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Serratia marcescensに 対するPenicillin系 抗生剤と

ピリ ドンカルボン酸系抗菌剤の併用効果

藤巻 一雄 ・池 田 靖 ・高畑 正裕

室 和 美 ・保 田 隆 ・才 川 勇
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(昭和61年5月22日 受付)

臨床分離のSerratia marcescensに対するpenicillin系抗生剤とビリドンカルボン酸系抗菌剤の

併用効果をin vitro,in vivoで検討した。

Checkerboard-dikution-methodで行なったin vitro併用効果の検討ではNorfloxacin,Ofloxacin

はPiperacillin,Mezlocillinと強い相乗効果を示した。また,殺 菌曲線における検討では,Pipera-

cininとNorfloxacinは いずれの株に対しても相乗的に作用したがOfloxacinで は相乗的な効果を

示さない株も認められた。PiperacillinとNorfloxacinの 相乗作用は形態学的にも認められた。さ

らに,実験的マウス腹腔内感染系を用い,PiperacillinとNorfloxacinの 併用効果を検討したとこ

ろin vitoと 同様に両薬剤間に併用効果が認められた。

Penicillin系薬剤は,その優れた選択毒性あるいは広

い抗菌スペクトラムにより繁用されており,またPipera-

cillinな どのpenicillin剤 はPseudomonas aeru-

ginosa,Serratia marcescensな どいわゆる日和見感

染症の起因菌となる弱毒菌にまでその抗菌スペクトラム

を拡げた。また,こ のような感染症に対してpenicillin

剤はしばしば他の抗生剤との併用が行なわれており,と

りわけ作用機作を異にするアミノ配糖体系抗生剤との併

用に関して,そ の有用性を示唆する報告は多い1～8)。
一方,近 年開発されたピリドンカルボン酸系抗菌剤

は,従 来のNalidixic acid系抗菌剤に比べて抗菌力を

増強し,ア ミノ配糖体系抗生剤に匹敵する抗菌力を有す

るに至った。しかしながらpenicmin系 薬剤とピリドン

カルポン酸系薬剤との併用に関する報告は極めて少なく

興味深いところでもある4)。著者らは,ピ リドンカルボ

ン酸系薬剤のこの優れた抗菌力に注目し,penicillin系

薬剤との併用をin vitroお よびin vivoに おいて試

み,興味ある知見を得たので報告する。

I.　実験材料および方法

1)使 用薬剤

Piperaclllin(PIPC,富 山化学工業)

Mezlocillin(MZPC,武 田薬品工業)

Ampicmin(ABPC,富 山化学工業)

Carbenicillin(CBPC,藤 沢薬品工業)

Ticarcillin(TIPC,ビ ーチャム薬品)

Norfloxacin(NFLX,杏 林製薬)

Ofloxacin(OFLX,第 一製薬)

2)使 用菌株および各薬剤のMIC(Minimum Inhi-

bitory Concentration)の 測定

富山化学工業綜合研究所保存の臨床分離,S.marces-

cens 41株 を用いた。各薬剤のMIC測 定にあたっては

日本化学療法学会標準法5)に基づいて行なった。すなわ

ちMueller Hinton Broth(MHB,Difco)に 一夜培養し

た菌液の10-2希 釈液(106 CFU/ml)をMueller Hin-

ton Agar(MHA,栄 研化学)に 接種し,37℃,18時 間

培養し,各薬剤のMICを 測定した。

3)Peniclllin系 薬剤とピリドンカルポン酸系抗菌剤

のin vitro併用効果の検討

MOELERING& KROGSTADら6)の 方法に基づき,

Checkerboard dilution法をこより行なった。すなわち

penicillin系薬剤およびピリドンカルポン酸系薬剤の各

濃度の2倍希釈系列を互いに組み合わせた系をMHA平

板を用いて作製し,MHBで 一夜培養した菌液の10-2

希釈液(106 CFU/ml)を1白 金耳接種し,37℃,18時 間

培養後,各 薬剤単独および併用時の各薬剤のMICを 測

定した。併用効果は各薬剤のMICと2剤 併用した際の

MICか らFractional Inhibltory Concentration index

(FIC index=併 用時のA剤 のMIC/A剤 単独のMIC+併

用時のB剤 のMIC/B剤 単独のMIC)を 求めてZINNER

ら7)の方法に従い1よ り小さい場合を相乗効果,2よ り

大きい場合を拮抗作用とした。

4)殺 菌曲線に及ぼす併用効果
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PIPCとNFLXお よびOFLXの 併用に関 し,鼠

marcescens W-58,W-61,W-139,W-150の4株 につ

いて検討を行なった。Heart Infusion Broth(HIB,栄

研化学)で 一夜培養した菌液をHIBに,接 種後,菌 数が

約104 CFU/mlに なったとき,PIPC 1/2 MICお よび

NFLX,OFLX 1/4 MIC,1/8 MIC濃 度を組み合わせて

添加し,37℃ で振とう培養1,3,5時 間後にそれぞれ

生菌数をHeart Infusion Agar(HIB,栄 研化学)を用い

測定した。

5)β-1actamase活 性測定法

S.marcescens W-58,W-61,W-139,W-150の4

株を集菌洗浄後,超 音波破砕し,破 砕後の遠心上清

(10,000×g,30分 間)を 粗酵素液とした。β-lactamase

活性はミクロヨード法8)で測定した。酵素活性をunitで

表わし1 unit はbuffer(pH 7.0)中30℃1分 間に

1μmolの基質(Penicillin G)を 加水分解するのに必要

な酵素量とした。

6)NFLXに よるβ-lactamaseの活性阻害

S.marcescens W-58,W-139株 を用いたlog phase

(106 CFU/ml)のHIB菌 液10mlにNFLxを 各株の

1/2,1/4,1/8 MIC添 加し,2時 間作用 させた後の

β-lactamase活性を1mg proteinあたりのβ-lactama-

se活性をNFLX無 添加の場合と比較した。

7)培 養液中でのPIPC残 存活性に及ぼすNFLXの

影響

S.marcescens W-58,W-139株 を用いたlog Phase

(106 CFU/ml)のHIB菌 液にNFLXを 各菌株の1/4,

1/8MIC添 加し,2時 間まで作用させたときのPIPC残

存活性を高速液体クロマトグラフィー(HPLC)に て測

定した。HPLCのconditionは 次め通りである。
Elution buffer

=Acetonitrlle: 1M酢 酸Na buer:1M酢 酸

=220:20:1

Column: Nucleosil RP-18 C10

流速:1.5 ml/min

detection: 254nm

8)位 相差顕微鏡による観察

S.marcescens W-139株 を用い,PIPCとNFLXの 併

用に関して行なった。スライドガラス上に単独および併

用させた場合の薬剤含有フィルム寒天培地(HIA)を 作

製,対 数期途上の菌液の1白 金耳をカバーガラスに塗抹

し,寒天上にかぶせてパラフィンで周囲を封入した。こ

の標本を倒立位相差顕微鏡(日 本光学)で 観察した。

9)マ ウス腹腔内感染に対する併用効果

SLC/ICR系 雄性マウス,4週 齢,19±1gを1群15

匹で用いた。S.marcescens W-58,W-139株 を感染菌に

用い.PIPCとNFLXのin vivo併 用効果を検討し

た。HIBで 一夜培養した感染菌を5%Gastric Mucin

(半井化学)に 懸濁し,Smarcescens W-58株 は2.6×
107 cells/mouse(4.0 MLD),W-139株 は5 .0×107

cells/mouse(18 MLD)を マウスに腹腔内接種した。治

療は感染1.3時 間後に,PIPCは 背部皮下投与,NFLX

は0.5%CMC懸 濁液にて経口投与とし,それぞれ単独

あるいはPIPCとNFLXを10:1に 併用する治療群

を設けた。治療7日 後のマウス生存率からED50お よび

信頼限界をLITCHFIELD-WILCOXON9)法 により算出し

た。両剤の併用効果はKAWAKAMIら10)の 方法に従い相

乗比(synergic ratio)を次式で求め示した。

Da:併 用効果が相加的であるとして求めたED50の 計

算値
Dd:併 用時のED50の 実験値

D1,D2:薬 剤単剤のED50

C1,C2:併 用時の2薬 剤の比率

併用効果は相乗比が1.0の 時は相加作用,1.0以 上であ

れば相乗作用,1.0以 下であれば拮抗作用とした。

II.　実 験 結 果

1)各 薬剤に対するS.marcescensの 感受性

Table 1 Comparable activities of antibacterial agents against S. marcescens
(41 strains)
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Table 1に 各薬剤のS.marcescensに 対する抗菌力

を薬剤のMIC分 布,MIC50お よびMIC50値 で示し

た。MIC50値 についてみるとpenicillin系抗生剤では,
PIPC,MZPCが それぞれ,9.0μg/ml,18.5μg/ml

と優れた値を示したがABPC,CBPCお よびTIPCは

3,200μg/ml以 上で耐性であった。また,ピ リドンカル

ボン酸系抗菌剤のNFLX,OFLXは それぞれ0.19μg/

ml,0.33μg/mlを 示しPIPC,MZPCよ り優れた抗菌

力を示した。
2)in vitro併 用効果

Penlcillin系抗生剤とピリドンカルボン酸系抗菌剤を

併用した際の,FIC indexお よび相乗作用を示した株数

をTable 2,3に 示した。Table 2に 示したNFLXと

Penicillin系抗生剤 との検討の中ではPIPCがFIC

indexの 平均値が0.84以 下,相 乗作用を示した株数の

割合で63.4%と 最 も強い相乗作用を示し,次 いで

MZPC,ABPCの 順であった。Table 3に 示したOFLX

とpenicil1in系抗生剤との検討では,NFLXと の併用

の際よりもその協力作用は弱かった。 しかし,PIPC,

MZPC,ABPCで 併用効果のあった株が多く認められ

た。なお,表 中には示さなかったが,penicillin系抗生

剤とピリドンカルボン酸系抗菌剤との併用で拮抗作用を

示した株はなかった。

3)殺 菌曲線に及ぼす併用効果

S.marcescens W-58,W-61,W-139,W-150の4菌

株に対するPIPC,NFLX,OFLX単 独および併用時の

殺菌作用をFig.1,2に 示した。また,この4株に 対する

PIPC,NFLX,OFLXのMIC値 および β-lactamase

活性をTable 4に 示した。NFLX,OFLXを 単独で

1/4 MIC,1/8 MIC濃 度を作用させた場合はどの菌株に

おいても像とんど殺菌作用を示さなかった。またPIPC

単独で1/2 MIC濃 度を作用させた場合はどの菌株でも

静菌的に作用した。一方,PIPCとNFLXを 作用させ

た場合,い ずれの菌株においても菌数の著しい減少が認

められ,併 用による相乗効果が認められた(Fig.1)。ま

た,PIPCとOFLXの 併用では,W-58,W-150に 併

用効果が認められたが,W-61,W-139で は効果が認め

られなかった(Fig.2)。

4)NFLXに よるβ-lactarnaseの活性阻害

NFLXを 添加しない場合とNPLXを1/2,1/4,1/8

MIC添 加した場合の β-lactamase活性の比率をFig.3

に示した。S.marcescens W-58,W-139い ずれもMIC

濃度以下のNFLXで 約30～60%活 性の減少が認めら

れた。

5)培 養液中でのPIPC残 存活性に及ぼすNFLX

の影響

NFLXを 添加しない場合とNFLXを1/4,1/8 MIC

添加 した場合の残存活性をFlg.4に 示した。S.mar-

cescens W-58の 場合,KFLXを 加えないで2時間作用

させたときのPIPC残 存活性は約78%で あったが,

1/4 MIC濃 度のNFLXを 併用すると約90%と 残存率

が高かった。S.marcescens W-139株 の場合も同様の傾

Table 2 Combination effect of antibacterial agents and NFLX against
S. marcescens (41 strains)

An FIC index of< 1 represents synergism.

Table 3 Combination effect of antibacterial agents and OFLX against

S. marcescens (41 strains)

An FIC index of< 1 represents synergism.



VOL.35 NO.1 CHEMOTHERAPY
11

Fig. 1 Bactericidal effect of PIPC alone and in combination with NFLX

against S. mareescens
W 58 W 61 W 139 W 150

* lower limit of asay,

Fig. 2 Bactericidal effect of PIPC alone and in combination with OFLX
against S. marrescens

W 58 W 61 W 139 w 150

* lower limit of assay.

Table 4 Antibacterial activities of drugs against S. marceseens

and activities of ƒÀ lactamase

* 104 cells/ ml
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Fig. 3 Effect of NFLX against ,3-lactamase of 
S. mtarrestens

Fig. 4 The relative rate of residual activitiesof 
PIPC alone or in combination with NFLX

Fig. 5 Morphological change of S_marrerrenu 
W-139

向を示 したっ
6)位 相差顕微鏡による観察

in vilroでPIPCとNFLXが 相乗効果を示したS.

marcescensW-139株 を川いた∵ この株にNFLX114

MIC単 独、PIPC12MIC単 独.あ るいは両剤を併川し

て5時 問作川させたときの形態学的な変化を観察Fi即5

に示 した。NFLX単 独では短くフィラメント化した像

が見られるが,す でに再増殖した紹[胞も認められた..

PlPC単 独でもフィラメント化の程度ばNFLXよ リォ若

干強いが,一 部に再増殖した細胞が観察された.=.ノ∫,

この2薬 剤を併川した場合には,さ らに.ノrヲメント化

した細胞や膨化 した細胞あるいはすでに溶繭した細胞な

どが観察され,形 態学的にも併用効果が1認められた

7)マ ウス腹腔内感染に対する併用効果

海vi,70で 認められたNFLXとPIPCの 併川効果を

マウス腹腔内感染において検討した。S. marcescens W-

58感 染 マウ ス に 対 す るPIPC, NFLXの 単 独 投 与群 の

ED50は 各 々4.6mg/mouse, 0.17mg/mouscで あっ た

(Table 5)。

ま た,両 剤 併 用 時 のED50を 忠 め た と 二り0.46mg

mouscで あっ た.S. marcescens W-139感 染 マウ ス に 対

し て も 同様 にPIPC, NFLX巣 独 投 与群,あ る い は 両 剤

併 用群 のED50を 求 め た と こ ろ,そ れ ぞ れ14.2mg/

mousc, 0.58mg/mousc, 2.02mg/mouscで あっ た

(Table6)。

ま た,Tablc7にKAWAKAMIの 方法 に よ って 算 出 し..

た これ ら の 相 乗比 を 示 した。S. marcescens W-58, W-139

に 対 するPIPCとNFLX併 用 時 の相 嘱 比 は そ れ ぞ れ

2.91, 2.24と 相乗 的 で あ り,in vitroと 同 様 にin vivo

に お い ても 併 用 効 果 を 示し た.

III考 察

ピ リ ド ンカ ルボ ン酸 系 抗 菌 斉 は,強 い 抗 菌 活 性 を 有 す

る 重 要 な 化 学 療 法 剤 群 で あ る11)。 一方, PIPCな ど の

Penicillin系 抗 生 剤 は 他 の β-lactam剤 のcephalospo-

rin, cephamycin系 抗 生 剤 と 同様,そ の 安 全 性 や 抗 菌 作

用,輻 広 い 抗 菌 スヘ ク トラ ム より,現 在 化 学 療 法 剤 の 主
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Table 5 Combination effect of PIPC and NFLX on intraPeritoneal infection with S. marcescens
W- 58 in mice

Challenge dose; 2.6X 107 cells/ mouse. (4.0 MLD)

Therapy; PIPC, sc. injection at 1 and 3 hr. after infection.
NFLX, po. administration at 1 hr. after infection.

Table 6 Combination effect of PIK: and NFLX on intraperitoneal infection with S. ma mesons
W- 139 in mice

Challenge d.e; 5.0x 107 cells/ mouse. (18 MLD)
Therapy; PIPC, sc. injection at 1 and 3 hr. after infection.

NFLX, po. administration at 1 hr. after infection.

Table 7 Synergistic ratio of therapeutic effect of combined antibiotics

Hypothetical ED50 in which additive effect of combined assumed.

流を占めている12)。さて,抗 生剤と抗菌剤の併用は臨床

的にもしばしば行なわれており,β-lactam剤 に関して

は,aminoglycoside系 抗生剤との併用に関する臨床的

あるいは実験的報告は多い1,2,3)。ところが,penicillin系

抗生剤とピリドンカルポン酸系抗菌剤との併用に関する

報告はほとんどない。そこで著者らは,こ のpenicillin

系抗生剤とピジドンカルポン酸系抗菌剤の併用効果につ

いて,臨床分離のS.marcescensを 用いてin vitro,in

vivoで検討した。

その結果,in vitroに おいては,PIPC,MZPC,

ABPCがNFLX,OFLXと 併用効果を示しやすく,

TIPCやCBPCは その効果が弱かった。またPIPCと

NFLXの 併用時における殺菌作用に対する効果も認め

られ形態学的にもその併用効果は観察された。また,培

養液中のPIPCの 残存活性はNFLXに よって高められ

ており,同時にこのとき,MIC濃 度以下のNFLXに よ

り,S.marcescensの β-lactamase活性は抑えられてい

た 。 さ ら に,マ ウ ス腹 腔 内 感 染 に お け るin vivo併 用

効 果 も認 め ら れ た 。

とこ ろ で,NFLX13,14),OFLXはDNA Gyraseの

subunltAのinhibitorで あ り,DNAのsuperconing

活 性 に 影 響 を 与 え,DNAのreplicationやtranscri-

ptionを 阻 害 す る 薬 剤 で あ る。 事 実,こ のNFLX,

OFLXは 強 い 抗 菌 活 性 を 有 し て お り,用 い たS.mar-

cescensに 樹 し て のMIC90は,各 々7.7μg/ml,3,8μg/

mlで あ った 。 一 方,penicillin系 抗 生剤5剤 は 、そ の化

学 構 造 上 か ら 分 類 す る とABPCと そ のureid誘 導 体 で

あ るPIPC,MZPC群 とTIPC,CBPC群 に 分け られ

る 。 溶 菌 像 か ら み る と,前 群 が 比 較 的MIC付 近 でfila-

ment-lysisを 示 す の に対 し,後 群 はspheroplast像 を と

りや す い 。 ま た,S.marcescensはGNR(グ ラ ム陰 性 桿

菌)で あ り,CSaseを 産 生 す る が,多 く が他 にplasmid

性 のPCase(PCase type I)を 同 時 に 産 生 す る と い わ

れ15),こ の β-lactamaseは,TIPC,CBPCを 分 解 しに
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くく,ABPC,MZPC,PIPCを 分解しやすいものであっ

た。in vitroにおける併用効果が,TIPC,CBPCで 弱

くABPC,MZPC,PIPCで 強く現われることの原因と

して,ピ リドンカルボン酸系薬剤が酵素産生量を抑え,

ABPCな どの分癬を妨げることによるとも考えられる。

また事異,我 々が行なった爽験においてはNFLXが

β-lactamaseの活性を抑制し,PIPCの 分解を妨げる作

用が認められた。

形態学的には,位相差顕微鏡下で薬剤単独作用時には

現われない溶菌像が薬剤併用時に観寮された。これら併

用の機作については,1)β-lactam剤 によりピリドンカ

ルボン酸系薬剤がとりこまれやすくなるため,2)ピ リ

ドンカルボン酸系薬剤による膜透過駐の変化18),3)併

用によるβ-lactamase量の変化,3)あ るいは1)～3)

が同時に起きる場合などが推察され今後の検酎課題であ

る。さらには,一部の菌株に対してNFLXとpenicil-

lin系抗生剤では併用効果が出やすく,OFLXと は出に

くいことの理由,あ るいはその逆の場合の理由として,

両剤の透過性の違い,薬 剤の作用点に対する親和性の差

異などが考えられるが詳細は不明である。

さて,in vivoに おいてもPIPCとNFLXは 併用効

果が認められた。投与量はPIPC:NFLXを10:1と

したが,これは臨床上の投与量に近似している。しかし,

penicillin剤やNFLXの 体内動態や感染菌による有効

濃度のことを考慮すると,他の配合比の検討も必要であ

ろうと考えられた。いずれにしても,臨 床上重要な

Enterobacteriacaeの うちS.marcescensにPenicillin

系抗生剤とNFLXの 間に拮抗作用がなく,併用効果が

認められたことは有意な知見であり,今後,他の菌種や薬

剤間の併用についても検討する必要があると思われた。
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COMBINATION EFFECT OF PENICILLINS AND

PYRIDONE CARBOXYLIC ACIDS AGAINST

SERRATIA MARCESCENS

KAZUO FUJIMAKI, YASUSHI IKEDA, MASAHIRO TAKAHATA,

KAZUMI MURO, TAKASHI YASUDA and ISAMU SAIKAWA
Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.

The in vitro and in vivo combined antibacterial action of penicillins and pyridone carboxylic acids
against clinical isolates of Serratia inarcescens were studied. The combination of norfloxacin or
ofloxacin and piperacillin or meslocillin exhibited synergistic activity in checkerboard dilution method

The combination of piperacillin and norfloxacin showed markedly synergistic bactericidal activity.
This synergism was comformed to the phase-contrast microscopic observation. The synergistic activity
of piperacillin and norfloxacin was also observed in protective effect against experimental infection
in mice.




