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抗 生 物 質 の生 体 内 濃 度 にsimulateし たin vitro

model systemに つ い て(3)

Cefazolinの 透析cell compartmentへ の移行
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抗 生物 質 の 血 清 中 濃 度 をsimulateす る既 報 のin vitro kinetic modelに 特 殊 な透 析cell unit

を 接 続 し,薬 剤 の 浸 出 液 また は組 織 濃 度 に 対 応 す る 新 しいmodelを 考 案 した 。

このmodelを 用 い,0.5～2gのcefazolinを そ れ ぞ れ1回 静 注 した と きの 殺 菌 効 果 を 比 較 し,

tissue compartmentに 対 応 す るdialysis cell内 で,cefazolinの 殺 菌 効果 がdose-responseす

る ことを 認 め た 。 ま た このmodelで,cefazolinのMICが3.13～50μg/mlのE.coli 5株 に 対

す るcefazolinの 殺菌 効 果 を 検 討 した。 こ の実 験 に お い て,dialysis cell内 のcefazolin濃 度 と

それ らの試 験 菌 に対 す る殺 菌 効 果 との 間 に は,一 定 の 相 関 が 認 め られ た。

序 文

前 報1)で 報告 し た抗 生 物 質 の 血清 中濃 度 にsimulateす

るin vitro kinetic modelに 特 殊 な 透 析flow cell unit

を接 続 し,薬 剤 の血 液 か ら浸 出液 ま たは 組 織 へ の単 純 拡

散 に よ る移 行 に 対応 す る新 しいmodelを 考 案 した。 こ

のmodelに お け る抗 生 物 質 の 殺菌 作 用 を投 与 量 お よび

試 験菌 のMICと の関 達 にお い て 検討 し た ので 報 告 す る。

実 験 材料 お よび 実 験 方法

1.使 用 薬 剤

cefazolin(CEZ,Fujisawa Pharmaceutical Co.,Ltd.,

Japan)

cefuroxime(CXM,Glaxo Research Laboratories,

England)

2.透 析cell model

前 報 に 記 載 した,血 清 中 の 薬 剤 濃 度 をgradientに

simulateす るin vitro kinetic modelに,flow cell

を 備 え た透 析unitを 連 結 した 。 この装 置 の 概 要 はFig.

1の とお りで あ る。透 析unitと してflow-type dialysis

cell model 283(Technilab.Institute Inc.,Pequannock,

New Jersey,U.S.A.)を 用 い た 。 こ の 透 析unitの

flow cellに 既 報 のkinetic modelのoutletか ら流 出

す る液 を 通 液 し,dialysis cellに は 適 当 なmedium(培

地 ま た はbuffer)で 満 た した。 本 実 験 に お い て はflow

cellは5ml容,dialysis cellは2.5ml,5mlお よび

10ml容 の もの を 実 験 に 応 じて使 用 した 。 このunitに

使 用 した 膜 は,dialysis membrane model 299(Techni-

lab Institute Inc.),diafilter type A-50 T(Bio Engi-

neering Co.,Ltd.,Tokyo)お よびMillipore filter

type HA,0,45μm(Millipore Corp.,U.S.A.)を 用

い た。Kinetic modelのmediumと してHeart infu-

sion broth(Difco Lab.,U.S.A)ま た はM/15リ ン酸

buffer pH7.0を 用 い た。CEZを ヒ トに1g膀 注 した監

に 得 られ た血 清 中濃 度 値2)をtwo compartment model

に よ って 回帰 し,各 種 のparametersを 求 め た。 この

parametcrsに 対 す るKinetic modelを 作製 し た。 装

置 の 始 動 後,一 定 時 閥 に お け る薬 剤 濃 度 を径 時 的 に測定

した 。modelに お け る液 量,流 速 等 の 条 件 はTable 1

に 示 した。

3。 膜 透 過 定 数

透 析unitのflow cellか ら100μg/mlの 薬 液 を循

環 させ,dialysis cellか ら経 時 的 にsamplingを 行な

い 濃 度 を 測定 した。(1)式 に従 い薬 剤 の透 過 定 数 をまめ

た 。

(1)

K':膜 透 過 定 数

C1:now cell中 の薬 剤 濃 度

Fig.1 Diagram of the apparatus
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Table 1 Experimental condition for kinetic model and dialysis unit

C2:dialysis cell中 の 薬 剤 濃 度

V:dialysis cellの 容 量

t:測 定 時 間

4殺 菌効果

試験菌 としてE.coliを 用 い,kinetic model内 で

simulateさ れたCEZの 血清中濃度およびdialysis cell

内濃度と殺菌性の関係を検討した。なお生菌数の測定は

前報1)のとお りにおこなった。

5.ラ ット無菌炎症浸出液へのCEZの 移行

無菌炎症pouch作 成後6日 目のラット1群6例 にCEZ

を20mg/kg静 注 した際の血清中濃度とその浸出液中濃

度の既報3)の方法に従って測定 した。

6.薬 剤濃度の測定

dialysis cell内 の薬剤濃度は,液 体クロマ トグラフィ

ー(HPLC)に より測定した。ALC/GPC 204型 液体 ク

ロマ トグ ラ フ(Waters Associates,U.S.A,)を 用 い

Columnと して μBondapak C16(3.9×300mm),移 動

相 と してAcetonitrile-0.3%KH2PO4(20:80)を 使 用

した 。

実 験 結 果

1.dialysis cell内 へ の 薬 剤 移行

Kinetic modelに 接 続 したdialysis cell内 の薬 剤 濃

度 の推 移 とin vivoに おけ る浸 出液 移 行 の 相 関 性 を 検

討 す る た め,ラ ッ トにCEZま た はCXMを20mg/kg

静注 した 際 の 無 菌 炎 症pouch内 の 浸 出 液 中 濃 度 を測 定

した。 そ の 結果 をFig.2に 示 した 。Fig.2(1)は,両 薬

剤 を 上 記 の とお りラ ッ トに 投 与 し,得 られ た血 清 中濃 度

に 対 応 す るdialysis cell内 のCEZお よびCXMの 濃

度 の 推 移 を示 した。Fig.2(2)は,ラ ッ ト無 菌 炎 症 浸 出 液

中 濃 度 の実 測 値 を 示 した 。 この際,透 析unitの 条 件 と

Fig.2(1)Levels of CEZ and CXM in dialysis cells of the model simulating serum
levels in rats after i.v.injection(20mg/kg),(2)Serum and exudate levels of CEZ

and CXM in rats after i.v.injection(20mg/kg)
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して はflow cell容 量5ml,dialysis cell容 量5ml,

そ して透 析膜 と してはcellulose膜(Technilab.)を 用

い た。dialysis cell内 のCEZま たはCXMの 濃 度 は ラ

ッ トの 無菌 炎 症 浸 出液 中 の 両 薬 剤 の濃 度 の実 測 値 に ほ ぼ

一 致 した。 抗 生物 質 を 含 む 各 種 の薬 剤 の浸 出液 へ の 移 行

は,炎 症 のstageそ の 他 の 要 因 に よって 相 違 す る4,6,8)。

また 浸 出 液 また は組 織 の 種 類 に よ り興 な るの で,本 報 の

modelに お け るdialysis cell内 で浸 出液 ま たは 組 織 濃

度 をsimulateす るた め,適 当 な透 析 膜 の 種 類,ま た は

cell容 量 を 決 定 す る こ とが 必 要 で あ る。Table 2は 薬 剤

のdialysis cell内 の 濃 度 を 薬 剤 の膜 に 対 す る透 過 定数,

cell容 量 お よび 静 注,筋 注(経 口)投 与 時 の 血 清 中濃 度

式 か ら数 式 化 した もの で あ る。CEZの 各 種 膜 に対 す る透

過 定 数 はcellulose膜0.622,diafilter 1.56,お よび

millipore filter 2.80と な った。 この よ うな 異 な る透 過

定 数 を 使 用 して,CEZ 1gを 静注 した 場 合 の 血 清 中濃 度

に 対 応 す るdialysis cell内 濃 度 を そ れ ぞ れ 算 出 した。

そ の 結 果 をFig.3に 示 した。 これ らの 計 算 値 は,実 際 に

このmodelを 用 いて 得 られ たCEZのdialysis cell内

濃 度 値 と よ く一 致 した。Fig.3に 示 した よ うにmillipore

filter(a)は 他 の2種 の膜 に比 較 してcell内CEZ濃

度 は 最 も高 い が 消失 も速 い 。 他方,cellulose膜(c)で

はcell内CEZ濃 度 は最 も低 い が 持続 的 で あ った。 こ

の 結 果 に 明 らか な とお り,薬 剤 の透 過 定 数 の 異 な る膜 を

用 い,さ ら にdialysis cell容 量 を 変 え る こ とに よ り,

生 体 の 特 定 の 浸 出液 また は 組 織 へ の 薬 剤 の 移 行 をin

vitroでsimulateす る こ とが可 能 で あ る。

2.iu vitro modelに よ るCEZの 殺 菌作 用

このmodelを 用 い て,CEZの 殺菌 作 用 の評 価 を 試 み

た 。 実 験 条件 と して,CEZを ヒ トに0.25,0.5,1お よ

Fig.3 Calulated CEZ levels in dialysis cell of

the model simulating human serum levels

after i.v.injection(1g)

Membrane

a:Millipore filter(0.45μm)

b:Diafilter(A-50T)

c:Cellulose membrane

び2gを 静 注 した 時 の 血 清 中 濃 度 を,flow cellに 流 入す

る 循環 液 中 で それ ぞ れ 再 現 した。 透 析unitの 条 件 とし

て は,cellulose膜 とdialysis cell容 量5ml(Fig.2の

実験 と同一 条 件)を 用 いた。Fig.4は この 条 件 に おけ る

flow cellお よびdialysis cell中 のCEZの 濃 度 を示 し

た。Fig.4の とお り,CEZの0.25g静 注 に よ りflow

cellに お け るCEZの 初 期 濃 度(Co)は58.0μg/ml,

half-ifeは1.6時 間 で あ った 。 これ に 対 し,dialysis

cell中 のCEZのpeak値 は5.5μg/ml(3.8時 間)

で,8時 間 で4.2μg/mlが 維 持 され た。1gの 静注に

よ って よ り高 い 濃 度 が 得 られ,dose-responseが 認 め ら

れ た。 血 清 中 濃 度 に 対 応 す るflow cell中 お よ び浸 出液

中 濃 度 に 対 応 す るdialysis cell中 のCEZのE.coliに

対 す る殺菌 効果 を検 討 した。

(a)CEZの 投 与 量 と殺 菌 効果

0.25,0.5,1お よび2gの 各 投 与 量 で,1回 静注 し

た 条 件 に お け るCEZの 殺 菌 効 果 をE.coli strain 74

を 試 験 菌 と して検 討 した。Fig.5の 実 線 お よび 点線 はそ

れ ぞ れdialysis cellお よびflow cellに お け る生菌 数

Fig.4 Levels of CEZ in dialysis and flow cells
of the model simulatimg human serum

levels after i.v.injection

Fig.5 Bactericidal activity of CEZ in the
model against E.ccli No.74
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k=k'/V;k':Permeability constant,V:Volume of dialysis cell

Ka:Absorption rate constant

A,α,B,β,K21,Ke,Vc:Parameters expressed in the reference 1)

の経時的変化を示す。Fig.5の 下部の白線および黒線は

flow cellお よびdialysis cellに お け る薬剤濃度がそ

れぞれMICを 越える時間を示す。CEZ 0.25gの 静注で

はcell内 の薬剤濃度はMICに 達 しなかった。dialysis

cell中 ではCEZの 著明な殺菌効果はみられなかった。

0.5gの 静注では,flow cell内 で約4時 間MICを 越

える濃度が続 き,こ の部位における生菌数は約5時 間ま

で減少し,そ の後再増殖 した。dialysis cell中 の生菌数

は約2時 間のlag timeの 後,7時 間まで減少 し,そ の

後再増殖を開始した。1gお よび2gの 静注では,flow

cell内 の薬剤濃度はMIC以 上 にそれぞれ約7時 間およ

び8時 間持続した。この条件下でCEZはcell内 の生菌

数を8時 間まで減少し続けた。 これ らの条件でもflow

cellと 比較 して,dialysis cell内 に おけるCEZの 殺

菌効果は約2時 間おくれて発現した。

(b)CEZのMICと 殺菌効果

CEZに 対する感受性の異なる5株 のE.coliに 対する

殺菌効果をCEZ 1g 1回 静注の条件について検討した。

Fig.6に 明 らかなとお り,CEZのMICが それぞれ3.13

μg/mlお よび6.25μg/mlのE.coli strains 71お よ

び74に 対 して,flow cellお よ びdialysis cell内 で

CEZは 強 い殺菌効果を示 し,8時 間の観察時間内で試

験菌は全く再増殖 しなかった。 しかし,MIC 12.5μg/

mlのE.coli strain 135に 対 して,CEZは 両cellsに

おいて3時 間まで殺菌的に作用 したが,4時 間以降,試

験菌は再増殖を開始 した。MIC 25μg/mlのE.coli

strain 590に 対 しては,flow cell内 でCEZは3時 間

まで殺 菌 的 に作 用 した がdialysis cellに お い て,CEZ

は2時 間 ま で ご く弱 い 殺 菌 効果 を示 したに す ぎな い。 ま

たMIC 50μg/mlのE.coli strain 519に 対 し て,

dialysis cellに お いてCEZは 全 く殺 菌 的 に 作 用 しな か

った。1g 1回 静 注時 の 条 件 に お い て,dialysis cell

内 のCEZが 殺 菌 的 に作 用 し得 るの は,試 験 菌 のMIC

が6.25μg/mlま た は それ 以 下 であ る こ とが 必 要 で,こ

の濃 度 がdialysis cellに お け る この 薬 剤 の 有 効 性 の分

岐 点 で あ る。

考 察

わ れ わ れ は 抗 生 物質 を 各種 の方 法 に よ って 投 与 した 際

に得 られ る血 清 中 濃 度 をsimulateす るin vitro kinetic

Fig.6 Bactericidal activity of CEZ in the model

against E.coli strains with different sus-

ceptibility of CEZ

Table 2 Pharmacokinetic formula for simulating antibiotics levels in the model
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modelを 考案 し1),こ のmodelを 用 いて築剤の殺菌効

果を検討 した。 しか し,感 染症の治療においては感染部

位,す なわち浸出液および組織中における葉剤濃度がよ

り重要な意義をもつと考えられる。そこでわれわれは,

血清中だけでなく浸出液および組織内の薬剤濃度を同時

にsimulateす るmodelの 確立と,そ れを利用して抗

生物質の有効性を評価することを計画 した。薬剤の組織

および浸出液中濃度を数式化し予 測す るために,phar-

macokineticsの 研 究分野においてphysiological per-

fusion model理 論 による解析が試み られて いる7).こ

の理論では,薬 物の血流中から組織への移行はそれぞれ

所定の血流量と移行定数を用いて解析され,こ れにより

うまく実測値を数式化できることが認められている。薬

物の血中から特定の部位への移行が単純拡散によると考

えられる場合,わ れわれの考案 した このmodelは 組織

または浸出液内濃度のsimulationた めの最も簡単な方

法と考えられる。そして,抗 生物質の或る投与条件にお

ける血清中濃度および組織内濃度の実測値 か ら,こ の

modelのdialysis cell内 で組織内濃度をsimulateす

るに必要な実験条件の計算式を決定 した。dialysis cell

内の薬剤濃度が各種の条件で投与された薬剤の組織内濃

度を良く反映するかということは,明 らかにされるべき

最も重要な問題である。 この点に関しては,抗 生物質の

血清中濃度 と組織または浸出液中濃度の実測値がdialy-

sis cell内 濃度の計算式にK'とVを 特性値 として回帰

できればよいことになる。われわれはCEZお よびcefti-

zoximeの ヒ トの組織内濃度が,こ のような方法によっ

て回帰できることを確認 した(未 発表データ)。 血中濃

度をsimulateし たin vitro modelに おける抗生物質

の殺菌効果については,わ れわれを含めすでに2,3の

研究者によって論議されてきた8,9,10)。本報でわれわれは

新しく,dialysis cellを 用いて組織または浸出液中に

おけるCEZの 濃度をsimulateし,血 清中濃度をsimu-

lateす る系と同時に,そ の殺菌効果を検 討 した。CEZ

の0.25か ら2gま での1回 静注の投与条件の も とで

E.coli strains 74(MIC:6.25μg/ml)に 対するCEZ

の殺菌効果には比較的明瞭なdose-responseが 認められ

た。 とくに殺菌的に有効であった投与量0.5～2g静 注

の条件で,dialysis cell中 のCEZのpeak値 はflow

cellに おけるpeak値 と比較して,か なり低値であった

にもかかわらずdialysis cellに おいて初期のlag time

が認 められた以外は両cellsに おけるCEZの 殺菌効果

には本質的な相違はなかった。 またこのmodelを 用い

て,CEZのE.coliに 対するMICと 殺菌効果との関係

を検討した。CEZ 1g,1回 静注の条件では,MICが

12.5μg/ml以 上の試験菌に対しては,flow cellお よび

dialysis cellに おけるCEZの 殺菌効果は一致 したかっ

た。 とくにdialysis cell中 でMICが25μg/mlの 試

験株に対 して,CEZの 殺菌効果は弱 く,ま たMIC 50

μg/mlの 試験株に対しては殆んど効果を示さなかった。

一方,flow cell中 でCEZは これらの菌株に対 して初

期に一過性ではあるが明瞭な殺菌効果を示した。以上の

とお り,両cellsに おける數株のE.coliに 対するCEZ

の殺菌効果の相違は,そ れらの部位における薬剤濃度と

比較的良く対応した。
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BACTERICIDAL ACTIVITY OF ANTIBIOTICS IN IN VITRO MODEL

SIMULATING ANTIBIOTIC LEVELS IN BODY (3)

Incorporation of Cefazolin into the Dialysis Cell

HIROSHI SAKAMOTO, TOSHIHARU HIROSE, TAKEO MURAKAWA

and MINORU NISHIDA

Research Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.

A dialysis cell unit was used in conjunction with our previously described kinetic model for simula-

ting antibiotic concentrations in exudates and tissues.

The bactericidal efficacy of cefazol in in the dialysis cell was investigated in the model simulating the

serum levels in the flow cell after i. v. dosing with 0.25 to 2g. In this experiment, the activity of

cefazolin was dose-dependent in the range of the drug concentrations used. When 5 strains of E.coli

(MIC: 3.13-50 ƒÊg/ml) were used as the test organism, the bactericidal efficacy of cefazolin correlated

well with the drug concentrations in the dialysis cell.


