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Seratiama maresccnsに 対 す るCeftiZoxlmeとgentamiCin併 用 時 の

postantibiotic effectお よ び 殺 菌 作 用1に つ い て
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Serratia mnakcclsに 対 す るceftizoximeとgentamicinの 併nllに よ るpostantiblotic effect

(PAE)お よ び 殺 菌 作 用 に つ い てinvirfrro系 お よ びinvivo系 で 検 討 し た。in vitroに お い て

ceftizoximeお よ びgentamicin併 用 時 のPAEは そ れ ぞ れ 単独 時 に 比 べ 明 ら か に 延 長 さ れ た。

ま た,白 血 球 減 少 マ ウ ス で の 全 身 感 染 お よ び 腓 腹 筋 感 染 に お い て も両 剤 の 併 用 に よ っ てPAE

の延 長 効 果 が 認 め ら れ た。 一 方,ヒ ト血 中 濃 度 にsimulateし たinvitrokineticmodelに お い

てceftizoximeとgentamicinと の 併 用 に よ り,そ れ ぞ れ 単 独 時 に 比 べ 殺 菌 活 性 の 顕 著 な 増 強

とPAEの 延 長 効 果 が 認 め ら れ た。
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複 雑 性 尿 路 感 染 症 に お け るSerra'iaお よ び

peudomonasの 分 離 頻 度 は 高 く,重 要 な 原因 菌 とな って い

るD。 一 方,最 近 の β-ラ ク タム剤 の 進 歩 はめ ざ ま し く,Se芦

a吻 お よびPeudomona5に 対 して も抗 菌 力 が 増 強 され て

い るが耐 性 株 も少 なか らず認 め られ,臨 床 的 に も感 染 防御

機能 の低 下 した症 例 に 好発 す るの で,よ り効 果 的 で かつ 安

全 な治療 法 が 望 まれ て い る。

抗生 物 質 の併 用 療 法 は 古 くか ら臨 床 で行 われ,基 礎 的 研

究 も多 くな され てい るが2禰,最 近,弱 毒 菌 に対 す る β一ラク

タム 剤の 間 に拮 抗 作 用 が あ る こ と1胴2)や,β 一ラ クタム剤 と

gentamicinの 併 用 に よ りgentamicinが 不 活 化 され 拮 抗 作

用 を示 す 場 合B川,さ らに 薬 剤 の 組 合せ や症 例 に よ っ ては,

併 用 に よっ てか え っ て単 剤 の場 合 よ り効 果 が 減 弱 した り,

副 作用 が増 強 され た りす る可能 性 が あ り1ト1η,安 易 な併 用

に 対す る警鐘 が もた ら され た。 あ る薬 剤 の組 合 せ では 配 合

比 の違 い に よ って,相 乗 作 用 と拮 抗 作用 が 相 互 に 現 れ る場

合が あ り,試 験 管 内 と異 な り時 間 的 に濃 度 が 変 化 す る生 体

内 では,配 合 比 を コ ン トロー ルす るこ とは 不 可 能 とい って

もよい。

一 方
,近 年MICやsub-MICで の 抗 菌 作 用 だ け で は な

く,薬 剤 が 除 か れ た 後 の 菌 の 再 増 殖 抑 制 効 果,pos-

tantibioticeffect(PAE)が 注 目 され 凪19),抗 菌 力ば か りに

と らわ れず にPAEも 薬 剤選 択 の 重要 な指 標 と して考 え ら

れ て い る。

この よ うに β-ラ ク タ ム剤 とア ミノ配 糖 体 の併 用 療 法 の

投 与 計画 を立 て る うえ では,invitro抗 菌 力 の 増 強 も さる

こ となか ら,PAEと 薬 剤 自 身の体 内動 態,β う クタム 剤の

inoculumeffect,ア ミノ配糖 体 のdownregulationあ る い

は ア ミ ノ配糖 体 の 副作 用 等 い くつ かの 考 え なけ れ ば な ら な

い 問題 が あ る20)。今 回我 々 は,S.mamscen5に 対 す るceft-

izoximeとgentamicinの 併 用に つ い て,こ のPAEお よ び

殺 菌作 用 の視 点 か ら検 討 し若 干 の知 見 を得 た の で報 告 す る,

1実 験 材 料 お よ び 方 法

1使 用 薬 剤

Ceftizoxime(CZX;藤 沢 薬 品 工 業 株 式 会 社,10t

200160G)お よ びgentamicin(GM;エ ッセ ク ス 日本,

10t.G423K)を 使 用 した 。

2.使 用 菌 株

当 研 究 所 保 存 の 臨 床 分 離 株 の 内CZXに 中 等 度 耐 性

のSeratiamarcescens20株 につ い て,invitroPAE

を 求 め い ず れ の 菌 に お い て も差 を 認 め な か っ た た め,

代 表 株 と してSmrcescens6044を 用 い た。 な お,本

菌 に 対 す るCZXとGMのbrothdilutionmethodに

よ るMICは と もに3.13μg/mlで あ っ た 。

3使 用 動 物

ICR系 雄 マ ウ ス(4週 齢,約209)は 日本 エ ス エ ル

シ ー 株 式 会 社 よ り購 入 した 。

4.Znvitroに お け るpostantibioticeffect(PAE)

の 検 討

Trypticasesoybroth(TSB;BBL)中 で 対 数 増 殖

*大阪市淀川 区加島2丁 目1番6号
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Table 1. Plaema; levclti; and harmac ulcmctic;panamele healthy volunteers atter Intravvruuus

cell izuxinic and intrennurnlar gcntamicin adminhaon

期にあるs.mamsccns 6044に,臨 床 で得 られ る血中

濃度付近のCZX25μg/ml,GM10μg/mlお よ びそ

の組合せ を作用させ て37℃ で2時 間培養後,同 培地で

1,000～10,000倍 に稀釈21)し再 度37℃ で震盪培養を続

け,経 時 的に その生菌 数 を常 法に従 い 測定 した.

PAE21.22)は,得 られた生菌数のグラフから,薬 剤反応

後希釈に より薬剤が除去された時点の菌数が11091。

増 殖す るに要する時間から薬剤無処理の菌が同様に1

10g10増 殖 するに要する時間を減 じた時間 とした。

5 In uiuoに お けるpostantibiotic effect (PAE)

の検 討

マウ スの全 身感染系お よび局所感染系を用いてin

uiuoに おけるPAE23,24)の 検 討 を行った。全身感染系で

は,感 染5日 前にcarragenan (Sigma Chemical Co.)

10mg/kg(静 注)お よび4日 前にcyclophosphamide

(ナ カ ライテスク)200mg/kg(腹 腔)を 前投与 した一

群5匹 のマ ウスにS.marcesms 6044 (4.6×107cells

/mouse)を 尾 静脈に接種 し2時 間後に皮下に治療 し,

以 降経時的に心臓採血を行い常法に従 って血中菌数を

測定 した。一方,局 所感染系では,感 染4日 前にcyclo-

phosphamide 200mg/kg(腹 腔)を 前投与 した一群4

匹のマウスにS.mamscens 6044 (1.2×106cells/calf)

を右 腓腹筋に接種 し1時 間後に皮下治療 し,以 降経時

的に腓腹筋を無菌的に摘 出し,10 ml生 理 食塩水 を加

えホモ ジネー トし常法に従い腓腹筋内菌数 を測定 した。

また,各 々の感染系のマウスを用いて体 内動態 を検討

し得 られたパ ラメーターか らtime above MICを 算 出

した。血中濃度の測定には心臓採血により血漿 を得,

bioassayの サ ンプル とした.ま た腓腹筋内濃度の測定

は腓腹筋を摘出 し,CZXの 場 合 は2倍 量の0.067M

リン酸塩緩衝液(pH7.0)を 加 えホモジネー トし,そ

の上清をbioassayの サ ンプル とし,一 方,GMの 場合

は腓腹 筋 と等重量の10%TCAを 加 えホモジネー ト

し,そ の上清1容 に対 して1.2%NaOH含 トリス塩

酸緩衝液(pH8.0)0.5容 を加えてbioassayの サ ンプ

ル と し た。Bioalssayは,CZXの 場 合 クエ ン酸 ナ ト リウ

ム 培 地 を 川 い,検 定 菌 をB.sublitis ATCC6633,標 準

液 は マ ウ スf血漿(血 漿 中 濃 度)ま た は0.067Mリ ン酸

塩 緩 衝 液(pH7.0)(腓 腹 筋 内 濃 度)と す る デ ィ フ.ク法

で,GMの 場 合 はheart infusion agar(Difco)を 滅

菌 後1Mト リ ス ア ミ ノ メ タ ン でpH8。0に 調 製 し た 培

地 を 用 い.検 定 菌 に8.subtilis ATTC 6633。 標 準 液

は マ ウ ス血 漿 (血 漿 中 濃 度)ま た は0.67Mト リス塩

酸 緩 衝 液(pH7.0)(腓 腹 筋 内 濃 度)を 用 い る デ ィ ス ク

法 で行 っ た.In uiUOPAE 23,24)は,治 療 群 の マ ウ ス の

血 中 あ る い は 腓 腹 筋 内 濃 度 がMIC以 下に な る 時 点

(time above MIC)の 菌 数 が110g峯 。増 殖 す る に 要 す る

時 間 か ら,無 治 療 群 の 菌 数 が 同 様 に110g10増 殖 す る に

要 す る 時 間 を減 じた 時 間 と し た。

Fig. 1. Growth curves of control (•Z)

and Serratia marcescens 6044

exposed to ceftizoxime at 25 (ƒ¢) or

50 ƒÊg/ml (ED, gentamicin at 10 ƒÊg/

nil (•œ) and combination of

gentamicin at 10 ƒÊg/ml and ceftizox-

ime at 25 (ƒ¢) or 50 pg/ml (•¡)
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Table 2. In vitro  postantibiotic effect (PAE) against Serratia maricscens 6044

exposed to ceftizoxime and/or gentamicin for 2 h and removed by

dilution method (10 3-10-4)

6ヒ トにCZXとGMを 併 用 投 与 し た 場 合 を 想

定 し たin vitro kinetic modelに お け るSmrcescens

6044に 対 す る 殺 菌 効 果 とPAE

Table1に 健 常 成 人 にCZX1g静 注25)ま た はGM

40mg筋 注26)し た 場 合 の 血 中 濃 度 推 移 を お よ びkin-

etic parametersを 示 した 。両 剤 を 併 用 し た場 合 を想 定

した 時 の こ れ ら の 血 中 濃 度 をsimulateし たin vitro

kinetic modeln)で の 殺 菌 性 を 検 討 し た 。PAEの 算

出 法 はin vivo PAEの 検 討 と 同 様 の 方 法23,24)を 用 い

た。

II.実 験 結 果

1.In vitro PAE

CZXの25,50μg/mlお よ びGMの10μg/ml単 独

お よ び そ れ ぞ れ 共 存 下 でS.mrcescens 6044を37℃2

時 間 接 触 後 新 鮮 培 地 で103～104希 釈 し た 後 の そ れ ぞ れ

の 再 増 殖 曲 線 をFig.1に,こ れ よ り算 出 し たPAEを

Table2に 示 した 。CZX25,50μg/ml単 独 時 のPAE

は そ れ ぞ れ1.3時 間,3.6時 間 でGM10μg/ml単 独 で

1.2時 間 で あ っ た が,CZX25μg/ml+GM10μg/ml

お よ びCZX50μg/ml十GM10μg/ml併 用 群 のPAE

は い ず れ も4.2時 間 以 上 に 延 長 した 。

2.In vivo PAE

1)マ ウ ス 全 身 感 染 モ デ ル

白血 球 減 少 マ ウ ス にS.marcescensを 静 脈 接 種 し,2

時 間 後 にCZX10mg/kg,GM2.5mg/kg単 独 お よ

びCZX 10mg/kg+GM2.5mg/kg併 用 に よ る皮 下

治療 時 の 血 中 菌 数 の 推 移 をFig.2に,こ の 時 の 血 漿 中

濃 度 よ り求 め たkinetic parameterお よ びtime above

MICと 算 出 し たPAEをTable3に 示 し た。CZX 10

mg/kg単 独 時 のin vivo PAEは2.8時 間,GM2.5

mg/kg単 独 時 で2.5時 間 で あ る が,両 剤 併 用 に よ り血

中生菌数の増加が著明に抑制され,PAEは4-3時 間 以

上に延長 した。同様にCZX5mg/kg, GML25mg/

kg単 独 お よび併用時の成績 をFig.3お よびTable3

に示 した。CZX5mg/kg単 独 時のin vivo PAEは2.6

時間,GM1.25mg/kg単 独 で2,3時 間 であるが,両

剤の併用によりPAEは4.3時 間 以上に延長 した。

2)マ ウス腓腹筋感染モデル

白血球減少マ ウスの腓腹筋にS.mrcescensを 接種

Fig. 2. Growth curves of control(•Z)

and Seratia marcescens 6044 in mouse

blood after a single dose of 10 mg/kg

of ceftizoxime (• ), 2.5 mg/kg of

gentamicin (•¢) and combination of

10 mg/kg of ceftizoxime and 2.5 mg

/kg of gentamicin (•¤). Data are

mean •}S. E. (bars) values from five

experiments
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Table 3 Phammaokmetie paraineters,hmie ahove MlC and ln uiuo poslantjbimlotic effed pAE of

ceftlzoxime andl genramlam aganst Seratla niaccseens 6044 a smgle dose in a

syslemlc mlecllon model in eutiopme miec

Fig. 3. Growth curves of control (•›)

and Serratia marcescens 6044 in

mouse blood after a single dose of 5

mg/kg of ceftizoxime (•¡) 1.25 mg/

kg of gentamicin (ƒ¢) and combina-

tion of 5 mg/kg of ceftizoxime and

1.25 mg/kg of gentamicin (ƒ¢). Data

are mean •} S.E. (bars) values from

five experiments

し,1時 間後にCZX20mg/kg,GM10mg/kg単 独

および両剤の併用に よる皮下治療時の腓腹筋内生菌数

の推移 をFig.4に,こ の時の腓腹筋内濃度より求めた

kineticparametersお よびtimeaboveMICと 算 出 し

たPAEをTable4に 示 した。CZX20mg/kg単 独時

Fig. 4. Growth curves of control (•›)

and Serratia marcescens 6044 in

mouse calf after a single dose of 20

mg/kg of ceftizoxime (ƒ¢), 10 mg/kg

of gentamicin (•¡) and combination

of 20 mg/kg of ceftizoxime and 10

mg/kg of gentamicin (•œ). Data are

mean •} S.E. (bars) values from four

experiments

のin uiuoPAEは0 .9時 間,GM10mg/kg単 独 時 で

3.5時 間 で あ る が,両 剤 の 併 用 に よ りPAEは,4 .5時

間 に 延 長 し た。

3. ヒ ト血 中 濃 度 にsimulateし たinuitrokinetic

modelで の 殺 菌 効 果 とPAE
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Table 4. Pharmacokinetic parameters, time ahove MIC and in vivo pislantibiotie effeet (PAE) of

ceftizoxime and gentamicin against Serratia nmiccsccns 6044 after a single dose in a calf

infection model in neutropenic mice

Fig. 5. Bactericidal activities of 1 g of ceftizox-

ime (• ), 10 mg (ƒ¢) or 20 mg (ƒ¢) of

gentamicin and combination of 1 g of ceft-

izoxime and 10 mg of gentamicin (•œ) and

untreated control (•›)

1)殺 菌作用

健常成人にCZX 1g(静 注),GM10, 20, 40mg

(筋注)を 単独 お よび併 用投 与 した時 の血中濃度に

simulateし たin vitro kinetic modelに お け る S.

mrcescmsの 生菌数の経時的推移 をFigs.5,6に 示 し

た。

CZX1g単 独 投与のモデル系では,3時 間以後 より

殺菌作用がみ られ最大1 log10の 生 菌数 の減少 を示 し

たが,8時 間以後再増殖がみ られた。GM10mg単 独

投与のモデルでは血中濃度がMIC以 上 に達 しないた

め,約2時 間のlag timeを お いて菌の再増殖 を認め

た。一方CZX1gとGM　 10mgの 併 用投与のモデル

系においては,1時 間以後より殺菌作用が発現 し最大2

log10の 生菌数の減少がみ られ,再 増殖 も9時 間以後に

延長 した。この併用時の効果はGM20mg単 独投与を

モデル系の殺菌作用および再増殖抑制のいずれに比べ

ても優れていた(Fig.5)。

Fig. 6. Bactericidal activities of 1 g of ceftizox-

ime (• ), 20 mg (ƒ¢) or 40 mg (ƒ¢) of

gentamicin and combination of 1 g of ceft-

izoxime and 20 mg of gentamicin (•¡) and

untreated control (•›)

また,CZX 1gとGM20mgの 併用 モデルにおい

て最大4 log10の 生 菌数の減少がみられ,再 増殖 も14

時 間以後に延長され,そ れぞれ単独投与に比べ明 らか

に優れ,か つGM40mg単 独 投与に比べて も明らかに

優れていた(Fig.6)。

2) PAE

健常 成人にCZX 1g(静 注),GM10, 20, 40mg

(筋注)を 単独お よび併用投与 した場合の血中濃度に

simulateし たin vitro kinetic modelに お けるtime

aboveMICとPAEをTable5に 示 した。CZX 1g単

独投与モデル系でのPAEは3.9時 間,GM 10mg単

独投与モデル系では2,4時 間 であるのに対 して,両 剤

の併用モデル系のPAEは12.6時 間以上とな り,併 用

によるPAEの 著 明な延長効果が認め られた。また,こ

の併用時のPAEはGM 20mg単 独 時のPAE (3.8時

間)に 比べても延長された。一方,CZX 1gとGM 20

mgの 併 用モデル系でのPAEは,12.6時 間以上 とそ
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Table 5 Tnne above MIC mid postantibiotic effect (PAE) obiained from bacivricidal activities

In an in vitro kinetic model snnulating human plasina levels

れそれの単独お よびGM40mg単 独時のPAEに 比べ

著明に延長 した。

III.考 察

単剤で効果的な有効性が期待できないケース,特 に

易感染性のcompromised hostに お ける感染は難治化

し易 く,抗 菌剤の併用療法は臨床上有力な治療手段 と

して広 く受け入れられている。これらの併用療法は主

に抗菌スペ ク トラムの拡大,両 剤による相乗的抗菌作

用の増強および耐性菌の出現防止等に主眼をおかれた

もので,こ の面での多 くの基礎的研究2～5,8,9),臨床 的応

用がなされている。一方,抗 菌剤の用法,用 量の面か

ら,近 年postantibiotic effect(PAE)の 重要性が再認

識 されてきた18,19).細胞 壁合成阻害剤であるβ-lactam

剤 は グラム陽性菌にPAEを 示 すが,グ ラム陰性菌に

はほとん ど示 さないこと28),ま た蛋白合成阻害 を示す

aminoglycoside剤 は グラム陽性菌および陰性菌の両

方にPAEを 示す ことが報告 されている29)。しか し,こ

れ らの研究はいずれ も単剤での検討 で併用時のPAE

につ いての報告はなされていない。そこで本報におい

て弱毒菌感染の代表 として S.marcescensを 用 いて,

in vitro系 お よび白血球減少マウスでの ceftizoxime,

gentamicin単 独 お よび併用投与時のPAEを 中心 に

併用の意義について検討 した。

In vitro系 で S.marcescensに 対 するCZX 25μg/

mlのPAEは1.3時 間,GM 10μg/mlのPAEは 1.2

時 間 といずれも短い ものであったが,こ の両剤の併用

時のPAEは4.2時 間以上 と著明な延長効果が認め ら

れた。従来,一 般 にグラム陰性菌に対 して β-lactam剤

はPAEを 示 さない28)ことが報告 されている。 しか し

今 回, S.marcescensに 対 してCZXが 単 独でPAEを

小 したのは, S.ma7ce5censの 外 膜の lipopolysacchar-

ideが 他 の腸 内細菌 と異なってい る３0)ことも一つの理

由 と考えられ る。一方,in vivo系 と して白血球減少マ

ウスでの S.marcescensに よる全身感染 モデルにおい

て,CZX 10mg/kg投 与 時のPAEは2.8時 間,GM

2.5mg/kg投 与 時のPAEは2.5時 間 であるのに対 し,

両剤の併用投与時のPAEは4.3時 間以上に延長され

た.同 様に,腓 腹筋内感染モデルにおいて も単独投与

時に比べ併用投与時にPAEの 延 長が認め られた。ま

た,血 中および腓腹筋内生菌数の推移か ら明 ちかなよ

うに,単 独投与時に比べ併用時の殺菌作用は増強され

た。

以上 の成績か ら S.marcescensに 対 しCZXと GM

は,in vitro系 のみ ならずinviｖo系 においてもPAE

におけ る協力作用およびin vivo系 の殺菌作用におけ

る協力作用を示すことが明らか となった.

一方
,ヒ トにおけるCZXとGM併 用 の有用性 を予測

する目的でヒト血中濃度にsimulateし たin vitro kinetic

modelを 用 いて殺菌作用およびPAEに つ いて検討し

た。CZX 1g静 注時の系において,血 中濃度は高いに

もかかわらず,殺 菌活性はあまり強 くな く2時 間後再

増殖 した。GM 10mg筋 注時の系では,血 中濃度が

MIC以 上 に達 しないため,約2時 間のlag timeを お

いて菌は再増殖 した。 またGM20mg筋 注時の系で

は,早 期か ら生菌数の減少が認め られたが,血 中濃度

がMIC以 下 になった時点か ら2時 間後に再増殖 した。

これらに対 しCZX 1gとGM10mg併 用 投与時の系

では殺菌活性の著明な増強効果がみられ,か つ短時間

か ら生菌数が減少 し,CZXの 血 中濃度がMIC以 下に

達 した時点か ら4時 間後に再増殖 した。さらにCZX 1
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gとGM20mg併 用投与時の系では短時間での殺菌活

性はGM単 独 と同程度 であるが,CZXの 血 中濃度が

MIC以 下 になった以後 も菌数は減少 し続け8時 間後

に再増殖 した。 またCZX 1gとGM20mg併 用群 と

GM40mg単 独群 を比較すると,そ れぞれの最大殺菌

活性時の生菌数は,併 用群の方が1/10以 上 少なくかつ

再増殖時間の発現においても併用群の 方が7時 間延長

され た。一 方,こ れ らの併 用効 果をPAEで み る と

CZXお よびGM単 独群のPAEが2,4～3.9時mで あ

るのに対 し,両 剤の併用群のPAEは4.3～12.6時 間

以上に延長された。

本報告において,白 血球減少マウスを用いたin vivo

PAEの 測定は,Gudmundsonら23)が 述べているよう

に,マ ウ スにおけ る薬剤の消失が非常に速いため,in

vitro PAEの 測定に近い系と考えられる。 しか し,今

回のin vitro kinetic modelで の系では,ヒ ト血中濃

度が持続 しているため,本 来のPAEを 見ているので

はなく,sub-MICに おけ る抗菌作用と本来のPAEを

含めた総合的な効果をみていることになる。実際の臨

床 での用法用量を考 える場合,む しろsub-MICを 含

めた菌の再増殖時間の延長で論ずる方がより現実的 と

思われ る。当然の ことなが ら,生 体では食細胞を含め

た種々の殺菌因子により菌の再増殖抑制効果は さらに

増強されるもの と考えられ る.

本報告の成績か ら,CZXとGMと の併 用には単に

殺菌活性の増強のみならず,PAEあ るいは菌の再増殖

時間の延長の点でも有用性があ り,GM単 剤 を増量す

るより両剤の併用により上記の効果が増強 され,か つ

副作用の軽減に もつながる有用な治療法である.
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IN VITRO AND IN VIVO SYNERGISTIC EFFECTS OF

CEFTIZOXIME AND GENTAMICIN IN BACTERICIDAL ACTIVITY

AND POSTANTIBIOTIC EFFECT AGAINST SERRATIA MARCESCENS

Kazuo I latano, Yasuyuki Higashi, Yasuhiro Mine

Product Development Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.,

2-1-6, Kashima, Yodogawa ku, Osaka, Japan

We investigated in vitro and in vivo synergistic effects of ceftizoxime and gentamicin on their

bactericidal activity and postantibiotic effect (PAE) against Serratia marcescen, and obtained the

following results:

1  The in vitro postantibiotic effect of ceftizoxime was more prolonged when given in combina-

tion with gentamicin than when given  alone.

2 . The in vivo postantibiotic effect of ceftizoxime was more prolonged in a systemic and a calf

infection when the drug was given in combination with  gentamicin than when given alone.

3 . The bactericidal activity of ceftizoxime was more marked and the postantibiotic effect was

more prolonged in an in vitro kinetic model simulating human plasma levels when given in combina-

tion with gentamicin than when given alone.


