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Sparfloxacinの 抗菌力と殺菌力に対す る ヒ トアルブ ミン

及び血漿の影響の検討

西園寺克

順天堂大学医学部臨床病理学*

Sparfloxacinの 抗菌力と殺菌力に対するヒトアルブ ミン及び血漿の影響を液体培地(Muellgr

Hinton broth: MHB)を 用 いて検討した。

標準菌株のStaphyloccus aureus FDA 209P JC-1, Escherichia coli ATCC 25922,

Pseudomonas aeruginosa NCTC 10490に 対するMHBと ヒ トアルブ ミン5g/dl添 加MHBに

おけるMICを 比較した。

標準菌株を被検菌として,2MIC, 1MIC, 1/2MICの 薬剤を含むヒトアルブ ミン添加,無 添

加のMHB及 び新鮮ヒト血漿に,105CFU/mlの 菌量を接種し,37℃ の培養で0h, 2h,4h, 8h,

24hの 生菌数を測定 し,増 殖曲腺を作成 した。Sparfloxacinの 抗菌力と殺自力に対するヒトアル

ブミン及び血漿の明らかな影響は認められなかった。
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蛋白結合が血中の抗生物質の抗菌力に影響を及ぼすこ

とが知られている。蛋白結合率が高いために半減期の長

い薬剤の一部では総血中濃度は高くても,抗 生物質が主

に血中で結合するとされているアルブミン添加により,

抗菌力が変化することが報告されている1)。

血中蛋白の薬剤の抗菌力に対する影響2～のを調べる方

法としては,血 清を添加 した液体培地あるいは血清その

ものを培地として用いる方法がある。前者の場合は,液

体培地中の蛋白濃度は血中の蛋白濃度より低く,後 者の

場合は,他 の血中の因子(例:γ-globulin,補 体等)

の影響についても考慮する必要がある。

Sparfloxacin (SPFX)5)は,腸 肝循環するために血

中の半減期の長い薬剤であり,体 内動態は繰り返し投与

により血中濃度が一定濃度の範囲内で変化する定常状態

を示す薬剤である。

今回,ヒ トアルブミン及びヒト血漿のSPFXの 抗 菌

力と殺菌力に及ぼす影響について検討 したので報告す

る。

1. 方 法

1. 試薬 ・機器

1) ヒ トアルブミン・新鮮 ヒト血漿

防腐剤添加前のヒトアルプ ミンを用いた。健康成人か

ら採血後直ちに,血 漿分離を行った。

2) 培地

増 菌 培 養 とMIC測 定 に は,Difoo社 のMugller

Hinton brothを 使 用 した。 生 菌 数 測 定 に は,OXOID

社 のCLEDmediumを 使 用 した。

3) 滅 菌 フ ィル ター

0.45μmの マ イ レ ッ ク ス フ ィ ル タ ー(ミ リポ ア 社)

を 使用 した。

4) 薬 剤

力 価 検 定 済 のSPFX,cefaclor(CCL)及 びonox-

acin(OFLX)を 使 用 した。

5) 標準 菌 株

Staphylococcus aureus FDA 209P JC-1, Escherichia

coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa NCTC

10490を 使 用 した 。

2. MIC測 定

標 準 菌株 をMueller Hinton brothに て37℃ で 一夜

培 養 し,brothを 用 い て 最 終 濃 度 が 約10SCFU/mlと

な る よ うに 菌 液 を調 製 した 。

各 薬 剤 ご とに そ の希 釈 系 列(1000μg/mlよ り2倍 希

釈)濃 度 を 含 むbrOthを 調製 した。

菌 液4.5mlに 薬 剤 を 含 むbroth 0.5mlを 加 え100

μg/mlよ り2倍 希 釈 系 列 の 薬 剤 を 含 み,菌 量 約105

CFU/mlの5mlのbrothを37℃, 18時 間 培 養 後 に完

全 に 発育 を 阻 止 した 希釈 濃 度 を も ってMICと した。

Mueller Hinton broth 11に 対 して,ヒ トア ル ブ ミ

ンを50g加 え 室 温 溶 解 後,0.45μmの マ イ レ ッ ク ス
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Table 1. The results of minimum inhibitory concentration of three standard strains by broth dilution

method with or without human albumin

(μg/ml)Standard strains

S. aureus: FDA 209P JC-1

E. coli: ATCC 25922

P. aeruginosa: NCTC 10490

b (+): minimum inhibitory concentration by broth dilution method in Mueller Hinton broth
supplemented with 5g human albumin/dl

b(-): minimum inhibitory concentration by broth dilution method in Mueller Hinton broth
AAI: albumin action index=b(+)/b(-)

フ ィル タ ーを 用 い て,濾 過 滅 菌 を行 い,ア ル ブ ミンを最

終 濃 度5g/dl含 むMueller Hinton brothを 調 製 し

た。 この ア ル ブ ミ ン添 加brothを 用 い て,菌 液 の 調 製

と薬 剤 を含 むbrothを 調 製 し,同 様 にMIC測 定 を行 っ

た。

3. 増 殖 曲 線

標 準 菌 株 をMueller Hintonbrothに て,37℃ で 一

夜 培 養 した 。Mueller Hintonbroth,ア ル ブ ミン添 加

broth及 び 新 鮮 ヒ ト血 漿 を 用 い て,最 終 濃 度 約104～

105CFU/mlと な る よ うに 菌 液 を調 製 した 。

SPFXを2MIC×10倍,1MIC×10倍,1/2MIC

×10倍 濃 度 含 むMueller Hinton broth,ア ル ブ ミン

添加broth及 び新 鮮 ヒ ト血 漿 を調 製 した 。

菌 液9mlに 薬 剤 を含 むbrothま たは血 漿1mlを 加 え

菌量 約104～105CFIU/mlで 各薬 剤 を2MIC, 1MIC,

1/2MICを 含むbroth 10mlを37℃ で静 置培 養 し,0h,

2h, 4h, 8h, 24hに おけ る生 菌数 を 測 定 した 。

生 菌数 の 測定 は,各 時 間 にbrothを0.1ml採 取 し,

0.9%生 理 食 塩 液 で10倍 希 釈 段 階 を6段 階 作 成 し,各 々

をCLED mediumに0.1mlず つ 滴 下 しコ ン ラ ー ジ棒

を 用 い て 広 げ,表 面 培 養 で37℃,18時 間 培 養 後,コ ロ

ニ ー数 を 数 え,希 釈 倍 率 を 乗 じて 求 め た 。

II. 結 果

1. MIC測 定

MIC測 定 の 結 果 をTable 1に 示 す 。 ア ル ブ ミンの 添

加 のMICに 与 え る 影 響 を 示 す 指 標 と してA.A.1.

(Albumin Action Index)=[(ア ル ブ ミ ン の 添 加

brothのMIC)/(brothのMIC)]を 用いた。アルブ ミ

ンの添加によるMICの 変化は認められなかった。

2. 増殖曲線

増殖曲線の結果をFig. 1～3に 示す。

増殖曲線を以下のpatternに 分 け,培 地の差による

増殖曲線を菌別,薬 剤別に比較した結果をTable 2に

示 す。

(a) 増菌的:24時 間 の判定で0時 間より生菌数が105以

上増加 していた。

(b) 静 菌的:24時 間の判定で0時 間と比較 して生菌数の

101以上 の増加及び10に 以下の減少は認めら

れなかった。

(c) 殺菌 的:24時 間 の判定で生菌数は0と はな らない

が,0時 間と比較して,10-1以 上の菌数の減

少が認められたが,10-3以 下の減少は認めら

れなかった。

(d) 完全殺菌:24時 間の判定で10-3以 上 の菌数の減少が

認められた場合,ま たはn時 間後に測定感

度以下で再上昇 しなかった。

S. aureusで は,ア ルブ ミン添加では,8時 間後と

24時 間後の間で再上昇が認められた。新鮮血漿中では

殺菌力は維持された。

E. coliで は,1MICで はアルブミン添加のほうが殺

菌力が大きく,2MICで は新鮮血漿中のほうが早 く殺

菌された。

P. aeruginosaで は,2MICの アルブ ミン添加のみ

殺菌的となった。

血液中のアルブ ミンのSPFXの 抗菌力に与える影響
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in M. H. B. in M. H. B.-A. in plasma

in M. H. B.: in Mueller Hinton broth
in M. H. B.-A. : in Mueller Hinton broth supplemented with 5g human albumin/dl
in plasma : in fresh human plasma

Fig. 1. Comparison of killing curve method of sparfloxacin against S. aureus (FDA 209P JC-1) in
Mueller. Hinton broth, Mueller Hinton broth supplemented with 5g human albumin/dl and
fresh human plasma

in M. H. B. in M. H. B.-A. in plasma

in M. H. B.: in Mueller Hinton broth

in M. H. B.-A.: in Mueller Hinton broth supplemented with 5g human albumin/dl

in plasma: in fresh human plasma

Fig. 2. Comparison of killing curve method of sparfloxacin against E. coli (ATCC 25922) in Mueller
Hinton broth, Mueller Hinton broth supplemented with 5 g human albumin/dl and fresh
human plasma

は少なく,ま た血漿中でも抗菌力は維持された。

III. 考 察

抗菌薬の抗菌力の検討方法として,寒 天平板培地によ

るMIC50, MIC90及 び液体培地によるMBC及 び増殖

曲線が一般に実施されている。体液に近い培地を用いた
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in M. H. B. in M. H. B. -A. in plasma

in M. H. B.: in Mueller Hinton broth
in M. H. B. -A.: in Mueller Hinton broth supplemented with 5 g human albumin/dl
in plasma: in fresh human plasma

Fig. 3. Comparison of killing curve method of sparfloxacin against P. aeruginosa (NCTC 10490) in
Mueller Hinton broth, Mueller Hinton broth supplemented with 5 g human albumin/dl and
fresh human plasma

Table 2. Comparison of killing curve

MHB: Mueller Hinton broth

+albumin: Mueller Hinton broth supplemented with 5 g human albumin/dl

plasma: fresh human plasma

NO [no growth inhibition]: 101•…change between CFU at 0 h and CFU at 24h

STATIC [bacteriostatic]: 10-1<change between CFU at 0 h and CFU at 24h<101
CIDAL [bactericidal]: 10-3<change between CFU at 0 h and CFU at 24h≦10-1
COMPLETE [complete killing]: change between CFU at 0 h and CFU at 24h≦10-3
nh: under detection limit after n hours without regrowth

抗菌力の測定結果は,in vivoの 成績をより反映す ると

考えられる。一方,液 体培地に全血を添加 した系では,

蛋白結合,補 体系,好 中球と単球の貪食能と抗菌薬の相

互 作 用 を み る こと に な る。 今 回 は,蛋 白結 合 の影 響 につ

いて 検 討 した。

Rolinson6,7), Kunin8～10)等 は,protein binding



52 CHEMOTHERAPY AUG. 1991

とantibacterial activityの 関係について,蛋 白と結合

していない遊離薬剤のみが抗菌力を持ち,蛋 白の共存に

よって遊離薬剤濃度が減少し,抗 菌力は蛋白結合率に応

じて低下すると述べている。Craig11)等 は,蛋 白結合

率80%以 上の薬剤では,蛋 白結合がin vivoの 抗菌力に

影響する可能性があると述べている。蛋白結合のnew-

quinoloneの 抗菌力及び殺菌力に及ぼす影響を詳 しく

検討 した報告は,さ れていない。

Walter12)は,ヒ ト脱フィブリン全血を加えた液体培

地中でnalidixic acid及 びenoxacinの 抗菌力につい

て報告 している。蛋白結合についてではなく,好 中球と

DNA gyrase inhibitorの 相互作用について考察 して

いる。

Pascal13), Pruul14)等 は,DNA gyrase inhibitor

は 好 中球 中での殺菌能を高め ると報告 して いる。

Opsonizationの ために新鮮 ヒト血清を添加 している

が,濃 度は最高でも15%程 度である。

SPFXの 蛋白結合率は50%5)程 度であるが,血 中半

減期の長い薬剤に属する。蛋白結合率が高いために血中

半減期が長いcefpiramideやcefotetanで は1)。 培養

液中の蛋白により,抗 菌力が明 らかに低下し,in vitro

の成績とin vivoの 成績が乖離する可能性がある。

今回の検討では,体 液に近い培地として,ヒ トアルブ

ミン添加MHB及 び新鮮 ヒト血漿を使用 した。SPFX

は,MHB中 と同様の抗菌力を持つことが確認された。

このことはMHBで 得 られた抗菌力の測定結果は,in

vivoの 血 中での抗菌力を反映することを示唆 してい

る。今後の検討課題として,血 漿にさらに好中球を加え

たより生体内に近い測定系での検討が重要と考えられる。
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INFLUENCE OF HUMAN ALBUMIN OR FRESH

PLASMA ON BACTERICIDAL OR ANTIBACTERIAL

ACTIVITIES OF SPARFLOXACIN

Katsu Saionji

Department of Clinical Pathology, School of Medicine, Juntendo University
2-1-1 Hongo, Bunkyo-ku , Tokyo 113, Japan

Influence of human albumin and fresh plasma on bactericidal or antibacterial activities of

sparfloxacin were examined.

The macro-broth-dilution method was used to determine antibacterial activities. Bactericidal

activities were determined using the killing curve method. Used in the broth-dilution method

were two media, Mueller Hinton broth (MHB) and the same medium supplemented with 5g

human albumin/dl (MHB-A). The *first experiment was to compare minimum inhibitory

concentrations (MICs) determined in MHB with those in MHB-A, of sparfloxacin against

Staphylococcus aureus FDA 209 P JC-1, Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas

aeruginosa NCTC10490. MICs using MHB-A were equal to MICs using MHB.

In the second experiment, killing curves were determined in the three media, MHB, MHB-A

and fresh plasma against three standard strains. The concentrations of the antibiotics used were

1/2•~MIC, 1•~MIC and 2•~MIC. MICs determined in the first experiment were used here. Killing

curves determined in MHB-A and fresh plasma reflected killing curves determined in MHB.

Human albumin did not influence antibacterial and bactericidal activities of sparfloxacin.

Sparfloxacin retained bactericidal activities in fresh plasma.


