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We evaluated the in vitro antimicrobial activity of NM394 and ofloxacin (OFLX) 

against representative pathogenic mycobacteria by the agar dilution method, using 7H11 

agar medium. NM394 showed appreciable antimicrobial activity against Mycobacterium 

tuberculosis (MIC90=0.78ƒÊg/ml), M. kansasii (MIC90=6.25ƒÊg/ml), M. marinum (MICH=

3.13ƒÊg/ml) and M. fortuitum (MIC90=3.13ƒÊg/ml), whereas the agent was not active 

against M. scrofulaceum (MIC90=>100ƒÊg/ml), M. avium (MIC90=50ƒÊg/ml), M. intra

cellulare (MIC90=>100ƒÊg/ml), M. chelonae subsp. abscessus (MIC90=>100ƒÊg/ml) and 

M. chelonae subsp. chelonae (MIC90=25ƒÊg/ml). The in vitro antimicrobial activity of the 

agent against M. fortuitum was a little more active than that of OFLX, whereas the 

activity of NM394 against the other mycobacteria was slightly inferior to that of OFLX. 

The antimycobacterial activity of NM394 against M. tuberculosis H37Rv (MIC : NM394

=0 .78ƒÊg/ml, OFLX=0.78ƒÊg/ml) phagocytosed in murine peritoneal macrophages was less 

active than that of OFLX, when the macrophages were cultured in RPMI-1640 medium 

containing 1ƒÊg/ml or 10ƒÊg/ml of these agents for up to 5 days.

Key words: NM394, NM441, Antimicrobial 

activity, Mycobacterium tuberculosis

キ ー ワー ズ:　NM394,NM441,抗 菌 活 性,Myco-

bacterium tuberculosis

は じめ に

NM394は 日本新薬株式会社および明治製菓株式会社

で開発中のニューキノロン系薬剤で,本 剤はグラム陽性

菌および陰性菌に対 して,広 範な抗菌スペクトルを有し,

これら菌種に対するMIC90はciprofloxacin(CPFX)

のそれと同等か2倍 程度であり,ofloxacin (OFLX)

とのin vitro抗 菌活性の比較では,緑 膿菌や腸内細菌

などに対 しては2～8倍 強く,ブ ドウ球菌やレンサ球菌

に対してはほぼ同等 といわれている1)。

NM394は このように強い抗菌活性を有するにもかか

わらず,諸 種細菌による実験感染に対する経口投与では

あまり治療効果はみられず,こ れは本剤の腸管吸収性の

悪 いことに起因するものと考えられている2)。そこで,
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体内吸収性が優れたプロドラッグのNM441が 開発され,

これは経口投与後腸管壁より吸収され,速 やかに抗菌活

性体NM394に 代謝され,諸 種細菌による実験的マウス

感染に対 してOFLXやCPFXよ りも優れた効果を示

すことが報告されている2)。

今回,わ れわれはNM441の 活性本体であるNM394

のin vitro抗 マイコバクテリア活性について検討 した

ので以下報告する。

材料と方法

1.　供試薬剤

NM394の 他 に対照としてOFLX(第 一製薬)を 用い

た。

2.　供試菌株

教 室 保 存 のMycobacterium tuberculosis25株,

M. kansasii 19株,M. marinum10株,M. scro-

fulaceum 19株,M. auium 18株,M. intracel-

lulare 31株,M. fortuitum20株,Mchelonae

 subsp. abscessus15株 お よ びM. chelonaesubsp.

 chelonae20株 を用 いた。M. auiumお よ びM. intra-

cellulareは わ れ わ れ に よ り,こ れ ら菌 種 のGen-

Probe (R) Rapid Diagnostic System 3) (Gen-Probe,

 San Diego, Calif., USA)を 用 い て 同定 さ れ た もの で

あ り,い ず れ の 菌 株 も 扁 平,平 滑,透 明 な 集 落 形 態

(SmT)を 有 す る もの で あ る。

3. MIC測 定

7H9液 体 培地(Difco)中37℃,た だ しM.marinum

とM.chelonae subsp.chelonaeは33℃,OD540nm

=0 .1の 培 養 菌(3～7日 培 養)を0.1%Tween80加

生 食 水 で10倍 希 釈 し(約106CFU/ml),そ の5μlを,

100～0.025μg/mlに 至 る2倍 階 段 希 釈 濃 度 の薬 剤 含 有

7H11寒 天 平 板(Difco)上 に ミ ク ロ プ ラ ンタ ー(佐 久

間 製作 所)で ス ポ ッ トし,37℃(M. marinumとM. 

chelonae subsp. chelonaeは33℃),迅 速 発 育 菌 は

7日,ま た遅 発 育 菌 は14日 培 養 後 に菌 発 育 の有 無 を観

察 し,MIC値 を 求 め た 。 た だ し,5個 以 下 の集 落 の場

合 は発 育 陰 性 と判 定 した4)。

4.　 マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジ(Mφ)内 被 貧 食M.

 tuberculosisに 対 す る抗 菌 作 用

既 報 の方法5)に 準 じて検 討 した。 す な わ ち,Zymosan

 A (Sigma) 1mgをBALB/c系 雌 マ ウ ス(8週 齢)

の 腹 腔 内 へ 投 与 し,そ の4日 後 に2%牛 胎 児 血 清 加

Hanks' balanced salt solution (FBS-HBSS)で 腹

腔 浸 出 細 胞 を採 取 した 。 得 られ た細 胞 は洗 浄 後,10%

FBS-RPMI 1640培 地(FBS-RPMI)(日 水 製 薬)に

浮 遊 させ,そ の1ml(7.5×105)を 培 養well(16mm)

(Corning Glass Works, USA)に 入 れ,5%CO2下

で37℃,2時 間 培 養 後,FBS-HBSSで 洗 浄 して非 付

着細胞を除去 し,得 られた付着細胞をMφ として用い

た。

こ のMφ 細 胞 にFBS-RPMIに よ るM. tuber-

culosis H37Rv株(MIC: NM394=0.78μg/ml,OF

LX=0.78μg/ml)の 菌 浮遊 液(4.1×106CFU/ml)

の1mlを 加 え,5%CO2下,37℃,1時 間 培 養 後,

非 貧 食 菌 をFBS-HBSSで 洗 浄,除 去 し た。 これ に

NM394あ る い はOFLXの1μg/mlあ る い は10μg/

ml含 有FBS-RPMIの1mlを 加 え,さ ら に5日 間

培 養(そ の間,1日1回 新 鮮 培 地 と交 換)し た 。 所 定 日

数 後 に培 養 液 を除 去 し,Mφ 細 胞 をFBS-HBSSで 洗

浄 後,2mlの 蒸 留 水 を加 えて 超 音 波 処 理 して 細 胞 を 破

壊 し,Mφ 内 の 生 菌 単 位 を7H11寒 天 平 板 を用 いて

37℃,14日 培 養 後 に 求 め る一 方,上 記 した と同 様 に培

養 した 感 染Mφ をGiemsa染 色 し,そ の数 を鏡 検 ・算

定 し,Mφ あ た りの生 菌 単 位 で も って 表 した 。

結 果

1. in vitro抗 菌 力

NM394並 び にOFLX(対 照)の 主 要 病 原 性 抗 酸 菌

に対 す るMICはTable1に 示 す よ うで あ る。 す な わ

ち,NM394のM. tuberculosis,M. kansasii, M.

 marinumお よ び.M. fortuitumに 対 す るMIC90は

そ れ ぞ れ0.78,6.25,3.13お よ び3.13μg/mlで,比 較

的 強 い 抗 菌 活 性 を 示 し た が,他 の 供 試 菌 種 に対 して は

25～>100μg/mlと 高 い もの で あ った。

Fig.はM. tuberculosis, M. kansasii, M. 

marinumお よ びM. fortuitumの 本 剤 並 び にOFLX

に対 す る感 受性 分布 を示 した もの で あ る。 これ か ら分 か

る よ う に,M. fortuitumに 対 す る本 剤 の感 受 性 分 布 曲

線 はOFLXの そ れ よ り も若 干左 方(低MIC側)へ 移

動 し,MICの ピー ク値 は,NM394で は1.56μg/ml

で あ っ たの に対 してOFLXで は3.13μg/mlで あ っ た。

しか し,こ れ を除 く他 菌 種 で はNM394に 対 す る感受 性

分 布 曲 線 はOFLXの そ れ よ り も右 方(高MIC側)へ

移 動 す る様 相 を呈 した。 ま た,図 に は示 さな か った が,

M. auium, M. intracellulareお よ びM. chelonae

に つ い て も同 様 な傾 向 が み られ た。 す なわ ち,NM394

の抗 菌活 性 は,M. fortuitumに 対 して はOFLXよ り

も幾 分 強 い が,他 の代 表 的病 原 性 抗 酸 菌 に対 して は弱 い

もの とい え よ う。

2. Mφ 内被 貧 食M. tuberculosisに 対 す る抗 菌 活

性

Table2に 示すように,M. tuberculosis貪 食Mφ

をNM3941μg/ml含 有培養液中で培養 した場合のMφ

内菌数は薬剤非添加対照におけるよりもむしろ増加傾向

がみ られたが,10μg/mlの 添加では,薬 剤非添加対照

におけるよりも培養3日 後では約50%,5日 後では約80
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Table 1 MICs of NM394 against Various Mycobacteria

Fig. Distribution of Susceptibility of M. tuberculosis, M. kansasii, M. marinum and 

M. fortuitum to NM394

%の 抑制がみ られた。他方,OFLXのMφ 内被貪食M.

 tuberculosisに 対 する増殖抑制作用はNM394よ りも

強 く,培 養3日 および5日 後ともNM394の 約2倍 の抗

菌活性を示 した。

考 察

NM394のinuitro抗 菌活性は,グ ラム陽性菌と陰

性菌とを問わず,ほ とんどの菌種に対してOFLXよ り

も強いことが報告されている1)。今回,わ れわれは,本

剤 の主 要 病 原 性 抗 酸 菌8菌 種(M. tuberculosis, M.

 kansasii, M. marinum, M. scrqfulaceum, M.

 auium, M. intracellulare, M. fortuitumお よ びM. 

chelonae)に 対 す る抗 菌 活 性 を 検 討 した と こ ろ,M.

 tuberculosis, M. kansasii, M. marinumお よ び

M. fortuitumに 対 して はOFLXと ほ ぼ 同等 の優 れ た

抗 菌 活 性 を 示 し た が,そ の他 の菌 種 に対 して はOFLX

と同等 あ るい は高 いMIC値 を示 した。

NM441の20mg/kgを マ ウ ス に経 口投 与 した場 合,
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Table 2 Antimicrobial Activity of NM394 against M. tuberculosis H37Rv

 Phagocytosed in Murine Peritoneal Macrophages

抗 菌 活 性 を 有 す る 代 謝 産 物 で あ るNM394のCmaxと

AUCo-∞(area under the serum concentration-

time curve from Oh to infinity)は そ れ ぞ れ0.83μg

/ml並 び に1.687μg・h/mlで あ り,OFLXの そ れ ら

(各2.39μg/mlお よ び4.637μg・h/ml)よ り も劣 る こ

とが報 告 さ れ て い る2)。 他 方,Ozakiら2)は,Staphy-

loCoCCus aureus, Streptococcus pyogenes, S.

 Pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneu-

moniae, pseudomonas aeruginosaな ど に よ る実 験

的 マ ウス感 染 に対 して,NM441はOFLXやCPFX

と比 較 して有 意 なED50値 の減 少 や臓 器 内CFUの 減 少

が み られ た こ とか ら,こ のin viuo抗 菌 活 性 の発 現 に

はin vitro抗 菌 活 性 並 び に血 中濃 度 以 外 の因 子 の関 与

が 示 唆 され る と述 べ て い る。 今 後,わ れ わ れ は この点 に

意 を払 ってNM441の 抗 酸 菌 感 染 治 療 実 験 を検 討 した い。

結 語

NM394の 主要病原性抗酸菌に対するin vitro抗 菌

活性を7H11寒 天希釈法によってofloxacin (OFLX)

と比較検討 し,概 略以下の知見を得た。

(1) NM394のMycobacterium tuberculosis, M. 

kansasii, M. marinumお よ びM. fortuitumに 対

す るMIC90は そ れ ぞ れ0.78μg/ml,6.25μg/ml,3.13

μg/mlお よ び3.13μg/mlでOFLXと 同 等 の 比 較 的 強

い 抗 菌 活 性 を 有 し た が,.M. scrqfulaceum,M.

ａuium, M. intraceuulareお よ びM. chelonaeに 対

して はOFLXと 同 等 あ る い は それ よ り も高 いMIC90

値 を示 した(25～>100μg/ml)。

(2) M. fortuitumを 除 く供試他菌種ではNM394に

対 する感受性分布曲線はOFLXの それよりも右方(高

MIC側)へ 移動する様相を示 した。

(3)マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ 被 貪 食M. tuber-

culosisに 対 す る本 剤 の抗 菌 活 性 はOFLXよ り も劣 る

もの で あ った。
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