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抗生物質の併用に関す る研究(V)

肺炎桿菌に対するセフ ェム剤 とア ミノグ リコシ ド剤 とのin vitro併 用効果に関す る

実験的考察 電顕観察 も加えて
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Klebsiella pneumoniae PCI602に 対 す る セ フ ェ ム剤(CEPs)と ア ミノ グ リコシ ド剤(AGs)の

併 用 に お け る 殺 菌 効 果 を 検 討 した 。Cephalothin(CET)とAmikacin(AMK),Cefazolin(CEZ)

とDibekacin(DKB),Cefmetazole(CMZ)とDKBの いず れ の場 合 も,そ れ ぞ れ 単 独 の 作 用 よ り

も併 用 で作 用 させ た方 が 著 明 な殺 菌 作 用 の増 強 がみ られ た。

CEZとDKBに つ い て は,そ れ ぞ れ 単 独 お よび 併 用 時 のK.pneumoniaePCI602の 形 態 変 化

を電 子 顕 微鏡 に よ り観 察 した。 そ の結 果 は併 用 時 の 強 い殺 菌 作 用 を 裏 付 け る もの で あ った。

感 染 抵 抗 力 が減 弱 した肺 癌 患 者 に併 発 す る呼 吸器 感 染 症 は 肺 炎 桿 菌 に よる 場合 が 多 い。 これ に 対

してCEPsとAGsの 併 用療 法 が優 れ た 治療 成 績 を示 して お り,こ の こ とはinvitroに お け る短

時 間 で の殺 菌 作 用 の増 強 に よる も の と考 え られ た。

グ ラ ム陰 性 桿 菌 に よ る重 症 感 染 症 に 対 して は,β-ラ ク

タ ム剤 と ア ミノ グ リコ シ ド剤(AGs)の 併 用療 法 が優 れ

た 治療 成 績 を 示 し てい る1,2)。 またin加troに お い て,

緑 膿 菌 に 対 して β-ラ クタ ム剤 とAGsの 併用 は相 乗 作 用

を示 す こ とを 報 告 した3・4)。

今 回,わ れ わ れ は 肺 炎桿 菌 の 標 準株 に 対す るCETと

AMK,CEZとDKB,CMZとDKBの 殺 菌 効 果 を検 討

し,ま たCEZとDKBに つ い て は 同時 に電 子 顕 微 鏡

に よ り菌 の形 態 変 化 を観 察 した。

1.実 験 方 法

1.使 用 菌 株:K.pneumoniae PCI 602

使 用 薬 剤:Cephalothin(CET)

Cephazolin(CEZ)

Cefmetazole(CMZ)

Amikacin(AMK)

Dibekacin(DKB)

使 用 培 地:増 菌 用 お よ び 殺菌 作用 測 定 用 と して

Heartinfusionbroth(HIB ,Difco)を

用 い た 。

2.K.pneumoniae PCI 602に 対 す る殺 菌 効 果

あ らか じめ 測 定 したK.pneun30niaePCI602に 対 す

るCET,CEZ,CMZ,AMK,DKBのMICは ,そ れ ぞ れ

0.78,3.13,0.78,0.78,1.56μg/mlで あ った 。 本 菌

株 の 一 夜 培 養 菌 液 をHIBで 百 倍 に 希 釈 して37。C,1時

問 培 養 後,cephems(CEPs)単 独 お よ びaminoglyco-

sides(AGs)単 独 の いず れ も1MICと1/2MIC ,CET

(1/2MIC)+AMK(1/2MIC),CEZ(1/2MIC)+DKB

(1/2MIC),CMZ(1/2MIC)+DKB(1/2MIC)で 薬 剤 を

作 用 させ て37。Cで 培 養 し,2時 間 後 お よび4時 間 後 に

生菌 数 を測 定 した。 薬 剤 を 含 まな い もの を対 照 と した。

3.K.pneun30niaePCI602に 対 す るCEZ,DKBの

単 独 ま た は併 用 に よ る形 態 変 化

本 菌 株 の一 夜 培 養 菌 液 を 百 倍 に 希 釈 して37℃,1時 間

培 養後,CEZは4MIC,1MIC,1/2MIC,DKBは8

MIC,1MIC,1/2MICそ れ ぞれ 単 独 で,さ らにCEZ

(1/2MIC)+DKB(1/2MIC)で 薬 剤 を 加 えて37。C,2

時 間 培 養 した 後,遠 沈 洗 浄 に よ り集菌 した。 これ を 一 部

は0,5%酢 酸 ウ ラ ンで 陰性 染 色 を施 し全 菌 像 と して 電 顕

観 察 し,同 じ試 料 を エ タ ノー ル系 列 で脱 水 後,エ ポ ンに

包 埋 し超 薄 切 片 像 と して電 顕 観 察 を行 な った 。

II・ 実 験 結 果

1.K.pneun20niaePCI602に 対 す る殺 菌 効 果

生 菌 数 の 変 化 をTable1に 示 し,Fig1に は グ ラ フ

で 示 した 。CET単 独 の 場 合,2時 間 ま で は ほ ぼ 静菌 的

で あ るが,2時 間 か ら4時 間 にか け て す で に 再 増殖 を開

始 して い た 。CEZ単 独 の 場 合 は ほ ぼ 静菌 的 で あ った。

CMZ単 独 で は,1/2MICの 場 合 は ほ ぼ 静菌 的 で あ る

が,1MICの 場 合 は 殺 菌 作 用 を 認 め た 。 しか しそ の程
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Table 1 Combined effect of cephems and amino-

glyeosides of killing of Klebsiella pneumo-

niae PCI. 602

度 は1/2 MICのDKBよ りも弱 か った。AMKま た は

DKBの1/2 MIC,1 MIC単 独 て は 殺菌 作 用 が 認 め ら

れ た。 し か しCETとAMK,CEZとDKB,CMZと

DKBの そ れぞれ1/2 MICず つ の併 用 で は,い ず れ も

1 MICのAMKあ るい はDKBよ り も 強 い殺 菌 作 用

を 認 め た 。 す なわ ち2.7×107/mLか ら,薬 剤 作 用2時

間 で,そ れ ぞ れ3.3×104,2.5×104,3.4×104/mlと 約

千分 の 一 に 生 菌数 が 減 少 し,薬 剤 作 用4時 間 では,そ れ

それ1.0×108,1.9×103,9.9×102/mlと 約 一 万 分 の 一

に 減 少 した。

2.　 K.pneumoniae PCI 602に 対 す るCEZ,DKBに

よ る 形態 変化

CEZ単 独 の場 合,1 MICて は 菌体 は 殆 ん ど 伸 長 化せ

ず 膨 化 して い たが.外 膜 は 良 く保 存 され て お り溶 菌 像 は

あ ま りみ られ なか った(Fig.2)。4 MICで は 菌 体 の膨

化が み られ,溶 菌 像 を 示 す ものが 多か っ た。 これ に対 し

て1/2 MICて は 菌体 は 伸 長 化 す る もの の,膨 化 して い

る もの は殆 ん どな く,溶 菌像 もみ られ な か った。

DKB雌 独 の場 合,8 MICて は 蛋 白合成 阻害 作 用 を示

Fig. 2 A thin section of K. pneumoniae PCI 602

in the presence of 1 MIC of CEZ (see sphe-

roplast formation)

Fig. 1 Combined effect of cephems and aminoglycosides on killing of K. pneumoniae PCI 602
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Fig. 3 A thin section of K. pneumoniae PCI 602 

in the presence of 8 MIC of DKB(see 

destruction of outer membrane)

Fig. 4 A negative staining picture of K. pneumoniae 
PCI 602 in the presence of 1/2 MIC of CEZ 
and 1/2 MIC of DKB in cornbination(see des-
truction of cellular body)

す 細胞質の変性像 と共に,外 膜が破壊 されている像 がみ

られ た(Fig,3)oし か し,1MIoお よび1/2Mlcで は

明 らか な形態変化がみ られなか った。

1/2MICのCEZと1/2MICのDKBと の 併 用 で

は,全 菌像でみ ると菌は殆ん ど伸 長化 せず,そ のまま膨

化 し破壊 されていた(Fig.4)。 超 薄切片像 でみる と菌体

か ら細胞壁が脱落 し,細 胞質膜 の破壊 に よ り菌体 内容物

が菌体外へ遊出 している像 がみ られ,ま た菌体 の周 囲に

は 細胞壁の残渣 と思われ る ものがみ られ た(Fig.5)。

III・ 考 按

肺 炎桿菌に 対 してCEZとGentamicinの 併用はin

砂itroお よびinvivoに お いて相乗作用が認め られてい

るト7)。

われ われ の施設 で扱 うことの多い肺癌 に併発す る呼吸

器感 染症(肺 癌二次 感染症)は 肺炎桿菌 に起因す る場合

が 多いQ基 礎疾患 お よびその治療 によ り局所的 ・全身的

Fig. 5 A thin section of K. pneumoniae PCI 602 
in the presence of 1/2 MIC of CEZ and 
1/2 MIC of DKB in combination (see cell 
wall detachment and destruction of cyto-

plasmic membrane)

に感染抵抗 力が減 弱 している肺癌患者においては,併 発

呼吸器感染症 に より不幸 な転帰を とることが多い。 しか

し肺炎桿 菌に よる肺癌二次感染症に対 して はCEPsと

AGsの 併用療法が,β-ラ クタム剤 単独 ま た はペニシ リ

ン剤 とAGsの 併用療法 よ りも有 意に優れ た治療効果 を

示 している2)。

肺炎桿菌 の標準株を用いて短時間の薬 剤作用 による殺

菌作用を検討 した結果,MIC以 下のCEPsとAGsの

併用 で強 い殺菌作用を示 した。 またCEZとDKBの 場

合は電子顕微鏡に よる菌の形態変化 の観察 も行 ない,そ

の結果は併用時の殺菌作用の増強 を支持す るものであ っ

た。局所的 ・全身的に感染抵抗 力が減弱 した肺癌患者に

併発す る,肺 炎桿菌に よる呼吸器 感染症 に対 してCEPs

とAGsの 併用療法 が優れ た治療成績を示すのは,以 上

の よ うなMIC以 下 の低濃度 の併用で短時間における著

明な殺菌力の増強 とい うin vitroの 実験結果 か らうな

ずけ るであろ う。

(本論文 の要 旨は第28回 日本 化学療法学会東 日本支部

総会 にお いて発表 した)。
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In vitro combined activity of cephalothin (CET) and amikacin (AMK) , cefazolin (CEZ) and dibeka-
cin (DKB), cefmetazole (CMZ) and DKB against K. pneumoniae PCI 602 was examined . Bactericidal
activity against K. pneumoniae PCI 602 was enhanced by combination of cephems (CEPs) and amino -
glycosides (AGs). When bacilli were treated for two hours with CEPs (1/2 MIC) vlus AGs (1/2MIC) ,
the viable cell count decreased markedly and the colony-forming unit was found to be 1/1, 000 of the
initial inoculum.

Morphological changes of K. pneumoniae PCI 602 were observed by electron microscopy , when
bacilli were treated with CEZ and DKB alone and in combination. Combination `of CEZ (1/2 MIC) and
DKB (1/2 MIC) caused marked destruction of the bacilli.


