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In vitro pharmacokinetic modelにおける Streptococcus pneumoniaeに対する
pazufloxacinの殺菌効果および耐性化の検討

久田 晴美・福田 淑子・古家 由理・高畑 正裕・野村 伸彦・満山 順一
富山化学工業株式会社綜合研究所＊

（平成 22年 8月 6日受付・平成 22年 9月 13日受理）

Pazufloxacin（PZFX）1,000 mg×2回�日投与時の Streptococcus pneumoniaeに対する有効性を評価する
ため，ヒト血清中蛋白非結合体濃度を再現した in vitro pharmacokinetic（PK）modelを用い，殺菌効果
ならびに耐性菌出現の有無について 500 mg×2回�日投与時と比較検討し，以下の成績を得た。

1）S. pneumoniae D-979に対し，1,000 mg×2回�日投与時では 24時間後に再増殖は認められず，強い
殺菌効果を示した。500 mgおよび 1,000 mg×2回�日投与時の殺菌曲線上面積（area above the killing
curve：AAKC）は 76.1および＞104 ΔLog CFU・h�mLであり，1,000 mg×2回�日への増量により殺菌
効果は増強した。本菌株に対する 1,000 mg×2回�日投与時の free AUC（fAUC）�MICは 35.3で，500
mg×2回�日投与時に比べ 2.4倍大きかった。

2）PZFX 500 mg×2回�日投与時の 24時間後の菌液では，薬剤非添加時に比べ感受性が 1�2に低下し
たポピュレーションが一部認められたが，GyrA，GyrB，ParCおよび ParEのキノロン耐性決定領域
（quinolone resistance-determining region：QRDR）にアミノ酸変異はなく，reserpine添加により影響
を受ける薬剤排出ポンプの発現亢進は認められなかった。一方，1,000 mg×2回�日投与時では感受性の
低下したポピュレーションは認められなかった。
以上，PZFX 1,000 mg×2回�日の用量は，S. pneumoniaeに対し，有効性の確保ならびに耐性菌出現抑

制の観点から有用である可能性が示唆された。
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Pazufloxacin（PZFX）は，嫌気性菌を含むグラム陽性なら
びに陰性菌に対して幅広い抗菌スペクトルと強い抗菌力を有
し，各種臨床分離株に対して良好な抗菌力を示す１，２）。本薬は，
2002年に慢性呼吸器病変の二次感染，肺炎，肺膿瘍等に対す
る治療薬として 500 mg×2回�日点滴静注の注射薬として上
市され，臨床の場で良好な治療成績を挙げてきた。

Streptococcus pneumoniaeは市中肺炎，敗血症，髄膜炎などの
重症感染症や中耳炎などの主要原因菌であり３），近年，日本で
は，β―ラクタム系薬やマクロライド系薬耐性菌が臨床的に問
題となっている４～７）。

PZFXの従来の用法用量では初回申請時の臨床試験におい
て S. pneumoniaeの菌陰性化率が十分でなかった８，９）ことから
S. pneumoniaeに対する適応を得られていなかったが， 今回，
1,000 mg×2回�日への増量により，S. pneumoniaeの適応菌種
の取得にいたった。
今回，PZFX 1,000 mg×2回�日投与時のヒト血清中蛋白

非結合体濃度を再現した in vitro pharmacokinetic（PK）
model１０，１１）を用い，S. pneumoniaeに対する殺菌効果ならびに耐
性菌出現の有無について，500 mg×2回�日投与時と比較検討

した。また，S. pneumoniaeに対する PZFXのmutant preven-
tion concentration（MPC）を測定したので，それらの成績を
報告する。

I． 材 料 と 方 法
1．使用菌株
MICおよびMPCの測定には，S. pneumoniae ATCC

49619（American Type Culture Collection）および 1992
年に本邦にて臨床より分離され，標的酵素のキノロン耐
性決定領域（quinolone resistance-determining region：
QRDR）にアミノ酸変異を有さない S. pneumoniae D-
979１２～１４）（penicillin GのMIC：2 μg�mL）を使用した。In

vitro PK modelにおける殺菌効果および耐性化に関する
検討には，D-979を使用した。

2．使用薬剤
PZFX（富山化学工業株式会社）および ciprofloxacin

（CPFX, LKT Laboratories, Inc.）を使用した。いずれの薬
剤も含量が明らかなものを使用し，濃度は活性本体の値
として表示した。
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Table 1. MICs and MPCs of pazufloxacin and ciprofloxacin against S. pneu�
moniae

MPC/MIC
MPCb)

( μ g/mL)
MICa)

( μ g/mL)
Antibacterial
agent

Strain

482pazufloxacin
ATCC 49619

84  0.5ciprofloxacin

242pazufloxacin
D-979

221ciprofloxacin

Inoculum size: a)106 CFU/mL, b)1010 CFU/plate
Abbreviation: MPC, mutant prevention concentration.

3．MICの測定
MICの測定は，日本化学療法学会標準法に準じ，緬羊

脱繊維血液（日本バイオテスト研究所）（5％ v�v）添加
Mueller Hinton agar（MHA ; Becton, Dickinson and
Company）を用いた寒天平板希釈法１５，１６）にて行った。

4．MPCの測定
37℃で一夜培養した緬羊脱繊維血液（5％ v�v）添加

MHA平板上の菌体を滅菌生理食塩液に懸濁し，遠心
（1,700～4,700×g，4℃，20分間）後，上清を除去し，5×
1010 CFU�mL相当の接種菌液を調製した。薬剤含有緬羊
脱繊維血液（5％ v�v）添加MHA平板に接種菌液 0.2 mL
（最終接種菌量；1×1010 CFU�plate相当）を塗布し，
37℃で 3日間培養後，コロニーが出現しない最小濃度を
MPC１７）とした。

5．In vitro PK modelにおける殺菌効果
PZFX 500 mg（30分間）および 1,000 mg（60分間）単

回点滴静注時の薬動力学的パラメータ１８）を基に，オート
シミュレーションシステム PASS-400（大日本精機）を用
い，各用量を 1日 2回 12時間間隔で投与した時の蛋白非
結合型の血清中濃度推移を再現した。PZFX（2 μg�mL）
のヒト血清蛋白結合率は北山らの方法１９）に従って遠心限
外ろ過法にて測定した。

S. pneumoniae D-979を馬溶血液（日本バイオテスト
研究所）（5％ v�v）添加 cation-adjusted Mueller Hinton
broth（CAMHB; Becton, Dickinson and Company）にて，
37℃で 2時間前培養後，PZFX血清中濃度再現下で 24
時間まで経時的に生菌数を測定した。生菌数の検出限界
は 1.3 Log CFU�mLとした。殺菌効果の指標として，
培養開始時の生菌数を基準としたベースラインと薬剤作
用時の殺菌曲線で囲まれた面積である殺菌曲線上面
積（area above the killing curve：AAKC）１１）をオートシ
ミュレーション制御ソフト（PASS-402W, Ver. 1.16）にて
算出した。また，培養開始時の生菌数から 99.9％（3 Log
CFU�mL）減少に要する 99.9％殺菌到達時間（time to
achieve 99.9％ killing：99.9％ KT）を線形回帰法（Micro-
soft office excel 2003）にて算出した。

6．耐性化に関する検討
In vitro PK modelにより得られた 24時間後の各菌液

を緬羊脱繊維血液（5％ v�v）添加Mueller Hinton broth

（MHB; Becton, Dickinson and Company）で希釈後，37℃
で生菌数が 108 CFU�mL相当に達するまで振とう培養
した。これを適宜希釈後，PZFX含有緬羊脱繊維血液（5％
v�v）添加MHA平板に塗布し，37℃，2日間培養後のコ
ロニー数より耐性ポピュレーションを調べた。同時に，
24時間後の各菌液 1 mLを薬剤非含有平板に塗布し，薬
剤非添加および PZFX 500 mg×2回�日投与時では無作
為に選択した 96コロニー，1,000 mg×2回�日投与時で
は生育した全コロニーのMICを測定した。PZFX作用前
に比べMICが上昇したコロニーについては，gyrA，
gyrB，parCおよび parE遺伝子の QRDRを PCR法によ
り増幅し２０），タカラバイオ株式会社ドラゴンジェノミク
スセンターにて塩基配列を解析後，GENETYX（株式会
社ゼネティックス，ver. 9）にて，アミノ酸変異の有無を
調べた。また，reserpine（Sigma-Aldrich）10 μg�mL
添加および非添加時の CPFXのMICを寒天平板希釈
法１５，１６）にて測定し，reserpine非添加時�添加時のMIC
比が 4以上の場合，薬剤排出ポンプの発現亢進株とし
た２１，２２）。

II． 結 果
1．MICおよびMPC
S. pneumoniae ATCC 49619お よ び D-979に 対 す る

PZFXのMICは，ともに 2 μg�mLであり，CPFXのそ
れぞれ 4および 2倍であった。PZFXのMPCは，それぞ
れ 8および 4 μg�mLであり，CPFXのそれぞれ 2倍で
あった（Table 1）。

2．In vitro PK modelにおける殺菌効果
PZFX 500 mgおよび 1,000 mg×2回�日投与時のヒト

血清中濃度推移を Fig. 1に示す。PZFXのヒト血清蛋白
結合率は，30.7％であった。ヒト血清中濃度再現下での
S. pneumoniae D-979に対する PZFXの殺菌効果を Fig. 2
に示す。薬剤非添加時では，生菌数は培養開始後増加し，
4時間で 8.6 Log CFU�mLに達した。500 mg×2回�日投
与時では，生菌数は，4時間後に培養開始時から 4.1 Log
CFU�mL減少したが，その後増殖し，12時間後には培養
開始時と同程度まで増加した。2回目の投与により，その
4時間後には生菌数は検出限界値となり，その後再増殖
したが，24時間後の生菌数は培養開始時に比べ 2.0 Log
CFU�mL低かった。一方，1,000 mg×2回�日投与時では，
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Fig. 1. Time-concentration curves simulating free se-
rum concentration at pazufloxacin administration 
of 500 mg b.i.d. and 1,000 mg b.i.d.
Open circles, 500 mg b.i.d.; closed circles, 1,000 mg 
b.i.d. Protein binding, 30.7%.
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Fig. 2. Bactericidal activities of pazufloxacin against 
S. pneumoniae D-979 in an in vitro pharmacoki-
netic model. 
Open circles, 500 mg b.i.d.; closed circles, 1,000 mg 
b.i.d.; solid line, growth control; dotted line, detec-
tion limit.
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Table 2. Pharmacokinetic-pharmacodynamic parameters of pazufloxacin against S. pneumoniae D-979

99.9% KT
(h)

AAKC0-24 h
( Δ   Log

CFU ・ h/mL)

Change in
bacterial count
at 24 hb)

(Log CFU/mL)

f Cmaxa)/
MIC

f AUC0-24 ha)/
MIC

MIC
( μ g/mL)Model

1.976.1－2.03.8215.02
500 mg
b.i.d.

2.0＞104  －4.9c)6.3635.32
1,000 mg
b.i.d.
a)Reference to pharmacokinetic parameters from pazufloxacin phase I study for the first approval 
application18). Protein binding, 30.7%.
b)From initial bacterial count of each model.
c)Below detection limit.
Abbreviations: AAKC, area above the killing curve; 99.9% KT, time to achieve 99.9% killing.

生菌数は培養開始 6時間後には検出限界以下となった。
その後再増殖が認められたものの，2回目の投与により，
その 1時間後に再び生菌数は検出限界以下となり，24
時間後まで再増殖は認められなかった。500 mgおよび
1,000 mg×2回�日投与時の AAKCは 76.1および＞104
ΔLog CFU・h�mLであり，1,000 mg×2回�日への増量
により殺菌効果は増強した。また，500 mgおよび 1,000
mg×2回�日投与時の 99.9％ KTは，それぞれ 1.9および
2.0 hと同程度であった（Table 2）。

3．24時間作用時の菌の耐性化
500 mg×2回�日投与時の 24時間後の菌液では，薬剤

非添加時と比べ PZFX 1～2 μg�mLでコロニーの分離頻
度の増加が認められたが，コロニーが検出されない最小
濃度は同値であった（Fig. 3）。24時間後の菌液から分離
された 96コロニー中 17コロニーのMICは 4 μg�mL
で，PZFX作用前に比べ 2倍に上昇していたが，GyrA，
GyrB，ParCおよび ParEの QRDRにアミノ酸変異は認

められなかった。また，reserpine非添加時�添加時の
CPFXのMIC比は 1または 2であり，薬剤排出ポンプの
発現亢進は認められなかった（Table 3）。一方，1,000
mg×2回�日投与時では，感受性の低下したポピュレー
ションならびに PZFX作用前に比べMICが上昇したコ
ロニーは認められなかった（Fig. 3，Table 3）。

III． 考 察
今回，われわれは，PZFX 1,000 mg×2回�日投与時の

S. pneumoniaeに対する有効性を評価するため，ヒト血清
中濃度を再現した in vitro PK modelにおける殺菌効果
ならびに耐性菌出現の有無について検討し，500 mg×2
回�日投与時と比較した。

S. pneumoniae D-979に対し，PZFX 500 mg×2回�日投
与時では，培養 24時間後には再増殖が認められたもの
の，生菌数は培養開始時より低かった。1,000 mg×2回�
日投与時では，24時間後においても再増殖は認められ
ず，AAKCは 500 mg×2回�日投与に比べ大きく，殺菌
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Fig. 3. Frequency of resistant population in S. pneu�
moniae D-979 after 24-h cultivation simulated free 
serum concentration at pazufloxacin administra-
tion of 500 mg b.i.d. and 1,000 mg b.i.d.
Open circles, 500 mg b.i.d.; closed circles, 1,000 mg 
b.i.d.; solid line, growth control.
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Table 3. MICs of pazufloxacin and ciprofloxacin with or with-
out reserpine against isolates obtained after 24-h cul-
tivation simulated free serum concentration at pazu-
floxacin administration of 500 mg b.i.d. and 1,000 mg 
b.i.d.

MIC ( μ g/mL)

Model
ciprofloxacin

pazufloxacin
Number of
isolate with

reserpinea)
alone

0.512―D-979
(parent strain)

N.T.N.T.296b)Control

N.T.N.T.279b)
500 mg
b.i.d. 1 (17)d)

1 (6)d)
417b, c)

2 (11)d)

N.T.N.T.2 8e)
1,000 mg
b.i.d.
a)Ten  μ g/mL of reserpine was added.
b)We tested 96 isolates picked randomly from models.
c)No amino acid substitutions in quinolone resistance-determin-
ing regions of DNA gyrase and topoisomerase I V.
d)Number of isolate was in parentheses.
e)All isolates detected were tested.
Abbreviations: N.T., not tested.

効果は増強した。一方，両投与時の 99.9％ KTは 1.9およ
び 2.0 hと同程度であり，初期の殺菌効果において用量に
よる差は小さかった。キノロン系薬の有効性の指標は主
に free AUC（fAUC）�MICであり，S. pneumoniaeでは，
良好な臨床効果に必要とされるターゲット値は 25～35
以上であることが報告されている２３）。D-979に対する
1,000 mg×2回�日投与時の fAUC�MICは 35.3で，ター
ゲット値２３）を満たしており，500 mg×2回�日投与時と比
べ殺菌効果が増強したと考えられた。なお，本検討では，
PZFX初回申請時に実施した臨床第 I相試験における
1,000 mg（60分間）単回点滴静注時の薬動力学的パラ
メータ１８）を使用した。今回の適応拡大に伴い新たに実施
した PZFX 1,000 mg臨床第 I相試験における 1,000 mg
（60分間）単回点滴静注時の AUC，Cmaxおよび T1�2は
59.42 μg・h�mL，18.45 μg�mLおよび 3.0 h２４）で，初回申
請時のそれぞれ，1.2，1.0および 1.3倍であり，概ね同程
度であった。
また，2006年に分離された S. pneumoniaeに対する

PZFXのMIC90は 2 μg�mLであり２５），初回申請時（2001
年以前分離株）２）と同程度の抗菌活性を示していた。これ
らの臨床分離株２５）に対し，新たに実施した PZFX 1,000
mg臨床第 I相試験で得られた AUC２４）を基に算出した
1,000 mg×2回�日投与時の fAUC�MIC90は 41.2でター
ゲット値２３）を満たしており，PZFXは S. pneumoniaeを原
因菌とする肺炎等において良好な臨床効果を示すことが
期待された。
近 年，キ ノ ロ ン 系 薬 の 標 的 酵 素 で あ る DNA

ジャイレースやトポイソメラーゼ IVに変異を有する
キノロン低感受性 S. pneumoniaeの増加が懸念されて
おり２６，２７），有効性とともに耐性菌抑制の観点から

pharmacokinetics-pharmacodynamics（PK-PD）による
概念ならびに新たな指標としてMPC２８）が提唱されてい
る。しかし，耐性菌抑制とそれらの関連について，その
詳細は明らかにはなっていない。

Madaras-Kellyら２９）は，S. pneumoniaeにおいて Cmax�
MICが 5以上では levofloxacin（LVFX）への耐性化が認
められなかったことを，Hommaら３０）は，S. pneumoniae

を用いた in vitro PK modelの検討において，耐性菌出現
にかかわるパラメータは fAUC�MPCおよび fCmax�MPC
であり，それぞれ 13.4および 1.2以上の場合耐性化は認
められなかったことを報告している。今回のわれわれの
検討において，PZFX 1,000 mg×2回�日投与時の fCmax�
MIC，fAUC�MPCおよび fCmax�MPCはそれぞれ，6.36，
17.7および 3.18で，これらの値を上回っており，感受性
が低下したポピュレーションは認められなかった。一方，
500 mg×2回�日投与時の fCmax�MIC，fAUC�MPCおよ
び fCmax�MPCはそれぞれ，3.82，7.50および 1.91で，標的
酵素の QRDRのアミノ酸変異および薬剤排出ポンプの
発現亢進は確認されなかったが，感受性が 1�2に低下し
たポピュレーションが認められた。今回の結果は，
Madaras-Kellyら２９）や Hommaら３０）の報告と一致する結
果であり，PZFXは，1,000 mg×2回�日への増量による
体内動態の向上により，S. pneumoniaeに対し，有効性の
確保ならびに耐性菌出現の抑制の可能性が示唆された。
しかし，今回は 1株のみの結果であることから，今後，
感受性低下の要因や耐性菌選択性に関して，QRDR変異
株を含む複数株での検討が必要であると考えられた。
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日本呼吸器学会の「成人市中肺炎診療ガイドライン」で
は，細菌性肺炎疑いの入院治療で慢性の呼吸器疾患を有
する場合，非定型肺炎疑いの入院治療の場合，さらに
ICU治療肺炎の併用薬として，選択肢の一つにニューキ
ノロン系注射薬が推奨されている３１）。国内において使用
されているニューキノロン系注射薬である PZFX 500
mg×2回�日および CPFXは S. pneumoniaeに対する適
応を有しておらず，原因菌特定前に治療に使用する際，
S. pneumoniaeが原因菌である場合に耐性菌を選択する
可能性が危惧される。また，米国では，LVFXのMIC
が 1および 2 μg�mLの感受性株において，それぞれ
6.1％および 71％がすでに QRDRに一アミノ酸変異を
有することが報告されており３２），これらの株では，キノロ
ン系薬の暴露によりさらなる耐性化の可能性が示唆され
ている３３）。PZFXは，1,000 mg×2回�日への増量により
S. pneumoniaeに対し有効性が確保でき，S. pneumoniae

が疑われる症例に対しても原因菌特定前に使用すること
ができることから，非適応菌種での不適切な薬剤暴露に
よる耐性化の抑制に寄与できると考えられた。しかし，
今後，PK-PDに基づいた抗菌薬の用法用量の至適化はま
すます重要であり，PZFX 1,000 mg×2回�日の用量導入
後も継続的な感受性変化および臨床効果のサーベイラン
スを実施するとともに，PK-PDを考慮した適正使用が重
要と考えられた。
以上，PZFX 1,000 mg×2回�日の用量は，S. pneumoniae

に対し，有効性の確保ならびに耐性菌出現抑制の観点か
ら有用である可能性が示唆された。
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Bactericidal activity and resistant selectivity evaluation of pazufloxacin against
Streptococcus pneumoniae in an in vitro pharmacokinetic model

Harumi Hisada, Yoshiko Fukuda, Yuri Furuya, Masahiro Takahata,
Nobuhiko Nomura and Junichi Mitsuyama

Research Laboratories, Toyama Chemical Co. Ltd., 2―4―1 Shimookui, Toyama, Japan

We evaluated the bactericidal activity and resistant selectivity of pazufloxacin(PZFX) 1,000 mg bis in die
(b.i.d.), against Streptococcus pneumoniae by simulating the free serum concentration after PZFX drip infusion
in an in vitro pharmacokinetic model compared to 500 mg b.i.d. Results are as follows:

1) In the in vitro pharmacokinetic model of PZFX 1,000 mg b.i.d. , PZFX showed bactericidal activity
against S. pneumoniae D-979, without regrowth occurring over 24 h. The area above the killing curves
(AAKC) of PZFX 500 mg and 1,000 mg b.i.d. were 76.1 and ＞104 ΔLog CFU・h�mL, respectively. Bacteri-
cidal activity of PZFX 1,000 mg b.i.d. exceeded that of 500 mg b.i.d. The free AUC (fAUC)�MIC of 1,000 mg
b.i.d was 35.3, which was 2.4-fold as high as that of 500 mg b.i.d.

2) Exposure of only PZFX 500 mg b.i.d. led to outgrowth of populations which were 2-fold less susceptible
to PZFX but had no amino acid substitution in quinolone resistance-determining regions of GyrA, GyrB,
ParC, and ParE, and no increased expression of reserpine-inhibited efflux pump. No PZFX-resistant popula-
tion was detected in the 1,000 mg b.i.d. model.

Our results suggest that PZFX 1,000 mg b.i.d. is useful against S. pneumoniae infection in ensuring efficacy
and resistant prevention.


