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小児における肺炎および中耳炎の主要原因菌である Streptococcus pneumoniae，Haemophilus influenzae

およびMoraxella catarrhalisに対する tosufloxacin（TFLX）の in vitroおよび in vivo抗菌活性を検討し，
以下の成績を得た。

1．小児由来臨床分離 penicillin-susceptible S. pneumoniae（PSSP），penicillin-intermediate S. pneumo-

niae（PISP）および penicillin-resistant S. pneumoniae（PRSP）に対する TFLXのMIC90はいずれも 0.25
μg�mLで，levofloxacin（LVFX），ciprofloxacinおよび norfloxacinの 1�64～1�4，cefditoren，cefdinir
および cefcapene（CFPN）の 1�64～1�2，clavulanic acid�amoxicillin（1：14）の 1�8～4倍，azithromy-
cin（AZM）の＜1�512であった。

2．小児由来臨床分離 β -lactamase-negative ampicillin-susceptible（BLNAS）および β -lactamase-
negative ampicillin-resistant H. influenzae（BLNAR）に対する TFLXのMIC90はともに 0.0078 μg�mL
であり，他のキノロン系薬の 1�8～同程度，β ―ラクタム系薬の 1�2,048～1�16，AZMの 1�256であった。

3．小児由来臨床分離M. catarrhalisに対する TFLXのMIC90は 0.0156 μg�mLで，比較薬中最も低
かった。

4．TFLXは PRSPに対し 1 MIC（0.125 μg�mL）以上で，BLNARに対し 2 MIC（0.0156 μg�mL）以
上で殺菌的作用を示した。

5．TFLXの 4～16 MIC作用時における S. pneumoniaeおよび H. influenzaeの自然耐性菌出現頻度は，
それぞれ，＜9.3×10－10および＜8.4×10－10で，LVFXと同様に低かった。

6．Sub-MIC濃度の各薬物存在下で S. pneumoniaeおよび H. influenzaeを 7回継代した時の TFLXの
MIC上昇は 1～2倍で，LVFXと同程度であった。

7．S. pneumoniaeおよび H. influenzaeにおける TFLXのmutant prevention concentrationは 0.4およ
び 0.07 μg�mLで，LVFX（1および 0.1 μg�mL）と同程度若しくは低かった。

8．PRSPによるマウス肺炎モデルにおける TFLX投与群の肺内生菌数は＜4.22 Log10 of CFU�gで，
LVFX，AZMおよび CFPN投与群より少なかった。
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Streptococcus pneumoniae，Haemophilus influenzae および
Moraxella catarrhalisは小児における肺炎および中耳炎の主要
原因菌である。近年，penicillin-intermediateおよびpenicillin-
resistant S. pneumoniae（PISPおよび PRSP）１，２），β -lactamase-
negative ampicillin-resistant H. influenzae（BLNAR）３，４），β -
lactamase産生M. catarrhalis５）などの薬剤耐性菌が臨床上問
題となっている。
新たに小児用製剤として開発された「オゼックス細粒小児

用Ⓡ15％」の活性本体である tosufloxacin（TFLX）は，1990
年に経口薬として上市され，呼吸器および泌尿器科領域をは

じめとする各科領域における感染症治療薬としてその有用性
が報告されている６）。本薬は，グラム陽性菌，グラム陰性菌な
らびにクラミジアにまで及ぶ幅広い抗菌スペクトルと強い抗
菌活性を有し，各種新鮮臨床分離株に対して優れた抗菌活性
を示す７，８）ことから，重症化につながる可能性が高い肺炎等の
抗菌薬治療における選択肢の一つとして使用されてきた。ま
た，2003年 1月から 2004年 7月に呼吸器感染症又は耳鼻科
領域感染症患者より分離された S. pneumoniae，H. influenzae

およびM. catarrhalisにおいて，1994年若しくは 1998年分離
菌と比べ，TFLXに対する感受性の低下は認められていない
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ことが報告されている９）。さらに，キノロン系薬は他系統抗菌
薬と交差耐性を示さないことから，日本呼吸器学会の治療ガ
イドラインでは，成人領域において penicillin-susceptible S.

pneumoniae（PSSP）だけでなく penicillin-resistant S. pneumo-

niae（PRSP）による細菌性肺炎の治療薬として推奨されてい
る１０）。
今回，TFLXの小児における肺炎および中耳炎の主要原因

菌に対する in vitroおよび in vivo抗菌活性を明らかにするた
め，国内で小児より分離された，β―ラクタム薬耐性菌を含む
新 鮮 臨 床 分 離 S. pneumoniae，H. influenzaeお よ びM. ca-

tarrhalisに対するMICを，levofloxacin（LVFX），ciproflox-
acin（CPFX），norfloxacin（NFLX），cefditoren（CDTR），
cefcapene（CFPN），cefdinir（CFDN），clavulanic acid�amox-
icillin（CVA�AMPC）および azithromycin（AZM）とともに
測定した。さらに，生育曲線に及ぼす影響，自然耐性菌出現頻
度，試験管内耐性獲得，mutant prevention concentration
（MPC）および S. pneumoniaeによるマウス実験的肺炎モデル
における治療効果について併せて検討したので報告する。

I． 材 料 と 方 法
1．使用菌株
新鮮臨床分離株に対する抗菌活性測定には，富山化学

工業株式会社綜合研究所保存の小児由来臨床分離の S.

pneumoniae，H. influenzaeおよびM. catarrhalisを用いた。
S. pneumoniaeおよび H. influenzaeは 2004～2006年分離
株それぞれ 107株および 118株を，M. catarrhalisは 2007
年分離株 97株を用いた。S. pneumoniae 107株中，咽頭粘
液若しくは喀痰由来が 25株，鼻腔若しくは鼻汁由来が
70株，血液由来が 7株，耳分泌液由来が 4株，その他が
1株であった。H. influenzaeでは，118株中，咽頭粘液若
しくは喀痰由来が 73株，鼻腔若しくは鼻汁由来が 33株，
血液由来が 9株，その他が 3株であった。M. catarrhalis

97株は肺炎および中耳炎患者からの分離株を使用した。
なお，S. pneumoniaeおよび H. influenzaeについては，
2007 年の Clinical and Laboratory Standards Institute
（CLSI）のガイドライン１１）に従い，S. pneumoniaeにおいて
は PCG の MIC が≦0.0625 μg�mL を PSSP，0.125～1
μg�mLを PISP，≧2 μg�mLを PRSPとし，H. influenzae

においては β -lactamase非産生で ampicillin（ABPC）の
MICが≦1 μg�mLを β -lactamase-negative ABPC-susc-
eptible H. influenzae（BLNAS），≧2 μg�mL を β -lact-
amase-negative ABPC-resistant H. influenzae（BLNAR），
β -lactamase産生で CVA�AMPC（1：2）のMIC（AMPC
としての濃度）が≦4 μg�mLを β -lactamase-positive
ABPC-resistant H. influenzae（BLPAR），≧8 μg�mLを
β -lactamase-positive CVA�AMPC-resistant H. influen-

zae（BLPACR）とした。
生育曲線に及ぼす影響は臨床分離 S. pneumoniae D-979

（PRSP）および H. influenzae I-1053（BLNAR）を，自然
耐性菌出現頻度，試験管内耐性獲得試験およびmutant

prevention concentration（MPC）測定には，S. pneumo-

niae ATCC 49619および H. influenzae ATCC 49247を用
いた。
また，マウス実験的肺炎モデルにおける治療効果の検

討には，S. pneumoniae D-979（PRSP）を用いた。
2．使用薬剤
Tosufloxacin tosilate hydrate（TFLX tosilate hy-

drate：富山化学工業株式会社合成品），levofloxacin
（LVFX：Chem-Impex International，Inc．），ciproflox-
acin（CPFX：LKT Laboratories，Inc．），norfloxacin
（NFLX：Sigma-Aldrich），cefditoren（CDTR：明治製菓
株式会社合成品），cefdinir（CFDN：アステラス製薬株式
会社合成品），cefcapene（CFPN：塩野義製薬株式会社合
成品），amoxicillin（AMPC：和光純薬工業株式会社），
clavulanic acid（CVA：和光純薬工業株式会社），azithro-
mycin（AZM：LKT Laboratories，Inc．）を用いた。ま
た，耐性確認用として，benzylpenicillin（PCG：明治製
菓株式会社）および ampicillin（ABPC：明治製菓株式会
社）を用いた。いずれの薬剤も純度あるいは含量が明ら
かなものを使用し，濃度は活性本体の値として表記した。
CVA�AMPCは 1：14若しくは 1：2の配合比となるよ
う混合し，いずれも AMPC濃度として表記した。

3．使用動物
日本エスエルシー株式会社より購入した 4.5週齢の

ICR系雄性マウス（n＝10）を用いた。なお，動物を用い
た検討は富山化学工業株式会社の「実験動物使用・管理
規定」に従って実施した。

4．最小発育阻止濃度の測定
S. pneumoniae，H. influenzaeおよびM. catarrhalisに対

する TFLXおよび対照薬の最小発育阻止濃度（MIC）は
CLSIの微量液体希釈法１１，１２）に準じて測定した。S. pneu-

moniaeでは前培養培地に 5％緬羊脱繊維血液（日本バイ
オテスト研究所）加Mueller-Hinton agar（MHA：Bec-
ton，Dickinson and Company），測定培地には 5％馬溶血
液（日本バイオテスト研究所）加Mueller Hinton II broth
cation adjusted（CAMHB：Becton，Dickinson and Com-
pany）を，H. influenzaeでは前培養培地に 5％ Fildes
Enrichment（Becton，Dickinson and Company）加 Brain
Heart infusion agar（BHIA：栄研化学），測定培地には
Haemophilus Test Medium［HTM：15 μg�mL β -NAD
（Sigma-Aldrich），15 μg�mLヘマチン（Alfa Aesar），5
g�L yeast extract（Becton，Dickinson and Company）加
CAMHB］を，M. catarrhalisでは前培養培地にMHA，測
定培地には CAMHBをそれぞれ用いた。

5．生育曲線に及ぼす影響
S. pneumoniae D-979（PRSP）および H. influenzae I-1053

（BLNAR）に 1�4，1�2，1，2および 4 MICの TFLX，
LVFXおよび CFPNを作用させ，経時的に生菌数を測定
した。
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Table 1. Antibacterial activity of tosufloxacin and reference agents against pediatric clinical isolates of Streptococcus 
pneumoniae in 2004―2006

MIC (μg/mL)Antibacterial 
agent

No. of 
strains

Strain
MIC90MIC50Range

  0.250.125    0.25―0.0625TFLX

107Streptococcus pneumoniae

11      2―0.5LVFX
21      4―0.5CPFX
88     32―4NFLX
10.5    8―0.0156CDTR
82     32―0.0625CFDN
20.5   16―0.0078CFPN
20.25   8―0.0078CVA/AMPC d)

＞128      32    ＞128   ―0.0313AZM

  0.250.125    0.25―0.125TFLX

30
Penicillin-susceptible a)

Streptococcus pneumoniae 
(PSSP)

21      2―1LVFX
21      4―0.5CPFX
16 4     32―4NFLX
 0.50.125  1―0.0156CDTR
20.25   2―0.0625CFDN
10.25   4―0.0078CFPN

    0.0625 0.0313     0.125―0.0078CVA/AMPC d)

＞128      8    ＞128   ―0.0313AZM

  0.250.125    0.25―0.125TFLX

44
Penicillin-intermediate b)

Streptococcus pneumoniae
(PISP)

11      2―1LVFX
21      2―0.5CPFX
88     16―4NFLX
10.5    8―0.125CDTR
82     32―0.25CFDN
20.5   16―0.125CFPN
10.25   2―0.0625CVA/AMPC d)

＞128      32     ＞128   ―0.0625AZM

  0.250.125    0.25―0.0625TFLX

33
Penicillin-resistant c)

Streptococcus pneumoniae
(PRSP)

11      2―0.5LVFX
21      4―0.5CPFX
88     16―4NFLX
21      4―0.125CDTR
16 8     16―0.25CFDN
21      4―0.25CFPN
21      4―0.0313CVA/AMPC d)

＞128      32    ＞128   ―0.0625AZM

MIC: broth microdilution method
a) PCG MIC: ≦0.0625 μg/mL, b) PCG MIC: 0.125―1 μg/mL, c) PCG MIC: ≧2 μg/mL
d) CVA/AMPC (1：14), equivalent to AMPC
Abbreviations: TFLX, tosufloxacin; LVFX, levofloxacin; CPFX, ciprofloxacin; NFLX, norfloxacin; CDTR, cefditoren; CFDN, 
cefdinir; CFPN, cefcapene; CVA/AMPC, clavulanic acid/amoxicillin; AZM, azithromycin

6．自然耐性菌出現頻度
4，8および 16 MICの TFLXおよび LVFX存在下で

のS. pneumoniae ATCC 49619およびH. influenzae ATCC
49247の自然耐性菌出現頻度を測定した。すなわち，37℃
で 20～21時間培養した 5％緬羊脱繊維血液加MHA上
の S. pneumoniae若しくは 5％馬脱繊維血液（日本バイオ
テスト研究所）加 BHIA（チョコレート寒天培地）上の
H. influenzaeの菌体を滅菌生理食塩液に懸濁し，それぞ
れ約 109 CFU�mLの菌液を調製した。この菌液および滅
菌生理食塩液で適宜希釈した菌液 0.2 mLを，4，8および
16 MICの各薬物を含む 5％緬羊脱繊維血液加MHA若
しくは 5％馬脱繊維血液加 BHIA（チョコレート寒天培

地）平板上に塗布，37℃，43～45時間培養後に出現した
コロニー数から下式に基づき自然耐性菌出現頻度を算出
した。
自然耐性菌出現頻度＝出現コロニー数（CFU�mL）�

接種菌数（CFU�mL）
7．試験管内耐性獲得
S. pneumoniae ATCC 49619および H. influenzae ATCC

49247に対する TFLXおよび LVFXのMICを微量液体
希釈法１３，１４）で測定した。肉眼的に薬物非含有ウェルと同程
度の生育を示した最高薬物濃度の培養液を継代用菌液と
した。この菌液を滅菌生理食塩液で適宜希釈することに
より約 107 CFU�mLの接種菌液とし，MIC測定用マイク
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ロプレートに接種，35℃で一夜培養後にMICを判定し
た。同様の操作を 7回繰り返し，7代継代までの各薬物の
MIC上昇の程度を調べた。

8．MPC
S. pneumoniae ATCC 49619および H. influenzae ATCC

49247を用い，TFLXおよび LVFXのMPCを測定した。
S. pneumoniaeの場合，37℃で一夜培養した 5％緬羊脱繊
維血液加MHA上の菌体に滅菌生理食塩液を加え，採取
した菌液を遠心（1,750×g，3,000 rpm，4℃，20分間）し，
上清除去後， 7.6×1010 CFU�mLの接種菌液を作製した。
H. influenzaeの場合，37℃で一夜培養した 5％ Fildes
Enrichment加 BHIA平板上の菌体をかきとり滅菌生理
食塩液に懸濁し，8.4×1010 CFU�mLの接種菌液を作製し
た。薬物を含む 5％緬羊脱繊維血液加MHA若しくは
5％ Fildes Enrichment加 BHIA平板上にそれぞれの
接種菌液の 0.15 mLを接種し，37℃で 72時間培養後，コ
ロニーが出現しない最小濃度をMPCとした。

9．マウス実験的肺炎モデルに対する治療効果
37℃で一夜培養した 5％緬羊脱繊維血液加MHA上

の S. pneumoniae D-979（PRSP）の菌体を滅菌生理食塩液
に 懸 濁 し，こ の 菌 液 を Brain Heart infusion broth
（BHIB：栄研化学）に 1％接種，37℃で 6時間振盪培養
した。培養後の菌液を遠心分離（2,300×g，3,500 rpm，
10分間，4℃）し，得られた沈渣を 1�10容の新鮮 BHIB
にて再懸濁した液を接種用菌液とした。5％ケタミン液
（ケタラール筋注用 500 mg，第一三共プロファーマ株式
会社）：2％キシラジン液（セラクタール 2％注射液，バ
イエル薬品株式会社）：滅菌生理食塩液の混液（2：1：3）
の筋肉内投与により麻酔したマウスに，菌液 20 μLを経
鼻接種することで感染を惹起した（6.44×107 CFU�
mouse）。感染 18時間後より 0.5％メチルセルロース溶
液（和光純薬工業株式会社）に懸濁した 5 mg�kgの
TFLX，LVFX，AZMおよび CFPNを 4時間間隔で 1
日 3回，2日間経口投与した。なお，投与量は各薬剤の臨
床用量１５～１８）に近く，各薬剤投与による肺内生菌数への影
響を比較できるよう設定した。最終投与の 19時間後に，
各投与群におけるマウスの生死を観察し，死亡率を求め
た。また，ジエチルエーテル麻酔下で放血安楽死させた
後，摘出した肺をホモジナイズし，適宜希釈後，5％緬羊
脱繊維血液加MHA平板に塗抹，一夜培養後に出現した
コロニーを計数することにより肺内生菌数（Log10 of
CFU�g of lung：Log10 of CFU�g）を求めた。各投与群間
の肺内生菌数は，SAS release 8.2（株式会社 SASインス
ティチュートジャパン）を用い，Dunnettの多重検定によ
り比較した。なお，有意水準は両側 5％とした。TFLX
投与群で肺内生菌数が検出限界以下であった個体には，
検出限界値である 2.0 Log10 of CFU�gを当てはめた。

II． 結 果
1．小児由来新鮮臨床分離 S. pneumoniae，H. influenzae

およびM. catarrhalisに対する抗菌活性
小児由来新鮮臨床分離株に対する TFLXおよび対照

薬のMIC range，MIC50およびMIC90若しくはMICを
Tables 1～3に示す。

1） S. pneumoniae

小児由来新鮮臨床分離 S. pneumoniae 107株に対する
TFLXのMIC range，MIC50およびMIC90は，それぞれ
0.0625～0.25 μg�mL，0.125 μg�mLおよび 0.25 μg�mL
で，そのMIC90は LVFXおよび他のキノロン系薬の 1�
32～1�4，CDTR，CFDNおよび CFPNの 1�32～1�4，
CVA�AMPC（1：14）の 1�8，AZMの＜1�512であった
（Table 1）。
（1）Penicillin-susceptible S. pneumoniae（PSSP）
PSSP 30株に対する TFLXのMIC range，MIC50およ

びMIC90は，それぞれ 0.125～0.25 μg�mL，0.125 μg�mL
および 0.25 μg�mLで，そのMIC90は LVFXおよび他の
キノロン系薬の 1�64～1�8，CDTR，CFDNおよび CFPN
の 1�8～1�2，AZMの＜1�512で，CVA�AMPC（1：14）
の 4倍であった（Table 1）。
（2）Penicillin-intermediate S. pneumoniae（PISP）
PISP 44株に対する TFLXのMIC range，MIC50およ

びMIC90は，それぞれ 0.125～0.25 μg�mL，0.125 μg�mL
および 0.25 μg�mLで，そのMIC90は LVFXおよび他の
キノロン系薬の 1�32～1�4，CDTR，CFDN，CFPNおよ
び CVA�AMPC（1：14）の 1�32～1�4，AZMの＜1�512
であった（Table 1）。
（3）Penicillin-resistant S. pneumoniae（PRSP）
PRSP 33株に対する TFLXのMIC range，MIC50およ

びMIC90は，それぞれ 0.0625～0.25 μg�mL，0.125 μg�mL
および 0.25 μg�mLで，そのMIC90は LVFXおよび他の
キノロン系薬の 1�32～1�4，CDTR，CFDN，CFPNおよ
び CVA�AMPC（1：14）の 1�64～1�8，AZMの＜1�512
であった（Table 1）。

2） H. influenzae

小児由来新鮮臨床分離 H. influenzae 118株に対する
TFLXのMIC range，MIC50およびMIC90は，それぞれ
0.002～0.125 μg�mL，0.0039 μg�mLおよび 0.0078 μg�
mLで，そのMIC90は LVFXおよび他のキノロン系薬の
1�8～1�2，CDTR，CFDN，CFPNおよび CVA�AMPC
（1：14）の 1�1,024～1�32，AZMの 1�256であった（Ta-
ble 2）。
（1） β -lactamase-negative ampicillin-susceptible H.

influenzae（BLNAS）
BLNAS 47株に対する TFLXのMIC range，MIC50お

よびMIC90は，それぞれ 0.0039～0.125 μg�mL，0.0039
μg�mLおよび 0.0078 μg�mLで，そのMIC90は LVFX
および他のキノロン系薬の 1�8～1�2，CDTR，CFDN，
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Table 2. Antibacterial activity of tosufloxacin and reference agents against pediatric clinical isolates of Haemo�
philus influenzae in 2004―2006

MIC (μg/mL)Antibacterial 
agent

No. of 
strains

Strain
MIC90MIC50Range

 0.00780.0039 0.125―0.002TFLX

118Haemophilus influenzae

 0.01560.0156 0.125―0.0078LVFX
 0.01560.0078 0.125―0.0039CPFX
 0.06250.0313 2―0.0313NFLX
 0.250.125 0.5―0.0039CDTR
 8216―0.0625CFDN
 41 4―0.0039CFPN
 8432―0.25CVA/AMPC e)

 21 4―0.25AZM

 0.00780.0039 0.125―0.0039TFLX

47

β-lactamase-negative, 
ampicillin-susceptible a)

Haemophilus influenzae
(BLNAS)

 0.01560.0156 0.125―0.0078LVFX
 0.01560.0078 0.0625―0.0039CPFX
 0.06250.0313 0.25―0.0313NFLX
 0.1250.0156 0.25―0.0039CDTR
 20.25 8―0.0625CFDN
 10.0156 2―0.0039CFPN
 20.5 2―0.25CVA/AMPC e)

 21 4―0.5AZM

 0.00780.0078 0.0156―0.002TFLX

57

β-lactamase-negative, 
ampicillin-resistant b) 
Haemophilus influenzae
(BLNAR)

 0.01560.0156 0.0313―0.0078LVFX
 0.00780.0078 0.0313―0.0039CPFX
 0.06250.0625 0.0625―0.0313NFLX
 0.250.125 0.5―0.0625CDTR
16416―1CFDN
 42 4―0.5CFPN
16832―2CVA/AMPC e)

 21 4―0.25AZM

―― 0.125―0.0039TFLX

8

β-lactamase-positive, 
ampicillin-resistant c) 
Haemophilus influenzae
(BLPAR)

―― 0.125―0.0156LVFX
―― 0.125―0.0078CPFX
―― 2―0.0313NFLX
―― 0.125―0.0039CDTR
―― 8―0.125CFDN
―― 1―0.0078CFPN
―― 2―1CVA/AMPC e)

―― 1―0.25AZM

―― 0.0156―0.0039TFLX

6

β-lactamase-positive, 
amoxicillin/clavulanic 
acid-resistant d) 
Haemophilus influenzae 
(BLPACR)

―― 0.0313―0.0156LVFX
―― 0.0156―0.0039CPFX
―― 0.0625―0.0313NFLX
―― 0.25―0.0625CDTR
―― 8―2CFDN
―― 2―1CFPN
――16―4CVA/AMPC e)

―― 2―0.5AZM

MIC: broth microdilution method
a) ABPC MIC: ≦1 μg/mL, b) ABPC MIC: ≧2 μg/mL, c) CVA/AMPC MIC: ≦2/4 μg/mL
d) CVA/AMPC MIC: ≧4/8 μg/mL, e) CVA/AMPC (1：14), equivalent to AMPC
Abbreviations: See Table 1 footnote.

CFPNお よ び CVA�AMPC（1：14）の 1�256～1�16，
AZMの 1�256であった（Table 2）。
（2）β -lactamase-negative ampicillin-resistant H. in-

fluenzae（BLNAR）
BLNAR 57株に対するTFLXのMIC rangeは 0.002～

0.0156 μg�mL，MIC50およびMIC90はともに 0.0078 μg�

mLで，そのMIC90は LVFXおよび他のキノロン系薬の
1�8～同程度，CDTR，CFDN，CFPNおよび CVA�AMPC
（1：14）の 1�2,048～1�32，AZMの 1�256であった（Ta-
ble 2）。
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Fig. 1. Effect of tosufloxacin on growth curve of (A) Streptococcus pneumoniae D-979, (B) Haemophilus influen�
zae I-1053.
Dotted line: detection limit.
Abbreviations: See Table 1 footnote.
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Table 3. Antibacterial activity of tosufloxacin and reference agents against pediatric clinical isolates of Moraxella catar�
rhalis in 2007

MIC (μg/mL)Antibacterial 
agent

No. of 
strains

Strain
MIC90MIC50Range

0.01560.01560.0625―0.0039TFLX

97Moraxella catarrhalis

0.06250.03131―0.0078LVFX
0.03130.03130.5―0.0078CPFX
0.250.1252―0.0625NFLX
0.50.51―0.0156CDTR
0.50.251―0.0625CFDN
10.51―0.0156CFPN
0.50.250.5―0.0156CVA/AMPC a)

MIC: broth microdilution method
a) CVA/AMPC (1：14), equivalent to AMPC
Abbreviations: See Table 1 footnote.

（3）β -lactamase-positive ampicillin-resistant H. influ-

enzae（BLPAR）
BLPAR 8株に対するTFLXのMIC rangeは 0.0039～

0.125 μg�mLであった（Table 2）。個々の株に対する
TFLXのMICは LVFXおよび他のキノロン系薬の 1�

16～同程度，CDTR，CFDN，CFPNおよび CVA�AMPC
（1：14）の 1�2,048～16倍，AZMの 1�256～1�2であっ
た。
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Fig. 2. Development of resistance in (A) Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, (B) Haemophilus influ�
enzae ATCC 49247 against TFLX by serial passage.
Abbreviations: See Table 1 footnote.

M
IC

 (
µ

g/
m

L
)

(A) (B)

0.0039

0.25

0.0625

0.0156

LVFX

TFLX

0 1 2 3 4 5 6 7

Number of transfers

0 1 2 3 4 5 6 7

Number of transfers

0.0625

0.25

1

4

Table 4. MIC and MPC of tosufloxacin and reference agents against Streptococcus 
pneumoniae ATCC 49619 and Haemophilus influenzae ATCC 49247

MIC (μg/mL)/MPC (μg/mL)
Strain

LVFXTFLX

  0.5/10.07/0.4Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
0.008/0.10.003/0.07Haemophilus influenzae ATCC 49247

Inoculum size: MIC; 106 CFU/mL
MPC; Streptococcus pneumoniae ATCC 49619: 1.14×1010 CFU/plate

Haemophilus influenzae ATCC 49247: 1.26×1010 CFU/plate
Abbreviations: See Table 1 footnote.

（4）β -lactamase-positive amoxicillin�clavulanic acid-
resistant H. influenzae（BLPACR）

BLPACR 6株に対するTFLXのMIC rangeは0.0039～
0.0156 μg�mLであった（Table 2）。個々の株に対する
TFLXのMICは LVFXおよび他のキノロン系薬の 1�
8～同程度，CDTR，CFDN，CFPNおよび CVA�AMPC
（1：14）の 1�2,048～1�8，AZMの 1�512～1�64であっ
た。

3） M. catarrhalis

M. catarrhalis 97株に対する TFLXのMIC rangeは
0.0039～0.0625 μg�mL，MIC50お よ びMIC90は と も に
0.0156 μg�mLで，そのMIC90は LVFXおよび他のキノ
ロン系薬の 1�16～1�2，CDTR，CFDN，CFPNおよび
CVA�AMPC（1：14）の 1�64～1�32であった（Table
3）。

2．生育曲線に及ぼす影響
S. pneumoniaeおよび H. influenzaeの生育曲線に及ぼ

す TFLXおよび対照薬の影響を Fig. 1に示す。
TFLXは S. pneumoniae D-979（PRSP）に対して，LVFX

および CFPNと同様に 1～4 MICで濃度依存的な強い殺
菌効果を示した。また，H. influenzae I-1053（BLNAR）に
対して，LVFXおよび CFPNと同様に 2 MIC（0.0156

μg�mL）以上で殺菌的作用を示し，その程度は CFPN
より強かった。

3．自然耐性菌出現頻度
S. pneumoniae ATCC 49619に 対 す る TFLXお よ び

LVFXのMICはそれぞれ，0.1および 0.78 μg�mLで，本
菌株における 4，8および 16 MIC濃度での TFLXの自
然耐性菌出現頻度は，いずれも＜9.3×10－10であり，
LVFXと同様に検出限界以下であった。また，H. influen-

zae ATCC 49247に対する TFLXおよび LVFXのMIC
はそれぞれ，0.00625および 0.0125 μg�mLで，本菌株に
おける 4，8および 16 MIC濃度での TFLXの自然耐性
菌出現頻度は，いずれも＜8.4×10－10であり，LVFXと同
様に検出限界以下であった。

4．試験管内耐性獲得
7回継代後の菌に対する TFLXのMICは，S. pneumo-

niae ATCC 49619では 2倍の上昇，H. influenzae ATCC
49247では同等であり，LVFXの 1～2倍と同程度であっ
た（Fig. 2）。

5．MPC
S. pneumoniae ATCC 49619および H. influenzae ATCC

49247における TFLXのMPCはそれぞれ，0.4および
0.07 μg�mLで，LVFX（1および 0.1 μg�mL）と同程度
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Table 5. Therapeutic effect of tosufloxacin and other agents on experimental 
pneumonia caused by penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae  
D-979 in mice

Viable cell counts in lung
 (Log10 of CFU/g)

Mortality 
(%)

MIC (μg/mL)
Antibacterial
 agent

0.696＊＊＊±8.3910―Control
1.77±＜4.22 00.0625TFLX
1.85＊＊±7.73 00.5   LVFX
0.725＊±7.7530＞128         AZM
0.884＊＊＊±8.02 01     CFPN

Animal: 4.5-week-old male ICR strain mice, 10 mice/group
Infection: Streptococcus pneumoniae D-979 (6.44×107 CFU/mouse) , transnasal in-
fection
Administration: Oral administration (5 mg/kg) from 18h after infection, three 
times (4 hr intervals) a day for 2 days
Viable cell counts in lung: Mean±Standard deviation
MICs were determined by the broth microdilution method.
＊, p＜0.05; ＊＊, p＜0.01; ＊＊＊, p＜0.001 vs. TFLX by Dunnett test
Abbreviations: See Table 1 footnote.

若しくは低かった（Table 4）。
6．マウス実験的肺炎モデルに対する治療効果
S. pneumoniae D-979（PRSP）によるマウス肺炎モデル

に対する TFLXおよび対照薬投与群の肺内生菌数を
Table 5に示す。

Control（無治療）群および AZM投与群では，それぞ
れ 10％および 30％が死亡したが，TFLX，LVFXおよび
CFPN投与群では全例が生存した。TFLX投与群の肺内
生菌数は＜4.22 Log10 of CFU�gであり， LVFX，AZM，
CFPN投与群および control群に比べて有意に少なかっ
た（それぞれ p＜0.01，p＜0.05，p＜0.001および p＜
0.001）。一方，LVFX，AZMおよび CFPN投与群はいず
れも control群と比べ，有意な差は認められなかった。

III． 考 察
今回，われわれは，小児における肺炎および中耳炎の

主要原因菌である S. pneumoniae，H. influenzaeおよびM.

catarrhalisに対する TFLXの in vitroおよび in vivo抗菌
活性について検討した。TFLXは PISP，PRSPおよび
BLNAR等の薬剤耐性菌１～５，１９）を含むこれら原因菌に対
し，他のキノロン系薬，β ―ラクタム系薬およびマクロラ
イド系薬に比べ，強い in vitroおよび in vivo抗菌活性を
示した。

CLSIの 2008年のガイドライン２０）では，S. pneumoniae

を髄膜炎原因菌と非髄膜炎原因菌とに区別し，PCGに対
するブレイクポイントが設定されており，非髄膜炎では，
PCGのMICが 2 μg�mL以 下 を PSSP，4 μg�mLを
PISP，8 μg�mL以上を PRSPとしている。しかし，この
基準で PSSPとされる株でも，すでに PBP遺伝子に変異
を有しており，ペニシリンだけでなく，他の β ―ラクタム
系薬に耐性を示すことが報告されている１，２，２１～２３）。さらに，
これらの株の多くは，マクロライド系薬にも高率で耐性
を示す２４，２５）ことが報告されており，多剤耐性化が臨床的な

問題となっている。特に日本ではマクロライド耐性菌が
多く，臨床分離 S. pneumoniaeの 80.0％が，さらには PCG
のMICが 2 μg�mL以上の株の 92.7％がマクロライド
系薬に耐性を示すことが報告されている２４）。

H. influenzaeでは，経口抗菌薬の投与にもかかわらず
症状が改善しない遷延例や，感染を繰り返す反復例など，
急性中耳炎の難治化が問題となっており，その要因の一
つとして本菌を含む原因菌の薬剤耐性化が考えられてい
る３）。特に BLNARは年々増加傾向にあり４），ABPCだけ
でなく，他の β ―ラクタム系薬に対しても感受性が低下し
ている２６）。また，M. catarrhalisでは，ほぼ 100％が β -
lactamase産生菌との報告がある５）。
今回の検討では，幅広く薬剤低感受性菌の動向を探る

ため，2007年までの CLSIの基準１１）に従い，S. pneumoniae

および H. influenzaeの耐性分類を行った。
小児由来の PISP，PRSP，BLNARおよびM. catarrhalis

に対する TFLXのMIC90はそれぞれ，0.25，0.25，0.0078
および 0.0156 μg�mLで，いずれも他のキノロン系薬，β ―
ラクタム系薬およびマクロライド系薬に比べ強い抗菌活
性を示した。これらの成績は，成人由来株での結果７）と一
致していた。
一般に，キノロン系薬の治療効果の指標は free AUC�

MICであり，良好な臨床効果には，S. pneumoniaeでは 30
以上，グラム陰性菌では 100以上であることが望まれ
る２７，２８）。S. pneumoniaeによる community-acquired pneu-
monia（CAP）での LVFXおよび gatifloxacin（GFLX）
の臨床試験では，free AUC�MICが 34以上で，細菌学的
効果は 100％であった２９）ことが報告されている。「オゼッ
クス細粒小児用Ⓡ15％」を TFLXとして 4 mg�kg投与時
の free AUC�MICが 30および 100となるターゲット
MIC値は，それぞれ 0.316 μg�mLおよび 0.0949 μg�mL
であった。今回の検討において，小児由来新鮮臨床分離
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S. pneumoniae，H. influenzaeおよびM. catarrhalisに対す
る TFLXのMIC90はいずれもターゲットMIC値を下
回っており，これらを原因菌とする肺炎および中耳炎に
おいて良好な臨床効果を示すことが期待された。
近年，DNAジャイレース若しくはトポイソメラーゼ

IVに変異を有するキノロン耐性株が臨床の場より分離
され，その増加が懸念されている３０）が，試験管内耐性獲得
試験および自然耐性菌出現頻度の結果より，S. pneumo-

niaeおよび H. influenzaeの TFLXに対する耐性化の程
度は類薬である LVFXと同程度で低かった。また，最近
では，有効性だけでなく耐性菌抑制の観点からも
pharmacokinetic-pharmacodynamic（PK-PD）の概念が提
唱され，その指標の一つとしてMPCが挙げられており，
各種PKパラメータとの関連性が議論されている。S. pneu-

moniae ATCC 49619および H. influenzae ATCC 49247に
おける TFLXのMPCはそれぞれ，0.4および 0.07 μg�
mLで，LVFXと同程度若しくは低かった。

Hommaら３１）は，S. pneumoniaeを用いた in vitro phar-
macokinetic model（IVPM）の検討より，キノロン系薬
の耐性化抑制の指標は free AUC�MPCおよび free Cmax�
MPCであり，それぞれ 13.4および 1.2以上の場合に耐性
化が認められなかったことを報告している。小児臨床試
験において，TFLXとして本薬剤 4 mg�kg，1日 2回投与
時の 1日 AUC（15.16 μg・h�mL）および Cmax（0.96 μg�
mL）より算出した 1日 free AUCおよび free Cmaxは 9.49
μg・h�mLおよび 0.60 μg�mL（TFLXの血清蛋白結合
率：37.4％３２））であり，S. pneumoniaeにおける free AUC�
MPCおよび free Cmax�MPCはそれぞれ，23.7および 1.50
と，前述の報告３１）で耐性菌を出現させないとする値より
大きかった。グラム陰性菌では，Escherichia coliの IVPM
の検討において free AUC�MPCが 22以上の場合に耐
性化が認められなかったことが報告されている３３）。今回
の試験においても，H. influenzaeにおける本薬剤投与時
の free AUC�MPCは 136であり，この値を大きく超え
ていた。これらのことから，本薬剤使用による耐性菌出
現の可能性は低いと考えられた。しかし，本薬剤による
治療の機会が増えることに伴い，小児におけるキノロン
耐性菌の増加が危惧されることから，継続的な感受性変
化を確認するとともに，PK-PDを考慮した適性使用が重
要であると考えられた。

TFLXは in vivoにおいても，in vitroの抗菌活性およ
び良好な体内動態３２）を反映し，PRSPによるマウス肺炎モ
デルにおいて，LVFX，AZMおよび CFPNに比べ強い治
療効果を示しており，PRSPに対する治療薬としての有
用性が示唆された。
以上，TFLXは PRSPや BLNAR等の耐性菌を含む

S. pneumoniae，H. influenzaeおよびM. catarrhalisに対し，
in vitroならびに in vivoで強い抗菌活性を示すことか
ら，小児における肺炎および中耳炎に対する有用性が期

待された。
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In vitro and in vivo antibacterial activity of tosufloxacin tosilate hydrate against
major causative bacteria of pneumonia and otitis media in pediatric patients

Yoshiko Fukuda, Yoko Sugiura, Harumi Hisada, Naoko Oogake,
Yuko Ito, Masahiro Takahata and Junichi Mitsuyama

Research Laboratories, Toyama Chemical Co., Ltd., 2―4―1 Shimookui, Toyama, Japan

We evaluated the in vitro and in vivo antibacterial activity of tosufloxacin(TFLX) against Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, and Moraxella catarrhalis, pediatric major pneumonia and otitis media
pathogens. Results are as follows:

1. MIC 90 s of TFLX against pediatric clinical isolates of penicillin-susceptible S. pneumoniae ( PSSP ) ,
penicillin-intermediate S. pneumoniae(PISP), and penicillin-resistant S. pneumoniae(PRSP) were 0.25 μg�mL
each, which were 1�64 to 1�4 than those of levofloxacin(LVFX), ciprofloxacin, and norfloxacin, 1�64 to 1�2
than those of cefditoren, cefdinir, and cefcapene(CFPN) , 1�8 to 4 times than that of clavulanic acid�amoxicil-
lin, and ＜1�512 than that of azithromycin(AZM).

2. MIC 90 s of TFLX against pediatric clinical isolates of β -lactamase-negative ampicillin-susceptible
(BLNAS) and β -lactamase-negative ampicillin-resistant H. influenzae(BLNAR) were 0.0078 μg�mL, which
were 1�8 than or equal to those of other quinolones, 1�2,048 to 1�16 than those of β -lactams, and 1�256 than
that of AZM.

3. MIC90 of TFLX against pediatric clinical isolates of M. catarrhalis was 0.0156 μg�mL, lowest among those
of other quinolones and β -lactams.

4. TFLX showed bactericidal activity against PRSP and BLNAR at 1 and 2 times MIC or more, respec-
tively.

5. The frequency of spontaneous mutant of S. pneumoniae and H. influenzae caused by TFLX were ＜9.3×
10－10 and ＜8.4×10－10 at 4 to 16 times MIC, respectively, similar to LVFX.

6. The susceptibility of S. pneumoniae and H. influenzae to TFLX was decreased by 1�2 and equal after 7-
time repeated subcultures at sub-MIC in the presence of TFLX, similar to that of LVFX.

7. Mutant prevention concentrations of TFLX against S. pneumoniae and H. influenzae were 0.4 and 0.07 μg�
mL, respectively, similar to or lower than for LVFX.

8. Viable bacterial cells counts in lung in mice with pneumonia caused by PRSP in the TFLX-treated
group was ＜4.22 Log10 of CFU�g, less than in LVFX, AZM, or CFPN-treated groups.


