseudomonas aeraginosa PRC -32の 菌

液 を新 鮮 なSensitivity test broth(STB;日 水 製薬)に

接 種 し,37℃,2時 間 振 盪 培 養 した 。 そ の後,各 薬 剤 を

最 終 濃 度 が1/4～4MICに な る よ う添 加 し,経 時 的 に 一

部 を採 取 して 生 菌 数 を測 定 した 。 な お,各 サ ンプ ル50μl

中 の 生 菌 数 を 測 定 した結 果,5コ ロニ ー 以 上 の 生 育 が 認

め られ た 場 合 の み デ ー タ とし て採 用 した 。

2) ヒ ト血 清 加 培 地 中殺 菌 曲線

ヒ ト非 働 化 血 清(Irvine Scientific)を20%添 加 した

STBを 用 い,1)と 同 様 に生 菌 数 を測 定 した 。な お,試 験

菌 株 はP.aeruginosa PRC-25を 用 い,薬 剤 濃 度 は1/2

～4MICに な る よ う調 製 し た。

5. Postantibiotic effect(PAE)の 測 定

各 種 濃 度 の薬 剤 を含 有 した 液 体 培 地 にて35℃,1時 間

* 〒222横 浜市 港北 区師岡町760
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振 盪 培 養 したP.aeruginosa PRG32の 菌 液 を0.45μm

の フ ィル ター で 濾 過 し,薬 剤 を含 有 しな い培 地 に 懸 濁,

37℃ にて培 養 し,経 時 的 に生 菌 数 を測 定 した 。PAEは,

薬 剤 除 去 後 の 菌 数 が1log10増 殖 す る時 間 と,薬 剤 を作 用

させ な い 菌 が110g10増 殖 す る時 間 の 差 に よ り表 した 。

6. 実験 的 局 所 感 染 モ デ ル に 対 す る 治 療 効 果

1) マ ウス 尿 路 感 染 モ デル

マ ウス はICR系4週 齢 の 雌(日 本 チ ャー ル ス リバ ー)

を使 用 した 。 また,OFLX感 受 性 菌 と し て,尿 路 由 来P

aerzrginosa PRC-236(OFLXのMIC:1.56μg/ml)を,

OFLX耐 性 菌 と し て 同 由 来 のPaemginosaPRC-

234(OFLXのMIC:25μg/ml)を 使 用 した 。 大 森 ら9)の

方 法 に 準 じ,1群5～6匹 の マ ウ ス に,P.aeruginosa

PRC-236株 は2.5×106CFU/mouseを,P.aeruginosa

PRC-234株 は5.3×105CFU/mouseを 経 尿 道 的 に感 染

させ,感 染 翌 日 よ り1日2回3日 間,各 薬 剤 を経 口 投 与

した。 な お,薬 剤 は す べ て のinvivoの 検 討 に お い て

0.5% Hydroxypropyl cellulose-SL(HPC-SL;日 本 曹

達)に 懸 濁 した もの を使 用 し,尿 路 感 染 モ デ ル治 療 実 験

に お け る薬 剤 投 与 量 はP.aeruginosa PRC-236で25お

よび5mg/kg,P.aeruginosaPRC-234で150mg/kgと

した 。 感 染4日 後,マ ウ ス の両 腎 を無 菌 的 に摘 出 し,生

理 食 塩 水 を加 え ホ モ ジ ナ イ ズ して 生 菌 数 を測 定 した 。

2) マ ウス 呼 吸 器 感 染 モ デ ル

マ ウス はICR系5週 齢 の 雄 を使 用 し,1群6～7匹 と

した 。Cashら10)の 方法 に準 じ,喀 痰 由 来 のP.aerugi-

nosa PRC-256を 混 入 させ た寒 天 ビ ー ズ を作 製 し,経 気

道 的 に ビー ズ 浮 遊 液15μlを 接 種,感 染3日 後 よ り1日2

回3日 間,各 薬 剤30mg/kg(NM441の み10mg/kg投 与

群 も設 定)を 経 口投 与 し た。な お,本 モ デ ル にお け る感 染

菌 量 は1.3×106CFU/mouseで あ っ た。感 染6日 後,マ

ウス の肺 を無 菌 的 に摘 出 し,生 菌 数 を測 定 した.

3) マ ウス 熱傷 感 染 モ デ ル

マ ウ ス はICR系4週 齢 の 雄 を 使 用 し,1群5匹 と し

た。 まず,麻 酔 下 で マ ウス 背 部 を脱 毛 後,エ タ ノ ー ル を

燃 焼 させ る こ と に よ り熱 傷 を作 製 した 。 次 に,菌 数 を調

整 した 熱 傷 二 次 感 染 創 由来 のP.aeraginosa PRC-208の

菌 液 を3.3×105CFU/mouseに な る よ う熱 傷 部 皮 下 に

接 種 し,感 染 を惹 起 させ た 。感 染6時 間 後,100お よ び20

mg/kgの 各 薬 剤 を1回 経 口投 与 し,翌 日熱 傷 部 皮 膚 を切

り出 して ホモ ジ ナ イ ズ,生 菌 数 を測 定 した。

4) ラ ッ トCMCポ ー チ 内 感 染 モ デ ル

ラ ッ トはSD系5週 齢 の雄 を購 入,1週 間 の 予 備 飼 育

後,1群4匹 と し て使 用 した 。安 食 ら11)の 方 法 に準 じ,

P.aernginosa PRC-208を 混 入 させ た1.5% Carboxy-

methyl cellulose(CMC)の 生 理 食 塩 水 懸 濁 液 を ラ ッ トの

背 部 に注 入 し て ポ ー チ を作 製,50mg/kgの 各 薬 剤 を投 与

した後,経 時 的 に ポ ー チ 内 の 生 菌 数 を測 定 した 。 本 モ デ

ル に お け る感 染 菌 量 は4.0×106CFU/ratで あ った 。 ま

た,同 サ ンプル中の薬剤濃度 も生菌数 と同時に測定 した。

薬剤濃度はEscherichia coli Kpを 検定菌 としたバイオ

アッセイ(穿孔法)に より測定 した。検定用平板 はMycin

assay agar(ミ クニ化学産業)を 用いて作製 し,直径6mm

の孔をあけ,各 サンプル40μlず つを注入 した。検量線用

の薬剤溶液は1.5%CMCの 生理食塩水懸濁液 を用いて

調製 した。

II. 実 験 結 果

1臨 床分離緑膿菌に対する抗菌活性

臨床分離緑膿菌200株 に対す る活性本体NM394お よ

び対照ニューキノロン薬の抗菌活性 をFig.1に 累積曲

線で示 した。また,NM394とCPFX,お よびNM394と

TFLXの 間の感受性相関図をFig.2に 示 した。 これ ら

の株 に対するNM394のMIC50お よびMIC90は,そ れぞ

れ0.39お よび25μg/mlで あった。NM394の 抗菌活性

はNFLX,OFLXお よびLFLXよ り優れ,CPFXお よ

びTFLXと ほぼ同等であった。しかし,ニ ューキノロン

薬に対 し感受性の低 い菌株では相関図上でわずかに差が

認 められ,NM394の 抗菌活性 がCPFXお よびTFLX

のそれよりやや優れていた。

2. 増殖曲線に及ぼす影響

1) 液体培地中殺菌力

Paenuginosa PRC-32に 対するSTB中 での各薬剤の

殺 菌力 をFig.3に 示 した。NM394の1/4お よび1/2

MIC濃 度では,2あ るいは4時 間後までに著 しい菌数の

減少が認 められたが.そ の後再増殖 した。1MIC以 上の濃

度では,よ り短時間で菌数は102CFU/ml以 下 まで減少

した。対照のOFLX,CPFXお よびTFLXで は,1MIC

濃度で著しい菌数の減少が認められたが,1/2MIC濃 度

における減少は緩やかであった。

2) ヒ ト血清添加培地中殺菌力

ヒト非働化血清 を20%添 加 したSTB中 でのPaern-

ginosa PRC-25に 対する各薬剤の殺菌力 をFig.4に 示

Fig. 1. Sensitivity distribution of clinical isolates of
Pseudomonas aeruginosa (200 strains)
agar dilution method
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(A)

MIC of ciprofioxacin

(μg/ml)

(B)
MIC of tosufloxacin

(μg/ml)

Fig. 2. Correlation between MICs of NM394 and ciprofloxacin(A) and MICs of NM394 and tosufloxacin(B) against 200 clinical isolates

of Pseudomonas aeruginosa

NM394(MIC:0.39μg/ml) ofloxacin(MIC:1.56μg/ml) ciprofloxacin(MIC:0.20μg/ml) tosufloxacin(MIC:0.39μg/ml)

Fig. 3. Bactericidal activity of NM394 and the other quinolones against Pseudomonas aeruginosa PRC-32

NM394(MIC:1.56μg/ml) 0floxacin(MIC:6.25μg/ml) ciprofioxacin(MIC:1.56μg/ml)

Fig. 4. Bactericidal activity of NM394 and the other quinolones against Pseudomonas aeruginosa PRC-25 in STB
supplemented with 20% human serum
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した。いずれの薬剤において も,1/2MICお よび1MIC濃

度で生菌数を3～410g減 少 させたが,薬 剤問で比較す

ると,菌 数 の減少 はNM394で 最 も速 やかで あった。

NM394は2MICあ る い は4MIC濃 度 に お い て も,

OFLXお よびCPFXよ り速やかに菌数を減少させた。

3. PAE

P.aeruginosa PRC-32に おけるPAE(h)測 定結果 を

Fig.5に 示した。NM394は,2MICお よび4MIC濃 度で

薬剤作用時間中に検出限界以下まで生菌数を減少させた

ため,PAEは 算出不可能であった。対照薬ではTFLXの

PAEが 比較的長 く,2MICお よび4MIC濃 度で約3時 間

で あ っ た。1MIC濃 度 に お け るNM394のPAEは 約1時

間 で あ り,OFLXお よ びCPFXよ りや や 長 く,TFLXよ

りや や 短 か っ た。

4 局 所 感 染 モ デ ル に対 す る治 療 効 果

Fig.6～10のNM441のMICは,す べ て そ の 活 性 本

体NM394を 用 い て測 定 した結 果 を示 した 。

1) マ ウス 尿 路 感 染 モ デ ル

OFLX感 受 性P.aeruginosa PRC-236お よ びOFLX

耐 性P.aeruginosa PRC-234を 用 い た,マ ウ ス尿 路 感 染

モ デ ル に対 す る 治 療 実 験 の 成 績 をFig.6お よ びFig.7

に 示 し た。OFLX感 受 性 菌(OFLXのMIC:1.56μg/

Fig. 5. Postantibiotic effect (PAE) of NM394 and the other quinolones against
Pseudornonas aeruginosa PRC-32
Time of incubation with compounds:1h
*: Time of PAE was not calculated because the number of bacteria

was decreased less than the limit of detection.

Fig. 6. Therapeutic effect of NM441 against experimental

urinary tract infections with ofloxacin-susceptible

Pseudomonas aeruginosa in mice

Strain: Pseudomonas aeruginosa PRC-236

Challenge dose: 2.5•~106 CFU/mouse

mean•}SD
*:p<0 .05 vs control

Fig. 7. Therapeutic effect of NM441 against experimental

urinary tract infections with ofloxacin-resistant

Pseudomonas aeruginosa in mice

Strain: Pseudomonas aeruginosa PRC-234

Challenge dose: 5.3•~105 CFU/mouse

mean±SD
*:P<0

.05 vs control
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Fig. 8. Therapeutic effect of NM441 against experimental

respiratory infections with Pseudomonas aeruginosa in

agar beads

Strain: Pseudomonas aeruginosa PRC-256

Challenge dose: 1.3•~106 CFU/mouse

mean•}SD
*:p<0

.05 vs control

ml)で は,薬 剤投与群のほとんどで無処置群 との間に有

意差(P<0.05)が 認められた。NM441投 与群の腎臓内

生菌数 は25mg/kgお よび5mg/kgの いずれの投与量 に

おいても,使 用薬剤中最 も少なかった。

OFLX耐 性菌(OFLXのMIC:25μg/ml)で は,明 ら

かな治療効果が認 められたのはNM441お よびCPFX

投与群のみであった。さらにNM441投 与群の腎臓内生

菌数はCPFX投 与群のそれより2～310g少 な く,対 照

4薬 剤の腎臓内生菌数 との間にも有意差(p<0.05)が 認

められた。

2) マウス呼吸器感染モデル

P.aeruginosa PRC-256を 用いたマウス呼吸器感染モ

デルに対する治療実験の結果はFig.8に 示 した。各薬剤

30mg/kg投 与群において,肺 内生菌数は無処置群 に比較

し減少 したが,無 処置群 との間に有意差(p<0.05)が 認

め られ た の はNM441投 与 群 の み で あった。 また

NM441投 与群では,10mg/kgの 投与量 にお いて も,

OFLX30mg/kg投 与群の場合 とほぼ等しい肺内生菌数

の減少が認められた。

3) マウス熱傷感染モデル

P.aemginosa PRC-208を 用いたマウス熱傷感染モデ

ルに対する治療実験の結果はFig .9に 示 した。NM441

投与群 は使用薬剤中最 も優れた治療効果 を示 した。100

mg/kgを 投与 した場合,NM441群 では無処置群 に比べ

皮膚内生菌数が410g減 少した。また,20mg/kgを 投与

した場合 には,OFLXお よびLFLX群 でほ とんど生菌

数の減少が認められなかったのに対し,NM441群 では2

Fig. 9. Therapeutic effect of NM441 against experimental

cutaneous infections with Pseudomonas aeruginosa in burnt

mice

Strain: Pseudomonas aeruginosa PRC-208

Challenge dose: 3.3•~105 CFU/mouse

mean•}SD
*:p<0

.05 vs control

logの 減少が認められた。

4) ラッ トCMCポ ーチ内感染モデル

ラットCMCポ ーチ内感染モデルに対する治療実験の

結果および同モデルにおけるポーチ内薬剤移行性を,そ

れぞれFig.10(A)お よび(B)に 示 した。なお,実 験には

熱傷感染モデルの作製 と同様にPaerzrginosa PRC-208

を使用 した。ポーチ内生菌数は各薬剤投与群 とも投与後

2時 間目よ り速やかに減少 した。NM441投 与群におけ

るポーチ内生菌数は使用薬剤 の中で最 も速やかに減少

し,投与後4時 間以後ではCPFXの それに比べ有意(P<

0.05)に 少なかった。

ポーチ内薬剤濃度は実験 に使用 したすべての薬剤で投

与後2時 間 までにピークに達 し,以後経時的に低下した。

NM441を 投 与 した場 合 の ポーチ 内NM394濃 度 は

OFLXの それよ り低いが,CPFXお よびTFLXと 比較

すると各測定時点 においてそれらより約2倍 高かった。

III. 考 察

緑膿菌感染症は基礎疾患をもつ患者や免疫力の低下し

た患者に多 く発症する難治性の感染症であり,以 前から

より優れた治療薬の開発が望 まれている。本感染症の治

療には,注 射薬 としてアミノグ リコシド薬やカルバペネ

ム薬などが多 く使用 されている。一方,経 口薬 としては

優れた抗緑膿菌活性を有するニューキノロン薬が各科領

域で広 く用いられ,緑 膿菌による慢性気道感染症の外来

治療 を可能 とするなど,そ の有用性は高い。 しか し,そ

の臨床効果は必ずしも十分満足できるまでに至 っていな

い。
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Fig. 10. Therapeutic effect (A) and rocal concentration (B) of NM441 against experimental infections with

Pseudomonas aeruginosa in carboxymethyl cellulose pouch in rat

Strain: Pseudomonas aeruginosa PRC-208

Challenge dose: 4.0•~106 CFU/rat
*•Ep<0 .05 vs ciprofloxacin

今回我々は,invitroに おいて既存ニューキノロン薬

よりやや優れた抗緑膿菌活性 を示すと報告されている2)

NM441に 関し,inv itroお よびin vivoに おける緑膿菌

についての細菌学的評価 を行い,臨 床での有効性を推測

した。

200株 の臨床分離緑膿菌 に対する抗菌活性を測定 した

結 果,活 性 本 体NM394の 抗 菌 力 はCPFXお よ び

TFLXの それ とほぼ等 しかった。 しか し,NM394,

CPFXお よびTFLXに 対 し3.13μg/ml以 上のMICを

示す株では,NM394の 抗菌力がCPFXお よびTFLX

よりやや優れる傾向が認 められた。これ は既報2)と 同様

の結果であった。次に,培 地内およびヒト血清添加培地

内におけるNM394の 殺菌力を調べた結果,い ずれの試

験において も対照薬 より低濃度,短 時間で強い殺菌作用

が認められ,そ の影響で本薬のPAEは 算出不可能 とな

る場合があった。また,マ ウスを用いた尿路感染モデル,

呼吸器感染モデルおよび熱傷感染モデルに対 し,NM441

は対照薬より優れた治療効果 を示 した。 このin vivo効

果は,前 述した対照薬 と同等あるいはそれ以上の緑膿菌

に対する抗菌力,な らびに強い殺菌力が反映された結果

であると考えられた。さらに,ラ ッ トCMCポ ーチ内感染

治療実験においては,感 染局所 における本薬の殺菌力 と

薬剤移行性の関連が示され,強 い殺菌力を呈するに足る

薬剤量が組織へ移行 していることが確認 された。

NM441を ヒ トに経口投与 した場合,活 性本体NM394

のCmax,T112お よびAUCは いずれ もTFLXの それ ら

より高値であ り,またCPFXと 比較するとCmaxで 同等,

T1/2お よびAUCはCPFXの 値 を上 回ってい た12～14)。

今回の検討におけるNM441の 細菌学的有効性 さらにヒ

トにおける体内動態を考慮すると,本 薬が緑膿菌感染症

の治療 に際 し優れた臨床効果 を期待できる薬剤であると

いえよう。
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In vitro and in vivo antibacterial activity of NM441,

a new quinolone, against Pseudomonas aeruginosa
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Minako Araake and Katsumi Kawaharajo
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760 Morooka, Kohoku-ku, Yokohama 222, Japan

The in vitro and in vivo antibacterial activity of NM441 against Pseudomonas aeruginosa was compared
with that of the other quinolones. The results obtained may be summarized as follows:

1) The antibacterial activity of NM394 against clinical isolates of P. aeruginosa was equal to that of
ciprofloxacin (CPFX). However, against quinolone-resistant strains, the activity of NM394 was slightly
higher than CPFX.

2) NM394 showed bactericidal effect against P. aeruginosa at lower concentrations and more rapidly
than the other quinolones.

3) NM394 also showed more rapid bactericidal effect than the other quinolones in medium containing
human serum.

4) Postantibiotic effect (PAE) was not able to be calculated due to a strong bactericidal effect at
concentrations higher than 2MIC of NM394. At a concentration of 1 MIC, PAE of NM394 was longer than
ofloxacin (OFLX) and CPFX but shorter than tosufloxacin (TFLX).

5) NM441 showed greater therapeutic effects than OFLX, CPFX, TFLX and lomefloxacin (LFLX)
against experimental urinary and respiratory tract infections in mice, and cutaneous infection in burnt
mice.

6) On the subcutaneous pouch infection with P. aeruginosa in rats, the concentration of NM394 in pouch
was lower than OFLX and higher than the other. NM441 showed the most rapid reduction of viable counts
in pouch.


