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 In vitro and in vivo antimycobacterial activities of new quinolones, norfloxacin 

(NFLX), ofloxacin (OFLX) and ciprofloxacin (CPFX) were studied and the following 
results were obtained.

 With regard to the in vitro activity of the quinolones against various pathogenic 

mycobacteria evaluated by agar dilution method, it was found that these quinolones were 

appreciably active against M. tuberculosis (MIC90 = 0.83.13ƒÊg/ml), M. kansasii (for 

OFLX and CPFX 1.6ƒÊg/ml), M. marinum (for CPFX, 0.8,ƒÊ/ml) and M. fortuitum (0.2

0.8 ƒÊg/ml), while they showed only a low activity against M. scrofulaceum, M. avium 

complex and M. chelonae. The activity was highest in CPFX, intermediate in OFLX and 

lowest in NFLX.

 Antimicrobial activity of 1 ƒÊg/ml of the quinolones against M. fortuitum growing in 

Dubos Tween-albumin medium or resting in phosphate buffered saline was studied. All 

agents showed antimicrobial activity against the organisms in both cases, whereas NFLX 

showed only a weak bacteriostatic action on the organisms growing in Dubos Tween

albumin medium. The activity of CPFX was higher than that of OFLX.

 The quinolones were found to have microbicidal activity against M. fortuitum 

phagocytosed in murine peritoneal macrophages and the activity was highest in CPFX, 
intermediate in OFLX and lowest in NFLX.

 OFLX and CPFX showed the therapeutic effects against experimental murine infection 

due to M. fortuitum when each agent was given orally to mice 24h after infection at the 

dose of 1 mg per mouse once daily, 6 times a week, for 4 weeks, but NFLX did not.

* From the Department of Microbiology and Immunology
, Shimane Medical University, 

 Izumo 693 Japan.
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は じめ に

近 年,新 た に 開 発 さ れ た キ ノ ロ ン系 薬 剤 で あ る

norfloxacin,ofloxacin及 びciprofloxacin二 はnali

dixic acidと 構 造 的 に 類 似 し た もの で あ るが,そ の 抗

菌 活 性 はnalidixic acidに 比 して 強 く,か つ 広 い 抗 菌

域 を 有 し,nalidixic acidに 対 し て 抵 抗 性 で あ る

Pseudomonas aeruginosaや 一 部 の グ ラ ム 陽 性 球 菌

な ど に対 して も優 れ た 抗 菌 力 を 示 す こ とが知 られ て い

る1)。

と こ ろ で,"nontuberculous mycobacteria"症 の

増 加 に伴 い,そ の起 因 菌 に 対 す る有 効 薬 剤 の 探 索 が 進 め

られ て い る が,そ の 抗 結 核 剤 に対 す る感 受 性 は一 般 に低

く2),こ の 種 の 菌 に よ る ヒ トの 感 染 症 に対 す る的 確 な

化 学 療 法 剤 の な い 今 日,新 た な 薬 剤 の 開 発 が 強 く望 ま れ

る と こ ろ で あ る。 も っ と も,Mycobacterium kansa

siiに 対 して はrifampicinを 含 む 多 剤 併 用 療 法 が有 効

で あ る3)～5)こ と は よ く知 られて い る とこ ろ で あ り,ま

たM.fortuitumやM.chelonaeに 対 す る優 れ た 抗 菌

剤 に 関 す る報 告6)～9)も み られ る。

今 回,我 々 は"nontuberculous mycobacteria"に

対 す る 有 効 薬 剤 探 索 の 一 環 と し てnorfloxacin,

ofloxacin及 びciprofloxacinの 諸 種 抗 酸 菌 に 対 す る

in uitro抗 菌 活 性 を 比 較 検 討 し,更 に そ の 結 果,特 に高

い 感 受 性 を 示 す こ とが 明 らか に さ れ たM.fortuitum

に つ い て は,こ れ ら薬 剤 の 実 験 的M.fbrtuitum感 染

マ ウ ス に 対 す る治 療 効 果 につ いて も併 せ て 検 討 した の で

以 下報 告 す る。

材料と方法

1.薬 剤感受性試験

1)菌 株:M.tuberculosis25株,Mp.kansasii19

株,M.marinum10株,M.scrofulaceum19株,

M.auium complex56株,M.fortuitum20株,M.

chelonae subsp.abscessus20株 及 びM.chelonae

 subsp.chelonae20株 の 計189株 で,新 た に臨 床 材 料

よ り分離 され たM.tuberculosisとM.auiumcom

plexの 一 部 を除 いて はす べ て 小 川 培 地 上 で 継 代 さ れ た業

室 株 を 用 い た 。これ らの うち遅 育 抗 酸菌 は7H10寒 天 平

板 上 で,ま た 速 育 抗 酸 菌 は2%グ リセ リ ン加Muller

Hinton寒 天 平 板 上 で 画 線 培 養 し,生 じた単 孤 集 落 を釣

菌 してDubos液 体 培 地 中 で増 菌 培 養 し,4℃ に保 存 し

た 。 そ して,用 に臨 み 新 鮮Dubos液 体 培 地 に移 植 し,

37℃(M.marinum及 びM.chelonae subsp.che

lonaeは33℃),3～7日 培 養 した も の を実 験 に供 した。

2)薬 剤:norfloxacin (NFLX)(杏 林 製 薬),

ofloxacin (OFLX)(第 一 製 薬)及 びciprofloxacin

 (CPFX)(バ イ エ ル薬 品)を 供 試 した。

3)方 法:100～0.025μg/mlに 至 る2倍 階段希釈

薬剤含有7H10寒 天平板(遅 育抗酸菌用),ま たは2%グ

リセリン加Mul1er-Hinton寒 天平板(速 育抗酸菌用)

上 に,Dubos液 体 培地培養菌を同種培地を用いて約

106CFU/mlに 希釈 ・調製 した ものの5μlをMicro

planter (ModelMIT-P,佐 久間製作所,東 京)で 接

種 し,遅 育抗酸菌では5%CO2下37℃(M.marinum

は33℃),14日,ま た速育抗酸菌では5%CO2下37℃

(M.chelonae subsp.chelonaeは33℃),7日 培養後

に発育陰性または5コ 以下の集落発生 しかみ られなかっ

たところの薬剤濃度を供試菌に対する最小発育阻止濃度

(MIC)と して表わ した10)。

2.殺 菌作用

NFLX,OFLX及 びCPFXの 各1μg/ml含 有 ある

いは非含有Dubos液 体培地または リン酸緩衝生食水

(PBS)の 各5mlを 試 験管(145×15mm)に 入れ,

こ れにDubos液 体 培地培養のM.fbrtuitum ATCC

6841株 の約104コ を接種 し,37℃,7日 間にわたって

培養 した。その間生 菌数の推移を2%グ リセ リン加

Muller-Hinton寒 天平板を用いて計測した。

3.マ クロファージ殺菌能に及ぼす効果

8～10週 齢 のC3H/HeN系 雌 マ ウ ス(日 本 チ ャ ー

ル ス リバ ー)にZymosan A (Sigma Chemical Co.,

M.O.,U.S.A.)の1mgを 腹 腔 内 投 与 後4日 目 に

1%胎 児 牛 血 清(FBS)加Hanks'balanced salt

solution (HBSS)で 腹 腔 浸 出細 胞(PEC)を 採 取 し,

同 液 で 洗 浄 後,10%FBS加RPMI1640培 地(日 水 製

薬)に1×106/mlに な る よ う に 浮 遊 させ た。 そ して

そ の細 胞 浮 遊 液 の1mlを16mm径 のwell (Corning

 Glass Works,N.Y.,U.S.A.)内 で,5%CO2下,

37℃,3時 間培 養 後,1%FBS加HBSSで 洗 浄 して非

付 着 性 細 胞 を 除去 し,得 られ た付 着 細 胞 を マ ク ロ フ ァー

ジ(Mφ)と して 用 い た 。 このMφ 細 胞 に,10%FBS

加RPMI1640培 地 に よ るM.fortuitumATCC6841

株 浮 遊 液(106CFU/ml)の1mlを 加 え,5%CO2

下 で37℃,2時 間 培 養 後,1%FBS加HBSSで5回
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洗浄 した。そ してこれにNFLX,OFLX及 びCPFX

の0.4ま たは2μg/ml含 有または非含有10%FBS加

RPMI1640培 地 の2mZを 加え,5%CO2下 で37℃,

48時 間 にわたって培養 した。その間,薬 剤非含有対照

では1日2回,新 鮮培地を交換した。還元生菌数は培養

we11をPBSで 洗浄後,1mlの 蒸留水を加えて37℃,

20分 間静置後,2倍 濃度の生食水の1mlを 加 えて3秒

間超音波処理 し,得 られたMφ 細胞破砕液を2%グ リ

セ リン加Muller-Hinton寒 天培地上に移植 して計測

した。他方,plasticsheet上 に上記 したと同様な条件

下で調製 したMφ に菌を貧食させて培養 し,経 時的に

標本をとり出 してGiemsa染 色 し,顕 微鏡下でMφ 数

を算定 した。

4.実 験 的M.fortuitum感 染 マ ウス の 治 療

5週 齢 のddY系 雌 マウス(静 岡実験動物農業協同組

合)にM.fortuitum18367株 の1.8×107CFUを 尾

静脈内接種 し,そ の翌日より1日1回,週6回,4週 間

にわたって,NFLX,OFLXま たはCPFXの 蒸留水に

よる各10mg/ml液 の0.1ml(1mg)を,ま た対照マ

ウスでは蒸留水の0.1mlを ゾンデを用いて経口投与 し

た。そ して,感 染後毎日spinning disease発 現の有無

と週1回 の体 重測定を行 い,ま た感染1時 間,2及 び

4週 後に屠殺,剖 検 して,内 臓の肉眼的病変の観察並び

に両側腎よりの菌の還元培養を行った8)。

結 果

1.抗 菌活性

Table1に 示 す よ う に,NFLX,OFLX及 びCPFX

の供 試 いずれの薬 剤 もM.fortuitumに 対 して 最 も強 い抗

菌 活 性 を 示 し,本 菌 に対 す るMIC90は そ れ ぞ れ0.8,

0.4及 び0.2μg/mlで あ った 。 ま た,こ れ ら薬 剤 はM .

tuberculosis〔MIC90=3.13(NFLX),0.8(OFLX,

Table 1. In Vitro Antimycobacterial Activity of New Quinolones, NFLX, OFLX and CPFX

Fig. 1. Antimicrobial effects of new quinolones against M. fortuitum grow

ing in Dubos Tween—albumin medium  ( A) and resting in phosphate buf-

fered saline (B).Each agent was added to the incubation mixture at the con-

centration of 1 ƒÊg/ml.
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CPFX)μg/ml〕,M.kansasii〔MIC90=1.6μg/ml

(OFLX,CPFX)〕 並 び にM.marinum〔MICｇ 。=6.25

(NFLX,OFLX),0.8(CPFX)μg/ml〕 に 対 して も

比 較 的 強 い 抗 菌 活 性 を 示 した が,M.scrofulaceum,

M.avium complex, M.chelonae subsp.abscessus

並 び にM.chelonae subsp.chelonaeに 対 す る抗 菌 活

性 は,CPFXのM.chelonae subsp.chelonaeに 対

す る抗 菌 活 性(MIC90=6.25μg/ml)を 除 い て,い ず

れ も弱 い もの で あ る こ とが分 か った 。 ま た,抗 菌 活 性 の

程 度 は,一 般 的 に い って,CPFX≧OFLX>NFLXと

い って よ い よ うで あ った 。

2.殺 菌 作 用

Dubos液 体 培 地 中 で は,Fig.1Aに 示 す よ う に,

CPFX並 び にOFLXと も にM.fortuitumに 対 して

強い抗菌活性を示 し,そ れぞれ2及 び5日 後に完全に殺

菌 したが,NFLXは これ らに比べて抗菌活性は弱く,

軽度の増殖抑制がみ られたに過ぎなかった。他方,PBS

中 での これ ら薬剤のM.fortuitum殺 菌 能についてみ

るとFig.1Bに 示すように,1μg/mlのNFLX,OFLX

及 びCPFXと の10時 間接触後の生菌数はそれぞれ約

1/2,1/10及 び1/100に 減少することが分か った。

以 上の 成績 よ り,NFLX,OFLX及 びCPFXのM.

fortuitumに 対する殺菌活性の程度はCPFX>OFLX

>NFLXで あるものと思われる。

3.マ クロファージ殺菌能に及ぼすキノロン系薬剤の

効果
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Fig.2に 示すように,NFLX,OFLX及 びCPFXの い

ずれの薬剤 もMφ の細胞内M.fortuitum殺 菌 を用量

依存的に促進 したが,そ の作用はCPFXが 最 も優れて

おり,次 いでOFLX,NFLXの 順であった。

4.M.fortuitum感 染 マウスに対する治療効果

M.fortuitum感 染 マ ウ ス で は 内耳病 変 によ る

spinning diseaseと 腎 の膿瘍様病変が 引き起こされ

る11)こ とか ら,薬 剤の治療効果判定は主としてこれ ら

を指標 として行った。まず,spinning diseaseに つい

てみると,感 染10日 目では対照群のみな らずNFLX

投与群でも全例のマウスにその発現がみられたのに対 し

て,OFLX投 与 群では70%,CPFX投 与群では60%

に留 まったが,感 染14日 目になると後2者 のマウスにお

いて も全例が発症するに至った(Table省 略)。Table2は

Table 2. Effects of New Quinolones on the 

Incidence of Gross Renal Lesions in M. 

fortuiitum-Infected Mice a)

NFLX,OFLX及 びCPFXの 治療効果を腎の肉眼的病

変の発現頻度よ りみたものである。NFLX投 与群では

薬剤投与2及 び4週 後において全例に腎病変がみられ,

治療効果は認められなかったが,OFLX及 びCPFX投

与群ではともに治療日数の経過とともに対照群における

よりも腎病変の発現頻度が減少することが分かった。次

に腎よりの還元生菌数の推移についてみると,Fig.3に 示

すように,NFLX投 与 群では実験の全経過を通じて対

照群におけると殆 ど差はみられなかったが,OFLX及

びCPFX投 与群ではほぼ同様な推移をとり,と もに対

照群におけるよりも有意な低下がみられた。更に体重の

推移(Fig.省 略)に つ いて みる と,感 染7～14日 後

頃において対照群 と治療群 とを問わず全例のマウスに

おいて一時的な減少がみられたが,そ の後OFLX並 び

にCPFX各 投与群にあっては回復 し,感 染4週 後にな

ると感染前の体重 よりもそれぞれ7.9及 び10.2%の 増

加がみ られたのに対 して,対 照群並びにNFLX投 与群

Fig. 3. Number of organisms in the kidneys 

of mice infected with M. fortuitum and treated 

with new quinolones.  Bar : Mean•}SE.

においては感染4週 後に至るも感染前の体重に回復する

ことはなかった。

考 察

今 回,我 々 は キ ノ ロ ン 系 薬 剤(NFLX,OFLX及 び

CPFX)の 諸 種 病 原 性 抗 酸 菌 に 対 す るin　 vitro抗 菌 作

用 を 寒 天 希 釈 法 によ って 検 討 した 。 そ の 結 果,こ れ ら薬

剤 の い ず れ もM.tuberculosis並 び にM.fortuitutn

に 対 して 強 い 抗 菌 作 用 を 示 し(MIC90=各3.13～0.8

μg/ml及 び0.8～0.2μg/ml),ま たM.hansasiiに

対 して はOFLX及 びCPFX(MIC90=各1.6μg/ml)

が,M.marinumに 対 し て はCPFX(MIC90=0.8

μg/ml)が 強 い 抗 菌 活 性 を 有 し た が,MAIS(M.

avium-intracellulare-scrofulaceum)complex並

び にM.chelonaeに 対 す る 活 性 は 弱 い こ とが 明 らか に

さ れ た 。Tsukamura12)がOFLXのM.tuberculo-

sis,M.kansasii,M.marinum,M.scrofulaceum,

M.avium complex,M.fortuitum,M.chelonae

subsp.abscessus及 びM.chelonaesubsp.chelo

naeに 対 す るinvitro抗 菌 活 性 を 小 川 培 地 を 用 いて 検

討 した成 績 と我 々の7H10寒 天 を 用 いて 検 討 した 成 績(括

孤 内;以 下 同 様)と を 比 較 す る と,そ のMIC90は それ

ぞ れ2.5(0.8),1.25(1.6),2.5(6.25),5(25),10

(50),1.25(0.4),>20(100)及 び10(50)μg/ml
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の よ う で あ る 。Gayら13)はM.tuberculosis,M.

kansasii,M.avium complex,M.fortuitum及 び

M.chelonaeに 対 す るCPFXの 抗 菌 活 性 を7H10寒 天

培 地 を 用 い て 測 定 した とこ ろ,そ のMIC90は そ れ ぞ れ

1(0.8),4(1.6),16(25),0.25(0.2)及 び8(subsp.

abscessus=25μg/ml,subsp.chelonae=6.25μ9/

ml)で あ り,NFLXの こ れ ら抗 酸 菌 に対 す る 抗 菌 活 性

はCPFXよ り も低 か っ た と 述 べ て い る。Fenlonと

Cynamon14)は,7H10寒 天 培 地 を 用 い て 同様 の検 討 を

行 っ た と こ ろ,M.tuberculosisに 対 す るNFLX,

OFLX及 びCPFXのMIC90は そ れ ぞ れ4(3.13),1

(0.8)及 び0.5(0.8)μg/ml,ま たM.intracellulare

に対 す るOFLX及 びCPFXの それ は各 々8(50)及 び

2(25)μg/mlで あ っ た と い う。 東 村 ら15)はNFLX,

OFLX及 びCPFXのM.tuberculosis(5株),M.

hansasii(4株),M.avium complex(6株)及 び

M.fortuitum(3株)に 対 す る 抗 菌 活 性 を 小 川 培 地

を 用 い て 測 定 した と こ ろ,OFLXのMICは そ れ ぞ れ

0.32～1.25,0.32～0.63,0.32～2.5及 び0.32μg/

mlで あ り,CPFXの 抗 菌 活 性 はOFLXと ほ ぼ 同等 か

あ る い は や や 弱 く,NFLXは 更 に弱 か っ た と述 べ て い

る。 上 述 した 先 人 の 報 告 と我 々の 成 績 と は実 験 条 件 を 異

に して い る た め,直 ち に 比 較 す る こ と は で き な い が,

NFLX,OFLX及 びCPFXの キ ノ ロ ン系 薬 剤 の うち,

少 な く と もOFLXとCPFXはM.tuberculosis,M.

hansasii及 び.M.fortuitumに 対 して 優 れ たinvitro

抗 菌 活 性 を 有 し,ま た これ らキ ノ ロ ン系 薬 剤 のinvitro

抗 菌 活 性 の 強 さ はCPFX≧OFLX>NFLXで あ る と

い って よ い よ う に思 われ る。 東 村 らに よ れ ばOFLXは

ヒ トの 肺 結 核 症 の 治 療 に有 効 で あ り16)～18),そ の効 果 は

rifampicinよ り もや や 劣 るが,kanamycin,ethiona-

mideあ る い はcycloserineに 比 べ る と優 れて い るよ う

で あ る16)と い う。

先 に 我 々19)は 実 験 的 マ ウ スM.fortuitum感 染 症 に

対 す るOFLXの 有 効 性 に つ い て 報 告 し,そ の 後 東 村

ら20)は 本 菌 に よ る ヒ トの肺 感 染 症 に対 す る本 剤 の有 効

性 を 示 唆 した 成 績 を 得 て い る 。 今 回 の 検 討 に お い て,

M.fortuitumに 対 す るinvitro抗 菌 活 性 はCPFX>

OFLX>NFLXで あ っ た が,こ れ らい ず れ の 薬 剤 も

in vivo抗 菌 活 性 が 期 待 で き るMICで あ った の で,本

菌 に よ る実 験 的 マ ウ ス感 染 症 に対 す る これ ら薬 剤 の 治 療

効 果 を1mgの 経 口投 与 に よ って検 討 した 。 そ の 結 果,

NFLXで は そ の効 果 が期 待 で き な か った が,OFLX並

び にCPFXで は ほ ぼ 同程 度 の有 意 な治 療 効 果が み られ

た。 化 学 療 法 剤 に よ る感 染 治 療 に お い て は使 用薬 剤 の血

中 並 び に臓 器 内濃 度 が そ の成 否 を左 右 す る重 要 な 因子 で

あ る こ と は言 う まで もな い。五 島 ら21)に よ れ ばNFLX,

OFLX及 びCPFXの2mgを マ ウ ス に 経 口 投 与 した

場合,そ れぞれの薬剤の血中濃度の最高値は0.65,25

及 び14μg/mlで,そ の持続時間はOFLXが 最 も長 く,

つ いでCPFX,NFLXの 順 であったという。今回の感

染治療実験においてはマウスあたり1mgの 薬剤を投与

したので,い ずれの薬剤における血中濃度 も上記 したよ

りも低 く,NFLXの 場合では感染菌であるM.fortui-

tumに 対するMIC(0.8μg/ml)よ りも更に低 くなっ

ているもの と思われ る。また,同 剤の50mg/kgを マ

ウスに経 口投与 した場合の腎組織内最高濃度(0.4μg/

g)もM.fortuitumに 対 してMIC以 下 であ る22)。

従 って,今 回の実験系におけるM.fortuitum感 染 に

対 してNFLXが 無効であったことは本剤の血中あるい

は腎内濃度が低かったことに起因 していると思われる。

これに対 して,OFLX並 びにCPFXに あっては感染菌

に対するMICあ るいはそれ以上の血中並びに腎内濃度

が維持され,そ の結果有意な治療効果がみ られたものと

考えてよかろう。

抗菌剤の多 くは一般にTあ るいはBリ ンパ球のマイ

トジェン応答能に何 らの影響をも与えないと考えられて

いるが,他 方阻害作用を有するような薬剤もまた知 られ

ている23)。 最近,NFLX,OFLX及 びCPFXが リン

パ球のマイトジェン応答能に対する増強作用を有 し,な

かで もその作用はCPFXが 最 も強 く,こ れ らの薬剤が

宿主の免疫応答性を高める可能性を示唆 した興味ある報

告がなされている24)。 従 ってこのことは,感 染症への

本剤の使用は薬剤自身の抗菌活性に依存 した治療効果と

免疫賦活能に依存 したそれとの間に相加的あるいは相乗

的治療効果が期待される可能性があるものと思われる。

ま と め

キ ノ ロ ン 系 薬 剤 で あ るnorfloxacin(NFLX),

ofloxacin(OFLX)及 びciprofloxacin(CPFX)の

in vitro並 び にin vivo抗 菌 活 性 を検 討 し,以 下 の 知 見

を 得 た 。

1)invitro抗 菌 作 用 を寒 天 希 釈 法 に よ って 検 討 した

と こ ろ,い ず れ の 薬 剤 もM.fortuitum並 び にM.

tuberculosisに 対 して 強 い 活 性 を 示 し た 。 ま た,M.

kansasiiに 対 して はOFLXとCPFXが,M.mari-

numに 対 し て はCPFXが 強 い 抗 菌 活 性 を有 したが,

MAIScomplex並 び にM.chelonaeに 対 す る活 性 は

弱 い もの で あ った 。 ま た,こ れ らの キ ノ ロ ン系 薬 剤 の 抗

菌 活 性 の 強 さはCPFX≧OFLX>NFLXで あ っ た。

2)1μg/mZのNFLX,OFLXあ る い はCPFXの

Dubos液 体 培 地 あ る い は リ ン酸 緩 衝 生 食 水 中 に お け る

M.fortuitum殺 菌 活 性 の 強 さ はCPFX>OFLX>

NFLXで あ った 。

3)マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 貧 食 さ れ たM.

fortuitumに 対 す る殺 菌 作 用 の 強 さはCPFX>OFLX
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>NFLXで あ り,そ の効果は用量依存性であった。

4)実 験的M.fbrtuitum感 染 マウスに1mgの 薬剤

を週6回(1回/日),4週 間 にわたって経口投与 した

とき,OFLX並 びにCPFX投 与群では治療効果がみ ら

れたが,NFLX投 与群ではみ られなかった。
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