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ニ ュー キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬 のin vivo sub-MIC効 果 に 関 す る 基 礎 的解 析

高 橋 孝 行

東邦大学医学部微生物学教室*

(平成8年1月1711受 付 ・1z成8年2月1H受 理)

尿路感染症患者由来のEscherichia coli TUH 9501に よる上行性尿絡感染惹起能におよほす8ub-MIC

効果をin vitroお よびin vivo双 方から検討し,以 下の成績を得た。各抗菌藁1/4MIC処 理菌のマウス

尿路感染惹起能は無処理菌のそれに比ペ低下し,特 にneroxacin,levofloxacin処 理群でこの傾向が著明

であった。この原因を8ub-MIC処 理葭を用いinひitroで 解析 した結果,成 人膀胱上皮細胞への付着能

およびヒ ト由来PMN8の 貧食 ・殺菌能に対する抵抗性がsub-MIC処 理群では無処理群に比べ低下して

お り,こ の成績が尿路感染惹起能の低下 と一致 していた。 また,尿 鋳感染マ ウスにおいて,lev-

ofloxacin投 与群では投与間隔の延長に伴い治療効果が悪 くなったが,qeroxacin投 与群はその影響をも

っとも受けなかった。抗菌薬の腎内動態パラメー ター-解析から,sub-MIC領 域でのAUCが この結果に

影響 していることが示唆された。
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抗菌薬療法の日的は,生 体内で原因菌を死滅またはその増

殖を抑制することによって優れた臨床効果を得ることにあ

る 。抗 菌 薬 の 有用 性 の 指標 として, minimum inhibitory

concentration (MIC) やminimum bactericidal concentra-

tion(MBC)が 重 要視 され て いるが,こ れ らの成績 か ら推測

される以 上の 臨床効 果が得 られる場 合が あ り,こ の こ とはす

で にペ ニ シ リ ンの 開発 当初か ら知 られて い る"。 この現 象 か

らペ ニ シ リンを間欠 的 に投 与 して も有 効 な臨床 効果が得 られ

る とい うEagleの 理 論 が導 か れた2'。そ の主 な要 因 と して,

1)抗 菌 薬投 与後 の血清 中濃 度が検 出限 界以 下に低 下 して も,

組 織 内濃 度 は有 効 濃 度 を維 持 す る とい う考 え方31と2)in

vitro postantibiotic effect (PAE) と  sub-minimum

inhibitory concentration (sub-MIC) との相加作用により菌

の増殖 が抑 制 され,か つ生 体 防御 システ ムの作用 が加 わ り殺

菌 作用 が起 こ る とい う2つ の考 え方が あ る4-6)。

長 谷 川 らお よび渡 辺 ら?"11)は,invitroお よびin uivo

PAEに つ い て多 数 の抗 菌 薬 で 検 討 し,PAE期 に お け る

sub-MICに よる殺 菌 力 の増 強 を postantibiotic sub-MIC

effbct,ま たsub-MICの 抗 菌薬 によ る増 殖抑 制時 間の延 長 を

postantibiotic sub-MIC enhancement と定義して解析を行

ってい る。 また,Craigら12)は 肺 感 染や 大腿 感染 モデ ル を用

い て,invivoPAEが 長 く な る と postantibiotic leucocyte

enhancement が大きくなり,治 療効果がよくなると報告し

て いる。

一 方
,sub-MIC効 果 につ いて はinひitroで の 形態変 化,産

生 物 質の量 的 変化,貧 食 ・殺 菌抵 抗性,血 清 殺 菌抵抗性 お よ

び付 着 能 の低 下 な どの 現象 が 報 告 され てい る13川。 しか し,

sub-MICの 臨床 的 意義 を確 認す るた め にはinvivoの 検 討

が必 要で あ るに もか か わ らず,実 際 に これ を検討 した成積が

み あた らない。

本 論文 で は,尿 路 感染 症 か ら分 纐 度の 高 いE8ch甑 琵a

coliに よるマ ウ ス尿 路感 染モ デ ルを用 いて,尿 踏 感染症 で多

用 され る ニ ュ ー キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬 を被 検 薬 と して,そ の

8ub-MIC効 果 を解析 し,そ の 臨床 的意義 につ い て考察 した。

1.材 料 と 方 法

1.使 用 菌 株

東 邦 大 学 医 学 部 付 属 大 森 病 院 の 尿 路 感 染 症 患 者 か ら

分 離 したEsherickia coli TUH 9501を 用 い た 。 本 菌 は,

抗typeI線 毛抗 体(友 近 博 士(岡 山 大)よ り分 与 を受

け た)で 凝 集 す るmannose-sensitive線 毛 を保 有 して

い た。

2.使 用 薬 剤

Cipronoxacin(CPFX;バ イ エ ル 薬 品),fleroxaoin

(FLRX;杏 林 製 薬),sparnoxacin(SPFX;大 日本 製 薬)

お よ び1evoΩoxacin(LVFX=第 一 製 薬)存 用 い た^

3. Minimum inhibitory concentration (MIC) り測定

使用菌株に対する各抗菌薬のMICは 日本化学療法学

会の定めた微量液体希釈法に準 じて測定 した15)。基礎培

地 としては Mueller Hinton broth (MHB, Difco) を用い

て所定の濃度の抗菌薬含有培地を作製後,最 終濃度104

cells/wellに なるように菌を接種 した。37℃,18時 間

培養後,肉 眼的に菌の発育 していない最小濃度をMIC

とした。

4.Sub-MIC処 理菌の調整

供試各抗菌薬1/4MIC添 加MHBに,抗 菌薬 を含ま

ないMHB中 で37℃,18時 間培養 した菌を培地量の
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1/100加 え(最 終 濃 度;106cfu/ml),37℃,5時 閥培 養

した 菌 液 を 以 下 の 実 験 に用 い た 。 な お 同 一 条 件 下 で 抗

菌薬 非 添 加 培 地 で 培 養 した 菌 液 を対 照 と して用 い た 。

5.マ ウ ス 尿 路 感 染 惹 起 能 実 験

本 実 験 に は4週 齢 の 雌 マ ウ ス(Slc/ICR,静 岡 実 験 動

物)を1群5匹 つ つ 用 い た 。 抗 菌 薬 処 理 お よ び無 処 理

の 菌 液50μ1を18時 間 絶 水 し たマ ウ ス 勝 胱 内 へ 先 端 を

丸 く した 針 を用 い て尿 道 よ り注 入 後,尿 道 口 を1時 間

ク リ ップ で 閉 塞 した16を。 ク リ ップ解 除 後,給 水 を 開 始 し,

以 後 通 常 の 飼 育 と した 。 菌 接 種5日 後 麻 酔 下 で 両 腎 を

摘 出 し,ホ モ ジ ナ イ ズ 後,10倍 希 釈 し,各 希 釈 液100

μ1をBTB寒 天 平 板 に 塗 布 ・培 養 後,生 菌 数 を測 定 し

た。 腎 臓 か らの 菌 検 出 限界 は100cfu/kdney8で あ っ た 。

1群 の 平 均 値,標 準 偏 差 の 算 出 に 際 して は,検 出 限 界 以

下 の検 体 の 菌 数 を99cfu/kidneysと して 求 め た。

6.膀 胱 上 皮 細 胞 へ の 付 着 実験

健 常 成 人 女 子(22～28歳)5名 の 中 間 尿 を100～150

ml採 取 し,300×g,10分 間 の 遠 心 に よ り膀 胱 上 皮 細

胞 を得 た 。 細 胞 はHanks液 にて3回 遠 心 洗 浄 後,同 じ

液 に2×105cells/mlに な る よ う懸 濁 し た 。 なお,グ ラ

ム 染 色 に よ り,細 胞 に細 菌 が 付 着 して い な い こ とを 確

認 した 。 この 膀 胱 上 皮 細 胞 液0.5m1と 抗 菌 薬 処 理 菌 液

また は 非 処 理 菌 液0.5mlを 混 合 し,室 温 で30分 間反

転 させ た 。 付 着 して い な い菌 を除 去 した 後,Hanks液

に て 遠 心 洗 浄 を3回 行 い,メ タノ ー ル 固 定,ギ ム ザ 染

色 し,顕 微 鏡 下 で20個 の 膀 胱 上 皮 細 胞 に 付 着 し た菌 数

を 測 定 した 。

7.線 毛 産 生 量 の測 定

Mannose-sensitiveなtypeI線 毛 の 量 は サ ン ドイ ッ

チELISA法 に よ り測 定 し た17を。 培 養 菌 を 集 菌 後,

phosphate-buffered saline(PBS),pH7.4に 懸 濁 し,

超 音 波 破 砕 後 の 遠 心 上 清 を被 検 材 料 と し た 。 抗typeI

線 毛 抗 体(lgG)F(ab)2画 分 をcarbonate buffer,pH9.6

に て10μ9/m1に 希 釈 し,そ の100μ1を 各wellに 加

え,4℃,18時 間 静 置 し た。 洗 浄 後,blocking buffbr

(1%ア ル ブ ミ ン含 有PBS)200μ1を 添 加 し,再 び4℃

18時 間 静 置 した 。 洗 浄 後,調 整 し た 上 清 をblocking

buf{brで10倍 希 釈 し,そ の100μ1を 各wellに 加 え,

37℃,2時 間 静 置 し た 。 洗 浄 後,抗type I線 毛 抗 体

(IgG)をPBSに て 最 終 濃 度10μg/mlに な る よ う希 釈

し,そ の100μlを 各we11に 加 え,37℃,2時 間静 置 し

た 。 洗 浄 後,blocking bu価rで500倍 希 釈 したalka-

line phosphataseを 結 合 し た抗IgGFc抗 体(Zymed,

Lab.,INC.,San Francisco,CA.USA)を100μl加 え,

37℃,2時 間 静 置 した.洗 浄 後,基 質 液(4.51 nM phe-

nilphosphoric acid,2,0mM aminoantipyrine in0.025M

carbonate buffbr,pE10.2)を100μ1加 え,37℃,30

分 静 置 後,0.8%metaperiodate溶 液50μ1加 え,490

nmで 吸 光 度(OD)を 測 定 した 。

8,外 膜 蛋 白のSDS-PAGE

外 膜 タ ンパ ク は,Inokuchiら の 方 法18)に した が っ て調

整 した 。 す な わ ち,菌 体 を超 音 波破 砕 した 後,8,000×

9,4℃,15分 間 遠 心 に よ り上 清 を得 た 。 さ らに,こ の 上

滴 は100,000×9,4℃,30分 聞超 遠 心 を行 い,得 ら れ

た 沈 澱 を 膜 画 分 と し た 。 こ の 沈 澱 を1%sodium

N-1auroyl sarcosinate加0,05Mphosphate buffbr,

pH7,4に 懸 濁 後,再 度 上 記 の 条 件 で 超 遠 心 後 に得 られ

た 沈 澱 を 外 膜 タ ンパ ク と した 。 この 外 膜 タ ンパ ク 画 分

をSodium dodecyl sulfbte(SDS)お よ び グ リセ リ ン を

含 む0.05Mphosphate buffer,pH6.8で タ ンパ ク濃 度

1mg/mlと な る よ うに 調 整 した後,2-mercaptoethano1

を添 加 して2分 間 沸 騰 水 中 で 還 元 処 理 した 。 そ の5μ1

を6Murea加10%SDS polyacrylamdegelに 加 え,

Laemmliの 方 法19}に 準 じ て 電 気 泳 動 後,0.25%

coomassie brilliant blue R 250に て染 色 した 。

9.ヒ ト好 中球 のchemilumine8cence

ヒ ト好 中 球 の 調 整 はFicoll-Conray重 層 法 に 準 じ

た20)。す な わ ち,健 常 成 人(23～28歳)4名 よ りヘ パ

リ ン採 血 した 血 液 各8m1を2%デ キ ス トラ ン生 理 食 塩

液2mlと 混 和 し,1時 間 室 温 にて 放 置 後,好 中 球 画 分

を 得 た 。 こ れ に 当 量 のPBSを 加 え た 液 を3m1の

Fico11-Conrayの 入 った 試 験 管 に重 層 し,300×9,45分

間 遠心 した 。 沈 澱 に0.87%NH、Cl液4m1を 加 え,10

分 間 ゆ るや か に 混 和 した 後,遠 心 に よ り得 た好 中球 を

Hanks液 に て 洗 浄 後,1×107cells/mlに な る よ う に

Hanks液 に浮 遊 させ た 。 この 調 整 好 中球 のchemilumi-

ne8cence(CL)活 性 の 測 定 は楊 井 らの 方 法21)に準 じた 。

ル ミノー ル液(100μ1,02mg/m1),好 中 球 浮 遊 液(100

μ1,107cells/ml)に 好 中球 刺 激 物 質 と し て菌 液(200μ1,

108cells/m1)を 混 合 後,Automatic Luminescence

Analyzer(ベ ル ー一ル ド社,ド イ ツ)に てCLを 測 定 し

た 。

なお,相 対 比 較 の た め に,抗 菌薬 処 理 菌 添 加 時 のCL

ピ ー ク値 を 非 処 理 菌 添 加 時 のCL、 ピー ク値 で 除 し た値

をCL,indexと して 求 め た。

10.生 化 学 的 性 状 の判 定

一 晩 平 板 培 養 し た 菌 を 滅 菌 生 理 食 塩 液 に

MacFarlandNo.0.5に 調 整 後,100倍 希 釈 し た 菌 液

(最 終 濃 度:106cfulml)に1/4MICに な る よ うに 各 抗 菌

薬 を 添 加 し,こ の 菌 液 をVITEK自 動 細 菌 検 査 装 置 専 用

のGram-Negative Identification Card(GNI)の 各 ウ

エ ル に 注 ぎ,18時 間 後VITEK自 動 細 菌 検 査 装 置

(bioMerieux Vitek,INC,USA)に よ り各性 状 を判 定 し

た 。 な お,検 討 し た性 状 は,リ ジ ン,オ ル ニ チ ンお よ

び ア ル ギ ニ ン の 脱 炭 酸 反 応,イ ン ドー ル ピ ル ビ ン酸,

β-ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ お よ び 硫 化 水 素 産 生,マ ロ ン酸,

ア セ よア ミ ドお よ び クエ ン酸 利 用,エ ス ク リ ン加 水 分

解,ブ ドウ糖,乳 糖,マ ル トー ス,マ ンニ トー ル お よ
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ぴ キ シ ロ ー ス の 酸 化 と酸 産 生,ラ フ ィ ノー ス,ソ ル ビ

トー ル,ス ク ロ ー ス,イ ノ シ トー ル,ア ドニ ッ ト,ラ

ム ノ ー ス,L-ア ラ ビ ノ ー ス お よ び グ ル コ ー ス の 利 用 と

酸 産 生,尿 素 分 解 で あ る 。

11.尿 路 感 染 モ デ ル に お け る投 与 間 隔 の 影 讐

抗 菌 薬 無 添 加 培 地 で培 養 し た 菌 を5)項 で述 べ た 方 法

でマ ウ ス に尿 路 感 染 を 惹 起 させ た。 抗 菌 薬 投 与 方 法 は1

日の 投 与 回 数 お よ び 投 与 期 間 は 異 な る が,総 投 与 量 を

同 じ と し た 。 具 体 的 に は,感 染 翌 日 か ら 各 薬 剤(50

mg/kgノ1回)を3群 の マ ウ ス に1日1回6日 間,1日

2回3日 間 お よ び1日3回2日 間投 与 し,最 終 投 与

20時 間 後 に マ ウス の 両 腎 を摘 出 し,残 存 生 薩 数 を測 定

し た 。 腎 臓 で の 検 出 限 界 お よ び 平 均 値 な ど の 算 出 方 法

は項 目5)と 同 じで あ る 。

12.マ ウ ス 腎 内 濃 度 測 定

マ ウ ス(Slc/ICR,4週 齢,雄)に 各 抗 菌 薬50

mg/kg投 与 後,1/4,y2,1,2,4お よ び6時 間 目の

腎 内 濃 度 を デ ィ ス ク 法 で 測 定 し た 。 な お,標 準 曲 線 は

0.05MphosphatebufIbr,pH72に 溶 解 した抗 菌 薬 で

作 成 した 。CPFX,LVFXお よびSPFXの 検 定 菌 と して

EcoliKp,F正RXに はEcoliNIHJJC2を 用 い た 。

IL成 績

1.E.coliTuH9501に 対 す る使 用 抗 菌 薬 のMIc

且coziTuH9501に 対 す るcPFx,FLRx,sPFxお

よびLVEXのMICは そ れ ぞ れ0.016,0.063,0.008お

よび0.032μg/mlで あ り,SPFXの 抗 菌 力 が もっ と も

強 く,FLRXの8倍 で あ っ た 。

2.V4MIC処 理E.coliTUH9501の マ ウ ス尿 路 感

染 惹 起 能 の変 動

無 処 理 菌 感 染 群 で は1×103～2.9×104cMddneys検

出 さ れ た の に対 し,LVFX処 理 群 で は い ず れ の マ ウス

か ら も 菌 は 検 出 限 界 以 下 で あ り,対 照 群 との 間 に有 意

差 が 認 め られ(P<0.05),FLRX処 理群 で は5匹 中1匹

か ら2.gx104cfMddneys検 出 され た(Fig,1)。SPFX

処 理 群 で は2匹 か らそ れ ぞ れ7×102お よ び1.4×104

cfMddneys,CPEX処 理 群 で は3匹 か ら3×102,7x

102お よ び1.3×105cfMddney8検 出 され た 。 以 上 の よ

う に無 処 理 菌 を 感 染 させ た 場 合,す べ て の マ ウ ス の 両

腎 か ら≧103cfWkidneys以 上 の 菌 が 回 収 さ れ た が,1/4

MIC処 理 菌 を感 染 させ た 群 で は5匹 中2匹 以 上 の 両 腎

か ら の 菌 回 収 は 検 出 限 界 以 下 で あ っ た 。 抗 菌 薬 間 で 比

較 す る と,LVEXお よ びFLRX処 理 菌 の 尿 路 感 染 惹 起

能 が 他 の2剤 よ り低 下 して い た 。

3.膀 胱 上 皮 細 胞 へ のEcoliTUH9501の 付 着 能 に

お よ ぼ すsub一MIC処 理 の 影 響

成 人 膀 胱 上 皮 細 胞 へ の 付 着 能 を比 較 した 場 合,無 処

理 群(control)に 比 べ 各 抗 菌 薬1/4MICで 処 理 した群 で

は付 着 細 菌 数 が22±5～27±10c鯉cellで あ り,37.2

～48 。8%の 減 少 を 認 め た(Table1)。 抗 菌 薬 処 理 群 に お

Fig. 1. Effect of treatment with new quinolons at
sub-MIC on the pathogenicity of Escherichia coli
TUH 9501 in murine pyelonephritic infection.

*: p<0.05, versus control by the method of Bon-
ferroni/Dunn

Table 1. Adherence acitivity of Escherichia coil TUH 9501 organisms

treated with various quinolones at 1/4 MIC to bladder epithe-

lial cells from healthy adults

a) average•}standard deviation (n=5)
, bI The decreased percent of

average as compared to controL

p<0.05 as compared to control by the method of Bonferroni/Dunn

**p<0
.01 as compared to control by the method of Bonferroni/Dunn

ける付着能の低下は無処理群 との間に有意差が認め ら

れたが(P<0.05ま たはP<0.01),抗 菌薬問では有意差を

認めなかった。

4.EcoliTUH9501の 線毛形成能へのV4MIC処

理の影響

上皮細胞への付着に関わる本菌の線毛が8ub-MIC処

理後も形成維持 されているか否かをEHSA法 により線

毛抗原量 として測定 したが,LVFXお よびFLRX処 理

菌の線毛抗原量 が もっとも減少 し,次 いでCPFX,

SPFXの 順であった(Fig2)。 なお,用 いた試料中の菌

数を測定した結果,無 処理で5.4×108cMml,各 抗菌

薬処理群では3.5～7.0×108cfwm1と ほぼ同じ菌数であ

った。

5.E.coliTUH9501の 外膜蛋白への1/4MIC処 理

の影響

各抗菌薬1/4MIC処 理によるE.coli TUH 9501外 膜
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蛋白構成成分または量の変動について,SDS-PAGEで

検討したが,量 的,質 的変動は認められなかった(Fig.

3)。

6.健 常 成 人 由 来PMNsのCL活 性 に お よ ぼ す

sub-MIC処 理E.coliTUH9501の 影 響

ニ ュ ー キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬1/4MIC添 加 培 地 で 培 養 し

たE.coliTUH9501を 刺 激 物 質 と した場 合,成 人 由 来

PMNsのCL日 活 性 上 昇 が み られ,特 にFLRXお よ び

LVFX処 理 群 で はCLindexで2倍 以 上 の 著 明 な上 昇 を

認 め,こ の 値 は対 照 に比 べ 有 意 に大 きか っ た(p<0.05)

(Table2)。

Fig. 2. Effect of treatment with sub-MIC of various 

quinolones on pili production of Escherichia coli TUH 
9501. 

The content of pili was assayed by ELISA method, 

using the centrifuged supernatant after sonication of 

6 h-incubated organisms in 10 ml of MH broth con-
taining each new quinolone at 1/4 MIC.

Fig. 3. SDS-PAGE patterns of outer membranes 
obtained from Eschrichia coli TUH 9501 treated with 

various new quinolones. 

The outer membranes's proteins were obtained by 

sonication of 6 h-incubated organisms in 200 ml of 

MH broth containing each new quinolone at 1/4 MIC.

7.1/4MIC抗 菌粟処理のE.coliTUH9501株 の生

物学的性状への影響

各抗菌薬114MIC存 在下で本薗の生物学的性状を調

べ たところ,各 抗菌薬処理によりソルビ トール非分解

とな り,CPFXお よびLVFX処 理群ではキ シロースも

非分解,さ らにCPFX処 理群ではマル トースも非分解

となった(Table3)。 しかし,調 べた他の性状には変化

がみ られなかった。

8,E.coliTUH9501株 に よる 尿 路 感 染 マ ウ ス に対

す る治 療 効 果 にお よぼ す投 与 間 隔 の 影 響

1日3回 投 与 群 にお い て,無 処 理 群 の 両 腎 か ら回 収

され た平 均 菌 数 は2.1×105cfU/kidneysで あ り,治 療 群

で はFLRX(平 均;1,2×10scfd/kidneys),SPFX(平 均;

1.4x104cfU/ICidneys),LVFX(平 均;4.4×102cfti/kid-

neys)お よ びCPFX(平 均;2.7×102cfu/kidneys)で あ

り,FLRX,LVFXお よびCPFX投 与 群 の 腎 内 生 菌 数 は

無 治 療 群 に比 べ 有 意 差 を 認 め た(p<0.05)(Fig.4)。1日

2回 投 与 群 で は,無 治 療 群(平 均;1-3×104cfu/kid-

neys),FLRX(平 均;2.5×102cfu/kidneys),SPFX(平

均;3.7×104cfu/kidneys),LVFX(平 均;2,4×103

cfu/kidneys)お よ びCPFX(平 均;7.9×102cfu/kid-

neys)で あ り,FLRX投 与 群 は無 処 理 群 に比 べ 有 意 差 を

も って 菌 数 減 少 が 認 め られ た(p<0.05)。1日1回 投 与

群 で は,無 治 療 群(平 均;4.0×104cfu/kidneys),FLRX

(平 均;42×102cfu/kidneys),SPFX(平 均;1.0×103

cfu面dneys),LVFX(平 均;9.6×102cfu/kidneys)お よ

びCPFX(平 均;1.4×103cfu/kidneys)で あ った 。 以 上

の 結 果 か ら,各 投 与 抗 菌 薬 の投 与 間 隔 が 治 療 効 果 に も

っ と も影 響 し なか っ た の はFLRX投 与 群 で あ り,明 ら

Table 2. Peak value and CL index of PMNs stimulated by organisms 

preincubated with each new quinolone

*

) average •} standard deviation (n =4) 

•p<0
.05 as compared to control by Bonferroni/Dunn

Table 3. Metabolic alteration of Escherichia coli THU 9501 in the 

presence of each new quinolone at 1/4 MIC

GC: growth control, MLT: maltose, MAN: mannitol, XYL: xylose, 

SOR: sorbitol
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Three times a day for 2 days Twice a day for 3 days Once a day for 6 days

Fig. 4. Effects of the intervals of drug administration on the efficacy against pyelonephritic infection caused by
Escherichia coli TUH 9501 in mice.

The horizontal bar indicates average and the vertical bar dose standard deviation. The dotted line indicates

the lower detection limit.
*:P<0.05, versus control by the method of Bornferroni/Dunn.**: P<0.05, versus control and

sparfloxacin by the method of Bornferroni/Dunn.

Total AUC Above MIC-AUC Sub MIC-AUC

Fig. 5. Correlation between the mean bacterial numbers recovered from the infected kidneys and

total AUC, above MIC-AUC or sub-MIC-AUC in mice.

かに投与間隔の影響が認められたのはLVFXとCPFX

であった。

9。 マウス腎内濃度の経時的推移

抗菌薬投与後のマウス腎内濃度推移におけるパ ラメ

ーター解析を行った結果,total AUCはFLRX,LVFX,

SPFXで はほぼ同等であ り,Cm砥 はFLRX,LVFXが も

っとも高 く,半 減期はCPFXが6,76hと もっとも長か

った(Table 4)。sub-MIC領 域のAUCが もっとも高か

ったのはFLRXで あった。

また,抗 菌薬の腎内濃度推移パラメー ターと投与間

隔の治療効果への影響 との関係について調べたところ,

sub-MIC領 域でのAUCと 治療効果の間に負 の相関性

(R=-0.9751)が 認められた(Fig.5)。

111.考 察

現在ニューキノロン系抗菌薬が尿路感染症に対する

Table 4. Parameters of new quinolones in mouse kidneys

Each drug (50 mg/kg) was orally administered in three mice.

*)Each parameter was calculated by Simple method.

第一選択抗菌薬であることを考慮 し,尿 路感染症患者

由来のEcoZgTUH9501を 用いてin vitroお よびin

vivoの 双方から検討 を加えたところ,sub-MIC処 理菌

のマウス尿路感染惹起能 は非処理菌に比べ明らかに低

下 していた。感染症成立の第一ステップである細菌の
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膀胱上皮細胞への付着能を in vitro で解析した結果,従

来の報告 と同様sub-MIC処 理菌では付着能が低下する

ことが確認された22～26)。この成績は抗菌薬投与後,次 回

投与までに生ずるsub-MIC下 における感染拡大防止に

sub-MIC効 果が有効に働いていることを示唆 している。

さらに,付 着能低下の原因について電子顕微鏡による

解析結果では,1個 の細菌細胞の持つ線毛の数が減少 し

たとの報告がある鋤。一方,type I線 毛のモルモ ット赤

血球凝集能を利用 した解析では,抗 菌薬非処理菌と同

様の凝集能が維持 されてお り,線 毛数の減少ではな く,

線毛の短小化がその原因であるとの報告 もある鋤。著者

は線毛数を電子顕微鏡下で観察する方法は試料作成過

程で人為的変化 を生ずる可能性が あることを考濾 し,

ELISA法 により線毛の抗原日を測定 した。in vivo実 験

と同一条件で培養 した抗菌薬処理菌の線毛抗原量は非

処理菌より少な く,特 にLVFXお よびFLRX処 理菌で

の減少が著明であった。この成績はin vivoに おけるマ

ウス尿路感染惹起能の低下 と一致 していた。 また,E.

coliの 外膜を構成する94 kDaの 蛋白質がadhesinと

して働いているという報告があるが28,29),本検討では外

膜蛋白の量的,質 的変動は認め られなかった。以上の

成績か ら,今 回用いた尿路感染症患者 由来のE.coli

TUH 9501の 主なadhesinは 線毛にあり,sub-MIC処

理 によ り線毛の抗原量が減少 し,そ の結果,線 毛の

adhesinが 減少 し,本 菌の上行性尿路感染惹起能が低下

したと推測された。

一 方
,マ ク ロ ラ イ ド系 抗 菌薬 でsub-MIC処 理 した 菌

で は, glycocarix など菌体外物質の産生が抑制され,

ニューキノロン系抗 菌薬で処理 した菌では逆に産生が

増加 したとい う報告がある30,31)。これらの成績 は少な く

ともsub-MIC処 理された細菌は代謝系に変化が生ずる

ことを示 している。Lorian14)は 細菌をsub-MIC処 理す

ると細菌の表層構成成分の合成 ・発現が抑制 または阻

止 され ると報告 している。これ らの報告を考慮すると

本研究で得 られたsub-MIC処 理 瓦coliの 炭水化物分

解能の変化(代 謝系 の変化)は 菌体構成成分の変化の

可能性を残している。

In vivo PAEはin vitro PAEとsub-MIC効 果,さ

らに宿主感染防御能が相互作用 した結果である。ニュ

ーキノロン系抗菌薬のin vitroお よびin vivo PAEは

グラム陽性菌か ら陰性菌 まで幅広い菌種で認め られ,

Craig12)が本系抗菌薬のin vivo PAEに はAUCが もっ

とも影響すると指摘 している。本研究ではin vivo PAE

におけるsub-MIC効 果の役割 をより明 らかにする目的

で,投 与 間隔を変えて検討 した。FLRXとLVFXの

sub-MIC処 理時の線毛形成能お よび好中球による貪食

殺菌に対する抵抗性の低 下は被検抗菌薬の中でもっと

も著明であり,一 方FLRX投 与群では1日3回 投与群

と1日1回 投与群間の治療効果の差が他剤に比べ少な

かった。そこで,治 療効果と抗菌楽の腎内動態パラメー

ター との関係 を解析 したところ,治 療効果とsub-MIC

領域における腎内AUCと の間にもっとも高い相関性が

認め られた。この成績 は,sub-MIC領 域のAUCが 大

きい抗菌薬ほど次回抗菌楽が投与 されるまでの期間に

おけるin vivo PAE効 果がより大きいものと推測された。

以上sub-MIC効 果,特 に細菌の付着能への影響につ

いて,in vitroお よびin vivoで 検討 し,in vitroで の

sub-MIC効 果がin vivoで も反映されることがマウス尿

路感染モデルで明確 となった。本論文成績 は,実 際の

臨床に際 し,sub-MIC効 果を考慮 した抗菌薬の選択が

必要であることを示唆するものと考えられる。
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Effect of treatment with various quinolones at sub-MIC on infectivity in

murine pyelonephritic infection

Takayuki Takahashi

Department of Microbiology Toho University School of Medicine
Ohmori-nishi, 5-21-16, Ohta-ku, Tokyo 143, Japan

The effect of a sub-minimum inhibitory concentration (sub-MIC) on infectious activity of type I

pili-bearing Escherichia coli in murine pyelonephritic infection was studied. The infectivity
dropped when the TUH 9501 strain of E. coli was incubated with 1/4 MIC of quinolones such as
ciprofloxacin, fleroxacin, sparfloxacin and levofloxacin. The level of decrease in infectivity was
highest following treatment with fleroxacin and levofloxacin. A siginificant reduction in the level
of type I pili and in resistance to phagocytosis and the killing activity of human polymorphonu-
clear leucocytes were associated with these drug treatments at sub-MIC, which decreased in
murine pyelonephritic infectivity comparing to untreated control. In murine pyelonephritic infection
the therapeutic effect of levofloxacin was decreased due to longer administration interval, however,
the therapeutic effect of fleroxacin was almost unaffected by an increase in the administration
interval. Analysis of the pharmacokinetic parameters of 4 test drugs in kidneys indicates that
area under the curve in sub-MIC area may influence the therapeutic effect.


