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Clavulanic acidとAmoxicillinの 併用 によるin vitroお よび

in vivo抗 菌作用 につい て

西野 武志 ・大瀬満寿代 ・佐治 弓子 ・谷野 輝雄

京都薬科大学微生物学教室

β-lactamase inhibitorで あ るClavulanic acid(CVA)をAmoxicillin(AMPC)と 併 用 した

場 合 のin vitroお よびin vivo抗 菌 作 用 に つ い て検 討 を行 な い,以 下 の よ うな成 績 を 得た 。

1.教 室 保 存 の標 準 株 に 対 す る 抗 菌 ス ペ ク トラ ムに つ い て検 討 を 行 な った と ころ,CVAは 単 独 で

弱い な が ら も抗菌 力を 示 した が,1/4MIC以 下 の 濃 度 をAMPC:CVA(1:2),(2;1),(8:1)

の 比 率 でAMPCと 併 用 した 場 合,AMPC感 受 性 菌 に対 して はAMPCのMICに 影 響 を与 え ず,

AMPC耐 性 のS.aureus,K.pneumoniae,P.vulgarisな どに 対 して 著 しいAMPCのMICの

低 下 を 認 めた 。

2.臨 床 分 離 のS.aureus,E.coli,K.pneumoniae,P.mirabilis,P.vulgarisに 対 す る 感受

性 分布 お よび 感 受性 相 関で は,AMPC:CVA(1:2),(2;1),(8;1)と もに,AMPC耐 性 菌 に

抗 菌 力を 示 し,Cephalexin(CEX)の 抗 菌 力 と 比 較 して も 優 れ て いた 。MICをAMPCとCVA

の合 計 濃 度 で み た場 合,平 均 す れ ば(2:1)が(1:2)に ほぼ 同等 で あ り,(8:1)よ り約1.5倍

小 さか った 。

3.Checkerboard dilution methodで も上 記 菌 種 のAMPC耐 性 臨 床 分 離 株 でAMPCとCVA

間 の 著 しい協 力作 用 が 認 め られ た 。

4.AMPCの 一 定 濃 度(3.13～12.5μg/ml)にCVAを 併 用 してAMPC耐 性 の 臨 床分 離 株 を

阻害 す るに 要 す る 濃度 を 求め た と ころ,そ の濃 度 は菌 種 に よ り異 な り,同 一 菌 種 で も2相 性 の分 布

を示 す もの も認 め られ た 。

5.AMPC耐 性 のS.aureus,E.coli,K.pneumoniae,P.vulgarisに 対 す るAMPC:CVA

(1:2),(2:1),(8:1)の 殺 菌 作 用 を検 討 した 結 果,MIC濃 度 で 著 明 な殺 菌 作 用 が 見 られ,両 剤

の 併 用 に よる協 力作 用 を 認 め た。

6.AMPC耐 性 のS.aureus,E.coli,K.pneumoniae,P.vutgaeisを 用 いた マ ウス 実 験的 感

染 症 に対 す る 治療 効 果 で はin vitro同 様AMPCとCVAの 併 用 に よ り著 明 な協 力 作 用 を 認 めた 。

またAMPCとCVAの 合 計 のED50値 で比 較 す る と,総 合 す れ ばAMPC:CVAの 比 が(2:1)

の 場 合 に 最 も優れ た 治療 効 果 が 得 られ た。

Clavmanic acidは1977年 放 線 菌Streptomyces

clavuligerusの 代 謝 産 物 と し て発 見 さ れ た β-lactam

抗 生 物 質 で あ り1,2),Fig.1の よ うな構 造 を 有 す る。 この

ま ま の形 では 不 安 定 で あ る がNaま た はK塩 とす る と安

定 性 が 増 す 。 この もの は β-lactamase阻 害 作 用 を有 し,

特 にpenicillinase型 β-lactamaseを 不 可逆 的 に不 活

化 す る とい わ れ て い る8～5)。

一 方,Amoxillinは 長 い 歴 史 で そ の 有効 性 や安 全 性 ま

た体 内動 態 な ど もよ く知 られ て い る 内服 可 能 のpeni-

cillinで あ るが,各 種penicillinaseに よ って加 水 分解

さ れ,こ れ ら の酵 素 を 産生 す る菌 に は無 効 で あ っ た。 し

た が っ て β-lactamase阻 害 剤 で あ るClavulanic acid

をAmoxicillinと 併 用 す れ ばAmoxicillin耐 性 菌 に 対

す る有 効 化 が 期 待 で き る。

今 回 われ わ れ はClavulanic acid(CVA)とAmoxi-

cillin(AMPC)の 併 用 効果 に つ い てin vitroお よび

in vivoで 細菌 学 的 検 討 を 行 ない,以 下 の よ うな成 績 を

得 た の で報 告す る。

I.　 実 験 材 料 お よび 実 験 方 法

1.　 使 用 薬

Clavulanic acid(CVA)お よびAmoxicillin(AMPC)

の い ず れ も力価 の 明 らか な 標 品 を 用 い た 。ま たAMPCと

CVAを(1:2),(2:1),(8:1)の 割合 で併 用 した 時 ,

これ をそ れ ぞ れAMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)

と示 した 。 対 照 薬 と してはCephalexin(CEX)を 用 い

た 。
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Fig. 1 Chemical structure of clavulanic acid

2.　 使 用菌 株

抗 菌 スペ ク トラム検 討 用 に は,教 室 保 存 の グ ラム 陽性

お よび グラ ム陰 性 の通 性 嫌 気 性 お よび好 気 性 菌45株 を

用 い た。

感 受 性分 布 の 測 定 に は 臨 床 分離 のStaphylococcus

aureus 52株,Escherichia coli 52株,Klebsiella

pneumoniae 56株,Proteus vulgaris 30株,Proteus

mirabilis 24株 を 用 い た。 そ の他 の 実 験 用に は 上 記菌

株 よ り目的に 応 じ選 択 して 用 い た 。

3.　 薬 剤感 受 性 測 定法

日本 化 学療 法 学 会 感受 性 測 定 法6)に 従 い前 培 養にtry-

ptosoya broth(TSB;日 水),測 定 用 培 地 ににheart in-

fusion agar(HIA;日 水)を 用 い た 寒 天 平 板 希 釈 法 に

よ り,37℃ 18～20時 間 培 養後 の最 小 発 育 阻 止 濃度MIC

(μg/ml)を 求 め た 。 菌 量 と して は108cells/mlお よび

106cells/mlの 接 種 菌 量 を用 い て検 討 した 。 な おStre-

ptococcus群,Cerynebacterium diphtheriaeに つ い て

は10%馬 血 液 加HIAを 用 い た 。

た だ し,こ こでAMPCとCVAの 併用 時 のMICに

つ いて はAMPCの 濃 度 で 求め て表 示 し た。 す な わ ち

AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)の3種 の比 率 で

の検 討 を 行 な った が,そ の際AMPCの 濃 度 が 最 高100

μg/mlよ り2倍 希 釈 とな る よ う に 調 製 し,そ の 結 果,

例 えばAMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)のMIC

が す べ て6.25μg/mlで あ った とい うこ とは,そ れ ぞれ

AMPC 6.25μg/ml+CVA 12.5μg/ml, AMPC 6.25

μg/ml+CVA 3.13μg/ml,AMPC 6.25μg/ml+CVA

0.78μg/mlの 併用 で あ る こ とを 意味 す る。 こ の よ うな

MICの 表 示 法 を とった 理 由 は,CVAの β-lactamase

inhibitorと して の 作用 を評 価 す る 場 合,従 来 の 合 剤 の

評 価 時 の よ うに2剤 の 合 計 濃 度 のMICを 求 め る よ り

も,AMPCのMICに 及 ぼ す 影 響 の 検 討 や,併 用 され

て い るCVA濃 度 の 算 出が 容 易 で,よ り適 切 で あ る と考

え た た め で あ る。

4.　 併 用 効 果 の 検討

CVAとAMPCの 併 用 効 果 の 検 討 をHIAを 用 い た

checkerboard dilution methodに よ り行 な った 。 使 用

菌 株 は3.の 実 験 でCVAの 併 用 に よ りAMPCのMIC

の 低 下 のみ られ たAMPC耐 性 菌 を 中 心 に,一 部 標 準 株

に つ い て も行 な った。 接 種 菌 量 は106お よび106cells/

mlに つ いて 行 な ったが,実 験 結 果 の と こ ろ で は108

cells/mlの 結 果 の み を示 した 。

5.　 CVAの 併 用 濃 度 の 検討

臨 床 分離 のAMPC耐 性 菌(losお よび106cells/ml

で のMICが25μg/ml以 上 の もの)に つ い て,AMPC

の 一 定濃 度(3.13～12.5μg/ml)にCVAを 併 用 して そ

の 増 殖 を阻 止 す るに 要す る濃 度 を 求 めた 。S.aureus,E.

coli,K.pneuoeniae,P.vulgarisを 試 験 菌 種 と し,

HIAを 用 い て108お よび106cells/mlの 接 種 菌 量 で 検

討 を 行 な った 。 た だ しS.aureusは10ecells/mlで

AMPCに 感 受 性 を示 す た め,108cells/mlの み と した 。

6.　 抗菌 力 に及 ぼ す 諸 因子 の 影 響

AMPC,CVA,AMPC:CVA(2:1)お よびCEXの

抗 菌 力 に及 ぼ す 培 地pHの 影 響 はpH6.0,7.2,8.0

に 調 製 したHIAを 用 い,試 験 菌 と し て はS.aureus,

E.coli,K.peumoniae,P.vulgarisの4菌 種11菌 株

を 用 い て 検討 した 。 接 種菌 量 と して は108と10ecells/

mlの 両 方 に つ き,ま たAMPC:CVA(2:1)の 他 に

(1:2),(8:1)に つ い て も行 な った が,結 果 に は その 一

部 を 示 した 。

また 接 種菌 量 の影 響 は105,106,107,10scells/mlに つ

いてpH7.2のHIAを 用 い,同 じ く11株 につ い て検

討 した 。AMPC:CVA(2:1)の 他 に(1:2),(8:1)

に つ い て も検 討 した が,結 果 には(2:1)の 場 合 のみ 示

した 。

血 清 の 影 響 につ い ては 非 働 化馬 血 清 を10,25,50%の

割 合 で 添 加 したheart infusion broth(HIB;日 水)を

用 い,S.aureusお よびE.coliのAMPC耐 性菌 各1

株 に つ き検 討 した 。AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)

につ い て,108cells/ml菌 液 の 一 白金 耳 接 種 で 行 な っ

た 。

7.　 殺 菌 作 用 の検 討

試 験 菌 株 は 先 のcheckerboard dilution methodに ょ

る併 用 効 果 の 検 討 で,CVAとAMPC間 に 著 しい 協 力

作用 が 認 め られ たAMPC耐 性 のS.aureus S-14,E.

coli No.33,K.peumoniae No.129,K.pneumoniae

No.182,P.vulgarisNo.109お よびP.vulgaris No.

202の6株 を用 いた 。 これ らの菌 株 をTSBで 一 夜 前培

養 し,HIBで10-4希 釈 して37℃ で振 と う培 養 を 行 な

った 。 約3時 間後 の 対 数 増 殖 期(約107cells/m)に
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AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)のMIC付 近 の

濃 度 を 作用 させ1,2,4お よび24時 間 後 に菌 液 を サ ン

プ リン グ し,生 菌 数 測 定 を 行 な った 。 また 同時 にAMPC

お よびCVA単 独 作 用 時 の増 殖 曲線 に 及 ぼす 影 響 に つ い

て も検討 した 。

8.　 マ ウス実 験 的 感 染症 に対 す る治 療 効 果 の検 討

臨 床 分離 のAMPC耐 性 株 で あ るS.aureus S-14,

E.coli No.33,K.pneumoniae No.182,K.pneumoniae

No.129お よびP.vulgaris No.202の 計5株 を用 いて

検 討 を 行 な った 。 す な わ ちnutrient broth(NB;日 水)

で 前 培 養 した 試験 菌 株 をL字 管 に入 れ たNBに 一 白 金

耳 接 種 し,37℃16～18時 間 振 と う培 養後,毒 力 に 応 じ

てNBで 適 宜 希釈 し,6%ム チ ン(Orthana-Kemisk

Fabrik)と 等 量 混 合 した 。 この 菌 液 を1群10匹 のddY-

S♂ マ ウス(17～18g)の 腹 腔 内 に 接 種 し,2時 間 後1

回,0.5%CMCに 溶 解 また は 懸濁 したAMPC,CVA,

AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)お よびCEXで

経 口治療 した 。ED50は1週 間後 の マ ウス の生 死 に よ り

LITCHFrELD-WILCOXON法7)に よ り求 め た 。

9.　 マ ウス 血 清 中CVAお よびAMPC濃 度 の測 定

CVA,AMPCの 単 独 投与 時 お よびAMPC:CVA(1:

2),(1:1),(2:1),(8:1)の 同時 投 与 時 の マ ウス血

清 中濃 度 を 測 定 した 。

す なわ ち0.5%CMCに 懸濁 した 各 薬 剤 を1群4匹 の

ddY-S♂ マ ウス(17～18g)に 経 口投 与 し,15,30,60,

90,120分 後 に 腋 下 動 脈 よ り採 血 して4匹 分 を 一緒 に し,

す み やか に 氷 中 で冷 却 後,血 清 を遠 心 分 離 した 。

AMPCの 定 量 はB.subtilis ATCC 6633を 検 定 菌 と

し,disc法 にによ るBioassayに よ り行 な った 。 検 定用

培 地 に はnutrient agar(NA;日 水)を 用 い,こ れ に

B.subtilis ATCC 6633の 胞 子 懸 濁液 を 最 終 濃 度1×

105cells/mlと な る よ うに 混 ぜ て シ ャー レに 分 注 し,0.1

Mリ ン酸buffer(pH 7.0)で 希釈 した サ ンプ ルお よび

標 準 液 をdiscに 含 ま せ,こ の上 に お い た 。16時 間 培 養

後 の 阻 止 円 の直 径 を測 定 し,サ ン プル 中 のAMPC濃 度

を 求 め た。 ま た こ の時 サ ン プル 中 に 含 ま れ るCVAが

∀MPCの 阻 止 円 の径 に は 影 響 を 与 え な い こ とを 確 め た 。

他 方,CVAの 定 量 は β-lactamase産 生 のK.pneu-

moniae ATCC 29665を 検 定 菌 と し,こ の 前培 養 菌 液 を

4%の 割 合 でNAに 混 ぜ,こ れ に さ らにpenicillin G

(PCG)を 最 終 濃 度60μg/mlと な る よ うに 添 加 した も

の を シ ャー レに 分 注 し,0.1Mリ ン酸buffer(pH 7.0)

で 希釈 した サ ン プル お よび 標 準 液 をdiscに 含 ませ この

上 に お いた 。16時 間 培 養 後 の阻 止 円の 直 径 を 測 定 し,

サ ンプ ル 中 のCVA濃 度 を 求 めた 。 この 方 法 はCVAが

濃 度 に応 して検 定 菌 の β-lactamaseを 阻 害 し,そ れ に

よってPCGが 分解されずに阻止円を形成することを利

用 している。また,こ の時サンプル中に含まれるAMPC

がCVAの 阻止円の径に影響を与えないことを確めた。

以上のようにしてCVAとAMPCの 単独投与時の定

量および同時投与時の分別定量が可能であった。

10.　 CVAの β-lactamase阻 害作用の検討

β-lactamaseと してはE.coli No.21のTEM型

β-lactamaseを 用い,AMPCを 基質 とした際のCVA

の阻害形式およびKt値 を 求 めた。 すなわちE.coli

No.21の 対数増殖期 の 菌体 を遠心集菌し,こ の菌体を

0.1Mリ ン酸buffeで2回 洗浄した後超音波破砕した。

そして13,000rpmで30分 間冷却遠心分離を行ない,

その上清を β-lactamaseの 粗酵素液として使用した。

なおサンプル の蛋白量 の 定量はLowry法 により行な

い,酵 素活性は ミクロヨー ド法8)により測定した。

II.　 実 験 成 績

1.　 抗菌スペクトラフ

AMPC,CVA,AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)お

よびCEXの 抗菌スベ クトラフをTable 1～4に 示し

た。108cells/mlの 場合,AMPCは 幅広い 抗菌スペク

トラフを有 し,抗 菌力も優れていたが,MICが100μg/

ml以 上 の耐性菌 も認められた。一方,CVAの 単独の抗

菌力(MIC)は グラフ陽性菌では12.5μg/ml以 上がほ

とんどで,グ ラム陰性菌では25μg/ml以 上であ り,抗菌

力そのものは弱かった。しかし,AMPC:CVA(1:2),

(2:1),(8:1)の 比率でAMPCと 併 用した場合,AM

PC感 受性菌に対してはAMPCのMICに 影響を与え

ず,AMPC耐 性 のS.aureus,K.pneumoniae,P.

vulgarisな どに対し,著 しいMICの 低 下を認めた。

また,そ の際のCVAの 併用濃度はCVAのMICの

1/4以 下であった。106cells/mlの 場 合 も,同 様な結

果が得 られ た が,108cells/mlでAMPCに 耐性の

S.aureusが106cells/mlで は感受性化した。

2.　 臨床分離株の感受性分布と感受性相関

a.　 s.aureus

感受性分布および感受性相関の結果をFig.2～9に 示

した。

108cells/mlに ついて感受性分布とその累積%を み

ると,S.aureusで はAMPCのMICは 幅広い分布を

示し,100μg/ml以 上 の高度耐性を示す株 も40%近 く

存在した。 しかし,こ れに対 しAMPC:CVA(2:1)

の併用ではすべての株のMICが3.13μg/ml以 下に分

布し,感 受性化していた。またその抗菌力はCEXに 比

べても優れていた。一方,CVAのMICは すべて12 .5～

25μg/mlに 分布していた。また,AMPC:CVA(1:2),

(2:1),(8:1)の 比較 ではMIC(併 用中のAMPC濃



VOL.30 S-2 CHEMOTHERAPY 45

Table 1 Antibacterial spectrum of gram- positive bacteria (108 cells/ ml)

* Figures of MICs represent concentration of AMPC in combination MIC(ƒÊg/ ml)

Table 2 Antibacterial spectrum of gram- positive bacteria (106 cells/ ml)

* Figures of MICs represent concentration of AMPC in combination. MIC(ƒÊg/ ml)
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Tablc 3 Antlbactemal  spectrum of grain-negative bacteria (10 cells/ml)

* Figures of MICs represent concentration of AMPC in combination. MIC(ƒÊg/ml)

度)の 分 布 に わず か な 差 は あ る が,と もにAMPC耐 性

菌 に有 効 で あ った 。

10ecells/mlで は108cells/mlで み られ たAMPC高

度 耐 性株 が 感受 性 化 す る傾 向 が み ら れ た が,そ の 他 は

108cells/mlと ほ ぼ 同 様 の 結 果 で あ った 。

感 受性 相 関に つ い て は108cells/mlの 結 果 の み 示 し

たが,や は りAMPC:CVA(2:1)は す べ て のAMPC

耐 性菌 に 有 効 であ り,CEXよ りも優 れ た 抗 菌 力を 有 す

る こ とが わ か った 。

AMPC:CVA(2:1)と(1:2)ま た は(8:1)の 相

関 につ い て は(8=1)>(2:1)>(1:2)の 順 にMIC(併

用 中 のAMPC濃 度)が 小 さ く な り,52株 のMICの

平均 を とる と(2:1)は(8:1)の1。85倍 小 さ く(1:

2)の1.71倍 大 きか っ た 。 した が ってAMPCとCVA

の 合計 濃 度 でみ た 場 合 に は(2:1)は(8:1)の1.38

倍 小 さ く(1:2)の1.03倍 小 さ く な る こ とが わ か っ

た 。

b. E.coli

感受 性 分 布 お よび 感 受性 相 関の 結 果 をFig.10～17に

示 した 。

109cells/mlに つ い て感 受 性 分 布 とそ の 累 積%を み る

と,E.coliで はAMPCのMICは 約60%が3.13～

12.5μg/mlに 分 布 し,6.25μg/mlに ピー ク を有 す る

が,残 り約40%はMICが100μg/mlま た は それ 以

上 の 高 度 耐 性 株 で あ った 。 こ れ に 対 しAMPC:CVA

(2:1)の 併 用 では 高 度 耐 性 株 が 消 失 し,MICは6.25

μg/mlに ピー クを 有 し,3.13～50μg/mlに 分 布 して い

た 。 また そ の抗 菌 力はCEXと の 比 較 で も優 れ て いた 。

一 方 ,CVAのMICは25～50μg/mlに 分 布 し,AMP

C:CVA(1:2),(2:1),(8:1)の 三 者 の比 較 では ,
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Table 4 Antibacterial spectrum of gram- negative bacteria (106 cells/ ml)

* Figures of MICs represent concentration of AMPC in combination. MIC(ƒÊg/ ml)

(2:1)に 比 べ(8:1)でMICが100μg/ml以 上 で の

分 布が 出 現 し,(1:2)で は ピー クが3.13μg/mlに 移

る とい うよ うな 差 が み られ た が,い ず れ の場 合 もAMPC

耐 性 株 に対 す る一 応 の 有 効 性 が 認 め られ た 。106cells/

mlで も108cells/mlと ほ ぼ 同様 の 結 果が 得 られ た 。

感 受性 相 関 に つ い て は108cells/mlの 結 果 の み 示 し

た が,AMPC:CVA(2:1)はAMPC感 受 性 株 に 対

す るMICはAMPC単 独 の場 合 と同 等 で あ るが,AM

PC耐 性菌 に対 しあ る程 度 の抗 菌 力 を 有 し,CEXと の

比 較で も優 れ て い た 。 またAMPC:CVA(2:1)と

(1:2)ま た は(8:1)の 相 関 につ い ては(8:1)>(2:

1)>(1:2)の 順 にMICが 小 さ くな り,52株 のMIC

の 平 均 を とる と(2:1)は(8:1)の1.67倍 小 さ く,

(1:2)の2倍 大 きか った 。 した が ってAMPCとCVA

の 合計 濃 度 で み た 場 合 にには(2:1)は(8:1)の1.21

倍 小 さ く(1:2)と 同 じで あ った 。

c. K.pneumoniae

感 受 性 分 布 お よび感 受 性 相 関 の結 果 をFig.18～25に

示 した 。

108cells/mlの 場 合,す べ て の株 でAMPCのMIC

が100μg/mlま た は100μg/ml以 上 と な り高 度 耐 性

を 示 した 。 これ に 対 しAMPC:CVA(2:1)の 併 用 で

はす べ て の 株が 感 受 性 化 し,MICは3.13μg/mlに ピ

ー クを 有 し,1.56～25μg/mlに 分 布 した 。 また そ の 抗

菌 力 はCEXと 比 較 して も 優 れ て い た 。CVA単 独 の

MICは ほ と ん ど50μg/mlに 集 中 し てい た 。AMPC:

CVA(1:2),(2:1),(8:1)の 三 者 の比 較 ではCVA

の併 用 比 が 小 さ く な る ほ ど ピー ク値 が2倍 ず つ 高 くな

り,MICの 比 較 的 高 い とこ ろへ の 分 布 が 多 く な る傾 向

が み られた が,い ず れ の 組合 せ で もAMPC耐 性 株 に有

効 で あ る こ とが わ か っ た。106cells/mlで はAMPCに

対 す る耐 性 度 が108cells/mlに 比 べ 低下 す る 傾 向が み
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Fig. 2 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Staphylococcus aureus (52strains)

Inoculum size: 108cells/ ml

MIC (μg/ ml)

MIC (μg/ m

l) Fig. 3 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Staphylococcus aureus (52strains)

Inoculum size: 108cells/ ml

MIC (μg/ ml)

MIC (μg /ml)

Fig. 4 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Staphylococcus aureus (52 strains)

Inoculum size: 106cells/ ml

MIC (μg/ ml)

MIC (μg/ ml)

Fig. 5 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Staphylococcus aureus (52 strains)

Inoculum size: 106cells/ ml

MIC (μg/ ml)

MIC (μg/ ml)
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Fig. 6 Cross sensitivity of AMPC and
AMPC: CVA (2: 1)

Staphylococcus aureus (52 strains)

AMPC: CVA(2: 1)

Fig. 7 Cross sensitiveity of CEX and

AMPC: CVA (2: 1)

Staphylococcus aureus (52 strains)

AMPC: CVA(2: 1)

られた が,そ の他 は108cells/mlと ほ ぼ 同様 の結 果 で

あ った 。

感 受 性 相 関で は す べ て の 株 がAMPCに 耐 性 を 示 す

K.pneumoniaeに 対 し,AMPC:CVA(2:1)は 明 ら

か に 有 効 であ り,CEXと 比 較 して も多 くの 株 で よ り優

れ た 抗菌 力を 示 す こ とが わ か った 。 またAMPC:CVA

(2:1)と(1:2)ま たは(8:1)の 相 関 では,(8:1)>

(2:1)>(1:2)の 順 ににMICが 小 さ くな り,56株 の 平

均 で は(2:1)は(8:1)の2.46倍 小 さ く,(1:2)

の2.07倍 大 きか った 。 したが ってAMPCとCVAの

合 計 濃 度 で みた 場 合 にには(2:1)は(8:1)の1.85倍

小 さ く,(1:2)に ほ ぼ 同 等(1.04倍 小 さい)で あ っ

た 。

Fig. 8 Cross sensitivity of AMPC: CVA
(2: 1) and (1: 2)
Staphylococcus aureus (52 strains.)

AMPC: CVA(2: 1)

Fig. 9 Cross sensitivity of AMPC: CVA

(2: 1) and (8: 1)

Staphylococcus aureus (52 strains)

AMPC: CVA(2: 1)

d. P.mirabilis

感 受 性分 布 お よび 感 受性 相 関 の 結 果 をFig.26～33に

示 した 。

108cells/mlの 場合,AMPCのMICが100μg/ml

ま たは そ れ 以 上 の 耐 性 株 は 約10%で 残 り約90%は

MICが1.56μg/mlに ピー クを有 し,0.78～3.13μg/

mlに 分 布 す るAMPC感 受 性 株 で あ っ た。AMPC:

CVA(2:1)の 併 用 で は 高度 耐 性 株 は 消 失 し,MICは

0.78～12.5μg/mlに 分 布 し,1.56μg/mlと12 .5μg/

mlに も小 さな ピー クを 有 し,2峰 性 を 示 し た 。 また

CEXと 比 較 して も 明 らか に 優 れた 抗 菌 力を 有 して い た
。

AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)の 三 者 の比 較 で

はMICの よ り高 い と ころ に 出 る小 さ な ピー クがCVA
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Fig. 10 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Escherichia coli (52 strains)

Inoculum size: 108cells/ ml

MIC (μg/ ml)

MIC (μg/ ml)

Fig.11 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Eshericliia coli (52 strains)

Inoculum size 108cells/ ml

MIC (μg/ ml)

MIC (μg/ ml)

Fig. 12 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Esherichia coil (52 strains)
Inoculum size: 10 cells/ml

MIC (μg/ ml)

MIC (μg/ ml)

Fig.13 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Escherichia coil (52 strains)

Inoculum size: 106cells/ ml

MIC (μg/ ml)

MIC (μg/ ml)
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Fig. 14 Cross sensitivity of AMPC and
AMPC: CVA (2: 1)

Fig. 15 Cross sensitivity of CEX and
AMPC: CVA (2: 1)

の併用比が小さくなるほど右にずれる他はほとんど差が

なく,い ずれの組合せでもAMPC耐 性菌に有効であっ

た。106 cells/mlも108 cells/mlと ほ ぼ 同様の結果

が得られた。

感受性相関ではAMPC:CVA(2:1)は 少数ではあ

るが存在するAMPC耐 性株 に 抗菌力を示し,AMPC

感受性株に対するMICはAMPC単 独 とほぼ同様であ

った。AMPC:CVA(2:1)と(1:2)又 は(8:1)の

相関では(8:1)>(2:1)>(1:2)の 順にMICが 小さ

くな り,24株 の平均をとると(2:1)は(8:1)の1.29

倍小 さく,(1:2)の1.38倍 大 きく,し たがってAM

PCとCVAの 合計濃度では(2:1)は(8:1)に ほぼ

同等(1.03倍 大 きい)で,(1:2)よ り1.45倍 小さく

Fig. 16 Cross sensitivity of AMPC: CVA

(2: 1) and (1: 2)

Fig. 17 Cross sensitivity of AMPC: CVA
(2: 1) and (8: 1)

なることがわかった。

e. P. vulgaris

感 受 性 分 布 お よび 感受 性 相 関 の 結 果 をFig.34～41に

示 した 。

108 cells/mlの 場合,AMPCのMICが100μg/ml

以 上 の高 度 耐 性株 が 約60%あ り,残 り約40%はMIC

が1.56μg/mlに ピー クを有 し,0.78～3.13μg/mlに

分 布 して い た。 これ に 対 しAMPC:CVA(2:1)の 併

用 で は 高 度耐 性 株 が す べ て消 失 し,MICは1.56μg/ml

と6.25μg/mlに ピー クを 有 し,0.78～25μg/mlに 分

布 して いた 。CEXのMICは 約60%の 株 が100μg/

ml以 上 で,残 り約40%は25μg/mlに ピー クを有 し,

12.5～50μg/mlに 分 布 す るた め,AMPC:CVA(2:1)
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Fig. 18 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Fig.19 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Fig. 20 Sensitivity distribution of clinical
isolates

Fig. 21 Sensitivity distribution of clinical

isolates
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Fig. 22 Cross sensitivity of AMPC and
AMPC: CVA (2: 1)

Fig. 23 Cross sensitivity of CEX and
AMPC: CVA (2: 1)

はCEXに 比べても明らかに優れ た 抗菌力を有 してい

た。AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)の 三者の比較

では,MICの2峰 性の分布の高 い 方 のピークがCVA

の併用比が小さくなるほど値の高い方へずれる傾向が認

め られたが,い ずれの組合せでもAMPCの 高度耐性株

に有効であった。106 cells/mlで も108 cells/mlと ほぼ

同様の結果であった。

感受性相関ではAMPC:CVA(2:1)はAMPC耐

性菌に抗菌力を示し,感 受性菌に対するMICはAMPC

単独 と同等であった。AMPC:CVA(2:1)と(1:2)

または(8:1)の 相関 に つ い ては(8:1)>(2:1)>

(1:2)の 順にMICが 小 さ くな り30株 の平均では

(2:1)は(8:1)の2.27倍 小さく(1:2)の1.7倍

Fig. 24 Cross sensitivity of AMPC: CVA
(2: 1) and (1: 2)

Fig. 25 Cross sensityvity of AMPC: CVA
(2: 1) and (8: 1)

大 きか った 。 した が ってAMPCとCVAの 合計 濃 度 で

は(2:1)は(8:1)の1.7倍 小 さ く,(1:2)の1.18

倍 小 さい こ とが わ か った 。

以 上 の 成績 を総 合 す る とAMPC:CVAの(1:2),

(2:1),(8:1)を 併 用 す る こ とに よ り臨 床 分離 のS.

aureuS,E.coli,K.pneumoniae,P.mirabilis,P.vul-

garisのAMPC耐 性 菌 に 有 効 で,感 受 性菌 に対 して は

AMPC単 独 と同 等 のMICを 示 した 。 また そ の抗 菌 力

はCEXと の比 較 で も優 れ て いた 。AMPC:CVA(2:1)

と(1:2)ま た は(8:1)と の比 較 では 用 い た 全 部 の株

のMIC(併 用 中 のAMPC濃 度)の 平 均 を と る と(2:

1)は(8:1)の1.93倍 小 さ く,(1:2)の1.84倍 大

きか った 。 した が ってAMPCとCVAの 合 計 濃 度 で み
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Fig. 26 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Fig. 27 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Fig. 28 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Fig. 29 Sensitivity distribution of clinical

isolates



VOL.30 S-2 CHEMOTHERAPY
55

Fig. 30 Cross sensitivity of AMPC and
AMPC: CVA (2: 1)

Fig. 31 Cross sensitivity of CEX and
AMPC: CVA (2: 1)

た 場 合 に は(2:1)は(8:1)の1.45倍(約1.5倍)

小 さ く,(1:2)の1.09倍 小 さ くほ ぼ 同等 で あ った 。

3.　 Checkerboard dilution methodで み た 併 用 効 果

CVAとAMPCの 併 用 効 果 をcheckerboard dilution

methodに よ り検 討 した 結 果 をFig.42～52に 示 した 。

接 種 菌 量 は108お よび106 cells/mlの 両 方 につ い て行

な った が,全 般 的 に両 菌 量 で 同様 の 傾 向が 認 め られ,ま

たAMPC耐 性S.aureusで は106 cells/mlでAMPC

のMICが 感 受 性化 す る と い う こ とが あ るた め ,108

cells/mlで の検 討 が 適 当 と 思 わ れ た の で108 cells/ml

の 結 果 のみ 示 した 。

標 準株 の う ちS.aureus 209-PJCお よ びE.cili

NIHJC-2な どのAMPC感 受 性 菌 に つ い て は,AMPC

Fig. 32 Cross sensitivity of AMPC: CVA

(2: 1) and (1: 2)

Fig. 33 Cross sensitivity of AMPC: CVA

(2: 1) and (8: 1)

とCVA間 に相加作用のみで著明な併用効果は認められ

なかった が,AMPC耐 性 のK.pneumoniae NCTC

9632で は広い濃度範囲で著しい協力作用が認められた。

臨床分離のAMPC耐 性S.aureus S-14,S-18に つ

いての結果ではAMPCとCVA間 に著しい協力作用が

認められた。 臨床分離のAMPC耐 性E.coli No.33,

No.113に ついての結果では,No.33の 場合広い濃度範

囲で著しい協力作用が認められたのに対 し,No.113の

場合併用効果のでる範囲が小さかった。この両株はとも

にAMPC高 度耐性株ではあ るが,CEXに 対する感受

性の面で異なり,No.113で はCEXの ,MICが108
cells/ml.106 cells/mlと もに100μg/ml以 上 となり

,

耐 性を示した。臨床分離のAMPC耐 性K.pneumoniae
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Fig. 34 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Fig. 35 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Fig. 36 Sensitivity distribution of clinical

isolates

Fig. 37 Sensitivity distribution of clinical

isolates
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Fig. 38 Cross sensitivity of AMPC and
AMPC: CVA (2: 1)

Fig. 39 Cross sensitivity of CEX and

AMPC: CVA (2: 1)

Fig. 40 Cross sensitivity of AMPC: CVA

(2: 1) and (1: 2)

Fig. 41 Cross sensitivity of AMPC: CVA

(2: 1) and (8: 1)

Fig. 42 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Staphylococcus

aureus 209- PJC

No.129,No.182に ついては,No.182で 広い濃度範囲

で著明な協力作用が認められ,No.129で もNo.182ほ

どではないがやは り協力作用 が 認められた。AMPC耐

性P.vulgaris No.109,No.202に 対 してはともに広い

範囲で著明な協力作用が認められた。

以上,CVAとAMPCの 併用効果をcheckerboard

dilution methodで 検討した結果,AMPC耐 性 の臨床

分離S.aureus,E.coli,K.pneumoniae,P.vulgaris

にお いて広い濃度範囲で著しい協力作用が認められ,こ

の結果はCVAとAMPCの 種々の比率での併用の有効

性を裏づけるものと思われた。ただし詳しくみれば 協力

作用の発現の度合に菌株により強弱が あ る ことがわか

り,協力作用の比較的現やれにくい株についてにCVA
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Fig. 43 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Staphylococcus

aureus S- 14

(108 cells/ ml)

Fig. 44 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Staphylococcus

aureus S- 18

(108 cells/ ml)

とAMPCの 併用の有効性が併用時の比率により左右さ

れる可能性 も考えられる。

4.　 CVAの 併用濃度の検討

臨床分離のAMPC耐 性菌(108お よび106 cells/ml

でのMIcが25μg/ml以 上 のもの)に ついて,AMPc

の一 定濃度にCVAを 併用してその増殖を阻止するに要

する濃度について検討した結果をTable 5～8に 示した。

S.aurrusで は106 cells/mlの 接種菌量 ではAMPC

耐 性が感受性化するため108 cells/mlの み で 検討した

が,AMPC 6.25μg/mlに 対 しCVA 3.13μg/mlの 併

用ですべての株が,ま た0.78μg/mlの 併用で約90%

の増殖が阻止された。 この90%阻 止 のCVA濃 度は

Fig. 45 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Ercherichia coli

NIHJC- 2

(108 cells/ ml)

Fig. 46 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Escherirhia coli

No.33

(108 cells/ ml)

AMPC濃 度 を2倍 上 げ て12.5μg/mlと す る と0.39

μg/mlと な り,AMPC濃 度 を2倍 下 げ て3.13μg/ml

とす る と,1.56μg/mlと な るが,い ず れ に し て も比較

的 低濃 度 のCVAの 併 用 で よい こ とが わか つた 。

E.coliで は108 cells/mlの 場 合,AMPC 6.25μg/

mlに 対 しす べ て の 株 でCVA 3.13μg/ml以 上 の 併用

が 必 要 で あ り,CVA 12.5μg/mlで 約85%の 株 が阻

止 され た 。AMPC 12.5μg/mlで も85%阻 止 のCVA

濃 度 は12.5μg/mlと か わ らず,AMPC 3.13μg/ml

で はCVA 12.5μg/mlで 阻 止 され る もの は 約40%に

す ぎな か った 。 い ず れ に して もS.aureusと は対 照 的

にE.coliでは比 較 的 高 濃 度 のCVAを 併用 す る こ とが
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Fig. 47 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Escherichia coli

113

Fig. 48 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Klebsiella pneu-

moniae NCTC 9632

必要であり,106 cells/mlで も同様の傾向を示した。

K.pneumoniaeで は併用すべきCVA濃 度は明らか

に2相 性 の 分布 を示 し,108 cells/mlの 場合AMPC

6.25μg/mlに 対 しCVA 3.13μg/mlの 比較的低濃度

の併用で阻止される株(約70%)と,CVA 6.25μg/ml

以上の比較的高濃度の併用が必要である株(約30%)の

2種 類比分かれていた。AMPC濃 度を12.5μg/mlま

たは3.3μg/mlと しても同禄な現象が みられた。106

cells/mlで は分布が全体的にCVAl濃 度 の低い方へ移

動し,や や菌量の影響を うけることがわかった。

P.vulgarisで は108 cells/mlでAMPC 6.25μg/

mlお よび12.5μg/mlに 対 しや は りCVA 3.13ま た

Fig. 49 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Klebsiella pneu-

moniae 129

Fig. 50 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Klebsiella pneu-

moniae 182

は1.56μg/ml以 下の併用で阻止 され るものと,6.25

または3.13μg/ml以 上 の併用が必要であるものとの2

相性の分布がみられたが,AMPC 3.13μg/mlに 対 して

はCVA 3.13μg/ml以 上の併用 が必要 となり,CVA

12.5μg/ml以 上が必要である株が急にふえる傾向が認

められた。106 cells/mlで は分布がかなりばらつく傾向

があ り,や は り菌量の影響を受けることがわかった。

以上の結果を総合してみると,併 用すべきCVA濃 度

はAMPC濃 度によっても多少異なるが菌種によって明

らかに異な り,大 まかにみて3.13μg/mlを 境にしてそ

れ以下の比較的低い濃度でよいS.aureusに 対 し,E.

coliで は3.13μg/ml以 上 の比較的高 い濃度が必要で
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Fig. 51 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Proteus vulgaris

109

(108 cells/ ml)

Fig. 52 Combination effect of AMPC and

clavulanic acid on Proteus vulgaris

202

(108 cells/ ml)

あった。

K.pneumoniaeで はこのS.aureusとE.coliの2

つ のタイプが存在して2相 性の分布を示し,P.vulgaris

で も108 cells/mlで やは りこの2相 性の分布 が み られ

るが,AMPC3.13μg/mlで はCVAの 比 較的高い濃

度を必要とする株が ほとんどとなるとともに106 cells/

mlで の分布がばらつくという特殊な現象が見られた。

5.　 抗菌力に及ぼす諸因子の影響

a.　 培地pHの 影 響

Fig.53に 示す ように,培 地pHの 抗菌力に及ぼす影

響はCVAのMICがs.aueus 209-pJCとS-14で

酸性側で強く,ア ルカリ側で弱くなる傾向が認められた
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Fig. 53 Effect of medium pH on antibacterial activity of AMPC, CVA,
AMPC: CVA (2: 1) and CEX

Inoculum size: 108 cells/ ml

AMPC CVA AMPC: CVA (2: 1) CEX

Method, Serial dilution method with heart infusion agar ofvarious pH.

Fig. 54 Effect of inoculum size on antibacterial activity of AMPC, CVA,
AMPC: CVA (2: 1) and CEX

AMPC CVA AMPC: CVA (2: 1) CEX

Method, Serial dilution method with heart infusion agar

が,AMPC:CVA(2:1)の 併用 時 に は この よ うな 傾

向 は認 め られ な か った 。 こ こで は示 さな か ったが 接 種 菌

量106 cells/mlに つ い て,ま たAMPC:CVA(1:2),

(8:1)に つ い て も検討 し た が108 cells/mlの(2:1)

の場 合 と変 わ っ た 傾 向 は認 め られ な か っ た。

b.接 種菌 量 の影 響

Fig.54に 示す よ うに,接 種 菌 量 の 抗 菌 力に 及 ぼ す影

響 はAMPCのMICが107 cells/mlか ら108 cells/ml

でAMPC耐 性のS.aureus No.80,S-14で 大 きく影

響を受け,ま たK.pneumoniae NCTC 9632とNo.182

で もやや影響を受けることが認 め られ た。これに対し

CVAお よびAMPC:CVA(2:1)で は これらの株 に

ついても,ま たその他の株でもそのような傾向は認めら

れなかった。AMPC:CVA(2:1)の 他 に(1:2),

(8:1)に ついても検討 したが,(2:1)の 場合と変わっ

た傾向は認められなかった。
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C.　 血清の影響

Table 9に 示すように,ど の薬剤についても馬血清添

加の影響は認められなかった。

以上AMPC,CVA各 単独で は培地pHお よび接種

菌量の影響を受けることもあ ったが,AMPCとCVA

の併用時には影響は認められず,ま た血清添加の影響も

受けなかった。

6.　AMPC耐 性臨床分離株 に 対するAMPC:CVA

(1:2),(2:1),(8:1)の 殺菌作用

a.　 S.aureus S-14に ついて

Fig.55に 示すような結果を得 た。 以下図および文中

のMICと は寒天平板希釈法に よる108cells/mlの 場

合の値を示す。AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)

ではMIC濃 度作用2～4時 間目におい て著明な殺菌

作用を 示すことが 認められた。 一方,併 用濃度付近の

AMPCお よびCVA単 独作用時にはAMPC 6.25μg/

ml,CVA 6.25μg/mlで 弱い殺菌作用がみられたが,

それぞれ4時 間後,24時 間後に再増殖が認 め られた。

しかし,そ れぞれの濃度の併用時にはそのような時間に

おける再増殖は認められなかった。なおS-14株 に対す

るCVA単 独のMICは25μg/mlで あ った。

b.　 E.coli No.33に ついて

Fig.56に 示すように,AMPC=CVAの(1:2),(2:

1),(8:1)の 併用によりMIC濃 度 で短時間内に著明

な殺菌作用が認められ,24時 間後 の再増殖もみられな

かった。一方,併 用濃度付近のAMPCお よびCVA単

独作用時には殺菌作用 は全 く認められなかった。CVA

はMIC濃 度(50μg/ml)で 静菌的作用を示すが,併 用

時 のMICに お け るCVA濃 度 はCVAのMICの

1/4～1/16で あ った。

c.　K.Pneumniae No.129に ついて

Fig.57に 示すように,AMPC:CVA(1:2),(2:1),

(8:1)は それぞれのMIC濃 度で静菌的作用 を示し,

2 MIC濃 度では短時間内に著明な殺菌作用 を 示すこと

が認められた。ただし24時 間後 に は再増殖 がみられ

た。一方,併 用濃度付近でのAMPCお よびCVA単 独

作用時には殺菌作用は全 く認められなかった。CVAは

MIC濃 度(25μg/ml)で 静菌作用を示すが,併 用時の

MICに おけるCVAの 濃度はCVAのMICの1/2～

1/8で あ った。

d.　K.Pneumoniae No.182に ついて

Fig.58に 示すように,AMPC:CVAの(1:2),(2:

1),(8:1)の 併用で短時間内に著明な殺菌作用を示すこ

とが認められた。一方,併 用濃度付近のAMPCお よび

CVA単 独作用時には,殺 菌作用は全く認められなかっ

た。CVAはMIC濃 度(100μg/ml)で 静菌的作用 を

示 す が,併 用 時 のMICに お け るCVAの 濃 度 はCVA

のMICの1/16～1/64で あ った。

e.　 P.vulgaris 109に つ い て

Fig.59に 示す よ うに,AMPC3CVA(1:2),(2:1),

(8:1)はMIC濃 度 で 短 時 間 内 に著 明 な 殺 菌 作 用 を 示

した 。 一 方,併 用濃 度 付 近 のAMPCお よびCVA単 独

作 用 時 に は 殺 菌 作用 は 全 く認 め られ な か った 。CVAは

MIC濃 度(50μg/ml)で ほ ぼ 静 菌 的 な作 用 を 示 す が,

併 用 時 のMICに お け るCVAの 濃 度 はCVAのMIC

の1/4～1/8で あ った 。

f.　P.vulgaris No.202に つ い て

Fig.60に 示 す よ うに,AMPC:CVA(1:2),(2:1),

(8:1)の 併 用 に よ り著 明 な殺 菌 作 用 が認 め られ た 。CVA

はMIC濃 度(100μg/ml)で ほぼ 瀞 菌 的 な作 用 を 示 す

が,併 用 時 のMICに お け るCVAの 濃 度 はCVAの

MICの1/8～1/64で あ った。

以上AMPC耐 性 の 各 種 臨 床分 離 株 に 対 しAMPC:

CVA(1:2),(2:1),(8:1)はMIC濃 度 で短 時 間 内

に 著 明 な殺 菌 作 用 を 示 し た。 た だ しK.pneumoniae

No.129で はMIC濃 度で は 静 菌 的 作用 が 認 め ら れ,2

MICで 殺 菌 作 用 が認 め られ た が,24時 間 後 に再 増 殖 が

み られ た。 したが って 同 じK.Pneumoniae No.182に

比 べ て 殺菌 作用 の面 で の 併用 効 果 は よ り弱 い とい うこ と

が い え るが,こ の こ とはcheckerboard dilution method

で の 併 用 効 果 の検 討 の 際,や は りNo.129がNo.182よ

り併 用 効 果が 現 わ れ に くい 傾 向が 認 め られ た こ と と対 応

した 結 果 とい え る。 また グ ラム 陽 性菌 のS.aureus S-

14の 場 合 を 除 い てCVAはMIC濃 度 で 静 菌 的 作 用 を

示 す が,AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)の 併用

のMICに お け るCVAの 濃 度 はCVAのMICの1/4

(た だ しK.Pneumoniae No.129は1/2)以 下 で あ り,

この濃 度 に お け るCVAの 増 殖 曲 線 に及 ぼす 影 響 は ほ と

ん ど認 め られ なか った 。

7.　 マ ウス 実 験 的感 染 症 に 対す る 治療 効 果

AMPC耐 性 の各 種 臨 床 分離 株 を 用 い て の マ ウ ス実 験

的 感 染 症 に 対 す るAMPC,CVA,AMPC:CVA(1:2),

(2:1),(8:1)お よびCEXの 治 療 効 果に つ い て 検 討 し

た 結 果 をTable 10～14に 示 した 。

a.　S.aureus S-14感 染 症

Table 10に 示 す よ う に,AMPC単 独 で は16mg/

mouse以 上,CVA単 独 で は6.56mg/mouseと い う高

いED50値 で あ る の に 対 し,AMPC:CVA(1:2),

(2:1),(8:1)で は それ ぞれ のED50(AMPC+CVA)

が1.08(0.36+0.72)mg/mouse,1.23(0.82+0.41)mg/

mouse,1.80(1.60+0.20)mg/mouseと 小 さなED50値

を示 し,AMPCとCVAの 併 用 に よ り優 れ た 治療 効 果
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Table 10 Protecting effect of AMPC: CVA (1: 2),(2: 1) and (8: 1)
on experimental mice infection with S. aureu, S- 14

* LITCHFIELD WILCOXON method
Inoculum size: 2.2x 107 cells/ mouse with 3% mucin.
Challenge LD50: 10.6 LD50
( ): 95% confidence limit

Table 11 Protecting effect of AMPC: CVA (1: 2 ),(2: 1) and (8: 1) on
experimental mice infection with E. coli No. 33

* LITCHFIELD WILCMON method
Inoculum size: 1.2X 105 cells/ mouse with 3% mucin.
Challenge LDso: 4.5x 103 LD50
() 95% confidence limit
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Table 12 Protecting effect of AM PC: CVA (1: 2),(2: j) and (8: 1)
on experimental mice infection with K. pneumonia,. 182

* LTTCHFIELD WILCOXON method

Inoculum size: 1.73X 103 cells/ mouse with 3% mucin.
Challenge LDso: 3.3x 103 LD50
(): 956, confidence limit

Table 13 Protecting effect of AMPC: CVA(1:2 ),(2: 1) and (8: 1) on
experimental mice infection with K. pneumoniae 129

* LITCHFIELD WILCOXON method.
Inoculum size: 7.0x 107 cells/ mouse with 3% mucin.
Challenge LD5o: 5.6 LD50
(): 95% confidence limit
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が認 め られ た。

AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)三 者 の比 較 で

は併 用 のED50中 のAMPC量 で みれ ば(1:2)<(2:

1)<(8:1)で 約2倍 ず つ 多 くな り,AMPCとCVAの

合 計 のED50値 で みれ ば(1:2)と(2:1)が ほ ぼ 同等

で(8:1)が や や 劣 る傾 向 が み ら れ た 。 ま たCEXの

ED50は1.23mg/mouseで あ り,AMPC:CVA(2:1)

と同 等で あ った 。

b.　 E.coli No.33感 染症

Table 11に 示 す よ う に,AMPC単 独 で は16mg/

mouse以 上,CVAで は8mg/mouse以 上 と高 いED50

であ る のに 対 し,AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)

では それ ぞれ のED50(AMPC+CVA)が3.42(1.14+

2.28)mg/mouse,2.61(1.74+0.87)mg/mouse,5.85

(5.20+0.65)mg/mouseと い うED50値 で,AMPCと

CVAの 併用 に よ り優 れた 治療 効 果 が 認 め られ た 。

AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)の 三 者 の比 較

では 併 用 中 のAMPC量 で み れ ば(1:2)<(2:1)<

(8:1)の 順 で 多 く な るが,AMPCとCVAの 合 計 の

ED50値 で みれ ば(2:1)が 最 も小 さ く,次 い で(1:2),

(8:1)の 順 で あ っ た。 またCEXのED50は0.69mg/

mouseと 比 較 的 小 さ い もの で あ った。

c.　 K.pneumoniae No.182感 染 症

Table 12に 示 す よ う に,AMPC単 独 で は16mg/

mouse以 上,CVAで8mg/mouse以 上 の 高 いED50

を示 して治 療 効 果が 認 め られ なか った が,AMPC:CVA

(1:2),(2:1),(8:1)で は そ れ ぞれ のED50(AMPC+

CVA)が3.84(1.28+2.56)mg/mouse,4.92(3.28+

1.64)mg/mouse,4.77(4.24+0.53)mg/mouseと い う

ED50値 でAMPCとCVAの 併用 に よ り優 れ た 治療 効

果 が認 め られ た。

AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)の 三 者 の比 較

で は併 用 中 のAMPC量 で み れ ば(1:2)<(2:1)<

(8:1)の 順 で 多 く な る が,AMPCとCVAの 合 計 の

ED50で み れ ば(2:1)と(8:1)が ほ ぼ 同 等 で あ り,

(1:2)が やや 小 さい とい う 結 果 で あ った 。 またCEX

のED50は12.3mg/mouseと 比 較 的 大 きな もの であ っ

た。

d.　 K.pneumoniae No.129感 染 症

Table 13に 示 す よ う に,AMPC単 独 で は16mg/

mouse以 上,CVAで は8mg/mouse以 上 のED50で

治 療 効 果が み られ な い の に対 し,AMPC:CVA(1:2),

(2:1),(8:1)で は それ ぞれ のED50(AMPC+CVA)

が18.24(6.08+12.16)mg/mouse,18.24(12.16+6.08)

mg/mouse,43.2(38.4+4.80)mg/mouseと い うED50

を示 し,AMPCとCVAの 併 用 に よ り(8:1)の 場 合

を 除 き,比 較 的 大 き い綴 で は あ るが 一応 の 治療 効 果が 認

め られ た 。

AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)三 者の 比 較 で

は 併 用 中 のAMPC量 でみ れ ば(1:2)<(2:1)く(8:1)

の 順 で 大 き くな り,AMPCとCVAの 合 計のED50で

み れ ば(1:2)と(2:1)が 同 等 で,(8:1)が か な り

劣 る とい う結 果 で あ っ た。 一 方CEXのED50は16

mg/mouse以 上 で あ った 。

e.　 P.vulgaris No.202感 染症

Table 14に 示 す よ う に,AMPC単 独 で は16mg/

mouse以 上,CVAで は8mg/mouse以 上 のED50で

治 療 効 果が み られ な い の に対 し,AMPC:CVA(1:2),

(2:1),(8:1)で は そ れ ぞれ のED50(AMPC+CVA)が

16.8(5.6+11.2)mg/mouse,3.48(2.32+1.16)mg/mo-

use,2.7(2.4+0.3)mg/mouseと い うED50を 示 し,

特 にAMPC:CVA(2:1),(8:1)で 優 れ た 治 療 効 果が

認 め られ た。

AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)の 三 者 の比 較

で は 併 用 中 のAMPC量 で み れ ば(2:1)と(8:1)が

等 し く,(1:2)が 大 き く,他 の株 に お け る よ うな(1:2)

<(2:1)<(8:1)の 順 と は 異 な っ てい た 。 したが っ て

AMPCとCVAの 合 計 のED50で み る(8:1)が 最 も

小 さ く,(2:1)が そ の 次 で あ り,(1:2)が 大 き く劣 る

とい う結 果 で あ っ た 。 ま たCEXはED50が16mg/

mouse以 上 で 治療 効 果 が 認 め られ な か った 。

以 上AMPC耐 性 の 各 種 臨 床分 離 株 を 用 い た マ ウス実

験 的 感 染症 に 対 し,AMPCま た はCVA単 独 で は 治療

効 果が 認 め られ な か ったが,AMPC:CVA(1:2),(2:

1),(8:1)は 優 れ た 治 療効 果 を 有 し て いた 。AMPC:

CVA(1:2),(2:1),(8:1)の 三 者 の 比 較 で は,菌 種 菌

株 に よ りや や 異 な る 結 果が 得 られ,AMPCとCVAの

合 計 のED50で みれ ばS.aureus S-14,E.coli No.33

で(1:2)と(2:1)が ほ ぼ 同等 で(8:1)が わず か に

劣 り,K.pneumoniae No.182で(2:1)と(8:1)が

ほ ぼ 同 等 で(1:2)が わず か に 優 れ,K.pneumoniae

No.129で(1:2),(2:1)に 比 べ(8:1)が 明 らか に 劣

り,P.vulgaris No.202で(2:1),(8:1)に 比 べ

(1:2)が 明 らか に 劣 る結 果で あ り,こ れ らを総 合 す れ

ば(2:1)が 最 も適 当 であ る との 結 果が 得 られ た 。

8.　 マ ウス 血 清 中 のAMPCお よびCVA濃 度

AMPCお よびCVAの 経 口 で の 単 独 投与 時 お よび

AMPC:CVA(1:2),(1:1),(2:1),(8:1)の 比率 で

の 同時 投 与 時 の マ ウス血 清 中 濃 度 の 測 定結 果 をFig.61

～63に 示 した 。

AMPC 4,1,0.25mg/mouse投 与 時 に は投 与 後15～

30分 に ピ ー クを有 す るdose responseの あ る血 清 中 濃
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Fig. 61 Serum concentration of

AMPC after oral admi-
nistration in mice

Fig. 62 Serum concentration of

CVA after oral admini-

stration in mice

度 を 得 た。 一 方CVA 2,0.5,0.125mg/mouse投 与 時

に は投 与 後15分 付 近 に ピー クを有 す るdose response

の あ る血 清 中濃 度 を 得 た 。

AMPC:CVA(1:2),(1:1),(2:1),(8:1)投 与 時

に はAMPC 1mg/mouseに そ れ ぞ れCVA 2,1,0.5,

0.125mg/mouseを 同 時 投与 した が,破 線 で 示 したCVA

の 血 清 中 濃 度 はCVA単 独 投与 時 の よ うに 投 与量 に応 じ

た ピー ク値 を 示 して 推 移 して い る のに 対 し,実 線 で示 し

たAMPCの 血 清 濃 度 は 投 与量 が 一 定 で あ るに もかか わ

らず,同 時 投 与 のCVAに よる 影 響 を受 け る 傾 向 が あ

り,特 にCVAの 比 率 の 大 きいAMPC:CVA(1:2)

の 場 合 に は そ の影 響 が 大 き く(2:1),(8:1)の 場 合 の

約2/3の ピー ク値 しか 得 られ なか った 。

Fig. 63 Serum concentration of AMPC: CVA
(1: 2),(1: 1),(2: 1) and (8: 1) after
oral administration in mice

また 図 中 に示 したAMPCとCVAの 濃 度比(AMPC/

CVA)に つ い て み れ ば ピー ク時 に お け る 両 者 の濃 度比 は

投 与 の 比 率 と比 較的 よ く一 致 し てい た が,そ れ以 後 は時

間 の経 過 に 伴 いAMPCの 比 率が 高 くな る傾 向が あ り,

これ はAMPCとCVAの 両 カー ブの時 間 的 推 移 の微 妙

なず れ を 反 映 す る もの と思 われ る。

9.　 CVAの β-lactamase阻 害 作 用

E.coli No.21のTEM型 β-lactamaseに 対 し,

AMPCを 基 質 と し た 際 のCVAの 阻 害 形 式 お よびKi

値 を 求 め た結 果をFig.64～66に 示 した 。

まずAMPCのKmお よびVmaxをLINEWEAVER-

BURKのplotに よ り求 め た と こ ろ,KM=53.5μM,

Vmax=42.3μmoles/hr/mg of enzyme proteinで あ っ

た(Fig.64)。 次 に 種 々 のAMPC(基 質)濃 度S(25,

0,100,200μM)にCVA(阻 害 剤)濃 度1を0,0.5,2

μMと か え て反 応 速 度Vを 決 定 し,1/Sに 対 す る1/V

のPlotを 行 な った と ころ,iに よ ってVmaxが 不 変で

あ る こ とに よ り,CVAのAMPCを 基 質 と し た 際 の

TEM型 β-lactamaseに 対 す る阻 害 形 式 は 拮 抗 阻 害 で
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Fig. 64 Kinetic plot of the hydrolysis of

AMPC by E. coli type TEM ƒÀ-

lactamase

Fig. 65 Kinetic plot of the competitive inhi-

bition of E. coil type TEM ƒÀ- lactamase

hydrolysis of AMPC alone and in the

presence of CVA

あ る こ とが認 め られ た(Fig.65)。

また 上 記 の デ ー タ よ り1に 対 す る1/Vのplot(DIXON

plot)を 行 な い,CVAのKiを 求 め た と ころ,Fig.66

に 示す よ うにKi=0.1μMと な り,CVAのTEM型

β-lactamaseに 対 す る親 和 性 の 大 きさが 証 明 され た 。

III.　 考 察

β-lactamase inhibitorで あ るCVAはAMPCと

AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)の 比 率 で 併 用す

る こ とに よ り,AMPC感 受 性菌 のMICに は 影 響 を与

えず,AMPC耐 性 のS.aureus,E.coli,K.pnenmo-

niae,P.mirabilis,P.vulgarisのAMPCのMIC値

を 著 し く低 下 させ る こ とが 明 らか に な った 。 また この 併

用 効 果 につ い て はcheckerboard dilution methodに よ

り,こ れ らのAMPC耐 性菌 でAMPCとCVA間 に 広

い濃 度 範 囲に お け る著 明 な協 力作 用 が 認 め られ た こ とに

Fig. 66 Kinetic constant for inhibition of
hydrolysis (Ki) of CVA

より裏づけられた。しかしこれらのデータをさらに詳し

くみるとAMPCとCVAの 協 力作用の発現はすべての

菌種菌株において必ずしも一様でないことがわかった。

すなわちこのことは臨床分離株の感受性分布において,

AMPC:CVA(1:2),(2:1),(8:1)のMICの 比較的

高い濃度への分布があることや,checkerboard dilution

methodで 協 力作用の発現の比較的弱 いE.coliやK.

pneumoniaeが 存在したことによって明らかであり,特

にこれらの株についてはAMPCとCVAの 併用の有効

性が併用の比率や濃度によって左右される可能性がある

と思われた。

一方,AMPC耐 性菌 につ い てAMPCの 一定濃度

(3.13～12.5μg/ml)にCVAを 併用して,そ の増殖を

阻止するに要する濃度を求めたところ,菌 種により濃度

的に明らかに異なる分布を示し,同 一菌種内においても

2相 性の分布を示すものがあることが認められた。ここ

においては特にE.coli,K.pneumoniaeの 一部の株お

よびP.vulgarisで のAMPC低 濃度作用時にCVAの

高い濃度(12.5μg/ml以 上)の 併用が必要であること

がわかった。 このようなin vitroのMICの 結果と対

応して殺菌作用およびin vivoの 治療効果の検討では,

協 力作用の発現の弱いK.pneumoniae(No.129株)で

併用時の殺菌作用が比較的弱く,ED50値 で みた併用時

の治療効果が全般的に悪く,ま たP.vulgaris(No.202

株)で はAMPC:CVA(1:2)で 殺菌作用がやや弱く

なる傾向があり,ED50も(1:2)で 大 きく劣 る とい う

結果が得られたが,こ れは他 の菌種菌株ではAMPC:

CVA(1:2),(2:1),(8:1)で ともに良好な殺菌作用と

治療効果を有していたのとやや異なる傾向であった。

したがって併用の比率に関しては今回得られた限 りの
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データを総合すれば(2:1)が 最 も適当であるとの結論

を得たが,さ らに併用の輿用化に際してはヒトにおける

併用時の体内動態および毒性での検討が必要であろうと

思われる。

また,今 回,CVAの β-lactamase阻 害作用に関する直

接の証明はE.coli No.21のTEM型 β-lactamaseに

ついてしか行なわれなかったが,AMPC:CVA(1:2),

(2:1),(8:1)で の併用のMIC中 のCVA濃 度は先の

一部のいわゆる"併 用効果の現われに くい菌株"を 除い

てはCVA単 独のMICの1/4以 下であ り,し たがって

大部分の併用効果の認められた菌種菌株については,併

用効果はCVAの β-lactamase阻 害作用によるものと

推定される。一方,CVAは β-lactamase inhibitor3～5,9)

としての作用以外に,抗 菌力は弱いなが らもペニシリン

結合蛋白質(PBP)の2に 親和性を有しており10),PBP

3に 親和性を有するCEXやPiperacillinと の併用にも

興味が持たれる。実際,私 どもはCVAとCEXやPIPC

との併用効果について検討を行なったが,両 剤の併用に

より協力作用を認めてお り,そ の時の形態変化を観察し

たところ併用時にbulge状 の細胞が見 られ,作 用機作

レベルでの両剤の協力作用が現われた もの と考えられ

る。このようにCVAは β-lactamase inhibitorと して

の作用以外に作用機作レベルでの協力作用も期待できる

ものと考えられる。

また,AMPCとCVAの 併用により,現在臨床的にか

なりの割合でAMPC耐 性菌が存在す ると思われるS.

aureus,E.coli,K.pneumoniae,P.mirabilis,P.

vulgarisに 対するAMPCの 有効性が増大 されること

の意義は大きいと思われるが,菌 種,菌 株により併用効

果の現われ方の差が存在し,こ れについては各種 β-lac-

tamaseに 対するCVAの 阻害作用が必ずしも一様でな

いことにも原因があると思われ,こ れらの現象について

酵素学的な面よりの検討に興味が持たれる。
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IN VITRO AND IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF

CLAVULANIC ACID AND AMOXICILLIN IN COMBINATION

TAKESHI NISHINO, MASUYO OHSE, YUMIKO SAJI and TERUO TANINO

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy

The in vitro and in vivo antibacterial activity of amoxicillin (AMPC) plus clavulanic acid (CVA),

a recently developed ƒÀ- lactamase inhibitor, were investigated and the following results were obtained.

1. Antibacterial activity was studied against standard strains stocked in our laboratories. CVA

showed a low level of antibacterial activity. The addition of CVA to AMPC at ratios of 1 to 2,

2 to 1 and 8 to 1 (AMPC plus CVA) markedly potentiated the antibacterial activity of AMPC

against resistant strains of S. aureus, K. pneumoniae, and P. vulgaris, but had no effect on typically

sensitive strains.

2. Similar results were obtained when these ratios were tested against a large number of clinical

isolates and each of the ratios had antibactirial activity superior to that of cephalexin against AMPC

resistant strains.

3. The potentiating effect of CVA on AMPC activity was further established in studies using

the checkerboard dilution method.

4. The ƒÀ- lactamase inhibitory activity of CVA was investigated in the presence of 12. 5, 6. 25 and

3. 13ƒÊg/ ml of AMPC against AMPC resistant clinical isolates. As a result, the enzyme inhibitory

activity of CVA was shown to vary depending on both the bacterial species and strains within species

studied. For example against K. pneumoniae species two distribution peaks were obtained.

5. Synergism was observed in bactericidal kill curve experiments using the established MIC

concentrations for each of the ratios (1 to 2, 2 to 1 and 8 to 1).

6. The in vitro results were substantiated by in vivo mouse experimental infection studies with

AMPC resistant strains of S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, and P. vulgaris.

Analysis of ED50 values showed that the 2 to 1 ratio was the most efficacious in these studies.


