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要約 

近年、抗菌薬の適正使用のために Pharmacokinetics-Pharmacodynanics (PK-PD) 理論に基づい

た用法・用量の設計が推進されているが、これらのほとんどは経口投与後の血漿中濃度推移

に基づいた解析から導かれている。そのため、点眼投与された眼組織中濃度において、同様

の理論が適用できるか否かは明らかではない。また、理論が適用可能であっても、様々な問

題から点眼剤の用法・用量の変更は困難である。そこで、点眼剤の用法を改善するために、

投与間隔に着目し検討を行うと共に、眼組織における薬効の推定を可能とする PK-PD パラメ

ータの構築を試みた。対象疾患としては、白内障術後眼内炎を選択し、予防に最適な用法の

確立を目指した。 

まず、Enterococcus faecalis (E. faecalis：眼科臨床分離株) を用いてウサギ腸球菌眼内炎モデ

ルを作製し、ガチフロキサシン点眼液の投与開始時間及び投与回数が効果に及ぼす影響を評

価した。投与は 0.3%ガチフロキサシン点眼液を 1 眼当たり 1 回 50 µL とした。ガチフロキサ

シン点眼投与群では、接種 24 時間後から 3 回点眼投与群を除く全ての群で、非点眼投与群と

比較して有意な炎症症状の抑制効果が確認された。一方、前房及び硝子体内生菌数は、いず

れのガチフロキサシン点眼投与群においても減少傾向が確認でき、投与開始時間が早いほど

検出される生菌数が少ないことが示された。これらのことから、接種から投与開始までの時

間が短いほど、眼内の炎症及び細菌増殖を効果的に抑制できることが示された。さらに、接

種直後より 3 回点眼投与することにより、接種直後の単回点眼投与群よりも高い効果を示す

ことが確認でき、前房内汚染に対するガチフロキサシン点眼液の抗菌効果は、眼房水中ガチ

フロキサシン濃度の AUC/MIC により影響を受けるものと推察された。 

そこで次に、より高い治療効果につながる点眼投与法の構築を目的に、投与回数を固定し

た際の、投与間隔が抗菌効果に及ぼす影響及びその効果に関与する AUC/MIC 以外の PK-PD

パラメータの検討を行うこととした。まず、ウサギに 0.3%ガチフロキサシン点眼液を 50 µL

単回点眼投与した後の眼房水中濃度推移を測定し、その濃度推移を in vitro にて模擬するモデ

ル (in vitro aqueous humor pharmacokinetic model、以下 in vitro AHPK model) の構築を試みた。

モデルは、薬剤を希釈するセルと眼房水中濃度を再現しながら細菌を培養するセルを無菌的

に連結し、ポンプで新鮮な培地を一定の速度で送液することにより、薬剤の眼房水中濃度推

移の再現を目指した。その結果、理論通りに眼房水中濃度推移を再現できることが明らかと

なり、3 回反復点眼投与後の眼房水中濃度推移の再現も可能であることが確認できた。 

この in vitro AHPK model を用いて、E. faecalis に対するガチフロキサシンの抗菌効果に及ぼ
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す点眼投与間隔の影響を検討した。E. faecalis を接種後、ガチフロキサシンを単回又は 0－8

時間間隔で 3 回投与し、接種 24 時間後までの殺菌増殖曲線を作成した。さらに、ガチフロキ

サシン投与群及び非投与群の増殖曲線間面積 (ABBC; area between control growth curve and 

bacterial killing and re-growth curve) を効果の指標として算出した。 

AUC/MIC が等しい 3 回投与の各条件において、ABBC は、投与間隔 0－3 時間では投与間

隔の延長に伴って増加したが、4 時間以上の投与間隔では減少する傾向を示し、釣鐘型の投

与間隔時間推移を示すことが明らかとなった。この投与間隔と ABBC の関係について、一元

配置分散分析を行った結果、投与間隔が抗菌効果に有意な影響を及ぼしていることが示され

た。即ち、AUC/MIC は等しいにもかかわらず、投与間隔が変化することにより、抗菌効果が

異なることが明らかとなった。ABBC は Cmax/MIC と負の相関を示したため、T>MIC に着目

した。T>MIC と ABBC の間には正の相関が認められたものの、投与間隔が 3 時間以上の場合

には、T>MIC は増加する一方で、ABBC は明らかな減少傾向を示した。そこで次に、T>MIC

の連続性に着目した。投与間隔 2 時間までは T>MIC が連続しているのに対し、それ以上の投

与間隔では T>MIC が不連続となる。そこで、T>MIC が連続している投与間隔 0－2 時間の

T>MIC と ABBC の関係を解析したところ、両者には有意な正の相関が確認できた。そこで、

これらの知見をパラメータ化し、ABBC の投与間隔による変化の解析を試みることとした。

即ち、全ての投与間隔において、最初に濃度が MIC を上回ってから最後に MIC を下回るま

での時間を intermitted T>MIC (iT>MIC) 、この iT>MIC の時間内において、眼房水中薬物濃度

が MIC を下回る時間の総計として T<MIC を定義した。次いで、iT>MIC と ABBC の関係を

みたところ、投与間隔時間と ABBC の関係と同様に、釣鐘型を示すことが明らかとなった。

T>MIC が連続している投与間隔 0－2 時間においては、ABBC と iT>MIC (= T>MIC) に正の相

関が認められるため、これらの回帰直線から投与間隔 3－8 時間投与群の ABBC を外挿した。

外挿値は実測値を大きく上回る値となり、その差を⊿ABBC としたところ、⊿ABBC と T<MIC

には有意な正の相関関係が確認された。そこで、ABBC と投与間隔との関係について、ABBC

を目的変数、iT>MIC と T<MIC を説明変数として、重回帰分析を行った。その結果、ABBC

の変化は、これら 2 つのパラメータを説明変数とすることで有意に説明できること、また

iT>MIC、T<MIC とも、統計学的に有意な説明変数であることが明らかとなった。このことか

ら、眼内炎の予防、即ち、前房内汚染に対して最適な点眼投与間隔を定めるための指標とし

て iT>MIC と T<MIC の両パラメータの有用性が示された。 

次に、E. faecalis について行った解析法が他の菌種にも適用できるか否かを Staphyrococcus 

aureus (S. aureus) を用いて検討を行った。ガチフロキサシンの点眼投与間隔は 0.25－8 時間と
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し、E. faecalis の場合と同様に、in vitro AHPK model により、抗菌効果に及ぼす投与間隔の影

響を検討した。その結果、ABBC は、投与間隔 4 時間をピークとして、釣鐘型を示し、その

変化は、E. faecalis の場合と同様に、iT>MIC と T<MIC を説明変数とすることにより、統計学

的に有意に説明できることが明らかとなった。 

以上、新たに構築した in vitro AHPK model を用いることで、前房内汚染に対するガチフロ

キサシン点眼液の点眼投与において、AUC/MIC が固定された条件においては、投与間隔が効

果に大きな影響を与えることを明らかにした。また、一般にキノロン系抗菌薬の抗菌効果は

AUC/MIC 及び Cmax/MIC に依存すると考えられているが、点眼投与後の眼房水における殺菌

効果の推定には、新たに定義した iT>MIC 及び T<MIC が新規パラメータとして有用であるこ

とを異なる 2 種の菌種において証明することができた。本研究で得られた結果は、投与条件

が制限される点眼による感染症治療の最適化に、有用な情報を提供するものと考えられる。 
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総論の部 

緒言 

近年、抗菌薬の適正使用のために Pharmacokinetics-Pharmacodynanics (PK-PD) 理論に基づい

た用法・用量の設計が推進されている。多くの研究により、抗菌薬はその作用様式より濃度

依存的又は時間依存的に効果を示すものに大別され、それぞれ効果に関連する PK-PD パラメ

ータが異なることが明らかとなっている。PK-PD パラメータとは、組織における薬物濃度よ

り算出される薬物動態学的 (PK) パラメータと対象となる細菌に対する薬物の薬力学的 

(PD) パラメータを組み合わせた効果の指標であり、PK パラメータとして、薬物総曝露量 

(AUC) 及び最高薬物濃度 (Cmax)、PD パラメータとして、最小発育阻止濃度 (MIC) 及び最

小殺菌濃度 (MBC) がそれぞれ定義されている。これらの組み合わせにより、PK-PD パラメ

ータは、AUC 又は Cmax の MIC に対する比 (AUC/MIC、Cmax/MIC) 及び薬物濃度が MIC

以上を維持する時間 (T>MIC) の 3 種が主要なパラメータとして使用されている (Figure 1)。

同じ投与量を投与する場合においても、この PK-PD パラメータを変化させることによって、

効果を最大限に発揮させ、さらに耐性菌を出現させない用法・用量を設定することが可能と

考えられている 1)。 

 

Cmax/MIC

AUC/MIC

T>MIC

Time

MIC

C
on

ce
n

tr
a

tio
n

 
 

Figure 1 PK-PD parameters 

MIC, minimum inhibitory concentration; AUC, area under the concentration-time curve; Cmax, 

maximum concentration; T>MIC, time when the concentration exceeds the MIC 
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例えば、時間依存的に効果を示す β ラクタム系抗菌剤やグリコペプチド系抗菌剤において

は、Cmax を上昇させることは効果の増加にはつながらないため、効果に影響を与える T>MIC

を延長させるために、多くの回数に分割して投与することが推奨されている 1)。一方、濃度

依存的に効果を示すアミノグリコシド系抗菌剤やキノロン系抗菌剤においては、T>MIC の延

長よりも AUC/MIC 及び Cmax/MIC の上昇が効果の増加に関連するため 1,2)、高用量の 1 日 1

回投与が推奨されている。実際に、レボフロキサシンの経口投与において、この理論に基づ

いて 100 mg/回の 1 日 3 回投与から、500 mg/回の 1 日 1 回投与へ用法・用量の変更が行われ、

この変更により、耐性化率が減少し、高い効果が得られたことが報告されている 3,4)。しかし、

これら PK-PD理論のほとんどは経口投与後の血漿中濃度推移に基づいた解析から導かれてい

る。一方、点眼投与のように薬物の吸収が全身循環を介さない場合、血漿中濃度は効果の指

標とはならない。さらに、眼は多くの組織から構成されており、各組織によって点眼投与後

の濃度推移は様々である (Figure 2)。それらの作用部位における濃度推移は経口投与後の血漿

中濃度推移とは大きく異なるため、同様の理論が適用できるかは明らかでない。また、点眼

剤の場合、溶解度や粘膜刺激性の問題から、薬物の点眼液濃度の上限が制限される。さらに、

一回の投与液量を増加させても結膜嚢の容積及び表面積の制限に加えて、薬液が速やかに眼

外に排出されることから、眼組織中薬物濃度はほとんど変化しない 5,6)。そのため、経口剤に

おいては比較的容易である用量・用法の変更が、このような特性を持つ点眼剤においては困

難であると考えられる。そこで、in vivo 及び in vitro モデルを用いて点眼剤の用法の改善を試

みることとした。 

 
 

Figure 2 Anatomy of the eye 

対象疾患として、白内障術後眼内炎を選択した。この疾患は、発症率が 0.04%から 0.36%と
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低いが、発症すると失明に至ることがある 7-14)。特に Enterococcus faecalis (E. faecalis) や

Staphylococcus aureus (S. aureus) は、急激に視力を低下させ、眼内炎発症後の視力予後が悪い

ことが知られている 12-16)。白内障術後眼内炎の治療法として、硝子体内への抗菌剤の注入や、

緊急の硝子体手術が行われているが、これらの治療内容と最終視力の相関は認められていな

いことから 17)、眼内炎を予防することが最も重要であると考えられる。白内障術後眼内炎は、

主に細菌が眼房水中に混入することにより発症すると考えられており 18)、現在はこの手術合

併症の予防用法として、術前の消毒に加えて術直後より抗菌点眼剤を 1 日 3－5 回、1 回 1 滴

投与されているが、用法・用量の最適化は行われていない。そこで、限られた用法・用量に

おいて最大の効果を示す投与方法、つまり予防に最適な用法の確立を目指した。In vivo モデ

ルにおいては、投与開始のタイミング及び投与回数、in vitro モデルでは投与間隔に着目して

検討を行った。さらに、眼組織における薬効の推定を可能とする PK-PD パラメータの構築を

試みた。 

眼感染症領域においては、抗菌スペクトルの広さ、良好な組織移行性及び安全性からキノ

ロン系抗菌剤が頻用されている。キノロン系抗菌剤は、DNA gyrase や Topoisomerase IV の活

性を阻害することにより殺菌的に作用し、その作用は濃度依存的であること、また、殺菌的

に作用することから、上述の PD パラメータである MIC と MBC は、ほぼ等しいことも知ら

れている。本研究においては、このキノロン系抗菌剤のうち、特にキノロン環の 8 位にメト

キシ基が導入されたことにより、より強い抗菌作用と高い安全性が確認されているガチフロ

キサシン 19)を選択した。 

 

 

以下、三章にわたり得られた知見を論述する。 
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第 1 章   ウサギ腸球菌術後眼内炎モデルを用いた検討 

重篤な眼内炎を引き起こすことが知られている E. faecalis を起因菌としたウサギ腸球菌眼

内炎モデルを用いて、細菌性眼内炎を予防する上で効果的な術後のガチフロキサシン点眼液

の使用方法について、投与開始時間及び投与回数を検討することとした。本モデルは、感染

初期に一過性の結膜充血、虹彩充血とそれに続く前房混濁が主として認められ、角膜の混濁、

さらには硝子体混濁も観察されることから、臨床を模した細菌性眼内炎モデルとされている

20)。術後眼内炎の起因菌は、患者の外眼部に存在する常在菌がほとんどであり、これらが術

後に眼内へ侵入することにより、発症すると考えられていることから 18,21,22)、評価に用いる菌

株には、感染症由来ではなく、正常ヒト結膜より採取された株を用いた。 

 

1.1  投与開始時間の検討 

ウサギ腸球菌眼内炎モデルにおいて、0.3%ガチフロキサシン点眼液を 1 眼当たり 1 回 50 µL

として、E. faecalis を前房内に接種直後より 1 回又は 3 回、あるいは接種 6 時間後より 3 回点

眼投与した (Figure 3) 。さらに、接種当日のみ無処置 (つまり、接種 24 時間後より点眼) 群

も設定した。いずれの群も、接種 24 時間後からは、接種 96 時間後まで 1 日 3 回点眼投与し

た。また、対象群として、4 日間とも何も処置しない無処置群を設定した。接種 24 時間後の

前房内のフィブリン析出及び蓄膿等の前房混濁を細隙灯顕微鏡を用いて経時的に観察し、

Figure 4 に示す採点基準に沿って眼内の炎症症状を採点した。次いで、接種 96 時間後の前房

内容及び硝子体内容の生菌数を測定した。 

 

A: 直後1回群

B: 直後3回群

C: 6時間後3回群

D: 接種日無処置群

E: 無処置群

接種
（0） 2 4 6 8 10

Day 1 Day 2 － 4

×

× × ×

× × ×

×

×

×

×

×

×

×

×

×

×

×

×

h4 80

 
Figure 3 Experiment design 
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Figure 4 Criteria of anterior chamber inflammation (Inflamation score) 

 
 
 

1.1.1  炎症に対する効果 

接種 6 時間後では全ての群において、前房内にわずかなフィブリンが観察されたものの、

スコアは 1 以下であり、ほとんど炎症症状は認められなかった (Figure 5)。無処置群では、接

種 24 時間後で平均スコアが 2 を越え、その後 2 以上を維持した。全例に前房のフィブリン及

び蓄膿が認められ、明らかな眼内炎の発症が確認できた。ガチフロサキシン点眼液の直後 1

回点眼群では、24 時間でスコアの上昇が抑制される傾向が認められ、その後、経時的にスコ

アは減少し、48 時間後以降では、無処置群と比較して有意に低値を示した (p< 0.05)。直後 3

回点眼群では、24 時間での炎症スコアが 6 時間と同程度に抑えられており、ほとんどの個体

で 96 時間までスコアは 1 以下であった (p< 0.05)。6 時間後 3 回点眼群においては、直後 1 回

点眼群と同様の推移を示し、接種後 48 時間以降では無処置群と比較して有意に低値を示した 

(p< 0.05)。一方、接種日無処置群では、無処置群と比較して炎症スコアが僅かに低値を示した

のみであった。このことから、一度悪化した眼内炎症を抑制することは、困難であることが

示された。 
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Figure 5 Progress of anterior chamber inflammation over time 

The data represent the individual values. Group A, single; B, 3 times (immediately); C, 

3 times (after 6 h); D, 3 times (after 24 h).  **, p< 0.01; *, p< 0.05, compared with 

control by each time point postinoculation (Steel’s test, 1-sided) 

 

 

 

 

1.1.2  生菌数に対する効果（接種 96 時間後） 

接種 96 時間後の無処置群における前房内容においては、前例において E. faecalis が検出さ

れ (Figure 6)、硝子体内容においても 1 例を除いて全ての個体で E. faecalis が検出された 

(Figure 7)。前房内、硝子体内のいずれにおいても、無処置群、接種日無処置群、直後 1 回点

眼群、6 時間後 3 回点眼群の順に E. faecalis の検出確率、その生菌数ともに高い傾向があった。

直後 3 回点眼群においては、いずれも検出限界値未満であった。 
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Figure 6 Viable bacteria in anterior chamber at 96 h postinoculation 

 The data represent the individual values. 

 **, p< 0.01; *, p< 0.05, compared with control (Steel’s test, 1-sided). 
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Figure 7 Viable bacteria in vitreous humor at 96 h postinoculation 

The data represent the individual values 

**, p< 0.01; *, p< 0.05, compared with control (Steel’s test, 1-sided). 



 

 11 

1.2  投与回数の検討 

1.2.1  投与後 24 時間における効果への影響 

1.1 の検討において、投与開始時間が早く、投与回数が多いほど、炎症症状及び生菌数に対

する抑制効果が高いことが示された。しかし、1.1 では、接種日の投与回数は異なるものの、

接種 2 日目移行の投与回数を 1 日 3 回と揃えていた。そこで、投与回数の影響をより詳細に

検討するために、接種日のみに 0.3%ガチフロキサシン点眼液を 1 眼当たり 1 回 50 µL として

単回あるいは 2 時間間隔で 3 回点眼投与したときの、接種 24 時間後における炎症スコア及び

生菌数を評価した (Figure 8)。対照群として、無処置群を設定した。 

 

A: 直後1回群

B: 直後3回群

C: 無処置群

接種
（0） 2 4 6 8 24 h

Day 1

×

× × ×

 
 

Figure 8 Experiment design 

 

 

1.2.1.1  炎症に対する効果（接種 24 時間後） 

無処置群では、全例で明らかな眼内炎の発症が認められた。接種 24 時間後において、いず

れの投与回数においても、無処置群と比較して有意に炎症スコアが低下したが、3 回点眼群

の方が 1 回点眼群よりも低かった (Figure 9)。 
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Figure 9  Anterior chamber inflammation at 24 h postinoculation. 

The data represent the individual values.  

**, p< 0.01; *, p< 0.05, compared with control (Steel’s test, 1-sided). 

 

 

 

1.2.1.2  生菌数に対する効果（接種 24 時間後） 

接種 24 時間後の無処置群における前房内容及び硝子体内容には、いずれも E.faecalis が検

出された (Figures 10 and 11)。0.3%ガチフロキサシン点眼液 1 回点眼群及び 3 回点眼群におけ

る前房内容中の生菌数は 1 回点眼群、3 回点眼群のいずれも、無処置群と比較して有意に低

値を示した (p< 0.05 及び p< 0.01)。一方、硝子体内容の生菌数においては、3 回点眼群でのみ

無処置群と比較して有意に低値であった (p< 0.05)。前房内容及び硝子体内容のいずれにおい

ても、3 回点眼群の方が 1 回点眼群よりも E. faecalis の検出確率及び生菌数が低い傾向にあっ

た。 
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Figure 10  Viable bacteria in anterior chamber at 24 h postinoculation 

            The data represent the individual values. 

**, p< 0.01; *, p< 0.05, compared with control (Steel’s test, 1-sided). 
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Figure 11 Viable bacteria in vitreous humor at 24 h postinoculation 

        The data represent the individual values. 

*, p< 0.05, compared with control (Steel’s test, 1-sided). 
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1.2.2  投与後 4 日間（96 時間）における効果への影響 

次に、接種当日投与の有用性を検討するために、接種日のみに 0.3%ガチフロキサシン点眼

液を 1 眼当たり 1 回 50 µL として単回点眼あるいは 2 時間間隔で 3 回点眼投与したときの、

炎症症状の経時的な変化及び接種 96 時間後の生菌数を評価した (Figure 12)。対照群として、

無処置群を設定した。 

 

A: 直後1回群

B: 直後3回群

C: 無処置群

接種
（0） 2 4 6 8 10

Day 1 Day 2 － 4

×

× × ×

h4 80

 
 

Figure 12  Experiment design 

 

 

 

1.2.2.1  炎症に対する効果（接種 96 時間後） 

無処置群では、1.1 と同様の炎症スコアの推移を示し、全例で明らかな眼内炎の発症が認め

られた (Figure 13)。1 回点眼群では、24 時間において無処置群と比較して有意な炎症スコア

の抑制効果がみられたものの (p< 0.05)、その後、わずかにスコアは上昇し、抑制傾向がみら

れたのみであった。1.1 では、48 時間以降も十分な抑制が確認されていたことから、接種 2

日目以降からの 1 日 3 回投与の影響が大きく、接種日の単回投与のみでは、不十分であるこ

とが示唆された。一方、3 回点眼群では、接種 24 時間以降の全ての時点において無処置群と

比較して有意な炎症スコアの抑制効果が確認された (p< 0.05)。このことから、接種日に十分

な投与を行っておくことで、炎症症状の悪化が抑制できることが示された。 
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Figure 13  Progress of anterior chamber inflammation over time 

The data represent the individual value. Group A, single; B, 3 times. 

               **, p< 0.01; *, p< 0.05, compared with control (Steel’s test, 1-sided). 

 
 
 
 

1.2.2.2  生菌数に対する効果（接種 96 時間後） 

無処置群における接種 96 時間の前房内容では 7 例中 5 例、硝子体内容においては 7 例中 4

例で E. faecalis が検出された (Figures 14 and 15)。前房内容においては、単回点眼群で 7 例中

3 個体、3 回点眼群では 7 例中 1 個体のみに E. faecalis が検出され、3 回点眼群においては、

無処置群と比較して有意に低値を示した (p< 0.05)。硝子体内容においては、単回点眼群、3

回点眼群のいずれも E. faecalis が検出された個体は 1 例のみであり、生菌数はいずれも

0.20 Log CFU/tissue であった。これらのことから、接種当日に 3 回点眼投与することで、その

後 3 日間の細菌の増殖、すなわち、眼内炎発症リスクを抑制できることが示され、接種当日

投与の重要性が確認できた。 

 



 

 16 

*

2

3

4

5

6

7

V
ia

b
le

 b
a

ct
e

ria
 

(L
o

gC
F

U
/t

is
su

e
)

Detection
limit

(1.2)

Single 3 timesControl
 

 
Figure 14  Viable bacteria in anterior chamber at 96 h postinoculation 

The data represent the individual values. 

*, p< 0.05, compared with control (Steel’s test, 1-sided). 
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Figure 15  Viable bacteria in vitreous humor at 96 h postinoculation 

                   The data represent the individual values. 
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1.3  考察 

ウサギ腸球菌眼内炎モデルを用いて、0.3%ガチフロキサシン点眼液の投与開始時間及び投

与回数が、眼内炎症並びに前房内容及び硝子体内容の生菌数に与える影響を評価し、投与開

始時間は、より早い方が眼内炎症及び細菌の増殖抑制効果が高いこと、投与回数は 1 回より

も 3 回の方が有効であることが示された。 

接種日無処置の場合、つまり接種 24 時間後からガチフロキサシン点眼液を 3 回点眼投与し

た場合、接種 96 時間後の前房内容及び硝子体内容における生菌数の減少傾向は認められたが 

(Figures 6 and 7)、炎症症状の抑制効果はほとんど認められなかった (Figure 5)。細菌は宿主の

免疫反応を誘導し、過剰な炎症反応は細菌が減少した後も宿主の組織を破壊することが報告

されている 23)。つまり、ガチフロキサシンは、眼内の生菌数が増加した後でも抗菌効果は発

揮するものの、一度発症した炎症症状を減少させることは困難であることが示唆された。抗

炎症薬が、細菌性眼内炎の炎症症状を抑制することが報告されており 24,25)、抗菌薬とともに

抗炎症薬を併用することも考えられるが、感染症予防の段階で、生体の免疫反応を抑制する

ことに関しては、慎重を期す必要があろう。本検討において、投与初日のみに投与した場合

でも、投与初日のみならず、接種 96 時間後まで炎症症状の抑制及び生菌数の減少効果が確認

できていることから (Figures 13－15) 、抗菌薬のみでも早期に投与しておくことで、眼内炎

症を抑制することは可能であり、抗菌点眼剤の早期投与の有効性が示されたと言える。 

白内障手術において前房内へ細菌が混入するのは、術中もしくは術直後と考えられており、

術前からの抗菌点眼剤の投与や、ポピドンヨードによる洗眼等が行われているが 26-29)、それ

にも関わらず、術直後に前房内に細菌が存在する確率は、5%－7.5%と報告されている 30-32)。

このことから、術直後にも十分な対策を講じることが重要であり、その方法の一つとして、

術直後からの抗菌点眼剤の点眼投与の必要性が考えられる。 

本試験において、無処置群においても接種 24 時間又は 96 時間後の前房内容は接種菌数と

同程度であった (Figures 6, 10 and 14)。一方、硝子体内に細菌を接種した場合、菌は 96 時間

以内に飽和菌数まで著しく増加し、そのほとんどが硝子体 (後眼部) に存在することが知られ

ている 33)。この違いは、前房内で増殖が抑制されているのか、眼房水の排出と共に菌が眼外

へ排出されいるのかは明らかではないが、前房内は硝子体内と比較して、細菌を排除しやす

い環境であると推察される。さらに、0.3% 14C-ガチフロキサシン点眼液を有色ウサギに点眼

投与したとき、硝子体中ガチフロキサシンの Cmax は眼房水中と比較して 100 分の 1 以下で

あることから 34)、点眼投与により硝子体中での抗菌効果を期待することは非常に困難である。

一方、いずれの条件においても、前房内生菌数と硝子体内生菌数は同様の傾向が認められ、1
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例を除き、前房内に菌が検出されない個体は、硝子体内においても菌は検出されなかった 

(Figures 6, 7, 10, 11, 14 and 15)。以上のことから、前房内汚染の段階で細菌を死滅させること

で、硝子体へ細菌が移行することを抑制できると考えられることから、前房内汚染の段階で

の処置が重要であると考えられた。本モデルは、上述の通り、ヒトにおける臨床症状を模擬

したモデルであるが、水晶体を除去していない有水晶体眼である点が臨床とは異なる。最近

では、白内障手術と同様に、レンズを取り除く手術を施し、水晶体嚢内に細菌を接種するモ

デルでの評価も実施されている 35)。水晶体の有無は、前房から硝子体内への細菌の移行に影

響すると考えられるが、前房内汚染に対する抗菌効果を評価する目的においては、有水晶体

眼の眼内炎モデルで十分評価可能であると判断している。 

接種直後からの 1 回点眼群と 3 回点眼群を比較したとき、接種 2 日目以降の点眼の有無、

評価期間に関わらず、明らかに 3 回点眼群の抗菌効果が高かった (Figures 6, 7, 10, 11, 14 and 

15)。0.3% 14C-ガチフロキサシン点眼液を有色ウサギに 1 日 3 回、反復点眼投与したとき、反

復投与による眼房水中濃度の蓄積又は減少傾向は認められていないことから 34)、1 回点眼群

と比較して 3 回点眼群の AUC、つまり AUC/MIC は約 3 倍であると推測される。そのため、

前房内汚染に対するガチフロキサシンの点眼投与による抗菌効果は、経口投与後の血漿中濃

度推移と抗菌効果の解析より算出された、キノロン系抗菌薬の効果に関与すると報告されて

いる AUC/MIC 1) に依存することが示された。 
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第 2 章   In vitro Aqueous Humor Pharmacokinetic (AHPK) model

の構築 

ウサギ腸球菌眼内炎モデルは、前述のとおり、臨床における術後眼内炎の症状を模擬した

モデルであり、前房内汚染に対する抗菌剤の効果を評価するために適していると考えられる。

しかし、前房内汚染に対して、0.3%ガチフロキサシン点眼液を点眼投与するときの効果に対

する投与間隔の影響を評価するためには、眼房水中の生菌数を経時的に測定する必要がある。

ウサギ腸球菌眼内炎モデルにおいては、生菌数は一個体より一時点のみしか評価が出来ない

ため、非常に多くの動物が必要となる。また、第 1 章において、生菌数の変化と炎症症状の

変化にはあまり相関関係がないことが示されたことより、抗菌薬の効果を評価するにあたり、

炎症症状の評価は必須ではないと判断した。そこで、生菌数の経時的な変化の評価が可能で

あり、動物を使用する必要のない、組織中濃度を再現可能とする in vitro model が有用である

と判断した。これまでに、その様なモデルは多数作製されているものの、ほとんどが経口投

与後の血漿中濃度を模擬するものであり、前房内汚染の標的組織となる眼房水中濃度推移を

模擬する model は提示されていない。また、点眼投与後の眼房水中濃度は、経口投与後の血

漿中濃度推移と比較して、消失速度が速いため、既存のモデル条件をそのまま適用すること

は困難である。そこで、0.3%ガチフロキサシン点眼液を点眼投与したときの眼房水中濃度を

模擬する新規 in vitro model の構築を目指した。 

 

2.1  点眼投与後の眼房水中濃度測定 

模擬する濃度推移としては、点眼投与後のヒト眼房水中濃度が最適であるが、ヒトにおけ

る眼房水中濃度の測定は困難である。白内障手術前の眼房水中濃度が報告されているものの、

投与方法や採取時点が限られていることから 36-39)、基準とする濃度推移としては適していな

い。眼組織におけるウサギとヒトの解剖学的及び生理学的な種差は、角膜の厚み及び表面積、

瞬目回数及び涙液のターンオーバーなどが挙げられるものの、サイズや構造は類似している

ことから 40)、ウサギは点眼投与における薬物動態試験及び安全性試験に広く使用されている。

そこで、第 1 章でウサギ腸球菌眼内炎モデルに使用した日本白色種ウサギに、0.3%ガチフロ

キサシン点眼液を 50 µL 単回点眼投与した後に、経時的に眼房水中ガチフロキサシン濃度を

測定し、得られた眼房水中濃度推移の再現を in vitro model により目指すこととした。 
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Figure 16  Concentration of gatifloxacin after a single topical administration of 0.3% 

gatifloxacin ophthalmic solution.   

Symbols represent the mean ± S.E.M. for 4 eyes at each time point.  Solid line 

represent fitting curve by 1-compartment model.  

 

 

ウサギに点眼投与後の眼房水中ガチフロキサシン濃度は、投与後 1 時間で Cmax となり、そ

の後減少した (Figure 16)。この濃度推移は、ヒトに 0.3%ガチフロキサシン点眼液を単回点眼

投与後の眼房水中濃度推移 39) に近似したものであった。 

得られた濃度推移を 1 次吸収のある 1-コンパートメントモデルにより解析し、

pharmacokinetic (PK) パラメータを算出した (Figure 16 and Table 1)。得られた半減期 (T1/2) は

約 1.4 時間となり、報告されている他の点眼剤とほぼ同様であった 41)。点眼投与後の薬剤は、

涙液による希釈を受けた後、一部は鼻涙管から排出されるが、残りは角膜や結膜等の組織を

経由して眼房水へ移行する 42)。血液を介した移行の関与も考えられるが、角膜などを介した

移行に対して非常に微量であるため、1-コンパートメントモデル解析は妥当であると考えら

れる。 
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Table 1 Estimated pharmacokinetic parameters of gatifloxacin in aqueous humor 

after a single instillation 

 

 

算出された移行率と分布容積のハイブリッドなパラメータである Vd/F を利用して、点眼投

与後の眼房水への吸収率を算出した。実際のウサギ眼房水量 (約 0.25－0.3 mL) 43)を分布容積 

(Vd) として算出すると、0.3%ガチフロキサシン点眼液を 50 L 単回点眼投与後の眼房水への

吸収率は 0.32%－0.38%となり、これは報告されている点眼投与後の眼房水への薬物の吸収率

とほぼ一致するものであった 44)。 

様々な動物を用いてガチフロキサシンの有効性を確保するために必要な AUC/MIC が報告

されており、マウス大腿又は肺感染モデルにおいて肺炎球菌 (Streptococcus pneumoniae: S. 

pneumoniae) に対しては 52 以上、S. aureus に対しては 37 以上が必要であると報告されている

45)。一方、ウサギ腸球菌眼内炎モデルにおいて用いた E. faecalis に対するガチフロキサシンの

MIC は 0.39 μg/mL であり 46)、効果の認められた 0.3%ガチフロキサシン点眼液を単回点眼投

与後の AUC/MIC は、わずか 4.9 であった。3 回投与では AUC が 3 倍になると仮定しても 14.7

程度であり、前述した基準値よりも低い。しかし、ウサギ腸球菌眼内炎モデルにおいて、0.3%

ガチフロキサシン点眼液を単回もしくは 3 回点眼投与することにより炎症スコアの抑制効果

及び生菌数の減少効果が確認できおり、E. faecalis に対する前房内汚染に対しては、ガチフロ

キサシンの AUC/MIC が 4.9 以上で、効果が期待できるものと考えられた。 

 

 

2.2  容量及び速度の設定 

1-コンパートメントモデル解析の結果、ka と kel がほぼ等しかったことから、ka = kel の条

件における濃度推移を示す式を導いた。 

 

Tmax 

(h) 

Cmax 

(µg/mL) 

Vd/F 

(mL) 

ka 

(h-1) 

kel 

(h-1) 

T1/2 

(h) 

AUC0-8 

(µg・h/mL) 

1.0 0.70 78 0.99 1.0 1.4 1.91 
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Figure 17 Schematic of 1-compartment model 
     F: absorption rate, D: dose, X: amount of drug, 

    ka: absorption rate constant, kel: elimination rate constant 

 

 

Figure 17 より、薬物量 (Xa 及び X) の変化する速度を以下の数式で表した。 

 

Equation 1: Xaka
dt

dXa
  

Equation 2: XkelXaka
dt

dX
  

 

これらの数式を、それぞれラプラス変換した。 

 

Equation 1 より、 

 

axSXa
dt

dXa
L ~)0( 








 

   axka ~  

 

Xa(0) = F·D であるため、 

 

kaS

DF
ax




~  

 

という関係式が得られた。 

 

さらに、Equation 2 より、 
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xSX
dt

dX
L ~)0( 








 

  xkelaxka ~~   

 

X(0) = 0 、
kaS

DF
ax




~  より、 

 

ax
kelS

ka
x ~~ 


  

  
)()( kaSkelS

kaDF




  

 

という関係式が得られた。ここで、ka = kel であることから、ka = kel = K とおき、 

 

2)(
~

KS

KDF
x




  

が得られ、ラプラス逆変換の公式 tetA
S

A 




 2)(
 により、薬物 X の変化量を表す、

以下の数式を導いた。 

 

Equation 3: tKetKDFX   
 

 

これらの ka = kel の条件及び既存モデルを参考に、作製するモデルは、ポンプ、薬物希釈セ

ル (D) 及び培養セル (C) を無菌状態で直列に繋ぐこととした (Figure 18)。培養セルには、2

方向の穴があり、2 重構造となっているため温度を一定に保つことができる角膜透過セルを

用いることとした。 
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Figure 18 Schematic of in vitro model 
              X: amount of drug, f: flow rate, V: volume 

 

モデルの構成より、ポンプからは新鮮な培地のみを流し、それぞれを流れる速度は一定であ

るとして、f1 = f2 = f3 = f とした。さらに、用いるセルのサイズから、Vd 及び Vc を 3.5 mL (=V) 

とした。 

 

 

Equation 1 の両辺を V で割り、K=
V

f
 (=

c

f

d

f

VV
32  )、

V0

DF
CD


 、

V

X
CC  とすると 

 

培養セル内のガチフロキサシン濃度は、以下の数式で表すことができる。 

 

Equation 4：
t

V
0DC

V
Cc




f

et
f

 

 

ここで、モデル解析より K は 1 であり、セルのサイズより V を 3.5 mL としたことから、f

を 3.5 mL/h とした。この設定値より、培養セルの濃度推移は以下の数式で表すことができる。 

 

Equation 5： t
0D etCCc   

 

さらに、ウサギに 0.3%ガチフロキサシン点眼液を点眼投与したときの濃度推移より算出し

た Tmax (1.0 h) 及び Cmax (0.701 μg/mL) を、Equation 5 に当てはめることにより、CD0 は

1.91 μg/mL と設定した。 
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2.3  理論濃度推移の算出 

単回投与と同様に、0、0.25、1、2、3、4、6 及び 8 時間間隔で 3 回投与したときのガチフ

ロキサシン濃度の理論濃度推移を算出した (Figure 19)。反復投与における濃度推移は、投与

間隔を τとして、Equation 5 (2 回目投与まで)、Equation 6 (3 回目投与まで)、Equation 7 (3 回目

投与後) により算出した。 

 

Equation 6： )(t
0D

t
0D e)(tCetCCc     

Equation 7： )2(t
0D

)(t
0D

t
0D e)2(tCe)(tCetCCc      

τ: Dosing interval 
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Figure 19  In vitro simulation of concentration-time profiles of gatifloxacin in rabbit 

aqueous humor after three-times-daily dosing at various intervals.  
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上記の濃度推移から以下の数式を用いて Tmax 及び Cmax を算出した (Table 2)。 

 

Tmax については、Equations 5－7 をそれぞれ微分し、得られた式の値が 0 となるときの時

間を Tmax として、以下の通り Tmax を導く数式を算出した。なお、単回投与時の Tmax (Tmax1) 

は、1 時間であった。 

 

Equation 8：Tmax2 = (1 + eτ + τ × eτ) / (1 + eτ) 

(2 回目投与後 3 回目投与まで) 

Equation 9：Tmax3 = (1 + eτ + e2τ + τ × eτ + τ × 2 × e2τ) / (1 + eτ + e2τ) 

(3 回目投与以降) 

τ: Dosing interval 

 

Cmax は、Equations 5－7 に各 Tmax を代入して各濃度を算出し、最も高い値とした。 

 

Table 2 PK parameters 

Dose frequency 

(times) 

Dosing interval 

(h) 

Cmax 

(µg/mL) 

AUC 

(µg×h/mL) 

1 － 0.70 1.91 

0 2.11 

0.25 2.07 

1 1.62 

2 1.10 

3 0.87 

4 0.77 

6 0.72 

3 

8 0.70 

5.73 

 

2.4  培地の選択 

眼房水により近い環境にするために、使用する培地は人工眼房水であるオペガード MA®を

選択したが、培養が長時間になると炭酸が抜け、pH が変化することが明らかとなった (pH 

6.66 → pH 8.71)。そこで、pH を一定に保つために炭酸を除外したところ、白濁することが



 

 27 

明らかとなり、オペガード MA®の利用が困難となった。また、細菌の培養によく用いられる

Brain Heart Infusion (BHI) broth は、培地中に含まれる成分の詳細が不明であること、培地由来

の夾雑ピークが多いために HPLC での薬物定量が困難となることから不適切と判断した。そ

こで、細胞培養等で使用されている DMEM/F-12 を培地として選択した。細菌に対する本培

地の妥当性については、3.1.1 項にて考察する。 

 

2.5  モデルの作製 

既存のモデルは、主に容器からの細菌の消失を考慮しないモデル 47,48)と細菌の消失を防ぐ

ためにフィルターを設置したモデルが存在する 49-51)。上述の通り、眼房水中濃度推移は消失

が速く、ほとんどの細菌が流出してしまう可能性が考えられたことから、フィルターを設置

するモデルを選択した。 

 

2.5.1  モデル 1 

Figure 20 にモデル 1 を模式図的に示した。薬物希釈セルに、ガチフロキサシンを添加後、

経時的に培養セル内の濃度推移を確認したところ、このモデルでは単回投与したときのガチ

フロキサシンの理論濃度推移と比較して、セル内濃度が低値を示した (Figure 21)。これは、

培養セルの右側に隣接しているセルへガチフロキサシンが拡散し、培養セル内の薬物濃度が

低下したためと推察された。 

 

 

Syringe pumpSyringe pump

A

B

C
D

E

F
 

Figure 20 Schematic diagram of the in vitro AHPK model (1st ver.).  

(A) drug port, (B) dilution chamber, (C) sample port, (D) culture chamber,  

(E) membrane filter and (F) magnetic stirrer. 
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Figure 21  Concentration of gatifloxacin following a single application in an in vitro 

AHPK model (1st ver.).  

The data represent the mean + S.E.M. (n = 3). The solid line represents the predicted 

concentration of gatifloxacin in culture chamber. 
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2.5.2  モデル 2 

モデル1の問題点を解決するために、培養セルに隣接する右側のセルには培地を満たさず、

フィルターを介して培養セルから右側のセルに移動した液をポンプで吸引し、排出させるこ

ととした (Figure 22)。その結果、培養セル内のガチフロキサシン濃度は、理論濃度推移より

も高値を示した (Figure 23)。この理由として、用いたセルの形状が複雑であるため、溶液の

粘性等によって、培養セル内にデッドスペースが生じている可能性を考えた。 

Syringe pumpSyringe pump
B

D

E

F

Peristalic
pump

 

Figure 22  Schematic diagram of the in vitro AHPK model (2nd ver.).  

(A) drug port, (B) dilution chamber, (C) sample port, (D) culture chamber, (E) membrane 

filters and (F) magnetic stirrer. 
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Figure 23  Concentration of gatifloxacin following a single application in an in vitro 

AHPK model (2nd ver.).  

The data represent the mean + S.E.M. (n = 3). The solid line represents the predicted 

concentration of gatifloxacin in culture chamber. 
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2.5.3  モデル 3 

単回投与 

モデル 2 において、理論濃度推移よりも高値を示した理由として、用いたセルの形状が複

雑であるため、溶液の粘性等によって、培養セル内にデッドスペースが生じている可能性を

考えた。そこで、デッドスペースの影響を減らすために、セル内の攪拌子を 2 つに増やすこ

ととした。また、フィルター付近にチップを設置するために、モデル 2 で培養セルの右側に

隣接していたセルを取り除いた。さらに、流速が速いため、細菌を添加した場合にフィルタ

ー が細菌で目詰まりを起こし、培養セル内圧が上昇することが明らかとなったので、フィル

ターの前にプレフィルターを設置することで、目詰まりを防止した。改良して得られたモデ

ル 3 の模式図を Figure 24 に示した。本モデルにおいてガチフロキサシンを添加した後に得ら

れた培養セル内ガチフロキサシン濃度は、理論値にほぼ一致し、統計学的にも有意な相関が

あることが明らかとなった (Figure 25, r2 = 0.9922, p< 0.001)。 
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Figure 24  Schematic diagram of the in vitro AHPK model (3rd ver.).  

(A) drug port, (B) dilution chamber, (C) sample port, (D) culture chamber, (E) membrane 

filter (F) magnetic stirrer and (G) Pre filter. 
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Figure 25  Concentration of gatifloxacin following a single application in an in vitro 

AHPK model (3rd ver.).  

The data represent the mean + S.E.M. (n = 3). The solid line represents the predicted 

concentration of gatifloxacin in culture chamber. 

 
 
 
 

反復投与 

モデル 3 を用いて、ガチフロキサシンを薬物希釈セル (B) に 0.25 時間間隔及び 2 時間間隔

で 3 回添加したときの、培養セル (D) 内のガチフロキサシン濃度推移を測定した。わずかに

高値を示したものの、ほぼ理論通りの濃度推移が得られた (Figures 26 and 27)。単回投与と同

様に、理論値と実測値の相関を確認した結果、統計学的に有意な相関関係が確認できた 

(0.25 時間間隔: r2 = 0.9888, p< 0.001, 2 時間間隔: r2 = 0.9870, p< 0.001)。以上のことから、ウサ

ギに 0.3%ガチフロキサシン点眼液を 50 L 点眼投与したときの眼房水中濃度推移を模擬する

model (in vitro AHPK model) が構築できたと判断した。 
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Figure 26  Concentration of gatifloxacin in an in vitro AHPK model (3rd ver.). 

gatifloxacin was applied three times at intervals of 15 min.  

The data represent the mean + S.E.M. (n = 3). The solid line represents the predicted 

concentration of gatifloxacin in culture chamber after three times addiction every 

15 min. 
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Figure 27  Concentration of gatifloxacin in an in vitro AHPK model (3rd ver.). 

gatifloxacin was applied three times at intervals of 2 h.  

The data represent the mean + S.E.M. (n = 3). The solid line represents the predicted 

concentration of gatifloxacin in culture chamber after three times addiction every 2 h. 
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2.6  考察 

0.3%ガチフロキサシン点眼液をウサギに 50 μL 単回点眼投与したときの眼房水中ガチフロ

キサシン濃度を再現する in vitro aqueous humor pharmacokinetic model (in vitro AHPK model) を

作製した。 

抗菌剤の効果は、薬剤と細菌の直接的な反応であることから、感染組織における薬物濃度

が重要であり、動物を用いた感染モデルを使用する場合、ヒトと動物の組織中濃度推移の違

いを考慮しなければならない。一方、in vitro AHPK model では流速や初期濃度を変化させる

だけで、どのような濃度推移でも再現可能であり、抗菌剤の有効性の評価において有益なモ

デルであると考えられる。組織中濃度を in vitro で再現し、細菌と薬剤の関係を評価するモデ

ルはこれまでにも多く存在したが、眼房水中薬物濃度推移を再現したモデルは in vitro AHPK 

model が初めてである。 

眼房水への薬物の移行ルートには、角膜ルートと強結膜ルートがあり 42)、いずれのルート

を介するか、またその透過性には、脂溶性や分子サイズなどの化合物の物理化学的性質が影

響するが 52-56)、眼房水へ移行した薬物の消失は、シュレム管などを介した眼房水排出の影響

が大きいと考えられている。そのため、今回ガチフロキサシン点眼液を点眼投与した後の眼

房水中濃度推移でみられたように、吸収速度定数と消失速度定数がほぼ等しく、他のキノロ

ン系抗菌点眼剤を点眼投与した後の眼房水中濃度推移は、ガチフロキサシンを点眼投与した

後の眼房水中濃度推移とほぼ等しい 57,58)。従って、今回構築したモデルは、他のキノロン系

抗菌点眼剤を点眼投与したときの眼房水中濃度推移を再現することも可能であると考えられ

る。また、キノロン系抗菌点眼剤のみならず、他の点眼剤においても同様の濃度推移が確認

できることから 59-61)、本モデルは細菌に対する抗菌効果だけでなく、細胞等に対する薬理効

果や安全性の評価にも有用であると考えられる。 
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第 3 章   In vitro AHPK model を用いた評価 

第 1 章にて、E. faecalis を起因菌として眼内炎を発症させたウサギに 0.3%ガチフロキサシ

ン点眼液を点眼投与した際、投与回数の増加に伴って効果が増加することが示され、点眼投

与したガチフロキサシンの前房内における効果も、一般的にキノロン系抗菌剤の効果に関与

すると考えられている AUC/MIC に依存することが明らかとなった。一方、前述の通り、点

眼剤においては用法・用量の変更が困難であるため、AUC/MIC を増加させることは容易では

ない。そこで、投与回数、つまり AUC/MIC が一定となる条件において、比較的容易に変更

可能な投与間隔が効果に及ぼす影響を、0.3%ガチフロキサシン点眼液を点眼投与後の眼房水

中ガチフロキサシン濃度推移を再現する in vitro AHPK model を用いて、評価することとした。 

 

3.1   E. faecalis に対する検討 

ウサギ腸球菌眼内炎モデルで得られた結果と合わせて考察するために、同じ E. faecalis 

A-2-7 株を用いて、検討を実施した。 

 

3.1.1  薬剤非添加時の増殖曲線 

ウサギ腸球菌眼内炎モデルにおいて眼内炎の発症が確認されている 1×104 CFU/eye（房水容

量を 300 µL としたとき 3×104 CFU/mL）より、初期菌量を 3×104 CFU/mL (4 Log CFU/mL) に

設定した。 

初期値からの生菌数の経時的な変化を Figure 28 に示す。培養開始後 3 時間から菌の増殖が

みられ、24 時間では 9.3 ± 0.6 Log CFU/mL に達した。ウサギ腸球菌眼内炎モデルにおいては、

接種 24 時間もしくは 96 時間後においても、接種菌量と同程度の生菌数を示した (約

4 Log CFU/tissue (mL)、硝子体容量を 1 mL 62) として換算)。一方、株は異なるものの E. faecalis

を硝子体内へ 2 Log CFU注入したときの、生菌数の変化は、約 6時間で 1 Log CFU/eye (mL) 上

昇し、24 時間で 8.98 Log CFU/eye (mL) に到達することが示されている (後眼部容量を

1 mL 62)として換算)。前述したとおり、ウサギ腸球菌眼内炎モデルでは、その前房における

細菌の増殖が、硝子体内と比較して抑制傾向にあると考えられるが、実際の患者においては、

そのような抑制傾向があるか否か定かでなく、前房内における細菌の増殖が、硝子体内での

増殖に類似したものになる可能性がある。本モデルは、その現実に起こり得る、生体機能が

低下した重篤な感染状態を模擬していると考えられる。予防において、効果を過大評価する

ことは、発症リスクを増加させることとなるため、本モデルを用いて予防用法の検討を行う

ことは有用であると考えられる。 
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Figure 28  Growth kinetics of E. faecalis A-2-7. 

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3). 

 
 
 

3.1.2  単回又は各種投与間隔で 3 回添加時の殺菌増殖曲線 

単回又は投与回数を 3 回に固定して 0、0.25、1、2、3、4、6 及び 8 時間間隔でガチフロキ

サシンを添加したときの生菌数の変化を評価した。初期値に対する生菌数の変化比を Figure 

29 に示した。初期値は 4.5 ± 0.3 Log CFU/mL (平均値 ± 標準誤差) であった。単回投与では、

3 時間までは生菌数が減少したものの、その後、再増殖が起こり、10 時間後には薬剤非添加

群と同程度の生菌数に達した。3 回投与群においても、全ての投与間隔で同様に生菌数の減

少と再増殖が認められ、いずれの投与間隔においても 24 時間後では薬剤非添加群とほぼ同程

度の生菌数となった。 
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Figure 29  Killing and regrowth kinetics of E. faecalis A-2-7 exposed to gatifloxacin 

once or three times at various intervals.  

The data represent the mean + S.E.M. (n = 3–5). 

 

 

 

しかし、生菌数の初期値からの最大減少量 (⊿max) においては、投与間隔が 0時間から 3 時

間までは、投与間隔の延長に伴ってわずかに増加傾向を示したものの、投与間隔が 4 時間に

なると減少に転じ、6 時間、8 時間と投与間隔を延長するとさらに減少する傾向が認められた 

(Figures 29 and 30)。また、最大減少量に到達する時間 (T⊿max) も、同様の傾向を示し、投

与間隔が 0 時間から 3 時間までは投与間隔の延長に伴って延長したが、4 時間間隔及び 6 時

間間隔で減少傾向を示し、8 時間間隔ではさらに低下した (Figures 29 and 31)。 
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Figure 30  The relationship between dosing interval and maximum reduction in viable 

count (⊿max) (E. faecalis A-2-7).  

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–5). 
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Figure 31  The relationship between dosing interval and time to reach maximum 

reduction of viable count (T⊿max) (E. faecalis A-2-7). 

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–5). 
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3.1.3  投与間隔と抗菌効果の関係 

殺菌増殖曲線 (Figure 29) より、投与間隔によって、生菌数の経時的な推移が変化すること

が示された。そこで、この 24 時間における生菌数の変化を総合的に評価できる効果の指標と

して、薬剤非添加時と薬剤添加時の殺菌増殖曲線間面積 (the area between control growth and 

the bacterial killing and regrowth curve for 24 h, 以下 ABBC 63)) を算出した (Table 3)。単回投与

時の ABBC は 5.98 ± 5.7 Log CFU/mL×h であった。それに対して、3 回投与群はいずれの投与

間隔においても 15.00 Log CFU/mL×h 以上であり、単回投与と比較して 3 回投与の効果が高い

ことが示された。この投与回数が効果に与える影響については、第 1 章のウサギ腸球菌眼内

炎モデルを用いた検討で得られた結果を反映していると考えられる。 

3 回投与時の各投与間隔と ABBC の関係を Figure 32 に示した。投与間隔が 0 時間より 3 時

間までは、投与間隔の延長に伴って ABBC は増加したが、4 時間以上の投与間隔では減少す

る傾向を示し、投与間隔時間に対して釣鐘型の推移を示した。この 3 回投与における投与間

隔と ABBC の関係について、一元配置分散分析を行った結果、投与間隔が抗菌効果に統計学

的に有意な影響を及ぼしていることが示された (p< 0.001)。これは、投与回数を固定した条件、

すなわち、AUC/MIC が一定となる条件であるにもかかわらず、投与間隔が変化することによ

り抗菌効果が異なることを明確に示すものであった。さらに、3 回投与における ABBC につ

いて、投与間隔群間で比較したところ、0 時間間隔及び 8 時間間隔群に対して 2 時間間隔及び

3 時間間隔群が有意に高いことが確認できた (p< 0.05, Figure 32)。 
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Figure 32  The relationship between the dosing interval and antimicrobial effect 

(ABBC) of gatifloxacin against E. faecalis A-2-7.  

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–5).  **, p< 0.01; *, p< 0.05, compared with 

0-h dosing interval (Dunnett’s test, 2-sided).  ††, p< 0.01; †, p< 0.05, compared with 8-h 

dosing interval (Dunnett’s test, 2-sided). 

 

 

3.1.4   Cmax/MIC 及び T>MIC と抗菌効果の関係 

そこで次に、投与間隔に伴う ABBC の変化に関与する PK-PD パラメータを明らかとするた

めに、PK-PD パラメータと ABBC との関係を解析することとした。投与回数を 3 回に固定し

ているため、AUC/MICは一定となり、関与が考えられる既存のPK-PDパラメータはCmax/MIC

と T>MIC となる。そこで、理論濃度推移より算出した各群の PK-PD パラメータ (Cmax/MIC

及び T>MIC) と ABBC との関係を評価した (Table 3)。 
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Table 3  PK-PD indices and antibacterial efficacy against E. faecalis A-2-7 at various 
dosing regimens and intervals 

PK-PD indices 

Regimen 

Dosing 

interval 

(h) T>MIC (h) Cmax/MIC

ABBC 

(Log CFU/mL×h) 

QD − 2.24 1.80 5.98 (5.70) 

0 4.02 5.40 15.00 (6.94) 

0.25 4.11 5.30 21.70 (3.15) 

1 5.05 4.14 34.66 (7.68) 

2 6.62 2.80 47.49 (3.24) **,† 

3 7.49 2.22 55.72 (2.82) **,†† 

4 7.08 1.98 38.95 (8.62) * 

6 6.80 1.83 40.31 (3.50) * 

TID 

8 6.74 1.81 16.52 (10.93) 

QD, once a day; TID, three times a day. Calculated AUC/MIC values are 4.9 and 14.7 for QD and TID, 

respectively. ABBC values are expressed as mean (S.E.M.) in parentheses of 3 – 5 experiments.  

**, p< 0.01; *, p< 0.05, compared with 0-h dosing interval (Dunnett’s test, 2-sided).  ††, p< 0.01; 

†, p< 0.05, compared with 8-h dosing interval (Dunnett’s test, 2-sided). 

 

 

まず、ABBC と Cmax/MIC の関係を評価した。ABBC は Cmax/MIC が約 2 以下においては、

Cmax/MIC の増加に伴って増加傾向を示したが、2 以上になると Cmax/MIC の増加に伴って減

少した (Figure 33)。単回帰分析の結果、両者には負の相関が認められたが (p< 0.01)、相関係

数 (r2) は 0.2314 と低く、また、Cmax/MIC が低い領域では明らかな増加傾向が認められてい

ることから、単相関では Cmax/MIC と ABBC の関係を描写することは出来ないと考えられた。

さらに、Cmax/MIC は抗菌効果と正の相関が期待されるパラメータであるにも関わらず、

Cmax/MIC が 2 以上の領域では、その上昇に伴い ABBC が明らかな減少傾向を示したことか

ら、ABBC は Cmax/MIC の増加に伴い見掛け上低下しているものの、実際に影響しているの
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は Cmax/MIC そのものではなく、その背後にある別の因子であると推察した。 
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Figure 33  The relationship between Cmax/MIC and antimicrobial effect (ABBC) of 

gatifloxacin against E. faecalis A-2-7.  

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–5) 

 

 

そこで次に、ABBC と T>MIC の関係について解析したところ、T>MIC の延長に伴う ABBC

の増加傾向が認められた (Figure 34)。単回帰分析により、相関係数 (r2) は 0.3492 と低かった

が、有意な正の直線関係が認められた (p< 0.001)。Cmax/MIC とは異なり、正の相関が確認で

きたことから、ABBC の変化は、Cmax/MIC よりも T>MIC に影響を受けている可能性がある

と考えられた。しかし、7 時間付近では ABBC の大きなバラツキが確認されたため、Cmax/MIC

と同様に両者の関係を単相関で描写することはできないと考えられた。 
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Figure 34  The relationship between T>MIC and antimicrobial effect (ABBC) of 

gatifloxacin against E. faecalis A-2-7. 

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–5). 

 

そこで次に、T>MIC の連続性に着目した。投与間隔が 2 時間までは眼房水中濃度は常に

MIC を上回っているため、T>MIC が連続しているのに対し、それ以上の投与間隔では T>MIC

が不連続となる。そこで、T>MIC が連続している投与間隔 0 時間から 2 時間までの T>MIC

と ABBC の関係を直線回帰したところ、両者には有意な正の相関が確認できた (r2 = 0.5962, 

p = 0.0002, Figure 35)。このことから、3 時間より長い投与間隔において、投与間隔の延長に

伴って ABBC が減少したのは、T>MIC が不連続になることによると推察された。 
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Figure 35  The relationship between continuous T>MIC and antimicrobial effect 

(ABBC) of gatifloxacin against E. faecalis A-2-7. 

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 4–5).  Solid line shows the regression line. 
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3.1.5  新規 PK-PD パラメータの算出 

T>MIC が連続していれば、ABBC は T>MIC に依存して増加することが確認できたことか

ら、これらの知見をパラメータ化し、投与間隔による ABBC の変化の解析を試みることとし

た。すなわち、全ての投与間隔において、最初に濃度が MIC を上回ってから最後に MIC を

下回るまでの時間を intermission of T>MIC (iT>MIC) と定義した (Figure 36 and Table 4)。さら

に、この iT>MIC の時間内において、眼房水中ガチフロキサシン濃度が MIC を下回る時間の

総計として T<MIC を定義した (Figure 36 and Table 4)。 

 

 

Table 4  PK-PD indices and antibacterial efficacy of gatifloxacin against E. faecalis 
A-2-7 at various dosing regimens and intervals  

PK-PD indices ABBC 

Regimen 

Dosing 

interval 

(h) T>MIC (h) iT>MIC (h) T<MIC (h) Cmax/MIC (Log CFU/mL×h) 

QD − 2.24 2.24 0.00 1.80  5.98 (5.70) 

0 4.02 4.02 0.00 5.40  15.00 (6.94) 

0.25 4.11 4.11 0.00 5.30  21.70 (3.15) 

1 5.05 5.05 0.00 4.14  34.66 (7.68) 

2 6.62 6.62 0.00 2.80  47.49 (3.24) **,† 

3 7.49 8.42 0.93 2.22 55.72 (2.82) **,†† 

4 7.08 10.32 3.24 1.98  38.95 (8.62) * 

6 6.80 14.26 7.46 1.83  40.31 (3.50) * 

TID 

8 6.74 18.24 11.50 1.81  16.52 (10.93) 

QD, once a day; TID, three times a day. Calculated AUC/MIC values are 4.9 and 14.7 for QD and TID, 

respectively. ABBC values are expressed as the mean (S.E.M.) in parentheses of 3 – 5 experiments.  

**, p<0.01; *, p<0.05, compared with 0-h dosing interval (Dunnett’s test, 2-sided).  ††, p<0.01; 

†, p<0.05, compared with 8-h dosing interval (Dunnett’s test, 2-sided). 
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Figure 36  Schematic representation of the pharmacokinetic indices defined in this 
study.   
T>MIC, cumulative time when drug concentrations exceed MIC over 24 h (T>MIC = 
T>MIC1 + T>MIC2 + T>MIC3; T<MIC, cumulative time of T>MIC intermission when drug 
concentrations were below MIC (T<MIC = T<MIC1 + T<MIC2); iT>MIC, sum of T>MIC 
and T<MIC. 

 

 

 

次いで、iT>MIC と ABBC の関係を評価したところ、投与間隔と ABBC の関係と同様に、

釣鐘型を示すことが明らかとなった (Figure 37)。T>MIC が連続している 0 時間から 2 時間間

隔においては、ABBC と iT>MIC (= T>MIC) に正の相関が認められるため、これらの関係よ

り算出した回帰直線を用いて、投与間隔が 3 時間から 8 時間における iT>MIC から ABBC を

外挿した。外挿値は実測値を大きく上回る値となり、その差を⊿ABBC として算出したとこ

ろ (Figure 37)、⊿ABBCと T<MICには有意な正の相関関係が確認された (r2 = 0.9442, p< 0.001, 

Figure 38)。このことから、投与間隔が 3 時間以上の場合に見られる ABBC の減少には、T<MIC

が関与しているものと考えられた。 
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Figure 37  The relationship between ABBC and iT>MIC. 

The relationship between ABBC and iT>MIC (circles) was extrapolated 

to yield the differences of the regression function (dotted lines) from the 

actual values (triangles). The difference was termed ⊿ABBC. 
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Figure 38  The relationship between ⊿ABBC and T<MIC. 

 

以上のことから、ABBC は正の相関を示す iT>MIC と負の相関を示す T<MIC を用いて描写

できるのではないかと考えられた (Equation 10)。 

 

Equation 10：ABBC = a × iT>MIC + b × T<MIC + c 
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そこで、ABBC と投与間隔の関係について、ABBC を目的変数、iT>MIC と T<MIC を説明

変数として、重回帰分析を行った。その結果、ABBC の変化はこれら 2 つのパラメータを説

明変数とすることで統計学的に有意に説明できること (p< 0.001)、iT>MIC 及び T<MIC のい

ずれも、統計学的に有意な説明変数であることが明らかとなった (p< 0.001)。さらに、この関

係を示す式として、Equation 11 が得られた。 

 

Equation 11：ABBC = 10.92 × iT>MIC－13.23 × T<MIC－24.47 

 
 

Equation 11 により算出された ABBC の理論値は実測値を良好に描写しており、投与間隔に

基づく ABBC の変化が iT>MIC と T<MIC によって、推測可能であることが示された (Figure 

39)。このことから、眼内炎の予防、即ち、前房内汚染に対して最適な投与間隔を定めるため

の指標として iT>MIC と T<MIC の両パラメータの有用性が示された。 
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Figure 39  The relationship between the dosing interval and antimicrobial effect 

(ABBC) of gatifloxacin against E. faecalis A-2-7. 

Individual results of ABBC (open circles) were plotted against dosing interval.  The 

solid line represents the theoretical line obtained by multiple regression analysis 

described by Eq. 9: ABBC = 10.92 × iT>MIC − 13.23 × T<MIC − 24.47 (p< 0.001). 

Dotted lines represent its 95% confidence limits. 
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本検討において、T<MIC の増大が抗菌効果 (ABBC) の減弱につながっていることが示され、

これは、眼房水中濃度が MIC 以下になることで、MIC の持続性、つまり効果の持続性が損な

われたためと考えられるが、一方でその機構の詳細は不明である。T<MIC が生じる投与間隔

のうち、3 時間間隔を除いては、ガチフロキサシンを 3 回添加したときの、2 回目及び 3 回目

添加後の生菌数の減少の程度が、初回添加後よりも小さい傾向にあった (Figure 29)。同様の

現象が、他のキノロン系抗菌剤においても確認されており、その原因として、細菌が薬剤に

対して耐性を持ったことが示唆されている 64-66)。このことから、同様に、T<MIC を生じる投

与間隔においては、E. faecalis がガチフロキサシンに耐性を持った可能性が考えられた。そこ

で、in vitro AHPK model において、生菌数の経時的変化を評価したときと同様の条件で、E. 

faecalis にガチフロキサシンを 2 時間又は 8 時間間隔で 3 回添加したときの E. faecalis に対す

るガチフロキサシンの MIC を経時的に測定したが、いずれの時点においても MIC の変化は

確認されなかった。本試験条件における AUC/MIC は、耐性化が起こりやすいとされている

AUC/MIC よりも低いため 67,68)、耐性化ではなく、一過性の感受性の低下が起こっていた可能

性が考えられるが、詳細については、今後、更なる検討が必要であろう。 

 

3.2   S. aureus に対する検討 

次に、in vitro AHPK model の有用性並びに iT>MIC 及び T<MIC の PK-PD パラメータとして

の有用性を検証するために、E. faecalis A-2-7 株について行った解析法を他の菌種にも適応で

きるか否か、E. faecalis に次いで術後眼内炎の視力予後が悪いことが知られており、眼感染症

の主要起因菌である S. aureus を用いて検討を行った。菌株は、E. faecalis と同様に正常ヒト

結膜由来である G1449 株を選択した。ガチフロキサシンの S. aureus G1449 株に対する MIC

は 0.1 µg/mL であった 46)。 

 

3.2.1  薬剤非添加時の増殖曲線 

初期菌数は E. faecalis と同じ 3×104 CFU/mL (4 Log CFU/mL) に設定した。初期値からの生

菌数の経時的な変化を Figure 40 に示す。例数が少なく、バラツキが大きかったため、正確な

増殖開始時間は確認できなかったが、24 時間では 7.4 Log CFU/mL に達することが確認できた。

硝子体内に約 2 Log CFU の S. aureus を注入したとき、S. aureu の生菌数は、24 時間で

6.14 Log CFU/eye (mL) に到達することが示されており 33)、僅かな乖離はあるものの、E. 

faecalis と同様に、本モデルを用いて眼内炎に対する予防用法を検討することは妥当であると

考えられた。 
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Figure 40  Growth kinetics of S. aureus G1449. 

       The data represent the mean (n = 2). 

 
 
 

3.2.2  各種投与間隔で 3 回添加時の殺菌増殖曲線 

3.2.2.1  初期菌数：4 Log CFU/mL 

単回又は投与回数を 3 回に固定して投与間隔 2 時間又は 4 時間でガチフロキサシンを添加

したときの生菌数の変化を評価した (Figure 41)。生菌数の初期値は 5.1 Log CFU/mL であった。

単回投与において、生菌数は約 5 時間まで減少し続けたが、その後再増殖が起こり、培養開

始後 14 時間ではコントロールとほぼ同程度となった。一方、投与間隔 2 時間及び 4 時間にお

いては培養開始後 5時間から 14 時間まで定量限界値未満の値を持続した。臨床現場において、

眼房水中に混入した細菌が全滅し、投与間隔の差が現れないことは問題ではないが、この条

件では、E. faecalis でみられた投与間隔が抗菌効果に及ぼす影響及びその結果より導いたパラ

メータの適応可能性を正確に評価することが困難となるため、初期菌量を 3×107 CFU/mL に

増加させて、再検討を行った。 
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Figure 41  Killing and regrowth kinetics of S.aureus G1449 exposed to gatifloxacin 

once or three times at various intervals.  

The data represent the mean. (n = 2). 

 

 

3.2.2.2  初期菌数：7 Log CFU/mL 

初期菌数を 3×107 CFU/mL (7 Log CFU/mL) に増加させ、投与間隔を 0.25、2、4、6 及び 8 時

間として、ガチフロキサシンを、3 回添加したときの生菌数の変化を評価した。初期菌数の

実測値は 7.37 ± 0.05 Log CFU/mL であった。薬剤非添加群では、初期値からの生菌数のわず

かな増加が認められ、5 時間で 8.0 Log CFU/mL に達し、その後はほぼ同じ生菌数を維持した。

全ての投与間隔で生菌数の減少と再増殖が認められたが (Figure 42)、0.25 時間間隔と 2 時間

間隔においては、生菌数は 24 時間で薬剤非添加群と同程度に達したのに対し、4 時間以上の

投与間隔では薬剤非添加群よりも低値を示した。 
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Figure 42  Killing and regrowth kinetics of S. aureus G1449 exposed to gatifloxacin 

once or three times at various intervals.  

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–4). 

 

 

 

投与間隔が 4 時間までは、生菌数の初期値からの最大減少量 (⊿max) はほぼ等しかったが、

6 時間間隔及び 8 時間間隔では僅かに減少傾向を示した (Figure 43)。最大減少量に到達する

時間 (T⊿max) は投与間隔の延長に伴って遅延する傾向が示された (Figure 44)。定量限界値

未満の時点が存在したため、⊿max 及び T⊿max のいずれも正確な傾向をとらえられていな

い可能性があるものの、E. faecalis と同様に投与間隔によって変化することが確認できた。 
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Figure 43  The relationship between dosing interval and maximum reduction in viable 

count (⊿max) (S. aureus G1449).  

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–4). 
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Figure 44  The relationship between dosing interval and time to reach maximum 

reduction of viable count (⊿max) (S. aureus G1449).  

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–4). 
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3.2.3  投与間隔と抗菌効果の関係 

得られた殺菌増殖曲線 (Figure 42) から、E. faecalis と同様に、投与間隔によって生菌数の

経時的な推移が変化することが示された。そこで、ABBC を算出し、投与間隔と ABBC の関

係を Figure 45 に示した。投与間隔が 0.25 時間より 6 時間までは、投与間隔の延長に伴って

ABBC はなだらかに増加したが、8 時間間隔では減少に転じた。E. faecalis と比較すると緩や

かではあるが、S. aureus の ABBC も E. faecalis と同様に、投与間隔の増加に伴って釣鐘型の

推移を示すことが明らかとなった。この投与間隔と ABBC の関係について、一元配置分散分

析を行った結果、投与間隔の違いが抗菌効果に対して統計学的に有意な影響を及ぼしている

ことが示され (p< 0.05)、S. aureus に対するガチフロキサシンの効果においても、投与回数固

定時において、投与間隔が効果に有意な影響を及ぼすことが確認できた。さらに、異なる投

与間隔群間で ABBC の比較を行なったところ、投与間隔 0.25 時間の ABBC に対し、投与間隔

4 時間及び 6 時間の ABBC が、統計学的に有意 (p< 0.05) に高値を示していることが明らかと

なった。 
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Figure 45  The relationship between the dosing interval and antimicrobial effect 

(ABBC) of gatifloxacin against S. aureus G1449.  

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–4).  *, p<0.05, compared with 0.25-h 

dosing interval (Dunnett’s test, 2-sided). 
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3.2.4   Cmax/MIC 及び T>MIC と抗菌効果の関係 

次に、各群における PK-PD パラメータ (Cmax/MIC 及び T>MIC) と ABBC の関係を評価し

た (Table 5)。ABBC と Cmax/MIC の関係を検討した結果、ABBC は Cmax/MIC が 7.1 でピー

クとなり、その後 Cmax/MIC の増加に伴って減少することが明らかとなった (Figure 46)。単

回帰分析の結果、E. faecalis と同様に負の相関が認められたが (r2 = 0.4519, p< 0.01)、前述した

様に、本来 Cmax/MIC は抗菌効果と正の相関が期待されるパラメータであり、論理的に負の

相関関係を説明することは困難であることから、S.aureus の場合においても、この負の相関関

係は、見掛け上のものであり、真に影響している要因は、その背後にある別の因子であると

推察された。 

 

 

Table 5  PK-PD indices and antibacterial efficacy of gatifloxacin against S. aureus 
G1449 at various dosing regimens 

PK-PD indices Dosing interval 

(h) 
T>MIC (h) Cmax/MIC 

ABBC 

(Log CFU/mL×h) 

0.25 5.91 20.70  58.94  (2.44) 

2 8.65 10.90  93.17  (2.39) 

4 12.43 7.70 103.16  (9.20)* 

6 13.21 7.10 112.33  (5.77)* 

8 13.17 7.00  90.50  (15.94) 

Calculated AUC/MIC values are 57.3.  ABBC values are expressed as the mean with (S.E.M.) in 

parentheses of 3 – 4 experiments.  *, p< 0.05, compared with 0.25-h dosing interval (Dunnett’s test, 

2-sided).  
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Figure 46  The relationship between Cmax/MIC and antimicrobial effect (ABBC) of 

gatifloxacin against S. aureus G1449.  

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–4). 

 

 

次いで、ABBC と T>MIC の関係について単回帰分析を行った結果、統計学的に有意な正の

相関関係が認められた (r2 = 0.3798, p< 0.05, Figure 47)。しかし、T>MIC が 12 以上の場合、そ

の相関性は大きく損なわれていることも同時に示された。これは、E.faecalis の場合において

も認められた傾向であった。 
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Figure 47  The relationship between T>MIC and antimicrobial effect (ABBC) of 

gatifloxacin against S. aureus G1449.  

The data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–4). 
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3.2.5   iT>MIC 及び T<MIC と抗菌効果の関係 

次に、T>MIC が連続している投与間隔 0.25 から 4 時間までの T>MIC と ABBC の関係を解

析したところ、両者には高い相関関係が認められた (r2 = 0.7210, p< 0.01)。相関係数は、先に

示した全ての投与間隔で得られた T>MIC と ABBC の関係 (Figure 47) よりも高いものであり、

この傾向も Figure 34、Figure 35 で示した E.faecalis で得られた結果によく類似したものであっ

た。そこで、iT>MIC 及び T<MIC を算出し (Table 6)、上記、投与間隔 0.25 時間から 4 時間ま

で (iT>MIC = T>MIC) の相関関係解析より得られた回帰直線を用いて、6 時間間隔及び 8 時

間間隔の ABBC を外挿した (Figure 48)。2 つの投与間隔のみであるため、正確な相関関係は

評価できなかったが、算出した外挿値と実測値の差 (⊿ABBC) は、T<MIC の延長に伴い、増

加する傾向を示した (Figure 49)。 

 

 

Table 6  PK-PD indices and antibacterial efficacy of gatifloxacin against S. aureus 

G1449 at various dosing regimens  

PK-PD indices Dosing 

interval 

(h) T>MIC (h) iT>MIC (h) T<MIC (h) Cmax/MIC 

ABBC 

(Log CFU/mL×h) 

0.25 5.91 5.91 0.00 20.70  58.94  (2.44) 

2 8.65 8.65 0.00 10.90  93.17  (2.39) 

4 12.43 12.43 0.00 7.70 103.16  (9.20)* 

6 13.21 16.39 3.18 7.10 112.33  (5.77)* 

8 13.17 20.39 7.22 7.00  90.50  (15.94) 

Calculated AUC/MIC values are 57.3.  ABBC values are expressed as the mean with (S.E.M.) in parentheses 

of 3 – 4 experiments.  *, p< 0.05, compared with 0.25-h dosing interval (Dunnett’s test, 2-sided).  
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Figure 48  The relationship between ABBC and iT>MIC. 

The relationship between ABBC and iT>MIC (circles) was extrapolated 

to yield the differences of the regression function (dotted lines) from 

the actual values (triangles). The difference was termed ⊿ABBC. 
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Figure 49  The relationship between ⊿ABBC and T<MIC. 

 

そこで、ABBC と投与間隔の関係について、ABBC を目的変数、iT>MIC と T<MIC を説明

変数として重回帰分析を行った結果、ABBC の変化は iT>MIC と T<MIC を説明変数とするこ

とで有意に説明できること (r2 = 0.4863, p< 0.05)、iT>MIC 及び T<MIC は、統計学的に有意な

説明変数であることが確認できた（p< 0.01, p< 0.05)。さらに、この関係を示す式として、

Equation 12 が得られた。 
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Equation 12：ABBC = 7.21 × iT>MIC－10.51 × T<MIC + 21.35 

 

また、Equation 12 により算出した ABBC の理論値は実測値を良好に描写するものであり、

投与間隔に基づく ABBC の変化が iT>MIC と T<MIC によって、推測可能であることが示され

た。このことは、E. faecalis で認められた in vitro AHPK model の有用性、及び PK-PD パラメ

ータとしての iT>MIC 及び T<MIC の有用性が S. aureus においても認められたことを示してお

り、本解析法の妥当性、応用性が示された (Figure 50)。 
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Figure 50  The relationship between the dosing interval and antimicrobial effect 

(ABBC) of gatifloxacin against S. aureus G1449.   

Individual results of ABBC (open circles) were plotted against dosing interval.  The 

solid line represents the theoretical line obtained by multiple regression analysis 

described by eq. 10: ABBC = 7.21 × iT>MIC − 10.51 × T<MIC + 21.35 (p< 0.05).  

Dotted lines represent the 95% confidence limits.  

 
 

3.3  考察 

抗菌剤の評価のために様々な動物を用いた感染モデルが構築されているが、動物モデルの

場合、組織中薬物濃度推移や免疫反応がヒトと異なる可能性がある。特に、健常動物を用い

たモデルでは、免疫反応による殺菌効果が加わるため、効果を過大評価する可能性が考えら

れる。これは、第 1 章で行った in vivo ウサギ腸球菌眼内炎モデルにおいては、接種 24 時間後

の菌量は、初期値と同程度であったのに対し、in vitro AHPK model における E. faecalis の検討

では、いずれの投与方法においても 24 時間後の生菌数が初期値よりも増加したことからも裏
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付けられる (Figure 29)。また、免疫だけでなく、第 1 章で述べた通り、前房においては、眼

房水の排出とともに細菌が眼外へ排出される可能性が考えられるが、実際にはこれらの生体

反応が正常に機能していない可能性がある。従って、感染後の病態により、免疫等も含めた

生体機能が正常に動作していない状況を想定して評価することが、より正確で、効果的な治

療につながると考えられる。そのため、in vitro AHPK model を用いることで、そのような生

体機能に左右されることなく、純粋に薬剤が持つ抗菌効果のみを評価し、有効な用法の決定

を可能とすると考えられる。 

E. faecalis 及び S. aureus に対するガチフロキサシンの効果 (ABBC) は、投与間隔に対して

3 時間又は 4 時間でピークを迎え、その後減少するという釣鐘型を示した。一般に、キノロ

ン系抗菌薬の殺菌作用は Cmax/MIC に依存することが報告されている 64,66,69-71)。しかし、本研

究で用いたいずれの菌においても、ABBC は Cmax/MIC とは負の相関を示し、生菌数の減少

と Cmax/MIC の間に、論理的な相関関係は確認できなかった (Figures 33 and 46)。Cmax/MIC

が 7 以下においては、Cmax/MIC と効果の関連性は見出し難いことが報告されており 2,69)、E. 

faecalis においては、Cmax/MIC の範囲が 1.81－5.40 と、この条件に当てはまるため、Cmax/MIC

と効果の関係性が明確でなかった可能性が考えられる。しかしながら、S. aureus においては、

Cmax/MIC の範囲が 7.0－20.7 であり、十分に Cmax/MIC と効果の間に正の相関が期待できる

ものであった。MacGowan ら 71) は、in vitro model を用いて Cmax/MIC が殺菌速度、T>MIC が

再増殖の開始時間に関与することを示しており、再増殖が起こるモデルでは ABBC に対する

T>MIC の影響が大きくなると考察している。In vitro AHPK model においても、再増殖が生じ

るために ABBC には Cmax/MIC よりも T>MIC 影響が影響したものと考えられた。一方、Coyle

ら 72) は、ガチフロキサシンを含む様々なキノロン系抗菌薬において、AUC/MIC が 31.7、

Cmax/MIC が 3.1 を超えるときに、S. pneumoniae の再増殖を抑制できることを示している。ま

た、Lister ら 73) は、AUC/MIC が 44、Cmax/MIC が 5 のとき、複数のキノロン系抗菌薬が S. 

pneumoniae を完全に死滅させることを報告している。さらに、S. aureus に対しては、Blaser

ら 64) によって、Cmax/MIC が 2 以上のときに (AUC/MIC は不明)、再増殖を抑制できること

が報告されている。In vitro AHPK model において、ガチフロキサシンの S. aureus に対する

PK-PD パラメータは、これらの条件に当てはまっているにも関わらず（AUC/MIC: 57.3, 

Cmax/MIC: 7.0－20.7）、全ての投与間隔で再増殖が認められた。この再増殖が認められた原因

を明らかにするために、これら既報 72,73)の濃度推移と in vitro AHPK model で再現した濃度推

移を比較したところ、in vitro AHPK model における消失 (T1/2：約 1 時間) は、これらの報告

における消失（T1/2：約 3—8 時間）74,75)と比較して、明らかに速いことが確認できた。また、
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in vitro AHPK model で再現した濃度推移の消失は、経口投与後の血漿中からの消失 (T1/2：約

5—8 時間) 76-82)と比較しても速いことが明らかである。これらのことから、点眼投与後の眼房

水中ガチフロキサシン濃度の消失が経口投与後の血漿中濃度の消失と比較して速いことが、

眼房水中でのガチフロキサシンの抗菌効果と Cmax/MIC が論理的な相関を示さない原因であ

ると推察された。つまり、消失が速いと、薬物濃度が MIC 以下になる確率が上がるとともに

濃度が MIC を下回る時間 (T<MIC) が長くなるために、細菌の再増殖が発生し、効果の低下

につながる。そのため、効果は、Cmax/MIC ではなく、再増殖に影響を与えると考えられる

T>MIC に関連したパラメータである iT>MIC 及び T<MIC の影響を受けたものと考えられた。 

先に述べた通り、他のキノロン系抗菌点眼剤を点眼投与したときの眼房水中濃度推移は、

ガチフロキサシンを点眼投与したときの眼房水中濃度推移とほぼ等しいことから 57,58)、今回

得られた投与間隔と効果の関係及び効果に関与する PK-PD パラメータ理論は、少なくとも他

のキノロン系抗菌点眼剤にも適応できるものと推察される。しかしながら、本研究において

算出した理論式の問題点として、Cmax/MIC が組み込まれていないことが挙げられる。本試

験では、術後眼内炎を模擬するために眼房水中濃度を模擬するモデルを用いて検討したが、

眼組織はその部位によって濃度推移が大きく異なる 34,83,84)。例えば、角膜や結膜などの前眼部

組織の消失は、眼房水と比較して非常に緩やかである 85,86)。加えて、これらの組織における

AUC や Cmax は非常に高く、角膜は AUC 及び Cmax のいずれも眼房水の約 20－30 倍となる

83,84)。このような濃度推移を示す組織においては、どのような投与間隔で投与した場合にも、

MIC 以上の濃度を維持でき、T<MIC が存在しないと考えられることから、一般的に報告され

ているように、ガチフロキサシンの抗菌効果は、T>MIC よりも Cmax/MIC に強く影響される

と推察される。このように、本理論式は点眼投与された抗菌剤の前房内 (眼房水) における抗

菌効果の推定に適用可能であるが、その他の部位における効果の推定にも適用可能とするた

めには、今後、Cmax/MIC 等の濃度に関するパラメータを組み込む必要があると考えられる。 

本試験で用いた細菌はいずれもグラム陽性菌の正常ヒト結膜由来株であるが、in vitro 

AHPK model で得られた殺菌増殖曲線より算出したそれぞれの世代時間は、S. aureus が約

35 分、E. faecalis が約 47 分と、わずかではあるが E. faecalis の方が長かった。さらに、培養

開始後 24 時間における最高生菌数は、S. aureus が約 8.0 Log CFU/mL であり、E. faecalis の方

が 9.3 Log CFU/mL と多かった。いずれの差も僅かではあるが、このような相違点があるにも

関わらず、ガチフロキサシンの抗菌効果は、いずれの細菌に対しても投与間隔に対して釣鐘

型を示し、さらには同じ PK-PD パラメータよって説明可能であった。このことから、この様

な細菌の増殖に関わる性質の違いは、今回導いた理論に影響しないと推察された。つまり、
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これらの相違点にかかわらず、他の類似する細菌に対して、本理論は適応可能と考えられた。

グラム陽性菌とは比較的性質の異なるグラム陰性菌においては、追加検討が必要であると考

えているが、グラム陰性菌である緑膿菌 (Pseudomonas aeruginosa: P. aeruginosa) にガチフロ

キサシンを一定濃度曝露したときの殺菌増殖曲線は S. aureus に同様の処理をした場合に類似

していることから 87)、同様に iT>MIC 及び T<MIC により効果を評価、推定できる可能性があ

ると考えている。 

投与間隔の設定に関して、術後の予防的投与の場合、標的とすべき菌の MIC が不明である

ことが、本理論を臨床に適応するための課題となる。眼内炎の起因菌は眼表面に存在する常

在菌との相関関係が認められていることから 18,21,22)、例えば、術前にその患者が眼表面に保持

している常在菌の MIC を測定し、投与間隔を決定することが有効であろう。可能であれば菌

種も特定し、眼内炎発症後の視力低下リスクの高い菌を優先的に標的 MIC に設定することが

できれば、より有効な予防・治療につながると考えられる。しかし、施設によってはそのよ

うな測定が困難である場合が考えられ、そのような場合には、MIC50や MIC90のような疫学的

統計量を用いる必要があろう。しかし、実際に標的とすべき MIC よりも高い MIC を指標と

して評価した場合、iT>MIC は短く、T<MIC は長く見積もられることになる。したがって、

これらを基に算出される至適な投与間隔は、実際に適した投与間隔よりも短い値を提示する

こととなる。MIC は対数正規分布するため、MIC90に近似した MIC を示す株が分離される確

率は、MIC50 に近似した MIC を示す株が分離される確率よりも低い。そのため、仮に MIC90

を指標とし、投与設計を立てると、実際に感染している菌を静菌・殺菌できない可能性が高

くなると考えられる。そのため、本研究結果のように効果とパラメータ (投与間隔) の関係が

釣鐘型の場合に投与間隔を求めるにあたっては、分布の中心であり、分離頻度が高くなる

MIC50が有用であると考えられる。本試験で用いた株に対するガチフロキサシンの MIC は、

各菌種の MIC50の文献値とほぼ等しい 19,87,88)。さらに、E. faecalis 及び S. aureus はいずれも視

力予後の悪い術後眼内炎の起因菌であることが知られていることから、MIC の測定及び菌種

の同定が不可能な場合に、術後眼内炎による視力低下を予防する方法として、今回の検討結

果は臨床的に利用価値のあるものと考えられる。ただし、今後の課題としては、今回用いた

MIC 以外の MIC においても同様の理論が適用できるか否かを検討する必要があると考える。 

ガチフロキサシン点眼液においては、点眼投与後の眼房水中濃度推移が明らかとなってい

るため、iT>MIC や T<MIC を導くことは、上述の通り MIC さえ設定できれば容易である。一

方で、両細菌共に、T<MIC が効果を減少させること、iT>MIC が連続することで効果が増強

されることが示されており、投与間隔と効果の関係は、単回投与時の T>MIC（以下、
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T>MICquaque die：T>MICqd）とほぼ等しい投与間隔を頂点として釣鐘型を示した (Figures 30 

and 39)。つまり、投与間隔が T>MICqd よりも短縮することにより連続している iT>MIC は短

縮され、また、投与間隔が T>MICqd よりも延長することにより T<MIC が生じ、いずれの場

合においても ABBC は低下する。これらのことから、ABBC は下記の様にも表すことが可能

である。 

 

Equation 13：ABBC  − |interval − T>MICqd| 

 

この簡易な数式は、臨床現場において速やかに投与間隔を設定するために、Equation 10 及

び Equation 12 と同様に有用性が高いと考えられる。 

最後に、近年、術後眼内炎の視力予後に、菌の存在ではなく菌の産生する毒素等が影響し

ている可能性が示されている 35)。In vitro AHPK moel を用いることで、細菌の経時的な変化と

同時にこれら毒素の評価も可能となることから、今後は投与間隔と毒素の関係にも着目し、

その影響を解析することが重要であると考えられる。 
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結論 

以上、著者は三章にわたり、白内障術後眼内炎に対するガチフロキサシン点眼液の予防用

法の最適化及び前房内汚染に対するガチフロキサシン点眼液の効果に関与する PK-PDパラメ

ータの解析を目的とした基礎的研究を行い、以下の結論を得た。 

 

ウサギ腸球菌眼内炎モデルにおいて、接種から点眼投与開始までの時間が短いほど、ガチ

フロキサシン点眼液の前房及び硝子体内の細菌に対する抗菌効果及び炎症症状の抑制効果は

高く、細菌混入後、早期より点眼投与を行うことの重要性が示された。さらに、前房内汚染

に対するガチフロキサシン点眼液の効果は、投与回数、すなわち、AUC/MIC に影響を受ける

ことが示された。 

 

ウサギに 0.3%ガチフロキサシン点眼液を 50 μL 点眼投与した後の眼房水中ガチフロキサシ

ン濃度を模擬する in vitro aqueous humor pharmacokintiec model の構築に成功した。本モデルに

より、単回投与のみならず、反復投与後の眼房水中濃度推移を理論通りに再現できることが

明らかとなった。 

 

In vitro aqueous humor pahramacokinetic model を用いて、ガチフロキサシンの E. faecalis 及び

S. aureus に対する効果を評価した結果、投与回数 (AUC) を一定とした条件において、ガチフ

ロキサシンの抗菌効果 (ABBC) は、投与間隔の影響を受けて変化し、投与間隔に対して釣鐘

型を示した。また、投与間隔による ABBC の変化は、Cmax/MIC では説明できず、T>MIC に

関連する新規パラメータである iT>MIC 及び T<MIC により推測可能であることが示された。 

 

 

以上、本研究結果より、前房内汚染に対するガチフロキサシン点眼液の点眼投与において、

AUC/MIC が一定のとき、投与間隔が効果に大きな影響を与えること、新たに定義した iT>MIC

及びT<MICが新規パラメータとして有用であることを異なる 2種の菌種において証明するこ

とができた。本研究で得られた結果は、ガチフロキサシン点眼液による白内障術後眼内炎の

発症予防、さらには、投与条件が制限される点眼投与による他の感染症治療の最適化おいて、

有用な情報を提供するものと考えられる。 
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実験の部 

第 1 章   実験の部 

1.1  検体 

ガチフロ®0.3%点眼液 (0.3%ガチフロキサシン点眼液) (千寿製薬（株）) 

 

1.2  菌株 

Enterococcus faecalis (ヒト正常結膜由来 A-2-7 株) を使用した。ガチフロキサシンの MIC は

0.39 µg/mL (寒天平板法) であった 46)。 

 

1.3  BHI 液体培地 

Brein Heart Infusion (BHI, Becton Dickinson and Company) を 37 g/L となるように秤量し、精

製水と混合した後、オートクレーブ (120°C, 20 min) にて滅菌した。滅菌終了後は冷蔵保存し

た。 

 

1.4  滅菌生理食塩液の調製 

塩化ナトリウム (ナカライテスク（株）) を 0.9%になるように秤量し、精製水で溶解した

後、オートクレーブ (120°C, 20 min) にて滅菌した。滅菌終了後は冷蔵保存した。 

 

1.5  接種菌液の調製 

BHI 液体培地 10 mL に、血液寒天培地で培養した菌株を 1-μL loop 植菌した。植菌した液体

培地を 37°C で約 18 時間培養した後、遠心 (3000 rpm, 10 min) した。上清を除去した後、滅

菌生理食塩液で洗浄し、この洗浄操作を 2 回繰り返した。滅菌生理食塩液で希釈して、約

2×105 CFU/mL を目標として再懸濁し、接種菌液を調製した。接種菌液は接種まで氷水中に保

存した。接種菌液 0.1 mL を BHI 寒天培地に塗布し、恒温器 (35°C) で 24 時間培養した後に

生菌数を測定した。 

 

1.6  動物 

北山ラベス（株）で生産された日本白色種ウサギ (雄性) を用いた。 
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1.7  腸球菌眼内炎モデルの作製 

動物にあらかじめ 5%塩酸ケタミン (ケタラール®50、三共（株）) 及び 2%塩酸キシラジン 

(セラクタール®2%注射液、バイエルメディカル（株）) の等量混合液を筋肉内投与 (1 mL/kg) 

し、全身麻酔を施した。ウサギの右眼前房より眼房水を約 0.1 mL 吸引除去した後、続いて菌

液 50 µL (約 2×104 CFU) を接種した。なお、眼房水の吸引除去及び菌液の接種には、30G の

ディスポーザブル注射針を装着した 1 mL ディスポーザブルシリンジを用いた。 

 

1.8  投与 

マイクロピペットを用いて検体 50 µL を点眼した。 

 

1.9  眼検査 

細隙灯顕微鏡 (SL-14，興和（株）) を用いて、接種 6、24、48、72 及び 96 時間後に観察し、

採点した (1.2.1 項においては、接種 24 時間後のみ)。 

 

1.10  生菌数の測定 

接種 24 又は 96 時間後に、過剰のペントバルビタール (ネンブタール®、大日本製薬（株）)

を静脈内に投与して安楽死させ、クリーンベンチ内で右眼の前房内容物 (眼房水及び滲出物) 

及び硝子体内容物を採取した。各内容物に滅菌生理食塩液を加えて、前房内容物は 3.0 mL、

硝子体内容物は 5.0 mL とした。攪拌後、1000 rpm にて 5 分間遠心して、上清を原液とした。

各原液を段階希釈後、原液及び希釈液をエンテロコッコセル寒天培地に塗布 (0.1 mL) し、

37°C の恒温器で培養後、発育したコロニーをカウントした。 

 

1.11  データの算出及び取り扱い 

データは、Microsoft Excel 2000 にて算出した。 

 

1.12  統計解析 

SAS 前臨床パッケージ (Version 5.0、Release 8.2、SAS Institute Japan)を使用した。群間の比

較は Steel 検定 (片側、有意水準 5%) を行った。 
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第 2 章   実験の部 

2.1  点眼投与後の眼房水中ガチフロキサシン濃度測定 

2.1.1  検体 

ガチフロ®0.3%点眼液 (0.3%ガチフロキサシン点眼液) (千寿製薬（株）) 

 

2.1.2  標準物質 

ガチフロキサシン水和物 (杏林製薬（株）) 

 

2.1.3  検量線用標準溶液の調製 

ガチフロキサシンを 100 µg/mL になるように移動相 (2.1.8 ) に溶解し、さらに 0.9－

5000 ng/mL となるように移動相で希釈した。 

 

2.1.4  使用動物 

北山ラベス（株）で生産された日本白色種ウサギ (雄性) を用いた。 

 

2.1.5  投与 

マイクロピペットを用いて検体 50 µL を点眼した。 

 

2.1.6  眼房水採取 

単回投与後 15 分、30 分、1、2、4 及び 8 時間後に、0.4%塩酸オキシブプロカイン点眼液 (ベ

ノキシール点眼液、参天製薬（株）) を 1 滴点眼投与して局所麻酔を施した。その後、27G

のディスポーザブル注射針を取り付けた 1 mL のディスポーザブルシリンジを用いて経角膜

的に眼房水を採取した。 

 

2.1.7  HPLC 測定試料の調製 

採取した眼房水はフィルター (0.45 µm, Millex-HV, Millipore) で濾過し HPLC 試料とした。

ただし、投与後 30 分から 2 時間に採取した眼房水については生理食塩液 (（株）大塚製薬工

場) で 5－10 倍希釈した。 
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2.1.8  HPLC 分析条件 

HPLC システムはいずれも（株）島津製作所製を使用した。 

インターフェース： CBM-10A 

ポンプ：  LC-10AD 

オートサンプラー： SIL-10A 

サンプルクーラー： SAMPLE COOLER S 

カラムオーブン： CTO-10AC 

検出器：  RF-10AXL 

デガッサ：  DGU-14A 

以下の条件で測定した。 

カラム Shim-pack CLC-ODS、4.6 mm I.D. × 250 mm 

カラム温度 50°C 

流速 1.0 mL/min 

移動相 アセトニトリル／0.04 M リン酸水溶液 (20:80、v/v) 

サンプルクーラー 4°C 

励起波長 (Ex) 及び蛍光波長 (Em)：Ex 280 nm、Em 495 nm 

 

2.2  In vitro AHPK model の構築及び濃度測定 

2.2.1  In vitro AHPK model の作製 

全ての材料は作成後又は使用前に、70%エタノールに浸した後、12 時間以上 UV 照射して

滅菌し、Figure 24 の通り、組み立てた。培地は DMEM/F-12 (Invitrogen) を用いた。 

 

2.2.2  添加薬液の調製 

ガチフロキサシンは 191 µg/mL になるように生理食塩液に溶解し、0.22 µm のフィルター

(Millipore®GV, Millpore) にて濾過滅菌した。 

 

2.2.3  薬液添加及びサンプリング 

薬液添加ポート (Figure 24、A) からカテラン針を装着した 100 µL マイクロシリンジで

191 µg/mL の添加薬液を単回又は 3 回 (15 分間隔及び 2 時間間隔) で 35 µL 添加した。薬物希

釈セル (B) と培養セル (D) 間を繋ぐチューブの容量により、薬物希釈セルに添加した薬物が、

培養セルに移行するまでに約 17 分間かかったため、薬剤添加後 17分を評価開始時間とした。 
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濃度測定用試料はサンプリングポート (Figure 24、C) より、カテラン針を装着した 1 mL

ディスポーザブルシリンジで経時的に約 50 µL 採取した。採取時点は、単回投与では 0.5、1、

2、3、4、5 及び 6 h、15 分間隔反復投与では 0.5、1.25、2、3、5 及び 8 h、2 時間間隔反復投

与では 0.5、1、2.75、4.2、4.75、6、8 及び 12 h とした。 

 

2.2.4  濃度測定 

2.2.4.1  検量線用標準溶液の調製 

添加薬液 (2.2.2 ) を DMEM/F-12 (Invitrogen) で 5－1000 ng/mL となるように希釈した。 

2.2.4.2  HPLC 分析条件 

2.1.8 項と同様に実施した。 

 

2.3  データ及びパラメータの算出、取り扱い 

データ及びパラメータは、それぞれ Microsoft Excel 2000 又は 2003 にて算出した。PK パラ

メータの算出は Winnonlin (version. 2.1、Pharsight)を使用した。 

 

2.4  統計解析 

JMP 9.0 software (SAS Institute) を使用し、実測値と理論値の相関評価には、直線回帰を用い

た。 
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第 3 章   実験の部 

3.1  In vitro AHPK model の作製 

2.2.1 項と同様に組み立てた。 

 

3.2  菌株 

Enterococcus faecalis (ヒト正常結膜由来 A-2-7 株) 及び Staphyrococcus aureus (ヒト正常結膜

由来 G1449 株) を使用した。これら菌株に対するガチフロキサシンの MIC はそれぞれ

0.39 µg/mL 及び 0.10 µg/mL (寒天平板法) であった 46)。 

 

3.3  BHI 寒天培地の調製 

Brein Heart Infusion (BHI, Becton Dickinson and Company) を 37 g/L、寒天 (和光純薬工業

（株）) を 15 g/L となるように秤量し、精製水と混合した後、オートクレーブ (120°C, 20 min) 

にて滅菌した。滅菌終了後は、約 50°C に加温した水浴中で保存し、24 時間以内に使用した 

 

3.4  菌液の調製 

ウマ血液寒天培地で培養した E. faecalis 又は BHI 寒天培地で培養した S. aureus のコロニー

を 1-μL loop で採取し、10 mL の BHI 液体培地 (1.3 ) に植菌した。恒温振とう機にて 37°C、

150 rpm で一晩培養した菌液の吸光度を測定し、菌液濃度を算出した。滅菌生理食塩液で約

3×106 CFU/mL (E. faecalis及びS. aureus) 又は約3×109 CFU/mL (S. aureus) を目標として希釈し

たものを添加菌液とした。 

 

3.5  菌液添加 

サンプリングポート (Figure 24、C) よりカテラン針を装着した 100 μL のマイクロシリンジ

で 35 µL の菌液を添加した。 

 

3.6  添加薬液の調製 

2.2.2 と同様に実施した。 

 

3.7  薬液添加 

薬液添加ポート (Figure 24、A) からカテラン針を装着した 100 µL マイクロシリンジで
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191 µg/mL の添加薬液 35 µL を 1 回又は 3 回添加した。3 回添加時の投与間隔は、E. faecalis

では 0.25、1、2、3、4、6 及び 8 時間、S. aureus では 0.25、2、4、6 及び 8 時間とした。さら

に、E. faecalis では 3 回添加時の 0 時間間隔群として、573 µg/mL の添加薬液を 1 回添加した。 

 

3.8  サンプリング 

試料はサンプリングポート (Figure 24、C) より、カテラン針を装着した 1 mL ディスポー

ザブルシリンジで 0、3、5、7、10、14、18 及び 24 時間に採取した。 

 

3.9  生菌数測定 

3.9.1  E. faecalis 

試料を滅菌生理食塩液で適宜希釈し、希釈した試料 1 mL と BHI 寒天培地 10 mL を混釈し

た。37°C で一晩以上培養した後にコロニーをカウントし、生菌数を算出した。生菌数の変化

比は、初期生菌数からその時点における生菌数を引いて算出した。 

 

3.9.2  S. aureus 

試料を滅菌生理食塩液で適宜希釈し、希釈した試料 20 μL を BHI 寒天培地上に滴下した。

37°Cで一晩以上培養した後にコロニーをカウントし、生菌数を算出した。生菌数の変化率は、

E. faecalis と同様に算出した。 

 

3.10  MIC の測定 

3.8 と同様にの方法で、コントロール群より 0、8、16 及び 24 時間に、2 時間間隔投与群よ

り 16 及び 24 時間、8 時間間隔投与群より 8、16 及び 24 時間にサンプリングを行った。適量

の滅菌生理食塩液で菌液中の薬剤を洗浄し、日本化学療法学会標準法の微量液体希釈法に準

じて測定及び判定を行った 89)。 

 

3.11  データ及びパラメータの算出及び取り扱い 

データ及びパラメータは、それぞれ Microsoft Excel 2000 又は 2003 にて算出した。 

 

3.11.1  T>MIC の算出 

Microsoft Excel 2003 のソルバー機能により、Equations 5－7 を用いて算出された濃度が各菌

株の MIC となる時間を算出し、MIC 以上の濃度を維持する時間を T>MIC とした。 
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3.11.2  ABBC の算出 

各時点の生菌数の変化比から、台形法を用いて24時間における生菌数の総変化量を算出し、

コントロール群と薬剤添加群の相変化量の差を ABBC とした。 

 

3.12  統計解析 

JMP 9.0 software (SAS Institute) を使用し、投与間隔の ABBC に対する影響は一元配置分散

分析、ABBC の群間比較には Dunnett 検定 (両側, 有意水準 0.05%)、パラメータの妥当性評価

には重回帰分析を用いた。 
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