
VOL.43 S-2 Simulation modelで のpazufloxacinの 殺 菌 効 果 97

In vitro simulation modelに お け るpazufloxacinの 殺 菌 効 果

山城芳子 ・中 田光人 ・高畑正裕 ・福 岡義和 ・保 田 隆 ・渡辺泰雄 ・成 田弘和

富山化学工業株式会社綜合研究所*

Pazufloxacin (PZFX)200mgを ヒ トに経 口投 与 した と きの血 中濃 度推 移 を再現 したsimulation

modelを 用 い,Pseudomouas aeruginosaに 対 す る殺 菌効 果 をofloxacin (OFLX,200mg経 口 投与)お

よびsparfloxacin(SPFX,300mg経 口投 与)と 比 較 した。

短 時 間 で の殺 菌効 果 はPZFXが 最 も強 く認 め られ,薬 剤 添加 後0.5時 間 で 生菌 数 は2109以 上

減 少 した が,OFLXで は 薬剤 添加 後0.5時 間 で は殺 菌効 果 は認 め られず,1時 間後 か ら生 菌数 の

減少 が観 察 され た。最 大殺 菌効 果 もPZFXが 最 も強 く,4109以 上 の菌 数 の減少 が認 め られ たが,

OFLXで は2.1109～3109の 減 少 に留 まっ た。 また,SPFXで は 薬 剤添 加 後10時 間 まで生 菌 数 の

減少 が ほ とん ど認 め られず,静 菌的 な効果 しか見 られ なか った。

これ らの実験 で24時 間培養 液 か ら得 られた コロニ ー を無作 為 に抽 出 し,MICを 測 定 した とこ

ろ,PZFXの 実 験 で得 られ た コロニ ーで はMICの 変 化 は 見 られ な か った が,OFLXお よ びSPFX

の 実 験 では6～8割 の コロニ ーで キ ノロ ン系 抗菌 薬 に対 す るMICが 上 昇 してお り,菌 の耐 性化 が

認 め られた。

また,PZFXの 薬 動力 学 的特徴 が殺 菌効 果 や耐 性化 に どの よ うに影 響す るか を調べ るため ,

PZFXに 比 べ 最高 血 中濃 度 が低 く半 減期 の長 いOFLX投 与 時 のmodelを 用 い てPZFXを 作 用 させ

た ところ,菌 の増 殖抑 制 効果 は持続 したが,8割 の コ ロニ ーで菌 の耐 性化 が認 め られ た。

以 上 の よ うに,PZFXの 初 期 の強 い 殺菌 効果 と耐性 菌 の 出現抑 制 は,そ の薬動 力 学的 特徴 を

反映 した結 果 と考 え られた。
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一般に抗菌薬のin vitroでの殺菌効果は
,一 定の濃度の

薬剤を菌に作用 させ,生 菌数の変化 を調べ ることで評価

されている。 しか し,生 体内に投与された薬剤は,そ の

薬剤固有 の薬動力学 的パ ラメーター に したが ったgra-

dientな濃度推移を示す。

Pazufloxacin (PZFX)は グラム陽性菌ならびにグラム陰

性菌に対 し幅広い抗菌スペク トルと強い殺菌力 を示すニ

ユーキノロン系合成抗菌薬であ る1)。また,ヒ トに経 口

投与 した場合に短い半減期 と高い最高血 中濃度 を示す2)

ことが本剤の大 きな特徴 である。そ こで我々は,PZFX

のこのような体内動態が殺菌効果にどのように反映する

かを調べ るため,ヒ ト血中濃度推移 を再現 したsimula-

tion modelを 用い,Pseudomonas aeruginosaに 対す る殺菌

効果 を体内動態の異なるofloxacin (OFLX)お よびsparflo-

xacin (SPFX)と 比較 した。

I. 実験材料および実験方法

1. 使用薬剤

PZFXは 富山化学工業(株)綜 合研究所 において合成 さ

れたものを使用 した。OFLX(第 一製薬)は 市販品よ り抽

出 して使用 した。SPFX(大 日本製薬)は 富山化学工業

(株)綜合研究所で合成 された もの,お よび市販品 より抽

出 した もの を使 用 した。

2. 使 用 菌株

臨床 分 離 のPseudomonas aeruginosa S-495株 お よ びS-

1294株 を用 い た。菌株 は,20%グ リ セ リン中で 一130℃

下 に保存 し,随 時Heart infusion agar (HIA,栄 研)平 板 に

分 離 して使 用 した。 日本 化学 療 法学 会標 準 法3)に 準 じて

測 定 したMICは,PZFXで2株 と も0.39μg/ml, OFLXで2

株 と も1.56μg/ml,SPFXの 場 合S-495株 が0.78μg/ml, S-

1294株 が1.56μg/mlで あ った。

3. Simulation modelに お け る薬剤 濃 度 の 測定 と殺菌

効 果 の検討

PZFXお よ びOFLXで は,200mg経 口 投 与 時 の ヒ ト血

中濃 度推 移4)か らMurakawaら の 方法5)を 応 用 して作 成 し

たtwo compartment modelを 用 い て殺 菌効 果 を検 討 した。

SPFXの 殺 菌 効果 は,300mg経 口 投 与時 の ヒ ト血 中濃 度

推 移blか らGrassoら の 方 法7)に し た が っ たone compart.

ment modelを 作 成 して検 討 した。 各modelに お け る薬 剤

の濃度 推移 をFig.1に 示 す 。

培 地 と してNutrient broth (NB,栄 研)を 用 い,薬 剤 添

加 の1.5時 間前 に105CFU/mlと な る よ うに菌 液 を接 種 し,

ス ター ラー に よ る撹 拌 培 養 を行 った。 これ らのmodelは
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い ず れ も系 外 に培 地 が排 泄 され るdilution modelで あ り,

排 泄 され た培 地 を経時 的 に採 取 して薬 剤濃度 な らび に菌

数 を測 定 した 薬 剤 濃 度 は い ず れ もEscherichia coli Kp

株 を 検 定 菌 とす るbioassay法 〓 に よ り測 定 し,検 量線

はNBを 用 い て作 成 した なお,各 測定 法 にお け る 日内

お よ び 日間 変動 係 数 は いず れ も10%以 下 で あ っ た ま

た,生 菌 数は,採 取 した培 養液 を滅 菌 した生 理食塩 液 で

適 宜 希釈 し,HIA平 板 に塗 布 して求 め,系 外 に排 泄 され

る 菌数 を補 正 若して算 出 した 生 菌数の 検 出限 界 は,実

測値 で10CFU/mlで あ った

4. Simulation modelに お ける 菌の耐性 化

上述 した 各modelに お け る24時 間 後 の培 養液 よ り得 ら

れ た コ ロ ニー を無 作 為 に80個 抽 出 し,PZFX, OFLX,

SPFXのNIICを 日 本 化学 療 法 学 会標 離 法 に よ り測 定 し

た また,同 じ日に実験 した薬 剤を作 用 させ ない コ ン ト

ロー ルの21時 間培 養 液 よ り得 られ た コ ロニー を無 作 為

に40個 抽 出 し,同 様のMICの 測 定 を行い比 較 した。

II. 結 果

1. Simulation modelに お け る薬剤濃 度推 移

い す れのmodelに お い て も薬 剤 はFig .1で 示 す 濃 度 と

ほぼ等 しい値 で推 移 してい た

2. Simulation modelに お け る殺 菌効 果

(1)
 P. aerutginosa S-495

P, aeruginosa S-495株 に 対 す るsimulation modelで の 殺

菌効 果をFig.2に 示 す

PZFX 200mg経 口投 与に対 応 したmodelで は,薬 剤投

与後 短時 間 で強 い殺 菌効 果が 認め ら れ,0.5時 間 後 にす

で に3,2logの 菌 数 の 減 少が 認め られ た また,2～40時

間 まで は検 出 限 界以 下まで 殺 菌 された が,5時 聞 後か ら

菌 が検 出 され る よ うに な り,約9時 間後 には薬 剤投与時

と同等 の 菌量 に まで増 加 して い た。

OFLX 200mg経 口 投 与 に対応 したmodelで は,薬 剤投

与1時 間 後 か ら殺 菌効 果 が認 め られ,2時 間後 には3 log

の 菌 数の減 少が 見 られ た,そ の後 は菌 の再増殖 が認めら

れ,約9時 間 後 には薬 剤投 与 時 と同量 の 菌が検出 された,

SPFX 300mg経 口 投 与 に対応 したmodelで は,殺 菌効

果は ほ とん ど認 め られ なか った.

(3) P.aeruginosa S-1294

P.aeruginosa S-1294率 朱に対 す るsimulation modelで の

殺菌効 果 をFig.3に 示 す。

PZFX 200mg経 口 投 与 に対 応 したmodelで は,薬 剤投

与05時 間 です で に2.3logの 菌 数の減 少が 認め られ,2～

4時 間 まで は検 出隈 界近辺 の菌 数(実 測値 で10～20CFU/

ml)で 推 移 した。薬 剤投 与5時 間 後 か ら菌 の再 増殖が認

め られ,10時 間 後 に は薬 剤投 与 時 と同 等 の菌 が検出 さ

れ た。

OFLX 200mg経 口 投 与 に対応 したmodelで は,殺 菌効

果 は1時 間 後 か ら認 め られ,2時 間後 には2.1logの 菌数

の 減少 が見 られた。 しか し,3時 間後 には菌 の再増殖が

認 め られ,約7時 間後 に は薬 剤投 与時 と同 レベ ルにまで

再増殖 した。

SPFX300mg経 口投 与に対 応 したmodelで は,生 菌数

の減 少は ほ とん ど認 め られず,静 菌 的 な効果 しか見 られ

なか った.

3. Simulationmodelに お ける 菌の耐性 化

(1) P.aeruginosa S-495

被 検7菌 と してP.AEruginsa S-495室 朱を 用 い た 時 の,

simulation modelな ら びに コ ン トロー ルの24時 間培養液

Fig.1. Time-conecentration curves simulating serum levels of pazufloxacin, ofloxacin and  sparfloxacin
after the respective clinical dosings.
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よ り得 られ た コ ロニ ー に対 す る各 薬 剤 のMICをFig.4に

示 す。

PZFX作 用 時 のsimulation modelか ら得 られ た コロ ニー

とコン トロールか ら得 られ た コ ロニ ー に対 す る各薬 剤 の

MICに,差 は認 め られ なか った。

OFLX作 用 時 のsimulation modelか ら得 られ た コ ロニ ー

で は,OFLXのMICが コ ン トロー ル に比 べ て1～4管 上 昇

したものが約7割 認 め られ た。 また,こ れ らの コロニ ー

で はPZFXやSPFXのMICも1～4管 上 昇 して いた。

SPFX作 用 時のsimulation modelで は,24時 間 後 に得 ら

れたコロニー の約8割 で,SPFXのMICが コ ン トロール か

ら得 られた コロニ ー に比べ1～4管 上 昇 してい た。 また,

PZFXやOFLXのMICも1～4管 上昇 してい た。

(2) P.aeruginosa S.1294

被 検 菌 と してP.aernginosa S-1294株 を 用 い た時 の,

simulation modelな ら び に コ ン トロー ル よ り得 られ た コ

ロニ ーに対 す る各 薬剤 のMICをFig .5に 示 す。

PZFX作 用 時 のsimulation modelか ら得 られ た コロニ ー

で は,コ ン トロール か ら得 られ た コロニ ー との 間にMIC

の 差 は見 られ なか った。

OFLX作 用 時 のsimulationmodelか ら得 られ た コ ロニー

で は,約6割 でOFLXのMICが コ ン トロールか ら得 られ た

Fig. 2. Comparison of bactericidal activity of pazufloxacin, ofloxacin and sparfloxacin against 
 Pseudomonas aeruginosa S-495 in simulation model.

Fig. 3. Comparison of bactericidal activity of pazufloxacin, ofloxacin and sparfloxacin against 
 Pseudomonas aeruginosa S-1294 in simulation model.
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コ ロ ニー に比 べ て1～4管 上 昇 して い た。 また,こ れ ら

の コ ロニーで はPZFXやSPFXのMICも1～4管 上昇 した。

SPFX作 用 時 のsimulation modelか ら得 られ た コロニ ー

で は,約8割 でSPFXのMICが コ ン トロー ルか ら得 られ た

コ ロニ ー に比べ て1～4管 上 昇 してい た。 また,こ れ ら

の コ ロ ニー で はPZFXやOFLXのMICも1～4管 上 昇 して

いた。

4. Simulation modelで の殺菌効果 な らびに菌の耐性

化 にお よぼす薬動力学的パ ラメーターの影響

PZFXの ヒ トにおける薬動力学的特徴が,殺 菌効果や

菌の耐 性化にどのような影響 を与 えるか を調べるため,

OFLX 200mg経 口投与時 の濃度推移 を再現 したsimula.

(A) Pazufloxacin 200 mg p.o.

(B) Ofloxacin 200 mg p.o.

(C) Sparfloxacin 300 mg p.o.

Fig. 4. Susceptibility distribution of colonies of Pseudomonas aeruginosa S-495 recovered after 24h incubation 
in simualtion model.
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tion modelを 用いてPZFXを 作用 させ た。被検菌 としては

P. aerngimosa S-495株 を用 いた。殺菌効 果 をFig.6に,

24時 間培養液か ら得 られ たコロニーに対する各薬剤の

MICをFig.7に 示す。

OFLX経 口投与時の濃度推移 にお けるPZFXの 短時 間

での殺菌効果は,PZFX本 来の濃度推移 における殺菌効

果 に比 べ る とや や 弱 く,0.5時 間 後 の 菌 数 の 減 少 は2.3

1ogで あ った。 しか し,増 殖抑 制効 果 は逆 に強 くな って

お り,2時 間後 か ら7時 間後 まで は菌 が 検 出 で きず,10

時 間 後 で も薬剤 投 与 時 よ りも2 log以 上 低 い 菌数 を示 し

た。

一 方
,simulation modelか ら得 られ た コロニ ーの約8割

(A) Pazufloxacin 200 mg p.o.

(B) Ofloxacin 200 mg p.o.

(C) Sparfloxacin 300 mg p.o.

Fig. 5. Susceptibility distribution of colonies of Pseudomonas aeruginosa S-1294 recovered after 24h incubation 
in simualtion model.
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でMICが1～4管 上昇 してお り,PZFXに おいて もOFLX

と同様 な動態をとった場合には,耐 性化が起 こることが

認め られた。

III. 考 察
一般 に
,抗 菌薬の殺菌効果は一定濃度の薬剤 を菌 に作

用 させ,生 菌数の変化を調べる方法により評価 されてい

る。 しか し,生 体内に投与 された薬剤は一定の濃度で存

在 し続けるわけではなく,そ の薬剤固有の薬動力学的パ

ラメーターに したがったgradientな 濃度推移 を示 してお

り,Grassoら7)が ヒ ト血 中濃度 にsimulateし たin vitro

modelを 報告 して以来,こ の ようなmodelを 用いて殺菌効

果が検討 されるようになってきた。PZFXは,既 存 のニ

ユーキノロ ン系抗菌薬に比べ高い最高血中濃度(Cmax)

と短い半減期(T1/2)を 有する薬剤であ り2>,こ の ような

薬動力学的特徴が,こ の薬剤の殺菌効果にどう影響する

か興味深い。 そこで我々はPZFXを ヒ トに200mg経 口投

与 した時の血 中濃度 を再現 したsimulation modelを 作成

し,そ の殺菌効果 をOFLX 200mg経 口投与時,な らびに

SPFX 300mg経 口投与時と比較 した。

P.aemginosa 2株 を用いた今 回の検討では,PZFXは 最

も優れた短時問殺菌効果 を示 した。今國用いた菌株に対

する各薬剤のMICとCmaxの 関係 を見る と,PZFXで は7

MIC以 上のCmaxで あったの に対 し,OFLXはMICの1,4倍,

SPFXで はMICに 達す ることはなかった。MICに 対する

Cmaxの 比 を同一に して3薬 剤 の殺菌効果を比較 しなかっ

たため,薬 剤の殺菌効果 そのものに違いがある可能性も

あるが,MICに 対す るCmaxが 高いほ ど初期 の殺菌効果

が強 くなるもの と思 われた。菌 の再増殖 はPZFXで は薬

剤添加の5時 間後,OFLXで は3時 間後 にみられたが,こ

の時間はMIC以 上の薬剤濃度が存在す る時間(time above

Fig. 6. Bactericidal activity of pazufloxacin against Pseudomonas aeruginosa S-495 in simulation model .

Fig. 7. Susceptibility distribution of colonies of Pseudomonas aeruginosa S-495 by using pazufloxacin in the model 
simulating serum level of olloxacin.
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MIC)と ほぼ一致 していた。PZFXをOFLXと 同 じ濃度推

移で作用 させた場合の殺菌効果からも,初 期の殺菌効果

はCmaxに,そ の後の増殖抑制効果 はtimeaboveMICに

依存する とい う結果が得 られ た。 同様の結果 は,若 林

ら11)が報告 したfleroxacin(FLRX)の 殺菌効果 において も

認められている。

最大殺菌効果 を比較 した場合 にも,PZFXは 最 も優 れ

ており,検 出限界以下 まで殺菌 された。西村 ら12)は尿中

の薬剤濃度推移 をsimulateし た装置 を用い,最 高尿 中濃

度が高いほどより低い レベルまで菌数が低下する事を報

告してお り,今 回の実験 において も,PZFXの 高いCmax

が強い最大殺菌効果 につなが ったものと思われる。

SPFXは 今 回の検討では殺菌効果が ほとん どみ られな

かったが,後 藤 ら13)は,300mg経 口投 与modelに おいて

paeraginosaの 生菌数が検 出限界以下 に減少 し,8時 間

後から再増殖 したと報告 している。彼 らが用いた菌株に

対するSPFXのMICが0.2μg/mlで あ ったのに対 し,今 回

我々が用いた菌株 に対 するMICは0.78μg/ml,も しくは

1.56μg/mlで あ り,用 いた菌株 に対 するMICの 違 いが反

映したものと思われる。 しか し,SPFXのPaernginosaに

対するMIC50は0.78μg/mlで ある14)ことか ら,今 回用い

た菌株の選定には特に問題 はないもの と思われる。

次 に我々は,gradientな 濃度推移が菌の耐性化 にどう

影響するかを調べるため,各modelの24時 間培養液か ら

得られたコロニーのMLCを 薬剤非存在化の コン トロール

と比較 した。 その結果,OFLXやSPFXで は,そ の 自然

耐性菌発現頻度15,16)から見て明 らか に高頻度に耐性化 し

たコロニーが検出 されたが,PZFXで は耐性化 した コロ

ニーは検 出で きなかった。In vitrto modelで の菌の耐性

化について,Blaserら17)やDudleyら18)も,ポ ピュ レーシ

ヨン解析の結果から耐性 のポ ピュ レーシ ョンが出現する

ことを報告 している。特 に,Blaserら17)は,菌 の耐性化

にはピーク濃度が関係 してお り,ピ ーク濃度が8MICよ

り低い場合 に耐性のポピュレーションが出現することを

報告 している。我 々の検討では,コ ロニーの酎性化が見

られなかったPZFXの ピー ク濃度は3薬 剤 の中では最 も

高かったが,8MICに は達 してお らず,彼 らの結果 とは

一致 しない部分 も認め られ た。 また,PZFXをOFLXと

同じ動態で作用 させた場合には,耐 性化 したコロニーが

高頻度に検出 されたが,こ の場合 にはピーク濃度の低下

と半減期の延長が同時に起こっている。 したが って,菌

の耐性化 にピーク濃度 と半減期がどのように関わってい

るかについては,今 後 さらに検討す る必要があるだろう。

ところで,キ ノロン系抗 菌薬の ようにDNA複 製 を阻

害する物質は,SOS反 応 を誘導することが知 られている

が19),Phillipsら20)はSOS反 応が惹起 された結果細菌の突

然変異率が高 まることを報告 している。彼 らは,最 も強

いSOS反 応の惹起 が見 られた10MIC以 上 の濃度で突然

変異率を測定 してお り20),今 回の実験で見られた耐性菌

の出現がSOS反 応の惹起 と関係 しているか どうかは定 か

ではないが,そ の可能性 もあるもの と思われる。 また,

SOS反 応の惹起が細菌 に及ぼす影響は,薬 剤 によって異

なることも報告 されてお り21),薬剤 による耐性菌出現率

の違いや耐性機作の違いの有無などについても,今 後詳

細に検討 してい きたい。

Blaserら の報告17)と同様,今 回の実験 でもCmaxとMIC

の比(Cmax/MIC)が キノロン系抗菌薬の殺菌活性 にお け

る重要な因子 となっていた。また,西 村 ら121や徳山22)は,

invitromodelを 用いた実験結果か ら,初 期の高い濃度 と

共 にある程度の持続時間が重要であることを報告 してい

る。 しか し,動 物を用いた実験では,Cmax/MICが10以

上 と比較的大 きい場合には,Cmax/MICが 大 きいほ ど生

存率が高 くなるが,Cmax/MICが10よ りも小 さい場合 に

は,む しろarea under the curve(AUC)が 大 きい ほど高

い生存率が得 られる との報告23)もある。 一方,Leggett

ら24)は,マ ウスを用いた実験で,た とえCmax/MICが10

以上 であ って も,キ ノロ ン系抗菌 薬のpharmacodyna-

micsで はAUC/MLCの 方が重要であることを報告 してい

る。動物実験では生体の感染防御機構 が加味 される一方,

ヒ トと動物では体内動態が異 なるという問題 も生 じる。

したがって,キ ノロン系抗菌薬の生体内での殺菌効果に

おいて最 も重要な因子が何であるかについては,今 回の

ようなin vitro modelで の検討だけでなく,血 清中に存在

する感染防禦因子 を考慮 した実験や,動 物 を用いた実験

など幅広い検討が必要であろう。

近年,FLRXやSPFXの ような比較的血中半減期の長い

ニューキノロン薬が開発 され,こ れ らの薬剤によるonce

aday療 法の有用性が報告 されている1日9)が,こ のような

薬剤では今回の実験で認められたように菌が耐性化する

可能性 も高い。PZFXは これ らとは対照的に半減期 が短

い ことをその大 きな特徴 とす る薬剤であるが,そ の高い

ピーク濃度から臨床 においてもその有用性が期待 される

ものと思 われる。
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Bactericidal effect of pazufloxacin in in vitro simulation model 

Ydshiko Yamashiro, Mitsunori Nakata, Masahiro Takahata, Yoshikazu Fukuoka, 

Takashi Yasuda, Yasuo Watanabe and Hirokazu Narita 

Research Laboratories, Toyama Chemical Co., Ltd., 

2-4-1, Shimookui, Toyama 930, Japan 

The bactericidal activity of pazufloxacin (PZFX) against Pseudomonas aeruginosa using the simulation 

model at 200mg oral dose was compared with those of ofloxacin (OFLX, 200mg p.o.) and sparfloxacin 

(SPFX, 300mg p.o.) . 

PZFX showed the most rapid bactericidal effect, with a more than 2 log reduction of the bacterial counts 

within 0.5h. The bactericidal effect of OFLX occured at 1h after dosing. The maximum reduction of 

bacterial counts was more than 4 log in PZFX and 2.1 log•`3 log in OFLX. SPFX only showed the 

bacteriostatic effect within 10h after dosing. 

The susceptibilities of colonies recovered at 24h following exposure to drugs in simulation model and 

drug-free control were determined. The susceptibilities of colonies exposed to PZFX were same as that of 

control. In contrast, OFLX and SPFX selected the drug-resistant colonies. 

We examined the significance of the pharmacokinetic character of PZFX on bactericidal effect and 

emergence of resistance using PZFX in the model simulating serum level of OFLX, because the peak 

concentration of OFLX was lower than that of PZFX and the half-life of OFLX was longer than that of 

PZFX. The effect of inhibition on regrowth of PZFX in the model simulating serum level of OFLX was 

superior to that of PZFX in the model simulating serum level of PZFX. However, the emergence of 

resistance was occured using the model simulating serum level of OFLX. 

These data suggest that the pharmacokinetic character of PZFX have influence on its rapid bactericidal 

effect and prevent the emergence of resistance.


