
Legionella属菌は本来土壌菌であり，自然環境

に広く分布するグラム陰性桿菌である。クーリン

グタワーや循環式温泉などの人工的水利用設備か

らの分離も多く，エアロゾルを介して感受性宿主

が菌を吸入した場合，肺炎やポンティアック熱を

発症する。欧米に比較し本邦ではLegionella属菌

を起因菌とする感染症の発生報告は少ないもの

の，数年来増加傾向を示し，欧米の発生率に近づ

きつつある。また，散発的な発生事例は例年報告

されており 1�3)，2002年には宮崎県の循環式温浴

施設において 295人が発症し 7名が死亡する本邦

最大の集団感染事例も報告されている 4)。多くの

場合，Legionella肺炎の起因菌はLegionella pneu-

mophilaであり，本邦においてはその約 43%がL.

pneumophila血清型 1に，その他の血清型を含め

ると約70%がL. pneumophilaに起因すると報告さ

れている 5)。

通性細胞内寄生性であるLegionella属菌による

感染症では，細胞外のみならず食細胞内で増殖す

る菌に対しても活性を示す薬剤が必要となる。そ
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ニューキノロン系抗菌薬Levofloxacin (LVFX) のLegionella pneumophila肺炎の治療に

おける有用性を基礎的に検討するため，L. pneumophilaに対する in vitroならびに in vivo

抗菌活性を評価した。

本邦で臨床から分離された L. pneumophila（ 42株）に対する LVFXの MIC90は

0.03 m g/mlであり，Ciprofloxacinおよび Pazufloxacinと同等で，Telithromycinおよび

Minocyclineよりも高活性であった。

DBA/2系マウスにL. pneumophila suzuki株（血清型1）を点鼻接種し，LVFXを感染翌

日から7日間経口投与した。LVFXの投与量は，500 mg�1/日を経口投与時のヒト血中濃

度時間曲線下面積 (AUC) がマウス血清中で達成可能と予測される用量とした。その結

果，LVFXは投与翌日から肺内菌数を有意に減少させ，感染 8日目以降には除菌に至る

治療効果を示した。

以上の成績は，Legionella肺炎の治療におけるLVFX 500 mg�1/日経口投与の有用性を

示唆するものと考えられた。



のため，細胞内移行性が良好で，Legionella属菌

に対して高い抗菌活性を有するニューキノロン系

やマクロライド系抗菌薬が治療薬として推奨され

ている 6)。特に，ニューキノロン系抗菌薬のLev-

ofloxacin (LVFX) は，Legionella肺炎に対する高

い治療効果が多数報告されている 7�9)。それらの

多くはLVFX注射剤による治療効果の報告である

が，本邦での適応承認は，現在は経口剤のみであ

る。近年，尿中抗原検出キットなどの迅速診断技

術の普及によりLegionella肺炎も軽症段階での早

期発見が可能となったことから 10)，経口抗菌薬も

治療オプションの一つと考えられている 6)。

今回，LVFX経口剤の Legionella肺炎の治療に

おける有用性を基礎的に検討することを目的とし

て，本邦で分離された臨床由来のL. pneumophila

に対するLVFXの in vitro抗菌活性をLegionella属

菌に対して適応を有する既存の抗菌薬と比較する

とともに，L. pneumophilaによるマウス肺炎モデ

ルを用いて，LVFXのヒト血中パラメータ値をマ

ウス血中でシミュレートした時の治療効果を検討

した。

材料および方法

1．供試薬剤

Levofloxacin (LVFX), Ciprofloxacin (CPFX),

Pazufloxacin (PZFX) および Telithromycin (TEL)

は第一三共株式会社にて合成あるいは製剤から抽

出し，Minocycline (MINO) はシグマアルドリッ

チジャパン株式会社から入手して供試した。いず

れの薬剤もフリー体換算して使用した。

2．供試菌株

薬剤感受性試験には，1994�2003年に本邦で

臨床分離されたLegionella pneumophila 42株（41

株は東邦大学医学部 微生物・感染症学講座由来，

1株は株式会社ビー・エム・エルより分与された）

を供試した。このうち，L. pneumophila suzuki株

血清型1（東邦大学医学部微生物・感染症学講座

由来）をマウス肺炎モデルに用いた。

3．薬剤感受性試験

最小発育阻止濃度 (MIC) の測定は，Buffered

starch yeast extract (BSYE) 寒天培地を用いた

SAWATARIらの報告 11) に準じて実施した。すなわ

ち，菌株を Buffered-charcoal yeast extract alpha

(B-CYEa)寒天培地（栄研化学）に接種し，37°C

5%炭酸ガス濃度条件下で72時間培養した後，生

理食塩液にて懸濁・希釈し，約104 CFU/spotの割

合で薬剤含有BSYE寒天培地に接種した。同条件

下で 96時間培養後，菌の増殖を阻止した最小の

薬剤濃度をMICとした。

4．マウス肺炎モデル

動物はDBA/2系マウス（日本チャールス・リ

バー），雌性，7週齢を用いた。動物の取り扱い

は，第一三共株式会社「動物実験に関する細則」

に準拠して実施した。

接種菌液は，TATEDAら 12)の方法に準じて調製し

た。すなわち，保存菌液をBuffered charcoal yeast

extract (BCYE) 寒天培地（日本ベクトン・ディッ

キンソン）に塗布して 37°Cで 3日間培養し，発

育したコロニーを Buffered yeast extract broth

(BYEB) に接種した。これを，37°C 5%炭酸ガス

濃度条件下で 20時間振盪培養後，BYEBで 25倍

に希釈し，同条件下でさらに 18時間振盪培養し

た。この培養液を 2.5�107 CFU/mlとなるように

生理食塩液で希釈して接種菌液とした。この菌液

を，ペントバルビタール（ソムノペンチル，共立

商事）の腹腔内投与 (72 mg/kg) により麻酔したマ

ウスに，40 mL/マウスの割合で点鼻接種した。

5．体内動態

DBA/2系マウス (n�4) に，LVFXを 20，60お
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よび100 mg/kgを経口投与し，投与0.25，0.5，1，

2，4，6および 8時間後の血清中薬剤濃度を，

Bacillus subtilis ATCC6633株を検定菌としたバイ

オアッセイ法を用いて測定した。各投与量におけ

るマウス血清中濃度の平均値および標準偏差を算

出し，薬物動態解析ソフトSAG-CP（アスメディ

カ）を用いて台形法および最小二乗法により，体

内動態パラメータを算出した。

6．マウス投与量の設定

LVFXの治療効果は血中濃度時間曲線下面積

(AUC) に依存すると考えられている 6,13,)。本試験

では薬剤投与後のマウス血清中濃度から算出され

た体内動態パラメータを基に，LVFXをヒトに500

mg�1/日で経口投与した時のAUC14)と同等の値

をマウス血清中で達成が可能と予測される用量を

推定した。

7．マウス肺炎モデルにおける薬効試験

マウス肺感染モデルに，0.5% Carboxymethyl

cellulose (CMC) に懸濁した LVFXを感染翌日か

ら 1日 2回連続 7日間経口投与した。投与用量は

上記 6で設定した用量を用いた。対照群には，

0.5%CMCを薬剤投与群と同様に経口投与した。

感染 1，2，4，8および 12日後の肺を無菌的に採

取し (n�5)，このうち副葉に関してはヘマトキシ

リン・エオジン染色標本を作製して病理組織学的

に観察した。その他の肺葉に関しては，0.033%

リン酸緩衝液 (PB, pH 7.0) を加えてホモジネート

液を作製し，これを原液としてPBにて適宜希釈

し，BCYE寒天培地に接種して 37°Cで 3�7日間

培養した。培養後BCYE寒天培地上に発育したコ

ロニー数を計測し，希釈倍率および肺重量を基に

肺あたりの菌数を算出した。肺内菌数の検出限界

値 は 12�14 CFU/Lung (1.08�1.15 Log CFU/

Lung) であった。

8．統計解析

肺内菌数は各時点毎に，感染対照群とLVFX投

与群の，比較する2群でF-検定を実施し，その結

果が等分散のときはStudentの t検定を，非等分散

のときはAspin-Welchの t検定を実施した。検定

の有意水準は両側5%とした。

成績

1．薬剤感受性

本邦で臨床分離された L. pneumophila 42株に

対する LVFXのMIC50およびMIC90はそれぞれ

0.015および0.03 mg/mlであり，0.03 mg/mlで全て

の供試菌株の発育を抑制した。この活性は，

CPFXおよびPZFXとほぼ同等であり，TELおよ

びMINOよりも高活性であった（表1）。

薬剤感受性試験に供試した菌株中，in vivo試験

に供試した L. pneumophila suzuki株に対する

LVFXのMICは0.015 mg/mlであった。
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表1．Legionella pneumophila（42 株）に対する抗菌活性



2．マウス投与量の設定

LVFXをマウスに経口単回投与後，経時的に測

定した血清中薬剤濃度から算出した体内動態パラ

メータを表 2に示した。この体内動態パラメータ

を基に，LVFX（500 mg�1/日）を経口投与した

時のヒト血中AUCと同等の値をマウス血清中で

再現させる用量を算出し表3に示した。すなわち，

LVFXの投与量は80 mg/kg�2/日と設定した。

3．マウス肺炎モデルにおける治療効果

DBA/2系マウスに約106 CFUのL. pneumophila

を点鼻接種した感染対照群の肺内菌数は，感染 4

日後まで 106 CFU/Lungレベルで維持し，以後緩

やかに減少するものの，感染 8�12日後において

も肺あたり 105�104 CFUのレベルで推移した。

LVFX投与群の肺内菌数を対照群のそれと比較す

ると，感染 2日後で 1/10以下，4日後で 1/102以

下，8および 12日後で 1/103以下に有意に減少し

(P�0.001)，感染 8日後では 3/5例で，同 12日後

では4/5例で除菌した。

感染対照群の肺組織では，感染翌日から肺胞壁

への好中球を主体とする炎症細胞浸潤，同2日後

から肺胞壁の肥厚，さらに同 4日後からはマクロ

ファージの浸潤が顕著となるとともに，水腫性変

化を伴う間質性肺炎の像を呈し，その程度は同 4

日後で最も重度となった。その後病態は徐々に軽

減するものの同 12日後においても肺炎は中等度

に認められた（図2，3AB）。これに対しLVFX投

与群では，感染 2日後に中等度の肺炎像を呈する

ものの，感染対照群で最も重度となる感染 4日後

で既に肺炎は軽度で，肺胞構造もほぼ正常に近い

像を呈し（図2，3CD），同8日目以降さらに回復

傾向を示した。

考察

Legionella肺炎は，死亡率の高さから重篤市中

肺炎として位置付けられており，適切な抗菌化学

療法が施されなかった場合には，その死亡率は

10%から27%へ増悪すると報告されている 15)。そ

のため，Legionella肺炎の治療には，確実に薬効

を示す抗菌薬で早期に治療する必要があり，日本

呼吸器学会“成人市中肺炎診療ガイドライン”で

は，キノロン系抗菌薬やマクロライド系抗菌薬が

推奨されている 6)。本研究においても，臨床分離

の L. pneumophilaに対してキノロン系抗菌薬の

LVFX，CPFXおよびPZFXのMIC90は 0.03 mg/ml

であり，キノロン系抗菌薬が本邦における臨床分
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表2．LVFX単回経口投与時の体内動態パラメータ

表3．LVFXの体内動態パラメータを基に設定したマウス投与量
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DBA/2系マウスを用いたL. pneumophila肺炎モデルに，LVFX（80 mg/kg�2/日）を感染翌日から連
続7日間経口投与した (n�5)。対照群 (Cont) には，調製基材 (0.5%CMC) を薬剤投与群と同様に経口
投与した。感染翌日 (Onset) および2，4，8，12日後の肺内菌数を測定し，平均値および標準誤差で
表した。
***: P�0.001。

図1．L. pneumophila肺炎モデルにおけるLVFXの治療効果（肺内菌数）

図2．L. pneumophila肺炎モデルにおけるLVFXの治療効果（病理所見）

各所見について，軽度を 1，中等度を 2，重度を 3とし，当該グレードの例数との積を合計し所見の
スコアとした。各スコアを時点ごとに累積表示した。
C：対照群，LV：LVFX投与群。



離菌に対して良好な抗菌活性を保持していること

が確認された。

Legionella属菌は通性細胞内寄生菌であり，b-

ラクタム系抗菌薬などの細胞内移行性の低い薬剤

では，in vitroで認められる抗菌活性を食細胞内に

寄生している菌に対しては発現することが出来な

い 16)。このことから，非臨床における抗菌薬の

Legionella属菌に対する有効性研究では，実験感

染動物の重要性は高いと考えられる。

本研究ではDBA/2系マウスのL. pneumophila肺

炎モデルを供試した。本感染モデルは，A/J系マ

ウスの感染モデルに比較し感染初期の急激な肺内

菌数の増加は認められないが 12,17)，より長期に感

染 14日後まで肺あたり 104�105 CFU程度の菌数

で推移する遷延型の間質性肺炎病態を呈すること

が報告されている 18)。薬力学的に，キノロン薬の

薬効発現にはAUCが関与することが知られてい

ることから 13)，2009年4月に本邦において新たに

承認されたLVFXの新用量・用法である500 mg�

1/日を経口投与した時にヒト血中で達成される

AUCをマウス血清中で再現させる用量を用いて，

Legionella肺炎モデルにおける治療効果を検討し

た。その結果，LVFXを投与したマウスにおいて，

治療開始翌日から対照群に比較し有意な肺内菌数

の減少が確認された。この早期の治療効果は病理

学的にはより顕著であり，病態の進展を感染 4日

後から阻止することが示され，治療の有用性を示

唆するものと考えられた。

LVFXは世界的に広く用いられ，多くの国で注

射剤と経口剤の両剤型が用いられており，LVFX

によるLegionella肺炎の治療では，注射剤を用い

た治療が一般的である。臨床では，LVFX注射剤

THE JAPANESE JOURNAL OF ANTIBIOTICS 62—6Oct. 2009 457 (63)5

図3．L. pneumophila感染4日後のDBA/2NCrjマウス肺の光顕像（HE染色）

A：対照群の肺低倍像，B：A �部分の高倍像，C：LVFX投与群の肺低倍像，D：C �部分の高倍像



はマクロライド系抗菌薬に比較して速やかに薬

効を発現し早期退院に寄与することが知られてい

る 8,9)。本邦で承認されているのは経口剤のみであ

るが，LVFX 500 mgの静脈内点滴投与時の血漿中

AUCが48.3 mg ·h/mlであるのに対し，経口投与時

のそれは 47.9 mg ·h/ml14)と両投与経路間の血中暴

露量がほぼ同等であることから，経口投与によっ

ても薬効が期待出来るものと推察される。事実，

日本呼吸器学会成人市中肺炎診療ガイドライン 6)

では，軽症患者に対してはキノロン系やマクロラ

イド系経口抗菌薬による治療も有効とされており，

Legionella尿中抗原検出キットなどの迅速診断の

普及により感染初期の軽症例の発見が可能である

ことから，経口剤による外来治療も重要な治療オ

プションとして期待される。今回の成績は，Le-

gionella肺炎の治療における LVFX 500 mg�1/日

経口投与の有用性を示唆するものと考えられた。
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Therapeutic efficacy of levofloxacin against a model of replicable
Legionella pneumophila lung infection in DBA/2 mice

YOSHINORI KASHIMOTO
1), YUICHI KUROSAKA

1), YUKIE KARIBE
1), 

SAORI UOYAMA
1), KATSUKO FUJIKAWA

1), KENJI NAMBA
2), TSUYOSHI OTANI

1)

and KEIZO YAMAGUCHI
3)

1) Daiichi Sankyo Co. Ltd., Biological Research Laboratories IV
2) Daiichi Sankyo Pharma Development, USA

3) Depertment of Microbiology and Infectious Disease, 
Toho University School of Medicine

The in vitro and in vivo antibacterial activities of levofloxacin (LVFX), a quinolone antibacterial,

against clinically isolated Legionella pneumophila were investigated in comparison with those of existing

antimicrobial agents approved for legionnaires disease.

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of the agents against 42 strains of L. pneumophila

isolated in Japan were determined using agar dilution methods with buffered starch yeast extract agar.

MIC90 of LVFX was 0.03 mg/ml and this activity was similar to ciprofloxacin and pazufloxacin, and

higher than telithromycin and minocycline.

Therapeutic efficacy of LVFX was studied against a pneumonia model induced by intranasal of L.

pneumophila strain suzuki serogoup 1 in DBA/2 mice. Therapeutic doses in mice were selected that

would closely match human exposure profile, area under the concentration-time curve (AUC) for a

human oral dose of LVFX at 500 mg once a day. LVFX decreased significantly the bacterial burden in the

lungs from the next day of commencing treatment.

These results, including in vitro antibacterial activity against clinical isolates and therapeutic effi-

cacy of a humanized dosing regimen, provide good evidence to support the use of LVFX at 500 mg once

a day for treating patient with legionnaires disease.
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