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Piperacillinと β-lactam剤 のinvitro併 用 効 果

南 新三郎 ・中 島 博 美 ・熊 野 克 彦 ・渡 辺 泰 雄

保 田 隆 ・高 井 明 ・才 川 勇

富山化学工業株式会社線合研究所

(昭 和59年8刀16日 受 付)

Piperacilnin(PIPC)と 他 の β-tactam剤 とのin vitro併 用 効 果 を検 討 した 。

1.Enterobacter cloacea H-27.Proteus vulgaris T-178.お よ びKlebsiella pneumoniae Y-4

を用 いたDisk approximation testの 繕 果か ら,β-lactamascを 誘導 的 に産 生 す るE. ctoacae H-

27,な らびにP.vnlgaris T-178で は 検 討 した25の β-lactam剤 の 半 数以 上 がPIPCに 対 し拮 抗

的 に作用 す るこ とが 明 らか に な っ た。 構 成 的 にPenicillinaseを 産 生す るK. pneumoniae Y-4で は

PIPCと 他 の β-lactam剤 の 間 に 相 互 作 用 は認 め られ な か った 。

2.Disk approximation testに 用 い た25剤 の 中 か らCephem系5剤(Cefazolin (CEZ), Cefmetazole

(CMZ),Cefoperazone (CPZ), Cefbuperazone (CBPZ), Latamoxef (LMOX))を 選 び,PIPCと

の相互作 用 をCheckerboard dilution methodで さ らに 詳 細 に 検 討 した。PIPCとCEZ, CMZの

組合せ ではEscherichia coli,K. pneumoniae,P.mirabilisで 相 乗 効 果 が わ ず か に認 め られ た。

また,β-lactamaseを 誘 導 的 に 産 生 す るEnterobacter, Serratia marcescens, indole陽 性 Proteus

属,Pseudomonas aeru8inosaで は25～72%の 範 囲 で 著 明 な拮 抗 作 用 が 認 め られ た。 一 方,PIPC

とCPZ,CBPZ,LMOXの 組 合せ では 試 験 した す ぺ て の グ ラム陰 性 桿 菌 に対 して 拮 抗 お よび相 乗の

両効果が 低 頻度 で 認 め られ た。 グ ラ ム陽 性 菌 の Methicillin (DMPPC) 感 受 性 の Staphylococcus

aureusやStreptocoecus faecalisに 対 して はPIPCとCMZ, CBPZ, LMOXと の組 合せ て37%

以上 の株 で 相乗 作 用 が認 め られ た0DMPPC耐 性S.aureusに 対 して はPIPCとCephem系5剤

との間 で60%以 上 の株 で相 乗 作 用 が 認 め られ た。

3.相 乗 お よび 拮 抗 の 両 作 用 は殺 菌 曲線 に お い て も確 認 され た。

4-E.cloacae GN 5797に 対 す るPIPCとCMZの 拮 抗 作用 の解 析 か ら,拮 抗 作 用 の原 因 と し

てCePhalosporinaseの 誘 導 に よ る薬 剤 の不 活 化 が推 定 され た 。

β-lactam剤 とaminoglycosideと の 併 用 に 関 しては

in vitro,in vivoお よ び臨 床 を含 め 多 くの 報 告 が あ

る1-7)。しか しなが ら近 年,多 くの β-lactam剤 が 開 発

され,臨 床 の場 に お いて β-lactam剤 間 の 併 用 が 頻 繁 に

行なわれ てい るに もかか わ らず,そ の基 礎 的 検 討 は 未 だ

不充分のよ うに思 われ る。 そ こで 筆 者 ら は 今 回PIPCを

選び,他 の β-lactam剤 とのin vitro併 用 効果,な ら

びにその作用 機序 に つ い て も若 干 の 検 討 を 加 え た の で報

告する。

1.材 料 お よび 方 法

1.使 用菌株

臨床材料 よ り分 離 され た 下 記8菌 種274株 を 実験 に供

した。Escherichia coli (E.coli), Klebsiella pneumo-

niae(Kpneumoniae)
-Proteus mirabilis (P.mira-

bilis),イ ン ド ー ル 陽 性Proteus属(P. vulgaris,P.

morganii) ,Enterobacter,Serratia marcescens(S.

marcescens),Pseudomonas aeruginosa (P. aerugi-

nosa),Staphylococcus aureus (S.aureus), Streptococ-

cus faecalis (S. faecalis).

2.使 用 薬 剤

以 下 に 示 すPenicillin系11剤, Cephalosporin系11

剤,Cephamycin系3剤,Oxa- cephalosporin系1剤 を

使 用 し た 。

Penicillin;Piperacillin(PIPC,富 山 化 学 工 業),Am-

picillin(ABPC,富 山 化 学 工 業), Mezlocillin (MZPC,

吉 富 製 薬),Carbenicirlin(CBPC,藤 沢 薬 品 工 業),Cio-

xacillin(MCIPC,藤 沢 薬 品 工 業), Sulbenicillin

(SBPC,武 田 薬 品 工 業),Penicillin G( PCG,明 治 製

菓),Oxacillin(MPIPC,萬 有 製 薬), Methicillin

(DMPPC,萬 有 製 薬),Dicloxaciltin(MDIPC,萬 有 製

薬),Ticarcillin(TIPC,ビ ー チ ャ ム 薬 品)。

Cephalosporin; Cefoperazone(CPZ,富 山 化 学 工
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業),Cefotaxime (CTX,中 外 製 薬),Coftezolo (CTZ,

中 外 製 薬),Ceftizoxime (CZX,藤 沢 薬 品 工 業),Cofazo-

lin (CEZ,藤 沢 薬 品 工業),Cefmonoxime (CMZ,武 田

薬 品 工 業),Cefsulodin (CFS,武 田薬 品 工 業),Cefotiam

(CTM,武 田 薬 品工 業),Cephalothin (CET,塩 野 義

製 薬),Cephaloridhle (CER,鳥 居 薬 品),Cefuroximo

(CXM,新 日本実 業)。

Cephamycin; Cefbupe8zone (CBPZ,富 山 化 学工

業),Cefmetazole(CMZ,三 共),Cofoxhin(CFX,第 一

製 薬)。

Oxa-cephalosporin;Lalamoxef(LMOX,塩 野 義 製

薬)。

3.併 用 効 果 の 検討

1) Disk approximation test (近 接 デ ィス ク法)

SANDEREら8)の 方 法 を参 考 に した 。PIPCの デ ィス ク

中 含 量 は お よそ30mmの 阻 止 円 を形 成 す る よ うに設 定

し,K. pnemoniae Y-4で は250μg/disk, E. cloa-

cae H-27お よびP. vulgaris T-178で は25μg/disk

と した。 併 用 薬 剤 の デ ィス ク中 含 量 は 阻 止 円を 形 成 しな

い 最 大濃 度 に調 製 した が抗 菌 力 の 弱 い 薬 剤 に つ い て は

250μg/diskを 上限 と した 。 培 地 上 に併 用 薬 剤 の デ ィス

クをPIPCの 予 想 され る阻 止 円径 よ り も 外側 に 置 き,

37℃,一 夜培 養 後,PIPCの 阻 止 円 径 が3mm以 上拡

大 した 場 合 を相 乗 作 用,同 様 に3mm以 上縮 小 し た 場

合 を拮 抗 作 用 と判 定 した(Fig.1)。 な お培 地 はHeart

infusion agar (HIA,栄 研)に 最 終 菌 濃 度 が106 cells/ml

に な る よ うに各 菌 を混 合 した もの を用 い た。

ii) Checkerboard dilutio nmethod

MOELLING & KROGSTADら の 方 法9)に 従 って 行 な った 。

被 検 菌 を ペ プ トン水,ま た はBrain heart infusion broth

(BHIB,日 水)で 一 夜 培 養後,生 理 食塩 水 で106cells/ml

に 希 釈 し,薬 剤 含 有Muner hinton agar (MHA,栄

研)平 板 上 にミ ク ロ ブ ラ ン ター(佐 久 間製 作 所)を 用い

て一 白金 耳(約0.005ml)接 種 した037℃,18時 間培養

後,被 検 菌 の 発 育 が 見 ら れ な い 最 小濃 度 をMICと し

た。 併 用 効 果 はChockerboardか ら下紀 に示す式に従い

Fractional inhibitory conoentration (FIC) indexを 求

め,0.5以 下 の 場 合 を 相 乗 作 用,4以 上 を拮抗作用と判

定 した。

(A剤 とB剤 の併 用)

FIC index=
MIC of drug A in combination

MIC of drug A alone

+
MIC of drug B in combination

MIC of drug B alone

III)殺 菌 曲線 に 及 ぼ す 影 響

被 検 菌株 をHIA平 板 上 に て 一夜 培 養後,104～105

cells/mlと な る よ うにNutrient broth(NB,栄 研)に 接

種 し,薬 剤 を 添 加 した。 薬 剤はCheckerboard dilution

methodで 顕 著 に 相 乗 お よび拮 抗 作 用 を示 したPIPCと

CMZの 組 合せ を選 び,S. aureus F-188で はPIPC 0.2

μg/ml (1/8MIC), CMZ 0.39μg/ml (1/4MIC),E.

coli TK-4で はPIPC 0.2μg/ml (1/4 MIC),CMZ0.2

μg/ml (1/4 MIC),E. cloacae GN 5797で はPIPC 12.5

μ9/ml (8 MIC), CMZ 25μg/ml (1/32 M1C)で 作用 さ

せ,経 時 的 に 生 菌 数 を測 定 した 。

拮 抗 作 用 を示 したE.cloacae GN 5797の 場合,同 時

に菌 体 中 β-lactamase活 性,お よび培 養 液 中薬剤濃度も

測定 した。菌 体中 β-lactamase活 性 はSonic extractsを

用 い た常 法 で,蛋 白濃 度 をBovine Serum Albumin(シ

グマ)をstandardと す るLOWRY法10)で 測定 し,比 活性

で 表 わ した。

また,経 時 的 に サ ンプ リン グ した培 養 液(0.5ml)に

直 ち に 同量 の メタ ノー ルを 加 え,3,000rpm,20分 間遠

心 し,上 清 中 の薬 剤 濃 度 を 高速 液 体 ク ロマ トグラフィー

Fig.1 Disk approximation test. E. cloacae H-27 was inoculated into HIA plate to give an inoculum

of 106 cells/ml. Lower disks contained 25 ƒÊg of PIPC.

(A) Synergism: Upper disk contained 250 ƒÊg of DMPPC.

(B) Antagonism: Upper disk contained 2.5 ƒÊg of CMZ.

(C) Indifference: Upper disk contained 0.25 ƒÊg of CPZ.
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で測定 した。

4,β-lactarnase assay

β-lactamase活 性 はUV法11).お よび ミ ク ロ 望一 ド

法12)で測定 し,30℃.0.05M phosphate buffer(PB.

pH7.0)中 で1分 間 に1μmoleの 基 質 を 分解 す る の に

必要な酵素量 を1 unitと した 。

5.高 遮 液体 夕 ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)

PIPC,お よびCMZ濃 度 は 高速 液体 ク ロマ ト〆ラ フ

(島津製作所,LC-S型)を 用 い て 測 定 した 。固 定 相 と し

てLiChrosorb RP-18を 用 い。移 動 相 はPIPCの 場 合,

アセ トニ トリル(220m1),1 M酢 酸(14ml),1Mト リ

エチルア ミン ・酢融 溶液(27ml)の 混 合液 に蒸 留 水 を加

え1,000mlと した溶 液 を用 い た 。また,CMZ測 定 用 に

はアセ トー トリルの量 を145mlと した 。 測 定 は 室 温 で

行ない,流 速2ml/minと し.検 出 は254nmのUV吸

収の測定で行な った。

6.位 相差顕 微鏡 に よる菌 の 形態 変 化 の観 察

NBで 一 夜培 養 したE.coli TK-4,お よびE.clo-

acae GN 5797の 菌 液 をHeart infusion broth(HIB.栄

研)で100倍 希釈 し,37℃ で 約2時 間振 邊 を 行 な い,

対数増殖期 とな った菌 液 の1白 金 耳 を ス ライ ドグ ラス上

に作製 した薬剤 含有HIA上 に塗 抹 し,37℃ で培 養 後 位

相差顕微鏡(日 本光 学)に よ って 形態 変 化 を観 察 した 。

薬剤濃度はCheckerboard dilution methodに よ って 顕

著に相乗お よび拮抗 作 用 を示 したPIPCとCMZの 組 合

せ を 選 び,E.coli TK-4で はPIPC 0.2μg/ml(1/8

MIC),CMZ 0.1μg/ml(1/8MIC),E.ecloacae GN

5797で はPIPC12.5μg/ml(8 MIC)
,CMZ 25μg/ml

(1/32 MIC)で 行 な った 。

7.β-laetamase誘 導 活 性

す で に 報 告 した方 法鋤 に 従 い,被 検 菌 の 一夜 培 養 液 を

HIBで ユ0倍 希 釈 し,37℃,2時 間 振 漫 培N後 .各 薬 剤

10pg/mlを 加 え 更 に2碍 間培 養後 集 菌 し た。 菌 体 か ら

Sonic extractsを 作製 し,ミ ク ロ9一 ド法12)を 用 い て酵

素 活 性 を,LOWRY法10)を 用 い て 蛋 白 濃度 を測 定 した。

II.結 果

1.Disk approximation testに よる検 討

K.pneumoniae Y-4(constitutive Penicillinase産 生

株).P.vulgaris T-178(inducible Cephalosporinase

産 生 株),E.cloacae H-27(inducible Cephalosporinase

産 生 株)を 用 い てPIPCと β-laetam剤 の相 互 作 用 を

Disk approximaxion testに よ って 検 討 し た 結 果 を

Table 1に 示 す。

K.pneumoniae Y-4で はPIPCは い ずれ の薬 剤 に 対

して も無 作 用 で あ った が,P.vulgaris T-178で は ほ と

ん ど の薬 剤 で 拮 抗 作 用 が 認 め られ た 。E.cloacae H-27

ではDMPPC,MPIPC,MCIPC,MDIPCのPenicil-

1in間 で顕 著 な相 乗 作 用 が,ま たLMOX,CBPZで 弱 い

相 乗 作 用 が 認 め ら れ た 。 拮 抗 作 用 はPCG,ABPC,

CET,CER,CEZ,CTZ,CFS,CMZ,CFXで 認 め られ

た。

以 上,P.uvlgaris T-178,E.cloacae H-27の 両 株

に対 してPIPCと の 組 合 せ で 無 作 用 で あ っ た 薬 剤 は

MZPC,SBPC.CTX,CZX,CMX.CPZの6剤 で あ

Table 1 Combination effect of PIPC and other ƒÀ-lactams in disk  approximaticn tests

a
 Synergism was defined as an enlargement of the zone of PIPC in the close vicinity of other ƒÀ-lactoms.

b
 Antagonism was defined as a decrease of the zone of PIPC in the close vicinity of other ƒÀ-lactams .

c

 MICs of PIPC were determined by agar dilution method using inoculum of one loopful of 106cells/ml .
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Fig.2 Combination effect of PIPC and five

cephems on the clinical isolates

り,他 の薬 剤 で は菌 に よ って 相 乗 あ るい は 拮 抗 作 用 が認

め られ た 。

2.Checkerboard dilution mcthodに よ る検 討

Disk approximation testでE.cloacae H-27, P.

vutgaris T-178に 対 して顕 著 な拮 抗 作 用 を示 したCEZ

お よびCMZ,E.cloacae H-27で 相 乗,P. vulgnris T-

178で 拮 抗 作用 を示 したLMOXお よびCBPZ,両 菌 種

共 に無 作 用 で あ ったCPZを 選 び,PIPCと の併 用 効 果

をCheckerboard dilution methodで 検 討 した。

DMPPC感 受 性S,aureus 43株 に 対 してPIPCは

CMZ,CBPZ,お よびLMOXと の併 用 で37～60%の

範 囲 で相 乗 効 果 が 認 め られ た が,CEZ.CPZと の 間 には

相 乗 効 果 が ほ とん ど認 め られ なか った 。さ らにDMPPC

耐 性S-aureus 28株 に対 して は い ずれ の併 用 に お い て

も60%以 上 の高 率 で 相乗 作 用 が 認 め られ,拮 抗 作 用 は

認 め られ な か った。 また,S.faecalis 27株 に 対 して は

PIPCはCPZを 除 き,他 のす ぺ て の 薬剤 と の間 に 相 乗

効 果 が 認 め られ た(Fig.2)。

β-lactamaseを 誘 導 しないE.coli, K- Pneumoniae,

P.mirabilisで は一 部 を 除 き全般 に相 乗 作 用 は低 率 で,

また 拮 抗作 用 は認 め られ なか った(Fig.3)。

誘 導 的 に β-lactamaseを 産 生す るindole陽 性Pro-

teus属,S.marcescens,Enterobacter,P,aentginosa

では い ず れ の 菌 種 にお い て も 相 乗 作 用 は 低 率 で あ った

が,PIPCとCEZま た はCMZで は 拮 抗 作用 が 高 率 に

認 め られ た 。CBPZ,LMOX,CPZ等 の 第3世 代 の薬 剤

との間 には 拮 抗 作用 の頻 度 は 低 か った(Fig.4)。

Fig.3 Combination effect of PIPC and five

cephems on the clinical isolates

Fig.4 Combination effect of PIPC and five

cephems on the clinical isolates

そ こで,相 乗作用 を示 した 代表例 としてDMPPC耐

性S.aureusを,拮 抗作用を示 した代表例として誘導的

な β-lactamase産 生菌 種を選 び,相 乗 または拮抗作用を

示 した株の,最 も強 く各作用を示 した併用時のMICの
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平均値を求め,薬 剤単独時のMICの 平均値 と 比 較 し

た。

DMPPC耐 性S.aureusに 対 してPIPC単 独 で は

268～603μg/mlと高い平均MIC値 を示 したが,セ フェ

ム系薬剤と併用することに よってそ のMIC値 は32～

132μg/mlとなった。 また,セ フェム系薬剤は す べ て

PIPC単 独 より優れた抗菌力であったが(MIC6.0～46

μg/ml).PIPCと の併用 によ り更に増強 された(Table

2)。

誘導的に β-lactamaseを 産 生す る菌種の うちindole

陽性Proteus属,S. marcescensの2菌 種 に お い て

PIPCと 試験 したすべてのCephem剤 との間 に拮抗作用

Table 2 Geometric mean MICs of PIPC alone and in combination with

several cephems in checkerboard methods against DMPPC-

resistant StaPhylococc,a aurcus

*Geometric mean MICs (were calculated from) MICs of strains showing
synergism.

Table 3 Geometric mean MICs of PIPC alone and in combination with several cephems

in checkerboard methods against gram-negative bacilli

* Geometric mean MICs were calculated from MICs of strains showing antagonism

geometrically.
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が認 め られた(Table 3)。indole陽 性Proteus属 にお

いてはCPZを 除いた他のCephem剤 と の 併 用 で は

PIPCの 平均MICが5.8～21倍 上昇 したがCephem

剤の平均MICは ほ とん ど変化 しなか った。CPZと の併

用ではPIPCの 平均MICは 変 ら ず にCPZの 平 均

MICが 約4倍 上昇 し,他 の4剤 と異なるパター ンを 示

した。S.marcescensに おいてはCEZ,CMZな らびに

CPZと の併用 ではPIPCの 平均MICが7.9～9.5倍 上

昇 しCephem剤 の平均MICは ほ とんど変化 しなか っ

た。CBPZお よびLMOXと の併用 ではPIPCの 平均

MICは ほとん ど 変 化 せ ず,CBPZで は 約6.4倍,

LMOXで は約2.9倍 平均MICが 上昇 した。E.clo-

acaeお よびP.aeruginosaの2菌 種 ではCEZな らび

にCMZと の間でのみ拮抗作用が認め られ,PIPCの 平

均MICが4.5～7.1倍 上昇 し,CEZお よびCMZの 平

均MICは ほ とん ど変化 しなか った。

3.殺 菌 曲線に及ぼす影響

前項のCheckerboard dilution methodの 結 果 か ら

CMZに 対 して相乗作用 を示 したS.aums F-188,E.

coli TK-4,お よび拮抗作用を示 したE.cloacae GN

5797を 用 いてPIPCと の併用時の殺菌 曲線に及ぼす影

響を調べた。なお,薬 剤濃度は各作用が最 も強 く現 われ

た濃度を選 んだ。

S.aureus F-188に 対 し てPIPC(0.2 μg/ml,1/8

MIC),お よびCMZ(0.39 μg/ml,1/4 MIC)単 独群は

controlに 比ベ,や や緩やかなが ら増殖が認められた。

併用群 は薬剤添加3時 間後 重で抑制 して い た が,そ の

後 殺菌的 に推移 し,併 用に よる相果作用が認め られた

(Fig.5,A)。

E.coli TK-4に 対 してCMZ単 独群(0.2 μg/ml,1/4

MIC)はcontrolと 同様 な増殖が認め ら れ た。 また,

PIPC単 独詳(0.2 μg/ml,1/4 MIC)は 薬剤添加3時間

後 まで抑制 していたが,そ の後 は再増殖がみられた。し

か しなが ら併用群は3時 間後には生菌数が1/100以 下ま

で低下 し,そ の後は検出限界以下 とな り,S.aureus F-

188と 同様,併 用に よる相 乗効果が確認された(Fig.5,

B)。

E.cloacae GN 5797に 対 してCMZ単 独群(25μg/

ml,1/32 MIC)はcontrolと ほぼ同様に増殖 し,表菌性

は認め ら れ な か った。PIPC単 狡群(12.5 μg/ml,8

MIC)で は殺菌的 に推移 した のに比ベ,併 用群は薬剤添

加3時 間後 まで生菌 数は減少 したが,そ の後は再増殖が

認め られ,併 用 に よる拮 抗作用が認め られ た(Fig.6,

A)。

4.β-lactamase産 生 と薬剤残存活性

E.cloacae GN 5797で 認め られた桔抗作用の原因を

Fig.5  Killing curve of PIPC combined with CMZ against S.aureus F-188

and E.coli TK-4

A:PIPC (0.2 μg/ml,1/8 MIC) and CMZ (0.39μg/ml,1/4 MIC) were added
singly or in commotion to the culture of S .aureus F-188(2•~104cells/ml)

and the standing culture was continued at 37•Ž.

B:PIPC (0.2 μg/ml,1/4 MIC) and CMZ (0.2 μg/ml,1/4 MIC) were added
singly or in combination to the culture of E.coli TK-4(3•~104cells/ml)and

the standing culture was continued at 37•Ž.
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Fig.6 Viable cells,fi-lactamase production and residual activity of PIPC in combination with CMZ

PIPC(12.5 pg/ml,8 MIC)and CMZ(25 pg/ml,1/32 MIC)were added singly and in combination
to the culture of E.cloacae GN 5797(3•~105 cells/ml)and standing culture was continued at 37

•Ž.

Viable cells(A),fi-lactamase activity(B)and residual activity(C)were measured.The data
represented the mean•}S.E.of three examination.

調べるため,β-lactamase産 生量 と培養液中薬剤残存活

性を測定したo

菌体中 β-lactamase活 性はcontrolお よびPIPC単 独

群ではほとんど検出す るこ とがで き なか ったが,CMZ

単独群,お よび併用群では時間 と共に増大 した(Fig.6,

B)。

まにPIPCの 残存活性はPIPC単 独群 では12時 間

後まで85%程 度残存 していたが,併 用群では 約44%

に低下し,菌 の増殖に伴 い薬剤が加水分解 を受 けた こと

が認められた。CMZの 残存活性は併用群 の方 が単独群

よりやや持続的であ ったが,有 意な差はみ られ なか った

(Fig.6,C)。

5.β-lactamaseに 対す る安定性,親 和性,お よび誘

導活性

瓦`loacae GN 5797由 来の β-lactamaseに 対す る薬

剤 の安定性,親 和性お よ び誘導 活性を 調 ぺ た(Table

4)◎

上記の酵素に対する安定性はCPZを 基準 とした相対

ymaxで 比較す ると,CEZはCPZに 比ぺ約54倍 の値

を示 し最 も不安定 であ った◎CMZはCPZよ り約3倍 程

度安定であ り,CBPZ,LMOXは1,000倍 以上安定であ

った。

酵素に対す る親 和性 をKt値 お よびKm値 でみ ると,

CMZ,CBPZ,LMOXが 最 も低値 で親和性が高か った。

Table 4  Kinetic of hydrolysis of cephems by ƒÀ-lactamase from E.cloacae GN5797 and

inducer activity for fl-lactamase production

a  Vmax,Km and K.were determined by Lineweaver Burk plots.K.was determined using CET as

substrate. Vmsx was expressed as the percentage of the hydrolysis rate of CPZ.
b
 The sonic extracts were prepared from cells treated by 10 ƒÊpg/ml of drug for 2 hr.and

ƒÀ-lactamase activity was measured by UV method using CER(100
,uM).

c Not tested.
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Fig. 7 Alteration of the morphological effects of PIPC on E. coli TK-4 by CMZ

(A): Drugfreecontrol. (B): PIPC (0-2μg/ml, 1/4MIC).

(C): CMZ (0.1μg/ml, 1/4MIC). (D): PIPC (0.2μg/ml) plus CMZ (0.1μg/ml).

CPZは この3剤 に比 べ そ の親 和 性 は 約1/50と 低 く,さ

らにCEZは 低 か った 。

誘 導 活 性 はCMZ,CBPZ,LMOXが 高 値 を 示 した。

次 い でCEZ,CPZの 順 で あ り,PIPCは 最 も低 か った。

6.位 相 差顕 微 鏡 に よ る菌 の形 態 変 化 の 観 察

相 乗 作 用 のみ られたE. coll TK-4,お よび 拮抗 作 用

の み られ たE. cloacae GN 5797を 用 い てPIPC,お よ

びCMZ単 独 時,お よび併 用 時 の24時 間 後 の 形態 変 化

を位 相 差 顕 微 鏡 で 観 察 した。

E. coli TK-4の 場 合,PIPC,CMZ単 独 時 はcontrol

に 比 べ若 干 長 くな った が,大 きな変 化 は み ら れ な か っ

た 。 併 用 時 で はfilament化 し,bulge体,溶 菌 像 が認 め

られ た(Fig.7)。

E. cloacae GN 5797の 場 合,CMZ単 独 時 はcontrol

とか わ らず,PIPC単 独 時 で はfilament化 し,一 部

densityの 強 い 粒 子様 の構 造 が認 め られ た。 併用群では

PIPC単 独 時 に比 べdensityの 強 い粒 子 様 構造 の形成が

少 なか った 。 また,filamentの 長 さはPIPC単 独時 より

短 く,一 部filamentが 分 裂 し始 め て い る像 もみられた

(Fig.8)。

III.考 察

抗 菌 剤 間 の 併用 に つ い て は古 くか ら β-lactam剤 とテ

トラサ イ ク リン14),マ ク ロ ライ ド15),ア ミノ配糖体1～7)な

ど で 多 くの検 討 が な され て お り,特 に ア ミノ配糖体 との

併 用 時 の 基礎 的 検 討 は 臨 床 上 の 有 用 性 か ら詳 細に行なわ

れ て い る。 ま た,β-lactamaseに 基 因 す る耐性 菌に対 し

てABPCとMCIPC16),AMPCと クラ プ ラ ン酸17).

CPZとSulbactam18)と の合 剤 が開 発 され 基礎的臨床的

検 討 が 行 な わ れ て い る。 近年 多 くの β-lactam剤 が開発

され,β-lactam剤 間 のin vitro併 用 効 果が 検討 されて
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Fig.8 Alteration of the morphological effects of PIPC on E. cloacae GN 5797 by CMZ

(A): Drug free control. (B): PIPC (12.5μg/ml,8MIC).

(C): CMZ (25μg/ml, 1/32 MIC). (D): PIPC (12.5μg/ml) plus CMZ (25μg/ml).

お り,PIPCに つい て もCET ,Cefamandole (CMD),

CFX, CTX , LMOX, CZXな ど で 検 討 さ れ て い

る19)～21)その成績 を ま とめ て み る と,グ ラ ム陰性 菌 に対

してLMOX, CTX , CZXと の 併用 で は ほ とん ど無作 用

でわずかに相乗 あ るい は拮 抗 作 用 が 認 め ら れ て い る。

CMD, CFX , CETと の 併用 で は逆 に高 頻 度 に拮 抗 作 用

が認められて いるが,グ ラ ム陽性 菌 に対 して はCFXと

の併用で相乗 作用が 認 め られ る こ とが 明 らか に され て い

る。今回,筆 者 らの検討 成 績 は 諸 家 の 成 績 と多 くの 点 で

一致 してお り
,新 た にCBPZ, CPZはLMOX, CTX,

CZXな どと
,CMZ, CEZはCFXと 類 似 した併 用 効 果

を示すことが明 らか とな った
。 ま た,特 に興 味 深 い点 は

近年問題にな ってい るDMPPC耐 性S. aureusに 対 し

てCMZICBPZ , LMOXと の併 用 で 高 頻 度 に 相 乗 効 果

が認められた こ とであ る
。

一 方
,in vitroの 併 用 効 果 に比 べ,そ の作 用 メ カ ニズ

ム につ い て の 詳 細 な 検 討 は充 分 に な され て い な い よ うで

あ る。 拮 抗 作 用 メ カ ー ズム に つ い てはN即 ら19,22)が薬

剤 の β-lactamase誘 導 に よる もの と推 定 して い る が,

AcARら23,はCBPCと6-Aminopenicillanic acid (6-

APA),お よびCER間 の 拮 抗 作 用 を 見 出 し た が,6-

APAやCERに よっ て誘 導 され た β-lactamaseに よる

CBPCの 不 活 化 を 証 明 で きなか った こ とを 報 告 し て い

る。KOUPALら241も β-lactamase誘 導 は 彼 らが 調 ベ た

PenicillinとCephem剤 間 の相 互 作 用 の証 明 に な らな い

と結 論 して い る。 しか しなが ら,今 回 のE. cloacae GN

5797を 用 い た 検討 成 績 か ら,CMZに よ る β-lactamase

の 誘 導 とそ れ に よるPIPCの 不 活 化 が こ の 拮抗 作用 の

原 因 の一 つ で あ る こ とが 示 唆 され た｡即 ちPIPCは β-

lactamaseを 誘 導 しな い が,CMZが 存 在 す る こ とに よ
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り β-lactamase活 僅kは普 しく上 昇す る。そのためPIPC

が不活化 され,殺 菌性が低下 した もの と考え られ る。 し

たがって,今 回用いた薬剤間では β-lactamase誘 導が拮

抗作用 の一因であ ることは明らかであ る。 また,PIPC

とCMZを 併用 した時 のE.cloacaeGN5797の 形態変

化か ら,作 用点(Penicillin binding Proteins,PBPs)

での相互作用 も関与 しているよ うに思われ るが,そ の程

度は β-lactamase誘 導 によるもの より小 さい もの と 現

在考えてい る。 また,β-lactamase誘 導活性の比較的高

いCBPZ,LMOXとPIPCと の併用時に拮抗作川が

CMZに 比べ低率であった理 由はおそ らく,β-lactamase

に対 しCBPZ,LMOXがCEZに 比べ安定性が優れてい

るため と考え られる。 この安定性について我 々はすでに

CBPZが グラム陰性菌産生のCSaseに 対 しCMZよ り

安定 であることを明 らか に してい る25)。

相乗作用 メカーズムに対 して は β-lactamase阻 害剤

との併用以外 の 報告は少ないが,OTSUKI26)がCepha-

lexin(CEX)とMecminam(MPC)の 併用で作用 点で

の協 力作用がその相乗作用の一因であることを明 らかに

している。今回のPIPCとCMZと の併用時 の 且`oli

TK-4の 形態変化の成績 もPBPsで の協力作用 が相乗作

用の一 因であ ることを示唆 しているが,瓦coli TK-4

のPBPsに 対するPIPC,CMZの 親和性 については

TK-4株 が低 レベルながら β-lactamaseを 産 生す るため

に明確 な結論は得られなか った。 また,こ の低 レベルの

β-lactamase産 生 とPIPCとCMZ間 の相乗作用 の関係

について も今回明らかにするこ とは できなか った。相乗

作用 については更 に詳細な検討が必要であ ると考 えてい

る。

今回のin vitroで のPIPCとCephem剤 間 の相互作

用がin vivoお よび臨床上にどのよ うに反映す るかにつ

いては,今 後の検討を要する ところであ る。

本論文 の要 旨は第32回 日本化学療法学会東 日本支部

総会(1983,東 京)に おいて発表 した。
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IN VITRO COMBINATION EFFECT OF PIPERACILLIN

AND OTHER ƒÀ-LACTAMS

SHINZABUROU MINAMI,HIROMI NAKASHIMA,KATSUHIKO KUMANO,

YASUO WATANABE,AKIRA TAKAI and ISAMU SAIKAWA

Research Laboratory,Toyama Chemical Co.Ltd.,Toyama,Japan.

In vitro combination effect of piperacillin(PIPC)and other ƒÀ-lactams was investigated using gram-

negative and gram-positive bacteria.

1.Disk approximation test using P-lactamase-producing strains such as Enterobacter cloacae H-27,

Proteus vulgaris T-178,and Klebsiella ptutumoniae Y-4 revealed that more than half of 25 P-lactams

tested showed antagonistic effect on PIPC against E.cloacae H-27 and P.vulgaris T-178 which pro-

duced an inducible ƒÀ-lactamase.No interaction between PIPC and other ƒÀ-lactams was observed

against K.pneumoniae Y-4 which produced a constitutive penicillinase.
2.Five cephems i.c.cefazolin(CEZ),cefrnetazole(CMZ),cefoperazone(CPZ),cefbuperazone

(CBPZ),and latamoxef(LMOX)were chosen for extensive examination of the combination effect
with PIPC.

The combination of PIPC and CEZ or CMZ showed a marked antagonistic effect against 25 to 72%
of Enterobacter species,Serratia marcescens,indole positive Proteus species,and Pseudomonas atm-
ginosa which are species producing an inducible i9-lactamase,while in this combination,syn-
ergistic effect was observed against a few of Escherichia coli,K.pneumoniae,P.mirabilis.The combi-
nation of PIPC and CBPZ,CPZ or LMOX hardly showed neither antagonistic nor synergistic effect
against all the gram-negative species tested.
 Synergistic effect against more than 30% of gram-positive cocci such as Streptococcus faecalis and

Staphylococcus aureus which were methicillin sensitive strains was observed in the combination of
PIPC and CMZ,CBPZ,or LMOX.Against 61 to 100% of methicillin resistant S.aureus,the  com-
bination of PIPC and the five cephems showed synergistic effect.

3.Both synergistic and antagonistic effect were confirmed by the growth curves using E.coli,S.
aureus,and E.cloacae strains.

4.The extensive analysis of antagonism between PIPC and CMZ against E.cloacae GN 5797 showed
that the inactivation of drugs by the induced p-lactamase might play an important role in the anta-
gonism.


