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メチシリン耐性Staphylococcus aureus(MRSA)に 対するCefazolin(CEZ)と 各種抗菌剤の併

用効果を,in vitro抗菌力と各種の実験感染モデルにおける治療効果において検討した。In vitro

抗菌力においてCEZはAmpicillin(ABPC),Fosfomycin(FOM),Gentamicin(GM)お よび

Erythromycin(EM)と の併用で相乗的に作用したが,Minocycline(MINO)お よびVancomycin

(VCM)と の併用では相加的であった。
マウス全身感染に対する併用効果はこれらのin vitro併 用効果がほぼ反映された結果を得た。

しかし,マウス腎盂腎炎に対する治療効果においてはCEZとFOM,GMま たはMINOと の併

用効果は相乗的であったが,EMと の併用はCEZ単 独時の効果をこえなかった。

以上の結果,in vitro抗菌力とマウス全身感染および腎盂腎炎に鰐する治療効果のすべてにおい

て,CEZとFOMと の併用効果が最も優れ,か つ高頻度に得られた。

抗菌剤の併用療法は起因菌不明の場合の緊急の治療に

抗菌スベクトラムの拡大を意図して実施されることもあ

るが,多 くの場合,難 治あるいは慢性感染症に対する抗

菌力の強化を目的とされる。緑腹菌感染に対するβ-lac-

tam剤 とアミノ配糖体の併用療法はその代表的な例で,

臨床的有用性については多くの報告にみられるとおりで

ある1,2)。

メチシリン耐性Staphylococcus aureus(MRSA)は

当初院内感染の主要原因菌として注目されたが,現 在で

は各科領域の感染症から頻繁に分離されるようになっ

た。なかでも一部ではあるがセフェム高度耐性株が分離

されることがあり,これらの株に対し現在使用されてい

るβ-lacta血剤は,す べて無効であることが明らかに

された8)。さらに,こ れらの株は作用機作の異なるアミ

ノ配糖体あるいはマクロライドなどにも同時に耐性を示

すことが多く4,5),in vitro抗菌力を有効性の指標とす

る限り抗菌剤の単独治療では充分な効果が期待できない

ことが示唆される。しかしながら,MRSA感 染症に対

する抗菌剤併用療法の指針となるべき基礎領域の戒績は

in vitroでの評価成績がほとんどで6～9),,in vivoにお

いて有効性を評価した成績は少ない。

前報で我々は,メ チシリンに耐性で,か っCefazolin

(CEZ)に12.5～50μg/mlの 感受性を示す中等度耐性

S.aureusに 対して,MICに おいてCEZはCefmetad

zole(CMZ)よ り劣るが,感 染治療効果は逆にCEZの

方が優れることを明らかにした。本報ではCEZの 高度

耐性株を含むMRSAに 対するCEZと 各種抗菌剤の併

用効果を,in vitroおよび各種の実験感染モデルを用い

検討した。

I.実 験材料および方法

1.使 用薬剤:Cefazoiln(CEZ,藤 沢薬品工業),

Ampicillin(ABPC,藤 沢薬品工業),Methicillin(DM

PPC,萬 有製薬),Fosfomycln(FOM,明 治製菓),

Minocycline(MINO,日 本レダリー),Erythromycin

(EM,ア ボットラボラトリーズ),Gentamicin(GM,

Eli Lilly)およびVancomycin(VCM,Sigma Chemi-

cal)を使用した。

2.使 用動物:マ ウス(ICR系,雄,4週 齢)を1群

10匹 で用いた。

3.使 用菌株:1985年 に臨床より分離されたS.aur-

eusを 用いた。DMPPCに ≧12.5μg/mlの耐性を示す

株をMRSAと し,DMPPCに ≦625μg/mlを メチシ
リン感性S.aureus(MSSA)と 分類した。

4.薬 剤感受性測定法:最 小発育阻止濃度(MIC)は

Mueller Hinton agar(Difco)を 用い,日本化学療法学

会標準法に準じ測定した。接種菌量は一夜培養菌液の

100倍 希釈液をスタンプ接種し,37℃20時 間培養後の

MICを 判定した。CEZ(A)と 他剤(B)と の併用では
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両 剤 を1:1に 混 合 し,日 本 化 学 療 法学 会標 準1法に 準 じ

MICを 測 定 し た。ELIONら の 方法10)に 従 っ てfractional

inhlbitory concentration(FIC)indexを 次 式 に よ って

求 め た。

FIC index= 併用時の(A)のMIC
/単独時の(A)のMIC

+
併用時の(B)のMIC
/単独時の(B)のMIC

FIC inde×;≦0.5 相乗作用

0.5～1.0相 加作用

>1～≦2作 用なし

>2拮 抗作用と定めた

5.感 染モデル動物の作製および治療方法:感 染菌液

の調製はBrain Heart Infusion斜面寒天(Difco)で 一

夜培養し,菌をかき取って滅菌生食に浮遊した0分光光

度計でOD660:1.6に 調整したものを原液とし,滅菌生

食で希釈して至適菌液を作製した0

(a)マ ウス全身感染:S.aureus No.4041(MRSA)

を3.2×108CFU/mlに なるように5%ム チンで懸濁

し,その0.5mlを マウスの腹腔内に接種した。1時 間

後に各段階に希釈した薬剤を1群10匹 のマウスに皮下

投与した。CEZ(A)と 他剤(B)と の併用では両剤の

1:1混 合液を各段階に希釈して同様に投与し,菌接種

7日後の生存率よりProbit法 でED50を 算出し,frac-

tlonal effective dose(FED)indexを 次式より求めた。

FED index=
併用時の(A)のED50
/単独時の(A)のED50

+
併用時の(B)のED50
/単独時の(B)のED50

FED index;≦0.5相 乗作用

0.5～1.0相 加作用

>1～ ≦2作 用なし

>2拮 抗作用と定めた

(b)マ ウス 腎 盂 腎 炎:S.aereus No.4023(MRSA,

6.0×104CFU/kidney)を 麻 酔 下 で 背 部 を開 き,腎 実 質

内 に分 割 接 種 した 。 菌 接 種6時 問 後 お よび 翌 目よ り1日

3回,2日 間a)～i)を1群9匹 に 皮 下 投与 し た。

a)CEZ 100mg/kg

b)FOM 10mg/kg

c)GM 2mg/kg

d)MINO 10mg/kg

e)EM 100mg/kg

f)CEZ 100mg+FOM 10mg/kg

g)CEZ 100mg+GM 2mg/kg

h)CEZ 100mg+MINO 10mg/kg

i)CEZ 100mg+EM 100mg/kg

Table 1 MICs of CEZ and other antibiotics
against S. aureus

S. aureus Clinical isolates in 1985

MSSA ;64 strains

(DMPPC: •…6.25ƒÊg/ml).

MRSA;36 strains(
DNIPPC:•†12.5ƒÊg/ml).

MIC(ƒÊg/ml): Agar dilution method (106CFU/ml).

なお併用群はCEZ 100mg/kgに 各種薬剤の上記表示

量を詞時投与した。

腎濃生菌数の測定のために,マ ウスを最綾投与24時

間後に溝1血致死せしめ無菌的に腎を摘出した後,減 菌生

食10mlを 加えてホモジネートした。これを原液として

以下10倍 の希釈系列を作成し,各希釈液1mlに9ml'

のTrypticase soy agar(BBL)を 加えて固め,37℃,

24時 間培養した。発育したコロニー数を測定し腎中当

りの総菌数を算出した。

II.実 験 結 果

1)臨 床分離S.aureusに 対する各種抗菌剤の抗菌活

性
1985年 に臨床材料より分離されたS.aureus 100株の

各種抗菌剤に対する感受性をMIC50お よびMIC80で 示

した(Table 1)。

MSSA64株 に対するDMPPCのMIC50は1 .56μg/

ml,MIC80は3.13μg/mlで あるのに対し,CEZの

MIC50お よびMIC80は ともに0.39μg/mlで あった。

CEZと 同様にABPC,GM,MmOお よびVCMは

MIC50お よびMIC80が ともに感性であった。 しかし

EMは それぞれ0.39μg/mlお よび>100μg/mlと 抗菌

力に極端な差が認められたのに対し,FOMは 濃等度耐

性であった。

DMPPC耐 性のMRSA36株 に対す るCEZの

MC50お よびMIC80は12 .5お よび50μg/mlで あっ

た。これに対し,MINOお よびVCMは 感性であった

が,ABPC,GMお よびEMは ともに高度耐性であつ

た。しかしFOMの それは25μg/mlお よび100μg/

mlと 中等度から高度耐性であった。
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Table 2 In vitro synergistic effect uf CEZ and other antibiotics
in combination to methicillin resistant S. aura.

MIC: Agar dilution method (106CFU/ml).
Saureus: 40 strains (DMPPCa12.5pg/m1).
Combination ratio : CEZ Others=1 : 1.

Table 3 Protective 55, 5 CEZ and other antibiotics in combination

against systemic infection by MRSA in mice

Mouse : ICR, Male, 4w.
Infection : S. aurezis 4041, i.p. challenge, 5% mucin suspension

1.6 x 108 CFU/head.
Therapy : S.C. 15. after challenge.

*Combination ratio : CEZ : Others=1 :1.

2)1nvitn抗 菌力における併用効果

DMPPCに ≧12.5μ9/mi,CEzに ≧12.5μ9/m1の

19株 とDMPPCに ≧12.5μ9/ml,CEzに0.39～6.25

μ91m1の21株 につ いて,CEZと 各種抗菌剤とのin
vitro併用効果を平均MIc,平 均FICindexお よび相

乗作用の出現頻度で示した(Tab且e2)。CEZに ≧12.5

μ91認のMRSA19株 に対する各薬剤単独のMlcは 総

じて高く,MINOお よびVCMの みが強い抗菌力を示

した。一方,CEZと の併用ではMINOお よびVCMを

除きいずれの薬剤もそれぞれ単独時のMICよ り増強さ

れる傾向が認められたが,な かでもFOMと の組み合わ

せが最も顕著であった。 その効果は個々の菌株のFIC

indexの 平均値(o.38)に おいても証明され,84%の 高

頻度で相乗作用が認められた0CEZとABPCま たは
GMと の併用はFOMと の併用に比較すると抗菌力は

やや劣る傾向であった。また単独では極めて抗菌力の弱

いEMはC£Zと の併用で37%の 頻度で相乗作用が認

められた。しかしCEZとMINOま たはVCMと の併

用は,これら2剤単独のMICと 大差なかった。
一方,CEZに 感{生を示す株に対しても同様の傾向は

認められたが,CEZ耐 性株に比較するとその効果は小

さかった。

3)マ ウス全身感染における併用効果

CEZに25μ9/mlのMRSANo.4041を 感染菌とする
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Fig. 1 Therapeutic effect of CEZ and other anti-
biotics in combination against pyelonepbritis
induced by MIISA in mice

Mouse: ICR. Male. 4w. n=9
Idection: S.aurcus No.4023.direct inoculation of

CFU into left kidney
Therany : S. C 6hr_ after innrulatinn and thereafter

3 times a day for 2 days
Viable cell counts : 3 days after inoculation

マウス全身感染に対する併用効果をED50お よびFED

で示した(Table 3)。感染菌株に対す るFOM,GM

およびEMのMICは それ ぞれ12.5,100お よび

>200μg/mlで,そ れに対する単独時の治療効果(EDso)

は8.43,11.6お よび15.7mg/kgで あった0一 方,

CEZとFOM,GMま たはEMと の併用時のED50は

それぞれ1.73,1.04お よび2.09mg/kgと なり,単独

時のED5。 に比べ著しく増強され,そ の効果はFED

indexに おいても相乗的であることが証明された。しか

しCEZとMINOと の併用はMINO単 独のED50と

大差なく,FED index(0,77)に 示されるように相加的

であった。

4)マ ウス実験的腎盂腎炎に対する併用効果

CEZに100μg/mlの 高度耐性MRSA No.4023を 感

染菌とするマウスの実験的腎盂腎炎に対する各種抗菌剤

との併用効果を腎内残存菌数で示した(Fig.1)。 なお,

感染菌に対する他剤のMICはFOM:12.5,GM:50,

MINO:0.78お よびEM:>400μg/mlで ある。CEZ

100mg/kg投 与群の腎内菌数は無投与群と比較すると約

1オ ーダー減少し,FOM 10mg/kg投 与群でも約2オ ー

ダー減少した。このFOM 10mg/kgとCEZ 100mg/

kgを 同時投与した群では約5オ ーダーの菌数が減少し,

治療効果は顕著であった。GM2mg/kg投 与群の腎内菌

数はCEZ 100mg/kg投 与群とほほ同数であったが,
CEZとGM併 用群では約3オ ーダーの菌数減少が認め

られ,併 用時の約療効果は相乗的であった。MINO 10

mg/kg投 与群の腎内菌数は無投与群と同じで菌敬滅少

効果は認められなかったが,CEZとMINO併 用群では

約3オ ーダー以上の減少が認められ,併 用時の治療効果

は相乗的であった。EM投 与群では腎内菌数の減少は認

められずCEZと の餅用でもCEZ単 独の場合と同等の

菌数減少にとどまった。

III. 考 察

臨床分離のMSAの 中には一部にセフェム高度耐性

株が篠在し,CEZを 含むβ-lactam系抗菌剤はもちろん

のこと,ア ミノ配糖体やマクロライドなどにも岡時に高

度耐性である場合が多いことが報告されている5}。我々

の実験成績においてもGMお よびEMに 耐性を示す株

が多かった。これに対して,MINOお よびVCMは

MRSAに 対して極めて強い抗菌力を有 していた。 しか

しVCMは 副作用の点で便絹量に制約があり,臨床使用

はペニシリンアレルギーのある場合に限られている11)。

MINOは 抗菌力が優れている覇には期待されるほどの臨

床効果は得られていないようであり,また最近の報告に

よると高度耐性株が分離されている12)。一方,Rifampicin

もMRSAに 対し極めて優れた抗菌力をもつにもかかわ

らず,容 易に耐性mutantが 出現するという問題があ

る13,14)。このような背景にあって,MRSA感 染症に対す

る治療法の試みとして各種抗菌剤の餅用がなされてい

る且5調}。そこで我々は,基礎評価の立場からMRSAに

対するCEZと 各種抗菌剤の併用効果を検討した結果.

CEZはFOM,GMお よびEMと の餅用においてin

vitro抗菌力およびマウス全身感染に対し相乗釣効果が

得られることが明らかとなった。なかでも単独では抗菌

力の極めて弱いEMと の併用で相乗作用が認められる

点が注目されたが,臨 床的有効性については疑問がもた

れる。またMINOと の併用ではMINO単 独の効果と

大差なかった。なおCEZは 今回検討したいずれの抗菌

剤との併用でも拮抗作用は認められなかった。

CEZに100μg/mlの 感受性を示す高度耐性のMRSA

によるマウス腎盂腎炎に対するCBZと 各種抗菌剤との

併用効果は全身感染モデルに対する効果とは一部に異な

る点が認められた。すなわちCEZほFOM,GMま た

はMIMOと の餅用で,マ ウス腎盂腎炎において相乗作

用が認められたが,EMと の併用ではCEZ単 独の効果

とほとんど変わらなかった。またMINOは この菌株に

対して強い抗菌力を有している(MIC:0.78μg/mり に

もかかわらず単独では効果が認められなかった。しかし
CEZと の併用では著しい菌数減少効果を示し,マ ウス
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全身感染に対する併用時とは明らかに異なった挙動を示

した。CEZとFOMの 顕著な相乗作用は抗菌力の増強

はもとより両剤の腎内濃度が高い点も一つの要因と考え

られる17～80)。しかし,全身感染および腎盂腎炎に対して

EMお よびMINOの 治療効果が必ずしも一致しなかっ

た点について,MINOは 血中持続性は良好であるにも

かかわらず,血 濃レベルは低いため比較的短時閥内に生

死が決定される全身感染においてはMINOの 抗菌力が

充分に反映されなかったが,連続投与が可能な腎盂腎炎

においては両剤の抗菌力が治療効果として反映されたも

のと考える。一方,EMはCEZと の併用で両感染菌株

に対し,in vitro抗菌力は相乗的に増強されたとはい

え,MIC値 はあまり強いものではなかった。したがっ

て,腎盂腎炎に対しては100mg/k区 の大量投与にもか

かわらず抗菌力を上回る濃度に連しなかったため治療効

果に反映しなかったと考えられるが,全身感染について

は明らかでない。感染部位における薬剤の濃度と作用時

間,生体防御因子との協力的殺菌効果などの相互作用に

ついても生体内での効果を複雑にしていると思われる。

以上のごとく,各 種抗菌剤との組み合わせの中では

CEZとFOMと の餅用効果がin vitroおよびin vivo

において最も優れ,CEZのMICが100μg/mlの 高度耐

性株に対しても相乗釣に作用した。CEZとFOMの 併

用は今回検討したMRSAの80%以 上の菌株に対し相

乗的抗菌活性を発現し,そのin vitro効果はマウス全身

感染および腎盂腎炎においても顕著な治療効果として反

映された。一方,CEZとGMの 作用はin vitro抗菌力

における相乗作用の出現頻度こそ低かったが,マ ウス全

身感染および腎盂腎炎においてともに相乗的効果が得ら

れた。

以上の結果から実験的感染動物における成績が必ずし

も臨床効果に反映されるとは限らないが,CEZとFOM

あるいはCEZとGMの 併用療法は抗MRSA剤 として

強力でかつ安全性の高い抗菌剤がない現在,重 症化が危

憐されるMRSA感 染症に対して臨床的に試みる価値が

あると思われる。
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IN VITRO AND IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTIVITIES AGAINST

METHICILLIN RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS II.

―SYNERGISM OF CEFAZOLIN WITH VARIOUS ANTIBIOTICS―

Yosmxo YOKOTA, FUMIAKI IKEKA, YOSHIMI WAKAI,

SATORU MATSUMOTO and YASUHIRO MINE

Research Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.

Osaka, Japan

The in vitro synergism of cefazolin (CEZ) with various other antibiotics was investigated, and its
itsy 1T, 0 activity was studied in mice with experimental infection induced by methicillin resistant S.
aureus  (MRSA).

CEZ vvas synergistic with ampicillin (ABPC), fosfomycin (FOM), gentamicin (GM) or erythromycin

(EM) and was additive with minocycline (MINO) and vancomycin (VCM) in in vitro antibacterial
activity. The synergistic therapeutic effect in systemic infection of mice reflected the in vitro syner-

gistic antibacterial activity. CEZ was synergistic with FOM, GM and MINO against pyelonephritis
with MRSA in mice but was not synergistic with EM. The synergistic effect of CEZ and FOM was
the best of the test antibiotics in both in vitro and in vivo experiments and appeared with high fre-

quency.


