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Levofloxacin（LVFX）の用法・用量を耐性化抑制の観点から検討する目的で，in vitroシミュレーショ
ンモデルを用いて本薬のヒトにおける血中濃度を再現し，Streptococcus pneumoniaeおよび Escherichia coli

に対する殺菌効果および抗菌薬作用後の耐性菌出現の有無を検討した。さらに，キノロン系抗菌薬の治
療効果および耐性化抑制に相関する PK�PDパラメータである AUC�MICおよび Cmax�MICを用いた解
析を実施した。LVFX感受性菌（MIC�2 µg�mL）を対象に検討した結果，S. pneumoniaeではAUC�MIC�
35.8および Cmax�MIC�5.45の場合に，E. coliでは AUC�MIC�47.3および Cmax�MIC�5.6の場合に高い
殺菌効果および LVFXの感受性低下ポピュレーションの出現が抑制された。すなわち，現在の海外通常
用量である 1日 500 mg単回経口投与（q.d.）の血中濃度推移では，LVFX耐性菌の出現が抑制された。
一方，国内における通常用量である 100 mg 1日 3回投与（t.i.d.），海外の尿路感染症における通常用量で
ある 250 mg q.d.，および 250 mg 1日 2回投与（b.i.d.）ではMICが 1～2 µg�mLの一部の菌株で Cmax�
MICのターゲット値を確保できず，抗菌薬作用後に LVFXに対する感受性が 1�8～1�2に低下した菌の
ポピュレーションが出現した。これらの耐性機作を解析した結果，標的酵素のキノロン耐性決定領域の
アミノ酸にキノロン耐性に関与する置換を 1カ所獲得したこと，あるいはキノロン排出ポンプが発現亢
進されたことが要因であることが示唆された。以上の成績から，LVFX 500 mg q.d.投与は，耐性化抑制
の観点から 100 mg t.i.d.，250 mg q.d.および 250 mg b.i.d.と比較して，より効果的な用法・用量であるこ
とが示唆された。
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Levofloxacin（LVFX）は，好気性のグラム陽性菌・陰性菌，
偏性嫌気性菌，マイコプラズマ属，クラミジア属などに対する
幅広い抗菌スペクトルを有し，呼吸器感染症，尿路感染症，皮
膚感染症，腸管感染症をはじめとする各種感染症に対して有
効である。
近年，キノロン系抗菌薬の使用頻度や使用量の増加ととも

に，本系統抗菌薬に対する耐性化が問題視されつつある。特に
尿路感染症では，主要原因菌である Escherichia coliにおいて，
キノロン系抗菌薬耐性菌が年々増加しており１），2004年の国
内臨床分離株における LVFX耐性率は 13％～24％に達した
と報告されている２～４）。一方，呼吸器感染症では主要原因菌で
ある Streptococcus pneumoniae および Haemophilus influenzae

に対し，キノロン系抗菌薬は 10年以上にわたり強い抗菌力を
維持している１，４）。しかしながら，キノロン系抗菌薬の処方機会

が多い高齢者では，S. pneumoniaeのキノロン系抗菌薬耐性菌
が増加しているとの報告もある５）。
近 年，抗 菌 薬 の Pharmacokinetics�Pharmacodynamics

（PK�PD）に関する研究が進み，有効性および細菌の抗菌薬に
対する耐性化は，その薬物動態と密接に関連していることが
解明されてきた。In vitro血中濃度シミュレーションモデルや
免疫抑制動物の局所感染モデルにおける検討から，キノロン
系抗菌薬は濃度依存的な殺菌作用を示し，治療効果に相関す
る主要な PK�PDパラメータは AUC�MICであり６～９），細菌の
キノロン系抗菌薬に対する耐性化の抑制には Cmax�MICも相
関することが報告されている１０～１２）。そのため，感染症治療の適
正化および抗菌薬耐性菌発現抑制の面から，対象疾患，抗菌薬
感受性動向も含め，抗菌薬の用法・用量の至適化が求められ
ている。

＊東京都江戸川区北葛西 1―16―13
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Fig. 1. Simulated blood concentration of levofloxacin in an in 
vitro pharmacokinetic model.
Open circles, 100 mg t.i.d.; closed diamonds, 500 mg q.d.; 
dotted line with asterisks, 250 mg q.d.; dotted line with 
closed triangles, 250 mg b.i.d.
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現在 LVFX経口薬の国内における通常用法・用量は，1
回 100 mg 1日 2～3回（t.i.d.）であるが，海外における通常用
法・用量は，主に 500 mg 1日 1回（q.d.）が用いられている。
本研究は，LVFXの用法・用量を本薬剤耐性化抑制の観点か
ら解析することを目的として，in vitroヒト血中濃度シミュ
レーションモデルにおける呼吸器感染症および尿路感染症の
代表原因菌に対する殺菌効果および LVFX耐性菌出現の有
無を検討したものである。なお，用法・用量としては，国内に
おける通常用量：100 mg t.i.d.，海外における通常用量：500
mg q.d.，尿路感染症における海外通常用量：250 mg q.d.，
および 250 mg 1日 2回（b.i.d.）投与を想定し，検討した。

I． 材 料 と 方 法
1．使用菌株と抗菌薬感受性
S. pneumoniaeは，標的酵素のキノロン耐性決定領域

（QRDR）にキノロン耐性に主にかかわるアミノ酸置換を
有 さ な い LVFX感 受 性 の 臨 床 分 離 株 EG00336，
EG00110，EG00245，EG00289，EG00453，EG00179お
よび EG00471の計 7株を用いた。なお，EG00245および
EG00179株は，reserpine（10 µg�mL）併用時に ciproflox-
acin（CPFX）の抗菌活性が非併用時の 4倍に上昇したた
め，薬剤排出ポンプ高発現株であると考えられた。E. coli

は，LVFX感受性の臨床分離株 GK00750，GK00459，
GK00052，GK00496および GK00142の計 5株を用い
た。標準法のMICは 2倍段階希釈のため，より詳細な
MICの把握を目的として Clinical Laboratory Standard
Institute（CLSI）微量液体希釈法を一部改変し，これら
の菌株に対する LVFXの詳細最小発育阻止濃度
（MIC）を測定した。すなわち，抗菌薬は 1.14倍段階希釈
し，3回のMIC測定の平均を詳細MICとした。

2．使用抗菌薬
LVFXおよび CPFXは第一三共株式会社合成品を，

Reserpineおよび Phe-Arg-β -naphthylamide（PAβN）は
Sigma Aldrich Japanより購入して用いた。各抗菌薬の
濃度は活性本体の値として表示した。

3．In vitro血中濃度シミュレーションシステムを用い
た殺菌効果の検討

1） シミュレーションモデルの設定
血中濃度推移の再現は，オートシミュレーションシス

テム（PASS400，大日本精機，京都）を用いて行った。
本実験では，ヒト経口投与時のモデルとして，LVFX 100
mg t.i.d.（6時間間隔）経口投与した場合，LVFX 250 mg
q.d.経口投与した場合，LVFX 250 mgを 1日 2回（b.i.d.，
12時間間隔）経口投与した場合，ならびに LVFX 500
mg q.d.経口投与した場合の血中濃度推移を国内臨床薬
理試験における単回投与時の血中濃度推移に基づき設定
した（Fig. 1）。各モデルの濃度推移は血中 total濃度推移
を再現し，濃度は HPLC法により確認した。

2） 殺菌作用の検討
S. pneumoniaeでは，35℃で一夜培養した菌株を 4時間

振盪培養し，2％馬溶血液（株式会社日本バイオテスト研
究所，東京）添加 Cation adjusted Mueller-Hinton broth
（CAMHB；Becton Dickinson and Company, Sparks,
MD., USA）にて 106～107 CFU�mLになるように適宜希
釈後，シミュレーション開始時の菌液とした。シミュレー
ション開始後 24時間まで適宜菌液をスキムミルク溶液
（終濃度 3％）中にサンプリングし，生理食塩水にて適宜
希釈後，その一定量を 5％緬羊脱繊維血液添加 Heart in-
fusion agar（HIA；栄研化学，東京）平板上に塗布し，35℃
で一夜培養後，寒天平板上のコロニー数を計測し生菌数
を算出した。なお，検出限界は 20 CFU�mLとした。

E. coliでは，35℃で一夜培養した菌株を 1時間振盪培
養し，CAMHBにて 106～107 CFU�mLになるように適宜
希釈後，シミュレーション開始時の菌液とした。シミュ
レーション開始後 24時間まで適宜菌液をサンプリング
し，生理食塩水にて適宜希釈後，その一定量をMueller-
Hinton agar（MHA；Becton Dickinson and Company）平
板上に塗布し，35℃で一夜培養後，寒天平板上のコロ
ニー数を計測し生菌数を算出した。なお，検出限界は 10
CFU�mLとした。

4．ポピュレーション解析
シミュレーション開始 24時間後の菌液を適宜希釈後，

抗菌薬非含有および 1�4～16 MIC（最終濃度）の LVFX
含有MHA（S. pneumoniaeの場合は 5％緬羊脱繊維血液
加MHA）平板に塗布した。35℃で 48時間培養後，寒天
平板上のコロニー数を計測した。シミュレーション開始
前の菌株についても同様の試験を実施し，抗菌薬作用前
後の LVFX感受性ポピュレーションと比較し，抗菌薬感
受性の変化を検討した。なお，E.coliおよび S. pneumoniae
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の検出限界は，それぞれ 20および 40 CFU�mLとした。
5．抗菌薬感受性低下株の解析
ポピュレーション解析の結果，抗菌薬作用 24時間後の

菌液にシミュレーション開始前の菌と比較して LVFX
に低感受性化したポピュレーションが確認された場合
は，以下の操作を実施した。抗菌薬作用 24時間後の菌液
を塗布した抗菌薬非含有平板上のコロニーを適宜，抗菌
薬非含有（マスタープレート）および 1�2～16 MIC（最
終濃度）の LVFX含有MHA（S. pneumoniaeの場合は 5％
緬羊脱繊維血液加MHA）平板にレプリカした。抗菌薬作
用前の菌と比較して LVFXに対する感受性が低下した
もののなかから無作為に抽出し，相当するマスタープ
レート上のコロニーについて，薬剤感受性測定，標的酵
素の QRDR部位の塩基配列解析および薬剤排出ポンプ
発現の有無について検討した。

1） 薬剤感受性測定
LVFXのMICを，CLSIのMIC測定法に準じた寒天

平板希釈法により測定した。
2） 標的酵素の QRDR部位の塩基配列解析
標的酵素の各遺伝子（gyrA，gyrB，parCおよび parE）

の QRDR部位を Ex Taq DNA Polymerase（タカラバイ
オ株式会社，滋賀）および GeneAmp PCR System 9700
（Applied Biosystems, Foster city, CA., USA）を用いて，
PCR法により増幅し，3100-Avant Genetic Analyzer
（Applied Biosystems�HITACHI）を用いて塩基配列を決
定し，アミノ酸置換を解析した。使用プライマーは以下
のとおりである。
（1） S. pneumoniae

gyrA：5’―GTCAATCTGACAAAGGAGATGAAGG-3’
（塩基 25―49）および

5 ’―CAATCTCTGTACGAGAACGTAGGAC-3 ’（塩基
739―715）

gyrB：5’―TTACCAATCGCCTCTTCAGTGAAGC-3’
（塩基 1070―1094）および

5’―CTTCCAACCTTGACACCATAGATTGG-3’（塩基
1646―1621）

parC：
5’―ATGTCTAACATTCAAAACATGTCCCTG-3’
（塩基 10―36）および
5 ’―AAACTGCAGCATCTATGACCTCAGC-3 ’（塩基

583―559）
parE: 5’―CAGTTGTGGATGGAATAGTGGCTG-3’（塩

基 1061―1084）および
5 ’ ― GGACATCTTGTAAAGAGGTGGGAG-3 ’（塩基

1638―1615）
なお，キノロン耐性にかかわるアミノ酸置換（ParC 79

位および 83位，ParE 435位および 474位，GyrA 81位お
よび 85位，GyrB 435位および 474位）について確認し
た。

（2） E. coli

gyrA：5’―GAGCTCCTATCTGGATTAT-3’（塩基 54―
72）および

5’―GAGCGCGGATATACACCTT-3’（塩基 733―715）
gyrB： 5 ’ ―GTGAAATGACCCGCCGTAAA-3 ’（塩基

1166―1185）および
5 ’ ― CGTCGCGTTGTACTCAGATA-3 ’（塩基 1770 ―

1751）
parC：5’―GACCGTGCGTTGCCGTTTAT-3’（塩基 82―

101）および
5’―GTGGTAGCGAAGAGGTGGTT-3’（塩基 956―937）
parE： 5 ’ ― GCCCAGCGCCGTATGCGTGC-3 ’（塩基

1126―1145）および
5 ’ ― GTTCGGATCAAGCGTGGTTT-3 ’（塩基 1746 ―

1727）
なお，キノロン耐性にかかわるアミノ酸置換（GyrA

83位および 87位，GyrB 426位，ParC 80位および 84
位）について確認した。

3） 薬剤排出ポンプ発現に関する解析
（1） S. pneumoniae

Reserpine 10 µg�mL添加および非添加時の CPFXの
MICを寒天平板希釈法にて測定した。非添加時�添加時
のMIC比（Ratio）が 4以上の株を薬剤排出ポンプ高発現
株と判定した。
（2） E. coli

PAβN 100 µg�mL添加および非添加時の LVFXの
MICを寒天平板希釈法にて測定した。非添加時�添加時
のMIC比（Ratio）が 4以上の株を薬剤排出ポンプ高発現
株と判定した。

II． 結 果
1．In vitro血中濃度シミュレーションシステムを用い
た LVFXの殺菌作用およびシミュレーション開始
24時間後の菌液のポピュレーション解析

1） S. pneumoniae

LVFX 100 mg t.i.d.投与および 500 mg q.d.投与時のヒ
ト血中濃度推移をシミュレートした際の各供試菌株にお
ける生菌数変化を Fig. 2に，シミュレーション開始 24
時間後の菌液のポピュレーション解析結果を Fig. 3に示
す。いずれの菌株においても controlの生菌数は培養開
始後に 108～109 CFU�mLまで増加し，その後徐々に減少
したが再び増殖を開始した。

LVFX 100 mg t.i.d.モデルでは，S. pneumoniae EG00336
（LVFXのMIC；0.5 µg�mL）においてシミュレーショ
ン開始後に殺菌作用が認められ，生菌数は検出限界近く
まで減少し，その後の再増殖はほとんど認められなかっ
た（Fig. 2A）。本菌株では，抗菌薬作用によりシミュレー
ション開始前と比較して LVFXに対する感受性が低下
した菌のポピュレーションは確認されなかった（Fig.
3A）。S. pneumoniae EG00110，EG00245および EG00289
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Fig. 2. Bactericidal activity of levofloxacin against clinical isolates of Streptococcus pneumoniae in an in vitro 
pharmacokinetic model.
(A) S. pneumoniae EG00336, (B) S. pneumoniae EG00110, (C) S. pneumoniae EG00245, (D) S. pneumoniae 
EG00289, (E) S. pneumoniae EG00453, (F) S. pneumoniae EG00179, (G) S. pneumoniae EG00471. Open circles, 
100 mg t.i.d.; closed diamonds, 500 mg q.d.; solid line, growth control, dotted line; detection limit.
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（LVFXのMIC；1.1 µg�mL）では，生菌数は抗菌薬作用
により初期菌数の約 1�102～1�104に減少するものの，そ

の後 24時間までに菌は初期菌数を超えない程度に再増
殖した（Fig. 2B，C，D）。これらの株においてはシミュ
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Fig. 3. Frequency of resistant population in clinical isolates of Streptococcus pneumoniae after simulating 
blood concentration of levofloxacin.
(A) S. pneumoniae EG00336, (B) S. pneumoniae EG00110, (C) S. pneumoniae EG00245, (D) S. pneumoniae 
EG00289, (E) S. pneumoniae EG00453, (F) S. pneumoniae EG00179, (G) S. pneumoniae EG00471. Open cir�
cles, 100 mg t.i.d.; closed diamonds, 500 mg q.d.; solid line, control with no drug treatment, dotted line; 
detection limit.
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レーション開始前と比較して LVFXに対する感受性が
1�2に低下した菌のポピュレーションが確認された（Fig.
3B，C，D）。一方，S. pneumoniae EG00453（LVFX の
MIC；1.3 µg�mL），EG00179（LVFXの詳細MIC；1.5
µg�mL）および EG00471（LVFXのMIC；1.5 µg�mL）
では初期菌数を維持する静菌的な作用しか認められず，

24時間後の菌数は初期菌数を上回った（Fig. 2E，F，
G）。これらの株においては LVFXに対する感受性が抗菌
薬作用前と比較して 1�2～1�8に低下した菌のポピュ
レーションが確認された（Fig. 3E，F，G）。
一方，LVFX 500 mg q.d.モデルでは，供試した 7株す

べてにおいて強い殺菌作用が認められ，抗菌薬作用 7時
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Table 1. Pharmacokinetic/pharmacodynamic parameters and bactericidal effect of levofloxacin in 100 mg t.i.d. and 500 mg q.d. models 
in Streptococcus pneumoniae

Degree in
population
analysisb

Log of CFU/mL 
at 24 h

Log of CFU/mL
at 0 hCmax/MICAUC/MICSimulation

model
Detailed MICa
( μ g/mL)Strain No.

11.306.923.1042.9100 mg t.i.d.0.5EG00336
11.307.0816.3107500 mg q.d.
26.376.911.4119.5100 mg t.i.d.1.1EG00110
13.266.857.4348.8500 mg q.d.
25.206.971.4119.5100 mg t.i.d.1.1EG00245
13.606.947.4348.8500 mg q.d.
26.626.741.4119.5100 mg t.i.d.1.1EG00289
13.376.807.4348.8500 mg q.d.
87.836.431.1916.5100 mg t.i.d.1.3EG00453
11.606.396.2841.3500 mg q.d.
87.376.671.0314.3100 mg t.i.d.1.5EG00179
15.386.885.4535.8500 mg q.d.
27.646.321.0314.3100 mg t.i.d.1.5EG00471
12.736.235.4535.8500 mg q.d.

a: MIC was tested 3 times and the average calculated.
b: Degree of the susceptibility reduction to levofloxacin at 24 h.

間までに生菌数は約 1�103～1�106に減少した。その後，
EG00110，EG00245，EG00289，EG00179および EG00471
では再増殖が認められたものの，24時間後の生菌数は初
期菌数を下回った。本モデルでは，すべての株において
LVFXに対する感受性が低下した菌のポピュレーショ
ンは確認されなかった。

Table 1に供試株における検討結果から算出した各種
ファーマコダイナミック（PD）パラメータおよび殺菌効
果パラメータを示した。S. pneumoniaeでは，AUC�MIC
が 35.8以 上 お よ び Cmax�MICが 5.45以 上 の 場 合 に
LVFX感受性低下菌の出現は認められなかった。

2） E. coli

LVFX 100 mg t.i.d.投与，250 mg q.d.投与，250 mg b.i.d.
投与（E. coli GK00052，GK00496および GK00142のみ実
施）および 500 mg q.d.投与時のヒト血中濃度推移をシ
ミュレートした際の各供試菌株における生菌数変化を
Fig. 4に，シミュレーション開始 24時間後の菌液のポ
ピュレーション解析結果を Fig. 5に示す。いずれの菌株
においても controlの生菌数は培養開始後に 109 CFU�
mLまで増加し，定常状態に達した。

LVFX 100 mg t.i.d.モデルでは，E. coli GK00750（LVFX
のMIC；0.38 µg�mL）においてはシミュレーション開始
直後に殺菌作用が認められ，生菌数は検出限界付近にま
で減少したが，その後再増殖した（Fig. 4A）。本菌株にお
いては，抗菌薬作用によりシミュレーション開始前と比
較して LVFXに対する感受性が 1�2に低下した菌のポ
ピュレーションが確認された（Fig. 5A）。E. coli GK00459
（LVFX の MIC；0.78 µg�mL），GK00052（LVFX の
MIC；0.84 µg�mL）および GK00496（LVFXのMIC；1.1
µg�mL）では，生菌数は抗菌薬作用 4～6時間後に初期菌
数の約 1�102～1�103に減少するものの，その後初期菌数

を上回るまでに再増殖した（Fig. 4B，C，D）。これらの
菌株においてはシミュレーション開始前と比較して
LVFXに対する感受性が 1�2～1�8に低下した菌のポ
ピュレーションが確認された（Fig. 5B，C，D）。一方，
E. coli GK00142（LVFXのMIC；1.52 µg�mL）では殺菌
作用は認められず，コントロールと同様の菌の増殖が確
認された（Fig. 4E）。本株においては LVFXに対する感受
性が低下した菌のポピュレーションは確認されなかった
（Fig. 5E）。

LVFX 250 mg q.d.モデルでは，E. coli GK00750および
GK00459においてはシミュレーション開始直後に殺菌
作用が認められ，生菌数は検出限界付近にまで減少した
が，その後再増殖した（Fig. 4A，B）。これらの菌株にお
いては，抗菌薬作用によりシミュレーション開始前と比
較して LVFXに対する感受性が低下した菌のポピュ
レーションは確認されなかった（Fig. 5A，B）。E. coli GK
00052，GK00496および GK00142では，抗菌薬作用によ
り生菌数は初期菌数の約 1�102～1�103に減少するもの
の，その後初期菌数を上回るまでに再増殖した（Fig. 4
C，D，E）。これらの株においてはシミュレーション開
始前と比較して LVFXに対する感受性が 1�2～1�8に低
下した菌のポピュレーションが確認された（Fig. 5C，
D，E）。

LVFX 250 mg b.i.d.モデルでは，検討を実施した E. coli

GK00052，GK00496および GK00142において，生菌数
は抗菌薬作用後に初期菌数の約 1�102～1�103に減少する
ものの，その後初期菌量を上回るまでに再増殖した（Fig.
4C，D，E）。これらの株においてはシミュレーション開
始前と比較して LVFXに対する感受性が 1�2～1�8に低
下した菌のポピュレーションが確認された（Fig. 5C，
D，E）。
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Fig. 4. Bactericidal activity of levofloxacin against clinical isolates of Escherichia coli in an in vitro pharmacoki�
netic model.
(A) E. coli GK00750, (B) E. coli GK00459, (C) E. coli GK00052, (D) E. coli GK00496, (E) E. coli GK00142. Open 
circles, 100 mg t.i.d.; dotted line with asterisks, 250 mg q.d.; dotted line with closed triangles, 250 mg b.i.d.; 
closed diamonds, 500 mg q.d.; solid line, growth control.

(A)

(C)

(E)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

L
o

g 
 C

F
U

/m
L

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

L
o

g 
C

F
U

/m
L

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

L
o

g 
C

F
U

/m
L

(B)

(D)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Time (h)Time (h)

Time (h)Time (h)

Time (h)

0 4 8 12 16 20 24

0 4 8 12 16 20 24

0 4 8 12 16 20 24

0 4 8 12 16 20 24

0 4 8 12 16 20 24

一方，LVFX 500 mg q.d.モデルでは，供試した 8株す
べてにおいて殺菌作用が認められ，生菌数は約 1�103～1�
105に減少した。菌はその後再増殖したものの GK00142
以外では 24時間後の菌量は初期菌数を下回った（Fig. 4
A～E）。ポピュレーション解析の結果，抗菌薬作用前後
で LVFX感受性に変動は認められず，LVFX感受性低下
菌の出現は認められなかった（Fig. 5A～E）。

Table 2に供試株の検討結果から算出した各種 PDパ
ラメータおよび殺菌効果パラメータを示した。今回の検

討の結果，E. coliでは，AUC�MICが 47.3以上および
Cmax�MICが 5.6以上の場合に，LVFX感受性低下菌の出
現は認められなかった。

2．シミュレーション開始 24時間後の菌液の解析
1） S. pneumoniae

LVFX 100 mg t.i.d.作用後の S. pneumoniae EG00110，
EG00245，EG00289，EG00453および EG00179で出現
した LVFX低感受性化コロニーにおける低感受性化機
序の解析結果を Table 3に示した。



8 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 J A N. 2 0 0 9

Fig. 5. Frequency of resistant population in clinical isolates of Escherichia coli after simulating blood concen�
tration of levofloxacin.
(A) E. coli GK00750, (B) E. coli GK00459, (C) E. coli GK00052, (D) E. coli GK00496, (E) E. coli GK00142. Open 
circles, 100 mg t.i.d.; dotted line with asterisks, 250 mg q.d.; dotted line with closed triangles, 250 mg b.i.d.; 
closed diamonds, 500 mg q.d.; solid line, control with no drug treatment, dotted line; detection limit.
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（1） 標的酵素の QRDR部位のアミノ酸置換と抗菌薬
感受性

LVFX 100 mg t.i.d.作用後の S. pneumoniae EG00110，
EG00245，EG00289，EG00453および EG00179で出現
した LVFX低感受性化コロニーにおいて，標的酵素の
QRDRにアミノ酸置換を 1カ所獲得〔ParC（Ser79→
Tyr，Pheまたは Asp83→Asn，Tyr），ParE（Asp435
→Asn）あるいは GyrA（Ser81→Phe）〕したことにより，
LVFXのMICが 2倍に上昇した変異株が確認された。
なお，S. pneumoniae EG00471株でも抗菌薬作用後に
LVFXに対する感受性が 1�2に低下した菌のポピュ
レーションが確認されたが，QRDRのアミノ酸置換は確
認されなかった（data not shown）。

（2） 薬剤排出ポンプ発現
薬剤排出ポンプの発現株であることが示唆された S.

pneumoniae EG00245および EG00179では，LVFX 100
mg t.i.d.作用後に LVFXのMICが 4あるいは 8倍に上
昇した耐性化コロニーが確認された。これらの株に対す
る CPFXのMICは reserpineを併用することにより 1�
16に低下しており，抗菌薬作用前の株と比較して reser-
pineの併用効果が 4倍に増強されたことから，抗菌薬作
用によりさらに薬剤排出ポンプの発現が亢進されたこと
が示唆された。S. pneumoniae EG00110，EG00289および
EG00453では，抗菌薬作用後にポンプ発現を亢進した株
は確認されなかった。なお，S. pneumoniae EG00471株で
も抗菌薬作用後に LVFXに対する感受性が 1�2に低下
した菌のポピュレーションが確認されたが，ポンプ発現
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Table 2. Pharmacokinetic/pharmacodynamic parameters and bactericidal effect of levofloxacin in 100 mg t.i.d., 250 mg q.d., 250 mg 
b.i.d., and 500 mg q.d. models in Escherichia coli

Degree in
population
analysisb

Log of CFU/mL 
at 24 h

Log of CFU/mL
at 0 hCmax/MICAUC/MICSimulation

model
Detailed MICa
( μ g/mL)Strain No.

23.676.424.256.6100 mg t.i.d.0.38GK00750
14.886.448.252.4250 mg q.d.
13.906.4516.3136.8500 mg q.d.

29.156.372.127.6100 mg t.i.d.0.78GK00459
17.746.414.025.5250 mg q.d.
14.026.447.966.7500 mg q.d.

89.206.291.925.6100 mg t.i.d.0.84GK00052
89.296.363.723.7250 mg q.d.
89.026.884.243.1250 mg b.i.d.
14.236.407.461.9500 mg q.d.

28.256.401.519.5100 mg t.i.d.1.10GK00496
28.906.482.818.1250 mg q.d.
48.536.703.232.9250 mg b.i.d.
16.056.415.647.3500 mg q.d.

19.136.211.114.1100 mg t.i.d.1.52GK00142
29.256.252.013.1250 mg q.d.
29.056.562.323.8250 mg b.i.d.
16.826.294.134.2500 mg q.d.

a: MIC was tested 3 times and the average was calculated.
b: Degree of the susceptibility reduction to levofloxacin at 24 h.

Table 3. MICs with or without reserpine and amino acid substitutions in the QRDR after treatment with levofloxacin 100 mg t.i.d. 
model

MIC ( μ g/mL)Amino acid substitution

Isolate
 Ratiob

 Ciprofloxacin
LevofloxacinGyrAParE ParC

＋ReserpineAlone

2121NoneNoneNoneEG00110

2242NoneNoneSer79→TyrLVFX/EG00110-1a

2242NoneAsp435→AsnNoneLVFX/EG00110-2

40.521NoneNoneNoneEG00245

161164NoneNoneNoneLVFX/EG00245-1
4282NoneNoneAsp83→AsnLVFX/EG00245-2
4142NoneAsp435→AsnNoneLVFX/EG00245-3

20.511NoneNoneNoneEG00289

2242NoneNoneSer79→TyrLVFX/EG00289-1
2242NoneNoneAsp83→TyrLVFX/EG00289-2
2122Ser81→PheNoneNoneLVFX/EG00289-3

2121NoneNoneNoneEG00453

2242NoneNoneAsp83→TyrLVFX/EG00453-1
2242NoneNoneAsp83→AsnLVFX/EG00453-2

4141NoneNoneNoneEG00179

321328NoneNoneNoneLVFX/EG00179-1
4282NoneNoneSer79→PheLVFX/EG00179-2

a: LVFX, isolate after treatment with levofloxacin 100 mg t.i.d. model.
b: Values listed are reduction (n-fold) in MIC of ciprofloxacin with addition of reserpine (10 μ g/mL).

亢進は確認されなかった（data not shown）。
2） E. coli

LVFX 100 mg t.i.d.あるいは 250 mg q.d.作用後の E.

coli GK00459，GK00052，GK00496お よ び GK00142で

出現した LVFX低感受性化コロニーにおける低感受性
化機序の解析結果を Table 4に示した。
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Table 4. MICs with or without PA β N and amino acid substitutions in the QRDR after treatment with 
levofloxacin 100 mg t.i.d. model or 250 mg q.d. model

MIC ( μ g/mL)Amino acid substitutionLVFX 
simulation
model

Isolate
 Ratiob

 Levofloxacin
ParCGyrA ＋PAβ NAlone

40.251Glu84→GlySer83→Leu― aGK00459

160.254Glu84→GlySer83→Leu100 mg t.i.d.LVFX/GK00459

40.251Ser80→IleSer83→Leu―GK00052

428Ser80→IleSer83→Leu100 mg t.i.d.LVFX/GK00052-1
Asp87→Gly

428Ser80→IleSer83→Leu250 mg q.d.LVFX/GK00052-2
Asp87→Gly

80.1251NoneSer83→Leu―GK00496

160.1252NoneSer83→Leu100 mg t.i.d.LVFX/GK00496-1
160.1252NoneSer83→Leu250 mg q.d.LVFX/GK00496-2

80.252NoneSer83→Leu―GK00142

160.254NoneSer83→Leu250 mg q.d.LVFX/GK00142
a: No treatment, b: Values listed are reduction (n-fold) in MIC of levofloxacin with addition of Phe-Arg- β -
naphthylamide（PAβ N, 100 μ g/mL).

（1） 標的酵素の QRDR部位のアミノ酸置換と抗菌薬
感受性

LVFX 100 mg t.i.d.および 250 mg q.d.作用後の E. coli

GK00052で出現した耐性化コロニーにおいて，GyrAの
QRDRにアミノ酸置換を 1カ所獲得（Asp87→Gly）した
ことにより，LVFXのMICが 8倍に上昇した変異株が
確認された。
（2） 薬剤排出ポンプ発現
E. coli GK00459で は，LVFX 100 mg t.i.d.作 用 後 に

LVFXのMICが 4倍に上昇した低感受性化コロニーが
確認された。また，E. coli GK00496では LVFX 100 mg
t.i.d.および 250 mg q.d.作用後に，E. coli GK00142では
LVFX 250 mg q.d.作用後に LVFXのMICが 2倍に上昇
した低感受性化コロニーが確認された。これらの株に対
する LVFXのMICは PAβNを併用することにより，す
べて 1�16に低下した。また，これらの株では PAβNの併
用効果が抗菌薬作用前の株と比較して 2～4倍に増強さ
れたことから，抗菌薬作用によりさらに薬剤排出ポンプ
の発現が亢進されたことが示唆された。E. coli GK00052
では，抗菌薬作用後にポンプ発現を亢進した株は確認さ
れなかった。なお，E. coli GK00750株では LVFX 100 mg
t.i.d.作用後に LVFXに対する感受性が 1�2に低下した
菌のポピュレーションが確認されたが，薬剤排出ポンプの
さらなる発現亢進は確認されなかった（data not shown）。

III． 考 察
キノロン系抗菌薬に関しては，in vitro血中濃度シミュ

レーションモデルや免疫抑制動物の局所感染モデルにお
ける検討およびヒトでの臨床試験の成績から，治療効果
に相関する主要な PK�PDパラメータは AUC�MICであ
り６～９），一方，細菌のキノロン系抗菌薬に対する耐性化の

抑制には Cmax�MICも相関することが報告されてい
る１０～１２）。今回，LVFXの用法・用量を耐性化抑制の観点か
ら検討する目的で，in vitroシミュレーションモデルを用
いて本薬のヒトにおける血中濃度を再現し，LVFX感受
性の S. pneumoniaeおよび E. coliに対する殺菌効果およ
び抗菌薬作用後の耐性菌出現の有無を検討した。その結
果，S. pneumoniaeでは AUC�MICが 35.8以上および
Cmax�MICが 5.45以上の場合に高い殺菌効果および
LVFXの感受性低下ポピュレーションの出現抑制が確
認された。S. pneumoniaeに関しては，in vitroシミュレー
ションモデルを用いた種々の検討結果が報告されている
が，ターゲット値はキノロン系抗菌薬により異なるとさ
れている１３，１４）。LVFXに関する研究では，Listerら，Lacy
ら，および Zhanelらは，AUC0-24h�MICが 30～35以上の
場合に LVFXの治療効果が確認されると報告してい
る６，１４，１５）。また，Madaras-Kellyらは，Cmax�MICが 5以上
では S. pneumoniaeにおける LVFXへの耐性化は認めら
れなかったことを１０），Coyleらは AUC0-24h�MIC�31.7お
よび Cmax�MIC�3.1では菌の再増殖と耐性菌出現が確認
されたことを報告しており１６），今回のわれわれの検討結
果を支持するものであった。
一方，E. coliにおける検討では，AUC�MICが 47.3以上

および Cmax�MICが 5.6以上の場合に LVFX感受性低下
菌の出現抑制が確認された。キノロン系抗菌薬の有効性
および耐性菌発現抑制に関しては，S. pneumoniae以外の
菌種に対しても AUC�MICおよび Cmax�MICが相関する
とされているが，E. coliでは S. pneumoniaeと比較して詳
細な検討報告が少ないのが現状である。その要因の一つ
に，E. coliが主要原因菌となる尿路感染症の薬効発現に
は，抗菌薬の尿中濃度および血中濃度のいずれがより重
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要であるかが明確となっていない点が挙げられる１７，１８）。
LVFXは，尿中では低 pHや金属イオンの影響を受け抗
菌活性が低下するものの，尿中排泄型であるため尿中濃
度は血中濃度の 100倍以上となることから，有用な尿路
感染症治療薬とされている。一方，尿中濃度は尿中の細
菌を除去するうえでは重要となるが，腎組織感染や尿路
性敗血症患者では尿中濃度より血中濃度のほうが有用な
サロゲートマーカーとなるとの報告もある１７）。グラム陰
性菌を用いた in vitroシミュレーションモデルにおける
検討はいずれも血中濃度を用いたものであるが，
Madaras-Kellyらが CPFXおよび ofloxacinでは，Pseu-

domonas aeruginosaに対する殺菌効果に必要な AUC�
MICは 100と報告しており１９），Dudleyらは CPFXと P.

aeruginosaを用いた検討から，耐性化抑制には 8以上の
Cmax�MICが必要だとしている２０）。 われわれの検討でも，
E. coliでは S. pneumoniaeと比較して高いターゲット値
が得られた。尿路感染症における AUC�MICおよび
Cmax�MICのターゲット値に関しては尿中濃度との関係
も含めてさらに詳細な研究が必要であるが，臨床におけ
る検討結果からは尿路感染症治療には高用量のキノロン
系抗菌薬を投与することが推奨されており２１），米国での
尿路感染症の治療には LVFX 250 mg q.d.よりも 500 mg
q.d.の処方数が多くなっている。
今回，S. pneumoniaeで 100 mg t.i.d.投与モデルで抗菌

薬作用後に LVFXに対する感受性が低下したポピュ
レーションの耐性機序について解析した結果，抗菌薬作
用前と比較して標的酵素の QRDRのアミノ酸の一変異，
あるいはキノロン排出ポンプの発現亢進が確認された。
前者に関しては，Fukudaらの研究においても LVFX
の 100 mg t.i.d.投与の in vitroシミュレーションで，一変
異株が選択されることが報告されている２２）。一方，後者に
関しては，S. pneumoniaeでは主に PmrAポンプの存在が
知られているが，それ以外にも reserpineで阻害を受け
るポンプが存在することが報告されている２３）。PmrAポ
ンプは親水性の基質を排出しやすいため，LVFXより
CPFXを良好な基質とする２４，２５）。Louieらの報告では，in

vitroシミュレーション実験において，CPFXを作用させ
た野生株からはポンプ高発現株が選択されたが，LVFX
では選択されなかった２４）。しかしながら，ポンプ高発現株
に CPFXあるいは LVFXを作用させた場合，CPFXだ
けでなく LVFXにおいてもポンプのさらなる発現亢進
株が選択されており２４），今回のわれわれの結果と一致す
るものであった。

E. coliに関しては，LVFX 100 mg t.i.d.，250 mg q.d.，
250 mg b.i.d.および 500 mg q.d.投与時の血中濃度を用い
た検討を実施したが，AUCおよび Cmaxの低い 100 mg
t.i.d.，250 mg q.d.および 250 mg b.i.d.では感受性低下ポ
ピュレーションが出現した。100 mg t.i.d.および 250 mg
q.d.投与モデルで抗菌薬作用後に LVFXに対する感受性

が低下したポピュレーションの耐性機序について解析し
た結果，抗菌薬作用前と比較して標的酵素の QRDRのア
ミノ酸変異の蓄積，あるいはキノロン排出ポンプの発現
亢進が確認された。E. coliでは LVFXを用いた in vitro

シミュレーションモデルにおける同様な検討報告はない
が，キノロン系抗菌薬に対する耐性度は標的酵素の
QRDRの遺伝子変異の蓄積および薬剤排出ポンプの発
現により段階的に上昇することが報告されている２６，２７）。E.

coliにおけるキノロン系抗菌薬耐性機構としては，これ
ら以外にも外膜蛋白質や LPSの変異等が挙げられ２８），S.

pneumoniaeと比較してより複雑な耐性機構の蓄積によ
り LVFXの感受性低下ポピュレーションが出現すると
考えられた。
本邦における 1996年～2004年の臨床分離 S. pneumo-

niaeの LVFX感受性率は 97.2～99.3％であり，LVFX
は上市以来 10年以上にわたり強い抗菌力を維持してい
る１，４）。しかしながら，海外では臨床分離株のなかで
QRDRに一変異を有する株の比率は，LVFXのMICが 2
µg�mLの菌株のなかで 30～71％２９～３１），1 µg�mLの菌株
のなかで 6～25％３０，３１）との報告もある。S. pneumoniaeで
は，QRDRに一変異を有する株のほとんどは LVFX感受
性（MIC�2 µg�mL）であるが，一変異株では野生株と
比較して自然耐性菌出現頻度が増加すると報告されてい
る３２～３４）。一変異株にさらなる変異が入ると，S. pneumoniae

では LVFX耐性菌（MIC�8 µg�mL）となる３２，３３）。一方，
臨床分離株におけるキノロン排出ポンプ発現に関して
は，Zhanelはカナダにおけるキノロン耐性臨床分離株
34株中 12株（35.3％）がポンプ高発現株であったと報告
している３５）。ポンプ変異株の場合も野生株と比較して自
然耐性菌出現頻度が増加するとともに，QRDRの一変異
株が選択されやすくなるとの報告もある２５）。事実，S.

pneumoniaeの一変異株では LVFX 500 mg q.d.において
も in vitroシミュレーション実験において十分な殺菌効
果が認められず，QRDRにさらなる変異を獲得した
LVFX耐性菌を選択することが報告されている３６～３８）。す
なわち，一変異株あるいはポンプ高発現株を増やすこと
は将来における高度耐性菌の増加につながる可能性を示
唆するものと考えられる。一方，今回の検討で示された
ように，抗菌薬の用法・用量を PK�PDの観点から至適
化することによって，このような低感受性ポピュレー
ションの出現を抑制することが可能と考えられた。
今回のわれわれの検討結果より，LVFXの 500 mg q.d.

の投与法は，100 mg t.i.d.，250 mg q.d.あるいは 250 mg
b.i.d.と比較して，より効果的に将来の耐性化を抑制でき
る用法・用量である可能性が示唆された。抗菌薬の広汎
な使用に伴い抗菌薬耐性菌が増加する一方で，新規抗菌
薬の創出が困難な現況では，既存の抗菌薬を長期にわた
り有効に使用していくことが必要であると考える。その
ためにも，適切な投与法を用いることが肝要であると考
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えられた。
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Evaluation of levofloxacin dosage regimens to prevent the appearance
of resistant mutants in Streptococcus pneumoniae and Escherichia coli using

an in vitro simulation model
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To determine levofloxacin(LVFX) dosage regimens for preventing the appearance of resistant mutants,
we evaluated bactericidal activity and the emergence of resistant subpopulations in Streptococcus pneumoniae
and Escherichia coli by simulating human blood concentration after receiving LVFX using an in vitro simula-
tion model. We then evaluated AUC�MIC and Cmax�MIC ratios identified as pharmacodynamic predictors of
clinical and microbiological outcomes and the appearance of bacterial resistance. For levofloxacin-suscep-
tible strains (MIC�2 µg�mL) of S. pneumoniae and E. coli, an AUC�MIC ratio of�35.8 and a Cmax�MIC ratio
of�5.45 and an AUC�MIC ratio of �47.3 and a Cmax�MIC ratio of �5.6, respectively, were needed to show
potent bactericidal activities without the emergence of subpopulations with decreased susceptibility to
LVFX. This means that the emergence of LVFX-resistant subpopulations was prevented in the model of
LVFX 500 mg q.d. Subpopulations in which a susceptibility to LVFX decreased from 1�8 to 1�2 appeared in
some strains where the MIC of LVFX was 1―2 µg�mL after being treated with 100 mg t.i.d., 250 mg q.d. or
250 mg b.i.d. These subpopulations acquired one quinolone-resistance-associated amino acid substitution in the
quinolone-resistance determining region of target enzymes or increased expression of the qionolone efflux
pump. This suggested that LVFX 500 mg q.d. would be a more effective dosage regimen than 100 mg t.i.d.,
250 mg q.d., and 250 mg b.i.d. to prevent the appearance of resistant mutants.


