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緑膿菌 に対す る合成 ペニシ リン とポ リミキシ ンの

相 互作用に 関す る細菌学的研究

尾花芳樹 ・妹尾聰一郎 ・松井邦彦 ・中沢昭三

京都薬科大学微生物学教室

(昭和51年6月21日 受付)

近 年,opportunistic infectionの 起 炎 菌 と し て グ ラ ム

陰 性 桿 菌,と くに 緑 膿 菌 が 重 要 視 され て お り,そ の た め

最 近 の 抗 生 物 質 の開 発 も緑 膿 菌 に 有 効 な 物 質 を 目的 と し

て い る場 合 が 多 い 。 現 在 臨 床 各 科 で使 用 さ れ て い る抗 緑

膿 菌 性抗 生 物 質 と し て はCarbenicillin, Sulbenicillin

な どの 合 成 ペ ニ シ リ ソ,Gentamicin, Dibekacinな ど

の ア ミ ノ配 糖 体 抗 生 物 質,Polymyxin-B, Colistinな ど

の ポ リペ プ タ イ ド系 抗 生 物 質 な どが あ る。 しか しな が ら

これ らの薬 剤 単 独 で は効 果 が 不 充 分 な場 合 や 長 期 間 使 用

す る と耐 性 菌 が 出 現 しや す い こ と,ま た副 作 用 発 現 な ど

の欠 点 が 認 め られ て い る。 そ こで これ らの 欠 点 を 補 う目

的 で これ らの 合 成 ペ ニ シ リ ンと ア ミ ノ配 糖 体 抗 生 物 質 あ

る い は 合 成 ペ ニ シ リ ソ とポ リペ プ タ イ ド抗 生 物 質 間 の 併

用 効 果 が 基 礎,臨 床 面 で 検 討 され て い る が1～4),そ の 成

績 は 一 定 して い な い。 そ の 原 因 に つ い て,私 ど もの 教室

で は 既 に 合 成 ペ ニ シ リソ とア ミノ配 糖 体 抗 生 物 質2剤 間

の併 用 効 果 に つ い て,種 々 の 作 用 条 件 を 検 討 す る こ とに

ょ り,in vitro, invivoに 於 い て,著 明 な協 力 的 効 果 を

認 め た こ とを 報 告 し た5)。

今 回,さ らに 合 成 ペ ニ シ リ ンと ポ リペ プ タ イ ド抗 生 物

質 に つ い て 同 様 に 検 討 を行 な っ た の で報 告 す る。

実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法

1) 使 用 薬 剤

Carbeniciilin (CBPC:藤 沢 薬 品), Sulbenicillin (SB-

PC:武 田薬 品),Polymyxin-B(PL-B:台 糖 フ ァ イ ザ

ー)の いず れ も力 価 の 明 ら か な標 準 品 を 使 用 した 。

2) 使 用 菌 株

教 室 保 存 の 緑 膿 菌Pseudomenas aeruginesa No. 12

(東 大 医 科 学 研 究 所 本 間 遜 教授 分 与)を 用 い た 。

3) 使 用 培 地

Tryptosoya broth (TSB:ニ ッサ ン)

Heart Infusion broth(HIB:ニ ッサ ン)

Nutrient broth (NB:ニ ッサ ン)

Nutrient agar( NA:ニ ッサ ン)

4) Chequer board titration法 に よ る相 互 作 用

CBPCとPL-Bお よびSBPCとPL-B間 の 相 互 作 用

の 有 無 をChequer board titration法 に よ り検 討 した 。

測定用培地にはHIBを 用い,同 培地で各薬剤を希釈混

合 し,そ の培地にTSBで37℃,18時 間前培養 した菌

を1白 金耳移植 し,37℃,18時 間培養後菌の増殖 によ

り効果を判定 した。

5) 増 殖 曲線による相互作用

緑膿菌をTSBに37℃,18時 間前培養 し,こ の菌液

を5%の 割合でHIBに 移植し,対 数増殖期に達するま

で振 とう培養する。この菌液に各濃度の薬剤を添加し,

経時的に菌液を採取 し,混 釈法による生菌数測定を行な

った。また薬剤の分割添加の場合は,上 記のように調製

した菌液に第1剤 目を添加後,1時 間あるいは2時 間の

間隔をあけて,第2剤 目を添加し,経 時的に菌液を採取

し生菌数測定を行なった。

6) Suibeniciliinあ るいはPoiymyxin-B前 処 理菌

に対するPolymyxin-Bあ るいはSulbenicillinの 作用

上記のように緑膿菌を対数増殖期まで培養 し,そ の菌

液にSBPC(最 終濃度100μg/ml)あ るいはPL-B(最

終 濃度3μg/ml)を 添加しその後1時 間培養を続けた。

SBPC前 処理の場合は薬剤添加1時 間後にSBPCを 不 活

化する充分量のPenicillinase(市 販 品の2倍 希釈液)を

加え,37℃,5分 間反応 した後PL-B(3μg/ml)を 添

加 し,そ の後培養を続け経時的に菌液を採取 し生菌数測

定を行なったQPL-B前 処理の場合は,1時 間後に処理

菌を無菌的に遠心洗浄し,薬 剤を除去後,新 しいHIB

に再懸濁させ,SBPC(100μg/ml)を 添加,経 時的に生

菌数測定を行なった。

7) マ ウス実験的緑膿菌感染症に対する治療効果

緑膿菌をNBに37℃,18時 間前培養 し,こ の菌を

NBに 移植 し,37℃,14時 間振とう培養 を行ない,こ

の培養菌を同培地で104倍 希釈し,4%Gastric mucin

(Nutritional Biochemicals Corporation)と 等量混合し

たものを使用し,1群10匹 のddYS系 雄 マウス(体

重16±19)に40LD5,腹 腔 内接種し,感 染2時 間後に

1回,分 割投与の場合は,2時 間後と4時 間後に2回 各

薬剤を皮下投与し,7日 間生死の観察を行なって治療効

果を判定 した。
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実 験 成 績

1) Chequer board titration法 に よる相互作用

Chequer board titration法 に よるCBPCあ る いは

SBPCとPL-Bの 相 互 作用の有無を検討 した 結果 を

Fig.1,2に 示 してある。いずれ の組み合せの場合も,

図 中央部の太線で囲んだ部分に菌の増殖抑制が見 られ,

明 らかに両薬剤間に協力作用が認められた。

2) 増殖曲線による相互作用の検討

増殖曲線に及ぼすCBPCとPL-Bお よびSBPCと

PL-Bの 相互作用について検討した。薬剤を同時添加 し

た場合の結果をFig.3,4に 示 してある。CBPC,SBPC

お よびPL-Bの3剤 ともに単独ではほとんど殺菌作用を

示 さない条件下 でも,CBPCとPL-B,SBPCとPL-B

のいずれの組み合せにおいても,各 薬剤単独の作用より

も,こ れらの薬剤を併用 したほ うが強い殺菌作用を示 し

た。

また薬剤の分割添加について検討した結果をFig.5～

8に 示 してある。CBPCとPL-B,SBPCとPL-Bの い

ずれの組み合せにおいても同時添加が最も強い殺菌作用

を示し,次 いでCBPCあ るいはSBPC添 加一定時間後

(1時 間あるいは2時 間後)にPL-Bを 添加したものが

良好であ り,PL-B添 加後CBPCあ るいはSBPCを 添

加 した場合は殺菌作用は認められなかった。以上の結果

Fig. 1 Combination effect of CBPC and PL-B 

on Ps. aeruginosa No. 12

Fig. 2 Combination effect of SBPC and PL-B 

on Ps. aeruginosa No. 12

Fig. 3 Combination effect of CBPC and PL-B 

on Ps. aeruginosa No. 12

Fig. 4 Combination effect of SBPC and PL-B 

on Ps. aeruginosa No. 12

Fig. 5 Combination effect of CBPC and PL-B 

on Ps. aeruginosa No. 12
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から,CBPCとPL-Bあ るいはSBPCとPL-Bの 併用

において,先 にChequer board titration法 で認められ

た協力作用が生菌数測定においても認められた。また こ

れらの協力作用の現われ方は,同 時添加が最も強い殺菌

作用を示 し,次 いでペニシリン添加後PL-Bを 添加した

ものが良好で,PL-B添 加後ペニシリンを添加した場合

は,ほ とんど協力作用は現われなかった。

3) Sulbenicillinあ る いはPolymyxin-B前 処理菌

に対するPolymyxin-Bあ るいはSulbenicillinの 作用

SBPC前 処理菌に対するPL-Bお よびPL-B前 処理

菌に対するSBPC作 用 を生菌数測定で検討 した結果を

Fig.9,10に 示 してある()SBpc前 処 理菌の場合,正 常

な菌に比べて,PL-Bの 作用を受けやすく容易に殺菌さ

れ,再 増殖に要する時間も長 くなっていた。なお今回使

用したPenicillinaseの 菌 の増殖への影響は認められな

かった。またPL-B前 処理菌の場合は正常な菌に比べて

SBPCの 作用をわずかであるが受けにくい傾向が認めら

れた。

4) マ ウス実験的緑膿菌感染症に対する治療効果

マウスを用いて行なった緑膿菌感染症に対する治療実

験の結果をFig.11に 示 してある。無処置群は1日 以内

Fig. 6 Combination effect of CBPC and PL-B 

on Ps. aeruginosa No.12

Fig. 7 Combination effect of SBPC and PL-B 

on Ps. aeruginosa No. 12

Fig. 8 Combination effect of SBPC and PL-B 

on Ps. aeruginosa No.12

Fig. 9 Effect of PL-B on Ps. aeruginosa No. 12 

treated with SBPC

Fig. 10 Effect of SBPC on Ps. aeruginosa No. 12 

treated with PL-B
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に全て死亡している。感染2時 間後1回 の皮下投与につ

いては,SBPC10mg/mouseで は2日 以 内に全 て死亡

しており,PL-B200μg/mouseで は10%の 治 療効果

が得られたにすぎない。これらの薬剤を併用した場合,

マウス当りSBPC10mgとPL-B200μg投 与群 では

90%の 治療効果が得られた。またin vitroの 殺菌作用

で認められたように作用時期を変える,す なわち両薬剤

をずらせて別々に投与 した場合,そ の治療効果にどのよ

うな影響が現われるかについて検討したところ,マ ウス

当りSBPC10mg投 与2時 間後にPL-B200μgを 投

与 した群では60%の 治療効果が得られたがPL-B200

μ9投 与2時 間後にSBPC10mgを 投与 した群では20%

の 治療効果 しか得られなかった。以上の結果,緑 膿菌を

用いた感染治療実験においても,in vitroと 同様SBPC

とPL-B間 に協力作用が認 められた。また薬剤の投与

方法についても,in vitro同 様SBPCとPL-B間 の同

時投与が最も優れた治療効果を示 し,次 いでSBPCを 投

与後PL-Bを 投与する方法が良い結果を示 したが,PL-B

を投与後SBPCを 投与する方法はほ とん ど協力作用を

示 さなかった。

総括ならびに考察

抗緑膿菌性合成ペ ニ シ リンCarbenicillin, Sulbeni-

cillinと 緑膿菌に有効なポリペプタイ ド抗生物質の相互

作用を検討した結果,in vitroに おけるChequer board

titration法 や増殖曲線に及ぼす影響お よびin vivoに

お ける感染治療実験から併用する条件によって協力作用

の現われ方に差異があるという事実が解 った。そして優

れた協力作用を示す条件としては,こ れらの薬剤を同時

に併用 した時が最も良好であ り,次 いでペニシリンを先

にPolymyxin-Bを 後に併用する組み合 せが良好であ

り,Polymyxin-Bを 先にペニシ リンを後に併用する組

み合せではほとんど協力作用は認められなかった。

CarbenicillinとPolymyxin-B間 に 協力作用がある

ことはすでに報告されている4)が,今 回の実験で明らか

となったように併用の条件により協力作用の現われ方に

差異が認められた。 このような協力作用発現のメカニズ

ムについて,検 討の余地は充分にあるが,現 在 までのと

ころでは,ペ ニシリンとPolymyxin-Bを 同時併用する

方法およびペニシリンを先にPolymyxin-Bを 後 に併用

する方法では,ペ ニシリンにより菌体表層部分に存在す

るbarrierに 変 化を生 じ6),Polymyxin-Bの 膜 部分へ

の到達が容易になって協力的な作用が生 じているものと

考えられ,逆 にPolymyxin-Bを 先にペニシリンを後か

ら併用する方法ではほとんど協力作用が現わ れ な い の

は,Polymyxin-Bに は膜阻害の他に蛋白合成を抑制す

る作用 も有してお り7),菌 の増殖が抑制され るた め,増

殖期に最 も良く作用するペニシリンの抗菌作用がなくな

るためと考えている。そしてこれらの現象は先に私 ども

が検討を加えた抗緑膿菌性合成ペニシリンとアミノ配糖

体抗生物質の相互作用における現象と良く一 致 し て い

た5)。すなわちSulbenicillin, CarbenicillinとGenta-

micin, Dibekacin間 の併用において協力作用が認めら

れ,そ れらの併用条件においても同時併用が最 も良好で

あり,ペ ニシリンを先にアミノ配糖体抗生物質を後に併

用する方法が次いで良好であるが,ア ミノ配糖体を先に

ペニシリンを後に併用した場合はほとんど協力作用は認

められなかった。また感染治療実験においては,マ ウス

体内での両薬剤濃度の影響が充分に考えられ,今 後この

面の検討や毒性についてさらに検討が必要であると考え

ている。
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BACTERIOLOGICAL STUDIES ON THE COMBINED ACTION 

OF SYNTHETIC PENICILLINS AND POLYMYXIN-B 

AGAINST PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

YOSHIKI OBANA, SOICHIRO SENO, KUNIHIKO MATSUI 

and SHOZO NAKAZAWA 

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy 

The synergic actions of CBPC, SBPC and PL-B were observed on Pseudomonas aeruginosa No. 12 by-
Chequer board titration method.

In either case of the combination of CBPC with PL-B, SBPC with PL-B, the simultaneous admini-
stration showed the highest bactericidal effect, followed by the case of addition of PL-B after adding 
CBPC or SBPC, while the reverse case showed the similar effect to that of each drug alone.

The therapeutic experiment of infection demonstrated that the combination of SBPC with PL-B showed., 
superior effects to those of each drug alone. In comparison to this, the combination of SBPC with 
PL-B revealed more favorable effect by the simultaneous administration in 2 hours after infection.


