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Postantibiotic effect (PAE)期 の 菌 に対 す るsub-MICの 抗 菌 薬 の 作 用,す な わ ちposta-

ntibiotic sub-MIC effect (PASE)をaspoxicillinお よ び 他 剤 に つ い てin vitroで 検 討 した 。

AspoxicillinのStreptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

Escherichia coliに 対 す るPASEお よびS. aureusに 対 す るtemafloxacin, cipronoxacin, tetra-

cycline, erythromycinのPASEを 調 べ た 結 果,い ず れ の 場 合 もMIC以 上 の抗 菌 薬 で 前 処 理

され たPAE期 の 菌 は,未 処 理 の 対 数 増 殖 期 の 菌 と比 べ,sub-MICの 抗 菌 薬 に対 し感 受 性 が

高 ま り,よ り長 い 間 増 殖 抑 制 を 受 け る傾 向 が 認 め ら れ た。AspoxicillinとS. pneumniae, S.

aureusお よ びE. coliの 組 み 合 わ せ,さ ら にtemafloxacinとS. aureusの 組 み 合 わ せ で は,

sub-MICの 抗 菌 薬 をPAE期 の 菌 に 作 用 さ せ た 場 合,初 期 の1～2時 間 殺 菌 作 用 が 観 察 さ れ

た 。 生 体 内 に お け る抗 菌 薬 の 菌 に対 す る作 用 様 式 や 抗 菌 薬 の 投 与 間 隔 を考 え る際,PASEは1

つ の 重 要 な 因 子 で あ る と考 え られ る。
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抗菌薬使用時の治療効果の向上,副 作用の軽減,あ るい

はコストの低減を目的として抗菌薬の効果的投与法が研究

されている。Postantibiotic effect (PAE)は 抗菌薬を細

菌に一定時間作用させた後におこる細菌増殖の抑制効果と

定義され,投 与間隔を考慮する際の重要な因子である1,2,3)

抗菌薬を単回投与した場合,生 体における薬剤濃度は一

般に感染菌のMIC以 上 の濃度域からsub-MIC域 に推移

するので,MIC以 上の抗菌薬によって誘導されたPAE状

態の菌に対するsub-MICの 抗 菌薬の作用は重要な意義を

持つと考えられる。最近PAE期 の菌がsub-MICの 抗 菌

薬にさらされると増殖が強 く抑制されるという現象がin

vitroおよびin vivoにおいて見い出された。この現象はPosta-

ntibiotic sub-MIC effect (PASE)と 名付けられ,い くつ

かの菌と抗菌薬の組み合わせで調べられている4)。Odenholt

らはベ ンジルペニシリンにより誘導 されたPAE期 の

Streptococcus pyogenesがsub-MICの ベ ンジルペニシリ

ンに対し,正 常の菌と比べて感受性が増 していることを示

し,投 与間隔を考える際の重要な因子である可能性を報告

した鋤。菊地 らは,感 染性心内膜炎由来のStreptococcus

sanguisに ついてベンジルペニシリンで誘導されたPAE

期の菌に対するベンジルペニシリンの作用を調べ,溶 菌を

示す株ではPASEが 認 め られるが,ト レランス株では

PASEが 認 め られ な い こ と を示 した7)。 また,菊 池 ら はア

ミノ配 糖 体 に よ って 誘 導 され たPAE期 の 緑膿 菌 がsub-

MIC濃 度 の β-ラ ク タム剤 に感 受性 が増 して い る こ と を示

し,PASEが 併 用 療 法 にお け る治療 効果 に も関与 して い る

可 能 性 を示 した8)。 我 々 はaspoxicillinがStaphylococcus

aureusに 対 してin vitroでPASEを 示 す こ と,さ らにマ

ウス大腿 感染 モ デルに おいて もMIC以 下 の濃度 のaspoxici-

llinがPAE期 の菌 の増 殖 を抑 制 して い る こ とを示 した9}。

本論 文 ではaspoxicillinのPASEをStreptococcus pneumo-

niae, S. aureus, Enterococcus faecalisお よびEscherichia

coliま で 菌 種 を拡 げ て検 討 した。 さ ら に β-ラ ク タム 剤 以

外 の 抗 菌 薬 に つ い て もPASEが 認 め られ るか ど うか を検

討 す るた め に ニ ュ ー キ ノ ロ ン剤 と してtemafloxacinお よ

びofloxacinを 選 び,ま た静菌 的 作 用 を示 す 抗 菌薬 として

tetracyclineお よ びerythromycinを 選 ん で それ ぞれ のS.

aureusに 対 す るPASEをin vitroで 検 討 した。

1. 材 料 と 方 法

菌 株S. pneumoniae IID554, S. aureus 209PJC-1,

E. faecalis ATCC29212, E. coli NIHJ JC-2を 用

い た。

抗 菌 薬:Aspoxicillin(ASPC,田 辺 製 薬),erythro-

mycin (EM,シ グ マ 社),tetracycline (TC,シ グ マ

*
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社),temafloxacin (TMFX,田 辺製薬),ofloxacin

(OFLX,第 一製薬)を 用いた。

MIC測 定 法:感 受性 ブイヨン培地(STB,栄 研 化

学)を 用い1～5×105cfu/mlの 接 種菌量で,マ クロ

ダイ リューシ ョン法により行い37℃ で16時 間培養後

に生育 を肉眼 で判定 した。S. pneumoniaeの 場 合 は

5%非 働化馬血清 を含むSTBを 用 いた。

Sub-MICの 抗 菌薬 による増殖抑制:STBで 一 夜培

養 した菌液 を新鮮STBを 入 れた中試へ1～5%容 量接

種 し,37℃ で1～3時 間培養した。濁度(OD620)が

0.1～0.3を 示 した対数増殖期 の菌液 を,計 算上濁度

が0。005を 示すように新鮮STBで 希釈 した。

この菌液(約1×106cfu/ml)をMICの4倍 濃度の

抗菌薬(TMFXお よびOFLXに つ いては2xMIC)

で37℃, 1時 間処理 し,抗 菌薬前処理菌 とした。

抗菌薬で前処理 した菌液6m1を 遠 心(6,000rpm

5min室 温)に より集菌 し,37℃ に保温 したSTBで

1回 洗浄し,次 に60mlの 保温 したSTBに 懸濁 した。

これ を8mlず つ試験管 に分注 し,そ れぞれに最終濃

度が定められたsub-MIC(0.5, 0.25, 0.125, 0.0625×

MIC)に な るように抗菌薬を添加 し,以 後経時的に

生菌数 を測定 した。PAEを 誘 導するのに用いた抗菌

薬 と同 じ抗菌薬でsub-MICの 作 用を調べた。未処理

の菌に対す るsub-MICの 抗 菌薬の影響を検討するた

め,抗 菌薬で前処理 した菌液の予想 される生菌数 とほ

ぼ等 し くなるよう対数増殖期の菌液 をSTBで 希釈

し,上 記 と同 じ洗浄操作を行い,sub-MICの 抗 菌薬

を添加 して生菌数を同時に調べた。

生菌数の測定:生 理食塩水にて10倍 の階段希釈菌液

を作製 し,そ れぞれ100μlず つ感受性デ ィスク用培

地(STA,栄 研 化学)に て作製 した寒天平板上 に塗

布 し37℃ で24時 間培 養後,生 じた コロニーを数 え

た。S. pneumoniaeの 場 合は5%非 働 化馬血清を含む

STBを 液体培地 に,5%馬 脱織血 を加 えたSTAを 寒

天平板に用いた。

増殖抑制効果の算出方法:増 殖曲線 をもとに下記の

数値 を求めた。

GrowthTime(GT)=測 定 開始時の生菌数が10倍

増加するのに必要な時間

PostantibioticEffect(PAE)=(抗 菌薬前処理菌の

GT)-(未 処 理菌のGT)

Sub-MIC Effect(SE)=(未 処 理菌 のsub-MIC存

在 下でのGT)-(未 処理菌のGT)

Postantibiotic sub-MICE挽ct(PASE)=(抗 菌

薬前処理菌のsub-MIC存 在 下でのGT)-(抗 菌薬前

処理菌のGT)

Pre-exposure Effect(PE)=PASE-SE

Sub-MICの 抗 菌薬の存在により増殖が完全に抑制

された場合 には,こ れ らの因子の計算 は行わなかっ

た。

II. 結 果

ASPCのS. pneumoniae IID554, E. faecalis ATCC

29212, S. aureus 209P JC-1お よびE. coli NIHJ JC-2

に対 するMICは それぞれ0.125, 4, 4,お よび2mg/ml

で あ った。S. aureus 209P JC-1に 対 す るTMFX,

OFLX, TCお よびEMのMICは それぞれ0.25,0.5,

0.25お よび0.25μg/mlで あ った。

各種菌株 の対数増殖期あるいはASPCで 誘 導され

たPAE期 に対するsub-MICのASPCに よ る増殖抑

制効果をFig. 1に 示 した。図より算出したpostanti-

biotic sub-MIC effect (PASE)とpre-exposure effect

(PE)をTable 1に 示 した。

S. pneumoniae IID554に お いて抗菌薬未処理の菌

(Fig.la)に 対 す るsub-MICのASPCに よ る増殖抑

制効果は小 さか った。一方,4MICのASPCで1時

間処理 した場合PAEは1.2時 間 であ り,そ のとき

sub-MICのASPCが 存在する と顕著 な増殖の抑制が

観察 された(Fig. 1b)。0.0625MICと い う低濃度存

在下で10倍 増殖す るの に必要 な時間GTは3.7時 間

に延長 し,sub-MIC非 存 在下のGTと 比較 した時の

延長分であるPASEは0.9時 間 であった。sub-MIC

の濃度依存的にPASEも 延 長 した。0.25MICお よび

0.5MICで は,PAE期 の菌 に対 する殺菌作用が初期

の1.5時 間 まで認め られ,0.5MICで 最 大79%の 生

菌数の減少が観察 された。 この時PASEは>7.2hを

示 し,ま たASPC前 処理によるsub-MIC効 果の延長

作用,す なわちPEは>6.9hと 長かった。

S. aureus 209PJC-1に おいて抗菌薬未処理の菌に

対するsub-MICのASPCに よ る増殖抑制効果(Fig.

1c)は0.25MIC以 下 ではあま り認 められなかった。

0.5MICで は6時 間 まで弱い殺菌作用が認められた。

これに対 しASPCで 前処理 した菌 は1 .2hのPAEを

示 し,0.5MICで は未処理菌に対 するよりも強い殺

菌作用が認 められた。0.25MIC, 0.125MICで は最

初の1～2時 間殺菌作用 を伴 う増殖抑制効果が認めら

れた(Fig. 1d)。0.25MICで は最大80%の 菌数減少

が認められ,PASEは4 .2hま で延長 し,PEは3.5h

であ った。

E. faecalis ATCC 29212に 対 するASPCのPAEは

0.8hで あ り,前 処理 した場合0 .5MICで わずかな殺

菌作用が認め られ,0.25MICで は1.3hのPASEを

示 した(Fig. 1e, f)。
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(a) (b)
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(e) (f)

(g) (h)

Fig.1. Growth curves of non-exposed and pre-exposed

bacterial cultures in the presence of aspoxicillin at

0.0625×MIC(△), 0.125×MIC(▲), 0.25×MIC(○) and

0.5×MIC(●) and control(■). Streptococcus pneumonae II

D554 non-exposed (a) and pre-exposed(b), Smphylococcus

aureus 209 P JC-1 non-exposed(c) and pre～exposed (d),

Enterococcus faecalts ATCC 29212 non-exposed (e) and

pre-exposed (f), and Escherichia coli non-exposed (g)

and pre-exposed (h).

E. coli NIHJ JC-2に 対 す るASPCのPAEは 認

められなかったが,前 処理 した場合0.25MIC以 下 の

濃度でも殺菌作用が認め られた。PASEはsub-MIC

の濃度依存的に延長 し,0.5MICの と き3.1hを 示 し

た。 このときPEは2.2hで あった。(Fig. 1g, h)。

S. aureus 209PJC-1に 対 する各種抗菌薬の作用

をFig. 2お よ びTable 2に 示 した。未処理の菌 に対

す るTMFXのsub-MICの 作 用 は0.25MIC以 下 で
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Table 1, Post-antibiotic sub-MIC effect and pre-exposure effect of aspoxicillin onStreptococcus Pneumoniae,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and Escherichia coli

a) Drop in bacterial count after antibiotic pre-exposure
b) No growth was observed within 8h in the presence of the sub-MIC of the antibiotic.

は小 さかった。前処理 により1.5hのPAEが 認 め ら

れ,前 処理菌に対 し0.25お よび0.5MICで 初 期に殺

菌作用が認 められた。0.5MICの と き最大で88%の

生 菌 数が減 少 した。0.25MICの と きPASEは2.1

h, PEは1.2hで あ った(Fig. 2a, b)。

OFLXの 場 合,未 処理の菌に対 してはTMFXと

同 様 な傾向 を示 した。処 理後の菌に対す る作用 は

TMFXよ り弱 く,sub-MICに よる作用初期の殺菌作

用は認められなかった(Fig. 2c, d)。TCは 前処理 の

際静菌的作用 を示 し,PAEは1.3hで あ った。sub-

MICに よ る抑制効果 は前処理に より増 強 され0.25

MICのTC存 在下で3.3hのPASE, 2.0hのPEが 認

められた(Fig. 2e, f)。EMは0.25MICのEM存 在

下 のPEが-0.1hと 小 さい値 を示 した以外はTCと

ほぼ同様の傾向を示 した(Fig. 2g, h)。

III. 考 察

ASPCの3種 の グラム陽性 菌 と大腸 菌 に対す る

PASEとS. aunnsに 対 するTMFX, OFLX, TCお

よびEMのPASEを 調 べ た。PASEとSEの 差であ

るPEは,抗 菌薬前処理 によってsub-MICに よる増

殖抑制効果がどれだけ延長するかを示す。このPEは

今回調べた抗菌薬 と菌の組み合わせでほ とんどの場合

に正の値 をとり,し か もsub-MICの 濃度の上昇とと

もに延長する傾向が認め られ た。 したが って,MIC

以 上 の抗菌薬で前処理 された菌 は,未 処理の対数増殖

期 の菌 と比 べ,同 じ抗菌薬のsub-MICに 対 し感受性

が高 く,よ り長い間増殖抑制 を受ける傾向があること

が明 らか となった。さらにASPCとS. pneumoniae,

S. aureusお よびE. coliの 組 み合わせ,ま た,TMFX

とS. aureusの 組 み合 わせ では,sub-MICを 前処理

菌に作用させた場合,初 期 に顕著な殺菌作用が認めら

れた。 この殺菌作用 も増殖抑制効果が延長する要因で

あることが明 らか となった。 この ような殺菌作用はも

ともと静菌的に働 くTCやEMに は認め られなかっ

た。

通常sub-MICの 影 響 は抗菌薬 で前処理 をしない正
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

(g) (h)

Fig.2. Growth curves of non-exposed and pre-exposed

cultures of Staphylococcus anrens 209P JC-1 in the pre-

sence of the antibiotic at 0.0625×MIC(△), 0.125×

MIC(▲), 0.25×MIC(○) and 0.5×MIC(●) and in the

control(■). Effect of temanoxacin on non-exposed (a)

and pre-exposed cultures (b). onoxacin on non-exposed

(c)and pre-exposed cultures (d), tetracycline on non

-exposed (e) and pre-exposed cultures (f) and erythro-

mycin on norexposed(g)and pre-exposed cultures(h).

常の菌に対 して調べられ,形 態の変化,繊 毛の減少,

感染力の低下,免 疫 との協力作用等が報告 されてい

る10)。しか し,一 般に抗菌薬 を単回投与 した場合,菌

は生体内においてまずMIC以 上 の濃度 にさらされ,

次にsub-MICに さ らされる。 したが ってMIC以 上

の濃度で前処理 した菌 に対 してsub-MICの 効 果を調

べることは重要であ り,PAEよ り も生体 における状

態 をよく反映 している面があると考えられる。今回,

sub-MICの 存 在 により菌の増殖が長 く抑制 されるこ

とが示されたが,こ のような効果は抗菌薬の投与間隔

を考える上で重要な因子であると考えられ る。特に,

半 減期が長 くsub-MICを 維 持する時間が長い抗菌薬

については大 きな意味を持つ ことが予想 される。半減

期の長い抗菌薬 としてteicoPlaninのE. faecalisに 対
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Table 2, Post-antibiotic sub-MIC effect and pre-exposure effect of ternafloxacin, ofloxacin, tetracycline

and erythromycin on Staphylococcus aureus

a) Drop in bacterial count after antibiotic pre-exposure
b) No growth was observed within 8 h in the presence of the sub-MIC of the antibiotic.

するPASE11)やvancomycin, roxithromycin, spar-

noxacinのS. pyogenesやS. pneumoniaeに 対 す る

PASE12)がin vitroで 調 べ られてお り,い ずれ も顕

著な増殖抑制効果を示している。

ASPCはin vivo感 染 モデルにおいてin vitroで の

抗菌 活性 か ら期 待 され る以上 に優 れ た効 果 を示

す13～16)。ASPCは 注射用ペニシリン剤中では もっと

も長い半減期 を示 し,血 清中および組織中における濃

度が高 く推移す ることがその原因 と考 えられてい る

が17,18),今 回 示 したPAE期 の 菌 に対 す るsub-MIC

の効果 もその優れた治療効果に寄与 している可能性が

十分にあると考えられる。

また,抗 菌薬の併用療法においては投与順序が問題

となるが,菊 池 らはア ミノグ リコシド剤 とβ-ラクタ

ム剤の投与順序による相乗効果 にはアミノグリコシ ド

剤 によって誘導 されたPAE期 の緑膿菌 に対 するβ-

ラ クタム剤のPASEが 影 響 してい る可 能性 を示 し

た8)。PAE期 の菌 に対 する各種抗菌薬 の作用を調べ

ることは併用療法における投与順序を決定する理論的

な根拠を与えるものとして興味深い。
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"Post-antibiotic sub-MIC effect (PASE)" is defined as growth suppression of a post-antibi-

otic effect (PAE) phase bacterium by the sub-MIC of an antibiotic. The PASEs of aspoxicillin

for Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and Escherichia coli

and of temafloxacin, ofloxacin, tetracycline and erythromycin for S. aureus were investigated

in vitro. A PAE was induced by exposing strains to 2•~ or 4•~ the MIC of the antibiotic for 1

h. After removing the antibiotic by washing the bacterial culture, the cells were exposed to

different sub-inhibitory concentrations (0.0625, 0.125, 0.25 and 0.5•~ the MIC) of the same

drug, and growth curves were examined later. Unexposed controls were exposed to the sub-

MICs of the antibiotic to determine their sub-MIC effects (SEs). In general, the duration of

growth suppression of pre-exposed cells was longer than that of unexposed cells. In the case

of aspoxicillin and S. pnenmoniae, S. aureus, and E. coli and of temafloxacin and S. aureus,

an initial decrease in the viable count of the pre-exposed cells was observed after exposure

to the sub-MIC. Pre-exposure to 2•~ or 4•~ MIC of the antibiotics enhanced the susceptibility

of organisms to sub-MIC levels. Both the PASEs and the PAEs will probably affect the

optimal dosing schedules of antibiotics.


