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Vancomycin(VCM)+Minocycline(MINO),VCM+Rifampicin(RFP),VCM+Cefamandole

(CMD)お よびVCM+Cloxacillin(MCIPC)の 併 用 効 果 を 臨 床 材 料 よ り 分 離 したMethicillin耐

性 黄 色 ブ ドウ球 菌 を 用 い微 量 液 体 希 釈 法 に よ り 検 討 した 。 相 乗 作 用(FIC index≦0.5)は,VCM

+MINOで5.9%,VCM+RFPで0%,VCM+CMDで84.0%,VCM+MCIPCで14.4%で

あ り,VCM+CMDの 組 み 合 わ せ は,他 の 組 み合 わせ よ り優 れ て いた｡ま たVCM+CMDの 組 み

合 わ せ は,殺 菌 曲線 で も 著 しい 相 乗 効 果 を示 し,重 症 なMethicillin耐 性 黄 色 ブ ドウ球 菌 感 染 症 に

対 す る臨 床 的 有 用 性 が うか が わ れ た 。

最近,Methicillin耐 性黄色 ブ ドウ球菌(MRSA)に 対

する感染症が増加 し,臨床上問題にな ってい る1)。また千

葉大学医学部附属病院でのMRSAの 分離率 も年 々増加

傾向を示 してい る2)。VCMはMRSAに 優 れた抗菌剤

であるが3),臨 床で用いる場 合,副 作用の点で大量に投

与することがで きない4)｡VCMの 使用量を減 らし,副

作用をできるだけ軽減 し,MRSAに 対す る抗 菌力を増

強させるためにも,他 の抗菌 剤 との併用が望まれ る。 そ

れ故,使 用薬剤の作用機作を考慮 して,MRSAに 対 し

て比較的MICの 低いMINO5～7),RFP6,7),CMD8)お

よびMCIPC6)を 用い,VCMと の併用効果 を検討 した

ので,そ の成績 を報告す る｡

1.実 験材料 と実験方法

1.使 用薬剤

VCMとCMDは 塩野義製薬か ら,FOMは 明治製

藁,MINOは 日本 レダ リー,MCIPCは 藤 沢薬 品か ら提

共を受けた純末を適宜溶解 して用 いた。

2.使 用菌株

千葉大学医学部附属病院検査部 で臨床材料か ら分離 し

ヒMRSA[Methicillinに 対す るMICが>4μg/ml9)]

9株 を用いた。 ただ し,VCMとMINOの 併用 の場合

こは,69株 中2株 は単剤 また は両剤 のMinimalinhi-

itory concentration(MIC)がCheckerboard外 にはず

L併用効果が判定できなか った。

3.相 乗作用

MRSAに 対す るVCM,MINO,RFP,CMDお よび

MCIPCのMICの 測 定 お よびin vitroで の併 用 効 果

は,Ca2+,Mg2+加Mueller-Hinton broth(Difco社)

を用 い 微 量 液 体 希 釈 法 に よ り検 討 した。 濃 度 の 設 定 は

NCCLS9)の 感 受 性 の 基 準 に 基 づ き,VCM,MINO,

RFP,CMDお よびMCIPCは それ ぞ れ,0.06～4.0

μg/ml,0.125～8.0μg/ml,0.004～0.25μg/ml,0.06～

64.0μg/ml,0.008～8.0μg/mlの2段 階 希 釈 濃 度 と し

た。Table1にCMDとMINOの 組 み合 わ せ法 を示 し

た 。 斜 線 の部 分 はCMDお よびMINOの 最終 濃 度 が2

μg/mlお よび1μg/mlに な る よ うに 組 み合 わ せ た とこ ろ

を 示 す 。VCM+MINO,VCM+RFP,VCM+CMD,

VCM+MCIPCの 上 記 の 各 々 の 濃 度 の 組 み 合 わ せ は

Table1の 方 法 に 従 っ て プ レー トを作 成 して お き,一 夜

培 養菌 を滅 菌 水 で10倍 に 希 釈 し,抗 菌 剤 含 有 培 地 に 接

種(こ の際0.1mlの 薬剤 含有 培 地 に約5×104個 の接 種

菌 量 とな る)し,37℃,48時 間培 養 後 菌 発 育 のみ られ ぬ

抗 菌 剤 の最 小 濃 度 の 組 み合 わ せ 点 を求 め た 。 併 用 効 果 の

強 さ は,併 用 に よ る菌 発 育 阻 止 点 で のFractional inhi-

bitory concentration(FIC)とFIC係 数(FICindex)

で表 わ し,最 も低 いFICindexで 代 表 させ た10,11)。FIC

indexが ≦0.5を 相 乗 作用,0.5<FIC index<１.0を 部

分 相 乗 作 用,FICindex=1.0を 相 加 作用,FIC index=

2を 不 関,FICindexが>2を 拮 抗 作 用 と した 。FIC

indexが ≦0.5の 場 合 を有 意 義 な相 乗 作 用 と した12,13)。

4.併 用 に よ る経 時 的 殺 菌 曲 線

併 用 に よ る 経 時 的 殺 菌 曲 線 に は,相 乗 作 用(FIC in-
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Table 1 Combination method of CMD and MINO

The shadowed portion showed CMD and MINO final concentration of 2ƒÊg/ml and 1ƒÊg/ml,

respectively when two drugs were combined.

Table 2 Comparison of fractional inhibitory concentration index (FIC index) in two-antibiotic combinations

against methicillin-resistant Staphylococcus aureus

dex≦0.5)を 示 した 株 か ら6株 選 ん で 用 い た 。MRSA

No.38,No.46,No.54,No.63お よ びNo.66株 を

Ca2+,Mg2+加Mueller-Hinton brothで 一 夜 培 養 し,

MRSA No.38株 はa),c),f)の 薬 液 に,MRSA No.

46株 はa)～c),e),f)の 薬 液 に,MRSA No.54株 は

a),d),g)の 薬 液 に,MRSA No.63株 はa),b),e)

の薬 液 に,MRSA No.66株 はa),d),g)の 薬 液 に,

菌 の最 終 菌 液 が 約106CFU/mlに な る よ うに加 え て,37℃

で培 養 し,3時 間,6時 間,24時 間 お よび48時 間 後 に

生 菌数 を 測 定 した 。 殺 菌 曲 線 に用 い た各 薬 剤 の濃 度 は 常

用 投与 量 で 得 られ る平 均 血 中 濃 度 を用 い た。 薬 剤 を 加 え

な い も の を対 照 と した 。

a) VCM 10ƒÊg/ml

b) MINO 1ƒÊg/ml

c) CMD 30ƒÊg/ml

d) MCIPC 30ƒÊg/ml

e) VCM 10ƒÊg/ml+MINO 1ƒÊg/ml

f) VCM 10ƒÊg/ml+CMD 30ƒÊg/ml

g) VCM 10ƒÊg/ml+MCIPC 30ƒÊg/ml

II.実 験 成 績 お よ び 考察

1.微 量 液 体Checkerboard法 に よ る併 用効果

結 果 をTable 2に 示 した 。VCM+MINOの 組み合わ

せ で 相 乗 作用 は4株(5.9%),部 分 相乗 作用 は10株

(14.9%),相 加 作用 は14株(20.8%),不 関は39株
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Fig. 1 Bactericidal effect of VCM+CMD

against MRSA No. 38 strain (ƒÊg/ml)

MIC: VCM 2 pg/ml, CMD 32 ƒÊg/ml

FIC index: 0.28

Fig. 2 Bactericidal effect of VCM+CMD

against MRSA No. 46 strain (ƒÊg/ml)

MIC: VCM 2 peml, CMD 32 ƒÊg/ml

FIC index: 0.37

(58.2%)に 認 め られ た。VCM+RFPの 組 み 合 わ せ で,

旧加作 用 は15株(21.7%),不 関 は52株(73.3%),拮

充作用 は2株(2.8%)に 認 め られ た｡VCM+CMDの

且み 合わ せ で は,相 乗 作 用 の 認 め ら れ た 株 は58株

84.0%),部 分 相 乗 作 用 は11株(15.9%)に 認 め られ

た。VCM+MCIPCの 組 み 合 わ せ で は,相 乗 作 用 は10

朱(14.4%),部 分 相 乗 作用 は44株(63.7%),相 加 作

1目は11株(15 .9%),不 関 は4株(5.7%)に 認 め られ

。VCM+MINO,VCM+RFP,VCM+CMDお よび

CM+MCIPCの 平均FIC indexは,そ れ ぞ れ1.50,

81,0.39お よび0.78で あ っ た 。

Fig. 3 Bactericidal effect of VCM+MINO

against MRSA No. 46 strain (ƒÊg/ml)

MIC: VCM 2 ƒÊg/ml, MINO 4 ƒÊg/ml

FIC index: 0.5

Fig. 4 Bactericidal effect of VCM+MINO

against MRSA No. 63 strain (ƒÊg/ml)

MIC: VCM 2 ƒÊg/ml, MINO 4 ƒÊg/ml

FIC index: 0.5

2.併 用 に よ る経 時 的 殺 菌 曲 線

MRSA NO.38株 お よびNo.46株 に対 す るVCM+

CMDの 併 用 効 果 をFig.1お よび2に 示 した。No.38株

お よびNo.46株 に対 す るVCMお よびCMDのMIC

は,2μg/mlお よび32μg/mlで あ っ た。Fig.1に 示 した

よ うに,No.38株 にVCM10μg/mlとCMD30μg/

mlを 併 用 させ3時 間 作用 させ る と,は じめ の 接 種 菌 量

106CFU/mlか ら104/mlに 減 少 し,24時 間 後 には101/ml

に,48時 間 後 に は菌 培 養 不 能(101/ml以 下)に な った 。

Fig.2か ら明 らか な よ うに,No.46株 にVCM10μg/

mlとCMD30μg/mlを 併用 させ,6時 間 作用 させ る と
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Fig. 5 Bactericidal effect of VCM+MCIPC

against MRSA No.54 strain (ƒÊg/ml)

MIC: VCM 2ƒÊg/ml, MCIPC 4ƒÊg/ml

FIC index: 0.5

Fig. 6 Bactericidal effect of VCM+MCIPC

against MRSA No.66 strain (ƒÊg/ml)

MIC: VCM 2ƒÊg/ml, MCIPC 4ƒÊg/ml

FIC index: 0.5

は じめ の 接 種 菌 量106CFU/mlか ら103/mlに 減 少 し,

24時 間 後 に は102/mlに,48時 間後 に は101/mlに ま

で減 少 した。Fig.3お よび4にMRSA No.46株 お よ

びNo.63株 に対 す るVCM+MINOの 併 用 効 果 を 示

した 。No.46株 お よびNo.63株 に対 す るVCMお よ

びMINOのMICは,2μg/mlお よび4μg/mlで あ っ

た 。Fig.3に 示 した よ うに,No.46株 にVCM 10μg/ml

とMINO 1μg/mlを 併 用 させ,6時 間 作 用 させ る とは

じめ の 接 種 菌 量106CFU/mlか ら105/mlに 減 少 し,24

時 間 後 に は103/mlに,48時 間 後 に は102/mlま で 減 少

した 。Fig.4か ら明 らか の よ うに,No.63株 にVCM

10μg/mlとMINO 1μg/mlを 併 用 させ,3時 間および

6時 間 作 用 させ る と'は じ め の 接 種 菌 量106CFU/ml

か ら105/mlに 減 少 し,24時 間 後 には103/mlに,48

時 間 後 に は102/mlま で 減 少 した 。MRSA No.54株 お

よびNo.66株 に対 す るVCM+MCIPCの 併用効果を

Fig.5お よび6に 示 した 。No.54株 お よびNo.66株 に

対 す るVCMお よびMCIPCのMICは,2μg/mlお

よび4μg/mlで あ っ た。Fig.5に 示 した よ うに,No.54

株 にVCM 10μg/mlとMCIPC 30μg/mlを 併用 させ,

6時 間 作 用 させ る と,は じめ の 接 種 菌 量106CFU/mlか

ら104/mlに 減 少 し,24時 間 お よび48時 間後には約

102/mlに 減 少 した。Fig.6か ら明 らか の よ うに,No.66

株 にVCM 10μg/mlとMCIPC 30μg/mlを 併用 させ,6

時 間 作 用 させ る と,は じめ の 接 種菌 量106CFU/mlか ら

104/mlに 減 少 し,24時 間 後 に は103/mlに,48時 間後

に は101/mlに まで 減 少 した。

今 回 我 々は 千 葉 大 学 医学 部 附 属病 院 検 査部 で臨床材料

か ら分 離 したMRSAを 用 い て,VCM+MINO,VCM

+RFP,VCM+CMDお よびVCM+MCIPCの 併用効

果 に つ い て検 討 した。VCM+RFPの 併 用効果 について

は,い ま ま で に 幾 つ か の論 文 が報 告 さ れ て い るが,そ

れ らの結 果 は 研 究 者 に よ っ て異 な っ て い る。例えば,

WATANAKuMKORNら は,VCM+RFPの 併用 で,供試した

MRSA 50株 中43株 に 拮 抗 作 用 が 認 め られた と報告し

て い る14)。FOLDESら は 相 乗 作 用 も 拮 抗 作用 も 認められ

なか った と報 告 し15),VARALDOら は,供 試24株 中大多

数 のMRSAに 対 して 不 関 を 示 し,2株 に 相乗作用が

認 め られ,拮 抗 作 用 は 認 め られ なか った と 報告 してい

る16)。TUAZONとMILLERは,VCM+RFPの 併用で供

試 菌 の12.1%に 相 乗 作 用 が 認 め られ た と 報告 してい

る17)。 今 回 の 実 験 で,我 々 はVCM+RFPの 組み合わせ

で,供 試69株 中52株 に不 関 を示 し,2株(2.8%)に

拮 抗 作 用 を 認 め た 。 相 乗 作 用 は認 め られ なか った。拮抗

作 用 を示 した 株 は,69株 中2株 とわず か であったが,

増 加す れ ば 治 療 上 大 き な問 題 とな る こ とが予想される。

今後 拮 抗 作用 を 示 すMRSAが 増 加 す るか どうかその推

移 を 見 守 って い く必 要 が あ る と思 わ れ る。 日本では ま

だVCMの 治 療 例 が少 な い 。 そ れ故,一 日も早 くVCM

の 効 果 的 な使 用 法 の確 立 が望 まれ る。

今 回 我 々は,VCM+CMDの 組 み 合 わせ で 供試菌株

69株 の84.0%と 著 しい 相 乗 作 用 が 認め られた。EINら

は,同 じ 薬 剤 の 併 用 でMethicillin耐 性表 皮ブドウ球

菌14株 の全 株 に 相 乗 作 用 が 認 め られ た と報告してい

る18)。

こ の実 験 で,我 々 はVCMに 蛋 白 合成 阻害剤である

MINOま た はRFPの 併 用 とVCMに 細胞壁合成阻害
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剤であるCMDま たはMCIPCの 併用 を行 なったが,

VCMにMINOま たはRFPを 組み合 わせ た時 の平均

FIC indexは,そ れぞれ1.50と1.81で,VCMと

MINOの 組み合わせ のFIC indexの 方が 低い 値 を 示

し,明 らか に両者間に有意 の差 が認め られ た。VCMに

細胞壁合成阻害剤であ るCMDま たはMCIPCを 組み

合わせた場合,VCM+CMDの 平均FIC indexは0.39,

VCM+MCIPCの 平均FIC indexは0.78で,VCM

とCMDの 組み合わせ のFIC indexの 方が低 い値 を

示 し,明 らかに両者間に有 意の差が認 め ら れ た。また

VCMに 蛋白合成阻害剤(MINOま たはRFP)を 併用

した場合 とVCMに 細胞壁合成阻害剤(CMDま た は

MCIPC)を 併用 した場合 を比較す ると,明 らか にVCM

と細胞壁合成阻害剤 の組み合わせた方 に著 しい併用効果

が認め られ た。今回我 々が 行 なったVCM+MINO,

VCM+RFP,VCM+CMD,VCM+MCIPCの 組み合

わせの うち,明 らか にVCM+CMDの 組み合わせ で著

しい相乗作用 のあ ることが,FIC indexお よ び 殺菌 曲

線で証明 さ れ た。HIRSCHLら は,MRSAはin vitro

ではCMDに 対 して感受性 であ ったが,in vivoで は臨

床的効果が な か った。それ故,MRSA感 染症 の治療に

CMDを 用い る場合 には他の薬剤 と併用す べ き だ と示

唆 している8)。我 々は,緑 膿菌呼吸器感染症 に 対 す る

Tobramycin,Cefsulodin,Fosfomycin 3剤 の併用療法

の研究において19).in vitroで のFIC indexと 臨床効

果 には相関が認められ た ので,VCM+CMDの 併用 は

臨床に用いてみ る価値 があ る と思われ る。
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EFFECTS OF COMBINATIONS OF VANCOMYCIN WITH

OTHER ANTIBIOTICS AGAINST METHICILLIN-

RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS

KOHKI TAKAHASHI and HARUSHIGE KANNO

Department of Laboratory Medicine, Chiba University Hospital, Chiba

RUEY-MEI CHEN

Department of Chest Medicine, Institute of Pulmonary Cancer Research,

School of Medicine, Chiba University, Chiba

The effects of antibiotic combinations against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
frequently found in hospitalized patients were investigated. By means of the microtiter broth dilu-
tion checkerboard method, the combinations of VCM+MINO, VCM+RFP, VCM-FCMD, and VCM+
MCIPC were synergistic against 5.9%, 0%, 84.0% and 14.4% of the strains tested. The mean frac-
tional inhibitory concentration indices of VCM+MINO, VCM+RFP, VCM+CMD, and VCM+MCIPC
were 1.50, 1.81, 0.39 and 0.78, respectively. The effect of combination of VCM+CMD was superior
to those of VCM+MINO, VCM+RFP, and VCM+MCIPC. In the time-killing curve studies, the
combination of VCM-FCMD also showed bactericidal effect against the selected strains of MRSA tested.
This combination therapy may be useful for severe MRSA infections.


