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各 種penicillin系 薬 剤 の Streptococcus faecalis に 対 す る殺 菌 力 を,単 独 培 養 お よび β-lacta-

mase産 生 グラ ム陰 性 菌 と の混 合 培 養系 で比 較 検 討 した。

Ampicillinお よびAmoxicillinで は,混 合 培 養時 にS.faecalisに 対 す る殺 菌 力 の大 幅 な 低下 が

多 く認 め られ た 。Piperacillin(PIPC)で は,構 成 的 な β-lactamase産 生 菌 との 混 合培 養時 で殺 菌

力が低 下 した も の の,誘 導 的 な β-lactamase産 生 菌 との混 合 培 養時 に は,S.faecalis単 独培 養 時 と

変わ らな い成 績 が 得 られ た 。

そ こで,誘 導 的 な β-lactamase産 生 菌 が産 生 す る酵 素 に 対 す る各 薬 剤 の 安定 性 と,β-lactamase

誘 導能 に つ い て 検 討 を 行 な っ た。 各 種 β-lactamaseに 対 して は いず れ の 薬 剤 と もに 安 定 であ った

が,各 薬 剤 の β-lactamase誘 導 能 に 差 が 認 め られ た 。す な わ ち,PIPCの β-lactamase誘 導 能 は,

いず れ の菌 株 に 対 して も非 常 に 低 か った が,他 剤 は高 い誘 導 能 を示 した 。

した が って,混 合 培 養時 のS.faecalisに 対 す るpenicillin系 薬 剤 の 殺 菌 力 の差 は,混 合 相 手 菌 に

対す る薬 剤 の β-lactamase誘 導 能 も含 め 混 合 相 手 菌 由来 の β-lactamaseに よ る 薬 剤 の不 活 化 の程

度 に起 因す る もの と考 え られ た。

Streptococcus faecalis は腸内常在菌であり,そ の病

原性につい ては不 明 で ほ とん ど注 目され て い な か っ た菌

種である。 しか し,近 年 相 次 い で開 発 され た β-lactam

系薬剤の多 くは,グ ラム陰 性 菌 に対 す る抗 菌 力 は強 くな

ってきてい るが,グ ラム陽 性 菌 に対 す る抗 菌 力 は 低 下す

る傾向にあ り,こ れ ら薬 剤 の 繁 用 に よ り S. faecalis の

分離頻度が外科系,尿 路感染症 な ど で増加傾向にあ

る1～4)。 一 般 に, S. faecalis は単独 よりも複数菌感染の

症例より検 出 され る こ と が 多 く, S. faecalis との混合
菌としては グラム陰 性菌 が 圧 倒 的 に 多 い1,2)。

そこで今回, S. faecalis と β-lactamaseを 産 生 す る

グラム陰性菌との混合培養時の S. faecalis に 対 す る
β-lactam系 薬 剤

,特 にpenicillin系 薬 剤 の in vitro

抗菌活性について検討を行なったのでその成績を報告す

る。

I. 実験材料および方法

1. 使用菌株

S. faecalis は臨床分離株で,当 社保存株か ら50株 を

無作為に選んだ。混合培養実験には S. faecalis D-69, 構
成的 にcephalosporinase(CSase)を 産 生 す る E. coli

GN5482,E.cloacae H-39,誘 導 的 にCSaseを 産 生す

る S. marcescens W-24, E. cloacae H-27, P. morganii

T-211, P. aeruginosa S-83 を,ま た P. vulgaris の中で

PIPC,ABPC,AMPCお よびCBPCに よ る誘 導 能 の 異

なる P. vulgaris T-178, P. vulgaris T-191 お よびP.

vulgaris T-189 を用 いた 。

2. 使 用 薬 剤

Penicillin系 薬 剤 と し て,Ampicillin, Piperacillin

(ABPC,PIPC,富 山 化 学 工 業),Carbenicillin,Cloxa-

cillin(CBPC,MCIPC,藤 沢 薬 品 工 業),Penicillin G,

Methicillin(PCG,DMPPC,萬 有 製 薬),Sulbcnicillin

(SBPC,武 田 薬 品 工 業),Amoxicillin(AMPC,日 本 化

薬),cephem系 薬 剤 と し て,Cefoperazone(CPZ,富 山

化 学 工 業),Cefazolin,Ceftizoxime(CEZ,CZX,藤 沢 薬

品 工 業),Cefotaxime(CTX,日 本 ヘ キ ス ト),Cefme-

tazole(CMZ,三 共),Latamoxef(LMOX,塩 野 義 製

薬),Cephaloridine(CER,鳥 居 薬 品)の 計15剤 を 用 い

た 。 な お 薬 剤 は,生 理 食 塩 水 ま た は,0.05Mリ ン酸 塩

緩 衝 液(pH7.0)で,用 時 溶 解 し用 い た 。

3. 使 用 培 地
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増 殖 用 培 地 に は,Brain heart infusionbroth(BHIB,

ニ ッ ス イ)お よ びBrain heart infusionagar(BHIA,

ニ ッス イ)を 用 いた 。S.faecalis の分離には,SF寒 天培

地(SF培 地(ニ ッスイ)に 寒天1.5%添 加)を,腸 内

細菌の分離には,MacConkey寒 天培地(ニ ッスイ)を

用いた。

4. 最小発育阻止濃度(MIC)の 測定

日本化学療法学会の標準法5)に準じて行なった。

5. 最小殺菌濃度(MBC)の 測定

BHIBで 一夜培養 した菌液を,そ れぞれ約105cells/

mlと なるように2倍 希釈系列の薬剤を含有するBHIB

に接種し,37℃,18時 間培養後MICを 測定 した。次い

で 各培養液の一白金耳を分離用培地に接種 し,一 夜培

養後,肉 眼的に菌の発育がみられない濃度をMBCと し

た。

6. β-lactamaseの 精製

BHIBで37℃,一 夜培養した菌液を,新 鮮なBHIB

に10%接 種 し,坂 ロフラスコで37℃,2時 間振盪培養

した後, S. marcescens W-24, E. cloacae H-27, P. mor-

ganii T-211, P. vulgaris T-178, P. aeruginosa S-83 で

は,イ ンデ ュ ーサ ー と してCMZを10μg/mlと な る よ

うに添 加 し,更 に37℃ で振 盪 培 養 を行 な った 。2時 間

後,4℃,1,000×g20分 間 の遠 心 で集 菌 し,0.1Mリ ン

酸 塩 緩 衝 液(pH7.0)で 洗 浄 した 後,再 び 同 緩 衝 液 に 懸

濁 した 。 次 い で,氷 冷 下 で 超 音 波 破 砕 し た 後4℃,

15,000×g30分 間 の 遠 心 上 清 を 粗 酵 素 液 と し,CM-

Sephadex C=50(Pharmacia,Sweden)で 精 製 した。

7. β-lactamaseの 誘 導

BHIBで37℃,一 夜 培 養 した菌 液 を新 鮮 なBHIBに

10%接 種 し,坂 口 フ ラス コで37℃,2時 間 振 盪 培 養 を

行 な った 。培 養液 をL字 管 に 分 注後,各 薬 剤 を そ れ ぞれ

1μg/ml,10μg/mlお よび100μg/mlと な る よ うに添 加

し,更 に,2時 間 振壷 培 養 を行 な った 。4℃ ,1,000×g

20分 間 の 遠 心 で 集 菌 し,0.1Mリ ン酸 塩 緩 衝液(pH

7.0)で1回 洗 浄後,同 緩 衝 液 に 懸濁 した。次 い で,氷 冷

下 で超 音 波 破 砕 した後,そ の遠 心(4℃,15,000×g ,30

分 間)上 清 の β-lactamase活 性 を 測 定 した。

8)β-lactamase活 性 測 定 法

β-lactamase活 性 の 測 定 は,ミ ク ロヨ ー ド法6)お よび

UV法?)で 行 な っ た。 なお,1unitは ,0.05Mリ ン酸 塩

緩 衝 液(pH7.0)中,30℃ で1分 間 に1μmoleのCER

を加 水 分 解 す る 酵 素 量 と し た 。 ま た,蛋 白濃 度 は ,

LOWRY法8)に よ り測 定 した。

9. 培 養液 中 で の薬 剤 安 定 性

BHIBで 一 夜 培 養 した菌 液 を各 薬 剤100μg/mlを 含 む

新 鮮 なBHIBに 約105cells/mlと な る よ うに 接 種 し,37

℃ で 静 置 培 養 を行 な った 。 経 時 的 に培 養 液0 .5mlを 採

取 し,等 量 の メ タ ノー ル を加 え よ く撹 伴後,更 に1/15M

リ ン酸 塩 緩 衝 液(pH7.0)を1ml加 え,そ の遠 心(4℃
,

1,000×9,10分 間)上 清濃 度 をBioassayに よ り測定 し

た 。

10.Bioassay

PIPCは, Micrococcus luteus ATCC 9341 , 他の薬剤

は Bacillus subtilis ATCC 6633 を検定菌とする薄層ペー

バ ー デ ィス ク法 で 行 な っ た。 ま た,標 準 曲線 は,25%メ

タ ノ ー ル を含 有 した1/15Mリ ン酸 塩 緩衝 液(pH7 .0)

を用 いた 。 な お,検 体 中 の メ タ ノー ル を除去 す るため,

プ レー トに は りつ け る前 に,デ ィス クを37℃ の孵卵器

中 で30分 間放 置 した 。

II. 実 験 結 果

1. S. faecalis に対する薬剤の抗菌活性

S.faecalis 50株 に 対す るpenicillin系8薬 剤お よび

cephem系6薬 剤のMICを 測定 し,累 積百分率で示し

た(Fig.1)。AMPCが 最 も優れた抗菌力を示し,次

Fig. 1 Sensitivity distribution of clinical 
isolates S. faecalis
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Table 1 Antibacterial activity of PIPC, ABPC, AMPC and CBPC

Inoculum size: 105 cells/ml, MIC, MBC (ƒÊg/ml).

いで,ABPC,PCG,PIPCの 順 で あ り,DMPPC,

MCIPC,SBPC,CBPCは,50～100μg/mlと 抗 菌 力 は

弱かった。cephem系 薬 剤 はpenicillin系 薬 剤 よ りも全

般に活性 は低 く,CPZお よびCEZは25μg/mlに ピー

クを有 し,CBPC,SBPCな ど よ りも若 干 優 れ た 成 績 で

あった。 なお,デ ー タ は示 さ なか っ た が,108cells/ml

接種時の成 績 は106cells/ml接 種 時 と類 似 して お り,菌

量差はほ とん ど認 め られ なか っ た 。

2. 単独培養時 の薬 剤 の抗 菌 活性

Fig.1の 結 果か ら S. faecalis に対 し,抗 菌活性の高い

AMPC,ABPC,PIPCと 活 性 の 低 いCBPCを 選 びS.

faecalis D-69 ならびに混合相手菌9株 に対するMIC,

MBCを 測定 した。Table1に 示す とお り,い ず れ も

MICとMBC値 に 大きな差は認められなかった が,

ABPC,AMPCで は P. vulgaris T-191 で差が認められ

た。

3. 混合培養時の薬剤のMBC

Table1に 示 した9菌 株と混合培養 した時の S.faeca-

lis D-69 に 対 す るMBCを 測 定 した(Fig.2)。PIPCの

MBCは, S. marcescens W-24, E. cloacae H-27, P.

morganii T-211, P. vulgaris T-178, P. vulgaris T-

191, P. vulgaris T-189, P. aeruginosa S-83 などとの混

合培養時には単独培養時とほぼ一致しており,混 合培養

による影響はほ とんど認められなかった。 この傾向は

Fig. 2 MBC of PIPC, ABPC, AMPC and CBPC against S. faecalis D-69 in mixed culture
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CBPCに おいても認められたが,そ のMBC値 はPIPC

より4管 程度劣っていた。一方,ABPC,AMPCの 単独

培養時のMBCはPIPCよ りも若干優れてはいるもの

の, S. marcescens W-24, E. cloacae H-27, P. morga-

nii T-211, P. vulgaris T-178, P. vulgaris T-191 との混

合 培 養時 で は,50～1,600μg/mlを 示 し,殺 菌 力 の 大 幅

な低下が認められた。P. aeruginosa S-83 との混合培養

時にも若干殺菌力の低下が 認められたが, P. vulgaris

T-189と の混合では影響はみられなかった。

構成的にCSaseを 産生す る E. coli GN 5482, E. cloa-

cae H-39 との混合培養時ではCBPCが 最 も影響を受け

に くく,次 い でPIPC,ABPC,AMPCの 順 であ った 。

なお, S. faecalis D-69 と混合培養した菌に対す る

MBCは,い ずれの薬剤 ともに単独および S. faecalis D-

69と の混合培養時で変化はほとんど認められなかった。

4. 培養液中での薬剤の安定性および菌数変化

S. faecalis D-69, P. vulgaris T-178, P. vulgaris T-

191, P. vulgaris T-189 の単独および混合培養時の各薬

剤 の安 定 性 をFig.3に 示す 。 S. faecalis D-69 単独培養

時では4剤 ともに比較的安定で24時 間後においても70

%以 上の残存活性 を有 して い た。 S. faecalis D-69

と P. vulgaris T-178 との混合培 養時 ではABPCと

AMPCは 不 安定であ り,6時 間後に10%以 下とな
った

が,PIPCは24時 間後においても70%の 残存活性を示

していた。また,CBPCは6時 間後に60%の 残存活性

を示したが,24時 間後には3.1%(検 出限界)以 下であ

っ た 。 P. vulgaris T-191 との混合培養時では P. vulga-

ris T-178 の場合と同様,ABPCとAMPCが 最も不安

定であったが,そ の消失は緩やかであった。P. vulgaris

T-189と の混合培養時では S. faecalis D-69 単独培養時
とほ とんど類似 してお り,4剤 と も比較的安定であっ

た。この混合培養時の薬剤の安定性は,混 合相手菌であ

る各 P. vulgaris 単独培養時の安定性と極めて類似した

成績であった。

次に,培 養液中での安定性に極端に差がみられたP.

vulgaris T-178 ならびに P. vulgaris T-189 と S. fae-
calis D-69 との混合培養時の生菌数を測定した。その成

績 をFig.4,5に 示 す 。 な お,図 中 のa)は 単独培養

時,b)は 混合培養時の成績である。S. faecalis D-69と
混合培養した P. vulgaris はいずれの菌株においても単

独培養時と混合培養時でその成績はよく一致しており,

P. vulgaris に対する薬剤の殺菌性はS. faecalis の影響を

Fig. 3 Residual activity of PIPC, ABPC, AMPC and CBPC in the culture

The initial concentration of penicillin was 100ƒÊg/ml
,
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Fig. 4 Bactericidal effect of PIPC, ABPC, AMPC and CBPC in mixed culture of 
S. faecalis D-69 and P.vulgaris T-178

The initial concentration of penicillin was 100ƒÊg/ml

Fig. 5 Bactericidal effect of PIPC, ABPC, AMPC and CBPC in mixed culture of 

S. faecalis D-69 and P. vulgaris T-189

The initial concentration of penicillin was 100ƒÊg/ml.
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Table 2 Stability of PIPC, ABPC, AMPC and CBPC to g-Iactamase

) Relative rates of hydrolysis are expressed in the percentage of hydrolysis of 

cephaloridine. 

The concentration of each substrate was 100ƒÊM. 

Fig. 6 Inducer activity of PIPC, ABPC, AMPC and CBPC in 

CSase-producing strains

Drug concentration: a=1.0ƒÊg/ml, b=10ƒÊg/ml
, c=100ƒÊg/ml
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Fig.7 Inducer activity of PIPC, ABPC, AMPC and CBPC in P. vulgaris T-178, T-191, and T-189

Drug concentration: a=1.0ƒÊg/ml, b=10Reml, c=100ƒÊg

* <0.01unit/mg of protein

受けなかった。一 方, S. faecalis D-69 は P. vulgaris に

よって影響の受け方が異なっていた。すなわち, P. vul-

garis T-178 との混合培養時では, S. faecalis D -69 に対

するPIPCの 殺菌性は 単独培養時と同様殺菌的であっ

たが,ABPC,AMPCお よびCBPCで は,い ずれも単

独培養時には殺菌的に作用するにもかかわらず,混 合培

養時では6時 間以後に再増殖が認められた。P. vulgaris

T-189と の混合培 養 時 で は,各 薬 剤 と も S. faecalis D-
69に対して単独培養時と同様殺菌的に 作用 した。 いず

れも混合培養時の S. faecalis に対す る薬剤の殺菌性は
AMPCを 除い て P. vulgaris 単独培養時の殺菌性と比較

的よく一致 して いた 。

5. β-lactamaseに 対 す る安 定 性

各菌株由来の β-lactamaseに 対 す る 薬 剤 の 安 定 性 を

CERを100と した相 対 加 水 分 解 速 度 で求 め た(Table

2)。CBPCは いず れ の β-lactamaseに 対 して も 高 い安 定

性を示 した。PIPC ,ABPC,AMPCは, P. vulgaris T-

178, P. aeruginosa S-83
由 来 の β-lactamaseに 対 して

若干安定性 は劣 る もの の,他 の β-lactamaseに 対 して は

比較的安定 で,3剤 とも類 似 した 値 を 示 した 。

6. 薬剤 の β-lactamase誘 導 能

各薬剤の β-lactamase誘 導 活 性 をFig .6に 示 す 。

PIPCの 誘導能 は いず れ の菌 株 に お い て も非 常 に低 か
っ

たが,ABPC ,AMPCお よびCBPCは 高 い 誘 導 能 を示

し 高濃度で高くなる傾向が認められた
。P. aeruginosa

S-83に おける誘導時の活性は,他 の菌株よりも低値を

示 した 。 さ ら に,Fig.7に 示 した よ うに P. vulgaris T-

178,T-191,T-189に 対 す る各薬 剤 の誘 導 能 を 比 較す る

と, P. vulgaris T-178 で最も高く,次 いで P. vulgaris

T-191で あ り, P. vulgaris T-189 ではいずれの濃度にお

いてもほとんど酵素誘導は認められなかった。

III. 考 察

今回,我 々は複数菌感染において分離頻度の高い8。

faecalis と β-lactamase産 生 グ ラ ム陰 性 菌 とを試 験 管 内

で 混 合 培 養 し,penicilli貧 系 薬 剤 の S. faecalis に対する

殺菌力が単独および混合培養時でどのように変動するか

について検討 した。

その結果,誘 導的な β-lactamase産 生菌 との混合培養

時には,PIPC,CBPCは ほ とんど影響を受けなかった

が,ABPC,AMPCで は大きく影響を受け殺菌力が低下

した。一方,構 成的な β-lactamase産 生菌 との混合培養

時にはPIPCは 程度の差はあるもののABPC,AMPC

と同様影響を受け殺菌力が低下 した。この理由として混

合相手菌 と したグラム陰性菌の産生 す る β-lactamase

の関与が 考えられた。 そこで β一lactamaseに 対する各

penicillin系 薬剤の安定性について検討したが,ABPC,

AMPC,PIPCに はその 程度に大きな差は認 め られ

ず,混 合培養時の S. faecalis に対 す るPIPC,ABPC,

AMPCの 殺菌力に及ぼす影響の差を説明できなかった。

そこで誘導的に β=lactamaseを 産生す る菌に対する各
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薬 剤 の β-lactamase誘 導 能 を検 討 した ところ,い くつ か

の報 告9～11)にもみ られ る よ うにPIPCは β-lactamase誘

導 能 が非 常 に低 く,ABPC,AMPC,CBPCで は 高 い

誘 導 能 を 示 す こ とが 明 らか とな っ た。 した が って,混

合 培 養時 のS..faecalisに 対 す るPIPC,ABPCお よ び

AMPCの 殺 菌 力 の差 は 混 合 相 手 菌 の 産 生 す る β-lacta-

mase量 の 差 に よる薬 剤 の不 活 化 の 程 度 に 起 因 す る も の

と考 え られ た。 今 回 の検 討 で,PIPCが 誘 導 的 に β-lac-

tamaseを 産生する菌 との混合培養時に S. faecalis に

対 す る殺 菌 力 は低 下 せ ず,構 成 的 に β-lactamaseを 産 生

す る菌 との 混合 培 養 時 に低 下 した結 果 もこ れ を裏 付 け て

い る。 と こ ろ で,CBPCは β-lactamase誘 導 能 が,

ABPC,AMPCと 同様 高 い に もか か わ らず β-lactamase

産生菌との混合培養時にS. faecalis に対する殺菌力の低

下 がほ とん ど認 め られ なか っ たが,お そ ら く,β-lacta-

maseに 対 す る安 定 性 がABPC,AMPCよ り優 れ て い る

た め と 考 え られ る。 次 に,誘 導 的 に 産 生す る β-lacta-

mase活 性 が 異 な る P. vulgaris を用 い, S. faecalis D-

69と の混合培養時の培養液中での薬剤の安定性 と生菌

数変化についても更に詳細に検討を行なった。誘導され

る β-lactamase活 性 の 高 い P. vulgaris T-178 との混

合 培 養 時 に は,PIPC》CBPC>ABPC,AMPCの 順 に 安

定 で あ り, S. faecalis D -69 に対 してPIPCは 殺菌的で

あ った が,ABPC,AMPC,CBPCで は再 増 殖 が 認 め ら

れ た 。 な お,デ ー タは 示 さ なか っ た が P. vulgaris T-191

との混合培養時にもPIPC,ABPC,AMPCは P. vulga-

ris T-178 との混合培養時 と同傾向を示 した。 β-lacta-

maseの 誘導がほとんど認められない P. vulgaris T-189

との混合培養時には,い ずれの薬剤も対照群と同様安定

であ り, S. faecalis D-69 および P. vulgaris T-189 に

対しても殺菌的に作用 していた。この殺菌力と培養液中

での薬剤の安定性,薬 剤の β-lactamase誘 導能および酵

素に対する安定性の関係は,南 ら11)がE. cloacae を用い

て示 した結果と類似 していた。このように, P. vulgaris

各 菌 株 に お い て誘 導 され る β-lactamase活 性 の程 度 が,

各 P. vulgaris 単独培養時および S. faecalis D-69 との

混合培養時の薬剤の安定性の結果によく反映されてお

り,薬 剤の消長と混合培養時の S. faecalis D-69 に対す

る殺菌力の結果とはよく相関 していた。

以上,単 独感染時には強い抗菌力を示す薬剤であって

も,β-lactamase産 生 グラム陰性菌との複数菌感染時に

は混合菌の産生する β-lactamaseに 対する安定性が劣っ

た り,あ るいは酵素誘導能の高い薬剤では抗菌力の低下

が懸念される。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF ƒÀ-LACTAM ANTIBIOTICS 

AGAINST STREPTOCOCCUS FAECALIS 

BACTERICIDAL ACTIVITIES OF PENICILLINS AGAINST STREPTOCOCCUS 

FAECALIS IN MIXED CULTURES WITH j3-LACTAMASE PRODUCING 

GRAM-NEGATIVE BACTERIA 

KATSUHIKO KUMANO, SHINZABUROU MINAMI, NAOKO OGAKE, 

YASUO WATANABE, TAKASHI YASUDA and ISAMU SAIKAWA 

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.

Bactericidal activities of penicillins against S. faecalis in single and mixed cultures with ƒÀ-lactamase 

producing gram-negative bacilli were investigated by measurement of minimum bactericidal concen-

tration (MBC). 

Bactericidal effects of ampicillin and amoxicillin against S. faecalis were remarkably reduced in most

mixed cultures. That of piperacillin (PIPC) was reduced in mixed cultures with strains producing 

constitutive ƒÀ-lactamase, but were not reduced in the case of mixed cultures with inducible ƒÀ-lacta-

mase producing strains. 

The stability of these penicillins against ƒÀ-lactamases of inducible ƒÀ-lactamase producing strains 

used as the combination partner in mixed cultures and their inducer activities for ƒÀ-lactamase 

production were also studied. Though all penicillins were stable to various ƒÀ-lactamases, there was a 

appreciable difference in the inducibility of these penicillins. PIPC hardly induced ƒÀ-lactamase produc-

tion, while other penicillins showed very high inducer activities. 

Accordingly, it seemed that the difference in the bactericidal effects of penicillins against S. faecalis 

in mixed cultures was attributable to the degree of inactivation of penicillins by ƒÀ-lactamase derived 

from the combination partner based on their inducer activities for ƒÀ-lactamase production.


