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BRL28500(Clavulanicacid-Ticarcillin)の 抗 菌 作 用 お よび

ク ラブ ラ ソ酸 の生 菌 中 β-lactamaseに 対 す る阻 害 効 果 に つ い て

中 沢 久1)・ 井 上 松 久2)・ 三 橋 進1)

1)エ ピゾーム研究所

2)群 馬大学医学部薬剤耐性菌実験施設

Clavulanicacid(CVA)とticarcillin(TIPC)を1:15の 比 率 で 配 合 した 注 射 用 β-lactam剤

で あ るBRL28500の 抗 菌 作 用,な らび に生 菌 中 に存 在 す る β-lactamaseに 対 す るCVAの 阻 害 効

果 につ い て検 討 を 行 っ た 。

(1)標 準 菌 株 に 対す るBRL28500の 抗 菌 力 は グ ラ ム陽 性 菌 でMIC値 が ≦0.05～0.8μg/ml,

グラ ム陰 性 菌 で0.2～12.5μg/mlの 範 囲 で あ り,TIPC単 独 の抗 菌 力 とほ ぼ 同 程 度 で あ った 。

(2)β-lactamase産 生 菌 に 対 す るBRL28500の 抗 菌 力 で は,PCaseお よびCXase産 生 菌 に

対 してBRL28500はTIPC単 独 よ りも遙 か に強 い抗 菌 力 を有 して い た。 しか し,CSase産 生 菌 に

対 して はTIPC単 独 と同程 度 であ った 。

(3)臨 床 分 離 株 で はS.aureus,S.epidermidis,E.coli,K.pneumoniae,Pmirabilis,P.

vulgaris,H.influenzae,Ngonorrhoeaeお よびB .fragilisに 対 してBRL28500はTIPC単 独 よ

り強 い 抗菌 力 を示 した。 ま た,2,5お よび10μg/mlのCVAを 添 加 した場 合 のTIPCの 抗 菌 力

は さ らに増 強 され た。

(4)生 菌 中 の β-lactamaseを 阻 害 す るた め に必 要 なCVAの 量 は,菌 の β-lactamase産 生 能

お よび菌 数 に よ り影 響 を受 け た0大 量 に β-lactamaseを 産 生 す る菌 で あ っ て も,菌 数 が109cells/ml

以 下 で あれ ば2.0μg/mlのCVAで2時 間 処 理 す る こ とに よ って ほ ぼ 完 全 な阻 害 効 果 が み られ た。

β-lactamase阻 害 剤 で あ るclavulanicacid(CVA)

は1976年 英 国 ビー チ ャ ム社 に よ って 発 見 され た1,2)。 そ

の 後CVAに 関 す る数 多 くの 研 究 が 行 わ れ,CVAと ペ

ニシ リン系 抗 生 物 質の 併 用 は β-lactamaseを 産 生 す る

菌 に対 して 顕著 な相 乗 効 果 を 発 揮 す る こ とが 証 明 され て

きた3,4)。 こ れ はCVAが 臨 床 上 重 大 な 問 題 とな って い

る ぺ ニシ リナ ー ゼ(PCase)お よび ナキ シ イ ミノセ フ ァ

ロスポ リナ ーゼ(CXase)を 強 力 に 阻 害 す る た め で あ

る5,6)。また,こ れ らの β-lactamaseに 対 す るCVA阻 害

機 構 につ い て詳 細 な 研 究 が 行 われ,CVAは β-lactam-

aseと 高 い結 合 親 和 性 を 有 す るた め,反 応 直 後 に は競 合

的 に阻 害 し,そ の 後 不 可 逆 的 に不 活化 す る こ と が知 られ

てい る。 しか し,現 在 まで に 行 わ れ た酵 素 学 的 検 討 の ほ

とん どが精 製 され た β-lactamaseに 対 す るCVAの 作

用機 構 で あ った。

今 回,我 々 は 注 射 用 ペ ニ シ リソ で あ るticarcillin

(TIPC)とCVAの 併 用 に よる抗 菌 作 用 お よび 生 菌 中 に

正常 な状 態 で 存在 して い る β-1actamaseに 対 す る阻 害

効 果 につ い て検 討 を行 っ た の で報 告 す る。

1・ 実 験 材 料 お よび 方 法

1.使 用 薬 剤

CVAお よびTIPCは ビーチ ャ ム薬 品(株)よ り分 与

を受 け た。 ま た,CVAとTIPCを1:15の 比 率 で配 合

し,BRL28500と して使 用 した0Cephaloridin(CER)

は 鳥 居 薬 品(株),penicillinG(PCG)は 明治 製 菓(株)

よ りそ れ ぞ れ分 与 を 受 け た 。

2.標 準 菌 株

標 準 菌 株 お よび各 種 臨 床分 離 細 菌 は,群 馬 大 学 医 学 部

附属 薬剤 耐 性 菌 実 験 施 設 の保 存株 を 用 い た 。

3.使 用 培 地

感 受 性 測 定 に はMueller-Hinton(MH)寒 天 培 地(ニ

ツス イ),PrOteoseNo.3寒 天 培 地(Difco),Brain

HeartInfusion(BHI)寒 天 培 地(Difco)お よびGAM

寒 天 培 地(ニ ッス イ)を 使 用 した0Bactericidalactivity

の測 定 に はAntibioticMedium3(ABM3,Difco)を 用

いた 。 そ の他,BHI液 体 培 地(Difco),GAM寒 天 培 地,

GAM液 体 培 地(ニ ッス イ),Trypticasesoy液 体 培 地

(BBL),BSG溶 液 を 使 用 した 。

4.最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)測 定

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法9)に 従 っ た。 寒 天 平 板 希 釈 法

に よ り,感 受 性 測 定 用 ブ イ ヨ ン培 地 で37℃,18時 間 培

i養した 試 験菌 液 を 約106cells/mlに な る よ うにBSG溶

液 で 希 釈 し,そ の5μlを 薬 剤 含有 平 板 に 接 種 し,続 い

て37℃ で18時 間培 養後,そ のMICを 判 定 した。2V



2 CHEMOTHERAPY OCT. 1986

gomrrhoeaeの 場 合 は1%Hemoglobin (Difco),1%

Deflned supplement (BBL)加Proteose No. 3寒 天 培 地

で培 養 後,Trypticase soy液 体 培 地 に菌 を 浮 遊 さ せ106

cells/mlと し,薬 剤 含有1% Hemoglobin, 1% DeHned

supPlement 加Proteose No.3寒 天 培 地 に5μl接 種 し,

37℃ で18時 間 ロー ソ ク培 養 を行 い,MICを 求 め た 。

β.fragilisの 場 合 はGAM寒 天 培 地 に菌 を 接 種 しMIC

を求 め た 。 各 薬 剤 が 被 検菌 の50%, 75%お よび90%

の発 育 を阻 止す るMICを そ れ ぞ れMIC 50, MIC 75,

MIC 90と した 。

5.殺 菌 効 果 測 定

試 験 菌 を37℃,18時 間ABM 3培 地 で培 養 し,こ の

菌 液 を希 釈 し,菌 数 が104 cells/mlと な る よ う新 た な

ABM 3培 地 に接 種 し,振 と う培 養 を行 っ た。 培 養2時

間後,薬 剤 を添 加 し,経 時的 に生 菌 数 を測 定 した 。

6.β-lactamaseの 活 性 測 定

β-lactamaseの 活 性 測 定 はUV法10)に よ り行 っ た。基

質 と して500μMのPCGま た は100μMのCERを 用

い た 。

7.CVAの 生 菌 中 β-1actamaseに 対 す る阻 害 効 果 の

測 定

A.増 殖 を停 止 した 菌 に対す る効 果

β-1actamase産 生 菌 をABM 3培 地 で一 夜 培 養 し,そ

の培 養液 を新 た なABM 3培 地 で20倍 に 希釈 し,37℃

で振 と う培 養 を行 った 。 培 養 液 のOD 570が0.7に 達 し

た時 に遠 心 して集 菌 し,菌 体 をBSGで2回 洗 浄 した 後

約109cells/mlと な る よ うBSGに 懸 濁 した 。 こ の懸 濁

液 を37℃ で2時 間 加温 した後,CVAを 添 加 し,静 か に

振 と う しな が らさ ら に37℃ の 加 温 を続 け た 。 こ の菌 懸

濁 液 を経 時 的 に採 取 し,冷 却 して遠 心 し,液 体 を0-05M

リン酸 緩 衝 液(pH7.0)で2回 洗 浄 し,同 緩 衝 液 に懸 濁

した 。 この菌 液 を超 音 波 破 砕 し,10,000×gで30分 間

遠 心 し,上 清 の酵 素 活 性 を 測 定 した 。

B.CVAの β-lactamase阻 害 効 果 に対 す る菌 数 の影

響

β一lactamase産 生 菌 をABM3培 地 で上 記 と同様 に培

養 し,培 養 液 のOD570が0.7に 達 した時 に遠 心 して集

菌 し,菌 体 をBSGで2回 洗 浄 した後,菌 体 を108～1010

cells/mlの 各 種 菌 濃 度 と な る よ うにBSG溶 液 に 懸濁 し

た 。 こ の懸 濁 液 を37℃ で2時 間 加 温 後,CVAを 最終 濃

度 が 一 定 とな る よ う添 加 し,さ ら に37℃ の 加 温 を2時

間 続 け た 。 そ の 後,遠 心 して集 菌 した 菌 体 を0.05Mリ

ン酸 緩 衝 液(pH7.0)で2回 洗 浄 し,同 緩 衝 液 に 懸濁 し

て,超 音 波 破 砕 し,10,000×9で30分 間遠 心 し,上 清

の酵 素 活 性 を 測 定 した。

II.実 験 結 果

1)標 準 菌株 に対 す る抗 菌 スペ ク トラ ム

標 準 菌 株 に 対 す るBRL 28500の 抗菌 力 をTIPC,

CVAお よび 一 定 量 のCVAを 添 加 した 場 合 のTIPCの

抗 菌 力 と 比 較 検 討 し た 。 結 果 をTable 1に 示す.BRL

28500は,グ ラム 陽 性菌 に対 して は ≦0.05か ら0.8μg/

ml,グ ラム 陰性 菌 に対 して は0.2か ら12.5μg/mlで そ

の発 育 を 阻 止 し,幅 広 い 抗 菌 ス ペ ク トル を 示 した。P.

aeruginosaに 対 して もMIC 1.56～12.5μg/mlと 良 好

な値 を示 した 。 ま た,K.pneumoniae PCI 602に 対 す る

抗 菌 力 で は,TIPCよ り16倍 す ぐれ た値 を示 した。 そ

の他 の菌 に対 して は,BRL 28500とTIPCは ほ ぼ 同程

度 の抗 菌 力 を示 した。

2.β-lactamaseの 産 生 菌 に対 す る抗 菌 力

代 表 的 な β-lactamaseを 産 生す る 菌 に 対 す るBRL

28500の 抗 菌 力 をTable 2に 示 す 。全 て の タ イ プのペ ニ

シ リナ ー ゼ(PCase)お よび オ キ シイ ミノセ フ ァロスポ

リナ ー ゼ(CXase)を 産 生 す る菌 に対 しBRL 28500の

抗 菌 力 はTIPCよ り遙か に優 れ て い た。ま た,一 定量 の

CVAを 添 加 した場 合 のTIPCの 抗 菌 力 はCVA添 加量

に相 関 して増 強 され た 。

3)臨 床 分 離 細 菌 に対 す る感 受 性 分 布

臨 床 分 離 株 のS. aureus(100株),S. epidermidis(53

株),E.coli(175株),K.pneumoniae (71株),C.fre-

undii (52株),EcZoacae (54株),P.mirabilis(109

株),Pmlgaris (38株),M.morganii(50株),P.rett-

geri (54株),P.inconstance (50株),Smarcescens (50

株),N.gonorrhoeae (50株),ampicillin (ABPC)耐 性

H.influenzae(46株),Paemglnosa(97株),X.maltoP-

hilia (50株),A. cfoaceticus (51株),B.fragilis(37

株),C.perfringens (17株),C.difficile (27株)の 計20

菌 種,1, 231株 に対 す る抗 菌 力 につ い て 検討 を行 った。

グ ラム陽 性 菌 のS.aureusお よびS.epidermidisに 対

して,CVAが2,5お よび10μg/ml添 加 さ れ る こ とに

よ ってTIPCの 抗 菌 力 が増 強 した(Fig.1, 2)。 特 に5.

aureusで はTIPCのMICが1.56μg/ml以 上 の 菌 が

80%以 上 であ っ た が,CVAを2μg/ml添 加す るこ とに

よ って90%以 上 の株 が1.56μg/ml以 下 のTIPCで 発

育 を 阻 止 され た 。

ABPC耐 性(MlC>100μg/ml)のE. coli 77株 に対

す る感 受 性 をFig.3に,そ の他 のE.coli 98株 の結 果 を

Table 3に 示 した。ABPC耐 性 のE.coliに 対 し,TIPC

単 独 では ほ とん どの株 が200μg/ml以 上 のMIC値 を示

し,50%以 上 の 株 が800μg/ml以 上 の 高 度 耐 性 株 であ

っ た。 しか し,CVAを1μg/ml添 加 す る だ け で50%

以 上 の 株 が25μg/ml以 下 のMICと な り,5μg/mlの
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Table 1 Antibacterial activity of BRL28500 against standard strains of bacteria
(106cells/m1)

Table 2 Antibacterial activity of BRL28500 against /3-lactamase producing strains
(106cells/ml)
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Fig. 1 Sensitivity distribution of clinical isolates: S. aureus (106  cells/m1)

Fig. 2 Sensitivity distribution of clinical isolates: S. e pidermidis (106 cells/m1)
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Fig. 3 Sensitivity distribution of clinical isolates: ABPC-resistant E. coli (106 cells/ml)

CVA添 加 で は90%以 上 の株 が12.5μg/ml以 下 のMIC

値 とな った 。 さ らに10μg/mlのCVAが 添 加 され る と

全 株 を12.5μg/mlのTIPCで 発 育 阻 止す る こ とが で き

た(Fig.3)。

Kpneumoniaeで はTIPCに 対 して25μg/ml以 上 の

MICを 示す 株 が80%以 上 で あ った が,CVAを2μg/

ml添 加す る こ と に よ って 約90%の 株 が6.25μg/ml以

下 のMICと な った 。MICgo値 で比 較す る と,TIPC単

独 では800μg/ml以 上 であ る の に対 し,CVAを2μg/ml

添 加す る と,12.5μg/ml,5μg/mlの 添 加 で6.25μg/ml,

10μg/ml添 加 で1.56μg/mlと 顕 著 な 低 下 を 示 し た

(Fig.4)。

TIPC耐 性(MIC≧12-5)のP.mirabilis 12株 に対 す

る感受 性 をFig.5に,TIPC感 受 性 のP.mirabilis 97株

の成 績 をTable4に 示 した 。P.mirabilisで はTIPCに

耐 性 を示 した12株 に対 しCVAを 添 加 した効 果 が認 め

られ,TIPCのMIC値 と して8倍 か ら32倍 の抗 菌 力

の増 強 が示 され た(Fig.5)。TIPC感 受 性 の株 は,BRL

28500に 対 して もTIPCと 同 様 の 感 受 性 を 示 し,MICgo

値 は どち ら も0.78μg/mlで あ っ た(Table 4)。

P.vulgarisは 染 色 体 性 のCXaseを 産 生 す る菌 と して

知 られ て い るが,CVAは こ のCXaseを 阻害 す る た め

TIPC単 独 よ りもCVAを 添 加 した 場 合 の抗 菌 力 は増 強

され た 。TIPC単 独 とCVAを2,5,10μg/ml添 加 した

場 合 のMICgo値 は そ れ ぞ れ12.5と0.78,0.78,0.39

μg/mlで16倍 か ら32倍 の 差 が 見 られ た(Fig.6)。

ABPC耐 性(MIC≧0.78μg/ml)のH.influenzaeで

は70%以 上 の株 がTIPCのMIC値0.78μg/mlか ら

1.56μg/mlで あ った のが,2μg/mlのCVA添 加 に よ っ

てMIC分 布 の ピー ク値 が0.1μg/mlと な り,0.2μg/ml

で全 株 の発 育 を阻 止 した(Fig.7)。

N.gonorrhoeaeで は 試 験 した50株 中5株 がTIPC

1.56μg/ml以 上 の耐 性 を示 した 。TIPC耐 性N .gonorr-

hoeae 5株 の成 績 をFig.8に,そ の他 の45株 の 感 受 性

をTable 5に 示 した 。TIPC耐 性 株 のTIPCに 対 す る

MICgo値 は6.25μg/mlで あ っ た が,CVAを2μg/ml

添 加す る こ とに よっ て0.39μg/mlに 低 下 した(Fig.8)。

しか し,TIPCのMIC値 が0.78μg/ml以 下 の 株 に対 し

て はMICg。 値 はTIPCで0.78μg/ml,BRL28500で

も0.78μg/mlと 同程 度 であ っ た(Table5)0

嫌 気 性菌 のB.fragilisもCXaseを 産 生 す る菌 と して

知 られ て い るが,TIPCに 対 しMIC90お よびMIC50値

は そ れ ぞ れ>100と25μg/mlで あ っ た。 しか し,CVA

を2μg/ml添 加す る こ とに よ ってMIC90お よびMIC50
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Fig. 4 Sensitivity distribution of clinical isolates: K. pneumoniae (106 cells/ml)

Fig. 5 Sensitivity distribution of clinical isolates: TIPC-resistant P. mirabilis (106cells/m1)
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Fig. 6 Sensitivity distribution of clinical isolates: P.vulgaris (106 cells/nil)

Fig. 7 Sensitivity distribution of clinical isolates: ABPC-resistant H. influenzae (106 cells/ml)
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Fig. 8 Sensitivity distribution of clinical isolates:

TIPC-resistant N. gonorrhoeae(106 cells/m1)
値 はそ れ ぞ れ6-25μg/m1,0.39μg/mlに ま で低 下 した。

ま た,MICの ピー ク値 も12.5μg/mlか ら0.39μg/ml

ま で 低 下 して32倍 の 差 が み られ た(Fig.9)。

そ の他 の菌 種 に 対 して は,TIPCとBRL28500は 同

程 度 の抗 菌 力 を 示 し,CVAを 添 加 す る こ と に よ る相 乗

効 果 は顕 著 で は なか った(Table6～16)0

4)殺 菌 効 果

PCaseを 産 生 す るEIcoliML5005,K.pneumonice

ML5006お よびCXaseを 産 生 す るPvulgarisML

5008に 対 す る殺 菌 効 果 に 関 して も,TIPCとCVAと の

相 乗 作 用 が あ るか,TIPCお よびCVA単 独 の 場 合 と 比

較 した 。

ElcoliML5005で は,800μg/mlのTIPCま た は10

μ9/mlのCVAを 添 加 して もcontrolと ほ ぼ 同 じ速 度 で

菌 が増 殖 す るの に対 し,TIPC50μg/mlとCVA5μg/ml

添 加す る こ とに よ って4時 間 後 には 完 全 な 殺 菌 効 果 が み

られ,ま たCVA濃 度 が10μ9/mlと な った 場 合 はTIPC

50μg/mlで2時 間後 に殺 菌 され た(Fig.10)。

ム(.pneumoniaeML5006で も,TIPC800μg/mlま た

はCVA10μg/mlで は 菌 の増 殖 を阻 止 で き なか った が,

TIPC12.5μg/mlとCVA5μg/mlの 添 加 に よ っ て完 全

に殺 菌 され た 。 また,こ の条 件 で24時 間 後 の再 増 殖 も

見 られ なか った(Fig.11)。

Fig. 9 Sensitivity distribution of clinical isolates: B. fragilis (106 cells/ml)
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Fig. 10 Bactericidal activity of TIPC with CVA

Fig. 11 Bactericidal activity of TIPC with CVA

Fig.12 Bactericidal activity of TIPC with CVA

P.vulgaris ML 5008で は,6.25μg/mlのTIPCで 完

全 な殺 菌 効 果 は み ら れ なか った が,0.8μg/mlのTIPC

濃 度 で もCVAを5μg/ml添 加す る こ とに よっ て6時 間

後 に殺 菌 され た(Fig.12)。

5)CVAの 生 菌 中 β-lactamaseに 対 す る効 果

生 菌 中 に 正常 な 状 態 で 存在 す る β-1actamaseに 対 す

るCVAの 阻 害 効 果 を検 討す るた め,増 殖 した菌 を集 め

約109cells/mlの 菌 数 でBSG溶 液 に 懸濁 させ て菌 の増

Fig. 13 Inhibition of intracellular ƒÀ-lactamase

by CVA in BSG

Fig. 14 Inhibition of intracellular /3-lactamase
by CVA in BSG

殖 を停 止 し,CVAを 各 種 濃 度 で一 定 時 間 作用 させ た。

そ の後,添 加 したCVAを 洗 浄 し β-lactamaseの 残 存活

性 を 測 定 した。

PCaseを 大 量 に産 生 す るEooli No,110に 対 して は,

2μg/mlのCVAを2時 間 作用 させ る こ とに よ り菌 の持

つ β-lactamase活 性 がほ ぼ 完 全 に阻 害 され た 。 また,1

μ9/m1のCVAで も50%以 上 の活 性 が 阻 害 され,阻 害

効 果 は24時 間 後 まで 持 続 した(Fig.13).

CXaseを 大量 に産 生 す るK.olytoca GN 10650に 対

して は,5μg/mlのCVAで1時 間 処 理 す る こ とに よ り

ほ ぼ完 全 な阻 害 が 見 られ た 。 ま た,2μg/mlのCVAで

も約30%程 度 の 阻害 が持 続 した(Fig.14)。
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Fig. 15 Inhibition of intracellular 3-lactamase
by CVA in BSG

P.vulgaris GN7919(1.4X 109cells/m1)

Fig. 16 Inhibition of intracellular /3-lactamase

by CVA in BSG

K.pneumoniae GN10116 (1.4X 106 cells/ml)

PvulgarisGN7919もCXaseを 大 量 に産 生 す る菌 で

あ るが,こ の菌 の β一1actamaseに 対 し て5μ9/m1ま た

は10μ9/m1のCVAで 経 時 的 に 阻 害 の 程 度 が 増 加 した
。

また;2μ9/ml以 下 のCVAで は 添 加 後1時 間 目が 最 も

強 い阻 害 を示 した(Fig.15)。

K.pneumoniaeGN10116はPCaseを 中 等 度 に産 生

す る株 で あ るが,こ の菌 に対 して は β一1actamaseを 大 量

に産 生す る他 の菌 種 よ りもは るか に 低 い 濃 度 のCVAで

十 分 な 阻害 が 見 られ,0,05μ9/mlのCVAで も約40～

Fig. 17 Effect of cell number on inhibition of
intracelluar jS-lactamase by CVA

E.coli No.110

Fig. 18 Effect of cell number on inhibition of
intarcellular j3-Iactamase by CVA

K.oxyloca GN10650

50%程 度 の阻 害 が持 続 した(Fig .16)。

6)CVAの β一lactamase阻 害 効 果 に対 す る菌 数 の 影

響

菌 数 の違 い に よ るCVAの 阻 害 効 果 の差 を検 討 す る た

め,菌 数 の 異 な る各 種 菌 懸 濁 液 を 調 製 し,CVA添 加 後

2時 間 目の β一lactamase残 存 活 性 を測 定 した。

瓦coliNo.110で ば 菌 数 が3.7×108cells/ml以 下 で あ

れ ば0.5μg/mlのCVAで 完全 な 阻 害 が 見 られ,約109

cells/mlの 菌 数 があ っ て も2μg/mlのCVAで 完 全 に 阻

害 され た 。 しか し,1010cells/mlの 菌 数 で は2μg/mlの

CVAで25%程 度 しか 阻 害 が 見 ら れ なか っ た(Fig。
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Fig. 19 Effect of cell number on inhibition of
intracellular p-lactamase by CVA

P.vulgaris GN7919

Fig. 20 Effect of cell number on inhibition of

intracellular j3-lactamase by CVA

K.pneumoniae GN 10116

Table 17 Comparison of cell number of 50% inhibition

17)。

K.oxytocaGN10650の 場 合 も,108cells/ml程 度 の

菌 数 であ れ ぽ0.5μg/m1のCVAで 完 全 な 阻害 が 見 られ

た。 しか し,菌 数 が 多 くな る こ とに よ り阻 害 の 程 度 は低

下 し,約10gcells/mlの 菌 数 で は1.0μ9/mlのCVAで

約30%,2.0μ9/m1のCVAで 約60%の 阻 害 で あ っ た

(Fig.18)。

RvulgarisGN7919の 場 合 も 菌 数 の 違 いに よっ て

CVAの β4actamnase阻 害 作 用 は大 きな 影 響 を受 け た 。

2×108程 度 の 菌 数 で あ れ ば0.5μ9/mlのCVAで 約

80%,1.0μ9/m1以 上 のCVAで は90%以 上 の阻 害 が

示 され た が,約10gcells/m1の 菌 数 にな る と2μ9/mlの

CVAが な い と阻害 がか か りに く くな った(Fig.19)。

K.pneumoniaeGN10116で は β一1actamaseの 産 生 量

が他 の3菌 種 よ り少 な い ため,低 濃 度 のCVAで β一lacta-

maseの 活 性 阻害 が見 られ た 。約108cells/mlの 菌 数 で あ

れ ぽ0.02μ9/m1のCVAで 十 分 な阻 害 を 示 し,0.01μ9/

mlのCVAで も50%以 上 の 活 性 を 阻害 した(Fi&20)。

Fig.17か ら20に 示 され た 各 菌 種 の β一lactamase活

性 を50%阻 害 す るCVA濃 度 と菌 数 の関係 をTable17

に ま とめ た 。各 菌 種 とも50%阻 害 の菌 数 はCVA濃 度

に比 例 して お り,CVAに よる生 菌 中 の β一1actamase阻

害 は 菌 数 に よっ て大 き な影 響 を受 け る こ とが示 された。

また,1.0μ9/mlのCVAが β一lactamase活 性 の50%

を阻 害 す る時 の菌 数 はK.oxytoca GN10650とPv泌

garisGN7919の2菌 種 がほ ぼ 同程 度 で9x108cells/ml,

且coliNo.110で は2倍 の1.8x109cells/ml,Kpm"

moniaeGN10116は 今回 検 討 した 株 の中 で は 最 も菌数

が多 く1.9×1びoOells/mlで あ った 。

III.考 察

BRL28500(CVA:TIPC=1:15)は グ ラ ム陽 性菌お

よびPmru8inOSα を 含 む グラ ム陰 性 菌 に 対 し て 幅広

い抗 菌 ス ペ ク トル を 有 して い た。 特 にPCaseお よび

CXaseを 産 生 す るTIPC耐 性 菌 に対 す る抗 菌 力 はTIPC
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単 独 よ りは るか に 優 れ て い た。 こ れ はCVAがPCase

お よびCXaseに 対 し強 い阻 害 作 用 を有 して い る こ とか

ら,CVAの 配 合 に よ りTIPCの 分 解 が防 止 され た ため

と考 え られ る。CVAに よ るTIPCの 抗 菌 力 の増 強 は 臨

床分 離菌 に対 して も 確 認 され,S.anrens,Ecoli,K.

pneumoniae, P. mirabilis, P. vulgaris, H. inflmnm,

N. gomrrhoeae,Bfragilis等 のTIPC耐 性 菌 に対 して

CVAを 添 加 す る こ とに よ るTIPCの 抗 菌 力 の増 強 が 顕

著 であ っ た。 このTIPCとCVAの 相 乗 効 果 は 殺 菌 作 用

に も認 め られ,PCaseま た はCXaseを 産 生 す るTIPC

耐性Ecoli,H(.pneumoniae,Pm4garisに 対 し強 い殺

菌効 果 を示 した。

生 菌 中 の β-lactamaseに 対 し てCVAの 阻害 効 果 は

CVA濃 度 と菌 数 に 相関 して い た。 これ ま で に報 告 され

た β-lactamaseに 対 す る阻害 機 構 に関 す る 検 討 の 多 く

は単 離精 製 され た β-lactamaseを 用 い た もの で あ った

が,今 回,我 々は 生菌 中 に 正常 な状 態 で存 在 す る β-lacta-

maseに 対す るCVAの 阻 害 効 果 を 検 討 した 。そ の結 果,

β-lactamaseを 大量 に産 生 す るEごoli,H(-侃ytoca,P

vulga7isで も菌 数 が109cells/ml程 度 で あ れ ば2-0μg/

mlのCVAを2時 間 作用 させ る こ とに よ っ て生 菌 中 の

β-lactamase活 性 を 完全 に阻 害 す る こ とが で き,ま た β-

laCtamaSeの 産 生 量 が 中 等 度 のK . pnmmoniaeで は

04μg/mlと い う低 濃 度 のCVAで も109ce11s/mlの β-

1actamase活 性 を完 全 に阻 害 で きた 。 しか し,阻 害 の程

度 は菌 数 の増 加 に よ って低 下 した。 これ ら の結 果 か ら,

CVAの 生菌 中 β-lactamase阻 害 効 果 は 菌 の 持 つ β-

1actamase産 生能 お よび 菌数 に よ って 影 響 を受 け,ま た

1個 の菌 の β-lactamase活 性 を50%阻 害 す るの に必 要

なCVAの 分 子 数 は約3×106か ら1×105程 度 で あ ろ う

と考 え られ た。

以上 のin vitroの 結 果 よ り,BRL28500は β-lacta-

mase産 生 菌 に よる 感 染 症 に 対 して 有 効 な 薬 剤 で あ る と

考 え られ る。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF BRL 28500

(CLAVULANIC ACID-TICARCILLIN) AND INACTIVATION

OF INTRACELLULAR I3-LACTAMASE IN INTACT

CELLS BY CLAVULANIC ACID

HISASHI NAKAZAWA, MATSUHISA INOUE and SUSUMU MITSUHASHI

Episome Institute, Fujimi, Seta Gunma

and

Laboratory of Drug Resistance in Bacteria, Gunma University, School of Medicine

BRL 28500 is a formulation of the ƒÀ-lactam antibiotic ticarcillin (TIPC, 15 parts) with the p-

lactamase inhibitor clavulanic acid (CVA, 1 part). The in vitro antibacterial activity of BRL 28500

and inactivation of intracellular ƒÀ-Iactamase of whole live cells by CVA have been studied and the

results were as follows:

(1) BRL 28500 showed a broad antibacterial spectrum against standard strains including P. aerugi-

nosa.

(2) BRL 28500 was more effective than TIPC against PCase and CXase producing strains of S.

aureus, S. e pidermidis, E. coli, K. pneunzoniae, P. mirabilis, P.vulgaris, H. influenzae and N. gonor-

rhoeae.

(3) CVA inactivated intracellular ƒÀ-lactamases when bacterial cells were incubated in BSG with

CVA for 2 hours. The degree of inactivation was related to the number of cells and the concentra-

tion of CVA. If the cell population was less than 109 cells/m1 even though a strain was a high pro-

ducer of ƒÀ-lactamase, 2. 0 ƒÊg/ml of CVA was found to be sufficient for complete irreversible inhibition.


