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緒 言

前 報 でAmpicillin (ABPC)とDicloxacillin (MDIPC)

の2:1併 用 剤 の 協 力 的 抗 菌 作 用 を β-ラ ク タマ ーゼ ,

と くに セ フ ァ ロ ス ポ リナ ー ゼ産 生 腸 内 細 菌 群 を 中 心 に

in vitroで 確 認 し,さ ら に生 体 内 の 吸 収 排 泄 お よび 実 験

的 感 染 治 療 にこお い て も有 効 で あ る こ と を 報 告 した1～3)。

近 年,感 染 症 の治 療 に 合 成 ペ ニ シ リン や セ フ ァ ロ ス ポ リ

ン 剤 等 の 広 域 ス ペ ク トル 抗 菌 薬 の 使 用範 囲 が 拡 大 す る と

と もに,そ れ ら の薬 剤 に 感 受 性 の な い 菌 種 が 臨 床 材 料 か

ら高 率 に 検 出 さた る よ うに な り,そ の 中 で も緑 膿 菌,セ

ラチ ア な どが 増 加 し臨 床 上 の 問 題 とな って い る。 先 に五

島 ら は緑 膿 菌 と大 腸 菌 の混 合 培 養 系 に お け る β-ラ ク タ

ム系 薬 剤 の 影 響 を し ら べABPCと セ フ ァ ロス ポ リン

(CET, CEX, CEZ)で はABPCの ほ うが 菌 交 代 を 起 こ し

に くい こ とを 報 告 した4)。 本 研 究 で はABPC-MDIPC併

用 時 の 緑 膿 菌 に対 す る 作 用 を,緑 膿 菌 と 大 腸 菌 のin

vitroに お け る混 合 培 養 系 お よ び感 染 治 療 実 験 に よ り

ABPC単 剤 と比 較 し,さ らに 緑 膿 菌 の β-ラ ク タ マ ー ゼ

に 対 す る安 定 性 にこつ い て も検 討 し,併 用 に よ る効 果 を み

とめ た の で報 告 す る。

実 験 材 料 お よ び 方 法

1. 使 用 薬 剤

Ampiciliin (ABPC Na salt, 890μg/mg東 洋 醸 造)

Dicloxacillin (MDIPC Na salt, 890μg/mg東 洋 醸

造)

Cefazolin (CEZ Na salt, 920μg/mg藤 沢 薬 品)

Carbenicillin (CBPC Na salt, 820μg/mg藤 沢 薬 品)

な お,ABPC-MDIPC併 用 剤 は す べ てABPC:MDIPC=

2:1の 比 で使 用 した 。

2. 使 用 菌 株

臨 床 分 離Pseudomonas aeruginosa 74株

p. aeruginosa IFO 3445

E. coli NIHJ-JC 2

3. 使 用 培 地

Heart infusion agar Difco (HIA)

Heart infusion broth Difco (HIB)

Tryptocase soy broth Difco 

BTB寒 天 培 地:1L中 に ラ ク トー ス10g,肉 エ キ ス

5g,ペ プ トン10g,塩 化 ナ ト リウ ム2g,寒 天 末15g

を 含 み,pH7.2に 調 整 し,Bromthymoleblue (BTB)を

最 終 濃 度0.08%と な る よ うに加 え る 。

4. 感 受 性 測 定

日本 化 学 療 法 学 会 が 定 め たMIC測 定 法 に 従 っ て最 小

発 育 阻 止 濃 度 を 測 定 した 。

5. 増 殖 曲線 測定 法

HIB培 地 で37℃ 1夜 培 養 した 菌 液 を 約105cells/ml

に な る よ うに,HIB培 地 に接 種 す る。 薬 剤 添 加 後37℃

で振 盪 培 養 しBiophotorecorder(東 洋 科 学)に よ りO. D.

660mμ を 自動 測 定 した 。

6. 混 合 培 養 系 に おけ る生 菌 数 の 測 定

HIB培 地 で1夜 培 養 した 大 腸 菌 と緑 膿 菌 を そ れ ぞ れ

107cells/ml,お よび103cells/mlに な る よ う混 合 接 種

後ABPCお よびABPC+MDIPC(2:1),CEZを そ れ

ぞ れ6.3μg/ml,お よ び100μg/ml添 加 し,37℃ で

振 盪 培 養 した 。2,5,8,11,14,17,20お よび24時

間 後 の それ ぞ れ の 生 菌 数 を 測 定 し,対 照(薬 剤 無 添 加)

の生 菌 数 と比 較 した 。 なお 緑 膿 菌 数 の 測 定 に は25μg/

mlのNalidixic acid含 有BTB培 地 を 使 用 した 。

7. β-ラ ク タ マ ーゼ の 調 製

緑 膿 菌 を 対 数 増 殖 期 ま で増 殖 さ せ た 後,培 地 に500

μg/mlの6-ア ミノペ ニ シ ラ ン酸 を 添 加 し,β-ラ ク タマ

ーゼ を 誘 導 させ た 。 さ らに この 菌 体 を0 .1モ ル の リン酸

緩 衝 液(pH6.9)で 洗 い冷 却 遠 心 後 同 じ 緩 衝 液 に 懸 濁

し,超 音 波 装 置 に よ り菌 体 を 破 砕 した後,冷 却遠 心 分離

し,そ の上 清 を 酵 素 液 と した 。

8 .β-ラ ク タマ ーゼ 活 性 測定 法

PERRETの ヨー ドメ ト リー法 お よ びNOVICKの ミク

ロ ヨー ド法 の改 良 法 を 用 い て行 な った5)。 な お 酵 素 活 性

は30℃ に お い て1時 間 に1μmoleの 基 質 を分 解す る

活 性 を1 unitと 定 め た 。 な お基 質 に はABPCを 用 い
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た。

9. β-ラクタマーゼ非産生株(変 異株)の 分離

臨床分離株P. aeruginosa 0812を 使用 し,ADELBERG

等6)の方法に よりニ トロソグアニジン処理により変異 さ

せた。また変異株はROSS肌T 7)等 の方法により検出し

た。

10. マウスの実験的緑膿菌感染症に対する治療効果

マウスはSLC-ICR(4週 令♂体重18～20g)を1群5

匹 で用い,P. aeruginosa 0811株 の10%馬 血 清加HIA

18時 間培養菌体を リン酸緩衝生理食塩水に浮遊 し等 量

の10%ム チ ン(Difco)と 混 合して,そ の0.5ml(約

105cells)を 腹腔内に接種した。薬剤は菌接種1,4時

間後の2回 等量を皮下投与 した。判定は7日 後の生存と

生残例の剖検所見によった。

実 験 成 績

1. 臨床分離株に対す る抗菌力

臨床から分離 した74株 の緑膿菌に対するABPC,MD-

IPCお よびABPC-MDIPC併 用時の最小発育阻止 濃度

を測定した。その成績の一部はTable 1にご示 し,全 株

の結果をFig.1に ご表わした。

その結果,緑 膿菌のほとんどすべての株に対してAB-

PC-MDIPC併 用剤は協力作用を示 した。

2. 増殖曲線に及ばす影響

MIC値 において協力効果の認められたP. aeruginosa

0812株 について,増 殖曲線にお よば すABPC, ABPC-

MDIPC併 用剤の影響を調べた。Fig.2にご示 したように,

併用剤はMICの1/2量 の200μg/mlで15時 間以上

にわたる増殖抑制がみられた。

3. 混合培養系にこおける生菌数に及ぼす影響

E. coli NIHJ-JC2株 お よびP. aeruginosa IFO 3445

株を用いて混合培養系にこおけるABPC-MDIPC併 用 剤

の抗菌作用をABPCお よびCEZと 比較 した。なお 各

菌株の106cells/mlお よび108cells/ml接 種 に よる

MIC値 をTable2に ご示 した。

Fig.3a,Fig.3bは 緑膿菌103cells/ml,大 腸菌107

cells/mlの 割合で混合培養したものを対照と して 薬剤

を種々の濃度に添加し,増 殖曲線の変化によって抗菌作

Table 1  Resistance levels of P. aeruginosa to

ABPC, MDIPC and ABPC+MDIPC

Inoculum size of bacteria is 106cells/ml.

Fig.1  Resistance pattern of Pseudomonas aerugi-

nosa to ABPC, MDIPC and their combination

Fig.2  Effect of ABPC and ABPC+MDIPC on

growth of P. aeruginosa 0812

Table 2 MIC of ABPC, ABPC+MDIPC, and CEZ against E. coli NIHJ-JC and P. aeruginosa IFO 3445
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用を比較したものである。

Fig.3aは 緑膿菌,Fig.3bは 大腸菌の生菌数をまとめ

た。緑膿菌は薬 剤濃度が6.3μg/mlの ときはいずれの

薬剤添加によっても対照より速 く増殖 し,こ れらの曲線

は図中にはないが緑膿菌単独培養の時の薬剤無添加の増

殖曲線とほぼ 一致 した。一方,大 腸菌はABPCお よび

ABPC-MDIPC併 用 剤6.3μg/ml添 加に よりかな り長

時間の増殖抑制がみられ た がCEZ6.3μg/mlで は早

い時間に増殖状態に入っていた。薬剤濃度が100μg/ml

の場合の結果 をFig.4a, Fig.4bに 示 し

た。

緑膿菌はCEZ添 加により対照 より急激

に増殖したがABPCお よび併用剤添加で

は増殖が抑制され,と くにご併用剤のほうが

顕著に増殖を抑制した。大 腸 菌 はABPC

単 剤,ABPC-MDIPC併 用剤で完全に死滅

したがCEZで は24時 間 後で103cells/

mlの 生存が認められた。また緑膿菌単独

培養の時の薬剤無添加の場合はFig.4aの

CEZ100μg/mlの 曲線とほぼ一致した。

4. MDIPCに ご よ る緑膿菌 β-ラクタマ

ーゼの活性阻害と増殖に及ぼす影響

M. H. RICHMONDら が報告 しているよう

に緑膿菌は誘導型のセファロスポ リナーゼ

を産生してお り8),ABPC-MDIPC併 用 剤

がABPC単 剤にこくらべ緑膿菌 にご対 して抗

菌力が優るのはセファロスポリナーゼによ

るABPC不 活化をMDIPCが 阻害 してい

るためと考え られ た。そ こでP. aerugi-

nosa 0812株 か ら β-ラクタマーゼを調製

し,種 々の濃度のMDIPC添 加に より β-

ラクタマーゼのABPC分 解活性が 阻害さ

れるかどうか検討した。Table3に ご示 した

ように,い ずれの濃 度 のMDIPC添 加 にご

Fig.3  Effect of ABPC, CEZ and a combination of ABPC and

MDIPC on growth of P. aeruginosa IFO 3445 and E. coli 

NIHJ-JC 2 in mix culture

Fig.4  Effect of ABPC, CEZ and a combination of ABPC and

MDIPC on growth of P. aeruginosa IFO 3445 and E. 

coli NIHJ-JC 2 in mix culture

Table3 Inhibition of β-lactamase

activity by MDIPC

β-lactamase was prepared from P. 

aeruginosa strain 0812.

ABPC (2.8μg/ml) was used as subst-

rate.

Table 4  MIC and β-lactamase activity of P .aeru-

ginosa strain 0812 and its β-lactamase less 

mutant 
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よ って も β-ラ ク タ マ ーゼ の活 性 が 阻 害 さ れ た が,そ の

阻 害 率 はMDIPCの 濃 度 に 依 存 して い た 。

またP. aeruginosa 0812に お い て培 養 液 中 にABPC

400μg/mlを 加 え て お きMDIPCを100,50,25,12.5

お よび .6.3μg/ml添 加 した 時 の 増 殖 に 与 え る 影 響 を調

べた。その結果,緑 膿菌の増殖は加えたMDIPCの 濃度

にご依存して抑制が起こることがみとめられた(Fig.5)。

5. β-ラクタマーゼ非産生緑膿菌に対する抗菌力

P. aeruginosa 0812株 を用いて β-ラクタマーゼを産

生しない変異株を分離し併用剤の効果が表われるか否か

を調べた。Table4に 親株 と変異株のMIC値 お よび β-

ラクタマーゼの活性を示した。

変異株では β-ラクタマーゼ活性が親株のそれ にくら

べて約700分 の1に 減少してお り併用剤の協力作用は変

異株に対しては認められな くなった。

6. マウスの実験的緑膿菌感染症に対する治療効果

緑膿菌で攻撃したマウスをABPC-MDIPC併 用 剤で

治療したところ,Table 5にご示す ようにABPC-MDIPC

併用剤はABPCに くらべ明らかな協力効果を示した。

考 察

ABPCとMDIPCあ るいはABPCとMCIPCの 併

用効果については腸内細菌に対する効果を中心に報告さ

れている9)。本実験では,緑 膿菌に対するABPC-MDIPC

併用剤についてin vitroで の抗菌力およびin vivoの

感染治療実験により検討を加えた。臨床分離緑膿菌74株

のほとんどに対して併用剤は協力作用を示し,ま た増殖

曲線の実験でも1/2MICの 濃度で15時 間以上 にわたる

増殖抑制を示した。さらにごマウスでの緑膿菌感染治療実

験でも併用剤はABPC単 独投与 よりも治療効果を示し,

その協力作用がin vivoで も 確認 された。β-ラクタマ

Fig.5  Effect of MDIPC concentration on growth of

P. aeruginosa 0812

Table 5  Protective effect of ABPC, CBPC and ABPC-I-MDIPC against experimental

Pseudomonas aeruginosa infection in mice *

* Mice : Slc : ICR strain, male, 4 weeks old, 20g 5/group.

Infection : .Psmdomonas aeruginosa 0811, 105 cells/mouse mucin (Difco) suspension, 0.5
ml/mouse, intraperitoneally. 

Therapy : 1 and 4 hrs after challenge, subcutaneously. 
ED50 : Simple probit method. 
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ーゼを用いた実験では,基 質としてのABPCに 少 量の

MDIPCを 添加することに より著 しい β-ラクタマーゼ

活性阻害が認められた。またP. aeruginosa 08l2株 か

ら分離 した β-ラクタマーゼ非産生変異株 に対しては併

用剤の協力効果は認められなかった。 これらの実験結果

から緑膿菌にご対するABPC-MDIPC併 用 剤 の協力作用

は既にご腸内細菌にご対する協力作用の解析で報告したよう

に,ABPCを 加水分解する β-ラクタマーゼ,と くにセ

ファロスポ リナーゼ活性をMDIPCが 阻害することによ

りABPCの 抗菌力が保持 されることにその 主因がある

と考えられる。さらに緑膿菌と大腸菌 との混合培養系に

おいてもABPC-MDIPC併 用剤が両菌種の増殖を 最 も

よく抑制したがCEZで は感受性大腸菌に対しても充分

な抗菌力を示せなかった。これ は緑膿菌の産生する β-

ラクタマーゼ(セ ファロスポ リナーゼ)に よりCEZが

ABPCよ り容易にご加水分解されるためと考え られる10)。

このことはセファロスポ リナーゼ産生菌 と感受性菌との

混合感染の場合はセファロスポ リン系薬剤よりペニシ リ

ン系薬剤,と くにセファロスポ リナーゼ阻害により協力

作用を示すABPC-MDIPC併 用剤のほうが有効 で,菌

交代に よるセファロスポ リナーゼ産生菌の増殖をセファ

ロスポリン系抗生剤よりも強 く抑制し菌交代現象防御の

可能性について示唆するものである。しかし今回の混合

培養系の実験が生体内での混合感染の状態をどれだけ反

映しているか疑問が残るが,少 くとも尿路内にご限ってみ

ればかな り近い状態にあると考えられる。し か しAB-

PC-MDIPC併 用 剤のMIC値 が50～800μg/mlと 比較

的高いことから臨床的意義についてはさらに検討の余地

があると思われる。

結 論

今回,我 々はABPC-MDIPC併 用 剤 を 用 い てin

vitro, in vivoで 緑膿菌にご対する効果を検討し,次 のよ

うな結論を得た。

1) 臨床分離緑膿菌74株 のほとんどに対して併用剤

は協力作用を示した。

2) マ ウスでの緑膿菌感染治療実験でも併用剤はAB・

PC単 独投与よりも治療効果を示した。

3) 緑膿菌から分離 した β-ラクタマーゼ を 用 い て

ABPCの 分解を調べた ところ,少 量のMDIPC添 加に

よりABPCの 分解は著しく抑制された。

4) β-ラクタマーゼ非産生緑膿菌においては 協 力 作

用は認められなかった。

以上から緑膿菌に対する協力作用は,菌 の 産 生 する

β-ラクタマーゼ,と くにセファロスポリナーゼがMDI-

PCに よ り阻害され,ABPCの 抗菌力が発揮されるもの

と考えられる。
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SYNERGISTIC EFFECT OF AMPICILLIN AND DICLOXACILLIN

ON PSEUDOMONAS AERUGINOSA. IV

TOSHIRO MOROHOSHI, JUNZO MIZOGUCHI, HITOSHI SAGAI,

SHIGEYUKI YOKOIYAMA, KIMIO MIZUNO

Research Laboratories, Toyo Jozo Co., Ltd., Shizuoka-ken

AKIYOSHI TSUJI and SACHIKO GOTO

Department of Microbiology, Toho University School of Medicine, Tokyo

Synergistic effect of a combination of ampicillin (ABPC) and dicloxacillin (MDIPC) on Pseudomonas 
aeruginosa has been studied in vitro and in vivo.
The combined drug inhibited the growth of P. aeruginosa at relatively lower concentrations (50～800

μg/ml) than those of ABPC.

This synergistic effect on P. aeruginosa was also verified in experimental P. aeruginosa infection in

mice, the ED 50 value was under one-fifth to that of ABPC alone. 

Furthermore, in the experiment of mixing culture in which E. coli was coexistent with P. aerugi-

nosa the combined drug exhibited a stronger inhibitory activity against both strains than ABPC alone 

or cefazolin.

These synergistic effects of the combined drug might attribute to the inhibiting action of MDIPC on

β-lactamase of P. aeruginosa, and this is also suggested by the evidence that the susceptibility of β-

lactamase less mutant of P. aeruginosa against the drug is unchanged. 


