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緒 言

Ampicillinは 広 域 ス ペ ク トル を も つ ペ ユ シ リ ンで あ

る が,ペ ニ シ リナ ーゼ 感 性 の た め黄 色 ブ ドウ球 菌 で は 耐

性 菌 の 分 離 頻 度 が 高 く,ま た近 年大 腸 菌 お よび 赤 痢 菌 に

も,R因 子 に よ る耐 性 菌 が 増 加 して い る1)。 な お,Am-

picillinはKlebsiegla, Enterobacterお よ びindole 

positive Proteus等 に は 元 来 無 効 で あ る。 これ ら耐 性 菌

は ベ ユ シ リ ンを加 水 分 解 す る β-ラ ク タマ ー ゼ を 産 生 し

て ペ ユ シ リ ンを 不 活 性 化 し,と くに,後 者 の 無 効 菌 群 に

お い て は種 特 異 的 β-ラ ク タマ ーゼ2～4)を有 す る こ とが 知

られ て い る。

そ こで,isoxazolyl系 の 半 合 成 ペ ニ シ リンが β-ラ ク

タマ ー ビの 阻 害 剤 と な る こ と5,6)を 利 用 してAmpicillin

とDicloxacillinと の抗 菌力 の 面 で の 相 乗 作 用 につ い

て,各 種 の 菌 株 を 用 い て検 討 し,同 時 に,各 種 菌 株 の 培

養 か ら β-ラ ク タマ ーゼ 酵 素 液 を調 製 し,Ampicillinの

酵 素 的 分 解 のDicloxacillinに よ る阻 害 に つ い て 検 討 を

加 え た。

実験 材 料 お よ び 方 法

1. 使 用 薬 剤

Ampicillin (AB-PC Na salt, 920mcg/mg,東 洋 醸

造)

Dicloxacillin (MDI-PC Na salt, 880mcg/mg東 洋

醸 造)

Cloxacillin (MCI-PC Na salt, 890mcg/mg東 洋 醸

造)

Benzylpenicillin (PC-G K salt, 1,590mcg/mg東

洋 醸 造)

Methicillin (DMP-PC Na salt, 870mcg/mg万 有 製

薬)

Cephaloridine (CER 645mcg/mg鳥 居 薬 品)

2. 使 用 菌 株

臨 床 分 離Escherichia coli 60株,Staphylococcus au-

reus66株,Salmonella sp. 17株,Shigella sp. 35株,

Klebsiella pneumoniae 12株,Enterobacter aerogenes 8

株,Proteus群19株Pseudomonas aeruginosa 22株 。

3. 使 用 培 地

Heart infusion agar Difco (HIA)

Brain heart infusion broth Difco (BHI)

Medium B: (1L中 にNa2HPO4・12H2O: 8.0g, 

KH2PO4: 2.0g, (NH4)2SO4: 1.0g,ク エ ン 酸 ナ ト リ

ウ ム: 0.5g,ペ プ トン(極 東): 10g,酵 母 エ キ ス(Difco)

: 2.0g,グ ル コ ー ス: 2.0g, MgSO4・7H2O: 0.1gを

含 む,pH7.0)

4. 抗 菌 力 測 定

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に 従 が つ て最 小 発 育 阻 止 濃 度

(MIC)を 測 定 した 。

5. 濾 紙 に よ る寒 天 平 板 拡 散 法 に よる 相 乗 作 用 の検 討

両 薬 剤 を そ れ ぞれ 浸 み こ ませ た 幅0.8cm,長 さ4cm

の 帯 状 の濾 紙 を 各 剤2枚 ず つ 用 意 し,菌 の 混 釈 平 板 上 に

正 方 形 と な る よ うに 置 く。 そ の際,AB-PCの 濾 紙2枚,

MDI-PCの 濾 紙2枚 を 隣 接 す る辺 上 に お い て,AB-PC,

MDI-PCの 接 す る 角 は2箇 所 に で き る よ う に す る。

37℃1夜 培 養 後,濾 紙 周辺 の 阻 止 帯 に よ り相 乗 作 用 の

検 討 を行 な つ た 。

6. AB-PC, MDI-PC合 剤 中 のAB-PCの 分 離 定 量 法

試 料 をHCIでpH2,0と し て エ チ ル エ ー テ ル で

MDI-PCを 抽 出除 去(試 料 の2倍 量 で3回 反 復 抽 出)し た

の ち,NaHCO3でpHを 中 性 と して残 存 す るAB-PCを

Bacillus subtilis ATCC 6633を 試 験 菌 とす るデ ィス ク

法 に よ り測 定 した。

7. 増 殖 曲線 測 定 法

BHI培 地 で37℃1夜 培 養 した 菌 液 をMedium Bに

5×105cells/mlに な る よ うに 接 種 し,薬 剤 添 加 後37℃

で 振 盪 培 養 した 。

一 定 時 間 後 に 培 養 液 を 採 取 し生 菌 数 を 測 定 した 。 な

お,比 濁 法(Bausch-Lomb Spectronic 20)に よ りO.D.

(530mμ)値 を測 定 した 。

8. 酵 素 液(β-ラ ク タ マ ー ゼ)の 調 製

S.aureusはBHI brothで 培 養 し,DMP-PC (1.0

mcg/ml)を 添 加 して,酵 素 を 誘 導 し,そ の 遠 沈 上 清

(7,000rpm 20分)を'菌 体 外 酵 素 と し,沈 渣 の 菌 体 の超
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音 波 破 壊 液(10KH2, 1.8A, 40分)を 菌 体 内酵 素 と し

た 。Proteusお よ びEnterobacterはPC-G (100mcg/

ml)誘 導 菌 体,E.coliはBHI broth培 養 菌 体 を 超 音 波

破 壊(10KH2, 1.8A, 10分)し 酵 素 液 と した 。

9. 酵 素 活 性 測 定 法

PARRETの ヨ ー ドメ トリー 法7)に よ り行 な つ た 。 な

お,0.1Mリ ン酸 緩 衝 液 は,黄 色 ブ ドウ球 菌 の 酵 素 の

場 合 はpH5.8,グ ラ ム陰 性 桿 菌 酵 素 の 場 合 はpH7.5

を 使 用 し,酵 素 活 性 は1unit=加 水 分 解 され た ペ ニ シ リ

ン また は セ フ ァロ ス ポ リン1μmole/hr.で 表 わ した 。

実 験 結 果

1. 臨 床 分 離 株 に対 す る 抗 菌 作 用

臨 床 分 離 株239株 に対 す る,AB-PC, MDI-PC各 単

剤 お よびAB-PC, MDI-PC合 剤(2:1)の 最 小 発 育 阻

止 濃 度 を測 定 し,そ の成 績 の一 部 をTable 1に 示 し,

全 株 のMICは そ の累 積 をFig.1に 表 わ した。

両 ペ ニ シ リンに よ る相 乗 作 用 はAB-PC耐 性E. coli, 

Enterobacterお よびProteus morganiiに 著 明 に 認 め

られ た 。Shigellaに は2:1の 場 合 にわ ず か な が ら相 乗

作 用 が み とめ られ た(Fig.1, Table 1)。AB-PC感 受

性E.coliに は 相 加 的 効 果 が 認 め られ た 。

2. 寒 天 拡 散 法 に よ る 相 乗 作 用 の 確 認

MIC測 定 に よ り相 乗 作 用 が 認 め られ た 菌 株 ,E.coli 

0205, E. aerogenes 0655, P. morganii 0237を 用 い,

薬 剤 濃 度 は,E. coliお よびProteusで はAB-PC 4,000, 

2,000mcg/ml, MDI-PC 4,000, 2,000mcg/ml, Entero-

bacterで はAB-BC 8,000mcg/ml, MDI-PC 8,000mcg/

mlで 行 な つ た 。

Fig.2に 示 す とお り,AB-PCとMDI-PCの 接 触 部

分 に 相 乗 作 用 を 示 す 阻 止 帯 の 増 大 が 認 め られ た 。

3. 増 殖 曲 線 にお よ ぼ す影 響

AB-PC耐 性 株 でAB-PC, MDI-PC合 剤(1:1 ,2:1,

1:2)で い ず れ も25mcg/mlのMICを 示 すE.coli

0205を 用 い て増 殖 曲 線 へ の影 響 を し らべ た 。AB-PC 50

mcg/ml存 在下 では対数期の増殖が

あ る程度抑 制され るだけであ るが,

AB-PC, MDI-PC合 剤(1:1, 2:1)

ではMICよ り低 い12.5mcg/ml

存在 下で生菌数の 減 少 が み られ た

(Fig.3)｡

P. morganii 0239はAB-PC 50

mcg/ml存 在下で対照 の薬剤無添加

例 とほぼ 同一 の増殖 曲 線 を 示 した

が,合 剤(1:1, 2:1)25mcg/ml

存在下 でE.coliに おけ る と同様に

生菌数は著 明に減少 した(Fig.4)。

4.菌 の増 殖とAB-PC不 活性化

AB-PC単 剤 の場 合 と,合 剤 とし

た場合 とで菌 のAB-PC不 活性化 の

程度に差があ るか どうか を しらべ る

ため,E.coli 0205を 用 い増殖を比

濁 法に よ り測定す ると同時に,培 養

液 中の 残存AB-PC活 性 を 測 定 し

た。Fig.5に 示 す よ うに,AB-pc

だけ では50mcg/mlで もす み やか

なAB-PC活 性 の減少 がみ られ,増

殖曲線は対数期 の菌 の増殖遅延が認

め られただけで 増 殖 は 阻害 され な

い。合 剤6.3mcg/ml (1:1)で は

培養10時 間後 において も66%の

AB-PCの 残 存活性 を 示 し,増 殖は

誘導期 の延長 お よび阻害がみ とめ ら

れた。

Table 1. Comparison of MIC of ampicillin, dicloxacillin and their 

combination against several clinical  isolates
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5. MDI-PCの β-ラ ク タ マ ー ゼ 活 性 阻 害

AB-PC,MDI-PC併 用 に よ る相 乗 作 用 はMDI-PCの

β-ラ ク タマ ー ゼ 活 性 の阻 害 作 用 に起 因 す る と 考 え られ

るの で,E.coli 0205, 0220, P.morganii 0239, Eaero-

geues 0655か ら前 述 の 方 法 で 酵 素 液 を 調 製 し,AB-PC

分解 活 性 阻 害 へ の 影 響 を 検 討 した。

Table 2に 示 す とお り,基 質 と してAB-PC (E.aero-

genes 0655で はAB-PCを 不 活 化 す る酵 素 活 性 が 低 い

た めPC-Gを 基 質 と した)を 用 い,そ の1/2量 お よ び

1/4量 のMDI-PC添 加 で,い ず れ も菌 のAB-PCま た

はPC-Gを 不 活 化 す る酵 素 活 性 の 阻 害 が 認 め られ,と

くb,こ,E.coli 0205, P. morganii 0239, E. aerogeues 

0655の 場 合 に 顕 著 で あ つ た 。

6. MDI-PC前 処 理 に よる β-ラ ク タマ ー ゼ 阻 害

S.aureus 0003の 菌 体 内酵 素 お よび 菌 体 外 酵 素E.coli 

0220の 酵 素 を 使 用 し,MDI-PCお よびMCI-PCに よ る

前 処 理 の酵 素 活 性 に お よぼ す 影 響 を調 べ た 。

約25unitsの 酵素4m1にMDI-PCま たはMCI-PC

4mg/mlを 加え,種 々の時間30℃ に保 つたのち,基 質

とな るAB-PCを 加え さ らに30分 間 反 応 さ せた。反

応後,ヨ ー ド法 に より酵素活性 を測 定 し,MDI-PCお よ

びMCI-PCの 酵素阻害率 をTable 3に 示 した。

Table 3に 示す とお り,E.coli 0220の 酵素 ではいず

れ の処理時間 において も活性阻害がMDI-PCで 約80%,

MCI-PCで は約70%で,前 処理の影響 は認 め られなか

つた。

S.aureus 0003の 菌体外 酵 素 で は,MDI-PCを 同時

添加 した時75.7%の 活性阻害 であつたが15～60分 の

前処理に よ りさ らに20%の 阻害 の増強が 認 め ら れ,

MCI-PCの 場合に は37.8%か ら63.1%と 増 強 した。

菌 体内酵素 では菌 体外酵素 よ りさ らに顕著な前処理 の影

響 がみ とめ られ た。

7. 各種 細菌 の β-ラクタマーゼ活性

E.coli 0205の β-ラクタマ ーゼはEcoli 0220の それ

Fig. 1 Resistance pattern of clinical isolates to ampicillin, dicloxacillin and their 

combination
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Fig. 2 Agar diffusion test for synergism between 

ampicillin and dicloxacillin against E. coli 

strain 0205, P. morganii strain 0237 and E. 

aerogenes strain 0655

E. coil. strain 0205 
AB-PC 1 (2,000mcg/ml) MDI-PC 1 (2,000mcg/ml) 
AB-PC 2 (4,000mcg/m1) MDI-PC 2 (4,000mcg/ml) 

P. morganii strain 0237 
AB-PC 1 (2,000mcg/ml) MDI-PC 1 (2,000mcg/ml) 
AB-PC 2 (4,000mcg/ml) MDI-PC 2 (4,000mcg/ml)

 E. aerogenes strain 0655 
AB-PC 1 (8,000mcg/ml) MDI-PC 1 (8,000mcg/ml)

Fig. 3 Changes in the growth curve of E. coli 

strain 0205 in the presence of ampicillin and 

combinations of ampicillin and dicloxacillin.

Fig. 4 Changes in the growth curve of Proteus 

morganii strain 0239 in the presence of ampi-

cillin and combinations of ampicillin and 

dicloxacillin.

Fig. 5 Delay of the degradation of ampicillin by 

growing cells of E. coli strain 0205 in the 

presence of dicloxacillin.
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よ りも強 くMDI-PCに よ り阻 害 さ れ る こ と

か ら(Table 2),両 株 の β-ラ ク タマ ー ゼ の

性 質 に差 が あ る こ とが 考 え られ る。 そ こで 各

種 菌 株 の β-ラ ク タ マ ー ゼ の 基 質 特 異 性 を調

べ た 結 果(Table 4), E.coli 0205の 酵 素 は,

AB-PCに 対 す る 相 対 的 な活 性 がE.coli 0220

の 酵 素 よ り低 い こ とが わ か つ た 。

ま た,P.morganiiお よびE.aerogeuesの

酵 素 はPC-Gで 誘 導 可 能 で,そ の 基 質 特 異

性 よ りセ フ ァ ロス ポ リナ ー ゼ と推 定 され る。

考 察 と 結 論

AB-PCとMCI-PCのin vitroの 併用効 果につい て

はす でに報告 され てお り,第16回 日本 化学 療法学会 で

も合剤の シンポジウ ムとして と りあげ られ てい る。本実

験ではAB-PCとMDLPCの 併用 に つ きiu vitroに

おけ る基礎的実験 に よつてその効果 の検討を行 なつた。

臨床分離株239株 を用い た協 力作用につ い て の試 験

成績は,AB-PCとMCI-PCの 併用 とほぼ 同様 で あ り,

相乗作用 がE.coli 0205株 お よ びE. aerogeues, P. 

morganiiの 菌群 において顕著 に認 め られ,抗 菌 スペ ク

トラ ムの拡大 とAB-PC耐 性株へ の有 効 性 が 確 認 され

た。 これ らの菌群 に対 しては寒天拡散法 において も,増

殖 曲線への影響を調べ た実験にお いて も,両 薬剤 の協 力

作 用が認め られた 。

また,AB-PCお よびMDI-PCに 高 度耐性の臨床分離

株E.coli 0205を 用 いた実験で両 ペニシ リンの低濃 度共

存下で,著 明な誘 導期の延長が認 め られ,そ の培養液 中

のAB-PCの 分解抑 制効果 も確 認 され,MDI-PCが 上

記 の菌株 の β-ラクタマ ーゼの阻害剤 とし て作 用 してい

る ことはMCI-PCの 時 と同様明 らかで あ る。

E. coli, P. morgauii, E. aerogeuesの β-ラクタマ ー

ゼを用 い酵 素学的検討 を行 なつた結果,AB-PCに 少 量

のMDI-PCを 添加す る ことに よ り β-ラクタマーゼ活性

の 阻 害 が 著 明 に 観 察 され,S. aureusの 酵 素

を 使 用 したMDI-PC前 処 理 実 験 に お い て も

β-ラ ク タマ ー ゼ に 対 す る 阻 害 が 確 認 され て

い る。 この 結 果 はMCI-PCで 報 告 され て い

る8)の と 同様 で あ る が,Table 3に 示 した よ

うに 使 用 した3菌 株 に つ い て は,そ の阻 害 の

程 度 はMCI-PCよ りMDI-PCの ほ う が 大

き か つ た 。

P. morganii 0239お よ びE. aerogenes 

0655の 産 生 す る β-ラ ク タマ ー ゼ はTable 4

お よ び 各 報 告4,5)か らセ フ ァ ロ ス ポ リナ ーゼ

と考 え られ,そ の 活 性 はMDI-PCに よ り強

く阻 害 さ れ る。 い つ ぼ う,E. coli 0205の β-

Table 2. Residual activity of  β-lactamases in the presence of 

dicloxacillin 

Numbers indicate relative activity (%). 
* PC-G was used as substrate instead of AB-PC. 

Table. 3 Effect of preincubation of ƒÀ-lactamases with 

dicloxacillin or cloxacillin on the inhibition 

of inactivating rates of ampicillin 

Substrate AB-PC 1.0mg/ml 
MDI-PC or MCI-PC 4.0mg/ml (preincubation)

Table 4 Substrate specificity of β-lactamases from clinical 

isoiates 

Numbers indicate β-lactamase activity (units/ml). 

Numbers inparentheses indicate MIC (mcg/ml). * not detectable
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ラ クタマ ーゼはCERを 良 く分解 す る が,CERに 対 す

る本菌 のMICは12.5mcg/mlと 低 く,セ フ ァPtス ポ

リナ ーゼ とは考 え られない。 しか しなが ら本酵素 も前2

者の酵素 と同様AB-PCに 対す る相 対活性は低 い。 この

よ うに β-ラク タマ ーゼ のAB-PCに 対 す る相対活 性が

低 い場合 に,と くにMDI-PCの 効果が発揮 され る もの

と考え られ るが,さ らに酵素化学的 検討が必要 と思われ

る。

以上 の ような結果か ら,AB-PCとMDI-PCの 併用 は

ほ とん どAB-PC,MCI-PCの 場 合 と同様 の効果,す な

わち抗菌 スペ ク トラムの拡大 とAB-PC耐 性菌 に対 す る

β-ラクタマーゼ阻害作用 に よるAB-PC抗 菌 力の相乗的

復活が期待 され るので ある。
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SYNERGISTIC EFFECT OF AMPICILLIN AND DICLOXACILLIN 

ON PATHOGENIC BACTERIA. I 

In vitro Synergism 

AKIRA MIYAKE, HITOSHI SAGA!, TETSU SAITO and TAKUJI ANDO 
Research Laboratories, Toyo Jozo Co., Ltd., Shizuoka-ken 

SACHIKO GOTO 

Department of Microbiology, Toho University School of Medicine, Tokyo 

A synergistic effect of ampicillin and dicloxacillin on pathogenic bacteria has been studied in vitro. 
Growth of the high penicillin resistant bacteria, namely, E. coli strain 0205, Proteus morganii and 

Enterobacter aerogenes were inhibited with the relatively low concentrations of the mixture of ampicil-
lin and dicloxacillin. 

This synergism can be explained by the fact that dicloxacillin inhibits the enzymatic hydrolysis of 
ampicillin by 3-lactamase prepared from these bacteria, particularly, strong inhibition was observed 
against enzymes have a relatively slow hydrolysis rate for  ampicillin.


