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緑膿菌による呼吸器感染症は難治性であることが多く，第一選択薬として使用さ
れているカルバペネム系抗菌薬でも治療が困難となる場合がある。今回，Hollow 

ber system（HFS）を用いた in vitro血中濃度シミュレーションモデルにより，メロ
ペネム（MEPM）1000 mg（0.5時間点滴）1日3回投与（t.i.d.）時，レボフロキサシ
ン（LVFX）500 mg（1時間点滴）単回投与（q.d.）時，及び2薬剤併用時のヒト血漿
中濃度推移をHFS内で24時間再現し，MEPM単剤では治療効果が低いと想定される
緑膿菌に対して，生菌数を指標にLVFX併用時の殺菌効果について単剤作用時と比較
検討した。供試菌株として，MEPMのMIC：2～16 g/mL及びLVFXのMIC：2 g/mL，
in vitroチェッカーボード法によるMEPM及びLVFX併用時のFractional inhibitory 
concentration（FIC）indexが0.625～1を示した臨床分離緑膿菌，計6株を用いた。

MEPM単剤作用時は，いずれの菌株でもシミュレーション開始（106～107 CFU/
mL）後に殺菌効果が認められたが，生菌数は検出限界（100 CFU/mL）以下に減少す
ることなく，その後再増殖が確認された。LVFX単剤作用時は，いずれの菌株でもシ
ミュレーション開始後に速やかな殺菌効果が確認され，生菌数は検出限界以下まで
減少したが，24時間後に再増殖が確認された。一方，MEPMとLVFXの2薬剤併用時
は，すべての菌株においてMEPMあるいはLVFX単剤作用時を上回る併用殺菌効果
が認められ，生菌数は検出限界以下まで減少した。特に，MEPMのMIC：2及び4 g/
mLの菌株では，シミュレーション開始24時間後まで再増殖は確認されなかった。本
シミュレーションモデルにおいて，MEPMとLVFXを併用することで単剤作用時と
比較して高い殺菌効果が認められることが明らかとなった。また，今回の供試菌株
は，一定濃度の薬剤を一定時間作用させた in vitroチェッカーボード法では相乗効果
ありと判断されなかった菌株（FIC index＞0.5）であるが，臨床での薬剤濃度暴露を
作用させた in vitroシミュレーションモデルにおいて強い併用殺菌効果が確認された
ことから，臨床においてもMEPMとLVFXを併用することで治療効果を高める可能
性が示唆された。
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緑膿菌はブドウ糖非醗酵のグラム陰性桿菌であ
り，日和見感染あるいは院内感染の原因菌として
の分離頻度が高いことが知られている。緑膿菌は
複数の薬剤耐性機構を有し，種々の抗菌薬に対し
て耐性を示すため，本菌による感染症治療には難
渋することが多い。近年，緑膿菌に効果が期待さ
れている，カルバペネム系薬やフルオロキノロン
系薬，さらにアミノグリコシド系薬などに幅広く
耐性を示す薬剤耐性緑膿菌の増加が懸念されてい
る 1）。実際，緑膿菌による院内肺炎では，適切な
治療法が行われなかった場合，他の菌種と比較し
て有意に死亡率が高まるとの報告もあり 2,3），初
期治療における適切な抗菌薬の選択が重要とな
る。本邦では，緑膿菌による院内肺炎に対し，第
一選択薬としてカルバペネム系抗菌薬の使用が推
奨されており 4），その中でメロペネム（MEPM）
が最も多く使用されている 5）。MEPMは，グラム
陽性菌及び緑膿菌を含むグラム陰性菌に対する抗
菌活性を有するカルバペネム系注射剤であり，本
邦では重症・難治性感染症にはMEPMとして，1

回1 gを上限とし，1日3 gまで増量することが保
険適用上可能である。また，国内での呼吸器由来
緑膿菌のMEPMに対する感性率は73.1%と報告
されており 6），カルバペネム系抗菌薬だけでは十
分な有効性が期待できない症例に対しては，作用
機作の異なる他系統抗菌薬と併用することが推奨
されている。他系統抗菌薬では，アミノグリコシ
ド系あるいはキノロン系の注射薬が使用される場
合が多いが前者では長期投与による腎毒性等の副
作用が懸念されている 7）。一方， -ラクタム系薬
とキノロン系薬の in vitroでの併用効果について
は，チェッカーボード法，時間–殺菌曲線あるい
はヒト血中濃度シミュレーションモデルによる報
告があるが 8～12），必ずしもこれら手法間で効果が
一致するとは限らない。本研究では，MEPMとレ
ボフロキサシン（LVFX）注射剤の併用効果につ
いて，より臨床に近い薬剤濃度暴露を in vitroで

再現したHollow ber system（HFS）を用いたヒ
ト血漿中濃度シミュレーションモデルにより検討
したので報告する。

I. 材料及び方法

1. 使用抗菌薬
LVFXは第一三共プロファーマ株式会社合成品

を，MEPMはLKT Laboratories, Inc.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。

2. 使用菌株及び抗菌薬感受性
臨床分離緑膿菌0421454, 21407, 21110, 21474, 

21316，及び21353株を用いた。これら菌株に対す
るLVFXのMICは2 g/mL，MEPMのMICは2～
16 g/mLであった。MEPMとLVFXの併用効果
は， Clinical and Laboratory Standards Institute

（CLSI）13）に準じた微量液体希釈法によるチェッ
カーボード法 14）で測定した。両薬剤の相互作用は
下記の計算式よりFractional inhibitory concentration 

（FIC）indexを算出し，判定した。すなわち，菌
の発育を阻止したそれぞれの抗菌薬濃度の組み合
わせにおけるFIC indexを計算し，得られたFIC 

indexの最小値をFIC indexとして採用した。FIC 

indexが 0.5を相乗作用と判定し，＞0.5～ 1を
相加作用，＞1～ 2を不関と判定した 14）。

FIC index＝併用時のMIC（MEPM）/単剤時の
MIC（MEPM）＋併用時のMIC（LVFX）/単剤時の
MIC（LVFX）

3.   Hollow ber system（HFS）を用いた in vitro血
漿中濃度シミュレーションモデルによる殺菌
効果の検討

1）シミュレーションモデルの設定
血漿中濃度推移の再現は，オートシミュレー
ションシステム（PASS-400，大日本精機，京都）
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を用いて行った。本実験では，シミュレーション
モデルとしてMEPMの最大用量・用法である
1000 mg（0.5時間点滴）1日3回投与（t.i.d.）時，
LVFXの本邦における用量・用法である 500 mg

（1時間点滴）1日1回投与（q.d.）時，ならびに
MEPM 1000 mg t.i.d.と LVFX 500 mg q.d.の併用
時の血漿中濃度推移を国内臨床薬理試験における

単回投与時の血漿中濃度推移に基づき設定した
（Fig. 1）15,16）。各モデルの濃度推移は血漿中Total

濃度推移を再現し，濃度はHPLC（日本ウォー
ターズ株式会社，東京）を用いて確認した。
2）殺菌効果の検討

Cation-Adjusted Mueller Hinton II Broth

（CAMHB; BBL, Becton, Dickinson and Company, 

Fig. 1. Simulated total plasma concentration of levofloxacin and meropenem in an in vitro 
pharmacokinetic model.

Line, LVFX 500 mg （1 hour infusion） q.d.; dotted line, MEPM 1000 mg （0.5 hour infusion） t.i.d.

Fig. 2. In vitro simulation model with a hollow ber system.

1. Pharmacokinetics auto simulation system (PASS-400), 2. Central compartment (Reservoir), 3. Infection compartment 
(Hollow fiber cartridge), 4. Drug 1 (LVFX), 5. Drug 2 (MEPM), 6. Diluted solution (CAMHB), 7. Elimination, 8. Peristaltic pumps, 
9. Inoculation and sample port, dotted line inside; Incubator
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Sparks, MD., USA）を用いて一夜培養した菌株を
CAMHBにて106～107 CFU/mLになるように希釈
後，Hollow berカートリッジFCS-C2011（Fibercell 

Systems Inc., Frederick, MD., USA）に 接 種 し，
35°Cで培養した。ペリスタポンプを用いてPASS-

400のリザーバー及びHFS内のCAMHBを環流
後，薬剤作用（シミュレーション）を開始した
（Fig. 2）。Hollow berカートリッジ内の菌液は，
シミュレーション開始後24時間まで適宜サンプ
リングし，希釈後，トリプトソイ寒天平板培地
（栄研化学株式会社，東京）上に塗布し，35°Cで
一夜培養後，寒天平板培地上のコロニー数を計測
し生菌数を算出した。なお，検出限界値は100 CFU/

mLとした。

II. 結果

1.  In vitroチェッカーボード法によるMEPMと
LVFXの併用効果
供試菌株におけるMEPMとLVFX併用時のFIC 

indexをTable 1に示した。いずれの菌株における
FIC indexも0.625～1と0.5を上回ったことより，
相乗効果ありとは判定されなかった。

2. In vitro血漿中濃度シミュレーションモデルを
用いたMEPMとLVFXの殺菌作用
MEPM 1000 mg t.i.d.，LVFX 500 mg q.d.単剤投
与時，及び併用投与時のヒト血漿中濃度推移をシ
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. 3A～Fに示した。いずれの菌株において
もControlの生菌数は培養開始後に増加し，約
1010 CFU/mLに達した。

MEPM及びLVFXのMICがいずれも 2 g/mL

の Pseudomonas aeruginosa 0421454株に対する
単剤及び併用時の殺菌効果をFig. 3Aに示した。
MEPMを単剤で作用させた場合，生菌数はシミュ
レーション開始後に約1/102に減少したが，24時
間後には初期菌数近くまで再増殖した。LVFXを
単剤で作用させた場合，生菌数はシミュレーショ
ン開始4時間後に検出限界（100 CFU/mL）以下ま
で減少したが，24時間後には初期菌数を上回って
いた。一方，MEPMとLVFXを併用した場合，シ
ミュレーション開始2時間後に生菌数は検出限界
以下まで減少し，その後24時間まで再増殖は認
められず，高い併用殺菌効果が確認された。

MEPM及びLVFXのMICがそれぞれ4及び2 g/

mLのP. aeruginosa 21407，21110，及び21474株に
対する単剤及び併用時の殺菌効果をFig. 3B～D

に示した。供試した3株すべてにおいてMEPMを

Table 1. MIC and FIC index of levo oxacin and meropenem against P. aeruginosa.
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Fig. 3. Bactericidal activity of levo oxacin and meropenem against clinical isolates of P. aeruginosa 
in an in vitro pharmacokinetic model.

A, P. aeruginosa 0421454; B, P. aeruginosa 21407; C, P. aeruginosa 21110; D, P. aeruginosa 21474; E, P. aeruginosa 21316;  
F, P. aeruginosa 21353.
● ; LVFX 500 mg q.d.＋MEPM 1000 mg t.i.d. combinations, □ ; LVFX 500 mg q.d. alone, △ ; MEPM 1000 mg t.i.d. alone,  
＊ ; control 
̶; beginning number of bacteria, - - -; detection limit 
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単剤で作用させた場合，生菌数はシミュレーショ
ン開始後に約1/102～1/103に減少したが，24時間
後には初期菌数を超える再増殖が認められた。
LVFXを単剤で作用させた場合，シミュレーショ
ン開始1～2時間後に生菌数は検出限界以下まで
減少したが，24時間後には初期菌数を超える生菌
数が確認された。一方，MEPMとLVFXを併用し
た場合，シミュレーション開始2時間後に生菌数
は検出限界以下まで減少し，その後24時間まで
再増殖は認められず，高い併用殺菌効果が確認さ
れた。

MEPM及びLVFXのMICがそれぞれ16及び2 g/ 

mLのP. aeruginosa 21316及び 21353株に対する
単剤及び併用時の殺菌効果をFig. 3E及びFに示
した。供試した2株ともにMEPMを単剤で作用さ
せた場合，生菌数はシミュレーション開始後に約
1/10～1/102に減少したが，24時間後には初期菌
数を超える再増殖が認められた。LVFXを単剤で
作用させた場合，生菌数はシミュレーション開始
1～2時間後に検出限界以下まで減少したが，24

時間後には再増殖が確認された。一方，MEPMと
LVFXを併用させた場合，シミュレーション開始
1～6時間後に生菌数は検出限界以下まで減少し
た。その後再増殖が確認されたが，24時間後の生
菌数は初期菌数の約1/103あるいは1/102であっ
た。

III. 考察

緑膿菌を含む感染症治療においては感染部位で
の起炎菌除菌が一義的に重要である。MEPMある
いはイミペネム（IPM）のカルバペネム系薬と
LVFXとの併用効果に関しては，LOUIEら及び
LISTERらが緑膿菌に対する単剤あるいは併用作用
時の殺菌性について in vitroシミュレーションシ
ステムを用いて検討しており 11,12），併用による殺
菌性の増大あるいは耐性ポピュレーションの抑制

が報告されている。しかし，いずれもLVFXは海
外で承認されている1回あたりの最高用量・用法
の750 mg 1日1回投与で検討されており，本邦で
2010年10月に承認されたLVFX 500 mg 1日1回
投与の検討報告はない。また，本邦では，抗菌薬
の in vitro血漿中濃度をシミュレーションする場
合，オートシミュレーションシステムPASS-400

が使用されることが多い 17,18）。しかし，本システ
ムにてカルバペネム系薬のようにCmaxが高く，半
減期の短い薬剤のヒト血漿中濃度を再現する場
合，薬剤希釈とともにリザーバー内に接種された
菌も希釈されるため，正確な生菌数を測定できな
い。一方，海外での in vitro血漿中濃度シミュレー
ションの検討では，Hollow berカートリッジを
用いることが多い 19）。Hollow berカートリッジ
を用いた場合，薬液はHollow ber内を環流する
ため，カートリッジの中に接種された菌は，薬剤
希釈の影響を受けることなく増殖可能である。今
回我々は，PASS-400とHFSを組み合わせたモデ
ルを構築し，本邦で承認されているMEPMの最
大用量である1000 mg 1日3回及びLVFX 500 mg 

1日1回の血漿中濃度推移を併用した際の殺菌性
について検討した。一般に，in vitroで2薬剤の併
用効果を検討する際には，チェッカーボード法あ
るいは時間–殺菌曲線による殺菌作用の検討が行
われているが，得られる結果は必ずしも一致して
いない 8,20）。いずれの手法もある一定濃度の薬剤
を一定時間作用させた時の併用効果であり，臨床
での薬剤濃度推移とは大きく異なる。一方，in 
vitro血漿中濃度シミュレーションモデルでは，2

薬剤のヒト血漿中濃度推移を再現した条件で併用
効果を検討することができ，臨床における併用療
法での効果を予測するのにより適した手法と考え
られる。しかしながら，あくまで in vitroシステム
であり，宿主免疫が働かない環境であることか
ら，相対的な殺菌効果を比較検証する目的で利用
することが望ましいと考えられる。
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今回我々が供試した臨床分離緑膿菌は，LVFX

のブレークポイントMICである2 g/mL，MEPM

のブレークポイントMICである2 g/mL，及びそ
れ以上を示す耐性株を用いた。MEPMのMICが
2 g/mLの菌株では，MEPM単剤作用24時間後の
効果は静菌的であったが，MEPMのMICが4 g/

mL以上の菌株ではMEPM単剤作用24時間後に
初期菌量を上回る再増殖が確認され，その殺菌効
果は低かった。MEPMの殺菌効果については，黒
田らの報告によると，MEPM 1000 mg b.i.d.シミュ 

レーションモデルにおいて，MEPMのMIC: 4 g/

mLの菌株で静菌的，MEPMのMIC: 8 g/mLの 

菌株で初期菌量を上回る再増殖が確認されてい 

る 21）。我々の検討では黒田らより低い殺菌効果が
確認されたが，使用しているシミュレーションモ
デル系の相違，実験条件の相違に起因するものと
考えられる。また，今回供試した緑膿菌は，チェッ
カーボード法で相乗効果が認められなかった菌株
を対象としたにも関わらず，本 in vitroシミュ
レーションモデルにおいては，これら2薬剤を併
用することで強い併用殺菌効果が確認された。
MEPMとLVFXの併用に関しては，他施設の報告
でもチェッカーボード法で相乗を示す菌株のポ
ピュレーションは少ないこと，また，FIC indexが
必ずしも臨床での併用効果の指標として確立され
ていないことより，今回供試した菌株においてよ
り臨床に近い薬剤濃度で明確な併用殺菌増強効果
が確認された意義は高いと考察する。
以上のことより，臨床における緑膿菌による呼
吸器感染症に対して，MEPMとLVFXを併用する
ことで治療効果を高める可能性が示唆された。今
後，臨床でのエビデンス蓄積に期待したい。

本論文内容は，第59回日本化学療法学会東日
本支部奨励賞受賞演題を論文化したものである。
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Bactericidal effect of levo oxacin injection in combination with 
meropenem against Pseudomonas aeruginosa using an in vitro 

simulation model with a hollow ber system

SAORI UOYAMA1）, HIROKO KANDA1）, KUMI YOSHIDA2） and KAZUKI HOSHINO1）

1）Biological Research Laboratories, R&D Division, Daiichi Sankyo Co., Ltd. 
2）Vaccine Business Strategy Department, Vaccine Business Intelligence 

Division, Daiichi Sankyo Co., Ltd.

An in vitro human plasma concentration simulation model with a hollow ber system was 
established and used to evaluate the bactericidal effect of levo oxacin （LVFX） 500 mg q.d. in 
combination with meropenem （MEPM） 1000 mg t.i.d. against Pseudomonas aeruginosa. Six 
clinical isolates of P. aeruginosa which had MEPM MICs of 2～16 g/mL, LVFX MICs of 2 g/
mL, and fractional inhibitory concentration （FIC） indices by the in vitro checkerboard method of 
0.625～1 were used. In the treatment with MEPM alone, initial viable counts （106～107 CFU/
mL） decreased, but did not reach below the detection limit （100 CFU/mL） and the regrowth of 
bacteria was observed. In the treatment with LVFX alone, viable counts decreased once below the 
detection limit, although increased after treatment for 24 hours. On the other hand, in the 
treatment with LVFX-MEPM combination, more potent bactericidal effects were observed 
compared to LVFX or MEPM alone in all strains. Especially, in the strains with MEPM MICs of 
2 and 4 g/mL, viable counts rapidly decreased below the detection limit and no regrowth was 
observed until 24 hours. These results suggested that LVFX-MEPM has a potential to be an 
effective combination against P. aeruginosa by synergistic rapid bactericidal action in clinical 
settings, even in the strain against which no signi cant synergy is con rmed by the traditional in 
vitro checkerboard method.
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