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BRL 28500 (Clavulanic acid-Ticarcillin) のin vitro

お よびin vivo抗 菌 作 用 に つ い て

西 野 武 志 ・笠 井 隆 夫 ・大 槻 雅 子

森 下 睦 子 ・藤本千代子 ・谷 野 輝 雄

京都薬科大学微生物学教室

Clavulanic acid (CVA)とticarcillin (TIPC)の 合剤 で あ るBRL 28500の 抗 菌 作 用 に つ い て

検討 し,以 下 の結 果 を 得 た。

1)BRL28500の グ ラ ム陽 性,陰 性菌 に対 す る抗 菌 ス ペ ク トル は,TIPCに 類 似 し て い た。 ま

た,臨 床 分 離 株 に対 す るBRL 28500の 抗 菌 力 は,S. aureus, E. coli, K. pneumoniaeに お い て

TIPCお よびpiperacillin(PIPC)よ り優 れ て お り,Pm4garisに お い て はTIPCよ り優 れ て い

た。 そ の他,H. influenzae, P. rettgeriに 対 して は,TIPCと ほ ぼ 同程 度 の抗 菌 力 を示 した。

2)CVAとTIPCの 併 用 効 果 は,checkerboard dilution法 でTIPC感 受 性 菌 お よ びTIPC

耐性 菌 に対 して幅 広 い 濃 度 域 に わ た っ て認 め られ た。

3)BRL 28500の 抗 菌 力 は,一 部 の菌 株 にお い てTIPC同 様,菌 量 を 多 くす る と抗 菌 力 が 低下

した。 ま た,ア ル カ リ側 に お い て もTIPCと 同様,一 部 の菌 種 で抗 菌 力 が 低 下 した が,そ の程 度 は

CVAよ り少 なか っ た。 そ の他,培 地 の 種 類,馬 血 清 に よ る抗 菌 力 の影 響 は 認 め られ な か った 。

4)TIPC耐 牲 菌 の培 養 菌 液 中 に お い て,TIPC1単 剤 で はす み や か に分 解 さ れ た が,BRL28500

の中 のTIPCは きわ め て安 定 して いた 。 こ の よ うなCVAの β-lactamase活 性 阻 害 作 用 は 抽 出 し

た β-lactamaseを 用 い て測 定 した 場 合 も同 様 に 認 め られ た 。

5)マ ウス にBRL28500を 投 与 した場 合,TIPCとCVAの 血 清 中 にお け る減 衰 パ タ ー ン は非

常 に類 似 して い た。

6)TIPC耐 性 のE. coli, K. pmumoniaeにBRL 28500をMIC近 辺 の濃 度 で作 用 させ る と,

filament状 を呈 し,所 々 にspheroplast化 した 像 が 認 め られ た 。

7)TIPC耐 性 のS. aureus, E. coli, K. pneimoniae, P. vulgaris, P. mirabilisお よ びH

inflienzaeに よ る実 験 的 マ ウ ス腹 腔 内感 染 症 に 対 してBRL28500は 治 療 効 果 を示 した。

細菌 の抗 生 物 質 に対 す る耐 性 の 主 な 原 因 は,菌 が産 生

す る不活化 酵 素 に起 因 す る。

β-1actamaseは β-1actam系 抗 生 物 質 を 分 解 し て 抗

菌 作 用 を失 活 させ る酵 素 で,そ の基 質 特 異 性 か らpeni-

cillinase, cephalosporinaseな ど に分 類 され て い る。

Clavulanic acid (CVA)は,英 国 ピ ーチ ャ ム社 で 発

見 された抗 生 物 質 で,そ れ 自身 の 抗 菌 力 は 弱 い 。 しか

し,penicillinase活 性 を不 可 逆 的 に阻 害 す る こ とか ら,

amoxicillin (AMPC) , ticarcillin (TIPC)等 の β-

lactam剤 の抗 菌力 を増 強 す る こ とが で き る1)。

この よ うな酵 素学 的 知 見か ら,既 にAMPCとCVA

の合 剤(BRL 25000)が 経 口剤 と して 開 発 さ れ た2)。 本

報 では,CVAとTIPCを1:15に 配 合 した 製剤BRL

28500の 有効 性 に つ い て ,そ れ ぞ れ の 単 剤 との比 較 を

in vitroお よびin vivoで 行 っ た。

I.実 験 材 料 お よび 実験 方 法

1.使 用 薬 剤

BRL 28500,CVA,TIPCお よびPIPCを 使 用 した 。

BRL 28500,CVAお よびTIPCは ビー チ ャム薬 品(株)

か ら,PIPCは 富 山化 学(株)か ら供 与 され た いず れ も

力価 が 明 らか な純 末 を使 用 した 。

2.使 用 菌 株

抗 菌 ス ペ ク トル の 検 討 に は,教 室 保 存 の グ ラ ム 陽

性,陰 性 菌 計30株 を 使 用 した 。 感 受 性 分 布 の 測 定 に

は,臨 床分 離 のS. aureus 49株E. coli 30株,K. pne-

umoniae 23株H. influenzae 82株P. vulgaris 37株,

お よびP. rettgeri 16株 を使 用 した 。

3.薬 剤 感 受 性 測 定 法

日本 化 学 療 法 学 会 感 受 性 測 定 法3)に 従 い,前 培 養 にtry-

ptosoya broth(TSB,日 水),測 定 培 地 にheart infusion

agar (HIA,日 水)を 用 い,寒 天 平 板 希 釈 法 に よ り,37℃,
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18～20時 間 培 養 後,最 小 発 育 阻 止濃 度MIC(μg/ml)を

求 め た 。

抗 菌 力 に お よぼ す 諸 因 子 の 影 響 と して,接 種 菌 量 は

一 夜 培 養菌 液 を 約108 ,107, 106, 105お よび104 cells/

m1の5段 階 濃 度 に調 製 した もの につ い て,HIAを 用 い

てMICを 測 定 して 検 討 し た。 培 地pHの 影 響 は,

HIAを 滅 菌 後,1N-HCIお よ び1N-NaOHでpH

6.0, 7.0, 8.0,お よび9.0に 調 整 し た 培 地 でMIC

を測 定 した 。 培 地 の 影 響 はHIA, trypto soya agar

(TSA,日 水),nutrient agar(NA,日 水),Mueller

Hinton agar(MHA,日 水)お よ び 感 受 性 デ ィス ク寒

天 培 地(SDA,栄 研)に つ い て,MICを 測 定 し た。 血

清 の影 響 は,非 働 化馬 血 清(大 阪 大 学 微 生 物研 究 所)を

HIAに0, 10, 25お よび50%の 割 合 で添 加 した もの に

つ い てMICを 求 め た 。 接 種菌 量 は いず れ も106 cells/ml

を用 い た。

4.Checkerboard dilution methodに よ る併 用 効 果

の 検討

TIPCとCVAに つ い て,チ ェス平 板 状 に種 々の 濃 度

の 組 み 合 わせ のHIA平 板 を 作製 し菌 液 接 種 後,MICの

測 定 値 よ りFIC indexを 常 法 に よ り求 め た。

5.抗 菌 力 の 測定

(1)MBCの 測 定

Heart infusion broth (HIB,日 水)で 薬 剤 の2倍 系

列 希釈 を作 製 し,各 希 釈 液 の2mlに 一 夜培 養 した菌 液

の100倍 希 釈 液 の0.1mlを 加 え(最 終 菌 液 は約105

cells/mlと な る),37℃,18時 間 培 養 した。試 験 管 に菌 の

発 育 が 認 め られ なか っ た最 小 濃 度 をMIC値 と し,発 育

の認 め られ なか っ た 試 験 管 につ い て は,HIAを 用 い て

生 菌 数 を測 定 し,菌 液 添 加 時 に比 べ,99.9%の 殺 菌 率 を

示 した最 小 濃 度 を最 小 殺 菌濃 度(MBC)と した 。

(2)増 殖 曲線 に お よぼ す 影 響

TSBで 一 夜 振 盈 培 養 した菌 液 をHIBで 希 釈 し,37

℃ で 更 に2時 間 振 盈培 養 した。 こ の菌 液 の 光学 的 濁 度

(O.D.600nm)を 測 定 し,あ らか じめ 作製 してお いた

O.D.と 生 菌 数 の検 量 線 か ら生菌 数 を約3×107cells/m1

(O.D.600=0.2)に 調 整 した。 こ の菌 液 に 薬剤 を加 え,

振 盈 培 養 を 行 いHIAを 用 い て経 時 的 に生 菌数 を測 定 し

た 。 ま た,生 菌 数 測 定 に供 した菌 液 にエ タ ノー ル を等 量

加 え,遠 心 した上 清 につ い て,別 記 の測 定 法 に よ り培 養

菌 液 中 の残 存活 性 を測 定 した 。

6.微 分 干 渉装 置 付 顕 微 鏡 に よ る形 態 観 察

ス ラ イ ドグ ラス上 に所 要 濃 度 の薬 剤 を含 んだHIAを

約1.5mmの 厚 さ に固 化 した 。そ して,こ の ス ラ イ ドグ

ラ ス に 対 数 増 殖 期 の 菌 液 を 塗 抹 した カパ ー グ ラス を の

せ,パ ラ フ ィンで 封 入 した。 この よ うに して作 製 した 標

本 を37℃ の恒 温 装 置 付 の微 分 干 渉 装 置 付 顕微 鏡(Nikon

NT)で 観 察 した 。

7.CVAの β-lactamase活 性 阻害 の測 定

(1)β-lactamaseの 調 製

TSBで 一 夜 振 盗 培 養 した β-lactamase産 生 菌 液20

mlを180mlのTSBに 加 え,4時 間 振 崖 培 養 した。培

養菌 液 を 冷 却 下 で 遠 心,集 菌 後0.1Mリ ン酸緩衝 液

(pH7.0)で2回 洗 源 し,同 じ 緩 衝 液20mlに 懸濁 し

た 。 この菌 液 を超 音 波 で破 砕 し,12,000×9で30分 間

遠 心 して,そ の上 清 を 粗 酵 素 液 と した。 なお,H. infl-

uenzaeの 培 養 に は5%と な る よ うに 羊消 化血 液(Fi-

ldes extract, Difco)を 加 え た 。

(2)I50の 測 定

CVAの50%β-lactamase活 性 阻 害 濃 度 の測 定は,ミ

ク ロヨ ー ドメ ト リー法 で 行 った 。 基 質 と してTIPCの

0.2mMを 用 い,0.05Mリ ン酸 緩 衝液(pH70)で 調

製 した 。TIPCに 種 々 の濃 度 のCVAを 同時 に加 え,更

に β-lactamase粗 酵 素 液 を加 え,30℃ で30分 間反応さ

せ た後,タ ン グス テ ン酸 溶 液 で反 応 を 停 止 し ヨー ドデ

ンプ ン液 を加 え た 。 対 照 と して,β-lactamase粗 酵素液

を 加 え な い で,上 記 方 法 と同様 に行 った もの をお いた。

各反 応 液 のO.D.595nmを 測 定 し,CVAの 各 濃度にお

け る0.D.の 減 少 率(CVA非 添 加時 の0.D.に 対 する)

を対 数 確 率 紙 に プ ロ ッ ト し,そ の反 応 直 線 よ り50%阻

害 濃 度150(μg/m1)を 求め た。

8.実 験 的 マ ウ ス腹 腔 内感 染 症 に対 す る防 禦効 果

マ ウス は,ddy-s系,雄,4週 齢,18g～19gの もの

を使 用 した 。

Nutrient broth (NB,日 水)で 一 夜 振 盈培 養 した菌液を

NB 10mlに 一 白金 耳 接 種 し,更 に37℃,18時 間振藍培

養 した も のを 接 種用 菌 液 と した。 こ の菌 液 を毒 力 に応じ

てNBで 所 要 濃 度 に 希釈 し,pH7.0に 調 製 し た6%

Gastric mucin水 溶 液(和 光 純 薬)と 等 量 混 合 し,マ ウ

ス腹 腔 内 に0.5ml宛 接 種 し た 。 な お,S. aureus, H

influenzaeの 場 合 は,菌 液1mlに 対 し10%ム チン水溶

液9mlの 割合 に混 合 した も の を接 種 菌 液 と した。 菌液

接 種2時 間 後,生 理 食 塩 水 で調 製 した 薬剤 を1群10匹 の

マ ウス 皮 下 に0.2ml宛 一 回 投与 した。 観 察 は7日 間行

い,生 存 マ ウス 数か ら,LITCHFIELD-WILCOXON法 でED5か

を 求 め た。

9.マ ウス血 清 中 薬 剤 濃 度 の測 定

ddy-s系,雄,4週 齢18g～19gの マ ウス(1群

3匹)に,BRL 28500の2mg/mouseを 皮 下 に1回 投

与 し,経 時 的 に マ ウス を屠 殺 し,血 液 を 採 取 した。対照

と して,BRL 28500の 構 成 成 分 で あ るTIPC1.875mg/

mouseお よびCVA 0.125mg/mouseを 投 与 した ものに
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っ いて も実施 した 。血 清 中 のTIPCお よ びCVAの 濃 度

測定 は下 記の 方法 に準 じて行 った 。

10.TIPCとCVAの 濃 度 測 定

TIPCの 定 量 は,P. aeruginosa NCTC 10701を 検定

菌 と しdisc法 に よ るBioassay法 で 行 った 。 検 定 用 培

地 に はNAを 用 い,こ れ にNBで 培 養 した菌 液 を最 終

濃 度 が 約106 cells/mlと な る よ うに 加 え,シ ャー レに10

m1ず つ 分 注 して使 用 した 。 サ ン プル の希 釈 お よび 標 準

液 の 希 釈 に は0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)を 用 い た 。

本定 量 法 に よ るTIPCの 測 定 限 界 は3.13μg/m1で あ

り,CVAがTIPCの 阻 止 円 の 径 に影 響 を お よぼ さな い

こ とが 確 認 され た。

Table 1 Antibacterial spectrum of BRL 28500, TIPC, PIPC and CVA

Gram-positive bacteria(106 cells/nil)

MIC (pg/ml)

Table 2 Antibacterial spectrum of BRL 28500, TIPC, PIPC and CVA

Gram-positive bacteria(108 cells/ml)

MIC (ug/ml)
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Table 3 Antibacterial spectrum of BRL  28500, TIPC, PIPC, and CVA

Gram-negative bacteria(106 cells/m1)

MIC(ug/ml)

CVAの 定 量 は,β-lactamase産 生 菌 のK.pneumon-

iae NCTC 29665株 を検 定 菌 と して 使用 した。TSBで 前

培 養 した菌 液 をNAに4%の 割 合 で加 え,更 にbenzyl-

penicillin (PCG)を 最終 濃 度 が60μg/mlと な る よ うに加

え シ ャー レに10mlず つ 分 注 し,検 定 平 板 と した 。サ ン

プル お よび 標 準 液 の 希釈 に はTIPCの 場合 と同 じ緩 衝 液

を使 用 した 。 本 方法 に よるCVAの 測 定 限 界 は,0.0313

μg/mlで,TIPCの 存 在 がCVAの 阻 止 円 の径 に影 響 を

お よぼ さな い こ とが確 認 され た 。

以 上 の よ うに して,BRL 28500の 中 のTIPCとCVA

の 濃 度 を 分 別 定 量 した。

II.実 験 成 績

1.抗 菌 ス ペ ク トル

(1)グ ラム陽 性 菌 群

Table 1に 接 種 菌 量106 cells/mlの 場 合 の各 種 菌株 に

対 す るMIC値 を示 した 。BRL 28500はTIPCと 同様

にE. faecalisお よびviridans group Streptococcusに

対 して 抗 菌 作 用 を 示 さず,そ の他 の 菌 種 に 対 して は

PIPCと ほ とん ど同 じMIC値 を示 した。PIPCはS,

reptococcus群 に対 してBRL 28500お よびTIPCよ り優

れ た抗 菌 作 用 を示 した。CVAの 抗 菌 力 は,BRL 28500,

TIPCお よびPIPCよ り劣 って い た 。Table 2は 接種菌

量108 cells/m1の 場 合 のMIC値 で あ るが,BRL 28500

はTIPC, PIPC耐 性 のS. aureus No.80(PCr)に 対 し

て優 れ た抗 菌 力 を示 した 。そ の他 は,106 cells/m1の 場合

のMICと ほ ぼ 同 じ傾 向 で あ っ た
。

(2)グ ラ ム陰 性 菌 群

Table 3に 接 種 菌量106 cells/ml ,Table 4に108 cells/

mlの 場 合 のMIC値 を 示 した
。 そ し てTIPC耐 性

のK. pneumoniae NCTC 9632 , X. maltophilia ATCC

13637株 に 対 して は,MIC値 は 低 くな っ た
。 しか し,

PIPC感 受 性 の菌 株 に対 して は,PIPCよ り劣 っ ていた。
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Table 4 Antibacterial spectrum of BRL 28500, TIPC, PIPC and CVA
Gram-negative bacteria(108 cells/m1),

MIC(u g/ml)

CVAの 抗 菌 力は,BRL28500,TIPCお よびPIPC

に比 べ明 らか に 劣 っ て い た。108cells/mlで のBRL

28500,TIPCお よびPIPCの 抗 菌 力 は,と も にC

freundii NIH 10018-18,E.aerogenes NCTC 1006,P.

vulgaris OX-19 ,M.morganii KoNo,X.maltophilia

NCTC13637等 で接 種 菌 量 の 影 響 が 認 め られ ,MIC値

は高 くな った。BRL28500はTIPC耐 性 のK.pneumo-

niae NCTC 9632 ,P.vulgarisOX-19株 に対 して優 れ た

抗菌 力 を示 した。 そ の他PIPC,CVAの 抗 菌 力 は,106

cells/mlで のMICと ほ ぼ 同 じ傾 向 で あ った 。

2.臨 床分 離 株 に 対す る感 受 性分 布

S.aureus,Ecoliお よびK.pneumoniaeに つ い て

は,ー トロセ フ ィン デ ィス ク とア シ ドメ ト リー法 の両 方

で β-lactamase産 生 が 認 め られ た 株 を 用 い,そ の他 の菌

株 につ いて は,検 討 せず 使 用 した 。 これ ら臨 床分 離 株 に

対す る106ceUs/ml接 種 に お け る感 受 性 分 布 と累 積 分 布

をFig.1～6に 示 した 。

(1)S.aureusの 場 合(Fig1)

BRL28500は25μg/mlに ピー クを 有 す る 分 布 を 示

し,そ の抗 菌 力 はTIPC,PIPC,CVAよ り優 れ て い た 。

(2)瓦coliの 場 合(Fig.2)

BRL28500は100μg/mlに ピー クを有 す る分 布 を示

し,TIPC耐 性 株 に 優 れ た 抗 菌 力 を 示 した 。CVAが 最 も

優 れ た抗 菌 力 を示 し,次 い でBRL28500,PIPCの 順 で

あ っ た。

(3)1(.pneumoniaeの 場 合(Fig.3)

BRL28500は625μg/mlに ピー クを有 す る分 布 を 示

し,そ の抗 菌 力 はTIPCやPIPCよ り優 れ て いた 。

(4)H.inf1uen2aeの 場 合(Fig.4)

BRL28500の 感 受 性 ピー クは0.39μg/mlで,そ の抗

菌 力 はTIPCと 類 似 して い た。H.influenzaeに 対 して

は,PIPCが 最 も優 れ た 抗 菌 力 を 示 し,CVAが 最 も劣
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Fig. 1 Sensitivity distribution of β-lactamase

producing clinical isolates

っ て い た。

(5)P. vulgarisの 場 合(Fig. 5)

BRL 28500は1.56μg/mlに ピー クを有 す る分 布 を示

し,そ の抗 菌 力 はTIPCよ り優 れ て お り,特 にTIPC

耐 性 株 に対 し優 れ た抗 菌 力 を示 した 。 しか し,PIPCよ

りや や 劣 って い た。

(6) P.rettgeriの 場 合(Fig. 6)

BRL 28500はTIPCと 類 似 した抗 菌 力 を 示 した。 特

に,TIPC,PIPC耐 性 株 に対 してBRL 28500は 最 も

優 れ た 抗菌 力 を示 した 。

3. Checkerboard dilution methodに よ るTIPCと

CVAの 併 用 効果

S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, P. vulgarisお よ

びM. morganiiに 対 す るTIPCとCVAと の併 用 効

果 をcheckerboard dilution methodで 測 定 した結 果 を

Fig. 7～14に 示 した 。接 種 菌 量106cells/mlお よび108

cells/mlと 併 用効 果 が認 め られ た が,図 に は108cells/ml

Fig. 2 Sensitivity distribution of β-lactamase

producing clinical isolates

の場 合 につ い て示 した 。これ ら の結 果 か ら,算 出 したFIC

indexをTable 5に 示 した 。FIC indexはE . coli NIH

JC-2を 除 いた い ず れ の 菌 株 と も0.5以 下 の値 を示 し,

TIPCとCVAの 間 に併 用 効 果 が認 め られ た 。FIC index

は,108cells/mlに 比 べ 低 く算 出 され る 傾 向 を 示 した。

TIPCとCVAの 併 用 効 果 がS. aureus 209P JCで も

認 め られ た こ とが注 目され る。

4.抗 菌 力 に お よぼす 諸 因子 の影 響

本 試 験 の 試 験菌 と して は,S. aureus 209P JC, S. au-

reus L-6, E. coli NIH JC-2, E. coli No.33, K. pneu-

moniae No.112, K. pneumoniae No.200, S. typhi

0-901, S. marcescens IFO 3736, P. vulgaris OX-19の

6菌 種9株 を用 い た。

(1)接 種 菌 量 の影 響

Fig.15に 接 種 菌 量 と 抗 菌 力 の 関 係 を 示 し た 。BRL

28500で は接 種 菌 量 が10倍 変 化す る こ とに よ り,MIC

が2倍 以上 上 昇 し た 株 は,S. aureus L-6とK. pneu-
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Fig. 3 Sensitivity distribution of j3-lactamase

producing clinical isolates

K.pneumoniae, 23 strains(106cells/ml)

moniae No.112の2株 であ った 。TIPCで はS.aureus

L-6,K.Pneumoniae No.200,P.vulgaris OX-19の3

株 であ った が,P.vulgaris OX-19で に107～108 cells/

m1の 変化 で,32倍 もMICが 上 昇 した 。CVAで はS .

aureus L-6,S.typhi0-901に お い て わ ず か にMIC

が変動 した。

(2)培 地pHの 影響

Fig.16に 培 地pHと 抗 菌 力 の 関 係 を 示 し た 。BRL

28500は ,E.coli NIH JC-2,K.pneumoniae No.200,

S.typki 0-901,P.vulgaris OX-19の 株 に お い て,ア

ノセカ リ側 でMICが 高 くな る 傾 向 を 示 し た。 こ の傾 向

は・TIPCで も 同 じで あ った 。CVAは す べ て の 被 検

菌 で アル カ リ側 でMICが 高 くな る傾 向 が 見 られ た 。

(3)培 地 種 類 の影 響

Fig.17に5種 類 の培 地 に お け る抗 菌 力 の 変 化 を 示 し

た。BRL 28500,TIPCお よびCVAと も全 て の株 で大

きなMICの 変 動 は認 め られ なか った 。

Fig. 4 Sensitivity distribution of clinical

isolates

H.influenzae, 82 strains (106cells/m1)

(4)血 清 の影 響

Fig.18に 馬血 清 を 培 地 に10,25お よび50%加 え た

時 のMICの 変 化 を示 した 。BRL28500,TIPCお よび

CVAの 全 て の 株 で,ほ とん ど抗 菌 力 の 変 化 は 認 め られ

な か った 。

5.抗 菌 作 用

(1)MICとMBCの 差

7菌 種10株 のMICとMBCの 値 をTable6に 示

した 。MICとMBCの 値 に4倍 以 上 の 差 が 認 め られ た

株 はBRL28500の 場 合,S,aureus 209P JC,S.aur-

eu5 L-6の2株 で あ った が,TIPCで はS .aereus L-6,

K.pneemoniae No.112,S.typhi 0-901 ,P.vulgaris OX-

19の4株 で あ っ た。 特 にS .aureusL-6で はTIPC

で8倍 以上 の 差 が認 め られ た 。CVAで はBRL28500と

TIPCの 中 間 の結 果 であ っ た。

(2)増 殖 曲 線 にお よぼ す 影 響
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Fig. 5 Sensitivity distribution of clinical

isolates

P.vulgaris, 37 strains(106cells/m1)

Fig. 7 Combination effect of TIPC and CVA

on S. aureus 209-P JC

Fig. 6 Sensitivity distribution of clinical

isolates

P.rettgeri, 16 strains(106cellsiml)

Fig. 8 Combination effect of TIPC and CVA

on S. aureus No. 86
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Fig. 9 Combination effect of TIPC and CVA

on E. coli NIHJC-2

Fig. 11 Combination effect of TIPC and CVA

on K. pneumoniae NCTC 9632

Fig. 10 Combination effect of TIPC and CVA

on E. coli 33

Fig. 12 Combination effect of TIPC and CVA

on K. bneumoniae No. 200

Table 5 Synergistic effects of TIPC and CVA against various bacterial strains
Inoculum size: 108 cells/ml
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Fig. 13 Combination effect of TIPC and CVA

on P.vulgaris No.202

108 cells/m1

Fig. 14 Combination effect of TIPC and CVA

on M. morganii No.120

108 cells/m1

Fig.15 Influence of inoculum size on the antibacterial activity of BRL 28500

BRL 28500 TIPC CVA

a)5.aureusL-6の 場 合

本菌 株 は寒 天 平 板 希 釈 法 に よ るMICが,接 種菌 量108

cells/mlに お い てBRL28500で25μg/ml,TIPCで800

μg/ml,PIPCで800μg/ml,CVAで100μg/mlを 示 した も

の であ る。本 菌 株 を用 い て殺 菌 効 果 を調 べ た 結 果 をFig.

19に 示 した 。BRL28500で は6.25μg/ml(1/4MIC)

を作 用 させ る と,2～4時 間 で 著 明 な 殺 菌 作 用 を 示 し

た 。 これ に比 べ,TIPCで はBRL28500と 同 等 の 殺菌

作 用 を示 す の に,200μg/ml(1/4MIC)の 濃 度 を必 要 と

した 。CVAで は6.25μg/ml(1/16MIC)を 作 用 させた

場合,静 菌 的 に作 用 し,そ れ 以上 の濃 度 で は殺 菌 的 に作

用 した。

b)EcoliNo33の 場 合

本 菌 株 は寒 天 平板 希釈 法 に よ るMIC値 が,接 種菌量

108cells/mlに お い て,BRL28500で50μg/ml ,TIPC

で>800μg/ml・PIPCで200μg/ml ,CVAで50μg/mlを
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Fig.  16 Influence of medium pH on the antibacterial activity of BRL 28500

BRL28500 TIPC CVA

Fig. 17 Influence of various media on the antibacterial activity of BRL 28500

BRL28500 TIPC CVA



62 CHEMOTHERAPY OCT. 1986

Fig. 18 Influence of horse serum on the antibacterial activity of BRL 28500

BRL28500 TIPC CVA

Table 6 Correlation between MICs and MBCs

Inoculum size: 105cells/ml Medium : HI broth(Nissui)

Ratio : MBC/MIC

示 した ものであ る。本菌株 を用 いて殺菌効果 を調べた結

果をFig.20に 示 した。BRL28500の50μg/ml(MIC)

以上の濃度 を作用 させ ると,4時 間までの間 に著明な殺

菌作用が認め られた。TIPCで は,800μg/mlを 作用 さ

せて も殺菌作用 は全 く認 められず,対 照 と同様 に発育 し

た。CVA50μg/ml(MIC)を 作用させ る と2時 間ま で

弱い殺菌作用 を示 したが,4時 間では再増殖 した。100

μg/mlで は著明な殺菌作用 を示 した。BRL28500とCVA

の殺菌作用 は,濃 度に依存 して優れた効果 を示 した。

c)K.pneumoniae No200の 場合

本菌株 は寒天平板 希釈法 によるMIC値 が,接 種菌量

108cells/mlに お いてBRL28500で50μg/ml,TIPCで

>800μg/ml,PIPCで>800μg/ml,CVAで50μg/ml

を示 した もの で あ る。 本 菌 株 を用 いて 殺菌 効 果 を調 べた

結 果 をFig.21に 示 し た 。BRL28500で は50μg/ml

(MIC)を 作 用 させ る と,1～4時 間 にか け て 著 明 な殺

菌 作 用 を示 した 。TIPCで は,800μg/mlを 作用 させ る

と,1時 間 後 に 一 時的 な生 菌 数 の減 少 が認 め られ た が,

2時 間 後 よ り再 増 殖 し,殺 菌 作 用 は認 め られ なか った。

CVAで は50μg/ml(MIC)を 作 用 させ る と,1時 間後

にや や 生 菌 数 が上 昇 した が,2時 間 後 よ り静菌 的 に作用

した 。 そ れ 以 上 の濃 度 で は殺 菌 的 に作 用 した 。

6.形 態 変化

Fig.22にEcoli No.33,Fig.23にK .pneumoniae
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Fig. 19 Effect of BRL 28500, TIPC and CVA

on viability of S. aureus L-6

Fig. 20 Effect of BRL 28500, TIPC and CVA

on viability of E. coli No. 33

Fig. 21 Effect of BRL 28500, TIPC and CVA

on viability of K. pneumoniae No. 200

No.200にBRL 28500,TIPCお よびCVAの 種 々 の 濃 度

を3時 間 作 用 させ た時 の形 態 学 的 変 化 の ま とめ を 示 した 。

E.coli No.33にBRL 28500を50μg/ml作 用 させ る

と溶 菌 した菌 と伸 長 化 した菌 の 中 に所 々spheroplast化

した 菌 が 観 察 され た(Fig.24-b)。 伸 長 化 し た 菌 は,25

μg/ml付 近 ま で認 め られ た 。TIPCで は400μg/mlの 高

濃 度 を 作 用 させ て も何 ら変 化 は認 め られ なか った(Fig.

24-c)。CVA50μg/mlを 作 用 させ る と卵 円 形 化 し(Fig.

24-d),そ の作 用 は12.5μg/ml付 近 ま で認 め られ た 。

K.pneumoniae No.200の 場 合 は,TIPC25～400μg/ml

作用 の 広 範 囲 に わ た り伸 長 化 にspheroplastを 伴 った 形

態 を示 す 細胞 が 認 め られ た(Fig.24-9)。CvA 25～100

μg/ml作 用 で は,卵 円形 化 し た 細 胞 が(Fig.24-h),

6.25～125μg/mlで は 球 型 化 し た 細 胞 が 認 め ら れ た

(Fig.24-i)。 これ に比 ぺ,BRL28500の 作 用 で は,伸 長

化 した細 胞 は3.13μg/m1ま で の広 範 囲 に わ た り認 め ら

れ,12.5～100μg/m1作 用 で は,溶 菌 像 とspheroplastを

伴 っ た伸 長 化 した細 胞 が認 め られ た(Fig.24-f)。K.pne-

umoniae No.200はE.coli No. 33に 比 べ,薬 剤 作 用 で

形 態 変 化 を起 こす 濃 度域 が 広か った 。

7.培 養 菌 液 中 で の安 定 性

S.aureus L-5の 培 養 菌 液(約107cells/ml)にBRL

28500,TIPCお よびCVA25μg/mlを それ ぞれ 別 の試

験 管 に加 え,経 時 的 にTIPCとCVAの 残 存 活性 を調

べ た の が,Fig.25で あ る。残 存 活 性 は,添 加 時 を100%

と して示 した 。TIPC添 加 で は,1時 間 以 内 に完 全 に不

活 化 され た が,BRL 28500で は6時 間 作 用 して もTIPC

は 約70%の 活 性 が残 っ て い た 。Fig.26は 瓦coliNo.

33株 を用 い 同様 の 方 法 で,BRL 28500,TIPCお よ び

CVAを50μg/m1加 え て実 施 した場 合 で あ る。TIPCは

添 加 後4時 間 で完 全 に不 活 化 され た が,BRL 28500で は

6時 間 作 用 して もTIPCは60%の 活 性 が 残 っ て い た。

Fig.27はKpneummiae No.200に 薬 剤 を50μg/ml

加 え て 実 施 した 場 合 であ る。TIPCは6時 間 で完 全 に不

活 化 され た が,BRL 28500のTIPCは ほ とん ど不 活 化

され な か った 。S.aureus, E.coliに お い て はBRL28500

中 のCVAはTIPCの 不 活 化 に伴 いや や 不 活 化 さ れ た

が,K.pneumoniaeで は ほ とん ど不 活 化 され なか っ た 。

CVAはS.aureus,E.coli,K.pneumoniae培 養 液 中 で

は きわ め て 安 定 で あ った 。

8.CVAの β-lactamase不 活 化 作 用

Table7に 各 種 菌 株 よ り抽 出 し た β-lactamaseに 対

す るCVAの150値 を示 した 。CVAのSaureu3L-5

由 来 β-lactamaseに 対 す る150値 は,0.023μg/mlで,

他 の 菌 種 由 来 の β-lactamaseに 比 べ 最 も低 い 濃 度 で 阻

害 した 。E.coli No.33, K. pneumoniae No.102, P.
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Fig. 22 Morphological effects of BRL 28500, TIPC and CVA

on E. coli No. 33 after 3 hours exposure

Fig. 23 Morphological effects of BRL 28500, TIPC and CVA

on K. pneumoniae No. 200 after 3 hours exposure

mirabilis No. 105, P. aeruginosa TP-5, H. influenzae

D2-2由 来 の β-1actamaseに 対 す るCVAのI5o値 は

0.098～0.29μg/mlで,阻 害 濃度 は 極め て 低 か った。

9.マ ウス血 中濃 度

Fig.28にBRL28500の2mg/mouseを 皮 下 投 与 し

た場 合 のTIPCとCVAの 血 中濃 度 の推 移 を 示 し た 。

両 薬 剤 と も15分 以 降 よ り漸 次減 少 した 。TIPCとCVA

の 減衰 パ タ ー ンは 極 め て類 似 して い た 。TIPCとCVA

をBRL25800の 配 合 比 の 単 独 投 与 し た 場 合 も,BRL

28500投 与 の 減 衰 パ ター ン と極め て 類 似 して い た ◎

10.実 験 的 マ ウス 腹腔 内感 染 症 に 対 す る防 禦 効 果

S. aureus, E. coil, K.pneumoniae, P. vulgaris, P.

miraわilis,H.influen2aeの6菌 種7株 に 対 す るBRL

28500,TIPCお よびCVAのED50値 とMICの 関 係

をTable 8,9に 示 した 。 使 用 した株 は,表 か らも 明 ら

か な よ うに,全 てTIPC耐 性 で,PIPCに 対 して も耐

性 を示 した ものである。S. aureus, E. coli, K. pneumo-

niae, P. mirabilis, H. influenzae に 対 す るBRL 28500

のED50値 は2.0～10.0mg/mouseの 値 で 治療 効 果 が

認 め られ た が,TIPC,CVAのED50値 は16mg/mouse

以 上 を 示 し,治 療 効 果 は認 め られ なか っ た。BRL 28500

とTIPCのMIC値 とED50値 は よ く相 関 して いた 。

P.vulgaris No.120で はBRL28500とTIPCの 両 薬 剤

で治 療 効 果 が認 め られ た が,ED50値 はBRL28500の

方 がTIPCに 比 べ 低 く,接 種菌 量106cells/m1のMIC

とよ く相 関 して い た。CVAはE.coli No.33に 対 して

BRL28500と 同 じMIC値 を示 した に も か か わ らず

CVAの 治療 効 果 は認 め られ ず,CVAの 体 内 で の 抗 菌

力 が弱 い こ とが 確 認 され た。

III.考 察

一 般 にR因 子 に よ る グ ラ ム陰 性 桿 菌 ,S.aureusお よ

び 染 色 体 に 由 来 す るK.pneumoniae,P.mirabilisの

β-lactamaseはpenicillinase(PCase)と され てい る。

また,B.fragms, ncepacia, P.vulgarisの 産 生 す る

β-1actamaseはpenicillinとcefuroximeの 両 方 をよ く

分 解 す る こ とか ら,oxyiminocephalosporinase(CXase)

と呼 ば れ て い る。 そ して染 色 体 に よ る グラ ム陰 性桿菌 の

産 生 す る β-lactamaseは,cephalosporinase(CEPase)

と され て い る。 これ ら β-lactamaseに 対 して,CVAは

PCaseとCXaseの 活 性 を 強 く不 可 逆 的 に 阻 害 し,

CEPaseの 活 性 阻 害 は 弱 い とされ て い る4)。

今回,臨 床分離 の S. aureus, E. coli, K. pneumoniae,

P.vulgarisに 対 して,BRL 28500はTIPCに 比 べ 優

れ た抗菌力を示 した。 また, S. aureus, E. col i, K. pne-

umoniae, P. mirabilis, P. aeruginosa, H. influenzae よ

り抽 出 した β-lactamaseに 対 して,CVAはTIPCを 基

質 と した場 合,そ の阻 害 活 性 濃 度(I50)は 極 め て低 か っ

た。 また,TIPC耐 性 菌 の 培 養 液 中 でBRL 28500は
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Fig. 25 Residual activity of BRL 28500, TIPC and

CVA in the culture of S. aureus L-5

Fig. 26 Residual activity of BRL 28500, TIPC and

CVA in the culture of  E. coli No.33

Fig. 27 Residual activity of BRL 28500, TIPC and

CVA in the culture of K. pneumoniae

No.200

Table 7 Inhibitory effect of CVA on the iJ-lactamase
hydrolysis of TIPC

TIPC and CVA were incubated simultaneously

for 30 min. at 30•Ž

Fig. 28 Serum concentration of TIPC and CVA after subcutaneous administration in mice

Hours after administration

TIPC単 剤 に比 べTIPCの 抗 菌 活 性 を長 期 間保 持 した。

これ らの 結 果 よ り,CVAは β-lactamaseに よ るTIPC

の 加 水分 解 を 阻 害 す る こ とでTIPCの 抗 菌 活性 を 維 持

す るた め,TIPCが 抗 菌 力 を発 揮 した もの と解 され る。

マ ウス を用 い た感 染 防 禦 実 験 に お い て も,S. aureus,

E. coli, K. pneumoniae, P. vulgaris, H. influenzae等

のTIPC耐 性菌に対 してBRL 28500はTIPC単 剤投与

に比 べて優れた治療効果を示 した。 これ は,BRL 28500

がTIPC単 剤に比 べ,殺 菌力が優れていること,形 態

変化を低濃度 で惹起す ること,そ してBRL 28500を 投

与 した場合,TIPCとCVAの 血中での減衰 が極めて類

似 しているこ とか ら,CVAの 作用 がTIPCに 長時間作
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Table 8 Protective effect of BRL28500, TIPC and CVA against experimental mouse infection

Animals: 4 weeks-aged male (ddy) mice, 18 g

Infection: Intraperitoneal injection with 3 or 9 % of gastric mucin

Administration: Subcutaneously 2 hours after the infection

Table 9 Protective effect of BRL28500, TIPC and CVA against experimental mouse infection

Animals: 4 weeks-aged male (ddy) mice , 18g
Infection: Intraperitoneal injection with 3 or 9% of gastric mucin

Administration: Subcutaneously 2 hours after the injection

用 した こ と等 に よ りin vivo効 果 が 強 く発現 した もの で

あ るこ とが 今回 の実験 か ら 明 らか に され た 。

また,TIPCとCVAを 併 用 した 場 合,そ の併 用 効 果

はBRL 28500のTIPCとCVAの 配 合 比 であ る15:1

の比 率以 外 の広範 囲 で も 抗 菌 力 を 示 す こ とがcheker-

board dilution methodで 示 さ れ た
。 一 般 に β-1actam

系抗物 質相 互 の併 用 の場 合,PBP対 す る 親 和 性 の 異 な

るものが併 用 効 果 を 現 わ す も の と 思 わ れ る。CVAは

PBP2に 強 い親 和性 を有 し5),TIPCはPBP3に 親 和 性

を有 し6),そ れ ぞれ 作 用 が 異 な る こ とが 知 られ て い る。

以上 のこ と よ り,BRL 28500を 投 与 した場 合 ,生 体 内 で

TIPCの 不 活 化 を阻 害 す る以 外 にCVAとTIPCと の併

用効 果 で治療 効 果 が 現わ れ て き た こ と も考 え られ る。 こ

のこ とにつ い ては,更 に究 明 の必 要 があ る と思 わ れ る。
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IN VITRO AND IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF

BRL 28500 (CLAVULANIC ACID-TICARCILLIN)

TAKESHI NISHINO, TAKAO KASAI, MASAKO OTSUKI, MUTSUKO MORISHITA

CHIYOKO FUJIMOTO and TERUO TANINO

Department of Microbiology, Kyoto Pharmaceutical University

Studies on the antibacterial activity of BRL 28500, a formulation of clavulanic acid (CVA) and
ticarcillin (TIPC), have been performed and showed the following:

1) BRL 28500 had a similar antibacterial spectrum to TIPC against both Gram-positive and gram-
negative bacteria although the antibacterial activity of BRL 28500 against clinical isolates was superior
to TIPC and PIPC against strains of S. aureus, E. coli and K. pneumoniae, superior to TIPC against
P. vulgaris and nearly equal to TIPC against H. influenzae and P. rettgeri.

2) A synergic action of CVA on the antibacterial activity of TIPC was observed by the checker-
board dilution method over a wide range of drug concentrations against both TIPC-sensitive and
TIPC-resistant bacteria.

3) Against certain strains, the antibacterial activity of BRL 28500, like TIPC, decreased as the
inoculum size was increased. Also as for TIPC, the antibacterial activity of BRL 28500 against
certain strains decreased at alkaline pH, although to a lesser extent. The antibacterial activity of
BRL 28500 was unaffected by the type of medium and horse serum used.

4) In a culture solution of TIPC-resistant bacteria, TIPC alone was rapidly decomposed whereas
TIPC in BRL 28500 was quite stable under such conditions. This jS-lactamase inhibitory activity of
CVA was similarly recognized in the test with the extracted p-lactamase.

5) The blood concentration profiles of TIPC and CVA following administration of BRL 28500 to
rats were quite similar.

6) When BRL 28500 acted against TIPC-resistant strains of E. coli and K. pneumoniae at a drug
concentration around the MIC, spheroplasts in the elongated filament forms of the bacteria were seen
here and there.

7) In treatment of experimental intraperitoneal infections in mice due to TIPC-resistant strains
of S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, P. vulgaris, P. mirabilis and H. influenzae. BRL 28500 exerted a
beneficial therapeutic effect and at the site of such infections it was confirmed that in BRL 28500
substantial hydrolysis of the TIPC component did not occur.


