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In vivo pharmacokinetic modelに よ るmethicillin耐 性Staphylocoocus aureus

に対 す るvancomycinとcefoselisの 併 用 治療 効 果

波多野和男 ・若井 芳美 ・東 廉之 ・渡辺 裕二

藤沢薬品工業株式会社開発第一研究所化療・

(平成7年9月21日 受付 ・平成8年1月11日 受理)

ヒ ト血漿中薬剤濃度推移をマウスの血漿中濃度に再現するin vivo pharmacokinetic modelを 用いて,

methicillin耐 性Staphylococeus aureus (MRSA)呼 吸器感染に対するvancomycin (VCM)とcefos-

elis(CFSL)の 併用治療効果を検討し,本 併用の臨床での有用性を予測 した。CFSLの19ま たは

VCMの250mg単 独での治療効果に対 してこれ らの同時併用では明らかに治療効果の増強が認め られ,

CFSLを4時 閥先行後VCMで 治療するとさらに高い治療効果が認められた。一方,CFSL,の19と

VCMの125mgを 同時併用 した場合の治療効果はVCMの500mg単 独時の治療効果と同等で,併 用

時のVCMを250mgと したときの治療効果はVCMの500mg単 独時のそれより優れた。また,CFSL

とVCMの 併用効果をflomoxef(FMOX)とVCMの 併用時のそれと比較すると,同 時投与および β-

1actam先 行後VCM併 用投与のいずれの場合においてもCFSLとVCMの 併用による治療効果の方が

優れた。以上の結果はMRSAの 臨床治療におけるVCMとCFSLの 併用の有用性が高いことを示唆 し

た。
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Glycopeptide系 抗 生物質であるvancomycin(VCM)は,

methicillin耐 性Staphylococcus aureus (MRSA)感 染症の

第一選択薬 としてすでに欧米にて高い実績1～3)があ り,本 邦

においても点滴静注製剤が認可されて以来,そ の有用性に関

しては多 くの報告がなされている4)。MRSAが β-lactam系

抗 生物質を含む多 くの薬剤に耐性化 した現在において もS.

aureusのVCMに 対 する耐性菌の出現が認められていない

ことは特筆すべ き点である。 しか し,MRSAに 対するVCM

の短 時間殺菌力 は弱 く5軸7),臨床 的に もその効果の発言が援

徐であることが報告8)さ れてお り,強 力 な殺菌効果が必要と

されるimmunocompromised hostで のMRSA感 染症に対

してはVCM単 剤 での治療効果は必ず しも十分 とは言えな

い。 さらに,血 中薬剤濃度または投与速度に依存 した数々の

副作用の発現に注意する必要があ り,投 与量の制約および血

申濃度のモニ タリングの必要性等,使 用上の問題9～12)が 多

い。そこでこれ らの諸問題を解決すべ く,VCMと 他 の抗菌

薬 を 併 用 す る 研 究 や 治 療 が 行 わ れ て きた 。 古 くは,

rifhmpicin13～17),amikacin18, 19), fosfomycin 20,021)等との併用

が行われていたが,近 年 になって β-lactamとVCMと の併

用 の報告22～24)が多 くみ られ るよ うになって きた。 一方,

cefoselis(CFSL)はMRSAに 対 してinvitroお よびin

vivoに お いて,市 販のセ フェム系抗 生物 質やimipenem

(IPM)よ り強い活性 を示すことが知 られている25～28)。この

MRSAに 対す るCFSLの 強 い活性はMRSAの 耐性因子で

あるPBP2'に 対 する高い親和性 と速い結合 にもとつ くもの

と考えられている28).し たがつて,VCMと の併用において

も既存の β-lactamよ りもCFSLの 方がよ り強い併用効果

を示す可能性が考え られる。そこで今回,MRSAに 対 する

VCMとCFSLの 併 用による治療の有用性について,臨 床で

の予測性を高めるために,ヒ ト血漿中濃度推移をマウス血漿

中に再現するin vivo pharmacokineticmodelを 用 いて,

MRSA呼 吸器感染に対す る治療効果 を検討した。

I.材 料 と 方 法

1.使 用薬剤

CFSLは 藤 沢薬 品で製造 された原末 を用 いた。VCM

は 藤 沢薬 品 で製造 された原 末 また は塩野 義製 薬 よ り購

入 した もの を用 い た。flomoxef(FMOX)は 塩 野 義製

薬 よ り,methicllin(DMPPC)はSigmaよ りそれぞ

れ購入 した もの を用い た。

2.使 用菌株

国 内の病 院か ら提 供 を受 けた1992年 または1993年

に分離 され た臨床分離 株S. aureus 12058お よ びS.

aureus 13133を 用 いた。DMPPC耐 性 の脱落 を防止す

るため,最 初の培 養時 に3.13μg/mlのDMPPC含 有

Mueller且intonagar(MHA,DifOo)で 発 育 させ,次

に薬剤非含有 のTrypticase soy broth (TSB, BBL)ま

た はBrain heart infusion agar (BHI, Difco)で 培 養

した。 なお,実 験 感染 に用 い た株 はすべ て 試験動 物 に

対す る病原性 を事前 に調べ た もの を用 いた。

3.MIC測 定

*大阪市淀川 区加 島2-1-6
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日本化学療法学会標準法29)に 準 じ,MHAを 用いる

寒天平板希釈法でMICを 測定 した。試験菌はTBSで

前培養 し,前 培養菌液の100倍 希釈菌液を2倍 希釈系

列の薬剤含有培地上にスタンプで接種 し,37℃ にて18

時間培養 した。MICは 菌の明らかな発青を阻止す る最

小濃度とし,5コ 以下の微小 コロニーの発育は陰性 とし

た。

4-ヒ ト血漿中濃度推移をマウスの血漿中渡度に模倣

したin vivo pharmacokinetic mode1に おけるVCMと

CFSLの 併用によるMRSA呼 吸器感染に対する治療効

果の検討

(1)実 験的肺炎

ICR系 マウス(雄4～5週 齢)は 日本SLCよ り購入

し,餌 お よび水を自由に与 え,ケ ージ飼 いに した。一

群6匹 のマウスに,cyclophosphamide (Nakarai

Tesque)の200mg/kgを 腹腔内投与し,そ の4日 後に

BHIAで 前培養 した菌の生理食塩水懸濁液50μ1を ペ

ントバルビタール麻酔下(50mg/kg, i. v.)で 経鼻接種

した。

(2)薬 剤投与量と投与法

Hatanoの 方法30)に準 じ,CFSL,FMOXの1gま た

はVCMの500mgを ヒ トに1時 間静脈内点滴投与し

た ときに得 られる血漿中の薬剤濃度推移にマウスの血

漿中濃度が近似するようにマウスへの各薬剤の投与量

お よび投与スケ ジュールを決定 した。なお,CFSL,

FMOXお よびVCMの ヒト血漿中濃度は文献値31、38)よ

り引用 した。上記で求め られた設定投与量を菌の接種

16時 間後から1時 間間隔で8回 感染マウスに皮下投与

した。各薬剤の投与量をTable1に 示す。VCMの250

mgま たは125mgを ヒ トに1時 間静脈内点滴投与 した

時の血漿中濃度の再現は,Table1に 示す500mgを 投

与 した時のそれを再現するための投与量の1/2ま たは

∬4を 同様に投与 して行った。また,2剤 の併用時には,

CFSLま たはFMOXお よびVCMの 体内動態が相互に

影響 しない と仮定 し,そ れぞれの設定投与量を同時 ま

たは時差を持って投与 した。

(3)生 菌数の測定

Table 1. The dosing regimen for simulating human plasma concen-

trations of cefoselis (1g, 1 h-i.v.d.), flomoxef (1g, 1 h-

i.v.d) or vancomycin (500mg, 1 h-i.v.d.)

治療開始の直前および8時 間または10時 間治療後に

各群6匹 の感染マウスを安楽死 させ,無 薦的に肺 を摘

出 した。各々の個体 について肺 を滅菌生理食塩水 とと

もにホモジナイズし,そ れを原液 として適宜希釈 して

寒天培地と混釈することにより肺内生菌数を測定 した。

なお検出限界は肺当たり10CFUで あった。

(4)統 計解析

治療効果は,治 療開始時の肺内菌数の対数か ら一定

時 間治療後 の肺 内 菌数 の対 数 を減 じた 億(ΔLog

CFUllung)と して表示 し,そ の値について,各 群間の

有意差の検定 を一元配置分散分析 したのちTurkey-

Kramerの 多重比較で実施 した。

II.結 果

1.使 用菌株のMIC

使用 したS.aureus12058お よびS. aureus 13133

の薬剤感受性をTable2に 示す。この両株はDMPPC

に対 してMIC>400μg/mlを 示 し,DMPPC高 度酎性

株であったが,VCMに 対する感受性はともに0.78μg/

mlで あった。この2株 におけるCFSLのMICは とも

に25μg/mlで,ま たFMOXのMICは50お よび100

μg/mlで あ り,Mineら の報告"")に よる臨床分離株の

MIC分 布におけるMICg。 を示す典型的な株であった。

2.マ ウスにおけるヒ ト血漿中渡度推移の再現

Table1に 従って投与 したときのマウスの血紫中渡度

お よび ヒ トにCFSL(19),FMOX(19)ま たは

VCM(500mg)を1時 間点滴静注 した ときの血漿中

濃度推移をFig8.1～3に 示す。いつれの薬剤について

も,マ ウスにおける血漿中渡度は模倣 したヒ トの血肇

中濃度推移をほぼ再現する推移をとった。

3. In vivo pharmacokinetic modelに おけるCI幌

とVCMの 併用効果

(1)CFSLの 併用におけるVCMの 減量の可能性

Saureus12058呼 吸器感染に対 して,VCMの500

mg, 250mgま たは125mgの 単独治療 とVCMの250

mgま たは125mgとCFSLの19を 同時併用 したとき

の治療開始8時 間後の治療効果を比較 した成績をF培

4に 示す。CFSLの19お よびVCMの500mg ,250

mgま た は125mg単 独投与時の治療効 果は各々,
幽0.7±0.24お よび 一1.66±0 .23,+0.08士029ま た

は+0.78±027Log CFU/lungで あ り,250mg以 下の

VCM単 独では治療開始時の菌量を減少させ ることはで

きなかった。一方,VCMの250mgとCFSLの19を

Table 2. MICs against 2 methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

 strains

Agar dilution method, 103 CFU/spot, 37•Ž, 18 hours
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Fig. 1. Pharmacokinetics of cefoselis in an in vivo phar-

macokinetic model simulating human plasma con-

centrations. The closed circles indicate mouse plas-

ma levels in the model. The thin line indicates the

pharmacokinetics of cefocelis in humans after a sin-

gle 1 hour-intravenous drip infusion at 1.0 g.

Symbols represent mean •} S. E. for 3 to 5 mice.

Fig. 2. Pharmacokinetics of flomoxef in an in vivo phar-

macokinetic model simulating human plasma con-

centrations. The closed circles indicate mouse plas-

ma levels in the model. The thin line indicates the

pharmacokinetics of flomoxef in humans after a sin-

gle 1 hour-intravenous drip infusion at 1.0 g.

Symbols represent mean •} S. E. for 3 to 5 mice.

同時併用 した場 合の 治療効 果 は 一2.34±0.12Log

CFU/lungで あ り,各 薬剤単独の場合より治療効果の増

強がみ られ,VCMの500mg単 独治療時に比べ,よ り

強い傾向を示した。 また,併 用時のVCMを125mgに

減量 した場合 にお いても,そ の治療 効果は 一1.73±

0.31 Log CFImungでVCMの500mg単 独投与時のそ

れと同等の効果を示 した。

Fig. 3. Pharmacokinetics of vancomycin in an in vivo

pharmacokinetic model simulating human plasma

concentrations. The closed circles indicate mouse

plasma levels in the model. The thin line indicates

the pharmacokinetics of vancomycin in humans after

a single 1 hour-intravenous drip infusion at 500 mg.

Symbols represent mean •} S. E. for 3 to 5 mice.

□control ■1g of cefoselis alone

■ 250mg of vancomycin and 1g of cefo8elis

■ 125mg of vancomycin and 1g of cefoselis

□ 500mg of vancomycin alone

■ 250mg of vancomycin alone

■ 150mg of vancomycin alone

Fig. 4. Effects of decreasing doses of vancomycin in

combination with cefoselis against murine pneumo-

nia caused by Staphylococcus aureus 12058 in an in

vivo pharmacokinetic model simulating human plas-

ma concentrations after 1 hour-intravenous drip

infusion. Bacterial suspension (0.05 ml) of S.

aureus 12058 (3.0•~107 CFU) in saline were

intranasally inoculated into the anesthetized mice.

Initial viable counts in the lung after 16 hours of

infection were 7.14•}0.05 CFU/lung. Each value

indicates the mean•} S. E. for 6 mice.
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(2)併 用 タイ ミングによる治療効果の比較

S.aureus 12058呼 吸器感染に対 して,CFSLの1g,

およびVCMの250mgの 同時併用 またはCFSLを4

時間先行投与後VCMを 併用投与 したときの治療開始

10時 間後の治療効果を勝&5に 示す。CFSLの19お

よびVCMの250mg単 独投 与時の治療効果は各々,

-0 .53±0.26お よび-0.62±0.32LogCFU加ngで,

CFSLIとVCMを 同時に併用することにより治療効果の

増強がみ られた(-1.59±0.10Log CFU/lung)。 一方,

CFSLを4時 間先行投与 した後にVCMを 投与 した場

合,そ の治療効果は一2.11±0.27Log CFU/lungで,

同時併用 よりさらに増強された。

(3)CFSLま たはFMOXとVCMの 併用効果の比較

S.aureus13133呼 吸器感染に対して,CFSLま た

はFMOXの19とVCMの500mgま たは250mgの

同時併用 時の治療効 果の比較 をFig.6に,ま た,

CFSLま たはFMOXの19を2時 間先行投与 した後に

VCMの500mgま たは250mgを 時差併用したときの

治療効果をFig.7に 示す。VCMの500mgとCFSL

*siginficantly different from cefoselis or vancomycin

alone (p<0.05)

Fig. 5. Therapeutic effects of vancomycin-cefoselis

combinations against murine pneumonia caused by

Staphylococcus aureus 12058 in an in vivo pharmaco-

kinetic model simulating human plasma concentra-

tions after 1 hour-intravenous drip infusion, when

vancomycin followed cefoselis. Bacterial suspension

(0.05 ml) of S. aureus 12058 (3.1•~107 CFU) in

saline were intranasally inoculated into the anes-

thetized mice. Initial viable counts in the lung after

16 hours of infection were 6.33•}0.31 CFU/lung.

Each value indicates mean•} S. E. for 6 mice.

またはFMOXを 同時投与 した場合の拍療効果をVCM

の500mg単 独特のそれ と比較すると,各 々-1.70±

0.30ま たは-1.04±0.28 Log CFU/lungで,VCMの

500mg単 独時の-0,52±0,28 LogCFU/lungに 比べ併

用効果がみ られたが,治 療効果はCFSLと の併用が

FMOXと の併用 より強かった。同様にVCMの250

mgと の同時併用においてもCFSLと の併用の方が高

い治療効果を示 した。 また,DMPPCの 耐性度が低い

株のなかには2時 閥併用の方が併用効果が高かったと

する長谷川ら綴告23)に従い,CFSLま たはFMOXを2

時間先行投与 した後VCMの500mgを 時差併用 した場

合の治療効果を検討 した結果,そ れ らは各々-L75ま

0.07お よび一1.56士0,10 Log CFU/lungで あった。 し

たが って,こ の条件 において もCFSLと の 併用が

FMOXと の併用よ りやや高い効果を示 した。同様に

VCMの250mgと の時差併用においてもCFSLと の併

用の方がFMOXよ り高い治療効果を示 した。

Fig. 6. Therapeutic effects of vancomycin-cefoselis or

vancomycin-flomoxef combinations against murine

pneumonia caused by Staphylococcus aureus 13133
in an in vivo pharmacokinetic model simulating

human plasma concentrations after 1 hour-intra-

venous drip infusion. Bacterial suspension (0.05 ml)

of S. aureus 13133 (2.7•~107 CFU) in saline were

intranasally inoculated into the anesthetized mice.

Initial viable counts in the lung after 16 hours of

infection were 6.66•}0.18 CFU/lung. Each value

indicates mean•}S. E. for 6 mice.
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Fig. 7. Therapeutic effects of vancomycin-cefoselis or

vancomycin-flomoxef combinations against murine

pneumonia caused by Staphylococcus aureus 13133
in an in vivo pharmacokinetic model simulating

human plasma concentrations after 1 hour-intra-

venous drip infusion, when vancomycin followed

cefoselis or flomoxef. Bacterial suspension (0.05ml)

of S. aureus 13133 (2.0•~107 CFU) in saline were

intranasally inoculated into the anesthetized mice.

Initial viable counts in the lung after 16 hours of

infection were 6.29•}0.20 CFU/lung. Each value

indicates mean•}S. E. for 6 mice.

III.考 察

抗菌剤 のinvitm併 用 に関す る報告 の多 くはチ ェ ッカ

ー ボー ド法 に よるFICindexを 併 用効 果の指標 としてい

るが,FICindexは 併 用薬剤 が共 に一 定濃度 で18時 間

以上作 用 した結 果 を観 察 した もの であ って,血 中濃 度

が経 時的 に変 化 す る臨 床で の併 用効 果 を予 測す る うえ

で は問題 が あ る と考 え られ る。 そ の問 題 を改 善 し,よ

り臨 床 での効 果の予 測性 を高 め る ため に,長 谷 川 ら23)

はin vitro auto-simulation systemに よ る併用 の検 討

を報告 してい る。 一方,invivO併 用 効 果 は主 にマ ウス

にお け る実 験 感染 系 で検 討 され て い るが,動 物実 験 か

ら臨床 で の効 果 を予 測す るに は,体 内動 態 にお け るヒ

トと動 物 の格 差 が大 きな障 害 とな る。 このパ ラ ドック

ス を 回避す るた め に,我 々 は ヒ ト血漿 中濃度 推移 をマ

ウスの血漿 中濃 度 に再 現す るin vivo pharmacokinetic

model 30)を作 製 し,MRSA28),Klebsiella pneumoniae27),

Streptococcus pneumnoniae34)に よ る呼吸器 感染 に対す

る抗生物質 単剤での治療効果につ いて報告 して きた。

我 々は,市 販の薬剤につ いて,こ のモデルにおける治

療効果が臨床での細 菌学的な効果とよく相関すること

を経験 している。今回,こ の手法を用いて,MRSA感

染に対するVCMとCFSLの 併用について,臨 床での

有用性を予測 した。

S.aureus12058に よる呼吸器感染に対 してCFSL

の1g単 独またはVCMの250mg単 独では治療効果が

わずかしか認められなか ったのに対 し,両 剤を同時投

与 した場合,各 々の単独投与に比べ治療効果の有意な

増 強が認め られた くFig.5)。 またこの結 果はS.

aureus13133呼 吸器感染 においても認められ(Figs.

6,7),VCMとCFSLの 併用効果がMRSAに 対 して一

般的に認め られる現象であると考え られた。VCMと

CFSLを 併用することのもう一つの目的であるVCMの

投与量の軽減の可能性についてみると,CFSLの19と

VCMの125mgを 同時併用 した場合の治療効果は,

VCMの500mgを 単独投与した場合 と同等であ り,併

用時のVCMを250mgに 増量するとVCMの500mg

の単独治療よりも優れた治療効果を示した(Fig.4)。

このことから,VCMの 投与量を下げることで,そ の副

作用を回避できかつさらなる治療効果の増強 を期待で

きる可能性が示唆された。VCMに β-lactamを 併用す

ることでVCMの 臨床用量 を下げることができること

を謳った報告は少 なく,い ままですでに十分な安全性

を確保されている β-lactamをVCMの 併用剤 として

用いる意味は大きいと考えられる。

VCMとCFSLの 併用順序は検討 した2株 ともに同

時投与よりもCFSL先 行併用時により高い治療効果を

得ることができた。したがって,CFSLをVCMに 併用

することによる最大の作用を期待す るには,CFSL先

行後VCM投 与が望 ましいが,同 時投与でも十分な治

療効果の増強が認め られたことか ら,時 差投与の必要

性は絶対厳守ではないと考えられる。
一方
,VCMの 併用剤としてCFSLをFMOXと 比較

すると,長 谷川らの報告23)に よるFMOXとVCMの 併

用効果が発揮される条件である同時またはFMOXを2

時間先行併用時においても,我 々のin vivo pharmaco-

kinetic modelに おける検討では,FMOXとVCMの 併

用の組み合わせ よりCFSLとVCMと の併用の組み合

わせの方がより優れた治療効果を示 した。

VCMとCFSLは 共に細胞壁合成阻害剤であるにもか

かわ らずこのような併用効果 を示す機作 として,そ れ

らの作用点の違いが関与するものと考 えられる。す な

わち,VCMは 細胞壁前駆体の重合反応であるlipid

cycleを 阻害することにより細胞壁新生を停止させ るの

に対 して35,36),β-lactam剤 であるCFSLは 細胞壁合成

の最終段階であるtranspeptidationを 阻害することに

より細胞壁の脆弱化および 自己溶菌の惹起 をもたらす
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ことが知 られている37)。このような異なる作用が同時に

働 くことにより細胞墨合成のより大きな異'常が起 こり,

殺菌されやす くなると考えられる。また,β-lactamを

先行 した場合に併用効果が より強 く発揮される原因は,

β-lactamに よる細胞墨の脆弱化の後に細胞壁新生停止

が加わった時 にそれ らが同時に起 こる場合 より細胞盤

に与えるダメー ジが より大きく,し たがって溶 菌しや

す くなったものと考えられる。

MRSAに 対する治療において,VCMとCFSLを 併

用することで治療効果の増強が図れるとともに,VCM

の治療効果を損 なうことな くVCMの 用1量が減量でき

ること,さ らにすでに報告されているFMOXとVCM

の併用以上にCFSLとVCMの 併用が優れた流療効果

を発揮 した ことか ら,MRSAの 臨床治療 において,

VCMとCFSLの 併用の有用性が高いことが示唆され

た。
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The therapeutic effect of combined vancomycin and cefoselis against murine

pneumonia caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus
in an in vivo pharmacokinetic model

Kazuo Hatano, Yoshimi Wakai, Yasuyuki Higashi and Yuji Watanabe

Department of Chemotherapy, Pharmacological Research Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.,
2-1-6 Kashima, Yodogawa-ku, Osaka, Japan

To predict the clinical efficacy of combination therapy with vancomycin (VCM) and cefoselis
(CFSL) against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) infection, the human plasma
concentrations of CFSL and VCM after intravenous drip infusion were simulated for eight hours
in neutropenic mice by hourly subcutaneous injections of the drugs in an in vivo pharmacokinetic
model. The combination of lg of CFSL and 250 mg of VCM augmented the therapeutic effect of
each drug when compared with monotherapy with the same doses, and higher efficacy was
obtained when VCM was given 4 hours after CFSL. The therapeutic effect of simultaneous
administration of 1g of CFSL and 125 mg of VCM was almost equal to that of monotherapy
with 500mg of VCM, and that of a combination of 250 mg of VCM and 1 g of CFSL was sig-
nificantly higher than the effect of 500 mg of VCM alone. CFSL-VCM was more effective than
flomoxef-VCM both when given at the same time and when VCM followed either CFSL or flomox-
ef. These results suggest that the combination of CFSL and VCM is more effective than
monotherapy with VCM against MRSA infections.


