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In vitro growth—inhibitory activities of three quinolones (ofloxacin , ciprofloxacin and 
norfloxacin) were compared against Mycobacterium tuberculosis , M. kansasii, M. avium 
complex, M. fortuitum, M. smegmatis, M. aurum, and M. phlei using the actual count 

method. The actual count method is a method measuring the minimal inhibitory 

concentration (or the resistance level) as the lowest concentration (or the highest 

cocnentration) on which small inocula consisting of 10 to 100 viable bacteria fail to grow 

(or can grow).
 The results showed that ofloxacin and ciprofloxacin are almost equally activie against 

the mycobacteria tested, but the activity of norfloxacin is 2 to 8 times lower than the 

former two. Ofloxacin tended to be more effective against most virulent Mycobacterium , 
M. tuberculosis, whereas ciprofloxacin tended to be somewhat more effective against non

-pathogenic mycobacteria such as M. phlei and M. aurum.
 The organ concentrations and the blood concentrations of these agents in mice were 

compared after intraperitoneal injection of 1 mg. The highest concentrations were obtained 
in norfloxacin, and secondly in ofloxacin . Ciprofloxacin showed the lowest levels.
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緒 言

Ofloxacin(OX),Ciprofloxacin(CX)お よ び

Norfloxacin(NX)は,い ず れ もquinoline誘 導 体

(quinolones)に 属 す る新 抗 菌物 質 で あ る 。 主 骨骸 は 共

通 して い る の で,そ の作 用 機作 も共 通 で あ る こ とは 当 然

考 え られ る 。 しか し,構 造 の 多 少 の 違 い に 基 づ い て 抗 菌

力 に差 の生 じ る こ とは 当 然 で あ る。

東 村1)は,1983年 に,quinolonesの 一 つ で あ るOX

が,Mycobacteriumtubercuilosis,M.bouis,M.

Ransasii,M.xenopi,M.fortuitumな どの 病 原 性 抗

酸 菌 の 発 育 を 阻 止 す る こ と を報 告 した。 つ づ いて,OX

の 抗 結 核 菌 作 用 形 式 に つ いて 観 察 す る と と も に,こ れ を

肺 結 核 患 者 の 治 療 に 使 用 して,そ の 有 効 性 を 報 告 し

た2)～5)。 ま た,oxはM.fortuitum感 染 症 の 治 療 に

も有 効 で あ る こと が 示 唆 さ れ た6)。

以 上 の 結 果 に か ん が み,類 似 化 合 物 で あ るCXお よ

びNXに つ い て も抗 抗 酸 菌 作 用 を 検 査 して,い ず れ が

最 も有 効 で あ るか を 研 究 す る こ とが 必 要 と思 わ れ る。 本

報 の研 究 は,こ れ を 検 討 す るた め に行 った 。 ちな み に,

OX,CX,NXの 抗 抗 酸 菌 作 用 の 比 較 につ い て 行 わ れ た

研 究 は,Gayetal.7)に よ っ て,CXとNXのMr.

加berculosis,M.ransasii,M.fortuitumな ど に対

す るinuitro抗 菌 力 を比 較 した研 究 と,Valero-Gui-

llenetal.8)に よ って,Ox,cx,NxのM.fortui-

tumに 対 す るinuitro抗 菌 力 を 比較 した研 究 が あ るだ

けで あ る。Gayetal.は,CXの 抗 菌作 用 がNXよ り

も勝 って い る と述 べ,Valero-Gui11enetal.は,M.

fortuitumだ け につ いて の 非 定 量 的 方 法 に よ る比 較 で あ

るが,OXとCXは ほぼ 同 等,NXは これ に劣 る と述 べ

て い る.抗 酸 菌 の 種 々 の 菌 種 につ い て のOX,CX,NX

の3者 の 抗 菌 作 用 の 比 較 は まだ 行 わ れ て お らず,本 報 の

研 究 が 最 初 で あ る.

研 究 方 法

試験管 内抗菌力(発 育 阻止作用)

抗菌物質 および抗生物質 の試験管 内抗菌力 は,培 地の

種類,接 種生 菌数,培 養時間によ って影響 され る。 この

中で,培 地 の種類および培養時間については,培 地を 一

定 に し,菌 種 によ って培養時間を一定にす ることにより

解決 され る。最 も問題 とな るのは,接 種生菌数で,接 種

生 菌数 を 大 にす れば最 小発 育 阻止濃度(MIC)が 高 く

な り,小 にす れ ばMICが 低 くな るの が 通 常 で あ る.東

村9)10)は,前 に,こ の 問 題 を 解 決 す るた め に,種 々 の

希 釈 度 の 菌 液 を 接 種 に使 用 し,actualcountが 可 能 な

生 菌 単 位 即 ち10～100生 菌 単 位 を 接 種 した 培 地 系 列 で 耐

性 度(ま た はMIC)を 判 定 す る こ とを 提 唱 した 。 こ の

方 法 を"actualcount法"と 言 う。 本 報 で は,こ の方

法 を 用 い て,接 種 生 菌 単 位 数 を可 及 的 同一 と してMIC

を 測 定 した 。

被 検 菌 種 は,M.tuberculosis,M.Ransasii,M.

auiumcomplex(M.auium-M.intracellulare),

Mf.fortuitum,M.smegmatis,M.aurumお よ び

M.phleiで あ る 。 これ らの 菌 株 名 は 表1-3に 示 した 。

被 検 株 を1%小 川 培 地(以 下,小 川 培 地)に1白 金 耳 ず

つ 接 種 し,前3者 は37℃ に14日,後4者 は37℃ に3日

培 養 し,発 育 し た 集 落 を 採 取 して ガ ラ ス玉 入 り コル ベ

ン 中 で 振 盈 し て 均 一 化 し,0.1%Tween80水 溶 液 に5

mg/mlの 濃 度 に 浮 遊 させ た。 こ の菌 液 を10倍 系 列 で 希

釈 し,10-6ま で の菌 液 を作 っ た。 各 菌 液 の0.02mlを 渦

巻 白金 耳 で,種 々 の濃 度 の抗 菌 物 質 を含 む小 川 培 地 に接

種 した 。 使 用 し た 濃 度 は,10,5,2.5,1.25,0.63,

0.32,0μg/mlで,1株 に つ い て 同 じ培地 を7組 使 用

し,各 々 に100～10-6の 菌 液 を 接 種 した 。 接 種 した 試

験 管 に は,底 に3mmの 切 れ 目 の あ るダ ブル ゴ ム栓 を

かぶ せ,37℃ に 培 養 した 。 集 落 数 お よ びMICの 判 定 は,

M.tuberculosisお よ びM.auiumcomplexで は28

日後,M.Ransasiiで は14日 後,M.smegmatis,M.

aurum,M.phleiで は10日 後,M.fortuitumで は7

日後 に行 っ た 。MICはcontro1培 地(抗 菌 物 質 な し)

で 集 落 数10～100を 示 す 系 列 で 判 定 した。 接 種 生 菌 単 位

は,control培 地3本 の集 落 数 の平 均 値 と して表 に示 し

た 。

OXは 第一製薬(東 京),CXはBayer薬 品(大 阪),

NXは 杏仁 薬 品(東 京)か ら受領 した。OXとNXは

純 末で あ ったので実測量 をそのまま表示 した。CXは,

1mgが849.8μg力 価 で あ る との通知を製薬会社か ら

受 け取 ったので,120mg添 加 して100mgと 表示 した.

OXは0.067M燐 酸 緩 衝 液(pH7.1)に よ く溶 け る

が,CXとNXは 不 溶 であ った。従 って,3者 の条件

を 揃 え るため に,3者 と もまずpropyleneglycolに

1mg/mZの 割 合 に溶解 し,次 いで蒸留水で希釈 して,

滅菌前の培地に添加 した。90℃60分 滅菌後 の力価表 示は,

添加濃度の まま とした。 なお,特 殊 な場合 には,抗 菌物
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質 をpropyleneglycolに10mg/mlと な るように溶解

し,こ れ を培地 に添加 した(耐 性菌に対す るMIC測 定

の場合)。

臓器 中濃度 および血 中濃度 の測定法

前 記の ご とく3者 の溶解 度 が異 な り,特 にCXが 溶

解 しに くいたあに,3者 と も同 じ条件 で溶解 す るために

次 の方法 を とった。まず,10mg/mlの 割合 にpropyl-

eneglycolに 溶 解 し(CXは12mg/mlの 割合 に溶解

し,こ れ を10mg/mlと みな した),こ の 液 を蒸 留水で

5倍 に希釈 し,2mg/ml溶 液 とした。 この液の0 .5rnl

をddY系 雄 性マウス(体 重27±2g)の 腹腔に注射 した。

従 って,各 マ ウスの注 射量 は,OX,CX,NXと もに

1mgで あった。

臓器中濃度の測定 は,時 間を追 って マウスを殺 し,肺,

肝,脾,腎 を とって秤量 し,重 さの4倍 量 の蒸留水 を加

えて モ ー ター ホモ ジナ イザ ーで均一化 し,こ れ にdisc

を 浸 して 予 め 作 製 したM1.aurum15007株 の 入 った

Sauton寒 天 平板 培地の上におき,37℃3日 培養後,発

育 阻止帯 の直径を測 り,標 準曲線(既 知 濃度 の薬剤で得

た濃度 ・阻止帯径 の曲線)と 比較 して濃度 を測定 した。

従 って,結 果 に示 した濃度 は,実 際の濃度 の5分 の1と

な ってい る。

血 中濃度 はマ ウスの 心臓 を穿刺 して採血 し,こ れを

discに 浸 し,同 様 にM.aurum15007株 のSauton寒

天平 板培地 において阻止帯を測 った。従 って,血 中濃度

は実濃度 で表わされてい る.

M1.aurumを 被検 株 と しての マ ウス臓器 または血中

濃度の測定法 は,原 理 的には,ヒ トの血漿 中濃度測定法

と同 じで,詳 細 は前報 した3)。

研 究 結 果

OX,CX,NXの 試 験 管 内 抗 菌 力 の 比 較

得 られ た 結 果 を 表1～3に 示 し,表4に 総 括 した 。

M.tuberculosisに 対 す る 発 育 阻 止 濃 度MICは ,

OXが0.32～1.25μg/mLl,CXが0.63～1.25μg/ml,

NXが2.5～5μg/mlで,OXとCXは ほ ぼ 同 等 で あ

る が,OXが や やCXに 勝 る こ とが あ っ た。OX耐 性 株

に 対 して は,CXもNXも 発 育 阻 止 が で き ず,交 叉 耐

性 が あ る こ とが 示 され た 。

M.Ransasiiに 対 す るMlcは,OXが0.32～0.63,

CXも0.32～0.63,NXが1.25～2.5μg/mlで あ った 。

OXとCXの 阻止 力 は ほ ぼ 同一 で あ った 。

M.auiumcomplexに 対 す るMICは,OXが0.32

～2 .5μg/ml,CXが0.32～5μg/ml,NXが2.5～10

μg/mlで あ っ た 。OXとCXと は ほ ぼ 等 しか っ た。

M.auiumComplex6株 の これ ら薬 剤 に対 す る感 受 性

は,他 の 菌 種 と比 較 して 差 が 大 きか った 。

M.fortuitumに 対 す るMICは.OXとCXが0 .32/

μg/ml,NXが1.25～2.5μg/mlで あ っ た。

M.aurumに 対 す るMICは,OXが0.08～0.16

μg/ml,CXが0.08μg/ml,NXが0.32～0.63μg/ml。

M.phleiに 対 す るMICは,OXが0.32μg/ml,CXが

0.16μg/ml,NXが1.25～2.5μg/ml.M.smegmatis

に 対 す るMICは,OXが0.63μg/ml,CXが0.63

μg/ml,NXが5μg/mlで あ った 。

OX,CXお よ びNXの マ ウス 臓 器 中 濃 度 お よび 血 中

濃 度

成 績 を 図1お よ び2に 示 す 。

Table.1. Comparison of minimal inhibitory concentration of ofloxacin, ciprofloxacin, and

 norfloxacin against Mycobacterium tuberculosis strains

 The minimal inhibitory concentration was estimated as the lowest concentration on which 

small inocula consisting of 20 to 100 viable bacterial units failed to grow after incubation at

 37•Ž for 28 days. The Ogawa egg medium was used.
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 Table.2. C omparison of minimal inhibitory concentrations of ofloxacin, cirprofloxacin and
 norfloxacin against Mycobacterium kansasii, Mycobacterium avium complex and

 Mycobacterium fortuitum

 The minimal inhibitory concentration was determined by the 'actual count' method. The incubation 
time  was: M. kansasii, 21 days; M. avium complex, 28 days; M. fortuitum, 7 days. The Ogawa egg 
medium was used

 Table.3. Comparison of minimal inhibitory concentrations of ofloxacin, ciprofloxacin and

 norfloxacin against Mycobacterium aurum, Mycobacterium phlei, and Mycobacterium

 smegmatis

 Minimal inhibitory concentrations were determined by the 'actual count'method. The incubation 

time was 14 days. The Ogawa egg medium was used.

臓 器 中 濃 度 は,NXが 最 も高 く上 り,次 いでOX,

CXが 最 も低 い。臓器別で は,肝 と腎が最 も高 く,次 い

で脾,肺 が最 も低か った。血 中濃度 の高 さ も,NXが 最

も高 く,OXが これに次 ぎ,CXが 最 も低 か った。

考 察

Quinolone化 合 物 の 一 つOxは,抗 酸 菌 特 にM.

tuberculosis,M.bouis,M.Ransasii,M.xenopi,

M.fortuitumな ど の 病 原 性 抗 酸 菌 に対 して 試 験 管 内 で

発 育 阻 止 作 用 を示 す こ とがTsukamuraDに よ って

1983年 に報告 され,次 いで人 間の肺結核の治療 に有効 な

ことが,Tsukamuraeta1.3)～5)に よって1985年 に報

告 された.ま た,今 迄,難 治 とされたM.fortuitum肺

感染症 に対 して も有効で あることが示唆 されている(東

村 ほか6))。 この よ うに,OXの 抗酸菌感染症 に対す る

有 効性 が報 告 され ると,他 のQuinolone化 合物 のCx

およ びNXの 臨床適 用 は有効 か ど うかが関心 の的 とな

る 。 これ につ いて,Gayetal.の は,1984年 に,CX
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 Table. 4. Comparison of minimal inhibitory concentrations of ofloxacin,

 ciprofloxacin and norfloxacin determined by the ' actual count

 method'

 The ratios were expressed taking the minimal inhibitory concentrations 

of ofloxacin as the standard.

Time in Minutes

 The organs were diluted five times to homogenize them. The concentrations 

of the quinolones were measured by a disc method, in which a modified Sauton 

agar medium and Mycobacterium aurum strains 15007 were used.

 Each mouse received intra—peritoneal injection of 1 mg of ofloxacin, cipro

floxacin or norfloxacin. The quinolones were first dissolved in propylene 

glycol at a concentation of 10 mg/ml, and then the solutions were diluted 

five times in distilled water. Each 0. 5 ml of the dilutions was injected to mice 

intraperitoneally.

 The peak concentrations of ofloxacin and ciprofloxacin appeared after 30

 minutes, although the peak was present after 15 minutes when the injection 

was made using a phosphate buffer solution containing ofloxacin (11). 

Fig.1. Organ concentrations of ofloxacin, ciprofloxacin and norfloxacin

 after intra—peritoneal injection of 1 milligram dosis to ddY mice

 weighing 27 •} 2g.
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Time in Minutes

 The blood was taken from the heart and the 

blood concentrations were measured by imme

rsing a paper disc into the blood and placing 

on the surface of a modified Sauton agar me

dium containing Mycobacterium aurum strains 

15007. 

Fig.2. Blood concentrations of ofloxacin,

 ciprofloxacin and norfloxacin after

 intraperitoneal injection of 1 millig

 ram dosis to ddY mice weighing 

27 •} 2g.

とNxのM.tuberculosisお よびM.fortuitumに 対

す る試験 管 内抗菌 力 を比較 し,CXの 方がNXよ り低

いMICを 示す と報告 した。 また,Valero-Guillenet

a1.8)は,1985年 に,M.fortuitumに 対 す る試 験管 内

抗菌力を比較 し,OXとCXと はほぼ同等,NXは やや

低い阻止作用 を示 したと報告 した。

我 々 は,本 報 で,MICを 正 確 に測 定 す る た め に

"aCtUalCOUnt法"9)10)を 用 いて
,病 原性抗酸菌 およ

び非病原性抗酸 菌に対 す る試験管抗 菌作 用を比較 した。

その結果 は,OXとCXと はほぼ同等の発育 阻止作 用を

示 したが,NXは 発育阻止に前2者 の2～8倍 の濃度 を

要 した。

OXとCXの 抗菌力 はほぼ同等であ ったが,微 妙な

はあ るように思われた。

M.Ransasii,M.auiumcomplex,M.fortuitu

に対す る抗菌力は ほぼ同等であ ったが,最 も毒力の強い

M.tuberculosisに 対 して は,OXの 方が少 し勝 る傾向

があ った。一方,非 病原性菌のM.phleiとM.aurum

に対 しては,CXの 方が少 し勝 るように思われた。

OXとCXと は,抗 菌力で はほぼ等 しいが,人 体 に投

与 した場合 の有効 性に関与 す るもう一つの要 素は,臓 器

中濃度 及び血中濃度であ る。マ ウス体内では,人 間の場

合 に比較 して,排 泄が遥かに速い ことが既に示 されてい

るが11),マ ウスで 比較 した場合,臓 器中お よび血 中濃

度 の高さは,NX,OX,CXの 順で,CXが 最 も低か っ

た。

ヒ トで の血 中動 態 を文献でみ ると,一 原 など12)に よ

れば,OX600mg内 服後 の血清 中濃度最高値 は服用3時

間後で7μg/ml,300mg服 用時 は,服 用2時 間後 が最

高で3μg/mlで ある。Tsukamuraetal.3)の 成績で

は,最 高値 は服用後2～4時 間後 で得 られ,最 高値2～

6μ9/mlで あ った.

一方
,CXに ついてみ ると,Crumpetal.13)の 報告

で は,500mg内 服後の ピーク値は内服後1.5時 間で,最

高濃度2μg/mlで あ った。また,Wingenderetal.14)

によれば,250mgの 内服で最高血清値は1μg/mlで あ っ

た。

この 成績を比較す ると,ヒ トで もマ ウスで も,OXの

方 が高濃度 に到達す る点で優れて いる。従 って,本 報 の

成績で示す ように,OXとCXの 病原性抗酸菌 に対す る

抗菌作用が ほぼ等 しいとす れば,臨 床 に応用 した場合 の

CXの 効力 は,OXに 劣 る ものと推定 され る。

NXは,マ ウス臓器 および血 中濃度で は,最 も高い値

が得 られ たが,ヒ トでの成績 は,必 ず しも高 い とは言 え

な い。安 彦 ら15)に よれ ば,NX400mg内 服後の血 清

中濃 度 は,約1時 間後 に最 高値 を示 し,そ の値 は1.5

μg/mlで あ る。ま た,200mg内 服 時 は,1時 間後 最

高 で1μg/mlで あ る。従 って,NXの 試験管内抗菌力

の弱さを考 え ると,抗 酸菌感染症の治療に有効で あると

は考 え られない。

以上を総合す ると,抗 菌力の強 さと血中濃度 の高 さか

ら考えて,最 も有効な もの はOXで あ ると考 え られる。

OXの 有 効 性 は,臨 床 の場 で確 かめられたが,CXは 臨床

に用い得 る と して も,そ の治療 効果 はOXに 劣 る と推

定 され る。

なお,OXlmgを マウスに腹腔 内注射 した場合 の臓器

中濃度 は,今 回の実験 では30分 後 に ピークを示 した。 し

か し,前 回の実験 では15～30分 後 に ピークがみ られ,少

しピークの位 置が後にずれてい る。 ただ し,臓 器中濃度

自体 に大差 はない。血中濃度 の ピークの位 置 も,前 の実

験 で15分 後 に あ ったの に対 して16),今 回は30分 後で,

後 にず れてお り,ま た ピーク濃度 も前の実験 より低 い。

これは次の理由に よると推定 され る。前回の実験で は,
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OXの み を用 い たの で,OXを0.067M燐 酸緩衝液 に溶

解 して マ ウスに注射 した。 これに対 して,今 回の実験で

は,OX,CX,NXの3者 の比較を行 ったが,CXと

NXと は溶解度 が低 く,燐 酸緩衝 液に不溶であ った。そ

のため,3者 の条件 を等 しくするたあに,一 旦,こ れ ら

薬剤をpropyleneglycolに10mg/mlの 割合 に溶解 し,

これ を蒸 留水 で5倍 に希釈 して,そ の0.5mlを マウス

腹腔 内に注 射 した。従 って,注 射液中 には20%の 割合で

propyleneglycolが 含まれ るため,こ れのマ ウス腹腔

に与 える影響 によ り吸収の差が生 じた もの と思われ る。

結 論

Ofloxacin(OX),Ciprofloxacin(CX)お よ び

Norfloxacin(NX)のMycobacteriumtubercuZosis,

M.Ransasii,M.auiumcomplex,M.fortuitum,

M.aurum,M.pRlei,M.smegmatisに 対 す る試 験

管 内 発 育 阻 止 作 用 を"actualcount法"に よ り,接 種

生 菌 単 位10～100に 調 節 して 比 較 した 。 そ の結 果,OX

とCXの 抗 菌 作 用 は ほ と ん ど 同 等 で あ っ た が,NXは

や や 劣 り,前2者 の 約2～8倍 の 量 を 要 した。 ま た,

M.aurumをindicatorstrainと して,1mg腹 腔 内

注 射 後 の マ ウス の 臓 器 中 濃 度 お よ び血 中濃 度 を測定 した。

これ らの濃 度 は,NXが 最 も高 値 に達 し,次 い でOXで,C

Xが 最 も低 か った。臓 器 中濃 度 は,腎 お よ び肝 で最 も高 く,

次 い で脾 で,肺 が 最 も低 か った 。
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