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抗 菌 性 薬 剤 の3剤 併 用 に 関 す る 研 究(II)

Sulbactamの 添加 に よ るcefoperazoneとamikacinのin vitro併 用 効 果 の 増 強

渡 辺 彰 ・大 泉 耕 太 郎 ・今 野 淳

東北 大 学 抗 酸 菌 病 研 究所 内科 学 部門*

(昭 和63年2月25日 受 付)

臨床 分 離 の8菌 種,各20株,計160株 を対 象 と した 微 量 液体 培 地 希 釈 チ ェス盤 法 に よ り,SBT/

CPZとAMKのin vitro併 用 効 果 を,CPZとAMKの 併 用 効 果 と比 較 した 。 併 用 効 果 の判 定

に はFIC indexの ほ か に,三 次 元 チ ェス盤 法 の応用 と して新 た に 考 案 した,2種 の 併用 の各 々の

平均MIC曲 線 下 面 積 の比 を表 わす 併 用 効 果増 強 指 数(enhancement of combined effect index=

ECE index)を 用 い て比 較 した 。

CPZとAMKの 併 用 お よびSBT/CPZとAMKの 併用 は,そ のmean FIC indexが8菌 種 の

平均 で0.46お よび0.48を 示 して 同 等 であ るが,SBTの 併 用 に よ ってCPZ自 体 のMICが1/2～

1/7に 小 さ くな る ため,SBT/CPZとAMKの 併 用 にお け る平均MIC曲 線 下 面 積 は,CPZとAMK

の 併用 のそ れ よ り小 さか った 。す なわ ち,mean ECE indexはS.aecreus 0.34,E.colt 0.47,K.

pneumoniae 0.65,E.cloacae 0.26,S.marcescens 0.35,P.mirabilis 0.87,M.morganii 0.81,P.

aeruginosa 0.35で あ った 。 菌 種 に よ って 相違 は少 しあ るが,SBTの 添 加 に よる 併 用 効 果 の増 強

は,そ の β-lactamase阻 害 作 用 に よ り強 く発 現 して い る こ とが 認 め られ た。

Key werds:3剤 併 用 効 果,三 次 元 チ ェ ス 盤 法,ECE index, sulbactam/cefoperazone(SBT/

CPZ),Amikacin(AMK)

近 年 の 抗 菌性 薬 剤 の 進 歩 に もか か わ らず 臨 床 の場 で は

薬 剤 耐 性 菌 の増 加 が 報 告 され て お り,私 共 の施 設 に おい

て も 同様 の 傾 向 が み られ る1)。 特 に β-lactamase産 生 に

よ る耐 性 株 の 増加 が 著 明 で あ り2),こ れ に 対 して種 々の

対策 が 取 られ つ つ あ る。 そ の 一 つ と し て,β-lactamase

阻害 剤 を 開 発 して,既 存 の薬 剤 と配合 あ るい は 結 合す る

試 みが な され て お り,そ の 一つ と して,sulbactam(SBT,

以 下 同 じ)をcefoperazone(CPZ,以 下 同 じ)と1対1

の 比 で配 合 したSBT/CPZが す で に 実 用化 され て い る。

私共 は す で に,CPZと ア ミノ配 糖体 系 抗 生 物 質 との

有 意 の併 用 効 果 に つ い て報 告8)し て い るが,今 回 は,3

剤 併用 効 果 の 研 究 の一 環 と して,こ の 併 用 に さ らにSBT

を 加 え た場 合 のin vitro併 用 効 果 に つ い て 比 較 検 討 し

て,興 味 あ る知 見 を 得 た の で以 下 に 報 告 す る。

I. 材 料 と 方 法

被験 菌 株:当 科 に 保存 され て い るS.aecreus,E.coli,

K.Pneecmoniae,E.cloacae,S.marcescens,P.mirabi-

lis,M.morganii,P.aeruginosaの8菌 種,各20株,

計160株 を使 用 した 。 いず れ も東 北 大 学抗 酸 菌 病 研 究所

お よび仙台厚生病院 において得 られた,主 に呼吸器由来

の臨床分離株であ る。

抗菌性薬剤:使 用 した3薬 剤 のうち,CPZとSBT/CPZ

は台糖 フ ァイザー株 式会社,ま た,amikacin(AMK)は

萬有製薬株式会社か ら提供された ものを用 いた。

抗菌 力測定:ダ イナテ ックMIC-2000シ ステムに よ

る微量液体培地希釈チ ェス盤法 を用 いた。すなわち,日

本化学療法学会標準法4)と同様 に,各 薬剤の 倍数希釈系

列 をMueller-Hinton breth(MHB,以 下 同じ,Difco)

を用いて作成 し,こ れを同 システムのデ ィスペンサーに

よ り,96個 のウ ェルを 有す る マイクロタィター ・プレ

ー トの各 ウェルに無菌的 に0.1mlず つ分注 した。あら

か じめMHBに て37℃,20時 間培 養 した被験株の菌液

を10倍 希釈 し,こ れ を同システムのイノキュレーター

に より各 ウェルに0.0015mlず つ接種 した。この方法で

の接種菌量 はS.aureusの 場合ほぼ105CFU/ml,グ ラ

ム陰性桿菌 の場合ほぼ106CFU/mlと な る。菌液を接種

した後,37℃,20時 間培養 して各 ウェル内の混濁を肉眼

的に観察 し,MICを 判定 した。 なお,こ の方法で得ら
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れる成績 は 日本 化 学 療 法学 会 標 準 法4)に よ る成 績 とほ ぼ

相関す る5,6)ことが 知 られ て い る。

β-lactamase活 性 の 測 定:全 株 につ い てpenicillinase

(PCase,以 下 同 じ)お よびcephalosporinase(CSase,

以下 同 じ)の 活 性 をpH指 示 薬法7}に て検 討 した 。 す な

わち,基 質 と してpenicillin Gあ る いはcephaloridine

を,pH指 示 薬 と してbremocresol purple(Difco)を

用いて一 定 の割 合 に 含有 させ た デ ィス クを 作 成 した。 こ

の デ ィス ク上 に 被 験株 の コ ロニ ー1白 金 耳 量 を 塗 抹 し

た。デ ィス クの 色 調 が塗 抹 直 後 か ら青 色 か ら黄 色 に 強 く

変化す る 場合 には卅(strongly positive),塗 抹5～10

分後 までに変 化 の み られ る も のを 廾(moderately positi-

ve),最 終的 に30分 後 に判 定 して この 時 初 め て 黄 色 に 変

化 した ものを+(weakly positive),全 く変 化 しな い も

のを-(negative)と 判 定 した。

併用効 果 の判 定:2種 の 併 用 の各 々 につ い て1株 ご と

にFIC indexを 算定 し,菌 種 ご とに 幾 何 平均 してmean

FIC indexと した。 また,FIC indexだ け ではSBT添

加の効 果を 定 量的 に 表 現 す る こ とが で きな い の で,en-

hancement of combined effect index(ECE index,以

下同 じ)す な わ ち併 用 効 果増 強 指 数 を 考案 して,SBT添

加による併用 効 果 の増 強 の 程 度 を 表 わ した 。ECE index

の算定 は次 の よ うに行 な った 。 す な わ ち,三 次 元 チ ェス

盤法8),を応用 して,Fig.1に 示 す よ うに,2種 の 併用 各

々の平均MIC曲 線 を 求 め,そ の 曲線 下 面 積(area un-

der the MIC curve=AUC,以 下 同 じ)の 比 を求 め て

ECE indexと した 。 各菌 種 ご とにmean ECE indexを

算定 し,こ れ が0.5以 下 の場 合 に はSBTの 添 加 に よ る

併用効果 の増 強 は 著 明,0.5か ら1.0ま で の 間 は軽 度 の

増強 とし,1.0以 上 は 拮 抗 作用 と した 。

II. 成 績

Fig.2お よびFig.3に,AMKの 存 在 下 のCPZお

よびSBT/CPZの 平均MIC曲 線 を各 菌 種 ご とに 表 わ し

た。▲印 で連 続 す る曲線 がCPZの,ま た ● 印 で連 続 す

る曲線 がSBTCPZの 平均MIC曲 線 を表 わ して い る

が,お おむ ね これ らは 双 曲 線 類 似 の 形 態 を示 した。 これ

らの平均MIC曲 線 と グラ フ の縦 軸 との接 点 はCPZ単

独およびSBTICPZ単 独 の 平均MICを,グ ラ フ の横 軸

との接点 はAMK単 独 の平 均MICを 表 わ し て い る。

2種 の併用 にお け る併 用 効 果 の程 度 は,そ れ ぞれ の曲 線

の曲率が大 であ るほ ど強 い こ とを示 し,こ れ を定 量 的 に

表現 した もの の 一 つ がmean FIC indexで あ るが,

Table 1の 一部 にそ の成 績 を示 した 。2薬 剤 間 の併 用 効

果の判定 基準9)に 従 え ば,全 菌 種 の 平 均 で み た 場 合,

CPZとAMKの 併 用 のmean FIC indexが.46,

SBT/CPZとAMKの 併用 のmeanFIC indexが0.48

Fig. 1. Illustration of the enhancement of com-
bined effect (ECE) index

で あ り,い ず れ も相 乗的 な作 用 を示 して い た。

また,cpzの 曲 線 下 面 積 に対 してSBT/CPZの 曲線

下 面 積 が 小 さい ほ どSBTの 添 加 に よる抗 菌 力 の 改 善 が

強 い こ とを 示す が,先 に述 べ た よ うに,こ れ を定 量 的 に

表 現 した もの がECE indexで あ り,Table 1の 一 部 に

そ の成 績 を示 した。 これ に よれ ば,全 菌 種 のmean ECE

indexが0.51で あ り,こ の こ とはSBTの 添 加 に よ っ

てCPZの 抗 菌 力が ほ ぼ2倍 に増 強 され た こ とを 意味 す

る。 さ ら に,各 菌 種 ご とのmean ECE indexは,S.au-

reus,E.cloacae,S.marcescens,P.aeruginosaの4菌

種 では0.35ま で の 小 さ な値 を示 し,逆 にP.mirabilisと

M.morganiiで は0.8以 上 の大 きな値 を示 した 。SBT添

加 に よる効 果 が 前 四 者 の菌 種 で強 い こ とを示 して い る。

Table 2に は,β-lactamase活 性 の分 布 を各 菌 種 ご と

に示 した 。SBT添 加 の 効 果 の 小 さか っ たP.mirabilis

とM.morganiiに お い て はPCase活 性 が 全 く認 め られ

なか った 。

III. 考 察

CPZは いわ ゆ る第3世 代 セ フ ェム系 抗 生 物 質 の 一 つ

と して 我 が 国 に お い て開 発 され た有 用 性 の高 い薬 剤 で あ

る。 私 共 はす で にCPZと ア ミノ配 糖 体 系 抗 生 物 質 の 併

用 効 果 につ い て 報 告 してい る3)が,特 にP.aerecginosa

に対 してCPZとdibekacin(DKB,以 下 同 じ)と の間

に 相 乗 的 な 併用 効 果 が 認 め られ,臨 床 的 に も特 に 難 治 性

感 染 症 に お い て こ の2薬 剤 の 併用 が優 れ て いた 。 しか し

な が ら,β-lactamase産 生 の機 序 に よ る薬 剤 耐 性菌 が増

加 しつ つ あ る2)現在,β-lactamase,特 にPCaseに 対 し

てや や 不 安 定 なCPZの 臨 床 使用 に はお のず か ら制 限 が
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Table 1. Mean FIC indices of cefoperazone plus amikacin and sulbactam/cefoperazone plus amikacin,
and ECE indices of two combination regimens

Table 2. Distribution of ƒÀl-lactamase activity measured semi-quantitatively

by pH disk acidometry against strains tested

加えられ よう。この弱点 を補 うもの として β-lactamase

阻害剤 のSBTをCPZと1対1の 比 率 で 配合 した

SBTICPzが 開発 され,特 に β-lactamase産 生菌 に対す

る基礎的 ・臨床的 な有用性が確認 され ている。

今回,私 共はSBT/CPZと ア ミノ配糖体系抗生物質 と

の併用の対象 としてAMKを 選 んで,臨 床分離株 に対

するin vitro併 用効果を検討 し,CPZとAMKのin

vitro併用効果 と比較 した。 この2種 の併用 におけ る併

用効果それ 自体は,S.aecreusとM.morganiiに 対 して

は弱いものの,そ れ以外 のグラム陰性桿菌に対 してはい

ずれもFIC indexが0.5以 下 の相乗的な併用 効果を示

した。全菌種の平均 でもほぼ 同等 のFIC indexを 示 し

ており,こ の判定法 で判断す る限 り優劣はないか に思わ

れる。しか しなが ら,SBTの 添加 によってCPZ自 体 の

MICが 大 きく低下す るため,発 育阻止 に 要す るSBT/

CPZの 量は著明に小 さ くなる。 これを定量的 に 表現す

るものとしてECE indexを 考案 して用 いたが,全 菌種

の平均で0.51と い う成 績であった。す なわち,SBTを

添加することによ り,発 育 を 阻止す るのに 要す るCPZ

の 量 が ほぼ112に な った こ とを 意 味 して い る。ECE

indexの 値 を菌 種 別 にみ る と,PCase活 性 の 認 め られ な

か っ たP.mirabilisとM.morganiiで は 大 き く,逆 に

S.aureusを は じめ とす る そ の他 の菌 種 で は 小 さ い こ と

が知 られ た 。 これ は,前 者 でSBTの 効 果 が小 さ く,後

者 で 大 き い こ とを意 味 して い る。

と ころ で臨 床 分 離 株 に お い ては,S.aureUSの 産 生 す

る β-lactamaseは ミニ プ ラス ミ ドの支 配 を 受 け,強 い

PCase活 性 を有 してい る10)。 グ ラ ム陰 性桿 菌 で は,K.

pneumoniaeは 染 色 体上 にPCase産 生 遺 伝 子 を持 つ が,

そ れ 以 外 の菌 種 で はP.mirabilisを 除 くほ と ん ど の 菌

種 に お い て,染 色体 上 にCSase産 生 遺 伝 子 を 有 す る と

とも に,そ の 多 くで は臨 床 上 特 に 問 題 とな っ て い る伝 達

性 細 胞 質 因 子,す な わ ちRプ ラ ス ミ ド上 に もPCase

(TEM型 お よびOXA型)産 生 遺伝 子 を持 つ もの が 多

い10)。そ して,今 回 検 討 したCPZは β-lactamase,特

にPCaseに 対 して は不 安 定 であ るが,CSaseに 対 して

よ りはPCaseに 対 して特 に阻 害 作用 の 強 いSBT11)を

CPZと 配 合 させ た場 合 に は,CPZ耐 性 を示 すS.aureus
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や種々の腸 内細菌科の菌種の多 くに対 して,相 乘的 な抗

菌作用が得 られ るとされ る12,13)。今回の検討 でも,こ れ

らの菌種においてSBTの 添加 による併用効果の改善が

大 きい ことが知 られた。す なわ ち,CPZとAMKの 併

用 に対 してさ らにSBTを 添 加す る こ と に よ り,CPZ

とAMKの 併用効 果を増強 させ るこ とが可能であ り,

これはSBTの 有す る β-lactamase阻 害作用 に よって発

現 していることが確認 された。このこ とか ら,β-lactam-

ase産 生 による薬剤耐性菌が増加 しつ つ あ る 臨床 の場

において,SBT/CPZとAMKの 併用が,CPZ単 独 と

AMKの 併用 よ りも優れ た臨床効果を挙げ得 る可能性が

推察 され,こ の併用に関 して さらに臨床的な検討を加え

る価値 があ ると考え られ た。
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COMBINATIONS OF THREE ANTIMICROBIAL AGENTS (II)

ENHANCEMENT OF THE IN VITRO COMBINED EFFECT OF CEFOPERAZONE
PLUS AMIKACIN BY ADDITION OF SULBACTAM
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and Cancer, Tohoku University, Seiryomachi 4-1, Sendai 980, Japan

We compared the in vitro combined effect of sulbactam/cefoperazone (SBT/CPZ=1 : 1) plus amikacin

(AMK) against a total of 160 strains of clinical isolates of eight different species with that of CPZ

plus AMK. The in vitro combined effect was determined by a checkerboard broth dilution method

using the Dynatech MIC-2000 system. The FIC index, mean MIC values of SBT/CPZ, or CPZ in

combination with varying concentrations of AMK, and the enhancement of combined effect index

(ECE index) were then determined and expressed in terms of the geometrical mean. The ECE index

was defined as the ratio of the area under the MIC curve of SBT/CPZ, or CPZ in combination with

two different combinations of AMK.

The combination of CPZ and AMK was found to be remarkably synergistic against all the species

except S. aureus, as shown by a mean FIC index of 0.46. Also, a remarkable synergistic combined

effect (mean FIC index of 0.48) was found between SBT/CPZ and AMK against all the species.

Although the FIC indices of the above two combination regimens were almost the same, the addition

of SBT reduced the MICs of CPZ. The area under the MIC curve of SBT/CPZ combined with AMK

thus became smaller than that of CPZ plus AMK. Namely, the ECE index of SBT in combination

with CPZ plus AMK was 0. 34 against S. aureus, 0.47 against E. coli, 0.65 against K. pneumoniae,

0.26 against E. cloacae, 0. 35 against S. marcescens, 0. 87 against P. mirabilis, 0. 81 against M. morganii,

and 0.35 against P. aeruginosa. In addition, enhancement of the in vitro combined effect by the

addition of SBT was remarkable against ƒÀ-lactamase-producing strains.

The above results suggest that the combination of SBT with CPZ plus AMK is useful in the

treatment of severe infections, especially those caused by j9-lactamase-producing strains.


